
I. 서론

치아상실의 중요한 원인중 하나인 치주질환은 그
발생과 진행에 있어 구강 내 수종의 치주병원균이
주된 작용을 하는 것으로 알려졌다33,38,39). 1800년대
후반부터 이러한 구강내 세균이 치주질환에 작용하
는 병원균으로 생각되어졌으며53), 구강내 세균의 종
류 및 그 병원성을 밝히기 위한 노력은 계속되어 왔
는데, 각기 다른 개인들의 치주낭에서는 모두 300가
지 이상의 세균종을 배양할 수 있었고, 한 부위에서
도 30∼100여종의 세균이 배양될 수 있게 되었다10).
이러한 병원성 세균이 치주질환의 일차유발인자로
생각되었으며7,8,15,16,50-52), 병원성 세균의 존재여부는
치주질환의 활성도와 관련하여 진단용 척도로 사용
되었고17), 기계적 치태조절 및 항균제 등을 이용한 화
학적 치태조절을 통해 전체 세균의 수를 줄임으로써
치주질환의 진행을 억제시키고20,27,28,29,58), 그 치료 효
과를 검사하는데 이용되기도 한다42). 다양한 형태의
치주질환과 특정세균의 관계가 연구되어 왔는데, 유
년성 치주염에는 Actinobacillus actinomycetemcomi-
tans와 Capnocytophaga species가 깊은 관계가 있고,
급속 진행형 치주염(rapidly progressive periodontitis)
에는 Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum, spirochetes가 관련이 있고 만성 성인형
치주염에는 Prevotella intermedia, Pleomorphic bac-

teroides, Eikenella corrodens, Actinomyces species,
spriochetes가 관련이 있음이 연구되어졌다10).

Spirochetes는 유병율이 높은 만성 성인형 치주염
중에서도 심하게 진행된 치주병소와 급성 괴사성 궤
양성 치주병소의 생검조직에서 많은 수가 존재하는
것으로 밝혀졌다22,25). 또한 13세에서 19세 사이의 연
령층에서 조기 발현되는 치주염(early onset peri-
odontitis)에서도 Porphyromonas gingivalis와 함께
Treponema denticola가 유의성 있게 높은 퍼센트를
차지하고 있음이 보고되었다1).

Riviere 등은 치주적으로 건강한 부위가 치주염으
로 이행될 때 spirochetes와의 연관성에 대한 연구에
서, Treponema denticola와 아직까지 확실치 않은
spirochetes 등이 염증의 감수성 증가와 관계있음을
보고하였다43). Spirochetes의 역할을 밝히는데 가장
어려운 점은 개개의 종을 구분하기가 어렵다는 것이
다. 적어도 15가지의 치은연하 spirochetes종이 기술
되었으나10), 치태를 이용한 대부분의 연구에서는 하
나의 그룹이나 세포크기(small, medium, large)에 기
초한 그룹으로 조합하여 시행된 것이다. 개개 spiro-
chetes의 병원성을 평가해야만 하는 필요성은 혈청
항체 반응의 연구에서 더욱 강조되었는데, 특정
spirochetes는 파괴적 치주질환을 가진 그룹에서 상
승된 반응을 보였으나19,31,56), 다른 종에서는 오히려
감소된 항체반응을 보였다. 이러한 결과는 검사한
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환자군에서의 여러 spirochetes종이 숙주와의 상호
작용과 관련하여 그 역할이 연구되어져야함을 보여
준다. 개개 spirochetes의 병원성에 대한 정확한 평가
를 위해 DNA 소식자나 면역학적 방법이 중요한 방
법으로 주목되고 있으며 현재는 올리고뉴클레오타
이드 소식자(oligonucleotide probe)나 특이항체를
이용하고 있다.

Loesche는 치주질환에서 spirochetes의 역할을 단
백질 분해효소와 keratinolytic enzyme을 분비하고
임파구 생성을 억제시키며 섬유아세포 기능억제와
다형핵 백혈구 기능을 억제시키는데 있다고 보고하
였다6,30,44).

백인의 급속 진행형 치주염 환자를 대상으로한 역
학 조사에서 아직 분리 배양되지 않은 균주의 분포가
더 많다는 사실이 밝혀졌으며26), 현재까지 분리되어
보고된 구강내 spirochetes종은 Treponema denticola,
Treponema pectinovorum, Treponema socranskii,
Treponema vincentii, Treponema maltophilum62),
Treponema medium59), Treponema amylovorum48) 등
이 있다. 특히, spirochetes중에 독성이 강한
Treponema denticola에 관한 연구가 많이 이루어져
왔는데, 앞에서 언급했듯이 건강한 부위보다는 치주
병소에서, 치은연상보다는 치은연하에서 흔하게 발견
되고, 치주 치료 후 급격히 감소되는 것을 알 수 있다. 

본 연구는 Treponema denticola가 치주인대세포
에 미치는 영향과 최근의 spirochetes종에 관한 역학
조사에서 가장 높은 분포를 보였으며36), 가장 최근에
분리, 배양된 Treponema lecithinolyticum이 치주인
대세포에 미치는 영향에 관한 실험을 통해 다소의
지견을 얻었기에 이에 보고하는 바이다.

II. 실험재료및연구방법

1. 실험재료

(1) 치주인대세포배양
교정치료를 목적으로 발거된 건강치주조직을 함

유한 제1소구치를 Hank's balanced salt solution
(HBSS)으로 3회 세척하여 잔존하는 혈액을 제거한

다음 치근 중간 1/3부위에서 치주인대조직을 15번
blade로 채취하여 세절하였다. 직경 25mm의 배양접
시에 20% fetal bovine serum(FBS), penicillin(100
unit/ml), streptomycin(100mg/ml), amphotericin-
B(0.5mg/ml)가 포함된 α-minimal essential medi-
um(α-MEM)을 넣고 37℃, 100% 습도, 5% CO2에서
배양하였다. 치주인대세포가 조직세편으로부터 증
식되어 단층밀생이 형성되면 75mm 세포배양 접시
를 이용하여 7∼10일 간격으로 계대배양하였고, 본
실험에서는 세포의 균일한 특성을 얻기 위해 5∼7세
대의 세포를 사용하였다.

(2) Treponema culture
Treponema denticola ATCC 33521과 Treponema

lecithinolyticum ATCC 700332를 각각 OMIZ-Pat 배
지에서 37℃, 혐기성 조건에서 3일간 배양한 후 5000
×g 힘으로 10분간 원심분리하고 phosphate buffer
solution(PBS)으로 세척한 뒤 균의 침전물을 모았다. 

이를 분쇄기1(Branson model 250 sonifer)로 분쇄
하고 13,000rpm으로 10분간 원심 분리하여 세포잔
사를 제거한 후 Protein Assay Kit(Pierce, USA)로 단
백질을 정량하였다. 균의 분쇄액을 pore size가 0.22
㎛인 membrane filter로 여과하여 치주인대세포를
처리하는데 사용하였다.

2. 연구방법

(1) MTT test(Microtiter assay which uses the tetra-
zolium test)

MTT test는 살아있는 세포에서의 세포증식이나 세
포독성을 측정하는데 사용되는 방법으로, 대사적으
로 활성이 있는 세포에 의해 tetrazolium salt가 환원
되는 원리를 이용한 것이다. 살아있는 세포의 succi-
nate dehydrogenase에 의해 tetrazolium salt가 환원
되어 색이 있는 불용성 formazan salts로 된다. 이 불
용성 염기를 용해하여 형성된 formazan의 양을 정량
하여 세포증식이나 세포독성을 측정하는데 이용하
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는 것이다. 본 실험에서는 치주인대세포를 96-well
microtiter plates에 1×104개씩 각각 분주한 뒤, 10%
FBS가 함유된 α-MEM에서 37℃로 24시간 배양하였
다. 2% FBS가 함유된 α-MEM으로 교환한 뒤 여러 가
지 농도의 세균분쇄액을 1일, 2일, 3일 동안 처리하
여 세포증식에 대한 세균의 효과를 MTT test로 측정
하였다. 즉, 세포배양액을 제거한 후에 100㎕의
MTT(3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl-]-2,5-diphenyltetra-
zolium bromide) 시약을 넣은 후 4시간 동안 방치하
였다. MTT 시약을 제거한 뒤, 50㎕ dimethyl sulfox-
ide(DMSO)를 첨가하여 세포안에 생성된 formazan
결정을 녹인 뒤 570nm Light filter를 사용하여
enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) reader
에서 흡광도를 읽었다. 또한, 열처리한 세균의 효과
를 보기위해 세균분쇄액을 85℃에서 1시간 동안 방
치한 후 앞에서와 같이 처리하였다.

(2) 위상차현미경(Phase-contrast microscopy)을 이
용한세포형태의관찰

치주인대세포를 두 세균의 분쇄액으로 일정한 시
간(1일, 2일)동안 각각 처리하여 변화된 세포형태를
400배율의 역위상차현미경으로 정상 치주인대세포
(대조군)와 비교, 관찰하였다.

(3) LDH(Lactate dehydrogenase) test
세포의 생존도를 알아보는 실험으로, 세포가 용해

될 때 원형질에 존재하는 효소가 세포배양액으로 유
리되는 정도를 알아보기 위해 lactate dehydrogenase
를 정량하였다.

2.5ml 시료시약에 0.1ml의 시료를 혼합하여 30초간
반응시킨 후 340nm에서 흡광도를 처음 읽은 후, 1분,
2분, 3분 마다 흡광도를 읽었다. 모든 시약은 25℃로

warming하여 사용하였고, 시료시약(Sigma)은 0.4ml
LDH 시약 A와 10ml LDH 시약 B의 혼합액이다.

(4) Gelatin zymography
세포외 기질의 교원질은 이를 분해하는 효소인

collagenase와 gelatinase에 의해 분해될 수 있기 때
문에 세균을 처리한 후 효소의 활성을 검사하기 위
해 zymography를 시행하였다.

치주인대세포(1×104개)를 α-MEM(10% FBS 함유)
을 사용하여 96-well microtiter plate에서 하루동안
배양한 후, 혈청이 없는 α-MEM으로 교환하고 하루
동안 37℃에서 방치하여 serum이 없는 조건으로 만
들었다. 세균의 분쇄액을 1일, 2일, 3일 동안 처리한
뒤, 상등액으로 분비된 matrix metalloproteinase-2
(MMP-2 혹은 gelatinase A)를 gelatin이 함유된 sodi-
um dodesyl sulfate-polyacrylamide gel(SDS-PAGE)
로 분석하였다. 즉, 치주인대 세포 상등액을 시료완
충액(2.5% SDS, 3% sucrose, 0.005% bromophenol
bluel)과 섞은 뒤 0.2% gelatin을 함유한 SDS-PAGE에
서 전기영동하였다. Gel을 탈변성용액(2.5% Triton
X-100과 50mM Tris-HCl, pH 7.5)으로 30분간 2회 세
척하여 SDS를 제거한다. Gel을 37℃하에서 효소반
응용액(0.15M NaCl, 10mM CaCl2, 50mM Tris-HCl,
pH 7.5)에서 18시간 반응시킨 후 염색액 Coomassie
Blue R-250(0.05%, isoprophyl alcohol: glacial acetic
acid: dH20 =1:1:8)으로 염색하고 isoprophyl alcohol:
glacial acetic acid: dH20 (1:1:8)로 탈색하여 clear
band로 나타나는 부분을 보았다. 세균을 처리하지
않은 정상 치주인대세포를 대조군으로 하여 병원성
이 없는 T. phagedenis를 처리한 경우와 T. denticola
와 T. lecithinolyticum을 처리한 경우를 비교하였다.

III. 연구결과

1. MTT test 

(1) 일정한 반응시간에서 농도에 따른 세포증식억제
효과

2일째 Treponema lecithinolyticum cell soni-
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cates(TLC)에서는 75㎍/well까지 별 차이가 없었으
나 150㎍/well에서는 억제효과가 나타났고,
Treponema denticola cell sonicates(TDC)에서는 9.4
㎍/well의 낮은 농도에서도 세포증식 억제 효과가 나
타났다. 3일째에서는 2일째와 비슷한 양상으로 나타

났다(Figure 1).

(2) 일정한농도에서시간에따른세포증식억제효과
TLC의 경우 2일째 150㎍/well 농도에서 세포증식

억제 효과가 나타났고 300㎍/well에서는 1일째에도
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나타났다. TDC의 경우는 9.4㎍/well의 낮은 농도에
서 2일째에서부터 세포증식 억제 효과가 나타나기
시작했고 그 이상의 농도에서는 1일째부터 세포증식
억제 효과가 나타나기 시작했다(Figure 2).

(3) 열처리한세균의세포증식억제효과
2일째 결과에서 TDC에서는 농도가 높아질수록 열

처리 시킨 경우와 그렇지 않은 경우에 차이가 나타
났으며, TLC에서는 큰 차이가 없었다(Figure 3).

2. 위상차현미경으로관찰한치주인대세포의형
태변화

1일째에는 대조군에 비해 TDC 및 TLC에서 세포
형태가 손상되어 방추형이 소실되어 가고 있으며,
TDC에서 상대적으로 더 뚜렷하였다. 세포증식도 억
제된 것이 관찰되었고 세포끼리의 연결도 끊어져 분
리되어가고 있었다. 2일째에서는 대조군에 비해 세
포형태의 손상이 더 커져 방추형에서 구형의 모양으
로 바뀌었다(Figure 4).

3. LDH test

치주인대세포가 용해될 때 유리되는 lactate dehy-
drogenase 활성도를 측정해보는 것으로 세균으로 처
리하지 않은 대조군에 비해 큰 차이가 없는 것으로
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Figure 4 Cell morphology change which was observed
by phase-contrast microscopy

1A: control(1day incubation), 2A: control(2day incubation), 1B:
treatment with TDC(150㎍/well) for 1day, 2B: treatment with
TDC(150㎍/well) for 2days, 1C: treatment with TLC(300㎍
/well) for 1day, 2B: treatment with TLC(300㎍/well) for 2 days
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나타났다(Table 1).

4. Zymography를통해서본교원질분해에미
치는영향

치주인대세포를 TLC와 TDC로 처리한 경우와 처
리하지 않은 경우(C) 그리고 비병원성 Treponema인
T. phagedenis로 처리한 경우(TP)를 비교해 볼 때,
TDC와 TLC로 처리한 군에서는 각 농도에서 모두
progelatinase A가 활성형으로 발현된 small clear
band가 관찰되었다(Figure 5).

IV. 총괄및고찰

치주질환은 치은결합조직 및 치주인대, 백악질, 치
조골의 점진적인 손상을 통해 치아를 상실하게끔 하
는 중요한 치과질환이다. 이러한 치주질환을 유발하

는데 있어 치태내 세균이 일차적인 원인인자로 여겨
지며, 세균의 직접적인 독성인자와 숙주반응에 의해
치주조직의 손상이 일어나는 것으로 알려져 있다.
치태내 세균의 역학조사가 계속되어 왔으나 아직도
수많은 세균종이 제대로 평가되지 않고 있으며, 치주
염 환자의 치은연하치태에서 많이 발견되는 구강 내
spirochetes균도 7종만이 배양을 통해 연구된 정도이
다. 심한 치주질환과 치은연하 spirochetes의 분포에
관한 연구에서, Listgarten과 Helden은 평균 7.3mm
의 치주낭을 가진 진행성 치주염 환자를 대상으로
조사한 결과 37.7%의 spirochetes와 50.4%의 운동성
세균을 관찰하였다23). Lindhe등은 8mm이상 치주낭
을 가진 치주염 환자를 대상으로 조사한 결과 치은
연하 세균의 57.2%가 spirochetes임을 발견하였으며
21), Listgarten과 Levin은 평균 3.9mm의 치주낭에서
는 전체 치은연하세균 중 8% 정도가 spirochetes임을
보고하였다24).
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Table 1. LDH Test

300㎍/well 150㎍/well 75㎍/well

A B A B A B

TDC 115.64 10.9 101.71 8.1 114.2 10.6
TLC 128.1 13.4 58.5 -0.6 66.88 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

TD TL TP C

A: LED activity       B: Percentage with control



깊은 치주낭에서 얻은 구강 내 작은 크기의 spiro-
chetes가 가진 10개 strain의 뚜렷한 특징은 독성이
강한 phospholipase A와 phospholipase C를 활성화
시키는 것이다. DNA/DNA hybridization과 16S
rDNA sequence에 의해 이들 spirochetes는 두 개의
그룹으로 나뉘는데 Treponema maltophilum과
Treponema lecithinolyticum이다62). Treponema
lecithinolyticum specific probe를 이용한 분자량 역
학 분석(molecular epidemiologic analysis)에서도 치
주염 환자의 깊은 치주병소와 관련이 있는 것으로
나타났다. Treponema lecithinolyticum은 혐기성이
며 나선형 coil을 가진 운동성의 균종으로 약 5㎛ 길
이와 0.15㎛의 폭을 가지며 두 개의 periplasmic fla-
gella로 이루어져 있다. 효소활동을 보면 alkaline
phosphatase, acid phosphatase, β-galactosidase, β-
glucuronidase, N-acetyl-β-glucosaminidase, phos-
pholipase A와 C가 많고, 반면에 C4 esterase, C8
esterase, naphthol phosphohydrolase와 α-fucosi-
dase는 가끔 표현되며 catalase는 생산하지 않는다
62).

본 실험에서는 Treponema denticola(TDC)와
Treponema lecithinolyticum(TLC) 종이 치주인대세
포에 미치는 영향을 관찰한바, TDC는 Treponema균
중 배양이 일찍 시작된 종으로 인간의 치은섬유아세
포에 미치는 영향에 관해 연구가 진행되었으나 치주
인대세포에 관한 세포독성실험등은 부족한 상태이
며, TLC는 최근에 분리배양이 성공된 종으로서 치주
인대세포에 미치는 영향에 관한 실험이 별로없는 상
태이다. 두 세균이 치주인대세포에 미치는 영향을
알아보기 위해 시행한 MTT test에서는 TLC의 경우 2
일째 150㎍/well 정도의 높은 농도에서 세포증식억
제 효과를 보였으며, TDC에서는 연속 농도 희석(ser-
ial dilution method)을 통해 9.4㎍/well과 같은 낮은
농도에서도 억제 효과가 나타났었다. 사람의 치근단
부위 치주인대에서 얻은 치근단 섬유아세포에 혐기
성 Gram(-) 세균인 Porphyromonas endodontalis,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum의 sonicated bacterial
extracts(SBEs)의 영향을 알아보는 실험에서는

Porphyromonas gingivalis와 Fusobacterium의 세포
독성이 강했는데, 일찍이 Porphyromonas gingivalis
는 염증개시 반응과 골흡수를 포함하는 강력한 독성
효과를 가진 혐기성 세균으로 잘 알려져 있고, 단백
질 및 교원질 용해를 일으키며, 다양한 세포들이
cytokine을 분비하게끔 하고 활성기로 전환시키는
능력을 가지고 있다. 또한 Gram(-) 세균은 세포벽에
있는 lipopolysaccharide (LPS)가 염증의 개시와 골파
괴에 관련있는 다양한 생물학적 효과를 가지고 있음
이 잘 알려져 있는데, 모든 SBEs 농도에서 치근단 섬
유아세포의 증식이 억제되는 농도 비의존성(non-
dose dependent manner) 양상을 보였다32).

본 실험에서는 TDC와 TLC를 열처리하여 protease
의 영향을 제한한 상태에서 세포증식 효과를 알아보
았는데 TDC에서 뚜렷하게 반응을 보였다.

몇몇 학자34,40,56,60)들은 SBEs로 처리된 섬유아세포
의 형 태 변 화 에 대 해 관 찰 하 였 는 데 , 그 중
Steenbergen등은 Porphyromonas gingivalis에서 얻
은 SBEs를 처리했을 때 섬유아세포의 모양이 비정상
적으로 둥근 모양이 되었음을 보고하였고60), Stevens
와 Hammond56)는 Fusobacterium nucleatum의 SBEs
에서도 치은섬유아세포의 모양이 비정상적인 것을
관찰하였으며, Pissiotis와 Spanberg40)는 치수세포에
미치는 Porphyromonas gingivalis의 SBEs 효과를 알
아보는 과정에서 세포모양이 대조군과 다르게 나타
났음을 보고하였다. 반면에 Porphyromonas inter-
media의 SBEs에서는 세포모양의 변화가 관찰되지
않았다. 본 실험에서는 TDC와 TLC의 SBEs로 처리된
경우 대조군에 비해 실험군 모두가 시간이 경과하면
서 세포형태가 비정상적인 둥근 형태로 바뀌는 것이
관찰되었고, 세포끼리의 연결이 끊어지면서 세포증
식 또한 억제되는 것이 위상차현미경을 통해 관찰되
었다.

Lactate dehydrogenase test에서는 TLC, TDC 모두
대조군에 비해 큰 차이가 없는 것으로 보아 세포 용
해가 아닌 세포 증식 억제를 통해 영향을 미침을 알
수 있었다.

Zymography를 이용한 TDC 및 TLC가 교원질 분
해에 미치는 영향을 알아보는 실험은 섬유아세포나
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결합조직세포에서 합성되는 matrix metallopro-
teinase(MMP)에 미치는 영향을 살펴보는 것이다.

MMP는 matirixin이나 collagenase로도 간단히 언
급되기도 하며, 대개 결합조직세포, 혈관상피세포,
단핵세포, 대식세포에 의해 합성되고, 금속과 결합하
는 단백분해효소이다. MMP의 구성원을 보면 inter-
stitial collagenase(MMP-1, -8, -13), gelatinase(MMP-2
와 -9로 type Ⅳ collagenase라 고 도 한 다 ),
stromelysin(MMP-3, -10, -11) 그리고 membrane-
bound group(MMP-14, -15, -16, -17)이 있으며
matrilysin(MMP-7)과 metalloelastase(MMP-12)는 정
확하진 않다13). collagenase는 collagen을 ¾과 ¼길
이의 두 조각으로 분할시켜 단백질 용해에 감수성을
띄게 하는데 이런 endopeptidase는 interstitial colla-
gen의 재형성(remodeling)에 핵심적인 역할을 제공
한다9).

Type Ⅳ collagenase인 gelatinase는 두 개가 있음
이 밝혀졌는데, 72kDa의 gelatinase A(MMP-2)는 주
로 mesenchymal cell에서 유래되고 95kDa의 gelati-
nase B(MMP-9)는 다형핵 백혈구, 대식세포와 관계
있다. 이들 효소들은 변성된 교원질의 세포밖 분해
에 관계있고 Type Ⅳ 교원질의 기저막(basement
membrane) 분해에도 관여한다. Plasmin은 대부분의
prometalloproteinase를 활성화시킬 수 있지만
gelatinase A의 활성기전은 아직도 연구 중에 있다.
섬유아세포의 세포막과 함께 progelatinase A를
incubation시키면 활성화를 얻을 수 있다고 하였다
13).

조직이나 세포배양배지, 체액에서의 collagenase
를 정량화하기 위해 사용되는 방법으로는 radiola-
beled collagen의 이용, fluorometric oligopeptide
substrates, ELISA등이 있다2,3,18). 그러나 이들 방법은
민감성(sensitivity)과 특이성(specificity)이 부족하고,
ELISA는 효소의 활성형과 비활성형을 구분할 수가
없다. collagenase를 구분하는 기술은 처음으로
Birkedal-Hansen과 Taylor4)에 의해 기술되었고,
Heussen과 Dowle에 의해 Substrate-containing poly-
acrylamide gel 전기영동방법으로 72kDa과 95kDa
Type Ⅳ collagenase를 구분하는 기술이 증명되었다

12).
인간의 치은 섬유아세포에서 발견된 collagenase

에 미치는 interleukin 1의 영향을 평가하기 위해 col-
lagen zymography를 사용한 실험에서, interleukin 1
은 배양된 몇 가지 세포에서 발현되는 collagenase를
증가시켰으며 인간의 치은섬유아세포를 배지에 배
양한 후에는 collagenase 분비가 2.7배나 증가되었음
이 관찰되었다9). 이는 collagen zymography를 이용
하여 collagenase를 구분하고 이를 정량화시킬 수 있
음을 보여주는 것으로, 본 실험에서는 세균을 처리하
지않은 치주인대세포와 비병원성균인 Treponema
phagedenis를 처리한 경우 그리고 TLC, TDC를 각
농도로 처리시켰을 때의 영향을 zymography로 알아
보았다. 결과는 TLC 및 TDC로 처리한 모든 농도에
서 Type Ⅳ collagenase의 하나인 72kDa의 proge-
latinase A가 활성형으로 바뀌는 것을 알 수 있었다. 

이번 실험을 통해 TLC와 TDC는 세포증식 억제효
과를 통해 치주인대세포에 영향을 미치며, 교원질 분
해 효소 Type IV의 하나인 progelatinase A를 활성형
으로 발현시킴을 확인하였다. TLC와 TDC가 어떻게
서로 다른 기전을 가지고 세포증식억제 효과를 가지
는가에 대해서는 앞으로 좀더 자세한 연구가 필요하
리라 생각된다.

V. 결론

Treponema denticola와 Treponema lecithi-
nolyticum이 치주인대세포에 미치는 영향을 알아보
기 위하여 MTT test와 위상차현미경을 이용하여 세
포형태의 변화를 관찰하였고, 세포독성을 알아보는
LDH test 그리고 gelatin zymography를 이용한 실험
을 통해 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 일정한 반응시간에서 농도에 따른 세포증식
억제효과에서는 TLC의 경우 높은 농도(150㎍
/well)에서부터 세포증식 억제효과가 나타났
으며, TDC에서는 낮은 농도(9.4㎍/well)에서
도 억제 효과가 나타났다.

2. 일정한 농도에서 시간에 따른 세포증식 억제
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효과에서는 TLC의 경우 2일째 150㎍/well 농
도에서부터 세포증식 억제효과가 나타났으며,
TDC에서는 9.4㎍/well 농도에서도 2일째에 세
포증식 억제효과가 나타났다.

3. 열처리한 세균의 세포증식 억제 효과에서는
TDC의 경우에서 열처리 시킨 경우와 그렇지
않은 경우에 차이가 나타났으나, TLC의 경우
에는 차이가 없었다. 

4. 위상차현미경으로 관찰한 치주인대세포의 형
태 변화는 대조군에 비해 실험군에서 세포 형
태의 손상으로 방추형이 소실되었고 세포증식
이 억제되었으며, 세포끼리의 연결 또한 끊어
져 분리되어 있었다.

5. 세포독성을 알아보기 위한 LDH test에서는 대
조군, 실험군 모두 큰 차이가 없었다.

6. Zymography를 통한 교원질 분해에 미치는 영
향에서는 TDC와 TLC에 의해 분자량 72kDa의
progelatinase A가 활성형으로 발현되었다.

이상의 결과를 보아 TLC와 TDC는 세포증식 억제
효과를 통해 치주인대세포에 영향을 미치며, 교원질
분해 효소 Type IV의 하나인 progelatinase A를 활성
형으로 발현시킴을 확인하였다.
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국문요약

Treponema Denticola와 Treponema Lecithinolyticum이
치주인대세포에미치는영향

본 연구에서는 치주질환과 관련이 깊은 것으로 알려진 구강내 spirochetes 균중 Treponema denticola(TDC)
와 가장 최근에 분리 배양된 Treponema lecithinolyticum(TLC)이 치주인대세포에 미치는 영향을 알아보기 위하
여 두 spirochtes 균주를 배양한후 MTT test를 이용한 치주인대 세포의 증식 억제효과를 알아보았다. 또한, 위상
차 현미경을 이용한 세포형태의 변화를 관찰하였으며, LDH(lactate dehydrogenase) test를 이용한 세포독성 실
험과, gelatin zymography를 시행하여 교원질 분해효소의 하나인 gelatinase의 활성화 여부를 측정한 결과 다음
과 같은 결론을 얻었다.

1. 일정한 반응시간에서 농도에 따른 세포증식 억제효과에서는 TLC의 경우 높은 농도(150㎍/well)에서부터
세포증식 억제효과가 나타났으며, TDC에서는 낮은 농도(9.4㎍/well)에서도 억제 효과가 나타났다.

2. 일정한 농도에서 시간에 따른 세포증식 억제효과에서는 TLC의 경우 2일째 150㎍/well 농도에서부터 세
포증식 억제효과가 나타났으며, TDC에서는 9.4㎍/well 농도에서도 2일째에 세포증식 억제효과가 나타났
다.

3. 열처리한 세균의 세포증식 억제 효과에서는 TDC의 경우에서 열처리 시킨 경우와 그렇지 않은 경우에 차
이가 나타났으나, TLC의 경우에는 차이가 없었다. 

4. 위상차현미경으로 관찰한 치주인대세포의 형태변화는 대조군에 비해 실험군에서 세포 형태의 손상으로
방추형이 소실되었고 세포증식이 억제되었으며, 세포끼리의 연결 또한 끊어져 분리되어 있었다.

5. 세포독성을 알아보기 위한 LDH test에서는 대조군, 실험군 모두 큰 차이가 없었다.
6. Zymography를 통한 교원질 분해에 미치는 영향에서는 TDC와 TLC에 의해 분자량 72kDa의 progelati-

nase A가 활성형으로 발현되었다.

이상의 결과를 보아 TLC와 TDC는 세포증식 억제효과를 통해 치주인대세포에 영향을 미치며, 교원질 분해
효소 Type IV의 하나인 progelatinase A를 활성형으로 발현시킴을 확인하였다.

핵심되는 말 : Treponema denticola, Treponema lecithinolyticum, MTT test, 세포증식 억제효과, gelatinase A
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-Abstract-

The Effect of Treponema Denticola and Treponema 
Lecithinolyticum on Periodontal Ligament Cells

Jung-Hag Jung1, Bong-Kyu Choi2, Ik-Sang Moon1, Kyoo-Sung Cho1, Jung-Kiu Chai1, Chong-Kwan Kim1

1Department of Periodontology, Research Institute for Periodontology Regeneration, 
Dental College, Yonsei University

2Department of Oral Biology, Dental College, Yonsei University

This study was investigated to observe the effect of Treponema denticola(TDC) and Treponema lecithi-
nolyticum(TLC) on 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-contrast microscopy. The
results were as follows.

1. The effect of concentration on cell proliferation with time showed an inhibitory effect at high concentra-
tion(150㎍/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 proliferation showed the difference in
the heat-treated group compared to the non-heat treated group for TDC, whereas no difference was
found for TLC.

4. The morphological changes which were observed from the phase-contrast microscopy showed the dif-
ference 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 observed.

5. There was no difference of the cytotoxicity effect between the test group and the control group in the
LDH test.

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 progelatinase A which degrades type IV collagen. 

Key words : Treponema denticola(TDC), Treponema lecithinolyticum(TLC), MTT test, inhibition effect of cell
proliferation, gelatinase A
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