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요   약   문

Ⅰ. 제  목

  ADSF/resistin 유전자 탐색과 이를 이용한 한우경제형질 연관관계분석 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

  인체지놈 프로젝트가 완료되고(2001년 6월) 이후 생쥐 및 기타 동, 식물의 지놈 염

기서열 분석도 속속 발표되고 있다. 염기서열 분석에서 얻을 수 있는 것은 여러 가

지가 있을 수 있지만 그 개체의 유전자의 수를 어느 정도 예측할 수 있다는 것이다. 

그러나 중요한 것은 특정 유전자의 생체 내 고유한 역할을 알아내는 것이다. 따라서 

앞으로의 연구는 새로운 유전자를 탐색하고, 유전자의 기능을 밝히고, 그 유전자를 

그 특성에 맞게 활용하는 연구가 활발히 이루어 질 것이다. 

지방대사 및 지방분화와 관련된 연구는 비교적 많이 이루어 졌지만 이들 연구가 직

접 가축생산이나 품질향상에 적용된 경우는 많지 않다. 소득의 증대와 함께 소비자

들의 요구는 과거의 양적인 소비양상이 질적인 소비양상으로 변하고 있고, 농축산물 

수입자유화에 따른 국내 생산 축산의 생존전략으로 축산물의 차별화를 위한 품질향

상에 관한 연구 등이 축산관련 연구자들에게는 새로운 도전이 되고 있다.  특히 한

우의 경우 지방의 근내 침착도가 육질의 등급을 좌우하는 주요 요소임에도 불구하고 

근내 지방침착에 관련된 유전자나  지방분화와 관련된 연구가 극히 미약한 실정이

다. ADSF/resistin은 가장 최근(2001)에 밝혀진 호르몬으로서 지방세포 특이적으로 

분비되고 지방세포분화를 억제한다는 연구가 본 총괄연구책임자에 의해서 밝혀졌으

며, 인체에서는 비만과 당뇨에 영향을 한다는 연구가 미국의 Mitchell Lazar 실험실

에 의해 Nature지에 발표되었다.

ADSF/resistin 유전자에 관한 연구는 인체와 실험동물에 국한되어 연구가 이루어지

고 있으며, 가축에 대한 이 유전자의 탐색 및 특성규명에 관한 연구는 전무하다.

경제⋅산업적 측면에서 볼 때, 농산물과 축산물의 수입자율화에 따라 한우의 고품질, 

고능력화를 통한 국제 경쟁력 제고는 오래 전부터 축산인과 연구자들의 관심사였다. 

인간과 생쥐의 지놈 프로젝트가 완료된 이후 분자생물학등 생명공학기술 등의 첨단
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기술을 이용한 가축의 개량이나 생산성을 향상시키기 위한 기술은 그 가속도를 더하

고 있다. 동물과 사람에 있어서 Leptin 유전자의 발견(1994년)과 이에 대한 연구는 

사람의 비만과 당뇨 및 가축의 개량을 위하여 수 없이 많이 이루어 졌다. 

ADSF/resistin도 leptin과 같이 지방에서 분비되는 호르몬이면서 지방대사에 관여하

고 특히 지방분화와 연관이 있는 것으로 밝혀졌다.  한우 ADSF/resistin을 cloning하

고 이에 대한 기능이 더 깊게 밝혀지면 고품질, 고능력화를 위한 이 호르몬의 연구

가 집중될 것이고 또한 한우ADSF/resistin 호르몬과 항혈청을 유전공학적인 방법으

로 대량생산하여 이를 연구하는 곳에 제공할 수 있고, 이런 기술은 돼지 및 닭의 연

구 즉, ADSF/resistin cloning 및 호르몬과 항혈청 생산에도 적용될 수 있을 것이다.  

   

사회⋅문화적 측면에서는 생명공학의 발달과 이를 응용한 새로운 품종의 개발과 생

산물의 품질 향상은 이제 피할 수 없는 시대의 흐름이 되고 있다. 한우는 우리 민족

과 함께 하면서 오랫동안 한반도에서 사육되어 왔으나  이제는 쇠고기시장 개방화시

대에서 살아 남을 수 있는 길을 모색해야할 시기가 되었다. 특히 한우의 고급육화 

전략에 부합하는 근내지방도에 연관한 ADSF/resistin 유전자의 기작에 관한 연구는 

생체 내 지방 기작의 비밀을 해결 할 수 있는 중요한 연구 과제이다. 또한 

ADSF/resistin은 사람에 있어서는 비만과 당뇨에 관련된 연구의 기초자료를 제공해 

줌으로서 인류를 성인성 질환으로부터 해방시켜 건강한 노후생활을 보내는데 기여할 

수 있을 것으로 사료된다.

따라서 본 연구는 지방분화에 관여하는 호르몬 ADSF/resistin 유전자를 한우에서 탐

색하고, 이 유전자 단백질의 대량생산 방법의 개발과, ADSF/resistin 유전자의 다형

현상을 분석하여 이들 DNA다형 현상과 한우의 경제 형질들과의 상관관계를 도출하

여 고급육 또는 성장 관련 표지 인자로서의 활용방안을 제시하고자 실시하였다. 

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

 지방세포분화조절 호르몬 ADSF/resistin유전자의 탐색과 한우 고급육 생산을 위한  

활용방안을 모색하기 위한 본 과제는 아래와 같이 3개의 세부 과제로 구성되어 있

다. 

제 1 세부과제는 한우 ADSF/resistin 유전자 cloning 및 다형현상 규명을 목표로, 한

우지방조직채취, total RNA 분리, cDNA cloning, DNA염기서열 분석, 

ADSF/resistin DNA 구조해석(제한효소 지도작성), ADSF/resistin DNA(exon, 

intron) polymorphism 분석, ADSF/resistin promoter 탐색 및 polymorphism 분석등

을 실시하였다. 

제 2 세부과제는 한우 ADSF/resistin 유전자의 다형현상 분석 및 고급육 표지 인자

로서 활용을 목표로, 한우 시험 설계 계획 및 시료 채취, 성장 시기별 체중 조사 및 
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초음파 육질 및 육량 측, 성장 단계별 BCS(Body condition score) 조사, 27개월 령 

시 시험 도축 후 도축 성적 조사, 근내지방도, 등지방두께 등을 측정하였으며, 유전

자 다형현상과 한우 경제 형질 간의 연관 관계 분석을 위하여 유전자의 다형현상과 

체중, 근내지방도, 등지방 두께등 한우의 주요 경제 형질과의 연관 관계 분석, 계획

교배에 의한 종모우 및 종빈우의 효과와 ADSF/resistin 유전자의 다형현상과의 연관

성 규명, 한우의 육종가(Breeding Value)가와 ADSF/resistin 유전자간의 연관성 분

석등을 실시하였다. 

제 3 세부과제는 한우 ADSF/resistin 단백질 대량생산을 위한 고효율 발현벡터 개발 

및 단백질 특성규명을 목표로, 한우ADSF/resistin 단백질 발현벡터 구축, 한우

ADSF/resistin 단백질의 발현벡터의 세포내 도입, 한우ADSF/resistin 단백질의 생

산, 정제 및 항혈청 생산, 한우ADSF/resistin 단백질의 특성 규명 등을 실시하였다. 

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발 결과

가. 한우 ADSF/resistin 유전자 cloning 및 다형현상 규명

본 연구는 한우에서 ADSF/resistin 호르몬 유전자를 cloning 하고 이 유전자의 

DNA다형현상을 탐색하고자 실시하였다. GenBank에 등록된 사람, 쥐, 생쥐의 

ADSF/resistin 염기서열을 비교 분석하여 한우의 ADSF/resistin 유전자를 탐색할 

PCR primer들을 제작하여 클로닝을 실시하였다.  PCR에 의하여 330 bp의 cDNA를 

cloning하였으며, 이 유전자를 분석한 결과 coding DNA 염기서열은 3개의 exon과 2

개의 intron으로 구성되어 있으며 109개의 아미노산으로 이루어진 단백질이었다. 

genomic DNA상의 coding DNA sequence와 intron을 합한 948 bp의 DNA 염기서열

을 미국 NCBI GenBank에 등록하였으며 그 동록번호는 AY618903이다. 이후 이 유

전자의 5‘과 3’의 영역을 더 탐색한 결과 한우 ADSF/resistin 유전자는 4개의 exon

과 3개의 intron으로 구성되어 있었으며 한우 ADSF/resistin를 구성하는 intron은 모

두 GT-AG splicing법칙에 따랐다. 한우 ADSF/resistin와 사람 ADSF/resistin의 

cDNA는 82% 높은 identity를 나타냈다. 한우 ADSF/resistin이 발현하는 아미노산을 

사람과 비교한 결과 71.6%의 identity를 나타냈으며 아미노산을 hydropathy를 분석

한 결과 일반적으로 호르몬에서 나타나는 양상인 앞부분은 소수성 아미노산으로 구

성되어 있었으며 그 뒤는 친수성인 아미노산으로 구성되어 있었다. 그리고 조직별 

ADSF/resistin mRNA 발현 양상을 분석하기 위해 RT-PCR법을 이용하였다. 그 결

과 지방조직인 피하지방과 신장지방에서 특이적으로 발현되고 근육(등심, 우둔)과 간
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에서는 ADSF/resistin이 발현되지 않았다. 그러나 지방전구세포 또는 성숙된 지방세

포에서 발현되는지를 확인하기 위해서는 지방세포를 이용한 세포배양시험을 실시하

여 밝혀야 할 것으로 사료된다.  

  한우 ADSF/resistin의 promoter를 탐색하기 위해 Inverse PCR법을 이용하였으며 

그 결과 이 유전자의 5‘ 영역 즉 promoter 부위인 -1745bp 클로닝 하였다. 이 프로

모터 영역에서 전사조절부위를 탐색하기 위하여 TRANSFAC database의 분석방법

을 적용하여 잠재적 전사인자결합 부위를 조사하였다. 분석 결과 이 promoter에서 

유전자 분화와 관련된 transcription factor인 SRE와 C/EBPα가 결합할 수 있는 위치

를 확인하였으나 또 다른 인자인 PPARγ가 결합하는 위치는 현재 클로닝 된 영역에

서는 발견되지 않은 상태이다. 한우와 Hereford의 promoter를 비교한 결과 99.4%의 

높은 identity를 나타냈다. 

본 연구의 또 다른 목적은 ADSF/resistin유전자와 관련된 SNP(Single Nucleotide 

Polymorphism)를 탐색하여 궁극적으로 한우 경제형질과의 상관관계를 분석하는 것

이다. 이를 위하여 이 유전자의 exon 영역과 intron 그리고 promoter영역을 대상으

로 축산연구소에서 후대검정우로 이용된 한우 295두와 일반 농장인 대상목장의 한우 

약 50여두를 대상으로 혈액을 취하여 DNA다형현상 분석에 이용하였다. 분석결과 

exon과 promoter에서는 SNP가 발견되지 않았으며, intron 2와 intron3에서 SNP가 

있음을 확인하였다. 확인된 개체와 SNP위치와 관련된 자료는 한우경제형질과의 상

관분석을 위하여 제2세부과제의 서강석 연구사에게 의뢰하였으며 그 결과는 제2세부

과제에 기술되어 있다.        

나.  ADSF/resistin 유전자 다형현상과 한우 경제형질간의 연관관계 분석

본 연구는 ADSF/resistin 유전자의 DNA다형현상과 한우의 경제형질과의 연관관계

를 분석하여 한우 고급육생산을 위한 표지인자로서 활용방안을 모색하기 위하여 실

시하였다.    

보다 정확한 검정 성적을 확보하고 가축의 유전 능력인 육종가와이 상관 관계를 추

정하기 위하여 35차 후대검정우 146두와 36차 후대검정우 149두에 대하여 검정 성적

을 조사하고 아울러 혈액 채취를 실시하였다. 검정 성적의 조사항목은 도살전 체중, 

도체중, 도체장, 등지방두께, 배장근단면적, 육량지수, 근내지방도, 육색, 지방색, 조직

감, 성숙도, 육질등급, 육량등급 및 경락단가 등 14개 항목에 대하여 실시하였으며 

이 중 주요 경제형질인 도체중, 등지방두께, 배장근 단면적 및 근내지방도에 대해서 

유전능력평가를 실시하고 이를 ADSF/resistin 유전자와의 상관 관계를 조사하였다.

ADSF/resistin 유전자 다형성에 대한 한우 주요 경제형질의 표현형 및 육종가 와의 

연관 관계 추정을 위하여 한우 후대검정우에 대한 유전능력 평가를 실시하였다. 유

전능력은 Henderson이 제안한 BLUP-Animal Model에 의하여 실시하였으며 
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Boldman 등의 MTDFREML package를 이용하여 각 조사형질에 대한 육종가를 추

정하였으며 육종가 추정에 이용된 모델은 다음과 같다. 

        

      여기서 Y는 관측치, u는 전체 평균, YS는 연도-계절효과(‘80~’2002, 사사기, 

방목기), L은 출생지역의 효과(가축개량사업소, 개량농가), D는 도축일령에 대

한 co-variate, A는 Random Direct Additive Effects 그리고 e는 Random 

Error 이다.

주요 경제형질에 대하여 BLUP-Animal Model을 이용하여 육종가를 추정하고 표현

형가 및 육종가와 ADSF /resistin 간의 연관관계 추정을 위하여 아래와 같은 모델을 

이용하여 SAS 9.1 package-GLM procedure를 이용 분산 분석을 실시하였으며 유사

한 염기서열간의 관계도 동시에 규명하고자 분석된 염기서열에 대해 phylogenic tree

를 작성하고 이를 그룹화 시켜 분석에 같이 활용하였다. 

       - 표현형 모델

            

          여기서 Y는 관측치, u는 전체 평균, L은 검정지역의 효과(남원, 대관령), 

G는 SNP 다형성 그리고 e는 Random Error

        - 육종가 모델

           

          여기서 Y는 관측치, u는 전체 평균, L은 검정지역의 효과(남원, 대관령), 

G는 SNP 다형성 그리고 e는 Random Error

35차 후대검정우에 대한 ADSF/resistin 유전자의 효과를 살펴보기 위한여 Intron 3 

region에 대한 SNP를 발굴하고 이에 대한 유의성 검정을 실시하였다. 조사된 8개 

부위의 SNP와 group 효과에 대하여 890C del과 그룹에서는 등지방 두께에 대하여 

유의적으로 나타났으며 894C del와 C894T는 도체중에 대하여 유의적인 효과가 있는 

것으로 나타났다. 표현형과 육종가 간의 차이는 찾아볼 수 없었으며 SNP의 효과에 

대해서는 변이가 생긴 개체의 도체중이 유의적으로 (P < 0.05) 더 무거웠으며 등지

방 두께가 더 두꺼웠음을 볼 수 있었다. Group 효과에 있어서는 Group 2의 등지방 

두께가 가장 두꺼웠으나 Group 3과의 유의적인 차이는 없었으며 Group 1과는 유의
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적인 차이를 나타냈다(P < 0.05). 본 연구의 결과 ADSF/resistin 유전자는 지방 뿐 

아니라 한우의 체중과도 연관이 있는 것으로 나타났다. 그러나 염기서열 분석 부위

가 짧았으며 유전 양상에 대한 검증이 아직 완료되지 않아 더 많은 연구가 필요하다

고 사료되었다 이에 따라 36차 후대검정우 시료에 대해서는 Intron 2와 3 지역에 대

한 보다 넓게 염기서열을 분석하였다. 36차 후대검정우에서 발견된 6개의 SNP에 대

한 빈도는 각각 8.2%, 5.9%, 18.8%, 5.9%, 11.8% 및 7% 였으며 G849A의 경우 35차 

후대검정우에서 16%가 발견되었으며 농가 시험축에서도 18%가 발견되어 유전표지

인자로의 가능성을 가졌으나 반면에 각 형질에 대한 유의성은 나타내지 못했다. 36

차 후대검정우에 대한 유의성 검정결과 649A ins에 대한 근내지방도의 효과가 있었

으나 36차 검정우의 경우 전체 149두중 86개체만이 분석이 이용되어 변별력이 저하

되는 것으로 사료되었다. 본 연구 결과 ADSF/resistin 유전자는 한우의 도체중과 등

지방두께와 유의적으로 상관이 있는 것으로 사료되었으며, 근내지방도에 대해서는 

보다 많은 개체분석을 통하여 이 유전자와 연관관계 유무를 결론 내려야 할 것으로 

사료된다.    

다. 한우 ADSF/resistin 단백질 대량생산을 위한 고효율 발현벡터 개발 및 단백

질 특성규명

본 연구는 한우 ADSF/resistin 단백질 대량생산을 위한 고효율 발현벡터 개발 및 단

백질 특성규명을 위하여 실시하였다. 

한우ADSF/resistin 단백질 발현벡터 구축을 위해 한우 ADSF/resistin을  pGEX2T 

벡터에 클로닝하였다. pGEX2T 벡터는 일반적으로 원핵세포에서 안정적으로 단백질

을 과발현하는 것으로 알려져 있으며 생성되는 단백질의 N-terminal에 GST가 

tagging되어 발현한다. pGEX2T 벡터에 한우 ADSF/resistin 유전자를 클로닝하기 

위해 제작한 primer를 이용하여 PCR을 진행하였다. 그 결과 대략 330bp의 한우 

ADSF/resistin 유전자를 확인할 수 있었다. 증폭된 유전자에 EcoRI과 BamHI 제한 

효소를 처리하여 동일한 제한효소로 절단되어 있는 pGEX2T 벡터와 ligation 시켰다. 

이를 박테리아에 형질전환시켜 형성된 colony에서 plasmid DNA를 추출하였다.  추

출한 DNA를 EcoRI과 BamHI 제한 효소로 처리한 다음 전기영동을 실시하였다. 그 

결과 정상적인 insert DNA가 삽입된 클론을 선발할 수 있었다. 확인된 클론은 DNA 

염기서열 분석을 통해 실제로 한우 ADSF/resistin 유전자가 제대로 삽입되었는지를 

재확인하였다. 동일한 방법으로 진핵세포 발현벡터인 pcDNA3.1-myc-His vector에

도 클로닝 하였다. 진핵세포주의 경우는 myc-tag된 벡터인 pcDNA3.1(BamHⅠ

/EcoRⅠ)에 삽입하기 위해 PCR을 통해 증폭한 한우ADSF/resistin을 BamHⅠ

/EcoRI으로 절단하고 pcDNA3.1(BamHⅠ/EcoRⅠ)와 함께 4℃에서 overnight으로 

ligation시켰다. 그 결과 각각 5.4kb pcDNA3.1/ 와 330bp 한우ADSF가 관찰되었다. 

구축된 벡터가 제대로 확립된 것인지를 확인하기 위해 염기서열을 분석하였다.
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한우ADSF/resistin 형질전환체를 이용한 단백질 생산을 위하여 클로닝 된 벡터를 

BL21 박테리아에 transformation시켜 생성된 colony를 배양한 다음, 0.5mM의 IPTG

를 첨가하여 ADSF/resistin단백질의 과발현을 유도하였다. pGEX-2T 벡터만 가진 

형질전환체에서는 IPTG 첨가시 GST 단백질(26kDa)이 강하게 과발현 되었으며, 한

우 ADSF/resistin-GST fusion protein은 미약하지만, IPTG에 의해 세포내에서 과발

현이 유도됨을 관찰할 수 있었다. ELISA를 통해 특정항원에 대한 반응력을 조사한 

다음 이를 토대로 실제 한우 ADSF/resistin 단백질을 인지하는지를 조사하기 위해 

혈청을 1:2,000으로 희석하여 ADSF/resistin이 과발현되는 박테리아 추출물과 한우 

등심조직에서 western blotting을 실시하였다. 그 결과 한우 조직과 혈액에서는 밴드

가 관찰되지 않았지만, 박테리아 추출물에서는 GST-ADSF/resistin이 위치한 34kDa 

부위의 단백질 밴드가 명확하게 관찰되었다. 그러나, ADSF/resistin이 과발현 되지 

않은 박테리아에서도 밴드가 감지되었다. 이는 34kDa 부위의 모든 박테리아 단백질

을 elution하여 항체를 제작하는데 사용했기 때문으로 추정된다. 이러한 문제점을 해

결하기 위해서 다시 affinity-purified 항체를 생산하였다.   31kDa에서 관찰되는 밴

드는 비특이적인 밴드로 생각된다. ADSF/resistin에 대한 항체를 정제하기 위해 

GST만이 과발현된 단백질과 반응시켜 GST 단백질을 인식하는 항체를 제거하였다. 

이후 membrane depletion method을 이용하여 ADSF/resistin만을 인식하는 항체를 

정제하였다.  이렇게 하여 생산된 affinity purified ADSF/resistin antibody를 이용하

여  ADSF가 과발현되는 293 cells에서 단백질 발현을 조사하였다. 먼저, 구축된

myc-tagged  pcDNA3.1(-)-ADSF/resistin plasmid를 293 세포주에 transfection시켰

다. 성공적으로 ADSF/resistin plasmid가 세포내로 주입되었다면 plasmid내에 myc 

펩타이드가 장착되어 있기 때문에 myc 항체를 이용하여 ADSF/resistin의 발현 여부

를 간접적으로 확인할 수 있다.  그 결과 벡터만 transfection했을 때는 

ADSF/resistin 단백질 크기를 나타내는 13kDa 밴드가 관찰되지 않았지만, 

pcDNA3.1(-)-ADSF/resistin이 과발현되는 세포에서는 ADSF/resistin 밴드가 잘 감

지됨을 확인할 수 있었다. 이후 affinity purified ADSF/resistin 항체를 이용하여 같

은 샘플에서 ADSF/resistin 단백질의 발현 여부를 조사하였다. 그 결과 13kDa의 

myc-tagged ADSF/resistin 단백질이 명확하게 관찰되었다.  이러한 결과는 정제된 

ADSF/resistin 항체가 특이적으로 반응하고 있음을 의미한다.  55kDa에 보이는 밴

드는 background로 추정된다. 

ADSF/resistin 유전자가 지방세포 분화에 어떠한 역할을 하는 지를 조사하기 위하여 

지방 전구세포 3T3 L1에 한우ADSF/resistin을 과발현 시킨 다음, 지방세포 분화 여

부를 조사하였다.  ADSF/resistin에 의한 지방 분화 관련성을 조사하기에 앞서 먼저 

분화가 제대로 이루어졌는지를 확인할 수 있는 Oil-Red-O 염색액을 사용하여 지방

세포의 적정한 분화 조건을 확립하였다.  먼저 ADSF/resistin 유전자가 꾸준히 과발

현되는 stable 세포주를 구축하기 위해 plasmid vector와 retroviral vector를 3T3 L1 
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세포주에 주입한 다음 positive 세포주를 선발하였으나 지속적으로 ADSF/resistin이 

발현되는 세포주가 선발되지 않았다. 이는 ADSF/resistin 유전자가 세포의 기본 대

사에 중요한 작용을 하는 것으로 사료되어진다. 따라서 ADSF/resistin유전자의 기능

분석은 transiently transfection방법을 이용하여 실시하였다.  

pcDNA3.1(-)-ADSF/resistin plasmid의 transfection efficiency를 증가시키기 위해

electroporation 방법을 이용하여 지방전구세포인 3T3-L1 cells에 transfection 시켰

다.  그 결과 ADSF/resistin이 과발현되는 세포에서는 지방세포의 분화가 상대적으

로 억제되는 것을 관찰 할 수 있었다. 이러한 결과는 한우 ADSF/resistin 유전자가 

지방세포의 분화를 억제하는 역할을 한다는 것을 의미한다.

2. 활용에 대한 건의

가. 한우 고급육 생산을 위한 표시인자로서 활용

나. 확보된 ADSf/resistin 유전자를 한우연구자들의 유전자 연구에 제공

다. ADSF/resistin 항체 및 호르몬 대량생산에 활용

라. 확보된 ADSF/resistin 유전자의 GenBank등록

마. 국내 저명학술지(1편) 및 국제학술지 SCI(E)급 논문 3편 이상 투고
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SUMMARY

(영문요약문)

Molecular cloning, characterization and analysis of the ADSF/resistin gene 

polymorphism associated with carcass traits in Hanwoo

I. Molecular cloning of  ADSF/resistin gene and investigation of  

polymorphism in Korean native cattle

The objective of this study was to clone a gene encoding ADSF/resistin and to 

investigate its DNA polymorphism in Korean Native Cattle (Hanwoo). Genomic DNA 

sequence of the Hanwoo ADSF/resistin gene was amplified by PCR from the 

genomic DNA using human ADSF/resistin primers. The 5' and 3'flanking region 

of the gene were cloned by inverse PCR using primers designed from the 

amplified region of the fragment previously. The cDNA of Hanwoo ADSF/resistin 

was cloned by RT-PCR from the total RNA of the subcutaneous fat tissue. The 

genomic and cDNA sequences were aligned to locate the exons and introns of 

the gene.  The exon/intron boundaries were amplified and confirmed by PCR 

with genomic DNA templates and primers designed from the cDNA sequences.  

The sequence of genomic DNA including 5' and 3'UTR (untranslated region) 

was 1478 bps. The genomic sequence of the Hanwoo ADSF/resistin was 

deposited in GenBank (Acccession number: AY618903). The nucleotide coding 

DNA sequence of bovine ADSF/resistin shares homology with 87% with swine, 

82% with human, and 73% with rat. It revealed 3 introns and 4 exons matched 

GT-AG rule of splicing mechanism. The 5'splice donor and 3'splice acceptor 

sites correspond to conserved GT/AG exon/intron boundries. The first two bases 

of the intron are GT, and the last two are AG in Hanwoo ADSF/resistin gene. 

The start and stop codons are in the second and forth exons in the gene. The 

polyadenylation signal sequence (AATAAA) is located in the almost end of the 

exon 4.  

The open reading frame encodes a 109 amino acid protein with a calculated 

14.7kDa and 73% homology between the Hanwoo and human sequence. The 

comparison of amino acid sequence of bovine ADSF/resistin with that of human, 

swine, rat, mouse showed 73%, 80%, 58%, and 57% identity, respectively. The 

Hanwoo ADSF/resistin contains the characteristic cystein-rich protein motif 

(CX11-CX8-CX-CX3-CX10-CX-CX-CX9-CC) at the C-terminnus (51-109aa) of 



- 11 -

the molecule. In this well-conserved region, ADSF/resistin shares the highest 

homology with swine ADSF/resistin with a sequence identity of 96% and the 

high homology in human with 91% identity as well.  But the sequence identities 

are 63% with rat and mouse ADSF/resistin.  In contrast, in the N-terminal 

(1-50aa) part of the molecule is less conserved with other species swine, human, 

rat and mouse with 62%, 54%, 54% and 48% identities, respectively. The overall 

sequence identities are 80% with swine, 73% with human, 58% with rat, and 

57% with mouse.  A signal peptide of ADSF/resistin was predicted by the 

Kyte-Doolittle hydropathy plots.  A hydrophobic stretch is located within the 

first Nterminal residues containing 14 non-hydrophobic amino acids that is a 

characteristic of a signal sequence.

 The mature protein, ADSF/resistin, is cleaved from the signal peptides that in 

turn secreted into blood stream. The coding sequence was 330 base pairs and it 

encoded a protein of 109 amino acids. An NCBI BLAST-search revealed the cloned cDNA 

fragment shared significant homology (82%) with the cDNA encoding the human 

ADSF/resistin. The nucleotide sequence homology of the Hanwoo sequence was 73% and 

64% for the rat and mouse, respectively. A 1.7kb ADSF/resistin gene promoter was cloned 

and putative binding sites of transcription factors were identified.  Computer assisted 

analysis (TFSEARCH program based upon the TRANSFAC database) of Hanwoo 

ADSF/resistin promoter revealed that there are several putative cis-elements that 

might have potential roles in the transcriptional regulation of ADSF/resistin gene 

expression. The putative C/EBP-binding sites were found at 9 bp, -365 bp, -463 

bp upstream of the 5'- ADSF/resistin flanking region. In addition, Hanwoo 

ADSF/resistin promoter contains several E-box motifs and Sp-1 binding sites. 

However, we could not find the SREBP binding site, SRE motif, from our 

ADSF/resistin promoter region. The putative PPAR response element was not 

found within the 1.7kb upstream of the Hanwoo ADSF/resistin promoter.Tissue 

distribution of ADSF mRNA was examined in liver, skeletal muscles (tenderloin, biceps 

femoris), subcutaneous fat, and perirenal fat by RT-PCR. ADSF mRNAs were detected in 

fat tissues but not in liver and muscles, suggesting that ADSF/resistin expression may be 

induced during adipogenesis. Although, the physiological function of ADSF/resistin in the 

cow remains to be determined, these data indicate ADSF is related to the adipocyte 

phenotype and may have a possibly regulatory role in adipocyte function. 

To investigate DNA polymorphism in Hanwoo ADSF/resistin gene, blood samples were 

taken from 146 Hanwoo steers belonging to 35th progeny testing and 149 

Hanwoo steers of the 36th progeny testing at Hanwoo Improvement Center in 

Korea.  DNA was extracted, sequenced and point mutations were undertaken at 
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Introns 2 and 3 regions. Eight and six single nuclotide polymorphisms(SNPs) 

were found on the 35th progeny and on the 36th progeny test, respectively. 

II.  Analysis of  the corelation between DNA polymorphism of 

ADSF/resistin gene and carcass traits in Hanwoo

Adipocyte-specific secretory factor (ADSF)/resistin is a small cysteine rich 

protein secreted from adipose tissue. It is hypothesized that ADSF might be 

responsible for the marbling of Hanwoo. Therefore this study was aimed to 

analysis the corelation between the breeding values (BV) carcass traits and the 

polymorphism in ADSF/resistin gene.  Blood samples were taken from 146 

Hanwoo steers belonging to 35th progeny testing and 149 Hanwoo steers of the 

36th progeny testing at Hanwoo Improvement Center in Korea.  DNA was 

extracted, sequenced and point mutations were undertaken at Introns 2 and 3 

regions. Eight SNP's were found on the 35th progeny testing although only three 

SNP's were significant. Six single nucleotide polymorphism (SNP) were found in 

36th progeny test: 649A ins exhibited 18.8%, G849A 11.8%, 641Gins 8.2%, C1099T 

revealed 7% and both 647Gins and 652Gdel showed 5.9% Carcass trait breeding 

values were live weight (LW), carcass weight (CW), dressing % (DP), eye 

muscle area (EMA), backfat thickness (BF) and marbling score (MS).  T-test 

revealed significant correlation (P<0.01) of BV on MS only at 649Ains A 

computer simulation was conducted to assess the efficiency of marker assisted 

selection (MAS) versus the conventional breeding scheme.  Results revealed that 

MAS was more efficient as a breeding tool compared to the conventional.

III.  Production of  recombinant ADSF/resistin protein and characterization 

   of  ADSF/resistin in adipocyte

In the present study, we have focused on the production of bovine ADSF/resistin 

protein to explore how bovine ADSF/resistin regulates the process of 

preadipocyte differentiation. We cloned the bovine ADSF/resistin gene into the 
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pGEX-2T vector to establish prokaryotic expression system. The ADSF/resistin 

protein as antigen wasproduced in transformant cells. After injecting the antigen 

into rabbit, we obtained crude serum and tested its titer by ELISA. Due to high 

background, we purified anti-bovine ADSF/resistin antibody by using membrane 

depletion technique. Finally in mammalian cells the purified anti-ADSF/resistin 

antibody was detected ADSF/resistein protein at 34kDa by western blotting. In 

addition, we also determined the role of ADSF/resistin on adipocyte cells. When 

3T3 L1 preadipocyte cells were transfected with ADSF gene, the adipogenic 

process in cells was partly suppressed. Taken together, we believe that 

recombinant ADSF/resistin protein and its antibody will be useful to investigate 

the process of adipocyte differentiation in cattle. 
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제 1 장   연구개발과제의 개요

제1절 연구개발의 필요성

 1. 기술적 측면

  인체지놈 프로젝트가 완료되고(2001년 6월) 이후 생쥐 및 기타 동, 식물의 지놈 염

기서열 분석도 속속 발표되고 있다. 염기서열 분석에서 얻을 수 있는 것은 여러 가

지가 있을 수 있지만 그 개체의 유전자의 수를 어느 정도 예측할 수 있다는 것이다. 

그러나 중요한 것은 특정 유전자의 생체 내 고유한 역할을 알아내는 것이다. 따라서 

앞으로의 연구는 새로운 유전자를 탐색하고, 유전자의 기능을 밝히고, 그 유전자를 

그 특성에 맞게 활용하는 연구가 활발히 이루어 질 것이다.  지방대사 및 지방분화

와 관련된 연구는 비교적 많이 이루어 졌지만 이들 연구가 직접 가축생산이나 품질

향상에 적용된 경우는 많지 않다. 소득의 증대와 함께 소비자들의 요구는 과거의 양

적인 소비양상이 질적인 소비양상으로 변하고 있고, 농축산물 수입자유화에 따른 국

내 생산 축산의 생존전략으로 축산물의 차별화를 위한 품질향상에 관한 연구 등이 

축산관련 연구자들에게는 새로운 도전이 되고 있다.  

 특히 한우의 경우 지방의 근내 침착도가 육질의 등급을 좌우하는 주요 요소임에도 

불구하고 근내 지방침착에 관련된 유전자나  지방분화와 관련된 연구가 극히 미약한 

실정이다. ADSF/resistin은 가장 최근(2001)에 밝혀진 호르몬으로서 지방세포 특이적

으로 분비되고 지방세포분화를 억제한다는 연구가 본 총괄연구책임자에 의해서 밝혀

졌으며(Kim 등, 2001), 인체에서는 비만과 당뇨에 영향을 한다는 연구가 미국의 

Mitchell Lazar 실험실에 의해 Nature지(Steppan 등, 201)에 발표되었다. 

ADSF/resistin 유전자에 관한 연구는 인체와 실험동물에 국한되어 연구가 이루어지

고 있으며, 가축에 대한 이 유전자의 탐색 및 특성규명에 관한 연구는 전무하다.

 2. 경제⋅산업적 측면

  농산물과 축산물의 수입자율화에 따라 한우의 고품질, 고능력화를 통한 국제 경쟁

력 제고는 오래 전부터 축산인과 연구자들의 관심사였다. 인간과 생쥐의 지놈 프로

젝트가 완료된 이후 분자생물학등 생명공학기술 등의 첨단기술을 이용한 가축의 개

량이나 생산성을 향상시키기 위한 기술은 그 가속도를 더하고 있다.  동물과 사람에 

있어서 Leptin 유전자의 발견(1994년)과 이에 대한 연구는 사람의 비만과 당뇨 및 

가축의 개량을 위하여 수 없이 많이 이루어 졌다. ADSF/resistin도 leptin과 같이 지

방에서 분비되는 호르몬이면서(Ahima와 Flier, 2000; Beltowski, 2003; Kershaw과 

Flier, 2004) 지방대사에 관여하고 특히 지방분화와 연관이 있는 으로 밝혀졌다
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(Steppan 등, 2002; Gregoire 등, 1998). 한우 ADSF/resistin을 cloning하고 이에 대

한 기능이 더 깊게 밝혀지면 고품질, 고능력화를 위한 이 호르몬의 연구가 집중될 

것이고 또한 한우ADSF/resistin 호르몬과 항혈청을 유전공학적인 방법으로 대량생산

하여 이를 연구하는 곳에 제공할 수 있고, 이런 기술은 돼지 및 닭의 연구 즉, 

ADSF/resistin cloning 및 호르몬과 항혈청 생산에도 적용될 수 있을 것이다.     

3. 사회⋅문화적 측면

  생명공학의 발달과 이를 응용한 새로운 품종의 개발과 생산물의 품질 향상은 이제 

피할 수 없는 시대의 흐름이 되고 있다. 한우는 우리 민족과 함께 하면서 오랫동안 

한반도에서 사육되어 왔으나  이제는 쇠고기시장 개방화시대에서 살아 남을 수 있는 

길을 모색해야할 시기가 되었다.  특히 한우의 고급육화 전략에 부합하는 근내지방

도에 연관한 ADSF/resistin 유전자의 기작에 관한 연구는 생체 내 지방 기작의 비밀

을 해결 할 수 있는 중요한 연구 과제이다. 또한 ADSF/resistin은 사람에 있어서는 

비만과 당뇨에 관련된 연구의 기초자료를 제공해 줌으로서(Steppan 등, 2002; Sul 

등, 2001; Fain 등, 2003: Mcternan 등, 2002) 인류를 성인성 질환으로부터 해방시켜 

건강한 노후생활을 보내는데 기여할 수 있을 것으로 사료된다.

제2절 연구개발의 목적

  본 연구는 지방분화에 관여하는 호르몬 ADSF/resistin 유전자를 한우에서 탐색하

고, 이 유전자 단백질의 대량생산 방법의 개발과, ADSF/resistin 유전자의 다형현상

을 분석하여 이들 DNA다형 현상과 한우의 경제 형질들과의 상관관계를 도출하여 

고급육 또는 성장 관련 표지 인자로서의 활용방안을 제시하고자 실시하였다. 

제3절 연구개발의 내용과 범위

제 1 세부과제: 한우 ADSF/resistin 유전자 cloning 및 다형현상 규명

-ADSF/resistin cDNA cloning 

-DNA염기서열 분석

-ADSF/resistin DNA 구조해석

-한우 후대검정우의 ADSF/resistin DNA(exon, intron) polymorphism 분석

-한우 ADSF/resistin promoter 탐색 및 promoter에서 후대검정우 DNA 

polymorphism 분석

제 2 세부과제: 한우 ADSF/resistin 유전자의 다형현상 분석 한우 경제형질간의 연

관관계 분석

○성장단계별, 비만정도별 한우 시험 설계 계획 및 시료 채취
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- 성장 시기별 체중 조사 및 초음파 육질 및 육량 측정

- 성장 단계별 BCS(Body condition score) 조사 : 살찐 정도 측정

- 27개월령 시 시험 도축 후 도축 성적 조사 : 근내지방도, 등지방두께 등

○ 유전자 발현양상과 한우 경제 형질 간의 연관 관계 분석

- 성장 단계별 유전자의 다형현상과 체중, 근내지방도, 등지방 두께등 한우의 주요 

경제 형질과의 연관 관계 분석

- 계획교배에 의한 종모우 및 종빈우의 효과와 ADSF/resistin 유전자의 다형현상과

의 연관성 규명

- 한우의 육종가(Breeding Value)가와 ADSF/resistin 유전자간의 연관성 분석으로 

고급육 또는 성장 관련 표지 인자로서의 활용성 타진

제 3 세부과제: 한우 ADSF/resistin 단백질 대량생산을 위한 고효율 발현벡터 개발 

및 단백질 특성규명

- 한우ADSF/resistin 단백질 발현벡터 구축

- 한우ADSF/resistin 단백질의 발현벡터의 세포내 도입

- 한우ADSF/resistin 단백질의 생산, 정제 및 항혈청 생산

- 한우ADSF/resistin 단백질의 특성 규명
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제 2 장   국내외 기술개발 현황

제1절 국내․외 관련기술의 현황과 문제점

  ADSF/resistin는 가장 최근(2001년)에 미국의 University of Pennsylvania(Nature 

409:307-312)와 University of California at Berkeley (J. Biol. Chem. 

276:11252-11256)에서 비슷한 시기에 밝혀진 호르몬으로서 지방에서 분비되어 비만

과 당뇨에 관여하는 호르몬으로서 또는 지방분화와 관련된 호르몬으로서 이 분야의 

연구자들의 주요관심사가 되고 있다(Kim 등, 2003; Degawa-Yamauchi 등, 2003). 이 

유전자는 현재 사람, 생쥐, 쥐에 대한 유전자만 알려져 있는 상태이고 주요연구가 인

체에 중점을 두고 연구가 되고 있는 실정이며, 국내에서 관련연구 및 발표된 연구는 

전무한 상태이다. 본 총괄연구책임자는 UC Berkeley에서 약 5년간 연구하면서 

ADSF/resistin을 최초로 밝혀낸 경험(rat ADSF/resistin gene)이 있고, 최근까지 미

국에서 ADSF/resistin형질전환동물을 생산하여 관련 연구를 수행하여 왔다.

제2절 앞으로 전망

 ADSF/resistin에관한 연구는 시기적으로 초기단계이고 앞으로 연구해야 할 분야가 

무한정 넓다. 

가축에 대한 새로운 유용 유전자원의 개발은 국내외적으로 경쟁이 높을 것이므로 시

기적으로 시각을 다투는 사안이고 독자적으로 개발된 유전자는 우수한 품종을 육성

하고 생산성 및 품질향상을 시킬 수 있을 뿐만 아니다 특허권을 행사할 수 있을 것

으로 사료된다. 인류에게는 ADSF/resistin와 관련된 비만과 당뇨 연구에 큰 기여를 

할 것이다.

제3절 기술도입의 타당성

  한우ADSF/resistin는 아직 외국에서도 cloning이 되지 않은 유전자이기 때문에 기

술도입은 불가능한 실정이다. 유전자의 탐색과 발굴된 유전자의 특허를 획득하는 일

은 시간을 다투는 일이며, 이 유전자가 축산물 생산에 유용한 유전자로 밝혀지면 특

허를 출현하여 오히려 외국으로부터 기술료를 받을 수 있을 것으로 사료된다.
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

제 1절 연구개발의 목표 및 내용

1. 연구개발 목표와 내용

제 1 세부과제: 한우 ADSF/resistin 유전자 cloning 및 다형현상 규명

- 한우지방조직채취

- Total RNA 분리

- 한우 ADSF/resistin cDNA cloning 

        - DNA염기서열 분석

- ADSF/resistin DNA 구조해석

- 한우 후대검정우의 ADSF/resistin DNA(exon, intron) polymorphism 분석

- 한우 ADSF/resistin promoter 탐색 및 프로모터에서 

          후대검정우 대상 DNA         polymorphism 분석

제 2 세부과제: 한우 ADSF/resistin 유전자의 다형현상과 한우 경제형질과의 

               상관관계 분석

○ 성장단계별, 비만정도별 한우 시험 설계 계획 및 시료 채취

           - 성장 시기별 체중 조사 및 초음파 육질 및 육량 측정

           - 성장 단계별 BCS(Body condition score) 조사 : 살찐 정도 측정

           - 27개월령 시 시험 도축 후 도축 성적 조사 : 근내지방도, 등지방두께 등

○ 유전자 발현양상과 한우 경제 형질 간의 연관 관계 분석

           - 성장 단계별 유전자의 다형현상과 체중, 근내지방도, 등지방 두께등 한

우의 주요 경제 형질과의 연관 관계 분석

           - 계획교배에 의한 종모우 및 종빈우의 효과와 ADSF/resistin 유전자의 

다형현상과의 연관성 규명

           - 한우의 육종가(Breeding Value)가와 ADSF/resistin 유전자간의 연관성 

분석으로 고급육 또는 성장 관련 표지 인자로서의 활용성 타진

제 3 세부과제: 한우 ADSF/resistin 단백질 대량생산을 위한 고효율 발현벡터 개발 

               및 단백질 특성규명

- 한우ADSF/resistin 단백질 발현벡터 구축

- 한우ADSF/resistin 단백질의 발현벡터의 세포내 도입
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- 한우ADSF/resistin 단백질의 생산, 정제 및 항혈청 생산

- 한우ADSF/resistin 단백질의 특성 규명

제 2절 연구개발의 수행내용 및 결과

1. 한우 ADSF/resistin 유전자 cloning 및 DNA 다형현상 규명

가. 연구 방법

 1) Total RNA와 genomic DNA의 추출

한우에서 채취한 피하지방에서 total RNA를 추출하기 위하여 Trizol reagent (Invitrogen)

을 사용하였다. 추출된 RNA는 DEPC로 처리된 용액에 용해시켜 -80 C에 저장하였으며 

single strand cDNA을 합성하기 위한 주형으로 이용하였다.  ADSF/resistin 유전자의 

genomic DNA를 cloning하고 이들의 DNA다형현상을 탐색하기 위하여 혈액과 간 

조직으로부터 genomic DNA를 추출하였다. 각 한우개체로부터 혈액의 채취는 도살

장 혹은 대상농장 및 남원 축산연구소 등에서 실시되었으며 채취된 혈액은 EDTA가 

함유된 튜브에 보관하였으며, 이들 샘플은 Wizard genomic DNA purification 

kit(Promega)를 이용하여 DNA를 분리하였다. 간으로부터의 genomic DNA의 추출은 

조직을 digestion buffer에서 homogenization한 후 50℃에서 over night 시킨 후 

phenol: chloroform: isoamylalcohol(Merck, Germany)을 digestion buffer와 동일 양

을 혼합하여 20초간 교반시킨 후  원심 분리하여 상층액만 새 튜브로 옮긴 후 전체 

부피의 1/2의 7.5M ammonium acetate와 2배의 100% alcohol을 첨가하였다. 이후 가

볍게 inverting하여 DNA를 응집하였으며 응집된 DNA만 분리하여 70% alcohol로 

2∼3회 수세시켰다. alcohol을 완전히 자연 건조 시킨 후  ddH2O를 첨가하여 65℃에

서 1시간 동안 배양하였다. 분광광도계로 정량 분석하였으며 다음 단계의 실험을 위

하여 4℃에 보관하여 이용하였다.   

 

 2) Regenerative PCR primer제작

한우의 ADSF/resistin 유전자를 찾기 위하여 이미 NCBI의 GenBank에 등록된 사람, 쥐, 

생쥐의 유전자 염기서열을 비교 분석하여 유사성(homology)이 높은 영역을 기준으로 

PCR primer 16개를 제작하였다. 

 3) RT-PCR

역전사는 Reverse Transcription System(Promega)을 이용하여 실시하였다. 사용한 primer

는 oligo(dT)혹은 Random promer을 이용하였다,  반응조성은 RNA 1.5μg, buffer 4μl, 
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MgCl2(25mM) 3μ, dNTP(2.5mM) 1μl, Reverse Transcriptase 1μl, primer 0.5μg, DEPC 

H2O 2μl의 조성이었다. 이들 반응물은 25C에서 5분간 annealing과정과 42C에서  60분간 

extention 과정을 통하여 cDNA를 합성하였으며 이후 70C에서 15분간 열처리를 하여 역

전사 효소를 불활성화 시켰다. 생성된 cDNA는 다음 단계의 실험을 위하여 -20C에 보관 

하였다. ADSF/resistin유전자를 찾기 위하여 위에서 제작된 primer들의 조합으로 합성된 

cDNA를 주형으로 하여 PCR를 시행하였다. 

 4) ADSF/resistin promoter 탐색

 가)Restriction enzyme digestion

ADSF/resistin promoter를 탐색하기 위하여 inverse PCR(IPCR)를 실시하였다. 먼저 

inverse PCR를 실시하기 전에 확보된 genomic DNA를  restriction enzyme Taq Ⅰ

(Takara, Japan)을 사용하여 digestion 시켰다. 반응 조성은 genomic DNA 3㎍, 10X 

Reaction Buffer 10㎕, restriction enzyme 5㎕, 0.1% BSA 10㎕, ddH2O 75㎕이다. 이

들 반응물들은 65℃에서 4시간 반응시킨 후 효소의 활성을 정지시키기 위하여 80℃

에서 20분간 열처리 하였다. 이 반응물을 Geneclean Kit(Q-BIO gene, Europe)로 정

제시켰다. 정제된 반응물은 150㎕ ddH2O에 resuspend 시켜서 사용하였다.

나) Circularization

  정제된 반응물은  self ligation을 시켰다. 반응물 조성은 정제된 반응물 50㎕, 5X 

ligation buffer(Takara, Japan) 12.5㎕, T4 ligase(Takara, Japan) 3㎕, 15uM 

hexamine cobalt chloride(sigma, USA) 7.5㎕이다. 이들 반응물은 18℃에서 16시간 

반응시킨 후   Geneclean Kit(Q-BIO gene, Europe)로 정제시켜 2∼3분 끓인 후 

IPCR을 실시하였다.

다) Inverse PCR(IPCR)

  한우 ADSF/resistin의 promoter를 탐색하기 위하여 inverse PCR법(Figure 1-1)을 

실시하였다. PCR에 사용한 forward primer는 5'-CAGTAGCCTAAGACTGCGTT

G-3'와  reverse primer 5'-GAGAGAGCCTTCATCCTGCAG-3'을 사용하였으

며  반응물의  조성은  template  2㎕ , 2.5mM  dNTP(5pmol/㎕) 2㎕, 10X 

Reaction Buffer 2㎕, Taq polymerase (0.5units/㎕)  0.1㎕, ddH2O 9.9㎕ 넣어 총량이 

20㎕이 되도록 하였다. 혼합된 PCR 반응물은 94℃ 5분간 최초의 변성을 시키고, 9
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4℃ 1분간 변성, 58℃ 2분간 접합, 72℃ 4분간 확장의 3단계 과정을 35 cycle 순환시

킨 후 마지막으로 확장단계 72℃에서 10분간 실시하였다. 증폭된 PCR 생성물은 

1.5% agarose gel로 전기 영동하여 밴드의 위치를 확인하였으며 위 실험결과 한우 

ADSF/resistin의 upstream을 -300bp 클로닝 하였다.
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Figure 1-1. Diagram of inverse PCR for ADSF/resistin gene promoter 

cloning.

The procedure consists of four steps including genomic DNA isolation, 

circularization of double-stranded DNA, reopening of the circular DNA and 

amplication of reverse DNA fragment. The black and open bars represent 

the known and unknown sequence regions of double-stranded cDNA, 

respectively.

RE: restriction enzyme site. 
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나 연구결과

 1)한우ADSF/resistin 유전자 cloning

한우 ADSF/resistin 유전자를 클로닝하기 위하여 여러 조합의 PCR을 시행하였다. 여기에 

이용된 PCR primer들은 사람, 쥐, 기존에 일 부 알려진 소 등의 genbank 염기서열 정보

를 이용하여 제작하였다.  그 중 대표적인 결과는 Figure 1-2에서 보는 바와 같다. 1번 

lane과 2번 lane 에 사용한 primer는 Forward bADSF-F7, 5'-CCTGCAGGATGAAGGCTC

TC-3'; Reverse bADSFR8, 5'-CAAGCGCAGTCTTAGGCTACTG-3' 그리고 Forward 

hADSFF7, 5'-CCTGCAGGATGAAGCTCTC 와 Reverse bADSFR8, 5'-CAAGCGCAGTC

TTAGGCTACTG-3' 이었다. PCR 조건은 94C에서 1분간 반응 후 94C 1분, 56C 1분, 72C 

1분 과정을 32회 반복하였으며 마지막으로 72C에서 10분간 처리하여 반응을 종결시켰다. 

예상되는 유전자의 크기가 약 400 bp전후로서 전기영동결과 예측된 크기와 일치하여 TA 

cloning vector에 삽입 하였다.     

1     2   M

400bp

1     2   M

400bp

Figure1-2 RT-PCR for ADSF/resistin gene cloning in Korean Native 

Cow(Hanwoo) 

primer sets: lane1-bADSF F7, bADSF R8; lane2-hADSF F7, bADSF R8  

        

 2) TA cloning 및 ADSF/resistin cDNA 탐색

한우 ADSF/resistin 유전자를 찾기 위하여 위에서 확인한 PCR product를 TA cloning 

vector(Invitrogen)에 삽입하기 위하여 T4 DNA ligase와 PCR product, ligation buffer을 

이용하여 14 C water bath에서 10시간 이상 ligation하였다. ligation mix는 XL1 blue 

competent cell(Stratagene)에 42C에서 heat shock방법을 이용하여 transformation 시켜 

agar plate 에 도말하여 37C에 배양하였다. 16-20시간 배양후 생성된 박테리아 colony들은 

colony PCR을 이용하여 insert의 vector 삽입 여부를 확인 하였다. 사용한 PCR primer 들
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은 위의 RT후 PCR을 위한 primer와 같으며 PCR 조건도 동일하게 하여 실시하였다. 

PCR colony에서 확인된 colony들은 다시 LB배지에 접종하여 배양한 다음 plasmid mini 

preparation(Qiagen)을 실시하여 plasmid를 추출하였다. Plasmid DNA는 DNA sequencing

을 실시하였다(Bioneer).  Sequencing 결과는 NCBI에서 BLAST search을 이용하여 비교

분석하였으며 기존에 알려진 ADSF/resistin 과 유사성을 확인하였다. DNA 

sequencing(407bp) 에 대한 결과는 Figure 1-5에 보는 바와 같다. 제한효소 분석결과 

ADSF는 N-terminal의 Pst1과 C-terminal 의 ApoI에 의하여 109 아미노산을 coding하는 

전체 부분을 절단 할 수 있으며, CDS내에 약 39개의 제한효소의 잠재적 작용자리가 존재

하고 있다.   

1 - 1 2 1 - 4 M

( 2 - 1 1 ) ( 2 - 1 0 ) ( 2 - 1 0 ) M

4 0 0 b p

4 0 0 b p

1 - 1 2 1 - 4 M

( 2 - 1 1 ) ( 2 - 1 0 ) ( 2 - 1 0 ) M

4 0 0 b p

4 0 0 b p

                        

     Figure 1-3. Colony PCR to verify the insert in TA cloning vector from E. 

coli colony plate. primer: top lanes 1-4&1-12(hADSF F7, bADSF R8), bottom 

lanes 2-1&2-10&2-11(bADSF F7, bADSF R8 )

        

UC
2-31 (C )

U C
1- 11 (C )

MUC
2- 31 (C )

U C
1- 11 (C )

M

   Figure 1-4. conformation of insert
        (restriction enzyme digest:  EcoR1)
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Figure1-4는 insert의 ligation 과 plasmid mini prep후에 insert의 삽입을 확인하기 

위하여 cloning된 vector를 EcoRI으로 자른 후에 전기영동을 실시한 결과이다. 확보

된 cDNA는 협동연구자인 경희대학교로 보내어 후속 연구를 진행하도록 하였다.

>11-1-T7 sequence exported from chromatogram file

GGATATCTGC AGAATTCGGC TTCCTGCAGG ATGAAAGCTC TCTCCTTCCT

CTTCATCCCA GTCCTGGGGC TGCTGGTGTG TGGCCAGTCG CTGTGCCCCA 

TAGATAAAGC CATCAGTGAG AAGATCCAGG AGGTCACCAC CTCCCTAGTT 

CCTGGGGCAG TAAGGATCAC TGGCCTGGAC TGCCGGAGTG TCACCTCTAG 

AGGGTCCCTG GTCACCTGCC CTTCAGGCTT CGCCGTCACT GGCTGCACGT 

GTGGCTCCGC CTGTGGCTCG TGGGACGTAC GTGCTGAGAC CACGTGCCAC 

TGCCAGTGCG CTGGCATGGA CTGGACTGGA GCTCGCTGCT GCCGCCTGCA 

TATCCAGTAG CCTAAGACTG CGCTTGAAGC CGAATTCCAG CACACTGGCG

 GCCGTTA

Figure1-5. DNA sequencing for ADSF/resistin gene in Korean Native Cow

 3) genomic DNA로부터 intron서열 탐색 

ADSF/resistin 유전자의 구조분석을 위하여 intron을 genomic DNA로부터 탐색하였다.

Figure 1-5에서 확보된 mRNA 염기서열을 기본으로 하여 genomic DNA로부터 intron을 

찾기 위하여 6개의 primer들을 제작하였다. 그 중에서 259 bp의 intron 2와 299 bp의 

intron3가 새롭게 확인 되었다. 

Intron 2를 위한  primer는 forward bADSFF7 5'-CCTGCAGGATGAAGGCTCTC-3'과 

reverse hADSFR4 5'-CTCTGGCACTCCAGGCCAATG-3'이다. 

Intron3를 위한 primer는 forward hADSFF4 5'-CATTGGCCTGGAGTGCCAGAG-3' 과 

reverse bADSFR8 5'-CAAGCGCAGTCTTAGGCTACTG-3' 이다. PCR에 의해 얻은 산물

을 TA cloning과 plasmid prep을 거처 DNA sequencing을 실시하였다. Sequencing 결과

를 NCBI에서 BLAST 검색을 한 결과 아직 등록이 되지 않은 염기서열로인 intron 2와 

intron3로 확인되었다. Figure 1-7은 intron 2와 3가 있는 ADSF/resistin 유전자의 DNA 

염기서열이다. 그리고 Figure1-8은 한우와 Hereford의 cDNA를 blast한 결과로 99.8%

의 identity를 나타냈으며 아미노산을 coding하지 않은 exon 1에서 2개의 염기가 다

른 것으로 나타났다.
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500bp

500bp

500bp

500bp

 Figure1-6. Searching of introns from ADSF/resistin gene in Korean Native Cow.

Top lanes are for intron 2, bottom lanes are for intron 3 indicating approximately 

500bp size of intron with exons.

1 ATGAAGGCTCT CTCCTTCCTC TTCATCCCAG TCCTGGGGCT GCTGGTGTG TGGCCAGTCG 
61 CTGTGCCCCAT AGATAAAGCC ATCAGTGAGA AGATCCAGGA GGTCACCAC CTCCCTAGGT
121 GAGAACCCTCC CATCCAACTT CTGCTAGGCC TTCAGGGGCC TCTCTGATT CCTGCCATGG
181 CGACCACCAGG CCAGCCCTTC CCAACCAAAT CTCAACCCCC AACCCCAAC CCACCGAGCC
241 AATCTTCCACT GGTTTCCACC TCTAACTACT GCTCAAAACC CTCCTCCCT CAAAAACGCC
301 CACTCAGGACT GAATCCTTGG AGGTGGGGAG TTCCCCACCT ACTGGGCCT TCCCCAGGGG
361 CGTTTTCTTGA CCCTCTGCCC ATCTCCAAAC CACCAGGGCC TAGGCAGCA TGAGAAGGGG
421 GTTGGGGCAGC TTGGTCTTCC TGGGGCAGTA AGGATCACTG GCCTGGACT GCCGGAGTGT 
481 CACCTCTAGAG GGTCCCTGGT CACCTGCCCT TCAGGTAGGT ACAGAACTC CGTTGTCCAG
541 TCTCCCGGCTC TATTCTCAGC ACCCCATACC CCGCTCCACT GTGTTTAGG TTCCATTTCT
601 CTAGAACCACG GAGTCCCAGC CTCTAATTCC TTAATATCCT GGTCTGCAC TCCCGGCCTT
661 GTCCCCTCCCC CAACTCCCAG GCCCCATTTC CTCAGGACAC TGGTGTCCA GGCCCCCAGC
721 ATCCCTGCCAC CCACGCTGCC AGCCCCCTGG AAGCCCAAAC TCAAAGCTT CTGGCTCGGG
781 GTCCAAGCTCT CTCCTCCTTG CTCCCCCTCG CAGGCTTCGC CGTCACTGG CTGCACGTGT 
841 GGCTCCGCCTG TGGCTCGTGG GACGTACGTG CTGAGACCAC GTGCCACTG CCAGTGCGCT 
901 GGCATGGACTG  GACTGGAGCT CGCTGCTGCC GCCTGCATAT  CCAGTAG 

Figure 1-7. ADSF/resistin gene with introns in Korean Native Cow

Intron 2 and 3 are indicated with bold capital letter with line.
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Figure1-8. Comparison of nucleotides between Korean Native Cattle and Hereford 

ADSF/resistin gene.

Two base pairs are mismatched at position 11 and 42 nucleotide of Hanwoo.

 4) GenBank등록

mRNA로부터 확보된 cDNA와 genomic DNA로부터 탐색된 intron을 연결한 결과 Coding 

DNA sequence가 시작되는 ATG부터 종료 codon이 있는 TAG까지 948bp로 이루어져 있

으며 이 사이에는 3개의 exon과 2개의 intron이 존재하고 있었다. 한우 ADSF/resistin 유

전자의 염기서열은 NCBI의 GenBank 에 등록하였으며 GenBank accession number 

AY618903을 확보하였다. Figure 1-9은 GenBank의 한우 ADSF/resistin에 대한 등록 정보

와 DNA 염기서열을 나타낸 것이다. 
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Figure 1-9. GenBank infromation for ADSF/resistin gene in Korean Native 

Cow(Hanwoo).

 5) 한우 ADSF/resistin genomic DNA 구조

  한우 ADSF/resistin gene의 genomic fragment는 사람의 유전정보를 바탕으로 

forward primer, reverse primer를 제작하여 genomic DNA를 PCR 방법을 사용하여 

분석하였다. 한우 ADSF/resistin 구조를 연구한 결과, 한우 ADSF/resistin은 exon 4

개, 5'-UTR(Untranslated Region), 3'-UTR로 구성되어 있으며 그 구성은 125bp의 

5'-UTR과 109개의 아미노산을 coding하는 330bp의 cDNA, 116bp의 3'-UTR이다. 

Figure 1-10은 한우 ADSF/resistin의 구조를 나타낸 것으로 밑줄로 표기한 것이 

exon이며, 그 나머지는 intron을 의미한다. 그리고 3개의 intron은 GT-AG splicing 

법칙을 따르는 것을 확인하였다. exon 1, 2, 3, 4의 크기는 각각 125bp, 128bp, 78bp, 
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250bp로 구성되며 intron 1, 2, 3은 각각 163bp, 128bp, 299bp로 한우 ADSF/resistin

을 구성하였다. 

  Figure 1-11은 마우스, 사람, 한우 ADSF/resistin의 genomic 구조를 비교한 것으

로 그림에서 보는바와 같이 마우스는 5개의 exon과 4개의 intron으로 구성되어 있고 

사람은 4개의 exon과 3개의 intron으로 구성되어 있는 것을 볼 수 있다. 한우 exon 

1은 사람 exon 1보다 크기가 훨씬 크며, exon 2, exon 3은 같은 크기이고 exon 4는 

사람 exon 4보다 크기가 약간 크다. 한우와 사람 염기서열의 identity를 분석한 결과 

exon 4, exon 2, exon 3은 각각 77.60%, 75.76%, 70.61%의  identity를 나타낸 반면 

exon 1은 identity를 나타내지 않았다. 그리고 start codon과 stop codon은 각각 

exon 2와 exon 4에 위치하며 한우 ADSF/resistin의 genomic sequence는 

GenBank(Accession number:AY618903)에 등록하였으며 이 sequence는 GenBank 

Aceession number NW931836 Bos taurus의 chromosome 7 contig와 일치하는 것을 

확인하였다. 한우와 사람, Hereford ADSF/resistin의 cDNA를 blast한 결과 각각 

82%, 99.4%의 identity를 나타냈다. Figure 1-10에서 보는바와 같이 한우와 Hereford

는 5'-UTR인 exon 1에서 한우가 Hereford보다 염기 2개가 삽입된 것을 확인할 수 

있다.  
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Figure 1-10. Genomic DNA sequence of ADSF/resistin gene in Korean Native 

Cattle. 

Exons are underlined and polyadenylation signal sequence(AATAAA) is marked 

with dashed underline.



- 33 -

Figure 1-11. Genomic organization of Hanwoo and human, mouse

ADSF/resistin. Exons are represented by solid boxes with 

length mentioned in base pairs and the introns are shown by connecting

solid lines. Arrows and arrowheads denote the positions of the start and

stop codons, respectively. Polyadenylation signals are marked by asterisks.

 6) 종별  ADSF/resistin이 발현하는 아미노산의 비교

  RELM/FIZZ family는 c-ternimal에 특이적인 cysteine의 반복 motif를 가지고 있

다. 이러한 cysteine은 두 개의 monomers가 disulfide 결합을 형성하여 dimerization

을 형성하는데 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Banerjee과 Lazar, 2001). 이

러한 single disulfide 결합은 homodimer에서 resistin의 subunit가 결합하는데 필요

로 한다. 

  Intramolecular와 intermolecular에서 disulfide 결합의 형성은 단백질 접힘에서 중

요한 과정이다. Disulfide 결합은 단백질의 적절한 접힘과 분비를 위해 요구되어지며 
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polypeptide growth factors 및 hormones의 4차원 구조를 위해서 매우 중요하다. 그

리고 Cys26은  resistin의 dimerization을 위하여 요구되어지며 resistin과 RELMβ에 

존재하는 11번째 cysteine은 disulfide 결합을 통해 homodimerization에 필수적이다

(Banerjee과 Lazar, 2001). 그리고 나머지 10개의 cysteine은 intramolecular disulfide 

결합과 관련되어 있다. Figure 1-12는 다양한 종별에 따른 ADSF/resistin이 발현하

는 단백질을 비교한 것으로 CX12CX8CXCX3CX10CXCXCX9CC의 cysteine의 반복 

motif를 확인할 수 있다. 이러한 반복된 cysteine은 한우 ADSF/resistin이 dimer를 

형성하는데 중요한 역할을 할 것이라고 사료되어진다.

Figure 1-12. Deduced amino acid multiple sequence alignment of ADSF/resistin

gene. Cysteine residues are marked by asterisks

(CX12CX8CXCX3CX10CXCXCX9CC). 
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 7) 한우 ADSF/resistin의 hydropathy

  단백질의 합성은 세포질에 위치한 리보솜에서 생산되고 단백질 자체가 가지고 있

는 아미노산의 특정 서열(signal sequence)에 의해서 이루어진다. 다시 말해, 각각의 

단백질은 올바른 소기관으로 이동시키는 특정 신호인 sorting signal을 가지고 있다. 

단백질에 존재하는 signal sequence는 약 15-20개로 구성되어 있으며 소기관으로 이

동 된 후 이 signal sequence는 잘려진다. 1980년 Kyte-Doolite에 의해 고안된 

hydropathy plots은 구성 아미노산이 소수성인지 친수성인지를 예측할 수 있으며 이

러한 방법은 분자생물학 분야에서 널리 이용되고 있으며 표준 기구로 사용되어진다.

  단백질의 hydrophilicity/hydrophobicity는 단백질의 위치와 기능을 결정한다. 그리

고 단백질을 구성하는 아미노산은 친수성 또는 소수성에 따라 hydropathy 값이 주

어지고 그 범위는 대략 -4.5에서 +4.5이며 음의 값은 아미노산은 친수성을 나타내고 

양의 값은 소수성을 나타낸다. Figure1-13은 한우 ADSF/resistin의 아미노산의 2차 

구조를 나타낸 것으로 signal peptide는 N-terminal에 14개의 소수성 아미노산으로 

구성되어 있으며 한우 ADSF/resistin의 성숙한 단백질이 호르몬으로 분비되어질 때 

signal peptide는 분리되어지고 친수성의 아미노산만 분비 되어지는 것으로 예측되어

진다.
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Figure1-13. Prediction of a secondary structure for amino acids sequence of 

Hanwoo ADSF/resistin using Kyte-Doolittle Hydropathy plot.

Each amino acid is given a hydrophobicity score between -4.5 and 4.5. A score 

of 4.5 is the most hydrophobic and a score of -4.5 is the most hydrophilic. 

Transmembrane regions are identified by peaks with scores greater than 1.8 

using a window size 19. The Y-axis is represented the number of amino acids.

 8)한우 ADSF/resistin gene promoter cloning

지방세포는 매우 분화적인 세포이며, 수많은 유전자가 지방세포에서 특이적으로 발

현되어진다. 과잉으로 유입된 지방은 triglyceride의 형태로 에너지를 저장한다. 그리

고 지방의 기능에 대한 연구자들의 관심은  지난 수십 년 동안 수동적인 지방의 역

할에서 능동적인 호르몬 분비 기관으로서 그 관심이 옮겨지기 시작하였다(Hauner, 

2004). 

  ADSF/resistin promoter 부위는 이 유전자를 조절하는 주요 부위이기 때문에 

promoter를 클로닝하고 잠재적 transcription factor들의 작용 부위를 확인하고 그것

이 매우 중요하다고 판단되어 ADSF/resistin의 promoter를 탐색하였다. 한우 
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ADSF/resistin의 promoter를 클로닝하기 위하여 Figure1-1에 제시한 inverse PCR법

과 Hereford의 유전정보를 바탕으로 primer를 제작하여 Figure1-14와 같은 전기영동 

결과를 얻을 수 있었다. 각 PCR 산물의 염기서열 분석 결과 한우 ADSF/resistin 

promoter를 -1476bp cloning하였으며(Figure1-18) 컴퓨터 분석(the TFSEARCH 

program based upon the TRANSFAC database)에 의해 한우 ADSF/resistin 

promoter region에 결합하는 다양한 putative cis-elements를 확인할 수 있었다

(Figure1-17). 한우 ADSF/resistin의 exon 1의 ATG의 upstream -9와 -237bp에 

C/EBPα가 결합하는 부위와 -330bp, -1595bp에서 -1645bp사이에 SREs가 결합하는 

부위를 확인하였으며 또한 SP-1과 RAR/RXR이 결합하는 부위도 확인하였다(Figure 

1-17). 서 등에 의해 사람 ADSF/resistin의 promoter region에서는 exon 1의 ATG

에서 upstream 방향으로 -760 ∼-600bp 사이 여러 개의 SRE가 결합하는 부위와 

-231bp에 C/EBPα가 결합하는 부위를 확인하였다(Seo 등, 2003). 사람과 한우 

ADSF/resistin의 promoter -819bp를 비교한 결과 46.2%의 identity를 나타냈으며

(Figure 1-20), ADSF/resistin 유전자 발현 조절에 SREBP와 C/EBP 등과 같은 전사

인자가 밀접한 관련이 있을 것으로 사료되어진다(Darlington등, 1998; Cao 등, 1991). 

그리고 마우스와 사람 ADSF/resistin promoter와 같이 유전자 발현에 관련된 전사

인자인 PPARγ가 결합하는 부위는 현재 확보된 promoter 부위에서는 발견되지 않았

다. 그러나 PPARγ가 promoter region의 어느 곳에서 enhancer 역할을 할 가능성을 

배제할 수 없다(Patel 등, 2003; Way 등, 2001; Rosen 등, 1999; Savage 등, 2001).  

  Figure 1-21은 한우와 Hereford ADSF/resistin의 upstream을 blast한 결과로 

identity는 99.4%이며 10개의 염기서열이 서로 다른 것으로 분석되었다. 
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Figure1-14.. C loning  of  the  promoter  region  of  ADSF/resistin  gene

by  PCR  in  Korean  Native  Cattle. M ultiple  PCR  amplications  were

conducted  to  obtain  to  a  1745bp  fragment of  promoter.

M : DNA  size  marker.

 9) ADSF/resistin gene promoter 탐색

ADSF/resistin 유전자의 promoter를 탐색하기 위하여 Inverse PCR 방법을 

이용하였다. 

NCBI에 등록되어 있는 한우 ADSF gemomic DNA의 정보를 바탕으로 primer를 제

작한 후  이 실험에 사용하였다. 따라서 제작된 primer로 inverse PCR을 실시하면 

한우의 ADSF 염기서열과 일치하는 부분이 존재해야만 한다. Figure1-15는 이번 실

험에서 promoter 부분을 cloning하기 위하여 inverse PCR 실시 후 얻은 전기영동 

결과이다. PCR 산물 Lane 1, 2, 3, 4, 6번을 sequence한 결과 한우 ADSF 염기서열

과 일치하는 부분이 존재하지 않았고, Lane 5번은 NCBI에 등록되어 있는 한우 

ADSF와 일치하는 부분이 존재하였다. Figure1-16에서 보는바와 같이 염기서열을 

보면 붉은색이 이미 NCBI에 등록되어 있는 한우 ADSF 염기서열부분이다. 그리고 

나머지염기서열은 한우 ADSF의 promoter부분이라고 할 수 있다. upstream쪽으로 
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-654에서 -1까지 promoter부분이다. 이후 upstream 방향으로 더 탐색하여 -1.7kb까

지 클로닝하였다.  

Figure 1-15. Inverse PCR 후 agarose 전기영동 결과

 Lane 1- primer: ADSFint3F1, bADSFR9, restriction enzyme: Sau3A1

 Lane 2- primer: bADSFF8, bADSFR7,  restriction enzyme: Taq1      

 Lane 1- primer: hADSFF6, bADSFR7,  restrictionenzyme: Sau3A1

 Lane 4, 5- primer: ADSFint3F1, bADSFR9,  restriction enzyme: Sau3A1

 Lane 6- primer: ADSFint3F1, bADSFR9,   restriction, enzyme: Taq1

GGGGAGAATACTTTCATTTTGGAGAATAAGTTTCCTGGGGGAAATGAGAAGGTCCAAAAG
ATACAGGGTTTGCAAGGGTTATTTGTGTGTATTTTCTAAGGGATAGGTTTGCCAAGGTGT
CTAAAAGAGAAAGTTTTTCGAATGAGTGTATAAACTAATTATCTGTTTTTGCGAGAGTTA
AATTATTTCTTTTTACTGGGAAAGGGGAATTTTTTCCTGGGAGGTTCAGGGGTTTATAAT
TTCGTGACAGCGTAGGTTTTAGGTGAACTGATGATGTCAAAGTGTTTCCAGTGACAACCT
TTCCCCTTGTTTTTTGACCACTGTGTACTCAAAGGTGTTTATACTCGTTAAACAGTTGAA
AGCCTCGCAAGGTATGTCATTAACAGGTGGATCACCTGGGGAGTCCAGCATGCAGTTCTG
ACCCATGGACATGGCTCCAGTCACGTGTGTGTGCCCTCTCTCGGGTCCACATAAGTTGGT
TTCTCTATAAGCTGTTAAGTCTATGGTTATTTCACCAGGTACTATCTTCCGGACCAGCCC
CCAGCCTAGATGAGGGCAGGGAAGGCTCTGGAAGGCGGAGTTTGTGGCATTACTAGGTCC
CTGGACTTTACCCCGGGGGCTTCCTCTTAGCCCCGGATGTGGAAAGGGAGGCCCAGGATG
CCAAGGGTCTTAGCCAAGACAGGAAGCTGTACAGCCGGCAGCCTTAAAAAGGGAGCGGAG
GCAGGGGCGCAGAATTAGTGTTCAAAATTTGGCCTGCTGAGTCCACAGAGAGG

Figure 1-16. Inverse PCR 에 의해 cloning된 한우 ADSF/resistin promoter

*Red color- exon 1 sequences
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Figure 1-17. Putative binding sites of several transcription factors 

at the bovine ADSF/resistin promoter

Figure 1-17은 ADSF/resistin bovine promoter의 전사 조절부위를 검색하기위하여 

TESS: Transcription Element Search Software (www.cbil.upenn.edu/tess)을 이용

하여 분석하였다. 이 분석에 의하면 일반적으로 지방특이적 발현 유전자에서 볼 수 

잇는 transcription factor 인 C/EBPα, β등이 작용할 수 있는 부위는 관측되었으나 

PPARϒ의 binding site가 없는 것으로 보아 이 유전자를 절절히 조절하기 위해서는 

본 과제에서 cloning된 부분만으로는 불충분 한 것으로 사료된다.  따라서 앞으로 

promoter의 up-stream 부위에 PPARϒ 조절부위가 있는 곳까지 더 promoter search

가 필요할 것으로 사료되어 현재 이를 위한 실험을 진행 중이다. 
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Figure 1-18. Genomic DNA sequence of ADSF/resistin promoter in Korean Native 

Cattle. The nucleotide underlined  are indicated exon 1.
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Figure 1-19. Putative binding sites of several transcription factors at the bovine 

ADSF/resistin gene promoter.

The site of cis-acting elements are underlined with transcription factors. The 

tilted nucleotide letters on the bottom of the sequences are the exon 1 of 

ADSF/resistin.
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Figure 1-20. Schematic representation of the Hanwoo and human ADSF/resistin 

promoters. The putative SREs(black ellipses) and C/EBPα-binding site(black 

square) are indicated.(TESS:Transcription Element Search System)
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Figure 1-21. Comparison of the nucleotides between Hanwoo and Hereford 

ADSF/resistin promoters.
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Figure 1-21. Comparison of the nucleotides between Hanwoo and Hereford 

ADSF/resistin promoters(continued).  
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Figure 1-22. An update with Hanwoo ADSF/resistin gene promoter region to 

our previous record in AY618903 in GenBank.

 10) 한우 조직별 ADSF/resistin 발현 양상

  ADSF/resistin은 지방조직에서 특이적으로 분비되는 물질로 알려져 있으며 비만과 

제 2형 당뇨병과 관련이 있는 것으로 알려져 있다(Steppan, 2001). ADSF/resistin은 

지방조직에서 특이적으로 분비된다고 알려져 있었으나 몇몇 연구자들에 의해 마우스
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의 뇌와 뇌하수체에서도 발현 된다고 보고된바 있다(Morash 등, 2002). 랫드에서는 

WAT와 BAT에서 발현이 가장 높고 다른 조직인 위, 회장, 결장 등에서도 발현된다

고 보고하였다(Nogueiras 등, 2003).

  한우의 여러 조직에서 어떠한 발현 양상이 나타나는지를 알아보기 위해 간, 근육

(우둔, 등심), 지방(피하지방, 신장지방)에서 total RNA를 분리하여 RT-PCR을 실시

하였다. Figure1-23은 PCR을 실시한 결과로 그림에서 보는바와 같이 지방조직인 

lane 2, 3번에서 ADSF/resistin이 특이적으로 발현되며 간과 근육에서는 전혀 발현

되지 않는다는 것을 볼 수 있다. 이러한 결과들은 랫드에서의 조직별 ADSF/resistin 

발현 양상과 유사하나(Oliver 등, 2003) 본 실험에서는 지방전구세포(preadipocyte)를 

이용한 발현 실험을 하지 못하였으므로 랫드에서의 발현 양상과 같다고는 결론 내릴 

수 없다. 이러한 실험 결과로 보아 한우 ADSF/resistin은 지방조직에서 특이적으로 

발현된다는 것을 확인할 수 있다. 하지만 조직의 다양성이 부족하기 때문에 앞으로 

더 많은 연구가 필요하다고 사료된다.  
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Figure 1-23. Tissue specific gene expression of ADSF/resistin by RT-PCR in 

Korean Native Cattle. 

The PCR products(330bp) of RT-PCR for Hanwoo ADSF/resistin. 

Lane 1: Negative control, Lane 2:

Subcutaneous fat, Lane 3: Perirenal fat, Lane 4: Rump, Lane 5: Sirloin, Lane 6: 

Liver, M: 100bp DNA Marker. 

A 594bp fragment of bovine actin is used as an internal control. 

 11) DNA polymorphism 탐색

DNA의 다형현상을 탐색하기 위하여 축산연구소 35차 후대검정우 146두를 확보 하

였으며 이들 중 혈액으로부터 genomic DNA를 추출한 것은 128두였다. 약 30여두로

부터 exon부위를 PCR을 이용하여 증폭한 후 염기서열을 분석하여 polymorphism을 

검색하였으나 이들 모두 정상적인 염기서열을 보유하고 있었다.  그러나 이들의 

intron 2와 intron 3부위에서 DNA polymorphism이 있음을 확인한 후 나머지 개체들은 

새로이 제작된 intron 증폭 primer를 이용하여 PCR을 실시하였으며 이들의 염기서열 분
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석을 실시하였다. 일차적으로 genomic DNA가 확보된 모든 개체에 대하여 intron 3부위를 

35차 후대 검정우를 중심으로 탐색하였으며 intron 2부위와 일부 intron3의 5‘ 부위는 26

차 후대검정우를 대상으로 분석하였다.  ADSF full sequence와 Intron 2, 3에서 확보된 

DNA polymorphism 결과는 아래 Figure 1-24, 26, 27과 표 1-1, 1-2와 같다. 확보된 

ADSF/resisti 유전자의 promoter 영역을 대상으로 DNA polymorphism을 탐색하였다. 대

상 시료는 35차와 36차 후대검정우 약 180여 두를 대상으로 염기서열 분석을 실시하였다. 

그러나 기대하였던 promoter 영역내에서 특이적 SNP를 발견하지 못하였다. 한우 

ADSF/resistin의 promoter는 개체간에 DNA 염기서열이 잘 보존되어 있는 것으로 밝혀졌

다.     

1 GATGCCAAGG TGTCTTAGCC AAGACAGGAA GCTGTACAGC CTGGCAGCCT TAAAAAGTGG 

61 AGCTGGAGTG CAGGGTGCGC AGAATTAGTG TTCAAAATTT GGCCTGCTGA GTCCACAGAG 

121 AGGGTAAGTG ACAGCTGCTC CTGCCTGTAG GGGCAAAGCT GGGTCTCCAG CCCCATCCTC 

181 AGTTGGGACC CACAGCTCCC AATTCCACAT GCTCTGTGGG TCTGAGCTTC CCCAGGATGG 

241 GGAGGGGTAG ACCCAGCTGG GGGTTTCTTG GTTTTTTTTC TTGCAGCACC TGCAGGATGA 

301 AGGCTCTCTC CTTCCTCTTC ATCCCAGTCC TGGGGCTGCT GGTGTGTGGC CAGTCGCTGT 

361 GCCCCATAGA TAAAGCCATC AGGAGAAGAT CCAGGAGGTC ACCACCTCCC TAGGTGAGAA 

421 CCCTCCCATC CAACCTCAGC CAGGCCCTCA GGGGCCTCTC TGATTCCTGA CATGGAGCGA 

481 ACATCAGGCC AGCCCCAACC CCAACCAAAT CTCAACCCCA AACCCAACCC AACGCCAATC 

541 TTCCACTGGT TTCCACCTCT AACTACAGCT CAAAACCCTC CTCCCTCAAA AACGCCCACT 

601 CAGGACAGAA TCCTTGGAGG TGGGGAGTTC CCCACCTACT GGGCCTTCCC CAGGGGCGTT 

661 TTCTTGACCC TCTGCCCATC TCCAAACCAC CAGGGCCTAG GCAGCATGAG AAGGGGGTTG 

721 GGGCAGCTTG GTCTCACAGT TACTTTGCAT CACCCCTTCC CGCAGTTCCT GGGGCAGTAA 

781 GGATCATTGG CCTGGACTGC CGGAGTGTCA CCTCTAGGGG GTCCCTGGTC ACCTGCCCTT 

841 CAGGTAGGTA CAGAACTCCG TTGTCCAGTC TCCCGGCTCT ATTCTCAGCA CCCCATACCC 

901 CGCTCCACTG TGTTTAGGTT CCATTTCTCT AGAACCACGG AGTCCCAGCC TCTAATTCCT 

961 TAATATCCTG GTCTGCACTC CCGGCCTTGT CCCTTCCCCC AACTCCCAGG CCCCATTTCC 

1021 TCAGGACACT GGTGTCCAGG CCCCCAGCAT CCCTGCCACC CACGCTGCCA GCCCCCTGGA 

1081 AGCCCAAACT CAAAGCTTCT GGCTCGGGGT CCAAGCTCTC TCCTCCTTGC TCCCCCTCGC 

1141 AGGCTTCGCC GTCACTGGCT GCACGTGTGG CTCCGCCTGT GGCTCGTGGG ACGTACGTGC

1201 TGAGACCACG TGCCACTGCC AGTGCGCAGG CATGGACTGG ACTGGAGCTC GCTGCTGCCG

1261 CCTGCATATC CAGTAG

Figure 1-24. ADSF/resistin Full Sequence 중 DNA polymorphism 확인부위

*Red & underline = Exon ; Green= Intron DNA polymorphism확인 부위
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약 130bp

Intron 2

약 130bp

Intron 2

Intron 3

약 200bp

Intron 3

약 200bp

Figure 1-25. DNA polymorphism 탐색을 위한 Intron 2, Intron 3에서 PCR증폭

PCR에 의해 증폭된 intron2(130 bp), intron3(200 bp)을 화살표로 나타내었다. 

Intron2 Primer  ; ADSF int2F(CCA CCT CTA ACT ACA GCT CAA)

                 ADSF int2R(TTG GAG ATG GGC AGA GGG TCA AG)

Intron3 Primer  ; ADSF int3F1( TTC AGG TAG GTA CAG AAC TCC G)

                 ADSF int3R2( GCA ACC AGT GTC CTG AGG AAA TG)
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SNP

ADSF

SNP 개체

Intron 2

SNP

ADSF

SNP 개체

Intron 2

Intron 3

ADSF

SNP 1

SNP 2

Intron 3

ADSF

SNP 1

SNP 2

Figure 1-26. DNA 염기서열 분석에 의해 나타난 intron2 혹은 intron3 DNA 

polymorphism 의 예

      SNP 부분을 line 혹은 box로 표시하였음.
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Figure 1-27. Identification of DNA polymorphism in Hanwoo ADSF/resistin gene. 

Representative novel single nucleotide polymorphisms (SNP) are marked by 

arrows.

표1-1. 후대검정우(36차)의 ADSF/resistin 유전자의 intron2-3 부위의 SNP 분석 결과

변이부위 개체수 개체번호

621G ins 1  101

623A ins 1  73

C641G 1  116

641G ins 7  39.42.51.60.116.122.123

647G ins 5  39.42.46.51.53

649A ins 16  52.54.60.80.98.101.107.116.119.122.123.125.132.138.141.143

652G del 5  39.42.46.51.53

658T ins 1  107

660G ins 1  116

G849A 10  33.41.59.64.69.74.88.100.101.143, 

1063A ins 1  109

1066T ins 1  109

C1099T 6  51.56.62.109.128.142

1179C del 1  10

1179AA ins 1  10

C1202A 1  148

1222T ins 1  10

A1224T 1  109

G1225A 1  148
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표1-2. 충북음성 대상농장 한우의 ADSF/resistin 유전자 SNP분석 결과

변이 개체수 개체번호

G696A 6  1,29,35,43,49,57

G722A 2  29,49

G849A 10  4,21,25,27,29,33,34,39,50,53

C1179A 2  48,49

C1212A 1  39

G1225A 1  39

*총57개체에서 혈액을 채취하고 그 중 genomic DNA추출 후 44개체로부터 PCR이 

정상적으로 이루어 진 후 DNA염기서열 분석을 통하여 SNP를 탐색하였다. 

표1-3. 후대검정우(35차)의 ADSF/resistin 유전자의 intron2-3 부위의 

    SNP 분석 결과(58개체)

변이부위 개체수 개체번호

G849A 9 11.14.16.17.42.47.62.80.85 

*위의 SNP 분석은 36차SNP와 대상농장의 결과를 토대로 SNP G849A위만을 정리

한 것임.

2. ADSF/resistin 유전자 발현양상과 한우경제형질 간의 연관관계 분석 

가. 연구 방법

1) 한우 조직의 확보

mRNA 혹은 genomic DNA를 확보할 목적으로 도살 혹은 biopsy로 확보한 조직은 

부위별로 나누어 액체질소에서 급냉 후 -80C에서 분석 시 까지 보관하였다.  

2) 한우 후대검정우 시료 채취 및 유전능력 평가

한우 후대검정우와 대상 농장의 한우로부터 혈액을 채취하고 이로부터 DNA를 분리

하였다. 또한 검정성적을 이용하여 유전능력평가를 실시하고 각 개체별 육종가를 추

정하였다.
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3) 시험축의 초음파 생체육질 측정

pie-200 기종을 이용하여 시험축 보정 후 측정부위에 오일 도포 후 최후 늑골부위에

서 초음파 측정하며, 동일축에 대하여 2회를 측정하고 측정된 화상은 영상으로 저장

하여 실험실에서 관련 프로그램을 이용하여 분석을 실시하였다.

4) 경제형질과의 연관분석

주요 경제형질에 대하여 Animal Model을 이용하여 육종가를 산출하고 표현형가 및 

육종가와 ADSF /resistin 간의 SAS 8.2 package를 이용하여 표현형 상관을 추정. 

육종가는 MTDFREML Package를 이용하며 ADSF /resistin의 효과 추정은 SAS 

8.12 - GLM procedure를 이용 분석을 실시하였다.

나. 연구 결과

1) 시험설계 및 혈통 등록 

시험에 이용된 한우들을 보다 계획적으로 생산하기 위하여 Fig2-1과 같이 교배계획

을 수립하고 육질과 육량에서 능력이 구별되는 KPN 369, 487, 348, 480, 330, 336, 

448, 458, 387, 388번의 정액을 농협 가축개량사업소로부터 확보하여 가임 암소에 계

획 교배를 실시하였다(Fig2-1). 또한 효율적인 시험축 관리를 위하여 총 236두의 보

유축에 대한 혈통을 조사하여 축산연구소에서 개발한 한우관리 프로그램에 모두 전

산 등록하였다(Fig 2-2). 
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11개 월 령

26개 월 령

15개 월 령

5개 월 령

5-6월8-9월6-7월3-4월10-11월7-8월5-6월3-4월월 령

2005년2004년2003년

: 출 생혈 액 및 조 직 sam pling 계 획

05개 월 령 : 03년 09-10월 출 생 10두 04년 3-4월 샘 플 링 완 료

10-12개 월 령 : 03년 07-08월 출 생 10두 04년 6-7월 샘 플 링

15-16개 월 령 : 03년 05-06월 출 생 10두 04년 8-9월 샘 플 링

24-26개 월 령 : 03년 03-04월 출 생 10두 05년 5-6월 (도 축 ) 샘 플 링

대 상 목 장 (음 성 ) 협 조 현 황 (현 재 총 40 두 확 보 )

: 혈 액 조 직 완 결

11개 월 령

26개 월 령

15개 월 령

5개 월 령

5-6월8-9월6-7월3-4월10-11월7-8월5-6월3-4월월 령

2005년2004년2003년

: 출 생: 출 생혈 액 및 조 직 sam pling 계 획

05개 월 령 : 03년 09-10월 출 생 10두 04년 3-4월 샘 플 링 완 료

10-12개 월 령 : 03년 07-08월 출 생 10두 04년 6-7월 샘 플 링

15-16개 월 령 : 03년 05-06월 출 생 10두 04년 8-9월 샘 플 링

24-26개 월 령 : 03년 03-04월 출 생 10두 05년 5-6월 (도 축 ) 샘 플 링

대 상 목 장 (음 성 ) 협 조 현 황 (현 재 총 40 두 확 보 )

: 혈 액 조 직 완 결

Fig 2-1. 시험축에 대한 교배 계획

 Fig 2-2. 시험축에 대한 전산 입력
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 표2-1 빈우별 계획교배 결과 및 송아지 출생현황

번호 종빈우이표 종모우이표 교배일 예정분만일 성별 비고

1 136 KPN-289 2003-10-3 2004-7-14 ♀ 07월 15일

2 90 KPN-289 2003-10-4 2004-7-15 ♂ 07월 23일

3 31 KPN-289 2003-10-6 2004-1-17 ♂ 07월 30일

4 122 KPN-289 2003-10-7 2004-7-18 1월 23일 재교배

5 65 KPN-289 2003-10-7 2004-7-18 연속재발비육

6 175 KPN-289 2003-10-8 2004-7-19 ♀ 08월 03일

7 174 KPN-289 2003-10-8 2004-7-19 4월 21일 재교배

8 125 KPN-289 2003-10-8 2004-7-19 5월 04일 재교배

9 183 KPN-289 2003-10-9 2004-7-20 ♂ 08월 14일 A

10 144 KPN-289 2003-10-9 2004-7-20 ♂ 07월 19일

11 170 KPN-448 2003-10-17 2004-7-28 02월 20일 재교배

12 186 KPN-448 2003-10-18 2004-7-29 ♀ 07월 30일

13 100 KPN-448 2003-10-20 2004-7-31 11월 21일 재교배

14 151 KPN-448 2003-10-20 2004-7-31 ♂ 08월 14일 B

15 22 KPN-448 2003-10-21 2004-8-1 ♀

16 135 KPN-448 2003-10-21 2004-8-1 ♂ 08월 02일

17 19 KPN-448 2003-10-21 2004-8-1 04월 03일 재교배

18 171 KPN-448 2003-10-21 2004-8-1 12월 04일 재교배

19 130 KPN-448 2003-10-24 2004-8-4 ♂ 08월 18일 A

20 33 KPN-448 2003-10-24 2004-8-4 12월 07일 재교배

21 29 KPN-348 2003-10-27 2004-8-7 11월 5일 재교배

22 120 KPN-348 2003-10-27 2004-8-7 11월 24일 재교배

23 22 KPN-348 2003-10-27 2004-8-7 ♀ 08월 30일

24 24 KPN-348 2003-10-28 2004-8-8 ♂ 08월 30일

25 107 KPN-348 2003-10-29 2004-08-09 ♂ 08월 18일 B

26 124 KPN-348 2003-10-29 2004-08-09 ♂ 09월 02일

27 11 KPN-348 2003-10-30 2004-08-10 ♂ 09월 6일 A

28 6 KPN-348 2003-10-30 2004-08-10 ♂ 08월 25일

29 122 KPN-348 2003-10-31 2004-08-11 01월 25일 재교배

30 44 KPN-348 2003-10-31 2004-08-11 ♂ 09월 06일 B

31 153 KPN-393 2003-11-04 2004-08-15 ♂ 09월 02일

32 68 KPN-393 2003-11-05 2004-08-16 7월 02일 재교배

33 29 KPN-393 2003-11-05 2004-08-16 연속재발비육

34 35 KPN-393 2003-11-12 2004-08-23 12월 08일 재교배

35 46 KPN-334 2003-11-14 2004-08-25 ♀ 09월 14일

36 187 KPN-369 2003-11-15 2004-08-26 1월 30일 재교배

37 149 KPN-369 2003-11-15 2004-08-26 ♂ 9월 20일

38 125 KPN-369 2003-11-16 2004-08-27 1월 17일

39 011-999 KPN-369 2003-11-16 2004-08-27 12월 08일 재교배

40 152 KPN-354 2003-11-20 2004-08-31 ♀ 09월 14일
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 표2-1.계속

번호 종빈우 이표 종모우이표 교배일 예정분만일 성별 비고

41 1 KPN-354 2003-11-22 2004-09-02 ♂ 09월 06일

42 100 KPN-354 2003-11-21 2004-09-01 04월 06일 재교배

43 94 KPN-354 2003-11-23 2004-09-03 01월 04일 재교배

44 14 KPN-354 2003-11-23 2004-09-03 ♂ 09월 29일

45 120 KPN-273 2003-11-28 2004-09-08 01월 27일 재교배

46 171 KPN-273 2003-12-04 2004-09-14 ♀ 10월 05일

47 33 KPN-273 2003-12-07 2004-09-17 04월 21일 재교배

48 35 KPN-273 2003-12-08 2004-09-18 01월 5일 재교배

49 156 KPN-273 2003-12-09 2004-09-19 ♀ 10월 20일

50 무표 KPN-273 2003-12-11 2004-09-21 ♀ 10월 25일

51 73 KPN-334 2003-12-19 2004-09-29 04월 03일 재교배

52 7 KPN-334 2003-12-19 2004-09-29 재발비육

53 47 KPN-334 2003-12-21 2004-10-01

54 77 KPN-354 2003-12-22 2004-10-02 ♂ 10월 11일

55 15 KPN-354 2003-12-23 2004-10-03

56 110 KPN-354 2003-12-23 2004-10-03 ♂ 10월 11일

57 117 KPN-354 2003-12-24 2004-10-04 ♂ 10월 16일

58 50 KPN-354 2003-12-26 2004-10-06 ♂ 10월 31일

59 147 KPN-334 2003-12-27 2004-10-07 ♂ 10월 31일

60 71 KPN-334 2003-12-30 2004-10-10 04월 06일

61 94 KPN-273 2004-01-04 2004-10-15 02월 14일

62 무표 KPN-273 2004-01-05 2004-10-16

63 35 KPN-393 2004-01-05 2004-10-16

64 39 KPN-334 2004-01-05 2004-10-16

65 89 KPN-334 2004-01-06 2004-10-17 분만우폐사

66 59 KPN-369 2004-01-16 2004-10-27

67 132 KPN-393 2004-01-17 2004-10-28 ♀ 11월 05일

68 125 KPN-369 2004-01-17 2004-10-28 04월 12일

69 42 KPN-369 2004-01-17 2004-10-28 03월 29일

70 137 KPN-393 2004-01-22 2004-11-02 05월 04일
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2) 초음파 측정 및 시료 채취

유전자 분석에 필요한 sample 채취하기 위하여 경동맥으로부터 혈액을 채취하고 

biopsy 방법으로 지방을 채취하였다(Fig2-3). 채혈은 계획교배에 이용된 암소 29두와 

계획 교배결과 태어난 자우 27두등 총 56두에 대하여 모두 실시하였으나 Biopsy는 

폐사의 위험성으로 이하여 18개월 이상의 성우에 대해서만 실시하였다. biopsy 결과 

개체 1두로부터 약 1.5g의 조직 시료를 생체에서 채취할 수 있었으며 채취된 시료는 

액체 질소를 이용하여 급속 냉동한 후 냉동 보관하였다. 채혈된 혈액은 EDTA처리

된 튜브에 담아 냉장 보관하였으며 모든 샘플은 제1세부과제 연구팀에 공여되었다.

실험내용

대상: 570Kg, 거세한우

목적

- 채취량확인

- 부위선택

- 피하포함/비포함시의효율성

검정및상처치료효과확인

Sampling

- 피하비포함: 1.47 g

- 피하포함 : 0.92 g

(지방제외)

저장

- 액체질소로급속냉동후

- -80℃냉동보관

실험내용

대상: 570Kg, 거세한우

목적

- 채취량확인

- 부위선택

- 피하포함/비포함시의효율성

검정및상처치료효과확인

Sampling

- 피하비포함: 1.47 g

- 피하포함 : 0.92 g

(지방제외)

저장

- 액체질소로급속냉동후

- -80℃냉동보관

Fig 2-3. Biopsy 수행 방법

시험축에 대한 경제 능력 조사를 위하여 초음파 육질진단 및 체중 측정을 실시하였

다. 초음파 생체 육질 판정은 pie 200기종을 이용하여 등급판정 부위인 마지막 흉추

와 제1요추 사이를 식용유로 도포한 후 측정하였으며 그림2-4와 같이 얻어진 화상을 

표준 초음파 육질 등급 화상을 이용하여 육질 등급을 추정하였다. 등지방 두께와 배

최장근 단면적은 화상 판독 프로그램을 이용하여 육안으로 경계선을 그리고 이를 이

용하여 추정하였다. 초음파 육질 측정을 실시하면서 동시에 체중 측정도 실시하였다. 
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체중 측정은 우형기를 이용하여 절식 체중을 측정하였다.

 표2-2. 초음파 육질진단 및 체중 측정

번호 관리번호 생체중
추정

도체중

등지방

두께

배최장근

단면적

육량

지수

육량

등급

근내

지방도

육질

등급

추정

등급

1 030305 700 406 15.9 92.8 63.78 B 71 1+ 1+B

2 030306b 676 392.1 17 88.7 62.88 B 82 1++ 1++B

3 030310 700 406 9.6 89.4 67.27 B 32 2 2B

4 030319 659 382.2 16.7 90.2 63.55 B 61 1+ 1+B

5 030322 685 397.3 10 86.4 66.85 B 22 2 2B

6 030325 636 368.9 9.3 73.9 66.38 B 41 1 1B

7 030410 626 363.1 10 86.9 67.74 A 32 2 2A

8 030411a 650 377 11.9 82.7 65.71 B 53 1 1B

9 030411b 635 368.3 13.3 80.9 64.76 B 43 1 1B

10 030415 600 348 9.6 76.8 67.03 B 33 2 2B

11 030418 627 363.7 11.5 90 67.2 B 41 1 1B

12 030424 551 319.6 6.7 82.8 70.34 A 31 2 2A

13 030504 648 375.8 11.1 88.9 67 B 13 3 3B

14 030516 672 389.8 19.3 87 61.31 C 32 2 2C

15 030614 553 320.7 12.6 77.4 65.9 B 12 3 3B

16 030617a 546 316.7 8.2 79 68.98 A 13 3 3A

17 030617b 620 359.6 11.1 94.7 68.15 A 21 2 2A

18 030618 627 363.7 17.4 83.1 62.6 B 62 1+ 1+B

19 030620 600 348 16.7 85.3 63.74 B 72 1+ 1+B

20 030628 557 323.1 16.3 83.8 64.37 B 81 1++ 1++B

21 030701 597 346.3 17.4 91.7 64.15 B 23 2 2B

22 030703 684 396.7 8.5 92.4 68.57 A 22 2 2A

23 030719 643 372.9 11.9 88.9 66.61 B 33 2 2B

24 030814 679 393.8 14.5 86.7 64.2 B 33 2 2B

25 030826 641 371.8 9.3 85.4 67.81 A 32 2 2A

26 030831 653 378.7 10.4 87.1 67.16 B 31 2 2B

27 030910 539 312.6 15.2 82 65.08 B 41 1 1B

28 030923 573 332.3 7.8 74.9 68.31 A 22 2 2A

29 031009 600 348 6.3 78.4 69.31 A 42 1 1A

30 031015 600 348 7.4 66.8 67.12 B 23 2 2B

31 031120 600 348 8.5 70.2 66.86 B 22 2 2B

32 031121 600 348 8.5 76.2 67.64 A 23 2 2A

33 031122 600 348 8.2 82.1 68.64 A 53 1 1A

34 031123 600 348 6.7 82.9 69.68 A 33 2 2A

35 031126 600 348 8.5 66.9 66.43 B 33 2 2B
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 Fig 2-4. 초음파 생체육질 측정 화상

 3) 후대검정우 대한 표현형 성적조사 및 혈액 채취

보다 정확한 검정 성적을 확보하고 가축의 유전 능력인 육종가와이 상관 관계를 추

정하기 위하여 35차 후대검정우 146두와 36차 후대검정우 149두에 대하여 검정 성적

을 조사하고 아울러 혈액 채취를 실시하였다. 검정 성적은 조사항목은 도살전 체중, 

도체중, 도체장, 등지방두께, 배장근단면적, 육량지수, 근내지방도, 육색, 지방색, 조직

감, 성숙도, 육질등급, 육량등급 및 경락단가 등 14개 항목에 대하여 실시하였으며 

이중 주요 경제형질인 도체중, 등지방두께, 배장근 단면적 및 근내지방도에 대해서 

유전능력평가를 실시하고 이를 ADSF/resistin 유전자와의 상관 관계를 조사하였다.
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 표2-3. 후보종모별 후대검정우 표현형 성적

후  보

종모우

두

수

체중 도체

W6 W12 W18 W24 ADG1 ADG2 ADG3 CW DP BF EMA MS

전체 146
164.1 286.1 426.7 581.7 0.720 0.810 0.764 321.9 58.7 0.89 74.0 1.54 

±24.4 ±33.0 ±43.4 ±62.8 ±0.088 ±0.111 ±0.091 ±35.38 ±2.46 ±0.32 ±7.61 ±0.81 

KPN478 8
169.1 295.6 443.6 607.8 0.752 0.855 0.802 341.6 60.2 1.20 75.6 1.63 

±30.3 ±29.7 ±34.5 ±48.0 ±0.062 ±0.136 ±0.075 ±26.10 ±1.08 ±0.28 ±4.85 ±0.69

KPN479 9
169.6 297.3 443.4 592.0 0.750 0.808 0.772 328.4 59.1 0.96 75.6 1.89 

±15.6 ±20.0 ±28.3 ±37.5 ±0.055 ±0.100 ±0.063 ±24.97 ±1.17 ±0.38 ±5.54 ±0.87 

KPN483 9
155.0 276.9 416.4 569.0 0.716 0.800 0.757 316.7 59.0 1.08 69.6 1.56 

±13.9 ±12.6 ±22.4 ±26.7 ±0.069 ±0.087 ±0.064 ±12.75 ±1.15 ±0.28 ±6.38 ±0.68 

KPN493 3
130.6 246.9 373.8 524.7 0.666 0.761 0.720 294.0 58.0 0.57 73.7 2.33 

±21.4 ±19.4 ±24.6 ±33.8 ±0.025 ±0.062 ±0.039 ±16.57 ±1.18 ±0.12 ±5.79 ±0.47 

KPN494 8
155.3 286.3 446.3 608.3 0.797 0.882 0.828 323.9 59.4 0.86 78.8 1.88 

±29.2 ±45.1 ±68.2 ±99.7 ±0.127 ±0.161 ±0.142 ±52.53 ±1.12 ±0.22 ±10.5 ±0.92 

KPN495 2
145.8 240.2 377.5 488.3 0.635 0.680 0.626 263.0 57.0 0.60 63.5 1.00 

±1.2 ±25.2 ±55.5 ±62.1 ±0.155 ±0.101 ±0.116 ±39.00 ±1.04 ±0.10 ±5.50 ±0.00 

KPN496 10
181.6 306.8 442.4 609.0 0.714 0.828 0.781 338.6 58.7 0.77 76.3 1.60 

±25.2 ±28.4 ±38.0 ±63.0 ±0.073 ±0.114 ±0.096 ±37.34 ±1.61 ±0.23 ±4.10 ±1.49 

KPN500 4
151.1 257.7 399.6 546.8 0.681 0.792 0.723 302.0 58.3 0.83 77.5 2.00 

±14.5 ±31.5 ±60.4 ±58.9 ±0.146 ±0.078 ±0.095 ±30.53 ±1.43 ±0.22 ±8.38 ±1.00 

KPN502 7
143.8 275.0 406.0 559.7 0.718 0.780 0.760 308.4 58.5 0.80 73.0 1.71 

±21.1 ±24.1 ±20.8 ±47.5 ±0.050 ±0.078 ±0.051 ±21.16 ±1.15 ±0.25 ±4.66 ±0.45 

KPN511 21
178.4 305.3 445.4 611.3 0.732 0.838 0.792 338.0 57.6 0.92 77.4 1.19 

±20.6 ±28.8 ±42.3 ±53.1 ±0.081 ±0.080 ±0.074 ±28.71 ±1.67 ±0.25 ±6.42 ±0.49 

KPN512 7
150.8 258.1 406.8 552.9 0.701 0.808 0.735 316.4 61.8 1.03 71.1 2.00 

±10.8 ±13.6 ±30.3 ±36.7 ±0.073 ±0.081 ±0.052 ±30.03 ±7.41 ±0.38 ±4.09 ±0.75 

KPN513 6
151.3 268.6 407.9 519.4 0.703 0.687 0.673 277.7 56.1 0.77 67.3 1.17 

±26.0 ±54.9 ±50.2 ±100.2 ±0.075 ±0.134 ±0.136 ±60.81 ±0.95 ±0.40 ±13.3 ±0.37 

KPN514 2
143.1 285.5 407.8 580.8 0.725 0.809 0.800 297.5 59.0 1.15 68.5 1.00 

±21.1 ±33.8 ±57.1 ±48.6 ±0.098 ±0.041 ±0.050 ±22.50 ±0.80 ±0.55 ±2.50 ±0.00 

KPN515 11
157.6 282.4 428.7 586.3 0.743 0.833 0.784 320.1 59.1 0.77 73.6 1.09 

±19.7 ±28.0 ±49.1 ±62.3 ±0.105 ±0.104 ±0.089 ±28.43 ±1.64 ±0.16 ±4.60 ±0.28 

KPN516 15
169.9 284.8 418.8 577.6 0.682 0.802 0.745 320.7 57.6 0.74 74.9 1.27 

±25.8 ±31.8 ±40.5 ±57.8 ±0.079 ±0.099 ±0.082 ±31.06 ±1.50 ±0.12 ±7.76 ±0.44 

KPN518 5
166.2 290.2 439.0 583.8 0.748 0.804 0.763 316.6 58.2 0.88 67.4 1.20 

±13.7 ±10.8 ±21.2 ±37.4 ±0.055 ±0.094 ±0.062 ±22.46 ±1.43 ±0.30 ±3.88 ±0.40 

KPN519 4
168.5 286.8 415.9 570.1 0.678 0.776 0.734 309.3 58.8 0.78 66.0 1.00 

±7.0 ±17.9 ±21.8 ±22.4 ±0.075 ±0.032 ±0.052 ±24.77 ±1.79 ±0.31 ±4.24 ±0.00 

KPN521 15
169.9 288.7 425.5 580.8 0.700 0.800 0.751 332.0 59.9 0.97 75.5 2.13 

±18.8 ±27.3 ±23.6 ±47.9 ±0.067 ±0.115 ±0.079 ±24.02 ±1.81 ±0.45 ±7.05 ±1.20 
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4) 후대 검정우 및 후보 종모우에 대한 유전능력 평가

표2-4에는 유전능력평가 결과 얻어진 육종을 일부 후대 검정우에 대하여 표시하였

다. 육종가는 해당 형질에 영향하는 유전자의 총화를 의미하므로 이를 한우에서 발

견된 ADSF/resistin 유전자의 SNP와 비교하는 것은 매우 의미가 있는 일이다.

ADSF/resistin 유전자 다형성에 대한 한우 주요 경제형질의 표현형 및 육종가와의 

연관 관계 추정을 위하여 한우 후대검정우에 대한 유전능력 평가를 실시하였다. 유

전능력은 Henderson이 제안한 BLUP-Animal Model에 의하여 실시하였으며 

Boldman 등의 MTDFREML package를 이용하여 각 조사형질에 대한 육종가를 추

정하였으며 육종가 추정에 이용된 모델은 다음과 같다. 

        

      여기서 Y는 관측치, u는 전체 평균, YS는 연도-계절효과(‘80~’2002, 사사기, 

방목기), L은 출생지역의 효과(가축개량사업소, 개량농가), D는 도축일령에 대

한 co-variate, A는 Random Direct Additive Effects 그리고 e는 Random 

Error 이다.

표2-4. 후보종모우별 유전능력 추정치

종모우 도체중(cw)
배최장근단면적

(lma) 근내지방도(ms)
등지방두께
(bf)

BV SBV RTI BV SBV RTI BV SBV RTI BV RTI

KPN494 17.824 3.422 0.65 7.488 5.136 0.68 0.284 0.662 0.74 -0.013 0.71 

KPN521 9.901 1.884 0.73 2.965 1.922 0.76 0.408 1.003 0.82 0.218 0.79 

KPN479 10.305 1.963 0.68 4.119 2.742 0.71 0.228 0.509 0.77 0.171 0.73 

KPN496 18.552 3.563 0.69 4.547 3.046 0.72 -0.284 -0.897 0.77 -0.144 0.74 

KPN478 14.403 2.758 0.65 2.229 1.399 0.68 -0.251 -0.806 0.74 0.376 0.71 

KPN511 18.379 3.529 0.77 4.779 3.211 0.80 -1.029 -2.942 0.85 0.172 0.82 

KPN502 -6.337 -1.266 0.63 1.145 0.628 0.66 0.294 0.690 0.72 0.012 0.69 

KPN512 -1.086 -0.247 0.62 -1.935 -1.570 0.65 0.373 0.907 0.71 0.166 0.68 

KPN515 7.229 1.366 0.67 1.221 0.682 0.71 -0.770 -2.231 0.77 -0.049 0.74 

KPN516 -0.047 -0.046 0.73 0.939 0.482 0.76 -0.826 -2.384 0.82 -0.047 0.79 

KPN518 5.008 0.935 0.57 -2.609 -2.040 0.60 -0.604 -1.775 0.67 0.015 0.63 

KPN483 -8.375 -1.662 0.66 -4.151 -3.136 0.69 -0.014 -0.156 0.75 0.267 0.72 

KPN513 -21.725 -4.252 0.59 -4.464 -3.358 0.62 -0.332 -1.028 0.69 -0.034 0.66 
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5) SNP와의 연관성 추정

주요 경제형질에 대하여 BLUP-Animal Model을 이용하여 육종가를 추정하고 표현

형가 및 육종가와 ADSF /resistin 간의 연관관계 추정을 위하여 아래와 같은 모델을 

이용하여 SAS 9.1 package-GLM procedure를 이용 분산 분석을 실시하였으며 유사

한 염기서열간의 관계도 동시에 규명하고자 분석된 염기서열에 대해 phylogenic tree

를 작성하고 이를 그룹화 시켜 분석에 같이 활용하였다. 

       - 표현형 모델

            

          여기서 Y는 관측치, u는 전체 평균, L은 검정지역의 효과(남원, 대관령), 

G는 SNP 다형성 그리고 e는 Random Error

        - 육종가 모델

           

          여기서 Y는 관측치, u는 전체 평균, L은 검정지역의 효과(남원, 대관령), 

G는 SNP 다형성 그리고 e는 Random Error

35차 후대검정우에 대한 ADSF/resistin 유전자의 효과를 살펴보기 위한여 Intron 3 

region에 대한 SNP를 발굴하고 이에 대한 유의성 검정을 실시하였다(표2-5.). 조사

된 8개 부위의 SNP와 group 효과에 대하여 890C del와 그룹에서는 등지방 두께에 

대하여 유의적으로 나타났으며 894C del와 C894T는 도체중에 대하여 유의적인 효과

가 있는 것으로 나타났다. 표현형과 육종가 간의 차이는 찾아볼 수 없었으며 SNP의 

효과에 대해서는 변이가 생긴 개체의 도체중이 유의적으로 (P < 0.05) 더 무거웠으

며 등지방 두께가 더 두꺼웠음을 볼 수 있었다. Group 효과에 있어서는 Group 2의 

등지방 두께가 가장 두꺼웠으나 Group 3과의 유의적인 차이는 없었으며 Group 1과

는 유의적인 차이를 나타냈다(P < 0.05). 본 연구의 결과 ADSF/resistin 유전자는 

지방 뿐 아니라 한우의 체중과도 연관이 있는 것으로 나타났다. 그러나 염기서열 분

석 부위가 짧았으며 유전 양상에 대한 검증이 아직 완료되지 않아 더 많은 연구가 

필요하다고 사료되었다 이에 따라 36차 후대검정우 시료에 대해서는 Intron 2와 3 

지역에 대한 보다 넓게 염기서열을 분석하였으며 이에 대한 유의성 검정 결과는 표 
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6과 같다. 36차 후대검정우에서 발견된 6개의 SNP에 대한 빈도는 각각 8.2%, 5.9%, 

18.8%, 5.9%, 11.8% 및 7% 였으며 899Cins의 경우 35차 후대검정우에서 16%가 발

견되었으며 농가 시험축에서도 18%가 발견되어 유전표지인자로의 가능성을 가졌으

나 반면에 각 형질에 대한 유의성은 나타내지 못했다. 36차 후대검정우에 대한 유의

성 검정결과 649Ains에 대한 근내지방도의 효과가 있었으나 36차 검정우의 경우 전

체 149두중 86개체만이 분석이 이용되어 변별력이 저하되는 것으로 사료되었다.

Fig 2-5. ADSF/resistin 유전자 염기서열에 대한 phylogenic tree 및 그룹화

표2-5. 35차 후대검정우에서 조사된 형질에 대한 유의성 검정 결과

Traits
868C

ins

890C 

del

894C 

del
C894T

899C 

ins

908T 

ins

919C 

ins

947C 

del
Group

P_CW NS NS ** * NS NS NS NS NS

P_EMS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

P_MS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

P_BF NS ** NS NS NS NS NS NS **

BV_CW NS NS ** ** NS NS NS NS NS

BV_EMS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

BV_MS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

BV_BF NS ** NS NS NS NS NS NS **

* P : Phenotypic, BV : Breeding Value, CW : Carcass Weight, 

  EMS : Eye Muscle Area, MS : Marbling Score, BF : Back-fat Thickness, 

* : P < 0.05, ** : P < 0.01
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표2-6. 36차 후대검정우에서 조사된 형질에 대한 유의성 검정 결과

641G ins 647G ins 649A ins 652G del G849A C1099T

LW_P NS NS NS NS NS NS

CW_P NS NS NS NS NS NS

DP_P NS NS NS NS NS NS

EMA_P NS NS NS NS NS NS

BF_P NS NS NS NS NS NS

MS_P NS NS * NS NS NS

MS_BV NS NS * NS NS NS

EMA_BV NS NS NS NS NS NS

CW_BV NS NS NS NS NS NS

BF_BV NS NS NS NS NS NS

6). computer simulation에 의한 유전표지인자로의 가능성 검토

발견된 유전 표지인자에 대한 이용성을 제고하기 위하여 computer simulation을 실

시하였다. simulation은 호주 UNE 대학에서 개발된 genup 5.4 (Brian Kinghorn, 

2006) package를 이용하였으며 simulation에 사용된 모수는 표2-7과 같다. 고려된 종

모우는 총 8두이며 종모우당 250두의 종빈우를 10년간 교배하는 모델을 작성하였다. 

종빈우와 종모우의 생존율은 95%로 가정하였으며 평균 이유율은 80%로 가정하였다. 

가정한 유전표지인자(genetic marker)의 효과는 상가적으로 발현한다는 가정하에 

10%로 빈도를 가질때와 20%의 빈도를 가질때를 고려하였으며 주유전자가 헤테로인 

경우와 호모인 경우 각각 없는 경우, 0.1 및 0.2, 0.2 및 0.4, 0.48 및 0.8 그리고 1, 2 

효과를 가질 때 10년간 표현형의 변화치를 고찰하였다. 본 simulation에서는 근내지

방도에 대한 유전표지인자를 이용하고 다른 형질에는 고려하지 않았다.

그림 6.에는 유전표지인자(genetic marker)를 이용하여 선발한 경우와 일반 선발방식

으로 선발한 결과를 표시하였다. 근내지방도의 유전력은 0.55로서 매우 높은 편이며 

이에 따라 유전자의 효과가 낮은 경우에는 유전표지인자를 이용하여 선발한것과 일

반적인 선발 방식과의 차이는 적은 것으로 나타났다. 그러나 유전자의 효과를 평균

의 50% 이상으로 높여준 경우에는 효과가 높은 것으로 나타났다. 반면에 주 유전자

의 빈도는 개량의 정도에 영향하지 않는 것으로 나타났다. 따라서 형질의 유전력에 

따라 유전표지인자의 이용 효과가 달라지는 것으로 사료되며 이에 따라 한우의 육질

을 개량하기 위한 유전표지인자는 그 효과가 유전력을 상회하는 정도의 효과를 가질

때 유효한 것으로 사료된다. 그러나 2008년까지의 표현형 성적을 고려할 때 유전표

지인자를 이용한 경우가 그렇지 않은 경우에 비해 좋은 성적을 나타냈으며 2009년에 
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주유전자를 이용하지 않은 경우가 성적이 좋았던 이유는 유전적 부동(Genetic Drift)

에 의한 영향으로 생각되었다. 그 증거로 2010년의 표현형 성적이 2009년과 별 차이

를 나타내지 않았으며 이를 종합할 때 유전표지인자를 이용하는 것이 근내지방도의 

개량을 위해 우수한 결과를 가지는 것으로 사료된다. 

등지방두께의 경우 근내지방도에 대한 유전표지인자를 이용하여 선발한 경우 간접 

선발의 효과를 가졌으나 배장근 단면적과 도체중에 대해서는 효과를 가지지 못했다. 
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표2-7. Computer Simulation에 이용된 모수

형질 표현형 평균 표준편차 유전력 MS BF EMA CW

근내지방도(MS) 2.9 1.6 0.55 0.15 0.25 0.17

등지방두께(BF) 0.73 0.3 0.43 0.12 0.26 0.57

배장근단면적(EMA) 74.8 8.6 0.27 0.07 027 0.49

도체중(CW) 301.8 33.9 0.30 0.26 0.08 0.69

*상삼각 행렬은 유전 공분산, 하삼각 행렬은 표현형 공산임
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3. 한우 ADSF/resistin 단백질 대량생산을 위한 고효율 발현벡터 

        개발 및 단백질 특성규명

가. 연구 방법

1) ADSF/resistin 발현 벡터를 위한 primer제작 

  주관연구책임자로부터 공급받은 ADSF/resistin cDNA를 PCR 기법을 통해 

pGEX2T 벡터에 클로닝 하였다. 이때 사용한 primer는 아래와 같다.

  pGEX2T:  forward primer 5'-GGAATTCCCTGCAGGATGAAA-3' (EcoRⅠ)  

             reverse primer 5'-CGCGGATCCCTGGATATGCAG-3' (BamHⅠ)

  PCR cycle의 조건은 다음과 같이 실시하였다. 

1st denaturation 94℃ 2 min/ 2nd denaturation 94℃ 1 min → annealing 50℃ 1 

min →elongation 72℃ 30 sec: 30 cycles 반복/ final extension 72℃ 5 min 

2) 원핵세포를 이용한 ADSF/resistin 발현벡터 구축 및 단백질 생산

PCR을 통해 ADSF/resistin 유전자를 확보한 다음, PCR 단편을 정제하여 EcoR 

I/BamHI으로 절편화된 pGEX2T 벡터에 T4 ligase를 사용하여 ligation하고, 이를 

DH5α 박테리아에 transformation하여 생성된 colony를 선별하였다. ADSF/resistin이 

장착된 plasmid를    제한효소로 절단하여 전기영동을 통해 확인한 후, 구축된 벡터

의 염기서열도 확인하였다. 확인된 벡터를 가진 박테리아를 대량 생산하여 해당 

plasmid를 증폭하였다. 증폭된 plasmid를 다시 BL21(DE3) 세포에 transformation하

고 이를 배양하여 OD600 0.6∼0.8이 될 때까지 배양한 후, 0.5M의 IPTG를 넣고 3시

간동안 GST가 융합된 ADSF/resistin의 과발현을 유도하였다. 이러한 발현 단백질의 

유도는 SDS-PAGE을 통해 관찰하였다. 

3) 진핵세포주를 위한 ADSF/resistin 발현벡터 구축

원핵세포주에서의 방법과 동일하게 ADSF/resistin cDNA를 PCR로 증폭한 후 EcoR

Ⅰ/BamHⅠ으로 절편화된 pDNA3.1에 ligation하였다. 제한효소로 절단하여 벡터 구

축 여부를 확인하고 염기서열을 분석하였다.

4) 형질전환 세포주 구축 및 발현 확인

구축된 ADSF/resistin 벡터는 293 human kidney cells 혹은 3T3 L1 지방전구세포에 

Exgen 500 (Fermentas Life Science)이나 electrophorator을 이용하여 transfection 

시켰다. 즉, Transfection할 DNA 1μg을 150mM NaCl 용액 200μl에 희석하여 잘 혼
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합한 후 Exgen 500 16.5μl를 첨가하고 상온에서 10분간 반응시켰다.  반응물을 세포

가 배양되고 있는 60mm plate에 첨가하고 37℃에서 36시간 배양한 후 western 

blotting을 통해 발현 여부를 확인하였다. 3T3 L1세포의 경우 electrophoration으로 

ADSF/resistin 유전자를 주입하고 지방분화 여부를 조사하였다. Western blotting은 

다음과 같이 실시하였다. 세포를 lysis하여 상층액의 단백질을 분리한 후 이를 정량

하여 sample loading buffer와 함께 섞어 SDS-PAGE gel로 전기영동을 실시하였다. 

분리된 단백질 gel을 nitrocellulose membrane으로 전이한 후 5%의 skim milk로 

blocking 하였다. 이 후 PBS로 세척하고 해당 항체와 함께 실온에서 반응시켰다. 

Membrane을 다시 PBS로 세척하고,  HRP-conjugated 된 2차 항체와 반응 시킨 다

음,  ECL kit로 단백질의 발현 여부를 관찰하였다. 

5) 발현된 ADSF/resistin 단백질 정제

발현된 ADSF/resistin 단백질은 glutathione S-transferase (GST)와 한우 

ADSF/resistin의 접합단백질 (funsion protein)의 형태로서, 형질전환된 박테리아를 

대량 배양한 후 초음파 파쇄기로 세포를 파괴하여 GST-ADSF/resistin 융합 단백질

을 분리하였다. 추출한 단백질들을 glutathione Sepharose-4B beads와 실온에서 30

분 반응시킨 후 세척하였다. 반응물을 단백질 전기영동과 silver staining으로 관찰한 

다음, 34kDa에 해당하는 단백질을 gel-elution방법으로 정제하였다. 

6) ADSF/resistin에 대한 항혈청 생산

정제된 ADSF/resistin단백질을 1 mg/ml 농도로 농축한 다음 PBS와 혼합하여 New 

Zealand White rabbit의 등에 주사하였다. 매 2주 간격으로 ADSF/resistin 단백질 

용액을 주사하였다. 최초 항원 주사 후 7, 9, 11 주에 이정맥(ear vein)으로부터 5ml 

혈액채취을 채취하여 항체의 역가를 ELISA방법으로 측정하였다. 3차 부스팅 후 1주

일째에 heart puncture을 통해 대량의 항혈청을 채취하였다.

7) 지방 전구 세포 3T3 L1의 배양

3T3L1을 10% fetal bovine serum이 함유된 DMEM 배지를 사용하여 5%의 CO2와 

37℃ 가 유지되는 배양기에서 배양하였다. 100mm 세포배양 plate에 3T3L1 세포가 

과밀할 때를 기준으로 이틀 후, 1ug/ml의 insulin, 1uM의 DEX와 0.5mM의 MIX 호

르몬들을 처리하였다. 호르몬을 첨가하고 48시간이 지난 다음, 1ug/ml insulin과 10% 

fetal bovine serum이 함유된 DMEM 배지로 교체 하였다. 4일째부터 분화된 세포를 

관찰할 수 있었으며, 8일째 대부분의 전구세포들이 지방세포로 분화됨을 지방구 생

성을 통해 확인 할 수 있었다.
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8) Oil-Red-O 염색을 통한  3T3L1의 지방 분화 분석

분화된 3T3L1 세포를 PBS로 세척하고 10% formalin으로 고정화시켰다. 0.5% 

Oil-Red-O를 세포에 처리하여 1시간 동안 상온에서 반응시키고, 현미경으로 염색된 

지방세포를 관찰하였다. 

나. 연구 결과

1) 한우ADSF/resistin 단백질 발현벡터 구축  

  한우 ADSF/resistin 단백질을 원핵세포에서 발현시키기 위해 pGEX2T 벡터에 클

로닝하였다 (Figure3-1). pGEX2T 벡터는 일반적으로 원핵세포에서 안정적으로 단백

질을 과발현하는 것으로 알려져 있으며 생성되는 단백질의 N-terminal에 GST가 

tagging되어 발현한다. pGEX2T 벡터에 한우 ADSF/resistin 유전자를 클로닝하기 

위해 제작한 primer를 이용하여 PCR을 진행하였다. 그 결과 대략 330bp의 한우 

ADSF/resistin 유전자를 확인할 수 있었다 (Fig3-2). 

PCRPCR

Fig3-1. PCR2.1 벡터에 삽입되어 있는 한우ADSF를 원핵세포발현 벡터 pGEX2T에 

삽입하기 위한 모식도. 두 벡터간에 enzyme site만 바뀌어 있다. 
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pGEX-2T

한우 ADSF/resistin

MpGEX-2T

한우 ADSF/resistin

M

Fig3-2. PCR를 통해 증폭한 ADSF/resistin 유전자를 DNA 전기영동으로 확인. 

 (한우ADSF size: 330bp)

증폭된 유전자에 EcoRI과 BamHI 제한 효소를 처리하여 동일한 제한효소로 절단되

어 있는 pGEX2T 벡터와 ligation 시켰다. 이를 박테리아에 형질전환시켜 형성된 

colony에서 plasmid DNA를 추출하였다.  추출한 DNA를 EcoRI과 BamHI 제한 효

소로 처리한 다음 전기영동을 실시하였다. 그 결과 정상적인 insert DNA가 삽입된 

클론을 선발할 수 있었다 (Fig3-3). 확인된 클론은 DNA 염기서열 분석을 통해 실제

로 한우 ADSF/resistin 유전자가 제대로 삽입되었는지를 재확인하였다. 동일한 방법

으로 진핵세포 발현벡터인 pcDNA3.1-myc-His vector에도 클로닝 하였다. 진핵세포

주의 경우는 myc-tag된 벡터인 pcDNA3.1(BamHⅠ/EcoRⅠ)에 삽입하기 위해 PCR

을 통해 증폭한 한우ADSF/resistin을 BamHⅠ/EcoRI으로 절단하고 

pcDNA3.1(BamHⅠ/EcoRⅠ)와 함께 4℃에서 overnight으로 ligation시켰다. 그 결과 

Fig. 3에서 보는 바와 같이 각각 5.4kb pcDNA3.1/ 와 330bp 한우ADSF가 관찰되었

다. 구축된 벡터가 제대로 확립된 것인지를 확인하기 위해 염기서열을 분석하였다.



- 75 -

Fig3-3. 진핵 및 원핵세포주 발현벡터에 한우ADSF/resistin 클로닝.

1 : pcDNA3.1 / myc-His bovine ADSF (Enzyme site: BamHI / EcoRI). 

2 : pGEX2T / bovine ADSF (Enzyme site: EcoRI / BamHI). 330bp size에서

bovine ADSF/resistin gene이 ligation되어 있는 것을 확인할 수 있다.

2) 한우ADSF/resistin 형질전환체를 이용한 단백질 생산 

클로닝 된 벡터를 BL21 박테리아에 transformation시켜 생성된 colony를 배양한 다

음, 0.5mM의 IPTG를 첨가하여 ADSF/resistin단백질의 과발현을 유도하였다. 

pGEX-2T 벡터만 가진 형질전환체에서는 IPTG 첨가시 GST 단백질(26kDa)이 강하

게 과발현 되었으며, 한우 ADSF/resistin-GST fusion protein은 미약하지만, IPTG

에 의해 세포내에서 과발현이 유도됨을 관찰할 수 있었다 (Fig3-4).

Fig3-4. 한우 ADSF/resistin의 과발현 유도. 한우 GST-ADSF/resistin 형질전환 박

테리아에 IPTG을 첨가하여 과발현을 유도하였다. 
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과발현된 단백질의 수용성 여부를 조사하기 위해 세포를 파쇄 한 다음 원심분리하여 

상층액과 침전물을 분리한 다음 SDS-PAGE로 분석하였다. 그 결과 과발현된 단백

질들은 inclusion body를 형성하여 주로 침전물에 분포하였다 (Fig3-5).  

ADSF/resistin의 수용성을 증가시키기 위해 urea의 농도 (4M - 8M)를 달리하여 침

전물에 처리하였으나 크게 수용성이 개선되지 않았다 (Fig3-6).

 

Fig3-5. 과발현된 한우 ADSF/resistin의 수용성 여부조사.

한우 GST-ADSF/resistin 형질전환 박테리아에 IPTG을 첨가하여 과발현을 유도하

였다. 박테리아를 sonication한 다음, 원심분리하여 상층액과 침전물을 분리하였다. 

35kDa의 크기에서 GST-ADSF가 과발현된 것을 확인 할 수 있다. (S: supernatant, 

P: pellet)
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Fig3-6. 과발현된 단백질에 urea처리.  박테리아 침전물에 urea을 처리하여 수용성을 

향상시켰으나, ADSF/resistin단백질의 수용성은 개선되지 않았다.

(S: supernatant, P: pellet, M: protein marker).

3) 한우ADSF/resistin 단백질에 대한 항체 생산

 원핵세포에서 ADSF/resistin의 과발현이 유도되는 것을 확인하였으나 대부분의 단

백질이 침전되었다. 그렇지만 항체 제작에 사용되는 단백질은 denature된 형태도 큰 

문제가 없기 때문에 insoluble한 형태로 gel elution 과정을 통해 단백질을 정제하였

다 (Fig3-7). 형질전환 박테리아를 5 리터로 대량 배양한 다음, 전기영동을 실시하여 

GST-ADSF/resistin 단백질을 gel에서 추출하였다. 추출한 단백질의 농도 

(0.07ug/ml)가 너무 낮아서 centricon을 사용하여 1mg/ml로 농축하였다. 농축한 단백

질은 3번에 걸쳐 토끼에 주입하였다. 부스팅한 다음, 혈액을 채취하여 ELISA 실험을 

한 결과 1:10,000에서 부터 특정 항원에 대해 반응을 나타내었다 (Fig 3-8). 
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Fig3-7. GST-ADSF 단백질의 정제 및 농축. A) 정제한 ADSF 단백질들을 전기영

동을 통해 확인하였다. lane 1-5: GST-ADSF 융합단백질. lane 6: BSA(2mg/ml) 

0.5ul loading. s.m.:size marker. B) GST-ADSF을 농축한 다음 전기영동을 통해 확

인하였다. lane 1-4: GST-ADSF 단백질. lane1: 0.5ul loading, lane2: 1ul loading, 

lane3: 2ul loading.  lane4: flow-through (8ul loading). lane5: BSA 0.5ul loading. 

화살표는 GST-ADSF을 나타냄.  
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Fig3-8. ADSF/resistin 항체의 titer 측정. 부스팅한 다음 추출한 토끼 serum의 

ELISA 결과. 1:10,000 비율에서 특정항원에 대해 특이적으로 반응이 나타남.

ELISA를 통해 특정항원에 대한 반응력을 조사한 다음 이를 토대로 실제 한우 

ADSF/resistin 단백질을 인지하는지를 조사하기 위해 혈청을 1:2,000으로 희석하여 

ADSF/resistin이 과발현되는 박테리아 추출물과 한우 등심조직에서 western 

blotting을 실시하였다 (Fig3-9).
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Fig3-9. ADSF/resistin에 반응하는 혈청을 이용한 western blotting 결과. 

그 결과 한우 조직과 혈액에서는 밴드가 관찰되지 않았지만, 박테리아 추출물에서는 

GST-ADSF/resistin이 위치한 34kDa 부위의 단백질 밴드가 명확하게 관찰되었다.  

그러나, ADSF/resistin이 과발현되지 않은 박테리아에서도 밴드가 감지되었다. 이는 

34kDa 부위의 모든 박테리아 단백질을 elution하여 항체를 제작하는데 사용했기 때

문으로 추정된다. 이러한 문제점을 해결하기 위해서 다시 affinity-purified 항체를 생

산하였다. 31kDa에서 관찰되는 밴드는 비특이적인 밴드로 생각된다. 

4) 한우ADSF/resistin 단백질에 대한 affinity-purified 항체 생산

ADSF/resistin에 대한 항체를 정제하기 위해 GST만이 과발현된 단백질과 반응시켜 

GST 단백질을 인식하는 항체를 제거하였다. 이후 membrane depletion method을 이

용하여 ADSF/resistin만을 인식하는 항체를 정제하였다.  이렇게 하여 생산된 

affinity purified ADSF/resistin antibody를 이용하여  ADSF가 과발현되는 293 cell

s에서 단백질 발현을 조사하였다. 먼저, 구축된myc-tagged 

pcDNA3.1(-)-ADSF/resistin plasmid를 293 세포주에 transfection시켰다. 성공적으

로 ADSF/resistin plasmid가 세포내로 주입되었다면 plasmid내에 myc 펩타이드가 

장착되어 있기 때문에 myc 항체를 이용하여 ADSF/resistin의 발현 여부를 간접적으

로 확인할 수 있다.  그 결과 벡터만 transfection했을 때는 ADSF/resistin 단백질 

크기를 나타내는 13kDa 밴드가 관찰되지 않았지만, pcDNA3.1(-)-ADSF/resistin이 

과발현되는 세포에서는 ADSF/resistin 밴드가 잘 감지됨을 확인할 수 있었다 

(Fig3-10). 이후 affinity purified ADSF/resistin 항체를 이용하여 같은 샘플에서 
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ADSF/resistin 단백질의 발현 여부를 조사하였다. 그 결과 Fig3-10과 동일하게 

13kDa에서 myc-tagged ADSF/resistin 단백질이 명확하게 관찰되었다 (Fig3-11).

  이러한 결과는 정제된 ADSF/resistin 항체가 특이적으로 반응하고 있음을 의미한

다.  55kDa에 보이는 밴드는 background로 추정된다. 

Fig3-10. 한우 ADSF/resistin 단백질의 발현 조사. 293 cells에 myc-tagged 

ADSF/resistin plasmid를 transfection 한 후 anti-myc 항체를 이용하여 western 

blot을 실시하였다. 13kDa에서 myc-tagged ADSF 단백질이 발현되고 있음을 관찰

할 수 있다.
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Fig3-11. 정제된 항체를 이용한 한우 ADSF/resistin 단백질의 발현 조사. 293 cells

에 ADSF/resistin plasmid를 transfection 한 후 정제된 anti-ADSF 항체를 이용하여 

western blot을 실시하였다. anti-myc 항체를 이용하였을 때와 동일한 위치에서 밴

드가 감지되었다. 

5) 지방세포분화와 관련한 한우ADSF/resistin 단백질의 기능규명

ADSF/resistin 유전자가 지방세포 분화에 어떠한 역할을 하는 지를 조사하기 위하여 

지방 전구세포 3T3 L1에 한우ADSF/resistin을 과발현 시킨 다음, 지방세포 분화 여

부를 조사하였다.  
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Fig3-12. 지방전구세포 3T3 L1의 분화 유도. (red cells: Oil-Red-O로 염색된 지방분

화세포)

ADSF/resistin에 의한 지방 분화 관련성을 조사하기에 앞서 먼저 분화가 제대로 이

루어졌는지를 확인할 수 있는 Oil-Red-O 염색액을 사용하여 지방세포의 적정한 분

화 조건을 확립하였다 (Fig3-12).  먼저 ADSF/resistin 유전자가 꾸준히 과발현되는 

stable 세포주를 구축하기 위해 plasmid vector와 retroviral vector를 3T3 L1 세포주

에 주입한 다음 positive 세포주를 선발하였으나 지속적으로 ADSF/resistin이 발현되

는 세포주가 선발되지 않았다. 이는 ADSF/resistin 유전자가 세포의 기본 대사에 중

요한 작용을 하는 것으로 사료되어진다. 따라서 ADSF/resistin유전자의 기능분석은 

transiently transfection방법을 이용하여 실시하였다.

pcDNA3.1(-)-ADSF/resistin plasmid의 transfection efficiency를 증가시키기 위해  

electroporation 방법을 이용하여 지방전구세포인 3T3-L1 cells에 transfection 시켰

다.  그 결과 ADSF/resistin이 과발현되는 세포에서는 지방세포의 분화가 상대적으

로 억제되는 것을 관찰 할 수 있었다 (Fig3-13). 이러한 결과는 한우 ADSF/resistin 

유전자가 지방세포의 분화를 억제하는 역할을 한다는 것을 의미한다.
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Fig3-13. 한우 ADSF/resistin의 지방분화 관련성 조사. 3T3-L1 cells에 pcDNA3.1(-) 

vector 와 pcDNA3.1(-)-ADSF를 electroporation한 다음, 지방분화를 유도하고 Oil 

Red O staining을 하여 지방세포 분화 정도를 관찰하였다. 그 결과 ADSF/resistin이 

transfection된 세포에서 지방 분화가 상대적으로 억제되었다. (A1 & A2 : 대조구, 

B1 & B2 : ADSF 과발현 세포)
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제1절 연구개발 목표의 달성도

구 분
연구개발 목표의 평가 착안점, 척도 및 달성도

착 안 사 항 척 도
(점수)

달성도
(%)

1차년도

(2003-2004)

○ADSF/resistin의 cDNA  의 클로닝 

및 염기서열 분석

○ADSF/resistin 유전자 구조해석

○원핵세포주에서 ADSF/resistin 

  발현벡터구축 

○시험설계의 타당성

○초음파정보와의 연계성

40

30

20

5 

5

100

100

100

100

100

2차년도

(2004-2005)

○엑손과 인트론 DNA 다형분석 

○프로모터 탐색

○유전양상의 파악여부

○도축정보와의 연관성추정

○원핵세포주에서  ADSF/resistin

  단백질 생산

○ADSF/resistin 단백질 정제 및 

  항혈청 제조

30 

10

15

15  

10

 20

100

100

100

100

100

100

3차년도

(2005-2006)

○ 개체별 프로모터 염기서열 분석

○ ADSF/resistin의 프로모터 DNA 

  다형분석

○경제형질과의 연관성측정

  -계획교배에 따른 유전자 다형양상

   과 유전적상관분석

○ADSF/resistin의 기능 조사

○ADSF/resistin 단백질 발현 조사

20

20

    

30

   

15

15

100

100

100

100

100

최종평가

○한우 ADSF/resistin 유전자 cloning

○한우 ADSF/resistin 다형양상과 

  유전적상관관계 검정

○ADSF/resistin 특성 조사

20 

50 

    

30

100

100

100
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제2절 관련분야에서의 기여도

한우 고급육 생산을 위한 사양기술, 육종기술 및 분자생물학적 접근 기술 등은 앞으

로도 지속적으로 이루어 질 것으로 사료된다. 본 과제에서는 2001년도에 발견된 지

방세포 특이적 유전자를 한우에서 클로닝하고 이 유전자의 DNA다형현상이 한우 육

질과 관련된 경제 형질과 어떤 상관 관계가 있는지 그리고 추후 기초 및 응용연구를 

위하여 이 ADSF/resistin을 대량생산 할 수 있는 방안, 항체생성 방안 그리고 이 유

전자의 특성 규명 등을 중점적 연구 대상으로 하여 실시하였다. 본 과제는 한우에서 

최초로 이 유전자를 클로닝하여 NCBI genbank에 등록(accession number 

AY618903)하였으며, 최근에 promoter 부분까지 update 됨으로서 이 유전자를 이용

한 타 연구자들의 한우 연구에 큰 기여를 할 것으로 기대된다. 즉, 이 유전자를 조절

하기위한 전사조절연구에는 반드시 promoter에 대한 정보가 필수인데 이를 손 쉽게 

genbank에서 확인하여 연구에 착수 할 수 있다. 이 번 연구의 핵심 부분인 DNA 

polymorphism과 한우의 경제형질의 연관 관계는 도체중, 등지방 두께, 근내지방도 

등과 상관관게가 유의적으로 나타나는 것으로 보아 부분적으로 관련 분야 연구에 하

나의 바이오마크로서 활용할 수 있을 것으로 사료된다. 또한 이 유전자의 발현 및 

단백질생산 시스템 구축과 항체생산, 그리고 이 유전자의 작용 특성 즉 지방세포 분

화 억제 기능 등을 확인함으로서 관련 분야연구에 큰 기여를 할 것으로 사료된다.   
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제 5 장   연구개발결과의 활용계획

   본 연구에서 ADSF/resistin 유전자를 클로닝하였으며, 이 유전자의 효율적 발현

시스템 구축으로 단백질의 대량생산과 항체 생산 체계를 구축하였다. 무엇보다도 중

요한 것은 본과제의 중요 부분중 하나인 ADSF/resistin polymorphism 과 한우 경제

형질과의 상관관계 탐색에서  도체중, 등지방두께, 마블링등과 같은 형질과 유의성이 

있는 것으로 밝혀졌다. 본 과제를 수행하면서 현제 2건의 SCI 논문에 관련 연구가 

게재되었으며, 국내외 학술대회에서 11건의 논문을 발표하였다. 연구 기간 동안 지역 

신문과 방송에 4건 이상 홍보가 이루어 졌다. 또한 클로닝된 유저자는 미국 

GenBank에 등록되었다. 본 연구를 수행하면서 얻은 연구성과를 바탕으로 타 연구에 

활용 및 응용연구에 적용에 의해 3건의 과제가 선정되었다. 앞으로 본 연구결과를 

더 분석하고 정리하여 1건의 국내논문과 1건의 국제논문을 발표할 예정이다. 또한 

경제형질과 연관된 영역을 더 구체적으로 정리, 분석, 또는 필요한 경우 추가 연구를 

통하여 이 유전자를 육질관련 바이오마크로 특허등록 할 예정이다.    
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Kang, H.K., Ji A Park, Kang S. Seo, Sang H. Kim, Yun, J. Choi, and .Yang S. 

Moon. 2006.  Asian-Aust. J. Anim.Sci.Vol. 19(3) 329-334.

Kim Sang H. et al., 2006. 한우 ADSF/resistin 단백질의 분리와 동정. J. of 

Biochemistry and Molecular Biology. (제출예정)

2) 한국동물자원과학회 발표 1건(2004년6월 24-25일): 
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3)한국지질.동맥경화학회(2003년 8월), 한국영양학회(2004년5월) 초청강연 2회

4)NCBI GenBank 한우 ADSF/resistin gene등록(accession number AY618903)

2006년 6월 한우 ADSF/resistin promoter추가로 AY618903의 update가 이루어짐. 

5) ADFSF/resistin gene polymorphism 과 경제형질관의 유의적인 상관관계확인

6) ADSF/resistin 단백질 발현 벡터구축 및 항체생산
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제 6 장  연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

-연구개발 과정중에 ADSF/resistin 유전자에 대한 지속적인 연구논문 발표(Kim et 

al, 2003; S대 et al., 2003)가 국내외적으로 이루어 지고 있으나 주로 사람과 실험동

물을 대상으로 이루어 지고 있음. 그러나 가축을 대상으로 한 연구는 거의 없는 실

정임. 

Kim K. H., L. Zhao, Y. Moon, C. Kang and H. S. Sul. 2003. Dominant 

inhibitory adipocyte-specific secretory factor(ADSF)/

resistin enhances adipogenesis and improves insulin sensitivity. PNAS. 

101(17):6780-6785.

Seo J. B., M. J. Noh, E. J. Yoo, S. Y. Park, J. Park, I. K. Lee, S. D. Park, J. B. 

Kim. 2003. Functional characterization of the human resistin promoter with 

adipocyte determination- and differentiation-dependent factor 1/sterol regulatory 

element binding protein 1c and CCAAT enhancer binding protein-alpha. Mol 

Endocrinol. 17(8):1522-33. 
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