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Abstract − D-Pinitol, an anti-diabetic substance, is a naturally occurring compound found in legumes. In this study, we inves-

tigated the inhibitory effect of D-pinitol on growth and recurrence of breast cancer. When D-pinitol was treated on MDA-MB-

231 or MCF-7 breast cancer cells, it was observed that the viability of the two cancer cell lines was reduced in MTT assay.

In order to examine the effect on the growth of breast tumor, mouse xenograft assay was carried out. On day 0, nine millions

cells of MDA-MB-231 were injected subcutaneously into nude mouse and D-pinitol was administered orally at the dose of

500 mg/kg or 1000 mg/kg body weight for consecutive 45 days. Tumor size was reduced in dose-dependent manner upto 95.4%

in 1000 mpk-treated group, compared with the non-treated control group. When D-pinitol was co-administrated with 4 µg of

doxorubicin, recurrence of breast tumor was delayed by two weeks, compared with the mouse group of doxorubicin mono-

therapy. Consistent with this data, it was observed that the population of cancer stem cells (CSCs), responsible for recurrence

of cancer, within tumor mass was significantly reduced. Taken together, D-pinitol inhibits the growth of breast cancer and

relapse of the tumor by suppressing the proliferation of CSCs.
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D-pinitol은 D-chiro-inositol(DCI)의 3번 탄소에 methoxy

기를 가진 분자 구조이며 콩과 식물 carob(학명: Ceratonia

siliqu)에서 추출한 천연 물질로 혈당강하 효과가 있는 것으

로 알려져 있다
1)
. 섭취한 D-pinitol은 위장에서 탈메틸화에

의해 D-chiro-inositol(DCI)로 변형되어 원활하지 못한 인슐

린 신호전달을 보완해주는 기능을 하는 것으로 알려져 왔

으며
2)
, 특히 DCI는 인슐린 저항성으로 인한 2형 당뇨병 환

자에게 효능이 있는 것으로 보고되어 있다
3)
.
 
또한 제2형 당

뇨병의 일차치료제인 metformin은 biguanide계 경구형 치료

제로서 AMP-activated protein kinase (AMPK)를 활성화하

여 유방암의 증식을 억제하고 재발을 지연시키는 효능이 있

는 것으로 알려져 있다
5)
.

유방암은 선진국형 질병으로서 미국 같은 경우 가장 흔하

게 발병되고 있는 여성암이며, 유방암으로 죽는 여성이 매

12분당 1명으로, 두 번째 흔한 암 사망이 관찰되고 있다
4)
.

우리나라는 여성암 중 2위를 차지하고 있고, 최근 20년간

유방암으로 인한 사망과 발생은 점차 증가되고 있는 추세

이며, 2015년에 달하면 1995년 유방암 사망률의 2.3배로 인

구증가율보다 2배나 높은 수치로 증가될 것이 예측되고 있

다
5)
. 그 이유로는 서구화된 식생활로 인한 비만, 늦은 결혼

과 출산, 빠른 초경과 늦은 폐경 등으로 에스트로겐에 노출

되는 총 기간의 증가를 지목하고 있다
6)
. 유방암의 재발은

치료 후 여러 해에 걸쳐 나타나는데, 지금까지 보고된 유방

암 재발 시기에 관한 여러 연구들을 살펴보면, 재발 환자의

70%는 수술 후 3년 이내에 재발하며, 유방암 수술 후 재발

의 연 위험도는 수술 후 2~3년째 가장 높은 수치을 보이고,

다음으로 4~7년 사이에 두 번째로 높은 수치를 나타내는 경

우가 많았다고 보고된다.
7-9) 
유방암은 암 줄기세포, EMT

(Epithelial mesenchymal transition), β1-integrin, Notch

signaling, Wnt signaling, Hedgehog signaling 등에 의해서

재발이 일어난다고 알려져 있으며
10)
, 이러한 재발 원인 중
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하나인 암 줄기세포(Cancer stem cell, CSCs)는 혈액암
11-12)

,

유방암
13)
, 뇌암

14)
, 전립선암

15)
, 흑색종

16)
, 자궁암

17)
, 대장암

18)
,

간암
19)
, 폐암

20)
, 췌장암

21)
, 위장암

22)
에 존재하는 것으로 보

고되었다.

유방암 줄기세포는 CD44
+
, CD24

−

 표현형을 가지고 있으

며 종양 덩어리 내에 1%정도 존재하는 것으로 알려져 있지

만 암 줄기세포가 남아 있을 경우 재발을 유발하는 것으로

알려져 있어 암 줄기세포의 제거가 항암치료의 중요한 요

인으로 지목되고 있다
24)
. 현재까지 D-pinitol에 대해 암과 관

련된 논문은 NF-κB pathway activation으로 발현되는

proliferation, apoptosis, invasion, angiogenesis 관련 유전자

의 발현을 억제 시킨다는 내용이 보고된 바 있으며
25)
, 2012

년 rat에 발암물질인 DMBA을 주입 후 형성된 breast

carcinoma가 D-pinitol에 의하여 억제되며, Bcl-2의 발현이

억제되고 p53과 caspase-3의 발현이 유도된다고 보고된 바

있다
26)
.

본 연구에서는 D-pinitol에 의한 유방암의 성장억제와 재

발지연을 확인하고 재발에 관련된 암 줄기세포의 증식에 미

치는 영향을 평가하였다.

재료 및 방법

실험 재료 −시험물질로서 D-pinitol과 대조군 물질인

doxorubicin hydrochloride와 metformin은 Sigma(Sigma, St.

Louis, MO, USA)사에서 구입하였으며 충북대학교 약학대

학 약품 미생물학 연구실에 보관하였다.

시약 및 기기 −세포배양에 필요한 RPMI, DMEM, FBS,

penicillin/streptomycin, PBS는 Gibco(Gibco, Grand Island,

NY, USA)사에서 구입하였으며, 배양기는 Sanyo(Sanyo,

Moriguchi, Osaka, Japan)사의 CO2 배양기를 사용하였다.

MTT assay에 사용한 MTT는 Amresco(Amresco, Solon,

OHIO, USA)사에서 구입하였으며, MTT solvent에 들어가

는 HCl과 isopropanol은 Deajung(Daejung, Siheung-si,

Gyeonggi-do, Korea)사에서, triton X-100은 USB(USB,

Clevelanf, OHIO, USA)사에서 구입하였다. Formazan을

녹이는데 사용한 obital shaker는 Heidolph(Heidolph,

Walpersdorfer, Schwabach, Germany)사의 vibramax 100을

사용하였고, 흡광도를 측정하는 microplate reader기는

Molecular devices(Molecular devices, Silicon Valley, CA,

United States)사의 spectramax M2를 사용하였다. 암줄기세

포의 비율을 측정하기 위해 사용되는 anti-CD44 항체와 anti-

CD24 항체는 BD(BD, San Diego, CA, USA)사에서 구입

하였으며, BSA는 Sigma사에서 구입하였다. 암줄기세포의

비율을 확인하는데 사용한 유세포 분석기는 BD사의 canto

Ⅱ를 사용하였다. 96-well plate는 SPL(SPL, Pocheon-si,

Gyeonggi-do, Korea)사에서 구입하였으며, 1 ml syringe와

1 ml insulin syringe, cell strainer는 BD사에서 구입하였다.

종양의 크기는 Mitutoyo(Mitutoyo, Kawasaki, Kanagawa,

Japan)사의 vernier caliper를 구입하여 측정하였다.

세포 배양 −인체유래 유방암 세포주인 MDA-MB-231 세

포는 10% FBS와 1% penicillin/streptomycin을 첨가한

RPMI 1640 배지를 사용하여 배양 하였으며, 인체유래 유

방암 세포주인 MCF-7 세포는 10% FBS와 1% penicillin/

streptomycin을 첨가한 DMEM 배지를 사용하여 37
o
C, 5%

CO2 조건에서 배양 하였다.

세포 성장 측정 −세포의 성장을 측정하기 위해 MTT

assay를 실시하였다. MDA-MB-231 세포주와 MCF-7 세포

주를 각각 배지 200 µl에 5×10
4 
cell씩 포함되도록 하여 96-

well plate에 분주하여 24시간 동안 배양하였다. 배지를 제

거한 뒤 배양된 세포에 doxorubicin hydrochloride(최종농도

:1 µM), metformin(최종농도:5 mM)과 D-pinitol(최종농도:1,

5, 10 mM)이 첨가된 배지를 200 µl씩 넣어준 후 48시간 배

양하였다. 48시간 후 MTT solution(5 mg/ml)을 넣어준 뒤 2

시간 동안 차광된 37
o
C, 5% CO2 배양기에서 배양하였다.

배지를 제거한 후 MTT solvent(HCl 50 µl, isopropanol

15 ml, 10% triton X-100)를 100 µl 넣어준 뒤 obital shaker

에서 300 rpm으로 20분간 생성된 formazan을 용해시켜 주

었다. Microplate reader를 이용하여 측정 파장 570 nm으로

흡광도를 측정하였다.

실험 동물 − SPF인 4주령 BALB/c nu mouse를 Orient

bio(Orient bio, Seongnam-si, Gyeonggi-do, Korea)사에서

구입 후 semi-SPF 동물실에서 1주간의 적응기간을 거친 뒤

실험에 사용했다. 동물 사육실은 온도 23±1
o
C, 습도 50%,

12시간씩 밤낮을 유지하였다. 실험동물은 격리용 마우스 케

이지에서 사육하였고, 사료와 식수는 자유로이 섭취하도록

하였다.

이종 이식 마우스 모델(Nude mouse xenograft assay)

 −종양 성장 관련 실험: BALB/c nu mouse에 MDA-

MB-231세포(9×10
6
cell/mouse)를 PBS 100 µl에 부유시킨 뒤

1 ml syringe로 우측의 견갑부와 흉벽 사이의 액와 부위 피

하에 이식하였다. 종양의 크기가 일정수준에 도달하였을 때,

약물 투여군 별로 7개체씩 무작위로 분류하였다. D-pinitol

(최종 투여용량: 500, 1000 mg/kg)과 metformin(최종 투여용

량: 500 mg/kg)은 증류수를 사용하여 50 mg/ml의 농도로 용

해한 후 마우스에 10 ml/kg 액량으로 반복하여 45일 동안

경구 투여하였다. Doxorubicin hydrochloride은 PBS를 이용

하여 0.4 mg/ml의 농도로 용해한 후 마우스에 20 µl씩 1 ml

insulin syringe를 이용하여 반복적으로 종양 내(intratumoral)

에 총 4회(0, 5, 10, 15일) 투여하였다. 형성된 종양의 크기

가 53.0 mm
3
 도달 시 부터 45일째까지 총 14회 개체별로

vernier caliper를 이용하여 3-방향을 측정한 후 길이(length)

× 너비(width) × 높이(height)/2의 계산식에 의해 종양크기
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를 측정하였다. 모든 동물에 대하여 약물 투여 개시 후 일

반증상 관찰 및 체중의 변화를 측정하였다. 

 −재발 및 암 줄기세포 관련 실험: 종양 성장 관련 실

험과 달라진 조건은 metformin 투여군은 제외하였으며, D-

pinitol 투여군은 300 mg/kg 투여군을 추가 시켰다. 또한 형

성된 종양의 크기가 53.0 mm
3
 도달 시 부터 63일째까지 총

28회 개체별로 vernier caliper를 이용하여 3-방향을 측정한

후 길이(length) × 너비(width) × 높이(height)/2의 계산식에

의해 종양크기를 측정하였다. 그 외 나머지 조건은 종양 성

장 관련 실험과 동일하다.

암줄기세포의 비율 측정 −유방암의 암줄기세포 marker

인 CD44분자와 CD24분자를 유세포분석기를 이용하여 암

줄기세포의 비율을 측정하였다. 형성된 종양을 분리하여 cell

strainer를 이용하여 단일세포화 한 뒤 ack 시약을 이용하여

적혈구를 제거해 주었다. 적혈구가 제거된 약 1×10
6 
cell을

1% BSA을 첨가한 PBS(BSA/PBS)로 한번 세척한 후, 50 µl

의 PBS/BSA 안에 부유시켰다. 세포에 anti-CD44 항체와

anti-CD24 항체를 첨가한 후 4
o
C에서 20분 동안 반응시키

고, PBS로 두 번 세척하여, 500 µl의 PBS로 다시 부유시켜

유세포분석기로 CD44
+
, CD24

− 
표현형인 세포 비율을 분석

하였다.

통계분석 −모든 실험값은 임의대로 100%로 표시한 대조

군에 대하여 백분율로 나타내었다. 실험 결과는 T-test(Micro

office, Excel)로 검정하였으며, p값이 0.05 미만일 때 통계

적으로 유의성이 있다고 판정하였다.

결과 및 고찰

D-pinitol이 유방암 세포주 성장에 미치는 영향을 평가하

기 위하여 MTT assay를 수행하였다. MDA-MB-231 세포

주와 MCF-7 세포주를 24시간 배양한 뒤, 1 µM doxorubicin,

5 mM metformin 그리고 1, 5, 10 mM D-pinitol을 48시간

동안 처리하여 MTT assay를 수행하였다. MDA-MB-231 세

포주에서는 1 µM doxorubicin을 처리하였을 때 21.7%

(p<0.05) 감소하였고 5 mM metformin을 처리하였을 때는

12.7%가 감소하였다. 또한 1, 5, 10 mM D-pinitol을 처리하

였을 때는 농도별로 19% (p<0.05), 25% (p<0.01), 28.1%

(p<0.05)가 감소하여 농도 의존적으로 성장이 억제되는 것

을 확인하였다(Fig. 1A). MCF-7 세포주에서는 1 µM

doxorubicin을 처리하였을 때 41.1% (p<0.05) 감소하였고

5 mM metformin을 처리하였을 때는 14.9% (p<0.01)가 감

소하였으며 1, 5, 10 mM D-pinitol을 처리하였을 때는 농도

별로 20.7% (p<0.05), 21.8% (p<0.05), 22% (p<0.05)가 감

소한 것을 확인하였다(Fig. 1B). MTT assay에 사용한

MDA-MB-231 세포주는 MCF-7 세포주에 비해서 약물 내

성관련 유전자인 p130
cas
의 발현이 높아 항암제로 알려진

doxorubicin에 대한 내성이 높은 것으로 보고되어 있는데
27)
,

MTT assay를 한 결과에서도 MDA-MB-231 세포주가

MCF-7 세포주에 비해서 doxorubicin의 감수성이 낮은 것으

로 확인되었다. 그러나 D-pinitol은 doxorubicin과는 다르게

MCF-7 세포주에 비해서 MDA-MB-231 세포주에 대한 증

식 억제 효능이 높은 것을 확인할 수 있었다.

인체유래 암세포주를 nude mouse에 이식하여 항암효능

을 평가하는 mouse xenograft asssy는 시험물질의 효능을 in

vivo상에서 확인하기에 적합한 동물시험계이다. 따라서 MTT

assay에서 확인하였던 두 가지의 세포주 중 doxorubicin에

내성이 있으며 D-pinitol에는 감수성인 MDA-MB-231 세포

주를 mouse에 이식한 xenograft model을 이용하여 생체 내

에서 종양 성장에 어떠한 영향을 미치는지 확인하였다.

MDA-MB-231세포(9×10
6
cell/mouse)를 BALB/c nude mouse

우측의 견갑부와 흉벽 사이의 액와 부위 피하에 이식하였

고 형성된 종양의 크기가 53.0 mm
3
 도달 시 부터 D-pinitol

(최종 투여용량: 500, 1000 mg/kg)을 반복하여 경구 투여하

였으며, doxorubicin hydrochloride은 PBS를 이용하여

0.4 mg/ml의 농도로 용해한 후 마우스에 20 µl씩 반복적으

Fig. 1. Growth inhibition of D-pinitol on breast cancer cell

lines. MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines were treated with

1-10 mM D-pinitol for 48 hour. Doxorubicin (1 µM) and met-

formin (5 mM) were used as comparators. Cell viability of (A)

MDA-MB-231 and (B) MCF-7 cell lines were estimated by

MTT assay (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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로 종양 내에 투여하였다. 투여기간 동안 약물의 독성 정도

를 알아보기 위해 동물의 일반증상 및 체중변화를 관찰하

였으나, 약물 투여 후 일반적인 증상이나 유의적인 체중감

소가 없는 것으로 보아 전체적으로 약물에 대한 독성은 나

타나지 않은 것으로 판단하였다(Fig. 2A). 시험물질 투여 후

25일째에 대조군은 종양의 크기가 3243.7±1010.3 mm
3
으로

성장하였으나, D-pinitol 500 mg/kg 투여군에서는 종양크기

가 1993.5±1216.6 mm
3
으로 38.5%의 종양성장 억제효과를,

D-pinitol 1000 mg/kg 투여군에서는 종양크기가 681.1±

310.4 mm
3
으로 79%의 종양성장 억제효과를 나타내었다. 또

한, doxorubicin 4 mg/kg과 병용 투여한 D-pinitol 500 mg/

kg 투여군에서는 종양크기가 171.6±51.2 mm
3 
(p<0.05)으로

94.7%의 종양성장 억제효과를 나타내었다. Doxorubicin

4 mg/kg 투여군에서는 190.8±105.2 mm
3 
(p<0.05)으로

94.1%의 종양성장 억제효과가 있었다(Fig. 2B, E). 시험물

질 투여 후 45일째에 대조군은 종양의 크기가 11960.9±

4445.1 mm
3
으로 성장하였으나, D-pinitol 500 mg/kg 투여군

에서는 종양크기가 7693.5±5231 mm
3
으로 35.7%의 종양성

장 억제효과를, D-pinitol 1000 mg/kg 투여군에서는 종양크

기가 552.7±234.9 mm
3
으로 95.4%의 종양성장 억제효과를

나타내었다. 또한, doxorubicin 4 mg/kg과 병용 투여한 D-

pinitol 500 mg/kg 투여군에서는 종양크기가 383.5±31.97 mm
3

으로 96.8%의 종양성장 억제효과를 나타내었다. Doxorubicin

4 mg/kg 투여군에서는 종양크기가 648.1±194.5 mm
3
으로

Fig. 2. Inhibition of breast tumor growth by D-pinitol in nude mouse xenograft assay. On day 0, nine million MDA-MB-231 cell

were implanted subcutaneously into nude mouse. D-pinitol at the dose of 500 mg/kg or 1000 mg/kg body weight was administered

orally for consecutive 45 days. (A) The body weights of the tumor-bearing nude mice were measured to evaluate overall toxicity of

D-pinitol. (B) Tumor volumes were estimated by the formula: length (mm) × width (mm) × height (mm)/2. Photographs of rep-

resentative MDA-MB-231 tumor mass at (C) 25 day and (D) 45 day were shown. At (E) 25 day and (F) 45 day, relative tumor

size was measured (*p<0.05).
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94.58%의 종양성장 억제효과가 있었다(Fig. 2D, F). D-

pinitol에 의한 인체 유방암 종양 성장 억제가 투여량을 증

가시킬수록 종양의 크기가 감소하였다.

유방암 치료 후에도 재발이 일어나는 이유 중 하나는 암

줄기세포에 의한 새로운 종양의 증식에서 기인하는 것으로

알려져 왔다. 유방암 재발에 영향을 미치는 암줄기세포는

CD44
+
, CD24

−

의 표현형을 지닌다. 따라서 우리는 MDA-

MB-231 세포주를 BALB/c nude mouse에 이식한 mouse

xenograft assay를 수행하여 D-pinitol이 암줄기세포의 증식

에 미치는 영향 분석하였다. D-pinitol 투여 후 25일과 46일

째의 종양덩어리를 단일세포화 시킨 뒤, anti-CD44 항체와

anti-CD24 항체를 이용하여 암줄기세포의 비율을 유세포분

석기을 통해 분석하였다. 25일째의 경우 대조군 대비

doxorubicin 4 mg/kg 투여군에서 62.4% 감소하였으며 D-

pinitol 300, 500, 1000 mg/kg 투여군 각각에서 17.4%,

33.7%, 44.8% 감소하였고 doxorubicin 4 mg/kg과 병용 투

여한 D-pinitol 300, 500, 1000 mg/kg 투여군 각각에서는 각

각 70.7%, 75.6%, 79.7% 감소하는 것을 확인하였다(Fig.

3A). 또한 46일째의 경우 대조군 대비 doxorubicin 4 mg/kg

투여군에서 7.1% 증가하였으며 D-pinitol 300, 500,

1000 mg/kg 투여군 각각에서 5.2%, 17.1%, 26.1% 감소하

였고 doxorubicin 4 mg/kg과 병용 투여한 D-pinitol 300,

500, 1000 mg/kg 투여군 각각에서는 각각 48.3%, 60.2%,

76.3% 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 3B). D-pinitol은 종

양 내에 암줄기세포의 비율을 감소시키는 효능이 있는 것

으로 확인되었으나, 46일째 종양에서 doxorubicin 단독투여

군의 종양 내 암줄기세포 비율은 vehicle control 투여군 보

다 높게 측정되어 암줄기세포 억제에 영향을 주지 않는 것

으로 확인 되었다. 또한, doxorubicin과 D-pinitol의 단독 투

여군과 doxorubicin과 D-pinitol의 병용투여군의 암줄기세포

비율을 비교해 보았을 때 병용 투여군에서 암줄기세포의 비

율은 현저히 감소하여 시너지 효과가 나타나는 것을 확인

할 수 있었다. 

D-pinitol은 암세포주로부터 발생하는 CSCs를 비율을 감

소시키고 종양 내 CSCs의 증식을 억제하였다. 이는 D-pinitol

이 암의 재발을 억제할 수 있음을 시사한다. 따라서 D-pinitol

에 의해 유방암 재발이 지연되는지를 확인하기 위해 MDA-

MB-231 세포주를 BALB/c nude mouse에 이식하고 종양재

발을 분석하였다. Doxorubicin 4 mg/kg과 병용 투여한 D-

pinitol 300, 500 mg/kg 투여군에서는 35일 동안은 종양재발

이 관찰되지 않았으며, doxorubicin 4 mg/kg과 병용 투여한

D-pinitol 1000 mg/kg 투여군에서는 37일 동안 종양재발이

관찰되지 않았다. 또한 doxorubicin 4 mg/kg 단독 투여군에

서는 30일 동안 종양재발이 나타나지 않음을 확인하였다

(Fig. 4). 특히 44일째에 관찰된 doxorubicin 단독 투여군의

종양크기는 D-pinitol 1000 mg/Kg 병용 투여군에서 2주 후

관찰되었다. 따라서 D-pinitol은 암 성장 억제와 더불어 종

Fig. 3. Inhibition of the growth of the cancer stem cells within

tumor mass by D-pinitol. On (A) 25 day and (B) 46 day, the

mice were sacrificed and CSCs population of the breast tumors

were measured by flow cytometry analysis after double stain-

ing with anti-CD44 and anti-CD24 antibodies.

Fig. 4. Delay of breast tumor relapse in mouse xenograft assay

by D-pinitol. D-pinitol at the dose of 300 mg/kg, 500 mg/kg

and 1000 mg/kg body weight was administered orally for con-

secutive 63 days. Doxorubicin at the dose of 4 mg/kg was

injected within breast tumor four times for 15 day. 
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양 내의 암 줄기세포 비율을 감소시켜 암 재발을 지연시키

는 효능이 있음을 말해준다.

결 론

본 연구는 D-pinitol이 유방암 성장 억제와 재발 지연에

대한 효능이 있음을 확인하였고, 이는 암 줄기세포의 증식

억제에서 기인함을 규명하였다. 이와 같은 연구결과는 천연

식물에서 추출한 안전한 물질인 D-pinitol이 항암 보조제로

사용될 수 있음을 시사한다.
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