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코끼리조개 (Panopea japonica) 의 Metallothionein 

유전자를 활용한 분자계통학적 연구
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ABSTRACT

Metallothionein (MT) plays an important role in protecting cells from harmful substances. MT is a protein with less 
than seven kDa with large amounts of cysteine residues, which have been studied as a phylogenetic biomarker with 
unique patterns not only in vertebrates but also in Mollusca. Panopea japonica is a giant clam that lives on the coast 
of the East Sea in Korea. Nevertheless, little research has been done on the genetic resources of P. japonica, and 
the amount of genetic information registered in the NCBI is very limited. In this study, a metallothionein sequence 
consisting of 74 amino acids with 222 bp nucleotide was obtained from the transcriptome data by using the GS FLX 
454 platform. In Silico analysis of PjMT gene was conducted with ClustalX and MEGAX programs. With the 
previously reported Mollusca MT data, we verified the PjMT sequence as a potential candidate for molecular 
marker, and also confirmed that PjMT was clustered in Myoida order. 
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서  론

본 연구의 대상 종인 코끼리조개 (Panopea japonica A. 

Adams, 1850) 는 연체동물문 (Mollusca) 이매패강 (Bivalvia) 

죽합목 (Adapedonta) 족사부착쇄조개과 (Hiatellidae) 코끼

리조개속 (Panopea) 에 속하는 대형조개로 경북 죽변에서 강

원 연안에 이르는 비교적 수온이 낮은 동해 중ㆍ북부와 캄차

카, 사할린, 일본 북해도 등에서 서식한다 (Lee et al., 1998; 
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Straus et al., 2008). 이동성이 거의 없고 수심이 깊은 지역

에 잠입 서식하는 생태적 특징 때문에 발견이 어려웠으나 (국

립생물자원관; https://species.nibr.go.kr/index.do), 1986년

경부터 분사식 고압 펌프를 사용한 채취가 시작되면서 수산 식

량 자원으로의 가치가 재평가되기 시작하였다 (Lee and Rho, 

1997). 우럭조개와의 형태적 유사성으로 인한 종의 정확한 분

류와 최근 이익공유의 대상으로 논의되고 있는 DSI (Digital 

Sequence Information) 에의 선제적 대응을 위해 유전학적 

연구가 매우 시급하다.

말의 신장 피질에서 처음 발견된 Metallothionein (MT) 

유전자는 (Margoshes and Vallee, 1957), 1974년 Olafson

과 Thompson에 의해 수생 생물에서 카드뮴 결합 단백질로 

처음으로 밝혀졌다 (Olafson and Thompson, 1974). MT는 

60개의 아미노산에서 20개의 시스테인 잔기를 갖는 7 kDa미

만의 저분자 단백질로 (Capasso et al., 2003), 다량의 시스테

인 (Cysteine) 함량과 방향족 잔기의 부재 및 시스테닐 

(Cysteinyl) 잔기의 일정한 배열을 갖고 있는 것이 특징적이

다. MT는 금속과 결합한 이후에 기능적 구조를 획득하여 금속 

이온의 성질과 결합된 금속의 양에 따라 구조가 변화하는데 

(Riek et al., 1999; Ziller and Fraissinet-Tachet, 2018), 

MT 구조를 구성하고 있는 thionein이 금속과 화학적인 결합

을 일으키도록 유도하고 2가 양이온과 결합하여 (Jenny et 

al., 2016; Park et al., 2018) 유해물질로부터 세포를 보호하

는 역할을 하며 특히 카드뮴, 아연, 수은 및 구리를 착화 시켜 

중금속의 항상성과 해독에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 

있다 (Dzie˛giel, 2004; Sauge-Merle et al., 2012; Gu et 

al., 2019). 이에 MT는 중금속에 의하여 유도되는 특이적인 

단백질로서 생화학적 지표 관련 연구가 많이 진행되었다 

(Baek et al., 2009; Wang et al., 2016).

1999년 연체동물을 대상으로 한 특이적인 패턴이 (CxCx 

(3) -CTGx (3) -CxCx (3) -CxCK) Mytilus를 대상으로 한 연

구에서 확인되면서 표현형적 특징에 기초한 분류 가이드라인이 

제공되었고 (Binz and Kagi, 1999), 분자 계통학적 연구가 활

발히 진행되기 시작하였다. 특히, 지난 2018년 본 연구진의 연

체동물문 MT 유전자 계통분류 연구를 통해 180개의 연체동물

의 MT 서열과 재정리된 58개의 대표 서열의 데이터베이스가 

구축되면서 (http://bioinfo.sch.ac.kr/metallothionein/) 

(Chung et al., 2018) MT 유전자 활용 계통분류에 기여하고 

있다. 

현재, NCBI에는 18S, 28S ribosomal RNA 유전자와 미

토콘드리아 COI 유전자 등  8건이 등록되어 있을 뿐 그 외 

다른 유전자원에 대한 연구는 전무하다. 이에 본 연구를 통해 

코끼리조개의 MT 서열을 확인하고 연체동물문 내의 유연관

계를 확인하여 대상 종의 분자생물학적 기초 자료를 확보하

고자 하였다.

재료 및 방법

1. cDNA library 구축 및 염기서열 분석

확보된 코끼리조개 (P. japonica) 암ㆍ수 개체의 gonad에

서 Trizol reagent를 사용하여 total RNA를 추출한 후, 

Agilent사의 bioanalyzer 2100 expert Eukaryote Total 

RNA Nano Chip을 사용하여 quality를 확인하였다. mRNA 

purification kit을 사용하여 mRNA만 정제한 뒤에 cDNA를 

합성하고 cDNA library를 구축하였다. 제작된 cDNA 

library는 Agilent사의 bioanalyzer 2011 expert High 

Sensitivity DNA Assay를 사용하여 quality를 확인하였으

며, GS FLX 454 platform을 사용하여 염기서열 분석을 실

시하였다.

2. Transcriptome data의 생물정보학적 분석 및 Metallothionein 
서열의 확보

Roche Newbler SFF tools (version 2.0.01.14) 를 사용

하여 MID barcode에 따라 standard flowgram format 

(SFF) files로 분리하여 adaptor sequence를 제거하고, GS 

assembler (version 2.5.3) 로 assembly를 진행하여 

scaffold된 contig를 확보하였다 (Fu and Peterson, 2012). 

확보된 contig 서열들을 PANM DB (ver. 3.0) (Kang et al., 

2019) 를 이용한 annotation 결과에서 MT 서열을 포함하고 

있는 contig를 추출하고, EMBOSS package중 하나인 

sixpack program을 사용하여 MT로 예측되는 아미노산 서열

들을 확인하였다 (Madeira et al., 2019). 확인된 서열들에 대

한 재검증을 위해 NCBI nr database와 PANM database에

서 BLAST를 수행하여, Mollusca MT 패턴인 (CxCx (3) 

-CTGx (3) -CxCx (3) -CxCK)과의 일치 여부를 비교하는 것

으로 서열을 재검증 하였다.

3. Multiple alignment 및 phylodendrogram 분석

Chung et al., 2018 에 의하여 재정리 된 연체동물의 MT 

서열 database (http://bioinfo.sch.ac.kr/metallothionein/) 

에서 코끼리조개 근연종의 MT서열을 확보한 후 multi 

FASTA format으로 amino acid 서열을 정리하였다. 정리된 

mFASTA 서열은 MEGAX (Kumar et al., 2018; Russo 

and Selvatti, 2018) 와 ClustalX (Larkin et al., 2007) 를 

사용하여 multiple alignment를 수행한 후 Maximum 

Likelihood Estimation 방법 (Wilks, 1938) 으로 

(bootstrap values = 500) molecular phylogenetic 

analysis를 수행하여 dendrogram 결과를 얻었다.
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결과 및 고찰

코끼리조개 (P. japonica) MT 유전자 서열에 해당하는 

coding region은 암ㆍ수 모두 222 bp이며 74개의 아미노산

으로 동일하게 구성되어 있었다. Coding region의 GC 함유

랑은 암컷에서 51.55%, 수컷에서 50.9% 이었고, 시스테인 

(Cystein) 잔기는 21개 (28.38%), 리신 (Lysine) 잔기는 1개 

(1.35%) 로 암ㆍ수 모두 동일하였다. 확인된 코끼리조개의 

MT서열은 시스테인 (Cystein) 잔기의 함량이 높고, 방향족 

잔기의 부재와 히스티딘 (Histidine) 을 포함하지 않는 MT의 

특징을 모두 가지고 있었다 (Fig. 1, Fig. 2). 이는 선행 연구

된 분류 가이드라인과도 일치하는 결과였다 (Binz et al., 

1999). 이에 코끼리조개 (P. japonica) 의 MT 서열을 포함, 

지난 2018년 MT 서열의 특징적인 패턴을 이용한 연체동물문

의 계통 분석 연구 (Chung et al., 2018) 의 MT 서열을 이용

하여, Multiple sequence alignment를 수행하면 MT의 특

징에 기반한 dendrogram 을 구상하는데 유의한 결과를 도출

할 수 있다고 판단하였다.

본 연구의 대상종인 코끼리조개 (P. japonica) 의 MT 서열

은 연체동물의 특징적인 MT 패턴인 CxCx (3) -CTGx (3) 

-CxCx (3) -CxCK 과 비교하였을 때 암ㆍ수 모두 일치하였고, 

암ㆍ수 의 coding region과 non-coding region 모두 동일한 

패턴과 서열을 나타내는 것으로 확인되어 MT를 사용한 코끼

리조개 (P. japonica) 의 성별 간 분류 동정은 불가능하다는 

것을 확인할 수 있었다 (Fig. 3, Fig. 4),

코끼리조개 (P. japonica) MT 서열의 분자계통분류학적 유

의성을 확인하고자 선행 연구된 데이터베이스를 활용하여 코

끼리조개 (P. japonica) MT 서열을 query로 BLAST 결과를 

도출하여 총 49종의 MT 서열 data set을 구성하였다 

(Chung et al., 2018; Kang et al., 2019).

ClustalX 엔진을 사용한 multiple sequence alignment

를 통해, MT 서열 패턴의 유사도를 검증하는 과정을 수행하여 

fig. 5의 결과를 얻을 수 있었다. Multiple sequence 

alignment의 결과를 통해 185-208 아미노산 서열 부분이 

MT 서열이 분자계통분류의 마커로 활용될 수 있다는 선행 연

구 결과와 동일한 패턴을 가지고 있어 분자계통분류학적으로 

유용한 단백질 정보인 것을 검증할 수 있었다 (Fig. 5) (Binz 

et al., 1999).

동일한 data set에 대하여 Maximum likelihood 

Estimation 방법으로 dendrogram 분석을 수행한 결과, 총 

Fig. 1. The metallothionein nucleotide sequence included 
amino acid sequence of Panopea japonica female (red 
box = coding region). 

Fig. 2. The metallothionein nucleotide sequence included 
amino acid sequence of Panopea japonica male (red 
box = coding region). 

Fig. 3. The comparison data of MT sequence pattern of 
Panopea japonica female.

Fig. 4. The comparison data of MT sequence pattern of 
Panopea japonica male.
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15개의 Group으로 분류되는 것을 확인하였다. 크게는 

Gastropoda Class에 속하는 5개의 order와, Bivalvia Class

에 속하는 10개의 Order로 확인되었다. 본 연구의 대상종인 

코끼리조개 (P. japonica) 는 Bivalvia Class의 Group G에 

속하고 있었으며, 대형 해수 패류인 Pinctada maxima, 

Pinctada martensii, Argopecten irradians 와 높은 유연관

계를 나타내고 있었다 (Fig. 6). 이는 환경이나 특징으로 인하

여 발생할 수 있는 분류학적인 차이를 MT 서열을 이용하여 

확인할 수 있음을 시사한다고 할 수 있다 (Lozupone and 

Knight, 2005).

본 연구 결과를 통해 확보된 코끼리조개의 MT 서열은 바이

오 경제 시대의 핵심인 유용생물자원의 하나로 국가 생물산업

에 활용할 수 있을 것으로 기대되며, 분자계통분류학적 자료의 

하나로 연체동물문의 MT 서열 활용 분자계통분류의 신뢰도를 

높여, 관련 연구가 활발해지는데 기여할 수 있을 것으로 사료

된다.

요  약

중금속과 같은 세포 외 유해물질에 의해 발현이 유도되는 것

으로 알려진 metallothionein 유전자는 분자계통분류학적 마

커로 활용되고 있다. 본 연구의 대상 종인 코끼리조개 (P. 

japonica) 는 고급수산물로 국내외에서 소비가 이루어지는 종

으로, 유사 종과의 종 분류와  생물주권 확립을 위한 관련 자원

확보가 절실한 종이다.  222 bp 74개의 아미노산으로 구성되

어 있는 코끼리조개 metallothionein 유전자는, 연체동물의 

특징적인 MT 패턴인 CxCx (3) -CTGx (3) -CxCx (3) 

-CxCK 와 일치하였다. 선행연구 되어진 Mollusca 49종의 

MT 서열과 함께 구축한 data set을 multiple alignment 후, 

Maximum Likelihood Estimation 방법으로 dendrogram

을 작성한 결과, 15개의 Order로 나누어지는 Group을 확인하

였고 그 유연관계를 파악할 수 있었다. 본 연구의 결과는 MT 

유전자 활용 분자계통분류 연구의 신뢰도를 증대시키고 종 판

별에의 주요 마커로의 역할을 할 수 있을 것으로 사료된다. 
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Fig. 5. Multiple sequence alignment of 49 reference MT protein sequence included P. japonica. 
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