
Ⅰ. 서 론

식생활과 암 발생에 관한 역학 조사 결과 콩을 많이 섭취하는

동양인 (20�80mg/day)은 서양인 (1�3mg/day)에 비해 유방암,

전립선암에의한사망률이현저히낮았고미국으로이주한아시

아인들의경우콩섭취가줄어들면서암발생율이증가하는것으

로 알려져 있다1,2). 이에 따라서 콩의 생리활성 물질에 대한 연구

가 많이 이루어졌는데 그 중에서 estrogen과 유사한 구조를 가진

genistein은 다양한 생리 활성을 가지고 있음이 밝혀 졌으며3) 또

한 여러 세포주와 동물 실험 모델에서 암예방 효과가 있는 것으

로밝혀졌다4-11). 

신생혈관형성 (angiogenesis)은 종양의 형성 (carcinogenesis), 성

장 (growth), 침습 (invasion) 및전이 (metastasis)에꼭필요한과정

이다12). 종양에서 신생혈관형성이 비정상적으로 많다고 알려진

이래, 고형암의 혈관화정도에 따른 전이의 가능성과 생존율의

차이에 대한 연구가 이루어져 왔다13-16). 이미 유방암에서 종양의

혈관화는 임상적 예후와 밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 있

으며, 두경부 종양에서도 신생혈관화가 종양의 재발과 밀접한

연관이 있으며 예후인자로서의 의미를 가지고, 종양의 진행과도

직접적인 관련이 있다고 보고된 바 있다. 따라서 아직 논란의 여

지가있으나항신생혈관화 (anti-angiogenesis)는새로운치료개념
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Genistein that is a component of soy has been reported to have a protective effect on the carcinogenesis of various tumors and to
inhibit the growth of a wide variety of tumor cell in vitro. Angiogenesis is an essential process for the carcinogenesis, growth, invasion
and metastasis of cancer and genistein has been suggested to act as natural anti-angiogenic agent. 

The purpose of this study was to evaluate the effects of genistein on the vascular endothelial growth factor (VEGF) expression in
hamster buccal pouch oral carcinogenesis model induced by 9, 10-dimethyl 1,2-benzanthracene (DMBA). Experimental group that were
supplied with 0.1mg/day genistein were sacrificed by time schedules and routinely processed for immunohistochemical examination of
VEGF.

In genistein treated group, carcinogenesis was retarded with respect to the acanthosis, hyperkeratosis, and epithelial dysplasia.
Immunohistochemical study showed that the VEGF protein of genistein group was less expressed than that of the control group.
(p<0.05) Thus, it is postulated that genistein has chemopreventive effect on the oral carcinogenesis, and this chemopreventive effect, at
least partly, is originated from the anti-angiogenic effect of genistein
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으로서중요하다고할수있다17-20). 최근 Shipitzer 등21)은초기설암

에서 혈관화는 임파선전이와 유의한 관계를 보였다고 보고하였

는데, 설암이외의 두경부종양에서도 신생혈관화는 종양의 진행,

침습, 전이와 밀접한 관련이 있을 것으로 보는 것이 타당할 것이

다. 이미 유방암과 전립선암과 같은 고형암에 있어서 여러 항신

생혈관화 물질의 적용이 연구되어져 왔다22-26). 항신생혈관화 요

법은두경부종양에서도충분히적용가능성이있는항암요법이

라고추측된다. 

혈관형성인자중 vascular endothelial growth factor (VEGF)는 혈

관 내피세포에 직접 작용해서 혈관내피세포를 증식시키고, 투과

도를증가시켜병적인상황과생리적인상황에서혈관형성을유

도한다27). VEGF는구강편평세포의심한이형성증과침습성이강

한구강편평세포암종에서두드러지게발현된다고보고되었다28). 

본 연구는 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene(DMBA)에 의해 유도

된 햄스터 협낭 구강암 모델에서 genistein이 구강암 발생과정에

미치는암예방효과를면역화학염색법을이용한 VEGF의발현도

와연관하여분석하고자계획되었다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 햄스터 협낭 구강암발생 및 genistein 투여

체중 100gm 내외의 생후 4주에서 6주 사이의 햄스터를 물과

사료에 자유롭게 접근할 수 있는 동일 조건하에서 사육하고

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

oil(Sigma Chemical Co., St. Luise, USA)에 용해 시킨 후 우측 협낭

점막에 1주일에 3회 면봉으로 도포하였다. 실험군 (n=24)은

DMBA를 도포하면서 genistein (Sigma, USA) 20mg을 100% 에탄올

10ml에녹인후증류수로희석하여 1ml를매일위관을통해경구

복용시켰다. 대조군은 genistein을 함유하지 않은 동일한 용매만

동일한방법으로경구복용시켰다.

2. 동물의 희생 및 면역화학적 염색

실험 시작 2주 후 4주 간격으로 16주까지 무작위로 6마리씩 희

생시키고 협낭을 적출한 후 즉시 10% 중성 포르말린 용액에 고

정시켜 통법에 따라 탈수하고 파라핀에 포매하였다. 이후 4-5μm

두께의 파라핀 절편을 제작하여 Hematoxilin-Eosin(H&E) 중염색

을 시행하여 대조군과 실험군에서 광학현미경 관찰을 시행하여

암예방효과를판정하였다.

VEGF 면역조직화학 염색을 위해 박절편을 xylene으로 탈파라

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 phosphate buffered saline(PBS)로세척하였다. 이후 30분

간 blocking하여 비특이적 IgG 결합을 방지한 후, VEGF 다클론

항체(A-20, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)를 1:400 으로 희석

하여 적용하였고, 4℃에서 밤새 반응시켰다. Streptavidin-biotin-

peroxidase complex를 결합시킨 후 발색은 3,3-diaminobenzidine

hydrochloride (DAB)으로 하였고, 대조염색은 Mayer’s hema-

toxylin을이용하였다. 혈류공급이풍부하다고이미알려져있는

유방암종의 조직을 양성대조로 삼았으며, 음성대조는 일차항체

를 정상 swine serum으로 대체하여 같은 조건에서 반응시킨 조

직을이용하였다. 

3. 조직병리학적 관찰 및 VEGF 발현 평가

각각의 군의 H&E 염색상을 관찰하여 과각화 (hyperkeratosis),

이형성 (acanthosis), 유사 분열상 (mitotic figure), 핵농염 (nuclear

pleomorphism) 등을 평가하였다. 각 평가는 -: negative, ±: trace,

+: mild, ++: moderate, +++: marked 까지 5등급으로나누어시행하

였다. 

VEGF 발현도 측정은 3인의 관찰자가 각 증례를 맹검 후 평가

하였는데 결과가 서로 다른 경우 제3의 관찰자가 재검하여 최종

결정하였다. VEGF 발현강도는 Takahasi 등29) 이 제시한 0 에서 3+

까지의 단위로 등급(grade)을 적용한 후 VEGF의 발현강도에 따

라 발현이 전혀 안 되었거나, 약하게 되었을 경우(grade 0 or 1+)

와발현의강도가중등도이거나, 강하게되었을경우(grade 2+ or

3+)로나누었다30). 

Ⅲ. 결 과

1. 조직병리학적 소견 (Table 1)

실험 4주군은대조군과마찬가지로각화층이두꺼워지고극세

포증을보이기시작하여대조군과별다른차이를나타내지않았

다 (Fig. 1-a, b). 그러나 대조 8주군에서 과각화층이 더욱 두꺼워

지고 저세포층의 핵/세포질 비율이 커지며 경도의 상피이형성

소견이전반적으로보이기시작한반면 (Fig. 1-c) 실험 8주군에서

는 일부에서만 극세포증이 관찰되었으며 기저세포들은 농염되

고 다소 배열이 불규칙하였으나 대조군에 비해서는 미약하였다.

또대조군에서보이던상피이형성의소견은보이지않았다 (Fig.

1-d). 대조 12주군은상피층내불규칙한이형성세포들의배열과

더욱커진핵/세포질비율및유사분열상이관찰되었고상피이

형성은더욱심해졌다 (Fig. 1-e). 실험 12주군은대조 12주군에비

해 미약한 이형성의 소견을 보였다 (Fig. 1-f). 대조 16주군은 분화

도가좋은편평상피세포암의소견과실험군보다심한하부결체

조직으로의 침투상과 주변에 심한 염증 세포의 소견을 보였다

(Fig. 1-g). 실험 16주군 역시 편평세포암종의 소견을 보였으나 결

합조직내로의 분화도가 높은 상피세포의 침투과 관찰되었고 암

진주형성을보였다 (Fig. 1-h ).

2. VEGF의 발현도 (Table 2)

VEGF는 종양세포의 세포질에 갈색으로 염색되었는데, 각 주

별로대조군에서실험군에비해많이관찰되었다 (Fig. 2). 대조군
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은 4, 12, 16주군에서 66.7%, 8주군에서 50%의 개체에서 중등도

이상의 발현강도를 보인 반면, 실험군에서는 4주군에서 33.3%에

서 중등도의 발현강도를 보였고 8, 12, 16주군에서는 16.7%에서

만 중등도 이상의 발현도를 보였다 (Table 2). 실험군에서의

VEGF의발현은통계적으로유의성있게감소했다 (p<0.05). 

Ⅳ. 총괄 및 고안

콩추출물질은 유방암, 간암, 폐암, 방광암, 피부암에 예방효과

가 있는 것으로 알려져 있으며 콩이 암 유발 위험을 증가시킨다

는 보고는 없었다4-9). Genistein은 콩에 풍부하게 함유되어 있는

isoflavone의 일종인데 다양한 활성을 가진 것으로 알려졌으며,

암종세포에 대한 치료효과는 주로 항산화작용(antioxidation)과

항염증작용, tyrosine kinase활성억제에의한것으로알려져있다
31-32). 특히 genistein이 특이적으로 tyrosine kinase의 효과를 억제하

는 것이 밝혀진 이후 세포 내부에서 각종 성장인자간의 신호 전

달에있어서중요한역할을담당하는 tyrosine kinase의억제에의

한 항암기전설이 유력하게 제시되고 있는데 이는 tyrosine kinase

와 암세포의 세포막에 있는 수용체 결합이 세포 성장과 분화에

필수적이기 때문이다33-35). 한편 암발생에 있어서 활성 산소의 발

생이 중요한 역할을 하는 것으로 받아들여지고 있는데, genistein

은 종양 세포와 면역 세포에 의한 활성 산소의 생성을 감소시킬

수 있고 agonist에 의해 유발된 활성 산소의 생성을 직접적으로

저해할 수도 있고 고농도의 활성 산소를 유발시키는 조건을 억

제할 수도 있는 것으로 알려져 있다36). 본 연구에서는 genistein이

구강암 발생에 있어 과각화증, 극세포증, 상피 이형성증 등에서

발암과정을 지연시키는 양상을 보였으며 햄스터 협낭의 DMBA

발암모델에관련된많은연구에서이미보고된바와같이본실

험의발암과정에서보이는조직학적소견은기존의연구와유사

했다. 즉 초기의 기저막 비후 등의 염증소견을 거쳐 상피 이형성

의 조직학적 특징을 보이며 이어 이형 세포의 출현이 있어 상피

내암의 소견을 보이게 되고 DMBA 도포 16주 후 에는 개체별로

약간의차이가있으나유두상의증식이있는편평세포암종의형

성에이르게된다. 이모델은시간적진행에따라발암과정을잘

보이기때문에발암과정에대한연구뿐만아니라암화학예방요

법에 사용되는 약제의 치료 효과를 보기 위한 동물 모델로도 유

용하다고판단되었다.

Genistein의 항신생혈관화 작용에 대한 보고가 있는데 Fotsis 등
37)은 genistein이 혈관내피세포 증식과 혈관생성을 억제한다고 하

였다. 그들의 연구에 의하면 collagen gel을 이용한 체외 실험 모

델에서 genistein이 혈관생성을 억제한다고 하였는데 그 기전에

대해서는 명확한 가설이 수립되어 있지 않은 상태이므로 이에

대한연구가더욱필요한상태이다.

고형성 종양의 발생, 성장, 침투 및 전이에 있어서 혈관형성은

필수적인데 종양세포는 혈관형성인자들을 분비하여 혈관형성

을 유도한다38-39). 이러한 혈관형성인자에는 aFGF, bFGF, TGF-α,

TGF-β, IL-8, TNF, PD-ECGF 그리고 본 연구에서 다룬 VEGF (vas-

cular endothelial growth factor) 등이 있다. 특히 VEGF 는 in vivo상

에서강력한혈관형성능력을가지고있다고알려져있으며최근

에는 혈관내피세포의 분열촉진인자 (mitogen)로서 종양의 혈관

형성을 핵심적으로 조절한다고 보고되고 있다40). 여러 연구에서

VEGF의특이적혈관내피세포의분열유도가보고되었으며혈관

투과도 (vascular permeability)를 증가시키고, 혈관내피세포의 분

화, 이동 및 생존을 촉진시켜 종양세포의 성장을 증진시키는 작

용을 하는 것으로 나타났다41). VEGF가 발현되지 않은 경우 미세

혈관 밀도와 혈관투과도가 감소하고 세포사 (apoptosis)의 증가

가 보고되기도 하였다42). 본 연구에서는 genistein이 VEGF의 발현

을 유의하게 억제하였으며 이는 발암과정의 지연에 있어서

VEGF에의한신생혈관화의억제가하나의기전으로서작용하였

슴을 시사한다고 할 수 있다. 각 시기별로 대조군과 실험군간의

VEGF 발현은 뚜렷한 차이를 보였고 이는 16주까지 지속되었다.

그러나 16주의 H&E 염색결과에서 나타났듯이 genistein을 투여

한 실험군에서도 구강암종의 소견을 보여 이는 genistein의 항신

생혈관화작용이 지속적인 발암과정을 완전 차단할 수는 없었음

Table 2. Correlations of VEGF expression in each group

Group week Number of VEGF-rich tumor(%)

4w 4/6 (66.7%)

Control group 8w 3/6 (50.0%)

(N=24) 12w 4/6 (66.7%)

16w 4/6 (66.7%)

4w 2/6 (33.3%)

Genistein treated 8w 1/6 (16.7%)

group (N=24) 12w 1/6 (16.7%)

16w 1/6 (16.7%)

Table 1. Progression of DMBA induced carcinoma

Hyperkeratosis + ++ +++ +++ + ++ ++ +++

Acanthosis ± + +++ +++ ± + ++ +++

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

Nuclear pleomorphism - + ++ +++ - - + +++

w: week, -: negative, ±: trace, +: mild, ++: moderate, +++: marked 

Control group Experimental group

4w 8w 12w 16w 4w 8w 12w 16w
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을 알 수 있었다. 이는 생체의 항상성유지와 연관지어 추측을 해

보면, genistein에 의해 차단된 VEGF대신 다른 혈관화인자의 발

현이 촉진되어 결과적으로 계속적인 발암과정을 진행할 가능성

이있다. 

혈관형성이 고형성 종양의 성장, 침투 및 전이에 꼭 필요한 과

정이기 때문에, 종양의 치료를 위해 여러 가지 혈관형성억제제

가 제시되었으며 여러 혈관형성억제제를 이용한 항암작용연구

가 이루어졌다22-26). 그러나 구강암에서는 이러한 시도가 미미했

으며현재까지항신생혈관화요법의적용가능성에대한논란이

있다. 강력한 항신생혈관화 약제인 thalidomide를 이용한 연구에

서도 토끼에 발생시킨 구강암에 55%의 항암효과를 보였다고 한

보고가 있는가 하면43), 전혀 항암효과가 없었다는 보고도 있다44).

저자 등도 이전 연구에서 강력한 혈관형성 억제제라고 알려져

있는 thalidomide가 누드마우스(BALB/c/nu)에 이종이식된 구강

편평상피세포암종의 성장을 억제하는지를 평가하고, thalido-

mide에의한구강암의치료가향후전략적인치료방법에포함될

수 있는지를 평가하였는데 thalidomide는 종양의 vascular

endothelial growth factor (VEGF)를 억제하고 미세혈관수를 현저

히감소시켰음에도불구하고종양의성장을억제하지못하여일

차적 치료효과에 있어서 한계를 보였음을 보고한 바 있다45). 또

한 항신생혈관화 작용을 보인다고 하여도 thalidomide와 같이 인

체에사용시부작용이많은약제는임상적용가능성이적다고할

수있어콩추출물과같이식품으로서부작용이적으면서도쉽게

적용이 가능한 물질을 연구하는 것은 의미있는 일이라 할 수 있

으며또한 genistein이발암과정에있어서 VEGF의발현을지속적

으로 억제하는 효과를 보였다는 것은 genistein의 암예방효과차

원을 넘어서 항신생혈관화작용을 통한 항암치료제로서의 가능

성을보였다고할수있어향후이에대한적극적인연구가필요

할것으로사료된다.

Ⅴ. 결 론

콩추출물인 genistein의구강암발생과정에미치는암예방효과

및 신생혈관화억제효과를 알아보기 위하여 9,10-dimethyl-1,2-

benzanthracene(DMBA)에 의해서 유도된 햄스터 협낭 구강암 모

델에서 면역조직화학적 염색방법으로 VEGF의 발현도를 평가하

여다음과같은결과를얻었다. 

1. Genistein을투여한실험군과대조군은 4주까지는조직학적으

로 별다른 차이를 나타내지 않았으나 대조 8주군에서 과각화

층이 더욱 두꺼워지고 저세포층의 핵/세포질 비율이 커지며

경도의 상피이형성 소견이 전반적으로 보이기 시작한 반면

실험 8주군에서는 일부에서만 극세포증이 관찰되었고 대조

군에서 보이던 상피 이형성의 소견은 보이지 않았다. 대조 12

주군은 상피층 내 불규칙한 이형성 세포들의 배열과 더욱 커

진핵/세포질비율및유사분열상도관찰되었고상피이형성

은 더욱 심해졌으나 실험 12주군은 대조군에 비해 미약한 이

형성의 소견을 보여 genistein의 구강편평세포암종 예방효과

를확인할수있었다.

2. VEGF의발현은대조군의 50%이상에서중등도이상의발현강

도를 보인 반면 실험군에서는 40%이하에서 중등도의 발현강

도를 보여 실험군에서의 VEGF의 발현이 통계적으로 유의성

있게감소했음을알수있었다.

이상의 결과를 종합해보면 genistein은 구강편평세포암종의 발

암과정을 지연시키는 효과를 보였고, VEGF의 발현을 지속적으

로 억제하는 효과를 보여 genistein의 항신생혈관화작용을 통한

항암치료제로서의 가능성을 보였으며 향후 이에 대한 적극적인

연구가필요할것으로사료된다.
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사진부도 설명

Fig. 1. Photomicrography in H&E staining 

a. Photomicrography of control group 4 weeks (× 100, H&E)

b. Experimental group 4 weeks(× 100, H&E)

c. Photomicrography of control group 8 weeks (× 100, H&E) 

d. Experimental group 8 weeks (× 100, H&E), The acanthosis in the experimental group is weaker than that of the control group

e. Photomicrography of control group 12 weeks (× 100, H&E), note the mitotic figures and basal hyperplasia 

f. Experimental group 12 weeks (× 100, H&E), mild epithelial dysplasia is shown

g. Photomicrography of control group 16 weeks (× 200, H&E), note the invasion to the connective tissue

h. Experimental group 16 weeks (× 200, H&E)

Fig. 2. Immunohistochemical expression of VEGF

a. Brown stained cytoplasms of cells were shown markedly in the 8week control group (×200) 

b. VEGF expression in the 8 week genistein-treated group (×200) note the brown stained cytoplasms in were shown rarely or sparse-

ly.  
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사진부도 ①

Fig. 1-bFig. 1-a

Fig. 1-dFig. 1-c

Fig. 1-fFig. 1-e

Fig. 1-hFig. 1-g
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사진부도 ②

Fig. 2-bFig. 2-a




