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Abstract

Ⅰ. 서 론

구강암은여러진단기법의발달과다양한치료방법에도불구

하고 5년 생존율은 50%미만으로 일단 발병하게 되면 치명적이

라고 할 수 있다. 따라서 다른 모든 질환과 마찬가지로 구강암에

있어서도예방이중요하다고할것이다.

이론적으로 암 발생의 기시 단계를 막거나, 증진, 진행 단계를

막음으로써암발생을예방할수있으며, 이런작용을할수있는

물질을 이용한 암 예방을 암화학예방요법(chemoprevention)이라

고 한다1) . 이런 작용을 할 수 있는 물질로는 retinoid(natural and

synthetic analogues of vitamin A), plant phenolics(green and black

teas, flavonoids, ellagic acid), 호르몬 길항제(tamoxifen, finasteride),

polyamine 생합성 억제제(difluoromethylornithine), 항기생충제

(oltipraz, quinacrine), 비스테로이드성 진통제(aspirin, ibuprofen,

sulindac) 등이알려져있다1).

식생활과 암 발생에 관한 여러 역학 조사 결과 콩을 풍부히 섭

취하는 동양인들(20~80mg/day)은 서양인(1~3mg/day)에 비해 유

방암, 전립선암에 의한 사망률이 현저히 낮음이 보고되었다2,3).

또한 미국으로 이주한 아시아인들이 콩 섭취가 줄어들면 이런

종류의 암이 발생할 가능성이 증가하는 것으로 알려져 있다. 따

라서 콩의 생리활성 물질에 대한 관심이 급격히 높아지고 있다.

그 중에서 에스트로젠과 유사한 구조를 가진 genistein의 존재가

콩에서 규명되었고, 이 물질이 다양한 생리 활성을 가지고 있음

이밝혀졌다4).
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Recently, the consumption of soy products has been associated with low rates of hormone-dependent and hormone-independent
cancers. Asians, who consume 20~50times more soy per capita than Americans, have lower incidence and death rates from breast and
prostate cancer. Because soy contains the isoflavones genistein and daidzein (present as their glycosidic conjugates) at mg/g concentra-
tions, it has been suggested that isoflavones might be acting as natural chemopreventive agents. 

During the 1980s several groups of investigators carried out experiments to test the effectiveness of soy in the diet in animal models
of cancer. These studies reported a protective effect of soy; none showed that soy increased cancer risk. Genistein was shown to inhib-
it the growth of a wide variety of tumor cell types in culture. 

The purpose of this study was to evaluate the effects of genistein on the carcinogenesis induced by topical application of 0.5% 9, 10-
dimethyl 1,2-benzanthracene (DMBA) on the hamster buccal pouch. 48 syrian hamsters were employed in this study, divided into
experimental group and control. 24 animals (DMBA topical application group) had the right buccal pouch painted 3times weekly with
0.5% DMBA in mineral oil, 24 animals (genistein group) were supplied with 0.1mg genistein with DMBA topical application. 3 animals
in the experimental group and control were sacrificed at serially each other week after experiments. Their buccal pouches were
removed and routinely processed for microscopic examination.

The results were as follows: 
1. In DMBA topical application and genistein group, they showed carcinogenesis as time goes by experimental stage.
2. Genistein group was retarded in carcinogenesis related to the acanthosis, hyperkeratosis, epithelial dysplasia.
3. p53 immunohistochemical study showed that the p53 protein of genistein group was less expressed than that of the control group.
Thus, it seems that genistein has chemopreventive effect on the carcinogenesis in the oral cavity, but further study is required to elu-

cidate the anticancer mechanism of genistein.
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Genistein은여러동물실험모델에서 암예방효과가있는것으

로밝혀졌다5-10).  또한 다양한암세포주에서도억제효과가있는

것으로 밝혀져 있다11,12). 본 연구는 9,10-dimethyl-1,2-benzan-

thracene(DMBA)유도 햄스터 협낭 구강암 모델에서 genistein이

구강암발생과정에미치는효과를 분석하고자계획되었다.

Ⅱ. 재료 및 방법

실험에사용된동물은체중 100gm 내외의생후 4주에서 6주사

이의 햄스터를 사용하였으며 물과 사료에 자유롭게 접근할 수

있는 동일 조건하에서 사육되었다. 발암물질은 DMBA(Sigma

Chemical Co., St. Luise, USA)를 0.5% 농도로 mineral oil(Sigma

Chemical Co., St. Luise, USA)에 용해 시켰다. 이렇게 만들어진 용

액을 균일한농도를유지할수있도록주의하면서우측협낭점

막에 1주일에 3회 면봉으로 도포하였다. 실험군(n=24)은 DMBA

를 도포하면서 genistein (Sigma Chemical Co., St. Luise, USA)을 복

용시켰다. genistein 20mg을 100% 에탄올 10ml에 녹인 후 증류수

로 희석하여 에탄올은 5%농도가 되도록 하였으며 이렇게 만들

어진 용액 1ml(genistein 0.1mg)를 매일 위관을 통해 경구 복용시

켰다.

각 군의 실험동물에서는 실험 시작 2주 째부터 2주 간격으로

16주까지 무작위로 3마리씩 희생시키고 협낭을 적출한 후 즉시

10% 중성포르말린용액에고정시켜통법에따라탈수하고파라

핀에 포매한 후 4~5micro 두께의 파라핀 절편을 제작하여

Hematoxilin-Eosin(H&E) 중염색을 시행하여 대조군과 실험군에

서광학현미경관찰을시행하였다.

또 p53 면역조직화학염색을위해박절편을 xylene으로탈파라

핀하고각단계의알콜을거쳐함수시켰다. 증류수로 3회세척한

후 전처치로 10mM sodium citrate buffer 용액에 담근 상태에서

microwave로 5분씩 2회 처리하였다. 내인성 peroxidase의 활성을

억제시키기 위하여 3% 과산화수소수 용액으로 5분간 처리한 후

증류수와 PBS로 세척하였다. DAKO LSAB kit(DAKO, carpinteria,

CA)의 blocking 시약으로 30분간 부란시켜 비특이적 IgG 결합을

방지하였다. 그리고, 상온에서 일차 항체 DO-7(Novocastra,

Newcastle, United Kingdom)로 60분이상 부란한 뒤 PBS로 3회 세

척하였고, biotin이표지된이차항체로 30분간부란한후 PBS로 3

회세척하였다. peroxidase가표지된 Streptavidin으로 30분간부란

시키고 PBS로 충분히 세척하였다. 3,3′-diaminobenzidine(DAB)으

로 5분간 발색시킨 후 증류수로 충분히 세척하였다. Meyer’s

hematoxylin으로 대조염색한 후 Permount로 봉입하였다.  각 주

의 시편에서 3군데 이상의 대표부위를 광학현미경으로 400배 사

진촬영하여상피세포층에서전체세포수 100개당 p53이염색된

세포수를계산하였다.

Ⅲ. 결 과

1. 조직병리학적 소견

대조군 2주군에서는 미약한 염증 세포의 출현이 보였고 경미

하게 각화층이 두꺼워져 있었다. 실험군 2주군은 대조군과 마찬

가지로 각화층이 두꺼워져 있었다. 대조군 4주군은 각화층이 더

욱 두꺼워 지고 극세포증을 보였다(Fig. 1A). 실험군 4주군은 대

조군과마찬가지로각화층이 두꺼워지고극세포증을보이기시

작하였다(Fig. 1B). 대조군 6주군에서는 극세포증이 더욱 심해지

고 기저세포층에서는 다형성증, 농염상이 나타났다. 실험군 6주

군은 실험군 4주와 유사하게 과각화증이 관찰되었으며 극세포

증이 증가하였다. 대조군 8주군은 각화층이 더욱 두꺼워지고 기

저세포층의핵/세포질비율이커지며경도의상피이형성소견을

보이기 시작하였다(Fig. 2A). 실험군 8주군은 극세포증, 과각화증

과 일부 세포들의 각화가 관찰되었다. 또한 기저세포들은 농염

되고 다소 배열이 불규칙하였으나 대조군에 비해 미약하였다.

또 대조군에서 보이던 상피 이형성의 소견은 아직 보이지 않았

다(Fig.  2B). 대조군 10주군은 상피직하부에서 염증세포들의 침

윤이심해지고대체로이형성의소견이뚜렷해지며중등도의상

피 이형성증 소견을 보이기 시작하였다(Fig. 3A). 또 기저상피막

은 부분적인 파괴로 결합조직내 상피도 형성을 보였다. 실험군

10주군은 상피의 비후 및 과각화가 관찰되고 상피세포들은 때

때로 각화를 보이며 기저막은 다소 파괴상을 보이나 실험군 8주

와유사소견이었으며이형성소견은대조군에비해미약하였다

(Fig. 3B). 대조군 12주군은상피층내불규칙한 이형성세포들의

배열과 더욱 커진 핵/세포질 비율 및 유사 분열상도 관찰되었고

상피 이형성은 더욱 심해졌다(Fig. 4A). 실험군 12주군은 실험군

10주군과 유사한 이형성의 소견을 보였으며 대조군 12주군에 비

해미약한이형성의소견을보였다(Fig. 4B).  대조군 14주군은상

피층에서는 상피 내암의 소견과 일부에서는 하부결체조직으로

침투하는 분화도가 양호한 이형성 세포, 각질 형성 등 편평상피

암의 소견도 보였다(Fig. 5A). 실험군 14주군은 대부분이 이형성

의소견을보이나부분적으로는이형성세포들의불규칙한배열

상과 가끔 유사분열이 보이는 상피내암의 소견도 관찰되었다

(Fig. 5B). 대조군 16주군은 분화도가 좋은 편평상피세포암의 소

견과 14주군보다심한하부결체조직으로의침투상과주변에심

한 염증 세포의 소견을 보였다(Fig. 6A). 실험군 16주군은 분화가

잘된편평세포암종의소견을보였으며결합조직내상피도는분

화도가 높은 상피세포로 이루어지고 암진주 형성을 나타내었다

(Fig. 6B).

이상의 결과를 과각화증, 극세포증, 유사분열상, 세포핵 다형

성증(nuclear pleomorphism)등으로 실험군과 대조군을 비교하여

분석하면표와같다(Table 1).
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Fig. 1. Photomicrography of control group 4 weeks(×200, H&E)(A) and experimental group 4 weeks(×200, H&E)(B). There were slight acnthosis

and hyperkeratosis in the epithelium(A, B).

A B

Fig. 2. Photomicrography of control group 8 weeks(×200, H&E)(A) and experimental group 8 weeks(×200, H&E)(B). There was acnthosis in the epithelim(A,

B). The acanthosis in the experimental group is weaker than that of the control group. Slight epithelial dysplasia was shown in the control group(A). 

A B

Fig. 3. Photomicrography of control group 10 weeks(×200, H&E)(A) and experimental group 10 weeks(×200, H&E)(B). Epithelial dysplasia was shown in

the control group(A) and experimental group(B). The eplithelial dysplasia in the control gruoup was more severe than that of the experimental group.

A B

Fig. 4. Photomicrography of control group 12 weeks(×200, H&E)(A) and experimental group 12 weeks(×200, H&E)(B). The control group showed

mitotic figures and basal hyperplasia(A). The experimental group showed mild epithelial dysplasia(B).

A B
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Fig. 5. Photomicrography of control group 14 weeks(×200, H&E)(A) and experimental group 14 weeks(×200, H&E)(B). The control group showed

severe epithelial dysplasia or carcinoma in situ(A). The experimental group showed moderate epithelial dysplasia(B).

A B

Fig. 6. Photomicrography of control group 16 weeks(×200, H&E)(A) and experimental group 16 weeks(×200, H&E)(B). The control group showed

invasion to the connective tissue(A). The experimental group showed the features of well differentiated carcinoma.

A B

Fig. 7. p53 expression of control group 14 weeks(×400)(A) and experimental group 14 weeks(×400)(B). Mutant p53 expression in the epithelial

layer was shown.

A B

Fig. 8. p53 expression during hamster buccal pouch carcinogenesis.
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2. p53 면역조직화학염색

실험군과대조군의상피세포층에서상피이형성이나타난 8주

이후부터전체세포수 100개당 p53이염색된세포수를계산하였

다. 전반적으로 대조군보다 실험군에서 p53의 발현이 적게 나타

났으며, Mann-Whitney U 검정에서 8주, 10주, 12주군은통계적유

의성이 없었지만, 14주(Fig. 7A, B), 16주에서는 p value 0.05로 유

의성있는것으로나타났다(Fig. 8).

Ⅳ. 총괄 및 고안

구강암에서 주로 연구된 암화학예방요법으로 주로 연구된 약

제로는레티노이드, beta carotene, vitamin E 등이있다. 그중에서

도 레티노이드는 약 2,000종 이상이 알려져 있으며 활발하게 연

구되고 있고 임상적으로도 암예방효과를 얻었다는 보고가 있다
13). 그러나 독성이 심한 것이 단점이며, 레티노이드 치료요법을

끝낸 후 3~4개월 내 50%의 재발율이 있었다14). 국내에서는 아직

임상 실험 단계까지 진행된 것은 없으나 동물 실험을 이용하여

홍삼, 토코페롤15), 비타민 C, 비타민 A16)등의 구강암 예방효과가

연구된바있다. 

DMBA(Dimethyl-1,2-benzanthracene)는 polycyclic aromatic hydro-

carbon으로 그 대사과정중에 핵산의 공유결합구조의 변형을 일

으킴으로써 강력한 발암 효과를 나타낸다17). Everson은 실험적인

암발생은 햄스터 협낭이나 설에 DMBA를, 백서의 구개에 4-nitro-

quinoline 1- oxide(4NQO)를 이용하는 것이 가장 발생율이 높다

고 하였다18). 햄스터 협낭의 DMBA 발암 모델에 관련된 많은 연

구에서 이미 보고18-21)된 바와 같이 본 실험의 발암과정에서 보이

는 조직학적 소견은 기존의 연구와 일치하는 것이었다. 즉 초기

의 기저막 비후 등의 염증소견을 거쳐 상피 이형성의 조직학적

특징을 보이며 이어 12주에서는 이형 세포의 출현이 있어 상피

내암의 소견을 보이게 되고 DMBA 도포 후 16주에는 개체별로

약간의차이가있으나유두상의증식이있는편평세포암종의형

성에이르게된다. 이모델은시간적진행에따라발암과정을잘

보이기때문에발암과정에대한연구뿐만아니라암화학예방요

법에 사용되는 약제의 치료 효과를 보기 위한 동물 모델로도 유

용하다.

많은연구자들이실험동물발암모델-유방암, 간암, 폐암, 방광

암, 피부암등-에서콩또는콩추출물질의암화학예방요법에대

해서연구했다5-10).  문헌에따르면 26개연구사례중 17개연구에

서 콩이 예방적 효과를 보였다22). 콩이 암 유발 위험을 증가시킨

다는보고는없었다. 

Mokhtar 등은 간암을 일으키는 nitrosamine의 전구물질인 nitrite

와 dibutylamine을 Swiss albino mice에 복용 시켰을 때 콩을 같이

10~12개월 복용시킨 군은 그렇지 않은 군에 비해 조직학적으로

괴사 및 이형성의 소견이 현저히 감소하였으며 간암 발생율도

감소하였음을보였다6).  이결과는 Fitzsimons 등의실험에서도비

슷하게 나타났다23). 이들도 발암 물질로 dibutylamine을 이용하였

고 콩을 복용시킨 군과 복용시키지 않은 군을 비교하였는데 6개

월 째 콩을 복용한 군은 간세포(liver cell) 주위에 림프구 침윤이

있었지만세포괴사나종양의소견은관찰되지않았으며전자현

미경 소견에서도 정상 소견을 보였다. 그러나 콩을 복용시키지

않은 군은 이형성의 소견이 관찰되었으며 전자현미경 소견에서

도미토콘드리아의종창과내형질세망(endoplasmic reticulum)의

이상소견이관찰되었다. Baggott 등은 DMBA로유방암을유도할

때 miso(일본식 된장)를 복용시킨 군은 그렇지 않은 군에 비해

종양의발생이지연되었으며악성종양보다양성종양이발생하

는 경향이 있다고 하였다24). 이상의 실험 결과들은 본 실험의 결

과와 상피 이형성 및 종양의 발생이 지연된다는 점에 있어서는

일치하는 것이다. 차이점은 이상의 실험들은 콩의 단일 추출물

이 아니라 콩을 복용시켰거나, 콩으로 만든 발효식품을 복용시

켰다는 점이며 본 실험에서는 genistein이라는 콩 추출 성분을 복

용시켰다는점이다. 

Genistein은 콩에 풍부하게 함유되어 있는 이소플라본

(isoflavone)의 일종이다. genistein에 관련된 다양한 생물학적 활

성들은항산화(antioxidant)와항염증작용25), phenolic phytoestrogic

activity26), ornithine decarboxylase의 억제27),  prostaglandin syn-

thetase의 억제28), tyrosine kinase활성의 억제29), 혈관생성 작용의

억제30)등이다.  

Akiyama 등은 1987년 genistein이 특이적으로 상피 성장 인자의

tyrosine kinase의효과를억제한다는사실을체외실험을통해밝

혔다29). tyrosine kinase는 상피성장인자수용체(epidermal growth

factor receptor), 인슐린 수용체(insulin receptor), 신경성장인자수

용체(nerve growth factor receptor)등에 존재하는 부분으로 세포

내부에서 신호 전달에 있어서 중요한 역할을 담당한다31). 이러한

Table 1. Summary of histopathologic findings during hamster buccal pouch carcinogenesis

Control group Experimental group

2w 4w 6w 8w 10w 12w 14w 16w 2w 4w 6w 8w 10w 12w 14w 16w

Hyperkeratosis ± + + ++ ++ +++ +++ +++ ± + + ++ ++ ++ +++ +++

Acanthosis - ± + + ++ +++ +++ +++ - ± + + + ++ +++ +++

Mitotic figures - - - + + +++ +++ +++ - - - - + + ++ +++

Nuclear

pleomorphism - - ± + + ++ +++ +++ - - - - + + ++ +++

w : week

- : negative, ±: trace, +: mild, ++: moderate +++: marked
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성장 인자들이 세포막에 있는 수용체에 결합하는 것은 세포 성

장과 분화에 아주 중요하다. 일단 결합되면 이러한 수용체들은

단백질 인산화, 효소 활성화, 2차 신호전달 물질의 생성, 세포핵

내부의유전자의전사(transcription) 등과같은복잡한 세포질내

또는 핵 내 변화를 일으키게 된다. 특히 수용체 내부에 tyrosine

kinase 활성이 있는 수용체들은 세포분열에 관련된 신호를 전달

하는데절대적으로필요하다32).

따라서 genistein이 세포 성장을 저해하는 효과를 보이는 것은

여러 성장인자 특히 상피성장인자의 tyrosine kinase 활성을 억제

하기때문이라는가설을세울수있다33). 그러나 Peterson 등은후

에 genistein이 체내에서 도달할 수 있는 생리적 농도 (18.5micro

mol/L 또는 5micro g/mL)에서는 tyrosine kinase의 활성을 효과적

으로 억제할 수 없다고 하였으며 보다 많은 연구가 필요하다고

하였다34). 

Fotsis 등은 이소플라본의 일종인 genistein이 혈관내피세포 증

식과 혈관생성을 억제한다고 하였다30). 그들은 합성된 genistein

이 50microM 농도에서 가장 효과적으로 뇌 모세혈관 세포를 억

제한다고 하였다. 또한 collagen gel과 BME cell을 이용한 체외 실

험모델에서 genistein이혈관생성을억제한다고하였다. 

활성 산소의 발생, 특히 면역 반응에서 활성화된 세포에 의한

활성 산소의 발생은 암발생에서 중요한 역할을 하는 것으로 받

아들여지고 있다. 수십년 동안 genistein은 식품산업에서 화학적

항산화제(chemical antioxidant)로쓰여왔지만35) 최근에 genistein이

종양 세포와 면역 세포에 의한 활성 산소의 생성을 감소시킬 수

있음이 밝혀졌다. Genistein은 agonist에 의해 유발된 활성 산소의

생성을직접적으로저해할수도있고고농도의활성산소를유발

시키는 조건을 억제할 수도있다36). 이러한 결과들은 genistein의

항암효과가일부는항산화제작용에의한것임을뒷받침한다. 

대표적인 종양억제 유전자인 p53은 DNA 손상에 반응하여 세

포증식의 조절에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있으나, 유

전자에 돌연변이가 일어나게 되면 오히려 종양유전자로써의 잠

재력을 가지게 된다37). 폐, 유방, 대장, 식도, 피부 등의 성인 암종

의 약 절반 이상에서 p53 유전자 변이가 보고되었고, 이러한 변

이는 인체 암종의 가장 공통적이고 흔한 변화라고 간주되고 있

다38,39). p53 종양억제유전자의 산물인 정상형의 p53 단백질은 정

상세포나 조직에서 미량만이 존재하나, 변이된 p53유전자의 산

물인 변이형의 p53단백질은 종양세포나 병소에서 고농도로 나

타난다38). 이러한 차이는 전환된 세포에서의 p53 단백질의 안정

도의차이에서오는데, 즉정상세포조직의 p53 단백질은 6~20분

정도의 매우 짧은 반감기를 가지는 반면, 변이된 p53단백질은

6~8시간 정도의 긴 반감기를 가진다40). 인간의 편평상피세포암

뿐만아니라, 햄스터협낭구강암모델에서도 p53 단백의변이가

발암 단계의 초기 과정에 관여하는 것으로 알려져 있다41). 본 연

구에서는 p53 단백질의 정상형과 돌연변이형에 모두 반응하는

항체를 사용하였으나, 주로 오래 지속되는 돌연변이형의 단백질

이 주로 인지되었으리라 사료된다. 본 실험에서는 전반적으로

대조군에비해실험군에서 p53의발현이적게나타났는데, 이사

실은실험군의예후가우수하다는사실을뒷받침한다. 

Genistein과 p53의발현에대해서는몇가지세포주에서연구되

었는데아직확립된견해는없다. Constantinou등은 genistein이인

간 유방암 세포주인 MCF-7에서 apoptosis를 촉진시키는데, genis-

tein이정상 p53 단백질을안정화시키는역할을하기때문이라고

하였다42).  또다른유방암세포주인 MDA-MB-231에서는 genistein

이 apoptosis를 일으키나 그 경로는 p53과는 무관하고 Bax 와

p21WAF1유전자와 관련이 있을 것이라고 하였다43).  p53 유전자

의양이다른여러악성흑색종세포주에서는 p53 유전자의양이

많을수록 genistein의성장억제작용이적게나타나는것으로보

고되었다44).  Genistein과 p53 발현의 연관성에 대해서는 보다 많

은연구가필요하리라사료된다.

1993년 Kennedy 등은 DMBA 유도 햄스터 협낭암 모델에서 콩

추출물의일종인 Bowman-Birk inhibitor가구강암을억제할수있

다는 가능성을 보였다45). Bowman-Birk inhibitor는 protease

inhibitor의 일종으로 콩에서 다량 발견된다. 다른 콩 추출 물질이

구강암에 관련되어 항암예방효과를 보인다는 보고는 아직까지

없었으며 genistein도구강암에서연구된적은없었다.

본 연구에서는 genistein이 구강암 발생에 있어 광학현미경 관

찰 결과 과각화증, 극세포증, 상피 이형성증 등에서 발암과정을

지연시키는 양상을 보였으나 발암과정 자체를 완전히 차단하지

는 못하였다. 향후 연구에서는 콩 섭취와 구강암 등의 상관관계

에대한역학조사및그자세한기전에대한분자생물학적연구

가필요할것으로생각된다.

Ⅴ. 결 론

콩 추출물인 genistein이 구강암 발생과정에 미치는 영향을 연

구하고자 DMBA로 구강암을 유발한 뒤 genistein 투여군과 비투

여군으로나누어시기별로협낭조직을채득하여조직슬라이드

를만들어관찰한결과다음과같은결과를얻었다.

1. DMBA를 도포한 대조군과 실험군 모두에서 시간 경과에 따

른단계적발암양상을보였다.

2. 조직 염색 결과 genistein 투여군은 투여하지 않은 군에 비해

과각화증, 극세포증, 상피이형성증 등에서 발암 과정이 지

연되는양상을보였다.

3. p53 면역조직화학염색 결과 전반적으로 genistein 투여군이

투여하지않은군에비해 p53의발현이적게나타났다.

이상의 결과로 genistein이 구강암에서도 암화학예방 효과를

다소 보이는 것으로 관찰되나 그 자세한 기전에 대해서는 보다

많은분자생물학적연구가필요할것으로사료된다.
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