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要 約. RNase A에 對한 RNA의 加水分解反應性은 spermine에 의하여 抑制되 었다. Spermine의 濃度가 

增加함에 따라 RNase의 活性度는 점점 減小하다가 plateau에 到達되 었다. 同一한 條件에서 spermine의 

濃度가 增加함에 따라 iRNA 의 粘性度는 점 점 增加되 어 RNase 의 活性度에 서 의 spermine 依存性과 

같이 plateau에 이르게 되었다. RNase A에 對한 RNA의 加水分解反應性에 미치는 spermine의 抑制 

効果는 denatured(變性) DNA 에 의하여 救劑되나 native(本性) DNA 에 의하여서는 無關하였다. 이 

들 實驗結果는 spermine 에 의 하여 RNA 의 分子間 aggregation 이 일어 나며 그로 因하여 RNA 의 

RNase A에 對한 加水分解反應性이 抑制될 수 있음을 보여준다.

ABSTRACT. RNA degradation by riboinuclease A (EC 3.1.27.5) was inhibited by spermine. 

As the concentration of spermine was increased, the ribonuclease activity was decreased gradually 

until it reached an plateau, Under the same conditions, the viscosity of the RNA increased, as 

놔此 spermine concentration was increased until it reached a plateau in the same manner as the pro­

file of the spermine-dependent ribonuclease activity. The inhibitory effect of spermine on the 

susceptibility of RNA to the ribonuclease could be relieved by denatured calf thymus DNA, but 

not by the native DNA. The data here indicate the possibility that the suppress of the RNA 

susceptibility for the ribonuclease by spermine is brought about by the spermine-induced intermole- 

cular aggregation of the RNA molecules.

序論

前에 報告된 바에 의하면 polyamine에 의하여 

ribonuclease (RNase) 의 activity가 增加되 며 base 

specificity가 달라진다고 한다心. 이러한 polya- 

mine 効果는 polyamine에 의 하여 誘發되 는 RNA 

의 構造變移에 基因할 것이 라고 豫想되나 이 에 

對한 硏究가 이루어지지 않고 있다. 이를테면 

Igarashi 等은3 polyamineo] RNA 의 3 次元的 構 

造變移에 미치는 効果는 전혀 생각해 보지 못한 

채 合成 p31ymicleotides(polyA, p시y C 및 poly 

U)의 E. coli RNase II 에 의 한 加水分解에 對한 

差別的 効果를 觀察하고 이러한 差別的 効果가 

單純히 polyamine의 RNA에 對한 base specificity 

에 基因한다고 報告하고 있다. 또한 著者들은%5 

前에 polyamine 이 native (本性) DNA 와 dena­
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tured (變性) DNA의 DNase 1에 對한 相反된 効 

果, 즉 本性 DNA 의 susceptibility 는 增加시키 

는 反面 變性 DNA의 susceptibility는 抑制 (inhi­

bition) 시킴을 알았으며 이와같은 相反된 効果 

는 本性 및 變性 DNA에 對한 spermine 의 差別 

的 構造變移 効果에 基因하기 때문이라고 推理 

할 수 있었다. Spermi眼에 의하여 本性 DNA는 

monomolecular condensation 일 으켜 compact 

構造를 形成하지만 變性 DNA 는 이와 對照的으 

로 分子間 aggregation을 일으키는 傾向을 가졌 

음을 알았으며, DNase 1에 對한 變性 DNA 

susceptibility 의 spermine 에 의 한 妨害効果는 分 

子間 aggregation에 基因함을 推理할 수 있었다. 

變性 DNA와 類似하게 double helical 構造가 결 

핍되어 있는 RNA도 spermine에 의하여 構造的 

變移가 誘發됨 으로써 RNase에 對한 susceptibility 

가 달라질 것인가는 흥미로운 問題이다.

따라서 本 硏究에 서 는 spermine 이 RNA 의 

viscosity 및 RNase A 에 對한 susceptibility 에 

미 치 는 効果를 •調査하고 denatured DNA 가 이 

susceptibility 에 미 치는 影響을 調査함으로써 

RNA의 RNase A 에 對한 susceptibility 가 sper- 

mirie 에 의하여 妨害됨을 알아내고 이 妨害効果 

가 spermine에 의한 aggregation 에 基因할 것임 

을 推理하여 그 結果를 報告한다.

實驗方法 및 材料

송아지 흉선 (calf thymus) DNA (Type I), 

RNA(Baker's yeast로부터 精製된 것, Type XI) , 

ribonuclease A (RNase A, Type 1-AS), deo­

xyribonuclease 1 (DNase 1, DNTOO), 및 sper­

mine tetrahydrochloride 는 모두 美國 Sigma 

Chemical Company로 부터 購入된 것이며 熱變 

性 DNA는 波長 260nm 에서의 吸光度가 L6 이 

되는 DNA 水溶液을 끓는물 속에서 20分間 加 

熱한 後 얼음물에서 急冷却시켜 製造하였다.

RNA의 RNase A에 對한 Susceptibility 測定. 

前에 發表된 McDonald 의 方法을? 약간 修訂하 

여 酵素反應速度를 測定하였다. 標準 acetate 

buffer (0.005 MNaCl, O.OMMMg% 및 0-008M 

acetate), pH 7 에 녹아있는 1.9mZ RNA 溶液 
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에 RNase 水溶液 을 넣 어 섞 어 주고 25 °C 

에서 20分間 反應시킨 後에 0.15M NaCl 內 

carrier 蛋白質 溶液 0.1 m2을 加한 後 곧 이어 

0.25% uranyl acetate를 含有하는 5% perchloric 

acid 2mZ 을 加하여 얼음물에 15分間 담가 두었 

다가 遠心分離器로 沈澱을 除去시킨 上澄液의 

吸光度를 波長 260nm 에 서 測定하였다. Sper­

mine 이 standard acetate buffer 內 RNA의 vis- 

cosity 에 미치는 影響에 對한 實驗은 恒溫槽 溫 

度 25 °C 에 서 Ostwald type viscometer 를 使用 

하여 前에 報告된 方法5에 따라 遂行하였다.

結果

基質인 RNA 의 濃度 增加에 따른 RNA 의 分 

解速度에 對한 data를 보여 주는 E£g.l에 서 sper- 

mine 이 存在하지 않는 경 우와 存在하는 경 우 

(5X10YM)各各 다른 樣相을 가짐을 알 수 있 

다. Spermine이 存在하지 않을 경 우에 는 試驗된 

RNA 濃度 範圍內에서 그 分解速度(上澄液內 分 

解 遊離되는 酸可溶性 生成物의 260nm에서의 

吸光度)가 RNA 濃度 增加에 따라서 直線的으로 

增加하지만 이와 對照的으로 spermine 이 存在할 

경우에는 RNA 의 susceptibility 7} 抑制됨을 알

Cone, of RNA (mg/ml 乂 io2]

Fig. 1. RNase A Activity vs. RNA concentration in presence (5 X10-3M, - X - X -) and absence (- o —) of spermine. The assay conditions and procedures are as described under "Materials and Methods**.
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Fig. 2. The dependence of the susceptibility of RNA for RNase A on the spermine concentration. The va­lues of hydrolysis rate expressed are those of absor­bance increase at 260nm per 20 min incubation. The concentration of RNA was 6. 25 X 10-2mg/ml. Further experimental details are as described in the text.

Fig, 3. E任ect of spermine concentration on the viscosity of RNA in the standard acetate buffer at 25 °C. The values of viscosity are expressed by flow time (sec.) The concentration of RNA was kept constant at 6. 25 X10-2mg/mZ.
수 있 다. 그러 므로 spermine 이 RNA 의 RNase 

A에 對한 susceptibility에 미치는 影響을 調査한 

바 Fig. 2에서 보여주는 바와 같이 抑制効果가 있 

으을 알 수 있다. 즉 Spermine 의 濃度 增加에 

따라서 RNA의 susceptibility 7} 점 점 감소하여 

plateau 에 到達됨 을 알 수 있다. Spermine의 이 

抑制効果에 對한 mechanism을 알기 위 하여 sper­

mine 濃度 變化에 對한 RNA 의 viscosity 變化 

樣相을 調査하였으며 耳#.3에서 그 結果를 보여 

준다. F/gT에서 spermine의 濃度가 增加함에 따 

라서 RNA 의 粘性度가 점점 커져 서 plateau 에 

到達됨 을 알 수 있다. Spermine 의 濃度 增加에 

따른 RNA의 viscosity 增加는 denatured DNA의 

경 우5와 마찬가지 로 spermine에 의 한 RNA 分子 

間 aggregation 이 일 어 나기 때 문이 라고 생 각할 

수 있다. 그 두 樣相 즉 spermine의 濃度 變化 

에 對한 RNA의 RNase A 에 對한 susceptibility 

變化 樣相 (洗g, 2) 과 viscosity 變化 樣相 C&g.3) 

間에 相關關係가 存在함을 알 수 있으며 이 相 

關關係로 부터 spermine 에 의한 RNA의 RNase 

A에 對한 susceptibility의 抑制効果는 denatured 

DNA 의 DNase 1 에 對한 susceptibility 의 sper- 

mi眼에 의한 抑制効果의 경우5와 같이 RNA 의 

spermine 에 의 한 分子間 aggregation 에 基因하 

는 것으로 풀이된다. F£g.2 및 声备3에서 sper- 

mine 의 濃度가 약 踏如一赤에 이르면 그 濃度 

가 더 이상 增加되 어도 RNA 의 susceptibility 나 

viscosity 가 더 이 상 감소되 거 나 增加되 지 않고 

plateau에 이 르는 이 유는 RNA의 濃度가 一定하 

므로 spermine 에 의하여 完全히 飽和되어 agg- 

【egate 를 形成할 경 우 spermine 濃度가 그 이 상 

增加되 어 도 aggregation 의 정 도가 그 이 상 增加 

되 지 않으므로 spermine 濃度가 增加되 어 도 RNA 

의 susceptibility가 그 이 상 變化되 지 않고 plateau 

에 이른다고 생각된다. RNase A 에 對한 RNA 

susceptibility vs. RNA 濃度를 보여 주는 Fig. 1 
에서 RNA 濃度 增加에 따른 그 susceptibility 

增加率은 spermine 이 存在할 경 우가 存在하지 

않는 경우 보다 낮아짐을 알 수 있는 데 그 이유 

는 spermine 이 存在할 경 우 濃度 增加에 따른 

aggregate 정 도가 增加되 기 때 문이 라고 解釋된다.

Spermine이 存在하는 경우 (5 X 10^3M) 및 存 

在하지 않는 各 경우 denatured DNA가 RNA의 

RNase A에 對한 susceptibility에 미치는 影響을 

보여주는 Fig. 4 에 서 spermine 에 의 한 RNA 의
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0 0.2 0.4 0.6 0.0 1.0 1.2

Cone, of DNA (M 1 104)

Fig. 4. Effect of denatured DNA concentration on the susceptibility of RNA for RNase A in presence (5X 10-3AZ) and absence of spermine. The values of hy- drolysis rate expressed are those of absorbance increase at 260nm, per 20min incubation, The concentration of RNA was 6. 25X10-2 mg/mZ. Further experimental details are as described in the text. X------X; dena­tured DNA plus spermine. △----- △; denatured DNAminus spermine.
0.28 -

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

C0HC. Of DNA〔MJHO씨

Fig. 5. Effect of native DNA concentration on the susceptibility of RNA for RNase A in the presence (5X10-3M) and absence of spermine. Other experi­mental conditions are as described in Fig. 2. X------X :native DNA plus spermine. O------O : native DNAminus spermine.
RNase A 에 對한 susceptibility 의 抑制効果가 

denatured DNA에 의하여 救濟됨 을 알 수 있다. 

그러 나 反面에 spermine 이 存在하는 경 우 (5X 
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10'3M) 및 存在하지 않는 各 경우 native DNA 

가 RNA의 RNase A 에 對한 susceptibility에 미 

치 는 影響을 보여 주는 Fig. 5에 서 native DNA는 

denatured DNA의 경우와는 달리 RNA의 RNase 

A에 對한 susceptibility 에 큰 影響을 미 치 지 않 

을 뿐 만 아니 라 spermine 의 存在 與否에 無關 

함을 알 수 있다. 前에 著者들이 遂行한 硏究結 

果4’5에 의하면 denatured DNA 는 native DNA 

와는 對照的으로 spermine 에 의한 interm시ecular 

aggre응ation에 銳敏하며 따라서 DNase 1에 對한 

susceptibility 가 spermine에 依하여 抑制됨 을 推 

理할 수 있었다. 따라서 分解反應性 및 viscosity 

에 있어서 spermine의 影響이 RNA 및 dena­

tured DNA에 對하여 類似한 점으로부터 미루어 

보아 RNase A에 對한 spermine의 妨害効果로부 

터 denatured DNA에 依한 救濟効果는 spermine에 

의하여 誘發되는 RNA-dDNA (denatured DNA) 

間의 ag용]■egation 으로 말미암아 spermine 에 의 

한 RNA 分子間 aggregation이 減小되기 때문이 

라고 推測된다.

結論的으로 本 硏究 data 로부터 spermine 에 

의하여 RNA의 分子間 aggregation 이 일어나며 

그로 因하여 spermine에 依한 RNA의 RNase A 

에 對한 susceptibility 의 抑制効果가 일어난다고 

볼 수 있다.

考察

in vivo 및 in 沅切。에서 spermine 等의 polya- 

mines에 의한 RNA 分解酵素의 阻害가 많이 報 

告되고 있으나그 mechanism 에 對해서는 아 

직 알려진 바 없다. Levy 等은9 E. coli RNase 

II에 의한 synthetic homopolymi시eotides의 分解 

activity에 그 種類에 따른 差別的 polyamine 効 

果가 있음을 報告하였으나 이들은 polyamines가 

이러한 條件들에서 이들 RNA species의 3次元 

的 構造에 미치는 効果를 調査하지 않고 RNase 

activity에 對한 polyamines 觀察된 差別的 効 

果를 一般化된, heteropolynucleotide^] base spe- 

ci£city에 適用시켰다. 그러나 이 러한 경우 poly- 

amine 에 의 한 base specificity 의 變化 보다는 

base sequence specificity 에 따른 3 次元的 構造 
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變化의 差異에 의하여 그 susceptibility 에 對한 

差別的 polyamine 効果가 생길수 있으므로 ho- 

mopolynucleotides의 種類에 따른 polyamine 의 

差別的 効果를 polyamine 에 의 한 單純한 base 

specificity 變化에 基因한다고 생각하여 다른 種 

類의 RNA heteropolynucleotide에 適用시켜서는 

안 될 것이 다. 따라서 RNA의 分解 activity(sus- 

ceptibility)에 미치는 差別的 polyamine 効果의 

硏究에 는 polyamine 에 의 한 RNA 의 3 次元的 

構造變化에 對한 硏究가 重要함을 알 수 있다.

本 硏究結果는 polyamines 의 RNase activity 

에 미치는 影響이 RNA의 3次元的 構造에 미 

치는 影響의 結果에 基因함을 보여 줌으로써, 

RNase에 對한 RNA species 의 susceptibility 에 

미치는 polyamines의 差別的 効果 機構를 硏究 

함에 있 어서 는 polyamines 가 RNA 의 3 次元的 

構造에 미치는 効果를 調査하는 것이 重要하다 

는 점 을 强調한다. 또한 本 硏究結果는 spermine 

等에 의 하여 誘發되 는 RNA 및 DNA間의 aggre­

gation 可能性을 示唆하여 준다.

本 論文은 部分的으로 1984年度 文敎部 基礎 

科學 特性化 分野 學術硏究助成費에 依하여 硏 

究되었음.
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