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Periodontal disease, a form of chronic inflammatory

bacterial infectious disease, is known to be a risk factor for

cardiovascular disease (CVD). Porphyromonas gingivalis

has been implicated in periodontal disease and widely

studied for its role in the pathogenesis of CVD. A previous

study demonstrating that periodontopathic P. gingivalis is

involved in CVD showed that invasion of endothelial cells by

the bacterium is accompanied by an increase in cytokine

production, which may result in vascular atherosclerotic

changes. The present study was performed in order to

further elucidate the role of P. gingivalis in the process of

atherosclerosis and CVD. For this purpose, invasion of

human aortic smooth muscle cells (HASMC) by P. gingivalis

381 and its isogenic mutants of KDP150 (fimA
-

), CW120

(ppk
-

) and KS7 (relA
-

) was assessed using a metronidazole

protection assay. Wild type P. gingivalis invaded HASMCs

with an efficiency of 0.12 %. In contrast, KDP150 failed to

demonstrate any invasive ability. CW120 and KS7 showed

relatively higher invasion efficiencies, but results for these

variants were still negligible when compared to the wild

type invasiveness. These results suggest that fimbriae are

required for invasion and that energy metabolism in

association with regulatory genes involved in stress and

stringent response may also be important for this process.

ELISA assays revealed that the invasive P. gingivalis 381

increased production of the proinflammatory cytokine

interleukin (IL)-1β‚ and the chemotactic cytokines

(chemokine) IL (interleukin)-8 and monocyte chemotactic

(MCP) protein-1 during the 30-90 min incubation periods

(P<0.05). Expression of RANTES (regulation upon

activation, normal T cell expressed and secreted) and Toll-

like receptor (TLR)-4, a pattern recognition receptor

(PRR), was increased in HASMCs infected with P. gingivalis

381 by RT-PCR analysis. P. gingivalis infection did not alter

interferon-γ-inducible protein-10 expression in HASMCs.

HASMC nonspecific necrosis and apoptotic cell death were

measured by lactate dehydrogenase (LDH) and caspase

activity assays, respectively. LDH release from HASMCs

and HAMC caspase activity were significantly higher after

a 90 min incubation with P. gingivalis 381. Taken together, P.

gingivalis invasion of HASMCs induces inflammatory

cytokine production, apoptotic cell death, and expression of

TLR-4, a PRR which may react with the bacterial molecules

and induce the expression of the chemokines IL-8, MCP-1

and RANTES. Overall, these results suggest that invasive P.

gingivalis may participate in the pathogenesis of

atherosclerosis, leading to CVD.
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서  론

치주질환은 사람에게 가장 빈번하게 나타나는 만성염증

성 세균감염질환이다. 세균들은 치주조직을 자극하여

cytokine, chemokine을 분비하도록 유도하고 이들 분비

물로 인해 염증이 유발되어 결과적으로 치주조직을 파괴

한다. 치주병소에 존재하는 세균에 의해 계속적으로 자극

을 받는 치주조직은 만성염증상태에서 파괴가 더욱 진행

된다. 동시에 이들 만성염증반응과정에서 계속적으로 분
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비되는 cytokine, chemokine 등은 멀리 떨어져 있는 다

른 신체부위의 조직세포에도 영향을 미치면서 결과적으

로 다양한 전신적 질환을 유발할 수 있다. 최근 많은 연

구들은 치주질환이 심장질환, 뇌졸중, 저체중미숙아 출산,

당뇨병, 류마티스성 관절염 등과 같은 전신질환의 중요한

원인으로 작용한다고 보고하고 있다 (Gaffar et al., 2004).

관동맥 심질환 (Coronary heart disease)은 선진국의 사

망원인 1위이다 (Streblow et al., 2001). 따라서 만성염

증으로 인해 유발될 수 있는 전신질환 중에서 관동맥 심

질환은 치주질환과 관련지어 가장 많은 관심을 끌며 연

구되고 있는 대상이다.

심근경색증으로 대표되는 관동맥 심질환은 관상동맥이

경화되고 혈전이 형성됨으로써 야기되고 (Burke et al.,

2007) 이로 인해 심장근육으로 공급되는 산소가 부족하

여 허혈성 심장마비가 나타날 수 있다. 최근 들어 동맥

경화는 만성염증질환이라고 인식되고 있다 (Stoll et al.,

2004). 동맥경화 병소는 혈관내피세포와 혈관벽 평활근세

포에 가해지는 자극에 대한 과도한 염증성 섬유증식반응

에 의해 형성된다. 혈관 세포들을 자극하여 염증을 유도

할 수 있는 인자들, 즉 관동맥 심질환의 유발위험인자로

는 흡연, 고혈압, 고 콜레스테롤, 특히 혈관내피세포 표

면에 존재하는 산화 low density lipoprotein (LDL) 등

이 잘 알려져 있다 (Cohen et al., 1998). 이들 자극에

의해 혈관내피세포가 손상을 받으면서 growth factor,

cytokine, chemokine 들이 분비되어 단핵/대식세포, 혈소

판이 손상부위로 모이게 된다. 대식세포는 지질이 축적되

면서 foam cell로 변하고 T cell과 평활근과 함께 지방

줄무늬 (fatty streak)를 형성한다. 이 부위는 혈전으로 발

전하고 혈소판과 평활근세포가 이곳으로 이동해 오면 이

들로부터 다양한 growth factor, cytokine, chemokine이

분비되어 혈관의 경화현상이 심화되고 결국 섬유판 (fibrous

plaque)으로 진행된다 (Streblow et al., 2001). 그러나 이

들 위험 자극인자만으로는 관동맥 심질환의 모든 임상적,

역학적 특징들을 설명하기 어렵다 (Pooling Project

Research Group, 1978). 이로 인해 또 다른 만성염증의

자극원인 미생물 감염이 관여하는 지에 대해 연구가 시

작되었고, 연구결과 Chlamydia pneumoniae (Thom et

al., 1992), 바이러스 (Vercellotti et al., 1995), Helico-

bacter pylori (Morgando et al., 1995) 같은 미생물의

감염이 관동맥 심질환과 연관성이 있다고 밝혀졌다.

이런 상황 속에서 1989년 Mattila 등은 치아건강이 급

성 심근경색증과 연관성이 있다고 최초로 발표하였다

(Mattila et al., 1989). 이후 구강질환 중에서도 만성염

증을 동반하는 치주질환이 관동맥 심질환의 위험인자로

서 중요하다는 것이 보고되기 시작하였다 (Cohen et al.,

1998 ; Mattila et al., 1993). 치주염 환자는 치주가 정

상인 사람보다 관동맥 심질환 이병률이 25 % 높은 것으

로 밝혀져, 관동맥 심질환은 치주염 환자에서 가장 흔하

게 볼 수 있는 전신질환 중에 하나로 인식되고 있다

(DeStefano et al., 1993; Genco et al., 1998; Umino

et al., 1993). 관상동맥질환이 있는 사람은 치주낭이 더

깊고 부착상실 (attachment loss)도 더 심하다 (Nonnen-

macher et al., 2007). 따라서 치주질환의 정도가 심해질

수록 동맥경화증으로 인해 발생하는 급성 심근경색증뿐

만 아니라 같은 혈관질환인 뇌졸중의 발생 위험도 증가

할 수 있다 (Genco et al., 2002).

치주질환이 관동맥 심질환에 관계가 있다는 것은 치주

병소 내 치은연하치태의 세균들 때문이다. 치주병소는 염

증상태로 인해 치은혈관이 충혈되어 있어 작은 자극에도

쉽게 균혈증을 유발한다. 이들 세균 또는 세균산물은 혈

류에 유입된 후 특정부위의 혈관과 직접 반응함으로써

동맥경화의 발생이나 진행에 관여할 수 있다 (Ford et

al., 2006). 실제 경동맥의 동맥경화 plaque를 polymerase

chain reaction (PCR) 방법으로 관찰하였을 때 치주질환

원인균들의 존재가 확인되고 있다 (Haraszthy et al.,

2000).

P. gingivalis 는 치주질환의 원인균 중에 하나이며 치

주질환이 진행될수록 P. gingivalis 이환율과 치은연하치

태 세균 중 점유율이 증가하는 등 치주질환과 가장 연관

성이 높은 세균으로 밝혀져 있다 (Boutaga et al., 2006;

Nonnenmacher et al., 2005). 한편, 동맥경화 plaque에서

도 발견됨으로써 (Haraszthy et al., 2000; Ford et al.,

2006; Pucar et al., 2007) P. gingivalis는 동맥경화에 따

른 심혈관질환에 관여할 것이라는 가능성을 높이고 있다.

세균이 조직에 부착하는 것은 세균감염과정의 첫 번째

단계에서 나타나는 현상이며 감염과정 중 가장 결정적인

단계이다 (Gibbons et al., 1989). 조직에 부착한 세균종

중에 일부는 조직 내로 침투하는 데 이것은 숙주의 면역

체계를 피하는 데 효과적인 전략이고 (Falkow et al.,

1991), 따라서 그 세균의 병원성에 기여하는 중요한 인

자이다 (Socransky et al., 1991). 면역조직화학법으로 관

찰한 결과 조직 내에 치주질환 원인균 P. gingivalis이 존

재하는 것이 발견되었다. 이는 P. gingivalis가 상피세포

방호벽을 뚫고 침입했다는 것을 시사한다 (Saglie et al.,

1988). 연구 결과 P. gingivalis는 구강조직에 부착할 수

있으며, 이어 치은상피세포 (Belton et al., 1999; Lamont

et al., 1992; Weinberg et al., 1997), 접합상피세포 (Pa-

papanou et al., 1994), 치주낭 상피세포 (Sandros et al.,

1994)에 침투할 수 있으며 이들 세포 속에서 증식하고

지속적으로 존재할 수 있는 것으로 밝혀졌다 (Lamont et

al., 1995; Madianos et al., 1996).

Deshpande 등 (Deshpande et al., 1998)은 최초로 P.

gingivalis가 혈관내피세포에 침투하는 것을 관찰하였다.

본 교실에서도 P. gingivalis가 관상동맥내피세포에 침투

하며 이로 인해 내피세포는 핵막을 소실하는 등 심각한

형태변화가 나타나는 것을 관찰하였다 (Lee et al., 2000).
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P. gingivalis가 혈관세포에 침투하는 과정에서 다양한 세

포반응이 유도될 수 있을 것으로 예상된다. 임상적으로

그람음성세균에 의한 패혈증이 있을 경우, 전신적인 혈관

허탈 (vascular collapse), 광범위한 혈관 내 응고, 혈관

누수증후군 (vascular leak syndrome)이 동반되는 데 이

것은 그람음성세균에 의한 내피세포의 손상 또는 기능저

하와 연관이 있다 (Stoll et al., 2004). 이런 현상은 동

맥경화 유발과 연관된다. 따라서 그람음성세균인 P.

gingivalis가 치주병소에 존재하다가 세균혈증으로 혈류에

유입되면 정도의 차이는 있겠지만 패혈증 때와 비슷한

현상을 유도할 수 있다는 것은 쉽게 예상할 수 있다. 실

제 P. gingivalis에 감염된 ApoE(+/-) mice의 대동맥, 간

및 심장에서는 P. gingivalis의 핵산이 발견되고, 대동맥

의 경우 동맥경화병소가 증가하며 (Li et al., 2002) 죽

상경화판 (atherosclerotic plaque)의 석회화 현상을 관찰

할 수 있다 (Genco et al., 2002). 반면, P. gingivalis로

면역이 된 mice는 P. gingivalis에 의한 동맥경화를 예방

할 수 있다 (Li et al., 2002).

혈관 세포와 반응하는 과정에서 P. gingivalis는 염증반

응을 유도한다 (Darveau et al., 1995). P. gingivalis의

세포표면에 있는 platelet-aggregation-associated protein

은 혈소판을 응집시키는 역할을 하고 (Herzberg et al.,

1994; Sharma et al., 2000), 혈소판의 응집은 결과적으

로 동맥경화 및 동맥혈전을 유발한다 (Roth et al., 2006;

Steinhubl et al., 2005; Weber et al., 2005). P. gingivalis

는 혈관내피세포의 apoptosis를 유도하고 (Roth et al.)

이 apoptosis는 죽상경화판의 까짐현상(plaque erosion)과

혈전을 유발할 수 있다 (McCarthy et al., 2000). 동맥

경화나 혈전형성 과정에는 다양한 cytokine, chemokine,

growth factor 및 혈관조절물질들이 개입된다 (Ross et

al., 1993). P. gingivalis는 LDL을 산화시키고, 섬유덮개

(fibrous cap)를 분해하고 matrix metalloproteinase-9

(MMP-9)을 분비하여 죽상경화판을 파열시킨다 (Kuramitsu

et al., 2001). 이것은 결과적으로 심혈관질환을 악화시킨다.

P. gingivalis의 혈관내피세포 침투에는 fimbriae가 관여

한다 (Deshpande et al., 1998). P. gingivalis의 fimbriae

는 내피세포로 하여금 백혈구와 내피세포간의 부착을 돕

는 intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), vascular

cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), CD11b, P-

selectin 및 E-selectin의 발현을 증가시켜 백혈구가 염증

부위로 이동할 수 있도록 도와줌으로써 동맥경화에 기여

한다. Fimbriae는 대식세포의 TLR, CD14, CD11b/CD18

과 반응하여 화학주성물질 (chemokine)인 interleukin-8

(IL-8)분비를 유도한다 (Hajishengalis et al., 2004). P.

gingivalis의 fimbriae와 lipopolysaccharide (LPS)는

pathogen-associated molecular patterns (PAMP)이며

(Hajishengalis et al., 2002; Hajishengalis et al., 2004;

Yumoto et al., 2005) 이들 PAMP는 혈관내피세포에 작

용하여 Toll-like receptor 4 (TLR-4)의 발현을 증가시키

고 (Gibson et al., 2004) PAMP를 감지하는 pattern

recognition receptor (PRR)로서 TLR-4는 fimbriae와 반

응하여 (Hajishengalis et al., 2002; Yumoto et al.,

2005) IL-8과 monocyte chemotactic protein 1 (MCP-

1) 분비를 유도한다 (Chou et al., 2005; Hirose et al.,

2000; Kang et al., 2002). Fimbrie와 LPS는 또 하나의

PRP인 CD-14 (Hajishengalis et al., 2002; Hajishengalis

et al., 2004)와도 반응하여 혈관내피세포의 IL-8, MCP-

1의 발현을 증가시킬 수 있다 (Mao et al., 2002) 또한

P. gingivalis의 LPS는 대식세포를 foam cell로 전환시키

는데도 관여한다 (Kuramitsu et al., 2004; Kuramitsu et

al., 2001). P. gingivalis 감염은 내피세포의 IL-6 생산을

증가시킨다 (Chou et al., 2005). P. gingivalis fimbriae

는 단핵세포의 IL-6 분비를 증가시킬 수 있다 (Hajishen-

galis et al., 2004). 이 IL-6의 자극에 의해 간세포는 C-

reactive protein (CRP)를 분비하고, 이 결과 단핵세포가

세균과 혈관 세포가 반응하는 장소로 더 많이 모이고,

cytokine 분비가 증가하는 등 동맥경화의 진행과정에 기

여한다 (Khuseyinova et al., 2006). CRP는 지수는 심

혈관질환, 뇌졸중을 예측하는 표지물질로서 중요한데

(Khuseyinova et al., 2006) 치주질환이 있을 때 혈청 내

CRP는 증가하고 치주질환을 치료할 경우에는 CRP가 감

소한다 (Offenbacher et al., 2005). 

이외에도 P. gingivalis은 혈관내피세포와 반응하여 tumor

necrosis factor-α (TNF-α) 발현을 증가시키고 (Lee et

al., 2000; Wu et al., 2007), 단핵/대식세포와 반응하여

IL-1b와 TNF-a를 증가시키며 (Hajishengalis et al., 2004;

Sugano et al., 2004), 분비된 이들 proinflammatory

cytokine은 동맥경화, 심혈관질환에 기여한다 (Ross et

al., 1993).

동맥경화에 있어서 혈관내피세포뿐만 아니라 평활근세

포도 매우 중요하다. 평활근세포의 증식과 혈관내막으로

의 이동은 혈관내막을 두껍게 하고 섬유화를 초래하기

때문에 동맥경화과정에 있어 결정적인 단계이며 결과적

으로 혈관을 폐쇄시켜 (Ross et al., 1993; Streblow et

al., 2001) 심근경색증과 같은 관동맥 심질환 등 다양한

심혈관 및 뇌혈관질환을 유발시킨다. 평활근세포도 역시

미생물의 자극을 받을 수 있고, 이로 인해 동맥경화 과

정에 기여한다. Cytomegalovirus (CMV)에 감염된 대동

맥 평활근세포는 증식하고 혈관내막으로 이동하며 platelet-

derived growth factor (PDGF) β-receptor의 발현이 증

가하고 (Zhou et al., 1999), chemokine인 RANTES

(regulation upon activation, normal T cell expressed

and secreted; CCL5)와 interferon-γ-inducible protein 10

(IP-10)의 발현도 증가한다 (Grave et al., 2005). 관상동

맥 평활근세포는 내피세포보다 대장균 LPS에 더 예민하

게 반응하여 세포막 CD14의 발현이 증가한다 (Stoll et
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al., 2004). 디프테리아 독소의 수용기를 발현하는 형질전

환 mice를 디프테리아 독소로 처리했을 때 평활근세포의

apoptosis가 나타나고, 그 결과 섬유덮개가 얇아지고, 기

질과 collagen이 상실되고, 세포파편이 축적되고 혈관내

막에 심한 염증이 나타난다 (Clarke et al., 2006). 이 때

문에 동맥경화가 이미 진행되고 있을 경우 평활근세포의

apoptosis는 죽상경화판 파열 (atherosclerotic plaque

rupture)을 초래하고, 응고 (혈전), 염증, 석회화와 같은

결과가 뒤따르기 때문에 (Clarke et al., 2006) 혈관수축

이나 동맥류 (aneurysm)와 같은 위험한 상황도 초래할

수 있다 (Clarke et al., 2006). 또한 apoptosis가 일어난

평활근세포에서는 IL-1가 유리되고, IL-8과 MCP-1의 분

비도 증가한다 (Clarke et al., 2006).

치주질환과 심혈관질환과의 연관성을 연구하기 위해서

는 치주질환 원인균, 특히 가장 중요한 원인균인 P.

gingivalis가 평활근세포에 미치는 영향을 관찰하는 것은

매우 중요하다. P. gingivalis는 평활근세포도 침투하는 것

으로 보고되고 있다 (Dorn et al., 1999). 그러나 침투에

따라 평활근세포에서 동맥경화와 관련해서 어떤 반응이

일어나는 지에 대해서는 아직까지 보고된 바가 없다. 최

근 근관감염균인 Porphyromonas endodontalis가 내피세

포와 평활근세포에 침투하는 것이 관찰되었다 (Dorn et

al., 2002). P. endodontalis는 P. gingivalis와 가장 유사

한 세균이기 때문에 P. gingivalis도 마찬가지로 평활근세

포에 침투할 수 있으며 이 과정 속에서 동맥경화를 유발

하거나 진행하는 데 중요한 cytokine, chemokine들의 발

현이 평활근세포에서 증가할 것이라는 가정 하에 본 연

구를 진행하였다.

실험재료 및 방법

실험균주와 배양조건

P. gingivalis 381, P. gingivalis 381과 유전적으로 같

은 균주인 P. gingivalis ATCC33277의 유전자 동일형인

fimbriae 유전자 (fimA)-결여 돌연변이 KDP150, 381의

유전자 동일형인 polyphosphate kinase 유전자(ppk)-결여

돌연변이 CW120, 그리고. 381의 유전자 동일형인 RelA

유전자 (relA)-결여 돌연변이 KS7을 실험균주로 사용하

였다. 이들 실험균주는 yeast extract (5 mg/ml), hemin

(5 µg/ml), vitamin K1 (0.2 µg/ml)이 첨가된 half-

strength (18.5 mg/ml) brain heart infusion broth (BHI

액체배지; Difco, pH 7.4), 또는 Tryptic Soy (TS) 배지

(Difco)에 1.5 % agar, 5 % 면양적혈구를 첨가한 TS 한

천배지에 접종한 후 혐기성 배양기 (85 % N2, 10 % H2,

5 % CO2)에서 37
o
C로 배양하였다.

혈관평활근세포

실험을 위해 사람에서 유래된 대동맥 평활근세포

(fibroblast)의 primary cell line인 CRL-1999를

American Type Culture Collection (ATCC; Manassas,

VA, U.S.A.)에서 구입하여 사용하였다. 이 평활근세포

CRL-1999의 증식과 실험을 위해 ATCC의 지시에 따라

Ham's F12K medium (F12K)을 Kaighn이 조성을 변화

시킨 배지를 사용하였다. 즉 F-12K 배지에 2 mM L-

glutamine, 1.5 g/L sodium bicarbonate가 첨가된 기본배

지 (F-12K Plain Medium)에 10 % fetal bovine serum,

0.01 mg/ml insulin, 0.01 mg/ml transferrin, 10 ng/ml

sodium selenite, 0.03 mg/ml Endothelial Cell Growth

Supplement, 0.05 mg/ml ascorbic acid, 10 mM HEPES,

10 mM TES를 첨가한 배지인 ATCC Complete Growth

Medium을 사용하였다. 실험에 사용했을 때 CRL-1999는

10 population doublings을 넘지 않도록 제한하였고, 5 %

CO2 하에서 37
o
C로 배양하였다.

평활근세포 내 세균 침투실험

실험균주가 CLR-1999 평활근세포에 침투하는 것을 관

찰하기 위해 antibiotic protection assay를 시행하였다. 이

를 위해 CLR-1999를 24-well plate에 접종하고 Complete

Growth Medium 1 ml을 첨가, 배양하여 세포가 confluent

하게 되었을 때 Plain Medium으로 세정한 다음 각 well

에 Plain Medium 900 µl씩 분주하였다. 실험균주를 첨

가하기에 앞서 BHI broth에서 성장대수기로 배양한 각

균주를 F-12K Plain Medium으로 세정하고 균농도를 흡

광도로 0.3 (600 nm)으로 조정하였다. 균액 100 µl (생균

수 1.5~2× 10
7
)를 CRL-1999가 있는 각 well에 넣고

90분간 배양한 다음 각 well의 CRL-1999를 Plain

Medium으로 세정한 다음 metronidazole를 100 µg 첨가

한 Plain Medium 1 ml씩 분주하고 1시간 추가로 배양

함으로써 CRL-1999 표면에 붙어있는 실험균주를 사멸시

켰다. PBS (pH 7.2)로 CRL-1999를 세정한 후 각 well

에 멸균증류수를 1 ml씩 분주하고 30분 후 진탕하여 CRL-

1999를 용해시켰다. 용해질 (lysate)을 1:10 단계희석해서

TS 한천배지에 100 µl씩 적하한 다음 혐기적으로 3~4일

간 37
o
C에서 배양하였다. 배양 후 나타난 P. gingivalis

균주의 집락수를 세어 생균수 즉, CRL-1999에 침투한

실험균주의 수를 계산하였다.

Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA)

P. gingivalis 381로 감염시킨 평활근 세포 CRL-1999

에서 염증 및 동맥경화와 연관성이 알려져 있는 cytokine

인 IL-1b, chemokine인 IL-8와 MCP-1, 그리고 PRR인

CD14 단백질의 발현양이 변하는 지를 Immunoassay Kit

(BioSource International, Carmarillo, CA, U.S.A.)를 사
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용하여 제조사가 지시한 방법에 따라 측정하였다. 위에서

같이 실험균주들을 접종하고 90분간 배양한 CRL-1999

의 배양액을 각 well로부터 수집한 후 4
o
C에서 원심분

리하여 상층액을 얻었다. 상층액을 50 µl, biotin-conjugate

(biotinylated anti-IL-1b, IL-8 antibody)를 100 µl씩 총

150 µl를 BioSource 96-well plate의 각 well에 넣고 상

온에서 2시간 배양하였다. MCP-1의 ELISA 측정을 위

해서는, Incubation Buffer 50 µl, Standard Dilution

Buffer로 1:4 희석한 시료 50 µl, biotin-conjugate 50 µl

를 각 well에 넣고 배양하였다. Washing Buffer (PBS-

0.05 % Tween 20)로 4회 세정하고 나서 Streptovidin-

Horseradish Peroxidase Working Solution을 100 µl 적

하하여 상온에서 30분간 배양하였다. Washing Buffer로

4회 세정한 다음 Stabilized Chromogen 100 ㎕를 적하

한 후 상온에서 빛을 차단한 채 30분간 배양하여 발색

하였다. 30분 후 Stop Solution을 100 µl 적하하여 발색의

진행을 중단시킨 다음 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-

PCR)

P. gingivalis 381로 감염시킨 평활근 세포 CRL-1999

에서 염증과 동맥경화에서 중요한 역할을 하는 것으로

알려진 물질 중에서 PRR인 TLR-4, chemokine인 IP-10

과 RANTES 발현에 변화가 있는 가를 관찰하기 위해

RT-PCR을 시행하였다. 

1) Total RNA분리

Complete Growth Medium을 10 ml 분주한 100-mm

petri dish에 CRL-1999를 배양하여 confluent한 상태로

증식시켰다. Petri dish에서 배양된 CRL-1999를 PBS로

세정한 다음 새 Plain Medium을 9 ml 분주하였다. 다음,

혐기적으로 배양한 P. gingivalis 381을 Plain Medium으

로 세정하고 600 nm에서 흡광도를 0.3으로 조정한 후 균

액 1 ml을 petri dish에 분주한 다음 30분간 5 % CO2

하에서 37
o
C로 배양하였다. Petri dish에 TRIzol (Invitrogen,

Carlsbad, CA, U.S.A.)을 1 ml 첨가하여 CRL-1999 세

포를 용해시킨 다음 microcentrifuge tube에 옮겨 담고

chloroform을 200 ml 첨가하여 15초간 위 아래로 뒤집기

동작을 반복하여 진탕한 후 -20
o
C에서 20분간 정치시켰

다. 정치 후, 4
o
C에서 12,000 rpm으로 tube를 5분간 원

심분리하여 얻은 상층액을 새 tube에 수집하였다. 이 tube

에 동량의 isopropanol을 넣고 -20
o
C에서 1시간 정치시

켰다. 다음 4
o
C에서 12,000 rpm으로 tube를 5분간 원심

분리하여 isoprapanol을 제거하고 침전된 pellet은 75 %

냉 DEPC-ethanol와 함께 4
o
C에서 12,000 rpm으로 10

분간 원심분리하여 ethanol을 제거하였다. 침전되어있는

RNA pellet을 건조시킨 다음 DEPC물에 부유시켰다. 오

염되어 있는 DNA를 제거하기 위해 DNase로 처리하였

다. 이를 위해 우선 total RNA 50 µg, DNase I (5 unit/

ml) 3 µl (Takara Biomedicals, Shiga, Japan), 10X

Buffer 5 µl, RNase inhibitor (QIAGEN Inc., Valencia,

CA, USA) 2 µl (40 units), 나머지는 DEPC물을 첨가하

여 최종량이 50 µl되도록 조절하였다. 이 혼합액을 37
o
C

에서 1시간 배양한 후 DEPC물을 150 µl 첨가하고 나서

동량 (200 µl)의 phenol/chloroform (1:1)을 넣고 vortex

로 진탕한 다음 상온에서 11,000 rpm으로 7분간 원심분

리하였다. 상층액을 수집한 다음 동량의 chloroform (1:1)

을 첨가하고 vortex로 진탕하고 상온에서 11,000 rpm으

로 7분간 원심분리하였다. 상층액을 다시 수집하고 나서

DEPC물에 용해시킨 3 M sodium acetate를 상층액의 1/

10, 냉 ethanol는 상층액의 2.5 vol을 첨가하고 혼합한 다

음 -80
o
C에서 1시간 정치시켰다. 혼합액이 들어있는 mi-

crocentrifuge tube를 4
o
C에서 15,000 rpm으로 15분간 원

심분리하여 침전물인 RNA를 얻었다. RNA가 침전되어

있는 tube에 75 % ethanol-DEPC물을 첨가한 후 4
o
C에

서 15,000 rpm으로 15분간 원심분리하여 얻은 순수한

RNA 침전물을 건조시킨 다음 RNase free water에 용해

시켜 UV spectrophotometer에서 260 nm 파장으로 측정

하여 RNA를 정량하였다.

2) RT

cDNA를 합성하기 위해 RT를 시행하였다. Qiuagen RT-

PCR Kit (Valencia, CA, U.S.A.)를 사용하여 RT를 시

행하였다. Total RNA (2.5 µg), RNase inhibitor 2.5 µl

(50 units), 2 mM dNTPs 5 µl, random hexamer 100

ng, 10X Buffer 2.5 µl, RTase 0.5 µl (10 units)를 혼합

하고 증류수로 최종량을 25 µl로 조절하였다. 이들 RT혼

합액을 41
o
C에서 1시간, 80

o
C에서 15분간 시행하고 4

o
C

에서 반응을 정지시켜 cDNA를 얻었다.

3) PCR

PCR에 앞서 TLR-4, IP-10, RANTES 유전자 염기서

열을 토대로 하여 forward, reverse primer를 제작하였다.

TLR-4는 Faure 등(2000)이 보고한 primer sequence에

따라, IP-10, RANTES, 그리고 internal calibration 즉,

동량의 RNA를 사용하는 지를 확인하기 위한 대조 유전

자로 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (G3P-

DH)는 Setsuda 등(1999)이 보고한 primer sequence에 따

라 제작하였다 (Table 1). PCR를 위해 cDNA (10~50

ng/µl) 1~5 µl, primer 각각 10 pmol, Taq DNA poly-

merase (5 Units/ µl; TaKaRa Korea) 0.25 µl, 2 mM

dNTP 2~5 µl, 그리고 나머지는 10× buffer, MgCl2
(2~5 mM), 증류수를 합쳐 총 50 µl의 용량으로 조절하였

다. PCR혼합액을 94
o
C에서 5분간 변성시킨 다음, PCR

cycle은 94
o
C에서 45초, 54~65

o
C (Table 1)에서 45초,

primer extension을 위해 72
o
C에서 60초로 35회 반복하
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였고, 72
o
C에서 10분간 처리한 후 4

o
C에서 PCR반응을

정지하여 PCR산물을 얻었다. PCR산물은 1 % agarose

gel에 전기영동한 후 ethidium bromide (0.5 µg/ ml)로 염

색한 다음 UV 광선 하에서 관찰하여 크기를 확인하였고,

확인한 결과는 사진촬영으로 기록하였다.

Lactate dehydrogenase (LDH) assay

P. gingivalis가 침투하는 과정에서 생겨날 수 있는 평

활근세포의 세포막 손상을 관찰하기 위해 세포가 용해될

때 세포질에서 유리되어 나오는 LDH 양을 측정하는 LDH

assay를 In vitro Toxicology Assay Kit (Tox-7; Sigma

Chemicals, Saint Louis, MO, U.S.A.)룰 사용하여 제조

사의 지시대로 수행하였다. 우선 CRL-1999 평활근세포

(1 ml)를 24 well plate에 접종하고 confluent한 상태로

성장할 때까지 배양하였다. PBS로 세정한 다음 각 well

에 Plain Media F-12K를 1 ml씩 첨가하였다. 대수증식

기의 P. gingivalis 381을 600 nm파장에서 Plain Medium

으로 흡광도를 0.3으로 조절한 후 균액 100 ml를 각 well

에 첨가하고 0, 10, 30, 90분간 배양하였다. Lysis Solution

을 각 well에 1/10 volume을 첨가하고 45분간 250 x g

로, 4분간 원심분리한 후 용해 상층액 500 ml을 새로운

24 well-plate의 각 well에 옮겨 담았다. Tox-7 LDH

Assay Substrate, Cofactor, Dye Solution을 동량으로 섞

은 reaction solution 1 ml을 각 well에 첨가한 다음, 빛

을 차단한 상태로 20∼30분간 반응시켰다. 반응 후 1N

HCl을 전체용량의 1/10을 첨가하여 반응을 정지시킨 다

음 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Apoptosis assay

P. gingivalis의 침투에 의한 평활근세포의 apoptosis 가

능성을 확인하기 위해 CaspaTag
TM

 Pan-Caspase In Situ

Assay Kit, Fluorescein (CHEMICON
®
 International,

Temecula, CA, U.S.A.)을 사용하여 apoptosis assay를 제

조사의 지시대로 수행하였다. 우선, Complete Growth

Medium으로 배양용기에서 confluent한 상태로 배양한

CRL-1999를 PBS로 세정하고 배양용기에 Plain Medium

을 첨가하였다. 대수증식기의 P. gingivalis 381을 Plain

Medium으로 세정하고 600 nm 파장에서 흡광도 0.3으로

조절한 다음 CRL-1999 배양용기에 첨가된 Plain Medium

의 1/10용량으로 균액을 첨가하고 30, 60, 90분간 배양하

였다. 대조군으로는 첨가한 균액과 동량의 Plain Medium

을 첨가하였다. P. gingivalis와 배양한 CRL-1999를 PBS

로 세정하고 나서 Trypsin-EDTA (GibcoBRL, Life Te-

chnology, Grand Island, NY, U.S.A.)를 1 ml을 넣고

37
o
C에서 3분간동안 배양하였다. Plain Medium 10 ml

을 배양용기에 넣고 부드럽게 pipetting하여 배양용기에

서 CRL-1999를 분리시켰다. 분리된 CRL-1999룰 15 ml

tube에 옮긴 다음 125 x g에서 7분간 원심분리하고 나서

상층액을 버렸다. 세포 pellet를 부유시켜 세포수가 ~2 x

10
7
cells/ml이 되도록 조절하였다. 새 tube에 세포부유액

290 µl를 옮겨 담고 나서 30X Chemicon
®
 FLICA

Reagent 10 µl를 첨가하고 tube를 가볍게 흔들어 세포와

섞었다. 빛을 차단한 상태에서 37
o
C에서 1시간 배양한

다음 각 tube에 1X Washing Buffer를 2 ml씩 넣고 섞

은 후 400 x g로 5분간 상온에서 원심분리하였다. 상층액

을 조심해서 버린 후 세포가 엉기지 않도록 vortex로 가

볍게 진탕하였다. 위에서와 같이 1X Washing Buffer를

사용하여 세포를 세정한 다음 다시 1X Washing Buffer

1 ml에 부유시켰다. 각 tube에서 50 ml씩 취하여 450 ml

PBS와 혼합한 후 P. gingivalis와 함께 배양시킨 세포와

대조군 세포 수를 hemocytomer로 비교하였다. 세포 수

를 동일하게 조절한 다음 세포를 400 x g로 5분간 원심

분리한 다음 PBS를 400 ml씩 첨가하고 나서 1개의 세

포시료 당 검정색 Chemicon
®
 microtiter plate의 두 개

의 well에 각각 100 ml씩을 취하여 거품이 생기지 않도

록 조심하면서 넣었다. 형광 microplate reader (Triad;

Dynex Technologies, Chantilly, VA, U.S.A.)로 excitation

wavelength는 490 nm, emission wavelength는 520 nm에

서 흡광도를 측정하였다.

Table 1. Primers used in the study and PCR conditions.

PCR product Product size Primer sequence (5' → 3') Cycles
Annealing 
temp.(

o
C)

TLR4 548
  TGGATACGTTTCCTTATAAG
  GAAATGGAGGCACCCCTTC

35 54

IP-10 108
  GGAACCTCCAGTCTCAGCACC

  GCGTACGGTTCTAGAGAGAGGTAC
35 57

RANTES 130
  GGCACGCCTCGCTGTCATCCTCA
  CTTGATGTGGGCACGGGGCAGTG

35 65

G3PDH 78
  GCCACATCGCTAAGACACCATGGG

  CCTGGTGACCAGGCGCCCAAT
35 59

TLR-4, Toll-like receptor-4; IP-10, interferon-g-inducible protein 10; RANTES (CCL5), regulation upon activation, normal T cell ex-
pressed and secreted.
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결  과

혈관 평활근세포 CRL-1999에 대한 P. gingivalis 균주

들의 침투력을 비교하였다 (Table 2). 야생형인 P.

gingivalis 381은 초기 접종 세균수 1.55 x 10
7
 중에서 1.82

x 10
4
이 CRL-1999에 침투함으로써 0.12 %의 침투율을

보여 가장 효율적으로 나타났고 돌연변이 P. gingivalis

균주들 보다 통계적으로 유의한 차이를 보였다. 반면 fimA
-

돌연변이인 KDP150은 초기 접종 세균수 대비 0.0003 %

만 침투하여 가장 낮은 침투율을 보였다. ppk
-
 돌연변이

인 CW120은 0.0046 %, relA
-
 돌연변이 KS7은 0.0056 %

의 침투율을 보였다. 이들 돌연변이 균주들 사이에 나타

난 침투율의 차이는 통계적 유의성이 없었다.

P. gingivalis 381의 침투과정, 즉 30~90분 감염되었을

때 CRL-1999 평활근세포에서 동맥경화현상에 관여하는

cytokine의 분비에 변화가 있는 지를 ELISA로 관찰하였

다. Proinflammatory cytokine으로서 중요한 IL-1β의 분

비는 30~90분 배양했을 때 시간에 따라 Plain Medium

만 첨가한 대조군 CRL-1999나 P. gingivalis이 감염된

실험군 CRL-1999 모두 시간이 지남에 따라 증가하는 것

으로 관찰되었다. 그러나 30, 60, 90분 배양시간 대비 대

조군 CRL-1999의 IL-1β 분비 증가량에 비해 감염된

CRL-1999의 IL-1β 증가량이 훨씬 커서 모두 통계적으

로 유의한 차이를 보였다 (P<0.05). 특히 90분에 대조군

CRL-1999 (125.0 %)에 비해 감염 CRL-1999는 크게 증

가하여 378.5 % 증가를 보였다 (Fig. 1).

ELISA로 관찰한 결과, CRL-1999는 IL-1β에 비해 미

약하지만 중요한 chemokine인 IL-8도 분비하는 것으로

나타났다. 대조군이나 감염 CRL-1999 모두 배양시간이

증가함에 따라 IL-8의 분비도 크게 증가하였다. 대조군의

경우 30분에 0시간 대비 233.8 %, 60분에 357.7 %, 90

분에 496.2 % 증가한 반면, 감염 CRL-1999는 30분에

925.8%, 60분에 996.2%, 90분에 1211.5% 증가하여 모

든 배양시간 대에서 유의성이 있는 차이를 보였다 (P<0.05;

Fig. 2). CRL-1999 평활근세포는 P. gingivalis 381 감

염 시 또 하나의 중요한 chemokine인 MCP-1의 분비도

증가하였다. IL-1β, IL-8과 마찬가지로 감염 여부와 상관

없이 MCP-1의 분비는 증가하였으나 감염 시의 분비량

이 더 많은 것으로 관찰되었다. 그러나 30, 60분간의 감

염에서는 통계적으로 대조군과 차이가 없었던 반면, 90

분 감염 시 CRL-1999 (0시간 대비 342.1 % 증가)는 대

조군 CRL-1999 (160.0 % 증가)보다 MCP-1의 분비가

훨씬 증가되어 통계적 유의성을 보였다 (P<0.05; Fig. 3). 

P. gingivalis 381이 침투하는 초기 과정, 즉 30분 감

염했을 때 CRL-1999 평활근세포에서 동맥경화현상에 관

여하는 IP-10, RANTES, TLR-4 발현에 변화가 있는 지

를 RT-PCR로 관찰하였다. Chemokine인 IP-10의 발현은

P. gingivalis로 감염시켜도 차이가 없었다. 반면 또 다른

chemokine인 RANTES는 P. gingivalis가 감염하였을 때

발현이 크게 증가하였다. 한편 PRR인 TLR-4의 발현도

P. gingivalis로 감염되었을 때 크게 증가하는 것으로 나

타났다 (Fig. 4).

Table 2. Invasion of human aortic smooth muscle cells by P. gingivalis strains

 Strains
No. of bacteria

added(10
7
)
a

No. of bacteria 
invading(10

4
) ± S.D.

Invading bacteria 
(%) ± S.D.

b

 381 (wild type) 1.55 1.820 ± 0.500 0.1174 ± 0.0323

 KDP150 (fimA
-
) 1.87 0.006 ± 0.004 0.0003 ± 0.0002

*

 CW120 (ppk
-
) 1.73 0.087 ± 0.012 0.0046 ± 0.0006

*

 KS7 (relA
-
) 1.89 0.096 ± 0.016 0.0056 ± 0.0008

*

a
Defined as the actual number of viable cells of P. gingivalis inoculum as determined by plating method. Bacterial cell suspension had

been adjusted to optical density of 0.3 at 600 nm and 100 µl of the suspension added to each well (1 ml) of a 24-well plate. 
b
Defined as the percentage of P. gingivalis inoculum protected from metronidazole killing, which represents invading bacterial cells,

after the infection period. Values are means ( ± standard deviation) of triplicate. 
* Invasive ability of mutants of P. gingivalis demonstrated to be significantly lower than that of the wild type strain 381 (P<0.05).

Fig. 1. ELISA measurement of proinflammatory cytokine IL-1β
produced by CRL-1999 human aortic smooth muscle cells infected
with P. gingivalis 381. The supernatant of CRL-1999 infected with
P. gingivalis for 30, 60 and 90 min was collected and added to anti-
IL-1β antibody-coated microplate (BioSource International, Car-
marillo, CA, U.S.A.). The CRL-1999 was incubated with biotin-
conjugate (biotinylated anti-IL-1β antibody) for 2 h at room tem-
perature, followed by Streptovidin-Horseradish Peroxidase for 30
min. The bound biotin-conjugate was visualized by adding Stabi-
lized Chromogen. 
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P. gingivalis가 침투하면서 CRL-1999 평활근세포이 괴

사되어 세포막이 손상된 상태 (용해)에서 LDH가 유리되

는 지를 LDH assay로 관찰하였다. P. gingivalis의 감염

이 없을 때는 CRL-1999의 LDH 유리량에 변화가 없었

다. 반면 P. gingivalis이 침투하는 과정 중에는 LDH의

유리양이 조금씩 증가하다가 90분에서 크게 증가하여 LDH

유리가 같은 시간대에서 측정한 P. gingivalis 없이 배양

한 CRL-1999의 LDH 값 대비 약 50 % 증가하여 유의

성 있는 차이를 보였다 (P<0.05, Fig. 5).

P. gingivalis가 침투하는 과정에서 평활근세포에 apoptosis

가 유발되는 지를 관찰하기 위해 caspase 활성을 측정하

였다. P. gingivalis의 감염이 없었던 CRL-1999는 배양

시간에 따라 약간의 증가를 보여 배양개시 기초 caspase

활성도에 비해 90분에서 17.2 % 증가하였다. 반면 P.

Fig. 2. ELISA measurement of chemokine IL-8 produced by CRL-
1999 human aortic smooth muscle cells infected with P. gingivalis
381. The supernatant of CRL-1999 infected with P. gingivalis for
30, 60 and 90 min was collected and added to anti-IL-8 antibody-
coated microplate (BioSource International, Carmarillo, CA,
U.S.A.). The CRL-1999 was incubated with biotin-conjugate
(biotinylated anti-IL-8 antibody) for 2 h at room temperature, fol-
lowed by Streptovidin-Horseradish Peroxidase for 30 min. The
bound biotin-conjugate was visualized by adding Stabilized Chro-
mogen.  

Fig. 3. ELISA measurement of chemokine MCP-1 produced by
CRL-1999 human aortic smooth muscle cells infected with P. gin-
givalis 381. The supernatant of CRL-1999 infected with P. gingiva-
lis for 30, 60 and 90 min was collected and added to anti-MCP-1
antibody-coated microplate (BioSource International, Carmarillo,
CA, U.S.A.). The CRL-1999 was incubated with biotin-conjugate
(biotinylated anti-MCP-1 antibody) for 2 h at room temperature,
followed by Streptovidin-Horseradish Peroxidase for 30 min. The
bound biotin-conjugate was visualized by adding Stabilized Chro-
mogen.  

Fig. 4. RT-PCR analysis of expression of IP-10, RANTES and
TLR-4 by CRL-1999 human aortic smooth muscle cells infected
with P. gingivalis 381 for 30 min. Total RNA was extracted from
the cells with or without P. gingivalis infection by TRIsol treat-
ment, followed by chlorform. The cDNA was synthesized from the
RNA by RT and amplified by PCR using sequence specific primers
for IP-10, RANTES and TLR-4. The PCR products were electro-
phoresed on a 1 % agarose gel and visualized under UV light after
stained with ethidium bromide.

Fig. 5. Release of LDH from CRL-1999 human aortic smooth
muscle cells infected with P. gingivalis 381. Percentage of LDH
release relative to LDH release from CRL-1999 at baseline was
calculated after P. gingivalis infection by colorimetric measurement
using In vitro Toxicology Assay Kit (Tox-7, Sigma Chemicals) at
490 nm.
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gingivalis에 감염되고 침투되는 과정에서는 CRL-1999는

caspase의 활성이 배양개시 기초 caspase 활성도에 비해

30분에 36.9 %, 60분에 79.5 %가 증가하였고, 90분에는

증가폭이 더욱 켜져서 170.5 % 증가하였다 (Fig. 6).

고  찰

대다수의 성인들이 경험했거나 경험하는 치주질환은 세

균감염질환으로 성인에서 치아상실을 초래하는 가장 중

요한 요인이다 (Socransky et al., 1992). 최근 많은 연

구를 통해 치주질환은 다른 감염의 위험인자로서 중요할

뿐만 아니라 심혈관질환 (Cohen et al., 1998; Genco et

al., 1998), 뇌혈관질환(뇌졸중) (Drfer et al., 2004), 저

체중미숙아 출산 (Offenbacher et al., 1999), 당뇨병

(Mealey et al., 2006), 류마티스성 관절염 (Al-Katma et

al., 2007) 등과 같은 전신질환을 유발하거나 악화시키는

데 중요한 원인으로 밝혀지고 있다. 이들 전신질환은 만

성적인 염증이 원인이 되고 있는 데 치주질환은 만성적

인 염증의 제공처가 될 수 있고 치주질환의 만성적인 염

증의 근본적인 원인은 치은연하 치태 세균이다 (Genco

et al., 2002). 

치주질환 원인균이 전신질환에 관여하는 기전에 관해서

많은 연구가 진행되고 있고 그 중에서도 심혈관질환에

있어서 P. gingivalis의 역할과 관련된 연구가 가장 많이

이루어지고 있다. P. gingivalis는 혈관내피세포를 침투하

면서 내피세포의 형태에 변화를 가져오고 (Lee et al.,

2000) apoptosis를 초래한다 (Roth et al., 2007). 이 과

정에서 심혈관질환을 초래하는 근본 원인인 동맥경화와

관련된 많은 분자면역생물학적 반응이 P. gingivalis와 내

피세포 사이에서 발생한다. 내피세포에 침투하는 P.

gingivalis로 인해 PRR의 하나인 TLR-2, 4의 발현이 증

가한다 (Gibson et al., 2004). LPS와 fimbriae는 혈관세

포들, 단핵세포들의 TLR, 또 다른 PRR인 CD-14와 반

응하여 chemokine인 IL-8, MCP-1의 분비를 증가시킨다

(Chou et al., 2005; Hirose et al., 2000; Kang et al.,

2002). 이들 chemokine에 의해 이동한 대식세포는 foam

cell로 변화하여 (Kuramitsu et al., 2004; Kuramitsu et

al., 2001; Qi et al., 2003) 동맥경화에 기여하게 된다.

P. gingivalis에 반응하여 내피세포나 단핵세포는 IL-6 생

산을 증가시킨다 (Chou et al., 2005; Hirose et al.,

2000). 이 IL-6은 간에서의 CRP 생산을 증가시키고 CRP

는 더 많은 세포를 P. gingivalis 감염부위로 불러 모우

고 이로 인해 더 많은 cytokine이 분비됨으로써 동맥경

화가 진행된다 (Khuseyinova et al., 2006).

이렇게 동맥경화가 진행되어 실제 심혈관질환을 유발하

는 과정에서는 필연적으로 내피세포 하부에 존재하는 평

활근세포가 관여하게 된다. 평활근세포의 참여, 즉 cytokine

에 의해 증식하고 동맥경화가 진행되는 부위로 이동함으

로써 혈관내막을 두껍게 하고 섬유화를 초래하기 때문에

동맥경화과정에 있어 결정적인 단계이며 결과적으로 혈

관을 폐쇄시켜 (Ross et al., 1993; Streblow et al., 2001)

심근경색증과 같은 관동맥 심질환 등 다양한 심혈관 및

뇌혈관질환을 유발시킨다. 평활근세포 역시 미생물의 자

극을 받을 수 있는 것으로 알려져 있다 (Gravel et al.,

2005; Stoll et al., 2004; Zhou et al., 1999). P. gingivalis

가 혈관내피세포로 침투할 수 있고 그 결과로 내피세포

가 동맥경화의 병변을 유도한다는 증거가 많이 있지만

아직도 구강세균인 P. gingivalis가 심혈관질환에 깊이 관

여하고 있다고 받아들이기에는 아직 더 많은 증거가 필

요하다. 본 연구의 목적은 P. gingivalis가 혈관 평활근세

포에 침투하면서 동맥경화에 기여할 수 있는 cytokine,

PRR의 발현에 미치는 영향을 관찰함으로써 P. gingivalis

가 심혈관질환에 기여할 수 있다는 가능성을 더욱 확고

히 제시하는데 에 있다.

사람의 대동맥 평활근세포의 primary cell line인 CRL-

1999를 P. gingivalis로 90분간 감염시킨 후 metronidazole

protection assay로 관찰한 결과 초기 접종한 P. gingivalis

381 중(1.55 x 10
7
)에서 0.12 % (1.82 x 10

4
)가 세포 내로

침투한 것으로 나타났다 (Table 2). Dorn 등 (Dorn et

al., 1999)의 보고에 의하면 P. gingivalis 381은 관상동

맥 평활근세포에 대한 침투율은 초기 접종 수에 대비

2.7 %로 본 연구에서 관찰한 침투율 보다는 훨씬 높게

나타났다. 이 같은 차이는 실험에 사용한 세포가 다르기

때문에 나타난 결과일 수도 있다. 같은 primary cell line

이지만 채취부위가 다른 상피세포를 대상으로 P. gingivalis

381의 침투를 관찰한 실험에서, 예를 들어 치은세포를 사

용한 Njoroge 등 (Njoroge et al., 1997) 과 치주낭상피

세포를 사용한 Sandro 등 (Sandros et al., 1994)이 관

Fig. 6. Apoptotic cell death of CRL-1999 human aortic smooth
muscle cells by invading P. gingivalis 381. Caspase activity of the
apoptotic cells caused by infection with P. gingivalis for 30, 60 and
90 min was measured by using CHEMICON

®
 CaspaTag

TM
 Pan-

Caspase In Situ Assay Kit.
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찰한 침투율은 각각 6 %와 0.65 %로 큰 차이를 보이고

있다. 실제 평활근세포는 숙주의 종류에 따라, 그리고 혈

관이 자리하는 인체부위에 따라 다양한 표현형적 (phenoty-

pic) 이질성을 보인다 (Hao et al., 2003). Dorn 등 (Dorn

et al., 1999)은 초기 접종 세균수를 흡광도에 기준으로

해서 예측하고 그 예측한 수를 기준으로 침투율을 계산

했다. 본 구강미생물연구실의 경험에 의하면 흡광도를 기

준으로 P. gingivalis 세균수를 조절하고 나서 실제 생균

수를 측정하면 흡광도로 예측했을 때 보다 높게 나타난

다. 따라서 이들의 실험에 사용한 초기 접종 P. gingivalis

수는 실제 보다 많았을 가능성을 배제할 수 없다. 

P. gingivalis ATCC33277의 fimA
-
 돌연변이인 KDP150

의 평활근세포 침투력을 관찰한 결과 초기 접종 세균수

1.87 x 10
7
 중에서 약 6 x 10

1
만이 침투하는 것으로 나타

나 Dorn 등 (Dorn et al., 2000)의 분류에 따르면 비침

투세균으로 간주되었다. ATCC33277은 381과 유전학적

으로 동일한 균주이기 때문에 본 연구에서 관찰한 381

과 KDP150의 침투력 차이는 fimA 야생형과 fimA
-
 돌연

변이의 침투력의 차이를 대변하는 것이라고 볼 수 있다.

따라서 본 연구결과로 미루어 평활근세포에 침투하기 위

해서는 P. gingivalis 표면에 부착물질인 fimbriae가 반드

시 필요한 것으로 판단된다. P. gingivalis가 세포에 효율

적으로 침투하기 위해서는 fimbriae가 필요하다는 것은

상피세포 (Genco et al., 1998; Dorn et al., 2000)에서

이미 관찰된 바 있다. P. gingivalis는 숙주세포에 접촉할

때 fimbriae는 숙주세포 표면에 존재하는 특정 수용기와

반응하면서 숙주세포의 신호전달체계를 활성화시키거나

P. gingivalis 표면에 침투를 위해 필요한 물질을 생성함

으로써 세포내로 침입할 수 있는 것으로 보인다 (Weinberg

et al., 1997). Nakagawa 등 (Nakagawa et al., 2002)은

치주염환자에서 가장 많이 발견되는 P. gingivalis fimA

genotype II에 속하는 균주의 fimbriae가 다른 genotyep

에 속하는 fimbriae보다 상피세포에 부착하고 침투하는

것이 더 효율적이라고 보고하였다. 또한 이들의 연구에서

숙주세포는 α5β1 integrin을 통해 P. gingivalis를 함입하

는 것으로 나타났다 (Nakagawa et al., 2002). Type II

fimbriae에 의해 침투가 유발되면 P. gingivalis는 이어

Arg-gingipain으로 상피세포의 신호전달체계에 중요한

adaptor 물질인 paxillin을 분해시킨다. 이로 인해 P.

gingivalis의 침투는 결과적으로 치주조직 파괴를 유도하

는 것으로 판단된다 (Nakagawa et al., 2006). 이 같은

현상은 혈관의 내피세포나 평활근세포에서도 비슷하게 발

생할 것으로 보이기 때문에 혈관 세포들에 대한 P.

gingivalis 침투는 혈관세포에 손상을 주고 이로 인해 동

맥경화, 심혈관질환으로 진행될 수 있기 때문에 발병기전

에서 중요한 단계라고 생각된다.

P. gingivalis의 숙주세포 침투력은 fimA의 genotype에

따라서도 다르지만 같은 genotype에 속하더라도 균주에

따라 침투력이 다르기 때문에 fimbriae는 침투에 필요한

것이지만 절대적 단일 인자는 아닌 것으로 보인다 (Dorn

et al., 2000). 침투에 있어 숙주세포와 침투세균의 에너

지대사도 중요한 역할을 하는 것으로 보인다. 이들의 에

너지대사, 특히 P. gingivalis의 대사가 억제될 때는 침투

가 거의 완전히 억제되는 것으로 나타났다 (Deshpande

et al., 2000). 본 연구에서 ppk
-
와 relA

-
 돌연변이 P.

gingivalis의 침투력도 관찰하였다. 흥미롭게도 두 돌연변

이 균주 모두 fimA
-
 돌연변이보다는 침투력이 높지만 야

생형 381에 비해서는 약 1/20에 불과하였다. PPK는 세

균이 스트레스나 긴축상황에서 내성을 갖는 데에 기여하

고 있다 (Brown et al., 2004). PPK는 세균이 영양분이

충분할 때 ATP를 polyphosphate (polyP)로 저장하고 영

양분이 없을 때 polyP로부터 PPK가 ATP를 생산하는 것

이 기본적인 기능이다 (Kornberg et al., 2004). PPK는

RNA를 분해하는 degradosome에 존재하면서 polyP를 분

해하여 ATP를 재생산하는 데 기여하고 있다 (Blum et

al., 1997). 따라서 ppk
-
 돌연변이 P. gingivalis로서는 비

교적 배양조건이 좋지 않은 assay system에서 침투에 필

요한 에너지대사가 원활하지 않기 때문에 침투력이 낮게

나타났을 가능성이 있다. 대장균에서는 ppk
-
 돌연변이에

따라 RpoS의 발현이 억제되고 RpoS 지배 하의 유전자

들, 즉 영양부족상태에서 생존하는 데 필요한 50개 이상

의 유전자가 영향을 받기 때문에 향후 ppk로 인해 영향

을 받는 유전자들에 대한 폭넓은 연구도 같이 이루어져

야 ppk
-
 P. gingivalis의 침투력이 저하된 이유를 이해할

수 있을 것이다. 

세균은 아미노산 같은 영양분이 부족한 긴축상황에서

ppGpp를 합성한다. RelA에 의해 합성되는 ppGpp는 성

장조절 유전자의 발현에 직, 간접적으로 관여하여 스트레

스 상황에 대처하게 된다. 본 실험에서 사용한 relA
-
 P.

gingivalis인 KS7은 fimbriae의 발현이 감소하는 것으로

나타났다 (Sen et al., 2004). 아마도 이 같은 사실이

KS7의 저하된 침투력을 일부 설명할 수 있을 것으로 생

각한다.

혈관세포와 단핵세포들로부터 분비되는 다양한 cytokine

과 growth factor들이 동맥경화 유발과정에 기여한다 (Ross

et al., 2004) 세균감염에 대한 반응으로 숙주세포에서 분

비되는 IL-1은 백혈구의 혈관 부착 및 혈관 투과성, 대

식세포 활성화, 내피세포와 평활근세포의 증식, 단백질분

해효소로 촉발된 죽상경화판 파열현상을 증가시킴으로써

동맥경화 전단계 과정에 중요한 proinflammatory cytokine

이다 (Hoge et al., 2007). 한편, IL-8와 MCP-1은 단핵

/대식세포를 손상이나 감염이 발생한 부위의 혈관벽으로

이동시키는 chemokine으로서 이 후 이들 세포가 foam

cell로 변화하는 계기가 됨으로써 동맥경화를 유도하고,

죽상경화판도 취약하게 하는 등 동맥경화과정에 중요한

인자이다 (Ito et al., 2003). ELISA 분석에서 P. gingivalis
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381로 감염된 CRL-1999 평활근세포는 중요한 proinflam-

matory cytokine인 IL-1β, chemokine인 IL-8과 MCP-1

의 분비가 증가하는 것으로 나타났다 (Fig. 1,2,3). CRL-

1999의 IL-1β와 IL-8분비는 P. gingivalis 감염이 없을

때 보다 감염 시 30, 60, 90분에서 모두 유의하게 증가

하였다. MCP-1은 초기에는 큰 차이가 없었으나 90분에

서는 P. gingivalis로 감염된 CRL-1999에서 분비량이 급

격히 증가하였다.

아직까지는 P. gingivalis 감염, 침투에 따른 평활근세

포의 cytokine 발현, 또는 분비에 대한 보고가 없고 일

반 미생물 감염에 대한 평활근세포의 cytokine 반응을 관

찰한 연구도 많지 않은 터라 P. gingivalis와 연관된 평

활근세포에 관한한 최초의 보고인 본 연구를 비교평가하

기가 어려운 상황이다. CMV로 감염시킨 평활근세포에서

는 IL-1β가 유리되고 이 cytokine은 paracrine으로 작용

하여 혈관부착물질들의 발현을 증가시키는 것으로 알려

져 있다 (Dengler et al., 2007). 한편, Stoll 등 (Stoll et

al., 2004)의 보고에 의하면 대장균의 LPS를 첨가했을 때

관상동맥 평활근세포의 IL-8과 MCP-1 분비가 증가한다.

따라서 평활근세포의 미생물감염은 대체로 이들 cytokine

의 분비를 증가시키는 것으로 판단된다. 마찬가지로 혈관

내피세포에서도 P. gingivalis의 침투는 IL-1β, IL-8, MCP-

1의 분비를 증가시키는 것으로 보고되고 있다 (Takahashi

et al., 2006).

CRL-1999에서 또 다른 chemokine인 IP-10과 RANTES

의 발현이 P. gingivalis의 감염에 의해 변하는 지를 관

찰하였다. IP-10은 큰 차이가 없었으나 RANTES는 감염

에 의해 발현이 크게 증가하는 것으로 나타났다 (Fig. 4).

CMV에 감염된 대동맥 평활근세포의 경우도 IP-10,

RANTES의 발현이 증가하며 이 두 chemokine은 CMV

에 감염된 평활근세포의 상층액에 가장 많이 나타나는

물질로 알려지고 있다 (Gravel et al., 2005). RANTES

가 T 세포, 림프구, 대식세포의 화학유인물질이고 동맥경

화 병소의 크기에 영향을 미치는 중요한 cytokine이기 때

문에 본 연구 결과는 결국 P. gingivalis의 평활근세포 침

투는 동맥경화에 크게 기여하게 될 것임을 시사한다. 

한편 PRR로 중요한 TLR-4의 발현을 RT-PCR로 관찰

하였다. TLR-4를 통하여 P. gingivalis의 fimbriae는 내

피세포에서 IL-8과 MCP-1 분비를 유도하는 것으로 보

고되고 있고 (Chou et al., 2005; Hirose et al., 2000;

Kang et al., 2002) 위의 결과에서 봤듯이 평활근세포에

서도 P. gingivalis에 의해 IL-8과 MCP-1의 증가하였기

때문에 TLR-4의 발현도 증가할 것으로 예상되었다. 관

찰한 결과, 예상과 같이 CRL-1999 평활근세포는 30분간

P. gingivalis와 함께 배양했을 때 TLR-4가 크게 증가하

였다. 앞으로 fimA
-
 KDP150을 감염시켰을 때 과연 평활

근세포에서는 아무런 변화도 없는 지, 예를 들어 TLR-

4, IL-8, MCP-1 등의 발현에 변화가 없는 지를 관찰하

는 것은 흥미로울 것으로 생각된다. 다만 KDP150은 침

투력이 없기 때문에, 발현에 변화가 없는 것이 침투가 없

어서 그런 것인지 fimbriae가 없어 변화가 없는 것인지

를 구별하기 위해 대조군으로 침투력은 있으나 fimbriae

가 아주 적게 나타나는 P. gingivalis 균주, 열이나

formalin으로 사멸시킨 381/ATCC33277을 함께 사용하는

것이 필요할 것이다.

이전 연구에서 P. gingivalis의 침투가 혈관내피세포의

구조를 크게 변화시키는 것을 관찰하였고 (Lee et al.,

2000). 이런 변화는 세포의 사멸을 가져올 수 있을 것으

로 예상하여 이번 연구에서는 P. gingivalis 침투에 따른

평활근세포의 사멸 여부를 측정하였다. 세포막 통합성의

손상, 즉 비특이성 세포괴사를 측정하는 LDH assay에서

CRL-1999는 P. gingivalis 감염 시 30, 60분에는 차이가

없었으나 90분이 경과했을 때 P. gingivalis 없이 배양했

을 때보다 LDH 유리양이 증가하였다. 따라서 P. gingivalis

381은 강하지는 않지만 세포독성효과가 있는 것으로 판

단된다. 한편 programmed cell death를 지칭하는 apoptosis

의 가능성도 caspase 활성도로 관찰하였다. 그 결과 P.

gingivalis가 없는 상태에서는 caspase 활성도에 변화가

없었으나 P. gingivalis와 함께 배양했을 때는 caspase의

활성도가 시간에 따라 꾸준히 증가하였고 90분이 되었을

때는 더욱 증가하여 P. gingivalis 감염이 없는 CRL-1999

caspase 활성도의 2배로 증가하였다. 따라서 P. gingivalis

는 평활근세포에 대해 직접적인 세포독성보다는 apoptosis

를 통해 세포의 사멸을 유도하는 것으로 판단된다. Roth

등 (Roth et al.)은 대동맥 내피세포를 대상으로 P.

gingivalis 381을 감염시켰을 때 LDH의 유리에는 차이

가 없으나 apaoptosis는 증가하는 것으로 보고하였다. 이

결과는 P. gingivalis 감염이 혈관세포들에게 apoptosis를

유발할 가능성이 높다는 것을 시사한다. 

혈관 평활근세포가 증식하면 혈관내막을 두껍게 하고

섬유화를 초래하기 때문에 결과적으로 혈관을 폐쇄시켜

(Ross et al., 1993; Streblow et al., 2001) 심근경색증

과 같은 관동맥 심질환 등 다양한 심혈관 및 뇌혈관질환

을 유발시킨다. 따라서 평활근세포의 apoptosis는 동맥경

화를 약화시킬 수 있다고 생각할 수 있다. 그러나 apoptosis

가 일어난 세포의 표면에 노출된 phosphatidylserine은

thrombin을 생성을 위한 기질로 사용될 수 있고, 응고과

정을 활성화시켜 혈전을 야기하고, 죽상경화판의 까짐현

상(plaque erosion)과 aneurysm, 염증과 석회화를 유발하

여 더 큰 위험을 예상해야 한다 (Clarke et al., 2006;

McCarthy et al., 2000). 한편 혈관 평활근세포의 apoptosis

는 IL-1, IL-8, MCP-1의 분비를 증가시킨다고 보고되고

있다 (Clarke et al., 2006; McCarthy et al., 2000). 이

런 사실은 P. gingivalis에 감염된 혈관 평활근세포에서

IL-1β, IL-8, MCP-1 분비가 증가함과 동시에 apoptosis

가 증가한 본 연구 결과와 일치한다.
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위의 결과들로 미루어 P. gingivalis는 평활근세포를 침

투함으로써 세포로 하여금 IL-1β와 같은 proinflammatory

cytokine의 분비를 촉진시키고 PRR인 TLR-4의 발현을

증가시키거나 apoptosis를 유도하여 IL-8, MCP-1,

RANTES와 같은 chemokine을 분비를 증가시킴으로써

동맥경화, 나아가서 심혈관질환을 진행시키는 데에 기여

할 수 있는 것으로 판단된다.

결  론

치주질환은 사람에게 가장 빈번하게 나타나는 만성염증

성 세균감염질환으로, 최근 동맥경화, 심혈관질환의 위험

인자로 밝혀졌다. 치주질환에 가장 중요한 원인균인 Por-

phyromonas gingivalis가 동맥경화에 관여하고 있다는 증

거는 혈관내피세포 침투능력, 침투과정 중 내피세포에서

다양한 cytokine의 발현이 증가한다는 연구결과에 나타나

있다. 그러나 동맥경화가 심혈관질환으로 진행되기 위해

서는 평활근세포도 관여한다. 본 연구의 목적은 P. gingivalis

가 대동맥 평활근세포 CRL-1999를 침투할 수 있는 지

를 관찰하고, 침투과정 중에 평활근세포에 나타나는 변화

를 분석하여 동맥경화, 심혈관질환에 P. gingivalis가 관

여할 수 있다는 가능성을 제시하는 데 있다. P. gingivalis

381과 P. gingivalis 381-유전자 동질형 돌연변이의 평활

근세포 침투능력을 관찰하기 위해 metronidazole protection

assay, 침투과정 중 평활근세포에서 동맥경화와 관련된

cytokine과 수용기가 발현되는 정도를 측정하기 위해

ELISA와 reverse transcription-polymerase chain reaction

(RT-PCR), 평활근세포의 비특이적 세포괴사를 관찰하기

위해 lactate dehydrogenase (LDH) release assay, apop-

tosis를 관찰하기 위해 caspase 활성도를 측정하여 다음

과 같은 결과를 얻었다.

1. 배양 90분에 측정한 야생형 P. gingivalis 381의 평

활근세포 침투율은 초기 접종세균수 대비 0.12 %로 높게

나타난 반면, fimbriae 유전자결핍 (fimA
-
) 돌연변이

KDP150은 0.0003 %로 측정되어 비침투 균주로 판단되

었다. 한편 polyphosphate kinase 유전자결핍 (ppk
-
) 돌

연변이 CW120과 RelA 유전자결핍 (relA
-
) 돌연변이 KS7

은 침투율이 각각 0.0046, 0.0056 %로 약하게 나타났다.

2. P. gingivalis 381로 감염되지 않은 평활근세포와 비

교했을 때, 감염 30~90분 동안에 평활근세포는 ELISA

분석결과 proinflammatory cytokine인 interleukin (IL)-

1β, chemotactic cytokine (chemokine)인 IL-8과 monocyte

chemotactic protein (MCP)-1의 발현이 유의하게 증가하

였다(P<0.05).

3. P. gingivalis 381로 감염되지 않은 평활근세포와 비

교했을 때, 감염 30분에 평활근세포는 RT-PCR 분석결과

RANTES (regulation upon activation, normal T cell

expressed and secreted)와 pattern recognition receptor

(PRR)인 Toll-like receptor (TLR)-4의 발현이 증가하였

다. 그러나 interferon-γ-inducible protein-10의 발현에는

차이가 없었다.

4. P. gingivalis 381로 감염되지 않은 평활근세포와 비

교했을 때, 감염 30~90분 동안에 평활근세포의 LDH 유

리양은 서서히 증가하여 90분에서는 52 % 증가하였고,

caspase 활성도는 감염 30~90분 동안에 계속 증가하여

90분대에서는 감염되지 않았을 때 보다 2배의 활성도를

보였다.

위의 결과들로 미루어 P. gingivalis는 평활근세포를 침

투할 수 있으며, 침투에는 fimbriae가 필요하고 또한 에

너지대사나 스트레스, 긴축상황과 관계가 있는 유전자도

관여하는 것으로 생각된다. P. gingivalis의 침투는 평활

근세포로 하여금 IL-1β와 같은 proinflammatory cytokine

의 분비를 촉진시키고, PRR인 TLR-4의 발현을 증가시

키거나 apoptosis를 유도하여 IL-8, MCP-1, RANTES와

같은 chemokine의 분비를 증가시킴으로써 동맥경화, 나

아가서 심혈관질환을 진행시키는 데에 기여할 수 있는

것으로 판단된다.
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