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특허청구의 범위

청구항 1 

컴퓨터를 기반으로 하는 모호한 시퀀스 보정 방법에 있어서, 프로세서, 데이터 저장 시스템, 입력장치 및 출력

장치를 포함하는 프로그램된 컴퓨터를 이용하여 

(a)타겟 유전자 시퀀스를 포함하는 데이터를 입력장치를 통해서 프로그램된 컴퓨터에 입력하는 단계;

(b)프로세서를 이용하여 모호한 시퀀스를 호모폴리머 시퀀스 정보와 비교하여 보정하는 단계;

(c)상기 보정한 결과를 출력장치에 출력하는 단계

를 포함하는 것을 특징으로 하는 컴퓨터를 기반으로 하는 모호한 시퀀스 보정 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 호모폴리머는 모호한 시퀀스의 상부에 동일한 염기가 반복되는 형태로 존재하는 것을 특

징으로 하는 모호한 시퀀스 보정 방법.

청구항 3 

미생물의 DNA를 추출하여 인공유전체를 제조하는 단계:

상기 인공유전체 DNA를 증폭하는 단계;

상기 DNA를 정제하여 파이로시퀀싱하는 단계;

상기 단계에서 얻은 시퀀스에서 모호한 시퀀스(N's) 상부에 동일한 염기가 반복되는 호모폴리머를 찾는 단계;

상기 모호한 시퀀스를 반복되는 동일한 염기로 결정하는 단계

로 이루어지는 것이 특징인 파이로시퀀싱의 모호한 시퀀스 보정 방법. 

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 컴퓨터를 기반으로 하여 모호한 시퀀스를 검측 및 보정하는 방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

대량 병렬 454 파이로시퀀싱(massively parallel 454 pyrosequencing) 기법은 최근 개발되어 대중화된 방법으[0002]

로 특히 16S rRNA 유전자의 파이로시퀀싱을 통해 배양기반의 방법 없이도 미생물 군집에서의 분자적 변화 및 분

류체계를 평가할 수 있게 되었다. 파이로시퀀싱(pyrosequencing)은 유전체 시퀀싱에 사용되는 가장 보편적인 방

법으로 높은 처리용량의 시퀀스 정보를 빠르고 저렴하게 획득할 수 있는 장점이 있다. 파이로시퀀싱 시스템에

관하여는 호모폴리머(homopolymer)의 정확한 길이 결정에 초점이 맞추어져 있으며 시퀀싱의 오류는 미생물 군집

의 종 풍부도 계산에 영향을 미칠 수 있다. 파이로시퀀싱 단계에서 발생할 수 있는 오류는 4가지 유형으로 구분

된다: 삽입(insertion), 결실(deletion), 미스매치(mismatch), 및 모호한 염기(ambiguous base). 모호한 시퀀

스(N's)는 454  파이로시퀀싱에서 유의적으로 중요한 오류원인으로 모호한 시퀀스 오류의 수는 전체 오류수의

21%를 차지한다(Huse et al.,2007). 

파이로시퀀싱의 정확도 측정용 인공유전체 및 측정방법에 관하여는 대한민국 등록특허 제10-1259144호가 개시되[0003]

어 있다.

한편  컴퓨터를  이용하여  보존된  불변  펩티드  모티프를  확인하는  방법에  관하여는  대한민국  등록특허  제10-[0004]

0780874호가 개시되어 있고 컴퓨터 시스템을 이용하여 잠재적인 에리트로포이에틴 유사물질 동정방법에 관하여
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는 등록특허 제10-0458755호가 개시되어 있다. 그러나 상기 문헌 어디에도 컴퓨터를 이용하여 파이로시퀀싱을

보정하는 방법에 관하여는 개시된 바 없다.

발명의 내용

해결하려는 과제

따라서 본 발명의 목적은 모호한 시퀀스의 검측 및 보정이 가능한 펄(Perl) 기반의 프로그램을 제공하는 데 있[0005]

다.

과제의 해결 수단

본 발명의 목적은 인공 유전체 DNA를 증폭하고 파이로시퀀싱하는 단계와; 상기 단계에서 얻은 시퀀스를 표준염[0006]

기서열과 비교하는 단계와; 상기 단계에서 얻은 DNA의 시퀀스 모티프에서 모호한 시퀀스의 발생 패턴을 확인하

는 단계와; 본 발명 프로그램을 이용하여 모호한 시퀀스를 보정하고 확인하는 단계를 통하여 달성하였다.

발명의 효과

본 발명은 PCR 및 파이로시퀀싱 결과물의 오류를 저감시킬 수 있는 뛰어난 효과가 있다.[0007]

도면의 간단한 설명

도 1은 모호한 시퀀스의 분포를 나타낸 그래프이다.[0008]

도 2는 본 발명 프로그램을 이용하여 모호한 시퀀스 보정 결과를 나타낸 다이어그램이다.]

도 3, 4 및 5는 본 발명 컴퓨터 프로그램의 스크립트이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 컴퓨터를 기반으로 하는 모호한 시퀀스의 보정 방법을 제공한다.[0009]

본 발명은 바람직하게는 컴퓨터를 기반으로 하는 모호한 시퀀스 보정 방법에 있어서, 프로세서, 데이터 저장 시[0010]

스템, 입력장치 및 출력장치를 포함하는 프로그램된 컴퓨터를 이용하여 

(a)타겟 유전자 시퀀스를 포함하는 데이터를 입력장치를 통해서 프로그램된 컴퓨터에 입력하는 단계;[0011]

(b)프로세서를 이용하여 모호한 시퀀스를 호모폴리머 시퀀스 정보와 비교하여 보정하는 단계;[0012]

(c)상기 보정한 결과를 출력장치에 출력하는 단계로 구성된다.[0013]

본 발명은 하드웨어나 소프트웨어 또는 그들의 조합을 이용할 수 있다. 그러나 바람직하기로 본 발명은 프로세[0014]

서, 데이터 저장시스템(휘발성 및 비-휘발성 메모리 및/또는 저장요소를 포함), 적어도 하나의 입력장치 및 적

어도 하나의 출력장치를 구비하는 프로그램 가능한 컴퓨터 상에서 실행되는 컴퓨터 프로그램을 이용할 수 있다.

프로그램 코드가 상술한 기능을 수행하고 출력정보를 생성하도록 입력데이터에 부여된다. 출력정보는 공지의 방

식으로 하나 이상의 출력장치에 공급된다.

본 발명의 프로그램은 컴퓨터 시스템과 소통하기 위해 바람직하게는 하이레벨 절차 프로그래밍 언어(high level[0015]

procedural programming language) 또는 객체지향 프로그래밍 언어(object oriented programming language)를

이용할 수 있다. 그러나 프로그램은 원한다면 어셈블리어 또는 기계어를 이용할 수 있다. 어느 경우에든 상기

언어는 번역 또는 해석 언어(compiled or interpreted language)일 수 있다.

바람직하기로는 본 발명의 프로그램은 저장 매체 또는 장치가 본원에 기술된 절차를 수행하도록 컴퓨터에 의해[0016]

판독되는 경우 컴퓨터를 구성 및 운영하기 위해, 범용 또는 전용의 프로그램가능 컴퓨터에 의해 판독가능한 저

장매체 또는 장치에 저장될 수 있다. 본 발명의 시스템은 컴퓨터 프로그램을 사용하여 구성된 컴퓨터-판독가능

저장매체로서 이용되는 것으로 간주될 수 있으며 이 경우 그렇게 구성된 저장매체는 컴퓨터가 본원에 기술된 기

능을 수행하도록 특정의 그리고 소정의 방식으로 작동하게 한다.

본 발명에 있어서, '펄(Perl)'은 텍스트 파일로부터 필요한 정보를 추출하고 그 정보를 바탕으로 새로운 문서를[0017]
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구성하는데 적합한 프로그래밍 언어이다.

이하, 본 발명의 구체적인 내용을 실시예를 들어 상세히 설명한다.[0018]

실시예 1: 인공 유전체 제조[0019]

염기서열이 이미 모두 알려진 20개의 미생물을 선정하여 각 미생물의 genomic DNA를 추출한 후 동일한 DNA 농도[0020]

를 섞어서 인공 유전체(Mock community)를 제조하였다(표 1). 

[0021]

인공 유전체 내 미생물의 DNA는 Mobio사의 PowerMAX soil DNA extraction isolation kit를 사용하여 추출하고[0022]

PCR(Polymerase Chain Reaction)을 이용하여 16S rRNA 유전자 V1-V3 및 기능성 유전자 bphD 및 nifH를 증폭하

였다. 모든 PCR  반응은 AccuPrimeTM Taq  DNA Polymerase High Fidelity를 이용하여 수행하였다. PCR 산물은

QIAquick PCR purification kit를 이용하여 정제하였으며 Thermo Scientific사의 NanoDrop ND-1000을 이용하여

정량하였다. GS-FLX을 이용하여 PCR 산물의 티타늄 파이로시퀀싱을 수행하였다.

비교예: 순수 배양[0023]

인공 유전체 DNA의 파이로시퀀싱과 비교하기 위해 하기 4종의 미생물을 순수 배양하여 표준 시퀀스로 선정하였[0024]

다.

Staphylococcus  epidermidis  ATCC  12228,  Roseobacter  denitrificans  OCh  114,  Rhodococcus  sp.  RHA1,[0025]

Polaromonas naphthalenivorans CJ2

실시예 2: 모호한 시퀀스의 발생 분석[0026]

본 실시예에서는 파이로시퀀싱 과정에서 발생할 수 있는 모호한 시퀀스(ambiguous bases; N's)가 특정 위치에[0027]

발생한다는 점에 집중하여 모호한 시퀀스의 발생 패턴을 분석하였다.

공개특허 10-2015-0025465

- 5 -



[0028]

상기 [표 2]에서 밑줄친 글자는 모호한 시퀀스(N's) 앞의 호모폴리머를 나타낸다.[0029]

모호한 시퀀스의 발생 분석 결과 모호한 시퀀스는 같은 염기서열이 반복되는 지점인 호모폴리머(homopolymer)의[0030]

1~2 베이스(bases) 하부(downstream)에 주로 발생한다는 것을 확인하였다. 즉, 상기 호모폴리머는 모호한 시퀀

스의 상부(upstream)에 존재하였다. 또한 호모폴리머의 길이가 길어질수록 모호한 시퀀스의 발생이 증가하는 패

턴을 확인하였다.

본 실험예에 사용된 미생물의 염기서열정보 분석 결과와 기존의 알려진 미생물의 염기서열 분석 결과를 비교하[0031]

여 모호한 시퀀스의 자리에 들어갈 실제 값을 분석한 결과, 모호한 시퀀스에 들어갈 실제 값은 앞서 발생한 호

모 폴리머의 시퀀스 정보와 같다는 결과를 얻었다(표 2).

모호한 시퀀스는 특정 위치에서 현저하게 증가하였는데 유전자 영역만이 아니라 미생물 종류에 따라서 모호한[0032]

시퀀스의 분포는 다양하였다(도 1).

대부분의 N's은 호모폴리머 자리가 아니라 그 다음에 나오는 동일한 염기 자리에 발생하였다. 뉴클레오티드 반[0033]

응물의 부족에 의한 비-동기화 연장의 증거는 N's의 염기 뒷부분에서 발견되지 않았다.

길이가 긴 호모폴리머의 부산물은 DNA 합성에 관하여 유의적인 저해 없이 다음에 나오는 동일한 염기의 파이로[0034]

포스페이트(pyrophosphate) 방출에 관한 선택적인 저해 효과를 가질 수 있었다.

상기 실험 결과를 기반으로 모호한 시퀀스의 검측 및 수정이 가능한 'Perl'(펄) 기반의 프로그램을 발명하였으[0035]

며 해당 프로그램을 이용하여 인공 유전체로부터 수득한 시퀀스를 보정해 본 결과 16S rRNA의 경우 약 86.54%,

bphD 유전자의 경우 81.37%, nifH 유전자의 경우 81.55%의 모호한 시퀀스를 수정하였다(도 2).

도면

도면1

공개특허 10-2015-0025465

- 6 -



도면2

공개특허 10-2015-0025465

- 7 -



도면3

공개특허 10-2015-0025465

- 8 -



도면4

도면5

공개특허 10-2015-0025465

- 9 -


	문서
	서지사항
	요 약
	대 표 도
	특허청구의 범위
	명 세 서
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	해결하려는 과제
	과제의 해결 수단
	발명의 효과

	도면의 간단한 설명
	발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

	도면
	도면1
	도면2
	도면3
	도면4
	도면5




문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
특허청구의 범위 3
명 세 서 3
 기 술 분 야 3
 배 경 기 술 3
 발명의 내용 4
  해결하려는 과제 4
  과제의 해결 수단 4
  발명의 효과 4
 도면의 간단한 설명 4
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 4
도면 6
 도면1 6
 도면2 7
 도면3 8
 도면4 9
 도면5 9
