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I.  서론

유전체(genome)는 암호화된 생물의 고유 정보이다. 이런 유전체를 읽어내는 기술은 1977년 Sanger 염기서열 분석

(Sanger sequencing)의 개발로 시작되었으나, 한동안 발전하지 못하였다. 그러나 2000년대 초에 pyrosequencing 

기술을 기반으로 한 Roche사의 ‘Roche 454’ 개발을 필두로 Solexa sequencing, ion torrent sequencing, PacBio 

sequencing 등 다양한 차세대 염기서열 분석(next generation sequencing; NGS) 기술이 빠르게 발전하면서 인류 역

사상 가장 빠른 발전이 이루어진 분야로 꼽힌다. 현재까지도 다양한 분야에서 Sanger sequencing 방법이 사용되지만, 

유전체와 같은 거대한 DNA의 염기서열을 분석하는 것은 시간과 비용이 많이 소요되기 때문에 적합하지 않다. 반면에 차

세대 염기서열 분석은 유전체를 무수히 많은 조각으로 나누어 증폭시킨 뒤 조각을 병렬로 조합하는 대규모 병렬 시퀀싱

(massive parallel sequencing) 방식을 사용하여 보다 신속하고 정확하게 분석이 가능하다(Ballard et al.,2020). 또한 

개발 초기에 유전체 분석을 위한 비용으로 약 30억 달러가 발생했으나, 현재는 약 200달러의 적은 비용으로 빠른 속도의 

유전체 분석이 가능하기 때문에 차세대 염기서열 분석법이 널리 사용된다(우영춘 외, 2016). 차세대 염기서열 분석을 통

해 한 생물의 유전체를 온전히 읽어낸 전장 유전체(whole genome)와 한 환경에 존재하는 미생물 군집의 유전체 총합인 

군유전체(metagenome)의 서열을 분석할 수 있다(Jagadeesan et al., 2019). 그러나 염기서열 분석을 통해 읽어낸 유전

체는 여전히 암호화되어 있기 때문에 유전체 정보를 활용하려면 읽어낸 서열을 해독 및 분석하여 생명현상에 어떻게 작

용하는지 이해해야 한다. 이를 위해 발생한 학문이 생물 정보학(bioinformatics)이다. 생물 정보학은 응용수학, 통계학, 
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컴퓨터 과학 등을 이용하여 분자 수준의 생물학적 정보를 

수집, 분석한다. 유전자의 기능과 조절 메커니즘을 연구하

는 기능 유전체학, 생물 간의 유전체를 비교하여 공통점과 

차이점을 분석해 진화적 관계를 연구하는 비교 유전체학, 

특정 환경에 존재하는 다수의 미생물 유전체 정보로 군집

의 다양성과 분포를 연구하는 군유전체학, 유전자 발현과 

RNA에 관해 연구하는 전사체학 등이 생물 정보학에 포함

된다(Luscombe et al., 2001). 

이런 유전체 분석과 생물 정보학의 발전은 보건, 의학, 

환경 분야뿐만 아니라, 식품 제조부터 안전까지 식품 산

업 분야에도 굉장한 영향을 미치고 있다. 미국에서는 식

중독 발생 시 원인균의 발생 경로를 파악하기 위해 전장 

유전체 분석을 활용한다(Brown et al., 2019). 국내에서

도 마찬가지로 식품안전 강화를 위해 유전체 분석 기술

을 활용하기 위해 노력하고 있다. 식중독균의 전장 유전

체 정보를 활용한 상동성 분석, 특성 분석, 추적조사를 수

행하는 국가 식중독균 유전체 정보망(national genome 

information network for foodborne pathogen; 

NGIN-F)이 그 예이다(식품의약품안전처, 2023). 그뿐만 

아니라 발효 소시지, 발효 음료류, 장류와 같은 발효식품 

내 군유전체를 확인함으로써 품질관리, 표시사항 준수 여

부 및 제품개발에서도 유전체 분석을 폭넓게 활용하고 있

다(Cha and Seo, 2017). 본 글에서는 차세대 염기서열 

분석방법의 기초적인 원리부터, 전장 유전체와 군유전체 

분석 결과를 활용할 수 있는 생물 정보학적 분석방법을 

소개하고, 이를 바탕으로 진행한 숙명여자대학교 위해분

석연구센터의 유전체 분석 연구를 소개하고자 한다.

Ⅱ.  전장 유전체 분석  

 (Whole Genome Sequencing; WGS)

생명체가 가지고 있는 모든 유전적 정보의 전체를 

genome이라고 하며, DNA 염기서열로 나타낸다. 이러

한 유전체의 염기서열을 확인하는 방법으로는 전장 엑

솜 분석(whole exome sequencing)과 전장 유전체 분

석(WGS)이 있다. 전장 엑솜 분석은 DNA 중 단백질 비

암호화 서열인 intron 영역을 제외한 exome 영역만 

sequencing 하는 방법이다. 최근 주목받고 있는 전장 유

전체 분석은 DNA의 모든 부위를 분석하여 구조적 변이

나 유전자 발현 조절 부위의 변이까지 확인할 수 있다. 

1. WGS 방법

WGS의 흐름은 크게 유전체 준비와 WGS 분석으로 

나눌 수 있다. 유전체 준비 단계에서는 분석하고자 하

는 DNA를 준비하기 위해 미생물 또는 생물 조직으로부

터 DNA를 추출하고, DNA 조각을 무작위적으로 분절화

하여 5´에서 3´ 방향의 adaptor(NGS 장비가 인식할 수 

있도록 고유한 염기서열을 가진 oligonucleotide)를 접

합 및 증폭시켜서 서열 분석에 필요한 library를 구축한

다(Wheeler et al., 2008). NGS 장비에서 분석이 가능

한 크기로 절단된 DNA 조각들인 reads의 overlap 정보

를 이용하여 2개 이상의 reads가 연결된 contig로 조립

되고, 이를 바탕으로 contig가 2개 이상 연결된 scaffold

로 조립되는 de novo assembly를 통해 전체 염기서열

을 구성한다(Ayling et al., 2020). De novo assembly

는 reference없이 reads의 염기서열 정보를 재조합하여 

전체 염기서열로 재구성하는 것으로, 이미 서열이 알려

진 reference 서열에 reads를 정렬하여 길게 재조합하는 

reference assembly와 차이가 있다(Noune, 2017). 

전장 유전체는 sequencing depth를 통해 그 신뢰

도를 판단하는데, 이는 reads의 정렬 횟수를 의미하

며, 정렬된 reads의 개수에 ‘×’ 기호를 붙여서 표시한

다. Sequencing depth가 높을수록 genome이 더 많

이 판독되어 정확도와 신뢰도가 높다고 판단하는데, 적정 

depth에 대해서는 다양하게 제시되고 있다. 한 연구에서

는 40× 이상이 되어야 독성 유전자가 검출된다고 하는 

반면, 다른 연구에서는 4× 정도의 depth도 적당하다고 

제시되기도 한다(Lambert et al., 2015; Lindsey et al., 

2016). WGS를 마치면 FASTA와 FASTQ를 얻을 수 있는

데, FASTA는 genome의 염기서열 또는 단백질의 아미

노산 서열을 저장할 때 사용되는 형식으로 이를 활용하여 
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다양한 상용 프로그램으로 유전체의 추가적인 특성 분석

을 할 수 있다. FASTQ는 FASTA에서 확장된 형식으로 염

기서열뿐만 아니라, quality score도 함께 제시된다. 

2. 전장 유전체와 유사한 유전체 탐색 및 계통수 분석

전장 유전체의 염기서열 정보를 획득한 후에는 이를 

이용하여 유전체의 특성을 확인할 수 있다. 획득한 유전

체와 유사한 reference 유전체의 정보를 비교하고, 유

사 유전체와의 계통수(생물의 진화에 따라 여러 종의 유

전적 특징의 유사성과 차이를 바탕으로 관계를 수형도

로 나타낸 다이어그램) 및 유사도를 나타내는 average 

nucleotide identity (ANI)를 확인할 수 있으며, 염기

서열의 차이를 확인하는 variant 분석, 유전적 특성(유

전자의 기능, 위치 및 구조적 특성)을 확인하는 gene 

annotation 분석 등을 실시한다. 

Reference 유전체와 염기서열을 비교하기 위해 basic 

local alignment search tool (BLAST)을 이용할 수 있

다. 분석하고자 하는 염기서열을 query sequence라고 

하며, BLAST는 query sequence와  database의 유사 

염기서열 간에 구조적, 기능적 및 진화론적 관련성을 추

정해낼 수 있다(Lobo, 2008). BLAST는 단백질의 아미

노산 서열이나 DNA 및 RNA 서열의 nucleotide와 같

은 주요 생물학적 서열 정보를 비교하기 위한 algorithm 

및 program으로, query sequence를 library 또는 염

기서열 database와 비교하고, 특정 임계값 이상에서 유

사한 database 서열을 식별할 수 있다(Ye et al., 2006). 

NCBI에 등록된 database를 바탕으로 query sequence

와 유사한 reference 서열을 비교 분석하는 것이 일반적

이며, NCBI website, CLC Genomics Workbench 등

을 활용하여 BLAST를 이용할 수 있다. 

BLAST를 이용하여 나타난 유사한 유전체와의 계통수 

분석을 통해 유사도를 확인할 수 있다. 계통수의 형태는 

그림 1과 같이 나타날 수 있는데, root는 공동 조상이며, 

아래의 tip/leaf 방향으로 갈수록 후손의 계통을 의미한

다. Branch는 한 생물의 계통을 의미하여 동일 branch

는 동일 생물의 계통이라고 볼 수 있다. Branch에서 나

아가다가 갈라지는 분지점인 node는 진화가 일어난 부분

으로 계통의 분화 역사를 나타낸다. Tip/leaf는 terminal 

nodes라고도 불리며, 현존하여 관찰되는 생물군을 뜻하

고, clade는 node 이후에 갈라져 나온 모든 계통을 하나

로 묶은 것이다. 계통수는 사선 방향, 원형 방향 등 다양

한 형태로 표현될 수 있다. 이러한 계통수의 종류는 분석

하고자 하는 유전체 간 관계를 어떤 것에 초점을 두는가

에 따라 크게 3가지로 구분될 수 있다. 진화 관계만을 나

타내는 cladogram, branch 길이에 따라 유전적 관계를 

구분 짓는 phylogram, branch 길이가 taxa(다른 생물

들과 구분되는 동질의 생물군) 사이에 시간의 흐름이 눈

에 보이도록 시간적 요소가 가중치된 ultrametric tree

로 나눌 수 있다(Bleidorn and Bleidorn, 2017). 이러

한 계통수를 분석하는 algorithm은 거리기반 방법과 특

성기반 예측방법으로 나뉜다. 거리기반 방법은 각각의 염

기 치환을 계산식을 통해 분류군 간에 차이를 계통수에서

의 길이로 표현한 것으로 유전자 간의 상대적 차이를 거

리로 나타낸다. 이는 계산이 빠르고 데이터의 빠른 이해

를 돕지만, 유의성과 오류의 가능성이 크다. Neighbor-

joining (NJ), unweighted pair group method with 

arithmetic mean (UPGMA)가 거리기반 방법의 대표

적인 예이다. 반면, 특성기반 예측방법은 많은 정보를 가

진 이산집단의 data를 기반으로 서열 정렬에서 각 유전자

의 위치에 대해 각각의 계통수를 만들어내고, 주어진 서

열 내의 특정요소에 대한 진화를 추적하는 방식으로, 진

그림 1. 계통수 형태 모식도
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화적 역사를 잘 예측하지만 긴 시간이 소요된다. 이를 반

영한 것이 maximum parsimony (MP), maximum 

likelihood (ML), Bayesian inference (BI) 등에 해당한

다(Horner et al., 2004). 산출된 계통수를 토대로 분석

하고자 하는 유전체 간에 계통 관계를 추론할 수 있다. 

3. 전장 유전체의 Genome Annotation 분석

전장 유전체 서열은 genome annotation을 통

해 genetic elements에 대한 구조적 정보(structural 

annotation) 및 유전자의 기능(functional annotation)

을 확인할 수 있다. Genome annotation은 대부분 

Prokka program을 이용한 1차 분석을 하는데, 이는 

prokayote genome에 대해 유전자 annotation 및 

coding sequence를 확인하는 program이다. 유전체 내

에 단백질로 번역될 가능성이 있는 coding 영역 내 DNA 

서열인 open reading frame (ORF)을 식별하고 그 기

능성을 확인한다. Gene ontology는 다양한 유기체에 걸

쳐 유전자 및 유전자 산물의 functional annotation을 

위해 널리 사용되는 표준화된 system으로, 유전체의 생

물학적 과정(biological process), 분자 기능(molecule 

function), 세포 구성 요소(cellular component)에 따

라 구조화된 모델로 제시된다(GOC, 2017). 이를 분석

하기 위해 상용화된 program으로는 GO (AmiGO2), 

EggNOG, InterPro 등이 있으며, 분석을 원하는 유전체

의 FASTA 또는 protein sequence 등을 입력하면 GO 

ID, ontology, definition 등이 산출되어 기능을 확인할 

수 있다. 이외에도 유전체의 안전성과 관련된 독성 인자, 

항생제 내성 인자, 플라스미드, 파지에 대한 분석과 기능

성과 관련된 2차 대사산물 분석이 가능한 프로그램도 다

양하게 상용화되고 있다(표 1). 

하지만, 분석된 특성이 실질적으로 표현되는지는 

추가적인 실험을 통해서 검증하는 절차도 필요하다. 

Foudraine et al. (2021)의 연구에 따르면, Klepsiella 

pneumoniae에 대해 WGS를 시행하고, Prokka를 이용

한 genome annotation을 실시하여 항생제 내성 관련 

유전자(AMR gene)를 확인하고, 이를 LC-MS/MS를 통

해 분석된 AMR proteome과 일치도를 비교하였다. 그 

결과, DHA gene은 WGS를 통해 5개의 genome이 있다

고 분석되었지만, proteome에서는 실제로 2개가 나타나

서, 40%의 일치도를 보였다. 이는 유전체 분석을 통한 결

과가 실제로 표현형으로 나타나는지 검증 실험을 통해 확

인하는 것이 필요할 것으로 사료된다.

표 1. 유전체의 안전성 및 기능성 인자 탐색 tool

Gene/feature Tools/database Reference

AMR genes
ResFinder Zankariet al., 2012

CARD McArthur et al., 2013

Virulence factor
VFDB Chen et al., 2005

VirulenceFinder2.0 -

CRISPR-Cas system CRISPRCasFinder Grissa et al., 2007

Bacteriocin BAGEL4 Van Heel et al., 2018

Plasmid
Plasmidspades Antipov et al., 2016

PLSBD Galata et al., 2018

Phage
PHAST Zhou et al., 2011

PHASTER Arndt et al., 2016

Insertion sequence ISFinder Siguier et al., 2006

Second metabolites antiSMASH -
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4. 전장 유전체의 Variant 분석

이러한 주요 인자들에 대한 분석을 진행할 경우, 모든 

서열이 100% 일치할 수도 있으나, 일부 서열에서 변이

가 발생하기도 하는데, 이를 확인하기 위해 variant 분석

을 한다. 분석 대상의 유전체 서열과 reference 서열들의 

한쪽 말단체에서부터 다른 쪽의 말단체까지 정확한 순서

를 좌표화 하여 만든 genome 서열의 database인 gene 

mapping을 실시하고, reference 서열을 바탕으로 분

석하고자 하는 유전체 서열에서 몇 개의 변이가 발생했

는지 수치화하여 single nucleotide variant (SNV) 또

는 single nucleotide polymorphism (SNP)으로 제시

한다. SNV는 변이의 빈도수 제한 없이 일반적인 모든 변

이를 포함하는 반면, SNP는 전체 서열의 1% 이상의 변이

만을 포함한다(Haraksingh and Snyder, 2013). 이러한 

variant 분석의 결과는 주로 안전성 관련 인자와 분석 대

상의 유전체의 SNV 또는 SNP의 개수 혹은 frequency 

등을 제시하는 방법으로 사용된다. 

본 연구팀은 대장염에 효능이 있는 Limosilactobacillus 

fermentum을 분리하고, WGS의 variant 분석을 통해 

신종 균주임을 제시하였다(Ann et al., 2023). BLAST

를 이용하여 유사도가 가장 높은 L. fermenteum 

LDTM7301을 선정하고, 이와 variant 분석을 하여 주

요 아미노산 서열의 변이를 확인한 결과, 엑손 부분에

서 7.55%의 SNP가 나타나서 두 균주 간 차이를 제시

하였다(그림 2). 또한, 본 연구팀은 high-risk Listeria 

monocytogens와 low-risk L. monocytogenes 분

리 균주를 선정하고, WGS를 분석하여 이 두 균주의 

genetic variation을 비교하는 연구를 수행하여, L. 

monocytogenes의 주요 병원성 유전자를 선정 및 variant 

분석을 하고 SNV를 확인하여 L. monocytogenes의 

risk에 따라 서열 변이와의 상관성을 제시하였다(Ryu et 

al., 2023; 그림 3). 

5. 전장 유전체의 비교 분석

유전체의 특성을 확인한 후에는 다양한 유전체 개체들

의 특징을 비교하는 comparative genomics를 실시하

그림 2. 분리한 젖산균과 유사도가 높은 젖산균의 전장 유전체 특성 비교(Ann et al., 2023)
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여 도식화할 수 있다. Pan-genome(모든 계통의 전체 

유전자 집합)은 생물의 개체가 보유하고 있는 유전자 집

합을 도식화하여 나타내며, core genome과 variable 

genome을 포함한다(그림 4; Medini et al., 2005). 

Core genome은 핵심 유전체로서 임의의 한 생물 분류

군에 속하는 모든 개체가 지니고 있는 유전자의 집합이

며, variable genome은 모든 계통의 개체에서 발현되지 

않는 유전자를 의미한다. 이를 바탕으로 비교하고자 하는 

유전체의 개체 간 unique genome이 무엇인지 확인할 

수 있고, 이에 대한 특성 분석이 가능하며, 더 나아가 특

이 유전자마커 발굴로 이어질 수 있다. Pan genome 분

석은 Roary, panX, PGAP (PGAweb) 등의 상용화된 프

로그램을 통해 분석이 가능하다. 최근에는 새롭게 분리

한 미생물의 신종 균주임을 판단하기 위해, BLAST를 이

용하여 유사도가 높은 미생물들의 염기서열들과 pan-

genome을 분석하고 분리한 미생물의 unique genome

을 제시하는 방법이 사용되고 있다. 

그림 3. 주요 병원성 유전자에 대한 Listeria monocytogenes의 variant 분석 결과(Ryu et al., 2023)

그림 4. Pan genome의 형태
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Ⅲ. Metagenome 분석

Metagenome은 ‘complex’를 뜻하는 그리스어인 

‘meta’와 유전체를 뜻하는 ‘genome’의 합성어로, 특정 

환경(공기, 물, 토양, 인체 등)에 존재하는 모든 미생물의 

유전체 집합을 의미한다(Handelsman et al., 1998). 또

한, 환경 시료에 존재하는 미생물의 유전체 정보를 유기

적으로 연구하고 비교하는 분야를 metagenomics 또는 

environmental genomics, community genomics라고 

한다. Metagenome 연구는 환경에서 수집된 모든 미생

물의 유전체를 배양하지 않고 직접 추출하여 분석하므로, 

99% 이상을 차지하는 난배양성 미생물을 포함하여 미생

물 군집의 유전적, 대사적 다양성을 분석할 수 있다(Kim 

et al., 2009). 장내 microbiome 분석에서도 기존의 배

양법이 갖는 한계를 극복하고, 시료에 존재하는 미생물 군

집의 유전체를 직접 추출하여 분류학적, 기능적 특성을 파

악하는 분자생물학적 접근법이 활용된다. 특히 2000년대 

이후에 NGS 분석이 보편화되면서 metagenome 관련 연

구가 매우 활발하게 진행되었다(Mardis, 2008).

1. Metagenome 분석을 위한 Sequencing 방법

장내 microbiome 분석의 주요 목적은 1) 장내 미생

물 군집의 분류학적 구성을 비교하고, 2) 각 군집의 기

능적 특성 및 유전적 차이에 대한 확인이며, 이를 위

해 amplicon(증폭 또는 복제된 DNA 또는 RNA 조각) 

sequencing과 shotgun metagenomics sequencing

의 분석 방법을 활용한다(Durazzi et al., 2021). 

미생물 군집 분석을 통해 어떤 미생물이 존재하는지 분

류학적 구성을 확인하고자 할 때는 종 동정을 위한 특정 표

지 유전자(marker gene)만을 선택적으로 증폭하고, 그 증

폭된 sequence를 분석하는 amplicon sequencing 방법

을 통해 분석 비용과 시간을 줄일 수 있다(Liu et al., 2021). 

Amplicon sequencing에 사용되는 주요 표지 유전자에

는 16s rRNA(원핵생물), 18s rRNA 및 ITS(진핵생물)가 있

다. 이 중 세균의 군집 분석을 위해서는 16s rRNA 유전자

를 표지 유전자로 사용하며, 이 유전자는 모든 세균에 존재

하고 보존 영역(conserved region)과 변이 영역(variable 

region; V1-V9)을 적절히 포함하고 있어 계통 분석과 생태 

연구에 적합하다(Lopez-Aladid et al., 2023). 16s rRNA 

amplicon sequencing 분석은 barcode sequence(생물 종

을 구분하는 식별 코드)가 들어있는 primer를 이용하여 16s 

rRNA 유전자를 PCR(polymerase chain reaction)로 증폭

하고, 증폭된 각각의 sequence는 16s rRNA database인 

Greengenes(http://greengenes.lbl.gov), SILVA(http://

www.arb-silva.de/) 또는 RDP(http://rdp.cme.msu.

edu/) 등에 대조하여 그에 대한 미생물 종을 확인할 수 있

다(DeSantis et al., 2006; Quast et al., 2013; Cole et al., 

2014). 본 연구팀은 16s rRNA amplicon sequencing 분석

을 통하여 알코올 섭취에 따른 장내 microbiome의 구성을 

확인하였고, 알코올 투여군에서 Akkermansia muciniphila

의 비율이 증가하는 것을 확인하였다(그림 5A). 이를 바탕으

로 고지방 식이 마우스에 A. muciniphila를 투여한 결과, A. 

muciniphila 투여군에서 혈중 중성지방이 감소하였고, 간

에서는 지방 합성 및 염증 관련 지표의 발현량이 감소하는 

것을 확인하였으며, 이를 통해 지방간이 개선되는 것을 확인

하였다(Kim et al., 2020)(그림 5B).

미생물 군집 분석을 통한 분류학적 구성 확인과 함께 

군집 내에 존재하는 전체적인 기능성 유전자를 식별하

기 위해서는 shotgun metagenomic sequencing 분

석이 적합하다. WGS가 단일 종 또는 개체의 전체 유전

체를 분석하는 방법이라면, shotgun metagenomic 

sequencing은 환경 시료에 존재하는 다양한 종의 유전

체를 분석하여 분류학적 분석뿐만 아니라, 다양한 미생물

의 기능 및 대사 경로 등을 분석하는 방법이다. Shotgun 

metagenomic sequencing은 시료에 존재하는 모든 

DNA를 무작위로 절단하여 많은 수의 짧은 reads를 확

보하여 sequencing를 용이하게 한다. 크기가 큰 DNA

의 경우 전체 서열을 sequencing하는 것은 시간과 비용

이 많이 필요하기 때문이다. 다양한 platform (Illumina, 

PacBio, Nanopore, Ion Torrent 등)을 활용하여 모든 

유기체의 유전자를 종합적으로 확인할 수 있으며, gene 
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prediction과 functional annotation 과정을 통해 시

료 내에 존재하는 미생물의 구성뿐만 아니라, 기능 및 대

사 경로 등의 예측이 가능하다. Shotgun metagenomic 

sequencing 분석 범위는 단순히 세균의 군집을 분석하

는 16s rRNA amplicon sequencing과 달리 plasmid, 

phages, 바이러스 및 곰팡이 등 시료에 존재하는 다양

그림 5. 16s rRNA amplicon sequencing을 통한 장내균총 변화 확인 및 장내균총에 의한 질환 개선 효과 연구(Kim et al., 2020)

A. 알코올 섭취에 따른 장내 microbiome 비교

B. Akkermansia muciniphila의 지방간 개선 효능 확인
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한 미생물 종을 포함한다. 또한, 기능성 유전자들의 구

성을 포함하여 전체 metagenome을 확인할 수 있다는 

장점이 있으나, 아직은 많은 비용과 시간이 소요되어 반

복 실험이 어렵고, 종 다양성이 크거나 소수의 종이 주

로 존재하는 시료의 경우에는 정확한 동정에 어려움이 있

다는 단점이 있다. Amplicon sequencing과 shotgun 

metagenomic sequencing에 대한 비교는 표 2와 같다

(Srinivas et al., 2022; Liu et al., 2021).

Metagenome 분석은 특정 환경에 존재하는 미생물 유

전체 정보를 통해 분류학적 및 기능적 분석 등을 진행하

는 과정으로, sequencing 과정에서 발생할 수 있는 오

류를 제거하여 정확성을 높인 후 분석을 진행해야 한다. 

Sequencing을 통해 발생할 수 있는 오류는 주로 기술

적 한계와 실험적 원인 및 bias에 의한 특정 sequence

의 과대 또는 과소 표현 등이 있으며, 이러한 오류를 줄

이기 위해 sequencing 결과에서 추정되는 오류 발생률

을 수치화하는 Phred quality score를 통해 정확도를 확

인하여 분석을 진행한다(Zhang et al., 2017). 일반적으

로 Phred quality score는 Qphred = -10 log10P(error) 

로 계산되며, P(error)는 오류 발생률이다(Goswami 

and Sanan-Mishra, 2022)(표 3). Qphred는 일반적으

로 0에서 41 사이의 수치를 나타내며, 이 수치가 클수록 

sequencing 결과의 정확도는 높고, 오류 발생률은 낮다. 

예를 들어, Qphred=20의 오류 발생률은 1%를 나타내며, 

이는 sequencing 결과의 정확도가 99%를 갖는 것을 의

미한다. 주로 Qphred=20-30일 때 정확도가 높다고 판단하

며, Qphred를 높이기 위해 sequencing 과정에서 사용되

는 adaptor sequence 및 정확도가 낮은 sequence 부

분을 제거하는 trimming 과정을 진행한다.

2.  분류학적 분석(Taxonomic Analysis)

환경 시료에 존재하는 미생물 군집의 분류학적 구성

을 파악하기 위하여 사용하는 전통적인 분류 방법에는 

operational taxonomic unit (OTU)을 통한 군집화 방

법이 있으며, 최근에는 amplicon sequence variant 

(ASV)의 사용이 선호되고 있다. OTU에 의한 군집화

는 서열의 유사성을 기반으로 서열을 그룹화하는 방법

으로, 일반적으로 분석된 유전체 서열을 97% 수준(종, 

species)의 유사도를 기준으로 묶어 하나의 cluster로 

표 2. 메타지노믹스 분석법 비교

Amplicon sequencing Shotgun metagenomic sequencing

비용
-저렴한 분석 비용

-빠른 분석 시간

-많은 비용과 시간 소요

-분석 수준에 따른 비용 차이 발생

해상도

(정확도)
-속(genus) 수준에 대한 미생물 군집 프로파일링

-종(species)과 균주(strain) 수준에 대한 미생물 군집 

프로파일링

분류학적

범위

-  사용하는 primer에 따른 제한

16s rRNA: 박테리아, 고세균

18s rRNA 및 ITS: 곰팡이, 효모 등

-다양한 미생물 종에 대한 분석 가능

기능적 분석
-기능적 정보 관련 예측 프로그램은 있으나, 완전한 정보를 

파악할 수 없음.
-미생물 유전체의 기능적 정보 확인

분석 용이성 -분석 프로그램이 다양하며, visualization 용이
-다양한 데이터 분석이 가능

-분석 방법이 복잡하고 시간 소요

Reference 

DB

-다양한 DB 구축 및 활용 가능

예: Greengenes, SILVA, UNITE 등
-Whole genome 관련 정보가 아직은 부족한 실정

표 3. Phred quality score에 따른 오류 발생률 및 정확도

Phred quality score Error Accuracy (1-error)

10 1/10 = 10% 90%

20 1/100 = 1% 99%

30 1/1000 = 0.1% 99.9%

40 1/10000 = 0.01% 99.99%
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표현하는 방법이다(Park et al., 2014). 즉, 유사도가 높

은 비슷한 종을 하나의 단위인 OTU로 그룹화하여 군집

을 나눌 수 있지만, 일부 낮은 비율의 종을 정확하게 감지

하기 어려워 구체적인 종 분류에는 한계점을 갖는다. 반

면, ASV에 의한 군집화는 sequencing 결과에서 확인

되는 단일 nucleotide 차이를 기준으로 cluster를 표현

하기 때문에, OTU에 의한 군집화 방법에 비해 고해상도

의 미생물 분류(종 수준)가 가능하다(Eren et al., 2013). 

OTU에 의한 군집화 방법의 경우, 97% 유사도를 기준으

로 그룹화되어 유전적 다양성(유전적 변이 또는 혼합)의 

일부 정보가 누락될 수 있으나, ASV에 의한 방법은 미세

한 유전적 다양성을 인식할 수 있어 미생물 구성을 종 수

준까지 더 정확하게 분류될 수 있다. 그러나, ASV에 의한 

방법은 sequencing 오류 및 바이어스에 의한 차이도 민

감하게 처리하므로 실제로는 동일한 cluster임에도 다르

게 분류될 수 있다. 최근에는 OTU에 의한 clustering 결

과와 ASV에 의한 clustering 결과를 함께 비교하여 제시

하는 연구 논문이 많이 게재되고 있다(Jeske & Gallert, 

2022; Tipton et al., 2022).

OTU와 ASV에 의한 미생물 군집화 과정에는 크게 세 

가지 방법이 있다. 먼저, Greengenes, SILVA, RDP 등의 

database에 전체 sequence reads를 대조(mapping)해

보는 방식인 Closed-reference clustering 방법이 있으

며, 유사도 기준에 적합한 reads만 reference sequence

에 mapping되고, 그 외의 reads는 제거된다. 이 방법은 

상대적으로 빠르고 재현성은 있으나, database의 오류에 

취약하고, database에 존재하지 않는 새로운 종이나 군

집이 누락될 수 있는 제한점을 갖는다. 반면에 database 

없이 분석된 sequence reads를 유사도를 기준으로 묶는 

방법인 de novo clustering 방법이 있다. 이 방법은 정

보의 누락 없이 새로운 종 또는 군집을 발견하는데 유용

하다는 장점이 있으나, 결과의 재현성이 높지 않아 시료 

간 또는 다른 연구와의 비교가 불가능하다는 제한점이 있

다. 이 두 가지 방법의 제한점을 보완한 방법으로 open-

reference clustering 방법이 있으며, database에 먼저 

reads를 mapping하고, mapping되지 않은 reads에 한

하여 de novo clustering을 진행하는 방법이다. 이 방법

은 시료 특성에 따라 달라질 수 있는데, database에 이미 

다양한 연구 결과를 통해 보고된 데이터가 확보되어 있는 

장내미생물 시료의 분석일 경우에는 closed-reference 

방법과 유사하게 수행될 수 있다. 

본 연구팀에서는 vitamin E의 섭취와 장내 microbiome

의 상관성을 확인하기 위한 연구를 진행하였으며(Choi 

et al., 2020), 16s rRNA amplicon sequencing을 

통해 OTU로 군집화하여 비교하였다. 그 결과, 고농

도의 vitamin E 투여군에서 Firmicutes (Bacillota)

와 Bacteroidota의 비율을 감소시키는 것을 확인하였

다. 즉, 고농도의 vitamin E 투여군에서 Firmicutes

의 비율이 감소하였고 이를 통해 vitamin E 섭취가 장

내 microbiome 구성에 영향을 주는 것을 확인하였

다(그림 6). 또한, 본 연구팀은 다양한 식이에 따른 장

내 microbiome의 변화를 파악하기 위하여 16s rRNA 

amplicon sequencing을 통해 OTU로 군집화하여 

비교하였고(Oh, 2020), 식이에 따라 Bacteroidota

와 Firmicutes의 비율 차이 및 분변 이식을 통해 장내 

microbiome 구성에 따른 발효유의 항콜레스테롤 효능 

차이를 확인하는 연구를 수행하였다.

3. 미생물 다양성 분석(Diversity Analysis)

미생물 군집의 구성을 파악했다면 구성하고 있는 미

생물 군집의 종 다양성이 서로 어떤 차이를 나타내는지

를 비교하는 다양성 분석(diversity analysis) 과정을 수

행한다. 시료 내 다양성을 나타내는 alpha diversity

와 시료 간 다양성을 나타내는 beta diversity가 있다. 

예를 들어, 어떤 특정 시료의 종 다양성이 높고 낮음을 

alpha diversity를 통해 확인할 수 있고, 두 시료 간 미

생물 구성이 얼마나 다른지 beta diversity를 통해 확

인할 수 있다(Andermann et al., 2022). 다양성 분석

의 계산에는 다양한 종류의 계산법이 사용된다. Alpha 

diversity 분석에는 Chao1, Observed features, 

Shannon index, Simpson’s index 등을 사용할 수 있
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다. 이때, Chao1과 Observed features는 종 수의 다양

성(species richness)를 나타내고, Shannon‘s index

와 Simpson’s index는 종간 비율의 다양성(species 

evenness)를 나타낸다. Shannon’s index는 종의 풍부

도와 고르게 분포된 정도를 고려하여 계산하는 방법으

로 값이 클수록 다양성이 높음을 나타낸다. Simpson’s 

index는 특정한 종이 얼마나 풍부하게 존재하는지와 그 

종의 상대적 중요성을 고려하여 계산하는 방법으로 값

이 작을수록 다양성이 낮음을 나타낸다. Beta diversity 

분석에는 Jaccard distance, Bray-Curtis distance, 

unweighted UniFrac distance, weighted UniFrac 

distance 등이 있다. Jaccard distance는 시료 간 종의 

존재 유무를 계산하여 비교하는 방법으로 유사도와 다

양성을 비교하기 위한 통계법이다. 시료 간의 차이를 종

이 있는지, 없는지 비교하고, 풍부도에 대한 고려는 하지 

않으며, 0부터 1까지 범위로 나타내되 1에 가까울수록 

두 시료가 유사함을 의미한다. Unweighted UniFrac 

distance는 Jaccard distance와 유사하게 특정 종의 존

재 유무만 고려하여 종 구성 차이를 측정한다. Jaccard 

distance와 unweighted UniFrac distance는 새로운 

종 또는 드문 종의 구성 차이를 중점적으로 파악할 때 유

용하다. 반면 Bray-Curtis distance는 시료 간 종의 풍

부도를 계산하여 비교하는 방법으로 두 군간 미생물 구

성의 차이를 정량화하기 위한 통계법이다. 0부터 1까지 

범위로 나타내며, 0에 가까울수록 두 시료가 유사함을 

의미한다. Weighted UniFrac distance는 sequence

의 양과 중요도를 고려하며, 시료 간 특정 종 또는 풍부

도 차이를 고려하여 유사도를 측정한다. Bray-Curtis 

distance와 weighted UniFrac distance는 종의 풍부

도와 상대적 중요성을 고려하여 유사도를 파악할 때 유

용하다. 다양성 분석은 연구 목적과 확인하고자 하는 가

설에 따라 사용하는 방법에 차이가 있다. 이러한 시료 

간 유사성을 시각화하기 위해 2, 3차원의 좌표에 PCoA 

(Principal coordinates analysis) plot으로 표현할 수 

있다(그림 7). 좌표상의 거리가 가까울수록 시료 간 다양

성이 유사하다는 것을 나타낸다. 

그림 7. 그룹 간 유사성을 가시화하기 위한 PCoA 분석 예시

그림 6.   OTU에 의한 군집화를 사용한 분류학적 분석 예시  
(Choi et al., 2020)  
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Ⅳ. 결론

유전체 분석 기술은 꾸준히 발전하고 있으며, 연구의 

목적에 따른 적절한 분석 방법을 선택하여 진행함으로써 

원하고자 하는 결과를 도출할 수 있다. 유전체 분석 기술

로서 WGS 및 metagenome 관련 연구는 유전체의 특

성을 확인하거나, 특정 환경에서의 미생물 군집 및 다

양성을 파악하고, 신규 미생물 또는 유전체를 발견하는

데 의의가 있다. WGS 분석을 통해 신종 유전체에 대한 

database를 확보하거나, 기존 유전체와의 비교를 통한 

특성 분석으로의 연구 확장이 가능하다. 또한, 장내 환경

과 질병 발생 간의 상관성 규명연구에서 장내 미생물에 

대한 metagenome 연구가 활용될 수 있으며, 기능성 물

질의 효능을 높이는 장내 미생물 구성을 파악하고, 그에 

따른 특정 미생물 발굴 및 신규 유전자 marker의 발굴에

도 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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