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요 약. 혈중 고 콜레스테롤은 여러 가지 성인병의 원인이 되며 이에 대한 대책이 시급한 실정이다. 세계 

적으로 혈중 콜레스테롤 농도를 낮추기 위한 여러 가지 방법이 시도되고 있으나 획기적인 약재는 개발되지 않 

고 있다. 따라서 본 연구진은 콜레스테롤 생합성과 관계없는 콜레스테롤에스터라제(CEase) 억제제를 이용한 

약재 개발을 목표로 합성 포피린 화합물을 이용한 CEase 억제 활성을 검색하였다. 몇 가지 합성 페닐기치환포 

피린 화합물은 억제활성을 나타내었으며 이들의 억제상수는 F1M 범위에 있었으며, 페닐고리의 치환기는 억제 

활성에 큰 변화를 나타내지는 않는 것으로 나타났다.

ABSTRACT. The high cholesterol level in the blood stream is the main cause for cardiovascular diseases. 

Despite considerable worldwide effort to reduce the blood cholesterol level, we still need a remarkable drug. For 

this reason, the inhibition of cholesterolesterase by synthetic porphyrin complexes was investigated. Some of the 

phenyl substituted porphyrins inhibited the enzyme and the inhibition constant was in the range of |J.M. The sub­

stituents on the phenyl group of tetraphenylporphyrin did not affect much on the inhibition constant.

서 론

혈관내 높은 콜레스테롤 농도에 의한 심장병은 우 

리나라를 비롯한 선진국에서 사망요인 가운데 큰 비 

중을 차지하여 건강에 큰 위협이 되고 있으며, 체내 

콜레스테롤 농도를 낮추려는 여러 가지 연구가 진행 

되고 있다. 그 중에서 콜레스테롤 생합성중 속도조 

절 단계에 관여하는 HMGCoA 환원효소 억제제 연 

구가 가장 활발하고, 이를 이용한 lovastatin같은 약 

이 개발되어 있는데 이 방법은 콜레스테롤 생합성의 

중간 단계를 억제하므로, 다른 스테로이드 생합성을 

방해하게 되어 부작용을 나타내게 된다.心 이에따라 

최근 콜레스테롤 생합성의 나중 단계에 관여하는 스 

콸렌 생성효소를 억제해 콜레스테롤 농도를 낮추려 

는 연구가 활발하며 ,唄 콜레스테롤 전달 단백질의 활 

성을 억제해 혈중 콜레스테롤 농도를 줄이려는 방법 

도 연구중이다H 이 외에도 다른 방법등이 있으나 

HMGCoA 환원효소 억제제외에 다른 방법으로 상용 

화된 것은 없는 실정 이다.

췌 장 콜레스테롤에스테르 가수분해효소(cholesterol­

esterase, EC 3.1.1.13, 이하CEase)는 십이지장으로 분 

비되어 아실글리세롤, 콜레스테릴 에스테르, 그리고 

인지 질을 가수분해한다 장에서 콜레스테롤에스 

테르 가수분해효소의 활성은 음식물중의 콜레스테 

롤을 혈액으로 흡수하는데 필요하다.“心 최근 연구 

에 의하면 이자액에서 이 효소를 제거하면 실험용 

쥐에서 혈류로 흡수되는 콜레스테롤 양을 80%나 줄 
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일 수 있다고 알려지고있다 " 혈중 콜레스테롤 농도 

와 심장병 사이에 직접적인 연관관계가 있기 때문에 

콜레스테롤 농도를 낮추는 물질은 심장병의 예방과 

치료에 사용될 수 있다. CEase는 세린 가수분해효소 

의 일종으로서 활성자리에 세린 잔기를 가지고 있으 

며, 활성부위의 세린 히드록시기가 기질인 콜레스테 

릴에스테르의 카르보닐기를 공격해 아실 효소를 만 

들고, 이 아실 효소는 물분자에 의해 다시 가수분해 

되어 자유로운 효소를 만들게 된다」3 Quinn등은 세 

린 가수분해효소 억제제인 카르밤산 에스테르 화합 

물을 이용해 비가역적인 CEase 억제반응을 연구하 

였다.”

CEase는 활성자리에 콜레스테롤 결합 부위를 가 

지고 있어 소수성 상호작용을 잘 하리라 생각된다. 

실제로 Lin등'5은 이나프틸부틸 카르밤산 에스테르의 

여러 가지 입체이성질체를 사용해 CEase를 비가역적 

으로 억제하는 반응을 연구하였다. 본 저자들은 이미 

이러한 포르피린 화합물을 이용해 세린 가수분해효 

소의 일종인 아세틸콜린 가수분해효소(AChE) 억제반 

응과 쥐를 이용한 in vivo 연구를 통해 잠재적 약제로 

개발할 수 있는 가능성을 발표한 바 있으며," 본 연 

구도 체내 콜레스테롤 농도를 낮추기 위한 기초 연구 

로서 소수성 포르피린 화합물을 이용해 CEase의 가 

역적 억제반응을 연구하였다.

실 험

돼지 이자 콜레스테롤에스테르 가수분해효소(EC 

3.1.1.13)는 Sigma 시약회사에서 구입하여 사용하였 

으며, 효소반응의 기질로는 역시 Sigma사에서 구입 

한 p-니트로페닐 부티르산 에스테르(PNPB＞를 사용 

하였다. 완충용액은 0.1 M, pH 7.3, 0.1 N 염화나트 

륨이 포함된 인산나트륨을 사용하였다. 그리고 포르 

피린 화합물들이 완충용액에 대한 용해도가 높지 않 

기 때문에 에탄올을 보조용매(2%, v/v)로 사용하였다. 

반응은 기질을 포함한 다른 성분이 가해진 1 mL 짜 

리 석영 셀에 효소용액을 넣어서 시작하였다. 모든 

반응은 적어도 두 번 이상 측정하였다. 반응의 경로 

는 Hewlett-Packard사의 HP 8452A 모델 자외선-가시 

광선 분광광도계를 사용하여 400nm에서 p-니트로페 

놀이 생성되는 속도를 추적하였다. 반응온도는 수조 

를 사용하여 25.0±0.1°C로 조절하였다. 반응은 초기 

속도(initial rate)를 측정하거나 적분형 Michaelis-Men- 
ten 반응속도론“으로 반응속도론적 파라미터 인 K„과 

Vmax 값을 흡광도 단위로 구하였다. 효소억제제로 사 

용한 포르피린 화합물들은 문헌상의 방법 危3에 따라 

합성하였다.

결과 및 고찰

몇 가지 포르피린 화합물에 의한 CEase 억제반응 

에 있어서 측정된 속도론적 상수와 억제상수를 

Table 1과 Table 2에 나타냈다. CEase 억제제로 사용 

한 화합물은 기본적으로 테트라페닐포르피린 (TPP) 

기본구조에서 페닐기의 여러위치에 플루오르가 치 

환되어 있는 구조이다(药g. 1). 현재까지 TPP 중심에 

금속(Fe, Zn)이 배위된 것과 배위되지 않은 것등 여 

러 가지 화합물을 합성하였으며, 합성한 몇 가지 화 

합물은 대부분 CEase를 억제하였고 이들중 특히 금 

속이 배위되지 않은 치환된 TPP가 활성이 비교적 

높은 것으로 나타나고 있다. 금속이 배위된 화합물 

들은 용해도 범위내(약 1OO|1M)에서 억제상수를 구 

할 수 있을 만큼 Michaelis상수와 최대속도에 영향을 

주지 못하였다. TPP의 페닐 고리 에 플루오르가 치환 

된 포르피린은 플루오르가 치환된 위치에 큰 상관없

Table 1. Kinetic Parameters for the Control and Inhibi­
tion Reactions by tetra-2,5-difluorophenylporphyrin

[I](卩M) Kn(A) ""A H K/V

0 0.761 2.14x10“ 35.52
5 0.780 2.03X10-2 38.56

10 0.944 1.95x10 2 48.51
20 2.154 2.69x10 2 80.12

、
Table 2. Kinetic
Reactions

and Inhibition Constants for CEase

Compound K,(gM)a K/ Km/Ki

aKj values were determined from K/V vs. [I] replot. 
bKm value was obtained from reference 17. NA: not a- 
vailable

PNPB 0.14±0.01

tetra-2,6-difluoroTPP 8.00±1.03 17.5
tetra-2,5-difluoroTPP 14.6+1.50 10.4
tetra-3,4-difluoroTPP NA 13.4
tetra-3-fluoroTPP 18.8±2.87 1.56
TMpyP (F16TPP) 90.1 ±9.20

1998, Vol. 42, No. 3
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이 효소억제 활성을 나타냈다.

테트라-3-플루오르페닐포르피린의 경우 Km 과 

Vmax를 변화시키는 것으로 보아 순수한 경 쟁적 억 제 

나 비경쟁적 억제는 아닌 것 같고 일종의 혼합형 억 

제제인 것으로 판단된匸효소억 제제가 孫을 변화 

시키는 정도가 Vmax를 변화시키는 정도보다 큰 것으 

로 미루어 경쟁적 억제제에 더 가까울 것으로 생각 

된다. 테트라-2,5-디플루오르페닐포르피린의 경우 

lOpM까지 규칙적으로 Km 값을 변화시키고 2O|1M 

에서는 Vmx어I 조금의 영향을 주기는 하여도 여전히 

Km을 크게 변화시키는 것으로 보아.순수한 경 쟁적 

억제제인 것으로 판단된다. 이들외에도 2,4디플루 

오르페 닐포르피 린 , 3,4-디 플루오르페 닐포르피 린 , F 

4STPPH등으로 억제 연구를 하였지만 용해도 문제 

와 억제정도가 너무 낮아 억제상수를 구하지는 못하 

였다. Table 2에 억제제로 사용한 화합물과 억제상수 

를 나타내었다.

Table 2에서 보듯이 가역적 억제상수 값이 모두 

卩M 범위에 있어 억제상수 값에 큰 차이를 나타내지 

못하고 있다. 가장 낮은 억제상수 값과 가장 높은 억 

제 상수 값 사이에 약 10배 정도 밖에 차이가 나지 

않는다. 화합물의 구조상 이들 억제제들의 차이점은 

포르피린 고리에 붙어있는 페닐기의 치환기가 다르 

다는 것인데 이 결과는 페닐기의 플루오르 치환기의 

위치와 숫자가 효소억제 상수에 큰 영향을 미치지 

못한다는 것을 보여준다. 이러한 결과는 아세틸콜린 

에스테르 가수분해효소 억제효과에 미치는 플루오 

르 치환기의 숫자와 치환 위치의 중요성과는 상반되 

는 결과로서, CEase의 경우 부분전하는 억제효과에 

큰 영향을 미치지 못하는 것을 보여준다. 따라서 효 

소억제에 가장 중요한 요소는 소수성 포르피린 고리 

일 것으로 추정된다. Lin 등은 이나프틸부틸 카르밤 

산 에스테르의 여러 가지 입체 이성질체를 이용해 

CEase 억제반응을 연구했는데, 이들에 의하면 가역 

적 억제상수（K）는 모두 hM 범위에 있어 본 연구에 

서 구한 억제상수 값과 유사한 값을 가지는 것을 보 

여준다 ” 이들은 CEase 기질인 콜레스테릴 에스테 

르의 콜레스테릴 부분이 효소 활성자리의 소수성 지 

역을 차지하며, 이들은 억제제중 이나프틸 부분이 

기질과 마찬가지로 소수성 지역에 결합함으로써 가 

역적 억제를 하는 것으로 설명하고 있다. 본 연구에 

서 사용한 포르피린 고리 또한 소수성 부분이 큰 부 

피를 차지하고 있어 비슷한 방식으로 결합 할 수 있 

으리라 생각되며, 가역적 억제상수 값도 gM 범위에 

있어 이러한 사실을 뒷받침 해준다. 이러한 고찰을 

뒷받침하기 위한 모델링 연구가 진행중이다. Mi- 

chaelis상수 값과 억제상수 사이의 비는 대략 기질과 

억제제의 결합 친화력에 대한 정보를 제공하는데 이 

값들이 TMpyP의 경우 1에 가깝고 가장 큰 경우에도 

20을 넘지 않는다. 이러흔! 결과 역시 CEase와 억제 

제의 상호작용에서 소수성 상호작용의 중요성을 시 

사하고 있다.

이 미 아세 틸콜린에스테르 가수분해효소 억 제반응 

과 in vivo 연구를 통해 이 화합물의 안정성등 몇 가 

지 조사가 되었으므로16 비교적 쉽게 콜레스테롤 농 

도 측정을 할 수 있으리라 기대된다.

본 연구는 한국과학재단 후원 의약자원연구센터 

지원에 의한 것으로 이에 감사를 표합니다.
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