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Kisspeptins are group of peptides that stimulate GnRI-I and GtH release and required for maintenance 

of reproductive function. In fish, studies have revealed the presence of multiple kisspeptin forms 

(Kissl, Kiss2) in the brain. In this study, we identified of Kissi and Kiss2 partial sequence from the 

brain of red spotted grouper Epinephelus akaara. Kissl partial sequence composed total 249 base 

pairs fragments and 82 amino acids. Kiss2 partial sequence composed total 254 base pairs fragments 

and 84 amino acids. The amino acid sequence homology of red spoiled grouper Kissl and Kiss2 

investigated with other teleost fish. Red spotted grouper Kiss 1 and K..iss2 showed high homology with 

longtooth grouper .Epinephelus bruneus Kissl 97.6 % and Kiss2 96.4%, respectively. Further we need 

to know relationship of Kisspeptin and reproductive activation in red spotted grouper. 

Key words : kisspeptin, cloning, reproductive function, red spoiled grouper 

서 론 	 된다． 외부환경인자는 시상하부의 Gonadotropin- 

releasing hormone(GnRH, 생식소자극호르몬방출 

어류를 포함한 대부분의 척추동물은 시상하 호르몬） 분비를 자극하고， 뇌하수쳬의 두 종류 

부－뇌하수쳬생식소 축을 중심으로 외부환경인 의 서로 다른 Gonadotropin(GtH, 섕식소자극호 

자인 광과 수온에 의해 번식내분비계가 조절 	르몬）,Follicle sth끄ulating hormone(FSH, 여포자 
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극호르몬）과 Luteinizing hormone(LH, 황체 형성 

호르몬）의 분비를 조절함으로 생식소 발달과 성 

숙에 관여한다《Tena-Sempere and Huhtaniemi, 2003). 

그러나 외부자극신호와 번식내분비 축의 활성 

에 있어 Kisspeptine의 역할이 밝혀짐으로써 시 

상하부의 GnR}｛보다 상위인자로 Kisspeptin이 

부각되고 있다（Dhillo, 2008). Kisspeptin의 구조 

와 역할에 대한 연구는 대부분 포유류를 중심 

으로 이루아져 왔으나， 제브라피쉬（Kitahashi et 

al., 2009; Servili et al., 2011), 송사리(Kitahashi 

et al, 2009), 유럽산 농어（Felip et al., 2009) 등 

다양한 머류에서도 Kisspeptin에 대한 연구가 

진행되었고， 특히 어류에서는 포유류와 달리 

Kisspeptinl(Kissl) 뿐만 아니라 Kisspeptin2(Kiss2) 

의 유전자도 동정되었다． 

어류의 번식활동에 있어 Kisspeptin은 중요한 

장위 안자로， 뇌의 시상하부의 GnRH neuron을 

자극하여 Gill 분비를 촉진 시키며（Parhar et al., 

2004; Li et al., 2009), 성 성숙개시에 관여하는 

것으로 알려쳐 있다． 그러나 Kiss!과 Kiss2의 번 

식활성에 미치는 영향은 어종마다 종 특이적으 

로 상이하기 때문에（Kitahashi et al., 2009; Li et 

al., 200聊 어종에 따른 Kisspeptin 작용에 대한 

연구가 필요하다． 

붉바리， Epinephelus akaakα는 다른 바리과 

어류와 마잔가치로 양식산업에 있어 고부가가치 

가 높은 어종이나， 무분별한 남획으로 인해 자 

원이 고갈되어 국제자연보호기 工（〕U(rN）와 국제 

식량기구（FAD）에서 멸종위험종으로 지정하고 

있다（A끄끄미ie et al., 2000; Bai!lie et al., 2004). 

고부가가치 양식대상 어종인 붉바리의 양식 

상용화와 연안 자원 회복을 위해 붉바리를 대  

상으로 번식생리에 정보 확보와 양식산업화 

기술개발 등 많은 연구들이 진행되고 있다． 

이 연구는 산업적 가치가 높은 붉바리， 

Epinephelus akaarα의 번식생리에 대한 기초 자 

료를 확보하기 위해 번식내분비계의 상위인자 

인 Kisspeptin 유전자의 cloning을 수행하였다． 

재료 및 방법 

1. Total RNA 추출 및 CDNA 합성 

Total RNA를 추출하기 위하여 붉바리 뇌 조 

직을 적출하여 실험에 사용하였다． 적출한 뇌 

조직에 RiboBxTM Reagent (GeneAll) 500 미를 

첨가한 후 homogenizer를 이용하여 완전히 분 

쇄하였다． Chlorofor끄1 100 미을 첨가하여 혼합 

하여 원심분리 한 후， RNA가 포함된 상층액만 

을 튜브로 옮겨 동일량의 iso-propan이을 첨가 

하여 12000 rpm, 4t에서 !0분간 원심분리하여 

RNA pellet을 침전시켰다． DEPC가 첨가된 75% 

에탄올을 이용하여 〕NA pellet을 수세한 후 에 

탄올을 제거하여 刪ase-free 증류수로 RNA pellet 

을 용해시켜 total RNA를 얻었다． 이후 Total 

RNA 2.0 pg 을 주형으로 RQ1 RNase-Free DNase 

(Promega, USA）를 이용하여 DNase 처리를 하 

였다． Total RNA와 증류수를 첨가하여 7.5 p1 

부피를 맞추고 RQ NRase-Free DNase lOxReaction 

buffer 1 p1, RQ RNase-Fee DNase 1.5 p1를 총 

부피 10 마가 되도록 침가하였다． 이후 37℃에 

서 30분간 반응 후 1 미의 Stop Solution을 첨가 

하여 65℃에서 10분간 반응시켰다． total RNA 
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는 Nano Vue (GE Healthcare, Ver.1.0.], UK)를 

이용하여 농도를 측정하였고， A260/A2SOnm의 

비율이 L7∼2.l 범위 내의 값을 갖는 RNA만을 

선택하여 실험에 사용하였다． cDNA는 DNase 처 

리된 total RNA 0.5 pg을 주형으로 PrimeS criptTM 

1st strand cDNA Synthesis Kit (Takara, Japan)t 

사용하여 합성하였다． 합성이 끝난 후 각각의 

c.DNA에 40 미의 Nuclease-free 증류수를 첨가 

하여 최종부피를 50 미가 되게 희석하였다． 

2. Kisspeptin cDNA 분석 

붉바리의 Kisspeptin cDNA를 분리하기 위하 

여 National Center for Biotechnology Information 

(NCB1）에 등록된 다른 어종들의 Kisspeptin 

cDNA 정보를 이용하여 degenerate primer를 제 

작하였다《Table I). Degenerate primer를 PCR 기 

법을 통하여 유전자를 증폭시 켰으며 증폭된 

산물은 "to agarose gel을 이용하여 전기영동을 

통하여 확인하였다． PCR 산물이 포함된 agarose 

gel을 DNA purification system (Promega, Madison 

WI USA）을 이용하여 PCR 산물을 획득한 후， 

T-blunt vector (Solgent, Daejeon, Korea)에 삽J 

하여 competent cc∥ 에 형질전환 시켰다． 배양 

된 competent cell0ll서 Wizard⑩ SV 96 Plasmid 

DNA Purification System (Promega, Madison, WI, 

USA）을 이용하여 미asmid DNA를 분리하였고， 

Genotech (Korea）에 의뢰 후 부분염기서열을 분 

석하였다． 부분염기서열은 NCBI의 BLAST 검 

색을 통하여 확인하였다． 

3. 염기서열 분석 

붉바리 Kisspeptin의 종간계통유연관계 분석은 

PHYLIP 프로그램을 이용하여 분석하였다． 분석 

에 이용된 다른 어종들의 아미노산 서열 Multi미e 

alignment는 Clustal Omega 프로그램을 이용하여 

분석하였고， BOOTSTRIP 분석은 SEQBOOT 프로 

그램을 이용하여 】000회 반복하였다． SEQ.BOOT 

에 의해 align된 】000 set은 PRODIST 프로그램 

을 이용하여 distance matrices를 계산하였다． 계 

산된 distance matrice` 는 NEIGHBOR 프로그램의 

tree 작성 input 데이터로 이용하였고，CONSENSE 

프로그램을 이용하여 consense 枕ee를 작성하였다． 

Table I. Sequence of primers used in the identification of Kisspeptin cDNA in red spotted grouper, 

五pinep he/us ㅄααrα 

P"mers 
	

Sequence 

Degenerate p山nets 

Kissi F 
	

5'-ACAGAGGACACGTGCAACAG-3' 

Kissl R 
	

5.-CGAACGGGflGAAGTTGAAT-3' 

Kiss2 F] 
	

5.-TCAACAGAGGTCTGCACCAC-3t 

Kiss2 F2 
	

5.-TGGTCTGAGGGAAGATCACCT-3' 

Kiss2 I" 
	

5'-TGGTGACTCTGGTFGTGGTG-3· 

Ki ss2 R2 
	

5'-GCTGCTCCTCATTCTCCCTC3' 
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각 유전자의 multiple alignment에 이용된 종과 

유전자는 Table 2, 3에 나타내었다． 
	 결과 및 고찰 

붉바리의 뇌 조직을 대상으로 Kisspeptini과 

Kisspeptin2 cDNA를 분리하여 부분염기서열을 

Table 2. Kisspeptinl information of used for multiple alignment 

Gene 	 Species 	 Accession number 

Kiss1 

Epinephelus akaara 

Epinephelus zruneus 

Sebastes schlege/'/ 
Morone saxati/is 
Dibe蹴rarchus 'abrar 
Sander ，心regis 

Thunnus thynnus 
Sco'nber japo衍ci's 
Serio/a /alaiu方 

Chrysiptera cyanea 
Danio rerio 

Odontesthes bonariens is 

ADF59544 

A1Z68243 

ADUS4200 

AFV25604 
ACM07422 

A0N05227 

AEF32393 

ADE기 654 

BA021623 

ABR24I 59 

AI-1A46378 

Table 3. Kisspeptin2 infomiation of used for multi미e 繃gnment 

Gene 
	

Species 	 Accession number 

Kiss2 

￡／价iep/z c/us α＊ααrα 
E／珩iephelus bruneus 

Epinep he/us coioides 

7긱그grus 〃“ 〃or 
Dice蹴rαrc/"'.s ／αz》rαㅈ 

Serio/a ／α／α＇2r" 

了'hunnus ㅆynnus 
Tha/assorna b!7rasc,a,ung - 

Sconiber japonicus 
Hap/ochromis z'urto祈 

So/ca senegalensis 

Oreochronns nil倂icus 

Ta씨(ugz ＇꺄thob/es 

Oncorhynchus masou 
Danio ren沁 

ADF59545 

ACT65993 

BAL44206 
ACM07423 

AEF32394 

AGN05228 

AFU08233 

ADE2 1655 

AIT1 6226 

ADK92427 

AEX92979 

BA끄5497 

BAN 1575 l 

NP 001136057 
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I 	ATGE尤ACGACTCATTGTTGCTCTGATGATGGCTGCTTTGTCAAbAGA GdTCtGGACtACTG《＝C 輻TTTGAAATCC. 

ㅆ P It L 工 V A L N N; a a t $ ' E ㅎ C T T G" `$ L 1( S 

1丘 ?ccmccAcAGTGAAGAtcAGAGAGTAcr.cAAAGcTCTCAGAGATTTAAGCCATGCATCAATATCQCCATCAGGA 

T Y H S E U 0 묘 V 】』 K A 〕』 抉 】y L .5 .H A $ 그： s P S G 

151 AAGAGTTCCGTGAATTTA＜尤TGCTGACAGGGTCCATTCAGCTGATGGAAAGTTTCCCAGGTCAGGATGGTGGATC 

珊（ $ $ V N li .P A D 〕치 v H $ A n 《， K F P K: s C " “ I 

zz6.TCAAAGGTGATCTTCCCTCAG 

S K V 工 F P Q 

Fig. I. The Kisspeptinl partial nucleotide an4 amino acid sequence obtained from the brain of red 

spotted grouper, Epinephelus akaara. It was 249 base paris long and encoding 82 amino 

acids. 

1 TTGGTGACTCTGGTTGTGGTGTGTGGCCTGATTGTTGGACAGGATGGAGACAGTGTGGGAGCAGCTCTGCCGGGA 
L V P L V V V c G L I V G Q D G U S V G A A L P G 

76 TTTGACTcTGTACAGAGGACACGTGCAAcAGGGTCCATCCTGTCTGcACTGAGGAGAAGGAGTACAGGAGAGTTT 
F D S V Q R T R A T G S I L S A L R R R S T G E F 

151 GTGGCGGAGGATACCAGCCCGTGTTTGTccCTGAGCGAGAATGAGGAGCAGCGGCAGCTGCTATGTAACGACCGC 
V A E D T S P C L S L S E N E E Q R g L 〕』 C N D R 

226 AGGAGTAAATTCAACTTCAACCCGTTC 

R S K F ㅈ＇ F 玟 p F 

Fig. 2. The Kisspeptin2 partial nucleotide and amino acid sequence obtained from the brain of red 

spotted grouper, Epinephelus akaara. It was 254 base paris long and encoding 84 amino 

acids. 

분석한 결과 Kisspeptin I은 총 249 bp 길이의 

부분염기서열과 82개의 아미노산서열이 확인 

되었고（Fig. I), Kisspeptin2은 총 254 bp 길이의 

부분염기서열과 84개의 아미노산서열이 확인 

되었다（Fig. 2). 붉바리에서 확인된 Kissl cDNA 

와 다른 어종들의 Kiss! cDNA를 비교하여 아미 

노산서열의 상동성을 분석한 결과 같은 바리 

과 어류인 자바리（Epinephe/us bruneus）와 97.6% 

가장 높은 상동성을 보였고， 담수어류인 Danio 

reirio와의 상동성은 】3.4％로 매우 낮은 것을 

확인하였다（Table 4). Kissp2 cDNA도 역시 다 

른 어종간의 아미노산 상동성 분석 결과 바리 

과 어류인 자바리와 ￡．coioide싸 각각 96.4% 

와 95.2％로 매우 높은 상동성을 보였다（Table 

5). 그리고 붉바리에서 확인된 Kisspl과 Kiss 2 

의 종간계통유연관계를 분석한 결과 자바리（E. 

bruneus）와 가장 인접한 유연관계임을 확인하 

였다（Fig. 3, 4); 

Kisspeptin의 구조와 역할에 대한 연구는 대 

부분 포유류를 중심 으로 이루어 져 왔으나， 

GnRJ4와 GtH의 분비 자극 둥 번식내분비 조절 

에 관여하는 것으로 밝혀졌다（Gottsch et al., 

2004; Matsui et al., 2004; Messager et al., 2005; 

Magee et al., 2009; Lens et al., 2008). 어*의 

Kisspeptin 유전자에 대한 분자생물학적 동정과 

기능에 대한 연구는 제브라피쉬， 송사리， 유럽 

산 농어， 홍바리 등에서 일부 확인 되었고， 포 

유류에서는 존재하지 않는 Kissi-like gene인 
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Table 4. Partial amino acid identities of Kisspeptinl 

. ∼ between of red spotted grouper, Epinep/zehes 
akaara and other fi삵】 

Table S. Parti미 amino acid identities of .Kisspeptin2 

betw.en of red spotted grouper, .Epinephehts 

akaara and other fish 	l 

Species 
Kissl 

Homology(%) - 	"\ 

Species 
山

Kiss2
Hornology(%) 

Epinephe/us akuara Epinepi祉us akaara 

万p!nephe/us bruneus 97.6 Epineplielus z)runeus 96.4 
S沁αwes sc1zlege/" 81.7 Epinephelus coioides 95.늦： 

Morone sarah'/is 75.6 ／〕αgmzrs "1弓(or 83.3 
z기centrarchus labrax 73.2 Dice爪rarchus /abrax 82.ll 
Sander vitreus 70.7 Seriola la/and! 76.2 

Tlzunnus thyn,nis 59.5 Thunnus hhynnusJ 71.4 

Scomber japonicus 68.3 T/ialassona b(fasciaturn 70.2 

Serio/a la/and! 65.9 Scornz그e'. japonicus 66.7 

Chzysiptera cyanea 6 L0 !lap/ochrornis bum/on! 65.5 

' Dα衍o rerio 13갸 Solea senegalensis 63r1 

	「泌논＞ㅉ꺄於》7논／柑殘壅樹 

긺 z갸놀瘢》j〃衍ㅎ＇拓簿澈b걋轍，': 

(Ma 扮玄〃一瀚 

	. 柚泌s魅 u뜅 

'S 汁碼I脯7J 

`s 戚戇i숨懲力 IS' 

	 0 날典＇轉  夔뺐珊a, 

	. 한力驪f祗좋万6「 	, · 

	. Jdo万te斷 茄万驪力戚f落‘ 

	. 吟Iunnus thjqnzs. 

	 兮觸缶仍緩〕泌2鐄鎰§＄ 

邸inoph傲5αA麗爪 

Fig. 3. Phylogenetic relationship of Kisspeptin I cDNA between red spotted grouper, Epinephelus 
akaara and other fish species. 
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＾잿沙 7 Up,b戱m柳ii'a 

z7닢＇긺'0r柳j. 

（力1W!力w갓力Is fll3SCiJ 

《7/.o 力／mvS刀HohS 

	 楡싱 a seneg 勉i 

S 忖h伯 勉landi 

	 scon慽japonkzis 

	 Thunntis mn'ns 

	 1台〃＊c/jion台z;unam 

100 

Tak仇．dn!p/z沁愈s 

7力ai＄皿na 力慷】肋m 

	 끄＊on力BR力苾紬蠟＇aK 

	 P勿nssinajEr 

Epinophq/us ca/old 

	 Epinepho版9akaam 

	 Epinp力 l,sbnan仇s 

F1g. 4. Phylogenetic relationship of Kisspeptin 2 eDNA between red spotted grouper, Epinephelus 

akaara and other fish species. 

Kiss2의 존가「가 경골어류를 중심으로 밝혀지고 

있4(Kanda et al., 2008; Felip et al., 2009; 

Kitahashi et al., 2009). 어류에 있어 Kiss 1과 

Kiss2의 기능과 조직 내 발현 분포도 어종간에 

차이가 있어， 어류의 놔뇌하수체‘생식소 축을 

충심으로 번식내분비계 제어에 있어 Kisspeptin 

역 할에 대 한 많은 연구들이 진행되 고 있다 

(Zmora et al., 2012; Escobar et al., 2013). 특히, 

합셩 Kisspeptin 투여를 통한 어류의 번식활성에 

미치는 영향을 조사한 연구를 보면， 제브라피 

쉬의 경우 Kiss!보다 Kiss2가 GtH의 발현 상승에 

더 효과적이며（Kitahashi et al., 2009), goldfish, 

Carassius auratus의 암컷에 Kiss 1과 Kiss2를 

복강내 주입한 결과 혈액 내 LH 분비가 Kissi 

에서 더 많이 증가하였고（Li et al., 2009), orange 

spotted grouper, Epinephelus coio ides의 암컷인 

경우 Kiss2가 뇌하수쳬에서 FSH 발현을 상승 

시켰으며（Matsui et al., 2004), European sea bass, 

Dicentrarchus labrax의 수컷인 경우 Kiss!과 

Kiss2를 근육내 주사한 결과 Kiss2에서 LH의 

분비가 더 증가하였다（Felip et al., 2009). 또한 

Ye∥0Wtail Kh1gf】sh, 旋z紬／α ／α／α＇冗／' 수컷의 FSH 

분비 상승효과는 Kiss2 투여에서 높았고棚ocillado 

et al., 2012), Striped bass, Morone saxatilis의 

LH분비 상승효과는 암컷의 경우 Kissi, 수컷인 

경우 Kiss2가 더 효과적이었다（Beck et al., 2012; 

Zmora et al., 2012). 그러나 European eel, Anguilla 

angu illα암컷의 경우 Kissl 투여는 LH 분비가 
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감소하는 경향을 보였다（Pasquier et al., 2011). 

이와 같이 Kisspeptin은 어류의 번식에 밀접 

한 관련이 있으나， 어류의 종과 성별， 또는 생 

식소 발달 단계， Kisspeptin 종류에 따라 번식 

활성에 미치는 영향이 다르기 때문에， 향후 붉 

바리를 대상으로 성셩숙 유도 및 번식 제어에 

있어 Kisspeptin의 역할과 직접적인 작용을 확 

인할 수 있는 추가적인 연 工가 필요하다고 판 

단된다． 
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