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I. 서론

다양한 종류의 세균으로 구성되는 biofilm인 치

면세균막이 치주질환의 일차 인 원인요소라는 것은 

잘 알려진 사실이다. 거의 모든 구강내 세균은 다른 

세균과 응집(coaggregation)할 수 있는 것으로 알

려져 있으며, 이를 통해 다른 종류의 세균이 서로 특

이 으로 부착할 수 있다. 여러 종류의 세균이 치면

세균막을 형성하는 과정에서 응집반응이 필수 인 

역할을 한다는 것은 명확한 사실이다. 세균 간의 응

집은 치면세균막 형성의 기에 집락화하는 세균들 

사이에 ( 를 들어, Streptococcus sanguis와 

Actinomyces viscosus), 기에 집락화하는 세균과 

후기에 집락화하는 세균들 사이에 ( 를 들어, 

Streptococcus gordonii와 Fusobacterium nuclea-

tum), 그리고 후기에 집락화하는 세균들 사이에 (

를 들어, Treponema denticola와 P. gingivalis) 일

어날 수 있는 것으로 보고되고 있다.1,2 응집반응을 

통하여 치면세균막의 형성이 진될 뿐 아니라, 서로 

다른 세균이 인 하게 치함으로써 생리   사

의 상호작용이 진될 수 있을 것이다.

Porphyromonas gingivalis와 Tannerella 

forsythia는 Actinobacillus actinomycetemcomitans 

등과 더불어 요한 치주질환 원인균으로 지목되어 

왔다. 몇몇 임상연구와 실험  연구를 통하여 T. 

forsythia와 P. gingivalis가 치주질환의 진행에서 

상승효과(synergy)를 보이는 것으로 보고되어왔

다.
3,4

 다른 치주질환 원인균과는 달리 모든 T. for-

sythia 균주가 치주질환 환자에서 강한 면역반응을 

일으키지는 않는다. T. forsythia는 단독으로는 질

환을 일으키지 못하나, P. gingivalis 등의 다른 세

균과 함께 동시감염을 일으키면 상승효과를 통하여 

치주질환 진행에 기여할 지도 모른다. 이러한 P. 

gingivalis와 T. forsythia의 상승효과에도 불구하

고, 이 세균들의 상호작용의 기구는 아직 제 로 밝

져 있지 않다.1)

이 연구의 목 은 P. gingivalis와 T. forsythia 사

이의 응집반응과 이에 연 된 기구를 확인하는데 있

었다.

*이 연구는 강릉 학교치과병원의 지원으로 이루어졌음.
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II. 연구재료 및 방법

1. 균주

이 연구에 사용된 균주는 Tannerella forsythia 

ATCC 43037, Porphyromonas gingivalis 381, 

Actinomyces viscosus ATCC 15987, Actinobacillus ac-

tinomycetemcomitans ATCC 43718, Fusobacterium 

nucleatum ATCC 25586, Prevotella melaninogenica 

ATCC 25843, Streptococcus salivarius ATCC 

25975, Streptococcus sanguis ATCC 10556, 그리고 

Treponema denticola ATCC 33520이었다. 모든 세

균은 각각의 선택배지에서 37°C의 기성 조건(10% 

H2, 5% CO2, and 85% N2)에서 배양하 다. 

2. 응집반응의 분석

세균들의 응집활성을 분석하기 해서 Kolenbrander1

가 제안한 육안분석법을 이용하 다. 응집반응을 

찰하고자 하는 두 세균을 culture plate에서 채취

하여 PBS로 3회 세척한 후, 응집 완충액

(coaggregation buffer) (1 mM Tris [pH 8.0], 150 

mM NaCl, 0.1 mM CaCl2, 0.1 mM MgCl2, 0.02% 

NaN3)에 재부유하 다.  각각 0.5 ml의 세균 부유액

(약 10
9
개 세균)을 10 x 75 mm 크기의 바닥이 둥근 

유리 시험 에 넣고 vortex로 10 간 혼합하 다. 세

균부유액을 혼합한 후 응집반응을 실온에서 0, 5, 10, 

15, 20, 30, 60, 90분에 각각 찰하 다. 응집반응의 

정도를 0에서 4까지의 수로 기록하 는데, 부유액

을 역 조명 하에서 확 경으로 찰하여 혼탁하게 

보이면 0, 역 조명 하에서 확 경으로 찰하여 응

집체가 보이면 1, 확 경을 사용하지 않고도 응집체

가 찰되면 2, 응집체가 커지고 부유액이 맑게 보이

면 3, 응집체가 완 히 가라앉으면 4로 기록하 다. 

한 종류의 세균 부유액 1 ml를 넣은 시험 을 조

표본으로 하 다.

3. 전자현미경 및 Epifluorescence 현미경 

관찰 

미경 검사를 하여 각각 약 10
9
 개 세포가 들

어있는 T. forsythia와 P. gingivalis의 세균 부유

액을 혼합하여 세균응집체가 형성되게 하 다. 세균

응집체의 부유액을 copper formvar coated grid

에 놓고 pH 6.8의 1% sodium phosphotung-

state로 negative staining하 다.  Specimen 

grid는 JEOL JEM-1200 EXII transmission 

electron microscope로 80kV에서 찰하 다. 

Epifluorescence microscopic examination을 

해서는 세균응집체를 제조사의 지시에 따라 

LIVE/DEAD Backlight™ (Molecular Probes, 

Inc., Eugene, OR, USA)로 염색하고 Nikon 

Eclipse E 800으로 찰하 다.

4. 응집에 영향을 주는 요소 

온도가 세균 응집 반응에 미치는 향을 찰하기 

해 P. gingivalis와 T. forsythia의 부유액을 서

로 혼합하기 에 37°C, 55°C, 80°C, 혹은 100°C

에서 20분간 처리하 다.

수종의 당류와 단백분해효소(protease)를 이용하

여 이들이 응집반응을 억제하는지 찰하 다.  당

류의 억제효과를 찰하기 해서 P. gingivalis와 

T. forsythia의 부유액을 혼합하기 에 0.1 M 

lactose, galactose, glucose, mannose, fucose, 

혹은 N-acetylglucosamine으로 37°C에서 30분간 

처리하 다. 단백분해효소 처리효과를 찰하기 

해서는 각 세균을 최종농도 4.8 mD/ml, 48 

mD/ml, 480 mD/ml,  4.8 D/ml 의 단백분해

효소로 37°C에서 30분간 처리한 후 응집반응을 

찰하 다. EDTA의 효과를 찰하기 해서 최종농

도 1 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 40 

mM의 EDTA를 세균 부유액에 첨가하고 30분간 방

치한 후 응집반응을 찰하 다.

응집 완충액의 pH를 4, 5.5, 6.5, 7.5, 8.5,  
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10으로 조정하여 응집반응이 가장 활발하게 일어나

는 pH를 찰하 다.

III. 연구결과

1. 세균 간의 응집반응

P. gingivalis는 T. forsythia, T. denticola, 

A. viscosus,  S. sanguis와 강한 응집반응을 

보 다. 그러나, T. forsythia는 P. gingivalis와 

응집반응을 보 을 뿐이며, 이 실험에 사용된 다른 

세균과는 응집반응을 보이지 않았다. P. gingivalis

와 T. forsythia의 응집반응에서 혼합 후 5-10분에 

응집체가 나타나기 시작하여 1시간 이내에 응집체가 

완 히 가라앉는 것을 볼 수 있었다.

2. 전자현미경 및 Epifluorescence 현미경 

관찰 

세균 응집체의 자 미경 찰과 epifluorescence 

미경 찰에서 P. gingivalis와 T. forsythia 세

포가 직  결합하는 것이 찰되었다(Figure 1 

and 2).

3. 온도, 당류, 단백분해효소, EDTA, 

     및 pH의 효과 

P. gingivalis 부유액을 80°C  100°C에서 20

분간 처리한 결과, T. forsythia와의 응집반응이 완

히 억제되었다. 반면, T. forsythia를 80°C  

100°C에서 20분간 처리하여 세균 응집반응을 찰

한 결과, P. gingivalis와의 응집반응이 극 으로 

증진되었다(Table 1). 이 경우, vortex로 혼합한 

직후부터 세균 응집체가 형성되는 것이 육안으로 

찰되었다. 열처리하지 않은 경우에 이 정도의 반응

은 P. gingivalis와 T. forsythia를 혼합한 후 10

분 정도가 경과되어야 찰되었다. SDS-PAGE 분

석에서 T. forsythia를 80°C  100°C에서 열처리

하면 210-kDa 단백질이 사라지는 것이 찰되었다

Figure 1. Negative staining electron micro-

scopy showing interbacterial binding be-

tween P. gingivalis(round-shaped) and T.

forsythia (rod-shaped).

Figure 2. Epifluorescence microscopy of the 

P. gingivalis – T. forsythia coaggregates. 

The bacterial cells were stained with 

LIVE/DEAD Backlight™ (Molecular Probes, 

Inc., Eugene, OR, USA). P. gingivalis cells 

(small round) were stained more intensely 

than T. forsythia cells (rod shaped).
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(Fig 3). 

이 실험에서 사용된 당류  어느 것도 T. for-

sythia와 P. gingivalis의 응집반응을 억제하지 못

하 다. 

T. forsythia나 P. gingivalis  하나를 단백분

해효소로 처리하면 세균 응집 반응이 감소하는 것을 

찰할 수 있었다.

세균 부유액에 EDTA를 첨가하면 P. gingivalis

와 T. forsythia 사이의 응집반응이 감소하 다. T. 

forsythia와 P. gingivalis의 응집반응은 pH 7.5

의 응집 완충액을 사용할 때 가장 활발하 다.

4. 열처리한 T. forsythia의 응집반응 

T. forsythia를 열처리하면 P. gingivalis와의 

응집 활성이 증가하는 상을 조사하기 해서, T. 

forsythia 부유액을 80°C에서 20분간 열처리한 후

에, 당류, 단백분해효소, 혹은 EDTA로 처리하고 P. 

gingivalis 부유액과 혼합하 다.  그 결과, 이 실험

에 사용된 당류는 어느 것도 P. gingivalis와 열처

리한 T. forsythia 사이의 응집반응을 억제하지 못

하 다. 반면, 단백분해효소로 처리하거나 EDTA로 

처리한 경우는 P. gingivalis와 열처리한 T. for-

sythia 사이의 응집반응이 감소하는 것을 찰할 수 

있었다. 

Table 1. Effect of heat-treatment of T. forsythia on coaggregation activity (coaggregation score)

Time (min.)
Temperature (°C)

Room Temp. 37 55 80 100

0 1 1 1 2 2

5 1 1 1 3 3

10 1 1 2 3 3

15 1 1 2 3 3

20 2 2 2 4 4

30 3 3 3 4 4

60 4 4 4 4 4

1: aggregates are visible under the magnifier

2: aggregates are visible with naked eyes

3: part of or whole suspension become clear with large aggregates

4: aggregates completely settled

Figure 3. SDS-PAGE of the total cellular ly-

sates of T. forsythia 43037, showing ef-

fect of temperature.  The 210-kDa pro-

tein was disintegrated when T. forsythia

samples were heat treated (>55°C).
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IV. 고안

치주질환의 진행에 있어서 P. gingivalis와 T. 

forsythia가 상승효과를 보인다는 것이 여러 연구를 

통해 제안되었다. Gmür 등5은 P. gingivlais와 T. 

forsythia가 치은연하에서 함께 검출되는 경우가 많

다고 하 고, Socransky 등
6
은 치은연하의 세균  

P. gingivalis, T. forsythia, 그리고 T. dentico-

la가 하나의 complex에 속하며, 이 complex는 치

주낭 깊이와 탐침 시 출 과 같은 치주질환 지표와 

강한 상 계를 가진다고 보고하 다.  Fujise 등7

은 만성치주염 환자의 병소와 건강부 에서 세균들

이 어떤 조합으로 나타나는지 검사하 다. 그 결과, 

P. gingivalis와 T. forsythia가 함께 나타나는 빈

도가 건강한 부 에 비해 병소에서 높았으며, T. 

forsythia는 나타나고 P. gingivalis는 없는 경우

의 빈도가 건강한 부 에서 높게 나타났다. 더구나 

그들은 치료 에 P. gingivalis와 T. forsythia가 

함께 존재하는 부 에서는 치료 후 탐침깊이의 감소

가 고, 탐침시 출 과 배농의 감소 한 미약하

다고 보고하 다. Takemoto 등8은 P. gingivalis

와 T. forsythia의 동시감염의 효과를 실험하 는

데, 이 두 세균  하나로 토끼를 단독 감염시키면 

병소가 생기지 않는 반면, 두 세균으로 동시감염시

키면 모든 토끼에서 농양이 발생하 으며, 6마리  

4마리가 패 증으로 희생되었다고 보고하 다. 

Yoneda 등4은 쥐에서 P. gingivalis와 T. for-

sythia의 혼합 감염이 농양의 형성에 상승효과를 보

인다고 보고하 으며, P. gingivalis가 생산하는 

cysteine proteinase인 gingipain이 이 상승효과

에 여할 것이라고 하 다. Kamaguchi 등
9
은 

gingipain 내의 adhesion domain이 P. gingiva-

lis와 Prevotella intermedia의 응집반응에서 

요한 역할을 한다고 보고하 다. 따라서 P. gingi-

valis의 gingipain 분자가 P. gingivalis와 T. 

forsythia와의 응집에도 여할 수도 있을 것이

다.10 Sabet 등11은 T. forsythia의 surface (S-) 

layer가 구응집소임을 보고하 다. 구응집소는 

여러 속의 세균에서 adhesin으로 작용하므로, T. 

forsythia의 S-layer가 P. gingivalis와의 응집반

응에 여할 가능성도 있다.

P. ginivalis를 열처리하면 응집반응이 억제되는 

것으로 보아, 응집반응에 여하는 P. gingivalis의 

성분은 열에 약한 성질을 가지는 것으로 보인다.  반

면, T. forsythia를 80°C 혹은 100°C로 열처리하

면 응집 활성이 극 으로 증진되었다. 이 경우, vor-

tex로 혼합한 직후부터 세균 응집체가 육안으로 

찰되었다. 열처리하지 않은 경우에 이 정도의 반응

은 P. gingivalis와 T. forsythia를 혼합한 후 10

분 정도가 경과되어야 찰된다. SDS-PAGE 분석

에서 T. forsythia를 55°C 이상에서 열처리하면 

S-layer의 요한 성분 의 하나인 210-kDa 단백

질이 사라지기 시작하는 것을 확인할 수 있었다. 비

활성 상태로 있던 T. forsythia의 어떤 응집 인자가 

열처리로 인하여 활성화 되는 것으로 추측할 수 있

겠다.

P. gingivalis나 T. forsythia  하나를 단백분해

효소로 처리하면 응집 활성이 상당히 감소하 는데, 

이를 보아 이 두 세균 사이의 응집 반응은 단백질과 

단백질 사이의 상호작용에 의한 것일 수 있다. 이 실

험에서 사용된 당류  어떤 것도 응집 반응을 억제

하지 못하 다. 따라서 이 반응은 탄수화물 성분에 

의해 개되는 것으로 보이지는 않는다. 

이 연구의 결과는 P. gingivalis와 T. forsythia의 

응집반응이 단백질-단백질 상호작용에 의한 것임을 

시사한다. 한, T. forsythia의 어떤 성분이 열처리에 

의해 활성화되어 P. gingivalis와의 응집반응이 증진

될 수 있다는 도 시사한다. P. gingivalis와 T. for-

sythia 사이의 응집반응의 기구를 구명하고, 한 이 

반응이 치주질환의 진행에 어떤 역할을 하는지를 밝

히기 해서는 더 많은 연구가 필요할 것이다. 
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V. 결론

P. gingivalis와 T. forsythia는 혼합감염 시에 

상승효과를 보이는 것으로 알려져 있다. 이 두 세균

의 상호작용을 구명하기 한 일환으로 이들 세균의 

응집반응에 해 찰하여 다음과 같은 결과를 얻었

다.

1. P. gingivalis는 T. forsythia, T. denticola, A. 

viscosus,  S. sanguis와 강한 응집반응을 보

다. 그러나, T. forsythia는 P. gingivalis와 응

집반응을 보 으며, 이 실험에 사용된 다른 세

균과는 응집반응을 보이지 않았다.

2. P. gingivalis를 열처리하면 응집 반응이 억제

되었다. 반면, T. forsythia를 80°C  100°C에

서 열처리하면 응집반응이 극 으로 증진되었

다

3. P. gingivalis나 T. forsythia  하나를 단백분

해효소로 처리하면 응집 활성이 감소하 다. 

이 실험에서 사용된 당류  어떤 것도 응집반

응을 억제하지 못하 다.

이 연구의 결과는 P. gingivalis와 T. forsythia의 

응집반응이 단백질-단백질 상호작용에 의한 것임을 

시사한다. 한, T. forsythia의 어떤 성분이 열처리에 

의해 활성화 되어 P. gingivalis와의 응집 반응이 증

진될 수 있다는 도 시사한다.
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Coaggregation between Porphyromonas gingivalis 

and Tannerella forsythia
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Dental plaque, a biofilm consisting of more than 500 different bacterial species, is an etio-

logical agent of human periodontal disease. It is therefore important to characterize inter-

actions among periodontopathic microorganisms in order to understand the microbial patho-

genesis of periodontal disease. Previous data have suggested a synergistic effect of tow major periodontal 

pathogens Porphyromonas gingivalis and Tannerella forsythia in the periodontal lesion. In the present study, 

to better understand interaction between P. gingivalis and T. forsythia, the coaggregation activity between 

these bacteria was characterized. The coaggregation activity was observed by a direct visual assay by mix-

ing equal amount (1 x 109) of T. forsythia and P. gingivalis cells. It was found that the first aggregates be-

gan to appear after 5-10 min, and that the large aggregates completely settled within 1 h. Electron and epi-

fluorescence microscopic studies confirmed cell-cell contact between two bacteria. The heat treatment of P. 

gingivalis completely blocked the activity, suggesting an involvement of a heat-labile component of P. gin-

givalis in the interaction. On the other hand, heat treatment of T. forsythia significantly increased the coag-

gregation activity; the aggregates began to appear immediately. The coaggregation activity was inhibited by 

addition of protease, however carbohydrates did not inhibit the activity, suggesting that coaggregation is a 

protein-protein interaction. The results of this study suggest that coaggregation between P. gingivalis and 

T. forsythia is a result of cell-cell physical contact, and that coaggregation is mediated by a heat-labile 

component of P. gingivalis and T. forsythia component that can be activated on heat treatment.2)

key words：Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis, coaggregation
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