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지구상의 생명체 중에서 가장 많은 수를 차지하

는 미생물은 바다, 토양과 같은 일반적인 환경뿐만 

아니라, 인간이 살수 없는 극지, 심해저 등과 같은 

거의 모든 환경에 서식한다. 그 중에서도 인간을 

비롯한 동물의 몸속은 미생물이 이용할 수 있는 영

양분이 풍부하고 온도 및 pH와 같은 환경 조건이 

비교적 일정하게 유지되기 때문에 가장 많은 수의 

미생물이 서식하는 환경 중에 하나이다. 사람의 경

우 대장만해도 10
11-12

/㎖의 미생물이 존재하고, 인

체의 장내에 존재하는 미생물 총수는 한 사람의 전

체 cell 수보다 10~20배 정도 많은 것으로 알려져 

있다. 또 한 사람의 몸속에는 1,000종 이상의 미생

물이 존재하는 것으로 추정되며, 이들 미생물의 전

체 genome 크기는 사람의 유전자 크기와 맞먹고, 

전체 유전자 수는 사람의 것보다 100배나 많다. 이

렇게 다양하고 많은 수의 장내 미생물은 자신이 숙

주로부터 서식할 수 있는 환경을 제공받는 대신에 

숙주의 장관 표피세포의 손상을 막아주고 장관세

포의 증식을 촉진시키며, 지방 축적을 조절하고 다

양한 대사적 특성으로 영양소의 흡수성을 증가시키

는 등의 역할을 통해 숙주의 건강을 유지하는데 기

여한다. 하지만 반대로 장내 미생물이 인간을 비롯한 

숙주 생명체에 다양한 질병원이 되기도 하는데, 최

근의 연구들은 장내에 서식하는 미생물의 변화가 암

(intestinal cancer)이나 염증성 장질환(inflammatory 

bowel disease, IBD)1) 뿐만 아니라, 비만(obesity), 

당뇨병(diabetes), 천식(asthma) 등과 같은 다양한 

질병의 발생과 밀접한 연관이 있다고 보고하고 있

다. 본고에서는 인체의 장내 미생물 구성에 영향을 

주는 여러 요인들과 장내 미생물 분석을 위해 사용

되는 분자생물학적 방법들, 그리고 최근에 개발된 

next generation sequencing(NGS)의 종류와 이를 이

1) 소장이나 대장에 만성적으로 염증이 생겨 설사나 통증 등이 유발되며 암으로 진행되기도 한다. 통상적으로 궤양성 대장염

(Ulcerative Colitis, UC)과 크론병(Crohn’s Disease, CD)이 이에 해당된다. IBD는 주로 북유럽과 북미 지역에서 호발하는 

것으로 알려져 있지만 우리나라에서도 빠른 속도로 발병률이 증가하고 있으며 아직까지 정확한 원인이 밝혀지진 않았지

만 자기면역성, 감염성, 유전성, 환경성 및 정신적 요인들이 IBD의 유발원으로 검토되고 있다.
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그림 1. 장내 미생물 형성에 영향을 주는 요인들과 장내 미생물이 인체에 미치는 영향. (Maslowski K.M et al., Nature 
immunology, 12(1), 5-9, 2011)

용한 장내 미생물 연구법 등에 대해 기술하고자 한다. 

장내 미생물 구성에 영향을 주는 
요인들

인체의 장내 미생물은 인간이 태어남과 동시에 

장내에 정착되기 시작한다. 모체의 몸속에서 무균

상태에 있던 태아의 장내는 출산 과정을 거쳐 지구

상에 존재하는 수많은 미생물과의 접촉을 통해 점

차 다양하고 수많은 미생물로 채워지게 된다. 신생

아의 분변 시료에서 확인한 장내 미생물 균총은 모

체 질에 존재하는 미생물과 유사한 형태를 보이는 

것으로 보아, 신생아 초기의 장내 미생물은 주로 모

체에서 유래하는 것으로 생각된다. 이후 신생아가 

자라고 생활하는 환경에 존재하는 미생물들은 장내 

미생물 균총에 영향을 주는 것으로 보고되고 있다. 

인체 장내 미생물 균총은 출산과 동시에 이루어지며 

초기에는 비교적 빠른 변화 양상을 보이다가 이유

식을 시작할 정도의 시기가 되면 안정기에 접어들게 

된다. 이 과정에서 유전형(genotype), 식이(diet), 생

균제(probiotics), 항생제(antibiotics), 미생물 간의 

상호작용 등의 영향으로 각 개인마다 지문과도 같

은 특이적인 장내 미생물 상이 생성된다(그림 1).

유전형(Genotype)

부모에게서 전달된 미생물 군집은 유전자형이라

는 요소가 더해짐으로써 더욱 복잡해지는데, 장내

에는 면역에 관계된 유전자가 매우 다양하게 발현
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되기 때문에, 숙주의 유전형질이 장내 미생물의 다

양성에 영향을 주는 것으로 생각된다. 우리가 생각

하는 것과는 달리 장관 점막은 미생물과 면역체계

의 상호작용을 차단하는 것이 아니라 오히려 이 둘 

간의 정보(물질) 교류를 돕는다. 또한 숙주의 유전자

형은 부착부위와 숙주유래 자원의 가용성을 높여 

줌으로써 미생물의 다양성에 영향을 줄 수 있다. 예

를 들어 사람과 쥐의 장내에 공생하는 Bacteroides 

thetaiotaomicron의 경우, 생장요소로서의 fucose

를 생산하기 위해 장내 표피세포의 도움을 받아 

fucosylated glycan의 생성을 조절한다.

식이(Diet)

장내 미생물 균총이 완전히 정착되지 않은 유아

의 경우 미생물 균총은 모유나 분유 그리고 고형식

의 섭취에 따라 크게 변화할 수 있다고 알려져 있

다. 신생아가 섭취하는 모유와 분유는 신생아 장내

에 형성되는 초기 미생물을 결정지어 주는데, 모유

를 먹은 아이는 Bifidobacterium2)을 우점으로 하

여 Staphylococcus, Micrococcus, Lactobacillus 등의 

박테리아 그룹이 장내 균총을 형성하는데 기여하

는 반면 분유를 먹은 아이에게선 Bacteroides가 초

기에 활발한 증식을 보인다. 식이가 장내 미생물 

균총의 변화에 영향을 줄 수 있는 잠정적 요소 중의 

하나이지만 동양식과 서양식처럼 폭넓게 구분된 식

이는 몇 속 정도의 미생물에 적은 변화만을 유도할 

뿐 장내 균총에 큰 변화는 주지 못한다. 반대로 화

학적으로 특정한 식이를 섭취하였을 경우에는 미

생물 군집에 영향을 주기도 한다. 예를 들면 황산

염 복합물을 섭취하였을 경우에는 sulfate-reducing 

세균3)과 methane 생성 고세균4)의 성장이 두드러

지고, 인슐린과 유사 식이섬유는 비피도박테리아

의 생장을 촉진시킨다. 다른 특정한 식이 화합물의 

선택적 효과는 아직까지 잘 밝혀지고 있지 않지만, 

미생물 군집 변화에 대한 식이의 효과는 크지 않을 

것으로 예상된다. 이러한 이유는 장내 미생물들은 

다양한 기질을 분해하고 한 기질을 여러 미생물이 

경쟁적으로 이용할 수 있어 특정한 대사 특성이 같

은 종류의 미생물들(특히 Firmicutes 5))에게서 넓게 

나타나기 때문이다.

 

생균제(Probiotics)

Probiotics는 숙주의 건강에 이로움을 줄 수 있는 

생균제로, 사람이나 동물에게 투여 시 장내 미생물 

2) Bifidobacterium은 액티노박테리아(Phylum Actinobacteria)에 속하는 미생물로서 이눌린이나 스타치의 분해자이다. 이 

속(genus)에 속하는 미생물은 뮤신 역시 분해시키며 분해 산물로는 락테이트(lactic acid)를 생성하고 생성된 락테이트는 

뷰티레이트(butyric acid)로 전환되거나 다른 미생물에 의해 이차 대사된다.

3) Sulfate-reducing 세균은 델타 프로테오박테리아(Phylum delta-proteobacteria)의 다섯 개의 다른 속에서 발견되는데, H+

를 이용하는 Sulfate-reducing 세균은 두개의 속에서 발견되며, 나머지 세 속은 락테이트와 같은 부분적으로 분해된 물질

을 이용하여 황산염을 황화물로 환원시킨다. 

4) 고세균은 생물 분류군의 하나로서 1977년 미국의 칼 우즈(Carl R. Woese) 박사가 16S rRNA의 염기서열 비교를 통해 세균

과 구분하였다. 일반적으로 고세균은 메탄생성균, 극호염성균, 호열성균, 초고온성균 등과 같이 극한환경에서 발견되는 

것이 많지만 일반적인 환경에서도 많은 수가 존재하는 것으로 알려져 있다.

5) 인체의 장내에서 가장 많이 발견되는 미생물 군으로 모든 유산균, Clostridium, Bacillus 등이 퍼미규츠(Phylum Firmicutes)

에 속한다.
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균총이 변화하는 것으로 알려져 있다. Probiotics

로 이용하고 있는 여러 종류의 미생물은 대부

분 Bifidobacterium spp.와 Lactobacillus spp.로 요

구르트와 같은 발효유에 널리 이용되고 있다. Lacto-

bacillus casei는 현재 액상 요구르트의 제조에 가

장 많이 사용되는 미생물로 항암효과를 가지고 있

으며, 소장 점막에 IgA를 증가시켜 면역력을 강화

시킨다. Lactobacillus acidophilus는 소장에 잘 정

착하는 미생물로 혈중 콜레스테롤 감소, 면역강

화 및 변비를 개선하는 기능이 있고 담즙산과 산성

에 저항성이 뛰어나며, 항균물질을 생산하므로 유

제품을 위한 산업용 probiotics로 가장 많이 사용

된다. 과민성대장증후군(irritable bowel syndrome)

을 앓고 있는 환자를 대상으로 한 probiotics 실

험에서 probiotics를 투여하는 동안에는 Bifido-

bacterium과 Lactobacillus의 미생물이 장내에서 

수적으로 증가하면서 환자의 증상이 호전되는 것

이 보고되었으며, probiotics로써 Streptococcus 

aureus를 섭취하면 이 미생물에 의해 다른 유해한 

미생물의 장내 균총 형성이 현저히 떨어지는 것을 

볼 수 있다.

 

항생제(Antibiotics)

항생제 치료는 미생물 군집의 연속성에 큰 영향

을 미친다. 페니실린(penicillin)과 세팔로스포

린(cephalosporin)과 같은 베타락탐(β-lactam)계 

항생제들은 그람 양성세균의 세포벽 생성을 억제

시키고, 클로람페니콜(chloramphenicol)은 그람 

음성세균의 단백질 합성을 제한하며, 아미노글

리코사이드 항생제 중의 하나인 스트렙토마이신

(streptomycin)은 그람 양성 음성의 모든 세균에 폭

넓게 작용한다. 사람에게 항생제를 투여하게 되면 

장내 생태계가 매우 불안정해지는데, 이것은 항생

제가 다량의 미생물 군집의 활성을 직접적으로 억

제하기 때문이다. 투여된 항생제가 장내 환경의 모

든 미생물을 억제하여 생태계를 파괴하는 것이 아

니라 일부 특별한 미생물 집단만을 억제하지만, 장

내 생태계를 구성하는 미생물 간의 상호작용으로 

인하여 다른 미생물의 활성과 구성에도 영향을 주

고, 이로써 장내 미생물 간의 균형이 깨지면서 장

내 환경이 무너지는 것이다. 이러한 항생제의 영향

은 비단 며칠의 짧은 기간 동안만 영향을 주는 것이 

아니라 몇 달이나 몇 년에 걸쳐 미생물 군집에 영향

을 주게 된다.

 

미생물 상호작용(Microbial Interaction)

Niche construction 이론6)에 따르면 미생물 자

신이 그 군집의 다양성과 개체 간의 변화에 영향을 

끼칠 수 있다고 하였는데, 이는 미생물 간의 상호작

용이 자원 경쟁과 더불어 장내 미생물 군집을 결정

짓는 요소 중의 하나임을 말한다. 성장요소를 교환

하는 등의 미생물 종간 협력은 복잡한 탄수화물이 

분해되는 동안에도 나타나며, 복잡한 구조의 복합

당류의 순차적인 분해에서도 나타난다. 미생물이 

서로의 생장에 도움을 주기도 하지만, 자신의 증식

을 위해 다른 미생물의 생장을 방해하기도 한다. 

6) 틈새 구성 이론. 유기체는 진화를 통해 주변 환경에 영향을 미치게 되는데, 이는 결국 주변 환경도 함께 진화하게 되는 결

과를 가져오게 된다는 이론이다.



해외 기술

84

이러한 저해 작용으로는 독성물질의 생산과 박테

리오신(bacteriocin)7)과 같은 특별한 항균물질의 

생성을 통한 미생물 생장억제가 있다. 박테리오신

은 가깝게 연관된 미생물의 생육을 억제시키는 미

생물 억제 단백질이지만 넓은 범위에서는 미생물

의 생장을 억제시키는 경우도 있다. 박테리오파지

(bacteriophage)8)의 경우에도 인간의 장내에 많은 

수가 다양하게 존재하며 그 숙주에 따라 균총이 달

라진다. 

장내 미생물 연구를 위해 사용되는
분자생물학적 기법

인간을 비롯한 동물의 장관에서 복잡한 생태계를 

구성하고 있는 장내 미생물에 대한 연구는 약 130년 

전 ‘질병의 원인균 이론(germ theory of disease)’
을 제시하였던 루이스 파스퇴르(Lois Pasteur)로부터 

시작되었으며 초기에는 agar plate를 이용한 배양

법을 기반으로 Salmonella나 E.coli 등의 병원균 분

리를 통한 질병 판별이나 유산균이나 비피더스균

을 분리해 probiotics를 개발하는 것에 집중되었다. 

하지만 현미경에서 관찰 가능한 대부분의 미생물 

중 현재의 배양법으로 분리해 낼 수 있는 미생물은 

단 1%에도 미치지 못하기 때문에 배양법에 기반을 

둔 장내 미생물 연구는 한계를 가질 수밖에 없었다

(The great plate count anomaly). 따라서 1980년

대부터 모든 미생물에서 가장 보존이 잘 되어 있는 

16S rRNA gene을 타깃으로 하는 Fluorescent In 

Situ Hybridization(FISH), Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis(DGGE), Temperature Gradient Gel 

Electrophoresis(TGGE), Quantitative PCR(Q-PCR), 

T-RFLP(Restriction Fragment Length Polymorphism), 

16S rRNA gene cloning, plasmid profiling 등과 같

은 분자생물학적 기법들로 장내 미생물을 연구하

게 되었으며 주요 분자생물학적 분석기법들은 표 1

에 나타낸 것과 같다. 

 

DGGE

1993년 Muyzer가 복잡한 환경으로부터 미생물

의 다양성을 분석하기 위하여 DGGE 기술을 접목

시키면서, 환경 생태의 분자적 기술의 중요성이 부

각되었다. 이 방법은 다양한 미생물의 16S rDNA를 

PCR로 증폭시킨 후 polyacrylamide gels에 한꺼번

에 로딩하여 패턴을 분석함으로써 미생물을 분석

하는 방법이다. 분석은 전기영동 시 gel 내에 존재

하는 Denaturants(변성제; Urea와 Formamide)의 

농도구배에 따라 핵산의 이중나선 구조와 변성구

조, 즉 염기서열이 가지는 Tm 값의 차이에 의해 핵

산의 이동 속도가 달라져 gel의 특정 위치에서 이동

을 중단하면서 밴드를 형성하는 원리를 이용한 것

7) 미생물이 생산하는 천연의 항균성 단백질로 기존의 항생제가 2차 대사산물인데 비해 박테리오신은 미생물 자신의 유전자

로부터 직접 생합성 되는 것이 특징이다. 주로 자신과 생장 조건이나 이용 영양소가 유사한 미생물의 생장을 억제하는 

narrow spectrum을 보인다.

8) 미생물에 감염하는 바이러스로 주로 한 종에 속하는 미생물만을 감염시킬 정도로 그 감염 특이성이 높다. 박테리오파지가 

미생물에 감염되게 되면 두 가지 경로, 즉 미생물의 DNA안에 잠복해 있는 lysogenic cycle을 택하던지, 아니면 감염 즉시 

증식을 시작해 미생물을 죽이고 밖으로 나오는 lytic cycle을 택한다. 
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표 1. 인체 미생물체(human microbiome) 분석을 위한 분자생물학적 방법 및 특징

Methods 사용목적 및 장점 기술의 한계 정량성 속도 Coverage 경제성

Cultivation

미생물 분리 및 생리학적 연구 

가능

많은 시간 및 노력 요구, 재

현성 결여, 최적의 배양조건

을 찾기 어려움 * * * *****

16S rDNA 
PCR-Cloning

특정 샘플에 대한 미생물 조성 

분석에 가장 많이 이용됨. 

미배양 미생물에 대한 높은 

coverage

미생물 주요 구성원에 대한 정

보 제공

PCR biases에 의한 반정량

적 분석, 많은 시간 및 

sequencing 비용

Sample의 true diversity

를 다 반영하지 못할 수 있음

*** ** ***** **

DGGE/TGGE

16S rDNA PCR을 통한 집단 

구성원의 변화 모니터링, 많은 

수의 샘플을 동시 비교 가능

PCR biases에 의한 반정량

적 분석, 각 구성원 동정을 

위해 sequencing 요구 ** *** ** ***

T-RFLP

16S rDNA PCR을 통한 집단 

구성원의 빠른 동정과 샘플간의 

비교분석 가능. population 

dynamics 분석 가능

PCR biases, DGGE보다 낮

은 resolution, 샘플 내 

unknown 미생물은 검출 

불가능 

*** **** ** ****

FISH

특정 그룹 미생물에 대한 probe

제작 및 반응을 통해 실제 생태

계에서 직접 미생물 검출하여 

시각화 가능

제작된 probe의 낮은

specificity. 

gram-positive cell wall의 

검출을 위한 최적의 조건 형

성 미흡

**** *** **** **

FCM

일반적으로 FISH법과 함께 이

용됨. 특정 종만을 검출 및 분리 

가능. 미배양 미생물의 게놈 확

보 가능

FISH와 같은 단점 존재, 

일부 정확하지 못한 

cytometry 발생 **** *** **** *

Q-PCR

특정 그룹 미생물에 대한 

specific primer를 이용하여 정

량적 PCR. 매우 민감하고 정량

적인 분석 가능

각 primer에 대한 정량선 

필요, 목표 미생물마다 다른 

primer 제작 요구, 별도의 

실험 필요함

***** ** **** **

Microarray

High-throughput, 최고 10만 

개의 probe에 대해 한 번의 반응

으로 전체 생태계 분석 가능, 16S

rDNA외 기능 유전자 분석 가능

고비용, specific probe

제작의 어려움, 생태계 적용

시 Q-PCR 보다 민감도 

감소

**** ***** *** **

(Rittmann BE et al., Nature reviews Microbiology, 6(8), 604-12, 2008)
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이다. 미생물 집단의 구성에 관한 좀 더 구체적인 

연구를 위해 기존에 알려져 있는 장내 우점종을 

대상으로 specific primer를 합성하여 DGGE를 수

행하기도 한다. DGGE를 이용한 장내 미생물 분석

의 장점은 여러 명의 샘플을 동시에 비교 분석할 

수 있고, 시간의 흐름에 따른 복잡한 미생물 집단

의 관계를 간단히 모니터링할 수 있다는 점이다. 

하지만 타 미생물 그룹에 비해 상대적으로 적은 양

이 포함된 미생물 집단은 그만큼 증폭 산물이 적기 

때문에 검출에 제한이 있을 수 있으며, PCR bias에 

의해 검출된 DGGE의 밴드들이 정량적으로 처리

하기 어렵고 (진하다고 해서 더 많은 미생물이 존

재함을 나타내지 못함), primer 합성 시 mismatch

가 있어 검출에 오류가 있을 수 있는 등의 단점이 

있다.

Q-PCR

Q-PCR 기술은 target 미생물의 유전자만을 특이

적으로 증폭함으로써, 이 증폭량을 실시간으로 확

인하는 기술이다. Q-PCR은 PCR 증폭 시 형광물질

(Ethidium bromide, SYBR green 등)을 같이 넣어 

주어 증폭시키면 이들이 증폭된 target의 double 

strand DNA와 결합하여 강한 형광을 발산하는 원

리를 이용한다. 이 방법은 빠른 검출 속도와 형광

인자를 이용한 민감한 검출 방법이며 높은 감도로 

증폭이 가능하며 오염률을 줄일 수 있는 장점을 가

지기 때문에 샘플에 검출하고자 하는 target이 미량

으로 존재하여 FISH나 일반 PCR로 검출하기 어려

울 경우라도 사용이 가능하다는 장점이 있다. 하지

만 매 PCR당 standard를 만들어 비교해야 하고, 분

석하고자 하는 미생물의 종류가 많을 경우 각각의 

미생물 그룹마다 특이적인 primer를 실제 검증해

야 하기 때문에 많은 양의 샘플을 처리하기에는 많

은 시간과 노력이 드는 단점이 있다. 

FISH

FISH는 target이 되는 미생물의 DNA나 RNA에 

직접 형광물질(Cy3TM, Cy5TM, AMCE 등)이 부착된 

probe를 붙여 이들이 발산하는 신호를 검출하여 분

석하는 방법이다. 기존에 알려져 있는 sequence 정보

를 토대로 15~23 nucleotides 정도 길이의 probe를 

제작하고, 이 probe의 5'-end 에 형광 표지인자를 

붙여 target cell에 반응을 시키면 형광현미경을 통

해 육안으로 관찰이 가능하다. 이 방법은 인간의 

장과 같이 복잡한 환경에서 특정 미생물 집단을 검

출하기 위한 유용한 기술이며, 배양 기술에서 벗어

나 환경에서 직접 single cell의 동정이 가능한 기술

이다. 이렇게 배양 방법에서 벗어나 환경에서 직접 

target을 검출할 수 있다는 장점 때문에 목적하는 

미생물의 probe를 제작하여 간편하게 미생물을 분

석할 수 있지만, 이렇게 제작한 probe는 oligo-

nucleotide mismatch와 기존에 알려진 sequence정

보의 부정확성으로 인해 정확한 target cell만을 검

출할 수 없다는 단점이 있다. 

FCM

FCM은 전자에 설명한 FISH 기술과 같이 cell에 

직접 fluorescent tag를 붙이는 과정을 수반한다. 형

광물질을 붙인 cell을 특정 형광 검출기에 통과시키

면서 target만을 검출하게 되는데 기계에서 전자를 

쏘면 형광의 유무에 따라 다른 charge를 띄게 함으
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로써 target만을 골라낼 수 있다. 이렇게 해서 전체 

장내 미생물 집단에서 특정 미생물의 수를 산정하

는 것이 가능하다. FCM은 다른 어떤 분자생물학 

기술보다 빠르고 정확한 미생물 동정 능력을 보여

준다고 알려져 있어 사람에게서 감염된 병원균을 

빠른 시간 내에 보다 쉽게 검출할 수 있지만 target

하는 미생물이 염기서열을 정확히 알고 있어야하

기 때문에 현재의 미생물 유전자 database만을 가

지고는 특정 질병을 일으키는 종 이하 레벨의 미생

물9)을 검출하기는 쉽지 않다.

 

Microarray

최근 다루게 되는 유전자의 수와 연구 범위가 넓

어지면서 high-throughput 기술이 각광받기 시작

하였고, microarray10)를 이용한 기술이 각 분야에 

적용되고 있다. 수백 개 내지 수천 개의 유전물질

(oligonucleotides, cDNA, genomic DNA 등)을 

slide glass 상에 고정시키고, 분석하고자 하는 환경

에서 추출한 DNA 혹은 RNA를 증폭시켜 형광 물질

을 붙인 후 microarray 상에 고정되어 있는 염기서

열과 혼성화(hybridization)하여 그 존재 유무를 정

량적으로 측정하는 방법이다. microarray 기술은 

2000년부터 장내 미생물 연구에서 상당히 폭넓게 

사용되고 있는데, 한 번의 실험으로 많은 유전자 정

보를 얻을 수 있기 때문에 장내와 같은 복잡한 환경 

생태를 연구하기에 매우 유용하다. 하지만 microarray

는 slide 상에 집적되어 있는 염기서열과 분석하고

자 하는 유전물질의 혼성화(hybridization)에 기초

하고 있기 때문에 80~90% 정도의 유사성을 가지는 

유전물질 분석에서는 특이성이 낮아지는 단점이 

있다. 또한 현재의 기술로는 장내에 미량(1/1000 

수준)으로 존재하는 미생물의 유전자는 검출할 수 

없다는 단점이 있다.

NGS를 이용한 장내 미생물 연구

다양한 분자생물학적 분석 기법들의 개발로 이

전의 배양법으로는 밝혀내지 못했던 수많은 종류

의 새로운 미배양 미생물의 정보를 알아낼 수 있었

고 이들 미생물이 인체와의 상호작용을 통해 건강

과 질병에 중요한 영향을 미친다는 것을 확인 할 수 

있었지만 이들 분석법은 장내에 주종으로 존재하는 

미생물만을 확인할 수 있다든지(DGGE & TGGE, 

T-RFLP, Q-PCR 등), 아직 염기서열이 밝혀지지 

않은 미생물은 분석할 수 없다든지(FISH, FCM, 

microarray 등) 하는 단점이 있기 때문에 우리 몸속

에 존재하는 1,000종 이상의 미생물을 면밀히 분석

하는 데는 한계가 있다. 이에 반해 환경에 존재하

는 모든 유전정보를 해독하는 것은 지금까지 개발

된 여러 분자생물학적 방법들 중에서 인체 장내에 

존재하는 미생물과 그 역할을 가장 효과적으로 분

석 할 수 있는 방법이기 때문에 하나의 환경에서 우

  9) 같은 종의 미생물이라 할지라도 그 미생물이 가지는 유전적 특성에 의해 병원성의 유무가 결정된다. 일례로 인체의 장내

를 비롯하여 해수, 토양과 같은 다양한 환경에 존재하는 대부분의 E.coli의 경우 병원성이 전혀 없으며 E.coli Nissle 

strain 1917 같은 경우는 오히려 probiotics로서 이용되기도 한다. 

10) 일반적으로 DNA chip이라 알려져 있는 microarray기술은 micro하게 array했다는 뜻으로 한 장의 유리 슬라이드 표면위에 

이론상 10만 개의 작은 spot을 늘어놓을 수 있으며 이는 한 번에 10만 개의 유전자 혹은 염기서열을 분석할 수 있다는 뜻이다. 
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그림 2. Capillary sanger sequencing(ABI 3700 sequencer)의 염기서열 분석. (Winnick E, The Scientist, 18(18), 44, 
2004)

점하고 있는 미생물뿐만 아니라 소수로 존재하는 

미지의 미생물을 분석하는데도 유용하다. 일례로 

비교적 적은 수(18,000개)의 sequence를 분석하였

던 Eckburg의 연구에서 발견된 미생물 중 80%가 

아직까지 한 번도 배양되지 않았던 것이었다. 하지

만 기존의 sequencing 방법(Sanger sequencing)11) 

은 각 DNA의 염기서열 해독을 위해 DNA를 작은 

조각으로 자르고, vector에 삽입시키고 host cell에 

transformation시켜 clone library를 만듦으로서 각

각의 DNA 조각을 증폭한 후 이들 DNA 조각을 

해독하는 일련의 고된 작업들을 필요로 하기 때

문에 이 역시 수억에서 수조 단위로 존재하는 미

생물을 분석하기에는 많은 노동력과 비용이 든다

(그림 2).

이러한 이유로 human genome 해독12)의 숨은 

공로자였던 ABI sequencer13)를 대신할 genome 

sequencer들이 2004년부터 속속 개발되기 시작했

으며 이들 Next Generation Sequencer(NGS)들은 

이전의 ABI 기기가 생산해 냈던 데이터의 수백에

서 수천 배에 달하는 양의 정보를 단 몇 일만에 생

산해 내고 있다. 실제로 기존의 ABI sequencer를 

이용한 인간 게놈 분석은 1990년에 시작되어 2001

11) Sanger sequencing 방법은 원래의 DNA를 주형으로 삼아 표지된 DNA를 합성해 나가며 염기서열을 분석하는 방법으로, 

DNA ribose의 3번 탄소에 OH- 대신 H+가 붙어있기 때문에 더 이상 염기를 붙일 수 없는 ddNTP(ddGTP, ddATP, ddTTP, 

ddCTP)를 사용해 염기서열을 분석한다. Frederick Sanger는 이 염기서열 분석법으로 1980년에 노벨화학상을 받았다.

12) 인간게놈프로젝트는 인간 게놈의 모든 염기 서열을 해석하는 프로젝트로서, 1990년에 시작되어 2003년에 완료되었다. 

이 프로젝트는 원래 15년 계획으로 잡혀 있었지만 그 동안 생물학 기술이 발전하면서 13년 만에 완료할 수 있었다. 이 프

로젝트에는 세계 각국의 유전자 센터나 대학 등에 의한 국제 인간게놈서열 컨소시엄에 의해 조직되었으며, 현재까지도 

프로젝트를 보완하는 발표가 계속 이루어지고 있다. 

13) Sanger sequencing 방법은 염기서열 해독을 위해 방사성 동위원소를 이용하였으나 현재는 ddNTP에 각각 다른 형광표

지를 한 뒤 레이저로 확인하는 방식의 자동화된 염기서열 분석기기를 사용한다. 
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그림 3. Sequencing 기술의 발전: 한 사람의 게놈을 해독하는데 드는 시간과 금액. (Mardis ER, Nature, 470(7333), 
198–203, 2011, Green ED, Nature, 470(7333), 204-213, 2011)

년 염기 서열 분석이 완료될 때까지 11년이라는 

시간과 27억 불이라는 엄청난 비용이 소요됐지만, 

2007년에는 100만 달러(3개월), 2008년에는 6만 달

러(2주), 그리고 오늘날의 NGS 기술로는 5천 달러

의 비용으로 삼 일만에 한 사람의 전체 유전체를 해

독할 수 있으며, 일 년 내로는 백 달러로 하루 안에 

인간게놈을 해독할 수 있는 수준으로 기술이 진보

할 것이라 예상된다(그림 3). 현재의 대표적인 NGS 

기기로는 Roche 454 Genome sequencer, Illumina 

genome analyzer, ABI SOLiD Sequencer 등이 있다.

Roche(454) GS FLX Sequencer

차세대 염기서열 분석기 개발에 뛰어든 여러 회

사 중 454 Life science사는 2004년에 가장 먼저 

‘pyrosequencing’이라는 원리에 기반한 genome 

sequencer를 개발하였으나 2007년에 회사가 Roche

에 인수되면서 현재는 Roche의 454 Life science에

서 기기를 생산, 판매하고 있다. Pyrosequencing이

란 DNA 중합효소가 dNTP를 붙일 때 생성되는 

pyrophosphate(PPi)를 인식하여 sequence를 해

석하는 기술이다. Pyrophosphate는 adenonsine 

5'phosphosulfate(APS)와 반응하여 adenosine 

triphosphate(ATP)를 만들어 내고, 생성된 ATP는 

luciferase를 활성화하여 luciferin을 빛을 내는 

oxyluciferin으로 전환시키는데 이 빛을 CCD 카메

라로 검출해 염기서열을 분석한다. A, C, G, T의 연

속된 dNTP를 주입 및 제거하는 일련의 반응을 통

해 염기서열이 분석되지만 동일한 염기서열이 연

속으로 존재하는 경우에도 검출되는 빛의 세기를 

통해 동일 염기서열의 개수를 판단하여 해독이 가

능하다(그림 4)14). 454 sequencer는 기존의 Sanger 

sequencing 방법이 개개의 DNA마다 cloning을 통

한 증폭과정이 필요했던 것과는 다르게 microbead

14) A, C, G, T의 네 가지 dNTP는 순차적으로 주입과 제거를 반복하며 원본 DNA와 반응하며 구체적인 반응 순서는 다음과 

같다: ATP 주입-CCD 카메라-ATP 제거-CTP 주입-CCD 카메라-CTP 제거-GTP 주입-CCD 카메라-GTP 제거-TTP 주입

-CCD 카메라-TTP 제거의 cycle을 400~500회 반복.
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그림 4. Roche 454 Genome sequencer를 이용한 염기서열 분석. (454 life science (http://454.com/))

를 이용한 emulsion PCR 이라는 방법을 통해 각

각의 DNA를 증폭시킨다. 증폭된 각각의 DNA 

fragment들은 수백만 개의 미세한 구역으로 나뉘

어져 있는 picoliter에 loading되며, 이때 하나의 방

(reactor)에는 한 개의 DNA fragment를 가진 bead

만 loading될 수 있도록 reactor의 반경이 최적화

되어 있다. 염기서열 해독과정이 진행되는 동안 

하나의 reactor에서 검출되는 빛은 single DNA 

fragment로부터 유래한 것이며 CCD 카메라를 이

용한 빛의 검출로 인해 동시에 수백만 개의 reactor

에 나뉘어져 있는 개개 DNA의 염기서열의 분석이 

가능하다. 현재의 454 FLX titanium 모델은 동시에 

약 100~120만 개의 sequence를 분석할 수 있으며, 

이를 통해 약 400 Mbp의 염기서열을 분석할 수 있

다. 또한 800 bp를 분석할 수 있는 당 모델의 

upgrade가 예정되어 있기 때문에 올해 안에 한 번 

reaction으로 800 Mbp의 염기서열을 분석하는 것이 

가능하게 될 것이라 예상된다. 454 FLX titanium 기

기의 가장 큰 장점은 다른 기기들에 비해 긴 길이의 

sequence를 해독할 수 있다는 것이다. 따라서 다른 

기기들이 미생물을 비롯한 효모, 식물, 인간과 같은 

동물의 전체 genome 해독에 유리한 반면, 454 FLX 

titanium는 genome 해독뿐만 아니라 미생물의 16S 

rRNA gene 분석을 통한 군집 분석 등에 유용하다.

Illumina Genome Analyzer 

Illumina사에서 2006년 출시한 Genome Analyzer

는 Illumina사가 next-generation sequencer 시장

에 뛰어들기 위해 Solexa사를 인수하여 Solexa사가 

가지고 있던 1G Genome Analyzer의 후속 모델로서 

개발한 것이다. Illumina genome analyzer는 DNA

의 증폭을 위해 454 GS FLX에서와 같은 emulsion 

PCR을 이용하는 것이 아닌 bridge amplification이

라는 방법을 이용한다. 이 방법은 DNA를 적절한 길

이로 잘게 자른 (fragmentation) 후, primer 역할을 하

는 adaptor를 양 DNA 말단에 접합시킨다(ligation). 

후에 이를 DNA chip과 같은 glass flow cell에 올려

주면 표면에 고정되어 있는 primer에 결합하게 되

고, 이 상태로 PCR을 하면 고정된 DNA fragment가 
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그림 5. Illumina genome analyzer를 이용한 염기서열 분석. (Illumina (http://www.illumina.com/systems/genome_analyzer))

구부러져 주변에 존재하는 free primer에 반대쪽 

끝의 adaptor가 결합하여 증폭이 이루어진다. 이러한 

과정을 통해 최초의 single DNA fragment는 동일

한 sequence를 가지는 하나의 cluster를 형성하게 

되며, 처음 DNA에 붙였던 adapter에 sequencing 

primer를 부착하여 A, C, G, T의 합성을 통한 cyclic 

sequencing이 진행된다. 이때 DNA polymerase가 

붙여나가는 nucleotide의 3'-OH는 한 cycle에 하나

의 nucleotide만 붙일 수 있도록 설계되어 있으며, 

각각의 nucleotide에는 adenosine(A), cytosine(C), 

guanine(G), thymine(T) 각각에 다른 색의 형광 tag

가 부착되어 있다. 이 방법으로 읽을 수 있는 sequence

의 길이는 100~150 bp이며 한 번의 run을 통해 총 

4 Gbp 이상의 sequence를 읽어낼 수 있다(그림 5).

Applied Biosystems SOLiD Sequencer

2007년 가장 늦게 출시된 ABI 사의 SOLiD 

sequencer는 Roche 454 GS FLX나 Illumina genome 

analyzer와는 달리 DNA ligase를 이용한 독특한 

sequencing 방법을 이용한다. Clonal amplification 

방법으로 emulsion PCR을 이용하는 것은 454 GS 

FLX와 같지만 microbead를 glass slide의 표면에 

붙이고 4가지 색의 형광 dye가 부착된 8 bp의 oligo-

nucleotide를 template DNA에 ligation 시켜 형광

을 detection하는 방법을 사용한다. Ligation 되는 

8 bp oligonucleotide는 첫 번째와 두 번째 혹은 네 

번째와 다섯 번째 base만 정해져 있고 나머지는 

random하게 제작되어 있어서 각 cycle을 통해 첫 번

째, 두 번째 혹은 네 번째, 다섯 번째의 sequence

를 읽을 수 있다. 이러한 과정을 통해 각 형광 

signal이 두 개의 sequence 정보를 알려주게 되

어 sequencing 과정 내에서 한 번 filtering된 정보

를 얻을 수 있다(그림 6). 이러한 2-base encoding 

system이 error correcting 기능을 하여 현재까지 

개발된 NGS 중 가장 높은 정확도를 가지기 때문에
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그림 6. Applied Biosystems SOLiD Sequencer를 이용한 염기서열 분석. (AB (http://www.appliedbiosystems.com))

(정확도 99.94%) 정확도를 요구하는 SNP나 삽입, 

결실 등의 변이정보를 확인하는데 유용한 기기이

다. ABI SOLiD는 한번 run에 7일 정도가 소요되며 

평균 read length는 50 bp 정도로 총 7G bp를 읽어

낼 수 있다. 

2005년 이후 개발된 NGS 기기들을 기존의 분자

생물학적 분석 방법들이 가지고 있던 단점들을 극

복하여 장내에 존재하는 미생물을 연구하는 쉽고 

효과적인 방법을 제시하였으며, 이전까지 과학자

들이 쌓아 올린 연구 결과들 보다 훨씬 많고 중요한 

결과들을 생산해 내고 있다. 현재 가장 많이 사용되

고 있는 Roche 454 Genome sequencer, Illumina 

genome analyzer, ABI SOLiD Sequencer의 주요 

특성과 이용분야 등을 표 2에 나타내었다. 특히 

454 GS FLX 모델과 Illumina genome analyzer는 

이러한 장내 미생물 연구 분야에서 폭넓게 사용되

어 미생물의 marker 유전자를 이용한 커뮤니티 분

석뿐만 아니라 메타게놈 분석을 통한 장내 미생물 

유전자의 종류와 양, 그리고 이들 유전자의 기능 등

에 대한 핵심 정보들을 제공하고 있으며 NGS 기술

을 이용한 장내 미생물 연구의 주요 성과들을 살펴

보면 다음과 같다. 

2009년 제프리 고든은 NGS 기술을 이용하여 약 

150명의 쌍둥이와 그 모체의 장내 미생물을 분석하

였으며, 이를 통해 유전형이 동일한 일란성 쌍둥이

의 장내 미생물 군집은 그 자신의 모친이나 연관성

이 없는 타인에 비해 더 유사한 것으로 나타났다. 

하지만 이란성 쌍둥이의 경우에도 일란성 쌍둥이

와 비슷한 정도의 장내 미생물 군집 연관성을 가지

는 것으로 보아 장내 미생물 군집의 연관성은 비단 

인간 숙주의 유전형뿐만 아니라 인체가 살아가는 

환경에 의해서도 영향을 받는다는 것을 보여주

었다. 또한 이제까지는 인체의 장내에 존재하는 

Firmicutes와 Bacteroidetes의 양이 비만과 연관 있

다고 알려져 있었지만 비만한 쌍둥이들의 메타게

놈을 분석한 결과 위의 두 phylum보다는 Actino-

bacteria에서 유래한 유전자들이 비만한 사람에게

서 더욱 많이 존재하는 것으로 나타났다.
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표 2. 주요 NGS 기기의 주요 특성 비교

기 술 Roche/454 GS FLX Titanium Illumina/Genome Analyzer Life Science/SOLiD

라이브러리 

구축 방법
Fragmentation/emPCR

Fragmentation/

solid-phase
Fragmentation/emPCR

염기서열 

해독 길이
400 100 50

총 분석 염기서열 400 million 이상 4,000 million 이상 7,000 million 이상

분석 시간 8 hr 4 days 7 days

가 격 6억 6억 5천 7억 2천

응용분야 새로운 유전체 분석, 

resequencing, 발현체 분석, 

유전자조절연구, epigentic 

changes, 메타지놈 및 미생물 

다양성 연구, paleogenomics 

analysis

Resequencing, 발현체 분석, 

유전자 조절 연구, ChIP, 

작은 유전체에 대한 새로운 

시퀀싱 (paired-end 방법), 

epigenetic changes

Targeted resequencing, 유

전자 발현, microRNA 발굴, 

ChIP, 전체 유전체 재분석

(resequencing)

장 점 400 bp 이상의 긴 염기서열 

해독으로 반복 염기서열 분석

에 용이, 분석에 걸리는 시간

이 적음

염기서열 분석에 가장 보급된 

기기로 장비 운용에 안정성과 

효율성이 검증되어 있음

염기서열 분석 과정 자체에 

error check 기능이 포함되어

있어 가장 높은 정확도를 보

임. SNP와 같은 single point 

mutation 연구에 탁월함

단 점 시약의 가격이 비쌈. 연속 되

는 동일 염기서열분석 시 

Error rate가 상대적으로 높음

여러 샘플을 동시에 분석하는

데 어려움이 있음

분석시간이 오래 걸림

(Metzker ML, Nature Reviews Genetics, 11, 31–46, 2010)

2010년 이탈리아의 파올로 리오네티(Paolo 

Lionetti) 박사는 NGS 기술을 이용하여 아프리카 

지역의 어린이와 이탈리아 어린이의 대변 속 세균

의 비교 ․분석을 통해 식이가 장내 미생물에 미치

는 영향을 분석하였다. 비교 결과 아프리카의 아이

들은 Bacteroidetes 계열의 세균을 많이 보유하고 

있으며, 이탈리아 아이들은 Firmicutes 계열의 세균

을 많이 보유하고 있는 것으로 나타났으며, 아프리

카 아이들에게서는 프레보텔라(Prevotella), 자일라

니박터(Xylanibacter), 트레포네마(Treponema) 등

의 단쇄지방산(short chain fatty acid, SCFA)15)을 

생성하는 미생물을 많이 가지고 있는 것으로 나타

났다. SCFA는 인체 장관의 염증 유발을 막아주는 

역할을 하는 것으로 알려져 있으며, 실제 아프리카 

아이들은 염증성 장 질환이 잘 발생하지 않는다.

장내 미생물은 인체가 소화할 수 없는 다당류를 

15) 장내에 존재하는 일부 미생물들은 인체로 들어온 polysaccharide를 이용하여 acetic acid, butyric acid, propionic acid 

등의 짧은 사슬 지방산을 생성할 수 있다. 이들 SCFA는 장관세포의 주 에너지원으로 작용하기 때문에 이들의 생성량이 

많을수록 장관세포가 활성화 되고, 이를 통해 1차적인 면역기능이 강화되는 것으로 알려져 있다. 
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분해함으로써 숙주의 칼로리 섭취를 도와주는 것

으로 알려져 있는데, 2010년 프랑스의 피에르와 마

리 퀴리대학의 연구진은 일본인 장내 메타게놈 분

석을 통해 해조류에 포함된 해양 미생물의 유전자가 

장내세균인 Bacteroides plebeius에 전달되어 일본

인이 김류의 탄수화물을 이용할 수 있다는 것을 밝

혔다. 김의 황산화 다당체인 포피란(porphyran)을 

분해하는 베타포피라네이즈(beta-porphyranases)

는 해양 미생물인 Zobellia galactanivorans에서 유

래하지만 일본인들이 오래전부터 초밥의 재료로

서 김류를 이용하였고 이때 인체로 같이 유입된 

Z. galactanivorans의 유전자가 장내에 서식하는 

Bacteroides plebeius로 전달된 것이라 생각된다.

지금까지는 장내에 존재하는 미생물 중 세균에 

관한 연구가 주로 이루어 졌지만 실제로 환경에 존

재하는 미생물 중 가장 많은 양을 차지하는 것은 바

이러스이다. 이들 바이러스는 숙주에 감염되어 숙주

세포 안에서 증식 후 숙주세포를 파괴한다. 2010년 

제프리 고든 박사는 NGS 기술을 이용하여 사람의 장

내에 존재하는 bacteriophage의 구성을 연구하였는

데 그 결과 인체의 장내에 존재하는 bacteriophage

의 구성은 사람마다 독특하게 존재하고 시간이 지

나도 안정적으로 유지된다는 것을 확인했다. 이러

한 bacteriophage의 개인 특이성은 장내 미생물의 

구성이 비슷한 일란성 쌍둥이들에게서도 나타났

다. 실험에서 한 어머니와 그 어머니에게서 출생한 

일란성 쌍둥이들 4쌍의 미생물과 박테리오파지를 

분석한 결과 가족끼리는 타인에 비해 연관된 장내 

미생물 균총을 보였지만 박테리오파지는 각 개인

마다 다른 구성을 보였다. 또한 장내 박테리오파지

는 매우 안정적이어서 1년 동안 5% 미만의 변화만

을 보였는데 이는 여타의 환경에서 바이러스가 숙

주에 infection되어 숙주 세포를 파괴하는 것과는 

다르게 숙주의 게놈 안에 자신의 유전자를 통합시

켜 보전한다는 것을 나타낸다. 

지금까지 장내 미생물에 대한 연구는 16S rRNA

와 같은 marker 유전자의 염기서열 해석에 기반을 

두고 진행되어 왔으며, 이들 유전자에 대한 많은 데

이터가 축적되어 있다. 하지만 marker 유전자를 이

용한 장내 미생물 분석은 단지 장내 미생물의 계통

학적 위치만을 설명해 줄 뿐이어서 실제로 장내 환

경이 어떻게 움직이고 있는지를 정확히 알 수는 없

다. 따라서 앞으로는 NGS를 이용한 장내 미생물 

분석에 다양한 접근이 필요하다. 일반적으로 우리

가 장내 미생물의 유전정보를 이용할 수 있는 방법

은 크게 DNA를 이용하는 방법과 RNA를 이용하는 

방법의 두 가지로 나눌 수 있다. DNA를 이용하는 

방법은 전체 메타게놈을 추출하고 marker 유전자

를 분석함으로써 장내에 존재하는 미생물의 종류

와 양을 판별하는 방법과 메타게놈 자체를 전부 

sequencing함으로써 장내 미생물이 가지고 있는 

유전자들을 찾아 그들의 기능을 예측하는 방법으

로 현재까지의 대부분의 분석법은 이 단계에서 이

루어지고 있다. RNA를 이용하는 방법은 전체 RNA

를 추출한 후 transcription되는 mRNA만을 분석하

여 실제로 발현되는 미생물의 유전자를 확인하는 

방법으로 이를 통해 특정 질병에서는 장내 미생물

의 어떤 유전자가 얼마만큼 발현되는지를 확인 할 

수 있다. 또한 RNA를 이용해 marker 유전자를 분

석할 경우 특정 식이나 질병 상황에서 active 하게 

활동하고 있는 미생물을 확인함으로써 실제적으로 

인체로 들어온 물질이나 질병 상황에 반응하는 미

생물을 확인할 수 있다(그림 7).

장내 환경은 미생물과 숙주가 함께 복잡하게 뒤
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그림 7. NGS를 이용한 장내 미생물 연구의 진행도. (Simon C et al., Applied and Environmental Microbiology, 77(4), 
1153-1161, 2011)

섞여 공생하는 생태계이고, 약 1,000여 종의 다양한 

미생물이 1014의 양으로 존재하고 있다. 여기에 각 

개인은 자신이 자란 환경과 유전형 등의 영향으로 

개인마다 독특한 장내 미생물을 가지고 있기 때문

에 이들의 상호관계에 대한 정확한 이해는 앞으로

도 쉽게 이루어지지는 않을 것이다. 하지만 장내 

미생물은 장 표피세포의 차단력을 강하게 하거나 

경쟁적으로 표피세포에 결합함으로써 병원성 미생

물이 장내에 정착하는 것을 막는 역할을 하며, 장내 

면역 시스템과의 상호작용을 통하여 저항성과 같

은 면역작용을 조절하는데 도움을 주는 등의 이로

운 작용과 크론병(CD), 염증성 장질환(IBD), 대장

암 등과 같은 수많은 질병의 원인이 되기도 하기 때

문에 우리는 장내 미생물에 대해 많은 연구를 할 필

요가 있다. 최근의 NGS 기술 발전은 장내 미생물 

연구를 가속화 시킬 것이며 머지않아 인체를 비롯

한 동물의 장내에 존재하는 미생물이 숙주의 건강

과 질병에 미치는 역할을 규명하고 이들 장내 미생

물의 조절을 통해 질병을 극복하고 건강을 유지시

킬 수 있는 실마리를 찾을 수 있게 되리라 생각된다.
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