
Expression and Purification of the Phosphatase-like Domain of a Voltage-
Sensing Phosphatase, Ci-VSP

Sungjae Kim, Haemin Kim, Hoon Choi and Youngjun Kim*

Department of Applied Biochemistry, Konkuk University, Chungju, 380-701, Korea

Received May 3, 2011 /Revised June 24, 2011 /Accepted June 28, 2011

Recently identified Ciona intestinalis voltage sensor-containing phosphatase (Ci-VSP) consists of an ion
channel-like transmembrane domain (VSD) and a phosphatase-like domain. Ci-VSP senses the change
of membrane potential by its VSD and works as a phosphoinositide phosphatase by its phosphatase
domain. In this study, we present the construction of His-tagged phosphatase-like domain of Ci-VSP,
its recombinant expression and purification, and its enzymatic activity behavior in order to examine
the biochemical behavior of phosphatase domain of Ci-VSP without interference. We found that
Ci-VSP(248-576)-His can be eluted with an elution buffer containing 25 mM NaCl and 100 mM imida-
zole during His-tag purification. In addition, we found the proper measurement condition for kinetics
study of Ci-VSP(248-576)-His against p-nitrophenyl phosphate (pNPP). We measured the kinetic con-
stant of Ci-VSP(248-576)-His at 37℃, pH 5.0 or 5.5, under 30 min of reaction time, and less than 2.0
μg of protein amount. With these conditions, we acquired that Ci-VSP(248-576)-His has Km of
354±0.143 μM, Vmax of 0.0607±0.0137 μmol/min/mg and kcat of 0.359±0.009751 min-1 for pNPP
dephosphorylation. Therefore, we produced a pure form of Ci-VSP(248-576)-His, and this showed a
higher activity against pNPP. This purified protein will provide the road to a structural investigation
on an interesting protein, Ci-VSP.
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서 론

세포 내의 인산화와 탈인산화 과정은 다양한 생명현상에

있어 중요한 역할을 수행함이 수 많은 연구를 통해 알려져

있다[2,14,15]. 특히 단백질 탈인산화 효소들에 대한 연구는 암

이나 염증 발생 기작, 박테리아의 병리학적 기작 등의 다양한

생물학적 현상에 대한 이해의 단초를 제공한다. 한편 탈인산

화 효소 중에 지질 탈인산화 효소 또한 여러 가지 생물학적

현상에 있어 중요한 역할을 하는 것이 잘 알려져 있다[2]. 이러

한 지질 탈인산화 효소 중에 phosphatase and tensin homo-

logue (PTEN)가 phosphatidyl inositol phosphate (PIP)들 중

에 phosphatidylinositol-3, 4, 5-triphosphate (PI(3,4,5)P3)에 대

해 탈인산화 활성을 보임이 여러 연구를 통해 밝혀져 있다[14].

PTEN은 종양 억제 유전자이며, PI(3,4,5)P3를 탈인산화시켜서

세포의 증식과 세포 자연사 등의 신호 전달 과정에 관여되어

있음이 알려져 있다[14]. 이러한 PTEN의 탈인산화 활성이 암

발생 조절이나 줄기세포의 분화 등의 다양한 생리 과정에 관

여하고 있다[14]. 이러한 연구 결과를 토대로 최근 PTEN 이외

의 지질 탈인산화 효소들에 대한 연구가 광범위하게 이루어지

고 있다[14].

2005년에 일본의 국립자연과학연구소 신경분화연구부문의

연구팀에 의해 Ciona intestinalis voltage-sensor-containing

phosphatase (Ci-VSP)라고 명명되는 새로운 막 단백질이 발견

되었다[17]. Ci-VSP는 voltage 의존성 phosphatidylinositol 인

산 가수분해 효소로써[17,28], 아미노 말단부터 239번째 아미

노산 까지는 칼륨 선택형 전위차 유도 이온 채널의 volt-

age-sensing domain (VSD)와 비슷하다. 그리고 그 이후부터

카르복실 말단까지는 PTEN으로 알려져 있는 종양 억제 효소

와 높은 상동성을 공유하는 phosphatase-like domain (PD)을

가지고 있다[7,17,20,28]. 이 Ci-VSP의 PD은 protein tyrosine

phosphatase와 phosphoinositide (PI) phosphatase의 효소 활

성에 필수적인 HCXXGXXR signature motif를 가지고 있다

[28,10]. Ci-VSP는 VSD를 통해 채널 유도 전류의 변화를 유도

하고 이 변화는 Ci-VSP의 phosphatase-like domain을 통한

PIP들의 탈인산화를 유도하게 된다[6,20,22,28]. 전위차 유도

이온 채널은 일반적으로 2개 부분으로 이루어져 있다[17]. 카

르복실 말단 쪽(S5~S6)이 이온 투과성의 세공으로 작용하는

동안 아미노 말단 쪽(S1~S4)은 전압 감지기로 작용한다[17].

Ci-VSP의 막전위 영역은 지금까지 알려진 전위차 유도 이온

채널의 VSD에서 중요한 서열의 상동성을 보여 주고 있다

[10,16,28]. 그러나 Ci-VSP는 이온 채널에 존재하는 세공 도메
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인을 포함하지 않는다[17]. 4번째 막 통과 부분(S4)에서 주기적

으로 간격을 둔 염기성 아미노산은 전위차 유도 이온 채널에

있는 막 전위에 변화를 감지하기 위해 필수적인 것으로 알려

졌다[17]. 이런 염기성 아미노산의 패턴은 또한 Ci-VSP의 S4에

서도 보존되어 있다[1,10,12,26].

Ci-VSP는 VSD를 통해서 전위차 유도 이온 채널의 변화를

일으켜서 phosphatase domain을 통한 phospholinositides의

탈인산화를 하게 된다[5,9,11,13,24,25]. 이것을 실험적으로 확

인을 하는 방법으로 형광 현미경 방법을 이용하여 세포 내

PIP 들의 변화를 확인하였다[13]. Ci-VSP는 PTEN 기질인

Pl(3,4,5)P3뿐만 아니라 phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate

(Pl(4,5)P2)도 탈인산화 한다고 알려져 있다[9]. 결국 Ci-VSP는

Pl (3,4,5)P3를 탈인산화하는 것으로 보아 PTEN과 같은 기질

특이성을 공유한다고 보고되었다[9]. 한편 현재까지 나온 실험

결과를 보면 Ci-VSP는 탈분극 상태에서 phosphoinositide가

5-phosphate에서 활성을 보여 PI(4,5)P2에서 phosphatidylino-

sitol 4-phosphate (PI(4)P)로 변하거나 PI(3,4,5)P3에서 phos-

phatidylinositol-3, 4-bisphosphate (PI(3,4)P2)로 변한다는 결

과도 있다[5]. 이러한 Ci-VSP에 의한 PIP 탈인산화은 세포의

신호체계에 대한 변화를 준다. Ci-VSP는 PIP의 탈인산화로 인

하여 만들어지는 PIP의 농도 변화에 따라 세포막에 존재하는

여러 단백질들에게 영향을 끼쳐 그 단백질의 활성에 변화를

주는 것으로 알려져 있다[17]. 다시 말해 PIP들에 대한 Ci-VSP

의 탈인산화 활성은 세포막에 존재하는 PIP들의 조성 변화를

발생시켜 세포막에 존재하는 각종 단백질의 활성화를 유도하

게 된다[17]. 그런데 이와 같은 세포 내의 신호 체계 변화에

대한 Ci-VSP의 영향은 어느 정도 알려져 있으나 어느 PIP의

농도 변화에 기인하는 지에 대한 연구는 Ci-VSP의 PIP들에

대한 기질 특이성이 명확하게 설명되고 있지는 않은 상황이

다. 한편 앞서 언급한 바와 같이 Ci-VSP의 PD와 PTEN의 PD

는 높은 서열 상동성을 보이는데, 특히 이 단백질들의 활성

자리에는 거의 동일한 sequence가 존재한다[28]. 그러나

Ci-VSP의 365번째 아미노산으로 glycine이 존재하는데PTEN

에는 glycine 대신에 alanine이 있다. 이러한 차이 때문에

PTEN과 다르게 Ci-VSP는 PI(4,5)P2를 dephosphorylation 하

는 것으로 생각되고 있다[9]. 두 단백질의 서열 정렬을 해보면

VSD와 Ci-VSP의 PD 사이에 위치한 16-아미노산 영역은 서열

의 상이함을 볼 수 있으며 두 단백질의 카르복실 말단의 서열

도 다르다는 점을 발견할 수 있다[28].

Ci-VSP의 human 유사 단백질인 것으로 예상되는

Transmembrane Phosphatase with TEnsin homology (TPTE)

가 spermatocyte에 많이 발현되어 있음이 알려져 있다

[17,19,21]. 이런 human testis specific 유전자로써 TPTE and

PTEN homologous inositol lipid phosphatase (TPIP)도 있다

[4,23,27]. 이 둘은 PTEN과도 매우 유사한 부분을 가지고 있으

며 Ci-VSP와도 단백질 서열상 매우 유사하다[28]. 이러한 tes-

tis specific 유전자 단백질인 TPTE와 TPIP도 phosphatase do-

main, voltage sensing domain을 가지고 있다. 그리고 TPTE와

TPIP가 testis specific 유전자로 알려져 있는 것과 유사하게

Ci-VSP는 Ciona의 정자 꼬리 세포막에 많이 발현되어 있으며,

이는 이 단백질들이 정자의 운동과 관련된 생리적인 기능을

하지 않나 생각되고 있다[17,28]. TPTE와 TPIP의 생리학적 기

능으로 정자의 운동성은 VSD의 전압 감지 활성과 관련되어

있다고 생각되고 있다[28]. 이러한 실험상의 증거들은 이 단백

질들에 대한 생화학적인 연구가 향후 남성 불임에 대한 치료

제 개발의 기반을 제공할 것으로 예상된다.

현재까지의 연구에 의하면 Ci-VSP의 phosphoinositides

(PIs)에 대한 활성이 있음이 개괄적으로 알려져 있으나 그 구

체적인 기질 특이성 연구는 부족한 상태이다. Ci-VSP는 최근

에 새롭게 알려진 단백질로써 몇 가지의 중요한 사실들이 알

려지기 시작하였으나, 기존 연구 방법의 제한성과 막 단백질

로서의 접근 어려움에 기인한 몇 가지의 문제점 극복이 요구

되고 있으며 그 해결책이 절실한 형편이다. 그 문제점을 정리

해 보면, Ci-VSP는 PI(3,4,5)P3와 PI(4,5)P2에 대해 활성이 있는

것으로 세포 내 실험을 통해 관찰되었으나[9] 기 보고된 활성

측정 조건에 몇 가지의 문제점을 내포하므로 정확한 기질 특

이성(substrate specificity)을 관찰할 수 없다. 한편 일반적으로

Ci-VSP의 활성에 의한 PI(4,5)P2의 세포막에서 농도 변화가 이

온 채널 등의 활성 변화에 미치는 영향에 대해 많이 알려져

있는 편이다. 그러므로 적정 조건하에서 Ci-VSP의 기질 특이

성에 대한 연구가 PI phosphatase로써 다른 막 단백질에 대한

조절 기작을 밝히는데 기여할 것이다. 기 보고된 논문에는

Ci-VSP의 활성도를 보기 위하여 phosphatase-like domain만

을 GST 융합된 형태로 발현시켜 PIP들을 기질로 하여 그 탈인

산화 활성을 관찰하였다[9,17]. 그런데 이때 GST 융합된

Ci-VSP의 PD는 그 탈인산화 활성이 p-nitrophenyl phosphate

(pNPP)를 기질로 이용한 경우에 전혀 활성이 없는 것으로 보

고되었다[17]. 이는 GST의 강한 dimerization 경향 때문에

Ci-VSP 본연의 활성을 저해하여 그러한 결과를 얻은 것으로

판단된다. 그러므로 이 저해 효과를 극복하기 위한 새로운 접

근 방법이 필요하다.

이 논문에서는 Ci-VSP의 기질 특이성과 그 활성화 기작에

대한 연구를 수행하기 위해 Ci-VSP에 존재하는 Phosphatase-

like domain을 6x his-tagged 융합 재조합 단백질로 발현시킨

후 그 정제 과정을 최적화 하였고, SDS-PAGE를 통해 단백질

의 순도를 확인하였고 pNPP를 기질로 이용하여 그 활성에

대해 동력학적으로 최적 조건을 탐색하였다. 이러한 연구 결

과는 향후 그 PIP들에 대한 활성 확인과 세포막에서의 활성화

과정에 대한 기초적인 연구 자료로 활용할 수 있으며 현재

이 his-tagged Ci-VSP 단백질의 구조 결정 연구를 진행하고

있는 중이다.
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재료 및 방법

실험 재료 및 유전자 준비

E. coli에서 Ci-VSP phosphatase-like domain의 재조합 단

백질 발현을 위해 GST-Ci-VSP(248-576)으로부터[9] phospha-

tase-like domain(248-576)을 PCR로 증폭한 후(forward pri-

mer: 5’-TAACATATGATATCACAGAACGCG-3’, reverse

primer: 5’-AATCTCGAGAATGTCTTCAGCATC-3’) Nde I,

XhoⅠ 제한 효소를 이용하여 pET21a(+) vector (Novagen)의

동일 제한 효소 부위에 삽입하여 Ci-VSP(248-576)-His DNA를

제작하였다. 이외의 실험 재료는 Sigma-Aldrich로부터 실험실

수준의 것을 사용하였다.

Transformation

Micro tube에 Rosetta
™

(DE3) singles competent cell

(Novagen) 50 μl와 Ci-VSP(248-576)-His DNA 1 μl (100 ng)를

가지고 transformation 하였다. 이것을 50 μg/ml ampicillin과

34 μg/ml chloramphenicol을 항생제로 사용하여 선택하였다.

IPTG induction

Culture tube에 LB media 5 ml를 넣고 final 농도가 50 μ

g/ml ampicillin과 34 μg/ml chloramphenicol을 넣어 주고

형질전환을 통해서 얻은 콜로니를 2~3개 정도를 접종하여 3

7℃ shaking incubator에서 300 rpm으로 12~16시간 동안 배양

하였다. 2X YT media 1 l에 앞의 seed culture를 넣어 주고

50 μg/ml ampicillin과 34 μg/ml chloramphenicol을 넣어 주

었다. 37℃ shaking incubator에서 300 rpm으로 2시간 30분간

배양하였다. 이후 UV-Vis spectrophotometer (Beckman

Coulter)로 O.D. (600 nm)를 측정하여 O.D. 값이 0.2 이상 측정

되면 50 μg/ml ampicillin과 34 μg/ml chloramphenicol 을

한번 더 넣어 주고 37℃ shaking incubator에서 300 rpm으로

1시간 배양하였다. 다시 O.D. 값을 측정하여 0.6~1.0 이 될 때

까지 배양하였다. 이후 20분 동안 ice에 두어 안정화를 시킨

뒤에 micro tube에 500 μl 정도 sampling 하고 0.4 mM의

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), 50 μg/ml

ampicillin과 34 μg/ml chloramphenicol을 추가로 넣어주고

shaking incubator에서 25℃, 300 rpm 조건으로 16시간 동안

배양하였다.

Protein purification

배양액을 원심 분리하여 pellet을 따로 모은 후, 여기에 40

ml의 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 10 mM imida-

zole, 0.05 % β-mercaptoethanol (BME), protease inhibitor

(benzamidine 1 mM, PMSF 1 mM, protein inhibitor cocktail

1 μl/ml)로 구성된 lysis buffer를 넣어 잘 현탁시켰다. 이를

homogenizer를 이용하여 lysis 하였다. Lysis 된 현탁액을 원

심분리기를 이용하여 16,000× g, 30 min으로 원심분리하였다.

원심분리된 상층액을 nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA)

resin 1 ml이 담긴 튜브에 옮긴 뒤 약 1 시간 45 분간 섞어

주었다. 5,000× g 으로 10분 동안 원심분리를 하여 resin을 다

운시키고 상층액을 버린 후 lysis buffer 12.5 ml씩 넣어 주고

5분 동안 4℃에서 rocking을 해준 뒤에 5,000 ×g에서 다시 원심

분리시켜 resin을 다운 시키는 방법으로 4회 washing을 행하

였다. Resin을 micro tube로 옮겨 50 mM Tris-HCl (pH 8.0),

25 mM NaCl, 100 mM imidazole, 0.05 % BME로 구성된 elu-

tion buffer 1 ml를 넣어 주고 10분 동안 4℃에서 inverting을

해준 뒤에 1,000× g에서 원심 분리를 행하였다. 이 방식대로

3회 시행해 주고 모아둔 상층액을 조심스럽게 centrifugal fil-

ter units에 넣은 뒤에 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 25 mM NaCl,

5 mM DTT, 0.05% BME의 filter buffer 6 ml 넣고 5,000× g에서

5~10분간 원심분리를 5번 시행하였다. 농축액을 얻은 다음

Bradford assay [3]로 단백질 농도를 정량한 후에 부피의 20%

정도로 글리세롤을 첨가한 뒤 -70℃에 보관하였다.

SDS-PAGE

5× SDS-PAGE loading buffer 4 μl를 첨가한 모든 시료들을

95~100℃에서 5분간 처리한 후 8,000× g에서 1분간 원심분리

를 행하였다. 시료들을 약 10 μl씩을 준비된 gel에 loading 하

였다. 이후 150 V, 120 mA에서 100분간 전기영동을 행하였다.

전기 영동을 마치면 gel을 분리시켜 2시간 동안 Coomassie

staining solution으로 염색을 한 후에 destaining solution으로

탈색하였다. 탈색이 다 되면 drying kit에서 건조시킨 후 단백

질을 확인하였다.

pNPP assay와 kinetic constant calculation

총 assay량을 20 μl로 잡고 최종 농도가 1× pNPP assay

buffer (100 mM sodium acetate, 50 mM Bis-Tris, 50 mM

Tris), 50 mM pNPP를 넣어 주고 준비된 단백질을 조건에 맞

혀서 넣어 주었다. 조건은 상황에 맞게 온도와 반응 시간 또는

pH등을 바꿔서 측정하였다. 반응이 끝나면 0.25 N NaOH 80

μl를 첨가하여서 반응을 중지시켰다. 그 후에 410 nm에서 흡

광도 값을 측정하였다.

이렇게 측정된 흡광도에 흡광계수로 17,800 l/mol·cm을 이

용하여 반응한 농도를 계산하였다. 이를 통해 pNPP에 대한

kinetic 상수 결정을 위해 참고 문헌 29번에 제시된 curve fit-

ting 방법으로 계산하였다. 모든 실험은 독립적으로 3회 이상

반복적으로 이루어졌으며 각 실험에서 얻어진 결과는 평균±

표준편차로 표시하였다.

결과 및 고찰

단백질 발현과 정제

GST-Ci-VSP로부터 Ci-VSP(248-576) 단편을 증폭하고

pET21a(+) 벡터의 NdeI과 XhoI의 자리에 삽입한 뒤 그 서열을
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확인하였다. 그 결과 Gene Bank AB183035.1의 서열 중 우리가

원했던 Ci-VSP PD의 서열과 일치함을 확인하였다. 이 결과에

따르면 우리가 클로닝한 Ci-VSP(248-576)-His의 단백질 분자

량은 대략적으로 38 kDa에 상당하는 것으로 판단되었다. 이렇

게 만들어진 DNA를 Rosetta
™

(DE3) singles competent cell에

transformation한 후에 그 발현 여부를 확인하였다. 0.4 mM

IPTG에 의해 Ci-VSP(248-576)-His가 발현 유도됨을 확인하였

다(Fig. 1). 이어서 이렇게 유도된 E. Coli를 가지고 Ni-NTA

resin을 이용하여 단백질을 정제하였다. 이 과정에서 우리는

몇 가지의 Ci-VSP-His 정제 조건의 특이성을 몇 가지 발견하

였다. 이를 서술하면 일반적인 his-tag 정제 조건에서는 salt

농도가 약 300 mM NaCl 정도를 요구하나 이 조건으로

Ci-VSP-His를 정제하면 대부분의 단백질이 침전되는 현상이

발견되어 이에 대한 보완책으로 단백질 정제 용액의 salt의

농도를 낮추어 진행하는 것이 필요하다는 점을 발견하였다.

그리고 Ci-VSP-His를 Ni-NTA resin에서 용출하는데 필요한

용액의 조성에서도 그 salt의 농도가 25 mM 정도가 적당하며

imidazole의 농도 또한 100 mM 정도가 적당하다는 점을 발견

하였다. 이러한 실험을 통해 Ci-VSP-His의 Ni-NTA 정제 조건

을 최적화하여 보고하게 되었다. 이러한 최적화된 정제의 조

건을 통해 E. coli 세포 1 l의 배양을 통해 분자량 38 kDa정도에

해당하는 Ci-VSP-His를 순도 90% 이상(Fig. 1)으로 대략 1-2

mg 정도를 얻을 수 있게 되었다.

Steady state kinetics 조건 최적화

앞의 정제를 통해 얻은 Ci-VSP-His를 가지고 그 탈인산화

활성에 대한 확인과 pNPP에 대한 탈인산화 특성을 확인하고

자 pNPP에 대한 kinetics의 steady state 조건 확립을 위한 최

적화 실험을 수행하였다. 이를 위해 정제된 단백질을 이용하

여 pNPP 반응의 온도, pH, 반응 시간, 단백질 양에 대한 그

경향성을 확인하였다(Fig. 2). 먼저 Ci-VSP-His의 pNPP에 대

한 탈인산화의 반응 시간에 대한 경향성(Fig. 2A)을 5분 간격

Fig. 1. The expression and purification of Ci-VSP(248-576)-His

A. The induction result of Ci-VSP(248-576)-His, UI: uni-

duced, I: induced, 5 ug: the purity of Ci-VSP

(248-576)-His, 5 μg loading. This figure is representative

one of 3 independent experimental results.

으로 하여 50분까지 살펴보았는데, 약 30분까지는 그 반응이

steady state에 있음을 확인하였다. 한편 반응 온도의 경우에는

25℃, 30℃, 37℃, 42℃에서 측정한 결과 37℃에서 그 활성이

최대값을 가짐을 확인하였다(Fig. 2B). 그리고 반응 pH의 경우

에는 4.5에서 8.5까지 0.5 간격으로 측정한 결과, 약 5.0 내지

5.5에서 최대값(Fig. 2C)을 나타냄을 확인하였다. 한편 pNPP

탈인산화에 대한 단백질 양의 경향성은 3 μg까지 0.5 μg 간격

으로 측정한 결과 약 2 μg까지 그 반응이 steady state에 있음

을 확인하였다(Fig. 2D). 한편 실험 결과들의 표준 편차가 약

10 % 이내인 점으로 보아 각 측정 결과들이 유의한 범위에서

얻어졌다고 판단하였다. 이러한 최적화 실험을 통해 얻어진

Ci-VSP-His 단백질의 pNPP 탈인산화에 대한 steady-state ki-

netic 측정 조건은 온도 37℃, pH 5.0 내지 5.5, 반응 시간 30분

이내, 반응 단백질 양 2.0 μg 이내가 적합하다는 점을 알게

되었다.

Ci-VSP의 pNPP kinetics

앞서의 최적화 실험을 통해 얻게 된 pNPP 측정 조건으로

pNPP 농도에 따른 반응성을 확인하여 Ci-VSP-His의 pNPP의

반응에 대한 kinetic 상수들(Fig. 3)을 얻었다. 이를 통해 얻게

된 Ci-VSP-His의 pNPP의 탈인산화에 대한 반응성을 specific

activity (μmol/min/mg)로 전환하여 그래프로 표시하였다

(Fig. 4A). 이렇게 얻어진 그래프를 가지고 curve-fitting 방법

으로 Ci-VSP-His의 Km과 Vmax 값을 계산하였다(Fig. 3B). 이렇

게 얻어진 Km 값은 대략 350 μM 정도이며 Vmax는 0.0607 μ

mol/min/mg 정도인 것으로 확인하였다. 이를 통해 얻을 수

있는 Ci-VSP-His의 kcat 값은 2.359 min
-1
로 확인되었다. 이를

통해 Ci-VSP-His의 half-maximal pNPP 결합 농도가 대략 400

μM이며 반응의 turn-over rate이 1분에 대해 대략 2.4 번 정도

임을 확인할 수 있다. 이렇게 얻어진 값을 다른 탈인산화 효소

와 비교하여 보면[29] 저자가 이전에 구조 연구를 수행하였던

Small CTD phosphatase 1 (SCP1)의 Km 값에 비해 10배 정도

적은 값을 보였으며, kcat 값은 약 110배 정도 적게 나타났다.

이러한 결과는 pNPP에 대한 활성이 거의 없는 것으로 보고

된 PTEN이나 GST-Ci-VSP(248-576)-His[17]의 경우에 비해 높

은 값으로 나타났다고 볼 수 있다. 이러한 비교를 통해 판단하

기에 위 측정 값은 적정한 수준의 활성을 보인 것으로 판단된

다. 그리고 이러한 측정 값의 결과는 본 연구를 통해 정제된

Ci-VSP(248-576)-His의 구조적 integrity가 보존되고 있다고

볼 수 있다. 그러므로 본 연구에서 제작한 Ci-VSP(248-576)-

His는 활성을 가진 단백질로써 향 후 그 구조 연구와 기질

특이성 연구를 수행함이 가능하리라 예상한다.

결 론

Ci-VSP는 신경전달 및 다양한 생명현상에 영향을 미치는
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A B

C D

Fig. 2. The optimization of pNPP assay condition for the steady-state kinetics of purified Ci-VSP(248-576)-His. A; Time dependency

with 1.82 μg of protein at 37℃ and pH 5.5, U means μmol, B; Temperature dependency with 1.82 μg of protein at pH

5.5 for 10 min, The measured temperatures were 25℃, 30℃, 37℃ and 42℃, C; pH dependency with 1.82 μg of protein

at 37℃ for 10 min, D; Protein concentration dependency of Ci-VSP-His of pNPP dephosphorylation at 37℃ and pH 5.5

for 10 min. Values are mean±SD, n=3.

A

B 

Km, mM pNPP Vmax, μmol/min/mg

0.354±0.143 0.0607±0.0137

Fig. 3. The kinetic constant of purified Ci-VSP(248-576)-His. A;

The curve-fitting graph of purified Ci-VSP (248-576)-His

for the dephosphorylation of pNPP with 1.092 μg of pro-

tein at 37℃ and pH 5.5 for 10 min. B; Apparent

Michaelis-Menten constant values. Values are mean±SD,

n=3.

전위차의 변화를 감지하여서 phosphoinositide의 인산기를 제

거하는 탈인산화 효소 활성을 보여준다. 이러한 과정을 살펴

보면 전위를 감지하는 구간인 S1-S4 부분으로 인하여 PD로

전달하는 메커니즘을 가짐으로써 Ci-VSP가 phophatase로써

PIP들을 탈인산화하여 세포막에서의 PIP의 조성 변화가 일어

나고 이로 인해 세포막에 있는 다른 단백질의 활성을 유도한

다. Ci-VSP는 이런 과정에서 주로 PI(3,4,5)P3와 PI(4,5)P2 등을

탈인산화한다고 알려져 있다.

본 연구는 이러한 특성을 가지고 있는 단백질 구조 연구와

생화학적인 연구 수행을 위해 적합한 형태의 발현 시스템 구

축과 이의 정제 과정에 대한 검토와 그 효소 활성에 대한 검토

를 수행한 내용을 정리한 것이다. 앞서의 실험적 결과를 통해

얻을 수 있는 의미는 다음과 정리할 수 있으리라 본다. 앞서

연구된 논문[17]에는 Ci-VSP를 GST 버전으로 정제하여 pNPP

에 대해 그 활성이 거의 없기에 그 kinetic constant가 보고되지

못하였으나 본 연구를 통해 Ci-VSP-His로 정제하여 pNPP에

대한 탈인산화 활성의 Km 값이 0.354±0.143 mM 인 점과 kcat

값이 2.359±0.009751 min
-1
인 점을 보고하였다. 한편 Ci-VSP

유사 단백질인 PTEN의 경우에도 pNPP에 대한 kinetic con-

stant가 보고된 바가 없기에 Ci-VSP 유사 단백질들 중에서 본
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연구를 통해 Ci-VSP의 pNPP에 대한 kinetic 상수를 처음으로

보고한다는 의미를 가질 수 있다고 본다. 그리고 이러한 활성

을 가진 단백질을 가지고 그 기질 특이성과 활성화 기작 연구

와 같은 생화학적 연구의 기반을 마련하였다는 의미를 가지는

것으로 생각한다.

다음으로는 Ci-VSP의 phosphatase-like domain의 구조적

연구를 위한 첫 단계로서 His-tag 이 단백질 구조 연구에 영향

을 미칠 수 있는 약점을 가지고 있기는 하지만, His-tag 버전의

단백질 발현과 정제에 대한 조건 확립에 그 의미를 부여할

수 있으리라 본다. 다시 말해 지금까지 보고된 GST-tag 버전의

경우에는 구조적 연구에 있어 그 한계가 있기에 이를 극복하

는 His-tag 버전의 Ci-VSP phosphatase-like domain의 E. coli

발현의 조건과 그 정제 조건의 확립을 통해 약 90 % 이상의

순도의 구조적 연구를 위한 단백질 생산이 가능하게 되었다는

점이 가장 큰 의미가 되리라 본다. 현재 이 정제된 단백질을

가지고 X-ray crystallography를 통한 구조 연구를 진행 중에

있으며 일차적으로 Ci-VSP(248-576)-His의 결정을 얻어 그 구

조 연구를 수행하여 4 Å정도의 회절 패턴을 구하였으나 더

좋은 해상도의 회절 패턴을 구하고자 추가적인 연구를 수행하

고 있는 중이다.

이런 Ci-VSP(248-576)-His에 대해서 실행한 단백질 발현 및

정량 실험과 활성 실험을 통해서 기본적으로 Ci-VSP의 정제와

활성 측정에 필요한 여러 조건들을 성립할 수 있었으며 앞으

로 Ci-VSP 단백질에 대한 구조 연구 등과 같은 생화학적인

실험들에 대한 발판이 될 것으로 예상되며 더 나아가서는 hu-

man의 TPTE 단백질과의 상관성을 찾아내서 정자의 편모 운

동을 더 활발하게 만들어 주는 약을 개발하여 불임문제를 해

결할 수 있도록 연구가 이루어 질 것으로 기대된다.
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초록：막 전위 감지 탈인산화 효소, Ci-VSP의 유사 탈인산화 효소 도메인의 발현과 정제
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최근에 Ciona intestinalis에서 확인된 막 전위 감지 탈인산화 효소는 이온 채널과 유사한 막 통과 도메인과 유사

탈인산화 효소 도메인으로 이루어져 있다. 이 Ci-VSP는 그 막 통과 도메인에 의해 막 전위 변화를 감지하고 유사

탈인산화 효소에 의해 인산화된 이노시틸 인지질들에 대한 탈인산화 활성을 보이는 것으로 알려져 있다. 본 연구

는 6개의 히스티딘이 융합된 Ci-VSP의 유사 탈인산화 효소 도메인의 발현 시스템 구축을 추구하였다. 그래서 본

논문은 그 시스템의 구축과 발현 그리고 정제 조건 확립, 마지막으로 그 효소 동력학적인 활성을 pNPP에 대한

검토한 결과를 보고한다. 본 연구 결과에 따르면 Ci-VSP(248-576)-His 단백질 발현 및 정제시에 다른 단백질들의

정제 조건과 다르게 25 mM NaCl과 100 mM 정도의 이미다졸이 필요함을 확인하였다. 정제된 단백질을 가지고

탈인산화 효소의 대표적인 기질인 pNPP를 이용하여 그 동력학적인 상수 측정을 시도한 결과 정상 상태 동력학

측정 조건으로 온도 37℃, pH 5.0 내지 5.5, 반응 시간 30분 이내, 반응 단백질 양 2.0 μg 이내가 적합하다는 점을

알게 되었다. 이러한 확립된 조건을 토대로 pNPP에 대한 동력학적 상수를 측정한 결과 Km 값은 354±0.143 μM

이며 Vmax는 0.0607±0.0137 μmol/min/mg이며 kcat 값은 2.359±0.009751 min
-1
인 것으로 확인되었다. 이를 통해

본 연구는 Ci-VSP(248-576)-His의 순도 높은 정제 결과와 pNPP에 대한 높은 활성 보임을 제시하였다. 이러한 연

구 결과를 통해 향후 Ci-VSP에 대한 구조적인 연구 등을 포함하는 다양한 생화학적인 연구가 수행되리라 본다.
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