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요       약
 차세  유 자 서열 시 싱 기법이 등장함에 따라 참조 유 자 서열로부터 리드를 생성하는 시 서

의 기술이 다양화 되었다. 이  시 싱 방식에 비해 비용  시간 측면에서 효율성이 증  되었으나, 
매핑도구의 검증을 해서 다양한 생물학  특이성을 반 하거나 비용이 소요되지 않는 방법을 연구

하는 과정에서 리드 시 싱 시뮬 이터가 개발되었다. 본 논문에서는 재 사용되고 있는 리드 시 싱 

시뮬 이터에서 반 된 시 싱 기법을 분석하고 시뮬 이터의 기능  특성을 분석하고자 한다. 이는 

시뮬 이터 개발에 필요한 기능 설계  생물학  특성을 반 하는데 활용하고자 한다.

1. 서론

  차세  유 자 서열 시 싱 기법이 등장함에 따라 기존

에 참조 유 자 서열로부터 단편 서열(이하 리드)를 생성

해 내는 시 서의 원천 기술이 다양화되었다. 원천 기술이 

다양해짐에 따라 이 에 리드를 생성하기 해 소요되었

던 비용과 시간 측면에서의 효율성이 크게 증 되었다. 차

세  유 자 서열 시 싱에서 표 으로 사용되는 시

서로는 Roche사의 454 시 싱을 활용한 GS FLX+, 

Illumina사에서 개발한 HiSeq, SOLiD 등이 있다 [1]. 참조 

유 자 서열 샘 을 활용하여 시 서를 동작하면 이에 

하여 리드가 생성된다. 생성된 리드 정보를 활용하여 참조 

유 자 서열에 매핑하여 참조 유 자 서열의 생물학  특

징을 알아보고자 하는 시도가 이루어지고 있다. 매핑도구

는 참조 유 자 서열  리드가 입력 일로 받아, 오류/변

이와 같은 생물학  특정을 고려하여 단편서열을 참조 유

자 서열에 매핑한다. 재 많은 수의 매핑도구가 개발되

어 있으나, 매핑도구에 한 검증을 시행하기 해서 다수

의 실험을 필요로 한다. 차세  유 자 서열 시 싱 기술 

이 의 리드 시 서에 비해 리드 생성에 있어서 가장 

요한 요수인 정확도와 비용 효율성이 증가되었으나, 독립

인 변인에 한 변화 가능 여부와 다수의 실험을 진행

함에 있어서 문제 들이 발생한다.

  시 서의 한계를 극복하기 해, 참조 유 자 서열에서 

임의의 리드를 생성해 주는 시뮬 이터가 개발되었다. 시

뮬 이터는 실제 시 서에서 포함하는 기계 인 오류  

인 인 발생 변수들을 고려하여 리드를 생성하며, 이를 

통해 매핑도구의 정확성  효율성을 얻고자 한다. 본 논

문에서는 재 차세  유 자 서열 시 싱 기법의 특징을 

분석하고, 이를 바탕으로 기존에 개발된 시뮬 이터들의 

리드 생성 방식  특성을 분석하고자 한다. 이러한 분석 

결과는 추후에 개발할 시 싱 시뮬 이터의 개발 목표 설

정에 활용하고자 한다.

2. 차세  유 자 서열 시 싱 기법 분석

  유 자 시 싱은 염기 서열을 분석해 내는 과정을 말한

다. 이러한 시 싱은 크게 각 리드 조각의 염기서열을 읽

어내는 염기 결정 과정과 리드 정보를 바탕으로 체 염

기 서열을 밝 내는 어셈블리 과정으로 나뉜다 [2]. 차세

 유 자 서열 시 싱 기술(이하 NGS)의 발 에 따라 

이 에 사용되었던 시 싱 기법인 Sanger 시 싱 보다 효

율 인 시 싱 기법이 등장하 다. 재 가장 알려진 

NGS 기법으로 454, Illumina, SOLiD가 있다. 이외에도 차

차세  유 자 서열 시 싱 기법으로 SRMT 방식을 활용

하여 단편서열을 생성하는 PacBio와 반도체를 활용하는 

Ion Torrent 방식이 개발되었다. 본 논문에서는 분석 시뮬

이터에서 기반 시 서로 하는 NGS 기법  이  시

싱 방식 에서 신뢰도가 높은 Sanger 기법을 분석한다.

2.1 Sanger sequencing

  NGS 이 의 시 싱 기법에는 Sanger가 개발한 효소 

활용법과 Maxam과 Gilbert가 개발한 화학반응법이 있다. 

이 에서 재까지 사용되는 기법은 Sanger Sequencing

이다. Sanger 기법은 DNA 합성 에 구체들인 dNTP 

(dGTP, dATP, dTTP, dCTP)에서 2번탄소 치의 -OH기

를 제거한 ddNTP를 첨가하면 반응이 멈추는 것을 바탕으

로 한다. Sanger 시 서는 자동으로 시 싱이 될 수 있도

록 ddNTP에 각기 다른 장을 가지는 형 물질을 표지한 

후 한꺼번에 반응하고, 이를 기 동한 후 laser를 이용

해서 염기 서열의 순서와 색을 구별한다. 이 기법은 시

서 내부 인 오차가 매우 작기 때문에 기계 자체에서 발

생할 수 있는 오류/변이가 없다는 장 을 가진다. 하지만 
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리드 생성 비용이 여느 장비에 비교하여 무 많이 소비

되고 생성 시간이 오래 걸리므로 재에는 비교 상으로

서의 기술로 활용된다.

2.2 454 - Pyrosequencing

  Roche에 소속되어 있는 454의 시 싱 기술은 보통 GS 

FLX+ 시 서를 기 으로 말하며, 리드 길이가 600bp 

는 1,000bp로 긴 리드를 생성한다. 리드의 길이가 길 경우 

어셈블리 과정이나 Resequencing 과정에서 매핑 난이도를 

낮출 수 있다.

  454는 하나의 bead에 하나의 DNA 사슬을 고정한 후에 

emPCR로 증폭을 시킨다. 증폭이 끝나면 각 bead에는 수

백만 개로 복제된 동일한 DNA 서열이 덮이게 되고, 각 

bead는 PicoTiterPlate라는 장치에서 하나의 구멍에 하나

씩 들어가서 시 싱에 개시된다. 454의 시 싱 기법은 

Pyrosequencing chemistry라고 하며 Luciferase가 사용되

어 염기의 빛을 측정하여 읽어낸다.

  454는 참조 유 자 서열 없이 리드를 매핑하는 de novo 

시 싱에 유용하다. 하지만 리드가 생성 양이 다른 기종에 

비해서 상 으로 은 단 이 존재한다. 

2.3 Illumina - Sequencing by synthesis

  Solexa사에서는 SBS (Sequence by Synthesis)라는 새

로운 기술을 개발하 으나, 2007년 Illumina에 합병되고 

난 후 SBS 기반의 다양한 NGS 장비가 개발되었다. 

HiSeq 2000의 경우, 200bp의 리드를 11일 가량의 실행 시

간으로 최  540-600Gb까지 데이터 생산이 가능하다. 

한 렴한 비용으로 많은 데이터를 생산하므로 용량의 

시 싱을 처리하는 연구에서 많이 사용된다.

  Illumina의 NGS 기법은 릿지 증폭이라고 해서 슬라

이드 에 DNA 단편을 고정시킨 후에 최  1,000 분자까

지 증폭시켜 같은 서열의 DNA 단편 집단을 형성한다. 이 

집단을 클러스터라고 표 하며, 이를 주형으로 네 종류의 

형  표식 염기를 사용한 염기 합성반응인 SBS를 수행한

다. 다른 시 싱 기법처럼 용액 안에서 증폭시키는 것이 

아니라  에 고정시킨 후에  에서 구부러지면서 

증폭되어 서열집단을 형성하는 것이 특징이다. 형성된 클

러스터는 집단 별로 시 싱이 이루어져 각 리드 정보를 

형성한다. Illumina의 출력 형식인 FASTQ 일은 재 

가장 많은 분석 소 트웨어에서 리 응하고 있다.

2.4 SOLiD - Sequencing by ligation

  라이  테크놀로지스의 SOLiD 시리즈에서는 emulsion 

PCR 과정 이후의 Ligation을 사용한 시 싱이 특징이다. 

이 기법에서는 간격을 두면서 두 개씩 염기를 읽는데, 

Primer reset을 통해 독립 으로 다섯 번을 반복하기 때문

에, 각 염기를 복하여 읽어서 정확도를 높인다.

  SOLiD 후속 기종인 5500 시리즈에서는 ECC (Exact 

Call Chemistry) 기법이 용되어 여섯 번째 라이머가 

추가되었고 따라서 리드 상에서 상당수의 염기를 서로 다

른 라이머로 세 번씩 독립 으로 읽음으로써 정확도를 

향상시켰다. 5500의 다른 특징은 여섯 개의 lane으로 구성

된 FlowChip에서 각 lane 별로 서로 다른 시 싱을 동시

에 수행하는 Pay-Per-Lane sequencing 방식도 가능하기 

때문에 시간과 비용을 약할 수 있다. SOLiD 시리즈에

Sequencer Read 길이 Read/Run 생성시간 Cost / 1M base

Sanger 400∼900bp - 20m~3h $2400

454 700bp 5M∼ 2h $1

Illumina 50∼250bp 3B∼ 1~10d $0.05~0.15

SOLiD 85, 100bp 1.2∼1.4B 1~2w $0.13

PacBio 2900bp 35∼75T 30m~2h $2

표 1 시 싱 기법 비교 분석 결과

서는 csfasta 형식으로, 5500 시리즈에서는 기본 으로 35, 

60, 75bp 길이로 XSQ (eXtensible SeQuence)라는 바이

리 일 형식의 데이터가 생성된다.

2.5 PacBio - SMRT(Single Molecule,  Real-Time)

  Pacifie Biosciences사의 SMRT(Single Molecule, 

Real-Time)는 제 3세  시 서로 잘 알려져 있다. 이 기

술은 기존 NGS 시 싱 과정에서 필요로 하는 PCR DNA 

증폭 과정이 생략된 것이 특징이다. 즉, DNA를 1 분자 

상태에서 시 싱을 함을 의미하며, 평균 리드 길이는 1000 

bases 이상으로 다른 시 서에 비해 길고, base 

throughput은 재까지 약 90Mb이다. 하지만 기존의 시

서와 같이 형  원리를 사용기 때문에, 이미지 처리를 과

정에서 필요로 하는 련 부품과 시약 등이 여 히 사용

되며 오류 발생 가능성을 해결하지 못했다.

2.6 시 서 특징 비교 분석

  재 개발된 시뮬 이터는 각 도구별로 특정 시 서의 

알고리즘  오류 모델을 용한다. 표 1은 개발된 시뮬

이터로 부터 악된 5가지의 시 서 기계의 동작 특성을 

나타낸 것이다. 각 시 서는 생성하는 리드를 생성할 때 

각 리드의 길이와 생성 시간, 생성되는 리드의 양, 그리고 

비용에 이르기까지 각기 다른 특성을 나타낸다. 단편서열

을 생성하는 방법이 각기 다르기 때문에 소비되는 비용 

 생성시간이 차이가 발생하는데, 이를 통해 Sanger부터 

PacBio에 이르기 까지 생성되는 리드 길이의 변화와 비용 

효율성이 다른 것을 확인할 수 있다. 

3. 리드 시 싱 시뮬 이터

  시 서의 특징을 활용하여 이를 임의로 생성하는 목

으로 생성된 시뮬 이터를 분석하 다. 실제 생물정보학에

서 인용되거나 발표된 시뮬 이터를 선정하 다. 2007년부

터 재까지 발표된 논문 에서 실행 가능한 11개의 시

뮬 이터를 선정하 다. 선정된 시뮬 이터의 경우 공통

으로 참조 유 자 서열로부터 리드를 생성한다는 기능  

목표는 동일하지만, 리드의 생성 시 발생하는 오류 확률과 

기계  특성으로 인해 발생하는 오류 확률을 각각 다르게 

반 한다. 선정된 시뮬 이터는 MetaSim [3], wgsim [4], 

Flowsim [5], Mason [6], ART [7], GemSIM [8], Grinder 

[9], pIRS [10], PBSIM [11],  RSVSIM [12], wessim [13]

이다. 

  각 시뮬 이터의 특성을 비교하기 해 실제 리드 생성

에 한 비교를 진행하는데 몇 가지 문제 이 존재한다. 

시뮬 이터에서 리드를 생성함에 있어서 치를 선정하는 

방식과 실제 유 자의 발  부분을 고려하는 지의 여부가 

달라서 같은 참조 유 자 서열을 입력으로 넣는다고 하더
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라도 같은 결과를 얻기 힘들다. 한 같은 시뮬 이터에서 

동일한 변수에 해 다른 출력을 나타낸다. 이러한 특징으

로 인해 각각의 특징 악하는데 을 맞추어 연구를 

진행하 다. 

  본 논문에서 선정한 시뮬 이터의 기능  특성을 분석

하여, 이를 통해 추후에 개발할 리드 시 싱 시뮬 이터의 

기능  특성을 반 하는데 사용하고자 한다. 리드를 생성

하는 시뮬 이터의 경우 가장 요하게 보는 요소로 리드 

생성 알고리즘, 리드 생성 간에 용될 생물학  특성, 입

출력 양식, 그리고 부수 으로 각 시뮬 이터에서 특징

으로 반 하는 부분을 으로 분석하 다. 시뮬 이터

에 따라 동일한 기능을 제공하는 시뮬 이터의 경우, 기존

에 개발된 시뮬 이터의 한계를 극복하기 한 지표로 활

용하고 있음을 알 수 있다.

  표 2에서는 시뮬 이터에서 기반으로 하는 시 서 정보

를 확인할 수 있다. 표 2의 결과를 통해 시뮬 이터는 각

기 개발 목 에 따라 특정한 시 서를 선정하거나 다수의 

시 서를 선정한 것을 알 수 있다. 이 에 개발된 시뮬

이터들이 기본 으로 리드 생성 방식의 안정성을 가진다

고 평가되는 Sanger 기법을 이용하여 리드를 생성하는 시

뮬 이터가 있는 것을 확인할 수 있다. NGS 기법이 발

됨에 따라 각 시 서의 기술 발 이나 오류 모델을 용

한 시뮬 이터가 개발되기도 하 다. Wessim의 경우 

GemSIM의 리드 생성 코어 기술을 반 하지만, 최근 개발

된 시뮬 이터의 경우 더 이상 Sanger 기법에 한 리드 

생성을 하지 않는 것을 확인할 수 있다. wgsim과 

flowsim, pIRS, PBSIM의 경우 기반으로 하는 시 서를 

하나로 고정하여 개발되었다. PBSIM의 경우 차차세  시

싱 기법으로 등장한 PacBio의 리드 생성 알고리즘과 오

류모델을 용한 것을 알 수 있는데, 이는 다른 시 서의 

리드 생성 방식과 달리 길이가 긴 리드를 생성한다는 

에서 특징 으로 볼 수 있다. RSVSIM의 경우 기반 시

서를 고려하지 않고 통계 로그래  언어인 R  SV 모

델을 기반으로 리드를 생성하는 에서 다른 시뮬 이터

와 다름을 확인할 수 있다. 이러한 결과를 통해 기반으로 

하는 시 서가 복되더라도 각 시뮬 이터에서는 오류모

델을 구  방식의 차이가 있고, 같은 시뮬 이터에서 동일

한 조건으로 리드를 생성하 을 때 동일한 결과를 얻을 

수 없으므로 각 시뮬 이터의 차별성을 시 서 선택만으

로 한정할 수 없다. 

  시뮬 이터가 반 하는 리드 생성 방식 이외에도 참조 

유 자 서열에서 리드를 생성하기 해 고려하는 부수

인 데이터 특징들이 존재하는데 이는 표 3에서 확인할 수 

있다. 표 3의 분석 결과를 통해 다수의 시뮬 이터가 참

조 유 자 서열의 이  나선 구조를 고려하는 것을 볼 수 

있다. 표 3에서는 각 시뮬 이터에서 입력 받는 참조 유

자 서열 데이터는 FASTA로 되어있는 것을 확인할 수 있

다. 이는 재 유 자 서열 정보를 제공해주는 

NCBI(National Center for Biotechnology Information) 

[13]와 1000 Genome Project [14]에서 FASTA 형식으로 

되어 있기 때문이다. 한 출력 일의 양식을 보면 리드 

생성 간에 유 자의 Quality Score 반  여부에 따라 생

Simulator Sanger 454 Illumina SOLid PacBio Etc.

MetaSim O O O - -

wgsim - - O - -

flowsim - O - - -

Mason O O O - -

ART - O O O -

GemSIM O O O O -

Grinder O O O - -

pIRS - - O - -

PBSIM - - - - O

RSVSIM - - - - - SV

wessim O O O O -

표 2 시뮬 이터 기반 시 서 비교 분석

Simulator Paired-end Quality Input Output

MetaSim O - FASTA FASTA

wgsim O O FASTA FASTQ

flowsim - O FASTA SFF

Mason O O FASTA FASTQ,SAM

ART O O FASTA FASTQ

GemSIM O O FASTA FASTQ,SAM

Grinder O O FASTA FASTQ

pIRS O O FASTA FASTQ

PBSIM - O FASTA FASTQ

RSVSIM O - R,FASTA FASTA,CSV

wessim O O FASTA FASTQ

표 3 시뮬 이터 생물학  특성  입출력 형식 분석

Simulator Lang. Interface Open. Feature

MetaSim Java CLI
GUI - Genome 

Evolution Model

wgsim C CLI O SAMtools

flowsim Haskell CLI O SFF Output

Mason C++ CLI O Haplotype,SAM,
SeqAn [14]

ART C++ CLI O Quality Profiles

GemSIM Python CLI O Haplotype,SAM

Grinder Perl
CLI
GUI
API

O Amplicon, 
Metagenomics

pIRS C++
Perl CLI O GC-content, 

Profile based

PBSIM C CLI O CCS, CLR

RSVSIM R CLI O SV Mode

wessim Python CLI O GC-content

표 4 시뮬 이터 개발 특징  주요 특성 분석

   (Lang. = 개발 언어, Open. = 오  소스)
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성되는 출력 일이 다름을 확인할 수 있다. Quality 

Score를 반 하는 시뮬 이터라도 기본 으로 리드를 생

성할 때 FASTA 형식으로 결과를 장하는 기능을 보장

한다.

  표 4는 각 시뮬 이터의 개발언어  실행 환경 그리고 

기타 특징에 한 분석결과를 나타낸다. 재 개발되고 있

는 시뮬 이터들은 임의의 리드를 생성하고자 하는 사용

자들에게 편의를 제공하기 해 주로 오 소스의 형태로 

개발되었다. 다수의 매핑도구가 리 스 환경에서 동작하

므로 시뮬 이터도 기본 으로 리 스에서 동작가능하며, 

MetaSim과 Grinder의 경우 GUI를 활용할 수 있게 개발

되어 도우나 기타 운 체제에서 동작이 용이하다. 

Mason의 경우 매핑도구의 개발에 많이 사용되는 SeqAn 

라이 러리 [15]를 활용하는데 이는 추후에 개발될 리드 

시 싱 시뮬 이터에 활용하고자 한다.

4. 결론  추후 연구 방향

  참조 유 자 서열로부터 리드를 생성하는 시뮬 이터가 

개발됨에 따라 매핑 도구에서도 다양한 실험을 해 시뮬

이터들을 활용하게 되었는데, 각각의 시뮬 이터가 각기 

다른 목 으로 개발되어 다수의 사용자가 사용하는 시뮬

이터는 많지 않다. 본 논문에서는 재 개발된 시뮬 이

터를 분석하고 이에 한 특징을 분석하 다. 

  분석한 시뮬 이터들은 각각이 기존 시 서를 활용하여 

시간  비용 효율 인 기능에 치우치거나 시 서의 특징

을 반 하는데 그침을 알 수 있다. 하지만 다양한 실험을 

해 리드 매핑 결과에서 용된 오류/변이율을 유사하게 

용하거나 유사 발  구조를 나타내는 리드를 생성해주

는 시뮬 이터가 존재하지 않는다. 이러한 한계 을 바탕

으로 추후에 개발할 리드 시 싱 시뮬 이터에서 기본

으로 많이 활용되는 시 서에 한 리드 생성뿐만 아니라 

SAM 일을 활용하여 리드를 생성하는 기능까지 구 하

고자 한다.
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