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요   약

본 논문에서는 교잡반응된 스팟을 템플릿 정합법으로 감지하는 온-오프 형태의 DNA 마이크로어레이 영상의 자

동분석을 위한 새로운 비선형 정합도를 제안한다. HPV DNA 칩의 목표 스팟은 인유두종 바이러스(HPV)의 종을 

알아내기 위해서 설계된다. 제안하는 척도는 전체 템플릿 영역을 이진 문턱값으로 양극화하여 스팟 영역 내의 밝

은 화소의 개수를 취해서 얻는다. 이 척도를 추정된 마커 위치의 정확도 관점에서 평가하여 정규화된 상관도보다 

우수함을 보인다.

Key Words：template matching; nonlinear matching measure; DNA chip; microarray; HPV.

ABSTRACT

In this paper, we propose a new nonlinear matching measure for automatic analysis of the on-off type DNA 

microarray images in which the hybridized spots are detected by the template matching method. The proposed 

measure is obtained by binary-thresholding over the whole template region and taking the number of white pixels 

inside the spotted area. This measure is compared with the normalized covariance in terms of the classification 

ability of the successfulness of the locating markers. The proposed measure is evaluated for the scanned images 

of HPV DNA microarrays where the marker locating is a critical issue because of the small number of spots. 

The targeting spots of HPV DNA chips are designed for genotyping 22 types of the human papilloma 

virus(HPV). The proposed measure is proven to give more discriminative response reducing the miss cases of the 

successful marker locating.

Ⅰ. 서 론

  마이크로어레이 영상의 자동분석은 DNA 마이크

로어레이를 사용하는 대량 검사에 있어 주요 관심

사이다. 분석은 일반적으로 스팟(spot)의 위치를 찾

아내는 단계와, 각 스팟의 신호 강도를 측정하는 단

계로 구성된다
[1,2]. 스팟의 위치를 찾기 위하여 일반

적으로 마이크로어레이에 관한 사전정보를 이용한 

이상적인 템플릿을 활용한다[1-5]. 교잡반응(hybri-

dized)된 영상 전체에 대해서 미리 정해진 템플릿을 

시험하여 스팟 위치들의 상대적 기준을 찾는다. 이 

과정은 참고문헌 [6]에서와 같이 비교적 많은 수의 

교잡반응된 스팟을 갖는 마이크로어레이의 경우에는 

용이하다. 하지만, HPVDNAChip
TM ((주)바이오메드
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랩)과 같이 스팟 수가 충분한 응답을 얻기에 너무 

적으면 스팟의 위치를 찾아내는 것이 어려울 때가 

있다. 이 마이크로어레이에는 기준위치로 사용할 수 

있는 마커 스팟이 4개 밖에 없기 때문에 템플릿 정

합도를 신중히 선택해야 한다.

  HPVDNAChipTM 은 자궁경부암의 주요 원인 중

의 하나인 인유두종 바이러스(HPV) 감염을 진단하

기 위해 설계되었다. 여기에는 그림 1에서 보이듯이 

한 환자에 해당하는 챔버가 4개 있다. 각 챔버는 동

일한 스팟들의 집합을 2개 가지고 있어 진단의 신

뢰도를 높인다. 하나의 스팟 집합에는 4개의 마커와 

22쌍의 HPV 유형의 올리고 뉴클레오티드 탐색자

(probe)가 있다. 한 유형의 HPV 올리고 뉴클레오티

드 탐색자는 동일 유형에 대해서 두 번씩 쌍으로 

찍혀 22개의 다른 HPV 유형의 탐색자 쌍을 구성한

다. 각 집합에서 인간의 베타 글로빈(β-glonin)을 감

지하는 마커들을 탐색자의 위치식별과 교잡반응의 

성공여부를 검증하는데 선택하였다.

  샘플의 표적 DNA는 PCR증폭되어 칩에서 교잡

반응된다. PCR증폭과정에서 CY5 형광물질이 불규

칙하게 붙어 스캐닝 후 칩에 교잡반응된 위치를 시

각화한다. 이 DNA 칩의 신호감지 방법은 비율영상

기법
[6]으로 분석되는 일반적 발현 DNA 칩과는 상

이하다. 단순히 스캐너로 형광 스팟을 찾아서 읽는 

온-오프 형태의 DNA 칩이다.

  자동분석은 지정된 스팟들을 포함하는 충분한 영

역을 스캐닝하는 것으로 시작한다. 도터와 스캐너가 

스팟 집합들 사이를 구분할 수 있을 정도의 신뢰성

을 제공하기 때문에 각 스팟 집합의 스캐닝 영역은 

미리 정할 수 있다. 하지만 그 영역 내의 집합의 위

치는 마커를 찾아야 알 수 있다. 일단 마커를 찾으

면, 각 탐색자의 상대위치 편차는 매우 작기 때문에 

탐색자 스팟의 근사 위치를 미리 정할 수 있다.

그림 1. HPV DNA 마이크로어레이의 구조

  온-오프 형태의 마이크로어레이의 응용에서 템플

릿 정합법이 적절한 성능을 내는 것으로 보고되었

다[5]. 그러나 영상 밝기의 높은 편차와 클러스터 잡

음 등에 의하여 평균이나 중간값을 사용하는 템플

릿 정합법의 성능이 저하된다. 한편 마커 스팟들의 

상대적 거리에 해당하는 사전정보와 정규상관도를 

사용하는 템플릿 정합법을 융합하여, 전역적으로 특

징을 찾을 때 템플릿 정합법의 국소성을 보상해 준

다
[7]. 하지만 본 논문에서 제시하듯이 정규상관도는 

마커 위치 찾기의 성공과 실패를 분류하는데 있어 

좋지 않은 성능을 보인다. 마커 위치 찾기가 실패할 

때도 척도는 상대적으로 큰 응답을 보일 수 있기 

때문에, 마커위치 찾기의 성공을 분류하는 성능을 

줄이는 대가를 감수해야 한다.

  칩 분석 전문가들은 각 화소의 절대 밝기보다는 

밝은 화소의 분포로 교잡반응된 스팟을 구분하는 

경향이 있다. 스팟 영역이 배경보다 상대적으로 높

은 강도의 화소로 채워져 있으면 그 스팟을 교잡반

응된 것으로 판단한다. 이러한 관찰로부터, 본 논문

에서는 각 화소들의 밝기 변동에 무관한 비선형 정

합도를 소개한다. 제안된 척도와 정규상관도의 성능

을 비교하기 위하여 참고문헌 [5]에서와 같은 비교

방법을 채택하였다. 각 척도의 성능을 615명의 환자

에 해당하는 1,230 개의 스캐닝된 영상에 대해서 

평가하고, 마커 위치 찾기의 실패 판단기준에 분석

의 초점을 맞춘다. 다음 장에서 제안된 척도, 마커 

위치 찾기 방법, 정규상관도에 대해서 자세히 설명

한다. III장에서는 각 척도를 비교하고, 마지막 장에

서 결론과 토의사항을 논한다.

Ⅱ. 템플릿 정합법으로 마커 위치 찾기

  그림 2는 스캐닝된 챔버 영상과 확대된 스팟 영

상을 보여준다. 그림 2(a)는 스팟 집합을 포함하도

록 미리 정해진 슬라이드의 한 영역을 스캐닝하여 

얻은 영상이다. 전술한 바와 같이 영상좌표 상에서 

스팟 위치가 마이크로어레이의 생산공정에 의해 보

장되지 않기 때문에 스팟의 위치를 영상 내에서 찾

아야 한다. 그림 2(b)와 (c)는 영상 (a)에 있는 스팟

을 확대한 것이다. 그림 2(c)에서 보이는 것처럼, 교

잡반응된 형상은 도터 핀의 형상과 다를 수 있다. 

스팟 영역에서의 밝기의 평균과 분포도 불규칙할 

수 있다. 이러한 현상에 대해 많은 원인이 있기는 

하지만, 현재 스팟 형상에 대한 적절한 모델이 없기 

때문에 그림 2(d)에서 보이는 간단한 템플릿을 사용
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그림 2. 스캐닝된 챔버영상과 가능한 템플릿의 예

하는 것이 적절할 것이다. 템플릿 내의 밝기 함수로

는 참고문헌 [1]에서와 같이 전문가가 선택한 스팟 

영상 조각들에 대한 평균이나 참고문헌 [2]에서와 

같이 미지의 스팟 크기를 수용할 수 있는 가우시안 

함수를 사용할 수 있다. 하지만 본 응용에서는 유닛

함수(unit function)가 충분하다고 검증되었다. 따라

서 스팟 영역(흰색 상자)에서는 밝기가 1이고 배경 

영역(빗금 친 상자)에서는 밝기가 -1인 템플릿 함수

를 설정하였다. 배경의 크기는 스팟 영역의 크기와 

같도록 하여, 교잡반응된 스팟이 존재하지 않는 곳

에서의 정합응답의 편이를 없애도록 하였다.

  전 절에서 언급한 스팟의 크기나 모양 외에 두 

가지 사전정보를 추가할 수 있다. 하나는 마커들이 

수직으로 정렬되어 있다는 것이고, 다른 하나는 마

커 사이의 상대적 거리가 알려져 있다는 것이다. 이 

사전정보들을 템플릿 자체에 합치는 것보다 응답 

영상에 적용하는 것이 우수하다는 것이 검증되었다
[5]. 즉, 그림 3에서 보이는 전역적 배경을 갖는 템

플릿을 사용하여 최대 응답위치를 찾는 것보다 다

음과 같은 절차가 더욱 우수한 성능을 보인다.

그림 3. 전역적 배경을 갖는 템플릿

마커 위치 찾기 절차:

  1. 단일스팟의 템플릿을 사용하여 전체 탐색 영역

에 대해서 템플릿 정합 응답 ),( jkm 을 계산한다.

  2. 마커의 상대적 위치들의 평균값 jkm 4
1),( =

( ) ( ) ( ) ( ){ }jdxkmjdxkmjdxkmjkm ,3,2,1,4 ++++++ 이 최

대가 되는 위치 (k,j)를 찾는다.

  3. 마커 위치 찾기가 성공했는지 판단한다.

  이 절차에서 dx1, dx2, dx3은 각각 상단 마커로 

부터의 상대적 거리이다.

  마커 위치 찾기가 성공했는지 판단하기 위해서, 

평균값의 분포를 조사하는 것이 유용할 것이다. 즉, 

응답이 최대치에 가까운 위치가 여러 개 존재하면 

최대 응답이 있는 위치를 성공적으로 찾은 마커 위

치라고 할 수 없다. 템플릿 정합 응답의 위치에 따

른 변동을 보상하기 위해서, 다음과 같은 MSR 

(maximum-to-sigma ratio)을 정의하였다.

               m
m

mr
σ

max=
 (1)

  여기서, maxm 와 mσ 는 응답의 최대값과 표준 편

차이다. MSR을 사용하면 ‘마커 위치 찾기 절차'의 

세 번째 과정은 다음과 같이 바뀐다.

       mr > T, success otherwise, fail (2)

  가능한 선형 정합도는 다음과 같은 상관도(C)와 

그 정규화된 형식 (NC)이다

     
∑

∈
++=

Templatelk
ljkiIlkTjiC

,
),(),(),(
,

      ),(
,

),(),(
),(

jiIT

Templatelk
ljkiIlkT

jiNC
σσ

∑
∈

++

=
 (3)

  여기서, Tσ 와 ),( jiIσ 는 각각 템플릿 함수값과 템

플릿 영역에 있는 영상 밝기의 표준편차이다. T(k,l)

은 마커 영역에서 1, 배경에서 -1을 갖기 때문에, 

상관도 C는 스팟 영역 내의 영상 밝기와 배경의 영

상 밝기 사이의 평균 차이가 된다. 스팟의 높은 밝

기 변동으로 특정 탐색자 스팟이 높은 응답을 낼 

수 있기 때문에, 이는 본 응용에서는 적절하지 않

다. 특히, 교잡반응된 탐색자들이 많을 경우 탐색자 

위치에서 더 높은 정합 응답을 내는 경우가 있다.

  정규상관도 또한 스팟 영역과 배경 영역 사이의 

평균 밝기 차이라고 할 수 있지만, 전체 템플릿 영

역의 신호 파워로 정규화된 것이다. 정규화는 어느 

정도 신호 밝기 변동을 감소시키지만, 신호변동에 

더욱 무관한 척도를 만들기 위해서, 다음 식과 같이 

극단적인 척도를 생각해볼 수 있다.
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,:

  여기서, )(⋅No , p , )( pi 는 각각 집합 원소의 개

수, 화소, 화소의 강도를 나타낸다. 문턱값의 설정은 

이 문턱 값 보다 작은 화소 개수와 큰 화소 개수가 

같도록 정한다. 이 척도는 상대적으로 밝은 화소로 

채워진 스팟 영역의 양을 나타내어, 전문가들이 교

잡반응된 스팟을 조사하는 방식을 모사(simulate)한 

것이다. 실제로는, 전체 화소 수가 템플릿 크기로 

고정되기 때문에, 다음 식과 같이 스팟 영역 내의 

밝은 화소 개수만으로도 이 척도를 위해서 필요 충

분한 양이 된다.

{ }( )ThresholdpiSpotAreappNojiM >∈= )(,:),(   (5)

  다음 절에서 식 (5)의 제안된 척도를 마커 위치 

찾기에 적용하여 식 (3)의 정규상관도와 비교하여 

평가한다. 각 척도를 비교하기 위해서, 다음의 두 

가지 관점을 고려한다. 첫째, 마커 위치 찾기의 실

패를 정의해야 한다. 둘째, 실패의 문턱값을 정의해

야 한다. 본 논문에서는, 실패를 주관적으로 정하고, 

실패의 문턱값은 MSR을 사용하였다. 마커를 성공

적으로 찾는다 해도, MSR이 식 (2)의 문턱값보다 

작으면 포기해야 한다. 그러므로, 실패 문턱값 아래

에 위치하는 성공 경우 수를 작게 하기 위하여, 척

도가 마커 위치 찾기의 성공 여부를 좀더 엄격히 

분류할 수 있어야 한다.

Ⅲ. 실험 결과

  1,230개의 스캐닝된 영상에 대해 각 척도의 MSR

을 그림 4에 산포도로 표시하였다, X축은 정규상관

도를 사용한 경우의 비율을, Y축은 제안된 방법을 

사용한 경우의 비율을 나타낸다. 이 그림은 두개의 

척도가 매우 깊은 상관관계에 있음을 보여준다.

  ‘TRUE'로 붙여진 검은색 원은 두 가지 척도 모두 

마커를 성공적으로 찾은 것을 나타낸다. 다른 기호

들은 적어도 하나의 척도로는 잘못된 마커 위치를 

찾은 것을 나타낸다. 그림 4에서 ‘X'로 표시된 점들

은 그림 5에 표시된 예처럼 마커와 탐색자가 모두 

교잡반응되지 않은 경우이다. 16배 증폭과 감마 수

정을 통해서도 마커와 탐색자를 찾을 수 없었다.
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그림 4. 평균 정규상관도와 제안된 척도에 대한 MSR. 각 데
이터 점들은 영상에서 얻은 것임. X축과 Y축은 각각 정규상
관도와 제안된 방법의 평균값의 MSR을 나타냄.

그림 5. 마커와 탐색자가 교잡반응되지 않은 영상 예. 두 가
지 척도 모두 마커 위치 찾기를 실패. 모든 영상은 표시를 
위해 16배 증폭, 감마 조정되었음.(왼쪽부터 원본 영상, 정규
상관도로 찾은 결과, 제안된 척도로 찾은 결과)

그림 6. 탐색자만 교잡반응된 영상에 대해서 마커 위치를 찾
은 결과. 두 가지 척도 모두 마커 바로 좌측에 있는 탐색자
를 마커로 잘못 찾았음. 모든영상은 표시를 위해 16배 증폭, 
감마 조정되었음.(왼쪽부터 원본 영상, 정규상관도로 찾은 결
과, 제안된 척도로 찾은 결과)

  그림 6에서와 같이 탐색자만 교잡반응된 경우 그 

탐색자를 마커로 오인하여, 각 척도에 대한 MSR이 

상대적으로 컸다(그림 4에서 흰색 원).

  그림 7에서와 같이 마커가 아주 희미할 경우 

MSR은 이전 예와 비슷한 값을 갖는다(그림 4에서 

세모). 그림 7의 가운데 그림에서처럼, 정규상관도가 

적절한 마커 위치를 찾는 것처럼 보이지만, 그림 6
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그림 7. 마커가 아주 희미한 영상에 대해서 마커 위치를 찾
은 결과. 정규상관도로 마커를 올바로 찾았음. 모든 영상은 
표시를 위해 16배 증폭, 감마 조정되었음.(왼쪽부터 원본 영
상, 정규상관도로 찾은 결과, 제안된 척도로 찾은 결과) 

그림 8. 클러스터 잡음이 많은 영상에 대해 마커 위치를 찾
은 결과. 제안된 척도로 마커를 올바로 찾았음. 모든 영상은 
표시를 위해16배 증폭, 감마 조정되었음.(왼쪽부터 원본 영상, 
정규상관도로 찾은 결과, 제안된 척도로 찾은 결과)

그림 9. 마커가 수직으로 정렬하지 못한 영상에 대해 마커 
위치를 찾은 결과. 제안된 척도로 마커를 상당히 근접하게 
찾았음. 모든 영상은 표시를 위해 16배 증폭, 감마 조정되었
음.(왼쪽부터 원본영상, 정규상관도로 찾은 결과, 제안된 척도
로 찾은 결과)

에서처럼 잘못된 위치에서 MSR이 크게 나올 수 있

기 때문에 실패로 간주해야 한다.

  그림 8에서와 같이 클러스터 잡음이 많은 경우, 

제안된 척도를 사용해야 마커를 정확히 찾을 수 있

었고 MSR도 상당히 컸지만, 정규상관도를 사용할 

경우 마커를 찾는 데도 실패했을 뿐 아니라 응답치

도 마커나 탐색자 모두 교잡반응이 일어나지 않은 

경우와 같이 매우 작았다(그림 4에서 마름모).

  그림 9에서와 같이 도터의 오동작으로 마커가 수

직으로 정렬하지 못하는 경우에 대하여는 MSR이 

비교적 큰 값을 나타내었다(그림 4에서 두 개의 사

각형). 이 경우 도터의 품질관리에 의해 개선될 수 

있지만, 성능 비교를 위해서 실패 경우로 판정하였

다. 그러나 이 영상들에 대하여도 정규상관도보다 

제안된 척도가 마커의 위치를 상당히 근접하게 찾

았다.

  제안된 척도를 정규상관도와 비교하기 위해서 세 

개의 실패 문턱값을 선택하였다. 첫 번째는 두 가지 

척도 모두에 대해 실패한 경우로 그림 4에서 ‘X'표

시된 경우들의 최대 값이다. 두 번째는 탐색자만 교

잡반응된 경우(그림 4에서 흰색 원)와 마커가 불분

명한 경우(그림 4에서 삼각형)의 최대를 취하였다. 

세 번째는 마커가 정렬되지 않은 경우들의(그림 4에

서 사각형) 최대 값으로 정하였다. 표 1은 각 실패 

문턱값 아래의 ‘TRUE'데이터 점 개수와 이 점들의 

MSR이 가우시안 분포를 가진다는 가정 하에서 실

패 문턱값 아래인 확률을 나타낸다.

  표 1은 본 논문에서 조사한 모든 경우의 실패에 

대해서 제안된 척도가 정규상관도보다 엄격히 분류

할 수 있다는 것을 나타낸다. 본 논문에서 조사하지 

않은 다른 실패 경우를 예측하기 위해서, 첫 번째 

문턱값에서 세 번째 문턱값으로 실패 문턱값을 변

화시키면서 ‘TRUE' 데이터 점 개수의 증가 경향을 

조사할 가치가 있다. 비율이 첫 번째 실패 문턱값보

다 작으면, 마커 위치 찾기가 실패라고 확신할 수 

실패

문턱값 

실패 문턱값 아래의 

‘TRUE'데이터

점 개수

가우시안 분포

가정하에서 문턱값

아래일 확률 (%)

NC Proposed NC Proposed

첫 번째 1 0 0.03 0.00

두 번째 2 0 0.23 0.01

세 번째 64 51 4.59 3.08

표 1. 그림 4에서 각 문턱값 아래의 'TRUE'데이터 점 개수 
(1,248 ‘TRUE'데이터 점)

Failure threshold

그림 10. 실패의 문턱값이 첫 번째 값 (T1)에서 세 번째 값 
(T3)로 변할 때, 그 아래에 위치하는 성공 경우의 개수가 변
하는 양상
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있다. 그러나 세 번째 문턱값을 성공의 판단 경계로 

간주할 수 있을지는 현재로서는 확실치 않다. 마커

가 정렬된 정도는 칩 제작 품질의 보증을 어느 선

까지 하느냐에 의해서 결정되기 때문이다. 그렇지만 

예상되는 모든 실패 경우의 MSR은 첫 번째와 세 

번째 문턱값 사이에 있다고 가정할 수 있다. 그림 

10은 실패 문턱값의 변화에 따른 문턱값 아래의 

’TRUE' 데이터 점의 변동을 나타낸다.

Ⅳ. 결 론

  본 논문은 마커 스팟(marker spot) 영역에 있는 

밝은 화소 개수를 측정하여 척도로 사용하는 비선형 

정합도를 제안하였다. 제안한 척도를 마커들의 상대

거리의 사전정보를 융합한 템플릿 정합법에 적용하

고, 정규상관도를 사용했을 때와 비교 검토하였다.

  1,230개의 HPV(인유두종 바이러스) 마이크로어레

이에 대해서 마커 위치 찾기 성능을 비교하였다. 또

한 실패 경우(failure case)를 분석하여 마커 위치 

찾기의 성공을 결정하는 경계인 실패 문턱값을 정

의하고, 그 문턱값 아래의 성공 경우 수가 얼마나 

작은가 하는 것을 성능의 판단기준으로 채택하였다. 

이것은 척도가 성공을 엄격히 분류할수록 그 개수

가 줄어든다는 사실로부터 정한 것이다. 모든 경우

의 실패에 대해서 제안된 척도는 정규상관도보다 

월등한 성능을 보였고, 본 실험에서 발견되지 않은 

다른 가능한 경우의 실패에 대해서도 더 우수하게 

동작할 것이라는 가능성을 보였다.

  마커가 수직으로 정렬되지 않은 경우, 두 가지 척

도 모두 상대적으로 높은 값을 보였다. 이 경우를 

실패로 간주하면, 문턱값이 너무 높아져 성공적으로 

마커를 찾은 경우를 많이 포기해야 한다(정규상관도

의 경우 4.59%, 제안된 척도의 경우 3.08%). 이는 

마커 위치 찾기 방법에서, 마커가 수직으로 정렬되

어 있다는 가정을 사용하였기 때문이다. 이와 같은 

결과는 마이크로어레이 분석에 뿐만 아니라, 칩 제

작의 품질을 보증하는데 사용될 수 있다. 또한, 본 

논문에서 제시한 근간 작업(frame work)은 이러한 

종류의 칩의 다른 설계 문제를 다루는데 도 사용될 

수 있다.
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