
234

서론

치주염은 구강 미생물 불균형과 숙주의 상호작용에 
의해 유발되는 치주 조직의 만성 염증성 질환으로, 조절

되지 않으면 치조골 소실 및 치아 상실을 초래할 수 있

다.1 박테리아 군집의 불균형 변화는 질병 발병에 필수적

이나, 궁극적으로 치주 조직에 손상을 가하는 것은 이러

한 미생물 변화에 대한 숙주 유래의 면역 및 염증 반응

이다.2 면역 및 염증 반응 과정에서, 호중구(neutrophil)
는 치주염의 초기단계 혹은 급성 염증기에 주로 관련이 
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Purpose: In chronic inflammatory diseases, neutrophils release NETs (neutrophil extracellular traps), web-like structures composed 
of DNA and citrullinated histones, to eliminate bacteria and regulate the inflammatory response. In periodontitis, NETosis acts as 
a crucial defense mechanism, characterized by the expression of citrullinated histones. This study aims to evaluate the impact of 
age and smoking on the expression of citrullinated histones in patients with periodontitis and the feasibility of using saliva for their 
detection. Materials and Methods: A total of 19 patients participated in the experiment. Among them, 15 were grouped accord-
ing to smoking status and age, with 5 patients assigned to each group. After clinical and radiographic examinations, blood samples 
were collected from the subjects, and serum was separated. For 4 subjects, both blood and saliva samples were collected. The 
levels of citrullinated histones in the samples were quantified using an ELISA kit, and the results were compared and statistically 
analyzed. Results: The concentration of citrullinated histones was significantly higher in younger individuals (P < 0.05). Although the 
expression of citrullinated histones was higher in the smoking group compared to the non-smoking group, the difference was not 
statistically significant. In patients with periodontitis, the levels of citrullinated histones detected in saliva were comparable to those 
found in serum. Conclusion: Age may be potential risk factors influencing the expression of citrullinated histones in patients with 
periodontitis. Additionally, saliva, which is easier to collect, could be used as a viable sample for detecting citrullinated histones in 
periodontitis patients. (J Dent Rehabil Appl Sci 2024;40(4):234-40)
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있다고 과거에는 인식되었으나,3 근래에는 치주염의 만
성 염증의 상태에서도 중요한 역할을 하는 것으로 알려

지고 있다.4 호중구는 전체 백혈구(leukocytes)의 60%를 
차지하며, 세균의 microbe-associated molecular pattern 
(예, lipoteichoic acids, lipopolysaccharides)에 톨유사수

용체를 결합함으로써 감염의 초기단계에서 세균 침입에 
대해 효과적으로 방어한다.5 이뿐만 아니라 이들은 면역

글로블린 G (Ig G)의 Fc 지역에 결합함으로써 항체 매개 
체액성 면역과정에 관여한다. 조직 내로 침입한 치주 병
인균을 효과적으로 제거하기 위해 호중구는 활성산소종

(ROS: reactive oxygen species) 생산, 탐식, 세포 내외 과
립분비, neutrophil extracellular traps (NETs)와 같은 다
양한 방어기전을 가진다.6 

이 중, NETs는 히스톤(histone)을 주요인자로 하여 형
성되는 chromatin meshwork로, 거미줄과 같은 구조를 
특징으로 한다. 염증 환경에서 세균성 자극, 염증성 사이

토카인의 분비, 활성 산소종의 형성 등의 여러 요인에 의
해 PAD4 (peptidylarginine deiminases) 효소가 활성화

되고, 이후 PAD4는 히스톤 단백질의 아르기닌 잔기를 
시트룰린화하여 히스톤의 구조를 변화시킨다. 이로 인해 
DNA와 히스톤의 결합력이 감소하고, 염색질이 탈응축 
되는데, 이들이 세포 외로 방출되는 과정을 NETosis라
고 한다.7 이는 중성구가 병원체를 포획하여 물리적으로 
확산을 방지하거나 사멸시키는 중요한 방어 기작이다.8 
이후 NETs는 여러 효소에 의해 해체되거나 포식작용에 
의해 제거되는데, 과생산 되거나 혹은 장기적으로 조직

에서 제거되지 않을 시, 히스톤과 DNA에 대한 항체가 
형성됨으로써 자가면역이상을 초래할 수도 있다.9

 치주염 환자의 치은 열구액, 염증성 삼출액, 혹은 혈청

에서 NETs의 검출이 보고된 바 있다.10,11 Porphylomonas 
gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella 
intermedia와 같은 주요 치주 병원균에 의해 NETs의 생성

이 유도되기도 한다.11 또한 시트룰린화된 히스톤 및 이
에 대한 자가면역 항체를 이용하여 만성 염증성 전신 질
환과 치주염의 연관성을 증명하려는 여러 연구가 시도되

었다.10,12 치주염을 효과적으로 조절하기 위해서는 시트

룰린화 히스톤의 발현에 영향을 미치는 인자를 규명하는 
것이 필요하지만, 이에 대한 연구는 아직 거의 이루어지

지 않았다. 따라서 본 예비 연구에서는 치주염 환자에서 
시트룰린화 히스톤의 발현에 영향을 미치는 요소로 나이

와 흡연 여부를 잠정적으로 설정하고 risk factor로써의 
가능성을 평가하고자 한다. 또한 비교적 샘플의 수집이 

쉬운 타액에서 시트룰린화 히스톤을 검출할 수 있는지 
평가하고 이를 혈청에서의 발현 수준과 비교하고자 한
다. 

연구 재료 및 방법

본  예비연구의  모든  과정은  윤리위원회의  승인

(PNUDH-2021-021)을 받았으며 연구 대상자 모집의 선
정 및 제외 기준은 다음과 같다. 
•  선정기준; ① 치주과 전문의가 임상검사 및 panorama

와 치근단 방사선 촬영 후 치주염 stage II 혹은 III로 진
단한 자 ② 20개 이상의 치아가 잔존하는 자 ③ 최근 6
개월 이내 치주치료를 받은 적이 없는 자 ④ 최근 1개월 
이내 항생제 및 진통소염제를 복용한 적이 없는 자 ⑤ 
임상시험 참여에 자발적으로 동의하고 시험계획서를 
준수할 의지가 있는 자

•  제외기준; ① 치주질환에 영향을 줄 만한 전신질환을 
가진 자 혹은 전신질환과 관련된 약을 복용하고 있는 
자 ② 현재 임신 혹은 수유중인 자 ③ 최근 1년 이내에 
악성 종양으로 방사선 또는 항암치료를 받은 적이 있는 
경우 ④ 알코올 중독 및 약물 남용의 병력이 있는 자 ⑤ 
만성 구강 내 점막 질환 또는 구강병변을 지닌 자
다음의 임상적, 방사선적 기준에 따라 치주염 stage II 

혹은 III로 진단하였다.13

•  Stage II (a) 치간부 임상부착 소실이 3 - 4 mm, (b) 방사

선 골 소실이 치근 길이의 15% - 33%까지 진행, (c) 최
대 치주낭 탐침 깊이 5 mm 이하, (d) 치주염에 의한 치
아상실 없음 

•  Stage III (a) 치간부 임상부착 소실이 5 mm 이상, (b) 
방사선 골 소실이 치근 길이의 2/3를 넘어서까지 진행, 
(c) 최대 치주낭 탐침 깊이 6 mm 이상, (d) 치주염으로 
인한 치아 소실이 4개 이하

과거 치주염 분류 기준에 따르면, 40대 이후에 발병하

고 숙주의 방어 기전 손상과 관련이 없는 경우 성인형 치
주염으로 분류되었다.14 이에 따라 본 연구에서는 나이 
분류 기준을 만 40세로 설정하였다. 

총 19명이 연구에 참여하였다. 이들 중 15명은 시트룰

린화 히스톤의 발현에 대한 흡연 상태 및 나이의 영향을 
평가하기 위해 흡연 유무 및 나이에 따라 모집하였다. 흡
연자의 선정 기준에서 하루 10개비 이하를 흡연하는 경
도 흡연자는 제외하였다. 만 40세 이상의 비흡연 치주염 
환자를 그룹 1, 만 40세 미만 비흡연 치주염 환자를 그룹 
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2, 만 40세 이상의 흡연 치주염 환자를 그룹 3에 각각 배
정하였다. 또한 흡연과 관계없이 만 40세 이상의 치주염 
환자를 4명을 모집하여 이들을 그룹 4에 배정하여 샘플

의 종류에 따른 시트룰린화 히스톤의 발현 농도를 평가

하고자 하였다. 
치주 탐침자를 사용하여 부착수준, 치주낭 깊이, 탐침 

시 출혈을 측정하여 기록하였다. 연구 대상자로부터 정
맥혈 5ml을 채취하여 멸균된 ethylenediaminetetraacetic 
acid (EDTA) tubes에 옮기고, 원심분리(1000 × g, 10분)
하여 혈청을 분리하였다. 그룹 4의 연구 대상자에게서

는 혈청과 함께 타액을 추가 수집하였으며, 수집 전 1시

간 이내 음식의 섭취, 칫솔질, 구강세정제의 사용을 금지

한 다음 오전 9시에서 11시 사이에 타액을 채취하였다. 
Salivette® (Sarstedt, Nümbrecht, Germany)내에 동봉된 
코튼롤을 흠뻑 젖을 때까지 구강저에 위치시킨 다음, 수
거하여 용기에 담아 냉장 상태로 실험실에 옮기고 원심

분리(1000 × g, 20분)하였다. 이후의 과정 전, 분리된 혈
청 및 타액은 -80°C에 냉동 보관하였다.  

Enzyme-linked immunosorbent assay (Citrullinated 
histone H3 ELISA kit, Cayman Chemical, Ann Arbor, 
USA)를 이용하여 제조사의 지시에 따라 혈청 및 타액

에서 시트룰린화 히스톤은 검출하였다. ELISA 마이크

로플레이트 판독기(Synergy HTX Multi-Mode Reader, 
BioTek Instruments Inc., Vermont, USA)를 사용하여 
450 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다.  

실험 결과는 SPSS 23.0 program (IBM SPSS Statistics 
v23.0, IBM Corp., Armonk, USA)을 사용하여 분석하였

다. 그룹 1, 2, 3은 각각 독립적으로 추출되었으며, 정규

분포를 만족하였으나 등분산성을 만족하지 않았기 때문

에 세 그룹 간의 비교를 위해 Welch’s ANOVA를 수행하

였으며, Games-Howell 분석으로 사후검증을 시행하였

다. 그룹 4에서 샘플의 종류에 따른 비교는 T 검증을 시
행하여 분석하였다. P < 0.05는 통계적으로 유의한 것으

로 간주하였다.

결과

Table 1에서 제시된 바와 같이 총 19명의 치주염 환자

를 모집하였다. 그룹 1과 2, 그리고 그룹 1과 3을 비교했

을 때 이들의 치주 임상지표간에 통계적인 유의성은 없었

으므로(P > 0.05), 치주염 심도는 그룹 간에 유사한 수준

이었다. 
치주염 환자에서 나이에 따른 시트룰린화 히스톤의 농

도는 나이가 젊을수록 높게 나타났다(Fig. 1). 만 40세 이
상의 비흡연자 그룹 1에서는 시트룰린화 히스톤의 농도

가 0.29 ± 0.06 ng/ml이었으며, 만 40세 이하 비흡연자 
그룹 2에서는 시트룰린화 히스톤의 농도가 3.12 ± 0.76 
ng/ml으로 측정되었다. 두 그룹 간에 통계적인 유의성이 
관찰되었다(P < 0.05).

흡연을 할 경우, 치주염 환자에서 시트룰린화 히스톤

이 더 많이 발현되었다(Fig. 1). 만 40세 이상의 비흡연자 
그룹 1에서는 시트룰린화 히스톤이 0.29 ± 0.06 ng/ml
의 농도로 측정되었으며, 흡연자인 그룹 3에서는 0.79 ± 
0.24 ng/ml로 측정되었다. 하지만 그룹 간에 통계적 유
의성은 없었다(P > 0.05).

치주염 환자의 타액에서 역시 시트룰린화 히스톤을 검
출할 수 있었다. 타액 내 시트룰린화 히스톤의 농도는 
0.62 ± 0.52 ng/ml으로 혈청 농도 0.60 ± 0.22/ml과 거
의 유사한 수준으로 검출되었다(P > 0.05)(Fig. 2).

Tabel 1. Characteristics of  study population

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4
Number of  patients 5 5 5 4
Age (yrs) 59.00 ± 4.94 32.80 ± 2.58 58.20 ± 6.45 64.00 ± 4.24
Smoking Non-smoker Non-smoker Smoker -
CAL (mm) 3.94 ± 0.87 3.58 ± 0.78 4.01 ± 1.33 3.61 ± 0.24
PPD (mm) 3.04 ± 0.52 3.04 ± 0.25 3.36 ± 0.76 3.34 ± 0.24
BOP (%) 50.30 ± 22.64 42.26 ± 11.21 50.11 ± 22.75 40.97 ± 7.26

CAL: clinical attachment level, PPD: periodontal probing depth, BOP: bleeding on probing.
Data are shown as mean ± standard deviation. There was no statistically significant difference in periodontal clinical parameters when comparing 
Group 1, Group 2, and Group 3.

Park GT, Lee JY, Joo JY, Sohn DH, Kim HJ



237J Dent Rehabil Appl Sci 2024;40(4):234-40

Effects of age and smoking on the expression of citrullinated histones in patients with periodontitis and the analysis of expression levels according to sample types: pilot study

고찰

치주염의 개시 및 진행 과정에서 NETs 형성으로 인해 
시트룰린화 단백질이 치주염 환자에서 정상인보다 더 많
이 발현된다는 사실이 밝혀진 바 있다.15,16 이에 본 임상연

구는 치주염의 진행 과정에서 관찰되는 호중구의 병태생

리학적 특징인 NETs의 형성에 영향을 미칠 수 있는 여러 
인자들 중에 나이와 흡연의 영향을 시트룰린화 히스톤의 
검출을 통해 알아보고자 하였다. 연구 결과, 치주염 환자

에서 나이가 호중구에서 시트룰린화 히스톤 생산을 증가

시킬 가능성이 있음을 확인하였다.
현재 사용되고 있는 치주염의 진단 및 분류의 기준에서 

환자의 나이에 따른 구분은 제외되었지만, 과거에는 치
주염을 35세를 임의 기준으로 설정하여 40대 이후의 성
인형 치주염과 35세 이하의 조기발생형 치주염으로 분
류하였다.17 이 분류의 개념은 이후 1999년 분류체계에

도 반영되어 급진성 치주염의 영역으로 존재하였다.18 급
진성 치주염은 만성 치주염과는 달리 사춘기 시절의 젊은 
층에서 발병 가능하며, 20 - 30대에 걸쳐 관찰될 수 있다. 
이는 치태 및 치석의 축적이 많지 않고, 빠른 진행 속도를 
보인다. 2017년에 개정된 치주염의 새 분류 체계에서는 
더 이상 치주염을 만성 치주염과 급진성 치주염으로 나
누고 있지는 않지만, grade의 개념을 도입하여 질병의 진
행속도를 치주염의 진단과정에 반영하고 있다.13 따라서 

치주염의 병태생리학적 과정을 이해하는데 있어 나이는 
질병의 진행속도와 밀접한 연관이 있기 때문에, 치주염의 
진행에서 나이가 호중구의 행동에 미치는 영향을 알아보

는 것은 중요한 의미를 가진다. 
여러 연구들은 젊은 시절에 발병하는 치주염 환자에서 

호중구의 결함을 관찰할 수 있다고 보고한 바 있다.19,20 
이는 대부분 호중구의 기능적 결핍 혹은 저활성과 관련

된 것이 아니라 과활성과 관련되어 있다고 알려져 있다.21 
이와 유사하게 본 연구결과에서도 젊을 수록 시트룰린화 
히스톤의 발현이 증가한다는 것을 확인할 수 있었으며, 
이를 통해 호중구의 NETs 형성과 NETosis 과정이 젊은 
치주염 환자에서 더 활발히 진행된다고 추론해볼 수 있
다. 그룹 1과 그룹 2는 집단간에 유사한 치주염의 심도를 
보였지만, 젊을수록 호중구의 활성이 높게 관찰되었으

며, 이는 임상적으로 젊은 층에서 발생한 치주염일 경우 
질병의 조절을 위해 좀 더 적극적인 처치가 필요함을 의
미한다.

2017년 치주염의 새 분류체계 마련을 위한 세계 워크

샵에서 흡연은 당뇨와 함께 치주염의 주요한 위험인자로 
지목되었다.13 흡연이 치주질환의 유병률, 심도와 범위 모
두에 영향을 줄 수 있다는 많은 증거들이 있다.22 흡연은 
또한 치주병원균의 자극에 대한 면역반응을 저하시키는 
것으로 알려져 있다. 치주적으로 건강한 사람에서 흡연

은 호중구의 탐식 기능을 억제하는 것으로 보고된 바 있

Fig. 1. Comparison of expression levels of citrullinated 
histones according to age and smoking.
Results are represented as mean ± standard deviation. 
Analyzed using Welch’s ANOVA followed by Games-How-
ell test.
Group 1: age ≥ 40, non-smoker; group 2: age < 40, 
non-smoker; group 3: age ≥ 40, smoker.
*: statistically significant difference (P < 0.05).
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Fig. 2. Comparison of expression levels of citrullinated 
histones according to sample type.
Results are represented as mean ± standard deviation. 
Analyzed using t-test. There was no statistically signifi-
cant difference.
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다.23 오늘날 시트룰린화 반응은 류마티스 관절염 영역에

서 가장 활발히 연구되고 있는데, 흡연은 염증을 유발하

고 단백질-아르기닌 탈이미나제(peptidylarginine deimi-
nase) 효소를 활성화시켜 단백질의 시트룰린화를 촉진하

며, 이로 인해 자가면역 반응을 유발하여 류미티스 관절

염의 발병과 진행을 영향을 주는 것으로 알려져 있다.24 
본 예비 연구에서는 흡연이 치주염 환자에서 시트룰린화 
히스톤의 농도를 증가시키는 경향을 보였다. 그러나 이 
결과는 통계적으로 유의하지 않았으며, 이는 적은 수의 
샘플과 관련이 있을 가능성이 높다. 따라서 향후 실험에

서는 샘플 수를 증가시켜 이 결과를 재 검증할 필요가 있
다.

치주염 연구에서 사용할 수 있는 샘플의 종류는 치태, 
혈액, 치은열구액, 치은조직 등 다양하다. 하지만 이러한 
샘플은 수집의 과정에서 환자에게 불편감을 줄 뿐만 아
니라, 샘플의 채취 과정이 어려우며, 많은 양을 채취하기 
어렵다는 한계를 가진다. 하지만 타액은 샘플 채취의 과
정이 비교적 쉽고 간단하기 때문에 환자에게 불편감을 주
지 않을 뿐만 아니라, 구강내의 병리학적 활성 상태를 잘 
반영할 수 있어서 질병의 진단 및 모니터링에 유용하다는 
장점을 가진다.25 본 연구에서는 타액에서 시트룰린화 히
스톤을 검출할 수 있었으며, 그 농도는 혈청과 유사한 수
준이었다. 따라서 향후 시트룰린화 히스톤 검출을 통해 
치주염을 모니터링할 때, 간편하게 사용가능한 샘플로서 
타액의 가능성을 평가할 수 있었다. 이는 연구자와 연구

대상자 모두에게 편의성을 제공할 것으로 기대된다.
본 연구는 예비 연구로서, 포함된 환자의 수가 적어 결

과의 일반화에 제한이 있을 수 있다. 또한, 본 연구에서는 
건강군을 대조군으로 설정하지 못하여, 건강한 대조군과

의 비교 데이터가 부족하다. 이는 치주염 환자에서 시트

룰린화 히스톤의 발현에 대한 명확한 해석을 어렵게 할 
수 있다. 따라서 후속 연구에서는 더 많은 환자를 포함하

고, 건강군을 대조군을 설정하여 보다 포괄적인 분석이 
필요하다. 

결론

본 연구는 치주염 환자에서 시트룰린화 히스톤 형성에 
영향을 미치는 위험 인자를 밝히기 위한 후속 연구에 앞
서, 나이와 흡연의 위험 인자로서의 가능성을 평가하기 
위한 예비 연구였다. 연구 결과, 나이는 시트룰린화 히스

톤 형성에 영향을 미칠 수 있는 위험 인자가 될 수 있는 

가능성을 확인하였으며, 흡연 또한 잠재적 위험 인자 로
서의 가능성을 완전히 배제할 수는 없었다. 따라서 향후 
연구에서 이를 대규모로 체계적으로 입증하고자 한다. 
이는 치주염 환자에서 나이와 흡연이 시트룰린화 히스톤

의 발현에 미치는 영향을 체계적으로 평가하여, 치주염의 
조절과 관리에 중요한 단서를 제공할 것이다. 또한 타액

에서 혈청과 유사한 수준의 시트룰린화 히스톤을 검출한 
결과는 향후 연구에서 타액이 비침습적 샘플 수집의 가
능성 및 비용 효율성을 높여줄 수 있음을 의미한다.
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치주염 환자에서 나이와 흡연이 시트룰린화 히스톤 발현에 미치는 영향 및 샘플 

종류에 따른 발현량 분석: 예비 연구
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목적: 만성 염증성 질환에서 호중구는 세균의 제거와 염증 반응 조절을 위해 DNA와 시트룰린화 히스톤으로 이루어진 
그물망인 NETs를 방출한다. 치주염에서 호중구의 NETosis는 중요한 방어 기전으로 작용하며, 이 과정에서 시트룰린화 
히스톤이 발현된다. 본 연구는 치주염 환자에서 시트룰린화 히스톤의 발현에 나이와 흡연이 미치는 영향 및 타액을 이용

한 검출의 용이성을 평가하고자 한다. 
연구 재료 및 방법: 총 19명의 환자가 실험에 참가하였으며, 이중 15명은 흡연 상태 및 나이에 따라 각 그룹 당 5명씩 배정

되었다. 임상 및 방사선 검사 이후 연구대상자에게서 혈액을 채취한 다음 혈청을 분리하였다. 나머지 4명의 대상자에게서

는 혈액 및 타액을 함께 채취하였다. ELISA kit를 사용하여 샘플 내 시트룰린화 히스톤을 정량화 하여 각 군의 결과를 비
교하고 통계 분석하였다. 
결과: 나이가 젊을수록 시트룰린화 히스톤의 농도가 더 높았으며(P < 0.05), 비흡연자 그룹보다 흡연자 그룹에서는 시트

룰린화 히스톤이 높게 발현되었으나, 통계적으로 유의한 차이는 없었다. 치주염 환자의 타액에서 혈청과 유사한 수준의 
시트룰린화 히스톤이 검출되었다. 
결론: 치주염 환자에서 나이는 시트룰린화 히스톤의 발현에 잠재적 위험인자가 될 수 있다. 또한 치주염 환자에서 시트룰

린화 히스톤의 검출을 위해 샘플 채취가 더 용이한 타액을 사용할 수 있다. 
(구강회복응용과학지 2024;40(4):234-40)
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