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A b s trac t

W e dem on strated that th e n orm al pregnan cy an d deliv ery by round sperm atid

inj ect ion (ROSI) int o oocytes w as achiev ed from nonob structiv e azoosperm ia pat ient . In

this case , the n orm al fer tilization rat e w as 50% . A ll of th e t w o- pronuclear stage

embry os cleav ed an d w ere tr an sferr ed to th e pat ient’s ut eru s . A sin gleton pregn ancy

w a s achiev ed and result ed in the bir th of norm al fem ale infant . T his r esult sh ow that

intr acyt oplasm ic inject ion of round sperm at id seem s t o be n ew treatm ent of

n on ob stru ct iv e azoosperm ia m ale infertility . F urther research is needed t o ev aluat e the

requir ed culture con dit ion s t o in duce progres sion of the round sperm at id in to a m ore

elong ated st ag e.

서 론

미세보조 수정기술로서는 투명대의 일부를 절개하는 partial zon a dis sect ion (PZD ), 난자의

위란강내에 정자를 주입하는 subzon al sperm in sert ion (SUZI), 그리고 정자를 난자의 세포질

내에 직접 주입하는 int r acyt oplasmic sperm inject ion (ICSI)이 도입되어 체외수정시술에서

임신의 성공율을 향상시켰다. 특히 그중에서도 ICSI 방법은 1992년 P alerm o등이 처음으로

인간에 적용하여 불임치료에 응용한 이래, 많은 연구자가 ICSI의 임상적 유용성과 우월성을

입증하였으며, 앞으로도 이 방법이 인간의 불임치료에 대표적인 보조 생식술로서 그 기대를

모으고 있다. 또한 ICSI와 부고환 정자 흡입술 (microsurgical epididym al sperm aspir at ion ,

ME SA )및 고환조직 정자채취술 (testicular sperm extr act ion , T ESE )을 각각 병행하여 높은

임신 성공률을 보고하였다(Van St eir teghem 등, 1993; Silber 등, 1995a ; Devroey 등, 1995).

실제 남성불임중 고환의 정자형성기능은 정상적이지만 폐쇄성 무정자증 환자의 치료에 이러

한 MESA - ICSI, T ESE - ICSI방법이 주로 이용되고 있다. 한편 인간에서의 고환조직은 내분

비기능과 정자형성의 각 발생단계별 유전자 발현에 의하여 조절되어 형성되는 정자는 매우
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복잡한 분화과정을 거쳐 완성되는데 정조세포(sperm atogonium )로부터 성숙정자로 분화하는

과정에서 여러 가지 요인으로 인하여 장애를 나타내는 비폐쇄성 무정자증환자의 경우는

m ult iple - T ESE (Silb er 등, 1996b )나 round sperm atid inj ect ion (ROSI; T esarik과 M endoza ,

1996a )방법등이 이용되고 있다.

정자 발생과정중에서 정자로의 분화직전인 elong at ed sperm at id를 이용하여 정상적인 수

정과 분만에 성공하였지만 (F ishel 등, 1997; V an derzw alm en 등, 1997), 이보다 전단계인 원

형정자세포를 이용하여 인간 (T esarik 등, 1996b ; 조정현 등, 1996; Van derzw alm en 등,

1997)을 비롯한 생쥐 (Ogura 등, 1994; Kimura 와 Yan agim ach , 1995b ), 토끼(S ofikit is 등,

1996)등에서도 정상적인 수정과 산자를 생산하였다. 나아가서 생쥐에서 동결-융해한 원형정

자세포를 미세주입하여 산자생산에 성공하였으며(Ogura 등, 1996), 제2정모세포 (secondary

sperm at ocyt e )를 주입하여 산자까지 생산을 보고하였다 (Kim ura and Yan agim ach , 1995a ).

또한 Goto등은 소의 제2정모세포를 체외배양하여 생산된 원형정자 세포를 주입하여 배반포

단계까지의 배발생을 보고하였다. 이와같이 정자 형성과정중 원형정자세포에서 정지된 경

우에도 정상적인 임신이 가능하다.

따라서 본 연구에서는 정자형성과정이 원형정자세포에서 정지된 비폐쇄성 무정자증 환자

의 고환조직으로부터 이들 세포를 추출하여 미수정란에 주입함으로써 정상적인 수정과 임

신, 그리고 분만에 성공한 사례를 보고하고자 한다.

증 례

환자:조 ○○, 32세

출산력 및 월경력: ○-○-○-○-○

초경은 14세이고, 주기는 30일형으로 규칙적이며 지속기간은 5일이고, 량은 보통이며 월경

통은 없었다.

가족력과 과거력: 37세의 남편은 다른 병원에서 시행한 정액검사상 무정자증으로 확인되었

으며, 호르몬 수치는 정상이었으나 고환조직검사상 sev ere hyposperm at og enesis로 확인되었

기 때문에 불임치료를 위해 본원으로 전원되었다. 환자부부의 불임기간은 58개월이었다.

주소: 남편은 정액검사상 무정자증으로서, 결핵으로 인한 고환절제와 고환염으로 인한 정자

형성과정에 장애가 있는 것으로 판명되었다. 그러나 부인의 경우는 의학적 소견상 특이사항

은 없었다.
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방 법

1. 과배란 유도 및 난자의 준비

대상환자에서 GnRH - ag onist (Bu sererin , Suprefact , H oech st , Germ any )와 F SH/ hM G를 병

용한 황체기 장기투여법(lu t eal ph ase lon g prot ocol)으로 과배란 유도를 시행하였으며, 성숙

된 난포난의 채취는 hCG 주사 후 36시간째 질식초음파를 이용하여 실시하였다. 채취된 난

자는 0.1% hy aluronidase (Sigm a, St . Louis , USA )를 처리하여 난구세포를 제거한 후 난자

의 성숙도를 판정하여 제 1극체가 방출된 제2감수분열 중기의 난자만 사용하였다.

2. 원형정자세포의 채취

국부마취후 고환으로부터 절개된 조직을 10% hF F (hum an follicu lar fluid) 함유 H am’s

F - 10 배양액이 담긴 petr i dish로 옮겨 각각의 세정관을 분리, 세절한 후 pipet ting으로써 세

정관내 sperm at og enic 세포를 추출하였다. 이 세포부유액으로부터 정자의 존재 여부를 확인

하였다.

3. 세포질내 원형정자세포 주입

ROSI는 성숙한 정자를 이용하여 미세주입하는 통상의 ICSI 방법에 준하여 실시하였다.

원형정자세포를 주입하기전에 전처리 과정으로 내경이 약 2μm의 유리피펫으로 난자의 세

포질을 심하게 반복 흡입하였다. 고환조직으로부터 추출한 원형정자세포를 injection 피펫으

로 흡입하면서 그 막을 터뜨리고 난자에 최대한 물리적 손상을 줄이면서 주입을 완료하였다

(F ig 1). 원형정자세포 주입 30분 후 난자를 10μM Ca - ionophore A 23187(Sigm a, St . Louis ,

U SA ) 함유 배양액에서 약 10분간 처리하였다. 그리고 난자를 신선한 배양액으로 세척한 후

10% hF F 함유 배양액으로 옮겨 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 수정 여부는 배양

15- 18시간째에 제2극체 방출과 전핵형성 유무로 확인하였다.

4. 수정란의 이식 및 임신 확인

전핵이 확인된 수정란을 50- 52시간동안 체외배양하여 환자의 자궁에 이식하였다. 수정란

이식 후 10일째에 혈청내 β- hCG농도가 10m IU/ m l 이상이고, 추적검사에서 혈중 β- hCG의

상승을 나타내며, 임신 제5- 6주경에 실시한 질식초음파에서 태낭(gest ation al sac)과 태아의

심박동이 확인된 경우를 임상적 임신으로 정의하였다. 또한 생화학적 임신(biochemical

pregn ancy )은 혈중 β- hCG 농도가 상승한 후 감소를 보이는 경우로서 이것은 임상적 임신

에서 제외하였다.
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F ig . 1. Round sperm atid (arrow ) inject ion int o hum an oocyt e.

In sert ion of an injection pipett e int o an oocyt e an d the a spir ation of a sm all

am ount of oocyt e cyt oplasm int o an injection pipet te to break cyt opla sm ic

m em bran e. Both sperm at id cyt oplasm and nu cleu s w ere injected .
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결 과

채취한 총 10개의 난자중 8개의 성숙난자에 원형정자세포를 주입한 결과 1

pronucleu s (PN )가 1개, 2PN이 4개, 3PN이 1개이였다. 이들중 정상 수정란으로 판명된 2PN

난자는 모두 분할하였으며, 상태도 아주 양호하였다. 체외에서 배양하여 분할된 정상 수정란

4개를 자궁에 이식하였다. 이식후 10일째 혈중 β- hCG가 76.36 m IU/ m l이였으며, 1997년 2

월 20일 질식초음파로 태낭과 정상태아의 심박동을 확인할 수 있었다. 1997년 10월 10일 제

왕절개시술로 3.35kg의 건강하고 정상적인 여아를 분만하였다.

고 찰

체외수정시술에 영향을 미치는 요인들은 많이 있으며, 그 중에서도 정자의 결함에 의한

경우도 대단히 중요한 부분을 차지하고 있다. 1988년부터 남성요인 불임에 대한 여러 종류

의 미세보조 수정기술을 이용하기 시작하였고, 이것과 더불어 보조생식기술도 더욱 발달하

게 되었다. 정자는 고환조직내에서 제2정모세포의 감수분열에 의해 반수체(haploid )인 원형

정자세포로 발생된 후, 정자완성단계 (sperm iogen esis )를 거쳐 완전히 성숙하게 된다.

폐쇄성 무정자증 환자에서는 MESA - ICSI나 T E SE - ICSI 방법을 이용하여 임신과 분만이

가능하지만 (Silber 등, 1995b ), 비폐쇄성 무정자증 환자는 고환에서 정자형성과정에 장애가

있기 때문에 이 방법으로는 임신이 불가능하다. 남성요인 불임의 약 15%를 차지하는 비폐

쇄성 무정자증 환자의 (Dubin an d Am elar , 1971) 조직학적인 측면은 세정관내에 생식세포

가 존재하지 않는 S ertoli cell only syn drom e (Del Cast ilo 등, 1947)인 경우, 정자형성과정

중 pachyt ene sperm at ocyte에서 sperm at id까지 세포분열이 특정단계에서 정지한 m aturat ion

arr est (Nagpal 등, 1993)인 경우, 국부적으로 정상적인 정자형성과정이 일어나는

hyposperm at og en esis인 경우 등의 소견이 있다 (W ong 등, 1978). 그러나 비록 조직검사에

서 이러한 환자의 경우일지라도 정자를 형성하는 세정관은 있으며, 또 수정과 임신도 가능

하다고 주장하는 연구자도 있다 (Dev roey 등, 1995; Silber 등, 1996; 서주태 등, 1996; 박용석

등, 1996). 그러나 이러한 경우는 정자와 정자세포를 찾기 위하여 조직을 정밀하게 검사하고

소수의 조직이 아닌 더 많은 부위의 조직을 필요로 하기 때문에 장시간의 수술과 고환조직

의 손실이 불가피하다는 것이 단점이다. 한편 ROSI는 ICSI보다 수정율과 임신율이 대단히

낮다. 이는 원형정자세포의 정확한 선별이 어렵고 원형정자세포와 성숙된 난자사이의 세포

주기가 다르기 때문일 것으로 생각하며, 따라서 이것을 해결하기 위해서는 원형정자세포의

정확한 선별과 난자의 활성을 조절하여야 한다고 생각한다. 실제로 동물종에 따라 약간의

차이는 있지만, 생쥐와 토끼의 경우 전기자극으로 난자 활성화를 먼저 유도하였을 경우 수

정율과 임신율이 현저히 증가하는 것을 알 수 있다 (Kimura 와 Yan agim achi, 1995; S ofikit is

등, 1996; Van derzw alm en 등, 1997). 반면 F ish el 등(1996)은 사람의 원형정자세포는 난자를

활성화시킬수 있는 물질이 있어 세포주기의 불일치가 수정과 배발달에 영향을 주지 않는다

고 보고하였다.

비폐쇄성 무정자증환자의 원인은 거의 밝혀져 있지 않지만, 최근에 Y염색체상에 미세결실

이 그 원인으로 일부 보고되고 있는바 (Reijo 등, 1995; 윤현수 등, 1996), 체외수정 난자유래
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의 임신일 경우는 그 후손에게 남성불임이 유전될 가능성이 있기 때문에 앞으로 유전학적

진단 및 착상전 유전진단등 더 많은 연구가 필요하다고 생각한다. 만약 ROSI 기술이 불임

치료 목적으로 확립된다면 무정자증 환자의 치료의 폭이 넓어질 수 있으며, 난자내 전핵형

성 및 미세소관의 이동등 원형정자세포의 수정기전에 대해서 많은 연구가 이루어져야 할것

으로 사료된다.

결 론

본원에 내원한 비폐쇄성 무정자증 환자의 고환조직내에서 원형정자세포를 분리하여 난자

의 세포질내로 주입하였다. 총 8개의 난자중 5개가 수정되었으며 (62.5% ), 이중 정상적인 수

정인 2개의 전핵과 제2극체를 가진 난자는 4개였다. 이들 정상 수정란 4개를 환자의 자궁으

로 이식한 결과, 1명의 건강한 여아를 출산하였다. 이와같이 정자형성과정중에 있는 원형정

자세포도 일반사출 정자와 같이 웅성배우자로서의 이용이 가능하다. 따라서 미성숙 원형정

자세포의 체외배양이 가능해진다면 좀 더 발생단계를 거친 정자세포를 이용하여 효율적인

정상 수정 및 임신을 유도할 수 있을 것으로 생각된다.

- 6 -



인 용 문 헌

Del Cast illo EB , T rabucco A , De La Balze F A : Syn drom e produced by ab sen ced of th e

g erm in al epith elium w ithout impairm ent of the S ertoli of Ley dig cells . J Clin Endocrilol

1947, 7, 493- 502.

Devroey P , Liu J , Nagy Z, Goossen s A , T ournay e H , Cam u s M , V an St eir t eghem A ,

Silb er S : Pregnan cies aft er testicular sperm extr act ion and intr acytoplasm ic sperm

inj ect ion in nonob struct iv e azoosperm ia . Hum Reprod 1995, 10, 1457- 1460.

Dubin L , Am elar R : Et iologic fact or s in 1294 con secutiv e case of m ale infert ility . F ertil

St er il 1971, 22, 469- 474.

F ishel S , A slam I, T esarik J : Sperm at id con ception : a stage too early , or a t im e t oo

soon ? Hum Reprod 1996, 11, 1371- 1375.

F ishel S , Green S , Hunt er A , Lisi F , Rin aldi L , Lisi R , M cDerm ott H : Hum an

fert ilizat ion w ith roun d and elong at ed sperm at ids . Hum Reprod 1997, 12, 336- 340.

Got o K , Kin oshit a A , Nakanishi Y , Og aw a K : Blastocy st form at ion follow in g

intr acyt oplasm ic injection of in - v it ro deriv ed sperm atids in to bovine oocytes . Hum

Reprod 1996, 11, 824- 829.

Kim ura Y , Yanagim achi R : Dev elopm ent of n orm al m ice from oocyt es inject ed w ith

secondary sperm at ocyte nuclei. Biol Reprod 1995a , 855- 862.

Kim ura Y , Yanagim achi R : M ou se oocyt es inject ed w ith t esticular sperm atozoa or round

sperm at ids can dev elop int o n orm al offsprin g . Dev elopm ent 1995b , 121, 2397- 2405.

N agpal BL , M anjari M , Kapoor K , Dhaliw al US : T esticular biopsies in cases of m ale

infert ility :a r et rospect iv e study . J Indian M ed A ssoc 1993, 91, 171- 174.

Ogura A , M at su da J , A san o T , Suzuki O, Yanagim achi R : M ou se oocyt es inject ed w ith

cry opreserv ed round sperm atids can dev elop into m orm al offspring . J A ss Reprod Gen

1996, 13, 431- 433.

Ogura A , M at su da J , Yan agim achi R : Birth of norm al y oung after electrofu sion of

m ou se oocytes w ith round sperm atids . Proc N atl A cad S ci USA 1994, 91, 7460- 7462.

Reij o R , Alagappan R, P atrizio P , P age DC: S ev ere oligozoosperm ia resulting from

delet ion s of azoosperm ia fact or g ene on Y chrom osom e. Lancet 1996, 347, 1290- 1293.

- 7 -



Silb er SJ , V an St eir t egh em A C, Devroey P : S ert oli cell only revisit ed . Hum Reprod

1995a , 10, 1031- 1032.

Silb er SJ , Van St eir teghem A C, Liu J , Nagy Z, T ournay e H , Devroey P : High

fert ilizat ion an d pregnan cy rat e after in tr acytoplasm ic sperm injection w ith sperm

obt ain ed from t est icle biop sy . Hum Reprod 1995b , 10, 148- 152.

Silb er SJ , Van St eir teghem A C, N agy Z, Liu J , T ournay e H , Devroey P : N orm al

pregn ancies r esulting from t esticular sperm ex traction and intracytoplasm ic sperm

inj ect ion for azoosperm ia du e t o m aturat ion arr est . F ert il St er il 1996, 66, 110- 117.

S ofikitis N , T oda T , Miy agaw a I, Zav os P , P asyian os P , M a st elou E : Ben eficial effect s

of electr ical st im ulat ion before roun d sperm at id nuclei inject ion s in to rabbit oocyt es on

fert ilizat ion an d sub sequent embry onic dev elopm ent . F ert il St er il 1996, 66, 176- 185.

T esarik J , M en doza C: Sperm at id inject ion in to hum an oocyt es . Ⅰ. Laborat ory

t echniques and special features of zy gote dev elopm ent . Hum Reprod 1996a , 11,772- 779.

T esarik J , Rolet F , Brami C, S edbon E , T h orel J , T ibi C, T hebault A : Sperm at id

inj ect ion int o hum an oocytes . Ⅱ. Clin ical application in th e tr eatm ent of infert ility du e t o

n on ob stru ct iv e azoosperm ia . Hum Reprod 1996b , 11, 780- 783.

V an Steir t egh em A C, Nagy Z, Joris H , Liu J , Staessen C, Sm it z J , W istano A , Devroey

P : Higher fer t ilizat ion and implant ation rat e aft er in tr acytoplasm ic sperm inj ect ion . Hum

Reprod 1993, 8, 1061- 1066.

V an derzw alm en P , Zech H , Birkenfeld A , Yem ini M , Bert in G, Lejeune B, Nij s M , S eg al

L , St ech er A , Vandam m e B, v an Roosen daal E , S choy sm an R : Intracytoplasm ic inject ion

of sperm at ids r et r iev ed from test icular t is sue : influ ence of t esticular pathology , type of

selected sperm atids and oocyt e act iv ation . Hum Reprod 1997, 12, 1203- 1213.

W on g T W , Str au s F H , Jon es T M , W arn er NE : P athological aspect s of the infertile

t estes . Urol Clin North Am 1978, 5, 503.

박용석, 서주태, 전진현, 변혜경, 김종현, 이유식, 손일표, 강인수, 이호준: 고환조직 정자채취

술과 세포질내 정자주입술을 이용한 고환 조직 정자의 수정률과 임신율. 대한불임학회지

1997, 24, 101- 109.

서주태, 박용석, 김종현, 이유식, 전진현, 이호준, 손일표, 강인수, 전종영: 비폐쇄성 무정자증

의 치료. 대한불임학회지 1997, 24, 95- 99.

- 8 -



윤현수, 이정은, 서주태, 김해정, 이동률, 전종식, 조정현, 김문규, 이무상, 노성일: 한국인 남

성불임 환자에서 Y염색체내 미세결실의 분자유전학적 분석. 대한불임학회지 1996, 23,

367- 377.

조정현, 심현남, 서주태, 이동률, 윤현수, 백혜란, 노성일: 비폐쇄성 무정자증 환자에서 난자

내 원형정세포 주입에 의한 임신 및 분만 1례. 1996, 23, 327- 331.

- 9 -


