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서론

단백질 인산화의 중요성

단백질 인산화는 생체내의 단백질 기능을 조절하는 핵심

적인 기작 중 하나로서, 세포신호 전달 등에 매우 중요한

역할을 한다.1) 따라서 이 과정에 문제가 생길 경우 암, 당뇨

병 등 심각한 질병으로 이어지므로 단백질 인산화 연구는

기초과학 뿐 아니라 의학 및 약학에서도 매우 중요한 역할

을 한다. 실제로 단백질 인산화 효소인 키나아제(kinase)

와 그 역반응인 탈인산화 반응을 일으키는 포스파타아제

(phosphatase)는 중요한 신약개발의 목표 시스템으로,2)

블록버스터 백혈병 치료제인 Gleevec (2012년 매출 47억

달러)을 비롯한 20종이 넘는 키나아제 억제제(kinase in-

hibitor)가 이미 신약으로 성공리에 개발되어, 암과 당뇨병

을 비롯한 여러 질병 치료에 사용되고 있다.

지금까지의 단백질 인산화 연구는 인산화세린(pSer), 인

산화트레오닌(pThr), 인산화티로신(pTyr)등 3가지 형태

의 인산화아미노산에 집중되어 있다[그림 1]. 이들 인산화

아미노산은 화학적으로 안정한 인산에스테르(phosphate

ester)로서, 여러 생화학 및 분석 화학적 방법으로 비교적

쉽게 연구가 가능하다. 따라서 이들 인산단백질의 기능 뿐

아니라, Ser, Thr, Tyr에 작용하는 키나아제와 포스파타

아제에 관한 연구가 매우 활발하게 진행되고 있으며, 그 결

과로 글리벡(Gleevec)등의 신약 개발에까지 이어졌다.

고에너지’인산화아미노산 연구의 중요성과 화학자들의
도전

pSer, pThr, pTyr이외에도, 자연계에는 인산화히스티

딘(pHis), 인산화아스파르트산(pAsp), 인산화라이신

(pLys), 인산화아르기닌(pArg)과 같은 고에너지의 인산화

아미노산 역시 잘 알려져 있다[그림 2].3) 7,80년대의 고전

적 생화학 연구를 통해 이들 고에너지 인산화아미노산이

세포 신호 전달, 대사과정(metabolism), 후성유전학(epi-

genetics)과 같은 다양하고 핵심적인 생체 현상에 관여한

다는 것이 밝혀졌다. 그러나 80년대 이후 폭발적으로 발전

한 pSer/pThr/pTyr 연구에 비해, 고에너지 인산화아미노

산의 생물학적 기능에 관한 후속 연구는 상대적으로 많이

유기합성의 최근 연구동향
읽기 쉬운 총설

그림 1. (a) 단백질의 인산화/탈인산화 과정 (b) 기존에 주로 연구되어
온 인산화아미노산(phosphoester)

(a)

(b)
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부진한 상황이다. 이는 pHis/pAsp등이 중요하지 않기 때

문이라기보다는, 연구 방법의 어려움 때문에 연구자들이

쉽게 접근하지 못하였기 때문이라고 볼 수 있다. 단적인 예

로, P. polycephalum에서는 전체 인산단백질의 6%가

pHis인 것으로 밝혀졌는데,3) 현재 활발히 연구되고 있는

pTyr의 경우에는 인산단백질의 1%정도에 불과한 것을 감

안하면, pHis와 같은 고에너지 인산화아미노산은 우리의

생각보다 훨씬 많은 양이 생체 내에 존재한다는 것을 알 수

있다. 따라서 그 존재가 오래 전부터 알려졌고, 상당히 많

은 양이 존재함에도 불구하고 아직 그 기능과 실체가 명확

하게 밝혀지지 않았다는 점에서, 이들 고에너지 인산화아

미노산은 인산단백질체(Phosphoproteome)의 ‘암흑 물

질’이라고 불릴 만하다.4)

이들 중 pHis, pLys, pArg는 화학적으로 볼 때 P-N결

합을 지닌 포스포라미데이트(phosphoramidate)이고,

pAsp와 pGlu는 아실인산(acyl phosphate)의 형태로서,

pSer/pThr/pTyr와 같은 인산에스테르(phosphoester)형

태의 인산화아미노산보다 높은 에너지를 띠고 있어 상대적

으로 불안정하다. 실제로 pHis, pLys, pArg는 산성 조건

하에서, 또 pAsp와 pGlu는 산성 혹은 염기성 조건하에서

쉽게 탈인산화되어, 이들 아미노산 연구가 기술적으로 매

우 까다롭다는 문제점이 있다. 또한, 이들 아미노산에 선택

적인 결합하거나 검출할 수 있는 분석 도구(항체 등)가 개

발되지 않아서, 방사성 동위원소(32P)를 이용할 수밖에 없

었는데, 이 경우 다른 종류의 인산화아미노산과 구별이 어

렵다. 따라서, 실제 세포 내에서 무슨 단백질들이 어떤 상

황에서 인산화되어 pHis, pAsp, pLys 등을 형성하는지 밝

히는 것조차도 쉽지 않았다.

21세기에 들어서, 이러한 기술적 어려움을 해결하기 위

하여 여러 유기화학적 방법론을 활용한 화학생물학적 접근

법이 보고되기 시작하였고, 그 결과 고에너지 인산화아미

노산에 대하여 보다 심층적인 연구가 가능해졌다. 본 총설

에서는 이들 인산화아미노산의 화학적 성질, 생물학적 기

능을 간략하게 소개하고, 단백질 인산화 연구에서 아직 미

개척지로 남아 있는 이들 고에너지 인산화아미노산 연구에

서, 유기화학적 방법론이 성공적으로 적용된 사례들을 소

개하고자 한다.

본론

인산화히스티딘 (pHis)

pHis는 50여 년 전에 처음 발견된 인산화아미노산으로

(pTyr는 1981년에 발견), 세포 신호 전달 및 대사 과정 등,

여러 가지의 매우 중요한 생물학적 기능이 알려져 있다.4)

이 중, 박테리아와 식물의 2성분계(two-component sys-

tem, TCS)은 pHis와 pAsp를 활용하는 세포 신호 전달 시

스템으로서, 세포가 다양한 외부 환경의 변화를 감지하고

대응하는 데에 대단히 중요한 역할을 한다[그림 3].5) TCS

에서 센서 역할을 하는 단백질인 히스티딘인산화효소(His-

tidine Kinase, HK)는 세포 외부의 신호에 의해 인산화되

어 pHis를 형성하고, 이 pHis가 반응조절자(Response

Regulator, RR)의 아스파르트산 잔기를 인산화시켜 pAsp

를 형성한다. 이처럼 인산화된 RR이 세포내의 유전자 발

현 등을 조절하여 여러 환경 변화에 대응하도록 해 준다. 예

그림 2. 단백질에서 발견된 고에너지 인산화아미노산. (a) 화학적으로 phosphoramidate 형태의 P-N결합을 지닌 인산화
아미노산 (pHis, pLys, pArg). (b) Acyl phosphate형태의 인산화아미노산 (pAsp, pGlu)

(a) (b)
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를 들어, 박테리아 TCS는 병독성, 항생제 내성, 바이오필

름 등의 병리현상을 조절하며, 식물의 TCS인 시토키닌

(cytokinin) 신호전달경로는 종자 발생 및 스트레스 저항

성을 조절한다. 따라서 pHis/pAsp의 연구는 TCS에 대한

새로운 이해를 가능하게 하고, 궁극적으로 차세대 항생제

의 개발과 농작물의 생산량 증가 및 환경 저항성 강화에도

중요한 실마리를 제공할 수 있다.6)

이 뿐만 아니라 동물세포에서는, 암의 전이과정에 관여

하는 ATP citrate lyase7)와 NDPK,8) 해당작용(glycoly-

sis)와 암대사(cancer metabolism)에 관여하는 PGAM1,9)

등에서 pHis가 핵심적인 기능을 하며, 이들 단백질은 새로

운 항암 요법 등의 타깃 시스템으로 연구가 진행 중이다. 또

한 T면역세포의 활성화에 관여하는 KCa3.110)와  신장에서

칼슘 재흡수를 담당하는 TRPV511)와 같은 이온 채널들도

pHis에 의해 그 기능이 조절된다. 이밖에, 동물세포에는

pHis에만 선택적으로 작용하는 탈인산화효소인 PHPT1이

존재하는데, 이는 아직 발견되지 않은 미지의 pHis단백질

이 더 많이 존재함을 시사한다.12)

pHis는 히스티딘 이미다졸(imidazole) 고리의 어느 질

소가 인산화되느냐에 따라 두 가지 이성질체가 존재하며,

두 이성질체 모두 생체 내에서 발견된 바 있다. 따라서,

pHis를 검출하고자 할 때에는 각각의 이성질체에 선택적

인 방법을 개발해야 한다는 어려움이 있다. 또,  pHis의 두

이성질체 모두 산성 조건하에서 쉽게 탈인산화되어 히스티

딘이 되므로, 기존의 인산단백질 연구방법론으로

는 선택적인 검출 및 분리가 어렵다[그림 4a].

pHis선택적인 항체는 pHis 단백질의 선택적인 검

출과 분리에 사용될 수 있는 매우 유용한 도구이나,

80년대부터 2000년대 초에 이르기까지 여러 연구

진이 개발에 도전하였지만 실패를 거듭하였다. 이

는 항원으로 사용된 pHis 가 토끼/쥐 등의 동물 내

에서 쉽게 분해되어 버렸기 때문이다.

이러한 문제를 해결하기 위하여, 2012년에 Muir

연구팀은 pHis의 불안정한 포스포라미데이트를

안정한 포스포네이트(phosphonate)로 대체한 트

리아졸(triazole)구조의 pHis 모방체(pTza)를 설

계, 합성하였고 이를 활용하여 최초의 pHis 선택

적인 항체를 개발하는 데에 성공하였다[그림 4b].13)

Muir 그룹은 이 성과를 바탕으로, 최초의  범pHis

선택성 항체(pan-pHis antibody)를 개발하였

읽기 쉬운 총설

그림 3. 박테리아와 식물의 신호전달 체계 TCS의 개념도 및 pHis/pAsp의 역할

그림 4. (a) pHis의 이성질체 및 탈인산화 반응. (b) pHis의 안정한 모방체들

(a)

(b)
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고,14),15) 이 항체를 프로테오믹스에 적용하여 새로운 pHis

단백질의 발견에도 성공함으로써,16) 정체되어있던 pHis 연

구에 중요한 돌파구를 마련하였다. 또한 트리아졸구조의

모방체가 개발된 이후, 피라졸(pyrazole)구조의 2세대 모

방체 역시 성공적으로 개발되어 pHis용 항체 개발에 사용

되었다.17) 또한 고체상 펩타이드 합성법과 expressed pro-

tein ligation을 활용하여 pHis모방체를 펩타이드와 단백

질에 도입함으로써, pHis가 단백질의 구조/기능에 미치는

영향을 연구할 수 있을 것이다.

2015년에는 이들 pHis 모방체와 항체를 활용하여,

Hunter 그룹에서 동물세포에서 pHis포함 단백질을 분리

및 이미징하는데에 성공하였다.18) 이처럼 유기화학의 분자

설계와 합성은 pHis연구에 핵심적인 도구(pHis모방체 및

항체)를 개발하고, 이를 통하여 생물학 연구의 중요한 돌파

구를 마련하게 되었다. 

인산화아르기닌 (pArg)

고에너지 인산화아미노산인 pArg는 연체동물 등에서 에

너지 저장 역할을 하는 포스파겐(phosphagen)의 하나로

알려져 왔다. 7,80년대의 산발적 연구를 통하여 몇몇 단백

질이 시험관 내에서 pArg를 형성할 수 있다는 것이 발견

되었지만, 실제 세포 내에서도 pArg 단백질이 존재하는지,

그렇다면 그 기능은 무엇인지는 미지수로 남아 있었다.19)

2012년에야 pArg에 대한 최초의 프로테오믹스 연구가 보

고되었는데, 이 연구에서는 그람 양성균인 B. subtilis에서

80여 종의 pArg 단백질을 발견하였고, 이들 단백질이 다

양한 세포 기능을 조절하는 것을 밝혔다.20) 이 방법론을 적

용하여 다른 종에서도 pArg가 세포 내에서 어떠한 생물학

적 기능하는지 밝힐 수 있을 것이며, 이는 인산단백질의 새

로운 장을 개척할 것이다. 

이처럼 pArg를 포함한 인산단백질 및 인산펩타이드의

기능을 본격적으로 규명하기 위해서는 pArg를 펩타이드

나 단백질의 특정 아르기닌 잔기에 선택적으로 도입하는

기술이 필요하지만, 2011년 이전까지는 이것이 불가능하

였다. 2011년에 트리클로로에틸(trichloroethyl)기로 보

호된 아미노산 단량체를 이용한 고체상 펩타이드 합성법을

통해 pArg가 도입된 펩타이드의 합성이 가능해졌다[그림

5]. 21) 이 기술은 앞으로 pArg의 기능을 연구하는 데에 매

우 유용할 것으로 예상된다. 

또 하나의 중요한 화학적 도구인, pArg에 선택적인 항체

는 아직 개발된 바 없다. 그러나 pArg 탈인산화효소 YwlE

의 활성부위 돌연변이체(mutant)를 이용하여 pArg를 포

함한 인산단백질을 enrich하는 방법이 최근에 보고되었

다.22) pHis항체의 예를 보듯이, 화학적으로 안정한 pArg

의 모방체를 설계, 합성한다면 pArg에 선택적인 항체 또

한 개발이 가능할 것이다. 

인산화라이신 (pLys)

다른 포스포라미데이트 고에너지 인산화아미노산(pHis,

pArg)에 비해서도 pLys는 훨씬 연구가 덜 되어 있다. 70

년대에, 재생중인 쥐의 간 및 Walker256 암세포에서 히스

톤 H1이 pLys를 포함하고 있는 것이 발견되었으나,23) 그

그림 5. 보호기가 포함된 pArg단량체를 이용한 pArg도입 펩타이드의 합성 전략
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생물학적 역할은 아직 자세히 밝혀지지 않았다. 그 이후에

pLys에 관한 새로운 생물학적 발견이 거의 없었으나, 2015

년에 라이신 잔기에 폴리인산염(polyphosphate)이 결합

한 polyP-Lys가 토포이소머라아제(Topoisomerase) 1

(Top1)에 일어나며, Nsr1 단백질과의 결합을 조절한다는

것이 밝혀짐으로써 새로운 전환점이 마련되었다.24)

pHis와 마찬가지로 pLys도 산성 조건하에서 쉽게 탈인

산화되나, 염기성 조건 하에서는 안정하여, 9 M KOH 용

액에서 100도로 가열해도 살아남으며, 섭씨 영하 20도에

서는 1년 이상 보관이 가능하다. 이러한 성질을 이용하여

방사성 동위원소로 표지된 단백질의 모든 펩타이드 결합을

염기성 조건하에서 가수분해한 후, 얻어진 인산화아미노산

을 TLC등으로 분석하면 pLys의 존재를 확인할 수 있다.

이러한 방법은 매우 비효율적이고 선택성도 낮으나, pArg

와 마찬가지로 pLys를 선택적으로 검출할 수 있는 분석법

은 개발되지 않은 상태이다.  

화학적인 측면에서도 pLys의 연구는 상당히 오랜 기간

부진하였으나, 최근 들어 화학생물학적 방법론을 통하여

새로운 돌파구가 마련되기 시작하였다. 일례로, pLys를 특

정 위치에 선택적으로 도입할 수 있는 펩타이드 합성법은

Hackenberger 그룹에 의해 2014년에 처음으로 개발되었

다[그림 6].25) 이 반응에서는 azide를 포함한 펩타이드/단

백질과 아인산염(phosphite) 사이의 스타우딩거 리게이션

(Staudinger ligation)을 이용하여 포스포라미데이트를

형성하고, 이후에 마일드(mild)한 조건하에서의 depro-

tection을 통하여 pLys가 도입된 펩타이드를 얻었다. 저

자들은 이 펩타이드를 이용하여 pLys의 질량분석 및 프로

테오믹스 방법론을 최적화하는 연구를 수행하였으며, 이는

앞으로 생체내에서의 pLys단백질 검출/분석 및 그 역할 규

명에 중요한 밑바탕이 될 것으로 기대된다.

인산화아스파르트산 (pAsp)

pAsp의 경우, 가장 잘 알려진 생물학적 기능은 위에서

자세히 서술한 TCS의 신호 전달 역할이다[그림 3]. TCS의

RR단백질은 HK에 의한 인산화 과정을 통하여 confor-

mation의 변화가 일어나거나 이합체 형성이 촉진되어, 목

표 DNA에 결합함으로써 단백질 발현을 조절하는 것으로

알려져 있다.  

또한 P-type ATPase26)에서도 pAsp가 중요한 역할을

한다. 이들 ATPase는 ATP에 의하여 인산화되어 고에너

지의 pAsp를 형성하고, pAsp가 가수분해되는 과정을 거

치면서 conformation변화를 일으켜 이온을 이동시키게

된다.  P-type ATPase는 H+/K+-ATPase (위산 분비),

Na+/K+-ATPase (동물세포막 전위 유지), Ca+-ATPase

(근육 이완), H+-ATPase (식물과 균류 등의 막전위 유지)

등의 다양하고 중요한 기능을 담당하는 세포막상의 이온

펌프로서, 전립선암, 부정맥, 말라리아 등의 신약개발 타깃

이 되고 있다.  

그러나 pAsp의 불안정성 때문에 이러한 pAsp 인산단백

질의 구조 및 기능 연구에 어려움이 있다. 산성 조건에서는

불안정하지만 염기성 조건에서는 안정한 pHis, pLys,

pArg등과는 달리, pAsp는 아실인산(acyl phosphate)으

로서 산성 및 염기성 조건 모두에서 가수분해를 통한 탈인

산화가 일어나게 된다. 따라서 pAsp를 직접 검출하는 것

읽기 쉬운 총설

그림 6. Azide 펩타이드의 Staudinger ligation을 이용한 pLys도입 펩타이드의 합성 전략
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은 기술적으로 매우 까다로우며, 화학반응을 통해 pAsp의

아실인산을 다른 작용기로 변환시켜 검출하는 것이 가능하

다. 그러나 이들 방법은 pAsp의 존재 여부만 알려줄 뿐,

pAsp를 포함한 단백질을 선택적으로 분리하는 것은 불가

능하다는 한계점을 지니고 있다[그림 7a].

이러한 pAsp의 화학적 불안정성을 극복하기 위하여, 몇

가지 안정한 pAsp모방체가 합성된 바 있다. 이들 모방체

에서는 아실인산의 중앙 산소원자를 탄소 혹은 질소로 대

체함으로써 더 안정한 베타케토포소포네이트(beta-ke-

tophosphonate) 및 아실 포스포라미데이트(acyl phos-

phoramidate)로써 pAsp를 모방하고자 하였다[그림 7b].

이들 물질은 아스파트산세미알데하이드탈수소효소(as-

partate-semialdehyde dehydrogenase, ASADH)의 저

해제로 테스트 된 바 있으나, 아직 실제 단백질 및 펩타이

드에 적용되지는 않았다. 따라서 이들 모방체는 pAsp에 선

택적으로 결합하는 항체 개발 및 pAsp 인산단백질의 기능

을 모방하는 펩타이드/단백질 연구 등에 적용이 가능할 것

이다.

인산화글루탐산 (pGlu)

인산화글루탐산은 화학적으로 pAsp와 같은 아실인산으

로서, 산성 및 염기성 조건 모두에서 불안정하다. 비교적

많이 연구된 pAsp에 비해서도 pGlu에 관한 생물학적 연

구는 극히 드물다. 실제로 생체 내에서는 프로티모신알파

(prothymosin alpha)에서만 발견된 바 있으며, 그 생물학

적 의미는 아직 미지수로 남아 있다.27)

결론

본 총설에서는 기존의 단백질 인산화 연구에서 다소 소

외되어 온 pHis, pAsp, pLys, pArg, pGlu 등의 고에너지

인산화아미노산의 생물학적 중요성, 화학적 특성 및 지금

까지의 연구 동향을 간략히 소개하였다. 이들 고에너지 인

산화아미노산은 그 높은 반응성과 화학적 불안정성으로 인

하여 연구에 많은 어려움이 있었으나 최근 들어 여러 화학

자들의 노력으로 이러한 어려움을 극복할 수 있는 여러 화

학적 분자 도구가 개발되고 있다. 이러한 분자 도구는 생물

학 연구에서 화학자들의 관점과 아이디어가 기존 생물학적

방법론의 한계점을 해결한 좋은 예라 하겠다. 이들 도구는

지금까지의 단백질 인산화 연구의 미개척지로 남아 있는

이들 고에너지 인산화아미노산 연구에 새로운 돌파구를 제

시함으로써 새로운 생물학/의학적 발견에 기여할 것으로

기대된다. 

그림 7. (a) 현재 사용되는 pAsp검출 방법, (b) 안정한 pAsp 모방체들의 구조

(a) (b)
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