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서 론

상처치유 과정에는 일련의 생화학적, 물리학적 작용은 물론

다양한 종류의 세포들이 관여하게 된다. 상처 유발 후 혈관이

확장되고 모세혈관 삼투압이 증가함에 따라 백혈구들이 상처

부위로 이동하는데, 주로 호중구와 식세포가 감염된 조직

이나 세포성 물질들을 제거하며상처 가장자리부터 표피화가

시작된다. 상처 치유과정은 응고, 염증 혹은 손상 조직과 같

은 일련의 과정을 거친 후 세포증식, 이동, 혈관생성, 세포외
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ABSTRACT

GM-CSF is a multipotent growth factor, which also plays an important role during the process of wound healing. rrhGM-

CSF was specifically produced from rice cell culture in our laboratory (Hanson Biotech Co., Ltd, Daejeon). The rrhGM-

CSF contains more oligosaccharide side chains than any other types of GM-CSF. This work was taken to evaluate the

influence on wound healing of rrhGM-CSF in male golden hamsters. Full thickness skin defects of 9 mm in diameter

were made in the back of hamsters, and 100 μL ointment containing rrhGM-CSF 50 μg/mL was applied. Control groups

were given ointment without rrhGM-CSF. The wound sizes were relatively reduced and skin was well regenerated in the

experimental group compared with the control group. Structurally, reepithelialization and architecture of the skin follow-

ing injury were well accomplished in the experimental group. And also, positive reaction of PCNA of the skin following

injury was more prominent in rrhGM-CSF containing ointment treatment group. Since this type of GM-CSF has highly

glycosylated side chains, the effectiveness might be retain longer and stable, regarding acceleration of wound healing in

the animal model. The present study has important implications for further development of the therapeutic manipulation

of wound healing using rrhGM-CSF. 
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기질 합성 및 축적의 순으로 재상피화(reepithelialization)하

고 재구성됨으로써 종결된다. 이 과정은 세포 간 상호작용이

필수적이며, cytokine이나 성장인자가 세포 표면의 수용체들

과 결합함으로써 시작된다 (Brem & Tomic-Canic, 2007). 

GM-CSF (granulocyte/macrophage colony-stimulating fac-

tor)는 골수 내 progenitor cell들을 자극하여 과립구 및

식세포로 발달하도록 하며, 127개의 아미노산들로 구성되어

있고 분자량 23 kDa 정도의 당단백질 성장인자이다(Kaplan

et al., 1992; Bussolino et al., 1994; Hill et al., 1995). 또한, 피

부 손상 직후 각질세포(keratinocyte)에서 분비되어 autocrine

방식으로 표피세포의 증식을 촉진함으로써 상처회복을 도

와주는 다기능 (pleitropic) cytokine이다 (Braunstein et al.,

1994; Malik et al., 1998). 특히 GM-CSF 국소 적용은 만성적

피부 궤양과 같이 치유가 어려운 환자들의 상처회복에 도

움을 주는 것으로 보고되어져 있다(Fararh et al., 2005). 

재조합 GM-CSF는 주로 장균 또는 효모를 숙주로 이

용하여 생산되어져 왔으나, 최근 배양 중인 벼세포(rice cell)

유래 재조합 rrhGM-CSF가 핸슨바이오텍(주)에서 생산되었

다. 식물세포를 숙주로 하여 단백질을 생산하는 과정은 상

적으로 생산비용이 저렴하고, 바이러스 혹은 프리온과 같

은 감염원으로부터 안전하며, 현탁배양이 가능한 장점들이

있다. 또한 장균 유래 GM-CSF에 비해 당사슬이 매우 풍

부한 것으로 분석되었으며, 당단백질에서 당화(glycosylation)

의 정도는 물질의 안정성 혹은 효과의 지속성과 관련이 있

는 것으로 알려져 있다(Kim et al., 2008). 

본 연구에서는 식물세포에서 재조합기술을 응용하여 생

성된 rrhGM-CSF의 상처치유 효능을 확인하고자 하 다.

Streptozotocin을 주사하여 인위적으로 당뇨를 유발하여 자

연치유를 지연시킨 후, 햄스터의 등 피부에 상처를 일으키

고, rrhGM-CSF가 포함된 연고를 도포하여 상처치유효과를

조군과 비교하 다. 시간 경과에 따른 상처의 육안적인

변화를 관찰하여 상처크기를 측정하 고, 수일 간격으로 재

생 중인 피부조직을 적출하여 통상적인 광학현미경 표본을

제작하고 관찰하여 재상피화 정도를 비교함으로써, 식물세

포로부터 얻어진 rrhGM-CSF의 효과를 조사하 다. 또한

증식 중인 세포에서 뚜렷하게 증가하는 것으로 알려져 있

는 proliferating cell nuclear antigen (PCNA)의 분포 정도와

피부조직 내 localization 등을 확인하기 위하여 면역조직화

학적 염색을 실시하여 관찰함으로써, rrhGM-CSF가 피부상

처 치유과정에 미치는 세포증식 효과를 비교하 다. 

재료 및 방법

1. 실험동물

실험동물로는 일정한 조건에서 7일간 기초 사육된 5주령

90 g 내외의 수컷 성체 골든 햄스터(Golden hamster, Mesocri-

cetus auratus)를 사용하 다. 조군과 실험군은 각각 10마리

씩 사용하 으며, 관찰 및 분석과정에서의 인위적인 오류를

방지하기 위하여 이중맹검(double blind test)을 실시하 다.

2. 당뇨 및 상처유발

골든 햄스터의 만성 당뇨를 유발하기 위해 Sigma사의 strep-

tozotocin을 사용하 고, 실험군에 적용된 rrhGM-CSF는 핸

슨바이오텍(주)에서 개발한 것을 제공받아 사용하 으며

조군으로는 삼아제약(주) 제품의 base cream을 사용하 다.

만성 당뇨유발은 Phares (1980) 방법을 개량하여 적용하

다. 골든 햄스터를 하루 한 번씩 3일 동안 50 mg/kg의 strep-

tozotocin을 복강 주사하여 1주일간의 당뇨 유발 기간을 거

친 후 햄스터의 꼬리에서 란셋으로 채혈하고 혈당검사지와

측정기(Roche Co.)를 이용하여 측정하 다. 만성 당뇨가 유

발된 햄스터의 등쪽 털을 제모기를 이용하여 깎은 후 제모

제로 2차적으로 털을 제거하고, 알코올로 소독한 후 양쪽으

로 지름 9 mm의 크기로 피부 전 층을 제거하 다. 오른쪽

상처는 실험군으로 rrhGM-CSF를 50 μg/mL 들어있는 연고

100 μL 적용하 고, 왼쪽은 조군으로 rrhGM-CSF를 섞지

않은 base cream 100 μL를 적용하 다. 또한 시험 물질의 손

실을 막고, 창상의 자연적인 수축을 방지하기 위해 건식밴

드와 의료용 테이프를 이용하여 드레싱을 해주었다. 시험물

질 적용 후 각각 3일, 6일, 9일째에 상처부위의 가피를 제거

한 후 육안으로 비교 관찰하고, 조직을 생검하 다. 

3. H-E 표본제작

적출된 피부조직을 10% neutral buffered formalin (pH 7.2)

에 고정한 후, 흐르는 물로 수세하여 남아있는 고정액을 제

거한 후 에탄올 60%부터 무수 에탄올까지 농도를 상승시

키면서 탈수하고, 에탄올과 자일렌 1 : 1과 자일렌 100%로 2

회, 자일렌과 파리핀 1 : 1 비율로 치환한 후 파라핀 침투과

정을 거쳐 동일한 파라핀으로 포매하여 블록을 제작하 다.

파라핀 블록은 회전식 박절기(rotary microtome, Leica Co.)

를 사용하여 5 μm 두께로 박절하고 슬라이드 라스 위에

부착 후 건조시켰다. 이어서 자일렌으로 파라핀을 제거하고

무수에탄올에서 60% 에탄올까지 함수과정을 거친 후, 수세

하고 해리스 헤마톡실린(Harris hematoxylin)과 에오신(eosin)

으로 이중염색하 다. 염색된 조직은 다시 탈수과정을 거치

고 캐나다 발삼(Canada balsam)으로 봉입하여 광학현미경

으로 관찰하 다. 

4. PCNA-면역조직화학 표본제작

증식 중인 세포에서 뚜렷하게 증가하는 것으로 알려져
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있는 proliferating cell nuclear antigen (PCNA)의 발현 양상

을 조사하기 위해 면역조직화학 표본을 제작하 다. H-E 염

색한 슬라이드와 같은 방법으로 조직표본을 제작하고 DAB

chromogen kit와 anti-PCNA를 이용하여 면역조직화학(im-

munohistochemistry)적 방법으로 조사하 다 (Hall et al.,

1990). 파라핀에 포매된 피부 조직을 microtome을 이용하여

5 μm의 두께로 자른 후, 자일렌에 각 5분씩 2회 처리하여

파라핀을 제거하 다. 함수된 조직을 실온에서 3% H2O2에

5분간 처리하고 Immunotech kit (Immunotech Co.)를 이용하

여 anti-PCNA를 4�C에서 하루 동안 처리하 다. 2차 항체

(biotinylated secondary antibody)와 streptatavin peroxidase

를 10분씩 처리한 후, DAB로 발색시키고, 헤마톡실린으로

조염색하여 광학현미경으로 관찰하 다.

5. 전자현미경표본 제작

재생 중인 골든 햄스터 피부의 미세구조 변화를 관찰하

고자 전자현미경 표본을 제작하 다. 4% glutaraldehyde 고

정액에 전고정한 조직을 0.1 M 인산완충용액(phosphate buf-

fer, pH 7.2)으로 20분씩 3회에 걸쳐 수세 후, 1% OsO4 고정

액으로 1시간 동안 후고정하고 마찬가지로 0.1 M 인산완충

용액으로 수세하 다. 60% 에탄올부터 무수 에탄올까지 농

도 상승 순으로 각 20분씩 탈수한 후, propylene oxide로 10

분씩 2회 치환하 다. NMA (nadiac methyl anhydride), DDSA

(dodecenyl succinic anhydride), Poly/Bed 812 Resin (Epon)과

DMP-30 (dimethyl aminomethyl)로 조성된 Epon 혼합액으로

포매하고 60�C dry oven에서 72시간 중합하 다. 포매된 조

직은 초박절편기(Reichert supenmova ultramicrotome, Leica

Co.)를 이용하여 80 nm 두께로 초박절편하고 uranyl acetate

와 lead citrate로 이중염색한 후, 투과전자현미경(JEM-1010,

JEOL Co.)으로 80 kV하에서 관찰하 다.

결 과

실험군과 조군에서 상처회복 정도를 알아보기 위해 시

험물질인 rrrhGM-CSF를 적용한 후 3일, 6일, 9일에 육안으

로 관찰하 다. Base cream만을 적용한 조군의 경우 3일

째 상처에서 삼출물이 많이 보 고, 6일째에서는 고름도 관

찰되었으며, 재상피화가 많이 진행되지 않아 실험군에 비해

상처크기가 큰 것을 볼 수 있었다. 한편 실험군의 경우 6일

Table 1. Relative wound sizes at various days after injury in two
groups of treatment of base cream (control group) and rrhGM-CSF
containing ointment (experimental group). Data were expressed as
mean±S.D.

Days after injury
Groups

0 3 6 9 

Control (%) 100.00 54.07±0.15 31.11±0.09 1.60±0.02
Experimental (%) 100.00 42.33±0.18 16.92±0.08 0.53±0.01

Fig. 1. Light micrographs of the hamster skin at 3 days (a, d), 6 days (b, e) and 9 days (c, f) after injury and treatment with only base cream (a, b
and c) or rrhGM-CSF containing ointment (d, e and f). Reepithelialization of the skin relatively prominent in the experimental group. H-E stain
(×100).



후에는 재상피화가 많이 진행되어 상처크기가 줄어든 것을

볼 수 있었다(Table 1). 9일째에는 두 그룹 모두 재상피화가

거의 완료된 것으로 관찰되었으나 rrhGM-CSF를 포함한 연

고를 적용한 실험군의 표피가 정상피부조직의 색과 더 유

사하게 보 고, 조군의 표피는 상 적으로 더 붉게 보

다.
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Fig. 2. Immunohistochemistry of PCNA at 3 days (a, d), 6 days (b, e) and 9 days (c, f) after injury and treatment with only base cream (a, b and c)
or rrhGM-CSF containing ointment (d, e and f). Positive reaction of PCNA is stronger in the experimental group (×100).

Fig. 3. Wide plane of immunohistochemistry of PCNA in hamster skin at 6 days after injury and treatment with only base cream (a) or rrhGM-
CSF containing ointment (b). Positive reaction of PCNA is seen throughout the whole epidermis in the experimental group (×40).
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H-E 염색한 조직에서 3일째 조군 피부조직의 전 층이

거의 제거된 상태로 남아 있었으나 실험군은 상처부위로

피부조직이 확장되어지는 것을 볼 수 있었다. 6일째 실험군

은 재상피화가 되어 얇은 표피층을 이룬 것을 볼 수 있었으

Fig. 4. Electron micrographs of hamster skin at 3 days after injury and treatment with only base cream (a and b) or rrhGM-CSF containing oint-
ment (c, d, e and f). Oval nucleus (N) and swollen rough endoplasmic reticulum (rER) of keratinocyte are seen in the control group. Tonofibrils
(circle) and keratohyaline granules (K) are observed in stratum granulosum and corneum (C). Desmosomes (arrows) between cells are plentiful in
the experimental group.



나, 조군은 아직도 상처 중앙 부위의 재상피화가 이루어

지지 않았고 가피가 남아 있는 것을 관찰할 수 있었다. 9일

후에는 두 그룹 모두 재상피화가 거의 이루어져 있었으나

실험군의 표피가 조군에 비해 더 두꺼운 것을 볼 수 있었

다(Fig. 1). 

면역조직화학적 방법에서는 시험물질 적용 후 3일째부터

실험군에서 조군보다 세포증식을 하는 각질세포를 많이

관찰할 수 있었다. 6일째 재상피화 중인 피부를 비교하 을

때, 두 그룹 모두 기처층에서 활발히 세포 증식을 하는 각

질세포가 많이 나타났으나 조군보다 실험군의 표피가 더

많은 세포층으로 구성되어 있었다. 9일째의 결과에서도, 

조군의 기저층보다 실험군의 기저층에서 PCNA에 해 양

성반응을 나타내는 기저층 각질세포들이 많이 관찰되었다.

또한 이 시기에는 표피의 가장 바깥구조인 각질층도 관찰

되는 것으로 보아 인위적인 창상에 의한 피부상처의 재생

이 거의 완료된 것으로 관찰되었다(Figs. 2, 3). 

투과전자현미경을 이용하여 관찰된 조군 햄스터 등쪽

피부의 미세구조는 부분 포유동물들의 특징과 유사한 것

으로 나타났다. 표피 최외층에 각질층이 10여 층으로 겹쳐

있었고, 그 아래로 3~4층의 각질세포들로 이루어진 과립

층, 가시층 및 종자층이 분포하 다. Base cream만을 도포한

조군의 상처부위 주변 표피의 종자층 세포는 타원형의

핵으로 진염색질(euchromatin)들이 부분이었고 두 층의

핵막이 분리되어 나타났으며, 세포질 내 조면소포체들이 팽

창되어있는 모습도 관찰할 수 있었다. 가시층이나 과립층에

서의 세포분화 정도가 정상보다 낮게 나타났고, 정상 햄스

터 피부의 경우와 비교하여 각질층의 세포층 수도 적은 것

을 관찰할 수 있었다. rrhGM-CSF를 포함하는 연고를 도포

한 실험군의 경우, 상처부위에서 재생 중인 표피는 각질층

의 수가 적었고 가시층과 종자층 세포들에서 유리리보솜들

이 발달한 모습을 종종 관찰할 수 있었다. 또한 핵막이 불

규칙하거나 이질염색질 혹은 염색체들도 관찰되었고, 가시

층에서 세포 간 연접부위에는 desmosome이 발달하 으며,

과립층에서는 초자상과립(keratohyaline granule)들의 발달

이 관찰되었다. 진피층에서는 콜라겐섬유다발들이 조군보

다 더 발달되어 있는 특징을 보 고, 혈관들도 자주 관찰할

수 있었다(Fig. 4).

고 찰

햄스터를 동물모델로 설정하여 만성 당뇨를 유발한 후,

등쪽 피부창상의 치유과정에 미치는 벼세포(rice cell)에서

유래한 재조합 GM-CSF의 효과를 광학현미경 및 면역조직

화학적 방법으로 알아보고자 하 다. 본 실험에 사용되었던

정상 햄스터들의 평균 혈당치는 80 mg/dL 내외 으며, strep-

tozotocin 복강주사에 의해 혈당치가 타 연구자들의 기준과

유사한 범위인 300 mg/dL 이상인 경우를 만성당뇨가 유발

된 것으로 판단하 다(Phares, 1980). 당뇨가 신체 말초부위

의 상처치유를 지연시키는 기작에 해서는 많은 보고들이

있는데, 고혈당이 손상된 피부조직에서 각질세포의 이동을

억제하고 콜라겐 및 혈관 생성을 지연시키는 것으로 판단

된다(Nagumo, 1994; Lan et al., 2009; Liao et al., 2009). 

실험군과 조군에서 상처회복 정도를 알아보기 위해 시

험물질 적용 후 3일, 6일, 9일에 육안관찰 결과, 조군에서

재상피화가 많이 진행되지 않아 실험군에 비해 상처크기가

큰 것을 볼 수 있었다. 한편, 9일째에는 두 그룹 모두 재상

피화가 거의 완료된 것으로 관찰되었으나 rrhGM-CSF를 포

함한 연고를 적용한 실험군의 표피가 정상피부조직의 색과

더 유사하게 보 고, 조군의 표피는 상 적으로 더 붉게

보 다. 이는 조군의 표피의 두께가 더 얇아 표피 아래쪽

의 혈관이 드러나 보이기 때문이라고 생각된다(Fang et al.,

2007). 

창상유발 후 재상피화 과정에서 나타나는 햄스터 피부

구조를 실험군과 조군에서 비교하기 위해 H-E 염색한 조

직을 광학현미경으로 관찰하 던 바, 실험군에서 상처부위

피부조직의 재상피화가 진행되어 얇은 표피층을 이룬 것을

볼 수 있었으나, 조군은 상처 중앙부위의 재상피화가 이

루어지지 않아 손상을 입은 피부에서 일시적인 장벽 역할

을 하는 가피가 남아 있는 것을 관찰할 수 있었다. 9일 후

에는 두 그룹 모두 재상피화가 거의 이루어져 있었으나 실

험군의 표피가 조군에 비해 더 두꺼운 것을 볼 수 있었

다. 이러한 결과는 다른 실험동물을 이용하여 피부 전층을

제거한 후 관찰하 던 재상피화과정을 보고한 결과와 비교

될 수 있다(Sta & Stepp, 2000).

PCNA는 DNA 복제 시 leading strand의 끝에 결합하여

DNA 중합효소의 작용 속도를 증가시키는 trimer로 이루어

진 단백질이다(Sousa et al., 2009). 손상된 피부조직의 재상

피화과정에서 세포증식의 정도를 알아보기 위해 면역조직

화학적 방법을 적용하 던 바(Yamamoto et al., 2007), 분열

중인 세포의 핵은 DAB에 의한 갈색반응을 보이게 되는데,

실험군에서 조군보다 PCNA 양성반응이 강하게 나타나는

것으로 보아, 세포증식을 하는 각질세포들이 증가한 것으로

판단할 수 있었고, 그 결과 실험군의 표피가 더 많은 세포

층으로 구성되어 있었던 특징과도 일치하는 결과로 생각된

다(Hall et al., 1990). 이것은 표피 상피화의 특성상 각질세

포가 발달하면서 바깥쪽으로 려나가는 과정을 거치므로

실험군의 각질세포가 먼저 증식을 시작하여 같은 시간 동

안 조군보다 많은 층을 이룬 것으로 보인다. 9일째의 결

과에서도, 조군보다 실험군의 기저층에서 PCNA에 해

양성반응을 나타내는 기저층 각질세포들이 뚜렷이 증가하

여 있었다. 또한 이 시기에는 표피의 가장 바깥구조인 각질
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층도 관찰되는 것으로 보아 인위적인 창상에 의한 피부상처

의 재생이 거의 완료된 것으로 판단된다(Kawada et al., 1997;

Sousa et al., 2009). 

조군 햄스터 등쪽 피부의 미세구조를 투과전자현미경

으로 관찰하 던 바, 부분의 포유동물들의 경우와 유사한

구조를 나타냈다. 외측으로 각화 중인 세포와 10여 층으로

이루어진 각질층이 분포하 고 종자층 세포들의 분비과정

을 나타내는 조면소포체 발달상 혹은 골지복합체의 관찰이

두드러졌다. 가시층 혹은 과립층에서의 세포 간 연접이 미약

하거나 각질층의 형성이 불완전한 것으로 나타나는 것으로

보아 창상유발에 의한 표피재생이 미흡한 것으로 생각된다.

실험군의 경우, 상처부위에서 재생 중인 표피는 각질층의

수가 적었고 타원형의 핵과 유리리보솜들이 발달한 피부세

포들이 표피부위를 채우고 있었는데, 이는 세포분열을 위한

준비과정의 하나로 세포소기관들의 증가 및 단백질합성의

필요성과 연관되는 특징으로 판단된다. 세포들 간 연접부위

에는 desmosome이 발달하여 세포 간 결합을 강화시키고

있었고, 세포질 내에서 초자상과립(keratohyaline)들도 다수

관찰되어 외측의 각질층으로 분화할 수 있는 구조를 나타

냈다. 한편, 실험군의 경우 진피층 내에서는 콜라겐섬유다발

들이 조군보다 더 발달되어 있는 특징을 보 고 혈관들

도 종종 관찰할 수 있었던 것으로 보아 혈관이 없는 표피층

으로의 물질확산을 위한 기초를 마련하고 있는 것으로 생

각된다(Repesh & Oberpriller, 1980; Khammo et al., 1997). 

이상과 같이, 처음 백혈구 증식 촉진인자로 널리 알려져 있

던 GM-CSF가 본 실험에서 종자층에서의 세포분열을 자극하

는 것으로 확인되었고, 실험실에서 새롭게 생산한 rrhGM-

CSF가 인위적으로 유발된 창상부위에서 피부세포의 증식

을 유발하는 것으로 조사되었다. 즉 rrhGM-CSF가 상처 주

변부의 각질세포의 증식을 자극하여 재상피화 속도를 가속

화시키는 것으로 판단할 수 있었으며, 이는 최근의 다른 연

구자들의 결과와도 일치하 다(Fang et al., 2007; Kim et al.,

2008). 이러한 효과는 rrhGM-CSF에 풍부하게 결합된 탄수

화물 측쇄의 작용으로 안정성과 지속성을 부여하면서 더욱

크게 나타나는 것으로 판단된다(Kim et al., 2008). 한편, 피

부 상처의 재생 및 재상피화에 한 정확한 기작과 rrhGM-

CSF에 의한 치유효과 및 다른 종류의 GM-CSF들과의 비

교효과 등에 해서는 앞으로 더욱 깊이 있게 연구되어져

야 할 것으로 사료된다.
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⁄국문초록¤

상처치유는 growth factor와 cytokine들의 복합적인 작용에 의해

일어나는 과정이다. GM-CSF는 호중구와 식세포를 분화시키고

각질세포를 증식시키는 다면발현성 사이토카인으로 여러 세포에서

재조합되어 사용되고 있다. (주)핸슨바이오텍에서 개발한 rice cell

유래의 재조합 rrhGM-CSF는 다른 세포에서 유래된 GM-CSF들보

다 탄수화물 측쇄가 많은 것이 특징이다. rrhGM-CSF의 창상치유

효과를 알아보기 위하여 햄스터에 만성 당뇨를 유도하여 상처치유

가 어려운 동물모델을 만든 후, 등쪽에 인위적으로 피부 전 층을

제거하여 창상을 유발하 다. 실험군에는 rrhGM-CSF가 포함된 연

고를 적용하고, 조군에는 base cream만을 적용하여 재상피화되는

과정과 피부조직의 구조 및 PCNA 반응을 통한 세포증식 정도를

비교하 다. 육안 및 조직학적 관찰 결과, rrhGM-CSF를 적용한 그

룹의 재상피화 속도가 더 빨랐으며, PCNA 면역조직화학적 조사에

서도 증식하는 각질세포의 수가 조군보다 상 적으로 많은 것으

로 나타남으로써, rrhGM-CSF에 의한 피부상처 치유 효과를 관찰

할 수 있었다. 이러한 결과들로 미루어 보아 벼세포 유래의

rrhGM-CSF는 국소적인 피부 창상 치유에 효과적인 것으로 보이

며, rrhGM-CSF의 풍부한 당화 사슬은 이 단백질이 상처부위에 안

정된 상태로 기능을 나타냄으로써 효과를 오랫동안 지속시킬 수

있었던 것으로 사료된다. 
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