
99

J. Appl. Biol. Chem. 53(2), 99-104 (2010) Article

4-Methyl-2H-benzopyran-2-one 유도체들의 항산화 활성에 관한 

Benzo 고리상 치환기들의 영향

최원석·이재황·조윤기·성낙도*

충남대학교 농업생명과학대학 응용생물화학과

The Influence of the Substituents on the Benzo Ring for

Antioxidant Activity of 4-Methyl-2H-benzopyran-2-one Analogues

Won-Seok Choi, Jae-Whang Lee, Yun-Gi Cho, and Nack-Do Sung*

Department of Applied Biology & Chemistry, College of Agriculture & Life Sciences,

Chungnam National University, Daejeon 305-764, Korea

Received February 24, 2010; Accepted April 16, 2010

The influences on antioxidant activities of the substituents (R1-R4) on benzo ring in 4-Methyl-2H-
benzopyran-2-one analogues (1-23) were discussed quantitatively using three dimensional quantita-
tive structure-activity relationships (3D-QSARs: Comparative molecular field analyses (CoMFA)
and Comparative molecular similarity indice analyses (CoMSIA)) methods. The statistical qualities
of CoMSIA models were better than those of CoMFA models and the CoMSIA 2 model was opti-
mized model (q2=0.700 & r2=0.979). Also, the contribution ratios (%) of the optimized CoMSIA 2
model were H-bond donor field 43.5%, electrostatic field 41.8% and steric field 14.7% so that the
antioxidant activity exhibited a strong correlation with H-bond donor and electrostatic factor of
molecules. From the analytical results of the CoMSIA contour maps, if the positive charge favor
group and H-bond donor disfavor group were placed in the R1-R4 positions on the benzo ring, it
was predicted that the groups would raised the antioxidant activity.
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많은 식물군(운향과, 산형과, 미나리과, 뽕나무과, 국화과, 콩

과 및 장미과)에 함유되어 있는 Coumarin은 식품에도 포함되

어 있을 뿐 아니라, 인간의 질병 치료용으로도 활용되고 있다

[Kliner 등, 2008; Smyth 등, 2009]. 구조상 Coumarin 분자들은

변화가 용이하여 인간의 건강을 증진시키고 질병에 대한 위험

을 감소시키는데 도움을 주는 생물학적 성질들을 가지고 있다

[Adeline 등, 2008]. Coumarin과 그 유도체들은 항균[Appendino

등, 2004; Khan등, 2004], 항응고[Kidane 등, 2004] 항염증

[Ghate 등 2003; Kontogiorgis와 Hadjipavlou, 2004], 항암

[Ghate 등 2003; Ito 등, 2003], 항 HIV[Bedoya 등, 2005] 및

항산화 활성과 같은 다양한 생물학적 및 약학적 활성들을 나타

내며 건강에 대한 유익한 효능 때문에 관심이 급증되고 있다

[Cakici등, 2008; Melagraki 등, 2009].

인간을 포함한 호기성 생물들은 산소에 의하여 영양소들이

산화되어 에너지가 생성되는 과정에서 물과 이산화탄소 같은

부산물들이 불가피하게 발생된다[Nishikawa 등, 2009]. 특히, 미

토콘드리아에서 발생하는 활성 산소종(ROS; Reactive oxygen

species)은 NADPH oxidase같은 효소의 지나친 자극이나 또는

미토콘드리아에서 전자 수송의 통제해제(deregulation)로 인한

자유라디칼 누출에 기인한다[Lorenz 등, 2005]. 산화환원 과정

에서 자유라디칼을 발생시키는 ROS는 흔히 탄수화물, 단백질

및 지질과 DNA같은 생체분자에 산화적 손상을 유발한다. 산

화적 연쇄반응에 의해 촉진된 생체분자의 변질은 노화를 촉진

하고[Wu 등, 2007], 세포의 기능을 제한하여 궁극적으로 신경

성 질환, 암, 심혈관 질환 및 관절염과 같은 다양한 질병들을

유발한다[Chang 등, 2007]. 뿐만 아니라, ROS는 최근에 주목받

고 있는 농약의 한 유형인 식물생장조절제의 중요한 표적으로

서 식물의 생장에 악영향을 미치는 인자로서 여겨지고 있다. 그

리고 ROS가 대사될 수 있는 일정수준의 양보다 많이 생성되

면 식물은 산화적 스트레스(Oxidative stress)가 발생하여 다당

류, 단백질 그리고 핵산에 손상을 입게 된다[Bynum 등, 2007].

항산화제(antioxidant)는 이렇듯 다양한 동식물체의 질병들에 대

항하기 위한 후보 약물로서 꾸준히 발전되고 있다. 많은
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Coumarin 유도체들은 이러한 ROS를 제거하고 자유라디칼에 의

하여 손상을 받는 과정에 영향을 주는 특별한 능력을 갖고 있

다[Tyagi 등, 2005].

본 연구에서는 식물체 내에 존재하는 Coumarin이 항산화 활

성으로 인하여 유발되는 식물생장조절제로서 유용하게 사용될

수 있다는 사실에 기초하여[Cavar 등, 2009] 분자의 정량적인

구조와 생물활성과의 관계를 이해함으로써[Siquet 등, 2006] 새

로운 고활성 분자를 설계하고 예측하는데 활용하고자 Coumarin

계 4-methyl-2H-benzopyran-2-one 유도체(1-23)들의 치환기(R1-

R4) 변화에 따르는 3차원 구조와 활성과의 상관(3D-QSARs) 기

법[Martin, 1998]으로 항산화활성에 기여하는 구조적인 특징에

관하여 검토하였다.

재료 및 방법

분자 모델링. 4-methyl-2H-benzopyran-2-one 유도체(1-23)들의

치환기(R1-R4)의 변화에 따른 항산화 활성은 문헌값[Cavar 등,

2009]을 활용하였으며 3D-QSAR 방법중, 비교분자장분석

(CoMFA) 및 비교분자 유사성 지수분석(CoMSIA)은 Sybyl 분

자 모델링 프로그램(Ver. 8.1)를 사용하여 실행하였다. Data set

화합물(n=23) 중에서 training set(n=18)를 대상으로 CoMFA 및

CoMSIA[Klebe 등, 1994] 모델을 유도하였으며 임의로 선택된

test set 화합물(n=5)을 대상으로 모델의 예측성을 판단하였다.

최적화 모델의 유도 조건들과 과정은 전보[Soung 등, 2009]와

유사하였다. 가장 안정한 형태는 simulated annealing 방법으로

위치사하였다. 가장 낮은 형태를 탐색하여 결정하였고 분자 내

수소원자를 제외한 비치환체(1: R1=R4=H)를 분자틀(template)로

취하여 분자들을 atom bom d fit(AF) 및 fteld fit(FF) 방법으

로 3차원 공간상에 중첩시켜 정렬하였다. 그 한 예로, 위치사하

였다. 최소화된 가장 안정한 형태를 atom based fit(AF) 방법으

로 정렬된 결과를 Fig. 2에 나타내었다.

부분최소자승계산. 부분최소자승(PLS; Partial least square) 분

석[Wold 등, 1993]은 3차원 공간에 정렬된 화합물들(1-23)의 구

조적인 특징과 항산화활성 사이의 상관성 탐색용 3D-QSAR 모

델을 유도하는데 이용되었다. 최적화된 모델을 구하기 위하여

leave-one-out (LOO) 교차확인 과정을 실행하여 최적의 성분수

와 예측성(r2

cv. 또는 q2값)을 얻고 비교차 확인과정으로 성분수

를 사용하여 상관성(r2

ncv값)을 각각 얻었다. 그 결과, 상관성이

r2

ncv≥0.90이고 예측성이 r2

cv.(또는 q2)≥0.50 이상의 통계적인 기

준값에 이르는 최적화 모델들이 안정성과 예측성을 갖는다고

판단한다. 특히, CoMSIA 모델들은 적정한 attenuation factor

(α)를 얻기 위하여 α=0.1-0.9 범위에서 모델들의 q2값에 대한

변화를 검토하였으며 α값은 probe atom인 C원자(sp3 및 +1전

하)와 분자내 원자들간의 거리에 의존적인 값이다. 따라서 신

규 화합물의 탐색에 적용되는 ligand-based approach로서

QSAR 기법은 최적화된 모델에 기초하여 생물활성이 뛰어난 화

합물의 설계와 예측이 목적이기 때문에[Martin, 1998) 최적화된

CoMSIA 2 모델의 정보들을 시각적으로 분석하기 위하여 항산

화 할성이 가장 높은 화합물(11)의 구조상 정면과 측면에 대한

등고도(contour map)로 표현된 특성장에 대한 favor: disfavor의

비율을 80:20으로 각각 나타내었다.

결과 및 고찰

최적화 모델. 화합물(1-23)의 치환기(R1-R4) 변화에 따라 관측

된 항산화 활성값(Obs.pI50)과 CoMFA 및 CoMSIA 모델에 의

하여 예측된 항산화 활성값(Pred.pI50) 그리고 관측값과 예측값

의 차이값(∆)를 Table 1에 각각 정리하였다. 가장 높은 항산화

활성을 나타낸 화합물은 R1=R2=H, R3=R4=OH 치환체(11:

pI50=7.28)이었고 가장 낮은 화합물은 비(R1=R2=R3=R4=H) 치환

체(1: pI50=3.12)이었으며 그 차이값이 매우 큰(∆pI50=4.16) 이상

적인 data set로 구성되었다. Table 2에는 정렬방법(AF 및 FF),

Grid 변화(1.5Å-3.0Å), 조성의 수(1-5) 및 특성장(CoMFA: 입체

장, 정전기장 및 소수성장, CoMSIA: 입체장, 정전기장, 소수성

장, H-결합주게장 및 H-결합받게장)의 조합조건에서 유도된 많

은 모델중에서 양호한 모델들의 통계값들을 정리하였다. 대체

로 CoMFA 모델보다 CoMSIA 모델이 월등하게 양호하였다. 특

Fig. 1. Alignment of the potential energy minimized 4-methyl- 2H-

benzopyran-2-one structures according to a least-squares atom

based fit.

Fig. 2. Variation of q2 upon changing the attenuation factor, α used

in the distance dependence between the probe atom and the atoms

of the molecules in the optimized CoMSIA 2 model. (the number on
top of the point indicates the optimum number of components).
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히, CoMSIA 모델들은 attenuation factor, α=0.3인 조건에서 양

호한 모델이었다. 즉, CoMSIA 1 모델은 상관성이 좋았으나

(r2

ncv.=0.980 및 F=223.212) 예측성이 낮은(r2

cv.=0.614) 반면에

CoMSIA 2 모델은 상관성(r2

ncv.=0.979 및 F=217.170) 뿐 아니

라, 예측성이 좋은(r2

cv.=0.700) 모델이었다. 한 예로, Fig. 2에는

CoMSIA 2 모델의 attenuation factor와 교차 확인된 r2

cv.값과의

관계로부터 α=0.3일 때 가장 양호한 예측성(q2 또는 r2

cv.)을 나

타내고 있다. 또한, Fig. 3에는 관측값(Obs.pI50)과 CoMSIA 2 모

델에 의한 예측값(Pred.pI50) 사이의 관계(Pred.pI50=0.980

Obs.pI50+0.086, n=18, s=0.136, F=745.728, r2=0.979 & q2=0.973)

로부터 두 값들이 좋은 상관성을 보이고 있다.

예측성 및 기여비율. 유도된 3D-QSAR 모델들의 예측성을

평가하기 위하여 Table 4에는 test set의 관측값(Obs.pI50) 및 예

측값(Pred.pI50) 그리고 이들 두 값의 차이값(∆)을 나타내었다.

그리고 Table 3에는 모델들의 특성장에 대한 상대적인 기여비

율(%)을 위시하여 training set(Table 1) 및 test set(Table 4)으

로부터 차이값(∆)의 평균값(Ave.) 및 교차확인 결과로서 관측값

과 예측값 사이의 제곱편차의 합인 PRESS 값을 구하여 정리

하였다. CoMSIA 2 모델의 경우, training set은 물론, test set

의 오차값(Ave.=0.26 및 PRESS=0.66)이 제일 낮은 값을 나타

내었다. 그러므로 Table 2에 대한 검토결과와 같이 CoMSIA 2

모델이 예측성이 가장 좋은 모델임이 재확인되었다. 따라서

QSAR 기법의 적용 목적은 구조변화와 활성과의 관계를 구체

적으로 이해함은 물론, 생물활성이 뛰어난 화합물을 예측하는

데 있기 때문에 예측성이 높은 CoMSIA 2 모델을 최적화 모

델로 선택하였다. 최적화된 CoMSIA 2 모델의 기여비율(%)은

입체장(S) 14.7%, 정전기장(E) 41.8% 및 H-결합 주게장(HD)

43.5%의 기여비율을 나타내었으며 H-결합받게장(HA)은 활성에

Table 1. Antioxidant activity of 4-methyl-2H-benzopyran-2-one analogues and training set of 3D-QSAR models

No. 
Substituents (R) Antioxidant activity (pI50)

 

R1 R2 R3 R4 Obs.a) Pred.b)
∆

c)

 1 H H H H 3.22 3.35 -0.13

 2 H CH3 H H 3.35 3.44 -0.09

 3 H H CH3 H 3.31 3.41 -0.10

 4 H OCH3 H H 4.14 4.13 0.01

 5 H H OCH3 H 4.11 3.94 0.17

 6 H OH H H 4.48 4.64 -0.16

 7 H H OH H 4.37 4.41 -0.04

 8 CH3 H OH H 4.42 4.18 0.24

10 H OH CH3 H 4.90 5.02 -0.12

11 H H OH OH 7.28 7.32 -0.04

12 H OCOCH3 H H 5.00 4.76 0.24

13 H OCOCH3 CH3 H 4.79 4.81 -0.01

14 CH3 H OCOCH3 H 3.48 3.64 -0.16

16 H OCOCH3 CH3 H 4.18 4.17 0.01

18 H OCOC6H5 H H 4.05 3.99 0.06

20 CH3 H OCOC6H5 H 3.78 3.70 0.08

21 H H OCOC6H5 CH3 3.89 3.72 0.17

22 H OCOC6H5 CH3 H 4.04 4.16 -0.12

a)Observed antioxidant activity, b)predicted activity by the optimized CoMSIA 2 model, c)different between observed activty and predicted activity. 

Table 2. Summary of the statistical parameters of 3D-QSAR models with two alignments

Models No. Alignments
PLS Analyses

Grid (Å) Components r2
cv.

a) r2
ncv.

b) SEncv.
c) F

CoMFA 1 AF 1.5 4 0.215 0.955 0.223 069.246

CoMFA 2 FF 1.5 4 0.860 0.961 0.207 080.458

CoMSIA 1 AF (α=0.3) 3.0 3 0.614 0.980 0.145 223.212

CoMSIA 2d) FF (α=0.3) 3.0 3 0.700 0.979 0.147 217.170

Notes: F: fraction of explained versus unexplained variance; attenuation factor: α; a)cross- validated r2; b)non-cross-validated r2; c)standard error estimate;
d)optimized model.
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관여하지않았다. 특히, H-결합 주게장은 정전기장과 거의 동일

한(E:HD=1:1) 비율로 그리고 H-결합 주게장은 입체장과 약 3:1

의 비율로 H-결합 주게장이 정전기장과 더불어 항산화활성에

가장 큰 영향을 미치는(HD≥E>S) 요소로 작용함을 알았다.

등고도 분석. 화합물(1-23) 중에서 항산화 활성이 가장 큰 화

합물(11)의 구조상에 최적화된 CoMSIA 2 모델의 항산화활성

에 미치는 기여비율에 따른(Table 3) 입체장과 정전기장 및 H-

결합주게장에 대한 등고도를 Fig. 4에 나타내었다. 먼저, 입체

장과 정전기장에 대한 등고도(A)에서 R2-치환기는 입체적으로

크고(green) R2- 및 R3-치환기 사이에는 음하전(red) 그리고

benzo 고리상 중심 부분에는 양하전(cyan)을 선호하는 치환기

가 활성에 기여할것으로 설명되었다. 또한, H-결합주게장에 대

한 등고도(B)에서는 치환기(R1-R4)의 넓은 영역과 pyran-2-one

고리상 산소원자 부분에서 H-결합주게장을 선호하지 않는 치

환기(purple)가 활성에 기여할것으로 예측되었다. 이와같은 분석

결과로부터 분자의 모든 치환기들(R1-R4)이 H-결합주게가 아닌

Table 3. Summary of field contribution ratio (%) by 3D-QSAR models, Ave., and PRESS of training and test sets

Model No.
Contribution ratio (%)  Training set Test set

S E Hy HD  Ave. PRESS Ave. PRESS

CoMFA 1 58.6 40.7 1.2 - 0.17  0.64 0.48  2.35 

CoMFA 2 57.1 42.7 0.2 - 0.14  0.56 0.40  1.95 

CoMSIA 1 12.6 37.4 8.3 41.8 0.11  0.29 0.34  0.83 

CoMSIA 2a) 14.7 41.8 - 43.5 0.11  0.30 0.26  0.66 

Notes: S: steric, E: electrostatic, Hy: hydrophobic, HD: H-bond donor, HA: H-bond donor acceptor, Ave.: average residual, PRESS: predictive residual
sum of squares, a)optimized model.

Table 4. Antioxidant activity of 4-methyl-2H-benzopyran-2-one analogues and test set of 3D-QSAR models

No.
Substituents (R) Antioxidant activity (pI50)

R1 R2 R3 R4 Obs.a)  Pred.b)  
∆

c)

-9 H H  OH CH3 4.43 4.44 -0.01 

15 H H OCOCH3 CH3 3.56 4.05 -0.49 

17 H H OCOCH3 OCOCH3 5.38 4.76 -0.63 

19 H H OCOC6H5 H 3.94 3.93 -0.01 

23 H H OCOC6H5 OCOC6H5 4.27 4.45 -0.18 

a)Observed antioxidant activity, b)predicted activity by the optimized CoMSIA 2 model, c)different between observed and predicted activity. 

Fig. 3. Relationships between observed activitiy (Obs.pI50) and

predicted activity (Pred.pI50) by the optimized CoMSIA 2 model.

(Training set; Pred.pI50=0.980, Obs.pI50=0.086, n=18, s=0.136, F=
745.728, r2=0.979 & q2=0.973).

Fig. 4. CoMSIA contour maps displayed with compound 11. (A)
Steric and electrostatic field distribution and (B) H-bond donor field
distribution. (Left: Front view & Right: Side view).
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H-결합받게로 치환되어 수용체와 반응하는 경우, 반응점 내 아

미노산 잔기들 중 H-결합주게들과 H-결합을 형성하므로서 특

성장을 만족하는 치환체들이 항산화활성을 증진시키는 요소로

작용할것이다. 여기에서 H-결합받게는 H원자에 인접한 질소

(NH) 원자나 산소(O) 원자를 포함하는 원자단들로서(Schneider

등, 2008) R1=R2=H, R3=R4=OH 치환체(11: pI50=7.28)가 제일

높은 항산화활성을 나타내었다는 사실과 잘 일치한다.

초 록

3차원적인 정량적 구조-활성상관(3D-QSAR: 비교분자 유사성

지수분석(CoMSIA) 및 비교분자장분석(CoMFA)) 기법에 기초

하여 4-Methyl-2H- benzopyran-2-one 유도체들(1-23)의 항산화

활성에 관한 benzo 고리상 치환기(R1-R4)들의 영향을 정량적으

로 검토하였다. CoMSIA 모델은 CoMFA 모델보다 통계적으로

양호하였으며 최적화된 CoMSIA 2 모델의 예측성(q2=0.700)과

상관성(r2=0.979)이 가장 양호하였다. 항산화 활성에 관한

CoMSIA 2 모델의 기여비율(%)은 수소결합 주게장(HD)

43.5%, 정전기장(E) 41.8% 및 입체장(S) 14.7%로 정전기장과

H-결합 주게장이 항산화활성에 가장 큰 영향을 미치는 요소이

었다. CoMSIA 등고도 분석결과, benzo 고리상에 양하전을 선

호하며, 그리고 H-결합주게가 아닌 치환기(R1-R4)들이 항산화활

성을 증가시킬 것으로 예상되었다.

Key words: 항산화활성, 4-Methyl-2H-benzopyran-2-one 유

도체, 3D-QSARs (CoMFA & CoMSIA)
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