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넉아웃 기반 Membrane Cofactor Protein과 Thrombomodulin 

유전자를 동시에 발현하는 세포라인 확립
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요  약  돼지와 영장류의 면역 차이로 이종이식 돼지 장기에서 보체 활성화, 염증반응 그리고 혈액 응고 등의 거부반응이
발생하며 수여 영장류를 사망에 이르게 한다. 인위적으로 Membrane cofactor protein(MCP) 및 Thrombomodulin(TBM)
을 발현시키는 것은 이러한 거부반응으로부터 세포를 보호하고 영장류 생존기간을 연장한다고 보고되었으며 이전 연구에서
코돈 최적화 MCP(mMCP)와 TBM cDNA를 활용한 발현 벡터를 구축한 바 있다. 본 연구의 목적은 항생제 저항성 유전자를
이용하지 않고 형질전환 세포 선별 시스템을 확립하며 alpha-1,3-Galactosyltransferase knock-out(GTKO)/mMCP/TBM 
세포 라인을 개발하는 것이다. Nucleofection을 통해 mMCP/TBM 동시 발현 벡터를 도입한 GTKO 세포를 MCP에
대한 항체를 이용하여 MCP를 발현하는 세포만을 두 차례 분리하였다. 이를 통해 분리한  세포는 단일세포가 되도록 
배양하였으며 유세포분석을 통한 MCP 발현 수준에 따라 단일 클론의 세포라인을 분류하여 선별하였다. 최종적으로 
MCP 단백질 발현이 90% 이상인 GTKO/mMCP/TBM 유전자형 세포 라인 4종을 개발하였다. 선별된 클론들은 
GTKO/mMCP/TBM 돼지 생산을 위한 핵이식 공여세포로 활용할 예정이다. 항생제 저항성 유전자를 사용하지 않는 
선별 기술은 향후 의료용 원료 동물 생산에 효과적으로 활용될 수 있을 것으로 기대된다.

Abstract  The immunological barriers between pigs and primates result in complement activation, 
inflammation, and coagulation in xenografts, consequently leading to the recipient's death. The 
intentional co-expression of membrane cofactor protein (MCP) and thrombomodulin (TBM) in pigs is 
known to contribute to the prolonged survival of xenografted recipient primates. In a previous study, we
had constructed MCP/TBM co-expression vectors using codon-optimized MCP (mMCP) and TBM cDNA. 
The objectives of this study were to establish an antibiotic-free selection system and generate a pig cell
line carrying mMCP and TBM expression vectors based on the alpha-1,3-galactosyltransferase knock-out
(GTKO) genetic background. The mMCP/TBM co-expression vectors were introduced into GTKO pig 
fibroblasts. We isolated and selected only MCP-expressing cells using anti-MCP antibodies and cell 
separators twice. Additionally, we performed single-cell separation and clonal culture depending on the 
MCP expression level. Finally, we were able to obtain four GTKO/mMCP/TBM clones expressing MCP at
levels of 90% and over. The selected clones will be used as donor cells for nuclear somatic cell transfer 
to produce GTKO/mMCP/TBM pigs for xenotransplantation. We believe that the antibiotic-free selection
system established in this study could be useful to produce biomedical source animals without the 
antibiotic resistance gene.
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1. 서론

돼지와 영장류는 면역 시스템이 다르며, 이로 인해 돼
지 장기를 영장류에 이식하면 초급성 거부반응을 비롯하
여 보체 활성화, 혈액 응고, 염증반응, 조직의 괴사 등 복
합적인 거부반응이 발생한다[1]. 이러한 반응을 억제하기 
위해 거부반응의 원인이 되는 유전자를 제거하거나, 사람
의 면역반응 조절 유전자를 도입한 형질전환 돼지 개발 
연구가 이루어지고 있다[2, 3]. 돼지의 모든 세포에 존재
하는 Galactose-alpha1,3 -galactose(Gal) 항원은 영
장류에는 없는 대신 혈액 에 Gal 항원에 대한 자연 항체
가 존재한다. 이 Gal 항원이 가장 심각한 거부반응인 초
급성 거부반응을 유발하는 원인이며[4], Gal 항원 합성 
alpha-1,3 -galactosyltransferase 유전자가 제거된 
돼지(GTKO)의 심장을 이식받은 원숭이는 최대 179일 
생존한 것으로 보고되었다[5].

돼지의 장기에서 사람 보체조절단백질 Membrane 
cofactor protein(MCP, CD46), Decay-accelerating 
factor(DAF, CD55), MAC-inhibiroty protein(CD59) 
등을 발현하면 이종이식 거부반응을 억제하여 영장류의 
생존기간을 연장한다고 보고되었다[6]. 보체 활성화 과정
에서 생성되는 C3b 및 C4b는 외부에서 유입된 항원을 
둘러싸는 옵소닌작용(Opsonization)을 일으켜 면역세
포의 식세포 작용을 촉진하고 염증반응을 유발한다[7, 
8]. MCP는 C3b 및 C4b의 활성을 차단하여 세포를 보
호하는 기능을 수행한다[9]. Mohiuddin 등의 연구에서 
GTKO/MCP 돼지의 심장을 이식받은 원숭이의 생존기
간이 최대 236일로서 사람 보체조절단백질의 중요성을 
제안하였다[10].

초급성 거부반응과 보체 활성을 억제하였음에도 불구
하고 이종이식 돼지의 장기에서 혈전성 미세혈관병증
(Thrombotic microangiopathy)이나 허혈 손상(Ischemic 
injury) 등 혈액응고 현상이 발생한다[11]. 돼지의 혈관
은 이종이식 시 영장류의 혈액과 가장 직접적인 접촉이 
이루어지는 기관으로, 영장류의 혈액 속에 존재하는 각
종 항체나 면역세포의 작용은 혈관내피세포의 손상을 유
발하고 혈액응고를 촉진한다[12]. Mohiuddin 등은 혈
관에서 특이적으로 Thrombomodulin(TBM)이 추가로 
발현하는 GTKO/ MCP/TBM 돼지의 심장을 이식받은 
원숭이가 최대 945일 생존한 결과를 보고하였다[13]. 
TBM은 혈액 내 Thrombin과 결합하여 복합체를 형성
하는데, 이를 통해 Thrombin이 혈액응고인자로서 작용
하는 것을 억제할 뿐만 아니라 TBM-Thrombin 복합체

는 Protein C를 활성화시켜 혈액응고인자의 활성을 억
제한다[14].

국내에서는 2012년도에 GTKO 돼지를 개발한 바 있
다[15]. 본 연구는 이종이식 거부반응 억제를 강화하기 
위하여 국내에서 개발한 GTKO 돼지의 세포를 기반으로 
MCP 및 TBM 유전자가 도입된 세포주를 개발하는 것을 
목표로 한다. 체세포 핵 이식(Somatic cell nuclear 
transfer, SCNT)을 위한 공여 세포 개발 시 유전자가 도
입된 세포를 선별하는 방법으로 항생제를 활용하는 것이 
일반적이나, 결과적으로 항생제 저항성을 가지게 되므로 
이종이식용 돼지 개발에 적절하지 않은 방법이라고 제시
되고 있다[16]. 본 연구는 항생제 선별 방법이 아닌 도입
한 유전자를 발현하는 세포만을 선별하였고, 발현 수준에 
따라 분리하여 배양함으로 발현 수준을 예측할 수 있는 
돼지 개발에 활용하고자 실시하였다.

2. 연구방법

2.1 세포 분리 및 배양
돼지 귀 섬유아세포(porcine ear fibroblasts, pEF) 

분리 및 배양은 이전 연구를 참고하였다[17]. 1개월령 
GTKO 형질전환 돼지에서 분리한 귀 조직에서 외피와 
연골을 제거하고 작은 조각으로 잘라 세포 배양접시에 
부착한 후 배양액과 함께 37℃ 인큐베이터에서 배양하였다. 
배양액은 15% Fetal bovine serum (Invitrogen, CA, 
USA), 1% Non-essential amino acid solution(Invitrogen), 
1% Antibiotic/Antimycotic(Invitrogen), 0.1% Low 
serum growth supplement(LSGS; Invitrogen), 
0.1mM β-Merchaptoethanol(Sigma Aldrich, USA)이 첨
가된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM, 
Invitrogen)을 사용하였다.

2.2 유전자 도입 및 세포 분리
형질전환 세포주 구축을 위해 이전 연구에서 구축한 

MCP/TBM 동시 발현 벡터를 활용하였다[18]. 
Nucleofector(Lonza, Koln, Germany)의 U-023 프로
그램을 이용하여 섬유아세포에 도입한 후 약 10일 동안 
증식시켰다. 이후 FITC-conjugated anti-human 
MCP antibody(BioLegend, CA, USA) 및 anti-FITC 
microbeads(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Germany)를 사용하여 MCP를 발현하는 세포를 염색하
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였으며 auto MACS Pro seperator(Miltenti Biotec)를 
사용하여 제조사에서 제공한 방법에 따라 세포 선별을 
수행하였다. 1차 선별 과정을 통해 분리한 MCP-positive 
세포는 추가로 배양한 후 2차 선별을 진행하였다. 2차 선
별된 MCP-positive 세포를 96-well plate(Thermo 
Fisher Scientific, MA, USA)에 단일 세포가 되도록 배
양하였다(Fig. 1).

Fig. 1. Schematic diagram of selection methods for 
specific isolation of MCP-positive cells. 

2.3 면역형광염색
돼지 귀 섬유아세포는 24시간 배양한 후 4% 

paraformaldehyde(Sigma Aldrich) 용액으로 고정하
였다. FITC-conjugated Isolectin B4(Sigma Aldrich)
는 1% Bovine serum albumin(BSA; Invitrogen)이 
포함된 Phosphate-buffered saline(PBS; Invitrogen) 
용액으로 각각 희석한 후 고정한 세포에 상온에서 1시간 
처리하였다. 대조 염색을 위해 Hoechst(Sigma Aldrich)를 
사용하였으며 형광 현미경(Leica, Germany)으로 염색
한 세포를 관찰하였다.

2.4 유세포 분석
돼지 귀 섬유아세포에 Trypsin(Invitrogen)을 처리하

여 단일 세포가 되도록 부유 시키고 FITC-conjugated 
anti-human MCP antibody(BioLegend)와 
PE-conjugated anti-human TBM antibody(BD, 
Germany)를 사용하여 상온에서 1시간 염색하였다. 이
를 위해 항체는 0.5% BSA가 포함된 PBS 용액에 각각 희

석하였으며 염색한 세포는 Attune NxT(Thermo 
Fisher Scientific)로 분석하였다.

2.5 Polymerase Chain Reaction(PCR)
섬유아세포에서 DNeasy Blood & Tissue kit(Qiagen, 

Hilden, Germany)를 이용하여 genomic DNA(gDNA)
를 추출하였다. 섬유아세포 도입한 유전자를 확인하기 
위하여 Prime Taq Premix(Genet Bio, Korea)와 
Table 1의 프라이머를 사용하였다. 

Vector Sequences

m2A
 F: CGGCAAGAAGTTCTACTACAAGGC
 R: CAGGGCCAAGATGGAGTACAAGTG

mpI2
 F: CGGCAAGAAGTTCTACTACAAGGC
 R: TGCAGGACCACCTCTTTGCTAG

Table 1. Primers used for PCR analysis 

2.6 Western blot
단백질은 Radioimmunoprecipitation assay buffer 

(RIPA; Thermo Fisher Scientific)를 사용하여 추출하
고 Bradford assay(Bio-Rad, USA) 방법으로 정량하였
다. 10㎍의 단백질을 4-12% SDS-PAGE(Invitrogen)에
서 전기영동 후 PVDF membrane(Invitrogen)으로 옮
겼다. 1차 항체로는 Mouse monoclonal anti-MCP 
antibody(BioLegend)와 Mouse monoclonal anti-TBM 
antibody(Abcam, Cambridge, UK), Goat polyclonal 
anti-Actin antibody(Santa Cruz, CA, USA), 2차 항
체로는 Goat anti-mouse IgG-HRP(Santa Cruz)와 
Donkey anti-goat IgG-HRP(Santa Cruz)를 사용하였
으며, 이를 희석하기 위한 차단 완충용액으로 0.1% 
Tween 20(Sigma Aldrich), 5% Skim milk(BD)가 첨
가된 PBS를 사용하였다. 단백질은 Amersham ECL 
Prime Western Blot Detection Reagent(GE 
Healthcare, Buchinghamshire, UK)를 사용하여 확인
하였다.

2.7 핵형 분석
구축한 세포주는 복제 난자 생산에 이용하기 전 염색

체 이상 유무를 판별하기 위해 핵형 분석을 실시하였다. 
이를 위해 T25 flask(Thermo Fisher Scientific)에 세
포가 약 90%가 되도록 증식한 후 GTG-Banding 방법
을 통해 분석하였다(동물염색체연구소, 서울, 대한민국).
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Vector Sorted Cell number(cells/ml) Viability % of total cellsTotal Live Dead

m2A
1st Negative 3.6×107 3.1×107 5.7×106 84.25 99.73

Positive 9.7×104 5.1×104 4.7×104 52.8 0.27

2nd Negative 7.7×106 6.3×106 1.4×106 82.35 80.21
Positive 1.9×106 1.3×106 6.0×105 68.25 19.79

mpI2
1st Negative 3.8×107 3.6×107 2.6×106 93.15 99.40

Positive 2.3×105 1.5×105 7.4×104 66.70 0.60

2nd Negative 8.0×106 7.2×106 8.3×105 89.25 78.43
Positive 2.2×106 1.7×106 4.1×105 80.95 21.57

Table 2. Summary of selection for the MCP expressing cells by cell separator

3. 연구결과 및 고찰

3.1 GTKO/mMCP/TBM 돼지 세포 라인 개발
본 연구에서 GTKO 계통 돼지의 1개월 령 수컷 #242 

개체의 귀 조직으로부터 섬유아세포를 분리하여 배양하
였다. 본 연구팀은 국내에서 개발한 GTKO가 안정적으
로 증식되며 계통을 조성하였다고 보고한 바 있으며[15], 
이들 후대에서도 GGTA 유전자가 제거되어 그 유전자로
부터 합성되는 Gal epitope 발현이 지속적으로 이루어
지지 않는 지 확인하기 위해 면역형광염색(Fig. 2a)과 유
세포분석(Fig. 2b)을 실시하였다. Fig. 2a의 GTKO 돼
지 세포에서 Wild type과 확연한 차이를 보이며 Gal 
epitope 발현이 발견되지 않았다. 유세포분석 역시 Wild 
type 세포는 Gal epitope을 발현하는 반면 GTKO 돼
지 세포에서는 Gal epitope 발현이 없는 것을 확인하였
다(Fig. 2b).

GTKO 세포에서 사람의 MCP와 TBM 발현을 향상시
키기 위해 코돈 최적화 MCP cDNA(mMCP)를 
Cytomegalovirus enhancer/chicken β-actin(CAG) 
프로모터에 연결한 전 조직 발현 벡터에 혈관 특이 유전
자로 알려진 돼지 Intercellular adhesion molecule 
2(pIcam2) 프로모터에 연결한 TBM cDNA 이중 벡터 
CAG-mMCP-pIcam2-TBM-R(mpI2)와 mMCP와 
TBM cDNA를 P2A signal sequence(2A)로 연결한 
Dicistron 발현 벡터 CAG-mMCP-2A-TBM(m2A)를 
선택(Fig. 3)하여 GTKO pEF에 도입하였다. 본 연구팀
은 이전 연구를 통해 MCP 유전자는 cDNA 형태로 세포
에 도입하는 경우 전사체 수준에 비해 단백질로 발현되
는 수준이 매우 낮았으나 코돈의 염기서열 최적화
(mMCP)를 통해 단백질 발현을 증가시킬 수 있었다[18]. 
본 연구에서는 목적유전자의 도입 여부만을 확인하는 것
이 아니라, MCP 항체를 활용해 도입한 발현 벡터로부터 
단백질이 높은 수준으로 발현하는 세포만을 분리하기 위
한 선별 과정을 진행하였다.

첫 번째 cell seperator로 MCP를 발현하는 세포를 
선별했을 때 m2A와 mpI2 벡터 모두 1% 이내(0.27%와 
0.6%)로 일부분의 세포만이 MCP를 발현하는 것으로 판
단되었다. 선별한 세포를 증식한 후 두 번째 선별을 진행
하였고, 이를 통해 20% 정도(19.79% 및 21.57%)의 
MCP를 발현하는 세포를 확보할 수 있었다(Table 2). 
Fig 4a에서 보이는 바와 같이, 유전자 분석 결과 첫 번째 
선별을 통해 유전자가 도입된 세포와 도입되지 않은 세
포의 분리가 가능하고 두 번째 선별을 통해 유전자가 도
입된 세포 중에서 MCP를 발현하는 세포의 선별이 가능
한 것을 알 수 있었다. Western blot 분석은 2회의 선별
을 통해 1회보다 MCP 발현 수준이 높은 세포를 선별 할 
수 있음을 보여준다(Fig. 4b). 

(a)

(b)

Fig. 2. Validation of GGTA ablation in pEF cells 
isolated and incubated from GTKO pig to 
detect absence of Gal epitope using (a) 
Immunocytochemistry (b) Flow cytometry 
analyses.
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Vector No. of 
isolated clones

No. of 
analyzed clones

No. of MCP-positive 
＜50% clones

No. of MCP-positive 
≥50% and ＜90% clones

No. of MCP-positive 
≥90% clones

m2A 113 42 10 19 13

mpI2 114 33 10 9 14

Table 3. Summary of selection for clones depending on MCP expression level

(a)

(b)

Fig. 3. Constructs of MCP and TBM dual-expression 
vectors

         (a) CAG-mMCP-2A-TBM(m2A)
         (b) CAG-mMCP-pIcam2-TBM-R(mpI2)

유세포분석도 Western blot 분석과 동일한 결과를 
얻을 수 있었는데, 선별된 세포의 집단에서 MCP 발현 
수준이 세포별로 다른 것으로 판단되었다(Fig. 4c). TBM의 
발현 수준은 MCP의 발현 수준 양상과 동일하였고, CAG 프
로모터에 발현이 조절되도록 설계된 dicistronic m2A 
벡터의 TBM 발현 수준이 혈관특이 프로모터 pIcam2 
조절에 의한 수준보다 높았다(Fig. 4b와 c). pIcam2 프
로모터가 혈관내피세포 특이적인 발현을 유도한다는 연
구 결과와 일치하며[19], 이를 통해 TBM이 작용하는 혈
관내피에서의 선택적인 발현을 유도할 수 있을 것으로 
기대된다.

유전자가 도입된 세포를 선별하기 위한 방법으로는 발현 
벡터에 선별 마커(Selection marker)로서 Neomycin, 
Hygromycin 등 항생제에 대한 저항성 유전자를 포함시
켜 항생제 처리에도 생존한 세포만을 선별하는 방법이 
주로 활용된다[20]. 본 연구의 세포가 이종이식에 활용하
기 위한 돼지 개발을 위한 공여세포로 사용될 것을 고려
하였을 때 항생제 저항성 유전자는 향후 항생제 처방 다
양성을 감소시킬 수 있기에 불필요한 선택 사항이라고 
판단된다. 일부의 연구에 의하면 유전자를 도입하고 항
생제로 선별한 이후에 염색체 상에 남아있는 항생제 저
항성 유전자만을 제어하기 위해 Cre/loxP recombination 시
스템을 적용하였다고 보고하였다[21]. 본 연구에서는 도
입 유전자에 대한 항체를 이용하여 세포를 분리하는 방
법을 확립하였으며, 항생제 저항성 유전자가 없는 것을 
권고하고 있는 이종장기용 원료동물로 개발하는 돼지 등 
인체에 활용할 목적으로 개발하는 동물에 유용하게 활용
될 것으로 생각된다.

(a)

(b)

(c)

Fig. 4. Efficient selection of MCP and TBM expressing 
cells using MACS separation system. 

        (a) Genotype analysis to identify the integration of 
mMCP and TBM expression vector among selected 
cells. Western blot (b) and flow cytometry (c) analyses 
for MCP and TBM expressions

3.2 GTKO/mMCP/TBM 단일클론 선별 및 분리
본 연구에서는 2회의 선별과정을 거쳐 MCP를 발현하

는 세포를 96-well plate의 1개 well에 단일 세포가 되
도록 배양하였으며 세포를 증식한 후 유세포분석을 통해 
MCP 단백질 발현 수준에 따라 분리하는 세 번째 선별을 
실시하였다. 33개의 mpI2 단일 클론 세포와 42개의 
m2A 단일 클론 세포를 선별 후 분리한 결과, 그 중에서 
각각 14개와 13개의 단일 클론세포가 90% 이상 수준에
서 MCP 발현을 확인하였다(Table 3). MCP를 발현하는 
세포를 선별하였음에도 

그 세포 집단 내에서 모든 세포가 동일한 수준으로 발
현하지 않는다는 것을 보여준다. 이는 세포에 도입된 유
전자는 무작위로 염색체에 삽입(Random integration)
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되므로 삽입된 위치에 따라 다양한 전사 관련 인자의 조
절이 달라지는 position effect에 의해 것으로 생각된다
[22]. 하지만 도입한 유전자 구조에 따른 선별 효율과 발
현 수준에 차이가 없음을 알 수 있었다. 

세 번의 선별과정을 진행하는 동안 배양된 세포들은 
형태적으로 wild type 세포와 차이가 없었다. MCP를 
90% 이상 발현하는 m2A 단일 클론 #7, #23와 mpI2 
단일 클론 #25, #47을 선택하였다(Fig. 5). 4종의 클론 
모두 정상적인 핵형을 가지는 것을 확인하였다(Fig. 6). 
유전자의 도입으로 생리적으로 활성이 높은 단백질이 과
도하게 발현되면 개체의 생리적 손상을 초래할 우려가 
있으므로 특정 위치와 시기에 유전자의 발현이 향상되도
록 하는 조절 시스템 개발 연구가 진행되고 있다[23]. 다
른 한편으로, 목적 유전자의 발현을 특정 조직이나 세포
에서 제한적으로 발현되도록 조절할 수도 있다. 이전의 
연구를 살펴보면 이종이식용으로 개발된 돼지에서 MCP
는 전 조직에서 TBM은 혈관세포에서 특이적으로 발현
하도록 설계된 것이 일반적이다[24, 25]. 

본 연구에서 m2A 벡터가 도입된 클론 #7과 23에서
는 MCP와 TBM의 발현 모두 CAG 프로모터에 의해 조
절되므로 돼지를 개발한다면 전 조직에서 발현될 것이다. 
한편, mpI2 벡터는 MCP와 TBM의 발현을 위해 두 종류
의 프로모터를 별도로  활용하였는데, 돼지에서 MCP는 
전 조직에서 TBM은 혈관세포에서 발현될 것이다. 본 연
구에서 90% 이상 수준으로 MCP를 발현하는 단일 클론
을 3회의 선별과정을 통해 분리하였다. 이 클론들은 
GTKO/mMCP/TBM 돼지를 생산을 위한 체세포 핵 이
식 공여세포로 활용할 예정이다.

Fig. 5. Selection of clones expressing MCP over 90% 
level

Fig. 6. Representative of karyotype analysis of single 
clones

4. 결론

돼지와 영장류 사이의 면역 시스템 차이는 이종이식 
시 초급성 거부반응을 시작으로 복합적인 면역반응을 유
발한다. 이를 극복하기 위해 본 연구에서는 CAG 프로모
터에 의해 보체조절단백질 MCP와 혈액응고를 억제 단
백질 TBM을 동시에 발현하는 벡터와 CAG 프로모터에 
의해 MCP를 돼지 Icam2 프로모터에 의해 TBM을 동시
에 발현하는 벡터를 활용하였다. GTKO 세포에 상기 발
현 벡터가 도입된 세포 라인을 개발하였다. MCP를 발현
하는 세포만을 2회 선별하였으며, TBM 발현도 확인하였
다. 세 번째 선별을 통해 MCP 발현 수준에 따라 단일 클
론 세포를 분리하였으며, 이를 통해 90% 이상 MCP를 
발현하는 단일 클론 세포 라인을 확립하였다. 항생제 저
항성 유전자의 도입 없이 세포에서 목표 유전자 발현 수
준을 바탕으로  세포 라인을 구축할 수 있는 유용한 기술
로 활용될 것이다. 선별한 단일클론 #7과 #23은 CAG 
프로모터에 의해 MCP와 TBM이 동시에 발현하며 클론 
#25와 #47은 MCP는 CAG 프로모터, TBM은 pIcam2 
프로모터에 의해 발현이 개별적으로 조절되는 세포 라인
이다. 이 세포는 GTKO/mMCP/TBM 형질전환 돼지 생
산에 활용할 예정이며, 이종이식 시 영장류 생존기간 연
장에 기여할 것으로 기대된다. 
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