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Phosphatidate phosphohydrolase(PAPXEC. 3.1.3.4)는 

phosphatidate(PA)의 인산에스텔 결합을 가수 분해시 

켜 diacylglycerol(DAG)오+ 인산으로 나눈다. 이 효소는 

세포 신호 전달 과정에 관여하는 PA를 DAG로 변환 

시킴으로써 그 중요성이 부각되고 있다」즉 phos­

pholipase D(PLD)에 의해 생성된 PA 신호를 또 다른 

신호인 DAG로 바꾸어줌으로써 PLD-PAP 계열 신호 

전달 과정의 조절 단계에 관여 하는 것으로 알려졌 

다.2 PA는 몇 세포에서 강력한 세포핵 분열 촉진 효 

과를 가지고 있으며, 이와 더불어 neutrophils의 

respiratory burst를 자극하고' monoacylglycerol acyl- 

transferase-g- 활성화시 키고 있다/1 그 외 phos­

pholipase C-矿와 Ras6등도 활성화시킨다. PAP 또는 

PLC에 의해 생성된 DAG는 DNA 합성 유도,' oocyte 

maturation,8 fibroblast의 형태 변환°등을 유발시키는 

것으로 밝혀지고 있다.

PAP는 자연계에 널리 분포되어 있는 것으로 알려 

져 있으며 주로 동물계에서 정제가 시도되고 있다. 

현재 그 기능에 따라 두 형태의 PAP가 알려져 있다. 

PAP-1 은 glycerolipid의 대사에 관여하는 것으로 Mg2+ 

이온에 의존하며 N-ethylmaleimide에 의해 강력히 저 

해된다. 주로 세포액이나 소포체에 존재하는 것으로 

알려져있다. PAP-2는 세포 신호에 관여하는 것으로 

추정되며 세포막에 존재하며 Mg*와 N-ethylmalei- 

mide의 영향을 받지 않는다」쥐 뇌와 다른 조직에 널 

리 두 형태의 PAP가 함께 존재하며 효소의 양은 조 

직에 따라 변하고 있다. 뇌와 지방조직에는 PAP-1 이 

많은 반면 PAP-2는 비교적 고르게 분포 되어 있다「° 

효모에서도 세포막에 부착된 PAP가 비교적 상세히 

연구되어 있다.'"2

현재 원핵 세포에서는 PAP의 존재가 아직 분명하 

지 않다. 그람으성인 대장균의 경우 phosphogly- 

ceride의 합성이 CDP-diacylglycerol을 통하여 이루어 

지며 대사적으로 DAG가 검출되지 않는 것으로 보 

아 PAP의 존재가 의심스럽다. 그람-양성 인 바실러스 

의 경우 DAG를 포함하여 중성 지질이 존재하므로 

PAP의 존재 가능성이 추정되나 이에 대한 연구는 

보고되어 있지 않다. 따라서 본 연구에서는 바실러스 

균주의 세포액 내 PAP 특성을 연구하기 위해 그 정 

제 방법의 수립을 시도하였다.

수확한 pellet 상태의 B. subtilis^ 12 g을 1 mM 

EDTA, 0.3 M sucrose, 10 mM 2-mercaptoethanol과 

100 mM phenylmethylsulfonyl fluoride를 포함한 50 

mM Tris-maleate(pH 7.0) 50 mL에서 세포 파쇄기로 

파쇄 한 후 25,000xg에서 10분간 원심분리하여 세 

포찌꺼기를 제거하였다. 이 세포 상층액을 다시 100, 

000xg에서 1시간 원심 분리하여 세포액과 소포체 

분획으로 나누었다. 이 들 세포 분획의 PAP를 각각 

검토한 결과 PAP의 활성이 비슷한 양(5:5)으로 존재 

함을 확인하였다. 이 결과는 효모의 3:7과 비교하면 

바실러스는 세포액에 더 많은 PAP가 있는 것으로 

보인다" 세포액을 효소원으로 활성 측정의 최적 조 

건을 검토한 결과 30°C에서 30분간 그리고 1,200X 

g까지 PAP의 활성이 직선 관계를 유지하는 것으로
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Fig. 1. DEAE-cellulose chromatography of Bacillus sub­
tilis cytosolic PAP. Fractions of 5.4 mL were eluted with 
0사）.5 M NaCl linear gradient. •, PAP activity; O, pro­
tein concentration.

나타났다.

PAP의 정제는 우선 세포액 분획 150 mL를 1 mM 

MgCl2, 5 mM 2-mercaptoethanol, 20% 이ycerol을 포 

함한 10 mM Tris-maleate(pH 7.5)에서 하룻밤 투석 

한 후, 같은 완충 용액으로 평형시킨 DEAE-cel- 

lulose 50mL에 흡착시 켰다. 그리고 0.5 M NaCl을 

이용해 직선 농도 기울기로 용출시켰다. 이 때 한 분 

획은 5.4 mL 였으며 이 양을 용출시키는 데는 대략 

15분 걸렸다. PAP 활성과 단백질 봉우리가 빗겨나가 

원래 상층액과 비교하면 약 3배의 정제 효과가 있었 

으며 회수율은 62%였다(药g. 1). 여기서 얻은 PAP 
활성 분획 (#19-#34) 87 mL에 ammonium sulfate 12.4 

g을 첨가하여 1 M이 되게 한 후 phenyl-Sepharose 4 

mL에 흡착시키고 염이 없는 완충 용액으로 1.85 

mL/8 min 속도로 용출시 켰다(Eg. 2). 그 결과 spec­

ific activity/)- 23번 분획 에서 약 2.5배 가량 증가하였

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o

1
 

9
 

7
 

5
 

3
 

1
 

1

6
 트

言
耳

--------------------------------------------------------------0

10 20 30 40 50

a
E
"
u
느
 드s

온
 d

6
 

5
 

3
 

2

0

Fraction number

Fig. 2. Phenyl Sepharose chromatography of Bacillus - 
subtilis cytosolic PAP. Fractions of 1.85 mL~wefe 이uted 
with 1.0-0 M ammonium sulfate linear gradient. •, 
PAP activity; O, protein concentration.
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Fig. 3. Hydroxyapatite chromatography of Bacillus sub­
tilis cytosolic PAP. Fractions of 3.0 mL were eluted 
with 5-100 mM phosphate linear gradient. •, PAP ac­
tivity; O, protein concentration.

다. 31 번 분획의 PAP 봉우리는 단백질과 함께 쏟아 

져 나온 것으로 specific activity는 비교적 적게 나왔 

다. 여기서는 전체 PAP의 약 90 %가 회수된 것으로 

보였다. 세 번째 정제과정은 hydroxyapatite column 

으로 글리 세롤 없이 1 mM MgCl?와 5 mM 2-mer- 

captoethanol을 포함하는 5 mM KH2PO4(pH 7.5)로 

phenyl Sepharose 분획 19-31 사이 24 mL를 투석 한 

후 6.7 mL column에 흡착시 켰다. PAP 용출은 3.0 

mL/12 min의 속도로 phosphate 5-100 mM 직 선 기 울 

기로 하였다(Fig. 3). 이 때 specific activity는 상당히 

증가해 125 HU/mg으로 나타났다. 그리고 전체 PAP 

회수율이 이 경우 130%로 계산되었다. 아마도 이 정 

제 단계에서 PAP 활성에 큰 변화를 일으키는 어떤 

요인이 관여 되어 있을 것으로 보이나 확인 할 수 없 

었다. PAP 활성이 가장 높은 분획 23과 25사이 9 

mL를 ultrafree-CL filter를 이용해 0.5 mL로 농축시 

킨 후, 네 번째로 Sephacryl S-300 column(1.2x45 

cm)에 넣었다. 이 column은 50 mM Tris-maleate pH 

7.5, 1 mM MgCl2, 5 mM 2-mercaptoethanol과 30 

mM NaCH로 용출하였다. 용출 속도는 9.6 mL/hr로 1 

mL씩 60분획을 받았다. Fig. 4에서 보듯이 Sepha­

cryl S-300에서 PAP 봉우리가 분획 45를 전후해서 

검출 되었으며 단백질 봉우리는 분획 37-38에서 나 

타나 효율적인 분리가 이루어 졌음을 보여주고 있 

다. 이 때 specific activity는 4,324 卩U/mg으로 크게 

증가하였으나 전체 회수율은 비교적 낮아 30% 정도 

를 나타냈다. 여기서 얻어진 PAP 봉우리를 10% 

SDS-PAGE한 결과 주요 단일 띠로 얻을 수 있었다 

(Fig. 5).
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Fig. 4. Sephacryl S-300 chromatography of Bacillus 
subtilis cytosolic PAP obtained from the hydroxyapatite 
column of Fig. 3. •, PAP activity; O, protein con­
centration.

바실러스 PAP의 분자량은 대략 90 kDa로 추정되 

었으며 세포액에 존재하는 것과 Mg2+의존으로 미루 

어 보아 아마도 다른 효소원에서 분리된 PAP-1 고卜 비 

교될 수 있을 것 같다. 효모의 경우 45 kDa와 104 

kDa 두 종류가 알려져 있으나 104 kDa는 91 kDa를 

거쳐 45 kDa 로 분해되는 것으로 밝혀졌다" 이러한 

점을 감안하면 현 단계에서 분자량만 가지고 어떤 

의미있는 결론을 내리기는 쉽지 않다. 쥐 간의 PAP- 

2의 경우도 51-53 kDa 형태가 분리되었으나 뇌에서 

는 86 kDa가 western blot 분석 에서 검출되기도 했

3 4 5 6 7

Fig- 5. SDS-PAGE of purified Bacillus subtilis cyto­
solic PAP. Lane 1, fraction #23 of phenyl sepharose 
column; Lane 2 and 3, fraction #39 of sephacryl S-300 
column (lane 3 was 3(dilution of lane 2); Lane 4 and 6, 
empty wells; Lane 5, fraction #46 of Sephacryl S-300 
column; Lane 7, protein molecular weight marker (from 
top to bottom; 66 kDa, 48 kDa, 29 kDa, and 18.4 kDa). 

다” 현재 체계적인 바실러스 PAP의 특성은 검토되 

지 않았으나 정저】가 SDS-PAGE상에서 단일 띠로 나 

타날 정도로 이루어졌기 때문에 원핵세포 PAP의 특 

성을 밝힐 수 있는 토대가 마련되었다고 하겠다.

실 험

재 료. [Y-32P]ATP는 D叩ont NEN에서 구입하 

였다. DEAE-c이lulose, phenyl Sepharose, Sephacryl 

S-300, 1,2-dioleoyl-sn-glycerol, 1,2-dioleoyl phos- 

phatidic acid, dithiothreitol, cardiolipin, Tris-maleate, 

ATP, MgCb등은 Sigma 회사로부터 구입하였다. Hy­

droxyapatite Bio-Gel 은 Bio-Rad 제품이고, TLC 

plate(silica gel 60 F-50)는 Merck사 제이며, diacylgly­

cerol kinase는 Calbiochem에서 구입하였다. 그 외 일반 

시약이나유기용매는 시약급을구입하여 사용하였다.

세포 배양. Bacillus subtilisfKCTC #1324)는 생명 

공학 연구소 유전자 은행으로부터 분양 받아 LB 배 

양액에서 씨앗배양하여 stationary phase에서 5 mL씩 

나누어 - 70°C에서 보관하였다. 대량 배양은 5 L 발 

효조를 사용하여 37 °C에서 약 12시간 배양하여 균 

을 수확하였다. 5 L 배양 시약 25 g(젖은 무게)의 B. 

subtilis7\ 얻어졌으며 침전물 상태로 -70 °C에서 보 

관하였다.

방사성 PA 합성. PAP 기질 PA는 diacylglycerol 
에 [32P] phosphate group을 효소적으로 결합시켜 제 

조했다.頂 총 반응액 10。卩1에 2 mM diacylglycerol, 

100 卩Ci [Y『2p]ATP를 포함한 ATP, 144 mU di- 

acylglycerol kinase(£. coli), 50 mM imidazole buffer 

(pH 6.6), 2 mM dithiothreitol과 1 mM cardiolipin을 

넣고 25 °C에서 30분간 반응시켰다. 반응은 Folch 용 

액 (CHC13：CHK)H=2:1 v/v)을 넣어 멈추고 chloro­

form 으로 생성된 PA를 추출하였다. 생성된 PA는 

TLC로 정제하였으며 산성 전개 용액(chloroform: 

methanol:acetone:acetic acid:water=200:40:80:40:20) 

을 사용하였다. 순수한 PA의 수득율은 대개 40-50% 
정도였으며 0.1 mM PA와 섞어 최종 2x 105 dpm/20 

卩1로 조절하여 PAP 활성측정 에 사용하였다.

PAP 활성 측정. PAP 활성은 Martin 등의 방법 

”을 개조하여 측정하였다. 반응 혼합액에는 50 mM 

Tris-maleate(pH 7.5), 100 (11 효소원과 0.1 mM PA 
(2x 冷脂皿)를 넣어 30 °C에서 20분간 반응시 켰다. 

1998, Vol. 42, No. 4
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반응 종결은 Folch 용액으로 했으며 chloroform과 

MgCb로 생성 물질인 인산을 PA와 분리하고 물로 

포화된 ether로 3번 씻어준 후 수용액 층의 방사성 

인산을 섬광계수기로 읽었다. 효소 활성 단위 1 Unit 

은 분간 가수 분해된 micromole의 PA를 기준으로 

하였다.
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