
I. 서론

치주질환은 여러 복잡한 원인 요소에 의해 조

직파괴가 발생하는 임상적 발현으로 특징지워

진다1 ). 치아-치은부의 미생물학적 복잡성은

미생물학과 면역학적 측면에서 병인적 기전의

다양성을 구성한다2 , 3 ). T 림프구에 의한 세포

성 면역반응은 치주질환의 면역병인론에 중요

한 역할을 하는 것으로 알려져 있는 데4 - 6 ), 복

잡한 미생물 요소들이 T 세포를 다양한 유형으

로 활성화시켜 치주환자의 말초혈액 림프구나

치은 단핵세포에 의해 생산되는 다양한 사이토

카인을 갖는 두 가지의 helper T 세포의 s u b-

s e t으로 발현하게 된다. 치은 연하 생태학적 환

경에서의 연속적인 세균 감염과 파괴 과정의

간헐적(episodic) 성격이 감염균에 특이성을

띠는 T 세포의 개입에 영향을 준다4 ). 따라서

연속적 감염의 동물 모델을 이용해 사이토카인

프로파일을 갖는 T 세포 표현형( p h e n o t y p e )

의 특이적 양태를 관찰해 봄이 적절하다.

여러 학자들의 보고에 의하면 파괴적인 치주

질환 환자의 상승된 항체의 기능은 종종 방어

기능을 나타내는 식균작용( o p s o n o p h a g o c y-

t o s i s )이 적정 수준 이하로 낮아져 있다7 , 8 , 9 ). 반

면에 단일 치주 병인균을 이용한 실험 동물로

부터 얻은 면역 후(post-immune) 혈청은 동

종의 세균 공략에 대해 만족한 수준의 방어 기

능을 보여주는 것으로 보고되었다4 , 1 0 ). 치주질

환자에서 치주 병인균에 대한 증가된 IgG 반응

이 반드시 항체의 방어 기능적인 적합성을 나

타내지 못하는 이유는 아직 불분명하다. 이러한

면역 편차(immune deviation)는 치은 연하 환

경에서 연속적으로 감염을 일으키는 일련의 세

균들에 반응하는 면역병리학적 병인과정에 축

적된 영향을 주기 때문이라고 여겨진다.

Fusobacterium nucleatum(F. nucleatum)은

치은염, 치은염에서 파괴적인 치주염으로의 전

이기, 그리고 성인형 치주염에서 핵심적인 병인

균의 하나이다1 1 - 1 3 ). F. nucleatum은 또한 치은

연하 부위1 1 , 1 4 , 1 5 )와 b i o f i l m1 6 )에서 다른 주요 세

균과의 공동응집( c o a g g r e g a t i o n )에 중심적 역

할을 하는데, 특히 인체 치주조직이나 동물 모델

에서 Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)

와 함께 독성의 상승작용을 일으킨다1 7 - 1 9 ). 이

균은 또한 Actinobacillus actinomycetem -

comitans (A. actinomycetemcomitans)에 대

한 이차 면역반응의 면역 변조능을 가진 것으로

보고되고 있다2 0 ). 연속적인 집락과 중간 또는

후반의 집락군간의 세균간 공동응집이 치주병

소에서 특이성 T 세포 표현형의 면역반응과 형
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Fusobacterium nucleatum 1차 면역의 P o r p h y r o m o n a s

g i n g i v a l i s 2차 면역에 대한 숙주반응 조절기능
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성을 변조시키는 것으로 여겨진다. 최근에 F .

nucleatum 면역후 P. gingivalis를 면역시킨 동

물에서P. gingivalis특이성helper T 세포클론

의 변조된 극화( p o l a r i z a t i o n )를 증명한 바 있다
2 1 ).

F. nucleatum이 초기에 면역세포에 사전 작

용을 일으켜 후속의 감염균, 즉 P. gingivalis에

대한 면역세포의 반응을 변화시킨 듯하다. 이것

은 P. gingivalis만으로 면역된 동물에서 얻어진

항체와는 대조적로 치주환자에서의 P. gingi -

v a l i s에 대해 비기능적 혈청 항체가 빈번히 관

찰되는 이유로 생각된다.

본 연구는 혈청의 식균작용( o p s o n o p h a g o-

cytosis) 기능과 P. gingivalis의 항원 인지에

대한 F. nucleatum의 면역 변조 효과를 조사하

고, 면역 세포입양(adoptive transfer)에 의한

상이한 P. gingivalis-특이성 helper T 세포 클

론의 방어기능을 측정하기위해 수행하였다.

II. 연구재료 및 방법

1. 백서의 세균 면역법

혐기성으로 배양, 보관시킨 F. nucleatum

ATCC 10953(American Type Culture Col-

lection, Manassas, VA)과 P. gingivalis

381(Dr. Schifferle 제공, SUNY at Buffalo,

Buffalo, NY)을 채취하여 이전에 설명한 방법
2 1 )에 따라 백서를 면역시키는데 사용하였다.

간 단 히 설 명 하 면 , 10 Balb/c mice에

PBS(phosphate-buffered saline)를 복강내

주사하여 대조군(제1군)으로 사용하였다. 10

Balb/c mice에게는 살아있는 F. nucleatum( 5

×1 08 c e l l s )을 2주 간격으로 복강내 주사하여

두 번 면역시킨 후 P. gingivalis(5×1 08 c e l l s )

를 2주 간격으로 두 번 주사하였다(제2군). 10

Balb/c mice에게는 2주 간격으로 P. gingi -

v a l i s (5×1 08 c e l l s )만으로 두 번 면역시켰다

(제3군) .

2 . P. gingivalis-특이성 T 세포 l i n e과 클
론의 획득과 분화능력

이전에 설명한 방법2 1 )에 의해 P. gingivalis-

특이성 T 세포 l i n e과 클론을 채득하였다. 간단

히 설명하면, 비장 T 세포( 1×1 06 c e l l s / w e l l )

를 12 well culture plate(Costar, Corning,

Corning, NY)에 P. gingivalis ( 1×1 08

c e l l s / w e l l )와 항원전달세포로서 i r r a d i a t e d

syngeneic splenocyte(2500 cGy)와 함께 배

양하였다. 2주간 배양 후, T 림프구는 일주일간

휴지기를 갖도록 하였다. 휴지기 후, 항원전달

세포로서 방사선 조사된 비면역 비장세포와 세

균 항원을 첨가하여 T 림프구 증식을 유도하였

다. P. gingivalis-특이성 T 세포 l i n e은 활동과

휴식의 반복적인 순환으로 확립시켰다. 증식하

고 있는 T 림프구는 항원전달세포와 P. gingi -

v a l i s를 포함한 96-well plate를 이용한 2 4

r e p l i c a t e에서 well 당 각각 1, 3, 10개의 T 림

프구를 첨가시켰다. 24 replicate 중에서 증식

반응을 보이는 대표적인 w e l l들을 선택하여 클

론으로 선택하고 계속 6 - w e l l로 확대시켰다.

각 T 세포 클론을 채득하여 표현형 특성을 검

사하기 위해 세척하였다. 배양 상청액( c u l t u r e

s u p e r n a t a n t s )을 채취하여 사이토카인 분석을

위해 - 2 0℃에 보관하였다.

3. T 세포클론의표현형의 특성화

P. gingivalis-특이성 T 세포 클론을 F I T C -

conjugated rabbit anti-mouse CD4 또는

CD8 monoclonal antibody(PharMingen, San

Diego, CA)로 염색하였다. 각 T 세포 클론의

표현형의 발현은 Epics Elite ESP(Coulter,

Hialeah, FL)을 이용한 flow cytometry로 구

분되었다.

4 . P. gingivalis-특이성 T 세포 클론의 면
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역입양과 P. gingivalis의 체내 인공감염

제2군과 제3군의 백서에서 유래한 P. gingi -

v a l i s -특이성 helper T 세포 클론( 1×1 06

c e l l s / m o u s e )을 tail vein 정맥주사를 통해 1 0

B a l b / c에 각각 면역입양시켰다. 10 Balb/c의

백서에 면역시키지 않은 백서로부터 정제된 비

장 T 세포를 주사하여 대조군으로 사용하였다.

T 세포 면역입양 3일 후, 각 군의 백서에 치사

량의 P. gingivalis(1×1 01 1 c e l l s )를 복강내 주

사하여 감염시켰다.

5. ELISA를 이용한혈청 IgG 항체 역가의측
정

백서의 혈청 IgG 역가는 이전에 보고한 방법
2 2 )을 약간 변형하여 결정하였다. Phosphate

b u f f e r로 희석한 P. gingivalis의 전체 세포 항

원( 1 0㎍/ml) 100㎕를 4 ℃에서 밤새 배양한

후 , 0.05% Tween 20을 함 유 한

P B S ( P B S / T w e e n )로 p l a t e를 3회 세척하였다.

P B S / T w e e n에서 연속적으로 희석한 총 5 0㎕

의 백서 혈청표본을 각 w e l l에 첨가하여 상온에

서 두 시 간 동 안 배 양 하 였 다 . Plate를

P B S / T w e e n으로 3회 세척한 후, 각 w e l l에

1 0 0㎕의 peroxidase-conjugated rabbit

anti-mouse IgG(H+L chain specific, Jack-

son ImmunoResearch Laboratories, West

Grove, PA)를 첨가하여 실온에서 두 시간동안

배양하였다. PBS/Tween으로 각 w e l l에 1 0 0

㎕ 의 t e t r a m e t h y l b e n z i d i n e ( 1 m g / m l ,

Kirkegaard and Perry Laboratories,

Gaithersburg, MD)을 첨가하여 실온에서 1 5

분간 배양한 후 반응을 정지시키기 위해 1 0 0㎕

의 0.18 M H2S O4를 첨가하였다. 450 nm의 파

장에서 읽어지는 흡광도와 혈청희석요소의 상

호관계를 회귀 분석하였다. 대조군 혈청중 하나

를 1 0 0의 ELISA unit으로 할당하고, 다른 대조

군과 시험군 혈청의 혈청 IgG 역가를 산출하였

다. 군간의 항체 수준을 통계적으로 비교하기

위해, paired Student t- t e s t를 시행하였다.

6. 사이토카인농도의결정

배양 상청액을 항원전달세포와 P. gingivalis

항원과 배양된 T 세포의 7 2시간째에 채취하였

다. 배양 상청액의 사이토카인 수준은 E L I S A

에 의해 t r i p l i c a t e로 측정하였다. 간단히 설명

하면, 96-well plate(Corning, Corning, NY)

을 4 ℃에서 밤새 sodium carbonate buffer에

서 희석된 rat anti-mouse IFN-γ, IL-4 또는

IL-10(PharMingen, San Diege, CA, 4㎍/ m l )

을 각각 c o a t i n g하였다. PBS/Tween으로 3회

세척한 후, well을 PBS + 10% fetal bovine

s e r u m ( P B S / F B S )에 의해 실온에서 3 0분간

b l o c k하고 P B S / T w e e n으로 3회 세척하였다.

PBS/FBS + 0.05% Tween 20(PBS/

F B S / T w e e n )에서 희석된 각 표본과 s t a n d a r d

recombinant mouse IFN-γ, IL-4 또는 I L -

10(PharMingen, San Diego, CA, 4 ng/ml)이

각각 첨가되어 실온에서 3시간동안 배양되고,

p l a t e를 P B S / T w e e n으로 3회 세척하였다.

Biotinylated rat anti-mouse IFN-γ, IL-4 또

는 IL-10(PharMingen, San Diego, CA, 2㎍

/ml in PBS/FBS/Tween)을 각 w e l l에 각각 첨

가 하 여 실 온 에 서 1시 간 배 양 하 였 다 .

P B S / T w e e n으로 네 번 세척한 후, hydroper-

oxidase-conjugated streptavidin

(PharMingen, San Diego, CA, 2㎍/ml in

PBS/FBS/ Tween)을 첨가한 후 3 7℃에서 3 0

분간 배양하였다. Plate를 P B S / T w e e n으로 8

회 세척하고 o-phenylenediamine(1 mg/ml

in 0.1 M citrate buffer, pH 4.5)을첨가하여실

온에서 2 0분간 배양하였다. 발색반응을 정지시

키기 위해, 4 N H2S O4를 각 w e l l에 첨가하였

고, 490 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다.

표준 사이토카인의 흡광도는 희석요소에 대하

여 p l o t t i n g한 후 회귀 분석을 시행하고, 표본의
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사이토카인 농도를 결정하였다.

7. 식균작용 측정

P. gingivalis에 대한 면역 후 혈청의식균작용

검증은 이전에 설명한 방법2 3 , 2 4 )에 따라 시행되

었다. 간략히 설명하면, P. gingivalis를 P B S에

서 세척하고 DAPI(4', 6-diamidino- 2-

phenylindole dihydrochloride, 1 mg/ml)에서

재현탁시켰다. Polymorphonuclear leuko-

c y t e ( P M N L )를 말초혈액에서 분리하여 식균작

용을 위해 사용할 목적으로 Hank's balanced

salt solution(Life Technologies, Grand

Island, NY)에서 재현탁시켰다. 혈청, 염색된

세균 세포, PMNL과 propidium iodide의 혼합

물을 37 ℃에서 1 5분간 배양하였다. cytospin

후에 피검물을 고정하고 c y a n o a c r y l a t e로 덮었

다. 형광 현미경하에서, 식균작용에 참여하는

P M N L의 백분율(% PMNL)을 이전에 설명한

방법2 3 , 2 4 )에 따라 blind examiner에 의해 측정

하였다.

8. Western blot analysis

간략히 기술하면, Laemmeli가 기술한 방법
2 5 )에 따라 1 mm-thick 10% running gel을 이

용하여 tall Minigel system(Hoeffer Scien-

tific Company)에서 S D S - P A G E를 시행하였
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Table 1. Phenotypes of P. gingivalis-specific T cell clones from Groups 2 and 3 based on the flow
cytometric analysis

G r o u p s Clone No. C D 4 C D 8 Th/Tc subsets*

Group 2 1 + - T h 2

2 + - T h 2

3 + - T h 2

4 + - T h 2

Group 3 1 + - T h 1

2 + - T h 1

3 + - T h 1

4 + - T h 1

* based on the cytokine concentration in Table 2

Table 2. Cytokine concentration of culture supernatants of P. gingivalis-specific T cell clones from
Groups 2 and 3*

G r o u p s C l o n e s I N F -γ I L - 4 I L - 1 0

Group 2* * 1 - 6 . 8 -

2 - 7 . 9 4 . 2

3 - 4 . 3 3 . 7

4 - 3 . 2 1 . 9

Group 3* * 1 8 . 3 - -

2 1 . 5 - -

3 5 . 3 - -

4 4 . 0 - -

* cytokine concentration(ng/ml)

* * Group 2 : immunized first with F. nucleatumand then with P. gingivalis,

Group 3 : immunized with P. gingivalis a l o n e



다. 5 % β- m e r c a p t o e t h a n o l의 존재하에 1 0 0

℃에서 1 0분간 변성시킨(denaturing) 상태이

거나 8 0℃에서 1 0분간 부분 변성시킨 상태 하

에서 단백 표본을 준비하였다. SDS-PAGE에

의해 분리한 후, semi-dry blot system을 이

용 nitrocellulose 막에 단백을 옮겼다2 6 ). 막의

비점유 부위는 nonfat dry milk의 4.5% 수용성

현탁액으로 B l o c k하였다. block 후, 막을 세척

하고 Decaprobe(Hoeffer Scientific Compa-

n y )에 놓고 4℃에서 밤새 해당 항혈청으로 처

치하였다. 0.5 M NaCl과 0.1% Tween 20(세

척 완충제)를 함유한 pH 7.5의 20 mM Tris

b u f f e r로 5∼6회 세척후, 막을 p e r o x i d a s e c-

onjugated goat anti-rabbit IgG로 실온에서 1

시간동안 배양하였다. 막을 세척 완충제로 충분

히 세척하고는 결합된 항체를 4 - c h l o r o - 1 -

n a p h t h o l을 색조 형성 시약으로 사용하여 발색

반응을 시켰다.

III. 연구 성적

1. T 세포 클로닝( c l o n i n g )과 표현형의 특성
화
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Table 3. Pre-immune and post-immune serum IgG titer against P. gingivalis 381(ELISA units±s . d )
and the mean % PMNL 

IgG titer to P. gingivalis3 8 1

p r e - i m m u n e p o s t - i m m u n e

Group 1(N=10) 1 1 2 . 5±1 2 . 3 1 1 7 . 4±3 . 2

mean % PMNL                                                                     N D* * 2 . 4 ±

2 . 1

Group 2(N=10) 1 0 1 . 9±1 8 . 2 1 2 4 3 . 8±1 3 1 . 5*
mean % PMNL                                                                     N D 1 6 . 5±

1 2 . 1

Group 3(N=10) 1 0 5 . 3±1 0 . 0 1 3 1 8 . 1±1 3 8 . 9*
mean % PMNL                                                                     N D 4 2 . 2±

1 4 . 6@

* significant higher than pre-immune serum IgG titer(p < 0.01) 

or control group, and no statistical difference between Groups 2 

Figure 1. Plotting of linear relationship between anti-P. gingivalis IgG titers and opsonophagocytosis
function of sera from groups 2 and 3



제2군과 제3군의 P. gingivalis-특이성

helper T 세포 클론은 각각 4개를 획득하였으

며, 모두 C D 4에 양성이었으며, 세포독성 T 세

포(Tc) 표식자인 C D 8에는 음성이었다( T a b l e

1). P. gingivalis-특이성 T 세포 클론에서의

배양 상청액의 사이토카인 프로파일에 기초하

여, 제2군 유래의 T 세포 클론은 I F N -γ 없이

다양한 양의 I L - 4와 I L - 1 0을 생산하는

helper T 세포 클론 type 2 subset이었고 반면

에 제3군에서 유래한 T세포 클론은 I L - 4나

IL-10 없이 상당량의 I F N -γ를 생산하는

helper T 세포 클론 type1 subset이었다

(Table 2).

6 8 0

Figure 2. Survival rate of mice against the lethal dose of P. gingivalis which have been adoptively
transferred with Th1 or Th2 clone derived group 2 or group 3, respectively. 

Figure 3. Western blot pattern of serum reaction
with P. gingivalis fimbrial antigens. Upper band
is 75-kDa and lower band is 43-kDa proteins,
respectively. Lanes 1-3 and 7-9 denotes sera
from group 3 and lanes 4-6 denotes from

Figure 4. Western blot pattern of serum reac-
tion with heat-dissociated P. gingivalis f i m b r i a l
antigens. Lanes 1-3 and 7-9 denotes sera
from group 3 and lanes 4-6 denotes sera from
group 2, respectively.



2. 세균 탐식작용 검증

P. gingivalis 3 8 1에 대한 면역 전과 면역 후

각각 IgG 역가와 평균 % PMNL을 표 3에 나타

내었다. 면역 백서의 두 군에서 공히 면역 전과

대조군 IgG 역가와 비교시 실질적인 IgG 역가

의 증가를 보였다(p<0.01). 비록 양 군간에 P .

g i n g i v a l i s에 대한 IgG 역가에서 통계적으로 유

의성있는 차이는 없었지만, 제2군 백서의 평균

% PMNL은 제3군보다 유의성있게 높았다. P .

g i n g i v a l i s 3 8 1에 대한 면역후 IgG 역가의 %

P M N L에 대한 상관관계를 도식화하고 회귀분

석을 시도한 바, 제3군( r2= 0 . 8 2 )과 비교시 제2

군( r2= 0 . 3 7 )에서 훨씬 미약하게 나타났다

(Figure 1).

3. 면역 입양된 보조 T 세포 클론의 방어 기
능

치사량의 P. gingivalis(1×1 01 1 c e l l s / m o u s e )

를 복강내 주사하여 백서 각 군의 생존율을 결

정하였는데, 대조군의 백서는 3일까지는 1 0마

리 중 9마리가 사망하였다. Th1 클론으로 면역

입양된 백서 1 0마리중 8마리는 2주의 관찰 기

간까지생존한 반면, Th2 클론으로 입양된백서

에서는2마리가 생존하였다(Figure 2).

4. Western blot analysis

P. gingivalis 전에 F. nucleatum으로 미리 면

역시킨 제 2군 백서에서 얻은 면역 혈청은 단지

P. gingivalis 43-kDa fimbrial protein과만 양

성 반응을 일으켰다(Figure 3, lane 4-6). 그

러나, P. gingivalis만으로 면역시킨 제 3군 백

서의 혈청은 4 3 - k D a와 75-kDa fimbrial

p r o t e i n에 공히 반응하였다(Figure 3, lane 1-

3과 7-9). Fimbriae를 열변성시켜 항원으로

사용했을 때, 제 2군의 혈청은 부분적으로 변성

된 native fimbrial oligomer에 음성으로 반응

하였다(Figure 4, lane 4-6). 대조적으로, 제3

군의 혈청은 o l i g o m e r와 양성 반응을 나타내었

다(Figure 4, lane 1-3, 7-9).

IV. 총괄 및 고안

T 세포 면역반응은 치주질환의 면역병원론

에서 중요한 역할을 하는 것으로 간주되고 있

다4 , 5 , 6 ). T 세포 계통이나 클론에 관한 연구는

주로 P. gingivalis와 A . a c t i n o m y c e t e m c o m i -

t a n s의 두 중요한 치주병인균에 집중되어 왔다.

P. gingivalis 특이성 T 세포 계통이나 클론은

P B L과2 7 , 2 8 , 2 9 ) G M C에 의해2 9 , 3 0 , 3 1 , 3 2 , 3 3 , 3 4 ) 다양

한 양의 I F N -γ, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6과

I L - 1 0을 생산하는 T 세포 분화( p o l a r i z a t i o n )

에서의 이종( h e t e r o g e n i e t y )을 나타냈다. 여러

저자에 따라 일치하지 않는 관찰을 제시하였으

며3 0 , 3 1 ), 다른 세균은 인간 P B L와 G M C의 다른

s u b s e t s을 자극한다고 주장하고 있다. 우리는

P. gingivalis에 앞선 F . n u c l e a t u m의 감염은 P .

g i n g i v a l i s 특이성 T 세포 분화에 왜곡을 일으

킨다는 점을 관찰해 왔다2 1 ).

F. nucleatum과 P. gingivalis의 독성에 있어

서의 상승적 상호작용이 동물 모델을 통해 살

펴져 왔다1 7 , 1 8 , 1 9 , 3 5 ). 이 상승작용은 이들 유기체

간의 상호응집 효과에 의한 것으로 설명될 수

있으며, F. nucleatum은 P. gingivalis에 대한

면역 변조기능을 하는 것으로 제시되었다1 8 ).

우리는 F. nucleatum이 P. gingivalis 특이성 T

세포의 Th2 표현형으로의 분화를 왜곡시킴으

로서 활성 질병과정에서 관여하고 있다는2 1 ) 또

다른 기전을 관찰해 왔다. F. nucleatum의 교차

반응항원(cross-reaction antigen)에 사전 감

지되었던 기억 T 세포는 P. gingivalis에 대한

방어능력이 부적합한 P. gingivalis 특이성 보조

T 세포로 이행된다고 가정할 수 있다. 이러한

관찰에 기초하여, 우리는 백서에 면역입양시킨

T h 1과 Th2 subset의 체내 방어 능력을 검사

6 8 1



하는데 관심을 쏟았다. P. gingivalis 특이성

Th1 클론은 유기체의 치사량을 주사하였을 때

방어 역할을 해냄을 보여 주었다. 이러한 개념

은 일부 학자들과는 일치하고5 , 3 6 ), 일부에서는

상반된다3 7 , 3 8 , 3 9 ). 본 결과는 P. gingivalis 특이

성 s u b s e t가 기능적으로 방어적임을 제시한다.

F. nucleatum의 사전 면역은 또한 P. gingi -

v a l i s에 대한 옵소닌식작용 기능을 방해하였다.

이는 단일 병인균에 면역된 동물에서 유래한

혈청과는 달리, 다수의 병인균에 감염된 치주환

자에서 유래한 혈청에서는 빈번히 방어적 기능

이 적정수준이하를 보인다는 점을 부분적으로

설명해준다. P. gingivalis 특이성 보조 T 세포

가 부적절한 기능성을 가진 Th2 subset으로

왜곡시킨다는 점에 추가하여, 이 현상은 치은염

에서 파괴적인 치주염으로 전환되는 과정에서

F. nucleatum의 또다른 면역 일탈 기전을 증명

하고 있다.

분자 수준에서 F. nucleatum의 면역 변조 효

과를 규명하려는 시도로서, 우리는 파괴적인 치

주염에서 immunodominant antigen으로 널리

알려져 있는 P. gingivalis의 fimbrial protein에
1 0 ) 대한 두 군의 혈청의 항원 인지에 있어서의

차이를 조사하였다. P. gingivalis에 앞서 F .

n u c l e a t u m으로 면역시킨 백서로부터 얻은 면

역 혈청은 P. gingivalis의 43-kDa fimbrial

p r o t e i n만 양성으로 반응하였다. 그러나, P .

g i n g i v a l i s만으로 면역시킨 백서로부터의 혈청

은 4 3 - k D a와 75-kDa fimbrial protein에서

모두 양성으로 반응하였다. Fimbriae를 열변성

시켜 항원으로 사용시, 75-kDa protein에게만

반응했던 혈청은 부분적으로 변성된 n a t i v e

fimbrial oligomer와 음성반응을 나타냈다. 반

대로, 제3군의 혈청은 o l i g o m e r와 양성반응하

였다. 75-kDa fimbrial protein과 반응한 혈청

만이 heat-dissociated oligomer와 양성반응

을 보이는 점이 흥미롭다. 제3군에서의 혈청이

유의성있게 높은 수준의 옵소닌식작용 기능을

보인 사실을 고려할 때, 43-kDa와 7 5 - k D a

fimbrial protein 모두의 항원 인지는 P . g i n g i -

v a l i s 감염에 대한 혈청의 방어 기능에 중요한

것으로 여겨진다. 또한 F. nucleatum으로 면역

세포를 사전 감지시키는 것은 P. gingivalis

75-kDa fimbrial protein에 대한 항원 인지의

일탈을 초래한다. 이것이 치은염을 파괴적인치

주염으로 전환시키는 F. nucleatum의 기전중

의 하나인 지는 불명확하다. 이 개념은 P. gin -

g i v a l i s의 75-kDa fimbrial antigen이 기능적

으로 부적합하다는 다른 보고1 0 )와 대립된다.

이상의 모든 점을 고려할 때, 핵심적인 치주

병인균에 우선한 단일 또는 다수의 병인균의

치은 연하에서의 집락이 P. gingivalis에 대한

숙주 면역 반응을 체액성, 세포성 그리고 분자

수준에서 변조시킬 수 있는 것으로 사료된다.

이 개념은 치주질환의 병인적 기전을 이해하고

치주 백신을 고안하는데 있어서 진지하게 고려

되어야 한다.

V. 결론

동물을 이용한 치주병원균 연속면역실험을

통해 한 종류의 세균에 의한 사전 감염을 2차적

인 상이한 세균에 대한 세포성 면역과 체액성

면역의 변화를 초래하는 조절기능을 나타냄을

보여 주었다. 이 조절기능은 2차 감염세균에 대

한 항체의 항원인자 변화와 식균능력의 감소로

나타났고, T 임파구의 극화의 변위를 초래하는

것으로 나타났다.
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- A b s t r a c t -

Prior Exposure of Mice to

Fusobacterium Nucleatum

Modulates Host Response to

Porphyromonas Gingivalis

Han-Yong Son, Sung-Jo Kim, Jeom-Il

C h o i

Department of Periodontology, College of

Dentistry, Pusan National University

Multiple periodontal pathogens sequen-

tially colonize the subgingival niche during

the conversion from gingivitis to destructive

periodontal disease. An animal model of

sequential immunization with key periodon-

tal pathogens has been developed to deter-

mine whether T and B lymppocyte effector

functions are skewed and fail to protect the

host from pathogenic challenge. The pre-

sent study was performed to evaluate

immunomodulatory effect of exposure to

Fusobacterium nucleatum(F. nucleatum)

prior to Porphyromonas gingivalis(P. gingi -

v a l i s). Group 1(control) mice were immu-

nized with phosphate-buffered saline,

Group 2 were immunized with F. nucleatum

prior to P. gingivalis, while Group 3 were

immunized P. gingivalis alone. All the T cell

clones derived from Group 2 demonstrated

type 2 helper T cell clone(Th2 subsets),

while those from Group 3 mice demon-

strated Th1 subsets. Exposure of mice to F .

nucleatum prior to P. gingivalis i n t e r f e r e d
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with opsonophagocytosis function of sera

against P. gingivalis. In adoptive T cell

transfer experiments, in vivo protective

capacity type 2 helper T cell clones(Th2)

from Group 2 was significantly lower than

type 1 helper T cell clones(Th1) from

Group 3 against the lethal dose infection of

P. gingivalis. Western blot analysis indicated

the different pattern of recognition of P .

g i n g i v a l i s fimbrial proteins between sera

from Group 2 and Group 3.

In conclusion, these study suggest that

colonization of the subgingival niche by F .

n u c l e a t u m prior to the periodontal pathogen,

P. gingivalis, modulates the host immune

responses to P. gingivalis at humoral, cellu-

lar and molecular levels.
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