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ABSTRACT

Metallothionein (MT) is a metal-binding protein with a small molecular weight that can be induced by factors such 
as metal ions and chemicals, and is widely present in various organisms. The high cysteine content of MT 
contributes to the regulation of intracellular metal concentration, detoxification of heavy metals, and it may be 
induced due to the environment exposed to heavy metals or oxidation stress. MT has been consistently studied as 
a taxonomic biomarker for various species, including mollusks. Aegista quelpartensis, a native species of Korea, 
has habitat in Jeju and Jindo island. DNAseq and transcriptome information is registered with NCBI's SRA, but no 
molecular phylogenetic studies have been conducted. RNA sequencing was performed using Illumina Hiseq 2500 
to find the genetic information of A. quelpartensis. The unigene obtained through the de novo assembly was 
annotated according to the PANM database using the BLAST program, and the MT sequence consisting of 288 bp 
coding region and 96 amino acid residues was extracted. The bioinformatic analysis verified that A. quelpartensis 
was grouped in the Stylommatophora clad using the ClustalX and MEGA7 programs. This study confirmed the 
phylogenetic location of A. quelpartensis and the MT gene is sufficient gene that can be used in phylogenetic 
studies on Mollusca.

Key words : Metallothionein, Aegista quelpartensis, Phylogenetic dendrogram

INTRODUCTION

Metallothionein (MT) 은 금속 이온, 이온화 방사선, 화학

물질, 호르몬, 면역 자극 및 기타 요인에 의해 유도될 수 있는, 

다양한 유기체에 널리 존재하는 저 분자량 금속 결합 단백질로 

(Y Kojima and Kagi, 1978) 말 신장에서 최초로 발견 및 분

리된 것으로 알려져 있다 (Margoshes and Vallee, 1957).
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MT의 분자질량은 6.20 kDa으로 분자량이 작은 단백질임

에도 불구하고 아미노산 서열에 시스테인 잔기의 비율이 약 

30%로 높으며 방향족 잔기와 히스티딘 잔기가 없다 

(Arseniev et al., 1988). 체내에 금속이 침입하면 MT의 시스

테인 잔기의 황 (S) 이 금속과 반응해 2개의 도메인을 형성하

며 금속 티오레이트 (metal-thiolate) 클러스터를 구성 함으로

서 강력한 금속 결합능력을 갖게 되는데 (Meloni et al., 

2006), 이러한 능력을 통해 MT는 세포내 금속 농도 조절, 자

유 라디칼 제거, 중금속의 해독 등 미량의 금속원소의 항상성 

조절  기능을 수행하는 것으로 알려져 있다 (Dvorak et al., 

2019). 이러한 특성으로 인해 MT는 중금속에 노출되는 환경

에서 쉽게 유도되며 (Y Kojima et al., 1978), 산화스트레스

로 인해 유도될 수도 있다  (Andrews, 2000).

MT에서 확인할 수 있는 특징적인 시스테인 서열은 총 15개

의 family로 구분되며, 이러한 MT서열의 특징은 계통발생 관

계를 나타낼 수 있는 지표 단백질로서 활용 활용되고 있다 

(Binz and Kagi, 1999; Ragusa et al., 2017). 연체동물의 

MT서열 패턴은 C-X-C-X (3) C-T-G-X (3) C-X-C-X- (3) 

-C-X-C-K로 나타나며, 이를 분자 계통학적으로 사용한 다수의 

선행연구 사례가 발표된 바 있다 (Lee et al., 2008; Baršytė 

Lovejoy, 2012; Chung et al., 2018; Park et al., 2018).

동아시아에 서식하고 있는 배꼽달팽이속 (Aegista) 은 75

종, 112아종이 보고되어 있다 (Hirano et al., 2014). 배꼽달

팽이속 (Aegista) 과 Plectotropis 아속은 주로 한국과 일본, 

중국에 분포하고 있으나 Neoaegista 아속과 Coelorus 아속은 

일본의 고유종으로 알려져 있다 (Minato, 1985). 국내에서는 

대표적으로 제주도에서 확인되는 배꼽달팽이속 (Aegista) 의 

제주배꼽달팽이 (Aegista chejuensis) 와 제주배꼽털달팽이 

(A. quelpartensis) , 참배꼽달팽이 (A. chosenica) 가 알려져 

있다 (Min et al., 2004).

이번 연구에 사용된 제주배꼽털달팽이 (Aegista quelpartensis) 

는 한국의 고유종으로 중소형의 육산패류이다 (Min et al., 

2004; Kang et al., 2016). 제주배꼽털달팽이 (A. 

quelpartensis) 의 성체는 각고 9 mm, 각경 약 19 mm 이며 

나층은 6.5층으로 납작하다. 패각은 옅은 황갈색을 띠며 체층 

주연부에 예리한 각이 있고 그 첨단에는 각피가 변한 가시형태

의 돌기가 많이 나 있다. 패각 전면에는 수많은 작은 각모 형태

의 돌기가 있다. 제공은 크고 깊으며 각구는 사각형에 가까운 

난형이다 (Min et al., 2004). 제주배꼽털달팽이 (A. 

quelpartensis) 에 대한 연구는 외부 형태학적 분석 (Lee and 

Kwon, 1993) 과 세포학적 연구 (Kwon and Lee, 1991), 유

전체 및 전사체의 비교분석 연구 (Kang et al., 2016) 는 수행

되어진 바 있으나 분자계통학적 연구는 수행되어진 바 없다.

제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 는 모식산지가 제주

도와 진도 등 좁은 지역에 한정적으로 발견되고 있으며 지속적

인 환경의 변화 및 파괴로 인해 개체수가 감소하여 국립생물자

원관에서 발표한 국내 적색목록 (Lee and Son, 2012) 에서 

관심대상 (LC) 종으로 지정되어 있어 해당종을 보존하기 위한 

지속적인 연구가 필요한 실정이다.

2020년 6월 기준 NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) 에 등록되어 있는 제주배꼽털

달팽이 (A. quelpartensis) 의 유전정보는 본 연구진에 의해 

NGS로 분석된 유전체서열 1건 (SRX1850248) 과 

transcriptome 1건 (SRX1340310) 이 등록되어 있을 뿐 관

련 연구가 매우 부족한 것을 확인할 수 있다. 때문에 본 연구는 

제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 전사체에서 확보된 MT 

서열을 이용하여 대상종의 분자계통학적 유연관계의 확인과 

MT 유전자의 단백질 서열을 이용한 분자생물학적 기초 data

를 수립하고자 수행되었다. 

MATERIALS AND METHODS

1. Materials
본 연구에서 사용된 제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 

는 중소형의 육산 복족류로 분류학적 위치는 연체동물문 복족

강, 병안목, 달팽이상과, 달팽이과, 배꼽달팽이속에 속하며, 제

주도와 경남지방에 분포하고 있는 한국 고유종으로 본 연구에 

사용된 제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 는 2014년 8월 

26일 제주시에서 채집되었다.

2. Methods
1) cDNA library 구축과 염기서열 분석

채집 후 -80℃ deep-freezer에서 냉동보관 시킨 제주배꼽털

달팽이 (A. quelpartensis) 의 내장낭을 추출한 뒤 Trizol 

(Thermo Fisher Scientific, USA) 기반 RNA extraction 

방법으로 total RNA의 농도와 quality를 확인하였다. 추출된 

RNA를 mRNA로 정제한 뒤 TruSeq® Stranded mRNA 

Library Prep KIT (Illumina, USA) 를 이용하여 cDNA를 

합성하고 cDNA library를 구축하였다. 그 후 fragment를 추

출한 뒤 Next Generation Sequencer 하나인 Illumine 

Hiseq 2500을 이용해 전사체 분석을 실시하였다.

2) Transcriptome data의 생물정보학적 분석 및 

Metallothionein 서열 확보

제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 의 Transcriptome 

raw data에 포함된 adapter sequence와 low quality 

sequence를 제거하기 위해 Cutadapt (Martin, 2011) 와 

Sickle (Joshi and Fass, 2011) 을 사용하였다. 그 결과로서 
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Fig. 1. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of Aegista quelpartensis (A) red box : 
coding sequence (B) “*” indicate termination codon.

Fig. 3. multiple sequence alignment of A. quelpartensis and 40 reference MT protein sequences.  
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확보된 clean reads를 Trinity program (ver. 2.0.6) 을 사

용하여 De novo assembly (Haas et al., 2013) 를 진행한 

뒤, clustering 하기 위해 TGICL (TIGR Gene Indices 

Clustering tolls. Ver. 2.1) 를 이용하여 전사체 분석에 사용

할 수 있는 unigene 서열들을 얻었다. 얻어낸 unigene 서열

들을 PANM DB (ver. 2.0) (Kang et al., 2016) 에 BLAST 

프로그램 이용하여 annotation 한 결과, MT 서열을 포함하는 

unigene 을 확보하였다. EMBOSS package의 sixpack 

program을 이용해 6-frame으로 예측 가능한 모든 아미노산 

서열들을 추출하였다 (Olson, 2002). 추출된 서열들의 재검증

을 위해 NCBI non-redundant database 에서 BLAST 분석

을 다시 수행하였다. 이후 family 로 나누어진 15개의 MT 패

턴 중 Mollusca 와 일치도가 높은 패턴을 확인 및 비교하여 

서열을 선정하였다 (Braun et al., 2001).

3) Multiple alignment 및 phylodendrogram 분석

Chung 등에 의해 선행 연구되어진 58개의 full length 

standard MT (Chung et al., 2018) 아미노산 서열에서 대

상종인 제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 와 서열 유사도

가 높은 MT서열을 찾아낸 뒤 FASTA 형식으로 아미노산 서

열을 얻어냈다. 이후 대상 종 및 확보된 MT서열들의 

multi-FASTA file을 MEGA7 (Kumar et al., 2016) 의 

ClustalX  (Larkin et al., 2007) 엔진을 활용하여 multiple 

alignment를 수행한 후, molecular phylogenetic analysis  

(Maximum likelihood) 를 통해 작성된 phylogenetic 

dendrogram을 얻었다.

　

4) 2D 구조를 이용한 3D structure 구조 예측 및 단백질 

구조 비교 분석

근연종인 A. quelpartensis 와 A. chejuensis의 2차 구조 예

측을 위해, 확보된 아미노산 서열을 PSIPRED (LJ McGuffin 

et al., 2000) 를 사용하여 2D 구조를 예측하고 I-TASSER 

server (Zhang, 2008) 를 이용하여 3D-Structure를 

prediction 하였다. 그 후 대조군으로서 RCSB PDB 

(Protein Data Bank) 에 등록된 연체동물 중 실험에 사용된 

동일 종의 MT서열을 비교 분석하였다.

RESULT AND DISCUSSION

 제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 의 MT 유전자 

coding 영역은 총 288 bp로 96개의 아미노산으로 구성 되어

있다  (Fig.1). Coding region의 GC함유량은 61.8%로 총  

178 bp 였으며, 시스테인 잔기는 26개 (27.08%), 리신 잔기는 

9개 (9.37%) 인 것으로 확인되었다. 또한 히스티딘과 방향족 

아미노산인 페닐알라닌과 티로신이 포함되지 않아 선행된 연구

에서 밝혀진 MT의 특성과 일치하는 것을 확인할 수 있었다.

MT family의 특징적인 아미노산 서열을 이용하여 생물의 

분류학적 위치를 이러한 분석방법은 넓은 생물범위군에서 사용

될 수 있다. 국내에서는 고유종인 산골조개의 분자계통 분류학

적 연구가 진행된 바가 있으며 해외에서도 Metallothionein을 

이용해 뱀목 (squamate) 에 속하는 10종을 대상으로 계통분

석을 진행한 연구사례가 있다 (Trinchella et al., 2008; 

Baek et al., 2009).

Mollusca MT 유전자에서 나타나는 특이적 패턴 서열 

C-X-C-X- (3) -C-T-G-X- (3) -C-X-C-X- (3) -C-X-C-K와 이

번 연구 대상종인 제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 에서 

나타나는 MT서열을 비교분석 한 결과, 113번 염기서열의 G

가 D로 나타난 부분을 제외한 다른 염기 서열들은 Mollusca 

MT 서열의 특이적 패턴과 일치하는 것을 확인 가능하였다 

(Fig. 2).

이번 연구를 통해 연구진들은 MT서열이 분자계통분류학적

으로 유용한 단백질 정보로서 작용하는지 재차 확인하고자 하

였다. 이를 위해 선행된 연구의 58개의 MT (Chung et al., 

2018) 중에서 서열 유사도가 높은 41종의 MT서열과 제주배

꼽달팽이 (A. quelpartensis) MT 서열로 구성된 data set에 

선행 연구된 data를 임의적으로 추가하였다. 

생성한 data set로 ClustalX를 실행하여 선행 연구된 41종

의 MT서열과 대상종인 제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 

사이의 MT서열 유사도를 분석하였다. 또한 동일한 data set

로 MEGA7 program을 사용하여 multiple sequence 

alignment를 실시하였다.

 이 과정을 통해 도출된 아미노산 서열을 확인한 결과 연구

대상종인 제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 와 그 근연종

인 제주배꼽달팽이 (A. chejuensis) 사이에서 다른 종과는 다

르게 114번의 염기서열이 G가 아닌 D로 나타나는 것을 확인

할 수 있었다. 이는 앞에서 확인한 MT서열의 특이적 패턴에서 

다르게 나타나는 서열이 동일하다는 점과 함께 Aegista 속에

Fig. 2. It has specific structural motif for Mollusca MT 
sequence pattern such as Cys-Cys, Cys-X-Cys or 
CYS-X-Y-Cys.
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서 나타나는 특징적인 서열 또는 지리적으로 격리된 환경에서 

세대교체가 일어나면서 나타난 특이적 서열 (Huang et al., 

2014) 로 추측되며, 현재는 이를 확인하기 위한 정보량이 부족

하여 이후 추가적인 연구 및 data의 축적이 필요할 것으로 사

료된다 (Lozupone and Knight, 2005; Ragusa et al., 

2017).

Maximum-likelihood 방법을 이용해 phylodendrogram

을 도식화한 결과, 9개의 Group으로 분류되었으며, 연구 대상

종인 제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 는 A. chejuensis, 

Nesiohelix samaranage, Helix pomatia, Arion vulgaris 

등 과 동일하게 병안목 (Stylommatophora) 으로 grouping 

되는 것을 확인하였다. 추가적으로 실시했던 Nesiohelix 

samarangae SCH 2008, Physa acuta SCH 2009, 

Pisidium coreanum SCH 2009, Satsuma myomphala 

SCH 2016, Cristaria plicata SCH 2017, Aegista 

chejuensis SCH 2018 6개의 data 는 형태학적 분류체계와 

일치하는 것으로 나타났다 (fig. 4).

같은 Group E의 veneroida에서 민물과 바닷물이 섞이는 

기수역에 서식하는 Corbicula fluminea와 해양에서 서식하

는 Meretrix meretrix, M. lusoria, M. lamarckii 의 유연관

계가 상대적으로 떨어진 것을 확인할 수 있었다. 이 결과는 선

행된 연구사례 (Lozupone et al., 2005; Ragusa et al., 

2017) 와 함께 MT서열을 이용한 phylogenetic dendrogram

이 동일한 목 (Order) 에서 환경적인 격리, 또는 차이에 인해 

나타나는 종 간 차이를 투영할 수 있음을 나타낸다.

제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 와 근연종인 제주배

꼽달팽이 (A. chejuensis) 의 아미노산 서열을 PSIPRED 프

로그램을 이용하여 2D구조를 비교한 결과 두 종 모두 α

-helix와  β-sheet 구조가 발견되지 않았다 (Fig. 5). 또한 

I-TSSAER를 이용한3D 구조의 예측결과에서도 α-helix와  

β-sheet구조가 없는 coil구조로 예측되었다 (Fig. 6).

RCSB PDB (Protein Data Bank) 에 등록되어 있는 연체

Fig. 4. Molecular phylogenetic analysis on evolutionary relationship by likelihood method.
      (Group A : Mytiloida, Group B : Stylommatophora, Group C : Hygrophila, Group D : Lepetellida, Group 

E : Veneroida1, Group F : Unionida, Group G : Pterioida, Group H : Veneroida2 Group I : Ostreoidea) 
(A) Group A : Mytiloida, Group E : Veneroida1, Group F : Unionida, Group G : Pterioida, Group H : 
Veneroida2, Group I : Ostreoidea are appear to belong to the same class as Bivalvia (B) Group B : 
Stylommatophora, Group C : Hygrophila, Group D : Lepetellida are appear to belong to the same 
class as Gastrophoda.
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동물 MT의 3D structure를 검색해본 결과 Littorina 

littorea, Helix pomatia 두 종의 각각 2종류의 MT가 등록되

어 있었다. 그 중 본 연구에서 활용되어진 H. pomatia 의 서

열을 확인한 결과 시작서열을 제외한 전체서열이 동일함을 확

인하였다. 이 후 본 연구에서 예측한 H. pomatia의 3차 구조

와 비교한 결과 PDB에 등록되어진 결과는 예측결과와는 상이

하게 19-23 번 아미노산이 β-sheet 를 이루는 것을 확인하였

다. 이에 A. quelpartensis와 근연종인 A. chejuensis, 그리고 

본 실험에 사용된 H. pomatia를 포함하여 PDB에서 얻어낸 

MT서열과 추가적인 multiple alignment를 실행한 결과 β

-sheet를 이루는 서열의 마지막 아미노산이 serine으로 나타

나는 H. pomatia와 다르게 A. quelpartensis와 A. 

Fig. 5. 2D protein structures predicted by PSIPRED based on the amino acid sequences of 
A.quelpartensis and A.chejuensis.

Fig. 6. 3D structure of A. chejuensis and A. quelpartensis predicted by I-TASSER. 
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chejuensis에서는 aspartate가 나타나는 것을 확인할 수 있었

다 (Fig. 7). 다만, 본 실험에서 사용된 H. pomatia 서열과 

PDB 에서 얻은 H. pomatia의 MT 서열 사이에 β-sheet가 

나타나는 부분의 서열에 차이가 없음에도 3D structure에서 

예측되는 β-sheet가 없는 것은 3D structure의 구조형성에 

신빙성이 낮음을 시사한다.

CONCLUSIONS

1. 제주배꼽털달팽이 (A. quelpartensis) 의 metallothionein 

(MT) 유전자의 염기서열은 288 bp로 이루어져 있으며 96

개의 아미노산으로 구성되어 있다.

2. 연체동물 MT의 특이적 서열인 C-X-C-X (3) C-T-G-X (3) 

C-X-C-X- (3) -C-X-C-K 와 거의 일치하는 것으로 확인되었다.

3. 기존에 연구된 MT서열에서 유사도가 높은 41종의 Mollusca 

MT서열을 이용하여 data set을 구성하였다. ClustalX 를 통

해 multiple alignment를 실시하고 Maximum-likelihood 

방법을 이용해 phylogenetic dendrogram을 그려본 결과 제

주배꼽털달팽이 (A. chejuensis) 의 MT서열은 병안목에 속

하는 여러 종들과 동일한 목으로 묶이는 것을 확인 할 수 있

었다.

4. 같은 Aegista 속에 속하는 A. chejuensis 와는 서열 유사도

가 매우 높음을 확인하였다.

5. 이러한 근거들을 토대로 Mollusca를 대상으로 한 MT 유

전자 서열 연구들이 더 활발히 진행된다면 추후 계통발생학

적 연구에 이용될 수 있는 유전자로서의 가능성이 충분함을 

확인할 수 있었다.
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