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서   론

자궁 근종은 여성에서 발생하는 종양 가운데 가장 흔한 

종양으로, 가임기 여성의 20～30%에서 발생하는 것으로 

보고 되며, 40세 이상의 여성에서는 40～50%가 발견되는 

매우 흔한 질병이다.1,2 자궁근종의 원인은 현재까지 그 원

인이 정확하게 알려져 있지 않으나, 자궁 평활근내에 있는 

하나의 신생세포 (neoplastic cell)에서부터 기인한다고 알

려져 있다.3 이외에 가족적 경향도 있고, 임신 중에는 크기

가 커지고 폐경후에는 크기가 줄어드는 형태를 보이므로 

여성호르몬의 영향을 받는 것으로 알려져 있다. 우리나라
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Objective: To determine whether Indole-3-carbinol (I3C) can enhance the inhibitory effect of genistein on a human uterine leiomyoma cells. 
Methods: Five uterine leiomyoma tissues were obtained from hysterectomies conducted on the benign diseases and cultured primarily. MTS 

reduction assay was carried out to determine the viability of human uterine leiomyoma cells. Cell cycle analysis for I3C and genistein 
treated human uterine leiomyoma cells was done by Fluorescent activated cell sorter (FACS) analysis. To detect the presence and 
expression of cell cycle related proteins was done by Western blot analysis.

Results: I3C and genistein induced growth inhibition in a dose dependent manner, treatment with 100 μmol/L I3C and 100 μmol/L genisten 
blocked 60% cell growth. FACS results showed that treatment with the I3C and genistein increased the percentage of cells in G2/M phase 
and decreased S phase. From Western blot analysis it revealed I3C and genistein induced the expression of p53, p21, and p27 increasing. 
Reduced expression of cyclin B1 and cyclin E were detected in treatment with I3C and genistein. The expression levels of these proteins 
correlate with G2/M cell cycle arrest. Activation of caspase pathway and fragmentation of PARP did not take place. 

Conclusions: These results demonstrate that I3C enhances genistein-mediated uterine leiomyoma cell growth inhibition through the cell cycle 
arrest at G2/M phase by decreasing the production of cyclin B1. Because of the synergistic effect of I3C and genistein, the potential exists 
for the therapeutic efficacy of each phytochemical when used in combination. 
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에서 시행되는 자궁절제술에 있어 45%에서 자궁근종 때문

에 시술되며,4,5 미국에서는 연간 200,000～300,000명의 

환자가 자궁근종으로 자궁절제술을 시행하고 있다.6

자궁근종의 진단율은 가임기에는 증가하고, 폐경기에는 

감소하는 것은 전자궁 적출술을 시행한 경우의 후향적 연

구로 검증되었다.7 이러한 것으로 볼 때 자궁근종은 에스트

로겐과 가장 밀접한 관계가 있다고 보여진다. Indole- 

3-carbinol (I3C)은 겨자과 식물인 브로컬리, 양배추, 케

일 등에 존재하는 것으로 에스트로겐 의존성 암의 예방이

나 치료에 효과적인 것으로 알려져 있다.8 스웨덴에서 시행

된 실험적, 통계적 자료에서 I3C를 포함하는 겨자과 식물

의 많은 섭취는 유방암의 유병율을 낮추는 것으로 보고하

고 있고,9 실험적으로 I3C의 투여로 유방암, 자궁내막암, 

자궁경부암을 예방하는 것을 동물실험을 통해 증명하였

다.10-12 Genistein은 콩에서 추출된 추출물로 항 증식, 혈관

신생억제 및 항산화효과를 가진 것으로 알려져 있다.13,14 또

한 유방암세포에서 I3C와 genistein의 동시 투여로 GADD

의 발현이 증가되어 에스트로겐 수용체에 작용하여 세포자

멸사를 유도하는 역할을 한다고 알려져 있다.8 이에 본 연

구자는 자궁근종세포에 I3C와 genistein을 각 각 혹은 동

시투여로 세포증식 억제에 미치는 영향을 분석하여 치료에 

유용한지를 알아보고자 이 연구를 계획 하였다. 

연구 대상 및 방법 

1. 연구 대상 

 
본원에서 자궁근종으로 수술 받은 5예의 환자에서 수술

시 신선한 자궁근종과 자궁 근 조직을 채취하여 실험 시까

지 -78℃에서 냉동 보관하였다. 조직의 채취는 환자의 동

의와 윤리 위원회에 통과한 지침서에 준해서 시행하였다. 

이외에 1차 조직배양을 위해 수술시 신선한 조직을 얻어 

자궁근종과 정상 자궁근 세포를 배양하였다.

2. 연구 방법

1) 세포 배양

일차정상 자궁 평활근 조직과 자궁근종 조직을 수술 후 

얻어 가능한 신선한 조직을 Hank's balanced salt solu-

tion (HBSS) 상에서 잘게 절단 한 후 15 mL 튜브에 옮겨 

1,000 rpm에서 3분간 원심분리 한 뒤 상층액을 제거하였

다. 절단한 조직에 HEPES (25 mmol/L), penicillin (200 

U/mL), streptomycin (200 μg/mL), collagenase type 

Ⅳ (1.5 mg/mL), DNase (0.2 mg/mL)를 HBSS에 넣고 37 

℃ 수조에서 3～4시간 배양하였다. 충분히 소화된 조직을 

피펫을 이용하여 강하게 혼합해서 단일 세포로 분리한 후 

2,000 rpm에서 5분간 원심분리하고 상층액을 제거하였다. 

이것을 다시 phospate-buffered saline (PBS)으로 씻어

서 원심분리 하고 상층액을 제거하였다. 모아진 세포를 

10% fetal bovine serum이 든 Dulbecco's modified 

eagle's medium/Nutrient mixture F-12 ham 배양액에

서 부유시킨 후 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하고, 24～

48시간 후 배양액을 교환하였다. 배양된 세포는 smooth 

muscle actin에 대한 면역조직화학염색을 시행하여 양성 

및 음성 결과에 따라 근육 세포인지를 확인하였다.

2) MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)5-(3- 

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-

2H-tetrazolium] 분석

96 well plate에 정상 자궁 근과 자궁 근종세포를 multi 

pipet을 사용하여 4×103/well로 분주하였다. 배양기에 24

시간 배양 후 I3C와 genistein을 농도별로 72시간 처리한 

후 MTS 측정 시, One Solution Reagent를 실온에 90분 또

는 37℃에 10분간 방치하였다. 각 well당 들어있는 media 

200 μL multi pipet을 이용하여 pipeting하여 cell이 su-

spension된 후 well 당 100 μL 되도록 하였다. 각 well 당 

One Solution Reagent를 20 μL 넣고 37℃, 5% CO2 

incubator에 배양한 후 1～4시간 사이, 1시간 간격으로 

MTS 측정하였다. 96 well plate reader를 이용하여 490 

nm에서 흡광도를 측정하였다.

3) FACS (fluorescence-activated cell sorter)에 의

한 세포주기 분석

자궁근종 세포를 60 mm tissue culture dish에 3×105 

cells/dish로 cell seeding 하였다. 배양기에 24시간배양 

후 I3C와 genistein을 용량별로 투여 하였다. 24～48시간 

배양 시킨 세포를 PBS로 수세 후, 1×trypsin-EDTA로 재

부유시킨 뒤, 1,000 rpm 3분간 원심분리 하였다. 상층액
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을 제거하고 PBS로 재부유 시킨 뒤, 1.5 mL tube에 옮겼

다. 1,000 rpm 3분간 원심 분리하였다. 상층액을 제거하

고 cold absolute EtOH 1 mL넣고 재부유 시킨 후, 4℃에 

1시간 이상 세포를 고정시켰다. 1000 rpm으로 3분간 원심

분리하고 상층액을 제거하여 PBS 수세한 후, Trisodium 

citrate (Sigma Chemical Co., USA) 0.1%, IGEPAL- 

Ca-630 (Sigma Chemical Co.,USA) 0.1%가 함유된 용액

에 RNase A 5 mg/mL, propidium iodide (Sigma Che-

mical Co., USA) 용액을 첨가하여 암실에서 1시간 동안 4 

℃에서 염색하였다. 유세포분석기를 이용하여 DNA 함량

에 따른 histogram을 측정하였다.

4) Western blot analysis

자궁근종 세포에서 I3C와 genistein을 투여 후 세포 주

기 회로에 관계하는 유전자의 발현을 보고자 시행하였다. 

분쇄한 세포에서 Lysis Buffer (10 mmol/L Tris-Cl [pH 

7.4], 5 mmol/L EDTA [pH 8.0], 130 mmol/L NaCl, 1% 

TritonX-100), 0.2 mol/L phenyl-methyl-sulfonyl fl-

uoride, proteinase inhibitor cocktail을 넣고 얼음에 30

분간 둔 후 원심하여 상층액을 취하고 Biorad protein 

assay kit (Bio-Rad Laboratories Inc., USA)를 이용하

여 단백질을 추출한 후 분광광도계 (Duⓡ 650, Beckman 

Coulter Inc., USA)의 595 nm에서 흡광도를 측정하여 단

백질을 정량 하였다. 얻어진 단백질 분획을 전기영동하고 

Nitrocellulose paper (Immobilon, Milipore Co., USA)

로 전기이동 (electrotransfer)를 시행하였다. 전기 이동된 

막을 blocking용액에 넣어 cold chamber내에서 12시간 

shaking하였다. Blocking용액을 제거하고 일차항체 (Sa-

nta Cruze Biotecnology Inc., USA)인 p27, p53, p21, 

cyclin A, cyclin E, cyclin D1, cyclin B1(Santa Cruz, 

CA, USA)과 세포자멸사에 관계하는 일차항체인 pro- 

caspase3, PARP (Santa Cruz, CA, USA)을 1 : 1,000으

로 희석하여 실온에 3시간 동안 반응 시킨 후 1×TBS-T 

용액 (20 mmol/L Tris, 137 mmol/L NaCl, 0.5% Tween 

20)으로 nitrocellulose 막을 넣고 10분간 3회 세척하였다. 

그리고 이차 항체인 goat polyclonal IgG (Santa Cruze 

Biotecnology Inc., USA)를 1 : 1,000으로 희석한 bloc-

king 용액에 nitrocellulose막을 넣고 2시간 동안 반응시

켜 항체를 결합시킨다. 1×TBS-T 용액으로 nitrocel-

lulose 막을 10분간 3번 세척하여 비 특이적으로 결합해있

는 항체를 제거하였다. 세척 후 막에 남아있는 TBS-T를 

제거하고 ECL Western Blotting Detection Reagent 

(Amersham Bioscience, USA)로 검출하였다.

5) 통계처리 

통계의 처리는 대조군은 근종 세포에 DMSO만 투여한 

군이며 실험군으로는 I3C와 genistein을 농도별로 처리하

여 두 군사이의 유의성을 student - t 방법을 이용하여 검

정하였으며, 최소 3번의 실험을 하여 mean±SD로 나타내

었고, p<0.05일 때 유의성이 있다고 나타내었다.

결   과

1. I3C와 genistein의 자궁근종세포에 대한 72시간 농

도별 세포생존율:

일차 배양된 자궁근종세포에 I3C와 genistein을 농도별

로 처리한 결과 72시간 후 I3C는 100 μmol/L의 농도에서

도 10%의 증식억제만 보였으며, genistine의 경우 100   

μmol/L의 농도에서 40%의 증식억제 효과를 보였으나, 동

시 투여한 경우 억제효과는 통계적으로 의미 있는 60%까

지 효과가 증가하였다 (Fig. 1).

Fig. 1. Effect of indole-3-carbinol (I3C) and genistein on cell 
growth of human uterine leiomyoma cells. Growth inhibition in 
human uterine leiomyoma cells treated for 72 hours with 
various concentrations of I3C and genistein. Cell viability was 
measured using Cell Titer cell Proliferation Assay (Promega 
Corp) and expressed as % of control culture conditions. 
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2. I3C와 genistein이 세포주기에 미치는 효과:

자궁근종세포에 I3C 100 μmol/L의 농도로 고정하고 

genistein의 농도를 30, 60, 100 μmol/L의 농도로 증량하

면서 처리하고 72시간 후 세포주기를 분석한 결과, 대조군

과 비교하여 I3C와 genistein의 농도가 증가할수록 G2/M 

주기의 지연 증가와 S 주기의 감소가 확인되었다 (Fig. 2).

3. I3C와 genistein의 p27, p53, p21, CDK2, cyclin 

A, cyclin D1, cyclin E, 및 cyclin B1 유전자에 대

한 효과:

자궁근종세포에 I3C 100 μmol/L의 농도로 고정하고 

Fig. 5. Effect of the combination of indole-3-carbinol and 
genistein treatment on the apoptosis related gene expression. β
-tubulin was used as an internal control.

Fig. 2. Effect of indole-3-carbinol (I3C) and genistein treatment 
on the cell cycle profile. 
After treatment with 100 μmol/L I3C with 30, 60, 100 μmol/L 
genistein treatment for 72 hours, uterine leiomyoma cells were 
collected, fixed, stained with PI and analyzed by flow 
cytometry. The values represent the number of cells in a phase 
of the cell cycle as a percentage of total cells.

Fig. 3. Effect of the combination of indole-3-carbinol (I3C) and
genistein treatment on the cell cycle related gene expression. β
-tubulin was used as an internal control.

Fig. 4. Effect of the combination of indole-3-carbinol (I3C) and
genistein treatment on the cell cycle related gene expression. β
-tubulin was used as an internal control.
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genistein의 농도를 30, 60, 100 μmol/L의 농도로 증량하

면서 처리하고 72시간 후 세포주기에 관계하는 유전자 발

현을 관찰한 결과, p53, p27, p21 유전자는 농도가 증가할

수록 발현이 증가하였으며 (Fig. 3), cyclin E와 CDK2는 

발현 감소를 보였으며, G2/M 주기에 관여하는 cyclin B1

의 감소를 확인하였다. 이외의 cyclin의 발현변화는 보이

지 않았다 (Fig. 4). 

4. I3C와 genistein의 pro-caspase 3와 PARP 유전

자에 대한 효과:

자궁근종세포에 I3C 100 μmol/L의 농도로 고정하고 

genistein의 농도를 30, 60, 100 μmol/L의 농도로 증량하

면서 처리하고 72시간 후 세포자멸사의 경로를 알아보기 

위하여 pro-caspase 3, PARP 단백의 발현을 측정한 결

과, pro-caspase 3 단백질의 양적 변화는 없었으며. 

PARP는 농도가 증가할수록 발현이 조금은 감소하나 의미

를 보이지는 않았다 (Fig. 5).

고   찰 

자궁근종은 지속적인 생존력과 성장을 위해 에스트로겐

의 자극이 필요하기 때문에 일반적으로 폐경후 성장이 퇴

행한다. 그러나 호르몬 대체요법을 투여하는 폐경 후 여성

은 폐경 후에도 증상이 지속될 위험성이 높아진다. 호르몬 

대체요법은 자궁근종의 성장을 자극할 가능성이 있다. 호

르몬 대체요법이 자궁근종에 미치는 영향에 대한 연구에서

는, 무증상의 폐경 후 여성에게 호르몬 대체요법을 시행하

고 자궁 평활근종의 성장을 12개월 동안 감시하였다.15 이 

연구에서 에스트로겐 요법이 분명한 자궁 평활근종 성장과 

관련이 있었다는 것을 보여 주었다. 그러므로 에스트로겐

이 자궁근종의 발생이나 성장에 중요한 역할을 한다는 것

을 의미하는 것으로 생각된다. 지금까지 잘 알려진 자궁근

종의 분자생물학적 이상소견으로는 에스트로겐과 황체호

르몬 수용체의 증가, aromatase P450의 증가, 및 bcl-2 

단백의 증가 등이 있다.16-18 이들은 자궁근종의 발생과 성

장에 중요한 역할을 할 것으로 생각되고 있는데, 특히 에스

트로겐은 자궁근종의 성장에 중요한 인자로 알려져 있으며 

bcl-2는 세포자멸사를 억제하는 유전자로 이 역시 근종의 

성장에 관여할 것으로 알려져 있으며 이 인자는 또한 황체

호르몬에 의해 발현이 증가된다. 유방암세포에서 I3C와 

genistein에 의해 GADD의 발현이 증가되어 에스트로겐 

수용체에 작용하여 세포자멸사를 유도한다는 보고가 있

다.8 그러므로 에스트로겐을 자연 천연추출물에서 제어하

는 기능을 보인 I3C와 genistein을 투여하여 자궁근종에서

의 증식에 영향을 미치는가를 본 연구에서는 알아보고자 

하였다.

I3C는 겨자과 식물인 브로컬리, 양배추, 케일 등에 존재

하는 것으로 에스트로겐 의존성 암의 예방이나 치료에 효

과적이며, genistein은 콩에서 발견되는 플라보노이드로 

다양한 세포에서 세포주기 조절과 세포자멸사를 유도하며, 

또한 항에스트로겐의 성격을 가지고 있다.19 그러므로 이 

두 약제의 투여로 자궁근종 성장 억제에 상승효과가 있는

지를 보고자 하였다. 

먼저 I3C와 genistein에 의한 자궁근종세포의 증식억제 

효과를 알아보기 위하여 I3C와 genistein의 농도를 유방암

에서 시행한 연구에서 I3C가 에스트로겐 수용체 알파에 영

향을 미친다는 발표20에서 I3C의 농도가 100 μmol/L에서 

적정하였으며, 본 실험에서도 농도를 높여가면서 실험하였

으나 그 이상의 농도에서는 효과가 없었다. I3C와 gen-

istein을 각, 각 또는 동시 투여하여 농도별로 처리한 결과 

72시간 후 I3C는 100 μmol/L의 농도에서도 10%의 증식억

제만 보였으며, genistine의 경우 100 μmol/L의 농도에서 

40%의 증식억제 효과를 보였으나, 동시 투여시 억제효과

는 통계적으로 의미 있는 60%까지 효과가 증가하였다 

(Fig. 1). 이것으로 보아 I3C 단독투여는 근종증식 억제 효

과가 의미가 없으며, genistein 단독 투여군에서는 효과를 

보였으나, I3C와 genistein 동시투여로 효과가 성장 억제 

효과가 상승되는 것을 관찰하였다. I3C와 genistein 투여

가 세포주기에 미치는 영향을 조사하기 위하여 자궁근종 

세포에 I3C 100 μmol/L의 농도로 고정하고 genistein의 

농도를 30, 60, 100 μmol/L의 농도로 증량하면서 72시간 

후 세포주기를 분석한 결과, 대조군과 비교하여 I3C와 

genistein의 농도가 증가할수록 G2/M 주기의 지연 증가와 

S 주기의 감소가 확인되었다. 이러한 결과는 G2/M 주기의 

감소를 동반하는 세포증식 억제를 보였으며, 세포자멸사를 

초래하는 subG1 주기의 변화는 관찰할 수 없어 세포자멸
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사로는 이르지 않는다는 것을 알았다. 이것은 다른 보고에

서8 I3C와 genistein 동시 투여로 유방암이나 다른 암종에

서는 세포자멸사를 보이는 것과는 달리, 자궁근종 세포는 

양성종양으로 세포의 증식도 악성과는 달리 늦은 것을 보

여, 세포자멸사보다는 세포주기 조절을 통한 세포성장 억

제를 보이는 것으로 판단된다. 즉 다시 말하면 암세포의 배

양에서는 세포의 증식 속도가 빠른 것을 일차 배양에서 확

인할 수 있지만, 실제 실험에서 자궁근종 세포는 암세포와

는 달리 일차 배양해보면 2배로 증식 되는 속도가 많이 느린 

것을 알 수 있어 이와 연관된 것으로 생각된다. 이후에 시행

한 세포자멸사를 확인하기 위한 DNA 분절검사를 시행하였

으나, 세포자멸사를 보이지는 않았다 (data not shown).

세포의 성장 및 분화의 조절은 세포가 정상적으로 자라

는데 필수적이며 이 과정이 어떤 원인에 의하여 손상되면 

정상세포는 비정상적인 세포주기를 거치게 된다. 그러므로 

세포주기에 관여하는 단백의 발현을 살펴본 결과 p53, 

p27, p21 유전자는 농도가 증가할수록 발현이 증가하였으

며, cyclin E와 CDK2는 발현 감소를 보였고, G2/M 주기

에 관여하는 cyclin B1은 예상대로 감소를 확인하였다. 이

외의 cyclin의 발현변화는 보이지 않았다. 세포 주기를 조

절하는 요인 중 하나로 cyclin-dependent kinase inhi-

bitors (CKIs)가 있으며 인산화와 cylin 결합에 영향을 받

으며 세포 주기는 p21, p27과 같은 다양한 세포 주기 조절 
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= 국문초록 =

목적: 자궁근종세포에 I3C와 genistein을 각 각 혹은 동시투여로 세포에 미치는 영향을 분석하여 치료에 유용한 지를 알아

보고자 하였다. 
연구 방법: 자궁근종으로 수술 받은 5예의 환자에서 자궁근종세포를 일차 배양하였다. I3C와 genistein 각각 혹은 동시 투

여 후 자궁근종세포에 대한 세포생존율을 알아보기 위해 MTS 분석을 이용하였고, 세포 주기 회로에 관계하는 유전자의 

발현을 보기 위해 Western blot analysis를 시행하였다. 세포주기분석은 유세포분석기를 이용하였다. 
결과: 일차 배양된 자궁근종세포에 I3C와 genistein을 농도별로 처리한 결과 72시간 후의 결과에서 독립적으로 투여한 것보

다 동시투여시 증식억제의 증가를 보여 100 μmol/L의 농도에서 60%의 증식억제 효과를 보였으며, genistein의 농도에 

비례하여 증식억제 효과가 증가하였다. 세포 주기분석에서 I3C와 genistein의 농도가 증가할수록 G2/M 주기의 지연 증가

와 S 주기의 감소가 확인 되었다. p53, p21과 p27 단백은 농도가 증가할수록 발현이 증가하였고 cyclin B1은 감소하였으

며, I3C와 genistein의 처리 농도에 비례하여 비활성 형태의 pro-caspase 3 단백질의 양적 감소와 PARP cleavage의 증가는 

관찰되지 않아 세포자멸사로 유도되지는 않았다. 
결론: 이상으로 I3C 와 genistein의 동시투여가 자궁근종세포의 증식억제에 효과가 있으며, 이는 세포주기에서 G2/M 주기

의 지연과 세포주기 관련 유전자들의 발현에 영향을 미침으로써 일어나며, 향후 자궁근종의 치료에 있어 대체약물로서

의 가능성이 있는 것으로 생각된다.

중심단어: 자궁근종세포, Indolole-3-carbinol, Genistein


