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임신한 생쥐 자궁에서의 doc-1 발현 
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Expression of doc-1 in Pregnant Uterus of the Mouse 
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Uterine cells carry out proliferation and differentiation for preparation the embryonic implantation 
during pregnancy. Therefore regulation of the cell proliferation is an essential step for uterine preparation, 
but there is not much information about the proliferation related genes in pregnant uterus. To identify 
these implantation specific genes, a PCR-select cDNA subtraction method was employed and got a few 
genes. One of the identified genes is a novel gene encoding oral tumor suppressor doc-1. To detect the 
doc-1 expression on the pregnant uterus, dot blotting, RT-PCR, and in situ hybridization were employed. 
Dot blotting revealed that doc-1 mRNA expression increase after implantation. During normal pregnancy, 
doc-1 mRNA expression was detected as early as day 1 of pregnancy with RT-PCR. Its expression was 
increased about 15 times after embryonic implantation. doc-1 transcript was localized in luminal 
epithelial cells but it was very faint during preimplantation. After starting the implantation, it localized 
in the stromal cells; heightened expression of doc-1 correlates with intense stromal cell proliferation 
surrounding the implanting blastocyst on day 6 morning. However in the decidualized cells, the intensity 
of localized doc-1 mRNA was weak. From those results, it is revealed that doc-1 express at pregnant 
uterus of the mouse. In addition it is suggested that doc-1 is the gene regulating the proliferation of the 
luminal epithelial cells and stromal cells during early implantation and decidualization. 
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자궁은 생식주기 또는 배아의 착상에 따라 난소

호르몬 등의 영향에 의한 세포 반응과 분자적 반응의 

상호조절을 받아 극적인 변화를 보이는 조직이다. 

이러한 변화는 정자의 수송이나 착상을 용이하게 하

는 역할을 한다.1,2 착상과 관련된 가장 큰 변화중의 

하나는 탈락막 반응이다.3 탈락막 형성과 관련된 분

화는 자궁의 스트로마 세포에서 시작되며 결과적으

로 배아의 계속적인 성장이 가능해진다. 이러한 자

궁의 변화와 배아의 성장을 가능하게 하는 일련의 

과정을 이해하기 위한 노력이 오랫동안 경주되어 왔

다.4~9 

착상에 의해 유도되는 자궁의 분화는 스트로마 세

포의 증식, 혈관의 확장과 혈액 공급의 확대, 증식된 

스트로마 세포의 분화와 자연사멸 등을 수반한다.10,11 

따라서 이러한 변화를 수행하기 위해서는 여러 유전

자와 그 산물이 관여할 것이라는 공감대가 형성되었
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다. 이와 관련된 것들로는 Cox-2,12,13 Hß58,14 Hoxa-

10,15 multiple bone morphogenetic proteins,9 NDF,16 

pleiotrophin17 등이 보고되었으나 착상 기작을 이해

하기 위해서는 착상에 관여하는 유전자를 보다 많이 

동정하고 그 기능을 알아보는 것이 필요하다. 따라서 

본 실험에서는 PCR-select cDNA subtraction 방법을 

이용하여 얻은 유전자들 중의 하나인 doc-1에 대하

여 연구하였다. 

doc-1은 진화적으로 잘 보존된 유전자로 햄스터의 

구강내 정상적인 케라틴 세포에서 subtractive hybri- 

dization 방법으로 동정되고 특성화 되어졌다.18 이렇

게 보존된 특성은 생쥐, 쥐, 사람, 원숭이, 개, 소, 

닭 등에서 관찰된다.19 햄스터의 cDNA는 약 1 kb이

며 사람과 생쥐의 doc-1 cDNA는 각각 1.6 kb와 1.2 

kb이다. 햄스터 doc-1과의 염기서열 유사율은 생쥐

와 94%, 사람과 98%이다. 햄스터 DOC-1은 114개의 

아미노산으로 구성되어 있고 분자량은 약 12.4 kDa

이며, 사람과 설치류와의 단백질 동질성은 97%이나 

생쥐와의 경우에 있어서는 동일하다.18,20 사람의 doc-

1은 정상적인 심장, 대뇌, 태반, 폐, 간, 골격근, 신

장, 췌장에서 발현되나 암세포에서는 급격한 감소를 

보인다.19 doc-1의 염기서열은 TU-166 (tumor necrosis 

factor-a에 의해 초기에 발현되는 전사물)과 일치하며, 

tumor necrosis factor-a 신호전달계의 하부에 속하는 

것으로 보고되었다.21 근래 들어 DOC-1은 cyclin-

dependent kinase 2와 관련된 단백질로 CDK-2의 활

성을 억제하는 것으로 밝혀졌다.22 

위에서 언급하였듯이, 착상 동안에 배아를 둘러싼 

스트로마 세포의 증식과 분화가 진행된다. 이러한 변

화는 배아의 자궁내막 침입을 조절하는 기능을 가질 

수 있도록 세포분열과 분화가 진행되는 것이 특징이

며 결과적으로 암과 같은 이상 현상이 관찰되지 않

는다. 이처럼 엄격한 통제하에서 진행되는 탈락막 

반응 등 자궁 분화에 관련된 유전자적 수준에서의 

연구는 착상의 이해라는 측면뿐만이 아니라 다른 이

상 치유에 응용도 가능하다. 그러나 자궁세포의 분열

과 분화를 조절하는 유전자적 수준에서의 연구는 미

진한 상태이다. 따라서 본 연구에서 기초적인 연구

로 암억제 유전자로 알려진 doc-1이 임신한 생쥐의 

자궁에서의 발현과 임신과 관련된 발현 추이를 알아

보았다. 

 

연구 재료 및 방법 

1. 실험동물 

본 실험에서는 명 14시간 암 10시간을 광주기로 

하고 물과 먹이가 충분히 공급되는 표준환경에서 

사육한 CD-1 생쥐를 이용하였다. 암컷 생쥐는 생후 

6~8주령의 것을 사용하였으며, 수컷 생쥐는 생후 

8~12주령의 건강하고 생식력 있는 것을 사용하였

다. 임신한 생쥐를 얻기 위하여 발정기의 암컷 생쥐

를 수컷 생쥐와 합사하였고 다음날 아침 질전을 확

인하여 임신 여부를 확인하였다. 그리고 질전이 확

인된 날을 임신 1일로 하였다. 

2. cDNA Dot blotting과 역전사 중합반응 (RT- 

PCR) 

cDNA Dot blotting을 수행하기 위하여 착상전 생

쥐 자궁 (임신 4일)과 착상 후 생쥐 자궁 (임신 5일)

을 각각 수획한 후 total RNA를 추출하고 이를 이용

하여 mRNA를 추출하였다. 이후 PCR-Select Diffe- 

rential Screening (CLONTECH, Palo Alto, California) 

사용자 설명서에 따라 수행하였으며, 이때 예외적으

로 doc-1의 PCR 산물 조각을 32P-dCTP로 표지하여 

사용하였다. 

역전사를 위하여 3 µl oligo (dT) (100 ng/µl, 

STRATAGEN)를 38 µl RNA 용액 (100 ng of poly 

(A)+ mRNA)에 넣어 65℃에서 5분간 방치하였고 이

후 얼음에 넣어 냉각하여 2차 구조를 제거하고 시발

체 (primer)가 결합하도록 하였다. 이후 5 µl의 10x 

완충용액 (buffer), 1 U/µl moloney murine leukemia 

virus (MMLV) 역전사 효소 (reverse transcriptase), 0.8 

U/µl RNase inhibitor, dNTP 혼합액 (100 µM) 2 µl을 

첨가하여 전체 50 µl가 되게 하였다. 이후 1시간 동

안 42℃에서 방치하고, 95℃에서 10분간 방치한 후 

얼음에 넣어 냉각하고 다음 단계에 이용하였다. 

중합반응은 자동온도조절장치 (Thermocycler, Pro- 

mega)를 이용하였으며, 2 µl cDNA에 다음과 같이 

PCR 용액과 물을 넣어 전체 50 µl가 되도록 하였다: 

0.4 µl dNTP 혼합액 (100 mM), 각각의 시발체 (pri- 

mer, 10 µM) 1 µl, 물 40.35 µl, Taq 중합효소 (5 U/µl) 

0.25 µl을 혼합하여 준비하였다. 중합반응은 제 1회는 
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94℃에서 5분, 60℃에서 30초, 72℃에서 1분 하였고, 

94℃에서 1분, 60℃에서 30초, 72℃에서 1분으로 하

여 26회 순환 증폭하였으며 마지막 회에서는 72℃

에서 7분간 방치하였으며 4℃에 일시 저장하였다. 

RT-PCR 산물 분석은 1% 아가로즈젤 (agarose gel)

을 이용한 전기영동을 실시하였다. 

doc-1을 증폭하기 위하여 생쥐의 doc-1 mRNA에 

특이적인 시발체를 (Gene BankTM number AF011644; 

Sense: 5'-AGCCTGGTTCGGGAGTGCTT-3', AS: 5'-

CTTCTGCATGTGTAACCTGTGC-3') 사용하였다. 그

리고 상대적인 발현량을 알아보기 위하여 glyceral- 

dehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)를 이용

하였다. 

3. In situ hybridization 

각 실험군의 자궁조직은 액화질소를 이용하여 급

냉동하여 보관하였으며 냉동절편기를 이용하여 조

직절편을 준비하였다. 조직절편은 4℃로 유지된 4% 

paraformaldehyde 용액으로 고정하였으며 사용되기 

전까지 -80℃에 보관하였다. 생쥐의 doc-1에 특이적

인 357 bp의 PCR 산물을 T3 또는 T7을 이용하여 

DIG RNA labeling kit (Roche, Indianapolis, Indiana)로 

표지하여 사용하였다. 

In situ hybridization은 Chen 등의 방법을 이용하였

으며 간략히 다음과 같다.23 Prehybridization은 55℃, 

100% 습도가 유지되는 기구를 이용하여 1시간 동안 

prehybridization 완충용액 (50% formamide, 5x SSC, 

10% Dextra sulfate, 0.3 M NaCl, 0.2 mg/ml ssDNA, 1x 

Denhardt's solution, 20 mM Tris-Cl (pH 8.0)) 내에서 

진행되었다. Hybridization은 55℃, 100% 습도가 유지

되는 기구를 이용하여 16시간 진행하였다. DIG으로 

표지된 probe를 표지하기 위하여 5x SSC로 1회 세척

하고, 50% formamide, 2x SSC로 3회, 각각 15분 동

안, 50℃에서 세척하였다. 그후 anti-DIG alkaline pho- 

sphatase 항체와 반응시켰다. 여분의 항체를 제거한 

후 발색을 위해 기질 (Nitrblue tetrazolium salt와 5-

bromo-4-chloro-3-indoylphosphate, NBT-BCIP)을 넣

은 용액 내에서 방치하여 반응을 유도하였다. 

 

결  과 

1. 배아의 착상과 doc-1의 발현 

착상과 doc-1의 발현관계를 알아보기 위하여 착상

전 자궁과 착상 후 자궁의 mRNA를 이용하여 cDNA 

Dot blotting을 하여 다음과 같은 결과를 얻었다. Fig- 

ure 1에서 보는 것처럼, doc-1 mRNA 전사량은 임신 

5일째 되는 자궁에서 임신 4일째 되는 자궁에 비해 

현격히 증가하였다. GAPDH를 이용한 상대적 전사량 

비교에서 착상 이후에 전사량이 4배 이상 증가하

였다. 

2. 임신동안 doc-1의 발현 

착상과 함께 doc-1 mRNA의 전사량이 급격한 증

가를 보인 결과를 통해 임신기간 동안 자궁의 분화

에 따라 전사량이 달라질 수 있음을 추정할 수 있었

다. 따라서 역전사 중합반응을 이용하여 정상 임신

동안 doc-1 mRNA 전사량의 변화를 알아 보았다. 

doc-1의 전사는 임신 1일째부터 관찰되며 임신날짜

에 관계없이 관찰한 모든 자궁에서 관찰되었다. doc-

1 mRNA 전사량은 임신 1일,  2일, 그리고 3일된 자

궁에서 매우 적어 중합반응 산물을 EtBR로 표지하

였을 때 매우 희미하였다 (Figure 2A). 그러나 착상

이 진행되는 임신 4일 이후 그 전사량이 급격히 증

가하여 임신 3일에 비해 15배 이상 증가하였다. 그

리고 스트로마 세포의 활발한 증식과 탈락막으로 분

화하는 임신 5일에는 doc-1 mRNA 전사량이 임신 

4일에 비해 2배 이상 증가하였다. 한편 임신 6일된 

자궁에서의 doc-1 mRNA 전사량은 임신 4일에 비해 

Figure 1. cDNA dot blot analysis of mRNA obtained 
from day 4 and day 5. Dot blotting was performed as 
mentioned in Materials and Methods. Lane 1 is day 4
morning; Lane 2 is day 5. Hybridization was performed 
with 32P-labled doc-1 and GAPDH cDNA probes 
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0.5배 정도 감소하였다 (Figure 2B). 이상의 결과를 

통해 doc-1 mRNA의 전사가 자궁내막과 스트로마 

세포 등의 증식 또는 분화와 관련되어 있음을 추정

할 수 있었다. 

3. doc-1 mRNA의 분포 

doc-1 mRNA의 전사가 자궁내막을 구성하는 세포

의 증식 또는 분화와 관계가 있는지를 알아보기 위

하여 in situ hybridization 방법을 이용하여 doc-1 전

사체의 존재 부위를 알아보았다. 착상전인 임신 1일

과 3일째 되는 자궁에서는 doc-1의 전사체가 자궁

강 상피세포 (luminal epithelial cell)에 표지되었으나 

RT-PCR의 결과처럼 그 표지 정도가 매우 약하였다 

(Figure 3A, B). 임신 6일째 되는 자궁강 상피세포에

서는 검출되지 않으나 (Figure 3C), 반면 배아를 둘

러싼 스트로마 세포에는 doc-1 전사체의 표지가 강

하게 분포하였다 (Figure 3D). 

 

고  찰 
 

착상 과정에 대한 분자적 이해를 위하여 PCR-

select cDNA subtraction 방법을 이용한 일련의 실험

을 통하여 doc-1을 동정하였다. doc-1은 햄스터의 구

강 케라틴 세포에서 처음으로 밝혀졌고 생쥐나 사람 

등에서도 동정되었으며, 암세포에서 doc-1을 인위적

으로 발현시킬 경우 암세포의 성장과 형태의 변화를 

유도하는 암억제 유전자이다.18~20 

doc-1은 구강세포에서 뿐만이 아니라 사람의 정상

적인 심장, 뇌, 간 등의 조직에서 발현되는 것으로 

보고되었다.19 본 실험결과에서 보듯이, doc-1 mRNA

가 착상 전·후의 자궁에서 전사되는 것을 확인하였

다. 따라서 위에서 언급한 정상적 조직 이외에 임신

한 생쥐 자궁에서 doc-1이 발현됨을 알 수 있다. 

임신기간 동안 doc-1 mRNA 전사가 어떻게 변화

하는 가를 알아보기 위하여 semi-quatitive RT-PCR 

방법을 이용하였으며 Figure 2와 같은 결과를 얻었

다. doc-1 mRNA 전사체는 임신 1일째부터 검출되었

다. 그러나 착상전의 자궁에서는 역전사 중합 산물

의 표지가 매우 약하였다. 착상이 진행되는 임신 4일 

이후에는 doc-1 mRNA 전사체가 약 15배 이상 증가

하였다. 임신 5일과 6일째의 자궁에서도 증가하는 

것을 알 수 있었다. 따라서 doc-1의 발현이 착상과 

관련되어 있음을 추정할 수 있었다. 

착상과 관련된 자궁의 변화 중의 하나는 탈락막 

반응으로, 탈락막 반응은 스트로마 세포의 증식과 

이들 세포가 특정 형태의 세포, 즉 탈락막 세포로 

분화되는 특성을 갖고 있다. 포배와 자궁 상피와의 

부착 (attachment)과 함께 포배를 둘러싼 스트로마 

세포에서 왕성한 세포분열이 시작된다. 반면, 포배가 

부착한 부위의 자궁강 상피세포들은 착상의 진행과 

함께 자연사멸 과정을 거쳐 사라지게 된다. 임신 5

일과 6일 사이에 왕성한 증식을 보이는 포배를 둘러

싼 스트로마 세포들은 탈락막 세포로 분화하여 일차 

탈락막 (primary decidual zone, PDZ)을 형성한다. 이

Figure 2. doc-1 mRNA expression in the uteri of 
normal pregnant mice. A, RT-PCR was performed with 
mRNA isolated from uteri of normal pregnant mice on 
d1, d2, d3, d4, d5, and d6 (lane 1, 2, 3, 4, 5, 6). B, The 
relative level of doc-1 mRNA transcription was norma- 
lized with respect to GAPDH mRNA signal in the same 
sample. The error bar means SD. 
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후 PDZ에 근접한 스트로마 세포가 계속적으로 증식

하고 부화하여 2차 탈락막 (secondary decidual zone, 

SDZ)을 형성한다.24 또한 설치류에서 스트로마 세포

는 탈락막으로 분화하는데 있어서 다배체 염색체를 

갖는 세포, 분화되기 전에 증식하는 세포 등으로 구

분되어진다.25~27 탈락막 반응과 관련한 세포증식에 

대한 연구는 최근에 몇몇 보고가 있으나 이해가 부

족한 형편이다. 

세포주기는 모든 조직에서 엄격하게 조절되며, 두 

개의 특별한 단계, G1-S와 G2-M에서 이루어 진다. 

세포주기는 cyclin-dependent kinase (CDK)에 의해 조

절된다. Cyclin들과 결합 또는 cyclin-dependent kinase 

억제 물질 (CKI)에 의해 활성화 되거나 억제된다.28, 

29 세포주기 G1에서 S로의 진행은 cyclin D, cyclin E, 

그리고 cyclin A와 관계된 kinase의 활성에 의해 조

절된다. Cyclin B계와 관련된 kinase들은 G2에서 M

으로의 진행에 관여한다. CKI는 두 계통이 있는 것

으로 알려져 있는데, INK4계 (p15ink4b, p16ink4a, p18 

and p19)는 cyclin D-dependent kinase, 특히 CDK4와 

CDK6에 결합한다.30,31 

Tan 등은 D-type cyclin중 cyclin D3가 자궁의 스

트로마 세포의 증식과 분화, 그리고 다배체 염색체

를 갖는 세포로의 분화 등에 중요한 역할을 하고 

있음을 보고하였다.32 예를 들면, 임신 5일 아침에

는 포배를 둘러싼 스트로마 세포에서 cdk4와 관련된 

cyclin D3이 아주 많이 발현된다. 반면, 임신 5일 오

후에 배아 주변의 스트로마 세포에서는 cdk4와 cy- 

clin D3의 발현이 감소함을 보고하였다. 

세포분열 조절은 cyclin과 CDK 이외에 암세포억

제 유전자 산물도 관여한다. doc-1은 암억제 유전자

로 알려졌으며, pol-a: primase binding domain을 가지

고 있으며 DNA 복제 초기단계 (initiation step)에서 

복제를 억제한다. DOC-1의 DNA 복제 억제는 pol-a: 

primase를 직접적으로 억제하는 것과 cyclin depen- 

Figure 3. Localization of doc-1 mRNA in the mice uteri by in situ hybridization. The hybridization was performed 
employing digoxygenin-labled complementary RNA probe specific for doc-1 as described in Materials and Methods. 
Uterine sections from d1 pregnancy (A), d3 pregnancy (B), d6 pregnancy (C), d6 pregnancy as a control (D). L and E 
indicate the glandular and luminal epithelia, respectively, Magnification, X100. 
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dent kinase 2 (CDK2)에 영향을 주는 것에 의한 것으

로, DOC-1은 CDK2에 의해 매개되는 pol-a: primase

의 인산화 반응을 억제한다.13 또한, DOC-1은 CDK2

의 단백질분해 (proteolysis)를 유도함으로써 CDK2

의 활성을 억제한다.22 DOC-1은 체내에서 ubiquitini- 

zation 되어져 있으며 Nedd-4의 기질임이 밝혀졌다. 

즉 세포내 DOC-1은 ubiquitin을 매개로한 단백질분

해 (proteolysis)에 의해 엄격하게 조절된다.33,34 따라

서 유전자내 binding domain, 그리고 세포내 proteo- 

lysis에 의한 조절 등의 특성을 갖는 doc-1이 자궁의 

세포분화 또는 세포증식에 관여할 것으로 추정된다. 

유전자의 역할을 알아보기 위한 방법 중의 하나는 

그 유전자가 발현되는 세포를 알아보는 것이다. 따

라서 doc-1의 역할을 추정하고자 doc-1이 전사되는 

자궁내 조직을 in situ hybridization 방법으로 살펴보

았다. doc-1의 mRNA가 임신 1일 또는 임신 3일째는 

그 표지가 매우 약하며, 자궁강 상피세포에 주로 분

포하였다. 한편 임신 6일째된 자궁에서 착상된 배아

를 바로 둘러싼 스트로마 세포에서는 doc-1의 발현

이 바깥 부위에 비해 그 표지 정도가 약하였다. 이

는 배아 주변의 스트로마 세포가 분열을 멈추고 

PDZ을 형성하는 것과 정확하게 일치한다. 아마도 

이는 PDZ이 완성된 이후 자연적인 사멸을 하기 때

문일 것으로 사료된다. 한편, 분화가 되지 않은 PDZ 

주변의 스트로마 세포는 계속적으로 분열하는데 이

들 세포에서 doc-1의 발현이 이루어진다. 따라서 탈

락막 반응이 일어나는 착상 부위의 스트로마 세포에

서 세포의 증식을 촉진하는 cyclin D3와 cdk의 발

현32 이외에 CDK2의 활성을 조절하는 doc-1이 발현

됨을 알 수 있었다. 

탈락막 세포로 스트로마 세포가 분화함에 있어서 

세포증식과 그 조절에는 불가분의 관계에 있다.32,35 

따라서 종합적으로, 본 연구 결과를 바탕으로 doc-1

은 착상전 자궁의 상피세포와 착상 후 자궁의 스트

로마 세포의 세포주기 조절에 관여함으로서 착상과 

관련된 자궁의 분화를 조절하는 것으로 사료된다. 
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