
Technical Tip

DNA microbeads array 기술은 Megaclone 과 이를 이용한 2종류의 유전

자 발현 해석법인 Megasort , MPSS (Massively Parallel Signature

Sequence)로 이루어진다1.2). Megaclone 은 1개의 세포에 존재하는 수십

만개의 mRNA 분자가 그 발현빈도를 유지한 채로 cDNA로써 beads 위에

cloning한다. 다시 말해 microbeads cDNA library이다. 

Megasort 에서는 2종류 시료의 mRNA로부터 각기 다른 형광으로 표식한

probe (RNA)를 조제하여 Megaclone䠶 beads 상에서 경합적으로

hybridization 하여 형광 강도비가 다른 beads를 cell sorter로 분리한다.

이로써 유전자 서열을 이미 알고 있는지에 상관없이, 세포 내에서 발현하

는 거의 모든 유전자 중에서 발현 차이가 있는 유전자 단편을 총체적으로

구별할 수 있다1) (그림 1). 

Megaclone䠶, Megasort䠶의 원리·기술에 대한 자세한 내용은 Life Science

& Biotechnology 19, 21, 24, 28, 30호를 참조하기 바란다.

그림 1 Megasort䠶 해석 예 (Neutrophile 분화된 HL60세포의 TPA 첨가/무첨가)

Megasort䠶를 이용한 sorting에서 구별된 beads 위의 유전자는 서열 해석

에 의해 동정된다. 통상 1회의 Megasort䠶당 400~2,000 clone의 서열을 해

석한다. 얻어진 서열 데이터로서 clustering, alignment를 작성해, 그 결과

consensus 서열로 얻은 각 유전자 서열에 대한 homology search를 하여

annotation한다. 통상은 NCBI의 non redundant 핵산 데이터베이스 (nr)

에 대해 homology search를 하지만, 고객의 요청에 따라 다른 데이터베

이스에 대해 실시하는 것도 가능하다. 이렇게 얻어진 데이터를 종합하여

당사에서 개발한 viewer 형태로 제공된다. 

Viewer에서는 어떤 유전자가 어떤 발현량의 변동 (up-regulated, down-

regulated)으로 Megasort䠶에서 파악했는가를 간단히 볼 수 있으며, 키워

드 검색을 통해 주목할 만한 유전자를 쉽게 찾을 수도 있다 (그림 2). 또

한 단순히 서열 뿐 아니라 cluster별 alignment나 각 서열의 정확도를 볼

수도 있다 (그림 3). Megasort䠶를 이용한 해석을 다시 의뢰할 경우

에는 의뢰자가 원하는 대로 지난 데이터를 통합한 해석·viewer 작

성도 제공한다. 

MPSS䠶는 Megaclone䠶에서 얻은 beads를 procell 안에 단층으로 충전한

초고밀도 beads array를 제작하여 각 beads에 cloning된 유전자를 한꺼번

에 sequencing하는 기술이다2) (그림 4). 

그 결과 beads에 cloning된 발현유전자의 signature (17 ~ 20 염기의 서열

정보)를 100만개 이상 얻을 수 있다. Signature의 서열정보를 데이터베이

스와 대조함으로써 발현유전자를 살펴볼 수 있다 (annotation).

같은 signature의 개수는 시료의 세포내에서 발현하고 있는 상보적인

mRNA의 copy수를 나타내고 있으므로 signature 출현 빈도로 각 유전자

의 발현빈도 정보를 얻을 수 있다. 따라서 모르는 것이든 이미 알고 있는

것이든 상관없이 세포 내의 거의 모든 발현유전자에 대해 절대적인

profiling을 할 수 있다. MPSS䠶에서의 발현 정보는 signature 개수라고 하

는 디지털 수치로 얻어지기 때문에 hybridization을 토대로 한 종래의

DNA microarray와는 달리 몇 개의 복제에서 수만 개의 복제라고 하는 폭
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넓고 dynamic한 영역에서 고해상도의 결과를 얻을 수 있다. 

MPSS䠶를 이용한 해석의 예로는 Human이나 Arabidopsis thaliana 등을

중심으로한 논문이 발표되어 있으며3-6), Arabidopsis thaliana에 관해서는

상세한 데이터가 공개되어 있는 web site7)도 있다. MPSS䠶의 원리·기술에

대한자세한내용은LifeScience & Biotechnology 20, 25호를참조하기바란다. 

MPSS䠶 이외의 gene expression profile을 하는 방법으로서, DNA

microarray, SAGE (serial analysis of gene expression), 정량 PCR법 등이

있다. 본 고에서는 DNA microarray법 및 SAGE와 비교하면서 MPSS䠶의

뛰어난 점에 대하여 설명하고자 한다.

DNA microarray법은 hybridization의 원리에 기초해 상대적 발현량을 측

정하는 방법이다. 이 방법은 다검체 해석에는 매우 효과적이지만, 발현량

이 낮은 유전자의 경우에는 충분한 signal을 얻지 못해 정확한 정량을 못

하는 경우가 있다. 출아 효모에 대하여 DNA microarray 해석을 수행한 연
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그림 2 Viewer에 의한 Megasort䠶 결과 (서열 clustering data)의 일부

그림 3 Viewer에 의한 Megasort䠶 결과 (서열 alignment data)의 일부

그림 4 MPSS䠶 procell에 충전 중인 Megaclone䠶 beads
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구8)에 있어서도 이러한 점이 지적되었다.

특히 포유류 세포처럼 mRNA 종류가 많은 시료에서는 실질적으로 정량

이 불가능한 유전자가 많아질 가능성이 있다. 또한 품질이 좋은 DNA

Chip을 이용해 신중하게 실험하지 않으면 재현성이나 해석결과의 정밀도

가 매우 낮아질 것으로 예상된다. 

한편 MPSS䠶와 SAGE는 DNA microarray법과는 원리가 완전히 다르며, 유

전자 서열을 해석하여, 개개의 유전자 clone수를 계산함으로써 정량적으

로 발현량을 측정하는 기술이다. 이러한 방법은 그 원리가 비교적 정확한

유전자 발현량에 관한 정보를 얻을 수 있을 것으로 생각되지만, 발현이

적은 유전자에 관한 정보를 얻기 위해서는 적어도 수십 만개 세포 중의

mRNA 분자 대부분을 읽을 필요가 있다. 그러나 SAGE에서는 sequencing

비용 문제로, 발현이 적은 유전자를 해석하는 것은 사실상 곤란하다. 

그러나 MPSS䠶에서는 한번에 백만개 이상의 order로 해석하기 때문에 발

현량이 매우 적은 유전자를 포함하여 하나의세포 속에 발현되어 있는 것

으로 여겨지는 수십만개의 mRNA 분자에 대하여 총체적으로 발현을 해

석할 수 있다. 이 밖에 해석수를 늘려 해상도를 높여가는것도 가능하다. 

MPSS䠶에 의해 얻어지는 signature는 mRNA 서열의 poly(A) 서열에 가장

가까운 GATC 서열 (DpnII 인식서열)에서 downstream에 걸친 17 ~ 20 염

기 서열이다. 

각 signature가 어느 유전자에서 유래하는가를 알아보기 위한 작업은 사

전에 생물 종별로 작성한 annotation 데이터베이스를 이용하여 실시한다. 

Annotation 데이터베이스는 생물종별로 cDNA 서열 또는 genome 서열

에서 signature가 될 가능성이 있는 GATC로 시작하는 17 ~ 20염기를 받

아들이고 있다. 각 signature 후보서열에 그 확실성을 나타내는 class 번호*

를 붙여, 유전자명 등의 유전자 정보와 합쳐 데이터베이스화하고있다. 

예를 들면, human이나 mouse의 경우에는 genome 서열, NCBI의

Unigene cluster 정보, EST 서열정보를 토대로 위의 annotation 데이터베

이스을 작성한다. 이 데이터베이스로부터 MPSS䠶 해석 결과 얻어진

signature에 대한 정보를 검색함으로써, 각 signature가 어느 유전자에 대

응하는가를 알 수 있다. 미지의 유전자인 경우는 genome에 대한

mapping 정보를 얻을 수 있다. 

그 밖의 생물종의 경우에는 입수 가능한 서열정보가 genome 서열뿐이므

로 mRNA 서열정보가 없을 경우나 반대로 EST 서열은 있지만 genome 정

보가 없을 경우 등 다양한 경우를 생각할 수 있다. 이 경우에는 고객의 의

견을 물어보며, 각각에 가장 적합한 annotation 데이터베이스를 작성하고

있다.

*: 알 수 있는 signature 후보서열을 토대로 한 서열에 poly (A) strand 및 poly (A) 부
가 signal 서열이 존재하는지의 구조적 특징과 GATC가 3‘ 말단에 있는지, sense
strand 위에 있는지 등의 위치정보를 토대로 signature 후보서열의 신뢰성을 평가
하여 분리한 지표를 class라고 부른다. 

2종류의 human 유래 시료를 MPSS䠶로 해석한 결과의 데이터 일례를 그

림 5에 나타내었다. 각 signature (①)에 대해 그 서열의 class 번호 (②),

동정된 유전자 정보로서 accession (③) 및 description (④)이 표시된다.

또한 각 시료에서의 발현량 (⑤)은 100만개의 전사산물당 개수 (tpm;

transcript per million)로 표시된다. 또한 시료간 발현차가 비슷한지를 판

정하기 위한 통계적 지표로서 p-value (⑥)도 표시된다9). 이러한 해석은

그림 5 MPSS䠶 데이터 예

Åú① Åú③ Åú④ Åú⑤ Åú⑥②
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Z-test로서 SAGE에서도 이루어지고 있으며10), 통계적으로 신뢰할만한 지

표를 얻는 것은 특히 발현이 적은 유전자 해석에서 중요하다는 것이다.

예를 들면 p<0.001이면, 발현량이 30~40 tpm인 유전자에서 2배의 발현차

이 정도는 유의한 것으로 간주하고, 발현량이 200 tpm 정도의 유전자에

서 40%의 변동은 확실한 것으로 간주할 수 있다. 

당사에서는 Megasort䠶, MPSS䠶에 의한 해석 결과를 상기의 표준 데이터로

할 뿐 아니라, 표준 데이터를 토대로 고객의 요청에 따라 다양한 option

해석을 제공하고 있다. 문의가 많은 option 해석은 다음과 같다. 

(1) 먼저 Megasort䠶, MPSS䠶의 해석 데이터의 표준적인 annotation 정보

(유전자 정보)를 토대로, annotation을 더 확장할 수 있다.

예를 들면, 세포 내에서의 유전자 및 유전자 산물의 기능 및 구조에 관한

용어를 계층적으로 통합한 Gene Ontology11) 데이터베이스 정보를 첨가

함으로써 기능 일람, 주목할 만한 기능을 지닌 유전자 추출, 유사한 기능

을 지닌 유전자 분류 등이 가능하다.

유전자가 code하는 단백질 domain, motive 정보 등을 첨부하거나 서열

정보로부터 세포의 국부존재 성향을 예측하는 것도 가능하다. 확장된 이

들 annotation에의해서기능과발현변동관련에대한고찰이가능하다.

(2) 이 밖에 MPSS䠶로 다수의 시료를 해석한 결과로 얻은 데이터로부터,

DNA microarray와 같은 gene expression profile 해석기술에 의한 다양한

해석이 가능하다. 예를 들면 다음과 같은 해석방법이 자주 이용된다.

䤎개개의 유전자에 착안해 통계적으로 유의한 발현차가 있는 유전자를

선택하는 방법

䤎유전자 발현형태에 따라 유사성으로 유전자를 그룹화하여, 유사성에

의해 계층적으로 분석한다「계층적 cluster 분석」(그림 6)

䤎가장 먼저 cluster수를 정해두고, 유전자 발현 형태에 따라 분류한다「k-

평균 cluster 분석」(그림 7)

이러한 해석은 데이터를 분석하는 도구가 될 뿐 아니라, 전술한

annotation 데이터와 함께 기능 및 유전자의 중요성에 대해 고찰하기 위

한 재료가 된다. 

당사에서는 다수의 검체 유전자 발현을 해석하는데 유용한 DNA

microarray 제작 서비스도 실시하고 있다. Megasort䠶, MPSS䠶 해석결과를

이용하면, 발현이 변동할 가능성이 높은 유전자 (신규 유전자도 포함)만

으로 구성된 DNA microarray (Functional DNA chip)를 제작할 수 있다

(Life Science & Biotechnology 23호 참조).

Megasort䠶 결과를 이용하여 DNA microarray를 제작할 경우에는 각 유전

자 cluster 중에서 적합한 clone을 선택해 Functional DNA chip을 설계한

다. 또한 Megasort䠶, MPSS䠶에서 얻은 유전자 발현정보로부터 IntelliGene
䠶 CHIP으로 실제로 얻을 수 있는 300 mer의 cDNA probe 또는 60 mer의

oligo DNA probe를 설계하는 것도 가능하다. Tm값 등의 조건 및 다른 유

전자와의 상동성에 대해 검토하고, 독자의 선택기준에 따라 비특이적

hybridization이 최소가 되는 probe 서열을 설계한다. 이 설계정보를 토대

로 고품질의 DNA chip을 제작한다. 이 밖에 DNA microarray의

hybridization 실험 및 clustering 해석, Real Time PCR의 primer 설계, 해

석 실험도 실시하고 있다. 
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그림 6 MPSS䠶 데이터를 이용한 계층적 cluster 분석 예
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Megasort䠶 및 MPSS䠶는 DNA microarray와는 다른 원리에 의해 새로운 견

해를 얻을 가능성이 높은 매우 유용한 유전자 발현 해석방법이다. 당사에

서는 Megasort䠶, MPSS䠶를 좀더 적은 노력으로 유용하게 활용하기 위해

Megasort䠶, MPSS䠶 뿐 아니라 RNA 조제에서 DNA microarray 제작까지

폭넓은 menu를 구비하고 있다. 또한 Megasort䠶, MPSS䠶에서 얻은 대량의

데이터 처리 및 각종 해석에 대해서도 고객의 요청에 따라 당사

bioinformation을 지원하고 있으니 자세한 문의는 연구지원사업부 (02-

575-7409)로 하시기 바랍니다. 
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그림 7 MPSS䠶 데이터를 이용한 k-Means clustering 분석 예
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