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국국국문문문요요요약약약

주주주골골골반반반 신신신경경경절절절에에에서서서 PPPKKKCCC에에에 의의의한한한 흥흥흥분분분성성성 GGGAAABBBAAAAAA수수수용용용체체체의의의 조조조절절절

주골반 신경절(MPG)은 방광,전립선 및 음경 등과 같은 비뇨생식계 기관과 일
부의 장(bowel)을 지배하며(Langworthy,1965;Dail등,1975;Keast,1991;De
Groat및 Booth,1993),배뇨(micturition)나 발기(erection)와 같은 자율신경 반사를
조절한다(Zoubek등,1993).골반 장기에 분포하는 자율신경계의 활성화는 매우
다양한 생리적 기능을 담당한다.GABA(γ-aminobutyricacid)는 중추 신경계에서
주된 억제성 신경전달물질의 하나로 알려져 있으며,GABA 수용체는 몇 가지 효
현제나 길항제들의 효과와 작용기전에 따라 3가지 아형(subtype)이 보고 되고 있
다(Barnard등,1998;Lu등,1999).GABAA 수용체의 활성화는 Cl-의 세포막 투
과도를 증가시킨다.대부분의 신경세포에서 이들 음이온들의 유입은 세포막 전압
을 과분극(hyperpolarization)시킨다(Farrant및 Nusser,2005).본 실험에서는 주
골반 신경절 세포에 GABAA 수용체가 존재하는지의 유무와 존재한다면 그
GABAA 수용체의 아형 및 기능을 확인하고,proteinkinaseC에 의한 수용체 조절
의 특성의 일부를 규명해보고자 하였다.

주골반 신경절에서 GABAA 수용체는 주로 교감신경에만 발현되어 있었으며,
막전압의 탈분극을 유도하는 흥분성 효과를 나타내었다.면역염색결과 GABAA 수
용체를 구성하는 β2혹은 β3subunits가 주로 교감신경에서 확인되었고,RT-PCR
결과 α1을 제외한 α2-6아형과 β2,γ1및 γ2가 확인되었으나,GABAC 수용체를 구
성하는 ρ subunit는 검출되지 않았다.주골반 신경의 교감신경에 존재하는 GABAA
수용체는 PKCactivator들에 의해서 활성화되었고,억제제들에 의해서는 억제되었
는데, 이들의 효과는 세포내 칼슘이온과 무관하게 이루어졌다. 한편
diacylglycerol(DAG)의 세포투과형 유도체인 1,2-oleoylacetylglycerol(OAG)에 의
한 GABAA 수용체의 활성도는 변함이 없어서 이 과정에 관여하는 PKC는 비정형
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(atypical)PKC(aPKC)임을 알 수 있었고,이를 RT-PCR을 통해 재확인할 수 있었
다.
GABA 유발 전류가 adenylylcyclase(AC)-PKA의 activator에 의해서 증가하고,

억제제에 의해 감소하여 GABAA 수용체가 AC-PKA에 의해서도 조절받음을 확인
하였다.
이상의 결과로 미루어 보아 주골반 신경절의 교감신경세포에서 확인된 흥분성

GABAA 수용체는 PKC에 의해 더욱 강력히 활성화되며,여러 아형 중 비정형
PKC가 관여한다.이와 같은 효과는 교감신경 말단에서의 noradrenaline의 분비를
조절하여 더욱 효과적인 기능을 담당하고 이는 장(bowel)운동,배뇨 및 발기 등
과 같은 최종 복강장기의 활성도를 조절하는 주요 인자가 될 수 있으리라 여겨진
다.

����������������������������������������������������������������������

핵심되는 말:GABAA 수용체,ProteinkinaseC,ProteinkinaseA,Majorpelvic
ganglia
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주주주골골골반반반 신신신경경경절절절에에에서서서 흥흥흥분분분성성성 GGGAAABBBAAAAAA수수수용용용체체체의의의 조조조절절절

<지도 공 인 덕 교수>
연세대학교 대학원 의학과
최최최 윤윤윤 종종종

제제제111장장장 서서서 론론론

GABA(γ-aminobutyricacid)는 중추 신경계에서 주된 억제성 신경전달물질의
하나로 알려져 있으며,GABA 수용체는 몇 가지 효현제나 길항제들의 효과와 작
용기전에 따라 3가지 아형(subtype)이 보고되고 있다(Barnard 등,1998;Lu 등,
1999). GABA 수용체는 ionotropic 수용체인 GABAA 및 GABAC 수용체와
GTP-bindingprotein과 연결된 metabotropic수용체인 GABAB 수용체로 크게 나
누어진다.GABAA 수용체의 활성화는 Cl-혹은 HCO3-이온의 세포막 투과도를 증
가시킨다.대부분의 신경세포에서 이들 음이온들의 유입은 세포막 전압을 과분극
(hyperpolarization)시킨다(Farrant및 Nusser,2005).GABAA 수용체는 니코틴성
acetylcholine(ACh)수용체,glycine수용체 및 5-hydroxytryptaminetype3(5-HT3)
수용체와 같이 다섯 개의 소단위(subunit)로 구성된 오합체 구조(pentameric
structure)의 cystine-loop ligand-gated 이온통로이다(Lester등,2004;Farrant및
Nusser,2005).GABAA 수용체는 4종류의 서로 다른 소단위(α,β,γ 및 δ)가 많이
알려져 있지만(Macdonald및 Olsen,1994),최근에는 두 개의 새로운 소단위(ε 및
π)가 보고 되기도 하였다(Davies등,1997;Hedblom 및 Kirkness,1997).GABA
수용체를 구성하고 있는 소단위들도 benzodiazepine이나 barbiturate와 같은 조절
자(modulator)들에 대한 민감도나 반응 정도에 따라 더 세분화 되는데 α는 6종류
(α1-α6),β는 3종류(β1-β3),그리고 γ의 경우 역시 3종류(γ1-γ3)의 아형이 알려져
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있다.또한 GABA 수용체 전류는 임상적으로 사용되는 약물에 따라 차이가 있는
데,barbiturates,benzodiazepine,neurosteroid 그리고 imidazopyridines과 같은
약물들에 의해 증가되며,반대로 β-carboline과 zinc와 같은 modulator에 의해서는
억제되는 상반된 반응을 보인다(Smart등,1991;Macdonald및 Olsen,1994).
GABAB 수용체는 G-단백질과 연결된 metabotropic수용체로서,K+ 통로를 활

성화시키거나,막전압 의존적 칼슘 통로를 억제한다(Bowery등,2002;Harayama
등,1998).GABAB 수용체는 adenylylcyclase(AC)의 활성을 조절하는 것이 잘 알
려져 있으며(Knight및 Bowery,1996;Kubota등,2003),일부 세포에서는 PKC활
성을 조절하기도 한다(Taniyama등,1992).GABAB 수용체는 G-단백질을 통해
forskolin에 의한 AC의 활성화를 억제하여 세포내 cAMP농도를 떨어뜨리는 것이
잘 알려져 있다(Bowery등,2002;Knight및 Bowery,1996).이와 반대로 GABAB
수용체 활성은 뇌 slice에서 Gs단백질과 연결된 β-아드레날린성 수용체 활성에 의
해 cAMP 생성을 촉진시키기도 하였다(Enna,1997).또한 쥐의 후각 팽대부
(olfactorybulb)에서 GABAB수용체는 AC의 활성을 증가시켰는데,흥미롭게도 이
러한 효과는 PTX에 의해 차단되어,Gs단백질이 아닌 Gi/o단백질에 의해 일어남
을 보여주었다(Olianas및 Onali,1999).
다른 ionotropicGABA 수용체인 GABAC 수용체는 ρ subunit(ρ1-ρ3)이 포함된

Cl-통로이다(Ogurusu및 Shingai,1996;Barnard등,1998).GABAC 수용체는 단
일 채널(singlechannel)conductance가 GABAA 수용체보다 작으며,bicuculline에
의해 억제되지 않고,barbiturates,benzodiazepines,혹은 neuroactivesteroid에 의
해 조절되지 않는 특성을 지닌다(Dong등,1994;Bormann및 Feigenspan,1995;
Akasu등,1999).
골반얼기(pelvic plexus)에는 장하부(lower bowel)및 비뇨생식계(urogenital

system)를 비롯한 여러 골반장기를 지배하는 자율신경이 분포한다.골반 자율신경
절(pelvicautonomicganglia)은 척수와 말초 기관들 간의 구심성(efferent)및 원심
성(afferent)신호들을 전달함으로써 비뇨생식계를 비롯한 골반 장기의 기능유지에
매우 중요한 역할을 담당하고 있다.특히 남성의 경우에는 자율신경조절에 대한
의존도가 높다고 알려져 있는데,질환이나 외상으로 인해 비슷한 정도의 자율신경
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손상이 있다 하더라도 남성에서는 생식기능 저하가 쉽게 초래되는 반면 여성에서
는 임신 및 출산에 지장을 주지 않을 가능성이 높다고 알려져 있다(Dail,1996).
골반 자율신경절 해부 및 조직학적 특징은 종(species)에 따라 많은 차이가 있으
나,대부분의 종에서는 작게 서로 연결되어진 신경절들이 복잡한 망 구조를 띠고
있다(Bradley등,1974;Jänig및 McLachlan,1987).하지만 쥐에서는 그 구조가 비
교적 단순하여 여러 자율신경세포들이 하나의 큰 신경절을 이루고 있는데, 수컷
쥐의 경우 이를 주골반 신경절(majorpelvicganglion,이하 MPG)이라 하고 암컷
의 경우에는 자궁경관 신경절(paracervicalganglion)혹은 Frankenhauser신경절
이라 한다(Langworthy,1965).MPG는 하복신경(hypogastricnerve)으로부터 내려
온 교감신경과 골반신경(pelvicnerve)으로부터 온 부교감신경이 모두 존재한다.
하복신경은 척수의 상측 요수(rostrallumbar)에서 기시한 구심성 성분의 교감신경
섬유와 하장간막 신경절(inferiormesentericganglia)및 교감 신경절(sympathetic
chain)으로부터 오는 원심성 섬유가 함께 포함되어있다(deGroat및 Booth,1993).
이와 같이 교감신경과 부교감신경이 같은 신경절 캡슐내에 존재하는 형태는 다른
자율 신경절에서는 찾아볼 수 없는 매우 독특한 형태이다(Dail,1996;Keast,1995;
Keast,1999).
MPG는 방광,전립선 및 음경등과 같은 비뇨 생식계 기관과 일부의 장(bowel)

을 지배하며(Langworthy,1965;Dail등,1975;Keast,1991;DeGroat및 Booth,
1993), 배뇨(micturition)나 발기(erection)와 같은 자율신경 반사를 조절한다
(Zoubek등,1993).골반 장기에 분포하는 자율신경계의 활성화는 매우 다양한 생
리적 기능을 담당한다(표 1 참조). 나아가 방광출구 폐쇄(bladder outlet
obstruction)나 발기 부전(erectiledysfunction)과 같은 병적 상태에서 MPG의 형태
적 및 기능적인 변화가 보고된 바 있다(Mills등,1992).따라서 골반 장기의 자율
신경계 조절에 관한 생리적 혹은 병태 생리적 연구에 있어서 MPG는 유용한 모델
이라 할 수 있다(Keast,1999).
포유류의 중추 신경계에서 주된 억제성 신경전달물질의 하나인 GABA는 골반

자율 신경에서도 중요한 역할을 한다(Maggi등,1983).선행 연구들에 따르면
GABA 합성 효소인 L-glutamatedecarboxylase(GAD)가 쥐의 MPG와 상장간막 신
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경절(superiormesentericganglion)에 존재하며,MPG 신경세포에 GABA 결합부
위(bindingsite)가 존재함이 보고되었다(deGroat,1970;Kusunoki등,1984).기능
적 연구에서 GABA는 MPG로 가는 절전신경을 자극하였을 때 나타나는 방광수축
을 억제하였으며,흰쥐 MPG에 GABA를 포함한 신경세포들이 존재하며,골반신경
을 자극하였을 경우 GABA가 유리된다(deGroat,1970;Kusunoki등,1984).고양
이 방광의 골반신경절에서 GABA는 막전압의 탈분극과,탈분극 이후에 과분극이
따라 일어나는 biphasic한 반응을 보이며,이러한 반응은 Cl-이온의 conductance
가 변하여 일어난다(Mayer 등,1983).Akasu 등(1999)의 실험에서 MPG에서
GABA는 GABAA 수용체 활성화를 통한 초기 탈분극과 이어서 GABAC 수용체 활
성화에 의한 느린 탈분극 및 과분극을 일으키는 biphasic한 반응을 보임을 보고하
였다.최근에 Kong등(2001)은 MPG의 교감 신경세포에 선택적으로 GABAA 수용
체가 발현되어 있으며,활성화 되면 중추신경계에서와는 달리 탈분극을 일으킴을
보고하였다.
GABAA 수용체는 다섯 개의 소단위로 구성되며 서로 다른 약리적 반응을 보인

다.GABAA 수용체는 소단위 구성의 다양한 조합이 가능하기 때문에 native조직
에서 GABAA 수용체는 매우 다양하게 존재할 수 있다.본 연구에서 MPG에는 여
러 GABAA 수용체 소단위들이 발현되어 있었다.선행 연구들에서 MPG 내에
GABA 합성 효소 및 GABA 함유 신경들이 존재하며,기능적인 실험에서 GABA
의 역할이 보고되었지만 MPG의 연접전 신경을 자극하거나 반사활동(reflex
activity)이 증가되었을 때 내인성(endogenous)기전으로 GABA가 유리되는지에
대한 실험 적인 증거는 부족하며,MPG를 비롯한 자율 신경계에서 GABAA 수용체
소단위 구성에 관한 연구는 거의 수행되지 않았다.GABAA 수용체는 그 소단위
구성에 따라 proteinkinase와 같은 세포내 조절자(modulator)에 의해 다양하게 조
절된다.
ProteinKinaseC(PKC)에 의한 GABAA 수용체의 인산화는 불안,알코올중독,

간질 등의 조절에 중요하게 관여한다(Hodge등,2002).PKC는 세포내의 신호전달
물질로 신호전달 과정에 중요한 역할을 담당하여 세포증식,분열,세포자멸사 등
에 밀접히 관여하는 것으로 알려져있다. 이는 세 가지로 나뉘는데, 정형
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PKC(conventionalPKC; α, βⅠ/βⅡ, γ),신형 PKC(novelPKC; δ, ε, η, θ),비정형
PKC(atypicalPKC;ξ,ι/λ)이다.각각은 활성화되기 위해 요구하는 물질과 상동성
등으로 분류되는데,정형 PKC는 diacylglycerol,phosphatidylserin,Ca2+에 의해
활성화되고,신형 PKC는 Ca2+에 의해서는 활성화되지 않으며,비정형 PKC는
phosphatidylserin에 의해서만 활성화된다.
아직 GABAA 수용체의 기능을 조절하는 PKC의 역할은 명확히 밝혀지지 않았

으나 몇 가지 invitro선행된 연구는 조절기작을 추측할 수 있는 근거를 제공한
다.Xenopus난모세포(oocyte)와 배아신경(embryonicneuron)에서 활성화된 PKC
가 해독후 변화(posttranslationalmodification)에 관여하여 GABAA 수용체를 억제
시켰다(Chapell등,1998;Herring등,2005;Kittler등,2000).그러나 반대되는 경
우도 있는데 해마신경(hippocampalneuron)에서 PKC의 활성제에 의해 GABAA
수용체의 기능이 증가하는 것이 관찰되었고(Poisbeau 등,1999),생쥐의 척수
(spinalcord)에서는 GABAA 수용체의 기능에 영향을 미치지 않는 것이 보고되었
다(Ticku및 Mehta,1990).이러한 PKC에 의한 GABAA 수용체의 다양한 조절 양
상은 다른 GABAA 수용체의 소단위 구성과 관여하는 PKC의 아형들이 다르기 때
문일 것으로 추측된다.
그러므로 MPG에 존재하는 GABAA 수용체의 소단위 확인과 조절자에 의한 조

절의 규명은 GABAA 수용체가 자율신경계에 미치는 영향에 대한 유용한 정보를
제공할 것이다.따라서 본 연구에서는 MPG에서 GABAA 수용체의 발현을 확인하
고,PKC에 의한 이들 수용체의 세포내 조절 기전의 일부를 규명하고자 하였다.
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표표표111...골골골반반반장장장기기기에에에 분분분포포포하하하는는는 자자자율율율신신신경경경의의의 생생생리리리적적적 기기기능능능
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제제제222장장장 재재재료료료 및및및 방방방법법법

222...111...실실실험험험 동동동물물물

실험동물로는 180-200gm 내외의 수컷 쥐(Sprague---Dawleyrat)를 사용하
였다.

222...222...실실실험험험용용용액액액 및및및 약약약물물물

222...222...111...실실실험험험 용용용액액액

전기생리 실험 및 칼슘 측정에 사용된 세포 외 관류액의 조성(mM)은 137
NaCl,5.4KCl,1.8CaCl2,1MgCl2,5HEPES그리고 10glucose(pH 7.4)으로 하
여 실험하였다.GABA 활성화 전류 측정 시 사용된 전극 내 용액의 조성(mM)은
120CsCl,20TEA-Cl,11EGTA,10HEPES,1CaCl2,그리고 2MgCl2(pH 7.2)으
로 하였다.단,gramicidin-perforatedpatch를 위한 전극 내 용액의 조성(mM)은
140KCl,5EGTA,10HEPES,0.5CaCl2,5NaCl(pH 7.2)으로 하였으며,전극 내
용액에는 dimethylsulfoxide(DMSO)에 높은 농도로 녹인 gramicidin(gramicidin
D)을 최종 농도가 50 ㎍/㎖가 되도록 첨가하여 사용하였다.약물의 투여는
perfusionvalvecontrolsystem(VC-6M,WarnerInstruments,CT,USA)을 이용하
였으며,약물이 나오는 관 끝을 신경세포의 100㎛ 이내에 위치하도록 하여 중력
에 의해 세포에 가해지도록 하였다.

222...222...222...약약약물물물

Collagenase type D와 trypsin은 Boehringer Mannheim Biochemicals
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(Indianapolis,IN,USA)로부터 구입하였으며,GABA,muscimol,forskolin 등은
Tocris(TocrisCooksonInc.,Bristol,UK)로부터 구입하였다.Calbiochem Co.(San
Diego,CA,USA)으로부터 SQ22536,mirystoylatedPKA 억제제,PDBu,PMA,4α
-phorbol,GF-109203X,CalpostinC,OAG 등을 구입하였고 gramicidin, DNase
typeI등과 세포 배양과 관계된 모든 배지 및 약물은 SigmaChemicalCo.(St.
Louis,MO,USA)로부터 구입하였다.

222...333...단단단일일일 신신신경경경세세세포포포 분분분리리리 및및및 유유유지지지

수컷 쥐(180～ 200gm)를 pentobarbitalsodium(50mg/kg,i.p.)으로 마취시킨
뒤,개복하여 전립선의 외측에 위치한 MPG를 적출하고(그림 1참조),이를 차가운
(4℃)Hanks'balancedsalt용액으로 옮겼다.수초를 벗기고 작은 틈새를 낸 후,
이를 0.7mg/㎖ collagenase(typeD),0.1mg/㎖ trypsin과 0.1mg/㎖의 DNase
typeI이 들어있는 10㎖의 modifiedEarle'sbalancedsalt용액(EBSS,pH 7.4)에
서 1시간 동안 배양(35℃)하였다(Zhu등,1995).이때 EBSS에는 3.6g/L의 glucose
와 10mM의 HEPES를 포함시켰다.배양 후 신경세포들을 배양용기에 넣어 흔들
어 분리한 뒤 원심 분리하였다.분리된 신경세포들을 10% fetalbovineserum,1%
penicillin-streptomycin이 포함된 MEM에 재부유시킨 뒤,poly-L-lysine으로 코팅되
어 있는 coverglass(직경 12 ㎜)에 plating 하였다.이를 37℃ 세포 배양기
(humidifiedincubator;95% air-5% CO2)에서 배양하였으며,분리한 후 12시간 이
내에 실험에 사용하였다.분리된 세포들의 광학현미경적 소견은 그림 2에 나타내
었다.

222...444...전전전기기기생생생리리리학학학적적적 실실실험험험

전기생리적 실험은 EPC9혹은 EPC7(InstrutechCorp.,NY,USA)patchclamp
증폭기(amplifier)를 사용하여 전형적인 whole-cellpatchclamp방법으로 측정하였
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다(Hamill등,1981).측정 전극은 borosilicateglasscapillary(외경;1.65㎜,내경;
1.2 ㎜, Corning 7052, Garner Glass Co., Claremont, CA, USA)를 P-97
Flaming-Brownmicropipettepuller(SutterInstrumentCo.)로 제작하여 사용하였
다.전극은 Sylgard184(Dow Corning,Midland,MI,USA)로 코팅하였으며,전극
내부에 용액을 채웠을 때 저항이 1.5～2.5㏁이 되는 것을 사용하였다.세포가 붙
어 있는 coverglass를 도립현미경(invertedmicroscope)위에 올려놓고,세포 외액
을 중력에 의해 1～2㎖/min속도로 관류시켰다.막전압 고정법(voltage-clamping
method)으로 측정 시 세포막 용량(membrane capacitance)과 직렬저항(series
resistance)은 80% 이상 보정하였으며,실험 시 samplingrate은 1㎑,low-pass
필터는 2 ㎑(-3dB; 8-pole Bessel filter)로 하여 기록하였다. 실험결과는
Pulse/Pulsefit(v8.50)(HekaElektronik,Lambrecht,Germany)혹은 pClamp6(Axon
Instrument,USA)소프트웨어를 통해 IBM 컴퓨터에 저장하여 분석하였다.모든
실험은 실온(21～24℃)에서 시행하였으며,본 실험에 사용된 전류 측정 장치는 그
림 3에 도식적으로 나타내었다.

222...555...역역역전전전사사사 중중중합합합 연연연쇄쇄쇄반반반응응응(((RRRTTT---PPPCCCRRR)))

Guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform 추출 방법을 이용하여 MPG 신
경세포들로부터 totalRNA를 분리하였다(Chomczynski및 Sacchi,1987).먼저 세
포를 guanidinium thiocyanatebuffer로 용해시킨 다음 페놀(phenol)및 클로로포
름(chloroform)을 가하여 얼음 위에서 15분 이상 세워두었다.이를 4℃에서
10,000xg로 20분간 원심분리하여 상층액만을 조심스럽게 취하였다.이 상층액은
동량의 isopropanol과 섞은 다음 -70℃에서 1시간 이상 세워 두어 RNA를 침전시
켰다.다시 4℃에서 10,000xg로 20분간 원심분리하여 RNA pellet을 얻었으며,이
를 75% ethanol로 씻어낸 후 원심분리하여 RNA sample을 얻었다.

cDNA의 합성을 위해 2㎍ RNA와 0.5㎍ random hexamer를 먼저 70℃에서
5분간 반응시키고, 200 units의 murine leukemia virus reverse
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transcriptase(PromegaCorporation,Madison,WI,USA),25nmoles의 dNTP,20
units의 RNaseinhibitor(Promega)등을 혼합하여(25㎕)37℃에서 1시간 반응시
켰다.PCR은 여러 GABAA 수용체 아형(subunit)에 대한 primer들과 atypicalPKC
isoform에 대한 primer를 이용하여 이루어졌으며,이들의 염기서열은 표 2와 3에
요약하였다.PCR 반응액(50㎕)에는 합성된 cDNA,각각의 primer(10pmoles),
1.25units의 AmpliTaqpolymerase(Perkin-Elmer,Norwalk,CT,USA),10nmoles
의 dNTP등을 혼합하여,94℃ 30초,60℃ 30초,72℃ 1분으로 35cycle동안 반응
시켰다.PCR산물은 ethidium bromide가 포함된 1.1% agarosegel에 전기영동하
여 관찰하였다.

222...666...표표표본본본제제제작작작 및및및 면면면역역역조조조직직직화화화학학학 염염염색색색

MPG 표본 제작을 위해,흰쥐를 ether로 마취 후,깊은 마취 상태에서 왼쪽 심
실을 통해 0.9% NaCl을 포함하는 0.1M 인산염완충액(PBS;pH 7.4,37℃)을 관류
하여 혈액을 제거하였고,이어서 4% paraformaldehyde로 관류,고정하였다.관류
고정을 마친 다음 면역조직화학 염색을 위해 MPG 표본을 적출하여 동일한 고정
액으로 4℃에서 16-20시간 동안 후고정하였다.이후 표본을 25% sucrose용액(in
0.1M PBS)에 16시간 동안 침투시키고 -70℃ isopentan으로 동결시켜,동결절편기
(Reichert-Jung,Germany)를 이용하여 25㎛ 두께의 절편을 제작하였다.면역염색
의 모든 과정은 자유부유법으로 시행하였다.우선 동결 절편을 3% 과산화수소수
에 20분간 처리한 후 0.1M PBS로 세 번 수세하였고,이차항체에 대한 비특이적
반응을 제거하기 위하여 5% normalhorseserum으로 두 시간 동안 처리하였다.
이어서 항 GABAA β2/3(1:250;Upstate,USA)을 실온에서 overnight처리하였고
0.1% Triton X-100을 포함하는 0.1 M PBS(PBST)로 네 차례 수세한 후
biotinylatedmouseIgG(VectastainEliteKit,VectorLabs,USA)로 한 시간 동안
반응시켰다.항체 흡착을 마친 표본은 PBST로 수세한 후 avidin-biotinperoxidase
complex(VectastainEliteABC Kit,VectorLabs,USA)에 한 시간 동안 반응시켰
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다.면역반응을 마친 조직을 PBS로 수세한 후 0.01% H2O2를 포함하는 0.05%
Ni-DAB(Sigma,St.Louis,MO,USA)로 발색시켰으며 cresylviolet으로 대조염색
을 시행한 후 광학현미경으로 관찰하였다.

222...777...자자자료료료 분분분석석석

모든 결과는 평균±표준오차로 나타내었고,통계적인 의의는 분산분석(ANOVA)
을 사용하였으며,각 군 간의 차이를 위해서 Tukey방법을 사용하여 사후검정하
였다.두 군 간의 차이 혹은 약물 처치 전후의 차이에 대한 검정은 각각 독립적 t-
검정(unpaired t-test)과 짝비교 t-검정(paired t-test)으로 확인하였다.이때 p값은
0.05이하일 때 유의한 차이가 있다고 간주하였다. 측정된 전류 크기는
Pulse/Pulsefit소프트웨어(HekaElektronik)를 이용하여 계산하였으며,선형회귀
방정식,농도-반응 곡선(concentration-responsecurve)의 EC50 혹은 IC50,그리고
Hillslope는 Prism 3.0software(GraphPadsoftwareInc.,SanDiego,CA,USA)를
이용하여 구하였다.
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그그그림림림 111...수수수컷컷컷 흰흰흰쥐쥐쥐 주주주골골골반반반 신신신경경경절절절(((mmmaaajjjooorrrpppeeelllvvviiicccgggaaannngggllliiiooonnn)))의의의 해해해부부부학학학적적적 위위위치치치

MajorPelvicGanglion
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그그그림림림 222...주주주골골골반반반 신신신경경경절절절로로로부부부터터터 분분분리리리된된된 신신신경경경세세세포포포들들들의의의 광광광학학학현현현미미미경경경적적적 소소소견견견 (((xxx222000000)))

50㎛㎛㎛
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그그그림림림 333...막막막전전전압압압 고고고정정정법법법에에에 의의의한한한 이이이온온온 전전전류류류 측측측정정정 장장장치치치의의의 모모모식식식도도도...패치 클램프 전
용소프트웨어(Pulse/Pulsefit혹은 pClamp6)를 이용하여 만든 전압 프로토콜로 고
정하고자 하는 전압(Vcom)을 A/D converter(EPC-9혹은 digidata1200)를 거쳐
아날로그 신호로 바꾸어 패치 전극(patchpipette)을 통하여 전달하고 세포막에 존
재하는 이온통로의 활성정도에 따라 변화하는 전압을 고정하기 위해 증폭기
(EPC-9혹은 EPC-7)를 통하여 흘려주는 전류(Icell)을 다시 디지털로 전환하여 컴
퓨터에 저장한다.이때 EPC7증폭기를 이용한 경우에는 전류를 다른 컴퓨터로 연
결하여(scaledoutput),FeliX소프트웨어 상에서 구현하였다.
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표표표 222...GGGAAABBBAAAAAA 및및및 GGGAAABBBAAACCC 수수수용용용체체체 아아아형형형의의의 역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄중중중합합합반반반응응응에에에 사사사용용용된된된
ppprrriiimmmeeerrr들들들

Primer Sequence(5'to3') Position Size
(bp)

GeneBank
Accession#

α1 Sense CAAGCCCGTGATGAAGAAAAG 46-68 300 L08490Antisense GTGGAAAAATGTATCTGGAGTC 441-420

α2 Sense CAGCATTACTACTGAAGTCTTC 132-150 399 L08491Antisense TAAGAGACTTCCGAGGTCG 530-512

α3 Sense TTTCTCCTCTCTGCTTCGGG 115-134 340 L08492Antisense AAGCCCAGGTCGCAGTCGGTTCT 454-434

α4 Sense CCCTCTCCTCGCACCCTG 14-31 342 NM-080587Antisense ATCAGAAACGGGTCCAAAGC 355-336

α5
Sense CAAGAAGGCCTTGGAAGCAGCTAA 1351-1374

348 NM-017295Antisense GGTTTCCTGTCTTACTTTGGAGAG 1698-1675

α6 Sense AAGCCCCCGGTAGCAAAGTCAAAA 1396-1419 390 L08495Antisense TAACGCAGGAAAATGGAAAATAACC 1785-1761

β1 Sense TCTCTCTTTTCCTGTGATGGTTGC 113-136 432 NM-012956AntisenseGTGATCCGTAGTCCATAGAGAACAGT 544-519

β2 Sense TGGGGTGCTTTGTCTTTGTCTTTA 1005-1028 360 NM-012957Antisense TCAGGCGACTTTTCTTTTGTG 1364-1344

β3 Sense GGCTTTTCGGCATCTTCTCG 93-112 417 NM-017065Antisense CATCAGGGTGGAGGCGGA 509-492

γ1 Sense CAGAGACAGGAAGCTGAAAAGCAAA 1197-1221 361 NM-080586Antisense CGAAGTGATTATATTGGACTAAGCC 1557-1533

γ2S Sense AAGAAAAACCCTGCCCCTACAATT 1158-1177 337 L08497Antisense TTCGTGAGATTCAGCGAATAAGAC 1494-1471

γ2L Sense CTTCTTCGGATGTTTTCCTTCAAG 1328-1351 391 BC031762Antisense CATAGGGTATTAGATCGTTGGACT 1718-1695

γ3 Sense CGAATAAGCCTTCAAGCACCCTCT 1201-1224 331 NM-024370Antisense CTTCTGTCATCCTTCAGAGCAGCA 1531-1508
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Primer Sequence(5'to3') Position Size
(bp)

GeneBank
Accession#

δ
Sense ATGGACTAATGGAGGGCTACGC 183-204

313 NM_017289
Antisense TCGGGCTGTAGGCGGATAAG 495-476

ε
Sense GCAAGATGCTCACTCCACATGCTC 2049-2072

385 NM_023091
Antisense TGTGGCCATGGTGAGCACAGAAC 2433-2416

ρ1
Sense TCTCACGGCTTCTCGGGAGAACTG 72-95

586 NM_017291
Antisense CTGTACCCGCAACATGACGTTGTC 657-634

ρ2 Sense TGCCTGTTGCGTCATAGACGTTTG 141-164 522 NM_017292
AntisenseTGGCCATCGGGAAACACTCGCAGC 662-639

ρ3 Sense TGGTTGGCCTTCTTCACCTACACC 211-234 560 NM_138897
Antisense GTGTCCAGAGGAAACCTGCTGAAG 770-747
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표표표 333...PPPKKKCCC아아아형형형의의의 역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄중중중합합합반반반응응응에에에 사사사용용용된된된 ppprrriiimmmeeerrr들들들

Primer Sequence(5'to3') Position Size
(bp)

GeneBank
Accession#

PKCξ
Sense CGATGGGGTGGATGGGATCAAAA 852-874

681 NM 022507
AntisenseGTATTCATGTCAGGGTTGTCTG1511-1532

PKCμ
Sense GCTTTCTGTGATCACTGTGG 1063-1082

1341 XM 234108
AntisenseAATTCCAAACTGTCCAGAAC 2384-2403

PKCλ
Sense GCTTATGTTTGAGATGATGGCGG1505-1523

197 XM342223
AntisenseTGACAACCCAATCGTTCCTTTG1680-1701
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제제제333장장장 결결결 과과과

333...111...주주주골골골반반반절절절에에에서서서 세세세포포포 종종종류류류에에에 따따따른른른 GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용체체체 발발발현현현

GABAA 수용체가 MPG 신경세포에 존재하는 것을 면역조직화학 혹은 형광염
색을 통해 확인하였다. MPG에서 GABAA 수용체에 대한 면역 반응성
(immunoreactivity;IR)을 보이는 세포가 존재하였다(그림 4).세포 종류에 따른
GABA 수용체 발현을 알아보기 위하여 교감 신경세포 marker인 tyrosine
hydroxylase(TH)와 GABAA 수용체 β2/3(GABAAR β2/3)소단위(subunit)를 동
시에 염색하였다.GABAA 수용체는 주로 TH에 양성인 세포에서 발현되어있었다
(그림 4).GABAAR-IR를 가지는 92% 세포에서 TH-IR가 함께 관찰되었으며,일부
의 세포(8%)에서는 TH-IR가 없었다.전체 MPG 세포에서 GABAAR-IR와 TH-IR
모두 양성인 세포는 21%,GABAAR-IR만 양성인 세포는 2% 그리고 TH-IR에만
양성인 세포는 3%였다.따라서 GABAAR는 주로 TH에 염색되는 교감 신경세포에
존재함을 알 수 있었다.

333...222...GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용체체체 소소소단단단위위위들들들의의의 분분분자자자생생생물물물학학학적적적 동동동정정정

MPG 신경세포에서 발현되는 GABAA 및 GABAC 수용체 소단위(subunit)를
확인하기 위해,MPG로부터 mRNA를 분리한 다음 특정 수용체에 선택적인
primer(표 2)를 이용하여 역전사 연쇄중합반응을 실시하였다.그림 5에 보듯이 α3,
α6,β2,γ1및 γ2S의 mRNA가 많이 발현 되었으며,α2,α5,및 γ2L역시 발현되
었다.하지만 α1,α4,β1,β3,δ,ε 및 ρ1-3의 mRNA는 발현되지 않았다.

333...333...GGGAAABBBAAA전전전류류류의의의 농농농도도도 반반반응응응관관관계계계
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GABA 전류는 세포 내외의 대칭적 Cl-농도경사([Cl-]i=146mM;[Cl-]o=148
mM;ECl-= -0.34mV)에서 기록하였다.이러한 조건하에서 세포외액에 1 μM의
GABA에 의해 내향성 전류가 관찰되기 시작했으며,GABA 농도가 증가할수록
내향성 전류가 더욱 커지는 농도의존적 반응을 나타내었다(그림 6A).가한 GABA
의 농도 범위는 0.1 μM에서 300 μM였다.GABA 전류는 낮은 농도에서는 내향성
전류의 활성화가 느리고,탈감작(desensitization)이 잘 일어나지 않았으나,높은 농
도로 갈수록 빠른 활성화와 탈감작을 보였다(그림 6A). GABA에 의한 내향성 전
류는 100 μM 이상에서 포화(saturation)되었으며,EC50는 7.3 μM,Hill'sslope은
1.4±0.1였다(그림 6B).

333...444...PPPrrrooottteeeiiinnnkkkiiinnnaaassseeeCCC에에에 의의의한한한 GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용체체체 조조조절절절

MPG 세포에서 GABA 전류가 protienkinaseC(PKC)에 의해 조절되는지를
PKC활성제 및 억제제를 사용하여 확인하였다.PKC는 모두 12종류의 아형이 알
려져 있으며 세포내 칼슘 의존적인 것과 비의존적인 것으로 나눌 수 있다.MPG
신경세포에서 PKC에 의한 GABA 전류가 세포내 칼슘 의존적인지 확인하기 위하
여 세포내 환경이 유지되는 gramicidinperforatedpatch와 rupturedpatch를 사용
하여 세포내 칼슘을 치환한 상태에서 실험을 하였다.Gramicidinperforatedpatch
하에서 PKC 활성제인 PDBu(100nM)에 의해서 시간이 지날수록 GABA 전류가
증가하였으며(33.0±9.4%;n=5),PKC억제제인 CalphostinC(2 μM)에 의해서는
26.7±7.1% 억제되었다(그림 7A 및 B).세포내 칼슘을 제거하기 위해 높은 농도
의 EGTA가 포함된 전극내 용액을 사용하여 whole-cellrupturedpatch를 만들어
PKC 활성제 및 억제제 효과를 관찰하였다.세포내 칼슘을 제거한 상태에서도 동
일하게 PKC 활성제인 PDBu에 의해서는 GABA 전류가 증가(24.3±4.4%)되었
으며,억제제인 CalphostinC에 의해서는 억제되었다(45.0±11.3%;그림 8).그림
9는 다른 종류의 PKC 활성제 및 억제제에 의한 GABA 전류 활성도를 보여준다.
GABA 전류는 PKC활성제인 PMA의 비활성 형태인 4α-phorbol에 의해서는 효과
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가 없었으며(그림 9A,D),PKC활성제인 PMA에 의해서는 GABA 전류가 증가하
였다(그림 9B,D).또 다른 PKC억제인 GF109203X에 의해서는 GABA 전류가 억
제되었다(그림 9C,D).이는 MPG 신경세포에서 GABA 전류는 PKC 제제에 의해
증가 혹은 억제되는 것으로 보아 평상시 PKC가 어느 정도 활성화 되어 있으며,
칼슘 비의존적인 PKC에 의해 활성화됨을 알 수 있었다.

333...555...GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용체체체 조조조절절절에에에 관관관여여여하하하는는는 PPPrrrooottteeeiiinnnKKKiiinnnaaassseeeCCC 아아아형형형
(((SSSuuubbbfffaaammmiiilllyyy)))의의의 확확확인인인

GABAA 수용체의 조절에 관여하는 칼슘 비의존적인 PKC의 아형을 확인하기
위해 conventional,novelPKC의 활성제인 diacylglycerol(DAG)의 세포투과형 유
도체인 OAG를 사용하였다.OAG에 의해 GABA 전류의 크기가 OAG를 처리하기
전과 비교하여 커지지 않았으며 이는 whole-cellruptured patch와 gramicidin
perforatedpatch모두에서 동일하게 나타났다(그림 10).칼슘 비의존적인 PKC중
DAG에 의해 활성화되지 않는 atypicalPKC(aPKC)의 아형의 발현을 확인하기 위
해 역전사 연쇄중합반응을 수행한 결과 그림 11에서 보는바와 같이 주골반 신경
절에서는 ξ가 발현되는 것을 확인하였다.

333...666...AAAdddeeennnyyylllyyylllcccyyyccclllaaassseee와와와 ppprrrooottteeeiiinnnkkkiiinnnaaassseeeAAA에에에 의의의한한한 GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용
체체체 조조조절절절

MPG 세포에서 GABA전류가 adenylylcyclase(AC)-PKA에 의해 조절되는지를
확인하였다.선택적 GABAA 수용체 효현제인 muscimol(5 μM)을 가하여 GABAA
수용체 전류를 확인하였다.adenylylcyclase(AC)억제제인 SQ22536(200 μM)을 처
치한 후 muscimol에 의한 GABAA 수용체 전류가 현저히 감소함을 관찰할 수 있
었다(그림 12A,B).GABAA 수용체에 PKA가 미치는 효과를 알아보기 위해서 세
포막 투과가 가능한 myristolylatedPKA inhibitor(PKAI;100nM)를 이용하였다.
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PKAI처치 후엔 Muscimol에 의해 유발된 전류는 현저히 감소하였다(그림 13A).
Forskolin(FSK)은 AC를 활성화하여 세포내 cAMP의 농도를 증가시키며,증가된
cAMP는 PKA를 활성화하여 다양한 생리적 기능을 수행한다.AC활성제인 FSK가
GABAA 수용체에 영향을 주는지를 확인하였다.Muscimol전류는 FSK(1 μM)처
치 후에 증가되는 것을 확인할 수 있었다(그림 13B).이상의 결과에서 MPG 세포
에서 GABAA 수용체는 AC-PKA에 의해서도 조절됨을 알 수 있었다.
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그그그림림림 444...주주주골골골반반반절절절에에에서서서 GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용체체체와와와 tttyyyrrrooosssiiinnneeehhhyyydddrrroooxxxyyylllaaassseee의의의 면면면역역역조조조직직직화화화학학학
염염염색색색...A.GABAA 수용체 β2/3소단위(subunit)의 발현.GABAA 수용체(붉은색)가
세포막에 염색되는 것을 보여준다. B.Tyrosinehydroxylase(TH)염색.TH는 세
포내에 염색(녹색)되는 것을 보여준다.C.GABAA 수용체 β2/3소단위와 TH의
double-labelling.TH와 GABAA 수용체 β2/3는 동일 세포에서 염색됨을 보여준다.
TH에 염색되는 작은 세포 즉 smallintensefluorescent(SIF)세포에는 GABAA 수
용체가 발현되지 않았다.사진 배율은 400배.
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그그그림림림 555...MMMPPPGGG에에에 발발발현현현된된된 GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용체체체 소소소단단단위위위의의의 분분분자자자생생생물물물학학학적적적 동동동정정정... 주
골반절에 발현된 GABAA 수용체 소단위들을 확인하기 위해,이들 조직으로부
터 mRNA를 분리한 다음,특정 소단위에 선택적인 primer를 이용하여 역전사
연쇄중합반응을 실시하였다.대조군으로 glyceraldehyde-3-phosphatedehydro
-genase(GAPDH)를 사용하였으며,M은 DNA sizemarker임.



-24-

그그그림림림 666...GGGAAABBBAAA 전전전류류류의의의 농농농도도도---반반반응응응 관관관계계계(((dddooossseee---rrreeessspppooonnnssseeerrreeelllaaatttiiiooonnnssshhhiiippp)))...A.막전압을
-80㎷에 고정한 상태에서 기록한 GABA 전류.가한 GABA의 농도는 왼쪽에 제시
되었으며 GABA를 관류시킨 시간은 검은 막대로 표시하였다.B.GABA 농도-반응
곡선.모든 data는 포화농도(saturatingconcentration)에서 기록한 전류에 대한 표
준화된 값을 취하였다.모든 결과는 평균±표준오차로 나타내었다.실험 례수는 6
례.
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그그그림림림 777...GGGrrraaammmiiiccciiidddiiinnnpppeeerrrfffooorrraaattteeedddpppaaatttccchhh하하하에에에서서서 ppprrrooottteeeiiinnnkkkiiinnnaaassseeeCCC에에에 의의의한한한 GGGAAABBBAAAAAA
수수수용용용체체체의의의 조조조절절절...A.PKC 활성제인 PDBu(100nM)가 GABAA 수용체 전류에 미치는
효과.B.PKC 억제제인 calphostinC(2 μM)가 GABAA 수용체 전류에 미치는 효
과.C.A와 B의 결과 요약.모든 기록은 gramicidin-perforatedpatch하에서 막전압을
-80mV에 고정하여 실험하였으며,전류의 측정은 5분마다 이루어졌다.전류는 10 μM
GABA를 처치하여 유발하였다.데이터는 평균±표준오차로 나타내었으며,C에서 전류
의 크기는 세포막 용량(capacitance;pF)로 표준화하였다.실험 례수는 6례.*p<0.05
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그그그림림림 888...WWWhhhooollleee---ccceeellllllpppaaatttccchhh하하하에에에서서서 ppprrrooottteeeiiinnnkkkiiinnnaaassseeeCCC에에에 의의의한한한 GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용체체체의의의 조조조
절절절...A.PKC활성제인 PDBu(100nM)가 GABAA 수용체 전류에 미치는 효과.B.PKC
억제제인 calphostinC(2 μM)가 GABAA 수용체 전류에 미치는 효과.C.A와 B의
결과 요약.모든 기록은 whole-cellpatch하에서 세포내 칼슘을 EGTA로 제거한 상태
에서 기록하였다.전류는 막전압을 -80mV에 고정하여 10 μM GABA에 가하여 기록하
였으며,전류의 측정은 5분마다 이루어졌다.데이터는 평균±표준오차로 나타내었으며,
C에서 전류의 크기는 세포막 용량(capacitance;pF)로 표준화하였다.실험 례수는 6례.*
p<0.05



-27-

그그그림림림 999...PPPrrrooottteeeiiinnnkkkiiinnnaaassseeeCCC에에에 의의의한한한 GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용체체체의의의 조조조절절절 요요요약약약...A.PKC활성제인
PMA의 비활성 약물인 4α-phorbol(500nM)가 GABA 전류에 미치는 영향.B.PKC 활
성제인 PMA(500 nM)에 의한 GABA 전류의 조절 C. PKC 억제제인
GF109203X(500nM)가 GABAA 수용체 전류에 미치는 효과.D.A-C의 결과 요약.
모든 기록은 whole-cellpatch하에서 세포내 칼슘을 EGTA로 제거한 상태에서 기록하
였다.전류는 막전압을 -80mV에 고정하여 10 μM GABA를 가하여 기록하였다.데이
터는 평균±표준오차로 나타내었다.실험 례수는 6례.*p<0.05
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그그그림림림 111000...비비비정정정형형형(((aaatttyyypppiiicccaaalll)))PPPKKKCCC(((aaaPPPKKKCCC)))활활활성성성제제제가가가 GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용체체체에에에 미미미치치치는는는
영영영향향향...A.Whole-cellpatch하에서 OAG(100 μM)가 GABAA 수용체 전류에 미
치는 효과.B.Gramicidinperforatedpatch하에서 OAG가 GABAA 수용체에
미치는 효과.전류는 막전압을 -80mV에 고정하여 10 μM GABA를 가하여
기록하였다.n=4.



-29-

그그그림림림 111111...MMMPPPGGG에에에 발발발현현현된된된 aaaPPPKKKCCC iiisssooofffooorrrmmm의의의 분분분자자자생생생물물물학학학적적적 동동동정정정... 주골반절에
서 발현된 aPKC의 아형을 확인하기 위해,이들 조직으로부터 cDNA를 합성
한 다음,특정 아형에 선택적인 primer를 이용하여 중합효소 연쇄반응을 실시
하였다.대조군으로 흰쥐의 전체뇌를 대상으로 cDNA를 합성한 후 동일 조건
에서 역전사 연쇄중합반응을 실시하였고,M은 DNA sizemarker임.



-30-

그그그림림림 111222...AAAdddeeennnyyylllyyylllcccyyyccclllaaassseee가가가 GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용체체체의의의 활활활성성성에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향...A 및 B.
GABAA 수용체 효현제인 muscimol(10 μM)에 의한 세포내 칼슘 증가에 대한 AC억
제제인 SQ22536(200 μM)전처치 효과.모든 기록은 whole-cellpatch하에서 세포내
칼슘을 EGTA로 완충한 상태에서 기록하였다.전류는 막전압을 -80mV에 고정하여 10
μM muscimol을 가하여 기록하였다.데이터는 평균±표준오차로 나타내었다.실험 례수
는 6례.*p<0.05
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그그그림림림 111333...PPPKKKAAA 억억억제제제제제제 및및및 fffooorrrssskkkooollliiinnn이이이 GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용체체체에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향...A.PKA
억제제(PKA inhibitor)전처치 전후의 muscimol(10 μM)에 의한 전류.B.AC 활성
제인 forskolin(FSK,1μM)을 전처치한 후 muscimol에 의한 전류 크기의 변화.
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제제제444장장장 고고고 찰찰찰

444...111...주주주골골골반반반절절절 신신신경경경세세세포포포에에에 발발발현현현된된된 GGGAAABBBAAAAAA 수수수용용용체체체의의의 특특특성성성

GABAA 수용체는 5-HT3,glycine,니코틴성 acetylcholine(ACh)수용체들과 마
찬가지로 5개의 소단위로 이루어진 오합체(pentamer) 구조의 이온통로이다.
GABA는 중추신경계의 대표적인 억제성 신경전달물질로 알려져 있으나,자율신경
계에서는 세포의 탈분극을 유발하며(Adams및 Brown,1975),이러한 탈분극은
GABAA 수용체 차단제에 의해 소실됨이 보고되었다(deGroat및 Booth,1993).
최근에 MPG에 존재하는 교감 및 부교감 신경세포를 전기생리학적 및 신경화학적
(neurochemical)특성을 기준으로 구분하려는 시도가 되어져 왔다(Zhu등,1995).
MPG 신경세포 종류에 따른 가장 큰 전기생리적 특징은 T-형 칼슘 전류의 존재
유무이다(Zhu등,1995;Zhu및 Yakel,1997).또 GABAA 수용체는 전기생리학적
으로는 T-형 칼슘 전류가 있는 세포에서 주로 존재하며(Kong등,2001),본 연구
에서는 교감 신경 marker인 TH에 염색이 되는 92%의 세포에서 GABAA 수용체
면역반응성(immunoreactivity)이 나타났다.이상의 결과들은 MPG 신경세포에서
GABAA 수용체는 주로 교감 신경절 세포에 발현되어있음을 시사한다.MPG에서
GABA 합성 효소 및 GABA를 함유한 신경세포의 존재(deGroat,1970;Kusunoki
등,1984)그리고 GABA 결합부위가 존재함이 보고되었다(Kusunoki등,1984).하
지만 MPG에서 세포의 종류에 따른 GABA 수용체의 구성과 이들 수용체 조절에
관한 연구는 현재까지 알려진 바가 없었다.본 연구의 결과로 볼 때 GABA 수용
체는 MPG중에서 주로 교감신경세포에 존재하는 것으로 추측된다.한편 GABA와
같은 오합체 구조의 5-HT3 수용체는 주로 부교감 신경세포에 발현되어 있으며
(Cha등,2004),니코틴성 ACh수용체도 교감 및 부교감 신경에 따라 그 특징이
일부 다름이 알려졌다(Park등,2004).MPG는 다른 자율신경절과는 달리 교감 및
부교감 신경이 동일 신경절 내에 존재하는 독특한 자율신경절이다(Dail,1996;
Keast,1999).따라서 MPG에서 세포 종류에 따른 GABAA 수용체 발현은 MPG에
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서 GABAA 수용체와 다른 수용체 간의 cross-talk조절을 연구하는데 좋은 모델
로 사용되고 있다.
MPG에서 GABAA 수용체를 구성하는 소단위들의 mRNA는 α3,α6,β2,γ1및

γ2S의 mRNA가 주로 발현 되었으며,α2,α5,및 γ2L역시 발현되었다.GABAA 수
용체는 많은 조합의 이종(heterogeneity)이 존재하며 많은 소단위들은 뇌의 부위에
따라 다른 분포를 한다(McKernan및 Whiting,1996;Sigel및 Buhr,1997).Native
GABAA 수용체에서 α와 β 소단위들은 수용체 구조를 이루는데 필수적인 요소로
간주되며,수용체의 생리적 특성은 각 소단위의 구성에 따라 다르게 나타난다.
GABAA 수용체는 benzodiazepine,barbiturate,neurosteroid,항경련제 및 알콜 등
과 같은 여러 약물들의 표적이 되며,이러한 약물들의 효과는 GABAA 수용체 소
단위의 조합에 따라 다르게 나타난다.이러한 GABAA 수용체 소단위들은 조직이
나 부위에 따라 다르며,세포 종류에 따라 심지어 동일 종류의 세포에서도 다르게
나타날 수 있다.비록 nativeGABAA 수용체에서 α1β2(혹은 3)γ2소단위의 조합
이 가장 많이 존재하는 것으로 알려져 있지만 각각의 유전자의 고유 기능은 명확
히 알려져 있지 않았다.MPG 신경세포에서 GABA의 EC50값은 7.3 μM이었다.유
전자 재조합 실험에서 α,β,및 γ subunit의 조합으로 된 GABA 수용체의 EC50
범위는 1-50 μM이었으며,αβε,αβδ 혹은 αβ subunit의 경우에는 이보다 낮은
EC50 범위를 가진다고 알려져 있다(Angelotti등,1993;Saxena및 Macdonald,
1994).본 실험 결과에 따르면 MPG 신경세포는 α,β,및 γ subunit으로 이루어진
GABAA 수용체의 EC50값과 유사하였다.또한 GABAA 수용체 소단위 구성의 형
태와 여러 조절자에 의한 조절에 관련된 연구들이 대부분 뇌를 비롯한 중추신경
계에서 진행되었으며,자율신경계를 비롯한 말초신경계에서는 연구가 미흡하였다.
따라서 비뇨 생식계 및 장하부의 자율신경 중추로 알려진 MPG의 교감신경에
GABAA 수용체가 발현되어있으며,발현된 수용체의 소단위들의 규명은 비뇨생식
게 및 장하부에 작용하는 약물 혹은 GABAA 수용체 조절자들이 자율 신경계에 미
치는 영향을 이해하는데 중요한 기초를 제공할 것으로 사료된다.
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GABAA 수용체의 소단위들은 PKC,PKA,Ca2+-calmodulin-dependentkinase,
및 tyrosinkinase등과 같은 proteinkinase에 의해 인산화 되는 아미노산을
포함하고 있다(Song 및 Messing,2005).PKC는 phospholipid -dependent
serine-threoninekinase의 한 종류로 세포내 신호전달에 중요한 역할을 담당한
다.아홉 종류의 PKC아형들이 알려져 있으며,크게 세 그룹으로 구분된다.첫
번째는 ‘conventional'PKC(cPKC;α,β,및 γ)로 칼슘,phosphatidylserine(PS)
및 diacylglcerol(DAG)에 의해 활성화된다.두 번째 그룹은 ’novel'PKC(nPKC;
δ,ε,η,및 θ)로 PS및 DAG에 의해 활성화 되나 칼슘에 의해서는 활성화되지
않는다.마지막 그룹은 ‘atypical'PKC(aPKC;ζ 및 λ/ι)이다.이들은 칼슘 및
DAG에 반응하지 않으며,다른 지방 전달자(lipidmessenger)에 의해 활성화된
다.본 연구에서 GABAA 수용체는 PKC 활성제에 의해 크게 그 기능이 커졌
으며,억제제에 의해서는 감소되는 조절 기전을 보여주었다.이러한 PKC 활성
제 및 억제제에 의한 조절은 세포내 환경을 그대로 유지시킨 gramicidin
perforatedpatch나 높은 농도의 EGTA를 포함한 whole-cellpatch하에서 동일
하였다.높은 EGTA를 사용하여 칼슘을 충분히 치환하였을 경우에도 PKC에 의
한 조절이 남아있는 것으로 보아 MPG에서 GABAA 수용체는 칼슘 비민감성
PKC 아형에 의해 조절 될 것으로 사료된다.특별히 DAG의 세포투과형 유도
체인 OAG에 의한 GABA 전류의 증감이 나타나지 않음으로 GABA 전류에 관
여하는 PKC는 atypicalPKC이고,분자생물학적 동정으로 ξ형의 PKC임을 확인
하였다.한편 쥐의 retina에서 ξ형의 PKC는 GABAC 수용체 ρ 소단위체의 인산
화로 GABA current를 조절한다고(Croci등,2003)보고되어 있으나 본 실험에
서는 GABAA를 매개로 그 효과가 확인되었다.
보고에 따르면 PKC에 의해 GABAA 수용체의 소단위체가 인산화되는 위치가

invitro실험으로 밝혀졌는데,그 위치는 β1소단위체의 Ser409(Moss등,1992)
와 γ2L소단위체의 Ser327,Ser343(Whiting등,1990)가 GABAA 수용체의 기능



-35-

에 중요하게 관여하는 것으로 보고되었다.본 실험결과 MPG에는 β2,γ1및 γ

2소단위체가 주요하게 발현되는 양상이 역전사 중합 연쇄반응으로 확인되었
고,특히 γ 소단위체가 PKC에의해 인산화되어 GABAA 수용체의 기능 조절에
관여할 것으로 추측된다.
PKA 역시 GABA 전류의 조절에 관여한다고 보고되었는데 MPG에서는 PKC

와는 반대되는 방향으로 PKA의 활성제와 억제제에 의해 조절되었다.추후 연
구에서 PKC에 의해 조절되는 GABAA 수용체의 소단위체의 규명과 PKA의 조
절관계를 밝혀야 할 것이다
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수컷 쥐 주골반 신경절 세포에 GABAA 수용체의 아형 및 기능을 확인하고,
PKC에 의한 GABA 활성화 전류에 대한 조절의 특성을 실험하여 다음과 같은 결
과를 얻었다.

1.GABAA 수용체는 주로 교감신경에만 발현되어 있으며,막전압의 탈분극을 유도
하는 흥분성 효과를 나타내었다.

2.면역염색결과 β2혹은 β3subunits가 주로 교감신경에서 확인되었다.
3.RT-PCR결과 α1을 제외한 α2-6아형과 β2,γ1및 γ2가 확인되었으나,GABAC
수용체를 구성하는 ρ subunit은 검출되지 않았다.

4.GABAA 수용체는 PKC activator들에 의해 증가되었고,inhibitor들에 의해서는
억제되었다.

5.칼슘에 의한 GABAA 수용체의 증감 효과는 세포내 칼슘이온에 무관하게 이루
어졌다.

6.GABA에 의해 유도되는 전류는 OAG에 의해 영향을 받지 않았는데 이는 주로
PKC에 의한 조절이 비정형(atypical)PKC에 이루어짐을 시사하며,이를 PCR
을 통해 재확인할 수 있었다.

7.PKA의 활성제에 의해 GABAA 수용체에 의한 GABA 전류가 억제하였고,억제
제에 의해 증가하였다.

이상의 결과로 미루어 보아 주골반 신경절의 교감신경세포에서 확인된 흥분성
GABAA 수용체는 PKC에 의해 더욱 강력히 활성화되며,여러 아형중 비정형
PKC가 관여한다.이와 같은 효과는 교감신경 말단에서의 noradrenaline의 분비
를 조절하여 더욱 효과적인 기능을 담당하고 이는 장(bowel)운동,배뇨 및 발기
등과 같은 최종 복강장기의 활성도를 조절하는 주요 인자가 될 수 있으리라 여겨
진다.
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MMMoooddduuulllaaatttiiiooonnnooofffGGGAAABBBAAAAAA rrreeeccceeeppptttooorrrbbbyyyPPPrrrooottteeeiiinnnkkkiiinnnaaassseeeCCCiiinnnMMMPPPGGG

Choi,YeunJong
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(DirectedbyProfessorInDeokKong)

Activation ofautonomicnervoussystem in variouspelvicorgan playsa
roleofvariousphysiologicalfunctions.Majorpelvicganglia(MPG)isimplicated
in autonomicreflexessuch aspenileerection and micturition in urogenital
system andinbowel.

γ-aminobutyricacid(GABA)isthemajorinhibitoryneurotransmitterinthe
centralnervoussystem,and itsactionsaremediated bysubtypesofGABA
receptors,GABAA,GABAB,andGABAC.GABAA,receptorconsistingofα,β,γ 

and δ subunitsisaheterooligomericligand-gatedchloridechannel.Itiswell
known that the occupation of GABAA receptor by GABA leads to
hyperpolarize the membrane potential due to increasing in chloride
conductancesinmanyneuronalcells.
Thisstudywasperformedtoconfirm whichtypesfoGABAA receptorsare

expressedintheneuronsofMPG andhow proteinkinaseC(PKC)areinvolved
intheregulationofGABAA receptorfunction.
GABAA receptorsareexpressedparticularinsympatheticMPG neuronsand

one mediated made excitatory function in neuronal excitability.
Immuno-staining studies revealed thatmajorexpression pattern ofGABAA
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subunitswas β2or β3insympatheticneuronsandRT-PCRshowedexpression
ofmRNA for α2-6,β2,γ1and γ2.However,mRNA of ρ subunitconsistingof
GABAC wasnotdetected.
The GABA-induced inward currentwasincreased by PKC activatorsin

time-dependentmannerand decreased byPKC inhibitors.Theseeffectswere
not associated with intracellular Ca2+ and OAG, membrane permeable
diacylglycerol(DAG)analogue.ThisresultmeansthatthesubfamilyofPKC
participating in activation ofGABAA receptor is atypicalPKC (aPKC). ξ 

isoform ofaPKC wasdetectedbyRT-PCR.Takingtogether,wesuggeststhat
excitableGABAA receptorinsympatheticMPG neuronseemedtoberegulated
byaPKC.Ontheotherhands,theGABA-inducedcurrentwasdecreasedby
PKA activators and increased PKA inhibitors.These results suggestthat
GABAA receptorcouldbealsomodulatedbyadenylylcyclase-PKA.
TheregulatoryrolesofPKC onexcitatoryGABAA receptorsinsympathetic

neuronsofMPG seemedtobeanimportantfactortocontrolthefunctional
activity ofvariouspelvicorganssuch asbowelmovement,micturition and
erection.
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Key words:GABAA Receptor,Protein kinaseC,Protein kinaseA,Major
pelvicganglia
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