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 요약: 죽은 후 오랜 시간이 지난 생물의 조직인 고시료에 대한 차세대 염기서열 시퀀싱 

기반 유전체 분석은 그 유용성 덕분에 진화유전학 분야에서 점차 확대되고 있는 연구 

방식이다. 그러나 고유전체 자료의 특성을 고려하지 않은 채 일반적인 유전체 분석 

방법을 적용하면 큰 편향이 나타날 수 있어 주의를 요한다. 본 논문에서는 고대인 대퇴골 

시료 11점에서 얻은 실제 데이터 분석 사례를 통해 고시료 특이적인 유전체 분석 방법의 

원리와 실제 분석 결과를 설명한다. 이를 이용하여 고유전체 시퀀싱 자료의 처리 방법, 

품질 관리와 같은 전처리 과정, 고대인 간 친족 관계 추정법 등 기초 분석 방법에 대해 

서술하여 고유전체 시퀀싱 자료에 대한 이해를 돕고자 한다. 
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서론 

차세대 염기서열 시퀀싱(Next Generation Sequencing, 이하 NGS)의 발달에 힘입어 죽은 후 오랜 

시간이 지난 생물의 조직인 고시료에서 추출한 DNA (이하 고DNA)의 전장유전체 분석(Whole Genome 

Sequencing, 이하 WGS)이 성행하고 있다. 고DNA 연구는 고대인과 고인류 등 사람을 대상으로 한 

연구들을 위주로 성장해 왔다(Green et al. 2010; Rasmussen et al. 2010; Rasmussen et al. 2011; 

Raghavan et al. 2014; Allentoft et al. 2015; Skoglund et al. 2017; Damgaard et al. 2018; 

McColl et al. 2018; Mittnik et al. 2018; Moreno-Mayar et al. 2018; Sikora et al. 2019; Jeong 

et al. 2020; Yang et al. 2020). 하지만 공통된 연구방법론을 통해 가축(Daly et al. 2018; Gaunitz 

et al. 2018; Verdugo et al. 2019; Kim et al. 2023), 작물(da Fonseca et al. 2015; Mascher et al. 

2016), 야생생물(Miller et al. 2008; Bos et al. 2011; Palkopoulou et al. 2015; Soubrier et al. 

2016; Wang et al. 2022) 및 미생물(Bos et al. 2014) 등 다양한 분류군에 대한 연구들이 진행되고 

있다. 고DNA 연구는 유전적 시계열 자료를 제공해줌으로써 시간에 따른 집단의 진화를 추론의 

대상에서 관찰의 대상으로 바꾸었다. 즉, 현대 집단의 DNA분석이 갖는 한계를 극복하여 지금은 

사라진 과거 집단의 유전적 프로필과 자연선택에 의한 대립유전자의 빈도 변화를 직접 관찰할 수 

있게 해 준다. 특히, 옛사람의 뼈로부터 얻은 DNA는 집단유전학 분야 외에도 고고학과 역사학에 

새로운 정보를 제공해 줄 수 있어 더더욱 각광받고 있다. 최초의 고대인 전장유전체가 해독된 

2010년(Green et al. 2010; Rasmussen et al. 2010) 이래 현재까지 약 1만 명의 고DNA NGS 자료가 

출판되었으며(Mallick et al. 2024), 이 수는 시간이 지남에 따라 더욱 빠르게 증가할 것으로 
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기대된다. 

고DNA의 WGS 분석은 기존 모계 혹은 부계 하플로그룹에 기반을 둔 방법론들을 단순히 확장한 

것에 그치지 않으며, 두 가지 측면에서 독자적이고 대체 불가능한 장점을 지닌다. 첫 번째로, 

하플로그룹 기반 분석은 집단 계통수를 정확하게 추정하는 데 있어 생물학적 한계를 갖는다. 

미토콘드리아 또는 Y 염색체 DNA의 경우 재조합이 일어나지 않아 모든 좌위가 하나의 유전자 

계통수(gene tree)를 따르게 된다. 그러나 종 혹은 집단의 계통 관계가 항상 유전자의 계통수와 

일치하지는 않는다. 일례로, 고릴라-침팬지-사람의 경우 (고릴라, (침팬지, 사람))의 종 계통수를 

따르는 유전자 계통수의 비율은 70%이며, 나머지 30%는 사람이나 침팬지를 고릴라와 단계통군으로 

묶어준다(Scally et al. 2012). 이 현상을 집단유전학에서는 불완전 계보 구분(Incomplete Lineage 

Sorting, ILS)이라 칭하며, 특히 최근에 분화한 가까운 집단 사이에서 더욱 두드러지게 

발생한다(Maddison 1997). 그러므로 모계 혹은 부계로만 전달되는 하플로그룹에 의존한 분석은 집단 

구조에 대한 편향된 추론으로 이어질 우려가 있으며, 전장유전체를 통해 모든 자리의 유전자 

계통수를 고려해야만 정확한 집단 분화의 역사를 추정할 수 있다. 더 나아가 집단의 경우에는 생식적 

격리가 일어나지 않은 경우가 대다수이므로 유전자 흐름이 흔히 발생하여 집단의 계통 관계가 단순한 

계통수로 나타낼 수 있는 것보다 복잡한 경우가 많다. 두 번째로 하플로그룹 분석은 집단 간 혼합과 

크기 변화를 감지하기 어렵다. 하플로그룹 기반 분석은 오직 하나의 유전자 계통수에 기반하므로 두 

집단 간 혼합이 일어나더라도 혼합의 정확한 특징을 잡아내기에는 어렵다. 그러나 전장유전체는 

재조합을 통해 집단 간 DNA가 섞이게 되므로 집단 간 혼합을 검정하거나 (Patterson et al. 2012), 

혼합 시기(Loh et al. 2013; Hellenthal et al. 2014; Chintalapati et al. 2022) 및 과거 집단 

크기(Li and Durbin 2011; Schiffels and Durbin 2014)를 추정하는 작업들이 가능하다. 이런 이점들 

덕분에 짧은 시간대를 다루는 집단을 분석하는 데에는 전장유전체 분석이 필수적이다. 

하지만 고DNA WGS 자료의 경우 신선한 조직에서 추출한 일반 DNA의 WGS 자료 분석과 다른 특성을 

갖고 있다. DNA의 사후 변성 패턴, 짧은 DNA 길이, 시퀀싱 오류, 비교적 낮은 수율과 외부 DNA 

오염은 고 DNA 분석에 영향을 미치는 요소들이며, 이를 고려하지 않았을 시 분석에 편향(bias)이 

발생할 수 있다(Prüfer et al. 2010). 그렇기 때문에 고DNA의 WGS 방법론에는 일부 변형 사항들이 

존재한다. 이런 고려 사항들은 시료 채취 부위에 따라서는 크게 영향을 받지 않으므로, 고 DNA의 

특성을 고려한 자료 분석 파이프라인이 잘 설립되면 다양한 종류의 고DNA 시료에 대한 일괄적인 

분석이 가능해진다. 따라서 성공적인 고DNA 분석을 위해서는 고DNA 특이적인 변이에 대한 이해가 

선행되어야 한다. 

본 리뷰에서는 몽골 알타이 시베트 하이르한(Shiveet Khairkhan) 유적에서 국립문화유산연구원 

(구 국립문화재연구소) 주도의 한-몽 연합 고고학 발굴단이 출토한 철기시대 고대인들의 대퇴골 

11점으로부터 얻은 시료를 바탕으로 DNA를 추출, 시료별로 3개의 라이브러리를 제작하여 WGS 후 

고DNA 분석에 통용되는 표준 방법론에 따라 따라 유닉스 계열의 운영체제(Unix, Linux) 기반 

컴퓨터를 이용한 자료의 전처리와 분석을 진행하였다. 기존에 잘 정립된 고DNA 분석 파이프라인을 

실제 데이터에 적용하여 기본적인 분석을 진행하는 일련의 과정들을 재현함으로써 고DNA 분석에서 

중요하게 다뤄져야 하는 고려 사항들에 대한 안내와 결과의 예시를 제공하고자 한다. 또한, 부록에 

실제 사용한 코드를 작업 순서에 따라 제시하였다. 
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본론 

 

시료 준비 

시료의 준비는 대전 소재 국립문화유산연구원 보존과학연구실의 고DNA 전용 청정실험실에서 

진행되었다. 몽골 시베트 하이르한에서 출토된 고대인 유골 11구의 대퇴골 시료로부터 1x3 cm 크기를 

다이아몬드 디스크로 절단한 후, 전동 드릴에 결착한 버(bur)를 이용해 표면 오염물질을 제거 후 5 – 

7% Sodium hypochlorite 수용액을 처리하여 표면 잔존 미생물과 핵산 오염물을 제거하였다. 세척된 

시료는 무균 작업대에서 24 시간 건조 후, 260 nm 파장의 자외선을 15분간 조사하였다. 시료는 이후 

동결분쇄기(Freezer Mill 6770, SPEX SamplePrep, USA)를 이용하여 골분을 시료별로 획득하였으며, 

실험까지 4℃에서 보관되었다. 

 

DNA 추출, 라이브러리 제작 및 시퀀싱 

DNA 추출과 라이브러리 제작은 골분 50 mg을 이용하여 해외 청정실험실 2 개소(일본 가나자와 대학, 

미국 시카고대학)에서 독립적으로 진행되었다. 일본 가나자와 대학에서는 고DNA 전용 청정실험실에서 

출판된 프로토콜(Rohland et al. 2018)에 따른 DNA 추출 1회, NEBNext® Ultra™ II library prep 

kit를 이용한 시퀀싱 라이브러리 제작 2회를 진행하였으며, 미국 시카고 대학교에서는 고DNA 전용 

청정실험실에서 출판된 프로토콜(Dabney and Meyer 2019)에 따른 DNA 추출 1회, 라이브러리 제작 

1회를 진행하였다. 일본 가나자와 대학에서는 1회 DNA 추출 후 라이브러리 제작 1회에 한해 우라실 

염기와 당인산 사이의 N-glycosylic 결합을 가수분해하여 우라실 염기를 제거하는 Uracil-DNA 

glycosylase (이하 UDG) 처리를 하여 DNA 사후 변성을 제거한 라이브러리를 제작하였다. 미국 시카고 

대학교에서는 기 출판된 프로토콜(Meyer and Kircher 2010)에 따라 DNA의 5’과 3’말단에 사후 

변성을 일부 남기는 partial-UDG 처리를 진행한 후 라이브러리를 제작하였다. 

모든 라이브러리들은 몰농도를 기반으로 라이브러리 별로 동일한 양을 혼합한 후, 가나자와 

대학교에서 제작된 라이브러리들은 ㈜마크로젠에 Hiseq X paired-end (PE) 150 base-pair (bp) 

시퀀싱을 의뢰하였으며, 시카고 대학교에서 제작된 라이브러리들은 대학교의 Genomics Facility에 

NovaSeq 6000 SP 플랫폼에서 PE 150 bp 시퀀싱을 의뢰하였다. 일루미나 라이브러리의 기본 형태와 

일루미나 시퀀싱의 기본 원리는 (그림 1)에 도식화하였다. 

 

고DNA 시퀀싱 리드 내 어댑터(adapter) 서열 제거 

고DNA의 경우 파편화되어 있는 경우가 대부분이며, 라이브러리에 포함된 고DNA 분자 길이의 중앙값이 

100 bp를 넘지 못하는 경우가 많다(Sawyer et al. 2012; Dabney et al. 2013). 일루미나 시퀀싱 

장비의 경우 시퀀싱 리드 길이가 100–250 bp 범위임을 고려했을 때 짧은 분자 길이를 지니고 있으며, 

실제로 고DNA 분자 전체를 시퀀싱한 뒤 바코드 및 어댑터 서열까지 시퀀싱되는 경우가 

대부분이다(그림 2). 바코드와 어댑터 서열이 3’ 끝에 포함된 리드를 그대로 참조유전체 서열에 

매핑할 경우 리드 매핑 정확도 및 효율이 크게 감소하기 때문에 매핑 전에 바코드와 어댑터 서열을 

리드의 3’ 부분에서 제거해야 한다. 또한 그 과정에서 PE 시퀀싱 자료의 경우 어댑터 서열 제거 후 

forward 리드(R1)과 reverse 리드(R2)를 하나의 리드로 합치는 Collapsing 과정을 진행해준다(그림 

2). 
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그림 1. 일루미나 라이브러리와 시퀀싱의 원리. 일루미나 라이브러리의 기본적인 형태와 시퀀싱되는 

과정을 단계별로 나타낸 도식도. PE 시퀀싱의 경우 ① - ⑨ 과정이, SE 시퀀싱의 경우 ① - ⑥ 과정까지 

진행된다. ① 라이브러리는 단일 가닥으로 분리되어 플로우 셀의 어댑터에 부착된다.  ② 플로우 셀에 

부착된 라이브러리에 상보적인 가닥이 합성된다. ③ 원래 라이브러리 가닥이 분리된다. ④ Bridge 

amplification을 통해 라이브러리 시퀀스가 대량으로 복제된다. ⑤ P5 어댑터 서열이 플로우 셀에 부착된 

가닥들이 제거된다. ⑥ R1 리드 시퀀싱이 진행된다. ⑦ 한 번의Bridge amplification으로 플로우 셀에 

부착된 가닥에 상보적인 가닥이 생성된다. ⑧ P7 어댑터 서열이 플로우 셀에 부착된 가닥들이 제거된다. ⑨ 

R2 리드 시퀀싱이 진행된다. 
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본 리뷰에서는 AdapterRemoval v2.3.0 (Schubert et al. 2016)을 사용하여 리드 내 어댑터 서열을 

제거하였고, 고DNA 리드의 짧은 길이에 맞게 다음과 같은 옵션들을 적용해주었다. 

1) -–trimns –-trimqualities –-minquality 20: Base quality가 20보다 낮은, 5’와 3’영역에 

연속적으로 이어진 염기서열 혹은 N (염기가 결정되지 않음)이 이어질 경우 그 서열을 

제거해준다. 예시로 two-channel 시퀀싱 시스템의 경우 네 개의 염기를 빨강과 초록 

형광신호 2개의 유무 조합으로 구분하는데, 짧은 리드의 시퀀싱이 전부 끝난 후 반응이 

진행되지 않아 형광신호가 나오지 않는 것을 전부 G로 부르게 되어 3’에 긴 G 서열이 

이어질 수 있으며, 이를 제거하지 않으면 참조유전체 서열에 특정 염기가 길게 나열된 

구간에 리드들이 잘못 매핑되는 경우가 발생할 수 있다. 이런 영역의 제거를 통해 매핑률을 

향상시킬 수 있으나, 낮은 복잡도의 라이브러리에서는 PCR로 인해 생긴 복제된 리드들을 

인공적으로 다른 리드로 인식되도록 만드는 부작용이 생길 수 있으므로 주의해야 한다. 

2) --adapter1 AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC 

--adapter2 AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTA: Illumina 라이브러리의 Truseq 리드 각각 

2와 1의 서열을 제공해주어 준다. 다른 어댑터를 사용하는 경우 그에 맞춰서 시퀀스를 

바꾸어 제공해주어야 한다. 

3) –-minadapteroverlap 1: 본 연구에서 사용된 라이브러리는 삽입된 DNA 조각의 양쪽 끝에서 

리드를 한 번씩 읽어 R1과 R2 리드를 생산하는 PE 시퀀싱을 진행하였다. PE 시퀀싱의 경우 

 

그림 2. 시퀀싱 방법론에 따른 어댑터 제거 방식의 도식도. PE 시퀀싱과 SE 시퀀싱에 따른 어댑터 제거 

전략을 도식도로 나타내었다. 가위는 어댑터를 제거하는 위치를 표시하였다. 인서트 DNA의 길이와 시퀀싱 

방법에 따라 어댑터 제거 및 리드 병합의 전략이 다르게 나타난다. 
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두 서열의 겹치는 영역을 대조함으로써 어댑터 서열을 쉽게 찾아줄 수 있다(그림 2). 그러나 

만약 single-end (SE) 시퀀싱을 진행하게 되는 경우, PE 시퀀싱과 다르게 어디까지가 정확히 

어댑터 서열인지를 확인하는 것이 쉽지 않다. 해당 옵션은 SE 라이브러리에 대해 보수적으로 

주어진 어댑터 서열과 1 bp라도 일치하는 경우, 3’끝을 제거해준다. 

4) –-minlength 35: 35 bp 이하의 박테리아 유전체가 사람 유전체에 잘못 매핑 될 가능성이 

높다는 연구결과(Meyer et al. 2016)와 짧은 리드의 경우 사람 참조유전체 서열에 

확정적으로 매핑되기 어려운 점들을 고려하여 35 bp 보다 짧은 리드들을 제거해준다. 

5) –-collapse: PE 시퀀싱 리드의 경우 11개 이상의 염기서열이 겹치는 R1과 R2 리드를 하나의 

리드로 병합해주었다. 

 

사람 참조유전체로의 리드 매핑과 필터링 

고DNA의 사람 참조유전체로의 매핑을 할 때에는 매핑 프로그램에 의한 편향을 방지하기 위해 

일관적으로 Burrows-Wheeler Aligner backtrack 프로그램(aln + samse/sampe) (Li and Durbin 

2009)을 사용한다. 본 연구에서 사용된 프로그램은 BWA aln/samse v0.1.17이었고 사람 참조유전체 

서열은 hs37d5이었다. BWA aln의 경우 두 가지 옵션을 주었다. 매핑된 리드들은 bam 파일의 형식이 

되었으며, samtools 프로그램(Li et al. 2009)을 사용하여 다루었다. 

1) -n 0.01: -n은 허용 가능한 maximum edit distance를 수정하는 방법으로, 리드와 참조유전체 

서열 간 차이나는 염기 서열의 정도(점 변이, 삽입, 결실)의 상한을 설정해준다. 값이 

정수일 경우 그 값만큼을 절대적인 상한으로 설정하며, 0과 1 사이의 값을 줄 경우 리드의 

길이에 비례하여 2%의 시퀀싱 오류를 가정했을 때 최대 해당 비율의 리드들이 매핑되지 

않도록 상한을 결정한다. 본 분석에서는 BWA aln의 기본값인 0.04보다 낮은 0.01로 값을 

주어 고DNA의 사후 변성과 낮은 시퀀싱 퀄리티를 반영, 약한 기준을 설정해주었다. 

2) -l 32 (UDG 처리시)/9999 (UDG 미처리시): -l 옵션은 매핑의 속도를 올리기 위해 -l에 

5’으로부터 주어진 길이만큼의 서열을 “시드(Seed)”로 사용하여 시드와 참조 유전체가 

정확히 일치되는 서열을 찾은 후 리드와 참조 유전체를 정렬한다. 리드 길이보다 큰 값을 줄 

경우 시드를 무시하고 리드 전체를 이용해 매핑을 진행한다. 신선한 DNA를 시퀀싱한 경우 

리드의 5’부분에서 염기서열의 정확도가 가장 높지만, UDG 처리를 하지 않은 고DNA 

라이브러리의 경우 아래에서 설명할 DNA 사후변성이 리드의 양 끝 부분에 집중적으로 

나타나기 때문에 리드의 5’ 부분의 염기서열 정확도가 낮아 “시드”의 이점을 살리지 

못한다. 따라서 UDG 처리 없이 제작된 고DNA 라이브러리의 경우 리드의 길이보다 긴 시드 

값(9999)을 주어 시드 기능을 해제하였다. 

 

매핑 이후, 라이브러리 제작 또는 이후 과정에서의 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction; 

이하 PCR)으로 인해 복제된 리드들을 제거해주는 과정을 진행하였다. 고DNA의 경우 어댑터 서열 제거 

후 짧은PE 시퀀싱 된 리드들은 하나의 리드로 합쳐지게 되며, 어댑터 서열이 제대로 제거되었다면 

5’과 3’의 위치가 동일한 두 리드는 동일한 분자로부터 유래한 PCR 산물로 인한 복제된 리드일 수 

있기 때문에 보수적으로 판단하여 제거하였다. 본 연구에서는 EAGER 파이프라인의 DeDup v0.12 

프로그램 (Peltzer et al. 2016)을 이용하여 동일한 분자가 두 차례 이상 시퀀싱된 복제서열들을 

제거해주었다. SE 데이터의 경우 어댑터가 완전히 똑같이 제거되지 않는 경우들이 발생하여 동일 
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분자로 왔음에도 3’끝이 일치하지 않을 수 있으므로, 보수적이게 5’ 위치만 같더라도 리드를 

제거해준다. PE와 SE 자료 모두 복제서열들 중 염기서열 품질 점수(base quality score)의 합이 가장 

높은 리드를 남기고 나머지를 제거하였다. PCR 복제 산물을 제거한 리드들은 참조유전체에 고유하게 

매핑된 수준을 평가하는 MAPQ 점수가 30 이상인 리드들만을 samtools view -q30 옵션을 사용하여 

필터링하였으며 이후 분석에 사용하였다. MAPQ 점수 30은 리드가 현재 매핑된 위치에서 실제 왔을 

가능도(likelihood)가 유전체 내에서 다음으로 좋은 위치에서 왔을 가능도보다 1000배 높다는 것을 

의미한다. 

 

DNA 사후변성 확인 

고DNA의 경우 사후변성(post-mortem damage, PMD)이 일어나 DNA 분자가 화학적 변화를 겪게 된다 

(Sawyer et al. 2012; Dabney et al. 2013). 이런 변화들 중 가장 특징적인 것은 사이토신 염기가 

우라실로 탈아미노화(deamination)되는 현상이다. 탈아미노화 현상은 짧게 조각난 DNA 분자에서 

이중가닥 중 한 쪽만 남아 노출되어 있는 single-strand overhang 영역에 가장 많이 일어나게 되며, 

시퀀싱 시 사이토신 염기가 티민으로 읽히게 되는 현상을 일으킨다(C-to-T 치환). Single-strand 

overhang이 나타날 확률은 DNA 분자의 5’ 또는 3’ 말단으로 갈수록 지수적으로 증가한다. 주요하게 

사용되는 프로그램인 mapDamage (Jónsson et al. 2013)는 리드와 표준유전체 간 염기 서열 일치도 

양상을 바탕으로 탈아미노화 현상을 그래프와 수치로 정량화해준다. 

사이토신에서 우라실로의 염기 변화는 고DNA의 라이브러리 제작 방식에 따라 리드 내에 다양한 

형태의 염기 오편입(misincorporation)을 일으킬 수 있다. 라이브러리는 제작 방식과 UDG 효소 처리 

방식에 따라 몇 가지로 분류가 가능하다. 제작 방식에 따라서는 크게 double-strand DNA 

라이브러리와 single-strand DNA 라이브러리 방식이 있으며, DNA 사후 변성된 우라실 염기를 

제거하는 UDG 효소의 처리 정도에 따른 분류로는 하나도 처리하지 않은 non-UDG, 부분적으로 처리한 

UDG-half (partial-UDG) 라이브러리와 full-UDG 라이브러리로 나뉘어진다. 마지막으로 본 연구에서 

가나자와 대학교에서 사용된 라이브러리 키트인 NEBNext® Ultra™ II library prep kit로 제작한 

UDG 처리하지 않은 라이브러리의 경우 double-strand DNA 라이브러리에 해당하나 표준적인 double-

strand DNA 라이브러리 제작 방식과 차이가 있어 따로 명시하였다. 기본적으로 고DNA의 사이토신 

염기의 탈아미노화는 시퀀싱 결과에 크게 두 가지 형태의 영향을 미친다. 그대로 시퀀싱될 경우 원래 

염기가 사이토신인 자리가 티민으로 읽히게 되는 경우(C-to-T), 그리고 5’ overhang이 상보적인 

염기로 채워진 후 시퀀싱 되어 원래 염기가 구아닌인 자리가 우라실에 상보적인 아데닌으로 읽히게 

되는 경우(G-to-A)가 있다. Double-strand 라이브러리의 경우 5’말단의 overhang은 DNA 

polymerase로 채워지고 3’ 말단의 overhang은 exonuclease로 잘려 나가게 되어 5’ 말단에 높은 

빈도의 C-to-T 치환이, 3’ 말단에 높은 빈도의 G-to-A 치환이 관찰이 된다. 예외적으로 NEBNext® 

Ultra™ II 라이브러리 키트의 경우 5’말단의 overhang이 이미 상보적인 염기로 채워진 이후, 

어댑터를 라이브러리에 붙인 후 USER 효소(UDG와 Endonuclease VIII의 기능을 가진 효소)를 처리하는 

과정과 PCR에서 Q5 효소가 우라실 염기를 만나면 중합 과정이 멈추는 효과로 인해 5’말단의 C-to-T 

치환이 두 세 염기에서만 나타나는 특이적인 패턴이 관찰된다. 만약 라이브러리 제작 전에 추출물에 

대해 UDG 처리를 하는 경우, C-to-T 치환이 DNA 라이브러리 말단의 두 세 염기 정도에서만 

한정적으로 나타나는 패턴이 관찰된다. Single-strand 라이브러리의 경우 DNA를 구성하는 두 서열이 

분리된 후 각각이 다른 라이브러리로 시퀀싱이 되므로 G-to-A 치환이 시퀀싱되는 일이 없어 
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5’말단과 3’ 말단 모두 C-to-T 치환만이 관찰된다. (그림3)은 사후 변성 패턴의 종류와 라이브러리 

준비 과정에서 발생한 원인들을 도식화한 것이다. 이런 탈아미노화로 인한 염기 치환의 양상을 

확인함으로써 NGS 자료가 실제 고DNA 분자를 시퀀싱한 결과가 맞는지 여부를 검정하는데 사용된다. 

또한 치환의 비율이 예상되는 것보다 낮게 나타남을 관찰함으로써 시료의 현대 DNA오염 여부를 

추정할 수도 있다. 본 연구에서는 mapDamage v2.0.9를 사용하여 사후변성의 양상을 확인, 실제 고 

DNA를 시퀀싱 했음을 입증하였다(그림 4). 

  

 

 

  

 

그림 3. 라이브러리 종류에 따른 다른 mapDamage 그림 패턴과 원리. 왼쪽에서 오른쪽까지 차례대로 

partial-UDG 처리를 한 라이브러리, double-strand non-UDG 라이브러리, NEBNext® Ultra™ II 

라이브러리 키트로 만들어진 non-UDG 라이브러리, 그리고 single-strand 라이브러리의 제작 방식에 따라 

나타나는 다른 사후 변성 패턴의 종류를 나타낸 것이다. 녹색 네모 내의 그림은 mapDamage로 해당 

라이브러리를 분석했을 때 나타나는 사후 변성 패턴을 나타낸 것으로, 좌측의 곡선은 리드의 

5’영역에서의 염기 치환율을, 우측의 곡선은 리드의 3’ 영역에서 나타나는 염기 치환율을 나타낸다. 
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그림 4. MAB097 개체로부터 제작된 라이브러리에 따른 mapDamage 패턴의 비교. (1) non-UDG 라이브러리 

(2) Full-UDG 라이브러리 (3) Partial-UDG 라이브러리의 mapDamage 그림. 붉은 실선은 참조유전체 기준 

C->T 치환의 비율을, 푸른 실선은 참조유전체 기준 G->A 치환의 비율이다. 세 패널은 라이브러리의 준비 

방식에 따른 사후 변성 패턴의 mapDamage 그림을 의미한다. 왼쪽의 곡선들은 리드의 5’ 영역에서의 염기 

치환율을, 우측의 곡선들은 3’ 영역에서 나타나는 염기 치환율을 나타낸다. 
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1240K SNP 패널 유전자형 결정 

NGS 자료로부터 집단유전학 분석을 하기 위해 다수의 전장유전체 변이 목록에 대하여 고대인별로 

유전자형(genotype)을 결정지어야 한다. 사람 고유전체학에서 통상적으로 사용하는 변이 목록은 

1,233,013 개의 대립유전자가 2개인(bi-allelic) 단일염기다형성(single nucleotide polymorphism; 

SNP)을 포함하는 통칭 “1240K” 패널이다(Fu et al. 2015; Haak et al. 2015; Mathieson et al. 

2015). 그렇기 때문에 우리가 매핑한 리드로부터 1240K 유전자형을 결정해줄 필요가 있다. 

고DNA 시료의 경우 매우 낮은 커버리지(1x 또는 그보다 아래의 리드 커버리지)의 데이터를 얻을 

가능성이 높다. 낮은 커버리지의 NGS 데이터로부터 유전자형을 결정하는 경우, 유전자형 결정 

과정에서 참조유전체의 유전자형이 대립 유전자형에 비해 더 선호되는 참조유전체 편향(reference 

bias)이 발생하며(Prüfer et al. 2010; Han et al. 2013), 참조유전체의 유전자형을 많이 갖는 

리드들이 그렇지 않은 리드들에 비해 매핑이 잘 되는 현상부터 유전자형을 결정하는 통계적 모델들이 

참조유전체 유전자형을 동형접합으로 갖는 경우에 유리하게 유전자형을 결정하는 등의 다양한 

층위에서 문제가 발생한다. 참조유전체 편향이 발생하는 경우, 참조 유전체에 가까운 두 개체가 집단 

구조와는 관계없이 유연관계를 갖는 것처럼 잘못된 결론에 도달할 위험성이 있다. 이를 극복하기 

위해 낮은 커버리지의 데이터에서는 유전자형을 관찰한 리드들 중 랜덤하게 하나를 골라 반수체처럼 

유전자형을 결정하는 pseudohaploid 방식이 선호된다. 이를 위해 먼저 samtools mpileup -R -B -q30 

-Q30 -l [1240K SNP 자리 정보] 로 pileup 형식의 파일을 만들어주고, pileup 파일로부터 유전자형을 

결정하는 pileupCaller 프로그램이 주로 사용이 되며, --randomHaploid 옵션을 주어 pseudo-haploid 

유전자형을 결정지을 수 있다. samtools mpileup의 -B 옵션은 mpileup의 기본 옵션인 alignment 

점수를 보정해주는 기능을 꺼주며, 이를 끄지 않을 경우 참조 유전체에 가까운 리드들에 유리한 

편향이 발생할 수 있으므로 해당 옵션을 꼭 추가해주어야 한다. 

고DNA로부터의 유전자형 결정을 할 때에는 또한 앞서 언급한 사후 변성으로 인한 염기 치환을 

고려해주어야 한다. 기본적인 전략은 사후변성의 영향을 받았을 염기들에 해당하는 SNP들을 무시하는 

방법으로 이루어진다. 그러므로 유전자형의 결정과정은 사후 변성의 양상, 즉 라이브러리를 어떻게 

만들었는지에 따라 달라진다. 앞서 DNA 사후 변성 확인 섹션에서 크게 네 가지의 사후 변성 패턴에 

대해 언급한 바가 있는데, 표준적인double-strand non-UDG 라이브러리, NEBNext® Ultra™ II 

라이브러리 키트로 만들어진 non-UDG 라이브러리, single-strand non-UDG 라이브러리와 partial-UDG 

처리한 라이브러리가 그것이다. 네 라이브러리의 사후 변성에 따라 다음과 같은 전략들을 사용할 수 

있다(그림 5). 

1) Partial UDG 처리를 한 라이브러리의 경우 사후 변성이 5’과 3’ 말단의 일부 염기들에만 

국한되어 있기 때문에, 단순히 양 끝을 마스킹(masking)해줌으로서 C/T 와 G/A SNP 들을 

쉽게 결정해 줄 수 있다. 대략 1 – 3 bp를 trimBam 프로그램으로 마스킹을 하여 유전자형을 

결정해준다. 

2) Double-strand non-UDG 라이브러리의 경우 리드에 관계없이5’에 C-to-T 변이와 3’에 G-to-

A 변이가 높은 빈도로 존재하므로 보수적이게 C/T와 G/A SNP를 모두 무시하고 

Transversion인 SNP만 사용하는 방법이 있다. 또는 리드의 5’과 3’염기 말단을 일괄적으로 

5 – 10 bp 정도 마스킹하는 방법도 존재하며, bamUtils의 trimBam 모듈을 통해 쉽게 진행할 

수 있다. 전자의 경우 많은 유전적 정보를 잃게 되는 단점이 있으며, 후자의 경우 1 – 2% 

정도의 남은 사후변성까지는 제거할 수 없는 단점이 있다. 
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3) NEBNext® Ultra™ II 라이브러리 키트로 만들어진 non-UDG 라이브러리의 경우 특이적인 

사후변성 패턴을 잘 활용해 많은 자리에 대해 유전자형을 결정할 수 있다. 참조유전체와 

동일한 가닥의 DNA를 시퀀싱한 양성 서열(positive strand) 리드들의 경우 표준유전체 기준 

G-to-A 사후변성을 3’ 말단에 높은 비율로 가지고 C-to-T 사후변성을 5’말단 첫번째와 

두번째 염기 정도에 갖게 되므로, 5’ 말단을 trimBam으로 마스킹한 후 C/T SNP를 결정지을 

수 있다. 반대로 참조유전체와 상보적인 가닥의 DNA를 시퀀싱한 음성 서열(negative strand) 

리드의 경우 표준유전체 기준으로 G-to-A 변환에 상보적인 C-to-T 변환을 갖고 있으므로, 

반대로 5’ 말단을 마스킹한 후 G/A SNP를 결정지을 수 있다. C/T와 G/A SNP을 제외한 

나머지 SNP들은 모든 리드들을 이용하여 마스킹하지 않고 유전자형을 결정한다. 5’ 말단 5 

bp 마스킹을 위해서는 trimBam 프로그램의 “-L 5” 옵션을 사용하며, 양성 서열을 추출하기 

위해서는 samtools view -F 16, 음성 서열을 추출하기 위해서는 samtools view -f 16을 

사용할 수 있다. 

4) Single-strand 라이브러리의 경우 모든 리드가 C-to-T 사후변성 패턴을 지니고 있다. 

그러므로 양성 서열은 C/T SNP들에 영향을 받고 음성 서열들은 G/A SNP들에 영향을 받는다. 

NEBNext® Ultra™ II 라이브러리와 비슷하게 양성 서열과 음성 서열을 나누어 준 후, 양성 

서열로부터는 G/A SNP들을, 음성 서열로부터는 C/T SNP들을 결정하고 나머지 SNP들은 전체 

리드들로부터 결정하는 방법을 통해 사후변성의 영향을 피할 수 있다. pileupCaller에서는 -

-singleStrandMode라는 옵션을 통해 별도로 리드를 나누지 않고도 이런 전략으로 유전자형을 

결정할 수 있다. 

 

다음 과정으로 만들어지는 유전자형에 대한 정보를 담고 있는 파일은 eigenstrat 형식이라 

불리며, 세 개의 파일이 하나의 묶음을 이루게 된다. SNP의 염색체 상 위치와 대립유전자 정보를 

담고 있는 SNP 파일은 .snp 확장자를 가지며, 하나의 행이 하나의 SNP 좌위에 대응된다. 개체의 

정보를 담고 있는 IND 파일은 .ind 확장자를 가지며, 개체의 이름, 성별과 집단에 대한 정보를 

담으며, 하나의 행이 하나의 개체에 대응된다. 개체가 지니는 참조유전체의 유전자형 개수 정보를 

행렬로 나타낸 GENO 파일은 .geno 확장자를 가지며, 행은 하나의 SNP 좌위에 대한 여러 개체들의 

유전자형을, 열은 하나의 개체의 모든 SNP에 대한 유전자형을 나타낸다. 본 연구에서 사용한 

pseudohaploid 유전자형의 경우 이형접합 좌위를 가질 수 없으므로 하나의 SNP 좌위에 대해 GENO 

파일 내에서는 참조유전체가 가지는 유전자형을 동형접합으로 가지는 2, 참조유전체의 유전자형을 

갖지 않는 0, 또는 결측 값을 의미하는 9의 세가지 값 중 하나만을 갖게 되며, 추후 분석에서도 

이형접합 좌위가 존재하지 않음을 유념하고 분석을 진행해야 한다. SNP, IND, 그리고 GENO 세 파일의 

자세한 형식과 관계는 (그림 6)에 자세히 도식화하였다. 
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그림 5. 라이브러리 사후 변성 패턴에 따른 유전자형 결정 과정 도식화. 위에서부터 아래까지 차례대로 

partial-UDG 처리를 한 라이브러리, double-strand non-UDG 라이브러리, NEBNext® Ultra™ II 라이브러리 

키트로 만들어진 non-UDG 라이브러리, 그리고 single-strand 라이브러리의 유전자형 결정 전략을 도식화한 

결과이다. 각 라이브러리 제작 과정에 따른 자세한 마스킹 전략은 본문에 기술하였다. 

 

그림 6. Eigenstrat 포맷의 도식화. 실제 유전자형이 어떻게 eigenstrat 포맷으로 표현되는지를 도식화한 

결과이다. 주황색은 SNP rs950122에 대해 대응되는 정보를, 파란색은 개체2에 대해 대응되는 정보를 

나타낸 것이다. 
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유전적 성별 결정 

NGS 데이터의 경우 성별의 결정은 매우 쉬운 문제이다. 남성은 X 염색체와 Y 염색체 한 쌍씩, 여성은 

X염색체 두 쌍을 갖기 때문에 참조유전체에 매핑 된 리드의 평균 커버리지를 상염색체에 매핑된 

리드의 평균 커버리지와 비교를 함으로써 성별을 결정할 수가 있다. 유의점으로는 앞서 MAPQ 수치가 

30이상인 리드들만 필터링을 했는데, Y 염색체의 다양한 반복 서열 구간을 커버하는 MAPQ가 30 

이하인 리드들이 제거되기 때문에 MAPQ 30으로 필터링한 후의 Y염색체의 커버리지는 예상보다 떨어질 

수 있다(그림 7A). 1240K SNP를 포함하는 리드들의 경우 반복 서열 주변이 아닌 영역들을 커버하기 

때문에 Y 염색체의 커버리지를 X염색체나 상염색체와 공정하게 비교가 가능해진다. 실제로 데이터의 

Y염색체의 커버리지와 X 염색체의 커버리지를 상염색체의 평균 커버리지로 나눈 후 비교하면 성별에 

따른 뚜렷한 차이를 확인할 수 있다(그림 7B, 표 1). 

  

 

그림 7. 상염색체와 성염색체 커버리지를 이용한 성별 결정. A. MAB097 개체에 대한 매핑과 전처리 과정에 

따른 상염색체와 성염색체의 평균 커버리지 변화. rmdup.q30: MAPQ 점수가 30 이하인 리드를 제거한 후, 

1240K: 1240K SNP 자리를 커버하는 리드들만 남긴 이후. B. 성염색체와 상염색체의 비율을 비교하여 성별을 

구분한 도식도. 
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표 1. 라이브러리 시퀀싱 결과별 상염색체, 성염색체 커버리지 및 성별 동정 결과. 라이브러리별로 

커버리지를 구하고 성별을 동정한 결과. Autosome은 상염색체의 커버리지, X는 X 염색체의 커버리지, 

Y는 Y 염색체의 커버리지. 

개체 ID Library Autosome X Y Sex 

MAB097 

Non-UDG 0.1123 0.0534 0.0542 M 

Full-UDG 0.1894 0.0901 0.0917 M 

Partial-UDG 0.0953 0.0454 0.0469 M 

MAB098 

Non-UDG 0.1527 0.0783 0.0709 M 

Full-UDG 0.3181 0.1575 0.1553 M 

Partial-UDG 0.0474 0.0222 0.0238 M 

MAB099 

Non-UDG 0.0862 0.0403 0.0417 M 

Full-UDG 0.0585 0.0280 0.0288 M 

Partial-UDG 0.0151 0.0079 0.0086 M 

MAB100 

Non-UDG 0.0608 0.0298 0.0285 M 

Full-UDG 0.1762 0.0836 0.0817 M 

Partial-UDG 0.0409 0.0195 0.0197 M 

MAB102 

Non-UDG 0.0940 0.0909 0.0005 F 

Full-UDG 0.0410 0.0395 0.0002 F 

Partial-UDG 0.0568 0.0547 0.0007 F 

MAB103 

Non-UDG 0.0954 0.0456 0.0449 M 

Full-UDG 0.0650 0.0307 0.0317 M 

Partial-UDG 0.0428 0.0198 0.0229 M 

MAB104 

Non-UDG 0.1184 0.0576 0.0561 M 

Full-UDG 0.0793 0.0356 0.0364 M 

Partial-UDG 0.2485 0.1174 0.1188 M 

MAB105 

Non-UDG 0.1257 0.1229 0.0011 F 

Full-UDG 0.1083 0.1067 0.0007 F 

Partial-UDG 0.1233 0.1190 0.0011 F 

MAB106 

Non-UDG 0.2312 0.2170 0.0021 F 

Full-UDG 0.1271 0.1122 0.0006 F 

Partial-UDG 0.1065 0.0969 0.0011 F 

MAB107 

Non-UDG 0.1375 0.1367 0.0013 F 

Full-UDG 0.1261 0.1167 0.0016 F 

Partial-UDG 0.0732 0.0682 0.0007 F 

MAB108 

Non-UDG 0.0754 0.0750 0.0004 F 

Full-UDG 0.0193 0.0188 0.0002 F 

Partial-UDG 0.0260 0.0243 0.0006 F 

  



2025             문형민 et al. — 고시료 유전체 시퀀싱 자료의 처리와 품질관리, 친족 관계 추정     15 

현대인 DNA 오염도 추정 

NGS 기반 고DNA 분석법은 PCR 기반의 기존 고DNA 분석법과 대조되어 오염도의 직접 추정이 가능하다. 

오염도의 수량적 추정은 사람 유전체에서 반수체(haploid)로 존재하는 DNA의 경우 시퀀싱 오류와 

사후변성으로 인한 염기 치환을 제외하면 여러 리드에서 오직 하나의 염기만이 관찰되어야 한다는 

점을 활용하여 계산된다. 이 때 사용되는 DNA 영역은 미토콘드리아의 DNA와 남성의 X 염색체 영역 중 

재조합이 일어나지 않는 영역이다. 만약 오염이 일어난다면 집단에서 다형성(polymorphism)을 갖는 

것으로 알려진 영역에서 여러 다른 염기들이 관찰될 것이며, 이런 영역에서의 다형성의 증가 정도를 

수치화하여 오염도를 추정할 수 있다. 대표적으로 미토콘드리아 DNA를 기반으로 오염도를 추정하는 

Schmutzi 프로그램(Renaud et al. 2015)과 남성의 X 염색체 영역을 기반으로 오염도를 추정하는 

ANGSD 프로그램의 contamination 모듈(Korneliussen et al. 2014)이 있다. 미토콘드리아 DNA 기반 

오염도 추정의 경우 핵염색체와 미토콘드리아 DNA의 비율이 추출 부위에 따라 다르기 때문에 실제 

핵염색체 DNA 오염의 비율과 다른 값을 가질 수 있다. 그에 반해 ANGSD 프로그램의 contamination 

모듈은 핵염색체 오염 비율을 직접 추정이 가능하나 X 염색체를 두 개 갖는 여성에 대해서는 

핵염색체 오염의 비율을 추정하지 못한다. 본 연구에서는 schmutzi 프로그램과 ANGSD 프로그램의 

contamination 모듈 v.0.937을 활용하였다(표 2). 미토콘드리아 DNA 오염도를 추정하기 위해 먼저 

미토콘드리아 DNA에 매핑된 리드들만을 필터링해 준 후, samtools fillmd 기능으로 미토콘드리아 

참조유전체 서열 기준 불일치와 결실을 표시한 BAM 파일의 MD 태그값을 올바르게 고쳐주었다. 리드 

수가 30,000개 이상 넘어가는 경우 Schmutzi 프로그램의 원활한 실행을 위해 samtools view -s 

옵션으로 30,000 개 리드를 무작위로 추출한 BAM을 만들어 그 BAM에 대해 작업해주었다. Schmutzi 

프로그램의 경우 contDeam.pl 스크립트를 먼저 돌린 후, schmutzi.pl 스크립트를 돌려주었다. 두 

스크립트 모두 초기값으로 리드의 말단으로부터 사후 변성이 높은 염기의 개수를 제공하는 --

lengthDeam 옵션에 대해 non-UDG 라이브러리의 경우 20, partial-UDG와 full-UDG 라이브러리의 경우 

2의 값을 주었으며, contDeam.pl 옵션의 경우 --library 옵션에 라이브러리의 종류에 맞게 double-

strand 라이브러리에 맞게 double값을 주었다. schmutzi.pl 코드를 돌릴 때에는 --notusepredC 

옵션을 주어 낮은 오염도의 시료에 대해 오염도 추정을 잘 할 수 있도록 해주었다. Non-UDG의 

NEBNext® Ultra™ II 라이브러리 키트의 경우 contDeam.pl 코드의 Bam2Prof 코드가 5’의 C-to-T 

치환의 부재로 제대로 된 파일을 만들지 못해 작동하지 않는 경우들이 존재하며, 이를 피하기 위해 

bam2prof -double -5p ${of1}_nolen.endo.5p.prof -3p ${of1}_nolen.endo.3p.prof -length 20 

명령어를 사용하여 endogeneous DNA의 deamination rate 대신 평균 deamination rate를 기반으로 

인풋 파일을 만들었으며, contDeam.pl의 코드 부분 중 아래 코드의 부분을 주석처리하여 bam2prof 

프로그램을 contDeam.pl이 돌리지 않도록 설정해 준 후 오염도를 추정하였다. 

 

 

my $cmdBam2Prof = $bam2prof." -length $lengthDeam -endo -".$library." -5p ".$outputPrefix.".endo.5p.prof -

3p ".$outputPrefix.".endo.3p.prof $inbam"; 

runcmd($cmdBam2Prof); 
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표 2. 라이브러리 시퀀싱 결과별 오염도 추정 결과.  
   ANGSD X contamination 모듈 Schmutzi (MT) 

개체 UDG 성별 nSNP nFlank rSNP rFlank 오염도 MT 커버리지 오염도 (기본) 오염도 (변형) 

MAB097 

non-UDG M 51 459 0.000 0.001 -0.003±0.003 27.84 0.98±0.01 0.01±0.01 

full-UDG M 225 2025 0.002 0.000 0.005±0.005 79.12 NA 0.01±0.01 

partial-UDG M 106 954 0.000 0.000 NA 41.53 0.01±0.01 0.01±0.01 

MAB098 

non-UDG M 82 738 0.000 0.001 -0.004±0.002 11.87 NA 0.01±0.01 

full-UDG M 527 4743 0.001 0.000 0.001±0.002 34.38 NA 0.01±0.01 

partial-UDG M 56 504 0.000 0.002 
-0.006± 

0.006 
6.54 NA 0.01±0.01 

MAB099 

non-UDG M 3 27 0.000 0.021 -0.072±0.160 8.89 NA 0.01±0.01 

full-UDG M 18 162 0.000 0.003 -0.010±0.011 22.91 NA 0.005±0.005 

partial-UDG M 9 81 0.000 0.000 NA 8.08 NA 0.01±0.01 

MAB100 

non-UDG M 24 216 0.000 0.003 -0.006±0.007 8.04 NA 0.01±0.01 

full-UDG M 195 1755 0.000 0.001 -0.001±0.001 27.91 NA 0.005±0.005 

partial-UDG M 19 171 0.000 0.000 NA 6.30 NA 0.01±0.01 

MAB102 

non-UDG F      14.03 0.99±0.005 0.01±0.01 

full-UDG F      8.58 NA 0.01±0.01 

partial-UDG F      11.49 NA 0.01±0.01 

MAB103 

non-UDG M 27 243 0.018 0.011 0.017±0.047 11.42 NA 0.01±0.01 

full-UDG M 21 189 0.024 0.006 0.057±0.057 11.13 NA 0.01±0.01 

partial-UDG M 17 153 0.000 0.000 NA 6.40 NA 0.01±0.01 

MAB104 

non-UDG M 57 513 0.017 0.005 0.038±0.036 20.59 0.01±0.01 0.01±0.01 

full-UDG M 36 324 0.000 0.000 NA 23.95 NA 0.01±0.01 

partial-UDG M 384 3456 0.002 0.001 0.004±0.004 59.00 0.01±0.01 0.01±0.01 

MAB105 

non-UDG F      15.29 NA 0.01±0.01 

full-UDG F      17.37 NA 0.01±0.01 

partial-UDG F      30.09 NA 0.01±0.01 

MAB106 

non-UDG F      18.89 0.99±0.005 0.01±0.01 

full-UDG F      16.92 NA 0.01±0.01 

partial-UDG F      19.10 0.01±0.01 0.01±0.01 

MAB107 

non-UDG F      23.09 NA 0.01±0.01 

full-UDG F      34.71 NA 0.005±0.005 

partial-UDG F      17.35 NA 0.01±0.01 

MAB108 

non-UDG F      18.89 NA 0.01±0.01 

full-UDG F      8.80 NA 0.01±0.01 

partial-UDG F      12.29 NA 0.01±0.01 
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미토콘드리아 및 Y 하플로그룹 결정 

사람 참조유전체에는 미토콘드리아 DNA와 Y 염색체 서열이 있기 때문에 NGS 데이터로부터 하플로그룹 

정보를 쉽게 얻을 수 있다. 사람의 하플로그룹 정보는 집단의 이동과 구성, 성별에 따른 계보와 친족 

추정에 유용하게 사용될 수 있다. 미토콘드리아 하플로그룹의 경우 Schmutzi의 endoCaller 

프로그램을 이용하여 시료 별 미토콘드리아 consensus sequence를 추정하였고, 이로부터 얻은 fasta 

형식의 파일로부터 HaploGrep v2.1.20 (Weissensteiner et al. 2016)을 이용하여 미토콘드리아 

하플로그룹에 할당하였다(표 3). Y 염색체의 경우 앞서 1240K SNP 기준 유전자형을 결정한 방식으로 

유전자형을 결정하되, ISOGG 데이터베이스의 Y 염색체 SNP 13,508 개에 대해 유전자형을 

결정하였으며, pileupCaller에서 랜덤하게 유전자형을 결정하는 -–randomHaploid 옵션 대신 단수체인 

Y 염색체의 특성을 고려하여 다수의 리드들에서 관찰되는 SNP를 유전자형으로 결정하는 –-

majorityCall 옵션을 사용하였다. 얻은 유전자형으로부터 yHaplo 프로그램(Poznik 2016) 

(https://github.com/alexhbnr/yhaplo)을 사용하여 Y 하플로그룹을 할당했으며, --ancStopThresh 10 

옵션을 주어 고DNA 자료에 적합한 수준의 결측치를 허용해주었다(표 3). 

 

표 3. 미토콘드리아와 Y 하플로그룹 추정 결과. 

개체 MT Y 

MAB097 D4j+16311 Q1a2 (Q-L57, Q-M346) 

MAB098 F2a1 J (J-M304) 

MAB099 U4b1a4 Q1a2a (Q-L475, Q-L53) 

MAB100 K2b1a1 J2a2 (J-L581) 

MAB102 D4j+(16286) - 

MAB103 G2a5 J (J-CTS3732, J-M304) 

MAB104 C1e Q1a2a1c (Q-L334, Q-L330) 

MAB105 D4j12 - 

MAB106 D4f - 

MAB107 K2b1a1 - 

MAB108 H2b - 

 

친족 결정 

NGS 데이터로부터 개체들 간 친족 관계의 추정을 쉽게 진행할 수 있다. 가까운 생물학적 친족의 경우 

과거의 공통 조상으로부터 받은 DNA를 공유하게 되는 공동자손 동일성(Identity-by-descent; IBD)의 

공유 양상을 분석함으로써 두 사람 간 근연관계를 추정할 수 있다. 한 사람은 대립 유전자를 두 개 

갖게 되는데, 두 사람으로부터 대립 유전자를 각각 하나씩 샘플링 했을 때 두 대립 유전자가 같은 

조상으로부터 기원했을 확률을 혈연 계수(coefficient of kinship; 개체 i와 j에 대해 Fij)이라고 

정의한다. 이 정의에 근거하면 쌍둥이 혹은 내 자신과의 Fij 값은 0.5, 부모-자손과 형제-자매는 Fij 

값이 0.25, 조손관계, 삼촌 조카 관계와 이부/이복 형제는 Fij 값이 0.125가 된다. 이 혈연계수를 

pseudohaploid 데이터로부터 추정하는 간단한 방법론 중 하나가 pairwise mismatch rate (PMR) 

방법론이다(Kennett et al. 2017). PMR의 정의는 두 pseudohaploid 유전자형이 일치하지 않을 

확률이며, 두 개체 사이에 일치하지 않는 SNP의 비율로 추정한다. 두 유전자형이 IBD일 확률 Fij에 

대한 사전 정보를 갖고 있다면 PMR의 이론적인 값을 계산할 수 있으며, 역으로 PMR 값을 안다면 두 

https://github.com/alexhbnr/yhaplo
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유전자형이 IBD일 확률에 대한 정보를 바탕으로 친족 관계를 예측할 수 있다. 두 개체의 

pseudohaploid 유전자형으로부터 각각 하나의 SNP를 뽑았을 때 정의상 pseudohaploid 유전자형 

자체가 하나의 개체로부터 대립유전자 하나를 랜덤으로 샘플링을 한 것이므로 두 SNP는 Fij의 확률로 

IBD인 대립유전자이다. 두 SNP가 IBD이면 정의상 같은 대립유전자를 가지기 때문에, 다음과 같은 

조건부 확률을 만족한다. 

𝑃(두 𝑆𝑁𝑃가 다름| 두  𝑆𝑁𝑃가  𝐼𝐵𝐷) = 0 

하지만 설령 두 SNP가 IBD가 아니라고 하더라도 SNP 좌위 i의 한 대립유전자 SNP의 집단 비율이 

p이고 하디-바인베르크 법칙을 따른다고 가정할 때 1 - 2pi(1-pi)의 확률로 두 SNP는 같을 수 있다. 

실제 PMR 값을 계산할 때에는 여러 SNP 좌위들에 대해 평균적으로 IBD가 아닐 때 샘플링한 두 SNP가 

다를 확률을 생각해 볼 수 있다. 즉, N개의 SNP 좌위에 대해서 다음과 같은 식이 만족되며, 이를 

PMR의 기본값(baseline)을 지칭하도록 b라는 기호로 나타내도록 하겠다. 

𝑃(두 𝑆𝑁𝑃가 다름  |  두  𝑆𝑁𝑃가  𝐼𝐵𝐷가 아님) = ∑ 2𝑝𝑖(1 − 𝑝𝑖)

𝑁

𝑖=1

 ≡ 𝑏 

이제 조건부확률을 이용하여 PMR과 Fij의 이론적 관계를 구할 수 있으며, 다음과 같은 수식을 

만족하게 된다. 

𝑃𝑀𝑅 = 𝑃(두 𝑆𝑁𝑃가 다름) = 

𝑃(두 𝑆𝑁𝑃가 다름 | 두  𝑆𝑁𝑃가  𝐼𝐵𝐷) 𝑃(두 𝑆𝑁𝑃가 𝐼𝐵𝐷) + 

𝑃(두 𝑆𝑁𝑃가 다름 |두 𝑆𝑁𝑃가 𝐼𝐵𝐷가 아님) 𝑃(두 𝑆𝑁𝑃가 𝐼𝐵𝐷가 아님) = 

(1 − 𝐹𝑖𝑗)𝑏 

즉, b와 PMR이 주어졌을 때 Fij값을 구할 수 있고, Fij값으로부터 두 개체 간 친족관계를 유추할 

수 있다. b의 값은 모든 대립유전자 빈도를 정확히 아는 경우 이론식을 활용하여 계산하는 것이 

가능하나, 샘플의 작은 크기와 결측치를 갖는 SNP 좌위들로 인해 각각 SNP의 대립유전자 빈도를 

추정하여 b를 계산하는데 한계가 있어 샘플들 간의 PMR 값으로부터 역으로 b를 계산하는 전략을 

취한다. 두 가지 방법으로 유추가 가능한데, 동일 개체 사이의 PMR을 구한 후, Fij값이 0.5임을 

이용해 동일 개체의 PMR 값의 절반을 b로 정하는 방법과 개체쌍의 대부분은 친족관계가 아닐 

것이라는 가정 하에 PMR의 최빈값을 b로 정하는 방법이 있다. 

PMR은 유전적 거리를 통해 친족을 결정하는 방법론으로, IBD 구간 자체를 추정하여 친족을 

결정하는 KIN (Popli et al. 2023)또는 ancIBD (Ringbauer et al. 2024) 방법론이나 유전자형 패턴을 

분류하여 관계를 결정하는 IBSrelate (Waples et al. 2019) 방법론에 비해 세부적인 친족 계열을 

구분하는 능력은 제한적이며, 3차 친족보다 먼 관계를 추정하는데 한계를 지닌다. 또한 PMR은 SNP 간 

연관비평형으로 발생하는 상관구조를 활용하지 않고 단순 평균을 내는 통계량이므로 

Chromopainter/fineSTRUCTURE (Lawson et al. 2012)와 같이 하플로타입 기반 정보를 활용하는 

방법론에 비해 미세한 집단 구조를 구분 짓는 데에는 한계를 지닌다. 그럼에도 불구하고 PMR은 그 

적용이 간편하고 요구 데이터의 조건이 낮다는 장점에 있어, 정밀한 분석에 앞서 초기 단계에서 개체 

간 유전적 연관성을 확인하는 용도로 널리 사용된다. 

실제 데이터로 추정한 PMR 값을 두가지 방법으로 가시화해보았다. 시베트 하이르한 고DNA 

데이터를 비교해본 결과 기본 PMR 값으로부터 중복된 개체로부터의 PMR, 1차 친족의 PMR, 그리고 2차 

친족의 PMR 값에 맞게 PMR 값들이 분포하고 있음을 확인할 수가 있다(그림 8A). 또한, PMR을 

기반으로 한 덴드로그램에 맞게 히트맵을 그려본 결과, 같은 개체로부터 온 라이브러리들이 먼저 

뭉쳐지고, 그 후 친족관계가 가까운 개체들이 가깝게 나타나는 패턴을 뚜렷하게 관찰할 수가 
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있다(그림 8B). 본 분석을 통해 1차 친족 1쌍(MAB100과 MAB107)과 2차 친족 1쌍(MAB097과 MAB099)을 

규명할 수 있었다. 

결론 

 

본 논문에서는 고DNA의 NGS 분석에 필수적으로 고려되어야 하는 요소들을 실제 고유전체 데이터를 

기반으로 분석해 보았다. 고DNA의 NGS 분석은 일반적인 NGS 분석과는 달리 파편화된 길이, 낮은 

시퀀싱 커버리지와 사후 변성에 의한 염기 치환의 특징을 적극적으로 고려해야 한다. 고DNA NGS 

데이터를 바탕으로 실제 고DNA 여부의 검정, 고DNA의 현대인 DNA 오염도 추정, 고대인의 성별과 

미토콘드리아와 Y 하플로그룹, 그리고 고대인 간 친족관계 추정을 진행할 수 있었다. 본 논문은 

고DNA 분석의 정형화된 분석 기준과 방법론 일부에 대해 설명하였으며, 논문을 바탕으로 고DNA에 

대한 관심과 분석 방법에 대한 가이드라인을 제공하고자 하였다. 
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그림 8. 실제 데이터를 바탕으로 친족을 추정한 그림. A. PMR의 밀도 분포를 나타낸 도식. 친족관계가 없는 

사람들 간 PMR 값의 최빈값을 집단의 평균 PMR 값으로 잡은 후, 동일 개체 간 PMR, 1차 친족 간 PMR, 

그리고 2차 친족 간 PMR의 이론적인 값을 세로선으로 나타내주었다. B. PMR를 기반으로 한 덴도그렘과 

히트맵 그림. 붉은색일수록 PMR 값이 작음을 나타낸다. 
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부록 

본 부록에서는 유닉스 계열의 컴퓨터를 활용하여 돌릴 수 있는 코드와 필요한 파일의 형식들을 

기재하였다. 따로 언급이 있지 않는 이상 모든 코드는 배쉬(Bash) 문법으로 작성되었다. 모든 코드는 

하나의 fastq 시퀀싱 결과에 대한 코드이나 필요에 따라 여러 시퀀싱 결과에 대해 병렬적으로 돌릴 

수 있도록 구성할 수 있다. 또한 주석을 #을 이용해 달아주어 코드 중간 중간에 설명을 제공하였다. 

 

리스트 파일의 양식 

본 분석에서 사용되는 리스트 파일은 분석하는 샘플에 대한 기본적인 정보를 담고 있다. 리스트 

파일은 여섯 개의 열로 이루어진 표의 형식이며, 파일에는 헤더를 포함하지 않아야 하고, 표의 

구분자로 공백이나 탭(tab)을 사용해야 한다. (표 4)는 동일 개체로부터 온 세 라이브러리에 대해 

작성한 리스트 파일이다. 

fastq 파일이 있는 경로의 경우에는 SE 시퀀싱의 경우 fastq 파일 하나의 경로를, PE 시퀀싱의 

경우 리드1과 리드2 파일 각각을 쉼표로 구분하여 모두 입력해주어야 한다. 라이브러리의 종류로는 

ssLib (Single-strand library), non-UDG, non-UDG_NEB, partial-UDG, full-UDG의 다섯 가지 중 

하나를 입력해야 하며, 종에는 추후 서술할 참조유전체 목록 파일에 있는 종의 이름을 입력해주어야 

한다. 

 

표 4. 리스트 파일의 예시. 

IID LID RID fastq 파일이 있는 경로 라이브러리 

종류 

종 

MAB097 MAB097.A0101 MAB097.A0101.SG1.1 /fastq/파일까지의/절대경로/MAB

097.A0101.SG1.1_1.fastq.gz,/fa

stq/파일까지의/절대경로/MAB097

.A0101.SG1.1_2.fastq.gz 

non-UDG_NEB Human 

MAB097 MAB097.A0102 MAB097.A0102.SG1.1 /fastq/파일까지의/절대경로/MAB

097.A0102.SG1.1_1.fastq.gz,/fa

stq/파일까지의/절대경로/MAB097

.A0102.SG1.1_2.fastq.gz 

full-UDG Human 

MAB097 MAB097.A0201 MAB097.A0201.SG1.1 /fastq/파일까지의/절대경로/MAB

097.A0201.SG1.1_1.fastq.gz,/fa

stq/파일까지의/절대경로/MAB097

.A0201.SG1.1_2.fastq.gz 

partial-UDG Human 
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참조유전체 목록 파일과 양식 

본 분석에서는 종에 따른 참조유전체의 경로를 제공하기 위해 참조유전체 목록 파일을 만들어 

사용한다. 두 개의 열로 이루어져 있으며, 리스트 파일과 마찬가지로 헤더를 포함하지 않고, 표의 

구분자로 공백이나 탭을 사용해야 한다.  

 

표 5. 참조유전체 목록 파일의 예시. 

종 참조유전체 파일이 있는 경로 

Human /home/References/Human/hs37d5.fa 

Horse /home/References/Horse/equCab3.fa 

Cattle /home/References/Cattle/ARS-UCD1.2.chrY.fa 

Sheep /home/References/Sheep/oviAri4.fa 

Goat /home/References/Goat/Saanen_v1_MT.fa 

 

참조유전체 인덱싱(Index)하기 

분석을 진행하기 전, 참조유전체 fasta 파일을 BWA와 samtools가 쉽게 접근할 수 있도록 인덱싱을 

해주어야 한다. 특히 BWA를 이용한 매핑에는 필수적으로 인덱싱을 해주어야 한다. 

 

코드 1. 참조유전체 인덱싱 코드. 

path="참조유전체/파일의/경로.fa" 

 

bwa index -a bwtsw "${path}" # Create BWA FM-index 

samtools faidx "${path}"  # Create samtools index 

 

1240K bed 파일 

1240K 유전자형 결정을 위해 참조유전체 기준으로 SNP의 염색체 상 위치 정보를 담고 있는 bed 

포맷의 파일이 필요하다. 본 분석에서는 (표6)과 같은 형식의 bed 파일을 사용하였으며, 가장 위 두 

줄 만 표시하였다. SNP에 대한 정보이기 때문에 0기준 시작 위치와 1 기준 끝 위치의 차이는 1이다. 

 

표 6. bed 파일의 예시. 

염색체 0 기준 시작 위치 1 기준 끝 위치 이름 점수 양성/음성 

1 752565 752566 test 1000 + 

1 776545 776546 test 1000 + 
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작업 환경 폴더 만들어주기 

이후 과정의 코드들은 정해진 폴더 구조를 따르도록 되어 있다. 아래 코드는 작업물들이 만들어질 

폴더를 만드는 코드이다. 

 

코드 2. 작업 환경 폴더를 만들어주는 예시 코드. 

mkdir Shiveet_Khairkhan; cd Shiveet_Khairkhan 

 

mkdir -p DataProcessing; mkdir -p genotypes; mkdir -p analysis 

cd DataProcessing 

 

 

코드 3. main_utils.sh로 저장한다. 각각의 단계에서 반복적으로 리스트 파일을 읽거나 변수 지정이 

올바르게 되었는지를 확인하는 명령어들이 반복적으로 사용이 된다. 이런 명령어 함수들을 한 곳에 

모아둔 후, source 라는 명령어를 사용하여 여러 코드에서 같은 함수를 사용하였다. 
#!/bin/bash 

# 리스트 파일(listf)과 작업할 행(inum)을 기반으로 변수들을 읽어오고 화면에 출력해준다. 

read_listfile_into_variables() { 

    read -r iid lid rid tfqs libtype spp < <(awk -v inum="${inum}" 'inum == NR {print}' "${listf}") 

    if [[ -z "${iid}" || -z "$(Skourtanioti et al.)" || -z "${rid}" || -z "${tfqs}" || -z "${libtype}" || 

-z "${spp}" ]]; then 

      printf "Error: Missing values in list file for task ID '$inum'. Please check your list file.\n" >&2 

      exit 1 

    fi 

    cat << EOF 

Individual ID: ${iid} 

Library ID: $(Skourtanioti et al.) 

Run ID: ${rid} 

Files to be processed: ${tfqs} 

Library type: ${libtype} 

Species list: ${spp} 

EOF 

} 

# libtype 변수가 정해진 항목 안에 제대로 정의되었는지 확인한다. 

check_librarytype() { 

    if [[ "${libtype}" =~ ^(ssLib|non-UDG|non-UDG_NEB|partial-UDG|full-UDG|Modern)$ ]]; then 

        echo "Library type is " ${libtype} 

    else 

        echo "Error: ${libtype} does not match category, exiting." 

        echo "Error: Categories are: ssLib|non-UDG|non-UDG_NEB|partial-UDG|full-UDG|Modern." 

        exit 1 

    fi 

} 

# tfqs 변수를 기반으로 stval 변수를 SE 또는 PE 로 설정한다. 

set_stval() { ## Take a list of FastQ files and decide if they are SE or PE 

    stval=($(echo ${tfqs} | sed s/","/"\n"/g | awk '$1 ~ /_R2/ || $1 ~ /_2.fastq.gz/ || $1 ~ /_2.fq.gz/' | 

wc -l | awk '{if ($1 > 0) print "PE"; else print "SE"}')) 

    printf "This library was "${stval}" sequenced.\n" 

} 
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어댑터 제거하기 

코드 4. 어댑터 제거를 위한 코드 파일. wrap_adapterremoval.sh 로 저장해준다. 
#!/bin/bash 

source /path/to/main_utils.sh  # [코드 3] 

pt1=$1 # 작업 경로 

listf=$2   ## 리스트 파일 

inum=$3    ## 리스트 파일에서 작업할 시퀀싱 자료의 행 

optstr="--gzip --threads 8 --trimns --trimqualities " 

    optstr+="--adapter1 AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC " 

    optstr+="--adapter2 AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTA " 

    optstr+="--minlength 35 --minquality 20 --minadapteroverlap 1" 

main() { 

read_listfile_into_variables; check_fastq_sanity 

mkdir -p "${pt1}${iid}/FastQ/${rid}" && cd "${pt1}${iid}/FastQ/${rid}" 

    set_stval ;  set_fastq_input ;  run_adapterremoval 

} 

check_fastq_sanity() { 

    while read fq; do 

        if [[ "$fq" =~ \.fastq\.gz$ || "$fq" =~ \.fq\.gz$ ]]; then 

            if [ -f "$fq" ]; then 

                echo "fastq ${fq} has correct suffix" 

            else 

                echo "fastq ${fq} does not exist!" >&2 && exit 1 

            fi 

        else 

            echo "Line does not end with fastq.gz or fq.gz." >&2 && exit 1 

        fi     

    done < <(echo ${tfqs} | sed s/","/"\n"/g  ) 

} 

set_fastq_input() { 

    fq1s=""; while read fq; do 

        if [[ "$fq1s" == "" ]]; then fq1s+=${fq}; else fq1s+=" "${fq}; fi 

    done < <( echo ${tfqs} \ 

| sed s/","/"\n"/g \ 

| awk '$1 !~ /_R2/ && $1 !~ /_2.fastq.gz/ && $1 !~ /_2.fq.gz/' ) 

    if [[ "$stval" == "PE" ]]; then 

        fq2s=""; while read fq; do 

            if [[ "$fq2s" == "" ]]; then fq2s+=${fq}; else fq2s+=" "${fq}; fi 

        done< <( echo ${tfqs} \ 

| sed s/","/"\n"/g \ 

| awk '$1 ~ /_R2/ || $1 ~ /_2.fastq.gz/ || $1 ~ /_2.fq.gz/') 

    fi 

    printf "Fastq1s:  "${fq1s}", Fastq2s: "${fq2s}"\n" 

} 

run_adapterremoval() { 

    fqout=${rid}".L35.fq" 

    if [[ "$stval" == "SE" ]]; then 

        AdapterRemoval --file1 ${fq1s} --basename ${fqout} ${optstr} 

    else 

        AdapterRemoval --file1 ${fq1s} --file2 ${fq2s} --basename ${fqout} ${optstr} --collapse 

        zcat ${fqout}.collapsed.gz ${fqout}.collapsed.truncated.gz ${fqout}.singleton.truncated.gz \ 

        | gzip > ${fqout}.combined.gz 

    fi 

} 

main 

코드 5. 어댑터 제거를 위한 코드, 명령창에 입력하여 돌려준다. 
scf1="./wrap_adapterremoval.sh" # 위에 만들어준 코드의 경로 

pt1=($(pwd)"/") 

listf="리스트/파일/경로.list"; inum=1 # 리스트 파일의 행 중 하나 

chmod +x "${scf1}"  # 실행 권한 부여 

"${scf1} ${pt1} ${listf} ${inum}" # 코드 실행 

매핑 작업 
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코드 6. wrap_mapping_ancient.sh로 저장해준다. 
#!/bin/bash 

source /path/to/main_utils.sh  # [코드 3] 

pt1=$1 

listf=$2 

inum=$3 

reff=$4 

main() { 

    mkdir -p ${pt1}${iid}/BAM/ && cd ${pt1}${iid}/BAM/ 

read_listfile_into_variables ; check_librarytype; set_seedval; set_stval 

    set_input_truncated_fastq_based_on_stval 

    run_mapping_job 

} 

set_seedval() { 

    seedval="32"; if [[ "${libtype}" == "ssLib" ]] || [[ "${libtype}" == "non-UDG" ]] || [[ "${libtype}" 

== "non-UDG_NEB" ]] ; then seedval="9999"; fi 

} 

set_input_truncated_fastq_based_on_stval() { 

    ## Input FastQ (after running AdapterRemoval) 

    if [[ "${stval}" == "SE" ]]; then 

        fqin=${pt1}${iid}"/FastQ/"${rid}"/${rid}.L35.fq.truncated.gz" 

    else 

        fqin=${pt1}${iid}"/FastQ/"${rid}"/"${rid}".L35.fq.combined.gz" 

    fi 

    if [ ! -f "${fqin}" ]; then 

        echo "${fqin} required, but doesn't exist! Did you run adapterremoval?" >&2 && exit 1 

    fi 

    printf "${fqin} is used for mapping\n" 

} 

run_mapping_job() { 

    printf "Mapping on each reference\n" 

    snum=0 

    for sp in $(echo ${spp} | sed s/","/" "/g); do 

        let snum+=1 

        printf "2."${snum}" Read Mapping on "${sp}"\n" 

        ref=($(awk -v sp="$sp" '{if ($1 == sp) print $2}' ${reff}))  ## Take the reference genome .fa file 

        sid=${rid}"."${sp} 

        ## Make directory for each run id + reference  

        mkdir -p ${sid} 

        ## Setup output BAM file prefix 

        of1="./"${sid}"/"${sid}".L35.mapped" 

        ## Define read group 

        RG="@RG\tID:"${rid}"\tSM:"$(Skourtanioti et al.)"\tLB:"${rid}"\tPL:illumina" 

        ## Run BWA aln (-l 9999 for non-UDG, -l 32 for UDG-half) 

        bwa aln -t 8 -n 0.01 -l ${seedval} -f ${of1}.sai ${ref} ${fqin} 

        ## Run BWA samse and filter out unmapped reads 

        bwa samse -r ${RG} ${ref} ${of1}.sai ${fqin} | samtools view -h -F 0x0004 -o ${of1}.0.bam - 

       ## Sort the output file and index 

        samtools sort -@ 2 -m 4G ${of1}.0.bam -o ${of1}.bam 

        samtools index ${of1}.bam 

        ## Remove temporary files 

        rm ${of1}.0.bam &&  rm ${of1}.sai 

        run_dedup 

        ## Apply quality filter (-q30) 

        samtools view -bh -q30 -o ${of1}.rmdup.q30.bam ${of1}.rmdup.bam 

        samtools index ${of1}.rmdup.q30.bam 

    done 

    printf "\n\nMapping is totally complete. \n\n" 

} 

 

 

 

 

run_dedup() { 

    dedup="java -Xmx8192m -jar /opt/ohpc/pub/apps/dedup/0.12.8/DeDup-0.12.8.jar" 
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    ## Remove duplicates using dedup 

    ${dedup} -i ${of1}.bam -m -o ./${sid}/ 

    mv ${of1}_rmdup.bam ${of1}.rmdup.bam 

    samtools index ${of1}.rmdup.bam 

    rm ${of1}.dedup.json 

 

    mv ${of1}.hist ${of1}.rmdup.hist 

    mv ${of1}.log ${of1}.rmdup.log 

} 

 

main 

 

코드 7. 실제 명령어는 다음과 같이 돌려준다. 
scf1="./wrap_mapping_ancient.sh" # 위에 만들어준 코드의 경로 

pt1=($(pwd)"/") 

listf="리스트/파일/경로.list" 

inum=1 # 리스트 파일의 행 중 하나 

reff="참조유전체/목록/파일.list" 

chmod +x "${scf1}"  # 실행 권한 부여 

 

"${scf1} ${pt1} ${listf} ${inum} ${reff}" # 코드 실행 

 

mapDamage 

코드 8. wrap_mapdamage.sh로 저장한다. 
#!/bin/bash 

source /path/to/main_utils.sh  # [코드 3] 

pt1=$1 # work directory 

listf=$2   ## A list of samples to be processed (LID, run, FastQs, type) 

inum=$3 

reff=$4 

nrmax=100000 

 

main() { 

    read_listfile_into_variables 

    cd ${pt1}${iid}/mapDamage/ 

    for sp in $(echo ${spp} | sed s/","/" "/g); do 

        ref=($(awk -v sp="$sp" '{if ($1 == sp) print $2}' ${reff}))  ## Take the reference genome.fa file 

        sid=${rid}"."${sp} 

        ibam=($(realpath ${pt1}${iid}/BAM/${sid}/${sid}.L35.mapped.rmdup.q30.bam)) 

        ## Run mapDamage 

        mapDamage -i ${ibam} -r ${ref} \ 

 -d ./${sid} --merge-reference-sequences -t ${sid} -n ${nrmax} --no-stat 

    done 

    printf "\n\nmapDamage is complete!\n\n" 

} 

main 

 

코드 9. 실제 명령어는 다음과 같이 돌려준다. 
scf1="./wrap_mapdamage.sh" # 위에 만들어준 코드의 경로 

pt1=($(pwd)"/") 

listf="리스트/파일/경로.list" 

inum=1 # 리스트 파일의 행 중 하나 

reff="참조유전체/목록/파일.list" 

chmod +x "${scf1}"  # 실행 권한 부여 

"${scf1} ${pt1} ${listf} ${inum} ${reff}" # 코드 실행 

오염도 추정 

코드 10. wrap_schmutzi.sh로 저장한다. 
#!/bin/bash 
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source /path/to/main_utils.sh  # [코드 3] 

pt1=$1 # work directory 

listf=$2   ## A list of samples to be processed (LID, run, FastQs, type) 

inum=$3 

 

main() { 

    read_listfile_into_variables && check_librarytype && set_strandtype 

    ibam=${pt1}${iid}/BAM/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.L35.mapped.rmdup.q30.bam  ## Input BAM file 

    set_deam_len 

    if [[ ! -f "${ibam}" ]]; then 

        echo "Error: Input BAM file '$ibam' does not exist!" >&2 && exit 1 

    fi 

    printf "Separating Mitochondrial reads\n\n\n" 

    MTref1="/home/References/Human/hg19_MT.fasta" 

    MTref2="/home/References/Human/hg19_MT_500.fasta" 

    ctgn="NC_012920.1" 

    nrmax=50000  ## Use max 50,000 reads 

 

    rg="@RG\tID:"${rid}.${spp}"\tSM:"${iid}"\tLB:"${rid}"\tPL:illumina" 

    of1=${rid}.${spp}.circmapper 

    bam1=${of1}.rmdup.q30.MD.small.bam 

    tn1="temp1_"${rid}.${spp} 

 

    mkdir -p ${pt1}${iid}/circularMT/${rid}.${spp} ; cd ${pt1}${iid}/circularMT/${rid}.${spp} 

    samtools view -h ${ibam} MT \ 

| awk -v ctgn="$ctgn" '{OFS="\t"} {if ($1 == "@SQ" && $2 ~ /MT$/) print $1,"SN:"ctgn,$3; 

    else if ($1 == "@SQ"); else if ($1 ~ /^@/) print $0; else { $3=ctgn; print $0 } }' \ 

| samtools view -bh -o ${of1}.rmdup.q30.bam - 

    samtools index ${of1}.rmdup.q30.bam 

    samtools fillmd -b ${of1}.rmdup.q30.bam ${MTref1} > ${of1}.rmdup.q30.MD.bam 

    samtools index ${of1}.rmdup.q30.MD.bam 

 

    ## Downsample reads to run Schmutzi easily (capped to 30,000 reads) 

    nr1=$(samtools view -c ${of1}.rmdup.q30.MD.bam) 

    pr1=$(echo ${nr1} | awk -v nrmax="$nrmax" '{printf "%.3f\n", nrmax/$1}') 

    if [ "$nr1" -le "$nrmax" ]; then 

        cp ${of1}.rmdup.q30.MD.bam ${of1}.rmdup.q30.MD.small.bam 

        samtools index ${of1}.rmdup.q30.MD.small.bam 

    else 

        samtools view -bh -s ${pr1} -o ${of1}.rmdup.q30.MD.small.bam ${of1}.rmdup.q30.MD.bam 

        samtools index ${of1}.rmdup.q30.MD.small.bam 

    fi 

 

    printf "Starting schmutzi\n\n\n" 

    cd ${pt1}; mkdir -p  ${iid}/schmutzi/${rid}.${spp} && cd ${iid}/schmutzi/${rid}.${spp} 

 

    ## Run contDeam (Schmutzi step 1) 

    contDeam.pl --library ${strandtype} \ 

        --lengthDeam ${lenDeam} \ 

        --out ./${of1}_nolen ${MTref1} \ 

        ${pt1}${iid}/circularMT/${rid}.${spp}/${bam1}  

 

    ## Run schmutzi (Schmutzi step 2) 

    schmutzi.pl \ 

        -t 8  \ 

        --notusepredC \ 

        --lengthDeam ${lenDeam} --ref ${MTref1} \ 

        ./${of1}_nolen /opt/ohpc/pub/apps/schmutzi/share/schmutzi/alleleFreqMT/197/freqs \ 

        ${pt1}${iid}/circularMT/${rid}.${spp}/${bam1}  

 

     

printf "Starting schmutzi without prior contamination estimate \n\n\n" 

 

    ## Move into Schmutzi directory 

    cd ${pt1}; mkdir -p  ${iid}/schmutzi_mean/${rid}.${spp} && cd ${iid}/schmutzi_mean/${rid}.${spp} 
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    ## Run contDeam (Schmutzi step 1) 

 

    bam2prof -double -5p ./${of1}_nolen.endo.5p.prof -3p ./${of1}_nolen.endo.3p.prof \ 

 -length 20 ${pt1}${iid}/circularMT/${rid}.${spp}/${bam1}  

 

    contDeam.noest.pl --library ${strandtype} \ 

        --lengthDeam ${lenDeam} \ 

        --out ./${of1}_nolen ${MTref1} \ 

        ${pt1}${iid}/circularMT/${rid}.${spp}/${bam1}  

 

    ## Run schmutzi (Schmutzi step 2) 

    schmutzi.pl \ 

        -t 8  \ 

        --notusepredC \ 

        --lengthDeam ${lenDeam} --ref ${MTref1} \ 

        ./${of1}_nolen /opt/ohpc/pub/apps/schmutzi/share/schmutzi/alleleFreqMT/197/freqs \ 

        ${pt1}${iid}/circularMT/${rid}.${spp}/${bam1}  

         

} 

set_strandtype() { 

    if [[ ${libtype} == "ssLib" ]]; then 

        strandtype="single"  # single or double 

    else 

        strandtype="double" 

    fi 

} 

set_deam_len() { 

    lenDeam=2   ## deamination 

    if [[ "${libtype}" == "non-UDG" || "${libtype}" == "non-UDG_NEB" ]]; then 

         lenDeam=20 

    fi 

} 

main 

 

코드 11. wrap_angsd_xcont.sh로 저장한다. 
#!/bin/bash 

source /path/to/main_utils.sh  # [코드 3] 

pt1=$1 

listf=$2 

inum=$3 

main() { 

    read_listfile_into_variables 

    bam=${pt1}${iid}/BAM/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.L35.mapped.rmdup.q30.bam 

    of1=${pt1}${iid}/Xcont/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.angsdCounts 

    mkdir -p ${pt1}${iid}/Xcont/${rid}.${spp} 

 

    # Generate ANGSD input files 

    angsd -i $(Mallick et al.) -r X:5000000-154900000 -doCounts 1 -iCounts 1 -minMapQ 30 -minQ 30 -out 

${of1} 

 

    # Run contamination level estimation 

    /opt/ohpc/pub/apps/angsd/misc/contamination -a ${of1}.icnts.gz \ 

    -h /opt/ohpc/pub/apps/angsd/RES/HapMapChrX.gz 2> ${of1} 

} 

 

main 

 

코드 12. 실제 명령어는 다음과 같이 돌려준다. 
scf1="./wrap_schmutzi.sh" # 위에 만들어준 schmutzi 코드의 경로 

scf2="./wrap_angsd_xcont.sh" # 위에 만들어준 angsd의 X contamination 모듈 코드의 경로 

pt1=($(pwd)"/") 

listf="리스트/파일/경로.list" 
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inum=1 # 리스트 파일의 행 중 하나 

chmod +x "${scf1}"  # 실행 권한 부여 

chmod +x "${scf2}"  # 실행 권한 부여 

 

"${scf1} ${pt1} ${listf} ${inum}" # 코드 실행 

"${scf2} ${pt1} ${listf} ${inum}" 

 

 

유전자형 결정 

유전자형 결정을 하기 위해서 만들어지는 eigenstrat 파일의 집단명을 지정해주는popfile(표 7)이랑 

리드의 염기를 마스킹해주는 정도를 지정해주는maskfile(표 8)이 필요하다. 두 파일 모두 헤더가 

없으며 두 개의 열로 되어 있어야 한다. 

 

표 7. Popfile의 예시. 

라이브러리의 RID Eigenstrat 포맷에서의 집단 명 

MAB097.A0101.SG1.1 Shiveet_Khairkhan_nonUDG 

MAB097.A0102.SG1.1 Shiveet_Khairkhan_fullUDG 

MAB097.A0201.SG1.1 Shiveet_Khairkhan_partialUDG 

표 8. Maskfile 목록의 예시. 

라이브러리의 RID 마스킹할 염기의 개수 

MAB097.A0101.SG1.1 20 

MAB097.A0102.SG1.1 0 

MAB097.A0201.SG1.1 2 

 

코드 13. 리드 중 1240K SNP 좌위를 커버하는 리드들을 추출하는 코드. wrap_extract_1240K.sh로 

저장해준다. 
#!/bin/bash 

pt1=$1 # work directory 

listf=$2   ## A list of samples to be processed (LID, run, FastQs, type) 

inum=$3 

reff=$4 

bedf=$5 

set -euo pipefail 

source /path/to/main_utils.sh  # [코드 3] 

main() { 

    if [ -z "${bedf}" ] || [ ! -f "${bedf}" ]; then 

        echo "ERROR: bed file is missing or does not exist." >&2 

        exit 1 

    fi 

    read_listfile_into_variables 

    ############################################################### 

    ## Stage 1. Extract 1240K reads. 

    ibam=${pt1}${iid}/BAM/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.L35.mapped.rmdup.q30.bam 

    of1=${pt1}${iid}/BAM/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.1240K.rmdup.q30 

     

## Extract 1240K reads by providing bed file. 

    samtools view -bh -q30 -L ${bedf} -o ${of1}.1.bam ${ibam} 

    samtools index ${of1}.1.bam 

    ## Extract MT reads by MT tag. 

    samtools view -bh -q30 -o ${of1}.2.bam ${ibam} MT 

    samtools index ${of1}.2.bam 

    samtools merge -f -c -p ${of1}.bam ${of1}.1.bam ${of1}.2.bam # I set -f so it overwrites. 

    samtools index ${of1}.bam 
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    rm ${of1}.1.*; rm ${of1}.2.* 

    ############################################################### 

    ## Stage 2. Calculate 1240K depth. 

 

    ibam=${of1}.bam 

    mkdir -p ${pt1}${iid}/coverage/${rid}.${spp} 

    samtools depth -q30 -Q30 -aa -b ${bedf} ${ibam} |\ 

    awk -v lid=${rid}.${spp} 'BEGIN { a = 0; x = 0; y = 0;sa = 0; sx = 0; sy = 0} $1 != "X" && $1 != "Y"  

{a = a + $3 ; sa = sa + 1 } $1 == "X" {x = x + $3 ; sx = sx + 1} $1 == "Y" {y = y + $3 ; sy = sy + 1} END 

{print lid FS a/sa FS x/sx FS y/sy}'\ 

     > ${pt1}${iid}/coverage/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.txt 

} 

 

main 

 

코드 14. wrap_masksplitbam.sh으로 저장해준다. 
#!/bin/bash 

pt1=$1  

listf=$2    

inum=$3 

maskf=$4 

source /path/to/main_utils.sh  # [코드 3] 

set -euo pipefail 

 

main() { 

    if [ -z "${maskf}" ] || [ ! -f "${maskf}" ]; then 

        echo "ERROR: maskf file is missing or does not exist." >&2 

        exit 1 

    fi 

    read_listfile_into_variables && check_librarytype 

    nmask=$(awk -v rid="${rid}" '$1 == rid {print $2}' ${maskf} ) 

    nmask=${nmask:-0}  

    inbam=${pt1}${iid}/BAM/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.1240K.rmdup.q30.bam 

    if [ ${libtype} == "non-UDG_NEB" ]; then 

        if [ -n "${nmask}" ] && [ "${nmask}" -gt 0 ]; then 

            echo "Number of masked bases set and is ${nmask}" 

        else 

            echo "Error: nmask:${nmask} not set or 0, but non-UDG_NEB... aborting..." >&2 

            exit 1 

        fi 

 

        obam=$(echo ${inbam} | sed s/".q30.bam"/".q30.lm"${nmask}".bam"/g) 

        # Create positive strand/ negative strand bam files. 

        obamps=$(echo ${obam} | sed s/"q30.lm${nmask}.bam"/"q30.lm${nmask}.ps.bam"/g) 

        obamns=$(echo ${obam} | sed s/"q30.lm${nmask}.bam"/"q30.lm${nmask}.ns.bam"/g) 

 

        if [ "$inbam" == "$obam" ] || [ "$inbam" == "$obamps" ] || [ "$inbam" == "$obamns" ]; then 

            echo "Error: inbam matches another variable."; exit 1 

        elif [ "$obam" == "$obamps" ] || [ "$obam" == "$obamns" ]; then 

            echo "Error: obam matches another variable."; exit 1 

        elif [ "$obamps" == "$obamns" ]; then 

            echo "Error: obamps matches obamns." ; exit 1 

        else 

            echo "All variables are unique." 

        fi 

 

        # We can give i option to mask by positive strand direction 

        # But we don't since samtools aligned reads(0 and 16 flags) are already reference sequence based. 

(flag 16 is reverse complemented reads) 

        bam trimBam ${inbam} ${obam} -L ${nmask} 

        samtools index ${obam} 

 

        samtools view -bh -F 16 -o ${obamps} ${obam} 
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        samtools view -bh -f 16 -o ${obamns} ${obam} 

    elif [ ${nmask}  -gt 0 ]; then 

        obam=($(echo ${inbam} | sed s/".q30.bam"/".q30.m"${nmask}".bam"/g)) 

        if [ "$inbam" == "$obam" ]; then 

            echo "inbam matches another variable."; exit 1 

        else 

            echo "All variables are unique." 

        fi 

        bam trimBam ${inbam} ${obam} ${nmask} 

        samtools index ${obam} 

    elif [ ${libtype} == "partial-UDG" ]; then 

        echo "Warning: Not masking due to nmask set to 0 or unspecified" 

        echo "Warning: Are you sure you want to avoid masking for ${rid}.${spp}?"     

    fi 

} 

 

main 

 

코드 15. wrap_pileupcaller_eigenstrat.sh로 저장해준다. 
#!/bin/bash 

set -euo pipefail 

 

pt1=$1 # work directory 

listf=$2   ## A list of samples to be processed (LID, run, FastQs, type) 

inum=$3 

reff=$4 

bedf=$5 

maskf=$6 

popfile=$7 

mode=$8 

folder=$9 

workprefix=${10} 

snpf1=${11} 

posf=${12} 

filtersex=${13} 

source /path/to/main_utils.sh  # [코드 3] 

 

main() { 

 

    sanity_check_pileupcaller_options &&  read_listfile_into_variables 

    # Set reference. Modify code so that it can be used with other ways. 

    for sp in $(echo ${spp} | sed s/","/" "/g); do 

        ref=($(awk -v sp="$sp" '{if ($1 == sp) print $2}' ${reff}))  ## Take the reference genome .fa file 

    done 

    check_librarytype && sanity_check_popfile 

    nmask=$(awk -v rid="${rid}" '$1 == rid {print $2}' ${maskf} ) 

    nmask=${nmask:-0}  

     

    set_input_output_based_on_mask_and_library 

    printf "Eigenstrat sample ID is ${outprefix}\n" 

    printf "bam prefix is ${bamprefix}\n" 

    mkdir -p ${pt1}${iid}/${folder}/${rid}.${spp}/ 

    of1=${pt1}${iid}/${folder}/${rid}.${spp}/${outprefix} 

    tn1=${pt1}${iid}/${folder}/${rid}.${spp}/"temp1_"${outprefix} 

 

     

## Create IND and SNP file. 

    get_sample_sex_based_on_coverage 

    if [[ "${filtersex}" == ${sex}  ]]; then 

        echo "Sample has same sex with filter sex, aborting genotype call." 

        exit 0 

    fi 

    echo -e "${outprefix}\t${sex}\t${pop}" > ${of1}.ind 

    cp ${snpf1} ${of1}.snp 
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        run_pileupcaller_based_on_libtype 

    rm ${pt1}${iid}/${folder}/${rid}.${spp}/temp1_* 

} 

sanity_check_pileupcaller_options() { 

    if [[ "${mode}" == "randomHaploid" || "${mode}" == "majorityCall" ]]; then 

        echo "Mode is valid: ${mode}" 

    else 

        echo "Error: Invalid mode value. It should be either 'randomHaploid' or 'majorityCall'." 

        exit 1 

    fi 

    if [ -z "${bedf}" ] || [ ! -f "${bedf}" ]; then 

        echo "ERROR: bed file is missing or does not exist." >&2 

        exit 1 

    fi 

} 

sanity_check_popfile() { 

    if [ -f ${popfile} ]; then 

        pop=$(awk -v rid="${rid}" '$1 == rid {print $2}' ${popfile} ) 

        if [ -z "${pop}" ]; then 

            echo "Warning: Population for rid=${rid} not found in ${popfile}. Using ${rid} as population." 

            pop=${rid}  # Default to rid if population is not found 

        else 

            echo "${pop} will be given for population." 

        fi 

    else 

        pop=${rid} 

        echo "Warning: no pop file given, pop will be same with ${rid}" 

    fi 

} 

set_input_output_based_on_mask_and_library() { 

    bamprefix=${rid}.${spp}.${workprefix} 

 

    if [[ ${nmask} -eq 0 ]]; then 

        echo "Masking is 0" 

        outprefix=${rid}.${spp} 

    elif [[ "${libtype}" == "non-UDG_NEB" ]]; then 

        echo "Masking is not 0 and nmask is ${nmask}, only left-mask due to NEB treatment." 

        outprefix=${rid}.${spp}.lm${nmask} 

        bamprefix=${bamprefix}.lm${nmask} 

    else 

        echo "Masking is not 0 and nmask is ${nmask}" 

        outprefix=${rid}.${spp}.m${nmask} 

        bamprefix=${bamprefix}.m${nmask} 

    fi 

} 

get_sample_sex_based_on_coverage() { 

    sex=$(cat ${pt1}${iid}/coverage/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.txt | awk '{if ($3/($2+0.000001) > 0.7) 

print "F"; 

        else if ($3/($2+0.000001) < 0.3) print "U"; else print "M"}') 

    if [[ -z "$sex" ]]; then 

        echo "Error: The sex variable is empty, please check the file 

${pt1}${iid}/coverage/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.txt " 

        exit 1  # Exit with a non-zero status indicating an error 

    fi 

    printf "sample sex is ${sex}\n" 

} 

 

 

run_pileup_on_bam() { 

    local inputbam="${1}" 

    local tempfile="${2}" 

    local output="${3}" 

    samtools mpileup -B -R -q30 -Q30 -l ${posf} -f ${ref} ${inputbam} > "${tempfile}" && \ 

    cut -f 1 "${tempfile}" | sed 's/X/23/g' | sed 's/Y/24/g' | paste - "${tempfile}" |\ 

cut -f 1,3- > "${output}.pileup" && \ 

    rm "${tempfile}"  
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} 

 

run_pileupcaller_based_on_libtype() { 

    printf "Starting samtools pileup\n" 

    pileuppref=${pt1}${iid}/${folder}/${rid}.${spp}/${rid}.${spp} 

 

    bam1=${pt1}${iid}/BAM/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.${workprefix}.bam 

     

    run_pileup_on_bam "${bam1}" "${tn1}_1" "${pileuppref}" & 

    if [[ ${libtype} == "non-UDG_NEB" ]]; then 

     

        bam2=${pt1}${iid}/BAM/${rid}.${spp}/${bamprefix}.ps.bam 

        run_pileup_on_bam "${bam2}" "${tn1}_2" "${pileuppref}.lm${nmask}.ps" & 

        bam3=${pt1}${iid}/BAM/${rid}.${spp}/${bamprefix}.ns.bam 

        run_pileup_on_bam "${bam3}" "${tn1}_3" "${pileuppref}.lm${nmask}.ns" & 

        wait 

        printf "Running pileupcaller for ${libtype} library\n" 

        pileupCaller --${mode} --sampleNames "${outprefix}" -f "${snpf1}" \ 

-e "${tn1}"_1 < ${pileuppref}.pileup & 

        pileupCaller --${mode} --sampleNames "${outprefix}" -f "${snpf1}" \ 

 -e "${tn1}"_2 < ${pileuppref}.lm${nmask}.ps.pileup & 

        pileupCaller --${mode} --sampleNames "${outprefix}" -f "${snpf1}" \ 

 -e "${tn1}"_3 < ${pileuppref}.lm${nmask}.ns.pileup & 

        wait 

        printf "Use masked positive strand for C <-> T, masked negative strand for G <-> A, and all other 

SNPs for unmasked file for library ${libtype}\n" 

        paste ${snpf1} ${tn1}_1.geno ${tn1}_2.geno ${tn1}_3.geno | \ 

        awk '{if ($5$6 == "CT" || $5$6 == "TC") print $8; else if ($5$6 == "GA" || $5$6 == "AG") print $9; 

else print $7}' > ${of1}.geno 

    elif [[ ${libtype} == "ssLib" ]]; then 

        wait 

        printf "Running pileupcaller for ${libtype} library\n" 

        pileupCaller --${mode} --singleStrandMode --sampleNames "${outprefix}" -f "${snpf1}" \ 

 -e "${tn1}"_1 < ${pileuppref}.pileup & 

        wait 

        printf "Used --singlestrandmode in pileupCaller for ${libtype}\n" 

        cp ${tn1}_1.geno ${of1}.geno 

    elif [[ ${nmask} -gt 0 ]]; then 

        bam2=${pt1}${iid}/BAM/${rid}.${spp}/${bamprefix}.bam 

        run_pileup_on_bam "${bam2}" "${tn1}_2" "${pileuppref}.m${nmask}" & 

        wait 

        printf "Running pileupcaller for ${libtype} library\n" 

        pileupCaller --${mode} --sampleNames "${outprefix}" -f "${snpf1}" \ 

 -e "${tn1}"_1 < ${pileuppref}.pileup & 

        pileupCaller --${mode} --sampleNames "${outprefix}" -f "${snpf1}" \ 

 -e "${tn1}"_2 < ${pileuppref}.m${nmask}.pileup & 

        wait 

        printf "Masked for transitions, unmasked for transversions for library type ${libtype}\n" 

        paste ${snpf1} ${tn1}_1.geno ${tn1}_2.geno | \ 

        awk '{if ($5$6 == "CT" || $5$6 == "TC"|| $5$6 == "GA" || $5$6 == "AG") print $8; \ 

 else print $7}' > ${of1}.geno 

     

 

 

 

else 

        wait 

        printf "Running pileupcaller for ${libtype} library\n" 

        pileupCaller --${mode} --sampleNames "${outprefix}" -f "${snpf1}" \ 

 -e "${tn1}"_1 < ${pileuppref}.pileup & 

        wait 

        if [[ ${libtype} == "non-UDG" ]]; then 

            echo "Using only transversion SNPs from geno for ${libtype}" 

            paste ${snpf1} ${tn1}_1.geno | \ 

            awk '{if ($5$6 == "CT" || $5$6 == "TC"|| $5$6 == "GA" || $5$6 == "AG") print 9; \ 

 else print $7}' > ${of1}.geno 
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        elif [[ ${libtype} == "full-UDG" ]]; then 

            echo "Using all SNPs from geno for ${libtype}" 

            cp ${tn1}_1.geno ${of1}.geno 

        else 

            echo "Warning: please check library type ${libtype}, Using all SNPs from geno." 

            cp ${tn1}_1.geno ${of1}.geno 

        fi 

    fi 

} 

 

main 

 

코드 16. 위에 저장한 코드들을 다음과 같이 순차적으로 돌려준다. autosnpf1는 1240K SNP에 대해 

eigenstrat 포맷의 .snp 형식의 파일이며, autoposf는 autosnpf의 2열(염색체)과 4열(SNP 위치)로 

이루어진 두 열로 된 파일이다. 
bedf="pos/to/bed" 

maskf="pos/to/masklist" 

popfile="pos/to/poplist" 

autosnpf1="/home/References/Human/SNPCapBEDs/1240K.snp" 

autoposf="/home/References/Human/SNPCapBEDs/1240K.pos.list.txt" 

 

scf1=./wrap_extract_1240K.sh 

scf2=./wrap_masksplitbam.sh 

scf3=./wrap_pileupcaller_eigenstrat.sh 

 

"${scf1} ${pt1} ${listf} ${inum} ${reff} ${bedf}" 

"${scf2} ${pt1} ${listf} ${inum} ${maskf}" 

"${scf3} ${pt1} ${listf} ${inum} ${reff} ${bedf} ${maskf} ${popfile} randomHaploid genotypes 

1240K.rmdup.q30 ${autosnpf1} ${autoposf} NA" 

 

 

하플로그룹 결정 

코드 17. wrap_ycall.sh로 저장해준다. 
#!/bin/bash 

pt1=$1  

listf=$2    

inum=$3 

reff=$4 

maskf=$5 

folder=$6 

workprefix=$7 

filtersex=$8 

source /path/to/main_utils.sh  # [코드 3] 

py="/opt/ohpc/pub/apps/yhaplo/2016-v1/callHaplogroups.py" 

read_listfile_into_variables && check_librarytype  

nmask=$(awk -v rid="${rid}" '$1 == rid {print $2}' ${maskf} ); nmask=${nmask:-0}  

bamprefix=${rid}.${spp}.${workprefix} 

sex=$(cat ${pt1}${iid}/coverage/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.txt \ 

| awk '{if ($3/($2+0.000001) > 0.7) print "F"; 

    else if ($3/($2+0.000001) < 0.3) print "U"; else print "M"}') 

 

if [[ "${filtersex}" == ${sex}  ]]; then 

    echo "Sample has same sex with filter sex, aborting Yhaplo call." 

    exit 0 

fi 

if [[ ${nmask} -eq 0 ]]; then 

    echo "Masking is 0" 

    outprefix=${rid}.${spp} 

elif [[ "${libtype}" == "non-UDG_NEB" ]]; then 

    echo "Masking is not 0 and nmask is ${nmask}, only left-mask due to NEB treatment." 

    outprefix=${rid}.${spp}.lm${nmask} 



2025             문형민 et al. — 고시료 유전체 시퀀싱 자료의 처리와 품질관리, 친족 관계 추정     35 

else 

    echo "Masking is not 0 and nmask is ${nmask}" 

    outprefix=${rid}.${spp}.m${nmask} 

fi 

echo "Eigenstrat sample ID is ${outprefix}" 

 

of1=${pt1}${iid}/${folder}/${rid}.${spp}/${outprefix} 

 

if [ -f "${of1}.geno" ] && [ -f "${of1}.ind" ]; then 

    echo "Files with prefix ${of1} are used." 

else 

    echo "No existing '${of1}.geno' or '${of1}.ind' files in ${folder}, exiting." 

    exit 1 

fi 

## Change EIGENSTRAT format data into yHaplo input format 

./EIGENSTRAT_to_yhaplo.py ${of1} 

 

echo "Running yhaplo..." 

python2 ${py} --ancStopThresh 10 -i ${of1}.genos.txt -o ${pt1}${iid}/${folder}/${rid}.${spp}/${outprefix} 

-c -hp -ds -dsd -as -asd 

cat ${pt1}${iid}/${folder}/${rid}.${spp}/${outprefix}/haplogroups.${outprefix}.txt | sort -k1,1 | awk 

'{OFS="\t"} {if ($2 == $3) print $1,$4"("$2")"; else print $1,$4"("$2","$3")"}' > ${of1}.result.txt 

echo "yhaplo ${version} results appended to ${of1}.result.txt" 

 

코드 18. EIGENSTRAT_to_yhaplo.py로 저장한다. 
#! /usr/bin/env python 

import re, sys, os, gzip 

arg = sys.argv 

## Read in arguments 

inFile = arg[1] 

def column(mat, i): 

    return [row[i] for row in mat] 

r1 = os.getcwd() + "/"; os.chdir(r1) 

## Import .geno, .snp and .ind files 

maps = [line.strip().split() for line in open(inFile + ".snp", "r").readlines()] 

ids = [line.strip().split()[0] for line in open(inFile + ".ind", "r").readlines()] 

genos = [line.strip() for line in open(inFile + ".geno", "r").readlines()] 

ninds = len(ids) 

nsnps = len(genos) 

a_refs = [val for val in column(maps, -2)] 

a_alts = [val for val in column(maps, -1)] 

hv = "ID\t" + '\t'.join(column(maps, 3)) 

F1 = open(inFile + ".genos.txt", "w") 

F1.writelines(hv + "\n") 

for i in range(ninds): 

    tgv = [val for val in column(genos, i)] 

    tgv2 = [a_refs[j] if v == "2" else a_alts[j] if v == "0" else "." for j,v in enumerate(tgv)] 

    F1.writelines(ids[i] + "\t" + '\t'.join(tgv2) + "\n") 

 

F1.close() 

 

코드 19. wrap_mtcall.sh로 저장해준다. 
#!/bin/bash 

pt1=$1 

listf=$2 

inum=$3 

reff=$4 

source /path/to/main_utils.sh  # [코드 3] 

read_listfile_into_variables && check_librarytype  

 

MTref1="/home/References/Human/hg19_MT.fasta" 

of1=${rid}.${spp}.circmapper 

bam1=${pt1}${iid}/circularMT/${rid}.${spp}/${of1}.rmdup.q30.MD.small.bam 
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mkdir -p ${pt1}${iid}/haplogrep2/${rid}.${spp}/ 

 

faout1=${pt1}${iid}/haplogrep2/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.circmapper.MTendo.schmutzi.nolen.fasta 

faout2=${pt1}${iid}/haplogrep2/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.circmapper.MTcont.schmutzi.nolen.fasta 

 

>${faout1} 

>${faout2} 

 

logf1=${pt1}${iid}/schmutzi/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.circmapper_nolen_final_endo.log ## log file for 

endogenous seq 

logf2=${pt1}${iid}/schmutzi/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.circmapper_nolen_final_cont.log ## log file for 

contaminant seq 

 

if [ -f ${logf1} ] &&  [ -f ${logf2} ]; then 

    echo "Contamination estimate exists." 

else 

    echo "Contamination estimate does not exist, running endoCaller." 

    faout1=${pt1}${iid}/haplogrep2/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.circmapper.MTnoest.schmutzi.nolen.fasta 

    >${faout1} 

    faout2="" 

    logf1=${pt1}${iid}/schmutzi/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.circmapper_noest_endo.log 

    logf2="" 

    endoCaller -cont 0 -seq ${pt1}${iid}/schmutzi/${rid}.${spp}/${rid}.${spp}.circmapper_noest_endo.fa -

log ${logf1} ${MTref1} ${bam1} 

fi 

 

for Q in 10 20 30; do hv=">"${rid}".q"${Q} 

    if [ -f "$logf1" ]; then 

        echo "reading ${logf1}... " 

        echo $(Jones et al.) >> ${faout1}; /opt/ohpc/pub/apps/schmutzi/src/log2fasta -q ${Q} ${logf1} \ 

| tail -n +2 >> ${faout1} 

    fi 

    if [ -f "$logf2" ]; then 

        echo "reading ${logf2}... " 

        echo $(Jones et al.) >> ${faout2}; /opt/ohpc/pub/apps/schmutzi/src/log2fasta -q ${Q} ${logf2} \ 

| tail -n +2 >> ${faout2} 

    fi 

done 

 

for fa in ${faout1} ${faout2}; do 

    if [ -f "$fa" ]; then 

        echo "deciding Haplogroup of ${fa}..." 

        java -jar /opt/ohpc/pub/apps/haplogrep/haplogrep-2.1.20.jar --in ${fa} --format fasta --out 

${fa}_1 

        cat ${fa}_1 | sed s/'"'/''/g | awk '{OFS="\t"} {print $1,$2,$3,$4,$5}' > ${fa}.call.txt 

    fi 

done 
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코드 20. 위에 저장한 코드들을 다음과 같이 순차적으로 돌려준다. 
bedf="path/to/bed" 

maskf="path/to/maskfile" 

popfile="path/to/popfile" 

ysnpf1_2016="/opt/ohpc/pub/apps/yhaplo/2016-v1/input/ISOGG_chrY_cleanup_170802.snp" 

yposf_2016="/opt/ohpc/pub/apps/yhaplo/2016-v1/input/ISOGG_chrY_cleanup_170802_hs37d5.list" 

 

scf1=./wrap_pileupcaller_eigenstrat.sh 

scf2=./wrap_ycall.sh 

scf3=./wrap_mtcall.sh 

 

"${scf1} ${pt1} ${listf} ${inum} ${reff} ${bedf} ${maskf} ${popfile} majorityCall Yhap_2016 

1240K.rmdup.q30 ${ysnpf1_2016} ${yposf_2016} F" 

"${scf2} ${pt1} ${listf} ${inum} ${reff} ${maskf} Yhap_2016 1240K.rmdup.q30 F" 

"${scf3} ${pt1} ${listf} ${inum} ${reff}" 

 

 

PMR 계산 

코드 21. Calculate_PMR_matrix.R로 저장한다. 
 

library(argparser, quietly=TRUE) 

 

# Create a parser 

p <- arg_parser("Calculate PMR using matrix multiplicaiton") 

 

# Add command line arguments 

p <- add_argument(p, "--geno", help="genotype file name, genotype should be delimited with space") 

p <- add_argument(p, "--ind", help="ind file name, individual should match genotype") 

p <- add_argument(p, "--outfile", help="output file name") 

p <- add_argument(p, "--pseudohaploid", help="pseudohaploid (TRUE) or diploid (FALSE)", default=F) 

 

# Parse the command line arguments 

argv <- parse_args(p) 

 

# Input files 

gfile=argv$geno 

ifile=argv$ind 

of1=argv$outfile 

pseudohaploid=argv$pseudohaploid 

 

# Import library 

library(data.table) 

 

geno <- as.matrix(fread(gfile,header=F,data.table=FALSE)) 

ind <- fread(ifile,header=F) 

colnames(ind) <- c("iid","sex","pid") 

 

# memory size of matrix 

print(paste0("The size of genotype matrix : ",as.integer(object.size(geno)/1e6)," Mb") ) 

 

# convert genotype matrix 

tic("Matrix multiplication") 

if (pseudohaploid) { 

    # first, calculate nmismatch (shifted later) 

    geno <- geno - 1 

    geno[geno %% 8 == 0] <- 0 # 9-1 as missing 

    count_matrix <- t(geno) %*% geno 

    # second, calculate nsnps by each individual pairs 

    geno[geno == -1] <- 1 

    nsnp_matrix <- t(geno) %*% geno 

     

 

# Third, combine it to calculate pmr 
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    pmr_matrix <- (-(1/2)*(count_matrix) + (1/2)*(nsnp_matrix))/(nsnp_matrix) 

    nmis_matrix <- -(1/2)*(count_matrix) + (1/2)*(nsnp_matrix) 

 

} else  { 

    # first, calculate nmismatch (shifted later) 

    geno_c <- geno - 1 

    geno_c[geno_c %% 8 == 0] <- 0 # 9-1 as missing 

 

    count_matrix <- t(geno_c) %*% geno_c 

 

    # second, calculate nsnps by each individual pairs 

    geno[geno == 0|geno == 2] <- 1 

    geno[geno == 9] <- 0 

 

    nsnp_matrix <- t(geno) %*% geno 

 

    # Third, combine it to calculate pmr 

    pmr_matrix <- (-(1/2)*(count_matrix) + (1/2)*(nsnp_matrix))/(nsnp_matrix) 

    nmis_matrix <- -(1/2)*(count_matrix) + (1/2)*(nsnp_matrix) 

 

} 

 

# convert to data table 

iid1_vec <- c(); iid2_vec <- c(); pid1_vec <- c(); pid2_vec <- c() 

nsnp_vec <- c(); nmis_vec <- c(); pmis_vec <- c() 

 

for (i in 1:(nrow(ind)-1))  { 

    for (j in (i+1):nrow(ind))  { 

        # unique indivs pairs 

        iid1 <- as.character(ind$iid[i]) ; pid1 <- as.character(ind$pid[i]) 

        iid2 <- as.character(ind$iid[j]) ; pid2 <- as.character(ind$pid[j]) 

        # add to vector 

        iid1_vec <- c(iid1_vec,iid1); iid2_vec <- c(iid2_vec,iid2); pid1_vec <- c(pid1_vec,pid1) 

 pid2_vec <- c(pid2_vec,pid2) 

        nsnp_vec <- c(nsnp_vec,nsnp_matrix[i,j]); nmis_vec <- c(nmis_vec,nmis_matrix[i,j]);  

pmis_vec <- c(pmis_vec,pmr_matrix[i,j]) 

    } 

} 

df <- data.frame(cbind(iid1_vec,pid1_vec,iid2_vec,pid2_vec,nsnp_vec,nmis_vec,pmis_vec)) 

colnames(df) <- c("IID1","PID1","IID2","PID2","nsnp","nmismatch","pmismatch") 

 

df[df$pmismatch==NaN,6] <- NA 

df[df$pmismatch==NaN,7] <- NA 

 

write.table(df, file=of1, quote=F, sep="\t", row.names=F) 

 

 

 

코드 22. 다음 코드로 실행을 한다. 
## Check pairwise mismatch rate. 

of1="/eigenstrat/prefix" 

outputname="name_of_output" 

 

cat ${of1}.geno |  sed 's/\(.\)/\1 /g' | sed 's/ $//' > ${outputname}.spacegeno 

 

Rscript ./Calculate_PMR_matrix.R -g ${outputname}.spacegeno -i ${of1}.ind -o ${outputname}_pmrres.txt" 
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영문초록  

Title: A guide to processing, quality control, and kinship estimation of genome-wide sequencing data from ancient 

samples 

Abstract: Next-generation sequencing (NGS)-based analysis of ancient biological tissues from post-mortem samples 

has become increasingly popular and expanding in the field of evolutionary genetics due to its utility. However, 

analyses based on high-quality modern DNA extracts that do not consider the unique characteristics of ancient DNA 

are prone to biases, thus requiring extreme caution. In this paper, we present principles and practical applications 

of ancient DNA processing and quality control, using sequencing data obtained from the femur of 11 ancient 

individuals from the Shiveet Khairkhan site of Mongol as an example case. We describe the manipulation of NGS 

based ancient DNA analysis including preprocessing steps such as quality control, as well as methods for estimating 

kinship relationships among ancient individuals. By doing so, we aim to enhance the understanding of analysis 

strategies tailored to ancient DNA NGS data. 
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