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Cytochrome P450 2J2 (CYP2J2) is an enzyme mainly found in human extrahepatic tissues, with pre-
dominant expression in the cardiovascular system. CYP2J2 plays important roles in the metabolism
of endogenous metabolites and therapeutic drugs, such as arachidonic acid, astemizole, ebastine, and
terfenadine. CYP2J2 is also overexpressed in human cancer tissues and cancer cell lines and may rep-
resent a potential target for therapy of human cancers. In this study, 10 natural products obtained
from plants and microorganisms were screened as potential CYP2J2 inhibitors. Among them, thele-
phoric acid showed strong inhibition of astemizole O-demethylation activity (IC50=3.23 μM) in a
dose-dependent manner. Evaluation of the substrate dependency of the inhibitory activity of thele-
phoric acid showed that it strongly inhibited CYP2J2-mediated ebastine hydroxylation (IC50=5.32 μM)
and terfenadine hydroxylation (IC50=3.27 μM) in a substrate nondependent manner. The present data
suggest that this compound might be a potential candidate for further evaluation for anticancer
activity.
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서 론

Cytochrome P450 2J2 (CYP2J2)는 인체에서 존재하는 유일

한 CYP2J subfamily 동효소로써, 다른 시토크롬 P450 효소와

는 달리 심장에서 과발현되는 효소로 알려져 있고, 이외에도

소장이나 간, 신장, 대장, 췌장 및 폐 등에도 소량 분포하는

것으로 보고되었다[23]. CYP2J2는 아라키돈산의 에폭시에이

코사트리에논산(epoxyeicosatrienoic acid, EET)으로의 대사

등과 같은 내인성 물질의 대사에 관여함으로써 인체의 항상성

유지에 관여하고 있다. 또한 사이클로스포린(cyclosporin), 아

미오다론(amiodarone), 아스테미졸(astemizole), 아픽사반

(apixaban), 알벤다졸(albendazole), 에바스틴(ebastine), 타목

시펜(tamoxifen), 터페나딘(terfenadine), 티오리다진(thior-

idazine), 및 펜벤다졸(fenbendazole)과 같은 약물의 대사에 관

여하는 것으로 알려져 있다[8, 11, 13, 19, 20, 22, 23]. CYP2J2의

작용에 의해 아라키돈산으로부터 생성된 EET는 생체막의 이

온수송능력을 조절하고 펩타이드 호르몬의 유리를 변화시키

며, 기도의 평활근에도 영향을 준다. 그 밖에도 항염증, 신장

기능 조절, 혈압 조절, 혈소판 응집 억제 등과 같은 다양한

생물학적 활성을 가지고 있다[1, 9, 12, 14, 16-18, 21, 25].

한편, 최근 연구에서 CYP2J2가 인제 종양 조직 및 종양 세

포에서 과발현되어 있음이 보고되어 왔다[2, 3]. 이 연구에서

CYP2J2가 종양 조직 주위의 정상조직 및 정상세포에서는 거

의 발견되지 않음이 확인되었고, CYP2J2의 발현을 증가시키

거나, CYP2J2의 대사산물인 EET를 배양중인 암세포주에 첨가

할 경우 암세포의 증식이 증가하는 것이 확인되었다[2, 3]. 이

러한 연구 결과는 CYP2J2 매개 EET 생합성의 억제가 종양

치료에 대한 새로운 접근 방식이 될 수 있음을 시사한다[5].

본 연구에서는, CYP2J2 효소 활성에 저해능을 보이는 화합

물을 발굴하기 위하여 10종의 천연물을 대상으로 CYP2J2의

기질 약물인 아스테미졸로부터 생성되는 CYP2J2 매개 대사체

인 O-desmethyl astemizole의 생성 속도를 측정함으로써 인체

CYP2J2 효소 활성 저해능을 평가하고자 하였다[13]. 또한, 10

종 천연물의 CYP2J2 효소 활성도 억제 연구를 통하여 강한

저해능을 보인 thelephoric acid 에 대하여, CYP2J2의 또 다른

기질 약물인 ebastine 및 terfenadine 으로 부터 생성되는

CYP2J2 매개 대사체인 hydroxyebastine 및 terfenadine alco-

hol의 생성 속도를 측정함으로써, telephoric acid의 CYP2J2

저해 활성에 대한 기질 특이성을 규명하고자 하였다[24].

재료 및 방법

시약 및 재료

CYP2J2 효소 활성 측정에 필요한 CYP2J2 기질약물 및 대사

체인 astemizole, O-desmethyl astemizole, ebastine, hydrox-
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Fig. 1. Chemical structures of ten natural products used in this study.

yebastine 및 terfenadine은 Toronto Research Chemical

(North York, Canada)에서 구매하여 사용하였다. NADP+,

glucose-6-phosphate, 및 glucose-6-phosphate dehydrogen-

ase은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)에서 구매하였고, 및

CYP2J2 효소 활성 저해능 평가를 위한 천연물 10종은(Fig. 1)

한국한방산업진흥원에서 분양받아 사용하였다. 인체 간 마이

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

MA)에서 구입하였다. 기타 본 연구에 이용된 시약은 모두 실

험에 이용 가능한 최상급을 구입하여 사용하였다.

천연물 스크리닝을 통한 CYP2J2 활성 저해제 탐색

10종 천연물의 CYP2J2 효소 활성도 억제에 대한 연구는
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Table. 1 Mass operation parameters for the analysis of CYP2J2-mediated metabolites of astemizole, ebastine, and terfenadine

Substrate Concentration (μM) Metabolite Transition (m/z) Polarity Collision energy (eV)

Astemizole
Ebastine
Terfenadine
Mebendazole (IS)

1
1
5

O-Desmethyl astemizole
Hydroxyebastine
Terfenadine alcohol

445>204
486>167
488>452
296>264

ESI
+

ESI
+

ESI
+

ESI
+

35
42
36
17

CYP2J2의 기질 약물인 astemizole 로부터 생성되는 CYP2J2

매개 대사체인 O-desmethyl astemizole의 생성 속도를 측정함

으로써 평가하였다[9, 24]. 즉, astemizole (1 μM) 만을 혹은

astemizole과 함께 억제제로 천연물(5 μg/ml)을 0.1 mg/ml의

인체 마이크로솜을 함유하고 있는 500 mM 인산 완충액(pH

7.4)에 넣고 37
o
C에서 5분간 배양하였다. 이후 NADPH 재생성

계(1.3 mM NADP+, 3.3 mM G6P, 3.3 mM MgCl2, 및 500

unit/ml G6PDH)를 첨가함으로써 반응을 시작하였고, 20분간

의 반응 후 내부표준물질로서 100 nM mebendazole을 포함하

고 있는 아세토니트릴(acetonitrile) 50 μl를 첨가하여 반응을

정지시켰다. 반응정지 후, 원심분리기에서 5 분간 원심분리

(14,000× g) 한 후 상층액을 직접 LC-MS/MS 시스템에 주입하

였다.

Thelephoric acid의 CYP2J2 저해능 평가

10종 천연물의 CYP2J2 효소 활성도 억제 연구를 통하여

강한 저해능을 보인 thelephoric acid에 대하여, CYP2J2 활성

억제 상수(IC50)를 구하는 실험을 수행하였다. 즉, CYP2J2의

기질 약물인 astemizole, ebastine 및 terfenadine으로 부터 생

성되는 CYP2J2 매개대사체인 O-desmethyl astemizole, hy-

droxyebastine 및 terfenadine alcohol의 생성 속도를 측정하

여 억제상수를 측정하였다[8, 9, 11, 13, 24]. 3종의 CYP2J2 기질

약물 중 하나만을(1 μM astemizole, 1 μM ebastine, 또는 5

μM terfenadine) 혹은 기질약물 한 종과 함께 억제제로 thele-

phoric acid (0~20 μM)을 같이 0.1 mg/ml의 인체 마이크로솜

을 함유하고 있는 500 mM 인산완충액(pH 7.4)에 넣고 37
o
C에

서 5분간 배양하였다. 이후 NADPH 재생성계를 첨가함으로

써 반응을 시작하고, 20분간의 반응 후 내부표준물질(300 nM

mebendazole)을 포함하고 있는 아세토니트릴 50 μl를 첨가하

여 반응을 정지시켰다. 반응 정지 후, 원심분리기에서 5 분간

원심분리(14,000× g) 한 후 상층액을 직접 LC-MS/MS 시스템

에 주입하였다.

LC-MS/MS 분석

O-Desmethyl astemizole, hydroxyebastine, terfenadine al-

cohol 및 mebendazole (내부표준물질)을 분리하기 위해

Phenomenex 사의 Luna C18 컬럼(2×50 mm, 3 μm)을 사용하

였고, 이동상은 0.1% formic acid를 첨가한 물(이동상 A) 및

아세토니트릴(이동상 B)를 사용하였다. O-Desmethyl astemi-

zole은 30% B 등용매(isocratic) 조건에서 분석하였고, hydrox-

yebastine 및 terfenadine alcohol은 0 분에서 6 분 사이에 이동

상 B 조성을 10%에서 50%로 증가시킨 후, 6.1 분에 이동상

B 조성을 10%로 감소시킨 후 10 분까지 유지하면서 분석을

수행하였다(Fig. 2). 이 때 이동상의 유속은 0.2 ml/min으로

유지하였으며, 탠덤질량분석기(Shimadzu 8040 LC-MS/MS

system, Shimadzu, Tokyo, Japan)를 이용하여 검출하였다. 탠

덤질량분석시 이온소스는 전기분무 이온화법(electrospray

ionization, positive mode)을 사용하였고, 이온화 전압은 4

kV, 탈용매화 온도는 300°C로 조정하였다. 질소가스 흐름 속

도의 분무가스는 3 l/min, 커튼가스는 2.0 Arb, 보조가스는

10 Arb으로, 건조 가스는 8 l/min으로 조정하였고, 충돌가스

(아르곤) 에너지 값(collision energy)은 35 eV (O-desmethyl

astemizole), 42 eV (hydroxyebastine), 36 eV (terfenadine al-

cohol), 및 17 eV (mebendazole) 이었다(Table 1). 분석 물질의

정량을 위하여 SRM (selected reaction monitoring) 정량 모드

를 이용하였고, O-desmethyl astemizole, hydroxyebastine,

terfenadine alcohol, mebendazole 의 선택 질량으로서는 각각

m/z 445>204, 486>167, 488>452, 및 296>264로 양이온 모드에

서 측정하였다(Table 1).

데이터 해석

CYP2J2 동효소에 특이한 기질 약물로부터 대사체 생성에

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

닝 단계에서 저해능을 보인 화합물 thelephoric acid의 농도를

달리하면서(0~20 μM), 효소 활성 저해 연구를 수행 후 약동학

분석 프로그램인 WinNonlin (version 2.0, Pharsight, Apex)을

이용하여 비선형 최소자승 회귀분석법을 이용하여 산출하였

다.

결과 및 고찰

지난 15 년 동안, CYP2J2 동효소는 아라키돈 산 대사능인

epoxygenase 활성에 대해 많은 관심을 받아 왔다. 그러나, 최

근 CYP2J2 단백질이 정상조직에 비해 종양조직에 과발현되어

있음이 보고된 이후, CYP2J2 단백을 표적으로 하는 표적 항암

제에 대한 연구가 일부 연구자에 의해 활발히 진행되고 있다

[2-5, 15, 26]. Lafite 등은 CYP2J2 효소 활성에 강한 저해능을

보이는 terfenadone 유도체를 발굴하였으며[6, 7], 윤 등은 에

바스틴의 대사체인 hydroxyebastine 이 강력한 CYP2J2 동효

소 활성 저해능을 가지고 있음을 보고한 바 있다[10, 24]. 또한
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A

B

C

Fig. 2. LC-MS/MS total ion chromatograms of O-desmethyl astemizole (A), hydroxyebastine (B), terfenadine alcohol (C), and mebenda-

zole (IS) from in vitro incubation with human liver microsomes. Astemizole (A), ebastine (B), or terfenadine (C) was incubated

with human liver microsomes (0.1 mg/ml) in the presence of NADPH-generating system for 20 min at 37oC.

Chen 등은 terfenadine 유도체의 종양세포 증식 억제 및 세포

사멸 기전을 규명하였다[2, 4]. 그러나, 현재까지 CYP2J2 효소

활성을 억제한다고 알려진 물질은 terfenadone 유도체, hy-

droxyebastine, miconazole을 포함하여 일부에 불과한 실정이

다[6, 7, 11, 24]. 따라서, 본 연구에서는 식물 및 미생물에서

분리된 화합물을 대상으로 인체 CYP2J2 효소 활성에 저해능

을 보이는 화합물을 발굴함으로써, 표적 항암제 후보물질 개

발에 이용될 수 있는 유효물질(Hit)을 도출하고자 하였다. 천

연물 10종을 대상으로 CYP2J2 동효소 저해 활성을 평가한 결

과, 5 μg/ml 농도에서 thelephoric acid 가 O-desmethyl aste-

mizole 형성을 70% 이상 저해하는 것으로 나타났다(Fig. 3).

또한, thelephoric acid의 CYP2J2 효소 저해 활성에 대한

기질특이성을 조사하기 위하여, CYP2J2의 다른 기질약물인

ebastine 및 terfenadine을 대상으로 CYP2J2 효소 활성 저해능

을 재평가하였다. 그 결과, astemizole 에서 가장 큰 저해능

(IC50=3.23 μM)을 보였던 thelephoric acid는 CYP2J2 매개 ter-

fenadine 대사(IC50=3.27 μM) 및 ebastine 대사(IC50=5.32 μM)

를 유사하게 억제하는 것으로 나타났다(Table 2, Fig. 4).

Fig. 3. Inhibitory effects of 10 natural products (5 μg/ml) on
CYP 2J2-mediated astemizole O-demethylation activity.
Pooled human liver microsomes (0.1 mg/ml, H161) were
incubated with 1 μM astemizole in the absence or pres-
ence of various natural products at 37oC for 20 min. Data
shown are averages of remaining activity relative to the
control metabolite formation rate estimated from tripli-
cate experiments.
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Fig. 4. Inhibitory effects of thelephoric acid on CYP2J2-mediated astemizole O-demethylation (A), terfenadine hydroxylation (B),

and ebastine hydroxylation (C) activities. The data are the average of triplicate experiments. Pooled human liver microsomes

(0.1 mg/ml, H161) were incubated with astemizole (1 μM), ebastine (1 μM) or terfenadine (5 μM) in the absence or presence

of various concentrations of thelephoric acid (0-20 μM) at 37oC for 20 min. The activity was calculated at the percentage

of control sample activity and plotted versus the thelephoric acid concentration. Each data point is the average of triplicate

experiments.

Table 2. Effects of thelephoric acid on CYP2J2 activities in hu-

man liver microsomes

Substrate Enzyme activity IC50 (μM)
a

Astemizole
Ebastine
Terfenadine

Astemizole O-demethylation
Ebastine hydroxylation
Terfenadine hydroxylation

3.23
5.32
3.27

aAverages of triplicate determinations (n=3).

The values are estimated from nonlinear least regression analy-

sis using WinNonlin.

본 연구 결과, thelephoric acid가 CYP2J2의 기질 약물인 aste-

mizole, ebastine 및 terfenadine의 대사를 보편적으로 저해하

는 것으로 나타났다. 따라서, thelephoric acid 는 종양세포에

선택적으로 과발현되어 있는 CYP2J2 단백을 표적으로 하는

선택적 저해제로 작용할 것으로 판단된다.

최근 terfenadine 유도체들이 세포사멸 촉진 및 종양 세포

의 성장 억제 등과 같은 기전을 통하여 표적 항암제 후보물질

로 사용될 수 있다는 결과가 보고되어 있다. 따라서 본 연구를

통하여 CYP2J2 저해능이 발견된 thelephoric acid의 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, 세포 독성

평가 및 종양세포 사멸 기전 등과 같은 추가 실험이 더 필요할

것이다.
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초록：Thelephoric acid의 CYP2J2 효소 활성 저해제 평가

오철학․이보람․송경식․ 류광현*

(경북대학교 약학대학 약학과)

CYP2J2 효소는 간외의 조직에 존재 하는 효소로써, 주로 심혈관계에 발현되어 있다. CYP2J2는 내인성 대사체

및 여러 치료 약물들의 대사에 중요한 작용을 하고 있다. 또한 CYP2J2는 인체의 종양조직이나 종양 세포주에서

과발현되어 있어, 종양 치료를 위한 새로운 표적이 되고 있다. 본 연구에서는 천연물 10종을 대상으로 시토크롬

2J2 동효소에 저해능을 가지는 화합물을 발굴하고자 하였다. 10종의 천연물 중 thelephoric acid는 CYP2J2에 의해

매개되는 에바스틴(IC50=5.32 μM), 아스테미졸(IC50=3.23 μM) 및 터페나딘(IC50=3.27 μM) 대사를 강력하게 저해하

였다. 향후, 이 약물을 대상으로 한 항암 활성 평가가 필요할 것으로 판단된다.


