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ABSTRACT

Identification and selection of genetic disorders are very important for breeding strategy and improvement process 

of livestock. Therefore, selection against the disease-related causative genes and variants is most ideal breeding 

method to prevent inheritable genetic disorders for future generations. In case of Hanwoo breeding scheme, the 

standardized identification method for genetic disorders has not yet been established. Therefore, it is necessary to 

screening investigate basic study for genetic disorders in Hanwoo. The objective of this study was to investigate 

mutations of four candidate genes, such as Haemophilia A, Chediak-Higashi syndrome (CHS), Spherocytosis, and 

Xanthinuria Type II to determine the presence of genetic disorders in Hanwoo. A total of 376 Hanwoo samples were 

screened by PCR-RFLP and KASP assay genotyping method. As the results, fortunately, mutations causing genetic 

disorders were not identified in the four candidate genes. However, further studies will be needed to investigate 

more samples and other disease related genes should be monitored for controlling genetic diseases in Hanwoo.
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가축의 개량에 있어서 가장 중요시 여겨지는 것은 경제적으로 유용한 형질을 선발하고 생산성을 떨어뜨리는 불량형질을 도태

시키는 데 있다. 이런 불량형질의 대표적인 예로는 유전 질병이 있으며 유전 질병의 제거는 가축의 건강뿐만 아니라 농가의 잠

재적인 재정손실을 막는 데 큰 도움을 줄 수 있다. 한국 고유의 유전자원이며 대표 육우인 한우의 경우, 선발 및 교배 시 유전 질

병을 일부 조사한 연구내용은 있지만 이를 지속적으로 확인 하거나 도태시키는 연구가 진행되지는 않고 있는 실정이다(Jung et 

al., 2005). 따라서, 현재의 한우 개량 시스템에서 유전 질병의 확인 및 제거는 불가능한 상태이고, 이를 확립하는 일은 한우의 지

속적인 개량 및 생산성 향상에 꼭 필요한 연구임을 의미한다. 한우와 유전적 거리가 가까운 일본 화우의 경우 상당수의 유전병

에 관한 연구가 보고되고 있으며 이를 선발 및 도태에 적극적으로 활용하고 있음이 보고되고 있다(Kunieda. 2005). 이러한 결과

는 한우에서도 유전 질병과 관련된 원인 변이가 확인될 수 있을 가능성을 뒷받침하고 있으며 지속적인 유전 질병 원인 유전자를 

탐색하고 모니터링할 필요성이 있을 것으로 판단된다. 따라서 본 연구는 일본화우에서 밝혀진 유전 질병을 모니터링하기 위하

여 Haemophilia A, Chediak-Higashi syndrome (CHS), Spherocytosis, Xanthinuria Type II 질병과 유전변이의 존재 유무를 한

우에서 탐색하기 위하여 실시하였다.
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Haemophilia A은 X 성염색체에 위치한 Blood coagulation factor VIII (F8) 유전자 변이에 의해 발병하게 되는 출혈성 성염

색체 유전 질병이다. 소의 Haemophilia A 경우 F8 유전자의 단일염기변이의(c.6459T > A) 결과로 발생한 아미노산의 변화

(p.Leu2153His)가 질병의 원인이 된다(Khalaj et al., 2009). Haemophilia A 변이가 확인되는 개체는 F8의 활성도가 정상개체

에 비해 유의적으로 낮은 수치를 보이며, 관절 및 근육, 내부장기에서 자연적인 출혈이 발생하고, 상해가 발생하면 출혈 시간이 

연장되는 증세를 보인다.

Chediak-Higashi syndrome (CHS)은 lysosomal trafficking regulator (LYST) 유전자 변이에 의해 발병하게 되는 출혈성 상

염색체 유전질병이다. CHS는 LYST 단백질의 기능 이상에 의한 탈과립 장애로 면역력 감소 및 부분 백색증, 출혈증상 등을 나

타낸다고 알려져 있다. 소의 CHS의 경우 28번 상염색체에 위치한 LYST 유전자의 단일염기변이에(c.6044A > G) 의한 아미노

산의 변화(p.His2015Arg)가 질병의 발병원인이 된다(Kunieda et al., 1999).

Spherocytosis는 적혈구의 구조를 유지하는 Solute carrier family 4 member 1(SLC4A1) 유전자 변이에 의해 나타나는 상염

색체 유전질병이다. Spherocytosis 변이가 확인되는 개체는 적혈구 특유의 오목한 타원형의 형태를 유지하지 못하고 구형의 적

혈구의 모양을 나타내게 되고 이는 혈중 가스교환에 영향을 주어 비교적 경미한 산독증 증세와 빈혈증세를 보인다. 소의 경우 

19번 상염색체에 위치한 SLC4A1유전자의 단일염기변이(c.1936C > T)에 의한 것으로 이 변이는 유전자 발현과정에서 조기에 

종결코돈을 형성해 질병 발병의 원인이 된다(Inaba et al., 2015).

Xanthinuria Type II는 퓨린 대사에 관여하는 Molybdenum cofactor sulfurase (MOCOS) 유전자의 결실 변이에 의해 나타나

는 상염색체 유전질병이다. Xanthinuria Type II변이가 확인되는 개체는 크산틴뇨증을 보이며, 요로결석 등의 증상이 나타난

다. 소의 경우 24번 상염색체에 위치한 MOCOS 유전자의 3bp (c.769-771) 크기의 아미노산 결실 변이가 원인이 된다

(Watanabe et al., 2000).

앞서 언급한 4개의 유전질병인 Haemophilia A, Chediak-Higashi syndrome (CHS), Spherocytosis, Xanthinuria Type II 유

전자의 변이를 확인하기 위해 영암군 10개의 한우농장에서 한우 보증종모우 (KPN)와 농가 자체 내 종빈우 사이에서 생산한 F1 

개체 376마리를 이용하였다. Genomic DNA (gDNA) 추출을 위해 준비 된 혈액 샘플을 300g의 속도로 15분간 원심분리를 실

시하여 중간부에 위치한 백혈구 층을 분리하고 PrimePrepTM Genomic DNA isolation kit (Genetbio, Korea)를 이용하여 

gDNA를 추출하였다. 추출된 gDNA는 Nanodrop 2000c 분광흡도계(Thermo Scientfic, USA)를 이용하여 농도 및 품질을 측정

하였다. 각 유전 질병에 따라 비교적 분석이 용이한 F8과 LYST 유전자는 PCR-RFLP 기법을 이용하고 SLC4A 1 및 MOCOS 

유전자는 RFLP를 위한 restriction enzyme 확보가 어려워 KASP assay genotyping 기법을 각각 이용하였다. QC 과정을 거친 

gDNA 샘플은 conventional PCR증폭과 KASP genotyping을 위해 25 ng/µL 및 5 ng/µL로 각각 희석을 실시하였다. F8과 

LYST유전자의 경우 PCR 증폭을 위해 총 볼륨이 20 µL 인 Mixture를 제작하였다. Mixture는 genomic DNA (25 ng/µL) 2 µL, 

Prime Taq 10X buffer 2 µL, 2.5mM dNTP 2 µL, forward 및 reverse 프라이머(10pmol/µL)를 각각 0.8 µL, 2.5 unit의 Prime 

Taq polymorase를 이용하였다. PCR 증폭 조건은 F8 및 LYST 모두 95°C로 5분간 예비변성 후 95°C 30초, 60°C 30초, 72°C 30

초씩 총 35 cycle 실시후 72°C에서 5분간 최종 증폭을 시행하였다. SLC4A 1 및 MOCOS 유전자의 경우 변이 발생 타겟좌위를 

증폭할 수 있는 assay를 제작하였으며 Bio-Rad real-time PCR (Bio-Rad, USA)을 활용해 타겟좌위의 증폭 유무를 판단해 

Allele discrimination analysis로 서로 다른 유전자형 구분을 수행하였다.

한우의 Haemophilia A, Chediak-Higashi syndrome (CHS), Spherocytosis, Xanthinuria Type II 의 유전 질병의 유무를 확인

하기위해 농가에서 보유하고 있는 한우 376마리의 유전자형 분석을 실시해본 결과 다행히 탐색한 모든 유전 질병에 대하여 이

형접합 또는 열성동형접합 상태의 개체가 확인되지 않았다. 이전의 연구결과를 확인해보면 78두의 한우 보증종모우(KPN)와 

22두의 일반농가 한우를 대상으로 Spherocytosis 및 CHS 유전변이를 확인한 결과 두 연구집단 모두에서 유전질병과 관련된 변

이가 확인되지 않았음을 알 수 있었다(Jung et al., 2005; Lim et al., 2017). 반면, 일본 화우의 연구에서는 2800두 이상의 연구집

단에서 CHS, Spherocytosis, Xanthinuria Type II의 유전 질병 관련 변이를 조사한 결과 CHS는 4.7%, Spherocytosis는 2.7%, 

Xanthinuria Type II는 0.1%의 개체가 유전 질병과 관련된 원인 변이를 포함하고 있는 것으로 보고되었다(Sasaki et al., 2004). 

이러한 결과들은 일본 화우에서 유전 질병의 비율이 상대적으로 낮은 비율로 존재함을 의미하고, 한우에서 는 아직 직접적으로 

확인되지 않았지만 낮은 비율로 존재할 수 있음을 시사한다. 따라서 본 연구에서 조사한 유전 질병의 경우 추가샘플을 확보해 
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질병의 유무를 조사할 필요가 있으며 본 연구에서 조사한 질병 이외에도 한우가 보유 할 가능성이 있는 유전 질병 유전자를 탐

색하고 지속적인 관측이 필요 할 것이라고 판단된다. 더불어 한우의 질병관련 유전자를 조사하여 한우의 개량과정에 적극적으

로 활용한다면 한우의 생산성 향상과 농가의 잠재적 재정손실을 예방할 수 있을 것으로 사료된다.

Table 1. Marker information in four disease related candidate genes for PCR-RFLP and KASP assay genotyping in Hanwoo.

Marker Location Region Primer (Forward/Reverse) (5'-3') Amplicon (bp) Restriction enzyme

F8 c.6459T > A BTA X GGTAATGTGGATTCATCTGGAG

CTCCACTGACATTCTAGTTGTC

471 MboII

LYST c.6044A > G BTA 28 ACACAAAGAGGGGCAGCTTA

TCCTGTCCCATTTCCAGTGT

377 FokI

Marker Location Region Amino acid Change Mutation type FAM HEX

SLC4A1 c.1936C > T BTA 19 CGA > TGA (Arg > Stop) Non-sense C T

MOCOS c.769-771 BTA 24 TAC > - (Tyr > -) Deletion - TAC

Figure 1. The location of causative variations in the disease related genes for the genetic disorders. In this case, the mutant 

types was not identified.
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