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국문초록

세균막 형성에 있어서

Fusobacterium nucleatum과

Tannerellaforsythia의 상호작용

정광수

서울대학교 치의학대학원

치의학과

연구목적:세균들은 신호 물질을 가지고 서로 소통한다.이 체계를 쿼럼

센싱이라 하고 여기에 이용되는 신호 물질들을 autoinducer라고 한다.

이 autoinducer에는 두 가지가 있는데,autoinducer1(AI-1)은 동종간의

인식에 이용되고 autoinducer2(AI-2)는 이종간의 인식에 이용된다.

Fusobacterium nucleatum은 치면 세균막 형성에 있어서 초기 집락군

과 후기 집락군 사이에서 다리 역할을 하는 중요한 세균이다.F.

nucleatum이 내는 다양한 물질들은 치주 병인균의 세균막 형성에 중요

한 역할을 할 것이다.따라서 치주병인균의 하나인 Tannerellaforsythia

의 세균막 형성에 F.nucleatum이 어떠한 영향을 주는지 알아보고자 하

였다.AI-2를 억제하는 쿼럼센싱 억제제를 이용하여 세균막 형성의 조절

가능성을 알아봄으로써 최종적으로 치주병원균을 제어할 수 있는 인자를

찾아보고자 하였다.



연구재료 및 방법:F.nucleatum와 T.forsythia의 공동 응집은 둘의 세

균막을 ①crystalviolet염색법,②공초점 현미경을 사용함으로써 시각

적 분석법으로 확인하였다.세균막 형성에 있어 가용성 인자는 배양 상

청액과 다공성 막을 통해 분리된 공생 배양액을 사용함으로써 확인하였

다.

결과:F.nucleatum와 T.forsythia는 독립적인 배양에서보다 공동 배양

의 경우에 세균막이 더 잘 형성되었으며,이는 AI-2쿼럼센싱 억제제에

의해 유의성 있게 감소하였다.

주요어 :쿼럼센싱,Autoinducer,세균막

학번 :2009-22721
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1.서론

치주질환은 만성,염증성 질환으로 주로 그람 음성세균으로 이루어진

치은연하 치태에 의해 유발된다.치주가 건강한 사람에게도 다양한 세균

이 구강 상주균으로 존재하지만,숙주와의 관계에서 생태적 균형이 깨지

고 교란상태가 되면 특정 세균군은 잠재되어 있던 병원성을 드러내어 숙

주를 공격하게 된다.1)Porphyromnasgingivalis,Tannerellaforsythia,

Treponemadenticola는 잠재적 치주 병원균으로 특히 치은 상피에 직접

적으로 연관되어 치주 조직을 분해한다.이 세균들은 'redcomplex'라고

불리우는 후기 정착군으로,초기 정착군과 후기 정착군을 이어주는 공동

응집 매개체인 Fusobacterium nucleatum과 함께 치면 세균막 형성에

있어 중요한 역할을 한다.2)

쿼럼 센싱(quorum sensing)은 여러 미생물 군에 의해서 분비된 작은

신호성 분자로 이루어진 시스템으로 세포 간 신호 체계를 매개하는 역할

을 담당하고 있다.3,4)여기에 이용되는 신호물질을 autoinducer라고 하며,

크게 그람음성 세균이 분비하는 autoinducer-1(AI-1),그람양성 세균이

분비하는 oligopeptide,그람음성 세균과 양성세균이 모두 분비하는

autoinducer-2(AI-2)로 분류된다.이중 특히 AI-2는 이종간의 인식에

이용되므로 복합 세균으로 이루어진 구강 세균막에서 중요한 역할을 할

것으로 여겨진다.쿼럼센싱 억제제(quorum sensinginhibitors)의 활동은

세균막의 형성을 억제하고 세균막 내의 세균병독성을 감소시키기 때문

에,이들은 구강 내 세균막 형성을 억제하고 세균 감염을 조절하는데 유

용하게 쓰일 수 있다.5,6)이상적인 쿼럼센싱 억제제(QSIs)는 미생물이나

숙주에 유해한 작용없이,쿼럼센싱 조절 유전자의 발현만을 현저히 줄일

수 있어야 한다. 홍조류(Delisea pulchra)에서 추출된 bromated

furanones이 최초의 자연 생성된 쿼럼 센싱 억제제이며,이후 합성되는

억제제들의 전구체 역할을 하게 되었다.9)

AI-2는 보편적인 쿼럼센싱 물질로,다양한 종의 세균 집단에서 이종

세균 간 신호를 매개하고 있다.10,11)AI-2는 효소 LuxS의 작용에 의한
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S-adenosylhomocysteine의 대사 산물인 4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione

의 자발적인 고리화로 형성되며6,12)구강 내 세균에 의해 생성되는 첫 번

째 쿼럼센싱 물질이다.13)Kolenbrander등에 의해 제시된 가설에 따르면

14),치주 병원균이 높은 농도의 AI-2를 주고받는 데에 반해 구강 상주

균은 AI-2신호를 피코몰 농도로 주고받는다.높은 농도의 AI-2는 공

생세균의 성장을 저해하여,치은연하 치태의 형성과 성숙에 기여하여 결

국 치주염에 이르도록 한다.

F.nucleatum이 치은 연하 치태의 형성과 성숙에 중요한 역할을 수행

하기 때문에,본 연구에서는 이 세균에 의해 생성되는 AI-2가 치면 세균

막의 형성과 치주병원균의 응집에 기여할 것이며,따라서 AI-2를 저해

하는 쿼럼센싱 억제제(QSIs)는 세균막의 형성을 억제하게 될 것이라는

가정을 하였다.이 가정을 테스트하기 위해서 세균막 형성과 응집에 있

어 F.nucleatum과 T.forsythia사이의 종간 상호작용을 평가하였고,동

시에 2개의 쿼럼센싱 억제제,(5z)-4-bromo-5-(bromomethylene)-2(5H)

-furanone(furanonecompound)과 D-ribose를 적용하여 그 효과를 평가

했다.
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2.실험 재료 및 방법

2.1.세균 배양

F.nucleatum(ATCC25586)은 pepticmedium (6gofpepticdigest

ofanimaltissue,6 g ofdesiccated beefextract,5 g ofsodium

chloride,14.5gofpancreaticdigestofcasein,and2.5gofsodium

phosphate)에서 배양하였고,두 배지는 hemin(10mg/ml)과 vitaminK

(0.2mg/ml)을 보조제로 첨가하였다.

T.forsythia(ATCC 43037)는 구강 나선균 (NOS) 배양액 (ATCC

medium 1494)배지에 배양하였으며 hemin(10mg/ml),vitaminK

(0.2mg/ml)와 N-acetylmuramicacid(0.01mg/ml)를 보조제로 첨가하

였다. 이 세균들은 5% H2,10% CO2,85% N2인 혐기성 조건 37℃에서

2-4일간 배양했다.

2.2.쿼럼 센싱 억제제 (QSinhibitors)

D-ribose와 (5Z)-4-bromo-5-(bromomethylene)-2(5H)-furanone

(furanonecompound)를 AI-2억제제로 사용하였다.D-ribose는 Tokyo

Chemical Industry Co. (Tokyo, Japan)에서 구입했다. Furanone

compound는 Mannyetal21)의 방법을 따라 합성하였다.이 합성물은

1H와 13CNMR분광법으로 정제하였다.

2.3.세균막 형성 평가 (Biofilm formationassay)

T.forsythia의 세균 부유액 1㎖을 유리 슬립이 포함된 24-wellplate에

접종했고,transwell(poresize:0.4㎛)위쪽에는 F.nucleatum이 포함된

세균 부유액 500 ㎕을 접종하였다.이들을 AI-2 억제제(Furanone,

D-Ribose)가 첨가된 것과 첨가되지 않은 것으로 구분하여 혐기성 조건
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에서 72시간 배양하였다.

F.nucleatum은 1x107/㎖,T.forsythia는 4x107/㎖로 접종하였다.단일

종과 혼합종 모두에서,커버슬립에 생성된 세균막은 10% crystalviolet

으로 10분간 염색했으며 PBS로 세 번 씻어내었다.다시 1㎖의 acetone

-alcohol(20:80,vol/vol)용액으로 탈염색했다.이 탈염된 용액의 흡광도

는 microplatereader(aWallacVictor3microtiter,PerkinElmerLife

Sciences,Waltham,MA)를 이용하여 595nm에서 측정하였다.

또 다른 실험으로 세균막이 형성된 슬립들을 Live/Dead-BacLight

bacterialviabilitykit(Invitrogen,GrandIsland,NY)를 이용하여 염색

하였으며,공초점 레이저 현미경(OlympusFV300,Japan)을 이용하여

1,000배의 배율로 관찰하였다.공초점 이미지는 각 커버 글래스에서 무

작위로 세 부위의 형광을 측정하였으며,세균막의 두께는 글래스 표면으

로부터 z축을 설정,세균막의 시작부터 끝까지의 두께를 측정하였다.

세균막의 형광은 공초점 현미경에서 지원하는 FluoView 소프트웨어를

이용,z축을 가로지르는 형광도를 누적하여 넓이로 나누어 계산하였다.

2.4.통계처리

실험군과 대조군간 평균 비교를 위해 pairedt-test를 이용하였으며,

유의수준은 5%로 하였다.통계분석에는 MSExcel2010(MicrosoftInc.,

Redmond,WA,USA)을 사용하였다.
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3.실험결과

3.1.염색법에 의한 세균막 형성 평가

독립배양과 공생배양에서 세균막의 형성 능력을 비교하기 위해 F.

nucleatum과 T.forsythia를 transwell을 이용하여 물리적 접촉없이 독

립적으로 배양했다.총 실험군은 6그룹으로

1)T.forsythia단독배양

2)transwell위에 F.nucleatum,아래쪽에 T.forsythia

3)transwell위에 F.nucleatum,아래쪽에 T.forsythia+Furanone

4)transwell위에 F.nucleatum,아래쪽에 T.forsythia+D-ribose

5)transwell위에 T.forsythia아래쪽에 F.nucleatum

6)F.nucleatum 단독배양

이었다.우선 crystalviolet염색 을 통한 여러 번의 실험을 통해서 2),

5)의 공생 배양된 세균막의 형성이 모두 유의성 있게 독립 배양된 세균

막에서보다 증가된 것을 확인했다.그 후 AI-2억제제인 furanone과

D-ribose가 AI-2QSIs로 치주병원균의 세균막 형성을 억제 할 수 있는

지 테스트해 보았고,역시 유의성 있게 세균막의 형성이 저해된 것을 볼

수가 있었다.(Fig.1)

*

*

# #

Fig.1.F.nucleatum(F.n)과 T.forsythia(T.f)의 세균막을 crystal

violet으로 염색한 후 탈염하여 흡광도를 측정함.
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3.2.세균의 생존력에 대한 AI-2억제제의 영향

앞선 실험에서 얻은 crystalviolet염색의 실험값이 실질적으로 AI-2

억제제에 의한 효과인 것인지 세균이 죽어서 치면 세균막이 감소한 것인

지 알아보기 위해 live/dead세포 염색을 통해서 확인하였다.공초점 현

미경을 통해서 z-축 이미지 분석을 하였고,Fig.2를 통해 각각 세균막

의 orthograph,3-D 이미지로 세균막의 양적 변화를 시각적으로 볼 수

있었다.또한 공초점 현미경을 통해서 양적 분석을 할 수 있었으며,

Table1에서와 같이 biomass로 나타내었다.

Fluorescence-basedLive/Deadassays는 세균막의 시각적 분석을 공

초점 현미경을 통하여 가능하게 해 주었다.F.nucleatum AI-2의 존재

에서는 대부분 녹색 형광성 (Syto9,livecell)을 나타내었으며 아주 소수

만 적색 (propidium iodide,deadcell)을 보였다.
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(a)

(b)

Fig.2.F.nucleatum과 T.forsythia의 세균막을 SYTO 9(녹색)과

propidium iodide(적색)로 염색한 후 공초점 현미경으로 관찰.

(a)orthograph(b)3-Dimage
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Table1.F.nucleatum과 T.forsythia의 세균막 두께의 형광도를

면적으로 나눈 값

*:T.forsythia단독군에 대해 유의함

#:T.forsythia/F.nucleatum에 대해 유의함
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4.고찰

치주 질환은 치주 병원균이 포함된 세균막에 의해 유발된다.세균막은

구강 내 공생 세균이 치아 표면에 부착된 후 그 표면위에 F.nucleatum

이 부착되고,최종적으로 치주 병원균이 부착되면서 형성이 된다.그렇기

때문에 이 병원균을 억제하기 위한 많은 시도들이 있어왔다.하지만 구

강 내에 상주하는 공생 세균에 유해한 영향을 배제하고,치주 병원균만

을 선택적으로 제거하는 것에는 많은 어려움이 따른다.이번 연구에서

우리는 F.nucleatum과 T.forsythia가 단독 배양 시보다 공생 배양 시에

세균막의 형성이 더 잘 일어난다는 것을 확인할 수 있었고,또한 F.

nucleatum과 T.forsythia사이의 세균막의 형성과 응집은 쿼럼센싱 억제

제인 furanone과 D-ribose에 의해 유의성있게 저해된다는 것 역시 볼 수

있었다.

AI-2쿼럼센싱 시스템은 그램 양성과 음성 세균 사이에 널리 쓰이고

있으며 쿼럼센싱 신호전달 체계에서 가장 보존적인 것으로 알려져 있

다.17)AI-2는 특정 종에서 생성이 되었더라도 또 다른 종에서 인식이

가능하며14),이종 간의 신호전달에 있어서 아주 중요한 역할을 담당하고

있다.AI-2는 구강 내 쿼럼센싱 물질들 중에 아주 큰 비중을 차지하고

있으며,Aggregatibacter actinomycetemcomitans,F.nucleatum,P.

gingivalis,그리고 Prevotellaintermedia와 구강 연쇄상구균인 Strepto

coccusgordonii와 Streptococcusmutans등의 치주 병원균에서 생산이

이루어지는 것이 밝혀졌다.8,13,18-20)

세균의 응집은 구강 내 세균에 있어서 다양한 종이 정착하기 위한 필

수적인 단계이다.누적된 치주병원균 F.nucleatum의 AI-2농도의 증가

는 세균의 부착에 관련된 물질의 발현을 더욱 증가시킨다.요약하자면,

F.nucleatum AI-2는 F.nucleatum과 후기 정착군의 응집과 세균막의

성장에 중요한 역할을 한다.F.nucleatum AI-2에 의한 세균막 형성,응

집은 furanone합성물과 D-ribose와 같은 쿼럼센싱 억제제에 의해,숙주

세포에는 위해작용이나 염증작용 없이 억제될 수 있다.본 실험을 통하

여 치주 병원균의 AI-2가 세균막 형성 억제를 위한 적절한 표적 물질이
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될 수 있음을 확인하였다.그러나 이번 실험의 한계는 F.nucleatum에

대해서만 하였다는 것이고,따라서 다른 세균종에 대하여서도 더 밝혀져

야 할 것이다.
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Abstract

Synergyinbiofilm formation

betweenFusobacterium

nucleatum andTannerella

forsythia

Chung,KwangSoo

DepartmentofDentistry

SchoolofDentistry

SeoulNationalUniversity

Periodontitisisinitiatedbybacteriainsubgingivalbiofilms,whichare

composedmostlyofGram-negativeanaerobes.Bacteriacommunicate

eachotherwiththesignalmolecules.Thissystem iscalledquorum

sensing (QS)andthesignalmoleculesusedhereareautoinducers.

Therearetwodifferenttypesofautoinducers:autoinducer1(AI-1)is

usedforhomologousrecognition,andautoinducer2(AI-2)isusedfor

interspecific recognition.F.nucleatum is the majorcoaggregation

bridge organism thatlinks early colonizing commensals and late

pathogenic colonizers in dental biofilm via the accretion of

periodontopathogens.We hypothesized thatAI-2 ofF.nucleatum
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contributestothisinterspeciesinteraction,and interruption ofthis

signaling could result in the inhibition of biofilm formation of

periodontopathogens.Totestthishypothesis,weevaluatedtheeffect

ofF.nucleatum on biofilm formation ofT.forsythiawhich isa

representativebacterium amonglatecolonizers.Then,wetestedthe

effect of two AI-2 QS inhibitors (QSIs), (5z)-4-bromo-5-

(bromomethylene)-2(5H)-furanon(furanonecompound)andD-ribose,

onT.forsythiabiofilm formationincoculturewithF.nucleatum.F.

nucleatum remarkablyinducedbiofilm growthofT.forsythia,which

wasinhibitedbytheQSIs.OurresultsdemonstratethatF.nucleatum

AI-2 plays an importantrole in interspecies interactions between

periodontopathogens and may be a target for the inhibition of

pathogenicdentalbiofilm formation.

Keywords:quorum sensing,autoinducer,biofilm
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