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○ 신경내분비 동기화 전사체 cloning

- RNA-seq을 이용한 신경내분비 동기화 핵심 전사체(6종; Per1, Per2,

Per3, Cry2, Cry3, Cry4 mRNA), Melatonin 합성 효소 유전자(2

종, aanat1, 2 mRNA) sequence 확보

- 유전자 클로닝을 통한 전사체 sequence 검증, 아미노산 서열 분석 완료

2-1. 뱀장어 뇌심부 및 광수용기관 환경 반응 전사체 발현



○ 일주기에 따른 망막 및 뇌심부 생체시계 유전자 발현 특성 분석

- LD(12L:12D), DD, LL 조건에서의 생체시계 유전자의 발현을 조사하

였으며 망막과 뇌심부에서 생체시계 전사체가 빛에 의해 circadian

osillator가 작동되는 것을 확인

- 망막에서는 각각의 전사체가 빛에 의해 동기화되었지만 뇌심부에서는 전

사체의 발현이 유의적인 변화를 나타내지 않음

- 망막제거 수술 후 뇌심부에서 생체시계 전사체 발현이 빛에 의해서 동기

화 되는 것을 확인

3-1. 뱀장어 신경내분비 동기화 개시 전사체 발현 특성 연구

○ 광주기변화에 따른 신경내분비 리듬 동기화 발현 특성 분석

- 장주기(15L9D)에서 단주기(9L15D)로 변화는 신경내분비를 동기화

하는 중요한 환경요인로써 작용을 하는 것으로 사료됨

- 달빛에 변화에 따라 멜라토닌 분비가 급속도로 증가하고 산란에 영향을

미치는 BPG 축 활성에 직접적으로 영향을 미치는 것을 확인

* 뱀장어 신경내분비 동기화는 빛에 의해서 영향을 받고 일반적인 경골어류

나 포유류와 달리 망막이 신경내분비를 동기화하는 주요 기능을 하는 것

으로 사료됨

Ⅴ. 결과의 활용 가능성 및 파급효과

○ 뱀장어의 산란생태를 내분비학적으로 해석 가능

○ 야행성 어류의 행동 양상별 신경내분비학적 생체리듬 기전 규명

○ 환경인자 제어를 통한 뱀장어 완전 양식 가능성 제시

○ 안정적이고 친환경적인 성숙 유도를 통한 양질의 수정란 생산 가능

○ 양식 불가 어종 대상 적정 환경요인 탐색을 통한 양식 가능성 제시
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S U M M A R Y 

I. Title
Transcriptome responses of synchronization in eel neuroendocrine system 

II. R&D Goals
1. Exploration of major neuroendocrine transcripts of eels influenced by environmental factors 
2. Identifying neuroendocrine transcripts related to the initiation of spawning migration of eels 

Ⅲ. Content and scope of R&D
1. Exploration of major neuroendocrine transcripts for each stage of sexual maturation of eels
- Searching for neuroendocrine transcripts using RNA-sequencing
- DEG analysis of the deep brain and photoreceptor organ transcriptome according to the 
degree of sexual maturity

2. Expression of neuroendocrine transcripts related to initiation of spawning migration in 
nocturnal eels
- Analysis of the effect of photoperiod and water temperature on transcriptomic expression 
characteristics of neuroendocrine mechanisms 
- Analysis of transcriptomic expression characteristics of major tissues of deep brain and 
photoreceptive organs related to the initiation of spawning migratory

A) Goal 1: Acquiring neuroendocrine transcriptomic information of eels using RNA-sequencing
○ Neuroendocrine synchronization and cloning of transcriptome
- Obtaining sequences for core transcripts of neuroendocrine synchronization (6 types; Per1, 
Per2, Per3, Cry2, Cry3, Cry4 mRNA) and Melatonin synthase gene (2 types, aanat1, 2 
mRNA) using RNA-sequencing
- Verification of completed transcript sequence and amino acid sequence analysis through gene 
cloning

B) Goal 2: Expression of transcriptome related to the environmental responses of eels in deep 
brain and photoreceptor organs 
○ Analysis of gene expression characteristics of retina and biological clock in deep brain 
according to the circadian cycle
- The expression of circadian clock genes in LD (12L:12D), DD, and LL conditions was 
investigated, and it was confirmed that the circadian oscillator was activated by light in the 
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retina and deep brain.
- In the retina, each transcript was synchronized by light, but the expression of the transcript 
did not show a significant change in the deep brain
- It was confirmed that the expression of biological clock transcripts in the deep brain after 
retinal removal surgery is synchronized by light

C) Goal 3: A study on the expression characteristics of initiation transcript of the eel 
neuroendocrine synchronization 
○ Analysis of neuroendocrine rhythm synchronization expression characteristics according to 
the changes of photoperiod
- The change from long cycle (15L9D) to short cycle (9L15D) is thought to act as an 
important environmental factor that synchronizes neuroendocrine
- It was confirmed that melatonin secretion was rapidly increased due to the changes of 
moonlight and directly affected by the activity of the BPG axis, which affects scattering.
* Neuroendocrine synchronization of eels is affected by light, and unlike common bony fish 
and mammals, it is thought that the retina plays a major role in synchronizing neuroendocrine 
secretion.

Ⅴ. Expected outcomes
1. It is possible to interpret the spawning ecology of eels endocrinologically
2. Identification of neuroendocrine biorhythm mechanisms for each behavioral pattern of 
nocturnal fish
3. Suggest the possibility of entire eel farming through controlling of environmental factors 
4. High-quality fertilized eggs can be produced by inducing stable and eco-friendly maturation
5. Propose the possibility of aquaculture for fish species that cannot be farmed by exploring 
appropriate environmental factors

KEYWORDS : 뱀장어, 뱀장어 산란회유, 뱀장어 성성숙, 전사체 발현, 신경내분비, 야행

성, Eel, eel migration, eel reproduction, transcript, neuro-endocrine, nocturnal
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제 1 장 서 론

1절. 연구의 목적 및 필요성

1. 목적

현재까지 명확하지 않은 뱀장어의 특이적인 산란생태(산란회유)에 따른 신경내분비 전달

기전의 변화를 조사한다. 또한 이러한 신경내분비 전달기전이 외부적인 환경변화를 감지

하고 신경내분비를 동기화시키기는 기전을 조사한다. 이러한 연구 결과들은 종묘생산이

나 멸종위기종 뱀장어의 자원량 회복을 위한 인위적 성성숙 유도 기술에 활용할 수 있을

것이다.

2. 필요성

가. 기술적 측면

(1) 뱀장어 종 특이적 산란 특성 및 생태 규명을 위한 창의적인 연구 방법 필요하고 더

욱이 야행성어류의 신경생리학적 측면에서 어떠한 환경정보를 이용해 신경내분비를 제어

하는지는 명확하게 밝혀지지 않았다.

(2) 일본 수산종합연구센터 양식연구소는 2010년에 뱀장어의 완전 양식에 성공했다고

발표했다. 또한 한국의 국립수산과학원은 이러한 문제점을 해결하기 위해 2005년부터

뱀장어 종묘생산 연구를 시작하여, 2016년 일본에 이어 세계 2번째로 완전양식에 성공

하였고 대량생산을 위한 연구 및 독자적인 수정란 생산기술 개발연구를 지속해서 수행

중이다.

(3) 하지만 한국과 일본에서 모두 대량생산에는 성공하지 못하였다. 이러한 이유 중 가

장 먼저 거론되는 부분이 뱀장어의 암컷 성성숙을 위해 연어뇌하수체 추출물을 이용해

난소 성숙을 유도하고 있다.

(4) 연어뇌하수체추출물 주사법 이외에 다른 성성숙을 유도 기술이 현재까지 개발되지

못하고 있어 뱀장어 gonadotropin hormone(GTH) 재조합 단백질 생산을 통해 해결
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하고자 연구를 수행하고 있으나 현재까지도 뚜렷한 해법을 밝혀내지 못하고 있다.

나. 경제ㆍ산업적 측면

(1) 양식 불가대상 어종 및 새로운 양식대상 어종의 산업화 기술 개발이 필요하다.

2020년 국립수산과학원 자료에 따르면 뱀장어 종묘생산 기술 개발 성공시 연간 4조원

대의 실뱀장어 시장을 우점할 수 있을 것으로 예상하고 있다. 또한 2000년 후반대부터

자연에서만 채포되는 실뱀장어 자원이 매년 급감하고 있어 기술개발이 시급한 실정이다.

다. 사회ㆍ문화적 측면

(1) 전 세계적으로 뱀장어 종류는 18종이 분포하며, 바다 수심 300미터 내외에서 산란

하고 6개월 이후에 실뱀장어 형태로 변태 이후 담수지역인 강으로 거슬러 올라와 성장

하는 매우 특이한 생태특성을 지니고 있어서, 인공종묘생산이 매우 어려운 어종으로 알

려져 있다.

(2) 제14차 국제 야생동식물 멸종 위기종 거래에 관한 조약(CITES)」에 따라 2013년

부터 유럽산 실뱀장어 자연산 종묘의 국가 간 거래가 금지되므로, 극동산 실뱀장어 종묘

를 확보하려는 동아시아 4개국 (한국, 일본, 중국 및 대만)의 종묘 전쟁이 불가피하다.

2절. 연구의 목표

1. 어류의 신경내분비

어류의 신경내분비는 다른 척추동물들과 마찬가지로 외부의 환경신호나 물리적자극을 수

신하고 처리하는 뇌 시상하부에 있는 시색전야의 신경세포체에 의해 제어된다. 시상하부

의 시색전야는 다양한 신경 호르몬을 합성하는 신경세포체가 분포되어 있다. 신경세포체

에서 분비되는 뇌하수체 자극 호르몬들은 뇌하수체를 통해 번식, 성장, 면역, 소화등의

내분비계를 조절한다.

2. 신경내분비 동기화

신경내분비계는 환경정보와 물리적자극에 의해서 동기화된다. 대부분의 어류의 경우 계

절적인 변화(광주기, 수온)에 의해 생체리듬을 변화시키는 계절적리듬, 낮과 밤의 변화
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를 인식하는 일주기리듬을 통해 신경내분비를 동기화하고 생리적인 요구에 따라 번식,

성장등의 내분비를 재활성화시킨다. 이러한 신경내분비의 활성은 외부적인 환경변화와

같은 입력신호가 없다면 체내 시간을 측정하는 interval timer는 동기화되지 않으며,

신경내분비의 분비신호는 시기를 벗어나게 된다. 이러한 신경내분비의 정상적인 작동은

반드시 외부적인 환경적인 지시에 따른 동기화가 핵심이다.

3. 뱀장어의 산란생태

동북아시아 지역에 서식하는 뱀장어는 태평양 서마리아나 해구 남서쪽부근에서 산란하는

것으로 알려져 있다. 부화한 뱀장어는 렙토세팔리우스 단계에서 실뱀장어로 약 10개월

의 변태과정을 거치는 동안 쿠로시오해류를 타고 동북아시아 지역의 담수지역(강, 하천)

으로 유입된다. 담수지역에 정착한 뱀장어는 다시 실뱀장어(glass eel)에서 체색이 황갈

색의 뱀장어로 성장해간다(yellow eel). 담수에서 성장한 뱀장어들은 Puberty단계(사

춘기)를 지나고 5~17년간 일생의 대부분을 보낸다. 성성숙 연령이 지난 후 해수지역으

로 이동에 성공한 개체들은(silver eel) 산란을 위해 다시 태평양 서마리아나 해구까지

이동한다. 산란에 참가한 뱀장어 들은 산란장에서 일생을 마감한다. 뱀장어의 산란과 생

태 연구는 최근까지 활발히 진행되고 있지만 아직도 풀어야 할 내용들이 많다. 동이 시

기는 동북아시아(temperature zone)에서 여름에서 가을로 전환되는 시점으로 일장이

짧아지고 수온이 낮아지는 등 급격한 환경변화가 동반되는 시기이다. 이러한 이유에서

환경적인 변화는 뱀장어에서 번식을 포함한 산란회유(catadromous migration)와 밀

접하게 관련이 있을 것으로 사료된다. 현재까지 뱀장어의 산란회유과정 중의 성성숙과

관련하여 깊은 수심, 유영행동, 염분농도의 변화, 수온의 변화등을 집중적으로 조사하였

으나, 산란과 관련한 뚜렷한 증거는 아직 찾지 못하였다.
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그림 1. 이 연구의 최종목표 및 목표 해결을 위한 연구 개발내용 및 범위 모식도: 뱀장어의 

일생은 서식 지역에 따라 총 세 단계의 형태적인 변화과정을 거친다. Glass eel(실뱀장어, 

소상 시기의 치어 단계), yellow eel(황뱀장어, 담수에 서식하는 동안의 성적 미성숙 단계), 

Silver eel(은뱀장어, 산란을 위해 해수로 이동하는 성 성숙 단계). 이러한 뱀장어의 생태학

적 변화에 동반하여 작용하는 신경내분비학적(번식학적, 신경생리학적) 관점에 관한 연구가 

극히 제한적이다. 기존의 다른 척추동물 및 경골어류와 비교하여 종 특이적 기전 때문으로 

추측하고 있다. 더욱이 뱀장어는 야행성 어종으로 신경내분비학적 측면에서 주행성 경골어

류와는 분명히 다른 기전에 의해 작용할것이라고 추측할 뿐이다. 이러한 문제를 해결하기 

위해서 이 연구에서는 기존의 뇌-뇌하수체-생식선 축의 내분비학적 관점에서 벗어나 좀 더 

상위 기전에서 작용하는 신경내분비를 동기화시키는 환경요인을 탐색하고 기전연구를 통해  

구체적이고 새로운 루트의 성성숙 활성 기전에 관해 연구하고자 함.
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제 2 장 국내외 연구개발 현황

1절. 국내외 연구개발 현황

전 세계적으로 뱀장어 종류는 18종이 분포하며, 바다 수심 300미터 내외에서 산란하

고 6개월 이후에 실뱀장어 형태로 강으로 올라와서 성장하는 매우 특이한 생태 특성을

지니고 있어서, 인공종묘생산이 매우 어려운 어종으로 알려져 있다.

그림 2. 현재까지 알려진 뱀장어, Anguilla japonica의 life cycle 모식도.

따라서, 전 세계적으로 뱀장어 양식에 사용되는 실뱀장어는 전적으로 자연산을 채집

하여 사용하고 있으며, 범지구적인 뱀장어 자원 감소에 따라 종묘 공급 불안정 및 가격

급등은 더욱 심해질 것으로 예상된다.

특히, 「제14차 국제 야생동식물 멸종 위기 종 거래에 관한 조약(CITES)」에 따라

2013년부터 유럽산 실뱀장어 자연산 종묘의 국가 간 거래가 금지되므로, 극동산 실뱀장

어 종묘를 확보하려는 동아시아 4개국 (한국, 일본, 중국 및 대만)의 종묘 전쟁이 불가

피할 것으로 보인다.

국립수산과학원은 이러한 문제점을 해결하기 위해 2005년부터 뱀장어 종묘생산 연

구를 시작하여, 2016년 일본에 이어 완전양식에 성공하였고 대량생산을 위해 지속적으

로 연구 중이다.

일본 수산종합연구센터 양식연구소는 2010년에 뱀장어의 완전 양식에 성공했다고 발

표했다. 인공 수정을 한 수정란에서 성숙어까지 인공적으로 성장시킨 것은 처음이라고

한다. 실용화해서 대량생산할 수 있게 되면, 뱀장어의 안정 공급으로 이어질 것이다.
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그림 3. 국립수산과학원 뱀장어 완전양식 기술개발 추진 현황 보도자료(출처: 해양수산부) 
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그림 3. 일본 뱀장어 완전양식 성공 보도자료. 일본 수산청 자료 인용 (www.ifa.maff.go.jp) 
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제 3장. 연구개발 내용 및 결과

1절. 뱀장어 성성숙 단계별 신경내분비 주요 전사체 탐색

1. 연구방법

가. 실험어

실험어는 제주특별자치도 제주시 구좌읍 하도리 하천에서 채집된 개체 그리고 제주시

동문시장 소재(삼원장어수산), 전라북도 광주 광산구 소재(한울수산)에서 구입한 개체를

이용하였다. 확보된 뱀장어는 담수 원형수조(유효수량=1톤, 수온=20℃± 1℃, 광주기

=12L:12D)에서 최소 1주일 간 순치 사육 후 실험에 이용하였다.

뱀장어 망막 및 전뇌 transcripome 분석은 자연에서 채집된 뱀장어(체중;

233~726g, 체장; 55.3 ~ 80.7cm)를 사육수조(유효수량 500L, 수온= 20 ± 1℃,

광주기= 12L:12D)에서 1달간 순치 사육 후 실험에 이용하였다. 실험어의 sampling

은 주간(ZT6)과 야간(ZT18)에 Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate

(MS-222, Sigma-Aldrich, St., USA)를 이용하여 마취 후 각 시간대별 암수 각각 6

미씩 총 12미를 sampling 하였다. Total RNA는 TriPure Isolation reagent

(Roche Diagnostics)를 이용하여 분리하였고, Genomic DNA contamination를 피

하기 위해 Deoxyribonuclease (Wako, Tokyo, Japan)을 이용하여 처리하였다. 추출

한 total RNA는 2100 bioanalyzer RNA 6000 NANO chip을 이용하여 정량 및 정

성분석 하였다.

뱀장어 성성숙 유도는 수컷과 암컷을 선별하여 담수 수조에 최소 1주간 순치 사육 후

실험에 이용하였다. 뱀장어 수컷은 Human chorionic gonadotropin (HCG,

10IU/g-1)을 1주일 간격으로 총 8회 복강 주사하였다. 뱀장어 암컷은 연어뇌하수체추

출물(salmon pituitary extract; SPE, 20 mg/kg-1)를 1주일 간격으로 총 8회 복강

주사하였다 (그림 1). 성성숙 유도시 사육 수조 조건은 12L:12D 주기의 광주기 (점등
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= 0700h, 소등 = 1900h) 그리고 사육 수온은 20 ± 1℃를 유지하였고 완전순환여과

시스템(유효수량 1톤)을 이용하여 사육하였다.

나. Total RNA 추출 및 cDNA합성

Total RNA는 RNA-iso (TaKaRa-Bio, Otsu, Japan)를 이용하여 분리하였다. 분

리된 total RNA는 전기영동과 spectrometer를 이용하여 정량 정성분석하였다.

Genomic DNA contamination를 피하기 위해 DNase I (Promega, Madison, WI)

를 처리하였다. cDNA 합성은 1000ng의 total RNA를 주형으로 Transcriptor High

Fidelity cDNA Synthesis kit (Roche-diagnostics, Indianapolis, IN)를 이용해

합성하였다.

다. 염기서열 분석

Sequencing을 통해 얻은 각각의 염기서열은 BLASTN (National Center for

Biotechnology Information, National Institutes of Health, Bethesda, MD), 그

리고 amino acid sequences는 translator program (ORF Finder, NCBI,

http://www. Ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)을 이용하여 분석하였다. 그리고

각각의 유전자의 phylogenetic tree 분석은 MEGA v.5 software에서 pairwise

sequence comparisons (pairwise deletion of gaps)를 이용하여

Neighbor&#8211;Joining method에 의해 1,000회 bootstrap trial를 시행하였다.

그 결과를 CONSENSE program of PHYLIP를 제작하여 분석하였다 (그림 2).

라. 전사 전장 전사체 서열분석(Whole Transcriptome Sequencing)

전사 전장 전사체 서열분석을 위하여, total RNA의 1 μg은 TruSeq® Stranded

Total RNA Sample Preparation Guide (Illumina) 의 “RiboZero Delete and

Fragment RNA procedures”으로 ribosomal RNA를 제거하기 위하여 사용되었고,

ribosomal RNA가 제거된 total RNA 500 ng은 Illumina TruSeqTM RNA

sample preparation kit를 사용하여 cDNA 합성에 사용되었다. 간단하게 그 방법은

다음과 같다. Random primer와 역전사 효소 (Super-Script II, Invtrogen,

Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 준비된 total RNA을 주형가닥으로 하여 cDNA를



- 10 -

합성하였으며, 이 합성된 cDNA는 바로 kit에 공급된 시약을 이용하여 이중가닥의

DNA으로 전환되었고, 이 cDNA는 library 준비를 위하여 사용되었다. 라이브러리 구

성을 위하여 합성된 이중가닥 cDNA는 Illumina TruSeqTM RNA sample

preparation kit를 이용하여 그 제조사 추천 방법에 따라 준비하였다. 라이브러리의 유

효성 검사는 DropSense96 (Trinean) 또는 Ribogreen (invitrogen)으로 정량을 측

정하였으며, 또한 그 라이브러리의 QC는 Agilent 2100 Bioanalyzer으로 확인하였다.

전장 전사체 서열분석은 Illumina NextSeq500 플랫폼을 사용하여

2&#8201;×&#8201;150 base pairs로 샘플에 대하여 적어도 50M reads의 생성으

로 실행하였다.

마. De Novo Transcriptome Assembly

전장 전사체 서열 분석에 의하여 생성된 raw sequencing data의 예비 품질은

FastQC v.0.11.3 application (http://www.bioinformatics.

babraham.ac.uk/projects/ fastqc/)을 통하여 허용 품질의 read를 측정하여 수행되

었다. 어뎁터의 제거를 위하여, Cutadapt Python package (chen et al., 2014) 을

사용하였고, 어셈블리는 이들 cleaned reads를 가지고 Trinity 프로그램 (Grabherr

et al., 2011)을 사용하여 실행되었다. 다음에, 그 어셈블리는 transrate software

(Smith_Unna et al., 2015)로 de novo transcriptome assembly 품질 측정을 수

행하였다. Gene prediction은 진핵생물에서의 유전자 예측 프로그램인 AUGUSTUS

software (Stanke and Morgenstern, 2005)로 ORF 서열에 대한 검정을 실시한 후

에, Blastx와 Blastn 알고리듬 (Altschul et al., 1990)을 사용하여 기존에 보고된

rhodopsin family 유전자 서열들과 대조하여 뱀장어조직의 rhodopsin family 유전자

를 얻었으며, 그 확인을 위하여 NCBI nonredundant (nr) database을 사용하여 그

어셈블리 서열을 확인하였다.

라. 유전자 Cloning

뱀장어의 AANAT1, 2, Per1, 2, 3와 Cry1, 2, 3 염기서열 분석을 위해 뇌와 망막

의 cDNA cloning을 수행하였다. 각 유전자의 단편은 RT-PCR을 이용해 증폭되었다.

RT-PCR은 94℃, 45초의 denaturation, 58℃, 45초의 annealing, 72℃, 1분의
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extension의 36 cycle의 조건에서 수행되었다. 증폭된 PCR 산물은 1.5% agarose

gel에 전기영동하여 각 산물의 크기를 확인하였고 gel purification kit (Roche)를 이

용하여 정제하였다. 정제된 PCR 산물은 pGEM-T Easy Vector (Promega)를 이용하

여 ligation, JM109 Competent Cell (Takara Bio)를 이용하여 transformation을

수행하였다. 1mg ampicillin, 0.8mg X-gal을 함유한 LB plate에 도말하여 배양하였

다. LB plate의 백색 colony를 5ml의 LB broth(1ml LB broth/100ng ampicillin)

에 배양한 후, plasmid extract kit (Roche)를 이용하여 plasmid DNA를 분리하였

다.

그림 5. RNA-seq 및 DEG 실험 flowchart

2. 연구결과

(1) 신경내분비 동기화 전사체 cloning

RNA-seq를 통해 얻은 전사체 정보 중 시계유전자와 관련된 유전자는 총 8개가 조사

되었다. 이번 연구에서 확인된 뱀장어 망막과 뇌에서의 mRNA는

aanat1(Aralkylamine N-Acetyltransferase), 2, Per1(period), 2, 3,

Cry2(cryptochrome), 3, 4가 확인되었다(그림 6~ 13).뱀장어 시계유전자 탐색은 전

장 전사체 염기서열 분석 및 cDNA cloning법을 이용하여 조사하였다. 뱀장어의
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aralkylamine N-acetyltransferase (AANAT)의 cDNA는 망막과 전뇌에서 추출하였

다. 뱀장어 망막 AANAT1과 뇌 AANAT2의 염기서열을 분석하였다. AANAT1,

AANAT2의 염기는 각각 615bp, 489bp이었다. AANAT1, AANAT2 유전자의

amino acid는 204aa, 163aa이었다.

뱀장어 AANAT의 amino acid 서열 상동성을 다른 동물군 비교 분석한 결과,

AANAT1의 상동성은 어류에서 81~94%, 양서류(Xenopust laevis)와 조류

(Columba livia)는 각각 84%와 85%로 비교적 높은 상동성을 나타냈으나 포유류

(Mus musculus, Ovis aries)는 70~71%로 비교적 낮은 상동성을 나타냈다.

AANAT2의 amino acid 서열 상동성은 어류에서 80~89%, 로 비교적 높은 상동성을

보였고 양서류(Xenopust laevis)에서 69%, 조류(Columba livia)는 72%, 포유류

(Mus musculus, Ovis aries)에서 67~68%로 비교적 낮은 상동성을 나타냈다.

뱀장어의 Period (Per)의 cDNA는 뇌에서 샘플하였다. 뱀장어 뇌 Per 3종의 염기서

열을 분석하였다. Per1, Per2, Per3의 염기는 각각 3173 bp, 3657 bp, 1248 bp이

었다. Per1, Per2, Per3 유전자의 amino acid는 1057 aa, 1218 aa, 416 aa이었

다.

뱀장어 Per의 amino acid 서열 상동성을 다른 동물군 비교 분석한 결과, Per1의 상

동성은 어류에서 59~71%, 양서류(Xenopust laevis)에서 57%, 포유류(Mus

musculus, Rottus norvericus, Homo sapiens)에서 59~61%로 모든 동물군에서

낮은 상동성을 보였다. Per2의 amino acid 서열 상동성은 어류에서 61~73%로 다른

동물군에 비해 비교적으로 높은 상동성을 보였으나 양서류(Xenopust laevis)에서

47%, 포유류(Rottus norvericus, Mus musculus, Homo sapiens)에서 49~51%

로 비교적 낮은 상동성을 보였다. Per3의 amino acid 서열 상동성은 어류에서

60~64%, 포유류(Mus musculus, Rottus norvericus, Homo sapiens)에서

53~55%로 모든 동물군에서 낮은 상동성을 나타냈다.

뱀장어의 Cryptochrome (Cry)의 cDNA는 뇌에서 샘플하였다. 뱀장어 뇌 Cry 3종



- 13 -

의 염기서열을 분석하였다. Cry2, Cry3, Cry4의 염기는 각각 1857 bp, 951 bp,

1002 bp이었다. Cry2, Cry3, Cry4 유전자의 amino acid는 618 aa, 317 aa, 333

aa이었다.

뱀장어 Cry의 amino acid 서열 상동성을 다른 동물군 비교 분석한 결과, Cry2의

상동성은 어류에서 82~91%, 양서류(Xenopust laevis)에서 79%, 조류(Gallus

gallus)에서 80%, 포유류(Mus musculus, Homo sapiens)에서 81~82%로 모든 동

물군에서 높은 상동성을 보였다. Cry3의 amino acid 서열 상동성은 Zebrafish

(Danio rerio)에서 84%로 비교적 높은 상동성을 보였다. 또한 다른 동물군(Gallus

gallus, Mus musculus, Homo sapiens)의 Cry1의 amino acid 서열과 73%로 비

교적 높은 상동성을 나타냈다. Cry4의 amino acid 서열 상동성은 Zebrafish (Danio

rerio)에서 72%로 비교적 높은 상동성을 보였으나 양서류(Xenopust laevis)에서

65%, 조류(Gallus gallus)에서 65%로 비교적 낮은 상동성을 나타냈다.

표 2. AANAT2 아미노산 염기서열
AANAT2 RSCRARSHFLLGTSRLQAAGGSPVAMAQQAISSPFLRPFFLKTPVSVASPGRQRRHTLPA 60

SEFRNLTPQDAISVFEIEREAFISVSGECPLTLEEVLGFLGQCPELSLGWFEEGQLVAFI 120
IGSGWDKERLAQEAMTRHVADTTTVHIHVLSVHRHCRQQGKGS 163

표 1. AANAT1 아미노산 염기서열

AANAT1 MSVVSALPFLKPLHMRAPISPGRQRRHTLPASEFRSLSPEDAISVFEIEREAFISVSGEC 60
PLHLDEVRHFLTLCPELSLGWFEEGRLVAFIIGSLWDQDKLNMDALTLHKPHGTTVHIHV 120
LAVHRTFRQQGKGSILMWRYLQYLRCLPYVRRAVLMCEDFLVPFYQKSGFKVLGPSDITV 180
GPLTFIEMQYPVRGHAFMRRNSGC 204

표 3. Per1 아미노산 염기서열
Per1 MMSDDNSDSAPSNDTRGGVGGAEEEEEARQGAGSPGLSGDSSSSDTNRKRGAAPGGVSKA 60

RSASRGPQDDTDAHSSGNDSGERDSEGRLGREASRGRQSTCSSQFSSSHNGKDSAMILET 120
TESNKSSNSHSPSPPSSSVAYSLLSASSEQDHPSTSGCSSEQSARLQTQKELMKALKELK 180
IRVPAERRGKGRSSTLASLQYALNCVKQVRANQEYYHQWSVEESHDCSLDLSTFTIEELD 240
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NITSEYTLKNTDTFSVAISFVSGKVVYISPQASSLLRCKPERLQGALFSELLAPQDVSTF 300
YSSTAPSRLPLWAACSGSVTSPRDRAQEKSMFCRISGGREQEGVVRYYPFRLTPYQLTLR 360
DSDVSDAQPCCLLIAERVHSGYEAPRIPADKRIFTTSHTPSCLFQEVDERAVPLLGYLPQ 420
DLVGTPVLLYLHPEDRPLMVAIHKKILQFAGQPFEHSPLRLCARSGEYLTIDTSWSSFVN 480
PWSRKVAFIVGRHKVRTSPLNEDVFTAPPGGEGRSLVPEISQLCEQIHRLLVQPVHSSSS 540
QGYCSLGSNGSHELPASAASSSDSAAAAEDPAPPHKPMTFQQICKDVHMVKTSGQQVFID 600
SRNRSPPRKHASAGVVKAVQCLDVGKLISEGVKVDKIPPKAELPPPPERRESAPAYSYQQ 660
INCLDSIIRYLESCNVPNTVKRKCGSSSGTTSSTSDDDKQKEAAGSTNVTLDAAAGQKAG 720
PQGPAPALSPLALHSKADSVVSVTSQCSFSSTIVHVGDKKPPESDIVMEETPPTPTPAPL 780
TPAATPTAVAPPPPAPPSPAGAEREGRRGGAGRLGLTKEVLLAHTQQEEQNFLCRFRDLN 840
QLPVFDPSSAPYPPSATPFAKGVRSSRDYPAVGSSGRRRGRGAKRLKHQEGLAVRRGGGV 900
SGTAGGLGANANGEGRGGLAFPPPHHLPLGPQTSSSSWPASVVSQASLPPVPYPPVLPLY 960
PLYPPLAPPNGLPNMQPTPRYPIQAPQLPPPLVPPMMAFVLPNYMFPQLNPAMSQLNPAV 1020
IQLNPAISQLNPAISQLNPAISQLNPAISQLNPAISQL 1057

표 4. Per2 아미노산 염기서열

Per2 MSDDSDSKPYLYSALEGRDEGAVACSSMSQLHRMGGYGEGRGRGGAELGLASEGSDSSSQ 60
GPDPSPHSDRKRARSLHEEDVEMKSSGSSGSGTESHSNESHGNDSHGNESHGNESLGSSN 120
GNSKDSALLVSSGSNKSSNSHSPSPPSSSNAFSLLSASSEQDNPSTSGCSSEESAKAKTQ 180
KELLKTLKELKLHLPSEKRQKGNKSSTLSALKYALRCVKQVEANEEYYQLLMINDSQPSG 240
LDVSSYTIEEIDSITSEYTLKNTDIFAVAVSLITGKIVYISDQASCILNCKQSNFKNAKF 300
VEFLTPQDVSVFYSFTTPYRLPSWSMCTGAESSPSDCMQEKSFFCRISGGRERGGDPQYY 360
PFRMTPYRMKVQDTEHAEDQFCCLLLAERVHSGYEAPRIPTDKRIFTTTHTPGCIFQDVD 420
ERAIPLLGFLPQDLIGTPILLHLHPNDRPIMLAIHRKILQYAGQPFDHSSIRFCARNGEY 480
VTIDTSWSSFVNPWSRKVSFIIGRHKVRMGPVNEDVFAAPPSTEVKTMDSDIQEITEQIH 540
RLLLQPVHNNGSSCYGSMGSNEHLMSVASSSDSNGGRPRPEEEESRKAKPRTFQEVCKGV 600
HMQKNQYQQGAAAFPPKTEPKRMPSTESQQKSPVVRPKDSAVHLSGKENVVSMEDLVGVQ 660
HMQKNQYQQGAAAFPPKTEPKRMPSTESQQKSPVVRPKDSAVHLSGKENVVSMEDLVGVQ 720
EELTYKDETVYSYQQISCLDSVIRYLESCSVPITVKRKCQSSSNTASTNSDEDKQNAVDN 780
AMQVSEEPALLEAQPGLPPVKVHKKPPGAAVGSSLAPLALPSKAESVMSITSQCSYSSTI 840
VHVGDKKPQPESEIIEDVSGAGEMGEGPAVAPPSSAVSLPSQEREAYKKLGLTKHVLAAH 900
TQKEEQVFLSRFRDLRGMLSLQADCSVHLDRQRGQPATDAAAAAQGRKQGKAGGRAESAN 960
RRGGRNKKTKSKRVKKHESSDSTVSHRKQSLLPPRQGLNQTSWSPSDTSQSTTLPMAYPA 1020
VMPAYPMQMYPGAGPANARVNPSLPPGFGESQCGQDPRLPMPPTPYSTPLVTPMVALVLP 1080
NYMFPQMGGAPHQPFYPDQTSFPPQAAFNGPAPFSATPAFQVQPQFASQNPFPAQLRFQA 1140
QPFPYGMPAEAPKSPAPEPREAVSRSSTPQSLGANGQASPPLFQSRCSSPLQLNLLQLEE 1200
TPRSAEKMDSSAPPGGSQGNGVMDKGSAAGPAKSGQEKQQVGAPPGSPPWAVYSPIFSHQ 1260
PAACPANTHLSHSAVRQQ 1278
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표 5. Per3 아미노산 염기서열
Per3 MRPDLQTSRDSVWPADQLAGQMPSGGAFIEGEEEDGEGDEAMECSSVPGGGGGGPEQPLA 60

AFGPGVKGTVGGSEEVGRSDVGVASRHDGTDSPSNHRSQSTTGLDKRSELHADPASNQTE 120
SSGSEHPEQERAQSHREIMRAMREMKRRLPSDRKGHRKARTVEALHYALRCVKQVQASSE 180
YHKVLLGSWKEEQGEVCPTVCTLEELESVTSEHTLKNTGMFAVVFSLTSGRVLYVSEQAP 240
SILGLRGSFLRAARFVELLCPQDVNVFYAHTAQPHLPPWTLGPDRKADLYDCTWVKSFFC 300
RLRGGKDGEGEARYSPFRLTPYLLKVRGGEGEEDQPCCLALAERVHSGYEAPRIPLEKRV 360
FTTTHSPGCVFMEVDDRAVPLLGYLPQDLIGSSVLACLHPEDRPLMLALHHKILKYAGQR 420
PFEYRSLRLRCQNGDYV 437

표 6. Cry2 아미노산 염기서열
Cry2 MAPNSIHWFRKGLRLHDNPALREAVRGAGTVRCVYFLDPWFAGSSNLGVNRWRFLLQCLE 60

DLDASLRKLNSRLFVVRGQPANVFPRLFKEWKISRLTFEYDSEPFGKERDAAIKKLAMEA 120
GVEVCVKTSHTLYDLDRVIELNGGQPPLTYKRFQTLISRMDPPEPPVDPLCASFMGRCVT 180
PVADDHGDKYGVPSLEELGFDTEGLPSAVWPGGETEALTRIERHLERKAWVANFERPRMN 240
ANSLLASPTGLSPYLRFGCLSCRLFYLKLTDLYKKVKRNSSPPLSLYGQLLWREFFYTAA 300
TNNPRFDKMEGNPICVQIPWDRNPEALAKWAEGCSGFPWIDAIMTQLRQEGWIHHLARHA 360
VACFLTRGDLWISWEEGMKVFEELLLDADWSVNAGSWMWLSCSSFFQQFFHCYCPVGFGR 420
RTDPNGDYIRRYLPVLRGFPAKYIYDPWNAPESVQKAAKCVIGVQYPRPMVQHAEASRLN 480
IERMRQIYQQLSCYRGLGLLATVPSNPGGNEGAAAMGACAAEGPHEGATAAGYQLSVTPQ 540
IDWSTGVHPYPPKESQSSSSTQQQGFTGGGSSLVCYRQESQQTLTAPQGLSSILSTVKRH 600
SEDAPPSVSSKVQRQNSN 618

표 7. Cry3 아미노산 염기서열
Cry3 MVVNSIHWFRKGLRLHDNPALQEALNGADTVRCVYILDPWFAGSANVGVNRWRFLLESLE 60
Cry3 DLDTSLRKLNSRLFVIRGQPADVFPRLFKEWNITRLTFEYDSEPYGKERDGAIIKMAQEF 120
Cry3 GVETRVKNSHTLYNLDRIIELNNNSPPLTFKRFQALVSRLELPKKPLPPVTRQQMDGCPA 180
Cry3 HIADNHDERYGVPSLEELGFKTHGLSPAVWKGGETEAMDRLNKHLDRKAWVANFERPRIG 240
Cry3 ASSLMASPTGLSPYLRFGCLSCRVFYYKLRELYQQVRRHGSPPLSLFGQLLWREFFYAAA 300
Cry3 TDNPNFDRMAGNPICVQ 317

표 8. Cry4 아미노산 염기서열
Cry4 MTHRTIHLFRKGLRLHDNPSLVAALESSAAVYPVFVLDRAFLEGAMRMGPLRWRFLLQSL 60
Cry4 RDLQDGLAALGSRLHVLQGRHEAVLRRLVRRWGVTQLTLDAEVEPFYAQLDDGLRALCQE 120
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Cry4 LGVLVRSCVAHTLYDVRRIIKANGGEPPLTYKKFLQVLSVLGEPDKPAREITLQDFQKCK 180
Cry4 TPVDDGNDEQYRIPSLEDLGIEVDLEVLWPGGESEGLKRLEKHFESQGWIANFSKPRTIP 240
Cry4 NSLLPSTTGLSPYFSLGCLSVRSFYYKLSNIYAQSKNHSLPPVSLQGQLLWREFFYTVAS 300
Cry4 ATPNFTKMAGNPICLQIGWYEDQAALEKWRTAQT 334
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그림 6. 뱀장어 aanat amino acid의 계통분류학적 분석



- 18 -

그림 7. 뱀장어 Period amino acid의 계통분류학적 분석
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그림 8. 뱀장어 Cryptochrome amino acid의 계통분류학적 분석
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2절. 뱀장어 뇌심부 및 광수용기관 환경 반응 전사체 발현

1. 연구방법

가. 실험어

실험에 사용된 뱀장어는 전라남도 소재의 민물장어 양식장에서 사육 중이던 개체 중

최소 체중이 280g에서 최대 체중 450g이 되는 개체를 구입하여 실험에 사용하였다

(n=234). 구입한 뱀장어는 담수 수조에 최소 1주간 순치 사육 후 실험에 이용하였다.

순치 시 사육수조 조건은 실내 완전순환여과시스템(유효수량 1 ton)에서 수온 20 ±

1℃, LED(KRGB3, SS Light, Co., Seoul, South Korea)를 이용하여 12L:12D

조건 (점등 = 07:00 h, 소등 = 19:00 h, 600 lx, PPFD = 10.0 μmolm-2s-1, λp

= 545 nm)에서 진행하였다.

나. 실험 디자인

실험어는 1주간 순치 후 총 세 그룹으로 나누어 실험하였다.

(1) 12L12D 조건(ZT0: 점등 = 7:00 h, 소등 = 19:00 h)

(2) LL 조건(24시간 점등)

(3) DD 조건(24시간 소등)

실헝에 사용된 광요인은 LED를 사용하였다. 사육 수온은 20 ± 1℃를 유지하였다.

실험어는 3일 후에 각 그룹별 ZT 혹은 CT 2, 6, 10, 14, 18, 22 총 여섯 번, 8미씩

샘플링하였다. 실험어는 0.01%의 2-phenoxyethnal (Sigma-aldrich)를 이용하여

5~10분간 사육수를 이용하여 마취하였다. 샘플은 뇌, 망막을 어체로부터 적출하여 분석

에 사용할 때까지 -80℃에서 보관하였다.

다. Total RNA 및 cDNA 합성

Total RNA는 RNA-iso (TaKaRa-Bio, Otsu, Japan)를 이용하여 분리하였다. 분

리된 total RNA는 전기영동과 spectrometer를 이용하여 정량·정성 분석하였다.

Genomic DNA contamination를 피하기 위해 DNase I (Promega, Madison, WI,
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USA)를 처리하였다. cDNA 합성은 1000ng의 total RNA를 주형으로 Transcriptor

High Fidelity cDNA Synthesis kit (Roche-diagnostics, Indianapolis, IN)를 이

용해 합성하였다.

라. Real-time qPCR

각 유전자의 발현은 정략적 qPCR 방법을 이용하여 분석하였다. 분석은 BioRad

CFX96TM Real Time System (BioRad, Hercules, CA)와 SYBR Green premix

Ⅱ (Takara-Bio)을 이용하였다. Primer sequence는 Primer-BLAST program

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ tools/ primer-blast/)를 이용해 약 100-200bp

정도가 되도록 설계하였다. PCR 반응은 50% SYBR Premix Ex Taq

(TaKaRa-Bio), 10 ?M의 primer, 그리고 20ng의 cDNA를 이용하여 반응하여

denaturation (45s, 94℃), annealing (45s, 58℃), 그리고 extension (1 min,

72℃)에서 40 cycle 증폭하였다. 각 유전자의 발현은 standard DNA와의 정량적 분석

및 EF1-alpha normalization 등을 통해 분석하였다.

2. 연구결과

(1) 일주기에 따른 망막 및 뇌심부 생체시계 유전자 발현 특성 분석

뱀장어에서 LD (12h light:12h darkness), LL (constant light), DD

(constant darkness) 조건에서 circadian rhythms를 조사하였다. 뇌에서 AANAT2

mRNA 발현은 LD, LL, DD 조건에서 모두 일주기 리듬 변화를 보이지 않았으며 망막

에서 AANAT1 mRNA 발현은 LD와 LL 조건에서 ZT14에서 정점을 보이며 일주기 리

듬 변화를 나타냈다. 하지만 DD 조건에서는 명확한 일주기 리듬 변화를 보이지 않았다.

Per1 mRNA 발현은 뇌에서 LL과 DD 조건에서 상반되는 일주기 리듬 변화를 보였

으며 LD 조건에서는 일주기 리듬 변화를 보이지 않았다. 망막에서 Per1 mRNA 발현

은 LL 조건에서 일주기 리듬 변화를 보이지 않았지만 LD와 DD 조건에서 ZT22에 정

점을 보였고 비슷한 양상의 일주기 리듬 변화를 관찰할 수 있었다.

Per2 mRNA 발현은 뇌에서 DD 조건에서 일주기 변화 리듬을 보였으나 LD와 LL

조건에서는 리듬을 보이지 않았다. 망막에서 Per2 mRNA 발현은 LD와 DD 조건에서
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각각 ZT6과 ZT2에 정점으로 비슷한 리듬 양상을 보였으나 LL 조건에서는 일주기 리듬

변화를 관찰할 수 없었다.

Per3 mRNA 발현은 뇌에서 LL과 DD 조건에서 일주기 변화 리듬을 보였으나 LD

조건에서는 일주기 리듬 변화를 보이지 않았다. Per3 mRNA 발현은 망막에서 LD 조

건에서 일주기 리듬 변화를 보였으나 LL과 DD 조건에서 리듬 변화를 보이지 않았다.

Cry2 mRNA 발현은 뇌에서 LD 조건에서 리듬 변화를 보였으나 LL과 DD 조건에

서 일주기 리듬 변화를 보이지 않았다. 망막에서 Cry2 mRNA 발현은 LD와 LL 조건

에서 일주기 리듬 변화를 보였으나 DD 조건에서 리듬 변화를 보이지 않았다.

Cry3 mRNA 발현은 LD와 DD 조건에서 리듬 변화를 보이지 않았으나 LL 조건에

서 일주기 리듬 변화를 보였다. 망막에서 Cry3 mRNA 발현은 LD, LL, DD 모든 조

건에서 일주기 리듬 변화를 보였고 LD와 DD 조건에서 ZT22에 정점이었다. 그리고

LD와 DD 조건에서 비슷한 일주기 리듬 양상을 관찰할 수 있었다.

Cry4 mRNA 발현은 LD와 LL 조건에서 일주기 리듬 변화를 보이지 않았으나 DD

조건에서 일주기 리듬 변화를 보였다. 망막에서 Cry4 mRNA 발현은 LD, LL, DD 모

든 조건에서 ZT14에서 정점으로 일주기 리듬 변화를 보였고 LD와 DD 조건에서 비슷

한 일주기 리듬 양상을 관찰할 수 있었다. 망막에서 per1, per2, cry3, cry4 mRNA

발현 리듬이 LD와 DD 조건에서 비슷한 패턴을 보였다.
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그림 9. 뱀장어 망막 및 뇌심부 시계유전자(AANAT1, 2, Per1, 2 mRNA)의 일주기 발현리듬
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그림 10. 뱀장어 망막 및 뇌심부 시계유전자의(Per3, Cry2, 3 mRNA) 일주기 발현리듬
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그림 11. 뱀장어 망막 및 뇌심부 시계유전자의(AANAT1, 2 mRNA) 서캐디언 리듬
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그림 12. 그림 12. 뱀장어 망막 및 뇌심부 시계유전자의(Per1 mRNA) 서캐디언 리듬
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그림 13. 뱀장어 망막 및 뇌심부 시계유전자의(Per2 mRNA) 서캐디언 리듬
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그림 14. 뱀장어 망막 및 뇌심부 시계유전자의(Per3 mRNA) 서캐디언 리듬
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그림 15. 뱀장어 망막 및 뇌심부 시계유전자의(Cry2 mRNA) 서캐디언 리듬
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그림 16. 뱀장어 망막 및 뇌심부 시계유전자의(Cry3 mRNA) 서캐디언 리듬
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그림 17. 뱀장어 망막 및 뇌심부 시계유전자의(Cry4 mRNA) 서캐디언 리듬
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3절. 뱀장어 신경내분비 동기화 개시 전사체 발현 특성 연구

1. 연구방법

가. 광주기변화

실험어는 1주간 순치 후 총 두 그룹으로 나누어 실험하였다.

(1) Long photoperiod (LP): 15L9D 조건(ZT0: 점등 = 6:00 h, 소등 =

21:00 h)

(2) Short photoperiod (SP): 9L15D 조건(ZT0: 점등 = 6:00 h, 소등 =

15:00 h)

실헝에 사용된 광요인은 LED를 사용하였다. 사육 수온은 20 ± 1℃를 유지하였다.

실험어는 3일 후에 각 그룹별 ZT2, 6, 10, 14, 18, 22 총 여섯 번, 6미씩 샘플링하였

다. 실험어는 0.01%의 2-phenoxyethnal (Sigma-aldrich)를 이용하여 5~10분간

사육수를 이용하여 마취하였다. 샘플은 뇌, 망막을 어체로부터 적출하여 분석에 사용할

때까지 -80℃에서 보관하였다.

나. 달주기 변화

실험어는 1주간 순치 후 총 두 그룹으로 나누어 실험하였다.

(1) New moon (NM): 그믐달 삭(일출 = 7:11 h, 일몰 = 17:28 h)

(2) Full moon (FM): 보름달(일출 = 6:58 h, 일몰 = 17:37 h)

실험은 실험어가 자연 광조건에 노출되도록 야외에 설치된 사육수조를 사용하였다. 사

육 수온은 20 ± 1℃를 유지하였다. 실험어는 3일 후에 각 그룹별 12, 16, 20, 24, 04

h 총 다섯 번, 5미씩 샘플링하였다. 실험어는 0.01%의 2-phenoxyethnal

(Sigma-aldrich)를 이용하여 5~10분간 사육수를 이용하여 마취하였다. 샘플은 뇌, 망

막을 어체로부터 적출하여 분석에 사용할 때까지 -80℃에서 보관하였다.

다. Total RNA 및 cDNA 합성

Total RNA는 RNA-iso (TaKaRa-Bio, Otsu, Japan)를 이용하여 분리하였다. 분

리된 total RNA는 전기영동과 spectrometer를 이용하여 정량·정성 분석하였다.
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Genomic DNA contamination를 피하기 위해 DNase I (Promega, Madison, WI,

USA)를 처리하였다. cDNA 합성은 1000ng의 total RNA를 주형으로 Transcriptor

High Fidelity cDNA Synthesis kit (Roche-diagnostics, Indianapolis, IN)를 이

용해 합성하였다.

라. Real-time qPCR

각 유전자의 발현은 정략적 qPCR 방법을 이용하여 분석하였다. 분석은 BioRad

CFX96TM Real Time System (BioRad, Hercules, CA)와 SYBR Green premix

Ⅱ (Takara-Bio)을 이용하였다. Primer sequence는 Primer-BLAST program

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ tools/ primer-blast/)를 이용해 약 100-200bp

정도가 되도록 설계하였다. PCR 반응은 50% SYBR Premix Ex Taq

(TaKaRa-Bio), 10 ?M의 primer, 그리고 20ng의 cDNA를 이용하여 반응하여

denaturation (45s, 94℃), annealing (45s, 58℃), 그리고 extension (1 min,

72℃)에서 40 cycle 증폭하였다. 각 유전자의 발현은 standard DNA와의 정량적 분석

및 EF1-alpha normalization 등을 통해 분석하였다.

Gene
(Accession No.)

Primer Sequence

AANAT1 Forward 5-ACGCGTGCACTACTCTTGTG-3
Reverse 5-GCGCTTCTAGTCACCAAAGG-3

AANAT2 Forward 5-CTATCAGCTCCCCCTTCCTC-3
Reverse 5-TCCCTCTCGATCTCGAACAC-3

Per1 Forward 5-GCAGAAGGAGCTGATGAAGG-3
Reverse 5-TGATGTTGTCCAGCTCTTCG-3

Per2 Forward 5-CAAGGCGAAAACTCAGAAGG-3
Reverse 5-GTCGATCTCCTCGATGGTGT-3

Per3 Forward 5-CACGCTGATCCTGCCAGTAA-3
Reverse 5-CTGGTCAGGGAGAACACCAC-3

Cry2 Forward 5-CCCCTCACCTACAAGCGTTT-3
Reverse 5−TGGCGTTCATTCTGGGTCTC-3

Cry3 Forward 5-GGGTCAGCCAGCAGATGTAT-3
Reverse 5-TCCAGGTTGTAGAGCGTGTG-3

Cry4 Forward 5-ATTCCAAGCCTGGAGGATCT-3
Reverse 5-CGGTAACAGGGAGTTTGGAA-3

표 10. Real-time qPCR 분석을 위한 primer set 정보 
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2. 연구결과

(1) 광주기변화에 따른 신경내분비 리듬 동기화 발현 특성 분석

뱀장어에서 LP (long photoperiod), SP (short photoperiod) 조건에서

clock-controlled gene과 clock gene의 circadian rhythm을 조사하였다. 뇌에서

AANAT2 mRNA 발현은 ZT6에서 peak로 SP 조건에서만 리듬을 보였다. 망막에서

AANAT1 mRNA 발현 리듬이 SP에서 ZT14와 ZT18에서 peak을 보이며 LD 조건과

유사한 리듬을 보였다. Per1 mRNA 발현은 뇌에서 LP 조건에서 리듬을 보였으나 모든

구간에서 SP 조건의 mRNA 발현 레벨이 유의한 차이를 보이지 않았다. 망막에서는

Per1 mRNA 발현 리듬이 LP와 SP 조건 모두 나타났지만 LP 조건에서 리듬이 지연되

는 양상을 보였고 SP 조건 리듬은 LD 조건과 유사한 리듬을 보였다. Per2 mRNA 발

현은 뇌에서 SP 조건에서 DD 조건과 유사한 리듬을 보였으며 LP 조건에서는 리듬을

보이지 않았다. Per2 mRNA 발현은 망막에서 LP와 SP 조건에서 모두 LD와 DD 조

건과 유사하게 리듬을 보였으나 LP 조건에서 ZT14에서 peak을 보이며 약간 다른 양상

의 리듬을 보였다. Per3 mRNA 발현은 뇌에서 LP 조건보다 SP 조건에서 모든 구간에

높은 레벨을 보이며 DD 조건과 유사한 리듬을 보였다. 망막에서는 Per3 mRNA 발현

이 SP 조건에서만 리듬을 보였다.

Cry2 mRNA 발현은 뇌에서 LP 조건은 리듬을 보이지 않았고 SP 조건에서는 리듬

을 보였지만 ZT6과 ZT22에서만 유의한 차이를 보였다. 망막에서는 LP와 SP 조건에서

리듬을 보였지만 ZT10에서 유의한 차이를 보이며 다른 양상의 리듬을 보였다. Cry3

mRNA 발현은 뇌에서 SP 조건에 리듬을 보였지만 LP 조건과 ZT2를 제외하고 모든

구간에서 유의한 차이를 보이지 않았으며 반면에 망막에서는 SP 조건에 ZT22에 peak

을 보이며 LD 조건과 유사한 리듬을 보였으며 LP 조건에서 리듬이 지연되는 양상을 보

였다. Cry4 mRNA 발현은 뇌에서 LP, SP 조건 모두 리듬을 보이지 않았지만 망막에

서 SP 조건에 ZT14에 peak을 보이며 리듬을 나타냈다. 망막에서 per1, per2, cry3,

cry4 mRNA 발현 리듬이 Short photoperiod와 12L12D 조건에서 비슷한 패턴을 보

였다.
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(2) 달주기에 따른 망막 및 뇌심부 시계유전자 전사체 발현 분비 변화

뱀장어에서 NM (new moon)과 FM (full moon) 조건에서 clock-controlled

gene과 clock gene의 circadian rhythm을 조사하였다. 뇌에서 AANAT2 mRNA 발

현은 FM에서 리듬을 보였고 NM에서는 24h에서 FM과 유의차를 보이며 리듬을 보이

지 않았다. AANAT1 mRNA 발현은 망막에서 NM에 리듬을 보였고 FM에서는 24h에

NM과 유의차를 보이며 리듬을 보이지 않았다.

Per1 mRNA 발현은 뇌에서 NM과 FM 모두 리듬을 보였고 망막에서 04h에서

peak로 NM과 FM에서 리듬을 보였다. Per2 mRNA 발현은 FM에서 리듬을 보이지

않았지만 뇌에서 12h에 유의한 차이를 보이며 NM에 리듬을 나타냈다. 망막에서 Per2

mRNA 발현은 12h에 가장 높은 레벨, 24h에 가장 낮은 레벨로 NM과 FM 모두 LD

와 DD 조건과 비슷한 리듬을 보였다. Per3 mRNA 발현은 뇌에서 리듬이 없었지만 망

막에서 NM과 FM이 상반되는 리듬을 보였다.

Cry2 mRNA 발현은 뇌에서 NM과 FM이 상반되는 리듬을 보였다. 망막에서 Cry2

mRNA 발현은 NM과 FM에서 서로 유사한 리듬을 보였다. Cry3 mRNA 발현은 뇌에

서 NM과 FM 모두 리듬을 보이지 않았지만 망막에서는 04h에 가장 높은 레벨을 보이

며 NM과 FM에서 리듬을 보였다. 이 리듬은 LD와 DD 조건에서 리듬과 유사한 양상

을 보였다. Cry4 mRNA 발현은 뇌에서 리듬을 보이지 않았지만 망막에서 NM에 20h

에 가장 높은 레벨을 보이며 LD와 DD 조건과 유사한 리듬을 보였다. 망막에서 per1,

per2, cry3, cry4 mRNA 발현 리듬이 New moon, Short photoperiod와 12L12D

조건에서 비슷한 패턴을 보였다.
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그림 18. 그믐과 보름달에서의 뱀장어 망막 및 뇌심부 시계유전자의(aanat, Per mRNA) 발현 변

화
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그림 19. 그믐과 보름달에서의 뱀장어 망막 및 뇌심부 시계유전자의(Cry mRNA) 발현 변화



- 38 -

제 4장 연구개발목표 달성도 및 대외기여도

1절. 목표 대비 달성도

목표 대비 달성율(%)

구분

연차별 달성내용 계획대비 
연구실적 
달성율(B)

(%)
성과목표 연구내용

가중

치

(A)

달성실적

2021.06

.01~202

1.12.31

뱀장어 신경내분

비 동기화에 따

른 전사체 반응

1-1. RNA-seq을 이용한 뱀

장어 신경내분비 전사체 

정보 확보

1.0

100

100

1-2. 뱀장어 뇌심부 및 광

수용기관 환경 반응 전사

체 발현

100

1-3. 뱀장어 신경내분비 동

기화 개시 전사체 발현 특

성

100

계 1.0 50
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2절. 연구내용 및 달성실적

1. 성과목표 1

연구내용 1-1. RNA-seq을 이용한 뱀장어 신경내분비 전사체 정보 확보

○ 신경내분비 동기화 전사체 cloning

- RNA-seq을 이용한 신경내분비 동기화 핵심 전사체(6종; Per1, Per2, Per3,

Cry2, Cry3, Cry4 mRNA), Melatonin 합성 효소 유전자(2종, aanat1, 2 mRNA)

sequence 확보

- 유전자 클로닝을 통한 전사체 sequence 검증, 아미노산 서열 분석 완료

2. 성과목표2

연구내용 2-1. 뱀장어 뇌심부 및 광수용기관 환경 반응 전사체 발현

○ 일주기에 따른 망막 및 뇌심부 생체시계 유전자 발현 특성 분석

- LD(12L:12D), DD, LL 조건에서의 생체시계 유전자의 발현을 조사하였으며 망

막과 뇌심부에서 생체시계 전사체가 빛에 의해 circadian osillator가 작동되는 것을 확

인

- 망막에서는 각각의 전사체가 빛에 의해 동기화 되었지만 뇌심부에서는 전사체의 발

현이 유의적인 변화를 나타내지 않음

- 망막제거 수술 후 뇌심부에서 생체시계 전사체 발현이 빛에 의해서 동기화 되는 것

을 확인

3. 성과목표 3

연구내용 3-1. 뱀장어 신경내분비 동기화 개시 전사체 발현 특성 연구

○ 광주기변화에 따른 신경내분비 리듬 동기화 발현 특성 분석

- 장주기(15L9D)에서 단주기(9L15D)로 변화는 신경내분비를 동기화 하는 중요한

환경요인로써 작용을 하는 것으로 사료됨

- 달빛에 변화에 따라 멜라토닌 분비가 급속도로 증가하고 산란에 영향을 미치는

BPG 축 활성에 직접적으로 영향을 미치는 것을 확인
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* 뱀장어 신경내분비 동기화는 빛에 의해서 영향을 받고 일반적인 경골어류나 포유류와

달리 망막이 신경내분비를 동기화하는 주요 기능을 하는 것으로 사료됨

3절. 연구성과의 의의

○ 연구개발 결과에 대한 종합요약

- 기존 뱀장어 성성숙 기전에 대한 이해도 향상에 기여

- 주행성 어류의 번식리듬에 대한 과학적 가설 입증 및 창의적 연구 시도

- 환경적 요인(광)을 이용한 뱀장어 성장 및 번식 제어 기전 연구에 대한 과학적 입증과

산업적 응용 가능성 제시

○ 연구개발 결과의 우수성 및 독창성

- 멸종위기종 분류로 자원량이 급격히 감소한 뱀장어의 대량 양식 기술 개발을 위한 기

반연구로 가설의 과학적 입증 및 기존 연구로 풀지 못했던 뱀장어 내분비 연구의 한계를

생체리듬 기전규명을 통해 새로운 기전 연구이며 이번 연구에서도 뱀장어 산란생태와 관

련 새로운 기전을 규명하였다.

- 양식산업기술 극대화 및 생산비용 절감에 대한 문제점에 대해서 효율적이고 안정적인

기술개발이 더디게 진행되고 있다. 이를 극복하기 위해 체계적이고 창의적인 연구를 기

획하고 수행하였다. 이 과제의 경우처럼 내분비활성에 영향을 미치는 전사체 연구를 통

해 뱀장어에서 핵심인자들을 발굴하으며 양식산업에서 활용 가능한 연구 결과들을 제시

하였다고 사료됨
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제 5장 연구개발결과의 활용계획

1절. 기대효과

1. 지구환경변화 이에 따른 해양생물들의 생존과 종 보존을 위한 자체 생태생리학적 적

응과정에 관한 대형연구 발굴 주제로 활용

2. 현재까지 명확하지 않은 뱀장어의 특이적인 산란생태(산란회유)에 따른 신경내분비

전달기전의 변화를 조사한다. 또한 이를 활용하여 뱀장어 인위적 성성숙 유도에 활용

할 수 있는 기초자료를 제공하고자 한다.

2절. 연구개발의 활용방안

1. 뱀장어의 산란생태를 내분비학적으로 해석 가능

2. 야행성 어류의 행동 양상별 신경내분비학적 생체리듬 기전 규명

3. 환경인자 제어를 통한 뱀장어 완전양식 가능성 제시

4. 안정적이고 친환경적인 성숙 유도를 통한 양질의 수정란 생산 가능

5. 양식 불가 어종 대상 적정 환경요인 탐색을 통한 양식 가능성 제시
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