
I. 서론

세균내독소 (bacterial endotoxin)는그람음성세균
의세포벽외막에존재하는 lipopolysaccharide (LPS)
성분으로, 염증의유발을비롯한다양한생물학적작
용을 가지고 있으며, 구강 내에서는치태, 타액, 치은
삼출액, 염증치은조직, 치석, 그리고 치주질환에 이
환된 백악질 등에 세균내독소가 존재한다1-3).
Gibbons 등4)은 치은열구 내에 세균내독소를 방출할
수 있는 다수의 그람음성 세균이 존재함을 보고하였
고, 치주질환에있어특정병원체로서의다양한그람
음성 세균들에 대한 관심이 증대됨에 따라, 이들 세
균의 세균내독소의 구조 및 독성을 규명하기 위한
몇몇연구도있었다5-7).
Prevotella intermedia와 Prevotella nigrescens

는 그람음성 간균으로 착색을 형성하는 혐기성 세
균이다. P. nigrescens는 P. intermedia와 밀접한
연관을 가지고 있으며, 생화학적 특성 등에 의거하
여 Shah와 Gharbia8)에 의해 Prevotella종 내의 별
도의 새로운 종으로 분류된 바 있고, type strain은
ATCC 33563이다. P. intermedia와 P. nigrescens
는 용혈 및 혈구응집 작용9), 효소활성10), 그리고

beta-lactamase 생성 및 항균제에 대한 감수성11-13)

등에 있어 상이함이 보고된 바 있고, 이 두가지 균
종은 SDS-PAGE와 PCR 등의 방법에 의해 구분 될
수 있다14-18).
P. intermedia는 치주질환의 주요 병인 균주 중의

하나로서, 성인성치주염 환자의 치주낭 내에서 우세
하게 존재한다19-21). 또한, 이 균주는 급성괴사성궤양
성치은염22)과 임신성치은염23) 환자의 치은연하에서
빈번하게 검출된다. P. nigrescens는 치은염24)과 성
인성치주염25,26) 환자의치은연하에서빈번하게검출
되는 병인균주이다. 이 균주는 근관감염14,27)과 임플
랜트주위염28)과도연관이있는것으로알려져있다.
P. intermedia와 P. nigrescens는 염증성 치주질환

등 구강 내 감염에 있어 주요 병인균주임에도 불구
하고 이들 균주의 독성 및 조직파괴 기전에 관하여
는 많은 것이 알려져 있지는 않다. 본 연구에서는 P.
intermedia와 P. nigrescens의 세균내독소의 각종 생
물학적 활성을 비교 분석하고자 한다. 이는 치주질
환과 치수질환 등 구강 내 감염에 있어 이들 균주와
그들의 세균내독소의 역할을 규명하는데 있어 중요
한의의가있으리라사료된다.
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II. 연구대상및방법

1. 균주및배양조건

Prevotella intermedia ATCC 25611, Prevotella
nigrescens ATCC 33563, 그 리고 Prevotella
nigrescens ATCC 25261을 연구대상으로 하였다. 이
들 균주를 통법에 따라, 1 μg/ml menadione과 5 μ
g/ml hemin을 포함하고 있는, enriched trypticase
soy agar 또는 GAM broth (Nissui, Tokyo, Japan)를
이용하여 37℃의 혐기성 조건 (10% H2/10%
CO2/80% N2)에서배양하였다. 액체배지에서 24시간
배양한 early stationary phase의 균주를 4℃에서
12,000 × g로 20분간원심분리하여회수하고, phos-
phate-buffered saline (PBS, pH 7.2)로 3회세척한후
동결건조하였다.

2. 세균내독소 (lipopolysaccharide; LPS)의
분리

Westphal과 Jann29)의 hot phenol-water 방법에 의
거하여 LPS를 동결건조한 균주로부터 추출하였다.
간략히 소개하면, 균주를 소독된 증류수에 녹인 후
90 % phenol을 가하여 68℃에서 20분간 2회 추출하
고 냉각한 후, 7,000 × g에서 15분간 원심분리하여
aqueous phase를 수집하고, 4℃에서 증류수로 철저
히 투석하였다. 투석 후 105,000 × g에서 3시간 원
심분리하여 동결건조한 crude LPS를 0.1 M Tris (pH
8.0)에 녹인 DNase (25 μg/ml; Sigma Chemical, St.
Louis, MO, USA)와 RNase (25 μg/ml; Sigma)로 37℃
에서 밤새 배양하여 핵산을 제거하였으며, pro-
teinase K (50 μg/ml)를 첨가하여 60℃에서 1시간가
열하고 37℃에서 밤새 배양하여 오염된 단백질을 제
거하였다. 순수분리한 LPS의 단백질 함량은,
Markwell 등30)의 방법에 의해 측정한 바에 의하면,
0.1 % 미만이었다. Sodium dodecyl sulfate (SDS)-
polyacrylamide gel에 과량의 분리한 LPS를 가하여
전기영동한 후 Coomassie blue로 염색한 결과 단백
질 밴드는 보이지 않았다 (자료제시 않함).

Salmonella typhimurium LPS (phenol extract)는
Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA)에서 구입
하였다.

3. KDO 및단백질함량의분석

2-keto-3-deoxyoctonic acid (KDO) 함량은
Karkhanis 등31)의 방법에의해결정하였으며, 단백질
의정량은Markwell 등30)의방법에의하였다.

4. B cell mitogenicity의측정

in vitro에서 BALB/C 마우스의 비장세포에 대한
LPS의 mitogenicity를 측정하였다. 간략히 소개하
면, 6-8주의 자성 BALB/C 마우스의 비장세포 (well
당 100 μl에 5×105 세포수)를 96-well microculture
plate에서 다양한 농도의 LPS (0.1 μg, 1 μg, 그리고
10 μg/ml)와 함께 37℃의 5% CO2 배양기에서 72시
간 배양 후, MTT assay를 이용하여 세포증식을 측
정하였다. 이를 위해, 세포 배양 후 0.5 mg/ml 농도
가 되도록 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT)를 가하여 37
℃의 5% CO2 배양기에서 2시간 배양한 후 상층액
을 제거하고, 세포를 dimethyl sulfoxide (DMSO)에
녹였다. 그 후 Spectra Max 250 ELISA Reader
(Molecular Devices, USA)를 이용하여 570 nm에서
의 흡광도를 측정하여 MTT가 formazan으로 환원
된 정도를 평가하였다. 결과는 대조군에 대한 백분
율로 표시하였다.

5. RAW264.7 세포의배양

마우스의 macrophage-like cell line인 RAW264.7
(American Type Culture Collection, Rockville, MD.)
을 37℃의 5% CO2/95% air 배양기에서 10% [v/v]
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 100U/ml
penicillin, 100μg/ml streptomycin, 10 mM HEPES, 2
mM L-glutamine, 0.2% NaHCO3, 그리고 1 mM sodi-
um pyruvate이 포함된 Dulbecco's modified Eagle's
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medium (DMEM)으로배양하였다. Confluence 상태
에서 배지와 비부착세포를 제거하고 새로운 배지를
가하여 24시간 배양 후, rubber policeman으로 세포
를 모아, 3회 수세하고 생존세포의 수를 세었다.
Well 당 1×106의 세포수로 24 well에 분주한후, 2시
간 이상 배양하여 plate에 세포가 부착되도록 하였
다. 그 후 다양한 농도의 LPS를 가하여 지정된 시간
동안 배양하고, 상층액을 수집하여 NO assay 및
TNF-αassay를위해 -70℃에보관하였다.

6. Nitric oxide (NO) assay

NO의 농도는 배양 상층액 내의 nitrite (NO2
-) 농도

를 측정하여 결정하였다32). 간략히 소개하면, 96-
well flat-bottomed microtiter plate에서 배양 상층액
100 μl와 동일 부피의 Griess reagent (1% sulfanil-
amide, 0.1% naphthylethylene diamine dihydrochlo-
ride, and 2.5% phosphoric acid) (Sigma)를 혼합한
후 실온에서 10분간 방치하고, Spectra Max 250
ELISA Reader (Molecular Devices, USA)를 이용하여
540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 배양액으로 연속
희석한 NaNO2 (Sigma)로 제작한표준곡선으로부터
nitrite의농도를결정하였다.

7. Immunoblot analysis for inducible nitric
oxide synthase (iNOS)

세포를 sample buffer (50 mM Tris-HCl, pH 6.8,
2% SDS, 20% glycerol, and 10% 2-mercaptoethanol)
에서 가열하여 whole cell lysate을 조제하였다. Cell
lysate 내의 단백질들을 SDS-PAGE에 의해 분리하고,
nitrocellulose paper에 transfer하였다. 5% skim milk
(in PBS-Tween-20)에서 1시간 동안 membrane을
blocking한 후 anti-iNOS antibody와 배양하였다. 그
후 PBS-Tween-20으로 3회세척하고, secondary anti-
body와 30분 배양한 후, enhanced chemilumines-
cence detection system (ECL) (Amersham
Pharmacia Biotech, USA)을 이용하여 antibody-spe-
cific protein을관찰하였다.

8. TNF-αassay

Mouse TNF-α ELISA set (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA)을 이용하여 배양액 상
층액 내의 TNF-α 농도를 결정하였다. 제조자의 지
시에 의거하여, monoclonal antibody로 microtiter
plate를 coating하고, quantitative solid-phase sand-
wich enzyme immunoassay를 시행하여, 배양액 ml
당 TNF-α의양을결정하였다.

9. Reverse transcription-polymerase chain
reaction과PCR product의분석

세포 (2×107 cells/dish)를 100 mm tissue culture
dish에 넣고, 1 μg/ml의 LPS를 가하여 지정된 시간
동안 배양하였다. 배양 후 세포를 PBS로 2회 수세하
고원심분리하여세포를회수하였다. 제조자의지시
에따라RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)
을 활용하여 total RNA를 분리하였다. AccuPower
RT/PCR Premix kit (Bioneer, Korea)과 thermal cycler
(GeneAmp PCR system 2400; PE Applied
Biosystems, USA)를 이용하여, 추출한 RNA로부터
cDNA를 합성하고, reverse transcription-polymerase
chain reaction (RT-PCR)을 수행하여 cDNA를 증폭하
였다. Internal control로는 β-actin을 활용하였다. 동
일 시험관 내에서 iNOS 또는 TNF-α와 β-actin에 특
이성을갖는 primer를이용하여 cDNA를 PCR 증폭하
였다. Nonsaturating PCR condition을 위한 cycle 수
는 예비실험을 통해 결정하였다. iNOS와 TNF-α를
위한 PCR 증폭은 95℃에서 1 분간, 62℃에서 1 분간,
그리고 72℃에서 1 분간 35 cycle과 94℃에서 1 분간,
62℃에서 1 분간, 그리고 72℃에서 3 분간 35 cycle로
각각 수행되었다. 사용된 oligonucleotide primer는
다음과 같다: iNOS, 5'-TCACTGGGACAGCACA-
GAAT-3、(sense) and 5'-TGTGTCTGCAGATGTGCT-
GA-3、(antisense) (corresponding to positions 348-
367 and 857-838, respectively, of the published
mouse iNOS mRNA sequence), yielding a 510-bp
product; TNF-α, 5、-GTGACAAGCCTGTAGCCCA-3、

463



(sense) and 5、-AAAGTAGACCTGCCCGGAC-3、(anti-
sense) (corresponding to positions 419-437 and 846-
828, respectively, of the published mouse TNF-α
mRNA sequence), yielding a 428-bp product; β-
actin, 5'-TCCTTCGTTGCCGGTCCACA-3' (sense) and
5'-CGTCTCCGGAGTCCATCACA-3' (antisense) (cor-
responding to positions 44-63 and 553-534, respec-
tively, of the published mouse actin mRNA
sequence), yielding a 508-bp product. PCR-amplified
product를 ethidium bromide를 포함하고 있는 1.5%
agarose gel에서전기영동하여자외선하에서관찰하
였다.

III. 연구결과

1. LPS의KDO 및단백질함량

LPS의 수율은 동결건조한 세포를 기준으로 하여
0.26%에서 0.99%에 이르렀고, P. nigrescens가 P.
intermedia에 비해 높은 수율을 보였다 (Table 1). 순
수분리한 LPS의 KDO 함량은 9.4%에서 17.9%에 달
하였으며, P. intermedia LPS가 P. nigrescens LPS에
비해 KDO 함량이 더 많았다 (Table 1). LPS의 단백
질 함량은 3종의 균주 모두에서 0.1% 미만이었다
(자료제시않함).

2. B cell mitogenic activity

BALB/C 마우스의 비장세포에 대한 P. intermedia
및 P. nigrescens LPS의 증식효과가 Figure 1에 제시
되어있다. P. intermedia와 P. nigrescens의 LPS는대
조군에 비해 현저한 세포증식을 유발하였으며, 저농
도에서는 P. nigrescens ATCC 33563 LPS에 의한 세
포증식이가장현저하였다.
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Table 1. Yield and KDO content of LPSs from Prevotella intermedia and Prevotella nigrescens

Lipopolysaccharide Yield (%) KDO (%)

P. intermedia ATCC 25611 0.26 17.9
P. nigrescens ATCC 25261 0.88 9.4
P. nigrescens ATCC 33563 0.99 9.9

Figure 1. Mitogenic activity of LPS on spleen cells of BALB/C mouse. 5×105 prepared cells in 100μl per well
were cultured in microculture plates with various concentration of each LPS. S. typhimurium LPS
were used as the positive controls. The results are expressed as the mean ± standard deviation of
four culture wells.

LPS (μg/ml)
0.1

%
 o
f C

on
tro

l

P. intermedia ATCC 25611
P. nigrescens ATCC 33563
P. nigrescens ATCC 25261
S. typhimurium

500
450
400
350
300
250
200
150
100
50
0

1 10



3. NO 생성

다양한농도의 LPS를 RAW264.7 세포에가하고나
서 24시간후배양상층액내의 nitrite 농도를측정하
였다. 3종의 P. intermedia 및 P. nigrescens LPS는
0.1 ng/ml-10 μg/ml에 걸쳐 RAW264.7 세포로부터
NO의 분비를 유발하였다 (Figure 2). LPS에 의한 자
극이 없이도 약 3 μM의 nitrite가 RAW264.7 세포로
부터 분비되었다. 10 ng/ml의 농도에서부터 유의한
농도의 NO가 분비되었으며, 10 μg/ml에서 최대의
NO 생성 (약 65 μM)을 보였다. 양성 대조군으로 사

용된 S. typhimurium LPS의 활성은 최소 자극용량과
최대 NO 생산량의 측면에서 P. intermedia 및 P.
nigrescens LPS와 유사하였다. 다만, 10 ng/ml의 농
도에서, S. typhimurium LPS와 P. nigrescens ATCC
33563 LPS의활성이현저히높았다.
RAW264.7 세포에 1 μg/ml의 각종 LPS를 가하고,

시간의 경과에 따른 NO 생성을 평가하였다 (Figure
3). P. intermedia 및 P. nigrescens LPS는, 4시간의정
체기 후, 8시간에서 48시간까지 NO 생성을 지속적
으로증가시켰다. S. typhimurium LPS도 24시간까지
지속적으로NO 생성을증가시켰다.
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Figure 2. Dose response of NO production by RAW264.7 cells stimulated with LPS isolated from P. interme-
dia or P. nigrescens. S. typhimurium LPS was used as a control. Cells were incubated with increas-
ing concentrations of LPS and supernatants were removed after 24 h and assayed for NO. The
results are means ± standard deviation of four experiments.

Figure 3. Time course of NO production by RAW264.7 cells stimulated with LPS isolated from P. intermedia or
P. nigrescens. Cells were incubated with 1 μg/ml of LPS. Other details as in Figure 2. 
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4. iNOS 단백질과mRNA의발현

RAW264.7 세포에서의 P. intermedia 및 P.
nigrescens LPS에의한NO 생성이 iNOS 단백질의발
현에 의한 것인지를 확인하기 위하여, P. intermedia
및 P. nigrescens LPS가 iNOS 단백질의 발현에 미치
는 영향을 평가하였다. 이들 LPS로 자극된 세포에서
는 iNOS에대한특이항체와반응하는약 130 kDa의
단백질이 발현되었다 (Figure 4). RAW264.7 세포를
다양한농도의 LPS에 노출시켰을때, iNOS의 발현이
농도 의존적으로 증가하였다 (Figure 4A). iNOS 단
백질은 1 ng/ml의 LPS에서부터 발현되기 시작하여,
10 μg/ml에서최대의발현을보였다. Figure 4B에는
1 μg/ml의 P. intermedia 및 P. nigrescens LPS를 가
한 후 시간의 경과에 따른 iNOS 단백질 발현 양상을
보여주고 있다. iNOS 단백질은 4시간에서부터 발현

되기시작하여 24시간에최대의발현을보였다.
P. intermedia 및 P. nigrescens LPS가 iNOS 전사와

iNOS mRNA의 발현에 미치는 영향을 RT-PCR에 의
해 확인하였다. RAW264.7 세포를 1 μg/ml의 LPS에
노출시켰을 때 iNOS mRNA가 발현되었다 (Figure
5). P. intermedia ATCC 25611과 P. nigrescens ATCC
33563 LPS는 2시간에서 24시간에 걸쳐 지속적으로
iNOS mRNA의 발현을 증가시켰다 (Figure 5A와 B).
P. nigrescens ATCC 25261 LPS는 8시간에 최대의
iNOS mRNA 발현을 보였다 (Figure 5C). LPS를 가하
지 않은 RAW264.7 세포는 iNOS mRNA를 발현하지
않았다.

5. Polymyxin B가NO 생성에미치는영향

Polymyxin B는 LPS의 lipid A domain에 결합하여
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Figure 4. Dose response (A) and time course (B) of iNOS protein expression in RAW264.7 cells stimulated
with LPS isolated from P. intermedia or P. nigrescens. iNOS protein synthesis was measured by
immunoblot analysis of cell lysates using iNOS-specific antibody. A representative immunoblot from
two separate experiments with similar results is shown. (A) Cells were incubated with different con-
centrations of LPS from P. intermedia or P. nigrescens for 24 h. (B) Cells were incubated in the pres-
ence of 1 μg/ml of LPS from P. intermedia or P. nigrescens for different times.
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LPS의 생물학적 활성을 중화할 수 있다. Polymyxin
B가 P. intermedia 및 P. nigrescens LPS에 의한 NO
형성에 미치는 영향을 평가하였다. Polymyxin B는

P. nigrescens LPS에의한 RAW264.7 세포에서의NO
형성을 완전히 억제하였다 (Figure 6). 그러나, P.
intermedia LPS에 의한 NO 생성은 polymyxin B에
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Figure 5. Time course of iNOS mRNA expression in RAW264.7 cells stimulated with LPS isolated from P. inter-
media or P. nigrescens. Cells were incubated in the presence of 1 μg/ml of LPS from P. intermedia or
P. nigrescens for different time periods. 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.

Figure 6. Influences of polymyxin B (PB) on the NO-inducing activity of LPS isolated from P. intermedia or P.
nigrescens. 1 μg/ml of LPS from P. intermedia or P. nigrescens was incubated with the indicated
concentrations of PB at 37°C for 60 min and then subjected to cultures with RAW264.7 cells.
Supernatants were removed after 24 h and assayed for NO. S. typhimurium LPS was used as a con-
trol. The results are means ± standard deviation of four experiments.
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의해단지부분적으로억제되었다

6. TNF-α생성

다양한농도의 LPS를 RAW264.7 세포에가하고 24
시간 후에 TNF-α농도를 측정하였다. P. intermedia
및 P. nigrescens LPS는 0.1 ng/ml-10 μg/ml에 걸쳐
RAW264.7 세포로부터 TNF-α의 분비를 유발하였다
(Figure 7). LPS에 의한 자극이 없이도 약 0.7 ng/ml
의 TNF-α가 RAW264.7 세포로부터 분비되었다. P.

intermedia 및 P. nigrescens LPS는 10 ng/ml의 농도
에서부터 유의한 농도의 TNF-α의 분비를 유발하였
으며, 10 μg/ml에서최대의 TNF-α생성 (약 6 ng/ml)
을 보였다. 양성 대조군으로 사용된 S. typhimurium
LPS의활성은최소자극용량과최대 TNF-α생산량의
측면에서 P. intermedia 및 P. nigrescens LPS와 유사
하였다. 다만, 10 ng/ml의 농도에서, S. typhimurium
LPS의 활성이 현저히 높았고, P. nigrescens ATCC
25261 LPS의활성이현저히낮았다.
RAW264.7 세포에 1 μg/ml의 각종 LPS를 가하고,
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Figure 7. Dose response of TNF-αproduction by RAW264.7 cells stimulated with LPS isolated from P. inter-
media or P. nigrescens. 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 TNF-α.
The results are means ± standard deviation of four experiments.

Figure 8. Time course of TNF-αproduction by RAW264.7 cells stimulated with LPS isolated from P. intermedia
or P. nigrescens. Cells were incubated with 1 μg/ml of LPS. Other details as in Figure 7.
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시간의 경과에 따른 TNF-α생성을 평가하였다
(Figure 8). P. intermedia 및 P. nigrescens LPS는 4시
간 경과 후 현저한 TNF-α생성을 유발하였고, 그 후
48시간까지는 TNF-α생성이 현저히 증대되지는 않
았다. S. typhimurium LPS에 의한 TNF-α생성도 유
사한양상을보였다.

7. TNF-αmRNA의발현

P. intermedia 및 P. nigrescens LPS가 TNF-α
mRNA의발현에미치는영향을 RT-PCR에의해확인
하였다. RAW264.7 세포를 1 μg/ml의 LPS에 노출시
켰을 때 TNF-αmRNA가 발현되었다 (Figure 9). P.
intermedia ATCC 25611과 P. nigrescens ATCC
33563 LPS는 2시간에서 8시간에 걸쳐 지속적으로
TNF-α mRNA의 발현을 증가시켰다 (Figure 9A와
B). P. nigrescens ATCC 25261 LPS는 4시간에 최대
의 TNF-αmRNA 발현을 보였다 (Figure 9C). LPS를
가하지 않은 RAW264.7 세포는 TNF-α mRNA를 발

현하지않았다.

IV. 총괄및고찰

본 연구는 P. intermedia와 P. nigrescens LPS의 각
종 생물학적 활성을 분석하여, 치주질환과 치수질환
등 구강 내 감염에 있어서의 이들 균주의 역할을 규
명하기위해수행되었다. KDO는 P. intermedia와 P.
nigrescens LPS에서 9.4%에서 17.9%의 함량으로 존
재하였으며, 이는 이들 균주가 온전한 LPS를 소유하
고 있음을 제시하고 있다. P. intermedia는 P.
nigrescens에 비해 매우 강력한 KDO 시그날을 가지
고있는것으로보여진다. LPS에함유되어있는단백
질에 의해 LPS의 각종 생물학적 활성이 증진될 가능
성을 배제하기 위하여, 본 연구에서는 LPS를 pro-
teinase K로처리하였으며, 순수분리한 LPS의단백질
함량은 0.1% 미만이었다. 이는 본 연구에서의 LPS의
각종 생물학적 활성이 전적으로 LPS에 의한 것임을
의미한다.
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Figure 9. Time course of TNF-α mRNA expression in RAW264.7 cells stimulated with LPS isolated from P.
intermedia or P. nigrescens. Cells were incubated in the presence of 1 μg/ml of LPS from P. interme-
dia or P. nigrescens for different time periods. 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.
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대부분이 B-세포로 이루어져 있는 비장세포에 대
해 P. intermedia 및 P. nigrescens LPS가현저한증식
효과를 가지고 있음을 본 연구는 제시하고 있다. B-
세포 및 형질세포가 활성기 치주질환 병소에 우세하
게 존재하는 것으로 알려져 있는 바33), 이들 균주의
LPS가 치주질환의 병리에 있어 주요한 역할을 할 가
능성이있다. 
NO는 새로운 유형의 염증 매개물질로 주목을 받

고 있다34). NOS 활성과 NO 생성을 억제함으로써 골
관절염, 사구체 신염, 그리고 대장염 등 염증성 질환
의 진행과 심도를 억제할 수 있음이 밝혀진 바도 있
다35,36). NO는 다른 염증성 질환에서와 마찬가지로
염증성 치주질환에 있어서도 중요한 역할을 하는 것
으로 여겨진다. 치주질환 시 NO의 생성이 증가하며
37), Actinobacillus actinomycetemcomitans의 LPS가
대식세포에서현저하게 NO 형성을유발함이보고된
바있다38,39). 또한, 만성치주염환자의치은조직내에
는, 건강한 치주조직에 비해, iNOS 단백질과 mRNA
가 고농도로 존재한다40-43). 치주조직 내에서의 iNOS
의 주 공급원으로는 대식세포, 다형핵 백혈구, 섬유
아세포, 그리고혈관내피세포를들수있다40-43).
이에 본 연구에서는 치주질환과 근관감염 등에 있

어 주요 병인균주 중의 하나인 P. intermedia와 P.
nigrescens의 LPS가 마우스의 macrophage-like cell
line인 RAW264.7에서의 NO 형성과 iNOS 발현에 미
치는 영향을 평가하였다. P. intermedia 및 P.
nigrescens LPS가 대식세포에서 NO 생성을 유발할
수 있는 능력은 양성 대조군으로 활용한 S.
typhimurium LPS와 유사하였다. NO 형성에 있어
iNOS가 촉매효소로 작용하므로, 본 연구에서는 P.
intermedia 및 P. nigrescens LPS가 iNOS 단백질과
mRNA의 발현에 미치는 영향을 평가하였으며, iNOS
단백질과 mRNA의 발현이 immunoblotting과 RT-
PCR에 의해 각각 증명되었다. P. intermedia 및 P.
nigrescens LPS는 주로 전사 수준에서 iNOS 발현을
유발하는 것으로 여겨진다. P. intermedia 및 P.
nigrescens LPS가, interferon-γ등에 의한 부가적인
자극이없이도, 마우스대식세포에서 iNOS의발현을
유발하여 NO 형성을 초래할 수 있음이 본 연구에서

최초로 제시되었다. 한편, P. intermedia LPS는 P.
nigrescens LPS에 비해 polymyxin B에 대해 덜 민감
한것으로여겨진다.
NO는, 직접적인 영향에 의하거나 염증성 싸이토

카인의생성을조절하여, 치주질환의발병과진행그
리고 그로 인한 골소실에 있어 중요할 수 있다44). P.
intermedia 및 P. nigrescens LPS가 NO 생성을 유도
하는자세한기전은추후밝혀져야할것이다.
TNF-α, IL-1β, IL-6, 그리고 IL-8 등의염증성싸이토

카인은 염증성 치주질환에 있어 중요한 역할을 하는
것으로 알려져 있다45,46). 염증에 이환된 치주조직내
에서 이들 싸이토카인이 국소적으로 생성될 수 있
다. P. intermedia 및 P. nigrescens LPS는 RAW264.7
세포에서 TNF-α의 생성을 유발하였다. 이들 LPS가
대식세포에서 TNF-α의 생성을 유발할 수 있는 능력
은 S. typhimurium LPS와 유사한 것으로 여겨진다.
또한, 이들 LPS는 주로전사수준에서 TNF-α의발현
을유발하는것으로여겨진다
전반적으로 P. intermedia LPS와 P. nigrescens LPS

는 제반 생물학적 활성에 있어 유사하였다. 종합하
여 보면, P. intermedia 및 P. nigrescens LPS는 B-세
포의증식을초래하며, 대식세포에서 iNOS의발현에
의한 NO 생성을 유발하고, 숙주의 싸이토카인 네트
웍을 활성화하여 TNF-α등의 염증 매개물질의 생성
을 촉진함으로써, 치주질환과 치수질환 등 구강 내
감염에중요한역할을하는것으로사료된다. 

V. 결론

본 연구는 P. intermedia와 P. nigrescens LPS의 각
종 생물학적 활성을 분석하여, 치주질환과 치수질환
등 구강 내 감염에 있어서의 이들 균주의 역할을 규
명하기 위해 수행되었다. 순수분리한 P. intermedia
및 P. nigrescens LPS의 KDO 함량은 9.4%에서
17.9%에 달하였으며, P. intermedia LPS에서 KDO
함량이 더 많았다. P. intermedia 및 P. nigrescens
LPS는 비장세포에 대해 현저한 증식효과를 보였다.
P. intermedia 및 P. nigrescens LPS는 마우스 대식세
포에서, interferon-γ등에 의한 부가적인 자극이 없
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이도, iNOS의 발현에 의한 NO 생성과 TNF-α의 생
성을 각각 유발할 수 있음이 본 연구에서 최초로 제
시되었다. 전반적으로 P. intermedia LPS와 P.
nigrescens LPS는 제반생물학적활성에있어유사하
였다. 종합하여 보면, P. intermedia 및 P. nigrescens
LPS는 B-세포의 증식을 초래하며, 대식세포에서
iNOS의 발현에 의한 NO 생성을 유발하고, 숙주의
싸이토카인 네트웍을 활성화하여 TNF-α등의 염증
매개물질의 생성을 촉진함으로써, 치주질환과 치수
질환 등 구강 내 감염에 중요한 역할을 하는 것으로
사료된다. 
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-Abstract-

Chemical and Immunobiological Characterization 
of Lipopolysaccharides 

from Prevotella intermedia and Prevotella nigrescens

Sung-Jo Kim

Department of Periodontology, College of Dentistry, Pusan National University

The purpose of this study was to assess some biological activities of lipopolysaccharides (LPSs) from P. inter-
media and P. nigrescens. LPS was prepared by the standard hot phenol-water method. NO production was
assayed by measuring the accumulation of nitrite in culture supernatants. TNF-αproduction was determined
by enzyme-linked immunosorbent assay. Western blot analysis of iNOS and analysis of reverse transcription
(RT)-PCR products were carried out. LPS from P. intermedia demonstrated higher KDO content than those
from two stains of P. nigrescens. LPSs from P. intermedia and P. nigrescens were mitogenic for spleen cells of
BALB/C mouse. The present study clearly shows that LPSs from P. intermedia and P. nigrescens fully induced
iNOS expression and NO production in RAW264.7 cells in the absence of other stimuli. Moreover, LPSs from
P. intermedia and P. nigrescens clearly induced TNF-αproduction in RAW264.7 cells. The biological activities
of LPS from P. intermedia was found to be comparable to those of P. nigrescens LPS. The ability of LPSs from
P. intermedia and P. nigrescens to promote the production of NO and TNF-αmay be important in the patho-
genesis of inflammatory periodontal disease.

Key words: Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Lipopoplysaccharide, B-cell mitogenicity, Nitric oxide,
iNOS, TNF-α
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