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Cytochrome P450 2J2 (CYP2J2) plays important roles in the metabolism of endogenous metabolites
such as arachidonic acid as well as therapeutic drugs. CYP2J2 is overexpressed in human cancer tis-
sues and cancer cell lines, as well as in epoxyeicosatrienoic acids (EETs) and CYP2J2-mediated metab-
olites, and prevent apoptosis of cancer cells. This study aimed to screen marketed drugs for inhibitory
potential on CYP2J2 isoforms using human liver microsomes. The initial screen isolated 4 compounds,
from 120 marketed drugs, that inhibited the CYP2J2-mediated astemizole O-demethylation more than
50% in the following the order: haloperidol (75%) > terfenadine (56%) > aripiprazole (55%) > micona-
zole (52%). Miconazole strongly inhibited CYP2J2-mediated ebastine hydroxylation (IC50=11.2 μM) and
terfenadine hydroxylation (IC50=2.2 μM), and terfenadine also inhibited CYP2J2-mediated ebastine hy-
droxylation (IC50=13.6 μM) in a dose dependent manner. The present data suggest that these drugs
are potential candidates for further evaluation for their anti-cancer activities.
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서 론

Cytochrome P450 2J2 (CYP2J2)는 인체의 항상성 유지에

관여하는 아라키돈산의 에폭시에이코사트리에논산(epoxyei-

cosatrienoic acid, EET)으로의 대사를 매개하는 효소로 알려

져 있는 인체주요 약물대사효소 중 하나이다[23]. CYP2J2에

의해서 생성된 아이코사노이드류는 항염증, 신장 기능 조절,

혈압 조절, 혈소판 응집 억제 및 심근 허혈로부터 심장보호

와 같은 다양한 생물학적 활성을 가지고 있다[1,12,18].

CYP2J2는 다른 시토크롬 P450 효소와는 달리 주로 심장에서

발현되는 효소로 알려져 있고, 이외에도 소장이나 간, 신장,

대장, 췌장 및 폐 등에도 소량 분포하는 것으로 보고되었다

[23,26]. 최근 연구 결과에 의하면, CYP2J2는 아라키돈산과

같은 내인성 대사체뿐만 아니라, 아스테미졸(astemizole), 에

바스틴(ebastine)과 같은 항히스타민제 약물 및 항응고제인

아픽사반(apixaban)의 대사에 관여하는 것으로 알려져 있다

[14,15,20,22]. 일반적으로, 임상 약물이 체내에서 적절한 효

능을 나타내기 위해서는 정상적인 약물대사효소의 활성이

요구된다. 즉, 인체 내에서 약물대사와 관련이 있는 약물대사

효소의 활성 변화는 약물의 체내 동태를 변화시켜 약효를 크

게 감소시키거나 심한 경우 약물이상반응을 초래하기도 한

다. 그러므로, 약물대사효소의 활성에 영향을 주는 요인을 규

명하여, 약물반응을 예측함으로써 약물에 의한 부적절한 반

응을 방지하는 것이 중요하다.

한편, CYP2J2가 인체 종양 조직 및 종양 세포에서 과발현되

어 있음이 몇 몇 연구진에 의해 보고되어 왔다[2,5]. 이들 연구

진은 CYP2J2가 종양 조직 주위의 정상조직 및 정상세포에서

는 거의 발견되지 않음을 확인하였고, CYP2J2의 발현을 증가

시키거나, CYP2J2의 대사산물인 EET를 배양중인 암세포주에

첨가할 경우 암세포의 증식이 증가하는 것을 확인하였다[2,5].

이어서 미국 Zeldin 박사 연구팀에 의해 CYP2J2 과발현으로

인한 EET의 증가가 종양 세포에서 암전이 촉진 유전자의 과발

현과 저해 유전자의 발현 감소를 가져옴이 규명됨으로써,

CYP2J2는 새로운 항암제 개발을 위한 표적 단백으로 연구가

활발히 진행되고 있다[3,6].

현재까지 CYP2J2 단백질의 구조는 규명되지 않아, 효소

활성부위의 3차원 구조나 기질 특이성에 대한 정보는 부족

한 실정이다. 그러나, 최근 한 연구진은 기존에 구조가 알려

져 있는 CYP2A6, CYP2B4, CYP2C8, CYP2C9 및 CYP2D6의

3차원 구조에 근거하여, CYP2J2 단백질의 3차원 구조 모델

을 제안하였다[10,11]. 또한 CYP2J2 저해제 스크리닝을 통하

여 터페나딘(terfenadine)의 알코올 그룹의 산화에 의해 생

성된 terfenadone 화합물이 CYP2J2 효소에 의해 매개되는

에바스틴 대사 활성을 강력하게 저해함을 보고하였다

(IC50=0.7 μM) [10]. 또한 구조-활성 상관성 연구를 통하여,

terfeandone보다 더 큰 저해 활성을 가진 화합물 2~3종을

추가로 발굴하여 보고한 바 있다. 그러나, CYP2J2 활성 저

해제에 대한 연구는 CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, 및

CYP3A와 같은 다른 시토크롬 P450 효소들에 비하면 아직
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Table 1. List of compounds used in this study

No. Compound No. Compound No. Compound No. Compound

1 Acetaminophen 31 Dobutamine 61 Lamotrigine 91 Primidone

2 Albendazole 32 Domperidone 62 Lansoprazole 92 Procaine

3 Alprazolam 33 Doxepin 63 Levomepromazine 93 Propofol

4 Amiodarone 34 Ebastin 64 Losartan 94 Pyrazinamide

5 Amitriptyline 35 Enoxacin 65 Lovastatin 95 Rebamipide

6 Amlodipine 36 Etoricoxib 66 Maprotiline 96 Resveratrol

7 Amodiaquin 37 Famotidine 67 Mebendazole 97 Ricobendazole

8 Amoxicilline 38 Fenbendazole 68 Meloxicam 98 Risperidone

9 Aripiprazole 39 Fenoprofen 69 Methimazole 99 Rosuvastatin

10 Atenolol 40 Fexofenadine 70 5-Methoxypsoralen 100 Rotenone

11 Berberine 41 Flubendazole 71 8-Methoxypsoralen 101 Simvastatin

12 Bufuralol 42 Flufenamic acid 72 Metoprolol 102 Sulfacetamide

13 Bupropion 43 Flunarizine 73 Miconazole 103 Sulfamethoxazole

14 Carbamazepine 44 Fluphenazine 74 Midazolam 104 Sulfaphenazole

15 Ciclobendazole 45 Fluvastatin 75 Nalidixic acid 105 Sulindac

16 Cisapride 46 Flurbiprofen 76 Naloxone 106 Suprofen

17 Chlorpropamide 47 Furosemide 77 α-Naphthoflavone 107 Tadalafil

18 Chlorzoxazone 48 Glipizide 78 Naproxen 108 Terfenadine

19 Chlorpromazine 49 Glibenclamide 79 Nimesulide 109 Theophylline

20 Clebopride 50 Haloperidol 80 Norfloxacin 110 Thioridazine

21 Clozapine 51 Harmol 81 Nortriptyline 111 Ticlopidine

22 Clopidogrel 52 Ibuprofen 82 Omeprazole 112 Tolbutamide

23 Desipramine 53 Ilaprazole 83 Perphenazine 113 Torasemide

24 Dextromethorphan 54 Imipramine 84 Pimozide 114 Tranylcypromine

25 Dextrorphan 55 Indigo 85 Pindolol 115 Trimethoprim

26 Dibucaine 56 Indole 86 Pirenzepine 116 Troleandomycin

27 Diclofenac 57 Indomethacin 87 Piroxicam 117 Thymol

28 Diltiazem 58 Isatin 88 Pitavastatin 118 Verapamil

29 Diphenylhydantoin 59 Isoxicam 89 Praziquantel 119 Vioxx

30 Diphenhydramine 60 Ketoprofen 90 Prednisolone 120 Zonisamide

극소수에 불과한 실정이다.

따라서, 본 연구에서는 CYP2J2 효소 활성에 저해능을 보

이는 화합물을 발굴하기 위하여, 현재 시판중인 약물 중 120

종을 대상으로, 인체 CYP2J2 효소 활성 저해능을 평가하고

자 하였다.

재료 및 방법

시약 및 재료

CYP2J2 효소 활성 측정에 필요한 CYP2J2 기질약물 및 대사

체인 astemizole, O-desmethyl astemizole, ebastine, hydrox-

yebastine 및 terfenadine은 TRC (North York, Canada)에서

구매하여 사용하였다. NADP, glucose-6-phosphate, glu-

cose-6-phosphate dehydrogenase 및 CYP2J2 효소 활성 저해

능 평가를 위한 약물 120종(Table 1)은 Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, USA)에서 구매하여 사용하였다. 인체 간 마이크

로솜(H161)과 terfenadine alcohol은 BD Gentest (Woburn,

MA)에서 구입하였다. 기타 본 연구에 이용된 시약은 모두 실

험에 이용 가능한 최상급을 구입하여 사용하였다.

약물 스크리닝을 통한 CYP2J2 활성 저해제 탐색

120종 약물의 CYP2J2 효소 활성도 억제에 대한 연구는

CYP2J2의 기질 약물인 astemizole 로부터 생성되는 CYP2J2

매개 대사체인 O-desmethyl astemizole의 생성 속도를 측정함

으로써 평가하였다[15,25]. 즉, astemizole (10 μM) 만을 혹은

astemizole과 함께 억제제로 약물(50 μM)을 0.25 mg/ml의 인

체 마이크로솜을 함유하고 있는 100 mM 인산 완충액(pH 7.4)

에 넣고 37
o
C에서 5분간 배양하였다. 이후 NADPH 재생성계

(3.3 mM glucose-6-phosphate, 1.3 mM NADP, 3.3 mM MgCl2

및 1.0 unit/ml glucose-6-phosphate dehydrogenase)를 첨가

함으로써 반응을 시작하고, 15분간의 반응 후 각 tube를 얼음

위에 놓고 내부표준물질로서 0.5 μM terfenadine을 포함하고

있는 아세토니트릴 40 μl를 첨가하여 반응을 정지시켰다. 반응

정지 후, 원심분리기에서 5 분간 원심분리(20,000× g) 한 후

상층액을 직접 LC/MS/MS 시스템에 주입하였다.
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Fig. 1. Inhibitory effects of 120

marketed drugs (50 μM)

on CYP2J2-mediated aste-

mizole O-demethylation

activity [aripiprazole (#9),

haloperidol (#50), mico-

nazole (#73), and terfena-

dine (#108)]. The data are

the averages of triplicate

experiments.

Aripiprazole, haloperidol, miconazole 및 terfenadine

의 CYP2J2 저해능 평가

120종 약물의 CYP2J2 효소 활성도 억제 연구를 통하여 저

해능이 확인된 화합물(aripiprazole, haloperidol, miconazole

및 terfenadine)에 대하여, CYP2J2 활성 억제 상수(IC50)를 구

하는 실험을 수행하였다. 즉, CYP2J2의 기질 약물인 astemi-

zole, ebastine 및 terfenadine로부터 생성되는 CYP2J2 매개

대사체인 O-desmethyl astemizole, hydroxyebastine 및 terfe-

nadine alcohol의 생성 속도를 측정하여 억제상수를 측정하

였다[7,12-15,25]. 즉, 3종의 CYP2J2 기질 약물 중 하나만을(10

μM astemizole, 5 μM ebastine, or 5 μM terfenadine) 혹은

기질약물 한 종과 함께 억제제로 약물(0~200 μM)을 같이 0.25

mg/ml의 인체 마이크로솜을 함유하고 있는 100 mM 인산

완충액(pH 7.4)에 넣고 37
o
C에서 5분간 배양하였다. 이후

NADPH 재생성계(3.3 mM glucose-6-phosphate, 1.3 mM

NADP, 3.3 mM MgCl2 및 1.0 unit/ml glucose-6-phosphate

dehydrogenase)를 첨가함으로써 반응을 시작하고, 15분간의

반응 후 각 tube를 얼음 위에 놓고 내부표준물질(2 μM terfe-

nadine (O-desmethyl astemizole 및 hydroxyebastine 분석

시), 4 μM chlorpropamide (terfenadine alcohol 분석 시))을

포함하고 있는 아세토니트릴 40 μl를 첨가하여 반응을 정지

시켰다. 반응 정지 후, 원심분리기에서 5 분간 원심분리

(20,000× g) 한 후 상층액을 직접 LC/MS/MS 시스템에 주입

하였다.

LC/MS/MS 분석

O-Desmethyl astemizole, hydroxyebastine, terfenadine al-

cohol 및 내부표준물질을 분리하기 위해 Phenomenex 사의

Luna C18 컬럼(2×50 mm, 3 μm)을 사용하였고, 이동상은 wa-

ter:acetonitrile (50:50, v/v)에 0.1% formic acid를 첨가하여

사용하였다. 이 때 이동상의 유속은 0.2 ml/min으로 유지하였

으며, 탠덤질량분석기(QTrap 4000 LC/MS/MS system,

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)를 이용하여 검출

하였다. 탠덤질량분석시 이온소스는 전기분무법(electrospray,

positive mode)을 사용하였고, 이온화 전압은 5.5 kV, 탈용매

화 온도는 550
o
C, 오리피스 및 링 전압은 각각 80 V 및 400

V로 조정하였다. 질소가스 흐름 속도의 분무가스는 1.04

l/min, 커튼가스는 1.44 l/min 및 보조가스는 4.0 l/min으로

조정하였고, 충돌가스(질소) 에너지 값(collision energy)은 35

(O-desmethyl astemizole), 42 (hydroxyebastine, terfena-

dine), 36 (terfenadine alcohol), 및 25 eV (chlorpropamide)

이었다. 분석 물질의 정량을 위하여 MRM (multiple reaction

monitoring) 정량 모드를 이용하였고, O-desmethyl astemi-

zole, hydroxyebastine, terfenadine alcohol, chlorpropamide,

및 terfenadine의 선택 질량으로서는 각각 m/z 445>204,

486>167, 488>452, 227>175, 및 472>436를 사용하였다. 데이

터 분석을 위해서는 Analyst software (version 1.4)를 사용하

였다.

데이터 해석

CYP2J2 동효소에 특이한 기질 약물로부터 대사체 생성에

대한 저해제의 CYP2J2 활성 억제에 대한 경수(IC50)는, 스크

리닝 단계에서 저해능을 보인 화합물(aripiprazole, haloper-

idol, miconazole 및 terfenadine)의 농도를 달리하면서
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Table 2. Effects of aripiprazole, haloperidol, miconazole, and terfenadine on CYP2J2 activity of human liver microsomes

Substrate
IC50 (μM)

Aripiprazole Haloperiol Miconzaole Terfenadine

Astemizole 58.8 14.5 140.3 50.2

Ebastine 79.0 141.7 11.2 13.6

Terfenadine > 200 141.2 2.2 -

Fig. 2. Inhibitory effects of aripiprazole (A), haloperidol (B), miconazole (C), and terfenadine (D) on CYP2J2 activity. The activities

assessed were astemizole O-demethylation (●), ebastine hydroxylation (○), and terfenadine hydroxylation (▼). The data

are the averages of triplicate experiments.

(0~200 μM), 효소 활성 저해 연구를 수행 후 약동학 분석

프로그램인 WinNonlin (Version 2.0, Pharsight, Apex)을 이

용하여 비선형 최소자승 회귀분석법을 이용하여 산출하였

다[8].

결과 및 고찰

최근 CYP2J2 단백질이 정상조직에 비해 종양조직에 과발

현되어 있음이 보고된 이후, CYP2J2 단백을 표적으로 하는

표적 항암제에 대한 연구가 일부 연구자에 의해 활발히 진행

되고 있다[2,3,5,6,19,26]. Lafite 등은 CYP2J2 효소 활성에 저해

능을 보이는 화합물을 terfenadine 유도체로부터 발굴하였으

며[10,11], Chen 등은 이 화합물들이 종양세포의 증식을 억제

하고, 세포사멸을 유도함을 규명한 바 있다[2,3]. 그러나, 현재

까지 CYP2J2 효소 활성을 억제한다고 알려진 물질은 terfena-

done유도체 몇 종을 포함하여 극소수에 불과한 실정이다. 따

라서, 본 연구에서는 현재 시판중인 약물을 대상으로 인체

CYP2J2 효소 활성에 저해능을 보이는 화합물을 발굴함으로

써, 표적 항암제 후보물질 개발에 이용될 수 있는 유효물질

(Hit)을 도출하고자 하였다.
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시판중인 약물 120종을 대상으로 CYP2J2 동효소 저해 활성

을 평가한 결과, 50 μM 농도에서 4종의 약물(aripiprazole, hal-

operidol, miconazole 및 terfenadine)이 O-desmethyl astemi-

zole 형성을 50% 이상 저해하는 것으로 나타났다(Fig. 1). 또한,

astemizole을 기질로 사용하였을 경우 이들 4종의 약물은 농도

의존적으로 CYP2J2 활성을 저해하였는데, haloperidol이 가장

높은 저해능(IC50=14.5 μM)을 보였고, terfenadine, aripipra-

zole, 및 miconazole(IC50=140.3 μM)의 순으로 저해능이 감소

하였다(Table 2, Fig. 2).

이들 약물의 CYP2J2 효소 저해 활성의 기질특이성을 조사

하기 위하여, CYP2J2의 다른 기질약물인 ebastine 및 terfena-

dine을 대상으로 저해능을 재평가하였다. 그 결과, astemizole

에서 가장 큰 저해능을 보였던 haloperidol은 CYP2J2 매개

ebastine 및 terfenadine 대사를 매우 약하게 저해하였으며

(IC50>100 μM), 가장 약한 저해능을 보였던 miconazole은

CYP2J2 매개 ebastine 및 terfenadine 대사를 오히려 크게 억

제하는 것으로 나타났다(IC50<15 μM). Terfenadine 역시 aste-

mizole 대사보다는 ebastine 대사를 약 4배 정도 크게 저해하

였는데, terfenadine의 CYP2J2 매개 ebastine hydroxylation

활성 저해능(IC50=13.6 μM)은 이전에 보고되었던 값(IC50=8.1

μM)과 유사하였다[10]. 본 연구에서 관찰된 기질 특이적 약물

대사효소 활성 저해는 CYP2J2와 유사한 동종의 시토크롬

P450 동효소에서도 일반적으로 관찰할 수 있는 현상이다. 예

로서, CYP2B6의 선택적 저해제인 thio-TEPA는 efavirenz

8-hydroxylation 활성보다 bupropion hydroxylation 활성을

5배 이상 크게 저해함이 보고되었다[9]. 또한, 대표적인

CYP3A 동효소 선택적 저해제인 ketoconazole역시 기질에 따

라 10 배 또는 100배 이상의 차이를 보인다는 것이 보고되기도

하였다[21,24].

한편, miconazole은 CYP2J2 매개 ebastine (IC50=11.2 μM)

및 terfenadine hydroxylation (IC50=2.2 μM)을 강력하게 저해

하였다. Niwa 등의 연구결과에 의하면, miconazole은

CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, 및 CYP3A4

효소 활성을 모두 억제하였다[16,17]. 이러한 연구 결과로 보

아, miconazole은 CYP 동효소 비선택적 저해제인 1-amino-

benzotriazole나 SKF-525A 처럼[4] 사용될 가능성이 있을 것

으로 판단된다. 그러나, metyrapone이 비선택적 CYP 동효소

저해제로 사용되기 위해서는, 추가 연구를 통하여 miconazole

의 CYP 동효소 저해 기전이 규명되어야 한다.

최근 terfenadone 유도체들이 세포사멸 촉진 및 종양 세포

의 성장 억제 등과 같은 다양한 기전을 통하여 표적 항암제

후보물질로 사용될 수 있다는 결과가 보고되고 있다. 따라서

본 연구를 통하여 CYP2J2 저해능이 발견된 약물의 경우에도,

유사한 골격을 가진 화합물 합성을 통한 구조-활성 상관성 연

구를 통하여 CYP2J2 효소 활성 저해능이 우수한 유효물질의

발굴이 가능할 것으로 판단된다. 그러나, 이를 위해서는 상기

화합물에 대한 다른 CYP 동효소 활성 저해능 평가 및 세포

독성 평가 등과 같은 추가 실험이 더 필요할 것이다.
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초록：시판 약물의 시토크롬 2J2 약물대사효소 저해능 탐색

류광현*

(경북대학교 약학대학)

CYP2J2는 치료약물 및 아라키돈산과 같은 내인성 화합물의 대사에 중요한 역할을 수행하고 있는 효소이다.

최근, CYP2J2 단백질이 인체 종양 조직이나 종양 세포주에 과발현되어 있고, CYP2J2 효소의 작용에 의해 생성된

에폭시에이코사트리에논산(EETs)이 세포사멸을 방지한다는 것이 보고되었다. 본 연구는 시판중인 약물 120종을

대상으로 시토크롬 2J2 동종효소에 저해능을 가지는 화합물을 발굴하고자 하였다. 인체 간 마이크로솜 시료에

아스테미졸과 NADPH 재생성계 및 약물(50 μM)을 첨가한 후 15분간 반응시켜 생성된 대사물을 LC/MS/MS를

이용하여 분석하여 시토크롬 2J2 동종효소 활성의 변화를 평가하였다. 그 결과 할로페리돌, 터페나딘, 아리피프라

졸, 미코나졸의 순으로 CYP2J2 효소 활성 저해능을 보였다. 미코나졸은 CYP2J2에 의해 매개되는 에바스틴

(IC50=11.2 μM) 및 터페나딘(IC50=2.2 μM) 대사를 강력하게 저해하였다. 터페나딘 또한 CYP2J2 매개 에바스틴 대

사를 농도 의존적으로 저해하였다(IC50=13.6 μM). 향후, 이들 약물을 대상으로 한 항암 활성 평가가 필요할 것으

로 판단된다.


