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요 약   AHR(Aryl Hydrocarbon Receptor, 방향성탄화수소 수용체)은 리간드에 의해 활성화되어 체내 외래물질

의 대사를 조절하는 전사인자다. 생체 내에서 AHR의 생리학적 역할은 오랜 기간 연구되어 왔으나 antagonist를 

비롯한 적절한 화학적 도구의 부재로 그 역할 규명이 제한되어 있다. AHR이 암을 비롯한 여러 질병의 발병기전에 

관여되어 있다는 것이 밝혀짐에 따라 유효한 약물 표적으로 간주되나 화학적 도구의 부재로 인해 치료용 약물 개발

역시 제한되어 있다. 기존 antagonist 들은  저농도에서는 활성이 있으나 높은 농도에서는 AHR의 활성화를 유도하

는 부분적 antagonist이므로 순수 저해활성을 가지는 신규 antagonist의 개발이 필요하다. 본 연구에서는  

2-methyl-4-(2-methylphenyldiazenyl)phenyl picolinamide의 o-toluidinyl 고리구조의 변경하여 활성을 평가하

는 유기화학과 분자생물학의 융합연구를 통하여 o-toluidinyl 구조를 최적화하였다.

• 주제어 : AHR(방향성 탄화수소 수용체), 길항저해제, 2-methyl-4-(2-methylphenyldiazenyl)phenyl picolinamide, 

화학적 도구, 약물 표적, 유기화학과 분자생물학의 융합연구

Abstract   AHR is a transcription factor activated by aryl hydrocarbons, regulating the expression of 

XMEs (xenobiotics Metabolizing Enzymes). Even though the role of AHR in human physiology has been 

intensively investigated for the past decades, our understandings are still largely limited due to the 

deficiency of adequate chemical agents. In addition, it has been demonstrated that AHR correlates to 

pathogeneses for some diseases. Furthermore, emerging data suggest that the study on the AHR may 

provide a valid therapeutic target. Classical antagonists in current use are reported to be partial agonistic 

whereas a pure antagonist is demanded. In this study, o-toluidinyl ring structure of 2-methyl-4- 

(2-methylphenyldiazenyl)phenyl picolinamide has been modified into various structures to optimize the 

AHR antagonistic activity by means of convergence study of organic synthesis and molecular biology.

• Key Words : AHR (aryl hydrocarbon receptor), 2-methyl-4-(2-methylphenyldiazenyl)phenyl picolinamide, 

antagonist, therapeutic target, convergence study of organic synthesis and molecular biology.
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1. 서론
1.1 AHR(방향성탄화수소 수용체)

AHR(Arylhydrocarbon Receptor, 방향성탄화수소 수

용체)은 리간드에 의해 활성화되는 전사인자로 basic 

helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim (bHLH/PAS) 패밀리에 

속하는 단백질이다[1]. AHR은 다환 방향성탄화수소나 

할로겐화 방향성탄화수소 등 체내로 유입된  외래 화학

물질의 독성 효과를 매개하는 것으로 잘 알려져 있다[2]. 

최근 연구에 따르면 AHR는 생리학적으로 다른 기능을 

수행하기도 하는데 세포주기 조절, 임신, 발생, 생체주기 

등에 관련되어 있고 면역반응의 신호체계에서도 중요한 

역할을 수행하는 것으로 밝혀졌다. 따라서 외래 화학물

질에 의한 신호체계에 혼선이 독성이나 질환을 유발할 

수도 있다[3]. 

세포 내에서 활성화되지 않은 AHR은 HSP90 이합체

(Heat Shock Protein 90 dimer), XAP2(hepatitis B virus 

X-associated protein 2), P23(prostaglandin E synthase 

3), ARA9(Arylhydrocarbon receptor activated 9), 등 다

양한 단백질로 구성된 샤페론 복합체에 결합되어 있다

[2]. AHR의 활성화는 방향성탄화수소로 대표되는 화학

물질이 리간드로 작용하여 시작되며 상응하여 활성화되

는 표적유전자는 XMEs(Xenobiotic Metabolizing Enzymes, 

외래화합물 대사 효소류)가 잘 알려져 있으나 TGFα, 

p27Kip1,COX-2, LTBP-1 등 신규 표적 유전자도 지속적

으로 발견되면서 AHR의 생리학적 역할이 단순하지 않

다는 것을 증명한다[4,5,6,7]. 

실제로 AHR은 다양한 생물학적 과정에서 중요한 역

할을 수행하는 신호 수용체이므로 이 신호전달체계의 교

란은 여러 질환의 발병기전으로 이어지게 되며 암, 당뇨, 

수신증, 간경화 등의 질환이나 구개열, 동맥관잔존증 등

의 발생기형이 AHR의 기능 이상에 의해 발생할 수 있다

는 것이 알려져 있다[8-10]. 그러나 적절한 화학적 도구

의 결여로 인해 연구가 매우 제한되므로 상세한 발병기

전이나 분자수준에서의 조절 기전에 대한 이해가 상당히 

부족하다[11].

1.2 AHR antagonist

AHR은 다양한 화합물과 결합하는 것으로 알려져 있

고 따라서 다양한 구조와 상호작용한다. 이는 AHR의 활

성화를 유도하지 않는 순수 antagonist가 개발되기 힘든 

이유이기도 하다. 플라보노이드 유도체인 3‘, 4’,-dimethoxiy- 

flavone(DMF)나3'-methoxy-4’-nitro-flavone(MNF) 등

이 생물학적 실험에서 antagonist로 사용되고 있으나 높

은 농도에서는 여전히 AHR의 활성화를 유도하므로 활

용도가 제한적이다[12,13,14].

1.3 연구 목표

2-Methyl-4-(2-methylphenyldiazenyl)phenyl 

picolinamide(2)는 최근 보고된 합성 antagonist인

N-[2-methyl-4-[(2-methylphenyl)diazenyl]-phenyl]1-

methyl-1H-pyrazole-5-carboxamide(1)의 말단에 위치

한 pyrazole 고리 구조를 AHR 길항저해 활성에 따라 최

적화한 합성 antagonist이다[15,16]. 본 연구에서는 화합

물 2의 다른 말단에 위치한 2-toluidinyl 고리 구조를 변

형한 유도체들을 합성하고 AHR 길항저해 활성을 측정

하여 구조-활성관계를 연구하고 길항 저해 활성을 기반

으로 구조를 최적화하고자 하였다.
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[Fig. 1] Optimization of o-toluidinyl structure of 2-methyl-
4-(2-methylphenyldiazenyl)phenyl picolinamide

2. 방법
2.1 유도체 합성

2-Picolinic acid (27.3 mg, 0.2219 m mol)의 메틸렌클

로라이드(CH2Cl2; 0.5 ml) 용액에 dichlorotriphenyl 

phosphorane (PPh3Cl2; 74.0 mg, 0.2219 mmol)와 

diisopropyl ethylamine 한 방울을 가하여 용해시켰다. 상

온에서 30분간 교반한 후 각 화합물에 상응하는 

diazenyltoluidine (0.0444 m mol) 을 가하고 한 시간 동안 

교반하였다. 반응 혼합물을 감압하에서 농축하고 메틸렌 
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클로라이드(CH2Cl2)를 이용한  플래쉬 컬럼 크로마토그

래피 법으로 화합물을 분리하였다. 분리된 화합물들은 

분취용 HPLC(waters 600)를 이용하여 정제되었다.
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[Fig. 2] Synthetic scheme for analogues of 2-methyl-4-

(2-methylphenyldiazenyl) phenyl picolinamide 

2.2 실험방법

2.2.1 세포 배양
HepG2(human hepatoma)세포는 글루코스, 글루타민

(Mediatech사, Herndon, VA, USA)가 첨가된 DMEM( 

Dulbecco’s modified Eagle’s media) 배지에 10% 

FBS(Fetal Bovine Serum, invitrogen사, Carlsbad, CA, 

USA)을 첨가하여 37°C,  5% CO2 조건에서 배양되었다. 

2.2.2 Luciferase Assays
HepG2-Luc 세포를 96-well 플레이트에서 배양하여 

DMSO를 단독으로 또는 화합물과 주어진 농도에서 1시

간 동안 전처리하였다. 이어서 각 세포에 TCDD (1 nM)

를 처리하였고 4시간 동안 배양한 후 세포를 채취하고 생

산된 루시페라아제의 활성을 측정하여 CYP1A1 프로모

터의 활성을 결정하였다. 본 측정 실험은 Promega 사

(Fitchburg, WI, USA)의 Luciferase Assay System kit 

사용하여 제조사가 제공하는 프로토콜에 따라 수행되었

고 측정기기는 Applied Biosystem사(Foster City, CA, 

USA)의 TR717 미세소판과 미세소판 루미노미터를 사

용하였다.

3. 결과
3.1 유도체 합성

N-[2-methyl-4-[(2-methylphenyl)diazenyl]phenyl]-

2-picolinamide의 2-toluidinyl 구조를 변경한 유도체들이 

아래와 같이 합성되었다. 

N-[2-methyl-4-[(2-methylphenyl)diazenyl]phenyl]-

2-picolinamide (2), 1H NMR: δ = 2.56 (s, 3H), 7.30 (m, 

1H), 2.74 (s, 3H), 7.54 (m, 1H), 7.36 (m, 2H), 7.64 (d, J  

= 8.4 Hz, 1H),  7.84 (s, 1H), 7.98-7.88 (dq, Ja=1.6Hz, Jb  

= 7.5 Hz, 2H ), 8.36 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.63 (d, J = 

9.0 Hz, 1H), 8.67 (d, J = 4.5 Hz, 1H) ppm.  Mass calcd. 

for [M] 330.15, found (ES) [M] 330.

N-[2-methyl-4-[(3-methylphenyl)diazenyl]phenyl]-

2-picolinamide (3), 
1H NMR: δ = 2.47 (s, 3H), 2.55 (s, 

3H), 7.93 (m, 1H), 7.29 (m, 1H), 7.43 (m, 1H), 7.54 (m, 

1H), 7.72 (s, 2H),  7.83 (s, 1H), 7.97 (m, 2H),  8.35 (d, 

J = 7.5 Hz, 1H), 8.66 (m, 2H) ppm. Mass calcd. for [M] 

330.15, found (ES) [M] 330.

N-[2-methyl-4-[(4-methylphenyl)diazenyl]phenyl]-

2-picolinamide (4), 1H NMR: δ = 2.44 (s, 3H), 2.54 (s, 

3H), 7.32 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.52 (m, 1H), 7.83 (m, 3H), 

7.88 (m, 1H), 7.95 (m, 1H), 8.34 (m, 1H), 8.62 (d, J = 

8.5 Hz, 1H), 8.65 (d, J = 10.0 Hz, 1H) ppm. Mass calcd. 

for [M] 330.15, found (ES) [M] 330.

N-(2-methyl-4-phenyldiazenyl-phenyl)-2-picolinam

ide (5), 1H NMR: δ = 2.55 (s, 3H), 7.48 (m, 1H), 7.84 (m, 

1H), 7.54 (m, 2H), 7.92 (m, 4H), 7.96 (m, 1H), 8.35 (m, 

1H), 8.63 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.66 (d, J = 4.5 Hz, 1H) 

ppm. Mass calcd. for [M] 316.13, found (ES) [M] 316.

N-[2-methyl-4-[(2-ethylphenyl)diazenyl]phenyl]-2-

picolinamide (6), 1H NMR: δ = 1.32 (s, 3H), 2.76 (m, 

5H), 7.29 (m, 1H), 7.37-7.31 (m, 3H), 7.63 (m, 2H), 7.85 

(m, 1H), 7.97 (m, 2H), 8.32 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.89 (d, 

J = 4.5 Hz, 1H) ppm. Mass calcd. for [M + H] 345.17, 

found (ES) [M + H] 345.

N-[2-methyl-4-[(2-fluorophenyl)diazenyl]phenyl]-2

-picolinamide (7), 1H NMR: δ = 2.54 (s, 3H), 7.28 (m, 

2H), 7.44 (m, 1H), 7.53 (m, 1H), 7.78 (m, 1H), 7.86 (s, 

1H), 7.96-7.90 (m, 2H), 8.34 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 8.66 (m, 

2H) ppm. Mass calcd. for [M] 334.12, found (ES) [M] 334.

N-[2-methyl-4-[(2-chlorophenyl)diazenyl]phenyl]-2

-picolinamide (8), 1H NMR: δ = 2.55 (s, 3H), 7.39 (m, 

2H), 7.56 (m, 2H), 7.71 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.87 (s, 1H), 

7.96 (m, 2H), 8.34 (m, 1H), 8.66 (m, 2H) ppm. Mass 

calcd. for [M] 350.09, found (ES) [M] 350.

N-[2-methyl-4-[(2-methoxyphenyl)diazenyl]phenyl]

-2-picolinamide (9), 
1H NMR: δ = 2.54 (s, 3H), 4.04 (s, 
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[Fig. 3] AHR antagonistic activities of the compounds. HepG2 cells were transfected with human CYP1A1 promoter 

(HepG2-p450 luc) and treated with either DMSO or the compounds at the concentration of 10 nM to 10 μM 

for 1 hr. DMF (10 μM) was also treated as a positive control. The cells were further incubated in the 

presence of TCDD (1 nM) for 4hr. The cells were then harvested and the promoter activities were 

determined by measurement of luciferase activities. *TCDD: 2,3,7,8 tetrachlorodibenzo-p-dioxin, **DMF: 

5,7-dimethoxyflavone.

3H), 7.05 (m, 1H), 7.11 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.45 (m, 1H), 

7.53 (m, 1H), 7.69 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.96 

(m, 2H), 8.34 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 8.63 (d, J = 9.0 Hz, 

1H), 8.66 (d, J = 4.5 Hz, 1H) ppm. Mass calcd. for [M] 

346.14, found (ES) [M] 346.

N-[2-methyl-4-(1-naphthyldiazenyl)phenyl]-2-picol

inamide (10), 1H NMR: δ = 2.56 (s, 3H), 7.54 (m, 1H), 

7.61 (m, 2H), 7.68 (m, 1H), 7.83 (m, 1H), 7.99-7.93 (m, 

5H), 8.04 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 

8.68 (m, 2H), 8.96 (d, J = 8.5 Hz, 1H) ppm. Mass calcd. 

for [M] 366.15, found (ES) [M] 366.

3.2 유도체들의 AHR 길항저해 활성 평가

o-Toluidinyl 고리의 구조를 활성 기반으로 최적화하

기 위하여 수행한 구조 변경은 다음과 같다. 1) 메틸기 위

치 변경, 2) 메틸기 제거, 3) 메틸기 확장, 4) 할로젠으로 

대체, 5) 메톡시기로 대체 그리고 6) 방향성 확대이다. 각 

구조 변경의 영향을 화합물 2와 비교하였다. 

3.2.1 메틸기 위치의 영향
ortho-, meta-, para- 세 위치에 각각 메틸기를 도입

한 유도체 (2, 3, 4)를 합성하여 활성을 측정하였다. 세 화

합물 중 ortho- 유도체(2)의 활성이 가장 강하였다.

3.2.2 메틸기 제거의 영향
메틸기가 없는 유도체(5)의 활성은 ortho-메틸 화합물

(2)보다 낮은 것으로 평가되었다. 화합물 3, 4와는 활성

이 유사하므로 ortho 위치의 메틸기가 활성을 위하여 필

요하다고 평가된다.

3.2.3 메틸기 확장의 영향
메틸기를 에틸기로 치환하여 탄소골격을 확장한 유도

체(6)는 화합물 2보다 월등히 높은 활성을 나타냈다. 그

러나 agonist를 처리하지 않은 상태에서 단독으로 처리

했을 때 농도-의존적으로 AHR를 크게 활성화하는 것이 

관찰되었다.

3.2.4 할로겐으로의 대체의 영향
메틸기와 등전자체(isostere)이며 입체구조가 동등한 

플로린 또는 클로린으로 메틸기를 대체하여 그 활성을 

측정하였다. 플로로 유도체(8)는 활성이 낮아졌으나 클

로로 유도체(9)는 메틸화합물(2)와 유사한 활성을 나타냈다.

3.2.5 방향성 확대의 영향
Phenyl 고리 구조에 방향성 고리를 확장하여 naphthyl 

유도체(10)를 합성하여 활성을 측정한 결과 ortho-메틸 

화합물(2)과 유사한 활성을 나타냈다. 

4. 논의
4.1 AHR 리간드 구조

AHR은 체내로 유입된 다양한 외래 화합물과 결합한
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다[2-4]. 강력한 agonist로 밝혀진 화합물들은 대체로 방

향성 고리를 다수 보유하고 클로린 등이 다수 도입된 평

면형 다전자 분자구조이다. AHR의 활성화의 결과는 리

간드로서 AHR과 결합한 화합물을 제거하는 대사효소의 

발현의 상향조절이다. 이는 AHR의 신호체계가 외래화합

물의 제거를 위하여 작동함을 시사한다. 동시에 AHR은 

다양한 생리학적 현상과 연관되어 있음이 밝혀져 있다. 

외래화합물에 의해 신호체계가 시동하므로 센서단백질

로 작용한다고 추측할 수 있다. 그러나 그 상세한 기전은 

여전히 수수께끼 수준에 머무르고 있다. 이는 다양한 구

조의 화합물과 결합하는 성질에 기인한다. 다양한 구조

에 의해 활성화되므로 활성화를 유도하지 않고 결합친화

성이 agonist보다 높은 물질을 찾는다는 것은 쉽지 않은 

작업이다. 

강력한 agonist들이 넓은 평면에 전자가 풍부한 경직

된 평면 구조를 하고 있는데 반해 화합물 1은 세 개의 방

향성 고리가 회전이 가능한 연결체로 결합된 유연한 구

조이다. 방향성 탄화수소 류 화합물의 결합친화력이 높

은 것은 방향성 상호작용이 리간드-수용체 간 결합의 주

요 요인일 것으로 추측되며 방향성 상호작용이 유지된다

면 AHR의 입체구조 변화를 최소화하기 위하여 유연한 

구조를 가진 리간드가 antagonist로서 유리할 것으로 추

론할 수 있다. 이런 면에서 화합물 1과 유연한 연결 구조

를 공유하는 유도체들은 AHR antagonist로서 매우 유력

한 후보군이라고 할 수 있다. 이런 추론을 바탕으로 화합

물 1의 말단에 위치한 N-methyl-pyrazole 고리가 최적

화된 구조가 화합물 2이다[16].  본 연구에서는 화합물 2

를 구조변형을 위한 원형으로 사용하여 또 다른 말단인 

o-toluidinly 고리의 구조를 최적화 하였다. 

4.2 구조-활성 상관관계 연구 

Heterocycle 구조로서 고리 내 전자배치가 균일하지 

않은 pyrazole과는 달리 o-toluidine은 전자배치가 균일

한 방향성 고리인 phenyl 구조를 가진다. 이는 파이오비

탈 중첩에 의한 방향성 상호작용을 고려할 때 구조를 변

경할 이유가 크지 않다. 그러나 비극성 요소인 ortho 메

틸기는 방향성 상호작용에 기여하는 바가 작고 오히려 

입체적인 구조 적합성에 기여할 가능성이 있으므로 다양

한 구조적 변화를 통해 구조-활성 상관관계를 연구하였다.

메틸기가 ortho 위치에서 para 위치로 바뀔 때 길항저

해 활성이 약간 낮아졌고 메틸기를 제거했을 때에도 유

사한 수준으로 낮아졌다. 그러나 meta 위치로 옮겨지자 

활성이 대폭 낮아졌다. 약한 비극성 상호작용만이 가능

하며 크기와 모양에 따른 입체 구조 적합성외에는 기여

하는 바가 크지 않은 메틸기의 위치는 결합 부위의 구조

에 대한 중요한 단서가 된다. 이에 따라 이후의 유도체는 

모두 ortho 위치에 도입하여 메틸기와 비교하였다. 

탄소사슬을 연장한 경우(6) antagonist 활성이 크게 

개선되었으나 agonist 활성도 역시 크게 증가되어 결합

친화력은 증대했으나 AHR의 구조변화를 유도했다고 추

론할 수 있다. AHR상의 메틸기 결합 위치에 허용되는 기

능기를 확인하기 위하여 할로젠과 메톡시기를 도입하여 

확인한 결과 클로로 유도체(8)가 ortho 메틸 유도체(2)와 

유사한 활성을 나타냈다. 플로로 유도체(7)와 메톡시 유

도체는 활성이 낮아졌고 이는 phenyl 고리구조에 도입될 

기능기는 위치, 크기, 모양이 모두 중요하게 작용함을 시

사한다.

이상의 결과로부터 메틸기 또는 염소와 동등한 등전

자체를 ortho 위치에 도입한 phenyl 구조가 최적구조로 

추정되며 N-[2-methyl-4-[(2-methylphenyl)diazenyl] 

phenyl]-2-picolinamide에서 o-toluidinyl 구조가 AHR 

길항저해활성을 위하여 중요함을 확인하였다. 

그러나 2-naphthyl 유도체(10)가 ortho 메틸 유도체

(2)와 유사한 활성을 나타내고 agonist 활성은 발견되지 

않음에 따라 방향성 구조의 확대 역시 순수 antagonist 

활성에 기여한다고 판단된다. o-toluidinyl 구조와 

naphthyl 구조는 크기와 성질이 상이하므로 상호작용을 

상세히 파악하기 위해서는 AHR 결합 부위에 대하여 단

백질 분자수준의 전문적인 추가 연구가 필요하다. 

5. 결론 및 제언
본 연구는 유연한 구조로 연결된 방향성탄화수소 골

격을 가진 신규 화합물의 구조를 AHR 길항저해활성에 

따라 최적화하여  AHR 길항저해제를 개발하는 연구이

다. 현대사회는 생활환경 전반에서 인체가 외래화합물에 

심각하게 노출되어 있어 AHR의 기능과 역할에 대한 심

도 있는 연구는 매우 중요하다. 그러나 순수 길항저해제 

등의 화학적 도구의 부재로 연구가 제한되어있다. 이에 

순수길항저해제 개발을 위하여 관련 연구를 종합 계승한 

연구가 필요하다. 이는 AHR 기능 연구에 적절한 방법론

을 제공하고 관련 질환에 유효한 약물 후보로 개발될 가

능성을 동시에 제시한다. 궁극적으로는 AHR을 유효 표
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적으로 하는 병증과 그 기능을 제어하는 약물의 개발에 

연계되므로 학문적으로는 물론 공중보건 분야의 정책면

이나 의료 산업적인 측면에서도 매우 유효한 연구가 될 

것이다. 
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