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국문요약 

 

차세대 염기서열 분석법을 이용한 상염색체 STR 유전자의 

염기서열 변이 분석과 혼합시료 분석에의 활용 

 

 

최근에 차세대 염기서열 분석법(Next generation sequencing, 

NGS)을 이용하여 범죄수사에 널리 이용되는 짧은 연쇄반복 

(short tandem repeat, STR)을 분석하고자 하는 시도들이 

있었다. NGS 기법은 기존 모세관전기영동(Capillary 

electrophoresis, CE) 분석법에 비해 빠른 시간 내에 대용량의 

염기서열 정보를 생성할 수 있다는 장점에 기반하여 여러 

연구자들에 의해 기존의 CE 분석법을 대체하거나 부가적으로 

사용할 수 있는 도구로써 주목 받고 있다. 그러나 NGS 기법을 

이용한 STR 분석을 효과적으로 수행하기 위해서는 NGS 

분석의 특성에 맞게 최적화시킨 새로운 다중중합효소연쇄반응 

체계를 구축할 필요가 있다. 

이러한 목적을 위해서 본 연구에서는 18개의 표지자 

(Combined DNA Index Syetem STR 13개, D2S1338, D19S433, 

Penta D, Penta E, Amelogenin)를 대상으로 NGS 장비가 
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한번에 읽을 수 있는 길이를 고려하여 70 bp ~ 210 bp 범위에서 

증폭산물을 얻을 수 있도록 최적화시킨 새로운 

다중중합효소연쇄반응 체계를 구축하였다. 새로 구축된 

다중중합효소연쇄반응 체계를 이용하여 2800M과 9947A 

표준시료 및 한국인 10명의 시료, 표준시료를 여러 비율(1:1, 

1:3, 1:6, 1:9)로 혼합한 시료를 대상으로 증폭산물을 생성하고, 

이들을 대상으로 NGS 분석을 수행하여 각 STR의 

대립유전자형과 반복단위 내부에서 관찰되는 염기서열 변이를 

조사하였다. NGS 분석결과로 얻어진 자료로부터 coverage 

수를 산정하고 단일시료분석에서는 분석 기준 값을 20%, 1:1, 

1:3, 1:6 혼합시료에서는 10%, 1:9 혼합시료에서는 5%의 기준 

값 및 stutter 기준 값(15%)을 적용하였다. 결과적으로 NGS 

분석에서 결정된 단일시료 및 혼합시료의 STR 대립유전자형은 

기존 CE 분석에서 결정된 대립유전자형과 일치함을 확인하였다. 

또한, 서로 다른 시료로부터 유래한 유전자형을 구별할 수 

있도록 하는 STR 반복단위 영역 내부의 염기서열 변이는 두 

개의 표준시료 및 한국인 10명 시료의 D2S1338, D3S1358, 

D8S1179, D21S11, vWA 위치에서 확인되었다.  

또한 실제로 혼합된 비율을 추정하기 위하여 CE 분석의 

peak 높이와 같이 NGS 분석에서 얻어진 coverage 수에 
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기초하여 혼합비율 추정하거나, 염기서열 변이의 

원형(wild-type)과 변이형(mutant type)의 비를 이용하였다. 그 

결과 NGS 분석으로 추정된 혼합비율은 실제 혼합비율을 

추정하는 데에는 한계가 있었지만 CE 분석법에서 관찰된 

혼합비율과 비슷하게 나타나는 것을 확인하였다. 따라서 본 

연구에서 구축된 다중중합효소연쇄반응 체계를 이용한 STR의 

NGS 분석방법은 법과학 실무에서 단일시료뿐만 아니라 

혼합시료의 분석에도 유용하게 적용될 수 있을 것으로 

생각된다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

---------------------------------------------

핵심 되는 말: 차세대 염기서열 분석법, 상염색체 STR, 

염기서열 변이, 한국인, 혼합시료  
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차세대 염기서열 분석법을 이용한 상염색체 STR 유전자의 

염기서열변이 분석과 혼합시료 분석에의 활용 

 

<지도교수 신 경 진> 

 

연세대학교 대학원 의과학과 

 

김 은 혜 

 

 

Ⅰ. 서론 

 

짧은 연쇄반복(Short tandem repeat, STR)은 사람의 유전체 내에 

특정 염기서열이 반복되는 부분으로 이는 사람마다 반복단위(repeat 

unit)의 반복수가 다르기 때문에 개인식별과 혈연관계의 확인에 

사용되고 있다. 법과학 영역에서는 중합효소연쇄반응으로 STR 

영역을 증폭한 후 모세관전기영동(Capillary Electrophoresis, CE) 

분석법으로 반복단위의 반복수 차이를 조사하고 있다. 현재의 CE 

분석법은 형광을 부착한 primer를 사용하여 중합효소연쇄반응으로 

증폭된 산물에 레이저를 주사하여 증폭산물의 크기를 간편하고 

빠르게 분석할 수 있다1-3. 

현재 CE 기법을 이용한 STR 분석은 DNA 염기 한 개의 크기 

차이도 구분 할 수 있는 높은 해상력과 STR 대립유전자형을 비교적 
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간편하게 확인할 수 있다는 장점이 있어 이 방법은 STR 분석의 

표준방법으로 현재 법과학 영역에서 널리 사용되고 있다. 그러나 

기존의 CE 분석법은 한번에 분석 가능한 STR의 수가 제한되고 STR 

반복단위 영역 내부의 염기서열 변이를 확인할 수 없는 단점이 있다3. 

Sanger 방법에 기반한 염기서열 분석법은 자동화된 CE 분석법이 

발전함에 따라 분자유전학 실험실에서 다양한 연구에 사용되고 

있으나 대용량의 염기서열 정보를 획득해야 하는 연구분야에서는 

시간, 인력, 비용 측면에서 효율적이지 못한 경우가 많다. 이에 

대용량의 염기서열을 효과적으로 분석할 수 있는 방법에 대한 요구가 

있었고, 2000년대 중반에 차세대 염기서열 분석법(Next generation 

sequencing, NGS)이 개발되어 여러 연구분야에 적용되고 있다3-5. 

아직까지는 NGS 분석비용이 고가이고 분석소요시간도 길다는 단점이 

있지만 생물정보학(bioinformatics) 분야가 발전함에 따라 NGS에서 

얻어지는 대용량 자료를 신속하고 효율적으로 분석할 수 있는 

프로그램과 절차가 마련되고 있어 분석에 소요되는 시간의 감소는 

물론, NGS 기술이 보완되고 점차 발전하면서 분석비용도 감소되고 

있는 추세이다1-3.  

STR 영역의 반복단위의 반복수만 조사할 수 있었던 기존의 CE 

분석법에 비해 NGS 분석법은 반복단위 수뿐만 아니라 대량의 

염기서열 정보를 얻고 STR 반복단위 영역 내부에 존재할 수 있는 

염기서열 변이를 부가적으로 얻을 수 있다는 장점이 있다. 이를 
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바탕으로 여러 연구자들에 의해 NGS 기법을 이용하여 법과학 

분야에서 사용되는 STR을 분석하고자 하는 연구들이 보고되었다6-14.    

하지만 이전연구에서는 STR 영역의 증폭산물을 생성하는 방법으로 

기존 CE 분석법에 맞게 고안된 상용키트를 이용하거나6, 법과학 

실무에서 기본적으로 분석되는 13개 CODIS (Combined DNA Index 

System) STR을 포함하지 않았다8,14. 그렇기 때문에 현재까지 NGS 

분석법에 최적화된 다중중합효소연쇄반응 체계는 보고된 바가 없다. 

NGS 분석법은 STR 대립유전자형뿐만 아니라 반복단위 영역 내부에 

존재할 수 있는 염기서열 변이를 동시에 분석할 수 있고 NGS 

장비에서 한번에 읽을 수 있는 염기서열의 길이 한도 내에서 

증폭산물의 크기를 중첩하여 배치할 수 있기 때문에 작은 크기의 

증폭산물을 생성하면서 이용 가능한 NGS 분석법에 최적화된 새로운 

다중중합효소연쇄반응 체계를 구축할 필요가 있다.  

또한 STR 반복단위 영역 내부에서 관찰될 수 있는 염기서열 

변이를 특정집단을 대상에서 조사한 연구도 보고된 바 있다10,11,14. 

이를 바탕으로 STR 대립유전자형으로만 조사되었던 기존의 한국인 

집단통계학 자료15-18 뿐 아니라 NGS 분석법을 이용하여 STR 

반복단위 영역 내부에서 염기서열 변이를 관찰하여 세분화된 

대립유전자형 자료를 보고한다면 국내외 법과학 영역에서 STR 

유전자 검사의 활용성을 높일 수 있을 것이다.  

NGS 분석법은 현재 CE 분석법의 제한점을 보완할 수 있을 뿐 
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아니라 기존의 해석이 어려웠던 혼합시료의 분석에도 유용하게 

사용될 수 있을 것으로 예상되고 있다. 이를 바탕으로 법과학 

학계에서는 NGS 분석법을 이용한 혼합시료의 분석을 시도한 연구가 

있었지만6 4명의 시료를 10:20:30:40로 혼합한 시료와 5명의 시료를 

0.1:0.5:1:5:93.4로 혼합한 시료만을 대상으로 조사되어 혼합시료 

분석에서의 효용성을 확인하기 위한 참고자료로는 부족하였고 다양한 

비율로 혼합된 시료를 대상으로 연구할 필요가 제시되기도 하였다.  

따라서 본 연구에서는 법과학 영역에서 주로 사용하는 CODIS 

13개 STR을 포함한 총 18개의 표지자 (CODIS STR 13개, D2S1338, 

D19S433, Penta D, Penta E, Amelogenin)를 대상으로 NGS 

분석법에 최적화된 새로운 다중중합효소연쇄반응 체계를 구축하고자 

하였다. 구축된 체계를 이용하여 증폭산물을 생성하고 NGS 분석을 

수행하여 얻어진 자료로부터 STR 반복단위 영역 내부에서 나타날 

수 있는 염기서열 변이를 관찰하고 한국인에서는 어떠한 변이들이 

관찰되는지 조사하고자 하였다. 또한 다양한 비율로 혼합된 남녀 

표준시료를 이용하여 NGS 분석을 수행하여 기존 CE 분석법으로는 

해석이 어려웠던 혼합시료 분석을 시도해 보고 그 효용성을 탐색해 

보고자 한다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 연구대상 

 

본 연구에서는 NGS 분석법을 이용한 STR 분석을 수행하기 위해 

한국인 집단에서의 STR 영역 내 서열변이를 조사하고, 기존 CE 

분석의 한계였던 혼합시료 분석에도 적용하여 효용성을 확인 

하고자 하였다. 이를 위해 혈연관계가 없는 한국인 10명을 

표본으로 무작위로 선정하고, 이들로부터 멸균된 면봉으로 구강 내 

협점막을 5-6회 긁어 상피세포를 채취하였다. 이때 사용한 면봉을 

1.5 ㎖ 미세원심분리튜브에 즉시 넣고 뚜껑을 닫은 후 DNA를 

추출할 때까지 -20℃ 냉동고에 보관하였다. 또한 단일 및 

혼합시료를 이용한 분석에서는 남성 표준시료 2800M (Promega, 

Madison, WI, USA), 여성 표준시료 9947A (Promega)를 이용하여 

단일 및 여러 비율로 혼합하여 사용하였다. 본 연구는 연세대학교 

의료원 세브란스병원 연구심의위원회와 유전자연구 

생명윤리심의위원회의 승인을 받아 수행되었다(승인번호 

4-2014-0023). 
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2. DNA 추출 및 정량 

 

가. 한국인 시료의 추출 및 정량 

 

보관된 시료는 QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Germany)을 이용하여 제조사의 지시에 따라 DNA를 추출하였다. 

추출된 DNA 시료는 NanoDrop 1000 spectrophotometer (Thermo. 

Fisher scientific, Waltham, MA, USA)를 이용하여 정량을 측정한 후 

-20℃ 냉동고에 보관하였다.  

 

나. 단일 및 혼합시료의 준비  

 

단일 및 혼합시료는 남성 표준시료 2800M (Promega), 여성 

표준시료 9947A (Promega)를 사용하였고, 정확한 비율로 혼합된 

시료를 얻고자 Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit (Applied 

Biosystems)를 이용하여 정량하고 남녀 시료의 혼합된 비율이 1:1, 

1:3, 1:6, 1:9 가 되도록 제조한 후 -20℃ 냉동고에 보관하였다. 
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3. 연구 대상 STR 표지자 선정 

 

현재 법과학 영역에서 STR 분석 상용 키트로 널리 사용되는 제품 

중 AmpFℓSTR Identifiler® Kit (Applied Biosystems)와 

PowerPlex16® System (Promega)에서 분석되는 STR을 NGS 분석 

대상으로 하였다. 이 표지자는 D5S818, TPOX, D18S51, D3S1358, 

D7S820, D21S11, TH01, vWA, D16S539, CSF1PO, D8S1179, 

D13S317, FGA의 13개 CODIS STR을 포함하여 D2S1338, D19S433, 

Penta D, Penta E 그리고 Amelogenin 으로 총 18개이다. 연구의 대

상인 STR 표지자의 대립유전자에 대한 정보는 STRBase 

(http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase)를 참고하였다. 

 

4. Primer 설계 

 

18개 분석 대상 표지자의 반복단위 영역을 중폭 하기 위한 중합효

소연쇄반응 primer는 STR 반복단위와 중첩되지 않는 범위에서 STR 

영역에 가장 근접하고, primer 부착 부위에 1% 이상 빈도의 단일염기

다형성(single nucleotide polymorphism, SNP)이 존재하지 않도록 설

계하였다. 각각의 primer를 설계하기 위해 각 유전자에 대한 DNA 염

기서열정보는 UCSC genome browser (http://genome. ucsc.edu/)에

서 수집하였다. 분석할 영역에 대한 primer의 설계는 UCSC genome 
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browser에서 획득된 염기서열 정보를 Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm)에 적용하여 설계하였다. 

Melting temperature (Tm)는 57℃에서 63℃ 사이이면서 적정 값은 

60℃, primer의 최소 크기는 18 nucleotide bases, primer의 GC% 범

위는 20에서 80이 되도록 하는 Primer3 상에 내정된 조건을 따르도

록 하였으며, 중합효소연쇄반응 후 증폭산물의 크기가 최종적으로 70 

bp ~ 210 bp가 되도록 하였다. Primer3로 설계된 다수의 후보 primer

를 대상으로 중합효소연쇄반응에서 primer 간 간섭현상이 없는 최적

의 primer 조합과 전기영동에서 STR 유전자 좌 간 peak 높이 균형

이 유지되는 primer 농도를 결정하여 다중중합효소연쇄반응 체계를 

구축하였다(표 1). 
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표 1. PCR primer sequences and final concentrations of optimized 

multiplex PCR system 

Locus Primer Primer Sequences (5’ to 3’) Conc. 
(μM) 

D19S433 
F053 GCAAAAAGCTATAATTGTACCAC 0.60 
R203 AAAAATCTTCTCTCTTTCTTCCTCTC 0.60 

D5S818 
F160 TGATTTTCCTCTTTGGTATCCTT 0.55 
R280 CAACATTTGTATCTTTATCTGTATCCT 0.55 

Penta E 
F203 GGCGACTGAGCAAGACTCA 1.00 
R284m TGGGTTATTAATTGAGAAAACTCCTT 1.00 

CSF1PO 
F191 ACTGCCTTCATAGATAGAAGAT 0.50 
R295 GACCCTGTTCTAAGTACTTCCT 0.50 

D7S820 
F171 TGATAGAACACTTGTCATAGTTTAGAA 0.50 
R344 CTCATTGACAGAATTGCACCA 0.50 

D18S51 
F197 GTTGCTACTATTTCTTTTCTTTTTCTC 0.90 
R340 CTGAGTGACAAATTGAGACCTTG 0.90 

TPOX 
F112 CAGAACAGGCACTTAGGGAAC 0.35 
R198 TCCTTGTCAGCGTTTATTTGC 0.35 

D16S539 
F119 AATACAGACAGACAGACAGGTG 0.45 
R225 AGCATGTATCTATCATCCATCTCTG 0.45 

D8S1179 
F173 TTTTTGTATTTCATGTGTACATTCGT 0.90 
R275 GTAGATTATTTTCACTGTGGGGAA 0.90 

Amelogenin 
F181 CCTTTGAAGTGGTACCAGAGCAT 0.80 
R262 GCATGCCTAATATTTTCAGGGAATAA 0.80 

FGA 
F153 AAATAAAATTAGGCATATTTACAAGC 1.00 
R293 GCCAGCAAAAAAGAAAGGAA 1.00 

D13S317 
F183 TCTAACGCCTATCTGTATTTACAA 0.80 
R284 AGACAGAAAGATAGATAGATGATTGA 0.80 

D2S1338 
F128 TGGAAACAGAAATGGCTTGG 0.80 
R273 AGTTATTCAGTAAGTTAAAGGATTGC 0.80 

D21S11 
F161 AATTCCCCAAGTGAATTGCC 0.70 
R334 GGTAGATAGACTGGATAGATAGACGA 0.70 

Penta D 
F153 GCAAGACACCATCTCAAGAAAG 1.00 
R318 TGGTCATAACGATTTTTTTGAGA 1.00 

D3S1358 
F145 CAGTCCAATCTGGGTGACAG 0.50 
R266 ATCAACAGAGGCTTGCATGT 0.50 

TH01 
F117 GATTCCCATTGGCCTGTTC 0.50 
R216 CAGGTCACAGGGAACACAGA 0.50 

vWA 
F096 GAATAATCAGTATGTGACTTGGATTG 1.00 
R226 TGATAAATACATAGGATGGATGG 1.00 
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5. 다중중합효소연쇄반응 체계의 구축 

 

다중중합효소연쇄반응 체계를 수행하기 위한 혼합물에는 표 1의 최

종 농도에 해당하는 primer와 1 ng의 주형 DNA 및 4.5 U AmpliTaq 

Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems)가 포함되도록 하였고, 

2.5 ㎕의 Gold ST*R 10X Buffer (Promega)를 추가하였다. 혼합물의 

최종 부피는 멸균된 3차 증류수로 25 ㎕가 되도록 맞추어 첨가한 후 

잘 섞어주었다. 중합효소연쇄반응 전 혼합물은 Veriti® 96-Well 

Thermal Cycler (Applied Biosystems)에 장착하여, 95℃에서 11분간 

변성시키고 94℃에서 20초, 59℃에서 1분 30초, 72℃에서 60초의 조

건으로 33회 중합반응 후 최종적으로 60℃에서 45분간 반응시킨 후 

4℃에 잠시 보관하였다.  

앞서 선정된 최적의 효율을 나타내는 primer를 이용하여 증폭 시 

primer 간 간섭현상이 나타나지 않고 증폭산물이 균일하게 생성 되

는지 확인하기 위한 방법으로 forward 혹은 reverse primer중 하나

는 형광 primer를 사용하였고, 모세관전기영동 결과로부터 최상의 효

율을 나타내는 최적의 조합으로 선별하였다. NGS 분석을 위해 증폭

산물을 생성할 때에는 형광이 없는 일반 primer를 사용하였다. 
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6. 증폭산물의 정제 및 정도 관리(quality control) 

 

다중중합효소연쇄반응 후 얻어진 증폭산물의 정제는 효소정제법으

로 ExoSAP-IT® (USB, Cleveland, OH, USA) 10 ㎕를 증폭산물 25 

㎕에 더해 37℃에서 45분간 반응시킨 후, 80℃에서 15분간 처리하여 

1차 정제하였다. 그 후 사용된 ExoSAP-IT을 정제하고자 컬럼

(column) 정제 방법인 QIAquick® PCR purification Kit (Qiagen) 사용

하여 제조사의 지시대로 2차 정제한 후 순도(Purity)는 NanoDrop 

1000 spectrophotometer (Thermo. Fisher scientific, Waltham, MA, 

USA)를 이용하여 260nm와 280nm의 파장에서 흡광도를 측정하여 

순도를 평가하였다. 또한 증폭산물의 농도는 Quant-iT™ PicoGreen® 

dsDNA Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 

260nm 파장에서 농도가 정해진 표준물질의 흡광도로부터 표준곡선을 

구하고, 증폭산물에서 측정된 흡광도를 바탕으로 농도 값을 산출하였

다. 증폭산물의 크기 별 분포 확인은 2100 Bioanalyzer (Agilent 

Technologies, Palo Alto, CA, USA)을 이용하였다. 
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7. NGS 분석 

 

구축된 다중중합효소연쇄반응 체계를 이용하여 얻어진 증폭산물을 

대상으로 NGS 분석을 수행하기 위해 NGS 장비는 양 끝을 250 bp 

씩 읽을 수 있도록 하여 MiSeq™ (Illumina Inc., San Diego, CA, USA)

을 이용하였다. 실험과정은 기본적으로 제조사의 지시에 따라 제작되

었으며, 일부 실험 과정은 MiSeq 분석을 수행한 선행연구를 참고하

였다19. 

 

가. 라이브러리(library) 제작 

 

NGS 장비에 맞게 약 60 bp ~100 bp 길이의 특정염기서열로 구성

된 인식부분을 어댑터(adaptor)라고 하며 이를 증폭산물에 붙여 생성

된 절편을 라이브러리라고 한다. 라이브러리 제작은 다중중합효소연

쇄반응으로부터 생성된 최소 200 ng의 정제된 증폭산물을 이용하고 

TruSeq® Nano DNA Sample Preparation Kit (Illumina)를 사용하여 제

조사의 지시대로 라이브러리 제작을 수행하였다. 여러 시료를 한번에 

분석할 수 있도록 키트 내 포함된 다중인식자 (Index) 어댑터를 이용

하여 라이브러리를 제작하였다. 
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나. 제작된 라이브러리의 정제 및 정도 관리(quality control) 

 

어댑터와 증폭산물의 크기를 고려하여 원하는 크기의 라이브러리만

을 얻기 위한 정제법으로 구축단계 중 마지막 크기선별 정제법(Size 

selection)은 AMPure Bead (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)와 상

용화된 크기 별 표준 DNA인 O' GeneRuler™ Low Range DNA Ladder 

(Thermo. Fisher scientific)을 사용하였다. 

본 연구에서 생성되는 증폭산물의 크기를 고려하고 여러 비율의 비

드(bead)를 사용하였을 때 얻어지는 DNA 절편의 크기가 어떻게 되

는지 추가실험을 수행하여 결과를 확인하고 이로부터 어댑터 이량체

(dimer)인 100 bp 미만의 작은 절편을 제거할 수 있도록 정제한 후 

최종 라이브러리를 얻도록 하였다. 제작된 라이브러리를 정량 하기 

위해 KAPA Library Quantification Kit (KAPA Biosystems, Woburn, 

MA, USA)를 이용하여 제조사의 지시대로 라이브러리 정량을 수행하

였다. 

 

다. NGS 장비를 이용한 염기서열 분석 

 

구축된 라이브러리는 정량 값에 따라 10 pM의 농도로 동량 섞은 

후 250 bp씩 양 끝을 읽는(paired-end read) 방법으로 수행되었다. 

남녀 표준 DNA 단일시료로부터 구축된 라이브러리 2개, 1:1, 1:3, 

1:6, 1:9 혼합시료의 라이브러리 4개, 총 6개의 다중인식자가 붙은 
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라이브러리를 대상으로 Illumina Miseq Reagent Nano Kit (Illumina)

를 이용하여 제조사에 지시에 따라 분석하였다. 그리고 혼합시료를 

이용한 두 번째 분석에서는 대용량의 정보를 얻을 수 있는 

Illumina Miseq Reagent Kit (Illumina)을 이용하였으며, 한국인 10

명의 시료분석은 Illumina Miseq Reagent Nano Kit (Illumina)를 이

용하였다. 

 

8. NGS를 이용한 STR 대립유전자형 결정 및 자료 분석 

 

NGS 분석에서 생성되는 대량의 염기서열 정보를 효율적으로 분석

하기 위하여 참조서열(reference sequence)자료를 제작하였다. 

STRbase (http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase)로부터 현재까지 

알려진 STR 대립유전자의 반복수와 이들의 서열정보 및 human 

genome GRCh37/hg19 서열에 표시된 각 STR의 5´ 및 3´ 주변부 서

열(flanking region sequence)정보를 수집하였다. 이들을 바탕으로 어

떠한 primer 조합을 통해 얻어진 NGS 리드도 참조서열과의 정렬이 

가능하도록 STR 반복단위 주변부 서열의 길이가 500 bp ~ 550 bp가 

되도록 하면서 STR 5´ 주변부 서열, STR 반복단위 영역의 서열, STR 

3´ 주변부 서열을 각 대립 유전자 별로 Microsoft® Excel®의 매크로 

기능을 이용하여 조합하였다.  

획득한 자료의 NGS 자료 분석은 기본적으로 Warshauer 등20 이 법
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과학 영역에서 사용되는 STR 대립유전자형을 결정하기 위해 개발한 

STRait Razor 프로그램을 이용하여 NGS 자료를 분석하였으며, 제작

된 참조서열을 이용하여 Bowtie 2 program21으로 NGS 자료 분석을 

추가적으로 수행하였다.  

각 STR 대립유전자형에 대한 coverage 값은 참조서열정보에 따라 

전체 STR 영역의 서열을 가지고 있는 정렬된 리드 수로 계산하였다. 

또한 각 STR 대립유전자에 대한 염기서열을 바탕으로 한 반복구조의 

확인은 Integrative Genomics Viewer22,23 프로그램을 이용하였다. 

NGS 분석법으로 결정된 STR 대립유전자형을 기존의 CE 분석법을 

이용한 STR의 대립유전자형과 비교하기 위하여 단일시료 및 혼합시

료를 대상으로 AmpFℓSTR Identifiler® Kit (Applied Biosystems) 또는 

PowerPlex® Fusion System (Promega)를 이용하여 제조사의 지시에 

따라 중합효소연쇄반응을 수행한 후 ABI PRISM® 3130xl Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems)를 이용하여 분석하였다. 그 후에 ABI 

GeneMapper® ID software version 3.7 (Applied Biosystems)을 이용

하여 형광상측정법으로 내부크기표식자에 대한 상대적인 크기로 각각

의 대립유전자의 크기를 측정하여 대립유전자형을 결정하였다. 그리

고 CE 분석법으로 얻은 STR 대립유전자형과 NGS 분석법으로 얻은 

STR 대립유전자형의 결과가 일치하는지 비교하였다. 
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Ⅲ. 결과 

 

1. NGS 분석에 최적화된 새로운 다중중합효소연쇄반응 체계의 구축 

 

새로 구축된 다중중합효소연쇄반응 체계는 18개의 표지자(D5S818, 

TPOX, D18S51, D3S1358, D7S820, D21S11, TH01, vWA, D16S539, 

CSF1PO, D8S1179, D13S317, FGA, D2S1338, D19S433, Penta D, 

Penta E, Amelogenin)를 동시에 증폭할 수 있도록 하나의 다중중합효

소연쇄반응으로(single tube PCR reaction) 구성하였다.  

결과적으로 형광 primer를 사용한 새로운 다중중합효소연쇄반응의 

증폭산물을 CE 분석법으로 확인한 결과 70 bp ~ 210 bp 크기의 증폭

산물이 primer 간의 간섭현상 없이 균일하게 증폭된 것을 확인하였다

(그림 1). 또한 증폭산물은 Illumina사의 지시대로 라이브러리 제작을 

위한 증폭산물의 최소량 기준인 200 ng 이상, 순도는 1.7~2.0 범위로 

생성되었으며 라이브러리 제작 기준에 합당하였다. 
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그림 1. Capillary electrophoresis of new multiplex PCR system for 

NGS analysis. (A) The control male DNA of 2800M, (B) The control 

female DNA of 9947A. 

 

 

 

 

 

 

A.  

B.  
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2. NGS 분석 결과 

 

가. 라이브러리 제작 결과 

 

(1) 비드(bead)를 이용한 크기 별 정제 조건 설정  

 

본 연구에서 비드를 이용한 절편의 크기를 선택적으로 정제하는 

조건을 확립하기 위해 증폭산물과 비드의 비율을 1:1.0, 1:1.5, 1:1.8, 

1:2.0, 1:2.5로 설정하여 사용하는 비드 양에 따라 DNA ladder가 크

기 별로 정제된 결과를 확인하였다. 결과는 폴리아크릴아마이드 겔

(polyacrylamide gel)을 이용한 전기영동과 Bioanalyzer를 이용하여 

비드의 사용비율에 따라 절편의 크기가 선택적으로 제거된 결과를 

확인하였다. 그 결과 증폭산물과 비드의 비율이 1:1.0 인 경우에 약 

200 bp 미만 크기의 절편이 대부분 제거 되었으며, 1:2.0 일 때에는 

약 100 bp 미만의 작은 절편을 선택적으로 제거할 수 있었다(그림 

2). 
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그림 2. Results of beads ratio for size selection. (A) 12% 

Polyacrylamide gel electrophoresis, (B) Bioanalyzer High 

sensitivity chip result. 

B.  

A.  
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(2) Illumina MiSeq 분석용 라이브러리 제작 결과 

 

 본 연구에서 사용한 단일시료인 표준 DNA 2800M, 9947A, 그리고 

1:1, 1:3, 1:6, 1:9의 비율로 혼합된 시료의 증폭산물로부터 Illumina 

사의 지시대로 라이브러리 제작을 수행하였으며 구축된 라이브러리를 

그림 3과 같이 Bioanalyzer 상에서 확인할 수 있었다. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

그림 3. Electropherogram of constructed libraries for MiSeq 

sequencing on 2100 Bioanalyzer with DNA 1000 chip. 

A. 2800M                       B. 9947A              

C. 1:1 mixture                   D. 1:3 mixture   

E. 1:1 mixture                    F. 1:3 mixture   
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또한 라이브러리 구축과정에서 비드의 사용 비율을 다르게 설정한 두 

가지 실험 방법으로부터 그림 4와 같이 라이브러리를 생성하였다. 그

림 4에서 A~D는 1.5X의 비율로 비드를 사용하였고(set 1), E~H는 

1.3X의 비율로 비드를 사용하여 라이브러리를 구축하였다. Set 1의 결

과로 어댑터 이량체로 생각되는 약 120~130 bp 크기의 절편이 확인 

되었고, set 2의 결과는 어댑터 이량체는 확실하게 제거가 되었으나 

set 1의 결과와 비교하였을 때 보다 약 200 bp 근처의 라이브러리가 

조금 손실 되었음을 Bioanalyzer 상에서 확인하였다. 
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그림 4. Electropherogram of constructed libraries for MiSeq 

sequencing on 2100 Bioanalyzer with high sensitivity chip. (A)~(D) 

The results of libraries with 1.5Χ bead ratio, (E)~(H) the results of 

libraries with 1.3Χ beads ratio. 

  

A. 1:1 mixture B. 1:3 mixture 

C. 1:6 mixture D. 1:9 mixture 

E. 1:1 mixture 

G. 1:6 mixture H. 1:9 mixture 

F. 1:3 mixture 
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나. NGS 장비를 이용한 시퀀싱 결과 

 

제작된 라이브러리의 양 끝(paired-end)을 250 bp씩 읽는 페어드 

엔드(paired-end) 시퀀싱을 수행한 후 획득한 리드 수는 총 593,795

개였다. 또한 다중인식자 종류에 따라 자료를 분류한 결과 2800M은 

92,945개, 9947A는 90,973개, 1:1 혼합시료는 115,617개, 1:3 혼합시

료는 95,977개, 1:6 혼합시료는 97,931개, 그리고 1:9로 혼합된 시료

는 100,352개로 여섯 시료 간의 리드 수는 비교적 고르게 얻었다. 혼

합시료를 분석한 결과에서도 획득한 총 리드 수는 12,233,303개로 

다중인식자 종류에 따라 분류한 결과는 표 2와 같았고 마찬가지로 8

개의 시료 간의 리드 수는 비교적 고르게 얻었음을 확인하였다. 또한 

Amelogenin을 포함한 모든 유전자 좌의 coverage 산정을 위해서 

Bowtie 2 program을 이용하여 각각의 STR 대립유전자에 따라 얻은 

리드 수의 분포를 표 3에 나타내었다.  

 

표 2. The number of reads for each sample from MiSeq data 

 

 

 

 

 

 

 

 

Experimental setup Sample Total reads 

Set 1 

1:1 mixture 1,946,076 

1:3 mixture 1,595,523 

1:6 mixture 1,654,670 

1:9 mixture 1,530,605 

Set 2 

1:1 mixture 1,490,212 

1:3 mixture 1,252,182 

1:6 mixture 1,403,656 

1:9 mixture 1,358,935 
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표 3. Read counts of 17 STR loci in each sample by Bowtie 2 

program 

 

결과적으로 모든 유전자 좌에서 최소 300 여 개부터 최대 20,000 

여 개의 리드를 얻었다. D2S1338, D7S820, D19S433, D21S11에서 

얻은 리드 수가 약 10,000개 이상으로 높은 coverage를 얻었으나, 

D5S818, D13S317, D16S539, CSF1PO, TH01, TPOX 에서는 약 

1000개~2000 여 개로 비교적 낮은 coverage 값을 가지는 것으로 

나타났고 Amelogenin은 약 500개도 미치지 못하는 것으로 확인되었

다. 표 3의 결과를 참고하여 primer 농도 조절 및 교체, 그리고 라이

브러리 구축 과정 중에 사용된 비드의 비율을 1.0X에서 1.3X, 1.5X로 

STRs 2800M 9947A 1:1 
mixture 

1:3 
mixture 

1:6 
mixture 

1:9 
mixture 

D2S1338 15582 8719 21407 13274 15895 14403 
D3S1358 11169 7463 12620 9967 8233 7261 
D5S818 1009 2624 1317 2733 1646 1462 
D7S820 18411 16996 20183 18011 19504 18753 
D8S1179 3182 3459 4036 3728 3601 3366 
D13S317 1193 3101 2049 2142 2018 1647 
D16S539 2858 3393 3503 3198 2655 2612 
D18S51 7811 10896 9941 9458 10145 11202 
D19S433 19211 14865 22946 15391 19053 19255 
D21S11 18480 18343 24119 17555 16982 18621 
CSF1PO 874 1772 1322 1639 1315 1040 

FGA 6319 11412 8650 9128 9776 10121 
Penta D 6256 7847 8104 8968 8631 9424 
Penta E 8487 5306 11736 8809 6339 7056 
TH01 1844 1216 1730 2169 1494 1421 
TPOX 2312 1227 1914 2220 1323 1170 
vWA 4711 5262 5136 4966 4775 4759 

Amelogenin 449 408 374 604 313 304 
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변경한 두 set의 라이브러리를 구축하였고(그림 4) 그 결과 그림 5에

서와 같이 D13S317, CSF1PO를 제외하고 비교적 고른 수의 리드를 

확인할 수 있었다. 또한 set 1, 2의 결과 중 라이브러리 제작 과정에

서 비드의 비율을 1.3Χ로 사용한 set 2의 결과가 1.5X를 사용한 set 

1의 결과보다 비교적 고른 리드를 얻었음을 확인하였다.
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그림 5. Read counts from NGS data on MiSeq. Blue bars = the data 

from library followed by protocol (1.0X), Green bars = the data 

from the library with 1.5X beads ratio, Orange bars = the data 

from the library with 1.3X beads ratio.  

B. 1:3 mixture 

C. 1:6 mixture 

D. 1:9 mixture 

A. 1:1 mixture 

3rd 1:1

2nd 1:1

1st 1:1
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307509
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vWA

76899

94112
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D3S1358

134369

189819
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D5S818

76052

104231

1646

D7S820

118660

167755

19504

D8S1179

136263

139630

3601

D13S317

57505

48644

2018

D16S539

131961

145242

2655

D18S51
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139393

10145

D19S433

127272
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19053

D21S11
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66639

137892

1494

TPOX

83350

208250

1323

vWA

71313

80352

4775

Amelo

47549

141189

313

3rd 1:9

2nd 1:9

1st 1:9

D2S1338

126630

106021

14403

D3S1358

139138

164935

7261

D5S818

79856

116588

1462

D7S820

97586

83819

18753

D8S1179

116156

179346

3366

D13S317

45758

61977

1647

D16S539

159668

147780

2612

D18S51

150528

137770

11202

D19S433

92500

125091

19255

D21S11

176258

112717

18621

CSF1PO

35072

62362

1040

FGA

99708

68404

10121

Penta_D

115228

95114

9424

Penta_E

101638

101299

7056

TH01

64562

190032

1421

TPOX

64428

241663

1170

vWA

78672

75276

4759

Amelo

43222

137494

304

- 29 - 



3. NGS 자료의 STR 대립유전자형 결정 결과 

 

NGS에서 생성된 리드를 각각 STR 유전자 좌에 따라 나누었으며 

각 시료 분석 시 얻어진 coverage 수를 기반으로 하여 정확하게 

STR 유전자형을 결정할 수 있도록 분석 기준 값을 설정하였다. 분

석 기준 값은 하나의 STR 유전자 좌에서 얻어진 coverage (STR 

locus coverage)중 STR 대립유전자형의 coverage (allele 

coverage)의 백분율을 계산하여 단일시료 분석에서는 20%, 1:1, 

1:3, 1:6 의 비율로 혼합된 시료에서는 10%의 기준을 적용하였고 

1:9 혼합시료는 5%의 기준을 적용하였다(그림 6). 또한 실제 대립

유전자(true allele)보다 한 반복수 적게 혹은 많게 나타나는 stutter

를 배제하기 위해 일반적으로 STR 분석에 사용하는 기준 값인 

15%를 적용하여 main allele의 coverage 값에 비해 15% 적게 나

타난 대립유전자형은 stutter로 간주하고 분석을 수행하였다. 
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그림 6. Example of STR allele determination from acquired 

coverage data. STR alleles determined by applying a coverage 

threshold of 20% for the single source, 10% for the 1:1, 1:3, 1:6 

mixtures, and 5% for the 1:9 mixture. 
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18개의 표지자를 대상으로 NGS 분석을 수행한 후, 앞서 설정한 분

석 기준 값 및 stutter 기준 값을 적용하여 각각의 STR 대립유전자

형을 결정하였고 그 결과 2800M과 9947A 표준 DNA의 증폭산물을 

대상으로 NGS 분석법으로 결정한 STR 대립유전자형은 CE 분석법으

로부터 결정된 대립유전자형과 완전히 일치하였다(표 4).  

 

표 4. Result of STR genotyping in two single sources from NGS data 

 

 

 

 

STRs 
2800M 9947A 

CE NGS CE NGS 
D2S1338 22, 25 22, 25 19, 23 19, 23 
D3S1358 17, 18 17, 18 14, 15 14, 15 
D5S818 12 12 11 11 
D7S820 8, 11 8, 11 10, 11 10, 11 

D8S1179 14, 15 14, 15 13 13 
D13S317 9, 11 9, 11 11 11 
D16S539 9, 13 9, 13 11, 12 11, 12 
D18S51 16, 18 16, 18 15, 19 15, 19 

D19S433 13, 14 13, 14 14, 15 14, 15 
D21S11 29, 31.2 29, 31.2 30 30 
CSF1PO 12 12 10, 12 10, 12 

FGA 20, 23 20, 23 23, 24 23, 24 
Penta D 12, 13 12, 13 12 12 
Penta E 7, 14 7, 14 12, 13 12, 13 
TH01 6, 9.3 6, 9.3 8, 9.3 8, 9.3 
TPOX 11 11 8 8 
vWA 16, 19 16, 19 17, 18 17, 18 

Amelogenin X, Y X, Y X X 
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혼합시료를 분석한 결과에서는 비교적 고른 수의 리드를 얻은 set 

2의 자료를 분석하였으며 결과적으로 1:1, 1:3 혼합시료의 결과에서는 

모든 대립유전자형이 정확하게 결정되었다(표 5). 그러나 1:6 혼합시

료에서는 D18S51의 대립유전자형 16이 손실(allele drop-out)된 것

과 같은 결과를 나타내었다. 이는 분석 기준 값인 10%에 미치지 못

하는 8.05%의 coverage를 가지는 것으로 나타났다. 또한 1:9 혼합시

료에서는 D8S1179의 대립유전자형 12가 마치 대립유전자형이 유입

(allele drop-in)된 것과 같은 결과가 나타났으며, 이는 분석 기준 값

인 5%보다 높은 11.4%로 나타났다. D16S539에서는 대립유전자 10

이 6.68%, D18S51에서는 대립유전자 14가 6.67%로 나타났고, 이는 

각각의 실제 대립유전자형(true allele)과 비교하여 stutter의 기준 값

인 15%가 약간 넘는 coverage 값을 가지고 있었다(표 5). 
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표 5. Result of STR genotyping in various ranges of mixed ratio 

samples from NGS data  

 

Coverage threshold: 10% of total coverage for 1:1, 1:3, and 1:1 mixtures 

and 5% of total coverage for 1:9 mixture. Allele in parenthesis presents 

true allele with coverage value less than 10% coverage threshold. 

Alleles in square present unexpected allele more than coverage 

threshold. 
 

 

 

 

 

STRs CE result 
NGS data 

1:1 mixture 1:3 mixture 1:6 mixture 1:9 mixture 
D2S1338 19, 22, 23, 25 19, 22, 23, 25 19, 22, 23, 25 19, 22, 23, 25 19, 22, 23, 25 
D3S1358 14, 15, 17, 18 14, 15, 17, 18 14, 15, 17, 18 14, 15, 17, 18 14, 15, 17, 18 
D5S818 11, 12 11, 12 11, 12 11, 12 11, 12 
D7S820 8, 10, 11 8, 10, 11 8, 10, 11 8, 10, 11 8, 10, 11 
D8S1179 13, 14, 15 13, 14, 15 12, 13, 14, 15 12, 13, 14, 15 12, 13, 14, 15 
D13S317 9, 11 9, 11 9, 11 9, 11 9, 11 
D16S539 9, 11, 12, 13 9, 11, 12, 13 9, 11, 12, 13 9, 11, 12, 13 9, 10, 11, 12, 13 
D18S51 15, 16, 18, 19 15, 16, 18, 19 15, 16, 18, 19 15, (16), 18, 19 14, 15, 16, 18, 19 
D19S433 13, 14, 15 13, 14, 15 13, 14, 15 13, 14, 15 13, 14, 15 
D21S11 29, 30, 31.2 29, 30, 31.2 29, 30, 31.2 29, 30, 31.2 29, 30, 31.2 
CSF1PO 10, 12 10, 12 10, 12 10, 12 10, 12 

FGA 20, 23, 24 20, 23, 24 20, 23, 24 20, 23, 24 20, 23, 24 
Penta D 12, 13 12, 13 12, 13 12, 13 12, 13 
Penta E 7, 12, 13, 14 7, 12, 13, 14 7, 12, 13, 14 7, 12, 13, 14 7, 12, 13, 14 
TH01 6, 8, 9.3 6, 8, 9.3 6, 8, 9.3 6, 8, 9.3 6, 8, 9.3 
TPOX 8, 11 8, 11 8, 11 8, 11 8, 11 
vWA 16, 17, 18, 19 16, 17, 18, 19 16, 17, 18, 19 16, 17, 18, 19 16, 17, 18, 19 
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4. STR 반복단위 영역 내부의 염기서열 변이 확인 

 

NGS 분석 결과로부터 STR 대립유전자형은 물론 부가적으로 얻을 

수 있는 STR 반복단위 영역 내부의 염기서열 변이를 IGV program을 

이용하여 확인하였다. 결과적으로 본 연구에서 사용된 표준 DNA 시

료인 2800M과 9947A에서 확인된 염기서열 변이는 D2S1338, 

D8S1179, D21S11, D3S1358, vWA에서 관찰되었다. 이들을 제작된 

참조서열과 비교하여 염기서열 변이를 그림 7~11에 차례대로 나타내

었다.  

 

D2S1338의 대립유전자는“[TGCC]7[TTCC]n-10[GTCC][TTCC]2”

의 구조를 가지는데, NGS 분석 자료로부터 D2S1338의 염기서열 변

이를 조사한 결과 9947A 시료의 19 대립유전자의 반복단위 서열 중 

[GTCC]에서 guanine이 thymine으로 바뀌었다(그림 7). 이를 미국국

립생물정보센터(NCBI)에 축적된 SNP 정보 (http://www.ncbi.nlm.nih 

.gov/projects/SNP/)에서 dbSNP build 138 자료를 통해 확인한 결과 

G>T (rs9678338) SNP임을 확인하였다. 
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그림 7. DNA sequences of D2S1338 alleles in the two control DNA 

samples. Primer sequences and flanking region were deleted in this 

figure. Blue letters=core repeat unit and orange letters = repeat 

units, pink letters = non-repeat region, red letters with bold = 

observed sequence variation. 

 

마찬가지로 D3S1358 유전자 좌의 경우에서는 두 표준 DNA 시료

의 대립유전자형은 모두 다른 이형접합자이나 [TCTA]로 나타나야 

하는 중심반복 부분이 아닌 [TCTG] 수가 차이 나는 것을 확인하였

다. 붉은색으로 표기한 염기서열 변이는 각각 A>G (rs77577482), 

A>G (rs71325067) SNP 임을 확인하였다(그림 8). 
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그림 8. DNA sequences of D3S1358 alleles in the two control DNA 

samples. 

 

D8S1179의 염기서열 변이를 조사한 결과 중심반복단위는 

[TCTA]로 참조서열과 정렬 하였을 때 13 대립유전자형과 15 대립 

유전자형에서 염기서열 변이가 확인되었다(그림 9). NCBI의 dbSNP 

138의 정보를 통해 확인한 결과 각각 순서대로 G>A (rs13265375), 

A>G (rs111782616) SNP 임을 확인하였다. 이로부터 D8S1179 유전

자 좌에서는 9947A 여성 표준 DNA 시료는 13, 13으로 동형접합자

(homozygote)를 가지나 반복단위 내부의 염기서열 변이를 조사한 결

과 각각 다른 이형접합자(heterozygote)인 13a, 13b로 구분할 수 있

었다. 
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그림 9. DNA sequences of D8S1179 alleles in the two control DNA 

samples. 

 

D21S11 유전자 좌에서는 두 시료 모두 이형접합자로 기존의 참조서열

과 달리 중심반복 단위인 [TCTA]의 수에서 차이가 확인되었다. 

2800M 시료에서는 31.2, 9947A의 30 대립유전자에서 세 개의 염기서

열변이가 확인되었고 이들은 각각 G>A (rs13049099), G>A 

(rs200026324), A>G (rs13050496) SNP임을 확인하였다(그림 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 10. DNA sequences of D21S11 alleles in the two control DNA 

samples. 

D8S1179 

D21S11 
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vWA에서 참조서열의 반복구조는 “[TCTA][TCTG] 5 [TCTA] 11 

[TCCA][TCTA]”을 가지고 있는데, 2800M과 9947A의 염기서열변

이는 두 번째 반복단위인 [TCTG]에서 마지막 guanine이 adenine으

로 바뀌면서 마치 두 번째 반복단위인 [TCTG]의 반복수가 달라지는 

것처럼 확인되었다. 이 변이는 그림 11에서 붉은 색 서식으로 표시한 

adenine으로 순서대로 각각 G>A (rs216871), A>G (rs112652289) 

SNP임을 확인하였다(그림 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 11. DNA sequences of vWA alleles in two control DNA 

samples. 
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5. 한국인에서의 염기서열 변이 확인 결과 

 

한국인 10명을 대상으로 STR 영역 내에 나타날 수 있는 염기서열 

변이를 확인하고자 NGS 자료를 얻었으며 시료 별 최소 89,068개의 

리드부터 최대 111,096개의 리드를 얻어 결과적으로 10명에 대해서 

시료 간 차이는 있지만 각 유전자 좌에서 비교적 고른 양의 자료를 

얻었다(표 6). 또한 Powerplex Fusion kit를 이용하여 CE 분석법으로 

얻은 STR 대립 유전자형과 NGS 분석 후 얻은 STR 대립유전자형과 

완전히 일치하였으며 표 7에 나타내었다.  

 

표 6. Read counts of 17 STR loci in 10 Koreans by Bowtie 2 program 

STRs Korean 
01 

Korean 
02 

Korean 
03 

Korean 
04 

Korean 
05 

Korean 
06 

Korean 
07 

Korean 
08 

Korean 
09 

Korean 
10 

D2S1338 9876 9362 11205 7789 10406 7754 13320 15533 8790 10092 
D3S1358 15442 15296 13535 12032 14588 12588 10366 13576 11036 12550 
D5S818 8303 9366 7020 8739 10025 7399 7567 6433 6591 7189 
D7S820 9127 7823 10206 8779 11699 8832 10356 9528 6670 6840 
D8S1179 8427 11076 8410 7932 10353 8225 6540 8538 7885 9926 
D13S317 5257 5133 6005 6246 6915 6740 4311 5892 3794 6040 
D16S539 11919 13650 9877 11787 13725 12353 10595 12135 9812 10180 
D18S51 7686 8749 21026 20642 10901 6182 8350 6798 17798 8262 
D19S433 8499 8674 8346 6148 8754 6282 7238 11823 8937 7468 
D21S11 8566 11078 4818 7008 7264 8608 7242 4129 7105 1202 
CSF1PO 3138 2802 3620 3854 3925 3404 4383 4857 2986 3921 
FGA 5174 5937 6020 7704 5461 3909 6226 4036 4787 4420 
Penta D 6538 7628 8659 9959 8378 6911 6859 10523 9613 10573 
Penta E 3586 7623 6893 9994 6286 7329 4358 6478 11150 11343 
TH01 9444 12437 9443 10171 13490 12604 9493 16174 9519 11488 
TPOX 12083 14255 11081 11202 17620 15563 13217 17313 12922 15976 
VWA 5628 7461 6231 5004 5523 5352 7566 5983 6121 6024 
Amelogenin 6748 8388 7152 8074 11754 8046 8370 8361 9888 12014 
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표 7. Result of STR genotyping in 10 Koreans from NGS data 

STRs 
Korean 01 Korean 02 Korean 03 Korean 04 Korean 05 

CE NGS CE NGS CE NGS CE NGS CE NGS 
D2S1338 19, 20 19, 20 20, 23 20, 23 18, 23 18, 23 17 17 17, 21 17, 21 
D3S1358 16, 17 16, 17 15, 17 15, 17 14, 15 14, 15 16 16 15, 16 15, 16 
D5S818 9, 12 9, 12 10, 13 10, 13 11, 12 11, 12 11, 12 11, 12 9, 13 9, 13 
D7S820 11, 12 11, 12 9, 11 9, 11 8, 12 8, 12 10, 13 10, 13 12 12 

D8S1179 14, 15 14, 15 10, 14 10, 14 15 15 10, 13 10, 13 13 13 
D13S317 10, 12 10, 12 8, 9 8, 9 8, 12 8, 12 8, 10 8, 10 11, 12 11, 12 
D16S539 9 9 12 12 9, 11 9, 11 11, 12 11, 12 9, 12 9, 12 
D18S51 15, 17 15, 17 16, 18 16, 18 15, 23 15, 23 15, 24 15, 24 13, 18 13, 18 

D19S433 14, 15.2 14, 15.2 12.2, 13 12.2, 13 13, 14 13, 14 14.2, 15 14.2, 15 13, 15.2 13, 15.2 
D21S11 29, 32.2 29, 32.2 30.2, 32.2 30.2, 32.2 29, 30 29, 30 29, 32.2 29, 32.2 30, 31 30, 31 
CSF1PO 10, 11 10, 11 10, 12 10, 12 11, 12 11, 12 10, 12 10, 12 12 12 

FGA 24 24 23, 25 23, 25 20, 22 20, 22 24 24 22, 24 22, 24 
Penta D 9 9 9 9 9, 10 9, 10 9 9 11 11 
Penta E 11, 12 11, 12 10, 15 10, 15 11, 15 11, 15 18, 22 18, 22 14, 15 14, 15 
TH01 7, 9 7, 9 9.3, 10 9.3, 10 9, 10 9, 10 7 7 7, 9 7, 9 
TPOX 8, 12 8, 12 8 8 11 11 8 8 9, 11 9, 11 
vWA 17, 18 17, 18 17, 19 17, 19 17, 18 17, 18 17 17 18 18 

Amelogenin X X X X X, Y X, Y X X X, Y X, Y 
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표 7. Cont. 

STRs 
Korean 06 Korean 07 Korean 08 Korean 09 Korean 10 

CE NGS CE NGS CE NGS CE NGS CE NGS 
D2S1338 17, 19 17, 19 18, 24 18, 24 20, 25 20, 25 21, 23 21, 23 22, 24 22, 24 
D3S1358 15, 16 15, 16 15 15 14, 16 14, 16 15, 17 15, 17 15 15 
D5S818 10, 11 10, 11 9, 10 9, 10 9, 13 9, 13 9 9 12, 13 12, 13 
D7S820 8, 12 8, 12 11, 12 11, 12 8, 12 8, 12 12, 13 12, 13 10, 11 10, 11 

D8S1179 12, 14 12, 14 12, 15 12, 15 14, 15 14, 15 14, 15 14, 15 13, 14 13, 14 
D13S317 8, 9 8, 9 8, 13 8, 13 8 8 8, 10 8, 10 10, 11 10, 11 
D16S539 10, 11 10, 11 9, 11 9, 11 9, 10 9, 10 9, 11 9, 11 11, 12 11, 12 
D18S51 13, 14 13, 14 16, 19 16, 19 12, 14 12, 14 11, 19 11, 19 13, 15 13, 15 

D19S433 14.2, 15 14.2, 15 12, 13 12, 13 13, 15.2 13, 15.2 11.2, 14 11.2, 14 14, 14.2 14, 14.2 
D21S11 29, 33.2 29, 33.2 29 29 30, 32.2 30, 32.2 30 30 29 29 
CSF1PO 10, 12 10, 12 11, 12 11, 12 10, 12 10, 12 10, 12 10, 12 11 11 

FGA 22, 25 22, 25 23 23 24 24 22, 23 22, 23 23, 25 23, 25 
Penta D 9, 10 9, 10 9, 11 9, 11 8, 10 8, 10 9, 10 9, 10 9, 12 9, 12 
Penta E 8, 15 8, 15 12, 15 12, 15 13, 19 13, 19 14, 20 14, 20 17, 22 17, 22 
TH01 9, 9.3 9, 9.3 9 9 6, 9.3 6, 9.3 9 9 9, 9.3 9, 9.3 
TPOX 8, 11 8, 11 8 8 11, 12 11, 12 8, 11 8, 11 8, 11 8, 11 
vWA 17, 18 17, 18 14, 19 14, 19 17, 18 17, 18 14, 17 14, 17 14, 16 14, 16 

Amelogenin X, Y X, Y X, Y X, Y X X X, Y X, Y X, Y X, Y 
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이들의 NGS 정보부터 자료를 조사한 결과 D2S1338, D3S1358, 

D8S1179, D21S11, vWA에서 염기서열 변이가 관찰되었다. 위 STR 

표지자는 앞서 표준 DNA를 대상으로 조사된 염기서열 변이가 확인

된 표지자와 일치하였으나 확인된 염기서열 변이 외에도 추가적으로 

확인되었고 이를 바탕으로 표 8~12에 이들의 반복구조를 표시하였

다. 

D2S1338에서는 참조서열의  대립유전자형  23은  “[TGCC] 7 

[TTCC]13[GTCC]1[TTCC]2” 로 나타나며 [TGCC]의 guanine이 

thymine으로 바뀌면서 [TTCC]로 변하는 G>T (rs62182233), G>T 

(rs6736805) 두 개의 SNP이 확인되었다. 또한 [GTCC]에서 

guanine이 thymine으로 바뀌면서 [TTCC]로 나타나는 SNP인 G>T 

(rs9678338)가 확인되었다. 추가적으로 [TTCC]에서 첫 번째 

cytosine이 thymine으로 바뀌어 [TTTC]로 나타나는 SNP이 확인 

되었는데 이는 아직 보고되지 않은 SNP임을 확인하였다(표 8). 결과

적으로 10개의 한국인 시료에서 관찰된 D2S1338의 대립유전자형은 

CE 분석 결과로 9개 나타났지만 NGS 분석결과로 염기서열 변이를 

확인한 결과 총 14개의 대립유전자형으로 세분화할 수 있었다. 
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표 8. STR structures of D2S1338 alleles in 10 Koreans 
 

Allele Repeat structure 

Ref_23 [TGCC]7 [TTCC]13 GTCC [TTCC]2 

17 [TGCC]6 [TTCC]11 
18a [TGCC]6 [TTCC]12 
18b [TGCC]7 [TTCC]11 

19a [TGCC]6 [TTCC]13 
19b [TGCC]7 [TTCC]12 
20a [TGCC]7 [TTCC]2 TTTC [TTCC]10 

20b [TGCC]7 [TTCC]13 
21a [TGCC]7 [TTCC]2 TTTC [TTCC]11 
21b [TGCC]7 [TTCC]14 

22 [TGCC]7 [TTCC]12 GTCC [TTCC]2 
23 [TGCC]7 [TTCC]13 GTCC [TTCC]2 
24a [TGCC]5 [TTCC]16 GTCC [TTCC]2 

24b [TGCC]6 [TTCC]15 GTCC [TTCC]2  

25 [TGCC]7 [TTCC]15 GTCC [TTCC]2 

 

D3S1358, D8S1179, D21S11에서는 표준 DNA 시료와 마찬가지

로 D3S1358에서 A>G (rs77577482), A>G (rs71325067) SNP이 

확인되었고, D8S1179에서는 G>A (rs13265375), A>G 

(rs111782616), D21S11은 G>A (rs13049099), G>A 

(rs200026324), A>G (rs13050496)가 확인되었으며 이들을 각각 

표 9~11에 순서대로 나타내었다. D3S1358에서는 CE 분석법의 결

과로 4개의 대립유전자형을 얻었으며 NGS 분석 결과로는 6개의 

대립유전자형을 얻었다. 마찬가지로 D8S1179는 CE 결과로 5개의 

대립유전자형을 9개로, D21S11은 6개에서 11개로 세분화된 대립유

전자형을 얻을 수 있었다.  
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표 9. STR structures of D3S1358 alleles in 10 Koreans 
 

Allele Repeat structure 

Ref_16 TCTA TCTG [TCTA]14 

14 TCTA [TCTG]2 [TCTA]11 
15a TCTA TCTG [TCTA]13 
15b TCTA [TCTG]2 [TCTA]12 
16a TCTA [TCTG]2 [TCTA]13 
16b TCTA [TCTG]3 [TCTA]12 
17a TCTA [TCTG]2 [TCTA]14 
17b TCTA [TCTG]3 [TCTA]13 

 

표 10. STR structures of D8S1179 alleles in 10 Koreans 
 

Allele Repeat structure 

Ref_13 TCTA TCTG [TCTA]11 

10 [TCTA]10 
12 [TCTA]12 
13a [TCTA]13 
13b TCTA TCTG [TCTA]11 
14a TCTA TCTG [TCTA]12 
14b [TCTA]2 TCTG [TCTA]11 
15a TCTA TCTG [TCTA]13 
15b [TCTA]2 TCTG [TCTA]12 
15c [TCTA]15 
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표 11. STR structures of D21S11 alleles in 10 Koreans 
 

Allele Repeat structure 

Ref_29 [TCTA]4 [TCTG]6 [TCTA]3 TA [TCTA]3 TCA [TCTA]2 TCCA TA [TCTA]11 

29a [TCTA]4 [TCTG]6 [TCTA]3 TA [TCTA]3 TCA [TCTA]2 TCCA TA [TCTA]11 

29b [TCTA]5 [TCTG]6 [TCTA]3 TA [TCTA]3 TCA [TCTA]2 TCCA TA [TCTA]10 

29c [TCTA]6 [TCTG]5 [TCTA]3 TA [TCTA]3 TCA [TCTA]2 TCCA TA [TCTA]10 

30a [TCTA]5 [TCTG]5 [TCTA]3 TA [TCTA]2 TCA [TCTA]2 TCCA TA [TCTA]13 

30b [TCTA]5 [TCTG]6 [TCTA]3 TA [TCTA]3 TCA [TCTA]2 TCCA TA [TCTA]11 

30c [TCTA]6 [TCTG]5 [TCTA]3 TA [TCTA]3 TCA [TCTA]2 TCCA TA [TCTA]11 

30.2 [TCTA]5 [TCTG]6 [TCTA]3 TA [TCTA]3 TCA [TCTA]2 TCCA TA [TCTA]10 TA 
TCTA 

31 [TCTA]6 [TCTG]5 [TCTA]3 TA [TCTA]3 TCA [TCTA]2 TCCA TA [TCTA]12 

32.2a 
[TCTA]5 [TCTG]6 [TCTA]3 TA [TCTA]3 TCA [TCTA]2 TCCA TA [TCTA]12 TA 
TCTA 

32.2b [TCTA]5 [TCTG]6 [TCTA]3 TA [TCTA]4 TCA [TCTA]2 TCCA TA [TCTA]11 TA 
TCTA 

33.2 [TCTA]5 [TCTG]6 [TCTA]3 TA [TCTA]3 TCA [TCTA]2 TCCA TA [TCTA]13 TA 
TCTA 

 

vWA에서 관찰된 염기서열 변이는 [TCTG]에서 guanine이 

adenine으로 바뀌어 [TCTA]로 나타나는 G>A (rs216871) SNP만 관

찰이 되었으며 대립유전자형 14에서 참조서열의 반복구조와는 다른 

구조가 관찰되었다(표 12). 

 

표 12. STR structures of vWA alleles in 10 Koreans 
 

Allele Repeat structure 

Ref_17 TCTA [TCTG]5 [TCTA]11 TCCA TCTA 

14 TCTA TCTG TCTA [TCTG]4 [TCTA]3 TCCA [TCTA]3 

16 TCTA [TCTG]4 [TCTA]11 TCCA TCTA 

17 TCTA [TCTG]4 [TCTA]12 TCCA TCTA 
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18 TCTA [TCTG]4 [TCTA]13 TCCA TCTA 

19 TCTA [TCTG]4 [TCTA]14 TCCA TCTA 

 

6. 혼합시료의 NGS 분석 결과 

 

가. NGS 자료의 혼합 비율 추정 결과  

 

혼합시료의 비율을 추정하기 위하여 각 대립유전자에 대해 이론적

으로 얻을 수 있는 비율 및 기존 CE 분석법으로 얻은 피크 높이

(peak height)에 따라 얻은 비율, 그리고 NGS 분석 후 얻은 

coverage 값으로부터 추정한 혼합비율을 조사하여 실제 혼합비율과 

비교해 보았다. 혼합시료를 이용하여 기존 CE 분석법으로부터 혼합비

율을 얻고자 Identifiler kit를 이용하였으며 결과적으로 15개의 STR 

유전자 좌에 대해서 대립유전자의 혼합비율을 산정해 보았다(그림 

12~15). 그림 12은 1:1로 혼합된 남녀 표준 DNA 시료의 혼합비율

을 비교한 결과를 나타낸 그래프이다. 두 시료의 혼합된 비율에 따라 

이론적으로 나타날 수 있는 비율을 구하여 붉은색 막대그래프로 나타

내어 보았고, CE 분석법으로 얻은 각 STR 대립유전자형의 피크높이

로부터 산출한 혼합비율을 초록색 막대그래프로, NGS 분석결과로 얻

어진 coverage 수에 기초한 혼합비율을 파란색 막대그래프로 표시하

였다. 그 결과 NGS 분석결과로 얻어진 혼합비율 (파란색 막대)은 이

론적으로 얻은 혼합비율 (붉은색 막대)과는 일치하지 않았지만, CE 분
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석법으로 얻은 결과 (초록색 막대) 와는 대체적으로 비슷한 비율을 

나타냈음을 확인하였다.  
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그림 12. Comparison of mixed ratio from 1:1 mixed sample.  

Red bars = theoretical mixed ratio, green bars = mixed ratio based 

on the peak height from CE, blue bars = mixed ratio based on the 

coverage from NGS data. X-axis = STR allele, Y-axis = ratio. 

이어서 그림 13 은 1:3으로 혼합된 DNA 시료의 비율을 산출한 결

과이다. 그 결과 앞서 1:1 혼합시료와 마찬가지로 이론적인 혼합비율

과는 다르게 CE 분석법으로 산출한 혼합비율과 NGS 분석법으로 산

출한 혼합비율이 대체적으로 비슷한 양상을 보이는 것으로 확인하였

다. 그리고 D2S1338, D3S1358, D16S539, D18S51, vWA는 두 시료

에서 모두 이형접합체(heterozygote)로 이론상으로는 2800M의 대립

유전자형을 A, B, 9947A의 대립유전자형을 C, D라고 한다면 A:B:C:D

는 1:1:3:3 로 나타나야 하지만 D18S51을 제외하고 나머지 STR 유

전자 좌에서는 실제 혼합된 비율과는 다르게 1:1:1:1로 나타나는 것

이 확인되었다. 마찬가지로 1:6 혼합시료에 대한 결과는 그림 14에 

나타내었으며, 1:9 혼합시료에 대한 결과는 그림 15에 나타내었다. 앞

선 결과와 마찬가지로 NGS 결과와 CE 결과가 비슷한 비율로 나타나

는 것을 확인하였지만, 혼합된 비율의 차이가 커질수록 NGS 분석으

로 얻어진 비율과 CE 분석으로 얻어진 비율 간의 차이가 커져 실제 

혼합시료의 비율을 추정하기는 어려웠다. 또한 1:9로 혼합된 시료의 

결과에서는 CE 분석법의 결과 0.1 ng : 0.9 ng의 DNA를 사용하였을 

경우 분석 기준 값인 100 RFU (relative fluorescence units)에 미치

지 못할 것으로 예상하였으나 대부분 200 RFU 이상으로 STR 대립유
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전자형이 결정되었다.  

 

 

그림 13. Comparison of mixed ratio from 1:3 mixed sample.  
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그림 14. Comparison of mixed ratio from 1:6 mixed sample. 
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그림 15. Comparison of mixed ratio from 1:9 mixed sample.  
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나. 염기서열 변이로부터 혼합 비율 추정 결과 

 

본 연구에서는 STR 반복단위 영역 내부에서 염기서열 변이만을 대

상으로 조사되었지만 D13S317의 STR 반복단위 주변 영역에서도 이

미 A>T (rs9546005)로 보고된 SNP을 관찰하였다. 이 SNP은 

2800M과 9947A를 NGS 분석하였을 때 서로 공유하는 대립유전자형

인 11을 대상으로 각각 thymine, adenine으로 관찰되었다. 이로부터 

D13S317에서 대립유전자형 11에서 관찰된 염기서열 변이에 대한 비

율을 토대로 IGV (Integrative Genomics Viewer) program을 통해 확

인해 본 결과 1:1 시료에서는 T:A 비율이 58%:41%, 1:3 시료에서는 

33%:67%, 1:6 시료에서는 15%:85%, 그리고 1:9로 혼합된 시료에서

는 13%:87%로 실제 2800M은 9,11 (thymine) 대립유전자형을 가지

고, 9947A는 두 개의 대립유전자형 모두 adenine을 가지는 이형접합

자로 1:1 시료에서의 이론적인 값은 T:A 의 비율은 1:3, 1:3 혼합시

료에서는 1:7, 1:6 혼합시료에서는 1:13, 1:9 혼합시료에서는 1:19로 

나타나야 하지만 이와는 다른 비율로 나타났다. 
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Ⅳ. 고찰 

 

법과학 영역에서 개인식별을 위한 방법으로 STR 대립유전자형을 

조사하고자 모세관 전기영동장치를 이용하여 간편하고 빠르게 수행되

고 있다. 모세관 전기영동법은 DNA 염기 한 개의 크기차이도 구분 

할 수 있다는 장점이 있지만 부가적으로 염기서열 정보를 얻는 데에

는 한계가 있다. STR 반복단위의 반복수만 조사하였던 기존의 STR 

분석법과는 달리 NGS는 염기서열 정보 자체를 얻을 수 있기에 STR

의 반복단위의 반복수뿐만 아니라 STR 반복단위 영역 내부에 존재하

는 염기서열 변이를 조사하고자 하였다.  

 

기존 CE 분석법에 최적화된 다중중합효소연쇄반응을 이용하여 

NGS 분석을 수행한 이전의 연구6 와는 다르게 본 연구에서는 NGS 

분석에 최적화된 새로운 다중중합효소연쇄반응 체계를 구축하였다(그

림 1). 새로운 다중중합효소연쇄반응 체계는 70 bp ~ 210 bp 사이에

서 증폭산물을 얻을 수 있도록 하였기에 NGS 장비가 한번에 읽을 수 

있는 염기서열 길이 한도 내에서 증폭산물을 생성하고 동시에 18개 

표지자의 대립유전자형과 염기서열 정보를 효율적으로 획득할 수 있

었다. 이 체계는 더 나아가 범죄현장에서 발견되는 분해된 DNA 시료
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를 이용하였을 경우에도 성공적으로 증폭산물을 생성할 수 있을 것으

로 생각된다. 본 연구에서는 온전한 표준 DNA 시료를 대상으로 증폭

산물을 얻어 NGS 분석을 수행하였지만 앞으로 본 연구에서 구축된 

다중중합효소연쇄반응 체계를 이용하여 분해된 시료를 대상으로 증폭

산물을 생성하고 NGS 분석을 수행해 본다면 법과학 실무에서도 좀 

더 유용하게 사용할 수 있을 것으로 생각된다.  

남녀 표준 DNA 시료를 대상으로 새로운 다중중합효소연쇄반응 체

계를 이용하여 증폭산물을 생성하였고 NGS 분석으로 결정된 18개의 

표지자의 대립유전자형은 CE 분석에서 결정된 대립유전자형이 일치

하였다. 다만 첫 번째로 얻은 NGS 자료(그림 5)의 STR 유전자 좌

(D5S818, D13S317, CSF1PO, TH01, TPOX)에서 상대적으로 적은 리

드 수를 얻었는데 이들은 결정적으로 약 200 bp 크기의 라이브러리임

을 확인하였다. 이에 라이브러리 제작 단계는 기본 제조사에서 지시

하는 비드의 조건(1.0X)이 아닌 그림 2의 결과를 참고하여 1.3X로 변

경한 결과 약 200 bp 크기의 라이브러리를 손실 없이 얻어 최종적으

로 D13S317과 D5S818을 제외하고 비교적 고른 리드 수를 얻을 수 

있었다. 결론적으로 생성된 증폭산물의 크기와 어댑터크기를 고려한 

최종 라이브러리의 크기를 예상하고 이에 따라 실험 조건을 변경함으

로써 각 유전자 좌에서 리드 수를 보다 고르게 얻을 수 있었다. 

 

본 연구에서 설정된 분석 기준 값을 적용하여 대부분의 STR 대립

유전자형을 결정할 수 있었으나, 혼합시료의 NGS 분석 결과 중 1:6 
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비율로 혼합된 시료의 D18S51에서는 대립유전자형 16의 coverage 

값이 기준 값에 미치지 못하여 손실된 결과를 보였다(표 5). 이로부터 

혼합시료를 분석할 때에는 각각의 분석 기준 값을 적용하되, 얻어진 

coverage 값이 분석 기준 값보다는 낮지만 상대적으로 높은 값을 가

진다면 이것이 실제 대립유전자형일 가능성도 염두 해 두어야 하고 

두 시료의 혼합된 비율 차이가 클수록 분석된 NGS 자료를 세밀하게 

확인하여야 할 것으로 생각된다. 또한 본 연구에서 설정한 네 가지 

비율 외에 더 다양한 여러 비율로 혼합된 시료를 추가적으로 분석해 

보고 어떤 비율까지 NGS 분석이 가능한지를 제시한다면 혼합시료 분

석에서도 유용한 참고자료로서 사용될 수 있을 것이다.  

기존의 염기서열을 분석하는 기법인 Sanger 법 외에 DNA 염기의 

질량을 측정하여 분석하는 또 다른 분석기법인 질량분석기(mass 

spectrometry)를 이용하여 STR 영역 내부 및 외부에 존재하는 염기

서열 변이를 조사한 연구들도 보고된 바 있지만24-27, 질량분석기법은 

DNA 염기의 조성만 확인이 가능하고 염기서열의 순서를 조사하지 

못하기에 기존에 보고 되어지지 않은 염기서열 변이의 위치를 정확하

게 확인하기 위해서는 추가적인 분석을 수행해야만 하는 번거로움이 

있을 것이다. 그러나 본 연구에서는 NGS라는 새로운 염기서열 분석 

기법을 이용하여 STR 분석을 수행하였고 대립유전자형 및 염기서열

변이의 확인 및 이들의 위치도 확인이 가능하였다. 
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NGS 분석법을 이용하여 표준시료의 STR 대립유전자형 결정 및 부

가적으로 이들의 반복단위 영역 내부에 존재하는 염기서열 변이를 관

찰하였다. 본 연구에서는 STR 반복단위 영역 내부의 염기서열 변이

만을 대상으로 조사하였지만 STR 반복단위 주변영역(flanking 

region)에 존재할 수 있는 염기서열 변이를 추가적으로 분석한다면 

식별력이 향상된 표지자로 제시할 수 있을 것이라 사료된다. 

법과학 영역에서 주로 사용되는 STR을 대상으로 염기서열변이의 

빈도가 특정 인구집단을 대상으로 조사된 바 있지만24, 이는 한국인 

외에 아프리카계 미국인, 백인, 그리고 중남미계 미국인을 대상으로 

질량분석기법으로 조사되어 집단통계학자료가 제시되었고, 또한 NGS 

분석법을 이용하여 세 개의 STR만을 대상으로 덴마크인 집단에서 관

찰될 수 있는 염기서열변이를 조사한 연구11, 미국인을 대상으로 

CODIS STR 13개를 포함한 40개 이상의 STR을 대상으로 분석한 연

구14도 최근에 보고된 바 있다. 이에 본 연구에서는 한국인 10명을 

대상으로 STR 반복단위 영역 내부에서 관찰될 수 있는 염기서열 변

이를 조사하였고 STR 반복구조가 다르게 나타나는 경우도 확인할 수 

있었다. 또한 염기서열 변이의 정보를 조사하고자 이용한 NCBI에서

의 SNP 정보도 특정집단에 대한 빈도자료가 주로 아프리카인을 토대

로 축적이 되어있거나 자료가 없는 경우가 대부분이었다. 이를 토대

로 앞으로 많은 수의 한국인을 대상으로 법과학 영역에서 사용되는 

모든 STR을 추가적으로 분석하여 세분화된 대립유전자형을 바탕으로 
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집단통계학지표를 제시한다면 앞으로 국내외 범죄수사에 있어 유용한 

자료가 될 것이라 사료된다.  

기존의 CE 분석법으로는 해석이 어려웠던 혼합시료를 분석하여 그 

효용성을 확인해보았다. 범죄현장에서 발견되는 혼합시료는 대부분 

성범죄에서 유래되며 사건 해결을 위해 중요한 단서이다. 본 연구에

서는 남, 녀 시료가 혼합되었을 때를 가정하여 여러 비율로 혼합된 

비율을 조건으로 설정하였다. Butler 저서 문헌28의 내용에 따르면 주

형 DNA를 1ng으로 하였을 때 혼합된 시료 중에 소수공여자의 DNA 

양이 100 pg 일 경우를 CE 분석의 검출한계량으로 정하고 있어 이에 

따라 혼합시료의 비율은 동등한 비율인 1:1부터 1:3, 1:6, 1:9의 조건

으로 설정하였고 기존의 CE 분석법으로부터 대립유전자형을 결정하

였다. 1:1부터 1:9까지 다양한 비율로 혼합된 시료 1 ng을 이용하여 

NGS 분석을 적용해보았지만 결과적으로는 실제 혼합비율과는 다른 

비율로 나타났다. 이는 단일시료에서 얻어진 coverage 값에서도 

2800M 시료에서 대체적으로 높았고 CE 분석결과에서도 피크의 높이

로부터 2800M과 9947A의 샘플 간 증폭효율이 다름을 확인할 수 있

었다. 그렇기 때문에 비록 정량 값을 토대로 정확한 비율로 혼합시료

를 제조하였다 하여도 이들의 샘플 간 증폭효율의 차이 때문에 결과

적으로 실제 혼합된 비율과는 다르게 나타난 것으로 생각된다. 이를 

뒷받침하는 다른 연구로 중합효소연쇄반응 후의 증폭산물을 동등한 

비율 및 다양한 비율로 혼합시료를 준비하여 이들의 NGS 분석결과도 
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확인함으로써 NGS 분석에 혼합시료를 적용해 보고자 하였고 결과적

으로 시료 간 증폭효율의 차이를 배제할 경우에 혼합시료의 비율을 

정확하게 추정할 수 있었다7. 본 연구에서는 NGS 분석으로 실제 혼

합비율을 추정하는 데에는 한계가 있었지만 NGS 분석으로부터 추정

한 혼합비율은 CE 분석법에서 관찰된 혼합비율과 비슷하게 나타나는 

것을 확인하였다. 또한 혼합시료 분석으로의 적용 외에도 친자감정에 

적용한 연구도 있었다21. 예를 들어 부모가 각각 동일한 대립유전자형

을 공유하지만 실제로는 한 개의 대립유전자형에만 염기서열 변이가 

존재하는 이형접합자라면, 부모 중 자식에게 어떤 대립유전자형을 물

려주었는지 추적이 가능하고 상염색체 STR에서 일어난 돌연변이를 

이용하여 실제 친자감정에도 유용하게 사용될 수 있을 것이다. 그리

고 발견된 염기서열 변이를 토대로 세분화된 대립유전자형을 명명하

기 위해서는 표 8~12와 같이 STR의 반복구조만을 나열하는 것이 아

닌 명명법의 기준이 필요할 것이다. 이에 대한 중요성은 여러 연구자

들에 의해 주장되고 있으며 이전 연구들 모두 각각 다르게 명명하였

기에 세분화된 대립유전자형에 대한 정보가 획일화되지 않아 기존에 

보고된 자료들과 비교하는데 어려움이 있었다. 본 연구에서는 STR 

반복단위의 반복수가 차례대로 적은 순으로 나열하였고 동일한 대립

유전자형이지만 세분화된 대립유전자형에 대해서는 ‘a, b, c’와 같이 

알파벳 소문자로 명명하였으며 이는 앞으로 NGS를 이용한 STR을 분

석하는 연구를 위해서도 필히 정립되어야만 할 것이다. 
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본 연구에서는 NGS 분석법에 최적화된 다중중합효소연쇄반응 체계

를 제시하였지만 여러 NGS 장비 중 MiSeq을 이용하여 분석을 수행

하였다. 현재 이용 가능한 NGS 장비는 본 연구에서 사용된 Illumina

사의 MiSeq 장비뿐 아니라 Roche 사의 GS 장비, Life Technology사

의 Ion torrent 등 많은 종류의 장비가 있다4,5.  NGS 장비마다 다른 

화학적 원리를 이용하여 염기서열을 분석하며 각각의 장단점이 있어 

다양한 연구에 알맞게 사용되고 있다. 법과학 영역에서는 Roche 사

의 GS 장비가 염기서열 정보를 가장 길게 읽을 수 있어 이를 STR 

분석에 적용하고자 하는 연구들이 주로 보고되었다6,8-11,13,14. 연구자

들은 기존의 상용 STR kit를 이용하거나 질량분석법에 최적화된 방법

을 이용하면서 STR 증폭산물의 크기를 NGS 장비가 한번에 읽을 수 

있는 길이 한도 내로 맞춰야 한다고 주장하였지만 아직까지 새로운 

중합효소연쇄반응 체계를 보고한 연구는 없었다. 본 연구에서 구축된 

다중중합효소연쇄반응으로부터 생성된 증폭산물의 크기는 최대 210 

bp로 현재 사용 가능한 NGS 장비가 한번에 읽을 수 있는 길이 한도 

내에 모두 포함되기에 어떠한 장비를 사용하여도 성공적으로 NGS 자

료를 생성할 수 있을 것이라 생각된다.  
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이상으로 본 연구에서는 법과학 영역에서 주로 사용되는 STR 유전

자 좌를 NGS 분석하기 위하여 새로운 다중중합효소연쇄반응 체계를 

구축하였고 이로부터 표준시료 및 한국인 시료 그리고 혼합시료를 이

용하여 NGS 분석을 수행하였다. 한국인에서 확인된 염기서열 변이를 

참고하여 향후 한국인 외의 집단을 대상으로 STR 영역 내 염기서열 

변이를 확인하고 세분화된 대립유전자형 자료와 이들의 빈도를 제시

한다면 국내외 법과학 실무에서 유용하게 사용될 수 있을 것으로 기

대되며 혼합시료를 해석하는 데에도 실제혼합비율을 추정하기 위한 

참고자료로 활용 될 수 있을 것이다. 따라서 본 연구에서 구축된 새

로운 다중중합효소연쇄반응 체계를 이용한 STR의 NGS 분석 방법은 

법과학 실무에서 단일시료뿐 아니라 혼합시료의 분석에도 유용하게 

적용될 수 있을 것으로 생각된다.
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V. 결론 

 

1. 본 연구에서는 17개 상염색체 STR과 Amelogenin을 

대상으로 NGS 분석법에 최적화하여 70 bp ~ 210 bp 크기의 

증폭산물을 생성할 수 있는 새로운 다중중합효소연쇄반응 

체계를 구축하였고, 이를 이용하여 단일시료뿐만 아니라 

혼합시료에 대해서도 성공적으로 NGS 자료를 생성할 수 

있었다. . 

 

2. NGS 자료로부터 각 STR 유전자 좌에 따른 리드 수를 

비교적 고르게 얻을 수 있었으며 이로부터 coverage를 

계산하고 단일시료에 대해서는 20%, 1:1, 1:3, 1:6 혼합시료에 

대해서는 10%, 1:9 혼합시료에 대해서는 5%의 분석 기준 값 

및 stutter 기준 값(15%)을 적용하여 결정된 STR의 

대립유전자형은 기존 CE 분석법으로 결정된 대립유전자형과 

일치함을 확인하였다.  

 

3. 2800M, 9947A 표준 DNA 및 10개의 한국인 시료에서 

관찰된 STR 반복단위 영역 내부의 염기서열 변이는 

D2S1338에서는 총 4개(rs62182233, rs6736805, rs9678338, 

확인되지 않은 SNP), D3S1358에서 2개(rs77577482, 

- 62 - 



rs71325067), D8S1179에서 2개(rs13265375, rs111782616), 

D21S11에서 3개(rs13049099, rs200026324, rs13050496), 

그리고 vWA 에서 2개(rs216871, rs112652289) 등 총 

13개의 SNP이 확인되었고, 이들을 토대로 동일한 길이의 

대립유전자를 세분화할 수 있었다. 

 

4. NGS 분석에서 얻어진 coverage 수에 기초하여 실제 

혼합비율을 추정하는 데에는 한계가 있었지만, NGS 

분석으로부터 추정한 혼합비율은 CE 분석법에서 관찰된 

혼합비율과 비슷하게 나타나는 것을 확인하였다 

 

따라서 본 연구에서 구축된 다중중합효소연쇄반응 체계를 이용한 

STR의 NGS 분석방법은 법과학 실무에서 단일시료뿐만 아니라 

혼합시료의 분석에도 유용하게 적용될 수 있을 것으로 생각된다.
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Recently, there have been attempts to apply next generation 

sequencing (NGS) technology to the analysis of short tandem 

repeat markers, which are widely used in forensic 

investigation. NGS has received attention from many 

researchers as an alternative or additional tool to the 

conventional capillary electrophoresis (CE) method because 

this technology can produce massive sequencing data 

concurrently. However, there is no available multiplex PCR 

system that has been optimized for the NGS analysis of STRs. 

In this regard, a new multiplex PCR system was constructed 

for the NGS analysis of 18 STRs which include 13 Combined 
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DNA Index System loci, 4 loci from commonly used 

commercial kits (D2S1338, D19S433, Penta D, Penta E) and 

Amelogenin. Amplicons were designed to have a size ranging 

70 to 210 bp, which is compatible with the read length of 

currently available NGS platforms. To validate the developed 

multiplex PCR system, 2800M and 9947A control DNA, DNA 

samples obtained from 10 Koreans and DNA samples mixed in 

a varying ratio using the two control DNA samples were 

amplified, and their STR genotyping results and the sequence 

variations which can be observed in a repeat region were 

investigated. With the acquired NGS data, most STR alleles 

could be successfully determined by applying coverage 

threshold of 20% for single-source samples, 10% for mixture 

samples mixed in ratios of 1:1, 1:3 and 1:6, and 5% for a 

mixture sample mixed in a ratio of 1:9 and stutter threshold 

value as well. Consequently, STR genotyping results obtained 

from NGS analysis were mostly consistent with those from 

CE-based analyses both for single-source samples and mixed 

samples. Sequence variations which can help differentiation of 

alleles from different sources were also detected from repeat 
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regions of some STR loci (D2S1338, D8S1179, D21S11, 

D3S1358, vWA) in two control DNA samples and 10 Korean 

samples. Also, the actual mixed ratio of mixtures were 

estimated by not only calculating coverage ratios of the 

assigned alleles in each STR locus like peak height ratios in 

CE-based assay, but also examining wild-type/variant ratios 

from observed sequence variations. In conclusion, calculated 

estimates for mixed ratio based on the coverage from NGS 

data were not always consistent with the theoretical mixed 

ratios, but were similar to the observed ratios from CE method. 

Therefore, the developed multiplex PCR system could be 

efficiently used for the NGS analysis of STRs of mixed 

samples as well as single source samples in forensic 

casework. 

 

 

Key Words: next generation sequencing, autosomal STR, 

sequence variation, Koreans, mixture
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