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(54) 발명의 명칭 재조합 칸스타틴을 함유하는 대장암 치료용 약학 조성물

(57) 요 약

본 발명은 재조합 칸스타틴을 함유하는 대장암 치료용 약학 조성물에 관한 것으로서, 더욱 상세하게는 림프관

내피 히알루로난 수용체-1(lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1; LYVE-1) 및 프로스페로 관련

호메오박스 유전자(prospero related homeobox gene; PROX1) 억제능을 가지는 재조합 칸스타틴을 함유하는 대

장암  치료용  약학  조성물에  관한  것이다.  본  발명에  따른  약학  조성물은  항  신생혈관능(anti-angiogenic

action)뿐만 아니라 항 림프관신생능(anti-lymphangiogenic action)을 통하여 대장암을 치료할 수 있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

림프관 내피 히알루로난 수용체-1(lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1; LYVE-1) 및 프로스

페로 관련 호메오박스 유전자(prospero related homeobox gene; PROX1) 억제능을 가지는 재조합 칸스타틴을

함유하는 대장암 치료용 약학 조성물.

청구항 2 

제1항에  있어서,  상기  재조합  칸스타틴은  항-림프관신생능을  가지는  것을  특징으로  하는  약학

조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 대장암은 대장암은 선암, 림프종, 악성유암종 및 평활근육종으로 구성된 군에

서 선택되는 암인 것을 특징으로 한다.

청구항 4 

림프관 내피 히알루로난 수용체-1(lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1; LYVE-1) 및

프로스페로 관련 호메오박스 유전자(prospero related homeobox gene; PROX1) 억제능을 가지는 재조합 칸스타

틴 및 식품학적으로 허용 가능한 식품보조 첨가제를 함유하는 대장암 예방용 기능성 식품.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 재조합 칸스타틴은 항-림프관신생능을 가지는 것을 특징으로 하는 대장암 예방

용 기능성 식품.

청구항 6 

제4항에 있어서, 상기 대장암은 선암, 림프종, 악성유암종 및 평활근육종으로 구성된 군에서 선택되

는 암인 것을 특징으로 하는 대장암 예방용 기능성 식품.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 재조합 칸스타틴을 함유하는 대장암 치료용 약학 조성물에 관한 것으로서, 더욱 상세하게는 림프관[0001]

내피 히알루로난 수용체-1(lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1; LYVE-1) 및 프로스페로 관

련 호메오박스 유전자(prospero related homeobox gene; PROX1) 억제능을 가지는 재조합 칸스타틴을 함유하는

대장암 치료용 약학 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

혈관신생(angiogenesis)과 림프관신생(lymphangiogenesis)는 이미 존재하는 맥관구조(vasculature)로부터 새[0002]

로운 혈관과 림프관의 성장, 종양 세포의 증식, 생존, 종양 세포의 전이에 관여하는 것으로 알려져 있다.

정상적인  상태에서  생체는  혈관신생을  유도하는  인자들과  억제하는  인자들이  앤지오제닉  스위치[0003]

(angiogenic switch)로 작용하며 평형을 이루고 있다. 그러나 혈관신생 기전이 자율적으로 조절되지 못할 때,
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질환으로 연결될 수가 있는데 악성종양(tumor)의 성장과 전신 전이 과정은 세포에 산소와 영양분을 공급하기

위하여 병리적 혈관신생 기전과 혈관신생 유도 기전에 의존하며 특히 종양생성(tumorigenesis)기간에 세포는

촉진인자의 증가와 억제인자의 감소로 병리적 혈관신생을 유도한다. 암을 비롯한 병리적 혈관신생과 연관된

질환 및 비정상적인 혈관신생 활성을 효과적으로 억제한다면 이 질환들의 진행을 막아 근본적인 치료가 가능

할 것으로 기대하고 있다. 엔도스타틴(endostatin), 툼스타틴(tumstatin), 및 칸스타틴(canstatin)을 포함하

는 어떤 인자는 생체내에서 신생혈관생성의 내재적 저해자로 작용하는 것으로 보고되었다(Cell 88:277~285,

1997; J Biol Chem 275:21340~21348, 2000; J Biol Chem 275:1209~1215, 2000).

재조합 칸스타틴은 타입 IV 콜라겐의 α2 사슬의 NC1 도메인(24 kDa)으로 내피세포 이동(endothelial[0004]

cell migration) 및 관 형성을 저해하는 것으로 알려져 있다. 또한 내피세포에서 세포사(apoptosis)를 유도하

며(J Biol Chem 278:37632~37636, 2003), 항종양 활성과 함께 신생혈관생성의 저해능을 가지는 것으로 알려졌

다(Cancer Res 65:4353-4361, 2005). 

재조합 칸스타틴은 폐암(lung cancer), 췌장암(pancreatic cancer), 유방암(breast cancer) 및 전립[0005]

선 암(prostate cancer) 등에 대한 종양성장 억제능을 가지는 것으로 알려졌으나(J Biol Chem 275:1209~1215,

2000;  .  Biochem  Biophys  Res  Commun  318:354~360,  2004;  Breast  Cancer  Res  Treat  110:283~295,  2008;

Cancer J 12:136~46, 2006), 대장암(colon cancer), 위암 등에 대한 종양성장 억제능은 아직까지 보고되지 않

았다.

한편, 본 발명자들은 안정하게 형질전환된 Drosophila S2 세포에서 인간 칸스타틴 cDNA의 발현을 유[0006]

도하고, 금속 킬레이트 친화도 분류법(metal chelate affinity fractionation)을 이용하여 재조합 칸스타틴을

정제하였고(Protein  Expr  Purif  52:258~264,  2007),  최근에는  orthotopic  AT-84  oral  squmamous  cell

carcinoma  animal  (C3H/He)  model을  수립하고,  칸스타틴의  종양  성장  억제활성을  확인한  바  있다

(Biotechnology Letters 32:189~194, 2010). 

이에, 본 발명자들은 상기 문제점을 해결하기 위하여 예의 노력한 결과, 재조합 칸스타틴은 대장암에[0007]

서도 종양성장 억제능을 가진다는 사실을 확인하였고, 특히 지금까지 다른 암에서 알려진 신생혈관생성능 억

제뿐만 아니라 림프관생성능 억제를 통하여 대장암을 치료 및 예방할 수 있다는 것을 확인하고, 본 발명을 완

성하게 되었다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 림프관신생능 저해를 통하여 대장암을 치료하는 약학 조성물을 제공하는데 있다.[0008]

본 발명의 다른 목적은 림프관신생능 저해를 통하여 대장암을 완화 및 예방하는 기능성 식품을 제공하는데 있[0009]

다.

과제의 해결 수단

상기  목적을  달성하기  위하여,  본  발명은  림프관  내피  히알루로난  수용체-1(lymphatic  vessel[0010]

endothelial  hyaluronan  receptor-1;  LYVE-1)  및  프로스페로  관련  호메오박스  유전자(prospero  related

homeobox gene; PROX1) 억제능을 가지는 재조합 칸스타틴을 함유하는 대장암 치료용 약학 조성물을 제공한다.

본 발명은 또한,  림프관 내피 히알루로난 수용체-1(lymphatic  vessel  endothelial  hyaluronan  receptor-1;[0011]

LYVE-1) 및 프로스페로 관련 호메오박스 유전자(prospero related homeobox gene; PROX1) 억제능을 가지는 재

조합 칸스타틴 및 식품학적으로 허용 가능한 식품보조 첨가제를 함유하는 대장암 예방용 기능성 식품을 제공

한다.

본 발명에 있어서, 상기 재조합 칸스타틴은 항-림프관신생능을 가지는 것을 특징으로 하고, 상기 대장암은 선[0012]

암, 림프종, 악성유암종 및 평활근육종으로 구성된 군에서 선택되는 암인것을 특징으로 한다.

발명의 효과
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본  발명에  따른  림프관  내피  히알루로난  수용체-1(lymphatic  vessel  endothelial  hyaluronan  receptor-1;[0013]

LYVE-1) 및 프로스페로 관련 호메오박스 유전자(prospero related homeobox gene; PROX1) 억제능을 가지는 재

조합 칸스타틴을 함유하는 약학 조성물은 대장암 치료에 유용하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 일 실시예에 따른 대장암 모델에서 재조합 칸스타틴의 항종양 활성을 나타낸 그래[0014]

프이다(a: 종양 부피, b: 종양 무게, 통계분석: mean ± S.E., Student’s t test(* p<0.05)).

도 2는 본 발명의 일 실시예에 따른 CD31의 면역화학염색을 이용한 종양내 혈관 밀도 또는 림프관 밀도를 측

정한 그래프이다(통계분석: mean ± S.E., Student’s t test (* p<0.05, ***p<0.001)).

도 3은 본 발명의 일 실시예에 따른 LYVE-1 또는 PROX1의 면역화학염색을 이용한 종양내 림프관 밀도를 측정

한 그래프이다(a:LYVE-1, b:PROX1, 통계분석: mean ± S.E., Student’s t test (* p<0.05)). 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명에서는 재조합 칸스타틴의 대장암에 대하여 항 종양 활성을 가지고 있는지를 확인하고자 하였[0015]

다. 

본 발명에서는 재조합 칸스타틴을 제조한 후, 이를 대장암을 유발시킨 실험용 동물에 처리하였다. 그[0016]

결과, 재조합 칸스타틴이 대장암의 성장을 저해시킨다는 사실을 확인할 수 있었다. 

즉, 본 발명의 일 실시예에서는 재조합 칸스타틴으로 처리된 대장암 세포를 CD31, LYVE-1 및 PROX1을[0017]

이용하여 면역화학염색 시킴으로써, 재조합 칸스타틴이 대장암 모델에서 항-림프관신생능을 가지는 것을 확인

할 수 있었다.

따라서, 본 발명은 일 관점에서, 림프관 내피 히알루로난 수용체-1(lymphatic vessel endothelial hyaluronan[0018]

receptor-1; LYVE-1) 및 프로스페로 관련 호메오박스 유전자(prospero related homeobox gene; PROX1) 억제능

을 가지는 재조합 칸스타틴을 함유하는 대장암 치료용 약학 조성물에 관한 것이다.

칸스타틴이라  불리는  콜라겐의  알파  2(IV)  사슬의  가용성  NC1  도메인은  종양  관련  신생혈관생성[0019]

(tumor-associated angiogenesis)을 잠재적으로 저해하는 것으로 알려져 있다.

본 발명에 따른 상기 재조합 칸스타틴은 Drosophila melanogaster S2 세포에 칸스타틴 cDNA를 함유하[0020]

는 플라스미드를 lipofectamine 방법 (Protein Expr Purif,  52:258~264, 2007)으로 형질전환시켜 획득할 수

있다.

상기 림프관 내피 히알루로난 수용체-1(lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1; LYVE-[0021]

1)과 프로스페로 관련 호메오박스 유전자(prospero related homeobox gene; PROX1)은 염증시의 창상 치유시에

많이 출현하는 세포외 기질의 글리코사미노글리칸 히알루로난에 대한 수용체이며, 상기 히알루로로난과 프록

스1은 세포 유주, 창상 치유, 종양 전이 등에 관련된 중요한 인자이다. 

본 발명에 있어서, 상기 재조합 칸스타틴은 항-림프관신생능을 가지는 것을 특징으로 한다. 즉, 본[0022]

발명에 따른 재조합 칸스타틴은 신생혈관생성능 억제뿐만 아니라 림프관생성능 억제능을 통하여 대장암을 치

료할 수 있다. 

대장암은 결장과 직장에 생기는 악성 종양을 의미하며, 대장암의 대부분은 대장의 점막에서 발생하는[0023]

선암이다. 본 발명에 있어서, 상기 대장암은 선암, 림프종, 악성유암종 및 평활근육종으로 구성된 군에서 선

택되는 암인것을 특징으로 한다.

본 발명에 따른 상기 대장암 치료용 약학 조성물은 상기 유효성분을 단독으로 포함할 수 있으며, 이[0024]

외 제형, 사용방법 및 사용목적에 따라 약제학적으로 허용 가능한 담체, 부형제 및 희석제를 더욱 포함할 수

있다. 혼합물로 제공되는 경우, 상기 유효성분은 대장암 치료용 약학 조성물에 0.001 내지 99.9 중량%로 포함

될 수 있으나, 통상 0.1 내지 50 중량%의 함량으로 포함되는 것이 바람직하다. 

상기 재조합 칸스타틴을 함유하는 대장암 치료용 약학 조성물은, 각각 통상의 방법에 따라 산제, 과[0025]

립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽, 에어로졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 및 멸균 주사용액의

형태로 제형화하여 사용될 수 있다. 화합물을 포함하는 조성물에 포함될 수 있는 담체, 부형제 및 희석제로는

락토즈, 덱스트로즈, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지
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네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로즈, 메틸 셀룰로즈, 미정질 셀룰로스, 폴리비닐

피롤리돈, 물, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테아레이트 및 광물유

를 들 수 있다. 제제화 할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등

의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제된다. 경구투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐

제 등이 포함되며, 이러한 고형제제는 상기 화합물에 적어도 하나 이상의 부형제 예를 들면, 전분, 칼슘카보

네이트(calcium carbonate), 수크로스(sucrose) 또는 락토오스 (lactose), 젤라틴 등을 섞어 조제된다. 또한

단순한 부형제 이외에 마그네슘 스테아레이트, 탈크 같은 윤활제들도 사용된다. 경구를 위한 액상 제제로는

현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이 해당되는데 흔히 사용되는 단순희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여

러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제

에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제, 좌제가 포함된다. 비수성용제, 현탁제로는

프로필렌글리콜(propylene glycol), 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와 같

은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔(witepsol), 마크로골, 트윈(tween)

61, 카카오지, 라우린지, 글리세로제라틴 등이 사용될 수 있다.

또한, 상기 재조합 칸스타틴을 함유하는 대장암 치료용 약학조성물의 인체에 대한 투여량은 환자의[0026]

상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 기간에 따라 다르지만, 당업자에 의해 적절하게 선택될

수 있다. 그러나 바람직한 효과를 위해서, 재조합 칸스타틴은 1일 0.0001 내지 100mg/kg으로, 바람직하게는 1

내지 10mg/kg으로  투여하는 것이 좋다.  투여는 하루에 한번 투여할 수도 있고,  수회 나누어 투여할 수도

있다. 상기 투여량은 어떠한 면으로든 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니다.

한편, 재조합 칸스타틴을 식품학적으로 허용 가능한 식품보조 첨가제와 함께 사용할 경우, 대장암 예[0027]

방을 위한 기능성 식품으로 사용가능할 것으로 예측하였다.

따라서, 본 발명은 다른 관점에서, 림프관 내피 히알루로난 수용체-1(lymphatic vessel endothelial[0028]

hyaluronan  receptor-1;  LYVE-1)  및 프로스페로 관련 호메오박스 유전자(prospero  related  homeobox  gene;

PROX1) 억제능을 가지는 재조합 칸스타틴 및 식품학적으로 허용 가능한 식품보조 첨가제를 함유하는 대장암

예방용 기능성 식품에 관한 것이다.

본 명세서에서 '기능성 식품'이란, 일반 식품에 본 발명의 재조합 칸스타틴을 첨가함으로써 일반 식[0029]

품의 기능성을 향상시킨 식품을 의미한다. 

상기 식품학적으로 허용 가능한 식품보조 첨가제로는 여러 가지 영양제, 비타민, 광물(전해질), 합성[0030]

풍미제 및 천연 풍미제 등의 풍미제, 착색제 및 중진제(치즈, 초콜릿 등), 펙트산 및 그의 염, 알긴산 및 그

의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알콜, 탄산 음료에 사용되

는 탄산화제 등을 예시할 수 있다. 이러한 첨가제의 비율은 그렇게 중요하진 않지만 본 발명의 재조합 칸스타

틴 100중량부 당 0.01~20중량부의 범위에서 선택되는 것이 일반적이다.

부호의 설명

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 예시하기[0031]

위한 것으로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지 않는 것은 당업계에서 통상의

지식을 가진 자에게 있어서 자명할 것이다. 

CT-26  대장암종  세포주(한국세포주은행으로부터  제공받음)는  DMEM  배양액에  10%  (v/v)  heat-inactivated

fetal bovine serum (FBS), 100 units penicillin/ml, 및 100 μg streptomycin/ml을 첨가한 뒤 5% CO2가 유

지되는 37℃ 배양기에서 습식으로 배양시켰다.

모든 세포 배양 배지 및 시약은 Thermo Scientific HyClone (MA, USA)에서 구입하였다. 

실시예 1: 정제된 재조합 칸스타틴(canstatin)의 제조

재조합 인간 칸스타틴 단백질을 Drosophila melanogaster S2 세포에 칸스타틴 cDNA를 함유하는 플라스미드를

lipofectamine 방법 (Protein Expr Purif,  52:258~264, 2007)으로 형질전환시켜 획득하였다. 안정하게 형질

전환된 Drosophila S2 세포에서 획득한 재조합 칸스타틴은 간단한 one-step Ni-NTA affinity fractionation

(Protein Expr Purif,  52:258-264, 2007) 방법으로 균일하게 정제하였다.

칸스타틴 단백질의 정제는 SDS-PAGE 후 웨스턴 블랏 및 실버 스테이닝(silver staining)을 통해 확인하였다.
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실시예 2: 재조합 칸스타틴의 대장암에 대한 항종양 활성 평가

2-1: 생체내 종양실험 

경희대학교 동물관리 사육위원회의 실험동물 사육 및 이용에 대한 지침을 준수하여, 실험에 사용된 5주령의

암컷 BALB/c mouse(Orient BIO, Gyeonggi-do, Korea)는  자유롭게 물 및 사료를 섭취하도록 하였고, 특정 병

원체가 존재하지 않는 공간에 격리시켜 12시간 간격으로 빛을 조사하며 사육하였다. 

이소 대장암종(heterotopic colon carcinoma) 동물 모델을 구축하기 위하여, 100 μl의 5 × 10
5

 CT-26 세포

를 BALB/c 쥐의 우측 서혜부(right flank)에 피하 주사하였다. 6마리씩 그룹을 나눈 후, 육안으로 확인할 수

있는 크기로 종양을 6일간 성장시켰다. 그런 후, 각각의 그룹에 대하여 매일 재조합 칸스타틴(5 mg/kg day or

10 mg/kg day in PBS) 또는 PBS(control)를 종양주위에 12일 동안 주입하였다. 5 mg/kg 또는 10 mg/kg의 재조

합  칸스타틴의  처리는  3~5  mg/kg의  칸스타틴이  종양성장  억제를  할  수  있다는  보고(J  Biol  Chem

275:1209~1215, 2006; Biochem Biophys Res Commun 318:354~360, 2004, Biotechnol Lett 32:189-194, 2010)에

근거한 것이다.

종양 접종 27일 후, 모든 쥐를 희생시켜 종양을 절제하고 무게를 측정하였다. 종양의 길이와 넓이는 캘리퍼

(caliper)로 측정하였고, 종양의 양은 표준공식[length × width squared × 0.5] (Cancer Res 47:4243~4247,

1987)에 의하여 측정하였다. 본 실시예의 측정값은 mean ± S.E로 나타내었고, Student’s t test를 이용하여

유의성(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)을 검증하였다. 

대장암종 모델에서 재조합 칸스타틴의 항종양 활성을 측정한 결과, 대조군에서는 CT-26 세포 주입 27일후에

종양은 급격하게 성장하여 평균 부피 3338.7 ± 322.6 mm
3

 (mean ± S.E.)를 나타내었으며(도 1a). 5 mg/kg

칸스타틴이 처리된 쥐에서의 원발성 종양(1620.4 ± 343.6 mm
3

)과 10 mg/kg 칸스타틴이 처리된 쥐에서의 원발

성 종양(1415.6 ± 209 mm
3

)의 부피는 대조구(CT-26 세포 주입 27일)에 비하여 48.5%, 42.4%로 각각 감소되었

음을 알 수 있었다. 

또한,  칸스타틴이 처리된 쥐에서의 원발성 종양의 무게는 대조구(CT-26  세포 주입 27일)에 비하여 65.9%,

48.9%로  각각  감소되었음을  알  수  있었다(도  1b).   참고로,  구강암  쥐  모델에서는  재조합  칸스타틴을 5

mg/kgday  주입시킨 경우 대조구에 비하여 44.1%의 종양 무게를 감소시켰다는 보고가 있다(Biotechnol  Lett

32:189~194, 2010).

2-2: 종양내 혈관 또는 림프관 밀도 측정

2-1의 쥐 우측 서혜부 피하층에서 획득한 원발성 종양 표본(primary tumor specimens)으로 혈관 밀도 또는 림

프관 밀도를 분석하였다. 종양 표본은 희생된 쥐로부터 즉시 회수하고, 조직학적 검사를 수행하였다.

종양을 10% 포르말린으로 밤새 고정화시키고, 파라핀으로 싸서, 5μm 두께로 잘라내었다. 종양 절편을 자일렌

(xylene)으로 탈파라핀시키고, 에탄올(100%, 95%, 70%)로 탈수시키고, 증류수로 세척하였다. 그런 후, 세척된

종양 절편을 10 mM sodium citrate buffer (pH 6.0)에서 10분간 가열한 후, 상온에서 냉각시켰다. 

endogenous peroxidase 활성을 억제하기 위하여, 종양 절편을 1% hydrogen peroxide를 함유하는 메탄올로 10

분간 처리하고, 10% normal goat serum (Dako, Glostrup, Denmark)이 포함된 용액에서 1시간동안 배양시켰다. 

배양된 조직을 CD31, LYVE-1 및 PROX1 (1:50 dilutions, Abcam, Cambridge, UK)으로 처리하고, anti-rabbit

IgG-HRP  (GE  healthcare,  Stockholm,  Sweden)로  라벨링된  2차  항체로  처리하는  면역화학염색

(Immunohistochemistry staining)을 수행하였다. 

CD31은  PECAM-1(platelet  endothelial  cell  adhesion  molecule  1)으로 알려졌고, LYVE-1(lymphatic  vessel

hyaluronan receptor-1)과 PROX1(prospero related homeobox gene)은 lymphatic endothelial cell 마커로 알

려져  있다.  세포  핵(cell  nuclei)은  hematoxylin  (Sigma)으로  대조염색하였다.  종양 절편은 위상차현미경

(LEICA, Wetzlar, Germany)으로 관찰하였다. 

종양 표본내 혈관 및 림판관 밀도를 분석하기 위하여, 모든 종양 절편은 ×40 배율로 관찰하였고, mm
2

당 혈관

또는 림프관의 수는 혈관 또는 림프관 밀도로 기록하였다. 각 그룹의 림프관 밀도는 각 그룹의 종양 절편을

측정하고, 평균 값을 계산하고, 대표 값으로 이용하였다. 이때 비교를 위하여 대조구(PBS-처리) 그룹의 림프
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관 밀도를 100%로 하였다. 

도 2에 나타난 바와 같이, 대조군(PBS 처리)의 종양 표본은 평균 혈관 밀도가 4.4 ± 0.2/mm
2

 (mean ± S.

E.)로 나타난 반면, 칸스타틴 처리 그룹의 평균 혈관 밀도는 1.7 ± 0.8/mm
2

(5 mg/kg), 1.4 ± 0.4/mm
2

(10

mg/kg)로 대조군 밀도에 비하여 39.6%, 31.5%로 각각 감소되었음을 확인할 수 있었다(도 2a). 

또한, 대조군(PBS 처리)의 종양 표본은 평균 림프관 밀도가 3.5 ± 0.8/mm
2

 (LYVE-1, mean ± S.E.), 5.1 ±

1.3/mm
2

 (PROX1,  mean  ±  S.E.)인  반면,  칸스타틴  5  mg/kg  처리  그룹의  평균  림프관  밀도는  1.5  ±

0.4/mm
2

(LYVE-1),  2.4  ± 0.4/mm
2

(PROX1)이고,  칸스타틴 10 mg/kg  처리 그룹의 평균 림프관 밀도는 1.4  ±

0.4/mm
2

(LYVE-1),  1.2  ±  0.2/mm
2

(PROX1)로,  대조군  밀도에  비하여  칸스타틴  5  mg/kg  처리군에서는  42.5%

(LYVE-1)와 48.1%(PROX1, 칸스타틴10 mg/kg 처리군에서는 39%(LYVE-1)와 23.5%(PROX1) 로 각각 감소되었음을

확인할 수 있었다(도 2b).

림프 내피(lymphatic endothelium)에 특이적인 LYVE-1 및 PRXO1 항체를 처리하고 4주 동안 성장시킨 이소 종

양(heterotopic tumors)의 면역화학염색은 종양 주변에서 주로 관찰되었다.

따라서, 칸스타틴 처리 쥐에서 종양 크기의 감소 효과는 LYVE-1 및 PROX1 양성 모세관 밀도 감소에 의한 림프

관신생 저해에 의한 것으로 확인되었으며, 이는 본 발명에서 최초로 밝힌 것이다. 

즉, 상기 실험결과를 통하여 재조합 칸스타틴은 항 신생혈관능(anti-angiogenic action) 및 항 림프관신생능

(anti-lymphangiogenic action)을 통하여 종양성장을 억제하는 것을 확인할 수 있었다.

이전의 연구결과에서는 림프관신생이 림프절 전이(lymph node metastasis) (Nat Med 7:186-191, 2001; Int J

Cancer  98:946-951,  2002)와 관련이 있고, 확장된 림프관(lymph  vessels)  또한 림프절 전이(Padera et al.

2002)와 관련이 있다고 보고 하였다. 

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서

이러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시형태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점

은 명백할 것이다. 따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된

다고 할 것이다.
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