
서론

치주질환은 가장 주요한 세균 Porphyromonas gingiva-

lis(P. gingivalis)를 포함하여 다양한 병인균을 가지는 만성

염증질환이다. 세균감염에 의해 야기되는 치주염의 심도는 

치주병인균의 세포자체 혹은 세균성 항원으로 면역시킬 때 

감소된다는 여러 동물 실험 결과들이 보고되었다
1-5)

. 그러나 

인간에 있어 치주염은 병인균이 다양하고, 세균의 항원결정

부위가 인체조직의 항원결정부위와 교차 반응할 위험이 크

므로 백신의 개발에 어려움이 있다
2,6-8)

. 이런 문제점을 고

려해 볼 때 치주염에 대한 백신개발 전략에 있어서 높은 서

열 상동성(sequence homology)을 가지면서 세균 간 상호 

교차 인지하는 항원을 찾는 것이 중요한데, 열충격단백 

(heat shock protein: HSP)이 이에 가장 적합하다. 진핵 

및 원핵세포가 다양한 스트레스 환경에 노출되었을 때 HSP
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ABSTRACT

Purpose: Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) heat shock protein (HSP)60 may play a role in the immunopathogenesis of 

periodontitis as well as atherosclerosis by modulating autoimmune reaction due to its high level of sequence homology 

between bacteria and human counterpart. The purpose of this study was to identify immunodomiant epitope of P. gingivalis

HSP60 that is reactive exclusively to the homologous bacteria without reacting with human HSP. 

Materials and methods: The present study was performed to identify the peptide specifically recognized by anti-P. gingivalis

HSP60 monoclonal antibodies mono-reactive to P. gingivalis HSP60. 

Results: Four different hybridomas were cloned producing monoclonal IgG antibodies exclusively to P. gingivalis HSP60. 

Thirty seven synthetic peptides (20-mer with 5-amino acid overlapping) were synthesized. All of these peptide were subject to

SDS-PAGE for immunblot analysis. One peptide (TVPGGGTTYIRAIAALEGLK) and the other peptide (TLVVNRLRGSLKICAVKAPG)

were recognized by all and one of the four monoclonal antibodies, respectively, that reacted solely with P. gingivalis HSP60. 

Immunohistochemistry to identify the localization of the HSP60 in the diseased gingival tissues revealed that all of the four 

monoclonal antibodies were highly reacted with the diseased gingival tissue than normal gingival tissue.

Conclusion: The P. gingivalis HSP60 peptides (TVPGGGTTYIRAIAALEGLK and TLVVNRLRGSLKICAVKAPG, 

respectively) are positively involved in the immunopathologic process of periodontal disease. The peptide may potentially be 

developed as vaccine candidates. Further investigations are under way to identify more clones producing monoclonal 

antibodies reactive to P. gingivalis HSP and to other periodontopathogenic bacteria as well, while maintaining specificities to 

human counterpart. (J Korean Acad Periodontol 2008;38:565-578)
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를 포함하는 스트레스 단백질의 생성이 증가한다. HSP는 

단백질의 folding과 translocation을 촉진시키며 독성단백

질이 분해될 때 protease로 작용한다. HSP60은 여러 세균

간의 공통항원으로 발견되었고, 아미노산 서열의 상동성이 

세균간에 매우 높은 것으로 알려진 바 있다
9,10)

.

HSP 유전자는 P. gingivalis
11)
, Actinobacillus actino-

mycetemcomitans(A. actinomycetemcomitans)
12)
, Tannellela 

forsythia (T. forsythia), Treponema denticola (T. den-

ticola)
13)
, Fusobacterium nucleatum(F. nucleatum)

14)
, 

Campylobacter rectus (C. rectus)
15)
와 Prevotella inter-

media (P. intermedia)
16) 

등에서 광범위하게 클론 되었다. 

여러 치주병인균의 HSP 중에서 다음 몇 가지의 이유로 P. 

gingivalis HSP를 연구대상으로 선택하였다; 1) P. gingi-

valis는 만성파괴성 치주염에서 가장 중요한 병인균의 하나

로 밝혀졌다
17)
. 2) 치주염 환자 및 치주염을 가진 동맥경화

증 환자에서 P. gingivalis HSP60에 대한 항체 반응이 건

강한 사람에서보다 유의하게 높다고 보고된 바 있다
18,19)

. 3) 

치주염 환자 및 동맥경화증 환자에서 P. gingivalis HSP에 

특이하게 반응하는 T cell line을 규명하였다
18,19)

. 4) P. 

gingivalis HSP-특이 항혈청은 동물실험에서 다른 치주병

인균의 HSP를 교차 인지하는 동시에 교차 식균 능력을 보

유한다는 보고가 있다
20)

. 이런 결과들을 종합해 볼 때 P. 

gingivalis HSP는 다양한 치주병인균을 교차 방어할 수 있

는 효과적인 치주백신으로 활용될 수 있다고 추정된다. 

한편, HSP는 치주염 및 동맥경화증의 자가 면역기전에 

깊게 관계하는 것으로 생각되는데
21-23)

, 이는 세균성 HSP가 

인체 HSP와 높은 배열 상동성을 공유하기 때문이다. 치주

염 환자에서 P. gingivalis HSP60에 대한 항체 반응이 증

가하는 것은 P. gingivalis HSP60이 치은섬유모세포와 혈

관내피세포를 표적으로 하는 치주 조직의 자가 면역성 파괴

에 관여할 가능성을 보여주는 것이다
18)
. 그리고 P. gingi-

valis HSP60에 대한 IgG 항체역가가 증가된 동맥경화증 환

자의 혈청은 P. gingivalis HSP60과 인체 HSP60에 동시에 

반응하였다
24)

. 이것은 P. gingivalis와 연관된 동맥경화증의 

자가 면역 병인기전에서 세균성 HSP의 연관 가능성을 언급

한 다른 보고들과 일치한다
19,25-28)

.

이전의 연구에서 P. gingivalis HSP에는 반응을 보이고 

인체 HSP와는 교차반응하지 않는 P. gingivalis HSP에 대

한 단클론항체를 확인하였다
29)

. 여기서 얻은 이 IgG는 P. 

gingivalis에만 반응을 보이고 치주병원균으로 밝혀진 P. 

intermedia, F. nucleatum 및 A. actinomycetemcomitans 

등에는 교차반응을 보이지 않았다. 이는 다양한 병인균에 

기인하는 치주염을 예방하기 위한 백신 후보로서 이 단클론

항체가 인지하는 peptide 백신의 유용성에 대한 한계성을 

시사하는 것이다. 따라서 치주염 예방백신 전략에 이용할 

수 있는 잠재력을 가진 새로운 단클론항체, 즉 다양한 치주

병원균과 교차반응하는 단클론항체를 규명하고 이 항체가 

인지하는 면역우세 항원결정부위(epitope)를 규명함으로써 

백신후보 peptide를 탐색하고자 하는 것이 본 연구의 목적

이다.

재료 및 방법

1. Recombinant P. gingivalis HSP60의 정제

P. gingivalis 381에서 추출한 HSP60 유전자인 GroEL 

gene
11)
은 일본 Okayama 치과대학의 Yoji Murayama 교수

로부터 양도받았다. P. gingivalis GroEL 유전자를 

pGEX-4T-3 expression vector에 cloning하여 gluta-

thione S-transferase-P. gingivalis GroEL fusion con-

struct로 전환시켰다. Fusion construct는 HB-1142세포에 

형질전환(transformation)시킨 후, 1M isopopyl α

-D-thiogalactoside(IPTG)를 첨가해서 단백질 발현을 유도

했다. 세포를 수거하여 100 mM Triethanolamine-HCl, 

170 mM NaCl, 1% Triton X-100, 10 mM dithiothreitol

이 포함된 용액(pH 7.4)에 재부유시키고 sonication하였다. 

Triton X-100이 1% 첨가된 Phosphate-buffered saline 

(PBS)로 2번 세척한 glutathione sepharose 4B beads 

(Pharmacia, Sweden) slurry를 각 tube에 첨가하고 배양

하였다. 침전된 bead들을 Triton X-100이 1% 첨가된 PBS

로 조심스럽게 세척하고 재부유하였다. Fusion protein은 

elution buffer(10mM reduced glutathione, 50mM 

Tris-HCl, pH 8.0)로 처리하여 추출 정제하였다.

2. 생쥐의 immunization

10마리의 C57B/6 생쥐를 대상으로 P. gingivalis HSP60

을 complete Freund̓s adjuvant에 혼합하여 피하주사로 

(마리당 200μg) 면역시킨 후, incomplete Freund̓s ad-

juvant에 혼합하여 1주 간격으로 2회 추가 면역시켰다.
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3. P. gingivalis HSP60에 대한 hybridoma 

수립과 단클론항체 형성 

2주 후에 경추를 탈골시켜 생쥐를 희생시키고 복강에 작

은 절개선을 넣어 비장을 채취하였다. 여기에 serum-free 

DMEM을 넣고 세포 덩어리를 고르게 분산시켰다. 균일한 

세포군집을 얻기 위해 분산된 세포를 30μm nylon mesh 

(Milternyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach, Germany)

에 통과시켰다. 실온에서 원심분리한 후(1500 rpm/5분) 상

층부는 버리고 침전된 세포에 혼재된 적혈구를 제거하기 위

해 lysing buffer로 5분간 처리하고, serum-free DMEM 

배지로 최대한 희석시킨 후 같은 방법으로 세 번 세척하여 

세포 수를 측정하였다. 융합 1주전 HAT (Hypoxanthine- 

aminopterin-thymidine)-sensitive Balb/c mouse의 

myeloma cell(SP2/0-Ag14:ATCC #CRL 1581)을 배양하여 

serum-free DMEM으로 세 번 세척한 후 세포 수를 측정하

였다. 그 후 비장으로부터 채취한 세포와 myeloma cell을 

각각 동수로 10ml씩 혼합하여 50% polyethylene glycol을 

이용하여 융합을 시행하였다. 융합 후, 세포들은 DMEM- 

20-/HAT 배지로 희석하여 비융합 세포들을 제거하였다. 

다음, 96 well culture plates에 두 방울씩 분주한 다음 

CO2 배양기에서 배양하였다. Hybrid cells의 선택적인 성장

이 14일째 이루어졌다. 마지막으로 배지는 HAT 배지를 중

화시키기 위하여 DMEM-20-/HT 배지를 두 방울씩 넣었

다. 14일 후 세포의 follicle이 단일형으로 균질하게 군집된 

well만 선별하여, 세포가 각 well의 25-50%까지 차지하였

을 때 각 well의 상층액을 수거하여 P. gingivalis HSP60

에 대한 항체형성 여부를 판정하기 위해 enzyme-linked 

immunosorbent assay(ELISA) 기법을 이용한 anti-P. 

gingivalis HSP60 IgG 항체 역가 측정을 통해 screening을 

시행하였다.

4. Anti-P. gingivalis HSP60 단클론항체(IgG)의 

분리 및 정제

배양한 세포 중 P. gingivalis HSP60 IgG에 높게 반응한 

hybridoma cell을 선별하여 키운 후 nude mouse 복강에 

5×10
7
개의 세포를 주사하였다. 약 1개월 후 nude mouse를 

희생시켜 복수를 채취하였고 IgG Purification Kit 

(ImmunoPure
®
, PIERCE, USA)를 이용하여 anti-P. gin-

givalis HSP60 단클론항체를 분리 정제하였다.

5. Western immunoblot 분석

정제한 anti-P. gingivalis 단클론항체(IgG)를 이용하여 

P. gingivalis HSP60과 human HSP60에 대한 Western 

immunoblot 양상을 분석하였다. P. gingivalis HSP60과 

human HSP60(StressGen Biotechnologies, Victoria, BC, 

Canada)를 SDS-PAGE(전기영동)에 의해 변성 분리하여, 

이를 polyvinylidene fluoride(PVDF) membrane (BIO- 

RAD)에 transfer하였다. 그리고 skim milk와 Tween 20이 

각각 5%, 0.1% 포함된 TBS 용액으로 실온에서 1시간동안 

막을 blocking하였다. 1차 항체인 TTBS 용액으로 희석한 

anti-P. gingivalis HSP 단클론항체 IgG를 첨가하여 4ﾟC

에서 12시간 동안 배양하였다. 세척 후 2차 항체인 HRP가 

결합된 mouse anti-goat IgG(Kirkegaard and Perry 

Laboratories, Gaithersburg, MD)를 희석하여 첨가하였으

며, 실온에서 1시간 동안 배양하였다. 그 후 membrane을 

TTBS로 3회 세정하여 TMB Membrane Peroxidase 

Substrate System(Kirkegaard and Perry Laboratories, 

Gaithersburg, MD)으로 발색되게 하였다. 또한 이전에 분

리한 IgG를 1차 항체로 하여 4종류의 상이한 치주병인균의 

HSP에 대한 교차반응을 확인하기 위해 Western immuno-

blot을 실시하였다. 간단히 설명하면, P. gingivalis 381, 

P. intermedia ATCC 25611, F. nucleatum ATCC 10953, 

A. actinomycetemcomitans ATCC 33384를 배양한 후, 44゚ C

에서 1시간 동안 열충격을 가하였다. 배양한 세균을 세척한 

후 cell pellet에 lysing buffer를 넣고 섞은 다음 배양액이 

맑아질 때까지 sonication한 후 재 세척 후 상층액만 사용

하여 sample buffer와 섞었다. 그 후 앞에서 정제한 an-

ti-P. gingivalis HSP 단클론항체(IgG)를 사용하여 동일한 

방법으로 Western immunoblot 양상을 분석하였다.

6. 치주 병소조직을 이용한 면역조직화학적 연구 

(immunohistochemistry)

실험군은 치주염환자 4명, 대조군은 건강한 환자가 선정

되었다. 치주염에 이환된 환자의 치주낭과 치주결합조직을 

포함한 치주 병소조직을 치은변연부로부터 약 3~4mm 채



568

이지영, 이주연, 김성조, 최점일 대한치주과학회지 2008년 38권 4호

취하여 OCT compound(Sakura Finetek, Tokyo, Japan)에 

넣고 액화질소에 급냉시킨 후 보관하였다. Cryostat를 이용

하여 -20ﾟC에서 원하는 10m 크기로 절단하여 coating된 

slide에 자른 조직을 붙인 후 건조시켰다. -20ﾟC에서 차가

운 acetate에 담구어 slide를 고정시킨 후 -80ﾟC에서 보관

하였다. 내인성 peroxidase의 반응을 제거하기 위해 조직을 

0.3% 과산화수소수에 넣어 20분간 실온에 방치하였다. 이

후 조직을 0.02 M PBS로 세척한 후에 비특이적인 면역반

응을 방지하기 위해 2% BSA를 사용하여 humidified 

chamber에서 30분 동안 반응시켰다. Blocking solution를 

제거한 뒤 1차 정제된 단클론항체 IgG를 반응시킨 후, 실온

에서 PBS로 세척하였다. Biotinylated anti-mouse IgG 

(Vector Laboratories)를 실온에서 1시간 동안 배양하고, 

세척한 후 avidin-biotin complex(ABC, Vectastatin 

Elite, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) 용액

으로 넣어 실온에서 배양한 후, 세척하고 diaminobenzidin 

(DAB) substrate kit(Vector Laboratories)를 이용하여 광

학현미경(Carl Zeiss Axioskop 2) 하에서 확인하면서 착색

반응을 시행하였다. 반응이 끝난 후 세척하고, 알코올과 

xylene으로 탈수 및 투명화 과정을 거친 후 Entellan 

(Merck, Darmstadt, Germany)으로 봉입하여 광학현미경

으로 면역반응을 관찰하였다.

7. Synthetic peptide의 제작 및 Western im-

munoblot 분석

P. gingivalis GroEL의 모든 amino acid sequence를 

spanning한 총 37 decapeptide를, Fmoc chemistry에 기

초한 제조자의 지시서에 따라서, Epitope-Scanning Kit 

(Chiron Mimotopes, Clayton, Victoria, Australia)를 이

용하여 합성하였다. Peptides는 20개의 amino acid가 합성

이 되어 이루어졌는데, 5개의 amino acid residue가 겹쳐

지도록 도안이 되었다. 합성의 정확성은 양성(PLAQ) 또는 

음성(GLAG)대조 peptide를 동시에 합성하고, 또한 후에 

monoclonal antibody를 첨가하여, 결합되는 것을 검사함으

로써 확인하였다. 

4개의 상이한 anti-P. gingivalis HSP60 단클론항체가 

인지하는 합성 peptide를 규명하기 위해 P. gingivalis 

HSP60의 합성 peptide(StressGen Biotechnologies, Victoria, 

BC, Canada)에 대한 Western immunoblot을 상기한 방법

과 동일하게 시행하였다. 

8. 면역우세 peptide 항원에 대한 단클론항체의 인

지분석을 위한 ELISA assay

Microtiter plate(Covalink plate, NUNC, Denmark)에 

synthetic peptide를 부착하기 위해 용해성 1-eth-

yl-(3-dimethyl-aminopropyl) carbodiimide(EDC)와 N- 

hydroxy-succinamide(NHS)를 첨가하였다. EDC와 NHC는 

0.1 M의 농도로 사용하였다. 각 peptide(2,19,29번)는 소량

의 dimethyl sulfoxide(DMSO)로 용해하고, 0.1M carbo-

nate-bicarbonate로 희석하여 1000μl가 되게 하였다. 75

μl의 표본을 well의 바닥부에 조심스럽게 주입하고, plate

는 상온에서 하룻밤동안 유지하였다. 상층부를 제거하고, 

plate는 증류수로 5회 세척하고, 상온에서 건조시켰다. 

plate를 밀봉하고 4ﾟC에서 보관하였다.

Conjugated plate(2번 peptide, 5mg/ml)를 PBST로 세

척하고, 희석된 Anti-P. gingivalis HSP 단클론항체 IgG를 

첨가하여 배양하였다. 세척 후, 2차 항체인 HRP가 결합된 

mouse anti-goat IgG(Kirkegaard and Perry Laboratories, 

Gaithersburg, MD)를 희석하여 첨가하였으며, 37℃에서 2

시간 배양하였다. 이후, plate를 세척하고 TMB Membrane 

Peroxidase Substrate System (Kirkegaard and Perry 

Laboratories, Gaithersburg, MD)으로 발색 후 2M H2SO4

를 첨가하여 반응을 종결시켰다. 450nm의 파장에서 광학 

흡광도를 측정하였다. 19번과 29번 peptide도 동일하게 

ELISA assay를 시행하였다. 각각의 표본에서 peptide에 대

한 ELISA지표의 광학 흡광도 평균과 표준편차를 계산하였

다. 평균±3×표준편차를 기준으로 하여 peptide의 각 지표

를 양성/음성으로 판정하였다.

결과

1. Recombinant P. gingivalis HSP60의 정제

Recombinant P. gingivalis HSP60은 SDS-PAGE방법

으로 분자량의 무게와 순도를 확인하였다. 정제한 결과 60

kDa의 분자량을 가지는 HSP가 얻어졌고, SDS-PAGE로 전

기영동한 바 단일 band로 순도를 확인할 수 있었다(Fig. 1).
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2. Anti-P. gingivalis HSP60 단클론항체(IgG)의 

분리 및 정제

배양한 세포 중 P. gingivalis HSP60 IgG에 높게 반응한 

4개의 상이한 hybridoma cell을 선별하여 키운 후 nude 

mouse 복강에 5×10
7
개의 세포를 주사하였다. 약 1개월 후 

nude mouse를 희생시켜 복수를 채취하였고 IgG 

Purification Kit(ImmunoPure
®
, PIERCE, USA)를 이용하

여 anti-P. gingivalis HSP60 단클론항체를 분리 정제하였

다(Fig. 2).

Figure 3. Western immunoblot patterns of  P. gingivalis HSP60 and human HSP60 of the four mon-

oclonal antibodies. Four monoclonal antibodies recognized and reacted with P. gingivalis HSP60. 

(M: molecular weight marker, pg: P. gignvialis HSP, hu: human HSP).

Clone1

M

Clone2 Clone3 Clone4

pg hu pg hu hu hupg pg

60 K

Figure 1. SDS-PAGE analysis of the 

recombinant P. gingivalis HSP60. 

(M: molecular mass)

205

130
90
64

36

53

32

Figure 2. SDS-PAGE analysis of the anti-P. gingivalis HSP60 IgG 

antibody. (M: molecular mass) Four different hybridomas were cloned 

producing monoclonal IgG antibodies exclusively to P. gingivalis 

HSP60.



570

이지영, 이주연, 김성조, 최점일 대한치주과학회지 2008년 38권 4호

3. Western immunoblot

4개의 상이한 단클론항체를 이용하여 P. gingivalis 

HSP60와 인체 HSP60에 대한 반응성을 실험한 결과 4개 항

체 모두 P. gingivalis HSP60에 반응하였으나 인체 HSP60

에는 교차반응하지 않는 특이성을 보였다(Fig. 3). 얻어진 4

개의 P. gingivalis 단클론항체의 상이한 세균에 대한 교차

반응성 여부를 평가하고자 네 종류 치주병인균의 HSP60에 

대한 Western immunoblot을 시행한 결과 4개의 단클론항

체 모두 P. gingivalis에만 반응하고 사용된 다른 3종의 치

주병인균의 HSP에는 교차반응을 보이지 않았다(Fig. 4).

4. 치주병소조직을 이용한 면역조직화학적 분석

P. gingivalis HSP의 치주병소 내 분포를 평가하기 위해 

4개의 단클론항체를 이용하여 면역조직화학분석을 시행한 

결과 4종류의 단클론항체 모두 건강한 치주조직에 비해 치

주병소조직에서 높은 반응성을 보여주었다(Fig. 5).

Figure 4. Western immunoblot patterns of four monoclonal antibodies reacting with HSP60 of four 

different periodontopathogenic bacteria. Four monoclonal antibodies were recognized and reacted 

with P. gingivalis HSP60.
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Pi : P. intermedia

Fn : F. nucleatum

Aa : A. actinomycetemcomitans
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5. Synthetic peptide의 Western immunoblot 분석

P. gingivalis HSP60의 amino acid를 합성하여 37개의 

synthetic peptide를 제작하였다. 5개의 amino acid resi-

due가 겹쳐지도록 20개의 amino acid가 합성되었다 

(Table. 1). Western immunoblot을 통해 synthetic pep-

tide에 대한 단클론항체의 반응을 조사하였는데, no. 19, 

no. 29 peptide가 단클론항체가 인지하는 면역우세 항원결

정부위로 인지되었다. no. 19 peptide는 4번째 단클론항체

에, no. 29 peptide는 4개의 단클론항체 모두에 반응하여 

발색되었다(Fig. 6). no. 19 peptide는 P. gingivalis 

HSP60 sequence가 TLVVNRLRGSLKICAVKAPG이었고, 

no. 29 peptide는 TVPGGGTTYIRAIAALEGLK이었다.

Figure 5. Immunohistochemistry to identify the localization of the P. gingivalis HSP in the diseased gingival tissue. Four 

monoclonal antibodies were highly reacted  with the diseased gingival tissue than healthy periodontal tissue. (control group: 

healthy periodontal tissue)

대조군 병소조직 1 병소조직 2 병소조직 3 병소조직 4

Clone 1

Clone 2

Clone 3

Clone 4
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Table 1. List of Synthetic Peptide Numbers and Their Amino Acid Sequence.

Peptide number Position Sequence

1  1-10   MAKEIKFDME 10

2  6-25   KFDMESRDLLKKGVDALPNA 20

3  21-40   ALPNAVKVTLGPKVRNVILS 20

4  36-55   NVILSKTYGA PHITKDGVSV 20

5  51-70   DGVSVAKEIELECPFENMGA 20

6  66-85   ENMGAQLVKEVASKTNDDAG 20

7  81-100   NDDAGDGTTTATILAQSIIG 20

8  96-115   QSIIGVGLKNVTAGANPMDL 20

9 111-130   NPMDLNRGIDKSVKSVVTHI 20

10 126-145   VVTHIAGMAKEVGADFQKIE 20

11 141-160   FQKIEHVAKISANGDENIGS 20

12 156-175  ENIGSLIAEAMRKVKKEGVI 20

13 179-198  KEGVITVEEAKGTDTTVEVV 20

14 194-213  TVEVVEGMQFDRGYISPYFV 20

15 209-228  SPYFVTNTDKMEVQMENPFI 20

16 224-243  ENPFILIYDKKISVLKEMLP 20

17 239-258  KEMLPILEQTVQTGKPLLII 20

18 254-273  PLLIIAEDNDSEALPTLVVN 20

19 269-288  TLVVNRLRGSLKICAVKAPG 20

20 284-303  VKAPGFGDRRKAMLEDIAIL 20

21 299-318  DIAILTGGAVISEETGLNLE 20

22 314-333  GLNLENTTMDMLGTAEKVRV 20

23 329-348  EKVRVDKDNTTIVNGAGNKE 20

24 344-363  AGNKEGIASRITQIKAQIEN 20

25 359-378  AQIENTTSDYDREKLQERLA 20

26 374-393  QERLAKLAGGVAVLYVGAAS 20

27 389-408  VGAASEVEMKEKKDRVEDPL 20

28 404-423  VEDPLSPTRPPIEEGTVPGG 20

29 419-438  TVPGGGTTYIRAIAALEGLK 20

30 434-453  LEGLKGENEDETTGIEIVKR 20

31 449-468  EIVKRAIEEPLRQIVANAGK 20

32 464-483  ANAGKEGAVMVQKVKEGKDD 20

33 479-498  EGKDDFGYNARTDVFENLYT 20

34 494-513  ENLYTTGVIDPAKVTRVALE 20

35 509-528  RVALENAASIAGMFLTTECV 20

36 524-543  TTECVIADKKEDNPAAPAMP 20

37 539-558  APAMPGGMGGMGGMM 15
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clone 1 

clone2

clone 3

clone 4

clone 1 

clone2

clone 3

clone 4

M         10         11        12         13        14         15       16 

M         10         11        12         13        14         15       16 

M         10         11        12         13        14         15       16 

M         10         11        12         13        14         15       16 

M         10         11        12         13        14         15       16 

M         10         11        12         13        14         15       16 

M         10         11        12         13        14         15       16 

M         10         11        12         13        14         15       16 
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6. 면역우세 peptide 항원에 대한 단클론항체의 인

지 분석

Peptide conjugated plate에 4개의 단클론항체를 첨가하

여 ELISA를 시행한 결과, 면역우세 peptide 항원(no.19, 

no.29)에 대해 4종류의 단클론항체가 높은 양성반응을 보여

주었다.

고찰

HSP는 매우 보존적이고, HSP60의 경우 세균과 인체 간

에 약 60%의 배열 상동성이 관찰되었다
31)
. HSP60은 많은 

세균간의 공통항원으로 발견되었고
9)
, 치주병인균 중에서 상

호작용(교차반응)은 보고된 바 있다
10)
. 그러므로, 보존된 서

열에 대한 특이성을 가진 T세포와 항체는 잠재적으로 자가

Figure 6. Western immunoblot patterns of the synthetic peptide. Peptide #29 and #19 were recog-

nized by all or one of the four monoclonal antibodies that reacted solely with P. gingivalis HSP60.
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반응하고, 감염성 질환의 병인론에 영향을 미칠 수 있다
32)

. 

또한, 주요 치주 병인균에서 HSP DNA sequence가 밝혀졌

다
11-14,16)

. 세균의 HSP에 대한 T세포 면역반응은, 포유동물

의 HSP를 표적으로 하는 자가면역을 유도함으로써
28)

 치주

질환의 자가면역병리학적 기전에 관여할 수 있다
22,23,25,27)

.

P. gingivalis HSP60은 치주염 및 동맥경화증의 자가 면

역 병인기전을 조절함에 있어서 중요한 역할을 하는데, 이

것은 세균성 HSP가 인체 HSP와 높은 배열 상동성을 공유

하기 때문이다. 치주염 환자에서 P. gingivalis HSP60에 

대한 항체반응이 증가한 것은 P. gingivalis HSP60이 치은

섬유모세포와 혈관내피세포를 표적으로 하는 치주 조직의 

자가 면역성 파괴에 관여할 가능성을 보여주는 것이다
19)
. 

그러므로 감염성 치주백신 전략의 개발에 있어서 자가면

역반응의 위험성을 배제하기 위해서는 인체 HSP에 반응하

지 않고 오로지 상동의 bacteria에 반응하는 P. gingivalis 

HSP60 단클론항체의 면역우세 항원결정부위(immunodominant 

epitope)를 확인하는 것이 중요하다. 이 전략은 P. gingi-

valis의 감염으로 야기된 치주질환을 예방하는 백신전략이 

될 수 있기 때문이다. 

본 연구는 P. gingivalis HSP60에 단독반응하는 anti-P. 

gingivalis HSP60 단클론항체에 특별히 인지되어지는 

peptide를 규명하였다. 4개의 다른 hybridomas가 clone되

었는데 이들은 각각 P. gingivalis HSP에 대한 단클론 IgG

항체를 생성하였다. 37개의 synthetic peptide(5개의 ami-

no acid가 겹쳐지는 20개씩의 아미노산)가 합성되어졌다. 이 

모든 peptide는 immunoblot 분석을 위해 SDS-PAGE로 전

기영동하여졌고, 그 결과 no.19 peptide는 4번째 클론이, 

no.29 peptide는 4개의 클론 모두가 인지하였다. no. 19 

peptide의 sequence는 TLVVNRLRGSLKICAVKAPG이었고, 

no. 29 peptide의 sequence는 TVPGGGTTYIRAIAALEGLK

이었다. 이들의 peptide의 sequence를 분석하여, 치주염 환

자와 동맥경화증 환자 등 전신질환자의 P. gingivalis 

HSP60에서 확립된 항원결정부위와 일치하는 것이 있는지 

검증하였다. Choi 등
24)

은 동맥경화증환자에서 P. gingiva-

lis HSP60 분자에서 spanning된 108의 overlapping syn-

thetic peptide 중에서 T세포와 B세포에 공통적으로 항원결

정부위 특이성을 나타내는 10개의 peptide를 확인한 바 있

다. 한편 Maeda 등
30)

은 치주질환자에서 P. gingivalis 

HSP60 분자의 84개의 decapeptide를 합성하여, 18개의 B

세포 항원결정부위를 확인하였다. 이것은 자가면역반응을 

trigger하는 P. gingivalis HSP60의 잠재력을 규명하는데 

중요하다. no. 29와 no. 19 peptide는 Choi 등
24)

의 연구 결

과에서 밝혀진 항원결정부위 peptide GTTYIRAIAA, 

LVVNRLRGSL과 일치하였고, Maeda 등
30)

의 peptide 

GTTYIRAIAALEGLK, TLVVNRLRGSL과 일치하였다. 따라

서 P. gingivalis HSP60에 단일반응하는 anti-P. gingi-

valis HSP60 단클론항체에 의해 인지되는 면역우세 항원결

정부위 peptide는 no. 19, no. 29 peptide로 귀결되고, 과

거의 다른 연구들
24,30)

에서 보여준 치주질환과 동맥경화증의 

B세포 항원결정부위로 확인되었다.

P. gingivalis HSP의 치주병소 내 분포를 평가하기 위해 

4개의 단클론항체를 이용하여 면역조직화학분석을 시행한 

결과 4종류의 단클론항체 모두 건강한 치주조직에 비해 치

주병소조직에서 높은 반응성을 보여주었다. 이는 P. gingi-

valis HSP60 peptide(TVPGGGTTYIRAIAALEGLK)가 치주

질환의 면역학적 병인과정에 밀접한 관련이 있다는 것을 밝

혀주는데, 이 no. 29 peptide는 향후 P. gingivalis-감염성 

치주질환의 예방 백신으로 이용될 수 있는 잠재력을 지닌다.

본 연구에서 수립한 P. gingivalis HSP60에 대한 단클론

항체는 P. gingivalis HSP60에만 단독반응을 보이고 인체 

HSP60와는 교차반응하지 않는 장점을 가지나, 타종의 치주

병원균으로 밝혀진 P. intermedia, F. nucleatum 및 A. 

actinomycetemcomitans 등에도 교차반응을 보이지 않았

다. 이는 단클론항체가 인지하는 peptide 백신이 다양한 병

원균에 기인하는 복합감염으로서의 치주염 예방하기 위한 

백신후보로서의 유용성에 한계를 가지고 있음을 시사하나, 

적어도 본 연구의 한계성내에서는 P. gingivalis-감염성 치주

염을 예방하는 백신용 peptide로 제시될 수는 있을 것 같다.

따라서 치주염 예방백신 전략에 이용할 수 있는 잠재력을 

가진 새로운 단클론항체, 즉 복합 치주병원균과 상호작용하

는 단클론항체를 규명하는 연구가 향후 보완되어야 할 것이

다. 즉, 인체 HSP에 비교차반응성을 유지하면서 P. gingi-

valis HSP와 다른 치주병인균에 교차 반응하는 단클론항체

를 생성하고, 이 단클론항체가 인지하는 peptide를 규명하

는 연구가 진행되어야 잠재력 있는 차세대 예방백신으로 이

용될 수 있을 것이다. 
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