
서 론

법곤충학(forensic entomology)은 법적인 문제와 연관된 곤

충학적 내용을 연구하는 학문이다. 법곤충학은 도시곤충학

(urban entomology), 저장식품곤충학(stored product

entomology), 법의곤충학(medicolegal entomology, forensic

medical entomology)의 세 분야로 나눌 수 있다. 도시곤충학

은 인간이 만든 건축물이나 인간이 살아가는 환경에 관계되는

곤충과 그 관련 생물들로 인한 법적인 문제를 다루는 학문이

고, 저장식품곤충학은 식품에 오염되거나 혼입된 곤충으로 인

해 일어나는 문제들을 다루며, 법의곤충학은 변사사건에 관련

된 곤충학적 증거를 활용하여 범죄수사에 도움을 주는 학문이

다. 법의곤충학이 주로 관여하는 업무는 1) 사후경과시간

(postmortem interval; PMI)이나 사망장소의 추정, 2) 돌연사

가능성이 있는 사건, 3) 명확한 원인을 모르는 교통사고, 4) 곤

충을 범죄에 악용하는 경우 등이 있다.1) 법곤충학의 이러한 다

양한 업무 중에서도 가장 강조되는 것은 곤충학적 증거를 이용

한 사후경과시간의 추정인데 시신의 부패단계별로 유인되는

곤충의 종류가 다르다는 점과 시신에 산란된 곤충, 특히 시식

성 파리(necrophagous fly)의 알이 유충, 번데기로 자라는 속

도가 온도 의존적이며, 종에 따라 다르다는 점을 주로 활용하

고 있다.1) 따라서 파리 유충의 성장 속도에 대한 자료가 필요하

며, 간편하게 곤충의 종을 구분할 수 있어야 곤충학적 증거를

수사에 활용할 수 있는데, 한국산 파리의 성장 속도에 대한 연

구는 거의 없는 실정이고, 파리 종을 구분할 수 있는 전문가도

매우 부족한 현실이다. 파리의 종을 구분할 수 있는 곤충분류

학자를 양성하는 것은 쉽지 않은 일이며, 숙련된 곤충분류학자

라고 해도 현장에서 발견되는 검체의 대부분을 차지하는 유충

단계의 파리들의 종을 알기 위해서는 성충까지 사육을 시켜야

하는 번거로움이 있고, 사육 중 죽거나 이미 죽은 채로 발견된

개체들의 종을 확인하는 것은 불가능하므로 DNA를 이용한 종
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To estimate the postmortem interval (PMI) by using entomological evidence,
species identification of forensically important flies is mandatory. However, the tradi-
tional species identification method, which relies on the key morphological features of
adult flies, is not always available to investigators and has limitations to the immature
samples. Because of these limitations, species identification using DNA sequences
has long been an issue in the field of forensic entomology. In this review, I have briefly
described the basic principles of molecular species identification and phylogenetic
analysis and their applications in forensic entomology. I also recommend an experi-
mental and statistical method to identify unknown fly samples obtained from the field.
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종 설



구분방법이 오래전부터 연구되었다.2) 본 종설에서는 시식성

파리의 분자생물학적인 종 구분 방법에 대해 간략히 설명하고

실제 현장에서 채집된 검체를 어떻게 처리할 것인지에 대한 권

고안을 제시하고자 한다.

본 론

1. 표준 DNA 표지자

동물 종의 구분을 위해 가장 많이 사용되는 DNA 표지자는

미토콘드리아 시토크롬 c 산화효소 I번 아단위 (cytochrome c

oxidase subunit I; COI) 유전자인데 시토크롬 c 산화효소

(CO)는 세균과 진핵생물의 미토콘드리아에 존재하는 막 단백

질로서 내호흡의 전자전달계의 최종 과정을 담당하는 효소이

다.2) 이 효소에 이상이 발생하면 치명적인 대사장애가 유발되

므로 이 효소를 부호화하는 유전자는 진화과정에서 돌연변이

가 드물게 발생하고, 모든 종에서 비교적 보존적인 유사한 염

기서열이 공유된다. 실제로 NCBI에서 BLAST로 비교를 해보

면 초파리와 사람의 COI 유전자의 염기서열은 69% 가량의 유

사성을 보이며, 사람과 침팬지 사이의 유사성은 91% 정도이

다. 단백질의 서열을 비교하면 차이는 더욱 적어지는데 이는

많은 돌연변이가 실제 단백질 서열의 변화를 가져오지는 않는

것들(synonymous mutations)이기 때문이다. 인간과 침팬지

의 COI 단백질 서열 중 아미노산의 98.8%가 일치하며, 사람과

초파리도 71.7%가 일치한다. COI 이외에 많이 사용되는 표지

자들로는 COII (cytochrome c oxidase subunit II), ITS2

(internal transcribed spacer 2), rDNA (ribosomal DNA) 등

이 있다.2-4) 한편 COI 유전자의 앞부분 1/3 정도 부위를 DNA

바코드 영역(DNA barcoding region)이라고도 부르기도 한

다.5) 생명의 바코드 계획 컨소시엄(Barcode of Life)에서는 이

부위를 중심으로 COI 염기서열을 데이터베이스에 축적하고 있

으므로 COI의 전체 서열을 동정하는 것이 어려울 경우 이 부위

를 우선하여 분석하는 것이 이미 알려진 염기서열과의 대조에

유리하다.

2. 분자생물학적 종 구분의 원리

DNA를 이용한 개인식별은 검체와 실제 인물의 유전자형

(genotype)을 대조하여 일치하는지를 확인하는 반면, 종 구분

의 경우 동종이라도 유전자형이 반드시 일치하지 않을 수도 있

다는 점에서 큰 차이가 있다. 따라서 어느 정도의 불일치를 이

종(異種) 혹은 동종(同種)을 판가름하는 기준으로 볼 것인지

를 정하는 것이 매우 중요한데 사실상 이를 규정하는 일반적인

원칙은 없다는 점이 판정의 어려움 중 하나이다. 하지만 경험

적으로는 표준표지자인 COI의 염기서열을 비교했을 때 동종끼

리는 대개 1-2% 이내 정도의 차이를 보이며, 이종 사이에서는

대부분의 경우 2% 이상의 차이를 보이고, 1% 이내의 차이를

보이는 경우는 드물다. 물론 예외가 존재하여 동종 사이에서도

20% 이상의 차이를 보이는 극단적인 경우가 간혹 발견되기도

하고, 최근에 종 분화가 일어난 자매종(sister species)의 경우

에는 이종 사이에서도 1% 이내의 차이만이 관찰되기도 하므

로 세심한 주의가 필요하다.6, 7) 따라서 기존의 분류학적인 토대

가 없이 생물들의 염기서열 차이만으로 동종인지 이종인지 여

부를 곧바로 판가름하는 것은 불가능하며, 고전적인 분류학을

전공한 전문가에 의해 종이 확인된 개체들의 염기서열을 수집

하고 분석하여 각 종마다 동종 내에서의 염기서열 다양성의 정

도나 자매종 사이의 다양성과 유사성을 미리 조사해 두어야 한

다.

(1) 염기서열을 비교하는 방법

법의학적으로 중요한 파리 종군의 COI의 염기서열의 길이는

1539 염기이며, 이 중 바코드 영역만 분석해도 얻어지는 염기

서열의 길이는 500 염기를 넘게 된다. 이렇게 긴 염기서열을

비교하는 가장 손쉬운 방법은 미국국립보건원의 NCBI 홈페이

지에서 BLAST 검색을 해보는 것이다. 그러나 BLAST 검색은

NCBI Genbank에 등록된 염기서열들과의 대조 결과를 보여주

는 것이므로 BLAST 검색에서의 일치만으로 종 확인이 정확

하게 완료되었다고 확신하기가 어렵다. NCBI Genbank에 염기

서열을 접수할 때 종의 동정이 정확한지 여부를 확인하는 절차

가 없기 때문이다. 보다 정확한 종 확인을 위해서는 분류학 전

문가에 의해 검증되고 확인된 검체로부터 획득된 염기서열들

을 확보하고 검사대상이 된 염기서열을 이들 알려진 서열들과

대조를 해야 한다. 염기서열의 대조를 위해서는 비교 대상의

염기서열들 사이의 정렬(alignment)이 반드시 필요하다. 염기

서열의 정렬이란 비교 가능한 부위, 즉 상동 위치(homologous

site)끼리 일대일 대응이 되도록 염기서열들을 맞춰주는 것을

의미한다. 일단 정렬된 염기서열을 눈으로 일일이 검색해서 차

이를 확인하는 것은 많은 시간과 노력이 필요하며, 오류의 가

능성도 높다. 따라서 컴퓨터 소프트웨어를 이용한 분석이 이용

되고 있다. 여러 가지 분석방법이 가능하겠지만 가장 일반적으

로 이용되는 방식은 염기서열들 사이의 거리(차이)를 백분율

로 나타내어 비교하는 방식(백분율 거리비교)과 계통분석

(phylogenetic analysis)을 실시하여 실험대상의 검체의 염기

서열이 이미 종이 확인된 염기서열들과 어떤 계통군을 형성하

며 계통수(phylogenetic tree)에 나타나는지를 확인하는 방식

이 있다.8, 9) 백분율 거리비교와 계통분석은 동일한 염기서열 정

렬 데이터를 이용하여 같은 소프트웨어에서 분석할 수 있으므

로 둘 중 하나만 시행하지 않고 두 가지를 모두 시행하여 결과

를 참고하는 것이 일반적이다.
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(2) MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 소

프트웨어

MEGA는 앞 절에서 설명한 염기서열의 정렬, 백분율 거리의

계산, 계통분석을 모두 수행할 수 있는 최적의 소프트웨어이며

무료로 배포되고 있다.8-10) 뿐만 아니라 자동염기서열 분석기에

서 생성된 ab1 형식의 파일을 불러와서 electropherogram을

확인하고 염기서열 정보를 편집할 수 있는 TraceEditor도 갖추

고 있어서 ChromasPro 같은 전문적인 프로그램에는 미치지

못하지만, 기본적인 기능은 활용할 수 있다. MEGA 소프트웨어

의 자세한 사용법은 소프트웨어를 다운로드 받으면 따라오는

Help 메뉴나 홈페이지의 설명서를 참고하면 익힐 수 있다.

(3) 계통수의 생성

염기서열을 이용하여 계통수를 생성하고 판독하는 방법을

자세히 다루려면 두꺼운 교과서 수준의 분량이 필요하다. 계통

수를 생성하기 위한 방식은 크게 거리기반방식(distance

matrix based)과 특징기반방식(character based)의 두 가지

로 나누며, 거리기반방식으로는 UPGMA, 근린결합(neighbor

joining), 최소진화(minimum evolution) 방법들이 있고 특징기

반방식으로는 최대단순분기도(maximum parsimony), 최대우

도비(maximum likelihood), 베이지안 방법 등이 있다.11) 이 중

가장 완성도 높은 방식은 최대우도비 방법이므로 최근 계통분

류를 다루는 대부분의 학술 논문에서는 이 방법을 사용하여 계

통수를 사용하고 있으나 최대단순분기도 방법이나 근린결합방

법도 아직 사용되고 있다. 최대우도비 방법의 가장 큰 단점은

복잡한 알고리즘 때문에 계통수를 생성하는 데에 시간이 오래

걸린다는 점인 데에 반해, 근린결합 방법은 신속한 계산이 가

능하고, 생성된 계통수를 백분율 거리와 직관적으로 비교할 수

있다는 장점을 가지고 있다. 베이지안 방법은 최대우도비 방법

의 변형으로 볼 수 있으며, MrBayes 같은 특별한 소프트웨어

를 설치해야만 사용할 수 있다.12) 계통수를 생성하면서 계통수

의 신뢰성을 통계학적으로 검증하는 장치를 활용할 수 있는데

이것이 부트스트랩(bootstrap)이다. 부트스트랩의 통계학적

원리는 다소 복잡하여 지면 관계상 다루기 어려우나, 단순하게

설명한다면 계통수 상에서 가지(branch)가 분기하는 지점

(internal node)에 백분율 숫자로 표시되는 통계량이다. 이 숫

자가 100에 가까울수록 계통수를 생성하는 데에 이용된 염기

서열 데이터에 기반하여 보았을 때 그 지점의 가지의 갈라짐

(달리 말하면 그 지점에 의해 묶이는 두 가지의 관계)의 신빙

성이 높다는 의미이다. 베이지안 방법을 제외하면 앞서 설명한

모든 계통분석 방법은 MEGA 소프트웨어에서 수행할 수 있다.

(4) 계통수의 판독

계통분석(phylogenetic analysis)은 종간의 관계를 연구하

는 분야로서 생물들의 명칭을 정하고 분류하는 분류학과 밀접

한 상관관계에 있다. 그러나 본래의 분류학은 생물들의 유사성

과 차이점을 이용하여 생물을 분류하긴 하지만 같은 분류군이

반드시 같은 조상을 공유한다는 개념을 가진 것은 아니었다.

이에 비해 계통분석은 생물 종들 사이의 혈연관계를 기본 가정

으로 놓고 시작한다는 점이 다르며, 따라서 때로는 분류학과

계통분석이 서로 일치하지 않는 경우도 있다. 계통수는 기본적

으로 점(마디; node)들을 연결한 선(가지; branch)으로 이루

어진 그림이다. 점(node)는 어떤 생물 종이 위치하거나 가지가

갈라지는 지점을 의미하며, 생물 종이 위치하는 곳을 바깥마디

(external node)라고 하고, 가지가 갈라지는 곳을 안마디

(internal node)라고 한다. 어떤 두 종이 하나의 마디에 의해 서

로 연결되어 있다면 이는 두 종이 그 마디에서 두 가지로 갈라

지는 시점 이전까지는 공통 조상을 공유했다는 의미다(Fig.

1).11)
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Fig. 1. An example of a neighbor-
joining phylogenetic tree, using COI
sequences of modern human (Homo
sapiens), Neanderthal man (Homo
neanderthalensis), chimpanzee (Pan
troglodytes), bonobo (Pan paniscus),
gorilla (Gorilla gorilla), and orangutan
(Pongo abelii), illustrates the key
features of a phylogenetic tree such as
nodes, branches, bootstrap numbers,
and the scale.



3. 주요 연구결과들

1994년 Sperling 등이 법의학적으로 중요한 파리 3종의

COI, COII, tRNA-leucine 염기서열을 비교하여 종의 구분이

가능함을 주장하였으며,2) 그 후 많은 연구자들에 의해 시식성

파리 종의 COI 염기서열이 분석되었다.13-31) 전체 숫자를 헤아

리기 어려울 정도로 많은 수의 염기서열들이 NCBI Genbank

에 등록되고, 논문으로도 발표되었으나 그 중 부정확한 검체를

분석한 것들이 많아서 단순히 기존 데이터와의 비교만으로 종

의 구분을 하는 것은 매우 부정확할 수 있다는 점이 분자생물

학적인 종 확인법의 가장 어려운 점이다. 따라서 신뢰할만한

전문성을 가진 파리 분류학자에 의해 종이 확인된 검체의

DNA 염기서열을 확보하는 것이 필수적이라고 할 수 있다. 대

부분 종들은 표준 표지자인 COI 염기서열 분석만으로 확인이

가능하지만 분자생물학적 방법으로 구분이 어렵거나 이미 발

표된 염기서열의 오류로 인해 혼돈이 초래되고 있는 주요 파리

종들로는 Lucilia illustris, L. caesar, L. ampullacea, L.

porphyrina, Hemipyrellia ligurriens 등이 있다.14, 32, 33)

4. 한국산 파리에 대한 연구

4과 29종의 한국산 시식성 파리에 대해서 미토콘드리아

COI 유전자의 전체 염기서열이 동정 되었다. 이 중 검정파리과

파리의 염기서열 대부분은 NCBI Genbank에 등록되었으며,23,

24) 집파리과와 쉬파리과의 염기서열도 제출되어 등록을 기다

리고 있다(Table 1). 그 외에 핵 DNA 표지자를 발굴하기 위해

abd-a, ubx, dfd, scr, bcd, abd-b 항상성상자(homeobox) 염

기서열이 다수 종에 대하여 분석이 되었으며,34-37) 이 중 bcd 염

기서열을 이용한 검정파리과 파리에 대한 multiplex

genotyping kit의 특허가 승인되었다. COI 다음으로 많이 사용

되는 표지자인 ITS2에 대한 분석은 현재 연구가 진행 중이다.
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Table 1. List of Forensically Important Fly Species Commonly Collected in Korea

Family Subfamily Species Genbank

Fanniidae Fannia prisca JX861413-7

Muscidae Azelinae Hydrotaea dentipes JX861420-JX861429
Hydrotaea occulta JX861430
Ophyra chalcogaster JX861452-JX861456
Ophyra leucostoma JX861457-JX861459
Ophyra nigra JX861460-JX861468
Muscina angustifrons JX861436-JX861444
Muscina stabulans JX861449-JX861451
Muscina pascuorum JX861445-JX861448

Muscinae Musca domestica JX861431-JX861435

Phaoniinae Phaonia aurea JX861481&JX861482

Calliphoridae Calliphorinae Adrichina grahami EU880180-EU880182
Calliphora lata EU880183-EU880187
Calliphora vicina EU880188-EU880192
Triceratopyga calliphoroides EU880176-EU880179

Chrysomyinae* Chrysomya megacephala KF037969
Chrysomya pinguis FJ195381
Phormia regina JN257239&FJ360867

Luciliinae Hemipyrellia ligurriens EU880206&EU880207
Lucilia ampullaceae EU925394
Lucilia caesar EU880193-EU880196
Lucilia illustris EU880197-EU880205
Phaenicia sericata EU880208-EU880212

Sarcophagidae Sarcophaginae Sarcophaga haemorrhoidalis JX861406-JX861408
Boettcherisca peregrina JX861409-JX861412
Helicophagella melanura JX861418&JX861419
Parasarcophaga albiceps JX861469-JX861473
Parasarcophaga harpax JX861474&JX861475
Parasarcophaga similis JX861476-JX861480

*Because the COI sequences of Korean Chrysomyinae flies were not submitted to NCBI Genbank yet, the listed accession numbers are those
of conspecifics of which sequences are consistent with Korean counterparts.



5. 현장에 대한 가이드라인

1) DNA 추출

파리의 유충이나 성충으로부터 DNA를 추출하는 데에 특별

한 어려움은 없으며, 조직에서 DNA를 추출하는 일반적인 방

법을 사용한다. 알, 구더기, 번데기로부터 DNA를 추출하기 전

에는 반드시 자를 놓고 근접사진을 촬영해야 하며, 특히 구더

기의 경우 몸의 길이와 후기문의 형태를 기록으로 잘 남겨두어

야 한다. 될 수 있는 대로 검체를 파괴하는 것보다는 전체 형태

를 유지하면서 DNA를 추출하거나 검체의 일부분만을 이용하

는 것이 권장된다. 파리 성충의 전체적인 형태를 유지하면서

DNA를 추출하기 위해서는 저자들이 다른 논문을 통해 제안한

비파괴적 방법(nondestructive method)을 따르거나 응용할

것을 권한다.38) 비파괴적으로 DNA를 추출하고 남은 파리 검체

는 다시 7-80% 에탄올 용액에 보관한다. 파리 성충을 파괴하

면서 DNA를 추출하기 전에는 분류학적으로 중요한 부위들의

해부현미경 소견을 기록으로 남겨두는 것이 원칙이지만 전문

적인 파리분류학자가 아니면 실행이 어렵다.

2) PCR 증폭 및 염기서열 동정

저자들이 실제 사용하는 시발체의 염기서열은 표에 나열되

어 있으며, 세 쌍의 시발체로 세 번의 PCR을 통해 염기서열을

동정하면 전체 COI 염기서열을 얻을 수 있다 (Table 2). 그러

나 종 식별을 위해 반드시 전체 염기서열이 필요한 것은 아니

고, DNA 바코드 부위인 1번 세트만을 분석해서 대조해도 무방

하다. PCR 및 염기서열 분석과정은 일반적인 분자생물학적 실

험방법을 따르면 되므로 자세한 사항을 생략한다.

3) 염기서열의 대조

앞서 2항에서 기술한 내용을 바탕으로 계통수를 작성하고

염기서열간의 거리(distance)를 산출하여 기존의 염기서열과

의 비교를 통해 종(species)을 판단한다. 대조에 사용할 염기

서열들은 Table 1에 표시된 NCBI Genbank Accession No를

참고한다.

결 론

전술한 바와 같이 한국산 시식성 파리의 COI 염기서열에 대

한 분석은 거의 완료된 상태이며, 개체 수가 부족한 종에 대한

보충, 한국에서는 드물지만 전 세계적으로는 흔하면서 한국의

근연관계종과의 구분에 중요한 파리들의 염기서열 확보가 필

요한 실정이다. 그러나 COI 이외의 다른 표준 표지자에 대한

분석은 거의 이루어지지 않은 형편이므로 그 부분에 대한 연구

가 시급하다. 또한, 현재까지 획득된 염기서열을 이용하여 복

잡한 계통분석을 하지 않고도 쉽게 종을 확인할 수 있도록 종

특이적 다형성에 기반을 둔 종 식별키트의 개발이 필요하다고

생각된다.
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oxidase subunit II
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