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- Abstract -

The usefulness of multiple displacement amplification 

in the molecular studies in Hansen's disease

Jong-Pill Kim,

Institute for Leprosy Research, Korean Hansen Welfare Association

  Appreciable amounts of high-quality DNA are frequently required for use in 

molecular diagnostic and epidemiology studies. The limited availability of DNA 

can be a critical obstacle to meeting research and clinical needs. And 

molecular methods have not been routinely applied to the obligate intracellular 

organism Mycobacterium leprae because of the difficulty of obtaining a genomic 

DNA template from clinical material. The MDA (multiple displacement 

amplification) reaction is increasingly the method of choice for many 

applications because of its extensive coverage of the genome, the generation of 

extremely long DNA products compared with older whole genome amplification 

methods and the high DNA yields, even from exceedingly low amounts of 

starting material. In the study, the author evaluated the usefulness of this 

method for the molecular studies in Hansen’s disease.
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I. 서   론

  분자 진단과 역학 연구에서는 고품질 

DNA의 평가할 수 있을 정도의 양이 필요하

다. 임상 검체에서 균의 게놈 DNA 주형을 

얻기가 쉽지 않아 절대 세포내 유기체인 나

균(Mycobacterium leprae)에서는 분자 역

학 기법을 통상적으로 적용하기에 어려움이 

있다. 고품질 게놈 DNA 주형에 접근하기 

위하여 전 유전자 증폭법
1,2)

이 개발되었다. 

이중 다중전위증폭법(multiple displacement 

amplification, 이하 MDA)
3,4)

으로 한센병 

영역에서 나균에 대해 민감하고 다양한 양

상에 대한 분자생물학적 분석에 대한 이 방

법의 유용성을 평가하기 위해 본 연구를 실

시하였다.

II. 연구방법

1. 검체에서 나균 분리 및 나균 DNA 추출

  쥐족저접종법에 의해 나균이 증식된 조직을 

Nakamura법의 변형된 방법
5)
에 따라 처리

하였다. 이에 따라 얻은 나균을 QIAGEN 

DNA mini-prep kits
®
를 이용하여 제조사가 

지정한 방법을 이용하여 나균 DNA을 얻었는

데, 이때 2개의 시료에서는 QIAGEN
®
사가 

제공한 자료에 따른 다른 농도를 기대하고

여러 개의 시료로 나누어 추출하였다. 

100ul 씩 3차례의 elution하였으며, 각 시

료를 10배씩 2회 희석하여 9개씩의 시료를 

준비하였다. 

2. 다중전위증폭법

  QIAGEN
®
사의 REPLI-g

®
 Mini Kits 및 

REPLI-g
®
 Ultrafast Mini Kits를 사용하

여 제작사가 권장하는 방법에 따라 다중전위증폭

법(Multiple Displacement Amplification, 

MDA)을 시행하였다. 요약하면 DNA 시

료에 Denaturation sloution을 섞은 후 

3분간 상온에서 방치한 후 Neutralization 

buffer를 첨가하여 섞은 후 REPLI-g 

master mix를 첨가하여 30˚C에서 16

시간(REPLI-g® Mini Kits) 또는 1시

간 30분(REPLI-g® Ultrafast Mini 

Kits) 방치하여 증폭을 시켰다.

3. 중합효소연쇄반응(PCR)에 기초한 증폭 

검사 및 시켄싱

  진단(RLEP6), r1-r47)), 역학(ttc repeat8)), 

약제 내성(리팜피신, rpoB)에 대해 중합효

소연쇄반응을 실시하였다. rpoB에 대해서는 

새로이 제작한 시발체에 이용하여 FailSafe 

PCR Premix D 10ul, FailSafe PCR 
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Enzyme Mix 0.5ul(1.25 Units), 시발

체 각각 1ul(최종농도 0.2uM), 시료 2ul

을 첨가하여 최종량 25ul로 하여 94˚C 2

분 초기 변성 후 94˚C, 60.5˚C, 72˚C 각 

30초씩 35회 반복 후 72˚C에서 5분간 신

장하는 과정을 통하여 증폭하였으며, 나머

지는 인용된 논문의 방법에 따라 중합효소

연쇄반응을 실시하였다. 최종산물을 전기영

동에 의해 확인한 후 BIONICS사에 시켄

싱을 의뢰하여 결과를 확인하였다. 사용한 

시발체는 Table. 1과 같다.

Table. 1  sequence of oligonucleotide primers.

primer sequence(5'-3')

RLEP-F

RLEP-R

TGCATGTCATGGCCTTGAGG

CACCGATACCAGCGGCAGAA

R1

R2

R3

R4

CGGGTAGGGGCGTTTTAGT

CTAGAAGGTGCCGTATGTG

GCGTTTAGTGTGCATGTCA

GGATCATCGATGCACTGTT

ttc-F

ttc-R

GGACCTAAACCATCCCGTTT

CTAGGGGGCACTTAGCTC

rpoB-F

rooB-R

AGATCCGGGTCGGTATGTC

CCTCGTCAGCGGTCAAGTA

III. 결 과

1. 중합효소연쇄반응 결과

  진단(RLEP, r1-r4), 역학(ttc repeat), 

약제 내성(rpoB)에 대한 다양한 과정의 나

균 DNA의 중합효소연쇄반응 모두에서 전

기영동 상 증폭양상이 관찰되었다. 그 결과

는 아래와 같다(Fig. 1).

2. 시켄싱 결과

  역학(ttc repeat), 약제 내성(rpoB)에 대

한 평가를 위해 나균 DNA의 중합효소연쇄

반응에서 전기영동 상 증폭양상이 관찰되었

던 시료를 가지고 시켄싱을 하여 ttc repeat 

에서는 94.4%(REPLI-g® Ultrafast 

Mini Kit), 100%(REPLI-g® Mini Kit)

에서 증폭 전과 동일한 결과가 관찰되었고, 

rpoB 에서는 88.3%(REPLI-g® Ultrafast 

Mini Kit), 94.4%(REPLI-g® Mini 

Kit)에서 증폭 전과 동일한 결과가 관찰되었

다(Table. 2, Table. 3, Fig. 2, Fig. 3).
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RLEP 
 m        1        2         3        4         5

r1-r4 
 m        1        2         3        4         5

ttc repeat 
 m        1        2         3        4         5

rpoB 
 m        1        2         3        4         5

Fig. 1.  Examples of PCR

M; marker, 1; non-amplification, 2; amplification by REPLI-g® Mini Kits, 3; amplification by 

REPLI-g® Ultrafast Mini Kits, 4; negative control, 5; positive control

Table. 2  Summary of ttc repeat sequencing results.

Pre-Amplification
Amplification of REPLI-g® 

Ultrafast Mini Kit 
Amplification of REPLI-g® 

Mini Kit 

good results
18

100%

17

94.4%

18

100%

poor results
0

0%

1

5.6%

0

0%

Table. 3  Summary of rpoB sequencing results. 

Pre-Amplification
Amplification of REPLI-g® 

Ultrafast Mini Kit 
Amplification of REPLI-g® 

Mini Kit 

good results
18

100%

15

88.3%

17

94.4%

poor results
0

0%

3

11.7%

1

5.6%
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a-1

a-2

a-3

b-1

b-2

Fig. 2.  Examples of ttc repeat sequencing results.

successful cases;a-1; non-amplification, a-2; amplification by REPLI-g® Mini Kits, a-3; 

amplification by REPLI-g® Ultrafast Mini Kits

fail cases;b-1; amplification by REPLI-g® Ultrafast Mini Kits, b-2; non-amplification



- 大韓癩學會誌 : 第43卷, 第1號 2010 -

8

a-1

a-2

a-3

b-1

b-2

Fig. 3.  Examples of rpoB sequencing results. 

successful cases;a-1; non-amplification, a-2; amplification by REPLI-g® Mini Kits, a-3; 

amplification by REPLI-g® Ultrafast Mini Kits

fail cases;b-1; amplification by REPLI-g® Ultrafast Mini Kits, b-2; non-amplification
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IV. 고찰 및 결론

  유전자학 기술의 발전은 질병 역학과 전

파의 새로운 인식을 제공해주는 분자생물학

에 기초한 역학 연구를 매우 용의하게 하였

다. 또한 총 게놈 염기배열에 대한 증가된 

어레이는 질병의 유전적 결정자(유전자)의 

발현의 가능성으로 임상 분리주와 검사실 

분리주 간의 비교를 가능하게 하였다. 비록 

유전자 분석 전략이 많은 감염병의 역학 연

구에 상당한 영향을 갖고 있기는 하지만 많

은 게놈 시켄싱과 검출법을 위해 주형 

DNA가 필요하다
9)
. 중합효소연쇄반응과 같

은 높은 민감성을 갖는 분석방법에서 서로 

다른 유전자 loci(유전자 좌)의 다수를 한 

시료에서 검사해야 하는 경우 종종 주형 

DNA의 제한된 량의 문제가 필연적으로 발

생된다. 동시에 임상 시료 상의 다양성과 

어려움은 급속히 증가하고 있다. 미생물 생

태학은 유전자와 많은 환경에서의 사회를 

조사하고 있다
10)

. 병원체의 검출은 적은 수

라는 한계에 봉착한다. 특히 절대 세포내 

유기체인 나균(Mycobacterium leprae)에 

의한 한센병에서의 어려움은 크다. 일차적 

이유는 나균을 배양할 수 없고 특히 희균형

에서는 임상 시료에서 직접 총 게놈 DNA

를 분석할 수 없다는 것이다. 분자 유형 분

류의 최근 접근법은 microsatellite 

analysis 같은 유전자 자리 간의 비교이다. 

그러나 밀접한 연관성이 있는 세균 균주 간

에 대한 고해상 분석의 적용이 질병의 이해

를 높이기 때문에, 유전자 자리의 적은 단

위의 연구가 진행되어야 하는데, 만약 충분

한 양의 완전한 게놈 DNA을 얻을 수 있다

면 이러한 방법의 수행은 가능할 것이다. 

배양이 되지 않은 세균에서는 특히 임상 시

료에서 충분한 양의 게놈 DNA를 취하기가 

어렵다
11)

.

  제한된 DNA 샘플의 양을 증가시키는 방

법으로 전 유전자 증폭법
1,2)

이 개발되었다. 

DNA 검체량은 한정되어 있으나, 많은 해석

이 필요할 때 이것은 유용하다. 프로토콜과 

복제의 정확성에 모두 차이가 있는 다양한 

전 유전자 증폭법이 개발되었다. 전 유전자 

증폭은 다중전위증폭(MDA)
4,12)

, Primer 

extension preamplification (PEP법)
2)
, 

degenerate oligonucleotide primed 

PCR(DOP법)
1)
 등 세 개의 형태로 개발되

어 왔다.  

  퇴행성 올리고뉴클레오티드 효소중합연쇄

반응(Degenerate Oligonucleotide PCR, 

DOP-PCR)
1)
과 시발체 확장 전증폭법

(Primer Extension Preamplification 

(PEP))
2)
 등 효소중합연쇄반응 기반의 전 

유전자 증폭 기술이 2가지 있다. 이 기법 

사이의 주요 차이점은 DOP - PCR이 

semidegenerate oligonucleotides와 증

가된 효소중합연쇄반응 결합온도를 사용하

는 반면 PEP는 임위 시발체와 낮은 결합온

도를 사용하는 점이다. PCR 기반의 전유전

체증폭법(DOP-PCR, PEP)은 2차 DNA

의 구조에 의해 영향을 받는다. 이러한 구

조는 효소 편차
13)

와 효소의 분리을 일으킬 

수 있는데, 이로 인하여 비 특이 증폭, loci

의 불완전 획득, 작은 DNA 조각(1kb 이

하) 등이 발생한다
4)
. 

  MDA(multiple displacement amplification, 

다중변위증폭법)
3,4)

 (Fig. 3)은 임위 시발
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체가 전체 주형 DNA를 대상으로 사용된다. 

반응성이 뛰어나고, 강력한 성분변위성을 갖

는 Bacillus subtilis bacteriophage Phi 

29에서 유래된 Phi 29 DNA 중합효소가 

사용된다
14)

. 이 중합효소는 시발체 주형에 

결합하여 평균 70,000개의 뉴클레오티드를 

붙인다
15)

. 이는 중합효소가 동시에 먼저 확

장된 산물이 변위하는 동안 새로운 시발체

가 확장하면서 같은 주형에서 여러번 복사

하는 특성에 의한다. 지수증폭 가지가 있는 

DNA 중간구조를 통하여 지수증폭이 이루

어진다. MDA의 다른 양상은 2개의 3′′ 말

단 뉴클레오티드의 phosphorothioate 결

합에 의한 임위 시발체의 방어이다
3)
. 이는 

변화된 시발체로부터 DNA 중합효소의 3′′–
5′′ exonuclease 교정능력을 보호하는데 필

수적이다. 이 교정 능력의 장점은 MDA에

서의 변이의 최소화에 있다
16)

. MDA에 의

해 증폭된 시료를 사용한 DNA 시켄싱에서

의 기본적인 오류는 증폭하지 않은 주형에 

비해 크게 구분할 수 없었고, 일부 시켄스의 

소실이 MDA 중 발생하였으나, 99.8%의 

게놈이 존재하였다
17,18)

. 매우 적은 량의 주

형 사용은 보다 높은 증폭을 가능케 하지만, 

높은 증폭 오류를 야기한다
10)

. MDA는 보

고에 의하면 여러 증폭법 중 가장 낮은 오

류를 보인다고 한다
19)

. MDA는 DNA시료

의 준비와 증폭을 위한 간편한 방법으로 많

이 사용되고 있다. 유전자형 분석 부분에서 

다양하게 사용되고 있다
9,16,19-22)

. 감염병의 

경우에는 한센병 환자의 피부에서 분리한 

나균을 게놈 분석을 위해 다중전위증폭법으

로 증폭하였다. 나종형 한센병 환자의 조직

에서 분리된 시료를 사용하여, 증폭 정확도, 

게놈 회복 정도, 국소 증폭 편중을 평가했

다. 증폭된 유전자 물질의 충실도는 변하지 

않았고, 비교 미세배열 분석을 통한 전체 증

폭 효율성에서 국소적 차이는 증폭된 게놈 

DNA의 높은 일치 정도가 관찰되었다. 또, 

한센병 환자에서 얻은 보관된 조직에 대한 

짧은 염기서열 반복에 의한 분자 유형 분류

를 목적을 위해 이 방법을 적용하였는데, 그 

결과 오류 발생 없이 성공률은 25%에서 

92%로 증가되었다고 보고하였다
11)

.

  본 실험에서는 상업적으로 소개된 MDA 

중 QIAGEN
®
사의 REPLI-g

®
 Mini Kits 

및 REPLI-g
®
 Ultrafast Mini Kits을 사용

하였다. REPLI-g® Mini Kit 증폭은 쉽고 

빠른 setup이 가능한 진보된 기술로서 다

양한 시료에서 부터 재현성 있는 증폭이 제

공되고, 연구에 필요한 충분한 DNA를 획득

함으로서 귀중한 시료에서 더 많은 분석이 

가능하고, 자동화된 신뢰성 있는 protocol을 

가짐으로서 믿을 수 있는 일관적 결과를 얻을 

수 있는 장점을 가지고 있다. 특히 최근에는

Fig. 3.  MDA(multiple displacement amplification23))
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REPLI-g® Ultrafast Mini KitREPLI-g 

Kit가 개발되었는데 이는 60~90분 이내의 

빠르고 간단한 시료를 증폭하여 시간 절감 

효과를 얻을 수 있다고 한다. REPLI-g® 

Mini Kit 및 REPLI-g® Ultrafast Mini 

Kit을 통한 증폭 실험에서 모두에서 통계적 

의의를 보였고, 진단(RLEP, r1-r4), 역학

(ttc repeat), 약제 내성(rpoB)에 대한 다

양한 과정의 나균 DNA의 중합효소연쇄반응 

모두에서 전기영동 상 증폭양상이 관찰되었다. 

그러나 시켄싱에 경우에서는 REPLI-g® 

Mini Kit에서는 단지 약제 내성(rpoB)에서만 

1예에서 판독이 불가하였으나, REPLI-g® 

Ultrafast Mini Kit에서는 역학(ttc repeat), 

약제 내성(rpoB) 모두에서 각각 1예, 3예

에서 판독이 불가하였다. 이로 보아 증폭 시

간이 60~90분 이내로 REPLI-g® Ultrafast 

Mini Kit가 시간 절감 효과를 얻을 수 있

으나, 그 정확성 면에서는 REPLI-g® 

Mini Kit 보다 못한 것으로 시료된다. 또한 

그 증폭량도 REPLI-g® Mini Kit의 경우 

50ul인 반면, REPLI-g® Ultrafast Mini 

Kit의 경우 20ul이므로, 급한 경우가 아니

면, REPLI-g® Mini Kit을 통한 증폭을 

이용하는 것이 좀 더 효율적이라 사료된다.

  한센병의 경우 질병 속성 상 다양한 접근

을 위한 시료(나균 균체, 파생 세포물질, 

DNA 등)의 확보가 어렵고, 한센병 저유병 

국가는 물론 고유병 국가에서도 한센병에 

대한 관심 저하로 인하여 숙련된 관련자가 

부족하다. 이에 효율적이고 간편한 분자생

물학적 접근을 위한 체계적인 접근법을 정

립할 필요가 있다. 따라서 다양한 분자생물

학적 기법의 효율적인 체계를 정립함으로서 

한센병 관리의 효과를 높일 수 있다. 그러기 

위하여 검체에서 나균 DNA를 분리한 후 

이를 REPLI-g Mini Kit을 이용하여 증폭

한 후 다양한 분자생물학적 접근을 시도하

는 것이 효율적인 접근이라 사료된다. 향후 

이를 표준화하기 위한 다양한 경우 및 좀더 

농도를 위한 나균 DNA는 물론 이번 연구

에서 실시하지 못했던 다른 분자생물학적 

분석법의 적용을 위한 표준안의 개발을 위

해 지속적인 연구가 필수적이라 판단된다.
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