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A b s t rac t

Ovarian development of the vitrified neonatal ovaries after orthotopical transplantation

into the ovariectomized adult recipient mouse w ere observed. Ovaries w ere collected

from the neonatal females on day of birth and grouped for fresh , vitrification for

1- minute, and 3- minute. Vitrified and thaw ed neonatal ovaries were orthotopically

transplanted into ovarian bursa of the adult mice from which endogenous ovaries

have removed just prior to the transplantation (1 minute: n =25; 3 minutes n=23).

Fresh ovarian tissue transplanted (n =25) mice were included as control groups .

Returning of the estrus cycles and the survival and development of the transplanted

ovaries w ere evaluated. Intact ovaries from neonatal, and four weeks old mice w ere

used for comparison of the ovarian development as in vivo- developed control. From 2

w eeks after transplantation , 64%, 36%, and 75% of the transplanted mice showed

return of the estrus cycles in fresh , 1- minute, and 3- minute groups, respectively .

Four weeks after transplantation , all mice w ere sacrificed and ovarian tissues were

recovered for histological analy sis . 57.1%, 33.3%, and 64.7% mice in fresh , 1- minute,

and 3- minute groups, respectively , had survived ovaries with follicles at various

stages of growth from primordial to preovulatory follicles . Corpus lutea were also

observed. Result s of the present study suggest that 1) normal folliculogenesis has

initiated in vivo after vitrification , and 2) the vitrification may be used as a

preservation method for ovarian tissues for establishment of ovarian tissue bank.
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서 론

여성의 생식세포나 난소조직을 몸밖에서 보관할 수 있는 냉동보존방법이 개발된다면,

임신시기를 조절하고자 하는 경우나, 방사선치료나 화학치료를 받아야 할 경우 난소를 체

외에서도 안전하게 보존할 수 있게 될 것이다. 결혼적령기 또는 더 어린 나이에 암 등의

질병에 걸린 여성의 경우, 현대의술의 발달로 병의 완치를 기대해 볼 수 있고, 그러므로

냉동보존법은 이들이 완치 후 정상적인 가정을 꾸밀 수 있도록 도울 수 있는데 더 없이

유용한 방법이 될 것이다. 따라서 여성의 생식세포 및 난소조직을 보관할 수 있는 방법의

개발이 꼭 필요하다고 할 수 있겠다.

현재까지 성숙 또는 미성숙한 난자나 초기 배의 냉동보존에 관한 연구는 비교적 많은

연구가 되어 있으며, 이를 통한 아기의 출산도 이미 이루어져 있다. 그러나 난자나 초기

배의 냉동보존은 그 대상환자가 기혼 여성이어야 하며, 한번에 냉동할 수 있는 숫자도 적

은 등 제한성이 있다. 또한 난자의 크기는 다른 세포에 비해 매우 크기 때문에 냉동보존

후의 생존율이 낮고 세포질 내에서 여러 가지 비정상적인 현상이 나타남으로서 성공률이

낮은 편이다. 이러한 점을 보완할 수 있는 방법으로 최근 들어서 난자보다 크기도 작고

물질대사도 적게 일어나며 또 난소피질 내에 존재하는 수도 월등히 많은 primordial

follicles (원시난포)의 냉동보존에 많은 관심이 기울여지고 있다. 실제로 생쥐의 난소조직

을 냉동 보존하였다가 해동한 후, 다른 개체에 이식하여 산자를 얻은 첫 보고는 1960년

Parrot에 의해서였다 (Parrott , 1960). 그후 1993년 Carrol과 Gosden은 생쥐의 원시난포를

분리하여 dimethylsulphoxide (DMSO)를 이용한 slow freezing - rapid thawing 방법으로

냉동 보존하였다가 다른 개체에 이식하여 산자를 얻는데 성공하였다 (Carroll and

Gosden, 1993).

본 저자들은 vitrification (초자화 냉동보존법)을 사용하여 조직을 보존하는 방법을 개

발하고자 한다. 초자화 냉동보존법은 slow freezing - rapid thawing 방법에 비하여 매우

간단하고 경제적인 장점이 있다. 그러나 아직 이 방법이 생식세포에 미치는 영향 즉, 안

전성에 대해서는 많은 연구가 이루어져 있지 않다. 본 연구에서는 neonatal 생쥐의 난소

를 초자화 냉동보존법으로 냉동, 융해한 후 다른 생쥐의 체내로 이식하여 난포의 성장을

관찰함으로써 초자화 냉동보존법이 난포성장에 미치는 영향을 연구하였다.

재 료 및 방법

Neonatal 생쥐 난소의 초자화 냉동보존

ICR 생쥐가 태어난 날 난소를 회수하여 초자화 냉동을 하였다. 항동해제는 Martino

등 (Martino et al, 1996)이 사용한 바 있었던 EG 5.5를 기본으로 만들어 사용하였는데,
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20mM HEPES가 첨가된 Waymouth 752/ 1 media (Gibco, USA )에 5.5M EG (Ethylene

Glycol)과 1M Sucrose, 10% FBS를 첨가한 것으로, 0.22㎛ filter로 여과하여 사용하였다.

처리 온도는 실온으로 선택하였고, 항동해제를 1분과 3분 동안 처리한 후 전자현미경용

grid에 얹어서 곧바로 액체질소에 넣어 동결 시켰다.

해동과정

동결된 난소를 해동하기 위해 액체질소에서 꺼낸 grid를 0.5M sucrose용액에 30초간

녹인 후 난소만 다시 새로운 0.5M sucrose 용액으로 옮겨서 10분 동안 세척하였다. 그

후 0.25M, 0.125M sucrose용액으로 옮기며 각각 10분씩 처리해 주었고, 마지막에

Waymouth 752/ 1 배양액에 5분씩 두 번 세척한 후, 이식할 때까지 37℃ CO2 배양기에

넣어두었다. 해동에 사용된 용액 제조 방법은 Martino 등 (Martino et al, 1996)에 의한

방법을 이용하였는데 각 sucrose용액은 10% FBS와 20mM HEPES가 첨가된 Waymouth

752/ 1 media (Gibco, USA )에 희석하여 제조하였고, 해동에 이용된 용액의 온도는 37℃를

유지 시켜 주었다.

난소 이식 수술

본 실험에서는 14시간/ 10시간 (light/ dark )의 조명 조건에서 먹이와 물을 충분히

공급하면서 사육한 생쥐를 사용하였다. Neonatal ICR생쥐를 ovary donor로 사용하였고,

recipient로는 4주령 된 ICR생쥐를 사용하였다. 실험군으로는 초자화 냉동보존법으로

동결 처리한 후 융해과정을 거친 neonatal 난소를 이식한 군 (Frozen group)으로 하였고,

대조군으로는 동결처리하지 않고 이식한 군 (Fresh control group), 마취와 수술과정의

영향을 알아보기 위해서 마취과정과 수술과정은 동일하게 시행하되 난소 이식은 하지

않은 대조군 (Sham control group), 그리고 ovariectomized group (negative control

group)으로 나누었다. Frozen group은 항동해제에 1분 처리한 군과 3분 처리한 군으로

나누었다. 난소이식의 과정은 recipient 생쥐의 난소를 제거한 후 그 자리에 donor 난소를

이식해 주는 orthotopic transplantation (동소이식)의 방법으로 수행되었다. 난소이식에

사용한 recipient 생쥐를 kg당 85mg의 ketamine (Parke- Davis Co., USA )과 4mg의

xylazine (Byer Korea, Seoul, Korea )으로 마취한 후, 등 쪽을 절개한 후 난소 부위를

꺼냈다. 그리고, 난소를 둘러싸고 있는 bursa를 약간만 절개하여 recipient 난소를 완전히

떼어낸 후, 해부현미경 하에서 fresh 또는 frozen - thaw ed neonatal donor 난소를 bur sa

안에 넣고 봉합하였다. 난소 및 난소를 둘러싸고 있는 지방조직을 다시 제자리에

넣어주고 근육조직을 봉합한 후 바깥 피부 쪽 절개부분도 봉합하였다.

Vaginal cytology의 관찰

난소이식 후 2주간의 회복기간을 둔 후에 생쥐의 estrus cycle의 회복을 관찰하기 위해

vaginal cytology를 조사하였다. Vaginal smear를 통해 얻어진 세포를 슬라이드 글라스

위에 도말하여 광학현미경으로 관찰하였다. Vaginal cytology는 주로 cornified epitherial

- 4 -



cell이 관찰되는 시기를 estrus로 구분하여 조사하였다.

난소이식 후 조직학적 분석

이식 된 난소의 상태와 발달 정도를 보기 위해 난소를 이식한 생쥐들을 4주 후에 경추

도살하여 조직학적 준비를 하였다. 이식한 부위의 조직 전체를 10% Neutral buffered

formalin solution에 고정한 후 알코올 처리과정을 거쳐 탈수시키고 xylene에 투명화

시킨 후 paraffin block을 만들어 5μm 두께로 절편을 만들었다. 조직이 시작되는

부분부터 10개의 절편마다 1개씩 슬라이드 글라스 위에 올려서 조직이 끝나는 부분까지

serial section하여 이식된 난소가 관찰될 수 있도록 하였다.

통계분석

결과의 통계분석은 χ
2 - test를 사용하여 검정하였으며, p값이 0.05이하인 경우를

통계학적으로 유의하다고 판정하였다.

결 과

1. Estrus cycle의 회복

난소이식 후 2주 동안 회복기를 준 후, 다음 2주 동안 vaginal cytology를 조사하여

이식된 난소의 기능을 조사하였다. Vaginal cytology 관찰 시에 epitherial cell이 주로

관찰되는 시기를 proestrus , cornified epitherial cell이 관찰되는 시기를 estrus, 소수의

cornified epitherial cell과 leucocytes가 함께 관찰되는 시기를 metestrus , 그리고

leucocytes만 관찰되는 시기를 diestrus로 구분하였다. 동결처리하지 않은 neonatal

난소를 바로 이식해준 Fresh group에서는 전체 25마리중 16마리 (64.0%)에서 estrus

cycle이 회복되었고, 1분간의 동결 처리하여 해동과정을 거친 Frozen 1분 group에서는

전체 25마리 중 9마리 (36.0%), Frozen 3분 group의 경우는 24마리 중 18마리

(75.0%)에서 cycle이 회복되었다 (표 1).

2. 동소이식된 난소의 발달

4주령 된 생쥐를 마취시키고 등 쪽에서 원래의 난소를 제거한 다음, fresh 또는

frozen - thawed neonatal 생쥐의 난소를 그 자리에 대신 넣어주는 동소이식을 수행하였다.

이식된 생쥐에서 estrus cycle 회복으로 난소의 존재를 간접확인 한 후에도 실제로

이식한 부분에 난소가 존재하는지, 어느 정도 발달하였는가 여부를 확인하고자 이식한

부위의 조직을 serial section하여 조직 전체를 관찰하였다 (표 1). 이식 4주 후에 생쥐를

희생하여 난소조직을 회수하여 조직검사를 하였을 경우 fresh group에서는 21마리 중

12마리 (57.1%), 1분 frozen group에서는 24마리 중 8마리(33.3%), 그리고 3분 frozen
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group에서는 17마리 중 11마리 (64.7%)에서 난소조직이 존재함을 확인할 수 있었다.

그림 2의 각 사진들은 이식 전의 neonatal 난소의 모습 (a)과 이식 4주 후의 난소의

모습 (b)을 나타내고 있다. Fresh (그림 1A )나 frozen 3분(그림 1B) 모두 정상적인

발달을 한 것을 볼 수 있었으며, primordial, primary , secondary , preovulatory follicle,

그리고 황체까지 난포의 각 발달 단계를 모두 관찰할 수 있었다.

고찰 및 결론

본 연구에서는 neonatal 생쥐의 fresh한 난소를 동소이식 하였을 때와 초자화 냉동 후

의 난소를 동소이식 하였을 때 난소가 기능을 회복하고 난포의 발달이 일어났음을 확인

할 수 있었다.

난소조직의 냉동보존에 관한 연구로는 1960년 Parrott이 생쥐난소를 냉동한 후 이식하

여 산자를 얻음으로서 냉동 후 난소의 기능이 회복됨을 최초로 보고하였다 (Parrott ,

1960). 그 후 난소 조직의 냉동보존에 큰 관심을 기울이지 않다가 1990년대에 이르러 많

은 연구들이 진행되고 있다. 1994년 Harp등과 1996년 Cox등은 1.4M DMSO를 항동해제

로 사용하여 생쥐난소를 slow freezing 방법으로 냉동한 후 이식하여 난소기능의 회복을

관찰하였다 (Harp et al., 1994; Cox et al., 1996). 그리고 1997년 Gunasena등은 생쥐난

소를 냉동 한 후 같은 종의 생쥐에 이식하거나, 다른 종인 immunodeficient 생쥐에 이식

하여 모두 산자를 얻었다고 보고하였다 (Gunasena et al., 1997a; 1997b). 이들이 생쥐난

소를 냉동할 때 사용한 방법은 이미 Harp등이 사용하였던 1.4M DMSO를 항동해제로 사

용하는 slow freezing 방법을 약간 변형하여 수행하였다. 위에서 언급한 지금까지의 생

쥐난소를 이용한 냉동·융해후의 이식을 통한 기능회복을 조사해 본 실험들은 slow

freezing 방법을 이용한 것이 대부분이다. 본 연구에서는 초자화 냉동법 (vitrification )으

로 생쥐난소를 냉동하였는데, 이 방법은 slow freezing에 비하여 그 과정이 매우 간편하

고 경제적이어서 이 방법을 임상에 사용하였을 때 많은 이점이 있다고 할 수 있겠다.

그러므로, 본 실험은 초자화 냉동법으로 생쥐의 난소를 냉동한 후 동소이식을 하여 난소

기능의 회복을 확인함으로서 초자화 냉동법의 안정성을 입증했다고 할 수 있다.

생쥐의 neonatal 난소는 원시난포로만 이루어져 있기 때문에 이식 후 조직을 확인했을

때 primary follicle 이상의 여러 발달단계의 난포가 나타난다면 그 발달한 난포는

neonatal 난소가 이식 후 체내에서 자리를 잡고 난포의 성장과 발달이 이루어진 것이라

고 확인 할 수 있다. 본 저자들은 이미 수행된 전 실험에서 사람의 난소 피질조직을 이

용하여 초자화 냉동법에 적합한 조건을 조사하여 보았는데, 37℃나 4℃보다는 RT (Room

T emperature)에서 항동해제를 처리하였을 때 초자화 냉동 후 난소조직내의 난포 생존율

이 가장 좋은 것을 확인하였다 (Lee et al., in press ). 따라서 neonatal 생쥐난소의 초자

화 냉동 시에도 항동해제인 EG5.5를 RT 에서 처리하였다. 또한 neonatal 생쥐의 난소는

크기가 작고 사람의 난소 피질조직에 비하여 fibrous tissue가 없기 때문에 초자화 냉동

시의 최적 시간을 찾기 위해 EG5.5에 1분과 3분으로 난소를 처리하여 보았다.

난소를 이식한 결과 난소기능이 회복된 것은 이식된 생쥐들은 2주 후부터 vaginal

cytology로 estrus cycle이 다시 돌아감을 관찰 할 수 있었다. Fresh group에서는 64%의
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생쥐가 난소기능의 회복을 보였고 항동해제인 EG5.5에 1분 처리한 군은 36%, 3분 처리

한 군은 75%의 회복을 보여서 3분 처리한 군이 1분 처리한 군 보다 더 높은 비율의 난

소기능 회복을 나타내었다. 이것은 RT 에서 1분간 처리한 군은 3분에 비하여 EG5.5가 조

직 내에 충분하게 침투하지 못했기 때문으로 사료된다.

이식된 생쥐에서 estrus cycle의 회복 뿐 아니라 실제로 이식한 부분에 난소가 존재하

는지의 여부를 확인하고자 이식한 부위의 조직을 serial section하여 조직 전체를 관찰하

였을 때 fresh group에서는 57.1%, EG5.5에 1분 처리한 군은 33.3%, 3분 처리한 군에서

는 64.7%에서 난소가 관찰되었다. 역시 estrus cycle의 회복성적과 마찬가지로 3분 처리

군이 1분 처리 군에 비하여 좋은 성적을 나타내는 것을 볼 수 있었다. 이식 후의 난소의

모습을 관찰한 결과 primordial follicle 뿐만 아니라, primary , secondary , preovulatory

follicle 및 황체까지 여러 가지 발달단계가 모두 존재하였으므로 이식된 난소에서 정상적

인 난포의 발달이 일어난 것을 확인 할 수 있었다.

결론적으로 본 실험을 통해 neonatal 생쥐의 난소를 동소이식 하였을 때 이식된 난소

에서 난포의 발달을 볼 수 있었으므로 난소이식이 잘 수행되었음이 먼저 확인되었고,

초자화 냉동법을 이용하여 난소를 냉동한 후 이식하였을 때에도 난소의 기능회복은 물론

이고 난포의 발달이 정상적으로 이루어짐을 확인할 수 있었다. 그러므로, 본 실험 결과

에 의해 초자화 냉동법에 의한 난소냉동법의 안정성이 입증되었다고 할 수 있다. 그리

고, neonatal 생쥐 난소의 초자화 냉동 시에는 항동해제인 EG5.5를 RT 에서 3분간 처리

해 주는 것이 1분간 처리 해 주는 것보다 더 좋은 조건임을 확인 할 수 있었다. 그러나

본 실험에서는 초자화 냉동 후에 이식된 난소에서 배란되는 난자의 발달능력이 정상적인

지의 여부에 대해서는 확실히 언급 할 수 없다. 그러므로, 난소가 이식된 생쥐에서 나오

는 난자가 정상적인 지를 확인하기 위해서는 앞으로 산자를 얻는 실험이 계속 진행되어

야 할 것이라고 사료된다.
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F ig ure le g e n ds

F ig ure 1 . Microphotographs of orthotopically grafted mouse ovarian

tissues . T issues of A (fresh ) and B (frozen 3- minute) are showing the ovaries

before transplantation (a) and 4 w eeks after transplantation (b) in each condit ion .

Scale bar represent s 200㎛.
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Ta ble 1. Success rate at 4 wee ks afte r ova ria n tra ns plantation.

Group

No. of Mouse (%)

Tra ns planted With estrus cycle s 1 With s urvived ova ries 2

Fres h 25 16 (64 .0)a 12/2 1 (57.1)3 ,a

Frozen, 1 min 25 9 (36 .0)b 8/24 (33.3)4 ,b

Frozen, 3 min 24 18 (75.0)a 11/17 (64 .7)5 ,a

1 No. of mouse s howed estrus cycle s during 2~4 wee ks afte r trans plantation.
2 No. of mouse with s urvived ova ries at 4 wee ks afte r trans plantation.
3 2 anima ls sacrificed at 2 wee ks ; 2 anima ls dead before 4 wee ks
4 1 anima l sacrificed at 2 wee ks
5 1 anima l sacrificed at 2 wee ks ; 1 anima l dead before 4 wee ks ;

5 anima ls s howed only one estrus cycle
a ,b Diffe rent le tte rs (a , b) indicate s ignificant diffe re nces (p<0.05) in the column.
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Figure 1 A&B
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