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Abstract

Certain types of somatic cells, as well as follicular cumulus cells associating with

mammalian oocytes, are known to produce beneficial effects on in vitro fertilization and

preimplantation development of mammalian eggs when they are present in oocyte culture

medium. To investigate the nature of the effects of somatic cells, the resistance of

mouse oocytes against chymotrypsin treatment was examined after culture within various

cell conditioned media.

When mouse oocytes matured for 17-18 hr in the presence of cumulus cells were

treated with 1% chymotrypsin, half of them remained still alive even after 240

min(t50>240.0). In contrast half of mouse oocytes cultured without cumulus cells

underwent degeneration within 65.0 min(t5 0 = 65.0±13.2 min) of the same treatment.

To see if the effects were due to the secretory products of cumulus cells, mouse

cumulus cells were cultured for 20 hr in medium containing 0.4% BSA and the

supernatant of culture medium(conditioned medium) was taken. After maturation in the

cumulus cell conditioned medium, mouse oocytes exhibited t5 0 = 190.0±10.8 min upon

chymotrypsin treatment whereas half of oocytes cultured without conditioned medium

degenerated within 25.5 min. Human granulosa cell conditioned medium gave similar

effects such that oocytes matured in conditioned medium exhibited t5 0 = 183.3±19.1

min while t5 0 of control group oocytes was 60.0±6.8 min. Oocytes matured in vero

cell conditioned medium exhibited t50 = 196.7±8.8 min. On the other hand, amniotic

cell conditioned medium resulted in the chymotrypsin resistance of t5 0 = 80.0±8.4 min

which was not statistically different from the control value of t5 0 = 48.0±13.2 min.

Based upon these results, it is suggested that certain somatic cell types including

cumulus cells might change the biochemical properties of mouse oocyte membrane

during meiotic maturation as revealed by the enhanced resistance against chymotrypsin

treatment. Such effects of somatic cells appear to be mediated via the secretory products

rather than direct communication between somatic cells and oocytes.
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- 3 -



서 론

포유동물의 난포는 기저막을 경계로 난소 내의 다른 조직층과 구분이 되는 구형

의 조직으로, 충분히 성장한 난포 내에는 여러 층의 과립세포가 난포기저막의 안쪽

을 따라 조밀하게 둘러싸고 있고 난포의 가장 안쪽에는 난포액과 여러 겹의 난구세

포로 둘러싸인 난자-난구세포 복합체가 위치하고 있다. 난포액은 과립세포 및 난구

세포가 분비하는 스테로이드호르몬, 단백질, 전해질, proteoglycan 등의 여러 가지 물

질들로 구성되어 있다 . 난자를 둘러싸고 있는 난구세포는 원래는 과립세포와 같은

기원이나 난포의 성장과정 동안 주위의 과립세포와 분리되어 분화한 세포로 성숙한

난자가 배란될 때 같이 수란관 내로 진입하게 된다 . 이러한 구조로 인해 난포 내

난자가 수정을 위한 성숙을 일으킬 때에는 난포 내의 과립세포와 난구세포 그리고

난포액의 영향을 받게 된다(Brower & Schultz, 1982). 예를 들어 난자의 성숙과정 동

안에 요구되는 에너지원으로는 주로 피루브산이며 이는 난자 자신에 의해 합성되는

것이 아니라 주위의 체세포 즉 난구세포로부터 공급된다는 사실은 잘 알려져 있다

(Kim & Schuetz, 1991).

체외에서 성숙한 포유동물의 난자는 체내에서 성숙한 난자와 유사하게 정상적인

수정 및 배발생을 일으키며 때로는 개체로 발생하기도 한다(Schroeder & Eppig,

1984). 그러나 체외에서 성숙한 난자의 수정 및 발생능력은 체내에서 성숙한 경우와

비교해 볼 때 대부분 열등하며 따라서 적절한 체외배양방법을 개발하기 위해 많은

연구가 이루어지고 있다.

일반적으로 아미노산(Moore & Bondioli, 1993)이나 serum(Eppig et al., 1992) 혹은

LH 호르몬(Brackett et al., 1989)이나 estradiol(Gliedt et al., 1996) 등의 물질이 배양액

내에 존재하면 체외배양된 난자의 수정능력 혹은 발생능력이 상당히 증가하며 일부

growth factor(Lonergan et al., 1996) 등도 유사한 효과를 나타내는 것으로 알려져 있

다 . 그러나 난자를 난포세포나 다른 종류의 체세포와 공배양할 경우에는 이같은 효

과가 더욱 큰 것으로 알려져 있다 . 돼지의 난자를 난포벽의 일부 조직세포와 공배

양할 경우 배양된 난자의 체외수정율이 증가하며(Abeydeera et al., 1998), 난포의 과

립세포(Maeda et al., 1996)나 수란관세포(Fukui, 1989)와 공배양된 소의 난자, vero

cell과 함께 배양된 원숭이의 난자(Lanzendorf et al., 1996)도 수정 후 배발생율이 증

가한다 .

이러한 결과들로 미루어 포유동물 난자의 체외배양시에 흔히 사용되는 난포세포

혹은 체세포들은 함께 배양되는 난자의 성숙과정에 영향을 미쳐 결과적으로 성숙한

난자의 수정능력 및 발생능력을 증가시키는 것으로 추측된다 . 그러나 아직까지 체
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세포 등이 성숙과정 동안의 난자에 미치는 영향에 대한 구체적인 기작에 관해서는

거의 알려지지 않고 있다 .

본 연구는 같은 종 및 다른 종의 난포세포를 비롯한 몇 종류의 체세포를 배양하

여 얻어진 conditioned medium을 사용하여 생쥐 난자를 배양하고 이 때 성숙한 난자

들이 chymotrypsin에 대해 나타내는 저항성(chymotrypsin resistance)을 조사함으로써

생쥐 난자의 성숙에 따른 세포막 분화에 미치는 여러 체세포의 영향을 구체적으로

비교 연구하였다 .
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재 료 및 방 법

1. 실험동물 및 난자의 준비

ICR 계의 3 주된 암컷생쥐에 5 IU의 PMSG를 복강내에 주사한 뒤 45-47시간

후에 경추탈골하여 희생시켰다 . 이로부터 난소를 회수한 다음 혈액 및 지방을 제

거하기 위해 M2 배양액으로 2-3회 세척하였다. 100㎍/ml의 dbcAMP가 함유되어 있

는 M2 배양액에서 날카로운 바늘과 핀셋을 이용하여 난포를 터뜨린 후 실험의 목

적에 따라 난구세포가 여러 겹으로 치밀하게 부착되어 있는 핵막과 인이 뚜렷하게

보이는 건강한 난자(cumulus enclosed oocyte, CEO)를 골라 수집하여 사용하거나, 난

자의 직경보다 약간 큰 미세유리관으로 여러 번 흡입과 배출을 반복함으로써 난구

세포를 제거한 난자(denuded oocyte, DO)를 사용하였다 .

2. 난자의 배양

수집된 난자는 배양하기 전 기본배양액인 M16으로 세척한 후 사용하였으며 배양

방법은 microdroplet 방법을 이용하였다 . 즉, 플라스틱 배양접시(Falcon, #3002)에 40

l의 배양액 drop을 만들고 그 위를 light mineral oil로 덮은 다음 5 % CO2 및 100

% 습도가 공급되는 37℃ 배양기에서 배양하였다 .

3. 배양액과 처리물질

기본배양액인 M16은 NaCl 94.66mM, KCl 4.78mM, KH2PO4 1.19mM, MgSO4˙ 2H2 O

1.19mM, glucose 5.56mM을 혼합하여, 10배 stock solution으로 만들어서 사용하였다.

Na-pyruvate(0.33mM), Na-lactate(23.28mM), CaCl2 (1.71mM), penicillin(0.06 g/l)과

streptomycin(0.05 g/l)는 100배 농축된 stock solution으로 만들어서 첨가하였다 .

Na-pyruvate와 Na-lactate는 매주 새로 만들고 NaHCO3 (25mM)는 phenol red와 함께

10배 stock solution으로 만들어서 첨가하였다 . M2 배양액의 기본조성은 M16과 같으

며 20.85mM 농도의 N-2-hydroxyethyl-piperazine-N'-2- ethanesulfonic acid(HEPES)를 사

용전 첨가하였다. M16 및 M2 배양액에는 0.4%의 bovine serum albumin(BSA)을 첨

가한 후 pH를 7.4로 맞춘 후 0.45 m의 pore size를 갖는 millipore

membrane(Millipore)으로 여과 멸균하여 2시간 이상 배양기에서 평형시킨 후 배양에

사용하였다 . 한편 체세포의 배양에 사용된 배양액은 10%의 FBS가 첨가된
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M199(Gibco)을 사용하였다 .

-chymotrypsin은 Dulbecco's phosphate-buffered salines(DPBS, Gibco)에 1%의 농도로

준비하여 사용하기 전까지 -20℃에서 냉동보관하였다 .

4. 체세포 배양액 (Som atic cell conditioned medium)의 준비

Mouse cumulus cell conditioned medium

난구세포가 여러겹으로 치밀하게 싸여있는 난자를 수집하여 M16으로 세척하고 배

양액 1㎕당 1개의 난자-난구세포 복합체의 비율로 M16이 들어있는 multi-well

plate(Miles)에 옮겼다 . 그런 후에 난자의 직경보다 약간 큰 미세유리관으로 흡입과

배출을 반복하여 난자와 난구세포를 분리시키고 이때 나온 난자는 배양액에서 제거

하였다 . 남아 있는 난구세포를 그대로 18-20 시간 동안 배양한 후에 세포를 제외한

배양액만을 회수하고, 여과멸균(0.45㎛, Millopore)하여 밀봉한 후 -20℃에서 실험에

사용하기전까지 냉동보관하였다 .

Human granulosa cell conditioned medium

체외수정시술을 받기 위해 이화여자대학교병원을 내원한 환자들을 대상으로,

ovum pick-up시 얻어진 human granulosa cell과 blood cell의 혼합물을 45% percoll 위

에 올려 원심분리하는 방법으로 human granulosa cell을 얻었다. 얻어진 세포는

M199으로 2회 세척한 후 trypan blue dye exclusion test를 통해 살아있는 세포의 농

도를 측정하여 96-well culture plate에 약 5×104 cell/well의 농도로 seeding하고 10%

FBS가 첨가된 M199 (M199+S)으로 3일간 배양한 후 M16으로 수회 세척하고 같은

배양액으로 24시간 동안 배양하였다 . 배양이 끝난 후 human granulosa cell은 버리고

남아있는 배양액(human granulosa cell conditioned medium, hGC-CM)을 회수하여 여

과멸균하여 난자의 배양액으로 사용하였다 .

Vero cell conditioned medium

액화질소에 보관된 cell suspension을 37℃에서 재빨리 녹여 M199+S로 원심분리를

이용하여 세척하였다 . Resuspension시킨 후 trypan blue dye exclusion test에 의해 cell

의 농도를 결정하였다 . 플라스틱 4 well dish(Nunc)에 5×104 cells/ml의 농도로 세포
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를 심고 M199+S로 배양하였다 . 2일간 배양한 후 conditioned medium을 만들기 위해

M199 배양액을 버리고 M16으로 배양액을 바꾸어 다시 24시간 배양하였다 . 배양이

끝난 후 세포는 버리고 남아있는 배양액을 회수하여 여과멸균하여 난자의 배양에

사용하였다 .

Human amniotic cell conditioned medium

유전학적검사를 위해 내원한 환자에게서 양수천자방법에 의해 양수를 얻어 원심

분리하는 방법으로 양수세포의 pellet을 얻었다 . 양수와 배양액을 1:1로 혼합하여

25cm2 culture flask(Falcon)에서 배양하였다 . 2-3주간 배양 후 0.5% trypsin을 이용하여

4-well dish(Nunc)에서 5×105 cell/ml의 농도로 subculture하였다 . 배양액은 FBS가 들

어 있는 M199+S를 사용하였다 . 3일간 배양 후에 conditioned medium을 만들기 위해

M16으로 배양액을 바꾸어 24시간 배양하고 배양액을 회수하여 여과멸균한 다음 난

자의 배양에 사용하였다.

5. Chym otrypsin resistance assay

생쥐 난자를 각각의 배양액에서 17-18 시간동안 배양한 후 0.4%의

polyvinylpyrrolidone(PVP)이 함유된 DPBS로 여러 번 세척한 후 1% chymotrypsin

solution에 옮기고 37℃를 유지시키면서 해부현미경 하에서 매 10분마다 난자의 상

태를 관찰하였다 . 난자의 반수가 죽은 시간을 측정하여 t50으로 나타내었고, 난자들

중 원형질막이 파괴되고 세포질 내용물이 흘러나온 난자들을 chymotrypsin에 의해

죽은 것으로 판정하였다.

6. 통계 처리

Student's t-test를 이용하여 통계적 유의성을 검정하였고, mean(t5 0)± SEM으로 값을

나타내었다 .
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결 과

1. 생쥐 난구세포가 난자의 chymotrypsin에 대한 내성에 미치는 영향

생쥐의 미성숙난자를 난구세포가 붙어 있는 채(CEO)로 혹은 난구세포를 제거한

후(DO) M16 배양액 내에서 17-18 시간동안 배양하고 제 1 극체를 방출한 성숙한

난자만을 골라 이들에 1%의 chymotrypsin을 처리하고 10 분 간격으로 관찰하여 반

수의 난자가 죽는 시간(t5 0)을 측정하였다 . 또한 난구세포만을 먼저 배양하여 얻은

conditioned medium으로 DO를 배양한 후 동일한 방법으로 시험하였다 . 배양이 끝난

난자에 chymotrypsin을 처리한 결과 일차적으로 난자의 투명대가 먼저 용해되는 것

이 관찰되었으며 이어서 난자의 원형질막이 손상되어 세포질이 흘러나오는 것이 관

찰되었다 . 본 실험에서는 난자의 원형질막이 용해되고 세포질이 터져 나온 것들을

죽은 것으로 판정하였다(Fig. 1).

난구세포가 붙어있는 채로 배양한 난자(CEO)들로부터 배양이 끝난 후 난자만을

분리하여 chymotrypsin을 처리한 결과 반수의 난자가 죽는데 걸린 시간은 240 분 이

상으로 나타났다 . 그러나 난구세포가 제거된 난자를 같은 방법으로 배양한 후

chymotrypsin을 처리하였을 때는 반수의 난자들이 65.0±13.2 분에 죽는 것이 관찰되

었다(Table 1).

또한 난구세포를 18-20 시간 동안 배양하여 얻은 배양액(mouse cumulus cell

conditioned medium)에서 DO를 배양하고 1% chymotrypsin에 노출시켰을 때에는 반수

의 난자가 죽는 시간인 t5 0이 190.0±10.8분이었고, conditioned medium이 아닌 M16에

서 동일한 방법으로 배양한 대조군의 경우에서는 25.5±2.9 분만에 반수의 난자가

죽었다(Table 1).

2. 사람 과립세포의 conditioned medium이 생쥐 난자의 chymotrypsin에 대한 내성에

미치 는 영향

사람의 과립세포를 M16 배양액에서 24 시간 동안 배양하여 얻은 conditioned

medium에서 DO를 17-18시간 동안 배양한 후 위와 같은 방법으로 1%의

chymotrypsin에 노출시켜 난자의 chymotrypsin에 대한 내성을 조사하였다 . 대조군으

로는 M16 배양액에서 배양된 DO를 사용하였다 . 매번 서로 다른 사람으로부터 얻은

과립세포를 사용하여 총 6회에 걸친 실험 결과 사람 과립세포의 conditioned medium

의 효과는 사람에 따라 조금씩 다른 것으로 나타났으나(Fig. 2) 모두 대조군에 비해
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생쥐난자의 chymotrypsin에 대한 내성을 높이는 것으로 나타났다. 각각의 사람 과립

세포의 conditioned medium에서 배양된 DO의 평균 t50은 183.3±19.1 분으로써 M16

에서 배양한 경우에 얻어진 t50=60±6.8 분보다 높았다(p<0.001).

3. Vero cell conditioned medium이 생쥐난자의 내성에 미치는 영향

난포세포 이외의 다른 종류의 체세포들이 생쥐난자의 chymotrypsin에 대한 내성

에 어떠한 영향을 주는지 조사하기 위하여 vero cell conditioned medium(VC-CM)을

사용하여 실험하였다 . DO를 vero cell conditioned medium에서 17-18시간 동안 배양

한 후 1%의 chymotrypsin으로 처리하여 t5 0을 측정하였고, VC-CM 대신 M16에서 배

양된 DO를 대조군으로 사용하여 같은 방식으로 t5 0을 측정비교하여 이를 Fig. 3에

나타내었다 . 결과에서 보는 것처럼 VC-CM에서 배양된 DO의 t5 0은 196.7±8.8 분으

로 대조군(t50=63.3±14.6 분)보다 높았다(p<0.001).

4. 사람의 양수세포 conditioned medium이 생쥐난자의 내성에 미치는 영향

사람의 양수세포를 24 시간 동안 배양하여 얻은 양수세포 conditioned medium(human

amniotic cell-conditioned medium, hAC-CM)에 DO를 넣어 17-18 시간 동안 배양한 후

chymotrypsin에 대한 내성을 조사하였다 . 그 결과 conditioned medium에서 배양된 후

1% chymotrypsin을 처리한 DO의 t50은 80±8.4 분이었으나 대조군으로 사용한 M16

에서 동일하게 배양된 DO의 t5 0은 48±13.2 분으로 나타나 통계적으로 유의한 차이

가 나타나지 않았다(Fig. 4).
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고 찰

본 연구의 결과 난구세포가 붙어 있는 채로 배양된 생쥐난자는 난구세포가 없이

배양된 난자에 비해 체외에서 성숙하였을 때 chymotrypsin에 대한 높은 저항성을 나

타내었다 . 또한 생쥐 난구세포의 conditioned medium을 사용하여 동일한 실험을 한

결과 대조군에 비해 현저히 높은 저항성을 나타내었다 . 나아가서 사람의 과립세포

나 vero cell의 conditioned medium도 난구세포의 conditioned medium과 마찬가지 효

과를 나타내었지만 사람의 양수세포 conditioned medium을 배양액으로 사용한 경우

에는 거의 효과가 없었다 .

포유동물 난자의 성숙과정은 핵상이나 세포질뿐만이 아니라 및 세포막의 구성에

도 많은 변화를 수반한다 . 생쥐 난자의 경우 성숙이 진행됨에 따라 세포막의 칼슘

채널의 분포양상(Murnane & DeFelice, 1993), microvillus의 분포양상(Longo & Chen,

1984), 정자와의 세포막 융합능력(Pyrzynska et al., 1996) 등에 변화가 생기며 소의

경우 membrane permeability(Agca et al., 1998)나 미세구조(Suzuki et al., 1994)에 변화

가 나타나고 이외에 말(Grondahl et al., 1995), 돼지(Pivko et al., 1982), 토끼

(McCulloh & Levitan, 1987) 그리고 사람(Ji et al., 1997)의 난자에서도 성숙에 따른

변화가 관찰된다 . 특히 생쥐 난자의 체외성숙과정에서 발견되는 피질과립 분포의

변화는 널리 알려진 사실이다(Ducibella et al., 1988). 이같은 변화 즉 성숙에 따른

난자의 세포막 분화의 원인은 생쥐(Evans et al., 1995)나 사람(Ji et al., 1997), 소

(Homa et al., 1991)의 예에서 보는 바와 같이 난자의 원형질막을 구성하고 있는 단

백질과 phospholipid의 조성에 변화가 생기기 때문으로 여겨지며 본 연구에서 생쥐

난자의 성숙에 따른 chymotrypsin에 대한 내성의 변화는 이를 반영한다 . 즉 체세포

로부터 분비된 물질이 난자의 성숙에 따른 막구성분의 재배열에 영향을 주고 그 결

과 영향을 받지 못한 난자와는 달리 이들 난자의 세포막 단백질들이 chymotrypsin의

작용에 대해 상대적으로 높은 내성을 갖게 되는 것으로 사료된다 . 최근의 연구에

의하면 소의 난자의 경우 난구세포의 유무에 따라 난자가 합성하는 단백질에 차이

가 생긴다(Edwards & Hansen, 1997)고 알려져 있다 .

한편 포유동물의 미성숙난자는 체외에서 성숙할 때 난포세포 혹은 다른 체세포

가 존재하면 성숙한 후의 난자의 생존기간이 길어지며 또한 성숙한 난자의 수정율

및 배발생율도 증가한다 . 생쥐 난자를 체외배양하면 비록 수정이 되지 않더라도 이

들은 배양 후 72시간 정도는 viability를 유지하고 이 후부터 난자들은 세포질이 불

규칙하게 분열하는 fragmentation을 나타내며 퇴화하기 시작한다 . 그러나 만일 난구

세포가 함께 존재하면 fragmentation의 비율이 현저히 감소한다(Sato et al., 1987). 또
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한 난구세포(Chen et al.,1993) 혹은 과립세포(Cecconi et al., 1996) 등 난포세포와 함

께 배양된 생쥐 난자는 난포세포가 없이 성숙한 난자와 비교해 볼 때 현저히 높은

수정율 혹은 배발생율을 보이는데 이같은 현상은 생쥐뿐만 아니라 흰쥐

(Vanderhyden & Armstrong, 1990), 소(Maeda et al., 1996), 돼지(Abeydeera et al.,

1998), 사람(Magier et al., 1990; Dandekar et al., 1991)의 난자 등에서도 잘 알려져

있다 . 또한 난관세포와 난자를 공배양할 경우에도 양(Czlonkowska et al., 1991), 소

(Gliedt et al., 1996)에서 보는 것처럼 수정이 되었을 때 배발생율이 증가하는 것을

볼 수 있으며, vero cell과 공배양된 원숭이의 난자(Lanzendorf et al., 1996)에서도 유

사한 효과가 나타난다 . vero cell은 사람의 미성숙난자의 성숙율도 증가시키는 것으

로 보고된 바 있다(Janssenswillen et al., 1995). 이러한 보고들로 미루어 체세포와의

공배양은 대부분의 포유동물의 난자의 성숙율, 수정율 혹은 초기배아의 배발생율

등을 향상시키지만 구체적으로 난자가 어떠한 영향을 받게 되며 또한 그 기작은 어

떤 것인가에 대한 연구는 거의 알려지지 않고 있다 . 이에 대해 본 연구는 이러한

효과가 체세포와 난자간의 직접적인 연락보다는 체세포의 분비물을 통하여 이루어

지며 또한 그 결과 성숙에 따른 난자의 원형질막 구성물의 재배열 즉 세포막의 분

화가 영향을 받는다는 사실을 보여 주고 있다.

그러나 본 연구에서 나타난 것처럼 모든 종류의 체세포들이 유사한 효과를 나타

내는 것은 아니다 . 사람의 과립세포의 경우 개인에 따라 생쥐 난자의 chymotrypsin

에 대한 내성효과가 조금씩 차이가 있는 것으로 관찰이 되었으며 특히 사람의 양수

로부터 채취한 양수세포는 chymotrypsin에 대한 생쥐 난자의 내성을 높여 주지 못하

는 것이 관찰되었다. 이에 대한 자세한 원인은 차후 밝혀져야 하겠지만 양수세포로

부터 분비되는 물질의 성분내에는 생쥐 난자의 chymotrypsin에 대한 내성을 증가시

킬 수 있는 요인이 결여되어 있거나 혹은 오히려 난자의 세포질성숙을 억제하는 물

질이 존재하기 때문으로 볼 수 있다 . 이러한 가설은 소의 난자를 소의 amniotic fluid

가 함유되어 있는 배양액으로 배양할 경우 amniotic fluid의 함량이 높을수록 난자의

성숙이 저해되며(Ocana-Quero et al., 1995), 또한 돼지의 난자를 닭의 amniotic fluid

가 함유된 배양액에서 성숙시켜 체외수정을 하면 웅성전핵의 형성율이 현저하게 감

소한다(Ocampo et al., 1994)는 보고로 설명될 수 있다. 이러한 연구결과들로 미루어

볼 때 생쥐 난자의 chymotrypsin에 대한 내성을 증가시키는 체세포의 분비물은

cell-specific한 물질로 사료된다 .

본 연구의 결과 체세포와 공배양되거나 체세포의 conditioned medium에서 배양된

생쥐 난자는 그렇지 않은 난자에 비해 chymotrypsin에 대한 내성이 상대적으로 매우

강한 것으로 나타났다 . 또한 대부분의 포유동물 난자의 수정율 및 배발생율을 증가
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시키는 것으로 알려진 난구세포, 과립세포, vero cell 등의 conditioned medium은 내

성을 현저하게 증가시켰는데 비해 난자의 성숙이나 성숙된 난자의 수정율을 감소시

키는 양수액으로부터 얻은 양수세포의 conditioned medium은 거의 효과가 없었다 .

이로 미루어 생쥐 난자의 경우 chymotrypsin에 대한 강한 내성은 성숙에 따른 난자

의 정상적인 세포질분화와 밀접한 관계가 있는 것으로 여겨지며 체내에서 성숙한

난자를 대상으로 앞으로 더욱 연구되어야 할 것이다 .
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결 론

포유동물의 난포 내 난자는 난구세포에 의해 둘러싸여 있고 이 난구세포는 체외

배양시 미수정 난자의 생존율 그리고 성숙한 난자의 수정율과 발생율을 높이는 것

으로 알려져 있다 . 또한 난구세포뿐만 아니라 동종 혹은 이종의 체세포들도 난자와

의 공배양시 난자의 수정 및 발생능력을 증가시킨다 . 본 연구에서는 생쥐 난자의

체외배양시 난구세포와의 공배양 혹은 체세포의 conditioned medium이 체외성숙한

난자의 chymotrypsin에 대한 내성에 어떤 영향을 주는가를 조사하였다 .

난구세포가 붙어있는 채로 0.4%의 BSA가 첨가된 기본배양액 내에서 17 시간동안

배양된 난자(CEO)는 배양이 끝난 후 1%의 chymotrypsin으로 처리한 결과 50%의 난

자가 퇴화하는데 걸린 시간(t50)이 240 분 이상이었다 . 그러나 난구세포가 없이 배양

된 난자(DO)는 t5 0이 65.0±13.23 분이었다 . 한편 난구세포를 0.4%의 BSA가 든 기본

배양액으로 18-20시간동안 배양하여 얻은 conditioned medium으로 배양된 난자의 t50

은 190.0±10.8 분이었고 이 때 대조군의 난자의 t5 0은 25.5±2.9 분이었다. 사람의

과립세포의 conditioned medium을 배양액으로 사용한 결과 성숙한 난자의

chymotrypsin에 대한 t5 0은 183.3±19.1 분이었고 이 때 대조군의 t5 0은 60.0±6.8 분이

었다 . Vero cell conditioned medium을 배양액으로 사용한 경우 t50은 196.7±8.8 분으

로 63.3±14.6 분의 대조군과 비교하여 현저한 차이를 나타내었다. 마지막으로 사람

의 양수세포의 conditioned medium에서 배양된 생쥐 성숙난자의 chymotrypsin에 대한

내성은 t5 0이 80.0±8.4 분으로써 48.0±13.2 분의 대조군과 통계적으로 유의하지 않

은 차이를 나타내었다 .

위 결과로부터 생쥐의 난구세포는 성숙한 난자의 chymotrypsin에 대한 내성을 증

가시키는 사실로 미루어 생쥐 난자의 체외성숙과정 동안 세포막의 구조에 영향을

미치며 이같은 효과는 난구세포와 난자간의 직접적인 연락이 아니라 난구세포의 분

비물에 의해 주도되는 것으로 여겨진다. 또한 난구세포 이외에 난포세포, vero cell

등의 일부 체세포들도 유사한 효과를 나타내는 것으로 사료된다 .
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Table 1. Chymotrypsin resistance of m ouse oocytes after m aturation in the presence

of cumulus cells or their secretions.

Culture type
No. of total oocytes

examined
Resistance (t 5 0 )

DO/M 16 78 65.0 ± 13.2

CEO/M 16 115 >240.0

DO/mCC-CM 58 190.0 ± 10.8

DO/M 16 67 25.5 ± 2.9

Either mouse cumulus-enclosed oocytes(CEO) or cumulus-free oocytes(DO) were

cultured in M 16 or mouse cumulus cell conditioned medium(mCC-CM) for

17-18 hr . After culture, only mature oocytes w ith a polar body were collected

and exposed to 1% chymotrypsin . Resistance, defined as time(min) required for

half of oocytes to degenerate during enzyme treatment, was expressed as

mean(t5 0 )±SEM . Data w ere obtained by pooling the results of 3 replicates.
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Figure Legends

Fig 1. Microphotograph of mouse oocytes before(a) and during(b) chymotrypsin

treatment. An arrowhead indicates zona pellucida undergoing dissolution

due to the enzyme treatment and arrows indicate degenerated oocytes during

enzyme treatment . Scale bar = 70μm.

Fig. 2. Chymotrypsin resistance of mouse oocytes after maturation in human

granulosa cell-conditioned medium (hGC-CM). Fig. 2b is summation of Fig.

2a . Data were obtained by pooling the results of 5 replicates. An asterisk

denotes a significant difference(*, P< 0.00 1) from the control group(M 16)

by t-test .

Fig. 3. Chymotrypsin resistance of m ouse oocytes after m aturation in vero cell

conditioned medium(VC-CM). Data w ere obtained by pooling the results

of 2 replicates. An asterisk denote a significant difference(*, P< 0.00 1)

from the control group(M 16) by t-test .

.

Fig. 4. Chymotrypsin resistance of mouse oocytes after maturation in human

amniotic cell-conditioned medium(hAC-CM). Data were obtained by pooling

the results of 4 replicates.
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