
I. 서론

치주질환의 발생기전은 아직 확실하지 않으나 치
아 면이나 치은 열구 내의 치태 내에 존재하는 세균
이 가장 중요하고 1차적인 원인으로 작용한다고 알
려져있다1).
치태는 주로 미생물로 구성되며 치태 1gm에는

2.3x1011 정도의 세균이 존재하고2), 치태 내에는 300
여종 이상의 세균이 존재한다3). 이들 치태는 위치에
따라 크게 치은연상 치태와 치은연하 치태로 구분된
다. 치은연하 치태는 다시 치아와 관련된 치태 부분
과 조직과 관련된 치태로 구분될 수 있으며, 때로는
숙주조직 내에 세균이 존재하기도 한다. 치은연상
치태와 치은연하의 치아와 관련된 치태는 치석형성
과 치근우식증에 중요한 역할을 하며 조직과 관련된
치은연하 치태는 치주질환의 여러 유형에서 나타나
는연조직파괴와관련이있다.
1900년대 중반에는 연령증가에 따른 숙주반응의

감소 및 숙주의 질환감수성 증가와 함께 시간에 따
른 치태축적의 증가로 인해 치주질환이 야기된다고
믿어졌다4). 이러한 생각은 연령과 치태량이 치주질
환과 상관관계를 보인 역학적 연구에 의해 뒷받침되

어졌다1,4,5).
그러나 치태와 치석이 존재하고 치은염증이 심한

개인의 경우 파괴성 치주염이 없는 경우가 관찰되었
다. 더욱이 치주염환자는 부위별 특이성을 가지고
있었다. 어떤 부위는 영향을 받지 않은 반면 근접한
부위는 질환에 심히 이환되어 있었다. 숙주반응은
동일함으로 치태의 병원성이 같다는 개념은 이러한
소견을 설명할 수 없었다. 임상적 상태가 다른 부위
에서 치태의 병원성이 다르다는 개념 하에 치주 질
환의 특이 병원균에 대한 새로운 연구가 시작되었고
2,6,7), 비특이성 치태론에서 특이성 치태론으로 개념
이 변화되기 시작하였다. 특이성 치태론에 의하면
특정 치태만이 병원성이 있으며 이 병원성은 특정
세균의존재또는증가에의한다8). 이 이론에의하면
숙주조직의 파괴를 매개하는 물질을 내는 특정세균
이 존재하는 치태에 의해 치주질환이 야기될 수 있
음을예견할수있다.
다수의 치은연하 치태 세균중 소수의 세균종만이

건강한 상태에서 치주질환 상태로 전이하는데 관련
이 있으며 이들 균종 중 그람음성 혐기성 세균종의
비율이 증가할 경우 질환발생의 심각도가 증가한다
고 볼 수있다9). 이러한 세균종으로는 Treponema,
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Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium,
Tannerella forsythensis, Prevotella intermedia,
Micromonas micros 등을 들 수 있으며, 이들 균종과
치주질환 사이의 연관성에 관한 많은 연구가 진행되
어왔다10,11,12,13,14,15,16,17,18,19). 이들 세균중 흑색색소 형
성 Bacteroides는 치주질환의 염증도, 치주낭의 깊
이, 부착상실의 정도와 비례하여 치주낭에서 빈발하
게 나타나는 그람음성 절대 혐기성 세균이다. 이들
균주들은 만성 치주염(Chronic periodontitis:CP), 급
속 파괴성 치주염(Aggressive periodontitis:AP)등의
주된 원인균으로 연구되고 있다. 흑색색소 형성
Bacteroides 중 구강내에 나타나는 종류로는 P. gin-
givalis, P. intermedia, Prevotella melaninogenicus,
Prevotella loeschii, Prevotella denticola,
Porphyromonas levii 등을 들 수 있으나 치주질환과
직접적으로 관련있는 세균은 P. gingivalis, P. inter-
media, P. melaninogenicus 등이다20.21). 동일한표현
형을 갖는 P. intermedia 종은 P. intermedia와 P.
nigrescens의두종류로분리되었다22). 
치아지지조직을 침범하는 질환에는 여러 형태가

있다. 치주 질환을 분류하는 여러 방식 중에서 Page
와 Schröeder23)는 사춘기 전 치주염, 유년성 치주염,
급속 진행성 치주염, 성인성 치주염으로 분류하였
다. 그러나 기존의 성인성 치주염 및 조기이환 치주
염의 분류상의 여러 제한점 및 문제점이 제기되었
다. 이에 1999년 치주질환의 분류에 대한 변화가 있
어서 기존의 성인성 치주염과 조기이환 치주염 대신
만성치주염과급속파괴성치주염으로바뀌었다24).
치주병원성 세균동정방법으로는 현미경 관찰법,

배양법, 면역학적 분석법, 효소이용법, DNA probe
이용법 등이 있으며, 신속하고 정확한 세균동정방법
이 특이한 몇몇 세균균주와 치주질환사이의 연관성
을 밝히는데 유용하게 사용될 수 있다. 치은연하 치
태세균 표본에서 민감하고 특이성이 있는 세균동정
방법으로 소개된 polymerase chain reaction(PCR)은
특히 배양이 불가능하거나 배양법으로 쉽게 구별되
지 않는 세균의 동정에 유용하게 사용될 수 있다25).
16S rRNA 유전자의 PCR 및 PCR 산물의 점상 블롯

보합결합 및 탐지법은 높은 정도의 유전적, 형태적
유사성을 보이는 세균들을 확인하는 유용한 방법이
다26,27).
PCR의 증폭부위중에서 16S rRNA 유전자가 가장

적절한 부위로 평가되는데 이는 16S rRNA 유전자는
모든세균에존재하며, 모든세균에서같은염기서열
을 나타내는 보존부위와 종마다 특이한 염기서열을
보이는특이부위로구성되기때문이다28).
이에 본 연구에서는 16S rRNA 분석법을 사용하여

흑색색소 형성 Bacteroides 세균 중 P. gingivalis, P.
intermedia 및 P. nigrescens의만성치주염과급속파
괴성치주염에서의세균분포도를비교하고자한다. 

II. 연구대상및연구방법

1. 연구대상

연세대학교 치과대학 부속병원 치주과에 내원한
환자중 만성 치주염으로 진단된 환자 30명(29-49세,
남 14명, 여 16명)과 급속 파괴성 치주염으로 진단된
환자 30명(19-35세, 남 16명,여 14명)을 대상으로 하
였으며, 치주염이외의 다른 질병이 있거나 면역력이
약화된환자, 그리고최근 6개월 이내에항생제치료
를 포함한 치주염치료를 받은 환자는 연구대상에서
제외하였다.
선택된 급속 파괴성 치주염의 임상적 특징으로는

사춘기와 20세 사이에 발병하며, 제 1 대구치와 전
치, 혹은 전 치아에 걸쳐 병소가 이환되는 양상을 보
였다. 또한 이전에 유년성 치주염에 이환 되었던 경
험이 있는 경우도 있었으며, 심하고 빠른 치조골 결
손을보였다. 치태의침착정도는다양하였다.

2. 연구방법

1) 치은연하치태표본채취
만성치주염과급속파괴성치주염환자각 30명으

로부터 환자당 5개의 치아를 선정하였다. 치주낭 깊
이(≥6 mm)가 가장 깊은 치아 4개를 실험군으로, 치
주염을 나타내지 않은 치아 1개(치주낭 깊이≤3
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mm)를 대조군으로 하여, 실험군인 4개 치아는 각 치
아에서 치주낭이 가장 깊은 부위(≥6 mm)에 paper
point를 10초간 삽입하여 치은연하 치태를 채취하였
다. 이때 치은연상 치태를 완전히 제거한 후 paper
point를 3회 삽입하였다. 치태를 채취한 paper point
를 1 ml의 reduced transport fluid(RTF)에 부유하였
다. 대조군인 1개 치아(치주낭 깊이≤3 mm)에서도
위와 동일한 방법으로 치은연하 치태 채취를 시행하
였다.

2) DNA 추출
치태세균을 위상차 현미경하에서 검사한 후 균질

화 시켰다. 치태세균의 DNA를 추출하기 위해 먼저
치태세균의 시료에서 200 ㎕를 취하여 원심분리
(Jouan, MR 1812, 12500rpm)를 시행하여 균 침전물
을얻은후다시 PBS(phosphate buffered saline)로세
척하였다. 이후, 200 ㎕ lysis buffer(500mM Tris-HCl,
pH 9.0, 20 mM EDTA, 10mM NaCl, 1% SDS), 2 ㎕
proteinase K(20 mg/㎖)를 첨가하여 37℃에서 1시간
방치하였다. 같은양의 phenol, chloroform을순차적
으로 적용하여 DNA를 추출한 후 상층의 액만을 사
용하였다. 여기에 3M sodium acetate 20 ㎕와
ethanol(absolute) 400 ㎕를 첨가하여 -20 ℃에서 2시
간이상 방치하여 DNA를 침전시켰다. 이 침전물을
70% ethanol로 세척한후 Speedvac(Automatic
Environmental Speedvac䠶 System AES1010, Savant)
에서 5분간 건조시켰다. 이렇게 얻은 DNA를 11 ㎕
의 dH2O에녹였다.

3) 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction)
치태세균의 16S rRNA 유전자를 증폭하기 위해 추

출된 DNA 1 ㎕, 30 pmol eubacterial universal
primers[TPU1(5‘-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-
3': E. coli의 16s rRNA 8번째부터 27번째까지의염기
위치와 상응하는 위치), RTU3(5'-GWA TTA CCG
CGG CKG CTG-3': E. coli의 16S rRNA 519번째부터
536번째까지의 염기위치와 상응하는위치)], Perkin
Elmer cetus 시약 (x10 buffer, 20 uM dNTP, 2.5U Taq
polymerase, 1.5 mM MgCl2)등의 100㎕ 반응 혼합물

내에서 16S rRNA 유전자의 일부(약 530bp)를 PCR로
증폭하였다. PCR은 95℃에서 1분간 변성화과정
(denaturation)을, 56℃에서 1분간 결합반응(anneal-
ing)과정을, 72 ℃black-pigmented Bacteroides에서
연장화(extension)과정을 30회 반복하였다. Ethidium
bromide가 포함된 agarose gel electrophoresis과정을
통해PCR 생성물을확인하였다.

4) Oligonucleotide 소식자의표지
각각 세균에 대한 특이한 소식자의 염기서열은

Table 1에정리되어있다.
소식자는 digoxigenin(DIG) oligonucleotide 3'-

end labeling kit(Boehringer Mannheim, Germany)를
사용하여 DIG-ddUTP로 표지하였다. 즉, 100 pmol
oligonucleotide, 4 ㎕ CoCl2, 1 ㎕ DIG-ddUTP, 1㎕
terminal transferase가 들어있는 총 20 ㎕ 반응 혼합
물을 37℃에서 15분간방치한후얼음에놓고 2 ㎕의
stop solution(1 ㎕ glycerin과 200㎕ 0.2mM EDTA의
혼합물)을 첨가하였다. oligonucleotide를 2.5 ㎕ 4M
LiCl과 75 ㎕ 미리 냉각된 ethanol으로 잘 섞은후 -20
℃에서 방치하였다. 표지된 oligonucleotide를 4 ℃
에서 12,000 g으로 원심분리하여 알콜을 제거한후
침전물을 500 ㎕의 70 % 에탄올로 세척하고 건조시
켰다. 이후 20 ㎕ dH2O에녹였다.

5) 점상블롯 보합결합 및 탐지(Dot-blot hybridization
& detection)

치태세균중 흑색색소형성 Bacteroides(P. gingi-
valis, P. intermedia, P. nigrescens)를 탐지하기 위해
PCR 생성물을 사용하였다. PCR 생성물은 95 ℃에서
5분간 변성시킨 후 2 ㎕를 취하여 nylon membrane
에 점상블롯(dot-blot)을 시행하였다. 이후 DNA와
PCR 생성물을 nylon membrane에 부착 고정시키기
위해 적외선(254 nm)으로 3분간 조사하였다
(Ultraviolet crosslinker, UVP, Inc, Upland CA).
Nylon membrane상에서의 치은연하 치태세균의

16S rRNA 유전자가 성공적으로 점상 블롯된 것을
eubacterial universal primer TPU2(5'-CCA RAC TCC
TAC GGG AGG CA-3': E.coli 16S rRNA의 334번째부
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터 353까지의 염기위치와 상응하는 위치.)로 보합결
합시킴으로써 확인하였다. 이후 nylon membrane을
보합 결합관(hybridization tube)에 넣고 hybridiza-
tion solution(5x SSC: sodium chloride와 sodium cit-
rate를 섞은 용액에 NaOH를 넣어 pH8.0을 맞춘 것
으로 통상 20X를 사용하는데 여기서는 4배 희석한
것을 사용했음, 1%blocking reagent, 0.1% N-lauroyl-
sarkosine, 0.02% SDS)에서 30분간각소식자에맞는
온도로 pre-hybridization시켰다. 이후 표지된
oligonucleotide 소식자(50 pmol)를 넣고 1시간동안
보합결합(hybridization)하고 세척용액(washing
buffer1: 5xSSC: sodium chloride, sodium citrate,
NaOH, pH 8.0, 0.1% SDS: sodium dodecyl sulfate)
으로 15분간 두 번 세척하였다. 결합된 소식자는
DIG-luminescent detection kit(Boerhringer
Mannheim, Gremany)를 사용하여 alkaline phos-
phatase가 결합된 anti-digoxigenin으로 반응시킨 후
chemiluminescence(CSPD)로 탐지해 내었다. 즉,
membrane을 세척완충액(washing buffer 2: 0.1%
maleic acid, 0.15 M NaCl, 0.3% Tween 20, pH7.5)에
서 1-5분간 세척하고, 100ml blocking 용액( 1%
blocking reagent, 0.1% maleic acid, 0.15 M NaCl,
pH 7.5)에서 30분간 방치한 후 20ml의 항체용액
(antibody solution : 완충액에서 1:10000으로 희석하
여 75mU/ml로 만든 anti-DIG-AP 중합체)에서 30분
간 방치하였다. 그후 membrane을 1-2 ml CSPD(
Disodium3-{4-methoxyspiro[1,2-dioxetane-3,2'-(5'-
chlro)tricyclo<3.3.1.13,>>decan]-4-yl} phenyl phos-
phate, Boehringer Mannheim, Germany}}를 탐지용
액에서 1:100으로희석한것 )용액에서 5분간방치한
후 뒤 membrane을 Whatman 3MM paper상에서 물
기를 제거하되 완전 탈수상태가 되지 않도록 하였

다. membrane을 37℃에서 5-15분간 방치한 후 실온
에서 membrane을 X-ray에 노출시켜 감광된 것을,
사용한 소식자로 탐지해 낼 수 있는 세균이 존재하
는 것으로 간주하여 결과를 처리하였다. 각 소식자
는 매회 한가지씩만 사용하였으며 사용한 소식자는
소식자 제거용액( stripping solution:0.2 M NaOH,
0.1% SDS)을 사용하여 37℃에서 15분간 2회 세척하
고 2xSSC를 사용하여 제거한 뒤 다음 소식자를 사용
하여보합결합을진행하였다.

6) 통계분석방법
여러 군들 가운데서 각 세균종의 유의성있는 차이

를 알아내기 위해 Chi-square 검정과 Fisher's exact
test를 시행하였고, 집단 내에서의 질환부위와 비 질
환부위 간의 비교에는 p<0.01, 두 집단 간의 비교에
서는 p<0.05를유의한수준으로평가하였다.

III. 연구결과

만성치주염(Chronic Periodontitis:CP)으로진단된
환 자 와 급 속 파 괴 성 치 주 염 (Aggressive
Periodontitis:AP) 환자 각 30명의 300개 치아중 만성
치주염으로 진단된 질환부위(치주낭 깊이≥6 mm)
를 CP군(n=120), 비질환부위(치주낭 깊이≤3 mm)
를 N-CP군(n=30)으로분류하였고, 급속파괴성치주
염으로 진단된 질환부위(치주낭 깊이≥6 mm)를 AP
군(n=120), 비질환부위(치주낭 깊이≤3 mm)를 N-
AP군(n=30)으로각각분류하였다.
흑색색소형성 Bacteroides( P. gingivalis, P. inter-

media, P. nigrescens)의 세균분포도는 P. gingivalis
가 CP군에서 98.33%, AP군에서 94.17%를 보였으며
P. intermedia는 CP군에서 77.50%, AP군에서는
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Table 1. Specific oligonucleotide probes used for dot-blot hybridization

Bacteria Sequence(5、-3、) of probes hybridization temperature(℃)

P. gingivalis TACTCGTATCGCCCGTTATTC 63
P. intermedia GGTCCTTATTCGAAGGGTAAATGC 60
P. nigrescens ATGAGGTACATGCAATGGCGCACA 60



64.17%를 보였고, P. nigrescens는 CP군에서
35.00%, AP군에서 29.17%를 각각 나타내었다(Table
2, Figure 1).
CP군과 N-CP군에서의 세균분포도는 P. gingivalis

가 각각 98.33%, 43.33%를 보였으며, P. intermedia

는 각각 77.50%, 10.00%를 , P. nigrescens는 각각
35.00%, 3.33%를나타내었다(Table 3, Figure 2).
AP군과 N-AP군에서의 세균분포도는 P. gingivalis

는 각각 94.17%, 50.00%를 보였으며, P. intermedia
는 각각 64.17%, 23.33%를 나타내었고, P.
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Table 2. Distribution of black-pigmented Bacteroides in CP and AP detected by 16S rRNA gene analysis

Distribution (%)

Bacteria
CP (n=120) AP(n=120)

n % n %

P. gingivalis 118 98.33 113 94.17
*P. intermedia 93 77.50 77 64.17
P. nigrescens 42 35.00 35 29.17

* Statistically significant difference, p<0.05

Table 3. Distribution of black-pigmented Bacteroides in CP detected by 16S rRNA gene analysis

Distribution (%)

Bacteria
CP (n=120) control(N-CP) (n=30)

n % n %

P. gingivalis 118 98.33 13 43.33
*P. intermedia 93 77.50 3 10.00
P. nigrescens 42 35.00 1 3.33

* Statistically significant difference, p<0.01

Figure 1. Distribution of black-pigmented Bacteroides in CP and AP detected by 16S rRNA gene analysis
* Statistically significant difference, p<0.05

P. nigrescens

P. intermedia

P. gingivalis
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Figure 2. Distribution of black-pigmented Bacteroides in CP detected by 16S rRNA gene analysis(*
Statistically significant difference, p<0.01)

Figure 3. Distribution of black-pigmented Bacteroides in AP detected by 16S rRNA gene analysis(*
Statistically significant difference, p<0.01)

Table 4. Distribution of black-pigmented Bacteroides in AP detected by 16S rRNA gene analysis

Distribution (%)

Bacteria
AP (n=120) control(N-AP) (n=30)

n % n %

P. gingivalis 113 94.17 15 50.00
*P. intermedia 77 64.17 7 23.33
P. nigrescens 35 29.17 7 23.33

* Statistically significant difference, p<0.01 

P. nigrescens
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nigrescens는 각각 29.17%, 23.33%를 나타내었다
(Table 4, Figure 3).
N-CP군과 N-AP군에서의 세균분포도는 P. gingi-

valis는 각각 43.33%, 50.00%를 보였으며, P. inter-
media는 각각 10.00%, 23.33%를 나타내었고, P.
nigrescens는 각각 3.33%, 23.33%를 나타내었다
(Table 5, Figure 4).
3종류의 세균 모두에서 비질환부위보다 질환부위

에서더높은세균분포도를보였다. CP와 N-CP간의
비교에서는 세가지 세균종 모두에서 질환부위가 더
높은 세균 분포도를 나타내었다(p<0.01). AP와 N-
AP 간의 비교에서는 P. gingivalis와 P. intermedia에
서 유의성 있는 차이를 보였으나, P. nigrescens에서
는 질환부위가 비질환부위에 비해 다소 높은 세균분
포도를보였으나, 유의성있는차이를보이지는않았
다. CP와 AP간의 비교에서는 세균중 유일하게 P.

intermedia만이유의성있는차이를보였다(p<0.05).
N-CP와 N-AP간의 비교에서는 세가지 세균모두에서
유의성있는차이를보이지않았다.

IV. 총괄및고찰

본 연구에서는 만성 치주염과 급속 파괴성 치주염
에서의 흑색색소 형성 Bacteroides 분포도를 비교하
고자 16S rRNA 유전자의 PCR 및 PCR 산물의 dot-
blot hybridization 방법을 사용하여 알아보았다. 본
연구의 대상이 된 흑색색소 형성 Bacteroides는 혈액
한천 배지 상에서 갈색 또는 검은 군집을 이루며29)

처음에는 단일종인 Bacterium melaninogenicum으
로 그룹되었다30). 1970년대 후반에는 비 당분해성인
세균종과 중증도의 탄수화물 발효성을 갖는 세균 혹
은 높은 당 분해성을 지닌 세균을 포함한다는 것을
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Table 5. Distribution of black-pigmented Bacteroides in N-CP and N-AP detected by 16S rRNA gene analysis

Distribution (%)

Bacteria
N-CP (n=30) N-AP(n=30)

n % n %

P. gingivalis 13 43.33 15 50.00
*P. intermedia 3 10.00 7 23.33
P. nigrescens 1 3.33 7 23.33

Figure 4. Distribution of black-pigmented Bacteroides in N-CP and N-AP detected by 16S rRNA gene analysis
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알게되었다. 이전까지흑색색소형성 Bacteroides는
genus Bacteroides내에서 분류되었으나 Shah와
Collins는 다음과 같은 3가지 genera로 나눌 것을 제
안하였다; 1) saccharolytic, non-pigmenting species
로 구성된 Bacteroides ( e.g. B. fragilis ), 2) assac-
charolytic, black- pigmenting species로 구성된
Porphyromonas ( e.g. P. gingivalis ), 3) saccharolyt-
ic, black-pigmenting로 구성되는 Prevotella ( e.g. P.
intermedia ). 모든 Porphyromonas species와 6종류
의 Prevotella species는 protoporphyrin 및 proto-
heme으로 이루어지는 갈색 혹은 흑색 pigment를 만
들어낸다31).
Tanner32)등은 치은열구내 감수성 연구에서 여러

종류의 흑색 색소 형성 Bacteroides가 관여한다고 보
고하였다. 흑색 색소 형성 Bacteroides중 구강내에
나타나는 종류로는 P. gingivalis, P. intermedia, P.
melaninogenicus, P. loeschii, P. levii등이 있으며, 이
중 치주질환과 직접적으로 많은 관련이 있는 세균은
P. gingivalis, P. intermedia, P. melaninogenicus 등
이다20). 이들 흑색색소 형성 Bacteroides의
lipopolysaccharide는 다형핵 백혈구의 화학주성에
관여하는 보체를 활성화시키는 작용을 하나 협막은
이러한 보체활성 작용을 안하며 다형핵 백혈구의 탐
식작용을 저해하는 역할을 한다. 또한, superoxide
dismutase를 분비함으로써 다형핵 백혈구가 균 탐식
시 만들어내는 H202와 superoxide anion을 파괴시킴
으로서 이런 산소의존형 세포내 살균력을 무력화시
킨다. 또한 이들 흑색 색소 형성 Bacteroides는 IgG
및 IgA를 파괴시키는 protease를 분비한다. 또한 이
균의 lipopolysaccharide는 골흡수에 관여하며 세포
체의 phospholipaseA를 생산함으로써 이것이
prostaglandin 전단계 물질을 만드는데 도움을 주게
된다. 또한 강한 acid 및 alkaline phosphatase를 분
비하여골흡수에관여한다7).
P. gingivalis는 그람음성, 혐기성, 비운동성, 비 당

분해성의 간균으로 성공적으로 치유된 부위에서는
그수가줄어들지만치료후에재발된부위에서자주
발견된다33,34,35). P. gingivalis는 급속 진행형 및 난치
성 치주염에 깊이 관여하는 독성이 강한 세균으로써

이균을동물에접종시키면침투성, 확산성의궤양을
발생시키며 자당 비 분해성 세균으로 collagenase,
protease를 분비하고 높은 gelatinase활성을 나타낸
다. 또한, collagen, azocoll, casein등의 파괴를 동반
하며강한 trypsin 유사효소활성을보이며강한 fibri-
nolysis를 일으키는 fibrinolysin을 분비한다. 이들 세
균은 대사산물로 세포독성 물질인 hydrogen sulfide,
ammonia, indole 및 지방산을 만들며 이들이 분비하
는 protease는 IgG 및 IgA를 파괴한다. 만성 치주염
및 급속 파괴성 치주염 환자의 혈청 및 타액 내에서
이균에대한높은항체역가를나타내고있으며정상
인이나 다른 치주 질환 환자의 경우 매우 낮은 항체
역가를 나타낸다. 또한 이 세균의 lipopolysaccharide
는 단핵의 interleukin-1의 생산을 유도하는 바 이는
파골 세포에 의한 골 흡수에 관여함을 알 수 있으며
치주질환의다양한형태를보이는환자의전신적혹
은국소적면역반응을유도한다36).
P. intermedia는 그람음성으로 짧고 끝이 둥근 혐

기성 간균으로 숫자가 급성 괴사성 궤양성 치은염과
일부 치주염에서 특히 증가한다. 이 종에 대한 혈청
항체가 일부 난치성 치주염 환자에서 관찰됨이 보고
되었다37). 이 세균은 자당 분해성 세균으로서 이 균
을 동물에 접종시킬 때 국소적 궤양을 유발하며 약
하거나 변화성있는 fibrinolysis를 일으키는 fibri-
nolysin을 분비하며중증도의 gelatinase 활성을보이
고있다. 동일한표현형을갖는 P. intermedia종은 P.
intermedia와 P. nigrescens의 두 종류로 분리되었다
22). 이러한 2종의 타종세균에의한 자료가 혼합될수
있어서초기연구가해석되기어려웠다.
P. nigrescens는 1992년 Shah와 Gharbia의 연구22)

에 의해 P. intermedia로부터 독립 분류되었고, 그람
음성, 혐기성 간균으로 Broth culture상에서 0.3- 0.7
㎛의폭에 1- 2 ㎛깊이까지자란다. 혈액한천배지에
서 3일간 자란 집락은 0.5- 2 mm의 직경에 원형이고
low convex하며 갈색 또는 흑색을 나타낸다.
Pigmentation은 colony의 주변부에서 주로 나타나고
중심부는크림색또는암갈색을띤다. 
이번실험에사용된 16S rRNA 분석법은김등17) 및

박 등18)의 연구에서 세균동정방법으로서의 유용성
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이강조된바있으며, 이외의세균동정방법으로는현
미경 관찰법, 배양법, 면역학적 분석법, 효소 이용법,
DNA probes 이용법등을들수있다. 16S rRNA 분석
방법은높은정도의유전적, 형태적유사성을보이는
세균들을 분류 및 분석하는 방법으로서 가치가 있다
17,18,38). 본 연구의대상이된두균주 P. intermedia와
P. nigrescens는 16S rRNA유전자에서 94%의 유사도
와 6.6%의 차이를 보이는데21) 전통적인 다른 세균동
정방법으로는 이들을 구별하기 어려운 점이 있다.
16S rRNA 분석방법을 통해서는 교차반응없이 두 균
종을구별할수있었다25,38). 
Conrads27)등에 의하면 건강한 상태의 치주표지인

자(marker)로서의 P. nigrescens를 언급하였으며, 본
실험에서는 급속파괴성 치주염의 대조군에서 실험
군과 통계학적으로 유의성없는 차이를 보여
Conrads의 의견과 다소 일치하는 결과를 보였지만,
만성치주염에서는이와는상반된결과를보였다.
치주질환의분류는여러측면에서분류될수있으

며, 보는 관점에 따라서 다르게 분류된다. 여러 가지
분류법이 있지만 치주질환을 그 발병연령, 치주낭내
세균의 종류와 분포 상태, 백혈구의 기능, 혈청내 항
체, 임상및방사선사진소견, 그 진행과정과병력을
근거로 Page와 Schröeder23)는 치주염을 사춘기전 치
주염, 유년성 치주염, 급속 진행형 치주염과 성인성
치주염으로 분류하였다. 유년성 치주염은 다시 국소
적 유년성 치주염과 전신적 유년성 치주염으로 구분
되고 있다. 이상의 분류방식에서 발병나이를 기준으
로 한 분류법의 한계점 및 문제점이 제기되어 1999
년 새로운 치주질환의 분류법이 제시되었다24,39). 기
존의성인성치주염대신만성치주염으로, 조기이환
치주염대신 급속 파괴성 치주염(Aggresive peri-
odontitis)으로 대체되었다24). 만성 치주염과 급속 파
괴성 치주염에서 각각 국소적 형태와 전반적 형태로
구분되어진다.
실험결과에서 흑색색소형성 Bacteroides(P. gingi-

valis, P. intermedia, P. nigrescens)의 세균분포도를
비교해 본 결과는 P. gingivalis가 CP군에서 98.33%,
AP군에서 94.17%를 보였으며 P. intermedia는 CP군
에서 77.50%, AP군에서는 64.17%를 보였고, P.

nigrescens는 CP군에서 35.00%, AP군에서 29.17%를
각각 나타내었다. 세균종중 P. intermedia에서만 만
성 치주염과 급속 파괴성 치주염간의 세균 분포도상
의 통계학적 유의성 있는 차이를 보였다(p<0.05). 이
는 이전 2000년 이 등의 연구19)의 결과와는 다소 다
른 결과를 보이는 것으로, 이등19)의 연구에서는 급속
파괴성 치주염과 만성치주염의 7가지 세균
(Treponema, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, Fusobacterium, Bacteroides forsythus,
P. intermedia, Peptostreptococcus micros)의 비교에
서 세균 분포간의 차이를 확인하지 못하였다. 본 연
구에서도 P. gingivalis와 P. nigrescens의경우는유의
성 있는 차이를 보이지않았다. 본 연구에서 P. inter-
media의 비교 결과가 다소 상이한 결과가 나온 이유
로생각해볼수있는점은첫째, 증폭하는실험과정
중 cross-hybridization이 일어났거나 둘째, 집단 선정
의차이점을들수있다.
질환부위와 비질환부위간의 비교에서 CP군과 N-

CP군에서의 세균분포도는 P. gingivalis가 각각
98.33%, 43.33%를 보였으며, P. intermedia는 각각
77.50%, 10.00%를 , P. nigrescens는 각각 35.00%,
3.33%를 나타내었다. AP군과 N-AP군에서의 세균분
포도는 P. gingivalis는 각각 94.17%, 50.00%를 보였
으며, P. intermedia는 각각 64.17%, 23.33%를 나타
내었고, P. nigrescens는 각각 29.17%, 23.33%를 나
타내었다. 만성 치주염과 급속 파괴성 치주염 모두
에서 질환부위가 비질환 부위에 비해 높은 세균분포
도를 보였으며(p<0.01), 이중 AP군의 P. nigrescens
의 경우 질환부위와 비질환부위 간의 세균 분포도
차이가적었으며, 유의성있는차이를보이지못했다
(p<0.01). 이는 실험도중 다른 세균간의 교차반응의
가능성 및 실제 P. nigrescens가 AP군의 비질환부위
(N-AP)에 상대적으로 많이 존재하여 나타난 결과로
추정된다. 반면 만성 치주염의 질환부위와 비질환부
위의분포도비교에서 P. nigrescens의분포도결과가
분명하게차이를보였다. 과거 P. intermedia 와구분
이어려웠던 P. nigrescens는 본실험결과만성치주
염에서는 비질환부위에서 낮은 분포도를 보이며, 반
면 급속 파괴성 치주염에서는 질환부위여부와 관계
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없이상대적으로높은분포도를보였다.
이번 실험을 통해 세균동정방법중 유용한 16S

rRNA 분석법을 이용하여 분리하기 힘든 P. interme-
dia와 P. nigrescens의 세균분포도를 조사하였으며,
만성 치주염과 급속 파괴성 치주염간의 세균분포도
를 비교 확인하였다. 또한 P. nigrescens의 분포도상
의 특이함을 확인하였다. 만성 치주염과 급속 파괴
성 치주염의 세균 분포도 비교시 P. gingivalis와 P.
nigrescens의 경우 세균 분포도의 차이를 보이지 않
았으며, 이는 치주 질환 비교시 세균의 차이는 중요
한 요인으로 작용하지 못하는 것으로, 치주 질환의
특성상 숙주와 세균간의 상호작용, 숙주의 면역학적
요인, 세균자체의 subtype의 다양성, 이익 균주등 다
양한 요인들이 작용할 것으로 추정된다. 반면 두 질
환간의 차이를 보인 P. intermedia의 경우는 좀더 많
은 연구가 필요하리라 생각된다. 또한, 이전의 연구
27)에서 건강한 치주조직의 표시인자로 언급된 P.
nigrescens의 역할에 대한 연구가 요망되며, 본 연구
에서는 만성 치주염과 비교하여 급속 파괴성 치주염
에서 P. nigrescens의 상이한 분포도 차이를 확인하
였다. 급속 파괴성 치주염의 분류와 관련되어 실제
임상적진단이중심이된분류의한계점이인식되며,
이에 대한 좀더 명확한 진단 및 분류법이 요망된다
고할수있다. 이는급속파괴성치주염의경우만성
치주염과는 다른 질환의 진행을 보여 좀 더 빠른 처
치가 요망되기 때문이다. 세균동정방법이 급속파괴
성 치주염의 좀 더 빠른 진단의 한 방법으로 제안될
수있을것이다. 
본 연구결과를 바탕으로 좀 더 다양한 세균에서의

만성 치주염과 급속 파괴성 치주염의 세균 분포도
비교에대한연구와 P. nigrescens의치주질환에서의
역할에 대한 고찰이 필요하리라 사료된다. 또한 국
가간이나 인종간의 세균분포도 비교 연구가 이루어
진다면 한국인과 다른 인종간의 치주질환을 비교 연
구하는데도움이되리라사료된다.

V. 결론

만성 치주염과 급속 파괴성 치주염에서의 흑색색

소 형성 Bacteroides 세균( P. gingivalis, P. interme-
dia, P. nigrescens) 의 분포도를 비교하고자 16S
rRNA 유전자의 PCR 및 PCR 산물의 dot-blot
hybridization 방법을 사용하였다. 만성 치주염으로
진단된 환자 30명과 급속 파괴성 치주염으로 진단된
30명에서 각각 질환부위 (치주낭 깊이≥6 mm) 4개
치아, 비질환부위 (치주낭 깊이≤3 mm) 1개 치아를
선택하여 만성 치주염 질환부위를 CP군(n=120)으
로, 만성 치주염 비질환부위를 N-CP군(n=30)으로,
급속 파괴성 치주염 질환부위를 AP군(n=120)으로,
급속 파괴성 치주염 비질환부위를 N-AP군(n=30)으
로 분류하여 3가지 세균의 분포도를 알아본 결과 다
음과같은결론을얻었다.

1. CP군, AP군에서세균들의분포도를살펴보면 P.
gingivalis는각각 98.33%, 94.17%를보였으며, P.
intermedia는 77.50%, 64.17%, P. nigrescens는
35.00%, 29.17%를각각나타내었다.
세 종류 세균들 모두에서 CP군이 AP군에 비해
더 높은 세균분포도를 나타내었으나, P. inter-
media의 경우에서만 통계적 유의성있는 차이를
보였다(p<0.05).

2. CP군과 N-CP군에서 세균분포도를 살펴보면 P.
gingivalis는 각각 98.33%, 43.33%를 보였으며,
P. intermedia는 77.50%, 10.00%, P. nigrescens
는 35.00%, 3.33%를각각나타내었다.
세 종류 세균들 모두에서 질환부위가 비질환부
위에 비해 더 높은 세균분포도를 보였으며, 통
계적유의성있는차이를보였다(p<0.01).

3. AP군과 N-AP군에서 세균분포도를 살펴보면 P.
gingivalis는 각각 94.17%, 50.00%를 보였으며,
P. intermedia는 64.17%, 23.33%, P. nigrescens
는 29.17%, 23.33%를 각각나타내었다. 세 종류
의 세균들 모두에서 질환부위가 비질환부위에
비해 더 높은 세균 분포도를 보였으나, P. gingi-
valis와 P. intermedia의 경우에서만 통계적 유
의성있는차이는보였다(p<0.01).

4. N-CP군과 N-AP군에서 세균분포도를 살펴보면
P. gingivalis는 각각 43.33%, 50.00%를 보였으
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며, P. intermedia는 10.00%, 23.33%, P.
nigrescens는 3.33%, 23.33%를 각각 나타내었
다. N-CP군에 비해 N-AP군의 세균분포도가 높
았으나 통계적 유의성있는 차이를 보이지는 않
았다.

이상의결과에서볼때만성치주염과급속파괴성
치주염에서 흑색색소 형성 세균들 간의 세균분포도
차이는 없는 것으로 사료되며, 통계적 유의성 있는
차이를 보인 P. intermedia와 급속 파괴성 치주염간
의좀더많은연구가요망되리라사료된다.
또한 급속 파괴성 치주염의 비 질환부위에서 비교

적 많은 분포도를 보인 P. nigrescens의 역할에 대한
이후의연구가진행되어야할것이다.
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-Abstract-

Comparison of Black-pigmented Bacteroides using 16S
rRNA analysis between Chronic periodontitis and

Aggressive Periodontitis

Chul-Woo Shin1, Bong-Kyu Choi2, Ik-Sang Moon1, Chong-Kwan Kim1, Kyoo-Sung Cho1

Department of Periodontology, College of Dentistry, Yonsei University1

Department of Oromaxillofacial Infection and Immunity, Seoul National University2

The purpose of the research is to compare the distribution of Black-pigmented Bacteroides between Chronic
Periodontitis and Aggressive Periodontitis.
P. gingivalis, P. intermedia and PP.. nniiggrreesscceennss were examined in order to evaluate their distribution in

patients with Chronic Periodontitis(CP) and Aggressive Periodontitis(AP).
PCR and dot-blots hybridization of 16S rRNA gene were used to compare bacterial distribution of two groups

- CP group and AP group, which were divided into two subgroups. Subgingival plaque taken from the dis-
eased sites(pocket depth≥6 mm) and healthy sites(pocket depth≤3 mm) were grouped into the experimental
group and the control group.

The result are as follows ;
1. The distribution of P. gingivalis was 98.33% for chronic Periodotitis(CP), 94.17% for Aggressive
Periodontitis(AP), the distribution of P. intermedia was 77.50% for CP, 64.17% for AP, and the distribution
of P. nigrescens was 35.00%, 29.17%.
In all 3 types of bacteria, CP group showed higher distribution compared to AP group, but only P. inter-
media showed statistically significant difference.

2. In the case of CP, every type of bacteria showed higher distribution in the experimental group with statisti-
cally significant difference.

3. In the case of AP, every type of bacteria also showed higher distribution in the experimental group, but P.
gingivalis and P. .intermedia showed the result with statistically significant difference, and the other did
not

4. In 3 all bacteria type, N-AP showed higher distribution than N-CP without statistically significant difference
These results suggest that the comparison of the distribution of Bacteroides between Chronic Periodontitis

and Aggressive Periodontitis has no statistically significant difference, except P. intermedia. 

Key word : Black-pigmented Bacteroides, 16S rRNA analysis, Chronic periodontitis, Aggressive periodontitis
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