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법의 분야에서 연령 추정은 신원불상자의 신원을 파악하는

데 매우 중요한 역할을 한다. 연령을 추정하기 위해 사용되는

방법으로는 유해의 치아나 뼈를 이용한 인류학적 방법이 가장

일반적이나, 이러한 방법은 치아나 뼈가 아닌 범죄현장의 증거

물에는 적용할 수 없는 단점이 있다. 따라서 최근에는 인체 기

원의 현장 증거물로부터 얻은 DNA 정보를 이용하여 시료를

남긴 사람의 연령을 추정하는 연구가 새롭게 관심을 받고 있는

데, 이는 DNA를 기반으로 하여 눈동자, 머리카락, 피부색 등

신체의 외형적인 특징을 추정하는 연구와 마찬가지로 사건 현

장에서 발견한 인체 기원의 증거물로부터 얻은 정보를 이용하

여 수사대상자의 범위를 좁힘으로써 범죄를 해결하는 데 이바

지할 수 있기 때문이다.1, 2)

유전 또는 환경 요인에 의해 유도되는 노화는 인체의 각 기

관과 조직에 기능 저하를 포함한 다양한 변화를 일으키는데,

이러한 노화의 원인이 되거나 노화의 결과로 나타나는 주요한

변화는 크게 단백질 수준의 변화와 유전체 수준의 변화로 나누

어 볼 수 있다. 다양한 단백질 변화 중에서도 아스파트산

(aspartic acid)의 라세미화(racemization)를 이용한 연령 추정

방법은 1970년대부터 시작된 연구를 통해 정확도와 표준화된

방법론이 입증되었고, 형태적 특징을 이용할 수 없는 법의 실

무에 가장 널리 사용되어온 방법이다. Ohtani 등3)의 연구가 대

표적이며, 이에 의하면 치아의 상아질(dentin)에서 D-아스파

트산의 축적이 나이가 듦에 따라 증가하므로 이를 이용하면 비

교적 정확하게 연령을 추정할 수 있다. 이 외에도 조직에 축적

되는 최종당화산물(advanced glycation end products; AGEs)

의 양을 측정하여 노화의 정도를 추정하는 방법 또한 법의 분

야의 연령 추정에 적용 가능하다고 보고되었다.4) 하지만 이러

한 방법들은 분자적 수준의 변화를 측정하면서도 정확한 연령

추정을 위하여 치아나 뼈를 필요로 하므로 적용범위가 제한적

인 단점이 있다.

유전체 수준에서는 세포의 노화 때문에 좀 더 광범위하고 복

잡한 변화가 일어나며, 이러한 현상들은 유전적(genetic) 변이

와 후성유전적(epigenetic) 변이로 나누어 살펴볼 수 있다. 세
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The estimation of age is an important issue in forensic science, and the forensic
community has attempted many times to establish methods for solving this issue.
Aging leads to alterations in tissues and organs at the molecular level. These alter-
ations at the molecular level may aid forensic scientists to estimate the age of a living
person or a dead body. Initially, the focus was on the genetic components of aging,
but recently, epigenetic mechanisms have emerged as the key contributors to the
alterations in genome structure and function that accompany aging. In particular, DNA
methylation is one of the best-understood mechanisms, and it has been suggested as
a promising biomarker for age estimation in many studies. In this review, we summa-
rize the recent studies on age-associated DNA methylation changes in different tis-
sues and discuss its possible and practical applications in forensics.
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포의 분열이 계속됨에 따라 일어나는 유전적 변화들에는 특히

말단소체(telomere)의 소실과 유전자 손상 복구 능력의 저하

로 말미암은 돌연변이 축적 등 유전체의 불안정화를 유도하는

여러 가지 기전들이 포함된다. 말단소체 구조의 소실이 세포노

화와 관련이 있다는 최초의 실험적 증거는 1990년 Harley 등5)

에 의하여 발표되었으며, 이에 Tsuji 등6)은 60명의 0세에서 85

세 사이의 일본인 혈액을 이용하여 연령과 말단소체 길이 감소

간의 상관관계를 밝혀 이를 이용한 연령 추정이 가능함을 보여

주었다. 하지만 말단소체 길이의 감소는 개인에 따른 편차가

심하다는 점에서 단지 노소의 구별만이 필요한 경우에 제한적

으로 적용할 수 있을 것으로 전망되었다.7) 또한 T-림프구 수

용체 유전자 재배열을 이용한 연령 추정 방법은 최근 법의 영

역에서 새롭게 제시된 유전적 변이를 이용한 방법이다.8) 혈액

내에 존재하는 T-림프구는 다양한 외부 항원을 인식하기 위

하여 유전자 재배열 과정을 거쳐 여러 종류의 수용체를 형성하

게 되는데, 이 과정에서 signal joint TCR excision circles

(sjTCRs)이라 불리는 작은 원형의 DNA 부산물이 형성된다.

Zubacov 등은 이 DNA 부산물의 양이 나이가 듦에 따라 일정

한 비율로 감소한다는 것을 밝히고, 195명의 건강한 독일인을

대상으로 sjTCRs의 양을 real-time quantitative PCR을 이용

하여 측정함으로써 이 방법을 이용하면 약 9년의 오차범위 내

에서 연령 추정이 가능하다는 결과를 보여주었다. 이 방법은

미량의 혈액으로 비교적 정확도가 높은 연령 추정이 가능한 장

점이 있으나, T-림프구를 포함하고 있지 않은 정액이나 타액

등의 다른 체액을 대상으로는 사용할 수 없고 면역 체계를 구

성하는 T-림프구의 유전자 재배열을 이용하기 때문에 앞으로

질병이 있는 환자군을 대상으로 연령 추정의 정확도를 테스트

할 필요성이 있다. 

최근에는 노화와 관련한 후성유전적 변이에 관한 연구가 매

우 활발하게 진행되었다. 후성유전학(epigenetics)은 분자생

물학 분야에서 새롭게 등장한 분야로 DNA 염기서열 자체의

변화 없이 유전자 발현을 조절하는 인자와 그 작용 체계를 연

구하는 학문이다.9) 후성유전 기작은 염색질(chromatin)의 구

조와 기능의 변화를 조절하는 데 중요한 역할을 한다고 알려졌

으며 노화 연구뿐만 아니라 암 발생의 기전에 관한 연구에서도

관심이 고조되고 있다. 세 가지 주요한 후성유전 작용인 DNA

메틸화(methylation), 히스톤 변형(histone modification), 비

암호화 RNA (noncoding RNA)가 유전자 발현과 유전체의 불

완전성을 조절하는 데 중요한 역할을 수행하며 염색질의 구조

를 변화시켜 노화를 포함한 다양한 생명 활동에서 유전자 발현

의 활성 혹은 억제에 관여한다고 알려졌다.10) 특히 가장 많은

연구가 이루어진 DNA 메틸화는 DNA 메틸화 효소(DNA

methyltransferase; DNMT)에 의해 DNA 염기서열 중

guanine 바로 앞 cytosine (CpG dinucleotide)에서 메틸화가

일어나는 것을 말한다.11) 인간의 유전체에서 전체 CpG의 70-

80%는 메틸화되어있으며 메틸화되지 않은 대부분의 CpG는

유전자의 5‘ 말단 쪽에 있는 CpG island에 무리지어 분포한

다.12) 노화의 분자 기작에 대한 연구가 활성화되면서 연구자들

은 DNA 메틸화를 포함하는 후성유전 조절 기작이 노화에 따

른 유전자 발현 변화에 중요한 역할을 한다는 연구 결과를 제

시하였으며, 실제로 최근에 많은 연구 결과에서 연령의 증가에

따라 변이를 보이는 DNA 메틸화 표지자를 보고하였다.13-24) 또

한 이러한 DNA 메틸화 표지자는 DNA를 주된 분석 대상으로

하는 법의 유전학 분야에서 연령을 추정하기 위한 분석에 효과

적으로 적용이 가능할 것으로 전망되었다.19, 24) 

이에 따라 본 종설에서는 현재까지 보고된 연령에 따라 변이

를 보이는 DNA 메틸화 표지자 및 DNA 메틸화 분석방법을 소

개하고 DNA 메틸화를 기반으로 하는 연령 추정 방법의 법의

영역에의 적용 가능성에 대해 논의해 보고자 한다.

본 론

1. 연령에 따른 DNA 메틸화 변이

연령과 DNA 메틸화 변이 사이의 상관관계를 밝히기 위하여

다양한 조직과 세포주를 대상으로 하는 연구가 꾸준히 이루어

져 왔다. 여러 연구를 통하여 노화가 진행됨에 따라 유전체의

전체적인 메틸화 정도는 감소한다고 알려져 있으며13-15) 이는

DNA methyltransferase 1a (DNMT1a)의 활성 저하로 인한

수동적인 탈메틸화(passive demethylation)의 결과라는 실험

적 결과가 제시되었다.16) 하지만 최근에는 이와 반대로 많은 특

정한 부위에서 메틸화 정도가 증가하는 것이 밝혀졌다.17, 18) 특

히 분석 기술의 발달로 Infinium HumanMethylation BeadChip

(Illumina Inc., San Diego, CA, USA)과 같은 microarray 기술

을 이용하여 epigenome-wide 수준의 DNA 메틸화 분석이 가

능하게 됨으로써 연령의 증가에 따라 변이를 보이는 DNA 메

틸화 표지자의 발굴이 다양한 시료에서 활발히 이루어지게 되

었다.   

Bocklandt 등19)은 21세에서 55세 사이의 34쌍의 쌍둥이로

부터 얻은 타액 시료에서 HumanMethylation27 BeadChip

microarray를 이용하여 27,578개의 CpG site에서 메틸화 정

도를 비교 측정하였고, 노화에 따라 DNA 메틸화에 변화를 보

이는 88개의 CpG site를 발굴하였다. 19개의 표지자는 나이가

증가함에 따라 메틸화가 감소하는 경향을, 69개의 표지자는 증

가하는 경향을 나타내었으며, 그 중에서 10개의 표지자는 혈액

을 대상으로 한 이전의 연구 결과에서도 나이의 증가에 비례하

여 메틸화 정도가 증가하는 결과를 보였다.18) 또한 88개의

CpG site 중 타액에서 노화에 의해 가장 큰 메틸화 변이를 보

이는 세 개의 표지자, EDARADD (EDAR-associated death

domain), NPTX2 (neuronal pentraxin 2), TOM1L1 (target

of myb1-like 1)을 이용하여 연령 추정 가능성을 평가하였고,

그 결과 시료 기증자의 연령 추정이 약 5.2세 오차범위 안에서

가능하다는 것을 보여주었다. 연령 추정에 사용된 3개의 표지

2 안자현 외 4인



자와 나이가 증가함에 따라 혈액과 타액에서 공통적으로 메틸

화가 증가하였던 10개의 표지자는 Table 1 또는 2에 나타내었

다. 

세포주를 대상으로 하는 연구도 이루어졌는데, Koch 등20)은

젊은 사람과 나이든 사람의 섬유아세포(fibroblasts)와 간엽줄

기세포(mesenchymal stem cells; MSC)를 대상으로

HumanMethylation27 BeadChip microarray를 이용하여

DNA 메틸화 정도를 비교 측정하고, 각 연령 그룹 별로 DNA

메틸화에 변화를 보이는 CpG site를 보고하였다. 섬유아세포

에서는 연령 그룹에 따라 15% 이상의 메틸화 정도 차이를 나

타내는 75개의 CpG site가 관찰되었고, 그 중에서 20% 이상의

메틸화 정도 차이를 나타내는 CpG site 표지자를 표 1에 나타

내었다. 흥미롭게도 이 75개의 CpG site 중 30개의 CpG site는

간엽줄기세포에서도 연령 그룹에 따라 동일한 메틸화 변이를

나타내었으나, 몇몇의 CpG site는 두 조직에서 서로 다른 변이

경향을 나타내었다. 예를 들면 CDKN2B (cyclin-dependent

kinase inhibitor 2B isoform 2)의 경우 섬유아세포에서는 노화

에 의해 메틸화가 증가하였으나, 간엽줄기세포에서는 감소하

는 경향을 나타내었다. 이 결과는 두 세포의 기능적 차이에 의

해 노화 현상이 세포 특이적인 기작에 의해 조절된다는 것을

시사하는 것이다. 이 외에도 많은 연구자들이 진피(dermis),

표피(epidermis), 혈액(blood), 제대혈(cord blood) 및 자궁경

관도말(uterine cervical smear) 등 다양한 세포 및 조직에서

노화 관련된 DNA 메틸화 패턴을 발견하였고, 그 변이 패턴 또

한 주로 세포 또는 조직 특이적인 양상을 보인다는 것을 보고

하였다.18, 21-23)

한편 최근의 몇몇 노화와 관련된 연구에서는 조직 특이적이

지 않은 DNA 메틸화 변이도 보고되었다. Teschendroff 등23)

의 연구에서 PCGTs (Polycomb group protein target gene)

과 관련된 일부 CpG site는 정상 조직, 종양 조직, 배양한 간엽

줄기세포를 대상으로 한 실험에서 노화와 연관되어 서로 유사

한 변이 경향을 나타내었다. 이 연구에서 Teschendroff 등은

30년의 연령 차이가 나는 261명의 폐경기 여성의 혈액을 대상

으로 HumanMethylation27 BeadChip microarray를 수행하여

연령의 증가에 따라 메틸화가 증가하는 69개의 PCGT 관련

CpG site를 발굴하였으며, 이후 정상인의 혈액 및 제1형 당뇨

병(type-1 diabetic) 환자의 혈액, 정상 조직과 난소암 조직,

간엽줄기세포 등의 다양한 조직을 이용한 검증 실험을 수행하

였다. 다양한 조직에서 이 69개의 PCGT에 포함되는 대부분

(59개)의 CpG site가 정도의 차이는 있지만 조직의 종류와 질

병의 상태에 상관없이 연령 증가에 따른 동일한 메틸화 변이

경향을 보이는 것을 확인하였다. 다양한 조직에서 연령의 증가

에 따라 공통적으로 메틸화가 증가하는 59개의 PCGT 관련

CpG site 중 혈액에서 연령과 메틸화의 선형회귀분석 t 통계량

법의 분야에서 DNA 메틸화를 이용한 연령 추정 3

Table 1. Tissue-Specific Age-Associated DNA Methylation Changes 

Target ID* Symbol Description
Methylation Tissue or 

Ref.
change� cell type

cg00059225 GLRA1 Glycine receptor alpha 1 Increase Blood, saliva 18,19
cg15747595 TSPYL5 TSPY-like 5 Increase Blood, saliva 18,19
cg16232126 SLC5A7 Solute carrier family 5 member 7 Increase Blood, saliva 18,19
cg18236477 ATP8A2 ATPase aminophospholipid transporter class I type 8A member 2 Increase Blood, saliva 18,19
cg19594666 LEP Leptin Increase Blood, saliva 18,19
cg19885761 CPLX2 Complexin 2 Increase Blood, saliva 18,19
cg19945840 B3GALT6 BetaGal beta 1, 3-galactosyltransferase polypeptide 6 Increase Blood, saliva 18,19
cg21801378 BRUNOL6 CUGBP Elav-like family member 6 Increase Blood, saliva 18,19
cg09809672 EDARADD Edar associated death domain Decrease Saliva 19
cg27210390 TOM1L1 Target of myb1-like 1 Decrease Saliva 19
cg12815142 SPAG7 Sperm associated antigen 7 Increase Fibroblasts 20

Decrease MSC� 20
cg10210238 CDKN2B Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B isoform 2 Increase Fibroblasts 20

Decrease MSC 20
cg16601385 CFD Complement factor D preproprotein Decrease Fibroblasts 20

Increase MSC 20
cg06144905 PIPOX L-pipecolic acid oxidase Increase Fibrblasts, MSC 20
cg23081213 PRKAG3 AMP-activated protein kinase; non-catalytic gamma-3 subunit Decrease Fibrblasts, MSC 20
cg21660392 ABCA8 ATP-binding cassette; sub-family A member 8 Decrease Fibrblasts, MSC 20
cg13870866 TBX20 T-box 20 Increase Blood 25
cg06639320 FHL2 Four and a half LIM domains 2 Increase Blood 28
cg16419235 PENK Proenkephalin Increase Blood 28

*Target ID: Reference ID of the Infinium HumanMethylation Beadchip platform 
�Methylation change: Methylation change upon aging
�MSC: Mesenchymal stem cells



값이 4.5 이상을 나타내는 CpG site 표지자는 Table 2에 나타

내었다.

Koch 등24)도 이전 연구20)에서는 노화와 관련된 DNA 메틸화

경향이 세포 특이적인 기작에 의해 조절된다는 것에 주목하였

지만, 노화와 관련된 현상을 유발하는 기본 조절 메커니즘을 밝

히기 위하여 모든 세포에 공통적으로 나타나는 변이를 밝히고

자 하였다. 이를 위하여 이전에 여러 연구에서 발표 되었던 진

피, 표피, 자궁경관도말(uterine cervical smear), T-림프구와

단핵구(monocyte)를 이용한 5개 세트의 HumanMethylation

27 BeadChip microarray 결과로부터 노화에 의해 과메틸화

(hypermethylation)되는 19개의 CpG site를 발굴하였고, 이

과메틸화 표지자 중 4개의 CpG site와 한 개의 저메틸화

(hypomethylation) CpG site를 포함하는 총 5개의 표지자로

구성된 연령 추정 모델을 제시하였다(Table 2). 제시된 연령

추정 모델은 정맥혈과 제대혈, 유방 조직 및 구강상피세포 등

의 다양한 조직을 대상으로 구축된 8개의 독립적인 데이터 세

트를 이용하여 연령 추정 유효성 검증을 수행하였고, 그 결과

평균적으로 약 11년의 오차범위 내에서 시료 제공자의 연령

추정이 가능함을 보였다.

최근에는 단순히 나이와 DNA 메틸화 간의 상관관계를 밝히

는 데에서 더 나아가 DNA 메틸화 변이와 노화에 관련된 표현

형 (age-related phenotype) 또는 질병과의 상관관계에 대해

연구하는 후성유전체 전장 연관성 분석(epigenome-wide

association study)에 대한 관심도 높아지고 있다. Bell 등25)은

32세에서 80세 사이의 172명의 중년 여성 쌍둥이 피험자의

혈액을 대상으로 나이와 상관관계를 보이는 DNA 메틸화 변이

뿐만 아니라 노화와 관련된 표현형과 상관관계를 나타내는

DNA 메틸화 변이를 찾아내려 시도하였다. 이를 위하여 각 피

험자의 말단소체 길이, 혈압, 폐 기능, 혈장 내 콜레스테롤 농도

등의 16가지 노화 관련 생체지표26)를 대상으로 DNA 메틸화

변이와의 상관관계를 조사하였으며, 그 결과 4개의 노화 관련

표현형 특이적인 메틸화 표지자(age-related phenotype

differentially methylated region; ap-DMR)를 발굴하였다. 4

개의 ap-DMR 표지자는 LDL-DMR인 STAT5A (signal

transducer and activator of transcription 5A), 폐 기능 관련

DMR인 AT1 (angiotensin receptor 1), maternal logevity-

DMR인 ARL4A (ADP-ribosylation factor-like 4A)와

TBX20 (T-box 20)을 포함하고 있으며, 이 중에서 maternal

logevity-DMR인 TBX20 만이 같은 연구에서 탐색된 490개

의 연령 특이적인 메틸화 표지자에 포함되는 결과를 보여주었

다(Table 1). 따라서 Bell 등의 연구에서 노화 관련 표현형 메

틸화 표지자와 실제 연령 관련 메틸화 표지자 사이의 직접적인

상관관계를 확인하지는 못했지만, 선정된 CpG site를 노화의

정도를 측정하는 표지자로서 활용 가능함을 보여주었다. 

또한 최근 microarray 기반의 DNA 메틸화 분석법의 발달로

한번에 45만개 이상의 CpG site에 대한 메틸화 분석이 가능해

지면서27) 보다 많은 양의 데이터를 정교하고 표준화된 분석 방

법을 이용하여 제시한 연구 결과가 발표되고 있다. Garagnani

등28)은 HumanMethylation450 BeadChip microarray를 이용

하여 어머니(42세-83세)와 자녀(9세-52세)로 이루어진 두

그룹 총 64명의 혈액을 대상으로 메틸화 패턴을 분석하였고,

두 그룹 간의 메틸화 정도 차이가 가장 많이 나는 상위 5개의

CpG site를 선정하였다. 5개의 CpG site는 ELOVL2 (ELOVL

fatty acid elongase 2), FHL2 (four and a half LIM domains

2), PENK (proenkephalin)의 CpG island와 ELOVL2, FHL2

의 CpG island 외에 각각 존재하는 것을 확인하였으며 모두 어

머니 그룹에서 과메틸화 되었다. 9세에서 99세의 피험자 혈액

샘플과, 7개 제대혈 샘플을 포함하는 494개의 또 다른 샘플 그

4 안자현 외 4인

Table 2. Age-Associated DNA Methylation Changes Common to Various Cell Types

Target ID Symbol Description
Methylation

Cell type Ref.
change�

cg03664992 BMP8A Bone morphogenetic protein 8a Increase Various  cell type 23
cg13921352 FAM19A4 Family with sequence similarity 19 member A4 Increase Various  cell type 23
cg27320127 KCNK12 Potassium channel subfamily K member 12 Increase Various  cell type 18, 19, 23
cg04528819 KLF14 Kruppel-like factor 14 Increase Various  cell type 23
cg02620013 MLNR Motilin receptor Increase Various  cell type 23
cg02844545 GCM2 Glial cells missing homolog 2 Increase Various  cell type 23
cg04084157 VGF VGF nerve growth factor inducible Increase Various  cell type 23
cg21530890 SOX8 SRY (sex determining region Y)-box 8 Increase Various  cell type 23
cg07533148 TRIM58 Tripartite motif-containing 58 Increase Various  cell type 24
cg01530101 KCNQ1DN KCNQ1 downstream neighbor Increase Various  cell type 24
cg12799895 NPTX2 Neuronal pentraxin II Increase Various  cell type 18, 19, 23, 24
cg25148589 GRIA2 Glutamate receptor ionotropic AMPA 2 Increase Various  cell type 23, 24
cg23571857 BIRC4BP XIAP associated factor-1 Decrease Various  cell type 24
cg16867657 ELOVL2 ELOVL fatty acid elongase 2 Increase Various  cell type 28, 29

*Target ID: Reference ID of the Infinium HumanMethylation Beadchip platform 
�Methylation change: Methylation change upon aging



룹을 대상으로 EpiTYPER� (Sequenom Inc., San Diego, CA,

USA) 분석법을 통하여 검증한 결과에서도 ELOVL2, FHL2,

PENK의 CpG island에 존재하는 CpG site는 각각 0.92, 0.80,

0.63의 높은 Spearman 상관 계수를 나타내며 연령에 비례하

여 증가하는 패턴을 나타내었다(Tables 1, 2).

발굴한 노화 관련 DNA 메틸화 표지자를 이용하여 연령을

효과적으로 추정하기 위해서는 적절한 추정 모델이 제시되어

야 하는데, Hannum 등29)은 DNA 메틸화 패턴 분석 결과에 성

별과 BMI 지수와 같은 임상적 변수를 조합하여 새로운 개념의

연령 추정 모델을 제시하였다. 19세에서 101세 사이의 656명

의 혈액 샘플을 이용하여 피험자 그룹을 두 그룹(N1=482,

N2=174)으로 나눈 뒤, 첫 번째 그룹을 대상으로 얻은 DNA

메틸화 분석 결과에 Elastic Net30)이라는 다변량 회귀 방법을

조합하여 성별, BMI, 민족 등의 공변량을 포함하는 연령 추정

모델을 제시하였다. 이 방법을 통해 연령 추정에 가장 유용한

71개의 DNA 메틸화 표지자를 선정하였으며, 제시한 연령 추

정 모델을 이용하여 측정된 나이는 실제 나이와 평균 오차범위

3.9세의 정확도로 측정이 가능했다. 두 번째 피험자 그룹과 이

전 연구31)의 독립적인 피험자 그룹을 대상으로 한 검증 실험에

서도 비슷한 결과를 나타냈으며, 흥미로운 점은 선정된 표지자

의 대부분이 노화 또는 질병에 관련된 유전자 내에 또는 근처

에 위치하고 있었다는 점이다. Hannum 등은 혈액을 대상으로

선정된 연령 추정 모델을 유방, 신장, 폐, 피부 조직 등을 대상

으로 검증한 결과에서도 추정 연령과 실제 연령 사이에 비교적

높은 상관계수(R = 0.72)를 보이는 것을 확인하였다. 나아가

조직 간 차이점 및 유사점을 밝히기 위하여 메틸화 패턴 분석

결과를 바탕으로 유방, 신장, 폐 조직에서 각각 새로운 연령 추

정 모델을 선정한 결과, 서로 다른 조직에서 선정된 대부분의

DNA 메틸화 표지자는 서로 일치하지 않았지만, 두 개의 표지

자는 각 조직의 연령 추정 모델에서 공통적으로 선정되었다.

이 두 개의 표지자는 공통적으로 ELOVL2 유전자와 관련된

CpG site로 이전의 연구28)에서도 나이와 상관관계가 높은 것으

로 보고되었다.

2. DNA 메틸화 표지자의 분석방법

연령 추정을 위한 DNA 메틸화 표지자의 발굴은 주로

microarray 기반의 epigenome-wide 분석을 통하여 이루어져

왔다. Infinium HumanMethylation27 BeadChip 과

HumanMethylation450 BeadChip과 같은 microarray 기반의

분석법은 bisulfite 처리된 DNA의 메틸화된 서열과 메틸화되

지 않은 서열에 특이적으로 결합하는 두 probe의 intensity의

비율을 측정하여 메틸화 정도 값을 측정하며, 한번에 27,000

개(Illumina 27k) 또는 450,000개(Illumina 450k) 이상의

CpG site에 대한 메틸화 정보를 얻을 수 있다.27, 32) 하지만 발굴

된 DNA 메틸화 표지자를 법의 분야의 연령 추정에 효과적으

로 적용하기 위해서는 미량의 DNA를 가지고도 일정한 수의

표지자를 신속하고 정확하게 분석할 수 있는 유전자 특이적 분

석 방법(gene-specific analysis or locus-specific analysis)

을 적용할 필요가 있다.

현재까지 특정 CpG site의 DNA 메틸화 정도에 대한 정성적

(qualitative) 정량적(quantitative) 분석 개선을 위한 광범위한

새로운 방법론들이 설계되었으나,33) 비교적 미세한 DNA 메틸

화 정도의 차이라 할지라도 유전자 발현의 변화 수준에서는 매

우 큰 차이를 유도할 수 있으므로 정성적 분석보다는 정량적

분석 방법이 선호되는 추세이다. 

이런 목적에서 bisulfite를 처리하여 메틸화되지 않은 DNA

와 메틸화된 DNA를 구분하는 방법은 후성유전학 분야에서

DNA 메틸화 분석 연구를 촉진시키는 획기적인 발견이 되었

다. Bisulfite의 처리에 의해 메틸화되지 않은 CpG site의

cytosine은 uracil로 전환되는 반면 메틸화된 cytosine은 그대

로 유지되기 때문에, bisulfite 처리로 인한 nucleotide 서열의

차이를 다양한 방법으로 조사하여 초기의 메틸화 패턴 정보를

얻을 수 있다.34) 실제로 특정 유전자 locus의 DNA 메틸화 정도

의 분석 방법은 bisulfite conversion을 이용하는 방법과 이용

하지 않는 방법으로 나눠진다(Table 3).

DNA 메틸화 분석 시 bisulfite를 이용하는 방법에는 bisulfite

sequencing, EpiTYPER�, pyrosequencing, methylation-

법의 분야에서 DNA 메틸화를 이용한 연령 추정 5

Table 3. Techniques Allowing the Analysis of DNA Methylation at Specific Gene Loci

Technique*
Bisulfite CpG 

conversion sites� Advantages Inconveniences Ref.

Bisulfite sequencing Yes 5-50 Gold standard Labor-intensive 35
EpiTYPER� Yes 5-50 Commercial service available Cost 36
Pyrosequencing Yes 5-20 Commercial service available Cost 37
MSP Yes 1-3 Simplicity Lack of quantitative result 38
COBRA Yes 1 Sensitivity Limited to specific restriction targets 39
MS-SnuPE Yes 1 Sensitivity Requires a capillary electrophoresis instrument� 40
MSRE-PCR No 1 Cost and time-saving Limited to specific restriction targets 41

*MSP: Methylation specific PCR; COBRA: Combined bisulfite restriction analysis of DNA; MS-SnuPE: Methylation-sensitive single nucleotide
primer extension; MSRE-PCR: Methylation-sensitive restriction endonuclease PCR
�CpG sites: Number of CpG sites interrogated per monoplex assay
�Requiring a capillary electrophoresis instrument is no problem in general forensic laboratories.



specific PCR (MSP), combined bisulfite restriction analysis

of DNA (COBRA), methylation-sensitive single-nucleotide

primer extension (MS-SnuPE) 등의 분석법이 널리 이용되

고 있다. Bisulfite sequencing은 bisulfite에 의해 변형된 DNA

를 중합효소 연쇄 반응(polymerase chain reaction; PCR)을

통하여 증폭 시킨 후 증폭 산물을 bacterial vector를 이용한 클

로닝 후 몇 개의 clone에 대하여 sequencing을 수행하여 CpG

site의 메틸화를 정량적으로 측정하는 기법이다.35) 높은 정확도

와 다수의 CpG site의 정보를 한 번에 얻을 수 있다는 점에서

가장 좋은 모델로 알려져 있으나, 노동 집약적인 클로닝 과정

을 필요로 하기 때문에 분석 과정을 간소화하기 위한 여러 전

략적인 기법들이 제시되었다.  EpiTYPER�는 mass

spectrometry를 이용하여 DNA 메틸화를 정량적으로 분석하

는 방법이다.36) Bisulfite를 처리한 DNA를 T7 promoter tag을

붙인 primer를 이용하여 증폭한 후, reverse strand에 대한 In

vitro transcription 과정을 수행한다. 이후 RNase A를 이용한

base specific cleavage을 거친 product를 mass spectrometry

system을 이용하여 분석하면 메틸화된 template와 메틸화되

지 않은 template를 서로 구분할 수 있다. Pyrosequencing은

nucleotide가 결합할 때 방출되는 pyrophosphate를 측정하여

sequencing하는 방법으로 single stranded template에

A/T/C/G 4개의 nucleotide 중 단 한 개의 nucleotide가 상보적

으로 결합할 때 발생되는 빛의 양을 측정함으로써 sequence를

결정하는 방법이다.37) 실험방법이 비교적 간단하며 한 번에 다

수의 CpG site에 대한 정량적인 분석이 가능한 장점이 있지만

비용이 많이 드는 단점이 있다. MSP는 bisulfite에 의해 변형된

DNA 서열을 대상으로 메틸화되었던 CpG site와 메틸화되지

않았던 CpG site의 서열에 상보적으로 결합하도록 설계된 서

로 다른 두 쌍의 primer 조합을 이용하여 중합효소 연쇄 반응

을 수행한 후 증폭산물을 아가로스 겔 전기영동으로 확인하는

방법이다.38) 비록 정량적인 정보는 제공하지 못하지만 민감도

가 높고 실험과정이 비교적 간단하기 때문에 DNA 메틸화 분

석 시 가장 널리 이용되고 있는 방법 중 하나이다. COBRA는

bisulfite에 의해 변형된 DNA를 중합효소 연쇄 반응으로 증폭

시킨 후 메틸화되었던 DNA 서열만을 선택적으로 인식하여 절

단하는 제한효소를 처리하여 분해된 산물과 분해되지 않은 산

물의 상대적인 양을 비교하여 DNA 메틸화 정도를 측정하는

기법이다.39) MS-SnuPE 방법은 bisulfite에 의해 변형된 DNA

염기서열을 대상으로 분석하고자하는 CpG site의 1 bp

upstream까지 위치하도록 설계된 프라이머를 이용하여

single-nucleotide primer extension 과정을 수행한 후 반응

산물을 모세관 전기영동법(capillary electrophoresis)을 이용

하여 분석하는 정량적인 분석 방법이다.40)

Bisulfite를 이용하지 않는 대표적인 DNA 메틸화 분석 방법

은 methylation-sensitive restriction endonuclease PCR

(MSRE-PCR)이다. 이 방법은 메틸화되지 않은 CpG site를

선택적으로 절단시키는 MSRE를 처리한 후 중합효소 연쇄 반

응을 수행하여 DNA 메틸화를 분석하는 기법으로 bisulfite 처

리 방법이 사용되기 이전에 가장 널리 사용되었던 고전적인 방

법이다.41) Bisulfite 처리에 사용되는 비용과 시간을 절약할 수

있으나 분석 대상이 특정 제한효소의 인식부위 내에 존재하는

site에 제한되는 단점이 있다. 

3. DNA 메틸화를 이용한 연령 추정 방법의 법의 분야에의

적용 가능성 및 전망

DNA 메틸화 표지자를 이용한 연령 추정 방법은 치아나 뼈

를 이용하는 기존의 법의학적 연령 추정 방법과 달리 DNA를

추출할 수 있는 모든 시료를 대상으로 수행이 가능하기 때문에

주로 혈액, 타액, 정액 등 인체 기원의 증거물로부터 DNA를 추

출하여 검사를 수행하는 법의 유전학 분야에 매우 유용하게 적

용이 가능할 것으로 전망한다. 또한 DNA 메틸화 표지자는 단

백질 표지자나 RNA 표지자 보다 화학적 생물학적으로 안정적

인 이점이 있으며, 더욱이 일부 표지자의 경우 혈액에서 유전

적 변화를 대상으로 한 연령 추정 방법과 비교하여도 정확도와

민감도 면에서 우수한 결과를 나타내고 있다. 게다가 대부분의

DNA 메틸화 분석 방법은 중합효소 연쇄 반응과 모세관 전기

영동법을 기반으로 하는 실험기법을 이용하여 분석을 수행할

수 있기 때문에 DNA typing 기반의 법의 실무에서 부가적인

실험 장비나 기술의 습득 없이 적용이 용이한 장점이 있다.

하지만 알려진 바와 같이 DNA 메틸화의 변이는 환경이나

질병에 의해 영향을 받기가 쉬우며, 일부 CpG site는 조직 또는

체액에 따라 서로 다른 메틸화 패턴을 보유하고 있다.42, 43) 따라

서, 조직에 따라 다르게 나타나는 노화 현상에 대한 연구를 바

탕으로 다양한 조직에서 질병의 유무에 구애받지 않는 안정적

인 연령 추정 표지자의 선정이 이루어져야 할 것이다. 특히 법

의 실무에서 주된 분석 대상으로 이용되는 체액을 대상으로 하

는 DNA 메틸화 연구는 혈액과 타액을 제외하고는 거의 이루

어지지 않았으므로, 향후 다양한 체액에서 적절한 DNA 메틸

화 표지자를 찾기 위한 노력이 필요하다. 최근 후성유전학 연

구의 발달로 epigenome-wide 수준의 DNA 메틸화 분석을 가

능하게 하는 보다 다양하고 간편한 분석법의 개발이 이루어졌

으므로 이러한 기술을 이용하여 다양한 연령대의 기증자로부

터 얻은 조직과 체액에서 DNA 메틸화 패턴을 분석한다면 조

만간 법의 영역에서 연령 추정에 유용하게 사용할 수 있는 추

가적인 표지자의 발굴과 분석법의 개발이 가능할 것이다. 

결 론

최근 법의 분야에서 체액과 같은 인체 기원의 증거물로부터

얻을 수 있는 유전정보로 시료를 남긴 사람의 외형적 특징에

대한 추정이 가능하다는 것이 입증되면서 이에 관한 연구가 매

우 활발히 진행되고 있다.44-46) 그 중 연령 추정은 눈동자, 머리
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카락, 피부 색 등의 추정과 달리 다양한 집단에 공통적으로 적

용할 수 있고, 용의자나 신원미상자의 신원을 추정하는데 중요

한 정보를 제공할 수 있다. 특히 세포의 노화 현상에서 후성유

전 조절 기작의 중요성이 입증되면서 DNA 메틸화를 포함하는

후성유전적 현상이 연령 추정 분야의 새로운 연구 대상으로 주

목을 받고 있다. 이에 따라 본 종설에서는 DNA 메틸화를 이용

한 연령 추정 방법의 법의 영역에의 적용 가능성에 대하여 논

의하고자 지금까지 알려진 노화에 따라 특이적인 변이를 보이

는 DNA 메틸화 표지자와 DNA 메틸화 분석 방법에 대하여 알

아보았다. 

현재까지 후성유전 연구는 비교적 짧은 기간의 역사에 비해

비약적인 연구의 발전을 보여 왔으며 다양하고 간편한 DNA

메틸화 분석법의 지속적인 개발에 따라 법의 분야에서도 후성

유전 연구의 효용이 증대될 것으로 예상한다. 한편 노화에 따

른 DNA 메틸화 변이가 대체로 조직 특이적인 기작에 의해 조

절되는 양상을 보이는 것을 고려해 볼 때, 최근 법의 영역에서

보고된 DNA 메틸화를 이용한 체액 식별 방법의 개발은 DNA

메틸화 표지자를 이용한 연령 추정 방법이 조직 및 체액 식별

과 함께 이루어질 경우, 보다 효과적으로 이루어질 수 있을 것

임을 의미한다. 또한 국내외의 다양한 연구를 통해 다양한 유

전 형질에 관련된 후성유전체 연구 데이터가 축적됨에 따라 환

경적 요인과 질병의 영향으로부터 안정적인 DNA 메틸화 표지

자를 발굴 할 수 있을 것으로 기대하고 있다. 하지만 실제 법의

실무 분야에 효과적으로 적용시키기 위해서는 최적의 DNA 메

틸화 표지자의 발굴뿐만 아니라 실험 방법의 표준화 및 분석

방법의 자동화를 위한 노력이 필요하며, 정량적인 분석 결과의

정확한 해석을 위한 기준과 소프트웨어의 개발도 수반되어야

할 것이다. 향후 보다 활발한 연구를 통하여 DNA 메틸화 연구

가 법의 영역에서 연령 추정을 포함하는 다양한 실무 분야에서

중요한 열쇠가 될 것으로 기대한다. 
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