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Developing economic traits with a high growth rate, robustness, and disease resistance in livestock 
is an important challenge. RFLP and AFLP are the classical methods used to develop economic traits. 
Whole-genome-based economic traits have recently been detected with the advent of next-generation 
sequencing (NGS) technologies. However, NGS technologies are rather costly for use in studies, and 
RNA-seq, RAD-Seq, RRL, MSG, and GBS have been used to overcome the issue of high costs. In this 
study, recent NGS-based studies were reviewed, particularly those that focused on minimum costs 
and maximum effects. Then, we presented further prospects on how to apply for selection of high 
economic-trait livestock.
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서   론

유전자 마커란 인간을 비롯한 각 생명체의 표현형질을 나타

내는 유전적 특성을 말한다[16, 18] 지금까지 인간에 있어서 

정상과 질병 샘플을 비교한 연구가 많이 진행되었으며[49, 50], 

가축에 있어서는 각 개체군에서 우수한 경제형질을 가진 샘플

과 그렇지 않은 샘플을 비교한 연구가 많이 진행되었다[17, 

25]. 이러한 표현형질을 나타내는 유전자 마커는 생명체의 게

놈 상에 존재하고 있으나, 전장게놈의 경우 매우 방대하기에 

기본적으로 형질과 관련되어 있다고 알려진 중요한 유전자 

위주로 연구되고 있었다. 이전에는 RFLP (Restriction Frag-

ment Length Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment 

Length Polymorphism), microsatellite와 같은 기법을 사용해

서 개체군 간 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) 및 

CNV (Copy Number Variation)와 같은 다양한 유전자 마커를 

발굴하고 있었으나[13, 68], 이러한 기법들은 상대적으로 적은 

정보와 많은 노동력 및 연구비용을 필요로 한다. 현재, NGS 

기법의 대두로 인하여 시퀀스 정보와 유전형질이 많은 양의 

데이터로 발굴되고 있는 실정이다. 이러한 NGS 데이터가 많

이 쏟아져 나옴에 따라 기능유전체 분야의 연구가 가속화되고 

있고, 인간 유전체에서 ENCODE (Encyclopedia of DNA 

Elements) 프로젝트가 주목받고 있다[15]. 인간 뿐만 아니라 

가축 등 경제동물 및 식물에서도 유전체의 기능을 밝히기 위

한 많은 NGS 데이터를 생성해 내고 있으며, QTL (quantita-

tive trait locus)등을 비롯한 많은 게놈상의 영역에 대한 기능

이 밝혀지고 있다[8, 45, 52, 59]. 하지만, 이와 같은 데이터를 

생성 시 한 샘플 당 많은 실험 비용이 필요하고, 유전자 마커 

발굴에 불필요한 부분까지 분석하는 경우가 많이 일어난다

[41]. 때라서, 실험 비용을 줄이기 위하여 전체 샘플에 제한효

소를 처리 한 후 특정 서열의 어댑터를 붙인 후, 어댑터 근처의 

서열을 NGS 기법으로 분석한다든지, 혹은 전장게놈이 아닌 

샘플의 전체 전사체를 분석하는 기법이 많이 활용되고 있다[6, 

20, 48]. 이러한 기법으로 전장게놈에서의 SNP 및 구조적 변이

체를 쉽고 빠르게 발굴할 수 있다. 고전적 마커 개발에 사용되

었던 제한효소가 NGS 기법에 있어서 다시 주목받고 있는 점

이 흥미롭다. 본 논문에서는 이렇게 적은 분석 비용으로 높은 

효과를 얻을 수 있는 NGS 기법에 대한 소개 및 적용 가능성을 

탐색해 보고자 한다. 이는 많은 수의 다양한 질병 환자 샘플 

및 다양한 가축 종 샘플에서 우수한 유전자 마커를 찾는 데 

도움을 줄 것으로 생각된다.

본   론

우수한 경제형질을 발굴 및 개체 선별에 활용하기 위한 노

력으로써, 기존의 생어 시퀀싱 기법을 뛰어넘는 NGS 기법이 

활용되고 있다. 이러한 NGS 기법은 다양한 플랫폼 하에서 상

당히 많은 양의 서열 정보를 생성해 낼 수 있는 특징을 가지고 

있다. 먼저 본 논문에서는 기본적인 NGS에 대한 소개 및, 

NGS 데이터를 만들어 낼 수 있는 플랫폼에 대하여 알아보았

다. 그 다음으로, NGS 기법을 응용한 방법들인 RNA-seq, 

RAD-Seq, RRL, MSG, 그리고 GBS 기법에 대하여 알아보았다

(Table 1). 주로 샘플에 제한효소를 처리하거나, 혹은 여러 개
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Table 1. The list of NGS-based analysis for confirming genetic polymorphisms

Experimental 

type
Study aims

Genome

size

Reference

genome
Population

Samples per 

population (or 

experimental set)

Size of 

recognition

site

References

RNA-Seq Confirming transcripts, 

or isoforms. Assessing 

gene expression level.

Big size 

genome is 

available.

De novo 

sequencing is 

available.

Medium Medium Not 

applicable

[9, 12, 48]

RAD-Seq Ecological, or 

phylogeographic study 

in many samples.

Big size 

genome is 

available.

Not 

prerequisite.

Many Small Big [6, 7, 21]

RRL Polymorphism 

analysis, SNP analysis, 

DNA methylation.

Big size 

genome is 

available.

It is better to 

have a reference 

genome.

Medium Medium Depend on 

genome size

[30, 32,

42, 60]

MSG QTL mapping, 

phenotype analysis, or 

making genetic map

Small size 

is better.

It is better to 

have a reference 

genome.

Small Many Small [5, 19, 67]

GBS Polymorphism 

analysis, detecting 

selective markers.

Big size 

genome is 

available.

It is better to 

have a reference 

genome.

Medium Medium Small, but 

methyl-sensi

tive

[10, 20]

      A                              B                             C

Fig. 1. The method applied by the NGS machine to amplify DNA fragment for sequencing. Whole genome is separated into small 

fragment (A), then ligated to both of adaptors at the end (B). Primers complementary to adaptor are annealed, and bases 

are synthesized. In this time, two phosphates, one hydrogen ion, and one fluorescence-labeled base are indicated as signal, 

and the machine reads these signals (C).

의 샘플을 시퀀싱 이전에 통합하는 방법으로 개체군에 대한 

샘플 분석을 진행한 연구에 대하여 소개하였다. 또한 이러한 

기법들이 어떠한 연구에 어떻게 활용될 수 있는지에 대해 알

아보고자 한다.

NGS 기법 소개

유전정보를 갖고 있는 DNA의 서열을 확인하기 위해 시퀀

싱 기술이 필요한 바, 이에 1977년 프레드릭 생어와 그 동료들

에 의해 최초로 사슬종결법을 통한 phi X174의 게놈이 해독되

었다[53]. NGS 기법이 등장하기 이전인 2000년대 중반까지, 

생어의 시퀀싱 기법을 기반으로 한 서열분석법이 주로 사용되

었다. 저비용으로 대량의 데이터를 생산하고자 하는 연구자들

의 요구에 따라, 다양한 플랫폼을 기반으로 한 NGS 기술이 

대두하였다. 이러한 NGS 기법의 기본적 개념은 다음과 같다.

플랫폼마다 약간의 차이는 있지만, 기본적으로 NGS 분석

을 위해 샘플에 대한 제한효소 처리를 통하여 큰 사이즈의 

DNA 서열을 짧은 조각으로 만드는 작업이 가장 먼저 수행된

다(Fig. 1A). 그 다음으로 각 짧은 DNA 조각의 양 끝에 어댑터

를 ligation 한 후, 두 가닥을 한 가닥으로 만든다(Fig. 1B). 어댑

터와 상보적인 서열인 프라이머를 붙이고, 프라이머의 3′말

단에서 상보적으로 나머지 서열이 합성될 때 하나의 뉴클레오

타이드 당 세 가지의 신호가 나타난다(Fig. 1C). 이는 첫 번째

로 두 개의 phosphate, 두 번째로 하나의 수소 이온, 마지막으

로 네 가지의 서로 다른 색으로 각각 표시된 염기이다. 하나의 

뉴클레오타이드가 합성될 때 마다 NGS 기계가 위의 신호를 

읽어 들여 서열을 확인한다. 이렇게 읽어들일 수 있는 짧은 

DNA 조각의 길이는 플랫폼마다 다르지만 짧게는 100 bp 부

터 길게는 400 bp에 이른다. 이렇게 읽어들인 짧은 DNA 조각

의 서열들을 read라고 부르고, read를 모아서 하나의 서열을 

만드는 과정을 assembly라고 한다. 이 때, 짦은 DNA 조각인 

read를 모아 전체 게놈을 맞추는 작업을 bottom-up 시퀀싱 

전략이라고 한다[56]. Read가 모여서 하나의 연속된 DNA 조

각을 만들 수 있는데, 이를 contig라고 일컫고 연속적이라는 

의미인 contiguous로부터 유래하였다. Contig가 모여서 scaf-
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fold를 이루고, 이러한 scaffold가 모여서 한 샘플에 대한 전체 

게놈이 완성된다. 이렇게 하여 얻어진 assembly 된 read를 참

조서열에 붙여서 비교하는 과정을 mapping이라고 한다[54]. 

Mapping을 통하여 연구하고자 하는 샘플 서열에서의 SNP, 

CNV 및 INDEL을 확인할 수 있고, assembly 과정에서 시퀀싱 

되지 않은 부분인 gap을 줄일 수 있다. 이 때 하나의 샘플을 

많이 읽을수록 많은 read를 얻게 되고, 그 만큼 서열의 정확도

는 높일 수 있으나 비용도 그에 따라 증가하게 된다. 시퀀싱 

과정에서 하나의 서열에 대해 읽어들인 read 수를 depth, 또는 

coverage라고 한다. 이러한 depth를 구하는 공식은 아래 수식

과 같다.

(The number of reads) × (The average read length) / (The 

length of genome) = Depth [35]

한편, 참조서열이 밝혀지지 않은 새로운 종의 서열을 NGS 

기법을 통하여 확인하는 방법으로써, de novo assembly 시퀀싱 

기법이 있다[58]. De novo 시퀀싱의 경우 많은 depth를 필요

로 하고, 이에 많은 시간과 노력이 필요한 기법이다. 시간과 

노력을 줄임과 동시에 de novo 시퀀싱의 장점을 살리기 위한 

방법으로써, 아래에 설명할 RNA-Seq과 같은 전사체 분석 및, 

RAD-Seq과 같은 제한효소자리 인접 영역 분석에 de novo 시퀀

싱이 많이 활용되고 있다[7, 21, 58].

이러한 시퀀싱의 목적은 각 생명체의 표현형질에 대한 유전

특성을 설명할 수 있는 유전자 마커를 발굴하기 위한 것이다. 

개체의 질병, 성장률, 강건성, 항병성, 약물 반응성과 같은 다

양한 특성에 대한 유전적 요인을 게놈 단계에서 전반적으로 

탐색하는 연구 방법을 Genome-wide association study 

(GWAS)라고 하는데[46, 47], NGS 기법이 대두함에 따라 이를 

활용한 다양한 연구 결과가 발표되고 있다[11, 27, 28, 57, 65]. 

GWAS 기법을 이용하여 실험군과 대조군 각 두 그룹의 게놈

에서, SNP 및 CNV와 같은 표현형질에 영향을 줄 수 있는 연구

들이 많이 진행되고 있다. 이 때 특정 유전변이가 대조군과 

비교하여 실험군에서 통계적으로 유의하게 나타날 경우, 이를 

“associated” 라고 표현한다. 이렇게 발굴된 associated traits

는 개체의 표현형에 영향을 줄 수 있는 유전자 마커가 될 수 

있다. 특히 NGS 기법의 발달로 인하여 전장게놈 서열이 다양

한 실험군에서 분석 가능하게 됨으로써, GWAS는 유전체학 

분야에서 유전자 마커를 발굴하는 매우 유용한 기법으로써 

많이 활용되고 있다.

하지만, 전장게놈 시퀀싱은 한 샘플 당 많은 비용이 들어갈 

뿐만 아니라, 표현형을 나타내는 영역은 전체 게놈 영역 중 

매우 일부분에 불과하다. 이에 전체 게놈이 아닌 게놈의 특정 

부분만을 NGS 기법으로 시퀀싱 하는 기법인 RNA-seq, RAD- 

Seq, RRL, MSG, 및 GBS 등을 활용함으로써 표현형질을 발굴

하는 있는 연구들이 많이 진행되고 있다.

NGS 플랫폼 소개

NGS 기술의 경우, 플랫폼의 선정에 따라서 실험 비용 및 

산출 결과 해석이 달라지는 특성을 갖고 있기에, 실험 설계 

단계에 있어서 어떠한 플랫폼을 사용하여 원하는 결과를 도출

할 것인지에 대한 고찰이 필수적이다. 생어법을 기반으로 한 

시퀀싱 플랫폼은 모세관 전기영동(capillary electrophoresis)

을 활용한 자동화 기기가 1990년대 보급되었고, 이에 인간 게

놈 프로젝트를 가능하게 하였다. 이러한 기기로는 대표적으로 

Applied Biosystems 사의 ABI 3730xl 등을 들 수가 있으며, 

현재에도 짧은 서열에 대한 시퀀싱 용도로 많이 활용되고 있

다. 2000년대 중반 이후 생어 시퀀싱 기법을 뛰어넘는 새로운 

염기 서열 분석법이 여러 회사에서 다양한 플랫폼을 토대로 

제시되고 있고, 아래에 소개하고자 한다.

먼저, 2000년대 중반에 대두된 NGS 플랫폼은 기본적으로 

전체 게놈을 제한효소를 이용하여 짧은 단편으로 만들고, 이

들 DNA 단편에 대한 증폭을 하고 시퀀싱 과정에서 떨어져 

나오는 형광 표지자 등을 탐지할 수 있는 소자를 통해 염기를 

읽어 들인다. Roche 사에서 개발된 454 기종의 경우 반응할 

샘플 내에 oil 성분과 한 쪽 PCR 프라이머가 표면에 붙어 있는 

microbead를 넣어 준 후, emulsion을 유도하여 단일 가닥 

DNA 단편들이 emulsion 내에서 PCR 반응이 일어나도록 하

는 emulsion PCR 과정을 거친다. 이러한 과정 후, 각 bead에는 

복제된 DNA 단편들이 존재하게 되고, 이들이 각각의 well에 

들어간 후 시퀀싱 반응에 들어가게 된다. 이 때 생성되는 

phosphate의 신호 강도를 확인하여 결과를 수치화함으로써 

시퀀싱이 이루어진다. 이를 pyrosequencing이라고 하며, 상대

적으로 길이가 긴 read를 얻을 수 있기에 assembly 및 map-

ping 과정이 수월하다는 장점이 있으나(600-1,000 bp), 정확도

가 떨어진다는 단점을 갖고 있다[39-41]. 이러한 454 기종을 

활용한 연구 중 대표적인 하나가, DNA 이중나선 구조를 발견

한 제임스 왓슨의 게놈을 4개월 반 만에 해독한 것이다[64].

Illumina 사가 개발한 HiSeq 2000 기종의 경우 Roche의 454

에 비해 짧은 read가 산출된다는 단점이 있으나(100bp), 상대

적으로 저렴한 비용으로 많은 양의 데이터 생산이 가능한 특

징을 갖고 있다. 반응할 샘플을 단편화시킨 후, 어댑터를 liga-

tion 시킨 후 이를 FlowCell이라는 슬라이드에 흘려 준다. 이 

때 FlowCell에 고정되어 있는 어댑터 서열과 상보적인 프라이

머가 상호 결합하게 된다. 이 상태에서 PCR 반응이 진행되면 

주변의 FlowCell에 있는 프라이머에 다른 쪽의 어댑터 서열이 

붙으면서, DNA 단편이 알파벳 “U”의 형태로 구부러진다. 

PCR 반응을 통하여 특정 서열의 DNA 단편이 증폭되게 되는

데 이를 cluster라고 하며, 이러한 과정을 bridge amplification

이라고 한다[33, 40]. Cluster를 주형으로 하여 네 가지 염기에 

대한 형광값을 시퀀싱 과정에서 읽어들인 후, 각각의 cluster 

유래 서열을 assembly 하여 샘플에 대한 서열을 해독한다.

2010년대 현재 대두되고 있는 최신 NGS 플랫폼의 경우, 
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시퀀싱 전 PCR 증폭 과정을 생략하고DNA 단편을 바로 시퀀

싱함으로써 시간과 노력을 최소화할 수 있는 장점을 갖고 있

다. 이를 single molecule, real time (SMRT) 기법이라고 하고

[23, 24], Pacific BioScience 사가 개발한 PacBio RS 및 Life 

technologies 사의 Ion Proton과 같은 장비들에 의해 적용되고 

있다. 이러한 플랫폼의 경우 반도체 소자에 위치한 작은 well

에서 DNA 단편에 염기가 합성 될 때 신호를 직접 읽어 들임으

로써 시퀀싱을 수행한다[62]. 앞으로도 다양한 회사에서 새로

운 시퀀싱 플랫폼이 개발될 것으로 기대되는 바, NGS 플랫폼

에 대한 정확한 이해를 통하여 다양한 샘플에서 보다 더 저렴

한 비용과 작은 노력으로 최대의 결과를 도출해야 할 것이다.

RNA-Sequencing (RNA-Seq)

RNA-Seq법은 NGS 기법을 활용하여 전사체로부터 얻어진 

cDNA (complementary DNA)를 시퀀싱 하는 기술이다. 시퀀

싱 기법 및 과정은 전장게놈 시퀀싱 방법이랑 같다. 먼저 NGS 

기법을 사용하여 cDNA로부터 시퀀싱을 수행하며, 시퀀싱 된 

단편들은 참조서열과 비교 과정을 거친 후 참조서열 내의 적

절한 위치에 시퀀싱 단편을 붙임으로써 RNA-Seq 과정이 수행

된다. 이 때 SOAP [37]나 MAQ [36] 등의 생물정보학적 도구

를 이용한다. 본 실험 기법은 RNA로부터 유래한 cDNA로 실

험하기에 RNA를 추출할 수 있는 어떠한 샘플이면 실험 가능

하다. 게다가, 시퀀싱 된 염기 서열 정보를 읽을 수 있을 뿐만 

아니라, 각 전사체의 발현량 역시 읽어들인 수에 의해 추론 

가능하다는 큰 장점을 가지고 있다. 또한 RNA-Seq은 전장게

놈에 비해 훨씬 짧은 전사체 영역만 시퀀싱하기에, 상대적으

로 저비용이라는 장점 또한 갖고 있다. 현재까지 인간 세포주

[12], 경주마 운동 전후[48], 소의 우유[9] 등과 같은 샘플에서 

RNA-Seq이 적용된 사례가 보고되었다. 이러한 사례를 바탕으

로, RNA-Seq의 경우 SNP 분석[12] 및 전사체의 변이체[48]를 

발굴해 내는 데 사용될 수 있다는 것을 시사할 수 있다. 이러한 

전사체 및 전사체의 변이체를 발굴하는 것은, 전사체로 인한 

표현형의 변화를 확인하는 연구에서 매우 필수적인 과정이다. 

RNA-Seq의 경우 지금까지 개발된 방법들에 비해 전체 전사체

의 발현량 및 발현 정도를 가장 정확하고 빠르게 분석할 수 

있는 방법이라고 할 수 있다[63]. 지금까지 분석된 종의 전장게

놈 길이는 사람과 비슷하거나 약간 짧은 수준이기에, 사람 정

도의 상대적으로 긴 전장게놈도 쉽게 분석할 수 있다.

한편, RNA-Seq의 경우 단점도 발견되는데, 전사체의 발현

량을 정확히 추론하기 위한 정량화에 대한 연구가 상대적으로 

많이 진행되지 않은 실정이다[14]. 또한, 정확한 참조서열이 

공개되지 않은 종에서는 RNA-Seq 수행이 곤란하다는 점을 

들 수 있다. 하지만, 인간을 비롯한 대부분의 경제동물에서 

참조서열이 속속 공개되고 있고, de novo 전사체 분석이 이루

어짐으로써[34] 위의 단점은 완화되고 있는 실정이다. RNA- 

Seq의 경우 기존의 마이크로어레이 실험을 대체하는 매우 강

력한 기법으로써, 다양한 샘플에서 많은 양의 데이터를 만들

어 내고 있는 기법이다[63]. 앞으로 보다 더 정확한 전사체의 

동정과 발현량의 추론 그리고 더 많은 전사체의 변이체 발굴

과 더불어서, 보다 더 쉽고 빠르게 분석해 주는 생물정보학적 

도구가 더 출현할 것으로 기대한다.

Restriction site-associated DNA sequencing (RAD-Seq)

RAD-Seq 기법은 제한효소로 각 DNA 샘플을 단편화시킨 

후 NGS 기법을 활용하여 읽어들인 서열데이터를 분석하는 

기법이다. RAD 마커의 경우 본래 마이크로어레이 실험에서 

처음 적용되었으며[43], 이후 NGS 기술과 더불어 큰가시고기

(stickleback)의 SNP를 통한 유전적 다형성을 연구하는 데 적

용되었다[6]. RAD-Seq의 경우 최소 300 ng의 정제된 DNA가 

필요하고, 여기에 제한효소를 처리 한 후, 샘플을 표지할 수 

있는 각 샘플 특이적인 1차 어댑터를 붙이는 과정을 거치게 

된다. 1차 어댑터는 Illumina Genome Analyzer 기반의 시퀀

싱을 위한 프라이머 서열과, 각 샘플 별 특이적인 4-5 bp로 

이루어져 있는 바코드 서열로 구성되어 있다. 샘플 별 구분을 

용이하게 하기 위해, 바코드 서열은 최소 두 개 이상의 뉴클레

오타이드를 샘플 별로 다르게 구성할 것이 요구된다[6]. 1차 

어댑터가 달린 서열은 연구 목적에 따라 샘플을 섞고, DNA 

단편의 사이즈 선택(300-700 bp)을 수행한다. 또한, NGS 분석

을 위한 DNA 전처리 과정인 다듬기(shear) 과정을 소니케이

터를 사용하여 거친다. 다듬기 과정을 거친 DNA 단편에 1차 

어댑터와 구별되는 2차 어댑터를 붙인 다음 PCR을 통해 각 

단편을 증폭해 내고 참조서열과 비교하여 특성을 확인한다

(Fig. 2).

본 논문에서 소개한 기법 중 상대적으로 많은 비용과 실험

단계가 필요하지만, 바코드 서열이 각 개체별 특이성을 높여 

준다는 장점을 갖고 있다. 이러한 RAD-Seq 기법은, 큰가시고

기의 개체군 분화와 선택 연구에 적용된 바 있다[29]. 또한 

non-model organism인 식충식물 기생 모기(Wyeomyia smi-

thii)의 계통지리학(phylogeography)적 분석에 적용하여기후 

변화에 따른 유전적 변화를 밝혀 내었다[21]. 마찬가지로 배추

좀나방(Plutella xylostella)의 유전자 지도 작성에 있어서, 비교 

유전체학의 관점에서 RAD-Seq이 적용된 바 있으며[7] 열대어

의 계통분류 및 적응방산(adaptive radiation) 연구에도 본 

RAD-Seq 기법이 사용되었다[61]. RAD-Seq 기법의 경우 참조

서열이 없거나 정확하지 않는 non-model organism의 개체군 

연구에 강점을 보이고 있다[7, 21]. 이에 흥미롭게도, RAD-Seq

의 경우 상대적으로 생태학적, 진화학적 및 생물지리학 등의 

분야에서 많이 사용되는 것을 알 수 있다. 아래 소개 할 기법들

(RRL, MSG 및 GBS) 역시 RAD-Seq을 기반으로 하여 발전한 

기법이자, 샘플 및 실험 조건에 따라 RAD-Seq을 적절히 변형

한 기법들이라고 할 수 있다. 앞으로 보다 더 쉬우면서도 저비

용으로 다양한 샘플에서 NGS 분석을 수행하게 될 RAD-Seq
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Fig. 2. The scheme of methods for NGS-based marker discovery. After treatment of restriction enzyme to whole-genome, each 

DNA fragments were aligned (or ligated adaptor sequences). Then, DNA fragments were aligned, and analyzed their differ-

ences among individual in population. When SbfI is used, the restriction enzyme site is indicated as large letters in horse 

genome.

의 발전 방향이 기대된다.

Reduced-representation library (RRL)

위 단락에서 소개한 RAD-Seq과 마찬가지로 RRL 기법은 

각 샘플로부터 유래한 genomic DNA를 대상으로 제한효소 

처리를 하여, 100-200 bp 정도의 단편을 회수 한 후 어댑터를 

달아 NGS 기법으로 시퀀싱 하는 방법이다. 어댑터가 달린 단

편 양 끝을 읽어들인 후 참조서열과 비교하여 각 샘플 간 다형

성을 확인한다. 현재까지 소[60], 돼지[4, 51], 및 칠면조[32] 등

과 같은 경제동물 뿐만 아니라, 콩[30] 및 옥수수[26] 등과 같은 

식물에서 RRL를 이용한 다형성 분석이 이루어졌다. 사람에 

있어서는 총 18 개의 지역별 개체군에서 선정한 개인의 DNA

에서 RRL가 인간의 진화에 대한 연구를 개체군 유전학의 관점

에서 적용된 바 있다[38]. 이 방법은 최초로 인간 게놈 SNP를 

분석하는 데 사용되었으며[2], 실제로 개체군 내에서의 형질과 

관련된 SNP를 발굴하는 데 많은 연구가 진행되고 있다. 그리

고 RRL를 통해 얻어진 SNP 데이터는 전장게놈 재 시퀀싱 프

로젝트에 등록할 수 있다[44]. 상대적으로 저비용 및 간단한 

실험 결과로써 많은 데이터를 얻을 수 있고, 상대적으로 큰 

전장게놈에도 적용할 수 있다는 장점이 있으나, 연구 목표에 

적절한 마커를 제공할 수 있는 제한효소의 선정이 중요하다.

또한 RRL의 장점을 응용한 reduced-representation bi-

sulfite sequencing (RRBS) 기법이 소개되고 있다[42]. DNA 

메틸레이션 분석에 있어서 bisulfite를 처리한 후 시퀀싱 했을 

때, 메틸화가 된 시토신은 시토신 그대로 표시되는 반면, 메틸

화가 되지 않은 시토신은 티민으로 읽히게 된다. 이에 DNA 

메틸화 양상에 따라 SNP가 생기게 되는데, RRL의 장점을 살

린 RRBS를 통하여 DNA 메틸레이션 양상을 저비용 및 고효율

의 데이터로 확인할 수 있다.

Multiplexed shotgun genotyping (MSG)

상대적으로 보다 간소화된 실험기법과 저비용에 대한 요구

로, Multiplexed shotgun genotyping (MSG) 기법이 개발되었

다[5]. MSG의 경우 위에서 소개한 RAD-Seq을 기반으로 하는 

연구이고, 어댑터에 6 bp의 바코드 서열을 붙인다는 점에서 

비슷한 기법이나 보다 단순화된 실험 프로토콜을 가지고 있

다. 특히, 적은 양의 DNA로도 실험이 가능하여, 많은 양의 

DNA를 얻기 힘든 샘플인 초파리에서 최초로 MSG가 사용되

었다. 특히 MSG의 강점 중의 하나가 MSG가 적용된 각 개체군 

샘플에서 Hidden Markov Model (HMM)을 사용하여 각 개체
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군의 조상을 추측할 수가 있다는 점이다. HMM이란 실제 관

측이 불가능한 결과를 비슷한 데이터들을 바탕으로 예측해 

내는 통계적 기법이다. HMM을 사용하여 개체군 시퀀싱 후 

조상 단계의 유전형 분석에 적용된 바 있으며[66], MSG에서 

역시 적용되었다[5]. 교잡된 벼의 QTL을 분석하기 위해 MSG

가 적용되었고 새로운 여섯 개의 QTL을 새로 동정한 사례가 

있다[19]. 또한, 갈색둥근바리(Epinephelus coioides)에서의 유전

자 연관 지도를 만드는 데에 적용된 바 있고, 차후 QTL 분석 

등 경제형질 관련 마커를 발굴하는 데 많은 역할을 할 것으로 

예상하고 있다[67]. 이와 같이 MSG 기법은 기존 데이터를 바

탕으로 실제 관측이 곤란한 데이터까지 추정할 수 있는 HMM

과 같은 외삽법(Imputation)을 적용하기 쉽다는 점에서 가장 

큰 장점이 있다고 할 수 있다. 물론 이러한 HMM을 적용하기 

위해서 마커의 수와 각 개체 수를 많이 해야 한다는 전제 조건

이 있고[5], 상대적으로 약간 까다로운 실험 설계 및 지나치게 

큰 크기의 전장게놈 분석이 힘들다는 단점이 있으나, 잘 활용

한다면 위에 설명한 바와 같이 많은 장점을 가져다 주는 실험 

기법이다.

Genotyping by sequencing (GBS)

RAD-Seq과 비슷한 기법으로 Genotyping by sequencing 

(GBS) 기법이 도입되었다. RAD-Seq과 비교하여 더 작은 양

(100 ng)의 DNA가 필요하며, 다듬기 과정 및 DNA 단편의 

사이즈 선택 과정이 생략된다는 강점이 있다. 제한 효소 처리 

후, 바코드 서열이 포함된 어댑터와 공통서열이 포함된 어댑

터 두 가지를 동시에 섞고 DNA 단편에 ligation 된다. 이 때 

모든 어댑터와 연결된 DNA 단편이 시퀀스 되지 않는데, 이는 

1 kb 이상의 긴 서열이나, 한 DNA 단편에 바코드 서열만 포함

되었다든지 또는 공통서열만 포함될 경우 시퀀싱 되지 않는

다. 나머지 과정은 RAD-Seq과 비슷하거나 같으며, 상대적으

로 저비용으로 SNP와 같은 많은 마커들을 발굴해 낼 수 있다. 

GBS는 2011년에 기존의 RAD-Seq을 단순화한 새로운 실험 

기법으로 소개되었으며, 옥수수와 보리에서 GBS 마커가 분석

된 바 있다[20]. 특히 본 연구의 분석에서 저자들은 메틸레이션

-sensitive한 제한효소인 ApeKI를 사용할 것을 제안하고 있다. 

ApeKI의 경우 GCWGC로 이루어진 8 bp의 제한효소 절단길

이를 가지고 있으며, 3′말단의 사이토신이 메틸화되어 있을 

경우 작동하지 못하는 특성을 갖고 있다. 이동성 유전인자들

(transposable elements, TEs)을 비롯한 게놈 상의 반복서열들

(repetitive sequences, REs)의 경우 일반적으로 유전체 불안정

성(genomic instability)를 유도하기에, 숙주세포(host cell)는 

RE에 대한 메틸레이션을 유도함으로써 RE에 의한 유전체 불

안정성을 막는 기작을 보여 준다[10]. 이에 상대적으로 RE에 

메틸레이션이 많이 되어 있기에, RE가 아닌 게놈 상의 다른 

영역을 제한효소로 자를 확률을 높여주는 효과를 제공한다. 

이러한 GBS 기법은 콩의 총 8가지 유전자형 분석에서도 적용

되었는데, 이 실험에서는 복잡도를 감소시키기 위해 선택적인 

프라이머를 사용하였다. 이에 SNP가 40% 정도 증가하였고 

시퀀스 해독 배수(depth)는 두 배 정도 늘어남을 확인할 수 

있었다[55]. 이러한 GBS의 경우 RAD-Seq에 비해 저렴하면서

도 고품질의 데이터를 제공해 주기에, 앞으로 발전 및 적용 

가능성이 기대되는 기법이라고 할 수 있다.

연구 대상종 선정 및 연구 목적에 맞는 해상도 결정

NGS 데이터의 경우 방대한 데이터를 제공하는 반면, 명확

한 실험 계획 및 분석 없이는 의미 없는 데이터를 만들어 내는 

경우가 많다. 이에 저비용으로 NGS 데이터 분석을 하여 최대

한의 많은 효과를 얻기 위해서는, 어떠한 목적으로 어떠한 실

험 대상 종을 선정해서 얼마나 많은 샘플에 대해 적용할 것인

지의 물음에 대한 답이 필요하다.

NGS 데이터의 몇 가지 특징 중 하나가 참조서열이 있으면 

분석하기 쉽다는 것이다. 참조서열이 있는 종을 분석하였을 

경우, 그 종에서 NGS를 통하여 만들어진 서열 단편들을 쉽게 

참조서열에 정렬할 수 있을 뿐만 아니라, 유전체 상의 어떠한 

위치에 위치하는지를 쉽게 알 수 있다. 또한, 제한효소를 사용

하는 NGS 실험에 있어서 참조서열의 길이를 알 수 있다면, 

제한효소 절단길이에 따라 적절한 제한 효소를 사용하여 예상

되는 마커 site의 개수를 아래 수식과 같이 예측할 수 있다. 

이에, 아래의 수식을 이용하여 참조서열의 길이에 따른 적절

한 제한효소를 선정하는 것이 중요해진다[16].

(0.25)n × (reference genome size) = expected site number 

[22]

NGS 데이터의 몇 가지 특징 중 다른 하나는, 시퀀스 해독 

배수가 높으면 정확한 서열을 얻을 수 있으나 비용은 증가한

다는 것이다. 이에, 연구 목표에 맞는 시퀀스의 해독 배수를 

정해 적당량의 데이터를 얻어 내는 것이 중요하다. 낮은 시퀀

스의 해독 배수는 저비용으로 쉽게 분석할 수 있는 장점이 

있으나, 생물학적 의미를 가진 데이터로서의 가치가 떨어질 

수 있다. 반면, 높은 시퀀스의 해독 배수는 충분한 데이터를 

제공해 줄 수 있으나, 높은 비용을 필요로 하고 생물정보학적 

분석에 많은 시간 및 노력이 소모된다는 단점이 있다.

개체군 수와 개체군 당 개체의 수

개체군 연구에 있어서 각 개체 간 변이를 찾아내고, 변이에 

따른 우수 유전형질 및 특이적 유전형질을 찾아내는 것은 중

요하다. 이러한 개체군 연구의 세부 목적으로는 크게 우수 유

전형질에 대한 인공선택의 결과 연구, 계통지리학적 연구, 

QTL 분석을 통한 유전자 지도 작성 및 특정 과정 이후 생명체

의 유전자 발현이 급격하게 많이 바뀌는 경우 등과 같이 나누

어 볼 수 있다.

먼저 인공선택의 결과 연구에서, 가축화된 동물에 있어서 

게놈상의 특정 영역에 대해 FST (Wright’s fixation index) 등의 
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통계적 수식을 통해 개체군유전학의 관점에서 접근하는 연구

가 있다. 가축화된 종은 인간에 의해서 인위적으로 특정 형질

을 가진 개체 위주로 교배되는 인공선택을 받기에, 특정 영역

에 대한 상대적으로 빠른 진화율이 확인되고, 이는 개체군에 

있어서 selective sweep 등의 현상으로 나타난다. 이러한 인공

선택의 결과를 파악하는 것은 특정 형질에 대한 마커를 확인

할 수 있을 뿐만 아니라, 개체군에서의 형질다형성 연구에 좋

은 연구 테마를 제시해 줄 수 있다. 실제로 돼지의 네 가지 

품종 및 멧돼지에서 각 품종 당 최소 23개체 최대 36개체에 

대하여 RRL을 실시하였고 SNP 분석을 실시한 사례가 있다. 

총 세 종류의 제한효소(AluI, HaeIII 그리고 MspI)를 사용한 

후 NGS 기법으로 시퀀싱을 수행하였다[51]. 후속 연구로써, 

가축화된 품종은 비슷한 선택압을 받았고 전체 게놈 중 약 

7%가 선택 받은 영역임을 밝혀 내었다[3]. 뿐만 아니라, 가축

화된 품종과 멧돼지를 비교했을 때, 성장률과 관련된 유전자

들의 선택 양상이 가축화된 품종 내에서 더 많이 관련성을 

보인다는 것을 밝혀 내었다. 앞으로 돼지뿐만 아니라 소, 말, 

개 등의 경제동물의 개체군에서도 선택압을 받은 영역을 찾아 

낸다면 추후 우수한 형질을 가진 마커를 쉽게 찾을 수 있고, 

보존할 수 있을 것이다.

그 다음 세계적 추세에 비추어 볼 때 대한민국에서는 상대

적으로 덜 활발히 이루어지는 연구인 계통지리학의 개체군유

전학적 연구에도 본 논문에서 소개한 NGS 기법이 어떻게 적

용될 것인지 고찰해보고자 한다. 지역별 및 시기별 동물상 및 

식물상을 고찰하기 위해서 각 샘플의 개체군을 분석하게 된

다. 이에 본 실험은 앞에서 소개한 인공선택 영역을 발굴하는 

실험에 비해 상대적으로 높은 개체군 수와, 상대적으로 낮은 

개체군 내 개체 수를 갖는다는 특징이 있다[16]. 위에서 논의한 

RAD-Seq을 통하여 W. smithii의 계통지리학적 분석을 한 연구

가 대표적이다. 실험 대상종인 모기는 참조서열이 없고 야외

에 있는 개체군에서 수행했기에 이들의 조상에 대한 유전형을 

알 수 없는 상태였다. 이에 조상에 대한 유전형을 외삽법을 

통해 알아내었고, 각각의 SNP가 분석되어 21개의 개체군에 

대한 연관관계가 확인되었다. 이러한 실험에서는 각 마커 사

이의 밀도가 높을 필요성이 없으므로 제한효소의 절단길이가 

긴 것으로 하는 것이 바람직하며, 실제로 8 bp의 제한효소 절

단길이를 가지는 SbfI를 사용하였다[21]. 따라서 RAD-Seq 뿐

만 아니라 기존 데이터를 갖고 비슷한 실험 대상의 데이터를 

예측하는 HMM 등의 외삽법을 활용할 수 있는 MSG 및 GBS

와 같은 방법을 적용해 볼 수 있을 것이다.

이러한 NGS 기법은 유전자 지도를 만드는 데 사용되기도 

한다. 이러한 연구의 경우 전장게놈 시퀀싱이 가장 이상적이

긴 하나, 분석 비용 및 시간 문제로 본 논문에서 소개한 기법을 

사용하여 유전자 지도를 만들게 된다. 유전자 지도 작성의 특

성 상, 게놈 사이즈가 적을수록 분석이 용이해지고 참조서열

의 의존성이 높다는 점을 들 수 있다. 이에 상대적으로 전장게

놈 사이즈가 작은 벼(389 Mb)[31]와 초파리(120 Mb)[1] 에서 

QTL 분석을 위해 MSG를 사용한 사례가 있다[5, 19]. 이러한 

기능 유전체 분석의 데이터 정확도를 높이기 위해서 각 마커 

사이의 밀도는 상대적으로 높아야 할 필요성이 있다. 따라서 

제한효소는 벼 분석에서는 MseI, 초파리 분석에서는 TaqI 제한

효소가 사용되었는데 이는 각각 4 bp의 제한효소 절단길이를 

가진다. 두 실험 모두 단일 개체군에서 벼 분석의 경우 781개, 

그리고 초파리 분석의 경우 96개의 개체에서 실험되었다. 이

렇게 나온 실험 결과를 바탕으로, 여러 가지 이유로 실험용 

샘플을 구하지 못하는 비슷한 연구에 HMM 등의 외삽법을 

통하여 예측할 수 있다는 장점 또한 가지고 있다[5].

RNA-Seq의 경우 전장 전사체에 대한 분석을 통하여 유전

자 발현, SNP 발굴 및 전사체에 대한 변이체들을 발굴해 내는 

데 적용될 수 있다. 기존 유전자 발현을 대량으로 확인할 수 

있었던 microarray에 비해, 샘플의 모든 전사체를 확인할 수 

있는 장점을 갖고 있다. 이에 운동능력이 좋은 경주마 3두, 

그리고 낮은 경주마 3두 총 6두에서 운동 전후 혈액과 골격근 

각각 총 24 샘플에서 RNA-Seq이 수행된 실험이 있다. 운동 

전후로 발현이 달라진 유전자들 및 우수마와 열등마 특이적 

발현 유전자들이 분석되었고, 서로 발현이 달라지는 유전자의 

변이체들을 발굴하였다[48]. 상대적으로 저렴한 비용으로 많

은 결과를 얻을 수 있고 후속 연구에 파급력이 높은 데이터를 

제시해 줄 수 있다는 점에서, 앞으로 발전 가능성이 기대되는 

기법이라고 할 수 있다.

정리하자면, 실험 디자인에 있어서 어떠한 연구를 할 것인

지, 그리고 연구를 통해 어떠한 데이터를 얻을 것인지에 대해 

결정하는 것이 필요하다. 그 다음으로 연구 대상 종의 전장게

놈 크기에 따라 적절한 제한효소 절단길이를 가지는 제한효소

를 선정해야 하고, 참조서열을 구할 수 있는지에 따라 DNA 

단편을 얼마만큼의 시퀀스 해독 배수로 읽을 것인가를 결정해

야 한다. 또한, 개체군 수와 개체군 내 개체 수가 얼마나 되는

지에 따라 적절한 방법을 선정해야 한다.

결   론

NGS 기술의 대두 이후 지난 10여년 간 NGS를 활용한 새로

운 실험 기법이 급속히 발전하고 있다. 이러한 발전 이유 중 

하나는 최소한의 비용으로 최대한의 효과를 얻기 위한 과학자

들의 노력에 있었다고 볼 수 있다. 최근 암 생물학, 동물육종학

에서 분자생태학에 이르기까지 거의 생명과학과 생명공학의 

모든 분야에서 NGS를 활용한 유전체 특성 및 형질 특이적 

영역을 찾으려는 노력이 계속되어 왔고 앞으로 그럴 것이다. 

본 논문에서 최근까지 연구된 NGS 기법을 설명하고, 실제 실

험에 어떻게 활용되었는지에 대해 설명하였다. 본 논문에서 

소개된 다양한 NGS 기법에 대해 상세한 이해를 기초로 하여, 

실험하고자 하는 샘플의 특성과 NGS 기술의 특성을 잘 파악
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하여 실험을 잘 수행한다면, 저비용으로 가치 있고 많은 양의 

데이터를 얻을 수 있을 것으로 기대된다.
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초록：NGS 기법을 활용한 전장게놈에서의 경제형질 관련 유전자 마커 발굴

김정안․김희수*

(부산대학교 자연과학대학 생명과학과)

가축의 고 성장률, 강건성, 질병 저항성과 같은 경제적 형질을 발굴하는 것은 매우 중요한 과제이다. 이에 경제

적 형질을 발굴하기 위한 방법으로 전통적으로 RFLP, AFLP와 같은 방법이 대두되었으며, 최근 NGS 기법이 발달

함에 따라 이러한 경제적 형질을 전장게놈의 수준에서 발굴하려는 노력이 계속되고 있다. 하지만, NGS 기법의 

경우 상대적으로 많은 연구 비용이 필요한 실정이다. 이를 극복하기 위한 노력으로써 RNA-seq, RAD-Seq, RRL, 

MSG, GBS 등과 같은 기법이 활용되고 있다. 본 논문에서는 NGS 기법을 기반으로 한 최근 연구 동향을 확인하고

자 하며, 특히 최소의 연구 비용으로 최대의 효과를 낼 수 있는 연구 방법을 소개하는 데 초점을 맞추었다. 또한 

이러한 연구 방법이 우수한 경제형질을 가진 가축을 선정하는 데 어떻게 적용될 수 있는지에 대해 토의하였다.
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