
I. 서론

열충격단백 (heat shock protein: hsp)이 치주질환
의 원인인자로, 동맥경화증 및 rheumatic arthritis 등
을포함한자가면역질환 (autoimmune disease)의 원
인인자로 대두되고 있는 것이 최근 전세계적인 추세
다1). 이로서 치주질환을 유발시키는 세균생태계를
구성하는 환경요소 중에서 hsp의 발현을 조절하는
요소들이있을수있고1), 이를규명하는것은치주질
환의 병인에 관여하는 세균항원요소의 발현기작을
규명하는의미가있으며2, 3), 이는치주질환-동맥경화
의 상호연관가설을 입증할 수 있는 공통유발인자를
규명할 수 있는 기초적인 작업으로서의 의의가 있
다. 동시에 자가면역질환으로서의 치주질환과 동맥
경화증의 성격을 심도있게 접근해 볼 수 있는 기조
작업적인연구로서의미를부여할수있다.
최근에수종의치주질환병원균의열충격단백DNA

염기서열이 규명되었다 4-8). 열충격단백이 helper나
suppressor T cell 반응에의한질환을일으키는과정에
능동적으로 관여할 수도 있다. 또한 열충격단백이 세
균종이나 mammalian cell중에 상당한 sequence
homology를 보인다는 것이 발표되었다 1). 이러한 개

념은gingival 결합조직에있는mammalian cell의열충
격단백을겨냥하는자가면역이치주질환병인화에관
여하는기작을파괴시킨다는개념을낳았다2, 3).
추정되는 치주질환 병원균들의 열충격단백 유전

자의 발현을 조절하는 다양한 환경인자들을 규명하
는 것이 중요하다. 최근까지 열충격단백은 다른 다
양한 인자들도 관여할 수도 있겠지만 오로지 열에
의해서만 유도된다고 알려져 왔다. 치은염증은 활성
기에서 더 높은 온도를 나타내는 치은열구내 환경에
서 잘 일어날 수 있다. 이것은 열충격단백의 발현을
몇 배로 증가하도록 자극하는 최적의 조건을 제공한
다. 그러나 온도증가는 이미 확립된 깊은 pocket이
있는 곳에서의 열충격단백 발현에 필요한 단독의 필
요조건이 아니라 정지단계의 질환진행과정의 필요
조건이다. 치주질환 치주낭에서 열충격단백 발현을
조절하는데 있어 온도조건 이외의 몇 가지 다른 요
소를 규명하는 것도 흥미있는 일이다. 세균성
biofilm을 형성하는 다른 종간의 bacterial 상호작용
은 stress 상태를 불러일으킬 수 있다 1). 이것은 미생
물이 유일한 생태학적 적소에서 종간의 신호를 교환
하는 큰 생태계 환경으로의 치주낭에 특히 중요하
다. 본 연구의 목적은 가장 중요한 치주질환 병원균
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인 Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)의 열충
격단백 유전자 발현을 조절하는 몇 가지 환경요소를
규명함에있다.

II. 연구재료및방법

1. P. gingivalis의다양한배양

P. gingivalis는 hemin 5 micrograms/ml와 mena-
dione 0.5 micrograms/ml이 첨가된 tryptic soy
broth(TSB)에서 다음과 같은 5가지 다른 방법으로
배양시킨다.
1) 37 oC에서 배양한 다음 44 oC에서 한시간 배양

한양성대조군 (Pg-TSB-44)
2) 37 oC에서배양한음성대조군 (Pg-TSB-37)
3) Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum)과 37

oC에서같이배양한군 (Pg/Fn-TSB-37)
4) culture plate를 이용하여 37 oC에서 biofilm 상

태로배양한군C (Pg-biofilm-37)
5) culture plate를이용하여37 oC에서 F. nucleatum과
함께혼합biofilm으로배양한군(Pg/Fn-biofilm-37)

2. P. gingivalis의 total RNA분리

배양한 세균액 0.5ml로부터 Purescript RNA
Isolation Kit (Gentra)를 이용하여 RNA를 다음과 같
이 분리하였다. 먼저 배양한 세균세포를 pellet화 하
여 cell lysis solution을 300㎕ 첨가하여 pipet으로 조
심스럽게 섞어준 다음 65℃에서 5분간 반응시켜 cell
을 완전히 lysis시켰다. 이어서 protein-DNA precipi-
tation solution 100㎕ 첨가하여 얼음에서 5분간 반응
시킨 후 13,000-16,000×g에서 3분간 원심분리 하였
다. RNA이 포함되어 있는 상등액을 100% iso-
propanol 300㎕에 첨가하고 섞어준 다음 13,000-
16,000×g에서 3분간 원심분리하여 상등액을 버리
고 70% ethanol로 세척한 다음 공기 중에서 말렸다.
이 후에 RNA hydration solution을 첨가하여 얼음에
서 30분간 반응시키고 RNA 농도는 260nm와 280nm
에서흡광도를측정하여계산하였다.

3. P. gingivalis cDNA합성

Total RNA 1㎍을 사용하여 cDNA를 다음과 같이
합성하였다. 먼저 RNA에 reverse primer (5'-
TTGTCAGCGATAACGCACTC-3')를 첨가하여 65℃
에서 5분간 반응시킨 후 얼음에서 10분간 방치하였
다. M-MLV reverse transcriptase (Promega)를 50
mM Tris-HCl (pH 8.3), 75 mM KCl, 3 mM MgCl2가
포함된 reaction buffer를 RNA에 첨가하고 여기에
dNTP, RNase inhibitor를 첨가하여 42℃에서 1시간
반응 시켰다. 95℃에서 5분간 처리하여 반응을 정지
시키고얼음에식혔다.

PP.. ggiinnggiivvaalliiss 열충격단백 유전자 sequence로부터
의 primer 용 nucleotide 제작
Oligonucleotide primer는 Porphyromonas gingi-

valis 의 열충격단백 유전자인 PgGroEL sequence에
기초하여사용하였다.
PgGroEL 5'primer (20mer)
5'-GCGGTTATCAGCGAAGAGAC-3'
PgGroEL 3'primer (20mer)
5'-TTGTCAGCGATAACGCACTC-3'

4. PCR amplification

PCR은 0.1 ml total volume으로 DNA thermal
cycler(Perkin Elmer)사용하여 수행하였다. Reaction
mixture는 10×PCR buffer (Promega), 0.2 mM each
dNTP, 1.5 mM MgCl2, 10 pmol primer, cDNA와
2.5units Taq DNA polymerase (Promega)로 ice에서
제조하였다.
Amplification profile은다음과같았다.
denaturation : 94。C, 1분
annealing : 55。C, 1분 30초
extension : 72。C, 1분 30초
30cycle amplification 후에 PCR product 10㎕를

1% agarose gel에서 electrophoresis하여 ethidium
bromide staining으로확인하였다.
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III. 연구결과

아래와 같은 5가지의 상이한 조건 중에서 섭씨 37
도에서 biofilm으로 배양한 경우, 섭씨 37도에서
Fusobacterium nucleatum과 용액으로 혼합배양한
경우, 섭씨 37도에서 Fusobacterium nucleatum과
biofilm 상태로 혼합배양한 경우 Porphyromonas
gingivalis의 GroEL 유전자의 발현강도는 섭씨 44도
에서배양한양성대조군과유사하였다 (Figure 1).

1. 37 oC에서 배양한 다음 44 oC에서 한시간 배양
한양성대조군 (Pg-TSB-44)

2. 37 oC에서배양한음성대조군 (Pg-TSB-37)
3. Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum)과 37

oC에서같이배양한군 (Pg/Fn-TSB-37)
4. culture plate를 이용하여 37 oC에서 biofilm 상
태로배양한군C (Pg-biofilm-37)

5. culture plate를 이용하여 37 oC에서 F. nuclea-
tum과함께혼합 biofilm으로배양한군 (Pg/Fn-
biofilm-37)

IV. 총괄및고안

치주질환 병원균의 세균총을 구성하는 치주낭의
세균 생태계에는 단독 및 혼합 세균의 biofilm이 상
호 영양공급과 antagonism 및 synergism 등의 균형
속에 생물학적 활성을 유지하고 있다. 치주낭내로
감염되는 세균에 의해 기존 세균의 열충격단백의 발
현이 증가되고 1) , 치주낭 상피내로 침투하는
Actinobacillus actinomycetemcomitans 열충격단백
의 발현도 증가하는 것이 보도 되었다 9). P. gingi-
valis의 열충격단백발현역시증가하는것이보고되
었다 10). 이로서열충격단백은치주질환의병인에강
력한 요인으로 시사되고 있고 최 등도 최근 치주질
환자에서의 P. gingivalis 열충격단백에 대한 항체상
승과 T-cell 면역반응 및 열충격단백면역우세항원의
mapping 결과도 보고한 바 있다 11-13). 치주질환의
가장 주요 병원균인 P. gingivalis의 열충격단백은 치
주질환의 유발과 진행과정에서 중요한 의미를 시사
하고 있고 이는 자가면역질환으로서의 치주질환 성
격을 규명하는 데 매우 큰 의미를 지니고 있다. 따라
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Figure 1. P. gingivalis GroEL gene의발현강도를보여주는PCR 산물의전기영동사진.
Lane 1: 분자량marker
Lane 2: 37 。C에서배양한다음44 。C에서한시간배양한양성대조군
Lane 3: 37 。C에서배양한음성대조군
Lane 4: Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum)과 37 。C에서같이배양한군
Lane 5: culture plate를이용하여37 。C에서biofilm 상태로배양한군
Lane 6: culture plate를이용하여37 。C에서 F. nucleatum과함께혼합biofilm으로배양한군



서 P. gingivalis의 열충격단백의 발현에 영향을 주는
환경인자에 대한 이해는 치주질환의 진행과 예방의
측면에 필수적인 것이라 할 수 있다 본 연구의 결과
로 미루어 볼 때, P. gingivalis의 열충격단백의 발현
을 향상시키는 환경인자로서 가장 중요한 두 가지
요인이 밝혀졌는 바 그 하나는 다른 세균과의 혼합
배양조건이며 다른 하나는 biofilm 상태의 배양이었
다. 이러한 현상은 실제로 치주낭이라고 하는 세균
생태계에서 매일 관찰할 수 있는 상황이며 이것이
치주낭에 군집하는 복합세균의 치주질환의 병인에
관여하는기전의하나날고추정할수있다.
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-Abstract-

Environmental factors regulating the expression of
Porphyromonas gingivalis heat shock protein

JEOM-IL CHOI

Department of Periodontology, School of Dentistry, Pusan National University

The present study was done to evaluate the environmental factors responsible for the expression of
Porphyromonas gingivalis heat shock protein. The intensity of the heat shock protein gene expression was
comparable to those seen by the heat shock ptreatment of the bacteria (44 oC) when the bacteria was grown as
a mixed culture or biofilm state at 37 oC.

Key words : heat shock protein, porphyromonas gingivalis, environmental factors(열충격단백, porphyromonas
gingivalis, 환경인자)
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