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isagram-negativeanaerobicrod implicated in the
pathogenesisofperiodontaldiseases. hasfivesubspeciesand the
genetic-andphenotypic-characteristicsarevariableamongthesubspecies.These
observationssuggestthatthedetectionfrequencyofsubspeciesof
mightbedifferentaccordingtothedegreeofperiodontaldiseases.Thepurposeof
thisstudywastoinvestigatethedistributionofsubspeciesof inthe
subgingivalplaquesfrom theperiodontalhealthyregionandperiodontitis(gingivitis,
periodontitis,andperiimplantitis)lesion.Inaddition,weevaluatethespecificityof
Fu4-F38 and Fu4-R1189 primers,introduced in Shin (PhD paperin Graduate
SchoolofChosunUniversity,2005),whethertheycanbeusefulinthedetection
andidentificationof .Thesubgingivalplaquesfrom total346tooth
sites(113persons)werecollected;88toothsites(44persons)ofhealthyregion,
193sites(36persons)ofgingivitislesion,45sites(22persons)ofperiodontitis
lesion,and22sites(11persons)ofperiimplantitissubjects.Theidentificationofthe
isolates,growingonthe -selectivemedia,atthespecieslevelby16S
rDNA sequencingcomparisonmethod.Fortheidentificationofthe at
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thesubspecieslevel,Fu4DNA probe-likeregionwereamplifiedfrom thegenomic
DNAsofclinicalisolatedfrom thesubgnigivalplaquesandsequencesofthem.The
species-specificity oftheFu4-F38and Fu4-R1189primerstothe
wereevaluated by PCR with thegenomicDNAsfrom 7 other
species.The56strainsof and7strainsof were
isolated from the subgingivalplaques.The five subspecies of
exhibitedrelativelyhighlevelsofsequencesimilarity(thehemologyrangeis97.8to
99.7%)by 16S rDNA sequences.On theotherhand,theFu4DNA probe-like
sequencesweresignificantlydifferentamongthesubspeciesof (the
hemology rangeis89.7to99.0%). subsp. was
associatedwithhealthy region andboth subsp. and

subsp. wereassociatedwithperiodontitislesion.ThePCRdata
showedthatFu4-F38andFu4-R1189primerswerespecifictothe .
These results suggestthatdistribution of5 subspecies of were
differentin theaccording tothedegreeofperiodontaldiseases.In thefurther,
study,new methodologymustbedevelopedtothedetectionof atthe
subspecieslevelandtrytoreinvestigatethedetectionfrequencyofsubspeciesof

withthemoresamples.
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III...서서서론론론

치주질환은 치석과 치면세균막 내 치주병인균에 의한 만성 세균 감염성 질환이다.
그리고 치주질환은 성인에 있어서 연령이 증가함에 따라 일반적으로 증가하는 경향을
보이며 치아상실의 주원인으로서 치은염증과 치아주위의 지지 치조골과 결합조직의 상
실을 동반한 치주낭 형성이 특징적으로 나타난다6).구강 내에는 약 700여종 이상의 세
균 종이 존재하고 있고,이들의 절반 이상이 현재 분리 배양되지 않은 상태이다23).특
히 구강 내 치면세균막에 존재하는 여러 세균들 중에서 ,

,
( ), ,

spp., ,
및 spp.등은 치주질환과 높은 상관관계를 갖는 것으로 보고

되었다18).
이 중 은 그람음성의 비아포형성 및 비운동성을 지닌 편성 혐기성 간

균37,38)으로 구강 내 치면세균막에 존재하는 과 유사한 표현형을 가지
며4,49),치은염과 치주염 병소부위 뿐만아니라 건강한 치은열구나 성공적으로 치료된
비활성부위의 치은열구에서도 검출 빈도가 높고10,,18)많은 세균수가 존재하며,치주질
환의 발생 및 진행에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다8,11,12,36,40,43,44,50,52).또한
이 세균 종은 구강 내 대부분의 세균과 응집할 수 있어서 치면세균막의 초기 및 후기
집락화하는 세균 종들을 연결시켜 주는 연결고리 역할을 하는 것으로 알려져 있다27).
그리고 는 , , spp.,

및 spp.19,28)등을 포함한 다양한 그람음성 세균
종과 서로 응집하여 존재하는 것으로 보고되었다25-27).
Dzink등9)은 DNA homology법과 sodium dodecylsulfate(SDS)-polyacrylamidegel

electrophoresis(PAGE)법을 이용하여 종 내에서 subsp.
, subsp. 및 supsp. 라고

명명한 세 가지 그룹을 분류하였다.Gharbia와 Shah13-16)는 세포 또는 군락 모양 그리
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고 2-oxoglutaratereductase(OGR)와 glutamatedehydrogenase(GDH)효소들의 전기
영동패턴을 사용하여 을 4가지 아종 ,
및 로 분류하였다.그리고 Lawson등32,33)은 리보솜 RNA 유전자 restriction
pattern을 이용하여 subsp. , subsp.

, subsp. 및 supsp. 을 동정
하고,4가지 아종에 대한 표준균주를 구별하였다.

종 내에는 , 및
등 다양한 아종이 존재하기 때문에 이들 중 어떤 아종이 치주질환의 발병 및 진행에
좀 더 연관성이 있는 지에 대한 연구 결과가 보고되었다16,17). Gharbia등16,17)은 사람
의 치주 상태에 따른 아종의 분리 빈도 연구에서 치주질환 부위는

subsp. 의 빈도가 높게 나타났고,건강한 치은 부위에서는
subsp. 이 높게 나타났다고 보고하였다.하지만 이들의 연구는

단지 3가지 아종에 대해서만 발현 빈도를 보았고,샘플수도 적었기 때문
에 치주질환의 발병 및 진행정도에 따른 아종간의 상관관계를 결정하기
에는 무리가 있는 것으로 보았다46).
치주질환과 관련이 깊은 세균 종을 동정하기 위한 방법으로 21 alloenzyme법과

immunoenzymaticassay,단백질 전기영동법 및 DNA-DNA hybridization법들이 이용
되었지만,이러한 방법들을 이용할 경우 교차반응과 위양성(false-positive)결과가 나
타났다2,7).현재 계통분류학적 측면에서 세균을 종 수준으로 분류하는 데 있어 기준이
되는 방법은 16SrRNA 유전자(rDNA)염기서열비교법이다1,22,34,41,51).그리고 치은연하
치면세균막에서 치주질환 원인균을 검출하기 위한 가장 효과적인 방법이 세균의 16S
rDNA 염기서열을 바탕으로 설계된 종-특이 프라이머를 이용한 중합효소연쇄반응
(PCR;polymerasechainreaction)법이라고 보고되었다48).
최근 subsp. 을 검출 및 동정할 수 있는 DNA 프로브(Fu4;

ATCC25586T로부터 클로닝됨)가 개발되어 소개되었다29).Fu4DNA 프
로브 염기서열 내에는 5'dUTPase유전자의 5'-말단부와 아연 단백가수분해 효소(zinc
protease)유전자의 3'-말단부 일부가 존재하였다.신53)은 Fu4DNA 프로브 염기서열
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을 바탕으로 Fu4-F38과 Fu4-R1189라고 명명된 PCR 프라이머 쌍을 이용하여
5가지 아종의 유전체 DNA로부터 PCR증폭물을 얻고,이들의 핵산염기서

열을 결정하여 을 아종-수준으로 동정하려는 시도를 하였다.신53)은 그의
연구에서 Fu4-F38과 Fu4-R1189프라이머를 이용하여 ATCC25586T이
외의 균주 유전체 DNA로부터 클로닝된 PCR 증폭산물을 ‘Fu4DNA 프로브 유사 부
위’(‘Fu4DNA probe-likeregion’)라고 소개하였다.신53)은 아종에 대한
표준균주들의 유전체 DNA만을 이용하여 Fu4-F38과 Fu4-R1189PCR 프라이머 쌍이

에 대한 종-특이성이 있다고 소개하였지만,본 연구자의 예비 실험 결과
신53)이 제시한 PCR조건에서는 유전체 DNA도 증폭됨을 알게 되었
다.따라서 Fu4-F38과 Fu4-R1189PCR프라이머 쌍의 에 대한 종-특이
성을 갖는 PCR조건을 찾을 필요성이 있었다.
그러므로 본 연구는 한국인의 건강한 치주조직과 치주질환 병소의 치은연하 치면세

균막에 존재하는 을 아종 수준으로 동정하여 치주질환 진행에 있어서 가
장 밀접한 연관성이 있는 아종을 밝히고자 시행되었다.또한 Fu4-F38과 Fu4-R1189
PCR 프라이머 쌍의 에 대한 종-특이성을 과 유전학적으로
가까운 세균 종의 유전체 DNA를 이용하여 평가하였다.
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IIIIII...연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...연연연구구구대대대상상상
조선대학교 치과대학 재학생 및 치과대학에 근무하는 연구원 중 치주조직이 건강한

사람 44명과 조선대학교 치과병원 예방치과 및 치주과에 치은염,치주염,또는 매식치
아주위염(periimplantitis)의 치료를 받기 위해 내원한 환자 각각 36,22,11명씩을 대상
(상․하악 전치부 및 구치부를 선별)으로 하였다.Gingivalindex(GI;치은지수),
pocketdepth(PD;치주낭 깊이),bleeding on probing(BOP;탐침시 자발 출혈),
attachmentloss(AL;부착소실),방사선 사진에서의 치조골 파괴 존재 유무 등의 임상
적 검사를 실시하여 Jin등21)의 판정 기준을 바탕으로 건강한 치주조직을 가지고 있는
부위,치은염 부위,치주염 부위로 나누었다.
1.건강한 부위:GI≤1mm,PD≤3mm,BOP(-),AL≤1.0mm,boneloss(-)
2.치은염 부위:GI≥2mm,PD≤4mm,BOP(+),AL≤1.0mm,boneloss(-)
3.치주염 부위:PD≥5mm,BOP(+),AL≥3.0mm,boneloss(+)
판정이 명확하지 않을 경우에는 본 실험에서 제외하였다.

222...치치치면면면세세세균균균막막막 채채채취취취 및및및 의의의 배배배양양양
각각의 병소부위에서 치면세균막을 멸균된 paper point를 이용하여 채취한 뒤

reducedtransferfluid1㎖에 담고,이를 즉시 실험실로 옮겨 혐기성 세균 배양기 안
에서 1×PBS로 10,000배 희석한 다음 멸균된 면봉을 이용하여 에 대한 고
형 선택배지(1% tryticsoy broth,0.5% yeastextract,0.5% NaCl,0.2% glucose,
0.02% L-tryptophan,1.5% Bacto agar,5% defibrinized sheep blood,4 ㎍/㎖
erythromycin,5㎍/㎖ crystalviolet)에 도말하였다.37℃ 혐기성배양기(85% N2,5%
CO2,10% H2,ModelBactron I,Cornelius,OR,USA)에서 2～3일 동안 배양하여
crystal violet에 의해 보라색을 띄는 군락을 선택하여 erythromycin이 함유된
schaedler배지에 접종하여 37℃ 혐기성 세균배양기에서 2～3일 동안 배양하여 다음의
실험에 사용하였다.
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333... 의의의 유유유전전전체체체 DDDNNNAAA 추추추출출출 및및및 핵핵핵산산산염염염기기기서서서열열열 결결결정정정

333---111... 의의의 유유유전전전체체체 DDDNNNAAA 추추추출출출
GenomicDNA는 Lippke등35)의 방법에 따라 추출하였다.이를 간략히 설명하면 다

음과 같다.각각의 세균은 35㎖의 액체배지에서 배양하였고,10분간 원심분리(7,000×
g)하여 세균의 펠릿을 얻었다.펠릿에 lysisbuffer[5M guanidineisothiocyanate,50
mM Tris-HCl(pH 7.6),10mM EDTA(ethylenediaminetetraaceticacid),2% S-lauryl
sarcosinate, 140 mM 2-mercapto ethanol]를 넣고 잘 현탁한 후에 통법의
phenol/chloroform 추출법과 에탄올 침전법을 이용하여 유전체 DNA를 얻었다.DNA
농도는 UV spectrophotometry(Ultrospec2000,PharmaciaBiotech,Cambridge,UK)로
260nm에서 정량하였다.

333---222...PPPCCCRRR을을을 이이이용용용한한한 111666SSSrrrDDDNNNAAA 및및및 FFFuuu444DDDNNNAAA 프프프로로로브브브 유유유사사사 부부부위위위의의의 증증증폭폭폭
종을 16S rDNA 종-특이 PCR 프라이머24)(All-F6;5'-CGG GAG

GCA GCA GTG GGG AAT-3',Fn-R6;5'-TTG CTT GGG CGC TGA GGT
TC-3')를 이용하여 선택배지에 자라난 균주가 인지를 동정하였다.

Ⓡ Premix[5 nmole deoxynucleoside triphosphate,0.8 umole KCl,0.2
umoleTris-HCl(pH 9.0),0.03umoleMgCl2,1unit DNA polymerase](Bioneer
Co.,Seoul,Korea)에 20㎕의 PCR 혼합용액이 되도록 20pmoles씩의 All-F6및
Fn-R6프라이머와 100pg의 세균 유전체 DNA를 넣고,PTC-200PCRmachine(MJ
ResearchInc.,Watertown,MA,USA)를 사용하여 PCR을 시행하였다.PCR의 조건은
94℃에서 2분간 predenaturation실시한 후,94℃에서 1분간 denaturation,65℃에서 30
초간 annealing,72℃에서 45초간 extension단계를 30회 반복한 후,finalextension을
위해 72℃에서 10분간 시행하였다.배양한 세균이 이 맞는지를 2㎕씩
1.5% 아가로스 젤에 로딩하여 100V에서 15분간 전기영동하여 그 증폭산물를 확인하
였다.
16SrDNA 종-특이 PCR결과 으로 확인된 세균는 16SrDNA를 증폭

할 수 있는 universalPCR 프라이머(27F;5'-AGA GTT TGA TC[A/C]TGG CTC
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AG-3',1492R;5'-TAC GG[C/T]TAC CTT GTT ACG ACT T-3')를 이용하여
PCR을 시행하였다.PCR의 조건은 94℃에서 2분간 predenaturation을 실시한 다음 9
4℃에서 1분간 denaturation,55℃에서 30초간 annealing,72℃에서 1분간 extension과
정을 30회 반복하여 시행하고,마지막 extension을 72℃에서 10분간 시행하여 16S
rDNA를 증폭하였다.
모든 으로부터 Fu4DNA 프로브 유사부위를 증폭할 수 있도록

Fu4 DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 설계된 PCR 프라이머
53)(Fu4-F38;5'-TTC TCC TCT ATA ATC ACT GTC AAC-3',Fu4-R1189;
5'-GTA TAG AAA AAG AAA GAA ATG TGA-3')를 이용하여 Ⓡ

Premix(BioneerCo.,Seoul,Korea)에 20㎕의 PCR 혼합용액이 되도록 20pmoles
씩의 Fu4-F38 및 Fu4-R1189 프라이머와 100 pg의 세균 유전체 DNA를 넣고,
PTC-200PCRmachine(MJResearchInc.,Watertown,MA,USA)를 사용하여 PCR을
시행하였다.PCR의 조건은 95℃에서 2분간 predenaturation실시한 후,95℃에서 1분
간 denaturation,50℃에서 1분간 annealing,72℃에서 1분간 extension단계를 30회 반
복하여 증폭한 다음 finalextension을 72℃에서 10분간 실시하였다.최종 반응물 중 2
㎕씩 1.5% 아가로스 젤에 전기영동하여 그 증폭산물을 확인하여 결정하였다.

333---333...증증증폭폭폭된된된 111666SSSrrrDDDNNNAAA및및및 FFFuuu444DDDNNNAAA프프프로로로브브브 유유유사사사 부부부위위위의의의 클클클로로로닝닝닝 및및및 플플플라라라스스스미미미드드드 추추추출출출
앞에서 증폭한 16SrDNA와 5'dUTPase및 zincprotease유전자의 일부를 포함하고

있는 Fu4DNA 프로브 유사부위를 pGEM-T easyvector(PromegaCorp.,Madison,
WI,USA)에 제조회사의 지시에 따라 클로닝하고, DH5α에 형질전환하였다.
재조합된 플라스미드 DNA는 통상의 alkaline lysis법47)으로 PrepTM Plasmid
ExtractionKit(BioneerCorp.,Seoul,Korea)를 이용하여 제조회사의 지시에 따라
추출하였다.즉,세균배양액 1㎖를 30초간 원심분리(12,000× )하고,얻어진 세균 덩
어리에 250㎕의 resuspensionbuffer를 가하여 잘 현탁한 후,250㎕ lysisbuffer를
첨가하여 천천히 잘 혼합한 다음,350㎕의 neutralizationbuffer를 첨가한 즉시 잘 섞
은 후에 얼음에 5분간 방치하였다.이것을 10분간 원심분리(12,000× )하여 상청액을
bindingcolumntube에 옮기고,1분간 원심분리(12,000× )하였다.여과액은 버리고,
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bindingcolumntube에 80% 에탄올 700㎕를 넣은 후 1분간 원심분리(12,000× )하
였다.bindingcolumntube에 남아 있을 여분의 에탄올을 제거하기 위해 여과액을 버
리고,다시 3분간 원심분리(12,000× )하였다.Bindingcolumn을 새로운 eppendorf
tube로 옮기고,여기에 100㎕의 elutionbuffer를 넣고 1분간 기다린 다음 1분간 원심
분리(12,000× )하여 여과액을 -20℃에서 보관하여 핵산염기서열 결정(BioneerCo.,
Seoul,Korea)에 사용하였다.

333---444...증증증폭폭폭된된된 111666SSSrrrDDDNNNAAA 및및및 FFFuuu444DDDNNNAAA 프프프로로로브브브 유유유사사사 부부부위위위의의의 핵핵핵산산산염염염기기기서서서열열열 결결결정정정
16S rDNA 핵산염기서열 결정을 위해서 5가지의 시퀀싱 프라이머를 이용하였다

(Table 1). 또한 Fu4 DNA 프로브 유사부위의 핵산염기서열은
ChDC-GEM-F(5'-TTC CCA GTC ACG ACG TTG TAA AA-3'),
ChDC-GEM-R(5'-GTG TGG AAT TGT GAG CGG ATA AC-3') 및
All-Fu4-Seq1(5'-TAT CTC CTA CTA TTG TTT GTG A-3')프라이머를 이용하
여 결정하였다.결정된 핵산염기서열을 하나의 contig로 assemble하기 위해 SeqMan
프로그램(Version5.0;DNASTAR,Inc.,Maidison,WI,USA)을 이용하여 분석하였고,
16SrDNA 핵산염기서열은 GenBank의 데이터 베이스를 통하여 상동성 검색을 하여
기존에 알려진 의 16SrDNA의 염기서열과 98%이상 상동성을 보이는 것
만 사용하였다.

Table1.Theprimersusedforthe16SrDNA sequencing

NameofPrimers Oligonucleotidesequences(5̀→3̀)
ChDC-GEM-F TTCCCA GTCACGACGTTGTAA AA
Seq-F1 CCT ACGGGA GGCAGCAG
Seq-R2 GACTACCAGGGT ATCTAA TCC
Seq-F16 TAGATA CCCYGGTAGTCC
ChDC-GEM-R GTGTGGAAT TGT GAGCGGATA AC
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444...생생생화화화학학학 검검검사사사
선택배지에서 배양된 세균의 색깔과 모양을 관찰하여 이라 생각되는

군락을 선택하여 indoletest와 catalasetest및 esculintest를 시행하였다.

444---111...IIInnndddooollleeettteeesssttt
에 대한 선택배지(0.05% L-tryptophan이 함유됨)에서 자란 보라색의

원형 세균 군락을 멸균된 이쑤시개로 따서 100 ㎕의 Kovács 제재를 떨어 트린
WhatmanNo.2paper에 문지른 다음 2분 내에 파란색 또는 녹색 색깔을 나타낼 때
양성(+)으로,아무런 색깔 변화가 없으면 음성(-)으로 판정하였다.

444---222...CCCaaatttaaalllaaassseeettteeesssttt
선택배지에서 72시간 배양한 세균 군락을 조심히 멸균된 백금이로 떼

어낸 다음,이를 3% 과산화수소(H2O2)에 넣어 산소가 발생할 경우 양성(+),아무런 변
화가 없는 경우 음성(-)으로 판정하였다.

444---333...EEEssscccuuullliiinnnttteeesssttt
이 실험은 esculin을 가수분해 할 수 있는 세균의 능력을 알아보기 위한 실험으로,

먼저 schadlerbroth에서 24시간 균주들을 배양하고,이들 세균배양액
20 ㎕를 0.05% ferric citrate,0.5% sodium chloride 및 0.1% esculin이 혼합된
schadlerbroth200㎕에 접종하여 48시간 동안 37℃ 혐기성 세균배양기에서 배양하여
색깔의 변화를 관찰하였다.이때 검정색에 가까운 짙은 갈색을 띄면 양성(+)으로 판정
하였다.

555... 종종종---특특특이이이 PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머의의의 특특특이이이도도도 평평평가가가
Fu4DNA 프로브 유사부위를 증폭할 수 있도록 Fu4DNA 프로브의 핵산염

기서열을 바탕으로 설계된 종-특이 PCR 프라이머53)(Fu4-F38;
5'-TTC TCC TCT ATA ATC ACT GTC AAC-3',Fu4-R1189;5'-GTA TAG
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AAA AAG AAA GAA ATG TGA-3')를 이용하여 검출 및 동정을 위
한 프라이머의 종-특이성을 알아보기 위하여 5가지 아종과

및
표준균주 혹은 참고균주의 유전체 DNA를 주형으로 하여 PCR를

시행하였다.그리고 Kim 등24)이 개발한 의 16SrDNA 종-특이 PCR 프
라이머(All-F6;5'-CGGGAGGCA GCA GTGGGGAAT-3',Fn-R6;5'-TTGCTT
GGG CGCTGA GGT TC-3')와 Avila-Campos등3)이 개발한 종-특이
프라이머 FN5047(5'-CAA ATG CTT GTG TCA ATA ATA CT-3',5'-TTT AGA
AGA AAT GGT AGA ATA AT-3')과 5059S 프라이머(5'-ATT GTG GCT AAA
AAT TAT AGT T-3',5'-ACC CTC ACT TTG AGG ATT ATA G-3')및
Külekçi등31)이 개발한 프라이머(FnF;5'-CTA AAT ACG TGC CAG CAG CC-3',
FnR;5'-CGA CCCCCA ACA CCTAGT AA-3')와 종-특이성을 비교
하였다.
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ⅢⅢⅢ...연연연구구구결결결과과과

111...111666SSSrrrDDDNNNAAA 염염염기기기서서서열열열비비비교교교법법법을을을 통통통한한한 의의의 동동동정정정
총 113명의 346개 치아를 대상으로 하여 얻은 치은연하 치면세균막을

선택배지에서 배양하여 39명으로부터 이라고 여겨지는 보라색을 띄는 세
균 군락 334균주를 얻었다.이 334균주는 종-특이 프라이머를 이용
하여 PCR를 시행하였다.PCR결과 양성반응을 보인 108균주는 16SrDNA를 클로닝
하여 핵산염기서열을 결정한 다음 GenBank의 데이터 베이스를 이용하여 상동성 검사
를 한 결과,98% 이상의 상동성을 갖는 56균주의 과 7균주의

을 얻을 수 있었다(Table2와 Fig.1).
의 표준균주와 임상에서 분리 동정한 균주를 16SrDNA 핵산염기서

열을 이용하여 phylogram을 실시하여 세균 종을 그룹화한 결과 한국인에서 분리한
일부의 균주들에서 5 가지 아종 그룹과

그룹 이외에 여러개의 새로운 그룹이 형성되었다(Fig.1).
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Table2.Isolationandidentificationof and basedon
16SrDNA sequencesfrom dentalplaques

PatientNo. Toothsite
(#) Strains Species

Normal 예방 4 44 ChDC*F471)

예방 5 35 ChDCF81)

Seong3 36 ChDCF1192)

Seong25 36 ChDCF2883)

44 ChDCF2892)

ChDCF2902)

학생 20 16 ChDCF3003)

학생 21 16 ChDCF3023)

36 ChDCF3093)

학생 24 16 ChDCF3043)

24 ChDCF3052)

학생 26 16 ChDCF3063)

학생 35 46 ChDCF3243)

학생 36 36 ChDCF3263)

학생 40 46 ChDCF3303)

ChDCF3313)

학생 44 35 ChDCF3343)
*ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity
1),Jang .,200320);2),신,200553);3),Inthisstudy,

( )
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Table2.( )

PatientNo. Toothsite
(#) Strains Species

Gingivitis 예방 4 35 ChDC*F371)

ChDCF381)

예방 20 34 ChDCPV-F371)

예방 21 15 ChDCPV-F421)

ChDCPV-F451)

ChDCPV-F461)

ChDCPV-F551)

ChDCPV-F581)

ChDCPV-F611)

Seong1 44 ChDCF1132)

Seong5 41 ChDCF1453)

Seong6 44 ChDCF1652)

Seong8 16 ChDCF1713)

Seong9 41 ChDCF1743)

ChDCF1752)

Seong10 36 ChDCF1862)

Seong13 44 ChDCF2063)

Seong16 41 ChDCF2183)

ChDCF2192)

Seong22 36 ChDCF2673)

Seong25 21 ChDCF2863)

예방 P2 14 ChDCF3103)

36 ChDCF3113)

37 ChDCF3123)
*ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity
1),Jang .,200320);2),신,200553);3),Inthisstudy,

( )
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Table2.( )

PatientNo. Toothsite
(#) Strains Species

Periodontitis 예방 21 26 ChDC*PV-F481)

ChDCPV-F491)

ChDCPV-F531)

43 ChDCPV-F631)

ChDCPV-F651)

ChDCPV-F671)

Seong4 16 ChDCF1283)

21 ChDCF1302)

44 ChDCF1343)

ChDCF1363)

치주 P8 26 ChDCF3173)

치주 P11 23 ChDCF3183)

ChDCF3193)

치주 P12 36 ChDCF3203)

치주 P13 47 ChDCF3213)

서정 1 ChDCF3323)

ChDCF3333)

Perimplantitis 치주 PI9 46 ChDCF3133)

ChDCF3143)

치주 PI10 ChDCF3153)

치주 PI11 38 ChDCF3163)

치주 PI22 46 ChDCF3353)
*ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity
1),Jang .,200320);2),신,200553);3),Inthisstudy,
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Fig.1.Phylogram derivedfrom homologyanalysisfrom 16SrDNA sequencesof
and strains isolated from subgingival

plaqueofKoreans.
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Fig.1.( )
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222...FFFuuu444DDDNNNAAA 프프프로로로브브브 유유유사사사 부부부위위위의의의 핵핵핵산산산염염염기기기서서서열열열 분분분석석석
Fu4DNA 프로브 유사 부위는 5'dUTPase및 zincprotease유전자의 일부분으로

구성되어있다.Fu4DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 그 위치를 보면 Fig.2와
같다.
Fu4DNA 프로브 유사 부위의 핵산염기서열(일부의 5'dUTPase및 zincprotease

유전자)을 바탕으로한 phylogram 결과는 97% 이상의 상동성을 기준으로 하여
아종간의 그룹화를 하였다.이 때 Fu4DNA 프로브 유사 부위의 핵산염기

서열은 16SrDNA 핵산염기서열(Fig.1)결과에 비해 5가지 아종간의
상이성이 더 컸다.특히 5'dUTPase유전자 핵산염기서열 분석 결과는 아종간의 상이
성이 가장 컸다(Fig.3-5).

Fig.2.NucleotidesequenceofFu4DNA probe,derivedfrom the
subsp ATCC 25586T,is composed ofpartial5'dUTPase and zinc
protease genes.The upperand lowerboxes are the open reading frames of
5'dUTPaseandzincproteasegenes,respectively.
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Fig.3.Phylogram derivedfrom homologyanalysisfrom theFu4DNA probe-like
sequencesof and strainsisolatedfrom subgingival
plaqueofKoreans.

( )



-18-

Fig.3.( )
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Fig.4.Phylogram derivedfrom homologyanalysisfrom thepartialsequencesof
5'dUTPase gene of and strains isolated from
subgingivalplaqueofKoreans.

( )



-20-

Fig.4.( )
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Fig.5.Phylogram derivedfrom homologyanalysisfrom thepartialsequencesof
zincproteasegeneof and strainsisolatedfrom
subgingivalplaqueofKoreans.

( )
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Fig.5.( )
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333...치치치주주주상상상태태태에에에 따따따른른른 아아아종종종의의의 발발발현현현 빈빈빈도도도
Fu4DNA probe유사 부위 핵산염기서열을 바탕으로 각각의 치주조직의 건강상태에

따른 5가지 아종의 발현 빈도를 보면, subsp
및 subsp 균주의 경우 치주염과 매식치아주위

염 부위에서, subsp. 은 건강한 치주조직에서 좀
더 높은 검출 빈도를 보였다.그러나 subsp 은 건강한
치주조직 뿐만아니라 치은염,치주염 및 매식치아주위염 부위에서도 높은 검출 빈도를
보였다(Table3과 Table4,Fig.6).
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Table3.Identificationof basedonthenucleotidesequenceofFu4
DNA probe-likesequencesatthesubspecieslevel

Patient
No.

Toothsite
(#) Speciesorsubspecies

Normal예방 4 44 subsp. ChDC*F471)

예방 5 35 subsp. ChDCF81)

Seong3 36 subsp ChDCF1192)

Seong25 36 ND**ChDCF2883)

44 (NI***)ChDCF2892)

(NI***)ChDCF2902)

학생 20 16 (NI***)ChDCF3003)

학생 21 16 ND**ChDCF3023)

36 subsp ChDCF3093)

학생 24 16 subsp ChDCF3043)

24 subsp ChDCF3052)

학생 26 16 subsp ChDCF3063)

학생 35 46 subsp. ChDCF3243)

학생 36 36 subsp. ChDCF3263)

학생 40 46 subsp ChDCF3303)

ND**ChDCF3313)
*ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity
**ND,notdetermined
***NI,didnotidentifiedatthesubspecieslevelbecausethehomologyoftheFu4DNA probe-like
sequenceswasbeyondtherageof97%.
1),Jang .,200320);2),신,200553);3),Inthisstudy,

( )
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Table3.( )
Patient
No.

Toothsite
(#) Speciesorsubspecies

Gingivitis 예방 4 35 subsp ChDC*F371)

ND**ChDCF381)

예방 20 34 ND**ChDCPV-F371)

예방 21 15 subsp. ChDCPV-F421)

ND**ChDCPV-F451)

(NI***)ChDCPV-F461)

subsp ChDCPV-F551)

ND**ChDCPV-F581)

(NI***)ChDCPV-F611)

Seong1 44 (NI***)ChDCF1132)

Seong5 41 (NI***)ChDCF1453)

Seong6 44 subsp ChDCF1652)

Seong8 16 ND**ChDCF1713)

Seong9 41 (NI***)ChDCF1743)

subsp ChDCF1752)

Seong10 36 subsp ChDCF1862)

Seong13 44 (NI***)ChDCF2063)

Seong16 41 subsp ChDCF2183)

subsp ChDCF2192)

Seong25 21 (NI***)ChDCF2863)

예방 P2 14 subsp ChDCF3103)

36 subsp. ChDCF3113)
**ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity
**ND,notdetermined
***NI,didnotidentifiedatthesubspecieslevelbecausethehomologyoftheFu4DNA probe-like
sequenceswasbeyondtherageof97%.
1),Jang .,200320);2),신,200553);3),Inthisstudy,

( )
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Table3.( )

PatientNo.Toothsite(#) Speciesorsubspecies

Periodontitis 예방 21 26 subsp ChDC*PV-F481)

(NI***)ChDCPV-F491)

(NI***)ChDCPV-F531)

43 (NI***)ChDCPV-F631)

subsp ChDCPV-F651)

(NI***)ChDCPV-F671)

Seong4 16 (NI***)ChDCF1283)

21 subsp. ChDCF1302)

44 (NI***)ChDCF1343)

(NI***)ChDCF1363)

치주 P8 26 subsp. ChDCF3173)

치주 P11 23 subsp ChDCF3183)

subsp ChDCF3193)

서정 1 subsp. ChDCF3323)

ND**ChDCF3333)

Perimplantitis 치주 PI9 46 subsp ChDCF3133)

치주 PI10 subsp. ChDCF3153)

치주 PI11 38 subsp. ChDCF3163)

치주 PI22 46 subsp. ChDCF3353)
**ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity
**ND,notdetermined
***NI,didnotidentifiedatthesubspecieslevelbecausethehomologyoftheFu4DNA probe-like
sequenceswasbeyondtherageof97%.
1),Jang .,200320);2),신,200553);3),Inthisstudy,
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Table4.Detection frequency of isolatedfrom subgingivalplaques
accordingtothedegreeofdiseasesofperiodontaltissue(basedonFu4
DNA probe-likesequences)

Diagnosis
(No.oftotal
toothsite/

No.oftotalperson)

Detectionfrequency
No.oftoothsite(No.ofperson)

Fnn Fnp Fnv/Fnf Fna NI* Total

Normal(88/44) 0(0) 6(5) 3(3) 1(1) 2(2) 14(11)

Gingivitis(193/36) 2(2) 7(7) 0(0) 0(0) 6(6) 14(13)

Periodontitis(45/22) 2(2) 3(3) 0(0) 2(2) 4(2) 7(5)

Periimplantitis(22/11) 1(1) 1(1) 0(0) 2(2) 0(0) 4(4)
*NI,didnotidentifiedatthesubspecieslevelbecausethehomologyoftheFu4DNA probe-like
sequenceswasbeyondtherageof97%.
Fnn, subsp. ;Fnp, subsp. ;Fnv/Fnf,

subsp. ;Fna, subsp.
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probe-likesequences).
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444... 의의의 생생생화화화학학학 검검검사사사
5가지 아종과 에 대한 표준균주 및 한국인에서 분리

한 임상균주들의 esculin가수분해능 결과 모두 음성으로 나왔다.그리고 catalasetest
에서는 ChDCF171을 제외한 모든 균주에서 음성반응,indoletest결과는 ChDCF38
과ChDCF171균주를 제외하고는 모두 양성 반응을 보였다.

555... 에에에 대대대한한한 종종종---특특특이이이 PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머
다섯 종류의 종-특이 PCR프라이머를 이용하여 표준균

주 및 과 유전학적으로 가장 가까운 다른 종들의 표준균
주를 대상으로 특이성을 평가한 결과 Fu4-F38과 Fu4-R1189프라이머(Annealing온도
:53℃)만이 종-특이성을 보였다.그러나 Avila-Campos등3)이 설계한
FN5047 프라이머 쌍은 증폭크기인 0.5 Kbp 이외에서도 반응을 보였고,1 Kbp의
5059S프라이머 쌍은 subsp. 균주에서 반응을 보이지 않았다
(Fig.7).
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Fig.7.Specificitytestof(A)Fu4-F38andFu4-R1189primers.Fourngofeach
bacterialgenomicDNA wereusedasPCR templates.ThePCR reactionproducts
wereelectrophoresedon1.5% agarosegel.(B)All-F6andFn-R6primers24),(C)
FnFandFnR primers31),(D)FN5047-FandFN5047-R primers3),(E)5059S-Fand
5059S-R primers3).Lanes:S,sizemarker;(-),negativecontrol;1,
subsp. ATCC25586T;2, subsp. ATCC23726;3.

subsp. ATCC 10953T;4. subsp.
ATCC 49256T;5. subsp. ATCC 51190T;6.
subsp. ATCC51191T;7. CCUG49733T;8.
ATCC 33693T;9. ATCC 25286T;10. CCUG 50052T;
11. CCUG16798T;12. CCUG34316T.
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ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안

본 연구는 한국인의 건강한 치주조직과 치은염,치주염 및 매식치아주위염이 있는
병소부위의 치은연하 치면세균막에 존재하는 을 아종 수준으로 동정하기
위하여 16SrDNA와 Fu4DNA 프로브 유사 부위(일부의 5'dUTPase및 zincprotease
유전자)의 핵산염기서열비교법을 이용하여 한국인의 치주질환 진행에 있어서 가장 밀
접한 연관성이 있는 아종을 밝히고자 시행되었다.
한국인에서 분리한 임상균주의 16S rDNA 핵산염기서열을 GenBank에서 BLASTn

검색하여 상동성 검사를 실시한 결과 과 98% 이상의 상동성을 갖는 56
균주의 과 7균주의 을 얻을 수 있었다(Table2와 Fig.
1).그러나 임상균주의 경우 98% 이상의 높은 상동성을 보였지만,
phylogram 결과에서는 서로 차이를 갖는 그룹들이 존재하였다.그리하여 GenBank에
서 제공하는 아종 및 표준균주들에 대한 16SrDNA
핵산염기서열을 다운 받아 분석해 보았다.그 결과 subsp.
ATCC 10953T, subsp. ATCC 51191T 및
ATCC 33693T 균주의 염기서열에서 제대로 읽혀 지지 않은 nucleotide가 각각 12개,
15개 및 20개씩 존재하였다.그래서 5가지 아종의 표준균주와 1균주의

표준균주를 새롭게 16SrDNA를 클로닝하여 핵산염기서열을 결정한
후 GenBank에서 BLASTn 검색을 실시한 결과 subsp.
ATCC25586T 및 subsp. ATCC49256T 균주들은 전체 유전체
DNA 염기서열이 밝혀져 있어서 같은 아종들과 99% 이상의 상동성을 보였다.그러나

subsp. ATCC 51190T 균주는 subsp.
ATCC 49256T[FNU6964]와 subsp. ATCC 10953T균주는

strainRMA 1036T[AY162221]균주와 99%의 높은 상동성을 보였고,
subsp. ATCC51191T 균주는 subsp.

ATCC 25586T[AE009951]과 ATCC 33693T 균주는
subsp. ATCC25586T[AE010643]과 더 높은 상동성을 보였다.이를 바탕으
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로 GenBank에 등록된 spp.의 16S rDNA 데이터 베이스가 확실하게
갖추어 지지 않았다고 생각해 볼 수 있게 되었다.그러므로 본 연구에서 새롭게 분석
한 5가지 아종 및 표준균주들에 대한 16SrDNA 핵
산염기서열 데이터를 GenBank에 등록하게 된다면 spp.을 동정하고 분
류하는데 있어 발생되는 오류를 최소화 할 수 있을 것으로 생각된다.

표준균주간의 16S rDNA 염기서열의 상동성을 비교해 보면,
subsp. ATCC 49256T과 subsp. ATCC

51190T 사이의 상동성이 99.7%로 가장 높았고, subsp.
ATCC10953T과 subsp. ATCC51191T 간의 상동성은 97.8%로
가장 낮았다.그리고 ATCC 33693T은 subsp.

ATCC10953T과 98.8%의 상동성을 보였다.이는 Bolstad등5)이 리보솜
RNA 유전자 염기서열(약 1.3Kbp)를 이용하여 4가지 아종( ,

, 및 )간의 상동성을 비교한 결과(97.3～98.4%)보다 더
높은 상동성이 있음을 보여 주고 있다.그리고 Bolstad등5)이 과

subsp. ATCC 25586T 사이에 99.5%(16SrDNA 염기서열을 기
준으로 한 본 실험 결과에서는 98.0%)의 매우 높은 상동성을 갖는다는 보고와도 차이
가 있었다.그러나 Fu4DNA 프로브 유사 부위(일부의 5'dUTPase및 zincprotease
유전자)의 핵산염기서열을 바탕으로 한 아종 수준에서의 동정 결과는
16SrDNA 핵산염기서열에 의한 결과보다 아종간의 상이성이 더 큰 것으로 분석되었
다.특히 5'dUTPase유전자 핵산염기서열은 아종간의 상이성이 가장 컸다(Fig.3-5).
따라서 기존의 방법들로 5가지 아종을 분류하기 위해서는 기술적으로
복잡하고, 많은 비용과 노동력을 필요로 하는 세균배양법이나 DNA-DNA
hybridization법,세균 종을 분류하고 동정하기는 간단하나 표현형(phenotype)을 구별하
기가 어려운 16SrDNA 염기서열법 보다는 5'dUTPase및 zincprotease유전자의 핵
산염기서열 비교법등을 이용하는 것이 좀 더 신속하고,정확하게 세균 종을 동정할 수
있을 것으로 생각된다.
본 연구에서 subsp. ATCC 49256T과 subsp.
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ATCC51190T 사이의 상동성은 16SrDNA(99.7%)뿐만아니라 Fu4DNA 프
로브 유사부위(99.0%),일부의 5'dUTPase(98.9%)및 zincprotease유전자(99.1%)에서
도 서로 높은 상동성을 보여 두 아종을 구별할 수가 없었다.Gharbia와 Shah는16)그들
이 명명한 subsp. 은 Dzink등9)이 명명한 subsp.

와 같은 아종일 것이라고 제안하였다.따라서 아종 와 의 유
전형 및 표현형에 대한 연구를 진행하여 이들이 같은 아종에 속하는 지에 대한 연구가
진행되어야 할 것으로 생각된다.
치주조직의 건강상태에 따른 아종의 발현 빈도에 있어서 건강한 치주

조직에서는 subsp. 이 높은 검출 빈도를 보였다.그리
고 치주염과 매식치아주위염 병소에서는 아종 과 균주가 높은 양상
으로 나타났다.그러나 아종 은 건강한 치주조직 뿐만아니라 치은염,치
주염 및 매식치아주위염 병소에서도 높은 검출 빈도를 보였다.그리고
아종 수준과 3% 이내의 차이를 갖는 새로운 그룹의 경우 치주염에서 많이 검출되었다
(Table3과 Table4,Fig.6).Gharbia와 Shah는13-16) 3가지 아종 중에
서 아종 은 치주질환과 관련이 있고,아종 과 은 건강
한 치은연하 부위와 관련이 있는 것으로 보고하였고,Paster등42)은 아종 가
건강한 치주조직에서는 검출되지 않고,치주질환 부위에서만 유일하게 검출되었다고
보고하였다.그리고 Roques등46)도 치주염 환자로부터 34.7%와
26.5%를 분리할 수 있었다고 보고하였다.이는 본 연구 결과와도 일치하였다.따라서
사람의 구강에서 분리된 아종 과 동물에서 분리된 아종 는 치주질환
과 높은 상관성이 있고,건강한 치주조직에서는 아종 이 관계하고
있는 것으로 생각된다.그러나 Moore와 Moore39)가 치은열구 내에는 아종 ,

및 이 7:3:2의 비율로 존재한다는 보고는 전반적으로 아종
의 빈도가 다른 아종들에 비해 높게 나타났던 본 연구와 차이가 있었다.

이와 같이 Moore와 Moore39)의 결과와 차이를 보이는 이유는 그들의 연구가 단지 3가
지 아종에 대해서만 발현 빈도를 보았고,샘플수도 적었다는 문제점 때문으로 생각된
다.본 연구에서도 치주염과 매식치아주위염의 경우 연구 샘플 개수가 많지 않았다.그
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리고 각각의 치주상태에 따라 분리 동정한 균주의 수가 너무 적었다.따
라서 치주상태 및 진행정도에 따른 아종 사이의 상관관계를 분류하기에는 어려움이 있
는 것 같고,좀 더 세균 종의 분리 동정이 이루어져야 할 것으로 생각된다.

종은 일반적으로 indole합성능이 있고,catalase활성과 esculin가수
분해능은 없는 것으로 보고되었다30,45).본 연구의 결과 5가지 아종과

에 대한 표준균주 및 한국인에서 분리한 임상균주들의 esculin가수분해
능 결과 모두 음성으로 나와 여러 보고들과 같은 결과를 보여 주었다.그러나 catalase
test와 indoletest결과에 있어서는 몇몇 균주에서 차이가 있었다.특히,
은 indole합성능이 있는 것으로 보고 되었지만,ChDCF38과 ChDCF171균주에서는
음성 반응을 보였다.다른 연구 결과들과 차이를 보이는 본 연구 결과의 원인을 현재
로써는 알 수 없다.하지만 이 두 균주의 경우 indole합성 능력과 관련이 있는 부위의
변이에 의한 것으로 고려해 볼 수 있다.그러므로 한국인에서 분리 동정된

균주에 대한 전반적인 특성의 확립과 그에 따른 검증 실험이 이루어져야
할 것으로 생각된다.
최근 신53)은 Fu4DNA 프로브 유사 부위(일부의 5'dUTPase및 zincprotease유전

자)의 핵산염기서열을 결정하여 분석한 결과 아종간의 상이성이 크게 나
타났다고 보고하였다.따라서 본 연구에서도 Fu4DNA 프로브 유사 부위를 증폭하기
위해 신53)과 동일한 조건(Annealing온도 :50℃)으로 PCR을 시행하여
5가지 아종과 에 대한 표준균주 및 한국인에서 분리한 임상균주들
을 증폭하여 핵산염기서열을 분석할 수 있었다.그러나 에 대한 종-특이
PCR프라이머로써의 특성을 고려한다면 이외에 균주
까지 검출되었기 때문에 종-특이성이 떨어진다고 생각할 수 있었다.그래서 PCR의
Annealing온도를 53℃로 증가시키고, 과 유전학적으로 가장 가까운 다른

종들의 표준균주를 대상으로 하여 실험한 결과 에서만 종
-특이적으로 반응을 보였고,나머지 종에서는 아무런 반응을 보이지 않았다.그리고
Avila-Campos등3)이 개발한 종-특이 프라이머(FN5047와 5059S)및
Külekçi등31)이 개발한 프라이머(FnF,FnR)는 균주에 대해 보고된 바와
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달리 종-특이성을 보이지 않았다.(Fig.7).Kim 등24)이 개발한 16S
rDNA 종-특이 PCR 프라이머(All-F6,Fn-R6)는 ATCC 25286T,

CCUG 50052T 및 CCUG 16798T 균주들을 제외한 나머지 모든
균주에서 반응을 보여 일부 종에 대한 특이성이 있다고 볼 수 있었다.
본 연구를 위해 구입한 CCUG50052T 균주의 경우 16SrDNA 핵산염기
서열분석 결과 이 아닌 다른 균주로 나타났다.따라서 Fu4-F38과
Fu4-R1189와 같은 종-특이 PCR 프라이머를 이용한 방법은 다른 방법들에 비해

을 정확하게 동정할 수 있다는 장점이 있기 때문에 치주상태 및 진행정도에
따른 종의 발현 빈도도 신속하고,쉽게 구할 수 있을 것으로 생각된다.
이상의 결과를 종합할 때,치주조직의 건강상태에 따라 치면세균막에 존재하는

아종에 차이가 있음을 알 수 있었으며,추후 연구에서 을 세
균배양법보다 신속하고 정확하게 동정할 수 있는 방법을 개발하여 좀 더 많은 샘플을
대상으로 검증하여야 할 것으로 생각된다.또한 본 연구에서 Fu4-F38과 Fu4-R1189
프라이머 쌍이 을 종 수준에서 특이성 있게 검출 및 동정할 수 있는 최
초의 것임을 검증할 수 있었다.
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ⅤⅤⅤ...결결결론론론

본 연구는 한국인의 건강한 치주조직과 치주질환 병소의 치은연하 치면세균막에 존
재하는 을 아종 수준으로 동정하여 치주질환 진행에 있어서 가장 밀접한
연관성이 있는 아종을 알아보기 위해 시행하였다. 균주들은 16SrDNA
와 Fu4DNA 프로브 유사 부위(일부의 5'dUTPase및 zincprotease유전자)염기서열
결정비교법을 이용하여 종 또는 아종 수준으로 동정하였다.또한 에 대한
종-특이 PCR 프라이머라 제안되었던 Fu4-F38과 Fu4-R1189PCR 프라이머 쌍의

에 대한 종-특이성을 이외의 종들의 표준균주
유전체 DNA를 이용하여 평가하였고,다음과 같은 결과를 얻었다.

1.총 113명의 346개 치아를 대상으로 하여 얻은 치은연하 치면세균막을
선택배지에서 배양하여 39명으로부터 이라고 여겨지는 보

라색을 띄는 세균 군락 334균주를 얻었다.이 334균주는 All-F6와 Fn-R6프라
이머( 종-특이 프라이머라 소개됨)를 이용하여 PCR를 시행하였다.
PCR결과 양성반응을 보인 108균주들의 16SrDNA를 클로닝하여 핵산염기서열
을 결정한 다음 GenBank의 데이타 베이스를 이용하여 상동성 검사를 한 결과,56
균주의 과 7균주의 을 얻을 수 있었다.

2.5가지 아종에 대한 표준균주들만의 16SrDNA 핵산염기서열의 상
동성은 97.8～99.7%로 매우 높은 반면,Fu4 DNA 프로브 유사 부위(일부의
5'dUTPase및 zincprotease유전자)의 핵산염기서열은 89.7～99.0%로 아종간의
상이성이 컸다.

3.치주조직의 건강상태에 따른 치은연하치면세균막 내의 아종 검출
빈도를 조사한 결과, 건강한 치주조직에서는 subsp.

이,치주염과 매식치아주위염 병소에서는 subsp.
과 subsp. 가 상대적으로 높은 검출 빈도를 보이

는 경향이 나타났다.
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4.Fu4-F38과 Fu4-R1189프라이머는 PCR 조건 중 결합온도를 53℃로 할 경우
에 대한 종-특이성을 가졌다.

이상의 결과를 종합할 때,치주조직의 건강상태에 따라 치면세균막에 존재하는
아종에 차이가 있음을 알 수 있었으며,추후 연구에서 을 세

균배양법보다 신속하고 정확하게 동정할 수 있는 방법을 개발하여 좀 더 많은 샘플을
대상으로 검증하여야 할 것으로 생각된다.또한 본 연구에서 Fu4-F38과 Fu4-R1189
프라이머 쌍이 을 종 수준에서 특이성 있게 검출 및 동정할 수 있는 최
초의 것임을 검증할 수 있었다.
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