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국국국문문문요요요약약약

Acidsensingionchannels이 말초신경 손상에 의한
과민통 반응에 미치는 영향

말초신경 손상은 말초 쪽으로 왈레리 변성을 유도하는데,손상부위에서
H+이온 농도가 증가 된다.또한 H+는 acidsensingionchannels(ASICs)
에 직접 작용하여 일차 구심신경의 흥분을 유도하는 것으로 알려졌다.본
연구는 말초에서의 ASICs활성화와 구심신경의 ASICs발현 변화가 신경
병증통증 유발에 기여하는지를 조사하였다.
신경병증은 쥐의 좌측 제5요 척수신경을 결찰하여 유발하였다.과민통

반응은 발바닥에 가해준 vonFreyfilament에 대한 회피반응의 역치를 측
정하여 조사하였다.신경병증통증에서 ASICs의 기여 여부를 알기위해 손
상 측 발바닥에 피하주사한 amiloride(ASICs차단제)가 과민통 반응에 미
치는 영향을 조사하였다.신경병증통증시 구심신경의 ASICs발현 변화의
관여 여부를 알기위해 구심신경의 ASIC3와 ASIC2a의 발현 변화를 면역조
직화학으로 조사하였다.또한 말초신경에서 ASIC3의 말초 또는 중추 쪽
이동을 조사하였다.
신경병증 모델 쥐에서 신경손상 동측 발에 가해준 필라멘트에 대한 회피

반응의 역치감소로 측정된 기계적 과민통반응은 amiloride를 피하주사로
처치 시 완화되었다.ASIC3는 배근신경절 내 세 종류 신경세포 중,작은
직경의 구심신경(C-구심신경)에서 주로 발현되는데 모델쥐는 대조군에 비
하여 제4요 배근신경절에서 ASIC3발현 C-구심신경의 수적 증가를 보였
다.한편,ASIC2a는 중간 및 큰 직경의 구심신경(각 각Aδ-와 Aβ-구심신
경)에서 주로 발현되는데,이러한 발현은 제4요 및 제5요 배근신경절 모두
에서 모델 쥐와 대조군 간에 차이를 보이지 않았다.ASIC3는 구심신경에
서 척수 쪽으로는 이동이 이루어지지 않고 말초 쪽으로 만 이동됨을 보이
는데 이러한 이동양상은 모델쥐와 대조군 모두에서 관찰되었다.
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이상의 결과는 부분적 말초신경손상에 의해 유발된 기계적 과민통 반응
에는 손상에 의해 분비된 H+이온에 의한 말초에서의 ASIC3활성화와 이
와 더불어 ASIC3를 발현하는 비손상 침해수용성 구심신경의 수적 증가가
기여함을 의미한다.따라서 말초에서의 ASIC3활성화의 차단과 ASIC3-발
현 비손상 침해수용성 구심신경 증가의 억제가 신경병증통증 치료를 위해
이용될 수 있을 것이다.
------------------------------------------------------------
핵심되는 말 :신경병증통증,척수신경결찰,왈레리변성,기계적 과민통,
ASIC3,ASIC2a,침해수용성 구심신경,배근신경절
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Acidsensingionchannels이 말초신경 손상에 의한
과민통 반응에 미치는 영향

<지도교수 임임임 중중중 우우우>

연세대학교 대학원 의과학과

김김김 경경경 화화화

ⅠⅠⅠ...서서서론론론

말초신경에 부분적인 손상이 발생한 경우 만성적인 신경병증통증
(neuropathicpain)이 유발되는데,이 통증은 자발통(spontaneousburning
pain),과민통(hyperalgesia)과 이질통(allodynia)등이 특징적이다.말초신경
손상에 의한 신경병증통증 기전으로 몇 가지 가설이 제시되어 왔으나,아
직 그 기전이나 증상의 경감에 대해서 명확히 알려진 바는 없다.신경병증
통증 기전으로 가장 널리 받아들여진 가설은 중추성 민감화(central
sensitization)로,이는 손상된 A-구심섬유에서 지속적인 구심성 신경임펄
스가 발생하여 2차적으로 중추신경계의 변화를 유도하게 되어 척수후각신
경세포의 흥분성이 증가되는 것을 말한다1-3.즉,신경손상 모델에서 척수후
각세포의 수용야(receptivefield)가 확장되며 기계적 혹은 열적 자극에 대
한 척수후각세포의 반응도가 현저히 증가되는 현상이 나타난다4.하지만,
손상 A-구심섬유에서 발생한 이소성 신경방전(ectopicnerveactivity)이
중추성 민감화를 유발하고 유지한다는 가설은 아직 논란의 여지가 있다.
신경병증통증 유발에 대한 다른 가설로서 손상부위에 근접한 비손상 C-

구심섬유의 신경 흥분성 증가가 제안되었는데,이는 신경손상 후 비손상
C-구심섬유에서 자발성 신경발화의 출현5-6과 반응유발 역치의 감소7에 관
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한 발견에 의해 뒷받침된다.이러한 비손상 C-구심신경의 흥분성 증가에
관한 근거로서 신경병증통증시 C-구심신경 특이적 채널 단백질인
transientreceptorpotentialvanilloidreceptor1(TRPV1)과 Na+채널 아형
인 NaV1.8의 비손상 C-구심신경 내 발현 증가8-9가 관찰되었다.
왈레리 변성이 진행되는 손상신경 주변 부위에서는 염증전구물질 외에도

H+이온 농도가 증가함이 밝혀졌다10-12.또한 사람피부에 낮은 pH 용액 주
입이 기계자극에 대한 과민반응을 유도하고13,H+이온의 처리가 침해수용
신경의 기계자극에 대한 과민화를 유도하였다14-16.한편 H+이온에 반응하
여 신경흥분성을 유발하는데 관여하는 채널로는 acid-sensing ion
channels(ASICs)이 있는데17-19,여러 아형 중 ASIC3가 C-구심신경에 특
이적으로 존재한다고 밝혀진 바 있다20-22.따라서 신경병증통증시 말초에서
분비된 H+의 작용에 의한 C-구심신경 흥분성 유발에 관여하는 ASIC3의
발현 변화가 신경손상에 의한 과민통 유발에 기여할 것임을 추측할 수 있
다.실제로 염증유발시 ASIC3의 발현이 C-구심신경에서 증가하였고21,다
른 염증전구물질에 의해 ASIC3을 통한 C-구심신경의 흥분성이 증가되었
다고 보고된 바 있다23.
본 연구에서는 부분적 말초신경손상에 의해 유발되는 신경병증통증에 말

초의 ASICs가 기여할 것임을 밝히고자 하였다.이를 위하여 말초신경손상
에 의한 신경병증통증 모델로 잘 알려진 제5요 척수신경결찰(L5spinal
nerveligation,L5SNL)모델 쥐를 이용하여,1)ASICs차단제의 손상 측
발바닥내 피하주입이 신경병증통증 생성에 영향을 미치는지를 행동학적 실
험으로 확인하고,2)ASICs의 아형인 ASIC3나 ASIC2a를 발현하는 구심신
경의 수적변화를 L5배근신경절(손상된 구심신경 세포체 존재)과 L4배근
신경절(비손상 구심신경 세포체 존재)에서 면역조직화학법으로 조사하였다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...실실실험험험 동동동물물물

본 연구는 본교 의과대학 실험동물 윤리위원회의 승인을 받은 후 규정에
따라 진행되었다.실험대상인 수컷 Sprague-Dawley(200-250g)흰쥐는
실험에 앞서 12시간을 주기로 낮-밤을 교대로 유지할 수 있는 사육장에서
3일 이상 온도와 습도가 유지되는 상태로 충분한 물과 먹이를 제공받았다.

222...수수수술술술 처처처치치치

신경병증통증 모델로는 제5요 척수신경 결찰(L5SNL)술을 시행했다.
실험동물을 고농도의 enflurane(유도 4%,유지 2%)과 O2의 혼합가스로
흡입 마취시킨 뒤,수술 처치를 시행했다.좌측 제5요 척수신경을 노출한
후 수술용 견사(6-0)를 이용해 노출된 신경을 결찰한 후 결찰 부위에서 1
mm 정도 말초쪽 부위를 절단하였다.대조군으로는 척수신경 절단만 하지
않고 다른 모든 과정은 실험군과 동일하게 실시한 가성수술 (sham-
operation)을 가해준 쥐를 이용하였다.
또한 배근신경절(dorsalrootganglion,DRG)에서 말초 신경말단으로의

이동(transportaion)을 알기 위해 L5 SNL 4일 후 동측의 좌골신경을
결찰(sciaticnerveligation)했다.무릎 부근의 좌골신경을 실크실(6-0)로
묶어 말초 쪽으로의 물질 이동을 차단하였으며 정상대조군(naive)역시
같은 방법으로 결찰술을 시행 하였다.물질 이동 차단 3일 후 차단 부위의
앞뒤로 각 10mm 정도를 절단하여 이 조각을 대상으로 ASIC3와 CGRP
(calcitonin-generelatedpeptide)에 대한 면역조직화학을 시행하였다.
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333...약약약물물물 투투투여여여

신경병증통증 모델 쥐에서 ASICs차단제의 기계적 과민통에 대한 효과
를 살펴보기 위해서 약물을 투여했다.ASICs차단제 amiloride(Sigma
Chemical,St.Louis,MO,USA)를 사용 바로 직전에 멸균증류수에 녹여서
사용하였다.약물은 동물을 enflurane으로 마취 한(3%,2-3 분) 후
28-gauge의 주사바늘이 달린 50μl해밀턴 주사기를 이용하여 발바닥 피하
에 주입(0.01mg/30 μl)하였다.주입 시 생성된 수포(bleb)는 10분 이내에
사라졌다.대조군에는 동일량의 멸균증류수를 동일한 방법으로 주입하였다.
신경손상으로 유도된 기계적 과민통에 대한 amiloride의 전처치와 후처치
효과를 알아보기 위해,약물을 신경결찰 30분전에 가해주거나 신경결찰 후
7일 째에 가해주었다.

444...행행행동동동 실실실험험험

신경병증통증 모델 쥐에서 기계적 과민통 정도를 알아보기 위해서,발회
피역치(paw withdrawalthreshold,PWT)로 행동검사를 시행하였다.동물
을 금속철망(망 간격,0.5×0.5cm2)위쪽에 위치한 투명한 플라스틱 상자 안
에 넣은 뒤,이들이 환경 변화에 따르는 스트레스를 피하도록 30분간 적응
시켰다.가는 필라멘트(vonFreyfilament)가 부착된 자극기를 사용하여 발
회피역치를 조사하였다24.모든 자료는 평균±표준오차로 나타낸 후,동일한
측정 시각에 그룹간의 역치값은 Mann-Whitneyrank-sum test를 실시하
여 분석하였다.또 측정 시각에 따른 같은 그룹의 역치값의 비교는
Wilcoxonsigned-ranktest를 시행하여 분석하였다.각 경우에서 p값이
0.05미만인 경우 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.

555...면면면역역역조조조직직직화화화학학학 염염염색색색
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가가가...표표표본본본제제제작작작
ASIC3혹은 ASIC2a양성 신경세포를 관찰하기 위해 면역과산화효소법

(immunoperoxidasestaining)을 실시했다.신경병증통증 모델쥐에서는 제5
요 척수신경 결찰 7일 후에 희생시킨 뒤,0.1M 인산염완충액(phospate
buffer,PB)을 심장을 통해 관류하고,4% paraformaldedehyde고정액(0.1M
PB,pH 7.4)으로 관류 고정하였다.적출된 배근신경절은 통상 표본제작과
정에 따라 포매한 뒤 저온조 미세절단기를 이용하여 -21℃에서 10 μm로
절편하였다. 절편된 조직은 양이온으로 처리된 슬라이드(Probeon
plus-slide,FisherScientific,Pittsburgh,PA,USA)에 붙인 후 -70℃에 보
관 하고 필요시 사용했다.

나나나...면면면역역역과과과산산산화화화효효효소소소법법법(((iiimmmmmmuuunnnooopppeeerrroooxxxiiidddaaassseeessstttaaaiiinnniiinnnggg)))

ASIC3,ASIC2a양성 신경세포의 확인을 위해 먼저,박절된 배근신경절
을 Histostain-plyskit(Zymedlaboratories,SanFrancisco,CA,USA)를
이용하여 1:100으로 희석한 anti-ASIC3항체(Chemicon,Temucula,CA,
USA),1:20으로 희석한 anti-ASIC2a항체(Alomone,Jerusalem,Israel)를
실온에서 24시간 처리하고 다시 PB로 세척한 후 DAB-pluskit(Zymed
laboratories,SanFrancisco,CA,USA)로 발색하였다.표본을 건조시킨 후
핵과 인을 파악하기 위해 Mayer's hematoxylin (Sigma Chemical,St.
Louis,MO,USA)으로 대조염색을 한 후 통상의 탈수과정을 거치고,덮개
유리를 씌워 관찰할 수 있는 표본을 제작하였다.모든 염색과정에서 항상
정상대조군과 신경손상군을 동시에 처리하여 과정상 염색정도를 균일하게
하였다.

다다다...면면면역역역형형형광광광법법법(((iiimmmmmmuuunnnooofffllluuuooorrreeesssccceeennntttssstttaaaiiinnniiinnnggg)))
척수와 배근신경절에서 ASIC3와 CGRP (calcitonin gene-related

peptide)의 colocalization과 좌골신경결찰 후 두 단백질의 말초로의 이동은
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면역형광법(immunofluorescentstaining)을 통해 살펴보았다.L5SNL7일
후 비손상근접 L4DRG와 그것과 연결되어 있는 척수는 30 μm로,좌골신
경결찰술 3일 후 결찰한 좌골신경은 15 μm로 앞선 과정과 동일하게 절편
하였다. 1:100으로 희석한 guinea pig anti-ASIC3 항체(Chemicon,
Temucula, CA, USA), 1:1000으로 희석한 rabbit anti-CGRP 항체
(Chemicon,Temucula,CA,USA)를 실온에서 24시간 처리하고 다시 PB로
세척하였다.그 다음에는 상온에서 1:100으로 희석한 Cy2‐conjugated
Goatanti-guineapigIgG(JacksonImmunoResearchLaboratories,West
grove,PA,USA),1:200으로 희석한 Cy3‐conjugated Goatanti-rabbit
IgG (JacksonImmunoResearchLaboratories,Westgrove,PA,USA)을
상온에서 1시간 처리하였다. 세척 후, Vectorshield (Vector Labs,
Peterborough,UK)를 적용한 후 덮개 유리를 씌워 건조시켰다.모든 염색
과정에서 항상 실험군은 대조군과 동시에 처리하여 과정상 염색정도를 균
일하게 하였다

666...관관관찰찰찰 및및및 계계계측측측

배근신경절의 세포 형태분류법에 따라 신경세포체의 장축과 단축의 평균
값을 구한 후 세포직경에 따라 신경세포체를 계측하였다;small(<30 μm),
medium (30-50 μm), large-sized neurons (>50 μm). Eye piece
micrometer를 삽입한 광학현미경에서 전체 신경원을 연속으로 계수하였는
데,여기서 ASIC3혹은 ASIC2a에 면역반응 양성 신경원이란,명확한 핵
속에 파란빛의 인을 가진 신경세포체중 진갈색의 과립 세포질을 가진 것으
로 간주하였다.요수신경 배근신경절내 신경세포체 인의 평균직경은 4 μm
로25,10μm로 절편한 조직에서 일부 중복이 있을 수 있으나,뚜렷한 인을
가진 신경세포체만을 계측하여 중복을 가능한 피하려고 했다.계측한 모든
자료는 평균±표준오차로 나타내었으며,면역반응 양성 신경세포체의 개수
에 대한 다른 그룹간의 동일한 배근신경절에서의 비교는 unpariedp-test
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(대조군 대 모델쥐)를 사용하여 통계 분석하였다.각 경우에 있어서 p값
이 0.05미만인 경우 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결과과과

111...제제제555요요요 척척척수수수신신신경경경 손손손상상상 모모모델델델 쥐쥐쥐의의의 말말말초초초에에에 가가가해해해준준준 AAASSSIIICCCsss차차차단단단제제제의의의 효효효
과과과

제5요 척수신경 손상 후 발생하는 기계적 과민통 반응을 발회피역치를
측정하여 판단하였다.발회피역치는 손상 하루 후에 손상 전 값에 비하여
감소하였고 이러한 감소는 측정기간 내내 유지되었다(p<<< 0.05,Wilcoxon
signed-ranktest).손상 측 발에서 측정된 발회피역치 감소는 반대측 발이
나 가성수술군에서 얻은 값에 비해서도 유의하였다(p < 0.05,Mann-
Whitneyrank-sum test).
ASICs차단제가 신경손상에 의해 유도된 기계적 과민통에 효과가 있는

지를 알아보기 위해,amiloride(0.01mg)를 신경손상 전 혹은 후에 발바닥
에 주입했다.우선 전처치 효과를 살펴보기 위해 요수 5번 신경 손상 30분
전,동측 발바닥내로 amiloride를 주입했다.후처치 효과를 파악하기 위해
선 신경 손상 제 7일에,동측 발바닥에 amiloride를 주입했다.대조군으로
는 동일한 용량의 멸균증류수를 동일 손상 모델군에 주입했다.그림 1B에
서 보는 것처럼,신경손상 후 과민통반응이 확립된 동물에서 보인 감소된
발회피역치는 amiloride주입 후 반전(reversion)되었고 이는 75분가량 지
속되었다.이러한 반전은 반대측 발이나 대조군에서 얻은 값에 비해서도
유의하였다.
전처치 효과를 살펴보기 위한 실험에서,신경손상 30분전에 amiloride를

주입한 군은 멸균증류수를 주입한 군이나 반대측 발과 비교하여 신경손상
에 의한 발회피역치 감소 양상 에 있어서 유의한 차이를 보이지 않았다(그
림1C).대조군의 경우,손상 후 1일 이내에서는 발회피역치 감소가 유도되
기 시작하는 시점이 개체별로 심한 차이를 보였다.
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그그그림림림 111.제5요 척수신경 손상 모델 쥐의 말초에 가해준 ASICs차단제의 효과.모
델쥐의 손상 동측(ipsilateralside)은 대조군에 비해 2주 이상 PWT가 감소하였다
(그림 1A).신경손상 7일 후 amiloride를 동일 손상 측 발바닥내 피하주입했을 시
대조군에 비해 PWT가 증가했다(그림 1B).신경손상 30분전 amiloride를 동측에
발바닥 내 피하주입 했을 시 대조군과 유의한 차이가 없었다(그림 1C)(p< 0.05,
Mann-Whitneyrank-sum test).
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222...배배배근근근신신신경경경절절절 내내내 AAASSSIIICCC333---면면면역역역반반반응응응 양양양성성성 신신신경경경세세세포포포

배근신경절에서 ASIC3의 항체를 사용한 면역조직화학적 방법으로 염색
한 표본에서 면역반응에 양성을 보이는 신경세포는 세포질에 짙은 갈색 과
립으로 나타났다.ASIC3면역반응 양성 세포체는 주로 직경이 작은 신경
원에서 발견되었는데,그 전형적인 예를 그림-2에 나타내었다.이러한
ASIC3면역반응 양성 신경세포를 모델쥐와 대조군의 제5요 및 제4요 배근
신경절을 대상으로 계수하여 그림-3에 나타내었다. 먼저,제5요 배근신경
절 내 존재하는 총 신경세포 수의 평균값은 두 집단 간에 통계적으로 유의
한 차이가 없었으나[p>0.05,대조군=3806.3±60.4(n=3);모델쥐=4295±65.17
(n=3)],제4요 배근신경절 내 존재하는 총 신경세포 수의 평균값은 모델쥐
와 대조군 간에 통계적으로 유의한 차이가 있었다[p>0.05,대조군=3539
±179.0(n=3);모델쥐=4820±387.5375(n=3)].배근신경절 내 세종류의 세포집
단 모두에서 ASIC3면역반응 양성 신경세포가 차지하는 비율은 두 집단
간에 유의한 차이가 없었다.



- 11 -

그그그림림림 222.모델쥐와 대조군에서 관찰된 제5요 및 제4요 배근신경절 내 ASIC3면역
반응 신경세포의 예.A와,D는 대조군,C와 E는 모델쥐의 신경절을 찍은 사진으
로서 B는 A의 빨간 사각형 부분을 확대한 것이다.ASIC3면역반응 신경세포는
대부분 작은 직경의 신경세포이었다(검은 화살표).갈색 과립을 가진 세포질을 가
졌지만 핵속에 인이 판별되지 않은 신경세포체는 면역반응 양성으로 간주하지 않
았다(하얀 화살표)(그림 2B).제4요 신경절에서 ASIC3면역반응 신경세포가 작은
직영을 가진 세포에서 증가함을 확인했다(그림 2E).Scalebar:50 μm.배율 :A,
C,D,E-200배,B-400배.
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그그그림림림 333... 제5요 및 제4요 배근신경절 내에서 ASIC3양성 신경세포의 비율.대조
군에서 얻은 ASIC3면역반응 신경세포의 평균 개수를 나타내는 막대(전체)에 모
델쥐에서 얻은 그것의 평균 갯수를 나타내는 막대(검은 부분)를 겹쳐서 표시하였
다.제5요 신경절내에서는 대조군과 모델쥐 간의 유의한 차이가 없었으나(그림
3A),제4요 신경절내에서는 작은 직경의 세포유형에서 대조군과 모델쥐간의 면역
반응 신경세포의 유의한 차이가 있었다(그림 3B)(p<0.05,unpairedt-tes
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333...배배배근근근신신신경경경절절절 내내내 AAASSSIIICCC222aaa---면면면역역역반반반응응응 양양양성성성 신신신경경경세세세포포포

ASIC2a면역반응 양성 신경세포를 모델쥐와 대조군의 제5요 및 제4요
배근신경절를 대상으로 계수하여 그림 5에 나타내었다.ASIC2a면역반응
양성 세포체는 주로 직경이 큰크기와 중간크기의 신경세포에서 발견되었는
데,그 전형적인 예를 그림 4에 나타내었다.제5요 배근신경절 내 존재하는
총 신경세포 수의 평균값은 두 집단 간에 통계적으로 유의한 차이가 없었
으며[p>0.05,대조군=3772.0.3±290.0(n=3);모델쥐=3950±115.7(n=3)],제4요
배근신경절 내 존재하는 총 신경세포 수의 평균값도 두 집단 간에 통계적
으로 유의한 차이가 없었다[p>0.05,대조군=3631.7±208.1(n=3); 모델쥐
=3398.7±219.2(n=3)].한편,배근신경절 내 세종류의 세포집단 모두에서
ASIC2a면역반응 양성 신경세포가 차지하는 비율은 두 집단 간에 유의한
차이가 없었다.
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그그그림림림 444.모델쥐와 대조군에서 관찰된 제5요 및 제4요 배근신경절 내 ASIC2a면역
반응 신경세포의 예.A와 C는 대조군,B와 D는 모델쥐의 신경절에서 얻은 사진이
다.ASIC2a면역반응에 양성인 신경세포체는 대부분 중간 혹은 큰 직경의 신경원
이었다(검은 화살표).대부분 작은 직경의 신경원은 갈색 과립을 가진 세포질을
가졌지 않았다(하얀 화살표)(그림 4C).Scalebar:50μm.배율:200배.
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그그그림림림 555...제5요 및 제4요 배근신경절 내에서 ASIC2a양성 신경세포의 비율.대조
군에서 얻은 ASIC2a면역반응 신경세포의 평균 개수를 나타내는 막대(전체)에 모
델쥐에서 얻은 그것의 평균갯수를 나타내는 막대(검은 부분)를 겹쳐서 표시하였
다.제5요 신경절에서도 (그림 7A),제4요 신경절에서도(그림 7B)대조군과 모델
쥐 간의 유의한 차이가 없었다(p>0.05,unpairedt-test).
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444...구구구심심심신신신경경경에에에서서서 AAASSSIIICCC333및및및 CCCGGGRRRPPP의의의 말말말초초초 및및및 척척척수수수 쪽쪽쪽으으으로로로의의의 이이이동동동 양양양상상상

이전 연구에서 정상 구심신경 내 생성된 일부 ASICs아형은 척수 쪽 말
단으로의 이동 없이 말초 쪽 말단 쪽으로 만 이동함이 밝혀진 바 있다26.
본 실험 결과에서 신경병증통증에서 비손상 구심신경의 ASIC3발현이 증
가되었음을 확인했다.이 경우 ASIC3의 이동 양상에 변화가 있는지를 조
사하였다.말초 쪽으로의 이동은 좌골신경을 사전에 결찰하여 물질의 이동
을 막은 후 결찰 앞부위에서 물질의 축적 여부로 확인하였고,척수 쪽으로
의 이동은 척수후각에서 물질의 존재 여부로 확인하였다.이때,구심신경에
서 양방향으로 이동되는 물질로 잘 알려진 CGRP에 대한 실험을 함께 수
행하였다.
신경결찰 후 7일 경과된 모델쥐에서 제4요 배근신경절 내 작은직경 신경

세포에서 ASIC3와 CGRP에 함께 면역반응을 보이는 세포가 높은 비율로
존재함을 확인하였다(그림 6A,B,C).이때,제4요 척수의 후각에서 CGRP
에 대한 면역반응은 뚜렷하였으나(그림 6E),ASIC3의 면역반응은 거의 존
재하지 않았다(그림6D).
한편 신경결찰 후 4일 경과된 모델쥐를 대상으로 무릎부근에서 좌골신경

결찰을 실시한 후 3일 경과된 뒤 결찰신경 전후 부위에서의 ASIC3와
CGRP에 대한 면역반응 정도를 면역형광법으로 측정하였다.이때 대조군을
대상으로 동일한 방법을 적용하여 실험을 실시하였다.ASIC3의 경우 모델
쥐와 대조군 모두에서 결찰 앞부위에 축적되었는데,이러한 ASIC3의 축적
은 모델쥐가 대조군에 비하여 더 높은 강도로 관찰되었다(그림7A,B).
CGRP의 경우도 모델쥐와 대조군 모두에서 결찰 앞부위에 축적됨이 관찰
되었으나,그 축적강도는 두 그룹 간에 차이를 관찰하기 어려웠다(그림
7C,D).
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그그그림림림 666.모델쥐의 제4요 배근신경절과 제4요 척수후각 내에서의 ASIC3 혹은
CGRP 면역반응.면역형광법을 통해 ASIC3항체(녹색)와 CGRP 항체(빨간색)를
볼 수 있다.제4요 배근신절에서는 ASIC3와 CGRP모두에 면역반응을 보이는 신
경세포(이중염색된 세포,하얀 화살표)가 많이 존재하나(A,B,C),제4요 척수후각
에서는 CGRP의 면역반응성은 뚜렷한 반면 ASIC3의 면역반응성은 없었다(D,E,
F).배율:100배,scalebar:100μm.
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그그그림림림 777...사전에 결찰한 좌골신경의 결찰 전후부에서 보이는 ASIC3혹은 CGRP의
면역반응성의 모델쥐와 대조군 간 비교.모델쥐와 대조군을 대상으로 좌측 좌골신
경(무릎부근)을 수술실로 결찰한 뒤 3일 경과 후 결찰 앞뒤부위를 잘라 적출한 신
경조각에서 결찰 앞 부위의 ASIC3와 CGRP의 축적된 정도를 면역형광법으로 조
사하였다.ASIC3의 결찰 앞 부위 신경에서의 축적은 모델쥐와 대조군 모두에서
관찰되었는데,축적의 정도는 모델군이 대조군에 비해 더욱 강한 것으로 관찰되었
다(A,B).한편 CGRP의 경우도 모델군과 대조군에서 결찰 앞 부위 신경에서 축
적은 보였으나,두 그룹 간에 축적정도의 차이는 관찰하기 어려웠다(C,D)배율:
100배,scalebar:100 μm.
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ⅣⅣⅣ...고고고찰찰찰

본 실험에서는 제5요 척수신경결찰 모델 쥐와 대조군을 이용하여,손상
신경이 분포하는 뒷발피부에서 ASICs의 작동을 차단한 결과 이 모델쥐에
서 관찰된 기계적 과민통 반응이 완화됨을 보였다.또한 ASICs의 두 아형
인 ASIC3와 ASIC2a중 ASIC3를 발현하는 비손상 C-침해수용성 구심신
경의 수가 모델쥐에서 대조군에 비해 증가됨을 보였다.마지막으로 ASIC3
의 구심신경 내 이동은 척수 쪽으로는 되지 않고 말초 쪽으로만 이루어졌
는데,이러한 이동 양상은 모델쥐 뿐 아니라 대조군에서도 관찰되었다.
척수신경손상 후 확립된 기계적 과민통 반응이 손상측 발피부에 국소적

으로 적용한 ASICs차단제에 의해 완화됨을 보였는데,이 결과는 피부 부
위에서의 지속적인 ASICs의 활성화가 과민통 반응 유지(maintenance)에
기여함을 의미한다.한편 ASICs차단제를 같은 방법으로 척수신경손상 전
에 처리한 경우는 차단제를 처리하지 않은 경우와 비교해 볼 때,신경손상
하루 후부터 측정한 기계적과민통 반응에 있어서 차이를 보이지 않았는데,
이는 과민통 반응 유도(induction)에는 ASICs의 활성화가 관여하지 않음을
시사한다.그러나 ASICs차단제의 전처치가 신경손상 후 하루 이내에서
짧은 기간 동안(예컨대,수 시간동안)과민통 반응을 억제 또는 지연시켰다
면 이는 ASICs의 활성화가 과민통 반응 유도에도 기여했을 것인데,이러
한 가능성을 배제할 수 없다.좌골신경결찰(sciaticnerveligation)한 신경
병증통증 모델쥐에서 melatonin약물을 신경손상 전처치 시,초기 30분과
1시간에만 과민통 반응이 완화됨이 보고된 바 있다27.본 연구에서 신경손
상 후 하루 이내에서는 차단제의 전처치에 의한 과민통 반응 지연 여부를
결정하지 못했는데 그 이유는 정상쥐의 경우도 신경손상 후 하루 이내에서
는 기계적 과민통 반응 유발 시간이 개체 간에 다양하게 관찰되었기 때문
이다.
신경병증통증시 말초의 ASICs가 기계적 과민통 반응 생성에 어떻게 관

여하는지에 관해서는 아직 밝혀지지 않고 있다.하나의 가능한 설명은 부
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분적 말초신경 손상 후 손상신경의 말초 쪽으로 진행되는 왈레리 변성
(Walleriandegeneration)부위에서 염증반응이 유도되고 그 결과 여러 염
증전구물질 뿐 아니라 H+가 분비되는데,특히 H+는 비손상 침해수용성 구
심신경에 존재하는 ASICs에 작용하여 이들 침해수용신경을 민감화하고 이
를 통해 과민통 반응을 유발할 수 있다는 것이다.이러한 가능성은 다음의
실혐결과에 의하여 뒷받침되어진다.즉,왈레리 변성이 진행되는 손상신경
주변 부위에서는 염증전구물질 외에도 H+ 이온 농도가 증가하였으며10-12,
H+이온에 반응하여 신경흥분성을 유발에 관여하는 ASIC3아형이 C-침해
수용성 구심신경에 특이적으로 존재함이 밝혀졌다20-22.또한 낮은 pH 용액
을 사람 피부에 주입한 결과 기계자극에 대한 과민통이 유도되었고13,H+가
포함된 용액의 첨가가 침해수용신경의 흥분 뿐 아니라 이들 신경의 기계자
극에 대한 과민화도 유도함을 보였다14-16.그러나 H+에 의한 침해수용신경
의 과민화 기전에 관해서는 차후 연구되어져야할 과제이다.
ASIC3활성화를 통한 과민통 유발에는 앞서 언급한 침해수용성 구심신

경의 민감화 뿐 아니라 침해수용성 구심신경의 흥분으로 생성된 임펄스의
척수입력에 의한 척수신경 민감화도 기여할 수 있다.어떤 경우의 민감화
가 관여하던지 간에 만약 ASIC3를 발현하는 침해수용성 구심신경의 수가
증가한다면 민감화와 이를 통한 과민통의 생성은 가속화되고 증폭되어 나
타날 것이다.이러한 측면에서 보면 본 연구에서 관찰한 모델쥐 제4요 배
근신경절 내 ASIC3-보유 침해수용성 구심신경(특히 C-구심신경)의 수적
증가는 신경손상 유발 과민통의 한 요인일 수 있다.한편 신경병증통증시
개별 ASIC3-보유 침해수용성 구심신경 내 ASIC3발현 증가도 ASIC3보
유 침해수용성 구심신경의 수적 증가와 유사한 결과를 초래할 것이다.실
제로 염증시 C-구심신경 내 ASIC3의 발현이 증가됨을 의미하는 실험결과
가 보고된 바 있다21.따라서 본 연구에서 개별적 ASIC3-보유 침해수용성
구심신경에서 신경손상 후 ASIC3의 발현이 증가했을 가능성을 배제할 수
없으나 이에 관한 조사는 수행치 못하였다.
신경병증통증시 ASIC3를 보유한 C-구심신경의 수적 증가가 어떻게 이
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루어지는지에 관해서는 아직 밝혀지지 않았으나,가능한 설명을 위해 신경
성장물질(nervegrowthfactor)의 역할을 고려해 볼 수 있다.말초의 손상
된 구심신경은 와레리 변성을 거치면서 제거되는데 이 과정에서 변성 부위
주변의 비신경세포나 말단 부위의 표적조직으로부터 분비되는 신경성장물
질은 모두 비손상 구심신경(특히 C-구심신경)으로 세포내이입
(endocytosis)과정을 통해 흡입되게 될 것이다.즉 신경손상 후 비손상 C-
구심신경은 정상에 비해 더 많은 양의 신경성장물질을 받아들이고 이들 물
질은 세포체로 이동하여 핵 내에서 유전자 발현에 관여하여 ASIC3의 생성
증가를 유도할 것이다.따라서 정상에서 ASIC3를 거의 생성하지 못하던
C-구심신경이 신경병증통증시 다량의 ASIC3를 생성하게 되어 결과적으로
ASIC3보유 C-구심신경의 수적 증가로 나타날 수 있다.물론 이 경우 개
별 C-구심신경 내 ASIC3의 발현 증가도 함께 나타날 것이다.실제로 염증
시 NGF에 의해 구심신경 내 ASIC3발현 증가와 ASIC3를 발현하는 구심
신경의 수적 증가가 유도되었는데,이는 핵 내 전사계인 JNK/p38MAPK
체계를 통하여 이루어짐이 보고되었다23,28.
ASIC2a의 경우 주로 A-구심신경에 분포하는 것으로 알려졌는데26,29,이

는 본 실험에서 대조군의 배근신경절세포 내 큰직경세포,중간직경세포,작
은직경세포 각 집단의 70%,57%,9%가 ASIC2a보유 신경임을 보임으로
서 확인하였다.또한 본 실험결과는 이러한 배근신경절 내 세 집단에서
ASIC2a 보유 신경의 비율이 신경병증통증시 변하지 않았음을 보였다.
ASIC2a도 H+와의 결합을 통하여 세포 흥분성을 유도하는데29-30,그렇다면
신경손상 시 다량으로 분비되는 H+는 손상신경 중 특히 ASIC2a를 보유하
는 A-구심신경을 흥분시켜 임펄스 생성을 초래할 것이다.이 가능성은 신
경병증 모델쥐를 이용한 전기생리실험에서 보인 말초신경 손상 후 손상된
A-구심신경에서 자발적 신경방전이 나타난다31-33는 사실에 의해 뒷받침된
다.이를 기초로 하면,본 실험에서 보인 A-구심신경의 ASIC2a가 정상에
서도 A-구심신경에서 발현된다는 관찰은 정상에서 H+가 없거나 있어도
ASIC2a를 통해 임펄스를 생성하지 못할 정도로 소량 존재하기 때문이거
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나,A-구심신경에 있는 ASIC2a가 기능을 발휘 못하는 비활성상태로 존재
하기 때문에 A-구심신경에서 자발적 신경방전이 유도되지 않았을 것임을
추측케 한다.따라서 신경병증통증시 손상된 A-구심신경의 자발적 신경방
전 생성은 다량으로 분비된 H+에 의하거나,ASIC2a의 활성상태로 전환에
의해 이루어 졌을 것으로 생각할 수 있다.그러나 이들 손상된 A-구심신
경에서 생성되는 자발적 신경방전이 신경병증통증으로 유발된 과민통 생성
에 관여하는지,관여하면 어떻게 관여하는지에 관해서는 차후 밝혀져야 할
과제이다.
결론적으로 본 연구에서는 부분적 말초신경손상 후 1)손상신경이 분포

하는 말초 피부에서 손상 시 분비된 H+와의 반응에 의한 ASIC3의 지속적
활성화와 2)ASIC3를 발현하는 비손상 침해수용성 구심신경의 수적 증가
가 신경손상 유발 기계적 과민통 유지에 중요한 요인임을 보였다.따라서
말초에서의 ASIC3활성화의 차단과 ASIC3-발현 비손상 침해수용성 구심
신경 증가의 억제가 신경병증통증 치료를 위해 이용될 수 있을 것이다.
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ⅤⅤⅤ...결결결론론론

부분적 말초신경손상에 의해 유발되는 신경병증통증에 말초의 ASICs가
기여할 것임을 밝히고자,제5요 척수신경결찰 모델 쥐를 이용하여 1)손상
측 발바닥내 피하주입 한 ASICs차단제가 신경병증통증 반응에 미치는 영
향과 2)두 아형인 ASIC3와 ASIC2a를 발현하는 구심신경의 수적 변화를
제5요 배근신경절(손상된 구심신경 세포체 존재)과 제5요 배근신경절(비손
상 구심신경 세포체 존재)에서 조사하여 다음의 결과를 얻었다.

1.제5요 척수신경결찰 모델 쥐에서 유발된 기계적 과민통 반응은 손상 동
측 발바닥의 피하 주사를 통해 국소적으로 가해준 amiloride(ASICs차
단제)에 의해 완화되었다.

2.제4요 및 제5요 배근신경절 각각의 전체 세포 중 작은직경,중간직경,
큰직경세포는 평균적으로 60%,20%,20%를 차지하고 있었다.ASIC3는
제4요 및 제5요 배근신경절 내 특히 작은직경세포에서 주로 발현되었는
데(40%),모델쥐의 경우는 특히 제4요 배근신경절 내에서 ASIC3발현
작은직경세포의 수가 대조군에 비해 유의미하게 증가하였다(57%).한편
제5요 배근신경절 내 ASIC3발현은 세종류의 세포집단 모두에서 대조
군와 모델쥐 간에 유의미한 차이가 없었다.

3.ASIC2a는 제4요 및 제5요 배근신경절 내 중간직경세포와 큰직경세포에
서 주로 발현되었는데(각 집단의 57%와 70%에서 발현),이러한 발현은
모델쥐와 비교하여 유의미한 차이가 없었다.

4.ASIC3는 구심신경에서 척수 쪽으로는 이동이 이루어지지 않고 말초 쪽
으로 만 이동됨을 보였는데,이러한 이동양상은 모델쥐와 대조군 모두
에서 관찰되었다.

이상의 결과는 부분적 말초신경손상에 의해 유발된 기계적 과민통 반응
에는 손상에 의해 분비된 H+이온에 의한 말초에서의 ASIC3활성화와 이
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와 더불어 ASIC3를 발현하는 비손상 침해수용성 구심신경의 수적 증가가
기여함을 의미한다.따라서 말초에서의 ASIC3활성화의 차단과 ASIC3-발
현 비손상 침해수용성 구심신경 증가의 억제가 신경병증통증 치료를 위해
이용될 수 있을 것이다.
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Abstract Abstract Abstract Abstract 

Thecontributionofperipheralacidsensingionchannelsto
mechanicalhyperalgesiafollowingperipheralnerveinjuryintherat

Kyung Hwa Kim

Department of Medical Science

The Graduate School, Yonsei University 

(Directed by Professor Joong Woo Leem)

PeripheralnerveinjuryleadstoWalleriandegenerationoftheinjured
axonsdistaltothelesion,whichcausesanincreaseofH+ releaseat
the lesion site.The H+ produces an excitation ofprimary afferent
neuronsby directly gating depolarizing ASICs.Thispaperexamines
whetherperipheralASICscontributestoand,ifso,themodulationof
theirexpressions in primary afferentneurons is involved in,nerve
injury-inducedneuropathicpain.
Asaneuropathymodel,alumbar5spinalnerveligation(L5SNL)

wasperformedunilaterallyonrats.Mechanicalsensitivityofhindpaw
wasexaminedbymeasuringpaw withdrawalthreshold(PWT)tovon
Freyfilamentapplication.TheASICsblockeramiloridewasgivenvia
an intraplantar (i.pl.) injection before and after nerve injury.The
changes in immunoreactivity ofantibodies againstASICs subtypes,
ASIC3 and ASIC2a,were examined on dorsalrootganglion (DRG)
neurons.ThedirectiontowhichASIC3wastransportedinperipheral
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nervewasalsoexamined.
SNL induced mechanicalhyperalgesia in affected hind paw as

evidencedbyadecreaseinPWT.Whenani.pl.injectionofamiloride
wasgivenafterSNL,establishedhyperalgesiawasattenuated.ASIC3
wasexpressedmainlyinsmall-sizedneuronsinL4andL5DRGsof
controlrats.ASIC3-immunoreactive(ir)small-sizedneuronsincreased
innumberinL4DRG ofSNL-rats.ASIC2awasexpressedmainlyon
medium-andlarge-sizedneuronsinL4andL5DRGsofcontrolrats.
Thisexpressionwasnotdifferentfrom thatofSNL-rats.ASIC3 was
transported in theperipheralnervetotheperiphery,butnottothe
spinalcord.
The results suggestthatactivation ofperipheralASICs by H+

released following nerve injury and increased numberofuninjured
ASIC3-ir nociceptive afferents contribute to nerve injury-induced
mechanicalhyperalgesia.Therefore,preventingtheASIC3activationand
theupregulationofASIC3expressioninuninjurednociceptorsmaybe
noveltherapeuticoptionsfortreatingneuropathicpain.
------------------------------------------------------------
Key Words : neuropathic pain, spinal nerve ligation, Wallerian
degeneration,mechanicalhyperalgesia,ASIC3,ASIC2a,nociceptor,dorsal
rootganglion
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