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Background: Wilson disease (WD) is an autosomal recessive disorder of copper transport 

and characterized by degenerative changes in the brain, liver dysfunction, and Kayser-Fleischer 

rings due to toxic accumulation of copper. Since the identification of Wilson disease gene 

(ATP7B), more than 80 mutations have been detected among the different ethnic groups.

Methods: Twenty three children with Wilson disease were included in this study. They were 

all diagnosed by low serum ceruloplasmin and increased 24 hour urinary copper excretion 

with characteristic clinical findings.

  We analysed WD gene mutation by assessing the nucleotide sequence of exon 7, 8, 9 and 

10 including intron-exon boundaries of ATP7B gene from genomic DNA.

Results: Arg778Leu mutation was identified in 16 WD patients; three were homozygous and 

13 were heterozygous for this mutation. Of the 46 alleles, 19 alleles had a Arg778Leu mutation 

(19/46=41%). Homozygote patients had neurologic forms of WD. Arg778Leu mutation was 

not found among 50 normal healthy persons.

Conclusion: Arg778Leu mutation is a common mutation in Korean WD gene. Arg778Leu 

mutation screening might be used as a useful supplementary diagnostic test in some patients 

to confirm Wilson disease in Korea. (J Korean Pediatr Gastroenterol Nutr 1999; 2: 164∼

168)
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서      론

  윌슨병(Wilson disease)은 상염색체열성으로 유전

하는 구리 대사 이상 질환으로 구리의 담도 배설 

장애로 인하여 구리가 간, 뇌, 각막, 적혈구, 신장 

등에 침착하여 간염, 간경화등 간 기능장애, 신경

장애, Kayser-Fleischer ring, 용혈성 빈혈, 신세뇨관

기능 이상 등을 초래한다.

  이 질환은 4∼5세경부터 증상이 나타나기 시작

하며 조기 진단이 특히 중요한데 만성 간 질환 중

에서 완치 가능한 드문 질환의 하나이며 또한 기

저핵에 병변을 보이는 신경계질환 중 유일하게 치

료될 수 있는 질환이기도 하다
1,2).

  이 질환을 일으키는 결손 유전자의 빈도는 세

계적으로 90명당 1명의 빈도를 보이는 것으로 

생각된다. 동유럽의 유태인 윌슨병 환자에 대한 

조사
3)와 Passwell의 아랍 및 유태인 환자들에 대

한 조사
4)에서 종족 별로 서로 다른 임상 발현과 

경과를 보이는 것으로 알려져 있어 아마도 종족

간에 유전자 변이의 차이가 있을 것으로 추측되

어 왔다.

  Frydman이 처음 연관분석
5)을 시작한 이래 윌

슨병 유전자가 발견되기 전까지 본 연구자들은 

10명의 윌슨환아가족에 대한 연관분석을 시행하

였고, 이중 일곱 가족에 대한 결과를 보고한 바 

있으며
6), 또한 이들 10 가족에 대한 결과를 전세

계의 환자들의 분석과 함께 공동으로 발표한 바 

있다
7).

  최근에 확인된 윌슨병 유전자(WND)는 구조상 P 

type copper dependent ATPase라고 생각되고 있다
8∼10). 

이 유전자는 80 kb에 이르는 genomic DNA로 22개

의 exon과 4.3 kb cDNA로 구성되어 있다. 이 유전

자는 비교적 크므로 돌연변이의 빈도가 높다고 알

려진 Exon 8을 포함한 Exon 7, 8, 9, 10에 대하여 

한국인 윌슨병환자의 돌연변이형에 대한 분석을 

시행하였다.

재료 및 방법

    1. 연구 대상

  (1) 환자군의 선정: 임상적인 증상과 카이제르 플

라이세르륜(Kayser-Fleischer ring)의 유무, 혈청 세룰

로플라스민, 24시간 요중 구리농도 등을 통하여 임

상적으로 확진되어 치료 및 경과 추적을 하고 있는 

23명의 어린이 윌슨환자를 대상으로 하였다.

  (2) 검체 채취 및 보관: 검체는 EDTA tube를 사

용하여 정맥혈을 채취하였으며, Genomic DNA 분

리는 Lysis buffer에 의해 세포를 용해시킨 후 pro-

teinase K (20 mg/ml)를 첨가하여 56
oC water bath에 

3시간 이상 incubation하였다. 동량의 phenol, chlo-

roform으로 단백제거 후 100% ethanol과 3M sodi-

um acetate로 genomic DNA를 추출하였다. 또한 환자

부모의 검체를 함께 채취하여 분석하였다.

  (3) Genomic DNA의 PCR: 추출한 genomic DNA

를 exon 7부터 exon 10까지 각각 94
o
C 30초, 55

o
C 

30초, 72
o
C 2분 30초로 35 cycle을 수행하였다. 

PCR 산물을 1% agarose gel로 확인한 후 gel로부터 

Quiagen extraction kit (USA)를 사용하여 PCR 산물

을 추출하였다.

  (4) PCR product의 sequencing (Perkin Elmer-Dye 

terminator sequencing kit 사용): PCR product, primer 

(3.2 mole),terminator ready reaction mix를 섞어 96
o
C 

30초 50
o
C 15초 60

o
C 4분으로 25 cycle의 cycle se-

quencing을 수행한 후 spin-column에 의해 각 산물

을 정제하였다. 정제한 산물은 ABI prism 377 auto-

matic sequencer로 분석하였다.

  (5) 돌연변이의 확진: 돌연변이가 확인된 경우 해

당 돌연변이 부분에 대하여 제한효소를 이용하여 

확인하고, 부모의 검체에서도 돌연변이 여부를 확인

하였다.

결      과

    1. Exon 7, 8, 9, 10의 증폭

  각 Exon의 증폭은 Fig. 1과 같다.
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    2. 돌연변이의 발견

  Exon 8에서 2336번째 cDNA에서 G-＞T 변이로 

인하여 778번째 아미노산이 arginine에서 leucine으

로 변이된 돌연변이가 발견되었다(Fig. 2). 이 돌연

변이는 정상인 50명에서는 발견되지 않았으나, 일

부 환자의 부모에서 확인되었다. 염기서열 분석으

로 발견된 돌연변이를 제한효소분석을 통하여 확

인하기 위하여 Exon 8 부분을 PCR 조건에 의해 증

폭 한 후 total 20 ul volume에서 PCR product 10 ul, 

Msp I (Gibco BRL) 10 unit를 혼합하여 37
oC 3시간 

동안 incubation하였다. 그런 후 1% agarose gel로부

터 enzyme cutting을 확인하였다. 이 결과는 Fig. 3

과 같다.

  23명의 환자에서 3명의 동형접합체(homozygote)

를 발견하였고, 13명의 이형접합체(heterozygote)를 

발견하였다. 그러므로 총 46개의 염색체로부터 16

개의 Arg778Leu 돌연변이를 발견하여 41% (19/46)

의 빈도를 확인하였다.

    3. 임상상의 확인

  동형 접합체를 보인 환자들에 대하여 임상상을 

분석한 결과 2명은 15세와 17세에 각각 신경증상

을 주증상으로 발현한 환자들이었고, 나머지 1명

은 이들 신경증상을 보인 윌슨환아 2명중 1명의 

동생으로 검사 당시 10세이나 아직까지 임상적 증

상을 보이지 않았다.

고      찰

  윌슨병 유전자인 ATP 7B에 대한 윌슨병 환자의 

Fig. 2. Arg778Leu mutation analysis result.

Fig. 1. PCR product of Exon 7, 8, 9, 10 of ATP7B 

gene.
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돌연변이 분석은 genomic DNA에 기초하여 SSCP

로 발견한 것이 현재 약 80개 이상 보고되고 있

다
11∼13). 이들의 분석결과는 주로 서양백인과 지중

해 지방 환자들을 대상으로 하여 이루어지고 있으

며, 최근 일본인 윌슨병 유전자 돌연변이에 대한 

보고도 발표되고 있다
14).

  돌연변이 분석결과 His714Gln 돌연변이가 50명 

미국 윌슨병 환자의 31%를 차지하는 것으로 나타

났으며, 38명 유럽인 환자에서는 22%를 차지하고 

있는 것으로 나타나고 있다.

  또한 1 bp del 2337은 18명 러시아인 환자의 20%에

서 나타나는 것으로 보고된 바 있다. 또한 His1070Gln 

돌연변이는 환자 28%에서 나타나는 것으로 분석

되고 있다.

  그러나 이러한 돌연변이가 본 연구에서 조사한 

한국인에서는 발견되지 않았다.

  본 연구의 한국인 23명 분석에서는 Arg778Leu 

돌연변이가 전체 환자 allele의 빈도에서 41%를 차

지하는 것으로 나타나 매우 흔한 돌연변이임을 확

인할 수 있었다. 임상적 발현의 다양성과 돌연변이

형의 분석에서는 본 연구의 결과를 보면 Arg778Leu 

돌연변이가 homozygote인 경우 증상이 발현된 환

자에서는 모두 신경형의 윌슨병 환자였다.

  ATP7B 유전자는 7개의 transmembrance domain

을 가지며, 6개로 추정되는 metal binding domain을 

가지고 있는 것으로 생각되고 있다
14). Arg778Leu 

돌연변이는 4번째 transmembrane domain에 존재하

는 것으로 생각되며, 돌연변이의 효과는 본 연구의 

환자 임상상에서도 추측되는 것처럼, ATP 7B 유

전자 기능의 장애가 간 손상형을 일으키는 돌연변

이보다 상대적으로 적을 것으로 생각된다. 이 돌연

변이가 founder effect를 가지는지에 대해서 추가 

연구가 필요할 것으로 생각되며, 또한 다른 exon에 

대한 분석이 필요하다고 생각된다. 그러나, 현재의 

연구결과에서 밝혀진 바와 같이 Arg778Leu 돌연변

이는 매우 흔한 돌연변이로써 이 돌연변이는 비교

적 쉽게 중합효소반응과 제한효소 처리로 찾아 낼 

수 있으므로 임상적으로 의심이 되나 기존의 진단

검사로 확진이 어려운 윌슨병 환자에서 진단적 유

용성이 있을 것으로 생각된다.

  최근 중국에서 Arg778Leu 돌연변이의 빈도가 

30%로 보고된 바 있다
15). 이 돌연변이가 일본인에

서도 가장 흔한 돌연변이지만 12%의 빈도로 보고

되고 있는 것으로 보아서 일본인 환자와 한국인 

환자들 사이의 연관성에 대한 검토가 필요할 것으

로 생각된다. 그러나 대조적으로 같은 exon 8에서 

Fig. 3. Arg778Leu mutation screening in WD patients.
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일본인 환자에서 2.4%의 빈도로 관찰되는 2164insT, 

2203del29, 2299insC 등
16)다른 돌연변이가 본 연구의 

우리나라 환자에서는 관찰되지 않았다. 향후 다른 

exon과 promotor를 포함한 부위의 염기서열 분석에 

대한 연구가 더 필요할 것으로 생각된다.
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