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4-[(1-methyl-6-nitroquinolin-1-ium-4-yl)amino]-N-[4- 

[(1-methylpyridin-1-ium-4-yl)amino]phenyl]benzamide 

Incheol Seo1, Seong-Il Suh2, Min-Ho Suh2 and Won-Ki Baek2* 

1Public Health & Welfare Bureau, Daegu Metropolitan City, Daegu; 2Department of Microbiology, School of Medicine, 
Keimyung University, Daegu, Korea 

Escherichia coli (E. coli) is a clinically important causative organism that can lead to urinary tract infections. Quinolone 
antibiotics are among the first-line treatments for urinary tract infections. However, the frequency of resistance to quinolone 

in E. coli has been increasing. Therefore, new antimicrobial agents that can be used for treatment in lieu of quinolone 
antibiotics are needed. In this study, thirty-six compounds with higher scores in a virtual screening based on the three-
dimensional structure of E. coli DNA gyrase were selected for in vitro antimicrobial activity testing. An in vitro test 
confirmed the antimicrobial activity of 4-[(1-methyl-6-nitroquinolin-1-ium-4-yl)amino]-N-[4-[(1-methylpyridin-1-ium-
4-yl)amino]phenyl]benzamide (ZINC18057104) against E. coli among the 36 compounds. The minimum inhibitory 
concentration (MIC) of ZINC18057104 against E. coli ATCC® 25922TM was 2 μg/ml, and the MIC50 and MIC90 for the 

72 quinolone-resistant E. coli clinical isolates were 4 and 64 μg/ml, respectively. ZINC18057104, which has a quinoline 
structure which is similar to the quinolone antibiotics, is predicted to exhibit antimicrobial activity in quinolone-resistant 
E. coli because it has different molecular interactions with the DNA gyrase than that of existing quinolone antibiotics. 
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INTRODUCTION 

 

병원성 대장균(pathogenic Escherichia coli)은 위장관염, 

요로감염 및 신생아 뇌수막염의 원인이 되며 식중독을 유

발할 수 있다 (1). 대장균의 항균제 내성은 점차 증가하고 

있으며 그에 따른 감염 치료 성공률의 저하, 재발의 증가

가 문제가 되고 있다 (2, 3). 대장균의 일차 선택 약물은 

국소이성화효소(topoisomerase)에 선택적으로 결합하여 항

균력을 나타내는 퀴놀론(quinolone)계 약물이다 (4, 5). 그

러나 퀴놀론계 약물에 대한 대장균의 내성 역시 점차로 

증가하고 있기 때문에 신규 항균 물질의 개발이 시급한 

상황이다 (6). 

컴퓨터를 이용한 가상 약물 탐색 기술(virtual screening)

은 기존에 알려진 약물 표적 단백질의 삼차원 구조나 임

상에서 널리 사용 중인 약물의 화학 구조를 기반으로 새

로운 약물의 가능성이 있는 화합물을 컴퓨터를 통해서 계

산해 내는 기술이다 (7). 이러한 컴퓨터를 활용한 약물 개

발 기술은 기존의 약물 개발의 대표적인 기법인 표적 기

반 화합물 대량 탐색 기술(high throughput screening)에 투
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입될 화합물의 수를 비약적으로 줄여서 약물 개발의 비용

과 시간을 획기적으로 단축시킬 수 있다 (8). 

이 연구는 대장균에서 퀴놀론계 항균제의 표적으로 잘 

알려진 DNA 선회효소(gyrase)의 삼차원 구조에 컴퓨터 가

상 약물 탐색 기술을 적용하여 대량의 화합물 라이브러리

로부터 소수의 신규 항균제 후보 물질을 발굴하고 시험관 

내 검증을 통하여 실제 항균 효과를 확인하고자 하였다. 

 

MATERIALS AND METHODS 

균주, 세포주, 실험동물 

대장균 ATCC® 25922TM은 American Tissue Culture Collec- 

tion (ATCC) (Manassas, VA, USA)에서 분양받았다. 퀴놀론 

내성 대장균은 2014년 3월부터 2014년 12월까지의 기간 

동안 계명대학교 동산의료원 진단검사의학과에서 소변 배

양 등의 목적으로 수집된 검체로부터 검출된 대장균을 분

양받은 후 Clinical and Laboratory Standards Institute® (CLSI)

의 항균제 감수성 검사 시행 및 판정 기준에 따라 디스크 

확산 검사에서 nalidixic acid, norfloxacin, ofloxacin, cinoxacin, 

levofloxacin, moxifloxacin의 퀴놀론 항균제에 하나 이상의 

내성을 갖는 대장균 72주를 실험에 사용되었다(1종에 내

성 21주, 2종에 내성 8주, 3종에 내성 3주, 4종에 내성 1주, 

5종에 내성 4주, 6종 모두에 내성 35주 사용). 순수 배양

된 임상분리 대장균은 인체 유래물에 해당하지 않아서 연

구목적의 사용에서 생명윤리위원회의 승인이 필요하지 않

았다. 인간 신경교종 세포주 U-87 MG, U-251 MG는 ATCC

에서 분양받았다. 예쁜꼬마선충(Caenorhabditis elegans) N2

와 예쁜꼬마선충의 먹이인 대장균 OP50은 Caenorhabditis 

Genetics Center (Saint Paul, MN, USA)에서 분양받았다. 예

쁜꼬마선충의 연구목적의 사용은 동물윤리위원회의 승인

이 필요하지 않았다. 

시약 및 소모품 

대장균의 일반적인 배양에는 tryptic soy 액체배지(Tryptic 

Soy Broth (Soybean-Casein Digest Medium), Beckton, Dick- 

inson and Company (BD), Franklin Lakes, NJ, USA)가 사용

되었다. 화합물의 항균 능력 평가를 위한 액체배지 미량희

석법에(microdilution test)는 양이온이 보정된 Müller-Hinton 

액체배지(Mueller Hinton II Broth [Cation-Adjusted], BD)를 

사용하였다. 항균제 후보 물질은 미국국립암센터(Rockville, 

MD, USA)의 Developmental Therapeutics Program을 통하

여 분양받았다. 대장균의 생존 측정에는 resazurin (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA)이 사용되었다. 예쁜꼬마선충

의 배양에 필요한 일반시약은 Sigma-Aldrich에서 구입하

였다. 항균제 후보 물질의 독성 평가에 사용된 예쁜꼬마

선충의 번식 억제에는 5-fluoro-2'-deoxyuridine (AlfaAesar, 

Lancashire, England)을 사용하였다. 인간 신경교종 세포 배

양에 필요한 penicillin과 streptomycin은 Sigma-Aldrich에서 

구입하였다. 

대장균의 DNA 선회효소 삼차원 구조 분석 및 가공 

대장균의 DNA 선회효소 A의 단백질 구조를 얻기 위

해서 The Research Collaboratory for Structural Bioinformatics 

Protein Data Bank (RCSB PDB)에서 PDB ID 4CKL을 PDB 

포맷으로 획득했다 (9). 4CKL은 대장균의 DNA 선회효소 

A의 N-terminal에 국소이성화효소 억제제인 simocyclinone 

D8이 부착된 상태의 55 kDa의 단백질-화합물 결합체를 

X선 회절법을 통해 2.05 Å 해상도로 삼차원 구조를 규명

한 파일이다. 가상 약효 검색을 위해서 4CKL 구조에서 

화합물 결합 가능 부위를 막고 있는 simocyclinon D8을 분

자시각화 프로그램인 PyMOL (Schrödinger, New York, NY, 

USA)을 이용하여 제거하였다. PyMOL은 SourceForge 웹사

이트로부터 Open-Source PyMOL 1.7.2.1 버전을 다운받은 

후 Python 2.7 버전(Python Software Foundation, Beaverton, 

OR, USA)에서 컴파일하여 사용하였다. 가상 약효 검색에

서 발굴된 항균제 후보 물질과 대장균의 DNA 선회효소의 

화학 결합을 분석하기 위해서 PyMOL이 사용되었다. 

가상 약효 검색 

가상 약효 검색(virtual drug screening)을 위해 불필요한 

화합물이 제거된 4CKL 구조의 DNA gate 부위에 Auto- 

DockTools (1.5.7rc1 버전, The Scripps Research Institute, La 

Jolla, CA, USA)를 이용하여 극성 수소 원자(polar hydrogens)

를 부착하고 가상 약효 검색을 위한 격자상자(grid box)의 

좌표를 설정하였다 (10). 대장균의 DNA 선회효소의 DNA 

gate 부위에 선택적으로 결합할 수 있는 약물을 탐색하기 

위한 화합물 라이브러리로 전체 1,597개의 화합물로 구

성된 NCI diversity set III (NCI Developmental Therapeutics 

Program, Bethesda, MD, USA)를 mol2 포맷으로 ZINC 데이

터베이스(A Bioinformatics and Chemical Informatics Research 

Center, San Francisco, CA, USA)로부터 다운 받았다 (11). 

얻어진 NCI diversity set III를 AutoDockTools의 Python 스
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크립트인 prepare_ligand4.py를 이용해서 극성을 띄고 있는 

원자를 표기하고, torsion root와 회전 가능한 결합을 지정

하여 분석이 가능한 형태로 전환시켰다. 최종적으로 가상 

약효 검색을 실시하기 위해서 AutoDock Vina 1.1.2 버전을 

이용하여 앞에서 가공된 대장균의 DNA 선회효소 A의 

DNA gate의 지정된 좌표에 X, Y, Z 축으로 한 변의 길이가 

40 Å인 정육면체 격자상자를 설정하여 앞서 가공한 NCI 

diversity set III 화합물 라이브러리와의 결합 에너지를 계

산했다 (12). 

항균제 후보 물질의 시험관 내 항균 효과 검증 

항균제 후보 물질의 대장균 ATCC® 25922TM와 임상 유

래 퀴놀론 내성 대장균에 대한 항균 능력을 시험하고 최

소 억제 농도(minimum inhibitory concentration, MIC)를 알

아내기 위해서 액체배지 미량희석법을 CLSI의 M07-A9, 

M100-S24 권고에 따라 시행하였다 (13). 액체배지 미량희

석법을 시행하기 위해서 tryptic soy 액체배지에서 배양 중

인 대장균 ATCC® 25922TM 또는 임상 유래 퀴놀론 내성 

대장균을 0.5 McFarland 표준의 탁도로 양이온이 보정된 

Müller-Hinton 액체배지에 희석하여 약 1~2 × 108 CFU/ml

의 대장균 액체배지 희석액을 준비하였다. 대장균 희석액

을 다시 양이온이 보정된 Müller-Hinton 액체배지와 희석

하여 96 well 미소판에서 각 well 마다 100 μl의 부피로 최

종 대장균의 농도가 5 × 105 CFU/ml의 농도가 될 수 있

도록 희석하여 분주하였다. 이후 각 well 마다 항균 효과

를 검증하고자 하는 항균제 후보 물질을 최종 농도에 맞

게 처리하였다. 이 때 화합물 용액의 전체 부피는 10 μl를 

초과하지 않도록 하였다. 대조군으로 dimethyl sulfoxide 

(DMSO, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA)를 사용하였

고 전체 well 내에서 0.5% (v/v)를 초과하지 않도록 하였

다. 이후 35 ± 2℃로 유지되는 배양기에서 20시간을 배

양하고 육안으로 배지의 혼탁도를 확인하거나 인산완충

식염수에 0.2 mg/ml로 용해시킨 resazurin sodium salt를 전

체 well의 10% (v/v)로 처리하여 1시간 후 Victor3 형광광

도계(PerkinElmer, Waltham, USA)로 530 nm의 빛으로 여기

(excitation)시켜 590 nm에서 발광(emission)을 측정함으로써 

resorufin의 생성량을 확인하였다. 

항균제 후보 물질의 독성 시험 

예쁜꼬마선충을 미소판에서 배양하며 화합물의 독성을 

평가하는 실험방법은 Solis 등의 방법을 변형하여 시행했

다 (14). 항균제 후보 물질의 독성을 확인하기 위하여 예

쁜꼬마선충을 96 well 미소판에서 액체배지로 배양하였다. 

각 well의 DMSO의 농도가 0.6% (v/v)를 초과하지 않도록 

독성 시험을 위한 화합물의 최대 농도를 32 μg/ml로 설정

하였다. 각 화합물의 농도마다 181~285마리의 예쁜꼬마

선충이 사용되었다. 예쁜꼬마선충의 생존여부는 매주 월, 

수, 금요일에 Solis의 방법에 따라 광학현미경을 통해서 확

인하였다. 얻어진 실험 결과로 생존함수를 구하고 Cox의 

비례위험모형으로 항균제 후보 물질의 처리가 예쁜꼬마선

충의 생존에 미치는 영향을 평가하였다. 

인간 신경교종 유래 세포주 U-87 MG, U-251 MG는 10% 

소태아혈청 및 50 U/ml penicillin과 0.1 mg/ml의 strepto- 

mycin 항균제가 포함된 Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(LM 001-05, (주)웰진, Gyeongsan, Korea) 배지로 5% 이산

화탄소, 37℃의 습식 배양기에서 유지하였다. 바닥면이 

투명한 미소판에 각 세포주를 well 마다 8천개의 세포가 

100 μl의 부피로 분주되도록 하였다. 이후 세포를 분주한 

미소판을 24시간 동안 배양기에 두어 세포가 미소판 바닥

에 부착될 수 있게 하였다. 세포가 미소판 바닥에 부착된 

이후 각 well의 배지를 각기 다른 농도의 항균제 후보 물

질이 포함된 100 μl의 배양액으로 교체하였다. 다시 미소

판을 24시간 동안 배양기에 두었다. 이후 각 well에 인산

완충식염수에 0.2 mg/ml로 용해된 resazurin을 10 μl씩 처리

하여 3시간을 더 배양기에서 배양한 후 Victor3 형광광도

계로 resorufin의 생성량을 확인하였다. 

통계분석 

화합물의 인체 유래 세포에 대한 독성 실험에서 50%

의 세포의 생존에 영향을 주는 화합물의 농도(cytotoxic 

concentration 50, CC50)를 CompuSyn 프로그램 버전 1.0 

(ComboSyn, Inc., Paramus, USA)을 사용해서 Median effect 

equation으로부터 도출하였다 (15). Cox의 비례위험모형을 

통한 생존 분석에는 IBM SPSS Statistics 23 (Armonk, NY, 

USA)를 사용하였다. 

 

RESULTS 

대장균의 DNA 선회효소에 대한 가상 약효 검색 

퀴놀론계 항균제의 표적으로 잘 알려진 DNA 선회효소

의 구조를 RCSB PDB로부터 획득하여 삼차원 구조를 확

인하였을 때 대장균의 DNA 선회효소의 구조는 동종이량
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체이며 DNA와 결합하는 부위가 이량체의 결합 부위에서 

가까운 곳에 위치해 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 1A, B). 

대장균의 DNA 선회효소에서 항균제 후보 물질이 부착될 

수 있는 부위를 확인하기 위해서 대장균의 DNA 선회효소

의 삼차원 구조에서 불필요한 화합물 및 물 분자 등을 제

거하고 대장균의 DNA 선회효소의 단량체만을 분리해 낸 

후 DNA gate로 알려진 부위의 소수성(hydrophobicity)을 평

가하였다(Fig. 1C). 대장균의 DNA 선회효소에 대한 가상 

약효 검색을 시행하기 위해서 DNA 선회효소에 극성 수소 

원자를 부착하고 DNA gate 부위를 중심으로 한 변의 길

이가 40 Å인 6.4 μm3의 정육면체 격자상자를 지정하였다

(Fig. 1D). 가상 약효 검색을 위한 화합물 라이브러리는 

NCI diversity set III로 선택되었으며 화합물의 극성 원자 

및 회전 가능한 원자 간의 결합을 지정하는 전 처리를 마

친 후 Autodock Vina 프로그램을 사용하여 화합물 라이브

러리가 대장균의 DNA 선회효소의 DNA gate 부위의 격자

상자 내부에서 자유롭게 이동, 회전 및 굴곡하면서 DNA 

gate 부위에 가장 강한 결합력을 갖는 화합물이 선별될 수 

Figure 1. The molecular structures of Escherichia coli DNA gyrase. (A) Secondary and tertiary structures of the GyrA homodimer. (B) 
DNA-gate region of the GyrA homodimer. (C) Hydrophobicity of the DNA-gate region (hydrophobic, red; hydrophilic, white). (D) Cubic 
box for the virtual screening centered at the DNA-gate region. Green, red, blue, white, and yellow spheres represent carbon, oxygen, nitrogen,
hydrogen, and sulfur atoms, respectively. 

A B 

C D 
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있도록 했다. 가상 약효 검색 상에서 DNA gate 주위에 강

한 결합력을 나타내는 36종의 화합물을 선별했다. 해당 

화합물의 결합력은 Table 1과 같았다. 

가상 약효 검색에서 발굴된 후보 약물의 항균 능력 시

험관 내 검증 

가상 약효 검색을 통해서 선별된 대장균의 DNA 선회효

소에 강한 결합력을 보인 36개의 화합물 중에서 중복된 

화합물을 제외하고 분양이 가능한 32종의 화합물을 미국

국립암센터 Developmental Therapeutics Program을 통하여 

입수하여 대장균에 대한 실제 항균 효과를 시험관 내에서 

검증하였다. 화합물의 항균 효과를 0.25~256 μg/ml의 범위

에서 확인한 결과 ZINC18057104 (NSC260594, 4-[(1-methyl-

6-nitroquinolin-1-ium-4-yl)amino]-N-[4-[(1-methylpyridin-1-ium

-4-yl)amino]phenyl]benzamide) 화합물에서 대장균 ATCC® 

25922TM에 대한 최소 억제 농도가 2 μg/ml 수준인 항균 

효과를 확인할 수 있었다(Fig. 2). 나머지 31개의 화합물에

서는 256 μg/ml까지의 농도에서 항균 효과를 확인할 수 없

었다. 대장균에 대해서 항균 효과를 보인 ZINC18057104 

화합물의 구조가 퀴놀론계 항균제의 핵심 구조와 유사한 

퀴놀린(quinoline)을 포함하고 있었기 때문에 기존의 퀴놀

론계 항균제에 내성을 보이는 임상 유래 병원성 대장균 

72종에 대해서 ZINC18057104의 항균 능력을 액체배지 미

량희석법으로 0.03125~64 μg/ml의 농도범위에서 확인하였

다(Table 2). 그 결과 ZINC18057104의 50%의 균주의 성장

을 억제하거나 사멸시킬 수 있는 최소 억제 농도(MIC50)

는 4 μg/ml이었으며 90% 균주에 대한 최소 억제 농도

(MIC90)는 64 μg/ml로 확인되었다. 

대장균에 대한 항균 후보 물질의 작용 기전 분석 

퀴놀론과 화학 구조가 유사한 ZINC18057104가 퀴놀론

에 내성을 가진 임상 유래 대장균에 대해서 항균 효과를 

보였기 때문에 ZINC18057104의 항균 기전을 알아보기 위

해서 화합물의 화학 구조식과 대장균의 DNA 선회효소 간

의 상호작용에 대해서 3차원 구조 분석을 실시하였다(Fig. 

3). ZINC18057104는 대장균의 DNA 선회효소에 설정된 격

자상자 안에서 DNA 결합 부위에 위치하고 있어서 효소의 

활성의 억제 기전이 DNA에 대한 경쟁적 저해(competitive 

inhibition)임을 유추할 수 있었다. ZINC18057104와 DNA 

결합 부위 간의 결합에 물 분자 3개가 참여하고 있었다. 

ZINC18057104는 수소 결합과 쌍극자 힘(dipole-dipole in- 

Table 1. Virtual screening hit list against Escherichia coli DNA 
gyrase 

ZINC IDa NSC IDb Binding energy 
(kcal/mol) 

04824645 97920 -19.6 

13152284 84100 -10.6 

18055497 84100 -10.6 

01736227 84100 -10.5 

01690699 61610 -10.4 

04896472 80313 -10.3 

01855333 670283 -10.1 

01568793 308835 -10.0 

18057104 260594 -9.7 

12671898 59620 -9.7 

13154306 60785 -9.7 

29590275 309874 -9.7 

00990239 345845 -9.6 

01726776 142335 -9.5 

04707806 71097 -9.5 

17465958 158413 -9.5 

01687247 5856 -9.4 

01568966 309892 -9.3 

01635676 163443 -9.3 

05664697 328101 -9.3 

01045530 319435 -9.2 

01573829 327702 -9.2 

01627329 81750 -9.2 

01701460 109451 -9.2 

02476372 6844 -9.2 

04822288 102742 -9.2 

01568035 305798 -9.1 

01590864 379555 -9.1 

04628938 305798 -9.1 

04773602 217697 -9.1 

04783229 37553 -9.1 

01559756 268487 -9.0 

01608817 24032 -9.0 

01665801 33575 -9.0 

05124960 156565 -9.0 

08627502 109747 -9.0 

ZINC IDa: the ZINC database identifier. NSC IDb: an identifier 
for substances submitted to the Developmental Therapeutics Pro-
gram repository at the National Cancer Institute. 
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Figure 2. Minimum inhibitory concentration (MIC) of ZINC18057104 against Escherichia coli. A broth microdilution test was done 
according to Clinical and Laboratory Standards Institute's recommendations, using the cation-adjusted Müller-Hinton broth. E. coli ATCC®

25922TM was used for the test. Turbidity was measured after 20 hours of treatment of ZINC18057104, and then the viability of the E. coli
was confirmed again by a resazurin reduction assay. Conc.: concentration. Ctrl: control without inoculation. 
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teraction)을 포함한 비공유 결합을 통해 대장균 DNA 선

회효소의 ASP87, VAL90, GLN94, PHE96, SER97, ILE112, 

SER116, ALA117, PRO265, GLN267, VAL268 아미노산과 

상호작용하고 있음을 확인할 수 있었다. 

대장균에 대한 항균 후보 물질의 독성 시험 

ZINC18057104의 독성을 확인하기 위해서 액체 배양상

태의 예쁜꼬마선충에게 해당화합물을 여러 농도로 처리하

고 생존의 변화를 관찰하였을 때 ZINC18057104의 처리 

농도가 4 μg/ml에서부터 통계적으로 유의한 생존의 감소

를 확인할 수 있었으며 4, 8, 16, 32 μg/ml의 약물처리의 생

존감소에 대한 비례위험도는 각각 1.369, 2.360, 2.891, 3.420

이었다(Fig. 4A). 인체 유래 세포에 대한 ZINC18057104의 

독성 시험에서는 세포주의 종류에 따라 6.28과 19.13 μg/ 

ml의 CC50이 확인되었다(Fig. 4B). 

 

DISCUSSION 

 

이 연구에서는 대장균의 DNA 선회효소의 삼차원 구조

를 기반으로 가상 약효 검색을 시행하여 36종의 신규 항

균제 후보 물질을 발굴하고 후보 물질의 항균력을 시험관 

내에서 확인하여 ZINC18057140 화합물의 퀴놀론 내성 대

장균에 대한 항균 효과를 검증하였다. 신규 항균 후보 물

질 ZINC18057104는 퀴놀론 내성 대장균의 DNA 선회효

소의 DNA 결합 부위에 DNA와 경쟁적으로 결합하여 효

소의 작용을 방해함으로써 대장균에 대한 항균 효과를 갖

는 것으로 예상된다(Fig. 3D) (16). ZINC18057104는 퀴놀

린의 구조를 가지고 있기 때문에 기존의 퀴놀론계 약물들

과 구조적으로 매우 유사하다(Fig. 3A). 이런 구조적 유사

성에도 불구하고 ZINC18057104는 임상에서 사용 중인 퀴

놀론계 항균제에 내성을 가지고 있는 임상 유래 대장균 

72주에 대해 MIC50와 MIC90이 각각 4와 64 μg/ml인 항균 

능력을 가진 것으로 확인되었다(Table 2). 임상 유래 대장

균 72주는 6종의 퀴놀론계 항균제 중 한 가지 이상의 항

균제에 내성을 갖는 균들로 CLSI의 기준에 따라 ofloxacin, 

levofloaxin, moxifloxacin에 대해 8 μg/ml, norfloxacin에 대

해 16 μg/ml, nalidixic acid에 대해 32 μg/ml, cinoxacin에 대

해 64 μg/ml 이상의 MIC를 가질 때 내성균으로 판정되었

다 (13). 임상 유래 대장균의 퀴놀론계 약물에 대한 MIC50

는 8~16, MIC90는 32~128 μg/ml 정도로 보고되고 있고 이 

연구에서는 퀴놀론계 항생제에 내성을 가지고 있는 대장

균만을 선별하여 ZINC18057104의 항균력을 시험하였을 

때 4와 64 μg/ml의 MIC50와 MIC90가 확인되었다는 점과 

ZINC18057104가 다른 퀴놀론계 항균제에 비해서 큰 분

자량(ZINC18057104: 506.566 Da, nalidixic acid: 232.231 Da, 

norfloxacin: 319.331 Da, ofloxacin과 levofloxacin: 361.368 Da, 

cinoxacin: 262.218 Da, moxifloxacin: 401.431 Da)을 가지고 

있어서 μg/ml 단위의 질량-퍼센트 농도 기준의 시험에서 

불리하게 평가된다는 점을 고려한다면 이 연구에서 발굴

Table 2. The antimicrobial effect of ZINC18057104 on the 
quinolone-resistant Escherichia coli clinical isolates 

No. MIC No. MIC No. MIC 

1 4 26 4 51 4 

2 4 27 4 52 32 

3 16 28 4 53 2 

4 4 29 4 54 4 

5 32 30 16 55 4 

6 4 31 8 56 4 

7 4 32 16 57 8 

8 16 33 4 58 4 

9 4 34 4 59 4 

10 32 35 4 60 4 

11 4 36 4 61 32 

12 > 64 37 4 62 4 

13 16 38 4 63 4 

14 4 39 8 64 2 

15 4 40 > 64 65 4 

16 64 41 8 66 16 

17 4 42 8 67 4 

18 > 64 43 16 68 2 

19 4 44 4 69 64 

20 > 64 45 64 70 4 

21 4 46 4 71 2 

22 > 64 47 4 72 4 

23 4 48 4 MIC50 4 

24 2 49 > 64 MIC90 64 

25 32 50 4   
MIC: minimum inhibitory concentration (μg/ml). MIC50, MIC90: 
Minimum inhibitory concentration at which 90% and 50% of the 
isolates were inhibited by ZINC18057104, respectively. 
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Figure 4. Toxicity analyses of ZINC18057104 against Caenorhabditis elegans and human glioblastoma cells. (A) Cox proportional hazards
survival analysis of C. elegans treated with ZIN18057104 at different concentrations. Conca: concentration (μg/ml). HRb: hazard ratio (95%
confidence interval). (B) Percent viable human cells [measured as average fluorescence intensity ratio (test agent relative to Dimethyl sulfoxide)]
for cytotoxicity analysis of ZINC18057104 at 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, and 32 μg/ml against U-87MG and U-251MG cells 
using the resazurin reduction assay. Dimethyl sulfoxide was used as a negative control to determine a baseline measurement for the cytotoxic
impact of each concentration. CC50 is the concentration at which 50% cell survival is obtained. DMSO: dimethyl sulfoxide. 

A 

B 
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된 ZINC18057104는 퀴놀론 내성 대장균에서 항균 효과를 

가지고 있는 것으로 판단할 수 있다 (17). 퀴놀린의 구조

를 가진 ZINC18057104가 기존의 퀴놀론에 내성을 보이는 

대장균에서 항균 효과를 가질 수 있는 기전을 파악하기 

위해서 가상 약효 검색에서 계산된 ZINC18057104와 대장

균 선회효소간의 분자결합을 확인했을 때 두 가지 특징을 

확인할 수 있었다(Fig. 3F). 첫 번째는 ZINC18057104가 기

존의 퀴놀론계 약물이 DNA 선회효소와 결합하기 위해서 

필요한 아미노산과는 다른 아미노산을 통해서 분자 결합

을 한다는 점이다. 실험실 및 임상 유래의 퀴놀론 내성 대

장균의 90% 이상에서 대장균의 DNA 선회효소의 83번째 

아미노산인 세린(serine, SER83)의 변이가 관찰된다 (18). 

이것은 퀴놀론계 약물이 대장균의 DNA 선회효소와 결합

할 때 퀴놀론 구조가 Mg2+와 물 분자를 매개로 선회효소

의 SER83과 결합하는 것이 가장 중요한 결합 에너지를 

형성해 주기 때문이다 (19). 그러나 ZINC18057104와 대장

균의 DNA 선회효소의 결합에서는 SER83이 관여하고 있

지 않고 ASP87, VAL90, GLN94, PHE96, SER97, ILE112, 

ALA117, PRO265, GLN267, VAL268 등이 관여하고 있는 

것이 확인되었다(Fig. 3F). 따라서 ZINC18057104가 퀴놀론 

내성 대장균에서 항균 효과를 나타낼 수 있는 이유 중 한 

가지는 기존의 퀴놀론계 약물과는 다른 아미노산을 통한 

약물 결합 때문인 것으로 추측된다. 퀴놀론 내성 병원균

에 대한 신규 항균제 개발을 목적으로 DNA 선회효소와

의 결합에서 SER83이 불필요한 quinazolinedione 구조를 

도입하고 있기 때문에 퀴놀론 구조의 개발 이후 활발한 

연구가 진행되고 있지 않던 퀴놀린 구조를 가진 신규 항

균제 또한 퀴놀론 내성 병원성균에 대한 대안이 될 수 있

을 것으로 추측된다 (20, 21). ZINC18057104가 기존의 퀴

놀론계 약물에 내성을 가진 대장균에서 항균 효과를 나타

내는 두 번째 이유는 선형인 ZINC18057104의 화학 구조 

때문이라고 판단된다 (19). ZINC18057104는 기존 퀴놀론계 

약물보다 길쭉한 모양을 하고 있어서 선회효소의 DNA 

groove에 DNA의 backbone 처럼 길게 부착될 것으로 확인

되었다(Fig. 3D). 또한 ZINC18057104는 길쭉한 화학 구조 

덕분에 퀴놀린 구조와 DNA 선회효소 사이의 분자 결합 

이외에도 퀴놀린 구조 곁의 benzamide를 통한 선회효소와

의 분자 결합을 다수 형성하고 있음을 확인할 수 있어 결

합 에너지 형성에 상당한 역할을 하고 있음을 추측할 수 

있었다(Fig. 3F). 

기존 보고에 따르면 인간의 국소이성화효소는 세균의 

DNA 선회효소와 달리 퀴놀론계 약물이 Mg2+와 물 분자

를 매개로 결합될 수 있는 세린 등의 아미노산을 가지고 

있지 않으며 이것이 퀴놀론계 항균제의 therapeutic window

가 확보되는 이유로 알려져 있다 (22). ZINC18057104의 

대장균의 DNA 선회효소와의 결합은 SER83 이외의 아미

노산에 의한 것이므로 ZINC18057104가 인간의 국소이성

화효소에 결합하여 독성을 유발할 수 있는 위험에 대한 

검증이 필요했다. 따라서 이 연구에서는 단순한 형태의 다

세포 진핵생물인 예쁜꼬마선충과 인간 신경교종 세포주 

2종을 사용하여 ZINC18057104에 의한 장기적, 단기적인 

독성을 평가하였다(Fig. 4). 예쁜꼬마선충을 ZINC18057104

에 노출시키고 17일 동안 관찰하였을 때 4 μg/ml에서부터 

사멸의 비례위험도가 1.369로 유의하게 증가하는 것을 확

인할 수 있었다. 인간 신경교종 세포주에 ZINC18057104

를 처리하고 24시간 후 생존율을 관찰하였을 때 세포주

에 따라 6.28, 19.13 μg/ml의 CC50을 확인할 수 있었다. 

따라서 ZINC18057104는 대장균에서 항균 효과를 갖는 농

도에서 예쁜꼬마선충과 인간세포에 어느 정도의 독성을 

가지고 있음을 추측할 수 있었다. 따라서 ZINC18057104의 

항균제로서의 후속 개발을 위해서는 최적화(optimization) 

단계에서 독성에 대한 고려가 필요할 것이라 판단된다. 

ZINC18057104는 NCI diversity set III에 포함되어 있는 약

물로서 기본적으로 경구투여가 가능한 특성을 가지고 있

다. ZINC18057104는 3개와 9개의 수소결합주개(hydrogen 

bond donors)와 받개(hydrogen bond acceptors)를 가지며 

5.00의 XlogP를 가지고 있다. 다만 분자량이 506.566 Da으

로 Lipinkski's rule of 5의 기준인 500 Da를 초과하지만 다른 

조건들은 모두 충족하고 있다 (23). 또한 위상 극성표면적

(topological polar surface area)이 133 Å2이고 회전가능결합

(rotatable bonds)이 5개로 경구투여 가능 약물의 확장된 기

준도 만족한다 (24). 따라서 쥐 등의 실험동물에서 경구투

여를 통한 독성의 확인이 가능할 것으로 판단된다. 동물 

실험에서 신장을 통한 약물 배설 등이 확인된다면 퀴놀론 

내성 대장균에 의한 요로감염의 치료에 ZINC18057104가 

후보 약물로 사용될 수 있는 근거를 확보할 수 있을 것

이다. 
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