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요 약

구형인지질이중층인 소낭이 이중에멀젼기법에 의해서 제조되었다. 소낭의 바깥층에서 인지질분해효소D에 의해 촉

진되는 Phosphatidylcholine의 Phosphatidic-acid 전환은 소낭의 곡률반경을 변화시키고 궁극적으로는 소낭들의 융합을

유도한다. 인지질층의 물성이 융합에 끼치는 영향을 형광세기변화의 측정으로 규명하였다. 측정 전에, 형광세기에 대

한 융합의 등급화를 수행하였다. 8-Aminonaphthalene-1,3,6-trisulfonic acid disodium salt(ANTS)와 p-Xylene-bis(N-

pyridinium bromide)(DPX)이 각각 캡슐화된 소낭들을 1:1로 섞은 조건의 형광세기를 0% 융합으로 설정하였으며, ANTS

와 DPX가 섞인 채로 캡슐화된 소낭의 형광세기를 100% 융합으로 설정하였다. 형광물질의 누출을 고려하여 별도의

실험에서 누출에 의한 형광세기 변화를 측정하였다. 인지질분해효소D에 의해 유도된 소낭들의 거동을 관찰한 결과, 안

층이 액상인 조건에서만 융합이 일어났다. 그러나, 융합은 바깥층의 상에 의해서는 영향을 받지 않는 것으로 나타났다.

바깥층의 상은 누출에 영향을 주었으며, 이 결과는 층의 밀도와 측면확산에 기인한 것으로 이해된다. 

Abstract − Spherical phospholipid bilayers, vesicles, were formed with respect to phase of each layer via a double

emulsion technique. The conversion of phosphatidylcholine (PC) to phosphatidic acid (PA) at the outer layer, caused by

phospholipase D (PLD), induced a curvature change in the vesicles, which eventually led them to fuse each other. The effect of

the lipid layer physical-properties on the PLD-induced vesicle fusion was investigated using the fluorescence intensity

change. 8-Aminonaphthalene-1,3,6-trisulfonic acid disodium salt(ANTS) and p-Xylene-bis(N-pyridinium bromide)(DPX)

were encapsulated in the vesicles, respectively, for the quantification of the fusion. The fluorescence scale was calibrated with

the fluorescence of a 1/1 mixture of ANTS and DPX vesicles in NaCl buffer taken as 100% fluorescence (0% fusion)

and the vesicles containing both ANTS and DPX as 0% fluorescence (100% fusion), considering the leakage into the

medium studied directly in a separate experiment using vesicles containing both ANTS and DPX. It was observed that

the fusion occurred to the liquid-phase of the inner layer only. The fusion behaviors were very similar for both solid and

liquid of the outer layer. However, the leakage was faster for the solid-phase outer-layer than the liquid-phase outer-

layer. The difference in the leakage seems to be caused by the lipid concentration and the lateral diffusivity in the layer.
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1. 서 론

인지질분해효소D는 소낭의 운송, 세포골격의 재정렬, 세포의 분

열과 예정사를 포함한 여러 가지 세포 기능들에 관련된 세포막 분포

효소이다[1,2]. 그러므로, 암, 염증, 그리고 심근관련 질환 등의 질환과

관련이 있는 것으로 인식되고 있다 [3-6]. 인지질분해효소D에 의해서

Phosphatidylcholine(PC)의 반응이 촉진되어, 알코올과 Phosphatidic-

acid(PA)이 생성되며 생성된 PA는 소낭의 운송과 운송에 관련된 신

호전달에 필요한 것으로 알려져 있다[1,6]. 그리고, PC 반응에 따른

세포막조성의 변화는 Diacylglycerol과 Lysophosphatidic acid에 관

련된 PA의 대사에 영향을 주는 것으로 추정되고 있다[1,6-8].

세포막융합은 세포융합, 세포외배출작용, 그리고 세포내섭취작용과

같은 다양한 생화학적 과정들에 있어서 중요하다. 세포막의 모형으
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로 리포솜을 사용한 세포막융합의 연구가 리포솜의 안에 담지된 물

질과 지질이중층들의 거동을 확인할 수 있는 형광분석법의 발전으

로 더욱 활발해지게 되었다[9-17]. 리포솜융합은 안에 담지된 물질

들과 인지질이중층의 성분들이 각각 섞이는 것을 의미하므로, 인지

질성분 혼합의 분석만으로는 융합의 여부를 확인하기에 미흡하다.

융합없이 층의 인지질성분끼리 맞교환이 일어날 수 있기 때문이다.

그러므로, 리포솜내부 수용액 공간의 융합분석으로 리포솜융합을

확인한다[18,19]. 

인지질분해효소D에 의해 촉진된 수화반응으로 세포막의 조성이

변화되며 궁극적으로 소낭융합에 도달된다. 조성의 변화는 머리기

가 작은 인지질들로의 대체에 해당되므로, 소낭의 기하학적 변화와

관련이 있다. 따라서, 수화는 소낭의 곡률반경을 유도하여 소낭의 붕

괴에 이르게 된다. 최근에 인지질분해효소D로 촉진된 소낭들의 기

하학적 형태의 변화가 소낭층의 조성, 상(Phase), 그리고 비대칭성의

차이에 의해 달라지는 양상에 대하여 규명되었다[20-23]. 그러나, 여

전히 소낭층의 물성이 소낭융합에 미치는 영향에 대하여 알려지지

않았다. 본 연구에서는 각 층의 물성과 융합과의 관계를 밝히고자

하였다. 소낭융합은 신경물질의 화학적 전달의 중간과정으로서 관

련 질환의 원인을 이해하기 위하여 기전규명이 필요하다. 더 나아가

소낭의 각 층이 갖는 특성과 이에 따른 영향을 바탕으로 약물의 설

계까지 고려할 수 있다.

2. 실 험

2-1. 리포솜 제조

Dioeloylphosphatidylcholine (DOPC), Dioeloylphosphatidic acid

(DOPA), Dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), 그리고 Dipalm-

itoylphosphatidic acid (DPPA)는 Avanti Polar Lipids(Alabaster, AL)로

부터, 8-Aminonaphthalene-1,3,6-trisulfonic acid disodium salt (ANTS)

와 p-Xylene-bis(N-pyridinium bromide) (DPX)는 Sigma Aldrich(St.

Louis, MO)로부터 각각 구입되었다. 이 시료들은 추가적인 정제과

정 없이 바로 사용되었다. DOPA (혹은 DPPA)를 10 ml의 tert-butyl

methyl ether에 10 mg/ml의 농도로 녹였으며, 여기에 pH 7.4이며 25

mM ANTS, 40 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl의 100 µl 수용액을 추

가한다. 이 용액을 50 nm 세공을 갖는 78 mm 직경의 PTFE막에 통

과시켜 미셀을 형성한다. 같은 방식으로 또 다른 두 그룹의 미셀을

형성하는데, ANTS대신에 90 mM의 DPX, 12.5 mM ANTS와 45 mM

DPX를 각각 넣어준다. 미셀용액 50 µl를 주사기를 이용하여 방울단

위로 pH 3이며 10 mM Tris-HCl의 수용액 10 ml에 주입한다. 이와

병행하여 DOPC (또는 DPPC)가 10 mg/ml로 녹아있는 tert-butyl

methyl ether 용액 50 µl를 주사기를 이용하여 방울단위로 주입한다.

최종 인지질 농도는 0.1 mg/ml이 된다. 주입되는 과정에서, 용액은

자기적으로 교반되며 질소흐름이 가하여진다. 용액은 원심분리

(3700×g)를 거쳐 리포솜 형성에 포함되지 못한 인지질들이 침전 및

제거된다. 용액의 상층액을 수거함으로써 리포솜용액이 획득된다.

이 절차들은 리포솜제조법으로 이미 널리 알려져 있다[24].

리포솜형성의 확인을 위하여, 미셀과 리포솜 직경이 각각 측정되

었다. 전기영동광산란광도계인 ELS-8000 (Otsuka Electronics Co.

Ltd, Osaka, Japan)이 이용되었으며, 이를 위해 필요한 tert-butyl

methyl ether의 점도와 굴절률은 각각 0.23 cP and 1.3686이다 [25].

측정결과, 미셀과 리포솜의 직경은 각각 75 ± 10 nm과 80 ± 10 nm

으로 나타났다. 직경변화 이외에도, 리포솜 내부 수용액영역에만 분

포하는 ANTS의 누출이 없는 것은 리포솜 각 층의 구조변화가 발생

하지 않음을 뜻한다. 그렇지 않다면, pH 3으로 낮아진 용액 환경에

서 pH값 변화에 민감한 ANTS의 형광세기가 급격히 변화되기 때문

이다.

2-2. 인지질분해효소D에 의해 촉진된 리포솜융합 측정

인지질분해효소D (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)의 농도로 1 nM을

고려한다. 이전에 발표되었던 연구결과로부터, 본 실험의 인지질농

도보다 높은 조건에서 인지질분해효소D가 1 nM이상일 때 변화가

없음이 밝혀졌기 때문이다[20]. ANTS가 캡슐화된 리포솜은 Wallac

Victor3 multi-well fluorometer (Perkin Elmer, Waltham, MA)으로

모니터링이 수행된다. 인지질분해효소D가 포함된 완충용액을 주입

할 때와 효소가 포함되지 않은 완충용액을 주입할 때의 형광세기 차

이가 관찰된다면, ANTS와 DPX 사이의 형광소광 혹은 매질로의

ANTS 누출을 의미하게 된다. 그러므로, ANTS와 DPX가 각각 캡슐

화된 실험과는 별도로 두 물질들이 함께 섞인 채로 캡슐화된 조건에

서 형광세기의 변화를 측정한다.

형광세기의 등급화를 위해서 다음의 과정들을 수행하였다. ANTS

와 DPX가 각각 캡슐화된 리포솜들의 용액에 대하여 형광세기를 측

정하고, 그 세기를 100%(0% 융합)로 둔다. 반면에, ANTS와 DPX가

완전히 섞인 물질이 캡슐화된 리포솜들의 용액에서 측정된 값을

0%(100% 융합)로 놓는다. 캡슐화된 물질의 누출을 고려해야 하므로,

ANTS와 DPX가 섞인 리포솜용액의 초기상태 형광세기를 0% 누출로

두고 인지질분해효소D를 주입하여 시간에 따른 세기변화를 측정한

다. 크게 변화가 나타나지 않은 시점 이후에 Tween 20으로 처리하

여 용해된 상태의 형광세기를 100% 누출로 산정한다. 그러므로, 융

합된 리포솜의 상대적 비율은 시간에 따라 감소되는 형광세기를 측

정하여 %등급을 구하고 해당시간의 누출%로 수정함으로써 산출할

수 있다. 형광세기 측정 이외에도 광산란을 통한 리포솜크기의 측정

으로부터 리포솜거동의 변화를 모니터링할 수 있다.

3. 결과 및 고찰

캡슐화를 확인하기 위한 과정이 수행된 결과는 이전에 발표되었

던 연구결과와 동일하게 나타났다[20]. pH 3의 버퍼용액 몇 방울을

추가한 후에, 형광세기의 변화가 감지되지 않았다. 그러나, 계면활성

제의 처리로 급격한 변화가 관찰되었다. 계면활성제 자체에 의한 변

화 가능성이 있으므로, 형광물질이 주입되지 않은 리포솜용액에 동

일한 실험이 수행되었으며 변화가 없음을 확인하였다. 이 결과는 캡

슐화가 성공적으로 이루어졌음을 의미한다. 

인지질분해효소D으로 촉진되는 리포솜융합에 여러 가지 인자들

이 영향을 끼칠 수 있다. 그 인자들로 리포솜의 수와 직경, 인지질의

조성, 효소의 농도, 이온농도, 그리고 리포솜 각 층의 상(Phase)을 고

려할 수 있다. 본 연구에서는, 인지질의 농도와 조성 그리고 리포솜의

직경이 정해져 있다. 그리고, 안정성과 상을 제외한 다른 인자들은

이전에 수행된 연구에서 그 영향성이 규명되어 있다[21]. 인지질

1 mg/ml에서 1~10 nM의 인지질분해효소D 농도에서 리포솜의 구조

변화에 차이점이 나타나지 않았다. 생체환경을 모사한 수용액의 이

온농도로서 NaCl 5 mM과 CaCl
2
 1 mM이 고려되었다. 이보다 낮은

농도에서는 효소작용이 변화되는 것이 관찰되었기 때문이다[6,27-29].
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그러므로, 각 층의 상을 제외한 다른 인자들은 결정되어 있으므로,

효소작용에 대한 층의 상태가 갖는 영향을 본 연구에서 규명할 수

있게 되었다. 상온에서, DOPC와 DOPA 층은 액체상(Liquid Phase)

이고 DPPC와 DPPA 층은 고체상(Solid Phase)의 상태이다[30]. 리

포솜은 이중층 구조를 가지므로 4가지 조건들을 고려한다. 

ANTS의 형광세기에 대한 결과가 Fig. 1에 제시되어 있다. 시간에

따라 세기의 변화가 측정되었다. Fig. 1의 (a)와 (b)는 고체상의 안쪽

층에 대하여 바깥층이 각각 고체상과 액체상에 해당될 때의 결과이

며, (c)와 (d)는 액체상의 안쪽층에 대한 결과이다. 각 그래프는 세

가지 곡선을 나타내고 있다. 두 가지는 소광과 누출을 측정한 결과

이며, 다른 하나는 소광으로부터 누출을 제거하여 산출된 결과이다.

제거하여 산출된 결과가 시간에 따라 진행된 리포솜융합의 거동에

해당된다. Fig. 1의 곡선들은 안쪽층이 액체상일 때에만 융합이 진행

됨을 제시하고 있다. 고체상일 때에도 진행된다면, Fig. 1의 (a)와 (b)

곡선도 시간에 따라 급격히 감소되어야 할 것이다. 융합에서의 차이

점은 안쪽층의 상 차이에 따른 분자확산도의 차이에 기인한 것으로

해석된다.

안쪽층이 액체상인 조건에서, 융합의 거동은 바깥층의 상과 무관

하게 유사하게 나타나는 것으로 관찰된다. 그러나, 융합자체는 차이

가 나타나지 않으나, 융합을 구성하는 소광과 누출의 관점에서 고찰

하면 바깥층의 상에 따라 각각 다른 결과들이 얻어졌다. Fig. 1의 (c)와

(d)를 비교하여, 안쪽층이 액체상일 때에는 바깥층의 상에 따른 소광

효과의 차이는 누출에서 비롯된 것을 알 수 있다. 캡슐화된 물질의

누출은 안쪽층이 액체상인 조건에서 바깥층이 고체상일 때 더 빠르

게 진행되는 것으로 관찰되었다. 인지질층의 기계적 물성을 고려하

면 액체상에 대하여 더 빠르게 진행될 것으로 예상하였으나, 결과는

예상과 다르게 나타났다. 이 결과의 원인으로 상의 비대칭성을 고려

하였으나, 안쪽층이 고체상인 조건에서도 동일한 결과가 관찰되었

다(Fig. 1의 (a)와 (b)). 누출에 대한 상기 결과들을 반응속도에 의한

것으로 해석할 수 있는데, 이 관점에서 선행연구와 일치하는 경향성을

보이고 있다[20]. 바깥층의 Phosphatidylcholine(PC) 밀도가 고체상

에서 액체상보다 두 배 이상 더 높은 것으로 알려져 있다[30]. 그러

므로, 액체상의 낮은 PC 표면농도가 더 느린 반응속도를 유도하고

이는 반응시간으로 귀결된 것으로 추정된다.

또 다른 관점에서, 측면확산도 또한 고려해야 할 특성치인 것으

로 판단된다. 인지질분해효소D에 의한 반응의 촉진으로 파생되는

리포솜의 구조변화는 PC의 측면이동도에 의해 영향을 받게 된다.

이동도가 높을수록 변화에 대한 완충작용이 있을 것으로 해석되는

데, 액체상에서 측면확산도가 10~100배 고체상보다 더 높다. 따라

서, 반응속도가 설령 두 상에 대해서 동일하다는 가정하에서도,

인지질분해효소D에 의한 리포솜붕괴 시간은 더 느릴 것으로 이해

된다[31]. 

광산란을 이용하여, 리포솜의 직경이 각 조건에서 측정되었다. 안

쪽층이 액체상인 경우에, 효소의 주입이 없는 경우에 직경의 봉우리

형태가 150 nm를 중심으로 정규분포를 나타내고 있다. 효소의 반응

촉진 이후에, 일정한 간격으로 여러 개의 봉우리가 분포함이 반복적

으로 관찰되었다(Fig. 2의 (a)). 반면에, 안쪽층이 고체상인 경우에

분포의 형태가 불규칙적이었다(Fig. 2의 (b)). 이 결과는 형광세기에

대한 결과와 동일 맥락으로 이해된다. 봉우리 분포의 위치가 융합의

결과로 나타난 새로운 리포솜의 직경으로 해석되는데, 이 결과는 반

응된 리포솜의 개수를 토대로 계산된 예측치와 일치한다. 고체상에

서의 불규칙적인 분포는 리포솜들의 응집으로 추정된다.

Fig. 1. Fluorescence intensity with respect to time for each layer of the vesicle. (a) and (b) are corresponding to the solid and liquid phase of

the outer layer at the solid inner layer, and (c) and (d) are to the solid and liquid phase of the outer layer at the liquid inner layer.
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4. 결 론

리포솜을 구성하는 각 층의 상(Phase)과 인지질분해효소D로 촉진

되는 리포솜융합의 관계를 형광세기의 변화를 이용하여 규명하고자

하였다. 이를 위하여, ANTS와 DPX이 각각 캡슐화된 소낭들을 1:1로

섞은 조건의 형광세기를 0% 융합으로 설정하였으며, ANTS와 DPX

가 섞인 채로 캡슐화된 소낭의 형광세기를 100% 융합으로 설정하

였다. 융합과정에서 발생되는 형광물질의 누출을 고려하여 별도의

실험에서 누출에 의한 형광세기 변화를 측정하였다. PLD에 의해 유

도된 소낭들의 거동을 관찰한 결과, 안층이 액상인 조건에서만 융합

이 일어났다. 그러나, 융합은 바깥층의 상에 의해서는 영향을 받지

않는 것으로 나타났다. 바깥층의 상은 누출에 영향을 주었으며, 이

결과는 층의 밀도와 측면확산에 기인한 것으로 이해된다.
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