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This study was investigated to test whether paternal DNA that was destined for degradation was properly licensed by 
testing for the presence of mini-chromosome maintenance protein (MCM) 7 and origin recognition complex (ORC) 2 in 

the paternal pronuclei. ORC2 is one of the first licensing protein to come on and MCM7 is one of the last licensing protein 
to come on. Zygotes were prepared by injection of control and treated sperm injection (ICSI). To control for DNA 
breakage, epididymal spermatozoa were treated with DNase I to fragment the DNA, then injected into oocytes. The 
presence of MCM7 and ORC2 in the pronuclei of mouse zygotes was tested by immunohistochemistry, just before the 
onset of DNA synthesis, at 5 h after fertilization, and after DNA synthesis began, at 9 h post fertilization. We found that 
in all cases, both MCM7 and ORC2 were present in both pronuclei at 5 h after sperm injection, just before DNA synthesis 

began. This indicates that no matter how extensive the DNA damage, recruitment of licensing proteins to the origins of 
replication was not inhibited. Sperm DNA fragmentation does not prevent licensing of DNA replication origins. 
Furthermore, the embryo recognizes DNA that is damaged by nucleases. Our data indicate that the one-cell embryo does 
harbor a mechanism to prevent the replication of severely damaged DNA from spermatozoa, even though the embryos 
do not undergo classical apoptosis. 
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서  론 

 

포유동물의 1세포기 수정란의 경우에는 독특한 DNA 

복제 라이센싱 기작으로 인해 DNA 복제와 관련된 다양

한 추가적 연구를 하는데 매우 적합한 모델이다. 포유동

물의 DNA 염기는 대략 60억의 염기쌍으로 이루어져 있

다(Pardoll et al., 1980; Vogelstein et al., 1980). 이렇게 많은 염

기쌍은 수정란부터 시작해서 이 개체가 생존하고 있는 동

안 무수히 많은 복제가 이루어지며, 유전체 전체에 걸쳐 

수많은 지점에서 서로 다른 시기에 개별적으로 복제가 이

루어진다(Stubblefield, 1975; Pardoll et al., 1980). 박테리아

(Lemon and Grossman, 1998)나 포유동물(Pardoll et al., 1980)

은 DNA 복제가 시작되는 부위인 복제기점이라는 고정적

인 장소에서 복제복합체(replication complex)가 형성된다. 

그 후, 이 복제복합체가 주형 DNA를 끌어당기면서 복제

가 일어난다. 박테리아의 경우에 복제기점을 인식하는 방

법으로 특정 DNA 서열을 인식하여 복제복합체가 형성되

지만, 포유동물의 복제기점은 DNA 서열에 좌우되지 않는

다(Gilbert, 2001; Robinson and Bell, 2005; Costa and Blow, 

2007). 포유동물의 복제기점은 잠재적인 복제기점에서 사

전복제복합체(pre-replication complex, pre-RC)가 형성되어야 
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복제기점으로 인식될 수 있다. 이처럼 복제기점에서의 사

전복제복합체 형성과정을 DNA 복제 라이센싱이라 한다. 

복제 라이센싱 과정의 시작은 잠재적 복제기점에 복제

인식복합체(origin recognition complex, ORC)의 결합에 의

해 시작된다(Coster et al., 2014; Ticau et al., 2015). 복제인식

복합체의 결합은 복제 전 G1기 동안에 라이센싱 단백질

(licensing protein)이라고 명명되는 일련의 단백질들이 DNA 

상에 정확한 순서로 결합되는 기작에 의해 이루어진다

(Blow and Laskey, 1988; Leno et al., 1992; Blow, 1993). 라이

센싱 과정에 참여하는 일련의 단백질은 ORC1~ORC6까

지 6개의 소단위체 단백질이 복제인식복합체를 형성하고 

여기에 추가적으로 CDT1, CDC6, MCM2~7이 결합하여 

사전복제복합체를 형성함으로써 라이센싱이 이루어진다

(Takeda and Dutta 2005; Krude, 2006). 

구체적 DNA 복제 라이센싱 과정은 ORC2, ORC3, ORC5

로 불리는 세 개의 소단위체가 세포질에서 우선 복합체를 

형성한 후, ORC4, ORC6과 추가적으로 결합하여 핵으로 

수송된다(Ghosh et al., 2011). 핵으로 수송된 ORC2~6은 

ORC1이 결합하기 전(Takeda et al., 2005) 또는 후(Ghosh et 

al., 2011)에 복제기점에 결합한 후, 세포 주기 동안에는 

DNA에 계속 결합하여 남아 있다(Depamphils, 2005; Thomae 

et al., 2008). ORC1이 ORC2~6에 결합한 후 이 복합체에 

CDT1, CDC6이 차례로 결합하고 그 후 mini-chromosome 

maintenance protein (MCM)2-7 복합체가 결합함으로써 복

제기점에서 완벽하게 사전복제복합체가 형성된다(Rao and 

Stillman, 1995; Rowley et al., 1995; Speck et al., 2005). G1기 

동안에 복제기점에서의 사전복제복합체 형성의 완료는 

DNA 복제시작을 위한 준비과정인 라이센싱이 이루어진 

것으로 간주되고 이 후 일련의 과정을 거쳐 복제가 시작

된다. 

마우스를 포함한 일부 포유동물의 경우 정자 형성과정에

서 환경 또는 화학적 스트레스에 노출되면 DNA 이중나

선 절단(DNA double-stranded break)이 일어난다(Yamauchi 

et al., 2007). 마우스 정자에 2가 양이온인 MnCl2와 CaCl2

을 처리하면 이러한 DNA 이중나선 절단이 잘 일어나는 

것으로 보고된 바 있다(Yamauchi et al., 2007). 마우스 정자

에서 발생하는 DNA 이중나선의 절단은 크게 2단계의 과

정으로 나눌 수 있다. 첫 번째 과정은 Topoisomerase II B 

(TOP2B)에 의해 대략 25~50 kb 크기의 절편으로 나뉘는

데 이러한 DNA 절편을 정자 염색질 조각(sperm chromatin 

fragmentation, SCF)이라 하고 이러한 SCF는 EDTA에 의해 

다시 회복이 가능하며(Shaman et al., 2006) 이러한 회복된 

DNA 절편을 SCF-religated라 한다. 두 번째 과정으로 정자 

내 핵산분해효소에 의해 광범위하게 DNA degradation이 

일어나며 이러한 degradation이 일어난 정자 DNA를 정자 

DNA degradation (sperm chromatin degradation, SDD)이라고 

부른다(Shaman et al., 2006). 특히 체외에서 마우스 정자에 

MnCl2와 CaCl2을 처리할 때 정자가 존재하는 위치에 따라 

SCF와 EDTA에 의한 회복 정도가 달리 일어난다. 그 예로

써 vas deferens sperm이 epididymal sperm보다 더욱 광범위

하게 SCF가 일어나며(Yamauchi et al., 2007), EDTA에 의한 

회복도 vas deferens sperm보다 epididymal sperm에서 거의 

완벽하게 회복되었다(Shaman et al., 2006). 이는 vas deferens 

sperm에 핵산분해효소가 높은 농도로 존재하기에 epidi- 

dymal sperm보다 DNA degradation 정도가 더 심하게 일어

남을 알 수 있다(Yamauchi et al., 2007). 따라서 본 연구에

서는 수정란의 degradation이 예정된 부계 전핵과 모계 전

핵에서 MCM7과 ORC2의 존재 여부를 DNA 복제 전과 

후에 각각 확인하여 DNA 복제 라이센싱이 되는지를 확

인하였다. 

 

재료 및 방법 

공시재료 

본 연구에서 이용된 마우스는 B6D2F1 (C57BL/6N X 

DBA/2)으로 온도 23±1℃, 습도 50±1% 내외, 그리고 12

시간 명암 주기(light 8:00~20:00, dark 20:00~8:00)로 유지

되는 동물 사육실에서 사육하였다. 1주 간의 적응 기간 동

안 실험동물에게 음식과 물을 자유로이 공급하였다. 모든 

실험계획은 전남대학교 동물윤리위원회의 규정에 의거해

서 실험하였다. 본 재료 및 방법에서 별도로 회사를 기재

하지 않은 시약은 모두 Sigma-Aldrich 사의 제품을 사용

하였다. 

정자 준비 

8~12주령의 마우스의 epididymis 및 vas deferens의 내강 

내용물을 분리 추출하여 HEPES-CZB (HCZB) 배양액에 

넣었다. 정자를 HCZB 배양액에 넣은 후 피펫팅으로 고르

게 섞어준 후 control, SCF 및 SCF-religated 그룹으로 각각 

나누었다. Control 그룹의 정자는 실온에서 90분 동안 배양

하였다. SCF 그룹과 SCF-religated 그룹은 10 mM MnCl2와 

CaCl2을 첨가한 후 실온에서 90분 동안 배양하였다. 그 후 

SCF-religated 그룹에는 100 mM EDTA를 첨가하고 다시 

실온에서 30분 동안 추가 배양하였다. 배양 후 정자들은 



- 374 - 

바로 ICSI에 이용하였다. 

과배란 유도 및 난자 채취 

8~12주령의 성숙한 암컷 마우스에 5 IU eCG를 복강 

주사하고, 48시간 후 5 IU hCG를 주입하여 과배란을 유도

하였다. hCG 주입 후 14~15시간에 난관을 절개하여 배란

된 난구세포-난자 복합체를 방출시켜 0.1% hyaluronidase

가 함유된 HCZB 배양액에 침지하였다. 난구세포가 분리

된 난자는 HCZB 배양액으로 3회 세척 후 즉시 ICSI에 

이용하였다. 

세포질 내 정자미세주입 

ICSI는 Szczygiel와 Yanagimachi (2003)의 방법을 변형하

여 실시하였다. 먼저 60 mm petri dish (Falcon, NJ, USA)에 

12% polyvinyl pyrolidone (PVP)가 포함된 HCZB 배양액 소

적을 만든 후 이와 동일한 부피의 정자 부유액 소적을 

만들어 두 소적을 섞어주었다. 그리고 준비된 난자 1개

당 1개의 정자 머리를 주입하였다. 난자에 정자 머리 주

입과정은 Micromanipulators (Micromanipulator Transferman, 

Eppendorf, Germany)와 Piezo-electric actuator (Prime Tech, 

Tsukuba, Japan)을 이용하여 실시하였다. 제일 먼저 하나의 

정자를 주입용 피펫으로 꼬리를 우선 흡인한 후 압전 전

류를 흘려 중편과 꼬리를 떼어내었다. 그 후 머리를 주입

용 피펫으로 재 흡인한 후 난자 안에 즉시 주입하였다. 

체외 배양 

ICSI를 이용하여 정자가 주입된 난자는 37℃, 5% CO2

조건하에 CZB 배양액으로 배양하였다. 1세포기 수정란에

서 MCM7, ORC2 발현 확인은 ICSI 후 각각 5, 9시간째에 

이를 확인하였다. 

MCM7 및 ORC2의 면역형광염색 

마우스 1세포기 수정란을 CZB 배양액에 배양한 후 실

온에서 30분 동안 4% 파라포름알데히드로 고정하였다. 

파라포름알데히드 저장용액은 고정 전 16% 저장용액(Alfa 

Aesar stock no. 43368)을 희석하여 4%로 만든 후 하룻밤 

동안 4℃에 보관한 후 이용하였다. 고정 후, 세포를 씻어 

낸 후 10분 동안 0.1% Tween이 함유된 PBS (PBST)로 2회 

세척하였다. 그 후 1세포기 수정란을 15분 동안 0.5% Triton 

X-100으로 permeabilization 시킨 후 0.5% BSA가 함유된 

PBST로 10분씩, 2회 세척하였다. 실온에서 1시간 동안 

BSA로 blocking 후 4℃에서 하룻밤 동안 1:300으로 희석

시킨 1차 항체에 배양하였다. 배양 후 1세포기 수정란을 

0.5% BSA가 함유된 PBST로 10분씩 2회 세척하고 1시간 

동안 실온에서 1:1,000으로 희석된 형광물질이 붙어있는 

2차 항체가 부착되도록 배양하였다. 형광표지 후, 1세포기 

수정란을 PBST로 10분씩, 3회 세척하였다. 슬라이드글

라스에 ProLong Gold antifade reagent with DAPI (P-36931, 

Invitrogen, USA)을 떨어뜨려 소적을 만들고 수정란을 투여

한 후, 커버글라스로 덮은 후 형광현미경으로 관찰하였다. 

1차 항체로 ORC2의 경우 anti-ORC2 (sc-13238, Santa 

Cruz Biotechnology, USA)를 이용하였으며, MCM7의 경우에

는 anti-MCM7 (sc-46687, Santa Cruz Biotechnology, USA)을 

사용하였다. 2차 항체로 Alexa Fluor 488 (A11078, Invitrogen, 

USA)과 Alexa Fluor 546 (A21085, Invitrogen, USA)을 사용

하였다. 

통계 분석 

본 연구에서는 각 실험군에 대하여 4회 이상 반복실험

을 실시하였으며, 얻어진 모든 실험 결과의 통계처리는 

SPSS software (Version 13.0)를 이용한 일원분산분석법으

로 처리구간 유의성을 검정하였으며, P<0.05의 유의성만

을 통계학적 차이가 있는 것으로 인정하였다. 

 

결  과 

 

Epididymal sperm을 이용하여 만든 1세포기 수정란에서 

DNA 합성 전인 정자 주입 후 5시간째 MCM7과 ORC2의 

발현 결과는 Fig. 1 및 Table 1과 같다. Epi-Con (epididymal 

sperm injection-control), Epi-SCF 및 Epi-SCF-religated 그

룹 모두 부계와 모계 전핵 양쪽에서 MCM7과 ORC2가 발

현된 경우는 100%였다. 부계 전핵이나 모계 전핵에서만 

MCM7과 ORC2가 각각 발현된 경우는 나타나지 않았다. 

DNA 합성이 진행 중인 정자 주입 후 9시간째에 MCM7

과 ORC2가 발현된 결과는 Fig. 3 및 Table 3과 같다. 이 

역시 Epi-Con, Epi-SCF 및 Epi-SCF-religated 그룹 모두 부

계와 모계 전핵 양쪽에서 MCM7과 ORC2가 발현된 경우

는 100%였다. 부계 전핵이나 모계 전핵에서만 MCM7과 

ORC2가 각각 발현된 경우는 나타나지 않았다. 

Vas deferens sperm을 이용하여 만든 1세포기 수정란에서 

DNA 합성 전인 정자 주입 후 5시간째 MCM7과 ORC2의 

발현 결과는 Fig. 2 및 Table 2와 같다. 이 역시 epididymal 

sperm을 주입한 경우와 마찬가지로 Vas-Con (vas deferens 

sperm injection-Control), Vas-SCF 및 Vas-SCF-religated 그룹 
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모두 부계와 모계 전핵 양쪽에서 MCM7과 ORC2가 발

현된 경우는 100%였다. 부계 전핵이나 모계 전핵에서만 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MCM7과 ORC2가 각각 발현된 경우는 나타나지 않았다. 

또한 정자 주입 후 9시간째(DNA 복제 진행 중)에 MCM7 

Table 1. MCM7 and ORC2 expression at 5 h after epididymal sperm injection into mouse oocyte (Before DNA synthesis) 

 

Group No. of injected 
oocytes 

No. of zygotes (%) 

Stained with 
MPN only 

Stained with 
FPN only 

Stained with 
MPN and FPN 

MCM 7 

Control 113 0 (0.0) 0 (0.0) 113 (100) 

SCF 110 0 (0.0) 0 (0.0) 110 (100) 

SCF-religated 103 0 (0.0) 0 (0.0) 103 (100) 

ORC2 

Control 113 0 (0.0) 0 (0.0) 113 (100) 

SCF 106 0 (0.0) 0 (0.0) 106 (100) 

SCF-religated 104 0 (0.0) 0 (0.0) 104 (100) 

MPN: male pronuclei, FPN: female pronuclei. 

Fig. 1. Immunocytochemical localization of MCM7 and ORC2 in 
mouse one-cell embryos at 5 h after epididymal sperm injection 
into mouse oocyte (Before DNA synthesis). Embryos were fixed 
and double stained with antibodies to MCM7 (Green) and ORC2 
(Red). Pronuclei were also stained with DAPI (Blue), and then 
visualized by confocal microscopy. 

Fig. 2. Immunocytochemical localization of MCM7 and ORC2 in 
mouse one-cell embryos at 9 h after epididymal sperm injection 
into mouse oocyte (During DNA synthesis). Embryos were fixed 
and double stained with antibodies to MCM7 (Green) and ORC2 
(Red). Pronuclei were also stained with DAPI (Blue), and then 
visualized by confocal microscopy. 
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과 ORC2를 관찰한 결과는 Fig. 4 및 Table 4와 같다. Vas- 

Con, Vas-SCF 및 Vas-SCF-religated 그룹 모두 부계와 모계 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

전핵 양쪽에서 MCM7과 ORC2가 관찰된 경우는 100%였

다. 부계 전핵이나 모계 전핵에서만 MCM7과 ORC2가 각

Table 2. MCM7 and ORC2 expression at 9 h after epididymal sperm injection into mouse oocyte (During DNA synthesis) 

 

Group No. of injected 
oocytes 

No. of zygotes (%) 

Stained with 
MPN only 

Stained with 
FPN only 

Dtained with 
MPN and FPN 

MCM7 

Control 112 0 (0.0) 0 (0.0) 112 (100) 

SCF 112 0 (0.0) 0 (0.0) 112 (100) 

SCF-religated 110 0 (0.0) 0 (0.0) 110 (100) 

ORC2 

Control 113 0 (0.0) 0 (0.0) 113 (100) 

SCF 105 0 (0.0) 0 (0.0) 105 (100) 

SCF-religated 113 0 (0.0) 0 (0.0) 113 (100) 

MPN: male pronuclei, FPN: female pronuclei. 

Fig. 3. Immunocytochemical localization of MCM7 and ORC2 in 
mouse one-cell embryos at 5 h after vas deferens sperm injection 
into mouse oocyte (Before DNA synthesis). Embryos were fixed 
and double stained with antibodies to MCM7 (Green) and ORC2 
(Red). Pronuclei were also stained with DAPI (Blue), and then 
visualized by confocal microscopy. 

Fig. 4. Immunocytochemical localization of MCM7 and ORC2 in 
mouse one-cell embryos at 9 h after vas deferens sperm injection 
into mouse oocyte (During DNA synthesis). Embryos were fixed 
and double stained with antibodies to MCM7 (Green) and ORC2 
(Red). Pronuclei were also stained with DAPI (Blue), and then 
visualized by confocal microscopy. 
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각 관찰된 경우는 나타나지 않았다. 그리고 DNA 합성이 

진행 중인 정자 주입 후 9시간째 Vas-SCF와 Vas-SCF-

religated 그룹의 DAPI 염색을 보면 DNA degradation이 되

어 부계 전핵이 관찰되지 않았다. 

 

고  찰 

 

포유동물의 수정란이 DNA 손상에 대응하는 방식은 아

직 불분명하다. Gawecka (2012)의 연구 결과에 따르면 수

정란이 DNA 손상을 인식하고 DNA 복제 지연, 배아 발

달 지연 및 배아 발달 중기가 발생한다고 한다. 따라서 배

아 발달과정에 있어서 다른 수준, 다른 형태의 DNA 손상

에 반응하는 방식에 대한 이해는 향후 연구에 중요한 정

보를 제공할 것이고, 이는 새로운 세포 주기 정지 또는 세

포사멸 기전을 밝혀내는데 도움이 될 것이다. 본 연구는 

DNA 손상에 따라 DNA 복제 개시에 앞서 일어나는 DNA 

라이센싱의 차이와 수정란의 DNA 손상 인식 차이, 배아 

발달의 차이를 연구하였다. 성숙한 정자에 2가 양이온인 

MnCl2와 CaCl2을 처리하면 정자 DNA에서 이중나선 절단

이 일어나 25~50 kb 크기로 SCF가 만들어지며(Yamauchi 

et al., 2007), 이러한 DNA 조각은 EDTA가 처리되면 다시 

회복(SCF-religated)된다(Shaman et al., 2006). 또한 epidi- 

dymal sperm과 vas deferens sperm은 핵산분해효소의 활성 

차이로 SCF와 SCF-religated 정도가 다르다(Yamauchi et al., 

2007). 따라서 epididymal sperm과 vas deferens sperm에 2가 

양이온을 처리하여 DNA 손상을 유발하였다. 그리고 이를 

이용하여 만든 1세포기 수정란에서 MCM7과 ORC2의 발

현 여부를 통해 정상적인 라이센싱이 일어나는지 알아보

았다. 

DNA 복제 전 모든 그룹의 1세포기 수정란에서 100% 

비율로 부계와 모계 전핵에서 MCM7과 ORC2가 발현되

었다(Table 1, 2). 또한 DNA 복제 진행 중에도 모든 그룹

의 1세포기 수정란에서 100% 비율로 부계와 모계 전핵에

서 MCM7과 ORC2가 발현되었다(Table 3, 4). 이는 정자의 

Table 3. MCM7 and ORC2 expression at 5 h after vas deferens sperm injection into mouse oocyte (Before DNA synthesis) 

 

Group No. of injected 
oocytes 

No. of zygotes (%) 

Stained with 
MPN only 

Stained with 
FPN only 

Stained with 
MPN and FPN 

MCM7 

Control 110 0 (0.0) 0 (0.0) 110 (100) 

SCF 104 0 (0.0) 0 (0.0) 104 (100) 

SCF-religated  94 0 (0.0) 0 (0.0)  94 (100) 

ORC2 

Control 108 0 (0.0) 0 (0.0) 108 (100) 

SCF 107 0 (0.0) 0 (0.0) 107 (100) 

SCF-religated  95 0 (0.0) 0 (0.0) 95 (100) 

MPN: male pronuclei, FPN: female pronuclei. 

Table 4. MCM7 and ORC2 expression at 9 h after vas deferens sperm injection into mouse oocyte (During DNA synthesis) 

 

Group No. of injected 
oocytes 

No. of zygotes (%) 

Stained with 
MPN only 

Stained with 
FPN only 

Stained with 
MPN and FPN 

MCM7 

Control 104 0 (0.0) 0 (0.0) 104 (100) 

SCF  97 0 (0.0) 0 (0.0)  97 (100) 

SCF-religated 115 0 (0.0) 0 (0.0) 115 (100) 

ORC2 

Control 105 0 (0.0) 0 (0.0) 105 (100) 

SCF 105 0 (0.0) 0 (0.0) 105 (100) 

SCF-religated 107 0 (0.0) 0 (0.0) 107 (100) 

MPN: male pronuclei, FPN: female pronuclei. 
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DNA에 SCF 및 SCF-religated 손상이 일어나더라도 부계

와 모계 전핵의 DNA 복제기점에서 라이센싱은 정상적으

로 이루어졌음을 시사한다. 즉 1세포기 수정란의 부계와 

모계 전핵 내의 DNA 복제기점에서 이루어지는 라이센싱 

진행에 DNA 손상이 영향을 끼치지 않는다고 결론을 내

릴 수 있었다. 

또한 DNA 복제 진행 중에 Vas-SCF와 Vas-SCF-religated 

그룹의 부계 전핵이 관찰되지 않고 degradation이 관찰되

었는데, Yamauchi의 연구 결과인 SCF가 일어난 정자를 주

입하면 부계 전핵에서 DNA 복제 시작 시 degradation된다

는 연구 결과와 일치하였다(Yamauchi et al., 2007). 

결론적으로 DNA 복제 라이센싱 후 복제가 진행되면 

DNA 복제 라이센싱은 DNA 손상 여부와 관계가 없지만 

그 이후 과정에서는 손상된 DNA의 복제를 방지하기 위

해 부계 전핵에서 전형적인 세포자살경로와는 다른 기작

이 존재하는 것으로 생각되며, 이에 대한 구체적인 경로 

파악을 위한 추가 연구가 필요한 것으로 판단된다. 
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