
I. 서론

치아상실의 중요한 원인중 하나인 치주질환

은 그 발생과진행에있어구강내 수종의치주

병원균이 주된 작용을 하는 것으로 알려졌다
3 3 , 3 8 , 3 9 ). 1800년대 후반부터 이러한구강내세

균이 치주질환에 작용하는 병원균으로 생각되

어졌으며5 3 ), 구강내 세균의종류 및 그 병원성

을 밝히기위한 노력은계속되어 왔는데, 각기

다른 개인들의 치주낭에서는 모두 3 0 0가지 이

상의 세균종을 배양할 수 있었고, 한 부위에서

도 3 0∼1 0 0여종의세균이배양될수있게되었

다1 0 ). 이러한병원성세균이치주질환의일차유

발인자로 생각되었으며7 , 8 , 1 5 , 1 6 , 5 0 - 5 2 ), 병원성 세

균의 존재여부는 치주질환의 활성도와 관련하

여진단용척도로사용되었고1 7 ), 기계적치태조

절 및 항균제 등을 이용한 화학적 치태조절을

통해 전체세균의수를줄임으로써 치주질환의

진행을 억제시키고2 0 , 2 7 , 2 8 , 2 9 , 5 8 ), 그 치료 효과를

검사하는데 이용되기도 한다4 2 ). 다양한형태의

치주질환과 특정세균의 관계가 연구되어 왔는

데, 유년성 치주염에는 Actinobacillus actino -

m y c e t e m c o m i t a n s와 C a p n o c y t o p h a g a

s p e c i e s가 깊은관계가있고, 급속 진행형치주

염(rapidly progressive periodontitis)에는

Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium

nucleatum, s p i r o c h e t e s가 관련이있고만성성

인형 치주염에는 Prevotella intermedia,

Pleomorphic bacteroides, Eikenella corro -

dens, Actinomyces species, spriochetes가

관련이있음이연구되어졌다1 0 ).

S p i r o c h e t e s는 유병율이 높은 만성 성인형

치주염중에서도심하게진행된치주병소와급

성 괴사성궤양성치주병소의생검조직에서많

은 수가 존재하는 것으로 밝혀졌다2 2 , 2 5 ). 또한

1 3세에서 1 9세 사이의 연령층에서 조기 발현

되는치주염(early onset periodontitis)에서도

Porphyromonas gingivalis와 함 께

Treponema denticola가 유의성 있게 높은 퍼

센트를차지하고있음이보고되었다1 ).

Riviere 등은치주적으로건강한부위가치주

염으로 이행될 때 s p i r o c h e t e s와의 연관성에

대한 연구에서, Treponema denticola와 아직

까지 확실치않은 spirochetes 등이 염증의감

수성 증가와 관계있음을 보고하였다 4 3 ).

S p i r o c h e t e s의 역할을 밝히는데 가장 어려운

점은개개의종을구분하기가어렵다는것이다.

적어도 1 5가지의 치은연하 s p i r o c h e t e s종이

기술되었으나1 0 ), 치태를이용한대부분의연구

에서는 하나의 그룹이나 세포크기( s m a l l ,
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medium, large)에 기초한 그룹으로 조합하여

시행된 것이다. 개개 s p i r o c h e t e s의 병원성을

평가해야만하는필요성은혈청항체반응의연

구에서 더욱 강조되었는데, 특정 s p i r o c h e t e s

는 파괴적 치주질환을 가진 그룹에서 상승된

반응을보였으나1 9 , 3 1 , 5 6 ), 다른종에서는오히려

감소된항체반응을보였다. 이러한결과는검사

한 환자군에서의여러 s p i r o c h e t e s종이숙주와

의 상호작용과관련하여그 역할이연구되어져

야함을 보여준다. 개개 s p i r o c h e t e s의 병원성

에 대한정확한평가를위해DNA 소식자나면

역학적방법이중요한방법으로주목되고있으

며 현재는 올리고뉴클레오타이드 소식자

(oligonucleotide probe)나특이항체를이용하

고있다.

L o e s c h e는 치주질환에서 s p i r o c h e t e s의 역

할을단백질분해효소와 keratinolytic enzyme

을 분비하고임파구생성을억제시키며섬유아

세포기능억제와다형핵백혈구기능을억제시

키는데있다고보고하였다6 , 3 0 , 4 4 ).

백인의 급속 진행형 치주염 환자를 대상으로

한역학조사에서아직분리배양되지않은균주

의분포가더많다는사실이밝혀졌으며2 6 ), 현재

까지 분리되어 보고된구강내 s p i r o c h e t e s종은

Treponema denticola, Treponema pecti -

novorum, Treponema socranskii, Treponema

vincentii, Treponema maltophilum62 ),

Treponema medium5 9 ), Treponema

a m y l o v o r u m48) 등이있다. 특히, spirochetes중

에 독성이 강한 Treponema denticola에 관한

연구가많이이루어져왔는데, 앞에서언급했듯

이 건강한 부위보다는 치주병소에서, 치은연상

보다는치은연하에서흔하게발견되고, 치주치

료후급격히감소되는것을알수있다. 

본 연구는Treponema denticola가치주인대

세포에미치는영향과최근의s p i r o c h e t e s종에

관한역학조사에서가장높은분포를보였으며
3 6 ), 가장 최근에 분리, 배양된 T r e p o n e m a

l e c i t h i n o l y t i c u m이 치주인대세포에 미치는 영

향에 관한 실험을 통해 다소의 지견을 얻었기

에이에보고하는바이다.

II. 실험재료 및 연구방법

1. 실험재료

(1) 치주인대세포 배양

교정치료를목적으로발거된건강치주조직을

함유한 제1소구치를 Hank's balanced salt

solution (HBSS)으로 3회 세척하여 잔존하는

혈액을제거한다음치근중간 1 / 3부위에서치

주인대조직을 1 5번 b l a d e로 채취하여 세절하

였다. 직경 2 5 m m의 배양접시에 20% fetal

bovine serum(FBS), penicillin(100 unit/ml),

streptomycin(100mg/ml), amphotericin-

B ( 0 . 5 m g / m l )가 포함된 α-minimal essential
m e d i u m (α- M E M )을 넣고 3 7℃, 100% 습도,
5% CO2에서 배양하였다. 치주인대세포가 조

직세편으로부터 증식되어 단층밀생이 형성되

면 75mm 세포배양 접시를이용하여 7∼1 0일

간격으로계대배양하였고, 본 실험에서는 세포

의 균일한 특성을 얻기 위해 5∼7세대의 세포

를사용하였다.

(2) Treponema culture

Treponema denticola ATCC 33521과

Treponema lecithinolyticum ATCC 700332

를 각각 OMIZ-Pat 배지에서 3 7℃, 혐기성조

건에서3일간배양한후 5 0 0 0×g 힘으로 1 0분

간 원 심 분 리 하 고 phosphate buffer

s o l u t i o n ( P B S )으로 세척한 뒤 균의 침전물을

모았다. 

이를 분쇄기1(Branson model 250 sonifer)

로 분쇄하고 1 3 , 0 0 0 r p m으로 1 0분간 원심 분

리하여 세포잔사를 제거한 후 Protein Assay

Kit(Pierce, USA)로 단백질을정량하였다. 균
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의 분쇄액을 pore size가 0 . 2 2㎛인 m e m b r a n e

f i l t e r로 여과하여 치주인대세포를 처리하는데

사용하였다.

2. 연구방법

(1) MTT test(Microtiter assay which uses

the tetrazolium test)

MTT test는 살아있는세포에서의 세포증식

이나 세포독성을 측정하는데 사용되는방법으

로, 대사적으로 활성이 있는 세포에 의해

tetrazolium salt가 환원되는원리를이용한것

이다. 살아있는세포의succinate dehydroge-

n a s e에 의해 tetrazolium salt가환원되어색이

있는불용성 formazan salts로된다. 이불용성

염기를 용해하여 형성된 f o r m a z a n의 양을 정

량하여 세포증식이나 세포독성을 측정하는데

이용하는 것이다. 본 실험에서는치주인대세포

를 96-well microtiter plates에 1×1 04개씩

각각 분주한뒤, 10% FBS가 함유된 α- M E M
에서 3 7℃로 2 4시간 배양하였다. 2% FBS가

함유된α- M E M으로교환한뒤여러가지농도
의 세균분쇄액을 1일, 2일, 3일 동안 처리하여

세포증식에 대한 세균의 효과를 MTT test로

측정하였다. 즉, 세포배양액을 제거한 후에

1 0 0㎕의 MTT(3-[4,5- dimethylthiazol-

2-yl-]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

시약을넣은 후 4시간동안 방치하였다. MTT

시 약 을 제 거 한 뒤 , 50㎕ d i m e t h y l

s u l f o x i d e ( D M S O )를 첨가하여 세포안에 생성

된 formazan 결정을 녹인 뒤 570nm Light

f i l t e r를 사 용 하 여 e n z y m e - l i n k e d

immunosorbent assay(ELISA) reader에서

흡광도를 읽었다. 또한, 열처리한 세균의 효과

를 보기위해세균분쇄액을 8 5℃에서 1시간동

안방치한후앞에서와같이처리하였다.

(2) 위 상 차 현 미 경 ( P h a s e - c o n t r a s t

m i c r o s c o p y )을 이용한 세포형태의 관찰

치주인대세포를 두 세균의 분쇄액으로 일정

한 시간( 1일, 2일)동안 각각 처리하여 변화된

세포형태를4 0 0배율의역위상차현미경으로정

상치주인대세포(대조군)와비교, 관찰하였다.

(3) LDH(Lactate dehydrogenase) test

세포의생존도를 알아보는 실험으로, 세포가

용해될때 원형질에존재하는효소가세포배양

액으로유리되는정도를알아보기위해 l a c t a t e

d e h y d r o g e n a s e를정량하였다.

2.5ml 시료시약에 0 . 1 m l의 시료를 혼합하여

3 0초간반응시킨후 3 4 0 n m에서흡광도를처음

읽은후, 1분, 2분, 3분마다흡광도를읽었다. 모

든시약은2 5℃로w a r m i n g하여사용하였고, 시

료시약( S i g m a )은 0.4ml LDH 시약 A와 1 0 m l

LDH 시약B의혼합액이다.

(4) Gelatin zymography

세포외기질의교원질은이를 분해하는 효소

인 c o l l a g e n a s e와 g e l a t i n a s e에 의해분해될수

있기 때문에 세균을 처리한 후 효소의 활성을

검사하기위해 z y m o g r a p h y를 시행하였다.

치주인대세포( 1×1 04개)를 α- M E M ( 1 0 %
FBS 함유)을 사용하여 96-well microtiter

p l a t e에서 하루동안 배양한 후, 혈청이 없는

α- M E M으로 교환하고 하루동안 3 7℃에서방
치하여s e r u m이 없는조건으로만들었다. 세균

의 분쇄액을 1일, 2일, 3일 동안 처리한뒤, 상

등액으로분비된matrix metalloproteinase-2

(MMP-2 혹은 gelatinase A)를 g e l a t i n이 함

유된 sodium dodesyl sulfate-polyacry-

lamide gel(SDS-PAGE)로 분석하였다. 즉,

3 1 3
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치주인대 세포 상등액을 시료완충액( 2 . 5 %

SDS, 3% sucrose, 0.005% bromophenol

b l u e l )과 섞은 뒤 0.2% gelatin을 함유한

S D S - P A G E에서 전기영동하였다. Gel을 탈변

성용액(2.5% Triton X-100과 50mM Tris-

HCl, pH 7.5)으로 3 0분간 2회 세척하여 S D S

를 제거한다. Gel을 3 7℃하에서효소반응용액

(0.15M NaCl, 10mM CaCl2, 50mM Tris-

HCl, pH 7.5)에서 1 8시간반응시킨후 염색액

Coomassie Blue R-250(0.05%, isoprophyl
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alcohol: glacial acetic acid: dH20 =1:1:8)으

로염색하고 isoprophyl alcohol: glacial acetic

acid: dH20 (1:1:8)로 탈색하여 clear band로

나타나는부분을보았다. 세균을처리하지않은

정상 치주인대세포를 대조군으로 하여 병원성

이 없는 T. phagedenis를 처리한 경우와 T .

d e n t i c o l a와 T. lecithinolyticum을 처리한 경

우를비교하였다.

III. 연구결과

1. MTT test 

(1) 일정한 반응시간에서 농도에 따른 세포증식

억제 효과

2일째 Treponema lecithinolyticum c e l l

s o n i c a t e s ( T L C )에서는 7 5㎍/ w e l l까지 별 차

이가 없었으나 1 5 0㎍/ w e l l에서는 억제효과가

나타났고, Treponema denticola cell soni-

c a t e s ( T D C )에서는9.4 ㎍/ w e l l의 낮은농도에

서도 세포증식억제 효과가나타났다. 3일째에

서는 2일째와 비슷한 양상으로 나타났다

(Figure 1).

(2) 일정한 농도에서 시간에 따른 세포증식억제

효과
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%

1 2 0 .

0

1 0 0 .

0

8 0 . 0

6 0 . 0

4 0 . 0

TDC: 2day
TDC: 2day:

TDC: 2day
TDC: 2day:

Figure 3. The effect of heat-treated TDC and TLC at 2-day incubation

Figure 4 Cell morphology change which was
observed by phase-contrast
m i c r o s c o p y

1A: control(1day incubation), 2A: control(2day

incubation), 1B: treatment with TDC(150㎍/well) for

1day, 2B: treatment with TDC(150㎍/well) for

A

B

C
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T L C의 경우 2일째 1 5 0㎍/well 농도에서 세

포증식억제 효과가 나타났고 3 0 0㎍/ w e l l에서

는 1일째에도 나타났다. TDC의 경우는 9 . 4㎍

/ w e l l의 낮은 농도에서 2일째에서부터 세포증

식 억제 효과가 나타나기 시작했고 그 이상의

농도에서는 1일째부터 세포증식 억제 효과가

나타나기시작했다(Figure 2).

(3) 열처리한 세균의 세포증식억제 효과

2일째 결과에서 T D C에서는 농도가 높아질

수록 열처리 시킨 경우와 그렇지 않은 경우에

차이가 나타났으며, TLC에서는 큰 차이가 없

었다(Figure 3).

2 . 위상차현미경으로 관찰한 치주인대세포
의 형태변화

1일째에는대조군에 비해 TDC 및 T L C에서

세포형태가손상되어방추형이소실되어가고

있으며, TDC에서 상대적으로 더 뚜렷하였다.

세포증식도 억제된 것이 관찰되었고 세포끼리

의 연결도끊어져분리되어가고있었다. 2일째

에서는 대조군에 비해 세포형태의 손상이 더

커져 방추형에서 구형의 모양으로 바뀌었다

(Figure 4).

3. LDH test

치주인대세포가 용해될 때 유리되는 l a c t a t e

dehydrogenase 활성도를 측정해보는 것으로

세균으로 처리하지 않은 대조군에 비해 큰 차

이가없는것으로나타났다(Table 1).

4 .Z y m o g r a p h y를 통해서 본 교원질 분해

3 1 6

Table 1. LDH Test

3 0 0㎍/ w e l l 1 5 0㎍/ w e l l 7 5㎍/ w e l l

A B A B A B

T D C 1 1 5 . 6 4 1 0 . 9 1 0 1 . 7 1 8 . 1 1 1 4 . 2 1 0 . 6

T L C 1 2 8 . 1 1 3 . 4 5 8 . 5 - 0 . 6 6 6 . 8 8 1 . 1

Figure 5. Gelatin zymography at 2-day treatment
TD: Treponema denticola

TL: Treponema lecithinolyticum

TP: Treponema phagedenis

C: No treatment with TLC, TDC

T D T L T P C

A: LED activity       B: Percentage with control



에 미치는영향

치주인대세포를 T L C와 T D C로 처리한경우

와 처리하지 않은 경우(C) 그리고 비병원성

T r e p o n e m a인 T. phagedenis로 처리한 경우

( T P )를 비교해 볼 때, TDC와 T L C로 처리한

군에서는각 농도에서모두 progelatinase A가

활성형으로발현된 small clear band가관찰되

었다(Figure 5).

IV. 총괄 및 고찰

치주질환은 치은결합조직 및 치주인대, 백악

질, 치조골의 점진적인 손상을통해 치아를상

실하게끔하는중요한치과질환이다. 이러한치

주질환을유발하는데있어치태내세균이일차

적인원인인자로여겨지며, 세균의직접적인독

성인자와 숙주반응에 의해 치주조직의 손상이

일어나는 것으로 알려져 있다. 치태내 세균의

역학조사가계속되어왔으나아직도수많은세

균종이 제대로 평가되지 않고 있으며, 치주염

환자의 치은연하치태에서 많이 발견되는 구강

내 s p i r o c h e t e s균도 7종만이배양을통해연구

된 정도이다. 심한 치주질환과 치은연하

s p i r o c h e t e s의 분포에 관한 연구에서,

L i s t g a r t e n과 H e l d e n은 평균 7 . 3 m m의 치주낭

을 가진 진행성 치주염 환자를 대상으로 조사

한 결과 3 7 . 7 %의 s p i r o c h e t e s와 5 0 . 4 %의 운

동성 세균을 관찰하였다2 3 ). Lindhe등은 8 m m

이상 치주낭을 가진 치주염 환자를 대상으로

조사한결과치은연하세균의5 7 . 2 %가 s p i r o-

c h e t e s임을 발견하였으며2 1 ), Listgarten과

L e v i n은 평균 3 . 9 m m의 치주낭에서는전체 치

은연하세균중 8% 정도가 s p i r o c h e t e s임을 보

고하였다2 4 ).

깊은 치주낭에서 얻은 구강 내 작은 크기의

s p i r o c h e t e s가 가진 1 0개 s t r a i n의 뚜렷한 특

징은 독성이 강한 phospholipase A와 p h o s-

pholipase C를 활성화시키는 것이다 .

DNA/DNA hybridization과 16S rDNA

s e q u e n c e에 의해이들 s p i r o c h e t e s는 두 개의

그룹으로 나뉘는데 Treponema maltophilum

과 Treponema lecithinolyticum이다6 2 ).

Treponema lecithinolyticum specific probe

를 이용한 분자량 역학 분석(molecular epi-

demiologic analysis)에서도치주염환자의깊

은 치주병소와 관련이 있는 것으로 나타났다.

Treponema lecithinolyticum은혐기성이며나

선형 c o i l을 가진운동성의균종으로약 5㎛ 길

이와 0 . 1 5㎛의폭을가지며두 개의 p e r i p l a s-

mic flagella로이루어져있다. 효소활동을보면

alkaline phosphatase, acid phosphatase, β-
galactosidase, β-glucuronidase, N-acetyl-
β-glucosaminidase, phospholipase A와 C가
많고, 반면에 C4 esterase, C8 esterase,

naphthol phosphohydrolase와 α- f u c o s i d a s e
는 가끔 표현되며 c a t a l a s e는 생산하지 않는다
6 2 ).

본 실험에서는 Treponema denticola( T D C )

와 Treponema lecithinolyticum(TLC) 종이

치주인대세포에미치는영향을관찰한바, TDC

는 T r e p o n e m a균중 배양이 일찍 시작된 종으

로 인간의치은섬유아세포에미치는영향에관

해 연구가 진행되었으나 치주인대세포에 관한

세포독성실험등은부족한상태이며, TLC는최

근에 분리배양이 성공된 종으로서 치주인대세

포에 미치는 영향에 관한 실험이 별로없는 상

태이다. 두세균이치주인대세포에미치는영향

을 알아보기 위해 시행한 MTT test에서는

T L C의 경우2일째1 5 0㎍/well 정도의높은농

도에서세포증식억제효과를보였으며, TDC에

서는 연속 농도 희석(serial dilution method)

을 통해 9 . 4㎍/ w e l l과 같은낮은농도에서도억

제 효과가나타났었다. 사람의 치근단 부위 치

주인대에서 얻은 치근단 섬유아세포에 혐기성

Gram(-) 세균인 Porphyromonas endodon -

talis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella

intermedia, Fusobacterium nucleatum의
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sonicated bacterial extracts(SBEs)의영향을

알아보는 실험에서는 Porphyromonas gingi -

v a l i s와 F u s o b a c t e r i u m의 세포독성이 강했는

데, 일찍이 Porphyromonas gingivalis는 염증

개시반응과골흡수를포함하는강력한독성효

과를가진혐기성세균으로잘 알려져있고, 단

백질 및 교원질 용해를일으키며, 다양한 세포

들이 c y t o k i n e을 분비하게끔하고활성기로전

환시키는 능력을 가지고 있다. 또한 G r a m ( - )

세균은 세포벽에 있는 l i p o p o l y s a c c h a r i d e

( L P S )가 염증의개시와골파괴에관련있는다

양한 생물학적 효과를 가지고 있음이 잘 알려

져있는데, 모든 SBEs 농도에서치근단섬유아

세포의 증식이 억제되는농도 비의존성( n o n -

dose dependent manner) 양상을보였다3 2 ).

본 실험에서는 T D C와 T L C를 열처리하여

p r o t e a s e의 영향을 제한한 상태에서 세포증식

효과를알아보았는데 T D C에서 뚜렷하게 반응

을보였다.

몇몇학자3 4 , 4 0 , 5 6 , 6 0 )들은 S B E s로 처리된섬유

아세포의 형태변화에 대해관찰하였는데, 그중

S t e e n b e r g e n등은 Porphyromonas gingivalis

에서 얻은 S B E s를 처리했을 때 섬유아세포의

모양이비정상적으로둥근모양이되었음을보

고하였고 6 0 ), Stevens와 H a m m o n d5 6 )는

Fusobacterium nucleatum의 S B E s에서도 치

은섬유아세포의 모양이 비정상적인 것을 관찰

하였으며, Pissiotis와 S p a n b e r g4 0 )는 치수세포

에 미치는 Porphyromonas gingivalis의 S B E s

효과를 알아보는 과정에서 세포모양이 대조군

과 다르게 나타났음을 보고하였다. 반면에

Porphyromonas intermedia의 S B E s에서는

세포모양의변화가관찰되지않았다. 본실험에

서는T D C와 T L C의 S B E s로처리된경우대조

군에 비해 실험군 모두가 시간이 경과하면서

세포형태가비정상적인둥근형태로바뀌는것

이 관찰되었고, 세포끼리의연결이끊어지면서

세포증식 또한 억제되는 것이 위상차현미경을

통해관찰되었다.

Lactate dehydrogenase test에서는 T L C ,

TDC 모두대조군에비해큰 차이가없는것으

로 보아세포용해가아닌세포증식억제를통

해영향을미침을알수있었다.

Z y m o g r a p h y를 이용한TDC 및 T L C가 교원

질 분해에 미치는 영향을 알아보는 실험은 섬

유아세포나 결합조직세포에서 합성되는

matrix metalloproteinase(MMP)에미치는영

향을살펴보는것이다.

M M P는 m a t i r i x i n이나 c o l l a g e n a s e로도 간

단히 언급되기도 하며, 대개 결합조직세포, 혈

관상피세포, 단핵세포, 대식세포에의해합성되

고, 금속과 결합하는단백분해효소이다. MMP

의 구 성 원 을 보 면 i n t e r s t i t i a l

collagenase(MMP-1, -8, -13), gelati-

n a s e ( M M P - 2와 - 9로 type Ⅳ c o l l a g e n a s e라

고도 한다), stromelysin(MMP-3, -10, -

11) 그리고membrane-bound group(MMP-

14, -15, -16, -17)이 있 으 며

m a t r i l y s i n ( M M P - 7 ) 과

m e t a l l o e l a s t a s e ( M M P - 1 2 )는 정확하진 않다
1 3 ). collagenase는 c o l l a g e n을 ¾과 ¼길이의

두 조각으로분할시켜단백질용해에감수성을

띄게하는데이런e n d o p e p t i d a s e는 i n t e r s t i t i a l

c o l l a g e n의 재형성( r e m o d e l i n g )에 핵심적인

역할을제공한다9 ).

Type Ⅳ c o l l a g e n a s e인 g e l a t i n a s e는 두 개

가 있음이 밝혀졌는데, 72kDa의 g e l a t i n a s e

A ( M M P - 2 )는 주로 mesenchymal cell에서

유래되고 9 5 k D a의 gelatinase B(MMP-9)는

다형핵 백혈구, 대식세포와 관계있다. 이들 효

소들은변성된교원질의세포밖분해에관계있

고 Type Ⅳ 교원질의 기저막( b a s e m e n t

membrane) 분해에도관여한다. Plasmin은대

부분의 p r o m e t a l l o p r o t e i n a s e를 활성화시킬

수 있지만 gelatinase A의 활성기전은 아직도

연구 중에 있다. 섬유아세포의 세포막과 함께

progelatinase A를 i n c u b a t i o n시키면활성화를

얻을수있다고하였다1 3 ).
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조직이나 세포배양배지, 체액에서의 c o l l a-

g e n a s e를 정량화하기위해사용되는방법으로

는 radiolabeled collagen의이용, fluorometric

oligopeptide substrates, ELISA등이 있다
2 , 3 , 1 8 ). 그러나이들 방법은민감성( s e n s i t i v i t y )

과 특이성( s p e c i f i c i t y )이 부족하고, ELISA는

효소의활성형과비활성형을구분할수가없다.

c o l l a g e n a s e를 구분하는 기술은 처음으로

B i r k e d a l - H a n s e n과 T a y l o r4 )에 의해 기술되

었고, Heussen과 D o w l e에 의해 S u b s t r a t e -

containing polyacrylamide gel 전기영동방법

으로 7 2 k D a과 95kDa Type Ⅳ c o l l a g e n a s e를

구분하는기술이증명되었다1 2 ).

인간의 치은 섬유아세포에서 발견된 c o l l a-

g e n a s e에 미치는 interleukin 1의 영향을평가

하기 위해 collagen zymography를 사용한 실

험에서, interleukin 1은배양된몇가지세포에

서 발현되는 c o l l a g e n a s e를 증가시켰으며인간

의 치은섬유아세포를 배지에 배양한 후에는

collagenase 분비가 2 . 7배나 증가되었음이 관

찰되었다9 ).이는 collagen zymography를이용

하여 c o l l a g e n a s e를 구분하고이를정량화시킬

수 있음을보여주는것으로, 본 실험에서는 세

균을 처리하지않은 치주인대세포와 비병원성

균인 Treponema phagedenis를 처리한 경우

그리고TLC, TDC를각 농도로처리시켰을때

의 영향을 z y m o g r a p h y로 알아보았다. 결과는

TLC 및 T D C로 처리한 모든 농도에서 T y p e

Ⅳ c o l l a g e n a s e의 하나인7 2 k D a의 p r o g e l a t i-

nase A가 활성형으로 바뀌는것을 알 수 있었

다. 

이번 실험을 통해 T L C와 T D C는 세포증식

억제효과를 통해 치주인대세포에 영향을 미치

며, 교원질 분해 효소 Type IV의 하나인

progelatinase A를 활성형으로 발현시킴을 확

인하였다. TLC와 T D C가 어떻게서로다른기

전을 가지고 세포증식억제 효과를 가지는가에

대해서는앞으로좀더자세한연구가필요하리

라생각된다.

V. 결론

Treponema denticola와 T r e p o n e m a

l e c i t h i n o l y t i c u m이 치주인대세포에 미치는 영

향을알아보기위하여MTT test와위상차현미

경을 이용하여세포형태의변화를관찰하였고,

세포독성을알아보는LDH test 그리고 g e l a t i n

z y m o g r a p h y를 이용한실험을통해 다음과같

은결론을얻었다.

1 . 일정한반응시간에서농도에따른세포증

식 억제효과에서는 T L C의 경우 높은 농

도( 1 5 0㎍/ w e l l )에서부터 세포증식 억제

효과가 나타났으며, TDC에서는 낮은 농

도( 9 . 4㎍/ w e l l )에서도 억제 효과가 나타

났다.

2 . 일정한 농도에서 시간에 따른 세포증식

억제효과에서는 T L C의 경우 2일째 1 5 0

㎍/well 농도에서부터 세포증식 억제효과

가 나타났으며, TDC에서는 9 . 4㎍/ w e l l

농도에서도 2일째에 세포증식 억제효과

가나타났다.

3 . 열처리한세균의세포증식억제효과에서

는 T D C의 경우에서 열처리 시킨 경우와

그렇지 않은 경우에 차이가 나타났으나,

T L C의 경우에는차이가없었다. 

4 . 위상차현미경으로 관찰한 치주인대세포

의 형태 변화는 대조군에 비해 실험군에

서 세포 형태의 손상으로 방추형이 소실

되었고세포증식이억제되었으며, 세포끼

리의연결또한끊어져분리되어있었다.

5 . 세포독성을알아보기위한 LDH test에서

는대조군, 실험군모두큰차이가없었다.

6 . Z y m o g r a p h y를 통한 교원질분해에미치

는 영향에서는 T D C와 T L C에 의해 분자

량 7 2 k D a의 progelatinase A가활성형으

로발현되었다.
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이상의결과를보아T L C와 T D C는 세포증식

억제효과를 통해 치주인대세포에 영향을 미치

며, 교원질 분해 효소 Type IV의 하나인

progelatinase A를 활성형으로 발현시킴을 확

인하였다.
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국문요약

Treponema De n t i c o l a와

Treponema Le c i t h i n o l y t i c u m

이

치주인대세포에 미치는 영향

본 연구에서는치주질환과관련이깊은 것으

로 알려진 구 강내 spirochetes 균 중

Treponema denticola( T D C )와 가장 최근에

분 리 배 양 된 T r e p o n e m a

l e c i t h i n o l y t i c u m( T L C )이 치주인대세포에 미

치는영향을알아보기위하여두 spirochtes 균

주를 배양한후 MTT test를 이용한 치주인대

세포의 증식 억제효과를 알아보았다. 또한, 위

상차현미경을이용한세포형태의변화를관찰

하였으며, LDH(lactate dehydrogenase) test

를 이용한세포독성실험과, gelatin zymogra-

p h y를 시행하여 교원질 분해효소의 하나인

g e l a t i n a s e의 활성화여부를측정한 결과 다음

과같은결론을얻었다.

1 . 일정한반응시간에서농도에따른세포증

식 억제효과에서는 T L C의 경우 높은 농

도( 1 5 0㎍/ w e l l )에서부터 세포증식 억제

효과가 나타났으며, TDC에서는 낮은 농

도( 9 . 4㎍/ w e l l )에서도 억제 효과가 나타

났다.

2 . 일정한 농도에서 시간에 따른 세포증식

억제효과에서는 T L C의 경우 2일째 1 5 0

㎍/well 농도에서부터세포증식 억제효과

가 나타났으며, TDC에서는 9 . 4㎍/ w e l l

농도에서도 2일째에 세포증식 억제효과

가나타났다.

3 . 열처리한세균의세포증식억제효과에서

는 T D C의 경우에서 열처리 시킨 경우와

그렇지 않은 경우에 차이가 나타났으나,

T L C의 경우에는차이가없었다. 

4 . 위상차현미경으로 관찰한 치주인대세포

의 형태변화는대조군에비해실험군에서

세포형태의손상으로방추형이소실되었

고 세포증식이 억제되었으며, 세포끼리의

연결또한끊어져분리되어있었다.

5 . 세포독성을알아보기위한 LDH test에서

는대조군, 실험군모두큰차이가없었다.

6 . Z y m o g r a p h y를 통한 교원질분해에미치

는 영향에서는 T D C와 T L C에 의해 분자

량 7 2 k D a의 progelatinase A가활성형으

로발현되었다.

이상의결과를보아T L C와 T D C는 세포증식

억제효과를 통해 치주인대세포에 영향을 미치

며, 교원질 분해 효소 Type IV의 하나인

progelatinase A를 활성형으로 발현시킴을 확

인하였다.

핵심되는 말 : Treponema denticola,

Treponema lecithinolyticum, MTT test, 세

포증식억제효과, gelatinase A

- A b s t r a c t -

The Effect of Treponema

Denticola and Treponema 

Lecithinolyticum on Pe r i-

odontal Ligament Ce l l s
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This study was investigated to observe

the effect of Treponema denticola( T D C )

a n d Treponema lecithinolyticum( T L C ) o n

cultured human periodontal ligament cells.

Several experiments were performed

including MTT test for the inhibition effect

of cell proliferation, LDH test for the

cytotoxicity , gelatin zymography for the

gelatinase activation and observation of cell

morphology change using the phase-con-

trast microscopy. The results were as fol-

l o w s .

1 . The effect of concentration on cell

proliferation with time showed an

inhibitory effect at high concentra-

t i o n ( 1 5 0㎍/well) for TLC and at low

concentration( 9.4㎍/well ) for TDC.

2 . The effect of time on cell proliferation

with concentration showed an

inhibitory effect at 150㎍/well on 2-

day incubation for TLC and at 9.4㎍

/well on 2-day incubation for TDC.

3 . The effect of heat-treated TDC and

TLC on the inhibition of cell prolifera-

tion showed the difference in the

heat-treated group compared to the

non-heat treated group for TDC,

whereas no difference was found for

T L C .

4 . The morphological changes which

were observed from the phase-con-

trast microscopy showed the differ-

ence in the test group compared to the

control group. The loss of spindle-like

appearance, cell-to-cell detachment

and inhibition of cell proliferation were

o b s e r v e d .

5 . There was no difference of the

cytotoxicity effect between the test

group and the control group in the LDH

t e s t .

6 . The active form of progelatinase A

with molecular weight 72kDa was

activated in both TDC and TLC on the

gelatin zymography.

Regarding to the above results, TDC and

TLC have an effect on periodontal ligament

cells by playing an inhibitory role in cell

proliferation and appears to activate proge-

latinase A which degrades type IV collagen. 

Key words : Treponema denticola( T D C ) ,

Treponema lecithinolyticum(TLC), MTT

test, inhibition effect of cell proliferation,

gelatinase A
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