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◆ 연구목표
<최종목표>

위암의 전이 과정 중에서 galectin-3의 발현 및 역할을 연구하여 위암의 전이과정을 규명하고

위암의 전이를 예측할 수 있는 예후인자를 발굴함

◆ 연구내용 및 방법

1. 갈렉틴-3에 의해 발현이 조절되는 전이 관련 인자에 관한 연구

- ① galectin-3 siRNA를 위암세포주 AGS 및 MKN-28에 처리한 후 발현의 변화를 보이는

인자를 탐색하여 Fascin1, PAR1, HMMR, Neogenin을 얻음. ② 이들 인자 각각의 siRNA를

위암세포주에 처리하여 위암세포주의 migration 및 invasion 여부를 확인함. ③ 각각 인자들

의 발현변화에 의한 Immunocytochemistry를 통하여 위암세포주의 morphological changes 확

인. ④ 이들 인자 각각의 프로모터에 galectin-3에 의해 활성이 조절되는 전사인자 가

interaction하는 부위가 있는지 ChIP assay를 통하여 확인함. ⑤ galectin-3가 각각의 전사조

절인자와 interaction하는지 Immunoprecipitation으로 확인. ⑥ galectin-3의 발현 변화에 의한

전사인자의 localization 변화 확인. ⑦ galectin-3를 과발현하거나 발현하지 않는 세포주를 만

들어 위암동물모델 실험 실시. ⑧ 이 같은 변화를 위암 환자의 조직에서 양상을 관찰

2. 위암전이 동물 모델 확립

- 마우스의 동소이식을 이용한 위암의 동물 모델

① 5주령된 BALB/C 누드 마우스를 들여와서 1주일 적응 후에 5X106 AGS 위암세포주를 0.2

ml의 PBS에 넣어 등에 피하주사함. ② 마우스 등위의 종양이 1 cm 정도 자라면 RJ내서 3

mm의 크기로 자름. ③ 자른 종양덩어리를 7주된 BALB/C 누드 마우스의 위벽 장막하층에

이식함. ④ 9주후, 종양을 심은 마우스의 위에 종양이 생긴 것을 확인. (1st passage) ⑤ 1세

대에서 얻어진 종양을 다시 7주된 마우스의 위벽 장막하층에 다시 이식 후 7-12주 간격으로

마우스를 sacrifice하여 위에 생긴 것을 확인 한 후, 간 복막 등 전이된 것을 확인함. ⑥ 위암

의 전이모델이 확립되면 위에서 얻은 유전자의 발현을 변화시킨 위암세포를 이식하여 전이

여부를 판별하여 위의 유전자들이 in vivo에서 위암의 전이에 얼마나 영향을 미치는지 알아봄
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3. 위암환자 조직에서 전이 관련 인자 발현 변화 확인 및 예후에 관한 연구

- ① 대상환자와 조직의 보관 - 1년간 위암센터에서 치료받는 모든 진행성 위암환자를 대상으

로 동의서에 동의한 환자를 대상으로 확보한 조직은 즉시 동결보관함. ② Laser

microdissection, RNA추출과 quantitative RT-PCR을 실시. background를 줄이기 위해 동결

한 조직을 LM을 통해 원발암 조직만 분리하고 분리한 조직에서 RNA를 추출 2iCycler iQ

Realtime PCR detection System을 이용하여 정량 ③ 각기 다른 2부위에서 채취한 조직과 전

이암 조직들의 galectin-3, Fascin1, PAR1, Neogenin, HMMR을 함께 정량함. ④ 면역화학염

색-원발암 조직을 고정한 뒤 위 인자들의 항체로 염색함. ⑤ 판독은 환자의 임상양상을 모르

는 병리의사가 함. ⑥ 환자의 추적관찰과 분석 - 위암센터의 추적관찰은 정해진 프로토콜에

따라 행하고 추적관찰은 매 3개월마다 함. ⑦ 통계적인 분석은 SPSS를 이용하여 시행하고 마

지막 환자 enroll 3년 후 중간분석을 하며 5년 후 최종분석 함.

◆ 연구성과

-정량적 성과

구분 달성치/목표치1) 달성도(%)

SCI 논문 편수 4 / 6 67%

IF 합 24 / 20 12%

기타 성과
국내 및 국외

특허 출원
200%

1) 총연구기간내 목표 연구성과로 기 제출한 값

-정성적 성과

Ÿ Galectin-3의 전이관련 기작을 규명하여 galectin-3를 위암전이진단 및 치료제로서의 사용

가능성 기반을 마련함.

Ÿ 위암 전이 동물 모델을 확립함으로써 위암의 전이 기전을 in vivo 에서도 가능하게 할 수

있는 기틀을 다짐.

◆ 참여연구원

(최종연도 참여인원)
성 명 류근원, 이준호, 박숙련, 신지영, 김석준, 이강덕
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Associated Company

Galectin-3, a member of the β-galactoside-binding proteins, is secreted to

extracellular space and is also abundantly present in the cytoplasm, the nucleus and the

subcellular structures, such as mitochondria and phagosomes. It has been shown to play

important roles in some biological responses through its intracellular actions, galectin-3

modulates a number of cellular processes such as cell growth, apoptosis, adhesion and

invasion. Even though it was reported that galectin-3 is highly expressed in human gastric

cancer cells, the mechanism(s) of these functions in cellular galectin-3 are not well

elucidated. Gastric cancer is the most commonly incident and the second leading by cancer

related death in Northeast Asia including Korea. The mortality of gastric cancer is caused

by metastatic spread of gastric cancer cells to peritoneum and liver. However, the

mechanism(s) of metastasis in gastric cancer cells are sill unclear. In this study, to

determine the effect on functions of galectin-3 in human gastric cancers metastasis, we

silenced the expression of galectin-3 by siRNA in AGS cell lines. After treatment of

siRNA of galectin-3, AGS cell numbers decreased and cell shapes also changed in round.

To demonstrate mechanism(s), the gene expression in galectin-3 siRNA treated cells was

detected by microarray analysis.

we demonstrated the important roles of galectin-3 on the metastasis of gastric cancer

cells. To demonstrate the function of galectin-3 on cell migration, we have knock-downed

galectin-3 mRNA and protein expression with synthetic double-stranded small interfering

RNA (siRNA) in AGS and MKN-28 gastric cancer cells. After treatment of siRNA of

galectin-3, two kinds of gastric cancer cells were inhibited the migration by detecting

migration assay and cell shapes also changed in round. To clarify the motility related

molecules which were modulated by galectin-3, the gene expression in galectin-3 siRNA

treated cells was detected by DNA microarray analysis. Several genes were selected by

these results, as fascin-1, PAR-1, MMP-1, NEO1, HMMR and the changes of mRNA

expression by galectin-3 siRNA treatment were confirmed by RT-PCR.

Project Summary

※ 연구목표, 연구방법, 연구성과를 영문으로 요약하여 2쪽이내의 분량으로 작성
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Firstly, among of them, we got a fascin1 is a 55 kDa monomeric which a globular

cross-linking and actin bundling protein that provides mechanical support to cellular

protrusions and cell motility. The expression of fascin1 in epithelial neoplasms has been

recently reported, but its exact mechanism in cancer is unknown. Fascin1 has an influence

on migration through modulate F-actin. Expression of mRNA and protein Fascin1 was

reduced by galectin-3 siRNA treatment. Also we demonstrated that changes in F-actin

according to fascin1 reduction through ICC when we treated galectin-3 siRNA in MKN-28.

In conclusion, we proposed that galectin-3 regulate in cell migration through modulation

with fascin1 into f-actin in human gastric cancer.

Secondly, we studied about galectin-3, PAR-1 and MMP-1. PAR-1 was up-regulated

by galectin-3 over-expression was observed in association with promotion of gastric

cancer cell motility. Whereas, silenced PAR-1, used by galectin-3 siRNA, prevented this

increase. Interestingly, galectin-3 directly interacted with the AP-1 transcriptional factor, to

drive PAR-1 transcription and regulate expression of MMP-1, as a PAR-1 activator. Also,

silenced galectin-3 reduced cell migration into vessels in the zebrafish embryo. Moreover,

we determine galectin-3, PAR-1 and MMP-1 were highly expressed and co-localized in

gastric patient tissues. These data establish a galectin-3 up-regulates both expression and

activation of PAR-1, and also, galectin-3 up-regulating MMP-1 expression to activate

PAR-1.

lastly, Mutation of galectin-3 at position 191 (rs4644) substituting proline to histidine

(gal-3H
64
) resulted in the acquisition of resistance to drug-induced apoptosis by breast

cancer cells. Therefore, this study employed gastric cancer cells and patient tissues in

attempts to elucidate how and why this mutation in galectin-3 (gal-3H
64
) enhances cancer

progression, compared to wild type galectin-3 (gal-3P
64
). We found that

gal-3H64over-expression increases gastric cancer cell growth more than gal-3P64 or LacZ

over-expression. Also, gal-3H
64
over-expression conferred more resistance to cislati nor

5-FU induced cytotoxicity than gal-3P
64
. Gal-3H

64
also enhanced nuclear accumulation of β

-catenin as well as increased expression of TCF-4 target genes, such as fascin-1 and

c-Myc through the augmented promoter binding activity of TCF-4, than gal-3P
64
. We also

demonstrated stronger staining of β-catenin and galectin-3 in malignant tissues from

gastric cancer patients with mutated galectin-3 at position 191 (gal-3 191) (A/A) (H64) and

greater localization in the nucleus than in gal-3 191 A/C (P
64
) cancer patients. Taken

together, we elucidated in this study that germline variant of gal-3H
64
increases nuclear

accumulation of β-catenin and promotes TCF transcriptional activity and enhances more

the galectin-3’s role in gastric cancer progression.

In conclusion, we suggest that galectin-3 involves in gastric cancer metastasis and

malignancy by modulating the gene expressions. we were studied about a piece of

multi-functional of galectin-3, However it need to further studies.
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1. 연구의 최종목표

위암의 전이 과정 중에서 galectin-3의 발현 및 역할을 연구하여 위암의 전이과정을 규명하고

위암의 전이를 예측할 수 있는 예후인자를 발굴함.

- 위암은 우리나라에서 발병률이 1위임에도 불구하고, 아직까지 잘 알려져 있지 않는 위암의 전

이 과정에 미치는 다양한 기전연구가 활발히 이루어 지지 않고 있음. 이에 따라, 전이과정을

연구함으로서 위암의 전이과정에 대한 분자 생물학적인 이해 및 신지식 창조를 목표로 함.

- 특히, 위암의 경우 조기 발견시 생존율이 높으나 다른 장기로의 전이가 발견되면 현저히 생존

율이 감소하는 암종으로 위암에서 과발현 되어 있는 galectin-3와 위암의 전이 기전 연구는

임상적으로도 큰 가치가 있다고 사료됨.

- Galectin-3에 의한 세포반응의 신호전달체계 및 단백질 간의 긴밀한 상호작용을 이해함으로

써, 위암의 전이를 예측할 수 있는 예후 인자를 발굴함에 도움을 줄 것이라 생각되며, 이는

또한 새로운 개념의 항암제 개발에의 기초 자료로서 활용될 수 있다고 사료됨.

2. 연구의 내용 및 결과

2.1. 연구수행 방법

1) 갈렉틴-3에 의해 발현이 조절되는 전이 관련 인자에 관한 연구

Ÿ Galectin-3 siRNA를 위암세포주 AGS 및 MKN-28에 처리한 후 발현의 변화를 보이는

인자를 탐색하여 Fascin1, PAR1, HMMR, Neogenin을 얻음.

Ÿ 이들 인자 각각의 siRNA를 위암세포주에 처리하여 위암세포주의 migration 및 invasion

여부를 확인함.

Ÿ 각각 인자들의 발현변화에 의한 Immunocytochemistry를 통하여 위암세포주의

morphological changes 확인.

Ÿ 이들 인자 각각의 프로모터에 galectin-3에 의해 활성이 조절되는 전사인자 가

interaction하는 부위가 있는지 ChIP assay를 통하여 확인함.

Ÿ Galectin-3가 각각의 전사조절인자와 interaction하는지 Immunoprecipitation으로 확인 및
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galectin-3의 발현 변화에 의한 전사인자의 localization 변화 확인.

Ÿ galectin-3를 과발현하거나 발현하지 않는 세포주를 만들어 위암동물모델 실험 실시.

Ÿ 이 같은 변화를 위암 환자의 조직에서 양상을 관찰

2) 위암전이 동물 모델 확립 - 마우스의 동소이식을 이용한 위암의 동물 모델

Ÿ 5주령된 BALB/C 누드 마우스를 들여와서 1주일 적응 후에 5X106 AGS 위암세포주를 0.2

ml의 PBS에 넣어 등에 피하주사함.

Ÿ 마우스 등위의 종양이 1 cm 정도 자라면 RJ내서 3 mm의 크기로 자름.

Ÿ 자른 종양덩어리를 7주된 BALB/C 누드 마우스의 위벽 장막하층에 이식함.

Ÿ 9주후, 종양을 심은 마우스의 위에 종양이 생긴 것을 확인. (1st passage)

Ÿ 1세대에서 얻어진 종양을 다시 7주된 마우스의 위벽 장막하층에 다시 이식 후 7-12주 간

격으로 마우스를 sacrifice하여 위에 생긴 것을 확인 한 후, 간 복막 등 전이된 것을 확

인함.

3) 위암환자 조직에서 전이 관련 인자 발현 변화 확인 및 예후에 관한 연구

Ÿ 대상환자와 조직의 보관 - 1년간 위암센터에서 치료받는 모든 진행성 위암환자를 대상으

로 동의서에 동의한 환자를 대상으로 확보한 조직은 즉시 동결보관함.

Ÿ Laser microdissection, RNA추출과 quantitative RT-PCR을 실시. background를 줄이기

위해 동결한 조직을 LM을 통해 원발암 조직만 분리하고 분리한 조직에서 RNA를 추출

2iCycler iQ Realtime PCR detection System을 이용하여 정량.

Ÿ 각기 다른 2부위에서 채취한 조직과 전이암 조직들의 galectin-3, Fascin1, PAR1,

Neogenin, HMMR을 함께 정량함.

Ÿ 면역화학염색-원발암 조직을 수술 후 6시간 이내에 고정한 뒤 위 인자들의 항체로 염색함.

Ÿ 판독은 환자의 임상양상을 모르는 병리의사가 함.

Ÿ 환자의 추적관찰과 분석을 실시하며 통계적인 분석은 SPSS를 이용하여 시행하고 마지막

환자 enroll 3년 후 중간분석을 하며 5년 후 최종분석 함.
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2.2. 연구의 내용 및 결과

2.2.1. Galectin-3의 위암 전이 조절 기전 연구 (fascin-1, PAR-1 and MMP-1)

• 위암의 경우, 위암환자들에게서는 galectin-3의 발현의 증가 및 림프관으로 전이 된 환

자에서 발현이 증가되었다는 보고 (miyazaki J et al., Oncol. Rep. 2002) 는 있으나

그러나 많은 기작들이 제대로 알려진 것이 없는 것이 현실임.

• 본 연구팀은 galectin-3의 경우, 분비되어 세포와 세포사이의 상호관계에 의한 신호전달에

도 중요하지만 세포안에서 세포질과 핵을 이동하면서 세포내의 신호전달에 영향을 미치

는 것이 galectin-3의 중요한 역할이라 예상함.

• 본 연구팀은 먼저 12개의 위암세포주에서 galectin-3의 발현 정도를 알아보았음. Figure

1-1 에서 보여지는 것처럼 대부분의 위암세포주에서는 galectin-3의 발현이 관찰되었고 그

중 SNU-1 과 SNU-638은 발현이 없는 것을 확인하였음. (Fig. 1-1).

Fig. 1-1. 위암세포주 내의 galectin-3의 (a)mRNA (b) protein 발현

• 이에 본 연구팀은 galectin-3의 위암세포내에서의 역할을 확ㅇ니해 보기 위해 먼저 위암 세

포주 중 galectin-3 과발현 세포주인 AGS에 galectin-3 특이적인 siRNA를 제작하여

transfection 시켜서 galectin-3의 발현량을 감소시킴(Fig. 1-2).

Fig. 1-2. galectin-3 siRNA에 따른 galectin-3의 발현량 확인

Ÿ 기존 여러 보고를 통해(Liu FT and Rabinovich G. Nature reviews 2005), galectin-3 가

세포내 다양한 역할을 담당하고 있음을 알고 있었기 때문에, AGS에 galectin-3 특이적인

siRNA를 처리하고, Affymetrix array 방법으로 gene expression 변화를 관찰하였음

(Chung et al, 2010, cancer sci). Affymetrix array 분석 결과 galectin-3의 siRNA 처리에
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의해 많은 수의 mRNA발현에 변화를 보였는데, 본 연구팀은 cell motility에 관련된 gene

의 발현 변화에 주목하였음 (Fig 1-3).

Fig.1-3. galectin-3의 발현 변화에 따른 cell motility gene의 발현 변화

• 위의 그림처럼 galectin-3의 발현 감소로 인하여 전이관련 인자들의 감소를 발견할 수 있었

고, 이중 FSCN1(fascin-1), PAR-1 and MMP-1 을 선택하여 실험을 진행하였음.

(Galectin-3 and Fascin-1)

• Fascin-1은 actin bundle protein으로 actin을 정렬시켜 세포가 앞으로 protrusion하는

데 필요한 단백질이다. 위암환자에서의 Fascin-1의 발현은 증가되어 있으며 poor

diagnosis과 연관되어 있다는 보고가 있음. (Hashimoto Y., et al Oncology 2004 and

Tsai WC, J histochem cytochem 2007) 그러나 위암에서의 발현이 어떤 기작에서 이루어

진 것인지에 대해서는 아직 원인에 대한 보고가 없으므로 다음과 같이 연구를 진행하였음

(Kim et al., 2010 Gastroenterology).

Fig. 1-4. Galectin-3를 억제시켰을 때 fascin-1의 변화 및 cell migration에 미치는 영향
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Ÿ 먼저 본 연구팀은, Fig. 1-3의 데이터를 confirm 하기 위하여 위암세포주인 MKN-28 에

galectin-3 siRNA를 처리하여 galectin-3 와 fascin-1의 발현량을 RT-PCR과 western blot

를 통하여 확인하였고, 이때, cell migration을 확인해 보았음. 위 데이터를 통하여 galetin-3

를 Knock-down 시켰을때, MKN-28 cell 의 migartion ratio 가 현저하게 줄어드는 것을 확

인하였고, 이때, fascin-1의 세포 내 주요기능인 F-actin의 변화를 보았을때, galectin-3가 줄

어들면, fascin-1의 발현량의 감소와 더불어 F-actin의 발현이 세포 내에 길게 뻗어있던 양

상이 round 형태로 바뀌는 것을 볼 수 있다. 또한 galectin-3가 없는 SNU-638에 galectin-3

를 과발현 시키면, fascin-1의 양도 함께 증가함을 토대로 galectin-3가 fascin-1의 발현을

조절함을 예측할 수 있었음(Fig. 1-4).

Fig. 1-5. 위암에서 fascin-1을 억제 시켰을 때 F-actin 과 cell migration 에 미치는 영향

Ÿ Fig. 1-4. 의 결과를 토대로 galectin-3가 fascin-1을 조절함을 확인하였고, 이때 fascin-1을

Knock-out 시켰을 때, 동일한 양상을 나타나는지 확인하기 위하여, fascin-1 특이적인

siRNA을 MKN-28을 처리하고, cell migration을 확인하였을 때, galectin-3의 발현을 억제하

였을때 처럼, cell migation ratio가 감소함을 확인할 수 있었음. 또한 Fig 1-4의 데이터 처럼

F-actin의 양상이 변화함을 확인하였음. 또한 galectin-3와 fascin-1의 siRNA을 처리하고

invasion assay를 실시하였을 때, 동일하게 감소함을 확인하였음. 또한 이를 confirm 하기

위하여 colony formation assay와 wound-healing assay를 실시하여 동일하게 galectin-3와

fascin-1이 knock down 되면 동일하게 cell motility가 감소함을 확인하였음(Fig.1-5.).
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Fig. 1-6. Galectin-3 가 fascin-1을 조절함으로 cell migratin 과 invasion 을 조절함

Ÿ 이러한 cell motility의 감소가 galectin-3가 fascin-1을 통한 regulation 인지 확인해 보기 위

해, galectin-3가 null cell 인 SNU-638 에 galectin-3를 과 발현 시켜서 cell migration 과

invasion에 어떠한 역할을 담당하게 하는지 알아보기 위해서 galectin-3를 과 발현 시킨 다

음, fascin-1 siRNA을 처리하여 cell migration과 cell invasion을 실시하였음(Fig. 1-6).

Fig. 1-7 Galectin-3와 Wnt signaling factor 인 GSK-3β 와 β-catenin의 interaction 확인
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Ÿ 그럼 어떻게 galectin-3가 fascin-1의 발현을 조절하는지 확인해 보기 위하여, 둘 간의 어떠

한 관계가 성립되는지 확인해 보고자 하였음. 이전의 보고를 통해 galectin-3는 wnt

signaling 에 관여하는 β-catenin과 direct interaction하여 tumor growth에 관여한다는 보고

가 있었고, 또한 fascin-1 은 β-catenin의 target gene임이 보고되어 있기 때문에 galectin-3

가 fascin-1을 wnt signaling pathway가 주요하게 관여할 것이라 생각하였고, 또한 이때 β

-catenin이 key molecule의 역할을 담당할 것이라 생각하였음. 이를 증명하기 위하여, wnt

signaling pathway molecule과 galectin-3의 interaction을 확인하여 보았음. 또한 galectin-3

가 knock down 되면 이러한 wnt signaling pathway molecule의 결합이 약해지는 것 또한

확인하였음. 이 후, fascin-1의 프로모터에 이러한 wnt 관련된 protein과 이때 galectin-3의

역할을 확인해 보기 위하여 MKN-28 cell에 galectin-3 siRNA 처리하여 ChIP을 실시하여

galectin-3가 β-catenin/TCF-4/LEF-1 complex의 fascin-1 promoter interaction을 조절함을

확인하였음. 이를 또한 luciferase assay를 통하여 confirm 하였음. 또한, galectin-3를 knock

down 시켰을 때, cellura localization을 확인하기 위하여 cell fractionation을 확인하였는데,

galectin-3의 발현 억제시 β-catenin/TCF-4/LEF-1 complex의 핵 내 발현이 줄어드는 것을

확인함으로써, 이전의 ChIP data와 luciferase assay data를 뒷받침 하였음(Fig. 1-7)

Fig. 1-8. Galectin-3의 siRNA 처리 후 galectin-3 발현 유무에 따른 GSK-3β 

Ÿ Fig 1-7의 cell fractionation data에서 galection-3의 발현이 억제되면, wnt signaling

pathway 관련 molecule이 억제되는 것을 다시 ICC 를 통해서 확인해 보았는데(Fig.1-8),

galectin-3의 발현이 억제되면 gsk-3β 와 β-catenin 의 핵내 발현이 줄어들고 특히 β

-catenin 의 경우에는 galectin-3가 줄어들면 세포질의 발현량도 현저하게 줄어드는 것을 확

인하였음(Fig. 1-8). 이는 결국 기존에 알려진 canonical pathway에 따라 galectin-3의 발혀

이 억제되면, gsk-3β가 β-catenin의 인산화를 촉진시켜 degradation 시키는 way로 감을 생

각해 볼 수 있었음.
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Fig. 1-8. GSK-3β에 의해 인산화 되는 Galectin-3 S96을 point mutation 후 변화 양상 확인.

Ÿ 특히, galectin-3 아미노산을 확인한 결과 gsk-3β는 galectin-3의 92-96번 사이의 아미노산

에 바인딩 하여 인산화를 유도할것이라는 예측을 인산화를 예측하는 프로그램을 통하여 확

인하고, galectin-3의 96번 아미노산인 serin을 alanine으로 치환하여 기전연구를 실시한 결

과, galectin-3의 96번이 변이를 일으키면, fascin-1의발현양 뿐만아니라, gsk-3β 인산화, β

-catenin의 발현양에도 주요하게 영향을 미치는 것을 확인 하였음. 이를 또한 luciferase

assay를 통하여 확인하였음(Fig.1-8) 이러한 결과는 galectin-3의 96번의 아미노산의

modification이 wnt signaling에 관련된 molecule의 발현양과 그의 target gene에도 주요하

게 관련되어 있음을 예측할 수 있었음.

Fig. 1-9. 위암환자 조직에서의 galectin-3, fascin-1 and β-catenin 발현 확인
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Ÿ 이러한 위암세포의 cell motility를 조절하는 galectin-3의 발현이 20명의 위암환자의 조직

내에서는 어떠한 양상을 이루는지와 특히, galectin-3가 cell motility에 영향을 미치는데 주

요한 역할을 담당하는 fascin-1의 발현을 먼저 RT-PCR을 통해 확인하였음(Fig. 1-9). 이

결과를 통하여 암조직에서 발현되는 galectin-3와 fascin-1의 발현양이 정상조직보다 늘어

있음을 확인하였고, 특히, 위암 조직 염색을 통해 확인한 결과, galectin-3, fascin-1 그리고

β-catenin이 동일한 위치에 존재함을 밝힘으로써 in vivo에서도 galectin-3와 fascin-1의

영향이 위암의 전이에 미칠 것이라는 예측이 가능하게 하였음(Fig. 1-9).

Fig. 1-10. Galectin-3에 의한 fascin-1의 조절 및 이에 의한 위암의 전이 조절 기전의 모식도.

• 위의 그림에서 보여주듯이 galectin-3가 GSK-3β와의 interaction에 의해 β-catenin및 TCF-4의

핵 내의 이동을 유도, TCF-4의 fascin-1 promoter에서의 DNA binding activity를 증가시켜서

fascin-1의 발현을 유도하여 결국 위암세포의 전이를 촉진한다는 결과를 도출함.

• 이처럼, 핵내에 존재하는 galectin-3가 위암의 전이를 조절함을 보고 하였고 , 이를 통해

galectin-3를 조절하면 위암의 전이를 조절할 수 있으리라 예상됨을 보고하였음 (Kim et

al., 2010 Gastroenterology).
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(Galectin-3 , PAR-1 & MMP-1)

• 또 다른 galectin-3 silencing 시 변화되는 cell motility 관련된 gene인 PAR-1은 GPCR

family에 속한 단백질로써 , PAR-1의 activation에 의해 다양한 암종에서 cell motility를 조

절함 보고 되었음. 특히 PAR-1을 activaion 시키는 것으로는 thrombin이 알려져 있고, 최근

MMP-1 또한, 이를 activation 시키는 것이 보고 되어 지고 있음. 이에 이들의 관계성에 대해연

구를 진행하였음. (Kim et al, 2011, PLoS ONE)

Fig. 1-11. Galectin-3 변화 시 PAR-1의 발현 변화 및 위암세포주의 cell motility에 관련성 확인.

Ÿ 먼저, galectin-3 발현 억제시, 변화되는 PAR-1의 발현량을 먼저 확인해 보았음. galectin-3

억제시 PAR-1의 발현량은 함께 감소되지만, 반대로 PAR-1을 PAR-1 특이적인 siRNA를

처리한뒤 galectin-3와 PAR-1을 확인 하였을때, PAR-1은 galectin-3의 발현에 영향을 미치

지 못함을 확인하였음. 또한 galectin-3 null cell 인 SNU-638 cell 에 galectin-3를 인위적으

로 과 발현 시켰을때, PAR-1의 발현량이 증가하는 것을 확인할 수 있었음. 특히, 기존의 연

구 결과들을 통해 galectin-3와 PAR-1이 동일 하게 cell motilty에 관여하고 있는 부분을 인

지하고 있었기 때문에 galectin-3와 PAR-1 특이적인 siRNA를 위암세포주에 처리하여 cell

migration 그리고 celll invasion assay를 실시 하였는데, 동일하게 galectin-3, PAR-1

Knock-down 되어 있는 양상을 확인 할 수 있었음 (Fig. 1-11).
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Fig. 1-12. PAR-1의 발현을 조절하는 galectin-3 와 AP-1 complex.

Ÿ 이러한 cell motility의 감소가 galectin-3가 PAR-1을 통한 regulation 인지 확인해 보기 위

해, galectin-3가 null cell 인 SNU-638 에 galectin-3를 과 발현 시켜서 cell migration 과

invasion에 어떠한 역할을 담당하게 하는지 알아보기 위해서 galectin-3를 과 발현 시킨 다

음, PAR-1 siRNA을 처리하여 cell migration과 cell invasion을 실시하였음. 이 결과를 통

해 galectin-3가 PAR-1을 통한 위암 세포주 조절에 긴밀한 영향을 미치는 것을 확인하였음.

(Fig. 1-12). 또한 이러한 PAR-1의 발현량을 galectin-3가 어떻게 조절하는지를 확인하기

위하여 PAR-1 promoter에 galectin-3와 interaction 하는 transcription factor를 확인한 결과

AP-1 complex 가 PAR-1 promoter에 위치하는 것을 확인하였음. 최근 galectin-3가 MUC2

를 AP-1 complex와 binding 하여 조절하는 것을 확인 하였음. 이에 따라 galectin-3와

AP-1 complex의 interaction을 먼저 IP를 통하여 확인하였고, 이를 ChIP assay를 통하여

galectin-3의 유무에 따라 PAR-1의 발현을 조절하는 것을 확인한 뒤 luciferase assay를 통

하여 confirm 하였음 (Fig. 1-12).
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Fig. 1-13. PAR-1의 활성화에 영향을 미치는 MMP-1 과 galectin-3.

Ÿ 특히, cell motility를 조절하는 PAR-1은 발현량 조절 뿐만 아니라 PAR-1의 활성화도 주요

하게 영햐을 미치기 때문에, galectin-3가 이러한 PAR-1의 활성화에 영향을 끼치는지 에 대

하여 확인해 보고자 함. 이에 galectin-3 특이적인 siRNA를 이용하여, PAR-1의 활성화에

어떠한 영향을 미치는지를 확인해 보았음. PAR-1이 활성화하게 되면, Paxillin의 인산화가

일어나는 것을 통해 galectin-3를 knock-down 시킨뒤 Paxillin의 인산화를 확인하였음. 이를

통해, galectin-3가 PAR-1의 인산화에 주요하게 관여함을 알 수 있었음. 특히, MMP-1은

이러한 PAR-1의 활성화에 주요한 영향을 미치는 것을 기존의 보고를 통해 알 수 있었고,

이러한 MMP-1의 발현을 galectin-3가 조절함을 본 연구팀에서 gene array를 통해 알 수

있었기 때문에, MMP-1의 발현 억제를 통한 PAR-1의 활성화에 영향을 미침을 알 수 있었

음. 이를 통해, galectin-3를 과 발현 시키면 MMP-1, PAR-1의 발현이 조절되고 특히

PAR-1의 활성화에 주요하게 영향을 끼침을 확인하였음. 이는 결국 위암 세포주의 invasion

에도 주요하게 영향을 미치는 것을 확인하였음 (Fig. 1-13)
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Fig. 1-14. MMP-1의 과발현을 통한 cell motility의 양상과 전반적인 galectin-3의 PAR-1과 MMP-1을

조절하는 기전을 모식화함 .

Ÿ Fig. 1-13 data 를 통해 MMP-1이 PAR-1의 cell motility에 주요하게 관여함을 알게 되었

고, 이를 조절하는 것이 galectin-3 임을 확인하게 되었음. 이를 바탕으로 MMP-1이 발현억

제 뿐만 아니라 과발현 시에 PAR-1의 발현 및 cell motility에 미치는 영향을 확인해 보기

위하여 MMP-1을 과발현 시킨 뒤 galectin-3 와 PAR-1의 siRNA를 이용하여 발현을 억제

한 다음 PAR-1의 활성화와 cell invasion 에 미치는 영향을 확인하였음. MMP-1의 발현이

과발현 되면 PAR-1의 활성화를 유도하지만, invasion cell 의 모습은 과 발현 시키지 않았

을때와 크게 차이가 나지 않음을 알 수 있었음. 하지만 유의성 있게 조금은 증가하는 모습

을 볼 수 있었음. 이를 통해, galectin-3, PAR-1, MMP-1의 조절 기전을 모식화하여 본 결

과 galectin-3은 직접적으로 PAR-1과 MMP-1의 발현을 transcription factor와 interaction

을 통하여 조절하였으며, 이는 또한 MMP-1의 PAR-1의 활성화에 미치는 영향도 조절하였

음. 특히 MMP-1의 경우는 기존에 알려진 cell motility에 관련된 기전과 더불어 galectin-3

에 영향을 받아 이를 통해 PAR-1의 활성화를 조절함으로써 위암 세포주의 cell motility에

주요하게 관여함을 보고 하였음 (Fig. 1-14).
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Fig. 1-15. in vivo study를 통한 galectin-3, PAR-1, MMP-1의 발현 양상과

cell motility에 미치는 영향 규명

Ÿ Fig. (1-11)～(1-14) data 를 통해 in vitro 상태에서 galectin-3가 MMP-1과 PAR-1을 조절

하여 위암 세포주의 cell motility에 관여함을 확인하였음. 이를 바탕으로 암실험 자원 연구

과 배영기 선생님의 도움으로 zebra fish의 embrio를 이용한 in vivo cell migration 실험을

진행하였음. 이 실험은 AGS 위암세포주에 RFP를 태깅하여, 기존에 EGFP 발현을 보이도록

제작한 zebra fish 의 embrio에 cell을 40-50여개를 주입하여 시간의 지속 여부에 따른 세포

의 이동 여부를 확인하였음. 이때 이 cell line에 galectin-3, PAR-1, MMP-1 특이적인

siRNA를 처리하여 galectin-3, PAR-1, MMP-1 gene의 발현 양상에 따른 세포 이동여부를

확인하였음. 이를 토대로 galectin-3, PAR-1, MMP-1 gene의 발현이 세포의 이동에 미치는

영향을 in vivo 실험을 통하여 확인하였음. 또한 위암환자 20명을 대상으로 하여 암조직과
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정상조직 사이에서 galectin-3, PAR-1, MMP-1 의 발현을 확인한 결과 70%이상의 암조직

에서 정상조직 보다 galectin-3, PAR-1, MMP-1의 발현이 증가하는 것을 확인하였고,

galectin-3가 정상조직보다 암조직에서 증가한 환자에서 PAR-1, MMP-1의 발현이 증가하

는 percent가 64%이상임을 RT-PCR을 통하여 확인하였음. 또한 이들의 발현 위치또한 IHC

를 통하여 염색하여 galectin-3, PAR-1, MMP-1 발현 위치가 유사함을 확인하였음.

Ÿ 이러한 실험을 통해 galectin-3가 PAR-1과 MMP-1의 발현량을 조절하여 위암의 전이를 조

절하며, 특히 MMP-1의 발현량 조절은 PAR-1의 activation에 관여한다는 결과를 도출함

(Kim et al, 2011, P LoS ON E ).

(Galectin-3 & MMP-1 in mouse melanoma cell line)

Ÿ 위의 PLoS ONE data를 통하여 galectin-3가 MMP-1도 조절함을 확인하였으므로, 어

떠한 기전을 통한 조절인지를 확인하기 위하여 실험을 진행하였음. 특히 이 실험은

mouse에서 실제적인 metastasis를 일으키는지를 확인해 보기 위하여 human cell 이

아닌 mouse cell line을 이용하였음.

Fig. 1-16. mouse cell line에서 galectin-3 와 MMP-1의 발현량을 확인

Ÿ 먼저 4개의 mouse cell line에서 galectin-3와 MMP-1의 발현량을 확인하였음. 이때

MMP-1의 발현량이 다른 cell line 보다 B16F10 melanoma에서 발현이 많이 되는것을 확인
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하고, 이를 활용하고자 하였음. 특히, B16F10은 metastatic melanoma cell line으로 다른

melanoma cell line에서 galectin-3와 MMP-1의 발현량을 비교해 보고자 하였는데,

metatatic 한 B16F10이 non-metastic 한 B16F1 cell에서 galectin-3의 발현이 높게 발현 되

어 B16F10에 집중하여 실험을 진행하였음(Fig. 1-16).

Fig. 1-17. Galectin-3 발현 억제시 B16F10 cell motility에 미치는 영향.

Ÿ B16F10 cell 에 먼저 기 제작한 galectin-3 특이적인 siRNA를 농도 구배 별로 처리하여

galectin-3 의 발현량에 영향을 미치는 농도를 정리하였음. 이에 따라 galectin-3를

knock-down 시킨 다음 wound-healing assay 및 cell migration and invasion assay를 실

시하여 cell motilty에 미치는 galectin-3의 영향력을 B16F10 mouse melanoma cell line에서

도 동일하게 이루어짐을 확인하였음 (Fig 1-17).
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Fig. 1-18. MMP-1 발현 억제시 B16F10 cell motility에 미치는 영향 및 galectin-3와 MMP-1의

상관관계 규명.

Ÿ B16F10 cell line에서 동일하게 MMP-1의 발현을 억제한 다음 Fig. 1-16에서 처럼

galectin-3의 발현을 억제 하였을 때와 비슷하게 cell migration에 억제되는 것을 확인할 수

있었음. 이러한 cell motility에 galectin-3와 MMP-1이 관여하는데, 둘 간의 상관관계에 어

떻게 관여하였는지 알아보기 위하여 galectin-3, MMP-1의 특이적인 siRNA를 처리하여 둘

간의 발현량을 비교해 보았을때, galectin-3가 발현이 억제 되었을때는 MMP-1의 발현이

억제 됨을 확인 하였고, 이와는 반대로 MMP-1의 발현 억제시 galectin-3의 발현에는 변화

없음을 확인 할 수 있었음 (Fig. 1-18).

Fig. 1-19. MMP-1의 발현을 조절하는 galectin-3 와 AP-1 complex.

- 23 -

Ÿ 이러한 MMP-1의 발현량을 galectin-3가 어떻게 조절하는지를 확인하기 위하여 MMP-1

promoter에 galectin-3와 interaction 하는 transcription factor를 확인한 결과 AP-1

complex 가 MMP-1 promoter에 위치하는 것을 확인하였음. 최근 galectin-3가 MUC2를

AP-1 complex와 binding 하여 조절하는 것을 확인 하였음. 이에 따라 galectin-3와 AP-1

complex의 interaction을 먼저 IP를 통하여 확인하였고, 이를 ChIP assay를 통하여

galectin-3의 유무에 따라 MMP-1의 발현을 조절하는 것을 확인한 뒤 luciferase assay를

통하여 confirm 하였음 (Fig. 1-19).

Fig. 1-20. Galectin-3 발현 억제시 B16F10 cell motility에 미치는 영향

Ÿ Mouse에서 B16F10 cell을 이용한 metastatic effect를 알아보기 위하여, lenti-virus를 이용

한 galectin-3를 knock-down 시킨 뒤, tail vein injection 실험을 통한 lung meta 실험을 실

시한 결과 galectin-3의 발현이 억제되면, lung meta noudle 수가 줄어드는 것을 확인할 수

있었음 (Fig. 1-18).

Ÿ 실험을 통해 galectin-3가 MMP-1의 발현량을 조절하여 mouse melanoma cell line의 cell

motility를 조절함 (Wang et al, submited, E xperimental and M olecular M edicine).
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2.2.2. Galectin-3 의 point mutation으로 인한 기전 연구.

Ÿ Galectin-3는 총 250개의 아미노산으로 이루어져 있는데, 알려진 바에 의하면, 총 270여 개

의 SNP 및 point mutation이 발견됨. 이들 중, 최근 Cancer Res 2008;68:10045-10050 논문을

통하여 galectin-3의 point mutation 중 rs4644인 64번 아미노산의 연구가 유방암에서 이루

어졌음. 특히, 이 연구를 통해 이 부위가 point mutation 되면, 유방암에서 apoptosis 저항성

을 보이는 것이 확인되었음. 본 연구팀 또한 위암에서 이러한 galectin-3의 point mutation

이 어떠한 역할을 담당하는지 확인해 보고자 함.

Fig. 2-1. Gal-3H64의 과 발현은 핵내의 galectin-3의 축척을 유도하고,

이는 위암 세포주의 성장에 관여함.

Ÿ 먼저, galectin-3의 64번 아미노산인 proline을 histidine으로 치환한 뒤 galectin-3 null cell

인 SNU-638 cell에서 어떠한 영향을 미치는지에 대하여 확인함. 먼저 protein의 발현을 확

인해 보고 이러한 point mutation이 위암 세포주의 성장에 미치는 영향을 확인한 결과

galectin-3의 64번 아미노산이 histidine (Gal-3H64)으로 치환되면, 세포의 성장을 촉진하는

것을 확인 하였음. 특히, ICC를 통하여 gal-3 H64이 과발현 되면 galectin-3의 핵내 발현이

현저하게 촉진 되고 wild type (Gal-3P64) 인 경우에는 핵내의 galectin-3 의 발현이 감소

함을 확인하였음. 이를 또한 cell fractionation study를 통하여 confirm 하였음 (Fig. 2-1).
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Fig. 2-2. Gal-3H64의 과 발현이 미치는 항암제의 내성과의 상관관계.

Ÿ 기존의 보고를 통해, galectin-3의 point mutation이 항암제의 내성을 유도하는 것을 확인하

였으므로, 위암에서도 동일한 영향을 확인해 보고자함. 이에, 위의 Fig 2-1을 통하여, 구축

된 galectin-3 의 H64 type와 P64 type에 각각 위암에서 항암제로 쓰이는 cisplatin, 5-FU를

처리하여 각각의 cell line에서 세포 성장을 확인해 보았음. 이 결과를 통하여 gal-3 H64

type의 cell 들의 gal-3 P64 type의 cell line 보다 항암제에 대한 저항성이 높게 나타나는

것을 확인 하였음 (Fig. 2-2).
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Fig. 2-3. Gal-3H64이 β-catenin 과 강하게 결합하여 β-catenin target gene을 조절.

Ÿ 그러면, 어떠한 영향으로 galectin-3의 64번 아미노산의 point mutation이 다음과 같은 영향

력이 보여지는지 확인 하기 위하여, 이러한 point mutation이 세포 증식과 관여를 하고 있

고, 핵내 유입에 주요하게 관여함으로 기존에 보고하였던 (Kim et al., 2010 Gastroenterology),

을 토대로 galectin-3와 wnt signaling이 관여하고 있을 거라고 예측하여 실험을 진행하였

음. 먼저 각각의 gal-3 H64 type 과 gal-3 P64 type의 과 발현 상태에서 β-catenin과의

binding을 확인하였음. 이를 통해, gal-3 H64 type이 gal-3 P64 type보다 강한 결합을 형성

하고 있는 것을 확인하였고, 이는 또한 β-catenin의 target gene의 발현에도 주요하게 영향

을 미침을 확인할 수 있었다. 특히 gal-3 P64 type은 핵내 galectin-3의 유입이 gal-3 H64

type보다 높지 않았으며 이는 또한 핵내 β-catenin의 발현에도 주요하게 관여함을 알 수 있

었음. 마지막으로 이를 cell fractionation study를 통해 확인하고, TCF-4의 luciferase

activity를 확인함으로써 gal-3 H64 type이 gal-3 P64 type 보다 확연하게 wnt signaling에

관여하여 결국은 세포 증식과 target gene의 발현을 조절함을 확인함 (Fig. 2-3).
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Fig. 2-4. 위암 환자에서 gal-3 H64 type의 발현과 β-catenin의 발현의 상관관계 확인.

Ÿ 기 확보하고 있던, 위암 환자 10 명을 대상으로 galectin-3의 sequencing을 실시한 결과, 총

3명의 환자에서 gal-3 H64 type을 발견하였고, 이 gal-3 H64 type 와 gal-3 P64 type 환자

의 조직염색을 통해 비교하여 보았을 때, gal-3 P64 type 보다 gal-3 H64 type의 조직에서

galectin-3의 핵 내 발현 및 조직 내 발현이 훨씬 더 강하게 발현 되는 것을 확인함(Fig.

2-4).

Ÿ 이러한 결과를 토대로 본 연구팀은 위암에서 gaelctin-3 의 point mutation이 가지는 중요한

사실을 검증하였으며, 이를 토대로 생각해 볼 때, galectin-3의 역할이 전이에만 미치는 것

이 아니고 다양한 signaling에서 여러 transcription factor와 의 긴밀한 연관관계를 통하여

위암의 좋지 않은 예후를 가져오는 중요한 molecule 임을 확인함 (Kim et al, 2011,

Clinical and Experiment Metastasis)
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2.2.3. 위암의 orthotopic model 확립.

Ÿ 위암의 전이 마우스 모델을 확립하기 위하여 다음과 같은 model을 만들어서 실제적인 위암

의 전이 모델이 가능하게 하였음.

Fig. 3-1. 위암 전이 마우스 모델 모식도

Ÿ 이러한 mouse model을 이용하여, 위암의 전이에 미치는 galectin-3의 역할 뿐만 아니라, 다

양한 전이인자들을 이용하여, 위암의 전이를 조절하는 기전을 in vivo 실험을 통하여 확인

할 수 있는 하나의 방법을 제시함.

2.2.4. 위암환자 조직에서 전이 관련 인자 발현 변화 확인 및 예후에 관한 연구

Ÿ 본 연구팀은 획득한 위암환자의 위암조직과 위 정상조직을 이용하여 galectin-3 및 fascin-1

뿐만 아니라, PAR-1, MMP-1 등 기 확인된 cell motility 관련 gene의 발현을 RT-PCR을

통하여 확인하여 보았음. N은 정상조직을, T는 위암조직을 의미함. 이때, fascin-1, PAR-1

그리고 MMP-1의 mRNA 발현이 정상조직 시료에서 보다 위암조직 시료에서 증가한다면

이 증가 양상이 galectin-3의 증가 양상과 일치하는 지도 알아보았음 (Fig. 4-1, 4-2).

Fig. 4-1. 위암 환자 조직에서 galectin-3 와 fascin-1 발현 확인
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Table. 4-1. 위암 환자 조직에서 galectin-3 와 fascin-1 발현 양상 확인

Fig. 4-2. 위암 환자 조직에서 galectin-3 와 PAR-1 and MMP-1 발현 확인

Table. 4-2. 위암 환자 조직에서 galectin-3 와 PAR-1 and MMP-1 발현 양상 확인.

Ÿ 위 Fig. (4-1), (4-2)의 data는 이미 2010, 2011 년에 Gastroenterology, PLoS ONE 저널들을

통하여 publish 된 data 이다. 이러한 data 가 가지는 의미는 여러 가지로 생각해 볼 수 있

는데, 결국 이러한 환자 data를 기반으로 in vitro에서 진행되는 실험을 in vivo에서 좀 더

상세한 기전 연구를 할 수 있다는 것과 이러한 위암 조직을 가지는 위암환자의 예후를 좀

더 면밀히 살펴 좋지 않은 예후에 미치는 전이 인자들의 역할을 후향적 방법을 통하여 예

측 가능하다는 것임.
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3. 연구결과 고찰 및 결론

Ÿ Galectin 은 동물 렉틴(lectins)의 한 종류로 렉틴은 당 분자(sugar molecules)를 인식하고

세포 표면에 결합시키는 기능을 담당하고, 그 중 갈렉틴은 베타-갈락토사이드

(b-galactoside)를 인식하는 것으로 알려져 있음. 총 15개의 subfamily로 존재하는 galectin

family 중에서 galectin-3 는 chimera type으로 구조적인 특징과 다양한 역할로 인해 많은

연구팀에서 중점적으로 연구를 진행하는 molecule 임.

Ÿ 위암의 경우 우리나라에서 통계적으로 발병률이 가장 높은 호발암 종임에도 불구하고 위암

의 발암원인 및 전이등과 관련된 연구의 진척이 상당히 미흡한 실정임. 따라서, 본 연구팀

은 위암발암 및 전이에 관련된 연구를 위하여 galectin을 선택하여 위암의 전이조절에 관련

성 및 구체적인 기전을 연구하였음.

Ÿ 먼저, galectin-3의 세포내에서의 역할을 알아보기 위해 먼저 위암세포주 중 galectin-3 과

발현 세포주인 AGS에 galectin-3 siRNA를 transfection시켜 galectin-3의 발현을 감소시켰

음. 결과적으로 galectin-3 siRNA 처리하여 발현을 감소시키면 control 세포에 비해 세포의

성장이 감소하고 모양 또한 둥글게 변하는 것을 알 수 있었음. 또한, 이를 바탕으로 한

DNA microarray 결과에 따르면 galectin-3의 siRNA 처리에 의해 많은 수의 mRNA발현에

변화를 보였는데, 우리는 그 중 특히 cell motility에 관련된 gene을 선택하여 이를 중점적

으로 연구해 보고자 하였음.

Ÿ 특히 cell motility에 관련된 gene과 galectin-3와의 상관관계를 연구한 이유는 galectin-3가

암세포의 전이에 영향을 준다는 보고는 많이 되어 있고, 세포밖으로 발현된 soluble

galectin-3가 integrin에 binding 하여 integrin의 내부 신호 전달체계에 영향을 미쳐 이동에

영향을 준다는 보고가 있음. 그러나 그 이외에 암세포의 invasion이나 migration에 영향을

미친다는 구체적인 연구는 아직 보고되어 있지 않음. 그래서 우리는 세포내에서 발현되는

galectin-3가 세포의 invasion 및 migration에 어떻게 영향을 미치는지 또 그 mechanism에

대해 연구하였음.

Ÿ 먼저 galectin-3의 발현을 siRNA로 감소시킨 후 위암세포주의 migration을 측정하였음. 위

암 세포주 중 두 가지 AGS와 MKN-28을 선택, galectin-3의 siRNA로 발현을 감소시킨 결

과 control 세포에 비해 migration이 떨어지는 것을 관찰하였음. 그래서 affimatrix array 방

법으로 얻은 데이터를 바탕으로 galectin-3 siRNA 처리 후 변화된 migration 관련 유전자

들을 정리해 보았음. 이 결과, 암세포의 invasion에 관련이 있는 mmp-1과 mmp-3, HMMR,

NEO-1, F2R, FSCN1등이 galectin-3의 발현 감소에 의해 크게 감소됨을 알 수 있었음.

Ÿ 우리는 이중 FACN1에 관심을 가지게 되었는데, Fascin1은 세포의 migration을 유도하는

새로운 단백으로 actin의 assembly에 관여 actin filament의 움직임을 조절하여 세포를 이동

하게 만드는 molecule임. 다양한 실험을 통해 galectin-3가 beta-catenin과 interaction하여

beta-catenin 및 TCF-4의 활성을 조절하여 fascin-1의 발현을 조절하는 것을 보고하였음
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(Kim et al, 2010, Gastroenterology).

Ÿ 이와 더불어 galectin-3와 PAR-1, MMP-1 사이의 관계도 함께 증명하였음. galectin-3가

PAR-1과 MMP-1의 발현량을 조절하는데, 이때 PAR-1과 MMP-1의 promoter에 AP-1

complex가 주요하게 발현을 조절하는 것을 확인하였음. 또한 MMP-1은 그 발현 여부에 따

라 PAR-1의 활성화를 효과적응로 조절하여 결과적으로 위암의 전이에 관여하는 것을 알

수 있었음. 이러한 결과들을 바탕으로 하면 galectin-3는 다양한 transcription factor와

binding하여 cell motility에 관련된 gene의 발현량을 조절함으로써 cell motility에 주요하게

관여함을 알 수 있었음 (Kim et al, 2011, PLoS ONE).

Ÿ 또한 galectin-3의 point mutation으로 인한 암세포의 증식과 항암제의 내성에 대한 연구도

함께 진행하였는데, galectin-3의 64번 아미노산의 point mutation이 일어 났을대 암세포의

증식이 좀더 유도되며, 항암제에 대한 내성 또한 증가됨을 알 수 있었음 (Kim et al, 2011

Clinical & Experimental Metastasis).

Ÿ 이와 같은 연구 결과를 토대로 생각해 보면 galectin-3의 위암 내에서의 역할은 무궁무진

할 것이라 생각됨. 이와 같은 여러 가지 기능들을 효과적으로 기전연구를 통해서 밝히고 이

러한 기전 연구를 함께 네트워크를 형성하여 효과적으로 galectin-3를 조절하는 것 또한 필

요할 것이라 생각됨. 뿐만 아니라 이는 결국, 다른 암종에서도 전이 기전을 연구할 수 있

는 단초를 제공할 수 있으리라 생각됨.
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논문명
저자

(저자구분
1)
)

저널명(I.F.)
Year;

Vol(No):Page
구분2) 지원과제번호3)

Galectin-3 Facilitates Cell Motility in

Gastric Cancer by Up-Regulating

Protease-Activated

Receptor-1(PAR-1) and Matrix

Metalloproteinase-1(MMP-1).

전 경 희

(교신)

PLoS ONE

( 4.411 )

2011;
6(9):e25103.

국외

SCIE
0910150

Galectin-3 germline variant at

position 191 enhances nuclear

accumulation and activation of

β-catenin in gastric cancer

전 경 희

(교신)

Clinical &

Experimental

Metastasis

( 4.113 )

2011;
28:743–750

국외

SCI
0910150

Development of microRNA-145 for

therapeutic application in breast

cancer

전 경 희

(교신)

Journal of

controlled release

( 7.164 )

2011;
155(3):427-34.

국외

SCI
0910150

Reversible SUMOylation of

TBL1-TBLR1 regulates

β-catenin-mediated Wnt signaling

전 경 희

(공동)

Molecular cell

( 14.194 )

2011;
43(2):203-16. 국외

SCI
없음

Blocking the immunosuppressive axis

with small interfering RNA targeting

interleukin (IL)-10 receptor enhances

dendritic cell-based vaccine potency

전 경 희

(공동)

Clinical and

experimental

immunology

( 3.134 )

2011;
165(2):180-9.

국외

SCI
없음

Galectin-3 Enhances Gastric

Cancer Cell Motility by

Up-Regulating Fascin-1

Expression

전 경 희

(교신)

Gastroenterology

( 12.032 )

2010; 138:

1035-

1045

국외

SCI
0910150

Silencing of Galectin-3 Changes

the Gene Expressions and

Augments the Sensitivity of

Gastric Cancer Cells to

Chemotherapeutic Agents

전 경 희

(교신)

Cancer Science

( 3.846 )

2010;101(1)

94-102

국외

SCI
0910150

CD14 but not MD2 transmit signals

from DAMP

전 경 희

(제1)

Int.

Immunopharmacol

(2.325)

2010; 10(1):

98-106.

국외

SCI
0910150

Cytotoxic effects of novel

phytosphingosine derivatives,

including

N,N-dimethylphytosphingosine and

N-monomethylphytosphingosine, in

human leukemia cell line HL60

전 경 희

(공동)

Leukemia and

Lymphoma

( 2.492 )

2010; 51;

132-145

국외

SCI
없음

4. 연구성과 및 목표달성도

(1) 연구성과

가. 국내 및 국제 전문학술지 논문 게재 및 신청

1) 저자구분 : 교신, 제1, 공동

2) 구분 : 국내, 국내 SCI, 국내 SCIE, 국외, 국외SCI, 국외SCIE 등

3) 지원과제번호(Acknowledgement)

- 과제번호를 연차 표시(-1, -2, -3 등)를 생략하고 7자리로 기재하고, 과제와 관련성은 있으나

불가피하게 Acknowledgement가 누락된 경우에는 ‘없음’으로 기재
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논문명 저자 학술대회명 지역1) 지원과제번호

Galectin-3 Increases the Motility of

Mouse Melanoma Cells by Regulating

MMP-1 Expression

Yuan-Guo
Wang and
Kyung-hee
Chun

한국분자세포생물학회

추계학회
국내 0910150

Role of galeectin-3 on gastric cancer

metastasis
Kyung-hee
Chun

한국 분자세포생물학회

동계모임 (Blue ribbon)
국내 0910150

Role of galeectin-3 on gastric cancer

metastasis
Kyung-hee
Chun

Japanese Cancer

Association 2010
국외 0910150

Development of metastasis inhibitors

using gastrointestinal cancer metastatic

animal models

Kyung-hee
Chun

한국올리고핵산치료학회

(K-OTS)하계워크샵
국내 0910150

Modulation in Expression of Fascin-1

by Galectin-3 Effects on the Motility

of Human Gastric Cancer Cells

Seok-Jun
Kim and
Kyung-Hee
Chun

대한분자암연구학회 국내 0910150

up-regulation of protease-activated

recpetor-1 (PAR-1) by galectin-3 via

AP-1 activation in human gastric cancer

Seok-Jun
Kim, and
Kyung-Hee
Chun

Ingernational conference

on tumor

microenvironment:progre

ssion, therapy &

prevention

국외 0910150

구분
1)

특허명 출원인 출원국 출원번호

발명특허

Method for Screening Cancer

Therapeutic Agent Using

Galectin-3, GSK-3β and Fascin-1

전경희/ 김석준/

정택진/ 최일주/

이상진/ 이연수

PCT (미국,

캐나다, 호주)
12/901,337

발명특허

갈렉틴-3, ＧＳＫ-3β 및 파신-1을

이용한 암 치료제의 및 그의

스크리닝 방법{Method for screening

cancer therapeutic agent using

Galectin-3, GSK-3β and fascin-1}

전경희/ 김석준/

정택진/ 최일주/

이상진/ 이연수

대한민국
10-2010-00319
85

저서명 저자 발행기관(발행국, 도시) 쪽수 Chapter 제목, 쪽수
(공저일 경우)

나. 국내 및 국제 학술대회 논문 발표

1) 지역 : 국내, 국외

다. 산업재산권

1) 구분 : 발명특허, 실용신안, 의장등록 등

라. 저 서
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최종목표 연차별목표 달성내용
달성도(%)
연차 최종

Galectin-3

에 의해

발현이

조절되는

전이관련

인자에

관한 연구

1차년도

(2009)

galectin-3에 의한 전

이 관련인자의 발현

변화 및 기작 확인

이전의 기관 고유 과제를 통한

galectin-3의 발현 변화에 따른 전이 관

련인자의 candidate 으로 fascin-1,

PAR-1, MMP-1, Neo1, HMMR 선정

90 100
위암 전이 동물 모델

조건 탐색

위암 전이 동물 모델에 적합한 모델을

확립하기 위해 기본적인 정보조사 및 이

를 토대로 orthotopic 동물 모델을 확립

함

위암환자 조직 수집
위암 센터 최일주 선생님의 도움을 받아

위암 환자의 조직을 획득함

2차년도

(2010)

galectin-3에 의한 전

이 관련인자의 발현

변화 및 기작 확인

glaectin-3에 의하여 전이관련인자인

fascin-1의 지속적인 연구를 통하여 연

구 논문으로 발표함

90 100
위암 전이 동물모델

확립 및 동물 실험

기 확립한 위암 전이 동물 모델을 이용

하여 전이 인자의 발현 여부에 따른 변

화 양상을 실험을 통해 확인함

위암환자 조직 수집

및 realtime RT-PCR

조건 확립

galectin-3 및 다양한 전이 관련 인자들

의 발현 여부를 real-time PCR 그리고

RT-PCR을 통해 확인함

3차년도

(2011)

galectin-3에 의한 전

이 관련인자의 발현

변화 및 기작 확인

galectin-3에 의해 조절되는 전이 관련

인자 PAR-1, MMP-1 등의 상호 관계

및 기전 연구를 통하여 연구 논문으로

발표함

85 80

위암환자 조직에서

galectin-3의 발현 및

전이 관련 인자 발현

변화 확인

galectin-3 및 다양한 전이 관련 인자들

의 발현 여부를 확인하여 galectin-3와

실제적인 전이에 관련을 미치는지에 대

한 여부와 이 전이 인자들의 예후에 대

한 연구를 실시함

보고서명 정부정책 기여내용

마. 연구성과의 정부정책 기여

바. 기타연구성과

(2) 목표달성도

가. 연구목표의 달성도

나. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가
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평가의 착안점 자 체 평 가

연구 수행 3년 동안 얻은 결과들

을 효과적으로 정리 및 publish

하였으며, 이를 통해 차후 연구

과제를 진행하는데 어떤 점에 주

안을 둘 것인가?

Ÿ 다양한 전이인자와 galectin-3 사이에 상호관계 및

regulation이 존재하는 것을 여러 가지 실험을 통하

여 증명하였으며, 이를 다양한 저널에 published 하

였음. 하지만 아직도 하지 못한 실험들과 주제 들이

많기 때문에 향후 계속 적인 실험을 통하여

galectin-3와 다양한 전이 인자와의 관계를 지속적으

로 규명하여야 함.

Ÿ 현재까지는 단순히 galectin-3에 의해 발현이 조절되

는 부분만 초점을 맞추었음. 하지만 다양한 역할을

galectin-3가 위암에서 하고 있다는 부분들이 여러

실험을 통해 증명 되어 지고 있기 때문에 다방면의

study를 실시하여 효과적인 galectin-3의 기능을 규

명하고 이를 조절하기 위한 방법들에 대한 연구가

필요함.

Galectin-3를 regulation 함으로

써 효과적으로 위암 치료가 가능

할 것인가?

Ÿ galectin-3는 우리가 중점으로 보고한 전이 뿐만 아

니라, 항암제의 내성을 유발하는 부분에서도 주요하

게 관여하며, apoptosis, cell proliferation 등 다양하

게 영향을 미치는 것을 확인 되었고, 이는 다양한

journal에서 보고하였음. 이에 그 중심에 galectin-3

이 존재하는 것은 가능성이 있지만, 확실하게 증명

하지는 못하였음. 이는 환자 데이터들과 여러 임상

연구를 통하여 향후 계속적으로 지속시켜 나가야 할

숙제라 생각됨.

Ÿ galectin-3에 의해 암세포의 전이가 감소된 다는 것

은 이미 알려진 통설이었으나 구체적으로 전이 및

혈관신생에 관한 인자들이 galectin-3에 의해 영향을

받는 다는 것은 거의 알려져 있는 것이 없음. 그렇

기에, 이와 관련 인자들과 galectin-3의 상호관계 및

작용을 연구하여 어떠한 인자들이 어떤 mechanism

으로 작용하는지 구체적으로 연구를 지속하여, 어느

부분에서 galectin-3가 관여하며 어떤 route를 통하

여 이를 target 해야 효과적인 위암 치료가 가능한지

도 계속적으로 증명해 나가야 할 것이라 생각됨.

Ÿ 또한, 과제 통해 본 연구팀은 기초적인 galectin-3의

전이 조절 기전을 보고하였다 생각하며, 이를 바탕

으로 한 향후 전반적인 전이기전 연구와 in vivo 상

태에서의 galectin-3에 대한 연구를 지속해 나갈 수

있으리라 생각됨.
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5. 연구결과의 활용계획

(1) 연구종료 2년후 예상 연구성과

구 분 건 수 비 고

학술지 논문 게재 3

Cancer research (8.234)

International journal of cancer (4.926)

EMM (2.403)

산업재산권 등록

기 타

(2) 연구성과의 활용계획

Ÿ 위암은 우리나라에서 발병률이 1위임에도 불구하고, 아직까지 잘 알려져 있지 않는 위암의

전이 과정에 미치는 다양한 기전연구가 활발히 이루어 지지 않고 있는 것이 사실임. 이에

따라, 전이과정을 연구함으로서 위암의 전이과정에 대한 분자 생물학적인 이해 및 신지식

창조를 목표로 하였으며 향후 이 연구를 통해 기초적인 위암의 전이기전에 대한 자료가 될

수 있으리라 생각됨.

Ÿ 특히, 위암의 경우 조기 발견시 생존율이 높으나 다른 장기로의 전이가 발견되면 현저히 생

존율이 감소하는 암종으로 위암에서 과발현 되어 있는 galectin-3와 위암의 전이 기전 연구

는 임상적으로도 큰 가치가 있다고 사료됨.

Ÿ 그렇기 때문에, 본 연구는 위암의 전이 과정 중에서 galectin-3의 발현 및 역할을 연구하여

위암의 전이과정을 규명하고 위암의 전이를 예측할 수 있는 예후인자를 발굴하는 것을 목

표로 하여 실험을 진행하였으며 이를 통해 많은 부분에서는 galectin-3와 다양한 전이 인자

와의 기전을 규명하였다 사료됨.

Ÿ 더불어, galectin-3에 의한 세포반응의 신호전달체계 및 단백질 간의 긴밀한 상호작용을 이

해함으로써, 위암의 전이를 예측할 수 있는 예후 인자를 발굴함에 도움을 줄 것이라 생각되

며, 이는 또한 새로운 개념의 항암제 개발에의 기초 자료로서 활용될 수 있다고 사료됨.
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7. 첨부서류

(1) 연구과제와 관련된 과제책임자의 대표적 논문 4편의 초록페이지 사본
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