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　　　In　the　present　study，　we　clarified　the　steroid　hormones　produced　and　their　synthetie

pathways，　particularly　focus㎞g　the　estradioレ17β（E2）synthesis，　irl　the　vitellogenic　ovarian

fO1鼓CleSもO　prOvide泣ifO照at沁R◎跳he　e簸doc血e　C◎nもrd◎f　v誌e恥ge践eS重S蟄ye嚢◎帆a慧，3θ吻1α

二二～％teradtata．至滋aCもV三もe鍍Og醜C◎varta｛rt　fO瓢d＄S　were　iSO賊ed　a三三C疑baもeご賊h　ya（慧◇aC－

tive　13H］pregRenolene　and　｛’‘C］aRdresteRedione　and　steroid　metabolites　were　ideRtif｝ed　by　thin

layer　chromatography（TLC）fo玉lowed　by　recrystaUization　to　constant　specific　activity．　Resωts

obtained　clearly　indicated　that　testosterone　（T）　is　the　substrate　precursor　of　E2　synthesis．　ln

the　vitellogenic　ovarian　foMcles，　the　steroid　metabolites　produced　and　major　pathway　followed

were　pregnenolone，　17－hydroxypregnenolone，　dehydroepiandrosterone，　androstenedione　（AD），

T　and　E2．　AD，　T　and　E2　were　also　present　in　the　serum　of　fish　during　vitellogenesis，　and　senm

leve1◎f　T　was犠e　laghest（3．7　Rgtptl），£◎経owed　by　E2（2．3㎎／認）．丁溢us，もh重s　s撮dy　demeR－

sもraもe戯he　c◎聯1eもe　sもer◎三d◎genic　paもhway◎f　E2　synthes重s蟄もhe◎var童a飛負）1蓋cles　of　ye慧◎wも認，

and　revealed　that　T　is　the　major　precursor　of　E2．

INTRODUCTIeN
　　　IR　Japar｛ese　aqiiaculture，　the　total　production　of　yellewtail，　Se？一iola　qzei？zq2Leradiata，

has　always　contributed　a　maj　or　share　of　the　marine　finfish　production，　approximately

amounting　to　140，000tons　per　year．　Despite　the　great　importance　of　this　species　in

marine　fMfish　aquaculture，　all　juveniles　needed　have　been　caught　from　the，wild　stock　due

to　difficulties　in　obtaining　fertilized　eggs　under　the　captive　eonditions．　However，　the

caもch　of　w簸d　j難ve㎡【e　is　anreliable　and　u叩red三。もable，搬fac鶴f◎y　several　years　c嘘ure

practlces　have　beeR　serious｝y　affected　due　to　a　decrease　in　eatch　of　wild　seedstoek．

Therefore，　a　stable　supply　of　yellowtall　juveniles　is　highly　desirable．　Like　hatchery－reared

broodstock　of　many　comrnercial　fish　species　（Zohar　and　Mylonas，　2001），　female　Japanese

yellowtail　are　unable　to　complete　their　reproductive　cycle　in　captivity．　The　major

endocrinological　dysftmction　invelves　lack　of　the　pituitary　gonadotropin　（GtH）　secretion

respoRsib｝e　f◎r　i嚢d嚢ci鍛g　fiRal◎◎cyもe　maturati◎簸（FOM）もhr（）鞭gh　pr◎ducingもhe搬at疑一

rati◎n一計duci貧g　h◎rm◎ne（醗H）血the　follicular　cells　after　the　e◎mpleti◎n◎f　v翻1◎ge－

nesis．　The　use　of　human　ehorionic　gonadotropin　（HCG）　to　induce　FOM　in　captive

Japanese　yellowtail　（Matsuyama　et　al．，　1996）　has　been　reported．　More　recently，　we

succeeded　in　inducing　maturation　and　artificial　fertilization　of　cultured　yellowtail　by

＊Nagasak重Pre罫ecもura圭1難st三tute・of・Fisher壼es，　Nagasak韮85王一2213，　Japa貧

＊＊Correspo難δi難g　a滋h◎r（董雪搬a濃：r類ya＿1資＠agr．kyミ三sh娘一宇．ac．jp）
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rneans　of　single　injection　of　HCG　（Chuda　et　al．，　2001a，　b），　ln　these　studies，　we　obtained

the　quality　fertilized　eggs　from　the　cultured　broodstock　two　months　prior　to　natural

spawni，ltg　sea＄on　by　HCG　treatment　corabiRed　with　high　water　teraperature　aRd　｝eRg

photoperiod．　For　industriaiization　of　yellowtail　aquaculture，　however，　a　steady　supply　of

薮sh　seed　pr◎伽ced　by◎f套一seaso盈spaw磁心g　sh◎護圭d　be　e＄紬hshed．　T◎eRs慧r愈a繋d　sta樋ze

the　seed　production　of　yeUowtail　by　off－season　spaw血9，　deta且trLformation　of　endocrtne

kinetics　regulating　the　oocyte　growth　and　maturation，　especially　endocrine　inechanism

もhaもreg撮aもes　o難seも◎f　viもe鼓◎geR鰍s　oでP経berty，重s　need¢d．．

　　　Ovarian　development　and　reerudescence　in　teleost　are　regulated　by　pituitary　GtH

through　the　preduetioR　of　ovarian　steroid　hormones．　1）uring　oocyte　viteliogeaesis，　estra一

伽1－17β（E2）is　sy漁esized　by　the姻icular玉ayer　and　s額mulates　the　hep畿ic　producもioハ

of　vitellogen，in　as　a　yolk　precursor　（reviewed　by　Specker　and　Sullivan　1994；　Tyler　and

S£gvtpter　1996）．　To　date，　in　te｝eost　species　maRy　studies　have　beeR　performed　oR　the　E2

production　M　vivo　and　in　vitro．　Results　obtained　，from　these　studies　implicate　that

testosterone　（T）　is　a　substrate　precursor　of　E2　in　most　teleost　species．　Recently，　it　has

bee鼓sh◎w貧that　ir…もele◎就fema｝es　serum　E2　and　T　exert鍛egative　andノ◎r　p◎siもive

feedback　effeets　on　GtH　synthesi＄　and　secretion　（reviewed　in　Linard　et　al．，　i　995；　Schultz

θ若御1995；Tmdaau　a蓑d　PeterJ995）．　Th疑s，　T　see獄sも。　P至ay　s◎艶e㎞po携anもrdes癌

endocr㎞e　cQ魏rol　of　oogenesis㎞㎜any　teleost　species．　However，　dete血nation　of　E2

synthetic　pathway　in　ovarian　folhcles　has　been　conducted　in　a　1irnited　number　of　species．

Of　the　specie＄　＄tudied，　the　coirtp｝et，e　stereidegeriic　pathway　frem　pregRexxo｝oxe　（P5）　tc

E2　has　been　detem血ed　only　in　medaka，　Oγg2iαs　tα⑳83，　where　E2　is　conv¢rted　from　T

（Kobayashi　et　at．，　1996）．　More　recently，　we　dernonstrated　the　complete　＄teroidogenic

paもhway　i嚢．th¢◎varian　fdlicles◎f　bamb◎eleaf　wrasse，　Ps戯毒．doどαわ蹴3　s客θわ。ど（茄，　and　red

seabream，　Pagrus物oγ，　in　which　we　revealed　that　E2　is　synthesized　Via　estrOne（E　1），

b慧も難◎もVia　T（Ohta　et　ffe，　2001a，　b），　These蝕d魂s硬磁caもeもhaもsもer◎id（）g㊧τ疑。　pathway

for　E2　produch，on　differs　among　te｝eost　species，　and　further　suggest　a　possibility　that

intermediate　product（s）　to　E2　synthesis　may　play　a　role　in　feedback　control　for　GtH

sy嚢thes重s　aRd　s魚creti◎貧．

　　　In　the　present　study，．we　elarified　the　biosynthesis　of　steroid　hormones　and　their

synthetic　pathways，　particularly　focusing　the　E2　synthesis，　in　the　vitellogenic　ovarian

f6患。墨es　t◎pr◎vide　i蜘rmation　on嵐e　end◎crine　co蹴◎1◎f　vite1玉◎genesえs鎗yeno碑魎1．

Additionally，　serum　levels　of　sorae　important　steroid　hormones　including　E2　were

assayed．

MATERIALS　AND　METHODS

Hormones　and　ehemicals
　　　Radioactive　1’7－3H（N）］pregRenoloBe　（P5，　780．7GBq／ramol）　aRd　［4－i‘C］axxdrosteRe－

dione　（AD，　2．O　GBq／mmol）　were　purehased　from　New　England　Nuc｝ear　（BestoR，　MA）．

The　radiochemical　purity　of　the＄e　steroids　was　repeatedly　checked　by　TLC　with　two

solve飛もsysもe獄s㎞ediaもe至y　bef◇re轄se．　U難1abeled　ster◎ids　were（）bt滋ned貸（）m　eiもher

Sigma　（St　Louis，　Mo）　or　Stera｝oids　lnc．　（Wilton，　NH）．　Coenzymes，　reagents　and　solvents

were　obtained　from　either　Sigma　or　Wako　（Tokyo，　Japan）．
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Animals
　　　Four－year－o｝d　ma｝e　and　£emale　yellowtail　（7．7－IO．O　kg）　were　obtainect　frova

b罫（）odst◎dく：ma主唱もai．ried　at，もh愈＄ea　p《∋識s　o罫Nagasak圭Pre罫ecもgra｝王盤sもiも慧もe◎f　Fish．erieg，，

japan．　Prior　te　t，he　initiation　o£　experiment，　fish　were　moved　to　the　concrete　ta，nk　ef　thl＄

farm　circulated　with　rulmjllg　s㈱water　under　a　photoperiod　of　18L：6D　at　18一ユ9℃dur㎞g

their　spawning　season　in　April，　1999．　A．fter　anesthetizing　with　2－phenoxyethanol　（．300

ppm），　four　females　which　had　ovarles　wi’th　vitellogenic　oocytes　of　68e－720pam　in，　d．iavaeter

were　selecもed　by　ovari＆R　bl、Opsy．　Bま（）od　sa即1es　were　c◎1圭ected　fr◎mもhe　ca鷲d撚v黛＄鰍

殺s㎞gsyringes難ed賊h　18礪a船齢醗ed玉es　a鍛d　ce嚢t懸1ged　aも3，000　rpm、☆）r　20繍、．．　T：h．e

separated　serum　was　storeei　at　一30”C，　untll　assayed　for　steroid　level．　Fish　were　sacrifieed

by　decapitation　and　ovaries　were　removed．　For　ovarian　histology，　small　ovarian　fragrnent，＄

were　fixed　in　Bouin’s　solutio．　n，　d（／）．hyclrated，　and　embedded　iB　Technovit　resi．n　（Kulze’r，

Wehrheim）．　For　light　microscopy，　4－zeRx－thick　sections　were　cut　aRd　stained　with　Y／，

to｝tiidiRe　blge　sc｝utok．　The　deve圭OP一回al　sも＆ge　of　oocyもes　collecもed　fr◎獄f◎鴛漁sh　w撚

late　vite｝logenic　stage．　ClassMcati，ozz　of　eocyte　stage　ef　yelloxvtail　has　beexx　prGviously

described　（Rahman　et　al．，　2001）．　M’for　TLC　sarnples，　ovaries　were　placed　in　a　Petri　di＄h

containing　ice－cold　Leibovitz’g．　1．r115　culture　mediurn　（GIBCO，　Rockville，　Marylland），

biifferecl　wtth　O．02　M　HEPII．1．S，　pK　7．6．　Ovaries　were　theR　cut　i．Rto　sraa｝1　fragrfi，exx’ts．　aT｝¢i

Placed蟄も。　s熱all　Peもri　dishes　co識捻iniftg　fresh　cold　me（薮嚢m．　After　separa綴繋9もh．e鎗捻。．t，

oocytes　by　forceps，　twenty　sampiGs，　each　contaitmg　200　oocytes　collected　｛’rora　the　most，

advanced　group　of　oocytes，　were　frozen　with　liquid　nitrogen　and　stored　at　一800C　until

use．

in　vitro　fe皿ide　h数e曲atiOR　wi漁radio璽abe至ed　steroidρrec撹rsors

　　　Ovarian　follicles　（200，）　were　incubated　wtth　17－3H（N）］P5　（780．7GBq／mrnol，　58×104

dpm）　and　［4一’‘C］AD　（2．OGBq／rnrnol，　1．2×10‘dpm），　10mM　NAD，　NADH，　NADP　and

NADPH　in　1．3　ml　incubation　buffc，r　（20cr　O　mM　sucrose，　20mM　HEPES，　with　pH　7．，”）’　adjus　ted

by　NaOH）　at　180C　for　2　h　with　co／msta，　nt　shaking．　At　the　end　of　incubation，　steroids　were

exもra、ctedもhree　times　fr◎m嵐e癬α．痴a穏。難慮も“re　w誌h　4，　vd．　of　dichloromethane．丁難¢

exもracもed　s（）1就ioR　w哉s　cO識。¢慧鍵田疎d　a貰（董＆P郵）lied　o蓑aglass　TLC　pla艶（M：erck）w嚢h

non－radioactive　staRdard　steroids，　progesterone　（P），　AD，　17－hydroxv．　progestL’erorte

（17－P），　T，　El，　E2，　17，　20B　一dihydroxy－4－pregnen－3－one　（17，　20　B－P），　17，　20av　・・ri／ihy－

droxy－4－pregnen－3一一〇ne（17，20α一P）and　l　7，20β，21－tr血ydroxy－4－pregnen－3－Qne（20

β一S），a鍛d　developed　i識benzene：畿。蕊◎践e（4：三）sysもer獲．　Sもandard（4－preg捻e黙e）s艶roi（is

were　deもecもed賊h嘘ra蜘至就㎏hも（UV　absorpもiOR　aも254　Rm），5－Preg叢e繋e撚d　red鷺（こ愈d

steroids　were　made　visible　by　＄prayang　the　TLC　plate　with　antimony　trichloride　iri　glacial

acetic　acid　（1：1　vfv）　and　then　heating　at　950C　fo，r　10min．　Radioactive　steroids　wc？．’re

detected　by　autoradiography　using　a　BAS　I　OOO　bio－imagirtg　aRa｝yzer　（Foji　1“llm），　．　The

radi◎ttctive　baRdsもhミ淫s　de艶。糠i　were　scraped　off撫e　plate　aRd　ex鞭acもed　three．糠搬es

frem　the　silica　gel　with　3　mi　ot’　diethy］，　ether．　Steroid　raetabeli．tes　were　identified，　．by　’t，heir

chromatographic　mobiljties　on，　TLC　developed　with　three　solvent　systems　using　different

combinations　of　solvent　syst，ems　lik／e　benzene　：　acetone　（4：1　by　vol．），　benzene　：　chloroform

：　diethyl　ether　：　methanol　（2：2：1：1　by　vol．），　chloroform：　ethyl　acetate　（2：1　by　vol．），　and

benzene：methano1（9：エby　vOD。　Me捻b◎批es　were　Conf重rmed　by　recrySta簸捻a敏）簑もO

c◎茎｝sもaRもsped鎧。　acもiviもy（Axe鋤od　etα，乙．事1965）．　Eight熱三下ra搬s◎f　carrier　steeroiCi＄wer¢
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use．d　for　recrystallization，　except　for　17一一hydroxypregnenolone　（17－P5）．　Due　to　low　solu－

b撫もyi難solvenもs，　only　2　mg◎f　l　7－Po「was鷺sed．　Ra（灘oa磁viもy　was　meas鷺red　by　a

＄d就灘atiOR　C◎u厩er（Beck獄a難しS－6500）．　There　was　a　li簡約d至∫ferer蓋ce重R　met哉bo難もe　pa急一

te．r／ns　of　fobicles　sampled，　from　four　fish，　therefore，　we　used　fohieles　derived　from　one．

Steroid　hormone　measurement
　　　Steroid　hormones　in　serum　were　extracted　two　times　wit，h　10　volurne　of　diethyl　ether，

t；he　extracts　redissol’ved　aRd　the　steroid　hormones　measured　by　ELISA．　Seru，／rn　E．2　and

AD　were　meas“red　by　E繋zy難e王鯉山漁磁｝oa＄say　Kits　deve1◎P¢d　by　Ca｝職a鍛Chem叢ca1（MD

a“，d　Oxford　Biomed．ica｝　Research　lnc．　（MI）　respective，ly．　The　ELISA　for　’i’　were　as

described　by　Ohta　et　ex，1．，　（2001a）．

Statistics

　　　Serum　steroid　hormone　levels　of　E2，　T　and　AD　were　represented　by　mean：士SEM

（lt＝・：一一4），　corripared　and　analyzed　by　one－way　ANOVA，　fo｝｝owed，　by　Tukey－Kramer　tiest．

RESULTS

Identification　of　radioactive　metabolites

　　　After　incubating　late　vitellogenic　oocytes　with　［3H］P5， six　steroid　hormones，　including

13HIP5 114C］AD

AD　．　e

　　　　　　　P5　－1レ　　・へ鱒…｝

DHEA＆17．P＿レO・

壌7。P5一レ　鎖緊

．

↑
↑
‡

・
疑

．

AD
56－Androstan－
　　3P－ol－17－one

sct－Androstan－
　　3P－ol－17－one

E2
T
A5

1720β一P5一レ・瀞． ＜トUK

＜トUK

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0屯総

Fig．　i．　Autoradiograms　of　stereid／　eta’bolites　incubated　with　｛3H］pregReRo｝oRe　？’knd

　　　　　　Ia4Cjandro＄tenedione　from　the　vitellogenic　ovarian　follaeles　of　yellowtail．　Aft；c｝．r

　　　　　　2h　incubation，　steroids　metab．　ol．ites　were　extracted　from　rnedia　and　foMcular

　　　　　　tissues　ar’td　separated　by　TLC　with　benzene　：　acetone　（4：1）　solvent　sy＄tem．

　　　　　　Autorad．iogram　of　metabolite　DHEA　g．　craped　from　TL（1，　plate　and　further　rechro－

　　　　　　matographed　on　TLC　and　separated　into　two　rfletabolitieg，　DHEA　and　17－hydrox－

　　　　　　ypr◎9㈱飴r◎．Re賊h　ch孟oroform：e漁y蓋acetate（2二1）so茎venもsンstem．．AD，

　　　　　　＆難（蓬ro＄も愈捻e（嚢。勲e；P5，　pre暮Rerし。玉ORe；D｝至建A，　deky（irOey）重aRdroster◎ke；17一や，

　　　　　　17－hydr（／　xyprogesteroRe；　！7一一P5，　i　7－hydrexypregRemolone；　i　7，　20）8－P5，　5・・一preg－

　　　　　　nene－3B，　17，　20B－trio｝；　E2，　estradiol－17B；　T，　testosterone；　A5，　androstenediol；

　　　　　　UK，　unknown．
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Ta嚢｝蓋e　L　　Steroid　metab（）蕪tes　and　specif圭。　act圭v猛y◎f　crysta璽s

Metabolites
＄峯）磁C勲aCtivity　Of　CrySta孟S（Cpm　mg一孟）

1st 2nd 3rd 4th 5th

Androstenedione　（AD）

Pregtienolone　（P5）

．1　7一・｝lydroxyprogesterone　（1　7－P）

17－IHydroxypregnenolone　（1　7－P5）

Te＄tosterone　（T）

408
112

135

671

21

376
114

128

650

30

395

114

128

583

20

393
107

127

688
20

310
112

102

689

20

Solvent　pairs：　l　st，　dichloromethane　＆　n－heptane；　2nd，　dichloromethane　＆　n－hexane；

3rd，　chloroforrn　＆　n－heptane；　4th，　chloroform　＆　n一・・hexane；　5th，　ethanol　＆　water．

Table　2． Ac蓑v鷲y　Gf搬eもab◎蟻es　reCQV’ered　fro】餓ye圭茎◎畷；ai韮ovar孟a蓑fo玉茎ic至es

熱e穀垂｝aもe（墨w圭もh【3］H］Ps　an（至【鱒CIAD　durktg　v誌e銭◎geRes重s

Acも圭viもy（dp】餓）

Metaboljte＄
｛3H］P5 ｛i4C］flj）

Androstenedione　（AD）

Pregnenolone　（P5）

Dehydroepiandrosterone　（DHEA）

17－Hydroxyprogesteone　（17－P）

17－Hydroxypregnenolone　（17－P5）

’1’estosterone　（T）

Androstenediol　（A5）

Estradiol－17B　（E2）

5B－Androstan－3β一〇レ17－one

sa－Androstan－3B－o｝一17－one

5－PregneRe－3B，　17，　2eB－trio｝　（17，　20B一一P5）

36，000

4，050

14，500

3，511

5，650

ND
　ND
　ND

ND
ND
6，700

56，850

　ND
　ND
　ND
　ND
2，400

　　547

　　740

3，073

2，420

ND

餐D，R（）t　detect縦b圭e

four　C21　steroids　and　two　C　19　steroids，　eould　be　detected　（Fig．　1）．　During　incubation，

the　steroid　metabolites　produced　were　AD，　17－P，　P5　（precursor），　dehydroepiandros－

terone　（DHEA），　17－P5　and　5－pregnene－3×3，17，　20B－triol　（17，　20B－P5）．　During　ineu－

bation　with　［！4C］AD，　nine　steroid　bands　were　produced．　Among　the　bands，　only　six　were

identi，ified．　The　metabolites　were　AD，　5B－androstan－3B－ol－17－one，　5a－androstan－3B

－ol－17－one，　E2，　T　and　androstenediol　（A5）．　Due　to　isopolarity　of　DHEA　and　17－P　on　TLC

in　benzene　：　aeetone　solvent　system，　these　two　E　teroids　were　separated　using　the　chlo－

roform：　ethyl　acetate　（2：1）　system．　ldentity　of　five　metabolites　was　confirmed　by　reerys－

tallization　te　constant　specptc　activity　（Table　．1）．　ldentifications　of　E2　and　A5　were　con一一

飯m愈dα猛ybyもheir　chr◎maも◎g卿hic　m．◎b蹴沁s◎簑TLC　usl㎎acombinatio獄◎f　sdv磁
systeras　（beRzeRe　：　aceteRe＝4：1；　chlgroforra　：　ethy｝　aeetat・e＝2：1；　benzeRe　：　methakol　＝9：　D．

猛was　ROt　p（）ssibleも◎car罫y◎銭tもheir　recrysta撫zatめn　d難e　t◎玉ack◎f　req樋red　radめac高高y．

　　　Of　the　major　rriet．abe｝ites　identified　〈3uring　iRcubatioR，　AD　shewed　the　highest

intemsity　for　syRthesis，　followed　by　DHEA，　1，7－P5，　P5，　17－P　and　T，　whereas　the　lowest
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intensity　was　found　in　the　synthesis　of　E2　and　A5　（Table　2）．

Semm　steroi曲。㎜one　lev¢1s
　　　E2　and　its　int，ermediate　metabolites，　AD　and　T，　produced　in　the　vitellogenic　ovarian

負）Rlcles　of　yelowζa遍γ乙幽寂。　wもre　also　p驚senUn漁e　b1◎◎d．　M¢an　arしd　SEM◎f　ser殺m　E2，

T　and　AP　levels　of　four　fish　were　2，3±1．2ng／m｝，　3．7±1．3ng／rnl　and　1．0±O．1ng／ir｛1，

respectively　（Fig．　2），　．　The　mean　value　of　T　was　the．　highest，　followed　by　E2　and　AI）　（P〈

O．05）．

（
二
E
2
》
望
。
お
■
∈
2
0
ω

7．5

s．e

2s5

e．e

E2 T AD
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Stero濠ds

Fig．　2．　Serura　levels　of　E2，　T　and　AD　in　femaie　yel－

　　　　　　lowtail　during　vitellogenesis．　Each　value　is　the

　　　　　　mean±SEM　（n＝4）．　Statistically　signiJficant　dif－

　　　　　　ferences　betweeR　group＄　are　shown　by　dif－

　　　　　　ferent　letters　（V〈O．e5）．

DISouSSION

　　　Whexx　vltellogenic　fc｝｝ic｝es　cf　ye］，｝owtail　were　ixcllbated　with　1＃H］P5，　the　major

metabolites　were　P，5，　i　7－P5，　i　7－P，　DHEA　and　AD．　Progesterone　（P）　was　not　found　in　any

tncubate．　These　results　inodcate　that　there　are　two　possible　pathways　from　17－P5　’to　AD

production　in　the　vitellogeni，c　ovariaR　fo｝｝ic｝es　o£　yellowtai｝，　via　17－P　er　DHEA．　The

biesytthetie　inteRsity　of　DHEA，　hewever，　was　4－times　greater　thaii　that　of　17－P　（Table

2），　it　is　likely　that　pathway　mainly　followed　through　DHEA　to　AD．　When　［i“C］AD　was　used

as　precursor，　some　raetabolites　including　E2，　T　and　A5　were　produced．　This　resultclearly

熱dic裁tes　thaもAD　was　corとver毒ed雛◎E2　via　T．　Sr瞼慧prod殺e雛◎簑of　A5搬ay　be　du航（）もhe

reversible　reaction　by　3B－hydroxysteroid　dehydrogenase　（3B－HSD）　from　T　to　A5　in　the

in　vitro　eondition．　Thus，　the　present　study　identified　all　the　steroid　hormones　produced

and　demonstrated撫at　E2　was　synthes伽d　through　a　ma30r　pathway　from　P5　via　17－P5，

DHEA，　AII＞　and　T　（Fig．　3）．
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Steroidogenic　pathway　of　estradiol－17B　biosynthe＄is　in　yellowtail　ovarian

f◎墨cles　dur漁9もhe　viもe慧◎ge醜stage．

　　　Of　the　teleost　species　studied，　the　complete　steroidogenic　pathway　from　preg－

neRo｝oRe　（P5）　te　E2　has　beeR　determmed　eniy　iR　three　species，　rftedaka，　bamboo｝ea£

wrasse　a丑d　r¢d　seabreafn．　王叢もhe　vlte簸◎9磁豆。◎varian致）磁des　of澱ed歌kξ送，　substrate　pr黛一

eursor　of　E2　is　T，　although　AD　is　converted　from　17－P　（Kobayashi　et　ae．，　1996）．　ln

contrast，　E2　is　synthesized　via　E　l，　not　via　T，　in　the　vitellogenic　ovarian　follicles　of

bambooleaf　wrasse　（Ohta　et　al．，　2001a）　and　red　seabream　（Ohta　et　al．，　2001b）．　Both

inedaka　aRd　ye｝｝owtai｝　are　gonochoristie　species，　while　bambooleaf　wrasse　and　red

seabream　have　a　bisexual　period　ii｝　their　1，ife．　The　bambooleaf　wrasse　exhibits　diandrie

protogyny；　functional　female＄　ehange　the　sex　to　secondary　males　with　terminai－phase

appearance　（Nakazono，　1979，　）．　The　sexual　pattern　of　the　red　seabream　is　gonochorism

with　a　bisexual　juvenile　stage；　testes　originate　from　the　underdeveloped　ovary　via　a

bisexual　gomad　in　the　juvenile　stage　（Matsuyama　et　at．，　1988）．
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　　　In　general，　gonadal　steroid　hormones　are　likely　to　play　an　important　role　in　sex

change。　In　protogynous　species，　androgen　tre就ments　have　geれerally　been　sh◎wn　to　be

effective　in　inducing　female－to－ma｝e　inversions．　IR　protogynotts．　wrasses，　treatments　of　T

and／or　l　l－ketotestosterone　（11－KT，　an　active　androgen　in　teleost　rnale）　induce　body

co1◎r　cha鼓ge　a猟シ◎r　goriadal　re’versal（Re㎞b◎もh，ユ975；Kramer榔砿1988；Grober・et・al．，

1991）．　Treatments　with　synthetic，　aromatizable　17a－methyltestosterone　（MT）　have　been

shown　to　be　effective　in　different　species　of　groupers　（Baroil］er　et　at．，　1999）．　These　faets

s嚢99est　a　p◎ssibihty　thaも　｝◎w（）r　x（）pro伽cti◎n（）f　T面出e◎var業aR　f｛）患des盈もha負sh　llke

bambooleaf　wrasse　and　red　seabream　may　be　related　to　sex　reversal　in　their　life　cycles．

Ovarian　T　production　that　ex¢eeds　a　certain　threshold　may　affect　the　maintenance　of

ovariaR　＄tructiire　aRd　fwwetigA　in　the　female　phase　of　these　spee2es．

　　　Recently，　it　has　been　shown　that　in　teleost　female　serum　E2　and　T　exert　negative

artd！or　positive　feedbaek　effects　on　GtH　synthe＄is　and　secretion　（reviewed　in　Linard　et　ag．，

1995；　Schnitz　et　at．，　1995；　Trudeau　and　Peter，　1995）．　lt　is　unknewn，　however，　whether

the　action　of　T　is　direet　or　indirect　via　conversion　to　E2　or　other　androgenic　metabolites，

The　pr《｝sent　sも慧dy　dem◎nsもrated　thatもhe　substraもe　prec慧rsor　of　E2　is　T血the　v誌e鼓◎ge繋ic

ovarian　fo｝licles　ef　yeliowtail．　Moreover，　considerable　levels　of　E　2　and　T　were　confirmed

in　the　blood　in　which　T　levels　were　higher　than　t，hat　of　E2．　Therefore，　also　in　yellowtail，

E2　and　T　raay　exert　Regative　axx（1／or　pesitive　feedback　effects　czz　GtH　symthesi＄　and　secre－

tion　as　shown　in　some　teleost　species．　Future　study　is　necessary　to　examine　whether　any

．feedback　effects　of　T　on　the　brain－pituitary－gonad　axig．　of　yellowtail　are　present．　lf　so，

eharacterizati◎勤◎f　a鍛dr◎ge鶏recept◎r　aΣ董dもhe　p◎ss宝bi1誌y◎f　T　c◎鍛v¢rsi◎熱叢nt（）other

steroids血bra㎞and　pituitary　have　to　be　conducted　tn　order　to　clarify　whether　the　effect

of　T　is　direct　or　indirect．　Mole¢ulat　cloning　of　GtH－1　and　一R　of　yelloNvtail　is　underway．
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