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ABSTRACT

The synthesis is described of new pepsin substrates of benzyloxycarbonyl-glycyl-L-tyrosyl-L-phenjTlalanyl- 
glycine ethyl ester and benzyloxycarbonyl-glycyl-L-tyrosyl-L-phenylalanyl-glycine for studies on the specificity 
of pepsin, and thin layer chromatographic examination of the peptides prepared showed the new substrates are 
homogeneous and also, same examination of the incubation mixtures skewed that two synthetic substrates are 
cleaved by pepsin at the L-tyrosyl-L-phenylalanyl bond and hydrolysis cf these sufcstrates by pepsin is achieved 
without transpeptidation.

It is found that synthetic peptides are moderately soluble with the amount of the substrate up to a concentration 
of 0. 7 mM in aqueous sodium citrate buffers (0. 04 M) in the pH range 1. 8—4. 0, thus obviating the neCe읍&ity 
for the adding o£ an organic solvent in the assay mixture.

The kinetic parameters for synthetic substrates are tabulated in the following ta비e. The data in the table

indicate that the susceptibility of synthetic peptides to peptic hydrolysis are relatively large and the change of 
the carboxyl-terminal 등roup of synthetic substrate from glycine ethyl ester to glycine causes a pmall decrees은 
in the susceptibility of the L-tyrosyl-L-phenyl^lanyl bond.

opt. temp. opt. pH Km

Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OH 35°C 2.2 5. 82xlQ-4M 2. 06 sec'1

Z-Gly-Tyr-PheGly-OEt 35°C 2.4 4.14xlO~4M 1. 69 sec-i

서 론 His-X-Y-OEt 형 의 peptide 들이 연구되 어 왔다. A 는
이때 까지 pepsin 의 합성 기 질로서 A-X-Y-0H 나 A- acet기 또는 benzyloxycarbony] 기 ； His는 histidyl 잔기 

-산대학교 문리과대학 화학과 X 는 L.phenylalanyl, L-tyrosyl 또는 L-glutam이 잔기
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Y 는 L-phenylalanyl, L-tyrosyl, L-3.5-dihalogenoty- 
rosyl, 또는 L-tryptophyl 잔기 : 그리 고 OEt 는 ethoxy 
기 를 나타낸 다. 나 Kat아］takki⑴ 들에 의 하면 이 들 합 

성 기길 가은데는 pepsin 분해를 받을 때 어떤 조건 아 

래서는 peptide 전이 반응이 일어난다고 한다. 그러므로 

kinetics 연구에 적 합하지 못하다. 그래도 우리들은 수 

용성 이 며, pepsia 에는 예민하고 가수분해 반응만을 받 

는 기질의 합성을꾀해 보았다. 일반적으로 A-X-Y-OH 
형의 합성 기질은 물에 잘 안녹기 때문에 그 용액을 만 

들 때는 메 탄올을 조금 첨 가하는데 , Tang⑵에 의하면 

이 용매는 pepsin 작용에 경 쟁적 억 제 효파를 나타내므로 

기질이 물에 잘녹는다는 것은 중요한 일이다. 그래서 

이번 실험에서는 benzyloxycarbonyl-glycyl-L-tyrosyl- 
L-phenylalanyl-g!ycine(Z-Gly・Tyr-Phe-Gly-OH)와 ben- 
zyloxycarbonyl-glycyl-L-tyrosyl-L-phenylalanyl-glycine 
ethyl esteKZ-Gly-Tyr・Phe-Gly・OEt) 를 합성하고 물에 

대한 용해도, 작용최적 pH와 온도, 그리고 그 가수 

분해 양식을 연구했다.

실 휨

(1) 시 약

돼지 pepsin(2 번 재결정한 것 Lot 710)은 Worthing­
ton Bio사lemical Corp., ninhydrin 과 methyl cellosolve 
는 E. Merck 제를 썼고, 증류수는 이온교환수지 컬럼 

으로 재정제했다. 그밖에 다른 시약은 특별히 언급하 

는 경우를 제외하고는 특급품을 재정제하지 않고 사용 

했다.

pH 는 sodium citrate buffer (0. 04 M, pH 범 위 L 8— 
4. 0)로서 조절 (Beckman research pH meter 로 20”C에 

서 측정)했고, HCLKC1 용액으로 이온 강도가 0.09 가 

유지되도록 하였다.

효소 용액은 효소를 매 일 증류수와 buffer 에 녹여 

10,000 rpm, 5°C 에서 30 분동안 원심 분리 해서 얻은 상둥 

액 을 사용했고 그 농도는 pepsin 의 물흡수율을 51,500 
⑶으로 잡아 효소액 0.1 ml 오卜 buffer 3. 0 mL의 혼합액 

의 278 m” 에서 흡수도로서 결정 했다. (Beckman Du 
Spectrophotometer 사용).

Ninhydrin 용액 도 Zeffren⑴들의 방법 에 따라 매 일 

새로이 만들었다.

peptide 합성 에 사용한 시 약은 그 합성법 에서 언급한 

다.

(2) Kinetics 측정

합성 기질에 대한 pepsin 작용의 kinetics 는 pepsin 에 

의 한 가수 분해 물 가운데 서 L-phenylalanyl-glycine (H- 
Phe-Gly-OH) 이 나 L-phenylalanyl-glycine ethyl ester 

(H-Phe-Gly-OEt)만이 ninhydrin 양성물질이 라는 사실을 

이용, Zeffren⑷⑴들의 방법으로, 여러 가지 다른 기질 

농도에 대 한 pepsin 분해 반응의 초속도를 구하여 Hofst- 
ee 프로트에 의해 결정하였다. 즉,두 시 험관에 해당 pH 
(2. 2 또는 2. 4))의 sodium citrate bu£fer(0. 04 M) 9 ml 
를 넣고 35.0土0.3°C 가 되도록 한다. 이때 한 시 험관 

에 는 2. 10x10-4—6,50x10tm 의 합성 기 질 용액 을 넣 

고, 다른 시 험 관에는 같은 양의 buffer 만 넣는다. 두 

시험관에 효소액 (〔Ed〕=4.0x10-8M)을 넣음으로써 반 

응은 시작된다. 일정시간(가수분해율이 20%정도가 되도 

록) 뒤 에 0. 5 ml 의 반응액 을 1 ml 의 ninhydrin 액 이 든 

5 ml 메스플라스크에 넣고 100土0. 5이2 에서 15 분 동안 

가열 한 다음, 0°C 의 얼음물에서 3분간 식 힌디-. 메스 

플라스크의 눈금까지 50%메 탄을을 채우고 570m“ 에 서 

흡수도를측정 한다. 측정은 각 기 질 농도에 대해서 2,3 
번씩 실시했다.

합성 peptide 의 가수분해 을은 반응 초기 에 반응액 에 

존재 하고 있는 ninhydrin 양성 물질 에 대한 보정 을 하고 

H-Phe-Gly-OH 와 H-Phe-Gly-OEt 를 앞서와 같은 조건 

으로 처리해서 얻은 표준 곡선으로부터 결정했다. 표 

준 곡선은 ninhydrin 반응액 속의 peptide 나 peptide ester 
양에 비례해서 직선으로 나타났다.

Michaelis 상수 Km 과 속도상수 kcaf 는 Hofstee 식 에 

따라〔SJ/V vs.〔辅〕의 푸로트로 부터 얻었다.

(3)Thin layer chromatography (TLC)

합성 된 pepide 와 pepsin 분해 산물의 균일성 을 알기 

위 해서 silicagel G(E. Merck)를 사용하여 TLC 를 살 

시 했다. 전개 용매 는 (A) methanol-ethylacetate (1 : 3, 
V/V) ； (B) n-butanol-acetic acid-water (4 ： 1 ： 1, V/ 
V)를 사용하고 발색 제 는 (a) 0. 2% ninhydrin n-butanol 
용액 ； (b) 0. 5N HCI 와 2. 5% NaNO? 혼합액 에 0.5% 
sulfanilic acid 를 가한 용액과, 10% Na^COa 용액 (Pa- 
uly)을 사용했다.

(4) Peptide 합성

Z-Gly-Ty—Phe-Gly・OEt 의 합성은 figure 1 과 같은 

경로를 밟았다.

① Benzyloxycarbonyl-glycine (Z-Gly-OH)(6)
glycine (0. 75 g, 이 01 M; E. Merck)를 2N NaOH (5G 

ml)에 녹인 용액 에 에테르 (10〜 15 ml)을 가하고 얼음으 

로 식 히면서 benzyloxycarbonyl chloride(20 g, 0. 12 M; 
大阪大學 蛋白質硏究所)와 2N NaOH (75 ml)를 가한 

다음, 2시간 동안 교반하고 에테르로서 추출했다. 물 

충에 6N HCl(42mI)를 가해 생긴 기름 모양의 물질을 

N/SQ 로 건조시켰다. 여과액을 감압 건조하고 에테르
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(MA)

z---------------- L °티

(NH NH ) '

I
7 ------------------------

i iHNOJ i

-- -----------------

! (AZIDE)

Fig. 1. Schematic diagram of synthesis of peptide.
Z, benzyloxycarbonyl； OEt, ethyl ester； BOC, 
t-butyloxycarbonyl； NHNH2, hydrazide； N3, 
azide； AcOEf, ethyl acetate.

와 석유 에테르를 가해서 굳어지 게 했다. 수득률 76%.
② L-tyrosine ethyl ester-p-tosylate (H-Tyr-OEt, 

ToSOH)⑺.
L-tyrosine (18. lg, 0. IM; E. Merck), p-toluene 

sulfonic acid monohydrate (20. 9 g( 0.11 M;E. Merck), 
에 탄을(40 ml) 그리 고 CCl&OOml)의 혼합물을 약 24 
시 간동안 환류 가열한 뒤에 감압 농축하여 에테르(150 
ml)—석유 에테르(50ml)를 가해서 여과하고 이어서 열 

에 탄올一에 테 르로재 결정 시컸다. 수득률78%.
③ Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-tyrosine ethyl ester 

(Z・GIy-Tyr-OEt)(8)(9)

Z-Gly-OH(2. 09 g, 0. 01M)와 triethylamine (NEt3) 
(L 4 ml, 0.01M ; E. Mer이。을 tetrahydrofuran (THF) 
(40 ml; E. Merck)에 녹여 서。〜一5°C 로 식 히 고 isobutyl- 
chlorocarbonateCBCC) (1. 4 ml, 0. 01 M; E. Merck)를 

가했다. 15분 뒤에 H-Tyr-OEt, ToSOH (3.8 g, 0.01 
M)와 NEt3 (1. 4 ml)의 아iloroform(40 ml)용액 을 가하고 

잘 혼합했다. 이 용액을 얼음 속에 1 시간, 상은에 하 

루밤 두었다가, 감압 능축하고 물과 석유 에테르를 가 

해서 결정화시컸다. 충분히 엉킨뒤에 여과해서 4% 
NaHCO3, 2% HC1 그리고 물로 씻고 잘 건조시켜 초 

산에틸一에테르一석유 에테르로 재결정했다. 수득률 70 
% m. p 102°C

C21H24N2O6(400) Calcd. N 7. 0
Found N 0. 2

④ Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-tyrosine (Z-Gly-Tyr- 
OH)Z-Gly-Tyr-OEt는 알칼리로 비누화 되므로5)Z- 
Gly-Tyr-OEt(4. 0 g, 0. 01M)를 메 탄을(30 ml)에 녹여 

IN를 가했다. 비누화된 정도는 비누화가 일어나고 있는 

반응액을 때때 로 silica gel G (E. Merck)와 용매 (B), 

그리 고 발색 제는 48% HBr 와 (b)를 사용하여 TLC 로 

조사했다. 비누화의 초기 에는 Rf=0.82 인 Z-Gly-Tyr- 
OEt의 스포트가 대부분이었으나 약 4시간 뒤에는 Rf 
=0. 65 인 Z-Gly-Tyr-OH 만으로 되 었 디、 비 누화가 끝 

나면 감압해서 메탄올을 없에고 에테르로 추출하여 물 

충에 IN NCl(13mI)를 가하고 초산에 틸로 다시 추출, 

NaRQ로 건조시 켜 감압 농축한 것 에 에 테 르와 석 유 에 

테르를 가해 결정시켰다. 이를 여과하여 초산에덜-에 

테르-석유 에테르로 재결정시켰다. 수득률 75%. m.p 
132〜135°C.

C19H20N2O6 (372) Calcd. N 7. 5
Found N 8. 3

⑤ Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-tyrosyl hydrazine (Z- 
Gly-Tyr-NHNH2)C1I)

Z-Gly-Tyr-OEt (4. 0 g, 0. 01 M) 을 dimethyliormam- 
ide ①MF) (60 ml; E. Merck)에 녹이 고 NH2NH2-H2O 
(9.7 ml, 0. 2 M; E. Merck)를 가체서 상은에 2 일간 두 

었다가, 감압으로 NH2NH2 를 제거한 다음, 물을 가해 

여 과하고 물로 씻었다. 수득률 75% m. p 115^118°C
® Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-tyrosine azide(Z-Gly- 

Tyr-ND
Z-GIy-Tyr-NHNH2 (1.3 g, 3.3mM)를 빙초산(80 

ml)에 녹이 고 2N HC1 (8 ml)를 가해 0〜一5°C 로 냉 

각하고 lNNaNO2(3.4m)f- 가했다. 10 분뒤 에 물 

(400 ml)을 가하고 10분뒤 에 젤리 모양의 물짙을 흡인 

여과 하여 물, 0.5N NaHCO3, 물의 차례로 씻고 건조 

시컸다. 모든 용매는 "C 의 것을 사용하고 조작도 냉 

동실 안에서 했다. 수득률 80%. 이것을 곧 실험 ⑪에 

사용했다.

⑦ Glycine ethyl ester-p-tosylate (H-Gly-OEt, ToS- 
OH)⑺

Glycine (7. 5 g, 0.1 M), p-toluene sulfonic acid mo- 
nohydrate (20. 9 g, 0.11M), 에 탄올 (40 ml), 그리 고 

CC14 (200 ml)의 혼합물을 24 시 간 환류가열하여 감압농 

축하고 에 테 르(150 ml)-석 유 에 테 르(50 ml)로 가해 서 여 

과한 것을 열에탄올-에테르로서 재결정했다. 수득률78%
⑧ Tertiarybutyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-glycine 

ethyl ester (BOC-Phe-Gly-OEt)Cfi)
TertiarybutyloxycarbonyLL-phenylalanine(BOC-Phe) 

(8. 0 g, 0. 03 M; Cyclo Chemical Corp. )와 NEts(4. 2 ml, 
0.03M)를 THF(60ml)에 녹여서 0~—5이3 로 냉각하고 

다시 BCC(3. 94ml, 0.03M)를 가했다. 15분 뒤에 H- 
Gly-OEt, ToSOH(8. 3 g, 0.03M)와 NEt3 (4. 2 ml)의 

chloroform(60 ml)용액을 가하고 얼음 속에 1 시 간, 상 

온에 하룻밤 두었다가 감압 농축하고 초산에 틸(9。ml)을 

가한 다음, 4% NaHCO3, 2% 염 산, 물의 차례로 씻고
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(丄로 건조시 켰다.. 이 의 여 과옉 을 농축하고 석 유 

에테르로 결정화 시키고, 초산에털-에테르-석유 에테 

르로서 재 결정 했다. 수득률 60%, m. p 108~lll°C 
C18H26N2O5 (350) Calcd. N 8. 0

Found N 7. 3
⑨ L-phenylalanyl-glycine ethyl ester (H-Phe-GIy- 

、OEt)(⑵
BOO-Phe-Gly-OEt(l. 48 g, 4. 25 mM)에 2N HCl/AcOEt 
(40 ml)를 가하고 상온에 2 시 간 두었다가 감압 농 

축했다. 이를 물에 녹여 Dowex 50x8 (中형의 컬럼 

(L 2x10 cm)의 넣고 물로 씻은 다음, IN NHQH로서 

용출했다. 이 용출액을 감압 농축하고, 아세톤에 녹여 

서 여과한 것을 뜨거운 물-아세톤으로 재결정시켰다. 

수득률 80%. m. p 174~175°C.
C13H13N2O3(250) Calcd. N 9.8

Found N 10. 7
⑩ L-phenylalanyl-glycine (H-Phe-Gly-OH) 
BOC-Phe-Gly-OEt (3. 5 g, 0. 01 M)를 dioxane (20 ml;

E. Merck) 에 녹이 고 IN NaOH (12 ml)믈 가하여 비 부 

화시켰다. 실험 ④와 같은 조작으로(염산 대신 citric 
acid 를 사용) BOC-Phe-Gly-OH(m. p 126—127。。)를 얻 

었다. 수득률 幻%. 이 로부터 실험 ⑨와 같은 방법 으로 

H-Phe-Gly-OH 를 얻 었 다. 수득률 79%. xn. p 182-183°C 
CuH14N2O3(222) Calcd. N 12. 6

Found N 11. 5 
⑪ Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-tyrosyl-L-phenylalan- 

yl-glycine ethyl ester (Z-(가y-Tyr-Ph伊(궈y-OEt)《⑴

Z-Gly-Tyr-N3 (1.27 g, 3.2队网)를日珂近心块0斑 

<0.91 g, 3. 2 mM) 와 NEt3 (3.2 mM)의 DMF(20 ml)용액 

에 가하여 0°C 에서 하루, 상온에서 하루동안 교반하고 

물(120ml)을 가해서 석출되는 결정을 여과했다. 이것 

을 따뜻한 DMF에 녹여 미량의 불용물질욘 걸러서 없 

애고, 감압하면서 끓는 물육에서 농축시킨 다음, 초산 

예뮐을 가하여 결정을 얻었다.

수둑를 46%. m. p 142*144°C, W5J-2.40 (G메 탄올) 

께탄을), TLC(용매(A))로 단일 스포트가 확인됐다. 

(Rf. 0.46; Pauly).
C32H36N40a (604) Calcd. C 63* & H 6. 0, N 9.3

Found C63. 0t H 5.8, N 8.6 
Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OEt (4 5x 10-4 M), pepsin(4.0 

x 10"a M), 그리 고 pH 2.4 sodium citrate buffer (0.04 
M)로 된 ncubation 혼합물(10 요0을 20 시 간 동안 35°C 
에 두었다가 그 분해산물을 TLG(응꽤(B))로 분석하여 

ninhydrin 양성 성 분은 Rf 0.52 (H-Phe'Gly-OEt 의 Rf) 
이 고 Pauly 양성 섬 분은 Rf 0» 여 (Z-Gly-Tyr-OH의 Rf) 
임을 확인했고 그밖에 다른 스포트는 없었다.

⑫ Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-tyrosyl-L-phenylala- 

nyl-glycine(Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OH)
Z-Gly-Tyr-N'와 H-Phe-Gly-OH 를 실험 ⑪ 과 같이 

아짓드法에 의 해 fragment condensation 했다. 수득 

률 42%. m. p. 184—186°C.
TLC(용매 (A))로 단일 스포트(Rf 0.54； Pauly)를 얻 

었다.

如日3见。8⑸6) Calcd. C 62.5, H 5.6, N 9. 5
Found C 62- 0, H 4. 7, N 10. 3

Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OH 를 실험 ⑪에서 와 같은 조건 

으로 (단 pH 2. 2) pepsin 분해 시 켜 그 분해 물을 TLC 
(용매(B))로 조사한 결과, ninhydrin 양성 성분은 Rf 
0.48(H-Phe-Gly-OH), Pauly 양성 성분은 Rf 0.64 (Z- 
Gly-Ty「OH)인 스포트만 얻어졌으며 다른 스포트는 없 

었다.

결과 및 고찰

(1) 합성 peptide 에 대한 pepsin 작용
합성 peptide Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OH 와 Z-Gly-Tyr- 

Phe>Gly-OEt 를 기질로 하여 pH 2.2와 2.4 (0.04M 
sodiura citrate buffer), 35°C 에서 pepsin 을 작용시킨 

결과 그 가수분해율은 표1 과 같았다. 두 합성 기질의 

pepsin 에 대 한 susceptibility 는 Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OEt 
가 조금 크고, 9。분이 지나면 둘다 70% 이상이 가수 

분해 되 었다. 또 이 들 peptide 는 0.04 M sodium citrate 
buffer (pH 1.8—4.0)애 0.7 mM 까지 잘 녹았으므로 기 

질 용액 (농도 0.65mM 이 중］)을 만둘 때 유기 용매 를 첨 

가하저 안았다. Tang⑵은 지방족 알코을이 합성 거질 

benayloxycarbonyl-L-glutamyl-Ltyrosine 에 대 한 pepsin 
작용을 억제한다고 했으므로, 우리들이 합성한 peptide 
기 질이 수용성 이타는 것은 pepsin kinetics 연구에 큰 
도움이 될 것이다.

한편 합성 된 peptide 와 그 pepsin 분해 산물에 대 해 

실시한 TLC로 peptide 들은 그 균일성이 확인되었으 

며 pepsin 분해 산물은 Z-Gly-Tyr-OH 와 H-Phe-Gly- 
OEt(또는 HThe-Gly-OH)만이 검 출되 었으므로 Tyr-Phe 
사이의 결합이 분해됨을 알 수 있다. 이는 pepsin 이 

sensitive pept너e Lond 양쪽에 L-방향족 아미노산이 

있는 곳을 선택적으로 작용한다는 Baker。，)와 Fruton 
3)들의 보고와 일치 된다. katchalski⑴ 들에 의하면 

Z-GhrTyr-OH 와 Ac-Tyr-Ty「OH 는 pepsin 에 의 해 

peptide 전이 반용을 일으켜 몇 가지 생성 물이 얻어 진 

다고 보고 하였다. 다라서 이듈 합성 기질흔 pepsin 
kinetic 연구에 적 합하지 봇하다. 立린대 우려뚤이 합 

청한 peptide 는 가수분해 반응 만을 받으므로 kinetics 
연구에 알맞는 합성 기질로 생각된다.
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TABLE I. D하a for Ihehydrolysis of Z-Gly-Tyr-Phe-Gly 
OH and Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OEl by pepsin 
이 35°C.

Substrates (So) (M) (EJ (M) Time (min) Hydrolysis (%)

Z-Gly-Tyr- 4. OxW4 3.9xl0-8 
Phe-Gly-OH^>

Z-Gly-Tyr- 4. OxlO-4 4. OxlO-8 
-Phe-Gly-OEt ⑴

Ac-Phe- 2.19 x HL 1.41 x 1O'S 
Tyr-OH(c)

30
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O

O

O
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O
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O
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6
9
1

51

3
 
691

5
8
9

9
 
7
 
no 
7

3

4

6

3

9

8

3

4

0

 

26
54
76
81
87
90
28
57-
75-
82
88
91
58-

”)pH 2. 2 (0. 04 M sodium citrate buffer) 

e)pH 2.4(0. 04 M sodium citrate buffer) 

"Silver et 以⑶.，tested at pH 2. 1, 35°C and 3.4% 

methanol.

by pepsin at 35°C. (Q 04 M sodium citrate 
buffer, (〔이 =4. 0 X 10-4M, 
(Eo) =4. OX and 90 min)

,--- Z-이

(2) 합성 p은ptide 에 대한 pepsin 작용의 최적 pH 
와 최적온도

pH 변화에 따론 pepsin 의 합성 peptide가 수분해율은 

figure 2 와 같고 온도에 의 한 것은 figure 3 과 같다. 

Z-Gly-Tyr-Pbe-Gly-OEt 의 최 적 pH 는 24 근방, 최 적 

온도는 35°C 근방이 며 ,

25 27 29 31 33 35 37 39

Temperature (°C)
Fig. 3. Temperature optima for tha hydrolysis of 

synth으He peptide* by pepsin (0. 04 M sodium 
emse buffer, ((So) =4. OX 10~4M, 
(Eo] ~4. OX 10-8M, ond 90 min) 
-- , Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OH (아1 2.2)； 

c----- , Z-Gly-Tyr-Phe-GIy-OEl (pH 2. 4).

Z-GIy-Tyr-Phe-Gly-OH 의 최 적 pH 는 2. 2 근방, 최 적 

온도는 35°C 근방이 다. Fruton 들"。은 sensitive peptide 
bond 바로 이 웃에 있는 유리 a-COOH 기 가 pepsin 작 

용을 억 제 한다고 했는데 유리 a~C00H 기 가 sensitive 
peptide bond 바로 이 웃에 있지 않은 Z-Gly-Tyr-Phe- 
Gly・OH 에 대 한 pepsin 의 가수분해 을이 Z-Gly-Tyr- 
Phe-Gly-OEt보다 조금 떨어지고 있으나 그것이 유리 

a-COOH 꺼의 억제 작용에 의 한 것인지 는 분명 치 않다.

(3) pepsin 작용의 Kinetics
합성 peptide 에 대한 pepsin 분해 반응의 kinetic 

parameter 는 다음 식 에 의 해서 얻 었다.

E+&=브 ESW므〉E+R+R (1)
i 2

km=(k2 + kca^)/kl
k>kcat 이 면

"즈승 (2)

Vol. 13, No. 3, 1969



238 윤 주 억 •신

〔ES〕ft〔耳〕〔S打 /如 +〔霊 (3)
E는 효소, S 는 기질, ES 는 효소 기질 복합체, P】 

과 已 는 pepsin 에 의 한 분해 생 성 물, klt k2, 그리 고 

kcat 는 각각 속도 상수며 km 은 Michaelis 상수, v 는 

효소 반응 초속도,〔EJ와〔S。〕는 효소와 기질의 초기 농 

도를〔S〕는 t 시간 뒤의 기질 농도를 나타낸다. 물론(3) 
은 반응 경과 중에도 성립한다卩가 최대속도 즉, 

卩= 卩也心 일 때 는 전효소는 ES 복합체 로서 존재 하게 되 

므로 반응은 기질에 대해 엉차반응이 되어

^max~kcat (-^0) (4)

이 성립된다. 따라서 (3)에서(5) Lineweaver-Burk(l6) 
식 이 얻어지고 (5)로부터 (6) Hofstee 식 이 얻어진다.

.1__ [知 ] I ] f

〔&〕1»= 囱〕/ V，，，요+知/ V””，, (6)
(6)을 이용해서 얻은 직선으로부터 虬을 구하고 kca, 
의 값은 (4)에서 얻는다.

Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OEt 의 경 우, [So] =4. 0xl0~*M,

=4. OX1O~4M; [Eo]=4. OX1O-BM)

(Eo) =4. 0 X 10~aM 일 때 , 예 를 들면 pH 2.4 35°C 에 서 

반응시간 t에 대해 log〔S〕를 푸로트한 것은 figure 4 
와 같이 1차 반응으로 나타났다. 知,값보다 적거 나큰 

여러 가지 농도의 합성기질에 대한 ⑦를 구하고 이 ⑦를 

이용해 서〔SJ/u vs.〔】号를 푸로트한 것을 figure 5

"ne (m.rt)

〔SO〕[MX104]
Fig. 5. Delerminafion of Michaelis constant, Km, and 

rate constant, Kea(, for the hydrolysis of Z-Gly-I 
yr-Phe-Gly-OEr by pipsin at pH 2. 4 and 35cC. 
([So] =4.OX1O4M, (Eo) =4.OX1O-a)

와 6 에, 이 푸로트로부터 얻은 知, 과 丸心 값을 표 2 에 

각각 표시하였다.

단백질 분해 효소의 relative specificity 를 Knowles"，， 
그리 고 Bender 와 K&zdyE의 방법 에 따라 丸”/如 값으 

로 표 2 에 표시 하였다. 또 Ac-Phe-Tyr-OH 의 relative 
reactivity 를 1로 두고 Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OH 및 Z-Gly- 
Tyr-Phe-Gly-OEt 와 비 교해 보니 Ac-Phe-Tyr-OH 보다 

약 200 나H 나 크므로 합성 된 peptide 는 pepsin 에 대 한 

susceptibility 가 큰 기질로 생각된다. Z-Gly-Tyr-Phe- 
Gly-OH 와 Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OEt 사이 의 susceptib- 
ility 는 전자가 조금 적으나 이번 실험으로는 그 이유 

를 밝혀내기 힘든다.

몇 가지 한정 된 합성 peptide 에 대 한 pepsin 작용으로 

부터 얻은 data 로서 많은 단백질과 polypeptide 에 대한 

pepsin 의 작용 특이성 을 만족스럽 게 추리 할 수는 없겠 

지만 두 합성 끄eptide의 pepsin 에 의한 분해가 Tyr-Phe 
결합 사이 에서 일어난다는 사실은 pepsin 작용이 com-
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TABLE 2. Kinetic conslanfs f아 pepsin with synthetic peptides at 35°C.

Substrates pH 〔SJ(M) (E0KM) K(M) kw(secT) k^r/km(mM-l-sec-1) Rel Reac­
tivity

Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OH 2.2 2.2-6.5X10T 4.0xl0f 5.82xl0-4 2.06 3.54 177
Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OEt 2.4 2.1-6.0X10*4 4. Ox 1(广8 4.14X10-4 1.19 4.08 204
Ac-Phe-Tyr-OH ⑶ 2.0 1.16-13. 6 X10-4 1.31-1. 58

xlO'5
16.8x10'* 0.0408 0.02 1

19.5X10T 0. 0466 0. 02 1

r$o] fMxio4)

Fig. 6- Determinalion of Michaelis constant, Km, and 
r여e constant, kcrI(, for the hydrolysis of Z-Gly- 
Tyr-Phe-Gly'OH by pepsin 하 pH 2 2 and 35°C. 
([Eq] =4. 0x10"4M), 〔&)〕=4 6시顷8)

plex substrates 의 preferential site 에 서 일어 난다고 보 

는 Tang(】9)의 생각과 일치되고 있다.

결 론

pepsin specificity 연구의 일환으로 Z-Gly-Tyr-Phe- 
Gly・OH 와 Z-Gly-Tyr-Phe-Gly-OEt 를 합성하고 TLC 
에 의 해 그 균일성 을 확인했다. 이 들 합성 peptide 는 

pepsin 으로 Tyr-Phe 결 합이 분해 되 고 peptide 전 이 반응

은 일으키 지 않음이 TLC 로 확인되 었다. 0- 04 M sodi­
um citrate buffer(pH 1. 8〜4. 0)에 는 0. 7 mM 까지 녹았 

으므로 기 질 용액을 만들 때 유기 용매를 첨 가할 필요는 

없 었다. 두 합성 peptide 의 kinetic parameter 는 다음 

과 같았다.

opt. 
temp.

opt. 
pH Km kcat

Z-GIy-Tyr- 35°C 2.2 5.82x1(广)M 2. OGsec'1
Phe-Gly-OH

Z-Gly-Tyr- 
Phe-Gly-OEt

35° C 2.4 4.14xlO'4M 1.69S6C'1

두 합성 peptide 에 대 한 pepsin 작용의 susceptibility 
는 비교적 큰 편이었고 합성 peptide 의 C-말단기를 

Gly-OEt 로부터 Gly-OH 로 바꿈으로서 그 susceptibi­
lity 는 약간 줄었다.
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►■訂 正v

X-선 형광 분석에 의한 천연수 중의 미 량 금속 정 량 (K) 
영남대학교 공과대학 화공과

박 영 규

위의 논문중 Abb2의 오른 쪽의 ▲ Pb 와 O Zn의 표시가 바뀌어 있으 

므로 이틀 訂正함.
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