
I. 서론

T 림프구 면역 반응은 치주질환의 면역병리기전
에 중요한 역할을 한다1-3) . T 세포 line 또는 클론에
대한 연구는 주로 Porphyromonas gingivalis(P. gin-
givalis)와 Actinobacillus actinomycetemcomitans(A.
actinomycetemcomitans)의 두가지 중요한 치주병원
균에 집중되었다. 건강한 사람과 치주질환을 가진
사람에 있어 말초혈액 림프구(peripheral blood lym-
phocytes)와 치은조직 단핵구에서 분리한 T 림프구
의표현형에대한연구가광범위하게진행되었다1,3,4)

. Ishii 등5)은 일반적으로 CD4 양성/CD8 양성 P. gin-
givalis-특이성 T세포의 상대적인 비율이 성인형 치
주염 환자의 말초혈액 림프구에서 감소한다고 보고
하였고, 이러한 현상은 Gemmell 등4)에 의하면 치주
병변의 치은조직 단핵구에서도 나타났다. 그러나 이
비율은건강한사람이나변연성치은염, 성인형치주
염 모두에서 차이가 없었다7). Gemmell 등4)은 건강
한 사람에서는 말초혈액 임파구의 60％가 CD4 양성
이었고, P. gingivalis의 감염 후에도 memory T 림프
구의표현형에있어서는변화가없었다고하였다8).
P. gingivalis-특이성 T 세포 line이나클론의분극과

사이토카인생성양상에대한연구에서, 말초혈액림
프구9-11)와 치은조직 단핵구8,11-13)가 다양한 INF-γ, IL-
2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10등을 생성함으로써 T 림프구

분극의이종형을나타내었다. 이렇게학자에따라다
른 결과를 보고하고 있는 이유는12,13) 상이한 세균이
각각 상이한 아류의(subsets) 말초혈액 림프구와 치
은조직단핵구를자극했기때문인것으로생각된다.
A. actinomycetemcomitans-특이성 helper T 세포

subset의 adoptive transfer model에 근거해14-16) 저자
들은 helper T 세포 클론 type 2(Th2)의 방어기능과
helper T 세포 클론 type 1(Th1)의 파괴기능에 관련
이있다고주장하였다. 이는치주질환에있어 P. gin-
givalis-특이성 Th1 또는 Th2의 상호 반대 기능을 주
장한학자들과상반되는이론이다2,4). 치주질환은다
양한 원인 요소에 의한 치주파괴의 복잡한 임상증상
으로 특징 지워진다17). 치아, 치은부의 복잡한 세균
들은미생물학적, 면역학적견지에서병리기전이특
이하고 복잡한 형태를 구성한다18,19). 이러한 요인들
이 T 림프구의 다양한 반응을 유발해서 성인형 치주
염을 가진 환자의 말초혈액 림프구나 치은조직 단핵
구가 다양한 사이토카인을 분비하는 subset의 양분
화현상(dichotomy)을 초래하게되기때문이다. 치은
연하 세균의 연속적 감염과 우연성(episodic) 파괴
과정이 감염세균에 대한 T 세포 특이성 발현에 영향
을미칠것이라고추정된바있다1). 그러므로동물을
이용한 연속적 감염에서 사이토카인 분비양상을 가
진 T세포 표현형의 특이한 발현을 관찰하는 것이 필
요하다. 
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Fusobacterium nucleatum(F. nucleatum)은 치은
염과 치은염에서 치주염으로 전환되는 시기, 그리고
성인형 치주염의 핵심이 되는 주요 치주병원균 중의
하나이다20-22). 또한 치은연하 뿐만 아니라 biofilm23)

에서 다른 중요한 세균들과의 공동집락에 핵심적인
역할을 하고20,24,25) 특히 사람의 치주질환 또는 동물
실험에서독성의상승효과를갖는다26-28). 뿐만아니
라 F. nucleatum은 A. actinomycetemcomitans에 대
한 숙주의 2차적인 면역반응에 대해서 조절기능을
가진다고보고된바있다29).
중기와후기세균집락군(intermediate and late col-

onizers)간에 연속적 세균군집과 세균간 집락 등이
부분적으로 숙주의 면역반응과 치주병소의 세균특
이성 T 세포 표현형의 발현에 영향을 미칠 것이라고
추정된다. 본연구는동물을실험모델로사용하여 F.
nucleatum과 P. gingivalis를 단일면역 또는 연속적
면역에 의한 T 세포 반응과 체액성 면역반응을 관찰
하기위해시행되었다.

II. 연구대상및방법

1. 세균의증식및유지

F. nucleatum ATCC 10953(American type Culture
Collection, Manassus, VA)와 P. gingivalis 381(Dr.
Schifferle, SUNY at Buffalo, Buffalo, NY)을 hemin(5
㎍/㎖)과 menadion(0.5㎍/㎖)이 첨가된 tryptic soy
broth(Difco, Detroit, MI) 또는 blood agar plate에 혐
기성으로 배양 및 유지시켰다. 세균세포를 꺼내어
phosphate bufferedsaline(PBS)로 3회 세척하여 T 세
포를자극하기위한항원으로사용하였다.

2. 세균세포에의한쥐의면역

배양된 세균세포를 수거하여 미리 환원된 ½ 강도
의 링거액으로 3회 세척한다. Balb/c를 무병원균 동
물사육용 cage에서 사육하였다. 10마리 Balb/c 쥐는
PBS를 복강내 주사해 대조군으로 설정하였다(1군).
10마리의 Balb/c 쥐는 F. nucleatum 5×108개를 2주

간격으로 두 번, 그리고 연속해서 P. gingivalis 5×
108개를 2주 간격으로 두 번 복강 내로 주사해서 면
역시켰다(2군). 10마리의 Balb/c 쥐는 P. gingivalis 5
×108개를 2주 간격으로 두 번 면역시켜 제 3군으로
하였다. tail bleeding으로 쥐의 말초혈액을 면역 전
후에 각각 채득하여 혈청을 분리한 후 섭씨 -20도에
냉동보관하였다.

3. P. gingivalis-특이성 T 세포 line과 클론의
확립

최종 면역 7일 후 쥐의 비장을 분리해서 T 림프구
enrichment column(R&D System, Minneapolis, MN)
을 이용해 T세포를 분리 정제시켰다. 정제한 T 림프
구(1×106 cell/well in 24-well plate)를 RPMI
1640(Lefe Technologies)에 10% fetal bovine
serum(FBS)과 Penicillin/Streptomycin(각각 100
unit/ml 및 100 micrograms/ml)을 첨가한 배양용액
(이하 RPMI/FBS+PS라 함)을 이용하여 배양하고 항
원으로 P. gingivalis와 방사선으로 조사된(2500
rads) 비면역 비장세포를 항원전달세포(antigen pre-
senting cell, 5×106 cell/well)로 첨가하여 자극시켰
다. 2주간 배양 후 T 림프구를 세척해서 항원전달세
포나 세균항원을 첨가하지 않고 1주간 휴지기를 가
진 후에 항원전달세포와 세균항원을 다시 첨가해 T
림프구 증식을 유도하였다. 자극기와 휴지기를 교대
로해서 P. gingivalis-특이성 T 세포 line을 수립한다.
클론닝을 목적으로 항원전달세포(5×106 cell/well)
와 P. gingivalis(1×107 cell/well)를 첨가한 96-well
plate를 이용하여, 각 well 당 T 세포 line에서 얻은 T
림프구를각각 1,3,10 cells/well씩 첨가하여 2주간자
극하였다. 24 replicates 중 T 림프구 증식을 보이는
것을선택하여 6-well culture plate로 증폭시켰다. 72
시간동안증폭한후 T 림프구를수거하여활성을보
이는 T 세포클론에대한표현형검사를시행하였다.
동시에 배양 상등액을 수거하여 T 림프구 사이토카
인농도를분석하기위해 -20 ℃에냉동보관하였다.

4. T세포의증식분석
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96-well plate에 각각의 클론된 T림프구(1×105
cell/well)를 RPMI 1640/FBS+PS에서 배양하고 여기
에 각각 F. nucleatum(1×105-1×108개/well)과 P.
gingivalis(1×105-1×108개/well)를 첨가하였고, 항원
전달세포로서 방사선 조사된 비장세포(2,500 rads, 1
×106 cell/well)를 첨가하였다. 배양 72시간 후 3H-
thymidine(1 µCi/well)을 첨가해서세포를 24시간더
배양하고방사선동위원소활성도를측정하였다.

5. T세포클론의표현형

P. gingivalis-특이성 T 세포 클론을 FITC-conjugat-
ed rabbit anti-mouse CD4 또는 CD8 monoclonal
antibody(Pharmingen, San Diego, CA)와 FITC-con-
jugated rabbit anti-mouse αβT cell receptor(TCR) 또
는 γδ-T cell receptor monoclonal antibody
(Pharmingen, San Diego, CA)로 염색하였다. 각 T
세포 클론의 표현형적 특성은 flow cytometry
(Coulter Epics Elite XL Cytometry, Coulter, Hialeah,
FL)를이용하여검사하였다. 

6. ELISA를이용한혈청 IgG 항체역가의측정

쥐의혈청 IgG 역가는이전에보고된것의약간변
형된방법으로측정하였다51). 96-well plate를이용하
여 P. gingivalis 혹은 F. nucleatum의세균세포를 100
㎕씩 triplicate로코팅한 4℃에서하루밤동안배양시
킨 후 0.05% Tween 20을 함유한 PBS로 3회 세척하
였다. PBS/Tween에 희석시킨 50㎕의 쥐의 혈청 샘
플을 1:50으로 희석한 다음 각 well에 넣어서 실온에
서 2시간배양시킨후 PBS/Tween으로 3회세척하고
100㎕의 peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse
IgG(H+L)(Jackson ImmunoResearch Laboratories,
West Grove, PA)를 각 well에 첨가해서 실온에서 2
시간 배양하였다. PBS/Tween으로 3회 세척한 후
100㎕의 tetramethylbenzidine(1 mg/ml)을 각 well에
첨가해서 실온에서 15분간 배양한 후 반응을 중지시
키기 위해 100㎕의 0.18M H2SO4를 첨가하였다. 450
㎚의 파장에서 흡광도(optical density)를 측정하여

혈청희석 배율과의 회귀분석을 시행하였다. 대조군
혈청 중 하나를 ELISA unit 100으로 지정하고 다른
대조군과 실험군의 혈청 IgG 역가를 회귀분석을 이
용하여 산출하였다. 각 군간의 항체수준을 통계적으
로 비교하기 위해 paired Student's t-test를 시행하였
다.

7. T 세포사이토카인농도의측정

클론된 T 세포를 항원전달세포 및 P. gingivalis 항
원으로 72시간 동안 자극하여 배양액을 채득한 다음
배양액내의사이토카인수준을 ELISA를이용해서측
정하였다. 96-well plates를 4℃에서 하룻밤 동안
sodium carbonate buffer에 희석시킨 rat anti-mouse
INF-γ, IL-4 혹은 IL-10으로 각각 coating하였다.
PBS/Tween으로 3회세척한후 PBS/FBS로실온에서
30분간 blocking 한 다음 PBS/Tween으로 다시 3회
세척하였다. PBS/FBS + 0.05% Tween 20에 희석한
각 표본과 standard recombinant mouse IFN-γ, IL-4
또는 IL-10을 각각 첨가하여 실온에서 3시간동안 배
양시킨 다음 PBS/Tween로 3회 세척하였다. biotiny-
lated rat anti-mouse INF-γ, IL-4 또는 IL-10을 각각 첨
가해 실온에서 1시간동안 배양시킨 후 PBS/Tween
으로 4회 세척한 다음 hydroperoxidase-conjugated
streptavidin을 첨가해서 37℃에 30분간 배양하였다.
PBS/Tween으로 8회 세척한 후 o-phenylenedi-
amine(1㎎/㎖ in 0.1M citrate buffer, pH 4.5)를 첨가
하여 실온에서 20분간 배양하고 발색반응을 중지시
키기 위해 4N H2SO4를 각 well에 넣고 490㎚파장에
서 흡광도를 측정하였다. Standard 사이토카인의 희
석비와 흡광도에 대한 회귀분석을 시도하고 이를 이
용하여각표본의사이토카인농도를산출하였다.

III. 연구성적

1. T 세포cloning과클론의표현형특성

F. nucleatum과 P. gingivalis 순으로면역된제 2군
에서 P. gingivalis-특이성 T 세포클론 6개와 P. gingi-
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valis만으로 면역시킨 제 3군에서 P. gingivalis-특이
성 클론 4개를 얻었다. 제2군과 3군의 P. gingivalis-
특이성 T 세포클론은 모두 helper T 세포(CD4)에 양
성인반면 cytotoxic T 세포(CD8)에음성반응을나타
냈고(Figure 1의 왼쪽사진), αβ-TCR에 양성반응, γδ-
TCR에 음성 반응을 나타냈다(Figure 1의 오른쪽 사
진). 쥐의 INF-γ, IL-4 또는 IL-10의 농도는 Table 1에

나타나 있는 바 제2군의 T 세포클론의 배양액은 다
양한 양의 IL-4와 IL-10을 분비하였고, INF-γ는 분비
하지 않은 반면, 제3군에서는상당량의 INF-γ를 분비
하고 IL-4나 IL-10은 분비하지 않았다(Table 1). 사이
토카인 분비양상에 근거해 보면 제 2군에서 획득한
P. gingivalis-특이성 T 세포클론은 Th2 표현형인 반
면제 3군의것은 Th1 표현형이었다(Table 2).
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Table 1. Cytokine concentration of culture supernatants of P. gingivalis-specific T cell clones from Groups 2
and 3*

Groups Clone No. INF-γ IL-4 IL-10

Group 2** 1 - 11.2 4.6
2 - 3.5 2.4
3 - 8.4 4.6
4 - 10.7 4.0
5 - 1.9 2.4
6 - 9.3 3.1

Group 3** 1 8.3 - -
2 1.5 - -
3 5.3 - -
4 4.0 - -

* cytokine concentration(ng/ml)
**Group 2 : immunized first with F. nucleatum and then with P. gingivalis
Group 3 : immunized with P. gingivalis alone

Figure 1. Flow cytometric analysis of P. gingivalis-specific T cell clones for CD4 or CD8 positivity(왼쪽), and
αβ- or γδ-TCR(오른쪽).



2. P. gingivalis 381과 F. nucleatum 10953
에대한혈청 IgG 항체역가

Table 3에 나타나 있는 바와 같이 면역 후 제 2군
과 제 3군의 쥐의 혈청 IgG는 P. gingivalis 381에 대
해 각각 975.0±23.8, 1092.4±27.1이었고, F.
nucleatum 10953에 대해 각각 844.0±28.3, 941.3±
23.3으로서 면역 전에 비해 유의성있게 상승하였다
(p < 0.01). 

3. T 세포증식에관한분석

제 2군에서 얻은 T 세포 클론은 P. gingivalis나 F.
nucleatum으로 자극하였을 때 방사선 활성도가
3,119에서 13,451의 범위에서, 제 3군에서 얻은 T 세

포 클론은 4,116에서 10,117까지 다양한 증식반응을
나타냈다(Table 4). 제 2군과 제 3군의 T 세포클론은
Table 4에서 보는 바와 같이 모두 두 종류의 세균에
대해상당한교차성증식반응을나타냈다.

IV. 총괄및고안

F. nucleatum 10953과 P. gingivalis 381에 순서적
으로 면역된 제2군의 쥐로 부터 P. gingivalis-특이성
T 세포클론 6개와 P. gingivalis 381만으로면역된제
3군의 쥐로부터 4개 클론을 얻었다. 각 T 세포 클론
의 표현형은 모두 CD4에 양성이고 CD8에는 음성으
로 나타나 helper T 세포임을 시사하였다. 배양 상등
액내의 사이토카인 프로필을 분석하였는 바, 제2군
에서 얻은 T 세포클론은 다양한 양의 IL-4와 IL-10을
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Table 2. Phenotype of T cell clones and T cell receptors obtained from Groups 2 and 3 

Groups Th1/Th2 T-cell receptor

Group 2* Th2 αβ
Th2 αβ
Th2 αβ
Th2 αβ
Th2 αβ
Th2 αβ

Group 3* Th1 αβ
Th1 αβ
Th1 αβ
Th1 αβ

*Group 2 : immunized first with F. nucleatum and then with P. gingivalis
Group 3 : immunized with P. gingivalis alone

Table 3. Serum IgG titer to P. gingivalis 381 or F. nucleatum 10953(ELISA units± s.d.) of preimmune and
immune mice

Groups Ig G to P. gingivalis 381 Ig G to F. nucleatum 10953
Pre-immune Post-immune Pre-immune Post-immune

Group 1 (n=10) 104.5±11.2 ND** 106.1±10.8 ND**
Group 2 (n=10) 101.1±14.7 975.0±23.8*** 114.0±15.0 844.0±28.3***
Group 3 (n=10) 105.6±15.6 1092.4±27.1*** 96.9±11.5 941.3±23.3***

*mean IgG antibody titers s.d. from repeated experiments
**ND : not determined
*** significantly higher than pre-immune serum IgG levels 
(p < 0.01 by the Students t-test)



분비함으로써 type 2 subset로, 제3군에서는 IL-4와
IL-10을 분비하지 않고 상당량의 INF-γ를 분비하는
type 1 subset로 각각 분극이 일어남을 보여주었다.
성인형 치주질환자의 말초혈액 림프구 또는 치은조
직단핵세포로부터유래된 P. gingivalis-특이성 T 세
포클론은 상이한 사이토카인 프로필을 가진 type 1
또는 type 2 helper T 세포클론의 subset로 분극됨이
보고되었다. 예를 들어 rat를 이용한 P. gingivalis 감
염 실험에서 P. gingivalis-특이성 T 세포클론은 Th1
표현형이었다30). 최근에 Gemmell 등31)도 Balb/c를
이용한 실험에서 P. gingivalis 외막 항원으로 면역시
킬 경우, 비장의 T 세포가 INF-γ를 생산함으로써 독
특한 Th1 subset로의 극화를 나타내는 것이다. 이것
은본연구에서 P. gingivalis만으로면역되었을때 P.
gingivalis-특이성 T 세포클론이 type 1 helper T 세포
클론으로 극화되는 결과와 일치한다. 한편 P. gingi-
valis 381 이전에 F. nucleatum 10953으로 면역시킬
때 type 2 helper T 세포클론으로 분극이 변이됨을
관찰하였다. 이와 같은 결과는 치주질환에서 교차
반응성 항원을 가진 다른 세균에 의한 사전 감염이
P. gingivalis-특이성 T 세포클론의 표현형에 변화를
초래할수있다는가능성을시사하고있다. 
IL-4 또는 IL-10은 거의 생산하지 않고 상당량의

INF-γ만을 분비하는 F. nucleatum-특이성 T 세포
line은 얻을 수 있고 F. nucleatum-특이성 T 세포

clone은얻을수없었다. 그러므로제2군에있어서의
P. gingivalis-특이성 Th subset의 변화는 F. nuclea-
tum이 T 세포를 Th2 표현형으로 유도한 결과라고
추정된다. F. nucleatum 10953 항원이 P. gingivalis
381 항원과 교차반응하는 것이 제2군에서 Th2 sub-
set의 생성을유발할것이라는가능성을시험해보기
위해 P. gingivalis 또는 F. nucleatum 세포 항원으로
이용해서 T 세포증식이 분석을 시행하였는데 놀랍
게도 Th1 또는 Th2 subset에 관계없이모든 P. gingi-
valis-특이성 클론들이 P. gingivalis와 F. nucleatum
항원 모두에 교차반응성 증식됨을 관찰할 수 있었
다. P. gingivalis-특이성 T 세포클론이 F. nucleatum
으로 면역하지 않은 제3군에서 유도된 것임을 고려
할 때 이 두 세균간에는 분자 수준에서 교차반응이
일어나는것이거의틀림없다고추정된다.
제2군의 T 세포는 처음에 교차반응성 F. nuclea-

tum에 노출되었고 뒤이어 P. gingivalis가 교차반응
된 T 세포에 유도되어 T 세포 반응의 왜곡이 일어났
다. 교차반응적이나 기능적으로 방어능력이 없는 항
원에 의해 초기에 노출된 개체의 memory T 세포는
2차 세균감염시 기능적으로 부적절한 Th2 subset으
로 전환된다고 본다. 항원의 원죄 현상(original anti-
genic sin)이32) 치은 연하에서 다양한 치주병원균과
T 세포사이에실제적으로일어날수있는현상일것
이다. 가장최근에Klenerman과 Zinkernagel 등33) 은
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Table 4. In vitro proliferating responses of P. gingivalis-specific T cell clones to P. gingivalis and F. nucleatum
antigens*

Group Clones Antigens
P.gingivalis 381 F. nucleatum 10953 Control 1** Control 2***

Group 2 1 6,566 189 4,127 133 212 24 332 28
2 13,451 576 9,112 327 420 31 449 58
3 7,234 473 3,119 298 229 43 421 46
4 7,161 329 8,328 457 267 92 816 79

Group 3 1 5,317 633 4,116 121 451 81 611 70
2 9,481 535 4,192 182 539 87 539 87
3 10,117 287 9,254 223 321 122 326 75

* unit expressed as mean counts per minute of triplicate measurements ± s.d.
** control 1 indicates only culture medium was used for stimulation of T cells
*** control 2 indicates T cells stimulated with Streptococcus mutans



항원의 원죄현상이 바이러스를 포함한 다양한 항원
에 대한 세포독성 T 림프구 반응을 왜곡시킨다고 보
고한바 있다. 그러한 기전은 분자수준에서 아직 명
확히 밝혀진 바 없으나, P. gingivalis-특이성 T 세포
클론이 type 1 helper T 세포나 type 2 helper T 세포
를 막론하고 F. nucleatum 항원에 반응하여 증식된
다는 것이 본 연구에서 관찰되었다. 이것은 아마도
두 항원간에 상호교차 반응이 일어난 때문인 것 같
다. 그러나 F. nucleatum과 P. gingivalis는 유사성이
거의 없고 유사구조서열(homology sequence)에서
거리가 크게 있어 보인다. 펩타이드기에서의 아미노
산 치환이 helper T 세포나 cytotoxic T 세포 아류
(subset)의 이동과 함께 주요조직적합복합체(major
histocompatibility complex)에 대한 친화력을 심하
게 변화시킨다34). T 림프구가 펩타이드-주요조직적
합복합체를 인지하는 특이성이 있음에도 불구하고
최근의 연구에서 T cell receptor가 높은 homology
sequence를 나타내지 않는 상이한 펩타이드를 인지
함에 있어서 상당한 교차반응이 일어난다고 보고하
고 있다35-37). Quarantino 등38)도 항원의 sequence
homology라기보다는 오히려 항원 표면의 유사성이
T 세포 인지 epiptope을 모방할 수 있다고 보고하였
다. Mason39)은 T 세포 교차반응성이 제한된 수의 T
세포가 다양한 항원에 대한 적응능력을 가질 수 있
는데필요불가결한요소임을보고하였다. 
P. gingivalis 381 또는 F. nucleatum 10953에 대한

쥐의 IgG 항체 역가는 제2군과 제3군에서 공히 증가
되었다. 이 현상은 이 두 세균간에 B 또는 T 세포 수
준에서 상호 교차반응성 항원이라는 개념을 더욱 지
지하는 것이다. 제3군에서 F. nucleatum에 대한 IgG
수준은 제2군의 IgG와 비교할 만한 수준이라서 F.
nucleatum에 대한 증가된 IgG 항체 반응은 P. gingi-
valis만으로 면역된 쥐에서도 관찰할 수 있었음을 시
사하고있다. 
상이한 방법으로 면역시킨 두 그룹의 쥐에서 얻어

진 항 P. gingivalis IgG 항체가 P. gingivalis나 F.
nucleatum에 대해 공히 유사한 방어능력을 소유하
고 있는지는 알려져 있지 않기 때문에 제2군과 제3
군에서 얻어진 혈청을 이용해 P. gingivalis와 F.

nucleatum에 대한 혈청의 opsonophagocytosis 능력
에 관해 연구가 진행되고 있다. 흥미롭게도 P. gingi-
valis로 면역시키면 P. gingivalis와 F. nucleatum을
공히 방어할 수 있었고 이 방어능력은 항 P. gingi-
valis IgG 항체수준과 관계가 있다고 보고된 바 있다
40). 그 연구에서 P. gingivalis만으로면역시킨쥐에서
유리된 항 P. gingivalis 항체는 F. nucleatum 감염에
대해 교차 방어적임을 보여주었다. 현재는 이 두 세
균간의 상호 교차반응적 항원을 B 또는 T 세포 수준
에서 규명하기 위해 분자생물학적 분석을 시도하고
있다.
본 연구에서 F. nucleatum과 P. gingivalis 순으로

면역시킨 쥐의 T 세포클론만이 다양한 양의 IL-4를
생산함을 관찰했다. 복잡다양한 세균들과 연관된 질
병에서 F. nucleatum이 P. gingivalis 또는 A. actino-
mycetemcomitans와 함께 상승작용 또는 면역 조절
기능을 가질 것이다. F. nucleatum으로 초기 감염된
T 세포는 IL-4를 포함하는 사이토카인을 생산하는
Th2 subset을 생산한다. 이 개념은 IL-4가 자극된 기
억 T 세포에의해서만생산된다는사실을더욱더뒷
받침해준다41,42). 그러므로 F. nucleatum은 T 세포를
IL-4로 전환시켜 Th2 subset을 생산하게 해 치은염이
파괴적 치주염으로 진행되게 하는 주요 핵심 병원균
임을나타내준다43,44).
Th2 subset은 P. gingivalis 또는 A. actino-

mycetemcomitans 등과 같은 후속 감염세균에 대해
저항하는 기능이 적절하지 못했다. 교차 반응적인 T
세포클론이 Th2로변이되는것은 IL-10의 생산과관
련이 있었다. F. nucleatum 항원에 대해 교차반응적
인 P. gingivalis 반응적 Th2 클론이 P. gingivalis 항원
으로자극했을때세포배양상등액에서 IL-10을 분비
하는지의 여부를 관찰하는 것이 흥미롭다. 대부분의
Th2 클론은 IL-10을 분비하였다. IL-10은 INF-γ의 강
력한 방해자로서 Th2 subset의 생성을 유발한다고
알려져 있다45). IL-4와 IL-10 또한 교차반응적인 항원
에 반응하는 T 세포에 의해 많은 영향을 받는다46-48).
그리고 IL-4와 IL-10 역시 세포 면역을 방해해서
47,49,50) 질병을 더욱 악화시키는 역할을 한다47). 그러
므로 교차반응적인 Th2 클론에 의해 선택적으로 IL-
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4와 IL-10이 생산되는 것은 치주질환의 병리기전에
서 Th subset 의 파괴 기능에 관여하는 기전에 대한
이론적 근거를 제시하고 있다. 따라서 Th1과 Th2 클
론이 adoptive T 세포 전이를 이용한 동물실험에서
세균감염에 대한 방어능력에 어떤 역할을 하는지
연구가필요하다.
두 가지 상이한 세균면역 방법에 의해 획득한 P.

gingivalis-특이성 Th1 또는 Th2 세포클론이 모두 F.
nucleatum 항원에 반응하여 증식한다는 사실은 rat
를 이용한실험에서 P. gingivalis-특이성 T 세포클론
이 F. nucleatum을 포함한 다른 세균항원에 반응하
지 않는다고 보고한 결과와 서로 상반되는 내용이다
30). 이렇게상이한연구결과를만족스럽게설명할이
유는 분명하지 않다. 그러나 염증질환에서 Th1 또는
Th2 형태를 결정하는 여러 가지 요소 즉, 항원의 양,
형태, 면역순서52-55), 면역경로56) 그리고 면역에 사용
된세균의종류57) 등을고려한다면본연구에서관찰
된 결과들은 이론적으로 가능한 것이라 생각할 수
있다. 본 연구에서는 쥐를 면역시키는데 활성(live)
세균세포를 이용하였고 반면 다른 연구가들은 포르
말린으로 처리한 죽은 세균을 사용하였다. 이것이
상이한 T 세포 subset이 면역과정에 사용된 세균의
상이한 항원 epitope을 인지하게 되는 원인으로 간
주된다.

V. 결론

F. nucleatum ATCC 10953 또는 P. gingivalis 381
로 면역시킨 쥐로부터 항원 특이성 T세포클론을 획
득하기 위하여 각 실험군마다 10마리의 쥐에 F.
nucleatum 후 P. gingivalis나, 또 P. gingivalis만을복
강내주사하여면역시킨다음비장의 T 세포를분리
해서 in vitro에서 P. gingivalis-특이성 T 세포 클론을
얻고 F. nucleatum이나 P. gingivalis로 자극해 증식
반응을 관찰하였다. 동시에 F. nucleatum 또는 P.
gingivalis에 대한 혈청 IgG 항체 역가를 ELISA를 이
용해 측정하였다. F. nucleatum과 P. gingivalis 순으
로 면역시킨 쥐의 모든 T세포클론은 type 2 helper T
세포 클론 subset을 나타내고, 반면 P. gingivalis만으

로면역시킨쥐에서는 type 1 helper T 세포클론 sub-
set을 나타내었다. 두 군의 모든 T 세포 클론은 P.
gingivalis와 F. nucleatum항원에 공히 교차반응하였
고 양 실험군에서 얻은 T 세포 클론의 표현형은
CD4, TCR은 αβ에 모두 양성 반응을 나타냈다. F.
nucleatum 또는 P. gingivalis에 대한면역혈청 IgG항
체 평균역가는 면역 전에 비해 현저히 높게 나타났
으나(p <0.01) 두 군간에유의성있는차이는없었다.
결론적으로 F. nucleatum 항원에 먼저 감염되고 후
속적으로 P. gingivalis에 연속감염시킨 쥐에서 획득
한 P. gingivalis-특이성 helper T 세포 클론은 P. gin-
givalis만으로감염시킨쥐에서 획득한 helper T 세포
클론과 상이한 극화현상을 나타내며 상이한 사이토
카인프로필을나타냈다.
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Cellular and Humoral Immune Responses to 
Sequential Periodontopathic Bacterial 

Immunization in Animal Model 

Soo-Kyung Jeon, Sung-Jo Kim, Jeom-Il Choi

Department of Periodontology, College of Dentistry, Pusan National University

Antigen-specific T cell clones were obtained from mice immunized with Fusobacterium nucleatum ATCC
10953(F. nucleatum) and/or Porphyromonas gingivalis 381(P. gingivalis). 10 Balb/c mice per group were
immunized with F. nucleatum followed by P. gingivalis, or with P. gingivalis alone by intraperitoneal injection
of viable microorganisms. Spleen T cells were isolated and stimulated in vitro with viable P. gingivalis cells to
establish P. gingivalis-specific T cell clones. T cell phenotypes and cytokine profiles were determined along
with T cell responsiveness to F. nucleatum or P. gingivalis. Serum IgG antibody titers to F. nucleatum or P.
gingivalis were also determined by ELISA.
All the T cell clones derived from mice immunized with F. nucleatum followed by P. gingivalis demonstrat-

ed Th2 subsets, while those from mice immunized with P. gingivalis alone demonstrated Th1 subsets based on
the flow cytometric analysis and cytokine profiles, All T cells clones from both groups were cross-reactive to
both P. gingivalis and F. nucleatum antigens. Phenotypes of T cell clones were all positive for CD4. Mean
post-immune serum IgG antibody levels to F. nucleatum or P. gingivalis were significantly higher than the pre-
immune levels(p <0.01, respectively). There were no significant differences in the antibody titers between the
two groups. It was concluded that P. gingivalis-specific T cells initially primed by cross-reactive F. nucleatum
antigens were polarized to Th2 subsets, while T cells stimulated with P. gingivalis alone maintained the profile
of Th1 subset.
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