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치주질환을 일으키는 세균인 Porphyromonas gingivalis의 lipopolysaccharide (PG-LPS)가 뇌의 혈액뇌

장벽(blood-brain-barrier)을 통과 할 가능성이 제기되었지만, 뇌의 신경 염증 유발과 관련된 직접적인 연

관성은 명확하게 알려져 있지 않다. 따라서 본 연구에서 PG-LPS가 뇌에서 염증과 관련되어 어떤 영향을 미

치는지 확인하고자 하였다. 본 연구에서는 PG-LPS 투여 후 12 시간과 24 시간 후에 면역조직화학 염색을 

통해 뇌 조직의 변화를 확인 하였다. 면역조직화학 염색 결과, PG-LPS를 투여 한 마우스의 뇌에서 염증관

련 인자들이 발현되는 것이 관찰되었다. 이와 같은 결과는 구강 내 치주질환을 유발하는 PG-LPS는 뇌에서 

신경염증 유발과 밀접한 연관이 있음을 시사한다.
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서론
구강의 2대 질환인 치주질환은 치주세균에 대

한 숙주 반응의 결과로 치주조직의 염증변화로 인

해 치은, 치주인대 및 치조골이 파괴되는 질환이

다1,2). 치주질환을 발병시키는 세균은 조직에 침입

이 가능한 그람 음성 세균으로, Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Tanerella forsythia, 

Porphyromonas gingivalis  및 Treponema 

denticola 가 주요 세균이다3,4). 

이 중 Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)

는 성인 치주질환에서 핵심적인 그람 음성 세균으

로5) 이 세균은 지질다당류 (lipopolysaccharide; 

LPS), gingipain, fimbriae, hemagglutinins 및 outer 

membrane vesicles (OMVs)에 중요한 독성 인자를 

다수 가지고 있다6). 이 중 LPS는 그람 음성 세균의 

외막에 위치하며 숙주의 면역 신호 전달 경로를 강

하게 자극할 뿐만 아니라7) 뼈 및 상피세포 장벽 파

괴 등을 유발할 수 있는 것으로 알려져 있다8,9).

최근 연구에서는 다수의 치주질환 발병 세균들

이 죽상경화판 (atherosclerotic plaque)에서 관찰되

었다고 보고되었다10,11). 치주질환 발병 세균은 혈류

에 들어갈 수 있으며12-14), 만성 치주질환의 경우 순

환계에 염증을 지속적으로 증가시킨다고 보고되었

다15). 이처럼 구강 내 세균들이 전신 순환을 통해 인

체의 각 영역에서 어떤 영향을 미치는지 지속적으

로 연구되고 있으며, 최근에는 치주질환 유발 세균

들이 뇌에서 신경염증을 유발하며, 이러한 결과가 

알츠하이머성 치매 발병과 연관성이 있다는 주장이 

제기되고 있다. 특히 치주질환 발생과 밀접한 관련

이 있는 P. gingivalis는 LPS 및 gingipain을 통해 치

주조직에서의 염증을 유발하는 것으로 알려져 있다
16). 

P. gingivalis LPS (PG-LPS) 는 장벽 붕괴를 유

발하기 위해 환경 조건 및 세포 유형에 따라 TLR2 

및 TLR4를 조절하여 치은 상피장벽을 파괴할 뿐

만 아니라 구강 각질세포에서 염증성 사이토카인 

(cytokine)의 발현에 관여한다17-20). 다수의 연구들

에 따르면 PG-LPS가 TLR2와 TLR4 작용제 및 길

항제 모두로 작용할 수 있다고 밝혀져 두 수용체가 

PG-LPS에 의한 염증 기전을 활성화시킬 수 있는 

것으로 보고되었다9,21,22). 하지만 아직까지 PG-LPS

에 의한 TLR2 활성 기전은 명확하지 않다.

이전의 연구들을 통해 뇌에서 Escherichia coli 

LPS (EC-LPS)에 의해 TLR4 활성화가 발생한다

는 것이 보고되었다. 장관 내에 영향을 미치는 그

람 음성 세균인 EC-LPS를 투여하여 뇌의 해마

(hippocampus)에서의 전 염증 반응을 연구한 결과, 

LPS 투여 후 미세아교세포 (microglia) 마커인 Iba1

의 발현이 활성화되었을 뿐만 아니라 LPS 수용체인 

TLR4 발현을 유도하는 것으로 나타났다23). 

PG-LPS의 경우 치주질환 발생에 의해 전신적 

감염 가능성이 충분하며, 뇌의 혈액뇌장벽 (blood-

brain-barrier)를 통과할 수 있다는 가능성이 제기

되었지만15), 아직까지 직접적으로 뇌 신경 염증 유

발에 대해서는 알려져 있지 않으며, 뇌에서의 작용

은 관련 연구가 아직까지 EC-LPS에 비교하면 부족

한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 PG-LPS의 전

신적 투여가 뇌에서 조직학적으로 일부 염증인자들

의 발현 확인을 통해 신경염증 유발과 직접적인 관

계가 있는지 확인하고자 하였다. 

재료 및 방법 

실험동물

본 연구를 위해 6주령의 수컷 흰 마우스 (ICR 

mice)(18~20 g)를 오리엔트 바이오로부터 구입하

여 컨벤셔널 시스템에서 사육하여 이용하였다. 실

험동물들은 12 시간 낮/밤 주기와 물과 사료를 자

유롭게 섭취할 수 있도록 하였으며, 온도 (22 ℃
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)와 습도 (50%)로 유지되는 곳에서 사육되었다. 

본 실험의 모든 절차는 강릉원주대학교 동물실험

윤리위원회(Institutional Animal Care and Use 

Committee)의 승인 하에 (Approval No. GWNU-

2020-27) 표준작업 지침서에 따라 수행하였다.

본 연구에서 실험동물군은 정상군 (control 

group) (n=8), LPS 투여 12시간 후 실험군 (LPS-

12H group) (n=8)과 LPS 투여 24시간 후 실험군 

(LPS-12H group) (n=8)으로 각각 구분하였다.

PG-LPS 투여

이전의 EC-LPS 투여 연구 중 TLR4 수용체를 

통해 최적의LPS 농도를 적용한 연구를 참고하였다
13). 본 연구에서 PG-LPS (InvivoGen, HK) (0.1 ml, 

100 μl / kg) 를 PBS에 희석하여 꼬리 정맥을 통해 

투여하였다.

조직 처리

조직학적 분석을 위하여 실험동물의 조직 처

리는 모두 동일한 조건에서 진행하였다. 조직

의 고정 및 적출을 위하여 호흡마취를 한 후 흉

곽을 개방하여 0.9% 식염수로 관류세척 후 4% 

paraformaldehyde가 포함된 PBS (pH 7.5)로 관류 

고정하였다. 관류 고정이 끝난 마우스의 뇌를 적출

하여 동일한 고정액에 8시간 후고정 하였다. 이후, 

4% sucrose에 24 시간 고정 후 동결조직 절편을 제

작하였다.

뇌 조직 분석방법

(1) 면역조직화학염색

절편한 뇌 조직은 0.01M PBS (pH 7.3)로 10분

간 3회 세척하였다. 0.3% 과산화수소(H2O2)가 들

어있는 0.01M PBS (pH 7.3) 용액으로 30분간 조

직을 처리한 후 0.01M PBS (pH 7.3)로 10분간 3회 

세척하였다. 세척이 끝난 조직은 5% normal goat 

serum이 들어있는 0.01M PBS (pH 7.3)를 뿌리

고 60분간 처리하였다. 처리가 끝난 조직은 세척하

지 않고 Anti-rabbit Iba-1(diluted 1:1000)이 들

어있는 0.01M PBS(pH7.3) 용액을 후 4℃에서 하

루 동안 처리한다. 처리 후 0.01M PBS (pH 7.3)

로 10분간 3회 세척하고, 일차항체와 반응시킨 조

직은 0.01M PBS (pH 7.3)에 1:250으로 희석한 

biotinylated rabbit anti-goat에 120분 동안 처리한

다. 반응이 끝난 조직은 0.01M PBS (pH 7.3)로 10

분간 3회 세척한 후, Avidin-biotin complex(ABC) 

kit(VECTOR, USA)에 차례로 90분 동안 반응시

킨다. 반응이 끝난 조직은 0.01M PBS (pH 7.3)에 

10분간 3회씩 세척한다. 세척이 끝난 조직은 1% 

3,3-diaminobenzidine(DAB)과 0.3% H2O2가 각

각 250㎕ 들어있는 5ml의 0.01M PBS (pH 7.3)를 

이용하여 발색한 후 0.01M PBS (pH 7.3)로 10분

간 3회 세척한다. 이 후 gelatin 코팅 된 슬라이드

에 뇌 조직을 붙인 후, 37 ℃ 오븐에서 건조시킨다. 

건조가 끝난 조직 슬라이드는 증류수로 10분간 3

회 세척한 후 탈수와 청명화 과정을 거쳐 Canada 

balsam (Kanto, Japan)을 이용하여 봉입하였다. 완

성된 슬라이드는 현미경(Axio Imager A2, Zeiss, 

Germany)에서 관찰하였다.

각 면역조직화학 염색 결과에 대한 정량적 분

석을 위하여 동물당 120 ㎛ 간격으로 6장의 절편

을 선택하였으며, 각 면역조직화학염색의 이미지

는 디지털 카메라 (Axiocam, Zeiss, Germany)가 

부착된 현미경(Axio Imager A2, Zeiss, Germany)

에서 촬영하였다. 이전 연구방법을 참고하여24) 촬

영된 이미지는 정상군 및 실험군의 해마 영역에서 

140 x 140 ㎛ 조직면역을 512 x 512 픽셀로 표준

화하였다. 각 면역조직화학에서 면역반응을 보이는 

구조들의 밀도는 상대적광학밀도(relative optical 

dendity, ROD)로 측정하였다. 각 항체들에 대한 면

역반응성을 보이는 구조에 대한 광학밀도(optical 
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density, OD)는 NIH Image 1.59 software를 이용

하여 회색값수준(mean gray level, 0~256) 측정하

고 이 값을 이용한 공식(OD=log (256/mean gray 

level))을 통해 얻었다. 최종적으로, OD값의 비율은 

정상군의 OD값에 대한 %(ROD)로 환산하여 나타

내었다.

(2) 통계 분석

본 연구에서 표시된 값은 평균치 ± 표준오차로 

이루어졌다. 각 실험군 간의 값의 차이는 SPSS 프

로그램을 이용한 ANOVA with Duncan's post hoc 

test를 이용하여 통계학적으로 분석하였으며, 통계

학적으로 p 값이 0.05 이하면 통계적으로 유의하다

고 판단하였다.

결과

Iba-1 면역조직화학 염색

뇌조직에서 면역을 담당하고 있는 미세아교세포

의 활성화를 확인하기 위하여 Iba-1 항체를 이용하

여 면역조직화학 염색을 수행하였다.

아무런 처치하지 않은 정상군에서는 Iba-1 면역

반응 세포는 돌기가 가늘고 약간 Iba-1 면역반응을 

나타내어 휴지기 상태의 미세아교세포 형태로 관찰

되었다 (그림. 1A). 그러나 LPS 투여 12시간 후 그

룹에서는 Iba-1 면역반응을 보이는 미세아교세포

에서 두드러진 변화가 관찰되었다. 이 세포들은 세

포체의 크기가 커졌으며, 돌기가 두꺼워지고 가지

가 많아졌으며 강한 Iba-1 면역반응을 보이는 활

성화된 미세아교세포의 형태를 나타내었다 (그림. 

1B). LPS 투여 24시간 후 그룹에서도 미세아교세

포에 Iba-1 면역 반응 세포가 관찰되었지만 (그림. 

1C), 12 시간 후 그룹 보다는 Iba-1 면역 반응성이 

감소하였으며, 세포질과 돌기가 활성화 형태보다는 

휴지기 형태에 가깝게 관찰되었다. ROD 분석 결

과, LPS 투여 12시간 후 그룹에서 가장 많은 Iba-

1 면역 반응이 나타난 것을 확인하였다 (그림. 1D). 

LPS 투여 24시간 후 그룹은 정상군 보다 많은 Iba-

1 면역 반응이 관찰되었지만, 12시간 후 그룹보다

는 적은 면역반응이 나타난 것을 확인하였다 (그림. 

1D).

Fig 1. Iba-1 immunohistochemistry in brain of the control (A) group, LPS-12H (B) group and LPS-24H (C) group. 
Scale Bar = 100 ㎛. (D) ROD as % of Iba-1-immunoreactive structures in the hippocampus after Pg-LGS injection (n=7 
at each group). Bars indicate the means ± SEM. *P<0.05 vs. control group; †P<0.05 vs. previous group. (A) In the con-
trol group, Iba-1 immunoreacive cells are not observed in brain. (B and C) However, LPS-12H and LPS 24H group, Iba-1 
immunoreacive cells are increased in brain than that of control group. Especially, LPS-12H group, Iba-1 immunoreacive 
cells are significantly increased in brain than that of control group. 
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TLR4 면역조직화학 염색

그람 음성 세균의 LPS에 의해 유도되는 신호 전

달의 반응을 확인하기 위해 TLR4 항체를 이용하여 

면역조직화학 염색을 수행하였다.

아무런 처치하지 않은 정상군에서는 TLR4 항체

에 면역 반응하는 세포가 관찰되지 않았다 (그림. 

2A). 그러나 LPS 투여 12시간 후 그룹에서 별아교

세포 (astrocyte) 및 혈관 주변에서 TLR4 면역 반

응 세포가 두드러지게 관찰되었다 (그림. 2B, 2D). 

LPS 투여 24시간 후 그룹에서도 별아교세포 및 혈

관 주변에서 TLR4 면역 반응 세포가 정상군과는 

비교했을 때보다 더 많이 관찰되었지만, 12 시간 후 

그룹 보다는 그 수 및 정도가 약한 것이 관찰되었다 

(그림. 2C, 2D).

Fig 2. TLR4 immunohistochemistry in brain of the control (A) group, LPS-12H (B) group and LPS-24H (C) group. 
Scale Bar = 100 ㎛. (D) ROD as % of TLR4-immunoreactive structures in the hippocampus after Pg-LGS injection (n=7 
at each group). Bars indicate the means ± SEM. *P<0.05 vs. control group; †P<0.05 vs. previous group. (A) In the con-
trol group, TLR4 immunoreacive cells are not observed in brain. (B and C) However, LPS-12H and LPS 24H group, 
TLR4 immunoreacive cells are increased in brain than that of control group. Especially, LPS-12H group, TLR4 immuno-
reacive cells are significantly increased in brain than that of control group. 

IL-1β 면역조직화학 염색

사이토카인에 의한 염증 반응 및 apoptosis 등의 

세포 활동을 확인하기 위해 IL-1β 항체를 이용하

여 면역조직화학 염색을 수행하였다.

아무런 처치하지 않은 정상군에서는 IL-1β 항

체에 면역 반응하는 세포가 관찰되지 않았다 (그림. 

3A). 그러나 LPS 투여 12시간 후 그룹에서는 IL-1

β 항체에 면역 반응하는 세포가 정상군 보다 더 많

이 관찰되었다 (그림. 3B, 3D). LPS 투여 24시간 후 

그룹에서는 정상군과 마찬가지로 IL-1β 항체에 

면역 반응하는 세포가 관찰되지 않았다 (그림. 3C, 

3D).

Fig 3. IL-1β immunohistochemistry in brain of the control (A) group, LPS-12H (B) group and LPS-24H (C) group. 
Scale Bar = 100 ㎛. (D) ROD as % of IL-1β -immunoreactive structures in the hippocampus after Pg-LGS injection (n=7 
at each group). Bars indicate the means ± SEM. *P<0.05 vs. control group; †P<0.05 vs. previous group. (A and C) In the 
control and LPS-24H group, IL-1β immunoreacive cells are not observed in brain. (B) However, LPS-12H group, IL-1β 
immunoreacive cells are significantly increased in brain than that of control group. 
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총괄 및 고안
EC-LPS의 경우 순환계통을 통하여 뇌에 도달해 

뇌에서 TLR4를 유도하는 것으로 나타났으며25), 뇌

척수막, 뇌실벽 및 뇌실주위기관, 미세아교세포 등

에서 TLR4의 발현이 관찰되었다26). 이렇듯 TLR4

는 뇌의 염증 발생 시 필수적으로 발현되는 단백

질로, 뇌 염증 발생 시 TLR4의 발현 증가는 다양

한 연구를 통해 나타났다23,26). 또한 이전의 연구에

서 EC-LPS 투여 후 해마의 미세아교세포의 변화

를 관찰한 결과, LPS 투여 마우스 해마에서 활성화

된 Iba-1 미세아교세포가 관찰된 것으로 나타났다
23). 따라서 본 연구에서 관찰된 PG-LPS 투여 마우

스 뇌에서의 전반적인 TLR4 발현은 뇌 염증 발생

의 증상을 나타내는 것이며, 이 결과는 구강 내 치

주질환 세균인 P. gingivalis의 존재가 뇌 염증을 야

기할 가능성이 있다는 것을 나타낸다.

미세아교세포는 감염에 대한 방어를 포함, 중추

신경계통에서 생리학적 과정을 조정하는 차등반응

이며27,28), LPS 투여로 인한 뇌의 면역 반응은 중추

신경계통의 특정 구조 또는 세포의 염증성 사이토

카인 및 케모카인 (chemokine)을 유도한다29). 본 

연구에서도 Iba-1 항체를 이용하여 PG-LPS 투여 

후 마우스 뇌의 미세아교세포 면역 반응을 확인한 

결과, PG-LPS 투여한 마우스 뇌에서 전반적으로 

Iba-1 면역 반응 미세아교세포가 더 많이 나타났

다. 이 결과로 보아 PG-LPS는 뇌의 미세아교세포

를 활성화시켜 염증성 사이토카인을 유도함을 나타

낸다.

LPS는 미세아교세포를 활성화시켜 IL-1β와 같

은 사이토카인의 방출을 초래한다는 연구 결과가 

나타났다30). 본 연구에서 PG-LPS가 미세아교세포

를 활성화시킨다는 것을 확인하였기에, IL-1β 항

체를 이용하여 PG-LPS가 사이토카인에 의한 조직 

손상을 나타내는지 확인하였다. 그 결과 PG-LPS 

투여 12시간 후 마우스의 뇌에서 IL-1β 반응 세포

가 나타난 것을 확인하였다. 이는 PG-LPS가 투여 

후 12시간 동안 사이토카인을 방출시키는 것으로 

뇌 조직 손상이 발생했다는 것을 나타낸다.

다만, Chung 등 (2009)의 연구에서는 LPS 투여 

24시간 후 마우스에서 TLR4의 발현이 가장 높았는

데, 본 연구에서는 PG-LPS 투여 12시간 후 마우스 

그룹이 가장 발현이 높은 것으로 나타났다. 이것은 

EC-LPS와 PG-LPS가 신경계통에 침투하여 염증

을 발생시키는 절정점(peak)이 달라 나타나는 결과

로 사료된다.

PG-LPS 투여 24시간 후 마우스 뇌에서 Iba-1 

반응 세포 결과와 달리 IL-1β 반응 세포가 적은 것

은 미세아교세포가 활성화된 것이 아니라 휴지 상

태이거나 일반적인 반응성 미세아교세포일 것으로 

사료된다. 반응성 미세아교세포는 일반적으로 구형

의 형태를 나타내며, 활성화된 미세아교세포는 휴

지 미세아교세포 보다 더 큰 세포체를 갖기 때문이

다31-33). 결과적으로 PG-LPS의 정맥 투여는 뇌에서 

TLR4 발현을 유도하며 미세아교세포를 활성화시

켜 염증성 사이토카인의 방출을 초래하기 때문에, 

PG-LPS는 뇌에 염증으로 인한 손상을 발생시킬 수 

있다. 

P. gingivalis에 따르는 gingipain은 알츠하이머의 

발병 기전에 영향을 미친다고 보고되고 있다. 알츠

하이머 병 환자의 뇌에서는 amyloid plaque가 발견

되는데, 이 plaque의 주성분은 Amyloid beta (Aβ

)로, Aβ는 알츠하이머 병에 직접적으로 관여하는 

성분이다. P. gingivalis에 의해 뇌가 만성적으로 감

염되었을 경우 Aβ 수치가 지속적으로 높게 나타나

는 것으로 보고되었으며, 마우스를 이용한 연구에

서 생체 내에 gingipain을 억제한 결과 gingipain으

로 유도되는 신경 변성 및 Aβ가 현저하게 감소된 

것이 보고되었다34). 또한 알츠하이머로 인해 병리

학적으로 취약해진 뇌 영역에서는 염증 반응이 나

타날 수 있으며, 이러한 염증 반응으로 알츠하이머
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가 가속화될 수 있음이 보고되었다35,36). 이전에 보

고된 gingipain 외에 P. gingivalis가 만들어내는 또 

다른 독소인 PG-LPS도 뇌 조직에서 염증관련 인

자들을 발현시키는 것으로 미루어 보아 신경염증과 

관련된 뇌질환과 관련성이 매우 높은 것으로 사료

된다. 

결론
이상의 결과를 종합해 보면, 구강 내 치주질환을 

발병시키는 P. gingivalis는 뇌 신경에 영향을 미치

는 것으로 사료된다. PG-LPS는 마우스 뇌에서 전

반적인 뇌 염증을 발생시키며, 뇌의 미세아교세포

를 활성화시켜 염증성 사이토카인의 방출을 유도한

다. 따라서 치주질환을 예방하고 치료하는 것은 구

강 건강뿐만 아니라 뇌질환 예방에 긍정적인 영향

을 줄 것으로 사료된다.
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ABSTRACT

Systemic injection of Porphyromonas gingivalis lipopolysaccharide 
induces inflammation in the mouse brain

Bo Hyun Jung, Hee Su Lee, Ki-Yeon Yoo

Department of Anatomy, College of Dentistry and Research Institute of Oral Science,  
Gangneung-Wonju National University

Porphyromonas gingivalis is a Gram-negative bacterium that causes periodontal disease in the oral cavity. 

The possibility that P. gingivalis lipopolysaccharide (PG-LPS) can pass through the blood–brain barrier has 

been restored; however, it is not known whether it leads to neuroinflammation in the brain. Therefore, in this 

study, we tried to determine if PG-LPS affects the brain. In this study, inflammatory changes in brain tissues 

were confirmed through immunohistochemistry 12 h and 24 h after PG-LPS administration. In result, inflam-

mation and cytokine expression were observed in the brain of PG-LPS-administered mice. These results sug-

gest that P. gingivalis can influence inflammation in the brain.

Keywords: Porphyromonas gingivalis, Lipopolysaccharide, Brain, Inflammation, Cytokine


