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< 요 약 문 >

※ 요약문의 총분량은 2page 이내로 제한함

연구목표
(200자 이내)

<최종목표>
- CDK1을 비롯한 항암 표적 kinase의 구조를 규명하여 CDK family의 다른 kinase와

구조적 비교를 통하여 CDK1의 작용 메커니즘을 규명하고 CDK 저해제 개발의 기반

을 마련함

- CDK1의 구조를 바탕으로 기존에 개발 중인 CDK1 저해제들의 문제점을 분석하여
개선된 저해제 발굴에 도움이 되도록 함

-기타 항암제 표적 kinase의 구조 규명을 통하여 구조 기반 항암제 개발의 토대 마
련

<당해연도목표>
항암 표적 kinase의 결정화 및 삼차원 구조를 규명한다.

연구내용 및 방법
(500자 이내)

- CDK1을 비롯한 항암표적 kinase의 대량 발현 및 정제 조건 확립

- E.coli 또는 insect cell (Sf9)을 이용한 protein kinase의 대량 발현

- 컬럼 크로마토 그래피를 이용한 순수 정제

- 안정적인 단백질 정제 조건을 확립함

- 결정화 조건 스크리닝

- Protein kinase와 저해제의 결합체 제조

- ITC, SPR 등을 이용한 저해능력 확인

- 단백질과 결합이 확인된 저해제의 결정화

- 결정이 얻어지면 X-선 회절 데이터를 수집함

연구개발에 따른 
기대성과

<정량적 성과1)>

구분 달성치/목표치1) 달성도(%)
SCI 논문 편수 2/1 200

IF 합 4.71 117
기타 성과 구조 규명 6종 100

< 정성적 성과 >
CDK1, Syk kinase, Pim1 kinase에 대한 발현 정제 조건 확립insect cell expression system 구축
<기타 사항>
2015년도에 kinase 구조에 대한 논문 1편 (단독사사)로 투고 예정

색인어
국문

단백질 인산화 효소 세포주기 삼차원 구조
결정 구조 저해제 마이토시스
사이클린의존인산화 효소 사이클린

영문
kinase cell cycle 3 dimensional structure
crystal structure inhibitor mitosis
CDK Cyclin
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Project Summary
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◉ Purposes of Research

- Determining the three-dimensional structure of various protein kinases that are important for

development of anticancer drugs.

- The main target for research was cyclin-dependent kinase 1 that is key regulator in cell

cycle especially mitosis period.

- Other drug target kinases such as Syk and Pim1 were also subjects of the research.

◉ Method & Contents

- Ovexpression and purification of target proteins

- Crystallization of target kinases

- X-ray diffraction experiment and computational calculations

- Refinement of structural models

- Analysis of determined kinase structures

- Biochemical studies on kinases and their inhibitors

◉ Results & Discussion

- We successfully overexpressed recombinant CDK1 in Sf9 insect cells using baculovirus

- Recombinant CDK1 was purified

- Crystallization is not successful yet

- Other drug target kinases, Syk and Pim1 kinases were purified and crystallized

- Structures of Syk and Pim1 in complex with various inhibitors were determined and

analyzed

※ 연구목표, 연구방법, 연구성과를 영문으로 요약하여 2쪽이내의 분량으로 작성
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1. 연구의 최종목표

◉ 최종 목표:

- CDK1을 비록한 항암 표적 kinase의 구조를 규명하여 CDK family의 다른 kinase와 구조적 비교를

통하여 CDK1의 작용 메커니즘을 규명하고 CDK 저해제 개발의 기반을 마련함

- CDK1의 구조를 바탕으로 기존에 개발 중인 CDK1 저해제들의 문제점을 분석하여 개선된 저해제
발굴에 도움이 되도록 함

- 기타 항암제 표적 kinase의 구조 규명을 통하여 구조 기반 항암제 개발의 토대 마련

연차별 목표:

구분 목표 내용 및 범위 연구비

1차년도
(2013)

CDK1을 비롯한 항암표적
kinase의 대량 발현 및 정제

조건 확립

E.coli, insect cell등을 이용한 대량 발현
조건 탐색

안정한 단백질 정제 조건 탐색
80,000

2차년도
(2014)

항암 표적 kinase의 결정화 및
구조 규명

단백질 결정화 조건 탐색 및 X-선 회절
실험

X-선 회절 데이터를 이용한 위상 문제
해결 및 구조 정밀화

80,000

◉ 연구의 목적

Protein kinase 와 암

- Protein kinase는 다른 단백질의 tyrosine, serine, threonine 잔기를 인산화 하는 단백질로서 가

장 연구가 많이 수행된 단백질 군임

- 인간 유전체 해독을 통하여 약 518개의 protein kinase 유전자가 확인되었으며 이 중에 약 164

개 kinase는 종양과 관련되어 있고 80여개는 다른 질환과 관련되어 있음 (Manning et al., 2002)

- 생물학, 의학, 화학적인 다학제 연구를 통하여 빠른 시간내에 다양한 기능, 질환 관련성, 신약

표적으로서의 가능성 등이 연구되어 왔음

- 1998년 최초의 protein kinase 저해 기전 항암제인 Herceptin이 FDA에 승인된 이래 많은 제약

사들이 kinase를 표적으로 한 항암제 개발에 성공하였거나 활발히 개발 중에 있음

- kinase는 세포의 기능을 조절하는데 거의 모든 단계에서 작용하므로 여러 질환을 대상으로 한

신약 개발전략이 모색되었음

- 현재 글로벌 제약사의 전체 R&D의 25% 정도가 kinase를 대상으로 하고 있음 (Vieth et al.,

2005, Drug discovery today

- 현재 임상에서 이용하고 있는 많은 표적 항암제가 kinase를 표적으로 하고 있으며 글로벌 제약
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사의 신약개발 pipeline에서도 항암제를 중심으로 kinase를 신약개발의 표적으로 하고 있음

- kinase를 저해하는 전략은 크게 monoclonal antibody를 이용한 항체 신약과 소분자 물질을 이용한

약 개발로 나눌 수 있음. 하지만 세포내에 존재하는 kinase를 표적으로 하는 경우 소분자 물질이 좀더

효과적일 것으로 여겨짐

- 소분자 물질은 주로 kinase의 kinase domain에서 ATP가 결합하는 자리를 표적으로 개발되어

왔음

- 세포 안에 500개가 넘는 protein kinase가 존재하기 때문에 표적 단백질의 저해능력 뿐만 아니

라 표적 선택성이 (specificity) 매우 중요한 고려 사항이 되어야 함

- 그동안 암세포에서의 분자적 변이가 많이 연구됨으로서 효과가 높고 부작용이 적은 항암제가

개발되고 있으며 특히 표적 치료제가 개발되었거나 개발되고 있으며, 이는 기존의 cytotoxic

agent를 대체할 훌륭한 항암제로서 각광을 받고 있음

- Growth factor와 receptor 신호전달 체계에 작용하는 monoclonal antibody나 small molecule 저

해제가 항암제로서 많이 개발되었으며 많은 경우 tyrosine kinase 저해제임 (bevacizumab,

cetuximab, panitumumab, erlotinib, sunitinib, sorafenib등)

- 최근들어 tyrosine kinase 이외에 Serine/Threonine kinase가 항암제 표적단백질로서 관심을 갖

고 연구가 되어 오고 있다.

- 예를 들어 mTOR 저해제, Polo-like kinase, autora kinase 저해제들이 개발되어 현재 임상시험

중에 있음 (Lens et al., 2010, Kanayama et al., 2010, Dar et al., 2010)

(그림. 개발 중인 kinase 저해제 현황; Jeffrey et al., 2005)
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Protein kinase 구조연구 현황

- 신약개발은 시간과 비용이 많이 드는 process로서 위험 부담을 줄이기 위하여 신약 표적에 대

한 선행 연구를 충분히 수행하여야 함

- 신약 표적 단백질의 삼차원 구조 연구는 신약 개발 process에서 중요한 starting point가 될 수

있음

- Src oncogene이 발견되고 이것이 kinase라는 것이 확인된 이래, 많은 kinase들이 암을 비롯한

많은 질병과 연관이 있음이 밝혀졌음

- Multidomain을 가진 protein kinase가 많이 있지만 인산화와 직접 관련한 kinase domain의 삼

차원 구조는 전체적으로 유사성이 높음

- kinase domain은 크게 2개의 lobe (N-lobe, C-lobe)로 이루어져 있으며 N-lobe는 C-helix를 포

함한 beta-sheet 구조를 하고 있으며 C-lobe는 큰 alpha-helical 구조를 하고 있으며 ATP는

N-lobe와 C-lobe사이에 큰 binding claft를 이루고 있음

(그림. 전형적인 protein kinase 구조)

- 현재 약 500여개의 kinase와 저해제의 결합구조가 알려져 있으나 몇 개의 kinase에 집중되어 있

으며 아직 삼차원 구조가 알려지지 않은 kinase가 많음 (Marsden & Kanpp, 2008)

- 현재 구조가 알려져 있지 않은 kinase의 삼차원 구조 연구를 통하여 분자수준에서의 기능을 분

석하고 나아가 저해제 개발에 응용할 수 있으며 높은 수준의 논문을 발표할 수 있는 기회가 될

수 있음

- 전세계적으로 kinase의 구조 연구가 활발히 이루어지고 있으며 몇 개의 우수 연구 그룹과 글로

벌 제약사들을 중심으로 집중되고 있음

- 우리나라의 경우 대학을 중심으로 여러 가지 kinase에 대한 기초연구가 수행되고 있으며, 약화

학 전공을 중심으로 재해제 개발 연구가 이루어지고 있음

- Human Protein kinase의 구조 연구는 본 연구팀 이외에는 거의 이루어지지 못하고 있음

- 일부 제약회사에서 kinase 저해제 발굴을 시도 하고 있으나 기존 database (PDB) 상에 공개되

어 있는 kinase 구조를 이용하여 초기 신약 설계는 이루어지고 있으나 설계된 kinase 저해제의
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실제 binding mode의 구조적 분석을 현실적으로 하기 어려운 상황으로 신약개발에 어려움을 겪

고 있음

- 이는 human protein kinase 구조 규명이 가능한 여건을 갖춘 연구팀이 거의 전무한 국내상황도

한 몫을 하고 있음

(그림. kinome에서 삼차원 구조가 밝혀진 kinases들)

구조 기반 신약 개발의 개념 및 본 연구과제의 적용 필요성

- 최근 제약사들의 R&D 예산은 기하급수적으로 증가했지만 new chemical entity는 이에 상응하

게 증가하지 못함

- 고비용 저효율의 신약 개발 프로세스를 보완할 수 있는 새로운 개념의 시도가 요구됨

- 단백질 구조를 이용한 신약개발이 고효율의 신약 개발 프로세스를 위한 하나의 대안으로 제시

됨

- 단백질 구조정보를 이용하여 신약개발에 성공한 대표적인 예는 Merck, Abbott등의 제약회사에

서 성공한 HIV protease의 구조를 이용한 AIDS 치료제의 개발임

- 만성 골수성 백혈병 치료제인 Gleevec의 개발에도 Abl kinase 구조정보가 중요하게 이용됨

(Novartis)

- 독감치료제 Tamiflu의 개발 (Gilead)에도 Neuraminidase 구조가 중요하게 이용됨

- Hit 화합물 최적화 연구에서 구조 정보는 최소의 노력으로 최대의 효과를 낼 수 있는 지름길이

됨

연구의 범위

본 연구는 다양한 protein kinase의 삼차원 구조를 규명하고 저해제 후보물질과 결합구조를 규명

하여 저해제의 결합 원리를 파악하여 우수한 저해제 후보물질을 도출한다.

구조 연구 타겟은 세포주기를 조절하는 cyclin dependent kinase 1 (CDK1), B-cell signaling에 관
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여하는 Spleen tyrosine kinase (SYK), oncogenic kinase인 Pim1을 대상으로 하며 아직 삼차원

구조가 전혀 알려지지 않은 CDK1을 가장 우선순위로 연구하였다.

연구 범위는 단백질 대량 발현, 정제, 결정화, X-ray 회절 실험, 컴퓨터를 이용한 구조 정밀화와

저해제를 이용한 여러 가지 생화학적 연구를 포함한다.

2. 연구의 내용 및 결과

◈ CDK family 단백질의 구조연구

(1) 대량 발현을 위한 유전자 클로닝

- 구조규명을 위하여 정확히 folding을 이룬 수 mg이상의 고순도 단백질이 필요하며 많은 경우 E.coli

에서 제대로 folding을 이루면서 발현되지 않았음

- 따라서 곤충세포를 이용한 발현 시스템이 중요한 방법이 되므로 insect cell를 이용한 발현 시스템에

용이한 벡터를 이용하여 클로닝을 시행하였음

- CDK1의 복합체 구조를 시도하기 위해서 결합 단백질인 Cyclin B1을 클로닝 하였음

- CDK family 단백질의 구조적인 연구를 위해 CDK10과 CDK19도 클로닝 하였음

(표. CDK1의 클로닝 construct)

(표. CDK1의 결합단백질 Cyclin B1 의 클로닝 construct)

(표. CDK1 famliy CDK10 과 CDK19 클로닝 construct)

Vector Construct Fusing tag Expression host

pET28b
CDK1_Wild-type (1-297)

N-His E.coli
CDK1_syn

pAcHLT

CDK1_WT (1-297)

N-His Insect cell
CDK1_E41T mutant
CDK1_loop mutant
CDK1_loop_E41T mutant

Vector Construct Fusing tag Expression host
pET28b Cyclin B1 ( full-length)

N-His
E.colipHis Cyclin B1 ( full-length/165-433)

pGST Cyclin B1 ( full-length) N-GST

Vector Construct Fusing tag Expression host
pET28b CDK19 (1-341/15-341)

N-His

E.coli
pHis CDK10 (35-331)
pGST CDK10 (35-331) N-GST

pHis
CDK10 (35-331)

C-His
CDK19 (1-341)

pVL1393
CDK10 (35-331)

C-His Insect cellsCDK19 (1-341)
CDK19 (15-341)
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-CDK1( N-His Tag)발현 및 정제

정제를 위하여 pET28b 벡터에 클로닝 된 CDK1 full-length 를 이용하여 E.coli 시스템을 시도 하

였는데 soluble하게 발현 되지 않아 insect cell을 이용하기로 하였다. Insect cell 시스템을 이용하

기 위해서 발현 벡터인 pAcHLT에 클로닝된 wild type, E41T mutant 그리고 loop mutant를 발현

테스트 하였다. 테스트 결과 적은 양이지만 발현이 확인되어 정제를 시도 하였다. 정제 과정은 세

단백질의 histag을 이용하여 Ni2+-NTA컬럼과 size 분리법을 이용한 gel filtration 컬럼 (SEC)을

이용하여 고 순도로 정제하였다.

(그림. Ni-affinity chromatography를 이용한 CDK1_Wild-type/E41T/loop mutant)

(그림. SEC를 이용한 CDK1 정제)

Gel filtration 컬럼 (SEC)후에 농축을 한 다음 Bradford 시약을 이용 하여 농도를 측정 하였다. 
측정 결과 Wild-type 4.63mg/ml과 E41T mutant 3.98mg/ml 를 얻을 수 있었다.
-CDK1 ( N-His Tag )결합단백질인 Cyclin B1 발현 및 정제

Cyclin B1의 정제를 위해서 full-length (48KDa) 와 165-433 construct (31KDa)의 발현 정도를 E.coli

시스템에서 테스트한 결과 165-433 construct가 많은 양이 발현 되어 정제를 시도 하였다.

(그림. Cyclin B1 full-length / 165-433 정제)
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-CDK1_WT(N-His-Tag)-Cyclin B1 정제

CDK1의 구조적인 기능 연구와 단백질의 안정화를 위하여 복합체를 정제 하였다. 정제 과정은 두 단

백질의 histag을 이용하여 Ni2+-NTA컬럼과 결합체와 비 결합체를 분리하기 위해서 gel filtration

컬럼 (SEC)을 이용하여 정제하였다. Gel filtration 컬럼 (SEC)후, 농축을 한 다음 Bradford 시약

을 이용 하여 농도를 측정 하였다. 측정 결과 12.34 mg/ml를 얻을 수 있었다.

(그림. CDK1_WT-Cyclin B1 정제)

-C-His-Tag fusion CDK1 클로닝, 발현 및 정제

우리는 이전에 insect cell를 이용한 발현 시스템에 용이한 N-his Tag fusion 벡터(pAcHLT vector)를

이용하여 클로닝을 시행 하였다. 하지만 pAcHLT vector를 이용하여 N-His Tag으로 fusion시켰을 경

우 정제를 한 후 stable 한 형태로 단백질을 얻을 수 없어서 결정화의 어려움이 있었다. 그래서 우리는

pVL1393 vector를 이용하여 C-His Tag 으로 fusion 시켜서 다시 정제를 시도 하였다.

-pVL1393_CDK1_WT 발현 및 정제

Insect cell 시스템을 이용하여 발현 벡터인 pVL1393 vector 에 클로닝된 wild type, E41T mutant

그리고 loop mutant를 발현 테스트 하였다. 테스트 결과 적은 양이지만 wild type, E41T가 발현

이 확인되어 정제를 시도 하였다. 정제 과정은 세 단백질의 histag을 이용하여 Ni2+-NTA컬럼과

size 분리법을 이용한 gel filtration 컬럼 (SEC)을 이용하여 고 순도로 정제하였다.

정제 과정 중에 stable하게 유지 하기 위해 triton X-100 (detergent)를 첨가 하여 정제를 시도 하

였다. 또한 ATP, AMP-PNP, 그리고 inhibitor ( flavoplridol )을 넣고 정제하여 결정화를 시도 하

였다.

Vector Construct Fusing tag Expression host

pVL1393

CDK1_WT (1-297)

C-His Insect cell
CDK1_E41T mutant
CDK1_loop mutant
CDK1_loop_E41T mutant
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(그림. Ni-affinity chromatography/SEC를 이용한 CDK1_Wild-type-ATP)

(그림. Ni-affinity chromatography/SEC를 이용한 CDK1_Wild-type/E41T-AMP-PNP)

- T4_Lysozyme fusion

막 단백질에서는 stability와 solubility를 향상시키기 위해서 T4 Lysozyme (PDB ID 2O7A, MW15.9

kDa), flavodoxin (PDB ID 1I1O, MW 14.9 kDa), xylanase (PDB ID 2B45,MW 19.1 kDa),

rubredoxin (PDB ID1FHM, MW 5.5 kDa), and cytochrome b562RIL (PDB ID 1M6T, MW 10.9

kDa)등을 fusion partner로 이용하였다. 그래서 CDK1의 stability와 solubility를 향상하기 위해서

fusion partner들 중에서 T4_Lysozyme을 fusion 하여 정제와 결정화를 시도 하였다.

- CDK1 N-term에 T4 Lysozyme cloning construct (His-tag)

- CDK1 loop에 T4 Lysozyme cloning construction (His-tag)

Vector T4 Lysozyme construct Expresion host

pET28b/CDK1
1-179

E.coli
59-157

Vector CDK1construct
T4 Lysozyme

construct
Expresion host
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(그림. T4_Lysozyme-CDK1 linker site)

-CDK family중에 CDK10 과 CDK19 발현

CDK family protein 중에서 기능이 저해되면 암의 발생을 촉진하는 것으로 알려진 CDK10, CDK19단

백질의 구조 연구를 위하여 E.coli, insect cell 시스템에서 발현 테스트를 시도 하였다.

하지만 모두 insoluble하여 단백질 정제를 할 수 없었다.

(그림. CDK10, CDK19 발현)

- 단백질 결정화

정제에 성공하였던 CDK1 WT, E41T mutant와 Cyclin B와 co-purify한 단백질 등을 결정화하기

위하여 여러가지 스크리닝을 수행하였으나 결정을 얻지 못하였다.

pET28b
1-96

59-157 E.coli
102-297
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◈ Syk kinase (Spleen tyrosine kinase) 단백질의 구조연구

(1) Syk kinase 대량 발현을 위한 유전자 클로닝

- pHis vector에 NdeI/XhoI(No stop codon)을 이용하여 Syk kinase domain (356-635) 유전자를

클로닝 하였다. 해당 construct는 C-terminal에 8개의 poly histidine tag이 달려있는 construct이

다.

- pHis-Syk 유전자를 PCR로 증폭하여 pVL1393 vector에 C-terminal histag이 포함된 유전자를

클로닝하였다. 해당 유전자는 356번 아미노산 앞에 발현을 증가하기 위하여 Met-Ala-Leu을 인위

적으로 fusion한 상태이다. 즉 construct는 MAL-Syk-LEHHHHHHHH의 이미노산 서열을 갖는

재조합단백질을 생산할 수 있다.

(2) Syk kinase의 대량 발현 및 정제

- Sf9 cell에 linearized viral DNA와 pVL1392-Syk 플라스미드를 co-transfection한 후 4회의

amplication 과정을 거쳐 baculovirus를 제조하였다. 얻어진 바이러스를 Sf9 cell에 감염시켜 수 L

배양하여 재조합 단백질을 생산하였다.

- 단백질은 Ni-NTA 컬럼과 superdex75 컬럼을 이용하여 높은 순도로 정제할 수 있었다. 정제된

단백질은 10 mM HEPES pH7.5, 150 mM NaCl, 5 mM DTT, 5% glycerol, 10 mM MgCl2 버퍼

에서 안정하게 유지되었다.

(그림. Syk kinase의 정제)

(3) Syk kinase의 결정화 및 구조 규명

- 여러 가지 결정화 스크리닝 킷을 이용하여 Syk kinase의 결정화 조건을 탐색한 결과 10~20%

PEG3350, 100 mM Tris-HCl pH8.5 조건에서 여러 가지 저해제를 농도 1~5 mM로

co-crystallization하였을 때 결정을 얻을 수 있었다.

- 구조 규명에 이용된 저해제는 총 6개로서 모두 4-(pyrro)pyrimidine 또는 4-(pyrazol)pyrimidine

derivative 계열이다.
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(그림. Syk kinase 결정과 결정 구조. 6종의 저해제 부분의 전자밀도 그림)

(그림. Syk kinase 구조 규명에 이용된 저해제들)

◈ Pim1 kinase와 저해제의 결합체 구조연구

- Pim1 kinase 유전자 (29-313)를 pHis vector에 NdeI/NotI으로 클로닝하여 대장균에서 발현 하

였다. 얻어지는 재조합 단백질은 C-terminal에 Histag을 포함하고 있어 Ni-NTA 컬럼과

Superdex75 컬럼을 이용하여 Pim1을 정제하였으며 0.7 M potassium tartrate, 0.1 M MES 버퍼

조건에서 Pim1의 결정을 얻을 수 있었다.

- 얻어진 결정에 저해제를 soaking하여 X-선 회절 데이터를 수집하였다.

- X-선 회절 데이터와 기존에 알려진 Pim1 kinase 구조를 이용하여 분자치환법으로 Pim1과

pyridopyrimidine derivative 계열의 저해제와의 결합 구조를 규명하였다.
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(그림. Pim1 의 정제 결과, 단백질 결정, X-선 회절 데이터)

- 얻어진 X-선 회절 데이터는 2.4 Å의 해상도를 보였으며 저해제 후보물질의 명확한 전자 밀도

를 관찰 할 수 있었다.

(그림. pyridopyrimidine derivative 계열의 저해제 분자식과 결합체의 전자밀도 그림)

- 얻어진 전자밀도에 저해제 모델을 정밀화 하여 최종적으로 Pim1-저해제 결합체 구조를 규명하

였다.

◈ 항암제 후보물질로서 human peptide deformylase (PDF) 연구

- 본 연구진이 항균제 후보물질로 구조연구를 수행하였던 PDF저해제를 이용하여 항암제로서의

가능성을 타진하였음

- human PDF는 미토콘드리아에서 작용하는 단백질로서 항암제 표적으로서 가능성이 조심스럽게

제기되고있음

- 본 연구에서 박테리아 PDF 저해제가 human PDF도 저해한다는 사실을 확인하고 분자모델링

방법으로 결합을 예측하였음

(그림. human PDF와 저해제 결합 구조 예측)
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3. 연구결과 고찰 및 결론

◈ CDK1 구조 연구에 대한 고찰

- CDK1은 CDK family 단백질 중 가장 중요한 역할을 한다고 알려져 있지만 그 삼차원 구조가

전혀 알려져 있지 않다 (Malumbres & Barbacid, 2009).

- 본 연구를 통하여 CDK1 단백질을 대량으로 발현 정제할 수 있었으며 비록 결정 구조를 규명하

지는 못하였으나 얻어진 재조합 단백질을 이용하여 저해제 스크리닝이 가능할 것으로 기대된다.

- CDK1은 아미노산 서열상 CDK2와 매우 유사하여 이미 구조가 알려져 있는 CDK2 구조를 이용

하여 homology modeling을 수행한 정보가 이미 있으며 이 구조 정보와 라이브러리 스크리닝을

통한 저해제 후보물질 정보를 통합하여 SAR (structure activity relation) 연구가 가능할 것이

다.

(그림. homology modeling을 통한 CDK1의 삼차원 구조 모델)

◈ Syk kinase (Spleen tyrosine kinase) 단백질의 구조연구에 대한 고찰

- 본 연구에서는 Syk kinase와 여러 가지 저해제의 결합체 구조를 규명함으로서 Syk 저해제 발

굴의 기반을 마련하였다.

- Syk kinase와 저해제의 결합체를 분석한 결과 G-loop 부분의 구조가 저해제의 종류에 따라 크

게 변화함을 확인할 수 있었다.

- 따라서 저해제 디자인에서 G-loop과 의 결합에 관여하는 부분을 고려하여 디자인하게 되면 더

우수한 저해제의 발굴이 가능할 것으로 기대된다.

- Syk kinase는 기본적으로 알러지,천식, 류마티스 등 자가면역질환의 신약 표적으로 알려져 있어

해당 질환을 적용증으로 하는 저해제 개발이 활발하게 이루어지고 있다.

- 하지만 Syk은 세포의 proliferation, differentiation등에도 큰 영향을 준다고 알려져 있어 암과의

연관성이 제기되고 있으며 실제로 haematological malignancies에 신약표적으로서 연구가 활발

히 이루어지고 있다. 따라서 syk 저해제 개발을 통하여 혈액암 치료제 발굴이 가능할 것이며

본 연구는 이러한 신약 개발에 중요한 기초 자료를 재공할 수 있다.
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(그림. Syk kinase와 저해제 6종의 구조를 겹쳐 보았을 때 구조의 변화)

◈ Pim1 단백질의 구조연구에 대한 고찰

- 본 연구를 통하여 Pim1과 pyridopyrimidine 유도체의 결합 구조를 규명하였다. 해당 저해제 후

보물질은 Pim1에 대하여 약 100 nM의 IC50 값을 보이는 초기 선도물질이었다.

(그림. 본 연구에서 도출된 Pim1-pyridopyrimidine 유도체 삼차원 구조)

- 본 Pim1-저해제들의 삼차원 구조와 기존에 알려진 Pim1-저해제 구조를 비교한 결과 비슷한

scaffold를 갖는 저해제 임에도 불구하고 새로운 결합 방식을 채용하고 있음을 확인할 수 있었다.

(그림. Pim1 저해제 결합 방식의 비교와 pimtide결합 방식)
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- 이러한 특이한 결합방식으로 보아 본 저해제는 Pim1의 boardline inhibitor에 해당한다는 사실을

알게 되었다.

- 특이하게도 Pim1 구조의 substrate binding site에 E.coli에서 유래한 펩티드 (pimtide)가 결합한

다는 사실을 발견하였다.

- 이러한 pimtide의 구조를 모방한 소분자 화합물을 디자인하면 Pim1에 선택성이 높은 새로운 개

념의 저해제 개발이 가능할 것으로 기대한다.

◈ 결론

- 본 연구를 통하여 여러 가지 단백질 인산화 효소의 구조를 규명하는 기반을 마련하였다.

- 단백질 인산화 효소는 많은 경우 insect cell에서 baculovirus를 이용하여 발현을 하는 경우가

많은데 본 과제를 통하여 여러 가지 단백질 인산화 효소를 대량으로 생산 정제할 수 있는 기술

을 확보하여 향후 다양한 항암제 표적 단백질 인산화 효소의 구조연구를 수행할 수 있게 되었

다.

- 본 연구를 통하여 Spleen tyrosine kinase, Pim1 kinase등 신약표적 단백질과 신규 저해제의 결

합 구조를 분석하였으며 이를 통하여 개선된 저해제 발굴의 초석이 될 것이다.
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4. 연구성과 및 목표달성도

(1) 연구성과

가. 국내 및 국제 전문학술지 논문 게재 및 신청

나. 국내 및 국제 학술대회 논문 발표

1) 지역 : 국내, 국외

다. 산업재산권

1) 구분 : 발명특허, 실용신안, 의장등록 등

라. 저 서

마. 연구성과의 정부정책 기여

논문명 저자
(저자구분1)) 저널명(I.F.)

Year;
Vol(No):Page 구분2) 지원과제번호3)

Crystal Structure of Pim1 Kinase in
Complex with a Pyrido[4,3-D]Pyrimidine
Derivative Suggests a Unique Binding
Mode

교신

PLOS ONE
(3.73)
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바. 기타연구성과

Protein Data Bank 등록 2건: pdb code 4JX3, 4JX7

(PDB site에 구조 등록 http://rcsb.org/pdb)

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성도

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가

최종목표 연차별목표 달성내용 달성도(%)
연차 최종

항암 표적 kinsae

의 구조를 규명하

고 저해제 발굴의

기반을 마련한다.

1차년도

CDK1의 대량 발현
및 정제조건 확립

CDK1 재조합 단백질을 insect cell

을 이용하여 대량 발현 정제 하였

다.
100 100

다른 항암제 표적
kinase의 대량발현
및 정제조건 확립

Spleen tyrosine kinase (Syk),

Pim1 kinase의 대량 발현 정제를

하였다.

2차년도

표적 단백질의
결정화

Syk, Pim1의 경우 결정화에 성공하

였다. CDK1은 결정화하지 못하였

다. 80 80

표적 단백질의
구조규명 Syk, Pim1의 구조를 규명하였다.

3차년도

평가의 착안점 자 체 평 가
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Kinase의 대량 발현 정제에 성공하

였는가?

CDK1, Syk, Pim1의 결정화를 위한 수준의 대량 발현 정제

에 성공하였다.

Kinase의 구조를 규명하였는가?
Syk, Pim1의 경우 구조 규명에 성공하였다.

CDK1은 구조 규명에 성공하지 못하였다.
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5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재 1 Acta Crystallogr. Sect D (IF=7.2)

산업재산권 등록

기 타 8 Protein Data Bank (PDB)에 구조 정보 등록 8건

(2) 연구성과의 활용계획

CDK1의 경우 단백질 구조 규명에 성공하지 못하였으나 재조합 단백질을 대량으로 얻을 수 있는

조건을 확립하였다. 대량으로 손쉽게 얻어지는 CDK1 재조합 단백질을 이용한 라이브러리 스크리

닝이 가능할 것이고 homology modeling을 통한 CDK1 구조 모델과 스크리닝 결과를 모두 모아

새로운 저해제 발굴이 가능할 것이다.

현재 구조를 규명한 Syk 과 Pim1은 haemagological cancer에 대한 신약 표적으로서 가능성이 높

기 때문에 Syk을 표적으로 하는 신약 개발에 활용할 수 있다 (Merkel et al., 2012; Singh &

Matsuda, 2007). 향후 virtural chemical library를 이용한 in silico docking 연구를 통하여 Syk 저

해제 후보물질을 발굴하여 실제 구조를 규명하고 이를 개량하는 일련의 연구를 통하여 우수한

Syk 저해제 발굴 연구를 수행 할 계획이다.
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