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Vast array of microbes colonize to each anatomical environment of human body. Culture based methods are important 
in investigating the microbial structure, but they are extremely biased in their evaluation of microbial diversity by 

selecting particular population of microbiota. Recent advance in molecular technology has allowed sophisticated analysis 

of complex human microbiota by culture-independent methods. Here, we will discuss features of tools for human 
microbiota studies including Roche-454 and Illumina platform. We will also briefly discuss features of some strategies 

that are commonly applied to these platforms including 16S rRNA targeting and shotgun sequencing. New platforms 

such as PacBio and Oxford Nanopore are also introduced. 
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서 론 

 

저자는 human microbiota 연구 방법에 대한 review 

article인 'Genomic approaches to studying the human 

microbiota. Nature 2012: 489; 250-256'과 'Experimental and 

analytical tools for studying the human microbiome. Nature 

Reviews Genetics 2012: 13; 47-58'를 읽고 이를 중심으로 

이 분야에 대한 요약과 견해를 아래와 같이 전달하고자 

합니다 (1, 2). 

 

요 약 

 

인체에 존재하는 다양한 미생물에 대한 연구는 최근에 

발달한 next-generation sequencing 기법의 도입과 함께 눈

부시게 발전하고 있다. 가장 대표적인 분석 기반으로는 

Roche-454와 Illumina가 있다. Roche-454는 400 bps 내외

의 비교적 긴 염기 서열을 단 시간 이내 읽어 들일 수 있

는 장점이 있고, Illumina는 100~150 bps의 짧은 염기 서

열을 분석하는 반면 방대한 양의 정보를 읽어 들일 수 

있는 장점을 갖는다. 이러한 분석의 특징과 장 · 단점을 

비교하고 더불어 최근에 소개되고 있는 PacBio, Oxford 

Nanopore 등에 대한 소개도 곁들이고자 한다. 

 

해 설 

연구 배경 

인체에는 다양한 미생물이 피부 및 점막에 존재한다. 

피부, 장, 구강, 여성 생식기 등에 존재하는 다양한 미생

물들은 각 장소에 따라 그 분포가 다르고 인체의 성장, 

영양, 건강, 위생 상태 등 다양한 변수에 따라 상당한 차

이와 변화를 보인다. 또한 연구 기법의 개발에 따라 이전

에는 알려지지 않았던 미생물이 알려지고 있으며 질병과

의 연관 관계도 새롭게 밝혀지고 있다. 다양한 미생물은 
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각각의 특성을 가질 뿐만 아니라 서식하는 인체의 환경

에 따른 특징을 갖게 된다. 인체의 미생물을 연구하는 목

적은 이러한 미생물 구성체의 구조와 변화를 측정하고 

각 미생물 간의 상호 관계를 분석하고 어떤 물질이 생산

되고 소모되는지를 밝힐 뿐만 아니라 인체와의 상호 작

용과 질환에 따른 차이를 알아내는데 있다. 

인간과 미생물의 상호 관계에 대한 많은 연구가 진행

되고 있음에도 인체에 존재하는 미생물에 대한 것은 많

은 것이 아직도 잘 알려지지 않았다. 제2의 유전체로 불

리기도 하는 인체 내 미생물은 인간의 유전자보다 100배 

이상의 유전자를 갖고 있으며 장내 미생물에서만도 300

만개 이상의 유전자가 보고되었다 (3~5). 복잡한 미생물 

생태계를 정의하고 이를 연구할 수 있는 방법을 개발하

는 것은 21세기 미생물학의 큰 과제 중에 하나가 되었다. 

미생물 생태계를 연구함에 있어서 그 복잡함은 연구를 

어렵게 한다. 수 백 종의 미생물이 있고 이들을 고전적인 

방법으로 정량 한다는 것은 다수의 미생물이 지금까지 

배양되지 않았기 때문에 불가능하다. 미생물의 분포 또

한 그 폭이 너무 넓어서 소수로 존재하는 미생물을 확인

하기 위해서는 깊이 있는 측정이 필요하다. 미생물의 수

를 측정하는 연구 방법으로 배양에 비의존적인 기법은 

약 25년 정도의 역사를 가지며 다양한 분자방법론적 접

근법이 제시되었다 (6). 초기에는 5S 또는 16S rRNA 유

전자의 염기 서열을 분석하여 종을 확인하였다 (7). 연

구가 보다 활발해 짐에 따라 next-generation sequencing 

(NGS) 기법이 개발되어 16S rRNA 염기 서열 분석이나 

whole-genome shotgun sequencing을 통해 보다 심도 깊은 

연구가 진행되고 있다 (8). 

16S rRNA 염기 서열 분석에 의한 미생물의 분류 

미생물 생태계의 분석은 표적(예, 16S rRNA) 유전자

나 shotgun sequencing을 통해 유전자를 분류함으로 이

루어 진다. 미생물의 생태에 대한 정보를 얻는 방법으

로는 각 미생물 종 별로 갖는 독특한 유전자를 분석하

는 방법[oligonucleotide에 대한 hybridization을 통한 array 

기법 등 (9)], polymerase chain reaction (PCR) 산물의 다

양한 fingerprinting 방법(예로 single-strand conformation 

polymorphism 또는 terminal restriction fragment length 

polymorphism)에 의한 분석, 또는 표적 PCR 산물의 DNA 

염기 서열 분석법 등이 있다. 

16S rRNA는 각 세균 종 간에 상당한 차이를 보인다. 

16S rRNA는 약 1.5 kb 가량 되는 유전자로 9개의 짧은 

초가변영역(hypervariable region)을 가지고 있으며 세균을 

분류하는데 사용된다. 세균 종을 정의 하는 것은 상당히 

어렵지만 16S rRNA 유전자 염기 서열이 97% 이상 동일

한 경우 같은 종으로 여겨지고 있다. 

NGS 기법 도입 이전에는 다양한 종에서 유전자 증

폭이 가능한 PCR primer를 사용하여 전체 16S rRNA를 

cloning하고 Sanger 기법으로 cloning된 유전자의 염기 서

열을 분석하여 이루어 졌다. Sanger 기법에 의한 분석은 

상당한 비용과 노력을 요구하기에 연구의 깊이의 제한 

요소가 되어 실험 당 100여 개의 염기 서열만을 분석하

였다. 이 연구법은 대표적인 세균의 분포를 확인하는 데

는 유용하였지만 소수의 세균을 확인하는 데는 제한적이

었다. 

16S rRNA 유전자를 NGS 기법으로 분석함에 따라 비

용과 노력이 획기적으로 개선되었다. 가장 대표적인 연구 

기반으로는 Roche의 454 기반과 Illunina 기반 두 가지가 

있다. Roche-454는 세균총 분석의 대표 주자였다 (10). 

454 pyrosequencing은 약 400개의 염기를 읽을 수 있다. 

미국의 Human Microbiome Project (HMP)는 16S rRNA의 

V3에서 V5 영역을 표적으로 454를 이용한 분석을 수행

하여 각 시료당 평균 7,000여 개의 염기 서열 결과를 얻

었다 (11). 실험을 진행함에 있어서 개인 간의 차이를 

16S rRNA 유전자 분석을 통해 진행할 때는 어떤 세균들

이 존재하는 지를 아는 것 보다는 16S rRNA 유전자를 

분석하는데 primer가 적당한지와 준비된 시료 간의 차이 

정도가 유사한지가 중요하다. 예로, 16S rRNA를 증폭하

는데 널리 사용되는 F27-R338 primer는 세균에 대한 특

이성이 매우 높지만 장내 세균 가운데 Bifidobacterium을 

잘 증폭하지 못하는 단점을 갖는다 (12). 또한, 그람 양성 

세균은 음성 세균에 비해 DNA를 추출하기가 어렵기 때

문에 시료에서 그람 음성 세균의 DNA가 더 많이 뽑힐 

가능성도 높다. 이러한 제한점에도 불구하고 세균의 종에 

대한 민감도의 감소는 감내할 만 하며 NGS는 비용 대비 

효과가 우수하여 대규모 연구를 가능하게 한다. 

또 다른 분석 장비로 Illumina 기반의 염기 서열 분석이 

유전체 사업에 적용되고 있다 (13, 14). Illumina 기반의 

염기 서열 분석은 100~150 bps의 비교적 짧은 길이만을 

분석할 수 있기 때문에 단일 초가변영역을 대상으로 분

석을 진행할 수 있다. 그러나 이러한 민감도의 감소에도 

불구하고 Illumina 기반의 연구도 현재 활발히 진행되고 



Molecular Methods for Studying the Human Microbiota 69 

 

있다. Illumina의 가장 큰 장점은 상대적으로 낮은 분석 

가격과 많은 수의 염기 분석에 있고 이러한 장점으로 인

해 16S rRNA 유전자 분석이나 다른 유전체 분석에 많이 

이용되고 있다 (15). 

Shotgun sequencing을 통한 미생물의 분류 

특정 유전자의 염기 서열 분석을 통한 분류는 상당히 

강력한 분석 도구로 현재 사용되고 있으나 기능이나 유

전적인 정보와 관련해서는 그 내용이 제한적이다. 유전자

에 대한 정보가 알려진 미생물의 경우 이를 참고로 생태

계에서 발견되는 유사한 유전자의 기능의 유추가 가능하

다. 기능적인 추론의 단계를 넘어서는 경우 유전자 기반 

통계가 요구되고 이러한 유전자의 분류는 추출된 미생물

계의 DNA를 shotgun sequencing을 통해 분석함으로 얻어

질 수 있다. 수 백 종 이상의 미생물이 공존하는 생태계에

서 중요한 기능을 담당하는 소수의 세균을 분석하기 위

해서는 심도 깊은 분석이 요구된다. 장내 세균의 경우 1 

ml에 1011 가량의 미생물이 존재하고, 106 가운데 1로 존

재하는 소수라도 1 ml당 105이 존재하게 되고, 이 정도면 

특정 대사물이나 독소를 만들기에 충분한 양으로 전체 

생태계와 숙주에 영향을 미칠 수 있다 (16). 

Illumina 염기 서열 분석은 대변 시료의 경우 시료당 

Metagenomics of the Human Intestinal Tract (MetaHIT)의 경

우 약 4 Gb (5)와 HMP project의 경우 약 10 Gb (3)의 자료

를 생산하였다. 이런 심도 깊은 분석에서는 시료 내 미

생물계 전체에서 1% 미만을 차지하는 E. coli라고 하더라

도 거의 전체 유전체가 분석되고 이 보다 적게 분포하는 

미생물이라 하더라도 일부 유전체의 분석이 이루어지게 

된다. 

Shotgun sequencing은 16S rRNA를 분석과 더불어 전체 

미생물계의 구성에 대한 정보를 제공한다. 16S rRNA를 

표적으로 하는 분석법은 PCR primer에 따라 특정 미생물

의 유전자가 증폭되지 않아 정보의 치우침이 나타날 수 

있는 반면 shotgun sequencing을 이러한 가능성이 없다. 

반면, shotgun sequencing은 16S rRNA 분석보다 민감도가 

떨어지는데 이는 일부 유전 정보만이 16S rRNA에서 유

래하기 때문이다. 또 다른 접근 방법으로는 미생물의 참

고 유전체(reference genome)에 shotgun 염기 서열을 배열

하는 방법으로 (17, 18), 각 참고 유전체와 비교하여 상대

적으로 발견되는 유전자를 비교함으로 미생물의 상대적 

빈도를 알아낼 수 있다. 

16S rRNA를 통해 미생물 종을 확인하거나 shotgun 

sequencing을 통해 미생물을 비교하는데 참고 유전체가 

필요하다는 것은 자명하다. 현재 방법으로는 주로 Illumina 

shotgun sequencing에 의존하여 유전 정보를 획득하고 도

구를 사용하여 유전체에 배열함으로 참고 유전체를 제작

하고 있다. 결과물은 완벽한 유전체라기 보다는 대부분

의 미생물의 유전자를 포함하는 질 높은 기초 자료이다. 

HMP (11)와 Genomic Encyclopedia of Bacteria and Archaea 

(GEBA)와 같은 프로그램을 통해 참고 유전체가 만들어 

지고 있다. 

데이터 분석 도구 및 전략 

미생물 생태계에 대한 실험 데이터는 유전자에 대한 

풍부한 정보를 포함하고 있으며 이를 분석할 수 있는 많

은 방법들이 개발되고 있다 (19, 20). 데이터의 분석은 크

게 세 단계로 이루어진다. 첫째, 일차 데이터가 적용하고

자 하는 목적에 맞게 가공되고 여과된다. 16S rRNA 유전

자 정보의 경우 미생물을 잘 분류하기 위해 분석의 질이 

중요하다. 초기 가공 단계에서는 low-quality base와 이와 

관련된 정보를 제거한 후 염기 서열의 질과 읽어 들인 

염기 서열의 길이가 중요하다 (21). Shotgun sequencing의 

경우 중복된 정보나 인체 유래 유전자를 제거하는 것이 

중요하다 (5). 

둘째, 일차 여과된 데이터로부터 유도된 다양한 데이터

가 생산된다. 16S rRNA 분석의 경우 16S rRNA 데이터 

베이스와 비교하여 종의 분류와 빈도에 관한 자료가 

생성된다 (22). Shotgun sequencing의 결과는 Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST)를 사용하여 GenBank나 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)로부터 

유전자 정보를 비교하여 유전자 명단이나 일치하는 결과

의 수를 얻을 수 있다 (3, 23). 참고 유전체에 대한 유전자

의 비교는 각 유전체에 대한 깊이 있고 폭 넓은 정보를 

제공한다 (17). 

셋째, 이렇게 생성된 정보는 가계도나 다른 미생물계

와 비교하여 유사성을 표현하거나 생태계의 구조를 표현

할 수 있는 빈도 곡선, 다양성 표 등 다양한 결과물을 산

출한다. BLAST에서 일치한 결과는 생태계의 재구성을 연

구하는데 필요한 대사 경로를 구성할 수 있다 (24). 참고 

유전체에 대한 비교는 변이에 대한 분석과 사회 구성원

의 인구 유전자에 대한 정보를 제공할 수 있다. 분석은 

또한 어떤 미생물이 함께 나타나거나 함께 거의 나타나
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지 않는지 등을 밝힘으로 공생 또는 경쟁 관계에 대한 

근거를 제공할 뿐만 아니라 시간에 따른 생태계 구성의 

역동성을 분석할 수도 있다 (25). 

앞으로의 전망 

미생물 유전체 연구는 많은 문제들을 해결하였지만 아

직도 풀리지 않은 것이 많다. 현재 연구는 보다 정밀해

지고 분석 기법은 날로 발전하고 있다(Table 1). Illumina 

기반은 보다 작은 유전체를 sequencing하는데 적합하고 

454 기반은 신속하고 보다 긴 염기 서열을 분석하기에 

metagenomic 분석에 조금 더 적합하다. PacBio 기반의 

긴 염기 서열 분석은 shotgun metagenomics의 단점을 보

완하여 서론 다른 종을 구별하는데 도움을 줄 수 있다. 

Oxford Nanopore는 긴 염기 서열 분석과 짧은 운영 시간

으로 미생물에 적용하기에 적합할 것으로 기대된다. 필요

한 DNA 량의 감소는 국소 조직에서 미생물계의 구조 분

석을 가능하게 할 것으로 기대된다. 짧은 운영 시간과 필

요한 시료량의 감소는 임상에 적용하기에 보다 용이할 

것으로 생각되고 인간과 미생물계의 최종 연구 목적인 

진단, 치료 그리고 예방에 응용하는데 한 걸음 더 가까이 

갈 수 있게 되었다. 

Shotgun sequencing의 단점은 많은 수의 미생물의 

sequence가 분석되지 않았을 뿐만 아니라 배양되지 않았

다는 것이다. 이러한 미생물은 자료에서 제대로 다루어

지지 않고 유전자 결과가 알려지지 않음으로 분류된다. 

Shotgun 데이터로부터 얻은 정보를 사용하여 새로운 미

생물에 대한 유전자 염기 서열을 유전체에 입력하는 경

우 contig의 크기가 작아서 하위 생물이 많은 것처럼 보

일 수 있고 섞여있는 상태에서 재조합은 상당한 도전 과

제이다. 긴 염기 서열을 읽을 수 있는 PacBio와 Oxford 

Nanopore은 이런 점에서 큰 도움이 될 수 있을 것으로 

기대된다. 배양되지 않은 미생물에 대한 참고 유전자 분

석이 활발히 진행되고 있다. 각 미생물을 cell sorter를 통

해 분리하고 single-cell DNA 정제법을 통해 sequencing한 

후 기존의 염기 서열과 비교하여 새로운 유전체로 등록

하게 된다 (26, 27). 

유전 정보와 관련하여 큰 문제는 미생물이 살아 있는

지 숙주의 방어나 항생제에 의해 죽었는지 알 수 없다는 

것이다. 이러한 것은 살아있는 세포에 의해 일어날 수 

있는 transcriptom 분석, proteomic 또는 metabolomic 데이

Table 1. Comparison of sequencing technologies (modified from ref. 1 and 2) 

Platform Methods Characteristics 16S rRNA Shotgun 
Relative

cost factor
(per Mb)

Scale of 
reads per 
sample 

Raw 
error rate 

(%) 
Comment 

Sanger-based 
or capillary 
based 
instrument 

Fluorescent, 
dideoxy 
terminator 

750-base reads 
High accuracy 

Full length 
sequenced with
2~3 reads 

Long reads 
help with 
database 
comparisons 

100 102 0.001 

Most costly method
Relatively low 
throughput, so low 
coverage of 16S or 
shotgun 

Roche-454 
Pyrosequencing 
light emission 

400-base reads 
Up to 3 variable 
regions per read

Long reads 
help with 
database 
comparisons 

  1 103 1 
Cost limits shotgun 
coverage but 16S 
coverage is good 

Illumina 
Fluorescent, 
stepwise 
sequencing 

100~150 base 
reads 

Only 1 variable 
region per read 

Short reads do 
not seem to 
limit analysis

0.1 105~106 <1 

Very high coverage 
owing to high 
instrument output 
and very low cost 

PacBio 
Fluorescent, 
single-molecule 
sequencing 

Up to 10-kilobase 
reads 
Low accuracy 

Accuracy an 
issue for correct 
taxon 
identification 

Long reads 
could help 
assembly 

1.5 103 15 

Attractive for long 
reads, but lower 
accuracy limits 
applications 

Ion Torrent 
Proton 
detection 

More than 
200-base reads 

Like other NGS Like Illumina 0.4 103  2 

Expect high 
coverage, but 
longer reads than 
Illumina 
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터와 함께 분석함으로 극복될 수 있다. 

인간 유전학과 유전체학의 발달은 인간 유전자형과 미

생물계의 표현형과의 상관 관계 연구를 가능하게 하고 

있다. 인간의 유전형과 관련하여 미생물계의 특징을 관찰

하는 방법이 최근 소개되었다 (28). 숙주와 미생물계 연

구의 발달은 면역과의 관계에 대한 연구로 확대되고 있

다 (29). 지속적인 통계적인 발전과 분석 기법의 개발은 

실험 설계와 분석을 보다 용이하게 할 것으로 기대된다. 
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