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요 약. 양배추 포스포리파제 D의 기질특이성을 조사하기 위해 아실 사슬의 길이가 틀린 코린 인지질을 

사용하여 그 반응성을 검토하였다. 선택한 아실 사슬은 포화지방산 C&o, C]2：0, C16Q, C2M이었다 이들 인지 

질들의 반응성은 계면활성제 Sodium dodecyl sulfate의 농도에 따라 큰 영향을 받았으며, 아실 사슬길이가 

길어짐에 따라 최적 PC：SDS의 농도비는 1：14 1: 2.2, 1: 2.5, 1： 3.6으로 나타났다. 이와함께, 효소의 최 

적활성을 나타내는 온도도 길이가 길어짐에 따라 20匸 30351, 45로 크게 변화하였다. 이와는 달리 

최적 pH와 Cd?+농도는 사슬길이에 따라 큰 영향을 받지 않았다. 厶林 값은 짧은 아실 사슬의 기질이 가장 

커 가수분해가 잘 일어남을 보여주었으며 사슬길이가 길어질수록 반응속도는 감소하였다.

ABSTRACT. In order to explore a substrate specificity for cabbage phospholipase D, we examined 
the PLD reactivity toward the phosphatidylcholines with different chain length of acyl groups. The selected 
acyl chains were the saturated fatty acid of C&o, C12：o> G&o, and C20Q. The reactivity of these phospholipids 
were dependent largely on the ratio of PC : SDS. The PC : SDS ratio showing the optimal PLD activity 
were found to be 1:1.4, 1:2.2, 1:2.5, and 1:3.6 respectively as the increase of the acyl chain length. Likewise 
the optimum temperature for the maximal PLD activity were altered markedly to 25 30 C 351, 451
when the length of acyl chains increased. On the contrary the pH and concentration of Ca2+ necessary 
for the optimum PLD activity were not altered significantly. The kinetic parameter Vmwi for short acyl 
chain substrate was greater than the values for the longer acyl chain, which indicates the fastest rate 
of hydrolysis. By the same token, the reactivity of longer chain substrate became slower for the hydrolysis 
activity.

서 론

포스포리 파제 D(PLD)(Phosphatidylcholine Phos- 
phatidohydrolase, EC3L44)는 인지 질의 phospho­
diester 결합중 알코올쪽 염기를 가수분해시키는 효 

소로 생성물로 phosphatidic acid와 사용한 기질에 

상응한 염기를 생성한다. PLD는 자연계에 널리 분 

포되어 있으며】 최근 이 효소의 생리기능이 세포내 

신호전달과정과의 연관성 때문에 식물계2나 동물 

계3~5어】 걸쳐 특별한 관심의 대상이 되고 있다. 초기 

PLD연구는 주로 식물계에서 시작되었으며 양배추, 

당근, 땅콩 둥에서 상당량 발견되고 부분적으로 효 

소의 특성이 연구되었으나项 최근에야 순수하게 정 

제된 PLD를 얻을 수 있게 되었다*9
PLD의 활성도는 대 개 기 질로 phosphatidylcholine 
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(PC)를 사용하며, 이 인지질은 수용액에 용해되지 

않기 때문에 다른 인지질 관련 효소들과 마찬가지로 

어떤 형태로든 기질을 균질화시켜야 한다.균질화 

시키기 위해 각종 계면활성제와 유기용매 등이 이 

용되고 있으며 그 중 sodium dodecyl sulfate(SDS) 
를 포함한 anionic amphiphatic 화합물"과 diethyle- 
ther가 대표적으로 사용되고 있다.a 이와 관련하여 

본 연구진에서는 phosphatidic acid를 활성제로 한 

실험'3과 순수한 인지질 베시클만을 이용한 PLD 
활성방법을 검토하였다.“ 촉매 반응 메카니즘 측면의 

연구는 Bruzik와 Tsai”가 인산에 chirality를 갖는 

인지 질을 이용한 입체화학연구로 반응 후 인산의 co- 
nfiguration이 유지되는 것으로 보아 두 단계(two- 
step) 반응 메카니즘일 것이라고 제안하였다. 그러나 

현재 효소활성 부위에 어떤 아미노산잔기가 직접 

관여하는지에 대한 구체적인 증거는 없다. 우리 연 

구진에서는 PLD 활성에 histidine의 imidazole기와 

cystein의 sulfhydryl기가 관여하리라는 결과를 발 

표한 바 있다.7
한편 PLD 반응 메카니즘 규명을 위한 기질특이 

성에 대한 연구는 더욱 제한적이어서 기질모델로 al- 
kylphosphorylcholine을 이용한 실험'&과 우리가 수 

행한 p-nitrophenyl phosphoryl 유도체를 이용한 것 

17°1 보고되어 있을 뿐이다. 그러나 이들은 단일 아 

실기를 갖는 모델화합물로 aliphatic chain 길이에 

따른 반응성을 연구하였으며, 이들 모델들은 diacyl­
glycerol 뼈대를 가지고 있지 않기 때문에 그 해석에 

한계가 있다.'6" 따라서 본 실험에서는 실제 기질의 

기본 구조는 그대로 갖고 있으나 아실기의 길이만 

틀린 PC를 사용하여 양배추 PLD의 반응성을 조사 

하였다. 사용된 PC는 그리세롤 1,2번 위치에 모두 

같은 크기의 '포화지방산을 갖고 있는 것으로 아실 

사슬길이가 C8) C12, c16, C的인 것들을 선택하였다. 

이들 기질을 사용하여 PLD의 반응성 뿐만 아니라 

PLD효소의 특성도 함께 검토하였다.

실 험

시 약 달걀 phosphatidylcholine(PC) 와 합성된 

L-a-dioctanoylphosphatidylcholine(PC(C8：o)). di- 
lauroylphosphatidylcholine(PC(Ci2：o), dipalmitoyl. 

phosphatidylcholine(PC(C16:0), arachidoyl phos- 
phatidylcholine(PC(C2o：o))는 Sigma Chemical Co.로 

부터 구입하였다. Sodium dodecyl sulfate, 2-(N- 
morpholine)ethanesulfonic acid(MES), 2-[tris-(hy- 
droxymethyl)methylamino] -1-ethanesulfonic acid 
(TES) 등도 Sigma와 Aldrich 제품이었다. 그 외 

시약들은 모두 분석용을 구입하여 사용하였다.

양배추 PLD 정제.• 양배추의 PLD 정제는 이미 

보고한7대로 양배추의 즙을 55M에서 열처리하고 

— 20t： 에서 아세톤 앙금을 얻었으며, 이를 Sepha­
dex G-200 column과 DEAE Cellulose 크로마토그 

래피로 처리하고, 마지막으로 affinity 크로마토그래 

피를 거쳐 정제하였다. 정제된 PLD는 ethylene gly- 
col을 넣어 안정화시키고 냉장고에 보관하여 사용 

하였다.

PLD 활성도 측정. PLD의 효소활성도는 생성물 

인 choline을 choline periodide 침전물로 만들어서 

이를 1,2-dichloroethane에 녹이고 이 흡광도를 365 
nm에서 측정하였다.' 실제 반응은 chloroform에 녹 

인 일정량(5>imol)의 기질 PC를 시험관에 넣고 질 

소가스로 유기용매를 완전히 날려보낸 후 여기에 

10 mM MES나 TES(pH 6.3) 완충용액 1 mL를 넣어 

ultrasonication하였다. 이 기질 수용액에 적절한 양 

의 SDS와 CaCL를 각각 0.1 mL씩 넣고 마지막으로 

0.05 mL의 효소용액을 첨가하여 전체 반응부피가 

1.25 mL되게 하였다. 반응은 보통 37t：에서 10분간 

진행시켰으며, 반응 종결은 5% BSA 0.1 mL와 20% 
perchloric acid 0.25 mL-f- 첨가하여 수행하였다； 이 

혼합용액을 잘 섞은 후 원심분리하여 상층액 1 mL를 

가지고 choline periodide 침전을 만들어 choline을 

정량하였다J

결과 및 고찰

계면활성제의 영향. 양배추의 PLD의 활성측정은 

다른 지방질 대사 효소와 마찬가지로 기질인 지방 

질을 균질화시킬 필요가 있다.w 본 실험에서는 기질 

PC를 균질화시키기 위해 계면활성제 SDS를 선택 

하였다. 이 PC-SDS 혼합미셀 체제에서는 기질 PC와 

계면활성제 SDS의 비가 PLD 활성측정에 큰 영향을 

미친다는 것이 알려져 있으며,13 따라서 각 PC들에
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Ftg. 1. The effect of sodium dodecyl sulfate concent­
ration on the activity of phospholipase D. The concen­
tration of PC used was 5 gmol for each reaction mix­
ture. ■ , PC(C&o)； +, PC(Ci2：o)； ▲, PC(Ci6：o)> □, PC 
(C%;0).

대한 SDS의 최적 농도비를 37t：에서 검토하였다 

(Fig. 1). 그 결과 C8인 경우 1:1.4, 瞞인 경우 1: 2.2, 
瞞인 경우 1: 2.5, 財의 경우 1: 3.6으로 나타났다. 

이는 아실 사슬길이가 길어질수록 더 많은 양의 

SDS가 촉매반응에 적합한 PC ： SDS 혼합미셀형성에 

필요하다는 것을 의미한다. 달걀 PC를 이용한 PLD 
활성 측정에서는 PC대 SDS의 비가 1： 0.5로 보고 

되어 있어'3 달걀 PC의 글리세롤 2번 위치에 있는 

사슬이 불포화되어 있다는 사실과 연관되어 있을 

것으로 추정된다. 즉 불포화 지방산의 존재는 포화 

지방산만 있는 인지질의 전이온도보다 상당히 낮은 

것으로 밝혀지고 있다.18 아직 정확한 해답은 힘들 

겠으나 혼합 미셀 형태로서의 PLD 기질도 기질 자 

체의 전이온도와 밀접한 관계가 있는 것처럼 보인다•

Ca2+ 이온의 영향. 양배추 PLD의 활성에는 적 

절한 비율의 계면활성제 이외에도 Ca2+ 이온이 필 

요하다. 따라서 SDS 혼합 미셀 조건에서 Ca2+ 이 

온의 PLD 활성에 대한 영향을 검토하였다务2). 
그림에서 나타났듯이 PC(CQ의 경우를 제외하고는 

모든 肛에서 10mM의 Ca2+ 이온 농도에서 PLD의 

활성이 최고치를 보여주고 있다. 이는 달걀 PC의 

경우와 일치하고 있다.' 아실 사슬길이가 가장 짧은 

Ca의 경우 1.5mM에서 최고의 활성을 보여주고 있 

다. PLD 촉매에서의 Ca奸에 대한 역할이 아직 밝 

혀지지 못한 현재로서는 C8의 경우 왜 낮은 농도의 

Ca?+에서 충분한 활성을 보여주는지 설명하기는 쉽

2
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Fig. 2. The effect of CaC12 concentration on the acti­
vity of phospholipase D in the presence of optimum 
ratio of PC to SDS in different substrates. ■, PC（C8:0）; 
+, PC（Ci2：o）； ▲, PC（C]6：0）； 口，PC（C20：o）.

지 않다. 일부 실험에서 SDS를 이용한 경우 Ca?+가 

SDS의 음성전하를 중화시켜 PLD를 보호한다고 설 

명하고 있으나,'° SDS가 없는 PLD 활성 측정 체제 

에서도 많은 경우 Ca?+가 필요한 것으로 보고되고 

있다. 略 “

pH 및 온도의 영향. PC-SDS-Ca2+ 혼합조건하 

에서 PLD 활성에 대한 pH 영향을 재검토하였으나 

최적 pH는 모든 기질에 대해 6.3~6.5 범위로 나타 

났다. 이는 최적 SDS의 농도나 Ca2+ 농도의 차이 

에도 불구하고 이 활성측정 체제에서는 효소의 고 

유특성인 pH에는 큰 변함이 없다는 것을 확인시켜 

주고 있다. 실제로 계면활성제없는 베시클을 이용한 

활성측정법의 최적 pH에 약간의 변화가 관찰되고 

있다.""

Fig.3은 온도에 따른 PLD 활성의 변화를 보여주 

고 있다. 이 결과는 37M에서 결정한 기질과 계면 

활성제(PC : SDS)의 비율을 그대로 유지한채 온도에 

따른 변화를 관찰한 것으로 아실 사슬길이가 길어 

지면 역시 최적온도도 251 로부터 45笔까지 증가 

함을 보여주고 있다. 즉 혼합미셀의 SDS 농도 경 

우처럼 사슬길이에 따라 전이온도가 높아지면 그에 

따라 최적온도도 높아짐을 알 수 있다. 이 결과는 

긴 사슬을 가진 기질에 이미 다량의 SDS가 혼합미 

셀에 요구되었음에도 불구하고 온도까지도 더 높은 

것이 효소활성에 필요하다는 것을 보여주고 있다.

반응속도 비교. 기질의 아실 사슬길이에 따른 

위의 실험적 조건을 감안하여 각 기질의 농도를 0.5
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Fig. 3. The effect of temperature on the activity of 
phospholipase D in the presence of optimum ratio 
of PC to SDS in different substrates. ■, PC(C8:0); +, 
PC(C12；O)； ▲, PC(C16：O)； □, PC(Cz0：0).

Fig. 4. Lineweaver-Burk plot of the substrate depen­
dence of phospholipase D activity with different le­
ngth of acyl chains. ■, PC(C8:0); +, PC(Ci2:0)； ▲, PC 
(C】6：0)； 口，PC(C2o：O)>

mM에서부터 8mM 범위에서 바꿔가며 효소의 각 

기질에 대한 반응성을 측정하였다. 그 결과를 Fig. 4 
의 Lineweaver-Burk plot으로 표시하였으며, 이 그 

림으로부터 kinetic parameter를 얻었다（7、砌e 1）. 
%袂를 비교하면 PLD는 C8인 경우 제일 빨리 cho- 
line기를 가수분해시키는 것으로 나타났다. 그리고 

Cs인 경우 상당히 속도가 줄어들었으나（爲이나。的 

보다는 반응성이 좋았다. 이는 아실 사슬길이와 반 

응성 관계를 나타내 주는 것으로, 사슬길이가 짧으면 

반응성이 증가한다는 것을 보여주고 있다. （凍과（扇 

의 경우 반응성이 자연계에서 흔히 존재하는 C16〜20 
사이의 PC（달걀 PC의 경우 Ks가 대략 98 nm/ 
min/jig임）와 비견할만하여, 이들 일정한 포화 지방 

산을 갖는 PC들도 PLD기질로 큰 문제가 없음을 알 

수 있다. 한편 K”값에서는 睫인 경우 가장 작은 0.54 
mM을 보여주어 효소-기질 결합측면에서 비교적 

좋은 기질임을 보여주고 있다. 그러나 반응속도가 

가장 높은 C8인 경우 K”값도 높아 상대적으로 효 

소와의 결합능력이 부족함을 나타내 주고 있다. Ci6 
과 （扇의 岛값이 그 중간임을 감안할 때 효소-기질 

결합측면에서는 적절한 길이의 아실 사슬이 효소와 

의 결합에■ 필요함을 암시해 주고 있다.

이 PC-SDS 혼합미셀 체제에서의 실험결과 반응 

성 측면에서 아실 사슬의 길이가 짧으면 짧을수록 

PLD에 의한 촉매반응이 빨라짐을 알 수 있으나 세 

포내에 없는 계면활성제 SDS를 포함하고 있어 자 

Table 1. Kinetic parameters of Cabbage PLD toward 
the PCs with different length of acyl chain

______________ PC(C&°) PC(Ci2：o) PC(C】6：o) PC(Cmo)

Km(mM) 1.67 0.54 1.06 0.85
Vma3t(nmol/min/pg) 1,740 120 76 55

연그대로 세포내 현상을 나타내고 있다고는 볼 수 

없다. 이런 한계에도 불구하고 이 PC모델체계는 단 

일 아실 사슬을 갖는 p-nitrophenylphosphoryl 유 

도체”보다는 예상한대로 규칙적이다. 사슬길이가 

길어지면 최적 반응성을 위해 더 많은 양의 SDS가 

필요하고 더 높은 온도가 요구되고 있다. 그러나 이들 

결과는 위에서 지적한대로 계면활성제외 존재로 

PLD 자체의 구조 변화를 포함 여러 요인의 혼재와 

그에 따른 활성도 측정의 복잡성 때문에 순수한 아실 

사슬길이에 대한 직접적인 반응성 평가에는 한계가 

있다. 따라서 아실 사슬에 대한 PLD 반응성의 더 

정확한 실험은 SDS없는 활성도 측정체제룔 이용하 

거나, 아실 사슬길이는 같으나 불포화 정도가 틀린 

인지질을 기질로 선택하여 실험을 시도해 볼만하다.
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