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Introduction  

생체 내에서 일어나는 단백질-단백질 간의 상호작용

(protein-protein interaction)은 생명현상의 본질을 이해하

는 핵심적인 반응이며, 세포 안에서 존재하는 수 많은 단백질

과 단백질 간의 신호 전달, 대사 등 다양한 상호 유기적인 작

용의 기본적이고 중요한 정보를 제공한다. 따라서 단백질-단

백질 간의 상호작용을 규명하고 단백질의 핵심 결합 부위를 

이해하는 것은 생체 내 생물학적 기능을 밝힐 수 있을 뿐 아

니라, 이는 최근 부작용을 최소화하는 새로운 신약을 개발하

는 연구로 이어지고 있는 추세이다. 표적 단백질과 저해제가 

서로 결합을 이룰 때 형성되는 구조로부터 많은 유용한 정보

를 이해하고 분석을 통해, 질환 특정 단백질에 대한 선택적이

고 특이적인 저해제의 개발 연구로 널리 진행되고 있다(1, 2).

Polo-like kinase (Plk)은 세포의 증식 및 세포의 유사분

열 시 전 과정에서 중요한 역할을 한다(3-5). Plk는 세린/트

레오닌 kinase 단백질로, Plk family에는 지금까지 5 종류

(Plk1, Plk2, Plk3, Plk4, and Plk5)가 발견되었다(6-9). 그 

중 Plk1의 기능이 가장 많이 알려져 있는데, 특히, 암세포에

서 Plk1 단백질이 과발현 되어 있고, 종양의 발생 조절기전과

도 연관되어 있다는 연구 결과가 보고되면서, 다양한 종양에

서 표적 바이오마커로 연구하고 있다(10, 11). 즉, Plk1은 정

상세포에서와는 달리 빠르게 증식하는 종양세포에서 과발현

되어 있고, 종양의 증식을 촉진하는 것으로 알려져 있다(10, 

12). 하지만 여전히 종양 발생 기전에 대한 Plk1의 기능이 정

확하게 규명되어 있지는 않지만, 최근 Plk1 단백질은 연구자

들에게 종양 표적 단백질로 매력적인 바이오마커이며, 이 단

백질에 대한 관심이 고조되고 있다. 또한 다양한 종양에서 효

과적인 종양 치료를 위해 Plk1 단백질을 선택적으로 억제하

는 항암제 개발 연구가 활발한 추세이다(13, 14). Plk1 단백
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ABSTRACT Polo-like kinase 1 (Plk1) is a key protein in mitosis and has been validated as a target for tumor therapy. It is 
well known to highly overexpress in many kinds of tumor, which has been implicated as a potential biomarker 
for tumor treatment and diagnosis. Plk1 consists of two domains, the N-terminus kinase domain and the 
C-terminus polo-box domain (PBD). The inhibitors have been developed for PBD of Plk1, which were shown 
a high level of affinity and selectivity for Plk1 that led to mitotic arrest and apoptotic cell death. This review 
discusses the inhibitors for PBD of Plk1 that are suitable for in vivo tumor treatment. They can be further 
extended for developing in vivo imaging probes for early diagnosis of tumor.
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질은 N-말단의 ATP 결합 부위인 kinase 도메인과, C-말단

의 polo-box domain (PBD)으로 이루어져 있으며, Plk1 저

해제 개발은 두 개의 단백질을 각각 타겟으로 하여 연구를 진

행하고 있다(15, 16). Plk1 단백질의 N-말단 ATP 표적 저

해제들은 대부분 저분자 화합물을 바탕으로 발전하였다(17, 

18). 그 중 현재 임상에 적용하기에 가장 앞선 기술로는 BI-

2536의 저분자 화합물로, Boehringer Ingelheim에서 개발

한 dihydropteridinone의 구조로 이루어진 저해제이다(그림 

1)(19, 20). BI-2536은 Plk1 단백질 N-말단의 kinase 도메

인을 타겟으로 Plk1 단백질과 결합하여 Plk1의 활성을 억제

하는 기전으로, Plk1에 높은 결합력(Plk1: IC50 = 0.83 nM, 

Plk2: IC50 = 3.5 nM, and Plk3: IC50 = 9.0 nM)을 보였다

(21). 하지만 BI-2536은 ATP 결합 부위인 kinase 타겟에 대

한 저해제이기 때문에, 생체 내 다른 비특이적인 kinase와 

상호작용으로 나타냄으로써, 선택성이 낮고, 그로 인한 심각

한 부작용을 초래하게 되는 등 임상에 적용하는 데 한계점을 

보였다(22). 따라서 BI-2536보다 최적화된 다른 저해제 개

발이 필요한 실정이다. 그래서, 위와 같은 단점을 극복하고, 

Plk1 단백질에 대한 선택성과 특이성이 향상된 저해제 개발

을 위해서, Plk1 단백질에만 존재하는 C-말단의 PBD 단백

질을 타겟으로 하는 저해제를 개발하게 되었다(17, 23, 24). 

본 종설에서는 Plk1 단백질 C-말단의 PBD를 타겟으로 단

백질-단백질 상호작용을 이해하여 구조 기반의 저해제를 디

자인하고, 종양 억제 효과를 보고한 최근 연구 결과들을 토대

로 하여 Plk1 타겟 저해제를 소개하고자 한다.

1.  Plk1 단백질 펩타이드 기반 유도체, Pro-Leu-His-

Ser-phospho-Thr (PLHSpT)

Plk1단백질의 kinase 도메인을 타겟으로 하는 저해제는 생

체 내 비특이적인 kinase 도메인과의 결합으로 선택성이 낮

고, 다른 부작용을 초래하는 결과를 얻게 되었다. 그래서 미

국국립보건원(National Institutes of Health, NIH)의 Yun 

et. al. 연구실에서는 단백질-저해제 구조 기반을 통해 Plk1 

단백질에 대한 펩타이드 저해제를 먼저 디자인하고, 합성한 

저해제 유도체들과 표적 단백질간의 결합 및 활성을 바탕으

로 최종적으로 Plk1 PBD 단백질과의 결합 및 활성이 최적화

된 저해제를 합성 하여, 그 결과를 발표하였다(25). 먼저 단백

질과 저해제간의 상호작용을 살펴보고자, Plk1 PBD 단백질

과 합성한 인산화된 펩타이드(phosphopeptide)의 크리스탈 

구조를 통해서 둘 사이의 결합을 위해서 반드시 필요한 필수 

아미노산 잔기를 살펴보고, 표적 단백질과의 결합을 위해 유

도체에 포함되어야 하는 기능기(functional group)를 포함하

여 최적화된 펩타이드 저해제 유도체들을 디자인하였다(그림 

2). 단백질과 저해제 유도체의 구조로부터 인산화된serine과 

threonine 아미노산 서열(Ser-phospho-Thr, SpT)이 Plk1 

PBD 단백질과 결합하는데 가장 핵심 아미노산 서열인 것을 

알 수 있었다. 그래서 SpT 아미노산 잔기를 포함하고, 2개부

터 14개의 아미노산 서열로 이루어진 펩타이드 유도체들을 

합성하여 Plk1 PBD와의 결합 실험(PBD binding inhibition 

assay)을 진행하였다. 그 결과 5개의 아미노산 서열로 이루

어진 Pro-Leu-His-Ser-phospho-Thr (PLHSpT) 펩타이

드가 PBD와 가장 높은 결합력 (Kd = 0.445 μM)을 가지는 

결과를 도출함으로써 Plk1 PBD에 대한 최적의 펩타이드 유

도체를 합성하였다(그림 1). 또한 Plk 단백질 family인 plk1, 

plk2, plk3에 대한 특이성을 확인한 결과 PLHSpT 펩타이

드 유도체가 Plk1에만 선택적으로 결합을 하였다. 이는 또한 

Plk1 PBD 단백질과 PLHSpT 펩타이드 유도체의 complex 

크리스탈 구조를 통해서 그 결과를 설명할 수 있었다(그림2). 

PLHSpT 펩타이드 유도체의 N-말단에 존재하는 Pro-Leu 

–His 의 아미노산 서열 부분이 Plk1 PBD와 높은 결합과 특

이성을 보이고 있었고, Ser-Thr 아미노산 서열 부분은 Plk 

PBD와 수소결합을 통해 저해제와 표적 단백질 간 결합의 안

정화를 유지시켜 주는 역할을 하고 있었다(그림 2). 이렇게 

단백질-저해제 상호작용 및 결합을 구조를 통해 확인하고 분

석하여 Plk1 PBD 단백질에 대한 PLHSpT 펩타이드 유도체

를 개발하였다. 그리고 개발한 유도체를 Hela 종양 세포에 처

리하여, 세포 증식 억제 실험을 진행하고자 하였다. 하지만 

본 연구에서 개발된 펩타이드 기반 유도체는 가장 큰 장점인 

정상세포에 대한 독성이 없고, 표적 단백질간의 결합력 및 특

이성이 우수한 장점에도 불구하고, 펩타이드 기반 저해제가 

가지는 근본적인 단점인 세포막을 투과할 수 없는 한계점을 

가지고 있었다. 그래서 종양 세포에서 억제 효과를 관찰하기 

위해서 microinjection 방법을 통해, 즉 직접적으로 종양세

포막 안쪽으로 주사하여 Hela 세포에서 변화를 관찰하였다. 

그 결과 PLHSpT 펩타이드 저해제가 종양 세포의 세포 분열 

과정 중에 세포 분열을 억제하여 종양 세포의 증식을 막는다

는 것을 확인하였다. 또한 PLHSpT 펩타이드의 Plk1 PBD 단
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Figure 1. Inhibitor structure of BI2536 (a), Pro-Leu-His-Ser-phospho-Thr (b), and KBJK557 (c) in Kinase domain (KD) and Polo-box domain (PBD) of Polo-like kinase 1(15)

Figure 2. Crystal structure (a) and binding site (b) of Plk1 PBD in complex with PLHSpT(25)

Figure 3. Cell viability of KBJK557 was determined by MTT assay. Cells were treated with various concentrations (12.5, 25, 50, 100, 200, 300, 400, and 500 µM) of KBJK557 
for 24 h(29). 
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백질에 대한 기전 규명을 위한 실험들을 통해 개발한 저해제

가 Plk PBD를 선택적으로 표적 하는 것을 관찰하였다. 따라

서 본 연구에 참여한 연구자들은 PLHSpT 펩타이드가 항암

제로 발전할 수 있을 것으로 기대하였다. 또한 본 연구 결과

로부터 개발된 펩타이드 저해제는 향후 Plk PBD 표적 저해

제 개발에 대한 연구의 기초가 되었다. 임상에 적용하기 위해

서는 여전히 극복해야할 많은 문제점을 가지고 있는데, 특히 

본 연구에서 개발한 펩타이드 유도체의 단점인 세포막 투과

를 향상시키고 항암제로 치료제로 개발하기 위해, pro-drug 

및 drug delivery system 등 다양한 방법을 활용하여 한계점

을 극복한 여러가지 유도체를 연구하고 있다 (26-28).

2. Plk1 단백질 저분자 화합물 기반 유도체, KBJK557

한국기초과학지원연구원 Gunasekaran et. al. 연구실에

서는 앞서 언급한 펩타이드 유도체의 세포막 투과가 어려

운 단점을 극복하고, Plk PBD 단백질에 선택적이고 특이

적으로 결합할 수 있는 저분자 화합물 기반의 저해제를 개

발하였다(그림1)(29). 저해제와 표적 단백질간의 구조-활

성 상관관계(Structure activity relationship, SAR)을 바

탕으로 Plk1 PBD에 적합한 새로운 저해제를 고안하였다. 선

행 연구 결과로부터 단백질-저해제 크리스탈 구조에서 Plk1 

PBD단백질과 결합하는 핵심적인 부위에 pyrrolidine 결합

과, tyrosine-rich channel, 그리고 phosphate 결합 부위

Figure 4. Fluorescence images of cyanine 5-conjugated KBJK557 in HeLa tumor-bearing mice. (a) Sagital of fluorescence images were obtained at 6, 24, 30, and 48 h 
after injection of cyanine 5-conjugated KBJK557 (5 mg/kg body weight/200 µL). Red arrows indicated tumors of mice. (b) Ex vivo fluorescence images of major organs and 
tumor. After in vivo fluorescence images, mice were sacrificed and ex vivo fluorescence images were obtained (48 h) (29).
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가 존재하는 것을 확인하였고, 이 결합 부위가 표적 단백질

과 저해제간의 선택성과 특이성을 향상시키는데 가장 핵심적

으로 관여한다는 것을 알게 되었다(30). 그래서 저분자 화합

물 중에 pyrozole을 포함하는 여러 가지 유도체를 합성하고, 

표적 단백질과의 활성(SAR)을 확인하였다. 그 결과 N-알킬

기와 페닐기를 가진 pyrazole 유도체와 free NH기를 가진 

barbituric acid가 Plk1 PBD 활성에 연관이 있다는 것을 알

았다. 또한 유도체의 구조에서 p-아미노 메틸페닐기에 연결

된 amide 형태가 표적 단백질과의 결합을 향상시킨다는 것

을 알 수 있었다. 그래서 이러한 단백질-저해제간의 상호작

용을 구조로부터 확인한 결과를 바탕으로, Plk1 PBD 단백질

에 최적화된 저해제 후보로 pyrazolopyrimidine을 포함하는 

하는 저분자 화합물 유도체로 KBJK557을 합성하여 생물학

적 평가 및 그 기전을 관찰하였다(29).  

  KBJK557의 Plk1에 대한 특이성을 확인하고자 Plk 

family인 Plk1, Plk2, Plk3 각각의 단백질에 대해서 결합력

을 실험해 보았다. 그 결과 IC50 값이 Plk1에서는 3.05 μM, 

Plk2에 대해서는 7.52 μM로, KBJK557이 Plk1 단백질에 대

해서 Plk2 보다 2 배 정도 높은 결합력을 가지고 있었다. 그

리고 종양 세포인 Hela cell의 증식 억제 실험을 통해서 저해

제의 종양 치료 효과를 확인해 보았다. KBJK557은 위의 펩

타이드 기반 저해제인 PLHSpT 와는 달리 세포막을 쉽게 투

과하였으며, KBJK557를 농도에 따라 종양 세포에 처리한 결

과, 농도에 비례하여 종양 세포를 억제하는 경향을 확인하였

다(IC50 = 235 μM) (그림 3). 또한 치료 효과를 확인하기 위

해 개발한 저해제를 종양 실험 동물에 주사하고, 3 주 동안 관

찰하였는데, 대조군에 비해 종양의 크기가 확연히 감소하는 

결과로부터 KBJK557의 종양 치료효과를 확인할 수 있었다. 

따라서 본 연구자들은 연구 결과로부터 개발한 저해제는 앞

으로 Plk1 PBD를 표적으로 하는 치료제로 개발이 가능할 것

으로 평가하였다. 그리고 본 연구에서 개발한 저해제를 바탕

으로 생체 영상을 획득할 수 있는 종양 표적 진단제로 활용이 

가능한지를 평가해 보고자 하였다. KBJK557에 형광 dye인 

cyanine 5를 결합하여 종양이 이식되어 있는 실험 동물 모델

에 형광 표지 KBJK557 (cyanine 5-conjugated KBJK557)

을 주사하여 생체 형광 영상을 관찰하였다(그림 4). 그 결과 

주사 후 6시간부터 높은 종양 섭취를 보였으며 종양 조직과 

근육의 비율을 시간 별로 관찰했을 때, 주사 후 30시간이 지

났을 때 가장 종양의 섭취 비율이 높았다(2.1, 3.9, and 4.11 

at 6, 24 and 30 h)(그림 4). 따라서 본 연구에서 개발한 

KBJK557 저분자 화합물은 종양을 치료하는 치료제뿐만 아

니라, 종양을 진단할 수 있는 진단제로써의 가능성을 확인하

였다. 또한 이 결과는 Plk1 PBD 단백질을 타겟으로 저분자 

화합물을 활용하여 처음으로 생체 내에서 영상으로 획득하고

자 시도한 연구 결과로 그 의미가 높다고 강조하였다.

Conclusion

Plk1 단백질은 세포 분열 과정에서 중요한 조절 인자이며, 

특히 종양 세포에서 과 발현되어 있는 Plk1의 기능 및 역할

을 이해하고 연구하는 것이 최근 종양 치료제 개발에 대한 중

요한 타겟으로 부각되고 있다. 현재까지도 아직 정확하게 종

양 세포에서의 Plk1 단백질의 발생 기전이 명확히 규명되지

는 않지만, 실제로 많은 연구자들이 Plk1 단백질을 종양 표

적 바이오마커로 이용하고 있다. 이 종설에서는 단백질-단

백질, 단백질-저해제 간의 상호작용을 구조를 바탕으로 개

발한 저해제들을 살펴보았다. 이들은 모두 Plk1 단백질에 높

은 선택성과 특이성을 가지는 것으로 확인되었다. 질환 특정 

단백질에 대한 선택성과 특이성은 항암제 개발에 가장 중요

한 요소이며, 또한 바이오영상 분야와 종양을 조기에 진단할 

수 있는 영상 프로브 개발에도 적극적으로 고려되어야 하는 

인자이다. 따라서 본 종설에서 소개한 저해제들을 활용하여 

향후 종양을 진단할 수 있는 영상 진단제로써의 응용 및 활

용도 기대해 본다.    
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