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ABSTRACT

Background: Angiogenesis mediated by VEGF constitutes a new target for anti-cancer 
therapy which has explored through different ways of intervention aiming at the blocking 
of the tumoral angiogenesis. In the present study, we developed the assays by which 
efficacies of anti-VEGF inhibitor candidates are evaluated at the various levels. Methods 
& Results: First, we developed two sandwich ELISAs using coated anti-VEGF Ab and 
soluble Flt-1 receptor fusion protein (sFlt-1/Fc). As low as 200 pg/ml of hVEGF diluted 
in human sera was detectable by these assays. In addition, we found that VEGF inhibitors 
(2 μg/ml of either anti-VEGF Ab or sFlt-1/Fc) completely block 5 ng/ml VEGF in 
these ELISAs. Subsequently, two bioassays, wound healing and HUVEC tube formation 
assays, revealed that anti-VEGF Ab (1 μg/ml) & sFlt-1/Fc Ab (1 μg/ml), or SU5416 
(VEGFR tyrosine kinase inhibitor, 1 μM) prevents the activity of VEGF (1∼10 ng/ml). 
Finally, secretion of MMP-9 by VEGF-stimulated macrophages was abolished by 
treatment of anti-VEGF Ab (1 μg/ml) in gelatin zymography. Conclusion: ELISAs 
together with bioassays developed in this study are appropriate for evaluation of the 
efficacy of inhibitors of VEGF. (Immune Network 2007;7(4):203-208)
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서      론

신생혈관형성이란 기존의 혈관으로부터 새로운 모

세혈관이 형성되는 과정을 말하며, 이러한 과정이 종

양의 성장 및 전이에 중요하다고 알려지면서, 신생혈

관형성 제어 의약품을 개발하고 평가할 필요성이 대

두 되었다(1). Vascular endothelial growth factor (VEGF)
는 신생혈관 촉진인자로서, 내피세포의 이동, 증식 등

에 관여하고(2), 혈관 내피세포막에 존재하는 VEGF 

receptor (VEGFR)의 활성화를 통해 작용한다고 알려져 

있다(3,4). 
VEGF/VEGFR 신호억제는 항암치료를 위한 대표적

인 전략으로 주목 받고 있다. 대표적인 예로 Bevacizu-
mab는 2004년 미국 식품의약국(FDA)으로부터 혈관신

생 제어기작에 의한 항암제로 승인받은 anti-VEGF 단
클론항체로서 대장암(5), 폐암(6) 치료에 사용되고 있

으며, VEGFR 신호전달을 방해하는 multikinase inhibi-
tor인 sorafenib와 sunitinib는 신장암 치료(2006년 FDA 
승인)에 효과적인 것으로 보고되었다(7,8). 최근에는 

경구용 VEGFR-2 tyrosine kinase inhibitor인 AZD2171은 

전이된 말기암 환자에 대해 임상 효과가 있다고 보고

되었다(9). 이와 같은 맥락에서 수용성 VEGFR을 사용

하여 폐암 세포의 증식을 억제할 수 있음이 밝혀진 
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Figure 1. Detection of human 
VEGF by developed ELISAs. (A) 
Plates were coated with anti-VEGF 
mAb (3 μg/ml) in sodium bicar-
bonate buffer (pH 9.2). VEGF was 
diluted in 10% human serum or 
0.5% gelatin. Biotin-labeled anti- 
hVEGF Ab (0.5 μg/ml) was used 
as the detecting Ab. This ELISA 
named Ab ELISA. (B) Plates were 
coated with soluble Flt-1/Fc (2 μg 
/ml) in sodium bicarbonate buffer. 
The rest of steps were the same as 
those described in Panel A. This 
ELISA named receptor ELISA. Data 
are averages of duplicate samples.

바도 있다(10). 이와 같이 VEGF의 발현 억제를 통해 

항암 작용을 증대시키는 전임상적, 임상적 연구가 활

발히 진행되고 있으나, 현재 이 의약품 들의 효능을 

체계적으로 검증할 수 있는 표준 가이드라인이 확립

되어 있지 않은 실정이다.
본 연구에서는 항암 치료 목표로 개발 중인 VEGF의 

작용 제어 의약품을 개발하는데 필요한 효능 평가를 

위해 VEGF를 정량하고 VEGF inhibitor 의약품을 평가

하는 적절한 방법을 개발하고자 하였다. 본 연구를 통

해 anti-VEGF 단클론항체, 수용성 VEGF receptor, 그리

고 tyrosine kinase inhibitor의 효능을 검증하는 면역화

학정량법과 바이오정량법을 성공적으로 개발하였다. 

재료 및 방법

항체 및 시약. 재조합 사람 VEGF 165, anti-human 
VEGF mAb, 재조합 사람 VEGF 수용체인 수용성 Flt-1/Fc 
chimera, biotinylated anti-human VEGF Ab는 R&D system 
(Minneapolis. MN, USA)에서 구입하였고, SU5416 (kinase 
inhibitor)은 Sigma (St. Louis. MO)로부터 구입하였다.
세포 및 세포 배양 조건. 마우스 monocyte cell line인 

WEHI3와 마우스 melanoma cell line인 B16-F1의 증식 

및 유지를 위한 기본 배양액으로 10% FBS, penicillin 
(100 U/ml)/streptomycin (100 μg/ml)을 포함하는 DMEM
을 사용하였으며 5% CO2, 37oC의 95% 습도가 유지되

도록 하였다. Human umbilical vein endothelial cell 
(HUVEC)은 제대혈로부터 collagenase를 처리하여 분리

하였으며(11), 2∼7 계대 내피세포만을 실험에 사용하

였다. 이들은 기본 배양약으로 20% FBS, penicillin (100 
U/ml)/streptomycin(100 μg/ml), 3 ng/ml bFGF (Upstate 
Biotechnology, Lake Placid, NY), 5 unit/ml heparin을 포함

하는 M199 배지(Invitrogen, Carlsbad, CA)를 사용하여 

5% CO2, 37oC의 95% 습도가 유지되도록 하였다.
VEGF ELISA. 사람 VEGF의 양을 측정하기 위하여 

ELISA 방법을 정착시켰다. 첫 단계로 sodium bicarbonate 
buffer (PH 9.2)에 anti-human VEGF Ab (3 μg/ml) 또는 

soluble Flt-1/Fc (sFlt-1/Fc, 2 μg/ml)을 희석하여 96-well 
U bottomed polyvinyl plate (Falcon, Becton Dickinson & 
Co., Oxnard, CA)에 50 μl 씩 코팅한 후 4oC에서 over-
night시켰다. 0.01 M PBS+0.05% Tween 20 (PBST)로 세 

번 세척한 후 1% gelatin 100 μl로 37oC에서 1시간 동

안 blocking시켰다. 다시 PBST로 세 번 세척한 후, 재
조합 사람 VEGF 표준용액과 각 시료를 0.5% gelatin에 

희석하여 well당 50 μl씩 넣고 37oC에서 1시간 동안 

반응시켰다. 다시 PBST로 세 번 세척한 후, 0.5% gela-
tin에 biotinylated anti-human VEGF Ab를 0.5 μg/ml로 

희석하여 well 당 50 μl씩 넣고 37oC에서 1시간 동안 

반응시켰다. PBST로 세 번 세척하여 horseradish perox-
idase conjugated avidin을 1：2000으로 희석한 후 well 
당 50 μl씩 넣고 37oC에서 1시간 동안 반응시켰다. 
PBST로 세 번, 3차 증류수로 세 번 세척한 후, 기질인 

0.2 mM 2,2-azino-bis (3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonic acid 
(ABTS)를 50 μl씩 넣고 약 10∼30분간 반응시킨 후, 
ELISA reader VERSAmax (Molecular Devices. Sunnyvale, 
CA, USA)를 이용하여 405 nm 파장에서 흡광도를 측
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Figure 2. Evaluation of efficacy of VEGF inhibitors by developed 
ELISAs. General protocols for Ab ELISA (A) and receptor ELISA (B) 
were as described in Figure 1. VEGF (5 ng/ml) was pre-incubated 
with either anti-VEGF Ab or sFlt-1/Fc at the concentrations of 
0.02, 0.1, 0.5, and 2 μg/ml prior to adding to plates. In this, 
anti-TGF-β1 Ab (1 μg/ml) was prepared for Ab negative control.

Figure 3. Effects of VEGF inhibi-
tors on VEGF-induced wound heal-
ing activity. Wound healing assay 
was performed using B16-F1 cell 
line. Cells (3×10

5
 /well) were incu-

bated with VEGF (10 ng/ml), an-
ti-VEGF Ab (1 μg/ml), sFlt-1/Fc 
(1 μg/ml), and SU5416 (1 μM) 
in 24-well plates as indicated. Wo-
und healing was determined with 
a light microscope (×100) after 3 
day incubation. Arrows indicate 
start line.

정하였다.
상처 치유법(Wound healing). 기본적인 방법은 본 연

구실에서 정착된 방법에 따랐다(12). 마우스 melanoma 
cell line인 B16-F1 세포를 3×105 cells/well의 농도로 24- 
well plate (Becton Dickinson, San Jose, CA)에 배양하였

다. 세포가 전면을 덮었을 때 1000 μl tip으로 긁어 

상처를 낸 후 PBS로 2번 세척하여 떨어진 세포들을 

제거하였다. 시료(rhVEGF, anti-human VEGF Ab, sFIt-1, 
SU5416)가 혼합된 1% FBS DMEM 배지를 세포에 넣어

준 후 2∼3일간 배양하였고, 매일 새로운 배지로 교체

해 주었다. 배양이 끝난 후 광학 현미경(×100)으로 상

처가 치유되는 정도를 관찰하였다.
관 형성 정량법(Tube formation assay). HUVEC을 1% 
FBS가 포함된 M199 배지로 교체하여 6시간 동안 star-
vation 시키고, 24-well plate에 ice-cold Matrigel (BD Bio-
science)을 250 μl씩 넣은 후 37oC에서 30분간 굳혔다. 
Starvation이 끝난 후에 1×105 cells/well로 세포의 농도

를 맞추고, 시료(rhVEGF, anti-human VEGF Ab, sFIt-1, 
SU5416)가 혼합된 1% FBS M199 배지를 넣어주었다. 
12시간 동안 배양한 뒤 광학 현미경(×100)으로 관 형

성 정도를 관찰하였다.
Gelatin zymography. WEHI3 세포를 2×106 cells/ml의 농

도로 6-well plate에 넣어주고, 시료(VEGF, anti-human 
VEGF Ab)가 혼합된 1% FBS DMEM 배지에서 48시간 

배양하였다. 세포 배양액을 거두어 substrate gel sample 
buffer와 혼합한 후 1∼1.5% gelatin이 포함된 10% SDS 
polyacrylamide gel에서 전기영동을 실시하였다. Gel을 

2.5% Triton X-100으로 세척하고, 10 mM CaCl2, 0.15 
M NaCl, 50 mM Tris (PH 7.5), 0.02% NaN3 (w/v)를 포함

하고 있는 배양 완충액에 넣고 37oC에서 12∼24시간 

배양하였다. Coomassie Blue로 30분∼1시간 염색한 후 

20% ethanol, 5% acetic acid를 포함하는 탈색 완충액으
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Figure 4. Effects of VEGF and VEGF inhibitors on tube formation by HUVECs. Cells (3×10
5
 /well) were seeded in 24-well plates 

coated with Matrigel and treated with VEGF (5 ng/ml). Tube formation was determined with a light microscope (×100) after 12 h 
incubation. To neutralize VEGF, different doses of inhibitors as indicated were pre-incubated with VEGF for 1 h at 37oC.

로 처리한 후 밴드를 관찰하였다.

결과 및 고찰

VEGF ELISA개발 및 평가. 본 연구에서는 신생혈관형

성 억제제에 대한 효능 평가법을 개발하고자 하였다. 
앞으로 시판될 신생혈관형성 억제제는 종양의 종류

에 상관없이 적용성이 있고, 또한 신생혈관 형성 관련 

질병에도 적용할 수 있기 때문에 이에 대한 적절한 

효능 검사법이 필요한 실정이다. 먼저 본 연구에서는 

신생혈관형성에 지대한 영향을 미치는 VEGF를 민감

하고 간편하게 정량할 수 있는 항체 코팅 ELISA를 개

발하였다(이하 Ab ELISA라 지칭). 최종적으로 sand-
wich 방식으로 정착된 ELISA의 모식도는 Fig. 1A에 나

타냈다. 이 Ab ELISA는 200 pg/ml 정도의 민감도를 보

였다. 실제로 VEGF를 정량할 때 사람의 혈청에 포함

된 VEGF 양을 정량하여야 함으로 본 연구에서는 10% 
혈청에 희석된 VEGF를 측정하였다. 그 결과, 일반적

으로 사용하는 0.5% 젤라틴 희석액을 사용한 경우와 

유사한 민감도로 VEGF가 검출되었다. 따라서 개발된 

Ab ELISA는 실제 시료 속에 존재하는 VEGF를 민감하

게 정량할 수 있음을 보여준다. 본 연구진은 활성화된 

대식세포에서 500 pg/ml 정도의 VEGF가 분비됨을 관

찰한 바 있다(12). 그러므로 본 연구에서 개발된 Ab 
ELISA는 생리적으로 분비되는 VEGF를 측정할 수 있

는 민감도를 갖추었다고 여겨진다. 다음은 좀더 생리

학적으로 의미있게 VEGF를 정량하기 위해 코팅 항체 

대신에 수용성 VEGF 수용체로 코팅한 ELISA (이하 re-
ceptor ELISA라 지칭)를 개발하였다. 이에 대한 정량과
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Figure 5. Effect of VEGF and VEGF inhibitors on MMP-9 ex-
pression by WEHI3 cells. Cells (2×10

6
) were incubated with VEGF 

(10 ng/ml) for 48 h. The conditioned media were collected and 
MMP-9 activity was analyzed by gelatin zymography. To neutra-
lize VEGF, anti-VEGF Ab (0.5 and 1 μg/ml) was pre-incubated 
with VEGF for 1 h at 37oC.

정 모식도는 Fig. 1B에 제시하였다. 최종적으로 정착

시킨 receptor ELISA는 Ab ELISA와 비슷한 민감도(≈ 
200 pg/ml)를 보였다(Fig. 1B). 10% 혈청 희석액에 포함

된 VEGF 양도 0.5% 젤라틴 희석액을 사용한 경우와 

유사하게 검출되었다. Receptor ELISA는 VEGF 수용체

(Flt-1)에 결합한 VEGF를 측정하므로 Ab ELISA보다 좀

더 효용성이 있다고 볼 수 있다.
다음 단계에서는 실제로 본 연구에서 평가하고자 

하는 신생혈관형성 억제제인 anti-VEGF Ab와 수용성 

VEGF 수용체(sFlt-1/Fc)의 VEGF의 제어 효과를 위에서 

개발된 두 가지의 ELISA로 조사하였다. Fig. 2A에서 

나타낸 바와 같이 anti-VEGF Ab의 사용 농도가 증가

함에 따라 Ab ELISA 값(410 nm에서의 흡광도 값)이 

더욱 떨어졌다. 특기할 점은 20 ng/ml의 anti-VEGF Ab
도 의미있게 VEGF에 의한 흡광도를 낮추었다는 사실

이다(약 46% 감소시켰음). 병행하여 실시한 sFlt-1/Fc
도 사용농도가 증가함에 따라 VEGF에 의한 흡광도가 

점점 낮아졌다(Fig. 2A). 그런데 이 경우, 0.5 μg/ml의 

농도에서 흡광도를 40% 정도 감소시켰다. 이와 같은 

결과는 똑 같은 양의 VEGF를 중화시키기 위해서는 

anti-VEGF Ab보다 훨씬 많은 양의 수용성 VEGF 수용

체가 요구됨을 보여준다. 한편, receptor ELISA에 대해 

똑 같은 실험을 실시한 바 Ab ELISA 결과와 일치하는 

유형의 결과를 획득하였다(Fig. 2B). 이상의 결과는, 
VEGF 억제제의 효능 평가에 receptor ELISA가 적합함

을 다시 한번 보여준다.
바이오정량법을 통한 VEGF 억제제 평가. 위에서 개

발되어 정착된 ELISA, 특히 receptor ELISA는 간편성, 
경제성, 높은 민감도 등 VEGF 억제제의 효능을 평가

하는데 장점을 갖고 있다. 그러나 이 방법 만으로는 

생체 내에서 실제로 내피세포에 영향을 미치는 VEGF 
억제제의 효능을 완벽하게 평가했다고 볼 수 없다. 왜
냐하면 이미 언급한 바와 같이 receptor ELISA에서는 

개선된 면이 있지만 근본적으로 ELISA는 VEGF의 생

물학적인 작용이 아니라 면역화학적인 반응을 확인

하는 방법이기 때문이다. 따라서 VEGF의 생물학적인 

작용을 조사하여 ELISA 결과와의 상관관계를 밝힐 필

요가 있다. 본 연구에서는 몇 가지 바이오정량법을 통

해 이와 같은 관점에 대해 구체적으로 살펴보았다. 
VEGF는 상처치유(wound healing) 과정의 여러 단계

에서 광범위하게 발현되어 이 과정을 촉진시킨다고 

알려져 있다(13). 먼저 본 연구에서는 상처치유에 대

한 VEGF 효과를 앞서 보고된 방법으로 조사하였다

(14). Fig. 3에서 보듯, VEGF (10 ng/ml)을 처리한 경우 

3일 후에 세포가 제거된 공간이 완벽하게 복구되었

다. 이 때 VEGF 억제제로 사용된 anti-VEGF Ab (1 μ
g/ml), sFlt-1/Fc (1 μg/ml), and SU5416 (receptor kinase 

inhibitor, 1 μM)는 거의 VEGF를 처리하지 않은 control 
수준으로 상처치유를 억제하였다. 나아가, VEGF의 

대표적인 생물학적인 기능인 관 형성(tube formation)
에 대해 조사한 바, 5 ng/ml의 VEGF는 관 형성 현상을 

보였으며, VEGF 억제제로 사용된 anti-VEGF Ab, sFlt-1 
/Fc, 그리고 SU5416는 이 관 형성을 억제하였다(Fig. 4). 
구체적으로 보면, anti-VEGF Ab의 경우 0.5 μg/ml 농
도에서, sFlt-1/Fc의 경우 1 μg/ml 농도에서, 그리고 

SU5416의 경우 0.5 μM 농도에서 VEGF를 처리하지 

않은 control 수준의 관 형성 정도를 보였다. 이상의 

두 가지 바이오정량법을 통한 조사를 통해 사용된 

VEGF 억제제가 VEGF의 생물학적인 기능을 제어할 

수 있음을 확인하였고, 그 억제 유형은 ELISA 결과와 

비슷함을 알 수 있었다. 그러나, 두 가지 바이오정량

법의 경우 VEGF 검출 민감도는 ELISA 보다 훨씬 낮았

다(VEGF 민감도, Ab ELISA vs. bioassays：0.1∼0.6 ng/ml 
vs. 5∼10 ng/ml). 따라서 VEGF 양을 진단 목적으로 사

용한다면 bioassay 보다는 ELISA가 10배 정도 민감도가 

우수함을 보여준다. 마지막으로 마우스 대식세포주

에 대한 VEGF의 영향을 조사하였다. 대식세포는 신

생혈관형성에 관여하는 MMP-9을 발현하며(15), 또한 

본 연구진도 최근에 TGF-β1과 VEGF로 마우스 대식

세포주인 WEHI3를 자극하였을 때 MMP-9이 분비됨

을 관찰한 바 있다(12). 이 시스템을 사용하여 anti- 
VEGF Ab의 중화효과를 조사한 바, 1 μg/ml 농도에서 

활성형의 MMP-9 단백질의 발현을 억제하였다(Fig. 5). 
이와 같은 결과는 앞에서 기술한 두 가지 바이오정량

법의 결과와 일치한다. 따라서, VEGF에 의한 대식세

포주의 MMP-9의 발현과 이에 대한 anti-VEGF Ab의 

중화효과는 실제로 VEGF의 작용을 제어하였을 때 생

체 내에서 신생혈관형성을 억제하는 한 가지 기작을 

보여준다고 볼 수 있다.
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결      론

본 연구를 통해 현재 임상실험 또는 시판 중인 3가
지 유형의 신생혈관형성 억제제의 효능을 평가할 수 

있는 방법을 제시하였다. 즉, 본 연구에서는 신생혈관

형성 억제제의 임상적인 효능에 대해 조사하고자 한 

것이 아니고, 면역화학적인 방법과 바이오정량법을 

통해 개발 중인 신생혈관형성 억제제의 효능을 평가

할 수 있는 방법론을 모색하였다. 특히 본 연구에서 

고유하게 개발된 receptor ELISA는 기존의 Ab ELISA에 

버금가는 민감도와 재현성, 그리고 바이오정량법의 

장점을 일부 갖고 있다. 이 방법을 상처치유, 관 형성 

등의 바이오정량법과 병행한다면 항암 또는 신생혈

관형성 관련 질병 치료 의약품 개발에 중요한 도구로 

사용될 것으로 기대된다.
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