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Escherichia coli tryptophan synthase (TS) contains α2β2, which catalyzes the final two steps in Trp 
biosynthesis. A molecular tunnel exists between the two active sites of α and β subunits in TS. Via 
intersubunit communication, TS increases catalytic efficiency, including substrate channeling. The β 
subunit of TS is composed of two domains, one of which, the COMM (communication) domain, plays 
an important role in intersubunit communication. The α subunit has a TIM barrel structure. This pro-
tein has functional regions at the C terminal of β pleated sheets and in its loop regions. Three regions 
of the α subunit (αL6 [α-loop L6], αL2, and αL3) are implicated in intersubunit communication. In the 
present study, conformational changes in αL6 were monitored by measuring the sensitivity of mutant 
proteins in these regions to trypsin. The addition of a α subunit-specific ligand, D,L-α-glycerophos-
phate (GP), partially restored the sensitivity of mutant proteins to trypsin. In contrast, the addition 
of the β subunit-specific ligand L-serine (Ser) resulted in varied sensitivity to trypsin, with an increase 
in PT53 (substitution of Pro with Thr at residue 53) and DG56, decrease in NS104 and wild type, and 
no change in GD51 and PH53. This finding may be related to several reaction intermediates formed 
under this condition. The addition of both GP and Ser led to a highly stable state of the complex. 
The present results are consistent with the current model. The method used herein may be useful for 
screening residues involved in intersubunit communication.
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서   론

효소의 구조 변화는 촉매반응뿐 만 아니라 리간드의 결합 

및 조절 등 다양한 기능에서 중요하다. 대장균 트립토판 생성

효소(tryptophan synthase, TS, EC 4.2.1.20)는 이러한 구조 변

화의 연구에 활용되어 왔다[2]. 이 효소는 α2β2 복합체로 구성

되며, 트립토판 생합성에서 최종 2 단계의 반응에 관여한다. 

α소단위체(αTS, 286잔기, 28,600달톤)는 indole 3-glycerol 

phosphate를 indole과 D-glyceraldehyde 3-phosphate로 분해

한다. β소단위체(βTS, 397잔기, 43,500달톤)는 indole과 L-ser-

ine를 L-tryptophan으로 합성한다. 두 개의 소단위체는 사실

상 별개의 효소로서 두 효소의 활성부위는 약 25Å 떨어져 

있으며 분자 터널로 연결되어 있어, αTS에서 생성된 indole이 

βTS의 활성부위로 이동하는 기질 채널링(substrate channel-

ing)이 일어난다[2, 6]. 활성 부위간 상호 조절하는 정교한 조절 

기작은 복합체의 닫힌 구조와 열린 구조간의 전환과 연관되어 

있다. αTS는 (βα)8의 TIM barrel 구조를 가지고 있으며, β 병풍

구조의 C 말단부위와 이를 연결하는 루프 부위가 활성과 기질 

채널링에 관여한다. α-루프 L6 (αL6, 잔기 α176-196)가 무질서

구조(disordered 또는 open)에서 질서구조(ordered, closed)로 

전환되는 것이 α 소단위체의 닫힌 구조의 형성에 관계한다. 

이 전환에는 αL2와 αL3도 관여하는 것으로 알려져 있다[2, 5].

여기서는 αL6의 구조변화에 미치는 αL2와 αL3의 영향을 

보았다. αL6의 구조는 트립신에 잘리는 Arg188자리를 포함하

고 있어 그 구조 변화를 트립신으로 확인할 수 있다[4, 11]. 

이를 활용하여 αL2 (GD51(Gly to Asp at residue 51), PH53, 

PT53, DG56)와 αL3 (NS104)의 잔기치환체를 대상으로 소단

위체에 특이적으로 결합하는 리간드의 영향을 조사하여 소단

위체간 상호 조절기작에 따른 구조 변화를 살펴보았다.

재료 및 방법

박테리아 균주와 플라스미드 

대장균 균주 RB797 (F' lacIq proL8/arg Nalr Rifr recA sup lac 

proXIII)는 돌연변이 단백질들을 발현하는데 사용하였다. trpA 

유전자를 포함하고 있는 플라스미드와 돌연변이는 단백질의 

과생산 과정에 사용하였다[15].

효소와 시약 

모든 시약은 순도가 높은 것을 Sigma (MO, USA)로부터 
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Fig. 1. Trypsin Treatment of Wild Type Tryptophan Synthase (TS). Various forms of TS (α, β, and α2β2) were treated with 1 ug/ml 

trypsin (A) or 5 ug/ml trypsin (B). The digestion had been stopped by adding soybean trypsin inhibitor at various times 

(min) and analyzed by SDS PAGE. The last lane (*) of B panel shows α subunits treated with trypsin in the presence of 

soybean trypsin inhibitor to confirm the activity of soybean trypsin inhibitor. (C) The trypsin cleavage sites of α and β

subunits are shown. Two fragments, α-1 and α-2 are produced by cleavage of Arg-188 from α subunit. There are three cleavage 

sites (Lys-272, Arg-275, and Lys-283) in β subunit. F1B and F2B are produced by the cleavage at Arg-275. F1A and F2A 

are the N terminal fragment produced by the cleavage at Lys-272 and C-terminal fragments by the cut at Lys-283, respectively. 

M, molecular markers; bottom numbers, lane numbers.

구입하여 사용하였다. 

단백질의 과생산 및 분리방법 

야생형 및 잔기치환 단백질들은 대장균 RB797에서 과생산

하였다[9, 14]. 단백질의 과생산은 플라스미드를 가진 대장균

을 20 ml TYS (1% bactotrypton, 0.5% yeast extract, 0.5% 

NaCl)배지에서 약 16시간 배양한 후, 이를 1 l 새로운 TYS배지

로 옮겨 600 nm에서 흡광도가 약 0.6에서 1% 젖당을 첨가하여 

24시간을 더 배양하였다. 대장균은 10 mM KPO4 (pH 7.8), 

5 mM EDTA, 0.2 mM PMSF, 0.2 mM DTT에서 초음파 파쇄기

로 깬 후 단백질 추출액을 얻었다. 단백질 추출액은 황산암모

늄((NH4)2SO4) 35-50% 포화(100% 포화; 70 g/100ml) 농도에

서 침전된 분획을 얻어 이를 이온교환 HPLC (WATERS)로 

순수 분리하였다. Protein-PakTM DEAE 5PW (WATERS사) 컬

럼을 사용하여 5 mM EDTA, 0.2 mM PMSF, 0.2 mM DTT가 

포함된 KPO4 (pH 7.8)용액의 KPO4 (pH 7.8) 농도를 10 mM에

서 500 mM로 증가시켜 용출시켰다. 정제된 단백질들은 

SDS-PAGE에서 95% 이상의 순도를 보였다.

단백질의 농도결정 

순수 정제된 야생형의 농도는 흡광계수를 사용하였다. αTS

는 E1%
278nm = 4.4를, βTS는 E1%

278nm = 6.5를 사용하였다[1]. 잔

기치환체 단백질은 야생형과 비교하여 microbiuret 방법을 사

용하였다[12].

트립신 처리 

트립신(소이자, N-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ke-

tone처리)는 5 mg/ml 농도로 1 mM HCl에 녹인 후 -70℃에 

소량 분산 저장한 후 필요할 때 한번씩만 사용하였다. 단백질

은 50 mM Bicine (pH 7.8), 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 

mM PLP 용액에서 20℃ 20분간 온도가 평형상태에 도달하도

록 한 후, 트립신(최종 농도 0.6, 1, 5 또는 6 ug/ml)을 첨가하였

다. 트립신 효소 활성은 soybean trypsin inhibitor를 첨가하여 

반응을 종료하였다. 기질 또는 기질 유사체인 40 mM D,L-α- 

glycerophosphate (GP)와 40 mM L-serine (Ser)을 사용하였다.

SDS PAGE 

전기영동은 Laemmli [13]의 방법으로 한 후, Coomassie 

Brilliant Blue R로 염색하였다.

결과 및 고찰

야생형 트립토판 생성효소(TS) 

트립신 분해 속도는 트립신의 양, 단백질 안정도, 잘리는 

자리의 유연성 등에 의해 달라짐으로 여러 조건에서 실험을 

통해 적정 실험조건을 설정하였다(데이터 생략). 

Fig. 1은 트립토판 생성효소에 트립신을 처리했을 때 만들

어지는 절편을 보여준다. α소단위체(αTS)와 β소단위체(βTS) 

유리상태 또는 α2β2 복합체 상태로 트립신을 처리하였다. αTS

는 유리상태에서 α-1과 α-2 두 절편으로 잘렸다(Fig. 1A와 Fig. 

1B). Fig. 1C에 잘리는 위치와 두 절편을 볼 수 있다[4](α-2 절편

은 매우 빠르게 분해되어 대개 보이지 않음). 유리 βTS는 급속

히 한 개의 밴드가 생성되는 데, 이는 실제 두 가지(βF1A와 

B)임이 입증되었다[4]. 이는 272와 275자리의 절단체이다(Fig. 

1C). 반면 α2β2 복합체 상태에서 αTS의 α-1 절단체는 유리 상태

에 있을 때에 비해 훨씬 빠르게 나타나나 그 분해는 느리다

(Fig. 1B). βTS는 훨씬 안정하여 거의 절단되지 않은 상태로 

나타났다. 이는 복합체 상태에서 다소 변화된 구조 및 환경을 
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Table 1. Sensitivities of wild type and various mutant α subunits to trypsin digestion

Mutant
Free α α2β2 complex

None1 GP2 None2 GP3 Ser3 GP/Ser3

WT

GD51

PH53

PT53

DG56

NS104

↓

↓↓

↑

-

↓↓

-

-

↑

-

-

↑

↑

↑

↑

↑

↑

↑

↓

↓

↓

↓

↓

↓

↓

-

-

↑

↑

↓

↓↓

↓↓

-

↓↓

↓↓

↓↓

This is summary of Fig. 1 and 2. 
1The effects of altered residues on trypsin digestion of αL6 of α subunit. 2The effects of GP 

and β subunit on trypsin digestion of αL6 of α subunits were compared with that of the corresponding α subunits in the absence 

of GP, Ser and both. 3The effects of GP, Ser and both on trypsin digestion of αL6 of α subunits were compared with the corresponding 

α2β2 complex. 

↑, increased sensitivity to trypsin: ↓, decreased sensitivity to trypsin; -, similar sensitivity; ↓↓, pronounced decreased sensitivity.

나타낸다. 이러한 관찰은 다른 연구 결과와 일치한다[1, 3].

잔기 치환체 

αL6의 구조변화에 미치는 αL2와 αL3의 영향을 보고자 αL2

에 있는 GD51 (Gly to Asp at residue 51), PH53, PT53, DG56

와 αL3에 있는 NS104 잔기치환체를 활용하였다(Fig. 2). 그림 

2에서 처리한 트립신의 농도보다 10배 높은 6 ug/ml를 처리하

여(데이터 생략) 이들 결과를 표1에 정리하였다. 유리 α 소단위

체는 3가지 잔기 치환체(GD51, PT53, DG56)는 야생형과 비슷

한 반면, PH53와 NS104는 그 분해 속도가 현저히 감소하였다

(Fig. 2, lane 1~3; Table 1). PH53와 NS104는 20분 후에도 많은 

양의 온전한 αTS가 남아 있음을 보여준다(Fig. 2, lane3). 이는 

두 치환자리인 53과 104가 있는 αL2와 αL3이 αL6 구조에 영향

을 미치고 있음을 나타낸다. 잔기치환체 αTS는 트립신에 의한 

분해 속도를 복합체와 유리 α 소단위체 두 상태에서 비교해 

보면, 복합체에서 그 속도가 증가하였다(Fig. 2, Table 1). 이 

결과는 야생형과 비슷하였다. 

αTS 리간드 GP의 영향 

αTS의 활성부위에 결합하는 D,L-α-glycerophosphate (GP, 

기질 D-glyceraldehyde 3-phosphate의 유사체)는 이 단백질의 

단위체간의 상호작용을 조사하는 데 많이 유용하게 활용되어 

왔다[11]. GP는 βTS에 진행되는 여러 단계의 반응속도를 변화

시키는 영향을 주는 것으로 보고되었다[2, 3]. GP가 첨가된 

상태는 모든 잔기치환체가 복합체구조에서 분해속도가 다소 

지연되었다(Fig. 2, lane 7~9 vs. 10~12; Table 1). 앞서 언급한 

바 PH53는 유리 상태에서 큰 차이를 보였으나 복합체 구조에

서 야생형과 같은 양상을 보여주고 있다. 이는 GP 결합에 의해 

구조가 다소 회복되고 있음을 나타낸다.    

βTS 리간드 Ser의 영향 

βTS의 기질인 L-Ser를 첨가하여 살펴보면, 다양한 효과를 

나타낸다. 야생형과 NS104에서는 속도가 감소한 반면, GD51

Fig. 2. Trypsin Treatment of Wild Type and Various Mutant 

TS in the Presence of Various Ligands. The α subunit 

(0.39 mg/ml), β subunit (0.6 mg/ml) or α2β2 complex 

was treated with 0.6 ug/ml trypsin in the absence of 

any ligands or in the presence of 80 mM GP or 40 mM 

Ser or both (GP/Ser). Aliquots of solution was stopped 

by adding soybean trypsin inhibitor at various time in-

terval (2, 5, 20 min) and was analyzed by SDS-PAGE. 

WT, wild type; Mutants, for example with GD51, sub-

stitution of Gly with Asp at residue 51 of α subunit.  
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과 PH53에서는 거의 영향이 없었고, PT53와 DG56은 증가하

였다(Fig. 2, lane 13~15; Table 1). βTS에 Ser이 결합하면 αTS

에 결합한 기질의 결합력을 증가시키는 것으로 알려져 있다[8, 

10]. 또한 복합체에서는 조효소인 PLP (pyridoxal phosphate)

와 Ser이 결합하여 다섯 가지의 화학적으로 다른 반응 중간 

화학종이 형성된다[2]. 마지막 화학종은 aminoacrylate인데 이

것은 분자터널을 통해 이동한 인돌과 결합하여 반응이 진행하

게 된다. 따라서 L-Ser의 결합한 상태에서 다양한 결과가 나오

는 것은 반응 중간 화학종의 분포의 변화와 연관될 가능성도 

있다.

GP와 L-Ser를 동시에 처리했을 때는, 모든 단백질에서 αTS

의 절단이 현저히 감소하였다(Fig. 2, lane 16~18; Table 1). 일

반적으로 단백질은 리간드가 결합하여 구조가 안정화된다. 두 

소단위체가 안정화되어 상승작용을 나타났다. 특별히 주목할 

것은 이 중에서도 PH53는 가장 안정한 잔기치환체였다. 이는 

Pro53가 소단위체간의 조절기작에서 중요한 역할을 하는 것

을 시사한다.
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초록：대장균 트립토판 생성효소의 소단위체간 상호조절

조원진․임운기*

(부산대학교 자연과학대학 분자생물학과)

대장균 트립토판 생성효소는 α2β2 복합체로 구성되며, 트립토판 생합성에서 최종 2 단계의 반응에 관여한다. 

두 개의 소단위체는 분자 터널로 연결되어 있어, 기질 채널링이 일어난다. 활성 부위간 상호 조절하는 정교한 조

절 기작에는 α-루프 L6(αL6), αL2, αL3이 관여한다. 본 연구에서는 이 자리의 잔기치환체를 써서 소단위체에 특이

적으로 결합하는 리간드의 영향을 조사하여 소단위체간 상호 조절기작에 따른 구조 변화를 살펴보았다. αTS의 

활성부위에 결합하는 D,L-α-glycerophosphate(GP)는 모든 잔기치환체를 야생형 수준으로 회복시켰다. βTS의 기

질인 L-Ser는 다양한 효과를 나타낸다. 야생형과 NS104에서는 속도가 감소한 반면, GD51과 PH53에서는 거의 영

향이 없었고, PT53와 DG56은 증가하였다. 이는 반응 중간 화학종의 분포의 변화와 연관될 가능성을 제시한다. 

GP와 L-Ser를 동시에 처리했을 때는 특이하게도 PH53는 가장 안정한 잔기치환체였다. 이는 Pro53가 소단위체간

의 조절기작에서 중요한 역할을 하는 것을 시사한다.


