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Porphyromonas gingivalis의 각종 표면성분이 
싸이토카인 형성에 미치는 영향

성 조
부산대학교 치과대학 치주과학교실

Ⅰ. 
만성염증성치주질환은치조골파괴를일으켜치아

의상실을초래할수있으며, Porphyromonas gin-

givalis를포함한그람음성혐기성세균이주요병인

균주이다1). 이들병인균주들은치주조직에직접침투

하지는않으며, 균주의각종구성요소또는산물들이

조직내로침투하여염증및조직파괴를유발하는것

으로알려져있다.1)

장내세균에서의독성인자에대한연구에서와마찬

가지로, 치주질환 병인균주에서의 독성인자에 대한

기존의 연구는 주로 각종 병인균주의 lipopolysac-

charide(LPS)에집중되어왔다2). 그러나, LPS 뿐

만 아니라, 표면 연관 물질(surface-associated

material; SAM)과 lipid A 연관 단백질(lipid

A-associated proteins ; LAP)등도숙주세포로부

터싸이토카인등의형성을유발하여면역조절작용을

발휘하는것으로알려져있다3-9).

SAM은세균의세포외성분으로, 생리식염수내

에서세균을조심스럽게교반함으로써표면으로부터

제거된다5,10). SAM은 세균의 capsule과 세포벽의

외측에느슨하게결합되어있는기타성분으로이루어

져있다6). SAM은세균의표면에존재하므로세균과

숙주세포간의상호작용에있어주요한역할을할수

있다.

몇몇 치주질환 병인균주의 SAM은 in vitro에서

포유류세포에대해일련의강력한활성을보이는것

으로 알려져 있다. Actinobacillus actinomyce-

temcomitans, P. gingivalis 그리고 Eikenella

corrodens의 SAM은 염증성 싸이토카인의 생성을

매우강력하게유발하였으며6,7), A. actinomycete-

mcomitans의 LPS는예상과는달리염증성싸이토

카인의생성의유발에있어SAM에비해현저히낮은

활성을 보였다7). 또한, 몇몇 치주질환 병인균주의

SAM은쥐의두개관과골아세포에서DNA와교원질

합성을 현저하게 억제하였으며11), in vitro에서 골

흡수를유발하였다12). 치주질환병인균주의 SAM은

섬유아세포, 단핵세포 그리고외피세포에서도 DNA

합성을농도의존적으로억제하였다 10). 한편,국소유

년형 치주염 환자에 있어 A. actinomycetemco-
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mitans SAM에대한혈장내 IgG 항체의역가가

현저히증가되었으며
8)
, 급속진행성치주염환자에서

는P. gingivalis SAM에대한항체역가가뚜렷이

증가되었다
8)
. Herminajeng 등

9)
은 A. actinomy-

cetemcomitans SAM에대한항체가opsonin으로

작용하여치주질환시방어적역할을할수있음을제

시한바도있다. 이상의보고들은치주질환병인균주

의SAM이염증성치주질환의발병과진행그리고그

로인한조직파괴에있어중요한역할을할수있음을

제시하고있다.

세균내독소(endotoxin)의단백질성분으로endo-

toxin-associated proteins이라고도불리우는LAP

는그람음성세균의세포벽내에서 LPS에결합되어

있는일련의단백질군을말한다13). LPS에반응하지

않는 C3H/HeJ 마우스에서의Escherichia coli 세

균내독소에대한B cell mitogenic activity가세균

내독소의단백질함량에의해좌우된다는발견이계기

가되어LAP의존재가최초로확인되었다14,15). LPS

추출에이용된방법의종류에따라서는LAP가 LPS

와함께추출되어LPS의생물학적활성에기여할수

있다.장내세균의LAP의강력한면역조절활성그리

고열과단백질분해효소에대한안정성등을고려해

볼때, 치주질환병인균주의LAP도염증성치주질환

에서의조직파괴과정을매개하는데있어중요한역할

을할수있을것으로여겨진다.

Reddi 등16)은 P. gingivalis와 Prevotella

intermedia의LAP가인간의치은섬유아세포또는

myelomonocytic cell line인Mono-Mac-6를자극

하여interleukin-6(IL-6)의생성을유발할수있음

을보고하였다. 치은섬유아세포에서의 IL-6 생성의

유발에있어P. gingivalis LPS는LAP에비해낮은

활성을 보였다16). 또한, A. actinomycetemcomi-

tans LAP도 싸이토카인의생성을유발하는데있어

LPS에비해현저히높은활성을갖고있음이보고된

바도있다7). Sharp 등17)은치주질환병인균주인P.

gingivalis의 LAP의 특성을 분석하였으며, LAP의

단백질중싸이토카인의생성을유발하는활성성분을

확인한 바 있다. 또한, A. actinomycetemcomi-

tans, P. gingivalis 그리고E. corrodens 의LAP

는배양골의파괴를 촉진하였다
18)
. 이상의보고들은

치주질환병인균주의LAP가염증성치주질환의병리

에있어주요한역할을할수있음을제시하고있다.

염증성싸이토카인과NO는치은의염증을매개하

고치조골의흡수를자극하는등치주질환의발병과

진행에있어주요한역할을하는것으로알려져있다.

그러나, 숙주세포를 자극하여 싸이토카인과 NO 의

분비를유발하는측면에있어, 병인균주의표면에존

재하는 각종 독성인자들의 활성에 대한 비교평가가

치주질환주요병인균주중의하나인P. gingivalis

에서수행된바는없다.본연구에서는치주질환주요

병인균주중의하나인P. gingivalis의표면에존재

하는 SAM, LAP, 그리고 LPS가 대식세포에서

tumor necrosis factor alpha(TNF-α)와 IL-6 등

의염증성싸이토카인과NO의형성을유도하는능력

등을비교평가하고자한다.

Ⅱ. 연구대상 및 방법
1. 및 배양조건 
P. gingivalis 381을연구대상으로하였다. 이균

주를통법에따라 1 μg/ml menadione과 5 μg/ml

hemin을포함하고있는 enriched trypticase soy

agar 또는GAMbroth(Nissui, Tokyo, Japan)를

이용하여 37℃의혐기성조건하에서배양하였으며,

세균의성장은 660nm 파장에서의흡광도를측정하

여결정하였다.

2. SAM의 추출
Wilson등19)의방법에의거하였다.간략히소개하

면,동결건조한균주를0.85%(w/v) Nacl에녹인후

4℃에서 1시간 조심스럽게 교반하고, 원심분리하여

상층액을수집하였다.추출과정은2회에걸쳐수행하

였으며,모은상층액에5배부피의-20℃acetone을

가하고, dry ice-ethanol bath에서 30분간방치한
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뒤, 원심분리하여건조하고, 증류수에녹여48시간투

석한후동결건조하였다.

3. 추출
세균내독소는 Morrison와 Leive

20)
의 butanol

추출법에의거하여SAM을제거한P. gingivalis로

부터 분리하였다. 간략히 소개하면, 세균을 4℃의

0.15 MNaCl에용해한후동일부피의butanol을

가하여, 4℃에서10분간철저히혼합하고, 35,000 x

g 에서20분간원심분리하였다. 수용층을제거하고,

불용성의잔사를포함한butanol층에최초의부피의

1/2 가량의식염수를가하여추출을2회반복하였다.

그후, 수용층을모아원심분리하여불용성물질을제

거하고, 4℃의증류수에서48시간투석한후동결건

조하였다. LAP와LPS를포함하고있는동결건조된

세균내독소를다시물에녹인후105,000 × g에서3

시간씩2회원심분리하고동결건조하였다.

4. LAP의 추출
LAP는통상적인hot phenol-water법에의거하

여동결건조된세균내독소로부터분리되었다21). 간

략히 소개하면, 동결건조한 세균내독소를 증류수에

녹인후 90% phenol을가하여68℃에서20분간추

출하고, 35,000 × g에서20분간원심분리하여LAP

를 포함하고 있는 phenol층을 분리하였다. Phenol

층을증류수로2회반복하여추출하여, 4℃의증류수

에서96시간투석한후동결건조하였다.

5. LPS의 추출
LPS는통상적인 hot phenol-water법에의거하

여동결건조된세균내독소로부터분리되었다21). 간

략히 소개하면, 동결건조한 세균내독소를 증류수에

녹인후 90% phenol을가하여 68℃에서 20분간 2

회반복하여추출하고, 35,000 × g에서20분간원심

분리하여 수용성층을 분리하였다. 수용성층을 모아

4℃에서증류수로철저히투석한후, 105,000 × g에

서 3시간 원심분리하여 동결건조하고, 0.1 M

Tris(pH 8.0)에 녹인 DNase(25 μg/ml; Sigma

Chemical, St. Louis, Mo, USA)와RNase(25 μ

g/ml; Sigma)로37℃에서밤새배양하여핵산을제

거하였으며, proteinase K(50 μg/ml;Sigma)를첨

가하여60℃에서1시간가열한후 37℃에서밤새배

양하여오염된단백질을제거하였다. 그후, 4℃에서

증류수로철저히투석하여, 105,000 × g에서 3시간

원심분리하고동결건조하였다.

6. RAW264.7 세포의 배양
Murine macrophage cell line인 RAW264.7

(American Type Culture Collection, Rock-

ville, MD, USA)을 100 U/ml of penicillin, 100

μg/ml streptomycin, 10 mM HEPES, 2 mM

L-glutamine, 0.2% NaHCO3, 1 mM sodium

pyruvate, 그리고 10% [v/v] heat-inactivated

FBS을 포함하는 Dulbecco’s modified Eagles

medium(DMEM)을이용하여, 37℃에서 5%CO2/

95% air 하에서, Nunc flask를이용하여배양하였

다. Confluence상태가되었을때,배지와비부착세

포를제거하고배양액을새로보충하였다.그후24시

간배양하고, rubber policeman을이용하여세포를

회수하여 3회수세하고, 생존세포의수를결정하였

다. 24-well culture plate에 5×105 cells/well로

세포를분주하고, 2시간이상배양하여세포가plate

에부착되도록하였다.배지로3회수세후, 다양한농

도의SAM, LAP또는LPS를가하여지정된시간동

안배양하였으며,배양상층액을수집하여-70℃에보

관하고,향후cytokine및NO의농도를결정하였다.

7. 싸이토카인 정량
Mouse TNF-α 및 IL-6 ELISA set(BD Bios-

ciences Pharmingen, San Diego, CA)을이용하

여배양액상층액내의싸이토카인농도를결정하였
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다. 제조자의 지시에 의거하여, monoclonal anti-

body로microtiter plate를 coating하고, quanti-

tative solid-phase sandwich enzyme immu-

noassay를 시행하여, 배양액 ml 당 TNF-α 또는

IL-6양을결정하였다.

8. NO 정량
배양 상층액에서의 sodium nitrite 농도를 Gri-

ess reagent를이용하여측정하였다22). 간략히소개

하면, 96-well flat-bottomed microtiter plate에

서배양상층액 100 μl와 동일부피의Griess rea-

gent(1% sulfanilamide, 0.1% naphthylethyl-

ene diamine dihydrochloride, and 2.5% pho-

sphoric acid) (Sigma)를혼합한후실온에서10분

간배양하였다. 그후 plate reader를이용하여550

nm에서흡광도를측정하였다. Sodiumnitrite를표

준으로하여nitrite 농도를결정하였다.

9. iNOS의 immunoblot 분석 
세포를 60mm tissue culture dish에 2×106

cells/dish의밀도로분주한후다양한농도의SAM,

LAP또는LPS를가하여지정된시간동안배양하였

다. 배양후세포를 ice-cold PBS로 3회세척하고,

protease inhibitor(1 mM PMSF, 5 mg/ml

aprotinin, 5 mg/ml pepstatin A, and 5 mg/ml

leupeptin)를포함하고있는200㎕의lysis buffer

(50 mM Tris-Cl[pH 8.0], 150mMNacl, 0.002

% sodium azide, 0.1% SDS, 1% Nonidet P-

40)를이용하여용해하였다. Cell lysate 내의단백

질들을 SDS-PAGE에 의해 분리하고, nitro-

cellulose paper에 transfer하였다. 5% skim

milk(in PBS-Tween-20)에서 1시간 동안 mem-

brane을 blocking 한 후 anti-iNOS antibody

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,

USA)와 incubation하였다.그후PBS-Tween-20

으로 3회 세척하고, secondary antibodySanta

Cruz Biotechnology)와 30분 incubation한 후,

enhanced chemiluminescence detection sys-

tem(ECL) (Amersham Pharmacia Biotech,

USA)을이용하여antibody-specific protein을관

찰하였다.

10. Reverse transcriptase PCR
세포(2×107 cells/dish)를 100 mm tissue cul-

ture dish에넣고, 다양한농도의SAM, LAP또는

LPS를가하여지정된시간동안배양하였다.배양후

세포를 PBS로 2회수세하고원심분리하여세포를

회수하였다. 제조자의 지시에 따라 RNeasy 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)를이용하여, 추출한RNA로부

터 cDNA를 합성하고, reverse transcription-

polymerase chain reaction(RT-PCR)을 수행하

여 cDNA를 증폭하였다. Internal control로는 β

-actin을활용하였다. Nonsaturating PCRcondi-

tion을위한cycle수는예비실험을통해결정하였다.

TNF-α와 iNOS를위한PCR amplification은 95°

C에서1분간, 62° C에서1분간,그리고72° C에서

1 분간 35 cycle로 수행되었다. 사용된 oligonu-

cleotide primer는 다음과같다: iNOS, 5'-TCA-

CTGGGACAGCACAGAAT-3'(sense) and 5'-

TGTGTCTGCAGATGTGCTGA-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'-GTGACAAGCCTGTAGC-

CCA-3′(sense) and 5'-AAAGTAGACCTGCC-

CGGAC-3′(antisense)(corresponding to po-

sitions 419-437 and 846-828, respectively, of

the publishedmouse TNF-α mRNAsequence),

yielding a 428-bp product ; β-actin, 5'-TCC-
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TTCGTTGCCGGTCCACA-3'(sense) and 5'-C-

GTCTCCGGAGTCCATCACA-3'(antisense)

(corresponding to positions 44-63 and 553-

534, respectively, of the published mouse

actin mRNA sequence), yielding a 508-bp

product. PCR-amplified product를 ethidium

bromide를 포함하고 있는 1.5% agarose gel에서

전기영동하여 자외선 하에서 관찰하였다. Gel 사진

상의PCR band의 강도는 densitometry를 이용하

여평가하였다.

Ⅲ. 
1. TNF-α 미치는 영향 
다양한농도의P. gingivalis SAM, LAP,그리고

LPS를 RAW264.7 세포에 가하고 24시간 경과 후

배양상층액내의TNF-α 농도를측정하였다(Figure

1). P. gingivalis SAM, LAP, 그리고 LPS는 1

ng/ml-10 μg/ml의농도범주에서RAW264.7세포

로부터TNF-α 분비를유발하였으며, 0.1 μg/ml에서

부터basal level을능가하는TNF-α 생성을보이기

시작하여10 μg/ml에서최대의NO생성을보였다.

SAM, LAP, 그리고 LPS는 10 μg/ml에서약 9.5

ng/ml, 9.4 ng/ml 그리고 10 ng/ml의 TNF-α를

각각생성하였다. 한편, P. gingivalis SAM, LAP,

그리고LPS는RAW264.7 세포로부터IL-6의분비

를유발하지못하였다(자료제시안함).

2. TNF-α mRNA 발현에 미치는 영향 
P. gingivalis SAM, LAP, 그리고LPS가TNF-

α 전사와 TNF-α mRNA의 축적에 미치는 영향을

RT-PCR을수행하여확인하였다. RAW264.7 세포

는P. gingivalis SAM, LAP, 그리고LPS를가하

지않은상태에서도TNF-α mRNA를발현하였으며,

SAM, LAP, 그리고 LPS의 농도가 증가됨에 따라

TNF-α mRNA의발현이증진되었다(Figure 2).

3. NO 생성에 미치는 영향 
다양한농도의P. gingivalis SAM, LAP,그리고

LPS를 RAW264.7 세포에 가하고 24시간 경과 후

배양상층액내의NO농도를nitrite의농도를측정

하여 평가하였다(Figure 3). P. gingivalis SAM,

LAP, 그리고LPS는1 ng/ml-10 μg/ml의농도범

주에서RAW264.7세포로부터NO분비를유발하였

으며, 1 μg/ml에서부터basal level을능가하는NO

생성을 보이기 시작하여 10 μg/ml에서최대의 NO

생성을 보였다. SAM, LAP, 그리고 LPS는 10 μ

g/ml에서약 18.9 μM, 16.1 μM, 그리고14.7 μM

의NO를각각생성하였다.

4. iNOS 단백질 발현에 미치는 영향 
P. gingivalis SAM, LAP, 그리고 LPS에의한

NO생성이iNOS단백질의증가에의한것인지를결

정하기 위해 이들이 iNOS 단백질의 발현에 미치는

영향을 평가하였다. SAM, LAP, 그리고 LPS는

RAW264.7 세포에서약 130 kDa의단백질을각각

발현하였으며, 이는 iNOS에대한특이항체에의해

확인되었다(Figure 4). SAM과LAP는0.01 μg/ml

에서부터 iNOS 단백질을발현하여 100 μg/ml에서

최대의발현을보였으며, LPS는 10 μg/ml에서부터

iNOS단백질을발현하여100 μg/ml에서최대의발

현을보였다(Figure 4). 대조군세포는 iNOS밴드

를보이지않았다.

5. iNOS mRNA 발현에 미치는 영향 
P. gingivalis SAM, LAP, 그리고LPS가iNOS

전사와 iNOS mRNA의 축적에 미치는 영향을

RT-PCR을수행하여확인하였다. RAW264.7 세포

를다양한농도의P. gingivalis SAM, LAP, 그리

고 LPS에 노출시켰을 때, iNOS mRNA의 발현이

농도의존적으로증진되었다(Figure 5). 대조군세

포는매우약한시그널만보였다.
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Figure 1. Dose response of TNF-α production by RAW264.7 cells stimu-

lated with P. gingivalis surface components. Cells were incubated with in-

creasing concentrations of surface components and supernatants were re-

moved after 24 h and assayed for TNF-α. The results are means±stand-

ard deviation of four experiments.

SAM

β-actin

TNF-α

0 0.001 0.01 0.1 1 10 (㎍/㎖)

LAP

β-actin

TNF-α

0 0.001 0.01 0.1 1 10 (㎍/㎖)

LPS

β-actin

TNF-α

0 0.001 0.01 0.1 1 10 (㎍/㎖)

Figure 2. Dose response of TNF-αmRNA expression in RAW264.7 cells stimulated with P. gingi-

valis surface components. Cells were incubated with different concentrations of surface compo-

nents for 24 h. See Materials and methods for further details.
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Figure 3. Dose response of NO production by RAW264.7 cells stimulated 

with P. gingivalis surface components. Cells were incubated with increas-

ing concentrations of surface components and supernatants were removed 

after 24 h and assayed for NO. The results are means±standard deviation 

of four experiments.

SAM

LAP

LPS

0 0.001 0.01 0.1 1 10 100 (㎍/㎖)

Figure 4. Dose response of iNOS protein expression in RAW264.7 cells stimulated with 

P. gingivalis surface components. Cells were incubated with different concentrations of 

surface components for 24 h. iNOS protein synthesis was measured by immunoblot 

analysisof cell lysates using iNOS-specific antibody. A representative immunoblot from 

two separate experiments with similar results is shown.

Ⅳ. 및 고찰
본연구는치주질환주요병인균주중의하나인P.

gingivalis의 표면에존재하는 SAM, LAP, 그리고

LPS가대식세포에서IL-6와TNF-α 등의염증성싸

이토카인과NO의형성을유도하는능력을비교평가

하기위해수행되었다. SAM, LAP, 그리고 LPS는

세균의표면에존재하므로세균과숙주세포간의상호

작용에있어주요한역할을할수있다.이들은숙주세

포를자극하여염증매개물질의생성과분비를유발하

여, 염증성치주질환의발병과진행에있어독성인자

로서중요할수있다.치은섬유아세포에서의IL-6생

성의유발에있어P. gingivalis LPS는LAP에비해

낮은 활성을 갖는다고 보고된 바 있다16). 또한, A.

actinomycetemcomitans의SAM과LAP도싸이토

카인의생성을유발하는데있어 LPS에비해현저히
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SAM

β-actin

iNOS

0 0.001 0.01 0.1 1 10 (㎍/㎖)

LAP

β-actin

iNOS

0 0.001 0.01 0.1 1 10 (㎍/㎖)

LPS

β-actin

iNOS

0 0.001 0.01 0.1 1 10 (㎍/㎖)

Figure 5. Dose response of iNOS mRNA expression in RAW264.7 cells stimulated with P. gingi-

valis surface components. Cells were incubated with different concentrations of surface compo-

nents for 24 h. See Materials and methods for further details.

높은활성을갖고있음이보고된바도있다7). 그러나,

본연구에서는P. gingivalis의SAM, LAP, 그리고

LPS는 RAW264.7 세포에서 TNF-α와NO의생성

을유사한수준으로유발하였다.

IL-1, IL-6, IL-8,그리고TNF-α 등의염증성싸

이토카인은치은의염증을매개하고치조골의흡수를

자극하는등치주질환의발병과진행에있어주요한

역할을하는것으로알려져있다23,24). 이들염증성싸

이토카인은염증에이환된치주조직내에서국소적으

로생성될수있다.즉, 세균의구성요소와염증매개

물질등이치은섬유아세포와침윤백혈구등치은의

상주세포를자극하여염증성싸이토카인의생성과분

비를유발할수있다.

NO는대식세포와같은면역세포에의해생성되어

각종생리및병리적과정에있어중요한역할을하는

것으로알려져있다25). NO는각종의조직에존재하

는 nitric oxide synthase(NOS)에 의해 L-argi-

nine으로부터생성된다26). Neuronal NOS, endo-

thelial NOS, 그리고inducible NOS(iNOS) 등3

종의NOS가존재하며26), 이중NOS-2라고도불리

는iNOS는세균감염시LPS와각종염증성싸이토

카인등의염증성자극에의해대식세포를포함한다

양한세포에서발현된다27,28). iNOS가일단발현되면

장기간다량의NO가생성되어염증시의세포독성에

관여하는것으로여겨진다25).

NO는새로운유형의염증매개물질로주목받고있

다25). NOS활성과NO생성을억제함으로써골관절

염,사구체신염, 그리고대장염등염증성질환의진

행과심도를억제할수있음이밝혀진바도있다29,30).

NO는다른염증성질환에서와마찬가지로염증성치

주질환에있어서도중요한역할을하는것으로여겨

진다. 치주질환시NO의생성이증가하며31), 치주질

환병인균주의하나인A.actinomicetecomitrans의

LPS가대식세포에서NO의생성을유발함이보고된

바있다32,33). 또한, 치주질환병인균주인Prevotella

intermedia와 Prevotella nigrescens의세균내독

소는대식세포에서NO생성과iNOS의발현을유발

하였다34,35). 한편, 만성치주염에이환된치은조직내

에는 iNOS 단백질과 mRNA가 건강한 치주조직에

비해 고농도로 존재하며36-39), 치주조직 내에서의
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iNOS의 주공급원으로는대식세포, 다형핵백혈구,

섬유아세포, 그리고혈관내피세포등을들수있다
36-39)
.

본 연구에서 RAW264.7 세포는 P. gingivalis

SAM,LAP,그리고LPS를가하지않은상태에서도β

-actin에대해66-78%정도로TNF-α mRNA를발

현하였다. RAW264.7 세포는부가적인자극이없는

상태에서, TNF-α 를유의한수준으로생성하지는않

으나, 상당한수준의TNF-α 유전자를발현하는것으

로여겨진다.본연구에서P. gingivalis SAM, LAP,

그리고 LPS는 농도 의존적으로 iNOS 단백질과

mRNA의발현을유발하였다. 다만, SAM과 LAP는

0.1 μg/ml에서부터NO생성의촉매효소로작용하는

iNOS 단백질을발현하였으나LPS는 10 μg/ml에서

부터 iNOS 단백질을 발현하였고, LPS가 SAM과

LAP에 비해 β-actin에 대해 낮은 백분율의 iNOS

mRNA 발현을 보였는 바, P. gingivalis LPS는

SAM과LAP에비해iNOS 단백질과mRNA의발현

을유도하는활성이현저히낮은것으로여겨진다.

종합하여보면, P. gingivalis의SAM, LAP, 그

리고 LPS는대식세포에서 TNF-α의생성을촉진하

고, iNOS의 발현에의한 NO 생성을유발함으로써

치주질환등구강내감염에중요한역할을하는것으

로사료된다. 이들의생물학적활성은화학적구조와

밀접한관련이있을수있다.향후이에대한심도있

는연구가수행되어야하리라사료된다.

Ⅴ. 
본연구는치주질환주요병인균주중의하나인P.

gingivalis의 표면에존재하는SAM, LAP, 그리고

LPS가대식세포에서각종염증성싸이토카인과NO

의형성을유도하는능력등을비교평가하기위해수

행되었다. P. gingivalis의 SAM, LAP, 그리고

LPS는 RAW264.7 세포에서 TNF-α와NO의생성

을유사한수준으로유발하였다. RAW264.7 세포는

P. gingivalis의SAM, LAP, 그리고LPS를가하지

않은 상태에서도 TNF-α mRNA를 발현하였으며,

SAM, LAP, 그리고 LPS의 농도가 증가됨에 따라

TNF-α mRNA의발현이증진되었다. P. gingivalis

의 SAM, LAP, 그리고 LPS는 농도 의존적으로

iNOS 단백질과mRNA의발현을유발하였다. 다만,

P. gingivalis LPS는 SAM과 LAP에 비해 iNOS

단백질과mRNA발현을유도하는활성이현저히낮

은것으로여겨진다.
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-Abstract-

The cytokine-inducing activities of surface
components of the periodontopathogenic

bacterium Porphyromonas gingivalis 
Sung-Jo Kim

Department of Periodontology, College of Dentistry, Pusan National University

This study was carried out to examine the potency of the three surface compo- nents from

Porphyromonas gingivalis to stimulate the murine macrophage cell line RAW264.7 to synthesize

the pro-inflammatory cytokine tumor necrosis factor alpha(TNF-α) and nitric oxide (NO).

Lipopolysaccharide(LPS), lipid A-associated proteins(LAP) and saline-extractable surface

-associated material(SAM) were isolated from P. gingivalis 381. TNF-α release into culture

supernatants was determined by two-site ELISA. NO production was assayed by measuring the

accumulation of nitrite in culture supernatants. Western blot analysis of iNOS and analysis of

reverse transcription(RT)-PCR products were carried out. The surface components extracted

from this bacterium were almost equally potent in stimulating release of TNF-α and NO by

RAW264.7 cells. TNF-α thatwas beingmeasured immunologicallywas due to activation of TNF-α 

gene transcription. The present study clearly shows that P. gingivalis surface components fully

induced iNOS expression in RAW264.7 cells in the absence of other stimuli. The ability of P.

gingivalis surface components to promote the production of TNF-α and NOmay be important in

the pathogenesis of inflammatory periodontal disease.2)

Key words: Porphyromonas gingivalis, Surface-associated material, Lipid A-associated proteins, Lipopoly-

saccharide, TNF-α, Nitric oxide, iNOS


