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ABSTRACT

Charonia sauliae, the largest sea snail is designated as the class I endangered species of red list data in Korea, 
because of habitat destruction and environmental pollution. For the conservation and restoration of this species, 
identification of genetic resources through transcriptomic and genomic studies, and investigation of ecological 
information are needed. In this study, we identified aquaporin (AQP) which plays an essential role in the water 
channel, by local-blast analysis with the nucleotide database of C. sauliae generated by Illumina Hi-Seq 2000 
next-generation sequencing platform. AQP of C. sauliae contained 897 bp of nucleotides encoding 299 amino acid 
residues. The domain analysis of AQP showed one aquaporin-like domain including six transmembrane domains, 
eight amino acid residues which are related to the amphipathic channel, and two Asn-Pro-Ala signature motifs 
(NPA boxes). 3-Dimensional analysis indicated that it included six alpha-helix structures, which formed the 
transmembrane channel. To understand the evolutionary-relationship of AQP, conducted the multiple alignments 
and phylogenetic analysis, resulting in that AQP contained highly conserved NPA boxes and transmembrane 
domain. AQP of C. sauliae was localized in the same branch with Pomacea canaliculata (Ampullariidae). In the 
future, our results provide valuable information for the functional characterization of marine invertebrate aquaporin.
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INTRODUCTION

무척추동물은 지구에서 가장 많은 종이 포함되어 있을 뿐 아

니라, 열대에서 극지, 육상에서 해양까지 다양하게 분포하며 

그중 절지동물과 연체동물이 가장 많은 부분을 차지하는 문이

다. 우리나라에는 2,500 종 이상의 해산 연체동물과 200종의 

육상 연체동물이 있을 것이라고 판단되는데, 아직까지 많은 생

물종에 대한 동정도 끝나지 않은 상태이며, 특히 연체동물의 

경우에는 유전체 및 전사체에 대한 연구가 많이 진행되지 않은 
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상황이다 (이 와 민, 2002; Bang et al., 2010; Kang et al., 

2015; Kang et al., 2016; Kang et al., 2019). 

국내에 서식하는 복족류 중, 가장 대형인 나팔고둥 

(Charonia sauliae) 은 남해 일부와 제주도 해역에 출현하는 

제한된 분포 지역을 보이고, 출현 빈도도 낮아 현재 환경부의 

멸종위기야생생물 1급으로 지정되어 있다. 나팔고둥은 양식생

물에 해를 끼치는 불가사리를 포식하여 개체 수를 조절하는 유

일한 천적으로 알려져 있다. 그러나 현재까지 나팔고둥에 대한 

분포와 생태 등의 기초적인 연구는 이루어지지 않았고, 일부 

종묘생산에 관련된 연구만이 이루어진 실정이다 (강 외, 2009; 

국립생물자원관, 2012). 

Aquaporin (AQP) 은 존스홉킨스 대학교 Peter Agre 에 

의해 처음으로 밝혀진 세포막 단백질로 세포내 또는 세포간 물

의 흐름을 조절하는 채녈 단백질이며, 그 결과는 2003년 노벨

화학상을 수상하게 하였다 (Agre, 2006).  그 이후 많은 연구

를 통해 인간에서 최소 13개 family가 발견되었으며, 이 외에

도 효모, 박테리아, 동물과 식물에서 AQP family가 확인되었

다. 적응은 다양한 서식지에서 생명체가 생존하는데 매우 중요

하게 작용하는데 세포막을 가로지르는 물과 다른 분자들의 통

과를 용이하게 하는 AQP 단백질은 복족류가 다댱한 서식지에

서 물의 균형을 조절하는데 중요한 역할을 하는것으로 알려져 

있으며, 이와 과련하여 유전자 연구를 포함한 분자생물학적 연

구들이 많이 진행되고 있다. 또한 복족류의 AQP 서열과 

NCBI 참고서열을 이용한 계통분석연구도 수행되었다

(Colgana et al., 2018). 

현재까지 NCBI taxonomy browser 에 등록이 되어있는 

나팔고둥의 유전정보는 Nucleotide 서열이 7개, Protein 서

열이 40개 그리고 국립해양생물관에 의해 밝혀져 있는 미토콘

드리아 유전체 서열 및, 37개 유전자 서열 정도인데 등록되어 

있는 유전자 서열은 모두 미토콘드리아 유전자들 이었다. 이렇

듯 나팔고둥의 유전자 관련 연구는 거의 되어있지 않아 유전자

원이 매우 부족한 상황이다.  본 연구진은 나팔고둥의 유전자

원의 구축 및 종 복원 사업의 기반을 만들기 위해 차세대 시퀀

싱 (NGS) 기술인 Illumina HiSeq 2000 를 사용하여 유전체 

분석을 실시한 바 있다 (SRR11069700). 이러한 데이터들은 

추후 나팔고둥 특이 유전자 기능 연구 및 나팔고둥이 절멸 되

었을 때 종 복원을 위한 데이터로 소중하게 활용될 수 있을것

이라 생각한다.  본 연구에서는 나팔고둥의 SRA 데이터에서 

AQP 유전자를 생물정보학적 방법으로 분석하여 AQP 유전자

의 정확한 서열을 확보하고 계통분류학적 분석을 하여 그 기능

을 연구하기 위한 기초데이터 확보에 그 목표가 있다. 

 

MATERIALS & METHODS

나팔고둥 (Charonia sauliae) 은 총알고둥목 (Littorinimorpha), 

수염고둥과 (Ranellidae) 에 속하는 복족류로 영산강유역환경

청에 허가를 받은 후 제주도에서 채집하였다. 채집 후 mRNA 

추출을 위해 내장낭 조직을 적출하였다.

1. cDNA library 구축

mRNA 추출을 위하여 나팔고둥의 내장낭 조직을 냉동상태

에서 분쇄한 다음 Trizol reagent (Invitrogen, 15596026) 

매뉴얼에 따라 RNA를 추출하였다. 추출된 RNA는 

NanoDrop-2000 spectrophotometer와 Agilent 2100 

BioAnalyzer RNA nano chip을 사용하여 quality control

을 수행하였다. cDNA library는 SureSelect Strand- 

Specific RNA Library Prep kit (Agilent Technologies, 

Santa Clara, California, United States) 을 사용하여 

illumina sequencing 용으로 제작하였으며, QPCR NGS 

Library Quantification Kit (Agilent Technologies, 

Santa Clara, California, United States) 와 Agilent 2100 

BioAnalyzer DNA 7500 chip 으로 library quality 

control을 진행하였다. 약 200 bp 사이즈로 만들어진 cDNA 

library는 clustering 과정을 거친 후 차세대 염기서열분석기 

(Next Generation Sequencing) Illumina HiSeq 2000 장

비를 사용하여 서열분석을 하였다. 

2. 나팔고둥의 aquaporin (AQP) 서열 확보

나팔고둥의 Transcriptome 분석 및 AQP 서열 확보를 위

해 차세대염기서열분석기를 이용하여 만들어진 raw read 를 

1차적으로 Cutadapt (v1.11) 프로그램으로 adapt sequence 

를 제거하였고, Sickle (v1.33) 프로그램으로 low quality 

sequence를 제거하여 clean reads를 확보하였다 (Martin; 

NA and JN, 2011). Clean reads 를 가지고 중복되는 부분

들을 assembly 해주는 Trinity (v2.0.4) 프로그램으로 contig 

를 생성하였다 (Haas et al., 2013). 생성된 contigs 로부터 

Transdecoder 프로그램을 이용하여 ORF 서열들을 뽑은 후, 

TGICL (TIGR Gene Indices Clustering tools) (v2.1) 프

로그램으로 클러스터링한 후 unigene 을 만들었다. (Pertea 

et al., 2003). 생성된 unigene 서열들은 PANM DB version 

3 에서 BLAST 프로그램을 통하여 annotation 을 진행하였

고, 이 결과 중 나팔고둥의 AQP 로 추정되는 서열들을 골라 

sixpack 프로그램 (EMBOSS package) 으로 가능한 아미노

산 서열들을 추출하였다 (Rice et al., 2000; Kang et al., 

2019). AQP 의 특징을 나타내는 것으로 알려진 First NPA 

box 와 Second NPA box 서열이 나팔고둥의 AQP 서열에도 

존재하는지 알아보기 위하여 다중서열정렬 분석을 수행하였다.  
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3. 나팔고둥의 aquaporin 기능 및 3D 단백질 분석

NCBI 에 등록된 데이터들을 이용하여 BLAST 를 통해 유

사한 서열에서 conserved domain 을 확인하였고, 

transmembrane helices 를 TMHMM Server v. 2.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/ services/TMHMM-2.0/) 를 통하여 

예측하였다. 또한 Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/ 

phyre2) 소프트웨어를 사용하여 단백질 3D 구조를 그림으로 

나타났다 (Kelley et al., 2015).

4. Multiple alignment 및 phylodendrogram 분석

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 의 nr (Non- 

redundant) 데이터베이스에서 BLAST 를 실행시켜 다른 근

연종들의 aquaporin 서열과 나팔고둥의 aquaporin 서열을 

FASTA 파일 방식을 바꾼 후 ClustalX2 (v2.1) 프로그램을 

이용하여 multiple alignment 를 진행하였다 (Larkin et 

al., 2007). 또한 MEGA X 프로그램을 이용하여 Maximum 

Likelihood 방법을 통해 phylogenetic dendrogram 을 도식

화 하였으며, 이를 바탕으로 나팔고둥의 AQP 서열을 다른 연

체동물들의 AQP 서열과 비교분석하여 근연종과의 유연관계 

및 계통분류학적 위치를 확인하였다 (Kumar et al., 2018).

RESULT & DISCUSSION

생물자원은 인간에게 있어 필수적인 가치를 지니고 있으나 

맹목적인 자원 채취와 인위적 생태계 교란으로 인해 급격한 감

소가 야기되고 있다. 이에 생물다양성을 보전하고자 2010년 

생물다양성협약 제 10차 당사국 총회에서 나고야 의정서가 채

택되었고 “유전자원에 대한 접근 및 이익 공유” 에 의해 생물

자원관을 중심으로 관련 연구가 지속적으로 수행되고 있다. 특

히 2014년 이후에는 차세대염기서열분석기술의 비약적 발전

을 바탕으로 멸종위기생물의 유전자원 보전을 위한 유전체 및 

전사체 확보가 시작되었다 (국립생물자원관, 2012).  

Aquaporin (AQP) 는 플라스마막과 세포간 유체 이동을 통

한 삼수압 물 수송 촉진 인산화 작용, 유비퀴티네이션, 소변 농

도 조절, 체액 분비, 세포 이동 및 신경 신호 전달과 같은 다양

한 역할 을 하는 것으로 알려져 있다 (Li and Wang, 2017, 

Verkman, 2017). 삼투압 조절 등 생체내에서 중요한 역할을 

하는 것으로 알려짐에 따라 임신, 성장 또는 여러가지 스트레스

가 주어졌을 때 등의 환경에서 유전자 발현 변화 등 많은 연구

가 수행되었다 (Park et al., 2000; 조 외, 2008; Jang et al., 

2011; Oh et al., 2011; Abir-Awan et al., 2019). 

체내 수분 결핍의 경우 AQP-1 의 발현이 낮게 나타나며, 수

분 과다 시에는 AQP-1 이 높게 발현되는 것으로 나타나고 있

으며, AQP-2 가 부족할 경우, vasopessin receptor 2 gene- 

vasopressin (V2R-VP) 신호가 억제되어 요붕증이나 야뇨증

이 일어난다고 알려져 있다. 또한 울혈성 심부전, 임신 시에는 

증가하는 경향이 있고, 비만인 경우에는 AQP-7 이 글리세롤 

전달 및 조직과 장기의 매개자 역할을 해 에너지 및 물질대사

에 작용한다고 한다. AQP-4 는 물질 이동, 신경 흥분 등의 역

할을 하면서 약물수송에도 도움을 주는 것으로 알려져있어 

AQP 대상 치료제 개발에 활용할 수 있을 것으로 사료된다 (김

외, 2001; Jin et al., 2006; Li et al., 2017; Lu, 2017; 

Silva and Soveral, 2017)

1. 나팔고둥의 aquaporin (AQP) 서열 확보

나팔고둥의 AQP 유전자 서열은 총 897 bp이며 299 개의 

아미노산으로 구성되어 있었다. Coding region 의 GC 함유

량은 53.67% 이고, 단백질 서열은 Glycine 이 32개 (10.7%), 

Alanine 이 30개 (10.03%), Valine 이 30개 (10.03%) 를 포

함하고 있었다 (Fig. 1). 나팔고둥의 AQP 서열과 인간 

AQP-4 서열을 비교하였을 때, First NPA box 와 Second 

NPA box 부분이 75% 일치하는 것을 확인할 수 있었다 

(Table. 1). 태아 뇌의 cDNA 라이브러리에 복제된 인간 

AQP-4 의 경우 rat의 AQP-4 와 94% 일치하는 암호화된 

301개의 아미노산을 가지고 있음이 확인되고 있어 AQP 서열

이 분자계통학적으로 의미가 있다고 판단하였다 (Li et al., 

2017). NCBI nr 데이터베이스에 BLAST를 통해 확인된 나

팔고둥의 AQP 서열과, NCBI Entrez 데이터베이스에서 

"Gastropoda aquaporin" 으로 검색 후 검증을 통해 최종적

으로 16종의 AQP 서열을 선별하였다.

2. 나팔고둥의 aquaporin 기능 및 3D 단백질 분석

AQP 의 3차원적 구조는 다양한 AQP 클래스 및 여러 종들

에 있어서 시퀀스 유사성의 유의한 차이에도 불구하고 크게 보

존되는 양상을 보였다. AQP 는 30kDa 단량체로 구성된 4차

구조 단백질로 각각 독립된 채널 역할을 하는 것으로 알려져 

있다. 6개의 transmembrane helices (정상적으로는 막에 대

해 약 30° 기울어져 있음) 가 있고, 항상 세포질 내에 위치하는 

소수성 단자 amino 와 carboxyl 그룹이 있는 것으로 알려져 

있다. AQP 는 아스파라긴-프로라인-알라닌 (Asn-Pro-Ala, 

NPA) 시퀀스가 매우 잘 보존된 3개의 세포외 루프와 2개의 

세포내 루프를 가지고 있다 (Li et al., 2017). BLAST를 통해 

MIP (Major Intrinsic Proten) superfamily가 conserved 

domain임을 확인할 수 있었다. MIP superfamily 의 구성원

들은 세포 밖으로, 그리고 세포들 사이에서 물, 작은 중성 분자, 

이온을 선택적으로 운반하는 막 채널로서의 기능을 하는 것으

로 밝혀져 있다. 나팔고둥의 AQP 아미노산 서열에서 MIP 

Superfamily 2개의 영역을 검색한 결과 특이적인 영역이 2부
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Fig. 1. Major intrinsic protein (MIP) superfamily. (A) Red letter: Characteristic part of MIP 
Protein 1, (B) Yellow letter: Characteristic part of MIP Protein 2. 
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분이 도출되었다 (Fig. 1.). Figure 1에서 빨간색으로 표기 된 

부분은 AQP 의 전형적인 2개의 NPA Box 영역을 보여주고 있

다. 또한 TMHMM Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/TMHMM-2.0) 를 통하여 6개의 transmembrane 

helix 영역을 확인할 수 있었다(Fig. 2.) 나팔고둥을 포함한 

17개의 복족류 단백질 서열을 비교 해 본 결과, 평균 260 개의 

아미노산으로 구성되어 있었으며, 서열이 매우 유사함을 확인

할 수 있었다. 3D 구조 분석결과  3D 구조 분석결과 6개의 

alpha-helix 구조와 1개의 beta-strand 구조로 구성되어 있

음을 확인하였다. 또한 Phyre2 프로그램을 이용하여 인간의 

AQP-4 서열 (NP_001304313.1) 과 나팔고둥의 AQP 서열의 

단백질 3차 구조를 비교하였을 때 그 구조가 매우 유사함을 확

인할 수 있었다 (Fig. 3). 인간 AQP-4 는 체내에 수은이 많이 

축적될 경우 발현되는 것으로 알려져 있어, 아미노산 서열 및 

3차구조가 유사한 나팔고둥의 AQP 또한 수은함량과 연관되어 

있을 것이라 추정 할 수 있으나 현재까지 나팔고둥을 포함한 

어떠한 연체동물에서도 관련 연구가 진행된 바 없어 후속 연구

를 통해 밝혀져야 할 것으로 사료된다.

 

2. Multiple alignment 및 phylodendrogram 분석

나팔고둥 AQP 서열 포함 17종의 AQP 아미노산 서열 데이

터 세트의 ClustalX2 분석결과 연체동물문 특이적패턴 유사

도를 확인하였으며 (Fig. 4), MEGA X 프로그램을 이용한 

Maximum Likelihood phylodendrogram 분석 결과 크게 3

개의 group, 11개 목으로 분류됨을 확인할 수 있었다. 나팔고

둥은 최근 생태계 교란종으로 지정된 왕우렁이 (Pomacea 

canaliculata) 가 속한 사과우렁이과 (Ampullariidae) 와 같

은 그룹으로 묶였으며 (방 와 조, 2008), 군소류의 Aplysiidae

의 Aplysia californica, Plakobranchidae의 Elysi 

choloretica로 각각 나뉘었고, 바다달팽이 종류인 Lottiidae의 

First NPA box Second NPA box

NP_001304313
(Human Aquaporin-4)

HISGG-HI NPA VTVAMVC NYTGASM NPA RS-GPAV

SCH_Cs_Uni_22788 HVSGG-HI NPA VTIAMAV NFTGASM NPS RTMGSAV

AHL29026.1 HISGG-HV NPA VTIAALF PYTGASL NPA RSFGPAL

AHL29028.1 HISGG-HV NPA VTIAALF PYTRASL NPA RSFGPAL

XP_005111061.2 HVSGG-HI NPA VSIAMAV QYTGSSM NPS RSLGSAV

AOS89753.1 HVSGG-HI NPA VSIAMAV NYTGSSM NPS RSLGSAV

RUS77374.1 HVSGG-HI NPA VTIAMAV QYTGSSM NPS RSLGSAV

XP_009050122.1 HVSGG-HV NPA VTVAMTV SFTGASM NPA RSLGSAV

AYH91719.1 HVSGG-HI NPA VTIAMAV KFTGCGI NPS RSLGSAV

AJF12150.1 HISGG-HF NPA VSLGLLA TLTGSSM NPA RSLGSAV

XP_011446842.1 HISGG-HF NPA VSLGLLA TLTGSSM NPA RSLGSAV

XP_022345267.1 HISGG-HF NPA VSLGLLA SLTGSSM NPA RSLGSSV

XP_021364227.1 HVSGG-HF NPA VSVGMAV HFTGASM NPS RSLGSAI

XP_014767491.1 HISGG-HI NPA VTIAMAI HLTGSSI NPA RSLGSAA

AUJ87723.1 RINGPPQM NPA ITLAMLC NCHCLSA CLP ICQLNVS

AUJ87719.1 RINGPPHM NPA ITLAMLC SEQQE-- --- --------

AUJ87726.1 RINGPPQM NPA ITLAMLC ------- --- --------

XP_013086008.1 TVSGG-HV NPA ISLGFLI QISGGCM NPI RSLGPAV

Table 1. Comparison of aquaporin sequence between Human aquaporin-4 and gastropoda aquaporin
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Fig. 2. Nucleotide and deduced the AQP amino acid sequence of C. sauliae. (A) red box = 
prediction of transmembrane helices in proteins (B) “*” indicate termination codon.
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Lottia gigantean, Planorbidae의 Biomphalaria glabrata, 

물달팽이 Lymnaeidae의 Lymnaea stagnalis, Stagnicola 

palustris 로 grouping 됨을 확인하였다. 그리고 Helicinidae 과

의 Pleuropoma jana, Georissa laseroni, Nerita melanotragus 

으로 나뉘었고, Helicidae 의 식용달팽이로 많이 알려지고, 에스카

르고로도 알려진 Helix pomatia, 로 계통적으로 분류되는 것을 

확인할 수 있었다. Pectinidae (가리비과) 의 큰가리비인 

Mizuhopecten yessoensis, Ostreidae (굴과) 인 Crassostrea 

hongkongensis, Crassostrea gigas, Crassostrea virginica 

는 Bivalvia 그룹에 속하고, Octopoadidae 인 Octopus 

bimaculoides 가 Cephlopoda 그룹에 속하는 것을 확인하였다 

(Fig. 5.). 일부 몇 종의 AQP 서열은 First NPA box 와 

Second NPA box 에 일치되지 않았는데, 이는 아미노산 

alanine 과 serine 사이의 mistranslation 때문일 것으로 추측

될 뿐 분자생물학적 분석이 더 필요할 것으로 생각된다 (Guo et 

al., 2017). 향후 더 많은 연체동물들의 AQP 서열이 발굴, 축

적된다면 계통분류학적 체계적인 연구가 더 원활하게 진행될 

수 있을 것 이라 판단된다. 또한 계통분류학적 관계 구명 뿐 아

Fig. 4. Multiple sequence alignment result of C. sauliae and 16 AQP protein reference sequences. There are First NPA 
box and second NPA box. The analysis was performed by clustalX2 using representative amino acid sequences 
from Octopus bimaculoides (XP_014767491.1), Aplysia californica (XP_005111061.2), Helix pomatia (AOS89753.1), 
Elysia chlorotica (RUS77374.1), Pomacea canaliculata (AYH91719.1), Charonia sauliae (SCH_Cs_Uni_22788), 
Lottia gigantea (XP_009050122.1), Biomphalaria glabrata (XP_013086008.1), Lymnaea stagnalis (AHL29026.1), 
Stagnicola palustris (AHL29028.1), Pleuropoma jana (AUJ87726.1), Georissa laseroni (AUJ87723.1), Nerita 
melanotragus (AUJ87719.1), Mizuhopecten yessoensis (XP_021364227.1), Crassosrea virginica
(XP_022345267.1), Crassosrea hongkongensis (AJF12150.1), Crassosrea gigas (XP_011446842.1)

Fig. 3. The predicted three dimensional structure of aquaporin sequence by Phyre2 with Human Aquaporin-4 and 
Charonia sauliae Aquaporin.  
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니라 다양한 부분에 있어서 AQP 에 관한 자료와 연구가 축적

되고 있어서, 여러가지 다양한 연구가 수행 될 수 있는 기반이 

곧 갖춰질 것이라 판단된다.

요  약 

나팔고둥은 멸종위기 1급인 동물로 현재까지 양식 및 종묘

생산 관련 연구 이외에는 연구가 잘 되어있지 않아 유전자원확

보가 필요한 상황이다. 본 연구에서는 나팔고둥의 전사체 연구

결과를 활용하여 aquaporin (AQP) 서열을 추출하였다. 나팔

고둥 (Charonia sauliae) AQP 유전자는 897 bp의 염기서열

로 구성되어 있으며, 299 개의 아미노산으로 이루어져 있었다. 

인간 AQP-4 아미노산서열 및 단백질 3차구조가 매우 유사하

며, conserved domain 확인 결과 6개의 transmembrane 

helix 영역을 포함하고 있었다. BLAST 결과를 토대로 모은 

16 종 AQP 서열과 비교한 결과 나팔고둥 의 AQP 서열은 

Ampullariidae 에 속하는 Pomacea canaliculata 와 같은 

그룹으로 묶이는 것을 확인할 수 있었다. 나팔고둥의 AQP 서

열은 다른 연체동물들의 AQP 서열과 마찬가지로 계통분류학

적 연구에 활용될 수 있음을 알 수 있었다.
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