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서      론

  유방암은 우리나라 부인암 중에서 첫 번째로 발생빈도

가 높은 암으로 점차 그 발생 빈도가 증가 추세를 보이고 

있어 유방암의 조기발견과 예방 및 치료에 많은 연구가 

필요하다. 현재까지 다양한 종양 유전자, 조절인자, 종양 

억제 유전자들이 종양의 형성에 영향을 끼치며, 종양세포

의 자연사멸과 증식 간의 불균형이 종양 크기의 증가와 

관련이 있다는 연구 결과가 많이 보고되고 있다.(1) 다른 

암과 마찬가지로 유방암 역시 여러 가지 유전자의 변이 

및 발현 양상의 변화에 의해 발생되는 것으로 알려져 있

고, 지금도 많은 관련 유전자들이 보고되고 있다. 

  세포의 분열은 세포 내, 외부로부터 전달된 다양하고 

복잡한 신호들에 의해 조절되는데, 이 신호들은 결국 cyclin- 

dependent kinases (Cdks)의 활성을 조절하는 쪽으로 귀결

된다. 세포분열의 정확한 조절은 세포의 분화에도 중요하

다. 대부분의 세포는 분화하기 위해서 세포주기의 G1기에

서 분열을 멈춘다. 그래서 G1기에서 S기로 넘어가는 것을 

특이적으로 억제하는 인자에 대한 연구가 근래의 몇 년간 

이루어져 왔다. G1기에서 S기로 들어가려면 Cdk2-cyclin 

E, Cdk4/6-cyclin D의 복합체 형성이 필요하다. 이 복합체

의 활성을 CdK inhibitors (CKIs)가 결합하여 억제하게 된

다. CKIs에는 그들의 구조적인 특성과 Cdk의 억제 방법, 

기질 특이성 등에 따라 CIP/KIP와 INK4 family로 나눈다. 

CIP/KIP family에는 p21, p27, p57이 속하는데, Cdk4/6-cy-

clin D, Cdk2-cyclin E 복합체 모두를 억제한다. 그러나 

INK4 family는 Cdk4/6-cyclin D 복합체만 억제할 수 있

다.(2) 분화하는 많은 조직에서 CIP/KIP 단백질들이 많이 

발현되는 것으로 보아, 이 단백질들이 세포의 분열을 멈

춤으로써 분화를 시작하게 하는 것으로 추측하고 있다.(3) 

초파리의 배아 발달 과정에서 cyclin E의 억제와 Cdk 

inhibitor의 증가가 세포 주기의 정지를 야기시키고 정상적

인 배아 발달에 영향을 준다는 것이 밝혀져서 G1-phase 

regulation에 CIP/KIP family의 역할에 많은 관심이 모아지

고 있다. 그중 p27
kip1
은 TGF-β, rapamycin, contact inhibi-

MDA-MB-231 유방암 세포에서 Genistein 처리에 의한
p27kip1과 p57kip2의 발현 변화

건양대학교병원 1외과학교실 및 2명곡임상의학연구소 

윤  대  성
1
․송  기  학

2
․김  성  태

2

책임저자：김성태, 대전시 서구 가수원동 685번지 

ꂕ 302-718, 건양대학교병원 산부인과학교실

Tel: 042-600-9381, Fax: 042-600-9090

E-mail: stkim@kyuh.co.kr

접수일：2004년 3월 15일, 게재승인일：2004년 5월 21일

Different Expression of p27kip1 and p57kip2 by 
Genistein Treatment in MDA-MB-231 Human 
Breast Cancer Cells

Dae Sung Yoon1, Ki Hak Song2 and Sung Tae Kim2

Department of 1Surgery and 2Myungkok Medical Research 
Center, Konyang University Hospital, Daejeon, Korea

Purpose: The isoflavones in soy are likely to contribute to 
the historically low incidence of breast cancer among Asian 
women who consume traditional diets. The possible role of 
isoflavones in controlling the expression of p27kip1 and p57kip2

has not been previously explored. In this study, the ability 
of the isoflavone, genistein, to regulate the expression of 
p27kip1 and p57kip2 in breast cancer cells was evaluated. 
Methods: The effects of genistein was examined on the 
expression of p27kip1 and p57kip2 at the mRNA level, using 
the MDA-MB 231 human breast cancer cell lines. 
Results: By genistein treatment, p27kip1 mRNA increased 
significantly in comparison to the control group. In particular, 
p27kip1 mRNA level in 10μM and 50μM genistein treated- 
groups increased about two-folds more than the control . 
p57kip2 mRNA was not different from control group. p57kip2

mRNA decreased slightly only in the 50μM genistein 
treated-group. PPAR-γ mRNA level increased slightly accor-
ding to the concentration-dependent manner of genistein, but 
it was not significantly different.
Conclusions: These results suggest that the up-regulated 
p27kip1 by genistein might contribute to cancer prevention or 
inhibition. (Journal of Korean Breast Cancer Society 2004; 
7:98-103)
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tion, growth factor의 제거와 같은 성장 억제 환경에 반응

하여 세포 주기의 arrest를 일으키는 것으로 알려지고 있

다.(4-6) 또한 유방암(7,8)을 비롯해서 전립선암,(9) 대장

암,(10) 폐암,(11) 난소암(12) 등에서 감소된 p27
kip1의 발현

이 보고되었다. p57kip2는 Cdk-cyclin-inhibitory domain, cen-

tral proline-rich region, acidic-repeat region, protein interac-

tion domain (Gln-Thr box)을 가지고 있다.(13,14) 또한 p57

은 분화된 세포와 많은 성체의 조직에서 발현되는 것으로 

밝혀졌다.(13,15) p57
kip2의 생화학적 활성이나 염색체상의 

위치 등의 이유로 암 억제 유전자로 인식되고 있다. 췌장

암(16)과 방광암,(17) 대장암,(18) 전립선암(19) 등 다양한 

조직의 암에서 그 발현이 감소됨을 보고하고 있다. 

  Peroxisome proliferator-activated receptor-γ (PPAR-γ)는 

여러 종류의 PPAR 중 한 타입으로, nuclear hormone recep-

tor superfamily의 ligand-dependent transcription factor이

다.(20) PPAR-γ는 지방조직에서 대부분 높게 발현되며, 

지방생성, 포도당 및 콜레스테롤 대사과정에 중요한 작용

을 하는 것으로 알려져 있다.(21) 또한 세포의 분화와 사

멸(apoptosis)의 조절에 매우 중요한 기능을 하는 것으로 

알려져 있다.(22,23) 특히 사람의 유방암에서 PPAR-γ의 

불활성이 보고되었으며,(24) 다양한 체외 배양 실험을 통

해 PPAR-γ ligand에 의해 유방암 세포의 성장이 저하되는 

양상이 보고되었다.(25,26) 그러나 MDA-MB-231 유방암 

세포에서 genistein의 영향에 의한 PPAR-γ의 발현 변화는 

아직까지 보고되지 않았다. 따라서 본 연구진들은 MDA- 

MB-231 유방암 세포에서 genistein 처리에 따른 p27
kip1과 

p57
kip2, 그리고 PPAR-γ의 발현 양상을 mRNA 수준에서 

확인하고자 하였다. 이를 통해 궁극적으로 유방암 발생 

빈도가 상대적으로 낮은 한국과 일본의 전통식이 중 콩에 

함유된 isoflavone phytoestrogen인 genistein이 세포주기 조

절인자인 Cdk inhibitor 발현에 미치는 영향과 유방암 발생

의 억제효과에 대해 유추하고자 하였다.

방      법

    1) 세포배양 및 약물처리

  사람의 유방암세포 주 MDA-MB-231는 한국세포주은행

에서 구입하였다. 105개의 MDA-MB-231유방암 세포를 60 

mm 배양접시에 분주한 후 12시간 배양하였다. 세포의 착

상을 확인한 후 준비된 배양접시에 genistein을 다른 농도 

(control, 1μM, 10μM, 50μM)로 처리된 배양액으로 5일간 

배양하였고 3일째 새 배양액으로 교환하고 5일째 HBSS로 

2회 세척 후 RNA를 추출하였다. 배양액으로 DMEM (with 

1,000 mg glucose/L, pyridoxine-HCl and NaHCO3, D5546, 

Sigma
Ⓡ
, 10% fetal bovine serum)을 사용하였으며, genistein

은 DMSO에 녹여 사용하였다. 대조군에는 동량의 DMSO 

만을 처리하였다. 배양조건은 36.5oC, 5% CO2로 하였다. 

    2) 역전사-중합효소연쇄반응(RT-PCR) 

  (1) RNA 추출: 배양된 세포로부터의 RNA 추출은 TRI-

zol reagent (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA)를 이용

하여 시행되었다. 배양된 세포를 PBS (GIBCO BRL, Grand 

Island, NY, USA)로 3회 세척 후 1.0 ml의 TRIzol reagent를 

처리한 후 chloroform을 추가하여 DNA와 단백질로부터 

전체 RNA를 추출한 후 isopropanol를 이용하여 침강시켰

다. 침강된 RNA를 75% ethanol로 2회 세척하고 건조시킨 

후 diethylpycocarbonate (DEPC)-treated distilled water로 재 

희석시켰다. 추출된 RNA의 순도와 정량은 전기영동과 분

광흡광계(Amersham Pharmacia Biotech Ltd, Cambridge, UK)

를 이용하였는데, 260 nm의 흡광도를 이용해 정량하고, 

280 nm에 대한 260 nm 흡광도의 비율이 1.6∼2.0인 것들

을 실험에 사용하였다.

  (2) 역전사(RT, Reverse Transcription): Takara RNA 

PCR kit (Takara Shuzo Co., Ltd. Shiga, Japan)를 이용하여 

19μl RT-master mix (5 mM MgCl2, 1ⅹRNA PCR buffer, 1 

mM each deoxy-NTP, 0.125 M oligo (deoxythimidine) 

primer, 1 unit/μl ribonuclease inhibitor, 0.25 unit/μl AMV 

reverse transcriptase)와 1μg 전체 RNA (diluted in DEPC- 

treated D.W.)를 혼합하여 전체 부피가 20μl 가 되도록 하

여 thin wall PCR tube (Applied Scientific, South San Fran-

cisco, CA, USA)에 넣어 RT 때까지 얼음에서 냉각시켰다. 

반응은 Thermal Mastercycler (Eppendorf, Germany)를 이용

하였으며, 반응 후 각각의 sample을 PCR 때까지 -20
oC에

서 보관하였다. 

  (3) 중합효소연쇄반응(PCR, Polymerase Chain Reac-

Table 1. Sequences of oligonucleotide primers
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

Accession
Gene Sequences Size (bp)

No.
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
p27kip1

  Forward F 5'-atgtcaaacgtgcgagtgtc-3' 250 bp AY 004255

  Reverse R 5'-tctgtagtagaactcgggcaa-3'

p57
kip2

  Forward F 5'-gatttcttcgccaagcg-3' 350 bp U 22398

  Reverse R 5'-gggaccagtgtaccttctcg-3'

PPAR-γ

  Forward F 5'-tcaagcccttcactactgtt-3' 204 bp L 40904

  Reverse R 5'-gctcttcatgaggcttattg-3'

β-actin

  Forward F 5'-agcacagagcctcgccttt-3' 697 bp XM 037235

  Reverse R 5'-cttaatgtcacgcacgatttcc-3'
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
F = forward; R = reverse; bp = base pair.
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tion): 본 연구에서 사용한 primer의 염기서열(Table 1)은 

GenBank를 통하여 얻었으며 Bioneer사(Daejeon, Korea)에 

주문 의뢰하였다. β-actin mRNA 발현은 내부 양성 대조

군 및 RNA 추출물의 성실도를 비교하기위해 사용하여 사

용하였다. PCR은 PCR kit 제조사(Takara Shuzo Co., Ltd. 

Shiga, Japan)의 지침에 따라 시행되었고, 전체 20μl PCR 

mixture는 2.5 mM MgCl2, 1ⅹ RNA PCR buffer, 20 pmol 

gene-specific primers, 0.5 U TaKaRa Taq,와 4μl의 RT 

product로 조성되었다. 반응 조건은 Table 2에 기술하였다. 

최종 반응산물을 2% agarose gel (Q-BIOgene, USA, 0.5ⅹ

TBE)을 이용하여 100 V로 전기영동한 뒤 자외선 램프 하

에서 band를 확인하였다. 전기영동에서 사용한 DNA marker

는 Bioneer사에서 구입한 100 bp DNA Ladder를 사용하였

다.

  (4) Densitometry: PCR products의 band를 Densitometry를 

이용하여 수치화하였으며, 결과를 Bio-1D (VilberLourmat, 

France)를 이용하여 분석하였다. 본 연구는 총 4회 반복실

험을 실시하였으며, one-way ANOVA를 이용하여 통계 처

리하여 P＜0.05일 때를 유의한 결과로 인정하였다.

결      과

  MDA-MB-231 유방암세포에서 genistein 처리에 따른 p27kip1, 

p57kip2, PPAR-γ의 mRNA 발현을 조사하였다. p27kip1 mRNA

는 대조군에 비해 genistein 처리 농도에 의존적으로 유의

하게 증가하는 양상을 나타내었다. 특히 10μM과 50μM 

genistein 처리군에서는 대조군에 비해 p27
kip1 mRNA가 2배 

이상 증가된 양상을 보였다(Fig. 1). 반면 p57kip2 mRNA는 

genistein 처리에 상관없이 일정하게 발현되었다. 단, 50μ

M genistein 처리군에서는 50% 정도의 발현 감소를 나타

내었다(Fig. 2). PPAR-γ mRNA는 genistein 

  처리 농도에 비례하여 약간의 발현 증가 양상을 나타내

었으나, 통계학적으로 유의한 차이는 없었다(Fig. 3).
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Table 2. Condition of PCR reaction
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ
Gene PCR Condition
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
p27kip1 95oC/40 sec, 60.4oC/40 sec, 72oC/40 sec (30 cycles)

p57kip2 95oC/40 sec, 60.4oC/40 sec, 72oC/40 sec (30 cycles)

PPAR-γ 95
oC/40 sec, 60.4oC/40 sec, 72oC/40 sec (30 cycles)

β-actin 95oC/40 sec, 60.4oC/40 sec, 72oC/40 sec (25 cycles)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
 PCR = polymerase chain reaction.

Fig. 1. Semi-quantitative RT-PCR of p27
kip1 (A) and β-actin 

(B) in genistein-treated MDA-MB-231 cell lines and 

relative density (C) of RT-PCR product of p27
kip1 

transcripts versus internal control β-actin. C, untreated 

control group. Error bars represent the SD (n=4).
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Fig. 2. Semi-quantitative RT-PCR of p57kip2 (A) and β-actin 

(B) in genistein-treated MDA-MB-231 cell lines and 

relative density (C) of RT-PCR product of p57
kip2 

transcripts versus internal control β-actin. C, untreated 

control group. Error bars represent the SD (n=4).

Fig. 3. Semi-quantitative RT-PCR of PPAR-γ (A) and β-actin 

(B) in genistein-treated MDA-MB-231 cell lines and 

relative density (C) of RT-PCR product of PPAR-γ 

transcripts versus internal control β-actin. C, untreated 

control group. Error bars represent the SD (n=4).
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고      찰

  본 연구의 궁극적인 목적은 아시아지역의 높은 콩 소비

량과 상대적으로 낮은 유방암 발생률과 관계가 있으며, 

이는 콩에 함유된 isoflavone phytoestrogen (genistein)이 Cdk 

inhibitor의 발현 증가를 통해 유방암 발생을 억제할 수 있

다는 가설을 증명하고자 하였다. 우리나라의 유방암 발생

률은 최근 증가 추세를 보이나 아직은 서구에 비해 그 발

생 빈도가 낮게 보고되고 있다. 최근의 유방암 증가 요인

으로 경제적 향상으로 인한 검진의 확대 및 여러 환경적 

요인과 서구화된 식이에 의한 영향이라고 이해할 수 있

다. Genistein은 콩에 존재하는 isoflavone phytoestrogen으로 

전통적으로 콩의 섭취량이 높은 민족의 경우 유방암이나 

대장암 혹은 혈관 신생과 관련된 만성질환의 발생이 감소

하는 것으로 알려져 있어(27) 과거의 우리나라의 유방암 

발생률이 낮은 이유로 전통적인 식이의 역할이라 유추할 

수 있다.

  최근 연구에 의하면 유방 세포가 암세포로 전환될 때 

p27
kip1의 발현이 감소한다는 보고가 있었다.(8,28) 이에 본 

연구자들은 여러 유방암 세포주 중 MDA-MB-231 세포를 

선택하여 genistein 처리에 따른 p27
kip1
, p57

kip2
, PPAR-γ의 

mRNA 발현을 조사하였다. p27kip1 mRNA는 대조군에 비

해 genistein 처리 농도에 의존적으로 유의하게 증가하는 

양상을 나타내었다. 특히 10μM과 50μM genistein 처리군

에서는 대조군에 비해 p27kip1 mRNA가 2배 이상 증가된 

양상을 보였다(Fig. 1). 이 결과는 MCF-7 유방암 세포에서 

genistein에 의한 p27
kip1
의 발현 증가를 보고한 이전 연구

자들의 결과와 일치함을 알 수 있다.(29) 그러나 Cdk 

inhibitor 중 같은 family에 속하는 p57
kip2 mRNA는 genistein 

처리에 상관없이 일정하게 발현되었다(Fig. 2). 이 결과는 

유방세포의 암세포 전환을 억제하기 위한 cyclin-Cdk 복합

체의 억제작용에는 p57
kip2보다는 p27kip1의 특이적인 작용

이 있음을 의미한다. genistein이 p27
kip1 유전자의 발현을 

증가시키는 결과를 보였으나, 세포주 단위의 실험이 아닌 

정상 또는 유방암 세포의 1차배양 등을 통하여 보다 다양

한 연구가 뒷받침되어야 할 것으로 생각된다. Peroxisome 

proliferator-activated receptor-γ (PPAR-γ)는 ligand-depen-

dent transcription factor로,(20) 지방조직에서 대부분 높게 

발현되며 지방생성, 포도당 및 콜레스테롤 대사과정에 중

요한 작용을 하는 것으로 알려져 있다.(21) 또한 세포의 

분화와 사멸(apoptosis)의 조절에 매우 중요한 기능을 하는 

것으로 알려져 있다.(22,23) 특히 사람의 유방암에서 PPAR-

γ의 불활성이 보고되었으며,(24) 다양한 체외 배양 실험

을 통해 PPAR-γ ligand에 의해 유방암 세포의 성장이 저

하되는 양상이 보고되었다.(25,26) 본 연구에서 통계학적

인 의미는 없었으나 PPAR-γ mRNA는 genistein 처리 농도

에 비례하여 약간의 발현 증가 양상을 나타내었다(Fig. 3). 

처리된 genistein의 농도 조건을 좀 더 낮게 또는 높게 하

여 PPAR-γ mRNA의 발현이 증가 또는 감소되는 농도를 

찾아야 할 것으로 생각한다. 본 연구진의 이전 연구와 종

합해 보면 genistein은 COX-2 유전자의 발현을 감소시키

고,(30) Cdk inhibitor의 발현을 증가시켜 세포의 성장을 억

제하는 것으로 볼 수 있다. 

결      론

  본 연구진은 기존에 알려진 genistein의 세포 성장 억제 

작용의 분자생물학적 증거를 제시하기 위해 Cdk inhibitor 

유전자의 발현을 조사하였다. genistein에 의한 p27
kip1 

mRNA의 발현 증가양상을 통하여, genistein의 여러 작용 

기전 중 Cdk inhibitor를 통한 세포 성장 억제 작용이 있음

을 밝혔고, 이에 genistein은 유방암에서 항암작용을 목적

으로 사용될 수 있을 것으로 생각되며, 단백질 수준에서

의 계속된 연구가 필요할 것으로 생각한다. 또한 genistein

의 작용기전에 관한 지속적인 분자생물학적 연구를 통하

여 유방암 치료에 대한 genistein의 적용에 관한 근거를 마

련할 수 있으리라 생각한다. 
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