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멜라토닌이 생쥐 미성숙 난자의 체외성숙과 
난구세포의 세포자연사에 미치는 영향
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ABSTRACT : Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine), a major hormone of pineal gland in vertebrates, is known to be 
associated with regulation of the dynamic physiological functions in general and has some functions on reproduction in the 
ovarian follicles in particular. And its antioxidant properties as a scavenger are also reported. The aim of this study was 
to investigate the effect of melatonin on the in vitro maturation of mouse germinal vesicle (GV)-stage oocytes. Oocyte 
maturation, apoptosis, and mRNA expression of melatonin receptor were analyzed in the cumulus cell-enclosed oocytes 
(CEOs) cultured with melatonin for 18 h. The CEOs were obtained from 3 wk-old ICR female mice cultured in media with 
0, 0.1 nM, 10 nM, or 1,000 nM melatonin for 18 h. And then the extrusion of the first polar body was assessed to evaluate 
the maturation rate. The apoptosis and mRNA expression of melatonin receptor (Mtnr1-a and Mtnr1-b) in cumulus cells of 
each group were measured by TUNEL assay, ELISA, and real time RT-PCR after in vitro maturation(IVM). The addition 
of melatonin in the IVM medium significantly improved nuclear maturation of the mouse GV oocytes and the highest 
maturation rate were obtained from the group treated with 1,000 nM melatonin. Apoptosis was not detected in IVM oocytes, 
but detected in cumulus cells. And cumulus cells treated with 1,000 nM melatonin exhibited significantly lower apoptosis. 
In the group treated with 1,000 nM melatonin, the expression of melatonin receptor mRNA was decreased in CEOs. In 
conclusion, melatonin has a potentially important role for regulating oocyte maturation and reduces the apoptosis of cumulus 
cells in vitro.
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요  약 : 멜라토닌(N-acetyl-5-methoxytryptamine)은 포유동물의 뇌의 송과선에서 분비되는 호르몬으로 수면과 생체 리듬 

등을 조절하고 난소 기능과 번식에도 영향을 미친다. 또한, 강력한 scavenger로서 항산화제의 역할을 한다. 이 연구의 목적

은 멜라토닌이 생쥐 난구세포-핵낭(germinal vesicle, GV) 시기 난자 복합체의 체외성숙에 미치는 영향을 알아보는 것이다. 
3주령의 ICR 암컷 생쥐의 난소에서 회수된 난자-난구세포 복합체를 0, 0.1 nM, 10 nM, 1,000 nM의 멜라토닌이 첨가된 

배양액에서 18시간 동안 배양하고, 제1극체의 방출 여부를 확인하여 성숙율을 확인하였다. 체외성숙 후 TUNEL assay와
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면역효소흡착법, 실시간 역전사 연쇄중합법을 통하여 세

포자연사(apoptosis)와 난구세포 내 멜라토닌 수용체(Mtnr1)
의 mRNA 발현량을 측정하였다. 체외성숙 배양액에 멜

라토닌을 첨가한 결과, 핵낭시기 난자의 핵 성숙율이 유

의하게 증가하였으며, 멜라토닌을 1,000 nM 첨가한 군의 
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성숙율이 가장 높게 나타났다. 체외성숙된 난자에서는 세포자연사가 나타나지 않았으나 난구세포에서는 관찰되었으며, 
1,000 nM을 첨가하여 배양한 군의 난구세포는 유의하게 낮은 세포자연사를 나타냈다. 그리고 1,000 nM의 멜라토닌을 첨

가한 군의 난구세포에서 멜라토닌 수용체의 mRNA가 대조군에 비해 낮게 발현되었다. 이상의 결과를 종합하면 체외성숙 

배양액에 첨가된 멜라토닌은 난구세포의 세포자연사를 줄여줌으로써 생쥐 미성숙 난자의 체외성숙을 향상시키는 역할을 

하는 것으로 사료된다.

서  론  
난자의 체외성숙(in vitro maturation, IVM)은 난소에 존

재하거나 배란된 미성숙 난자를 체외 환경에서 수정 및 초기

배아 발생능력을 가진 성숙 난자로 배양하는 기술이다. 가축

을 포함한 많은 동물에서 이러한 체외성숙 방법은 인공번식

과 복제, 형질전환동물 생산 등을 위한 필수적인 방법으로 여

겨지고 있다. 인간에서도 1989년 폐기된 난소에서 채취된 미

성숙 난자의 체외성숙에 이은 배아의 생산과 임신의 성공 사

례가 보고(Cha et al., 1991)된 이래로, IVM 기술은 다낭성 

난소증후군 환자의 새로운 불임 치료 기술로 자리매김하게 

되었다(Trounson et al., 1994). 이 방법은 과배란 유도를 이

용하는 일반적인 시험관아기 시술에 비해 호르몬 사용량이 

감소되어 비용이 절감되며, 난소 과자극 증후군과 약제의 부

작용을 줄일 수 있는 장점을 가지고 있다. 하지만 동물과 인

간에서 모두 미성숙 난자를 체외 배양하여 얻은 성숙 난자는 

과배란 유도를 통해 체내에서 성숙된 난자에 비해 그 성숙도가 

떨어지며, 수정 이후에는 낮은 배발달율을 보여준다(Trounson 
et al., 2001; van Wagtendonk-de Leeuw et al., 2000). 이는 

일반적으로 부적절한 체외 배양 환경에 의해 난자의 성숙도

가 떨어지기 때문으로 사료되며, 이를 극복하기 위한 배양 조

건의 개선이 요구되고 있다.
최근 활발하게 진행되어 온 활성산소와 항산화제에 관한 

연구는 대사과정 중에 발생하는 oxidative stress가 체외배양

과 성숙과정에서 성숙 난자의 발생률을 떨어뜨리는 주요한 

원인 중의 하나라고 제안하고 있다(Krisher, 2004). 실제로 

활성산소는 세포 내의 미토콘드리아에서 대사 과정 중 생

기는 것으로 포유동물 수정란의 배발달에 유해한 영향을 

미치는 요인으로 알려져 있다. 또한, 배양액 내 활성산소의 

농도가 증가한 경우 배아의 질이 떨어지는 것으로 나타났고

(Paszkowski & Clarke, 1996), 세포질편절(fragment)이 없

는 수정란에 비해 세포질편절이 있는 수정란에서 활성산소

의 농도가 높았다(Yang et al., 1998). 그리고 활성산소 제거

제의 첨가는 포유동물의 체외 배발달 과정의 oxidative stress
로부터 수정란을 보호해주는 역할을 한다. 이러한 활성산소 

제거제로는 superoxide dismutase, catalase, hypotaurine, β- 
mercaptoethanol, glutathione, cysteine 등이 알려져 있으며

(Kim et al., 1999), 여러 가지 기능을 가진 멜라토닌(N-ace-
tyl-5-methoxytryptamine)도 이러한 역할을 가지고 있는 것

으로 보고된 바 있다(Tan et al., 2002). 
멜라토닌은 소의 송과선에서 멜라닌 과립의 응집과 개구

리의 피부색을 조절하는 인자로서 처음 발견되었으며, 난소, 
정소, 골수, 망막, 수정체 등의 조직에도 존재한다. 이 호르몬

은 포유동물의 수면과 온도, 생체 리듬(circadian and season-
al rhythm) 등의 다양한 생리적 기능을 조절(Cassone, 1990)
할 뿐만 아니라 시상하부와 뇌하수체에 작용하여 척추동물

의 번식에도 영향을 미친다(Diaz Lopez et al., 2005). 실제

로 인간의 배란 직전 난포액 내의 멜라토닌의 농도는 혈액에 

비해 3배 가까이 더 높아 멜라토닌이 난자의 성숙과 초기 배

발생에 관여할 것으로 여겨진다(Brzezinski et al., 1987). Tamura 
등은 시험관 아기 시술에서 수정율이 낮고 임신에 실패한 환

자를 대상으로 멜라토닌을 경구 투여하여 시술한 결과 이전

주기에 비해 유의하게 증가된 수정율을 확인할 수 있었다

(Tamura et al., 2008). 또한, 생쥐 미성숙 난자에 H2O2를 첨

가하여 12시간 동안 배양하였을 때에는 제1극체 방출율이 

유의하게 감소되었으나 멜라토닌을 동시에 첨가한 경우에는 

제1극체 방출율이 상당히 극복되었다. 이상의 연구 결과로 

oxidative stress가 난자의 성숙 과정에 유해한 영향을 미치

는 요인이며, 난포액 내 멜라토닌이 이러한 oxidative stress
로부터 난자를 보호하여 난자의 질과 수정율을 향상시키는 

역할을 할 것으로 여겨진다. 따라서 본 연구자들은 난포액 

내에 다수 존재하며 강력한 활성산소 제거제로 알려진 멜라

토닌을 배양액에 첨가하여 생쥐 난구세포-핵낭(germinal 
vesicle, GV) 시기 난자 복합체의 체외성숙에 미치는 영향을 

알아보고자 하였으며, 이를 이용하여 체외성숙과정의 효율

을 증진하기 위한 체외배양조건을 개선하고자 이 연구를 시
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행하였다. 

재료 및 방법
1. 실험동물
본 연구에 사용한 실험동물(샘타코, 오산)은 생후 3주된 

ICR 계통의 생쥐 암컷을 이용하였고, 온도와 낮밤(낮 12시

간, 밤 12시간)이 조절되는 사육실에서 물과 먹이를 충분히 

공급하여 사육하였다. 

2. 미성숙 난자의 획득과 배양
미성숙 난자의 채취를 위해 암컷 생쥐의 복강 내에 5 IU의 

pregnant mare's serum gonadotropin(PMSG, Folligon)을 

주사하여 난자의 성숙 정도를 균일하게 하고, 44～46시간 

후에 경추 파열로 도살한 후 복강을 절개하여 난소를 분리

하였다. 난소는 M2 배양액이 들어있는 배양접시(Falcon)로 

옮겨 해부 현미경 하에서 forcep과 29G 바늘로 난포를 터트

려 난구세포-난자 복합체를 채취하였다. 회수된 핵낭 시기의 

난자는 세척 후 체외 배양을 위해 준비해 둔 배양접시의 배

양액 방울(50 μL)로 옮겨서 배양하였다. 배양접시는 최소

한 12 시간 이전에 mineral oil(Sigma)로 덮은 뒤 37℃, 5% 
CO2 배양기에서 평형하여 적정 pH가 유지되도록 한 후 사

용하였다. 난자의 채취 및 세척은 M2 배양액을 이용하였

고, 미성숙 난자의 체외 배양을 위한 기본배양액으로는 5% 
human serum albumin(HSA, Vitrolife)과 0.075 IU/mL FSH 
(Gonal-F, Serono), 0.5 IU/mL hCG(Pergonal, Serono), 1.0 
g/mL-estradiol (Sigma)이 첨가된 G2.3 배양액(Vitrolife)을 

사용하였다. 멜라토닌(Sigma)은 G2.3 배양액으로 희석하여 

준비한 후 0.1 nM, 10 nM, 1,000 nM의 농도로 기본배양액

에 첨가하였다.

3. 미성숙 난자의 성숙율 평가
채취한 난구세포로 둘러싸인 난자(cumulus cells-enclosed 

oocytes, CEOs)는 체외성숙을 위해 임의로 나누어 각각 기

본 배양액 또는 멜라토닌이 첨가된 기본 배양액에서 18시간 

동안 배양한 후 도립 현미경(Nikon)으로 극체 형성(polar body 
formation, PB)을 확인하여 체외 성숙율을 평가하였다.

4. 난구세포의 세포자연사 확인

각 군의 난구세포로 둘러싸인 체외성숙 전후의 난자로부

터 난구세포를 회수하고 세포자연사를 확인하기 위하여 ter-
minal deoxynucleotidyl transferase(TdT)-mediated dUTP-di-
goxigenin nick end-labeling(TUNEL)을 시행하였다. 회수된 

난구세포는 1% paraformaldehyde로 10분간 고정시킨 후 

1% BSA가 첨가된 Dulbecco's phosphate-buffered solution 
(DPBS, Gibco)으로 세척하고 fluorescein(tetra-methyl-rho-
damine) conjugated dUTP(Roche Diagnostics)를 이용한 in 
situ apoptosis detection kit을 사용하여 염색하였다. propi-
dium iodide(PI, Sigma)를 이용하여 핵을 염색하였으며, 1% 
BSA가 첨가된 DPBS 용액으로 세척 후에 mounting한 뒤 형

광현미경 하에서 검경하였다. 

5. 면역효소흡착법(ELISA)을 이용한 세포자연사의 정량
Cytoplasmic histone-associated DNA 단편을 정량하기 위

해 cell death detection kit(Roche)을 사용하여 two-step 
sandwich-type immunoassay 방법으로 면역효소흡착법을 

수행하였다. 각 그룹의 난구세포를 회수하여 anti-histone으
로 피막이 형성된 각 well에서 반응시킨 후 세척하였다. Con-
jugation solution(anti-DNA-POD)을 첨가하여 실온에서 90 
분간 incubation 후 세척하고 기질 용액을 첨가하여 반응시

킨 다음 일정시간이 경과한 후 반응 종결 용액을 첨가하여 

405 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다.

6. 난구세포 내 멜라토닌 수용체(Mtnr1) 유전자의 발현 
1,000 nM 멜라토닌이 처리되거나 처리되지 않은 실험군

의 난구세포를 회수하고, 세포 내 유전자 발현의 분석을 위

해 실시간 역전사 연쇄중합법(real time-reverse transcription- 
polymerase chain reaction, real time RT-PCR)을 시행하였

다. 회수된 난구세포에 300 μL의 trizole(Sigma)를 넣어 섞

은 후에 10분간 정치하였다. Chroloform(Sigma) 50 μL를 

넣어 섞고 잠시 정치한 후에 20분간 원심분리를 하였다. 상
등액을 새 tube로 옮긴 후에 동량의 isoprophanol(Sigma)을 

넣어 준 후 －20～－80℃에서 1시간 가량 보관하였다. 30 분
간 원심분리하여 침전물에 70% Et-OH(Sigma)를 넣어 세척

하였고, 정량을 하여 추출된 RNA량을 확인하였다. 1 μg의 

total RNA로 Super ScriptTM II R Kit(Invitrogen)을 이용하

여 RT를 시행하였다. Oligo dT와 dNTP 등의 합성 시약을 

RNA sample과 혼합한 후 PCR 기계에서 37℃ 20분, 65℃ 
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5분 후에 0.1 M DTT와 superscript를 첨가한 후 얼음에서 5
분간 정치한 후 기계에 42℃ 60 min, 70℃ 15 min 동안 두

어 first strand cDNA를 합성하였다. 연쇄중합법은 4 μL 
DEPC-treated water, 2 μL forward primer(5 pmole), 2 μL 
reverse primer(2 pmole), 10 μL premix with SYBR Green 
and 2 μL of cDNA template를 포함하는 20 μL에서 35 
cycle을 증폭시켰다. 각 Cycle은 95℃에서 30초, 각 primer
의 annealing 온도에서 30초, 72℃에서 30초로 구성되어 있

다. 각 역전사 연쇄중합반응의 mixture는 DyNAmo SYBR 
green qPCR kit(Finnzymes)을 사용한 DNA Engine 2 fluo-
rescence detection system(MJ research)을 사용하여 분석하

였다. 본 실험에서 사용한 primer는 ribosomal protein S16 
(RPS16) (5'-aga tga tcg agc cgc gc-3', 5'-gct acc agg gcc 
ttt gag atg ga-3': 163 bp, 58℃), Mtnr1-a(5'-cca ttt cat cgt 
gcc tat g-3', 5'-gta act agc cac gaa cag c-3'; 259 bp, 58℃), 
Mtnr1-b(5'-acg cat cta ttc ctg cac ctt c-3', 5'-ctg cgc aaa tca 
ctc ggt ctc-3'; 192 bp, 58℃)이었다. 형광의 확인은 각 cycle의 

72℃ step에서 측정되었다. 유전자 발현의 상대적 양은 2－ΔΔCT 

method에 의해 분석되었다(Livak & Schmittgen, 2001). 

7. 통계적 검정
각각의 실험은 3회 이상 반복하여 수행하였고, 실험 결과

의 통계 처리는 Statistical Analysis System(SAS, Cary, NC, 
USA)에 의한 One-way ANOVA를 이용하였으며 p<0.05인 

경우를 통계적으로 유의하다고 판정하였다.

결  과
난구세포로 둘러싸인 생쥐 미성숙 난자를 체외 배양한 후 

극체 형성율을 통하여 멜라토닌이 체외성숙에 미치는 영향을 

Table 1. Effect of melatonin on the maturation of mouse immature cumulus cell-enclosed oocytes(CEOs) in vitro*

Concentration 
of melatonin

No. CEOs
examined*

No. M Ⅰ
(%±SEM)

No. M Ⅱ
(%±SEM)

0 365 45 (12.3±0.9)a 310 (84.9±0.2)a

0.1 nM 372 44 (11.8±0.6)a 319 (85.7±0.7)a

10 nM 367 46 (12.5±0.1)a  314 (85.3±0.0)a,b

1,000 nM 379 27 ( 7.1±0.5)a 350 (92.3±0.1)b

* Three replicates.
a,b Values within the same column with different superscripts are significantly different(P<0.05).

알아보았다. 실험에 앞서 멜라토닌의 첨가 농도는 예비실험

을 통해 결정하였다(data not shown). 18시간 동안 체외배양

한 난자의 성숙율은 멜라토닌을 첨가하지 않은 대조군에서는 

84.9%이었고, 멜라토닌이 각각 0.1 nM, 10 nM 첨가된 배양

액에서 배양된 실험군에서는 각각 85.7%, 85.3%로 나타나 

대조군에 비해 유의적인 차이가 나타나지 않았으며, 1,000 
nM의 멜라토닌이 첨가된 배양액에서 배양된 실험군에서는 

92.3%로 멜라토닌을 첨가하지 않거나 낮은 농도의 멜라토닌

을 첨가한 그룹에서보다 더 높은 성숙율을 나타냈다(Table 
1).

TUNEL 방법을 이용하여 난구세포에서의 세포자연사 여

부를 알아보았다. PI 염색을 통하여 전체 세포 수를 계수하

고, 이에 대한 TUNEL 양성 염색을 나타내는 세포의 비율을 

계산하여 분석하였다. Apoptotic 세포의 수는 대조군에서는 

20.8±4.5였고, 멜라토닌을 각각 0.1 nM, 10 nM, 1,000 nM 
첨가한 실험군에서는 각각 11.7±3.6, 7.7±2.7, 3.7±1.8로 배

양액에 첨가한 멜라토닌의 농도가 증가됨에 따라 apoptotic 
세포의 수가 감소한 것으로 나타났으며, 특히 1,000 nM의 

멜라토닌을 첨가한 실험군에서는 다른 군에 비해 유의하게 

낮았다(Fig. 1).
멜라토닌의 첨가가 배양 중 난구세포에서의 세포자연사에 

미치는 영향을 정량적으로 알아보고자 면역효소흡착법을 이

용하여 다시 분석하였다. 멜라토닌을 첨가하지 않은 대조군

에서는 평균 흡광도 값이 0.087±0.004이었고, 1,000 nM의 

멜라토닌을 첨가한 군에서는 흡광도 값이 0.052±0.011로 대

조군에 비해 유의하게 낮은 것으로 나타났다. 이것은 1,000 
nM의 멜라토닌을 체외성숙 배양액에 첨가하여 체외 배양하

였을 때 난구세포의 세포자연사가 보다 많이 감소하였다는 

것을 나타낸다(Fig. 2). 
또한, 배양액에 첨가된 멜라토닌에 의한 난구세포 내 멜
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Fig. 1. Comparison of TUNEL assay and DAPI staining in 
cumulus cells (CC) from in vitro matured CC-enclosed
oocytes (CEOs) depending on the melatonin concentration.
A : TUNEL and DAPI staining. B : Percent of apoptotic
cells in total cumulus cells. Data are shown as mean 
SEM for three replications. a,b Values within the panel B
with different superscripts are significantly different 
(P<0.05).

Fig. 2. Quantification of apoptosis in cumulus cells (CC) from
in vitro matured CC-enclosed oocytes (CEOs) depending
on the melatonin concentration. The extent of apoptosis
in the cumulus cells was measured by ELISA. a,b Values 
within the same column with different superscripts are 
significantly different (a vs. b P<0.05).

Fig. 3. Relative fold change of melatonin receptor (Mtnr1-a 
and Mtnr1-b) in cumulus cells after in vitro matu-
ration. A : Mtnr1-a. B : Mtnr1-b. Mtnr mRNA levels 
were measured by real time RT-PCR. Treatment group 
were cultured with 1,000 nM melatonin. a,b Values within
the same panel with different superscripts are signifi-
cantly different (P<0.05).

라토닌 수용체인 Mtnr1 발현의 조절 가능성을 검증하였다. 
멜라토닌의 영향에 의해 성숙율이 가장 높고 세포자연사가 

가장 낮게 관찰된 1,000 nM군과 멜라토닌을 첨가하지 않은 

군을 선택하여 실험을 진행하였다. 난구세포 내에서 멜라토

닌 수용체 유전자들인 Mtnr1-a와 Mtnr1-b의 발현량은 멜

라토닌을 첨가하지 않은 대조군을 기준으로 상대적으로 비

교하였을 때 1,000 nM의 멜라토닌을 첨가한 군(0.31±0.15, 
0.18±0.13)에서 발현이 낮게 나타났다(Fig. 3).

고  찰
체외에서 성숙된 난자는 체내에서 성숙된 배아에 비해 난

자의 질과 양질의 배아로의 발생율이 저조하다. 이는 체외성

숙과정을 충분히 지원할 수 없는 배양액과 배양환경에 기인

하는 것으로 알려져 있다. 최근 미성숙 난자의 배양조건을 개

선하기 위해 연구자들은 크게 두 가지 방향으로 집중하고 있

다. 첫째로 배양액을 개선하기 위해 기본배양액 성분을 알 수 

있는 chemical defined medium으로 바꾸고 있으며, 많은 다

양한 성장인자와 에너지원으로 pyruvate와 glucose, gluta-
mine의 양을 조절하고 있다. 또한, 미성숙 난자의 배양은 일

반적인 배양과정에 비해 좀 더 장기간의 배양을 요하기 때

문에 항활성산소제(antioxidant system scavenging reactive 
oxygen species)의 도입이 고려되고 있다. 한편, 배양조건에

서 산소의 분압을 줄여 배양 중에 생성되는 활성산소의 양을 
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줄이려는 노력도 또한 진행되고 있다. 실제로 활성산소는 세

포 내의 미토콘드리아에서 대사 과정을 거치며 ATP의 생성

과 함께 연쇄반응으로 생겨나게 된다. 미토콘드리아의 호흡

사슬에 생긴 결함은 ATP 생성에 심각한 문제를 유발하며, 
미토콘드리아 내 활성산소종의 생성을 증가시켜 미토콘드리

아 DNA의 common deletion을 일으켜 궁극적으로 세포를 

사멸에 이르게 한다(Jou et al., 2007).
생쥐 미성숙 난자를 5%와 21% oxygen에서 배양액에 멜

라토닌을 첨가하여 각각 체외 성숙시켰을 때 5%에서는 대조

군과 차이가 없었으나, 21%의 배양 조건에서 배양된 미성숙 

난자의 경우 0.1 nM의 멜라토닌을 처리하여 배양한 실험군

이 대조군에 비해 유의하게 높은 핵막 붕괴율과 제1극체 형

성율을 나타냈다(Ahn & Bae, 2004). 이것은 멜라토닌이 

oxygen stress를 덜 받는 5%의 산소가 공급되는 배양 조건

에서는 scavenger로 작용하지 않아 난자 성숙에 별다른 영향

을 미치지 않고, 체내에서보다 월등히 높은 21%의 산소가 

공급되는 배양 조건에서는 멜라토닌이 세포 속에 녹아든 산

소의 제거제로서 작용하여 세포 내 oxygen에 의한 stress를 

줄여 난자 성숙을 도와준 결과로 생각되나, 그 자세한 기작

에 대한 연구는 없었다. 또한, 최근 연구에 의하면 멜라토닌

은 H2O2에 노출되어 생기는 활성산소종을 줄여주는 역할을 

한다(Jou et al., 2004). 이러한 결과는 멜라토닌이 활성산소

에 의한 미토콘드리아 세포막의 depolarization, 미토콘드리

아 pore(MPTP, mitochondrial permeability transition pore)
의 opening, cytochrome c의 방출을 방지하는 역할을 한다

는 것을 말한다(Jou et al., 2007). 따라서 본 연구는 체외배

양과정 중에 첨가된 멜라토닌이 생쥐 난자의 체외성숙 과정 

중 생성되는 활성산소 제거제로 작용하여 성숙율을 증진시

킬 수 있는지 알아보고, 이를 이용하여 배양조건을 개선하고

자 수행되었다. 생쥐 난소에서 회수된 미성숙 난자를 네 군

으로 나누었고, 첫번째 군을 대조군으로 멜라토닌을 첨가하

지 않은 기본 성숙 배양액에서 배양하였다. 나머지 실험군으

로는 각각 0.1 nM, 10 nM, 1,000 nM의 멜라토닌을 첨가하

여 체외성숙을 실시하였다. 본 연구에서 1,000 nM의 멜라

토닌을 첨가한 군의 미성숙 난자가 대조군과 0.1 nM을 첨가

한 군에 비하여 유의적으로 높은 체외 성숙율을 나타냈다

(Table 1). 이러한 결과는 멜라토닌이 생쥐 난자의 체외 성숙 

과정에 있어 중요한 역할을 할 것이라는 가능성을 다시 한번 

확인하게 하였고, 그 자세한 기작을 알아보기 위하여 추가의 

연구를 진행하였다. 
난구세포의 수와 그 compactness가 난자의 발달 능력을 

결정하는 중요한 요인이라는 것은 이미 잘 알려진 사실이

다(Boni et al., 2002). 난자를 둘러싸고 있는 난구세포는 

oocyte maturation inhibitor(OMI)를 방출하여 난자의 감수

분열을 막고 적절한 세포질 성숙을 증진시키며, 난자로의 

LH stimulation을 매개하고, 감수분열을 개시하도록 돕는다

(Channing et al., 1980). 또한, 난구세포는 정자에 있어서도 

활성산소종과 같은 stress를 경감시켜주며(Aitken, 1999), 
난자 내의 glutathione 함량이 높은 경우 oxidative-stress- 
induced apoptosis로부터 난자를 보호하는 역할을 한다(Tate-
moto et al., 2000). 체외에서 배양된 난자는 suboptimal 배
양 조건에 노출되기 때문에 난자를 보호하고 영양분을 공급

받기 위해 난구세포의 역할이 중요하다. 소의 난자와 난구세

포의 세포자연사를 비교하였을 때 난자에서는 세포자연사가 

나타나지 않고 난구세포에서만 관찰되었다. 또한, 난구세포-
난자 복합체 내에서 세포자연사를 관찰하여 그 위치를 보았

을 때 주로 난구세포-난자 복합체의 바깥쪽에 위치하고 있었

다(Yuan et al., 2005). 이것은 복합체의 바깥쪽에서 난구세

포가 보호해 주었기 때문에 corona 안쪽의 세포자연사가 감

소된 것으로 여겨진다. 본 연구에서 각 군에서 체외성숙시

킨 생쥐 난자의 세포자연사를 TUNEL 방법을 이용하여 분

석하였으나, 어떠한 세포자연사도 관찰할 수 없었다(data not 
shown). 하지만 멜라토닌이 첨가되거나 첨가되지 않은 배양

액에서 배양된 난구세포를 수집하여 세포자연사를 비교한 

결과, 멜라토닌을 첨가하지 않은 군에 비하여 1,000 nM을 

첨가하였을 때 세포자연사율이 유의하게 감소하였다. 따라

서 이러한 결과는 멜라토닌이 체외배양 중에 형성되는 활성

산소의 유해한 영향으로 난구세포가 자연사하는 것을 방지

하고, 이를 통해 난구세포가 체외성숙 과정 중 난자를 보호

하고 난자성숙에 도움을 줄 수 있을 것이라고 예상할 수 있

었다. 또한, 멜라토닌의 첨가는 난구세포 내의 멜라토닌 수용

체의 mRNA의 발현을 증가시키지 않고, 오히려 감소시키는 

결과를 보여준다(Fig. 3). 이 결과는 멜라토닌의 난구세포에 

대한 영향이 직접적이기보다 성숙을 도와주어 황체화하는 

것과 같은 간접적인 영향을 미칠 것이라는 암시를 주나, 그 

자세한 기작을 알기 위해서는 보다 많은 추가 연구가 필요하

다.
배양액 내에 멜라토닌의 첨가가 난자의 세포질 성숙에 미
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치는 영향을 비교하기 위해서는 각 군에서 얻은 성숙 난자를 

이용한 배아 발생의 확인이 필요하다. 하지만 배아를 생성하

기 위해서는 체외수정을 통한 수정란의 생산이 필요하나, 본 

연구에서는 수정란의 생산율이 매우 저조하여 체외성숙을 통

해 얻은 배아의 발생을 연구할 수 없었다. 이는 체외성숙과정

에서 배양액 내 혈청의 결핍으로 인해 투명대 경화가 일어났

거나, 세포질 성숙이 완전하지 않았기 때문으로 사료된다. 따
라서 보다 직접적인 연구를 위해서는 미성숙 난자의 체외수

정이 가능한 다른 동물 시스템을 이용하거나 세포질 내 정자

직접주입술의 도입이 필요할 것으로 여겨진다.
이상의 결과를 종합하면 체외성숙 배양액에 첨가된 멜라

토닌은 체외배양과정에 형성되는 활성산소에 의한 난구세포

의 세포자연사를 감소시킴으로써 난자의 체외성숙 능력을 향

상시키는데 중요한 역할을 하는 것으로 사료된다. 따라서 배

아발생 능력이 확인된다면 미성숙 난자의 배양액에 멜라토닌

을 첨가하는 것이 배양조건의 개선에 많은 기여를 할 것이다.
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