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ABSTRACT

  Estrogen actions, which regulate the reproductive activities in fishes, is 

mediated by estrogen receptors (ERs). Estrogen is converted from 

testosterone by aromatase. Three ER subtypes (ERα, ERβ, ERγ  or ERβ

2) and two aromatase subtypes (CYP19a and CYP19b) are identified in 

fishes. This study was performed as basic research to clarify the role of 

ERs and CYP19s genes in reproductive activities of protogynous wrasses. 

First of all, ER  subtypes (ERα  and ERβ) and aromatase subtypes 

(CYP19a and CYP19b) were cloned from Pseudolabrus japonicus. The 

ORF length of bambooleaf wrasse ERα, ERβ, CYP19a and CYP19b were 

1.6 Kb, 2 Kb, 1.6 Kb and 1.5 Kb, respectively. The cloned ERs and 

CYP19s exhibited several conserved features found among all nuclear 

receptors and CYP19s, respectively. And the sequences of cDNAs 

identified in bambooleaf wrasse were the most similar to respective gene 

of Halichoeres tenuispinis. Secondly, we investigated their expression in 

Okinawa three-spot wrasse, Halichoeres trimaculatus during the tidal 

changes. The expression levels of ERα, ERβ, CYP19a and CYP19b in the 

ovary and brain tissues were compared using real-time PCR. In this 

study, we firstly identified that the three-spot wrasse spawns at high tide. 

In ovary, ERα  and CYP19a was expressed at high level during high tide. 

Especially, the expression of CYP19a was more increased after high tide. 

But, the expression pattern of ERβ  was opposite to those of ERα. In 

brain, ERα  expressed at high level during low to high tide through whole 

brain tissue (fore-, mid-, and hindbrain). ERα  expression level was the 

highest in midbrain, while ERβ  was expressed at high level in forebrain 



during low to high tide. CYP19b expression level was significantly high in 

midbrain during low to high tide. This result suggest that ERs and 

CYP19s are closely related to reproduction rhythm of wrasse.

Keyword : cloning, aromatase (CYP19), estrogen receptor (ER), real-time 

PCR, tidal change, wrasse
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서   론

   여성 호르몬인 estradiol-17β (E2)는 어류의 생식에서 vitellogenin (Vtg)의 

합성과 생식행동과 관련된 뇌의 신경분화 및 신경내분비 조절에 관여한다고 

알려져 있다 (Beyer, 1999). 이러한 에스트로겐의 작용은 에스트로겐 수용체 

(ER)에 의해 매개되므로 ER은 E2와 마찬가지로 여성 성적 발달과정에 매우 

중요하다 (Cavaco 등 1998). 포유류에서는 서로 다른 유전자에 의해 만들어지

는 두 종류의 ER subtypes인 ERα와 ERβ가 분리되었으며 (Xu 등 2003; 

Lewandowski 등 2002), 이들 수용체는 조직특이적인 발현 양상을 보인다 

(Choi 와 Habibi, 2003; Enmark 와 Gustafsson, 1999). 경골어류에서는 ERα  

와 ERβ외에 ERβ2 (Tchoudakova 등 1999; Menuet 등 2002; Ma 등 2000) 

또는 ERγ  (Hawkins 등 2000)라는 제 3의 ER subtype도 분리된 바 있다. 

ER은 ligand-dependent transcription factor로서 E2-ER 복합체는 estrogen 

responsive element (ERE)에 결합하여 유전자 발현을 조절한다 (Yamamoto, 

1985). ER 단백질은 총 6개의 도메인 (A∼F)으로 구성되어 있다 (Krust 등 

1986). N-말단 부분에 위치한 A/B 도메인은 hormone-independent 

transactivation function (AF1)을 가지며 (Evans, 1988), C 도메인은 ER 

isoform들 중에서 가장 잘 보존된 부분으로 두 개의 zinc finger motif를 갖는

다 (Green 등 1986). C-말단에 위치한 E 도메인은 호르몬과 결합하며 

hormone-dependent transactivation function (AF2) (Tora 등 1989; Berry 등 

1990; Danielian 등 1992)과 hormone-dependent dimerization 기능을 수행한

다 (Fawell 등 1990a; 1990b). 

  Steroidogenic 효소인 cytochrome P450 aromatase (CYP19)는 cytochrome 

P450 superfamily에 속하며, aromatase와 ubiquitous flavoprotein인 

NADPH-dependent cytochrome P450 reductase로 구성된 aromatase 복합체

에 의해 안드로겐에서 에스트로겐으로의 전환을 촉매한다 (Conley 등 2001; 
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Gelinas 등 1998). 어류에서는 CYP19a (ovary type)와 CYP19b (brain type)

으로 불리는 두 종류의 aromatase 유전자에 의해 CYP19A1 (P450 aromatase 

A)와  CYP19A2 (P450 aromatase B) 단백질이 생성된다 (Blazquez 와 

PiferrER, 2004; Chiang 등 2001b; Tchoudakova 와 Callard, 1998; 

Tchoudakova 등 2001). Ovary type aromatase는 생식 주기 및  

vitellogenesis와 관련되며 (Nagahama 등 1994), brain type aromatase은 생

식 주기와 관련된다는 보고가 있다 (Gelinas 등 1998). 척추동물에서 진화적

으로 보존된 aromatase는 생식소와 뇌에서 그 기능을 수행한다 (Conley 등 

2001; Callard 등 1978). 포유동물의 뇌에서 aromatase의 발현은 에스트로겐의 

local generation에 영향을 미치기 때문에 성적 분화와 행동에 중요하다는 보

고도 있다 (Lephart, 1996; Negri-Cesi, 1996).

  한편, 대부분의 경골어류는 동적인 생식 활성을 갖는다. 특히, 놀래기류는 

일주기 생식 리듬을 가지고 있다 (Matsuyama 등 1998; 2002). 이러한 일주기 

생식리듬은 낮과 밤의 일교차, 달의 주기, 조수의 변화 등과 같은 환경적 요

소에 영향을 받는다. 이 중에 조수의 변화는 자연현상으로 달의 인력에 영향

을 받는다. 달의 인력으로 해수면의 높이가 하루에 두 번씩 변하게 되며, 조

수의 변화는 해양 생물과 생태계에 영향을 주게 된다. 많은 해양 생물들은 특

이적인 생식 타이밍을 갖지만, 현장에서 생식 타이밍을 조작하기가 매우 어렵

기 때문에 직접적으로 연구되지 못했다. 복어 (Takifugu niphobles)는 보름달

이나 초승달 뜰 무렵 저녁에 해수가 상승하는 동안 산란하며, 알의 생존은 산

란의 타이밍과 관련되므로 어류에서는 산란이 조수의 주기와 연관이 있다고 

알려져 있다 (Yamahira, 1993; 2001). 

   본 연구는 자성선숙어인 놀래기류의 생식에서 ER과 aromatase의 역할을 

구명하기 위한 기초연구로 수행되었다. 우선, 제주연안에 서식하는 황놀래기

에서 ER과 aromatase cDNA를 클로닝하여 염기서열을 분석하였다. 그리고 

오키나와 삼점놀래기에서 조수의 변화에 따른 ER과 CYP19의 발현양상과 산

란과의 관계를 분석하였다. 
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재료 및 방법

1. 실험 동물

   ER과 CYP19  subtypes를 클로닝하기 위하여 성숙한 암컷 황놀래기 

(Pseudolabrus japonicus)를 2004년 9월경 제주연안에서 채집하였고, 얼음에

서 마취 후 뇌와 생식소를 분리하여 RNA 추출 전까지 -80 ℃에서 보관하였

다. 산란기 동안 조수의 변화에 따른 유전자발현을 조사하기 위해 2005년 7

월, 일본 세소코섬 연안에서 삼점놀래기 (Halichoeres trimaculatus)를 간조, 

간조-만조, 만조 그리고 만조-간조 시기에 채집하였다. 2-phenoxyethanol 

(300 ppm)로 마취한 후, 혈액, 뇌와 생식소를 적출하였다. 뇌는 전뇌, 중뇌 그

리고 후뇌로 나누었다 (Fig. 1). 혈액은 헤파린 처리된 주사기를 사용하여 체

혈하여 혈장을 분리하였다. 적출된 난소는 무게를 재고 GSI (Gonadosomatic 

Index)값을 측정하였다: GSI=(gonad weight/body weight)×100. 적출된 시료

는 RNA를 추출하기 전까지 -80 ℃에 보관하였다.
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Figure 1.  Dorsal view of a brain of H. trimaculatus.  The brain 

of three-spot wrasse is divided into three parts: FB, forebrain; MB, 

midbrain; HB, hindbrain. Bar=3mm.
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2. 조직학적 관찰과 난모세포의 난경 측정

   조직학적 관찰을 위해 난소 조각을 Bouin 용액에 고정하여 에탄올로 탈수

한 후 파라핀으로 포매하였다. 각 절편은 5 ㎛ 두께로 절단하였고 

Hematoxylin-Eosin으로 염색한 후 각 시기별 난모세포의 상태를 검경하였다. 

난모세포의 성숙도는 측정하기 위해서 시기별로 관찰한 각 조직 절편 당 30

개의 성숙한 난모세포를 무작위로 선택하여 성숙한 난모세포의 난경을 측정

하였다. 각 난모세포의 직경은 수직을 이루는 두 방향으로 길이를 측정하고 

그 평균값을 계산하여 생식소의 성숙도의 차이를 비교하였다.

3. 혈장 내 E2 농도 측정 

   혈장 내 E2 농도는 96-well microtiter plate (Falcon, USA)를 사용하여 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 방법으로 측정하였다 

(Takemura, 1993). 혈장 샘플은 1 ㎖의 메탄올로 1회, 1 ㎖의 증류수로 2회 

추출하였고, 추출된 용액은 1.5 ㎖ 튜브에 옮겨 원심분리하며 증발시켰다 

(VEC-310, Japan). 그 후, 220 ㎕의 50 mM borate buffer (pH 7.8, 0.5% 

BSA 포함)를 혼합하였다. 96-well plate는 100 ㎕ (240 ㎍/㎖)의 goat 

anti-rabbit IgG가 들어있는 50 mM carbonate buffer (pH 9.6)으로 코팅한 

후 4 ℃에서 overnight 보관하였다. 그 후, plate는 0.05 % Tween을 포함하는 

10 mM phosphate buffer saline (PBS-T)로 plate washer (SLT, Austria)에

서 3회 세척하였다. 분석은 40 ㎕의 standard (12.8 to 0.25 ㎍/㎖) 또는 

plasma extract, 40 ㎕의 HRP로 표지된 스테로이드 그리고 40 ㎕의 스테로이

드 호르몬을 첨가하여 4 ℃에서 overnight동안 반응하였고, PBS-T로 3회 세

척한 후, 각 well에 0.01 % o-phenylenediamine dihydrochloride (Sigma)를 

포함하는 100 ㎕의 100 mM citrate buffer (pH 4.5)와 0.04 % H2O2를 첨가하

였다. 발색은 상온에서 20분간 진행하였고, 25 ㎕의 4 N H2SO4를 각 well에 
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첨가하여 반응을 중단시켰다. 각 well의 흡광도는 microplate reader (BioRad, 

USA)를 이용하여 490 nm에서 측정하였다.

4. RNA 분리

   Total RNA는 TRI-reagent (Molecular Research Center, INC., Cincinnati, 

Ohio, USA)를 사용하여 분리하였다. 50∼100 ㎎의 조직을 1 ㎖의 

TRI-reagent에서 균질화한 후, 0.2 ㎖의 클로로포름을 첨가하여 상온에서 15

분간 반응하고 4 ℃에서 12,000 g로 15분간 원심분리 하였다. 상층액을 새 튜

브에 옮긴 후 0.5 ㎖의 isopropanol을 첨가하여 RNA를 침전시키고, 80 %의 

DEPC 처리된 에탄올로 세척한 후 건조시켜 DEPC 처리된 증류수에 녹였다. 

분리된 RNA는 260 nm 와 280 nm에서 흡광도를 측정하여 정량하였다.

5. cDNA 합성

   cDNA는 1 ㎍의 total RNA를 주형으로 ImProm-II
™
 Reverse 

Transcription System (Promega, Madison, WI, USA)을 사용하여 합성하였

다. Total RNA 1 ㎍과 Oligo(dT) primer 1 ㎍을 혼합하고 총 부피가 5 ㎕가 

되도록 증류수를 첨가하였다. cDNA 합성반응은 70 ℃에서 5분간 반응시킨 

후, 4 ㎕의 5x Reaction buffer , 2 ㎕의 25 mM MgCl2 , 1 ㎕의 10 mM 

dNTP Mix,  20 unit의 Ribonuclease inhibitor와 1 unit의 Reveres 

transcriptase를 첨가하고, 총 부피가 20 ㎕가 되도록 증류수를 첨가한 다음, 

25 ℃에서 5분 그리고 42 ℃에서 60분간 반응시킨 후, 70 ℃에서 15분간 가열

하여 cDNA의 합성을 중단시켰다. 합성이 끝난 각 튜브에 80 ㎕의 nuclease

가 없는 증류수를 첨가하여 최종부피를 100 ㎕되게 희석하였다.
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6. ER과 CYP19  cDNA의 클로닝

   ERα, ERβ, CYP19a 그리고 CYP19b의 cDNA를 클로닝하기 위해서 놀래

기 (Halichoeres tenuispinis)에서 보고된 염기서열을 참고로 ERα  P1, ERα  

P2, ERα  P3, ERβ  P1, CYP19a P1 그리고 CYP19b P1 primer 세트 (Table 

1)를 디자인하여 이들 유전자 단편을 증폭하였다. 증폭산물은 1% agarose 

gel에 전기영동하여 확인 후 정제하였고, pGEM-T easy vector (Promega, 

Madison, WI, USA)에 삽입하여 클로닝 한 후 plasmid를 분리하여 염기서열

을 결정하였다. 각 유전자의 염기서열은 National Center for Biotechnology 

Information (NCBI)의 BLAST 검색을 이용하여 분석하였다 (Altschul 등 

1990). ERα  cDNA의 전체 염기서열은 ERα  P1, ERα  P2 그리고 ERα  P3 

primer로 증폭된 부분 서열들을 조합하여 결정하였다. ERβ, CYP19a 그리고 

CYP19b의 전체서열은 SMART RACE cDNA amplification kit (Clontech, 

Palo Alto, CA, USA)를 이용하여 결정하였다. 유전자 특이적인 primer 세트

는 클로닝 된 부분 서열을 참고로 제작되었다 (Table 2). RACE 방법으로 증

폭된 cDNA는 1 % agarose gel에 전기영동하여 확인 후 정제하였고, 정제된 

cDNA는 pGEM-T easy vector (Promega, Madison, WI, USA)에 삽입하여 

클로닝 한 후 염기서열을 결정하였다. 



- 8 -

Table 1.  Primer sets used for partial  cloning of ER  and CYP19

subtypes in P. japonicus.

Name Primer sequence Note

ERα P1 5'-TACTACTCTGCTGCTCTGGACACA-3' forward primer for ERα
cDNA fragment

5'-TCAGCTGAAGAAAACCTGGAAG-3' reverse primer for ERα
cDNA fragment

ERα P2 5'-ATAGGGAGCTGGTCCACATGAT-3' forward primer for ERα
cDNA fragment

5'-CATGAAGGAGAGTAGTGCAGAGG-3' reverse primer for ERα
cDNA fragment

ERα P3 5'-ATGTATCCCGAAGAGAGCCGA-3' forward primer for ERα
cDNA fragment

5'-TTCTGTGCTCCCGGTCCTTA-3' reverse primer for ERα
cDNA fragment

ERβ P1 5'-CCATACACGGACAATAACCAAGAG-3' forward primer for ERβ
cDNA fragment

5'-CTTCTGCTCCTCCATGAGGTAGAT-3' reverse primer for ERβ
cDNA fragment

CYP19a P1 5'-ACTGTGGTAGTATTGCAGGGAGTG-3' forward primer for 

CYP19a cDNA fragment

5'-ACACATACTGCCTCACGTTCTCTG-3' reverse primer for 

CYP19a cDNA fragment

CYP19b P1 5'-GTATCGTCTGAAGTCACCGTCTTTC-3' forward primer for 

CYP19b cDNA fragment

5'-CCTAAGGACTGTGTTCATCTCCTC-3' reverse primer for 

CYP19b cDNA fragment
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Table 2.  Primer sets used for RACE of ER  and CYP19  subtypes 

in P. japonicus.

Name Primer sequence Note

ERβ GSP 5'-TGGCCATGGACCTCTGAGCTTCTAC-3'

5'-CCTCTGAGCTCATGGTGGCTGCATT-3'

gene specific primer
for 5' RACE
gene specific primer
for 3' RACE

ERβ NGSP1 5'-GCATCAACGGCAGCAGCTCCATCAT-3'

5'-CGGCAGGCTTGGCAGCTTTTACGTC-3'

nested primer for 
5' RACE
nested primer for 
3' RACE

ERβ NGSP2 5'-AAACCAGCTCCACGCCCGTCTACAG-3'

5'-ATGCTGGTGAGCAGGGTCATCATGG -3'

nested primer for 
5' RACE
nested primer for 
3' RACE

CYP19a GSP 5'-TCAGCTGTGCACCACGTCCTGAAG-3'

5'-AATGGCTGGGAGTAGCGACGAGGAG-3'

gene specific primer
for 5' RACE
gene specific primer
for 3' RACE

CYP19a NGSP1 5'-CCTGCAGCAGACAGTGGAGGTTTG-3'

5'-GTGAAGTCCACCACAGGATGGAAGC-3'

nested primer for 
5' RACE
nested primer for 
3' RACE

CYP19a NGSP2 5'-GAGGCACAAGACAGCAACCCAGGAG-3'

5'-CAGACAGCTCACCATGGCTCTGTGC-3'

nested primer for 
5' RACE
nested primer for 
3' RACE

CYP19b GSP1 5'-GCCTCCAGAGGACAGTGGGAATCTG-3'

5'-CAGCCTTGGCGAGGACACACAGT-3'

gene specific primer 
for 5' RACE
gene specific primer 
for 3' RACE

CYP19b NGSP1 5'-CCAAGAGCTGCAGGACGTGATGG-3'

5'-GCCGAAGGGCTGGAAGAAACGAC-3'

nested primer for 
5' RACE
nested primer for
3' RACE

CYP19b NGSP2 5'-GATCGCAGCTCCTGACACACTCTCC-3'

5'-CTTCCAGAGCTTTGCGCATGGTG-3'

nested primer for 
5' RACE
nested primer for 
3' RACE
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7. 염기서열 분석

  ER과 CYP19  subtypes의 cDNA 염기서열은 BLASTN과 BLASTX 

(National Center for Biotechnology Information, NIH, USA)를 이용하여 분

석하였다. 염기서열의 배열분석(alignment)은 CLUSTALW (Thompson 등 

1994)를 사용하였고, bootstrap 분석은 PHYLIP의 SEQBOOT 프로그램을 이

용하여 100번 반복으로 수행하였고, consensus tree는 PHYLIP의 

CONSENSE 프로그램을 이용하여 작성하였다. 각 유전자의 multiple 

sequence alignment에 이용된 종과 유전자는 다음과 같다. (1) ERα: black 

porgy (bpERα; Huang 등 2002), channel catfish (ccERα; Xia, 1999), 

eelpout (epERα; accession number, AY223902), gilthead seabream (gsERα; 

Munoz-Cueto 등 1999), goldfish (gfERα; accession number, AY055725), 

olive flounder (jfERα; accession number, AB070629), mouse (mERα; 

accession number, M38651), Nile tilapia (tERα; Chang 등 1999), North 

African catfish (acERα; accession number, X84743), rat (rERα; accession 

number, NM012689), rainbow trout (rtERα; Pakdel 등 2000), red sea bream 

(rsERα; Touhata 등 1999), zebrafish (zfERα; accession number, AB037185), 

Jeju wrasse (jwERα; accession number, AY305026). (2) ERβ: black porgy 

(bpERβ; accession number, AY074779), common carp (cERβ; accession 

number, AB083064), gilthead seabream (gsERβ; accession number, 

AF136980), goldfish (gfERβ2; Ma 등  2000), olive flounder (jfERβ; 

accession number, AB070630), rainbow trout (rtERβ; accession number, 

AJ289883), zebrafish (zfERβ2; accession number, AJ414567), Atlantic 

croaker (acERβ; Hawkins 등 2000), channel catfish (ccERβ; Xia 등 2000), 

spiny dogfish (dfERβ; accession number, AF147746), goldfish (gfERβ; 

Tchoudakova 등 1999), Japanese eel (jeERβ; Todo 등 1996), medaka 

(jmERβ; accession number, AB070901), Nile tilapia (tERβ; Chang 등 
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1999), zebrafish (zfERβ; accession number, AF349413), mouse (mERβ; 

Tremblay 등, 1997), rat (rERβ; accession number, AJ002602), human (hER

β; accession number,  AB006590), and human PR (hPR; accession number, 

NM_000926), Jeju wrasse (jwERβ; accession number, AY305027). (3) 

CYP19a: Nile tilapia CYP19a (ntCYP19a; accession number, AF472620), 

goldfish (gfCYP19a; accession number, AB009336), zebrafish (zfCYP19a; 

accession number, AF004521), gilthead seabream (gbCYP19a; accession 

number, AF399824), Japanese flounder (jfCYP19a; accession number, 

AB017182), red seabream (rbCYP19a; accession number, AB051290), 

medaka (mCYP19a; accession number, D82968). Jeju wrasse (jwCYP19a; 

accession number, AY489061) (4) CYP19b: Nile tilapia (ntCYP19b; 

accession number, AF306786), Mozampique tilapia (mtCYP19b; accession 

number, AF135850), goldfish (gfCYP19b; accession number, AB009335), 

zebrafish (zfCYP19b; accession number, AF226619), channel catfish 

(ccCYP19b; AF417239), Japanese medaka (jmCYP19b; accession number, 

AY319970), Jeju wrasse (jwCYP19b; accession number, AY489060).

8. Real-time RT-PCR을 이용한 유전자 발현 분석

  삼점놀래기에서 ERα, ERβ, CYP19a 그리고 CYP19b의 유전자 발현을 

real-time RT-PCR 방법으로 분석하기 위하여 우선 이들 유전자 단편을 PCR

로 증폭하여 클로닝하였다. PCR은 놀래기의 각 유전자 서열을 기초로 디자인 

된 ERα  P4, ERβ  P2, CYP19a P2, and CYP19b P2 primer 세트 (Table 3)를 

이용하여 수행하였다. 삼점놀래기의 각 유전자 단편의 염기서열은 NCBI의 

BLAST 분석 (Altschul 등 1990)으로 확인하여 이들 염기서열로부터 

PrimerExpress V 2.0 software (ABI)을 이용하여 각 유전자의 real-time 

PCR 분석에 사용된 prime를 준비하였다 (Table 4). 각 primer는 증폭산물의 
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길이가 100∼200 bp 되도록, Tm 값은 57∼60 ℃로 되도록 고안하였다. ER과 

CYP19  그리고 β-actin을 암호화한 서열을 포함한 plasmid는 10배씩 희석하

여 standard curve를 작성하는 데 이용하였다. Real-time PCR 분석은 ABI 

Prism 7000 cycler (ABI)와 SYBR Green premix PCR kit (Takara, Tokyo, 

Japan)을 이용하여 수행하였다. 50 %의 SYBR Premix EX Taq, 0.2 μM의 

forward와 reverse primer 그리고 2 ㎕의 cDNA 주형을 포함하는 각 PCR 반

응액을 1분간 denaturation 시킨 후 95 ℃에서 5초, 60 ℃에서 1분간 

annealing과 extension을 하였다. PCR 증폭의 특이성을 확실히 하기 위해 

PCR 반응의 마지막 단계에 dissociation curve 분석을 수행하였다. 각 유전자

의 발현 정도는 β-actin의 발현 수준과의 비율로 계산하였다.
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 Table 3.  Primer sets used for partial cloning of ER  and CYP19  

 subtypes in H. trimaculatus.

Name Primer sequence Note

ERα P4 5'-TGCAGTGACTATGCCTCTGG-3'

5'-ATCAGAACCTCAAGCCAGGA-3'

forward primer for ERα
cDNA fragment

reverse primer for ERα
cDNA fragment

ERβ P2 5'-TCTACATCCCCTCGCCATAC-3'

5'-CTTTTACGCCGGTTCTTGTC-3'

forward primer for ERβ
cDNA fragment

reverse primer for ERβ
cDNA fragment

CYP19a P2 5'-AGGCAGTATGTGTTGGAGATGG-3'

5'-ACCAGGATGGATTTCTCATCA-3'

forward primer for 
CYP19a cDNA fragment

reverse primer for 
CYP19a cDNA fragment

CYP19b P2 5'-GACATGTGGATGCCCTAAATCT-3'

5'-AAAGGCTGGAAGAAGCGACT-3'

forward primer for 
CYP19b cDNA fragment

reverse primer for 
CYP19b cDNA fragment
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 Table 4.  Primer sets used for quantitative real-time PCR. 

Name Forward primer Note

β-actin  RT 5'-TACCACCATGTACCCTGGCATC-3'

5'-TACGCTCAGGTGGAGCAATGA-3'

forward primer for 
β-actin cDNA fragment

reverse primer for 
β-actin cDNA fragment

ERα RT 5'-TCGTCGCCTCAGGAAGTGTTA-3'

5'-TCGTACAAGTCCGCCTTTTGT-3'

forward primer for 
ERα cDNA fragment

reverse primer for 
ERα cDNA fragment

ERβ RT 5'-AGTCCAAACCCAACAGCATCAG-3'

5'-ACCACAGAAGAGCACAACGAGG-3'

forward primer for 
ERβ cDNA fragment

reverse primer for 
ERβ cDNA fragment

CYP19a RT 5'-TTCTGAACACAGGCCACATGC-3'

5'-AAACGGCTGGAAGTAACGACG-3'

forward primer for 
CYP19a cDNA fragment

reverse primer for 
CYP19a cDNA fragment

CYP19b RT 5'-TGAAACATGGCAGACGGTTCT-3'

5'-ATCACGTCTTGCAGCTCTTGG-3'

forward primer for 
CYP19b cDNA fragment

reverse primer for 
CYP19b cDNA fragment
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9. 통계분석

 모든 그래프의 오차는 표준오차로 계산하여 표현되었다. 조수의 변화 동안 

ER과 CYP19의 발현 패턴, 혈장 내 E2 농도 그리고 난경의 길이 간의 차이

는 윈도우 프로그램인 SPSS (SPSS Inc., Chicago, USA)를 사용하여 

LSD-Duncan 테스트에 의해 one-way analysis of variance (ANOVA)로 결

정하였다.
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결  과

1. 황놀래기의 ER과 CYP19  cDNAs의 클로닝과 염기서열 분석

 1) ERα와 ERβ

   황놀래기 난소의 cDNA를 주형으로 두 종류의 ER  subtype cDNA를 PCR

과 RACE 방법으로 클로닝 하였다. ERα  mRNA의 ORF 길이는 1581 bp 

(526 아미노산)이며 ERβ  mRNA의 ORF 길이는 2037 bp (679 아미노산)이었

다 (Fig. 2와 Fig. 3). 황놀래기의 ER subtype cDNA를 다른 종에서 보고된 

ER subtypes과 아미노산 서열을 비교 분석한 결과, 황놀래기의 ER  

subtypes은 놀래기 (H. tenuispinis)의 ER subtypes와 가장 유사하였다 (ER

α  88 %, ERβ  84 %; Table 5와 6). 여러 종에서 비교된 ERα의 아미노산 서

열중에서 C 도메인내의 서열은 94∼100 %, E 도메인의 서열은 68∼98 % 유

사하였다. 비교된 종간에서 ERβ의 C 와 E 도메인내의 아미노산 서열은 각각 

68∼98 %와 68∼98 %의 유사성을 보였다. 조사된 모든 종에서 ERα와 ERβ

의 C 도메인은 모두 76개의 아미노산으로 구성되어 있었다. 그리고 E 도메인

의 경우는 ERα에서는 모든 종이 동일하게 194개의 아미노산으로 이루어져 

있었고, ERβ에서는 194∼6개의 아미노산으로 구성되어 있었다. 황놀래기 ER

α와 ERβ 사이의 아미노산 서열을 서로 비교했을 때, A/B 도메인에서 F 도메

인까지의 각각 7 %, 89 %, 18 %, 58 % 그리고 17 % 유사성을 나타내었다 

(Fig. 4). 여러 종들의 ER subtypes 간의 계통유연관계를 분석한 결과, 본 연

구에서 클로닝된 황놀래기 ERα와 ERβ는 놀래기에서 보고된 ERα, ERβ와 가

장 가까운 유연관계를 나타내었다 (Fig. 5).
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ATGTATCCCGAAGAGAGCCGAGGAGCCAGAGTCTGTACCATGGCTGCTGCACGGGAGGAA    60
 M  Y  P  E  E  S  R  G  A  R  V  C  T  M  A  A  A  R  E  E     20
GGAGAGGTTCTGCACAGTAAAACGAGGCACCACCACGACGGAGCTGGAAGTGTAAACAGC   120
 G  E  V  L  H  S  K  T  R  H  H  H  D  G  A  G  S  V  N  S     40
TCAGAGGGCTCCACGCCCGTCTACAGGTCCAGCGTCTCGTCCAGTCAGCAGAGCATTTCC   180
 S  E  G  S  T  P  V  Y  R  S  S  V  S  S  S  Q  Q  S  I  S     60
AGAGAGGAGCACTGTGGCACCAGTGACGAGTCTTACAGCATGGGGGAGTCAGGGGCCGGA   240
 R  E  E  H  C  G  T  S  D  E  S  Y  S  M  G  E  S  G  A  G     80
GCTGCAGCCGGCTGCTTTGAGATGGCAAAAGAGATGCGTTACTGTGCGGTGTGCAGTGAC   300
 A  A  A  G  C  F  E  M  A  K  E  M  R  Y  C  A  V  C  S  D    100
TATGCCTCTGGGTACCACTATGGGGTGTGGTCCTGTGAGGGCTGCAAGGCCTTCTTTAAG   360
 Y  A  S  G  Y  H  Y  G  V  W  S  C  E  G  C  K  A  F  F  K    120
AGGAGCATCCAGGGTCACAATGACTATATGTGCCCTGCAACCAATCAGTGCACGATCGAC   420
 R  S  I  Q  G  H  N  D  Y  M  C  P  A  T  N  Q  C  T  I  D    140
AGGAATCGCAGGAAGAGTTGCCAGGCTTGTCGCCTCAGGAAGTGTTACGAAGTGGGCATG   480
 R  N  R  R  K  S  C  Q  A  C  R  L  R  K  C  Y  E  V  G  M    160
ATGAAGGGAGGTGTGCGTAAGGACAGGGGGCGTGTTTTGCGGCGTGACAAAAGGCGCACT   540
 M  K  G  G  V  R  K  D  R  G  R  V  L  R  R  D  K  R  R  T    180
GGTACAAGTGATAAGGATAAGGGCTCTAAGGACCGGGAGCACAGAACAGTGCCACCTCAG   600
 G  T  S  D  K  D  K  G  S  K  D  R  E  H  R  T  V  P  P  Q    200
GGCAGGAGGAAACACGGCAGCAGTGTTGGAGGAGGAAAATCACCAGTGATCAGCATGCCT   660
 G  R  R  K  H  G  S  S  V  G  G  G  K  S  P  V  I  S  M  P    220
CCTGATCAGGTGCTCCTCCTGCTCCAGGGTGCAGAACCTCCCATCTTGTGCTCCCGTCAG   720
 P  D  Q  V  L  L  L  L  Q  G  A  E  P  P  I  L  C  S  R  Q    240
AAACTGAGCAGACCCTACGCCGAGGTCACCATGATGACCCTGCTCACCAGCATGGCCGAT   780
 K  L  S  R  P  Y  A  E  V  T  M  M  T  L  L  T  S  M  A  D    260
AGGGAGCTGGTCCACATGATCGCCTGGGCCAAGAAGCTTCCAGGTTTTCTGCAGCTGACC   840
 R  E  L  V  H  M  I  A  W  A  K  K  L  P  G  F  L  Q  L  T    280
CTCCATGACCAGGTGCAGCTGCTGGAGAGCTCCTGGCTTGAGGTTCTGATGATTGGTCTC   900
 L  H  D  Q  V  Q  L  L  E  S  S  W  L  E  V  L  M  I  G  L    300
ATCTGGAGGTCCATCCACTGCCCTGGGAAACTCATCTTTGCTCAGGACCTCATACTGGAC   960
 I  W  R  S  I  H  C  P  G  K  L  I  F  A  Q  D  L  I  L  D    320
CGAAGTGAAGGTGACTGCGTGGAGGGCATGGCAGAGATCTTCGACATGCTTTTGTCCACC  1020
 R  S  E  G  D  C  V  E  G  M  A  E  I  F  D  M  L  L  S  T    340
GCTTCCCGCTTCCGCATGCTTAAACTCAAACCTGAGGAGTTCGTCTGTCTCAAAGCGATC  1080
 A  S  R  F  R  M  L  K  L  K  P  E  E  F  V  C  L  K  A  I    360
ATCCTGCTCAACTCTGGTGCCTTTTCTTTCTGCACCGGCACAATGGAGCCGCTCCACGAC  1140
 I  L  L  N  S  G  A  F  S  F  C  T  G  T  M  E  P  L  H  D    380
AGCGCGGCCGTGCAGAATATGCTCGACATTATCACAGACGCTCTCATCCATCACATCAGC  1200
 S  A  A  V  Q  N  M  L  D  I  I  T  D  A  L  I  H  H  I  S    400
CAATCAGGTTGCTCGGTTCACCAGCAATCAAGGCGACAGGCCCAGCTGCTCCTCCTGCTC  1260
 Q  S  G  C  S  V  H  Q  Q  S  R  R  Q  A  Q  L  L  L  L  L    420
TCCCACATCAGGCACATGAGCAACAAAGGCATGGAGCACCTCTACAGCATGAAGTGTAAG  1320
 S  H  I  R  H  M  S  N  K  G  M  E  H  L  Y  S  M  K  C  K    440
AACAAGGTTCCTCTGTACGACCTGCTACTCGAGATGCTGGACGCTCACCGCCTCCACCGC  1380
 N  K  V  P  L  Y  D  L  L  L  E  M  L  D  A  H  R  L  H  R    460
CCGGACAGACCTGCAGAGTCCTGGTCCCAGACTGACGGAGAGCCCGCATACATCACCAAC  1440
 P  D  R  P  A  E  S  W  S  Q  T  D  G  E  P  A  Y  I  T  N    480
ACAAACACCAACAACAGCAGCAGCAGCAGCTCCACCTCAGCTGGGCCCAGAGTCAGCCTC  1500
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 T  N  T  N  N  S  S  S  S  S  S  T  S  A  G  P  R  V  S  L    500
GAGAGCCCCAACAAAACCCCCATAGGTCAGGGGGTCCTGCAGTATGGAGGGTCCCGCCCT  1560
 E  S  P  N  K  T  P  I  G  Q  G  V  L  Q  Y  G  G  S  R  P    520
GACTGCACTCACATCCTATGA                1581
 D  C  T  H  I  L  *                       526

Figure 2.  The ORF nucleotide sequence and putative amino acid 

sequence of ERα  of  P. japonicus.  1581 bp encodes a protein of 526 

amino acids. The conserved C-domain is marked by gray box, and 

E-domain regions are represented by underlines. The eight cysteine 

residues in the zinc finger motifs are boxed. Bold and italicized in the 

C-domain are P- and D-box. The AF2 region is italicized in E-domain. 

termination codon is marked as asterisk. The nucleotide and amino acid 

sequence for ERα  were submitted to the GenBank with accession number 

DQ298133.
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ATGGCCTCTTCCCCCGGGCTGGACTCCGACTCTTTACCGCTGCTTCAGCTCCAGGAGGTG   60
 M  A  S  S  P  G  L  D  S  D  S  L  P  L  L  Q  L  Q  E  V    20
GACTCCAGCAAAGTCTCCGAGAGGCCCGGCTCCCCAAGTCTCCTGCCCGCCGTGTACACC   120
 D  S  S  K  V  S  E  R  P  G  S  P  S  L  L  P  A  V  Y  T    40
CCTCCTCGGAGCATGGACAGCCACACCGTCTACATCCCCTCGCCATACACGGACAATAAC   180
 P  P  R  S  M  D  S  H  T  V  Y  I  P  S  P  Y  T  D  N  N    60
CAAGAGTACAACCATGGCCATGGACCTCTGAGCTTCTACAGCCCGTCTGTGCTGAGCTAC   240
 Q  E  Y  N  H  G  H  G  P  L  S  F  Y  S  P  S  V  L  S  Y    80
GCCCGACCGTCGGCCACAGACAGCCCGTCATCTCTGTGCGCCCCCCTTAGTCCGTCAGCC   300
 A  R  P  S  A  T  D  S  P  S  S  L  C  A  P  L  S  P  S  A    100
TTCTGGCCCCCCCACAGTCACCCCAACCTGCCCTCACTGACCCTGCGCTGTCCACAGCCT   360
 F  W  P  P  H  S  H  P  N  L  P  S  L  T  L  R  C  P  Q  P    120
CTTGGCTACAATGAACCCGGCTTACATGCACCCTGGCTGGAGGCCAAACAACACAGCATC   420
 L  G  Y  N  E  P  G  L  H  A  P  W  L  E  A  K  Q  H  S  I    140
AACGGCAGCAGCTCCATCATCAGCTGTAACAAGCCGCCTGGGAAGAGATCAGAAGAAGGA   480
 N  G  S  S  S  I  I  S  C  N  K  P  P  G  K  R  S  E  E  G    160
CTGGATGGTGTGAACCCCTCGTTGTGTTCGTCTGCAGTAGGGAAAGCTGCCATGCACTTC   540
 L  D  G  V  N  P  S  L  C  S  S  A  V  G  K  A  A  M  H  F    180
TGCGCCGTGTGTCACGACTACGCTTCGGGGTACCACTACGGCGTGTGGTCCTGCGAGGGC   600
 C  A  V  C  H  D  Y  A  S  G  Y  H  Y  G  V  W  S  C  E  G    200
TGTAAAGCCTTTTTCAAGAGGAGTATCCATGGACACAATGACTACATCTGTCCTGCCACA   660
 C  K  A  F  F  K  R  S  I  H  G  H  N  D  Y  I  C  P  A  T    220
AATCAATGCACTATCGACAAGAACCGGCGTAAAAGCTGCCAAGCCTGCCGCCTCCGTAAA   720
 N  Q  C  T  I  D  K  N  R  R  K  S  C  Q  A  C  R  L  R  K    240
TGCTACGAAGTGGGCATGATGAAATGTGGTGTAAGGCGCGAACGCTGCAGCTATCGAGGA   780
 C  Y  E  V  G  M  M  K  C  G  V  R  R  E  R  C  S  Y  R  G    260
ACCCGACACCGCCGTGGTGGACCCCAGCCTCGGGATCCCACAGGCAGGGGTTTGGTCAGG   840
 T  R  H  R  R  G  G  P  Q  P  R  D  P  T  G  R  G  L  V  R    280
GTGGGGCTTGGTTCTCGAGCTCAACGGCATCTCCAACCTGGAGGGGCCCCTCGCCCCGGT   900
 V  G  L  G  S  R  A  Q  R  H  L  Q  P  G  G  A  P  R  P  G    300
CACCCCCCTCCCTCAGATGAACCATGTACACAATGCAGCCACCATGAGCTCAGAGGAATT   960
 H  P  P  P  S  D  E  P  C  T  Q  C  S  H  H  E  L  R  G  I    320
CATCTCACGCATCATGGAAGCAGAGCCACCGGAGATCTACCTCATGGAGGAACTGAAGAA  1020
 H  L  T  H  H  G  S  R  A  T  G  D  L  P  H  G  G  T  E  E    340
GCCTTTACTGAGGCGAGCATGATGATGTCCCTCACCAACCTGGCAGACAAGGAACTGGTT  1080
 A  F  T  E  A  S  M  M  M  S  L  T  N  L  A  D  K  E  L  V    360
CTCATGATCAGCTGGGCTAAAAAGATCCCTGGCTTTGTAGAGCTGAGTCTCACTGATCAG  1140
 L  M  I  S  W  A  K  K  I  P  G  F  V  E  L  S  L  T  D  Q    380
ATTCACCTCCTGAAGTGCTGCTGGTTGGAAATCCTGATGTTGGGCCTGATGTGGAGGTCT  1200
 I  H  L  L  K  C  C  W  L  E  I  L  M  L  G  L  M  W  R  S    400
GTGGATCATCCTGGAAAACTAATCTTCTCTCCAGACTTCAAACTCAACAGGGAGGAGGGC  1260
 V  D  H  P  G  K  L  I  F  S  P  D  F  K  L  N  R  E  E  G    420
CAGTGTGTGGAGGGCATCATGGAGATCTTCGACATGCTGCTGGCCGCCACCTCTCGGTTT  1320
 Q  C  V  E  G  I  M  E  I  F  D  M  L  L  A  A  T  S  R  F    440
CGTGAGCTGAAGCTGCAGAGGGAGGAGTACGTCTGTCTCAAGGCCATGATCCTCCTCAAC  1380
 R  E  L  K  L  Q  R  E  E  Y  V  C  L  K  A  M  I  L  L  N    460
TCCAATCTGTGTACGAGTTCCCCTCAGACAGACGAGGAGCTGGAGAGCAGGAACAAGCTG  1440
 S  N  L  C  T  S  S  P  Q  T  D  E  E  L  E  S  R  N  K  L    480
CTCCGTCTGCTGGACTCGGTGATCGATGCTCTTGTCTGGGCCATTTCCAAACTGGGCTTG  1500
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 L  R  L  L  D  S  V  I  D  A  L  V  W  A  I  S  K  L  G  L    500
TCGACCCAGCAGCAGACTCTGCGCCTCGGACACCTCACCATGCTGCTCTCCCACATCCGC  1560
 S  T  Q  Q  Q  T  L  R  L  G  H  L  T  M  L  L  S  H  I  R    520
CACGTCAGTAACAAAGGCATGGACCATCTGTCCACCATGAAGAGGAAGAACGTGGTGCTG  1620
 H  V  S  N  K  G  M  D  H  L  S  T  M  K  R  K  N  V  V  L    540
GTGTACGACCTCCTCCTAGAGATGCTAGACGCCAACACTTCAGGCAGCAGCAGCAGCAGC  1680
 V  Y  D  L  L  L  E  M  L  D  A  N  T  S  G  S  S  S  S  S    560
AGCCAATCATCGTCCTCACCAAGCTCGGACACGTACTCAGACCAGCAGCAGTTCCCCCAA  1740
 S  Q  S  S  S  S  P  S  S  D  T  Y  S  D  Q  Q  Q  F  P  Q    580
CATCAGTCTCACCTGCAGCCGACCTCAGACCAGACCACAGCCGACCACGACAACGTGCCT  1800
 H  Q  S  H  L  Q  P  T  S  D  Q  T  T  A  D  H  D  N  V  P    600
GCACAGGGGTCTGCTGAAGGCCAGATCCTGGACGAACAGCTGCATGCTCTGCCCCTCCAA  1860
 A  Q  G  S  A  E  G  Q  I  L  D  E  Q  L  H  A  L  P  L  Q    620
TCATCTCCTCCGTTTCACAGTCAGATGGTCGGCTGCCACATGGACAGAAATGATTACATC  1920
 S  S  P  P  F  H  S  Q  M  V  G  C  H  M  D  R  N  D  Y  I    640
CATCAGCAGCACTGGTCAATGGATACAGAGGATGCAGGTCCATCAGTGGGACCAACGCAC  1980
 H  Q  Q  H  W  S  M  D  T  E  D  A  G  P  S  V  G  P  T  H    660
TACATCATCCCTGATCGAGGCGTCATGGACACTGCTTTGGAGGTGACTGGACTGTAA     2037
 Y  I  I  P  D  R  G  V  M  D  T  A  L  E  V  T  G  L  *       678

Figure 3.  The ORF nucleotide sequence and putative amino acid 

sequence of ERβ  of  P. japonicus. 2037 bp encodes a protein of 678 

amino acids. The conserved C-domain is marked by gray box ,and 

E-domain regions are represented by underlines. The eight cysteine 

residues in the zinc finger motifs are boxed. Bold and italicized in the 

C-domain are P- and D-box. The AF2 region is italicized in E-domain. 

termination codon is marked as asterisk. The nucleotide and amino acid 

sequence for ERβ  were submitted to the GenBank with accession number 

DQ298134.
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Table 5.  Comparison of amino acid identities between P. japonicus 

ERα  and other species’ ERαs. Overall amino acid identities are 

indicated in percentages. The total number of amino acids are indicate in 

brackets. Sequence reference and abbreviations were represented in 

material and methods section.
Species
/domain

Overall A/B C D E F

bwERα 100(526) 100(92) 100(76) 100(91) 100(194) 100(73)

bpERα 78(583) 51(142) 98(76) 82(94) 93(194) 45(77)

ccERα 69(581) 23(148) 94(76) 45(95) 84(194) 22(68)

epERα 78(570) 49(140) 98(76) 79(92) 93(194) 62(66)

gsERα 75(579) 50(140) 98(76) 83(94) 96(194) 39(75)

gfERα 60(564) 20(152) 94(76) 57(93) 81(194) 16(49)

jfERα 77(578) 47(138) 98(76) 73(91) 92(194) 63(79)

mERα 48(599)  7(186) 96(76) 23(92) 67(194) 19(51)

tERα 74(585)  45(136) 96(76) 68(94) 91(194) 49(85)

acERα 56(566)  29(189) 96(76) 42(93) 82(194) 41(12)

rERα 48(600) 9(187) 96(76) 23(92) 67(194) 19(51)

rtERα 68(577) 37(145) 94(76) 65(97) 88(194) 32(65)

rsERα 80(581) 53(142) 97(76) 84(92) 95(194) 57(75)

jwERα 88(574) 67(141) 100(76) 95(91) 97(194) 70(72)

zfERα 61(569) 18(149) 96(76) 53(93) 83(194) 19(57)

hERα 47(595) 7(182) 96(76) 27(92) 67(194) 19(51)
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Table 6.  Comparison of amino acid identities between P. japonicus

ERβ  and other species’ ERβs. Overall amino acid identities are 

indicated in percentages. The total number of amino acids are indicate in 

brackets. Sequence reference and abbreviations were represented in 

material and methods section.
Species
/domain

Overall A/B C D E F

bwERβ 100(678) 100(178) 100(76) 100(100) 100(195) 100(129)

gfERβ2 55(610) 36(168) 97(76) 32(96) 83(196) 9(75)

acERβ 78(673) 74(179) 98(76) 56(99) 96(195) 58(124)

ccERβ 54(575) 30(157) 68(76) 10(73) 79(195) 23(52)

gfERβ 52(568) 28(167) 92(76) 12(86) 78(196) 4(43)

tERβ 53(557) 33(152) 93(76) 23(82) 76(195) 19(52) 

bpERβ 53(553) 30(153) 90(76) 22(76) 77(195) 11(53)

cERβ 55(550) 31(158) 92(76) 12(86) 79(195) 20(44)

gsERβ 53(559) 30(153) 90(76) 20(82) 78(195) 9(53)

jfERβ 53(565) 35(159) 92(76) 10(82) 78(195) 11(53)

rtERβ 52(568) 25(175) 93(76) 20(87) 78(195) 17(35)

zfERβ2 55(553) 27(156) 93(76) 27(87) 78(195) 23(39)

dfERβ 51(542) 22(166) 89(76) 29(91) 68(194) 20(25)

jmERβ 54(562) 30(154) 93(76) 28(82) 76(195) 14(55)

zfERβ 59(592) 41(162) 92(76) 30(99) 98(195) 70(123)

jwERβ 84(671) 84(178) 98(76) 55(99) 84(195) 17(63)
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Figure 4.  Comparison of the functional domains between wrasse ERα  

and ERβ.  The functional A to F domains are presented schematically 

with the numbers of amino acid residues indicated. The percentage of 

amino acid identity of depicted.
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Figure 5.  Phylogenetic analysis of the relationships between wrasse 

ER  subtypes with other species’ ER  subtypes. A consensus tree 

obtains with combined values both ER subtypes. A consensus tree is 

based on the values obtained by bootstrap resampling. Bootstrap values 

(100 replicates) are shown on the consensus tree above the nodes. Human 

progesterone receptor was used as outgroup. Sequence reference and 

abbreviations were represented in material and methods section.
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2) CYP19a  and CYP19b

   황놀래기의 난소와 뇌에서 분리된 total RNA를 사용하여 RACE 방법으로 

CYP19a와 CYP19b cDNAs를 클로닝하였다. 암호화 부위의 염기서열 분석 

결과, CYP19a mRNA의 ORF의 길이는 1569 bp (522 아미노산)이고, 

CYP19b mRNA ORF의 길이는 1485 bp (494 아미노산)이었다 (Fig. 6과 Fig. 

7). 황놀래기의 CYP19a 와 CYP19b의 아미노산 서열을 다른 종에서 보고된 

CYP19s과 비교한 결과, 황놀래기의 CYP19s은 놀래기 (H. tenuispinis)에서 

보고된 CYP19s과 가장 유사하였다 (CYP19a 90 %, CYP19b 90 %; Table 

7). 황놀래기의 CYP19a와 CYP19b의 아미노산 전체 서열을 서로 비교 분석

한 결과, 63 % homology를 가지고 있었다. CYP19s 유전자의 보존된 영역으

로 알려진 membrane-spanning region, I-helix region, Ozol's peptide region, 

aromatic region 그리고 heme-binding region의 아미노산 서열은 비교된 종

간에 매우 높은 homology를 보여주었다 (Fig. 8과 9). 여러 종들의 CYP19s 

간의 계통유연관계를 분석한 결과, 황놀래기 CYP19s는 놀래기의 CYP19s과 

가장 가까운 유연관계를 나타내었다 (Fig. 10).
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ATGGATCTGATCTCTGCTTGTGAACGGACCATGAGTCCTATAGGTTTGGATGCTGAGGTG    60
 M  D  L  I  S  A  C  E  R  T  M  S  P  I  G  L  D  A  E  V     20
AGAGACCTGGTCTACATGTCCCAGAATGCAACTGTGGTGGGATTGCTGGGAGTGTCAATG   120
 R  D  L  V  Y  M  S  Q  N  A  T  V  V  G  L  L  G  V  S  M     40
GCTACCAGGACCCTGGTTCCGCTTTTTTTTGTGCTGCTTGCAGCATGGAACCACAAGGAC   180
 A  T  R  T  L  V  P  L  F  F  V  L  L  A  A  W  N  H  K  D     60
AAGAAGTCTGTACCAGGCCCGTCTTTCTGTCTGGGTTTGGGTCCACTTCTATCATATTTA   240
 K  K  S  V  P  G  P  S  F  C  L  G  L  G  P  L  L  S  Y  L     80
AGATTTATCTGGACTGGTATTGGTACAGCATCTAACTACTACAGCACCAAGTATGGAGAC   300
 R  F  I  W  T  G  I  G  T  A  S  N  Y  Y  S  T  K  Y  G  D    100
ATTGTCAGAGTCTGGATCAATGTTTGGATCTACGGAGAGGAGACGCTCATACTCAGCAGG   360
 I  V  R  V  W  I  N  V  W  I  Y  G  E  E  T  L  I  L  S  R    120
TCATCAGCTGTGCACCACGTCCTGAAGAGTGGCCACTACACTTCACGTTTTGGAAGCAAG   420
 S  S  A  V  H  H  V  L  K  S  G  H  Y  T  S  R  F  G  S  K    140
CAAGGCCTCAGCTGCATCGGCATGAATGAAAGAGGGATCATATTTAACAACAATGTACCT   480
 Q  G  L  S  C  I  G  M  N  E  R  G  I  I  F  N  N  N  V  P    160
CTGTGGAAAAAGATTCGCACCTACTTCACTAAAGCGCTGACAGGTCCGGGCCTGCAGCAG   540
 L  W  K  K  I  R  T  Y  F  T  K  A  L  T  G  P  G  L  Q  Q    180
ACAGTGGAGGTTTGTGTCTCATCCACTCAGAGTCACCTAGATGATCTGGACAGTTTGGAT   600
 T  V  E  V  C  V  S  S  T  Q  S  H  L  D  D  L  D  S  L  D    200
GATGTGGACGTGATCAGTTTGCTGCGTTGCACCGTGGTGGATATCTCCAACAGACTCTTT   660
 D  V  D  V  I  S  L  L  R  C  T  V  V  D  I  S  N  R  L  F    220
CTGGATGTTCCTGTGAATGAGAAAGAGCTGATGGTGAAGATTCAGAAGTATTTTGACACA   720
 L  D  V  P  V  N  E  K  E  L  M  V  K  I  Q  K  Y  F  D  T    240
TGGCAGACAGTGCTCATCAAACCAGACATTTACTTCAAGTTAGACTGGATTCACCAGAGG   780
 W  Q  T  V  L  I  K  P  D  I  Y  F  K  L  D  W  I  H  Q  R    260
CACAAGACAGCAACCCAGGAGCTGCAAGATGCCATAGAGAGCCTTGTGGAGCAGAAGAGG   840
 H  K  T  A  T  Q  E  L  Q  D  A  I  E  S  L  V  E  Q  K  R    280
AGAGAAGTGGAGCAGGCAGAGAGACTAGACAACATCAACTTCACAGCTGAGCTCATCTTT   900
 R  E  V  E  Q  A  E  R  L  D  N  I  N  F  T  A  E  L  I  F    300
GCACAGAGCCATGGTGAGCTGTCTGCAGAGAATGTGAGGCAGTGTGTGTTGGAGATGGTG   960
 A  Q  S  H  G  E  L  S  A  E  N  V  R  Q  C  V  L  E  M  V    320
ATCGCAGCACCTGACACTCTGTCCATCAGCCTTTTCTTCATGCTGCTGCTCCTCAAACAA  1020
 I  A  A  P  D  T  L  S  I  S  L  F  F  M  L  L  L  L  K  Q    340
CATCCTGATGTGGAGCTGCAGCTGCTGCAGGAGATGGACACTGTTGTTGGTGAAGGACAG  1080
 H  P  D  V  E  L  Q  L  L  Q  E  M  D  T  V  V  G  E  G  Q    360
CTTCAGAACGGAAACCTTCAGAAGTTGCCATTGTTGGAGAGCTTCATCAACGAATGCTTA  1140
 L  Q  N  G  N  L  Q  K  L  P  L  L  E  S  F  I  N  E  C  L    380
CGCTTCCATCCTGTGGTGGACTTCACCATGCGTCGCGCCTTGTCGGATGACATCATAGAA  1200
 R  F  H  P  V  V  D  F  T  M  R  R  A  L  S  D  D  I  I  E    400
GGCTACAGGGTACCTAAAGGAACAAACATCATACTGAACACCGGCCGCATGCACAGGACA  1260
 G  Y  R  V  P  K  G  T  N  I  I  L  N  T  G  R  M  H  R  T    420
GAGTTTTTCCTCAAACCCAATGACTTCAGCCTGGAAAATTTTGAAAAAAATGCTCCTCGT  1320
 E  F  F  L  K  P  N  D  F  S  L  E  N  F  E  K  N  A  P  R    440



- 27 -

CGCTACTTCCAGCCATTTGGCTCAGGTCCTCGTGCGTGTGTTGGAAAGCACATCGCCATG  1380
 R  Y  F  Q  P  F  G  S  G  P  R  A  C  V  G  K  H  I  A  M    460
GTGATGATGAAATCCATCCTGGTGACGCTGCTGTCCCGGTACTCAGTCTGCCCTCACGAA  1440
 V  M  M  K  S  I  L  V  T  L  L  S  R  Y  S  V  C  P  H  E    480
GGTCTGACCCTGGACGGCCTCCCGCAGACCAACAACCTGTCCCAGCAGCCTGTGGAGCAC  1500
 G  L  T  L  D  G  L  P  Q  T  N  N  L  S  Q  Q  P  V  E  H    500
CATCAGGAGAACGAGCCGCTCGGCATGAGGTTCTTACCGAGACAGAGAGGAAGCTGGGAA  1560
 H  Q  E  N  E  P  L  G  M  R  F  L  P  R  Q  R  G  S  W  E    520
ACTCTCTGA                                                     1569
 T  L  *         522

Figure 6.  The ORF nucleotide sequence and putative amino acid 

sequence of CYP19a  of  P. japonicus.  1569 bp encodes a protein of 522 

amino acids. termination codon is marked as asterisk. The nucleotide and 

amino acid sequence for CYP19a were submitted to the GenBank with 

accession number DQ298135.
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ATGTTGGTGAATGTATCGTCTGAAGTCACCGTCTTCCTTCTCCTGCTGCTCCTGTTGCTG    60
 M  L  V  N  V  S  S  E  V  T  V  F  L  L  L  L  L  L  L  L     20
CTTTTCACGTGGAGCCAAACACATCGCTCACAGATACAAGGTCCCTCCTTCCTGGTAGGA   120
 L  F  T  W  S  Q  T  H  R  S  Q  I  Q  G  P  S  F  L  V  G     40
CTCGGTCCTCTTCTGACCTACAGCAGGTTTATCTGGACTGGGATAGGAACAGCCAGCAAC   180
 L  G  P  L  L  T  Y  S  R  F  I  W  T  G  I  G  T  A  S  N     60
TACTACAACAACAAATACGGCAGCATTGTGCGGGTATGGATTAACGGCGAGAGGACCCTC   240
 Y  Y  N  N  K  Y  G  S  I  V  R  V  W  I  N  G  E  R  T  L     80
ATCCTGAGCAGGTCTTCAGCTGTGTATCATGTTCTGAGGAGCACTAACTACACAGCCAGA   300
 I  L  S  R  S  S  A  V  Y  H  V  L  R  S  T  N  Y  T  A  R    100
TTCGGGAGCAGAACAGGGCTGGAGTGTATCGGGATGGAGGGGAAGGGGATCATTTTCAAC   360
 F  G  S  R  T  G  L  E  C  I  G  M  E  G  K  G  I  I  F  N    120
AGTGACGTCCAGCTCTGGAGGAAAGTGAGGACGTATTTCTCCAAAGCTCTGACAGGCCCT   420
 S  D  V  Q  L  W  R  K  V  R  T  Y  F  S  K  A  L  T  G  P    140
GGCCTCCAGAGGACAGTGGGAATCTGTGTGAGCTCCACTGCCAAACATCTGGACCGCCTA   480
 G  L  Q  R  T  V  G  I  C  V  S  S  T  A  K  H  L  D  R  L    160
CAAGAGATGACCGACCTTTCTGGACATGTGGACGCTCTAAATCTGCTGAGAGCCATCGTG   540
 Q  E  M  T  D  L  S  G  H  V  D  A  L  N  L  L  R  A  I  V    180
GTGGACATCTCCAACAGGCTTTTCCTCAGGGTGCCGCTTAATGAAAAAGACCTGCTGATG   600
 V  D  I  S  N  R  L  F  L  R  V  P  L  N  E  K  D  L  L  M    200
AAAATCCAAAGCTACTTTGAAACATGGCAGACAGTTCTAATAAAGCCTGATATATTCTTT   660
 K  I  Q  S  Y  F  E  T  W  Q  T  V  L  I  K  P  D  I  F  F    220
AAGATTGGGTGGCTCTACAACAAGCACAAGAAAGCAGCCCAAGAGCTGCAGGACGTGATG   720
 K  I  G  W  L  Y  N  K  H  K  K  A  A  Q  E  L  Q  D  V  M    240
GAGAGCCTGCTAGAGACGAAGAGGCAGATAATAAAGGAGACAGAGAAGCTAGACGATGAT   780
 E  S  L  L  E  T  K  R  Q  I  I  K  E  T  E  K  L  D  D  D    260
CTTGATTTTGCAACAGAGCTCATCTTTGCTCAGAGCCATGGAGAGCTCTCAGCTGATAAT   840
 L  D  F  A  T  E  L  I  F  A  Q  S  H  G  E  L  S  A  D  N    280
GTCAGACAGTGCTTGCTGGAGATGGTGATCGCAGCTCCTGACACACTCTCCATCAGCCTC   900
 V  R  Q  C  L  L  E  M  V  I  A  A  P  D  T  L  S  I  S  L    300
TTCTTCATGTTGCTGCTGCTGAAACAGAACCCGGATGTGGAGATGAGGATAGTAGAGGAG   960
 F  F  M  L  L  L  L  K  Q  N  P  D  V  E  M  R  I  V  E  E    320
ATGAACACAGGCTTAAGAGAAAAAGGTGATGGAAACTTGGATTACCAAAGCTTGAAAGTG  1020
 M  N  T  G  L  R  E  K  G  D  G  N  L  D  Y  Q  S  L  K  V    340
CTGGAGAGTTTCATAAATGAGTCTCTGCGGTTTCATCCTGTGGTTGATTTCACCATGCGC  1080
 L  E  S  F  I  N  E  S  L  R  F  H  P  V  V  D  F  T  M  R    360
AAAGCTCTGGAAGATGACAACATTGAAGGTGTTAAAATAGCAAAAGGAACCAACATCATT  1140
 K  A  L  E  D  D  N  I  E  G  V  K  I  A  K  G  T  N  I  I    380
CTGAACATCGGACTCATGCATAAAACTGAGTTCTTCCCAAAACCCAAAGAGTTCAGTTTG  1200
 L  N  I  G  L  M  H  K  T  E  F  F  P  K  P  K  E  F  S  L    400
ACAAACTTCGACAAAACAGTGCCCAGTCGTTTCTTCCAGCCCTTCGGCTGCGGGCCTCGC  1260
 T  N  F  D  K  T  V  P  S  R  F  F  Q  P  F  G  C  G  P  R    420
TCCTGCGTGGGCAAACACATCGCCATGGTGATGATGAAGGCCATCCTGGTGGCTCTGTTA  1320
 S  C  V  G  K  H  I  A  M  V  M  M  K  A  I  L  V  A  L  L    440
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TCCCGTTACACTGTGTGTCCTCGCCAAGGCTGCACCCTCAACAGCATCCGGCAGACCAAC  1380
 S  R  Y  T  V  C  P  R  Q  G  C  T  L  N  S  I  R  Q  T  N    460
AATCTGTCGCAGCAACCTGTGGAGGACGAGCACAGCCTGGCCATGCGCTTTATCCCTCGA  1440
 N  L  S  Q  Q  P  V  E  D  E  H  S  L  A  M  R  F  I  P  R    480
GCAACACAACCTCCACTCAGTCACATATTTAGTCAGGAAATGTAG     1485
 A  T  Q  P  P  L  S  H  I  F  S  Q  E  M  *          494

Figure 7.  The ORF nucleotide sequence and putative amino acid 

sequence of CYP19b  of  P. japonicus.  1485 bp encodes a protein of 494 

amino acids. Termination codon is marked as asterisk. The nucleotide and 

amino acid sequence for CYP19b were submitted to the GenBank with 

accession number DQ298136.
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Table 7.  Comparison of amino acid identities between P. japonicus

aromatase and other species’ aromatase. Overall amino acid identities 

are indicated in percentages. The total number of amino acids are indicate 

in brackets. Sequence reference and abbreviations were represented in 

material and methods section.

CYP19a CYP19b

Species Overall Species Overall

bwCYP19a 100 (522) bwCYP19b 100 (494)

tCYP19a 79 (521) jwCYP19b 90 (495)

gfCYP19a 63 (518) ntCYP19b* 81 (480)

zfCYP19a 64 (509) mtCYP19b* 81 (493)

gsCYP19a 84 (519) gfCYP19b 64 (510)

jfCYP19a 82 (518) zfCYP19b   64 (511)

rsCYP19a 85 (519) ccCYP19b  65 (500)

jwCYP19a 90 (518) jmCYP19b  80 (499)

Note: Partial sequences are noted as asterisk.
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    ←――  ① ――→
gfCYP19a    MAGELLQPCG--MKQVHLGEAVLELLMQGAHNSSYGAQDNVCGAMATLLLLLLCLLLAIR 58
zfCYP19a    MAGDLLQPCG--MKPVRLGEAVVDLLIQRAHNGTERAQDNACGATATILLLLLCLLLAIR 58
bwCYP19a    --MDLISACERTMSPIGLDAEVRDLVYM-SQNATVVGLLGVSMATRTLVPLFFVLLAAWN 57
jwCYP19a    --MDLISACERTMSPVGLDAEVGDLGYM-SQNATVVVLQGVSTATRTLVLLFCVLLAAWS 57
gsCYP19a    --MDLISACERVMPQVGLDTTAADLVPM-SHNASAVGAPGISVVTRTFILLICLLLVAWN 57
rsCYP19a    --MDLISACELVMPQVGLDTAVADLVSM-SHNATAVGTPGISVATRTLILLVCLLLVAWN 57
jfCYP19a    --MDRIPACDLAMTPVGLGAALGDLVST-SPNATAVRTPGISVASRTLILLVCVLLVAWS 57
tCYP19a     --MDLISACEQAMSPVGLDAVVARSLCD-LKCHP---IDGISMATRTLILLVCLLLVAWS 54
mCYP19a     --MDLIPACDRTMSSS---CLVAELVSI-APNTTVGLPSGIPMATRSLILLVCLLLMVWS 54
hCYP19a     --------------------MVLEMLNPIHYNITSIVPEAMPAATMPVLLLTGLFLLVWN 40
                                             .         .  ..: *   :* .  

gfCYP19a    HHWTEKDHVPGPCFLLGLGPLLSYCRLIWSGIGTASNYYNSKYGDIVRVWIN----GEET 114
zfCYP19a    HHRPHKSHIPGPSFFFGLGPVVSYCRFIWSGIGTASNYYNSKYGDIVRVWIN----GEET 114
bwCYP19a    HK--DKKSVPGPSFCLGLGPLLSYLRFIWTGIGTASNYYSTKYGDIVRVWINVWIYGEET 115
jwCYP19a    HT--EKKSVPGPSFCLGLGPLLTYLRFIWTGIGTASNFYSTKYGDIVRVWI----YGEET 111
gsCYP19a    SM--EKKSVPGPSFCLGLGPLLSYLRFSWTGIGTASNYYNKKYGDMVRVWIN----GEET 111
rsCYP19a    HT--EKKSVPGPSFCLGLGPLLSYLRFIWTGIGTASNYYNKTYGDIVRVWIN----GEET 111
jfCYP19a    HT--DRRTVPGPPFCLGLGPLLSYVRFIWTGIGTACNYYNKRYGDIVRVWID----GEET 111
tCYP19a     HT--DKKIVPGPSFCLGLGPLLSYLRFIWTGIGTASNYYNNKYGDIVRVWIN----GEET 108
mCYP19a     HS--EKKTIPGPSFCLGLGPLMSYLRFIWTGIGTASNYYNNKYGDIVRVWIN----GEET 108
hCYP19a     YEG--TSSIPGPGYCMGIGPLISHGRFLWMGIGSACNYYNRVYGEFMRVWIS----GEET 94
                    :*** : :*:**:::: *: * ***:*.*:*.  **:::****     ****

gfCYP19a    LILSRSSAVYHVLRKSLYTSRFGSKLGLQCIGMHEQGIIFNSNVALWKKVRTFYAKALTG 174
zfCYP19a    LILSRSSAVYHVLRKSLYTSRFGSKLGLQCIGMHEQGIIFNSNVALWKKVRAFYAKALTG 174
bwCYP19a    LILSRSSAVHHVLKSGHYTSRFGSKQGLSCIGMNERGIIFNNNVPLWKKIRTYFTKALTG 175
jwCYP19a    LILSRASAVHHVLKSSSYTSRFGSKQGLSCVGMNGRGIIFNNNVPLWKKIRTYFTKALTG 171
gsCYP19a    LILSRASAVHHVLKSGQYTSRFGSRQGLSCIGMNERGIIFNNNVTLWKKIRTYFTKALTG 171
rsCYP19a    LILSRASAVHHVLKNGQYTSRFGSRQGLSCIGMNERGIIFNNNVTLWKKIRTYFTKALTG 171
jfCYP19a    LILSRASAIYHVLKNGHYTSRFGSKQGLSCIGMYERGIIFNNNVSLWKKIRTHFTRALTG 171
tCYP19a     LILSRSSAVHHVLKNGNYTSRFGSIQGLSYLGMNERGIIFNNNVTLWKKIRTYFAKALTG 168
mCYP19a     LILSRASAVHHVLKNRKYTSRFGSKQGLSCIGMNEKGIIFNNNVALWKKIRTYFTKALTG 168
hCYP19a     LIISKSSSMFHIMKHNHYSSRFGSKLGLQCIGMHEKGIIFNNNPELWKTTRPFFMKALSG 154
            **:*::*::.*:::   *:*****  **. :**  :*****.*  ***. *..: :**:*

gfCYP19a    PGLQRTLEICITSTNTHLDNLSHLMDARGQVDILNLLRCIVVDISNRLFLGVPLNEHDLL 234
zfCYP19a    PGLQRTMEICTTSTNSHLDDLSQLTDAQGQLDILNLLRCIVVDVSNRLFLGVPLNEHDLL 234
bwCYP19a    PGLQQTVEVCVSSTQSHLDDL----DSLDDVDVISLLRCTVVDISNRLFLDVPVNEKELM 231
jwCYP19a    PGLQQTVEVCVSSTQSHLDDL----DSLDQVDVISLLRCTAVDISNRLFLDVPVNEKELM 227
gsCYP19a    PSLQQTVEICVSSTQTHLDNL----DVLDQVDVLSLLRCTVVDISNRLFLDTPVDEKELL 227
rsCYP19a    PSLQQTVEICVSSTQTHLDNL----DTLDHVDVLSLLRCTVVDISNRLFLGIPVDEKELL 227
jfCYP19a    PGLQKTVEVCVSSTQTHLDDL----DGLGHVDVLSLLRCTVVDISNRLFLDVPINEKELL 227
tCYP19a     PNLQQTVDVCVSSIQAHLDHL----DSLGHVDVLNLLRCTVLDISNRLFLNVPLNEKELM 224
mCYP19a     PNLQQTVEVCVTSTQTHLDNL----SSLSYVDVLGFLRCTVVDISNRLFLGVPVDEKELL 224
hCYP19a     PGLVRMVTVCAESLKTHLDRLEEVTNESGYVDVLTLLRRVMLDTSNTLFLRIPLDESAIV 214
            *.* : : :*  * ::*** *    .  . :*:: :**   :* ** ***  *::*  ::

gfCYP19a    QKIHKYFDTWQTVLIKPDVYFRLAWWLHGKHKRDAQELQDAIAALIEQKRVQLTRAEKFD 294
zfCYP19a    QKIHKYFDTWQTVLIKPDVYFRLD-WLHRKHKRDAQELQDAITALIEQKKVQLAHAEKLD 293
bwCYP19a    VKIQKYFDTWQTVLIKPDIYFKLD-WIHQRHKTATQELQDAIESLVEQKRREVEQAERLD 290
jwCYP19a    VKIHKYFDTWQTVLIKPDIYFKLD-WIQQKHKMAAQELQGAIESLVEQKRREMEQAEKLD 286
gsCYP19a    LKIQKYFDTWQTVLIKPDIYFKFG-WIHQRHKAAAQELQDAIESLVEQKRRDMEQADKLD 286
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rsCYP19a    LKIQKYFDTWQTVLIKPDIYFKFG-WIHQRHKTAAQELQDAIESLVEQKRRDMEQADKLD 286
jfCYP19a    VKILKYFDTWQTVLIKPDIYFKFD-WIHQRHKAAVQELHDAIGDLVEQKRRDVEQADKLD 286
tCYP19a     LKIQKYFHTWQDVLIKPDIYFKFG-WIHHRHKTATQELQDAIKRLVDQKRKNMEQADKLD 283
mCYP19a     QKIHKYFDTWQTVLIKPDIYFKFS-WIHQRHKTAAQELQDAIESLVERKRKEMEQAEKLD 283
hCYP19a     VKIQGYFDAWQALLIKPDIFFKIS-WLYKKYEKSVKDLKDAIEVLIAEKRRRISTEEKLE 273
             **  **.:** :*****::*::  *:  :::  .::*:.**  *: .*:  :   ::::

    ←―――――― ② ―――――――→
gfCYP19a    Q-LDFTGELIFAQSHGELSTENVRQCVLEMIIAAPDTLSISLFFMLLLLKQNPDVELKIL 353
zfCYP19a    H-LDFTAELIFAQSHGELSAENVRQCVLEMVIAAPDTLSISLFFMLLLLKQNPDVELKIL 352
bwCYP19a    N-INFTAELIFAQSHGELSAENVRQCVLEMVIAAPDTLSISLFFMLLLLKQHPDVELQLL 349
jwCYP19a    D-INFTAELIFAQSHGELSAENVRQYVLEMVIAAPDTLSISLFFMLLLLKQHPDVELQLL 345
gsCYP19a    N-INFTAELIFAQNHGELSAENVRQCVLEMVIAAPDTLSISLFFMLLLLKQHPDVELQLL 345
rsCYP19a    N-INFTAELIFAQNHGELSAENVRQCVLEMVIAAPDTLSISLFFMLLLLKQ·NPDVELQLL 345
jfCYP19a    N-INFTTGLIFAQNHGELSAENVVQCVLEMVIAAPDTLSVSLFFMLLLLKQNPDVELQLL 345
tCYP19a     N-INFTAELIFAQNHGELSAENVTQCVLEMVIAAPDTLSLSLFFMLLLLKQNPHVEPQLL 342
mCYP19a     N-INFTAELIFAQGHGELSAENVRQCVLEMVIAAPDTLSISLFFMLLLLKQNPHVELQLL 342
hCYP19a     ECMDFATELILAEKRGDLTRENVNQCILEMLIAAPDTMSVSLFFMLFLIAKHPNVEEAII 333
            . ::*:  **:*: :*:*: *** * :***:******:*:******:*: ::*.**  ::

                           ←―――― ③ ―――→
gfCYP19a    QEMNAVLAGRSLQHSHLSGLHILESFINESLRFHPVVDFTMRRALDDDVIEGYEVKKGTN 413
zfCYP19a    QEMDSVLAGQSLQHSHLSKLQILESFINESLRFHPVVDFTMRRALDDDVIEGYNVKKGTN 412
bwCYP19a    QEMDTVVGEGQLQNGNLQKLPLLESFINECLRFHPVVDFTMRRALSDDIIEGYRVPKGTN 409
jwCYP19a    QEIDTVVGDRQLQNGDLHKLPLLESFVNECLRFHPVVDFTMRRALSDDIIEGYRVPKGTN 405
gsCYP19a    QEIDTVIGERQLQNGDPQKLHVLESFINECLRFHPVVDFTMRRALSDDIIDGYRVPKGTN 405
rsCYP19a    QEIDTVIGDRQLQNRDPQKLHVLESFINECLRFHPVVDFTMRRALSDDIIDGYRVPKGTN 405
jfCYP19a    REIDTVVGERQLQNGDLQKLQVLESFINECLRFHPVVDFSMRRALSDDIIDGYRVPKGTN 405
tCYP19a     QEIDAVVGERQLQNQDLHKLQVMESFIYECLRFHPVVDFTMRRALSDDIIEGYRISKGTN 402
mCYP19a     QEIDTIVGDSQLQNQDLQKLQVLESFINECLRFHPVVDFTMRRALFDDIIDGHRVQKGTN 402
hCYP19a     KEIQTVIGERDIKIDDIQKLKVMENFIYESMRYQPVVDLVMRKALEDDVIDGYPVKKGTN 393
            :*:::::.  .::  .   * ::*.*: *.:*::****: **:** **:*:*: : ****

                         ←― ④ ―→             ←―――― ⑤ ――――
gfCYP19a    IILNVGRMHRSEFFPKPNEFSLDNFQKNVPSRFFQPFGSGPRSCVGKHIAMVMMKSILVT 473
zfCYP19a    IILNVGRMHRSEFFSKPNQFSLDNFHKNVPSRFFQPFGSGPRSCVGKHIAMVMMKSILVA 472
bwCYP19a    IILNTGRMHRTEFFLKPNDFSLENFEKNAPRRYFQPFGSGPRACVGKHIAMVMMKSILVT 469
jwCYP19a    IILNTGHMHRTESFHKPNDFNLKNFEKNAPRRYFQPFGSGPRSCVGKHIAMLMMKSILVT 465
gsCYP19a    IILNTGHMHRTEFFNKPDEFRLENFERTAPRRYFQPFGSGPRACVGKHIAMVMMKSVLVT 465
rsCYP19a    IILNTGHMHRTEFFNKPDEFRLENFEKNAPRRYFQPFGSGPRACVGKHIAMVMMKSILVT 465
jfCYP19a    IILNTGRMHRTEFFCKPNEFRLDNFEKTAPRRYFQPFGSGPRSCVGKHIAMAMMKSILVT 465
tCYP19a     IILNTGRMHRTEFFLKGNQFNLEHFENNVPRRYFQPFGSGPRACIGKHMAMVMMKSILVT 462
mCYP19a     IILNTGRMHRTEFFHKANEFSLENFQKNTPRRYFQPFGSGPRACVGRHIAMVMMKSILVT 462
hCYP19a     IILNIGRMHRLEFFPKPNEFTLENFAKNVPYRYFQPFGFGPRGCAGKYIAMVMMKAILVT 453
            **** *:*** * * * ::* *.:* ...* *:***** ***.* *:::** ***::**:

     →
gfCYP19a     LLSRFSVCPVKGCTVDSIPQTNDLSQQPVEEP----SSLSVQLILRNAL---------- 518
zfCYP19a     LLSRFSVCPMKACTVENIPQTNNLSQQPVEEP----SSLSV------------------ 509
bwCYP19a     LLSRYSVCPHEGLTLDGLPQTNNLSQQPVEHHQENE-PLGMRFLPRQRGSWETL----- 522
jwCYP19a     LLSQYSVCPHKGLTLDGLTQTNDLSQQPVEHHQKNE-PLGMRFLPRQRGSWENL----- 518
gsCYP19a     LLSQYSVCPHEGLTLDCLPQTNNLSQQPVEHQQEAESHLSMRFLPRQRGSWQTL----- 519
rsCYP19a     LLSQYSVCPHEGLTLDCLPQTNNLSQQPVEHQQEAESHLSMRFLPRQRSSWQTL----- 519
jfCYP19a     LLSQYSVCPHEGLTLDCLPQTNNLSQQPVEHQQEAP-HLNMRFLPRQRGSWQTL----- 518
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tCYP19a      LLSQYSVCTHEGPILDCLPQTNNLSQQPVEHQQAETEHLHMRFLPRQGSSCQTLKDPNL 521
mCYP19a      LLSQYSVCPHEGLTLDCLPQTNNLSQQPVEHHQEAD-HLSMTFLPRQRGIWESPSPF-- 518
hCYP19a      LLRRFHVKTLQGQCVESIQKIHDLSLHPDETKN----MLEMIFTPRNSDRCLEH----- 503
             ** :: * . :.  :: : : ::** :* *        * :                  

Figure 8.  Alignment of amino acid sequences of P. japonicus  

CYP19a  with other species CYP19a.  The identical, highly conserved, 

and less conserved amino acid residues were indicated by (*), (:), and (.), 

respectively. The sequence corresponding to putative structural region 

indicated by numbers and overline with arrowheads (①, the 

membrane-spanning region; ②, the I-helix region; ③, Ozol's peptide 

region; ④, the aromatic region; ⑤, the heme-binding region). Sequence 

reference and abbreviations were represented in material and methods 

section.
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←――  ��  ――→
bwCYP19b     -------------MLVNVSSEVTVFLLLLLLLLLFT--WSQTHRSQIQGPSFLVGLGPLL 45
jwCYP19b     -------------MLMDVSSEVTVFLLLMVLLLLFTS-WSRTQK-QIPGPPFLAGLGPLL 45
ntCYP19b(p)  -----------------RASEVTAVLLLLLLLLLLFTTWRQRKQSHIPGPFFLAGLGPIL 43
mtCYP19b(p)  ----HEEELTAGPMVADRASEVTAALLLLLLLLLLFTTWRQRKQSHIPGPFFLAGLGPIL 56
jmCYP19b     ---MIQQEVQTLDELFHSVSQVTLFLLLLMLILLFINTWRQSHLSHIPGPSFLAGLGPVL 57
gfCYP19b     -MEEVLKGTVNFAATVQVTLMALTGTLLLILLHRIFTAKNWRNQSGVPGPGWLLGLGPIM 59
zfCYP19b     MMEHVVKDAVNIGAVVQGTLLLLTGTLMLILLHRIFGVKNWRNQSALPGPGWWLGLGPVL 60
ccCYP19b     ---MELQNVSDVMAVMEGRGLCVISALLFLLLLTSLTAYNRRNKSTLPGPYWLLGLGPIL 57
                                       *:::*:          :   : ** :  ****::

bwCYP19b     TYSRFIWTGIGTASNYYNNKYGSIVRVWINGERTLILSRSSAVYHVLRSTNYTARFGSRT 105
jwCYP19b     TYSRFIWTGIGTACNYYNNKYGSIVRVWINSEETLILSRSSAVYHVLRSAHYTARFGSTT 105
ntCYP19b(p)  SYSRFIWSGIGTACNYYNNKYGSIVRVWINGEETLILSRSSEVYHVLRSAHYTSRFGSKK 103
mtCYP19b(p)  SYSRFIWSGIGTACNYYNNKYGSIVRVWISGEETLILSRSSEVYHVLRSAHYTSRFGSKK 116
jmCYP19b     SYARFIWMGIGTACNYYNKKYGSIVRVWINGEETLILSRSSEVYHVLKSAHYTSRFGSQK 117
gfCYP19b     SYSRFLWMGIGSACNYYNEKYGSIARVWISGEETFILSKSSAVYHVLKSNNYTGRFASKK 119
zfCYP19b     SYSRFLWMGIGTACNYYNEKYGSIARVWINGEETVILSKSSAVYHVLKSNNYTGRFASAK 120
ccCYP19b     SYSRFLWTGIGTASNYYNKKYGCMTRVWIQGEKTLILSKGSAVYHVLKSSNYVARFASRS 117
             :*:**:* ***:*.****:***.:.****..*.*.***:.* *****:* :*..**.* .

bwCYP19b     GLECIGMEGKGIIFNSDVQLWRKVRTYFSKALTGPGLQRTVGICVSSTAKHLDRLQEMTD 165
jwCYP19b     GLECIGMEGKGIIFNSDVQLWRKVRTYFSKALTGPGLQRTVGICVSSTAKHLERLKEMTD 165
ntCYP19b(p)  GLECIGMYGNGIIFNSDVLLWKKVRTYFSKALTGPGLQRTVGICVSSTAKHLDNLQDMTD 163
mtCYP19b(p)  GLECIGMYGNGIIFNSDVPLWKKVRTYFSKALTGPGLQRTVGICVSSTAKHLDNLQDMTD 176
jmCYP19b     GLQCIGMDGRGIIFNCDVPLWKKTRMYFSKALSGPSLQRTVGICVSSTAKHLARLQDVTD 177
gfCYP19b     GLQCIGMFEQGIIFNSNMALWKKVRTYFTKALTGPGLQKSVDVCVSATNKQLNVLQEFTD 179
zfCYP19b     GLQCIGMFEQGIIFNSNIAKWKKVRTYFTKALTGPGLQKSVEVCVSATNRQLDVLQEFTD 180
ccCYP19b     GLRCIGMDEQGLIFNSNIPLWKKLRTYFAKALTGPGLQRTVGVCVHATNKHLDVLCEFMD 177
             **.****  .*:***.::  *:* * **:***:**.**::* :** :* ::*  * :. *

bwCYP19b     LSGHVDALNLLRAIVVDISNRLFLRVPLNEKDLLMKIQSYFETWQTVLIKPDIFFKIGWL 225
jwCYP19b     PSGHVDALNLLRAIVVDISNKLFLRVPINEKDLLMKIQSYFETWQTVLIKPDIFFKIGWL 225
ntCYP19b(p)  PSGHVDALNLLRAIVLDISNRLFLRVPLNEKDFLTKIHNYFDTWQTVLIKPDIFFKVGWL 223
mtCYP19b(p)  PSGHVDALNLLRAIVLDISNRLFLRVPLNEKDLLTKIHNYFETWQTVLIKPDIFFKVGWL 236
jmCYP19b     SSGHVDALNLLRAIVVDISNRLFLRVPLNEKELLQKIHNYFETWQAVLIKPDVFFKMGWL 237
gfCYP19b     HSGHVDVLNLLRCIVVDVSNRLFLRIPLNEKDLLIKIHRYFSTWQAVLIQPDVFFRLNFV 239
zfCYP19b     ASGHVDVLNLLRCIVVDVSNRLFLRIPLNEKELLIKIHRYFSTWQTVLIQPDIFFKLDFV 240
ccCYP19b     SSGHVDALNFLRCIVVDVSNRLFLRIPINEKDLLVKIHKYFDTWQTVLIQPDIFFHLAWM 237
              *****.**:**.**:*:**:****:*:***::* **: **.***:***:**:**:: ::

      
      ←――――

bwCYP19b     YNKHKKAAQELQDVMESLLETKRQIIKETEKLDDDLDFATELIFAQSHGELSADNVRQCL 285
jwCYP19b     YNKHKKAAQELQDVMESLLVTKRKMIKESEKLDDDLDFATELIFAESHGELSADNVRQCV 285
ntCYP19b(p)  YNKHKRAAQELQDAMESLLEVKRKMIHEAEKLDDELDFATELIFAQNHGELSADNVRQCV 283
mtCYP19b(p)  YNKHKRAAQELQDAMESLLEVKKKMIHEAEKLDDELDFATELIFAQNHGELSADNVRQCV 296
jmCYP19b     YNKHKRAAQELQDSMESLLEIKRKMINEAEKLDDDLDFATELIFAQNHGELSADNVRQCV 297
gfCYP19b     YKKYHLAAKELQDEMGKLVEQKRQAINNMEKLD-ETDFATELIFAQNHDELSVDDVRQCV 298
zfCYP19b     YRKYHLAAKELQDEMGKLVEQKRQAINNTEKLD-EMDFATELIFAQNHDELSVDDVRQCV 299
ccCYP19b     YKKHHQAAKELQEEMGRLVEEKRKAINGMEKLG-ETDFATELIFAQDHGEMSEDDVRQCV 296
             *.*:: **:***: *  *:  *:: *:  ***. : *********:.*.*:* *:****:

     ―――��――――――→       ←――――
bwCYP19b     LEMVIAAPD-TLSISLFFMLLLLKQNPDVEMRIVEEMNTGLREKGDGNLDYQSLKVLESF 344
jwCYP19b     LEVWRSQLQYTLSISLFFMLMLLKQNPDVELRIVEEMNTVLREKGDGNLDYQSLNVLESF 345
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ntCYP19b(p)  LEMVIAAPD-TLSISLFFMPMLLKQNPDIELQLVEEMNTILNEKDVENIDYQSLKVMESF 342
mtCYP19b(p)  LEMVIAAPD-TLSISLFFMLMLLKQNPDIELQLVEEMNNILNEKDVENIDYQSLKVMESF 355
jmCYP19b     LEMVIAAPD-TLSISLFFMLMLLKQNPDVELQVVEEMNSVLDEKATESIDYESLRVLESF 356
gfCYP19b     LEMVIAAPD-TLSISLFFMLLLLKQNSVVEEQIVQEIQSQIgerDVESADLQKLNVLERF 357
zfCYP19b     LEMVIAAPD-TLSISLFFMLLLLKQNSAVEEQIVQEIQSQIGSRDVESADLQKLNVLERF 358
ccCYP19b     LEMVIAAPD-TLSISLFFMLVLLKQKPEVEQCILQEMRNVLGGREVEPAELQKLTVMESF 355
             **:  :  : ********* :****:. :*  :::*:.. :  :     : :.* *:* *

     ��―――――→      ←― �� ―→
bwCYP19b     INESLRFHPVVDFTMRKALEDDNIEGVKIAKGTNIILNIGLMHKT-EFFPKPKEFSLTNF 403
jwCYP19b     INESLRFHPVVDFTMRKALEDDNIEGIKIAKGTNIILNIGLMHKT-EFFPHPTEFSLTNF 404
ntCYP19b(p)  INESLRFHPVVGFTMRKALEDNDIAGTKIKKGTNIILNTGLMHKT-EFFPKPEEFNHTNF 401
mtCYP19b(p)  INESLRFHPVVDFTMRKALEDNDIAGTKIKKGTNIILNIGLMHKT-EFFPKPKEFNLTNF 414
jmCYP19b     INESMRFHPVVDFTMRKALEDDEIEGTKIRRGTNIILNIGLMHKT-EFFPKPTEFSLANF 415
gfCYP19b     IKESLRFHPVVDFIMRRALEDDEIDGYRVAKGTNLILNIGRMHKS-EFFQKPNEFNLENF 416
zfCYP19b     IKESLRYHPVVDFIMRQSLEDDYIDGYRVAKGTNLILNIGRMHKT-EFFKKPNEFSLENF 417
ccCYP19b     IKESLRFHPVVDFIMRRALDDDFIEGYRVAKGTNIILNIGRLHKSAEFFPKANEFSLENF 415
             *:**:*:****.* **::*:*: * * :: :***:*** * :**: *** :. **.  **

  ←――――��―――――→ 
bwCYP19b     DKTVPSRFFQPFGCGPRSCVGKHIAMVMMKAILVALLSRYTVCPRQGCTLNSIRQTNNLS 463
jwCYP19b     DKTVPSRFFQPFGCGPRSCVGKHIAMVMMKAILVALLSRYTVCPRQGCTINSIRQTNDLS 464
ntCYP19b(p)  EKTVPNRYFQPFGCGPRSCVGKHIAMVMMKAILVTLLSRYTVCPHQGCTLSSIKQTNNLS 461
mtCYP19b(p)  EKTVPSRYFQPFGCGPRSCVGKHIAMVMMKAILVTLLSRYTVCPRQGCTLNSIKQTNNLS 474
jmCYP19b     EKTVPSRFFQPFGCGPRSCVGKHIAMVMMKAILITLLSRYTVCPRQGCTLNSIRQTNNLS 475
gfCYP19b     ENTVPSRYFQPFGCGPRACVGKHIAMVMTKAILVTLLSRFTVCPRHGCTVSTIKQTNNLS 476
zfCYP19b     ENTVPSRYFQPFGCGPRACVGKHIAMVMTKAILVTMLSRFTVCPRHGCTISTIKQTNNLS 477
ccCYP19b     ENNVPSRFFQPFGCGPRACVGKHIAMVMMKAVLVTVLSQYTVCPQPGCTVSTIRQTNNLS 475
             ::.**.*:*********:********** **:*:::**::****: ***:.:*:***:**

bwCYP19b     QQPVEDEH-SLAMRFIPRATQPPLSHIFSQEM-- 494
jwCYP19b     QQPVEDEH-SLAMRFIPRATQPPLSHIFSQEM-- 495
ntCYP19b(p)  QQPVEDEH-SLAMRFIPRTK-------------- 480
mtCYP19b(p)  HQPVEDEH-SLAMRFIPRTT-------------- 493
jmCYP19b     QQPVEDEH-SLTMRFIPRTSQPHLT--------- 499
gfCYP19b     MQPVEEDPDSLAMRFIPRSQNICGDPHLGEKTQE 510
zfCYP19b     MQPVEEDPDCLAMRFIPRAQNSNGETADNRTSKE 511
ccCYP19b     QQPIEEDTQSLAMRFIPRKRSPDKQ--------- 500
              **:*::  .*:******                

Figure 9.  Alignment of amino acid sequences of P. japonicus  

CYP19b  with other species CYP19b.  The identical, highly conserved, 

and less conserved amino acid residues were indicated by (*), (:), and (.), 

respectively. The sequence corresponding to putative structural region 

indicated by numbers and overline with arrowheads (��, the 
membrane-spanning region; ��, the I-helix region; ��, Ozol's peptide 
region; ��, the aromatic region; ��, the heme-binding region). Partial 
sequence is marked by (P). Sequence reference and abbreviations were 

represented in material and methods section.
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Figure 10. Phylogenetic analysis of the relationships between wrasse 

aromatase subtypes with other species’ aromatase subtypes. A 

consensus tree obtains with combined values both aromatase subtypes. A 

consensus tree is based on the values obtained by bootstrap resampling. 

Bootstrap values (100 replicates) are shown on the consensus tree above 

the nodes. Human CYP19a was used as outgroup. Partial sequences are 

noted as asterisk. Sequence reference and abbreviations were represented 

in material and methods section.
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2. 삼점놀래기에서 조수의 변화에 따른 ER과 CYP19  subtypes의 유전자  

   발현

 1) 난소의 형태학적 변화

   조수의 변화에 따른 삼점놀래기 암컷의 gonadosomatic index (GSI) 값 변

화 양상을 조사하였다 (Fig. 11). GSI 값은 만조 시기에 가장 높았고 만조 후

에는 감소하여 모든 시기에서 비슷한 수준으로 유지되었다. 조수변화에 따른 

혈장 내 E2 농도를 조사한 결과, 간조 시 가장 높았다가 간조-만조 시기에 급

격히 감소하여 만조와 만조-간조 시기에는 비슷한 수준을 유지하였다. 조수변

화에 따른 난소 조직을 형태학적으로 관찰한 결과, 조수변화에 따라 채집한 

모든 개체들은 모두 성숙한 난모세포들을 가지고 있지만, 배란된 여포는 만조 

시기에만 관찰되었다 (Fig. 13). 또한, 슬라이드상의 yolk stage의 난모세포만

을 선택하여 난경의 크기를 비교한 결과, 간조-만조 시기의 난경이 가장 크게 

나타났다 (Fig. 14). 그러나 만조 시기는 배란이 일어났기 때문에 만조 시기의 

난경 크기는 이전 시기보다 감소하였다.
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Figure 11. Changes of gonadosomatic index (GSI) during tidal 

changes of H. trimaculatus.  GSI was significantly greater at high tide 

than other tides. LT: Low tide; LH: Low to high tide; HT: High tide; HL: 

High to low tide. Asterisk indicates significant difference from before and 

after current tide (LSD–Duncan for multiple comparison, P < 0.05). 
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Figure 12. Changes of plasma estradiol-17β levels during tidal 

changes of H. trimaculatus.  Estradiol-17β was significantly greater at 

low tide than other stages. LT: Low tide; LH: Low to high tide; HT: 

High tide; HL: High to low tide. Asterisk indicates significant difference 

from before and after current tide (LSD–Duncan for multiple comparison, 

P < 0.05). 
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 13. Histological observation of oocytes in ovary of H. 

trimaculatus at each tide. (a)-(d) show the condition of oocyte maturity 

at each tide. In all sections, maturing oocytes are observed, but the 

ovulated follicles (arrows) are observed in only high tide. (a): Low tide; 

(b): Low to high tide; (c): High tide; (d): High to low tide. Sections (5㎛) 

were stained with hematoxylin-eosin. Bars = 200㎛.



- 41 -

 

Figure 14. Changes of oocyte diameter of H. trimaculatus during 

tidal changes. Oocyte diameter was significantly greater at low to high 

tide than other stages. LT: Low tide; LH: Low to high tide; HT: High 

tide; HL: High to low tide. Asterisk indicates significant difference from 

before and after current tide (LSD–Duncan for multiple comparison, P < 

0.05).
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2) 생식소와 뇌에서 ERs과 CYP19s subtypes의 발현 양상

    삼점놀래기의 난소와 뇌 조직에서 조수변화에 따른 ER과 CYP19  유전자

의 발현 양상을 real-time PCR 방법으로 분석하였다. 각 유전자의 발현 양은 

내부 대조군으로 사용된 β-actin  유전자의 발현 양과 비교하여 상대적 값으

로 나타내었다. 난소 조직에서 ERα는 다른 시기에 비해 만조 시기에 가장 높

게 발현되었다. 그러나 조수변화에 따른 ERβ의 발현 양에는 유의적인 차이

가 나타나지 않았다 (Fig. 15a). 그리고 난소조직에서 ovary type CYP19a 발

현은 간조에서 시작하여 만조-간조 때까지 점차적으로 증가하였다 (Fig. 

15b). 뇌 조직은 세 부분 (전뇌, 중뇌, 후뇌)으로 구분하여 조수변화에 따른 

각 부분에서의 ER subtypes과 brain type CYP19b의 발현양상을 확인하였다 

(Fig. 16). Fig. 16A에서 보는 것처럼 뇌의 각 부분에서 ERα  발현은 간조-만

조 시기에 높았으며, 특히 중뇌에서가 가장 높게 발현되었다. 간조-만조 시기

를 제외한 모든 시기에서 ERα의 발현은 비슷한 수준을 나타내었다. 그러나 

뇌조직에서 ERβ의 발현은 ERα과는 다른 양상을 보여 주었다. ERβ는 전뇌

에서 간조-만조 시기에 특이적으로 그 발현양이 증가하였지만, 중뇌와 후뇌에

서는 이러한 특이적인 발현 양상은 보이지 않았으며, 간조-만조 시기를 제외

한 다른 모든 시기에서 낮은 발현 양상을 유지하였다 (Fig 16b). 뇌 조직에서 

CYP19b는 ERα와 유사한 발현 양상으로 나타났다 (Fig. 16c). ERα의 발현 

양상과 비슷하게 CYP19b의 발현은 중뇌에서 간조-만조 시기에 특이적으로 

증가하였다가 다시 감소하였다 (Fig. 16c). 
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(a)

(b)

Figure 15. Real-time PCR analysis of ERs and CYP19s mRNA 

expressions in ovary of H. trimaculatus during tidal change. (a) 

Expression aspects of ERs mRNA. (b) Expression aspect of CYP19a 

mRNA. LT: Low tide; LH: Low to high tide; HT: High tide; HL: High to 

low tide. Asterisk and double asterisk indicates significant difference from 

before and after current tide (LSD–Duncan for multiple comparison, P < 0.05). 
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(a)

Figure 16. Expression patterns 

of ERs and CYP19b  mRNA in 

three parts of brain of H. 

trimaculatus during tidal 

change. (a) ERα expression 

pattern. (b) Expression pattern 

of ERβ mRNA. (c) CYP19b  

mRNA expressions during tidal 

change. LT, Low tide; LH, Low 

to high tide; HT, High tide; HL, 

High to low tide. The β-actin  

transcripts were used as a 

control. Asterisk indicates 

significant difference (LSD–

Duncan for multiple comparison, 

P < 0.05).

(b)

(c)
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고 찰

1. 황놀래기의 ER과 CYP19  cDNAs의 클로닝

   여성 호르몬인 estrogen은 어류의 생식활성에 중요한 작용을 한다. 본 연

구에서는 에스트로겐의 작용을 매개하는 에스트로겐 수용체 (ERα와 ERβ)와 

에스트로겐 합성효소인 aromatase (CYP19a와 CYP19b) subtype cDNAs를 

클로닝하여 이들의 염기서열을 분석하였다. 

   제주연안에 서식하는 황놀래기 난소조직에서 클로닝한 ERα와 ERβ  

cDNA의 암호화 부위는 각각 1581 bp (536 aa)와 2037 bp (679 aa) 크기를 

가지고 있었다. Multisequence analysis 결과는 두 ER subtype 모두 핵 수용

체에서 공통적으로 나타나는 보존된 특징을 보여 주었다. ERα와 ERβ  모두

에서 두 zinc finger motif 내부에 8개의 cysteine 잔기가 보존되어 있고 

(Schwabe 등 1990),  C 도메인 내에 D-box (EGCKA)와 P-Box (PATNQ), 

E 도메인 내에 ligand-dependent transactivation function을 갖는 AF2 

(Danielian 등 1992)가 정확하게 보존되어 있음을 확인할 수 있었다. 황놀래기 

각 ER  subtypes의 아미노산 서열은 놀래기 (H. tenuispinis)에서 보고된 ER 

subtypes과 아미노산 서열이 가장 유사하였다. 특히, C 도메인은 서로 100 %

의 상동성을 나타내었다. Phylogenetic 분석으로 작성된 consensus tree는 두 

개의 main cluster (ERα  와 ERβ  cluster)로 구성됨을 알 수 있었다. 

   본 연구에서 클로닝된 황놀래기의 ERα와 ERβ는 비교된 종들 중에 놀래

기 (H. tenuispinis)의 ERα, ERβ와 각각 유연관계가 가장 가까웠다. ER  단

백질의 크기는 종간에 다소 차이가 있었다. ERα의 A/B 도메인과 ERβ의 F 

도메인의 크기가 종간 변이가 가장 큰 것으로 나타났다. ERα의 A/B 도메인

은 종에 따라 92∼189개의 아미노산으로 이루어졌고, ERβ의 F 도메인은 종

에 따라 25∼129개의 아미노산으로 구성되어 있었다. 이러한 도메인 길이의 

특이성은 아직 명확하게 밝혀지지 않았으나, Montano 등 (1995)은 도메인의 
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길이의 차이가 전사인자나 다른 보조 인자들과의 상호작용에 잠재적인 영향

을 미칠 것으로 제안하였고, 이것은 수용체 기능의 진화적 차이점이 A/B 도

메인과 F 도메인에서 크게 나타나는 것으로 사료된다. 

   황놀래기의 난소와 뇌에서 aromatase를 암호화하는 두 개의 cDNA를 클

로닝하였다. CYP19a와 CYP19b mRNA는 각각 1569 bp (522 aa)와 1485 bp 

(494 aa)의 암호화 부위로 구성되어 있으며, CYP19a와 CYP19b의 전체 아미

노산 서열을 서로 비교하면 63%의 상동성을 보였다. 본 연구에서 클로닝된 

황놀래기의 CYP19  subtypes의 아미노산 서열을 이용하여 이미 보고된 

CYP19  subtype들과 multiple sequence 분석한 결과, 황놀래기 aromatase 

subtypes는 모두 aromatase 유전자 가족에서 공통적으로 발견되는 

membrane-spanning region, I-helix region, Ozol's peptide region, aromatic 

region 그리고 heme-binding region이 보존되어 있음을 확인할 수 있었다. 또

한, phylogeny 분석으로 작성한 consensus tree에도 CYP19a와 CYP19b의 두

개의 cluster로 구분되었다.

   이상의 결과들은 본 연구에서 클로닝된 cDNA가 각각 ERα, ERβ, 

CYP19a와 CYP19b cDNA라는 것을 명백히 말해주며, 종간의 배열분석 및 

phylogenetic 분석 등의 서열 분석의 결과는 각각의 cDNA가 기능을 갖는 

ER 및 aromatase라는 것을 나타낸다. 특히, ER subtypes의 경우 특정 도메

인의 종간 변이가 뚜렷하기 때문에 진화적인 상관관계가 존재할 가능성이 있

으며, 그러한 차이에 의한 기능적인 차이 또한 존재할 수 있을 것으로 보인

다.

2. 조수 변화에 따른 삼점놀래기의 생식리듬과 ER과 CYP19  mRNA의 

   발현

   본 연구는 ER과 CYP19  cDNAs의 클로닝과 더불어 오키나와 산호초에 

서식하는 삼점놀래기 (H. trimaculatus)에서 조류변화에 따른 산란 리듬과 
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ER과 CYP19  subtypes mRNA 발현과의 상관관계를 조사하였다. 산란기의 

삼점놀래기의 암컷에서 조수의 변화에 따라  GSI 값, 난경의 크기, 그리고 난

모세포의 조직학적인 관찰 결과, 삼점놀래기의 암컷은 조수의 변화 중 만조 

시기에 산란함을 확인하였다.  

   ER과 CYP19  유전자는 주로 생식과 연관된 조직에서 발현되기 때문에 본 

연구에서는 산란기 암컷을 대상으로 난소와 뇌 조직에서 이 두 종류의 유전

자의 발현 양상을 real-time PCR 방법으로 분석하였다. 어류에서 E2는 생식

과 연관된 여러 가지 생리적 과정을 조절하는 것으로 알려져 있다. 실제로 E2

의 작용은 간에서 Vtg의 합성을 자극한다 (Wallace, 1985; Nagler 등 1987). 

성숙한 암컷 black porgy에서 E2는 산란기 때 높은 수준으로 증가하며 

(Chang과 Yueh, 1990), 산란기 때 난소의 ER 유전자는 비산란기 동안 양성 

생식소의 난소 조직에 비해 유의적으로 더 높은 수준으로 발현된다고 알려져 

있다 (Lee 등 2001). E2 작용으로 합성되어 분비되는 성장인자는 난소 성숙과

정에 중요하다 (Richards, 1994; Dorrington 등 1993). 

   어류에서 E2는 gonadotropin의 조절 하에 여포에서 생성되며, 간세포에서

의 Vtg 합성을 자극한다 (Nagahama, 1994). 먼저, E2는 수용체의 수를 증가

시키고 그 후 Vtg의 합성을 유도한다 (Sherwood와 Hew, 1994). 이것은 E2가 

혈류로 방출되기 전에 난소에서 ER의 생산을 위해 쓰인다는 것을 의미한다. 

그 후 E2는 간으로 이동되어 Vtg 유전자의 전사를 유도하게 된다. 본 연구에

서는 만조 시기에 ERα와 CYP19a mRNA가 높게 발현되었다. 따라서 이러한 

ERα과 CYP19a의 발현 양상은 이들 유전자가 배란 및 산란과 연관된 E2의 

기능을 매개하는 것으로 추정할 수 있다. 난소에서 발현된 CYP19a가 E2를 

합성하고, 합성된 E2가 배란과 미성숙 난모세포의 발달에 영향을 주는 과정은 

ERα  에 의해 매개될 수 있다고 사료된다. 특히, 난소에서 ERα와 ERβ가 상

반되는 발현 양상을 보이는 것은 암컷 산란 시기동안 난소에서의 역할이 다

르다는 것을 암시한다 (Socorro 등 2000). 매일 산란하는 종에서 성숙중인 난

모세포는 항상 vitellogenesis 과정을 겪지만, 성숙한 난모세포는 germinal 
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vesicle breakdown (GVBD) 과정을 거치게 되며 그 후에 배란된다 

(Matsuyama 등 1998; 2002). 그러므로 만조 때 배란된 후, 모든 성숙중인 난

모세포는 vitellogenesis를 겪게 되는데, 특히, 간조 때 vitellogenesis가 활발히 

일어나는 것으로 추정된다. 

   척추동물 뇌 조직에는 aromatase가 존재하며 이로 의해 합성된 E2는 다양

한 생식 행동에 영향을 미친다. 어류에서 brain type aromatase (CYP19b)은 

뇌조직에서 특이적으로 발현되며, 생식 시기를 지나면서 그 활성이 극적으로 

변하기 때문에, aromatase가 성 스테로이드의 잠재적 조절 효과를 갖는다 

(Pellegrini 등 2005). ER 역시 뇌에서 발현되며, 주로 preoptic area, 

mediobasal hypothalamus 그리고 ventral telencephalon과 같은 신경내분비 

부위에서 발현된다 (Andreassen 등 2003; Anglade 등 1994; Hawkins 등 

2000; Menuet 등 2002). 삼점놀래기의 뇌에서 ERα와 CYP19b 발현은 비슷한 

양상을 보였다. 이 유전자들은 배란 전 시기인 간조-만조 시기에 중뇌에서 특

이적으로 높게 발현되었다. 그러나, ERβ는 이 시기에 전뇌에서 높게 발현되

었다. 뇌는 환경적 신호와 페로몬의 신호를 신경내분비 신호로 받아들여 

gonadotropin-Ⅱ (GtH-Ⅱ)의 분비를 조절한다 (Peter와 Yu, 1997). 배란 전 

GtH-Ⅱ의 분비는 최종난모세포성숙과 배란을 강하게 유도하며, 이 GtH 활성

은 gonadotropin-releasing hormone (GnRH)에 의해 유도된다 (Peter와 Yu, 

1997). Striped bass (Morone saxatilis)에서 GnRH promoter 부위의 ERE의 

존재는 GnRH 합성이 에스트로겐에 의해 조절됨을 시사한다 (Chow 등 

1998). 따라서 뇌에서의 mRNA 발현 결과로 볼 때, 에스트로겐이 GnRH와 

GtH와 같은 생식과 연관된 여러 호르몬의 분비를 통한 최종난모세포성숙 또

는 배란에 영향을 주는 것으로 여겨진다. 특히, 뇌에서의 CYP19b와 ERα  발

현은 CYP19b가 ERα와 직접적인 연관이 있다는 것을 보여준다. 게다가, 뇌에

서의 ERα와 ERβ의 발현은 난소에서와 마찬가지로 조수의 변화 동안 서로 

다른 역할을 할 것으로 여겨진다.

   본 연구에서 황놀래기에서 ER과 CYP19  subtypes의 염기서열 결정, 조수
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의 변화 동안 삼점놀래기의 산란 시점과 ERα, ERβ, CYP19a 그리고 

CYP19b의 발현 양상을 조사하였다. 이번 연구를 통해 삼점놀래기의 생식은 

조수의 변화에 따른 리듬을 가진다는 것을 최초로 확인하였으며, ER과 

aromatase 유전자는 조수의 변화에 따라 뇌와 난소에서 특정한 역할을 할 것

으로 예측되었다. 삼점놀래기가 특정한 조수 시기에 산란하는 이유는 확실하

지 않지만, Stacey (1984)와 Taylor (1984)의 연구에 비춰볼 때 알의 생존률

을 최대로 하기 위해 특정한 시기에 산란하는 것으로 추론된다. 그리고, ERα

는 조수의 변화 동안 생식에 있어서 ERβ보다 내분비적 조절에 더 밀접한 연

관이 있을 것으로 보인다. 앞으로 산란 리듬과 ER, CYP19  subtypes의 상호 

연관성을 이해하기 위해서 페로몬과 같은 외부 인자에 대한 조사, 뇌 조직에

서 E2의 생성 억제를 통한 기능 연구, 그리고 생식과 성적 행동에 관련된 호

르몬에 대한 분자생물학적 연구가 필요하다.
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요 약

  어류의 생식에 중요한 역할을 하는 estrogen의 작용은 estrogen receptors 

(ERs)에 의해 매개된다. Estrogen은 testosterone에서 aromatase에 의해 전환

된다. 어류에서는 3종류의 ER subtypes (ERα, ERβ, ERγ  or ERβ2)과 두 종

류의 aromatase subtypes (CYP19a and CYP19b)이 존재한다고 알려져 있다. 

본 연구는 자성선숙어인 놀래기류의 생식과정에서 ERs과 aromatases의 기능

을 규명하기 위한 기초연구로 수행되었다. 우선 제주연안에 서식하는 황놀래

기에서 ER과 CYP19  cDNAs를 RACE방법으로 클로닝하였다. 황놀래기의 

ERα, ERβ, CYP19a 그리고 CYP19b의 ORF 크기는 각각 약 1.6 Kb, 2 Kb, 

1.6 Kb 그리고 1.5 Kb이었다. 이들 cDNA 염기서열을 분석한 결과, nuclear 

receptor와 aromatase에서 공통적으로 나타나는 특징들을 가지고 있었으며, 

놀래기의 각 유전자와 가장 유사하였다. 또한 오키나와 연안에 서식하는 삼점

놀래기에서 조수변화에 따른 ERα, ERβ, CYP19a 그리고 CYP19b의 유전자

발현을 real-time PCR 방법으로 분석하였다. 본 연구에서 삼점놀래기가 만조 

때 산란함을 최초로 확인하였다. 난소에서 ERα와 CYP19a는 만조 시기에 높

게 발현되었고, CYP19a는 만조 이후에 더 높은 발현양상을 보였다. ERβ의 

발현은 ERα와 반대의 양상을 보였다. ERα는 간조-만조 시기에 전뇌, 중뇌, 

후뇌의 모든 부분에서 발현되었고, 특히 중뇌에서 가장 높게 발현되었다. 그

러나 ERβ는 간조-만조 시기에 전뇌에서 특이적으로 높게 발현되었다. 

CYP19b는 간조-만조 시기에 중뇌에서 특이적인 발현양상을 보였다. 본 연구

결과는 ERs과 CYP19s 유전자 발현이 놀래기류의 생식리듬에 밀접하게 연관

되어 있음을 보여주었다.
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