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ABSTRACT

Arginine kinase (AK) belongs to the phosphagen kinase (PK) super family group of enzyme that has an essential 
role in maintaining energy homeostasis by catalyzing the re-phosphorylation of ADP. The AK gene is used for 
phylogenetic analysis in arthropods, mollusks, and Nematoda, and has been reported to branch in the Phylum 
unit. Satsuma myomphala has been reported as an indigenous species in Northeast Asia, including Korea and 
Japan. Particularly in Korea, it was registered as an endangered wildlife class 2 in 2017. Therefore, the 
preservation of species and securing genetic resources became more important. The genetic resources of S. 
myomphala registered on the NCBI GenBank have only six nucleotides and two proteins registered. The AK 
sequence was extracted from the RNAseq data which was obtained from Illumina Hiseq 2500 platfrom. After 
sequencing, de novo assembly and clustering, 103,774 unigenes were generated. Through annotation step by 
using the PANM database and BLAST program, we obtained AK sequence of 354 amino acid residues containing 
a 1,062 bp coding region. The AK sequence was verified using the BLAST program in the NCBI nr database, and 
phylogenetic analysis with the AK sequences of Gastropoda, Bivalvia, and Cephalopoda registered in NCBI was 
conducted. A phylogenetic dendrogram was generated using the MEGA program, and we confirmed the 
phylogenetic relationships. In addition, the 2D and 3D structures of the AK gene were predicted.
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INTRODUCTION

Phosphagen kinases (PK) super family group은 ADP

의 재인산화를 촉매하여 에너지 항상성 유지에 중요한 역할을 

하는 효소이다 (Suzuki and Furukohri, 1994; Jarilla et 

al., 2014). 이 group에 속하는 Creatine kinase (CK) 는 매

우 다양한 연구가 진행되고 있고, 유일하게 척추동물에서 발견

된다 (Jarilla et al., 2014). 그 외에도 hypotaurocyamine 
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kinase (HTK), glycocyamine kinase (GK), thalessemine 

kinase (ThK), opheline kinase (OP), lumbricine kinase 

(LK), taurocyamine kinase (TK), arginine kinase (AK) 

등이 PK group에 속하며, 다양한 무척추동물에서 발견된다 

(Uda et al., 2005; Jarilla et al., 2014; Min et al., 2018). 

이 중 AK는 다른 PK group과 달리 변형되지 않는 아미노산

을 사용하며, 전형적인 기능성 단량체이다 (Uda et al., 2006; 

Jarilla et al., 2014). 또한, 무척추동물에서 가장 널리 분포된 

PK group으로 원생동물, 선형동물, 절지동물, 연체동물, 중생

동물 및 일부 척추동물에서도 발견되며, 연체동물의 근육에서 

다량 존재하는 것으로 알려져 있다 (Suzuki et al., 2000; 

Suzuki et al., 2000; Jarilla et al., 2014).

PK는 AK 및 HTK를 포함하는 AK group 및 CK, GK, 

LK, TK, ThK를 포함하는 CK group으로 분류된다 (Suzuki 

et al., 2000; Uribe et al., 2016). 절지동물, 선형동물, 연체

동물 등에서 AK는 유일한 PK group이며, 이 세 분류군에서 

AK가 계통발생학적으로 연체동물과 절지동물 및 선형동물로 

분지되는 것으로 보고되어 있다 (Suzuki et al., 2000; Uda 

et al., 2006; Tanaka et al., 2007; Jeong and Lee, 2013; 

Jarilla et al., 2014).

본 연구에 사용된 Satsuma myomphala는 해안가 도서지

역의 보존된 숲속에서 서식하며, 국내의 경상남도 거제시와 일

본에 분포하는 육산 달팽이로 동북아시아 고유종이다 (Kang, 

2016; Kang et al., 2017). 국내에서는 종의 발생 범위와 점

유 면적이 매우 적어 2012년 IUCN 적색목록 범주에는 위급 

(Critically Endangered, CR)로 표기되어 멸종위기 야생생

물 관찰종으로 지정되었다 (Lee and Son, 2012). 이 후 천적

에 의한 포식, 관광객에 의한 압사 및 남획, 서식처의 무분별한 

개발 등으로 인해 2017년 멸종위기 야생생물 2급으로 지정되

었다 (서재화 외., 2018). 현재 NCBI의 GeneBank에 등록된 

S. myomphala의 유전자는 미토콘드리아 COⅠ 및 rRNA 서

열을 비롯해 6건의 nucleotide와 2건의 protein만이 등록되

어 있어, 종의 보존과 유전자원의 확보가 매우 중요하게 여겨

진다 (Kang, 2016; Sang et al., 2016).

본 연구에서는 S. myomphala에서 확인한 AK 유전자를 

이용하여 현재까지 연구되어 NCBI에 등록된 연체동물의 AK 

유전자와 함께 계통분류학적 분석을 진행하여 AK 유전자를 

통한 보다 세밀한 계통분류의 가능성을 확인하고자 한다.

MATERIALS AND METHODS

1. Materials
본 연구에서 사용된 S. myomphala의 분류학적 위치는 연

체동물문 (Mollusca), 복족강 (Gastropoda), 병안목 

(Stylommatophora), 외줄달팽이과 (Camaenidae), 외줄달

팽이속 (Satsuma) 이며, 국내에서는 거제도에만 분포하는 고

립종이다 (Min, 2004). S. myomphala는 2014년 8월 경남 

거제시 남부면 갈곶리에서 채집하였으며, 샘플을 해부하여 내

장낭을 적출하여 분석에 이용하였다.

2. Methods
1) cDNA library 구축 및 염기서열 분석

S. myomphala에서 적출한 내장낭 조직을 냉동상태에서 

분쇄하여 Trizol reagent (Thermo Fisher Scientific, USA) 

를 이용하여 total RNA를 추출하였다. Spectrophotometer 

및 Agilent Technologies 2100 Bioanalyer를 사용하여 추

출된 RNA의 quality 및 농도를 확인하고, mRNA로 정제 후 

cDNA를 합성하였다. 합성된 cDNA를 통해 cDNA library를 

구축하였고, Illumina HiSeq 2500 (NGS) 플랫폼을 이용하

여 염기서열 분석을 수행하였다.

2) S. myomphala의 arginine kinase 서열 확보

Illumina HiSeq 2500 플랫폼에서 생산된 raw reads에서 

cutadapt (v1.11) (Martin, 2011) 를 사용하여 adapt 서열

을 제거하고, Sickle (v1.33) (Joshi and Fass, 2011) 을 이

용하여 low quality sequence를 제거하여 clean reads를 확

보하였다. Trinity (v2.0.4) (Grabherr et al., 2011) 를 이용

하여 clean reads의 de novo assembly를 진행하여 contigs

를 생성하였으며, TransDecoder 를 이용하여 contigs로부터 

ORF 서열을 확보하였다. 그 후 TGICL (TIGR gene 

Indices Clustering tools) (v2.1) (Pertea et al., 2003) 로 

clustering 하여 unigene을 생성하고, PANM DB version3 

(Kang et al., 2019) 와 BLAST 프로그램을 사용하여 

annotation을 진행하였다. BLAST 결과, arginine kinase로 

annotation된 서열들 중 full-length 서열을 확보하여 NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 의 nr (non-redundant) 

데이터베이스에서 BLAST하여 arginine kinase 서열을 검증

하였고, EMBOSS package (Rice et al., 2000; Madeira et 

al., 2019) 의 sixpack 프로그램을 이용하여 아미노산 서열을 

확보하였다.

3) 연체동물 (Gastropoda, Bivalvia, Cephalopoda) 내 

Phylogenetic 분석

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 에서 Gastropoda 

arginine kinase, Bivalvia arginine kinase, Cephalopoda 

arginine kinase로 검색하여 나오는 서열들 중 full-length 

아미노산 서열을 받아, S. myomphala AK 유전자 서열 및 

Mirus junensis의 AK 유전자 서열을 추가하여 MEGA X의 
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Fig. 1. The arginine kinase nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of S. 
myomphala.
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neighbor-joining 알고리즘 (1000 bootstrap replication) 

으로 phylogenetic 분석을 진행하여 dendrogram을 완성하

였다 (Kumar et al., 2018).

4) Arginine kinase의 단백질 구조 예측

확보한 AK 유전자의 단백질 구조를 예측하기 위해 Psipred 

4.0 (McGuffin et al., 2000; Buchan and Jones, 2019) 및 

I-Tasser (Roy et al., 2010; Grabherr et al., 2011; Yang 

et al., 2015; Yang and Zhang, 2015) 를 이용하여 단백질

의 2차 구조 및 3차 구조 예측을 진행하였다.

RESULTS AND DISCUSSION

S. myomphala의 전사체 분석을 통해 얻은 103,774개 

unigene 중 PANM DB에 BLAST를 수행하여 arginine 

kinase로 추정되는 4개의 서열을 확보하였으며, 정확도를 확

인하기 위해 NCBI에 BLAST를 수행하고 sequence 

alignment를 확인하여 검증하였다. 그 결과 S. myomphala 

AK 유전자의 coding region은 methionine으로 시작하여 종

결코돈까지 1,062개 염기서열 (354개 아미노산) 로 이루어져 

있었으며, 염기서열의 GC contents는 52.5%였다 (Fig. 1). 

Class Species Accession number

Bivalvia

Scapharca broughtonii BAD11949
Pholas orientalis ACP43447.1
Crassostrea gigas EKC24881

Azumapecten farreri AEX08673
Mizuhopecten yessoensis OWF45839

Hyriopsis schlegelii AEO94538
Corbicula japonica BAB91357.1

Archivesica packardana AXE71657.1
Ensis directus AAM90698.1

Paphia undulata ACP43446.1
Meretrix lyrata ACP43445.1

Meretrix meretrix ACP43444.1
Calyptogena kaikoi BAE16974.1

Solen strictus BAB91358.1

Cephalopoda

Nautilus pompilius BAA95594
Amphioctopus fangsiao AEK65120

Octopus vulgaris BAA95609
Sepiella maindroni AEK26855

Sepia pharaonis AKS26488
Sepioteuthis lessoniana BAA95610

Gastropoda

Aplysia kurodai BAB41095
Aplysia californica XP_005099408

Pomacea canaliculata AYH91743
Haliotis diversicolor supertexta AJW60778

Haliotis madaka BAA05100.1
Conus araneosus AQM52449
Conus litteratus ARS01451
Conus frigidus ARU12142
Conus ebraeus ASF90538
Conus lividus ATG85037

Nesiohelix samarangae AHC02701
Mirus junensis SCH 2018

Satsuma myomphala -
Turbo cornutus BAA22870.1

Biomphalaria glabrata  ADH59421
Semisulcospira libertina AGN95434

Cellana grata BAB41096

Table 1. List of species used in phylogenetic analysis 
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연체동물문의 class에 따른 분류를 확인하기 위하여 NCBI

에서 Bivalvia, Gastropoda, Cephalopoda의 AK 유전자들 

중 full-length를 가지는 AK 유전자의 아미노산 서열과 M. 

junensis의 AK 유전자 (Min et al., 2018) 까지 포함하여 

MEGA X 프로그램으로 bootstrap 1000, Jones-Taylor- 

Thornton (JTT) model을 이용한 neighbor-joining 

method로 총 Bivalvia 14종, Cephalopoda 6종, 

Gastropoda 17종에 대하여 phylogenetic tree를 도식화 하

였다. 그 결과 각 phylum은 이전 AK 유전자 phylogenetic 

연구와 같이 잘 묶이는 것을 확인할 수 있었다. 또한 6종의 

Cephalopoda는 Nautilida, Octopoda, Sepiida, Teuthida

의 4개 order로 분지되었으며, 14종의 Bivalvia는 

Veneroida, Myoida, Unionida, Ostreoida, Pectinoida, 

Arcoida의 6개 order로 분지되었다. 마지막 Gastropoda의 

경우 4개의 subclass와 6개의 order로 분지되어 묶이는 것을 

확인할 수 있었다 (Table 1 and Fig. 2). 

계통분류학적 분석 결과 Gastropoda에 속하는 5개 order 

(Stylommatophora, Aplysiida, Architaenioglossa, 

Neogastropoda, Lepetellida) 에 포함되는 종들의 AK 유전

자 2D 구조를 PSIPRED 4.0 프로그램을 이용하여 예측하여, 

비교하였다. 대상으로 한 10종의 α-helix 구조는 육상에 서식

하는 S. myomphala와 Nesiohelix samarangae의 경우 16

개, 그 외 8종의 수생 Gastropoda는 13-14개로 예측되었으

며, β-pleated sheet 구조는 10종 모두 10-12개로 비슷하게 

예측되었다 (Fig. 3). 이를 통해 Gastropoda 중 육상 생활을 

하는 종들의 AK 유전자에는 수생 종들의 AK 유전자에 비해 

2개 이상의 α-helix 구조를 더 가지는 것을 확인할 수 있었다. 

또한 S. myomphala의 3D 구조를 예측하여 이전에 보고된 

Fig. 2. Results of phylogenetic analysis of evolutionary relationships using arginine kinase.
      The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method (Saitou and Nei, 1987). The 

bootstrap consensus tree inferred from 1000 replicates (Felsenstein, 1985) is taken to represent the 
evolutionary history of the taxa analyzed (Felsenstein, 1985). Branches corresponding to partitions 
reproduced in less than 50% bootstrap replicates are collapsed. The percentage of replicate trees in 
which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) are shown next to 
the branches (Felsenstein, 1985). The evolutionary distances were computed using the JTT 
matrix-based method (Jones et al., 1992) and are in the units of the number of amino acid 
substitutions per site. The analysis involved 40 amino acid sequences. All ambiguous positions were 
removed for each sequence pair. There were a total of 774 positions in the final dataset. Evolutionary 
analyses were conducted in MEGA X (Kumar et al., 2018).
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N. samarangae, M. junensis의 3D 구조와 비교하였다 

(Fig. 4). 예측된 S. myomphala의 3D 구조는 figure 3에 예

측된 2D 구조와 같은 α-helix 및 β-pleated sheet의 개수와 

같았다. 또한 이전에 보고된 N. samarangae, M. junensis와 

비슷한 모양의 입체구조를 가지고 있으나, α-helix 및 β

-pleated sheet의 위치와 개수 및 coil의 형태에 약간의 차이

가 있었다.

AK 유전자를 이용한 phylogenetic analysis는 지속적으로 

Fig. 3. The predicted 2D structure of arginine kinase by order included in Gastropoda using PSIPRED 4.0.

Fig. 4. The predicted 3D structure of arginine kinase belonging to Stylommatophora by I-Tasser. 
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이루어져 왔는데, 그 수준은 AK 유전자와 같은 PK super 

family group에 속하는 CK 유전자, HTK 유전자 등과의 진

화적 상관관계를 파악하는 것과 Mollusca 내에서의 class 또

는 subclass 수준에서 계통분류를 확인하는 연구가 주를 이루

었다 (Suzuki et al., 1994; Suzuki et al., 1997; Suzuki et 

al., 2000; Suzuki et al., 2000; Uda et al., 2006; Mahon 

and Neigel, 2008; Uda et al., 2008). 본 연구에서 나타난 

결과는 이러한 한계에서 벗어나 AK 유전자를 비롯한 PK 

super family group에 속하는 유전자들이 Mollusca의 종간 

특징을 설명하고, 서식 환경을 유추하는데 사용될 수 있을 것

으로 생각된다. 

CONCLUSIONS

S. myomphala의 AK 유전자는 354개의 아미노산 (1,062 

bp 염기서열) 으로 이루어져 있으며, 52.5%의 GC contents

를 가진다. NCBI GenBank에 등록된 Mollusca AK 유전자 

서열과 Min et al., 2018에 보고된 M. junensis의 AK 유전

자 서열을 포함하여 39종의 AK 유전자 서열을 참고서열로 하

여 phylogenetic analysis를 진행하였다. 그 결과 선행된 연

구와 같이 Cephalopoda, Gastropoda, Bivalvia의 3개의 

calss로 분류되는 것을 확인할 수 있었으며 (Uda et al., 

2008; Jarilla et al., 2014), subclass 및 order 단위의 분류

군으로도 묶이는 것을 확인하였다. 또한 AK 유전자의 2D 구

조를 예측하여 Gastropoda에서 육산종과 수생종간의 AK 유

전자가 α-helix 구조상에서 구조적으로 차이가 나는 것을 확

인하였다. 이러한 결과를 통해 PK super family에 속하는 유

전자에 대한 연구가 지속된다면, AK 유전자를 이용한 

Mollusca의 세부적인 분류 가능성을 확인하였다.
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