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Abstract : The melanocortin 1 receptor (MC1R) plays an important role in regulation of melanin pigment

synthesis within mammalian melanocytes. Mutations within the gene encoding MC1R have been shown

to explain coat color variations within several mammalian species including cattle. To develope a rapid

and accurate method for the identification of Hanwoo, we performed a modified PCR-RFLP analysis of

MC1R gene using single nucleotide polymorphism (SNP) within MC1R as a target. A size of 538 bp (537

bp for Hanwoo) was amplified by PCR, digested with Hpa II, and electrophoresed on a 1.5% agarose

gel. A PCR product from Hanwoo showed a single band of 537 bp, whereas two fragments of 328 bp

and 210 bp were detected in both Holstein and Black angus. The current result suggests that the PCR-

RFLP using our primers and enzyme digestion system would be very accurate, easy and reproducible method

to discriminate between Hanwoo and Holstein/Black angus meat. 
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서 론

소의 모색은 품종의 특징을 나타내고 개체 및 품종을

식별하는 수단으로 이용될 수 있는 대표적인 형질이다.

그러나 소의 품종구별이 외형적 특징인 모색, 체형 등에

의존하는 것이 지금까지의 방법이어서 표현형으로 구별

되는 소의 품종이라 할지라도 도축하여 쇠고기 형태로

전환되면 품종별 식별은 거의 불가능하다. 더구나 유통

과정에서 한우육과 젖소육이 한우육으로 둔갑해 판매되

는 경우가 발생하여 소비자와 양축농가의 경제적 손실

및 피해가 발생하여 한우산업의 경쟁력이 약화되어 왔

다. 따라서 순수한 한우육을 명확히 구별할 수 있는 한

우육 판별기술개발은 양축농가 및 소비자를 보호하고

유통과정 중 발생하는 한우 둔갑육을 차단해 쇠고기 시

장을 활성화시키기 위해 반드시 필요하다. 분자생물학

적인 접근을 통해 국내에서 이러한 문제를 해결하려

는 노력이 있었다. 즉 PCR을 이용한 RAPD(random

amplified polymorphic DNA)기법이 국내에서 쇠고기 품

종구별 및 각종 육류의 축종판별 [3]에 사용되었고 국외

에서도 동물의 유전분석 및 품종식별에 폭 넓게 응용

되어 왔다 [7, 8, 11, 13, 19]. 그러나 RAPD 기법은 PCR

증폭조건에 대한 민감성이 매우 높고 결과의 재현성

과 정확성이 낮기 때문에 실용화에는 문제가 있다 [10,

16, 23]. 또 PCR-SSCP(single-strand conformational

polymorphism) 방법 [6, 17] 등도 시도되었지만 재현성

및 신뢰도의 문제로 실용화가 되지 못한 것이 사실이

다. 이러한 단점을 극복하고자 몇 가지 실험이 고안되

었고 이미 본 연구진은 MC1R 유전자에서의 single
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nucleotide polymorphism(SNP)와 관련한 3'-tailed primer

system을 이용하여 황갈색의 모색종인 한우 및 이와 다

른 모색의 품종과의 구별법을 보고한 바 있다 [1]. 

소를 비롯한 포유동물에서 모색발현에 관여하는 MSH

receptor(melanocyte-stimulating hormone receptor 1;

MC1R) 유전자는 멜라닌의 확산 및 합성을 자극하는 호

르몬 수용체이다. 포유동물의 모색을 결정하는 tyrosine-

derived melanin에는 두 가지 색소 즉, 적색/노란색을

나타내는 phaeomelanin과 갈색/검정색을 나타내는

eumelanin이 있는데 이들의 합성, 색소 세포 내의 상대

적 양을 조절하는 두 개의 좌위인 Extention(E)과

Agouti(A)가 중요한 역할을 하는 것이 밝혀졌다 [22]. 포

유동물에서 MC1R 돌연변이가 모색변이를 일으킨다는

사실이 발견되어 색소합성에 관여하는 MC1R 유전자의

돌연변이를 검출하기 위해 PCR-RFLP(PCR-restriction

fragment length polymorphism)분석 방법을 이용해 말에

서 MSH receptor의 염기서열 분석결과 이 유전자의 단

일 missense 돌연변이가 chestnut 빛깔의 모색과 관련이

있고 [17], 돼지에서 돼지품종 및 모색별로 특징있는

MSH receptor 유전자형을 제시하였으며 [14], 소 [12,

15], 면양 [21] 등의 여러 축종을 대상으로 모색변이에

관한 연구가 이루어졌다. 

지금까지 수행된 MC1R 유전자의 RFLP 방법을 사용

한 실험 즉, 김 등 [2]은 한우와 젖소 유전자를 판별하

는데 있어 제한 효소처리 후 4% metaphore agarose gel

을 사용하여 전기영동을 하였고, 이 등 [4]과 정 등 [5]

은 각각 8%, 13% polyacrylamide gel에 전기영동을 한

후 silver stain을 사용했다. 이는 제한 효소 처리 후 저

분자량의 DNA 밴드 검출을 목적으로 한 것이다. 이러

한 방법들은 저분자량의 DNA 밴드 검출에 유리하지만

일반적으로 실험실에서 간편하게 사용되는 agarose gel

을 사용한 전기영동 방법에 비하면 실험과정이 복잡하

며 비용과 시간이 많이 드는 단점이 있었다. 이에 기존

방법과는 달리 정확하고 간편하며 일반적인 실험실에서

수행이 가능한 실용적인 한우육 판별기술을 개발하고자

축우의 모색발현에 관여하는 MC1R 유전자의 PCR-

RFLP를 이용해 한우와 다른 모색을 가진 품종들인

Holstein 및 Black angus의 판별을 위해 본 연구를 수행

하였다.

재료 및 방법

공시재료

DNA를 얻기 위한 시료는 김 등 [1]에 의한 방법에 준

하여 실시하였다. 즉 도축장에서 Holstein 20개체, 한우

20개체, Black angus 5개체, Hereford 5개체, 그리고 황

색과 흑색이 혼합되어 있는 일명 “먹우” 1개체로부터 각

각 근육시료를 채취하였다. 각각의 품종은 그 모색에 따

라 구분하여 실시하였다. 즉 Holstein은 흰색과 검은색

만의 혼합이어야 하고, 한우는 검은색이나 기타 모색의

혼합이 없어야 하며, Black angus는 다른 모색의 혼합

없이 완전히 검은색을 띈 개체이며, Hereford는 황색과

백색만의, 그리고 먹우는 황색과 검은색이 혼합되어 있

는 것으로 품종을 구분하였다.

DNA 분리

근육 및 혈액으로 부터 DNA 분리 및 정제는 Miller

등 [18]의 phenol/chloroform 추출방법의 일부를 변형해

실시하였고 분리된 DNA는 TE buffer(10 mM Tris-Cl, 1

mM EDTA, pH 7.4) 적당량을 넣어 50 µg/ml 농도로 준

비하였다. 분리된 DNA는 1% agarose gel을 사용하여 확

인하였다.

Primers

GenBank(AF445642)에 등록된 MC1R 유전자인 Bos

taurus melanocortin 1 receptor(MC1R) mRNA를 지정

하는 cDNA 영역의 E-locus가 포함된 382에서 919번째

염기서열 부위의 583 bp 단편을 증폭하기 위해 primer로

서 forward primer로 5’-CAGTGCCTGGAGGTGTCCAT-

3’와 reverse primer는 5’-GGCCAGCATGTGGACGTAGA

-3’를 사용하였는데, 이는 Gene RunnerTM software를 사

용하여 염기배열을 설계하여 합성(Bionics, Korea)하였다.

PCR에 의한 MC1R의 증폭 및 전기영동

PCR 반응을 위해 반응액은 template DNA 1 µl, 각 20

pM primer 1 µl, MgCl2 free 10× PCR buffer 5 µl, 25 mM

MgCl2 5 µl, 2.5 mM dNTP 5 µl, Taq DNA polymerase(5

U)(Promega, USA) 1 µl를 첨가하고 멸균증류수를 첨가

하여 총 50 µl로 조정하였다. PCR 수행은 94oC에서 5분

간 pre-denaturation한 후 94oC/30초, 56oC/30초, 72oC/1분

씩 3단계로 35 cycles 수행한 후 마지막으로 72oC에서

5분간 extension을 실시하였다. 증폭된 PCR 산물을

1.5% agarose gel에서 확인하였다.

제한효소 처리에 의한 DNA 절단 및 전기영동

전기영동으로 확인된 MC1R 유전자의 PCR산물은

Geneclean II kit(Qbiogene; USA)를 사용하여 gel elution

을 수행한 뒤, PCR산물은 제한효소 Hpa II (Promega,

USA)를 이용하여 절단하였다. 제한효소 처리는 10×

elution buffer 2 µl, DNA 10 µl, BSA(bovine serum

albumin, 10 mg/ml ) 0.5 µl, 제한효소인 Hpa II 1 µl, 멸균

증류수 6.5 µl를 넣어 총 20 µl가 되게 하여 37oC에서 3
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시간 동안 반응시킨 후 1.5% agarose gel을 사용하여 확

인 하였다.

결 과

PCR에 의한 MC1R 유전자의 확인

한우와 다른 품종을 판별하기 위해 MC1R 유전자의

확인하기 위한 1쌍의 primer를 사용하여 PCR을 수행한

결과, Fig. 1에서 보는 바와 같이 모든 시료에서 538 bp

의 PCR 산물을 확인할 수 있었다. 

RFLP에 의한 한우육의 구분

GenBank에 기초한 MC1R 유전자 염기서열 정보 및

제한 효소 Hpa II의 작용을 통해 2개의 restriction pattern

이 나타날 것을 예상할 수 있었다(Fig. 2). 그 결과, 제

한 효소 Hpa II를 이용한 RFLP pattern은 한우와 다른

모색 품종과의 구분을 가능케 해 주었다. 즉 제한 효소

Hpa II로 처리한 결과, Holstein과 Black angus 종에서는

두종 모두 328과 210 bp 크기의 분해산물을 관찰할 수

있었고, 한우육에서는 분해되지 않은 537 bp 크기의 band

를 확인할 수 있었다(Fig. 3). 이를 통해 제한 효소 Hpa

II를 이용한 PCR-RFLP는 한우와 다른 모색의 품종들인

Holstein 및 Black angus를 감별하는 효과적인 방법임을

알 수 있었다. 하지만 황색과 백색의 혼합종인 Hereford

의 경우(5개체)와 황색과 검은색의 혼합종인 먹우(1개

체)의 경우는 순수황색의 한우와 restriction pattern이 같

아서 구분이 되지 않았다.

고 찰

포유동물의 Pro-opiomelanocotin으로부터 유도된

melanocotin는 부신피질 세포에서 스테로이드 합성을 자

Fig. 1. MC1R-specific PCR analysis of Hanwoo, Holstein, Black angus, Hereford, and Mukwoo. PCR products of

538 bp were produced in all cattle meat samples (20 Hanwoo, 20 Holstein, 5 Black angus, 5 Hereford, and 1 Mukwoo).

Fig. 2. Schematic presentation of the location of the amplified fragment in the bovine MC1R gene for PCR test. The vertical

arrows indicate the Hpa II restriction sites. The primers are underlined.

Fig. 3. PCR-RFLP profiles of MC1R gene digested with

Hpa II on a 1.5% agarose gel electrophoresis. Lane M: 100

bp DNA ladder; Lane 1 represents Hanwoo, lane 2 Hereford,

lane 3 Mukwoo, lane 4 Holstein, and lane 5 Black angus.

The same restriction patterns were shown within the same

strains, respectively.
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극하는 adrenocorticotropic hormone과 멜라닌 세포에서

멜라닌형성에 관여하는 melanocyte-stimulating hormone

으로 구성되어 있으며 생리적 및 기능적 활성도에 따라

5개의 subtype으로 분류된다 [20]. 특히, 포유동물의 모

색발현에 관여하는 MC1R 유전자는 멜라닌의 확산 및

합성을 자극하는 호르몬 수용체이다. 이들은 적색/노란

색을 나타내는 phaeomelanin과 갈색/검정색을 나타내는

eumelanin의 합성, 색소 세포내의 상대적 양을 조절하는

두개의 좌위인 Extention(E)과 Agouti(A)에 중요한 역할

을 하는 것이 밝혀졌다 [22]. 멜라닌 형성은 tyrosinase에

따라서 phaeomelanin과 eumelanin 생성이 달리 발현되

고 이 효소의 활성은 extension 좌위를 지정하는 α-MSH

와 MC1R에 의해 조절된다 [9, 14, 15, 22]. 색소합성에

관여하는 MC1R 유전자의 돌연변이를 검출하기 위해

PCR-RFLP 분석 방법을 이용한 결과 MC1R을 지정하는

유전자 내에서의 돌연변이는 소, 말, 면양, 돼지, 마우

스, 여우 등 여러 동물종 내에서 모색변이와 관련되어

있는 것으로 보고되었다 [14, 15, 17, 22]. 

MC1R 유전자의 RFLP 방법을 사용한 국내논문에서

김 등 [2]은 한우와 젖소 유전자를 판별하는데 있어 제

한 효소처리 후 DNA 크기가 작아서 4% Metaphore

agarose gel을 사용하였고, 이 등 [4]과 정 등 [5]은

polyacrylamide gel에 전기영동을 한 후 silver stain을 사

용했다. 이는 소량의 DNA 시료 분석과 저분자량의 DNA

밴드 검출을 목적으로 사용되었으며 이러한 방법들은

저분자량의 DNA 검출에 유리하지만 비용과 시간이 많

이 들고 인체에 신경독성과 체내 축적등을 일으켜 유해

하여 잘 사용하지 않는 단점이 있었다. 그래서 본 실험

에서는 1.5% agarose gel만을 사용해 결과를 도출해 내

었기에 편리성과 재현성, 정확성, 경제성을 겸비한 한우

육 판별법이라 할 수 있다.

본 실험에서는 MC1R 유전자 594번째 G 단일 염기

가 결실된 부위를 포함하도록 design된 primer를 이용하

여 PCR로 증폭시킨 결과 모든 개체에서 동일하게 538

bp의 PCR 산물을 확인할 수 있었다. 그리고 이 PCR 증

폭산물을 gel elution을 시킨 후 Hpa II 제한효소로 각각

절단한 다음 agarose gel 전기영동법으로 검출한 각

sample별 RFLP 양상은 Fig. 2와 같다. Fig. 2에서 보는

바와 같이 Hpa II 제한효소로 절단하였을 때 MC1R 유

전자중 104번째 아미노산을 결정하는 codon에서 G 단

일 염기가 소실되지 않은 Holstein과 Black angus는 328

bp와 210 bp 밴드 두개를 관찰할 수 있었고, 한우에서

는 G 단일 염기가 소실되어서 잘리지 않았으므로 537

bp 크기의 단일 밴드를 확인할 수 있었다. 이로써 단순

히 한우와 다른 모색의 품종간의 염색체 변이를 신속 간

편하게 인지하면서 한 종류의 제한효소에 의하여 검출

되는 품종 특이적인 PCR-RFLP 유전자형이 확인되었

다. 본 실험 결과, 순수 황색의 한우나 황색이 혼합되어

있는 Hereford 및 먹우의 경우 그 결과가 순수한우와 같

게 나타났다. 이러한 황색 모색의 유도는 순수하게

MC1R 유전자좌에서 G 단일 염기가 소실됨으로 인하여

일어나는데 본 실험에서 사용된 비교군인 Hereford와 먹

우는 모두 황색 모색 유전자을 가지고 있으므로 결과가

순수 황색의 한우와 동일하게 나온 것임을 알 수 있다. 

따라서 본 실험에서 사용한 한우육과 젖소육의 판별

이 가능한 1.5% agarose gel을 사용한 MC1R 유전자의

RFLP는 순수한 한우육을 젖소육과 Black angus육으로

부터 명확히 구별할 수 있는 정확하고 간편하며 재현성

있는 감별법이라 판단되며, 양축농가 및 소비자를 보호

하고 유통과정 중 발생하는 한우 둔갑육을 차단해 쇠고

기 시장을 활성화시키기고 소비자와 양축농가의 경제적

손실 및 피해를 줄이고 한우산업의 경쟁력을 강화시킬

수 있으며 나아가 유통과정 중 젖소육이 한우육으로 둔

갑되는 문제점을 방지할 수 있을 것이라 판단된다. 하지

만 실험결과에서 아직까지도 황색 혼합모종(Hereford

등)과 순수 황색우(한우)를 분별하는 방법은 존재하지

않는다. 그리고 우리나라의 수입육우중에 상당 부분이

황색 혼합모종(Hereford 등)인 점을 생각하면 순수 황색

우와 황색 혼합종간의 분자생물학적 분류법의 확립이

반드시 필요하다고 하겠다. 
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