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� (CLONING, EXPRESSION OF 
mRNA, AND ANTAGONIST EFFECT OF MELANOCORTIN 4 RECEPTOR (MC4R) 
ON FEED INTAKE IN SNAKESKIN GOURAMI (TRICHOGASTER PECTORALIS))  

�"�����#$��%�&� : �M2*/����	(��"���� ��.	��
���  �� 
�!���	��, 163 Q�2�. 
  
�+�	+
� (Trichogaster pectoralis) '�R��+��#$�#����	���! ���'��&S�
" �+�'�R��+��#$

�
��'+#T��'�R��+�	����� �(/����%�&�����2��+!�&������!��������+����
�M�!����
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�
�+�	+
��!��#
�M/�2
���� �#�'�+����
(
� 4 �#'7�'(
�� (melanocortin 4 receptor; MC4R) �#����
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��!�	���`a�����'"�
 '(
��( �+����������	���+�+!����8�	!(�� ����%�&�+!�&��
����	�2��,
��#��+����(#� MC4R "���+�	+
� (Trichogaster pectoralis) (TpMC4R) ���/�
���(#� TpMC4R �#�����+2���+%��!����(#� MC4R "��	!(���#����M�	!�Q+!�
b$� c �+���
�
'����Q�������	�2�� Phylogenetic tree ,
����(#� TpMC4R �!� ���(#� melanocortin receptor 
*�
�(/�� c ,
�	!(���#����M�	!�Q+!� ���/����(#� TpMC4R 
�M/8��+�/�'�#���!��!����(#� MC4R 
,
�	!(���#����M�	!�Q+!� �+����(#� TpMC4R �#����	!��!�������
�!.�����8�+2'�#���!�
�+�����M��,5�����#$	�� ����%�&�����	��
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��#� TpMC4R 8���Q�/������!.�����,
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(!�
/
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���3� %̀�3,/�#$3�/3�2�!�����n
	��
 ���/��#�  TpMC4R �#����	��

�8��������,
����
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�(!�
/
� �
�"���#T TpMC4R �!��#����	��

�8�3,/�#$3�/3�2�!�����n
	��
�2�� 
�	��8Q2'Q5��/��#� TpMC4R "!�'�R� maternal �#��+�"������
'����Q����!�����	��

�,
��#� 
TpMC4R �2��'���
� Real time RT-PCR 8�
�!���(/�� c ,
��+�	+
��#$�����('(5��!� ���/��#� 
TpMC4R �#����	��

�����#$	�� 8�	�
����	/���+�8�
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�!����#$�#����	��

�,
�
�#� TpMC4R 8����!�����+�� �b
 'Q�b
� (gill) (!� (liver) 3(	/���� (head kidney) 3(	/��+/��
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 (muscle) �+� �!�3,/ (ovary) 
�!����#$�#����	��

�,
�
�#� TpMC4R 8����!�($�� �b
 ���'���
�Q�� (stomach) �+�
�!����#$�#����	��

�,
��#� 
TpMC4R 8����!�($���#$	�� �b
 �2�� (spleen) ����%�&�'��#��'�#�����!�����	��

�,
��#� 
TpMC4R 8�	�
��(/+�	/��,
��+�	+
�8���Q�/���bT

�Q�� 3�2������0s�8Q2�+�	+
��
�
�Q��
�!�+� 2 �bT
 8�'�+� 10.00 �+� 16.00 �. �+��������
'����Q����!�����	��

�,
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�#$'�+� 9.00 11.00 13.00 �+� 15.00 �. ���/��+�	+
��#����	��
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�#�!�	���! ���	 
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�������%�&��+,
���� 

�
�Q��(/
����	��

�,
��#� TpMC4R ����������
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MELANOCORTIN 4 RECEPTOR/ MC4R/ MC4R ANTAGONIST/ FEED INTAKE/ 

SNAKESKIN GOURAMI/ Trichogaster pectoralis 

 

Snakeskin gourami (Trichogaster pectoralis) has been not only important as 

commercial species but also popular as aquarium fish, but its genetic aspects including 

conventional and molecular genetic studies are limited. Melanocortin 4 receptor (MC4R) 

has been reported to involve with growth performance and control of energy homeostasis 

in animals. Characterization of MC4R from Snakeskin gourami (Trichogaster pectoralis) 

(TpMC4R) showed that its protein sequence is similar to that of vertebrates. Phylogenetic 

trees analysis of TpMC4R and other vertebrates melanocortin receptors showed that 

TpMC4R was MC4R orthologues, closely related to piscine MC4Rs. TpMC4R expression 

was determined during embryogenesis at 5, 7, 11, 15, 21, 24 and 48 hours post spawning

(hps). The expression of TpMC4R was also analyzed in unfertilized egg. The TpMC4R 

transcripts were detected in embryo at all developmental stages. Its mRNA was also 

detected in unfertilized eggs, suggesting that TpMC4R could be classified as maternal 

mRNA. Real-time RT-PCR graded expression in each organ of adult fish indicated 

that TpMC4R expression was strong in all brain regions and testis; moderate in gill, 

liver, head kidney, trunk kidney, intestine, muscle and ovary; low in stomach; and rare

 

 

 

 

 

 



 
 

     

in spleen. Fish were fed twice a day at 10:00 and 16:00, the expression profile of 

TpMC4R during daily feeding in each region of the brain was examined at 9:00, 11:00, 

13:00 and 15:00. Significant reduction of the TpMC4R expression was seen at 15:00 (1 h 

before dinner). Moreover, effects of short term fasting (6, 12, 18 and 24 h) on TpMC4R 

expression were determined. Significantly lower expression of TpMC4R was observed 

at 6 and 12 hour fasting periods. The findings revealed that TpMC4R was related to 

daily feed intake and energy balance due to food deprivation. The effect of MC4R 

antagonist (HS024) on feed intake was also investigated. Fish injected with HS024 at 

1 and 3 µg/kg-fish comparing with the uninjected fish (control group) and fish injected 

with normal saline (0.9% NaCl) indicated that the antagonist HS024 did not significantly 

increase the feed intake of the experimental fish (P>0.05). 
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1.1 ����
9��,.	��#�)���
��?.'������#9���!,  
 �	��	�5 (Trichogaster pectoralis) �����	���0�175��!�������0��
(��"�%�&E$�1?��5�� !"
#�"��/��%+�� - ",������	��	�51/�������)$��Z	��,	/�'	���#�"Z	Z	�������
�5
���! 4 #�"
Z	Z	���
�����0�175����/��%��"	"��1�$ �	���	 �	�5�$ ,	/�	��/����� ,���	��	�5���'	������
�������0���
$�'"��5 (����"��! 1.1) �	��	�5-'$�0�+���/$��������
�"���'��	��5 �0���l�,	/
��$,��"  
5�����/Z	��;
)*��	��	�5��$,��"������!�������
;��
�"����/��% ,	/��"��$
10�������
"���"��/��%  ���5��,�	�"��!Z	���	��	�5�����)��$�7� �7����!��1
"��
5��������$�� 
4 !"����,�	�"Z	���	��	�5��(���!��?7!�����"�
�"5��������),	/��);�� �����+5���$��#����7����!
�	���"+��
"1
"��
5�7!� 9 +5�,$� ��������� ������"���� �/�?�"���� ,	/�����)����  
       �'�,����7��/��$���	���"�	��	�5
5�������(�1/�����/��$���	���",������?��� 
(extensive system) 
5�����$���	���",����%
����������?��� +5�,$� ��$,�	"$�����7? ,�	"$�
����
��� ,	/�7?��0� �����	
$ 
5��$&��$��?�����$���
5�(��#��" 9 ���+���
$��7!�����$�5$������
�	��,	/������5����'�)� ������'�,��$���	���"+5���$���
.�������/��$���	���",��$ !"�
.�� 
(semi-intensive system) $	����7� ��$����������������?��"����#�"$���	���"��7!�#���	����
�
��l�# �� �7����!��!�?��	���"�	��	�5�
$1/���������!���7����!#��5��(��
�",�� 10 +��# ��+� - " ��$$��� 100 
+�� 1/��l�+5����$�����/�	���"�	��	�5���"�?��7����!#��5��(� 4 !"�7����!��!����/����$�����/�	���"
�	��	�5���#�1
"��
5��������$�� ����������
�� +5���	�!��+������7����!�0���
��
�"
�""��
������$��� ��$1�$���$��#����
�#�"$��"��������� �0�����7����!��1
"��
55
"$	�����	�!������
�7����!����1
5����0���
���'���%
� ,	/�0������������#�"��/��% 1 "�0����,��
���#�"�7����!��!�?�
��$��Z	���	��	�5	5	"����"�����7!�" 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

�����#�) 1.1 �����),	/�'	�������������0���
$ #�"�����)Z	Z	��$���	���"�
�����0�175 5 �
�5
� 
      ,�$#�"��/��% �f 2548 

 

,��,/ 

�
������� 
�����0
,����%9�!@� 
!������"�����% � 

(1,000 �,�) 

�-���������� 
������% �
,����%9� 

(",�/�#) 

�-���������� 
��
'��� �%9�'�,� 
(/�#/������,�) 

1. �	���	 
2. �	�5�$ 
3. �	��/����� 
4. �	��	�5 
5. �	����� 

203.7 
142.2 
60.6 
35.9 
27.3 

5,883,668 
4,616,267 
1,776,610 
1,431,951 
564,383 

28.9 
32.5 
29.3 
39.9 
20.7 

��!�� : $	���������/��$�������������/�"�/����"��/��% $�"��/�"���"��/��% $����/�"  
         (������#���'	1�$$��%�	$�$�)  
 
       �'�,��$��Z	���	��	�5��!����,���/��$���	���",������?��� ,	/$ !"�
.���0����
+5�Z	Z	�����������7����!�!0� ��$���	���"�	��	�5
5��
!�+�1/+5�Z	Z	����/��) 200-500 
$�
	$�
����+�� �/�/��	�$���	���"���  10-12 �57�� 1/��l�+5�������#�"$���	���"�	��	�5�?��/�/
��	������$��7!������$
��
�����0�?��5�7!� ��/$��$
�$��#����
�#�"�
"����7�"�0������$��
��	�!���7����!#�"$���	���"�	��	�5+������7����!������$���,	/��!��'���%
���$# ����7!�� 9 �0����
�7����!�	���"�	��	�5��,��
�����!1/	5	" - ",������	��	�51/�����	���!�������0��
(��"�%�&E$�1
,	/+5���$���
.�����
�
	��$�����/�	���",	/$�����/�
�����	��	�5������"�����7!�" ,��
$��% $&���"5����
���$����	��	�5 ��7!��0�+��'�$�����!�Z	Z	��,	/$���
5�	7�$�
�����	��
"����'�
������$  
       $���
.�����
�
	����"�)'�
���������0�����
$�����%�����+5��
������1$��% $&�
��"5��������!�$�!��#��"$
� �=��$���$��$�� (feeding behavior) 5�	�;��#�"�	
""�� (energy 
homeostasis) $��$��$��+5� (feed intake) $����������0���
$�
� (body weight regulation) ���
���
�%�&E$�1 ����/$�����!��
���$��$��+5����
���,	/$��������5�	�;��#�"�	
""����!����/��1/
��"Z	����
�����!�	���"���
���$���1��(����
��'"# �� 	5�/�/��	�$���	���"�
�������
��	"+5� 1�- "
�C11��
����+5���#���'	$��% $&�,�5"$������� neuropeptides 10������$��!�$�!��#��"$
�$��$��+5� 
,	/��5�	�	
""�����
��� (Baile and Della-Fera, 2009) ����� !"��!+5���$�����"�����,�5"Z	

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

�5��?
5���$��������$��$��+5��7� ��	�
������ 4 ���4������ (melanocortin 4 receptor; MC4R)  
��7!���� MC4R ��$����	�!��,�	"	0�5
���� (mutation) ����Z	�����$���$�����!�$��$��+5� (Kim et 
al., 2000; Kim et al., 2004) ,	/�
"�����"��$��% $&�- "$���
.��$���?����  MC4R �������
���7!�"�����0���
�$���
5�	7�$�
������$� (marker-assisted selection) (Kim et al., 2006) ��$1�$���
+5������"��$��% $&�$���
"����/�� non-peptide antagonists #�"��� MC4R 
5��5	�"��5����#��
+�����$��7!������'$�� 4 !"����������-���!��
���$��$��+5�����' (Tucci et al., 2005) 5
"�
����
$��% $&���
�"���Z'���1
�1 "���������1��!1/�?���������"�)'�
����������7!��0���
�	�,	/% $&�
	0�5
�����	�
�+�5�,	/	0�5
�$�5�/��
�#�"��� MC4R ���	��	�5 (Trichogaster pectoralis) (4 !"
1/�?��0���� TpMC4R) ,	/�0�$��% $&�Z	#�"$���0�������!#�"��� MC4R 
5�$����5 MC4R 
antagonist ��7!��
��
�"$���0�"��#�"��� TpMC4R ���$�����!��
���$��$��+5�#�"�	��	�5  
 

1.2 �,�D3���
����������!,  
 1.2.1 ��7!�
�	� cDNA �������'�)�#�"��� TpMC4R ����
�"$��������/��
��"����"
�����
,	/$��������������������7��$
�#�"���$
��
�����$�/5'$�
��	
"?��5�7!�9 
       1.2.2 ��7!�% $&�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���/����"$���
.��$��#�"
�
����� (embryo)  
 1.2.3 ��7!�% $&�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ����
��/���"9  
 1.2.4 ��7!�% $&�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���/����"�7�������,	/��
�;��/$���5����� 
 1.2.5 ��7!�% $&�Z	#�"$���0�������!#�"��� MC4R 
5�$����5 MC4R antagonist ��7!��
��
�"
$���0�"��#�"��� TpMC4R ���$�����!��
���$��$��+5�#�"�	� 
 

1.3 
����E���
������!,  

����� TpMC4R ��
��"����"�	����	 "$
�
����� MC4R #�"�
�����$�/5'$�
��	
"?��5

�7!� 9 ��� TpMC4R ��$��,�5"��$���/����"$���
.��$��#�"�
����� ��$��,�5"��$#�"��� 
TpMC4R ����
��/���" 9 ���/5
���!,�$���"$
� $��,�5"��$#�"��� TpMC4R ��$����	�!��,�	"
���/����"�7�������,	/���;��/$���5����� ��� MC4R �������0��
(��$��������$��$��+5�
#�"�	��	�5 ,	/��7!���$���
��
�"$���0�"��
5�$����5 MC4R antagonist 1/�����-���!�$��$��+5�
#�"�	��	�5 
 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

1.4 �
/����
������!,  
$����1
�����
�"������"������!1/
�	� cDNA �������'�)�#�"��� TpMC4R ����
�"$��

������/��
��"����"
�����,	/$��������������������7��$
�#�"
����� MC4R $
��
�����
$�/5'$�
��	
"?��5�7!� 9 �0�$��% $&�$��,�5"��$#�"��� TpMC4R ���/����"$���
.��$��
#�"�
�����, ����
��/���" 9 ,	/���/����"�7�������,	/���;��/$���5�����#�"�	��	�5 
�0�$��% $&�Z	#�"$���?� MC4R antagonist ���$�����!��
���$��$��+5�#�"�	��	�5 
 

1.5 ���� 2��#�)������!�����,/ 
    Z	"����1
����1/�0����+5�#���'	�?�"��?�$��,	/$���0�+���/��$���?���$�����/�	���"�
�����0�
5
"��� 
            1.5.1 ����- "	0�5
�����	�
�+�5�,	/	0�5
�$�5�/��
�#�" cDNA �������'�)�#�"��� 
TpMC4R  
            1.5.2 ����$��,�5"��$#�"��� TpMC4R ���/����"$���
.��$��#�"�
�����, ��
��
��/���" 9 ,	/���/����"�7�������,	/���;��/$���5�����#�"�	��	�5  
            1.5.3 ����Z	#�"$���0�������!#�"��� MC4R ���$�����!�$��$��+5�#�"�	��	�5 
            1.5.4 �����-�0�#���'	1�$$��% $&��?�����#���'	�7��E����$��% $&���1
��������+5� 
4 !"�����-% $&�	0�5
�����	�
�+�5�,	/	0�5
�$�5�/��
�#�" cDNA #�"��� MC4R ���	�?��5
�7!� 9 ��7!�����- "�����
��
�����"���
.��$���/����"��!"��?���� ,	/�����-�0����������!#�"

�����1�$	0�5
�����	�
�+�5�,	/	0�5
�$�5�/��
�#�"��� MC4R ���	�?��5�7!� 9 +5� ��$�
�"�
"
�����-�?�#���'		0�5
�����	�
�+�5�,	/	0�5
�$�5�/��
�#�" cDNA #�"��� TpMC4R +��?�����
������ !" ��$��% $&� polymorphism #�"��� MC4R ���	��	�5 4 !" polymorphism �
����������!���
$��$��+5����	��	�5 4 !"��11/�
.����$���?���� MC4R ����������7!�"�����0���
�$���
5�	7�$
�
�����	��	�5+5� 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

/##�) 2 
���0����	���
�
��#�)���) ���
� 

 
2.1 2����# ��
����
��� 
  �	��	�5 (Snakeskin gourami) ��7��	���+�� ��?7!������%�������� Trichogaster pectoralis 
�����	��0��175 
 
 
 

 
;����! 2.1 �	��	�5 

 
   2.1.1 �,�+0�#������
�3�����$��        
   �	��	�51
5��'��� +6	
� (Phylum)  Chordata 

    ?
�� (Class)  Actinopterygii 
�
�5
� (Order)  Labyrinthici 

      �"%� (Family)  Anabantidae 
      �$�	 (Genus)  Trichogaster    
      ��f?��� (Species)  Trichogaster pectoralis    
 
   2.1.2 �,�+0��-�����#,)��� 

 �	��	�5�����	���0�175 ���'����",��#��"�	�����+������	 $	0��
� (body depth) ����  
2.2-2.5 ����#�"�����������E�� (standard length) �����	
" (dorsal fin) ��$�������,#l" 7 �
�,	/
$����������� 10-11 �
� ����$�� (anal fin) ��$�������,#l" 9-11 �
�,	/��$����������� 36-38 �
�  
�����$ (pectoral fin) ���$����������#�"�
�,	/��$����������� 11 �
� �����
�,�$#�"�������" 
(pelvic fin) ��	�!��+�����	
$&)/������� (simple filament) 10�����$	l5�������#��"�
� (lateral 
line scales) ��10���� 55-63 �$	l5 ��	����5#��"��������)	0��
� ,	/	0��
��
5$
�	��50�����,-�

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

���1�$�
�- "
����" ���$	l5����,���	����
$ (ctenoidscaks) �	����
$ ���$	l5��!�
� ��
� ��$�	l$
��'�������5�75�5+5��	l$���� (��)��
��� 1
��������", 2523) 
   2.1.3 #�)
 -�
�*,  

        �	��	�5����
��/���%&?�������1����$��� Labyrinth organ ?�������	��	�5�?�
��$4��1�1�$��$�%+5�
5���"1 "�0�����	��	�5���������������;��/��!����$4��1�����+5� 
�	��	�5�����	���!?����%
���'�����0���!" �?�� ������"�� ���"��0� �'��0� ,��"��0� ���" ,	/� " �
$
?����%
���'���������)��!�����)+����0� �?�� Z
$,	/������� ��7!��?�������!�
$��%
� $0��
"�
� ,	/
��11/�?�����,�	�"$�����5��"+#���$1�$����
"������	��	�5�����	���!?����'�����0���!����)�;'��
��/��) 23-25oC ,	/�1��(����
���'�����0���!����������$�5- " pH 5.6-6 ,	/����5��"+5�- " pH 9 

 
   2.1.4 ���
@/",�$3� 

       �	��	�5�����	���!������,�$���"�/����"��%Z'�$
���%��������"�5��?
5
5��
"�$�
1�$	
$&)/;����$+5�?
5�1� �
�Z'���	0��
���������  �
��	
",	/�
����"�$7������������"#���$
�  
�������	
"���1�5��7��	�
����" 	0��
������#��$����
����� �����
��������
����"�����+��#���
$
��
��	
" ,	/�����	
"��+�����1�5- "
����" ��1�"$����
�Z'� ��=5'��"+#����"1/�'����"��$��
�
�"��"#��"����"��l�+5�?
5 �	���!���������?���1/��#��5�	l$$����	���!�	���" ,	/��������/��) 
6-8 �57������������(� �	��	�5#��5 8-10 4�. $l�����-�7��
����+5� �	��	�51/����
�- "#
��
�7��
����+5�;������	� 7-12 �57�� �
�"���# ��$
��;��5��6����$�%��!����/��,	/�����)���������
�0��
( (�����)� ?������, 2515-2516) 
 
   2.1.5 ����!��.���/�� 

   +#��	��	�51/���!�6C$�����
�;�����/�/ 24 ?
!�
�" 6C$
5�������$�������
���7!�� 9 
,	/1/6C$�����
���5;���� 48 ?
!�
�" 	'$�	���!6C$��$1�$+#����� 9 ��-�"�������5��'���!���" �
"
+��$�������1�$���1/��� 7 �
�+�,	�� $���1��(����
�#�"�	��	�5��!�	���"�����5��,	/��,�	"
#���
5���	�!��
!� 9 +�,	���?���	� 3 �57�� �	�1/��������� 7-9 4�. 6 �57�� ��� 10-12 4�. ,	/
���"�0�$���	���" 8-10 �57��1 "1/��#��5 14-22 4�. ����0���
$ 50-150 $�
� ��!1/�����-1
�#��+5� 
(��/��7�" �?����
�$	�", 2536) 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

�����#�) 2.1 ����$�����/�
���� ,	/$���1��(����
�#�"�	��	�5 
 

�� ����
��� �� ��������% � ���
�'�� 
D��#�) #�)�� 

+#��	��	�56C$�����
� ��/��) 24-48 ?
!�
�" �	
"1�$�
�� 3-4 
?
!�
�" 	'$�	�1/	��# �����7���0� 

	'$�	�1/5'54 �+#�,5" (yolk sac) 
��"�������"��������� 

���6C$ �?�� ���4������ 
-
"�	����$ 

$�������		'$�	�
�	�5�
����� - "#��5
������� 2-3 4�. 

��/��) 1 �57�� �	
"1�$6C$��$�����
� 7 �
� ���!�$��
������������?��� ��!�$�51�$$�����
����,	/6C��(�� +5�,$�,�	"$�����
���
?��5���"9 �?�� +�,5" 
����6��� ��7�
��1������������  
�?���0�	/����5 

��������	 �?�� ���5�� 
��7�,�	"�� ���� ?����� 

(2548) 

��/��) 8-10 �57�� ��#��5  
14-22 4�. ����0���
$ 50-150 $�
�  
��!1/�����-1
�#��+5� 

������� 6C��(�� ,	/������������ ����	���" �?�� ���5�� 
,�	"�� 

$���	���"�	��	�5 

��/��) 7-12  �57�� �	��	�5 
1/����
�- "#
���7��
����+5� 

������� 6C��(�� ,	/������������ ����	���" �?�� ���5�� 
,�	"�� 

��/��7�"  
�?����
�$	�"  
(2536) 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 2.1.6 ����'�
�'�� 
   ������?����	��	�51/$��,�	"$�����7?,	/,�	"$�����
��� 
5�����/����"��!"
1/$���
�����#�",�	"$�����
�����!�$�/��5�
����+����0� ��7��(����!���������� �
�����,�	"��0�,	/
�/+�����0� �0���
��������!����/���0���
��	��
�����4 !"�������
�",�� 7 �
� - " 1 �57�� �������
�/+�����0�,	/+���0� ,	/��7!��	���������$# �������������Z"�0���l1�'���!����)��������,	/�������
���-����������������� ���1�$�
��$l	�"����������l5�0���l1�'���!��#��5��(�# ��������������+� 
�0���
�������������!�����?��	���"�	��	�5 �7� �0�	/����5 �	��#��� �����$
�Z
$���"��!�
!�,	����	��
$
��0��
���C������$��� ��7���1�?��������l5�?���5���$
���!�?��	���"�	���	�����������/10��
� 
5�
������Z��5
"��� Z
$ 2 ���� ��� �0� 1 ���� ����	��#��� 1 ���� (���� ?����, 2548) 

 $�����/�	���"�	��	�5���5������$���	���"�����	� 4 !",���5���7���#�������$��
�	���",������?��� 
5���%
������1�$����?�������"����"�5��� �0����+�������-��5�/��
Z	Z	����!,�����+5� �����+5���$���
.��$���	���"������,��$ !"�
.�� 
5���$�����!������
����?��������	� 
5�$����������������� +5�,$� ������$ ������
$ ������� ��$1�$����
"��$�����
��������� +5�,$� �0�	/����5 �	���� �%&����� ,	/������0���l1�'� ������� 4 !"�0����+5�Z	Z	��
��!�'"# ��,	/������,�������$# �� (���� ?����, 2548) ,	/��$1�$����
"��$��������������$��
���!�$��Z	���	��	�5 
5�$��#����7����!$�����/�	���"+��
"�7����!�$	�����" ,	/$�����/�	���"�
����
�	��	�5
5�$���?�����
���
"����/�� (�?�� suprefact) ����$
��������=���s (�?�� Motilium M) ,��
����"+�$l���$�����/�
�����	��	�5$l�
"���C(����'�  ��7!�"1�$�	��	�51/�?��/�/��	������$��
�1��(����
� 4 !"���"�0�$���	���" 8-10 �57�� 1 "1/��#��5 14-22 �4������� ����0���
$ 50-150 $�
� ��!1/
�����-1
�#��+5� (��/��7�" �?����
�$	�", 2536) 5
"�
��-�������-���"$���1��(   ����
�#�"�	��	�5
�����l�# ��+5�$l1/�����-�0����	5�/�/��	���$�����/�	���"�	��	�54 !"$l1/����$�����!�Z	Z	��+5�    
 $���
.�����
�
	����"�)'�
���������0�����
$�����%�����+5��
������1$��% $&�
��"5��������!�$�!��#��"$
��=��$���$��$�� (feeding behavior) 5�	�;��#�"�	
""�� (energy 
homeostasis) $��$��$��+5� (feed intake) $����������0���
$�
� (body weight regulation) ���
���
�%�&E$�1 ����/$�����!��
���$��$��+5����
���,	/$��������5�	�;��#�"�	
""����!����/��1/
��"Z	����
�����!�	���"���
���$���1��(����
��'"# �� 	5�/�/��	�$���	���"�
�������
��	"+5� 1�- "
�C11��
����+5���#���'	$��% $&�,�5"$������� neuropeptides 10������$��!�$�!��#��"$
�$��$��+5�
,	/��5�	�	
""�����
��� (Baile and Della-Fera, 2009) ����� !"��!+5���$�����"�����,�5"Z	
�5��?
5���$��������$��$��+5��7� ��	�
������ 4 ���4������ (melanocortin 4 receptor; MC4R) 
Z	$��% $&��������7!���� MC4R ��$����	�!��,�	"	0�5
���� (mutation) ���0�,���"��! 298 ��!�0�

 

 

 

 

 

 



 

 

 

��� aspartic acid -'$��	�!������ asparagine 4 !"��"Z	�����$���$�����!�$��$��+5� ,	/���!��
���$��
�1��(����
� (Kim, Larsen, Short, Plastow and Rothschild, 2000; Kim, Reecy, Hsu, Anderson and 
Rothschild, 2004) 4 !"1/��l�+5������� MC4R ��������$��������$��$��+5� ,	/ single nucleotide 
polymorphism (SNP) ����� MC4R ��!�������$�!��#��"$
�	
$&)/��"�%�&E$�1 +5�,$� �������
#�"+#�
��
��	
" $��$��+5�  ,	/�
���$���1��(����
�����$� ������
���$��% $&� 
polymorphism #�"��� MC4R �����	0�5
�������0�,���"��! 1069 (G/C) ��Z	�$�!��#��"$
�+#�
��
�
�	
"��
� (Huang, Gao, Li, Ren, Chen and Xu, 2010) $��% $&�$���$�5 mutation �� 5n regulation 
region ,	/ coding region #�"��� MC4R ��+$���Z	��������	�$�	��#�"$���1��(����
�,	/
��);��4�$��+$� (Xuemei, Ning, Xuemei, Xingbo, Qingyong and Xiuli, 2006) ,	/�����"��
$��% $&���� MC4R �� Landes geese 4 !"��$��������/���$�!��$
� 2 single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) +5�,$� 1�
�+��� c.108G →A ,	/ 1�
�+��� c.627C →T 4 !"1�
�+����
�"��"��Z	���
��);��4�$ �?�� ��0���
$4�$ ������4l���$	��������$ ������4l���$	�����7��#� ,	/��0���
$���7!�"�� 
������� (Huang, Wang, He and Liu, 2010) �����+5������"��$��% $&�- "$���
.��$���?���� MC4R 
����������7!�"�����0���
�$���
5�	7�$�
������$� (marker-assisted selection) (Kim et al., 2006) 
��$1�$���+5������"��$��% $&�$���
"����/�� non-peptide antagonists #�"��� MC4R 
5��5	�"
��5����#��+�����$��7!������'$�� 4 !"����������-���!��
���$��$��+5�����' (Tucci et al., 2005) 
5
"�
����$��% $&���
�"���Z'���1
�1 "���������1��!1/�?���������"�)'�
����������
�	�,	/% $&�
	0�5
�����	�
�+�5�,	/	0�5
�$�5�/��
�#�"��� MC4R #�"�	��	�5 (Trichogaster pectoralis) (4 !"
1/�?��0���� TpMC4R) ,	/�0�$��% $&�Z	#�"$���0�������!#�"��� MC4R 
5�$����5 MC4R 
antagonist ��7!��
��
�"$���0�"��#�"��� TpMC4R ���$�����!��
���$��$��+5�#�"�	��	�5  

MC4R �� �����? �$� 
��� !"�� melanocortin receptor (MCRs) ��7� �� ��$��$?7 !�� ��  7-
transmembrane G-protein-coupled receptor 
5������?�$�
�"��5 5 �
� �7� MC1R, MC2R, MC3R, 
MC4R ,	/ MC5R 4 !" MCRs 1/�0�������!��$��������$���0�"��#�" melanocortin peptide 4 !" 
melanocortin peptide �0�������! �$�!��#��"$
�$������������"��l5��  (pigmentation), $������" 
steroid hormone (steroidogenesis), $��������"������������5, $����������5�	#�"�	
""��
(energy homeostasis), $��$��+5� (feed intake), $���0�������!�$�!��$
���% (sexual function) ,	/$��
������ exocrine glands (Cerda-Reverter, Ringholm, Schioth and Peter, 2003) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

2.2 ��//�������
��� (Melanocotin system) 
 Melanocortin system ��/$��+�5��� ��	�
������ (Melanocortin peptide) 4 !"������� 
agonist ��� melanocortin receptor, ��	�
���������4������ (Melanocortin receptors : MCRs) ,	/
��� endogenous melanocortin antagonists �7� Agouti signaling peptide (ASIP) ,	/ Agouti-related 
protein (AgRP) (Bertile and Raclot, 2006) 4 !"1/�#��+�1
�$
� MCRs +5� 
5� ASIP 1/1
�$
� MC1R 
��Z	���$��������10������l5��50� (eumelanin) ,	/��,5"/��	7�" (phaemelanin) ��#���7�
Z����
"���
����	���"	'$5����� (Rees, 2003) ,	/ AgRP 1
�$
� MC4R ��Z	�0�������!�$��$��+5���
�
�����$�/5'$�
��	
"�	��?��5 (Metz, Peters, and Flik, 2006; Lasaga, Debeljuk, Durand, Scimonelli 
and Caruso, 2008) 4 !" melanocortin system �
��1/�������$�!��#��"$
�$���0�������!$��������$��
����� (pigmentation), $������" steroid hormone (steroidogenesis), $��������"������������5, 
$����������5�	#�"�	
""�� (energy homeostasis), $��$��+5� (feed intake), $���0�������!�$�!��$
�
��% (sexual function) ,	/$�������� exocrine glands  
  

2.3 �������
��� (Melanocortin peptide) 
  Melanocortin peptide �7� neuromodulatory peptide -'$����"��1�$
������
�"����7� pro-

opiomelanocortin (POMC) 
5�Z���$�/���$�� posttranslation �0����Z	Z	������ melanocyte-
stimulating hormone (α-, β- ,	/ γ-MSH) ,	/ adrenocorticotropic hormone (ACTH) ���
�����
$�/5'$�
��	
" melanocortin peptide 1/-'$Z	����!����������",	/�/����/�������$	�"����
�	
$ melanocortin peptide ��$��,�5"��$���/����/���#�" arcuate nucleus #�"���"���� 
hypothalamus ,	/�/����/����� nucleus #�" salitary tract �� brain stem 4 !"1/�����	��- " 
paraventricular nucleus, lateral hypothalamus ,	/�������" 9 �����" �?�� amygdale, cortex, hip- 
pocampus, medulla, mesencephalon ,	/ spinal cord ,	/��$1�$����
"�����-��$��,�5"��$
����7����7!��7!� 9 5��� melanocortin peptide ��$�
�1/��/$��+�5��� 7 peptide �����	
$ (heptapeptide 
core) �7� Met4-Glu5-His6-Phe7-Arg8-Trp9-Gly10 ,���� γ-MSH ���0�,���" Gly10 1/-'$,����!5��� 
Asp9 4 !"���0�,���"��! 4-9 #�" α-MSH 1/������10��������$��1
�$
� MC1R 5
"�
����$ Glu5 -'$
,����!5��� Ala 1/+����Z	�0�������������-��$��1
� (affinity) $
����4������	5	" ,����7!���$��
,����! Met4, His6, Phe7, Arg8 ,	/ Trp9 5��� Aln 1/��Z	�0�������������-��$��1
� (affinity) $
�
���4������	5	" 4 !"1/��l�+5���� His6 ������10��������$��1
�$
�#�" peptide ,	/ MCRs ��$1�$��� 
peptide ���0�,���" 4, 7, 8 ,	/ 9 �������0��
(���$���$�5�A�$������/����" melanocortin peptide 
$
� MCRs ,	/��$��$��,����! Gly10 #�" α-MSH 5��� Asp ,	/ Pro12 ,��5��� Ala 1/��Z	�0�

 

 

 

 

 

 



 

 

 

������������-��$��1
�#�" peptide 	5	" (Sahm, Olivier, Branch, Moss and Pouton, 1994; 
Peng, Sahm, Doherty, Kinsman, Moss and Pouton, 1997) 
 

2.4 �������
����������
�� (Melanocortin receptors; MCRs)  
  Melanocortin receptors ��7�����$��$?7!���� 7-transmembrane G-protein-coupled receptor 1
5

��'���
�����$	��� G-protein-coupled receptor (GPCRs) �� rhodopsin family 
�������!��'���$	���
�����5���$
� 5 ?��5 +5�,$� MC1R, MC2R, MC3R, MC4R ,	/ MC5R 
5� MCRs 1/�0�������!����
�
��
� (receptor) #�"����
�� α, β ,	/ γ-melanocyte stimulation hormone (α, β, ,	/ γ- MSH) 
,	/����
�� ACTH 
5� MCRs ,��	/�
��0�������!��"���������,�$���"$
���$+�  
   ���
����	���"	'$5�����,	/���	�$�/5'$,#l"������(� ����� MCRs �
�"��5 5 subtype 4 !"
��� MCRs 1/+��������#�" intron ,	/������" 1 exon ����"+�$l����	���$	��� puffer fish �$����
���	� zebrafish (Danio rerio) ��!����� MC2R ,	/ MC5R ��!��/$��5��� 1 intron ,	/ 3 intron 
���	0�5
� 4 !" MCRs #�"�	���$	��� puffer fish 1/���
�"��5 4 subtype 4 !"��/$��+�5��� MC1R, 
MC2R, MC4R ,	/ MC5R ���	� zebrafish �� MCRs �
�"��5 5 subtype ��/$��5��� MC1R, 
MC2R, MC4R, MC5Ra ,	/ MC5Rb (Logan, Bryson-Richardson, Taylor, Currie and Jackson, 2003)  

  Melanocortin 1 receptor (MC1R) ���� receptor 4 !"-'$
�	���1�$ melanoma cells �����-
1
� α-MSH +5�����"�� affinity �'"��!��5��7!������$
� MCRs �
��7!� 9 ��7���1����$ MC1R ��� α-MSH 
receptor ��� MC1R 1/�0�������!��$��������$������� ,	/1/��$��,�5"��$�� melanocytes ��!
Z����
" ,��+����$�����1�����4		�;'������$
��
�+5�,$� neutrophils, monocytes, dendritic cells, 
endothelial cells ,	/ B lymphocytes ��$1�$����
"���1+������ glioma cells, astrocytes ,	/��
$�����1������"�	l$�������/����/���#�" periaqueductal gray (Metz et al., 2006) ���
���
�	���"	'$5����� MC1R 1/�����-1
�$
� ACTH +5�����"�� affinity ���$	�"�����
�� ,���0���
� MC1R
#�"�	� fugu (Takifugu rubripes) (Klovins et al., 2004) ,	/�	� tilapia (Oreochromis mossambicus) 
�����-1
�$
� ACTH +5�����"�� affinity �'"��!��5 (Van der Salm, Metz, Wendelaar Bonga and Flik, 
2005)  

  Melanocortin 2 receptor (MC2R) ���� receptor ��!����������/�1�/1"�0���
� ACTH �� 
adrenal cortex ��7���1����$ MC2R ��� ACTH receptor MC2R ��Z	���$��$�/����$���	
!"#�" 
adrenal steroid ���
����	���"	'$5�������� MC2R 1/��$��,�5"��$�������) adrenal gland ����
�	
$ ,	/�����-���� adipocyte (Metz et al., 2006) ���	� fugu ��� MC2R 1/��$��,�5"��$
�������)���"�������" 9 ,	/��+������� (head kidney) (Klovins et al., 2004) ,	/�0���
���

 

 

 

 

 

 



 

 

 

�	� carp ��� MC2R 1/��$��,�5"��$�������)+������� (head kidney) ���/5
��'" ,	/��$��
,�5"��$������ (spleen) ���/5
��!0� (Metz, Geven, vanden Burg and Flik, 2005) 

  Melanocortin 3 receptor (MC3R) ���� receptor #�" γ-MSH ��� MC3R 1/��$��,�5"��$
�����"����"�	l$���� +5�,$������) hypothalamus, septum, hippocampus, olfactory cortex, thalamus, 
,	/ amygdala ��$1�$������ MC3R ��$��,�5"��$���
��1, adrenal cortex, placental tissue ,	/
�/����"�5������� +5�,$� $�/���/�����, �0�+���	l$���� duodenum ,	/�
����� 4 !"��� MC3R ��
�����
��
������$����������5�	#�"�	
""�� ,	/��������!���$��������$��$��+5� (Metz et al., 
2006) 
       Melanocortin 4 receptor (MC4R) ���� receptor �0���
� β-MSH ��7���1����$��� β-MSH 
receptor ,��1�$���"��$��% $&�#�" Metz et al. (2006) ��7!���1��)�- "����A�$����� (affinity) $��1
�
$
�#�" ligand ,	/ receptor ����� α-MSH ���� natural ligand �0���
� MC4R ��$$��� β-MSH 
,���0���
����
����	���"	'$5�����,	/���	� spiny dogfish (Squalus acanthias) MC4R 1/�����-
1
� β-MSH +5�����"�� affinity �'"��!��5��7!������$
� melanocortin peptide �
��7!� 9 (Ringholm et al., 
2003) ����"+�$l������	� fugu ,	/ �	� rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) MC4R 1/�����-1
� 
α-MSH ,	/β-MSH +5�����"�� affinity �'"��$$������
����	���"	'$5����� (Klovins et al., 2004; 
Haitina et al., 2004) 4 !"
5��
!�+� MC4R 1/�����-1
�$
� α-MSH, β-MSH, ACTH +5�5�$��� γ-
MSH ���  MC4R ��$��,�5"��$��! ��� ��)���"�����	
$  +5� ,$�  ���"�� ��  telencephalon, 
metencephalon, mesencephalon ,	/ diencephalon 4 !"��� MC4R 1/�������0��
(���$�������� 
neuroendocrine, erectile activity, $����������5�	#�"�	
""�� ,	/$��$��+5�  

  Melanocortin 5 receptor (MC5R) ���
����	���"	'$5����� MC5R �����-1
� α-MSH, β-
MSH ,	/ ACTH +5�����"�� affinity �'" (Haitina et al., 2004) �?���5���$
����	� zebrafish ,	/ 
�	� goldfish (Carassius auratus) (Ringholm et al., 2002; Cerda-Reverter et al., 2003) �������	� 
cyprinid ,	/�	� zebrafish (Ringholm et al., 2002) 1/�� MC5R 2 form �7� MC5Ra ,	/MC5Rb 
��� MC5R ���
��� �	���"	'$5�������$��,�5"��$�����"���� cortex, striatum, cerebellum, 
pituitary gland ,	/�����-��+5�����7����7!����" 9, Z����
", $	�����7��, adrenocortical zona 
glomerulosa, thymus, leukocytes, ��5, ����, �
"+#� ,	/�
)*/ 4 !"���
����	���"	'$5�������� MC5R  ��
�����0��
(��$�������� exocrine glands �?�� harderian gland, preputal gland, lacrimal gland 
,	/ sebaceous gland (Metz et al., 2006) 
  4 !"1/��l�+5������� MCRs ,��	/�
��
���������������!��$���0�"����!,�$���"$
���� MCRs 
2 �
� ��!�������0��
(���$��������$��$��+5� �7���� MC3R ,	/��� MC4R $��% $&���1
���"5���

 

 

 

 

 

 



 

 

 

���
�
	��$��Z	���
���1 "����������1$
���� MC4R ����/�����"����1
������������!�0��
(
�$�!��#��"$
��
���$��$��+5� (feed intake) ,	/$����������5�	#�"�	
""�� (energy homeostasis) 
����$� (Barb, Robertson, Barrett, Kraeling and Houseknecht, 2004), ��' (Kask et al., 1998), �$ ring 
drove (Strader, Schioth and Buntin, 2003) ,	/ �	� Brafin flounder (Verasper moseri) (Kobayashi, 
Tsuchiya, Yamanome, Schioth, Kawauchi and Takahasi, 2008) ,	/+5������"��$��% $&���"5���  
�)'�
���%�����#�"��� MC4R ���
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 
5�����/���
����	���",	/�
���
��!�����������0��
(��"�%�&E$�1 ,�5"5
"����"��! 2.2 
 
�����#�) 2.2 �������#�"
����� MC4R ���
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 
 

GenBank accession no. 2���
,��� !9�������
����� 
EF 080880 
NM_013099 
NM_174110 
EU 622853 
DQ 084210 
AB 021664 
AY 545057 
AY 16850 
AY 161856 
AY534915 
AJ 534337 

�� (Human) 
��' (Rat) 
�
� (Cattle) 
,$/ (Sheep) 
���
# (Dog) 
��$� (Pig) 

+$� (Chicken) 
�	����	�� (Zebrafish) 

�	�6�$� (Fugu) 
�	������ (Trout) 

�	���" (Goldfish) 

332 
332 
332 
332 
332 
332 
331 
326 
322 
339 
326 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

2.5 Melanocortin 4 receptor (MC4R)  
 2.5.1 ����
�����
� MC4R 

  
��"����"#�" MC4R ��/$��5�������#�" N-terminal domains, cysteines residues, 
C-terminal domain, N-link glycosilation sites, transmembrane domain (TM) 7 domain, protein kinase 
C of phosphorylation site, PMY motif, DRY motif ,	/ DPIIY (NPXXY) motif  4 !"�����) N-terminal 
domain +���������0��
(���$��1
�,	/$���0��A�$�����#�" MCR $
� MSH (Srinivasan et al., 2004) 
��� MC4R ���
�����$�/5'$�
��	
"������(�1/�� N-linked glycosylation site ,	/ protein kinase 
C of phosphorylation site ��'����0�,���"�5���$
� 
5��0�,���"#�" phosphorylation ��!��'��������) 
intracellular loop (ICL) ��! 2 1/�������0��
(���$��$0���5$��1
�#�" G-protein 4 !"�������$�!��#��"
���$���������/5
�#�"�A�$����� (Shinyama, Masuzaki, Fang and Flier, 2003) TM domain 1/��
�����0��
(���$��1
�,	/$���0��A�$�����#�" MC4R (Lagerstrom et al., 2003; Oosterom et al., 
1999) ��� MC4R ����, +$�, �	� Brafin flounder, �	� Saebass (Dicentrarchus labrax), �	� Fugu ,
�	� Rainbow trout, �	� Goldfish ,	/�	� Zebrafish �� cysteine 15 residues (Tan et al., 2009; 
Takeuchi and Takahashi, 1998; Kobayashi et al., 2008; Sanchez et al., 2009; Klovins et al., 2004a; 
Haitina et al., 2004; Cerda-Reverter et al., 2003a; Ringholm et al., 2002) 4 !" cysteine residues ��
�����0��
(���
��"����"�����;'����$������"�
��/+54
	+65� (disulphide bond) ��7!��?7!��
�"
�/����" extracellular loop (ECL) ��,��	/�0�,���" (Tarnow, Schoneberg, Krude, Gruters, and 
Biebermann, 2003) ��$1�$��� PMY motif, DRY motif ,	/ DPIIY (NPXXY) motif #�"��� MC4R 
���
�����$�/5'$�
��	
"������(�1/��������"$
��'" DRY motift �����-���� GPCRs #�"
�
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 4 !" DRY motift �������0��
(���$���
$&��;���'����"#�" MCR 
��7!���'����;��/��!+�������-1
� ligand +5� (Schioth, Haitina, Fridmanis and Klovins, 2005) 

 �0�,���"#�"$�5�/��
���
��"����"#�"
����� MC4R �������0��
(��$��1
�$
�
�/����" MSH peptide ,	/ MC4R 4 !"
��"����"
����� MC4R #�"�� �� acidic residues �7� Asp 
���0�,���" 122 ,	/ 126 (4 !"��'��� transmembrane domain ��! 3) ,	/ basic residues �7� His ��
�0�,���" 264 (��'��� transmembrane domain ��! 4) $�5�/��
��
�"��"�0�,���"�����"����/$����!��
�����0��
(���$��1
�$
� ligand ����  Glu100, Met200, Trp258 ,	/ Phe261 ����$�5�/��
���!��
�����0��
(���$��1
�$
� α-MSH ,	/��$1�$��� Ser127, Tyr187, Ala192 ,	/ Phe267 $l������?�����
$��1
�$
� ligand (Lee et al., 2001) 4 ! "
����� MC4R #�"�	� brafin flounder, �	� saebass, �	� 
fugu, �	� rainbow trout, �	� goldfish, �	� zebrafish ,	/ �	� spiny dogfish ���"$l��$�5�/��
�
5
"$	���,���0�,���"#�"$�5�/��
�1/+����"$
� (Kobayashi et al., 2008; Sanchez et al., 2009; 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Klovins et al., 2004; Haitina et al., 2004; Cerda-Reverter et al., 2003; Ringholm et al., 2002; Ringholm 
et al., 2003) 4 !"
����� MC4R #�"�	�1/��$��,����!$�5�/��
� Ala192 ,	/ Phe267 5���$�5      
�/��
�?��5�7!� 9 ����"+�$l�����$��1
�#�" MC4R 1/�����-1
�$
� cyclic peptide +5�5�$��� 
non cyclic peptide ��7!�"1�$ cyclic peptide �� affinity ���$��1
�$
� MC4R ��!�'"$��� 4 !"
����� 
MC4R #�"����$�5�/��
� Try268 1/�0���� MC4R #�5���������-��$��1
�$
� non cyclic 
peptide ��7!���$��,����! Try268 5��� Ile 1/��Z	�0�������!����������-#�" MC4R ���$��1
�$
� γ-
MSH 4 !"���� non cyclic peptide (Adan and Gispen, 2000) 
����� MC4R #�"�	���$��,����! 
Try268 5��� Met 4 !"��Z	�0���� MC4R �� affinity ���$��1
�$
� α-MSH ��!�'"$������
����	���"	'$5���
�� 

 
 2.5.2 ���	
��

��
� MC4R 

  ���
����	���"	'$5�����,	/�
�����$�/5'$�
��	
"������(���$��,�5"��$#�"��� 
MC4R ��!�����)���"�����	
$ +5�,$� ���"���� telencephalon, metencephalon, mesencephalon 
,	/ diencephalon ��$1�$������ MC4R ��$��,�5"��$����
��/���" 9 �?�� ��+$���$��,�5"��$
#�"��� MC4R ��+�, ����, $	�����7��, �
"+#� ,	/�
)*/ ,	/���	�?��5���" 9 �?�� �	� brafin 
flounder ��$��,�5"��$#�"��� MC4R ���
�, �
"+#� ,	/�
)*/ �	� seabass ��$��,�5"��$#�"
��� MC4R ���
�, $	�����7�� ,	/�
)*/ �	� fugu ��$��,�5"��$#�"��� MC4R ��+�������
,	/$�/���/����� �	� rainbow trout ��$��,�5"��$#�"��� MC4R ��+������� �	� goldfish 
��$��,�5"��$#�"��� MC4R ����"7�$, ���� ,	/�
"+#� �	� zebrafish ��$��,�5"��$#�"��� 
MC4R ���/����"�5�������,	/�
"+#� ,	/���	� lamprey ��$��,�5"��$#�"��� MC4R ��
�
� ,	/$	�����7�� 4 !"1/��l�+5�����	�?��5���" 9 ��$��,�5"��$#�"��� MC4R ��!,�$���"$
� (5
"
,�5"������"��!  5.1) (Takeuchi and Takahashi, 1998; Kobayashi et al., 2008; Sanchez et al.,2009; 
Klovins et al., 2004; Haitina et al., 2004; Cerda-Reverter et al., 2003; Ringholm et al., 2002; Haitina et 
al., 2004)  

 

2.6 /#/�#�
� MC4R  
  2.6.1 /#/�#�
� MC4R ��
��//
@/",�$3� 

      ����'�$����!��$����5 ACTH ,	/ α-MSH �#��+�1/��Z	�0�����$�5$��,#l"�
�#�"
��
��/��% (Argiolas, Melis, Murgia and Schioth, 2000) ,	/��7!���$����5 selective MC4R agonist 
1/��Z	�0�����$�5$�����!��A�$�����$��,#l"�
�#�"��
��/�7��
����#�"��'��%Z'� ,	/���
���$������

 

 

 

 

 

 



 

 

 

��%��$���!�# �� ��'��!��$�� knock out ��� MC4R 1/����$��Z�5�$���$�!��$
��=��$�����"��% ,	/
��
��/�7��
����#�"��'��%Z'�1/��$��,#l"�
���!Z�5�$�� (Van der Ploeg et al., 2002) 5
"�
����� MC4R 
1 "��������!�0��
(��$��������$��,#l"�
�#�"��
��/�7��
�����%Z'� 

 
 2.6.2 /#/�#�
� MC4R ��
�������� � 

     $���0�"��#�" POMC ,	/ MC4R 1/��Z	���$���������A�$�����#�" hypothalamic 
pituitary adrenal axis (HPA axis) 4 !"���;��/�$�� POMC 1/-'$�
"����/���	
$�����"�����)
arcuate nucleus ,	/-'$��"���+�1
�$
� MC4R �����"�����) paraventricular nucleus (PVN) 4 !"
1/$�/��������$�5$���
"���/�� corticotrophin releasing factor (CRF) ,	/ arginine vasopressin system 
(AVP) ��!��'��� pavocellular #�"���"�����) PVN ,	/�	
!"��$��1
�$
� CRF1 receptor ,	/ V1b 
receptor ��!��'��� anterior pituitary gland ���1�$�
��1/�$�5$��$�/������� POMC �
"����/�� ACTH 
,	/�	
!"��� ACTH ��$��1�$ corticotrophs ��!��'� �� anterior pituitary gland 4 ! "-'$��"+��
" 
adrenal gland ,	/��$���	
!"��� glucocorticoid ��$����7!�+�1
�$
� glucocorticoid receptor (GR) 
,	/��7!��$�5�;��/���������51/��Z	�0�����$�5$���
"����/�� mRNA #�"��� POMC ,	/ mRNA 
#�"��� MC4R �������) arcuate nucleus ���!�# �� ,	/1�$$�/���$���
"����/�� mRNA #�"
��� POMC ,	/ mRNA #�"��� MC4R ��! ���!�# ��1 "��Z	���$��$�/����$���
"����/�� mRNA     
#�"��� CRF ,	/ mRNA #�"��� AVP ���!�# �� ��$���	
! "��� ACTH ���!�# �� ,	/������
�� 
glucocorticoid ���!�# ��5����?��$
� (Chaki and Okuyama, 2005) ,	/��7!���$����5 MC4R antagonist 
�#�������"#�"��' �������'��!��$����5 MC4R antagonist 1/����$��$�/��$�/���,	/$�������
	5	"��7!������������$
���'��!+����$����5 

 
 2.6.3 /#/�#�
� MC4R ��
�����/�3�
��3��
�"�,���� 

  $����������5�	#�"�	
""���� 2 ,�� �7� ,�� positive energy balance ,	/,�� 
negative energy balance 4 !"$����������5�	#�"�	
""��,�� positive energy balance ���;��/
�$��1/��$�����!�$���?��	
""�� (energy expenditure) ,	/	5$��$��+5� 4 !"����Z	1�$$����! α-
MSH 1
�$
� MC4R �0������$���
��
�"$��$��+5� ,	/1/��$���?��	
""�����!�# �� ��$���;��/��!��
$������!���0�5����������!��+#�
��'" 1/��Z	�0������$�����!���0���
$#�" adipose tissue 4 !"1/��Z	
�0�����/5
� leptin ���	��������!�# �� ��Z	�0�������/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� POMC 
���!�# �� (��7!�"1�$ leptin 1/�����
���"�
((�)+���!���"�����) arcuate nucleus ��7!�$�/���� POMC 
��$���
"����/�� α-MSH) ,	/ AgRP �������) arcuate nucleus #�"���"���� hypothalamus ��

 

 

 

 

 

 



 

 

 

�/5
�$��,�5"��$#�" mRNA ��� AgRP 	5	" ,	/ MC4R �������) ventromedial #�"���"
���� hypothalamus ��10������$��1
�$
� ligand ����	" $����������5�	#�"�	
""��,�� 
negative energy balance ���;��/�$��1/��$�����!�$��$��+5�,	/	5$���?��	
""�� 4 !"����Z	1�$
$�� AgRP +�1
�$
� MC4R 4 !"��Z	�0�����$�5$��$�/����$��$��+5�1 "�0������$���?��	
""��
����	" 4 !"���;��/��!+5��
����������"10�$
51/��$��	5$��$��,	/��$�����!�$���?��	
""�� 4 !"
����Z	1�$$���Z�Z	�(+#�
�1�$ adipose tissue �0�����/5
� leptin ���	�����	5	" ��#)/�5���$
�
�/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� AgRP ���!�# �� ,	/ POMC �������) arcuate nucleus #�"
���"���� hypothalamus 1/���/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� POMC 	5	"�0������$��
�
"����/�� α-MSH 	5	"5��� ,	/ MC4R �����"���� hypothalamic nuclei 1/��10������!���!�# �� 
(Schwartz, Woods, Porte, Jr, Seeley and Baskin, 2000; Adan and Kas, 2003) 5
",�5"��;����! 2.2 1/
��l�+5������7!���$��+5��
����������"10�$
5��7���$���5�����1/��Z	���$����	�!��,�	"������	�4 �
�����"$�� 4 !"��Z	����"��"��7���"�������$���0�"��#�"���"$�����$�/���$���	��+$	
��1� 
$���
"����/��$	'
�� ,	/$���	��+#�
� ,	/1�$$�/���$��$����	�!��,�	"#�"������	�4 �
������ !"1/-'$������
5�$���0�"������$
��/����"��� leptin ,	/$����"�
((�)#�" melanocortin 
system (Bertile and Raclot, 2006) leptin 1/-'$Z	����1�$ adipose tissue �����	
$ 4 !"��������!��
$���
$&���5�	#�"�	
""��4 !"��Z	���$��������$��,�5"��$#�"��� �?�� ��� POMC ���/��
��/��� (Schartz et al., 1997) ,	/��� MC4R (Dridi, Swennen, Decuypere, and Buyse, 2005) 

  1�$$��% $&�#�" Balthasar et al. (2005) ��7!���$���
��
�"$���0�"��#�" MC4R 
5�
$�� knockdown ��� MC4R ����' �������'��!-'$ knockdown ��� MC4R ��$��$��+5���!���!�# �� ,	/
����0���
$+#�
����!�# ����7!������������$
���'�$�� (wild type) ��7!�"1�$��$��	5$���0�"��#�"��� 
MC4R $l1/��Z	���$�����!�$��$��+5�1 "�0������$���?��	
""������	"1 "�0�����$�5$���/����7����7!�
#�"+#�
� ,	/��$��% $&�Z	#�"$����5���$�/����$���0�"��#�" MC4R (MC4R agonist �?�� 
MTII) ����' knockdown ��� MC4R ,	/��'�$�� 4 !" agonist MC4R MTII ��������
"����/�� 
MSH analogs 
5�1/�#��1
�$
� MC4R 1 "�0�����$�5$���
��
�"$��$��+5� 4 !"�������'�$�� (wild 
type) ��$��$��+5���!	5	",	/��$���?���$4��1� (oxygen consumption) ���!�# �� ��7!������������$
�
��' knockdown ��� MC4R ��7!�"1�$����'�$���
����$���0�"��#�" MC4R ��!�����$��1 "�0�����$�5
$���
��
�"$��$��+5� ,	/��7!���'��$��$�����������	"1 "��$���0�+#�
���!�/�����Z��	�(����
�	
""���0���
�$��50��"?���� 4 !"����'�$����!��$���?���$4��1���!��$# ��$l1/��"��$- "$���Z�
�	�(+#�
����?� 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
 
<�"#�) 2.2 �/�� melanocortin �����"���$���
$&���5�	�	
""�� ��7!���$��$���������!��+#�
��'" 

 (A) ,	/��7!���$��$�����������"10�$
5 (B) 
��!�� : Adan and Kas (2003) 

B 
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2.6.4 /#/�#�
� MC4R ��
�����/�3������� 
  ��$��������$��$��+5� �$�51�$$����! POMC ��!��'������"�����) arcuate nucleus 

(ARC) �0�$���
"����/�� α-MSH ,	���	
!"��$�� 4 !" α-MSH 1/-'$��"����!���"�����) 
paraventricular nucleus (PVN) ,	/ dorsomedial hypothalamus (DMH) ��7!���1
�$
� MC4R 4 !"1/
��Z	�0�����$�5$���
��
�"$��$��+5� (Irani and Haskell-Luevano, 2005) ���� AgRP $l-'$�	
!"��1�$
���"�����) ARC ��7!��#����1
� MC4R 4 !"��Z	�0�����$�5$��$�/����$��$��+5����
��� ��7!� α-MSH 
��1
�$
� MC4R 1/��$����"�
((�)��$�/����������+4�� adenylyl cyclase �����$�����!� cyclic 
adenosine monophosphate production (cAMP) ;�����4		� 4 !" cAMP 1/+�$�/������� protein 
kinase A (PKA) �0�"�� 
5� PKA 1/���"$���$�5�A�$�����$��������'�6���6� (phosphorylation) 
#�" gene regulartory protein ��$���0�"��5
"$	���1/��Z	�0�����$�5$���
��
�"$��$��+5� ,	/
����"��"$
�#�����7!� AgRP �#����1
� MC4R  1/����!���0���� MC4R ��$����	�!��
��"����" 4 !"
1/�0�����$�5$���0�"��#�"���+4�� phosphodiesterase ,	/�0������$��	5�/5
� cAMP ;����
�4		� 1 "��Z	�0����	5$���0�"��#�" PKA ��$�����"$���$�5�A�$�����$��������'�6���6� 
(phosphorylation) #�" gene regulartory protein ��$���0�"��5
"$	���1/��Z	�0�������!�$��$��+5� 
(Sanchez et al., 2009) 5
",�5"��;����! 2.3  

�������)���"���� hypothalamus ��$��,�5"��$#�"��� MC4R, AgRP, Cocaine-and 

amphetamine-regulated transcript (CART), Leptin receptor (LR), Melanin concentrating hormone 

(MCH), Neuropeptide Y (NPY), Orexin ,	/ POMC 4 !"���C11��
�+5������"��$��% $&��'�,��
#�"$��,�5"��$#�"��� neuropeptide �����"���� hypothalamus 4 !"���������!�������$�!��#��"
$
�$���������"1�?������!�$�5# ������?��" 9 ?��"	/ 24 ?
!�
�" (circadian rhythm) ,	/�������$�!��   
#��"$
��;��/#�"$��+5��
������+5�,$� ��� AgRP, CART, LR, MCH, NPY, Orexin ,	/ POMC 
(Saper, Lu, Chou, and Gooley, 2005; Stutz, Staszkiewicz and Ptitsyn, 2007) 4 !"$��% $&��$�!��$
�
$��,�5"��$#�"��� MC4R ��?��"�"���#�"$��$������
��
"��$��% $&���'����� 

$��% $&�$��,�5"��$#�"��� MC4R ���;��/$���5�������7�$��+5��
����������"
10�$
5 1�$���"��$��% $&�����'��!��$��������������"10�$
5��7�$����������+������"���������
���"$�����/�/��	� 10 �
� �������'����0���
$#�" epididymal 	5	", ���/5
� leptin ���	�����	5
	" �����"�����) acuate nucleus ���/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� α-MSH 	5	" ,	/��
Z	�0�������!�10���� MC4R ��$��1
�$
� ligand �������) ventromedial #�"���"���� hypothalamus 
(���!��7����!��$����! MC4R 1/�����-1
�$
� ligand �7!� 9) ,	/��7!���'+5��
������10������$��7�
�������!+#�
��'"�����/�/ 10 �
� $l1/��Z	�0�����/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� α-MSH 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

���!�# �� ,	/��Z	�0����	510���� MC4R ��$��1
�$
� ligand �������) ventromedial #�"���"
���� hypothalamus (Harrold, Widdowson and Williams, 1999) 1�$���"��#�" Kas, Dijk, Scheurink 
and Adan (2003) �0�$��% $&�����'�;��/$��+5��
����������"10�$
5 �����1�$$���0� In situ 
hybridization �����"�������" 9 #�"��' ���"�������) acuate nucleus ���/5
�$��,�5"��$
#�" mRNA #�"��� α-MSH 	5	" ,	/�������) ventromedial #�"���"���� hypothalamus ��
$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� MC4R ���!�# �� $��% $&�#�" Higgins et al. (2010) ��!+5���
$��% $&�Z	$��,�5"��$#�"��� MC4R ��+$���!��'����;��/$���5����� 4 !"�������$��
,�5"��$#�"��� MC4R ���!�# ����7!���?��"��	�$���5�������!���!�# ��- " 48 ?
!�
�" �������	� 
brafin flounder ���;��/$���5�����+����Z	���$��,�5"��$#�"��� MC4R �����" ,����Z	
���$�����!�$��,�5"��$#�"��� MC4R ���
� (Kobayashi et el., 2008) 4 !"#���'	�$�!��$
�$��
,�5"��$#�"��� MC4R ��!�������
��
���$
��;��/#�"$��+5��
������ $���
$&���5�	#�"
�	
""�� ,	/$��,�5"��$#�"��� MC4R ��?��"�"���#�"$��$������
��
"��$��% $&���'����� 
5
"�
��1 "�����$��% $&�$��,�5"��$#�"��� MC4R ��!�������
��
���$
��;��/#�"$��+5��
�
����� ,	/$���
$&���5�	#�"�	
""�����+� 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
 
<�"#�) 2.3 $���0�"��#�" MC4R ���$��������$��$��+5� 
  

Paraventricular nucleus 

and 

Dorsomedial hypothalamus 

Arcuate nucleus 

 
 

POMC 
 AgRP 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

2.7 ��� ,/ ,%����#9�����
� �� MC4R ��
�����/�3���������� 
  ��7!���$���
��
�"$���0�"��#�" MC4R 
5�����
"����/�� melanocyte stimulating hormone 

(MSH) analogs 4 !"1/��$��+�#
5#��"$���#��1
�$
��/����" α-MSH ,	/ MC4R 1 "��Z	�0�����$�5
$��$�/����$��$��+5� (Kawauchi and Baker, 2004) ����
"����/�� MSH analogs ��7� MC4R 
antagonists 4 !"+5�,$� SHU9119, HS014 ,	/ HS024 1/�0�������!��$���#��+�,��"$��1
�#�" α-
MSH ��� MC4R 4 !" MC4R antagonist �� 2 ,�� �7�,�� nonselective antagonist (SHU9119) 4 !"
1/��/$��+�5���$�5�/��
���!�������0��
(���$��1
�$
� MC3R ,	/ MC4R �0����	
$&)/$��
1
�1 "����,��+��10����/�1�/1" 4 !"������$ SHU9119 1/-'$�0����?���7!����"$��% $&�$���0�
������!#�" MC3R ,	/ MC4R ,�� selective antagonist (HS131, HS014, HS024) ��/$��+�
5���$�5�/��
���!�������0��
(���$��1
�$
� MC4R �0����	
$&)/$��1
�1 "����,��10����/
�1�/1"��� MC4R ,������"+�$l��� HS024 1/�����������-��$��1
�$
� receptor +5��'"$��� 
(high affinity) HS131 ,	/ HS014 (Kask et al., 1998) (5
"����"��! 2.3)   
 
�����#�) 2.3 $�����������������
"����/�� α-MSH, MC4R antagonists (SH9119, HS131,  
   HS014, HS024) ,	/ MC4R agonist (MTII)  
 

�9�	'����
����
����� ���
����� 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

α-MSH Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro Val   
MTII    Nle Asp His D-Phe Arg Trp Lys      

SHU9119 
HS131 

   Nle 
 

Asp 

Cry 

His 
Gly 

D-Nal 
D-Nal 

Arg 
Arg 

Trp 
Trp 

Lys 

Cry 

     

HS014    Cys Glu His D-Nal Arg Trp Gly Cys Pro pro Lys Asp 
HS024   Cys Nle Arg His D-Nal Arg Trp Gly Cys     

�������� : Nle = Norleucine, D-Nal = b-(2-naphthyl)-D-alanine,  
�
��
$&���!#�5�������,	/�����
���� = $�5�/��
���!���� cyclic peptide  

��!�� : Kask et al. (1998) 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

  1�$$��% $&�#�" Cerda-Reverter et al. (2003) ���	� goldfish ��7!���$����5 MC4R antagonist 
(HS024) �#����"���" cerebroventricular injection (ICV) ��!�/5
� 0.8, 1.6 ,	/ 3.2 nmol �����
��?��"�/�/��	� 4 ?
!�
�"�	
"1�$$����5��!�/5
� 1.6 ,	/ 3.2 nmol �	� goldfish ��$��$��+5�
�/�����!�# ����7!������������$
��	� goldfish ��!��55��� saline ,��$����5 HS024 ���/5
����" 9 
+����Z	,�$���"����"���
��0��
( $��% $&����	� rainbow trout ��!�/5
�$����5 HS024 3.0 nmol ��
�/5
�$��$����$��!��5 ,��+����Z	,�$���"1�$$����5��!�/5
� 0.3 nmol ,	/ 1.0 nmol  ,	/��7!���5 
SHU9119 ��!�/5
� 0.3, 1.0 ,	/ 3.0 nmol +����Z	���$�����!�$��$��+5� ��7!������������$
�$	���
������ 4 !"1�$$����! HS024 ����/�����;�����$�����!�$��$��+5���$$��� SHU9119 ����/ HS024 
�����������-��$��1
�$
� MC4R #�"�	� rainbow trout +5��'" (high affinity) $��� SHU9119 
(Schjolden, Schioth, Larhammar, Winbreg, Larson, 2008) 4 !"��$��% $&������$���0�"��#�"
��� MC4R ���$��������$��$��+5�#�"�	��
"��$��% $&����� 5
"�
��1 "����#��"��#��10�$
5��$��
���/5
�#�"$����5 MC4R antagonist ��!1/��5��7!��
��
�"$���0�"��#�"��� MC4R ���	�+5�  
5
"�
��1 "+5��0�$���������/5
�#�"$����5 MC4R antagonist ���
���?��5�7!� 9 ��7!�����#���'	
��/$����$�����/5
���!����/����$���0�+�% $&��5	�"���	��	�5 (5
",�5"������"��! 
2.4) ,	/��$1�$��������"��$��% $&�#�"Z	#�"$���
��
�"$���0�"��#�" MC4R ���/�/�����
��' 
5���$����5 HS014 ��!�/5
� 1 nmol �����/�/��	� 6 �
� �
�	/ 2 ��
�" �������'��!-'$��55��� 
HS014 ��$��$��$��+5���!���!��
�",�����
���! 1-6 ,	/����0���
$�
���!���!�# �����
���! 4-6 ��7!���$�����5
��5 HS014 ��'1/��$��$��+5�	5	" (Kask, Pahkla, Lrs, Rago, Wikberg and Schioth, 1999) ,	/��
���"��$��% $&�#�" Jonsson, Skarphedinsson, Skuladottir, Watanobe and Schioth, (2002) ����' 
��7!���$����5 HS024 ��!�/5
� 0.1 nmol ���?
!�
�" 
5���5��" ICV ������	
"1�$$����5�	�5
�/�/��	� 4 �
�5��� ��'��!+5��
�$����5 HS024 ��$�����!�$��$��+5�,	/����0���
$�
����!�# �� 
 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

�����#�) 2.4 Z	#�" MC4R antagonist ���$��$��+5����
��� 
 

2��� Antagonist ���,/ 
('���  / g 
BW) 

��$���� �� ����� 
('�,�!��
���a��) 

�����#��
� #�)�� 

Goldfish HS024 0.8 nmol 
1.6 nmol 
3.2 nmol 

ICV 4 ?
!�
�" ��!�/5
�$����5 1.6 ,	/ 3.2 nmol �	����/5
�$��$����$$�����$	���
������ ,��+��������,�$���"1�$�/5
� 0.8 nmol ����"���
��0��
( 

Cerda-Reverter 
et al. (2003) 

HS024 0.3 nmol 
1.0 nmol 
3.0 nmol 

ICV 1 ?
!�
�" 
 

��!�/5
�$����5 3.0 nmol �	����/5
�$��$����$��!��5 ,��$����5 
HS024 ���/5
����" 9+��������,�$���"1�$����"���
��0��
(  

Rainbow 
trout 

SHU9119 0.3 nmol 
1.0 nmol 
3.0 nmol 

ICV 1 ?
!�
�" 
 

+����Z	���$��$��+5� ��7!������������$
�$	��������� 

Schjolden et al. 
(2008) 

�������� : BW =body weight, ICV = Intracerebroventricular injection (��5�#�������"���� cerebroventricular)  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

�����#�) 2.4 Z	#�" MC4R antagonist ���$��$��+5����
��� (���) 
 

2��� Antagonist ���,/ 
('���  /g BW) 

��$���� �� ����� 
('�,�!�����a��) 

�����#��
� #�)�� 

AgRP 1 nmol ICV 10-12 ?
!�
�" ��Z	���$�����!�$��$��+5�  
4 ?
!�
�" ��$�/5
�$����5 HS014 ��Z	���$�����!�$��$��+5� 

��7!������������$
�$	��������� 
HS014 0.02 nmol 

0.2 nmol 
2.0 nmol 

ICV 

8 ?
!�
�" ��!�/5
�$����5 HS014 2.0 nmol ��Z	���$�����!�
�/5
�$��$��+5� 

Ring dove  
(Columba 

palumbus) 

SHU9119 0.02 nmol 
0.2 nmol 
2.0 nmol 

ICV 8-24 ?
!�
�" 
 

��$�/5
�$����5 HS014 ��Z	���$�����!�$��$��+5� 
��7!������������$
�$	��������� 

Strader et al. 
(2003) 

��' (Rat) SHU9119 10 pmol 
50 pmol 

 

PVN 2-24 ?
!�
�" 
 

��!�/5
�$����5 50 pmol ���/5
�$��$��+5��'"$�����!
�/5
�$����510 pmol ,	/�
�"��"�/5
���Z	���$��
���!�$��$��+5��'"$�����$	�������������"���
��0��
( 

Giraudo, 
Billington 
and Levine 
(1998) 

�������� : BW =body weight, ICV = Intracerebroventricular injection (��5�#�������"���� cerebroventricular), PVN = Paraventricular nucleus injection  
(��5�#�������" paraventricular)

 

 

 

 

 

 



 

 

 

�����#�) 2.4 Z	#�" MC4R antagonist ���$��$��+5����
��� (���) 
 
2��� Antagonist ���,/ 

('��� / g 
BW) 

��$���� �� ����� 
('�,�!�����a��) 

�����#��
� #�)�� 

1-4 ?
!�
�" ��!�/5
�$����5 1.0 nmol ��Z	���$�����!�$��$��+5�  ��'
(Rat) 

SHU9119 0.3 nmol 
1.0 nmol 
3.0 nmol 
6 nmol  

ICV  
3-4 ?
!�
�" ��!�/5
�$����5 0.3 nmol ��Z	���$�����!�$��$��+5� 

 HS014 0.1 nmol 
0.33 nmol 
1.0 nmol 
3.3 nmol 
10.0 nmol 

ICV 1-4 ?
!�
�" ��!�/5
�$����5 1.0 nmol ��Z	���$�����!�$��$��+5� ,	/��$��
$��+5�	5	"��7!����/5
�$����5��!�'"# �� 

 HS024 0.1 nmol 
0.33 nmol 
1.0 nmol 

ICV 2-4 ?
!�
�" $����5��!�/5
� 1.0 nmol ��Z	���$�����!��/5
�$��$��+5�   

Kask et al. (1998) 

�������� : BW =body weight, ICV = Intracerebroventricular injection (��5�#�������"���� cerebroventricular) 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

�����#�) 2.4 Z	#�" MC4R antagonist ���$��$��+5����
��� (���) 
 

2��� Antagonist ���,/ 
('��� / g BW) 

��$���� �� ����� 
('�,�!�����a��) 

�����#��
� #�)�� 

��'(Rat) HS131 0.01 mg/kg 
0.1 mg/kg 
1.0 mg/kg 

IP 4 ?
!�
�" +����Z	���$�����!�$��$��+5�  

  0.01 mg/kg 
0.1 mg/kg 
1.0 mg/kg 

SC 2 ?
!�
�" ��!�/5
�$����5 1.0 mg/kg ��Z	���$�����!�$��$��+5�  

  0.025 µg 
0.1 µg 
0.4 µg 
1.6 µg 

ICV 2 ?
!�
�" $����5��!�/5
� 0.1, 0.4 ,	/ 1.6 µg ��Z	���$�����!��/5
�$��$��+5�  

Schioth  
et al. (2003) 

�������� : BW =body weight, IP = Intraperitoneal injection (��5�#��?��"���"), SC = Subcutaneous injection (��5�#�����Z����
"),  
ICV = Intracerebroventricular injection (��5�#�������"���� cerebroventricular) 

 

 

 

 

 

 



 

 

/##�) 3 
��$��9����������!,  

 

���*(�+���!, ��,%���%	/��

���&� 3 	������9���������,���% 
 ,Z�$��50�����"����! 1 $��
�	� cDNA �������'�)�#�"��� TpMC4R ,	/$��% $&�$��
,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���/����"$���
.��$��#�"�
�����,	/����
��/���" 9 
#�"�	��	�5  

,Z�$��50�����"����! 2 $��% $&�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���/����"
�7�������#�"$��$��������$�� ,	/Z	#�"$���5������/�/�
�����$��,�5"��$#�" mRNA 
#�"��� TpMC4R ���	��	�5  

,Z�$��50�����"����! 3 $��% $&�Z	#�" MC4R antagonist ����
���$��$��+5�#�"�	��	�5 
,	/Z	#�" MC4R antagonist ���$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R �����" 

 

3.1 ���
���#�)�2������*(�+� 
�0��	��	�5��1�$6�������#�1
"��
5�����?���� ���
$�	���"��!6������/�"#�"���. 


5��0�$���	���"�	�������'�4������#��5 5x10x1 	'$��%$����� �0�$����$�	��	�5���$�������
�0���l1�'���"$����� (
����� 40 %, +#�
� 6%) 
5����$��������
�	/ 2 ��
�" ��!��	� 10.00 �. ,	/ 
16.00 �.  
 

3.2 
D��#�)#9����#��
�  
��������7!�"�7� 3 %'������7!�"�7������%�����,	/���
�
	�� ��������	
����
�
	��      

������� ,	/6������/�"��������	
����
�
	��������� (���.) 
 

3.3 
3���0�	��
������   
1. $��+$��
5$/
�	$ 
2. ��5Z���
5 
3. ����	��,�	� (Forceps) 

 

 

 

 

 

 



 

    
 

 

 

4. +�
��������� (Micropipette) #��5 1000, 200, 100, 10 +�
��	��� (µl) 
5. +�
����� (Microtip) 
6. �	�5+�
���4����6��1�#��5 1.5 ��		�	��� (Microcentrifuge tube 1.5 ml) 
7. �	�5�0���
��0� PCR #��5 200 µl  
8. -�5�	���0���
��0� Real time PCR 96 �	�� (Plate 96 well) 
9. ���7!�"Z����� (Vortex mixer) 
10. ���7!�"�4����6��1�,����������)�;'��+5� (Refrigerated centrifuge) 
11. ���"��������)�;'��,��,��" (Dry bath)  
12. ���7!�"�
5�����#��#��#�" RNA (Nanodrop) 
13. �'���l���)�;'�� -80 �"%��4	�4��� (oC) 
14. �'���l���)�;'�� -20oC 
15. ���7!�"�A�$�����	'$
4� (Polymerase chain reaction: PCR) 
16. ���7!�"����	+��� ��4����� (LightCycler® 480 Real-Time PCR System: Roche Applied 

Science) 
17. �1	,?������ (Gel chamber) 
18. ���7!�"$0����5+66�� (Power supply) 
19. ���7!�"$0����5,�"�
	���+�
��	� (UV transilluminator, Biorad) 
20. $�/5�&����6�	�� (Para film paper) 
21. �'���������)�;'�� (Incubator) 
22. �/�$��",�	$���	� (Alcohol lamp) 
23. +��1���6C� 
24. ,��",$���0���
��$	�!��?7�� (Spreader) 
25. �'��	���"�?7��,���#��� (Incubator shaker) 
26. 1���	���"�?7�� (Petridis) 
27. �	�5�5	�"�0���
��	���"�?7��#��5 3 ml 
28. 	�5�#�!��?7�� (Loop) 
29. Measuring pipette 
30. 2-phenoxyethanol 
31. ?�5��������0���
��
"����/�� first strand cDNA (SMARTTM RACE cDNA 

amplification kit, Clontech, Palo Alto, CA) 

 

 

 

 

 

 



 

    
 

 

 

32. ?�5������� ImProm-IITM Reverse Transcription system kit (Promega, Madison, WI, 
USA) 

33. ?�5��������0���
��
"����/�� First Strand cDNA Synthesis Kit (GE healthcare, 
Buckinghamshire, UK) 

34. ?�5������� PCR  LA Taq kit (Takara)  
35. ?�5������� PCR  EX Taq kit (Takara) 
36. ?�5������� LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche Applied Science, 

Indianapolis, IN) 
37. ?�5������� PCR  GoTaq® DNA polymerase (Promega) 
38. ?�5��������0����5���l�����������������s QIAquick Gel extraction Kit (Qiagen) 
39. �	����5 pGEM® T-Easy vector system I (Promega) 
40. ���+4�� DNase I  
41. ���+4�� EcoR I  
42. ���+4�� RNase  
43. Trizol reagent 
44. Isopropanol 
45. Ethanol  
46. Phenol 
47. Chloroform 
48. Sodium acetate  
49. Ethylene diaminetetraacetic acid (EDTA) 
50. Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

3.4 	������9��������#�) 1 ������� cDNA �
��
�/-�0��
� �� TpMC4R 	�����*(�+� 

 ���	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R ����'�������",d������
��,�
�
� 
 	�� ��
�, ������ e �
����
��� 

3.4.1 ������� cDNA �
� �� TpMC4R 	�� �� β-actin ��� ��$� Rapid Amplification   
 of cDNA Ends (RACE) amplification 
 ������/�,�
 ���
�
����
��� 

 �0��	��	�5��!����#;��5���!����0���
$��/��) 60 $�
� ���0�$���$l����" 
5��0��	�
�	�5+�,?��� 300 ppm 2-phenoxyethanol ��7!��0�$���	��	��	�5 �	
"1�$�
���0�$�����5$/
�	$
�	�,	/�?�����	��,�	�5 "���"��$��1�$
��"$/
�	$���	"���	�5+�
���4����6��1� 
(microcentrifuge tube) #��5 1.5 ml �0��
�����"���"+�,?� -80oC �����$l��
�����"�
��	��	�5�?�
��5Z���
5Z���������"�	� ,	���?��������
�����	�5,	/�0�+�,?� -80oC 

 
 ���
�,� Total RNA 

      �0��
�����"��7����7!�#�"�	��	�5��!�$l��� -80oC ���
$��-
"��0�,#l" 
5��
�����"
��7����7!����"����0���
$��/��) 50-100 ��		�$�
� (mg) ,	/������ Trizol 500-1000 µl  ,	���0�$��
�5�
�����"���	/����5 ,	/�
�"+����!��)�;'�����" 5 ���� �	
"1�$�
����� chloroform 1 ������� 5 ���� 
#�"���	/	�����	�5 �0�$��Z�� (vortex) ,	/�0�+��C������!�" (centrifuge) 5���������l���� 
12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 5 ���� ���	/	��1/,�$?
��
5�����#�"������l���1/��'�?
��
�� �0�$��5'5�������������+��
"�	�5+�
���4����6��1��	�5���� �	
"1�$�
���0�$��
�$�/$��������l���5��� isopropanol 
5������� isopropanol ����$
����	/	��������l�����!������ 
�0�$�� vortex ���	/	�� ,	/��"��!��)�;'�����"������	� 1 ?
!�
�" ��7!������	��0��	�5+��C��
����!�"5���������l���� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 30 ���� 1�$�
��5'5���	/	����$���"
��	7�+�� ����/�/$��#�"���� ��l��� ������0�$��	��"�/$��5��� 80% ethanol 2 ����#�"
���	/	��������l��� �	
"1�$�
���C������!�"5���������l���� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 5 
���� ,	���0�$��5'5���	/	�����"��$��
�" ,	/���5���	�5��"+����!��)�;'�����"������	� 10-15 ���� 
��7!����������	�/�����$+� �	
"1�$�
��	/	���/$��������l�������0� DEPC 225 µl �0�$��
Z����� 9 ��7!�����/$��	/	�� 1�$�
����� DNase I (5U/µl) 1 µl ,	/��� RQ 1 DNase 10x buffer 
25 µl ��7!�$0�1
55���l��������	7�+��,��������l��� �0��	�5+��
�"�����"��������)�;'��,��,��" 

5��
�"��)�;'�� 37oC ������	� 30 ���� ,	/�0�	�����+4�� DNase I 5�����)�;'�� 70oC ������	� 5 
���� 1�$�
���0������������s
5���� phenol ������ chloroform (1 ������� 1 ����#�"���	/	����!��

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

��'�) �0�$�� vortex ,	/�0�+��C������!�"5���������l���� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 5 
���� ���	/	��1/,�$?
��
5�����#�"������l���1/��'�?
���� �0�$��5'5�������������+��
"
�	�5+�
���4����6��1��	�5���� �	
"1�$�
���0�$���$�/$��������l�����$��
�"5��� 3 M 
sodium acetate pH 5.2 ���  1 ������� 10 ����#�"���	/	����!��'����	�5 ,	/��� absolute 
ethanol 
5���� 3 ����#�"������	�5 ,	/�0�$�� vortex ���	/	�� �0��	�5+��
�"+����!��)�;'��  
-80oC ������	� 1 ?
!�
�" ��7���!��)�;'�����"������	���/��) 16-18 ?
!�
�" ��7!�����$��
�$�/$��������l��� ��7!������	��0��	�5+��0�$���C������!�"5���������l���� 12,500 rpm ��!
��)�;'�� 4oC ������	� 30 ���� 1�$�
��5'5���	/	����$���"��	7�+������/�/$��#�"������l��� 
,	/�0�$��	��"�/$��5��� 80% ethanol 2 ����#�"���	/	��������l��� �	
"1�$�
���C������!�"5���
������l���� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 5 ���� �0�$��5'5���	/	�����"��$��
�" ,	/���5
���	�5��"+����!��)�;'�����"������	� 10-15 ���� ��7!����������	�/�����$+� 1�$�
��	/	��
�/$��������l����
�"��5 (total RNA) ����0� DEPC  30 µl ,	/�$l� total RNA ���'���l� -80oC 
5�
�0�$��,��" total RNA ��$�������� 9 ��7!��	�$�	�!�"$��,?�,#l",	/	/	���	�� 9 ��
�" 
 

 3.4.1.1 ������� cDNA �
� �� TpMC4R �������  3i ��� �#���� 3iRACE 

                           ���
,������'� First strand cDNA �
� �� TpMC4R �������  3i 
 �0� total RNA #�"���"��!+5������� !"+��
5�����#��#��#�" RNA ��!���$��
5'5$	7�,�" 260 ��
����� (nm) �	
"1�$�
���0�$���
"����/�� first strand cDNA 1�$ total RNA 

5��?� SMARTTM RACE cDNA amplification kit 
5���$�����������	/	���0���
��
"����/�� 
first strand cDNA 3n RACE 5
"��� Total RNA �����#��#�� 1-5 µg/µl ��� 1-3 µl, 3n-CDS primer A 
��!�������#��#�� 12 µM ��� 1 µl, SMART II A Oligonucleotide ��!�������#��#�� 12 µM ��� 1 µl 
,	/��0� Deionized ��7!���
��������������	/	���
�"��5����$
� 5 µl  �0�$��Z�����	/	����
�	�5+�
���4����6��1�����#��$
�,	/�0�$���C������!�"��!������l���� 5000 rpm ��!��)�;'�� 4oC 
������	� 1 ���� �	
"1�$�
���0��	�5+��
�"��!��)�;'�� 70oC ������	� 2 ���� ,	/,?�	"��-
"��0�,#l"
�
���������	� 2 ���� ��7!������	��0��	�5+��C������!�"��!������l���� 5000 rpm ��!��)�;'�� 4oC 
������	� 1 ���� �	
"1�$�
���0��	�55
"$	�����������	/	��Z�� (premixture) 5 µl (premixture 
��/$��5��� 5x First-Strand buffer 2 µl, 20 mM DTT 1 µl, 10 mM dNTP Mix 1 µl ,	/ MMLV 
Reverse Transcriptase 1 µl) 4 !"���	/	���
�"��5����$
� 10 µl �	
"1�$�
��Z�����	/	����
�	�5����#��$
� ,	/�0�$���C������!�"��!������l���� 5000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� ,	/
�0��	�5+��
�"��!��)�;'�� 42oC ������	� 2 ?
!�
�" �	
"1�$�
�������� Tricine-EDTA buffer 100 µl 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

,	/�0��	�5+��
�"�����"��������)�;'��,��,��" ��!��)�;'�� 72oC ������	� 7 ���� ��7!����5
�A�$����� ,	/�$l��
�����" cDNA +����!��)�;'�� -20oC 
   

���

�	//�"���
�� 
�0�$��������#���'	#�"��� MC4R ���
���?��5���" 9 
5�����/���	���!+5�

��$�����"��+����E��#���'	#�" GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 1�$�
���0�$��
�����������������"$
� (alignment) #�"	0�5
�����	�
�+�5�#�"��� MC4R (5
";����! 3.1) 
5��?�

��,$�� EBI Tools Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)  ,	/�0�$����$,��
+���������7!��0����?���$��
�	� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 3n (5
"����"��! 3.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 
 

 

Goldfish   ---ATGAACACCTCACATCACCATGGACCGCATCATTCATACCGAAATCACAGCCAGGGGGCTTTG------ 63 

Zebrafish ---ATGAACACCTCACATCATCATGGACTGCATCATTCATTTCGGAACCACAGCCAAGGAGCTCTG------ 63

Karasu ---ATGAACGCCACCGATCCCCCTGGGAGGGTGCAGGACTTCAGCAACGGGAGCCAAACCCCGG-------- 61

Flounder   ---ATGAACACGACAGAACATCCTGGTCTGAGCCAAGGCTTCCACAACTGGAGCCAAACCGCG--------- 60

Saebass ---ATGAACACCACAGAGGCTCATGGATTGATCCATGGCTACCATAACCGGAGCCAAACCTCGGGC------ 63 

Trout      ATGATGAATTCCACAGACCACCAAGGGTTGATCTCTGTGGGCTATACCAGGAACCTCAGCACTGCTGGGACT 72 

Dogfish    ---ATGAACTCCTCGTTTCATCACAGGCTGCCGGAGACCCCGCAGCTCAGAAACCACAGCGTGGCG------ 63 

Human      ---ATGGTGAACTCCACCCACCGTGGGATGCACACTTCTCTGCACCTCTGGAACCGCAGCAGTTACAGACTG 69 

Chicken    ---ATGAATTTCACCCAGCATCGTGGGACACTCCAGCCTCTCCATTTCTGGAACCAGAGCA---ACGGACTG 66 

***       *       *   *                         * **     

Goldfish   -----------CCAGTGGGAAAGCCTGATCAAGGTG-AGAGAGGATCAACCTCTGGATGTTACGAGCAGCTA 123

Zebrafish -----------CCGGTGGGAAAGCCCTCTCATGGTG-ACAGAGGATCAGCTTCTGGATGCTACGAGCAGTTG 123

Karasu -------------AGACGGACTTTCCAAACGAGGAG---AAGGAATCGTCTACGGGATGCTACGAGCAGATG 117

Flounder   ---TCGCCACTGAACGAGGACTTTTCAGCCCAGGAC---AAGGACTCGTCGGCCGGATGTTACGAGCAGCTG 126

Saebass ATTTTGCCACTTAACAAAGACTTATCAGCAGAGGAG---AAGGACTCGTCCACAGGATGCTATGAACAGCTG 132

Trout      CTGGGAACCCTCAACAAAGACTCAGAGGGCGTTGGTATCAAGGACTCCTCAACAGGATGTTACGAGCAGCTC 144

Dogfish    -------AGATTCGCCAGCGCCAACGGCTCGCGCAG--TGACGGCTTCTCTTCGGGATGCTACGAGCAACTC 126

Human      ---------CACAGCAATGCCAGTGAGTCCCTTGGAAAAGGCTACTCTGATGGAGGGTGCTACGAGCAACTT 132

Chicken    ---------CACAGGGGTGCCAGCGAGCCCAGTGCGAAGGGCCACTCCTCGGGAGGCTGCTATGAACAACTC 129

*        ** ** ** ** **  *  

Goldfish   CTCATCTCCACAGAGGTCTTCCTCACACTCGGGCTCGTCAGTCTCCTGGAGAACATTTTAGTGATTGCTGCT 195

Zebrafish CTGATCTCCACGGAGGTCTTCCTCACGCTCGGCCTGGTCAGCCTCCTGGAGAACATCCTTGTGATTGCAGCC 195

Karasu CTGATCTCCACGGAGGTGTTCCTGACTCTGGGAATCATCAGCCTGCTGGAGAACATCCTGGTGGTCGCCGCT 189

Flounder   CTGATCTCCACCGAGGTGTTCCTCACTCTGGGCATCGTCAGCCTGCTGGAGAACATCCTGGTGGTCGCTGCT 198

Saebass CTGATTTCCCCAGAGGTTTTCCTCACTCTGGGCATTGTCAGCCTGCTGGAGAACATCCTGGTTGTTGCTGCT 204

Trout      CTCATCTCTACCGAGGTCTTTCTCACACTGGGGATAGTCAGTTTATTAGAGAACATCCTGGTGATTGCTGCC 216

Dogfish    TGGATCTCGACGGAGGTCTTCCTCACGCTGGGCATCTTCAGCCTCTTGGCAAATATTTTGGTCATTGCAGCT 198

Human      TTTGTCTCTCCTGAGGTGTTTGTGACTCTGGGTGTCATCAGCTTGTTGGAGAATATCTTAGTGATTGTGGCA 204

Chicken    TTTGTATCCCCTGAAGTGTTTGTGACTCTGGGCATCATCAGCTTGCTGGAAAACGTCTTGGTCATTGTGGCA 201

* **  * ** ** **  * ** ** **  *  ****  *  * *  **  *  * **  * *  ** 

TCTCCACGGAGGTSTTCCTSAC

Goldfish   ATTATCAAGAACAAGAACCTTCATTCTCCCATGTACTTCTTTATCTGCAGTTTAGCTGTAGCAGACTTGTTG 267

Zebrafish  ATCGTCAAAAACAAGAACCTACATTCCCCTATGTACTTCTTCATCTGCAGCTTGGCTGTAGCAGACTTGTTA 267

Karasu     ATAGTGAAGAACAAGAATCTCCACTCGCCCATGTACTTTTTCATCTGCAGCCTGGCCGTGGCCGACATGCTC 261

Flounder   ATAATCAAGAACAAGAACCTTCACTCGCCGATGTACTTCTTCATCTGCAGCCTTGCCGTCGCTGACATGCTC 270

Saebass    ATCATCAAAAACAAGAACCTTCACTCACCTATGTACTTCTTCATCTGTAGCCTCGCTGTTGCTGACATGCTC 276

Trout      ATCATCAAGAATAAGAATCTTCACTCTCCCATGTACTTATTCATCTGTTCTTTGGCTGTGGCAGACATGCTG 288

Dogfish    ATTGTCAAAAACAAGAACCTGCACTCGCCGATGTATTTTTTCATCTGCAGCTTGGCAGTGGCTGACATGCTG 270

Human      ATAGCCAAGAACAAGAATCTGCATTCACCCATGTACTTTTTCATCTGCAGCTTGGCTGTGGCTGATATGCTG 276

Chicken    ATAGCCAAGAACAAGAACCTCCATTCGCCCATGTACTTCTTCATCTGTAGCTTGGCAGTGGCTGACATGCTA 273

**    ** ** ***** ** ** ** ** ******** ** *****     * ** *** * **  ** * 

TCAGCCTSYTGGAGAACATCCT

Goldfish   GTCAGTGTCTCAAATGCCTCCGAAACGGTAGTGATGGCACTCATCACGGGGGGCAACCTAACTTATCGCGAG 339

Zebrafish GTGAGTGTCTCCAATGCTTCGGAAACAGTTGTGATGGCGCTCATCACTGGAGGCAACCTGACCAACCGTGAG 339

Karasu GTGAGCGTCTCCAACGCCTCCGAGACGATCGTCATAGCGCTCATCAACAGCGGCACGCTGACCATCCCCGCC 333

Flounder   GTCAGCGTCTCCAACGCCTCTGAGACCATCGTCATCGCGCTCATCAATGGAGGCAACCTGACCATCCCCGTC 342

Saebass GTCAGTGTCTCCAATGCCTCTGAGACTATTGTCATAGCGCTCATCAACGGAGGCAAGCTGACCATCCCCGTC 348

Trout      GTCAGCGTCTCCAACGCCTCCGAGACCATCGTCATCGCCCTGATCAACGGCGGCAACTTGACCATCTCCGGG 360

Dogfish    GTTAGCGTGTCCAACGCGTGGGAGACGATCTTCATTGCCATGTTAAAAAGCAGGCACTTAACGGCCCCGGAA 342

Human      GTGAGCGTTTCAAATGGATCAGAAACCATTGTCATCACCCTATTAAACAG---TACAGATACGGATGCACAG 345

Chicken    GTGAGTGTATCTAATGGATCAGAAACTATTGTCATCACGCTTCTAAACAA---TATAGATACAGACGCACAG 342

** ** ** ** ** *  ** ** **  *  * **  *  *  * *              **          

ATGTACTTYTTCATCTGCAGCY

MC4R Forward 1 MC4R Forward 2

Primer MC4R Forward 3

 
<�"#�) 3.1  $�� alignment #�"	0�5
�����	�
�+�5�#�"��� MC4R ���
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9  
  ,	/$����$,��+��������0���
�$��
�	� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 3n 

Primer MC4R-F3 

Primer MC4R-F2 Primer MC4R-F1 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

Goldfish   AGCATCATCAAGAACATGGACAACATTTTTGACTCGATGATCTGCAGCTCACTGTTGGCCTCCATTTGGAGT 411 

Zebrafish AGCATCATTAAGAACATGGACAACGTGTTTGACTCTATGATCTGCAGCTCTCTGTTGGCCTCCATTTGGAGT 411

Karasu ACGCTGATCAAGAGCATGGACAACGTGTTTGACTCCATGATCTGCAGCTCTTTGCTGGCGTCCATCTGCAGC 405

Flounder   ACGTTGATTAAAAGCATGGACAACGTGTTTGACTCTATGATCTGCAGCTCCCTGCTGGCGTCCATCTGCAGC 414

Saebass CAGTTGATCAAAAGCATGGACAATGTGTTTGACTCTATGATCTGTAGTTCTCTGTTAGCATCCATCTGCAGC 420

Trout      TCGCTCATAAAGAGCATGGACAACGTGTTCGACTCCATGATCTGTAGCTCACTGCTGGCGTCAATCTGTAGT 432

Dogfish    AATTTAATCAAGAACATGGACAACGTGTTTGACTCGATGATCTGCAGCTCTCTTCTGGCTTCCATTTGCAGC 414

Human      AGTTTCACAGTGAATATTGATAATGTCATTGACTCGGTGATCTGTAGCTCCTTGCTTGCATCCATTTGCAGC 417

Chicken    AGCTTTACCATAAACATTGACAATGTCATTGACTCAGTGATTTGCAGTTCCCTGCTTGCATCAATTTGCAGT 414

* *     *  ** ** **  *  *******  **** ** ** **  *  * ** ** ** ** **

Goldfish   TTGTTGGCCATAGCGGTGGACCGCTACATCACGATCTTCTACGCCTTGCGCTACCACAACATCATGACCCAA 483 

Zebrafish TTGTTGGCCATCGCGGTGGACCGCTACATCACAATCTTCTACGCTTTGCGCTACCACAACATCATGACCCAG 483

Karasu CTGCTCGCCATCGCCGTCGACCGCTACATCACCATCTTCTACGCCCTGCGCTACCACAACATCGTCACCCTG 477

Flounder   CTGCTCGCTATCGCAGTCGACCGCTACATCACCATCTTCTACGCGCTGCGATACCACAACATCGTCACCCTG 486

Saebass TTGCTGGCCATCGCGGTTGATCGTTACATCACTATCTTCTACGCACTGCGATACCACAACATTGGCACCCTG 492

Trout      CTCTTGGCCATCGCCATAGACCGCTACATCACCATATTCTACGCGCTGCGCTACCATAACATTGTGACGGTA 504

Dogfish    TTGCTGGCCATCGCTATTGACAGGTACATCACCATCTTCTACGCTCTGCGGTACCATAACATCGTGACAGTG 486

Human      CTGCTTTCAATTGCAGTGGACAGGTACTTTACTATCTTCTATGCTCTCCAGTACCATAACATTATGACAGTT 489

Chicken    CTCCTCTCAATAGCAGTGGACAGGTATTTTACTATCTTTTATGCCCTCCAGTACCATAATATCATGACGGTC 486

*  *  * ** **  * **  * **  * ** ** ** ** **  * *  ***** ** **    **  

Goldfish   CGGCGGGCGGGCACCATCATCACCTGCATCTGGACCTTGTGTACGGTCTCTGGCGTGCTCTTTATTGTGTAC 555

Zebrafish CGGCGGGCGGGCACCATCATCACCTGCATCTGGACCTTCTGCACAGTCTCCGGCGTACTCTTTATCGTGTAT 555

Karasu CGGAGAGCCTCGCTGGTCATCAGCAGCATCTGGACGTGCTGCACCGTGTCCGGCGTGCTCTTCATCGTCTAC 549

Flounder   CGGCGGGCGATGCTGGTCATCACCAGCATCTGGACGTGCTGCATCGTGTCTGGCATCCTCTTCATCATCTAC 558

Saebass CGGAGAGCAATGTTGGTCATCAGCAGCATCTGGACATGCTGCATTGTGTCCGGCATCCTGTTTATCATCTAC 564

Trout      AAGCGAGCGATGGCGGTAATCGCGTGCATCTGGTCGTGTTGTGTGGCATCGGGCGTGCTCTTCATTATCTAC 576

Dogfish    CGGAGGGCCCTGATGATTATCGCCGCCATCTGGGCAGCCTGCACGGGCTCAGGGATCCTCTTCATCGTTTAT 558

Human      AAGCGGGTTGGGATCATCATAAGTTGTATCTGGGCAGCTTGCACGGTTTCAGGCATTTTGTTCATCATTTAC 561

Chicken    AAGCGTGTAGGGGTCATCATCACATGCATCTGGGCGCTTGCACTGTCTCAGGCATTTTGTTCATCATTTACT 558

* * *         * **       ****** *                *   *    *      *    

Goldfish   TCTGAGAGCACCACCGTTCTCATCTGCCTTATCAGCATGTTCTTCACCATGCTGGCGCTTATGGCCTCGCTC 627

Zebrafish TCAGAAAGCACCACTGTTCTCATCTGCCTCATCAGCATGTTCTTCACCATGCTGGCGCTCATGGCCTCACTC 627

Karasu TCGGAGAGCACCACCGTGCTCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGCTGGTGCTCATGGCCTCCCTC 621

Flounder   TCGGAGAGCACCACGGTGCTCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGCTGGTGCTCATGGTGTCGCTG 630

Saebass TCAGAGAGCACCACAGTGCTCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGTTGGTGCTCATGGCGTCGCTG 636

Trout      TCTGAGAGCACCACGGTCCTCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGCTGGCGCTCATGGCCTCTCTC 648

Dogfish    TCCGAGAGCACCGCAGTCATCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCGCCATGCTCGCCCTCATGGCCTCGCTC 630

Human      TCAGATAGTAGTGCTGTCATCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGCTGGCTCTCATGGCTTCTCTC 633

Chicken    TCTGACAGCAGCGTTGTCATCATCTGCCTTATCAGCATGTTCTTCACCATGCTCATTCTCATGGCATCCCTT 630

** ** ** *     **  ********** **** ********** ***** *    ** ****  ** **

Goldfish   TACGTCCACATGTTTCTTCTAGCCCGGCTGCACATGAAGCGCATTGCCGCCCTCCCTGGCAACGGCCCTATC 699

Zebrafish TACGTCCACATGTTCCTTCTAGCCCGGCTGCACATGAAACGGATCGCCGCCTTACCTGGAAACGGCCCGATA 699

Karasu TACGTCCACATGTTCCTGCTGGCGCGCCTGCACATGAAGCGGATCGCGGCGATGCCGGGCAACGCGCCCATC 693

Flounder   TACGTGCACATGTTCCTGCTGGCGCGCTTGCACACGAAGCGTATCGCGGCGCTGCCGGGCAACGCGCCCATC 702

Saebass TACGTCCACATGTTCCTGCTGGCCCGTTTGCACATGAAGCGCATCGCAGCATTGCCAGGGAACGCGCCCATC 708

Trout      TACGTCCACATGTTCATGCTGGCCCGCCTGCACATAAAGAGGATTGCCGTGCTGCCCGGGAACGTTCCCATC 720

Dogfish    TACGTGCACATGTTCATGCTGGCCCGCTTGCACGTCAAGCGCATCGCCGCCCTGCCCGGCAACGGCGCCGTC 702

Human      TATGTCCACATGTTCCTGATGGCCAGGCTTCACATTAAGAGGATTGCTGTCCTCCCCGGCACTGGTGCCATC 705

Chicken    TATGTTCACATGTTCATGATGGCTCGAATGCATATCAAGAAGATAGCAGTTCTTCCAGGGACTGGCCCCATT 702

** ** ********  *  * **  *    **    **    ** ** *   * ** ** *  *   * **
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Goldfish   TGGCAGGCGGCAAATATGAAAGGGGCCATCACTATCACTATCCTGCTGGGAGTATTCGTGGTGTGCTGGGCT 771

Zebrafish TGGCAGGCGGCGAATATGAAGGGCGCCATTACCATTACTATACTACTGGGGGTGTTTGTGGTGTGCTGGGCG 771

Karasu CACCAGAGAGCCAACCTGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTCCTGGGAGTGTTTGTGGTCTGCTGGGCG 765

Flounder   CTTCAGCGAGCCAACATGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTCCTCGGGGTGTTCGTGGTGTGCTGGGCG 774 

Saebass CATCAGCGGGCCAACATGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTCATCGGGGTGTTCGTGGTGTGCTGGGCG 780

Trout      CGCCAGCGTGCCAACATGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTCCTGGGTGTGTTCGTAGTGTGCTGGGCT 792

Dogfish    CGCCAAGCGGCGAACATGAAAGGGGCGATCACGCTGACCATCCTGCTGGGGGTCTTTGTCGTCTGCTGGGCG 774

Human      CGCCAAGGTGCCAATATGAAGGGAGCGATTACCTTGACCATCCTGATTGGCGTCTTTGTTGTCTGCTGGGCC 777

Chicken    CGCCAAGGGGCCAACATGAAAGGGGCCATCACTCTCACTATACTGATTGGAGTTTTTGTTGTGTGCTGGGCC 774

**    ** **  **** ** ** ** **  * ** ** **  * ** ** ** ** ** ********

Goldfish   CCCTTTTTTTTGCACCTCATCCTCATGATTTCTTGCCCCCGGAATCCCTATTGCATCTGTTTCATGTCCCAC 843  

Zebrafish CCCTTTTTCTTGCACCTCATCCTCATGATCTCCTGCCCGCGGAATCCTTATTGTGTCTGCTTCATGTCACAC 843

Karasu CCTTTCTTCCTTCACCTCATCCTCATGATCACCTGCCCCAAGAACCCATACTGCACGTGCTTCATGTCCCAC 837

Flounder   CCGTTCTTCCTCCACCTCATCCTCATGATCACGTGCCCGAGGAACCCGTACTGCACCTGCTTCATGTCCCAC 846

Saebass CCCTTTTTCCTCCACCTCATCCTCATGATCACTTGCCCCAGGAACCCCTATTGCACCTGCTTCATGTCCCAA 852

Trout      CCCTTTTTCCTCCACCTCATCCTCATGATATCATGCCCCAGGAACCCCTACTGTGCCTGCTTCATGTCACAC 864

Dogfish    CCTTTCTTCATGCACCTCATTCTCATGATCTCCTGCCCGCAGAACCCGTACTGTGTCTGCTTCATGTCGCAC 846

Human      CCATTCTTCCTCCACTTAATATTCTACATCTCTTGTCCTCAGAATCCATATTGTGTGTGCTTCATGTCTCAC 849

Chicken    CCATTTTTTCTGCACCTCATTTTCTACATCTCCTGCCCCTACAATCCTTACTGTGTGTGCTTCATGTCTCAC 846

** ** **  * *** * **  **   **  * ** **    ** ** ** **    ** ********  *

Goldfish   TTCAACATGTATCTGATCCTCATTATGTGCAACTCGGTCATAGACCCTCTCATCTACGCATTCAGGAGCCAA 915 

Zebrafish TTCAACATGTATCTGATCCTCATTATGTGCAACTCGGTCATAGACCCGCTCATATATGCCTTCAGAAGCCAA 915

Karasu TTCAACATGTACCTCATCCTCATCATGTGCAACTCCGTCATCGACCCCATCATCTACGCCTTTCGCAGCCAG 909

Flounder   TTCAACATGTACCTCATTCTCATCATGTGCAACTCCGTCATCGACCCCATCATCTACGCCTTCCGCAGCCAG 918

Saebass TTCAACATGTACCTCATCCTTATCATGTGCAACTCTGTCATTGACCCCATCATCTACGCGTTTCGCAGCCAA 924

Trout      TTCAACATGTACCTCATCCTCATCATGTGTAACTCTGTCATCGACCCACTGATCTACGCCTTCAGGAGCCAA 936

Dogfish    TTCAACATGTACTTAATCCTCATCATGTGCAACTCGGTCATCGACCCCCTCATCTACGCTTTCCGCAGTCAA 918

Human      TTTAACTTGTATCTCATACTGATCATGTGTAATTCAATCATCGATCCTCTGATTTATGCACTCCGGAGTCAA 921

Chicken    TTTAACTTCTACCTCATCCTCATCATGTGTAATTCCATCATTGATCCACTTATCTATGCATTTCGGAGTCAG 918

** *** * **  * ** ** ** ***** ** **  **** ** **  * ** ** **  *  * ** ** 

Goldfish   GAGATGAGGAAAACCTTCAAGGAGATCTGCTGCTGCTGGTATGGACTGGCGTCTCTGTGTGTATGA------ 981 

Zebrafish GAAATGAGGAAGACCTTCAAGGAGATCTGCTGCTGCTGGTATGGACTTGCATCTCTGTGTGTATAA------ 981

Karasu GAGATGAGAAAAACCTTCAAGGAGATCTTCTGCTG------CTCCCAAATGCTGGTGTGCATGTGA------ 969

Flounder   GAAATGAGGAAAACCTTCAAAGAGATTTTCTGCTG------CTCTCACGCTCTGCTGTGTGTGTGA------ 978

Saebass GAGATGAGAAAAACCTTCAAAGAGATTTTCTGCTG------CTCACACGCTCTCTTGTGCGTGTGA------ 984

Trout      GAGATGAGGAAGACCTTTAAGGAAATCTTCTGCTGGT---ACAGTCTGCCAAACCTGTGTGTGTGCGAGCTG 1005

Dogfish    GAAATGCGGAAGACCTTCAAAGAAATAATCTGCTGCT---ACAGTCTGCCGGGGCTGTGTGACCTG------ 981

Human      GAACTGAGGAAAACCTTCAAAGAGATCATCTGTTGCT---ATCCCCTGGGAGGCCTTTGTGACTTG------ 984

Chicken    GAGCTCAGGAAAACATTCAAAGAAATTATATGCTGCT---GTAACTTGAGAGGGCTTTGTGATTTA------ 981

**  *  * ** ** ** ** ** **    ** **                    * **    

Goldfish   ---------------

Zebrafish ---------------

Karasu ---------------

Flounder   ---------------

Saebass ---------------

Trout      CCAGGGAAATATTGA 1020 

Dogfish    ACAAGTGAATATTAA 996 

Human      TCTAGCAGATATTAA 999 

Chicken    CCTGGCAAATATTAG 996 
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�����#�) 3.1 +���������!�?���$��% $&� 
 
Primer Sequence PCR Primer order 
MC4R-F1 
MC4R-F2 
MC4R-F3 

5n-TCTCCACGGAGGTSTTCCTSAC-3n 
5n-TCAGCCTSYTGGAGAACATCCT-3n 
5n-ATGTACTTYTTCATCTGCAGCY-3n 

3nRACE 
3nRACE 
3nRACE 

Sense  
Sense(nested) 
Sense(nested) 

MC4R-R1 
MC4R-R2 
MC4R-R3 

5n-GTGCAGGCGCGCCAGCAGGAACATG-3n 
5n-CCAGCGTGGCCCTGCGCAACGTCAC-3n 
5n-GGGGATGCTCAGCGTGCCTCCATTG-3n 

5nRACE 
5nRACE 
5nRACE 

Antisense 
Antisense(nested) 
Antisense(nested) 

Actin-F 
Actin-R 

5n-ACTACCTCATCAAGATCCTG-3n 
5n-TTGCTGATCCACATC TGCTG-3n 

Actin 3nRACE  
Actin 500 bp 

Sense 
Antisence 

Actin-RT-F 5n-TGGCAATGAGAGGTTCCG-3n Real-time RT-PCR Sense 
Actin-RT-R 5n-TGCTGTTGTAGGTGGTTTCG-3n Real-time RT-PCR Antisense 
MC4R-RT-F 5n-GCATCCTCTTCATCATCTACTCGGA-3n Real-time RT-PCR Sense 
MC4R-RT-R 5n-GCAGTAGGGGTTCCGGGGGCAGGTG-3n Real-time RT-PCR Antisense 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 Primary PCR 	�� Nested PCR  
�0� primer ��!+5���$,����#
������������"��! 3.1 ���?���$���0� PCR 
5�

��$���0� PCR �����! 1 �?� primer forward MC4R-F1 �'� primer reverse UPM-L $���0� PCR ��
�����! 2 +5�,��"$���?� primer ��$���� 2 �'� +5�,$� �'���! 1 (primer forward MC4R-F2 �'� primer 
reverse NUP) �'���! 2 (primer forward MC4R-F3 �'� primer reverse NUP)  4 !"��$���������A�$�����
�0���
��0� PCR 
5��?� LA Taq kit (Takara) 
5�����������)�
�"��5����$
� 10 µl 4 !"��/$��+�
5��� 10x buffer LA Taq, 25 mM MgCl2, 2.5 mM dNTP Mix, 10 µM primer forward, 10 µM primer 
reverse, 5 U/µl LA Taq 
5��?�5���l���,��,�� (DNA template) ��!���� first strand cDNA 3n RACE 
1�$���"#�"�	��	�5 �0���
�$���0� PCR �����! 1 ,	/��$���?�Z	Z	��5���l���1�$$���0� PCR 
�������! 1 (PCR product) ���0�$���17�1�" (dilute) ���
������� 1: 50 ���� ��$���0� PCR �����! 
2 
5����;��/$�����!�10����#�"5���l��������7!�" PCR (PCR condition) 5
"��� 95oC ������	� 3 
���� 10���� 1 ��� ����� 95oC ������	� 45 ������, 53oC ������	� 45 ������ ,	/72oC ������	� 90 
������ ��5���$
�10���� 35 ��� ,	/�#���'� 72oC ������	� 5 ���� 10���� 1 ��� �	
"1�$�
���0� PCR 
product ��!+5�+�������/��#��55���l���5��� Agarose gel electrophoresis 

 
 ����������'��������
���
���  Agarose gel electrophoresis 	�����#9�2�%���
�
���
��
�����
�!��'�/��
3#$�p 

�0�$�������� agarose gel ��������#��#����!���"$��,	����	"��-�5�0���
�
�������1	 
5��
�"���"+������1	,#l"�
�����"�!0� 1 ?
!�
�"$����?� �	
"1�$�
���� 0.5X TBE buffer 	"
�����"�0���
� run gel (chamber) ��"�1	��!,#l"�
�,	��	"�� chamber ,	/�� 0.5X TBE buffer 	"
+�1������1	 
5����/5
��'"$����1	��/��) 1-3 �4������� �	
"1�$�
���0�5���l�����!+5�1�$$��
�0� PCR Z��$
�����5��� (tracking dye ��7� loading dye) �����������������
������� 3:1 ��
$�/5�&����6�	��1�$�
��1 "���5	"���	�� (well) ���/$�
���1	 (agarose gel) 5���+�
��������� 

5�1/���"��$��
�	5 DNA maker ��! well ��! 1 #�"�1	��$��
�"��$�)���!���"$������#��5#�" 
PCR product  ��7!�
�	5�
�����"���l1,	��1 "�0�$�����#
��+66��$
����7!�"$0����5+6 (power supply) 

5��
�"�������"%
$��+66������"��! 100 
�	�� ���"+����/��) 30 ���� ��7� 1 ?
!�
�" ��7�1�����0��"��
#�"����6f��	�	'��	7!�����$	�- "#���1	��$5����� !" �	
"1�$�
����5$�/,�+66�� ,	/
�
$�/$�
���1	��$����7!����15',-�5���l������/$�
���1	 
5����"5���,�"�
	���+�
��	�
;��������7!�"$0����5,�"�
	���+�
��	� ,	/�
�� $Z	$���5	�"5���$��-���;�� �	
"1�$�
���0�
?���5���l������/$�
���1	�����������s
5���#
��������1/�?� agarose gel ��!�������#��#���'" �?�� 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

2% agarose gel ��7!���!1/�0���������-,�$#��5#�"5���l���+5�5�,	/?
5�1���!"# ��,	/��7!�����
#��5#�"5���l�������+������!��5$��)�,	�� 1 "�0�$���
5�1	��"�����)#�"5���l�����!���"$�� ���
	"���	�5+�
���4����6��1� ��7!�+5�?�������5���l�����!��#��5�$	�����"$
���!���"$��  �0�$��,�$5�
��l���1�$ agarose gel 5��� QIAquick Gel extraction Kit (Qiagen) ?
!"��0���
$�1	��!��'����	�5+�

���4����6��1� �	
"1�$�
�������� buffer QG 3 ����#�"��0���
$�1	 �0��	�5+��
�"��!���"������
��)�;'��,��,��" ��!��)�;'�� 50oC ������	� 10 ���� 
5��0�$���#��� (vortex) �	�5������
�"���� 
�	
"1�$�1		/	����5,	�� ��#�"���	/	�������������	7�"���7���5�� (-����#�"���	/	��
��	�!�������������7������"������ 3M NaOAc pH 5.0 10 µl) �	
"1�$�
����������" column �� 
collection tube ,	/�0�$�������
�����"��!	/	����5,	��+������ column ��!������+�� �0�$���C��
����!�"��!������l���� 6000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� ,	���0�$���������!�$	"����'���
����#�" collection tube ���" �	
"1�$�����"��� column 	"�� collection tube ���7���5�� ��������
��� buffer QG 500 µl ,	/�0�+��C������!�"��!������l���� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 
���� �0�$���������!�$	"����'�������#�" collection tube ���" �	
"1�$�����"��� column 	"�� 
collection tube ���7���5�� ,	�������� buffer PE 750 µl �
�"+������0�,#l"������	� 2 ���� ,	/�0�+�
�C������!�"��!������l���� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� �0�$���������!�$	"����'���
����#�" collection tube ���" �	
"1�$�����"�0�$����� column 	"�� collection tube ���7���5�� ,	/
�0�$���C������!�"��$��
�"��!������l���� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� �	
"1�$�
�����" 
collection tube ,	/���� column ���	"���	�5+�
���4����6��1��	�5���� �0�$�����5�� column 
+����/��) 3 ���� �	
"1�$�
�������0� DI 30 µl ��"+����!��)�;'����/��) 1 ���� ,	/�0�+��C��
����!�"��!������l���� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� ,	/�0�5���l���!+5�+����1���
Z	$���0������������s5��� Agarose gel electrophoresis 

 
 ����2@)
���
2�%����
���
�����,/"��
��������
�� pGEM-T Easy 

$���?7!�����5���l����#��$
��������� ���A�$�������/$��+�5��� 50 ng/µl 
pGEM®-T Easy vector, 2X Rapid ligation buffer, 3 U/µl T4 DNA ligase ,	/?�������5���l��� 
(DNA fragment) 
5�������	/	���
�"��5����$
� 11 µl �	
"1�$�
��Z�����9 ,	/�0�+��C������!�"
�������$	"����!$���	�5 1�$�
���0��	�5+��
�"�����"��������)�;'��,��,��" ��!��)�;'�� 16oC 
������	� 4 ?
!�
�" ,	/�0��	�5+��
�"���'���������)�;'�� ��!��)�;'�� 4oC ������	� 16-18 ?
!�
�"  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

               

 
 

 

<�"#�) 3.2  ,Z�;���	����5�������� pGEM®-T Easy (A) ,	/	0�5
�����	�
�+�5�,	/ Multi 
     Cloning site #�"�	����5�������� pGEM®-T Easy (B) (Promega) 
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�����
�"��#�#������ (Competent cell) 
�0��?7�� E. coli  JM109 (Promega) �� streak �� LB plate ,	/�0�+�����?7��

���'���)�;'�� 37oC ������	� 16-18 ?
!�
�" �
�������0�
�
	���5�!�����	���"��������	���"�?7�� SOB 
��!��������'����	�5�	���"�?7�� ,	/�0��	�5+���"���'��	���"�?7��,���#��� (shaker) ��!��������l���� 
200 rpm ������	� 16-18 ?
!�
�" �
�������0��?7��,��������1�$�	�5�5	�"�� 100 µl 	"�	���"��
������	���"�?7�� SOB ��!��������'���#�5�'�?��'� 30 ml ,	/�0�#�5�'�?��'�+���"���'��	���"�?7��,��
�#�����!��������l���� 200 rpm ������	� 5-7 ?
!�
�" 4 !"1/������	���!�4		�,���������1��(����
�- "
�/�/ log phase �	
"1�$�
���0��4		�,����������!�	���"������	�5+�
���4����6��1�#��5 50 ml 
,	/,?�����0�,#l"������	� 30 ���� ��7!������	��0��	�5+��C������!�"5���������l���� 3000 rpm 
��!��)�;'�� 4oC ������	� 15 ���� ,	��������#�"������	���"�?7�����"��	7�+������/����#�"�/$��
,�������� 1�$�
�������� transformation buffer 1 ������� 3 ����#�"������	���"�?7�� �0�$��	/	��
�/$��,��������
5�$���#����	�5����0�,#l"������	� 10 ���� ��7!������	��0��	�5+��C������!�"
5���������l���� 3000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 15 ���� ,	��������#�"���	/	�����"��	7�+��
����/����#�"�/$��,�������� ,	/������ transformation buffer 1 ������� 12.5 ����#�"�����
�	���"�?7�� 1�$�
���0�$��	/	���/$��,��������
5�$���#����	�5����0�,#l"������	� 10 ���� ��7!�
�����	������� DMSO 168 µl ��7!��
$&��;��#�"�4		�,�����������/����"$���$l��
$&� 
5��0�
�0�$����5��!	/��5,	/�0�$���#����	�5��	�������	� 10 ���� �	
"1�$�
���0�$��,��"��$����
���� 9 ����	�5+�
���4����6��1�#��5 1.5 ml �	�5	/ 100 µl ��7!��	�$�	�!�"$��,?�,#l",	/$��
	/	���	�� 9 ��
�" ,	/�$l� competent cell ���'���l� -80oC (��,��	/#
������0������/��5��
�����)
��/�5	�"5��� 80% alcohol �	
"1�$�
��1�5+6��!�/�$��",�	$���	� 
5���$���A��
��,��
���"$
�$���������� (aceptic technique)) 

 
 ������@)
� �� ���
���
#�)�2@)
���
�,/"��
��������
������
-��2@%
������!��/���  

�0� competent cell 100 µl ��$1�$�'���l� -80oC ��"��-
"��0�,#l" ,	/���5���l�
����!��$���?7!������#��$
��	����5�������� (recombinant DNA) 	"���	�5��!�� competent cell ,	��
�?��7��#��� (mix) �	�5��� 9 ,	/�0��	�5+��
�"��-
"��0�,#l"������	� 30 ���� �	
"1�$�
���0�
�	�5+��
�"�����"��������)�;'��,��,��"��!��)�;'�� 42oC ������	� 90 ������ ,	/��7!������	�
����0��	�5+���"����0�,#l"�
����
�"���"+�� 3 ���� 1�$�
������������	���"�?7��,����	� SOC 900 µl 
	"���	�5 ,	/�0��	�5+���"���'��	���"�?7��,���#�����!��������l���� 200 rpm ������	� 1 
?
!�
�" 
5�;�����'�����)�;'�� 37oC �	
"1�$�
���0��4		���!��'����	�5��$�� 500 µl ���	"��1��

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

������	���"�?7��,������ 2XYT ��!���� selective media (��!�� X-gal, IPTG ,	/ ampicillin) ,	���0�$��
�$	�!��?7�� (spread) ����
!�Z������#�"������	���"�?7�� ��7!��0�$��,�$
�
	��#�"�?7�� E. coli  ��!�	����5
��?�������5���l��� (insert) �0�1��������	���"�?7��+���"��!�'���������)�;'����!����)�;'�� 37oC ����
��	� 16-18 ?
!�
�" ,	/1�$$����! spread �?7��	"�� plate ��!�� amplicilin, IPTG ,	/ X-gal  1/�0����
�����-�
5
�	���!���"$��+5� 4 !"
�
	��#�"�4		�,����������!+5��
��	����5��!+����?���5���l�����!
���"$��1/����
�
	����6�� ����
�
	����#�� �
!�,�5"����4		�,��������+5��
��	����5��!��?���      
5���l�����!���"$�� �
�������0�$���
5�	7�$
�
	��#�"�?7�� E. coli ��!��5$��)�������	����5��!+����
?���5���l�����!���"$�� 1-2 
�
	�� ,	/�	7�$
�
	����!��5$��)�������	����5��!��?�������5���l�����!
���"$�����0�����plate �����
�+�� (master plate)  

 
 ����������'� Recombinant DNA ��� ��$����
 ������  (Cracking) 

�0�$���A��
��$��,�����"$
�$���������� 4 !"1/�0��$	�+6�	�5 1�$�
���?�
+��1���6C���!Z���$��� !"����?7��,	�� (autoclave) ��	�+6,��Z���+��������$ ,	���0�+��1���6C�+�
�#�!��?7���� master plate �0�+������!$���	�5+�
���4����6��1� �	
"1�$�
�������� C. B. ,	/��� 
10 mM EDTA ���
��� 1 ��� 1 ����
5���������������5��������$
� 15 µl ,	/��5��� L. B. 	"
�����	�5��/��) 1 µl 1�$�
���0��	�5+� vortex ,	/�
�"���"+����!��)�;'�����" 5 ���� ��7!����
��	��0��	�5+��C������!�" (spin down) ��7!������� L. B. �$	"����!$���	�5 �	
"1�$�
���0��	�5
+� vortex ,	/��"�	�5����0�,#l"������	� 5 ���� ��7!������	��0��	�5+��C������!�"��!������l�
��� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 5 ���� ;�����	�51/������#�"�/$���4		�,�������� 
,	/ recombinant DNA ��!��'�������#�"���	/	�� 
5��0����	/	�����	�5 10 µl �����1���
Z	5��� Agarose gel electrophoresis 

 
 ���
�,�"��
������ ��$� Alkaline lysis  

��7!��������
�
	��#�",���������5��?�������#�" recombinant DNA ,	�� 1 "
�0����	���"�?7����7!�#���10����,�������� 
5��0�������	���"�?7��,����	� 2XYT 3 ml ���	"��
�	�5�0���
��	���"�?7�� ,	/�?� loop ��	�+6,��Z���+��������$ ,	���0�+��#�!��?7���� master plate 
,	/�0�+�������	�5��!��������	���"�?7����'� �	
"1�$�
���0��	�5�	���"�?7��+���"���'��	���"�?7��,��
�#��� (shaker) ��!��������l���� 200 rpm ������	�#����7���7� 16-18 ?
!�
�" 
5�;�����'�����)�;'�� 
37oC ��7!����10����?
!�
�"�0�$���$l��4		�
5�,��"�4		�������"���� ������ !"�$l�������#�" 
glycerol stock ,	/��$������7!��0�+��$
5�	����5 $���$l�������#�" glycerol stock 
5��0��4		�

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

��!��'���������	���"�?7�� 500 µl ���	"���	�5+�
���4����6��1� �	
"1�$�
�������� 30% glycerol 
700 µl ,	���0�$�� vortex ,	/�$l��
$&��4		����'���l� -80oC (
5�1/�0�$���5	�",�����"$
�$��
�������� (aceptic technique) 4 !"��$���	���"�?7��1/�0��$	�+6�	�5) �	
"1�$�
���0��4		���!��'���
������	���"�?7����������!��	7����	"���	�5+�
���4����6��1� ,	/�0�+��C������!�"5���������l�
��� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� ,	��������	�� (supernatant) ���" 1�$�
�������� 
solution I 200 µl ,	���0�+� vortex ����/$��	/	��1/+5����	/	����#��� ����������� solution II 
200 µl �0�$��Z��
5�$������"�	�5���9 (invert) +�����/��) 5-10 ��
�" 1/+5����	/	������
,	/��75 ,	/������ solution III 200 µl �0�$��Z��
5�$������"�	�5���9 (invert) +���
��/��) 5-10 ��
�" 1/+5����	/	������,	/���/$��#��#��� 1�$�
���0�+��C������!�"5���������l�
��� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 5 ���� ,	���0�$����������#�" supernatant +��
"�	�5
+�
���4����6��1��	�5���� ,	/�0�+��C������!�"��$��
�"5���������l���� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 
4oC ������	� 5 ���� ,	���0�$����������#�" supernatant +��
"�	�5+�
���4����6��1��	�5����
��$��
�" �	
"1�$�
����� isoprpanol 1 ����#�"���	/	�����	�5 ,	/�0�+� vortex ��"�
�"��
��)�;'�����"������	� 30 ���� ��7!��0�$���$�/$��5���l��� 1�$�
���0��	�5+��C������!�"5���
������l���� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 30 ���� �0�$��5'5���	/	����$���"��	7�+��
����/�/$��#�"5���l��� ,	/���5���	�5��"+����!��)�;'�����"������	� 10-15 ���� ��7!���� 
isopropanol �/�����$+� �	
"1�$�
��	/	���/$��5���l���5��� 1 X TE buffer ��� 1 ������� 2 
����#�"���	/	��,	/�
�"���"+����/��) 5 ���� 
5����/����"����0�$��Z�� (mix) ���9 ��7!����
�/$��	/	�� 1�$�
����� RNase (10 mg/ml) 3 µl (��� RNase 1 µl: ���	�����	�5 100 µl) ,	/
�0��	�5+��
�"�����"��������)�;'��,��,��" 
5��
�"��)�;'�� 37oC ������	� 30 ���� 
5���
�/����"����0�$��Z�� (mix) ���9 ��$ 10 ���� ��7!������	��0��	�5���
�"��!��)�;'�����",	����� 
phenol ,	/��� chloroform ���
��� 0.5 ������� 0.5 ����#�"���	/	����!����'����	�5 �0�$�� 
vortex ,	/�0�+��C������!�"5���������l���� 10,000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 5 ���� 
���	/	��1/,�$?
�� 
5�����#�"�	����55���l���1/��'�?
�����0�$��5'5�������������+��
"
�	�5+�
���4����6��1��	�5���� �	
"1�$�
���0�$���$�/$��5���l�����$��
�"5��� 3 M sodium 
acetate pH 4.8 ��� 1 ������� 10 ����#�"�����!��'����	�5 ,	/��� absolute ethanol 
5���� 3 ����
#�"������	�5 �0�$�� vortex ���	/	�� ,	/�
�"+����!��)�;'�� -80oC ������	� 1 ?
!�
�"��7�
��)�;'�� -20oC #����7���7�������	���/��) 16-18 ?
!�
�" ��7!�����$���$�/$��5���l��� ��7!����
��	�1 "�0�$���C������!�"5���������l���� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 30 ���� 1�$�
��5'5
���	/	����$���"��	7�+������/�/$��#�"5���l��� �0�$��	��"�/$��5��� 80% ethanol 1 ml 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

�	
"1�$�
���C������!�"5���������l���� 12,500 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 5 ���� �0�$��5'5
���	/	�����"��$��
�" ,	/���5���	�5��"+����!��)�;'�����"������	� 10-15 ���� ��7!����������	
�/�����$+� �0�$��	/	���/$��5���l�������0� DI  30 µl �0�5���l����������1���Z	5��� 
Agarose gel electrophoresis ,	/�0��	����55���l��������� !"+��
5�����#��#��#�" DNA ��!���
$��5'5$	7�,�" 260 ��
����� (nm) 
5��?����7!�"��
�5��� (nanodrop)   

 
 ������!

/"��
������
���
��� ����,��
��
�������,�!9��"��  

$���
5�	����55���l���5�����l�+4���
510����/ 4 !"-�����"$���
5�	����5     
5���l�����7!�������/��Z	5��� Agarose gel electrophoresis ����?��������������!��5 ��7!�������5��
well #�"�/$�
���1	+5��
�"��5 4 !"$�)�����?� 10-20 µl �A�$�������/$��5��� 10X buffer RE® act, 
4U/µl EcoR I enzyme, 1.5 µg Plasmid DNA ,	/��0� DI 5 µl ��7!���
��������������	/	������$
� 
10 µl �	
"1�$�
���0�$��Z����� (mix) 5����7����9 ,	����"�	�5�����"��������)�;'��,��
,��"��!��)�;'�� 37oC ������	� 2 ?
!�
�" ��7!������	��0��	�5+��C������!�"��!������l���� 5000 
rpm ��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� �	
"1�$�
���0�5���l�����!�
55������+4�������1���Z	5��� 
Agarose gel electrophoresis �	
"1�$��!����Z	����	����5�5��!��?�������#�" recombinant DNA 
,	��1 "�0�$����"�
�����"������/��	0�5
�����	�
�+�5�   

 
 ����������'��9��,/�������
�#��   

�0�$��������/��	0�5
�����	�
�+�5� 
5��0�$�������������	0�5
�����	�
�+�5� 
,	/$�5�/��
�#�" cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 3n $
�#���'		0�5
�����	�
�+�5�,	/
$�5�/��
�#�"��� MC4R ���
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 ��!+5���$�����"��+����E��#���'	#�" 
GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
5��?�
��,$�� BlastN ,	/ BlastX ,	/�0�
$�������������������"$
� (alignment) #�"	0�5
�����	�
�+�5� ,	/	0�5
�$�5�/��
�#�"
��� TpMC4R 
5��?�
��,$�� EBI Tools Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) 

 

3.4.1.2 ������� cDNA �
� �� TpMC4R �������  5i ��� �#���� 5iRACE                                

 ���
,������'� First strand cDNA �
� �� TpMC4R �������  5i 
 �0� total RNA #�"���"+��
5�����#��#��#�" RNA ��!���$��5'5$	7�,�" 
260 ��
����� (nm) �	
"1�$�
���0�$���
"����/�� first strand cDNA 1�$ total RNA 
5��?� 
SMARTTM RACE cDNA amplification kit 
5���$�����������	/	���0���
��
"����/�� first 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

strand cDNA 5n RACE 5
"��� Total RNA �����#��#�� 1-5 µg/µl ��� 1-3 µl, 5n-CDS primer A ��!��
�����#��#�� 12 µM ��� 1 µl, SMART II A Oligonucleotide ��!�������#��#�� 12 µM ��� 1 µl ,	/
��0� Deionized ��7!���
��������������	/	���
�"��5����$
� 5 µl �0�$��Z�����	/	�����	�5
+�
���4����6��1�����#��$
�,	/�0�$���C������!�"��!������l���� 5000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 
1 ���� �	
"1�$�
���0��	�5+��
�"��!��)�;'�� 70oC ������	� 2 ���� ,	/,?�	"��-
"��0�,#l"�
�������
��	� 2 ���� ��7!������	��0��	�5+��C������!�"��!������l���� 5000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 
���� �	
"1�$�
���0��	�55
"$	�����������	/	��Z�� (premixture) 5 µl (premixture ��/$��+�
5��� 5x First-Strand buffer 2 µl, 20 mM DTT 1 µl, 10 mM dNTP Mix 1 µl ,	/ MMLV Reverse 
Transcriptase 1 µl) 4 !"���	/	���
�"��5����$
� 10 µl �	
"1�$�
���0�$��Z�����	/	�����	�5
����#��$
�
5��?�+�
���������,	/�0�$���C������!�"��!������l���� 5000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ����
��	� 1 ���� ,	/�0��	�5+��
�"��!��)�;'�� 42oC ������	� 2 ?
!�
�" �	
"1�$�
�������� Tricine-
EDTA buffer 100 µl ,	/�0��	�5+��
�"�����"��������)�;'��,��,��" ��!��)�;'�� 72oC ������	� 
7 ���� ��7!����5�A�$����� ,	/�$l��
�����" cDNA +����!��)�;'�� -20oC 
   
 ���

�	//�"���
�� 

��7!�����	0�5
�����	�
�+�5�#�" cDNA #�"��� TpMC4R 5��� 3n RACE 
5
"�
��1 "�0�$����$,��+��������0���
�
�	� cDNA #�"��� TpMC4R 5��� 5n RACE (5
";����! 
3.3 ,	/����"��! 3.1) 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

TpMC4R 3'RACE  ------------------------------------------------------------------------

Goldfish       ---ATGAACACCTCACATCACCATGGACCGCATCATTCATACCGAAATCACAGCCAGGGGGCTTTG------ 63 

Zebrafish ---ATGAACACCTCACATCATCATGGACTGCATCATTCATTTCGGAACCACAGCCAAGGAGCTCTG------ 63

Karasu ---ATGAACGCCACCGATCCCCCTGGGAGGGTGCAGGACTTCAGCAACGGGAGCCAAACCCCGG-------- 61

Flounder       ---ATGAACACGACAGAACATCCTGGTCTGAGCCAAGGCTTCCACAACTGGAGCCAAACCGCG--------- 60

Saebass ---ATGAACACCACAGAGGCTCATGGATTGATCCATGGCTACCATAACCGGAGCCAAACCTCGGGC------ 63 

Trout          ATGATGAATTCCACAGACCACCAAGGGTTGATCTCTGTGGGCTATACCAGGAACCTCAGCACTGCTGGGACT 72 

Dogfish        ---ATGAACTCCTCGTTTCATCACAGGCTGCCGGAGACCCCGCAGCTCAGAAACCACAGCGTGGCG------ 63 

Human          ---ATGGTGAACTCCACCCACCGTGGGATGCACACTTCTCTGCACCTCTGGAACCGCAGCAGTTACAGACTG 69 

Chicken        ---ATGAATTTCACCCAGCATCGTGGGACACTCCAGCCTCTCCATTTCTGGAACCAGAGCA---ACGGACTG 66 

TpMC4R 3'RACE  ------------------------------------------------------------------------

Goldfish       -----------CCAGTGGGAAAGCCTGATCAAGGTG-AGAGAGGATCAACCTCTGGATGTTACGAGCAGCTA 123

Zebrafish -----------CCGGTGGGAAAGCCCTCTCATGGTG-ACAGAGGATCAGCTTCTGGATGCTACGAGCAGTTG 123

Karasu -------------AGACGGACTTTCCAAACGAGGAG---AAGGAATCGTCTACGGGATGCTACGAGCAGATG 117

Flounder       ---TCGCCACTGAACGAGGACTTTTCAGCCCAGGAC---AAGGACTCGTCGGCCGGATGTTACGAGCAGCTG 126

Saebass ATTTTGCCACTTAACAAAGACTTATCAGCAGAGGAG---AAGGACTCGTCCACAGGATGCTATGAACAGCTG 132

Trout          CTGGGAACCCTCAACAAAGACTCAGAGGGCGTTGGTATCAAGGACTCCTCAACAGGATGTTACGAGCAGCTC 144

Dogfish        -------AGATTCGCCAGCGCCAACGGCTCGCGCAG--TGACGGCTTCTCTTCGGGATGCTACGAGCAACTC 126

Human          ---------CACAGCAATGCCAGTGAGTCCCTTGGAAAAGGCTACTCTGATGGAGGGTGCTACGAGCAACTT 132

Chicken        ---------CACAGGGGTGCCAGCGAGCCCAGTGCGAAGGGCCACTCCTCGGGAGGCTGCTATGAACAACTC 129

TpMC4R 3'RACE  ------------------------------------------------------------------------

Goldfish       CTCATCTCCACAGAGGTCTTCCTCACACTCGGGCTCGTCAGTCTCCTGGAGAACATTTTAGTGATTGCTGCT 195

Zebrafish CTGATCTCCACGGAGGTCTTCCTCACGCTCGGCCTGGTCAGCCTCCTGGAGAACATCCTTGTGATTGCAGCC 195

Karasu CTGATCTCCACGGAGGTGTTCCTGACTCTGGGAATCATCAGCCTGCTGGAGAACATCCTGGTGGTCGCCGCT 189

Flounder       CTGATCTCCACCGAGGTGTTCCTCACTCTGGGCATCGTCAGCCTGCTGGAGAACATCCTGGTGGTCGCTGCT 198

Saebass CTGATTTCCCCAGAGGTTTTCCTCACTCTGGGCATTGTCAGCCTGCTGGAGAACATCCTGGTTGTTGCTGCT 204

Trout          CTCATCTCTACCGAGGTCTTTCTCACACTGGGGATAGTCAGTTTATTAGAGAACATCCTGGTGATTGCTGCC 216

Dogfish        TGGATCTCGACGGAGGTCTTCCTCACGCTGGGCATCTTCAGCCTCTTGGCAAATATTTTGGTCATTGCAGCT 198

Human          TTTGTCTCTCCTGAGGTGTTTGTGACTCTGGGTGTCATCAGCTTGTTGGAGAATATCTTAGTGATTGTGGCA 204

Chicken        TTTGTATCCCCTGAAGTGTTTGTGACTCTGGGCATCATCAGCTTGCTGGAAAACGTCTTGGTCATTGTGGCA 201

TpMC4R 3'RACE  ------------------------------ATGTACTTTTTCATCTGCAGCCTGGCGGTCGCCGACATGCTG 42

Goldfish       ATTATCAAGAACAAGAACCTTCATTCTCCCATGTACTTCTTTATCTGCAGTTTAGCTGTAGCAGACTTGTTG 267

Zebrafish ATCGTCAAAAACAAGAACCTACATTCCCCTATGTACTTCTTCATCTGCAGCTTGGCTGTAGCAGACTTGTTA 267

Karasu ATAGTGAAGAACAAGAATCTCCACTCGCCCATGTACTTTTTCATCTGCAGCCTGGCCGTGGCCGACATGCTC 261

Flounder       ATAATCAAGAACAAGAACCTTCACTCGCCGATGTACTTCTTCATCTGCAGCCTTGCCGTCGCTGACATGCTC 270

Saebass ATCATCAAAAACAAGAACCTTCACTCACCTATGTACTTCTTCATCTGTAGCCTCGCTGTTGCTGACATGCTC 276

Trout          ATCATCAAGAATAAGAATCTTCACTCTCCCATGTACTTATTCATCTGTTCTTTGGCTGTGGCAGACATGCTG 288

Dogfish        ATTGTCAAAAACAAGAACCTGCACTCGCCGATGTATTTTTTCATCTGCAGCTTGGCAGTGGCTGACATGCTG 270

Human          ATAGCCAAGAACAAGAATCTGCATTCACCCATGTACTTTTTCATCTGCAGCTTGGCTGTGGCTGATATGCTG 276

Chicken        ATAGCCAAGAACAAGAACCTCCATTCGCCCATGTACTTCTTCATCTGTAGCTTGGCAGTGGCTGACATGCTA 273

******** ** *****     * ** *** * **  ** * 

 
 

<�"#�) 3.3 $�� alignment #�"	0�5
�����	�
�+�5�#�"��� TpMC4R 5����	�� 3n $
���� MC4R ��
�
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 ,	/$����$,��+��������0���
�$��
�	� cDNA 
#�"��� TpMC4R 5����	�� 5n  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

TpMC4R 3'RACE  GTGAGCGTCTCAAATGCCTCTGAGACCATTGTCATCGAGCTCATCAATGGAGGCACGCTGAGCATCCCCATC 114

Goldfish       GTCAGTGTCTCAAATGCCTCCGAAACGGTAGTGATGGCACTCATCACGGGGGGCAACCTAACTTATCGCGAG 339

Zebrafish GTGAGTGTCTCCAATGCTTCGGAAACAGTTGTGATGGCGCTCATCACTGGAGGCAACCTGACCAACCGTGAG 339

Karasu GTGAGCGTCTCCAACGCCTCCGAGACGATCGTCATAGCGCTCATCAACAGCGGCACGCTGACCATCCCCGCC 333

Flounder       GTCAGCGTCTCCAACGCCTCTGAGACCATCGTCATCGCGCTCATCAATGGAGGCAACCTGACCATCCCCGTC 342

Saebass GTCAGTGTCTCCAATGCCTCTGAGACTATTGTCATAGCGCTCATCAACGGAGGCAAGCTGACCATCCCCGTC 348

Trout          GTCAGCGTCTCCAACGCCTCCGAGACCATCGTCATCGCCCTGATCAACGGCGGCAACTTGACCATCTCCGGG 360

Dogfish        GTTAGCGTGTCCAACGCGTGGGAGACGATCTTCATTGCCATGTTAAAAAGCAGGCACTTAACGGCCCCGGAA 342

Human          GTGAGCGTTTCAAATGGATCAGAAACCATTGTCATCACCCTATTAAACAG---TACAGATACGGATGCACAG 345

Chicken        GTGAGTGTATCTAATGGATCAGAAACTATTGTCATCACGCTTCTAAACAA---TATAGATACAGACGCACAG 342

** ** ** ** ** *  ** ** **  *  * **  *  *  * *              **          

TpMC4R 3'RACE  ACACTCATCAAGAGCATGGACAACGTGTTCGACTCCATGATCTGCAGCTCTCTGCTGGCCTCCATCTGCAGC 186

Goldfish       AGCATCATCAAGAACATGGACAACATTTTTGACTCGATGATCTGCAGCTCACTGTTGGCCTCCATTTGGAGT 411 

Zebrafish AGCATCATTAAGAACATGGACAACGTGTTTGACTCTATGATCTGCAGCTCTCTGTTGGCCTCCATTTGGAGT 411

Karasu ACGCTGATCAAGAGCATGGACAACGTGTTTGACTCCATGATCTGCAGCTCTTTGCTGGCGTCCATCTGCAGC 405

Flounder       ACGTTGATTAAAAGCATGGACAACGTGTTTGACTCTATGATCTGCAGCTCCCTGCTGGCGTCCATCTGCAGC 414

Saebass CAGTTGATCAAAAGCATGGACAATGTGTTTGACTCTATGATCTGTAGTTCTCTGTTAGCATCCATCTGCAGC 420

Trout          TCGCTCATAAAGAGCATGGACAACGTGTTCGACTCCATGATCTGTAGCTCACTGCTGGCGTCAATCTGTAGT 432

Dogfish        AATTTAATCAAGAACATGGACAACGTGTTTGACTCGATGATCTGCAGCTCTCTTCTGGCTTCCATTTGCAGC 414

Human          AGTTTCACAGTGAATATTGATAATGTCATTGACTCGGTGATCTGTAGCTCCTTGCTTGCATCCATTTGCAGC 417

Chicken        AGCTTTACCATAAACATTGACAATGTCATTGACTCAGTGATTTGCAGTTCCCTGCTTGCATCAATTTGCAGT 414

* *     *  ** ** **  *  *******  **** ** ** **  *  * ** ** ** ** **

TpMC4R 3'RACE  TTGCTGGCTATCGCTGTGGACCGCTACATCACCATCTTCTACGCGCTGCGTTACCACAACATCGTGACGTTG 258

Goldfish       TTGTTGGCCATAGCGGTGGACCGCTACATCACGATCTTCTACGCCTTGCGCTACCACAACATCATGACCCAA 483 

Zebrafish TTGTTGGCCATCGCGGTGGACCGCTACATCACAATCTTCTACGCTTTGCGCTACCACAACATCATGACCCAG 483

Karasu CTGCTCGCCATCGCCGTCGACCGCTACATCACCATCTTCTACGCCCTGCGCTACCACAACATCGTCACCCTG 477

Flounder       CTGCTCGCTATCGCAGTCGACCGCTACATCACCATCTTCTACGCGCTGCGATACCACAACATCGTCACCCTG 486

Saebass TTGCTGGCCATCGCGGTTGATCGTTACATCACTATCTTCTACGCACTGCGATACCACAACATTGGCACCCTG 492

Trout          CTCTTGGCCATCGCCATAGACCGCTACATCACCATATTCTACGCGCTGCGCTACCATAACATTGTGACGGTA 504

Dogfish        TTGCTGGCCATCGCTATTGACAGGTACATCACCATCTTCTACGCTCTGCGGTACCATAACATCGTGACAGTG 486

Human          CTGCTTTCAATTGCAGTGGACAGGTACTTTACTATCTTCTATGCTCTCCAGTACCATAACATTATGACAGTT 489

Chicken        CTCCTCTCAATAGCAGTGGACAGGTATTTTACTATCTTTTATGCCCTCCAGTACCATAATATCATGACGGTC 486

*  *  * ** **  * **  * **  * ** ** ** ** **  * *  ***** ** **    **  

TpMC4R 3'RACE  CGCAGGGCCACGCTGGTCATCAGCACCATCTGGACGTGCTGCACGGTGTCCGGCATCCTCTTCATCATCTAC 330

Goldfish       CGGCGGGCGGGCACCATCATCACCTGCATCTGGACCTTGTGTACGGTCTCTGGCGTGCTCTTTATTGTGTAC 555

Zebrafish CGGCGGGCGGGCACCATCATCACCTGCATCTGGACCTTCTGCACAGTCTCCGGCGTACTCTTTATCGTGTAT 555

Karasu CGGAGAGCCTCGCTGGTCATCAGCAGCATCTGGACGTGCTGCACCGTGTCCGGCGTGCTCTTCATCGTCTAC 549

Flounder       CGGCGGGCGATGCTGGTCATCACCAGCATCTGGACGTGCTGCATCGTGTCTGGCATCCTCTTCATCATCTAC 558

Saebass CGGAGAGCAATGTTGGTCATCAGCAGCATCTGGACATGCTGCATTGTGTCCGGCATCCTGTTTATCATCTAC 564

Trout          AAGCGAGCGATGGCGGTAATCGCGTGCATCTGGTCGTGTTGTGTGGCATCGGGCGTGCTCTTCATTATCTAC 576

Dogfish        CGGAGGGCCCTGATGATTATCGCCGCCATCTGGGCAGCCTGCACGGGCTCAGGGATCCTCTTCATCGTTTAT 558

Human          AAGCGGGTTGGGATCATCATAAGTTGTATCTGGGCAGCTTGCACGGTTTCAGGCATTTTGTTCATCATTTAC 561

Chicken        AAGCGTGTAGGGGTCATCATCACATGCATCTGGGCGCTTGCACTGTCTCAGGCATTTTGTTCATCATTTACT 558

* * *         * **       ****** *                *   *    *      *    

Primer MC4R-R3

Primer MC4R-R2

Primer MC4R-R2

 
  

<�"#�) 3.3 $�� alignment #�"	0�5
�����	�
�+�5�#�"��� TpMC4R 5����	�� 3n $
���� MC4R ��
�
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 ,	/$����$,��+��������0���
�$��
�	� cDNA 
#�"��� TpMC4R 5����	�� 5n (���) 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

TpMC4R 3'RACE  TCGGAGAGCACCACGGTGCTCATCTGCCTCATTACCATGTTCTTCACCATGCTGGTGCTCATGGCGTCGCTC 402

Goldfish       TCTGAGAGCACCACCGTTCTCATCTGCCTTATCAGCATGTTCTTCACCATGCTGGCGCTTATGGCCTCGCTC 627

Zebrafish TCAGAAAGCACCACTGTTCTCATCTGCCTCATCAGCATGTTCTTCACCATGCTGGCGCTCATGGCCTCACTC 627

Karasu TCGGAGAGCACCACCGTGCTCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGCTGGTGCTCATGGCCTCCCTC 621

Flounder       TCGGAGAGCACCACGGTGCTCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGCTGGTGCTCATGGTGTCGCTG 630

Saebass TCAGAGAGCACCACAGTGCTCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGTTGGTGCTCATGGCGTCGCTG 636

Trout          TCTGAGAGCACCACGGTCCTCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGCTGGCGCTCATGGCCTCTCTC 648

Dogfish        TCCGAGAGCACCGCAGTCATCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCGCCATGCTCGCCCTCATGGCCTCGCTC 630

Human          TCAGATAGTAGTGCTGTCATCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGCTGGCTCTCATGGCTTCTCTC 633

Chicken        TCTGACAGCAGCGTTGTCATCATCTGCCTTATCAGCATGTTCTTCACCATGCTCATTCTCATGGCATCCCTT 630

** ** ** *     **  ********** **** ********** ***** *    ** ****  ** **

TpMC4R 3'RACE  TACGTGCACATGTTCCTGCTGGCGCGCCTGCACATGAAGCGGATCGCAGCGCTGCCGGGCAACGCGCCCATC 474

Goldfish       TACGTCCACATGTTTCTTCTAGCCCGGCTGCACATGAAGCGCATTGCCGCCCTCCCTGGCAACGGCCCTATC 699

Zebrafish TACGTCCACATGTTCCTTCTAGCCCGGCTGCACATGAAACGGATCGCCGCCTTACCTGGAAACGGCCCGATA 699

Karasu TACGTCCACATGTTCCTGCTGGCGCGCCTGCACATGAAGCGGATCGCGGCGATGCCGGGCAACGCGCCCATC 693

Flounder       TACGTGCACATGTTCCTGCTGGCGCGCTTGCACACGAAGCGTATCGCGGCGCTGCCGGGCAACGCGCCCATC 702

Saebass TACGTCCACATGTTCCTGCTGGCCCGTTTGCACATGAAGCGCATCGCAGCATTGCCAGGGAACGCGCCCATC 708

Trout          TACGTCCACATGTTCATGCTGGCCCGCCTGCACATAAAGAGGATTGCCGTGCTGCCCGGGAACGTTCCCATC 720

Dogfish        TACGTGCACATGTTCATGCTGGCCCGCTTGCACGTCAAGCGCATCGCCGCCCTGCCCGGCAACGGCGCCGTC 702

Human          TATGTCCACATGTTCCTGATGGCCAGGCTTCACATTAAGAGGATTGCTGTCCTCCCCGGCACTGGTGCCATC 705

Chicken        TATGTTCACATGTTCATGATGGCTCGAATGCATATCAAGAAGATAGCAGTTCTTCCAGGGACTGGCCCCATT 702

** ** ********  *  * **  *    **    **    ** ** *   * ** ** *  *   * **

TpMC4R 3'RACE  CAGCAGCGCGCCAACATGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTGCTCGGGGTGTTCGTGGTGTGCTGGGCG 546

Goldfish       TGGCAGGCGGCAAATATGAAAGGGGCCATCACTATCACTATCCTGCTGGGAGTATTCGTGGTGTGCTGGGCT 771

Zebrafish TGGCAGGCGGCGAATATGAAGGGCGCCATTACCATTACTATACTACTGGGGGTGTTTGTGGTGTGCTGGGCG 771

Karasu CACCAGAGAGCCAACCTGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTCCTGGGAGTGTTTGTGGTCTGCTGGGCG 765

Flounder       CTTCAGCGAGCCAACATGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTCCTCGGGGTGTTCGTGGTGTGCTGGGCG 774 

Saebass CATCAGCGGGCCAACATGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTCATCGGGGTGTTCGTGGTGTGCTGGGCG 780

Trout          CGCCAGCGTGCCAACATGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTCCTGGGTGTGTTCGTAGTGTGCTGGGCT 792

Dogfish        CGCCAAGCGGCGAACATGAAAGGGGCGATCACGCTGACCATCCTGCTGGGGGTCTTTGTCGTCTGCTGGGCG 774

Human          CGCCAAGGTGCCAATATGAAGGGAGCGATTACCTTGACCATCCTGATTGGCGTCTTTGTTGTCTGCTGGGCC 777

Chicken        CGCCAAGGGGCCAACATGAAAGGGGCCATCACTCTCACTATACTGATTGGAGTTTTTGTTGTGTGCTGGGCC 774

**    ** **  **** ** ** ** **  * ** ** **  * ** ** ** ** ** ********

TpMC4R 3'RACE  CCGTTCTTCCTCCACCTCATCCTGATGATCACCTGCCCCCGGAACCCCTACTGCACCTGCTTCATGTCCCAC 618

Goldfish       CCCTTTTTTTTGCACCTCATCCTCATGATTTCTTGCCCCCGGAATCCCTATTGCATCTGTTTCATGTCCCAC 843  

Zebrafish CCCTTTTTCTTGCACCTCATCCTCATGATCTCCTGCCCGCGGAATCCTTATTGTGTCTGCTTCATGTCACAC 843

Karasu CCTTTCTTCCTTCACCTCATCCTCATGATCACCTGCCCCAAGAACCCATACTGCACGTGCTTCATGTCCCAC 837

Flounder       CCGTTCTTCCTCCACCTCATCCTCATGATCACGTGCCCGAGGAACCCGTACTGCACCTGCTTCATGTCCCAC 846

Saebass CCCTTTTTCCTCCACCTCATCCTCATGATCACTTGCCCCAGGAACCCCTATTGCACCTGCTTCATGTCCCAA 852

Trout          CCCTTTTTCCTCCACCTCATCCTCATGATATCATGCCCCAGGAACCCCTACTGTGCCTGCTTCATGTCACAC 864

Dogfish        CCTTTCTTCATGCACCTCATTCTCATGATCTCCTGCCCGCAGAACCCGTACTGTGTCTGCTTCATGTCGCAC 846

Human          CCATTCTTCCTCCACTTAATATTCTACATCTCTTGTCCTCAGAATCCATATTGTGTGTGCTTCATGTCTCAC 849

Chicken        CCATTTTTTCTGCACCTCATTTTCTACATCTCCTGCCCCTACAATCCTTACTGTGTGTGCTTCATGTCTCAC 846

** ** **  * *** * **  **   **  * ** **    ** ** ** **    ** ********  *

TpMC4R 3'RACE  TTCAACATGTACCTGATCCTCATCATGTGCAACTCCATCATCGATCCCATCATCTACGCCTTTCGCAGCCAG 690

Goldfish       TTCAACATGTATCTGATCCTCATTATGTGCAACTCGGTCATAGACCCTCTCATCTACGCATTCAGGAGCCAA 915 

Zebrafish TTCAACATGTATCTGATCCTCATTATGTGCAACTCGGTCATAGACCCGCTCATATATGCCTTCAGAAGCCAA 915

Karasu TTCAACATGTACCTCATCCTCATCATGTGCAACTCCGTCATCGACCCCATCATCTACGCCTTTCGCAGCCAG 909

Flounder       TTCAACATGTACCTCATTCTCATCATGTGCAACTCCGTCATCGACCCCATCATCTACGCCTTCCGCAGCCAG 918

Saebass TTCAACATGTACCTCATCCTTATCATGTGCAACTCTGTCATTGACCCCATCATCTACGCGTTTCGCAGCCAA 924

Trout          TTCAACATGTACCTCATCCTCATCATGTGTAACTCTGTCATCGACCCACTGATCTACGCCTTCAGGAGCCAA 936

Dogfish        TTCAACATGTACTTAATCCTCATCATGTGCAACTCGGTCATCGACCCCCTCATCTACGCTTTCCGCAGTCAA 918

Human          TTTAACTTGTATCTCATACTGATCATGTGTAATTCAATCATCGATCCTCTGATTTATGCACTCCGGAGTCAA 921

Chicken        TTTAACTTCTACCTCATCCTCATCATGTGTAATTCCATCATTGATCCACTTATCTATGCATTTCGGAGTCAG 918

** *** * **  * ** ** ** ***** ** **  **** ** **  * ** ** **  *  * ** ** 

Primer MC4R-R3
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TpMC4R 3'RACE  GAGATGCGGAAAACCTTCAAGGAGTTTTTCTGCTG---CTCGCAGCCTCTCCTGTGCGTCTGAGTTTGTGTT 759

Goldfish       GAGATGAGGAAAACCTTCAAGGAGATCTGCTGCTGCTGGTATGGACTGGCGTCTCTGTGTGTATGA------ 981 

Zebrafish GAAATGAGGAAGACCTTCAAGGAGATCTGCTGCTGCTGGTATGGACTTGCATCTCTGTGTGTATAA------ 981

Karasu GAGATGAGAAAAACCTTCAAGGAGATCTTCTGCTG------CTCCCAAATGCTGGTGTGCATGTGA------ 969

Flounder       GAAATGAGGAAAACCTTCAAAGAGATTTTCTGCTG------CTCTCACGCTCTGCTGTGTGTGTGA------ 978

Saebass GAGATGAGAAAAACCTTCAAAGAGATTTTCTGCTG------CTCACACGCTCTCTTGTGCGTGTGA------ 984

Trout          GAGATGAGGAAGACCTTTAAGGAAATCTTCTGCTGGT---ACAGTCTGCCAAACCTGTGTGTGTGCG----- 1005

Dogfish        GAAATGCGGAAGACCTTCAAAGAAATAATCTGCTGCT---ACAGTCTGCCGGGGCTGTGTGACCTG------ 981

Human          GAACTGAGGAAAACCTTCAAAGAGATCATCTGTTGCT---ATCCCCTGGGAGGCCTTTGTGACTTG------ 984

Chicken        GAGCTCAGGAAAACATTCAAAGAAATTATATGCTGCT---GTAACTTGAGAGGGCTTTGTGATTTA------ 981

**  *  * ** ** ** ** ** **    ** **                    * **    

TpMC4R 3'RACE  TTGAGTAATTTAAACCCGCGGGTCACACTGTACTATTTAAGTGAAACCTGGTCAACAGGGAGTTTCAGAACT 831

Goldfish       ------------------------------------------------------------------------ 981

Zebrafish ------------------------------------------------------------------------ 981

Karasu ------------------------------------------------------------------------ 969

Flounder       ------------------------------------------------------------------------ 978

Saebass ------------------------------------------------------------------------ 984

Trout          ---------------------------------------------AGCTG----CCAGGGAAATATTGA--- 1020 

Dogfish        ------------------------------------------------------ACAAGTGAATATTAA--- 996 

Human          ------------------------------------------------------TCTAGCAGATATTAA--- 999 

Chicken        ------------------------------------------------------CCTGGCAAATATTAG--- 996 

TpMC4R 3’RACE  CTCATCACTGTGGACAGATGTGGTTCTGTTGTGCTCCCTTGCTGGGCTGTAAAACTCTTAATGATGTAGGCG 903

Goldfish       ------------------------------------------------------------------------

Zebrafish ------------------------------------------------------------------------

Karagu ------------------------------------------------------------------------

Flounder       ------------------------------------------------------------------------

Saebass ------------------------------------------------------------------------

Trout          ------------------------------------------------------------------------

Dogfish        ------------------------------------------------------------------------

Human          ------------------------------------------------------------------------

Chicken        ------------------------------------------------------------------------

TpMC4R 3’RACE  CCTGCCTCGGGTTTTGTAAAGACGTAGCTTTGTGATCACCGTGTATCACAGAGCATCACCGTGGAGACGAAC 975   

Goldfish       ------------------------------------------------------------------------

Zebrafish ------------------------------------------------------------------------

Karagu ------------------------------------------------------------------------

Flounder       ------------------------------------------------------------------------

Saebass ------------------------------------------------------------------------

Trout          ------------------------------------------------------------------------

Dogfish        ------------------------------------------------------------------------

Human          ------------------------------------------------------------------------

Chicken        ------------------------------------------------------------------------
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TpMC4R 3’RACE GCAGCTTTTGTTTGTTCAGTGAAGCTTGTTGAAATGCAACTTAAGTAAATGTCGCCAGTAAAAAAAAAAAAA 1047

Goldfish       ------------------------------------------------------------------------

Zebrafish ------------------------------------------------------------------------

Karagu ------------------------------------------------------------------------

Flounder       ------------------------------------------------------------------------

Saebass ------------------------------------------------------------------------

Trout          ------------------------------------------------------------------------

Dogfish        ------------------------------------------------------------------------

Human          ------------------------------------------------------------------------

Chicken        ------------------------------------------------------------------------

TpMC4R 3’RACE  AAAAAAAAAAAAA 1060                                                            

Goldfish       -------------

Zebrafish -------------

Karagu -------------

Flounder       -------------

Saebass -------------

Trout          -------------

Dogfish        -------------

Human          -------------

Chicken        -------------
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Primary PCR 	�� Nested PCR  
�0� primer ��!+5���$,����#
������������"��! 3.1 ���?���$���0� PCR 
5�

��$���0� PCR �����! 1 �?� primer forward UPM-L �'� primer reverse MC4R-R1 $���0� PCR �����
��!  2 �?�  primer forward UPM-S �'�  primer reverse MC4R-R2 $ ���0 �  PCR �������!  3 �?�  primer 
forward NUP �'� primer reverse MC4R-R3 4 !"��$���������A�$������0���
��0� PCR 
5��?� EX Taq 
kit (Takara) 
5�����������)�
�"��5����$
� 10 µl 4 !"��/$��+�5��� 10x buffer EX Taq (with 
MgCl2), 2.5 mM dNTP Mix, 10 µM primer forward, 10 µM primer reverse, 5 U/µl EX Taq 
5��?� 
5���l���,��,�� (DNA template) ��!���� first strand cDNA 5n RACE 1�$���"#�"�	��	�5 �0���
�
$���0� PCR �����! 1 �������$���0� PCR �����! 2 ��$���?�Z	Z	��5���l���1�$$���0� PCR �������! 
1 (PCR product) ���0�$���17�1�" (dilute) ���
������� 1 : 50 ���� ��7!��0������� DNA template 
�0���
�$���0� PCR �����! 2 �	
"1�$�
����$���?�Z	Z	��5���l���1�$$���0� PCR �����! 2 ���0�$��
�17�1�"���
������� 1 : 50 ���� ��7!��?����� DNA template ��$���0� PCR �����! 3 
5����;��/$��
���!�10����#�"5���l��������7!�" PCR (PCR condition) 5
"��� 95oC ������	� 3 ���� 10���� 1 ��� 
����� 95oC ������	� 45 ������, 60oC ������	� 30 ������ ,	/ 72oC ������	� 45 ������ ��5���$
�
10���� 40 ��� ,	/�#���'� 72oC ������	� 5 ���� 10���� 1 ��� �	
"1�$�
���0� PCR product ��!+5�+�
������/��#��55���l���5��� Agarose gel electrophoresis ���1�$�
����#
������?���5���$
�$
�$��

�	� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 3n 

 
 ����������'��9��,/�������
�#��   

   �	
"1�$�
���0�	0�5
�����	�
�+�5�#�" cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 
3n ,	/ 5����	�� 5n �����$
� �	
"1�$�
���0�$��������/��	0�5
�����	�
�+�5� ,	/	0�5
�$�5 
�/��
�
5��0�$�������������	0�5
�����	�
�+�5� ,	/	0�5
�$�5�/��
�#�" cDNA #�"��� 
TpMC4R $
�#���'		0�5
�����	�
�+�5� ,	/	0�5
�$�5�/��
�#�"��� MC4R ���
�����$�/5'$�
�
�	
"?��5���" 9 
5�����/���	�?��5���" 9 ��!+5���$�����"��+����E��#���'	#�" GenBank database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
5��?�
��,$�� BlastN ,	/BlastX ,	/�0�$�� alignment 	0�5
�
����	�
�+�5� ,	/	0�5
�$�5�/��
�#�"��� MC4R 
5��?�
��,$�� EBI Tools Clustal W2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) ��7!��0�$������������������	����	 "$
� (homology) 
#�"	0�5
�$�5�/��
���� MC4R �/����"�	��	�5, ��, +$� ,	/�	�?��5���" 9 �	
"1�$�
��
�0�$��% $&���)	
$&)/ (characterization) #�"	0�5
�$�5�/��
�#�"��� TpMC4R 4 !"1/�0�$��
�0 �� � ��0 � ,��� "  seven transmembrane (TM) domain 
5� � ?� 
�� ,$ ��  Split 4.0 server 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

(http://split.pmsft.hr/split/4/) ,	/�0�$��% $&������
��
�����"���
.��$��#�"��� TpMC4R 
5�
$������" phylogenetic tree �������$��#�" Neighbor-joining method (Saito and Nei, 1987) 
5��?�

��,$�� PHYLIP version 3.66 (http://evolution.genetics.washinton.edu/phylip.html) ��!$0���5��� 
Bootstrep ����$
� 1000  
 

3.4.1.3 ������� cDNA �
� �� β-actin �����
���  
 ���
,������'� first strand cDNA �
� �� β-actin �����
���  
              �0� total RNA #�"���"��!+5������� !"+��
5�����#��#��#�" RNA ��!���$��
5'5$	7�,�" 260 ��
����� (nm) �	
"1�$�
���0�$���
"����/�� first strand cDNA 1�$ total RNA 

5��?� SMARTTM RACE cDNA amplification kit 
5���$�����������	/	���0���
��
"����/�� 
first strand cDNA 3n RACE 5
"��� total RNA �����#��#�� 1-5 µg/µl ��� 1-3 µl, 3n-CDS primer A ��!
�������#��#�� 12 µM ��� 1 µl, SMART II A Oligonucleotide ��!�������#��#�� 12 µM ��� 1 µl ,	/
��0� DI ��7!���
��������������	/	���
�"��5����$
� 5 µl �0�$��Z�����	/	�����	�5+�
��- 
�4����6��1�����#��$
�,	/�0�$���C������!�"��!������l���� 5000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� 
�	
"1�$�
���0��	�5+��
�"��!��)�;'�� 70oC ������	� 2 ���� ,	/,?�	"��-
"��0�,#l"�
���������	� 2 
���� ��7!������	��0��	�5+��C������!�"��!������l���� 5000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� 
�	
"1�$�
���0��	�55
"$	�����������	/	��Z�� (premixture) 5 µl (premixture ��/$��5��� 5x 
First-Strand buffer 2 µl, 20 mM DTT 1 µl, 10 mM dNTP Mix 1 µl , 	 /  MMLV Reverse Transcriptase 
1 µl) 4 !"���	/	���
�"��5����$
� 10 µl �	
"1�$�
��Z�����	/	�����	�5����#��$
�
5��?�     
+�
���������,	/�0�$���C������!�"��!������l���� 5000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� ,	/
�0��	�5+��
�"��!��)�;'�� 42oC ������	� 2 ?
!�
�" �	
"1�$�
�������� Tricine-EDTA buffer 100 µl 
,	/�0��	�5+��
�"�����"��������)�;'��,��,��" ��!��)�;'�� 72oC ������	� 7 ���� ��7!����5
�A�$����� ,	/�$l��
�����" cDNA +����!��)�;'�� -20oC 
   
 ���

�	//�"���
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5��?�
��,$�� EBI Tools Clustal W2 ,	/�0�$��
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Flounder  ATGGAAGATGAAATCGCCGCACTGGTTGTTGACAACGGATCCGGTATGTGCAAAGCCGGATTCGCCGGAGA 71

Grouper   ATGGAAGATGAAATCGCCGCACTGGTTGTTGACAACGGATCCGGTATGTGCAAAGCCGGATTCGCCGGAGA 71

Saebass ATGGAAGATGAAATCGCCGCACTGGTTGTTGACAACGGATCCGGTATGTGCAAAGCCGGATTCGCCGGAGA 71

Tilapia   ATGGAAGATGAAATCGCCGCACTGGTTGTTGACAACGGATCCGGTATGTGCAAGGCCGGATTCGCCGGAGA 71

Sillago ATGGAAGATGAAATCGCCGCACTGGTTGTTGACAACGGATCCGGTATGTGCAAAGCCGGATTCGCCGGAGA 71

Perch     ATGGATGACGAAATCGCCGCCCTCGTTGTTGACAACGGATCCGGTATGTGCAAAGCTGGCTTTGCAGGAGA 71

***** ** *********** ** ***************************** ** ** ** ** *****

Flounder  CGACGCCCCTCGTGCTGTCTTTCCCTCCATTGTTGGTCGCCCCAGGCATCAGGGAGTGATGGTGGGTATGG 142

Grouper   CGACGCCCCTCGTGCTGTCTTTCCCTCCATCGTCGGTCGCCCCAGGCATCAGGGAGTGATGGTGGGTATGG 142

Saebass CGACGCCCCTCGTGCTGTCTTCCCCTCCATCGTCGGTCGCCCCAGGCATCAGGGTGTGATGGTGGGTATGG 142

Tilapia   CGACGCCCCTCGTGCTGTCTTCCCCTCCATCGTCGGTCGCCCCAGGCATCAGGGTGTGATGGTGGGTATGG 142

Sillago CGACGCCCCTCGTGCTGTCTTCCCCTCCATCGTTGGTCGCCCCAGACATCAGGGTGTGATGGTGGGTATGG 142

Perch     TGATGCTCCGCGTGCTGTGTTCCCCTCCATTGTTGGACGTCCAAGACATCAGGGTGTGATGGTTGGCATGG 142

** ** ** ******** ** ******** ** ** ** ** ** ******** ******** ** ****

Flounder  GCCAGAAGGACAGCTACGTAGGTGATGAAGCCCAGAGCAAGAGGGGTATCCTGACCCTGAAGTACCCCATC 213

Grouper   GCCAGAAGGACAGCTACGTTGGTGATGAAGCCCAGAGCAAGAGGGGTATCCTGACCCTGAAGTACCCCATT 213

Saebass GCCAGAAGGACAGCTACGTTGGTGATGAAGCCCAGAGCAAGAGAGGTATCCTGACCCTGAACTACCCCATC 213

Tilapia   GTCAGAAAGACAGCTACGTTGGTGATGAGGCCCAGAGCAAGAGAGGTATCCTGACCCTGAAGTACCCCATT 213

Sillago GCCAGAAAGACAGCTACGTTGGTGATGAAGCCCAGAGCAAGAGGGGTATCCTGACCCTGAAGTACCCCATT 213

Perch     GCCAGAAAGATAGCTATGTTGGTGATGAGGCACAGAGCAAAAGGGGTATCCTGACCCTGAAGTACCCCATT 213

* ******** ***** ** ******** ** ******** ** ***************** ********

Flounder  GAGCACGGTATTGTGACCAACTGGGATGACATGGAGAAGATCTGGCATCACACCTTCTACAACGAGCTGAG 284 

Grouper   GAGCACGGTATTGTGACCAACTGGGATGACATGGAGAAGATCTGGCATCACACCTTCTACAACGAGCTGAG 284

Saebass GAGCACGGTATTGTGACCAACTGGGATGACATGGAGAAGATCTGGCATCACACCTTCTACAACGAGCTGAG 284

Tilapia   GAGCACGGTATTGTGACCAACTGGGATGACATGGAGAAGATCTGGCATCACACCTTCTACAACGAGCTGAG 284

Sillago GAGCACGGTATTGTGACCAACTGGGATGACATGGAGAAGATCTGGCATCACACCTTCTACAACGAGCTGAG 284

Perch     GAGCATGGTATCGTCACCAACTGGGACGACATGGAGAAGATCTGGCATCACACCTTCTACAACGAGCTGAG 284

***** ***** ** *********** ******************************************** 

Flounder  AGTCGCCCCAGAGGAGCACCCTGTCCTGCTCACAGAGGCCCCCCTGAACCCTAAAGCCAACAGGGAGAAGA 355

Grouper   AGTTGCCCCTGAGGAGCACCCTGTCCTGCTCACAGAGGCCCCCCTGAACCCCAAAGCCAACAGGGAGAAGA 355

Saebass AGTTGCCCCTGAGGAGCACCCAGTCCTGCTCACAGAGGCCCCCCTGAACCCCAAAGCCAACAGGGAGAAGA 355

Tilapia   AGTTGCCCCTGAGGAGCACCCCGTCCTGCTCACAGAGGCTCCCCTGAACCCCAAAGCCAACAGGGAGAAGA 355

Sillago AGTTGCCCCTGAGGAGCACCCTGTCCTGCTCACAGAGGCCCCCCTGAACCCCAAAGCCAACAGGGAGAAGA 355

Perch     AGTTGCGCCCGAGGAGCACCCCGTCCTGCTCACAGAGGCTCCCCTGAACCCCAAGGCCAACAGGGAAAAGA 355

*************************************************** ************** ****

Flounder  TGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCCGCCATGTACGTTGCCATCCAAGCTGTGCTGTCCCTG 426

Grouper   TGACCCAGATCATGTTCGAGACCTTCAACACCCCCGCCATGTACGTTGCCATCCAGGCTGTGCTGTCCCTG 426

Saebass TGACCCAGATCATGTTCGAGACCTTCAACACCCCCGCCATGTACGTTGCCATCCAGGCCGTGCTGTCCCTG 426

Tilapia   TGACCCAGATCATGTTCGAGACCTTCAACACCCCCGCCATGTACGTTGCCATCCAGGCTGTGCTGTCCCTG 426

Sillago TGACCCAGATCATGTTCGAGACCTTCAACACCCCTGCCATGTACGTTGCCATCCAGGCTGTGCTGTCCCTG 426

Perch     TGACCCAGATCATGTTCGAGACCTTCAACACCCCTGCCATGTACGTTGCCATCCAGGCCGTGCTGTCCCTG 426

********************************** *********************** ************

Flounder  TACGCCTCTGGTCGTACCACTGGTATCGTCATGGACTCCGGTGATGGTGTGACCCACACAGTGCCCATCTA 497

Grouper   TATGCCTCTGGTCGTACCACTGGTATTGTCATGGACTCCGGTGATGGTGTGACCCACACAGTGCCCATCTA 497

Saebass TATGCCTCTGGTCGTACCACTGGTATTGTCATGGACTCCGGTGATGGTGTGACCCACACAGTGCCCATCTA 497

Tilapia   TACGCCTCTGGTCGTACCACTGGTATCGTCATGGACTCCGGTGATGGTGTGACCCACACAGTGCCCATCTA 497

Sillago TATGCCTCTGGTCGTACCACTGGTATCGTCATGGACTCCGGTGATGGTGTGACCCACACAGTGCCCATCTA 497

Perch     TATGCCTCTGGTCGTACCACTGGTATCGTCATGGACTCCGGTGATGGTGTGACCCACACAGTGCCCATCTA 497

** *********************** ********************************************
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Flounder  CGAGGGCTACGCCCTGCCCCACGCCATCCTGCGTCTGGACTTGGCCGGCCGCGACCTCACAGACTACCTCA 568

Grouper   CGAGGGCTATGCCCTGCCCCACGCCATCCTGCGTCTGGACTTGGCCGGCCGCGACCTCACAGACTACCTCA 568

Saebass   TGAAGGCTACGCCCTGCCCCACGCCATCCTGCGTCTGGACTTGGCTGGCCGCGACCTCACAGACTACCTCA 568

Tilapia   CGAGGGTTATGCCCTGCCCCACGCCATCCTGCGTCTGGACCTGGCTGGCCGTGACCTCACAGACTACCTCA 568

Sillago   CGAGGGCTACGCCCTGCCCCACGCCATCCTGCGTCTGGACTTGGCCGGCCGCGACCTCACAGACTACCTCA 568

Perch     TGAGGGCTATGCCCTGCCCCACGCCATCCTGCGTCTGGACTTGGCTGGCCGTGACCTCACAGACTACCTCA 568

** ** ** *********************************** ***** *******************

Flounder  TGAAGATCCTGACAGAGCGTGGCTACTCCTTCACCACCACAGCCGAGAGGGAAATCGTGCGTGACATTAAG 639

Grouper   TGAAGATCCTGACAGAGCGTGGCTACTCCTTCACCACCACAGCCGAGAGGGAAATCGTGCGTGACATCAAG 639

Saebass   TGAAGATCCTGACAGAACGTGGCTACTCCTTCACCACCACAGCCGAGAGGGAAATCGTGCGTGACATCAAG 639

Tilapia   TGAAGATCCTGACAGAGCGTGGCTACTCCTTCACCACCACAGCCGAGAGGGAAATCGTGCGTGACATCAAA 639

Sillago   TGAAGATCCTGACAGAGCGTGGCTACTCCTTCACCACCACAGCCGAGAGGGAAATCGTGCGTGACATCAAG 639

Perch     TGAAGATCCTGACAGAGCGTGGGTACTCATTCACCACCACAGCTGAGAGGGAAATCGTGCGTGACATCAAG 639

**************** ***** ***** ************** **************************

Flounder  GAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGGCACTGCTGCCTCCTCCTCCTCCCTGGA 710

Grouper   GAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGGCACTGCTGCCTCCTCCTCCTCCCTGGA 710

Saebass   GAGAAACTGTGCTATGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAAATGGGCACTGCTGCCTCCTCCTCCTCCCTGGA 710

Tilapia   GAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGGCACCGCTGCCTCCTCCTCCTCCCTGGA 710

Sillago   GAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGGCACCGCTGCCTCCTCCTCCTCCCTGGA 710

Perch     GAGAAGCTGTGCTATGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGGCACTGCTGCCTCCTCTTCCTCCCTGGA 710

***** ******** ******************************** *********** ***********

Flounder  GAAGAGCTATGAGCTGCCTGACGGACAGGTCATCACCATCGGCAATGAGAGGTTCCGTTGTCCAGAGGCCC 781

Grouper   GAAGAGCTACGAGCTGCCTGACGGACAGGTCATCACCATCGGCAATGAGAGGTTCCGTTGCCCAGAGGCCC 781

Saebass   GAAGAGCTACGAGCTGCCTGACGGACAGGTCATCACCATCGGCAATGAGAGGTTCCGTTGCCCAGAGGCCC 781

Tilapia   GAAGAGTTACGAGCTGCCTGACGGACAGGTCATCACCATTGGCAATGAGAGGTTCCGTTGCCCCGAGGCCC 781

Sillago   GAAGAGCTACGAGCTGCCTGACGGACAGGTCATCACCATCGGCAATGAGAGGTTCCGTTGCCCAGAGGCCC 781

Perch     GAAGAGCTACGAGCTGCCCGACGGACAGGTCATCACCATCGGCAATGAGAGGTTCCGTTGCCCAGAGGCCC 781

****** ** ******** ******************** ******************** ** *******

Flounder  TCTTCCAGCCTTCCTTCCTCGGTATGGAGTCCTGTGGAATCCACGAGACCACCTACAACAGCATCATGAAG 852

Grouper   TCTTCCAGCCTTCCTTCCTTGGTATGGAGTCCTGCGGAATCCACGAGACCACCTACAACAGCATCATGAAG 852

Saebass   TTTTCCAGCCTTCCTTCCTCGGTATGGANTCCTGCGGAATCCACGAGACCACCTACAACAGCATCATGAAG 852

Tilapia   TCTTCCAGCCTTCCTTCCTTGGTATGGAATCCTGCGGAATCCACGAAACCACCTACAACAGCATCATGAAG 852

Sillago   TCTTCCAGCCTTCCTTCCTCGGTATGGAGTCCTGCGGAATCCACGAGACCACCTACAACAGCATCATGAAG 852

Perch     TCTTCCAGCCTTCCTTCCTCGGTATGGAGTCCTGCGGAATCCATGAGACCACCTACAACAGCATTATGAAG 852

* ***************** ******** ***** ******** ** ***************** ******

Flounder  TGTGACGTCGACATCCGTAAGGATCTGTACGCCAACACTGTGCTGTCTGGAGGTACCACCATGTACCCCGG 923

Grouper   TGCGACGTCGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACCGTGCTGTCTGGAGGTACCACCATGTACCCAGG 923

Saebass   TGCGACGTTGACATCCGTAAGGACCTGTATGCCAACACTGTGCTGTCTGGAGGTACCACCATGTACCCCGG 923

Tilapia   TGCGACGTCGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACCGTGCTGTCTGGAGGTACCACCATGTACCCTGG 923

Sillago   TGCGACGTCGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACCGTGCTGTCTGGAGGTACCACCATGTACCCCGG 923

Perch     TGTGATGTCGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACCGTGCTGTCTGGAGGTACCACCATGTACCCCGG 923

** ** ** ******************** ******** ***************************** **

Flounder  CATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTGGCCCCATCCACCATGAAGATCAAGATCATTGCCC 994

Grouper   CATCGCTGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTGGCCCCATCCACCATGAAGATCAAGATCATTGCCC 994

Saebass   CATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTGGCCCCATCCACCATGAAGATCAAGATCATTGCCC 994

Tilapia   CCATCGTGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTGGCCCCATCCACCATGAAGATCAAGATCATTGCCC 994

Sillago   CATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTGGCCCCATCCACCATGAAGATCAAGATCATTGCCC 994

Perch     CATTGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTGGCCCCATCCACCATGAAAATCAAGATTATTGCCC 994

*      ******************************************************** *******

Primer Actin-F

Primer Actin-F
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Flounder  CACCTGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATCGGAGGCTCCATCCTGGCTTCCCTGTCCACCTTCCAGCAGATG 1065

Grouper   CACCAGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATTGGAGGCTCCATCCTGGCCTCCCTGTCCACCTTCCAGCAGATG 1065

Saebass   CACCTGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATCGGAGGCTCCATCCTGGCCTCTCTGTCCACCTTCCAGCAGATG 1065

Tilapia   CACCTGAGCGTAAATACTCCGTCTGGATCGGAGGCTCCATCCTGGCCTCCCTGTCCACCTTCCAGCAGATG 1065

Sillago   CACCTGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATCGGAGGCTCCATCCTGGCCTCTCTGTCCACCTTCCAGCAGATG 1065

Perch     CACCAGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATCGGAGGCTCCATCCTGGCCTCTCTGTCCACCTTCCAGCAGATG 1065

**** *********************** ******************** *********************

Flounder  TGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCTAA 1128

Grouper   TGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCTAA 1128

Saebass   TGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCTAA 1128

Tilapia   TGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAGTGCTTCTAA 1128

Sillago   TGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCTGGCCCATCCATCGTCCACCGTAAATGCTTCTAA 1128

Perch     TGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGTAAATGCTTCTAA 1128

***************************** ***** ************** ** *********

Primer Actin-R

Primer Actin-R
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Primery PCR 	�� Nested PCR  
   �0� primer ��!+5���$,����#
������������"��! 3.1 ���?���$���0� PCR 
5���$��

�0� PCR �����! 1 �?� primer forward Actin-F �'� primer reverse UPM-L $���0� PCR �������! 2 +5�,��"
$���?� primer ��$���� 2 �'� +5�,$� �'���! 1 (primer forward Actin-F �'� primer reverse NUP) �'���! 2 (primer 
forward Actin-F �'� primer reverse Actin-R) 4 !"��$���������A�$������0���
��0� PCR 
5��?� EX Taq kit 
(Takara) 
5�����������)�
�"��5����$
� 10 µl 4 !"��/$��+�5��� 10x buffer EX Taq (with MgCl2), 
2.5 mM dNTP Mix, 10 µM primer forward, 10 µM primer reverse, 5 U/µl EX Taq 
5��?�5���l���
,�� ,�� (DNA template) ��! ��� �  first strand cDNA 3n RACE 1�$�
 �#�"�	��	�5�0 ���
 �$��
�0� PCR �����! 1 ,	/��$���?�Z	Z	��5���l���1�$$���0� PCR �������! 1 (PCR product) ���0�$���17�
1�" (dilute) ���
������� 1 : 50 ���� ��$���0� PCR �����! 2 
5����;��/$�����!�10����#�"5���l���
�� ���7! � "  PCR (PCR condition) 5
 "���  95oC ��� � ��	�  3 ����  10 ����  1 ��� �� ���  95oC ��� �
��	� 45 ������, 55oC ������	� 30 ������ ,	/72oC ������	� 45 ������ ��5���$
�10���� 40 ��� ,	/�#��
�'� 72oC ������	� 5 ���� 10���� 1 ��� �	
"1�$�
���0� PCR product ��!+5�+�������/��#��55���l���
5� �� Agarose gel electrophoresis ���1�$�
� ��� #
� �����?�� �5� ��$
 �$
 �$��
�	� cDNA #�"
��� TpMC4R 5����	�� 3n 

 
 ����������'��9��,/�������
�#��   

   �0�$��������/��	0�5
�����	�
�+�5� ,	/	0�5
�$�5�/��
� 
5��0�$�������������
	0�5
�����	�
�+�5� ,	/	0�5
�$�5�/��
�#�" cDNA #�"��� β-actin #�"�	��	�5$
�#���'		0�5
� 
����	�
�+�5� ,	/	0�5
�$�5�/��
�#�"��� β-actin ���	�?��5���" 9 ��!+5���$�����"��+����
E��#���'	#�" GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
5��?�
��,$�� BlastN ,	/
BlastX ,	/�0�$�� alignment 	0�5
�����	�
�+�5� ,	/	0�5
�$�5�/��
�#�"��� β-actin 
5��?�

��,$��  EBI Tools Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) ��7! ��0 �$������ ��  
����������	����	 "$
� (homology) #�"	0�5
�$�5�/��
���� β-actin �/����"�	��	�5,	/�	�
?��5���" 9 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 3.4.2 ����������'����	
���
� mRNA �
� �� TpMC4R ����'�������",d������
�     
  �,�
�
��� ����� e �
����
��� �� �2��#���� Reverse transcription PCR (RT-     
  PCR) 
 3.4.2.1 ������� �"�
	��",�$3� 	��������/�,�
 ����
��,�
�
����
��� 
 �0��	��	�5��!����#;����!5�,	/���������'�)��
����1�$��!�
$�	���"�����
�'�4������ ���	���"������'�#��5 2x2.5x0.8 	'$��%$��4������� ��!���7?��0��?��Z
$���"��!Z���$���0�
�����/��5,	��	��+������� 
5�������+���0���
�����	��	�5Z���
����,	/$�����5 4 !"���
���
$���	����7� �	��	�5��%Z'� 2 �
� ��� �	��	�5��%���� 4 �
� �0���
�$��Z���
����1/�0�$����5
����
��Z���/����" Suprefact ,	/ Motiliun M ��"�����)
�������	
"#�"�	��	�5 
5��	�
�	�5��%Z'� ��5 1 �#l� �������#��#��#�" Suprefact 10 µg/kg ,	/Motiliun M 5 µg/kg �	
"1�$$��
��5����
���	����	��	�5	"������/�
���� �����	��	�5��%������5 2 �#l� 
5��#l���! 1 ������
�#��#��#�" Suprefact 10 µg/kg ,	/ Motiliun M 10 µg/kg �	
"1�$$����5�#l���! 1 ,	�� 12 ?
!�
�" 
1 "�0�$����5�#l���! 2 4 !"�������#��#��#�" Suprefact 20 µg/kg ,	/ Motiliun M 10 µg/kg �	
"1�$
��5�#l���! 2 1 "�0�$���	����	��	�5��%����	"��������/�
������!���	��	�5��%Z'���'� �	
"1�$$��
�	�������	�Z���
����$
���/��) 14 ?
!�
�" �	�1/���!�$�����5 �	
"1�$�
��1 "�0�$���$l��
� 
����"�
�����#�"�	���!+5���$����"+#�,	�� 5, 7, 11, 15, 21, 24 ,	/ 48 ?
!�
�" (hours post spawning : 
hps) ,	/�0�$���$l��
�����"�
"+#�1�$,���
�����	��	�5��!���������'�)��
���� 4 !"$l�7�+#��	���!+��+5�
�
�$���A����� (unfertilized egg) �	
"1�$�
���0��
�����"�
�����#�"�	��	�5+��$
5 total RNA
,	/�0�+��
5�����#��#����7!��0�+��
"����/�� first stand cDNA 
 
 3.4.2.2 ���
,������'� First stand cDNA �
� �� TpMC4R �
��,�
�
����
�����     
             �� ����� e 
 �0� total RNA #�"�
������	��	�5���/����"$���
.��$���/�/���" 9 +�
�
5�����#��#��#�" RNA ��!���$��5'5$	7�,�" 260 ��
����� (nm) �	
"1�$�
���0�$���
"����/�� 
first strand cDNA 1�$ total RNA 
5��?�  ImProm-IITM Reverse Transcription system kit 4 !"��$��
���������	/	���0���
��A�$�������������� 10 µl 4 !"��/$��5��� total RNA �����#��#�� 
0.25 µg/µl, primer Oligo (dT) �����#��#�� 0.5 µg/reaction ,	/�?� DEPC water ��$����
�������� 
�	
"1�$�
���0�$��Z�����9 ,	/�0�+��
�"��!���"��������)�;'��,��,��"��!��)�;'�� 70oC ������	� 
5 ���� ��7!������	��0�$�������	�5+��
�"����0�,#l"�
���������	� 5 ���� ,	/�0�+��C������!�"��!
������l���� 5000 rpm ��!��)�;'��  4oC ������	� 1 ���� ���/����"����	�1 "�0�$��������

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

���	/	��Z�� (master mix) 4 !"��/$��5��� ImProm-IITM 5X reaction buffer, 25 mM MgCl2, 10 
mM dNTP, 40 U/µl RNase inhibitor, 1 U/µl ImProm-IITM Reverse Transcriptase ,	/��0� DI ��
�
����������	/	���
�"��5�������$
� 15 µl �0�$��Z�����	/	�����	�5+�
���4����6��1����
�#��$
�,	/�0�$���C������!�"��!������l���� 5000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� �	
"1�$�
��
5'5��� master mix 5���+�
����������� 15 µl ���	"���	�5��!+5������� total RNA +���0�$��Z��
���	/	�����	�5+�
���4����6��1�����#��$
� �	
"1�$�
���#���'�$�/���$�� anneal 
5��0�
�	�5+��
�"�'���������)�;'�� ��!����)�;'�� 25oC ������	� 10 ���� ���1�$�
���#���'�$�/���$�� 
Extend 
5��0��	�5+��
�"�����"��������)�;'��,��,��"��!����)�;'�� 42oC ������	� 1 ?
!�
�" 30 
���� �	
"1�$�
���#���'�$�/���$�� Inactivation 
5��0��	�5+��
�"�����"��������)�;'��,��,��"��!
����)�;'�� 72oC ������	� 15 ���� ��7!����5�A�$�����,	/�$l��
�����" cDNA +����!��)�;'�� -20oC 

 
 3.4.2.3 ����������'����	
��

��
� mRNA �
� TpMC4R ��� ��$���� Reverse     
 transcription PCR (RT-PCR)  

���

�	//�"���
�� 

�0�$����$,��+��������0���
� MC4R ,	/ β-actin 
5���$���?�#���'	
	0�5
�����	�
�+�5�#�" cDNA �������'�)� ��� TpMC4R ,	/#���'		0�5
�����	�
�+�5�#�" cDNA 
��� β-actin 5����	�� 3n 1�$$��%�$&���#��"��� (5
";����! 3.5 ,	/ 3.6) 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

1     GCAACGAAGGAGGCATAATGAACACCACAGATCCCAGTGGATTAAGCCCGGGCTACCACAACCGAAGCCAAACCACAGCCACG  83  

84   CTGCCCACTAACAAGGACCTCCCCTCTGAGGAGAAGGACTCGTCTGCAGGGTGTTACGGCCAGCTGCTGATCTCCACTGAGGTT  167

168  TTCCTCACTCTGGGCATCGTCAGCCTGCTGGAGAACATCCTGGTTGTGGCTGCCATAGTGAAAAACAAGAACCTCCACTCTCCC  251

252  ATGTACTTTTTCATCTGTAGCCTGGCGGTCGCCGACATGCTGGTGAGCGTCTCAAATGCCTCTGAGACCATTGTCATCGAGCTC  335

336  ATCAATGGAGGCACGCTGAGCATCCCCATCACACTCATCAAGAGCATGGACAACGTGTTCGACTCCATGATCTGCAGCTCTCTG  419

420  CTGGCCTCCATCTGCAGCTTGCTGGCTATCGCTGTGGACCGCTACATCACCATCTTCTACGCGCTGCGTTACCACAACATCGTG  503

504  ACGTTGCGCAGGGCCACGCTGGTCATCAGCACCATCTGGACGTGCTGCACGGTGTCCGGCATCCTCTTCATCATCTACTCGGAG  587

588  AGCACCACGGTGCTCATCTGCCTCATTACCATGTTCTTCACCATGCTGGTGCTCATGGCGTCGCTCTACGTGCACATGTTCCTG  671

         

672  CTGGCGCGCCTGCACATGAAGCGGATCGCAGCGCTGCCGGGCAACGCGCCCATCCAGCAGCGCGCCAACATGAAGGGCGCCATC  755

756  ACCCTCACCATCCTGCTCGGGGTGTTCGTGGTGTGCTGGGCGCCGTTCTTCCTCCACCTCATCCTGATGATCACCTGCCCCCGG 839

840  AACCCCTACTGCACCTGCTTCATGTCCCACTTCAACATGTACCTGATCCTCATCATGTGCAACTCCATCATCGATCCCATCATC  923

924  TACGCCTTTCGCAGCCAGGAGATGCGGAAAACCTTCAAGGAGTTTTTCTGCTGCTCGCAGCCTCTCCTGTGCGTCTGAGTTTGT  1007

1008 GTTTTGAGTAATTTAAACCCGCGGGTCACACTGTACTATTTAAGTGAAACCTGGTCAACAGGGAGTTTCAGAACTCTCATCACT  1091

1092 GTGGACAGATGTGGTTCTGTTGTGCTCCCTTGCTGGGCTGTAAAACTCTTAATGATGTAGGCGCCTGCCTCGGGTTTTGTAAAG  1175

1176 ACGTAGCTTTGTGATCACCGTGTATCACAGAGCATCACCGTGGAGACGAACGCAGCTTTTGTTTGTTCAGTGAAGCTTGTTGAA  1259

1260 ATGCAACTTAAGTAAATGTCGCCAGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA                                  1311

Primer MC4R-RT-F

Primer MC4R-RT-R

Primer MC4R-RT-R

  
 

<�"#�) 3.5  $����$,��+��������1�$	0�5
�����	�
�+�5�#�" cDNA �������'�)� ��� TpMC4R 4 !" 
   	0�5
�����	�
�+�5���!�����
��
$&����,	/#�5������� �7� +���������!��?���5���l�#��5  
   289 bp 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

1     ACTACCTCATCAAGATCCTGACAGAGCGTGGCTACTCTTTCACCACCACAGCCGAGAGGGAAATCGTGCGTGACATCAAGGAGA  84

85    AGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGGCACTGCAGCCTCCTCCTCTTCTCTGGAGAAGAGCTATGAGCTGC  168

169   CCGACGGACAGGTCATCACCATTGGTAATGAGAGGTTCCGTTGCCCAGAGGCCCTCTTCCAGCCTTCCTTCCTTGGTATGGAGT  252

253   CCTGCGGAATCCATGAGACCACCTACAATAGTATCATGAAGTGCGACGTTGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACCGTGC  336

337   TGTCTGGTGGTACCACCATGTACCCCGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTGGCCCCATCCACCATGAAGA  420

421   TCAAGATCATTGCCCCACCTGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATTGGAGGCTCCATCCTGGCCTCCCTGTCCACCTTCCAGCAGA  504

505   TGTGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCCGGCCCCTCCATTGTCCACCGCAAATGCTTCTAAACGGACTGTTCCTTCTCCC  588

589   TTCTCCCCAACCAAACACCCAACAACTTCAGCTCTGTGCAACGACCACAACACATTTATCATACACACTCGGGCGCAGAGCCTA  672

673   GATGACCAACTCATTGGCATGGCTTCAGTTATTTTTGGCGCTTGACTCAGGATTTTAAAAAACTGGAACGATGAAGGATACAGT  756

756   AATGTTTTTGGCTAGGTATAAAAGCACCCTAAGATTCTGCACCTGGGGTCTTAAAAAAAAATGTACATTTTTTTTTTTTTTTTT  840

841   GAGTCATTCCAAATGTTTGTTAACTGCATTGTTCAGACACATGATTCCAAATGTTAACTGCATTGTTCAGACACGTATTTGCCT  924

924   CTGTGAAGGCTCCCCAGTGGTTGGCGCATACTTAAACATTGTTGTAGTATCGCTTGTATGTAAATTATGTGTGGGTTTTTTGTA  1008

1009  CTTTCAGCCTTAAAAATCTTGGTCCTGTTTAATTTTTTTTTGTTTTTGTTATGCAAAACCCAATTGTGACCTCTCCTTCCCCCT  1092

1093  GTTCAACCTGGGGCAGTGGGGAAAAGGGGTCTCAAAGTGAAGGGGTAACAAGGGGTGCCAGACCGGTGGGGCCAACCTGTACAC  1176

1177  TGAATGAAACAATCCCAATAAAGTGCACATGTGTTCCGAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA                  1224

Primer Actin-RT-F

Primer Actin-RT-R

 
 
 

<�"#�) 3.6  $����$,��+��������1�$	0�5
�����	�
�+�5�#�" cDNA ��� β-actin 5����	�� 3n 4 !"
	0�5
�����	�
�+�5���!�����
��
$&����,	/#�5������� �7�+���������!��?���5���l�#��5 95 bp 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 Reverse transcription PCR (RT-PCR)  
    ��$��% $&���
�"����?� β-actin ����������"��" (internal reference) ��7!������
�
����E����$��������/�������������$��,�5"��$#�"��� TpMC4R ���
������/�/���"9 #�"
�	��	�5 1�$�
���0� PCR 
5��?�+���������!+5���$,����#
������������"��! 3.1 ���?���$���0� 
RT-PCR 4 !"�?�+������� 2 �'� �7� MC4R-RT-F �'� MC4R-RT-R �0���
���� MC4R ,	/ Actin-RT-F 
�'� Actin-RT-R �0���
���� β-actin �0�$�����������	/	��Z���0���
�$���0� PCR ��/$��5��� 
5X GoTaq® Flexi Buffer, 25 mM MgCl2, 1 mM dNTP Mix, 10 µM primer forward, 10 µM primer 
reverse, 5 U/µl GoTaq® DNA polymerase, DNA template ���� cDNA �
������/�/���"9 #�"�	�
�	�5 ,	/��0� DI ��7!���
�����������	/	���
�"��5����$
� 10 µl 
5����;��/$�����!�10����#�"5�
��l��������7!�" PCR (PCR condition) 5
"��� 95oC ������	� 3 ���� 10���� 1 ��� ����� 95oC ����
��	� 20 ������, 60oC ������	� 20 ������ ,	/ 72oC ������	� 20 ������ ��5���$
�10���� 40 ��� 
,	/�#���'� 72oC ������	� 3 ���� 10���� 1 ��� �	
"1�$�
���0� PCR product ��!+5�+����1���#��5  
5���l���5��� Agarose gel electrophoresis   

 

 3.4.3 ����������'����,/���	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R ��
�, ������ e         
      �
����
��� ��� ��$� Real time reverse transcription PCR (Real time RT-PCR) 
 3.4.3.1 ������/�,�
 �����@%
� @)
����e 
 �0��	��	�5��!����#;����!5�1�$��!�
$�	���"������'�4������ 
5������	��	�5��!

���l��
� 4 !"����0���
$��/��) 60 $�
� 10���� 4 �
� ���0�$����"���	�5��� 300 ppm 2-Phenoxy 
ethanol ,	/�0�$���$l���7����7!�#�"��
��/ +5�,$����" 4 ���� (���"���� telencephalon, ���� 
mesencephalon, ���� metencephalon ,	/���� diencephalon ���- " pituitary gland), ��"7�$ (gill), 
�
� (liver), +������� (head kidney), +�����	��" (trunk kidney), $�/���/����� (stomach), 	0�+�� 
(intestine), ���� (spleen), $	�����7�� (muscle), �
"+#� (ovary) ,	/�
)*/ (testis) 1�$�
���0�+��$
5 total 
RNA ,	/�0�+��
5�����#��#����7!��0�+��
"����/�� first stand cDNA 

 

 3.4.3.2 ���
,������'� First stand cDNA �
� �� TpMC4R ��
�, ������ e  
             �0� total RNA #�"��
��/���" 9 ���	��	�5��!+5������� !"+��
5�����#��#��

#�" RNA ��!���$��5'5$	7�,�" 260 ��
����� (nm) �	
"1�$�
���0�$���
"����/�� first strand 
cDNA 1�$ total RNA 
5��?� First Strand cDNA Synthesis Kit (GE healthcare) 4 !"��$��������
���	/	���0���
��A�$�������������� 10 µl 4 !"��/$��5��� total RNA ����������#��#�� 1-5 µg/µl 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

,	/�?� DEPC water ��$����
�������� Z�����9 �	
"1�$�
���0�+��
�"��!���"��������)�;'��,��
,��"��!��)�;'�� 65oC ������	� 10 ���� �	
"1�$�
���0��	�5+��
�"����0�,#l"������	� 5 ���� ,	/
�0�+��C������!�"��!������l���� 5000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� ���/����"����	�1 "�0�
$�����������	/	��Z�� (master mix) ��!��������� 7 µl 4 !"��/$��5��� 5X Bulk 1st cDNA 
reaction mix, 200 mM DTT ,	/ 0.5 µg/3 µl Oligo d (T) �0�$��Z�����	/	�����	�5+�
��  
�4����6��1�����#��$
�,	/�0�$���C������!�"��!������l���� 5000 rpm ��!��)�;'�� 4oC ������	� 1 ���� 
�	
"1�$�
��5'5��� total RNA ��!�������#��#�� 1-5 µg/µl ��!������+���� 8 µl ���	"���	�5+�
��
�4����6��1��	�5���� ,	/5'5��� master mix 5���+�
����������� 7 µl ���	"���	�55����?��$
� 
�0�$��Z�����	/	�����	�5+�
���4����6��1�����#��$
� �	
"1�$�
���0��	�5+��
�"��!��)�;'�� 
37oC ������	� 1.5 ?
!�
�" ,	/�$l��
�����" cDNA +����!��)�;'�� -20oC 

 
 3.4.3.3 Real time reverse transcription PCR (Real time RT-PCR)  

 ��$��% $&���
�"����?� β-actin ����������"��" (internal reference) ��7!������
�
����E����$��������/�������������$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ����
��/���" 9 
4 !"��$��������5���l�������E�� 
5��?��	����5��!��?�������5���l��� TpMC4R 5����	�� 3n (p3-
TpMC4R) ,	/�	����5��!��?�������5���l��� β-actin 5����	�� 3n #�"�	��	�5 (p-Actin) ��!����
�����#��#����!,����� ��$���0� real time RT-PCR ��$���?�+������� 2 �'� �7� MC4R-RT-F �'� 
MC4R-RT-R �0���
���� MC4R  ,	/ Actin-RT-F �'� Actin-RT-R �0���
���� β-actin (5
"����"��! 
3.1) 4 !"��$���?����	/	��#�" LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche Applied Science, 
Indianapolis, IN) 
5��0�$�����������	/	��Z���0���
�$���0� real time RT-PCR ��/$��5��� 
2X LightCycler® 480 SYBR Green I Master, 5 µM primer forward, 5 µM primer reverse (�0���
�
�A�$�����#�" MC4R �����#��#����5����#�" primer ����$
� 0.1 µM ,	/�0���
��A�$�����#�" actin 
�����#��#����5����#�" primer ����$
� 0.15 µM), DNA template 1 µl ,	/��0� DI ��7!���
��������
���	/	���
�"��5����$
� 10 µl 
5����;��/$�����!�10����#�"5���l��� (PCR condition) +5�,$� 
predenature �7� 95oC ������	� 10 ���� 10���� 1 ��� ������#���'�$�/���$�� amplification �7� 
95oC ������	� 15 ������, 60oC ������	� 15 ������ ,	/ 72oC ������	� 20 ������ ��5���$
�10���� 50 
��� ,	/�#���'�$�/���$�� melting �7� 95oC ������	� 5 ������, 60oC ������	� 10 ������ ,	/ 95oC 
������	� 0 ������ 10���� 1 ��� ,	/#
����5���� cool �7� 40oC ������	� 30 ���� 10���� 1 ��� �	
"1�$
�
���0�$���
�� $#���'	��7!��0�+�������/��$��,�5"��$#�"��� TpMC4R ����
��/���"9 
5��0�
$��������/�� Melting curve #�" PCR products 4 !"�0���� melting temperature (Tm) ��10�,�$ specific 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

PCR ,	/ non-specific PCR product ��$1�$$
� ��7!��7��
�������� product ��!���"$�� (5
",�5"��
;��Z��$) �	
"1�$�
���0�$���������������� Cycle threshold method (CT method) 4 !"��� CT �7� 
10���� cycle ��!,�"6	'������4������"Z�����!������!���� (threshold value) 4 !"�����-����$��
,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ����
��/���" 9 +5�1�$$���0���) copy #�"5���l���
����E��1�$$������"$��6����E�� (External standard) 
5��?�5���l�������E����!+5�1�$$��
������ p3-TpMC4R ,	/ p-Actin 4 !"1/�����-�0��������10���� copy #�"�
�" mRNA #�"��� 
TpMC4R ,	/ mRNA #�"��� β-actin +5� �	
"1�$�
���0�$��,�	"#���'	�����'����'� log 10 ,	/�0�
$�� Normalization 4 !"����$������� target template $
� reference gene ���/�� 4 !"1/����$������� 
Internal control 
5��
!�+�1/�?� housekeeping gene ��!����$,	/��!0����� 

 
Normalizaed mRNA #�"��� TpMC4R/mRNA #�"��� β-actin =   log 10 mRNA #�"��� TpMC4R 

                                                log10 mRNA #�"���  β-actin 
 

   �	
"1�$�
���0� PCR product ��!+5�+����1���#��55���l���5��� Agarose gel electrophoresis 
��7!�����$���7��
�#��5#�"5���l�����!+5�1�$$���0� real time RT-PCR 

 
 3.4.3.4 ����������'���
�-���#��
D��� 
       �0�#���'	��!+5�1�$$��������/����#��"��� ���0�$��������/���-���
5��?�
��,$�� 
SPSS version 10 (SPSS Inc., Chicago, IL) 4 !"������/���������,������#�"#���'	,�� one way 
ANOVA ,	/������/������,�$���"�/����"$	���5������� Duncanns multiple range test ,	/�����
,�$���"$
���"�-�����!�/5
��
��0��
( P<0.05 (P <0.05)  
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

3.5  	������9��������#�) 2 ���*(�+����,/���	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R  
 ����'�����@%

�'���
�������
�'������ 	�����
����
�
�'���� �
,%���
��� 

 	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R   
 3.5.1 ���*(�+����,/���	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R ����'�����@%

�'��       
   (Daily feeding) �
�������
�'������  
 3.5.1.1  ������� ����
���
9�'�,/#��
� 
       �0��	��	�5��!����#;����!5�1�$��!�
$�	���"������'�4������ 4 !"�	��	�5��
��0���
$��/��) 60-65 $�
� �0�$���������'�)�,	/�����	��	�5	"�'��0���
��	���"�	���!��#��5  
60x30x45 	'$��%$��4������� �'�	/ 10 �
� 10���� 21 �'� 
5���$���	���"�	���$�������$4��1�
�	�5��	���������)�;'�������'���?��" 28oC-29oC ,	/��$��������?��",�" 12 ?
!�
�" ,	/?��"
�75 12 ?
!�
�" (
5�?��",�"�/����" 8.00-20.00 �.) $�����������	��	�5����
�	/��"�7�� 
5��7��
�?��1/�����	� 10.00 �. ,	/�7����l������	� 16.00 �. 4 !"��$����������,	/$��$�������#�"�	�
�	�5��,��	/�7���?���	���/��) 30 ���� �������!����	��	�5����������0���l1�'� (��
�����
��/��) 40%, +#�
� 6%) �0�$���	���"���'��	���/��) 1 �57�� ��7!�����	��	�5��
��;������#��
$
�?��",�",	/$��$��������0���l1�'� 

 
 3.5.1.2 ������/�,�
 ���
�
��
����
��� 	�����*(�+����,/���	
��

��
�       

                                   mRNA �
� �� TpMC4R ����'�����@%

�'�� (Daily feeding) �
�������     
  
�'������ 

  ��7!�"1�$�	��	�5-'$��$���$��������
�	/ 2 �7�� �7����7���?����	� 10.00 �. 
,	/�7����l���	� 16.00 �. 5
"�
��1 "�0�$��% $&������)$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 
���/����"�7�������#�"�	��	�5 
5��$l��
�����"���"#�"�	��	�5$���������7���?�� 1 ?
!�
�" 
(9.00 �.) �	
"�7������� 1 ?
!�
�" (11.00 �.), �	
"�7������� 3 ?
!�
�" (13.00 �.) ,	/$���������7��
��l� 1 ?
!�
�" (15.00 �.) 4 !"�0��	��	�51�$�'��	���!������+��10���� 5 �
����$���$l��� !"?��"��	� 
���0�$����"���	�5��� 300 ppm 2-Phenoxy ethanol ,	/�0�$���$l���7����7!����" 4 ���� 
��/$��5������"����  telencephalon,  ���� mesencephalon, ���� metencephalon ,	/���� 
diencephalon �	
"1�$�
���0�+��$
5 total RNA �
5�����#��#����7!��0�+��
"����/�� first stand 
cDNA 
5��?� ImProm-IITM Reverse Transcription system kit ,	/�0�+��������)$��,�5"��$
#�" mRNA #�"��� TpMC4R 5��������� real time RT-PCR �?���5���$
�$��% $&��/5
�$��
,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ����
��/���" 9 #�"�	��	�5 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 3.5.2 ���*(�+����,/���	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R ��
<������
�
�'��  
            (Fasting period) 

 �0�$��% $&��/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���;��/$���5
�����#�"�	��	�5 
5��$l��
�����"�	
"1�$��$���5����� 6, 12, 18 ,	/ 24 ?
!�
�" 4 !"�0��	�
�	�51�$�'��	���!������+�� 10���� 5 �
� ���$���$l��� !"?��"��	� ���0�$����"���	�5��� 300 ppm 
2-Phenoxy ethanol ,	/�0�$���$l���7����7!����" 4 ���� ��/$��5������"���� telencephalon, 
���� mesencephalon, ���� metencephalon ,	/���� diencephalon �	
"1�$�
���0�+��$
5 total 
RNA �
5�����#��#����7!��0�+��
"����/�� first stand cDNA 
5��?� ImProm-IITM Reverse Transcription 
system kit ,	/�0�+��������)$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 5��������� real time 
RT-PCR �?���5���$
�$���������)$��,�5"��$#�"��� TpMC4R ����
��/���" 9 

 
3.6 	������9��������#�) 3 ���*(�+����
� MC4R antagonist ��

,�������������
�      

      ���
��� 	�����
� MC4R antagonist ��
���	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R  
 3.6.1 ���*(�+����
� MC4R antagonist ��

,�������������
����
��� 
     3.6.1.1  ������� ����
���
9�'�,/#��
� 

    �0��	��	�5��!����#;����!5�1�$��!�
$�	���"������'�4������ 4 !"�	��	�5��
��0���
$��/��) 80-90 $�
� �0�$���������'�)�,	/�����	��	�5	"�'��0���
��	���"�	���!��#��5 
60x30x45 	'$��%$��4������� �'�	/ 7 �
� 
5���$���	���"�	���$�������$4��1��	�5��	�������
��)�;'�������'���?��" 28oC-29oC ,	/��$��������?��",�" 12 ?
!�
�" �75 12 ?
!�
�" (
5�?��",�"
�/����" 8.00-20.00 �.) $�����������	��	�5����
�	/��"�7�� 
5��7���?��1/�����	� 10.00 �. ,	/
�7����l������	� 16.00 �. 4 !"��$����������,	/$��$�������#�"�	��	�5��,��	/�7���?���	���/��)
30 ���� �������!����	��	�5����������0���l1�'� (��
�������/��) 40%, +#�
� 6%) �0�$���	���"���'�
�	���/��) 1 �57�� ��7!�����	��	�5��
��;������#��$
�?��",�",	/$��$��������0���l1�'�  

 
  3.6.1.2  ���a�� MC4R antagonist (HS024) 
    1�$$����������$������"��$����1
���#��"�����$��% $&������$���0�
������!#�"��� MC4R ���$��$��+5����
��� 
5�$����5 MC4R antagonist �#�������" cerebroventricular 
(ICV) 4 !"��$��% $&�$����1
�����
�"�����#��10�$
5����7!�"#�"���$�)�,	/����?0���(��$�����5
���"#�"�	�
5�+���0�����	��	�5��$������?���� 5
"�
��Z'��0�$����1
�1 "�?�����$����5 MC4R 
antagonist (HS024) �#�������)
�������	
"#�"�	��	�5 
5���%
��	
$$��$����$=���s�?���5��� 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

$
�$����5����
��Z���/����" Suprefact ,	/ Motiliun M 4 !"1/�0�$����5 MC4R antagonist (HS024) 
���/5
����" 9 ���$	���$���5	�"��!1
5+�� (
5� HS024 	/	������0��$	7� 0.9% ��!�����#��#�� 5 nmol/µl)   
 

  3.6.1.3 ���*(�+����
����a�� MC4R antagonist (HS024) ��

,�������������
� 
      ���
���   
      $��% $&�Z	#�" MC4R antagonist ����
���$��$��+5�#�"�	��	�51/���"��
$��% $&�- "�/5
�$����5 MC4R antagonist ��!��Z	���$�����!�$��$��+5�#�"�	��	�5����$��� 4 !"
��$�����/5
�#�" MC4R antagonist (HS024) 
5��0�$����5 HS024 �#��$	�����7�������)
������
�	
"#�"�	��	�5���/5
����" 9 ���$	���$���5	�"��!1
5+�� 
5���$���5	�"���/5
�#�"  HS024 
��,��	/��
�"1/���	��	�5��$	�����������!+����$����5��� (uninjection) ,	/�	��	�5��!��$����5 
0.9% saline 4 !"1�$$���5��������-����+5�5
"��� ��$���5����	��	�5��!��$����5 HS024 ��!
�/5
� 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50 ,	/ 100 µg/kg ������	��	�5��!��$����5 HS024 1 µg/kg ��Z	$��$��
+5���$���$����5 HS024 ��!�/5
��7!� 9 ,	/��$��$��+5���!���!�# ���	
"1�$��	���!��$����5���!�# ��5��� 
��$	����	��	�5��!��$����5 HS024 ��!�/5
� 0.1, 0.5, 10, 25, 50 ,	/ 100 µg/kg ��Z	$��$��+5���!����
$����	��	�5��!��$����5 0.9% saline ,	/�	��	�5��$	��������� �	��	�5��!��$����5 HS024 ��!
�/5
� 0.1 µg/kg ��$��$��+5���!�!0���!��5 ��7!������������$
��	��	�5��$	���$���5	�"�7!� 9 ,	/
�	��	�5��!��$����5 HS024 ��!�/5
� 5 µg/kg ��$��$��+5���!+��,�$���"1�$�	��	�5��!��$����5 0.9% 
saline ,	/�	��	�5��$	��������� 5
�"�
��1 "�0�����������$����5 HS024 ���/5
���!�'"�$��+�1/��
Z	�0�����	��	�5��$��$��+5���!����	" 5
"�
��Z'���1
�1 "�
5����1�	7�$�/5
�$����5 MC4R antagonist 
�7� 1 µg/kg ,	/ 3 µg/kg ��7!�% $&������$���0�������!#�" MC4R ����
���$��$��+5�#�"�	�
�	�5
5���$��,��"$	���$���5	�"5
"���   

Treatment ��! 1 �	��	�5��!+��+5��
�$����5��0��$	7� ,	/ HS024 
Treatment ��! 2 ��5 HS024 ��!�/5
� 0   µg/kg-fish (��5��0��$	7� 0.9%)  
Treatment ��! 3 ��5 HS024 ��!�/5
� 1   µg/kg-fish 
Treatment ��! 4 ��5 HS024 ��!�/5
� 3   µg/kg-fish  

      $���5	�"������C11
���!�$�!��#��"$
�$���5	�"����" 1 �C11
� �7� �/5
�$���?� 
MC4R antagonist (HS024) 4 !"���
�"��5 4 �/5
� 
5�,��	/�/5
�$����5 HS024 �?�������5	�" 9
4�0� �0�$�������	�	"���'��	�#��5 60x30x45 	'$��%$��4������� �'�	/ 7 �
� ��$����",Z�$��
�5	�",���������'�)� (Completely Randomized Design, CRD) ,	/�0�$���$l�#���'	$��$��+5�
#�"�	��	�5 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

     $��$��+5� = ��0���
$��������!�������0���
$�������!��	7� 
  3.6.1.4 ����������'���
�-���#��
D��� 
   �0�$��������/��#���'	����"�-���
5��?�
��,$�� SPSS version 10 4 !"������/��
�������,������#�"#���'	,�� one way ANOVA ,	/������/������,�$���"�/����"$	���5���
���� Duncanns multiple range test ,	/�����,�$���"$
���"�-�����!�/5
��
��0��
( P<0.05 (P<0.05) 
  
 3.6.2 ���*(�+����
�����2� MC4R antagonist ��
���	
��

��
� mRNA �
�

    �� TpMC4R 
  3.6.2.1 ���*(�+����
����a�� MC4R antagonist (HS024) ��
���	
��

�       

 mRNA �
� �� TpMC4R 
     �0�$��% $&�Z	#�"$����5 MC4R antagonist (HS024) 5
"���   

 Treatment ��! 1 �	��	�5��!+��+5��
�$����5��0��$	7� ,	/ HS024 
 Treatment ��! 2 ��5 HS024 ��!�/5
� 0   µg/kg-fish (��5��0��$	7� 0.9%)  
 Treatment ��! 3 ��5 HS024 ��!�/5
� 1   µg/kg-fish 
 Treatment ��! 4 ��5 HS024 ��!�/5
� 3   µg/kg-fish  

      $���5	�"������C11
���!�$�!��#��"$
�$���5	�"����" 1 �C11
� �7� �/5
�$���?� 
MC4R antagonist (HS024) 4 !"���
�"��5 4 �/5
� 
5�,��	/�/5
�$����5 HS024 �?�������5	�" 6 
4�0� �0�$�������	�	"���'��	�#��5 30x60x45 	'$��%$��4������� �'�	/ 10 �
� $�����������	�
�	�5����
�	/��"�7�� 
5��7���?��1/�����	� 10.00 �. ,	/�7����l������	� 16.00 �. 4 !"��$�����
�����,	/$��$�������#�"�	��	�5��,��	/�7���?���	���/��) 30 ���� �������!����	��	�5
����������0���l1�'� (��
�������/��) 40%, +#�
� 6%) �0�$���	���"���'��	���/��) 1 �57��
��7!�����	��	�5��
��;������#��$
�?��",�",	/$��$��������0���l1�'�  

 
     ���a�� MC4R antagonist (HS024) 
    �0�$����5 HS024 �����)
�������	
"#�"�	��	�5 ���/5
����" 9 ���$	���

$���5	�"��!1
5+�� (
5� HS024 	/	������0��$	7� 0.9% ��!�����#��#�� 5 nmol/µl) �	
"1�$$����5 
HS024 ������	� 4 , 8  ,	/ 12 ?
!�
�" �0�$���$l����"#�"�	��	�5��,��	/?��"��	���7!�"1�$���"
���������)��!��$��,�5"��$#�"��� TpMC4R ��$��!��5 �0��	��	�51�$�'��	���!������+��10���� 6 
�
� ���$���$l��
�����"���"�� !"?��"��	� ���0�$����"���	�5��� 300 ppm 2-Phenoxy ethanol 
,	/�0�$���$l���7����7!����" �	
"1�$�
���0�+��$
5 total RNA �
5�����#��#����7!��0�+��
"����/�� 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

first stand cDNA 
5��?� ImProm-IITM Reverse Transcription system kit ,	/�0�+��������)$��
,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 5��������� real time RT-PCR �?���5���$
�$���������)
$��,�5"��$#�"��� TpMC4R ����
��/���" 9 

  
  3.6.2.2  ���*(�+����
����	2� (incubate) 
�
���
�� MC4R antagonist (HS024) 

�����,/���� e ��
���	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R  
    
5��5	�"�/5
������#��#��#�" MC4R antagonist (HS024) 5
"���   
  Treatment ��! 1 ���"�	��	�5��!,?��� buffer (Holtfreterns solution) 
  Treatment ��! 2 ���"�	��	�5��!,?��� HS024 ��!�������#��#�� 0.1  nmol   
  Treatment ��! 3 ���"�	��	�5��!,?��� HS024 ��!�������#��#��   1   nmol   
  Treatment ��! 4 ���"�	��	�5��!,?��� HS024 ��!�������#��#��  10  nmol   

(�������� : �/5
������#��#��#�" HS024 -'$�17�1�"5��� Holtfreterns solution buffer) 
     $���5	�"������C11
���!�$�!��#��"$
�$���5	�"����" 1 �C11
� �7� �/5
�����

�#��#��#�"���	/	����!,?����"�	��	�5���
�"��5 4 �/5
� 
5�,��	/�/5
������#��#��#�"
���	/	���?�������5	�" 6 4�0� �0�$�������	�	"���'��	�#��5 30x60x45 	'$��%$��4������� �'�
	/10 �
� $�����������	��	�5����
�	/��"�7�� 
5��7���?��1/�����	� 10.00 �. ,	/�7����l������	� 
16.00 �. 4 !"��$����������,	/$��$�������#�"�	��	�5��,��	/�7���?���	���/��) 30 ����
�������!����	��	�5����������0���l1�'� (��
�������/��) 40%, +#�
� 6%) �0�$���	���"���'��	�
��/��) 1 �57�� ��7!�����	��	�5��
��;������#��$
�?��",�",	/$��$��������0���l1�'�  

 
     ������/�,�
 ���
�
� 

           �0��	��	�51�$�'��	���!������+�� 10���� 6 �
� ���$���$l��� !"?��"��	� ���0�
$����"���	�5��� 300 ppm 2-Phenoxy ethanol ,	/�0�$���$l���7����7!����" �	
"1�$�
���0����"
�	��	�5+�,?������	/	�� Holtfreterns solution ,	/ HS024 ��!�/5
������#��#�����" 9 
5���
�/�/��	���$��,?� �7� 2 ,	/ 4 ?
!�
�" ��7!�������?��"��	�1 "�0�$���$l����"#�"�	��	�5��
,��	/?��"��	� �	
"1�$�
���0�+��$
5 total RNA �
5�����#��#����7!��0�+��
"����/�� first stand 
cDNA 
5��?�  ImProm-IITM Reverse Transcription system kit ,	/�0�+��������)$��,�5"��$
#�" mRNA #�"��� TpMC4R 5��������� real time RT-PCR �?���5���$
�$���������)$��
,�5"��$#�"��� TpMC4R ����
��/���" 9 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

/##�) 4 
�����*(�+� 

 

4.1 	������9��������#�) 1 ������� cDNA �
��
�/-�0��
� �� TpMC4R 	�����*(�+� 

 ���	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R ����'�������",d������
��,�
�
� 
 	����
�, ������ e �
����
���  
  4.1.1 ������� cDNA �
��
�/-�0� �
� �� TpMC4R ��� ��$� Rapid Amplification of     
    cDNA Ends (RACE) amplification 
    $��
�	� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 3n 1�$���"#�"�	��	�5 
5����� 
nested PCR ��$���0� primary PCR �?� primer forward MC4R-F1 �'�$
� primer reverse UPM-L ��
$�����!�10����5���l��� (amplification) ��#��5��/��) 1211 bp 4 !"�
"+�������-��l���7�10�,�$
+5��������?�������#�"5���l�����!���"$����7�+�� (5
";����! 4.1) 5
"�
��1 "�0� second PCR 
5��?�
Z	Z	��5���l���1�$$���0� primary PCR (PCR product) ���0�$���17�1�" (dilute) ���
������� 
1 : 50 ���� 4 !"��$���0� second PCR ��$��,��"���� 2 ?�5 4 !"���?� primer 2 �'� �7� primer forward 
MC4R-F2 �'�$
� primer reverse NUP ��#��5��/��) 1181 bp ,	/ primer forward MC4R-F3 �'�
$
� primer reverse NUP ��#��5��/��) 1116 bp ��$�����!�10����5���l��� (amplification) �����
Z	#�"$���0� PCR 
5��?� primer forward MC4R-F3 �'�$
� primer reverse NUP ��?�������#�"5�
��l������$A# ��4 !"��#��5�$	�����"$
�?���5���l�����!��5$��)�+��4 !"��#��5��/��) 1116 bp ����
Z	#�"$���0� PCR 
5��?� primer forward MC4R-F2 �'�$
� primer reverse NUP �
��+����?�������
5���l�����!���"$�� (5
";����! 4.2A) 5
"�
��1 "�0� PCR 
5��?� primer forward MC4R-F2 �'�$
� primer 
reverse NUP ������$��
�" �������?�������#�"5���l������$A# ��4 !"��#��5��/��) 1181 bp ,��
	
$&)/#�"?�������5���l�����	
$&)/1�" (5
";����! 4.2B) 4 !"��1�$�51�$���������-#�" primer 
forward MC4R-F2 ��$��1
�$
�5���l���,��,�� (template) ,	/��)�;'�� annealing ��1+������/��
��7!�"1�$ primer forward MC4R-F2 ����� Tm ����$
� 61oC ,����$���0� PCR ��$���?���)�;'�� 
annealing 55oC 5
"�
��1 "��1�0�������������-��$���0�"��#�" primer forward MC4R-F2 	5	" 
�	
"1�$�
���0� PCR product 1�$$���0� second PCR #�"$���?� primer �
�"��"�'����0�$��
���1���Z	5��� Agarose gel electrophoresis 
5��?� 1.5% agarose gel 
5��0�$������5���         
�����5���
��+�5� ,	/�0�+����"5���,�"�
���+�
��	�;��������7!�"$0����5,�"�
���+�
��	� ,	/

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

�0�$���
5�1	�����)��!��5$��)��������?�������5���l���#�" cDNA #�"��� TpMC4R �
�"��5 3 
?��� (5
";����! 4.3A) �	
"1�$�
���0�5���l��������������s1�$�/$�
���1	 5
",�5"��;����! 4.3B 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
<�"#�) 4.1 Z	#�" Primary PCR #�"$��
�	� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 3n 5������� RACE 
�������� : M = DNA marker, N= negative control, 1 ,	/ 2 = cDNA ��!+5�1�$���"�	��	�5�
���!  

1, 3 ,	/ 4 = cDNA ��!+5�1�$���"�	��	�5�
���! 2 

    M     N      1        2       3      4 

 
2036 
1636 
1018 

 
517 
396 
344 
298 

bp 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
<�"#�) 4.2 Z	#�" Second PCR #�"$��
�	� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 3n 5������� RACE 
�������� : M = DNA marker, A = �0� PCR 
5��?� primer forward MC4R-F2 �'�$
� primer reverse  

NUP (NA= negative control, 1A = dilute 1 : 50 ����#�" PCR product 1 1�$ 1
st  round , 

2A = dilute 1 : 50 ����#�" PCR product 2 1�$ 1
st  round, 3A = dilute 1 : 50 ����#�" PCR 

product 3 1�$ 1st  round, 4A = dilute 1 : 50 ����#�" PCR product 4 1�$ 1
st  round) ,	/ 

B = �0�PCR 
5��?� primer forward MC4R-F3 �'�$
� primer reverse NUP (NB= negative 
control, 1B = dilute 1 : 50 ����#�" PCR product 1 1�$ 1

stround , 2B = dilute 1 : 50 ���� 
#�"PCR product 2 1�$ 1st  round, 3B = dilute 1 : 50 ����#�" PCR product 3 1�$ 1

st  

round , 4B = dilute 1 : 50 ����#�" PCR product 4 1�$ 1
st  round ) 

        M     NA   NB    1A   1B    2A    2B    3A    3B    4A    4B 

    M    NA       1A     2A     3A     4A    

A 

    B 

 
2036 
1636 
1018 

 
517 
396 
344 
298 

bp 

 
2036 
1636 
1018 
517 
396 
344 
298 

bp 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
<�"#�) 4.3 Z	$��,�$#��5,	/$���0������������s#�" cDNA #�" second PCR 
      ;�� A Z	$��,�$#��5#�"5���l���5������	l$+��
6��4���1	��7!��0�$���
5�1	  
�������� : M = DNA marker, �����	# 1 = 5���l���1�$ PCR product 3A ,	/ 4A, �����	# 2 = 5���l��� 
 1�$ PCR product 3B 
      ;�� B Z	$���0����5���l�����������������s 
�������� : M = DNA marker, �����	# 1 = 5���l���?���������! 1 (DNA 1), �����	# 2 = 5���l���?��� 
 ������! 2 (DNA 2), �����	# 3 = 5���l���?���������! 3 (DNA 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DNA 1 

   M       1          2         3    

 
 

B A 

 
 

2036 
1636 

 
1018 

 
 
 517 

396 
344 
298 

bp 
 
 

3054 
2036 
1636 

 
 

1018 
 
 
 
 
 

517 
 

bp 

DNA 2 
DNA 3 

        M       1                2       

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 �	
"1�$�
���0�?�������5���l�����!-'$�0������������s,	�� ���?7!����� (ligation) �#��$
��������� 
pGEM-T easy 4 !"����$��� �������,��5���l��� (recombinant DNA) 1�$�
����	7!������ recombinant 
DNA �#���'� E. coli ��!����)���
������ competent cell �	
"1�$�
���	���"�?7����������	���"�?7��,�� 
selective media 4 !"1/�0���������-�
5
�
	����!���"$��+5� 4 !"
�
	��#�"�4		�,����������!+5��
� 
�	����5��!+���� recombinant DNA 1/����
�
	����6�� ����
�
	����#��,�5"����4		�,��������
+5��
��	����5��!�� recombinant DNA ,	/�0�$���
5�	7�$
�
	��#�"�?7�� E. coli ��!��5$��)������ 
�	����5��!+���� recombinant DNA 1-2 
�
	�� ��7!��0����0�����
�
	�������������$
�
�
	����! 
�	����5�� recombinant DNA ,	/�
5�	7�$
�
	����!��5$��)���������	����5��!�� recombinant 
DNA ���0����� plate �����
�+��  (master plate) �	
"1�$�
���0�$�����1������	����5��!�� 
recombinant DNA 5�����������""��� (cracking) �����
�
	����!�	����5�� recombinant DNA 1/��
?�������#�"�	����55���l�����!��'��'"$���
�
	����!�	����5+���� recombinant DNA (5
";����! 4.4)
4 !"�����
�
	����!���	����5 recombinant DNA #�"?�����! 1 ���
�"��5 6 
�	� (,�5"Z	��"����) 
(5
";����!  4.4A, 4.4B, 4.4C ,	/  4.4D) 
�
	����!���	����5 recombinant DNA #�"?�����!  2 ��
�
�"��5 2 
�	� (5
";����! 4.4E ,	/ 4.4F) ,	/+����
�
	����!���	����5 recombinant DNA #�"
?�����! 3  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
 

<�"#�) 4.4 $�����1���
�
	����!���	����5 recombinant DNA 5�����������""��� (cracking) 
 ;�� A, B, C ,	/ D �7� $�����1���
�
	����!���	����5 recombinant DNA ?�����! 1 
 ;�� E ,	/ F �7� $�����1���
�
	����!���	����5 recombinant DNA #�"?�����! 2 

�������� : B = 
�
	����6�� (blue colony), �����	# 1 - " 15 = 
�
	����#�� (white colony) 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

�	
"1�$�
���0�
�
	��#�" E. coli ��!���	����5 recombinant DNA #�"?���������! 1 ,	/ 2 
+��0�$���	���"��������	���"�?7�� 2XYT ��!Z�����A�?���/ ampicillin ��7!�����$�����!�10����#�" 
E. coli ��!���	����5 recombinant DNA 1�$�
��1 "�0�+��$
5�	����5,	/�0��	����55���l�����!+5�
+����1���Z	5��� Agarose gel electrophoresis 4 !"������	����5��!�$
5��+5����
�"��������!����
	
$&)/�	���������� (linear DNA) ����?�������5���l�����!��'�5����� ����?�������5���l�����!��'�	��"
	"������	
$&)/#5�����" (supercoiled DNA) (5
";����! 4.5) �	
"1�$�
����7!�����$�����1��� 
�	����5��$��
�"����	����5��?�������#�" recombinant DNA ��! 1 ,	/ 2 ,�������7�+�� 
5�$��
�
5�	����55���l���5������+4���
510����/ Eco RI ������	����5�����	# 1, 2, 3, 4 ,	/ 5 ��!�� 
recombinant DNA #�"?���������! 1 4 !"��?�������5���l��� 2 #��5 +5�,$� #��5��/��) 3015 bp �7� 
����#�"�������� pGEM-T Easy  ,	/#��5��/��) 1116 bp �7�����#�"5���l�����!��5$��)����
���1/���� ��� TpMC4R 5����	�� 3n (5
";����! 4.6) �	����5�����	# 6 $l���Z	�?���5���$
� ,��
��7!�"1�$��#
�����$���$
5�	����5�������#��#������5
"�
��1 "+�������-��l�Z	+5�?
5�1� 
�����	����5�����	# 7 ,	/ 8 ��!�� recombinant DNA#�"?���������! 2 ��?�������5���l�������"
#��5�5����7� ����#�"�������� pGEM-T Easy 4 !"��#��5��/��) 3015 bp 4 !"��1����+�+5���� 
�	����5�����	# 7 ,	/ 8 �
��+��+5���?�������#�" recombinant DNA  
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
 
 
  
 
 
 

 
 
 
 
<�"#�) 4.5 �	����55���l�����!��?�������#�" cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 3n ��!��$���?7!������������� 
�������� : M = DNA marker, �����	# 1 - " 6 = �	����5��!��?�������#�" recombinant DNA ��! 1  
   ,	/�����	# 7 ,	/ 8 = �	����5��!��?�������#�" recombinant DNA ��! 2 

 
 

                           

                         
 
<�"#�) 4.6 $�����1���$���?7!�����#�"�	����5��!�� cDNA #�"��� TpMC4R 
5�$���
5�	����5    
     5�����l�+4���
510����/ Eco RI 
�������� : M = DNA marker, �����	# 1 - " 6 = �	����5��!��?�������#�" recombinant DNA ��! 1  
   ,	/�����	# 7 ,	/ 8 = �	����5��!��?�������#�" recombinant DNA ��! 2 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

��7!��0�$���
5�����#��#��#�"�	����5,	�� 1 "�0�$����"�
�����"��7!��� ����/��	0�5
�                 
����	�
�+�5��
�"��5 4 !"�����������"�	����5 3 �
�����"�����
����!��?�������#�" recombinant DNA 
��!���'�)� �������	����5��! 3, 5 ,	/ 6 �
��+�������-����Z	��!,�������7!�"1�$+�������-
������/��Z	+5�4 !"��1����- "����
�����"�	����55
"$	�����1��$������������7���������������s
������$1�+�������-������/������	�
�+�5�+5� �	����5��! 7 ,	/ 8 �����	����5��!��?�������#�"
����7!� 9 �	
"1�$�
��1 "�0�$�������������	0�5
�����	�
�+�5�#�"�	����5��,��	/
�	�
5�#
��
,�$������������/����"����	�
�+�5���!��$������1�$5��� T7 promotor +��
"5��� SP6 promotor 
,	/5��� SP6 promotor +��
"5��� T7 promotor 
5�5������1/���"��$���0����� complementary $��� 
�	
"1�$�
��1 "������������������7�� (homology) �/����"�
�"��"5��� ��7!��������������,��	/

�	�,	�� 1 "�0�	0�5
�����	�
�+�5�#�"�	����5��,��	/
�	��������������$
� �	
"1�$�
���0�
$������	0�5
�����	�
�+�5�,	/�0�$��,�	"	0�5
�����	�
�+�5�+�����	0�5
�$�5�/��
� (5
";����! 
4.7) ,	/��7!������-����	0�5
�����	�
�+�5�,	/	0�5
�$�5�/��
� 1 "�0�$�������������	0�5
�     
����	�
�+�5�,	/$�5�/��
�#�"��� MC4R �	�,	/�
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 ��7!�����$��
�7��
����	0�5
�����	�
�+�5�,	/$�5�/��
�������� TpMC4R 5����	�� 3n 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
<�"#�) 4.7  Z	$��,�	"	0�5
�����	�
�+�5�+�����	0�5
�$�5�/��
�#�" cDNA #�"��� TpMC4R  
                  5����	�� 3n  

10        20        30        40        50        60

ATGTACTTTTTCATCTGCAGCCTGGCGGTCGCCGACATGCTGGTGAGCGTCTCAAATGCC

M  Y  F  F I  C  S  L  A  V  A  D  M  L  V  S  V  S  N  A  

70        80        90       100       110       120

TCTGAGACCATTGTCATCGAGCTCATCAATGGAGGCACGCTGAGCATCCCCATCACACTC

S  E  T  I  V  I  E  L  I  N  G  G T  L  S  I  P  I  T  L  

130       140       150       160       170       180

ATCAAGAGCATGGACAACGTGTTCGACTCCATGATCTGCAGCTCTCTGCTGGCCTCCATC

I  K  S  M  D  N  V  F  D  S  M  I  C  S  S L  L A  S  I  

190       200       210       220       230       240

TGCAGCTTGCTGGCTATCGCTGTGGACCGCTACATCACCATCTTCTACGCGCTGCGTTAC

C  S  L  L A  I  A  V  D  R  Y  I  T  I  F  Y  A  L  R  Y  

250       260       270       280       290       300

CACAACATCGTGACGTTGCGCAGGGCCACGCTGGTCATCAGCACCATCTGGACGTGCTGC

H  N  I  V  T  L  R  R A  T  L  V  I  S  T  I  W  T  C  C

310       320       330       340       350       360

ACGGTGTCCGGCATCCTCTTCATCATCTACTCGGAGAGCACCACGGTGCTCATCTGCCTC

T  V  S  G  I  L  F  I  I Y  S  E  S  T  T V  L  I  C  L  

370       380       390       400       410       420

ATTACCATGTTCTTCACCATGCTGGTGCTCATGGCGTCGCTCTACGTGCACATGTTCCTG

I  T  M  F  F T  M  L  V  L  M  A  S  L  Y  V  H  M  F  L  

430       440       450       460       470       480

CTGGCGCGCCTGCACATGAAGCGGATCGCAGCGCTGCCGGGCAACGCGCCCATCCAGCAG

L  A  R  L  H  M  K  R  I  A  A L  P  G  N  A  P  I  Q  Q

490       500       510       520       530       540

CGCGCCAACATGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTGCTCGGGGTGTTCGTGGTGTGC

R  A  N  M  K  G  A  I  T  L  T  I  L  L G  V  F  V  V C  

550       560       570       580       590       600

TGGGCGCCGTTCTTCCTCCACCTCATCCTGATGATCACCTGCCCCCGGAACCCCTACTGC

W  A  P  F  F L  H  L  I  L  M  I  T  C  P  R  N  P  Y  C  

610       620       630       640       650       660

ACCTGCTTCATGTCCCACTTCAACATGTACCTGATCCTCATCATGTGCAACTCCATCATC

T  C  F  M  S  H  F  N  M  Y  L  I  L  I  M  C  N  S  I  I

670       680       690       700       710       720

GACCCCATCATTTACGCCTTTCGCAGCCAGGAGATGCGGAAAACCTTCAAGGAGTTTTTT

D  P  I  I Y  A  F  R  S  Q  E  M  R  K  T  F  K  E  F  F

730       740       750       760       770       780

TGCTGCTCGCAGCCTCTCCTGTGCGTCTGAGTTTGTGTTTTGAGTAATTTAAACCCGCGG

C  C S  Q  P  L  L C  V  *  

790       800       810       820       830       840

GTCACACTGTACTATTTAAGTGAAACCTGGTCAACAGGGAGTTTCAGAACTCTCATCACT

850       860       870       880       890       900

GTGGACAGATGTGGTTCTGTTGTGCTCCCTTGCTGGGCTGTAAAACTCTTAATGATGTAG

910       920       930       940       950       960

GCGCCTGCCTCGGGTTTTGTAAAGACGTAGCTTTGTGATCACCGTGTATCACAGAGCATC

970       980       990      1000      1010      1020

ACCGTGGAGACGAACGCAGCTTTTGTTTGTTCAGTGAAGCTTGTTGAAATGCAACTTAAG

1030      1040      1050      1060

TAAATGTCGCCAGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

  ��$��
�	� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 5n 1�$���"#�"�	��	�5 ���"��$��
��$,��+�������1�$	0�5
�����	�
�+�5� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 3n �	
"1�$�
��1 "�0�
$��
�	� cDNA #�"���  TpMC4R 5����	�� 5n 1�$ first strand cDNA 5n RACE 5��������� 
nested PCR ��$���0� primary PCR �?� primer forward UPM-L �'�$
� primer reverse MC4R-R1 ��
$�����!�10����5���l��� (amplification) ��#��5��/��) 718 bp 4 !"�
"+�������-10�,�$+5��������
?�������#�"5���l�����!���"$����7�+����7!�"1�$5���l�����	
$&)/������� (smear) (5
";����! 4.8A) 
5
"�
��1 "�0�  second PCR 
5��?�  PCR product 1�$$���0 �  primary PCR ���0�$��  dilute ��
�
�������  1 : 50 ��� �  ,	/�?�  primer forward UPM-S �'�$
 �  primer reverse MC4R-R2 �� #��5
��/��) 557 bp 4 !"�
"+�������-��l���7�10�,�$+5��������?�������#�"5���l�����!���"$����7�+�� 
(5
";����! 4.8B) 5
"�
��1 "�0� third PCR 
5��?� PCR product 1�$$���0� second PCR ���0�$��
dilute ���
������� 1 : 50 ���� ,	/�?� primer forward NUP �'�$
� primer reverse MC4R-R3 ��#��5
��/��) 394 bp �	
"1�$$���0� PCR ����� PCR product ��?�������5���l�����!�$	�����"$
�$
���!
��5$��)�+�� 2 ?������� 4 !"��#��5��/��) 400 bp ,	/ 450 bp (5
";����! 4.8C) 5
"�
��1 "�0� PCR 
product ��
�	5	"���	���1	 (well) �	
"1�$�
���0�$��,�$#��5#�"5���l��������!��5$��)�+��
5� � �  Agarose gel electrophoresis 
5��?�  2% agarose gel �0 �$ �����1���Z	5� � �  Agarose gel 
electrophoresis 
5����"5���,�"�
	���+�
��	�;��������7!�"$0����5,�"�
	���+�
��	� �	
"1�$��!
���15'#��5#�"5���l���,	��1 "�0�$���
5�1	�����)��!��5$��)��������?�������5���l���#�" cDNA 
#�"��� TpMC4R �
�"��5  2 ?��� (5
";����! 4.9A) �	
"1�$�
���0�5���l��������������s1�$�/$�
���1	 
5
",�5"��;����! 4.9B 
 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
<�"#�) 4.8  $��
�	� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 5n 5������� RACE 

 ;�� A Z	#�" Primary PCR #�"$��
�	� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 5n 
5��?�  
         primer forward UPM-L �'�$
� primer reverse MC4R-R1 
 �������� :  M = DNA marker, N= negative control, 1 ,	/ 2 = cDNA ��!+5�1�$���"�	�  
       �	�5�
���! 1, 3 ,	/ 4 = cDNA ��!+5�1�$���"�	��	�5�
���! 2 
 ;�� B  Z	#�" Second PCR #�"$��
�	� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 5n 
5��?�  
              primer UPM-S �'�$
� primer MC4R-R2 
 �������� :  M = DNA marker, N = negative control, 1 = dilute 1 : 50 ����#�" PCR product 

      1 1�$ 1st  round, 2 = dilute 1 : 50 ����#�" PCR product 2 1�$ 1st  round, 3 = 

C 
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      dilute 1 : 50 ����#�" PCR product 3 1�$ 1st  round, 4 = dilute 1 :50 ����#�"
      PCR product 4 1�$ 1st  round 

  ;�� C Z	 Third PCR #�"$��
�	� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 5n 
5��?� 
     primer NUP �'�$
� primer MC4R-R3 
   �������� :  M = DNA marker, N = negative control, 1 = dilute 1 : 50 ����#�" PCR product  
      1 1�$ 2nd round, 2 = dilute 1 : 50 ����#�" PCR product 2 1�$ 2ndround, 3 = dilute      
      1 : 50 ����#�" PCR product 3 1�$ 2ndround, 4 = dilute 1 : 50 ����#�" PCR  
      product 4 1�$ 2ndround (�����)�������� !"�� !"��#)/��'������7!�" PCR) 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

         
<�"#�) 4.9 Z	$��,�$#��5,	/$���0������������s#�" cDNA #�" Third PCR 
       ;�� A Z	$��,�$#��5#�"5���l���5������	l$+��
6��4���1	��7!��0�$���
5�1	  
�������� : M = DNA marker, �����	# 1 = 5���l���1�$ PCR product 1 ,	/ 2 1�$ Third PCR  

   ;�� B Z	$���0����5���l�����������������s 
�������� : M = DNA marker, �����	# 1 = 5���l���?���������! 1 (DNA 1), �����	# 2 = 5���l���?��� 
   ?���������! 2 (DNA 2) 

DNA2 

DNA1 

DNA2 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

�	
"1�$�
���0�?�������5���l�����!-'$�0������������s,	�� ���?7!����� (ligation) �#��$
��������� 
pGEM-T easy 4 !"1/+5� recombinant DNA 2 ?��� 1�$�
����	7!������ recombinant DNA �#���'� E. coli 
��!����)���
������ competent cell ,	/�	���"�?7����������	���"�?7��,�� selective media �	
"1�$�
��
�0�$���
5
�
	����!���	����5��!��?�������#�" recombinant DNA ���"$��+5� �
5�	7�$
�
	����6��
4 !"��5$��)�������	����5��!+���� recombinant DNA 1-2 
�
	�� ��7!��0����0�����
�
	�������������
$
�
�
	����#��4 !"��5$��)�������	����5��!�� recombinant DNA ,	/�0�$���
5�	7�$
�
	����#����!
��5$��)�������	����5��!�� recombinant DNA ���0����� master plate �	
"1�$�
���0�$�����1���
���	����5��!�� recombinant DNA 5�����������""��� (cracking) �����
�
	����!�	����5�� recombinant 
DNA 1/��?�������#�"�	����55���l�����!��'��'"$���
�
	����!�	����5+���� recombinant DNA (5
"
;����!  4.10) 1�$$�����1������	����5��!�� recombinant DNA �����
�
	����!���	����5 
recombinant DNA #�"?�����! 1 ���
�"��5 19 
�	� (5
";����! 4.10A ,	/ 4.10B) ,	/
�
	����!�� 
�	����5 recombinant DNA #�"?�����! 2 ���
�"��5 27 
�	� (5
";����! 4.10C, 4.10D ,	/ 4.10E)  
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
<�"#�) 4.10  $�����1���
�
	����!���	����5 recombinant DNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 5n  
   5�����������""��� (cracking) 

    ;�� A ,	/ B �7� $�����1���
�
	����!���	����5 recombinant DNA #�"?�����! 1 
    ;�� C, D ,	/ E �7� $�����1���
�
	����!���	����5 recombinant DNA #�"?�����! 2

�������� : B = 
�
	����6�� (blue colony), �����	# 1 - " 15 = 
�
	����#�� (white colony) 
 
 
 
 

        B    1   2    3    4    5    6   7    8     9   10 11  12  13  14   15   B            B    1   2    3    4    5    6   7    8     9   10 11  12  13  14   15   B    

        B    1   2    3    4     5    6    7    8    9   10 11  12  13  14   15   B            B    1    2    3    4    5    6    7    8    9   10 11  12  13  14   15   B    

        B    1   2    3    4     5    6    7   8    9   10 11  12  13  14   15   B    

A B 

C 
D 

E 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

  �	
"1�$�
���0�$������
�
	�� E. coli ��!���	����5 recombinant DNA #�"?���������!  1 
10���� 7 
�	� ,	/����
�
	����!���	����5 recombinant DNA #�"?���������! 2 10���� 5 
�	� 
+��0�$���	���"��������	���"�?7�� 2XYT ��!�� ampicillin ��7!�����$�����!�10����#�" E. coli ��!�� 
�	����5 recombinant DNA 1�$�
��1 "�0�+��$
5�	����5,	/�0�$�����1���Z	5��� Agarose 
gel electrophoresis 4 !"������	����5��!�$
5��+5����
�"��������!����	
$&)/�	���������� (linear 
DNA) ����?�������5���l�����!��'�5����� ����?�������5���l�����!��'�	��"	"������	
$&)/#5�����" 
(supercoiled DNA) (5
";����! 4.11) �	
"1�$�
����7!�����$�����1����	����5��$��
�"����	����5
��?�������#�" recombinant DNA ��! 1 ,	/ 2 ,�������7�+�� 
5�$���
5�	����55���l���5���
���+4���
510����/ E.co RI ������	����5�����	# 1, 4, 5, 6 ,	/ 7 ��!�� recombinant DNA #�"
?���������! 1 4 !"��?�������5���l��� 2 #��5 +5�,$� #��5��/��) 3015 bp �7�����#�"�������� 
pGEM-T Easy ,	/#��5��/��) 300-450 bp �7� ����#�"5���l�����!��5$��)�������1/���� ��� 
TpMC4R 5��� 5nRACE �����	����5��?�������#�" recombinant DNA ��! 2 $l���Z	�?���5���$
� 
(5
";����! 4.12) 5
"�
��1 "�0�$����"�
�����"�	����5��!�� recombinant DNA ��! 1+5�,$� �����	# 1, 
4, 5, 6 ,	/ 7 ,	/�
�����"�	����5��!�� recombinant DNA ��! 2 +5�,$� �����	# 8, 9, 10, 11 ,	/ 12 
��7!��0�$��������/��	0�5
�����	�
�+�5� 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

     
 

<�"#�) 4.11  �	����55���l�����!��?�������#�" cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 5n ��!��$���?7!�����    
    �������� 
�������� : M = DNA marker, �����	# 1 - " 7 = �	����5��!�� recombinant DNA #�"?�����! 1 ,	/  

 �����	# 8 - " 12 = �	����5��!�� recombinant DNA ?�����! 2  
 

 

 
 

<�"#�) 4.12  $�����1���$���?7!�����#�"�	����5��!�� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 5n 
5�   
    $���
5�	����55�����l�+4���
510����/ Eco RI 
�������� :  M = DNA marker, �����	# 1 - " 7 = �	����5��!�� recombinant DNA #�"?�����! 1 ,	/  

 �����	# 8 - " 12 = �	����5��!�� recombinant DNA ?�����! 2  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

�	
"1�$�� ����/��	0�5
�����	�
�+�5�������	����5�$7���
�"��5��?�������#�" 
cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 5n �$�����
�����"�	����5�����	# 1 +�������-����Z	$��
������/��	0�5
�����	�
�+�5�+5� ��7!�"1�$��1��$������������7���������������s������$1�+��
�����-������/������	�
�+�5�+5� �	
"1�$�
��1 "�0�$�������������	0�5
�����	�
�+�5�#�"     
�	����5��,��	/
�	�
5�#
��,�$������������/����"����	�
�+�5���!��$������1�$5��� T7 
promotor +��
"5� �� SP6 promotor ,	/5��� SP6 promotor +��
"5� �� T7 promotor 
5�5������
1/���"��$���0����� complementary $��� �	
"1�$�
��1 "������������������7�� (homology) 
�/����"�
�"��"5��� ��7!��������������,��	/
�	�,	�� 1 "�0�	0�5
�����	�
�+�5�#�"�	����5��
,��	/
�	��������������$
�,	/�0�$������	0�5
�����	�
�+�5�#�" cDNA #�"��� TpMC4R 5���
�	�� 5n �	
"1�$�
���0�	0�5
�����	�
�+�5�#�" cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 3n ��!������
�����������$
� 1060 bp ���?7!������#��$
� cDNA #�"��� TpMC4R 5����	�� 5n ��!��������� 
363 bp 5
"�
�� cDNA #�"��� TpMC4R �������'�)�1 "�������������$
� 1311 bp (5
";����! 4.13) 

 
  4.1.2 ���*(�+��30�,�+0�	������
�����
� cDNA �
��
�/-�0��
� �� TpMC4R    

  $��% $&�	0�5
�����	�
�+���#�" cDNA #�"��� TpMC4R �������'�)����	��	�5 
������������������$
� 1311 bp ��/$��+�5�������#�" open reading frame (ORF) 984 bp 4 !"
��7!��0�$��,����
�����$�5�/��
�1/��10����$�5�/��
�����$
� 327 residues ,	/��$1�$����
"
��/$��+�5���������#�" 5n untranslated region (UTR) ������	�
�+�������$
� 17 bp ,	/����
#�" 3n UTR ������	�
�+�������$
� 310 bp (5
";����! 4.13) ��7!��0�$������������������	����	 "
$
� (homology) #�"	0�5
�$�5�/��
� MC4R �/����"�	��	�5, ��, +$� ,	/�	�?��5���" 9 4 !"
�����	0�5
�$�5�/��
� TpMC4R �������	����	 "$
�	0�5
�$�5�/��
� MC4R #�"�	� Barfin 
flounder (Verasper moseri) 90%, �	� European seabass (Dicentrarchus labrax) 90%, �	�  Fugu 
rubripes (Takifugu rubripes) 89%, �	� Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) 80%, �	� Goldfish 
(Carassius auratus) 76%, �	� Zebrafish (Danio rerio) 77%, �	� Spiny dogfish (Squalus acanthias) 
71%, � 	 �  European river lamprey (Lampetra fluviatilis) 61%, + $�  (Gallus gallus) 66% , 	 / � � 
(Homo sapiens) 67% 4 !"�������	����	 "$
�#�"	0�5
�$�5�/��
���'����/5
���!�'"5
",�5"��
����"��! 4.1 (4 !" MC4R #�"�	��	�51/�?��0���� TpMC4R) �	
"1�$�
���0�$��% $&���)	
$&)/ 
(characterization) #�"	0�5
�$�5�/��
� TpMC4R 4 !"1/�0�$���0�����0�,���" seven transmembrane 
(TM) domain 
5��?�
��,$�� Split 4.0 server (http://split.pmsft.hr/split/4/) 5
",�5"��;����! 
4.13 ,	/ 4.14 ,	/,�5"$��������������/5
������	����	 "$
�#�"	0�5
�$�5�/��
���!����'���

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

,��	/ TM $
��	�$�/5'$,#l"?��5���" 9 ��+$� ,	/�� 5
",�5"������"��! 4.1 ��7!���1��)�

��"����"#�"$�5�/��
�������#�" ORF �����$�5�/��
�#�" TpMC4R ������#�" 
extracellular loop (ECL) 10���� 3 loop ,	/ intracellular loop (ICL) 10���� 3 loop 
5� ECL ��! 1 
��$�5�/��
� 30 residues ���0�,���"��'���!$�5�/��
��
���! 97-126 4 !" ECL ��! 1 1/�� N-linked 
glycosylation site ��'�,	/���� ECL ��!�����!��5��7!������������$
� ECL ��! 2 ,	/ 3 4 !" ECL ��! 2 ��
$�5�/��
� 5 residues ���0�,���"��'���! 188-192 ,	/ ECL ��! 3 ��$�5�/��
� 4 residues ���0�,���"
��'���! 275-278 ����#�" ICL ��! 1 ��$�5�/��
� 4 residues ���0�,���"��'���! 188-192 ���� ICL ��! 2 ��
$�5�/��
� 13 residues ���0�,���"��'���! 154-166 ,	/������ ICL ��! 3 ����������!�����!��5��7!�
�����������$
� ICL ��! 1 ,	/ ICL ��! 2 4 !" ICL ��! 3 ��10����$�5�/��
�����$
� 23 residues 
5���'�
��"�0�,���"��! 222-244 	0�5
�$�5�/��
���!��'�������#�" N-terminal extracellular domain #�"
��� MC4R ���
�����$�/5'$�
��	
",��	/?��5���������7��$
���'����/5
��!0� ,����� MC4R ��
�
�����$�/5'$�
��	
"������(�1/��  N-linked glycosylation site ��'� ���0�,���"��!  2 ,	/ 15 
���7��$
� 
�����#�" TpMC4R �� cysteine 15 residues ��'����0�,���"��! 40, 84, 131, 139, 177, 
178, 197, 258, 272, 278, 280, 294, 319, 320 ,	/ 326 ,���� cysteine ����" 10 residues +5�,$�
�0�,���"��! 84, 131, 178, 197, 258, 272, 278, 280, 319 ,	/ 326 ��!
�����#�"��� MC4R ���	�
$�/5'$,#l"?��5���" 9 +$� ,	/�� ���������7��$
� (5
";����! 4.14) ��$1�$���
����� TpMC4R 
�
"�� protein kinase C of phosphorylation site ��'��� ICL ��! 2 ��"�0�,���"��! 163 ,	/����'���
����#�" C-terminal domain ��"�0�,���"��! 313 ,	/
����� TpMC4R �� PMY motif, DRY motif 
,	/ DPIIY (NPXXY) motif ���0�,���"�5���$
�$
� motif 5
"$	���#�"
�������� MC4R ���	�
$�/5'$,#l"?��5���" 9 +$� ,	/�� (5
";����! 4.14) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

  
 

1     GCAACGAAGGAGGCATAATGAACACCACAGATCCCAGTGGATTAAGCCCGGGCTACCACAACCGAAGCCAAACCACAGCCACG  83  

1 M  N  T  T D  P  S  G  L  S  P  G  Y  H  N  R  S  Q  T  T A  T    22

84   CTGCCCACTAACAAGGACCTCCCCTCTGAGGAGAAGGACTCGTCTGCAGGGTGTTACGGCCAGCTGCTGATCTCCACTGAGGTT  167

23   L  P  T  N  K  D  L  P  S  E  E K  D  S  S A  G  C  Y  G  Q  L  L I  S  T  E  V    50

168  TTCCTCACTCTGGGCATCGTCAGCCTGCTGGAGAACATCCTGGTTGTGGCTGCCATAGTGAAAAACAAGAACCTCCACTCTCCC  251
51   F  L  T  L  G  I  V  S  L  L E  N  I  L  V  V A  A I  V  K  N  K  N  L  H  S  P    78
���� �� ��
252  ATGTACTTTTTCATCTGTAGCCTGGCGGTCGCCGACATGCTGGTGAGCGTCTCAAATGCCTCTGAGACCATTGTCATCGAGCTC  335
79   M  Y F  F I  C  S  L  A  V  A  D  M  L  V  S  V  S  N  A  S  E  T  I  V  I  E  L    106

336  ATCAATGGAGGCACGCTGAGCATCCCCATCACACTCATCAAGAGCATGGACAACGTGTTCGACTCCATGATCTGCAGCTCTCTG  419
107  I  N  G  G T  L  S  I  P  I  T  L  I  K  S  M  D  N  V  F  D  S  M  I  C  S  S L    134

420  CTGGCCTCCATCTGCAGCTTGCTGGCTATCGCTGTGGACCGCTACATCACCATCTTCTACGCGCTGCGTTACCACAACATCGTG  503

135  L  A  S  I  C  S  L  L A  I  A  V  D  R  Y  I  T  I  F  Y  A  L  R  Y  H  N  I  V    162
������ �� � ���
504  ACGTTGCGCAGGGCCACGCTGGTCATCAGCACCATCTGGACGTGCTGCACGGTGTCCGGCATCCTCTTCATCATCTACTCGGAG  587

163  T  L  R  R A  T  L  V  I  S  T  I  W  T  C  C T  V  S  G  I  L  F  I  I Y  S  E    190

588  AGCACCACGGTGCTCATCTGCCTCATTACCATGTTCTTCACCATGCTGGTGCTCATGGCGTCGCTCTACGTGCACATGTTCCTG  671

191  S  T  T V  L  I  C  L  I  T  M  F  F T  M  L  V  L  M  A  S  L  Y  V  H  M  F  L    218
������ � �  
672  CTGGCGCGCCTGCACATGAAGCGGATCGCAGCGCTGCCGGGCAACGCGCCCATCCAGCAGCGCGCCAACATGAAGGGCGCCATC  755
219  L  A  R  L  H  M  K  R  I  A  A L  P  G  N  A  P  I  Q  Q R  A  N  M  K  G  A  I    246

���� �� ��
756  ACCCTCACCATCCTGCTCGGGGTGTTCGTGGTGTGCTGGGCGCCGTTCTTCCTCCACCTCATCCTGATGATCACCTGCCCCCGG  839
246  T  L  T  I  L  L G  V  F  V  V C  W  A  P  F  F L  H  L  I  L  M  I  T  C  P  R    274

840  AACCCCTACTGCACCTGCTTCATGTCCCACTTCAACATGTACCTGATCCTCATCATGTGCAACTCCATCATCGATCCCATCATC  923
275  N  P  Y  C  T  C  F  M  S  H  F  N  M  Y  L  I  L  I  M  C  N  S  I  I D  P  I  I 302

924  TACGCCTTTCGCAGCCAGGAGATGCGGAAAACCTTCAAGGAGTTTTTCTGCTGCTCGCAGCCTCTCCTGTGCGTCTGAGTTTGT  1007

303  Y A  F  R  S  Q  E  M  R  K  T  F  K  E  F  F C  C S  Q  P  L  L C  V  *          327

1008 GTTTTGAGTAATTTAAACCCGCGGGTCACACTGTACTATTTAAGTGAAACCTGGTCAACAGGGAGTTTCAGAACTCTCATCACT  1091
1092 GTGGACAGATGTGGTTCTGTTGTGCTCCCTTGCTGGGCTGTAAAACTCTTAATGATGTAGGCGCCTGCCTCGGGTTTTGTAAAG  1175

1176 ACGTAGCTTTGTGATCACCGTGTATCACAGAGCATCACCGTGGAGACGAACGCAGCTTTTGTTTGTTCAGTGAAGCTTGTTGAA  1259
1260 ATGCAACTTAAGTAAATGTCGCCAGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA                                  1311

N  T  T N  R  S

Q  L  L  I  S  T  E  V  

F  L  T  L  G  I  V  S  L  L  E  N  I  L  V  V  A  A  I  V  K H  S  P

M  Y F  F  I  C  S  L  A  V  A  D  M  L  V  S  V  S

D  S  M  I  C  S  S  L  

L  A  S  I  C  S  L  L  A  I  A  V  D  R  Y I  T  I  F

A  T  L  V  I  S  T  I  W  T  C  C  T  V  S  G  I  L  F  I  I

T  V  L  I  C  L  I  T  M  F  F T  M  L  V  L  M  A  S  L  Y  V  H  M  F  L  

N  A  S

T  L  R

T  L  T  I  L  L  G  V  F  V  V  C  W  A  P  F  F  L  H  L  I  L  M  I  T  C  P  R  

L  A  R

T  C  F  M  S  H  F  N  M  Y  L  I  L  I  M  C  N  S  I  I  D  P  I  I

A  I  

T  F  K

TM1

TM2

TM3

TM4

TM5

TM6

TM7

<�"#�) 4.13 	0�5
�����	�
�+�5�,	/	0�5
�$�5�/��
�#�" TpMC4R  
�������� : $	��"����� = Transmembrane (TM) domain 
5�
��,$�� Split 4.0 sever  

(http : //split.pmsft.hr/split/4/),  
$	��"��50� = N-linked glycosylation site 
$	��"��#�� = Protein kinase C of phosphorylation site  
�
��
$&����,	/#�5������� = PMY motif, DRY motif ,	/ DPIIY (NPXXY) motif 
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�����#�) 4.1 ������4l��������	����	 "$
�#�"	0�5
�$�5�/��
���!���'�)� ,	/ Transmembrane  
   (TM) domain �/����" TpMC4R ,	/ MC4R #�"�	�$�/5'$,#l"?��5���" 9 +$� ,	/ 
   �� 
 

Transmembrane (TM) domain  Vertebrate 
 species 

Full-length 
TM1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 TM7 

References 

Flounder 90 95 71 86 80 95 100 73 
Kobayashi et al. 
(2008) 

Seabass 90 91 100 100 85 100 96 91 Sanchez et al. (2009) 
Fugu 89 95 76 62 80 100 92 87 Klovins et al. (2004) 
Trout 80 95 71 65 61 95 88 83 Haitina et al. (2004) 

Goldfish 76 92 71 62 57 90 88 83 Cerda-Reverter et al. 
(2003) 

Zebrafish 77 96 71 62 57 90 88 83 
Ringholm et al. 
(2002) 

Dogfish 71 87 76 62 57 85 85 83 
Ringholm et al. 
(2003) 

Lamprey 61 71 71 66 38 95 92 63 Haitina et al. (2007) 
Chicken 66 69 71 75 61 80 84 79 Takeuchi and 

Takahashi (1998) 
Human 67 70 90 88 66 86 80 79 Tan et al. (2009) 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

TpMC4R    -MNTTDP--SGLS-PGYH-NRSQTTATLPTNKDLPSE-EKDSSAG-CYGQLLISTEVFLTLGIVSLLENILVVAAIVKNKNLHS  77

Flounder  -MNTTEH--PGLS-QGFH-NWSQTA--SPLNEDFSAQ-DKDSSAG-CYEQLLISTEVFLTLGIVSLLENILVVAAIIKNKNLHS  75

Seabass   -MNTTEA--HGLI-HGYH-NRSQTSGILPLNKDLSAE-EKDSSTG-CYEQLLISPEVFLTLGIVSLLENILVVAAIIKNKNLHS  77

Fugu      -MNATDP--PGRV-QDFS-NGSQTP-----ETDFPNE-EKESSTG-CYEQMLISTEVFLTLGIISLLENILVVAAIVKNKNLHS  72

Trout     MMNSTDH--QGLISVGYTRNLSTAGTLGTLNKDSEGVGIKDSSTG-CYEQLLISTEVFLTLGIVSLLENILVIAAIIKNKNLHS  81

Goldfish  -MNTSHH--HGPH-HSYR-NHSQGA----LPVGKPDQGERGSTSG-CYEQLLISTEVFLTLGLVSLLENILVIAAIIKNKNLHS  74

Zebrafish -MNTSHH--HGLH-HSFR-NHSQGA----LPVGKPSHGDRGSASG-CYEQLLISTEVFLTLGLVSLLENILVIAAIVKNKNLHS  74

Dogfish   -MNSSFH--HRLPETPQLRNHSVAR-----FASANGSRSDGFSSG-CYEQLWISTEVFLTLGIFSLLANILVIAAIVKNKNLHS  75

Lamprey   -MTFSAGGVGGVVNNHHHGANHQGG-----GNHSGHGNATGGGHGRPCEQVLIPIEVFLILGVISLLENILVITAILKNKNLHS  78

Chicken   -MNFTQH--RGTLQPLHFWNQS-NR----LHRGASEPSAKGHSSGGCYEQLFVSPEVFVTLGIISLLENVLVIVAIAKNKNLHS  76

Human     -MVNSTH--RGMHTSLHLWNRSSYR----RHSNASESLGKGYSDGGCYEQLFVSPEVFVTLGVISLLENILVIVAIAKNKNLHS  77

*                                          *    *    ***  **  *** * **  ** *******

TpMC4R    PMYFFICSLAVADMLVSVSNASETIVIELINGGTLSIPITLIKSMDNVFDSMICSSLLASICSLLAIAVDRYITIFYALRYHNI  161 

Flounder  PMYFFICSLAVADMLVSVSNASETIVIALINGGNLTIPVTLIKSMDNVFDSMICSSLLASICSLLAIAVDRYITIFYALRYHNI  159

Seabass   PMYFFICSLAVADMLVSVSNASETIVIALINGGKLTIPVQLIKSMDNVFDSMICSSLLASICSLLAIAVDRYITIFYALRYHNI  161

Fugu      PMYFFICSLAVADMLVSVSNASETIVIALINSGTLTIPATLIKSMDNVFDSMICSSLLASICSLLAIAVDRYITIFYALRYHNI  156

Trout     PMYLFICSLAVADMLVSVSNASETIVIALINGGNLTISGSLIKSMDNVFDSMICSSLLASICSLLAIAIDRYITIFYALRYHNI  165

Goldfish  PMYFFICSLAVADLLVSVSNASETVVMALITGGNLTYRESIIKNMDNIFDSMICSSLLASIWSLLAIAVDRYITIFYALRYHNI  158

Zebrafish PMYFFICSLAVADLLVSVSNASETVVMALITGGNLTNRESIIKNMDNVFDSMICSSLLASIWSLLAIAVDRYITIFYALRYHNI  158

Dogfish   PMYFFICSLAVADMLVSVSNAWETIFIAMLKSRHLTAPENLIKNMDNVFDSMICSSLLASICSLLAIAIDRYITIFYALRYHNI  159

Lamprey   PMYYFICSLAVADMLVSVSNAWETIIMALLQNGSLAMQEDTLKQMDNIMDSMICTSVVASMCSLLAIAVDRYVTIFYALRYHNI  162

Chicken   PMYFFICSLAVADMLVSVSNGSETIVITLLNN-TDTDAQSFTINIDNVIDSVICSSLLASICSLLSIAVDRYFTIFYALQYHNI  159

Human     PMYFFICSLAVADMLVSVSNGSETIVITLLNS-TDTDAQSFTVNIDNVIDSVICSSLLASICSLLSIAVDRYFTIFYALQYHNI  160

*** ********* ******  **                     **  ** ** *  **  *** ** *** ****** **** 

TpMC4R    VTLRRATLVISTIWTCCTVSGILFIIYSESTTVLICLITMFFTMLVLMASLYVHMFLLARLHMKRIAALPGNAPIQQRANMKGA  245

Flounder  VTLRRAMLVITSIWTCCIVSGILFIIYSESTTVLICLITMFFTMLVLMVSLYVHMFLLARLHTKRIAALPGNAPILQRANMKGA  243

Seabass   GTLRRAMLVISSIWTCCIVSGILFIIYSESTTVLICLITMFFTMLVLMASLYVHMFLLARLHMKRIAALPGNAPIHQRANMKGA  245

Fugu      VTLRRASLVISSIWTCCTVSGVLFIVYSESTTVLICLITMFFTMLVLMASLYVHMFLLARLHMKRIAAMPGNAPIHQRANLKGA  240

Trout     VTVKRAMAVIACIWSCCVASGVLFIIYSESTTVLICLITMFFTMLALMASLYVHMFMLARLHIKRIAVLPGNVPIRQRANMKGA  249

Goldfish  MTQRRAGTIITCIWTLCTVSGVLFIVYSESTTVLICLISMFFTMLALMASLYVHMFLLARLHMKRIAALPGNGPIWQAANMKGA  242

Zebrafish MTQRRAGTIITCIWTFCTVSGVLFIVYSESTTVLICLISMFFTMLALMASLYVHMFLLARLHMKRIAALPGNGPIWQAANMKGA  242

Dogfish   VTVRRALMIIAAIWAACTGSGILFIVYSESTAVIICLITMFFAMLALMASLYVHMFMLARLHVKRIAALPGNGAVRQAANMKGA  243

Lamprey   MTVRRAASIIGAIWGTCTLCGVIFIVYSDSTAVIICLITMFFTMLVLMASLYVHMFMLARLHAKRIAALPASGIIQHKTSMRGA  246

Chicken   MTVKRVGVIITCIWAACTVSGILFIIYSDSSVVIICLISMFFTMLILMASLYVHMFMMARMHIKKIAVLPGTGPIRQGANMKGA  243

Human     MTVKRVGIIISCIWAACTVSGILFIIYSDSSAVIICLITMFFTMLALMASLYVHMFLMARLHIKRIAVLPGTGAIRQGANMKGA  244

*  *    *  **  *   *  ** ** *  * **** *** ** ** *******  ** * * **  *            **

TpMC4R    ITLTILLGVFVVCWAPFFLHLILMITCPRNPYCTCFMSHFNMYLILIMCNSIIDPIIYAFRSQEMRKTFKEFFCC--SQPLLCV  327

Flounder  ITLTILLGVFVVCWAPFFLHLILMITCPRNPYCTCFMSHFNMYLILIMCNSVIDPIIYAFRSQEMRKTFKEIFCC--SHALLCV  325

Seabass   ITLTILIGVFVVCWAPFFLHLILMITCPRNPYCTCFMSQFNMYLILIMCNSVIDPIIYAFRSQEMRKTFKEIFCC--SHALLCV  327

Fugu      ITLTILLGVFVVCWAPFFLHLILMITCPKNPYCTCFMSHFNMYLILIMCNSVIDPIIYAFRSQEMRKTFKEIFCC--SQMLVCM  322

Trout     ITLTILLGVFVVCWAPFFLHLILMISCPRNPYCACFMSHFNMYLILIMCNSVIDPLIYAFRSQEMRKTFKEIFCWY-SLPNLCV  332

Goldfish  ITITILLGVFVVCWAPFFLHLILMISCPRNPYCICFMSHFNMYLILIMCNSVIDPLIYAFRSQEMRKTFKEICCCWYGLASLCV  326

Zebrafish ITITILLGVFVVCWAPFFLHLILMISCPRNPYCVCFMSHFNMYLILIMCNSVIDPLIYAFRSQEMRKTFKEICCCWYGLASLCV  326

Dogfish   ITLTILLGVFVVCWAPFFMHLILMISCPQNPYCVCFMSHFNMYLILIMCNSVIDPLIYAFRSQEMRKTFKEIICCY-SLPGLCD  326

Lamprey   ITLTILLGVFIVCWAPFFLHLILIVSCPRSPYCVCYMSHFNLYLVLIMLSSVIDPIIYAFRSHEMRHTFKEIVCCY-SGSLYCA  329

Chicken   ITLTILIGVFVVCWAPFFLHLIFYISCPYNPYCVCFMSHFNFYLILIMCNSIIDPLIYAFRSQELRKTFKEIICCC-NLRGLCD  326

Human     ITLTILIGVFVVCWAPFFLHLIFYISCPQNPYCVCFMSHFNLYLILIMCNSIIDPLIYALRSQELRKTFKEIICCY-PLGGLCD  327

** *** *** ******* ***    **  *** * ** ** ** ***  * *** *** ** * * ****  *        * 

TpMC4R    ------- 327

Flounder  ------- 325

Seabass   ------- 327

Fugu      ------- 322

Trout     CELPGKY 339

Goldfish  ------- 326

Zebrafish ------- 326

Dogfish   LTSEY-- 331

Lamprey   LPATWKY 336

Chicken   LPGKY–- 331

Human     LSSRY-- 332
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�
�	'$%���#�� = �������7��$
�#�"�0�,���" cysteine residues ���
�����"?��5 
$	��"����� = Transmembrane (TM) domain 
5�
��,$�� Split 4.0 sever  
(http : //split.pmsft.hr/split/4/)  
$	��"��50� = N-linked glycosylation site 
$	��"��#�� = Protein kinase C of phosphorylation site  
�
��
$&����,	/#�5������� = PMY motif, DRY motif ,	/DPIIY (NPXXY) motif 

��!�� :  Flounder (Kobayashi et al., 2008), Seabass (Sanchez et al., 2009), Fugu (Klovins et al., 2004),  
  Trout (Haitina et al., 2004), Goldfish (Cerda-Reverter et al., 2003), Zebrafish (Ringholm et       
  al., 2002), Dogfish (Ringholm et al., 2003), Lamprey (Haitina et al., 2007), Chicken (Takeuchi        
  and Takahashi, 1998) ,	/ Human (Tan et al., 2009) 
 
  4.1.3 ���*(�+�����
,�",�$�#�����,d������
� �� MC4R �
����
���	��
,���������-�       
    
,�'�,�2���
@)� e 

  Z	$��% $&������
��
�����"���
.��$��#�"��� TpMC4R 
5�$������" phylogenetic 
tree 4 !"�0�$��������������/����"$�5�/��
�#�" TpMC4R $
�$�5�/��
�#�" melanocortin 
receptor (MCR) �
� "  5 subtype #�"�
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 ����������
��
�����"
���
.��$��#�"$�5�/��
� MCR -'$,��"��$���� 5 $	���5
"�� � $	� ����! 1 ����$	���#�"	0�5
�
$�5�/��
�#�"��!"��?�������" 9 ��!-'$1
5��'���$	����5���$
� Malanocortin 1 receptor (MC1R) $	�����! 
2 ����$	���#�"	0�5
�$�5�/��
�#�"��!"��?�������" 9 ��!-'$1
5��'���$	����5���$
� Malanocortin 2 
receptor (MC2R) $	�����! 3 -'$1
5��'���$	��� Malanocortin 3 receptor (MC3R) $	�����! 4 -'$1
5��'���
$	��� Malanocortin 4 receptor (MC4R) ,	/$	�����! 5 -'$1
5��'���$	��� Malanocortin 5 receptor 
(MC5R) 4 !"$�5�/��
�#�" TpMC4R -'$1
5��'���$	�����! 4 4 !"����$���7��
���� TpMC4R ��
�����
��
�����"���
.��$����'���$	���#�"��� MC4R ����$
� MC4R #�"�
���?��5���" 9 (5
";��
��! 4.15) ,	/Z	$��% $&������
��
�����"���
.��$��#�"��� MC4R �/����"$�5�/��
�#�" 
TpMC4R #�"�	��	�5$
�$�5�/��
�#�" MC4R #�"�
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 ����� 
TpMC4R �����
.��$���$	�����"$
�$�5�/��
�#�"�	�
5��
"�$���l�1�$ TpMC4R ��'�������
��7�,#�"�5���$
�$
� MC4R #�"�	�$�/5'$,#l"?��5�7!� 9 ,	/��$1�$��� TpMC4R �
"��
���
.��$���$	�����"$
��
����f$��$��!��5��7!������������$
��
�����$�/5'$�
��	
"?��5�7!� 9 (5
"
;����! 4.16) 
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<�"#�) 4.15 Phylogenetic tree #�"
����� melanocortin receptor �
�" 5 subtypes #�"�	��	�5 ,	/ 

�
�����$�/5'$�
��	
"?��5�7!� 9 
5�$������" phylogenetic tree �������$��#�"  
Neighbor-joining method (Saito and Nei, 1987)  

�������� : $�5�/��
�#�" MCR �
�" 5 subtype #�"�
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 ��!+5����"��+��   
    �� Genbank database 5
"��� MC1Rs : Human (Hs MC1R) : AF 153431, Cattle (Bt MC1R) : 
     AF 445641, Pig (Ss MC1R) : EU 604026, Chicken (Gg MC1R) : NM_001031462,        

   Fugu rubripes (Tr MC1R) : AY 161854, Spotted green pufferfish (Tn MC1R) : AY 332238, 
     Zebrafish (Dr MC1R) : AY 161847, Karasu (Tc MC1R) : AB 437784, Southern platyfish 
     (Xm MC1R) : DQ 866828, Moszambique tilapia (Omo MC1R) : AJ 871147, Rainbow trout 

   (Omy MC1R) : NM_001195178, MC2Rs : Human (Hs MC2R) : AY 225229, Cattle (Bt    
   MC2R) : NM_174109, Chicken (Gg MC2R) : NM_001031515, Fugu rubripes (Tr MC2R) :  

    AY 225229, Spotted green pufferfish (Tn MC2R) : AY 332239, Zebrafish (Dr MC2R) : 
    AY 161848, Rainbow trout (Omy MC2R) : EU 119870, Common carp (Cc MC2R) :  AJ  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

    605725, MC3Rs : Human (Hs MC3R) : AY 227893, Pig (Ss MC3R) : FJ 185221, Chicken 
     (Gg MC3R) : AB 017137, Zebrafish (Dr MC3R) : AY 161849, Spiny dogfish (Sa MC3R) : 
     AY 560605, MC4Rs : Human (Hs MC4R) : EF 080880, Cattle (Bt MC4R) : NM_174110,   
    Pig (Ss MC4R) : AB 021664, Chicken (Gg MC4R) : AY 545057, Fugu rubripes (Tr MC4R) : 
     AY 161856, Spotted green pufferfish (Tn MC4R) : AY 332240, Zebrafish (Dr MC4R) :  
    AY 161850, Karasu (Tc MC4R) : AB 073675, Rainbow trout (Omy MC4R) : AY 534915, 
     Spiny dogfish (Sa MC4R) : AY 169401, European seabass (Dl MC4R) : FM 253127,  
    Goldfish (Ca MC4R) : AJ 534337, Barfin flounder (Vm MC4R) : AB 287975, MC5Rs : 
     Human (Hs MC5R) : EF 444993, Cattle (Bt MC5R) : NM_001015542, Chicken (Gg MC5R) : 
     AB 012868, Fugu rubripes (Tr MC5R) : AY 161855, Spotted green pufferfish (Tn MC5R) :  
    AY 332241, Zebrafish (Dr MC5Ra) : NM_173279, (Dr MC5Rb) : NM_173280, Rainbow trout 
     (Omy MC5R) : AY 534916, Common carp (Cc MC5RI) : AJ 783917, (Cc MC5RII) :  
    AJ 783918, Spiny dogfish (Sa MC5R) : AY 562212, Goldfish (Ca MC5R) : AJ 576322,  
    European river lamprey (Lf MCaR) : DQ 213059, (Lf MCbR) : DQ 213060. 
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<�"#�) 4.16 Phylogenetic tree #�"
����� melanocortin 4 receptor #�"�	��	�5,	/�
�����$�/5'$
�
��	
"?��5�7!� 9 
5�$������" phylogenetic tree �������$��#�" Neighbor-joining   
method (Saita to and Nei, 1987)   

�������� : $�5�/��
�#�" MC4R #�"�
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 ��!+5����"��+��5
"���  
Human (Hs MC4R) : EF 080880, Cattle (Bt MC4R) : NM_174110, Pig (Ss MC4R) : 
AB 021664, Chicken (Gg MC4R) : AY 545057, Fugu rubripes (Tr MC4R) : AY 161856,
Spotted green pufferfish (Tn MC4R) : AY 332240, Zebrafish (Dr MC4R) : AY 161850, 
Karasu (Tc MC4R) : AB 073675, Rainbow trout (Omy MC4R) : AY 534915, Spiny dogfish 
(Sa MC4R) : AY 169401, European seabass (Dl MC4R) : FM 253127, Goldfish (Ca MC4R) : 
AJ 534337, Barfin flounder (Vm MC4R) : AB 287975, Black howler monkey (B. Monkey 
MC4R) : FJ 373049, Domestic goose (D. Goose MC4R) : DQ 482582, White-bellied 
spider monkey (W. Monkey MC4R) : FJ 373048, Hazel grouse (H. Grouse MC4R) : EU 
817502, Domestic yak (Yak MC4R) : HM 051376, White-tufted-ear marmoset (W.T. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Marmoset MC4R) : FJ 373053, Dog (Dog MC4R) : DQ 084210, Domestic guinea pig    
(G. Pig MC4R) : EF 384234, Common quail (C. Quail MC4R) : GU 165835, Asiatic elephant 
(Elephant MC4R) : DQ 684863, Horse (Horse MC4R) : XM_001489656, Western Gorill 
(W. Gorilla MC4R) : FJ 373054, Crab-eating macaque (C-E. Macaque MC4R) : FJ 373055, 
Gray shorttailed opossum (G. S. Opossum MC4R) : EF 384264.1, House mouse (H. Mouse 
MC4R) : AY 684818, Western wild mouse (W. Mouse MC4R) : AY 684821,  Raccoon 
dog (R. dog MC4R): EF 450124, Sheep (Sheep MC4R) : EU 622853, Pygmy chimpanzee 
(P. Chimpanzee MC4R) : FJ 373050, Chimpanzee (Chimpanzee MC4R) : FJ 373057, Ha
madryas baboon (H. Baboon MC4R) : FJ 373056, Ring-necked pheasant (R-N. Pheasant 
MC4R) : EU 817503, Sumatran orangutan (S. Orangutan MC4R) : FJ 373047, Bornean  
orangutan (B. Orangutan MC4R) : FJ 373047, Norway rat (N. Rat MC4R) : NM_013099, 
Cotton-top tamarin (C-T. Tamarin MC4R) : FJ 373052, Semnopithecus entellus (S. entellus  
MC4R) : FJ 373051, Finepatterned puffer (F. puffer MC4R) : AB 073678,  Purple puffer   
(P. puffer MC4R) : AB 073677, Nashifugu (Nashifugu MC4R) : AB 073676,  Arctic fox 
(A. Fox MC4R) : EF 450125, Red fox (R. Fox MC4R) : DQ 663625, European river 
lamprey (Lf MCbR) : DQ 213060. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

4.1.4 ������� cDNA �
� �� β-actin �����
��� 
    ��$��
�	� cDNA #�"��� β-actin 1�$���"#�"�	��	�5 ��$��
�	��
�"��,��
���� 3n RACE ,	/,������ PCR 
5�$���?� gene specific primer 4 !"1/���"��$��������#���'	
	0�5
�����	�
�+�5�#�"��� β-actin ���	�?��5���" 9 �� alignment ��7!���$,��+��������0���
�
$���0� PCR ��$��
�	� cDNA #�"��� β-actin 5������� 3n RACE 4 !" primary PCR ��$���?�  
primer forward Actin-F �'�$
� primer reverse UPM-L ��$�����!�10����5���l��� (amplification) ��
#��5��/��) 1265 bp 4 !"�
"+�������-��l���7�10�,�$+5�?
5�1� (5
";����! 4.17A) ������0� PCR 
product 1�$ primary PCR ���0�$�� dilute ���
������� 1 : 50 ���� ��7!����� DNA template ��$��
�0� second PCR 
5���$���?� primer forward Actin-F �'�$
� primer reverse NUP ��#��5��/��) 
1245 bp (5
";����! 4.17B) ,	/�0���
�$��
�	� cDNA #�"��� β-actin 5������� PCR 
5�$���?� 
gene specific primer (GSP) �7� primer forward Actin-F �'�$
� primer reverse Actin-R ��#��5��/- 
��) 518 bp (5
";����! 4.17B) �	
"1�$�
���0� PCR product 1�$$���0� second PCR #�"�
�" 2 ����
���0�$��,�$#��5#�"5���l��������!��5$��)�+��5��� Agarose gel electrophoresis ,	/�0�$���
5      
�1	�����)��!��5$��)��������?�������5���l���#�"��� β-actin �
�"��5 3 ?��� (5
";����! 4.18A) 
�	
"1�$�
���0�5���l��������������s1�$�/$�
���1	 �����?�������5���l�����! 1 ��!��#��5��/��) 
1000 bp ��	
$&)/����#��"1�"4 !",�5"�����l�����������#��#��#�"5���l����!0� (5
";����! 4.18B) 
5
"�
��1 "�?�����/?�������5���l�����! 2 ��!��#��5��/��) 1000 bp ,	/?�������5���l�����! 3 ��!��#��5
��/��) 500 bp ��$���?7!������#��$
��������������
�� 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
<�"#�) 4.17  Z	#�" PCR #�"$��
�	� cDNA #�"��� β-actin  
   ;�� A Z	#�" Primary PCR #�"$��
�	� cDNA #�"��� β-actin 5������� 3n RACE  

     �������� : M = DNA marker, N= negative control, 1 ,	/ 2 = cDNA 1�$���"�	��	�5 
           �
���! 1, 3 ,	/ 4 = cDNA ��!+5�1�$���"�	��	�5�
���! 2 

   ;����! B Z	$��
�	� cDNA #�"��� β-actin 
   �������� : M = DNA marker 
     A = Z	#�" Second PCR #�"$��
�	� cDNA #�"��� β-actin 5������� 3n  
     RACE (NA= negative control, 1A = dilute 1 : 50 ���� #�" PCR product 1     
     1�$ 1st  round , 2A = dilute 1 : 50 ���� #�" PCR product 2 1�$ 1

st  round,  
      3A = dilute 1 : 50 ���� #�" PCR product 3 1�$ 1

st  round, 4A = dilute 1 : 50  

 
 

2036 
1636 

     1018 
 
 

517 
396 
344 
298 

 
 

       M        N       1         2         3      4 

    NA    1A   2A    3A   4A      NB    1B     2B      3B   4B     M           

1       2         3     4 

A 

B 

 
2036 
1636 

 
1018 

 
517 
396 
344 
298 
220 
154 

 

bp 

bp 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

      ���� #�" PCR product 4 1�$ 1st  round)  
        B = Z	$��
�	� cDNA #�"��� β-actin 5������� PCR 
5��?� gene specific  
      primer (NB= negative control, 1B ,	/ 2B = cDNA ��!+5�1�$���"�	��	�5 
      �
���! 1, 3B ,	/ 4B =3 ,	/ 4 = cDNA ��!+5�1�$���"�	��	�5�
���! 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
<�"#�) 4.18  Z	$��,�$#��5,	/$���0������������s#�" cDNA #�" second PCR 

 ;�� A Z	$��,�$#��5#�"5���l���5������	l$+��
6��4���1	��7!��0�$���
5�1	  
�������� :  M = DNA marker, �����	# 1 = 5���l���1�$ PCR product 1A ,	/ 2A, �����	# 2 =   
    5���l���1�$ PCR product 3A ,	/ 4A, �����	# 3 = 5���l���1�$ PCR product 1B ,	/ 2B 

   ;�� B Z	$���0����5���l�����������������s 
�������� :  M = DNA marker, �����	# 1 = 5���l���?���������! 1 (DNA 1), �����	# 2 = 5���l��� 
 ?���������! 2 (DNA 2), �����	# 3 = 5���l���?���������! 3 (DNA 3) 

 

A 

   M       1             2           3 

DNA 3 DNA 2 

B

DNA 1 

         M        1        2         3 

DNA 3 

 
2036 
1636 
1018 

 
 
 

517 
 

396 
344 
298 

 
 

bp 
 

2036 
1636 

 
1018 

 
 
 

517 
 

396 
344 
298 

 
220 

 

bp 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

�	
"1�$�
���0�?�������5���l�����!-'$�0������������s���?7!����� (ligation) �#��$
��������� 
pGEM-T easy ,	/�0�$����	7!������ recombinant DNA �#���'� E. coli ��!����)���
������ competent 
cell 5������� heat shock �	
"1�$�
���0��?7�� E. coli 5
"$	������	���"�?7����������	���"�?7��,�� 
selective media 4 !"1/�0���������-�
5
�
	����!���"$��+5� �0�$���	7�$
�
	����#����!��5$��)����
���	����5��!�� recombinant DNA ,	/�0�$���
5�	7�$
�
	����6����!��5$��)�������	����5��!+���� 
recombinant DNA 1-2 
�
	��  ��7! ��0 ��� ����
�
	�� ���� �� �����$
�
�
	����!�	����5�� 
recombinant DNA ,	/�
5�	7�$
�
	����!��5$��)���������	����5��!�� recombinant DNA ���0�
���� master plate �	
"1�$�
���0�$�����1������	����5��!�� recombinant DNA 5�����������""��� 
(cracking) �����
�
	����!�	����5�� recombinant DNA 1/��?�������#�"�	����55���l�����!��'��'"
$���
�
	����!�	����5+���� recombinant DNA (5
";����! 4.19 ,	/ 4.20) 1�$$�����1����� 
�	����5��!�� recombinant DNA �����
�
	����!���	����5 recombinant DNA #�"?�����! 2 #��5
��/��) 1000 bp ���
�"��5 6 
�	� (5
";����! 4.19) 
�
	����!���	����5 recombinant DNA #�"
?�����! 3 #��5��/��) 500 bp ���
�"��5 11 
�	� (5
";����! 4.20)  �	
"1�$�
���
5�	7�$
�
	����!
���	����55���l���5
"$	������0�$���	���"�?7��,	/�0�+��$
5�	����5 ,	���0�$�����1���Z	5��� 
Agarose gel electrophoresis ,	/�
�� $Z	$���5	�"5���$��-���;�� (5
";����! 4.21) �	
"1�$�
��
�0�$�����1����	����5��$��
�"
5�$���
5�	����55���l���5������+4���
510����/ Eco RI 
������	����5�����	# 1, 3, 6 �� recombinant DNA ��! 2 4 !"��#��5��/��) 1000 bp �7�����#�"
5���l�����!��5$��)�������1/������� β-actin 5��� 3nRACE ,	/������5���l���#��5��/��) 3015 
bp �7�����#�"�������� pGEM-T Easy (5
";����! 4.22A) ,	/�	����55���l�����!��?���������!  3 
#��5��/��) 500 bp 4 !"����?�������#�" cDNA #�"��� β-actin 1�$$���?� gene specific primer 
(GSP) +5�,$� �	����5�����	# 1, 3, 5 ,	/ 9 (5
";����! 4.22B)  
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
<�"#�) 4.19  $�����1���
�
	����!���	����5 recombinant DNA #�"��� β-actin 5����	�� 3n 5���  
  ��������""��� (cracking) 
�������� : B = 
�
	����6�� (blue colony), �����	# 1 - " 13 = 
�
	����#�� (white colony) 
 
 
 
 
 

       B    1     2     3    4     5     6    7     8      9   10   11    12  13    B 

     B      1      2      3      4       5       6      7      8      9     10    11      B 

        B      1     2      3      4     5     6     7      8      9    10   11    12    B    

        B      1     2      3      4     5     6     7      8      9    10   11    12    B    

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
<�"#�) 4.20 $�����1���
�
	����!���	����5 recombinant DNA #�"��� β-actin ��!��#��5��/��)   
           500 bp 1�$$���?� gene specific primer (GSP) 5�����������""��� (cracking) 
�������� : B = 
�
	����6�� (blue colony), �����	# 1 - " 13 = 
�
	����#�� (white colony) 
 
 
 

   B     1     2     3    4      5     6    7     8     9    10   11   12   13   B 

        B    1       2       3      4      5      6      7      8      9     10    11     B    

     B    1        2      3       4         5       6       7       8       9      10      B 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

         
 

 
<�"#�) 4.21 �	����55���l�����!��?�������#�" cDNA #�"��� β-actin 1�$$���?� gene specific primer 
 (GSP) ,	/?�������#�" cDNA #�"��� β-actin 5����	�� 3n ��!��$���?7!������������� 
�������� : M = DNA marker, �����	# 1 - " 9 = �	����5��!��?�������#�" recombinant DNA #�"

��� β-actin 1�$$���?� gene specific primer (GSP) ,	/�����	# 10 - " 14 = �	����5
��!��?�������#�" recombinant DNA DNA #�"��� β-actin 5����	�� 3n 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

                    
 
 

<�"#�) 4.22 $�����1���$���?7!�����#�"�	����5��!��?�������#�" cDNA #�"��� β-actin 
5�
$���
5�	����55�����l�+4���
510����/ Eco RI 
 ;�� A Z	$���
5�	����55���l���#�"��� β-actin 5����	�� 3n  
 �������� : M = DNA marker, �����	# 1 - " 6 = �	����5��!��?������"#�" recombinant 
      DNA #�" cDNA #�"��� β-actin 5����	�� 3n 
 ;�� B Z	$���
5�	����55���l���#�"��� β-actin 1�$$���?� gene specific primer (GSP) 
 �������� :  M = DNA marker, �����	# 1 - " 9 = �	����5��!��?�������#�" recombinant 
      DNA #�" cDNA #�"��� β-actin 1�$$���?� gene specific primer (GSP) 
                  

 
 
  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

��7!��0�$���
5�����#��#��#�"�	����5,	��1 "�0�$����"�
�����"�� ����/��	0�5
�                 
����	�
�+�5� 
5��	����55���l���#�"��� β-actin 5����	�� 3n 1/��"�
�����"�	����5�����	# 
1, 3 ,	/ 6 �����	����55���l������ β-actin 1�$$���?� gene specific primer (GSP) �0�$����"
�
�����" �	����5�����	# 1, 3 ,	/ 5 ������	����55
"$	�����?�������#�"5���l������ β-actin 4 !"
���"�0�$�������������	0�5
�����	�
�+�5�#�"�	����5��,��	/
�	�
5�#
��,�$�����������
�/����"����	�
�+�5���!��$������1�$5��� T7 promotor +��
"5��� SP6 promotor ,	/5��� SP6 
promotor +��
"5��� T7 promotor 
5�5������1/���"��$���0����� complementary $��� �	
"1�$�
��
1 "������������������7�� (homology) �/����"�
�"��"5��� ��7!��������������,��	/
�	�,	�� 1 "
�0�	0�5
�����	�
�+�5�#�"�	����5��!��#��55���l���#�"��� β-actin 5����	�� 3n ��,��	/
�	�
�������������$
� �	
"1�$�
���0�$������	0�5
�����	�
�+�5�,	/�0�$��,�	"	0�5
�����	�
�+�5�
+�����	0�5
�$�5�/��
� (5
";����! 4.23) ��$��������/��	0�5
�����	�
�+�5�#�"�	����55���l���
#�" cDNA #�"��� β-actin 1�$$���?� gene specific primer (GSP) $l�0�$��������/���?���5���$
� 
1�$�
���0�$������	0�5
�����	�
�+�5�,	/�0�$��,�	"	0�5
�����	�
�+�5�+�����	0�5
�$�5�/��
� 
(5
";����! 4.24) �	
"1�$�
���0�$�������������	0�5
�$�5�/��
�#�"��� β-actin ��!����������!+5�
1�$$��
�	� cDNA #�"��� β-actin 5����	�� 3n 5������� RACE ,	/������!+5�1�$$��
�	�5���
���� PCR 
5��?� gene specific primer ���	��	�5 (Tp actin 3nRACE ,	/ Tp actin GSP ���	0�5
�) 
$
�	0�5
�$�5�/��
�#�"��� β-actin #�"�	�?��5�7!� 9  (5
";����! 4.25) 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

         

     10        20        30        40        50        60 

ACTACCTCATCAAGATCCTGACAGAGCGTGGCTACTCTTTCACCACCACAGCCGAGAGGG 

  Y  L  I  K  I  L  T  E  R  G  Y  S  F  T  T  T  A  E  R  E  

         70        80        90       100       110        120 
AAATCGTGCGTGACATCAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGA 

  I  V  R  D  I  K  E  K  L  C  Y  V  A  L  D  F  E  Q  E  M  

                 130       140       150       160       170       180  
TGGGCACTGCAGCCTCCTCCTCTTCTCTGGAGAAGAGCTATGAGCTGCCCGACGGACAGG 

  G  T  A  A  S  S  S  S  L  E  K  S  Y  E  L  P  D  G  Q  V  

        190       200       210       220       230       240 
TCATCACCATTGGTAATGAGAGGTTCCGTTGCCCAGAGGCCCTCTTCCAGCCTTCCTTCC 

  I  T  I  G  N  E  R  F  R  C  P  E  A  L  F  Q  P  S  F  L  

        250       260       270       280       290       300 
TTGGTATGGAGTCCTGCGGAATCCATGAGACCACCTACAATAGTATCATGAAGTGCGACG 

  G  M  E  S  C  G  I  H  E  T  T  Y  N  S  I  M  K  C  D  V  

        310       320       330       340       350       360 
TTGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACCGTGCTGTCTGGTGGTACCACCATGTACC 

  D  I  R  K  D  L  Y  A  N  T  V  L  S  G  G  T  T  M  Y  P  

        370       380       390       400       410       420 
CCGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTGGCCCCATCCACCATGAAGA 

  G  I  A  D  R  M  Q  K  E  I  T  A  L  A  P  S  T  M  K  I  

        430       440       450       460       470       480 
TCAAGATCATTGCCCCACCTGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATTGGAGGCTCCATCCTGG 

  K  I  I  A  P  P  E  R  K  Y  S  V  W  I  G  G  S  I  L  A  

        490       500       510       520       530       540 
CCTCCCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCCGGCC 

  S  L  S  T  F  Q  Q  M  W  I  S  K  Q  E  Y  D  E  S  G  P  

        550       560       570       580       590       600 
CCTCCATTGTCCACCGCAAATGCTTCTAAACGGACTGTTCCTTCTCCCTTCTCCCCAACC 

  S  I  V  H  R  K  C  F  *   

        610       620       630       640       650       660 
AAACACCCAACAACTTCAGCTCTGTGCAACGACCACAACACATTTATCATACACACTCGG 

        670       680       690       700       710       720 
GCGCAGAGCCTAGATGACCAACTCATTGGCATGGCTTCAGTTATTTTTGGCGCTTGACTC 

        730       740       750       760       770       780 
AGGATTTTAAAAAACTGGAACGATGAAGGATACAGTAATGTTTTTGGCTAGGTATAAAAG 

        790       800       810       820       830       840 
CACCCTAAGATTCTGCACCTGGGGTCTTAAAAAAAAATGTACATTTTTTTTTTTTTTTTT 

        850       860       870       880       890       900 
GAGTCATTCCAAATGTTTGTTAACTGCATTGTTCAGACACATGATTCCAAATGTTAACTG 

        910       920       930       940       950       960 
CATTGTTCAGACACGTATTTGCCTCTGTGAAGGCTCCCCAGTGGTTGGCGCATACTTAAA 

        970       980       990      1000      1010      1020 
CATTGTTGTAGTATCGCTTGTATGTAAATTATGTGTGGGTTTTTTGTACTTTCAGCCTTA 

 
<�"#�) 4.23 Z	$��,�	"	0�5
�����	�
�+�5�����$�5�/��
�#�" cDNA #�"��� β-actin 5����	�� 3n 

���	��	�55������� RACE (Tp actin 3nRACE)  
 
       

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

   1030      1040      1050      1060      1070      1080 

AAAATCTTGGTCCTGTTTAATTTTTTTTTGTTTTTGTTATGCAAAACCCAATTGTGACCT 

       1090      1100      1110      1120      1130      1140 
CTCCTTCCCCCTGTTCAACCTGGGGCAGTGGGGAAAAGGGGTCTCAAAGTGAAGGGGTAA 

       1150      1160      1170      1180      1190      1200 
CAAGGGGTGCCAGACCGGTGGGGCCAACCTGTACACTGAATGAAACAATCCCAATAAAGT 

       1210      1220      1230      1240      1250  
GCACATGTGTTCCGAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 
<�"#�) 4.23 Z	$��,�	"	0�5
�����	�
�+�5�����$�5�/��
�#�" cDNA #�"��� β-actin 5����	�� 3n 

���	��	�55������� RACE (Tp actin 3nRACE) (���) 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

         

      10        20        30        40        50        60 

ACTACCTCATCAAGATCCTGACAGAGCGTGGCTACTCTTTCACCACCACAGCCGAGAGGG 
  Y  L  I  K  I  L  T  E  R  G  Y  S  F  T  T  T  A  E  R  E  

        70        80        90       100       110       120  

AAATCGTGCGTGACATCAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGA 

  I  V  R  D  I  K  E  K  L  C  Y  V  A  L  D  F  E  Q  E  M  

       130       140       150       160       170       180 

TGGGCACTGCAGCCTCCTCCTCTTCTCTGGAGAAGAGCTATGAGCTGCCCGACGGACAGG 

  G  T  A  A  S  S  S  S  L  E  K  S  Y  E  L  P  D  G  Q  V  

       190       200       210       220       230       240 

TCATCACCATTGGTAATGAGAGGTTCCGTTGCCCAGAGGCCCTCTTCCAGCCTTCCTTCC 

  I  T  I  G  N  E  R  F  R  C  P  E  A  L  F  Q  P  S  F  L  

       250       260       270       280       290       300 

TTGGTATGGAGTCCTGCGGAATCCATGAGACCACCTACAATAGTATCATGAAGTGCGACG 

  G  M  E  S  C  G  I  H  E  T  T  Y  N  S  I  M  K  C  D  V  

       310       320       330       340       350       360 

TTGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACCGTGCTGTCTGGTGGTACCACCATGTACC 

  D  I  R  K  D  L  Y  A  N  T  V  L  S  G  G  T  T  M  Y  P  

       370       380       390       400       410       420 

CCGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTGGCCCCATCCACCATGAAGA 

  G  I  A  D  R  M  Q  K  E  I  T  A  L  A  P  S  T  M  K  I  

       430       440       450       460       470       480 

TCAAGATCATTGCCCCACCTGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATTGGAGGCTCCATCCTGG 

  K  I  I  A  P  P  E  R  K  Y  S  V  W  I  G  G  S  I  L  A  

       490       500       510       520 

CCTCCCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAA 

  S  L  S  T  F  Q  Q  M  W  I  S  K    

 

<�"#�) 4.24  Z	$��$��,�	"	0�5
�����	�
�+�5�+�����	0�5
�$�5�/��
�#�" cDNA #�"���      
β-actin ���	��	�55������� PCR 
5��?� gene specific primer (Tp actin GSP)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Saebass MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLNYPIEHGI 75

Croaker         MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75

Grouper         MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75 

Sculpin MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75

Flounder    MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75 

Tilapia     MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75

Sillago MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75

Perch       MDDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75

Tpactin 3'RACE  ---------------------------------------------------------------------------

Tpactin GSP     ---------------------------------------------------------------------------

Saebass VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150

Croaker         VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 

Grouper   VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 

Sculpin VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 

Flounder  VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 

Tilapia    VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 

Sillago VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 

Perch      VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 

Tpactin 3'RACE  ---------------------------------------------------------------------------

Tpactin GSP     ---------------------------------------------------------------------------

Saebass IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225

Croaker         IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225

Grouper IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225

Sculpin IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225

Flounder    IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225

Tilapia       IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225

Sillago IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225

Perch       IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225

Tpactin 3'RACE  -------------------------------------YLIKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 38 

Tpactin GSP     -------------------------------------YLIKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 38

** ***********************************

Saebass EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMXSCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 

Croaker         EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 

Grouper   EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 

Sculpin EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 

Flounder  EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 

Tilapia   EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 

Sillago EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 

Perch     EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 

Tpactin 3'RACE  EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 113

Tpactin GSP     EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 113 

******************************************** ******************************

Saebass GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375

Croaker         GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 

Grouper  GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 

Sculpin GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 

Flounder  GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 

Tilapia    GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 

Sillago GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 

Perch     GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 

Tpactin 3'RACE  GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 188 

Tpactin GSP     GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISK---------------- 172

*********************************************************** 

  
  

 

<�"#�) 4.25  Z	$�������������	0�5
�$�5�/��
�#�" cDNA #�"��� β-actin #�"�	��	�5,	/
�	�?��5���" 9  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

  4.1.5 ���*(�+����	
���
� mRNA TpMC4R ����'�������",d�����#�)�� ����� e   
     �
��,�
�
����
��� �� �2��#���� Reverse transcription PCR (RT-PCR) 
     $��% $&�$��,�5"#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���
������/�/���" 9 #�"�	�
�	�5
5��?������� RT-PCR  4 !"1/��$���?���� β-actin �����
��5�����);��#�" cDNA ��!-'$
�
"����/����1�$ total RNA #�"+#���!+��+5��
�$���A����� (unfertilized egg) ,	/$���
.��$��
#�"�
������	��	�5���/�/ 5, 7, 11, 15, 21, 24 ,	/ 48 ?
!�
�"�	
"1�$$����"+#� (hours post 
spawning: hps) ,	/$��% $&�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 1/��$���?� primer 
MC4R ,	/ β-actin ��!����������/�1�/1" 4 !"1/��#��5#�" PCR product ����$
� 289 bp ,	/ 95 bp 
���	0�5
� ����� mRNA #�"��� TpMC4R ��$��,�5"��$����$�/�/#�"$���
.��$��#�"�
�
�������	��	�5 ���+�- "+#���!+��+5��
�$���A�����5��� (5
";����! 4.26) 

 

 
 

<�"#�) 4.26  $��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���/����"$���
.��$��#�"�
�������!
�/�/���" 9 #�"�	��	�5
5��?������� RT-PCR  

�������� : M = DNA marker  
N = Negative control 4 !"�?���0�$	
!���!���%1�$����� (distilled water) 
P = Positive control 4 !"�?��	����55���l���#�"��� TpMC4R ,	/ β-actin #�"�	��	�5 
U = +#���!+��+5��
�$���A����� (unfertilized egg) 
5, 7, 11, 15, 21, 24 ,	/ 48 hours post spawning (hps) = �
��������/�/ 5, 7, 11, 15,  
21, 24 ,	/ 48 ?
!�
�"�	
"1�$$����"+#� 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

4.1.6 ���*(�+����	
���
� mRNA �
� �� TpMC4R ��
�, ������ e �� �2��#����     
          Real time reverse transcription PCR (Real time RT-PCR) 

     $��% $&��/5
�$��,�5"#�" mRNA #�"��� TpMC4R ����
��/���" 9 #�"�	�
�	�5�
�"���?�"�����),	/��);�� 
5��?������� Real time RT-PCR 4 !"��$���?���� β-actin ����
������"��" (internal reference) ��7!������
�����E����$��������/�������������$��,�5"��$#�"
��� MC4R ����
��/���"9 1�$��% $&��/5
�$��,�5"#�" mRNA #�"��� TpMC4R �����
TpMC4R ��$��,�5"��$�����"��$����,	/����$��
��/#�"�	��	�5 4 !"��
��/��!��$��,�5" 
��$��$��!��5�7� �����"��$����+5�,$� ���"���� telencephalon, ���"���� mesencephalon, 
���"���� metencephalon ,	/���"���� diencephalon ���+�- " pituitary gland ,	/���
)*/ 
(testis) ��
��/��!��$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ��'����/5
����$	�" �7� ��"7�$ 
(gill), �
� (liver), +������� (head kidney), +�����	��" (trunk kidney), 	0�+�� (intestine), $	�����7�� 
(muscle) ,	/ �
"+#� (ovary) ��
��/��!��$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ��'����/5
��!0� 
�7� $�/���/����� (stomach) ,	/��
��/��!��$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ��'���
�/5
��!0���!��5 �7� ���� (spleen) (5
";����! 4.27A ,	/ 4.27B) 
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<�"#�) 4.27  $��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 
5��?������� Real time RT-PCR �����" 
   �������" 9 +5�,$� ���"���� telencephalon (Tl), ���"���� mesencephalon (Ms), 

���"���� metencephalon (Mt), ���"���� diencephalon & pituitary (DP), ��
��/
�� � "  9  + 5� , $�  gill (G), liver (L), head kidney (HK), trunk kidney (TK), stomach (S), 
intestine (I), spleen (Sp), muscle (Mu), ovary (O) ,	/testis (T) #�"�	��	�5 

 ;�� A Z	#�" Real-Time RT PCR 4 !"�
5�/5
�$��,�5"#�" mRNA MC4R 1�$$�� 
   ������/������$
� mRNA #�"��� β-actin ��7!������
�����E����$��������/�� 
       �����������$��,�5"��$#�"��� MC4R ����
��/���" 9 �	
"1�$�
���0�$��

        ,�	"#���'	�����'����'� log 10  
 �������� : ���,�5"���'� means ± SE (10�����
�����" 4 �
�����") ,	/������/�����

����,������#�"#���'	,�� one way ANOVA ���5���$��������/��
����,�$���"�/����"��
��/5������� Duncanns multiple range test �
��
$&�
��!,�$���",�5"����,�$���"$
���"�-�����!�/5
��
��0��
( P<0.05   

 ;�� B  Z	$�����1��� PCR products 5��������� agarose gel electrophoresis  
 �������� :  M = DNA marker, N = Negative control 4 !"�?���0�$	
!���!���%1�$�����

      (distilled water), P = Positive control 4 !"�?��	����55���l���#�" p3-TpMC4R 
    ,	/ pActin #�"�	��	�5 

A 
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4.2 	������9��������#�) 2 ���*(�+����	
��

��
� mRNA �
� TpMC4R ��      
 ��'�����@%

�'���
�������
�'������ 	�����
����
�
�'���� �
,%���
��� 

    	
��

��
� mRNA �
� TpMC4R  
  4.2.1 ���*(�+����	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R ����'�����@%

�'���
���� 
     ���
�'������ (daily feeding) 

  
5��$���	��	�5$����������7���?����	� 10.00 �. ,	/�7����l���	� 16.00 �. 5
"�
��1 "
�0�$��% $&������)$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���/����"�7�������#�"�	��	�5
5��������� Real-time RT PCR 4 !"1/�0�$���$l��
�����"���"��,��	/���� +5�,$� ���"���� 
Telencephalon, ���"���� Mesencephalon, ���"���� Metencephalon ,	/���"���� Diencephalon 
��!��	�$���������7���?�� 1 ?
!�
�" (9.00 �.), �	
"�7������� 1 ?
!�
�" (11.00 �.), �	
"�7������� 3 ?
!�
�"
(13.00 �.) ,	/$���������7����l� 1 ?
!�
�" (15.00 �.) $�����/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"
��� TpMC4R 
5�1/������/������$
� mRNA #�"��� β-actin 4 !"�����
�����E����$��������/��
�����������$��,�5"��$#�"��� TpMC4R �����",��	/����,	/��,��	/?��"��	� 1�$$��% $&�
�����$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R �����",��	/������	
$&)/$��,�5"��$+���
��%��"�5���$
� 
5�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ��!��	�$���������?�� 1 ?
!�
�" ��
�/5
�$��,�5"��$��!+��,�$���"1�$ 1 ?
!�
�" ,	/ 3 ?
!�
�" �	
"������?�� ,	/��! 5 ?
!�
�" �	
"
������?����7� 1 ?
!�
�" $����������l����/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 	5	"
����"���
��0��
(��"�-��� (P<0.05) (5
";����! 4.28) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
<�"#�) 4.28 �/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 5��������� Real-Time RT-PCR ��
�/����"�7������� (daily feeding) 
5��$���	��	�5$����������7���?����	� 10.00 �. 
(breakfast : Bf) ,	/�7����l���	� 16.00 �. (dinner : Dn) $��% $&�����
�"����0�$��������������/5
�
$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R #�"���"��,��	/���� +5�,$� ���"���� 
Telencephalon, ���"�� �� Mesencephalon, ���"�� ��  Metencephalon,	/���"
���� Diencephalon 
5��?� mRNA #�"��� β-actin ���� internal standard �����)#�" mRNA #�"
��� TpMC4R ,	/ β-actin ������/��
5��������������� Cp $
�$��6����E����� Cp #�"�	����5
��� TpMC4R (p3-TpMC4R) ,	/�	����5#�"��� β-actin (pActin) ��!���������#��#�� $��
�0���)�0�
5�$��,�	"#���'	�����'����'� log 10  
�������� : ���,�5"���'� means ± SE (10�����
�����" 5 �
�����") ,	/������/���������,������ 

#�"#���'	,�� one way ANOVA ���5���$��������/������,�$���"�/����"?��"��	�
5������� Duncanns multiple range test �
��
$&���!,�$���",�5"����,�$���"$
���"
�-�����!�/5
��
��0��
( P < 0.05   
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   4.2.2  ���*(�+����
����
�
�'�� (fasting period) �� �
,%���
���	
��

��
� mRNA  

     �
� �� TpMC4R  
  �0�$��% $&������)$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���;��/$���5

������/�/�
��#�"�	��	�5 5��������� Real-time RT PCR 4 !"1/�0�$���$l��
�����"���"��,��
	/���� +5�,$� ���"���� Telencephalon, ���"���� Mesencephalon, ���"���� Metencephalon 
,	/���"���� Diencephalon 4 !"1/�0�$���$l��
�����"�	
"1�$$��$���������! 6, 12, 18 ,	/ 24 
?
!�
�" ($���5����� 6, 12, 18 ,	/ 24 ?
!�
�") �����$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 
�����",��	/������	
$&)/$��,�5"��$+�����%��"�5���$
� 
5���!��	�$���5����� 6 ?
!�
�"
���/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ��'����/5
��!0�,	/��$��,�5"��$#�" mRNA 
#�"��� TpMC4R ���!�# �� ��7!��/�/��	�#�"$���5��������!�# �� ,������"+�$l���Z	#�"$��
,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R #�"?��"��	�$���5�������! 6 ,	/ 12 ?
!�
�" +����Z	
,�$���"$
�����"�-��� ,	/��!��	�$���5����� 18 ?
!�
�"���/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"
���  TpMC4R �'"# ������"���
��0��
(��"�-��� (P<0.05) ,���/5
�$��,�5"��$+����Z	,�$���"
����"�-���1�$?
!�
�"$���5�������! 24 ?
!�
�" (5
";����! 4.29) ,	/������	��	�5��!��$���5
����������/�/��	� 6 ?
!�
�" ���/5
�$	'
�����	7�5�'" ,	/��7!��/�/��	�$���5��������!���$
# ��$l1/��Z	�0�����/5
�$	'
�����	7�5	5	"����"���
��0��
(��"�-��� (P<0.05) (5
";����! 4.30) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 

<�"#�) 4.29 �/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 5��������� Real-Time RT-PCR ��
�;��/$���5������/�/�
�� (short fasting period) $��% $&�����
�"����0�$�������� 
������/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R #�"���"��,��	/���� +5�,$� 
���"���� Telencephalon, ���"���� Mesencephalon, ���"���� Metencephalon ,	/
���"�� ��  Diencephalon 
5 � � ?�  mRNA #�" �� �  β-actin � �� �  internal standard 
�����)#�" mRNA #�"��� TpMC4R ,	/ β-actin ������/��
5��������������� Cp $
�
$��6����E����� Cp #�"�	����5 TpMC4R (p3-TpMC4R) ,	/�	����5 β-actin 
(pActin) ��!���������#��#�� $���0���)�0�
5�$��,�	"#���'	�����'����'� log 10  

�������� : ���,�5"���'� means ± SE (10�����
�����" 5 �
�����") ,	/������/���������,������ 
#�"#���'	,�� one way ANOVA ���5���$���� ����/������,�$���"�/����"
�/�/��	�#�"$���5�����5������� Duncanns multiple range test �
��
$&���!,�$���"
,�5"����,�$���"$
���"�-�����!�/5
��
��0��
( P < 0.05   
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<�"#�) 4.30 �/5
�$	'
�����	7�5#�"�	��	�5��!��$���5��������/�/�
�� (short fasting period)   
�������� : ���,�5"���'� means ± SE (10�����
�����" 7�
�����") ,	/������/���������,������ 
    #�"#���'	,�� one way ANOVA ���5���$��������/������,�$���"�/����"�/�/��	�

#�"$���5�����5������� Duncanns multiple range test �
��
$&���!,�$���",�5"����
,�$���"$
���"�-�����!�/5
��
��0��
( P < 0.05   

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

4.3 	������9��������#�) 3 ���*(�+����
� MC4R antagonist ��

,�������������
� 

  ���
��� 	�����	
��

��
� mRNA �
� TpMC4R ��
�
��
����
��� 
    4.3.1. ���*(�+����
� MC4R antagonist ��

,�������������
����
��� 

   1�$$���5����/5
�$����5 MC4R antagonist (HS024) ��!��Z	���$�����!�$��$��
+5�#�"�	��	�5 ������	��	�5��!��$����5 HS024 1 µg/kg ��Z	$��$��+5���$���$����5 HS024 ��!
�/5
��7!� 9,	/��$��$��+5���!���!�# ���	
"1�$��	���!��$����5���!�# �� ��$	����	��	�5��!��$����5 
HS024 ��!�/5
� 0.1 µg/kg, 0.5 µg/kg, 10 µg/kg, 25 µg/kg, 50 µg/kg ,	/ 100 µg/kg ��Z	$��$��+5�
��!����$����	��	�5��!��$����5 0.9% saline ,	/�	��	�5��$	��������� �����	��	�5��!��$����5 
HS024 0.1 µg/kg ��$��$��+5���!�!0���!��5 ��7!������������$
��	��	�5��$	���$���5	�"�7!� 9 ,	/
�	��	�5��!��$����5 HS024 5 µg/kg ��$��$��+5���!+��,�$���"1�$�	��	�5��!��$����5 0.9% saline 
,	/�	��	�5��$	��������� 5
�"�
��1 "�0�����������$����5 HS024 ���/5
���!�'"�$��+�1/��Z	�0�
����	��	�5��$��$��+5���!����	" (+����$��,�5"Z	) 5
"�
��Z'���1
�1 "�
5����1�	7�$�/5
�$����5 
MC4R antagonist (HS024) �7� 1 µg/kg ,	/ 3 µg/kg ��7!�% $&������$���0�������!#�" MC4R ���
�
���$��$��+5�#�"�	��	�5 
5���$��,��"$	���$���5	�"�
�"��5 4 $	���$���5	�" �7� �	��	�5
��$����5 HS024 1 µg/kg ,	/ 3 µg/kg $	����	��	�5��!��$����5 0.9% saline ,	/�	��	�5��$	���
������ 4 !"1�$$���5	�"������	��	�5��!��$����5 HS024 3 µg/kg ��$��$��+5���!���!�# ���
�",����
?
!�
�"��! 3 ��7!������������$
��	��	�5��$	���$���5	�"�7!� 9  ,	/�	��	�5��!��$����5 HS024 1 
µg/kg ��$��$��+5���!���!�# ���
�",����?
!�
�"��! 6 ��7!������������$
��	��	�5$	�����!��$����5 0.9% 
saline ,	/�	��	�5��$	��������� ,��+����Z	,�$���"����"���
��0��
(��"�-��� (5
";����! 4.31) 
 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 
<�"#�) 4.31 Z	#�" MC4R antagonist (HS024) ���$��$��+5�#�"�	��	�5 
5��0�$����5 HS024 ��!

�����#��#�� 1 µg/kg, 3 µg/kg 4 !"�����������$����5 0.9% saline ,	/$	����	��	�5��!
+��+5��
�$����5 HS024 (uninjected)  

 
 1�$$��% $&�Z	#�"$����5 HS024 �#��$	�����7��#�"�	��	�5 �����$����5 HS024 ��
,��
������$�����!�$��$��+5����	��	�5 4 !" HS024 ��Z	��$��$�/����$��$��+5��
�",����?
!�
�"
��! 3 ,	/ 6 �	
"1�$$����5 HS024 ,��+����Z	,�$���"����"���
��0��
(��"�-��� 4 !"1�$Z	$��
�5	�"5
"$	��� HS024 ��Z	���$��$��+5���!+��?
5�1� 4 !"���
�"�����1�$�5+5�1�$ 2 ������ 
�7� 1.  HS024 +�������-1
�$
� MC4R ���	��	�5+5� 1 "��Z	�0���� HS024 +����Z	���$�����!�$��
$��+5����	��	�5 ,	/ 2. 1�$$����5 HS024 �#��+���$	�����7��#�"�	��	�5 ��Z	�0���� HS024 
+�1
�$
� MC4R ��!��'�����
��/���" 9 1 "��1��Z	�0�����$�5Z	#��"����"����/��$���0�"�����"9 
;�������"$���	��	�5 4 !"��1��"Z	���$��$��+5� 1 "��Z	�0����$����5 HS024 ��Z	���$��$��+5���!
+��?
5�1� 5
"�
��1 "�0�+��'�$��% $&����+� �7�$��% $&�Z	#�"$���?� HS024 ���$��,�5"��$
#�" mRNA #�"��� TpMC4R �����"#�"�	��	�5 
5���$���
�"������E����� -�� HS024 �����-
1
�$
� MC4R ���	��	�5+5� $l���1/��Z	���$����	�!��,�	"�/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"
��� TpMC4R �����"#�"�	��	�5 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

4.3.2 ���*(�+����
� MC4R antagonist ��
���	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R 
  4.3.2.1 ���*(�+����
����a�� MC4R antagonist (HS024) ��
���	
��

��
�   

  mRNA �
� �� TpMC4R 
 $��% $&�Z	#�"$���?� MC4R antagonist (HS024) ���$��,�5"��$#�" 
mRNA #�"��� TpMC4R �����" 
5��0�$��,��"$	���$���5	�"�
�"��5 4 $	���$���5	�" �7�
�	��	�5��$	��������� (uninjected) $	����	��	�5��!��$����5 0.9% saline �	��	�5��!��$����5 
HS024 1 µg/kg ,	/ 3 µg/kg �#��$	�����7�� ,	/�0�$���$l��
�����"���"#�"�	��	�5��! 4, 8 ,	/ 12 
?
!�
�"�	
"1�$����5 �	
"1�$�
���0�+��$
5 total RNA ,	/�
"����/������ first stand cDNA ,	/
�0�$��% $&������)$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 5��������� Real-time RT PCR  4 !"
1�$$��% $&�������	
"1�$$����5 4 ?
!�
�" �	��	�5��!��$����5 HS024 3 µg/kg ��$��,�5"��$
#�" mRNA #�"��� TpMC4R  �'"��!��5��7!������������$
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"
��� TpMC4R #�"�	��	�5��$	���$���5	�"�7!� 9  ,��+��������,�$���"����"���
��0��
(��"�-��� 
�	
"1�$$����5 HS024 ��?
!�
�"��! 8 ������	��	�5��!��$����5 HS024 1 µg/kg ��$��,�5"��$
#�" mRNA #�"��� TpMC4R �'"$���$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R #�"�	��	�5��!��
$����5 HS024 3 µg/kg ,��+��������,�$���"1�$$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ��
�	��	�5$	��������� ,	/�	��	�5��!��$����55��� 0.9% saline ����"���
��0��
(��"�-��� ,	/
�	
"1�$$����5 HS024 ��?
!�
�"��! 12 �����+��������,�$���"#�"$��,�5"��$ mRNA #�"
��� TpMC4R #�"�	��	�5��$	���$���5	�"���" 9 4 !"1�$$��% $&�$����5 HS024 �#��$	�����7����!
�/5
����" 9 +����Z	,�$���"$
�����"���
��0��
(��"�-��� ����/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"
��� TpMC4R 4 !"1/��l�+5����Z	$��% $&�+�������-���#��������E��+5� 5
"�
��1 "�0�+��'�
$��% $&����+� �7� $��% $&�Z	#�"$��,?����"�	��	�5����� MC4R antagonist ���/5
����" 
9 ���$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
<�"#�) 4.32 Z	#�" HS024 ����/5
�$��,�5"��$#�" mRNA#�"��� TpMC4R �
�����"��!�?�����

���"#�"�	��	�5��$	��������� (uninjected) $	����	��	�5��!��$����5 0.9% saline 
,	/$	����	��	�5��!��$����5 HS024 1 µg/kg ,	/ 3 µg/kg 
5��0�$��% $&�Z	#�"$��
,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R �	
"1�$��$����5 antagonist HS024 ��! 4, 8 
,	/ 12 ?
!�
�" 4 !"��$���?������� Real-Time RT-PCR 
5��?� mRNA #�"��� β-actin 
���� internal standard �����)#�" mRNA #�" TpMC4R ,	/ β-actin ������/��
5�
�������������� Cp $
�$��6����E����� Cp #�"�	����5��� TpMC4R (p3-TpMC4R) 
,	/�	����5#�"��� β-actin (pActin) ��!���������#��#�� $���0���)�0�
5�$��
,�	"#���'	�����'����'� log 10  

�������� : ���,�5"���'� means ± SE (10�����
�����" 6 �
�����") ,	/������/���������
,������ #�"#���'	,�� one way ANOVA ���5���$��������/������,�$���"
�/����"�/�/��	�5������� Duncanns multiple range test �
��
$&���!,�$���",�5"����
,�$���"$
���"�-�����!�/5
��
��0��
( P < 0.05   

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

  4.3.2.2 ���*(�+����
����	2� (incubate) 
�
� ��
�� MC4R antagonist (HS024)  

   �����,/���� e ��
���	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R  
 $��% $&�Z	#�"$��,?����"�	��	�5����� MC4R antagonist (HS024) ��

�/5
����" 9 ���$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 
5��0�$��,��"$	���$���5	�"�
�"��5 
4 $	���$���5	�" +5�,$� ���"�	��	�5��!,?��� buffer (Holtfreterns solution), ���"�	��	�5��!,?�
�� HS024 ��!�������#��#�� 0.1 nmol, ���"�	��	�5��!,?��� HS024 ��!�������#��#�� 1 nmol ,	/
���"�	��	�5��!,?��� HS024 ��!�������#��#�� 10 nmol  ,	/�0�$��1
���	���$��,?���! 2 ,	/ 4 
?
!�
�" �	
"1�$�
���0�+��$
5 total RNA ,	/�
"����/������ first stand cDNA ,	/�0�$��% $&�
�����)$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 5��������� Real-time RT PCR  4 !"1�$
$��% $&�1�$Z	$��% $&�������	
"1�$$��,?����" 2 h +��������,�$���"$
�����/5
�$��
,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ,	/���"#�"�	��	�5��!,?��� HS024 ��!�������#��#�� 1 
nmol ,	/ 10 nmol ������	� 4 ?
!�
�"��$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R �'"$���$��
,�5"��$ mRNA #�"��� TpMC4R #�"���"�	��	�5��!,?��� buffer ,	/���"��!,?��� HS024 
�����#��#�� 0.1 nmol ����"���
��0��
(��"�-��� (5
";����! 4.33) 4 !"$l,�5"�����l���� HS024 
�����-1
�$
� MC4R ���	��	�5+5� 5
"�
��Z	#�" MC4R antagonist (HS024) ���$��$��+5�#�"
�	��	�5 ��1�$�51�$ HS024 +�1
�$
� MC4R ����
��/�7!� 9 #�"���"$��#�"�	��	�5  1 "��Z	�0�
����$�5Z	#��"����"���$��$��+5� 4 !"�0����$����5 HS024 �#��$	�����7����Z	���$��$��+5����	��	�5
��!+��?
5�1� 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
<�"#�) 4.33  Z	#�"$��,?����"�	��	�5����� MC4R antagonist (HS024)���/5
����" 9 ���$��

,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 
5��0�$��% $&�Z	#�"$��,�5"��$#�" 
mRNA #�"��� TpMC4R ���"�	��	�5��!,?��� buffer (Holtfreterns solution), HS024 
��!�������#��#�� 0.1 nmol, 1 nmol ,	/ 10 nmol ������	���! 2 ,	/ 4 ?
!�
�" 4 !"��$��
�?������� Real-Time RT-PCR 
5��?� mRNA #�"��� β-actin ���� internal standard 
�����)#�" mRNA #�" TpMC4R ,	/ β-actin ������/��
5��������������� Cp $
�
$��6����E����� Cp #�"�	����5��� TpMC4R (p3-TpMC4R) ,	/�	����5���       
β-actin (pActin) ��!���������#��#�� $���0���)�0�
5�$��,�	"#���'	�����'����'� 
log 10  

�������� :  ���,�5"���'� means ± SE (10�����
���� �" 6 �
���� �") ,	/�� ����/���� �����
,������ #�"#���'	,�� one way ANOVA ���5���$��������/������,�$���"
�/����"�/�/��	�$��,?����"�����	/	��5������� Duncanns multiple range test 
�
��
$&���!,�$���",�5"����,�$���"$
���"�-�����!�/5
��
��0��
( P < 0.05   

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

/##�) 5 
���
<���� �� 

 

5.1 ������� cDNA �
��
�/-�0��
� �� TpMC4R 	�����*(�+����	
��

��
�                                 

 mRNA �
� �� TpMC4R ����'�������",d������
��,�
�
�	����
�, ������ e  
 �
����
���  
    5.1.1 ���*(�+��30�,�+0�	������
���� cDNA �
��
�/-�0��
� �� TpMC4R  
   1�$$��% $&�	0�5
�����	�
�+���#�" cDNA �������'�)�#�"��� TpMC4R ������
�������$
� 1311 bp ��/$��+�5�������#�" open reading frame (ORF) 984 bp 4 !"��7!��0�$��,��
��
�����$�5�/��
�1/��10����$�5�/��
�����$
� 327 residues ,	/��$1�$����
"��/$��+�5���
������#�" 5n untranslated region (UTR) ������	�
�+�������$
� 17 bp ,	/����#�" 3n UTR ��     
����	�
�+�������$
� 310 bp ��7!��0�$������������������	����	 "$
�#�"	0�5
�$�5�/��
�#�"��� 
MC4R �/����"�	��	�5, ��, +$� ,	/�	�?��5���" 9 4 !"�����	0�5
�$�5�/��
� TpMC4R #�"�	�
�	�5�������	����	 "$
�	0�5
�$�5�/��
� MC4R ��'���?��" 61-90% 1�$$��% $&�	
$&)/

��"����"#�"��� TpMC4R ���	��	�5
5��0�$�������������$
�	
$&)/
��"����"#�"��� 
MC4R ���
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 ��!+5���$�����"����,	������� TpMC4R ��	0�5
�$�5 
�/��
��������) TM �	����	 "$
�	0�5
�$�5�/��
��������) TM #�" MC4R #�"�
�����$�/5'$
�
��	
"��!�0�$����������������/5
� 61-100% 
5��0�,���"#�" TM 1/�������0��
(���$��1
�
,	/$���0��A�$�����#�" MC4R (Lagerstrom et al., 2003; Oosterom et al., 1999) ,	/1�$$��
�����������	
$&)/
��"����"#�"$�5�/��
�#�" TpMC4R ,	/��� MC4R ���
�����$�/5'$�
�
�	
"?��5���" 9 ������������) N-terminal domain ,	/ ECL ��,��	/�0�,���"��	0�5
�$�5�/��
�
��!�������	����	 "$
���'����/5
��!0� ��7!��0�$����1��)�����������) N-terminal domain +����
�����0��
(���$��1
�,	/$���0��A�$�����#�" MCR $
� MSH (Srinivasan et al., 2004) ��$1�$���

����� TpMC4R ��/$��5��� 15 cysteine residues 4 !"10����,	/�0�,���"���������7��$
��	� 
fugu �	� seabass ,	/�	� brafin flounder �������� +$� �	� goldfish �	� zebrafish �	� rainbow 
trout �	� dogfish ,	/�	� lamprey �� cysteine ��"�
������
����!��'����0�,���"�5���$
� (Cerda-
Reverter et al., 2003; Haitina et al., 2004; Haitina et al., 2007; Klovins et al., 2004; Kobayashi et al., 
2008; Ringholm et al., 2002; Sanchez et al., 2009; Takeuchi and Takahashi, 1998) 4 !" cysteine 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

residues �������0��
(���
��"����"�����;'����$������"�
��/+54
	+65� (disulphide bond) ��7!�
�?7!��
�"�/����" ECL ��,��	/�0�,���" (Tarnow et al., 2003) DRY motift �����-���� GPCRs 
#�"�
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 4 !" DRY motift �������0��
(���$���
$&��;���'����"#�" 
MCR ��7!���'����;��/��!+�������-1
� ligand +5� (Schioth et al., 2005) �0�,���"#�" N-glycosylation 
,	/�0�,���" phosphorylation #�"
����� TpMC4R ,	/
����� MC4R #�"�
�����$�/5'$�
��	
"
������(���'����0�,���"�5���$
� 4 !"�0�,���" phosphorylation ��!��'��������) ICL ��!  2 1/��
�����0��
(���$��$0���5$��1
�#�" G-protein 4 !"�������$�!��#��"���$���������/5
�#�"
�A�$��� ��  (Shinyama et al., 2003) ��$1�$����0 �,���" PMY motift, DPIIY (NPXXY) motift ,	/
�0�,���"#�" phosphorylation ��!��'��������) C-terminal intracellular #�"
����� TpMC4R ,	/

����� MC4R #�"�
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 $l��'����0�,���"�5���$
� 1�$$����1��)�- "

��"����"�����	����	 "$
�#�"	0�5
�����	�
�+�5� ,	/	0�5
�$�5�/��
�#�" TpMC4R ��
#��"�����������5�	��"$
�$
�$��% $&������
��
�����"���
.��$��
5�$������" Phylogenetic 
tree �0���������-����+5������� TpMC4R ��'���$	����5���$
�$
���� MC4R #�"�
�����$�/5'$�
�
�	
"?��5���" 9 ,	/��� TpMC4R ����������
��
�����"���
.��$���$	�����"$
��	�$�/5'$,#l"��$
��!��5 

        1�$$��% $&�	0�5
�$�5�/��
�#�" TpMC4R �����
����� TpMC4R ��/$��+�
5���$�5�/��
����0�,���"���" 9 ��!+5���$�����"������0�,���"#�"$�5�/��
�5
"$	����������0��
(
���$��1
�#�" ligand (Haitina et al., 2004; Klovins et al., 2004; Lagerstrom et al., 2003; Lee et al., 
2001; Oosterom et al., 1999; Yang et al., 2000) 
5�
����� MC4R ������/$��+�5���$�5   
�/��
� Glu100, Asp122, Asp126, Met200, Trp258, Phe261,	/ His264 4 !"$�5�/��
���	������������0��
(
���$���0��A�$���������$
� α-MSH (Adan et al., 2000; Lagerstrom et al., 2003; Lee et al., 2001; 
Yang et al., 2000) 4 !"$�5�/��
� Glu100, Asp126, Ser127, Ala192, Phe267,	/ Tyr187 �����������-��
$��$�/������� MC4R ������-1
�$
� α-MSH (Lagerstrom et al., 2003; Yang et al., 2000) 1�$
Z	$��% $&������
����� TpMC4R ��/$��+�5��� Glu100, Asp123, Asp127, Ser128 , Try188, Met201, 
Trp259, Phe262 ,	/ His265 4 !"��$�5�/��
���!���7��$
�,���0�,���"#�"$�5�/��
�1/+����"$
�
�?�� �5���$
�
����� MC4R #�"�	� brafin flounder, �	� saebass, �	� fugu, �	� rainbow trout,
�	� goldfish, �	� zebra fish ,	/ �	� spiny dogfish (Kobayashi et al., 2008; Sanchez et al., 2009; 
Klovins et al., 2004; Haitina et al., 2004; Cerda-Reverter et al., 2003; Ringholm et al., 2002; Ringholm 
et al., 2003) ��$1�$���$�5�/��
� Ala192 ,	/ Phe267 #�"
����� MC4R #�"�
����	���"	'$5�����1/
-'$,����!5���$�5�/��
� Thr ,	/ Leu ���	0�5
� 4 !"1/��Z	�0�����0�,���"#�"$�5�/��
�

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

5
"$	�����������"$
�$
�$�5�/��
�#�"
����� TpMC4R ,	/
����� MC4R #�"�	�$�/5'$
,#l" 
����� MC4R ����1/��$�5�/��
� Tyr268 4 !"��Z	�0�������������-��$��1
�#�" MC4R 
$
� γ-MSH ��'� ���/5
��!0� (Adan et al., 2000) 
����� MC4R #�"�	�1/��$�5�/��
� Met ��
�0�,���"��! 268 1 "��Z	��� MC4R �����������-��$��1
�$
� γ-MSH (Haitina et al., 2004; Klovins 
et al., 2004) 
����� TpMC4R ���	��	�5��$�5�/��
� Met ���0�,���"��! 268 �?���5���$
�1 "�0���� 
TpMC4R �����������-��$��1
�$
� γ-MSH �?���5���$
� 4 !"��l�+5����
����� TpMC4R ��
$�5�/��
��	���0�,���"��!����	
$&)/�0��
(���$���0�������!#�"��� MC4R 
5� TpMC4R $l1/��
���������-��$��1
�$
� MSH �?���5���$
���� MC4R #�"�	�$�/5'$,#l" 
 
  5.1.2 ���*(�+����	
���
� mRNA �
� �� TpMC4R ��'�������",d��������� � 
   ���� e �
��,�
�
����
���  
          $��% $&�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R #�"$���
.��$���
�������
�/�/���" 9 #�"�	��	�5 +5�,$�+#���!+��+5��
�$���A����� (unfertilized egg) ,	/�
��������/�/ 5, 
7, 11, 15, 21, 24 ,	/ 48 ?
!�
�"�	
"1�$+5���!��$����"+#� (hours post spawning: hps) 4 !"$��
�
.��$��#�"�
��������/�/ 5 ?
!�
�" �7���'����/�/ mid blastula �
��������/�/ 7 ?
!�
�" �7�
��'����/�/ gastrula �
��������/�/ 11-15 ?
!�
�" �7����/�/��!�
�������$��,��"�
��������� 
(body segment) ,	/��'���?��"��!��$������"��l5�� (pigmentation) �
��������/�/ 21 ?
!�
�" �7���'�
���/�/$��6C$�����
� (hatching stage) �
��������/�/ 24 ?
!�
�" �7��/�/��!����$������"��l5�� 
,	/�
��������/�/ 48 ?
!�
�" �7��/�/��!�
������	��	�51/+5��
�����������7��,�$ (first 
feeding) 4 !"1�$���
"�$�$��)�$���
.��$���
�����#�"�	��	�51/��$��5'54 �-�"+#�,5" (yolk 
sack) 1��$7����5,	/��$#�"�
�������$�����5 5
"�
��1 "����$�/�/������ first feeding 4 !"1�$
$��% $&��������� TpMC4R $��,�5"��$����$�/�/#�"$���
.��$��#�"�
����� ���+�- "+#�
��!+��+5��
�$���A�����$l��$��,�5"��$#�"��� TpMC4R 5����?��$
� 4 !",�5"�����l������� 
TpMC4R �
��������� maternal ��!��$��-�����51�$,���'�	'$  
 
  5.1.3 ���*(�+����	
���
� mRNA �
� �� TpMC4R ��
�, ������ e 

  $��,�5"#�"��� MC4R ����7����7!��������	�$�	��+����?��5#�"�
�����$�/5'$
�
��	
" ���
����	���"	'$5�������� MC4R 1/��$��,�5"��$��!�����)���"�����	
$ 4 !"��� MC4R 
��������!�0��
(��$���������/����/�������$	�" ,	/1�$Z	$��% $&�#�" Haitina et al (2007) 
���	� lamprey $l��$��,�5"��$#�"��� MC4R ��!�����)�/����/�������$	�"5����?��$
� 4 !"

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

1�$$��% $&�$��,�5"#�"��� TpMC4R ����
��/���" 9 
5��?������� Real time RT-PCR 
����� mRNA #�"��� TpMC4R ��$��,�5"��$�����"��$���� +5�,$� ���"���� telencephalon, 
���"���� mesencephalon, ���"���� metencephalon ,	/���"���� diencephalon ���+�- " 
pituitary gland 4 !"$��,�5"��$#�"��� MC4R �����"�������	�$�	��# ����'�$
�?��5#�"�	� 
�
�����"�?�� �	� brafin flounder ,	/�	� zebrafish (Kobayashi et al., 2008; Ringholm et al., 
2002) ,	/��$1�$�����$��% $&�$��,�5"��$#�"��� MC4R #�"���",��	/������!,�$���"$
���
�	� goldfish �	� rainbow trout �	� fugu ,	/�	� seabass (Cerda-Reverter et al., 2003; Haitina et al., 
2004; Klovins et al., 2004; Sanchez et al., 2009) 4 !"1�$$��% $&������ mRNA #�"��� TpMC4R ��
$��,�5"��$�� ���"���� telencephalon, ���"���� diencephalon ,	/���"���� mesencephalon 
4 !"���Z	��5�	��"$
�$��,�5"��$#�"��� MC4R ���	� goldfish �	� rainbow trout ,	/�	� 
fugu (Cerda-Reverter et al., 2003; Haitina et al., 2004; Klovins et al., 2004) ,��$��,�5"��$#�" 
mRNA #�"���  MC4R �����"���� metencephalon ,	/ pituitary gland ��Z	��!#
5,��"$
� 4 ! "
,�5"�����l����$��,�5"��$#�"��� MC4R �����",��	/����������,�$���"$
����?��5#�"
�	�$�/5'$,#l" 

 1�$Z	$��% $&�$��,�5"��$#�" mRNA #�" ��� TpMC4R ����
��/���" 9 ����� 
mRNA #�"��� TpMC4R ��$��,�5"��$����$��
��/#�"�	��	�5 4 !"1�$$����������$���
������	�,��	/?��5��$��,�5"��$#�"��� MC4R ��!��
��/,�$���"$
� (5
",�5"������"��! 5.1) 
4 !"��$��% $&������$���0��	��	�5��!
���l���!���0�$��% $&�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� 
TpMC4R ����
��/���" 9 1 "��Z	�0���� mRNA #�"��� TpMC4R ��$��,�5"��$����$��
��/#�"
�	��	�5 ,	/���/5
�$��,�5"��$,�$���"$
�+� ����"+�$l���$��,�5"��$#�"��� MC4R ��
�	� zebrafish ��!
���l��
�$	
����Z	$��,�5"��$#�"��� MC4R ��!#
5,��"$
� ����$��% $&�$��
,�5"��$#�"��� MC4R ����
��/���" 9 #�"�	� rainbow trout �	� fugu �	� seabass �	� 
goldfish ,	/�	� lamprey (Cerda-Reverter et al., 2003; Haitina et al., 2004; Haitina et al., 2007; 
Klovins et al., 2004; Scnchez et al., 2009) +����$����"?������	���!�0���% $&���$���1��(����
���'���!
�/�/�5 5
"�
��1 "���	
$E��+������"�����$��������������	�$�	��#�"$��,�5"��$#�" 
MC4R ����
��/���" 9 #�"�	��$�51�$�	���!�0���% $&���$���1��(������!�/�/,�$���"$
� ����"+�
$l���- ",��	0�5
�����	�
�+�5�,	/	0�5
�$�5�/��
�#�"��� TpMC4R �������	����	 "$
�,	/��
���
.��$���$	�����"$
�$
���� MC4R #�"+$� (Takeuchi and Takahashi, 1998) ,	/�	�?��5���" 9 ,��
1/��$��,�5"��$#�"��� MC4R ��!,�$���"$
�����
��/���" 9 4 !"1�$�����	�$�	��#�"$��

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

,�5"��$#�"��� MC4R ����
��/���" 9 1/��"��$- "��)	
$&)/#�"�����	�$�	��#�"$���0�
������!��"$��;�����$��,�5"��$#�"��� MC4R ����
��/��!,�$���"$
�+�  

 

5.2 ���*(�+����	
��

��
� mRNA �
� TpMC4R ����'�����@%

�'�� (daily    
 feeding) �
�������
�'������ 	�����
����
�
�'�� (fasting period) �� �
,%�  

  ��
���	
��

��
� mRNA �
� TpMC4R  
  1�$$��% $&��/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���/����"�7�������#�"
���",��	/���� +5�,$�  ���"����  Telencephalon, ���"���� Mesencephalon, ���"���� 
Metencephalon ,	/���"���� Diencephalon 4 !"����������",��	/������	
$&)/$��,�5"��$
#�" mRNA #�"��� TpMC4R +�����%��"�5���$
� 
5����/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� 
TpMC4R ��'����/5
��'"��?��"��	����" 9 ,	/�/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 1/
	5	"��7!���!��	� 1 ?
!�
�" $����������l� (15.00 �.) 4 !"
5��$���	��	�5$����������7���?����	� 
10.00 �. ,	/�7����l���	� 16.00 �. 4 !"1/��l�+5����$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ��$��
��	�!��,�	"������
� 4 !"$��% $&��$�!��$
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� MC4R ��?��"�"���
#�"$��$������
��
"��$��% $&���'����� ,������"+�$l������C11��
�+5������"��$��% $&��'�,��#�"
$��,�5"��$#�"��� neuropeptide �����"���� hypothalamus +5�,$�  ��� AgRP, Cocaine-and 
amphetamine-regulated transcript (CART), Leptin receptor (LR), Melanin concentrating hormone 

(MCH), Neuropeptide Y (NPY), Orexin ,	/ POMC 4 !"���������!�������$�!��#��"$
�$���������"1�
��7��/����!�$�5# ������?��" 9 ?��"	/ 24 ?
!�
�" (circadian rhythm) ,	/�������$�!��#��"$
��;��/
#�"$��+5��
������ (Saper, Lu, Chou, and Gooley, 2005; Stutz, Staszkiewicz and Ptitsyn, 2007) 4 !"
��� MC4R ��$��,�5"��$�����"���� hypothalamus �����	
$ 5
"�
����� TpMC4R ���1/��
�����
��
���$
��"���#�"$��$���������?��"�
�#�"�	� (circadian rhythm)  
  ��$1�$���	
$&)/#�"$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� MC4R �
"�������
��
���$
�
�;��/#�"����� ��$��% $&���
�"�����$��% $&������)$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R 
���;��/$���5����� 6, 12, 18 ,	/ 24 ?
!�
�" #�"���"��,��	/���� +5�,$�  ���"���� 
Telencephalon, ���"���� Mesencephalon, ���"���� Metencephalon ,	/���"���� Diencephalon 
4 !"�����$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R �����",��	/������	
$&)/$��,�5"��$+�
����%��"�5���$
� ,	/��!��	�$���5����� 6 ?
!�
�"���/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� 
TpMC4R ��'����/5
��!0� 4 !"����?��"��	��������l� (16.00 �.) 4 !"1/��l�+5������Z	��5�	��"$
�$
�
�/5
�$��,�5"��$#�"��� TpMC4R ��!	5	"��?��"��	� 1 ?
!�
�" $����������l� (15.00 �.) ,	/��

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���!�# �� ��7!��/�/��	�#�"$���5��������!�# �� 4 !"��Z	
��5�	��"$
�Z	"��$��% $&�#�" Higgins et al. (2010) ��!+5���$��% $&�Z	$��,�5"��$#�"���
MC4R ��+$���!��'����;��/$���5����� 4 !"�������$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� MC4R 
���!�# ����7!���?��"��	�$���5�������!���!�# ��- " 48 ?
!�
�" ���	� brafin flounder ���;��/$���5
�����+����Z	���$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� MC4R �����" ,����Z	���$�����!�$��
,�5"��$#�" mRNA #�"��� MC4R ���
� (Kobayashi et el., 2008) 
5��
!�+��	�1/��?��"��	�
#�"$���5������������?��� �?����?��"=5'$��Z���
���� $����������-�!� ,	/��?��"=5'���� 
��7!��	���$���5�����$l1/��Z	���$��������"���$����	�!��,�	"#�" ������	�4 �
5�	
$&)/
#�"$��������"���$����	�!��,�	"������	�4 �1/# ����'�$
�?��5#�"�	� 1�$$��% $&�Z	$�
��5��������	��	�5 ������	��	�5��!��$���5����������/�/��	����1/���/5
�#�"$	'
����
�	7�5	5	"4 !"?�������l����1�$$����!�	��	�5��$���5����������/�/��	����1/��Z	���$��
��	�!��,�	"������	�4 ������"$��#�"�	��	�5 ���"������
��/��!��$���?�$	'
����$��!��5 4 !"��
�/����"$���5�������1��Z	����"��"��7���"�������$���0�"��#�"���"$���	����$�/���$��
�	��+$	
��1� $���
"����/��$	'
�� ,	/$���	��+#�
� ��$1�$����;��/$���5�������!��Z	
���$��,�5"��$#�"��� MC4R ��1��Z	�?7!��
�"���$��,�5"��$#�"����	����� 4 !"��7!���1��)�
- "$���
$&���5�	#�"�	
""��,	/$�����$������
��1/-'$������
5�$���0�"������$
��/����"
��� leptin ,	/$����"�
((�)#�" melanocortin (Bertile and Raclot, 2006) 4 !" leptin 1/-'$Z	����
1�$ adipose tissue �����	
$ 4 !"��������!��$���
$&���5�	#�"�	
""�� 4 !"��Z	���$��������$��
,�5"��$#�"��� �?�� ��� POMC ���/����/��� (Schartz et al., 1997) ,	/��� MC4R (Dridi et 
al., 2005)  
 

5.3 ���*(�+����
� MC4R antagonist ��

,�������������
����
��� 	�����	
�� 

      

��
� mRNA �
� �� TpMC4R  
   5.3.1 ���*(�+����
� MC4R antagonist (HS024) ��

,�������������
����
��� 
     1�$$���5����/5
�$����5 MC4R antagonist ��!��Z	���$�����!�$��$��+5�#�"�	�
�	�5 ������	��	�5��!��$����5 HS024 1 µg/kg ��Z	$��$��+5���$���$����5 HS024 ��!�/5
��7!� 9
,	/��$��$��+5���!���!�# ���	
"1�$��	���!��$����5���!�# �� ��$	����	��	�5��!��$����5 HS024 ��!�/5
� 
0.1 µg/kg, 0.5 µg/kg, 10 µg/kg, 25 µg/kg, 50 µg/kg ,	/ 100 µg/kg ��Z	$��$��+5���!����$����	�
�	�5��!��$����5 0.9% saline ,	/�	��	�5��$	��������� 5
"�
��1 "�0�����������$����5 MC4R 
antagonist ���/5
���!�'"�$��+�1/��Z	�0�����	��	�5��$��$��+5��/����!��!����	" �?���5���$
�$��

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

��5 MC4R antagonist (HS014 ,	/ SH9119) �#�������"#�"��' �������7!���$�����!��/5
� (dose) 
$����51/��Z	�0������'��$��$��	5	" (Kash et al., 1998) �	��	�5��!��$����5 HS024 0.1 µg/kg ��
$��$��+5���!�!0���!��5 ��7!������������$
��	��	�5��$	���$���5	�"�7!� 9 ,	/�	��	�5��!��$����5 
HS024 5 µg/kg ��$��$��+5���!+��,�$���"1�$�	��	�5��!��$����5 0.9% saline ,	/�	��	�5��$	���
������ ,	/1�$$��% $&������$���0�������!#�" MC4R ����
���$��$��+5�#�"�	��	�5 
5�
$����5 HS024 1 µg/kg ,	/ 3 µg/kg �#��
�������	
"#�"�	��	�5 ������	��	�5��!��$����5 
HS024 3 µg/kg ��$��$��+5���!���!�# ���
�",����?
!�
�"��! 3 ��7!������������$
��	��	�5��$	���$��
�5	�"�7!� 9 ,	/�	��	�5��!��$����5 HS024 1 µg/kg ��$��$��+5���!���!�# ���
�",����?
!�
�"��! 6 
- ",�����1/+��������,�$���"����"���
��0��
(��"�-��� ,��1/��l�+5�����	��	�5��!��$����5 
HS024 ��,��
������$�����!�$��$��+5� 4 !" HS024 ��Z	��$��$�/����$��$��+5��
�",����?
!�
�"��! 3 
,	/ 4 �	
"1�$$����5 MC4R antagonist �?���5���$
����"��$���5	�"#�" Cerda-Reverter et al. 
(2003) ���	� goldfish ��!��$����5 MC4R antagonist (HS024) �#����"���" ��!�/5
� 1.6 nmol ,	/ 
3.2 nmol ��$��$��+5���! ���!�# ���	
"1�$$����5 4 ?
!�
�" ��$1�$�������'��!��$����5 MC4R 
antagonist (HS014, HS024 ,	/ SH9119) �#����"���" �0������'��$��$��+5���!���!�# ���	
"1�$$��
��5 3 ,	/ 4 ?
!�
�" (Kash et al., 1998) ,	/���$ ring dove ��!��$����5 MC4R antagonist (HS014) 
�#����"���" �0�����$ ring dove ��Z	���$�����!�$��$��+5� �	
"1�$$����5 4 ?
!�
�" (Strader et 
al., 2003) 4 !"1�$Z	$��% $&� HS024 +����Z	,�$���"����"���
��0��
(��"�-������$��$��+5�#�"
�	��	�5 �?���5���$
����"��$����1
�#�" Schioth et al. (2003) ����'��!��$����5 MC4R antagonist 
(HS131) �#����?��"���" �����+����Z	���$�����!�$��$��+5� ��$1�$�������'��!��$����5 MC4R 
antagonist �#�����Z����
"��!�/5
� 1 mg/kg 1/��Z	���$�����!�$��$��+5��	
"1�$��$����5 2 ?
!�
�" 
,	/��Z	$��$��+5���!	5	"��7!����/�/��	��	
"1�$$����5���!�# �� 4 !"1�$Z	$���5	�"5
"$	��� 
HS024 ��Z	���$��$��+5���!+��?
5�1� 4 !"���
�"�����1�$�5+5�1�$ 2 ������ �7� 1) HS024 +�������-1
�
$
� MC4R ���	��	�5+5�  1 "��Z	�0����  HS024 +����Z	���$�����!�$��$��+5����	��	�5 
,	/ 2) 1�$$����5 HS024 �#��+���$	�����7��#�"�	��	�5 ��Z	�0���� HS024 +�1
�$
� MC4R ��!
��'�����
��/���" 9 1 "��1��Z	�0�����$�5Z	#��"����"����/��$���0�"�����"9 ;�������"$���	�
�	�5 4 !"��1��"Z	���$��$��+5� 1 "��Z	�0����$����5 HS024 ��Z	���$��$��+5���!+��?
5�1� 5
"�
��1 "
�0�+��'�$��% $&����+� �7�$��% $&�Z	#�"$���?� HS024 ���$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� 
TpMC4R �����"#�"�	��	�5 
5���$���
�"������E����� -�� HS024 �����-1
�$
� MC4R ��
�	��	�5+5� $l���1/��Z	���$����	�!��,�	"�/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ��
���"#�"�	��	�5 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

   5.3.2 ���*(�+����
� MC4R antagonist (HS024) ��
���	
��

��
� mRNA �
� 
   �� TpMC4R 

    1�$$��% $&�Z	#�"$���?�  MC4R antagonist (HS024) ���$��,�5"��$#�" 
mRNA #�"��� TpMC4R �����" 
5�����$����5 HS024 �#��$	�����7�� ������	
"1�$$����5 HS024 
4 ?
!�
�" �	��	�5��!��$����5 HS024 3 µg/kg ��$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R �'"��!��5 
�	
"1�$$����5 HS024 ��?
!�
�"��! 8 ������	��	�5��!��$����5 HS024 1 µg/kg ��$��,�5"��$
#�" mRNA #�"��� TpMC4R �'"$���$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R #�"�	��	�5��!��
$����5 HS024 3 µg/kg ,��+��������,�$���"����"���
��0��
(��"�-��� ��7!������������$
�$��
,�5"��$#�"�	��	�5��$	��������� ,	/$	����	��	�5��!��$����5 0.9% saline ,	/1�$$��% $&�
�/5
�#�"$���?� HS024 ���$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R �����" 
5�����$��,?�
���"����� HS024 ��!�/5
����" 9 ��������"#�"�	��	�5��!,?��� HS024 ��!�������#��#��
1 nmol ,	/ 10 nmol ������	� 4 ?
!�
�"��$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R �'"$���$��
,�5"��$ mRNA #�"��� TpMC4R #�"���"�	��	�5��!,?��� buffer ,	/���"��!,?��� HS024 
�����#��#�� 0.1 nmol 4 !"$l,�5"�����l���� HS024 �����-1
�$
� MC4R ���	��	�5+5� 5
"�
��Z	
#�" MC4R antagonist (HS024) ���$��$��+5�#�"�	��	�5 ��1�$�51�$ HS024 +�1
�$
� MC4R 
����
��/�7!� 9 #�"���"$��#�"�	��	�5  1 "��Z	�0�����$�5Z	#��"����"���$��$��+5� 4 !"�0����$��
��5 HS024 �#��$	�����7����Z	���$��$��+5����	��	�5��!+��?
5�1� 
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 1. 1�$$��% $&�	0�5
�����	�
�+���#�" cDNA �������'�)�#�"��� TpMC4R ���	��	�5��
�����������$
� 1311 bp ��/$��+�5��� ORF 984 bp $�5�/��
�����$
� 327 residues, 5n UTR ��
����	�
�+�������$
� 17 bp ,	/ 3n UTR ����$
� 310 bp 	0�5
�$�5�/��
�#�" TpMC4R ������
�	����	 "$
�	0�5
�$�5�/��
�#�" MC4R ���
�����$�/5'$�
��	
"?��5���" 9 ��'���?��" 61-90% 
,	/��	0�5
�$�5�/��
��������) TM #�" TpMC4R �	����	 "$
�	0�5
�$�5�/��
��������) TM 
#�" MC4R ���
�����$�/5'$�
��	
"��'����/5
� 61-100% 1�$$��% $&�	
$&)/
��"����"#�"��� 
TpMC4R ���	��	�5 �����
����� TpMC4R ��$�5�/��
��	���0�,���"��!����	
$&)/�0��
(���
$���0�������!#�"��� MC4R 5
"�
��
����� TpMC4R $l1/�����������-��$��1
�$
� MSH 
�?���5���$
� MC4R ���	���$�/5'$,#l" ��7!�% $&������
��
�����"���
.��$��
5�$������" 
Phylogenetic tree �������� TpMC4R �������
��
�����"���
.��$��$
���� MC4R ���
�����$�/5'$
�
��	
"?��5���" 9 ,	/��� TpMC4R ����������
��
�����"���
.��$���$	�����"$
��	�$�/5'$,#l"
��$��!��5  
 ��� TpMC4R ��$��,�5"��$����$�/�/#�"$���
.��$���
�����#�"�	��	�5 +5�,$� 
�/�/ 5, 7, 11, 15, 21, 24 ,	/ 48 ?
!�
�"�	
"1�$+5���!��$����"+#�#�"�	��	�5 ���+�- "+#���!+��+5�
�
�$���A�����$l��$��,�5"��$#�"��� TpMC4R 5����?��$
� 4 !",�5"�����l������� TpMC4R �
��
������� maternal ��!��$��-�����51�$,���'�	'$ ,	/����	��,
� mRNA ,
��#� TpMC4R �#���
�	��

�8�	�
����	/���+�8����
�!���,
��+�	+
� 7%$�
�!����#$�#����	��

�����#$	���b
 
8�	�
����	/���+�8�
!�o� (testis) 
�!����#$�#����	��

�,
� mRNA ,
��#� TpMC4R 
�M/8�
���!�����+�� �b
 'Q�b
� (gill), (!� (liver), 3(	/���� (head kidney), 3(	/��+/�� (trunk kidney), 
+��3	2 (intestine), �+2��'�bT
 (muscle) �+� �!�3,/ (ovary) 
�!����#$�#����	��

�,
� mRNA ,
��#� 
TpMC4R 
�M/8����!�($�� �b
 ���'���
�Q�� (stomach) �+�
�!����#$�#����	��

�,
� mRNA 
,
��#� TpMC4R 
�M/8����!�($���#$	�� �b
 �2�� (spleen)  

2. "������%�&�����	��

�,
� mRNA ,
��#� TpMC4R 8���Q�/���bT

�Q��,
�
	�
�8��(/+�	/��,
��+�	+
� 7%$������(
�+�	+
��
�
�Q���!�+� 2 ��!T� �b
 10.00 �. �+� 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

16.00 �. ���/�����	��

�,
� mRNA ,
��#� TpMC4R 8�	�
��(/+�	/���#+!�&������	��


�3�8��
����'�#���!� ����#$'�+� 1 *!$�����/
�
�Q��'�5��#���!�����	��

�,
� mRNA ,
�
�#� TpMC4R +�+�
�/���#�!�	���! ���	 
̀(
 7%$��	��8Q2'Q5��/�����	��

�,
��#� TpMC4R �#���
'�+#$����+�8��
��!� �+�"������%�&��+,
����
�
�Q������	!T��#$�#���
�
�Q���+�	+
�
'�R�'�+� 6, 12, 18 �+� 24 *!$���� ���/�����	��

�,
� mRNA ,
��#� TpMC4R 8�	�
��(/+�
	/���#+!�&������	��

�3�8��
����'�#���!� 7%$�'�+����
�
�Q�� 6 *!$�����#���!����
�	��

�,
� mRNA ,
��#� TpMC4R 
�M/8����!�($���+��#����	��

�,
� mRNA ,
��#� 
TpMC4R '�
$�,%T� '�b$
����'�+�,
����
�
�Q��'�
$�,%T�  
 3. �+�	+
��#$�#���w#� MC4R antagonist (HS024) 3 µg/kg �#����
�3�2�#$'�
$�,%T�(!T��(/8�
*!$�����#$ 3 Q+!�"�����w#� HS024 �+�8��+�	+
���!��$����5 HS024 1 µg/kg ��$��$��+5���!���!�# ��
�
�",����?
!�
�"��! 6 Q+!�"���#���w#� %̀���2"��������(�(/��
�/���#�!�	���! ���	`
(
 �(/"�'Q5�
3�2�/��	��	�5��!��$����5 HS024 �#��$	�����7����,��
���$��$��+5���!���!����	��	�5  ,	/HS024 ��
Z	���$��$�/����$��$��+5��
�",����?
!�
�"��! 3 ,	/ 6  
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	�� 
 1�$$��% $&���#��"��������-�0�#���'	1�$$��% $&����+��?�����#���'	�7��E����$��
% $&���1
��������+5� 4 !"�����-% $&�	0�5
�����	�
�+�5�,	/	0�5
�$�5�/��
�#�" cDNA #�"
���  MC4R ���	�?��5�7!� 9 ��7!�����- "�����
��
�����"���
.��$���/����"��!"��?���� ,	/
�����-�0����������!#�"
�����1�$	0�5
�����	�
�+�5�,	/	0�5
�$�5�/��
�#�"��� MC4R ��
�	�?��5�7!� 9 +5� ��$�
�"�
"�����-�?�#���'		0�5
�����	�
�+�5�,	/	0�5
�$�5�/��
�#�" 
cDNA #�"��� TpMC4R +��?����������� !" ��$��% $&� polymorphism #�"��� MC4R ���	�
�	�5 4 !" polymorphism �
����������!���$��$��+5����	��	�5 4 !"��11/�
.����$���?���� MC4R 
����������7!�"�����0���
�$���
5�	7�$�
�����	��	�5+5� ,������"+�$l�����$��������$��$��,	/
$���
$&���5�	#�"�	
""��1/�$�!��#��"$
������$���0�������!�	����� �$�
�����"�?�� ��� 
POMC, leptin, AgRP 4 !"���"$l����������$��������$��$��+5� 5
"�
��1 "�����$��% $&�$���0�
��� ���! ,	/$��,�5"��$#�"  mRNA #�"���  POMC, leptin, AgRP '�
$� '(
�  ��7!�����- "
����	!��!���������Q�2��#$,
��#� MC4R �/���!��#�
b$� c (/
�������������
� �+�����!�&�
	���+,
��+!����8��+�Q�b
8�	!(��  
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1. LB plate (100 ml) 
��/$��5���  NaCl   1 g 
   Tryptone  1 g 
   Yeast extract  0.5 g 
   Agar   1.5 g 

�����0� DI 100 ml �0�$��Z�����	/	������#��$
�,	/�0�+� autoclave 1�$�
���0�$���� 
plate 

 
2. 2XYT plate (100 ml) 
��/$��5���  NaCl   0.5 g 
   Tryptone  1.6 g 
   Yeast extract  1 g 
   Agar   1.5 g 

�����0� DI 100 ml �0�$��Z�����	/	������#��$
�,	/�0�+� autoclave �	
"1�$�
����"��
������� 9 ,	����� IPTG 100 µl, X-gal 100 µl ,	/ ampicillin 100 µl Z�����	/	������#��$
�,	/
�0�$���� plate 
 
3. SOB (60 ml) 
��/$��5���  NaCl   0.0351 g 
   Tryptone  1.2 g 
   Yeast extract  0.3 g 
   KCl   0.0111 g 

�����0� DI 60 ml �0�$��Z�����	/	������#��$
�,	/�0�+� autoclave �	
"1�$�
����"�����
���� 9 ,	����� 1 M MgSO4·7H2O 600 µl, 1 M MgCl2·6H2O 600 µl Z�����	/	������#��$
� (��$
���"$����������� SOC ��$�/���$��,	/������/$�����7��$
� SOB �$����1/���"��$�����
��� 2 M glucose 600 µl) 

 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

������� �
������ 	��/,w�w
�� 
1. $�������� Holtfreterns solution buffer (2 L) 
��/$��5���  NaCl    7.0 g 

Sodium bicarbonate  0.4 g 
CaCl2 anhydrous   0.2 g 
��7� CaCl2·H2O   0.24 g 
KCl    0.1 g 

�	
"1�$�
���0�$��	/	������0�$	
!����%1�$+���� (DI) 10���� 2 	��� 
 
2. TE buffer (10 ml) 
��/$��5���  1 M Tris-HCl, pH 7.5  0.1 ml 
   0.5 M EDTA   0.02 ml 
 Z�����	/	������#��$
� ,	/��
���������������$
� 10 ml 5�����0� DI 
 
3. ��� Solution I (2 ml) 
��/$��5���  25% sucrose   0.8 ml 

1 M Tris-HCl, pH 8  0.05 ml 
   0.5 M EDTA   0.04 ml 
 Z�����	/	������#��$
� ,	/��
���������������$
� 2 ml 5�����0� DI 
 
4. ��� Solution II (2 ml) 
��/$��5���  25% sucrose   0.8 ml 

25% SDS   0.16 ml  
Z�����	/	������#��$
� ,	/��
���������������$
� 2 ml 5�����0� DI 
 

5. ��� Solution III (��� 3 M potassium acetate pH 5.2) (100 ml) 
?
!"��� potaaium acetate  29.46 g 	/	������0� DI 60 ml ���� glacial acetic acid 11.5 ml 

,	/�����0� DI 28.5 ml  

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

6. ��� transformation buffer (100 ml) 
��/$��5���  PIPES   0.3 g 
   CaCl2·2H2O  0.22 g 
   KCl   1.86 g 

�����0� DI (��!Z���$�� autoclave ����?7��,	��) 80 ml �0�$��Z�����	/	������#��$
� ,	/
��
� pH �������$
� 6.7-6.8 5��� 5 N KOH ,	/��� MnCl2·4H2O 1.09 g �	
"1�$�
���0�$����
�
��������������$
� 100 ml 5�����0� DI ,	/�0�$�� sterilization 5���$��$��"  

 
7. $��������5���l�������E�� 

��$��% $&���
�"����?� β-actin ����������"��" (internal reference) ��7!������
�����E����
$��������/�������������$��,�5"��$#�"��� MC4R ����
��/���"9 4 !"��$��������5���l���
����E�� 
5��?��	����5��!��?�������5���l��� MC4R 5��� 3n UTR #�"�	��	�5 (p3-MC4R) 
,	/�	����5��!��?�������5���l��� β-actin 5��� 3n UTR #�"�	��	�5 (p-Actin) ��!���������#��#��
��!,�����,	/�0�$���17�1�"5���l��� 

$���17�1�"�����#��#�� p3-MC4R 
p3-MC4R    �������#��#��   353.4 ng/µl 
MC4R 3nUTR   ��#��5����$
�   1060 base pair (bp) 
pGEM T easy vector  ��#��5����$
�   3015 bp 
5
"�
�� p3-MC4R   ��#��5����$
�   4075 bp 

���"$��������5���l�������E�������#��#�� 1010 copies/µl 
5�����������������#��#�� 10 
���� ��5������7!���������'���������� 100 µl ���	/	���	����55���l���1/�������#��#������$
� 
1010 copies/µl 

4 !"5���l��� 1 bp   ����0���
$����$
�  1.1x10-15 µg 
 5
"�
�� p3-MC4R  1 copies ����0���
$    = 4075 bp x 1.1 x10-15 µg 
       = 4.4825 x 10-12 µg 
 -�� p3-MC4R  1010 copies ����0���
$     = 4.4825 x 10-12 x 1010 µg 
       =44.825 ng/µl 
5
"�
��-�����"$�������� p3-MC4R �������#��#�� 1010 copies/µl ������� 100 µl 

C1 x V1   = C2 x V2 

353.4 ng/µl x V1  = 44.825 ng/µl x 100 µl 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

    = 12.6839 ~ 12.684 µl 
�����0� DI  87.316 µl   (��7!���
��������������$
� 100 µl)  ,	��Z��������	/	������#��$
� 
�0�$���17�1�"�����#��#��#�" p3-MC4R ������������#��#�� 109, 108, 107, 106, 105, 104, 

103, 102, 101 copies/µl ���	0�5
� 
$���17�1�"�����#��#�� P-Actin 

P-Actin    �������#��#��   3105.2 ng/µl 
β-actin   ��#��5����$
�   505 bp 
pGEM T easy vector  ��#��5����$
�   3015 bp 
5
"�
�� P-Actin  ��#��5����$
�   3520 bp 

���"$��������5���l�������E�������#��#�� 1010 copies/µl 
5�����������������#��#�� 10 
���� ��5������7!���������'���������� 100 µl ���	/	���	����55���l���1/�������#��#������$
� 
1010 copies/µl 

4 !"5���l��� 1 bp   ����0���
$����$
�  1.1x10-15 µg 
 5
"�
�� P-Actin  1 copies ����0���
$    = 3520 bp x 1.1 x10-15 µg 
       = 3.872 x 10-12 µg 
 -�� P-Actin 1010 copies ����0���
$     = 3.872 x 10-12 x 1010 µg 
       = 38.72 ng/µl 
5
"�
��-�����"$�������� P-Actin �������#��#�� 1010 copies/µl ������� 100 µl 

C1 x V1   = C2 x V2 

3105.2 ng/µl x V1  = 38.72 ng/µl x 100 µl 
    = 1.2469 ~ 1.25 µl 

�����0� DI 98.72 µl   (��7!���
��������������$
� 100 µl) ,	��Z��������	/	������#��$
� 
�0�$���17�1�"�����#��#��#�" P-Actin ������������#��#�� 109, 108, 107, 106, 105, 104, 

103, 102, 101 copies/µl ���	0�5
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���������������'� Melting curve 	�� ����������'������ �
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����������'� Melting temperature (TM) curve 
 
�����#�) �. 1 ��� Melting temperature (TM) curve #�"��� TpMC4R ,	/��� β-Actin ����
��/���" 9 
 

TM (oC) 
��
��/ 

TpMC4R β-Actin 

Telencephalon 89.73 83.81 

Metencephalon 89.69 83.90 

Mesencephalon 89.63 83.73 

Diencephalon ,	/ pituitary gland 89.92 83.28 

Gill 90.02 83.73 

Liver 89.86 83.81 

Head kidney 89.89 83.64 

Trunk kidney 89.55 83.54 

Stomach 89.89 83.82 

Intestine 89.95 83.82 

Muscle 89.93 84.12 

Spleen 90.00 83.74 

Ovary 89.83 83.31 

Testis 89.88 83.31 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

�����#�) �. 2 ��� Melting temperature (TM) curve #�"5���l�����E����� TpMC4R (p3-MC4R)  

 
Standard Concentration TM (oC) 
water 0 0 

MC4R 10(4) 10000 90.92 

MC4R 10(5) 100000 90.92 

MC4R 10(6) 1000000 90.89 

MC4R 10(7) 10000000 90.9 

MC4R 10(8) 1E+08 90.89 

MC4R 10(9) 1E+09 91.62 
 
 
�����#�) �. 3 ��� Melting temperature (TM) curve #�"5���l�����E����� β-Actin (P-Actin) 
 

Standard Concentration TM (oC) 

Water 0 0 

Actin 10(2) 100 84 

Actin 10(3) 1000 83.78 

Actin 10(4) 10000 83.89 

Actin 10(5) 100000 83.66 

Actin 10(6) 1000000 83.71 

Actin 10(7) 10000000 83.72 

Actin 10(8) 1E+08 83.74 

Actin 10(9) 1E+09 83.79 
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1. ���*(�+����	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R ��
�, ������ e 
 
�����#�) �. 4 $��������/���������4��/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ����
��/���" 9 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(?��5#�"��
��/) 

1.292 13 .099 19.106 .000 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.219 42 .005 
  

Total 1.511 55    

 
2.  ���*(�+����,/���	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R ����'�����@%

�'�� (Daily feeding)  
     �
�������
�'������  
 
�����#�) �. 5 $��������/���������4��/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���/����"�7�� 
  �����#�"���"���� Telencephalon  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(?��"��	��/����"�7�������) 

.084 3 .028 12.537 .000 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.036 16 .002 
  

Total .119 19    

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

�����#�) �. 6 $��������/���������4��/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���/����"�7�� 
  �����#�"���"���� Mesencephalon   
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(?��"��	��/����"�7�������) 

.074 3 .025 73.294 .000 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.005 16 .000 
  

Total .080 19    

 
�����#�) �. 7 $��������/���������4��/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���/����"�7�� 
  �����#�"���"���� Metencephalon   
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(?��"��	��/����"�7�������) 

.077 3 .026 39.935 .000 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.010 16 .001 
  

Total .088 19    

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

�����#�) �. 8 $��������/���������4��/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���/����"�7�� 
  �����#�"���"���� Diencephalon   
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(?��"��	��/����"�7�������) 

.072 3 .024 41.359 .000 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.009 15 .001 
  

Total .080 18    

 

3.  ���*(�+����,/���	
��

��
� mRNA �
� �� TpMC4R ��
<������
�
�'�� (Fasting  
  period) 
 
�����#�) �. 9 $��������/���������4��/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���;��/$�� 
  �5�����#�"���"���� Telencephalon   
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(?��"��	�#�"$���5�����) 

.145 3 .048 5.752 .007 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.135 16 .008 
  

Total .280 19    

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

�����#�) �. 10 $��������/���������4��/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���;��/$�� 
 �5�����#�"���"���� Mecencephalon   

 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(?��"��	�#�"$���5�����) 

.082 3 .027 7.580 .002 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.057 16 .004 
  

Total .139 19    

 
�����#�) �. 11 $��������/���������4��/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���;��/$�� 
   �5�����#�"���"���� Metencephalon   
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(?��"��	�#�"$���5�����) 

.033 3 .011 7.481 .002 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.024 16 .001 
  

Total .057 19    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

�����#�) �. 12 $��������/���������4��/5
�$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R ���;��/$�� 
   �5�����#�"���"���� Diencephalon   

 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(?��"��	�#�"$���5�����) 

.081 3 .027 49.659 .000 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.009 16 .001 
  

Total .089 19    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

4. ���*(�+����
� MC4R antagonist (HS024) ��

,�������������
����
��� 
 
�����#�) �. 13 $��������/���������4�Z	#�" MC4R antagonist ����
���$��$��+5�#�"�	��	�5 

 

Hour Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

6.873 3 2.291 .482 .698 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

114.071 24 4.753 
  

1h 

Total 120.944 27    

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

437.203 3 145.734 .733 .543 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

4774.523 24 198.938 
  

2h 

Total 5211.726 27    

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

871.417 3 290.472 .461 .712 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

15130.239 24 630.427 
  

3h 

Total 16001.655 27    

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

4812.774 3 1604.258 1.221 .324 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

31542.338 24 1314.264 
  

4h 

Total 36355.112 27    

 

 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

�����#�) �. 13  $��������/���������4�Z	#�" MC4R antagonist ����
���$��$��+5�#�"�	��	�5 (���) 
 

Hour Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

6006.946 3 2002.315 1.325 .289 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

36270.263 24 1511.261 
  

5h 

Total 42277.209 27    

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

6177.640 3 2059.213 1.225 .322 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

40351.444 24 1681.310 
  

6h 

Total 46529.085 27    

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

5737.781 3 1912.594 1.019 .402 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

45062.183 24 1877.591 
  

7h 

Total 50799.965 27    

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

4909.744 3 1636.581 .740 .539 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

53068.255 24 2211.177 
  

8h 

Total 57977.999 27    

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

4581.469 3 1527.156 .735 .541 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

49861.378 24 2077.557 
  

9h 

Total 54442.847 27    

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

�����#�) �. 13  $��������/���������4�Z	#�" MC4R antagonist ����
���$��$��+5�#�"�	��	�5 (���) 
 

Hour Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

6408.630 3 2136.210 .914 .449 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

56123.428 24 2338.476 
  

10h 

Total 62532.058 27    

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

7762.516 3 2587.505 .943 .435 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

65825.804 24 2742.742 
  

11h 

Total 73588.320 27    

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

8273.520 3 2757.840 .974 .421 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

67942.723 24 2830.947 
  

12h 

Total 76216.243 27    

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

5.  ���*(�+����
����a�� MC4R antagonist (HS024) ��
���	
��

��
� mRNA �
�

  �� TpMC4R 
 
�����#�) �. 14  $��������/���������4�Z	#�"$����5 MC4R antagonist (HS024) ���$��,�5"��$

#�" mRNA #�"��� TpMC4R �	
"1�$$����5 4 ?
!�
�" 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

.002 3 .001 1.098 .373 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.012 20 .001 
  

Total .014 23    

 

�����#�) �. 15  $��������/���������4�Z	#�"$����5 MC4R antagonist (HS024) ���$��,�5"��$
#�" mRNA #�"��� TpMC4R �	
"1�$$����5 8 ?
!�
�" 

 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

.002 3 .001 1.998 .147 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.006 20 .000 
  

Total .008 23    

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

�����#�) �. 16  $��������/���������4�Z	#�"$����5 MC4R antagonist (HS024) ���$��,�5"��$
#�" mRNA #�"��� TpMC4R �	
"1�$$����5 12 ?
!�
�" 

 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(�/5
�$����5 HS024) 

.001 3 .000 1.915 .160 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.005 20 .000 
  

Total .007 23    

 

6. ���*(�+����
����	2�
�
���
�� MC4R antagonist (HS024) �����,/���� e ��
���	
�� 

 

��
� mRNA �
� �� TpMC4R  
 
�����#�) �. 17  $��������/���������4�Z	#�"$��,?����"����� MC4R antagonist (HS024) ���/5
�

���" 9 ���$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R �	
"1�$$��,?� 2 ?
!�
�" 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(�/5
�#�"$��,?� HS024) 

.002 3 .001 2.486 .090 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.006 20 .000 
  

Total .008 23    

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

�����#�) �. 18  $��������/���������4�Z	#�"$��,?����"����� MC4R antagonist (HS024) ���/5
�
���" 9 ���$��,�5"��$#�" mRNA #�"��� TpMC4R �	
"1�$$��,?� 4 ?
!�
�" 

 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(�/5
�#�"$��,?� HS024) 

.617 3 .206 354.080 .000 

Within Groups 
(�����	�5��	7!��) 

.012 20 .001 
  

Total .629 23    

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

����,���-���� � 
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