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ABSTRACT

Pisidium (Neopisidium) coreanum is a freshwater snail and lives in spring water near mountain areas. Interestingly, 
this snail has been traditionally regarded as medicinal food, and thus has been used as folk remedies for healing 
broken bones. Recently, alpha classification on Pisidium (Neopisidium) coreanum through redescription has been 
conducted. However, not much attention has been made in beta classification. In this study, we performed the beta 
classification based on metallothionein (MT) genes found from various organisms. To this end, the complete cDNA 
sequences were obtained from the Expressed Sequence Tag (EST) sequencing project of Pisidium (Neopisidium) 
coreanum. The coding region (315 bp) encoded an amino acid sequence of 105 residues. The combined results 
from BLAST analyses, multiple sequence alignment and molecular phylogenetic study of Pc-MT gene indicate that 
Pisidium (Neopisidium) coreanum  has similarity to freshwater bivalve such as Dreissena polymorpha (zebra 
mussel),  Unio tumidus (swollen river mussel) and Crassostrea ariakensis (suminoe oyster).

Key words: metallothionein, Pisidium coreanum, phylogenetics.

서    론

  산골조개, Pisidium (Neopisidium) coreanum Kwon, 

1990는 백합목 (Veneroida), 산골과 (Sphaeriidae) 의 소형 

담수패류로 박(1992)과 Park and Kwon(1993) 등에 의하여 

분류 및 발생학적 연구가 이루어진 바 있다. 한때 본 종은 
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Pisidium (Neopisidium) coreanum Kwon & Park, 1993

으로 표기하였으나, Lee and Lee (2008) 는 본 종의 분류학

적 기재문의 문제점을 재기하고 이를 보완한 재기재문을 통하

여 현재의 Pisidium (Neopisidium) coreanum Kwon, 

1990 학명으로 표기하게 되었다. 산골조개는 한국 특산종으

로, 예로부터 뼈가 부러지거나 금이 갔을 때 민간요법 (약용) 

으로 사용되어 왔을 정도로 다양한 연구개발 가능성을 지니고 

있으며 (정 et al., 2000), 협소한 지역의 산간 용천수에 발견

되는 서식지 특이성을 지녀, 이를 활용한 종의 유전적 고립과 

관련된 진화 연구에 사용될 수 있는 많은 학문적 가치를 지니

고 있음에도 이에 대한 관련 연구는 매우 미비한 실정이다. 한

편 국외에서는 Pisidium aminicum을 대상으로한 독성실험 

(Heinonen et al., 2002) 이 수행되었으며, P. coreanum이 

이전고환극구흡충 (Echinostoma cinetorchis) 의 제 2 중간

숙주로의 가능성 연구가 국내 연구진에 의해 진행된 바 있다 

(Park et al., 2006). 또한 Lee and Foighil (2002) 는 

Pisidium의 상위카테고리의 단위인 Spheridium에 속하는 

생물을 대상으로  6-Phosphogluconate dehydrogenase 

(PGD) 유전자를 이용한 베타분류 연구가 수행한 바 있다. 하

지만 P. (N.) coreanum에 대한 베타분류에 관한 연구는 수

행 되어진 바 없다.

  따라서 본 연구는 Metallothionein (MT) 를 이용한 P. 

(N.) coreanum의 분자계통학적 베타 분류를 하는데 목적을 

두고 있다. MT는 약 22-33 % 의 시스테인 (Cys) 잔기로 이

루어져 있으며, 8개의 리신 (Lys) 잔기를 가지며, 히스티딘 

(His) 혹은 방향족 아미노산이 존재하지 않는 특징을 가지고 

있으며, 저분자량 (3500-14000 Da) 단백질로서 생리학적 

(Zn, Cu, Se,), 생체이물 (Cd, Hg, Ag) 의 중금속들을 묶어

주는 역할을 한다 (Margoshes and Vallee, 1957). MT는 

척추동물을 비롯한 여러 무척추동물에서도 발견되며 

(Roesijadi and Klerks, 1989; Bebianno and Langston, 

1991; Berger et al.,1995), 효모, 식물 등에도 유사한 기능

을 수행하는 리간드 (ligand) 가 보고된 바 있다 (Grill et 

al.,1985; Hayashi et al.,1986; Sanita di Toppi and 

Gabbrielli,1999). 최근에는 중금속에 의해 특이적으로 유도

되는 MT 단백질을 생화학적 지표로 사용하기 위한 매우 중요

한 단백질로서 다루어지고 있다. 분자진화적인 측면에서 MT

는 현재 15개의 family로 분류되어 있으며, 연체동물로는 

Mytilus의 MT (C-x-C-x (3) -C-T-G-x (3) -C-x-C-x (3) 

-C-x-C-K) 를 표본으로 한 특이 서열패턴이 연구되어 있다 

(Binz and Kagi, 1999; Cherian et al., 2003; Singh and 

Hanson, 2006).  본 연구는 기존의 EST (expressed 

sequence tag) 분석을 통하여 얻어진 P. (N.) coreanum 

MT 서열을 이용한 계통분류학적 분류를 통하여 동일 종간의 

유연관계를 알아보고, P. (N.) coreanum의 분자 계통학적 분

류 위치를 파악하는데 목적을 두고 있다. 

재료 및 방법

1. 재료

  산골조개 (P. (N.) coreanum) 의 패각은 난삼각형으로 표

면은 성장륵이 뚜렷하며 연한 광택이 나는 황색의 얇은 각피에 

덮여있다. 표면에는 미세한 성장맥이 촘촘하게 나타나며, 서식

처의 퇴적물이 패각 표면에 부착하여 부분적으로 흑갈색을 나

타내기도 한다. 각정은 각장의 약 3/5에 이르는 뒤쪽에 위치하

며 높게 돌출하지 않는다. 주로 산간의 용천수 주변에 서식한

다 (Lee et al.,2004).  본 연구를 위한 재료는 경상남도 산청

군 삼장면 유평리 (약 해발 600 m 지점) 에서 간이 뜰채를 사

용하여 채집하였다.

 

2. 방법

  1) cDNA library 구축

  P. (N.) coreanum의 내장낭 전체조직으로부터 MRC 

gene Tri reagent를 사용하여 total RNA를 정제한 후, 

Stratagene Absolutely mRNA Purification Kit 

(Stratagene, CA, USA) 를 이용하여 mRNA만 정제 하였

다. cDNA Library Construction Kit (Stratagene, CA, 

USA) 을 사용하여 정제된 mRNA를 주형으로 하여 oligo dT

와 reverse transcriptase를 이용하여 cDNA를 합성하고, 정

제 과정이나 합성 과정에서 생길 수 있는 partial cDNA를 제

거 하기 위해서 Sepharose CL-2B gel filtration medium

을 이용하여 size fractionation 단계를 거쳐 long length의 

cDNA만을 획득하였다. 이 cDNA들을 분석하기 위해서 

pBK-CMV vector에 cDNA를 ligation하여 cloning할 수 

있도록 library를 구축하였다. cDNA library의 효율적인 보

관을 위하여 Gigapack Gold Ⅲ (Stratagene, CA, USA) 

packaging system을 사용하여 packaging하였다. 

 

  2) 염기서열분석

  상기와 같이 준비된 random plasmid DNA를 이용하여 

염기서열 분석을 시행하였다. 정제한 plasmid DNA를 ABI 

PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit (Applied Biosystems, USA) 에 적용하여 

AmpliTaq DNA polymerase로 PCR 반응을 실시한 후 에

탄올 침전법을 이용하여 PCR product를 정제하여 ABI 

3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, USA) 로 

염기서열을 결정하였다.

 

  3) Metallothionein 서열의 확보
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Fig. 1. The metallothionein nucleotide sequence and deduced amino acid sequence. (under line = coding 
sequence). (Genbank accession number : GQ268325)

  기존의 구축되어진 P. (N.) coreanum 데이터베이스를 

query로 하여 Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) 분석 결과 MT으로 동정되어진 크로마토그램파일 

6개를 score 20 조건으로 phred 프로그램을 사용하여 base 

calling 한 후, cap3 소프트웨어를 통하여 assembly 함으로

서 contig file을 추출하였다. 여기서 얻어진 contig 서열들을 

Emoss pacage의 sixpack 소프트웨어를 사용하여 가능한 모

든 아미노산 서열을 추출하였다 (Ewing and Green, 1998; 

Ewing et al.,1998). 

  4) BLAST search를 통한 서열의 annotation 확인

  EST 분석을 통하여 얻어진 모든 아미노산 서열을 연체동물 
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전용 BLAST 서버의 아미노산 데이터베이스를 query로 하여 

blastp의 option (e-vale, 1e-5) 을 사용하여 annotation을 

실시하였다. 분석결과 e-vale 값이 가장 높은 아미노산 서열을 

선택하여 기존에 알져진 15가지 pattern equation 중에 연

체동물에 해당하는 공식과 비교하여 보았다 (Braun et al., 

2001).

 

  5) BLAST search를 통한 관련 서열의 확보 후 multiple 

align 및 phylodendrogram

  연체동물 전용 BLAST 서버의 아미노산 데이터 베이스를 

활용하여 연체동물 문에 속하는 생물들에서 관련 참고서열을 

추출하였다. 추출되어진 참고서열들을 Multi-Fasta format으

로 변환한 후 ClustalX 프로그램을 이용하여 다중서열 분석하

였으며 Mega4를 이용하여 Neighbor-Joining method를 통

해 phylodendrogram을 도식화 함으로서 P. (N.) coreanum

의 MT서열과 다른 종들간의 MT서열과 비교분석하였다 

(Jeanmougin et al.,1998; Tamura et al.,2007).

  

  6) 2D 구조를 이용한 단백질 구조 비교 분석

  P. (N.) coreanum의 MT를 비롯한 각 생물에 해당하는 

80종의 참고서열들을 대상으로 Psipred 소프트웨어를 사용하

여 2D 구조를 예측한 후 각각의 구조에 대한 ą-Helix, 

ß-pleated sheet를 비교분석함으로서 종들 간의 유사성을 분

석하였다 (McGuffin et al., 2000).

결과 및 고찰

  P. (N.) coreanum 의 MT 유전자 서열 중에서 코딩 영역

은 총 315 bp 로 아미노산 105개로 이루어져 있었으며 염기

서열의 G·C 함량은 48.8% 였다. 아미노산 조성을 대상으로 

앞서 언급한 MT의 특징과 비교하여 본 결과 리신 (Lys) 잔기

가 15개로 밝혀져 일반적으로 알려진 리신잔기의 숫자인 8개

와 상이하였으나, 히스티딘 (His) 과 방향족 아미노산이 발견

되지 않았으며, 시스테인 (Cys) 잔기 함유율이 29.5% (31개) 

인 점 등은 일반적인 MT의 특징을 반영하고 있었다 (Fig. 1).

  MT family의 이러한 독특한 아미노산 서열을 이용하여 분

류학적 그룹을 찾을 수 있으며, phylogenetic 분류가 가능하

다 (Binz and Kagi, 1999). 최근 이러한 기법을 이용하여 비

늘이 있는 파충류 10종에 대해 유의적인 데이터를 얻은 사례

도 있다 (Trinchella et al.,2008).  그러므로 일반적이고 구

성이 다른 서열에 대한 패턴을 이용하여 각각의 family에 따

르는 계통발생학적 tree를 구성 할 수 있다 (Nordberg and 

Kojima, 1979). 

 위 내용을 근거로 하여 이미 알려진 연체동물의 MT 서열의 

공식인 C-x-C-x(3)-C-T-G-x(3)-C-x-C-x(3)-C-x-C-K 와 P. 

(N.) coreanum의 MT 유전자 서열을 비교 분석한 결과 P. 

(N.) coreanum의 MT 유전자 서열은 연체동물 MT 서열에 

매우 근접한 아미노산 서열이라는 것을 알 수 있었다 (Fig. 

2).

  BLAST 결과를 토대로 선정한 80개의 참고 서열과 P. (N.) 

coreanum의 MT 아미노산 서열을 ClustalX를 이용하여 

multiple align 한 결과 Dp-MT 서열이 가장 높은 아미노산 

레벨 점수를 보였으며, 그 밖에 Ut, Car, Pv1, Le, Cg1, 

Pv2, Cg3등의 순서로 높은 점수를 보여 주었다 (Fig. 3, 4).

  ClustalX를 통해 수행되어진 multiple align 결과를 토대

로 Neighbor-Joining method를 통해 진화학적 분석을 실시

하였다 (Saitou and Nei, 1987). 진화학적 근연도는 

Poisson correction method (Zuckerkandl and Pauling, 

1965) 를 사용하였으며, 모든 위치의 gap 과 missing 데이터

는 제거하였다. 서열상 그러한 위치는 최종 데이터 셋에서 28

곳 이었으며, 이러한 결과는 Mega4 프로그램의 

phylogenetic 분석을 통해 수행되었다 (Tamura et al., 

2007). Phylodendrogram을 그려본 결과 주로 Dreissena 

polymorpha (Dp), Crassostrea gigas (Cg4), Crassostrea 

virginica (Cv7) 등 주로 이매패류에 속하는 생물들과 같은 

군으로 묶이는 것을 관찰 할 수 있었다. 

  P. (N.) coreanum의 MT 및 참고서열의 아미노산 2D 분

석 결과 1개의 strand를 가지는 생물군이 8종 (10%), 2개의 

strand를 가지는 생물군이 31종 (38.7%), 3개의 strand를 

가지는 생물군이 30종 (37.5%), 4개의 strand를 가지는 생물

에는 Cgm, Me1, Me10, Tg1 이렇게 총 4종이 있고 5개의 

strand를 가지는 생물은 Cv2로 1종이 있었다. 그리고 helix 

구조만 가지는 생물에는 Ha4, Hp2, Hp5가 있었으며, 

strand와 helix를 동시에 가지는 생물을 확인 할 수 있었는데 

Cg4는 2개의 strand와 1개의 helix를 가지고 있었으며, Cg6

는 5개의 strand와 1개의 helix를 가졌으며, Mc는 1개의 

strand와 1개의 helix를 가졌다. 이처럼 2D구조를 통하여 각

각의 strand와 helix에 따르는 염기서열을 비교 분석한 결과 

동일한 연체동물일지라 하더라도 다양한 종류의 구조를 가지

고 있음을 확인 할 수 있었다.

  또한, Mega4를 이용하여 도식화한 Dendrogram과 2D구

조 결과 사이의 밀접한 관계를 볼 수 있었는데 Dendrogram 

결과를 살펴보면, Group A에서는 두 가지 형태로 접근해 볼 

수 있는데 각 각 1개의 strand를 가진 생물과 1개의 helix를 

가진 생물로 나누어 볼 수 있었으며, Group B에서 P. (N.) 

coreanum의 MT와 가장 근접한 근연관계를 가지는 Dp, 

Cg4, Cv7의 경우 2개의 동일한 strand 개수를 가지는 EE의 

동일 서열로 시작되어 지는 것을 확인 할 수 있었다. 그리고 

Group C에서는 홍합류와 진주 담치, 지중해 담치로 구성되어
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Fig. 3. Multiple sequence alignment results of Pisidium (Neopisidium) coreanum and 80 reference sequences.
Abbreviations: Pisidium coreanum (Pc), Arianta arbustorum (Aa), Bathymodiolus azoricus (Ba1-Ba3), Bathymodiolus sp. 

FD-2002 (Bs), Bathymodiolus thermophilus (Bt1-Bt2), Cerastoderma edule (Ce), Cerastoderma glaucum (Cgm), 
Corbicula fluminea (Cf), Crassostrea angulata (Ca), Crassostrea ariakensis (Car), Crassostrea gigas (Cg1-Cg4), 
Crassostrea virginica (Cv1-Cv8), Dreissena polymorpha (Dp), Helix aspersa (Ha1-Ha4), Helix pomatia  (Hp1-Hp5), 
Laternula elliptica (Le), Megathura crenulata (Mc), Meretrix lusoria (Ml), Mytilus edulis (Me1-Me21), Mytilus 
galloprovincialis (Mg1-Mg5), Mytilus sp. KL-2006 (Msp1-Msp2), Nesiohelix samarangae (Ns), Ostrea edulis (Oe1-Oe2), 
Perna viridis (Pv1-Pv2), Pinctada maxima (Pm), Scapharca broughtonii (Sb), Scapharca inaequivalvis (Si), Tegillarca 
granosa (Tg1-Tg2), Unio tumidus (Ut), Venerupis decussatus (Vd1-Vd2), Venerupis philippinarum (Vp1-Vp2).

Fig. 2. The comparison data of MT sequence between molluscs and Pisidium (Neopisidium) 
coreanum.
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Fig. 4. The results of similarity on amino acid sequence of 
Pisidium (Neopisidium) coreanum and 80 reference 
sequences.

Abbreviations: Dp (Dreissenapolymorpha), Pv1,2 (Perna 
viridis), Le (Laternulaelliptica), Ut (Unio tumidus), Cg1,3 
(Crassostrea gigas), Car (Crassostrea ariakensis), Tg1 
(Tegillarcagranosa)

Fig. 5. The result of phylodenrogram analysis on evolutionary relationships between 
Pisidium (Neopisidium) coreanum and 80 taxa branch length = 6.13388037 

있다.

   이와 같이 본 실험을 통하여 P. (N.) coreanum의 MT 유

전자를 이용하여 계통분류학적으로 다른 생물군들과의 상관관

계를 확인 할 수 있었으나, 향 후 더 많은 새로운 종의 유전자 

발굴로 인하여 MT sequence의 수는 계속 증가되어 질 것으

로 예상되어 지므로, 향 후 세부적인 분류가 가능하리라 판단

되어진다.  또한 MT sequence에 의한 분류 중 MT 아미노산

의 구성 및 잔기의 숫자 그리고 시스테인 (Cys) 을 통한 재분

류에 있어서 높은 가변성을 지니게 되는 문제점을 가지고 있

다. 이러한 문제점으로 인해 MT gene sequence는 기능적 

특징과 관련된 잠재적인 구성 원소들을 함유하고 있지만, 그 

구성 원소들과 MT의 기능적 특성과의 관계는 아직 계통분류

학적 특성을 완벽하게 대변하고 있는 것으로는 판단되지 않고 

있다는 의견도 있다 (Fowler et al., 1987; Binz et 

al.,1999). 그럼에도 불구하고 최근 들어 MT family의 계통 

발생학적 관계는 MT sequence와 단백질에 의한 접근 방식에 

관한 다양한 자료의 축적이 이루어지고 있으며, 이는 계통분류
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학적 자료의 축적으로 이어져 종간 또는 종 내의 특징을 설명

하는데 유용하게 이용될 수 있을 것으로 생각된다.

요    약

  Pisidium (Neopisidium) coreanum의 metallothionein 

유전자는 염기서열 315개로 이루어져있으며 105개의 아미노

산으로 이루어져 있었다. 연체동물의 metallothionein 서열

의 공식[C-x-C-x(3)-C-T-G-x(3)-C-x-C-x(3)-C-x-C-K] 에 맞

춰본 결과 알려진 공식과 상당히 일치하는 것을 확인할 수 있

었으며 아미노산의 조성도 시스테인 (Cys) 이 약 1/3 정도 함

유하는 사실을 확인 할 수 있었다. BLAST 결과를 토대로 선

정 되어진 80개의 참고 서열 중 아미노산 레벨에서 가장 높은 

스코어로 align 되는 서열들은 담수패인 Dreissena poly-

morpha (zebra mussel), Unio tumidus (swollen river 

mussel) and Crassostrea ariakensis (suminoe oyster) 

등으로 나타났다. ClustalX 를 통해 multiple align 한 후 

Neighbor-Joining 방법에 따라 phylodendrogram을 그려

본 결과 Pisidium (Neopisidium)coreanum의 MT는 

Dreissena polymorpha (Dp), Crassostrea gigas (Cg4), 

Crassostrea virginica (Cv7) 등의 생물들과 같은 군으로 묶

이는 것을 관찰 할 수 있었다. Psipred 소프트웨어를 통해 2D 

구조를 비교 분석 한 결과도 multiple align 및 phyloden-

drogram 결과와 밀접한 관계가 있음을 알 수 있었다. 이러한 

결과를 통해 EST를 통해 밝혀진 Pisidium (Neopisidium) 

coreanum의 MT 서열은 근연종 들의 서열과 일치함을 알 수 

있었으며 이러한 결과에 기인하여 MT 서열은 분류에 사용 될 

수 있다고 사료된다.
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