
서론

치주질환은 치은결체조직과 치조골의 파괴를 유발하여 

치아의 상실을 초래할 수 있는 만성 염증성 질환이다. 치주

질환의 직접적인 원인은 치은연하에 서식하는 몇몇 그람음

성 혐기성 세균이다
1)
. Prevotella intermedia는 성인성 치

주염 환자의 치주낭 내에 우세하게 존재하는 치주질환 주요 

병인균주 중의 하나이며
2,3)

, 급성괴사성 궤양성 치은염과 임

신성 치은염 환자의 치은연하치태에도 빈번히 존재한다
4,5)

. 

Prevotella nigrescens는 치은염과 성인성 치주염 환자의 

치은연하에 빈번히 존재하며
6-8)

, 근관감염과 임플란트 주위

염과도 연관이 있는 것으로 알려져 있다
9,10)

.

P. intermedia와 P. nigrescens를 비롯한 치주질환 병인

균주들은 치주조직에 직접 침투하지는 않으며, 균주의 각종 

구성요소 또는 산물들이 조직 내로 침투되어 염증 및 조직

파괴를 유발하는 것으로 알려져 있다. 이들 병인균주들은 

단백질 분해효소를 분비하여 숙주세포의 개입 없이 직접 치

주조직의 파괴를 유발하거나, 각종 효소와 지질다당질 등 

병인균주의 산물들이 숙주세포를 활성화시켜 아라키돈산 대
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ABSTRACT

Purpose: Interleukin-8 (IL-8) is an important mediator of immune and inflammatory reactions and is produced by a variety 

of different cell types. This study was undertaken to investigate the effects of lipopolysaccharides (LPSs) from Prevotella

intermedia and Prevotella nigrescens, the major causes of inflammatory periodontal disease, on the production of IL-8 and 

the expression of IL-8 mRNA in differentiated THP-1 cells, a human monocytic cell line. 

Methods: LPSs from P. intermedia ATCC 25611 and P. nigrescens ATCC 33563 were prepared by the standard hot 

phenol-water method. THP-1 cells were incubated in the medium supplemented with phorbol myristate acetate to induce 

differentiation into macrophage-like cells. 

Results: We found that LPS preparations from P. intermedia and P. nigrescens can induce IL-8 mRNA expression and 

stimulate the release of IL-8 in differentiated THP-1 cells without additional stimuli.

Conclusions: There are no previous reports of the ability of P. intermedia and P. nigrescens LPS to stimulate the release of 

IL-8, and the present study clearly shows, for the first time, that LPSs from P. intermedia and P. nigrescens fully induced IL-8 

mRNA expression and IL-8 production in differentiated human monocytic cell line THP-1. The ability of P. intermedia and P. 

nigrescens LPS to promote the production of IL-8 may be important in the pathogenesis of inflammatory periodontal disease.
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사산물, 각종 싸이토카인, 그리고 단백질 분해효소 등의 생

물학적 활성물질을 생성하도록 함으로써 간접적으로 조직파

괴를 유발할 수 있다. 

지질다당질(lipopolysaccharide; LPS)은 P. intermedia

와 P. nigrescens와 같은 그람음성 세균의 세포벽 외막에 

존재하는 주요 성분 중의 하나로, 구강 내에서는 치태, 타

액, 치은열구액, 염증 치은조직, 치석, 그리고 치주질환에 

이환된 백악질 등에 존재한다
11-13)

. LPS는 대식세포를 포함

한 다양한 숙주세포를 자극하여 interleukin-1β, IL-6, 

IL-8, 그리고 tumor necrosis factor alpha와 같은 다양한 

염증성 싸이토카인의 생성과 분비를 유도할 수 있다
14)
. 

세포특이 화학주성 싸이토카인인 케모카인은 염증세포에 

대해 화학유인물질로 작용하는 일련의 저분자량의 폴리펩티

드를 말하며, 혈액세포의 이동을 위한 신호로서의 역할을 

한다. 케모카인은 백혈구의 축적을 조절할 뿐만 아니라, 림

프구 trafficking, T helper (Th)1/Th2 발생, 그리고 창상

치유에도 관여한다
15,16)

. 케모카인은 활성화된 단핵구, 대식

세포, 내피세포, 그리고 섬유모세포 등에 의해 생성되며, 표

적세포의 표면에 존재하는 특정 수용체에 결합하여 영향력

을 발휘한다
15,16)

.

구조, 기능, 그리고 유전적 기준에 의거하여 4종의 케모

카인 소집단이 존재하며, 그들 중 CXC 및 CC 케모카인이 

주요 소집단이다. CXC 케모카인은 주로 중성구를 유인하여 

활성화하며, CC 케모카인은 단핵구, 림프구, 호염기구, 호

산구, 자연살세포, 그리고 수지상세포를 유인하여 활성화 

한다
17)
. 중성구는 감염부위에 최초로 동원되는 면역세포이

며, 단핵구는 적절한 자극을 가했을 때 다량의 케모카인을 

분비할 수 있다. 케모카인은 면역 및 염증반응의 유발과 지

속에 있어 중요한 역할은 한다.

IL-8은 CXC 케모카인 소집단에 속하며 염증 시 중성구

의 보충과 활성화에 있어 중요한 역할을 하는 강력한 염증

성 싸이토카인이다. IL-8은 중성구에 다양한 영향을 미치는

데 여기에는 형태의 변화, 리소솜성 효소의 분비, 생활성 지

질의 생성, 그리고 부착분자의 발현 등이 포함된다
18-20)

.

P. intermedia와 P. nigrescens LPS는 숙주세포를 자극

하여 케모카인의 생성과 분비를 유발함으로써 염증성 치주

질환의 발병과 진행에 있어 독성인자로서 중요한 역할을 할 

수 있다. 본 연구는 P. intermedia와 P. nigrescens LPS가 

대식세포에서의 IL-8의 생성과 IL-8 mRNA의 발현에 미치

는 영향을 평가하기 위해 수행되었다.

재료 및 방법

1. 균주 및 배양 조건

P. intermedia ATCC 25611와 P. nigrescens ATCC 

33563을 통법에 따라 1μg/ml menadione과 5μg/ml hem-

in을 포함하고 있는 enriched trypticase soy agar 또는 

GAM broth (Nissui, Tokyo, Japan)를 이용하여 37
o
C의 혐

기성 조건(5% H2/5% CO2/90% N2)에서 배양하였다. 액체 배

지에서 24시간 배양한 초기 정지기의 균주를 4
o
C에서 

12,000×g로 20분 원심 분리하여 회수하고, 인산염완충 식

염수(PBS, pH 7.2)로 3회 세척한 후 동결 건조하였다.

2. LPS의 분리

LPS는 동결 건조된 균주로 부터 Westphal과 Jann
21)
의 

hot phenol-water법에 의거하여 추출되었다. 간략히 소개

하면, 균주를 소독된 증류수에 녹인 후 90% phenol을 가하

고, 68
o
C에서 20분간 2회 추출하여 냉각한 후, 7,000×g에

서 15분간 원심 분리하여 aqueous phase를 수집하고, 4
o
C

에서 증류수로 철저히 투석하였다. 투석 후 105,000×g에서 

원심분리한 후 동결 건조한 LPS를 0.1 M Tris(pH 8.0)에 

녹인 DNase (25μg/ml; Sigma Chemical, St Louis, MO, 

USA)와 RNase (25μg/ml; Sigma)로 37oC에서 밤새 배양

하여 핵산을 제거하였으며, proteinase K (50μg/ml; 

Sigma)를 가하여 60
o
C에서 1시간 가열한 후 37

o
C에서 밤새 

배양하여 오염된 단백질을 제거하였다. LPS의 수율은 약 

0.26%이었으며, 순수 분리한 LPS의 단백질 함량은 

Markwell 등
22)

의 방법에 의해 측정한 바에 의하면 0.1% 미

만이었다. 또한, sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide 

gel에 분리한 LPS를 과량 가하여 전기영동하고 Coomassie 

blue로 염색한 결과 단백질 밴드는 관찰되지 않았다(자료제

시 않음). Salmonella typhimurium LPS (phenol 추출)은 

Sigma에서 구입하였다.

3. 세포배양 

인체 단핵구 세포주인 THP-1 (American Type Culture 

Collection, Rockville, MD, USA)은 Nunc 플라스크와 10% 

[v/v] heat inactivated FBS, 50μM 2-mercaptoethanol, 
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1mM sodium pyruvate, 25mM HEPES, 100U/ml pen-

icillin, 그리고 100μg/ml streptomycin을 포함하고 있는 

RPMI 1640 배지를 이용하여 37
o
C의 5% CO2/95% air 배양

기에서 배양하였다. 대식세포로의 분화를 유도하기 위해 

24-well 배양 plate에 세포 (5×10
5
 cells/ml/well)를 분주

한 후 50ng/ml 농도로 phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA)를 가하였다. 세포가 분화하여 plastic plate에 부착되

도록 72시간 동안 배양한 후 배지로 3회 세척하였으며, 그 

후 다양한 농도의 LPS를 가하여 지정된 시간 동안 배양하고, 

상층액을 수집하여 IL-8의 농도를 측정하였다. 

4. IL-8 농도의 측정

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) set 

(OptEIA BD Pharmingen, San Diego, CA, USA)을 활용

하여 배양 상층액 내의 IL-8 농도를 제조자의 지시에 의거

하여 결정하였다. 

5. Reverse transcription-polymerase chain 

reaction 및 PCR 산물의 분석

세포를 100mm 배양접시에 접시당 5×10
6
의 세포수로 분

주하고, 다양한 농도의 P. intermedia LPS를 가하여 지정

된 시간 동안 배양하였다. 배양 후 세포를 PBS로 2회 세척

하고 원심분리하여 회수하였다. Total RNA는 RNeasy Mini 

Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)를을 사용하여 제조자의 

지시에 의거하여 분리되었다. AccuPower RT/PCR Premix 

kit (Bioneer, Korea)를 이용하여 추출한 RNA로부터 cDNA

를 합성하고, thermal cycler (GeneAmp PCR system 

2400; PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)로 

reverse transcription-polymerase chain reaction (RT- 

PCR)을 수행하여 증폭하였다. Internal control로는 β

-actin을 활용하였다. Nonsaturating PCR 조건을 위한 

cycle 수는 예비실험을 통해 결정하였다. IL-8을 위한 PCR 

증폭을 위해서는 94
o
C에서 1분, 60

o
C에서 1분, 그리고 72

o
C

에서 1분간의 총 35 cycle을 수행하였다. 사용된 oli-

gonucleotide primer는 다음과 같다: IL-8, 5 ʼ

-GAAAACTGGGTGCAGAGGGT-3 ʼ (sense) and 5 ʼ

-TCGGATATTCTCTTGGCCCT-3 ʼ (antisense) (인간의 

IL-8 mRNA 서열의 345-364와 730-711 위치에 각각 해당

하며, 386-bp의 산물을 생성함); β-actin, 5 ʼ

-AAGAGAGGCATCCTCACCCT-3 ʼ(sense) and 5 ʼ

-TACATGGCTGGGTGTTGAA-3 ʼ (antisense) (인간의 ac-

tin mRNA 서열의 222-241와 439-420 위치에 각각 해당

하며, 218-bp의 산물을 생성함). 증폭된 PCR 산물들을 

ethidium bromide를 포함하고 있는 1.5% agarose gel에서 

전기영동하여 자외선 하에서 관찰하였다. Gel 사진 상의 

PCR 밴드의 강도는 음영계측을 수행하여 평가하였다.

6. 통계분석

통계분석은 studentʼs paired t-test에 의거하였다. 자료

는 2회 또는 4회의 독립적인 실험의 평균과 표준편차로 표

시하였다.

결과

1. P. intermedia와 P. nigrescens LPS가 IL-8 

생성에 미치는 영향

분화시킨 THP-1 세포에 다양한 농도의 P. intermedia과 

P. nigrescens ATCC LPS를 각각 가하여 24시간 배양한 후 

IL-8의 농도를 결정하였다. THP-1 세포는 LPS를 가하지 

않은 상태에서도 약 1 ng/ml의 IL-8을 생성하였으며, P. 

intermedia LPS는 1 ng/ml-10μg/ml의 범주에서 세포로

부터 IL-8의 생성을 유발하였다(Fig. 1A). 1ng/ml에서부터 

유효한 농도의 IL-8를 생성하기 시작하여 10ng/ml에서부

터 최대의 IL-8 생성을 보였으며 그 농도는 약 4.9ng/ml

이었다. 대조군으로 사용한 S. typhimurium  LPS도 최대 

4.98ng/ml의 IL-8의 생성을 유도하였다. 최소 유발농도의 

측면에서는 P. intermedia LPS와 S. typhimurium  LPS가 

유사하였으나, 1ng/ml과 10 ng/ml에서 P. intermedia 

LPS가 S. typhimurium  LPS에 비해 현저히 높은 IL-8의 

생성을 보였다.

P. nigrescens LPS는 1ng/ml~10μg/ml의 범주에서 세

포로부터 IL-8의 생성을 유발하였다(Fig. 1B). 1ng/ml에서

부터 유효한 농도의 IL-8를 생성하기 시작하여 10μg/ml에

서 최대의 IL-8 생성을 보였으며 그 농도는 약 5 ng/ml이

었다. 대조군으로 사용한 S. typhimurium LPS도 최대 5 
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ng/ml의 IL-8를 생성을 유도하였으며, 최소 유발농도는 10

ng/ml이었고, 1ng/ml과 10ng/ml에서 P. nigrescens LPS

가 S. typhimurium LPS에 비해 현저히 높은 IL-8의 생성

을 보였다.

2. P. intermedia와 P. nigrescens LPS가 IL-8 

mRNA의 발현에 미치는 영향 

RT-PCR을 수행하여 P. intermedia와 P. nigrescens 

LPS가 IL-8의 전사와 IL-8 mRNA의 축적에 미치는 영향

을 평가하였다. P. intermedia와 P. nigrescens LPS에 각

각 노출된 THP-1 세포에서 IL-8 mRNA가 발현되었다 

(Fig. 2, 3). 다양한 농도의 LPS를 THP-1 세포에 가하였을 

때 IL-8 mRNA의 발현이 농도 의존적으로 증가하였다 

(Fig. 2A, 3A). P. intermedia와 P. nigrescens LPS는 각

각 1μg/ml와 10 μg/ml에서 최대의 발현을 보였다. Fig. 

2B, 3B는 10μg/ml의 P. intermedia와 P. nigrescens LPS

를 THP-1 세포에 각각 가한 후 시간의 경과에 따른 IL-8

mRNA의 발현 양상을 보여주고 있다. IL-8 mRNA는 4시간 

경과 후 최대로 발현되었다

고찰 

본 연구에서는 염증성 치주질환의 주요 병인균주인 P. 

intermedia와 P. nigrescens의 LPS가 대식세포에서의 

IL-8의 생성과 IL-8 mRNA의 발현에 미치는 영향을 평가

였다. 치주질환 이환 치은 결체조직에는 대식세포를 포함한 

염증세포가 높은 밀도로 침윤되어 있으며, IL-8과 같은 케

모카인에 의해 특정 유형의 백혈구가 염증에 이환된 치주조

직 내로 이동하여 활성화될 수 있다. 본 연구에서는 분리한 

P. intermedia와 P. nigrescens LPS를 proteinase K로 처

리하여 오염된 단백질이 대식세포에서의 IL-8의 발현에 미

치는 영향을 최소화 하였다. 본 연구에서 대조군으로 사용

한 S. typhimurium  LPS의 단백질 함량은 약 3%였다.

본 연구에서는 P. intermedia와 P. nigrescens LPS에 

의한 IL-8 생성을 S. typhimurium  LPS와 비교하였다. 

Hamada 등
23)

에 의하면 P. intermedia와 같은 구강 내 흑

색 색소세균의 LPS는 화학구조와 면역생물학적 활성의 측

면에 있어 Escherichia coli와 Salmonella종과 같은 장내세

균의 LPS와는 매우 다른 것으로 알려져 있다. Kirikae 등
24)

도 P. intermedia LPS는 활성 분자와 작용 방식이 

Salmonella LPS와 매우 상이함을 제시한 바 있다. 예를 들

어, P. gingivalis와 P. intermedia LPS는 그것의 독특한 

구조로 인해 LPS-responsive C3H/HeN 마우스 뿐만 아니

라 non-LPS- responsive C3H/HeJ (TLR4 mutant) 마우

스에서 유래한 대식세포와 임파구도 활성화시킨다. 이는 이 

균주의 LPS가 TLR4 이외의 분자와 반응함을 의미한다. 한

편, 장내세균의 LPS와 lipid A의 생물학적 활성은 poly-

myxin B에 의해 완전히 차단되지만, P. gingivalis와 P. 

intermedia의 LPS는 polymyxin B에 의해 활성이 억제되지 

않는다. 이는 P. gingivalis와 P. intermedia LPS의 다당류

와 지방산이 장내세균의 LPS와 상이한 것에 기인하는 것으

로 여겨진다.

IL-8은 치주염 환자의 치은열구액과 치은조직 내에서 확

인되었고, 치은조직 내 IL-8 mRNA의 발현은 치주염의 심

A
 

          B
 

Figure  1. Dose response of IL-8 production by differentiated THP-1 cells stimulated with P. intermedia (A) and P. nigrescens 

LPS (B). S. typhimurium  LPS was used as a control. Cells were incubated with increasing concentrations of LPS and 

supernatants were removed after 24 h and assayed for IL-8. The results are means ± standard deviation of four experiments.
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도와 일치하였다
25,26)

. 한편, Tamura 등
27)

은 Bacteroides 

LPS에 의해 정상 인간 치은섬유모세포에서 IL-8 유전자가 

발현됨을 보고한 바 있다. 또한, P. gingivalis 감염에 의해 

말초혈액 단핵구에서 IL-8이 분비되었으며, 치은 상피세포

와 내피세포에서 IL-8 mRNA의 발현이 증가되었다
28-30)

. 

P. nigrescens는 P. intermedia와 밀접한 연관을 가지고 

있으며, Shah와 Gharbia
31)
에 의해 과거 P. intermedia로 

분류되었던 균주들 중에서, 생화학적 특성 등에 의거하여, 

Prevotella속 내의 별도의 새로운 종으로 분류된 바 있다. 

P. intermedia와 P. nigrescens는 용혈 및 혈구응집 활성 

그리고 beta-lactamase 생성 및 항균제에 대한 감수성 등

에 있어 상이함이 보고된 바 있고
32-34)

, 이 두 균종은 

SDS-PAGE와 PCR 등의 방법에 의해 구분될 수 있다.

문헌 고찰에 의하면 치주질환 주요 병인균주인 P. inter-

media와 P. nigrescens의 LPS가 대식세포에서의 IL-8의 

생성과 IL-8 mRNA의 발현에 미치는 영향에 관해 보고된 

바가 없다. 본 연구의 결과에 의하면, 분화된 THP-1 세포

에서 P. intermedia와 P. nigrescens LPS는 IL-8의 생성

을 각각 유도하였다. 또한, P. intermedia와 P. nigrescens 

LPS가 주로 전사수준에서 IL-8의 발현을 유발하는 것이 본 

A
       

B
 

Figure  2. Dose response (A) and time course (B) of IL-8 mRNA expression in differentiated THP-1 cells stimulated with P. 
intermedia LPS. See Materials and methods for further details. The PCR bands on a gel photograph in one of two separate 
experiments yielding similar results are shown. (A) Cells were incubated with different concentrations of P. intermedia LPS
for 4 h. (B) Cells were incubated in the presence of 10 μg/mL of P. intermedia LPS for different periods of time. 

A
       

B
 

Figure  3. Dose response (A) and time course (B) of IL-8 mRNA expression in differentiated THP-1 cells stimulated with P.

nigrescens LPS. See Materials and methods for further details. The PCR bands on a gel photograph in one of two separate

experiments yielding similar results are shown. (A) Cells were incubated with different concentrations of P. nigrescens LPS

for 4 h. (B) Cells were incubated in the presence of 10 μg/mL of P. nigrescens LPS for different periods of time. 
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연구에서 확인되었다. 

치주조직은 P. intermedia와 P. nigrescens와 같은 치주

질환 병인균주에 의해 생성된 LPS에 항시 노출되어 있다. 

치주질환 시 IL-8의 증가는 주로 치주조직 내의 대식세포 

침윤에 기인한 것일 수 있다. IL-8은 치주질환의 진행과 그

로 인한 치조골 소실에 직접적으로 작용하거나, matrix 

metalloproteinase 등의 생성을 촉진하여 간접적으로 관여

할 수 있다. 따라서, P. intermedia와 P. nigrescens LPS

에 의한 IL-8의 생성은 골조직 파괴를 동반하는 염증성 치

주질환 병소의 유발에 있어 중요할 수 있다. P. intermedia

와 P. nigrescens LPS에 의한 대식세포에서의 IL-8의 생

성기전에 관한 연구가 현재 진행 중이다. 
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