
열처리한 치아에서의 개인식별을

위한 미토콘드리아 DNA 분석

연세대학교 대학원

치 의 학 과

안 종 모



열처리한 치아에서의 개인식별을

위한 미토콘드리아 DNA 분석

지도 김 종 열 교수

이 논문을 박사 학위논문으로 제출함

200 1년 6월 일

연세대학교 대학원

치 의 학 과

안 종 모





감사의 글

먼저 본 논문이 완성되기까지 저의 부족함을 알면서도 많은 관심과

사랑으로 이끌어 주신 김 종열 교수님께 깊은 감사를 드립니다. 그리

고 논문의 완성까지 시종일관 세심한 지도를 아끼지 않으신 박 광균

교수님, 최 종훈 교수님, 정 한성 교수님께도 감사를 드리며, 수련생활

부터 지금까지 학문과 인생에 대하여 많은 가르침을 주신 조선대학교

치과대학 윤 창륙 교수님께도 감사와 존경의 마음을 전합니다.

또한 본 논문을 위하여 실험에 도움과 조언을 아끼지 않으신 법의

학과 신 경진 교수님께 감사드립니다. 그리고 실험에 도움을 준 사랑

하는 후배 이 윤회 선생, 이 현주 선생 그리고 조선대학교 치과대학

법의 치과학 연구소 정선미 연구원에게 고마움을 전하며 논문이 완성

되기까지 많은 도움을 주신 연세대학교, 조선대학교 구강내과 의국원

과 식구들에게도 감사를 드립니다.

참으로 힘들고 어려웠던 기간이었지만 지금까지 올 수 있었던 것

은 가족의 힘이 아니었나 생각합니다. 지금까지 사랑과 희생으로 지켜

보아주신 어머니와 항상 변함없이 희생으로 내조해준 사랑하는 아내

그리고 아들 세진과 딸 다혜, 가족 모두에게 기쁨을 나누고 싶습니다.

그리고 이 논문을 살아 계실 때 불효했던 아들에 마음을 담아 아

버님 영전에 바칩니다.

200 1년 6월

안 종 모



차 례

표차례 ⅲ

그림차례 ⅳ

국문요약 ⅴ

Ⅰ . 서 론 1

Ⅱ . 연구대상 및 연구방법 5

1. 연구대상 5

2. 연구방법 5

가. DNA 추출 5

나. 미토콘드리아 DNA 증폭 6

다. P CR 산물의 정제 7

라. 미토콘드리아 DNA 염기서열 분석방법 7

Ⅲ . 결 과 9

1. 중합효소반응에 의한 과변이 제 1조절부위의 증폭 9

2. 미토콘드리아 DNA 염기서열분석 9

Ⅳ . 고 찰 15

Ⅴ . 결 론 20

참고문헌 21

영문요약 28

- ii -



표 차례

T able 1. Rat io of an aly sis of m tDNA from the t eeth on v ariou s

h eat in g t em perature an d exposure tim e 10

T able 2. S equence polym orphism s in hyperv ariable control

r egionⅠ (HV 1) of 30 Korean t eeth 12

T able 3. Dist ribution of sequence polym orphism s in m tDNA

hyperv ariable control r egionⅠ (HV 1) 13

- iii -



그림 차례

F ig . 1. T h e teeth on v ariou s condition of heat in g t em perature

and exposure tim e 10

F ig . 2. Am plified product s of m tDNA hyperv ariable control

r egionⅠ(HV 1) on 2% ag arose g el 11

- iv -



국문요약

치아 경조직은 외부의 다양한 환경으로부터 물리적, 화학적 저항성이 높고 열

과 부패에 가장 오래 견딜 수 있기 때문에 시체의 부패와 훼손이 심한 경우에 가

장 유용한 법의학적 자료가 되며, 치아를 이용하여 성별과 연령의 추정은 물론 혈

형검사와 유전자 검사까지 할 수 있다. 이에 본 연구에서는 이러한 치아의 특성을

이용하여, 소사체의 경우에 높은 온도에서 개인식별에 관련된 미토콘드리아 DNA

가 치아에서 검출되는지 여부를 확인하고자 실험을 시행하였다. 실험은 서로 상관

관계가 없는 한국인 치아 33개를 100℃, 150℃, 200℃, 250℃, 300℃에 각각 1시간,

2시간 및 350℃에 1시간 열처리한 치아로 구분하여, 각 치아에서 DNA를 추출하

고 미토콘드리아 DNA의 과변이 제 1부위를 중합효소연쇄반응으로 증폭한 다음

염기서열을 An der son 등이 보고한 표준염기서열과 비교분석하여 다음과 같은 결

과를 얻었다.

1. 33개의 치아 중 300℃에 2시간 열처리한 치아까지 30개의 치아에서 미토콘

드리아 DNA의 염기서열분석이 가능하였다.

2. 30명의 치아에서 29개의 미토콘드리아 형을 확인하였다.

3. 과변이 제1조절부위의 염기서열을 분석한 결과 염기가 치환된 부위는 45개

로써 이중 39염기부위는 이행이고, 6염기부위는 전환이다.

4. 16,223번째 염기가 C에서 T , 16,362번째 염기가 T에서 C로 이행되는 경우

가 가장 많았다.

이상의 결과를 종합해 볼 때, 타장기에 비해 견고하고 열과 같은 외부적 환경

에 안정성이 높은 구조와 조직으로 이루어진 치아는 어느 정도 열 처리된 후에도
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개인식별에 필요한 유전자가 존재하여 DNA 검출이 가능하며, 특히 높은 온도에

서 소사된 시체에 있어서 핵 DNA가 검출되지 않을 경우 미토콘드리아 DNA를

이용한 개인식별에 유용하리라 사료된다.

핵심되는 말 : 소사체, 치아, 개인식별, m it ochondrial DNA , 과변이 제1부위
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Ⅰ . 서 론

치아는 형성과정 중 신체 다른 장기의 발생 및 성장의 경우보다 개인간의 차

이 및 다양성이 적은 편이며 신체에서 가장 안정되고 경고한 조직으로 물리적, 화

학적 저항성이 제일 강하며 사후에도 부패가 천천히 진행되어 가장 오래 남게 되

는 장기이기 때문에 각종 범죄 및 사고 발생시 신원을 모르는 시체나 화재로 인

한 소사체를 개인식별할 때 매우 중요한 증거물이 된다. 즉, 치아는 개인식별에 중

요한 성별과 연령의 추정은 물론 혈형검사와 유전자 추출까지 가능하게 하여 다

양한 개인식별을 시행할 수 있는 중요한 법의치과학적 자료가 된다.

법의학 분야에서 개인식별을 위해 가장 유용하게 쓰이는 분자생물학적 검사법

으로는 핵 DNA (nu clear DNA )를 분석하는 유전자 지문 검사법 (DNA typin g )과

미토콘드리아 DNA (m it och on drial DNA , m tDNA )을 분석하는 m tDNA 염기서열

분석법이 있다. 핵 게놈 (nu clear g en om e)은 인체의 모든 생명현상에 관여하는 유

전자들을 가지고 있는데 분자학적 구조(m olecular anat omy )에 대한 많은 연구가

진행되면서 약 3.000여종의 다형성을 나타내는 유전표식자(polym orphic g en etic

m arker )가 확인되어 법의학 분야에서 유용하게 활용되고 있으며, 이러한 유전자

검사법은 과변이 초과성좌위 (hyperv ariable m inisatellit e locu s ) 또는 v ariable

num ber of tandem repeat 유전좌위(VNT R locu s )를 검색하는 것으로 개인간에

존재하는 유전적 차이를 다좌위탐침(m ultilocu s probe) 혹은 단좌위검침 (sin gle
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locu s probe )을 이용하는 것이다3 ,12 ,30 ,49 ,50 ) . 그러나 중합효소 반응법 (polym erase

chain react ion , P CR )이 개발된 이후 방법의 간편성으로 인해 P CR을 이용하여

VNT R 의 크기 차이를 측정하는 단편길이 다형성 (am plified fr agm ent len gth

polym orphism s , AMP - F LP s )과 short tandem repeat s (ST Rs ) 분석으로 바뀌어가

고 있다13 ,29 ,38 ) .

한편 검체로부터 추출된 핵 DNA의 양이 적거나 분해되어 핵 DNA 분석이 불

가능한 경우, 핵 이외에 존재하는 m tDNA을 분석하여 가족관계 또는 개인식별에

이용하고 있으며 이러한 mtDNA를 가지고 있는 미토콘드리아는 세포질의

15- 50%를 차지하며 세포의 중요한 에너지원으로 성장, 증식 및 정상활동에 중요

한 역할을 담당하고 다른 기관과는 달리 고유의 유전자(m it ochon drial DNA ,

m tDNA )가 있어 스스로 복제하는 능력이 있다고 알려져 있다. 세포의 종류에 따

라 다소 차이가 있으나 한 개의 세포에는 200- 1,700개 정도의 미토콘드리아가 있

으며, 한 개의 미토콘드리아에는 16,569 b ase pair (bp )로 이루어진 cir cular - duplex

chrom osom e이 10개까지 존재한다. 이들 m tDNA는 부호결정 부위(coding region )

와 부호비결정 부위 (n on - coding region )로 구분되는데 부호결정 부위에는

sm all (12S )와 large (16S ) rRNA , 22 tRNA , 그리고 13종류의 단백질을 부호화하는

유전자 (NADH dehy drogenase의 subunit 7, ubiquin ol- cytochrom e c ox ido-

r educt ase의 subunit 1, cytochrom e c ox idase의 subunit 3, AT P synthase의

subunit 2)가 존재하며 전체 미토콘드리아 게놈의 90%를 차지한다. 부호비결정 부

위는 tRNA prolin e과 tRNA phenylalanin e 유전좌위 사이에 위치하는 1,122bp 크

기의 D - loop (displacem ent loop ) 지역으로 DNA의 H가닥 (H str an d)에 대한 복제

기점(origin of r eplicat ion )과 H 및 L가닥 (L str an d)의 전사기점(origin of

t ran script ion )을 포함하고 있으나 특정 아미노산의 위치를 지명하는 데는 관여하

지 않는 과변이 부위(hyperv ariable r egion )로, 핵 게놈에 비해 돌연변이가 5- 10배

정도 빈번히 발생하여 개인간에 높은 다양성을 나타낸다
5 ,7 ) . 이 부위는 16,024번

염기에서부터 16,430번 염기까지를 과변이 제1조절부위(hyperv ariable control

r egion Ⅰ, HV 1)라 하고 20번 염기에서부터 410번 염기까지를 과변이 제2조절부

위 (hyperv ariable control r egion Ⅱ, HV2)라 한다4 ,57 ,59 ) .
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m tDNA에 대한 연구로는 1981년 Ander son 등4 )에 의해 인체 m tDNA의 모든

염기서열이 보고되면서 이를 표준으로 한 m tDNA의 다형성 (polym orphism )에 관

련된 염기서열 비교연구가 활발하게 진행되고 있는데, St oneking 등4 1) , Cann 등9 ) ,

T ikichin ski 등44 )은 미토콘드리아 게놈을 제한효소(r est r ict ion enzym e)로 절단하여

생성되는 제한효소 분절다형법 (Restrict ion F ragm ent Len gth P olym orphism ,

RF LP )의 분석을 통해 현대 인류의 기원과 인류집단의 진화에 관한 많은 연구를

하였다. 또한 Vigilant 등4 5 ) , Rienzo와 W ilson 37 ) 및 Pfeiffer 등33 )은 중합효소반응으

로 과변이 조절부위만을 증폭시킨 후 염기서열분석법 (DNA sequ encing )으로 분석

한 결과 RF LP의 분석결과 보다는 인류의 진화와 법의학적 응용에 우수한 정보를

제공한다고 보고하였다. 국내연구로는 김 등5 6 )이 혈액을 이용해 미토콘드리아

DNA 염기서열분석법에 의한 가족관계를 규명하였고 이 등6 0 )은 대량재해에 있어

서 미토콘드리아 DNA의 다형성을 이용해 개인식별을 수행한 경우를 보고하였으

며, 이와 황59 )은 한국인에서 관찰되는 미토콘드리아 DNA의 유전적 다양성 등에

관해 한국인 100명을 상대로 연구한 결과를 보고하였다.

이러한 분자생물학적 분석들이 치아에서도 연구가 시도되었는바 Yam ada 등5 1)

은 치수층에서 DNA를 추출하여 RF LP s 검사를 이용한 개인식별을, Yam am ot o

등52 )은 치수 DNA에서 Y -특이성 탐침을 이용한 성별검사 및 생전기록을 이용한

개인식별에 대한 비교연구를 , S chw arthz 등40 )은 다양한 환경하에서 치아로부터

얻어지는 DNA의 특징에 대한 연구를 보고하였으며, 국내연구로 윤 등58 )이 10년이

경과된 치아의 치수 및 상아질에서 DNA를 추출하여 유전자를 검색할 수 있음을

밝혔고, 허 등62 )이 치아를 이용한 성별검사 및 D1S80 유전좌위의 검색시 DNA 추

출방법에 따른 비교연구를 시행하였으며, 최 등6 1)
이 소사체 치아에서의 ST R 유전

자 검출 여부를 확인하였다.

법의학적 검체에 대한 개인식별에는 형태학적 방법이 기본적이나, 대량재해 및

화재 등이 발생하였을 경우에는 시체의 부패와 훼손이 심하여 형태학적 검사가

어렵고 유전자를 이용한 개인식별이 보다 유용하다. 그러나 유전자를 이용한 개인

식별에 흔히 이용되는 핵 DNA도 부패가 심한 경우에는 사용이 제한되는 경우가

종종 있는데, 이런 경우 m tDNA는 세포 내에 다량 존재하므로 유골 같은 오래된
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생물학적 검체나 극히 미량의 생물학적 검체로부터 추출이 가능하여 개인식별이

나 가족관계 규명을 가능하게 한다. 실제적으로 베트남 전쟁에서 실종된 사람의

24년된 유골에서 핵 DNA가 검출되지 않아 mtDNA의 염기서열을 분석하여 개인

식별을 실시한 경우가 보고되어 있으며19 ) , 삼풍백화점 붕괴사고시에도 m tDNA와

보조적으로 핵 DNA를 사용하여 개인식별한 경우가 보고되어 있다60 ) .

그러나 실제로 각종 재해나 사고 발생시 소사체가 상당한 비중을 차지하고 있

음에도 불구하고, 열에 의한 인체조직에서의 DNA 검출 뿐만 아니라 치아에서의

DNA 분석에 대한 연구는 매우 미미한 실정이며, 특히 소사체 치아에서 m tDNA

분석에 대한 연구는 전무한 상태이다.

따라서 본 연구에서는 타장기에 비해 가장 견고하고 열과 같은 외부적 환경에

안정성이 높은 구조와 조직으로 이루어진 치아가 유전자 분석에 필요한 세포들이

존재한다는 특성을 이용해 온도변화에 따른 mtDNA검출 여부 및 미토콘드리아

DNA의 과변이 제1조절부위에 대한 염기서열을 분석하고자 하였으며, 대량재해시

m tDNA을 이용한 개인식별에 기초를 마련하고자 본 연구를 시행하여 다소의 지

견을 얻었기에 이에 보고하는 바이다.
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Ⅱ . 연구대상 및 방법

1 . 연구대상

서로 상관관계가 없는 한국인 남자와 여자로부터 최근 2달 안에 발거된 치아

33개를 사용하였으며, 각 치아를 3개씩 11개군 (100℃, 150℃, 200℃, 250℃, 300℃

에 각각 1시간, 2시간 및 350℃에 1시간)으로 분류하였고, 분류된 각 군에 따라 온

도 및 시간 조건을 달리하여 electronics burn out furn ase (M odel- 108, Jae m yung

co., S eoul, Korea )에서 열처리한 치아조직을 연구대상으로 하였다 (F ig . 1).

2 . 연구방법

본 실험에서는 치아의 온도 및 시간 변화에 따라 추출한 DNA를 사용하여 과

변이 제1조절부위 (hyperv ariable control r egion Ⅰ, HV 1)를 P CR로 증폭한 후 그

염기서열을 분석하였다.

가 . D N A 추출

각 치아의 외면에 부착된 치석, 니코틴, 색소 등 이물질을 고속회전 치과용 바

를 이용하여 깨끗이 제거하고 멸균된 증류수로 세척한 후 다시 고속 회전 치과용

바를 이용하여 치아를 몇 조각으로 분리하여 수집하였다. 분리된 치아조각은

5.25% N aOCl에 20분동안 표백 후 증류수로 씻고 20분동안 증류수에 담근 다음

95% ethan ol로 처리하여 ultr aviolet (UV ) light를 쬐면서 실온에 20분동안 건조시

켰다43). 그 다음 치아조각을 잘게 분쇄하여 1.5㎖ eppendorf tube에 넣고 720㎕

ex tr action buffer (10m M T ris , pH 8.0; 100m M NaCl; 50mM EDT A , pH 8.0; 0.5%

SDS )와 40㎕ prot ein ase K (10㎍/㎕)를 혼합하여 56℃에서 24시간 부란하였다.

부란한 용액에 720㎕ phen ol/ chloroform/ isoam ylalcoh ol (25:24:1)혼합액을 넣어
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잘 흔든 후 2분간 13,000rpm에서 원심분리한 다음 상층액을 분리하여 멸균된 새

로운 eppen dorf tube에 옮겼다. 이 과정을 한번 더 반복한 후, 분리된 상층액에

720㎕ 1- but an ol을 넣고 잘 흔든 후 13,000rpm에서 2분간 원심분리하여 생긴 하층

액을 Centr icon - 100 concentr at or (A micon , U .S .A .)에 1㎖ T E buffer와 함께 넣고

20분간 3,000rpm에서 원심분리하였다. Column을 통과한 용액을 새로운 eppen dorf

tube에 넣고 사용전까지 - 20℃에서 보관하였다58 ,62 ) .

나 . 미토콘드리아 D N A 증폭

미토콘드리아 과변이 제1조절부위를 증폭하기 위해 2쌍의 프라이머 (prim er )를

사용하였으며 이들 프라이머의 염기서열은 다음과 같다2 7 ) .

F (forw ard dir ect ion ) 15989 5 ' - CCC AAA GCT AA G A T T CT A AT - 3 '

R (rev er se dir ect ion ) 16251 5 ' - GGA GT T GCA GT T GA T GT G T G- 3 '

F (forw ard dir ect ion ) 16190 5 ' - CCC CAT GCT T A C AA G CAA GT - 3 '

R (rev er se dir ect ion ) 16410 5 ' - GA G GAT GGT GGT CAA GGG A C- 3 '

P CR 반응 혼합물에는 buffer (10m M T ris - H Cl (pH 8.3), 50m M KCl), 1.5mM

M gCl2, 프라이머 10pm ole, dNT P 250μM , DNA 주형(DNA templat e ) 100ng , 그

리고 T aq polym erase 1 unit (Bion eer , S eoul, Korea )가 포함되어 있으며 최종 반

응용량은 20㎕이다. P CR반응은 Minicy clerT M (MJ Research , U .S .A .)에서 시행하

였는데 95℃에서 5분간 가열한 후 95℃에서 20초, 56℃에서 20초 그리고 72℃에서

30초로 이루어진 온도순환을 30회 반복하고 72℃에서 5분간 가열하였다. 그리고

P CR산물의 2㎕를 취하여 다시 이 과정을 반복한 후 증폭된 P CR산물을 2%

ag arose gel상에서 전기영동하여 증폭 여부를 확인하였다(F ig . 2). 이때 neg at iv e

control은 멸균증류수, positiv e control은 신선한 혈액에서 추출한 m tDNA를 사용

하였다.
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다 . P CR산물의 정제

증폭시킨 P CR산물을 전기영동하여 증폭여부를 확인한 다음 QIA quick P CR

Purificat ion kit (Qiag ene, Germ any )를 이용하여 정제 (purification )하였다. 방법은

먼저 kit내 들어있는 buffer PB를 P CR산물 부피 (15㎕)의 5배가 되도록 넣고 섞은

후 QIA quick spin colum n에 넣고 13,000rpm에서 1분간 원심분리한다. 그리고 통

과한 용액을 버린 후 0.75㎖ buffer PE를 넣고 13,000rpm에서 1분간 원심분리한

다. 다시 colum n을 통과한 용액을 버린 후 buffer P E가 완전히 제거될 때까지 원

심분리한 다음 QIA quick spin colum n을 멸균된 1.5㎖ eppendorf tube에 넣고

Buffer EB (10m M T ris - Cl, pH 8.5) 30㎕를 가한 후 13,000rpm에서 1분간 원심분

리한다.

라 . 미토콘드리아 D N A 염기서열 분석 방법

Cy clin g T ermination React ion은 T h erm o S equenase Cy5.5 dy e term inat or

cy cle sequ en cin g kit (Am er sham ph am acia biot ech , U .S .A .)를 사용하여 시행하였

다. 방법은 m ast er r eact ion m ix [정제된 P CR 산물 5㎕, r eaction buffer 3.5㎕,

pr im er (10pm ol/㎕) 0.5㎕, polym erase 2㎕] 7㎕와 dy e term inat or ( 'A ' , 'C ' , 'G ' ,

'T ' ) 1㎕를 혼합하여 mt DNA증폭시 사용된 therm al cy cle과 동일하게 P CR을 시

행하였다. S equen cin g prim er의 염기서열은 다음과 같다27 ) .

F (forw ard dir ect ion ) 15989 5 ' - CCC AAA GCT AA G A T T CT A AT - 3 '

R (rev er se dir ect ion ) 16251 5 ' - GGA GT T GCA GT T GA T GT G T G- 3 '

F (forw ard dir ect ion ) 16190 5 ' - CCC CAT GCT T A C AA G CAA GT - 3 '

R (rev er se dir ect ion ) 16410 5 ' - GA G GAT GGT GGT CAA GGG A C- 3 '

P CR이 끝난 각각의 tub e에 7.5M am m onium acet ate 2㎕와 100% Et OH 30㎕
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를 넣은 후 혼합하고 얼음에 20분간 방치한다. 그리고 4℃, 12,000rpm에서 20- 30

분간 원심분리한 후 상층액을 제거하고 pellet에 70% Et OH 200㎕를 첨가하여

4℃, 12,000rpm에서 5분간 원심분리한다. 그 다음 상층액을 제거하고 완전히 건조

시킨 다음 form amide 6㎕를 넣고 pellet을 용해한 후 70℃에서 3분간 변성

(den aturat ion )시켜 poly acrylm ide g el에 2μ씩 loadin g하였다.

A ut om at ed DNA sequ en cer는 SEQ 4×4 per son al sequ en cin g sy stem

(A m ersham P am acia Biot ech , U .S .A .)을 사용하였으며, 전기영동은 30㎃, 1500V ,

50℃에서 30분간 시행하였다. 과변이 제1조절부위의 염기서열 분석은 Ander son

등4)이 밝힌 m tDNA의 염기서열을 보면서 비교 분석하였다.
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Ⅲ . 결 과

1 . 중합효소반응에 의한 과변이 제 1조절부위의 증폭

서로 상관관계가 없는 한국인 치아 33개를 다양한 온도와 시간에 따라 분류하

여 열처리한 후 추출한 g enom ic DNA에 대해 중합효소반응을 시행한 결과 300℃

에 2시간 열처리한 치아까지 30개 치아에서 과변이 제1조절부위가 증폭되었다

(T able 1). DNA 추출과 중합효소반응과정에서의 오염유무를 확인하기 위해 사용

한 대조군에서는 P CR산물의 생성은 관찰되지 않았다 (F ig . 2).

2 . 미토콘드리아 D N A 염기서열분석

과변이 제1조절부위가 증폭된 P CR산물로 염기서열반응을 시행한 후 400개의

염기서열 (16,001번∼16,400번)을 분석하여 Ander son 등4)이 제시한 표준 염기서열

과 비교한 결과 44개의 다형염기(polym orphic nucleotide )부위가 관찰되었다(T able

2).

30개의 치아에 대해 분석한 400 염기 중 염기치환 (nucleot ide sub st itu tion )이

일어난 염기는 45개로써, 이중 39개의 염기는 염기 이행 (nu cleot ide tr an sition )이

고, 6염기는 염기전환 (nucleotide tr an sv er sion )이었다 (T able 3). 분석한 염기서열중

염기이행이 가장 흔히 관찰되는 염기는 An der son이 제시한 16,223번째의 시토신

(cytosine, C)으로 30명중 25명(83% )에서 티민 (thym ine, T )으로 이행되었고, 다음

은 16,362번째의 티민으로 16명 (53% )이 시토신으로 이행되었다. 또한, 미토콘드리

아 형은 모두 29종류로 30명중 28명은 각각 독립된 미토콘드리아 형을 가지고 있

었으나 나머지 2명은 같은 미토콘드리아 형으로 구분되었다.
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T able 1. Ratio of analy sis of mtDNA from the teeth on various heating

temperature and exposure time.

T em perature

Ex posure t im e
100℃ 150℃ 200℃ 250℃ 300℃ 350℃

1 hour 3/ 3※ 3/ 3 3/ 3 3/ 3 3/ 3 0/ 3

2 h our s 3/ 3 3/ 3 3/ 3 3/ 3 3/ 3 —

※ : analy sed No./ t ot al No.

— : no t est

① 100℃, 1 hour

② 100℃, 2 hours

③ 150℃, 1 hour

④ 150℃, 2 hours

⑤ 200℃, 1 hour

⑥ 200℃, 2 hours

⑦ 250℃, 1 hour

⑧ 250℃, 2 hours

⑨ 300℃, 1 hour

⑩ 300℃, 2 hours

⑪ 350℃, 1 hour

Fig . 1. T he teeth on various condition of heating temperature and

exposure time.
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Lane 1 : 100bp ladder

Lane 2 : negative control

Lane 3- 5: amplified products

Lane 6 : positive control

Fig . 2. Amplified products of mtDNA hypervariable control regionⅠ

(HV 1) on 2% agarose gel.
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T able 2. Sequence polymorphisms in hypervariable control regionⅠ

(HV 1) of 30 Korean teeth

Base

No.

1
6
0
3
2

1
6
0
3
5

1
6
0
3
9

1
6
0
4
0

1
6
0
5
2

1
6
0
7
2

1
6
0
8
3

1
6
0
8
4

1
6
9
9
2

1
6
1
0
0

1
6
1
3
3

1
6
1
8
9

1
6
1
9
6

1
6
1
9
7

1
6
2
0
1

1
6
2
0
4

1
6
2
0
8

1
6
2
1
0

1
6
2
1
1

1
6
2
1
4

1
6
2
1
7

1
6
2
2
3

1
6
2
2
5

1
6
2
2
8

1
6
2
3
6

1
6
2
3
9

1
6
2
4
9

1
6
2
5
7

1
6
2
6
0

1
6
2
6
1

1
6
2
6
3

1
6
2
6
6

1
6
2
6
7

1
6
2
7
8

1
6
2
8
4

1
6
2
9
0

1
6
2
9
5

1
6
2
9
8

1
6
3
0
8

1
6
3
1
6

1
6
3
1
9

1
6
3
2
5

1
6
3
4
6

1
6
3
6
2

T G G C C C C G T A C T G C C G G A C C T C C C C C T C C C T C C C A C C T T A G T G T

1 T A C

2 T C

3 C T T T T C

4 A T T

5 C G T T C

6 T T C T T C

7 G C T T T A C

8 C T G

9 T C C

10 T T T C C

11 A T C

12 C T T T T C C

13 G C G C T T T

14 T C

15 A C T T T T C

16 T T A C

17 T T

18 T T T C C

19 T C C

20 T C

21 T

22 T C T C C

23 A A T T T A

24 T T A

25 T C C

26 T T T

27 T T

28 A G T T T A C

29 T A C

30 A A T C
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T able 3. Distribution of sequence polymorphisms in mtDNA hyper -

variable control region Ⅰ(HV 1)

HV 1

T ran sit ion 39

T ran sv er sion 6

T ot al 45
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IV . 고 찰

시체의 개인식별을 행함에 있어서 안모, 피부반점, 반흔, 문신 등 육안적 특징

들과 치과기록, 지문, 방사선 골격사진 등에 남겨진 해부학적 특징 그리고 혈액 및

모발검사 등의 법의혈청학적 방법들을 이용하여 신원을 확인할 수 있다. 그러나

시체의 부패와 훼손이 심한 경우나 사후 장시간이 경과한 경우는 이들 방법에 의

한 법의감정은 한계를 가지며, 이때의 개인식별은 내구성이 높은 골격과 치아에

의한 방법에 의존할 수 밖에 없다10 ,25 ,28 ,53 ) .

법의학 영역에 있어 치아를 비롯한 악안면 부위는 보존성, 내구성이 높고, 개인

식별에 응용될 수 있는 특징이 인체의 다른 어떤 부위보다 많으며, 특히 치아는

연조직인 치수 조직과 더불어 인체의 기관 중 가장 단단한 조직인 법랑질, 상아질,

백악질 등의 경조직으로 구성되어 있어 외부의 다양한 환경으로부터 물리적, 화학

적 저항성이 높고 열과 부패에 가장 오래 견딜 수 있기 때문에 법의학 분야에서

개인식별시 매우 중요한 증거물이 되고 유전자 검출 및 분석에 활용될 수 있다.

그러나 이렇게 단단한 무기성분으로 이루어진 치아라 할지라도 다양한 외부환경

중 특히 화재나 폭발사고 등과 같이 고열이 작용하였을 경우에는 다른 검체와 마

찬가지로 유전자 감식에 필요한 구조나 성분을 잃어버릴 수 있으므로 이에 대한

평가의 필요성이 있다 하겠다.

치아에 열이 가해진 경우 색상의 변화, 외형의 변화 그리고 조직상의 변화를

보면, 山本勝一5 3 )
은 300℃부터 치관부와 치근부에 현저한 색상의 변화와 조직상의

균열이 나타난다고 하였다. 본 연구에서도 열처리 온도 및 시간조건에 따라 치아

색상의 변화와 외형의 변화를 볼수 있었는데, 특히 300℃부터는 치관부와 치근부

에서 모두 흑갈색으로 탄화되는 양상이 관찰되었으며 육안적으로도 판별될 수 있

는 균열이 나타나기 시작하여 山本勝一의 결과와 일치하였다 (F ig . 1).

조직에서의 DNA 검출에 대하여 고찰하여 보면, 높은 열이 가해져서 소사된

시체의 법의학적 증거물들은 대부분 심하게 분해된 DNA를 가지고 있어 개인식별

시 유전자형의 결정에 어려움을 초래할 수 있으나 치아는 치아내부 조직에 존재
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하는 각종 성분이 보호되고 외부의 여러 조건에도 쉽게 파괴되지 않고 유지될 수

있는 상태의 유전자가 존재할 수 있으므로 치아를 이용한 분자생물학적 방법의

개인식별을 시행하는 것은 큰 의미가 있다.

일반적으로 유전자 표식자 (gen et ic m arker )를 이용한 연구에서 주로 쓰이는 분

자생물학적 방법으로는 south ern - hybridizat ion법과15 ,18 ,2 1 - 2 4 ) 중합효소반응법1 ,2 ,36 )

(polym erase chain react ion ;P CR ), P CR법을 응용한 minisat ellat e v ariant r epeat -

P CR법20 ) (MVR - P CR ), mit och on drial DNA sequ encin g법 등이 있다. 개인식별에

이용되었던 초기의 단백질 검사법보다 높은 다형성의 RF LP - VNT R 과 south ern

hybridizat ion 기법을 이용한 DNA 검사법이 훨씬 더 효과적이었지만 소량의

DNA만이 존재하는 법의학적 시료에서 초기의 south ern - hybridizat ion법을 이용한

제한효소 분절다형법 (RF LP )으로는 다량의 DNA가 필요하여 검색이 불가능하였다.

이런 단점을 보완하여 수십 ng 이하의 DNA로도 충분한 유전자의 분석을 할 수

있는 중합효소 반응법이 개발되었는데 중합효소 반응법은 특정 유전좌위의 프라

이머를 이용하여 염기서열이 2Kbp 이내의 VNT R 유전좌위나 400bp이하의 ST R

유전좌위 (sh ort t an dem repeat locu s )에서 생성되어 증폭길이 다형성(am plified

fragm ent length polym orphism s , A MP - F LP s )을 나타내는 대립 유전자의 분석을

가능하게 하였다.

이와 같은 분자생물학적 분석들이 법의치과학적 개인식별 분야에도 활발히 응

용되고 있으며, 이에 관한 연구들로는 치수층에서 DNA를 추출하여 RF LP s 검사

를 이용한 개인식별5 1) , 치수 DNA에서 Y -특이성 탐침을 이용한 성별검사52 ) , 치

아의 DNA 분석을 이용한 X - Y h om ologou s am elog enin g en e 및 D1S80 유전좌위

검색
5 8 ) , 근관치료된 치아상아질에서 am elogenin gene 및 ST R 유전좌위 F 13A 01,

LPL에 대한 분석 연구55 ) 등이 보고되어 있다. 한편 열이 가해진 치아에서의 DNA

검출에 대한 연구로는 伊東 勵 등54 )이 치아를 각 온도별, 시간별로 열처리하여

P CR법을 이용해 성별판정에 이용되는 am elogenin locu s의 검색여부를 조사한 바

250℃에서 15분간 열처리한 경우까지 성별판정에 가능한 DNA가 검출되었다고 보

고하였으며, 국내 최 등6 1)은 150℃와 200℃에서 45분, 90분, 120분간 열처리를 한

경우에 Hum T H 01과 Hum CD4 유전좌위가 검출되었으나 250℃에서 45분간 열처리
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를 한 경우에는 두 유전좌위를 인정할 수 있는 뚜렷한 ban d가 검출되지 않았다고

보고하였다. 이에 비하여 본 연구에서는 미토콘드리아 DNA의 염기서열 분석을

위해 300℃에서 2시간 열처리한 치아에서까지 염기서열 분석이 가능했다. 이것은

핵 DNA가 양이 적거나 높은 온도에서 분해되어 핵 DNA분석이 불가능 할 경우,

세포질에 다량 함유되어 있는 미토콘드리아 DNA의 분석을 통해 개인식별에 이용

할 수 있음을 의미하며, 다른 연구에서와는 달리 본 연구에서처럼 높은 온도에서

미토콘드리아 DNA 염기서열 분석이 가능했던 것은 상아세관을 지나가는 상아세

포 (odont oblast )의 돌기 (proces s )에는 많은 미토콘드리아가 들어 있기 때문으로 생

각한다.

핵 DNA를 이용한 개인식별에는 몇 가지 문제점들이 있으며 대개의 유전자가

핵에 존재하므로 사후 일정한 시간이 지나 부패가 진행된 시체의 경우나 모발과

같이 모근이 없어 세포질만 존재하는 경우에는 일반적인 검사를 시행할 수 없게

된다. 따라서 세포질 내에 존재하고, 한 세포당 많은 수가 존재하는 m tDNA의 특

징은 개인식별에서 새로운 표식자로서의 가능성을 제시하여 주고 있으며,

H agelberg 등16 ) , P aabo3 1) 및 P aab o 등3 2 )은 오래된 법의학적 검체에서 핵 DNA보

다는 m tDNA의 증폭이 성공적임을 증명하였다.

m tDNA는 몇 가지 특성이 있는데, 첫째, 세포질 내에 많이 존재하므로 쉽게

정제되고 분석될 수 있어 특히 심하게 분해된 법의학적 검체나 오래된 유골에서

도 분석가능하다16 ,19 ,27 ,3 1 ,32 ,48 ) . 둘째, 핵 DNA는 멘델의 유전법칙에 따라 부모로부터

반반씩 물려받으나, m tDNA는 반배체 (h aploid)형태로 모계유전한다. 즉, 생식세포

형성시 핵 염색체의 감수분열과정에서 일어나는 염색체간의 교차 (crossov er )가 미

토콘드리아 게놈에서는 일어나지 않기 때문에 같은 모계를 공유한 자손간에는 돌

연변이가 일어나지 않는 한 동일한 미토콘드리아 게놈을 공유하게 된다
5 ,7 ,14 ,47 ) . 셋

째, m tDNA의 염기변형은 핵 DNA에 비해 5∼10배 빈발하여 인구집단간에 지역

적 차이를 나타내며, 이런 특성 때문에 m tDNA는 인접한 인구집단간의 연구나 현

대인류의 기원을 추적하는 연구에 유용하다17 ,3 5 ,4 2 )
.

이러한 m tDNA의 풍부한 다형성은 돌연변이에 기인하며, 실험에 의하면 발암

물질에 의한 염기변형은 m tDNA가 핵 DNA보다 훨씬 심하고, 핵산이 손상을 받
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거나 복제시 발생하는 오류에 의한 염기변형이 원형으로 수복되는 과정에서 핵

DNA보다 수복 효율성이 낮기 때문에 결과적으로 mtDNA가 핵 DNA보다 염기변

형이 빈발할 것으로 추정하고 있다. m tDNA의 다형성은 RF LP방법을 이용해

P ott er와 New bold34 ) 및 Brow n 6 )에 의하여 처음 밝혀졌으며, Denaro등1 1)은 아프

리카인을 대상으로 RF LP방법을 이용하여 m tDNA의 다형성을 발표하였으며,

Cann과 W illson 8 )은 112명의 m tDNA를 RF LP로 분석하여 9개 부위에서 14개의 변

형을 찾아내어 거의 전 mtDNA에서 삽입, 결손 혹은 염기치환이 일어나는 현상을

확인하였고, S at oshi와 M at sun aga 39 )는 일본인 116명의 m tDNA를 RF LP로 분석하

여 95개의 m tDNA형을 분류하였다.

염기서열의 다양성(div er sity )에 대해서도 많은 연구가 보고되고 있는데

Vigilant 등45 )은 표본수가 적었지만 남 아프리카인에서 미토콘드리아 게놈형

(m tDNA type)의 다양성은 평균 97% 그리고 개인식별력은 평균 92%였다고 발표

하였고, Rienzo 등3 7 )은 혈연관계가 없는 백인 117명의 과변이 제1조절부위의 약

620염기서열을 분석하여 79곳에서 변이와 88개의 m tDNA형을 분류하였으며,

W ard 등4 6 )은 아메리카 인디언 63명에 대한 과변이 제1조절부위의 360염기서열을

분석하여 95.4%의 다양성과 93.9%의 개인식별력을 보고하였다.

한편, 한국인의 m tDNA의 염기서열분석에 대한 연구로는 Pfeiffer 등33 )이 서로

상관관계가 없는 한국인 치아 60개를 사용하여 과변이 제1 및 제2부위의 염기서

열을 분석하여 57개의 m tDNA형을 분류하였고, 이와 황59 )은 한국인 100명의 과변

이 제1조절부위의 440염기서열을 분석하여 84개의 m tDNA형과 98%의 다양성을

보고하였으며, 이 등26 )은 한국인 100명의 과변이 제1 및 제2부위의 염기서열을 분

석하여 97개의 mtDNA형과 99%의 개인식별력 그리고 99%의 다양성을 발표한 바

있다. 이와 같이 m tDNA 염기서열은 높은 개체 특이성을 보이므로 법의학적 분석

에 이용될 만한 가치가 있다고 할 수 있다.

본 연구에서는 서로 상관관계가 없는 한국인 치아 33개를 다양한 온도와 시간

에 따라 분류한 후 분석가능하였던 30개 치아가운데 미토콘드리아 DNA의 16,001

번에서 16,400번까지 400개의 염기서열을 분석한 결과 염기치환 (nu cleot id

sub st itu tion )에 의해 생성된 다형 염기 부위는 44개였다. 미토콘드리아 형은 모두
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29종류로 30명중 28명이 각각 독립된 미토콘드리아 형을 가지고 있었으나 나머지

2명은 같은 미토콘드리아형으로 구분되었다. 염기변이의 발생부위에 대한 차이를

비교한 결과 30명중 25명 (83% )에서 16,223번의 시토신 (cytosine, C)이 티민

(thym ine, T )으로 이행되었으며, 다음으로 16명 (53% )에서 16,362번의 티민

(thym ine, T )이 시토신, 그리고 16,189번의 티민이 시토신으로 이행된 것이 7명

(25% )이었다. 한편 이와 황59 )의 한국인 100명을 대상으로 미토콘드리아 DNA의

과변이 제1조절부위를 분석한 결과의 경우 100명중 74명(74% )은 16,223번의 시토

신이 티민으로 이행하였고, 다음으로 16,189번의 티민이 시토신으로 이행된 것이

49명(49% ), 16,362번의 티민이 시토신으로 이행된 것은 21명 (21% )으로 본 연구의

경우와 큰 차이가 없었다.

이와 같이 m tDNA의 경우 하나의 핵 유전자에 비해 개인식별력은 떨어지지

않으나 m tDNA만으로는 확정적인 개인식별이 어렵고 특히 m tDNA가 모계유전을

하므로 부계쪽으로의 혈연관계 확인을 위해서는 사용할 수 없는 제한점이 있다.

그러나 부패가 심하여 핵 DNA를 사용할 수 없는 경우 법의학적 시료로부터

m tDNA 염기서열을 분석하여 개인식별을 할 경우에는 과변이 제1조절부위 뿐만

아니라 제2조절부위를 모두 포함하는 1,122개의 염기서열을 분석하면 신뢰도가 높

은 개인식별이 가능할 것으로 생각된다.

이상의 결과를 종합하여 볼 때 열처리한 치아에서도 가해지는 열의 온도와 시

간에 따라 유전자 검출이 영향을 받으나 타장기에 비해 견고하고 열과 같은 외부

적 환경에 안정성이 높은 구조와 조직으로 이루어진 치아에서는 비교적 높은 온

도에서도 성공적으로 DNA를 추출할 수 있으며, 특히 m tDNA의 추출은 핵DNA보

다 더 높은 온도에서 검출 가능하다는 것이 밝혀졌다. 실제로 소사체의 경우에 치

아들은 연조직 및 악골 내에 위치하므로 실험적으로 직접 치아에 열처리를 시행

한 경우보다 열에 의한 치아조직의 변성이 적을 것으로 생각되어, 감정 실무에서

는 유전자 검출에 대한 결과가 보다 양호 할 것으로 사료된다.
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Ⅴ . 결 론

치아 경조직은 외부의 다양한 환경으로부터 물리적, 화학적 저항성이 높고 열

과 부패에 가장 오래 견딜 수 있기 때문에 시체의 부패와 훼손이 심한 경우에 가

장 유용한 법의학적 자료가 되며, 치아를 이용하여 성별과 연령의 추정은 물론 혈

형검사와 유전자 검사까지 할 수 있다. 이에 본 연구에서는 이러한 치아의 특성을

이용하여, 소사체의 경우에 높은 온도에서 개인식별에 관련된 미토콘드리아 DNA

가 치아에서 검출되는지 여부를 확인하고자 실험을 시행하였다. 실험은 서로 상관

관계가 없는 한국인 치아 33개를 100℃, 150℃, 200℃, 250℃, 300℃에 각각 1시간,

2시간 및 350℃에 1시간 열처리한 치아로 구분하여, 각 치아에서 DNA를 추출하

고 미토콘드리아 DNA의 과변이 제 1부위를 중합효소연쇄반응으로 증폭한 다음

염기서열을 An der son 등이 보고한 표준염기서열과 비교분석하여 다음과 같은 결

과를 얻었다.

1. 33개의 치아중 300℃에 2시간 열처리한 치아까지 30개의 치아에서 미토콘

드리아 DNA의 염기서열분석이 가능하였다.

2. 30명의 치아에서 29개의 미토콘드리아 형을 확인하였다.

3. 과변이 제1조절부위의 염기서열을 분석한 결과 염기가 치환된 부위는 45개

로써 이중 39염기부위는 이행이고, 6염기부위는 전환이다.

4. 16,223번째 염기가 C에서 T , 16,362번째 염기가 T에서 C로 이행되는 경우

가 가장 많았다.

이상의 결과를 종합해 볼 때, 타장기에 비해 견고하고 열과 같은 외부적 환경

에 안정성이 높은 구조와 조직으로 이루어진 치아는 어느 정도 열 처리된 후에도

개인식별에 필요한 유전자가 존재하여 DNA 검출이 가능하며, 특히 높은 온도에

서 소사된 시체에 있어서 핵 DNA가 검출되지 않을 경우 미토콘드리아 DNA를

이용한 개인식별에 유용하리라 사료된다.
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A B S T RA CT

Mitochondrial DN A A naly s is

for Indiv idu al Indentific at ion from He ated T eeth

J o ng- Mo Ahn , D.D.S ., M.S .D.

D ep ar tm en t of D en tal S cience,

T he Grad uate S chool, Y ons e i Univ ers ity

(Dir ect ed by Prof. Ch on g - Y oul K im , D .D .S ., M .S .D., Ph .D.)

T eeth are relat iv ely firm com pare to other organ s an d st able to a v ariety of

environm ent su ch as heat and putr efaction , therefore they are foren sically

significant sam ples in sex an d ag e determ inat ion , blood typing and DNA

typin g .

T he auth or conduct ed th e ex perim ent on h eat ed t eeth t o det ect

m it ochon drial DNA related t o in div idu al ident ificat ion in high t em perature .

T he experim ent w as done on 33 t eeth of unrelated Korean s con sisted of

heated on es t o 100℃, 150℃, 200℃, 250℃, 300℃ for 1 h our an d 2 hour s

r espect iv ely and to 350℃ for 1 h our . DNA w as ex tr acted from each tooth an d

am plified hyperv ariable r egion 1 of m itochondrial DNA by P olym era se Chain

Reaction (P CR ). T h en m it ochon drial DNA sequen cin g data w as an aly sed

according to th e Ander son sequen ce an d the follow in g s are the result s :

1. It w as able t o analy se mit och on drial DNA of 30 heated teeth t o 300℃

for 2 h our s .

2. It w as confirm ed 29 m it och on drial lineages from 30 t eeth of unrelated
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Korean s .

3. Am on g the sequences 45 nu cleot ide sit es are polym orphic , 39 nucleotides

of w hich is sub st itut ed by tr an sition and 6 nu cleot ides by tr an sv er sion .

4. T he m ost fr equ ent polym orphism s w ere found at the position 16,223 (C t o

T tr an sit ion ) and 16,362(T to C tran sit ion )

A s a result , it is pos sible to ex tr act DNA from ch arred teeth , th erefore

t eeth can be u sed as a source of m it ochondrial DNA for indiv idual

identificat ion ex pecially w hen nuclear DNA is n ot ex tr act ed in charr ed body in

high t em perature.

Key w ords : charr ed body , t eeth , indiv idual identificat ion , m itochondrial DNA ,

hyperv ariable r egion 1.
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