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서     론

현대 의학이 확립되기 전 옛 사람의 건강과 질병 상태

를 알기 위해서는 현재 남아있는 여러 역사 문헌을 검토하

여 연구하는 방법 이외에는 알기 힘들었다. 하지만 최근 다

양한 생명과학 연구 기법의 발전으로 고고학 발굴 현장에

서 얻어진 옛 사람 시료에 대해 보다 면밀한 분석을 수행할 

수 있게 되어 과거 질병상태의 이해에 필요한 과학적 정보

를 보다 쉽게 얻을 수 있게 되었다. 연구진은 최근 몇 년 우

리나라 고고학 발굴 현장에서 수습된 옛 사람 시료에 대하

여 다양한 의과학적 연구를 수행한 바 있는데 이 결과로부

터 과거 이 땅에 살던 사람의 건강 상태에 대해 매우 의미 

있는 의학적 정보를 얻을 수 있었다 [1-7].
최근 빠른 속도로 이루어지고 있는 생명과학 기법의 발

전 양상을 보면 예전에는 분석이 불가능하던 옛 사람 시료

에 대해서도 새로 발전한 연구 기법을 적용하여 의미 있는 

결과가 얻어지는 경우가 많다. 예를 들어 기존 DNA 분석에

서 많이 사용되던 중합효소연쇄반응 (PCR)은 유전자의 작

은 결실/삽입만 탐지 가능한 한계가 있기 때문에 [8] 임상

의학 분야에서는 거대 결실/중복을 진단하기 위한 추가적 

기법이 개발 되었는데 최근 각광받는 Multiplex Ligation 
dependent Probe Amplification (MLPA)이 그 좋은 예이

다 [9,10]. 이 기법은 점돌연변이가 20~30%에 불과한 [11] 듀
센근이영양증을 비롯 [9,12] 파킨슨병 [13], 정신지체, 산전염

조선시대 미라 뇌 조직을 이용한 질병 관련 유전자 진단에서 

Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification Assay 기법  
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간추림 : Multiplex Ligation dependent Probe Amplification (MLPA) 기법은 거대 결실/중복을 확인하여 다양한 질병

을 진단하는 도구로 임상의학 영역에서 폭넓게 이용되고 있다. 이 기법은 소량의 DNA만 있어도 분석이 가능하고 실험

이 간단한 장점이 있어 고고학 현장에서 얻어진 옛 사람 시료 연구에 유리한 점이 있을 것이라 판단된다. 하지만 실제

로 이 기법을 체질인류학 연구에 성공적으로 적용할 수 있을 지에 대해서는 관련 정보가 충분치 않아 아직 확신할 수 

없다. 본 연구는 이에 조선시대 미라에서 얻어진 시료에 현재 가장 많이 상업적으로 가장 많이 쓰이는 MLPA 기법을 

적용하여 객관적으로 관련된 정보를 얻고자 하였다. 이 연구에서는 실험이 시도된 여러 미라 시료 중 단 한 개체 (HD2)
에서만 분석을 시도할만한 결과를 얻었지만 이에 대해서도 완전히 신뢰할 수 있는 수준이라고 판정하기에는 미흡하였

다. 이에 따라 우리나라 옛 사람 시료 연구에 MLPA 기법을 적용할 때 현재 임상적으로 사용되는 기법의 단순 적용만

으로는 성공하기 어려우며 이를 보완한 추가적 기술 개발이 앞으로 필요한 상태임을 알게 되었다.
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색체진단, 선천성심질환 등 질병의 진단 [14,15]에 사용되고 

있으며 암관련 유전자 [16]와 메칠화 양상 탐색 [17,18] 등에

도 성공적으로 이용되고 있다.
MLPA 기법이 임상의학적 측면에서 다양한 사람 질병에 

대해 효율성 좋은 진단 기법의 하나로 자리 잡았다는 사실

은 고고학 발굴 현장에서 수습된 사람 유기물을 대상으로 

여러 가지 분석을 수행해야 하는 생물인류학 분야에도 시

사하는 바가 크다. 이론상으로 MLPA 기법은 20 ng 정도의 

소량의 DNA만 있어도 분석이 가능하며 분석 시간이 매우 

짧은 데다 그 실험 방법이 간단하여 한 번에 많은 양을 분

석 가능하기 때문에 고고학 현장에서 얻어진 사람 시료 연

구에 이 기법을 적용할 경우 매우 유리한 면이 있을 것이라

고 판단된다 [9]. 하지만 정작 고고학 발굴 현장에서 얻어지

는 시료에 대해 실제로 이를 적용할 수 있을지에 대해서는 

아직까지도 구체적 결과가 제시된 바 없다. 본 연구는 이에 

대해 참조할 만한 과학적 정보를 얻고자 우리나라 고고학 

발굴에서 얻어진 조선시대 사람 시료에 MLPA 기법을 적용

하여 어느 정도로 유용한 정보를 획득할 수 있는지 구체적

인 실험을 통하여 살펴보고자 하였다.

재료 및 방법

조선시대 미라 4 개체 (DS, SC, WG, HD2)를 실험에 사용

하였다. 각 미라 머리 속에 남아있는 뇌 조직 (0.2~0.3 g)을 

100 mM EDTA (Bioneer, Daejeon, Korea), 1% SDS (Bio
neer, Daejeon, Korea), 1 mg/mL proteinase K (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA)와 0.1 M DTT (Invitrogen, Carlsband, 
CA, USA)가 포함된 TE buffer (pH 8.0) 1 mL에 넣고 56℃
에서 24시간 동안 반응시킨 후, 페놀/클로로포름/이소아밀 

알코올 (25 : 24 : 1) (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) 
용액으로 DNA를 추출하였다 [3]. DNA분리 및 정제는 QIA
quick PCR purification kit (QIAGEN, HIlden, Germany)로 

시행하였으며 50 μL의 EB buffer (QIAGEN, Hilden, Ger-
many)에 녹여서 회수하였다. DNA양은 NanodropTM ND-
1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, 
DE, USA)로 측정하였다. DNA 추출은 각 2번 반복하였다.

4개체의 미라 뇌조직 DNA와 정상 남녀 대조군 (M 및 

W), 음성대조시료 등 총 7개의 시료를 대상으로 SALSA 
P275-C2 키트 (MRC-Holland, Amsterdam, Netherlands) 
분석을 2회 반복하여 시행하였다. 이 키트에는 알츠하이머

병 및 전두두정치매 (frontotemporal dementia), 전두두정엽

퇴행 (frontotemproal lobar degeneration) 등을 진단 가능한 

유전자 탐색자 33개와 10개의 참조 탐색자 (reference probe)

가 포함되어 있다 [19].
분석을 위해 먼저 5 μL (50~250 ng)의 DNA 샘플을 98 

℃에서 5분 동안 변성시킨 후 1.5 μL MLPA buffer와 1.5 

μL의 탐색자 혼합물 (probe mix)을 섞어 총 8 μL를 만든 

후 60℃에서 16시간 동안 교잡하여 결합 (hybridization)시
킨다. 다음으로 25 μL 3차 증류수와 3 μL의 ligase buffer 
A 및 B, 그리고 Ligase-65 1 μL 등 총 32 μL을 차례로 섞은 

후 54℃에서 15분간 ligation 시키며 이어 98℃에서 5분간 

두어 ligase를 비활성화시킨다. 마지막으로 7.5 μL 의 3차증

류수, 2 μL의 SALSA PCR primer mix, 0.5 μL의 SALSA 
polymerase를 섞은 후 95℃ 30초, 60℃ 30초, 75℃ 60초
를 35회 반복하여 PCR을 시행하였다 [20]. 증폭산물은 ABI 
PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, 
USA) 자동염기서열 분석기를 이용하여 분석하였고 데이터

는 Coffalyzer (MRC-Holland) 프로그램으로 분석하였다.

결     과

이 연구에서 얻어진 MLPA 분석 결과가 신뢰할 수 있는 

수준인가 보여주는 Quality Control Fragment Analysis결
과는 Fig. 1에 요약하였다. 정상 대조군인 M 및 W를 보면 

반복된 두 실험 모두에서 분석하기 적절한 상태의 결과를 

보였다. 성염색체 분석 결과는 미리 알고 있는 시료의 성별

과 일치하였으며 43개 탐색자 모두에서 유의한 결과를 보여 

적어도 대조군에서는 실험이 만족스러운 정도로 시행되었

음을 나타냈다.
한편 조선시대 미라 샘플에서는 MLPA 분석 결과가 시료

별로 상이한 결과를 보였는데 우선 DS (달성)의 경우 1, 2
차 모두 DNA가 전혀 검출되지 않았다. SC와 WG의 경우

에는 1차 실험에서 성염색체 분석이 시료의 성별과 일치하

였고 소량의 DNA가 검출되었지만 두 번째 실험에서는 두 

시료 모두에서 DNA가 전혀 검출되지 않아 재현이 불가능

하였다.
이에 반해 HD2 시료의 경우 MLPA 분석에 적합하다

고 판단할만한 Quality Control Fragment Analysis 결과

가 얻어졌다. 이 시료는 성염색체 검사 결과와 시료의 성별

이 정확히 일치하였으며 (여성), 반복된 검사에서 43개 탐색

자 모두가 성공적으로 검출되어 적어도 해당 검사로 볼 때

는 MLPA 검사 결과가 믿을만하다 판단하였다. 이 중복

과 결실 유전자 결과를 신뢰한다면 피장자는 GRN-1 유전

자 결실 및 COL1A1-2 유전자 중복에 해당한다고 볼 수 있

다 (Fig. 2). HD2 시료에서는 미토콘드리아 DNA 서열도 얻

어졌는데 이 연구에 참여한 사람의 하플로타입과 비교하면 
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Fig. 2. Ratio chart of comparative MLPA analysis between HD2 and W.
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Fig. 1. Results of quality control fragment analysis, First trial (a) and second trial (b). References, M and W show high quality index to 
analysis that means MLPA experiment was performed appropriately. No problem was found for only HD2 sample with the DNA concentra-
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ty; red, low-quality; gray, not available; FRSS, fragment run separation score; FMRS, fragment MLPA reaction score; DD, DNA dena-
turation Indicator; X, X gene; Y, Y gene.

(a)

(b)



140     김유수, 오창석, 홍종하, 성문우, 신동훈

얻어진 DNA는 외부의 오염에 의한 것이 아니라는 것을 확

인할 수 있다 (Table 1).
하지만 HD2의 genomic profile을 보면 같은 성별의 정

상대조군인 W와 달리 HD2는 가로축 생산물이 커짐에 따

라 정상 대조군에 비해 피크의 높이가 낮아지는 이른바 스

키슬로프 효과 (ski slope effect)를 보이고 있다 (Fig. 3). 여기

서 HD2 질 지표를 보면 PSLP (relative preliminary signal 
sloping probes) 지표가 중등도로 신뢰할 수 있는 범주에 있

었던 반면 CAS (coffalyser Analysis score)가 중등도의 지

표를 보이고 RPQ (reference probe quality) 지표 역시 중등

도의 결과를 보였기 때문에 이를 종합하면 이 결과의 재현

성에 문제가 있다고 판단하였다 (Fig. 4). 결과만으로 볼 때 

앞에서 확인했던 중복/결실 결과가 확실히 유의하다고 판정

하기에는 부족한 상태이다.

Table 1. mtDNA haplotype

Subject
Hypervariable region

HVI (15991-16390) HVII (034-369)

Hadong2 16223T, 16300G, 16316G, 
16362C

73G, 153G, 263G, 
309.1C, 315.1C

Researcher 1 16093C, 16176T, 16223T, 
16362C

73G, 94A, 194T, 263G, 
309.1C, 315.1C

Researcher 2 16183C, 16189C, 16220C, 
16254G, 16298C, 16362C

73G, 263G, 249del, 
315.1C

Fig. 3. Genomic profile of HD2 (up) and W (buttom) by MLPA analysis. Signal intensity of HD2 shows ski slope effect that means dena-
turation of HD2 DNA.
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Fig. 4. Results of quality control comparative fragment analysis between HD2 and W. Intermediate-quality of RPQ in HD2 means prob-
lems with reproducibility. CAS, coffalyser analysis score; PSLP, relative preliminary signal sloping probes; FSLP, relative final-normaliza-
tion signal sloping probes; RSQ, reference sample quality; RPQ, reference probe quality.
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단일 유전자 질환을 일으키는 돌연변이에는 점돌연변이

를 비롯하여 결실, 중복, 삽입 등이 있다. 이 중 초거대결실

의 경우 몇 개 염기쌍 정도의 작은 결실이나 삽입의 경우에

는 기존의 중합효소연쇄반응 (PCR)과 서열분석 (sequencing 
technique) 기법만으로도 쉽게 탐지가 가능하다 [8-21]. 하지

만 중간 (mid-size) 혹은 거대 (large) 중복이나 결실을 확인

해야 하는 경우 PCR은 게놈의 크기가 23 kb보다 작은 경

우에만 의미 있는 실험이 가능하기 때문에 [9] 이 기법을 적

용하기 쉽지 않다.
이에 표적 DNA에 결합하는 탐색자를 universal primers

로 증폭시킨 다음 이를 상대적으로 정량화하여 유전자의 

양적 차이나 CNV (copy number variation)를 탐지하는 방

법이 개발되었는데 multiplex ligation-dependent probe amp
lification (MLPA)법이 그것이다 [22,23]. 실제로 질병유전자

에서의 거대변이를 찾는데 MLPA기법을 임상적으로 응용

한 사례를 보면 듀센/베커타입 근이영양증 (DMD) 유전자 

진단 시 유용했다는 보고가 있고 [11] 산전염색체진단 [14], 
선천성심질환 [24], 정신지체 [25], 파킨슨병 [13] 및 암 관련 

진단 등에도 이 기법이 유용하다고 한다 [16].
유전질환 진단에서 최근 MLPA가 차지하는 위치에 주

목하여 이 방법을 발굴현장에서 얻어진 고시료에 적용했을 

때 그 응용 가능성을 살펴보고자 기획된 것이 본 실험이다. 
무엇보다 고시료에서 추출한 DNA에서 유전질환 유무를 분

석하려 할 때 기존방식에 의하면 서열분석에 기반하여 점

돌연변이를 찾아내는 방법이 가장 많았는데 돌연변이가 거

대결실이나 중복으로 이뤄진 경우에는 이런 식으로 고시료

에서 관련 정보를 얻기가 쉽지 않았다. 고시료를 MLPA법

으로 분석한다면 관련 유전자의 엑손 농도를 실험 한 번으

로 모두 확인하면서도 분석기간은 상대적으로 짧고 소량의 

시료만 있어도 가능하기 때문에 기존의 어떤 실험 기법보다 

유리할 것이라 기대하였다.
하지만 이번 MLPA 연구를 보면 옛 사람 시료 중 비교

적 보존상태가 좋다고 할 조선시대 미라 시료에서도 신뢰

할 만한 결과를 얻는 데 실패하였다. 특히 이 연구에 이용

된 HD2 시료의 경우 미토콘드리아 DNA 분석은 성공적으

로 가능하였음에도 불구하고 MLPA 분석은 실패하였다. 그 

이유를 생각해 보면 세포 하나에 많은 수로 복제되어 있는 

미토콘드리아 DNA와 달리 MLPA 분석의 대상이 되는 유

전자는 DNA 복제수가 매우 적은 핵DNA에 해당한다는 점

을 들 수 있다. 이 때문에 온전하게 보존된 사람 검체를 대

상으로 개발된 상업용 키트를 사용한 이번 MLPA 분석에

서는 오랜 세월을 거치며 많은 손상을 입은 옛 시료에서 만

족할만한 수준의 성과를 올리기는 힘들었던 것으로 보인

다. 무엇보다 현재 사용되는 MLPA 키트가 DNA 손상이 거

의 없는 병원 검체에 대해 이용될 수 있도록 최적화되어 있

기 때문에 법의학적 시료처럼 손상된 DNA만 시료에 소량 

남아있는 특수한 상황에서는 최선의 결과를 얻기 어렵다는 

것을 의미한다.
실제로 DNA 손상이 심하게 진행된 옛 검체에 대해서 기

존에 개발된 상업용 키트를 사용하여 유전적 특성을 제대

로 분석하지 못할 경우에 이 키트를 보완하는 기법을 추가

로 개발하여 고시료 연구에 적용한 사례는 법과학적 연구

에서 드물지 않게 볼 수 있는 시도이다 [5]. 본 연구를 통해

서 현재 MLPA 분석 상업용 키트를 옛시료 연구에 그대로 

적용하기 어려운 상황이라고 판단한 이상 현재 통용되는 

키트를 보완하는 시도가 필요한 상황이라고 하겠다.
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Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) Assay 
on Joseon Mummified Samples from Archaeological Sites of  
South Korea
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Abstract : Multiplex Ligation dependent Probe Amplification (MLPA) to detect large deletions or duplications 
has been widely used as a diagnostic tool for various disease clinically. As this method requires only a small 
amount of template DNA and is very simple and high throughput, it has numerous advantages for the analysis 
of the human specimen obtained from archaeological sites. In this study we therefore tried to perform MLPA 
analysis for detecting any of duplications or deletions in mummy samples (n = 4) from medieval Joseon tombs of 
Korea. Of them, we could not get any authentic data from 3 samples by MLPA method while only one case (HD2) 
showed the possible presence of duplications or deletions during her lifetime. Although the current report reveal 
that MLPA is a promising tool for anthropological study in South Korea, more studies are still needed to make up 
for the validity problem of commercial MLPA kit used in this study.
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