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ABSTRACT

Recent 2 decades, including in vitro maturation (IVM), assisted reproductive technologies (ARTs) achieved 
noteworthy development. However the efficiency of ARTs with in vitro matured oocytes is still lower than that with 
in vivo oocytes. To overcome those limitations, many researchers attempted to adapt co-culture system during IVM 
and consequently maturation efficiency has been increased. The beneficial effects of applying co-culture system is 
contemplated base on communication and interaction between various somatic cells and oocytes, achievement of 
paracrine factors, and spatial effects of extracellular matrix (ECM) from somatic cell surface. The understanding of 
co-culture system can provide some information to narrow the gap between in vitro and in vivo. Here we will review 
current studies about issues for understanding cu-culture system with various somatic cells to improve in vitro 
maturation microenvironment and provide bird view and strategies for further studies.
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서  론

포유동물의 미성숙 생식 세포를 체외 성숙(in vitro matura- 
tion)시키기 위한 최초의 시도와 성공 이래로(Pincus and Enz- 
mann, 1935; Edwards, 1965a; Edwards, 1965b), 인간을 포함
한 많은 포유동물에서의 연구가 진행되어 왔다. 특히 최근 20
년간 향상된 배양 체계를 통하여 체외 성숙 및 체외 수정(in 
vitro fertilization)을 포함하는 보조 번식 기술의 발전과 다양
한 형질 전환 동물들의 생산이 가능하게 되었다(Steptoe and 
Edwards, 1978; Brandacher et al., 2012; Zhang et al., 2013; 
Jin et al., 2014). 그럼에도 불구하고 체내 성숙에 비하여 부적
합한 체외 성숙 환경으로 인해 그 효율이 낮은 수준이다(Coti- 
cchio et al., 2012). 이러한 체외 환경의 한계를 극복하기 위하
여 많은 연구자들이 끊임없이 노력하고 있으며, 무엇보다도
생체 내 환경을 기반으로 하는 지식을 활용한 체외 성숙 난자

의 발달능을 향상시킬 수 있는 체외 성숙 조건의 변화가 요구

된다. 본 논문에서는 체외 성숙 환경을 개선하기 위하여 성숙

시 다른 세포주와 공동 배양된 연구 현황을 살펴보고, 최신의
동향 및 향후 전망에 대해 이야기하고자 한다.

체외 성숙간 공동 배양이 요구되어지는 필요성 및 

이전까지의 한계

일반적인 체내 환경에서 난포(Fig. 1)는 난자의 성숙에 필요
한 구조적 환경과 기능적 요소를 제공한다(Brower and Schultz, 
1982). 이 미세 환경에서 미성숙 난자는 성숙 시 난자 주변의
난구 세포(cumulus cells), 난포 벽면의 과립막 세포(Mural gra- 
nulosa cells), 그리고 난포막 세포(Theca cells) 등 난소 피질 내
체세포들과의 상호작용을 통하여 발달하게 된다(Brower and 
Schultz, 1982; Eppig, 2001). 하지만 대부분의 체외 성숙 환경
에서 미성숙 난자는 난포 내 미세 환경으로부터 분리되어 성

숙이 진행되기 때문에, 성숙 시 난포 내 체세포들과의 물질 교
환 및 공간적 상호 작용을 소실하게 된다.
특히 난자의 체외 성숙 과정에서 잃어버리게 되는 난포 내
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Fig. 1. Follicular environment during in vivo oocyte maturation. 
TC : theca cells, MGC : mural granulosa cells, ZP : zona 
pellucida, CC : cumulus cells.

미세 환경을 복구하기 위하여 과거 많은 연구자들이 난소 피

질 세포(ovarian cortex cells), 난관 상피 세포(oviductal epithe- 
lial cells), 과립막 세포, 난포막 세포, 섬유아 세포(fibroblast) 
및 난포벽 조각(piece of follicle wall) 등 다양한 유래의 체세
포를 체외 성숙에 적용한 미세 환경의 복원 연구가 다양한 포

유 동물에서 시도되었다(Vannucchi et al., 2006; Chen et al., 
2007b; Lin et al., 2009; Shi et al., 2009; Kyasari et al., 2012; 
Feng et al., 2013; Karimpour et al., 2014). 일례로 미성숙 돼
지 난자의 체외 성숙 시 난관 상피 세포와 함께 공동 배양을

통해 획득된 성숙 난자에 체외 수정을 실시한 결과, 공동 배
양된 성숙 난자는 대조군보다 유의적으로 높은 단일 정자 수

정률(monospermiy)을 보였고, 이후 배아 발달율 평가에서 유
의적으로 높은 배반포 형성률 및 총 세포수를 나타내는 것이

보고된바 있다(Kidson et al., 2003). 또한 동종에서 난소 피질
세포와 함께 공동 배양을 통해 획득된 성숙 난자는 대조군에

비해 유의적으로 높은 핵 성숙률(metaphase II)이 관찰되었고, 
세포질 성숙의 지표로 활용되는 세포질 내 글루타치온(Glu- 
tathion) 수준이 높게 나타내는 것으로 보고되었다. 이후 체외
수정을 통해 획득된 배아에서 유의적으로 높은 전핵 형성 및

배반포 형성율이 나타났다(Chen et al., 2007).
돼지 외에도 생쥐, 개, 버팔로, 양 등 다른 포유 동물 종에

서 공동 배양 체계를 통해 획득된 체외 성숙 난자에서 높은 핵 
성숙율 및 세포질 성숙율을 보이고 있으며, 차후 체외 수정 및 
단위 발생을 통해 획득된 배아의 발달능 평가에서 높은 배반포

형성율이 나타나는 것으로 보고되어 왔다(Martino et al., 1995; 
Bogliolo et al., 2002; Lin et al., 2009; Karimpour et al., 
2014). 지금껏 많은 보고들을 통하여 공동 배양 체계가 체외

성숙 시 적용되었을 때 성숙 난자의 핵성숙율, 세포질 성숙율
및 배아 발달능이 유의적으로 향상되었다. 하지만 공동 배양
체계를 활용하여 체외 성숙 시 부분적인 미세 환경을 복원시

켜 주었을 때 어떠한 요인으로 인하여 성숙효율을 증가되는지

에 대한 이해가 부족한 것이 현실이다. 따라서 생식 세포의 체
외 성숙 간 공동 배양 체계를 적용하는데 있어 체외 성숙 과정

에 발생되는 공동 배양 세포주의 역할 및 그 기전에 대한 연구

의 필요성이 요구된다.

난자와 공동 배양 세포와의 상호 작용

난자와 공동 배양 세포와의 상호 작용을 이해하기 위하여

최근 공동 배양 시 TGF-beta(transforming growth factor-beta)
군의 연관성에 대한 이해가 시도되고 있다. 체내에서 난포의
성공적인 발달을 위해서 난자와 난포벽 과립막 세포 또는 난

포막 세포와 같은 난포 체세포 간의 양 방향적인 소통이 요구

된다(Eppig, 2001; van den Hurk and Zhao, 2005). 특히 난포
의 성장 과정 동안 BMP15(bone morphogenetic protein)과
GDF9(growth differentiation factor)와 같은 TGF-beta 군의 발
현은 설치류, 반추류 및 인간을 포함한 많은 다양한 종에서
양성 조절을 하는 측분비인자(paracrine factor) 중 하나로 제
시된바 있다(Elvin et al., 1999; Elvin et al., 2000; Erickson 
and Shimasaki, 2003; Shimasaki et al., 2004; Juengel and Mc- 
Natty, 2005). 특히 난자의 성숙 간 난포 내 GDF9과 BMP15
의 증가는 과립막 세포의 증식을 촉진시키고, 해당 과정 활성
및 여포 자극 호르몬(follicle stimulating hormone, FSH) 의존
적 난포 기능을 조절하는 등 난포의 발달 간 미세 환경을 조

절하는 결정적인 역할을 한다(Gilchrist et al., 2004; Sugiura et 
al., 2007; Su et al., 2008). 최근 공동 배양 체계에 대한 보고
에 따르면, 공동 배양 시 BMP15, GDF9 그리고 그 해당 수용
체에 대한 mRNA 발현 양상이 변화됨이 보고된 바 있으며
(Kyasari et al., 2012), TGF를 포함하는 인자들과의 연관성의
이해가 시도되고 있다(Lin et al., 2009).
다른 한편으로 난관 상피 세포를 포함하는 체세포와 공동

배양 시 ampiregulin, epiregulin 및 betacellulin과 같은 EGF 
(epidermal growth factor) 유사 성장 인자의 발현이 증가되는
것이 보고된 바 있다(Rief et al., 2002; Gilchrist et al., 2004). 
공동 배양 체계에서 TGF-beta와 EGF 유사 성장 인자의 증가
는 미성숙 난자와 체세포 간의 동반 상승 효과를 가져오게 되

고, 이러한 상호작용의 증가는 공동 배양 시 난자 내의 Mn- 
SOD, ZnSOD와 같은 항산화 관련 유전자를 증가시킴으로써
성숙 난자의 활성 산소 수준 및 세포 자멸사 현상을 감소시키

며, 세포질 성숙에 영향을 미칠 것이다(Jang et al., 2008a; Jang 
et al., 2008b). 특히 공동 배양 체계가 적용된 양에서의 보고에
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따르면, 공동 배양 시 체세포와 생식 세포 간의 상호 작용의 
증가로 체외 수정 후 수정란의 접합자 유전자 활성화(zygotic 
genome activation)에 관여함으로써 배아의 정상 발달 과정으
로 이끄는 Zar1(Zygote Arrest 1)의 농도가 대조군에 비하여
유의적으로 높게 관찰되었다(Shirazi and Motaghi, 2013).

생식 세포 공동 배양 체계에서의 공간적 환경 영향

생식 세포의 공동 배양 체계는 대사생리학적 측면 외에도

공간적 측면에서도 이해될 수 있는데, 체세포와의 공동 배양을
통해 제공되는 물리적 환경 요소 또한 난자의 성숙 및 향후 배

아의 발달에 영향을 미치는 것으로 보고된 바 있다(Torre et al., 
2006; Ma et al., 2007). 실제로 포유동물의 샘 세포(grand cells)
를 이용한 연구에서 세포외기질(extra-cellular matrix)은 세포
의 성장 및 분화에 영향을 주는 것으로 알려졌는데(Abbott, 
2003), 이후 공동 배양 시 체세포로부터 제공되는 세포외기질
이 영향을 미치는 것에 기인한 많은 논문이 발표되었다.
특히, 버팔로 연구에서 일차 단계에서 난구 세포를 제거한

미성숙 난자를 삼차원 구조의 난구 세포 구조물 안에서 공동

배양을 실시한 결과, 성숙 후 대조군에 비하여 난자의 성숙률
및 단위 발생 배아의 배반포 형성율이 유의적으로 증가하였

고, 특히 소실된 간극 연접(gap junction)이 재구성되었다고

(Fig. 2) 보고된 바 있다(Feng et al., 2013). 최근 체세포와 생식
세포 간의 상호 작용을 제외하고, 공간적인 영향만을 연구하
기 위하여 체세포가 아닌 젤라틴 또는 콜라겐을 활용한 논문

들이 보고되고 있다(Combelles et al., 2005; Ma et al., 2007).

향후 전략 및 전망

생명공학기술의 발달로 체외 성숙을 포함하는 보조 번식 기

법에 대한 개선이 이루어져 왔으나, 체내 환경의 재현에는 많
은 제한이 있는 것이 사실이다. 무엇보다도 일반적인 체외 성
숙 기술은 미성숙 난자의 성숙 시 난포 내 미세 환경으로부터

분리가 된다는 문제점이 발생되었다. 이러한 문제를 해결하기
위한 대안으로 많은 연구자들이 과립막 세포, 난포막 세포, 섬
유아 세포 등과 같은 체세포를 이용한 부분적인 복원에 관한

시도 및 연구들이 보고되어왔고, 그 결과 핵 성숙율, 세포질
성숙도, 체외 수정 또는 단위 발생을 통해 획득된 배아의 배
반포 형성율과 총 세포수가 증가되는 성숙효율의 향상을 가

져왔다. 이러한 결과는 미성숙 난자의 성숙 시 세포 간 상호
작용 및 세포외기질이 가져오는 물리적 영향에 따른 이해가

가능하게 만들었다. 이처럼 체내 환경과 체외 환경의 정확한
차이와 해결점을 찾고 이해하는데 공동 배양 체계가 그 정보

를 제공할 수 있을 것으로 사료된다.

(A)

(B)

Fig. 2. Illustration of co-culture systems (A) general co-culture 
system with feeder cells, (B) 3D imensionally restored co- 
culture system embedding within artificially rolled feeder cells.
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