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Abstract Next-generation sequencing allows the identification 

of mutations responsible for mutant phenotypes by whole- 

genome resequencing and alignment to a reference genome. 

However, when the resequenced cultivar/line displays 

significant structural variation from the reference genome, 

mutations in the genome regions absent in the reference 

cannot be identified by simple alignment. In this review, we 

report the current status and prospects in identification of 

genes in mutant phenotypes, by using the methods MutMap, 

MutMap-Gap, and MutMap+. These methods delineate a 

candidate region harboring a mutation of interest, followed 

by de novo assembly, alignment, and identification of the 

mutation within genome gaps. These methods are likely to 

prove useful for cloning genes that exhibit significant structural 

variations, such as disease resistance genes of the nucleotide- 

binding site-leucine rich repeat (NBS-LRR) class.

Keywords Mutations, Next-generation sequencing, NGS, 

Genome wide association study, GWAS

서 언

유전학의 연구 목적 중 하나는 생물 종의 개체간 표현형 

변이의 원인인 유전 변이를 탐색하는 것이다. 이 목적을 

위해 유전적 연관(genetic association) 분석이 이용되어왔

다. 즉, 생물 종의 집단을 표현형에 의해 2개 이상의 그룹

으로 분류 할 때, 그 분류와 통계적으로 유의한 연관

(association)을 나타내도록 게놈상의 변이를 찾는 분석이

다. 게놈이 부모로부터 자손에게 유전될 때 물리적으로 

서로 가까이에 있는 DNA 영역은 더 자주 함께 후손에게 

전달되기 때문에 강한 연관을 보인다(Yan et al. 2009). 한

편, 서로 떨어진 위치에 있는 2개의 DNA 영역 사이에서

는 영역 사이의 재조합에 의해 후손에게 전달이 독립되

고, 연관이 약하다(Wallace et al. 2014). 따라서 표현형의 

분류와 특정 게놈 변이의 연관성을 관찰함으로써 표현형

을 결정하는 게놈 영역을 추정하는 것이 가능하다. 유전

적 연관 분석 중에서 가장 많이 사용되는 방법이 연쇄 분

석(linkage analysis)이다. 서로 다른 표현형을 나타내는 두 

개체를 교배하여 자손을 얻은 개체 사이에서 주목하고 

있는 표현형을 분리 할 때 분리하는 같은 게놈 영역을 찾

는데 매우 효과적인 방법으로 알려졌다(Zhu et al. 2008). 

특히 전체 게놈 연관 분석 방법(Whole Genome Association 

Study; GWAS)은 집단에서 자연에 존재하는 개체나 계통

을 대상으로 표현형으로 2군인 형질이 2군과 연관을 나

타내는 변이 게놈 전체에서 검색하는 방법이다(Altshuler 

et al. 2008). GWAS에서는 인공적인 교배를 사용하지 않

고, 생물 종의 진화 과정에서 자연스럽게 발생하여 누적
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된 재조합의 연관 분석을 실시하여 농업적으로 중요한 

형질 관련 유전자를 동정할 수 있다(Hunter and Crawford 

2008). 게놈의 DNA 배열 해독(DNA 시퀀싱)은 1974년에 

염기서열결정법의 발명 이후 30년 동안 주로 Sanger법이 

이용되어왔다. 2005년 전후에 “차세대 시퀀싱(NGS)” 기술

이 이용되기 시작했다. 454 기계 pyrosequencing에 이어 Solexa 

사의 Illumina 시퀀싱, ABI 사의 SOLiD 시퀀싱이 가능하게 

되었다. “차세대 시퀀싱의 발달로 생물의 전체 게놈 배열

의 새 결정(de novo assembly)이 비약적으로 촉진되었다. 

그 결과, 대략적인 전체 게놈 배열이 결정 된 생물 종 수

는 기하 급수적으로 증가하고 있다(Austin et al. 2011). De 

novo assembly는 주로 서열이 밝혀지지 않은 종의 게놈서

열을 알아내고자 할 때 수행하는 분석이며, 품종간 유전

체 배열을 해독하고 reference sequence와 비교하는 작업

을 re-sequencing 이라고 한다. Re-sequencing이 쉽고 간단

하게 이루어지면, DNA 마커가 필요하지 않게 되며, 유전

체 해석에 의해 선발되고 평가 할 수 있기 때문이다. 

Re-sequencing을 통해 유전체 서열을 분석함으로써 표현

형의 변이와 유전자 변이의 연관성을 해석하는 것이 가

능하게 되었다(Altshuler et al. 2008; Hunter and Crawford, 

2008). 이와 같이 GWAS은 이미 많은 생물에 적용되고 있

으며, 교배 후 분리 집단에 있어서 re-sequencing으로 원인 

유전자를 식별하는 기술이 개발되었다(Lupski et al. 2010).

  본 리뷰에서는 유전체 게놈 서열 해독이 완료된 다양

한 생물 종에서 차세대 시퀀서를 사용하여 신속하게 돌

연변이 원인 유전자를 동정하는 기술에 대해 설명하고 

고찰하고자 한다.

벼 돌연변이체에서 유발 SNPs의 동정을 위한 MutMap 적용

일본 Iwate 생물 공학 연구 센터에서는 Iwate 현에 적합한 

벼 품종을 개발하기 위해서 Hitomebore의 수분수정 시 

EMS 처리에 의해 육성한 15,000개의 돌연변이 계통과 

Hitomebore와 20개 우수 품종과 교배 해 얻은 약 3,000개

의 recombinant Inbred Lines (RILs) 계통 군을 육성하여 육

종에 유용한 유전자 영역을 식별할 수 있는 DNA 마커 

개발 및 선발에 따라 신속하게 품종을 육성하고 있다

(Abe et al. 2012). 돌연변이 계통의 표현형의 원인 유전자

를 전체 게놈 분석에 의해 신속하게 식별하는 기술로서 

MutMap 법을 적용하여 보고하였다(Abe et al. 2012). 이 방

법은 목적 표현형을 나타내는 돌연변이(hst1)와 돌연변이 

처리에 이용한 부모 계통(Hitomebore)을 교배하여 얻어진 

F1 개체를 자식하여 F2 개체를 100 개체 정도 얻었다. 변

이 형질이 열성 돌연변이로 인한 경우 F2에서는 표현형

이 야생형(wild type)과 돌연변이가 3 : 1의 비율로 분리되

었다. F2 개체 중 변이형을 나타내는 개체 20 개체의 게

놈 DNA를 골고루 혼합(bulk화)하고, 차세대 시퀀서에 의

해 전체 게놈의 염기배열을 분석하였다. 시퀀서는 75 ~

100 bp의 짧은 염기서열 (short read)를 많이 얻을 수 있었

으며, 이렇게 얻어진 short read를 Hitomebore 품종에서 미

리 작성한 reference sequence에 맞게 정렬하였다. 이 때 게

놈의 특정 부분을 몇 개의 short read가 있어 얼마나 많이 

시퀀싱 할 것인지(depth)를 파악하여 SNP-index 값을 결정

하였다. SNP-index는 정렬된 short read와 reference 

sequence사이에 SNP가 있는 경우, 그 SNP 부위를 덮는 

short read 전체 중 reference sequence와 다른 염기를 가진 

short read의 비율이다. 예를 들어, depth 9 중 4 read가 기

준 서열과 다른 염기를 보유하면 SNP-index = 4 / 9 = 0.44

가 된다. 돌연변이 형질을 나타내는 F2 개체는 원인 SNP

는 호모상태로 되어 있으며, 이는 돌연변이 F2 개체들의 

DNA에서 얻어진 short read와 같은 SNP를 갖게 된다. 즉 

원인 SNP는 SNP-index가 1을 나타내는 것으로 기대된다. 

한편, 표현형과 관계없는 SNP에서 변이형 F2 bulk DNA

에서 돌연변이 SNP를 포함한 short read와 부모형 (야생

형) short read가 1 : 1로 기대되며, SNP-index는 0.5의 기대

치를 갖는다. 또한 염색체에서 원인 SNP 근처에 있는 

SNP는 연쇄에 의해 0.5와 1 사이의 SNP-index를 나타내는 

것으로 예상된다. 따라서 돌연변이와 부모 계통 사이에 존

재하는 모든 SNP(돌연변이 계통 군에서는 평균 약 2,000

개)에 대한 SNP-index를 계산하였다. 내염성에 저항성을 

보이는 돌연변이체의 원인 유전자를 동정하기 위해 MutMap 

분석을 실시한 결과 가로축에 SNP의 염색체상의 위치, 세

로축에 SNP-index의 값을 나타낸 그래프에서 SNP-index

가 1이되는 피크를 찾음으로써 내염성 돌연변이 유전자

의 SNP를 식별할 수 있었다(Fig. 1). 염색체 6번상에서 

SNP index의 2개의 피크를 찾아 이들 피크에 해당되는 영

역이 내염성(hst1) 저항성에 관련이 있다고 생각할 수 있

었다. 이들 영역의 부분을 상세히 조사한 결과 OsRR22 

유전자 영역에서 TGG (Trp)가 TAG (Stop)로 변이가 일어

나 저항성을 보였다(Abe et al. 2012).

  따라서 MutMap 법은 돌연변이체와 돌연변이 처리에 

이용한 부모 계통과 교배하여 육성한 F2 집단을 이용하

여 내염성 저항성과 같은 양적 변이를 유발하는 유전자

를 동정하는데 효율적으로 사용 가능할 것으로 생각한다 

(Takagi et al. 2015).

de novo 어셈블리를 이용한 MutMap-Gap 방법의 적용

주요 품종인 Hitomebore와 Koshihikari의 유전체 해독은 

품종 특이적으로 같은 게놈 영역에서는 정확하게 Alignment

되지 않기 때문에 이러한 영역에 발생한 돌연변이는 검색

할 수 없는 단점이 있다. 이런 단점을 보완하기 위해 Takagi 

등(2013a)은 resequencing과 de novo assembly를 병용한 새
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Fig. 1 Identification of the hst1 mutation by MutMap. SNP-index plot of the rice chromosome 6 generated by MutMap analysis, 

showing a genomic region with the highest SNP-index peak harboring the candidate mutation. DNA bulked from 20 salt- tolerant 

F2 progeny obtained from the cross between WT Hitomebore and hst1 was used for sequencing and MutMap analysis. Blue dots 

correspond to SNPs identified between hst1 and Hitomebore WT genomes (Takagi et al. 2015)

로운 기법으로 MutMap-Gap 법을 확립하였다. Figure 2는 

MutMap-Gap 법을 설명한 것으로 ① 돌연변이 원품종의 

게놈을 시퀀싱하여 기준게놈 배열에 대해 정렬하고

(re-sequencing), 원 품종의 기준 배열을 생성한다. 이때 기

준 게놈 배열에 정렬되지 않은 short read군을 mapping하

여 paired-end reads로 따로 저장하였다. ② 목적으로 하는 

돌연변이를 선발 후, 원품종의 기준 배열을 이용한 MutMap

법에 의해 원인 유전자 자리의 게놈 영역을 식별하였다. 

③ MutMap법으로 특정된 후보 영역에 정렬된 short read 

및 paired-end reads를 이용하여 de novo 어셈블리를 하고 

contig를 구축하였다. 이 단계는 후보 영역의 게놈 배열을 

de novo assembly에 따라 재구성하는 것을 의미한다. ④ 

마지막으로, 구축된 contig에 대해 다시 MutMap 분석 한 

후, 돌연변이 형질에 대한 원인 유전자 변이를 식별하였

다. MutMap-Gap법을 적용함으로써 전체 게놈 서열 해독

이 완료된 품종이면 해독에 이용한 품종과 다른 품종에

서도 resequencing 기술에 의한 변이 분석이 가능하다. 이

들 방법을 이용하여 도열병 저항성 Pi 유전자 기능이 손

실된 돌연변이 계통으로부터 Hitomebore 품종의 도열병 

저항성 계통 육성에 이용하였다(Takagi et al. 2013a). 이와 

같이 nucleotide-binding site-leucine rich repeat (NBS-LRR) 

그룹들의 병 저항성 유전자와 같이 구조적 변이를 가진 

유전자를 분리하는데 입증하였다.

MutMap+의 원리 및 육종에의 이용

교배 과정을 거치지 않고 돌연변이체의 원인유전자를 동

정하기 위해 MutMap+ 법이 개발되었다(Abe et al. 2012; 

Fekih et al. 2013). 먼저 벼 수정 후 즉시 미성숙 배에 EMS

를 처리한 다음 종자를 수확하여 M1 종자를 육성하였다. 

EMS 유래 돌연변이체들의 대부분은 이형접합체 상태의 

M1 식물이다(Fig. 3A). 비록 M1 세대의 돌연변이 식물들

에서 dominant와 semi-dominant는 구분되지만, 열성돌연변

이는 구분이 되지 않아서, M2 세대를 진전시켜야 구별 

가능하다. M2 자식세대에서 야생형과 돌연변이 표현형

의 분리비가 3:1로 분리되는 것을 각각 선발하였다(Fig. 3 B). 
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Fig. 2 MutMap‐Gap fills the gap within a target genome region 

delineated by MutMap using de novo assembly. (a) Using a 

combination of the unmapped reads collected in the previous 

step (Fig. a) and the short reads aligned to the target region 

(Fig. c), de novo assembly is performed to reconstruct the 

sequence of the target interval. The scaffolds generated by the 

de novo assembly are combined with the P ‘reference sequence’

and serve as the ‘P+scaffolds’ reference sequence for alignment 

purposes in the following step. (b) Short reads derived from the 

bulk DNA of mutant F2 progeny are aligned to the ‘P+scaffolds’

reference. The scaffolds with single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) showing an SNP index of 1, are likely to contain the 

causal nucleotide change responsible for the mutant phenotype. 

Chr., chromosome (TaKagi et al. 2013)

Fig. 3 A simplified scheme of MutMap+. (A) Seeds harvested 

following EMS mutagenesis of rice at immature embryo stage 

are used to establish the M1 generation, at which stage most of 

the mutations incorporated by EMS are in the heterozygous 

state. (B) M2 progeny obtained from a self-fertilized M1 plant 

segregate for wild-type (indicated by green color) and mutant 

(brown color) phenotypes. Here, we focus on the wild-type 

heterozygous individuals. (C) Heterozygous M2 plant are 

self-fertilized to obtain M3 progeny that segregate 3:1 for 

wild-type and mutant phenotypes. Genomic DNA from 20–40 

M3 mutant and wild-type M3 progeny are separately bulked, 

and subjected to whole-genome sequencing. The resulting short 

reads are aligned to reference sequence of the cultivar used for 

mutagenesis. (D) SNP-index is calculated for each SNP, and 

plots relating the SNP-index and chromosome positions are 

obtained for both the mutant and wild-type M3 bulks 

separately. The two SNP-index plots are compared to identify 

the region with SNP-index=1 that is specific to the mutant bulk. 

(E) We can also evaluate D (SNP-index) plot, which is obtained 

by subtracting SNP-index value of wild-type bulk from that of 

mutant bulk. Genomic region harboring the causal mutation 

should have positive D (SNP-index) values (Fekih et al. 2013)

MutMap + 실험을 위해 포장에 M2 세대를 계통별로 10개

체 정도 파종하고 표현형의 분리를 개체 별로 체크하였

다(Fig. 3B). 이들 중 야생형 중에서 heterozygote로 구성된 

개체를 자식하여 M3 세대를 육성하였다. 이들 M3세대의 

종자는 개체별로 채종하고, 80 개체 이상 포장에 심어 표

현형의 분리를 조사하였다. 이렇게 얻어진 M3 식물들의 

돌연변이형 bulk(20 ~ 40개체)와 야생형 bulk(20 ~ 40개체)

를 구분하여 두 집단으로부터 DNA를 추출하였다(Fig. 3C). 

Bulk DNA는 각각 Illumina GAIIx sequencer에 의해 염기배

열을 분석한 후, 양친 계통의 reference sequence와 비교 분

석하였다. 각각의 bulk로부터 SNP-index와 SNP gemomic 

position graphs를 그렸다(Fig. 3D). 돌연변이체로부터 얻어

진 DNA pool (Fig. 3D)에 대해 SNP index plot에서 SNP 

index=1을 가진 유전체 영역의 발생에는 두 가지 이유가 

있다. 첫 번째는 실제로 이들 영역이 표현형의 원인돌연

변이를 유발한 경우이고, 또 하나는 표현형과 무관한 

SNP가 M2 세대에서 동형 접합체 상태로 고정되어 이들 

모두가 M3 식물체에 나타나기 때문이다. 이것은 전체 게
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놈 영역의 50%에서 일어날 것으로 예상되며, 돌연변이 

bulk의 SNP index plot 에서 SNP를 살펴볼 때, 두 가지 유

형을 구별하는 것은 불가능하다(Fekih et al. 2013). 그러

나, 야생형과 돌연변이 bulk의 SNP index plot을 비교하여 

임의로 동형 접합체 상태에 고정되어 SNP index = 1 가진 

SNPs는 식별 할 수가 있다. M2 세대에서의 SNP의 임의

의 고정에 의해 SNP-index= 1을 보여주는 영역들은 두 

bulk 집단 사이에 공유되어야 하며, 반면에 유발 돌연변

이를 가지는 영역은 돌연변이 bulk 집단에서만이 특이적

으로 나타난다(Fig. 3D). 이 데이터를 시각화하기 위해, Δ

(SNP index) (Fig. 3E)를 얻기 위해 각각의 SNP 변이체 

bulk와 야생형 대량의 SNP index를 빼서 Δ(SNP index) 값

으로 표시했는데 대부분의 게놈에서는 값이 0 주변에 있

지만, 돌연변이를 유발하는 영역에서는 상당히 높은 값

으로 표시될 수 있다(Fekih et al. 2013; Boetzer et al. 2011; 

Clark et al. 2007; Li and Durbin 2009; Li et al. 2009). 이와 

같이 NGS 기술의 발달로 인해 여러 종류의 생물 게놈의 

sequencing 데이터가 방대한 양이 축적되었으며, 단시간

에 유전체 분석이 저비용으로 가능할 수 있는 NGS platforms

이 개발되고 있다(Zhou et al. 2014; Lister et al. 2009). 최근

의 연구에서는 강력한 NGS platforms을 이용하여 개체를 

인식할 수 있는 GBS (genotype by sequencing), 품종을 구

별할 수 있는 DNA marker 개발와 어떤 집단을 해석하는 

QTL 분석 등에 이용되고 있다(Morishige et al. 2013). 최근

들어 NGS 기술은 GWAS, restriction-site-associated DNA (RAD) 

sequencing 및 MutMap 등에 광범위하게 활용되고 있다(Abe 

et al. 2012; Baxter et al. 2011; Elshire et al. 2011; Fekih et 

al. 2013; Harper et al. 2012; Huang et al. 2010; Morishige et 

al. 2013; Takagi et al. 2013b; Tian et al. 2011).

  본 총설에서는 돌연변이의 원인 유전자 동정을 위해 

MutMap법, MutMap-Gap법 및 MutMap+법 등에 대한 유용

성을 살펴보았다. 본 논문의 저자들은 인위적으로 유발

하는 돌연변이와 비교하여 긴 세월에 걸쳐 그 생물이 축

적해 온 자연변이는 자연 및 인위적 선택을 받아 선발된 

돌연변이도 포함되기 때문에 유용한 allele을 많아 관련 

유전자들의 분리 동정에 사용될 것으로 기대한다. 또한 

MutMap 방법들이 QTL-seq법과 함께 육종현장에서 신속

하게 식별할 수 있는 수법으로 더 발전되길 기대해 본다 

적 요

NGS 기술은 전체 게놈 시퀀싱 및 reference 게놈에 alignment

에 의해 돌연변이 표현형에 관련된 돌연변이 식별에 이

용한다. 그러나 품종 및 계통들을 resequence 하였을 경우 

기존의 reference 게놈에 구조적 변이가 보이며, reference

와 맞지 않는 게놈지역에서 돌연변이들은 단순한 alignment

로 찾을 수 없다. 본 리뷰에서는 NGS 기술을 이용하여 

돌연변이체로부터 변이 관련 유전자를 식별하는 MutMap, 

MutMap-Gap 및 MutMap+ 방법을 기술하였고 지금까지의 

연구현황에 대해 기술하였다. 아울러 이들 방법은 nucleotide- 

binding site-leucine rich repeat (NBS-LRR) 그룹들의 병 저

항성 유전자와 같이 구조적 변이를 가진 유전자를 분리

하는 등 유용성에 대해 고찰하였다.
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