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유방암은 전 세계적으로 여성의 암 발생률 중 1위를 차지하고

있으며우리나라에서도발생빈도가꾸준히증가하여2001년여

성암 중 1위를 차지한 뒤 2002년 10만 명당 40.5명으로 급격히

증가하여 현재 전체 여성암 중 16.8%를 차지하고 있다.(1) 이에

따라유방암에대한관심이높아지면서유방암의조기발견과치

료및예후인자등에대한관심이증가하고있는실정이다.

Kuhajda의연구에의해유방암환자에서fatty acid synthase

(FAS)의 과발현이 유방암의 나쁜 예후인자로 밝혀지면서 이에

대한 연구가 활발히 진행되고 있다.(2) FAS는 250 kDa의 다기

Purpose: The relatively low incidence of breast cancer in
Asian countries with cultures which traditionally eat a large
amount of soy is worth noticing in research fields. Genistein
is a isoflavone phytoestrogen found in soy and its consum-
ption may have a role in cancer etiology. We have establish-
ed a hypothesis that a diet high in soy consumption is relat-
ed to a low incidence of breast cancer. Fatty acid synthase
(FAS) is a multi-protein enzyme responsible for de novo
biosynthesis of fatty acids. Recent studies have demonst-
rated that high levels of FAS occurs in a subset of human
cancers, such as breast cancer, ovarian cancer, and pros-
tate cancer. High level of FAS are associated with a poor
prognosis. Sterol regulatory element binding proteins (SR-
EBPs) are a family of transcription factors that regulate genes
involved in lipid metabolism, including FAS. Recent studies
show that expression of SREBP1c is correlates with FAS
expression. The aim of this study is to investigate the effect
of genistein on the expression of FAS in breast cancer cells.
Methods: We performed immunofluorescent staining to exa-
mine the expression of FAS under different concentration of
genistein. RT-PCR was also performed to investigate the

mRNA expression of FAS and SREBP1c in different con-
ditioned breast cancer cells treated with different concen-
tration of FAS inhibitor and genistein. 
Results: By immunofluorescent staining, the FAS expression
after treatment with the FAS inhibitor, C75, decreased at a
10 M concentration. However the expression of FAS dec-
reased at all concentrations of genistein (0.5, 1, 5, 10 M).
The mRNA levels of FAS and SREBP1c after treatment with
C75 decreased constantly according to time and concent-
ration. However the effect was noted only after 12 hr. The
mRNA level of FAS and SREBP1c following treatment with
genistein decreased at only a 10 M concentration (p<0.005). 
Conclusion: Genistein may down regulate FAS expression
in breast cancer cells  through modulation of SREBP-1c. This
finding may account for the relatively low incidence of breast
cancer in Asians who consume a large amount of soy in their
diet. (J Breast Cancer 2007;10:127-33)
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능 효소로서, Acetyl CoA 전구물질로부터 긴 사슬 지방산의 생

합성단계를동화작용하는데관여하는매우중요한지방생성효

소이다.(2-6) FAS는섭취되는지방및호르몬등에의해엄격하

게하향조절되기때문에정상조직에서는낮은수준으로발현되

는 데 반해, 과증식 병변이나 진행성 암에서는 정상 조직에 비하

여 과발현된다고 알려져 있으며, 특히 유방암,(2-15) 대장암,(3,

9, 14) 위암,(12) 갑상선암,(12) 전립선암,(3, 8-10) 난소암,(6, 9,

10, 12) 그리고 자궁 내막암(9, 12)에서 높은 수준으로 발현된다

고보고되었다. FAS의발현은종양변환과연관되기때문에유방

암 환자에 있어서 폐경의 유무나 에스트로겐 및 프로게스테론의

수용체발현과는관계없을것으로여겨지고있다.(3) 이러한정상

조직과암조직에서의FAS의발현정도차이에근거하여FAS가

암의진단과예후인자로서의역할, 그리고더나아가FAS 억제

제의유방암치료에있어표적인자로서의가능성에대한연구가

진행되고있다. 또한최근에는FAS를비롯한지방대사를조절하

는전사인자인sterol regulatory element binding protein-

1 (SREBP-1)이종양지방생성의유도에일차적역할을한다는

것이알려지면서이에대한연구에관심을기울이고있다. SREBP

는 촉진제에 스테롤 조절 요소를 결합시킴으로써 콜레스테롤과

지방산의 합성에 관여하는 유전자를 활성화시키는 기본 나선형

구조의전사요소이다. 특히SREBP-1c 이소체가지방화조절에

가장결정적인역할을하며유방암환자에있어FAS와의상관관

계가가장밀접하게나타난다고보고되어있다.(3, 11, 16)

Genistein은 콩에 많이 함유되어있는 isoflavone phytoe-

strogen으로 역학 조사에서 전통적으로 콩을 많이 섭취하는 민

족에서유방암을비롯하여골다공증과혈관질환의발생이낮다는

보고가있다.(8, 17, 18) 

본연구는FAS가유방암에서과발현을보인다는기존연구결

과에 근거하였으며,(2-15) 한국인의 전통음식 재료인 콩에 많이

함유된genistein이FAS 발현에어떠한영향을주는지와, FAS

와함께지방산합성에관여하는전사인자인SREBP-1c의발현

에어떤영향을주는지알아보고자하였다.

방 법

1. 실험재료

1) 세포주

FAS 과발현을보인다고알려진유방암세포주인MDA-MB-

231을한국세포주은행에서구입하여건양대학교명곡임상의학

연구실에서계대배양하여이용하였다.

2) 배지

세포 배양을 위해 10% Fetal bovine serum (FBS) (Gibco,

Carlsbad, USA)가 포함된 RPMI 1640 배지(SIGMA, USA)

(RPMI 배지)를사용하였다.

3) 효소및시약

Phosphate buffer saline (PBS), Triton x-100, trypsin,

Dimethyl sulfoxide (DMSO), Chloroform, Isopropyl al-

cohol, DEPC를SIGMA사(SIGMA, St.Louis, USA)에서구입

하여 사용하였고, Formaldehyde (JUNSEI, Tokyo, Japan),

Normal goat serum (NGS) (DakoCytomatin, Glostrup,

Denmark), Trizol (Gibco, California, USA), Ethanol (HA-

YMAN, Witham, UK)을사용하였다.

FAS 형광염색에는 일차 항체로 Anti-Human FAS (14G5)

mouse IgG MoAb (IBL, Japan)를 사용하였고, 이차항체로

Goat anti-mouse IgG FITC (Santa Cruz, USA)와 4′6-

Diamino-2-phenyl indole (DAPI) (SIGMA, St.Louis, USA)

를사용하였다.

약제는 genistein (SIGMA, St.Louis, USA)과 FAS 억제제

(C75) (ALEXIS, SanDiego, USA)를구입하여사용하였다.

2. 실험방법

1) 세포배양

100×15 mm 접시에MDA-MB-231 세포를RPMI 배지10

mL에 계대배양하였다. 본배양은 PBS 2 mL로 2회 세척하고

Typsin EDTA (1×) 1 mL 분주하여 상온에서 3분간 반응시키

고, RPMI 배지1 mL를첨가하여반응종료시킨후세포를접시

에서 분리하였다. 1,000 rpm에서 3분간 원심분리하여 농도별

RPMI 배지로현탁하여배양접시에1 mL씩분주하고37℃ (0.5

% CO2)에서3일간배양하였다.

2) 면역형광염색을통한FAS 발현측정

Genistein과C75에각각의약제를농도별(0.5 M, 1.0 M,

5 M, 10 M)로 처리한 후 3일간 배양하여 FAS 발현을 면역

형광염색으로확인하였다. 세포를배양하고있는배양접시(Lab-

Tek, Denmark)에서 배양 상등액을 제거한 다음 PBS를 1 mL

씩 분주하여 3회 세척하였고, 3.6% Formaldehyde로 20분간

상온에서고정시킨후다시PBS 1 mL씩3회반복하여세척하였

다. 0.1% Triton x-100이첨가된PBS 1 mL을 넣고 상온에서 1

시간배양시킨후0.01 M PBS 1 mL씩20회세척하였다.

여기에10% NGS 0.2 mL을첨가한후37℃에서1시간배양

시키고, 0.01 M PBS로1 mL씩20회세척을반복하였다. 

FAS 일차 항체를 1:400으로 희석한 것을 0.2 mL 분주하여

37℃에서1시간배양후0.01 M PBS 1 mL씩20회세척하였으
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며, 이차 항체인 FITC와 DAPI를 각각 1:400으로 희석하여 0.2

mL씩 첨가하고 37℃에서 1시간 반응시켰다. Chamber를 제거

하고, 0.1% PBT로20분씩2회세척하고, 0.01 M PBS로20분

씩 15회 세척하였다. 마운팅 배지(Dakocytomation, Carpin-

teria, CA, USA)를 첨가한 후 커버 글라스를 덮고 현미경으로

관찰하였다.

형광 염색 표본 당 종양 상피의 세포 형태가 잘 유지된 곳에서

4회씩 FAS 발현 강도를 Zeiss Axioscope 현미경이 부착된

Confocal microscope으로 관찰하고 영상분석기(Zeiss LSM,

Jena, Germany)를 이용하여 각각의 형광의 발현 정도를 측정

하였다. 

3) RT-PCR을통한FAS mRNA와SREBP1c mRNA 측정

(1) 세포배양및약물처리

Genistein과 C75를 처리한 유방암 세포주에서 RT-PCR을

이용하여mRNA level에서의추가실험을시행하였다.

100×15 mm 배양접시(Falcon, France)에서배양상등액을

제거하고멸균된0.01 M PBS 4 mL로2회세척하였다.

Trypsin 1 mL 첨가 후 3분간 반응시키고, RPMI 배지 1 mL

을첨가현탁하여1,000 rpm 하에3분간원심분리후상등액을

제거하였다(cell 90 L). 이를RPMI 배지40 mL로현탁시키고

60×15 mm 배양접시에RPMI 배지4 mL를넣고현탁시킨세

포를0.5 mL씩분주하여37℃에서25시간동안배양한후약물

이첨가된배지를넣고37℃에서시간별로배양하였다.

정상대조군은RPMI 배지, 대조군은DMSO 10.9 L가첨가

된RPMI 배지, genistein 1 M, 10 M은각각1.08 L, DM-

SO 9.81 L와10.9 L를첨가한RPMI 배지, C75 1 M, 10 M

은각각1.02 L, DMSO 9.98 L와10.2 L DMSO 9.98 L

를첨가한RPMI 배지(20 mL)를이용하여세포배양하였다.

0시는 약물 첨가 전에 배지를 제거하여 반응을 정지시켰으며,

12시간은약물첨가12시간후반응정지, 24시간은약물첨가24

시간후반응정지, 36시간은약물첨가36시간후반응을정지시

켰다.

(2) 세포분리

60×15 mm 배양 접시에서 상등액을 제거하고 0.01 M PBS

4 mL로 2회 세척하여 Trypsin 0.5 mL 첨가 3분 반응시킨 후,

RPMI 배지0.5 mL로현탁시켜1,000 rpm 하에3분간원심분

리하여 상등액을 제거하였다. RPMI 배지 1 mL 첨가하여, 현탁

한후Microcentrifuge tube (Axygen, USA)에0.5 mL씩분

주하였다(-75℃보관).

(3) 역전사-중합효소연쇄방응(RT-PCR)

① RNA 추출: Microcentrifuge tube에 0.5 mL씩 분주한

세포주와Trizol 0.8 mL 첨가하여, 빠르게현탁시켜5분간상온

보관하였다. Chloroform 0.2 mL 첨가후현탁시켜3분간상온

보관하고13,200 rpm 하에20분간원심분리하였다. 상층액0.5

mL을새tube로옮기고, Isopropyl alcohol 1 mL을첨가한후

얼음에서 10분간 반응시켰다. 13,200 rpm 하에서 30분간 0.5

mL씩나눠원심분리하고, 상등액을버린뒤DEPC 증류수로만

든75% Ethanol 1 mL을첨가하고13,200 rpm 하에서15분원

심분리하였다. 5분간건조한뒤DEPC 증류수60 L로현탁시

켰다. 

분광흡광계(Amersham, England) 260 nm에서정량후RNA

를1 g씩분주하였다(-75℃보관).

②RT반응(cDNA): RT-PCR kit (TaKaRa, Japan)를사용

하여cDNA화하였다. 

③ PCR: FAS primer (F-5′-GAA ACT GCA GGA GCT

GTC-3′, R-5′-CAC GGA GTT GAG GCG CAT-3′), SR-

EBP 1c primer (F-5′-GCC ATG GAT TGC ACT TT-3′, R-

5′-CAA GAG AGG AGC TCA ATG-3′), GAPDH primer

(F-5′-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-3′, R-5′-GAA

GAT GGT GAT GGG ATT TC-3′)의 sequence (Bioneer,

Korea)이며, SREBP1c 반응은 Solgent PCR kit (Solgent,

Korea)를이용해cDNA 1 g, 10x buffer 2 L, 2 mM dNTP

1 L, 각20 mM SREBP1c primer 0.4 L, 각5 mM GAPDH

primer 0.4 L, Taq plolymerase 0.1 L, 멸균증류수14.3 L

을첨가하였고, FAS 반응은각20 mM FAS primer 0.05 L,

각5 mM GAPDH primer 0.4 L 첨가해total volume 20 L

로반응하였다. 반응온도는 95℃ (5 min), 95℃ (15 sec) - 60

℃ (1 min) - 72℃ (1 min) 35회, 72℃ (5 min)간반응시켰다.

(4) 전기영동

2% Agarose gel을사용해PCR 산물을분리하여UV 조명기

(Vilber Lourmat, France)로 DNA를 확인하였다. Agarose

gel은Agarose A, Tris, Boric acid, 0.5 M EDTA (바이오세

상, Korea)와EtBr (SIGMA, USA)로제조되었다.

(5) Densitometry 

UV 조명기(Vilber Lourmat, France)로확인된DNA 사진으

로BIO-1D program을이용해DNA의density를측정하였다.

3. 통계학적분석

비모수 검정인 Kruskal-Wallis Test와 Mann-Whitney
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test를 시행하여 평균치를 비교하였으며 p<0.05를 유의성이 있

는 것으로 하였다. 통계 처리는 SPSS for windows (Version

11.0, SPSS, USA)을이용하였다.

결 과

1. 면역형광염색을통한FAS 발현비교

유방암세포에서 FAS의 발현에 genistein과 FAS 억제제인

C75가미치는영향을관찰하기위하여우선FAS의발현을에스

트로젠 수용체 음성인 MDA-MB-231 세포주에서 면역형광 염

색으로 confocal microscopy를 이용하여 비교하였다. 그 결과

FAS는MDA-MB-231 세포주에서많이발현하였다(Fig 1). 이

세포주에C75와genistein을각각여러가지농도(0.5 M, 1.0

M, 5 M, 10 M)로처리하고3일간배양하였을때genistein

의농도가증가함에따라FAS의발현이감소됨을확인할수있었

다. Image analyzer Densitometry를이용하여각각의FAS 발

현을 측정한 결과 0.5 M, 1 M, 5 M의 저농도에서는 FAS

억제제인 C75보다 genistein에 더욱 강한 FAS 발현의 억제를

보였다. C75는10 M에서만19.3%로의미있는FAS 억제효과

를보였고, genistein은통계학적의의는없었으나비교군에비해

농도에따라22.62-10.01%의FAS 억제효과를보였다(Fig 2).

2. FAS 와SREBP1c mRNA 발현

C75와 genistein에 의한 FAS 단백질의 발현억제가 이들 단

백질의전사단계에서억제되는지를관찰하기위하여이들약물을

처리한후mRNA를분리하여FAS에선택적인oligonucleotide

를 이용하여 RT-PCR을 수행하였다. 특히 본 실험에서는 FAS

의 발현뿐만 아니라 FAS의 발현에 중요하게 작용한다고 알려진

SREBP-1c mRNA의 발현도 함께 관찰하였다(Fig 3). FAS 발

현은C75 약물처리후초기12시간까지는발현의증가를보이다

12시간이후부터는농도별로(1 M, 10 M) 각각시간이경과될

수록 FAS mRNA 발현의 억제를 보였다. Genistein 처리군에

서는10 M에서만통계학적의의있는FAS mRNA의억제를보

였다. C75에서와마찬가지로genistein을처리한세포주에서도

약물 처리 초기에는 FAS mRNA의 발현이 증가됨을 관찰할 수
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Fig 2. Expression of FAS in MDA-MB-231 cell line according to
drugs.

Fig 3. Expression of FAS and SREBP-1c mRNA according to
concentrations of FAS inhibitor (C75) and genistein.

Fig 1. Expression of FAS with immunofluorescent staining.
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있었다(Fig 4).

C75와genistein의SREBP-1c mRNA발현비교에서C75의

효과는FAS mRNA 발현양상과유사하였으며, 초기에는발현이

증가하다24시간이후부터발현이억제되는경향을보였으나통

계학적의의는발견할수없었다. Genistein에대한SREBP-1c

mRNA 발현변화는10 M에서초기12시간까지는발현이증가

하다24시간이후부터는통계학적으로의의있게감소되었다(Fig

5). 시간별로는처음12시간에는오히려증가하는양상을보였으

나, 24시간이후부터FAS mRNA 발현억제를보였으며농도별로

는 1 M에서는 통계학적으로 의의가 없었고, C75와 genistein

모두10 M에서만의미있는결과를보여주었다.

고 찰

1950년대에종양조직에서내인성지방산합성이빠른속도로

일어난다는보고가있었으나, 1990년대초까지임상적으로주목

받지 못하다가 1994년 Kuhajda에 의해 유방암 환자에서 FAS

의과발현이나쁜예후와연관된다고밝혀지면서이와관련된연

구가진행되고있다.(2) FAS는종양의크기나임파선전이, 그리

고에스트로겐및프로게스테론수용체상태와함께중요한단일

예후인자로여겨지고있으며, FAS가과발현을보이면재발과전

이의가능성이약4배가량증가하는것으로보고되고있다.(3)

FAS는 acetyl-CoA와 malonyl-CoA로부터 긴 사슬 지방산

을 합성하는 데 매우 중요한 지방 생성 효소로서 동물 실험에서

굶긴동물에게고탄수화물식이를시작했을때일차적으로전사

유도를통해발현되며, 포도당, 인슐린, 글루카곤, 부신피질호르

몬, 갑상선호르몬등에의해발현이조절된다.(4) FAS가과증식

병변이나진행성암에서과발현된다는사실이알려져있으며, 유

방암환자에있어서폐경의유무와는관련성이없고, 전암성병변

에서도FAS의과발현과활동성이보고되고있기때문에FAS의

과발현이 종양 변환과 연관된 것으로 여겨지고 있다.(4) 최근 실

험을통한산성화에의해FAS가과발현을보인사실에근거하여

FAS의 과발현이 악성화 초기의 필수적 단계라는“metabolic

oncogene”개념을보고하기도하였다.(2) 

이러한정상조직과암조직에서의FAS의발현정도차이에근

거하여FAS가암의진단과예후인자로서의역할, 그리고더나

아가 FAS 억제제(C75)의 유방암 치료에 있어 표적 인자로서의

가능성에대한연구가진행되고있다.(2, 3)

최근에는 FAS를 비롯한 지방 대사를 조절하는 전사 인자인

SREBP-1에대한연구에관심을기울이고있다.(3, 11, 16) SRE-

BP는 촉진제에 스테롤 조절 요소를 결합함으로써 콜레스테롤과

지방산의 합성에 관여하는 유전자를 활성화시키는 기본 나선형

구조의전사요소로SREBP-1a, SREBP-1c, 그리고SREBP-

2의3가지이소체를가진다.(3)이중SREBP-1c 이소체가유방암

환자에있어FAS와상호연관성을보이며종양지방생성의유도에

있어일차적인역할을한다는것이알려져있으며, 이에따라지방

The Effects of Genistein on the Expression of FAS in Breast Cancer Cells 131
R

el
at

iv
e 

ra
tio

2.00

1.50

1.00

0.50

0.00
0 12 24 36

Hour

C 75 (1 M)

C 75 (10 M)

Genistein (1 M)

Genistein (10 M)

Fig 4. Expression of FAS mRNA according to concentrations of
FAS inhibitor (C75) and genistein.
The mRNA levels of FAS after treatment with C75 decreased
constantly according to time and concentration. However the
effect was noted only after 12 hr. The mRNA level of FAS follow-
ing treatment with genistein decreased at only a 10 M concen-
tration (Kruskal-Wallis Test p<0.05; Mann-Whitney test p<0.05
in C75, Kruskal-Wallis Test p<0.05 in Genistin (10 M); Mann-
Whitney test p<0.05 in genistein).
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Fig 5. Expression of SREBP-1c mRNA according to concentra-
tions of FAS inhibitor (C75) and genistein.
The mRNA levels of SREBP1c after treatment with C75 decreas-
ed constantly according to time and concentration. The mRNA
level of SREBP1c following treatment with genistein decreased
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화조절자로서의역할에대한가능성이제시되고있다.(3, 11, 16)

본연구는FAS가유방암에서과발현을보이는기존연구결과

에근거하였으며,(6) 콩을많이섭취하는아시아민족에서유방암

발생률이서구인보다낮은사실을바탕으로호르몬수용체여부

와관계없이안정적으로유방암을치료할수있는약물(또는식품)

로서genistein의유용성에대한측면을알아보고자genistein이

FAS의발현을억제하는정도를연구하였다. 

호르몬수용체음성인MDA-MB-231 세포주에서FAS 억제

제와genistein이대조군에비해FAS 발현의억제효과를보였

고, 특히저농도의약물에서는FAS 억제제보다genistein이더

욱 강한 FAS 발현의 억제를 보였다. 이는 식품에 함유되어있는

저농도의genistein이유방암억제효과를보일수있으며우리

나라전통식사가과거의낮은유방암유병률과연관되어원인중

하나로작용했을것이라는가설에대한근거를제시할수있을것

이라고생각된다. 본실험에서에스트로젠수용체양성인MCF-

7 유방암세포주에서는음성인MDA-MB-231 세포주보다FAS

발현율이 낮아서 약제별 FAS 발현 정도를 비교할 수 없었으나

호르몬수용체의유무와는관계없이genistein이유사한형태로

유방암세포의성장을억제한다는보고가있었다.(13) RT-PCR

결과에서는FAS 억제제와genistein 모두약물처리초기12시

간까지는오히려발현의증가를보이다24시간이후부터FAS 발

현 억제를 보였는데, 다른 연구에서 FAS 억제제가 slow bin-

ding inhibition을 한다는 결과가 발표되었고,(9) FAS는 세포

성장을보여주는지표이기때문에약물투여초기에자극에의해

세포성장이증가했다가이후약물의FAS 억제효과에의해FAS

발현이억제되었을것으로생각된다. 

Genistein 처리후FAS mRNA 발현을비교하여본결과, 고

농도(10 M)에서FAS의발현을억제하는효과가있으며SRE-

BP-1c의발현또한억제한다는것을확인할수있었다. 

결 론

본 연구 결과 genistein은 MDA-MB-231 유방암 세포주에

서FAS 억제효과를보였으며, 특히genistein 10 M에서통계

학적으로의미있게FAS와SREBP-1c 발현의억제를보였다. 본

연구를 통해 과거로부터 한국인에서 서구보다 비교적 낮은 유방

암발생률과한국인의전통적인식재료인콩에포함된genistein

이 FAS를 억제하는 기전과 연관성이 있다고 유추해 볼 수 있다.

향후 유방암에서 FAS 억제제의 개발이 유방암치료와 예방에 기

여하리라생각된다. 
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