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The transcription factors, DMRT1 and FOXL2, play a role in fish sex differentiation of the 

bipotential precursor into the male and female pathway, respectively. In order to provide the 

molecular background for understanding hormonal regulation in sexual determination and differentiation 

in the red spoiled grouper, Epinephelus akaara, one of commercially important epinephelines, and is 

often used to study protogynous sex change. First, we amplified the partial sequence of two genes 

(DMRTI and FOXL2) from the gonad of red-spoiled grouper. Also, we surveyed the tissue-specific 

and sex-specific expression pattern of each genes by RT-PCR. DMRT1 and FOXL2 cDNA flagments 

consist of 489 and 836 base pairs (bp) and encodes a protein of 162 and 278 amino acids, 

respectively. RT-PCR revealed that DMRT1 mRNA was expressed higher level in the testis. FOXL2 

was expressed extensively in the neural and peripheral tissues with its hi麟iest level in 小e ovary, 

indicating a potential role for FOXL2 in the brainpituitarygonad axis. 
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서 론 

어류의 성결정은 성염 색체의 조합과 비율에 

의해 결정되는 유전적 성결정과 성 적미분화 

시기에 환경 적 요인에 의해 유도되는 환경적 

인 성결정으로 대별된다（Devlin and Nagahama, 

2008). 포유류의 성갈정은 Y염색체 상에 있는／ 

sex-deten끄ining region Y(SRY) 유전자에 의해 

갈정된다고 밝혀진 이후， 포유류 이외의 동물 

에서 SRY의 상동 유전자 존재에 대한 많은 연 

구가 진행되고 있다《Sinclair et al., 1990; Brennan 

et al., 1998). 특 1, Doublesex and mab-3 related 

transcription factor I (DMRT I）은 xY형의 셩전환 

유형과 관련 있는 DM-domain (DNA-binding 

motif）을 포함하는 단백질 중 하나로 수컷의 

정소에서만 특이적으로 발현되며（Rayi끄ond et 

al., .1998; Zhu et al., 2000),. forkhead-box protein 

L2 (FOXL2）는 암컷의 난소에서만 특이적으로 

발현되며 난소 발달 및 분화에 중요한 역할을 

수행한다（Wang et al., 2004, 2007; Nakamoto et 

aL, 2007; Liu et al., 2007). 

어류의 성은 자웅이쳬와 자웅동쳬로 구분되 

며， 어류의 정소 및 난소 분화에 따른 DMRT 1와 

FOXL2 유전자와 관련된 연구는 무지개송어， 

Oncorhynchus mykiss, 송사리， Oryzias latipes, 틸 

라피아， Orechromis niloticus, 넙치， Paralichthys 

olivaceus 등 자웅이체 어류를 중심으로 이루어 

져 왔다（Guan et al., 2000; Marchand et al., 

2000; Kobayashi et al., 2004; Jo et al., 2007). 

붉바리， Epinephelus akaurα는 바리과（Serranidae) 

에 속하는 어류로 암컷으로 성 분화 후 수컷으  

로 전환하는 자셍선숙형 자웅동쳬어류로（Kayano 

et al., 1994), 붉바리의 성 결정 유전자에 관한 

연구는 미미한 수준이다． 

따라서， 이 연구는 자성선숙형 자웅동체어인 

붉바리를 대상으로 성 결정 유전자인 DMRT 1 

와 FOXL2 유전자를 cloning하여 붉바리 성 분 

화의 분자기작에 관한 기초 자료를 제공하기 

위 해 수행하였다． 

재료 및 방법 

1. Total RNA 추출 및 cDNA 합성 

웅성 유전자인 DMRT〕과 자성 유전자인 FOXL2 

cDNA fragment를 붉바리의 생식소로부터 분리 

하기 위해 제주대학교 해양과학연구소에서 사육 

중인 4년생 붉바리를 α01% 2-phenoxyethanol 

(Kanto Chemicals, Tokyo,Japan）에 마취한 후， 정 

소 및 난소를 각각 적출하였다． 

생식소 조직에서의 Total IWA 추출은 Till 

reagent (MRC, Cincin끄ati, OH, USA）로 조칙을 

균질화하여 T.RI reagent 100 u'당 ch!orofon끄 

20 미를 첨가한 후， 4℃, 12,000 g에서 15분간 

원심분리를 실시하였고， 원심분리 후 RNA를 

포함하는 상층액을 새 튜브로 옮겨서 동량의 

Tso-propanol를 첨가하여 원심분리를 통해 침전 

된 RNA를 확보하였다． 이 RNA는 75% 에탄올로 

세척한 후， 적당량의 RNase-free 증류수에 용해 

하여 Total 1ThTA 용액이 만들어쳤다． 추출된 

Total RNA는 NanoVue (GE Healthcare, Ver. 1.0.1, 

UK）에 의해 그 농도가 측정되었으며， A260/A280 
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nm의 값이 I. 7-2 I 범위 내의 RNA 샘플만을 선 

택하여 eDNA 합성에 사용하였다． 특히， RT-PCR 

또는 real-ti긔ne PCR 방법를 이용하여 시료의 

유전자 발현량 조사를 위해서는 추출된 total 

RNA 내에 genomic DNA의 contamination 방지 

를 위해 RQI RNase-Free DNase (Promega）을 

별도로 처리한 후， cDNA 합성에 사용하였다． 

cDNA의 합성은 각 조칙에서 추출한 total 

RNA 0.5 jig을 주형으로 PrimeScript珏 RT reagent 

Kit (Takara, Japan）을 이용하여 합성하였으며， 

Oligo dT Primer 0.5 pI, Rnadom 6mers 0.5 iii, 

PrimeScript刪 RT Enzyme mix 0.5 ii! 그리고 

SxPrimeScriptTM Buffer 2 벼를 첨가하여 최총 

V이ume을 10 미가 되도록 ddH2O를 첨가하였 

다． 37℃에서 IS분간 역전사 반응을 시킨 뒤， 

85℃에서 5초간 반웅하여 합성을 중지하였다． 

합성된 각 cDNA는 polymerase chain reaction 

(PCR）에 의한 과증폭 방지를 위해 Nuclease-

free 중류수 40 이를 첨가하여 최종부피를 50 

미가 되게 희석하여 실험에 사용하였다． 

2. 성 결정 유전자의 탐색 및 분리 

응성 유전자인 DMRT】과 자성 유전자인 FOXL2  

cDNA 분리를 위하여 미국국립생물공학정보센 

터（NCI3I, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）에 등록된 

orange-spotted grouper, E. coioides (accession 

number, EFO 17802), honeycomb grouper, K 

merra (accession number, EU555 .179), european 

seabass, Dicentrarc/nis labrax (accession number, 

AM993095) 그리고 black porgy, Acanthopagrus 

schiegelli (accession number, AY323953)로부터 

유전자 염기서열 정보를 참고하였고， 상동성이 

높은 부분을 선택하여 붉바리의 DMRTI cDNA 

탕색용 primer를 디자인 및 제작하여 사용하였 

다． 붉바리 Sox9 cDNA는 이미 NCB】에 등록된 

염기서열（accession number, AY676309）을 바탕 

으로 primer를 제작하여 사용하였다（Table I). 

제작된 각 유전자들의 primer set와 PC.R에 

의해 중폭된 유전자 산물을 정제한 후， pGEM-T 

easy vector (Promega, USA）에 삽입（subcloning）한 

후， JM109 competent cell에 유전자 형질전환 

(transformation）을 거쳐서 대량으로 복제（cloning) 

하였다． 대량 배양된 양성cell colons'로부터 

이asmid DNA를 분리하였고， 복제된 DNA의 염 

기서열（sequencing）은 Genotech (Korea）에 의뢰 

하여 분석하였다． 각 유전자의 부분염기서 열 

결과는 NCB】의 BLAST 검색을 이용하여 확인 

Table I. Primer sets used for partial cloning of DMRTI and FOXL2 in the red spotted grouper, 

Epinephelus akaara 

[ Primers 
	

Sequence 

Degenerate p山nets 

DMRTI-F 

DMRTI-R 

FOXL2-F 

FOXL2-R 

5'-CTFCTGCAACTGGAGGGACT-3. 

5'-GTGGCTGCTGGGTAGTAGGA-3' 

5'-ATGATCCACGACACCAACAC-3' 

5.-TCGTGYFCCCAGTAAGAGCA-3' 
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하였다． 

염시서열이 확인된 붉바리의 웅성과 자성 유 

전자에 대한 종간 계통유연관계에 대한 ^lultiple 

alignment는 (:lustalw의 Ph艸p 프로그램을 이용 

하였고， 각 어종들의 아미노산서열을 비교하였다ㄴ 

BOOTSTRJP 분석은 SEQBOOT 프로그램을 이 

용하여 100회 반복하였다． SEQBOOT에 의해 align 

된 100 set는 PRODIST 프로그램에 의해 distance 

matrice` 를 계산하였다． 계산된 〔listance matrices는 

NEIGHBOR 프로그램의 free 작성 input 데이터 

로 이용하였고， CONSENSE 프로그램을 이용하 

여 consense tree를 작성하였다． Out group으로는 

rat의 ii (mu) opioid receptor (accession number, 

L13069）가 사용되었으며， 각 유전자의 multiple 

.; alignment에 이용된 종과 유전자는 NCBI의 BLAST 

검색을 이용하였다（Table 2).  

3. 성 결정 유전자의 조직별 발현변화 

각 성결정 유전자들의 기관별 발현양상을 

조사하기 위해서 붉바리의 뇌， 아가미， 심장， 

간， 청소 그리고 난소 등의 기관별 조직을 적 

춤하연고 모든 색픔 조칙은 부석 저까치 탄8 

0℃에 보관하였다． Total RNA 추출，RNhse-Free 

DNase 처리 그리고 cDNA의 합성에 관한 실험 

진행과정은 위에 언급된 방법과 동일하게 시 

행하였다． 

각 조칙들에서 추출된 시료(eDNA), Golaq 

Green Master mix (Promega, USA）와 primer set를 

혼합하여 94℃에서 45초， 60℃에서 45초， 72t 

에서 躇 씩 총 3scycle을 중폭하는 RT-PCR법을 

시행하였고， 얻어친 p(기궉 산물은 "to agarose 

gel 위에서 35분간 전기영동.o0v）을 실시하여 

Table 2. Gene information of used for multiple alignment 

Gene grou(p 	, → 	 S$塔匕jbs (gene nan功 

Medaka (DMRTD 

Nile tilapia (DMRTI) 

Zebrafish (DMRTI) 

Wrasse (DMRT I) 

DMRT I 
	 Olive flounder (DMRTI) 

Orange-spotted grouper (DMRTI) 

Honeycomb grouper (DMRT I a) 

Honeycomb grouper (DMRTIb) 

European seabass (DMRTIL) 

European seabass (DMRTIS) 

Aceession number 

AF3 19994 

AF203489 

AF439562 

AY1777i 1 

EU490514 

EFO] 7802 

EU555 179 

EU555 178 

AM993095 

AM993096 

FOXL2 

Zebrafish (FOXL2) 

Rainbow trout (FOXL2) 

Nile tilapia (FOXL2) 

Olive flounder (FOXL2) 

Medaka (FOXL2) 

Pejerrey (FOXL2) 

BCI 16585 

NM 001124485 

AY5541 72 

AB303854 

AB252055 

EU864151 
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유전자의 발현을 확인하였다． Control 유잔자로 

는 housekeeping gene의 일종인 iSs rRNA를 이 

용하였다． 

결과 및 고찰 

붉바리의 생식소를 대상으로 웅성 유전자인 

DMRㄲ과 자성 유전자인 FOXL2 eDNA를 분 

리하여 부분염기서열을 분석한 결과 DMRT1은 

총 489 bp길이의 부분염기서열과 162개의 아 

미노산 단백질이 encode 되어 있으며， Foxl2는 

총 836 bp길이의 부분염기서열 278개의 아미 

노산 단백질 encode 되어 있음을 알 수 있었다 

(Fig. 1, 2). 붉바리에서 확인된 자성 및 웅성 

유잔자의 아미노산 서열을 다른 어종의 동일 

한 유전자들과 그 상동성을 비 교해 본 결과， 

DMRT1의 아미노산은 medaka, zebrafish, olive 

flounder 그리고 nile tilapia 등과는 약 62-83％의 

다소 낮은 상동성을 보였으나， european seabass, 

honeycomb grouper n리고 orange-spotted grouper 

등과는 약 9O-98％의 높은 상동성을 나타내었 

다． FOXL2의 아미노산의 경우 에는 보고된 어 

종 중에 zebrafish에서만 다소 낮은 약 84％의 

상동성을 보였지만， rainbow trout, nile tilapia, 

medaka, pejerrey 그리고 olive flounder 등과는 

약 93-,97％의 높은 상동성을 나타냈다（Fig. 2). 

발생계통학적인 측면아서 붉바리의 DMRT1와 

FOXL2 유진자는 다른 어종의 유전들괴－consensus 

tree를 이용해 비교해 본 결과， 각각 유전자의 

subgroup에 속해 있는 것을 확인할 수 있었다 

(Fig. 3). 섕후 4년생의 붉바리에서 채취한 뇌， 

아가미， 심장， 간， 난소 그리고 정소 등의 기관별 

조직샘플들에서 발현되는 셩분화 유전자들을 

:2 T.TCTGCAAcTCGAGGr C l'T W R뺨
TGC

C..얗TGTCCCAAATGTAAACTCATACCTCAGACACAGAGAt t 	C :} L 1 A E IR 	R 

62 CTCATG땋 CCCAGGtTGCCTTGACACGCA 0 V A .L R It 얗CACGcTCAGGAAGAcQAccTT.GqGATTQ A O E 

122 .TCTAGTCCTGTGcCTCTGCCTG:GCCCTGAGGTGATGGTGAAGAATQACC.TG（드 AGcAcA? 

F…쵯 p y－츠ㅗ. p 즈 7 胛 V 14 꾀， c.' N 손ㅗ ^ ( J., U 
1 u2 TCC 1刃 C`TTCACTGTGGAGAGACGATCCCCGACGCCCACCAGCACCTCCACTT.CTTCCTTT 

含 4의 	. q:. LGOT GTC痲 T.; VGGGAGT藏楡 i 蝨楡藏 P T. S T擺 :擺ㅁ Tdc 5廊 SC CCGT C CCc AT 

A』A V P Q S R S A L S P S P S A Q A, 冬 A: H 

3 p2 NTGAcAC4l: b ..'i 쌓TCGS 뺨dddtGCTCPAPSCt.tCCTPJTTt L 1 	Y S Y 찬ActtcTAcN F ik 얗cCGT.CT 

362; CGTTACCcCACCTACTAT鷺CAATeTGTAC: Y P T I 'II 	N :.t .쌓TACCAGCAGTACCACATCCCTCATGGTI 0 .0: IO N P Ii G 

4Z2 cATgGCCccATTTCAAAcCAcAAcATGcㄷCTqTCAcTAcccTcTcCATTCCTAcTACccA 

4以甘 	UD:d CA訂 1..............482 	GCAGGAC 489 台 聊 " " NP " 0 ' R V 뾔 " ' 
A A 

Fig 1. The nucleotide and deduced amino acid sequence of DMRT1 gene in the red spoiled grouper, 

Epinephelus. akaara. It was 489 base paris long and encoding 162 amino acids. 
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ATCAPCCACGACAcCAACAcGAcCAAGGAG饗GAGCGACCCAAAGAGGAGCcGGTCCAG.N 	I HD T N 	T :K E IKE a .R K E E P :\7 Q 
GAGWGTCCCGGAGAAGCCGGACCCGTCCCAGAAACCACCGTACTCCTM'GPcccrcTc 
E K V P E K P D P 台 <> K p p y S γ． `/ 九 호： 

ATCGCCATGGCCAPCCGGGAGAGC攷:CGAGAAGCGCCTCAcTCTGTCCGGTAnTACCAG 

	

긔 	A 	H A I 墺． t S 驪 E: k R. 쬐 rn 츠， 희 , G, I X「Y ㅇ … 

AGACACAACCTGAGTbItAACGAATGdTTCAnAACGTTCCGCGGGAGGGCGGCGGCGAC 

AccAAGG.GAMYThCTGGACACT亡GACCCAGCCPGCGAGGACAPGTrPGAGAAGGGAAAC 

k K ，《＝ N Y w ．】：「 工』 工》 P A c. E 】：) 》섶 P E E〔 :q N 

IACAGGAGGCCCCGCAGGATCAAGCCGCCCT7I'AGACCTCCACC드ACGCACTTCCPSCCCG 

GGGAAGTCCPPGTTCGGAGGAGACGGCTA!PGGCTACCTCTCCCCACCCAAGTACCTGCAG 

	

:G 	K: S L FCc士 C 0 G Y t Y LttAtdT!&APGAACAACTCt.GGTCGdTAGGCdAGCC疲 p p K ICACP:CCGATGT.CCTACACC 

S S F 臘 N N 召 w $ L (= 《） p p 모 p 斑 S ￥ ,? 

TCATOPTATAACCCCTACPCCCGGGTGCAGAGCATGGCGCTCCCCAGCATCGTGAAc＇·a 

	

$ 	S 	I N , 『 1 $ R V ㅇ $ M A L P S N V N S 

I. N C. .14 S H H B fi: P A H: P .『ㅐ［ 요 홉 IQ Q L $ 
CCGGCCACCGCGGCJVCCACCGCCGGTCTCCAGCAGCAACGGAGCGGGCCflCAGTTCGCC 

P A T A A P p p ij $ S S N 《＝ A C『 .『 L Q r A 

TGCTCCCGCdAGCCOCCGGAGC눗CTCGAtGATGCACTGCTCTTACT《＝GGAACACGA 836 

C 8 k 0 P A E L 8 M M H 《＝ 요 Y w E 끄 

】7ig 2. 가te nucleotide and deduced amino acid sequence of FOXL2 gene in the red spotted grouper, 

1. 

61 

12l 

181 

2 41 

301 

361 

421 

48l 

541 

｀《J1 

661 

721 

7 8 1 

Epinephelus a/warn. It was 836 base paris long and encoding 278 amino acids. 

RT-PCR법을 이용하여 확인해 본 결과， 웅성 

유전자인 DMRTI mRNA는 기관별 조칙 중에 

서 난소와 정소의 조칙에서만 강하게 발현되 

었고， 자성 유전자인 FOXL2 mRNA의 발현은 

뇌， 아가미 및 정소에서 다소 약하게 나타났지 

만， 난소에서 매우 강하게 발현되었다＜Fig. 4). 

DMRT】과 FOXL2 등 성 결정 관련 유전자 

에 대한 연구는 포유류（Smith et al., 1999; Pask 

et al., 2003), 조류（Nanda et al., 1999), 파충류 

(Kettlewell et al., 2000), 어*(Brunner et a1., 

200!; Alam et al., 2008) 등 많은 동물에서 수  

행되고 있다． 어류를 포함한 대부분의 척추동 

울의 생식소 분화에 있어 DMRT＇은 청자형성 

과정， FOXL2는 난자형성과정에 중요한 역할을 

수행한다． 붉바리의 조직별 FOXL2 rnRNA 발현 

결과 결과 정소보다 뇌， 아가미. 난소 조칙에 

서 강하게 발현되었고， 이와 같은 결과는 Nile 

tilapia(Wang et al., 2004), Southern catfish(Liu et 

al., 2007), E. ,nerra(Alam et al., 2008）의 결과와 

유사하였다． Alam 등（2008）은 ￡．nierrα의 성 전 

환 과정에 있어 FOXL2와 DMRT】의 발현 양 

상 특징은 초기 정전환 단계부터 성 전환이 
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Fig 3. Phylogenetic analysis of the relationship among the knowi the DMRT1 and FOXL2 sequences from 

teleosts. The rat ii opioid receptor was used as an outgroup to root the tree. Analysis was 

performed with multiple alignments from the amino acid sequences by using the ClustaiW program. 
The bootstrap values (100 replicates) and distance are represented by internal edge labels and bar. 

M《 F.T1 

ㅇ쩨2: 

江홉SrRNA 

Fig 4. The expression pattern of sex differentiation genes in 伍iferent organs of 小e red spotted grouper, 
Epinephelus akaara by RT-PCR. The lanes are labeled as follow; Br, brain; Gi, gill; He, heart; Li, 
liver; Ov, ovary; Te, testis; Nc, negative control, respectively. M is a 100 bp DNA ladder marker. 
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완료될 때 까지 FOXL2 발현은 점진적으로 감 

소하면서 난모세포의 퇴행을 촉잔시키는 반면， 

DMRT1는 점진적으로 증가하면서 정자형셩과 

정을 촉진시켜 성 전환을 유도한다고 판단하 

였다． 자성선숙형 자웅동체어인 붉바리의 경우 

도 셩전환 과정에 있어 E. merrα의 유사하게 

FOXL2와 DMRT I가 작용할 것으로 생각되나 

성 갈정 유전자인 FOXL2와 DMRㄲ의 발현 

기작이 아직 블분명하기 때문에 이를 규명하기 

위한 추가적인 연구가 필요하다고 판단된다． 
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