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1. 서론

2002년에 초안이 발표된 휴먼 게놈 프로젝트(human geno
me project: http://www.genome.gov/12011238)는 인간의 
서열 정보 해석을 기반으로 하는 질병의 예측 및 치료 연
구를 위한 초석이 되었다. 이 들 유전체(genome) 분석을 
위한 비용은 2000년 초에는 약 30억 달러 이상이 소요되었
으나, 최근의 보고서에서는 2012년 이후에 1인당 유전체 
분석 비용이 1,000 달러 이하로 하락하여 개인 유전체 시
퀀싱(personalized sequencing) 시대가 도래할 것을 예상하
고 있다[1]. 이와 같은 인간의 유전체 정보 분석을 위한 D
NA 시퀀싱(sequencing) 기술은 제 1세대의 Sanger 시퀀싱 
시대를 거쳐 현재는 제 2세대인 기가 시퀀싱(giga-sequenc
ing) 시대로 분류되고 있으며, 전 세계적으로 학계 및 사업
체를 중심으로 유전체 분석 기술의 개발을 위한 연구가 활
발히 진행되고 있다. 

인간의 유전체(genome)는 약 30억bp의 긴 서열 정보로 이
루어져 있다. 그러나 각 개인의 서열 정보 사이에는 부분
적 차이가 존재하며, 이러한 서열 정보의 부분적 차이가 
유전적 특성을 나타내기도 하고 유전병의 발병 원인이 되
기도 하는 것으로 알려져 있다[2]. 최근, 이러한 서열 정보
간의 차이를 밝혀내기 위한 연구 중 하나로서 copy num-
ber variation(CNV)에 관한 연구가 주목 받고 있다. CNV
는 임의의 서브 시퀀스가 양쪽 서열에서 발견되는데 한쪽 
서열에서 추가적인 copy를 발견할 수 있는 경우를 나타낸
다[2]. CNV 영역 검출을 위한 기존 방식은 마이크로어레
이 기술을 이용한 방법[3,4]과 서열 비교 방법[5,6,7]으로 
나눌 수 있으며, 참고 논문 [8]에 이 들 방식에 관한 설명
과 비교가 잘 정리되어 있다.

우리는 선행 연구 [9]에서 새로운 CNV 검색 방식을 제안
한 바 있다. 우리가 제안한 CNV 검색 방식은 기가 시퀀싱
의 결과 산출되는 수 많은 짧은 길이의 리드를 레퍼런스 
시퀀스에 서열 정렬 시키고, 리드의 출현 빈도를 이용하여 

CNV 영역을 검색하는 방식으로서 이 전에 시도된 바 없
는 전혀 새로운 방식이다. 본 연구의 목적은 이 선행 연구 
결과를 확장하여 보다 정확히 CNV 영역을 검출하는 알고
리즘을 제시하고, 이를 더욱 효율적으로 처리하는 방법을 
제시하는 것이다. 

우리가 제안한 방식은 CNV 영역에 대한 리드의 출현 빈
도의 변화를 예측하여 CNV 영역을 검출하고자 하는 방식
이다. 그러나 유전체 서열에는 수많은 짧은 길이의 repeat 
영역이 존재하며, 이 repeat 영역에 의하여 발생하는 반복 
출현 리드들은 CNV 영역 추출을 방해하는 주요 요소로 
작용한다. 특히, 리드의 길이가 짧은 경우, CNV 영역을 제
외한 다른 repeat 영역으로부터 추출된 동일 리드의 발생 
확률이 높아지며, 이 들은 CNV 영역을 탐색하는데 가장 
큰 장애로 작용한다. 이를 위한 간단한 방안으로서 리드를 
레퍼런스 시퀀스에 서열 정렬시켜 두 군데 이상의 정렬 위
치가 존재하는 경우, 해당 리드를 버리는 방법을 사용할 
수 있다[9]. 그러나 이 경우, CNV 영역으로부터 추출된 많
은 리드가 삭제될 수 있어 정보 손실이 크다. 

본 연구에서는 그 해결 방안으로서 리드에 가중치 정보를 
부여하여 빈도 정보를 관리하고, 통계적 오류 정보를 소거
하는 새로운 방안을 제안한다. 제안하는 방식에서는 리드
를 레퍼런스 시퀀스에 서열 정렬시켜 n개의 정렬 위치가 
존재하는 경우, 각 위치의 출현 빈도를 1/n만큼 증가시킨
다. 또한 측정된 빈도 정보에서 통계적 오류 정보를 소거
하여 빈도 정보로 활용한다. 

이와 같이 추출된 레퍼런스 상의 출현 빈도를 이용한 
CNV 영역 검색 알고리즘은 후보 영역 추출 단계와 정제 
단계로 이루어진다. 후보 영역 추출 단계에서는 Gaussian 
분포를 갖는 출현 빈도 정보로부터 통계적 유의성을 갖는 
연속 영역을 검색하여 이들을 CNV 후보 영역으로 반환한
다. 다음 정제 단계에서는 후처리 작업을 수행하여 정확한 
CNV 영역을 추출하며, 반복 혹은 결실된 형태의 종류, 영
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역 크기 등 CNV의 특성 분석 결과를 반환한다.

제안된 방식의 유효성을 보이기 위하여 NCBI(National Center 
for Biotechnology Information의 레퍼런스 서열(build 35)
을 사용한 시뮬레이션 실험을 수행하였으며, 실험 및 분석 
결과에 의하여 다양한 형태의 CNV 영역이 효율적으로 검
출됨을 입증한다.

2. CNV 영역 검색 알고리즘

2.1 문제 정의 

서로 다른 두 서열을 비교하여 검색하는 유전적 구조 변이 
중의 하나인 CNV는 다음과 같이 정의된다. 임의의 서브 
시퀀스가 양쪽 서열에서 발견되는데 한쪽 서열에서 추가적
인 copy를 발견할 수 있는 경우로서 그 영역의 크기가 
1kbp(kilo base pair) 이상의 경우 이를 CNV라고 부르며, 
그 영역을 특히 CNV 영역이라고 부른다. 

본 연구에서는 비교 대상이 되는 두 시퀀스로서 이미 시퀀
싱이 완성된 표준의 레퍼런스 시퀀스와 임의의 테스트 시
퀀스를 가정하며, 테스트 시퀀스 상에 존재하는 CNV 영역
을 검색하는 방법을 개발한다. 단, 여기에서 테스트 시퀀스
는 수 많은 짧은 DNA 시퀀스인 리드로 이루어져 있는 경
우에 해당한다. 

선행 연구[9]에서 제안된 CNV 검색 방식을 간단히 요약하
면 다음과 같다. 제안하는 방법에서는 테스트 시퀀스로부
터 생성된 수 많은 리드를 레퍼런스 시퀀스에 서열 정렬시
킨 후, 그 정렬된 위치와 출현 빈도 정보를 이용하여 CNV 
영역을 추정한다. 그 출현 빈도 정보를 분석하여, 만약 레
퍼런스 시퀀스의 임의의 영역에서 리드의 출현 빈도가 주
위에 비하여 상대적으로 높게 나타났거나 낮게 나타났다면 
해당 영역의 서브 시퀀스가 테스트 시퀀스에 여러 번 반복
되어 나타난 부분일 가능성이 높다. 다시 말해, 레퍼런스 
시퀀스 상에 이렇게 빈도수의 차이를 보이는 영역은 CNV
를 포함하는 유전적 구조 변이를 나타내는 영역을 나타낼 
가능성이 높다고 판단하여 이들을 CNV 영역으로 추정하
는 방식이다.

(그림 1) 리드의 서열 정렬 과정

제안된 방식을 도식적으로 표현하면 그림 1과 같이 나타낼 
수 있다. 첫 번째 과정은 테스트 시퀀스로부터  수많은 리
드가 생성되는 과정을 나타내며, 다음 두 번째 과정은 이 
들 리드를 레퍼런스 시퀀스에 정렬시키는 과정을 나타낸
다. 다음 세 번째 과정은 레퍼런스 시퀀스에 정렬된 리드
의 위치를 확대하여 보여주며, 각 위치에 정렬된 리드의 
출현 회수를 표현하고 있다. 다음의 그림 2는 이와 같이 
생성된 빈도 정보를 이용하여 레퍼런스 시퀀스의 각 위치
에 대한 리드 출현 회수를 그래프로 나타낸 예를 나타낸
다. 그림 2.a는 특정 영역의 빈도가 상대적으로 높은 경우
를 나타내며, 이는 레퍼런스 시퀀스에 비하여 테스트 시퀀
스에 임의의 영역이 여러번 출현하여 많은 리드가 생성되

었을 가능성을 나타낸다. 다음 그림 2.b는 이와 반대의 경
우를 가정한 빈도 그래프를 나타낸다. 즉 우리는 이와 같
은 특정 영역을 자동 검색하여 CNV 후보 영역으로 추정
한다. 

(그림 2) CNV 추정 영역의 예

  

2.2 CNV 영역 검색 알고리즘

CNV 영역을 검색하기 위한 알고리즘 FIND_CNV를 Algorithm 
1에 보인다. Algorithm 1은 리드 집합 Q와 레퍼런스 시퀀
스 R을 입력으로 받아 CNV 영역을 찾아낸다. Algorithm 
1의 동작 과정을 단계별로 간단히 설명하면 다음과 같다.

Algorithm 1: FIND_CNV :  영역 검색 알고리즘

Input : set of reads Q,  reference sequence R,

       window size |W|, skip_width S

Output : set of CNV regions CNV

1. Initialize frequency array FreqArray ;

2. Index T := BuildIndex(R) ;

3. QC := Sort&Count(Q) ;

4. for each short read QC[i].SR of the QC do

5. │
││
│
││
│
││
│
││
│
││
└

aligned position set P:=SearchIndex(T, QC[i].SR);

6. for each aligned position P[j] of the P do

7. ││
│
││
│
││
└

for k := 0 to ReadLen do

8.
│
│
│└

FreqArray[k+P[j]] := 

           FreqArray[k+P[j]] + (QC[i].Num/P[j].Count);

9. W_FreqArray := Convert(FreqArray, |W|, S);

10. Signal := Find_Signal(W_FreqArray);

11. CNV := FindCNV_region(Signal);

12. return CNV;

(1) 리드의 서열 정렬 및 출현 빈도 정보 추출 과정

우선, 레퍼런스 시퀀스 상의 각 위치에 대한 리드의 출현 
회수를 기록하기 위한 배열 FreqArray를 설정하고, 이를 
초기화한다(line 1). 이때 FreqArray 배열의 크기는 레퍼런
스 시퀀스의 길이와 같다. 다음, 리드의 고속 검색을 위하
여 함수 BuildIndex()를 호출하여 레퍼런스 시퀀스 R에 대
한 인덱스 T를 구성하고(line 2), 함수 Sort&Count()를 호
출하여 중복이 제거된 리드의 집합 QC를 구한다(line 3). 
입력으로 주어진 리드의 집합 Q에는 테스트 시퀀스에서 
추출한 수백만~수천만개의 리드가 들어 있으며, 그 중에는 
중복된 리드가 존재할 수 있다. 따라서 중복되어 나타나는 
리드에 대한 인덱스 검색을 최적화하기 위하여 함수 
Sort&Count()에서는 리드에 대하여 사전에 정렬(sorting)
을 수행하여 중복 출현하는 리드를 소거하고, 중복 리드들
의 출현 회수를 카운팅하여 저장한다. 여기에서 QC[i].SR
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은 중복이 제거된 리드를 나타내며, QC[i].Num은 QC[i].SR의 중
복 출현 회수를 나타낸다. 

다음 line 4-8은 각 리드에 대하여 인덱스 검색을 수행하
여 레퍼런스 시퀀스와의 정렬 위치 P[j]를 구하고, 이를 기
반으로 배열 FreqArray의 값을 얻는 과정을 나타낸다. 우
선 함수 SearchIndex()를 호출하여 각 리드에 대한 인덱스 
탐색을 수행하며, 그 결과로서 리드의 레퍼런스 시퀀스 상
의 정렬 위치 P[j]를 얻는다(line 5). 여기에서는 각 리드에 
대하여 exact match, k=1 mismatch, k=2 mismatch 연산
을 수행하여 해당하는 정렬 위치를 모두 검색하는 것을 가
정한다. 

레퍼런스 시퀀스와의 서열 정렬 결과, 각 리드는 레퍼런스 
시퀀스에 전혀 출현하지 않거나, 유일하게 1번 출현 하거
나 2번 이상 출현할 수 있다. 이와 같이 얻어진 리드의 정
렬 위치 개수는 P[i].Count에 저장된다. 다음, 리드의 정렬
위치 정보 P를 이용하여 각 리드의 정렬 위치에 대한 빈
도수를 산출한다(line 7-8). 이 단계에서는 해당 리드가 정
렬되어 나타난 구간(P[i]∼P[i]+readLen)의 FreqArray 배열 
값으로 현재의 값에 QC[i].Num/P[i].Count의 값을 더한 값
을 할당한다. 여기서 QC[i].Num는 해당 리드의 중복 출현 
회수를 나타내며, ReadLen은 리드의 길이를 나타낸다.  

다음 그림 3에 배열 FreqArray의 값을 설정하는 과정을 
예를 들어 보인다. 이 때 배열 FreqArray는 초기화 되어 
있으며 해당 리드는 6bp의 크기를 가지고 QC[i].Num = 1
의 경우를 가정한다. 그림 3.a는 해당 리드가 레퍼런스 시
퀀스의 유일한 영역에 정렬된 경우를 나타내며, 이 경우 
해당 영역에는 빈도수 1이 할당된다. 다음 그림 3.b는 하나
의 리드가 2곳에 정렬된 경우(P[i].Count=2)를 나타내며, 
이 경우에는 해당 영역에 각각 1/2의 빈도 값이 더해지게 
된다. 

(그림 3) 가중치 기반 정렬 빈도 계산

(2) CNV 영역 추출 과정

다음 line 9 - line 12는 빈도 정보 FreqArray를 이용한 
CNV 영역 추출 과정을 나타낸다. 그러나 빈도 정보 
FreqArray에는 0의 값이 자주 출현하며, 또한 repeat 영역
에 의하여 생성된 특이 값이 많이 포함되므로 이로부터 직
접 CNV 영역을 추출하기 어렵다. Line 9의 함수 convert()는 윈
도우 사이즈 |W|, 쉬프트 사이즈 S를 입력으로 받아 각 빈
도 정보를 윈도우 사이즈 단위로 평균을 내서 S 간격으로 
저장한 새로운 배열 W_FreqArray를 생성한다. 다음, line 
10의 함수 Find_Signal()은 Gaussian 분포를 갖는 W_FreqArray
의 출현 빈도 정보로부터 통계적 유의성을 갖는 연속 영역
을 검색하여 이들을 CNV 후보 영역으로 반환한다. 다음, 
함수 Find_CNV_region()은 후처리 작업을 수행하는 함수
를 나타내며, 정확한 CNV 영역을 추출하고, 해당 CNV의 
특성 분석 결과를 반환한다.

3. 실험

3.1 실험 방법

  레퍼런스 시퀀스로서 NT_028392.5의 contig를 사용하였
으며, 2,525,983-2,548,917의 영역에 약 20kbp 크기의 CNV 
영역이 존재한다. 추가 copy 영역은 CNV 영역으로 보고

된 20kbp의 서열 정보를 추가로 삽입하여 생성하였다. 실
험은 CNV 후보의 경우라 판단할 수 있는 2가지의 경우와 
CNV 후보가 아닌 3가지 경우로 총 5가지의 경우로 분류
하여 실험하였다.

  테스트 시퀀스로부터 랜덤하게 선택된 위치에서 Solexa 
machine의 성능과 유사하게 36bp(base pair)의 리드를 추
출한다. 이 때 생성하는 리드의 개수는 서열 데이터의 80%
를 커버하는 수준으로 2번 생성한 것으로 1.6 coverage를 가지
게 된다. 레퍼런스 시퀀스에 대해서는 접미어 트리 인덱스
를 생성한다. 사용되는 접미어 트리는 참고 문헌[10]의 
Top-down disk-based 전략을 사용하여 전체 유전체 서열 
정보와 같은 대용량의 시퀀스를 효과적으로 인덱싱할 수 
있는 방법으로 알려져 있다. 본 실험에서는 참고 문헌[10]
의 웹사이트(http://www.eecs.umich.edu/tdd/index.html)로
부터 접미어 프로그램을 다운로드하여 인덱스를 작성하였
다.

실험 결과 그래프는 윈도우 사이즈는 2kbp, 쉬프트 사이즈
는 200bp로 하여 작성하였다. 즉 그래프의 한점은 실제 빈
도 정보에서 2kbp의 데이터의 평균이 된다.

실험을 위한 플랫폼으로는 Linux (Kernel Version 2.6.26)
를 운영체제로 사용하고, 8GB의 주기억 장치, 640GB 디스
크를 갖는 Core2Quad 2.83GHz의 PC를 사용한다.

4.2 실험 결과

Repeat 영역 보정 방법으로 2 가지 방법을 사용하여, 이 
결과를 비교하였다. 첫 번째 방법은 리드의 정렬 위치가 
유일하지 않을 경우 해당 리드의 정렬 정보를 버리는 방법
으로 일반적으로 리드의 정렬 방법에 널리 사용되는 방법
이다. 본 실험에서는 이 방법을 repeat elimination method
라고 명명한다. 또한 본 연구에서 제안하는 가중치를 이용
한 방법을 weight method라고 명명한다.

(1) 실험 1

CNV 후보 영역으로 레퍼런스 시퀀스에 1 copy가 있고 테
스트 시퀀스에 2 copy가 존재하는 경우로 테스트 시퀀스
에 더 많은 copy 영역이 존재하는 경우이다. 그림 4는 정
렬빈도 중 빈도수가 다른 영역과 차이를 나타내는 영역을 
확대하여 그려놓은 것이다. 두 방법 모두 그림과 같이 특
정 영역의 빈도가 높게 나타나는데 이 영역은 보고된 
CNV영역과 일치한다.

(그림 4) 테스트 시퀀스에 더 많은 copy가 존재하는 경우

(2) 실험 2

실험 1과는 반대로 레퍼런스 시퀀스에 2 copy가 존재하고 
테스트 시퀀스에 1 copy가 존재하는 경우이다. 그림 5는 
빈도 영역이 특별한 차이를 나타내는 영역을 나타낸 것이
다. 두 방법 모두 그림과 같이 특정 영역의 빈도가 낮게 
나타남을 볼 수 있다. 이 역시 CNV 영역으로 보고된 위치
와 일치한다. 단, 제안하는 weight method의 경우 빈도가 
낮은 경우에도 일부 영역이 높게 나타나는데 이는 repeat
영역으로 볼 수 있는 영역으로 일반적인 노이즈 보정법으
로 보정이 가능하다.
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(그림 5) 레퍼런스 시퀀스에 더 많은 copy가 존재하는 경우

(3) 실험 3

동일한 시퀀스 영역이 두 곳에서 발견되는 레퍼런스 시퀀
스와 테스트 시퀀스를 사용한 실험으로, copy 수가 다르지 
않기 때문에 CNV라 볼 수 없는 경우이다. Repeat 
elimination method의 경우에는 정렬 위치가 여러 곳인 경
우에 해당 리드의 정보를 버리기 때문에 해당 영역의 빈도
수가 0에 가깝게 나타나고 있다. 이는 CNV 후보영역의 두 
번째의 경우와 유사한 결과로 해당 영역을 CNV 후보 영
역으로 판단할 수 있는 오류가 있다. 반면 weight method
의 경우 상대적으로 빈도수가 일정하게 나타남을 볼 수 있
다.

(그림 6) 두 시퀀스에 길이가 긴 repeat 영역이 존재하는 경우

(4) 실험 4

레퍼런스 시퀀스에는 존재하는 영역이 테스트 시퀀스에는 
존재하지 않는 경우로 deletion으로 정의되는 경우이다. 그
림 7을 보면 두 경우 모두 빈도수가 낮은 영역이 나타나고 
있다. 이는 CNV 후보 영역으로 판단될 오류가 있는 부분
이다.

(그림 7) 테스트 시퀀스에 deletion이 존재하는 경우

(5) 실험 5

레퍼런스 시퀀스에는 존재하지 않는 영역이 테스트 시퀀스
에 존재하는 경우로 일종의 insertion 경우를 나타낸다. 그
림 8을 보면 두 방법 모두 빈도수가 일정하게 나타남으로 
insertion을 CNV 영역으로 판단하지 않는다. 하지만 
repeat elimination method의 경우 아주 작은 부분들의 빈
도수가 낮게 나타남을 알 수 있다. 이는 repeat 영역에 의
해 빈도수가 낮게 나타난 경우일 수 있지만, 그 영역이 
1kbp이상이기 때문에 CNV 후보 영역으로 볼 수 도 있다
는 문제점이 있다.

(그림 8) 테스트 시퀀스에 insertion이 존재하는 경우

4. 결론 및 향후 연구

본 논문에서는 레퍼런스 시퀀스와 리드를 서열 정렬을 통
해 계산된 빈도수 정보를 통해 CNV 영역을 찾아내는 새
로운 방법을 제안하였다. 본 연구에서는 CNV 후보 영역과 
비 후보 영역의 다양한 경우를 실험을 통해 효과적으로 검
색함을 보였다. 금후 실제 규모의 유전체 데이터를 대상으
로 하는 실험을 통해 제안한 방법의 성능 및 검색 능력 개
선 방안에 대한 연구를 수행할 예정이다.
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