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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

DDDeeevvveeelllooopppmmmeeennntttooofffssstttrrraaaiiinnn---ssspppeeeccciiifffiiicccPPPCCCRRRppprrriiimmmeeerrrsssfffooorrrttthhheee
dddeeettteeeccctttiiiooonnnooofff sssuuubbbsssppp...

AAATTTCCCCCC111000999555333TTT,,,sssuuubbbsssppp... AAATTTCCCCCC
555111111999000TTT aaannndddsssuuubbbsssppp... AAATTTCCCCCC444999222555666TTT

SSShhhiiinnn,,,HHHwwwaaannnSSSeeeooonnn
AAAdddvvviiisssooorrr:::PPPrrrooofff...KKKooooookkk,,,JJJoooooonnnggg---KKKiii,,,DDD...DDD...SSS...,,,MMM...SSS...DDD...,,,PPPhhh...DDD...
DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffDDDeeennntttiiissstttrrryyy,,,
GGGrrraaaddduuuaaattteeeSSSccchhhoooooolllooofffCCChhhooosssuuunnnUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy...

Theobjectiveofthisstudywastodevelopstrain-specificPCR primersforthe
subsp. ATCC 10953T, subsp.

ATCC 51190T and subsp. ATCC 49256T basedon
thenucleotidesequencesofpreviouslyreportedsubsp.-specificDNA probes,Fp4,
Fs17andFv35,respectively.
Thestrain-specificitywastestedagainst10typestrainsof spp.

orsubsp.,36clinicalisolatesof from Koreans,and5typestrainsof
nonFusobacterialspecies.Theprimersensitivitywasdeterminedbytestingserial
dilutions(2ngto2fg)ofthepurifiedgenomicDNA ofeachtypestrains.
The PCR results showed the 3 pairs of PCR primers(Fp4-F2/Fp4-R2,

Fs17-F14/Fs17-R14 and Fv35-F1/Fv35-R1),based on the Fp4,Fs17 and Fv35
nucleotidesequences,couldproducethestrain-specificampliconsfrom
subsp. ATCC 10953T, subsp. ATCC 51190T

and subsp. ATCC49256T,respectively.Regardingsensitivity,
Fs17-F14/Fs17-R14andFv35-F1/Fv35-R1coulddetectaslittleas200fgand2pg
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ofeachtargetstrains'genomicDNA.ThesensitivityofFp4-F2/Fp4-R2was20
pg.
These results indicate that the Fp4-F2/Fp4-R2, Fs17-F14/Fs17-R14 and

Fv35-F1/Fv35-R1couldbeusefulfortheidentificationof
subsp. ATCC10953T, subsp. ATCC51190T and

subsp. ATCC 49256T, especially in ascertaining the
authenticityofthestrains.
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III...서서서 론론론

치주질환은 치아우식증과 더불어 구강 내에서 가장 빈번하게 발생하는 세균 감염성
질환이다.구강 내에는 약 500여 종(species)의 세균이 살고 있고,이중 약 400여 종
이 치면세균막에 존재한다고 보고되었다(Pasteretal.,2001).치주질환의 발병 및 진행
에 관여하는 세균들을 찾으려는 역학연구들이 많은 연구자들에 의해 현재까지 진행되
고 있다.이러한 연구들은 대부분 치주질환에 이환된 치아와 건강한 치아의 치은연하
치면세균막에 존재하는 세균 종을 비교하여,치주질환에 이환된 부위에서 더욱 높은
빈도로 검출되는 세균을 치주질환의 원인균으로 제시하였다(Dzink et al.,1988;
HaffajeeandSocransky,1994;Socranskyetal.1998;Pasteretal.,2001;Kumaret
al.,2003).이러한 연구결과를 바탕으로 치주질환과 관련성이 높다고 판단되는 균종들
의 표준균주의 독력인자(virulence factor)를 찾거나 치주조직과의 상호작용
(bacteria-hostinteraction)을 연구하여 치주질환을 일으키는 기전(mechanism)연구가
진행되고 있다(Bartoldetal.,1991;Choietal.,2005).

( )은 그람음성의 방추형 모양인 혐기성 세균
으로 치주질환의 중요한 원인균 중 하나로 알려져 있다(Bolstad etal.,1996).

은 구강 내 대부분의 세균과 응집할 수 있는 능력이 있어 초기 치면세균막
형성에 관여하는 세균(주로 연쇄상구균 및 방선균)과 혐기성 상태인 후기 치면세균막
형성에 관여하는 세균(주로 그람 음성 혐기성 세균)간의 가교(bridge)역할을 하는 것
으로 보고되었다(Roberts,2000). 은 치면세균막의 산소를 제거하여 치주
질환의 주요한 원인균들인 혐기성 세균들이 서식할 수 있는 혐기성 상태를 유지시켜
주는 역할도 하는 것으로 보고되었다(Diazetal.,2002).또한, 은 치주질
환의 중요한 원인균 중 하나인
( 속에서 속으로 독립됨; Nørskov-Lauritsen and
Kilian,2006)에 대한 T-cell의 이차 면역반응을 변화시켜,
가 숙주의 면역계로부터 살아남을 수 있도록 하는 기능도 있음이 보고되었다(Tew et
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al., 1987). 은 사람의 치은각화상피에 침투하여 pro-inflammatory
cytokine의 분비를 유도하고,elastase및 조직에 독성이 있는 butyricacid와 같은 대
사산물을 분비하여 치주조직을 손상시킬 수 있는 것으로 보고되었다(Singer and
Buckner,1981;Hanetal.,2000).
현재 은 5가지 아종( , , , 및

)으로 분류되어 있으며,이들은 모두 사람의 구강 내에 서식하고 있다(Dzink
etal.,1990;GharbiaandShah,1992).하지만,아직까지 의 어느 아종이
치주질환과 더 밀접한 관련이 있는지는 잘 밝혀져 있지 않다.이러한 세균-숙주간의
병인론 연구에는 세균 종 또는 아종을 대표하는 표준균주가 주로 이용된다.그러므로
병인론 연구에 있어서 표준균주의 지속적인 보존이 필수적이며,이들의 진위 여부를
신속하고 정확하게 분석할 수 있는 방법이 있다면,병인론 연구를 보다 원활하게 수행
할 수 있을 것이다.
최근 subsp. 의 표준균주인 ATCC 25586T에 대한 균주 특

이 DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 균주 특이 PCR프라이머가 개발되어 소
개되었다(Kim etal.,2005).또한, 의 4가지 아종에 대한 아종-특이 DNA
프로브도 보고되었다(Kooketal.,2003).이는 그들이 소개한 아종 특이 DNA 프로브
가 각각의 아종 표준균주에 대한 특이성을 가질 수 있다는 것을 의미한다.그러므로
본 연구는 Kook등(2003)이 subsp. ATCC 10953T,

subsp. ATCC 51190T 및 subsp. ATCC
49256T에 대한 아종 특이 DNA 프로브라고 발표한 Fp4,Fs17및 Fv35DNA 프로브의
핵산염기서열을 바탕으로 무작위로 PCR프라이머를 설계하고 제작하여 각각의 균주에
대한 특이적인 PCR프라이머를 개발하고자 시행하였다.
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IIIIII...연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...세세세균균균 및및및 세세세균균균배배배양양양 조조조건건건
본 연구에서 사용된 구강 내 서식하는 15개 세균의 종(species) 또는 아종

(subspecies)의 표준균주들은 American TypeCultureCollection(ATCC,Manassas,
VA,USA) 또는 Culture Collection,University of Göteborg(CCUG,Göteborg,
Sweden)에서 구입하였다(Table1).한국인의 구강 치은연하세균막에서 분리 동정된
36개의 임상균주들(ChDC F8,ChDC F37,ChDC F38,
ChDCF47,ChDCPV-F37,ChDCPV-F42,ChDCPV-F58,ChDCF113,ChDCF119,
ChDCF128,ChDCF130,ChDCF145,ChDCF165,ChDCF174,ChDCF206,ChDC
F218,ChDC F175,ChDC F186,ChDC F290,ChDC F300,ChDC F305,ChDC F306,
ChDCF309,ChDCF310,ChDCF311,ChDCF313,ChDCF326,ChDCF315,ChDC
F316,ChDC F317,ChDC F318,ChDC F319,ChDC F324,ChDC F330,ChDC F332
및 ChDCF335)은 KoreanCollectionforOralMicrobiology(KCOM,Gwangju,Korea)
에서 분양받아 사용하였다.

spp.에 속한 균주들은 Schaedlerbroth(DIFCO Laboratories,Detroit,
MI,USA)배지에서, , ,

, 및 균종에
속하는 균주들은 Trypticase soy broth(DIFCO Laboratories)에 0.5% yeast
extract(DIFCO Laboratories),0.05% cysteineHCl-H2O(Sigma,St.Louis,MO,USA),
0.5㎎/㎖ hemin(Sigma)및 2㎍/㎖ vitaminK1(Sigma)이 첨가된 배지에서 배양 하였
다.

균주는 10% CO2가 유지되는 배양기에서 배양하였으며,
그 이외의 모든 균주들은 85% N2,5% H2,10% CO2의 혼합가스가 공급되는 37℃ 혐
기성 세균배양기(ModelBactronI,SheldonManufacturingInc.,Cornelius,OR,USA)
에서 1～3일 동안 배양하여 다음의 실험에 이용하였다.
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Speciesorsubspecies

subsp. ATCC10953T

subsp. ATCC51190T

subsp. ATCC49256T

subsp. ATCC25586T

subsp. ATCC51191T

CCUG49733T

ATCC33693T

ATCC25286T

CCUG50052T

CCUG16798T.
ATCC33384T

ATCC33277T

ATCC25611T

ATCC49046T

ATCC43037T

Table1.Thetypestrainsofspeciesorsubspeciesusedinthisstudy

ATCC,AmericanTypeCultureCollection;
CCUG,CultureCollection,UniversityofGöteborg
T,Typestrain.
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222...세세세균균균 지지지놈놈놈 DDDNNNAAA의의의 추추추출출출
세균 지놈 DNA는 G-spinTM GenomicDNA Extraction Kit(iNtRON Co.,Seoul,

Korea)를 이용하여 제조회사의 지시에 따라 추출하였다.즉,세균 배양액 1.5ml를
10,000× 의 원심력을 이용하여 세균을 수확한 후 50㎕의 Pre-incubationsolution과
3㎕의 lysozymesolution을 넣고 잘 혼합한 다음 37℃에서 1시간 동안 배양하였다.여
기에 250㎕의 G-buffersolution을 넣고 잘 혼합한 다음 65℃에서 15분간 반응시키고,
250㎕의 Bindingsolution을 넣고 잘 혼합한 후 교반하였다.이러한 celllysates를
G-spinTM column에 넣고 13,000rpm에서 1분간 원심분리하였다.Column에 500㎕의
washing bufferA를 넣고 다시 1분간 원심분리하였다.여기에 500㎕의 washing
bufferB를 넣고 다시 1분간 원심분리하고,G-spinTM column을 새로운 eppendorf
tube에 넣은 후 100㎕의 elutionbuffer를 넣고 1분간 실온에 방치한 다음,13,000rpm
에서 1분간 원심분리하였다.

333...PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머 설설설계계계 및및및 제제제작작작
subsp. ATCC 10953T, subsp.

ATCC51190T 및 subsp. ATCC49256T에 대한
균주 특이 PCR프라이머를 설계하기 위하여 Fp4,Fs17및 Fv35DNA 프로브들의 핵
산염기서열을 이용하였다.DNA 프로브들의 핵산염기서열들은 GenBank(http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/)에서 다운로드 받았으며,PrimerSelect 프로그램(DNASTAR Inc.,
USA)을 이용하여 PCR프라이머를 설계하였다(Table2와 Fig.1).이 때 설계된 프라
이머 쌍은 Bioneer사(Daejeon,Korea)에 의뢰하여 제작하였다.
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Primer
names Oligonucleotidesequences(5'→ 3') Annealing

temp.(℃)
Amplicon
size(bp)

subsp. ATCC10953T

Fp4-F2 TCCGTT GACCTGATGAG
60 470

Fp4-R2 TAGTGT TAA GACCCCTGA GTA

subsp. ATCC51190T

Fs17-F14 GAT GAGGAT GAA AAGAAA CAA AGT A
55 393

Fs17-R14 CCA TTGAGA AGGGCT ATT GAC

subsp. ATCC49256T

Fv35-F1 GAT ATCCCGTCA TGT GTT TT
50 255

Fv35-R1 ATGCTGATA TTT GGGATGT

Table2.PCRprimersequencesusedinthisstudy

444...중중중합합합효효효소소소연연연쇄쇄쇄반반반응응응(((PPPooolllyyymmmeeerrraaassseeeccchhhaaaiiinnnrrreeeaaaccctttiiiooonnn,,,PPPCCCRRR)))
444---111...GGGrrraaadddiiieeennntttPPPCCCRRR

subsp. ATCC 10953T, subsp.
ATCC51190T 및 subsp. ATCC49256T를 균주

특이적으로 검출하기 위하여 설계 제작된 프라이머 쌍들의 최적 결합(annealing)온도
를 구하기 위해 gradientPCR를 시행하였다.이때 한국인의 치은연하치면세균막에서
분리 동정된 subsp. ChDCF8을 Fp4-F2/Fp4-R2,
Fv17-F14/Fv17-R14및 Fs35-F1/Fs35-R1프라이머 쌍의 대조군으로 사용하였다.

PCR은 Ⓡ PCR PreMix(BioneerCorp.)와 Peltierthermalcycler(Model
PTC-200DNA engineTM,MJResearchInc.,Watertown,MA,USA)를 이용하여 시
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행하였다. Ⓡ PCR PreMix에는 5 nmole씩의 4가지 deoxynucleoside
triphosphate,0.8mole의 KCl,0.2mole의 Tris-HCl(pH 9.0),0.03mole의 MgCl2그리
고,1unit의 DNA polymerase가 들어있다.여기에 균주 지놈 DNA와 20pmole의
프리이머 쌍을 넣고 PCR을 시행하였다.이 때 PCR조건은 다음과 같았다.초기 변성
은 94℃에서 5분간 시행하였고,변성(94℃,3분),결합(50℃-65℃ 사이의 12조건)및 중
합(72℃,30초)의 세 과정을 32회 반복하고,추가적인 중합(72℃,30초)을 10분간 시행
하였다.
PCR이 끝난 후 20 ㎕의 반응물 중 2㎕를 1.5% agarosegel과 Tris-acetate

buffer(0.04M Tris-acetate,0.001M EDTA,[pH8.0])를 이용해서 100V에서 30분간
전기영동하였다.증폭물은 ethidium bromide로 염색하여 UV transilluminator로 발색시
켜 크기를 확인하였다.

444---222...PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머 쌍쌍쌍들들들의의의 특특특이이이성성성(((ssspppeeeccciiifffiiiccciiitttyyy)))측측측정정정
subsp. ATCC 10953T, subsp.

ATCC51190T 및 subsp. ATCC49256T를 균주
특이적으로 검출하기 위해 설계 및 제작된 프라이머 쌍들의 특이도(specificity)를 구강
내 서식하고 있는 14개 세균 종 또는 아종의 표준균주들 및 한국인에서 분리 동정된
36균주들의 지놈 DNA를 주형으로 PCR을 시행하였다.PCR 시행 시 결합온도는
gradientPCR 결과에서 얻은 최적의 조건에서 시행하였으며,그 외의 조건은 상기와
동일하게 시행하였다.

444---333...PPPCCCRRR프프프라라라이이이머머머 쌍쌍쌍들들들의의의 민민민감감감도도도(((SSSeeennnsssiiitttiiivvviiitttyyy)))측측측정정정
균주 특이성이 검증된 프라이머 쌍의 민감도(sensitivity,PCR로 검출 가능한 최소한

의 지놈 DNA 양)를 측정하기 위하여 subsp. ATCC
10953T, subsp. ATCC51190T 및 subsp.

ATCC49256T 지놈 DNA를 2ng에서 2fg까지 10배씩 희석하여 PCR을 시행



- 8 -

하였다.이 때 PCR은 상기의 실험조건과 동일하게 시행하였다.
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ⅢⅢⅢ...연연연구구구 결결결과과과

111...프프프라라라이이이머머머 쌍쌍쌍들들들의의의 최최최적적적 결결결합합합온온온도도도 결결결정정정
Fp4,Fs17및 Fv35 DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 각각

subsp. ATCC 10953T, subsp. subsp.
ATCC 51190T 및 ATCC 49256T 을 균주 특이적으로 검출할 수 있

는 PCR프라이머를 개발하기 위하여 설계 및 제작된 프라이머 쌍의 최적의 결합온도
를 정하기 위하여 gradient PCR를 시행하였다.그 결과, subsp.

ATCC10953T를 검출하기 위해 설계된 Fp4-F2/Fp4-R2프라이머 쌍은
결합 온도 60.2℃까지 반응물이 생성되었고 증폭물의 양이 거의 동일하였다(Fig.1A).

subsp. ATCC 51190T 균주를 검출하기 위하여 설계된
Fs17-F14/Fs17-R14프라이머 쌍의 경우 결합 온도가 최고 62.0℃인 조건까지 PCR증
폭물이 생성되었지만 증폭물은 62.0℃에서 약 10배정도 감소하였다(Fig.1B).

subsp. ATCC 51190T 균주를 검출하기 위하여 설계된 Fs17-F14/
Fs17-R14프라이머 쌍의 경우 결합 온도가 최고 51.5℃인 조건까지 PCR증폭물이 생
성되었다(Fig.1C).Fp4-F2/Fp4-R2프라이머 쌍,Fv35-F1/Fv35-R1프라이머 쌍 및
Fs17-F14/Fs17-R14 프라이머 쌍의 최적의 결합 온도를 조사하기 위하여

subsp. ChDCF8균주의 지놈 DNA를 대조군으로 사
용하였다.두 프라이머 쌍은 본 실험에서 사용한 12 조건의 결합 온도에서는

subsp. ChDCF8균주의 지놈 DNA를 검출하지 못하
였다.

222...프프프라라라이이이머머머 쌍쌍쌍들들들의의의 균균균주주주 특특특이이이성성성 검검검증증증
subsp. ATCC 10953T, subsp.

ATCC 51190T 및 subsp. ATCC 49256T을 균주 특이적으로 검
출하기 위하여 설계된 세 쌍의 프라이머들의 균주 특이성을 검증하기 위하여 구강 내
에 서식하는 14종의 그람음성 세균 종 또는 아종의 표준균주 및 한국인의 구강 내에
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서 분리 동정된 36균주의 지놈 DNA를 이용하여 PCR을 시행하였다.
그 결과 각각의 프라이머 쌍들은 표적이 되는 균주의 지놈 DNA를 주형으로 한 경우
에서만 PCR amplicon을 증폭시켰다(Fig.2와 3).즉,본 연구에서 설계된 Fp4-F2/
Fp4-R2프라이머 쌍,Fs17-F14/Fs17-R14프라이머 쌍 및 Fv35-F1/Fv35-R1프라이
머 쌍들은 각각 subsp. ATCC 10953T,
subsp. ATCC51190T 및 subsp. ATCC49256T을 균주
특이적으로 검출할 수 있음이 확인되었다.

333...프프프라라라이이이머머머 쌍쌍쌍들들들의의의 균균균주주주 민민민감감감도도도 조조조사사사
subsp. ATCC 10953T, subsp.

ATCC51190T 및 subsp. ATCC49256T 균주들에 대해 각각 특
이성이 검증된 세 가지 프라이머 쌍들이 PCR에 의해 검출할 수 있는 최소한의 지놈
DNA 양을 조사하였다.Fp4-F2/Fp4-R2,Fs17-F14/Fs17-R14및 Fv35-F1/Fv35-R1
프라이머 쌍은 각각 20pg,200fg그리고 2pg까지 검출할 수 있음을 알 수 있었다
(Fig.4).
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Fig.1.GradientPCR ofFp4-F2/Fp4-R2primers(A),Fs17-F14/Fs17-R14primers
(B)andFv35-F1/Fv35-R1primers(C) FourngofeachbacterialgenomicDNA
were used as PCR templates and each PCR temperature.The PCR reaction
productswereelectrophoresedon1.5% agarosegel.S,sizemarker.
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Fig.2.SpecificitytestofFp4-F2/Fp4-R2primers(A),Fs17-F14/Fs17-R14primers
(B)andFv35-F1/Fv35-R1primers(C)withtypestrainsoforalbacteria.Fourng
ofeachbacterialgenomicDNA wasusedasPCR templates.ThePCR reaction
products were electrophoresed on 1.5% agarose gel.S,size marker; Fnp,

subsp. ;Fnf, subsp. ;Fnv,
subsp. ;Fnn, subsp. ;Fna, subsp.

;Fc, ;Fnav, ;Fne, ;Fs, ;
Aa, ; Pg, ;Pi, ;Pn, ;
Tf, .
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Fig.3.SpecificitytestofFp4-F2/Fp4-R2primers(A),Fs17-F14/Fs17-R14primers
(B)andFv35-F1/Fv35-R1primers(C)withclinicalisolatesof from
Koreans.FourngofeachbacterialgenomicDNA wereusedasPCR templates.
ThePCR reaction productswereelectrophoresed on 1.5% agarosegel.S,size
marker;1,(-)negativecontrol;2(A), subsp. ATCC
10953T;2(B), subsp. ATCC51190T;2(C);
subsp. ATCC49256T;3,( )ChDCF8;4,ChDCF37;5,ChDC
F38;6,ChDC F47;7,ChDC PV-F37;8,ChDC PV-F42;9,ChDC PV-F58;10,
ChDCF113;11,ChDCF119;12,ChDCF128;13,ChDCF130;14,ChDC F145;15,
ChDCF165;16,ChDCF174;17,ChDCF206;18,ChDCF218;19,ChDC F175;20,
ChDCF186;21,ChDCF290;22,ChDCF300;23,ChDCF305;24,ChDC F306;25,
ChDCF309;26,ChDCF310;27,ChDCF311;28,ChDCF313;29,ChDC F326;30,
ChDCF315;31,ChDCF316;32,ChDCF317;33,ChDCF318;34,ChDC F319;35,
ChDCF324;36,ChDCF330;37,ChDCF332;38,ChDCF335.
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Fig.4.SensitivitytestofFp4-F2/Fp4-R2primers(A),Fs17-F14/Fs17-R14primers
(B)and Fv35-F1/Fv35-R1 primers (C)with the purified genomic DNA of

subsp. ATCC 10953T (A), subsp.
ATCC 51190T (B)and subsp. ATCC 49256T,respectively.
ThePCR reactionproductswereelectrophoresedon1.5% agarosegel.Lanes:S,
100basepairDNA ladder;1through 7,purified genomicDNA serially diluted
10-fold,from 2ngto2fg.
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ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안

본 연구에서 설계된 Fp4-F2/Fp4-R2,Fs17-F14/Fs17-R14 및 Fv35-F1/Fv35-R1
PCR 프라이머 쌍들은 각각 subsp. ATCC 10953T,

subsp. ATCC 51190T 및 subsp. ATCC
49256T 균주들을 특이적으로 검출할 수 있음을 알 수 있었다.현재 세균을 균주 수준
에서 동정할 수 있는 방법으로는 restrictionfragmentlengthpolymorphism(RFLP),
phage와 bacteriocintyping,pulsefieldgelelectrophoresis(PFGE),혈청학적 방법,
ribotyping,DNA 프로브 법 및 DNA sequencing법 등이 알려져 있다(Krieg,2001).
하지만,이러한 방법들은 시간적으로나 경제적으로 제약이 따르기 때문에 현실적으로
사용되기 어려운 단점이 있다.최근 subsp. ATCC25586T 균
주 특이 DNA 프로브(Fu12)의 핵산염기서열을 바탕으로 균주-특이 PCR 프라이머가
개발되었다(Kim etal.,2005).또한 한국인의 구강에서 분리된 임상균주
들과는 hybridization하지 않고,서양인에서 유래된 ATCC25611T 및

ATCC49046균주들의 지놈 DNA만을 검출할 수 있는 Pig6DNA 프로브
로부터 두 균주(ATCC25611T 및 ATCC49046)를 모두 검출할 수 있는 PCR프라이
머 쌍과 ATCC25611T균주만을 검출할 수 있는 PCR프라이머 쌍이 개발되었다(Jeong
etal.,2006).이러한 연구 결과들은 같은 세균 종(species)에 속한다 할지라도 각각의
균주들의 지놈 DNA의 핵산염기서열의 상동성에 차이가 존재한다는 것을 의미한다.
이러한 이유로 본 연구에서도 subsp. ,
subsp. 및 subsp. 에 대한 각각의 아종 특이 DNA 프
로브일 것이라고 보고되었지만,아직 증명이 안 된 세 가지 DNA 프로브(Fp4,Fs17및
Fv35)의 핵산염기서열을 바탕으로 각각의 아종에 대한 표준균주를 특이적으로 검출할
수 있는 PCR프라이머 쌍을 개발하게 되었다.

은 현재 5가지 아종이 있는 것으로 알려져 있고,이들 중 3가지 아종의
표준균주( subsp. ATCC 25586T, subsp.

ATCC10953T 및 subsp. ATCC49256T)에 대한
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전체 지놈 DNA의 핵산염기서열결정이 진행 중에 있다.특히,Dzink등(1990)에 의해
분류된 subsp. 와 Gharbia와 Shah(1992)에 의해 분류된

subsp. 표준균주들의 16S rDNA,5-dUTPase,zineprotease및
DNA 의존성 RNA 중합효소의 베타 써브유닛(RpoB)유전자의 핵산염기서열의 상동성
이 매우 높고(김,2005),Gharbia와 Shah(1992)의 두 균주가 같은 아종에 속할 것이라
는 보고를 참고하여,아종 (처음엔 동물에서만 존재하는 것으로 알았음)만을
제외한 나머지 의 아종 표준균주의 핵산염기서열이 결정되고 있다는 것
을 의미한다.하지만 현재 치주질환과 관련된 병원성 세균의 병인론 연구에서

에 관한 연구는 매우 적은 편이다.이 이유는 치주질환과 관련된 역학조사
결과 은 치주질환에 이환된 치주조직의 치은연하치면세균막이나 정상인
부위의 치은연하치면세균막 모두에서 검출이 되었다는 보고가 많았기 때문에,koch의
가설에 입각한 병원성세균의 조건에 맞지 않았기 때문인 것으로 생각된다.하지만,

의 초기 및 후기 치면세균막 형성을 주도하는 세균들 간의 가교 역할,치은
연하치면세균막 내의 산소제거,숙주의 면역기능 교란,대사산물인 butyricacid의 분비
및 초기 염증성 싸이토카인 분비 유도 등의 독력인자가 밝혀지면서, 이
중요한 치주질환의 원인균으로 알려지게 되었다.치면세균막 내에는 약 400여 종의 세
균이 존재하기 때문에 역학조사 결과에서 치주질환 유무와 상관없이 모든 치면세균막
에 존재하는 세균 종을 비병원성이라고 할 수는 없고,반드시 병인론 연구를 통해서
병원성 여부를 가려야 할 것으로 생각된다.이러한 병원성 연구에서는 우선적으로 대
상 세균 종의 표준균주가 이용되기 때문에 표준균주를 신속 정확하게 동정할 수 있는
방법이 있다면 병인론 연구를 좀 더 수월하게 진행할 수 있을 것이다.그러므로 본 연
구의 균주 특이 PCR프라이머 쌍의 개발과정은 앞으로 많은 구강 내 세균 종에 대한
표준균주 특이 PCR프라이머 쌍을 개발하는 데 좋은 모델로 이용되리라 생각된다.
Fp4 DNA 프로브의 핵산염기서열(841 bp)을 Blastn 검색한 결과

PK1594 균주의 hemolysin 유전자[GenBank Accession No.; AF525507]와
99%(840/843) 일치하였다(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
PK1594균주는 서양인의 구강 내에서 분리된 균주이다.이러한 결과는 본 연구에서
설계된 Fp4-F2/Fp4-R2 PCR 프라이머 쌍은 subsp.
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ATCC10953T 균주뿐만 아니라 PK1594도 검출할 수 있다는 것을 의미
한다. 그러므로 Fp4-F2/Fp4-R2 PCR 프라이머 쌍은 subsp.

ATCC10953T 균주 및 PK1594균주들에 대한 특이 PCR
프라이머라고 해야 할 것이다.현재 subsp. ATCC10953T

의 전체 지놈 DNA 핵산염기서열의 진행 중에 있어 데이터가 공개되지 않았기 때문에
Fp4DNA 프로브의 핵산염기서열과의 상동성 비교는 하지 못하였다.
Fs17DNA 프로브의 핵산염기서열(8,215bp)을 Blastx 검색한 결과

GII3-3X 균주의 hypothetical helicase 단백질[GenBank Accession No.;
CAK99830]과 아미노산 수준에서 34%(139/407) 일치하는 것으로 나타났다
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).이러한 결과는 아직 subsp.

ATCC 51190T 균주의 전체 지놈 핵산염기서열이 밝혀져 있지 않았기 때문
에 현재로써는 단정할 수 없지만,클로닝 과정에서 다른 세균의 지놈 DNA가 오염될
수 있을 가능성이 있기 때문에 향후 연구에서 이를 확인해야할 것으로 사료된다.
또한 Fv35 DNA 프로브의 핵산염기서열(1,190 bp)을 Blastx 분석한 결과

subsp. ATCC 49256T의 sugarepimerase/dehydratase단백질
[GenBankAccessionNo.;ZP_00143770]과 아미노산 수준에서 100%(273/273)상동성
을,hypothetical단백질[GenBankAccessionNo.;ZP_00143771]과는 아미노산 수준에
서 99%(294/296)상동성을 보였다(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).이러한 결과
는 Fv35DNA 프로브가 subsp. ATCC49256T의 지놈 DNA에
서 유래된 것이기 때문에 당연하다고 할 수 있다.
이상의 결과를 종합할 때, 본 연구에서 개발된 세 가지 프라이머 쌍들

Fp4-F2/Fp4-R2,Fs17-F14/Fs17-R14및 Fv35-F1/Fv35-R1은 subsp.
ATCC 10953T, subsp. ATCC 51190T 및

subsp. ATCC 49256T를 균주-특이적으로 검출할 수 있어 이들의
병인론 연구 및 균주들의 보존적 측면에서 유용하게 이용 가능하리라 사료된다.



- 18 -

ⅤⅤⅤ...결결결 론론론
본 연구는 subsp. ATCC 10953T,

subsp. ATCC 51190T 및 subsp. ATCC
49256T에 대한 균주 특이 PCR 프라이머를 개발하기 위하여 시행하였다.각각의 균주
에 대한 PCR프라이머는 Fp4,Fs17및 Fv35 DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으
로 설계 및 제작되었으며,이들 프라이머들의 균주 특이성은 10개의
속(family)에 속하는 종(species)또는 아종(subspecies)표준균주,36균주의 한국인에
서 분리 동정된 임상균주 및 속이 아닌 5종류 세균 종
의 표준균주를 대상으로 시행하였다.이들 프라이머들의 민감도는 각각의 균주 지놈
DNA를 2ng에서 2fg까지 10배씩 희석하여 PCR를 시행하여 조사하였다.

1. Fp4, Fs17 및 Fv35 의 핵산염기서열을 바탕으로 각각 Fp4-F2/Fp4-R2,
Fs17-F14/Fs17-R14및 Fv35-F1/Fv35-R1프라이머 쌍들을 설계하였다.

2. 균주 특이성 test 결과, Fp4-F2/Fp4-R2, Fs17-F14/Fs17-R14 및
Fv35-F1/Fv35-R1 프라이머 쌍들은 각각 subsp.
ATCC 10953T, subsp. ATCC 51190T 및
subsp. ATCC49256T 균주에 대한 특이성이 있었다.

3.민감도 test결과,Fp4-F2/Fp4-R2,Fs17-F14/Fs17-R14및 Fv35-F1/Fv35-R1
프라이머 쌍들은 각각 subsp. ATCC 10953T,

subsp. ATCC 51190T 및 subsp.
ATCC49256T 균주 지놈 DNA를 각각 20pg,200fg,2pg까지 검출할 수 있었다.

이상의 결과를 종합할 때, 본 연구에서 개발된 세 가지 프라이머 쌍들
Fp4-F2/Fp4-R2,Fs17-F14/Fs17-R14및 Fv35-F1/Fv35-R1은 subsp.

ATCC 10953T, subsp. ATCC 51190T 및
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subsp. ATCC 49256T를 균주-특이적으로 검출할 수 있어 이들의
병인론 연구 및 균주들의 보존적 측면에서 유용하게 이용 가능하리라 사료된다.



- 20 -

참참참 고고고 문문문 헌헌헌

김화숙,한국인의 정상 치주조직 및 치주질환 병소의 치면세균막에서 Fusobacterium
nucleatum의 발현빈도 비교.조선대학교 대학원 박사학위 논문,2006.

PasterBJ,BochesSK,GalvinJL,EricsonRE,LauCN,LevanosVA,Sahasrabudhe
A.DewhirstFE.Bacterialdiversityinhumansubgingivalplaque.JBacteriol
2001;183:3770-83.

DzinkJL,SocranskySS,HaffajeeAD.Thepredominantcultivablemicrobiotaof
active and inactive lesions of destructive periodontal diseases. J Clin
Periodontol.1988;15:316-23.

HaffajeeAD,SocranskySS.Microbialetiologicalagentsofdestructiveperiodontal
diseases.Periodontol2000.1994;5:78-111.

BolstadAI,JensenHB,BakkenV.Taxonomy,biology,andperiodontalaspectsof
ClinMicrobiolRev.1996;9:55-71.

Bartold PM,Gully NJ,Zilm PS,Rogers AH.Identification ofcomponents in
chemostat-culture supernatants that are potent

inhibitors of human gingival fibroblast proliferation. J Periodontal Res.
1991;26:314-322.

SocranskySS,HaffajeeAD,CuginiMA,SmithC,KentRLJr.Microbialcomplexes
insubgingivalplaque.JClinPeriodontol.1998;25:134-44.

KumarPS,GriffenAL,BartonJA,PasterBJ,MoeschbergerML,LeysEJ.New
bacterial species associated with chronic periodontitis. J Dent Res.
2003;82:338-44.

Bartold PM,Gully NJ,Zilm PS,Rogers AH.Identification ofcomponents in
chemostat-culture supernatants that are potent

inhibitors of human gingival fibroblast proliferation. J Periodontal Res.
1991;26:314-22.



- 21 -

ChoiEK,Park SA,Oh WM,Kang HC,Kuramitsu HK,Kim BG,Kang IC.
Mechanisms of -induced monocyte chemoattractant
protein-1 expression in endothelialcells.FEMS ImmunolMed Microbiol.
2005;44:51-8.

Roberts GL.Fusobacterialinfections:an underestimated threat.Br J Biomed.
2000;57:156-62.

DiazPI,Zilm PS,RogersAH. supportsthegrowthof
Porphyromonas gingivalis in oxygenated and carbon-dioxide-depleted
environments.Microbiology.2002;148:467-72.

Nørskov-Lauritsen N, Kilian M. Reclassification of
, ,

and as gen.nov.,
comb.nov., comb.nov.and

comb.nov.,andemendeddescriptionof to
includeV factor‐dependentandV factor‐independentisolates.IntJSystEvol
Microbiol.2006;56:2135-46.

Dzink JL, Sheenan MT, Socransky SS. Proposal of three subspecies of
Knorr 1922: subsp.

subsp. nov., comb. nov.; subsp.
subsp.nov.,nom.nev.,comb.nov.;and

subsp. subsp.nov.,nom.rev.,comb.nov.IntJSystBacteriol.1990;40:
74-78.

GharbiaSE,ShahHN. subsp. subsp.nov.and
subsp. subsp.nov.asadditionalsubspecies

within .IntJSystBacteriol.1992;42:296-298.
Tew JG, Thomas SS, Ranney RR. -mediated
immunomodulation ofthe in vitro secondary antibody response to tetanus



- 22 -

toxoid and .J PeriodontalRes.1987
;22:506-12.

SingerRE,BucknerBA.Butyrateandpropionate:importantcomponentsoftoxic
dentalplaqueextracts.InfectImmun.1981;32:458-63.

HanYW,ShiW,HuangGT,KinderHaakeS,ParkNH,KuramitsuH,GencoRJ.
Interactions between periodontalbacteria and human oralepithelialcells:

adherestoandinvadesepithelialcells.InfectImmun.
2000;68:3140-6.

Kim HS,SongSK,YooSY,JinDC,ShinHS,Lim CK,Kim MS,Kim JS,Choe
SJ,Kook JK.Developmentofstrain-specificPCR primersbased on aDNA
probeFu12fortheidentificationof subsp.
ATCC25586T.JMicrobiol.2005;43:331-6.Erratum in:JMicrobiol.2005;43:473.

KookJK,Kim MK,SeongJH,Kim DK,Kim BO,ParkJC,Kim KK,ChoeSJ,Min
BM. A new method for rapid screening of bacterial species- or
subspecies-specificDNA probes.FEMSMicrobiolLett.2003;219:121-7.

Krieg NR.Identification ofProcaryotes,p.33-38. G.Garrity (ed.),Bergey's
ManualofSystematicBacteriology,2thed.2001.SpringerVerlag,New York,
U.S.A.

JeongSU,YooSY,KangSJ.Kim MK,JangHS,LeeKY,Kim BO,KookJK.
Developmentof ATCC49046Strain-SpecificPCRPrimer
basedonaPig6DNA Probe.Kor.J.Microbiol.2006;42:89-94.



저작물 저작물 저작물 저작물 이용 이용 이용 이용 허락서허락서허락서허락서

학  과  치  의  학과 학 번 20057483200574832005748320057483 과 정 박사박사박사박사

성  명 한글: 신환선    한문 : 申桓先    영문 : Hwan Seon Shin

주  소 경기도 시흥시 신천동 737번지 2층 시흥치과 

연락처 031-314-2828 E-MAIL  car7355@hitel.net

논문제목

한글 : Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953
T
, 

subsp. fusiforme ATCC 51190
T
 및 subsp. vincentii ATCC 49256

T
 균주 

특이 중합효소연쇄반응 프라이머 개발

영어 : Development of strain-specific PCR primers for the detection 

of Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953
T
, subsp. 

fusiforme ATCC 51190
T
 and subsp. vincentii ATCC 49256

T

  본인이 저작한 위의 저작물에 대하여 다음과 같은 조건아래 조선대학교가 저작물을    

   이용할 수 있도록 허락하고 동의합니다.

- 다         음 -

1. 저작물의 DB구축 및 인터넷을 포함한 정보통신망에의 공개를 위한 저작물의 복제,

   기억장치에의 저장, 전송 등을 허락함

2. 위의 목적을 위하여 필요한 범위 내에서의 편집ㆍ형식상의 변경을 허락함.

   다만, 저작물의 내용변경은 금지함.

3. 배포ㆍ전송된 저작물의 영리적 목적을 위한 복제, 저장, 전송 등은 금지함.

4. 저작물에 대한 이용기간은 5년으로 하고, 기간종료 3개월 이내에 별도의 의사 표시가

   없을 경우에는 저작물의 이용기간을 계속 연장함.

5. 해당 저작물의 저작권을 타인에게 양도하거나 또는 출판을 허락을 하였을 경우에는

   1개월 이내에 대학에 이를 통보함.

6. 조선대학교는 저작물의 이용허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는 타인에 의한

   권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음

7. 소속대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한 저작물의

   전송ㆍ출력을 허락함.
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(((국국국문문문초초초록록록)))

sssuuubbbsssppp... AAATTTCCCCCC
111000999555333TTT,,,sssuuubbbsssppp... AAATTTCCCCCC555111111999000TTT 및및및 sssuuubbbsssppp...
AAATTTCCCCCC444999222555666TTT 균균균주주주 특특특이이이 중중중합합합효효효소소소연연연쇄쇄쇄반반반응응응 프프프라라라이이이머머머 개개개발발발

신신신 환환환 선선선
조조조선선선대대대학학학교교교 대대대학학학원원원 치치치의의의학학학과과과
(((지지지도도도교교교수수수:::국국국 중중중 기기기)))

본 연구는 subsp. ATCC 10953T,
subsp. ATCC 51190T 및 subsp. ATCC

49256T에 대한 균주 특이 PCR프라이머를 개발하기 위하여 시행하였다.각각의 균주
에 대한 PCR 프라이머는 Fp4,Fs17및 Fv35DNA probes의 핵산염기서열을 바탕으
로 설계 및 제작되었으며,이들 프라이머들의 균주 특이성은 10개의
속(family)에 속하는 종(species)또는 아종(subspecies)표준균주,36균주의 한국인에
서 분리 동정된 임상균주 및 속이 아닌 5종류 세균 종
의 표준균주를 대상으로 시행하였다.이들 프라이머들의 민감도는 각각의 균주 지놈
DNA를 2ng에서 2fg까지 10배씩 희석하여 PCR를 시행하여 조사하였다.연구결과
세 종류의 프라이머 쌍(Fp4-F2/Fp4-R2,Fs17-F14/Fs17-R14및 Fv35-F1/Fv35-R1
PCR)들은 각각 subsp. ATCC 10953T,
subsp. ATCC51190T 및 subsp. ATCC49256T균주
에 대한 특이성이 있었다.민감도 test결과,Fp4-F2/Fp4-R2,Fs17-F14/Fs17-R14및
Fv35-F1/Fv35-R1프라이머 쌍들은 각각 subsp. ATCC
10953T, subsp. ATCC51190T 및 subsp.
ATCC49256T 균주 지놈 DNA의 20pg,200fg및 2fg까지 검출할 수 있었다.이상의
결과를 종합할 때,본 연구에서 개발된 세 가지 프라이머 쌍들 Fp4-F2/Fp4-R2,
Fs17-F14/Fs17-R14 및 Fv35-F1/Fv35-R1은 subsp.
ATCC 10953T, subsp. ATCC 51190T 및 subsp.

ATCC49256T를 균주-특이적으로 검출할 수 있어 이들의 병인론 연구 및 균
주들의 보존적 측면에서 유용하게 이용 가능하리라 사료된다.
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