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요약 

곰팡이로부터 분리한 PLC inhibitor인 anguillosporal은 in vitro 뿐 만 아니라 EGF에 의해 활성화된 A431세포에서

PLCγ1의 활성을 저해하고 α-thrombin에 의해 활성화된 CCL39세포에서 PLCβ1의 활성을 저해함을 알 수 있었다. 그

러나, anguillosporal은 EGF에 의해 활성화된 A431 세포에서 EGFR의 자가 인산화와 PLCγ1의 tyrosine 인산화를 감

소시키지 못하였다. 이러한 결과들로 보아 anguillosporal은 phospholipase C 의 특이적 저해제임을 알 수 있다.
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the Signal Transducer in the Biological Networking 
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ABSTRACT

Anguillosporal dose-dependently inhibited phospholipase C (PLC)γ1 activity in A431 cells in response to epidermal 
growth factor (EGF). The compound also inhibited PLCβ1 activity in α-thrombin- stimulated CCL39 cells. In accordance 
with this, PLCγ1 and PLCβ1 activities were also decreased by anguillosporal in vitro. However, anguillosporal did not 
reduce the auto- phosphorylation of EGFR and the tyrosine phosphorylation of PLCγ1 in EGF-stimulated A431 cells. Also 
anguillosporal did not inhibit the tyrosine kinase activity of EGFR. From these results, it is suggested that anguillosporal is 
a specific inhibitor of phospholipase C. 
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I. 서 론

세포의 성장 및 증식과 같은 세포반응들은 여러

가지 자극인자들이 세포막 수용체에 결합함으로써

유도되며, 일련의 세포내 신호전달과정을 거친다.

이 신호전달과정에서 중요한 역할을 하는 효소중

의 하나인 phosphatidylinositol-specific

phospholipase C (PI-PLC)는 세포내 미량 인지질인

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate(PIP2)를

inositol 1,4,5-trisphos- phate (IP3)와

diacylglycerol (DAG)로 분해시킨다[1]. 생성된 IP3

는 IP3 receptor와 결합하여 세포질내의 저장소로부

터 Ca
2+
를 유리시키며, DAG는 protien kinase C

(PKC)를 활성화 시킨다[2]. 이런 PLC는 조직이나

세포의 종류에 따라 분자량이 150-154 kd의 PLCβ 

(β1～4), 145-148 kd의 PLCγ (γ1,2), 85-88 kd의

PLCδ (δ1～4)의 세 종류의 isoform으로 나뉘어지

며, 각각 특이한 자극인자에 의해 활성화된다[3].

세포성장인자에 의한 tyrosine kinase와 PLCγ1 매

개 신호전달과정은 상피세포성장인자 (epidermal

growth factor, EGF)[4], 혈소판유래성장인자

(platelet-derived growth factor, PDGF)[5]등이 세포

막의 수용체와 결합하여 특정한 부위의 tyrosine기

가 인산화되면서 시작되며, 인산화된 부분에는

SH2 domain을 갖는 PLCγ1이 결합함으로 일련의

신호전달과정이 활성화된다[6][7].

이와 같이 세포내 신호전달과정에서 PLC의 중

요성이 밝혀짐에 따라, PLC의 역할을 규명하기 위

한 연구와 이를 이용한 새로운 의약품 개발을 위

하여 PLC 저해물질을 탐색하였다. 더욱이 폐암 세

포에서 PLC효소의 발현이 증가되었다고 보고 되었

고, PLC 저해제가 폐암세포의 과도한 세포분열을

조절하는 새로운 약물개발의 타켓이 될 수 있을

것이다. 현재까지 PLC를 저해하는 물질들은 대부

분은 PLC 효소에 대한 저해활성이 낮은 단점이 제

기되어 왔다. PLC 저해물질의 탐색연구 중 토양에

서 분리한 곰팡이로부터 새로운 anguillosporal

(Fig. 1)이 분리되었다[8]. 따라서 본 연구에서는

anguillosporal이 EGFR의 활성화 및 in vitro와 세

포내에서 PLC의 활성에 미치는 영향을 조사함으로

써, anguillosporal이 PLC의 저해제임을 증명하고

자 하였다.

II. 재 료 및 방 법

2.1 Anguillosporal의 분리

곰팡이 분리주 MT51005를[7] 15일간 배양한 배

양액 10 l를 6,000 rpm에서 15분간 원심분리하여

얻은 배양 상등액을 Diaion HP-30에 통과시켜 흡

착시킨 뒤 40% MeOH을 사용하여 세척하였다. 용

출시켜 농축시킨 acetone추출액을 물에 용해시킨

후 BuOH로 용매추출하여 silica gel을 넣어 흡착시

켜 농축하였다. CHCl3/MeOH = 10/1을 전개 용매

로하여 silica gel column chromatography로 분획

하고 PLC 활성을 조사하여 저해활성이 강한 분획

을 모아 농축한 뒤 60% MeOH을 전개용매로

Lobar RP-18 column chromatography하였다.

CHCl3/n-hexane/MeOH = 2/2/1을 전개용매로 하

여 Sephadex LH-20 column chromatography를 2

회 동일하게 실시하였다. 저해활성을 보이는 분획

들을 모아 Prep. HPLC를 실시하여 retention time

(RT) 20분대에 해당하는 anquiliosporal (480 mg)을

분리하였다.

2.2 세포배양

A431와 CCL39 세포를 fetal bovine serum (FBS)

를 10%로 첨가한 Dulbecco's modified Eagle's

medium (DMEM)으로 37℃의 5% CO2 incubator

에서 배양하였다.



생체내 정보 전달계 효소인 Phospholipase C 활성을 저해하는 Anguillosporal의 작용기전

- 21 -

2.3 PLCγ1와 PLCβ1의 활성 측정

효소의 반응은 20 μCi의 [
3
H]-PI가 포함된 50 μ

M PI, 50 mM HEPES (pH 7.0), 3 mM CaCl2, 1

mM EGTA를 포함한 반응액에 PLCγ1과 PLCβ1을

첨가함으로 시작된다. anguillosporal을 처리한 반

응액 200 μl을 37℃에서 10분간 반응시키고

CHCl3:MeOH:HCl (50:50:0.3, v/v) 혼합액 1 ml을

넣어 반응을 중지시킨다. 다시 0.3 ml의 1 N

HCl/3 mM EGTA용액을 넣고 섞은 후 수용액층

의 radioactivity를 측정하였다[9].

2..4 전체 inositol phosphate (IPt)양의 측정

A431, CCL39세포를 배양한 후 1μ Ci/ml의

myo-[2-
3
H]-inositol이 첨가된 inositol-free DMEM

으로 24시간 배양하였다. Phosphate-buffered saline

(PBS)로세포를 세척 후, 30 mM LiCl이 포함된

inositol-free DMEM에 20분간 배양한 후

anguillosporal을 20분간 처리하여 각 세포에 대한

agonist인 EGF, α-thrombin으로 50분간 반응시켰

다. HClO4 5%로 4℃에서 반응을 정지시키고 세포

를 용해시켰다. 상등액을 AG 1×8 anion exchange

column으로 ammonium formate의 농도구배가 최

종 1.0 M이 될 때까지 용출시켜 Scintillation

Counter로 [3H]로 표식된 IPt양을 측정하였다[10].

2.5 A431세포에서 EGF receptor의 준비와

immunoprecipitation

150 mm dish 3개에 A431 세포를 preconfluent

state까지 배양한 후 serum free DMEM으로 24시

간 배양한다. 세포를 모아 lysis buffer (20 mM

HEPES, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 1 mM

Na3VO4, 10 μg/ml leupeptin)을 넣고 얼음위에서

1시간 용해 시키고, 4℃, 12,000 rpm에서 원심분리

하여 immunoprecipitation을 위한 상등액을 얻었

다. 상등액에 Pansorbin 30 μl을 첨가하여 4℃에서

30분간 섞어준 후, 원심분리하여 얻은 상등액에

human EGF의 monoclonal antibody 20 μg을 넣어

4℃에서 2시간 섞어준다. 여기에, 이차 항체인

rabbit anti-mouse IgG 25 μg으로 2시간 precoating

한 Pansorbin 90 μl을 첨가하여 4℃에서 2시간 섞

어준다. 원심분리하여 얻은 Pansorbin이 결합한

EGF receptor를 HNG buffer (50 mM HEPES, pH

7.6, 125 mM NaCl, 10% glycerol)로 4번 세척한

후 100 μl의 HNG buffer를 넣어 재현탁 한다[7].

2.6 EGF receptor tyrosine kinase의 활성

조사

Immunoprecipitated EGF를 1 mg/ml의 histone

f2b와 200 μM genistein과 anguillosporal을 전처리

한다. 효소반응은 25 mM HEPES, pH 7.4, 62.5

mM NaCl, 12.5 mM MgCl2, 2.5 mM MnCl2, 1

mM Na3VO4를 포함한 buffer에 [γ-
32

P]ATP 10 μCi

(20 μM)을 처리함으로 시작된다. 37℃에서 15분간

반응 후 gel-loading buffer (50 mM Tris-HCl, pH

6.8, 100 mM DTT, 2% SDS, 0.1%

bromophenolblue, 10% glycerol)를 첨가하여 반응

을 정지시킨다. 혼합액을 5분간 끓인 후 12%

SDS-PAGE로 전개시킨다. Autoradiography로

tyrosine phosphorylation된 EGFR와 exogenous

substrates를 관찰한다[7].

2.7 Western blots에 의한 세포내에서 단백

질의 tyrosine잔기의 인산화 조사

A431세포를 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지로

preconfluent state까지 배양한 후 serum-free

DMEM으로 바꾸어 37℃에서 24시간 배양하였다.

Trypsin을 처리하여 세포를 eppendorf-tube로 옮긴

후 anguillosporal을 처리하여 37℃에서 15분간 배

양하고 EGF 100 ng/ml을 A431세포에 처리하여 5

분간 배양하였다. 원심분리하여 얻은 침전물에 300
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μl의 lysis buffer (20 mM HEPES, pH 7.2, 1%

Triton X-100, 8% glycerol, 1 mM Na3VO4, 10 μ

g/ml leupeptin)를 첨가하여 얼음위에서 1시간 용

해시켰다. 4℃, 12,000 rpm에서 5분간 원심분리하

여 상등액을 얻어 단백질을 정량한 후 10%

SDS-PAGE를 시행하고, 전개된 protein을

nitrocellulose membrane으로 옮긴 후

anti-phosphotyrosine antibody (4G10)로 blotting하

였다. Tris-buffered saline (20 mM Tris-HCl, pH

7.6, 137 mM NaCl, 0.1% Tween 20)으로 10분씩 3

회, 20분씩 1회 세척 후 peroxidase-conjugated

antimouse IgG로 conjugation하였다.

Immunoreactive band는 E.C.L western blotting

detection system으로 확인하였다[11].

III. 결과 및 고찰

3.1 Anguillosporal이 in vitro에서 PLCγ1과

PLCβ1의 활성에 미치는 영향

Anguillosporal (Fig. 1)이 PLC isozyme 각각에

대한 영향을 조사하기 위해 PLCγ1와 PLCβ1에 대

한 in vitro에서 효소활성을 조사하였다.
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그림 1. Anguillosporal의 화학구조

Fig. 1. Chemical structure of anguillosporal.

Anguillosporal을 1 μM에서 50 μM까지 농도를

변화시키면서 PLCγ1과 PLCβ1에 대한 효소활성저

해를 분석했다. Anguillosporal을 첨가하지 않았을

때의 PLC 효소활성을 100으로 하여 anguillosporal

을 처리하였을 때의 효소활성을 상대적으로 환산

하여 Fig. 2에 표시하였다. 그 결과 anguillosporal

은 농도 의존적으로 PLCγ1과 PLCβ1 모두의 효소

활성을 저해함을 보이며, PLCγ1에 대한 IC50값은

14 μM , PLCβ1에 대한 IC50값은 6 μM로 조사되었

다 (Fig. 2). 즉, anguillosporal은 PLCγ1 뿐 아니라

PLCβ1에도 저해활성을 보임을 알 수 있었다.
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그림 2. Anguillosporal에 의한 PLC 활성의 저해

Fig. 2. Inhibition of PLC activity by anguillosporal.

After 10 min, the enzyme reaction were terminated by

mixing with CHCl3:1 N HCl (1:1, v/v). The water soluble,

upper layer was withdrown and counted for the

measurements of [
3
H]-IP. (● : PLCγ1, ○ : PLCβ1)

3.2 Anguillosporal이 세포내에서 PLC활성에

미치는 영향

Anguillosporal이 intact cell에서 PLC의 활성을

저해하는지 조사하기 위하여 A431세포와 CCL39세
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포를 이용하여 PLC 활성에 따른 분해 산물인 IPt

양을 측정하였다. A431세포는 human epidermal

carcinoma 세포로 세포막 표면에 EGFR가 과다발

현된 특징을 가지고 있는 세포주이다. 이 세포를

이용하여 EGF 처리 시 PLCγ1의 활성에 따른 IPt

생성을 조사하였다. 그 결과 anguillosporal에 의해

세포내의 IPt 생성량이 농도에 의존적으로 감소하

는 것이 관찰되었으며, 22 μM의 IC50값을 가지는

것으로 조사되었다 (Fig. 3).

또한 CCL39세포는 α-thrombin 처리 시 PLCβ1

이 활성화되는 세포로 이 세포를 이용하여

anguillosporal에 의한 세포내에서의 PLC활성저해

에 따른 IPt생성량을 조사하였다. 그 결과

anguillosporal의 농도에 의존적으로 IPt생성량이

감소하는 것을 확인할 수 있었으며, IC50값이 10 μ

M로 조사되었다 (Fig. 3). 즉 anguillosporal은 in

vitro 뿐 아니라 세포내에서도 PLC에 대해 저해활

성을 가짐을 시사한다.

anguillosporal (mM)
0 5 10 15 20 25 30 35

R
e
la
ti
v
e
 I
P
t 
P
ro
d
u
c
ti
o
n
 (
%
)

0

20

40

60

80

100

그림 3. A431 세포와 CCL39 세포가 생산하는 IPt에

대한 anguillosporal의 농도 구배 영향

Fig. 3. Dose-dependent effects of anguillosporal on IPt

production in A431 cells and CCL39 cells. Cells were

labeled with myo-[2-
3
H]-inositol for 24 hr, and treated

with various concentration of anguillosporal for 15 min in

the presence of 20 mM LiCl. Cells were stimulated with

EGF (100 ng/ml) or α-thrombin (0.001 unit/ml) for 30 min.

The intracellular total inositol phosphate (IPt) were

extracted and eluted by Biorad anion exchage colum. (●

: A431, ○ : CCL39)

3.3 Anguillosporal이 EGFR tyrosine kinase

활성에 미치는 영향

EGF가 수용체인 EGFR에 결합시 EGFR의

tyrosine 잔기에 autophosphorylation이 유도되며

이것은 PLCγ1의 활성화에 매우 중요하다. 즉

EGFR의 autophosphorylation된 부위에 PLCγ1의

SH2 domain이 결합하며 PLCγ1 또한 인산화가 일

어나고, 활성화 된다. 따라서 PLCγl을 활성화시키

는데 필요한 EGFR의 tyrosine 잔기의 인산화 정도

를 살펴봄으로써, 세포내에서 anguillosporal에 의

한 PLCγ1의 활성저해가 EGFR의 tyrosine kinase의

활성을 저해하여 생기는 간접적인 영향에 의한 것

인지를 A431세포를 이용하여 조사하였다.

A431 세포에서 EGFR antibody를 이용한

immunoprecipitation에 의해서 EGFR를 얻어

EGFR의 인산화 정도를 조사하였다. 그 결과

genistein에 의해서는 200 μM에서 EGFR의 인산화

가 현저히 감소되는 것을 볼 수 있으나,

anguillosporal에 의해서는 80 μg/ml 즉 320 μM농

도까지 처리하여도 EGFR의 인산화가 저해되지 않

음을 관찰할 수 있었다 (Fig. 4).

즉 anguillosporal는 EGFR의 tyrosine kinase 활

성을 저해하지 않으며, 세포 내에서 anguillosporal

에 의한 PLCγ1의 저해활성에 따른 IPt의 생성감소

는 EGFR의 tyrosine kinase 저해에 의한 영향이 아

님을 확인하였다.
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그림 4. PTK 효소에 대한 anguillosporal의 영향

Fig. 4. Effect of anguillosporal on PTKs in vitro.

Enzyme reaction was initiated by the addition of

[γ-32P]ATP and terminated by the addition of gel-loading

buffer. The reation mixture was boiled for 5 min,

electrophoresed through 12% SDS-PAGE and

autoradiographed. ANG: anguillosporal (μg/ml), Gen :

genistein 200 μM

3.4 Anguillosporal이 A431 세포내에서 단백

질의 tyrosine 인산화에 미치는 영향

세포내 신호전달에 관여하는 많은 단백질의 활

성은 tyrosine 잔기의 인산화와 밀접한 관계가 있

으며, 이렇게 활성화된 단백질은 다른 단백질의 활

성화에도 영향을 미칠 수 있다. 따라서 A431세포

를 이용하여 세포내 단백질들의 tyrosine 잔기의

인산화를 조사함으로써 anguillosporal에 의한 세포

내의 PLCγ1의 활성저해가 다른 단백질의 인산화

저해에 의한 영향인 지를 조사하였다. 그 결과,

tyrosine kinase의 저해제로 알려진 genistein을 200

μM 처리하였을 경우 agonist인 EGF를 처리하지

않았을 때와 같이 tyrosine 잔기의 인산화가 현저

히 감소된 것을 관찰할 수 있으나, anguillosporal

에 의해서는 20 μg/ml 즉 80 μM농도에서도 인산

화의 감소를 관찰할 수 없었다. 특히 180 kd의

EGFR와 145 kd의 PLCγ1의 인산화에도 변화가 없

음이 조사되었다. 따라서 anguillosporal은 세포내

단백질의 tyrosine 잔기의 인산화에 저해활성을 가

지지 않으므로, 이는 세포내에서 PLCγ1의 저해는

다른 단백질의 tyrosine 인산화의 저해에 의한 영

향이 아닌 직접적인 PLCγ1의 활성저해에 의한 것

임을 확인할 수 있었다 (Fig. 5).

그림 5. Anguillosporal이 A431 세포내에서 EGF에 의해

유도된 단백질의 tyrosine 인산화에 미치는 영향

Fig. 5. Effect of anguillosporal on EGF-induced protein

tyrosine phosphorylation in A431 cells. Cells were

preteated with various concentrations of anguillosporal for

5 min, stimulated with EGF (10 ng/ml) for another 5 min

and lysed. Equal amounts of lysate proteins were

electrophoresed through 8% SDS-PAGE and

immunoblotted with antiphosphotyrosine antibody. ANG:

anguillosporal (μg/ml) Gen : genistein 200 μM
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