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Bacterial lipopolysaccharide (LPS) plays a major role in stimulating the synthesis and release of

the principal osteoclast-activating cytokines, namely, interleukin 1 and tumor necrosis factor-α

from immune cells. Although monocytes/macrophages are the main producers of these cytokines,

recent evidence has indicated that polymorphonuclear leukocytes (PMN) have the ability to release

IL-1 and TNF-α. Calcium hydroxide has been shown to be an effective medicament in root

canal infections, reducing the microbial titre within the canal. It has been proposed that the ther-

apeutic effect of Ca(OH)2 may also be the result of direct inactivation of LPS. The purpose of this

study was to investigate whether treatment of Porphyromonas endodontalis LPS with calcium

hydroxide alters its biological action as measured by human PMN secretion of IL-1 and TNF-α, and

it was               compared with Escherichia coli LPS.

P. endodontalis ATCC 35406 was cultured in anaerobic condition, and LPS was extracted us-

ing the hot-phenol water extraction method and purified. Purchased E. coli LPS was also purified.

100                 μg/ml of each LPS in pyrogen free water were incubated with 25mg/ml Ca(OH)2

at 37℃ for 7 days. The supernatants were subjected to ultrafiltration, and the isolates were lyophilized

and weighed. PMNs were obtained from peripheral blood by centrifugation layered over

Lymphoprep. The cells were resuspended (4×106 cells/ml) in RPMI 1640 followed by treatment with

various concentrations of LPS (0, 0.1, 1, 10μg/ml) for 24 hours at 37℃ in 5% CO2 incubator. The

supernatants of cells were collected and the levels of IL-1α, IL-1βand TNF-αwere measured by en-

zyme-linked immunosorbent assay.

The results were as follows;

1. The levels of IL-1α, IL-1β, TNF-αfrom PMN treated with each LPS were significantly higher

than those released from unstimulated PMN of the control group (p<0.05).

2. The levels of all three cytokines released from PMN stimulated with each calcium hydroxide

treated LPS were significantly lower than those released from PMN stimulated with each untreated

LPS (p<0.05), while they were not significantly different from those released from unstimulated

ABSTRACT

※이 연구는 삼성생명과학연구소 연구비(C-A2-3101)의 보조로 이루어졌음.



대한치과보존학회지:Vol. 27, No. 5, 2002

464

Ⅰ. 서 론

치수 및 치근단 질환의 발생과 진행에 있어서 미생물

이 중요한 역할을 한다는 것은 잘 알려져 있으며1), 이러

한 미생물을 근관으로부터 제거하는 것이 근관치료의 주

목적이다. 감염된 근관으로부터 세균을 제거하기 위해서

는 근관의 기계-화학적 형성이 필수적이지만, 이것만으

로는 세균을 완전히 제거하기 어렵기 때문에2-4), 여러 가

지 종류의 근관내 약제가 사용되어 왔다.

1920년 Hermann에 의해 치과계에 소개된 수산화칼

슘(calcium hydroxide, Ca(OH)2)은 pH 12.5 정도의

강염기이며, 수용액에서 칼슘이온과 수산화이온으로 용

해되고, 항균효과5), 치수용해 작용6,7), 치근흡수 방지8),

경조직 형성 유도9) 등의 다양한 생물학적 특성을 가지므

로, 임상에서 여러 가지 용도로 사용되고 있으며10,11), 특

히 근관치료영역에서 가장 효과적이고 안전한 약제로 평

가되고 있다12).

근관내 약제로서 수산화칼슘의 작용 기전은 명확히 밝

혀져 있지 않으나, 수산화기에 의한 높은 알칼리성에 의

한 것으로 추측되고 있다. 수산화칼슘은 낮은 용해성(약

1.2g/L, at 25℃ water)으로 인하여 치근단조직에

자극을 적게 주면서 상대적으로 많은 양을 근관내에 넣

을 수 있으며, 근관내에서 오랜 기간 효과를 나타낸다13).

Lipopolysaccharide(LPS)는 그램 음성 세균의 세포

외벽에 존재하며, 세균이 성장하는 동안이나 세포분해의

결과로 세포벽으로부터 떨어져 나오며14), 근관내에서 세

균이 제거된 후에도 남아 치근단 치주염을 지속시킬 수

있다5,15,16). LPS는 O-specific polysaccharide, common

core, lipid A의 3부분으로 구성되어있으며17), 독성은 주

로 lipid A에 의해 나타나고18), lipid A의 구조가 변화되

면 발열성, 대식세포 활성화, 그리고 보체 활성화 등의 독

성이 사라진다는 연구도 있다18,19). LPS는 염증세포 등을

자극하여 interleukin 1(IL-1α, IL-1β)과 tumor

necrosis factor-α(TNF-α) 같은 염증성 cytokine을 분

비시킨다18,20). 

Cytokine은 여러 생리학적, 병리학적 과정에서 세포

와 세포사이의 연락을 전달하는 필수 요소들이며, 특히

세포의 성장과 분화에 관련된 부분을 조절하거나 매개하

는 것으로 추측되고 있다21). TNF와 IL-1은 단핵세포나

대식세포로부터 유리되어 다양한 면역학적 염증 현상을

야기하는 물질로 알려져 있으며 특히 파골세포를 활성화

시키고 조골세포에 의한 골 형성을 억제하는 주요 물질

로 보고되고 있다21,22). 

이들 cytokine은 단핵세포와 대식세포가 주로 생산하

는 것으로 알려져 있으나, 최근 연구에서 다형핵백혈구

(PMN, Polymorphonuclear leukocytes)도 역시 이

러한 기능을 가지고 있다고 보고되었다23,24). 다형핵백혈

구는 치수 및 치근단 조직에 세균이 침입했을 때 이에 반

응해서 이들 조직으로 운반되는 최초의 세포이며, 염증

조직에 대식세포보다 훨씬 더 많은 수가 존재한다. 그러

므로 다형핵백혈구도 치수 및 치근단 조직에서 염증성 cy-

tokine을 생산하는 중요한 세포일 것이다. 

최근 연구에서 수산화칼슘은 세균을 죽일 뿐만 아니라

세균의 LPS의 지질성분을 가수분해하는 능력이 있다는

것이 밝혀졌으며13,25), LPS의 분해 기전은 LPS의 lipid

A 부분에서 ester bonds의 alkali hydrolysis를 통한

것이라고 하였다. 또한 LPS는 단핵세포를 자극하여

PGE2 분비를 증가시키지만, 수산화칼슘 처리된 LPS는

이러한 능력이 소실된다는 것이 밝혀졌다26). Barthel 등27)

은 E. coli LPS를 수산화칼슘으로 처리하면 중화되어 단

핵세포의 TNF-α생산을 자극하지 못한다고 보고한 바

있다. 하지만 치수 및 치근단 질환에서 중요한 역할을 하

는 Porphyromonas endodontalis의 LPS에 대한

수산화칼슘의 작용에 대해서는 알려진 바가 없다.

치근단 병변과 골 흡수에서 혐기성 세균이 중요한 역

할을 한다는 것은 잘 알려져 있다. 특히 LPS를 갖는 세

균이 주요 역할을 하며, 괴사된 치수 자체만으로는 치근

단 병변을 야기하지 못하며 특정 혐기성 그램 음성 세균

PMN of the control group (p>0.05).

3. The levels of secretion for all three cytokines were affected in a dose-dependent manner in PMN

stimulated with each LPS (p<0.05), but not in PMN stimulated with each calcium hydroxide

treated LPS (p>0.05).

4. The levels of all three cytokines released from PMN stimulated with P. endodontalis LPS were

significantly lower than those released from PMN stimulated with E. coli LPS (p<0.05).

Key words : Calcium hydroxide, Lipopolysaccharide, Polymorphonuclear leukocytes,

Porphyromonas endodontalis, cytokines
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에 감염되어야 치근단병변과 골 흡수가 일어난다고 한다28).

감염 근관에서 발견되는 세균 중 P. endodontalis는 특

히 대기중의 산소에 민감하고 배양기간이 길며 신선한 배

지에서만 자라는 특성 때문에 다른 혐기성 세균보다 늦

게 발견되었으며28,29,30) 타진 반응이나 악취 등의 임상 증

상과 연관되어 나타나고 급성의 치근단 질환에서 주로 발

견된다31). P. endodontalis는 그램 음성의 절대 혐기

성 간균으로 세포외벽에 LPS를 지닌다. 

최근 본 교실에서 이루어진 연구결과에 의하면 P.

endodontalis LPS에 의해 자극된 다형핵백혈구에서

IL-1β, TNF-α, IL-1ra의 생성이 증가된다는 것이 밝혀

졌다32). 그러므로 P. endodontalis LPS를 수산화칼슘

처리하여 다형핵백혈구를 자극하였을 때 생성되는 cy-

tokine을 조사하는 것은 수산화칼슘이 근관내 약제로서

작용하는 기전을 밝히는데 도움이 될 것으로 생각된다.

본 연구의 목적은 근관내 약제로 많이 사용되고 있는

수산화칼슘이 치수 및 치근단 질환의 발생과 진행에 중

요한 역할을 하는 Porphyromonas endodontalis

LPS의 생물학적 활성도에 미치는 영향을 알아보기 위함

이며, E. coli LPS와 P. endodontalis LPS를 수산화

칼슘으로 처리한 후, 각각의 LPS로 다형핵백혈구를

자극하여 이에 반응하여 나타나는 염증성 cytokine인 IL-

1α, IL-1β, TNF-α를 ELISA로 조사, 그 수준을 비교,

분석하여 결과를 보고하는 바이다.

Ⅱ. 실험 재료 및 방법

1. P. endodontalis 의 배양

실험에 사용된 세균은 Porphyromonas en-

dodontalis (ATCC 35406)로 균주를 5% 가토 혈액,

5μg/ml의 hemin과 0.5μg/ml vitamin K1이 포함된 한

천배지에 접종하여 37℃ 혐기성 세균 배양기에서 5�7

일간 배양하여 순수 분리한 후 균 집락을 취하여 이를 가

토 혈액 및 5μg/ml hemin과 vitamin K1이 첨가된 Brain

Heart Infusion(BHI) broth (Difco, Michigan,

U.S.A.)에 접종하고 37℃의 혐기성 조건(85% N2,

10% H2, 5% CO2)하에서 배양하였다. 균주는 4℃,

10,000×g에서 15분간 원심분리하고 증류수로 세 번 세

척한 후 동결건조하였다.

2. LPS 추출

LPS의 추출은 hot phenol-water extraction

method33)를 사용하였다.

동결건조된 P. endodontalis(1g)를 pyrogen-free

water 35ml에 부유시킨 후 90% phenol 35ml를 첨가

하여, 70℃에서 15분간 혼합하고, 4℃, 10,000×g에서

30분간 원심분리하였다. Aqueous phase는 분리하여 따

로 보관하고 phenol phase와 insoluble precipitate는

물 35ml로 재 추출하였다. Aqueous phase의 혼합물은

실온에서 3일간 증류수에 투석(MWCO, 3500)시키

고 동결건조하였다.

Escherichia coli LPS(O111:B4, Sigma

Chemical Co., St Louis, MO, USA)는 상품화된 것

을 구매하여 사용하였다.

3. LPS의 정제

Koga 등34)의 방법을 사용하여 LPS를 정제하였다. 각

Crude LPS(1g)를 100ml의 pyrogen-free water에 부

유시키고, 4℃, 100,000×g에서 3시간 동안 원심분리

하였다. 이 pellet을 0.1mM ZnCl2와 400μg nuclease

P1(from Penicillium citrinum, Amersham Life

Science, Cleveland, OH, USA)을 함유하는 10mM

Tris-HCl buffer (pH 7.4) 20ml에 부유시켜 37℃에

서 16시간 동안 반응시켰다. 그 후, 실온에서 24시간 동

안 증류수에 투석(MWCO, 3500)한 후 pyrogen-free

water로 수세하고 원심분리한 후 동결건조시켰다. 동결

건조된 LPS(1mg/ml)를 2mM CaCl2와 pronase

(Boerheinger Mannheim GmbH, Mannheim,

Germany) 1mg을 함유하는 0.1M borate buffer

(pH 7.4)에 부유시켰다. 이 혼합물을 37℃에서 24시간

동안 incubation한 후 100℃에서 5분간 가열하고 실온

에서 24시간 동안 증류수에 투석(MWCO, 3500)한 후

동결건조하였다.

4. LPS의 검정

1) SDS-PAGE 

12% Tris-Glycine gel(Novex�, Invitrogen Co.,

CA, USA)을 이용하여 SDS-PAGE법을 시행하였다.

marker와 P. endodontalis LPS, E. coli LPS를 각

각 sample buffer(Novex�, Invitrogen Co., CA,

USA)와 섞은 후 pre-cast gel의 각 well에 넣고 run-

ning buffer(Novex�, Invitrogen Co., CA, USA)가

들어있는 전기영동장치에서 125V, 40mA 하전 하에 2

시간동안 분획하였다.

2) Silver Staining

silver staining kit(Intron Biotechnology, Korea)

를 이용하였다. 요약하면, 전기 영동된 gel을 충분한 양
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의 증류수에 담그고, 실온에서 10분간 incubation한 후,

fix solution을 넣고 5분간 incubation하였다. 증류수

로 수세한 후 staining solution에서 20분간 incuba-

tion하고 다시 수세한 후 증류수에서 10분간 incubation

하였다. 증류수를 버리고 developing solution을 첨가

한 후 band가 나올 때까지 15-20분 정도 incubation하

였다. 원하는 band가 나온 후 developing solution을

버리고 여기에 stop solution을 적당량 첨가하여 반응을

종료시켰다. gel dryer와 셀로판지를 이용하여 gel을 건

조시키고 필름형태로 보관하였다. 

5. LPS의 수산화칼슘 처리

각 LPS를 pyrogen-free water에 용해시켜 100μg/ml

가 되게 한 후 수산화칼슘 분말 (Sigma Chemical

Co., St Louis, MO, USA)을 1ml당 25mg씩 첨가시

켜 포화되게 하였다. 모든 sample은 20초간 vortex 한

후 37℃에서 7일간 보관하였으며, 이 기간동안 하루에

한번씩 20초간 vortex하였다. 그 후 상층액을 ultra-

filtration(Centriprep� YM-10, 10,000 NMWL,

Millipore Co., USA)하여 LPS를 추출한 후 동결건조

하였다.

6. 다형핵백혈구의 추출

건강한 6명의 자원자(26-35세)들로부터 heparinized

tube를 이용하여 정맥혈을 채취하였다. 채취된 혈액은

6% dextran(Mwt. 500,000, Sigma Chemical Co.,

St Louis, MO, USA) sedimentation을 거쳐서 적혈

구를 분리하고, Lymphoprep(Nycomed Pharma

AS, Oslo, Norway)을 이용하여 원심분리한 후 백혈구

를 얻었으며, 남아 있는 적혈구는 hypotonic lysis를 시

행하여 제거하였다. 이 방법으로 추출한 다형핵백혈구는

Trypan blue dye exclusion test와 Giemsa staining

을 통해 검증한 결과 98% 이상의 생활력과 97% 이상

의 순도를 나타내었다.

얻어진 세포들은 100U penicillin/ml, 100μg strep-

tomycin/ml, 10% heat-inactivated fetal bovine

serum(FBS, Amersham Life Science, Cleveland,

OH, USA)을 함유한 RPMI 1640(Amersham Life

Science, Cleveland, OH, USA)에 부유시켜 다음

과정을 위해 준비하였다.

7. 실험군의 분류 (Table 1)

P. endodontalis 및 E. coli LPS를 각각 수산화칼

슘 처리한 군과 처리하지 않은 군으로 분류한 후, 각각의

LPS를 PBS에 용해시켜 농도(0.1, 1, 10μg/ml)에 따

라 세분하였다. 채취된 다형핵백혈구를 well당 1ml 씩

4×106 cells이 되도록 24well plate에 넣은 후 각각의

LPS를 111μl 씩 첨가하여 최종 농도가 0.1, 1, 10μg/ml

가 되도록 하였으며, 대조군에는 LPS없이 PBS만 첨가

하였다. 이후 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였으며, 24

시간 후 각 표본의 상층액을 얻어내어 -70℃에 보관하였

다.

8. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

취득한 상층액은 각각 human IL-1α, IL-1β, TNF-

αELISA kit (Quantikine�, R&D systems,

Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 분석하였다.

먼저 제조사에서 제공한 standard와 표본을 200μl 씩 mi-

crotiter plate의 각 well에 담고 adhesive strip으로 덮

어 실온에서 2시간 동안 incubation시켰다. 2시간 후

plate를 수세용 buffer를 이용하여 3회 세척하였다.

다음으로 각 cytokine에 대한 conjugate를 200μl 씩 well

에 첨가하여 실온에서 1시간 동안 incubation시켜 3회

세척하였다. 그런 후 각각의 well에 기질용액을 200μl 씩

넣어 20분간 방치하였다가 반응을 정지시키기 위해

stop solution을 50μl 씩 첨가한 후 30분 내에 ELISA

Reader(Thermomax, Molecular device, USA)로

plate well의 상층부에서 하단부까지 관통하여 450nm

Table 1. The treatment groups used in the experiment

10 6

P. endodontalis LPS 1 6

0.1 6

10 6
Ca(OH)2 treated

1 6
P. endodontalis LPS

0.1 6

10 6

E. coli LPS 1 6

0.1 6

10 6
Ca(OH)2 treated 

1 6
E. coli LPS

0.1 6

Control 0 12

LPS
Concentration of 

LPS(μg/ml)
Sample No
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에서의 optical density(O.D.)를 측정하였다. 측정된

standard의 O.D.와 제공된 standard의 농도를 log값

으로 환원하여 직선의 추세선을 만들고, 각 표본의

O.D.값을 대입하여 농도를 얻었다.

9. 통계처리

SPSS(ver 10.0) 통계용 program을 사용하여

Kruskal-Wallis Test와 Mann-Whitney Test로 각 군

간의 cytokine 수준의 차이를 유의수준 p=0.05 하에서

분석하였다.

Ⅲ. 실험결과

1. LPS의 검정(SDS-PAGE)

LPS를 SDS-PAGE로 분획하고 silver stain한 결과,

특징적인 사다리모양의 구조를 보이며, P. endodontalis

LPS는 31kDa 부위에 다수의 band가 나타났다(Fig. 1).

2. ELISA

각 실험군에서 측정된 각각의 cytokine 수준은 Table

2 및 Fig. 2, 3, 4와 같다.

P. endodontalis 및 E. coli LPS로 자극된 다형핵

백혈구에서 분비되는 IL-1α, IL-1β및 TNF-α의 수준은

LPS로 자극되지 않은 대조군에서보다 유의성있게 높게

나타났으며(p<0.05), E. coli LPS로 자극된 다형핵백

혈구에서 분비되는 세 가지 cytokine의 수준은 같은 농

도의 P. endodontalis LPS로 자극된 군에서보다 유의

성있게 높게 나타났다(p<0.05).

수산화칼슘 처리되지 않은 각각의 LPS로 자극된 다형

핵백혈구에서 분비되는 IL-1α및 IL-1β의 수준은

TNF-α의 수준보다 유의성있게 높게 나타났으며(p<0.05),

IL-1α와 IL-1β의 수준은 유의할 만한 차이가 없었다

(p>0.05).

수산화칼슘 처리된 P. endodontalis 및 E. coli

LPS로 자극된 다형핵백혈구에서 분비되는 세 가지 cy-

Table 2. Mean concentration of cytokines (Mean ± S.D., pg/ml)

LPS
Concentration of 

LPS (μg/ml)
IL-1α IL-1β TNF-α

10 260.92±89.81 221.73±69.17 70.11±21.21

P. endodontalis LPS 1 115.79±38.68 108.56±30.10 55.23±14.66

0.1 53.52±21.19 47.43±20.09 32.60±9.81

10 9.20±2.51 9.22±3.39 12.78±4.15
Ca(OH)2 treated

1 9.01±2.65 9.04±3.00 11.67±3.62
P. endodontalis LPS

0.1 8.99±2.56 9.20±2.62 12.31±3.64

10 598.29±163.13 542.66±165.74 217.24±92.07

E. coli LPS 1 265.65±98.54 245.58±85.26 112.32±47.88

0.1 163.96±56.51 138.47±57.51 74.51±23.75

Ca(OH)2 treated
10 10.33±4.68 10.12±5.41 12.66±3.84

E. coli LPS
1 9.32±3.47 11.16±3.63 12.85±4.31

0.1 9.28±2.05 9.41±4.41 12.92±4.05

Control 0 8.34±2.82 8.72±3.64 13.68±3.61

LPS
Concentration of 

LPS (μg/ml)
IL-1α IL-1β TNF-α

Fig. 1. SDS-PAGE of LPS.

200kDa

116.3kDa
97.4kDa

66.3kDa
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21.5kDa

14.4kDa
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Standard P. endodontalis LPS E. coli LPS
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tokine의 수준은 수산화칼슘 처리되지 않은 LPS로 자

극된 군보다 유의성있게 낮게 나타났으며(p<0.05), 대

조군과는 유의할 만한 차이가 없었다(p>0.05).

P. endodontalis 및 E. coli LPS의 농도가 증가함

에 따라(0.1, 1, 10μg/ml) 다형핵백혈구에서 분비되는

세 가지 cytokine의 수준은 같이 증가하는 양상을 보였

으나(p<0.05), 수산화칼슘 처리된 LPS의 경우에는 농

도에 따른 cytokine의 수준은 유의할 만한 차이가 없었

다(p>0,05).

Ⅳ. 총괄 및 고안

감염된 근관은 염증세포, 괴사된 치수, 세균 등 여러 가

지 생물학적 요소를 포함하며, 세균의 존재는 그 대사산

물과 내독소와 같은 죽은 세균의 세포 성분이 있음을 의

미한다. 내독소, 즉 lipopolysaccharide(LPS)는 그

램 음성 세균의 세포벽의 구성성분으로 세균이 죽은 후

에도 강력한 염증 매개 물질로 작용한다. LPS는

prostaglandins, leukotrienes, platelet-activating

factor, complement 3a와 5a, IL-1, TNF 등의 다양

한 염증 매개 물질을 활성화시키며, 이로 인해 혈관투과

성 증가, 백혈구의 margination, 백혈구의 chemotaxis,

collagenase 분비, 발열, lymphocyte 활성 등을 야기

하여 골 흡수와 만성 육아종의 형성과 같은 다양한 생물

학적 효과를 나타내게 된다18,35). 이와 같은 반응은 치수

및 치근단 질환의 증상과도 깊은 관계가 있다. 

근관소독제로 사용된 수산화칼슘은 근관내 세균을

효과적으로 없앨 수 있다는 것이 여러 연구에서 밝혀졌

다5,36,37). 현재 근관치료 시 수산화칼슘은 근첨형성술, 치

근흡수의 처치, 치근천공의 치료, 삼출물이 지속적인 근

관(weeping canal)의 치료 등 여러 가지 용도로 사용되

고 있으며, 근관에 남아있는 동안 효과가 유지되므로 특

히 다음 내원 시까지의 약속기간이 길어질 때는 아주 효

과적인 근관소독제이다38). 근관소독제로서 수산화칼슘을

오랫동안 사용하면 치근단 병변에서 골 재생을 촉진한다

는 보고도 있으며39), 최근에는 일상적인 근관소독제로서

수산화칼슘의 사용이 추천되고 있다. 

Lipid A 분해를 통한 LPS의 중화는 enzyme을 이용

한 deacylation40), acid hydrolysis, alkali 처리19) 등

의 여러 가지 방법으로 입증되었다. 또한 Niwa 등19)은

희석된 수산화나트륨에 의해 LPS의 가수분해가 이루어

지며, ethyl alcohol이나 dimethyl sulfoxide가 이

반응을 더욱 촉진시킨다고 보고하였다. LPS의 분해

기전은 LPS의 lipid A 부분에서 ester bonds의 alka-

li hydrolysis를 통한 것으로 여겨지고 있다. Lipid A 구

조는 carbohydrate 부분에 fatty acid를 연결하는 다수

의 ester bond로 이루어져 있으며, 이 부분이 alkali 조

Fig. 2. IL-1αlevels in supernatants of PMN

stimulated with each LPS.

Fig. 4. TNF-αlevels in supernatants of PMN

stimulated with each LPS.

Fig. 3. IL-1βlevels in supernatants of PMN

stimulated with each LPS.
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건에서 가수분해가 이루어진다. Lipid A에서의 작은 변

화는 이 구조를 생물학적으로 불활성한 상태로 만들어서

LPS를 중화시키게 된다19). 그러나 LPS의 독성은 lipid

A 이외의 다른 부분에 의해서도 나타날 수 있으므로18) 이

것만으로는 LPS의 중화 기전을 완전히 설명할 수 없으

며 이에 대한 추가적인 연구가 필요하리라 생각된다.

본 실험에서 수산화칼슘으로 1주간 처리된 P. en-

dodontalis 및 E. coli LPS는 다형핵백혈구의 cytokine

분비를 자극하지 못한다는 것을 알 수 있었다. 이러한 결

과는 수산화칼슘이 세균의 LPS에 작용하여 독성을 없앨

수 있다는 것을 의미하며 Safavi와 Nichols13) 그리고

Barthel 등27)의 보고와 일치하는 결과를 보였다. Safavi

와 Nichols13)는 수산화칼슘 용액에 1주간 노출된 LPS

는 가수분해되어 lipid A에서 hydroxy fatty acid가 유

리된다고 보고하였으며, 이러한 작용은 근관치료 시 수

산화칼슘이 나타내는 유용한 효과의 일부분을 설명해 준

다고 하였다. 또한 그들은26) Salmonella ty-

phimurium 과 Prevotella intermedia LPS를 수

산화칼슘으로 1주일간 처리한 후 단핵세포를 자극하여

생성되는 prostaglandin E2의 양을 측정한 결과, 수산

화칼슘 처리된 LPS로 자극된 세포에서는 PGE2가 분비

되지 않았다고 보고하였으며, 수산화칼슘 처리가 bacterial

LPS의 생물학적 성질을 변화시킨다고 결론지었다. 즉,

LPS의 생물학적 성질은 ester-linked hydroxy fatty

acid를 필요로 하며, 이 linkage는 수산화칼슘처리에 의

해 파괴된다고 하였다. Barthel 등27)은 수산화칼슘으로

1주간 처리된 E. coli LPS는 중화되어 단핵세포에서

TNF-α의 생산을 자극하지 못하였다고 보고하였으며,

Buck 등25)은 근관세척액과 수산화칼슘의 LPS에 대한 효

과를 분석하기 위해 분해된 지방산의 양을 측정한 결과

chlorhexidine, ethanol, sodium hypochlorite의 염

기성 혼합물로 30분간 처리하거나, 수산화칼슘으로 하

루 이상 처리하게 되면 lipid A의 fatty acid chain에서

ester bond의 가수분해가 일어나 LPS의 독성을 제거할

수 있다고 하였다. 이와 같은 결과는 항균효과와 더불어

수산화칼슘이 감염된 근관의 소독에 우수한 약제로 사용

될 수 있음을 의미하며, 특히 LPS가 있을 것으로 예상

되는 근관에서 수산화칼슘을 1주일 이상 두는 것은 임상

적으로 매우 유용할 것으로 생각된다.

본 실험에서 수산화칼슘이 LPS에 미치는 영향을 알아

보기 위해 IL-1과 TNF-α의 수준을 측정한 것은 이들 cy-

tokine이 치수 및 치근단 질환의 발생과 진행에 있어서

중요한 역할을 하기 때문이다. 치수의 세균 감염은 치근

단 병변을 야기하고 동시에 골 흡수를 초래하며 다수의

T, B 세포, 호중구와 대식세포, 형질세포, 호산구 등이

혼합된 염증세포의 침윤을 보이는 국소적인 면역반응을

나타낸다41,42,43). 단핵세포와 대식세포는 특정 cytokine

을 합성해서 여러 세포 기능을 조절하며, 이들 cy-

tokine 중 IL-1α, IL-1β, TNF-α등이 치수 및 치근단

질환에서 골 흡수와 관련이 있다고 알려져 있다44). 고 등
45)은 염증 치수 조직과 치근단 병소 조직에서의 IL-1α,

IL-1β, TNF-α등의 수준이 대조군으로 사용된 정상 치

수조직에서보다 높게 나타났다고 보고하였으며, 변 등46)

은 골 흡수를 일으키는 cytokine(TNF-α, TNF-β,

IL-1β)의 국소적 수준은 급성 및 만성 치근단병변에서 급

성치수염이나 정상치수보다 유의성있게 높은 수준을

나타내었다고 보고하였고, 공 등47)은 치성낭종액에서 IL-

1α, IL-1β, TNF-α의 농도는 정상 치근단조직보다 높게

나타났다고 보고한 바 있다.

다형핵백혈구는 손상 및 감염에 대한 숙주의 방어에 대

단히 중요한 요소로서 이 세포는 모든 염증부위에 보여

지며 특히 손상 부위에서 집중되어 나타나며 감염세균을

탐식, 식균작용을 하며 다른 위해물질을 중화시키기도 한

다. 오랫동안 다형핵백혈구는 최종 분화된 세포로서 단

백질을 생산하지 못하는 것으로 생각되어 왔으나, 최근

연구 결과에 의하면 다형핵백혈구도 IL-1, TNF-α,

IL-1ra, IL-8, TGF-β1 등과 같은 다양한 cytokine을

합성하여 분비할 수 있다는 것이 밝혀졌다23,24). 본 연구

에서도 다형핵백혈구는 주어진 농도의 LPS의 자극에 대

한 반응으로 cytokine의 분비가 증가하였으며, 이것은

농도에 따라 증가하는 양상을 보여주었다. 이것은 고와

임32)이 P. endodontalis 및 E. coli LPS로 자극된 다

형핵백혈구는 IL-1β, TNF-α, IL-1ra를 생성할 수 있음

을 단백질과 mRNA 수준에서 관찰하여 보고한 것과 일

치하는 결과를 나타내었다. 다형핵백혈구는 치수 및 치

근단염증에서 대식세포보다 훨씬 많은 수가 존재하므로,

다형핵백혈구가 생산하는 염증성 cytokine이 치수 및 치

근단질환에서 중요한 역할을 할 것으로 생각된다. 

P. endodontalis의 LPS에 관한 연구는 비교적 최근

에 이루어지기 시작하였으며, Ogura 등48)은 감염근관과

치근단 낭종에서 분리된 P. endodontalis의 LPS는 검

사된 다른 치주병원균의 LPS보다 독성이 강하며 치주

인대 세포를 자극하여 IL-6을 분비시키므로 치주 및 치

근단 질환에서 나타나는 골 흡수와 염증의 진행에 중요

한 역할을 할 것이라고 보고하였다. Hosoya 등49,50)은 P.

endodontalis LPS는 치수세포를 자극하여 IL-6 및 IL-

1β를 분비시키며 이것은 치수 및 치근단 질환에서 염증

의 진행에 중요한 역할을 할 것이라고 하였다. 따라서 본

연구에서는 수산화칼슘이 LPS에 미치는 영향을 알아보

기 위해 P. endodontalis LPS를 사용하였으며 이것을

잘 알려져 있는 E. coli LPS와 비교하였다. 본 연구의 결

과에서 P. endodontalis LPS는 다형핵백혈구를 자극
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하여 cytokine을 생산하는 능력이 E. coli LPS에 비해

약하게 나타났다. 이것은 두 세균에서 LPS의 화학적 구

조가 다르기 때문이며, BPB LPS의 lipid A는 enter-

obacterial LPS의 그것과 다른 fatty acids를 포함하며

이러한 이유로 독성이 약하다고 알려져 있다51).

Yoshimura 등52)과 Matsushita 등53)도 BPB LPS는 E.

coli LPS에 비해 훨씬 적은 양의 cytokine 분비를 야기

한다고 보고한 바 있다. 그러나 수산화칼슘 처리된 두 가

지 LPS는 모두 독성이 제거되어 다형핵백혈구를 자극하

지 못하는 것으로 판명되었다.

본 실험에서 추출한 LPS를 검정하기 위하여 SDS-

PAGE로 분획하고 silver stain을 시행한 결과, 31kDa

부위에 다수의 band가 나타났다. 이것은 Hanazawa 등54)

이 P. endodontalis의 LPS가 전형적인 반복성의

ladder 형태를 보인다는 보고와 유사하며 Eidhin과

Mouton55), 그리고 김 등56)이 LPS를 검정하기 위해 SDS-

PAGE와 silver stain을 시행한 결과와도 유사하였

다.

본 연구에 사용한 LPS의 양은 0.1-10μg/ml로 하였으

며 이것은 근관내에 존재하는 LPS의 농도가 0.1�10μg/ml

정도라는 보고를 근거로 한 것이다57,58). Schonfeld 등59)

은 치근단 병변이 있는 조직의 내독소(endotoxin,

LPS)의 존재를 측정하여, 염증이 있는 치근단 육아종 조

직의 75%에서 내독소가 존재하지만, 염증이 없는 치근

단 낭종이나 치근단 반흔 조직에는 20%에서만 내독소

가 존재한다고 하였으며, 내독소의 존재는 조직의 염증

과 높은 상관관계가 있다고 하였다. Horiba 등58)은 감염

된 근관에서 임상증상과 내독소의 양 사이의 상관관계를

조사하였으며, 증상이 있는 치아와 증상이 없는 치아에

서 내독소의 양은 각각 8.0μg/ml 와 0.7μg/ml 이었다고

보고하여 증상이 있는 치아는 높은 수준의 내독소를 포

함한다고 하였다. Yamasaki 등60)은 쥐의 실험적 치근

단 병변에서 시간이 지남에 따라 내독소의 양이 증가함

을 보고하였다.

본 실험에서 LPS를 수산화칼슘으로 처리하는 기간을

7일로 하였다. 이것은 Sjogren 등38)의 연구에서 수산화

칼슘의 항균효과는 이것을 근관내에 최소한 7일 이상 넣

어 두었을 때 가장 효과적이었다는 보고에 따른 것이다.

결과적으로 100μg/ml의 LPS를 포화된 수산화칼슘으로

7일간 처리하게되면 LPS의 독성이 사라지는 것을 알 수

있었다. 수산화칼슘은 근관내에 보통 1주일 이상 넣어 두

게 되므로 이러한 성질은 임상에서 매우 유용할 것으로

생각된다.

Sweadner 등61)은 LPS는 수용액에서 다양한 크기로

존재하며 가장 작은 분자량은 10,000에서 20,000 정도

이고 10,000 NMWL(nominal molecular weight

limit) 필터를 사용하여 LPS를 효과적으로 분리할 수 있

다고 보고하였다. 이에 따라 본 실험에서는 수산화칼슘

처리된 LPS를 재 추출하기 위해 10,000 NMWL를 가

지는 필터를 사용하여 ultrafiltration을 시행하였다. 즉,

작은 분자량을 가지는 hydroxy fatty acid와 수산화칼

슘은 ultrafiltration membrane을 통과하여 수용액에

남게되고 큰 분자량을 가지는 LPS만 추출할 수 있었다.

본 실험에서 수산화칼슘 처리된 LPS는 그 농도에 관

계없이 다형핵백혈구를 자극하여 cytokine을 생산하지

못하였다. 이것은 본 실험에서 사용된 100μg/ml의

LPS를 수산화칼슘으로 1주일간 처리하게되면 LPS의 독

성을 효과적으로 제거할 수 있다는 것을 의미한다. 그러

나 이것은 다형핵백혈구에 의한 IL-1과 TNF-α생산에

만 국한된 실험으로 다른 종류의 세포와 여러 가지 염증

매개 물질에 대한 연구가 더 필요하리라 생각된다. 또한,

근관의 감염은 다양한 세균에 의해서 일어나며, 세균의

종류에 따라 LPS의 구조에 다소 차이가 있으므로 다른

종류의 세균에서 얻어진 LPS에 대한 수산화칼슘의 효과

에 대한 추가적인 연구도 필요하리라 사료된다.

결론적으로 본 연구에서는 실험적 조건에서 P. en-

dodontalis 및 E. coli LPS를 수산화칼슘으로 처리하

면 다형핵백혈구에서 IL-1과 TNF-α분비를 자극하는 능

력이 소실되는 것을 확인하였으며, 이것은 수산화칼슘이

LPS의 생물학적 성질을 변화시키고 중화시키기 때문인

것으로 생각된다. 이러한 성질은 항균효과와 더불어 수

산화칼슘이 감염된 근관의 소독에 효과적으로 사용될 수

있음을 의미한다. 향후 다른 종류의 LPS에 대한 중화능

력과 polymyxin B와 같은 알려진 LPS 중화물질과의 비

교 등의 연구가 필요하리라 사료되며, 이러한 연구를 통

하여 치수 및 치근단 질환에서 수산화칼슘의 작용기전을

밝히는데 도움이 되리라 생각된다.

Ⅴ. 결 론

근관내 약제로 많이 사용되고 있는 수산화칼슘이 치수

및 치근단 질환의 발생과 진행에 중요한 역할을 하는

Porphyromonas endodontalis lipopolysaccha-

ride의 생물학적 활성도에 미치는 영향을 알아보기 위해

P. endodontalis를 배양하여 LPS를 추출하였으며, P.

endodontalis와 E. coli LPS를 수산화칼슘으로 7일

간 처리한 후, 각각의 LPS로 사람의 다형핵백혈구를 24

시간 자극하여 그에 따라 분비되는 염증성 cytokine인

IL-1α, IL-1β, TNF-α의 수준을 ELISA로 비교, 분석

하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. P. endodontalis 및 E. coli LPS로 자극된 다형핵
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백혈구에서 분비되는 IL-1α, IL-1β, TNF-α의 수준

은 LPS로 자극되지 않은 대조군보다 유의성있게 높

게 나타났다(p<0.05).

2.수산화칼슘 처리된 P. endodontalis 및 E. coli

LPS로 자극된 다형핵백혈구에서 분비되는 IL-1α, IL-

1β, TNF-α의 수준은 수산화칼슘 처리되지 않은

LPS로 자극된 군보다 유의성있게 낮게 나타났으며

(p<0.05), 대조군과는 유의할 만한 차이가 없었다

(p>0.05).

3. P. endodontalis 및 E. coli LPS의 농도가 증가함

에 따라(0.1, 1, 10μg/ml) 다형핵백혈구에서 분비되

는 세 가지 cytokine의 수준은 같이 증가하는 양상을

보였으나(p<0.05), 수산화칼슘 처리된 LPS의 경

우에는 농도에 따른 cytokine의 수준은 유의할 만한

차이가 없었다(p>0,05).

4. E. coli LPS로 자극된 다형핵백혈구에서 분비되는 세

가지 cytokine의 수준은 같은 농도의 P. endodon-

talis LPS로 자극된 군에서보다 유의성있게 높게 나

타났다(p<0.05).
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