
JKSDH
Journal of Korean Society of Dental Hygiene

2013 October 13(5) : 889-900
http://dx.doi.org/10.13065/jksdh.2013.13.05.889 Original Article

Copyrightⓒ2013 by Journal of Korean Society of Dental Hygiene
This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http://creativecommons.org/ 
licenses/by-nc/3.0/), which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in medium, provided the original work is properly cited.

▶ 본 논문은 2012년 광주보건대학교 교내 연구지원사업에 의하여 연구되었음.

소아의 치아 우식 부위별 세균 다양성
김은미·백근식1·하명옥 
광주보건대학교 치위생과·1한국기초과학지원연구원 생명과학연구부

Bacterial diversity in children's dental caries
Eun-Mi Kim·Keun-Sik Baik1·Myung-Ok Ha
Department of Dental Hygiene, Gwangju Health University·1Division of Life Science, Korea Basic Science Institute 

Received : 31 July, 2013
Revised : 17 October, 2013 
Accepted : 17 October, 2013

ABSTRACT
Objectives : Molecular biology techniques were employed to assess diversity of bacterial in 

children's dental caries.

Methods : DNA of germs was extracted and the diversity of the 16S rRNA clones was analyzed 

by amplified rDNA restriction analysis and sequencing. The experimental samples were pit and 

fissure caries (PC), deep dentinal caries (DC), smooth surface caries (SC), and supragingival plaque 

(PQ) from 50 children of age less than 12 years old. The control group was healthy teeth supragingival 

plaque (HT). Thirty clones from each 16S rRNA clone library of 5 samples were randomly selected, 

thus a total of 150 clones were analyzed. 
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Results : Amplified rDNA restriction analysis uncovered 18, 20, 11, 17, and 22 phylotypes 

from healthy teeth, pit and fissure caries, deep dentinal caries, smooth surface caries, and 

supragingival plaque, respectively. Sequencing analysis found the dominance of Actinomycs 
naeslundii and Fusobacterium nucleatum in the healthy teeth; Leptotrichia sp. in the pit and fissure 

caries; Actinomyces sp., Streptococcus mutans, and Rahnella aquatilis in the deep dentinal caries; 

Streptococcus mutans and Actinomyces sp. in the smooth surface caries; Enterobacter hormaechei 
and Streptococcus sanguinis in the supragingival plaque.

Conclusions : Clonal analysis identified 6 phyla, 20 genera, and 51 species.
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서론

구강 내 양대 구강질환으로 알려져 있는 치아우식증은 구

강 치면세균막 내 세균에 의해 치아 경조직이 탈회되는 현상

이다. 특히, 어린이에서 가장 많이 발생되는 구강질환으로 

치아상실을 초래하는 주요 원인이다. 선진국에서는 치아우

식증이 감소하고 있는 추세지만, 우리나라를 비롯하여 많은 

나라에서는 아직도 치아우식증이 어린이의 구강건강을 해치

는 요인으로 남아있다1)
.

치아우식은 발생 부위에 따라 소와열구 우식(pit and fissure 

caries; PC), 심부 상아질 우식(deep dentinal caries; DC), 평활

면 우식(smooth surface caries; SC)으로 구분된다. 소와열구

의 구조는 많은 구강미생물이 정체하기 쉬운 형태를 갖고 

있어, 우식의 발생빈도가 가장 높다. 심부 상아질 우식은 초

기 치아우식이 상아질까지 진행된 상태이거나 2차 우식이 

발생한 상태이다. 평활면 우식은 비교적 매끄러운 표면인 순

(협)면, 설면, 인접면 등에 발생하는 우식이다. 치아는 부위에 

따라 형태와 성분이 다르고, 또 환경적 조건이 다르므로 상재

하는 미생물총이 다르며, 이에 따라 우식발생 양태에 차이가 

생긴다2).
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Healthy 
teeth

Pit & fissure 
caries

Deep
dentinal caries

Smooth
surface caries

Supragingival  
plaque

Clones:

Number of samples (n=50)   5  10   9   9  17

Age average 7.0 9.1 7.0 7.0 7.0

Table 1. List of sample from a healthy subject and 4 different dental careis groups

일반적으로 병원성 세균을 검출하는 방법으로는 현미경을 

이용하여 병소 샘플을 직접 관찰하는 방법, 세균배양법, 생화

학 검사법, 간접면역형광법, 종특이 DNA 탐침법, DNA 유전

자 염기서열 분석 등이 있다. 이러한 세균 검출법 중 가장 

신뢰받을 수 있는 방법이 DNA를 이용하는 방법이고, 그 중에

서도 16S rRNA 유전자 염기서열 분석이 가장 빠르고, 정확한 

것으로 알려져 있다3)
. 핵산을 이용하는 방법에는 모든 세균

에 존재하는 유전자들, 즉 rpoB(β-subunit of RNA polymer-

ase), atpD (β-subunit of ATP-synthase), infB(translation ini-

tiation factor 2 ), dnaK(hsp70 protein), 16S rRNA 유전자 등의 

housekeeping 유전자를 이용하여 종을 동정한다. 이 중 16S 

rRNA 유전자는 세균의 종 수준으로 구분할 수 있는 정보를 

담고 있어, 이 유전자의 염기서열 변화는 미생물간의 진화적 

유연관계를 파악하는데 매우 유용하다. 또한 16S rRNA 유전

자의 특정 부분은 진화 속도가 매우 느리기 때문에 많은 생물

체가 공통적으로 갖는 보존된 염기서열을 가지며 진화속도가 

빠른 부분은 종과 속간의 분화를 볼 수 있어 다양한 분류군간

의 상호 비교를 가능하게 하였다4)
. 현재 RDP (Ribosomal 

Database Project)의 database로부터 이용할 수 있는 16S rRNA 

유전자 염기서열은 2,765,278개(http://rdp. cme.msu.edu/)의 

sequence가 포함되어 있다. 이러한 염기서열은 분리된 미생

물의 16S rRNA 유전자 염기서열 뿐만 아니라 다양한 환경으

로부터 분리된 clone 유전자도 포함되어 있어서 상호비교 분

석이 용이하다. 

ARDRA(Amplified rDNA Restriction Analysis)는 16S rRNA 

혹은 특정 유전자를 증폭한 후 제한효소를 처리하여 RFLP 

패턴에 따라 염기서열 분석 없이 종(species)수준으로 구별 

할 수 있는 방법이다5)
. ARDRA는 제한효소를 이용하여 쉽게 

DNA를 단편화함으로써 패턴을 판독할 수 있으므로 동일한 

패턴을 가지는 clone 혹은 균주를 빠르게 screening 할 수 

있는 장점을 가지고 있다. 또한 ARDRA 패턴의 유사도에 따라 

프로그램을 이용하여 grouping함으로써 많은 수의 분석 군집

을 간편하고 빠른 시간 내에 처리할 수 있어 미생물 군집내의 

다양성을 쉽게 파악할 수 있다는 장점을 가지고 있다. 

구강 내에는 약 700여종 이상의 세균 종이 존재하며, 이들

의 절반 이상이 현재 분리 배양되지 않은 상태이다. 아직까지

는 우식이 형성되는 과정에 특정 세균이 주요한 역할을 담당

하는지, 무작위적인 세균의 집단에 의하여 우식이 발생하는

지 많은 논란이 되고 있다. 이러한 관점에서 국내의 연구들은 

치아우식에 주로 관여한다고 알려져 있는 Streptococcus mu-

tans와 Streptococcus sobrinus 등 특정 세균 분포에 관한 연구

가 주를 이루고 있을 뿐, 치아우식 부위의 전반적인 세균 군집 

다양성에 관한 연구는 미흡한 실정이다. 따라서 국내에 거주

하면서 탄수화물을 주식으로 하는 소아에서 치아우식 부위별

로 세균 군집 다양성을 관찰하는 것은 의미가 있다고 사료된

다.

이에 본 연구에서는 소아의 우식 부위별로 치면세균막을 

채취하고 세균의 DNA를 추출하여, 16S ribosomal RNA 유전

자 증폭 및 cloning을 통해 ARDRA 패턴 분석과 염기서열 

분석을 함으로써 소아의 치아우식 부위별 세균 다양성을 확

인하고자 하였다.

연구대상 및 방법

1. 연구 대상

보호자에게 동의를 구한 후 12세 미만의 50명 소아에서 대

조군으로 건강한 치아(healthy teeth: HT)와 네 부위의 치아우

식 샘플을 채취하였다<Table 1>. 

우식 치아는 각각 발생 양태가 다른, 소와열구 우식(pit and 

fissure caries; PC), 심부 상아질 우식(deep dentinal caries; 

DC), 평활면 우식(smooth surface caries; SC) 그리고 우식 

치아의 치은연상 치면세균막(supragingival plaque; PQ)으로 

구분하여 모두 네 부위에서 채취하였다. 상아질까지 침범한 

우식 치아는 방사선 사진 검사를 이용하여 선별하였다. 그리

고 대조군으로는 치아우식이 없고, 수복된 치아가 없는 구강

의 구치부 협면 및 설면의 치은연상 치면세균막(helathy 

teeth; HT)을 채취하였다.

채취에 사용된 모든 기구는 가압증기 멸균하여 사용하였

다. 채취 부위를 격리시킨 후 HT, PC와 SC는 탐침기 및 스켈

러를 이용하여 채취하였고, DC는 spoon excavator, PQ와 HT

는 특수큐렛을 이용하여 채취하였다. 채취한 시료는 0.85% 

생리 식염수에 넣고 실험실로 운반하여 DNA 추출에 사용하

였다.
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2. 연구 방법

2.1. DNA 추출 및 정량 
전체 DNA를 추출하기 위한 방법은 Pitcher6)의 방법을 변형

하여 사용하였다. 생리식염수에 채취된 시료를 13,000rpm에

서 10분간 원심분리하여 농축하였다. 농축된 시료에 lyso-

zyme solution(50㎎/㎖ in TE buffer) 100㎕를 첨가 한 후 37℃

에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응 후 guanidine-sarkosyl sol-

ution(5mol/l guanidine thiocyanaste, 0.5mol/l EDTA, 0.5% 

v/v sarkosyl) 500㎕를 첨가하여 vortex로 5-10분간 혼합 후 

세포를 lysis 시켰다. Lysis 후 차가운 얼음에 시료를 정치시키

고 차가운 7.5M ammonium acetate 250㎕를 첨가하였다. 시

료를 혼합한 후 다시 10분간 얼음에서 반응시켰다. 

Chloroform과 isolamylalcohol(24:1, v/v) 500㎕를 넣고 vortex

로 혼합한 후 원심분리(13,000 rpm, 10min) 하였다. 상층 부분

을 새로운 tube에 옮긴 후 0.6 volume의 2-propanol(iso-

propanol)을 첨가하였다. 여러번 거꾸로 흔들어 준 후 DNA 

침전을 위하여 원심분리(13,000rpm, 10min)한 후 상등액은 

버렸다. 70% ethanol로 DNA를 세척한 다음 건조 시킨 후 

멸균된 증류수에 녹여 사용 시까지 -30℃에 보관하였다.

DNA의 shearing을 확인하기 위해 1% agarose gel을 이용하

여 전기영동 하였고, DNA 농도는 spectrophotometer 

(Ultrospec 2100 pro, Amersham Biosciences, USA)로 정량하

였다. 

2.2. PCR, cloning 및 ARDRA 분석 
16S rRNA 유전자를 증폭하기 위해 세균에 특이적으로 부착

하는 27F(AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3'), 803R(5'-GGA 

TTA GAT ACC CTG GTA G-3'), 1088R(5'-GCT CGT TGC GGG 

ACT TAA CC-3') 및 1492R(5'-GGY TAC CTT GTT ACG ACT 

T-3') primer를 사용하였다. PCR을 위한 반응액은 template 

DNA 100ng, 200uM dNTP, 10mM Tris-HCl(pH 9.0), 40mM 

KCl, 0.15mM MgCl2, 3mM MgSO4, 20ug BSA, 1U Taq. poly-

merase 그리고 forword와 reverse primer 각각 20p mole을 

첨가하고 증류수로 50㎕되게 조성하였다. PCR은 TP600 

(TaKaRa, Japan)을 이용하였으며, PCR 조건은 predenatura-

tion 과정으로 94℃에서 5분간 수행하였고, denaturation(9

4℃, 30초), annealing(55℃, 30초), elongation(72℃, 40초) 반

응을 총 30회 반복하고 post-elongation(72℃, 10분)을 수행하

였다. PCR 산물은 1% agarose gel 전기영동으로 증폭 크기를 

확인하였다. 

증폭된 PCR 산물은 Wizard PCR Preps DNA Purification 

System(Promega, USA)을 이용하여 정제하였고, 단일 염기 

서열을 가진 clone으로 분리하기 위해 pGEM-T easy vector 

system(Promega, USA)을 이용하였다. PCR 산물과 vector의 

농도를 3:1 비율로 첨가하고 2×ligation buffer, T4 DNA ligase

를 혼합하여 반응 시켰다. 반응 후 E.coli DH5⍺ competent 

cell에 형질 전환시켜 X-Gal(5-bromo-4-chloro-3-indoly-D-gal-

actopyranoside Promega, USA), IPTG(isopropyl- D-thio-

galacto-pyranoside Promega, USA), ampicillin(50 ㎎/㎖)이 포

함된 LB agar 배지에서 blue/white colony 선별 방법에 의해 

형질 전환된 clone을 선별하였다. 임의로 선정한 각 부위별 

16S rRNA 유전자 clone library에서 30개의 white colony를 

direct reamplified PCR로 증폭하였다. 이때 사용한 primer는 

vector 내에 존재하는 pGTf(5'-TAC GAC TCA CTA TAG GGC 

GA-3')와 pGTr(5'-ACT CAA GCT ATG CAT CCA ACG C-3') 

primer를 사용하였고, PCR 조건은 16S rRNA 유전자 증폭과 

동일하였다. 

ARDRA(amplified rDNA restriction analysis) 분석은 증폭된 

16S rDNA의 RFLP 분석을 위한 제한 효소는 4염기를 인식하는 

HaeIII(GG↓CC; TaKaRa, Japan)를 사용하였다. 반응 조건은 

증폭 산물 5㎕와 제한효소 3U(unit) HaeIII를 혼합하고 멸균

된 2차 증류수로 10㎕가 되도록 하였다. 반응 시간과 온도는 

2시간, 37℃였다. 전기영동의 분석력을 높이기 위해 

2.5%(w/v) agarose gel로 100V, 약 40분간 1×TAE buffer로 

전기영동 하였다. Agarose gel을 ethidium bromide 용액(10㎎

/㎖)에서 10분간 염색하고, 30분간 탈염색한 후 전기영동 화

상장치(Gel-Doc, Bio-rad)를 이용하여 gel image를 얻었으며, 

TIFF file format으로 저장하였다. Gelcompar II pro-

gram(Applied Maths, Belgium)을 이용하여 ARDRA band pat-

tern 간의 유사도를 결정하였고, negative 이미지로 변환한 

후 normalization 과정을 통해 각기 다른 gel 상의 size marker

와 RFLP pattern들을 표준화 하였다. Band based algorithm은 

different-coefficient를 이용한 paired-wise similarity 계산 방

법을 이용하였고, band-matching tolerance는 0.75%로 선택

하였다. Similarity matrix의 cluster 분석은 UPGMA(un-

weighted pair group method using arithmetic average)에 의해 

수행되었다7)
. 

2.3. 16S rRNA 유전자 염기서열을 이용한 세균 
동정

ARDRA 분석에서 다른 패턴을 보인 모든 16S rRNA 유전자 

증폭산물은 Wizard PCR Preps DNA Purification 

System(Promega, USA)으로 정제하여 염기서열 분석하였다. 

염기서열 분석 primer는 27F(E. coli numbering 8~27; 5'-AGA 

GTT TGA TCM TGG CTC AG-3')를 사용하였으며, PCR 반응

은 PTC-150 MiniCycler TM(TaKaRa, Japan)을 이용하였으며 
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Fig. 1. Dendrogram constructed from the results of ARDRA pattern with (a) pit 
& fissure caries, (b) deep dentinal caries, (c) smooth surface caries, (d) 
supragingival plaque clones and distance matrix calculated by the UPGMA 
method using GelcomparII program

PCR 반응 조건은 94℃에서 5분간 초기 열처리를 한 후, 94℃

에서 30 초, 55℃에서 30 초, 72℃에서 40 초씩 30회 반복하고 

마지막으로 72℃에서 10분 동안 더 신장반응을 시켰다. 염기

서열 분석은 capillary 방식의 ABI PRISM TM310 Genetic 

Analyzer(Applied Biosystem)를 사용하였으며, 분석에 사용

된 sequencing kit는 dNTP에 형광물질 label 방식인 BigDye
TM

 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit(Applied 

Biosystem)를 사용하였다. 

16S rRNA 유전자 염기서열 계통 분석을 위해 염기서열의 

chimeric artifact를 확인하기 위해 RDP(Ribosomal Database 

Project)의 CHECK_ CHIMERA program으로 확인하였다. 염

기서열간의 유사도를 확인하기 위하여 BLAST(Basic Local 

Alignment Search Tool) search program을 이용하여 

NCBI(National Center for 

Biotechnology Information)의 

Genbank와 EMBL database에서 

유사한 염기서열을 비교하였다. 

Clone의 결정된 염기서열과 da-

tabase에서 얻어진 염기서열은 

PHYDIT program(ver 3.1)을 이

용하여 CLUSTAL_X
8)로 정렬한 

후 계통수 제작에 이용하였다. 

염기서열간 유전적 거리는 Jukes

와 Cantor distance model
9)을 사

용 추정 하였으며, Neighbor- 

joining method로 계통수를 작성

하였다. Neighbor- joining data

의 Bootstrap 분석 시 1,000회의 

resampling을 적용하여 tree top-

ology의 평가 기준으로 사용하

였고, 이를 토대로 계통수를 작

성하였다.

연구성적 

1. ARDRA 분석

치아 우식 부위별 및 대조군으

로 제작된 16S rRNA 유전자 clone 

library로부터 30개의 clone을 무

작위로 선별, 총 150개를 선별하

였다. 각각의 제한효소 HaeIII의 

ARDRA 패턴은 operation taxo-

nomic unit(OTU)를 사용하여 각각의 phylotype간 pairwise 

comparison을 통해 유사도를 계산하였고, 이를 바탕으로 

UPGMA(unweighted pair group method using arithmetic al-

gorithm) 방법으로 유사도 dendrogram을 제작하였다. 제한

효소 HaeIII의 절단 패턴은 ARDRA 유사도 지수 99%의 이상

을 기준으로 cluster를 구분하였다<Fig. 1>. 

HT는 전체 30개 clone에서 13개 clone이 단일 pattern으로 

분석되었으며, 총 18개 ARDRA pattern을 보였다. 다양성 평

가를 반영하는 coverage 값은 56.7%로 비교적 낮은 반영율을 

보였다. 각각 30개 clone으로부터 우식 부위별 PC, DC, SC 

및 PQ는 각각 14, 6, 11 및 16개 단일 pattern 결과를 보였으며, 

전체 ARDRA pattern은 각각 20, 11, 17 및 22개로 분석되었다. 

특히 DC는 단순한 pattern을 보였고 PQ는 가장 다양한 pat-
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Parameter
Healthy 
teeth

Pit & fissure 
caries

Deep dentinal 
caries

Smooth 
surface 
caries

Supragingival 
plaque

Total number of clone 30 30 30 30 30

No. of unique clone 13 14 6 11 16

No. of ARDRA pattern 18 20 11 17 22

% coverage (C)a 56.7 53.3 80.0 63.3 46.7
aCoverage(C):[1-(n/N)]×100

Table 2. Number of clones analyzed and a variety of diversity indices obtained based on ARDRA and sequencing
pattern in 16S rRNA gene clone library from a healthy teeth and 4 differenct dental caries

tern 결과를 보였다. Coverage 값은 DC, SC, PC 및 PQ가 각각 

80.0%, 63.3%, 53.3% 및 46.7% 순으로 분석되었다<Table 2>.

2. 세균 다양성 

각 샘플로부터 30개 clone, 총 150개 모두 염기서열을 분석 

하였으며, 27F primer를 이용하여 평균 800개의 부분적인 염

기서열을 얻었다. 샘플 DNA로부터 16S rRNA 유전자를 증폭

할 경우 chimeric artifact를 형성할 수 있으며, 이러한 현상은 

16S rRNA 유전자 단편들이 hybride molecule을 형성하여 이

것을 주형으로 하는 반응이 나타나기 때문이다. 분석 결과, 

PCR 반응물 150개 clone 염기서열에서는 chimera가 없는 것

으로 확인되었다. 

결정된 부분적인 염기서열을 계통분류학적으로 어떤 문

(phylum)에 속하는지 확인하기 위해 NCBI에서 제공하는 

BLAST 프로그램을 이용하여 분석한 결과, Actinobacteria, 

Proteobacteria, Firmicutes, Fusobacteria 및 Bacteroidetes로 

크게 5개 문과 1개의 candidate TM7 문으로 확인되었다

<Table 3>. 각 시료를 살펴보면 HT에서 그람양성 세균인 

Actinobacteria(10 clones, 33.3%)와 Fusobacteria(10, 33.3%)

가 가장 높게 분포하였다. Proteobacteria(3, 10.0%), 

Bacteroidetes(3, 10.0%), candidate TM7(3, 10.0%)는 동일한 

비율로 나타났으며, Firmicutes(1, 3.3%)는 가장 낮은 빈도로 

나타났다. PC에서는 Actinobacteria(12, 40.0%)와 Fusobacteria 

(9, 30.0%)가 높은 출현빈도를 보였고, DC에서는 Proteobacteria 

(12, 40.0%), Actinobacteria(9, 30.0%) 및 Firmicutes(7, 23.3%) 

순으로 우점하였다. SC에서는 Actinobacteria(12, 40.0%)와 

Firmicutes(10, 33.3%)로 모두 그람양성 세균에 속하는 clone

이 우세하였다. 마지막으로, PQ에서는 Proteobacteria(12, 

40%)와 Actinobacteria(8, 26.7%)가 우세하였다<Table 3>. 치

아별 문 수준 출현 양상을 보면, Actinobacteria가 HT와 우식 

치아 모든 부위에서 가장 높은 비율을 보였다. 반면에 

Firmictues는 우식 치아 부위에서 높은 비율을 보였고, 

Fusobacteria는 HT와 PC에서 높은 비율을 보였으며, SC 및 

PQ에서는 출현하지 않았다. 현재까지 분리가 이루어지지 않

고 자연계 및 구강에 많이 존재하는 후보 문(candidate phy-

lum)인 TM7은 HT와 PQ에서만 분석되었다. Proteobacteria 

문에 속하는 clone들은 DC 및 PQ에서 높은 비율로 분석되었

다. 

건강한 치아와 우식 치아별 속 수준 출현 양상은 모든 부위에

서 Actinomyces 속이 높은 비율을 차지하였으며, Streptococcus 

속은 HT를 제외한 모든 부위에서 높게 분석되었다. 

Leptotrichia 속은 PC, Enterobacter 속은 PQ 그리고 Ranella 

속은 DC에서 각각 높은 비율로 분석되었다. 전체적으로 

Actinobacteria 문 4속, Bacterioidetes 문 3속, candidate TM7 

문 1속, Fimicutes 문 3속, Fusobacteria 문 2속, Proteobacteria 

문 8속으로 분석되었다<Fig. 2>.

각 부위별 종 조성에서 HT는 Actinomyces(26.7%)와 

Fusobacterium(26.7 %) 두 속이 높은 비율을 보였으며, 그 

중에서 Acinomyces naeslundii(16.7%) 및 Fusobacterium nu-

cleatum subsp. animalis(20%) 두 종이 가장 높은 비율을 보였

다. Candidate TM7에 속하는 3개의 clone이 10%의 비율로 

분석되었으며, 치은연상 치면세균막에서 분석된 clone들과 

매우 높은 유사도를 보였고, 또한 계통수에서도 이러한 clone

들과 grouping 되었다. HT에서는 6문, 11속, 14종으로 분석 

되었으며, 미확인 종으로는 Streptococcus sp. Fusobacterium 

sp. 그리고 Leptotrichia sp.이었다. 4개의 각각 다른 우식 부

위별 종 조성은 Acitinomyces 및 Streptococcus 속에 속하는 

종들이 모든 부위에서 13–30%의 분포 비율을 보였으며, 특히 

Acitinomyces 속이 전 부위에서 가장 높은 출현 비율을 보였

다. Actinomyces 속에 속하는 종 중에서 치아우식에 관여하는 

A. naeslundii는 SC를 제외한 3곳에서 출현하였다. 현재까지 

분리된 Actinomyces속의 종과 16S rRNA 유전자 염기서열 유

사도 지수가 93.0% 이하로 분석된 clone 수는 13개를 차지하

였으며, 계통도 분석결과 모두 새로운 종으로 분석되었다
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Species 

No. of clones were recovered from the
following site:

Phylum

HT*
Dental caries

Total
PC DC SC PQ

Actinomyces dentalis 1 1

Actinobacteria

Actinomyces georgiae 1 1 2

Actinomyces gerencseriae 1 1 2

Actinomyces massiliensis 1 1

Actinomyces naeslundii 5 2 1 2 10

Actinomyces oris 2 1 2 5

Actinomyces viscosus 1 1 1 2 1 6

Actinomyces sp. 3 8 3 14

Corynebacterium durum 1 1

Corynebacterium matruchotii  2 2

Propionibacterium acidifaciens 1 1 2

Rothia aeria 1 2 1 4

Rothia dentocariosa 1 1

No. of clones 10 12 9 12 8 51 34.0%

Capnocytophaga gingivalis 1 1

Bacteroidetes

Capnocytophaga sputigena 1 1

Capnocytophaga sp. 1 1

Prevotella denticola 2 2

Prevotella loescheii 1 1

Prevotella marshii 1 1

Prevotella melaninogenica 2 2

Prevotella oris 1 1

Prevotella salivae 1 1

Prevotella tannerae 1 1

No. of clones 3 4 1 2 2 12 8.0%

*HT, healthy teeth; PC, pit & fissure caries; DC, deep dentinal caries; SC, smooth surface caries; PQ, supragingival plaque

Table 3. Analyzed numbers of sequences in a healthy subject and dental caries with BLAST search program

<Fig. 3>. 치아우식증의 원인균으로 가장 많이 알려진 

Streptococcus mutans는 PQ를 제외한 3곳에서는 6.7–20.0% 

비율을 보였다. 그리고 PQ에서는 역시 우식 원인균으로 알려

진 Streptococcus sanguinis가 13.3%의 출현 비율을 보였다. 

PC에서 Leptotrichia 속으로 분석된 clone은 9개로 분석되었

다. 9개 clone 모두 서로 다른 clone으로 확인 되었으며, 3개의 

각기 다른 group으로 구분 되었다. 특이하게도 SC에서 출현

한 Enterobacter asburiae와 Enterobacter gracilis를 제외하면 

PQ에서 Enterobacter 속이 가장 높은 30% 비율로 나타났으며, 

그 중 Enterobacter hormaechei 종이었다. 

구강 내 cloning 분석에서 나타난 종 구성은 6개문, 20속, 

51종으로 확인되었다<Table 3>.
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Species 

No. of clones were recovered from the following 
site:

Phylum

HT
Dental caries

Total
PC DC SC PQ

L. paracasei subsp.tolerans 1 1

Firmicutes

Lactobacillus rhamnosus 1 1

Staphylococcus sp. 1 1

Streptococcus cristatus 1 1

Streptococcus mutans 2 6 4 12

Streptococcus oralis 1 1

Streptococcus salivarius 1 1

Streptococcus sanguinis 1 4 5

Streptococcus sp. 1 1 1 3

Veillonella dispar  2 2

No. of clones 1 4 7 10 6 28 18.7%

Fusobacterium nucleatum 
subsp. animalis

6 6

FusobacteriaFusobacterium sp. 2 2

Leptotrichia buccalis 1 1

Leptotrichia sp. 1 9 1 11

No. of clones 10 9 1 0 0 20 13.30%

Acinetobacter ursingii 2 2

Proteobacteria

Campylobacter gracilis 1 1

Enterobacter asburiae  1 1

E. cloacae subsp.dissolvens 1 1

Enterobacter hormaechei 9 9

Enterobacter sp. 3 3

Haemophilus parainfluenzae 1 1 1 3

Lautropia mirabilis 1 1 2 4

Neisseria bacilliformis 1 1

Neisseria flava 1 1

Neisseria subflava 1 1

Pseudomonas hibiscicola 1 1

Rahnella aquatilis DSM 6 6

No. of clones 3 1 12 6 12 34 22.7%

Candidate division TM7 3 2 5 TM7

No. of clones 3 0 0 0 2 5 3.3%

Total  no. of clones 30 30 30 30 30 150 100.0%

Table 3. Continued
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Fig. 2. Relative abundance of the genera identified in healthy teeth and four different dental caries

HT, health teeth; PC, pit and fissure caries; DC, deep dentinal caries; SC, smooth surface caries;  PQ, supragingival 
plaque. Act, Actinomyces; Cor, Corynebacterium; Pro, Propinonibacterium; Rot, Rothia; Cap, Capnocytophaga; Pre, 
Prevotella; Lac, Lactobacillus; Str, Streptococcus; Vei, Veillonella; Fus, Fusobacterium; Lep, Leptotrichia; Aci, Acinetobacter; 
Cam, Campylobacter; Ent, Enterobacter; Hae, Haemophilus; Lau, Lautropia; Nei, Neisseria; Pse, Psudomonas; Ra, Rahnella; 
TM7, candidate genus
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Fig. 3. Neighbour-joining tree based on partial 16S rRNA gene sequences showing relationships 

between dental caries clones and related genera of the phylum Actinobacteria. The percentage 

numbers at the nodes indicate the bootstrap support levels, based on neighbor-joining analysis of 

1,000 resampled data sets. Bar, 0.02 nucleotide changes per 16S rRNA gene position

HT, healthy teeth; PC, pit & fissure caries; DC, deep dentinal caries; SC, smooth surface caries; PQ, 

supragingival plaque
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총괄 및 고안

치아우식증은 구강 내에서 빈번하게 발생하는 구강질환이

며, 특히 소아에 있어 치아상실을 초래하는 주요 요인으로 

작용하고 있다. 치아우식을 일으키는 복합적인 요인 중 세균

의 역할이 필수적인 만큼 구강 내 치아우식에 관여하는 세균 

군집 다양성을 탐색하는 것은 중요한 일이라 할 수 있다. 

치아우식증은 일반적으로 발생양태에 따라 소와열구 우식, 

심부상아질 우식, 평활면 우식, 치근면 우식으로 구분한다. 

치근면 우식은 치조골 파괴가 일어나 치근노출이 생긴 노인

의 구강에서 주로 발생한다. 본 연구는 치아우식이 치아상실

의 주요 요인으로 작용하고 있는 소아를 대상으로 이루어진 

실험으로, 치근면 우식은 시료채취에서 제외하였다. 그리고 

일반적인 발생양태에 따른 우식 분류 외에 우식이 존재하는 

구강의 치은연상 치면세균막을 추가로 채취하였고, 전체 4부

위에서 시료를 채취하였다. 채취된 시료는 배양하지 않고 

clone 분석 방법으로 세균 군집 다양성을 비교하였다. 

각 시료로부터 30개 clone, 총 150개 clone에 대해 염기서열

을 분석 하였으며, Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, 

Fusobacteria 및 Bacteroidetes로 크게 5개 문과 1개의 candi-

date TM7 문으로 분석 되었다. 대조군인 건강한 치아의 치은

연상 치면세균막(HT)과 우식 치아별 출현 세균 양상을 보면, 

HT 및 4부위의 우식 치아에서 Actinobacteria 문이 가장 높은 

비율을 보였다. 반면에 Firmictues 문은 우식 치아 부위에서 

높은 비율을 보였고, Fusobacteria 문은 HT와 PC에서 높은 

비율을 보였으며, SC 및 PQ에서는 출현하지 않았다. 우식 

치아 부분별 출현 양상에서 candidate TM7은 HT(3, 3.3%) 

와 PQ(2, 1.7%)에서만 출현하였다. TM7은 독일의 이탄습지

(peat bog)로부터 처음 16S rRNA 유전자 염기서열을 cloning

하였으며, 토양, 담수, 해수, 온천, 쥐의 분변, 흰개미 소화관 

등 매우 다양한 환경으로부터 분리되었다10). 또한 TM7은 구

강 내 항상 존재하는 문으로 보고되고 있다11-14). 본 실험에서

는 5 개 clone 모두가 치은연상 치면세균막에서 분석된 clone

들과 매우 높은 유사도를 보였고, 계통수에서도 이러한 clone

들과 grouping 되었다. 최근에 Keijser 등15)은 pyrosequencing 

분석 방법을 이용하여 타액에서 1.88%, plaque에서 1.86%로 

존재하는 것으로 보고하고 있어, TM7 문은 현재까지 분리 

배양이 이루어지지 않았지만 구강 내 많은 수가 존재하는 

것으로 보아 치아우식에 관여하고 있을 것으로 사료된다. 

Proteobacteria 문에 속하는 clone들은 DC 및 PQ에서 높은 

비율로 나타났다. 

각 우식 부위별 종 조성과 특징을 살펴보면, HT에서 우점종

은 Fusobacterium nucleatum과 Actinomyces naeslundii가 높

은 비율을 차지하였다. A. naeslundii는 구강 생물막을 형성하

는 초기 군체로 알려져 있으며, 편도선과 치면세균막을 포함

하는 구강에서 정상 균총으로 알려져 있다. 단일 종으로 가장 

많은 출현 비율을 보이는 F. nucleatum은 그람음성, 혐기성 

세균으로 구강 내 상재균이며, 또한 인간으로부터 가장 빈번

하게 분리되며, 괴사성 궤양성 치은염, 치주염, 축농증, 패혈

증, 심내막염, 치근단 농양, 골반염 그리고 피부염을 일으키

는 병원성 세균으로 보고되었다16-19)
. 또한 F. nucleatum은 

소와열구 우식 및 심부 상아질 우식에서 우세한 세균으로 

보고되고 있어20) 초기 치면세균막 관리가 중요한 요인으로 

보여진다. 

PC는 clone 분석에서 Fusobacteria 문 Leptotrichia 속의 종

들이 높게 분석되었다.  Leptotrichia 속이 대부분 혐기적 조건

을 선호하는 균주임에도 PC에서 높게 분석된 것은 시료 채취 

시 소아의 치주질환 유무를 파악하지 않은 한계인 것으로 

보여진다. 소와열구 우식은 주로 Streptococcus mutans, 

Lactobacillus acidophilus, Actinomyces viscosus 및 

Actinomyces naeslundii가 관여하는 것으로 보고되고 있는데, 

본 분석에서는 Leptotrichia sp.와 Streptococcus sanguinis가 

높은 비율로 분석되었다. Eribe 등21)의 보고에 따르면 

Leptotrichia 속에 속하는 일부 종들은 인간의 구강내에 초기 

서식하면서 치면세균막에 정착하게 된다고 보고하고 있어 

본 분석과 일치하는 것을 확인할 수 있었다. 

DC에서는 Actinomyces 속에 속하는 특정한 종이 매우 높게 

분석되었다. 이 종은 16S rRNA 유전자 염기서열 유사도 지수

가 기존 Actinomyces 속과 매우 낮은 유사도 지수(> 94.3%)를 

보이며, 계통도에서도 기존 분리 균주와 근연관계가 낮게 분

석되었다. 이 종의 분리가 이루어지면 치아우식에 관여하는 

또 다른 종일 가능성이 있는 것으로 보여진다. HT 및 우식치

아 모든 부위에서 가장 높은 비율을 차지한 종은 Rahnella 

aquatilis와 S. mutans 이다. 일반적으로 심부 상아질 우식에 

Lactobacillus sp.가 관여하는 것으로 알려진 것에 반해 본 

실험에서는 배양 분석에서 S. mutans가 가장 높은 비율로 

분리된 것은 Bowden
22)과 van Houte 등23)의 보고와 일치하였

다. R. aquatilis 표준균주는 통성혐기성, 그람 음성 간균이고 

질소 고정을 하는 세균으로 알려져 있으며, 처음 담수로부터 

분리된 후 1985년 이후부터 병원환자에서 많이 분리 되고 

있다. 병원검체로는 주로 혈액, 수술 상처부위, 소변, 타액, 

기관지 세척기구 등으로부터 분리되었으며, 패혈증의 원인균

으로 알려져 있다24,25)
. 특히 이 세균은 아직까지 치아우식에 

관여한다는 보고가 없어 추후 연구가 이루어져야 할 것으로 

사료된다. 

SC에서는 S. mutans가 가장 높게 분석되었다. S. mutans는 
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치아우식에 관여하는 세균으로 가장 많은 연구가 이루어진 

종이다. S. mutans가 치아우식을 일으키는 기전은 glucosyl 

transferase(GTase)를 분비하여 sucrose를 glucose와 fructose

로 분해하고 유산(lactic acid)을 생산하며 포도당을 중합시켜 

글루칸을 합성한다. 이 중 α-1, 3 결합으로 이루어진 비수용

성 물질인 뮤탄(mutan)은 점착성이 있어 치면에 부착하고 

불용성이기 때문에 치면세균막을 형성하는 핵심적인 역할을 

하는 것으로 알려져 있는 물질로서 치면세균막의 양적 증대

와 함께 구강 내 유산의 농도가 증가하여 치아 경조직을 탈회 

시킨다. 치아우식이 발생하려면 특정 세균이 일정시간 치면

에 부착되어 정체되어야 하나 평활면은 구조적인 특성상 매

끄러워 세균이 오래 머무를 수 없다. 그러나 S. mutans는 치면

에 부착능력이 있어, 다량의 산을 생산하여 치아우식을 일으

키는 주 원인균으로 알려져 있다. 

HT에서 Bacteroidetes 문 Capnocytophaga sputigena가 유

일하게 분리되었다. 이 균은 치주질환에 관여하는 균으로 알

려져 있으며, 사춘기 전 치주염이 있는 어린이의 치주낭에서 

많이 발견되는 것으로 보고되었다26)
. 

PQ에서 Enterobacter homaechei가 높게 분석되었다. E. 

hormaechei는 타액에서 처음 분리되었으며, 병원환자의 혈

액, 상처, 유아 및 신생아 패혈증의 원인균으로 알려져 있다
27,28)

. E. haemachei는 아직까지 치아우식에 관여한다는 보고

는 없지만 추후 연구가 이루어져야 할 것으로 사료된다. 

치아우식에 관여하는 주요 미생물로는 S. mutans, 

Streptococcus sanguinis, Streptococcus salivarius, 

Streptococcus milleri, Lactobacillus casei, L. acidophilus, A. 

viscosus, A. naeslundii 및 Rothia denticariosa 등이 알려져 

있다2)
. 본 연구 결과에서는 S. milleri, L. casei 및 L. acid-

ophilus를 제외하고는 우식에 관여하는 모든 미생물들이 분

석되었으며, 치아우식 부위별로 우점하는 세균을 확인 할 수 

있었다. 구강 내에는 무수히 많은 세균이 존재하고 있고 치아

우식을 일으키는 요인들이 복합적으로 작용하고 있어, 배양

되지 않는 세균의 분리 등 더욱 다양한 연구들이 이루어져야 

할 것으로 사료된다. 

결론

소아의 치아우식 부위별 세균 군집 다양성을 파악하기 위

해 분자생물학적 방법을 이용하였다. 세균으로부터 직접 

DNA를 추출하여 16S rRNA 유전자 클론을 제한효소 단편분

석(amplified rDNA restriction analysis)과 염기서열 분석을 통

하여 다양성을 확인하였다. 12세 미만의 50명 소아를 대상으

로 소와열구 우식(pit and fissure caries; PC), 심부 상아질 

우식(deep dentinal caries; DC), 평활면 우식(smooth surface 

caries; SC), 우식 치아의 치은연상 치면세균막(supragingival 

plaque; PQ)과 대조군으로 건강한 구강의 치은연상 치면세균

막(healthy teeth supragingival plaque; HT)을 채취하였다. 5

개의 시료에서 16S rRNA 유전자 clone library로부터 30개 

clone을 무작위로 선별, 총 150개를 선별하여 분석하였다. 

제한효소 단편 분석 결과 건강한 치아, 소와열구 우식, 심부 

상아질 우식, 평활면 우식 및 우식 치아의 치은연상 치면세균

막에서 각각 18, 20, 11, 17 및 22개의 phylotype을 확인하였

다. 염기서열 분석 결과 건강한 치아에서는 Actinomycs nae-

slundii 및 Fusobacterium nucleatum이 우점하였다. 치아의 

우식 부위별 우점종으로, 소와열구 우식 부위는 Leptotrichia 

sp, 심부 상아질 우식 부위는 Actinomyces sp., Streptococcus 

mutans 및 Rahnella aquatilis, 평활면 우식 부위는 

Streptococcus mutans, Actinomyces sp., 그리고 우식 치아의 

치은연상 치면세균막 부위는 Enterobacter hormaechei, 

Streptococcus sanguinis가 각각 우점하였다. Clone 분석을 통

하여 확인된 종 구성은 6개문, 20속, 51종이었다. 
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