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요  약 방향성 탄화수소 수용체(Aryl Hydrocarbon Receptor, AHR)은 리간드에 의해 활성화되어 체내 외래물질의 대사를

조절하는 전사인자다. 생체 내에서 AHR의 생리학적 역할은 오랜 기간 연구되어 왔으나 길항제를 비롯한 적절한 화학적

도구의 부재로 그 역할 규명이 제한되어 있다. AHR이 다양한 질병의 발병기전에 관여되어 있다는 것이 밝혀짐에 따라 유효

한 약물 표적으로 인식되고 있으나 치료나 예방을 위한 유효한 약물은 아직 개발되지 않았다. 길항제로 알려진 화합물들은

낮은 농도에서는 길항활성이 있어 연구 목적으로는 활용되고 있으나 높은 농도에서는 AHR을 활성화하는 부분적 agonist로

작용한다. 이에 AHR 활성화를 유도하지 않는 순수한 길항제의 개발이 필요하다. 본 연구에서는 이미 알려진 AHR 길항제인

Resveratrol과 CH223191의 구조를 기반으로 phenyldiazenylanline 구조를 설계하였고 이를 골격으로 다양한 유도체를 합성

하고 화학적 구조와 생물학적 활성의 상관 관계에 대한 융합 연구를 통하여 신규 AHR 길항제를 도출하였다.

주제어 : 방향성탄화수소 수용체, 길항제, 화학적 도구, phenyldiazenylanline, 화학적 구조와 생물학적 활성의 상관 관계에

대한 융합 연구

Abstract AHR regulates the expression of xenobiotics metabolizing enzymes (XMEs) as a transcription fact upon 

binding of ligands that are mainly aryl hydrocarbons. The role of AHR in human physiology has been intensively 

investigated for the past decades, however our understanding on AHR yet to be elucidated largely due to the lack 

of proper chemical agents. It has been demonstrated that AHR correlates to pathogenesis for some diseases in recent 

studies suggesting that the study on the AHR may provide a valid therapeutic target. Classical antagonists in current 

use are reported to be partially agonistic whereas a pure antagonist is yet to be found. In this study, 

phenyldiazenylaniline has been designed based on the structure of two known AHR antagonist, Resveratrol and 

CH223191. The derivatives of phenyldiazenylaniline have been prepared and subjected to assessment as an AHR 

antagonist in order to optimize the AHR antagonistic activity of the designed structure by means of convergence 

study of organic synthesis and molecular biology.
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1. 서론

1.1 방향성 탄화수소 수용체

방향성탄화수소 수용체(Arylhydrocarbon Receptor,

AHR)는 basic Helix-Loof-Helix/per-arnt-sim (bHLH/

PAS) 패밀리에 속하는 단백질로 리간드에 의해 활성화

되는 전사인자이다[1]. 평시에는 HSP90 (Heat Shock

Protein 90), XAP2 (hepatitis B virus X-associated

protein 2), P23 (prostaglandin E synthase 3), ARA9

(Aryl hydrocarbon receptor activated 9) 등 다양한 단백

질로 구성된 Chaperon과 결합한 상태로 존재한다. 방향

성을 가진 체내의 다양한 화합물이 리간드로 작용하며

리간드와 결합하면 AHR 단백질의 구조가 변형되면서

Chaperon과 분리되어 AHR의 Nucleus localization

signal (NLS)이 노출되고 이에 따라 세포핵 내부로 이동

하여 Arylhydrocarbon Receptor Nuclear Translocator

(ARNT)와 결합하여 전사인자로서 활성화된다[1]. 주요

표적 유전자로는 외래화합물 대사 효소류(Xenobiotic

Metabolizing Enzymes, XMEs)로 외래 방향성 화학물질

의 독성효과를 매개하는 것으로 알려져 있고 다양한 질

환의 발병기전과 관련되어 있다[2]. 특히 여러 종류의 암

의 발병기전에 관계되어있고 따라서 유효한 항암 약물

표적으로 제안되기도 하였다[3].

XMEs외에도 TGFα, p27Kip1,COX-2, LTBP-1 등이 표

적 유전자로 보고된 바 있고 체내에서도 다수의 리간드

가 발견됨에 따라 AHR은 다양한 생리학적인 역할이 있

을 것으로 추정된다. 그러나 오랜 연구기간에 비해 발생

학적인 역할 외에는 잘 알려져 있지 않다. 이는 이 수용

체의 기능을 제어하는 화학적 도구의 부족에 기인한다

[4-7].

1.2 AHR 길항제

AHR은 다양한 구조의 화합물과 결합하여 활성화 된

다. 이는 AHR이 리간드와결합할 때단백질 구조의변화

가 일어나면서 Chaperon 복합체로부터 분리되기 때문이

며 이는 단백질 구조의 변화를 유발하지 않는 길항제가

개발되기 힘든 이유이다. 플라보노이드 유도체인

3‘,4’,-dimethoxiy-flavone (DMF)나 3'-methoxy-4’-

nitro-flavone (MNF) 등이 실험적으로는 길항제로 사용

되고 있으나 이들은 대체로 경직된구조이므로 농도에서

는 단백질 구조를 변화시켜 AHR의 활성화를 유도하므

로 활용도가 제한적이다[8,9].

최근보고된유용한리간드로는Resvertrol과 CH223191

이있다. Resvertrol은 다양한 생리활성을 가지는 천연물

로서 AHR의 활성화에 의해 발생하는 병리적 현상을 제

어하는 생리활성을 지닌 것으로 알려져 있고 CH223191

은 대규모 화합물 라이브러리에서 AHR 활성화를 저해

하는 활성으로 탐색되어 도출된 물질로 TCDD 등 강력

한 AHR 리간드의 작용을 낮은 농도에서도 기저수준으

로 제어하는 것으로 알려져 있다[10,11]. 외래 리간드에

의해 주로 활성화 되는 AHR은 외부에서 특별한 리간드

가 유입되지 않아도 세포 내에서 일정수준으로 활성화되

는데 CH223191은 단독으로 처리될 때 이 기저수준의 생

리학적 활성화마저 저해한다. 또한 Resveratrol은 단독으

로 처리했을 때 높은 농도에서 AHR의 활성화를 유도하

여 두 물질 모두AHR과 높은결합 친화력을 나타내지만

길항제로서의 활용은 제한적이어서 AHR의 활성화를 유

도하지 않는 길항제의 개발은 여전히 필요하다[10,11].

1.3 연구 목표

본 연구에서는 알려진 AHR 길항제인 Resvertrol 과

CH223191의 구조를 기반으로 신규 화합물을 설계하고

이를 통하여 AHR 단백질 구조의 변화를 유도하지 않는

유연한 구조를 가진 길항제를 개발하고자 하였다.

Fig. 1. Design of phneyldiazenylanilines as an 

AHR antagonist.

Resvertrol과 CH223191의 구조는 방향성 상호작용으

로 결합할 수 있는 두개의 방향성 고리와 수소결합을할

수 있는 수소공여체 및 수소수용체 기능기를 공유한다.

이에 따라 이 공통 구조를 모두 포함하는 간단한

phenyldiazenylaniline 구조를 도출하였고 이를 골격으로

다양한 기능기를 도입하여 이 구조의 AHR 길항활성을

최적화하고자 하였다.
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2. 방법

2.1 유도체 합성

유도체 합성은Clarke의방법을 수정하여 Scheme 1에

나타낸 대로 아래와 같이 수행하였다[12].

Fig. 2. Synthesis of phenyldiazenylanilines

염산 수용액 (2 N)에 aniline (1.0 eq)을 용해시키고 온

도를 0∼5 °C로 냉각한 후 NaNO2 (1.2 eq)를 서서히 가

한 후 2시간 동안 교반하였다. 구조에 상응하는 두번째

aniline (1.0 eq)을 가하고 냉각을 해제하여 온도가 실온

까지 상승하도록한 후 10분간 더교반하였다. 반응 혼합

물에 pH가 8∼9가 되도록 NaHCO3를 가하고 CHCl2를

이용하여 조화합물을 추출하고 이를 감압농축하여 플래

시 컬럼 크로마토그래피(silica gel, CHCl2)로 화합물을

분리하였다. 분리된 화합물은 분취용 HPLC (순상,

Waters 600)를 이용하여 정제하였다.

유도체 합성에 사용한 aniline 과 HCl, NaNO2,

NaHCO3는 Sigma-Aldrich 사(USA)의 제품을 사용하였

고 반응 용매와 분취용 용매는 덕산케미컬 사의 제품을

사용하였으며 분취용 silica gel 은 Sorbtech 사(USA)의

제품을 사용하였다.

2.2 실험방법

2.2.1 세포 배양

HepG2 (human hepatoma) 세포는 Mediatech사(VA,

USA)의 glucose, glutamine이첨가된 DMEM (Dulbecco’s

modified Eagle’s media) 배지에 invitrogen사(CA, USA)

의 FBS (Fetal Bovine Serum)를 10%가 되도록 첨가하

여 37°C, 5% CO2 조건에서 배양하여 사용하였다.

2.2.2 Luciferase Assays

HepG2 세포에 human CYP1A1 promotor-Luc를

transfection하고 안정화한 후 96-well 플레이트에서 배

양하여 DMSO 또는 화합물의 DMSO 용액을 다양한 농

도로 처리하고 1시간 동안 배양하였다. 이 후 각 세포에

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD, 1 nM)를 처

리하였고 4 시간 동안 배양한 후 세포 내에 생산된

luciferase의 활성을 측정하였다. 활성 측정은 Promega

사(WI, USA)의 Luciferase Assay System kit를 사용하

여 제조사의 프로토콜에 따라 수행되었고 광학적 측정은

Applied Biosystem 사(CA, USA)의 TR717 microplate와

microplate luminometer를 사용하여 수행하였다.

3. 결과

3.1 유도체 합성

Phenyldiazenylanilines 유도체들이 아래와 같이 합성

되었다.

Cmpd 1: 1H NMR (CDCl3): δ = 2.24 (s, 3H), 2.68 (s,

3H), 6.46 (dd, Ja = 8.0 Hz, Jb = 1.0 Hz, 1H), 7.25 (m,

1H), 7.29 (m, 2H), 7.57 (dd, Ja = 7.5 Hz, Jb = 1.0 Hz,

1H), 7.71 (d, J = 7.5 Hz, 2H) ppm. Mass calcd. for [M]

225.13, found (ES) [M] 225.

Cmpd 2: 1H NMR (CDCl3): δ = 2.34 (s, 3H), 2.70 (s,

3H), 6.88 (d, J = 8.5 Hz,1H), 7.26 (m, 1H), 7.32 (m, 2H),

7.57 (dd, Ja = 8.0 Hz, Jb = 1.0 Hz, 1H), 7.71 (dd, Ja =

8.5 Hz, Jb = 1.0 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 2H) ppm.

Mass calcd. for [M] 225.13, found (ES) [M] 225.

Cmpd 3: 1H NMR (CDCl3): δ = 2.25 (s, 3H), 2.44 (s,

3H), 6.76 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 2H),

7.73 (m, 2H), 7.79 (d, J = 8.0 Hz, 2H) ppm. Mass calcd.

for [M] 225.13, found (ES) [M] 225.

Cmpd 4: 1H NMR (CDCl3): δ = 2.26 (s, 3H), 6.76 (m,

1H), 7.44 (m, 1H), 7.52 (m, 2H), 7.75 (m, 2H), 7.89 (dd,

Ja = 8.5 Hz, Jb = 0.5 Hz, 2H) ppm. Mass calcd. for [M]

211.11, found (ES) [M] 211.

Cmpd 5: 1H NMR (CDCl3): δ = 1.37 (s,3H), 2.70 (s,

3H), 2.75 (m, 2H), 7.28 (m, 1H), 7.37 (m, 2H), 7.60 (m,

1H), 7.73 (m, 1H), 7.80 (d, J = 2.5 Hz, 1H) ppm. Mass

calcd. for [M] 239.14, found (ES) [M] 239.

Cmpd 6: 1H NMR (CDCl3): δ = 2.14 (s, 3H), 6.65 (d,

J = 8.5 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 8.5 Hz,1H), 7.17 (m, 2H),

7.27 (m, 1H), 7.65 (m, 1H), 7.67 (s, 2H) ppm. Mass

calcd. for [M] 229.10, found (ES) [M] 229.

Cmpd 7: 1H NMR (CDCl3): δ = 2.21 (s, 3H), 6.71 (d,

J = 8.5 Hz, 1H), 7.30 (m, 2H), 7.51 (d, J = 9.0Hz, 1H),
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7.65 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 7.5 Hz, 2H) ppm.

Mass calcd. for [M] 245.07, found (ES) [M] 245.

Cmpd 8: 1H NMR (CDCl3): δ = 2.22 (s, 3H), 4.00 (s,

3H), 6.71 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.00 (m, 1H), 7.05 (d, J

= 8.5 Hz, 1H), 7.35 (m, 1H), 7.62 (dd, Ja = 8.0 Hz, Jb

= 1.5 Hz, 1H), 7.70 (d, J = 7.5 Hz, 2H) ppm. Mass calcd.

for [M] 241.12, found (ES) [M] 241.

Cmpd 9: 1H NMR (CDCl3): δ = 2.29 (s, 3H), 6.79 (d,

J = 8.5 Hz, 1H), 7.62 (m, 1H), 7.57 (m, 3H), 7.75 (dd, Ja

= 8.0 Hz, Jb = 2.0 Hz, 1H), 7.85 (m, 2H), 7.91 (d, J =

8.0 Hz, 2H) ppm. Mass calcd. for [M] 261.13, found

(ES) [M] 261.

Cmpd 10: 1H NMR (CDCl3): δ = 2.67 (s, 3H), 2.69

(s, 3H), 6.54 (dd, Ja = 9.0 Hz, Jb = 2.5 Hz, 1H), 6.59 (d,

J = 2.5 Hz, 1H), 7.25 (m, 1H), 7.30 (m, 2H), 7.59 (dd, Ja

= 8.0 Hz, Jb = 1.0 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 9.0 Hz, 1H) ppm.

Mass calcd. for [M] 225.13, found (ES) [M] 225.

Cmpd 11: 1H NMR (CDCl3): δ = 2.25 (s, 3H), 6.76

(m, 2H), 7.41-7.38 (m, 1H), 7.50-7.47 (m, 2H), 7.72 (m,

1H), 7.85 (m, 3H) ppm.Mass calcd. for [M] 211.11,

found (ES) [M] 211.

Cmpd 12: 1H NMR (CDCl3): δ = 1.29 (t, J = 7.5 Hz,

3H), 2.68 (s, 3H), 3.15 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 6.76 (m, 1H),

7.26 (m, 1H), 7.30 (m, 1H), 7.33 (m, 1H), 7.59 (m, 1H),

7.71-7.68 (m, 1H), 7.76 (s, 1H) ppm. Mass calcd. for

[M] 239.14, found (ES) [M] 239.

Cmpd 13: 1H NMR (CDCl3): δ = 6.75 (m, 2H), 7.42

(m, 1H), 7.50 (m, 2H), 7.85-7.80 (m, 4H), ppm. Mass

calcd. for [M] 197.10, found (ES) [M] 197.

Cmpd 14: 1H NMR (CDCl3): δ = 2.44 (s, 3H), 2.67

(s, 3H), 6.55 (m, 1H), 6.59 (m, 1H), 7.22 (m, 1H), 7.37

(m, 1H), 7.66 (m, 3H), ppm. Mass calcd. for [M] 225.13,

found (ES) [M] 225.

Cmpd 15: 1H NMR(CDCl3): δ = 0.88 (m, 3H), 1.45

(m, 2H), 2.05 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.19 (m, 2H), 2.26 (s,

3H), 3.18-3.12 (m, 4H), 6.75 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.28 (m,

1H), 7.33 (m, 2H), 7.60 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.70 (m, 2H),

ppm. Mass calcd. for [M] 338.21, found (ES) [M] 338.

3.2 유도체들의 AHR 길항저해 활성 평가

Table 1 에서 볼 수 있듯이 유도체 1은 CH223191 구

조의 일부이지만 길항 활성은 매우 낮았고 오히려 AHR

의 활성화를 유도하였다. 2’-methyl 기의 위치를 3’으로

옮겼을 때 길항 활성이 더 높아지고AHR 활성화는유도

하지 않았고(2) 4’으로 옮겼을 때에는 양성 대조 물질인

CH223191과 유사한 수준으로 길항 활성이 높아졌으나

단독으로 처리하였을 때 AHR의 활성화를 높은 수준으

로 유도하였다(3). 이후 CH223191의 구조와 유사하게 2

번 탄소에 methyl 기를 고정하고 2’번 탄소에 다양한 크

기와 성질의 기능기를 도입하였으나 주목할 만한 활성의

개선은 나타나지 않았다(4∼9).

2’-methyl을 고정하고 2-methyl을 3번 탄소로 옮겨도

AHR 길항 활성은 개선되지 않았다(10). 2-methyl을

ethyl기로 치환하였을 때 길항 활성이 높아졌고(12)

2-methyl을 제거하였을 때에도 길항 활성이 미세하게개

선되었으나 AHR의 활성화를 유도하였다(11).

Antagonistic
activitya

Other
Activity

No. R1 R2 IC50 (μM) SEM

1 2’-CH3 2-CH3 75.8 7.4 Agb

2 3'-CH3 2-CH3 31.8 2.4 -

3 4'-CH3 2-CH3 16.3 1.2
Agb

Sync

4 H 2-CH3 51.7 3.7 -

5 2'-C2H5 2-CH3 139.5 7.3 Agb

6 2'-F 2-CH3 79.5 3.9 -

7 2'-Cl 2-CH3 49.4 4.1 -

8 2'-OCH3 2-CH3 48.5 3.6 -

9 2',3'-benzo 2-CH3 69.3 77 Agb

10 2'-CH3 3-CH3 183.4 31.8 -

11 2'-CH3 H 85.6 3.5 Agb

12 2'-CH3 2-C2H5 66.1 4.5 -

13 3'-CH3 3-CH3 49.9 3.3 -

14 H H NDd -

15
2'-C3H7-NHCO

C3H6
2-CH3 NDd -

CH22319e 13.3 2.8
aAHR antagonistic activities were determined by inhibitory concentration
50% (IC50) of TCDDd-induced AHR activation. human CYP1A1 promoter
was exploited to measure AHR activation in HepG2 cells (HepG2-p450
luc). The cells were treated with either DMSO or the compounds at various
concentration of 10 nM to 10 μM for 1 hr, then further incubated with
TCDD (1 nM) for 4 hr. The promoter activities were determined by
luciferase activities. bThese compounds appeared to be agonists. cThis
compound was reported to synergistically enhance AHR activation induced
by TCDD[14]. dNot determined. These compounds did not exert
antagonistic activity. eCH223191 was exploited as a positive control.

Table. 1. Antagonistic activities of 

phenyldiazenylanilines.
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3-methyl을 고정하고 2’-methyl을 3’으로 옮겼을 때

길항 활성이 높아졌으나(13) methyl기를 모두 제거하면

실험 농도범위 내에서는 AHR 길항 활성이나 AHR 활성

화가관찰되지않았다(14). 2’ 위치에극단적으로 긴사슬

(C3H7-NHCOC3H6)을 도입한유도체도 길항활성을 나타

내지 않았다(15).

이상의 결과에서 본 연구에서 시험한 phenyl

diazenylaniline 유도체 중 2,3’-dimethylphenyldiazenyl

aniline (2)이 AHR의 활성화를 유도하지 않으며 상대적

으로 높은 AHR 길항 활성을 나타냈다.

4. 논의

최근의 생활 환경은 호흡기를 통하여 미세먼지와 함

께 체내로 유입되는 다양한 방향성 화합물에 심각하게

노출되어 있어 AHR의기능과 역할에 대한심도 있는 연

구가 필요하다. 그러나 리간드와 결합할 때 리간드의 구

조에 맞춰 단백질의 구조가 쉽게 변화하여 활성화 되는

AHR의 특성 때문에 단백질 구조의 변화를 유도하지 않

는 길항제의 개발이 어렵고 이 때문에 심도 있는 연구는

제한될 수 밖에 없다[15]. 이에 다양한 구조의 방향성 화

합물들을 대상으로 AHR에 대한 영향을 측정하여 AHR

과의 높은 결합친화력을 가지되 전사활성은유도하지 않

는 순수 길항저해제를 도출하는 연구가지속적으로 진행

되어야 한다. 이는 환경오염으로 인하여 인체가 외래 화

합물에 지속적으로 노출되는 현 상황에서 AHR의 과활

성화로 인하여 발생할 수 있는 병리증상의 완화와 관련

질환의 치료를 위한 약물 개발에 중요한 단서를 제공할

것이다.

본 연구의 결과로 AHR과의 결합에 방향성 고리의 특

정위치에 methyl기의 존재가중요하게 작용하며그 위치

가 변경되면 AHR에 미치는 영향이 크게 변화한다는 사

실을 확인하였다. 구조를 다양하게 변화시키며 AHR 길

항 활성을 평가한 결과 이 유도체들이 같은 기본 골격을

바탕으로 구조적 차이가 크지 않음에도

2,3’-dimethylphenyldiazenylaniline (2)만이 AHR의 활성

화를 유도하지 않으며 양성 대조물질인 CH223191에 비

견할 수준의 AHR 길항활성을 나타냈다. 이에

2,3’-dimethylphenyldiazenylaniline (2)가 AHR과 관련된

질환의 치료 또는 예방을 위한 약물 개발의 후보물질로

제안될 수 있다. 또한 미세한 구조적차이에 따라 변화하

는 확연한 길항활성 차이가 관찰됨에따라 본골격구조

의 최적화를 위한 후속 연구가 진행되어야 할 것이다.

5. 결론 및 제언

본 연구는 알려진 길항제인Resvertrol과 CH223191의

골격을 기반으로 유연한 구조로 연결된 방향성탄화수소

골격을 설계하고 이를 바탕으로 다양한 유도체를 합성하

고 활성을 측정하여 구조-활성관계 연구를 통하여 신규

AHR 길항제를 도출하는 연구이다. 이는 AHR의 생리학

적 역할에 대한 적절한 방법론을 제공하고 동시에 관련

되어 있는 다양한 질환에 치료적으로 또는 예방적으로

유효한 약물 후보 물질을 도출한다. 궁극적으로는 AHR

을 유효 표적으로 하는 질환과 그 기능을 제어하는 약물

의 개발에 연계되므로 학문적으로는 물론 공중보건 분야

의 정책면이나 의료 산업적인 측면에서도 매우 유효한

연구가 될 것이다.

신규 약물의 부가가치가 지속적으로 높아지는 현 상

황에서 단편적으로 보고되는 수많은 화합물들의 다양한

생물학적 또는 의학적 활성이 단일 플랫폼으로 정리되어

화학적 구조가 생물학적 활성에 미치는 영향을 단시간

내에 검색하여 연구에 활용할 수 있는 chemoinfomtics

체계의 구축이 필요하나 이는 개인이나 소수의 연구진의

노력으로는 한계가 극명하고 또한 그 결과물에 대한 활

용도나 부가가치의 분배 등을 고려할 때 정부가 주도하

여 정책적으로 추진할 필요가 있다고 사료된다.
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