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나균의 분자생물학적 연구를 위한 효율적인 DNA 분리 방법의 비교 연구

김윤지, 박진호, 김종필

한국한센복지협회 한센병연구원

Background

Leprosy is an important health problem in many geographical areas yet. It is caused through a cough 

or contact with fluid from the nose of a person infected by Mycobacterium leprae. Study of DNA 

from M. leprae is important to understand essentiality for leprosy. However, there is no standard in 

many parts, so various studies are needed.

Objects  

In this study, DNA extraction method were confirmed for the effective detection of M. leprae. And 

restriction enzyme fragment length polymorphism typing and high resolution melt (HRM) analysis 

were performed for comparison with sequencing analysis.

Methods

Compared with three DNA extraction methods (BB, SM and SP) with real-time polymerase chain 

reaction (PCR). Analysis single nucleotide polymorphism (SNP) genotype and tandem repeats by PCR 

amplification, and then compare with sequence. 

Results

BB method was effective when measuring the concentration and threshold cycle (Ct) compared with 

SM and SP methods. When compared with restriction fragment length polymorphism typing method 

and sequence analysis, all methods were suitable for SNP1 and 3 type classification. Tandem 

repeats values of BB method were correspond to sequence analysis than SM and SP methods in HRM 

analysis.

Conclusion : The DNA extraction method by bead is useful approach for studying of M. leprae. 

서  론

한센병은 나균(Mycobacterium leprae)에 의해 

발생하는 만성 질환으로, 감염이 된 후 평균 5~7년의 
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간주되고 있는 만성 전염성 질병이기도 하다1.

실험적으로도 한센병의 진단은 많은 부분에서 

임상증상에 의존하고 있으며, 피부 도말 검사에서 

항산성균 염색(acid-fast bacilli, AFB)을 하여 

현미경상 균의 존재여부를 확인하는 것을 기초로 

하고 있는데, 다른 항산균의 영향을 배제할 수 없어 

AFB에서 양성이 나타나더라도 나균으로 바로 

확진을 할 수 없고, 신경 내 염증 소견을 발견하지 

못하면 진단이 어렵기도 하다1.  분자생물학적인 

방법으로는 나균에 특이한 Phenolic glycolipid-I 

(PGL-I) 등과 같은 항원에 대한 항체검사를 통해 

Table 1. Summary of objects

Clinical ID
Nationality
of patient

Biopsy data
Generation of subculture

(nude mouse)

H1 Korea 2011/05 6th

H2 Indonesia 2010/08 7th

H3 Korea 2012/12 5th

H4 Myanmar 2013/12 4th

H5 Indonesia 2010/02 8th

H6 Korea 2012/01 6th

H7 Sri Lanka 2008/11 10th

H8 Thailand 2008/06 10th

H9 Korea 2007/06 11th

H10 Korea 2007/07 11th

H11 Indonesia 2016/08 2nd

H12 Korea 2010/07 8th

H13 Sri Lanka 2012/08 6th

H14 Korea 2010/08 8th

H15 Korea 2007/07 11th

이루어지기도 하고, 나균에 특이한 염기서열에 기초한 

중합효소 연쇄반응(polymerase chain reaction, 

PCR)검사로 나균의 DNA를 발견함으로써 그 

진단이나 연구가 이루어진다2-4. 나균 검출에 있어서 

면역학적, 생화학적 방법을 이용하려는 시도는 많이 

행해지고 있으며, 기존 진단법의 특이성과 민감도 

등을 극복하기 위한 다양한 연구도 지속되고 있다5.

그러나 오랜 시간 많은 연구가 행해졌음에도 

최 근 까 지  세 계 보 건 기 구 ( W o r l d  H e a l t h 

Organization, WHO)는 뚜렷한 가이드라인을 

제시하지 않았는데, 각 실험실의 진단 기술의 

정확성과 재현성이 미흡하다는 점을 이유로 하고 

있다6. 

본 연구는 여러 방법으로 나균의 DNA를 분리한 

후 다양한 중합효소 연쇄반응 기법을 이용하여 
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잠복기를 가진다. 복합화학요법(multidrug therapy; 

MDT) 보급 이후 유병률은 지속적으로 감소하였지만, 

여전히 많은 지역에서는 신환자가 발생하고 있으며, 

아직도 여러 나라에서는 주요 보건문제의 하나로 
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비교하고, 나균의 진단 및 연구에 활용하기 위한 

효율적인 나균 DNA 분리법을 제시하고자 한다.

대상 및 방법

1. �대상 및 나균의 분리

한 국 한 센 복 지 협 회  연 구 원 을  내 원 한  한 센 병 

환 자 에 서  나 균 을  분 리 하 여  이 를  누 드 마 우 스 

족저에 접종하였으며, 나균이 증식된 조직에서 

트립신과 수산화나트륨(NaOH)를 이용하여 균을 

분리하였다(Nakamura7 수정된 방법). 대상 균주는 

한국인과 외국인 환자로 구성하였으며 기초자료는 

Table 1과 같다.

2. 나균 DNA 정제

동일한 나균 샘플로 세 가지 추출법(비드 박동에 

의한 세포막 파괴, 실리카겔 막, 염석 및 침전)을 

사용하여 DNA를 분리하였으며, 이 때 최종산물은 

모두 100 ㎕로 제조하였다. 

1) �비드 박동에 의한 세포막 파괴(cracking of 

cell  wall by bead beating, 이하 BB법)

   분리한 나균에 10 mM Tris-cl과 0.5 mM  

    EDTA를 넣어주고, 산으로 세척한 유리 비드로  

    5분간 균질한다. 100℃에서 10분, -20℃에서 

    2분간 정치한 후 상층액을 최종산물로 얻는다.

2) �실리카겔 막 이용(using silica gel membrane, 

이하 SM법)

     QIAamp DNA Mini kit (QIAGEN, USA)를  이용 

     하였으며, 제조사가 지정한 DNA  Purification

     from Tissues법을 실시하였다.

3)� 염석 및 침전 작용 이용(salting-out  precipitation, 

     이하 SP법)

     Puregene Yeast/Bact. Kit (QIAGEN)를  이용

     하였으며, 제조사가 지정한 DNA Purification 

     from Gram-Positive Bacteria법을 실시하였다.

3. DNA 농도 및 순도 측정

마이크로 플레이트리더(Infinite F200, TECAN, 

Switzerland)를 이용하여 260 nm와 280 nm의 

파장에서 흡광도를 측정하여 결과를 산출하였다. 

260 nm 흡광도 값으로 DNA의 농도를 계산하였으며, 

두 파장의 비를 통해 DNA의 순도를 확인하였다.

4. 분자생물학적 방법에 따른 비교

1) 나균 검출 확인을 위한 실시간 중합효소 연쇄반응

 ① �DNA-결속 물질을 이용한 실시간 중합효소 

연쇄반응

     �나균 DNA의 반복염기서열 중 National Center  

for Biotechnology Information (NCBI)에서 

제공되는 Blast search를 통하여 염기서열을 

추출한 후 RLEP1 프라이머를 제작하였다(Table 

2). QuantiNova SYBR® Green PCR kit 

( Q I A G E N ) 를  사 용 하 여  실 시 간  중 합 효 소 

연쇄반응(Real-time PCR)을 수행하였으며 그 

조건은 Table 3과 같다. 

 ② 형광 Probe를 이용한 중합효소 연쇄반응

    �  �Martinez 4 등이 제시한 프라이머 RLEP2  

(Table 2) 및 중합효소 연쇄반응 조건(Table 

3)을 이용하였으며, QuantiNova Probe PCR 

kit (QIAGEN)으로 실시간 중합효소 연쇄반응을 

수행하였다. 

2) �나균의 single nucleotide polymorphism 

(SNP) 유형분류를 위한 중합효소 연쇄반응

 ① �SNP 유전자형 확인을 위한 중합효소 연쇄반응

      �Monot8 등에 의한 방법에 따라 SNP1, 2, 3 

프라이머를 이용하였고(Table 2), Multiplex 

PCR plus  kit (QIAGEN)로 수행하였으며 그 

조건은 Table 3과 같다. 

 ② �중합효소 연쇄반응 후 제한효소 절편길이 다형성  

기법 실시
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Table 2. PCR primer sequences

Primer name Sequence (5'-3') Length (bp)

RLEP1
LP-F ACC ATT TCT GCC GCT GGT AT

159
LP-R ATC TGC GCT AGA AGG TTG CC

RLEP24

Taq-F GCA GCA GTA TCG TGT TAG TGA A

81Taq-R CGC TAG AAG GTT GCC GTA T

Taq-Probe CGC CGA CGG CCG GAT CAT CGA

SNP18
SNP14676-F AAT GGA ATG CTG GTC AGA GC

194
SNP14676-R CAA TGC ATG CTA GCC TTA ATG A

SNP28
SNP1642875-F TGC TAG TTT AAC CGA GTA CTG CTA

189
SNP1642875-R GTA GTA GTC TTC CAA GTT GTG GTG

SNP38
SNP2935685-F ATC TGG TCC GGG TAG GAA TC

180
SNP2935685-R ACC GGT GAG CGC ACT AAG

rpoT
rpoT-F2 CTG AAC ACC CTC GAC TCC G

140
rpoT-R2 TGA CTA CGT CGT CGT CTT CG
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Fig. 1. SNP subtyping of M. leprae based on PCR-RFLP9

     �Sakamuri9 등이 제안한 방법으로 나균 SNP1, 

2, 3의 중합효소 연쇄반응 산물에 제한효소를 

처리하여 절편길이 다형성 기법을 실시하였다. 

제한효소의 종류와 처리법은 Table 4와 같으며 

전기영동하여 절편 길이를 분석하여 SNP에 따른 

유전자형을 분류하였다(Fig. 1).

3) �rpoT 유전자를 이용한 나균 패턴 분류

    �나균의 rpoT 유전자가 반복염기 패턴을 보이는 걸 

이용하여 rpoT 프라이머10 (Table 2) 로 실시간 

중합효소  연쇄반응을 실시하였다. Type-it HRM 

PCR kit(QIAGEN)로 수행하였으며 Rotor-Gene 

Q software의 HRM 분석 프로그램으로 유전자형 

별로 그룹화하여 반복패턴의 개수를 산출하였다.
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4) 유전자 염기서열 분석

SNP1, 2, 3와 rpoT 프라이머를 이용하여 얻은 

중합효소 연쇄반응 산물을 외부업체인 BIONICS 

(Korea)사에  의뢰하여 시퀀싱을 분석하였다.

① SNP 유전자형 확인

    �시퀀싱 분석 후 SNP의 각 좌위에 있는 염기를 

Table 3. PCR reaction condition

Target Temp. (℃) Time Cycle

RELP1 

95 5 min -

95 5 s
28

60 10 s

RELP24

95 10 min -

95 15 s
40

60 1 min

SNP1, 2, 38

95 5 min -

95 30 s

4057 90 s

72 90 s

68 10 min -

rpoT

95 5 min -

95 10 s

4055 30 s

72 10 s

Table 4. Conditions of restriction enzyme for SNP9

SNP
Restriction

enzyme
Temp.(℃) Incubation time

SNP1 Sml-1 55

1 hrSNP2 CviKI-1 60

SNP3 BstUI 37
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Table 5. SNP type for M. leprae

SNP
Locus1

(SNP14676)

Locus2

(SNP1642875)

Locus3

(SNP2935685)

Type 1 C G A

Type 2 C T A

Type 3 C T C

Type 4 T T C

확인하였으며, Monot8 등에 의한 방법에 따라 

SNP 유전자형을 분류하였다(Table 5). 이후 

제한효소 절편길이 다형성 기법의 분석결과와 

일치하는지 확인하였다.



��34��

② 반복패턴 염기서열 개수 확인

   � � �실시간 중합효소 연쇄반응 중 HRM분석 프로그램을 

이용하여 그룹화한 결과와 rpoT 프라이머와의 

중 합 효 소  연 쇄 반 응  산 물 의  시 퀀 싱 에 서 

반복염기서열 개수를 비교하여 분석결과가 

일치하는지 확인하였다. 반복염기서열은 6 bp의 

“CATCGA”로 이루어져있으며, 3반복 또는 4반복을 

나타내었다.

5) 통계처리

NCSS 2019 Data Analysis (USA)를 사용하여 

통계 처리를 하였다. 정규분포 상태를 보기 위해 

skewness 검정을 하였고, 변수에 대한 검정은 

일원배치 분산분석 중 Tukey-Kramer 's법을 

실시하였다. 시퀀싱과의 상관관계는 교차검정 중 

Likelihood Ratio Fisher's Exact와 Single Binary 

Diagnostic Test를 이용하였다.

결  과

1. 방법에 따른 DNA 추출 효율 비교

나균에서의 효율적인 DNA 분리법을 제시하기 위해 

세 가지 방법(BB법, SM법 및 SP법)으로 DNA 

분리작업을 수행한 후 DNA농도 및 순도 측정을 

실시하였다.

DNA 농도를 측정했을 때(Fig. 2A), BB법은 평균 

3196.1±232.6 ng/㎖, SM법은 평균 1876.5±22.7 

ng/㎖, SP법은 평균 1867.9±22.3 ng/㎖이었으며, 

정균분포를 만족하지 않았지만(α=0.21), SM법과 

S P 법 은  모 두  B B 법 에  유 의 한  통 계 적  변 화 를 

보였으며(**p<0.01), 두 실험법은 서로 통계적 

유의성이 없었다(p=0.99). 

DNA의 순도를 측정했을 때(Fig. 2B), BB법은 평균 

1.02±0.04, SM법은 평균 0.98±0.00, SP법은 

평균 0.97±0.01이었으며, 전체적으로 순도가 높은 

편은 아니었다. 순도 역시 정규분포를 만족하지 

않았고(α=0.83), 각 방법 간 통계적인 유의성은 

없었다.
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Fig. 2. �Results of DNA concentration and purity of three extraction methods for M. leprae. 

(A) The DNA concentration was high in BB method compared to SM and SP methods. (B) 

The DNA purity of BB method was high compared with SM and SP methods but was not 

significant.(One-way ANOVA followed by tukey-kramer's test, **p < 0.01 vs. BB method)

(A) DNA concentration vs method (B) Purity vs method

Extraction methodsExtraction methods



��35��

2. �나균 확인을 위한 실시간 중합효소 연쇄반응 결과 

비교

실시간 중합효소 연쇄반응에서는 최초 주형(templa

te) 양을 반영하는 Ct값의 비교로 나균 DNA산물의 

양을 가정하였다. 형광물질로 SYBR Green을 

이용 시(Fig .  3A) BB법을 기준으로, SM법은 

166.1±4.0%, SP법은 180.4±5.3%가 나타났다. 

정규분포를 만족하진 않았지만(α=0.85), SM법과 

S P 법  모 두  B B 법 에  유 의 한  통 계 적  변 화 를 

보였으며(**p<0 .01) ,  두 실험법의 유의성은 

없었다(p=0.22). 형광물질로 probe 이용 시(Fig. 

3B), BB법을 기준으로, SM법은 149.5±2.1%, 

SP법은 162.5±3.1%로 나타났으며 정규분포를 

만족하였고, 세 방법은 통계적으로 유의한 변화를 

보였다(p<0.01). SM법과 SP법은 모두 BB법에 

유의한 통계적 변화를 보였지만(**p<0.01), 두 

실험법 간 유의성은 없었다(p=0.12).

3. �제한효소 절편길이 다형성 기법을 이용한 SNP 

유전자형 분류의 효율(Table 6)

SNP 프라이머를 이용한 중합효소 연쇄반응 산물에 

제한효소(Sml-1, CviKI-1, BstUI)를 처리 후 

절편 길이를 분석하여 SNP 유형을 분류하였으며, 

외부업체에 의뢰하여 분석한 시퀀싱과 비교하여 

결과를 확인하였다. 

모든 샘플군의 92.9%가 시퀀싱과 동일하였으며, 

통계적으로도 일치하였다(†α<0.05). 제한효소 절편길이 

다형성 기법은 SNP1 유형의 민감도(sensitivity, TPR) 

100.0%, 특이도(specificity, TNR) 85.7%를 보였고, 

SNP3 유형의 민감도와 특이도는 모두 100.0%를 보였다.

DNA 추출 방법별로 분석 시, 세 방법에서 제한효소 

절편길이 다중법의 결과는 모두 통계적으로 시퀀싱과 

일치하였다(†α<0.05). BB법과 SP법은 SNP1, 

3유형의 민감도와 특이도 모두 100.0%를 보였으며, 
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�Fig. 3. �Comparison of DNA extraction methods for M. leprae via Ct values of PCR. Low Ct 

value indicates high DNA amplification. PCR fluorescent dye was used as two types: (A) 

SYBR Green, (B) Probe. The total Ct values were significantly increased in SM and SP 

methods compared to the BB method. (One-way ANOVA followed by tukey-kramer's test, 

**p<0.01 vs. BB method)

Extraction methodsExtraction methods

(A) SYBR Green (B) Probe
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SM법의 SNP3 유형 역시 민감도와 특이도 모두 

100.0%였으나, SNP1 유형은 민감도 75.0%, 특이도 

100.0%를 보였다.

결과를 종합하였을 때, 제한효소 절편길이 다형성 
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기법은 시퀀싱과 비교 시 민감도와 특이도가 높은 

것으로 보아 BB법, SM법 및 SP법에서 모두 SNP1 및 

SNP3 유형 분류에 높은 효율을 보인다고 판단된다.

Table 6. Comparison with restriction fragment length polymorphism typing method and 

sequence analysis for SNP types. (A) Results of restriction fragment length polymorphism 

typing method by sequence analysis, (B) Results for rates of TPR and TNR. All methods were 

significantly correspond compared to the sequence analysis (Two way followed by Likelihood Ratio 

Fisher’s Exact, †α<0.05 vs sequence analysis). TPR and TNR values of SNP1 and 3 type were 1.00 

in BB, SM and SP methods except TPR value of SNP1 type was 0.75 in SM method (Single Binary 

Diagnostic Test. ‡TPR value>0.80, and §TNR value>0.80 vs. sequence analysis). 

 

(A) Restriction fragment length polymorphism typing method by sequence analysis 

Methods Total† By bead beating† Silica gel membrane†
Salting-out

precipitation†

        Seq.

Rest.
1 type 3 type 1 type 3 type 1 type 3 type 1 type 3 type 

1 type 21(50%) - 7(50.0%) - 6(42.9%) - 8(57.1%) -

3 type - 18(42.9%) - 6(42.9%) - 6(42.9%) - 6(42.9%)

N/A 3(7.1%) - 1(7.1%) - 2(14.3%) - - -

(B) Results for rates of sensitivity and specificity

Methods Total By bead beating Silica gel membrane
Salting-out

precipitation

　　 Rest.

  Seq.
1 type †§

Non-
1 type

1 type †§
Non-

1 type
1 type §

Non-

1 type
1 type †§

Non-
1 type

1 type 21(50.0%) - 8(57.1%) - 6(42.9%) 2(14.3%) 8(57.1%) -

non-
1 type

3(7.1%) 18(42.9%) - 6(42.9%) - 6(42.9%) - 6(42.9%)

　  Rest.

Seq.
3 type†§ 

Non-
3 type 3 type†§ 

Non-
3 type 

3 type†§ 
Non-

3 type
3 type†§ 

Non-
3 type 

3 type 18(42.9%) - 6(42.9%) - 6(42.9%) - 6(42.9%) -

non-
3 type - 24(57.1%) - 8(57.1%) - 8(57.1%) - 8(57.1%)
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Table 7. �Comparison of HRM and sequence analysis for tandem repeats. (A) Results of HRM 

analysis by sequence analysis, (B) Results for rate of TPR and TNR. All methods were 

significantly independent compared to the sequence analysis (Two way followed by 

Likelihood Ratio Fisher’s Exact). TPR and TNR values of SNP1 type and 3 type were below 

in general (Single Binary Diagnostic Test. ‡TPR value>0.80, and §TNR value>0.80 vs. 

sequence analysis). 

(A) Results of HRM analysis by sequence analysis 

Methods Total By bead beating Silica gel membrane
Salting-out

precipitation
　    Seq.

  HRM
3 repeats 4 repeats 3 repeats 4 repeats 3 repeats 4 repeats 3 repeats 4 repeats

3 repeats 15(35.7%) 4(9.5%) 5(35.1%) 1(7.1%) 5(35.7%) 2(14.3%) 5(35.7%) 1(7.1%)

4 repeats 9(21.4%) 8(9.0%) 4(28.6%) 4(28.6%) 3(21.4%) 2(14.3%) 2(14.3%) 2(14.3%)

N/A 3(7.1%) 3(7.1%) - - 1(7.1%) 1(7.1%) 2(14.3%) 2(14.3%)

(B) Results for rates of sensitivity and specificity

methods Total By bead beating Silica gel membrane
Salting-out

precipitation

             HRM

   Seq.
3 repeats

Non-
3 repeats

3 repeats §
Non-

3 repeats
3 repeats

Non-
3 repeats

3 repeats 

†

Non-
3 repeats

3 repeats 15(35.7%) 12(28.6%) 5(35.7%) 4(28.6%) 5(35.7%) 4(28.6%) 2(14.3%) 3(21.4%)

non-
3 repeats

4(9.5%) 11(26.2%) 1(7.1%) 4(28.6%) 2(14.3%) 3(21.4%) 3(21.4%) 6(42.9%)

        HRM

   Seq.
4 repeats

Non-
4 repeats

4 repeats 

†

Non-
4 repeats

4 repeats
Non-

4 repeats
4 repeats

Non-
4 repeats

4 repeats 8(19.0%) 7(16.7%) 4(28.6%) 1(7.1%) 5(35.7%) 1(7.1%) 2(14.3%) 2(14.3%)

Non-
4 repeats

9(21.4%) 18(42.9%) 4(28.6%) 5(35.7%) 4(28.6%) 4(28.6%) 3(21.4%) 7(50.0%)
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4. HRM 분석연구와 시퀀싱을 통한 rpoT 유전자의 

반복패턴 산출(Table 7)

HRM 분석을 통해 그룹화하여 유전자형 분류하였 

며, 실시간 중합효소 연쇄반응 산물을 외부업체에 

의뢰하여 분석한 시퀀싱에서 “CATCGA”의 반복염기

(3반복 혹은 4반복)개수를 확인하여 HRM 분석과 

시퀀싱의 결과를 비교하였다. 

HRM 분석 결과의 44.7%가 시퀀싱과 동일하였지만, 
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고   찰

나균은 병원성 미생물 중 역사상 최초로 보고 된 

것들 중 하나에 속하지만, 아직까지 인공배지 증식 

기술이 개발되지 않았고, Shepard11 등에 의해 생체 

내 실험법으로 쥐 족저 내 접종법이 표준화 된 것을 

제외하면 특별한 가이드라인이 제시되지 않아 연구에 

어려움이 있다. 나균은 특이 염기서열을 기반으로 

하는 연구가 활발히 진행되고 있어 DNA를 추출하여 

사용하는 경우가 많은데, DNA 분리에 있어서는 

특별한 기준 없이 다양한 방법들이 사용되고 있기에, 

여러 방법들의 실제적인 효율을 확인하고자 본 연구를 

진행하게 되었다. 

물리적으로 유리 비드의 박동을이용하는 방법(BB법)

과 실리카겔 막을 이용하는 방법(SM법), 그리고 염석 

및 침전 작용을 이용하는 방법(SP법)으로 나누어 

DNA를 추출한 후 실험을 진행하였으며, 흡광도를 

측정하여 비교해 본 결과(Fig. 2), BB법의 DNA농도가 

SM법과 SP법에 비해 통계적으로 유의하게 높은 

것을 확인 할 수 있었고, DNA의 순도도 BB법이 가장 

좋았으나 통계적인 변화는 보이지 않았다. 

또 한  나 균  유 전 자 를  이 용 한  실 시 간  중 합 효 소 

연쇄반응을 진행하고 Ct값을 비교한 결과 역시 

BB법은 다른 두 방법에 비해 통계적으로 유의하게 

낮은 Ct값을 나타냈고, 이는 곧 DNA의 증폭량이 

비교적 높은 것으로 해석되기에 DNA의 추출 효율이 

높다고 해석 할 수 있다(Fig. 3).  이때 사용한 

형광물질은 DNA-결속 형광인 SYBR Green과 형광 

probe를 기반으로 한 probe 두 가지를 사용했으며, 

BB법은 SM법, SP법에 비해 두 형광물질에서 모두 

통계적으로 유의한 변화를 보였다. 추출 작업 시에도, 

BB법은 약 30분 정도 소요되는 반면, SM법과 SP법은 

정치시간이 길고 작업 단계가 많아 상대적으로 오랜 

시간이 소요된다. 결과적으로 BB법은 SM법과 SP법에 

비교하여 DNA 추출에 있어서는 효율적인 방법이라고 

판단된다. 다만, DNA의 순도가 전체적으로 높지 

않은 점에 대해서는 조직에서의 나균 분리법과 DNA 

추출법의 수정 등과 같은 추후 연구가 필요할 것이라 

사료된다.

중합효소 연쇄반응은 나균 검출에 일반적인 방법으로, 

나균 특이 유전자 부위(18 kDa12, 36 kDa13, 65 

kDa5 등)에 대한 확인을 통해 이루어진다. 특히 세 

가지 SNP 좌위의 발견을 바탕으로 네 개의 주요 

SNP 유형이 있다고 보고되었는데8, 직접 염기서열을 

확인하지 않고 중합효소 연쇄반응 후 제한효소를 

처리하여 확인하는 절편길이 다형성 기법을 이용할 

수 있다9. 이에 따라 Sml-1, DviKI-1, BstU1 등의 

제한효소를 처리 후 전기영동 한 결과로 SNP 유형을 

분류하였을 때(Table 6), 염기서열로 확인한 결과와 

통계적인 차이가 없었음을 확인하였다(†α<0.05). 
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통계적 불일치를 보였고(α=0.19), 3반복은 민감도 

55.6%, 특이도 73.3%, 4반복은 민감도 53.3%, 

특이도 66.7%를 나타냈다.

DNA  추출 방법별로 분석하였을 때,  BB법은 

63.7%가 시퀀싱과 동일하였으나 통계적인 불일치를 

보였으며(α=0 .19) ,  3반복은 민감도 55 .6%, 

특이도 80.0%, 4반복은 민감도 80.0%, 특이도 

55.6%를 나타냈다. SM법은 50.0%가 시퀀싱과 

동일하였으며, 통계적인 불일치를 보였고(α=0.83), 

3반복은 민감도 55.6%, 특이도 60.0%, 4반복은 

민감도 40.0%, 특이도 66.7%를 나타냈다. SP법도 

50.0%가 시퀀싱과 동일하였으며, 통계적인 불일치를 

보였고(α=0.42), 3반복은 민감도 83.3%, 특이도 

50.0%, 4반복은 민감도 50.0%, 특이도 70.0%를 

나타냈다.

HRM 분석에 있어 BB법은 SM법, SP법에 비해 

시퀀싱과 유사성이 높았으며, SP법은 SM법 보다 

통계적인 일치 확률이 크다고 짐작된다.
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SNP3 유형의 민감도, 특이도는 모두 100.0%였으며, 

SNP1 유형도 SM법에서 민감도 75.0%가 나온 것을 

제외하고는, 모두 100.0%의 결과를 보였다. 본 연구의 

결과, 시퀀싱과 비교 시 민감도와 특이도가 높은 

것으로 보아, BB법, SM법, SP법 등의 추출 방법들은 

모두 제한효소 절편길이 다형성 기법을 이용한 

SNP1 유형과 SNP3 유형 분류에 있어서 높은 효율을 

가진다고 판단된다. 이전 연구에 따르면 SNP1 유형과 

SNP3 유형이 미얀마 및 태국 등에서 가장 흔하게 

발견되며, 한국, 일본, 인도네시아에서는 SNP3 유형이 

더 흔하게 발견된다고 한다9,14-15. 따라서 제한효소 

절편길이 다형성 기법은 한국에서 발견한 나균에 

있어서는 SNP 유형분류에 적합한 방법이라 사료된다.

rpoT 유전자는 코딩기반(cording region) 안에 

존재하는 6 bp의 반복염기 횟수의 차이를 응용한 

것으로, GACATC의 염기서열을 3개 및 4개가 

직렬하는 형으로 구분하여 나균의 형별법으로 사용되고 

있다16. HRM 기법은 실시간 중합효소 연쇄반응 산물이 

DNA 서열에 따라 고유의 녹는 온도(Tm)을 갖는 것을 

이용한 SNP 분석기법으로, 본 연구에서 HRM 기법을 

이용한 실시간 중합효소 연쇄반응을 수행하여 나균의 

반복 염기 확인의 효율성을 확인하였다(Table 7). 

BB법은 63.7%가 시퀀싱과 일치한 반면 SM법과 

SP법은 각각 50.0%가 동일했으며, 3반복 및 4반복의 

민감도와 특이도도 BB법이 다른 두 방법에 비해 높은 

수준을 보였다. 이로써 HRM 분석에서 BB법은 SM법과 

SP법에 비해 효율이 높다고 판단된다. 그러나 결과 

값이 시퀀싱과 통계적으로 유의하지 않고, 민감도와 

특이도가 전체적으로 높지 않은 것에 대한 이유는 향후 

추가 연구가 필요할 것이라 사료된다. 

우리나라는 한센병의 발병률이 낮아졌지만, 경제적 

구조의 변화로 외국인의 유입이 늘어가는 추세이며 

그에 따라 신환자가 꾸준히 발병되고 있는 실정이다. 

따라서 우리나라 역시 한센병의 분자생물학적인 

연구가 계속적으로 필요하다고 생각하며, 본 연구와 
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더불어 다양한 연구가 더 진행되어, 보편적이면서 

효율성이 높은 검출 방법과 질병 진단이 필요할 것이라 

사료된다.

결   론 

본 연구의 결과, BB법은 SM법, SP법에 비해 DNA의 

농도와 순도가 높았으며, 중합효소 연쇄반응에서 DNA 

증폭 수준도 컸다. 또한, BB법은 절편길이 다형성 

기법을 이용한 SNP1, 3유형의 분류와, HRM 분석을 

통한 반복염기 패턴산출의 효율이 높았다. 따라서 

나균의 진단 및 연구에 활용하기 위한 방법으로 

BB법이 적합하다고 사료된다.
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