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ABSTRACT Most tumors are believed to overexpress several receptors, and small peptides targeting these receptors 
were developed for diagnosis and tumor therapy during past decade. Here we report that fibroadenoma 
can be visualized by bladder cancer specific peptide. A 9-mer bladder cancer specific peptide, which was 
discovered from the phage display method, was synthesized by peptide synthesizer, and additional ty-
rosine was conjugated at the N-terminal for radioiodination (Y-BP). Y-BP was radiolabeled with 131/124I us-
ing Iodogen tube. The rat treated with N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine for 8 weeks was allowed to 
grow until large size tumor was developed under axilla. The tumor model was microPET imaged sequen-
tially using [18F]FDG and radioiodinated 124I-Y-BP. The tumor was excised and examined by immunostain-
ing studies. Radioiodinated 124I-Y-BP was purified using fast protein liquid chromatography (FPLC) in > 
90% radiochemical purity. The whole tumor was well visualized by [18F]FDG with several intense focal up-
take within tumor. The tumor was also clearly seen with 124I-Y-BP at 4 h post-injection, and to our surprise 
the tumor uptake of 124I-Y-BP lasted up to three days. The tumor was diagnosed histologically as a fi-
broadenoma derived from mammary gland. In conclusion, the bladder cancer specific peptide showed the 
good potential as a new radiotracer for the detection of breast fibroadenoma.
J Radiopharm Mol Probes 1(1):38-45, 2015
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Introduction

섬유선종은 유방 종양 중 가장 흔한 양성 종양으로 30

대 이하의 여성 그 중에서도 유방암의 가족력이 있는 여

성에서 더 많이 발생하는 것으로 알려져 있다. 이 중 약 

4% 가량은 거대 혹은 연소성 섬유선종을 형성한다(1,2). 

간혹 크기가 큰 섬유선종을 방치했다가, 나중에 빨리 자

라고 재발이 많은 엽상종양으로 변할 수도 있다. 이러한 

섬유선종은 악성종양과 달리 생명에는 크게 지장을 주지 

않기 때문에 악성종양과 쉽게 구분할 수 있다면 진단에 

있어 매우 유익할 것으로 생각된다(3-6).

기존 임상에서도 종양의 진단에 널리 쓰이고 있는 fluo-

rine-18 fluoro-2-deoxy-D-glucose ([18F]FDG) 양전자방출단

층촬영(positron emission tomography, PET) 영상은 포도당 

유사체인 FDG가 포도당 운반체에 의해 세포로 운반되고, 

포도당과 다르게 더 이상 포도당의 일반적인 대사과정을 
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거치지 않아 세포에 축적되는 현상을 이용한 것이다

(7,8). 하지만 일반적으로 포도당 대사과정이 활발한 것

으로 알려진 뇌, 갈색지방조직, 심장에서 높은 섭취율을 

보여 주어 영상을 판독하는데 있어 어려움이 따른다

(9,10). 또한 18F의 상대적으로 짧은 반감기(110분)로 인해 

장시간 동안 종양에 대한 관찰이 불가능하고, 비선택적

인 장기로부터 배출되는데 충분하지 못한 시간으로 인해 

역시 영상의 판독에 있어 어려움을 가중시키는 단점이 

있다.

종양의 진단에 있어 다양한 특징들을 대상으로 하는 

연구들이 진행되고 있다. 특히 대부분의 종양은 다양한 

수용체를 과발현하는 것으로 알려져 있다. 과거 10년 동

안 이러한 수용체를 표적화하는 작은 펩타이드를 이용하

여 종양의 진단과 치료에 응용할 수 있도록 많은 발전을 

거듭해 왔다(11-16). 펩타이드를 기반으로 한 방사성의약

품의 경우 단백질이나 항체를 기반으로 한 방사성 의약

품과는 다른 장점을 가진다. 크기가 작아 피나 표적화 하

지 않는 장기로부터 배출 속도가 빠르고 종양에 대한 투

과력이 높으며, 인위적으로 원하는 배열을 가지는 펩타

이드의 합성이 용이하고 생체 내 낮은 면역원성을 보여

준다(13). 또한 동위원소를 이용한 표지 조건하에서 안정

한 이유 등으로 인해 펩타이드를 이용한 방사성의약품은 

종양을 진단하는데 있어 유용하게 쓰일 수 있을 뿐만 아

니라, 펩타이드를 나노입자와 결합시킴으로써 방사성동

위원소를 이용한 핵의학 영상뿐 아니라 자기공명영상 

(MRI)이나 컴퓨터단층촬영(CT)을 동시에 얻을 수 있는 

다중영상이 가능하고 더 나아가 치료에도 넓게 응용할 

수 있는 장점을 가진다(17).

최근에 방광암에 특이적인 작은 펩타이드를 본 연구팀

에서 파지 디스플레이 펩타이드 라이브러리 방법으로 선

별하였다(18). 이렇게 선별된 방광암 특이적 펩타이드를 

방사성요오드화하여 방광암에 대한 특이적 진단을 성공

적으로 실시하였다(19). 그런데 이러한 실험과정 중에 기

대하지 않았던 유선의 섬유선종에 대한 특이적 표적화를 

관찰할 수 있었다.

이번 연구에서는 방사성요오드인 131I을 방광암 특이적 

펩타이드에 표지한 후 영상 전 연구를 진행하였고, 그 결

과를 바탕으로 PET 핵종인 124I를 방광암 특이적 펩타이

드에 표지한 후 이를 이용하여 유방 섬유선종을 진단할 

수 있는 방사성의약품으로서의 가능성을 검증하였다.

Materials and Methods

1. 기기 및 재료

펩타이드 표지를 위한 Iodogen 튜브는 Pierce Biochemical 

Co. (Rockford, IL, USA), 131I 용액은 Korea Atomic Energy Research 

Institute (KAERI, Daejeon, Korea)으로 부터 구입하였다. 사

이클로트론(KIRAMS MC50, Korea Institute of Radiological 

Medical Sciences, Seoul, Korea)을 이용하여 생산된 124I 용

액을 공급받았으며, 인산완충식염수(PBS)와 혈청 내 안정

성 실험을 위한 소태아혈청(FBS)은 Hyclone (South Logan, 

UT, USA)으로부터 구입하였다. 섬유선종 동물 모델은 생

후 7주령의 암컷 흰쥐(Fischer 344 rat)를 사용하였으며 Orient 

Bio Inc. (Seongnam, Korea)로부터 구매하였고, 양전자방출단층

촬영(microPET) 장치(R4 Rodent Model, Concorde Microsystem 

Inc., Knoxville, TN, USA)를 이용하여 스캔을 실시하였다.

2. 펩타이드

Cys-Ser-Asn-Arg-Asp-Ala-Arg-Arg-Cys (CSNRDARRC, 모

두 왼쪽 회전성 이성질체) 아미노산 서열을 가지는 방광

암 특이적 펩타이드는 표준 Fmoc 방법을 통해 합성되었

다. 레진으로부터 결합을 끊기 전에 아미노(NH2) 말단 부

분에 타이로신 잔여물을 접합하여 주고, 말단의 두 시스

테인 잔여물을 이용해 이황화 결합으로 고리화시켜 주었

다. 그리고 나서 고속 단백질 액체크로마토그래피(GE 

Healthcare Life Sciences, South Logan, UT, USA)로 정제하여 

주고, 액체크로마토그래피 질량분석기로 합성된 펩타이

드(Y-BP)를 확인하였다.

3. 방사성표지 실험

방광암 특이적 펩타이드는 Iodogen 튜브를 이용하여 
131I 와 124I 로 표지하였다. 우선 Iodogen 튜브에 80 μL의 

PBS를 넣어주고 필요한 양의 131/124I을 넣어준다. 그리고 

나서 20 μL의 물에 녹아져 있는 20 μg의 펩타이드를 넣어

주고 15분간 실온에서 약하게 저어준다. Iodogen 튜브안

의 혼합물은 0.22 μm 주사기 필터(Millipore, Billerica, MA, 

USA)를 통과하였다. 표지 수율은 이동상으로 10% 아세트

산암모늄:메탄올(3:7)을 사용하고, 고정상으로 실리카 플

레이트를 사용하여 방사선 얇은 막 크로마토그래피 

(radio-TLC) 이미지 스캐너(Bioscan Inc., Washington DC, 



Yeong Su Ha, et al

40    J Radiopharm Mol Probes Vol. 1, No. 1, 2015

Figure 1. Chemical structure of Y-BP and 131/124I-Y-BP.

USA)를 통해 확인하였다. 표지된 펩타이드(131/124I-Y-BP)는 

고속 단백질 액체크로마토그래피를 사용하여 정제하였

다. 역상 Shiseido Capcell Pak C18 컬럼(5 μm, 4.6 × 150 

mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA)에 용매 A (0.1% TFA 

in water) 97%와 용매 B (0.1% TFA in acetonitrile) 3%로

부터 용매 A 20%와 용매 B 80%로 30분 동안 선형변화

로 분당 1 mL씩 흘려 보내주었고, UV 스펙트로그램은 

220 nm 파장대를 사용하였다. 분리한 정제물은 최고 

40°C의 수조에서 진공회전농축기를 사용하여 농축시킨 

후 생리식염수로 희석하여 in vitro와 in vivo 동물 실험

에 사용하였다.

4. 혈청 내 안정성 테스트

방사표지 된 펩타이드 50 μL (3.7 MBq)를 450 μL의 PBS

와 FBS에 넣고 37°C에서 5시간 동안 약하게 흔들어주며 

안정성을 확인하였다. 흔들어준 지 0, 1, 2, 3, 4, 5시간이 

지나고 방사선 얇은 막 크로마토그래피 이미지 스캐너를 

사용하여 온전한 방사표지 된 펩타이드의 상대적인 양을 

확인하였다. 방사선 얇은 막 크로마토그래피 조건은 앞서 

언급한 방법과 동일한 조건에서 진행하였다.

5. 섬유선종 동물 모델

동물에 관련된 모든 절차 및 실험은 경북대학교 동물

실험윤리위원회로부터 승인을 받은 후 지침에 따라 수행

하였다(승인번호: 2014-0040). Fischer 344 흰쥐(7주령, 암

컷)가 마시는 물에 N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine이 

0.05%가 되게 녹여 8주간 경구를 통해 섭취하게 하였다. 

처음 0.05%의 N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine이 녹

아있는 물을 섭취한 후 약 70주 가량 지난 뒤 2마리에서 

유선 가까운 부근에 종양이 자라기 시작하였다.

6. MicroPET 영상

섬유선종 동물 모델에게 18.5 MBq의 [18F]FDG를 꼬리

정맥으로 주사하여, 40분 후에 microPET 스캐너를 이용하

여 20분간 영상을 획득하였다. 영상을 얻는 동안 실험 동

물은 이소플루오란과 산소의 혼합 가스로 마취하였으며, 

배와위 자세로 고정하여 영상을 획득하였다. [18F]FDG 영

상 하루 후에 동일한 섬유선종 동물 모델에게 9.25 MBq

의 124I-Y-BP를 꼬리정맥으로 주사하여 5, 19, 72시간 후에 

[18F]FDG 영상과 동일한 방법으로 각 각 1시간, 2시간 동

안 영상을 획득하였다. 획득한 sinogram은 OSEM (ordered- 

subsets expectation maximum) 방식을 통하여 이미지를 재

구성하였다.

7. 면역조직화학 염색

MicroPET 영상 실험 후 종양을 떼어내어 10%의 포르말

린에 고정시킨 후 에탄올의 농도를 차츰 증가시키며 탈

수과정을 진행하고 파라핀에 고정을 시켰다. 파라핀 고정

을 3 μm 두께의 절편으로 박절하여 슬라이드에 부착하

고, 자일렌으로 파라핀을 제거한 후에 다시 에탄올로 탈



Journal of Radiopharmaceuticals and Molecular Probes

www.ksramp.or.kr   41

Figure 2. (A) Radio-TLC chromatogram of 124I-Y-BP and (B) 131I-Y-BP after 15 min reaction in Iodogen tube, (C) after purification by fast protein liquid 
chromatography (FPLC). (D) FPLC UV spectrum of non-radiolabeled Y-BP at a wavelength of 220 nm, (E) UV and a radioactivity traces of radiolabeled 
124I-Y-BP.

수과정을 거쳤다. Hematoxylin and eosin (H&E) 염색은 

haematoxylin 용액에 조직 슬라이드를 5분간 반응시킨 후 

물로 씻어낸다. 그 다음 산성 알코올 용액에 3번, 암모니

아수에 5번 조직 슬라이드를 담궜다 빼준 후, 조직 슬라

이드를 eosin 용액에 1분 동안 반응시킨다. 에탄올의 농도

를 차츰 증가시키며 탈수과정을 진행한 후 봉입하고 광

학현미경으로 관찰하였다. 섬유 형성을 관찰하기 위해 상

피세포의 마커를 확인하는 염색을 진행하였다. 조직 절편

에 있는 과산화효소의 활성을 억제시키기 위해 3% 과산

화수소를 10분간 처리한 후 비특이적 항원을 제거하기 

위해 차단 항체를 실온에서 10분간 반응시켰다. 트리스 

완충액으로 여분의 용액을 제거하고, 1차 항체로 anti-cy-

tokeratin (CK8/18) (rabbit monoclonal, Abcam, Cambridge, UK)

을 처리한 후 실온에서 1시간 반응시키고, 트리스 완충액

으로 세척한 후 2차 항체 역시 실온에서 1시간 반응시켰

다. 그런 다음 트리스 완충액으로 씻어내고 과산화효소 

짝용액에 10분간 반응시킨 후 chromogen substrate와 

3,3´-diaminobenzidine (DAB) 혼합물을 이용하여 발색하였

다. Haematoxylin으로 대조염색하고 봉입한 후 광학현미

경으로 관찰하였다.

A D

B

C

E
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Figure 4. Comparative microPET images of [18F]FDG and 124I-Y-BP in 
the same fibroadenoma model. (A) The microPET images were ob-
tained at 40 min after [18F]FDG injection and (B), (C), (D) 5 h, 19 h, 72 h 
after 124I-Y-BP injection, respectively. (sky arrowhead indicates the fi-
broadenoma, white arrowhead indicates the stomach, green arrowhead 
indicates the thyroid)Figure 3. In vitro stability of 131I-Y-BP in PBS and FBS. 

Results and Discussion

1. 펩타이드 합성 및 방사성표지

방광암 특이적 펩타이드는 파지 디스플레이 검사를 통

해 스크리닝하였다. 방사성요오드화를 위해 타이로신기

를 컨쥬게이션시켜주고, 생체 내 단백질 가수 분해를 저

해하기 위해 말단 부분에 두 개의 시스테인을 이용하여 

고리화 시켜주었다. 방광암 특이적 펩타이드는 98% 이상

의 화학적 순도로 준비되었고, 고속 단백질 크로마토그래

피로 정제하였으며 질량 분석을 통해 구한 값과 계산된 

값이 잘 일치가 되는 것으로 합성된 펩타이드를 확인하

였다(계산된 값: 1240.52, 질량 분석 값: 1241.00).

준비된 펩타이드는 말단의 타이로신기에 131I 또는 124I

을 이용하여 방사성요오드화 하였다(Figure 1). 다양한 방

사성표지 방법 중 방사성요오드 방법을 선택한 이유는 
123I, 124I, 125I, 131I과 같은 다양한 요오드 동위원소가 이용가

능하며, 타이로신 잔여물의 페놀(phenol) 고리에 Iodogen이나 

Iodo-beads와 같은 산화제를 이용하여 쉽게 직접적인 요오

드화가 가능하기 때문이다(14,20). 여기서 우리는 PET 영상 

핵종인 124I(반감기: 4.2일)와 영상 전 실험에 사용하기 위해 

감마선을 방출하는 131I을 방사성요오드로 사용하였다. 영

상 전 실험에 131I을 이용한 이유는 124I에 비해 생산이 용이

해 이용하기가 편리하고, 8일의 긴 반감기로 인해 시간에 

의한 제한 없이 실험을 수행하는데 편리하기 때문이다.

표지수율은 131I과 124I 각 각 >80%와 >55%였으며, 항상 
131I이 124I에 비해 높았다. 아마도 이러한 결과는 131I이 124I

에 비해 비방사능이 높기 때문일 것이다(21). 표지된 펩타

이드는 정제 후 90% 이상의 방사화학적 순도를 나타내었

으며 이를 이용하여 in vitro와 in vivo 실험에 사용하였다

(Figure 2).

2. 혈청 내 안정성 테스트

표지된 펩타이드가 in vivo 상에서 섬유선종을 표적화

하는데 있어 충분한 시간 동안 온전한 상태로 남아있다

는 것을 확인하기 위해, 방사성요오드화 펩타이드의 안정

성 테스트를 진행하였다. 고속 단백질 액체크로마토그래

피로 정제한 131I-Y-BP를 PBS와 FBS에 넣고 37°C에서 5시

간 동안 저어주며 방사선 얇은 막 크로마토그래피를 사

용하여 테스트 기간 동안 자유 131I이온의 양을 확인하였

다. 그 결과 FBS에서 약 24%의 자유 131I이온이 영상 시간

인 5시간에 떨어져 나왔음을 확인할 수 있었고, 이는 PBS

에서 약 15%의 자유 131I 이온이 관찰 된 것에 비해 높은 

수치를 보여준다(Figure 3).

3. MicroPET 영상 및 면역조직화학 염색

124I-Y-BP의 섬유선종에 대한 선택적 표적화를 확인하기 

위해 섬유선종 동물 모델을 사용하여 microPET 영상을 

A

B

C

D
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Figure 5. Morphological and microscopic examination of the tumor in rat. (A) There is a nodular subcutaneous tumor that arises in the 
area of the right armpit involving the mammary glands (arrow). Non-involving mammary glands (arrowhead). (B) The tumor is well-de-
marcated and easily removed from the subcutaneous tissue. (C) The tumor consists of secretory acini surrounded by dense collage-
nous stroma. (D) The epithelium of the acini is composed of one to two cuboidal cell layers and usually has large vacuoles (arrow). 
Note that there is abundant secretion (arrow head) in the secretory acini. (E) The epithelium of the acini expresses CK8/18 in its 
cytoplasm. H&E (C, D). Immunohistochemistry for CK8/18 (E). Original magnifications ×50 (C), ×200 (D, E left). ×400 (E right).

획득하였다. 

일반적으로 종양을 잘 표적화하는 것으로 알려진 [18F]FDG 

영상에서 transverse, coronal, sagittal 부분 영상결과를 통해 

전체적으로 유선 부근의 섬유선종의 섭취율이 주변 다른 

조직에 비하여 높은 것을 관찰할 수 있었다(Figure 4A). 

이는 세포의 증식이 활발한 암의 일종일 것이라는 것을 

확인할 수 있는 결과이고, 기존에 보고된 바와 같이 nitro-

furan 유도체가 유선 부근에 종양을 유발한다는 결과와 

A B

C D

E
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잘 일치가 되는 것으로, N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitros-

amine 섭취를 통해 흰쥐에서 섬유선종이 잘 만들어졌다

는 것을 확인할 수 있는 결과이다(22,23). 그리고 진행한 

동일한 섬유선종 모델에 대한 124I-Y-BP 영상에서 [18F]FDG 

영상의 높은 신호가 관찰되었던 동일한 섬유선종 부분에

서 높은 신호가 관찰되는 것을 확인할 수 있었다(Figure 4B). 

이는 124I-Y-BP가 섬유선종에 대해 특이적으로 표적화가 

가능하다는 것을 보여주는 결과이며, 특히 종양 조직 안

에서도 특정부위가 더 많은 섭취를 보였다. 다른 한 마리

의 흰쥐에 N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine을 통해 유

발한 섬유선종 모델에서도 동일한 결과를 확인할 수 있

었다(data not shown). 이 부위는 19시간 후 배출이 늘어나

고 종양의 섭취율은 유지되다가, 73시간 후 영상에서 주

변 다른 조직은 모두 배출이 일어나 신호가 없는데 반하

여 아주 높은 섭취율을 유지하는 것을 확인할 수 있었다

(Figure 4C, D). 실제로 이 부위의 종양이 섬유선종이 맞

는 지 확인하기 위해 떼어낸 종양을 이용한 조직염색을 

실시하였고, 그 결과에서도 섬유선종임을 확인할 수 있었

다. 종양을 떼어내는 과정 중에 섬유선종의 특징 중 하나

인 경계가 뚜렷했고 제거도 아주 손쉽게 되었으며, 포도

알갱이 같은 소핵과가 모인 형태를 띠고 있었다. H&E 염

색 결과에서 아주 빽빽한 콜라겐기질로 둘러싸인 분비선

으로 구성된 것을 확인할 수 있었고, cytokeratin8/18 

(CK8/18)을 이용한 면역 염색법을 통해 CK8/18에 양성신

호를 관찰할 수 있었다. 이는 섬유화가 진행되면서 상피

세포가 증가되고 세포가 층층이 쌓이면서 섬유선종으로 

발달되는 것을 확인할 수 있는 결과이며, 유선에서 유래

된 섬유선종과 같은 조직학적 분석결과이다(Figure 5). 124I의 

적절한 반감기(4.2일)로 인해 73시간까지 섬유선종에 대

한 microPET 영상이 가능하였고, 이는 섬유선종에 대한 

약물 처리나 병의 경과에 대한 장시간 모니터링이 가능

하다는 것을 보여주는 결과이다. 124I-Y-BP 영상 결과에서 

섬유선종 뿐만 아니라 갑상선과 위에서도 높은 신호가 

관찰되었는데 이는 생체 내 생리학적 조건에서 투여된 

펩타이드로부터 떨어져 나온 자유 124I이온 때문이다. 이

러한 생체 내 직접적 방사성요오드화 펩타이드로부터의 

탈요오드화는 불가피한 현상으로 이미 많은 문헌에 보고

되었다(24). 탈요오드화 현상은 131I-Y-BP를 이용한 in vitro 

혈청 내 안정도 테스트 결과에서도 확인할 수 있었다.
124I-Y-BP가 섬유선종에 대해 높은 특이적 표적영상을 

보여주는 결과를 통해 섬유선종에 대한 방사성추적자로

써 사용되기 위해서는 갑상선과 위에 대한 자유 방사성

요오드 이온의 신호를 최소화해야 한다. 이를 위해 과염

소산나트륨을 먼저 처리하여 위에 대한 자유 방사성요오

드 이온의 축적을 차단할 수 있으리라 기대된다(25).

Conclusion

방광암 특이적 펩타이드를 산화제인 Iodogen으로 

타이로신 기에 손쉽게 표지할 수 있었고, N-butyl-N- 

(4-hydroxybutyl)nitrosamine 섭취를 통해 유발한 섬유선종 

동물 모델에서 [18F]FDG영상과 비교해 종양 부분을 5시간

뿐만 아니라 72시간까지도 특이적으로 표적화한다는 것

을 확인할 수 있었다. 또한 면역조직화학 염색 결과를 통

해 영상에서 높은 신호를 보였던 종양이 유선에서 유래

된 섬유선종이라는 것 역시 확인할 수 있었다. 본 연구 

결과를 바탕으로 방사성요오드화된 방광암 특이적 펩타

이드를 이용해 방광암뿐만 아니라 양성 유방암의 일종인 

섬유선종을 진단하는 방사성추적자로 사용할 수 있을 것

으로 기대된다. 
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