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감감감사사사의의의 글글글

어느덧 삼년하고 9개월이라는 세월이 흘러갔습니다.짧았지만 길었던 또 힘들기
도 했지만 즐거웠던 대학원 생활에서 아름다운 사람들과의 만남이 가장 소중한
것 같습니다.지금에 와서 다시 돌이켜 보면 모든 것이 아름다운 추억의 한 순간
이 었던 것 같습니다.patch실험을 차근차근 가리키시던 정성우 교수님의 모습도
이젠 하나의 추억으로 남기면서 그 동안 이 못난 제자를 하나의 과학자로 키우시
려고 온갖 심혈을 기울여 주셔서 감사의 마음을 이런 백지에 나마 글을 적어 전
합니다.학업에서나 생활에서 힘들 때 항상 인자하게 따뜻한 격려와 관심을 주신
이중우 교수님,공인덕 교수님께 감사드립니다.본 논문의 결실을 위해 자신의 일
처럼 안타까워 해주시고 많은 도움을 주신 지금은 스위스에 계시는 박규상 교수
님께 감사의 글을 전합니다.
여러모로 부족한 저의 논문을 다독여 주시고 조언을 잊지 않으신 김성진 교수

님,조병필 교수님,최재원 교수님께 진심으로 감사드립니다.
처음으로 기초실험을 시작하면서 많은 도움을 주셨던 선생님이자 친구와 같은

박병곤 선생님께 감사를 드리면서 지금은 미국에서 생활하고 있는 차승규 선생님
께도 감사의 마음을 전하고 싶습니다.또한 대학원 공부를 하면서 동고동락을 하
였던 그리고 실험에 아주 많은 도움을 준 원유진 선생님에게도 고마움을 전합니
다.항상 큰 누이 같았던 김나현 선생님,그리고 가까운 친구와 같이 생활에서 항
상 웃음만 주었던 최현경 선생님,항상 조용히 불평을 들어 주던 곽은정 선생님,
바쁜 가운데도 항상 도움만 주었던 김민정 선생님에게도 감사의 마음을 전합니다.
저의 아름다운 추억 속에는 또한 원주의과대학 여러 선생님들의 모습이 자리를

잡고 있습니다.특히,우리 여러 조교 선생님들,일일이 이름을 외울 수는 없지만
저에게 주었던 그 고마움을 이 글을 빌어 감사하다고 전하고 싶습니다.
그리고 이 못난 사위의 학업을 위해 늘 노심초사하시고 저희 딸 혜정이를 키우

시느라 고생만 하신 장모님께 머리숙여 감사드립니다.지금은 머나먼 곳에 계시지
만 아마도 하늘같은 부모님의 사랑이 있었기에 오늘의 이 영광이 있지 않았나 생



각하면서 부모님께 큰 절을 올리고 싶습니다.지금까지 이 동생의 학업을 위해 뒤
바라지를 아끼지 않으신 형님,형수님들과 누님,매형께 감사의 마음을 전합니다.
마지막으로 인생의 동반자로 슬플 때나 기쁠 때나 항상 나를 따라 준 사랑하는
아내에게 정말 고마웠다고 전하며 부모의 사랑을 한동안 전화로만 느끼면서도 명
랑하고 씩씩하게 자라난 내 생의 기쁨인 딸,혜정에게 이 공을 돌립니다.

2006년 8월

저자 씀
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신신신경경경인인인성성성 발발발기기기부부부전전전의의의 분분분자자자 기기기전전전

골반신경절은 배뇨와 발기를 조절하는 중요한 자율신경절이다.최근 보고에 의
하면 안드로젠의 결핍이 발기부전을 일으킨다고 하였다.현재 신경인성 발기부전
의 기전으로 음경해면체에 분포된 nitricoxide(NO)를 함유한 신경의 수나 그 기
능의 변화가 알려져 있다.본 연구에서는 거세 쥐 모델에서 안드로겐의 결핍이 골
반신경절의 기능을 변화시켜 유발하는 신경인성 발기부전을 평가하고 그 기전을
밝히려고 하였다.절전 부교감신경인 골반신경에 전기(20Hz,10V)자극을 가하
여 음경압을 측정하였을 때 거세 쥐 음경압은 대조군에 비하여 현저히 낮았으며
그것은 테스토스테론의 투여에 의해 대조군과 유사하게 유지되었다.한편,거세
쥐의 골반신경에서 얻은 cDNA의 마이크로어레이 결과 대조군에 비하여 니코틴성
아세틴콜린수용체 서브유닛의 발현이 감소된 것을 확인하였다.실시간 역전사중합
연쇄분석을 통해 α3,α5,β4서브유닛의 발현이 거세 쥐의 골반신경절에서 많이
감소하였고 이러한 변화는 테스토스테론의 투여에 의해 억제되는 것을 확인하였
다.이러한 거세 쥐에서 니코틴성 아세틸콜린수용체들의 변화는 이온전류 측정방
법으로 측정하였을 때 니코틴성전류의 감소로 나타났으며,이러한 전류의 감소 역
시 테스토스테론 투여에 의해 억제되었다.또한 거세에 의해 산화 스트레스가 증
가하는지를 쥐 골반신경절에서 hydroethidine방법으로 활성산소의 생성을 대조군
과 비교하여 확인하였다.그 결과 거세에 의해 골반신경절에서 활성산소가 증가
되었고 활성산소 종의 하나인 과산화수소(H2O2)를 24시간 전 처치하였을 때 골반
신경절부교감신경세포에서 아세틸콜린에 의한 내향전류가 줄어든 것을 관찰하였
다.한편,염증 매개물질인 IL-β와 IL-6그리고 TNF-α수용체의 발현도 거세 쥐의
골반신경절에서 증가하였다.IL-β 혹은 TNF-α를 골반신경절세포에 24시간 전 처
치 한 결과 역시 아세틸콜린에 의한 니코틴성전류가 감소되었다.
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이상의 결과로부터 신경인성 발기부전은 자율신경에서 니코틴성 아세틸콜린수
용체 서브유닛의 발현이 감소되고 이에 따라 니코틴성전류가 감소됨으로 인해 신
경과 신경,신경과 효과기 사이의 시냅스전달을 억제하여 나타나는 것으로 생각된
다.한편,남성호르몬의 결핍에 의해 거세 쥐 골반신경절에서 산화 스트레스나
염증 매개물질이 증가되고 이 요인들에 의해 신경인성 발기부전이 매개되는 것으
로 사료된다.

핵심 되는 말 :신경인성 발기 부전.테스토스테론,골반신경절,니코틴성 아세틸콜린수용
체,산화스트레스,염증매개 물질
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연세대학교 대학원 의학과
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제제제111장장장 서서서 론론론

남성 성기능의 조절에는 자율신경인 골반신경절과 음경의 감각을 중추로 전달
하는 체성 감각 신경으로 이루어지는 신경 회로가 정상적으로 기능하는 것이 매
우 중요하다(Keast등,1999;Keast등,2000).현재까지 생식 행위에 관련된 대뇌
및 변연계 등 중추 신경회로에 미치는 성 호르몬의 효과에 대해 연구는 많으나
음경을 직접 지배하는 내장성운동신경(visceralmotorneuron)의 말초자율신경계,
즉 교감 및 부교감 신경절의 기능적 특성과 이들이 여러 가지 병적 상황에서 나
타날 수 있는 기능적 가소성(functionalplasticity)을 규명하는 연구는 거의 이루어
지지 않고 있다(Kawata등,1994).
정상적인 음경발기(penile erection)는 일반적으로 정신적 발기(psychogenic

erection)와 반사적 발기(reflexogenicerection)로 나눌 수 있고 모두 자율신경계에
의해 매개 된다.정신적 발기는 시각,청각,상상 등의 자극이 대뇌중추를 자극하
면 변연계 및 시상에 위치한 발기 중추,천추의 절전 부교감신경이 차례로 활성화
되어 골반신경절(pelvicganglia)에 위치한 절후 부교감신경세포가 활성화 시키면
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음경을 관류하는 혈관 및 음경해면체 평활근의 이완이 유발되어 나타난다.반사적
발기는 음경으로부터의 체성 구심성(somaticafferent)자극이 음부신경(pudendal
nerve)과 후근 신경절(dorsalrootganglia)을 통해 천추에 전달되면 반사궁의 한
부분을 이루는 부교감 절전 및 절후신경이 차례로 활성화되어 발기반사가 일어난
다.반면 교감신경이 활성화되면 발기가 억제된다고 알려져 있는데 척추옆교감신
경절(paravertebralsympatheticganglia)과 척추전교감신경절(perivertebralsympat
heticganglia)인 하복내장신경총(hypogastricplexus)내의 교감절전신경세포가 골
반신경절 내에 위치한 교감절후신경세포를 활성화시키면 음경혈관 및 음경해면체
평활근의 수축을 유도하여 발기가 억제되고 사정이 된다고 한다(Guiliano 등,
2004).이상에서 보는 바와 같이 발기의 신경 조절에는 음경에 교감 및 부교감 신
경을 직접 보내는 골반신경절의 역할이 매우 중요하다.실제로 질병으로 인한 전
립선 절제술(Walsh등,2000)및 방광절제술(Walsh등,1982)에 의해 골반신경이
손상을 입게 되는데 이 경우에 발기부전이 일어나는 것이 관찰되었으며 특히,이
런 수술을 할지라도 골반신경 손상을 줄이면 발기부전이 적게 나타난다고 보고되
고 있다(Zippe등,2004;Zippe등,2006).
이런 중요한 기능을 하는 골반신경절의 해부 및 조직학적 특징은 종(species)에

따라 많은 차이가 있으나,대부분의 종에서는 작게 서로 연결된 신경절들이 복잡
한 망상 구조를 하고 있다(Bradley등,1975;Janig등,1987).인간에서는 비뇨 및
생식기를 지배하는 교감 및 부교감자율신경들이 이들 장기의 주변에서 골반신경
총(pelvicplexus)을 형성하고 있다.하지만 쥐(rat)에서는 그 구조가 비교적 단순하
여 여러 자율신경세포들이 하나의 큰 신경절을 이루고 있는데,수컷 쥐의 경우 이
를 주골반신경절(majorpelvicganglia,MPG)이라 한다.주골반신경절은 좌우 한쌍
으로 전립선의 표면에 위치해 있고 하복신경(hypogastricnerve)으로부터 내려오는
절전교감 신경과 골반신경(pelvicnerve)으로부터 온 부교감신경의 지배를 받는다.
이와 같이 교감신경과 부교감신경세포가 같은 신경절내에 존재하는 것은 다른 자
율신경절에서는 찾아 볼 수 없는 아주 독특한 형태이다(Dail등,1992;Keast등,
1995;Keast등,1999).주골반신경절은 방광,전립선 및 음경등과 같은 비뇨,생식
계 기관과 하부의 직장(distalcolon)을 지배하며(Longworthy등,1965;Dail등,
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1975;Keast등,1991;DeGroat등,1993),배뇨(micturition)나 발기(erection)와 같
은 자율신경 반사를 조절한다(Zoubek등,1993).특히 발기부전을 일으키는 병적
상태에서 골반신경절의 형태 및 기능의 변화가 보고 된 바 있기 때문에(Mills등,
1992)신경인성 발기부전을 연구하는데 골반신경절은 아주 유용한 모델 시스탬이
라 할 수 있다(Keast등,1999).
발기부전(erectiledysfunction)은 남녀가 모두 만족스러울 정도의 성행위를 할

수 있도록 발기가 충분하지 않거나,발기가 되더라도 유지되지 못하는 경우가 전
체 성생활의 25%이상 일어나는 경우를 말한다.이러한 발기부전은 원인에 따라
크게 심인성(정신적 원인)과 기질성으로 구별할 수 있다.기질성 요인으로 혈관계
이상,신경계,그리고 내분비계의 이상을 들 수 있다.기질성 요인은 주로 노화,
흡연,그리고 당뇨병,고혈압과 같은 성인병에 의해 나타나며 이러한 요인들이 말
초 신경병증(peripheralneuropathy)을 유도하여 신경인성 발기부전의 주요한 원인
이 될 것이라고 한다(Cirino등,2005).
남성호르몬은 나이가 증가함에 따라 줄어든다고 한다(Okamura등,2005).미국

(Feldman등,1994)의 경우 40-70세 사이의 성년 남자의 약 52%가 발기부전을 겪
고 있으며 그 심각성 정도는 나이에 비례하여 증가하는 것으로 알려져 있다
(Laurence등,2000).이러한 나이든 남자들은 더욱 많은 시간과 더욱 직접적인 자
극이 있어야만 발기가 되는 것으로 알려지고 있는데(Wespes등,2002)한국에서도
50세 이상 남성들이 59%가 발기부전으로 고민하고 있다고 한다.이러한 발기부전
에 Phosphodiesterase5(PDE5)억제제로 치료 할 뿐 만 아니라 남성호르몬 투여로
도 치료하는데 PDE5억제제인 비아그라(viagra)를 사용하는 동시에 테스토스테론
치료를 같이 하면 더욱 좋은 치료 효과가 있다고 한다(Shabsigh등,2004).이전의
연구에 의하면 저남성호르몬증(hypogonadism)도 발기부전을 일으키고 남성호르몬
의 투여에 의해 발기부전이 치료 된다는 임상적인 보고도 있다(Yassin등,2003;
Greenstein등,2005;Yassin등,2005).
남성호르몬은 전체 순환량의 95%가 고환에서 만들어지고,5%는 부신피질에서

만들어지고 있다.이런 남성호르몬은 일반적으로 신경회로의 분화(differentiation),
성숙(maturation),그리고 유지(maintenance)에 매우 중요한 역할을 하는 것으로
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알려져 있다.몇몇 보고에 의하면 남성의 고환을 외과수술로 제거한 경우나 전립
선암 환자에게 항 남성호르몬(antiandrogen)치료를 하였을 때 리비도(libido)를 상
실할 뿐만 아니라 발기부전이 나타난다고 하였다(Rousseau등,1988;Shabsigh등,
1997;Yildrim 등,1997).최근에 쥐 동물모델에서도 발기가 안드로젠(androgen)에
의존적이라고 확인되었다(Mills등,1996;Reilly등 1997;Palesel등,2003).그러나
현재까지 남성호르몬의 결핍(androgendeficiency)이 성기능의 장애를 일으키는지
에 관한 연구는 음경조직에 국한되어 이루어지고 있고 발기를 조절하는 자율신경
의 기능에 미치는 안드로젠의 효과와 그 작용기전은 거의 알려져 있지 않다.한
연구에 의하면 안드로젠의 감소가 조직학적으로 골반신경세포의 크기와 세포수도
감소시킨다고 하였다(Keast등,1998).또한 중추 신경계와 자율신경절에서 안드로
젠의 수용체가 조직염색학적 방법으로 발현 되어 있는 것을 확인하였다.특히,골
반신경절 조직에서 부 교감 신경에서 발현이 많이 되어있는 것을 확인되었고 안
드로젠수용체가 음경에 분포 된 신경에 주로 분포되어 있다고 한다.이런 안드로
젠수용체는 거세에 의해 골반신경절에서 발현이 줄어든다고 보고되어 있다(Schirar
등,1997;Watkins등,1999;keast등,1998).하지만 이런 조직학적 변화가 신경기
능에 어떤 영향을 미치는 지에 대한 연구는 거의 이루어지지 않고 있고,특히,골
반신경절의 기능에 관련된 즉 시냅스전달 및 흥분성에 관여 하는 이온 채널의 발
현 및 그 기능의 변화에 대한 연구는 거의 이루어 지지 않고 있다.
당뇨 환자의 50% 이상에서 발기부전이 나타나는데 아직 그 원인이 구체적으로

무엇인지 정확히 알려져 있지 않다(Levine등,2000).과거에 발표된 연구를 바탕
으로 추론해보면 인슐린 결핍이나 인슐린작용에 대한 저항성으로 인해 높아진 혈
당이 발기를 조절하는 신경회로의 구조와 기능의 변화를 초래하는 것으로 생각
된다.실제로 당뇨병(diabetesmellitus)환자의 뇌조직의 부검(autopsy)연구와 자기
공명상 연구에 의하면 뇌조직의 위축(atrophy)이 오는 등의 나이든 노인에서 볼
수 있는 구조적 변화가 일찍 나타난다고 하였고,자율신경에서도 이와 비슷한 신
경병증이 나타난다고 한다(Biessels등,2002).한편 고령화나 당뇨병에서 공통적으
로 나타나는 인지나 기억 같은 뇌기능의 감소는 신경의 조직 및 기능 가소성에
의해 야기되는데 특히,신경의 주 기능인 시냅스 전달의 변화에 의하여 나타난다
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고 알려져 있다(Segovia등,2001).이와 같은 신경기능의 변화는 흥분성과 시냅스
전달에 중요한 기능 단백질(예,전압의존 이온 채널,신경 전달물질의 수용체,시
냅스 단백질,신호전달 단백질,인산화 효소 등)의 발현의 변화와 밀접한 관계가
있다고 알려져 있다(Biessels등,2002).같은 원리에 의하여 당뇨병에 있어서 나타
나는 발기부전도 중추신경계에서 볼 수 있는 신경기능의 가소성이 자율신경계에
도 나타나서 분자 및 세포수준에서 야기되는 변화로 설명할 수 있을 것으로 생각
되나 이에 대한 실험적 증명은 아직 이루어지지 않고 있다.일부 보고에 의하면
당뇨병 환자의 혈장 내 남성호르몬이 감소되어 있고 남성호르몬을 투여하면 인슐
린 저항성도 낮아지고 발기부전의 치료효과가 있다고 하였다(Barrett-Connor,등
1992;Holmang등,1992;Zhang등,2006).과거의 이러한 연구 내용을 종합해보
면 노화 및 당뇨병에서 공통적으로 남성호르몬의 감소가 나타났으며 이에 따른
신경의 가소성의 방향과 그 기능적 변화가 많이 일치함을 알 수 있으며 자율신경
시냅스는 절전(ganglionicneuron)과 신경과 골반신경절 신경세포사이,그리고 절
후(postganglionic)골반신경과 효과기(즉,음경)사이에 시냅스가 존재하는데 이들
시냅스에서의 전기적신호의 전달은 모두 니코틴성 아세틸콜린수용체에 의해 매개
된다.이전의 보고에 의하면 니코닌성 수용체는 GABAA,glycine및 5-HT3수용체
들과 마찬가지로 5개의 서브유닛(α, β, γ, δ, ε) 으로 구성된 오합체구조의 이온통
로이다. 니코틴성 서브유닛들 사이에 위치한 두 개의 리간드-결합 부위
(ligand-bindingsite)에 두 분자의 아세틸콜린이 부착하면 수용체가 활성화 되어
이온통로를 개방(open)상태로 되게 하고 그 통로로 통해 양이온들이 이동하게 되
는데,이에 따라 막 전압이 탈분극 되고 흥분전달이 가능하게 된다.여기서 양이
온은 주로 Na+의 유입과 K+의 유출이지만 Ca2+의 유입도 적지 않다고 한다.신경
에 발현되는 니코틴성 아세틸콜린수용체는 수용체 서브유닛의 조합에 따라
“duplex“(α/β)혹은 ”triplex"(αxαyβ 혹은 αβxβy)로 구성된다고 한다(DeBiasi등,
2002).인간에서는 8개 α서브유닛(α2-7,α9,및 α10)과 세 개의 β서브유닛(β2-4)이
클로닝 되었으나 이들이 조합이나 기능에 대해서는 명확히 알지 못하고 있다.자
율신경절세포로부터는 α3,α4,α5,α7,β2및 β4서브유닛이 클로닝 된 바 있
다.(DeBiasi등,2002;Skok등,2002;Tassonyi등,2002).최근에 골반신경절에 주
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로 발현되는 니코틴성수용체는 교감 및 부교감 신경에서 동일하게 α3,α5및 β4
서브유닛으로 구성되어 있음이 분자생물학적 및 약리학적방법으로 확인된 바 있
다(Park등,2006).
니코틴성 아세틸콜린수용체는 빠른 흥분성 시냅스 후 전위(exitation postsyna

spticpotential,EPSP)발생을 매개하고 또 절후 자율신경세포의 흥분성을 조율함으
로써,골반신경절의 비뇨,생식기 및 하부 장관의 기능 조절에 핵심적인 역할을
수행한다(DeGroat등,1976;Gallagher등,1982).만약 이러한 니코틴성수용체의
자가항체가 형성되어 있으면 자율신경병증(autonomicneuropathy)가 유발되고,
이로 인해 소변배설장애(urinaryretention)나 발기부전이 흔하게 초래된다고 보고
된 바 있다(Vernino등,1998;Vernino등,2000).특히 니코틴성수용체 α3서브유
닛을 knock-out시킨 마우스에서는 출생 후 2일 이내에 심한 방광 확장과 함께 요
실금이 나타나며,1주 이상 생존한 경우에도 방광 감염이 지속되거나 요석이 나타
난다고 하였다(Xu등,1999;DeBiasi등,2000).또한,거대방광-작은 결장-장 연동
저하증후군환자의 경우 심한 장 확장과 기능성 장 폐색을 보이는데 면역화학적
검사 결과 환자에게 니코틴성수용체의 α3서브유닛 발현이 적거나 발현되지 않고
있음이 보고되었다(Anneren등,1991;Richardson등,2001).이러한 보고들에 근거
하여 본 연구에서는 니코틴성수용체의 발현과 활성의 감소는 자율신경절에서 니
코틴성 시냅스 흥분성전달을 억제하여 발기부전을 유발할 것이라는 가설을 세울
수 있었다.
현재 국내외적으로 발기부전에 대한 기전 연구와 치료는 주로 여러 기질성 요

인들 중인 혈관계이상에 초점을 맞추어 진행되어 왔다.또한,발기를 매개하는 데
는 음경해면체 혈관의 내피세포 및 부교감신경종말에서 분비되는 nitric
oxide(NO)는 Vasoactiveintestinalpolypeptide(VIP)나 아세틸콜린과 같이 혈관평
활근을 이완 시킨다.음경혈관 및 음경해면체의 평활근에서 NO는 guanylate
cyclase를 활성화시켜 GTP를 cyclicguanosinemonophosphate(cGMP)로 전환 시
키고,cGMP는 이것에 특이적인 proteinkinase를 활성화시켜 특정 단백질의 인산
화를 일으킨다.이에 따라 평활근의 칼슘채널을 억제함으로써 원형질 내 칼슘이
endoplasmicreticulum(ER)내로 회수되어 세포 내 칼슘 농도가 하강하고 그 결과
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혈관 평괄근의 이완을 유도하여 발기를 일으키는 것이다(Lue등,2000).음경이 이
완되는 동안 cGMP는 phosphodiesterasetype5(PDE5)에 의해 GMP로 가수분해
되는데,sildenafil(Viagra)은 PDE5의 작용을 억제함으로써 세포 내 cGMP의 농도
를 유지시켜 발기를 지속케 한다.이러한 연구 결과에 의해 비아그라(Viagra)라는
phosphodiesterase5(PDE5)억제제가 개발 되어 발기부전 치료에 많이 사용되고
있다.
하지만 비아그라는 혈관계이상에 의한 발기부전에는 80%이상의 환자에게서 효

과를 보여주지만 당뇨병에서와 같이 내분비계-신경계 이상에서 올 것으로 추측되
는 발기부전의 경우는 약 50%의 효과만 보여주고 있다.그 이유는 비아그라는 음
경해면체 및 혈관평활근의 이완을 오래 유지함으로써 발기시간을 늘려주는 것이
주작용이기 때문에 신경에 의해 조절되는 발기 그 자체에는 직접적인 영향이 없
기 때문이다.즉 말초 신경병증으로 인하여 자율신경에서의 시냅스 흥분성이 억제
되어 신경전달물질(Ach,NO,VIP등)의 분비가 감소된 경우에는 발기부전에 대한
비아그라의 역할이 적다는 것을 설명한다.

연연연구구구목목목적적적

전술한바와 같이 기질성 발기부전은 혈관계 및 신경계이상으로 나타나는데 이
중 신경계 발기부전에 대한 연구는 거의 이루어지지 않고 있다.특히,발기에 관
련된 중요한 요소인 자율신경계의 기능성 가소성에 대한 연구는 블랙박스로 남아
있다.따라서 본 연구의 목적은 첫째,거세 모델과 당뇨 쥐모델을 만들어 신경인성
발기부전 이 형성되었음을 평가하고 둘째,내분비계이상이 초래된 이들의 변화가
정상 발기를 조절하는 말초자율신경계,즉 골반신경절의 세포에 기능적 변화를 초
래하여 발기부전을 일으킬 것이란 가설을 세우고 이를 증명하자고 하는것이었다.
구체적으로 자율신경계의 주기능인 시냅스 전달과 흥분성에 관련된 니코틴성 아
세틸콜린수용체의 발현 및 기능의 변화를 세포나 분자 수준에서 규명하여 신경기
능의 가소성이 발기 부전의 중요한 요인임을 증명하고자 하는 것이다.또한,신경
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병증을 유발하는 사이토카인이나 산화스트레스의 생성을 골반신경절에서 측정하
고 이들이 골반신경절세포에 미치는 영향을 조사하였다.
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제제제 222장장장 재재재료료료 및및및 방방방법법법

222...111...실실실험험험동동동물물물 제제제작작작
모든 동물은 실험동물에 대한 대한의학회 실험동물 지침서(2000.3.대한의학회)

의 가이드라인을 준수하였고 12시간 낮/밤 사이클이 되는 동물실험실에서 동일한
조건으로 사육하였다.

222...111...111...거거거세세세 쥐쥐쥐 모모모델델델
출생 후 3주령(100-150g)의 수컷 쥐(Sprague-Dawley,S/D)를 대조군(Sham),거

세군,거세 후 테스토스테론 투여군 세 군으로 나누어 ketamine(50mg/kg)및
xylazine(10mg/kg)의 복강 주사로 마취시킨 후 수술을 시행하였다.대조군은 거
세를 제외한 모든 수술 과정을 거세군과 동일하게 거쳤다.거세 후 테스토스테론
투여군에는 매주 (10mg/kg)씩 테스토스테론을 피하에 주사하였다.테스토스테론
은 참기름(Sesameoil,오뚜기,한국)에 용해시켜 사용하였다.대조군은 참기름만
주사하였다.수술 후 4주 동안 사육하여 실험에 사용하였다.혈청 테스토스테론은
한국녹십자에 의뢰하여 측정하였다.

222...111...222...당당당뇨뇨뇨 쥐쥐쥐 모모모델델델
출생 후 8주령(250-300 g)수컷 쥐에게 제Ⅱ형 당뇨를 유발하는 streptozoto

cin(STZ,70mg/kg)으로 혹은 동량의 citratebuffer를 복강에 주사하고 3일후 혈당
을 측정하여 300mg/dl이상이면 당뇨로 간주하고 실험에 사용하였다.당뇨가 확
인된 쥐를 두 군으로 나누었는데 한 군에는 인슐린(insulin10IU/마리)을 매일 8주
동안 주사하였다.이때 일정한 기간 마다 꼬리 정맥혈을 채취하여 혈당을 측정함
으로써 당뇨병 혹은 인슐린 작용을 확인하였다.당뇨가 확인 된 후 8주 동안 사육
하여 실험에 사용하였다.혈당은 아큐-첵센서 컴포트 글루코즈(Roche,Gemany)kit
를 사용하여 측정하였다.
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222...222...음음음경경경압압압 측측측정정정
거세 및 당뇨군에서 각각 5마리씩 무작위 추출한 후 sodium pentobarbital(50

mg/kg)을 복강 내에 주사하여 마취 후,체온을 37℃로 유지시키는 발열 받침대에
고정하였다.개복하여 골반신경절을 확인 한 뒤,절전 부교감 신경(efferentinput)
인 골반신경(pelvic nerve)에 백금 전극을 장착하고 이를 stimulator(Harvard
Apparatus,stateUSA)와 연결하였다.다음 음경을 덮은 피부를 전부 박리하여 귀
두부와 음경해면체 부위를 노출시키고,음경해면체를 촉지하면서 음경해면체 내에
헤파린(heparin25IU/ml)이 포함 된 생리식염수로 채운 26Gauge주사바늘을 삽
입한 후 이를 pressuretransducer에 연결하고 polygraph와 Macintosh,power,
Lab(MacLab,USA)에서 음경압을 기록하였다.먼저 기저해면체 내압을 측정한 후
골반신경(pelvicnerve)을 전기적으로 자극(16Hzfrequency,5msesduration,4
V)하여 음경압을 측정하였다(그림 3).대기압에 노출 시 혈액이 뒤로 밀려 나옴을
관찰하여 주사바늘의 끝이 해면체내에 위치하여 있음을 확인하였다.골반신경의
전기 자극은 60초간 시행하였다.자극 후 5~10초에 음경압이 급격히 증가하였으며
자극이 끝난 후엔 음경압이 빠른 속도로 감소하였다.반응정도는 수차례 반복 자
극 시에도 비슷하였다.
만일 골반신경 자극에 의하여 발기가 되지 않는 경우 papaverine을 직접 음경

해면체에 투여하여 발기부전이 신경인적 요소인지 아니면 음경해면체 요소에 의
해 일어나는지를 확인하였다.

222...333...단단단일일일 신신신경경경세세세포포포 분분분리리리 및및및 유유유지지지
수컷 S/D 쥐를 sodium pentobarbital(50mg/kg,i.p.)으로 마취시킨 뒤,즉시 개

복하여 전립선의 외측에 위치한 골반신경절(그림1)을 적출하고,이를 차가운(4℃)
Hanks'balancedsalt용액(GibcoBRL,Liketechnologies,USA)으로 옮겼다.수초를
벗기고 작은 틈새를 낸 후 이를 0.6mg/mlcollagenase(typeD),0.1 mg/ml
trypsin 과 0.1 mg/mlDNAse type I을 함유한 6 ml의 modified Earlès
balancedsalt용액(EBSS,pH 7.4)이 들어있는 25cm2배양프라스크로 옮긴 후 1시
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간 동안 35℃에서 빠른 속도(100storkes/min)로 흔들면서 배양하였다.배양 직전
배양 플라스크 내로 95% O2~5% CO2를 약 2분간 공급하였다.이때 EBSS에는 3.6
g/L의 glucose와 10mM HEPES를 포함시켰다.배양 후 신경세포들은 10초간
세게 흔들어서 단일 신경세포로 분리한 후 1% glutamine,1% penicilin-streptomy
cin,그리고 10% fetalbovineserum(FBS)(Biowhittaker,Cambren,USA)가 포함되
어 있는 minimalessentialmedia(MEM)(GibcoBRL,Liketechnologies,USA)를 8
ml정도 넣어 trypsin을 비활성화 시켰다.임상용 원심분리기(Hanil,Korea)를 이
용하여 1,200rpm의 속도로 5분간 원심분리해서 세포를 두 번 씻어내고 분리된
단일 신경세포들을 MEM에 재 부유(resuspend)시킨 뒤,poly-L-lysine으로 코팅되
어 있는 35mm 폴리스티렌 배양접시(Corning,NY,USA)에 plating하였다.이를
37℃ 세포 배양기(HumidifiedCO2incubator;95% air-5% CO2)에서 사용 때까지
배양하였다.

222...444...cccDDDNNNAAA마마마이이이크크크로로로어어어레레레이이이에에에 의의의한한한 유유유전전전자자자 발발발현현현 윤윤윤곽곽곽 확확확인인인
분리된 골반신경절을 RNA degradation 방지를 위해 즉시 RNAlater(Sigma,

USA)에 옮겨 지방 조직과 수초를 제거하고 Trizolreagent(Ivitrogen,Carlsbad
CA,USA)를 사용하여 총 RNA를 분리한 후 정량 및 품질을 확인하였다.
RiboAMP RNA Amplification Kit(GeneAMP,USA)를 사용하여 소량의 RNA를
마이크로어레이에 필요한 양 만큼(50 μg)증폭시킨 후 준비된 각 RNA와 oligodT
primer를 70℃에서 10분 반응시킨 후 buffer,dNTP,DTT,SuperscriptⅡ와 대조군
에는 Cy3-dCTP를,실험군에는 Cy5-dCTP를 각각 넣어 42℃에서 2시간 반응 시
킨 후 스탑용액을 넣고 다시 65℃에서 10분간 반응하여 표지된 cDNA를 합성하
였다.표지된 각각의 cDNA를 sodium acetate와 ethanol을 첨가하여 -20℃에서 30
분간 방치시킨 후 원심 분리하여 정제한 후 적당량의 hybridizationsolution에 녹
였다.Cy3와 Cy5로 labeling된 각각의 cDNA를 잘 섞어 끓는 물에 2분간 변성
(denaturation)시켰다.변성된 혼합 cDNA를 45℃에서 20분간 반응시킨 후 기포가
생기지 않도록 조심스럽게 쥐 백금 13K미이크로어레이 슬라이드에 로딩한 후 커
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버글라스를 덮고 코니칼튜브에 조심스럽게 넣은 후 뚜껑을 잘 닫고 hybridization
오븐에 넣어 습도를 유지한 상태로 62℃에서 12~15시간 반응시켰다.2xSSC,1x
SSC,0.2xSSC세척액의 순서로 hybridizedchip을 세척한 후 800rpm에서 3분간
원심 분리하여 슬라이드를 건조 시켰다.마이크로어레이 스캐너(GenePixPersonal
4100A,ExonInstrument)를 이용하여 건조된 슬라이드를 스캐닝한 후 분석하였다
(GenoCheck,Korea).

222...555...역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄 중중중합합합반반반응응응(((RRRTTT---PPPCCCRRR)))
분리한 골반신경절로부터 guanidinium thiocyanate-phnol-choloroform추출 방법

을 이용하여 총 RNA를 분리하였다(Chomczyski및 Sacchi,1987).먼저 세포를
guanidinium thiocyanatebuffer로 용해시킨 다음 페놀 및 클로로포름을 가하여
얼음위에 15분 이상 세워두었다.이를 4℃에서 10,000xg로 15분간 원심 분리한 후
상층액을조심스럽게취하여 동량의이소프로패놀과 잘섞은뒤-20℃에서1시간이상
세워두어RNA를침전시켰다.다시4℃에서10,000xg로15분간원심분리하여 RNA침
전물을얻었으며,이를다시75%에타놀로씻어낸후원심분리하여 RNA샘플을얻었
다.
정량한 1μg의 RNA를 1mM dNTP,50μM oligod(T),20URNaseinhibitor와 50U
murineleukemiavirusreversetranscriptase(Perkin-Elmer,Shelton,CT,USA)와 함께
37℃에서 60분간 반응시켜 cDNA를 합성하였다.이어 역전사 연쇄중합반응은 선택한
여러 primer들을 이용하여 적당한 조건에서 이루어졌다.역전사 연쇄중합반응 산물은
ethidiumbromide가 포함된 1.5%agarosegel에 전기 영동하여 관찰하였다.양성 대
조군으로는 쥐의 뇌 조직에서 총 RNA를 분리하여 실험에 사용하였다.특정 primer는
표1에 도시하였다.

222...666...실실실시시시간간간 역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄 중중중합합합반반반응응응(((RRReeeaaalll---tttiiimmmeeePPPCCCRRR)))
총 RNA의 분리와 cDNA합성은 전술한바와 같고 내부대조군(Internalcontrol)은

β-actin의 cDNA를 PCR로 증폭시켰다 (2.5를 참조).합성된 총 cDNA50 µg과 1X
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QUANTITECTSYBRGreenPCRMasterMix,0.5μMprimerpairs를섞어역전사연쇄
중합반응 반응 혼합물을 제작하였다.준비된 역전사 연쇄중합반응 방응 혼합물을 95℃
15분 동안 예열(preheating)한 후 95℃에서 15초,60℃에서 30초,72℃에서 60초의 주
기로 55회 반복 실시간 역전사 연쇄중합반응을 수행하고 (Rotor-Gen3000thermal
cycler, CorbettResearch,USA) 55℃에서 99℃까지의 온도로 융해곡선을 그려
primer의 특이성을 확인하였다.실시간 역전사 연쇄중합반응 결과는 β-actin으로 보정
하고 2-CT 방법으로,먼저 역치(CT)를 정한 후 ∆T(대조군, 거세)=CT(수용
체)-CT(β-actin)으로 구하고 다시 2∆∆T(receptor)=∆T(cast)-∆T(sham)를 구한 후
2의 제곱수로 하여 몇 배 변화 되었는지 분석하여 상대적 정량하였다(Lvak등
2001).특정primer는표2에 도시하였다.

222...777...IIInnnVVViiitttrrrooo실실실험험험
분리 된 골반신경절세포에 H2O2(Sigma,USA),ratIL-β,ratTNF-α(Endogen,

Woburn;USA)등을 24시간 전처치하여 니코틴성 아세틸콜린 전류의 변화를 조사
하였다.TNF-α를 10ng/ml와 50ng/ml으로 24시간 전 처치하여 최적농도를 찾
은 후 50ng/ml으로 6시간,12시간,24시간,48시간 전 처치하여 그 작용의 최적
시간을 찾았다.이후에는 최적시간 및 최적농도로 실험을 하였다.H2O2와 IL-β도
위와같은 방법으로 테스트하였다.RatIL-β,ratTNF-α는 유효기간이 짧기 때문에
bovineserum albumin(BSA)2.5 mg을 PBS용액 1 ml용해시키고 그 용액에
TNF-α 혹은 IL-β를 용해시켜 분장하여 -70℃에 보관하여 사용하였다.

222...888...전전전기기기생생생리리리학학학적적적 실실실험험험
이온 전류는 전형적인 전세포이온전류 측정방법(whole-cellpatch-clamp)방법으

로 기록하였다(Hamil등,1981).전극은 Corning7052borosilicate유리모세관(외
경-1.65mm,내경-1.2mm,GarnaerGlassCo,Claremont,CA,USA)로부터 P-97
Flaming-Brownmicropipettepuller(Sutter,InstrumentCo,USA)를 사용하여 만
들었다.만들어진 전극은 Sylgard184로 코팅을 하고 microforge로 열처리하여 다
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듬었고,전극내부에 용액을 채웠을 때는 저항이 2~3Μῼ이 되는 것을 사용하였다.
세포가 들어 있는 배양접시를 도립현미경(Nikon)위에 올려놓고,세포외액을 중력
에 의하여 약 1~2 ml/min 속도로 관류되도록 하였다.세포막의 전기용량
(membrane capacitance)과 직렬 저항(series resistance)은 patch-clamp
amplifier(Axonpatch1D,AxonInstruments,Fostercity,CA,USA)에 내장된 기
능으로 80% 이상 보정하였다.전압의 자극프로토콜 및 니코틴 전류기록은 ITC-1
8아날로그/디지털 전환기(Instrutech,PortWashington,NY,USA)가 연결된 맥킨
토시 컴퓨터에 정착되어 있는 S5(StephenR,Ikeda박사 제작)프로그램을 이용하
였다.니코틴성전류는 2-5kHz고대역 필터링(-3dB:four-poleBessel)한 뒤,컴퓨
터의 하드디스크에 저장하였고,IGOR PRO(Wave-Metrics,Lake Oswego,OR,
USA)로 분석하였다.모든 실험은 실온(20~22℃)에서실행하였다.본실험에사용된
측정장치는그림2에도식적으로나타내었다.

222...999...세세세포포포내내내 활활활성성성산산산소소소 측측측정정정
Hydroethidine(HET)(Sigma-Aldrich,Fluka, USA)을 20 % DMSO(Dimethyl

sulfoxide)로 용해한 후 0.1M phosphatebuffersolution(PBS)에 1mg/ml되게
준비하였다.준비된 용액을 마취된 쥐 꼬리정맥에 0.3ml주입하고 30분 후 골반
신경절을 분리하였다.분리한 신경절은 PBS로 잘 씻어 낸 후 Gel/Mount
mounting용액에 담겨서 -70℃에 보존하였다.골반신경절 조직은 두께가 20 μm
두께의 얇은 절편을 하여 커버슬립에 옮겼다.이 조직은 형광현미경(Olympus
BH2-RFCA)장치로 형광을 측정하였다.형광은 FITC로 측정하는데 즉,ET가 480
nm와 505 nm 의 빛으로 번갈아 가며 여기(excitation)시켰을 때 535 nm
emission)로 방출되는 형광강도를 측정하였다.

222...111000...실실실험험험용용용액액액 및및및 약약약물물물
222...111000...111실실실험험험 용용용액액액
니코틴성 아세틸콜린 전류의 측정을 위해 사용 된 전극 내 용액(internal
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solution)의 조성(mM)은 30KCl,100K+-gluconate,10HEPES,10glucose,10
EGTA,10Tris-phosphocreatine,1.2MgCl2,5MgATP,0.3Na2GTP(pH 7.2,293
mOsm/kg.H2O)이며 세포외 관류액 조성(mM)은 135NaCl,5.4KCl,1.8CaCl2,1
MgCl2,5HEPES,10glucose(pH7.4,320mOsm/kg.H2O)이었다.

222...111000...222...약약약물물물
Collagenase D는 (Rhoche Applied Science, Indianapolis, IN, USA)에서,

Trypsin은 BoehringerMannheim Biochemicals(Idianapolis,IN,USA)로부터 구입
하였고 아세틸콜린,DNAse type I등은 Sigma ChemicalCo.(St.louis,MO,
USA)로부터 구입하였다. 세포 배양에 필요한 모든 배지 및 약물은
GibcoBRL(Grand Island,NY,USA)로부터 구입하였다.테스토스테론은 Tokyo
kaseikogyoco.LTD(KITA-KU,TOKYO,JAPAN)에서,Streptozotocin은 Wako
chemicals USA, Inc(Wako, Richmond, USA)에서 구입하였다. 약물은
7-array-polyethylenetube와 연결된 가스크로마토 그라프용 모세관 끝을 신경세포
의 100µm 이내에 위치하도록 하여 중력에 의해 세포에 가해지도록 하였다.

222...111111...데데데이이이터터터 분분분석석석 및및및 통통통계계계처처처리리리
모든 데이터 분석과 그래프 구성을 위해 IGOR프로그램을 사용하였다.농도-반

응 곡선(concentration-responsecurve)은 Prism 4.0software(Graphpad software
Inc,SanDiego,CA,USA)를 사용하여 Hill공식,즉 IACh=MaxI(1+IC50/[ACh])-1을
사용하여 EC50를 구하였다.전류의 크기는 peak점에서 측정하였고 세포막 전기 용
량(Cm)은 20 ms,10 mV 과분극 자극을 가한 뒤 얻은 용량전류(capacitative
current)의 면적을 측정하는 IGOR매크로를 사용하여 구하였다.모든 결과는 평균
±표준오차로 나타내었고,통계적인 의의는 Studentt-검정(Unpaired)으로 확인하였
다.p＜0.05인 경우 통계적으로 유의한 차이가 있다고 간주하였다.
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그그그림림림 111...수수수컷컷컷 쥐쥐쥐 (((SSS///DDD)))주주주골골골반반반신신신경경경절절절(((mmmaaajjjooorrrpppeeelllvvviiicccgggaaannngggllliiiooonnn)))의의의 해해해부부부학학학적적적 위위위치치치
모모모식식식도도도...전립선의 외측에 위치한 좌우 한 쌍의 골반신경절을 적출하여 실험에 사
용하였다.화살로 표시된 것이 MPG이다.
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그그그림림림 222...막막막전전전압압압 고고고정정정법법법에에에 의의의한한한 이이이온온온 채채채널널널 측측측정정정 장장장치치치의의의 모모모식식식도도도...Patch-clamp전
용 software(S5)를 이용하여 만든 펄스프로토콜로 고정하고자 하는 전압(Vcom)을
A/D converter(ITC-18)를 거쳐 아날로그 신호로 바꾸어 패치 피펫을 통하여 세포
에 전달하고 세포막에 존재하는 이온채널의 활성 정도에 따라 변화하는 전압을
영점(null)하기 위해 증폭기(Axo-1D)를 통하여 흘려주는 전류(Icell)를 다시 디지
털로 전환하여 컴퓨터의 하드디스크에 저장하였다.
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그그그림림림 333...음음음경경경압압압 측측측정정정 장장장치치치 모모모식식식도도도(((NNNeeerrrvvvooouuussscccooonnntttrrrooolllooofffttthhheeeuuurrrooogggeeennniiitttaaalllsssyyysssttteeemmm,,,
MMMaaaggggggiii,,,111999999333)))...절전 부교감 신경(efferentinput)인 골반신경(penilenerve)에 백금
전극을 장착하고 이를 stimulator와 연결한다.다음 음경을 덮은 피부를 전부 박리
하여 귀두부와 음경해면체 부위를 노출시키고,음경해면체를 촉지하면서 음경해면
체 내에 헤파린(heparin25IU/ml)이 포함 된 생리식염수로 채워진 26Gauge주
사바늘을 삽입한 후 이를 pressuretransducer에 연결하고 polygraph와 MacLab에
서 음경압을 기록하였다. 골반신경(pelvic nerve)을 전기적으로 자극(16 Hz
frequency,5msduration,4V)하여 음경압을 측정하였다.
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표표표 111...신신신호호호전전전달달달 인인인자자자의의의 역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄중중중합합합반반반응응응에에에 사사사용용용된된된 ppprrriiimmmeeerrr들들들

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

STAT3
Sense AAGGACATCAGTGGCAAG

715
Antisense ACA GGCGGA CAGAACATA G

NF-kB
Sense CCCCCTGAGAAA GAA ACA CA

209
Antisense AGCATCTTCACA TCTCCCGTA

β-actin
Sense ATGGTGGGTATGGGTCAGAA

250
Antisense TCCATA TCGTCCCAGTTGGT
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표표표 222...실실실시시시간간간 역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄중중중합합합반반반응응응 에에에 사사사용용용 된된된 ppprrriiimmmeeerrr들들들

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

nAchR
α3

Sense CCAAGACATCACGTACTCG 98Antisense CACAGTGAGGAAGGAGATGA
nAchR

α5

Sense GTGCTCGTCTCTCTGACTG 101Antisense TGGTGAACACCAAGTACTCC

nAchRβ4 Sense CTCTGCTCCAGTGTCATTTC 94Antisense TGGTGAACACCAAGTACTCC

IL-1β
Sense CACCTCTCAAGCAGAGCACAG 79Antisense GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC

IL-1
receptor

Sense CATTCAGACACCTCCAGCAGTTC
116Antisense ACCCAGAGCGTATCATCCTTCAC

IL-6 Sense TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC 80Antisense TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC
IL-6
receptor

Sense AAGCAGGTCCAGCCACAATGTAG 80Antisense CCAACTGACTTTGAGCCAACGAG

TNF-α Sense AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC 111Antisense TCTGCTTGGTTTGCTACGAC
TNF-α 

receptor
Sense TGAAACAACACTTCAGACACCGTG 83Antisense AGGCATGATTGCAGATGGTTCCAG

Androgen
receptor

Sense ACCCTCCCATGGCACATTTT 120Antisense TTGGTTGCCACACAGCAGCACAG

β-actin Sense CCTCGTGGTGATTCAGGTTT 149Antisense TGTCACATGGATGGAGCTGT
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제제제 333장장장 결결결 과과과

거거거세세세 쥐쥐쥐 모모모델델델에에에서서서의의의 결결결과과과
333...111...거거거세세세 쥐쥐쥐 모모모델델델의의의 평평평가가가
본 연구의 중심 가설 중의 하나인 “내분비계의 이상,특히 남성호르몬의 감소가

발기를 지배하는 자율신경 기능의 가소성을 조절 한다”는 것을 증명하기 위해 거
세 쥐 모델(castratedratmodel)을 만들었다.남성호르몬 중 대표적인 테스토스테
론(testosterone)은 전체 순환량의 95%가 고환의 Leydig간질세포에서 만들어지고,
5%는 부신피질에서 만들어지기 때문에 고환을 제거하면 혈장 테스토스테론의 현
저한 감소를 유발할 수 있다.나이가 3주령 된 S/D 쥐의 고환을 제거한 후 4주
후에 테스토스테론의 혈청함량(serum testosterone)을 측정한 결과 18±1pg/ml(n=
6)로 대조군 391±23pg/ml(n=4)보다 현저히 감소되었다.
이러한 테스토스테론의 감소 효과가 신경인성 발기부전으로 나타나는지 여부를

음경을 지배하는 골반신경을 자극하고 음경압을 측정하여 확인하였다.음경 발기
압은 대조군에서 음경압이 77.6±1.7mmHg(n=10) 인 반면,거세군(castration)에서
는 28.6±4.4mmHg(n=5)로 나타났다.형태적으로도 특히 음경의 굵기 역시 테스토
스테론 및 음경압처럼 현저히 감소해 있었다.거세 후 테스토스테론을 10mg/kg
씩 매주 투여 한 군(cast+T)에서는 신경자극에 의한 음경압이 65.1±4.6mmHg(n=5)
로 대조군에 근접하여 회복되었으며(그림 4),음경의 굵기 역시 거세군에 비해 현
저히 증가하였다.대조군과 거세 쥐의 해면체에 papaverine(0.2ml,농도 5mg/ml
)을 직접 투하면 각각 55.1±4.6mmHg(n=3),44.5±5.3mmHg(n=3)로 통게적으로
유의한 차이(p>0.05)를 나타내지 않았다.
한편,혈중 테스토스테론이 감소되면 안드로젠수용체(androgenreceptor) 발현

의 감소가 동반된다고 보고되어 있기 때문에 실시간 역전사 연쇄중합반응방법으
로 테스토스테론의 수용체인 안드로젠수용체의 발현 정도를 골반신경절에서 측정
한 결과 거세 모델에서 현저히 감소되었고,테스토스테론 투여에 의하여 어느 정
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도 감소가 억제됨을 알 수 있었다.거세군에서 안드로젠수용체 발현은 대조군에
비하여 0.17±0.04(n=3)배 감소하였고 테스토스테론 투여군은 대조군에 비해 0.61±
0.04(n=3)로 나타났다(그림 5).
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그그그림림림 444...대대대조조조군군군(((SSShhhaaammm))),,,거거거세세세군군군(((CCCaaasssttt)))및및및 거거거세세세 후후후 테테테스스스토토토스스스테테테론론론 투투투여여여군군군(((CCCaaasssttt+++TTT)))
에에에서서서의의의 골골골반반반신신신경경경 자자자극극극에에에 의의의해해해 유유유도도도되되되는는는 음음음경경경압압압 비비비교교교...A는 대조군,거세군 및 거
세 후 테스토스테론을 투여군에서 음경압 측정 시 기록이고,B는 그 결과를 요약
한 것이다.결과는 평균±표준오차로 나타내었고,통계적인 유의성은 one-way
ANOVA방법을 사용 한 후 Studentt-검정(Unpaired)를 사용하여 통계적 유의성을
검사하였다.괄호 안의 수는 실험동물 개수를 가리킨다.＊p＜0.05.
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그그그림림림 555...대대대조조조군군군(((SSShhhaaammm))),,,거거거세세세군군군(((CCCaaasssttt)))및및및 거거거세세세 후후후 테테테스스스토토토스스스테테테론론론 투투투여여여군군군(((CCCaaasssttt+++TTT)))
의의의 골골골반반반신신신경경경절절절에에에서서서 안안안드드드로로로젠젠젠수수수용용용체체체의의의 발발발현현현 비비비교교교... 결과는 comparative2-△△ct법
으로 분석하였는데 거세 군에서 안드로젠수용체의 발현이 감소되었고 거세 후 테
스토스테론 투여 군에서는 현저히 증가하였다.골반신경절 조직에서 Trizol
reagent를 사용하여 RNA를 분리하여 cDNA로 합성한 후 PCR증폭하였다.반응
조건은 95℃에서 15분 전 처리하고 95℃에서 15초,60℃에서 30초,72℃에서
60초 주기로 55회 반복하였다.데이터는 평균±표준오차로 나타냈고 괄호 안에는
실험 한 수를 나타낸다.＊p<0.05
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333...222...cccDDDNNNAAA 마마마이이이크크크로로로어어어레레레이이이 분분분석석석을을을 통통통한한한 유유유전전전자자자 발발발현현현 윤윤윤곽곽곽
조조조사사사
거세가 쥐의 골반신경조직에서의 유전자 발현에 미치는 영향을 cDNA 마이크로

어레이분석을 통하여 대조군(Sham)과 비교하여 확인 하였다.각 조직 군에서 추출
한 총 RNA의 정양과 품질을 확인한 후 Ambion사의 MessageAMPⅡaRNA Kit
을 사용하여 증폭하였다.증폭된 RNA 샘플은 역전사 과정을 통하여 flurescent
dCTP가 incorporation된 cDNA를 합성하였으며 이것을 cDNA 칩에 hybridization
을 실시하였다.사용한 마이크로어레이 칩은 Genocheck사의 백금biochipRat13K
cDNA chip으로 기능이 잘 알려진 2,913개의 유전자와 기능이 잘 알려지지 않은
10,471개의 EST 유전자로 이루어져 있다.DNA chip 결과의 분석 과정은
scanning을 통하여 얻어진 spot의 signalintensity수치 데이터를 사용하여 global
normalization과 intensity-dependentnormalization을 실시하였다.그림6A와 그림
6B는 각각 hybridization후 칩의 이미지와 2fold발현의 변화를 보여주는 유전자
들의 scatterplot을 나타낸 것이다.거세 후 4주에 전체 13K 유전자들 중에서
2-fold이상 발현 증가 또는 감소된 유전자의 수는 각각 40개와 251개로 발현이
감소된 유전자수가 훨씬 많았다.
  그림6C에서 보여주는 바와 같이 발현이 변화된 유전자를 기능적으로 분류한 결
과 세포 대사 및 세포 성장에 관련된 유전자가 현저히 감소하였다.특히,세포사
멸(celldeath)에 관련된 유전자는 오히려 증가하는 경향이 있는 데 이러한 결과는
거세에 의한 골반신경절에서 신경세포 수의 감소와 관련 있을 것으로 추측된다.
무엇보다도 중요한 것은 신경기능에 중요한 이온채널,시냅스 전달,신호 전달에
관련된 유전자가 많은 수는 아니지만 감소된 것이었다.
이전의 다른 연구결과 (Huang등 2004)로부터 유전자들의 발현의 변화 폭이 크

지 않더라도 (즉,foldchange＜2), 기능의 변화가 크게 나타날 수 있음을 확인하
였기 때문에 cDNA 마이크로어레이 결과에서 1.5이상의 발현 변화가 있는 신경
기능 관련 유전자를 선별하였다(표 3).이들 유전자 중 골반 자율신경계에서 시냅
스 전달을 매개하는 니코틴성수용체 서브유닛의 발현이 감소된 것이 확인되어 이
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후의 실험에서는 니코틴성수용체의 발현 변화를 검증하고 기능의 변화를 조사하
였다다다...
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그그그림림림 666...골골골반반반신신신경경경조조조직직직에에에서서서 거거거세세세에에에 의의의한한한 유유유전전전자자자 발발발현현현 변변변이이이 및및및 기기기능능능별별별 발발발현현현 변변변
이이이 유유유전전전자자자 분분분류류류...A는 hybridization후 칩의 이미지,및 B는 hybridization후 2
fold발현의 변화를 보여주는 유전자들의 scatterplot을 나타낸 것이다.분석하여
얻어진 intenalty(Cy5/Cy3)를 x,y로 하며 이와 같은 차트를 통하여 유의한 유전
자를 확인하는데 이 차트를 scatterprot라고 하며 대부분 45〫의 기울기를 나타낸
다.두 선 안에는 ratio가 1인 유전자들이고 선 밖에는 변화된 기능 유전들이다.C
는 발현이 변화된 것을 기능 유전자들을 선별하여 나타낸 것이다.발현이 증가 된
기능 유전자 수는 40개이고 감소된 유전자 수는 251개로 나타났다.
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표표표 333...거거거세세세에에에 의의의해해해 발발발현현현이이이 변변변화화화된된된 신신신경경경기기기능능능 관관관련련련 유유유전전전자자자리리리스스스트트트

Ontology
Accession
No.

GeneName Fold
IonChannelandSynaptic AI145571 Nicotinicreceptor,alpha5 -1.6

Transmission

AA875206 Ubiquilin1 -4.5
AI029309 NMDA2D,glutamatereceptor -1.9
AA957304 GABAA receptor-associatedprotein -2.1
AI145393 Syntaxinbindingprotein -2.7
AI070040 MonoamineoxidaseA -2.2
AA956149 Neurexin1 -2.1
AA996551

Vesicular inhibitory amino acid
transpoter

-1.6
AI072060 Na+/K+pump,α 1 -3.7

Ca2+Signaling

AI045449 LPA receptor -1.8
AI172620 Erythropoietinreceptor -1.9
AA964716 IP3receptor3 -1.6
AA858958 14-3-13protein,gammasubunit -4.0
AA858957 14-3-13protein,thetasubunit -2.4
AA859448 Calreticulin -1.6

Receptor& G-protein

AA858510 prostaglandinEreceptor -3.7
AI072098 Neuotensin2receptor -1.6
AA955255 Gproein αo subunit +1.6
AA925099 PDGF,alphasubunit +1.6
AA819128 Gproteinbeta2subunit -1.6
AA901297 Gproteinbeta5subunit +2.0
AA899129 Gproteingamma8subunit -1.6
AA817948 SmallGprotein,Rac1(Rhofamily) -1.9

Hormone& growthFactor

AI029586 Cholecystokinin -2.5
AA963258 Insulin-likegrowthfactor -1.6
AA924677

Insulin-like growth factor binding
protein2

-2.6

AA819611
Insulin-like growth factor binding
protein3

+2.2
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333...333...거거거세세세가가가 골골골반반반신신신경경경세세세포포포의의의 니니니코코코틴틴틴성성성수수수용용용체체체 발발발현현현 및및및 활활활성성성에에에
미미미치치치는는는 영영영향향향
333...333...111...실실실시시시간간간 역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄중중중합합합반반반응응응 분분분석석석에에에 의의의한한한 니니니코코코틴틴틴성성성수수수용용용체체체의의의 발발발현현현 변변변화화화
검검검증증증
cDNA microarray분석 결과 거세에 의해 골반신경절에서 니코틴성수용체 α5

서브유닛의 발현이 감소되는 것이 확인되었기 때문에 거세에 의한 신경인성 발기
부전은 발기를 지배하는 부교감 신경에서 니코틴성수용체의 발현감소에 의한 시
냅스 전달의 억제에 기인한다는 가설을 세울 수 있었다.최근의 연구에서 골반 자
율신경절에서의 발현되는 니코틴성수용체는 주로 α3α5β4의 서브유닛으로 구성되
어있는 것이 역전사 연쇄중합반응과 약리학적 방법으로 확인되었다(Park 등,
2006).본 연구에서 사용한 cDNA 칩에는 니코틴성수용체 서브유닛 한 종류만 포
함되어 있어 α5서브유닛의 변화만 확인 할 수 있었기에 실시간 역전사연쇄중합
반응으로 골반신경절 조직에 함유된 주요한 니코틴성수용체 α3α5β4서브유닛의
발현 변화를 구체적으로 조사하였다(그림7).그 결과는 골반신경절에서 α3는 -1.98
배(0.24±0.01),α5는 1.65배(0.27±0.01),β4는 1.54배(0.37±0.03)로 서브유닛의 발현이
각각 현저히 감소하였음을 알 수 있었다.이러한 발현의 변화는 테스토스테론을
투여에 의해 니코틴성수용체 서브유닛인 α3는 1.2배(0.66±0.02), α5는 1.37배
(0.54±0.07),β4는 1.24배(0.68±0.03)로 발현의 감소가 억제되는 것을 보여 주었다.
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그그그림림림 777...거거거세세세와와와 거거거세세세 후후후 테테테스스스토토토스스스테테테론론론 투투투여여여한한한 쥐쥐쥐의의의 골골골반반반신신신경경경절절절 조조조직직직에에에서서서 니니니코코코
틴틴틴성성성수수수용용용체체체 서서서브브브유유유닛닛닛의의의 발발발현현현 변변변화화화에에에 대대대한한한 실실실시시시간간간 역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄중중중합합합반반반응응응 분분분석석석...
결과는 comparative2-△△ct법으로 분석하였는데 거세 군(⃞)에서 α3,α5,β4서브
유닛의 발현이 현저히 감소하였음을 알 수 있다.골반신경절 조직에서 Trizol
reagent를 사용하여 RNA를 분리하여 cDNA로 합성한 후 사용하였다.반응 조건
은 95℃에서 15분 전 처리하고 95℃에서 15초,58℃에서 30초,72℃에서 60초 주
기로 55회 반복하였다.괄호 안에는 실험 한 수를 나타낸다.모든 데이터는 평균±
표준오차로 나타냈고 괄호 안에는 실험 한 수를 나타낸다.＊p<0.05
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333...333...222...거거거세세세가가가 골골골반반반신신신경경경세세세포포포의의의 니니니코코코틴틴틴성성성 아아아세세세틸틸틸콜콜콜린린린 채채채널널널의의의 활활활성성성에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향
거세 쥐 모델의 골반신경절세포에서 니코틴성수용체 서브유닛의 발현 감소로

인해 이온채널 활성의 감소가 나타나는 지를 전기생리학적 방법으로 확인하였다.
전형적인 전세포이온전류 측정방법(whole-cellpatch-clamp)방법으로 막전압을
-60mV로 고정시킨 상태에서 ACh의 투여에 의해 유도되어진 니코틴성전류를 관
찰하였다.골반신경절세포에서 교감신경세포는 부교감신경세포에 비해 전류용량이
크고 GABA에 의한 Cl-전류가 크게 나오고 T-형 칼슘전류가 있는 것이 그의 특
성이다.부교감신경세포는 5-HT에 의한 전류가 생성되는 것이 특성이라 한다.대
조군 골반신경절교감신경세포는 세포막 전류용량이(Cm, 57.1±2.9 pA/pF)이고
GABA(100µM)에 의한 평균전류밀도(69.9±7.9pA/pF)로 크게 나타났으며 T-형 칼
슘전류밀도(3.7±0.5pA/pF)로 나타났고 거세군 골반신경절교감신경세포에서는 전
류용량이(Cm,37.1±6.1pA/pF)이고 GABA(100 µM)에 의한 평균전류밀도(49.9±10.3
pA/pF)가 크게 나타났으며 T-형 칼슘전류(2.7±1.0pA/pF)도 나타났다.거세군에
서 대조군에 비해 전류의 밀도는 줄어들었지만 고유한 특성은 그대로 나타났다.
대조군 골반신경절부교감신경세포는 세포막 전류용량이(Cm,20.8±2.1 pA/pF)이고
5-HT(100 µM)에 의한 평균전류밀도(91.9±15.9pA/pF)가 크게,GABA에 의한 평
균전류밀도(24.9±2.1pA/pF)이고 T-형 칼슘전류는 나타나지 않았다.거세군에서
골반신경절부교감신경세포는 세포막 전류용량이(Cm,19.8±1.1pA/pF)이고 5-HT(10
0 µM)에 의한 평균전류밀도(54.9±9.9pA/pF)로 대조군보다 적지만 그래도 크게
나타났고,GABA에 의한 전류와 T-형 칼슘전류는 나타나지 않았다.이러한 두 신
경세포간의 특성의 차이를 이용하여 대조군(Sham),거세군(Cast),거세 후 테스토
스테론 투여 군(Cast+T)의 골반신경절교감신경세포에서 니코틴성 아세틴콜린채널
의 아세틸콜린 농도-반응(dose-responserelationship)관계를 Hillequation에 의해
fitting하여 그림8에 나타내었다.10 μM부터 10mM로 Ach농도가 증가함에 따라
유발되는 니코틴성전류의 밀도도 비례하여 증가하였는데 대조 군(EC50 225 μM),
거세 군(EC50201 μM)및 거세 후 테스토스테론 군(EC50200 μM)사이에 아세틸콜
린의 채널의 활성에 대한 역가(potency)의 차이는 나타나지 않았지만(One-way
ANOVA,p>0.05)그 효력(efficacy)은 거세 군(612±145pA/pF,n=5)에서 대조군
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(809±57pA/pF,n=6)및 거세 후 테스토스테론 군(881±80pA/pF,n=8)보다 통
계적으로 유의하게 낮았다(p<0.05).그림 9에서는 골반신경절부교감신경절세포에서
의 아세틸콜린의 농도-반응관계를 나타내었는데 대조 군(163 μM),거세 군(178 μ

M)및 거세 후 테스토스테론 투여 군(186 μM),즉 세 군 간에 역가 차이(p>0.05)
는 거의 없었지만 그 효력은 대조군(450±57pA/pF,n=15),거세군(268±55pA/pF,
n=16)및 거세 후 테스토스테론 투여군(480±56pA/pF,n=7)으로 나타났다.교감
신경 세포(24%)와 비교하여 부교감신경세포(40%)에서 그 낮은 정도가 현저하였다.
그림 10에서 골반교감신경세포에서 역가보다 낮은 농도,즉 100 μM ACh에 의한
니코틴성전류의 밀도는 대조군에 비해 약간의 감소는 있었지만 통계적으로 유의
한 차이는 없었다.이에 반해 부교감 신경에서 ACh에 의해 유도되는 전류밀도는
대조군과 거세 군에서 각각 151±22pA/pF(n=14)과 74±15pA/pF(n=19)으로 통계
적으로 유의한 차이가 있었다(P<0.05).거세 후 테스토스테론 투여 군에서는 122±8
pA/pF(n=11)로 거세군에 비해 전류 밀도가 현저하게 높았다(그림11).
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그그그림림림 888...거거거세세세가가가 골골골반반반신신신경경경절절절교교교감감감신신신경경경세세세포포포에에에서서서 니니니코코코틴틴틴성성성전전전류류류에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향...A.
Ach에 의한 니코틴성전류의 모양.ACh(10 μM,100 μM,1mM,10mM)에 의해
유도되는 전류의 크기를 측정하였는데 ACh농도가 증가함에 따라 유발되는 니코
틴성전류의 크기도 증가하였다.B.ACh농도와 전류밀도 상관관계.막 전압을
-60mV로 고정시고 여러 농도의 아세틸콜린에 의해 유도된 전류밀도를 Hill공식
즉,IACh=MaxI(1+IC50/[ACh])-1으로 관찰하였다.모든 데이터는 평균±표준오차로
표시하였다.ACh이 채널의 활성에 미치는 효력(efficacy)은 거세 군에서 대조군 및
거세 후 테스토스테론 투여군 보다 낮았다.
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그그그림림림 999...거거거세세세가가가 골골골반반반신신신경경경절절절부부부교교교감감감신신신경경경세세세포포포에에에서서서 니니니코코코틴틴틴성성성전전전류류류에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향...
A.Ach에 의한 니코틴성전류의 모양.골반신경절부교감신경세포에서 ACh(10 μM,
100 μM,1mM,10mM)에 의해 유도되는 전류의 크기를 측정하였는데 ACh농도
가 증가함에 따라 유발되는 니코틴성전류의 크기도 증가하였다.B.ACh농도와 전
류밀도 상관관계.막 전압을 -60mV로 고정시고 여러 농도의 아세틸콜린에 의해
유도된 전류밀도를 Hill공식 즉,IACh=MaxI(1+IC50/[ACh])-1으로 관찰하였다.모든
데이터는 평균±표준오차로 표시하였다.ACh이 채널의 활성에 미치는 효력
(efficacy)은 거세 군에서 대조군 및 거세 후 테스토스테론 투여군 보다 낮았다.
(p<0.05).
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그그그림림림 111000...골골골반반반신신신경경경절절절교교교감감감신신신경경경세세세포포포에에에서서서 111000000 µµµµMMM AAACCChhh에에에 의의의해해해 유유유도도도된된된 전전전류류류의의의 크크크
기기기 비비비교교교...교감신경세포에서 막 전압을 -60mV로 고정시킨 상태에서 100µM ACh
에 의해 유도된 전류를 관찰하였고,전류 최대값에서의 밀도크기를 대조군,거세
군,거세 후 테스토스테론 투여 군에서 비교하였는데 통계적으로 유의한 차이는
보이지 않았다.모든 데이터는 평균±표준오차로 표시하였다.괄호 안에는 실험 한
세포수이다.
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그그그림림림 111111...골골골반반반신신신경경경절절절부부부교교교감감감신신신경경경세세세포포포에에에서서서 111000000 µµµµMMM AAACCChhh에에에 의의의해해해 유유유도도도된된된 전전전류류류의의의
크크크기기기 비비비교교교...부교감신경세포에서 막 전압을 -60mV로 고정시킨 상태에서 100 µM
ACh에 의해 유도된 전류를 관찰하였고,전류 최대값에서의 밀도크기를 대조군,
거세 군,거세 후 테스토스테론 투여 군에서 비교하였는데 통계적으로 유의한 차
이는 보이지 않았다.모든 데이터는 평균±표준오차로 표시하였다.괄호 안에는 실
험 한 세포수이다.*p<0.05.
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333...444골골골반반반신신신경경경절절절세세세포포포에에에서서서 염염염증증증매매매개개개물물물질질질과과과 산산산화화화 스스스트트트레레레스스스 물물물질질질
의의의 역역역할할할
333...444...111...거거거세세세 쥐쥐쥐 골골골반반반신신신경경경절절절에에에서서서 염염염증증증매매매개개개물물물질질질의의의 발발발현현현
노화,당뇨,스트레스 등 병태생리학적 상황은 내분비계 및 면역계의 변화를 초

래하여 자율신경기능의 이상을 초래한다는 가설의 일부를 검증하였다.이를 위해
먼저 거세 쥐의 골반신경절세포에서 전 염증매개체(pro-inflammatorymediator)인
사이토카인(cytokine)및 그 수용체의 발현 변화가 나타나는지 실시간 역전사 연쇄
중합반응으로 확인하였다.그 결과 대조군에 비해 거세 군에서 대표적인 사이토카
인 IL-1β의 발현이 약 4배(n=3)정도 증가하였고,IL-6수용체와 TNF-α 수용체의
경우 각각 약 2.3배(n=3)및 6배(n=3)증가하였다(그림12).

333...444...222...사사사이이이토토토카카카인인인이이이 골골골반반반신신신경경경세세세포포포에에에서서서 니니니코코코틴틴틴성성성수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향
대표적 염증매개 물질들 중 하나인 TNF-α를 50ng/ml를 각각 6시간,12시간,

24시간,48시간 처리하였을 때 부교감신경에서 니코틴성전류는 시간 의존적으로
감소하였는데 특히 24시간에서 현저히 감소하였다.평균적으로 6시간 전처치 후
대조군과 실험군의 평균 전류 밀도는 각각 160±47 pA/pF(n=6)과 138±36
pA/pF(n=10),12시간 처치 후 각57±7pA/pF(n=10)과 37±6pA/pF(n=10),24시간
처치 후 각각 51±10pA/pF(n=8)과 17±3pA/pF(n=8),48시간 처치 후 47±15
pA/pF(n=4)과 39±15 pA/pF(n=4)이었다(그림14).하지만,교감신경절세포에서는
TNF-α에 의한 ACh전류의 크기에는 영향을 주지 않았다(그림13).부교감신경세포
에서 10ng/ml와 50ng/mlTNF-α를 각각 24시간 처리하였을 때 평균 니코틴성
전류 밀도는 각각 23±8 pA/pF(n=3)및 18±3 pA/pF(n=8)으로 대조군(61±14
pA/pF(n=6)보다 현저히 감소하였고 50ng/mlTNF-α처치후 전류의 억제는 10
ng/mlTNF-α로 처치 하였을 때보다 더 크게나타났다(그림 15).다른 염증매개 물
질인 IL-1β를 여러 농도로 24시간 처리한 후 골반신경절부교감신경세포에서 전류
를 측정하였는데 10 ng/ml(23±4 pA/pF,n=10)혹은 50 ng/ml(12±6 pA/pF,
n=6)에서 니코틴성전류가 모두 대조군(49±7pA/pF,n=9)에 비하여 농도 의존적으
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로 유의하게 감소하였다(그림 16).

333...444...333...거거거세세세 쥐쥐쥐 골골골반반반신신신경경경절절절에에에서서서 활활활성성성산산산소소소의의의 발발발현현현 변변변화화화
테스토스테론의 감소가 산화스트레스를 일으킬 것이라는 가설을 증명하기 위하

여 거세 쥐 골반신경절세포에서 산화스트레스 인자인 활성산소의 발현의 변화를
hydroethidine라는 형광물질을 이용하여 측정하였다.Hydroethine는 산화되면
ethidium(ET)로 되는데 HET 산화는 O2-에 의해서 일어난다고 한다(Bucana등,
1986;Rothe등,1990).HET는 특정 DNA와 결합하여 조직에 고정되는 능력을 가
지고 있어서(Bucana등,1986)신경에서 활성산소에 관련된 연구에 많이 사용 되
고 있다.Hydroethine0.3mg을 골반신경절 분리 30분전에 꼬리 정맥으로 주입하
였다.골반신경절 조직은 20 μm section한 후 형광현미경에서 관찰하였는데 대조
군에 비해 거세 후 골반신경절 조직에서 형광을 나타내는 골반신경의 수가 더욱
많은 것을 관찰 할 수 있었다(그림17).

333...444...444...과과과산산산화화화수수수소소소가가가 골골골반반반신신신경경경세세세포포포에에에서서서 니니니코코코틴틴틴성성성수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향
대표적 활성산소종의 하나인 H2O2를 골반신경세포에 24시간 전처치 하였을 때

부교감 신경에서 니코틴성전류는 농도 비례하여 감소하였고 평균 전류 밀도는 각
각 대조군,1 µM H2O2처치군,및 10 µM H2O2처치군에서 각각 78.5±15pA/pF
(n=4),62±16pA/pF(n=5),36±9pA/pF(n=9)으로 10 µM H2O2를 전 처치하였을
때 대조군에 비해 니코틴성전류가 통계적으로 유의하게 억제되었다(그림 18).

333...444...555...거거거세세세 쥐쥐쥐의의의 골골골반반반신신신경경경절절절에에에서서서 사사사이이이토토토카카카인인인 신신신호호호전전전달달달 인인인자자자들들들의의의 발발발현현현변변변화화화
전염증매개체들은 세포막에 있는 JAK/STAT신호전달체계를 통하여 세포핵 내

에 유전자발현 변화를 조절한다고 알려져 있다((Iain등,2005;Lorraine등,1999).
본 연구에서의 거세 쥐 골반신경절에서 염증매개물질 증가가 특정 세포 내 신호
전달체계를 활성화 할 것이라는 가설을 가지고 신호전달에 관여하는 중요한 요소
인 STAT3와 NF-κB발현을 역전사 연쇄중합반응 방법으로 확인하였다.그 결과
거세 쥐 골반신경절 조직에서 STAT3발현은 대조군에 비하여 mRNA의 발현이
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현저히 증가하였으나 NF-κB발현의 증가는 미약하였다.거세 후 테스토스테론을
투여 한 군에서는 STAT3와 NF-κB발현 정도가 대조군과 비슷하게 회복되었다.
여기서 양성 대조군은 정상 쥐 뇌 조직을 사용하였다.
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그그그림림림 111222...골골골반반반신신신경경경절절절 조조조직직직에에에서서서 거거거세세세에에에 의의의한한한 염염염증증증매매매개개개물물물질질질의의의 발발발현현현 변변변화화화...결과는
comparative2-△△ct법으로 분석하였는데 거세 군에서 IL-1β,IL-6및 TNF-α 수용체
의 발현이 현저히 증가하였다.IL-1R는 IL-1의 수용체,IL-6R은 IL-6의 수용체,
TNF-αR는 TNF-α의 수용체를 가리킨다.골반신경절 조직에서 Trizolreagent를 사
용하여 RNA를 분리하여 cDNA로 합성한 후 사용하였다.반응 조건은 95℃에서
15분 전 처리하고 95℃에서 15초,58℃에서 30초,72℃에서 60초 주기로 55회
반복하였다.괄호 안에는 실험 한 수를 나타낸다.모든 데이터는 평균±표준오차로
나타내었다.＊p<0.05.
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그그그림림림 111333...골골골반반반교교교감감감신신신경경경세세세포포포에에에서서서 TTTNNNFFF---αααα가가가 니니니코코코틴틴틴성성성전전전류류류에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향...막 전압
을 -60mV로 고정시킨 상태에서 100 µM ACh의 투여에 의해 골반교감신경세포
에서 유도되어진 전류밀도를 관찰하였다.모든 데이터는 평균±표준오차로 표시하
였다.괄호 안에는 실험 한 수를 나타낸다.
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그그그림림림 111444...골골골반반반부부부교교교감감감신신신경경경세세세포포포에에에서서서 니니니코코코틴틴틴성성성전전전류류류에에에 미미미치치치는는는 TTTNNNFFF---αααα 처처처치치치 시시시간간간에에에
따따따른른른 영영영향향향... 막 전압을 -60mV로 고정시킨 상태에서 100 µM 아세틸콜린의 투여
에 의해 유도되어진 전류를 측정하였다.모든 데이터는 평균±표준오차로 표시하였
다.괄호 안에는 실험 한 수를 나타낸다.부교감신경절세포에서는 TNF-α에 의한
ACh전류의 크기는 24시간 처치하였을 때 현저히 감소하였다.＊p<0.05.
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그그그림림림 111555...골골골반반반부부부교교교감감감신신신경경경세세세포포포에에에서서서 니니니코코코틴틴틴성성성전전전류류류에에에 대대대한한한 TTTNNNFFF---αααα 처처처치치치 농농농도도도에에에 따따따
른른른 영영영향향향... TNF-α를  24시간 전 처치 후 막 전압을 -60mV로 고정시킨 상태에서
100 μM 아세틸콜린의 투여에 의해 유도되어진 니코틴성전류를 측정하였다. 골반
부교감신경세포에서는 TNF-α에 의한 ACh전류의 크기는 10ng/ml와 50ng/ml
처치하였을 때 각각 현저히 감소하였다.데이터는 평균±표준오차로 표시하였다.
괄호 안에는 실험 한 수를 나타낸다.＊p<0.05.
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그그그림림림 111666...골골골반반반신신신경경경절절절부부부교교교감감감신신신경경경세세세포포포에에에서서서 IIILLL---111ββββ    처처처치치치 농농농도도도에에에 따따따른른른 영영영향향향...막 전압
을 -60mV로 고정시킨 상태에서 100 μM 아세틸콜린의 투여에 의해 유도되어진
전류를 관찰하였다.데이터는 평균±표준오차로 표시하였다.괄호 안에는 실험 한
수를 나타낸다.＊p<0.05부교감신경절세포에서는 IL-β에 의한 ACh전류의 크기는
10ng/ml처치하였을 때 제일 많이 감소하였다.
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A                                        B

그그그림림림 111777...골골골반반반신신신경경경절절절조조조직직직에에에서서서 거거거세세세에에에 의의의한한한 활활활성성성산산산소소소종종종 발발발현현현 증증증가가가...형광물질인
hydroethidine이 골반신경세포내에 발현된 ROS와 반응하여 발색되는 것을 화살표
로 표시하였다.대조군(Sham)은 거세(Cast)로 표시하였다.거세군에서 대조군에 비
해 증가된 양상을 보였다.
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그그그림림림 111888...골골골반반반부부부교교교감감감신신신경경경세세세포포포의의의 니니니코코코틴틴틴성성성전전전류류류에에에 미미미치치치는는는 HHH222OOO222처처처치치치 농농농도도도에에에 따따따
른른른 영영영향향향...골반부교감신경세포에서 H2O2에 의한 ACh전류의 크기는 10 μM 처치
하였을 때 통계적으로 유의하게 감소하였다.막 전압을 -60mV로 고정시킨 상태
에서 100 μM 아세틸콜린의 투여에 의해 유도되어진 전류를 관찰하였다.모든 데
이터는 평균±표준오차로 표시하였다.괄호 안에는 실험 한 수를 나타낸다.*P<
0.05.
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그그그림림림 111999...거거거세세세 쥐쥐쥐 골골골반반반신신신경경경절절절조조조직직직에에에서서서 SSSTTTAAATTT333와와와 NNNFFF---kkkBBB발발발현현현 증증증가가가...사이토카인
신호전달체계에서의 중요한 요소들인 STAT3와 NF-κB발현 변화를 확인하기 위
해,대조군,거세 군 및 거세 후 테스토스테론 투여 군에서 골반신경절 조직으로
부터 총 RNA를 분리한 후 선택적인 primer를 이용하여 역전사 연쇄중합 반응을
실시하였다.대조군으로 β-actin을 사용하였으며,증폭 산물의 크기는 STAT3(715
bp),NF-κB(209bp),β-actin(250bp)이다.역전사 연쇄중합반응 조건은 94℃ 30
초,55℃ 30초,72℃ 30초로 35cycle반응시켰다.

STAT3 NFkB β-actinSTAT3 NFkB β-actin STAT3 NFkB β-actin

Sham Castration Cast+T

500bp
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333...555...당당당뇨뇨뇨 쥐쥐쥐 모모모델델델에에에서서서의의의 결결결과과과
333...555...111...당당당뇨뇨뇨 쥐쥐쥐 모모모델델델 평평평가가가 및및및 음음음경경경압압압 측측측정정정
당뇨 쥐 모델은 8주령 S/D 쥐에 streptozotocin(70mg/kg,i.p)을 투여하여 만들

었다.투여 후 일정한 시간 간격으로 혈당을 측정하였는데 혈당이300mg/dl이하
인 쥐는 실험에서 제외하였고 인슐린 투여군도 혈당이 일정하게 100mg/dl아래
로 유지되지 않으면 실험에서 제외하였다.당뇨 확인 후 8주 사육하여 실험을 실
시하였다.8주 후 당뇨 쥐 평균 몸무게는 대조군에 비하여 현저히 감소하였는데
평균 몸무게는 대조군 및 당뇨 쥐에서 각각 557±11g(n=10)과 258±22g(n=10)이
었다(그림 20A).혈당 수치는 당뇨 쥐에서 (446±30 mg/dl,n=10)으로 대조군
(88±20mg/dl,n=10)에 비하여 아주 높게 유지되었다(그림 20B).이러한 고혈당이
발기부전을 유발하는지를 알아보기 위해 골반신경을 자극하여 음경압을 측정하였
다(구체적인 것은 거세 쥐 모델 참조).음경압 역시 당뇨 쥐에서(60±2mmHg,
n=3)에서 대조군에서는(76±3mmHg,n=4)이었고 t-검정 결과(p<0.05)유의하게 감
소하였다.
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그그그림림림 222000...당당당뇨뇨뇨 쥐쥐쥐에에에서서서 몸몸몸무무무게게게,,,혈혈혈당당당,,,및및및 음음음경경경압압압의의의 측측측정정정 결결결과과과...A는 대조 군과 당
뇨군 간의 몸무게 비교이다.B는 대조군과 당뇨군 간의 혈당 비교이다.C는 대조
군과 당뇨군 간의 음경압 크기 비교이다.모든 데이터는 평균±표준오차로 나타내
었다.괄호 안에 수는 실험한 동물 마리수이다.**p<0.01,*p<0.05
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333...555...222...당당당뇨뇨뇨 쥐쥐쥐 모모모델델델에에에서서서 안안안드드드로로로젠젠젠수수수용용용체체체 발발발현현현의의의 변변변화화화...
당뇨에 의하여 혈중 테스토스테론이 감소한다는 많은 보고가 되어 있고 당뇨성

발기부전에서 안드로젠 투여로 좋은 효과를 보고 있다는 임상적인 결과를 토대로
안드로젠수용체의 발현의 변화를 골반신경절 조직에서 실시간 역전사 연쇄중합반
응(그림 21)방법으로 측정하였다.그 결과 당뇨 쥐(0.35±0.12,n=3)에서 감소되었
고 인슐린 투여에 의하여 그 감소가 억제되었다(0.84±0.14,n=3).
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그그그림림림 222111...당당당뇨뇨뇨 쥐쥐쥐 골골골반반반신신신경경경절절절에에에서서서 안안안드드드로로로젠젠젠수수수용용용체체체의의의 발발발현현현의의의 변변변화화화...결과는
comparative2-△△ct법으로 분석하였는데 당뇨군에서 안드로젠수용체가 현저히 감
소하였다.골반신경절 조직에서 Trizolreagent를 사용하여 RNA를 분리하여
cDNA로 합성한 후 사용하였다.반응 조건은 95℃에서 15분 전 처리하고 95℃
에서 15초,60℃에서 30초,72℃에서 60초 주기로 55회 반복하였다.모든 데이터
는 평균±포준오차로 나타내었으며 괄호 안에는 실험 한 수를 나타낸다.＊p<0.05.
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333...555...333...당당당뇨뇨뇨가가가 골골골반반반신신신경경경세세세포포포의의의 니니니코코코틴틴틴성성성수수수용용용체체체 발발발현현현 미미미치치치는는는 영영영향향향
니코틴성수용체 아형들 중 골반신경절조직에서 주로 발현되는 서브유닛들을 당

뇨 모델에서 실시간 역전사연쇄중합반응으로 그 발현 변화를 확인하였다.그 결과
당뇨 쥐에서 α3(0.36±0.12),α5(0.47±0.10)및 β4(0.32±0.06)서브유닛의 발현이 감소
되었으며 인슐린 투여시 α3(0.56±0.15),α5(0.71±0.16)및 β4(0.70±0.17)서브유닛의
발현 감소가 유의하게 억제되었다(그림 22).

333...555...444...골골골반반반신신신경경경세세세포포포에에에서서서 당당당뇨뇨뇨가가가 니니니코코코틴틴틴성성성전전전류류류에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향
당뇨 모델의 골반신경절세포에서 니코틴성수용체 서브유닛의 발현 감소로 인해

이온채널 활성의 감소가 나타나는 지를 전기생리학적 방법으로 확인하였다.전형
적인 전세포이온전류 측정방법(whole-cellpatch-clamp)방법으로 막전압을 -60mV
로 고정시킨 상태에서 아세틸콜린의 투여에 의해 유도되어진 전류를 관찰하였다.
그림 23은 골반신경절부교감신경세포에서 니코틴성 아세틴콜린채널의 아세틸콜린
농도-반응(dose-response relationship)관계를나타낸것으로 AChshd도(10 μM-10
mM)에 따른 니코틴성전류의 밀도를 측정하였다.ACh에 의해 유발되는 내향전류
의 밀도는 농도 의존적으로 증가하였고 대조 군(EC50166 μM)과 당뇨 군(EC50138
μM)의 두 그룹 사이의 아세틸콜린의 채널의 활성에 대한 역가(potency)차이는
나타나지 않았지만 그 효력(efficacy)은 당뇨 군에서 대조군 보다 유의하게 감소되
었다(그림23).당뇨 군과 대조군 골반신경세포에서 ACh100 μM에 의한 니코틴성
전류의 크기를 비교하여 보았다.이때 유발되는 내향전류의 밀도는 대조군에 비해
당뇨 군의 교감신경세포에서 약간의 증가는 있었지만 통계적으로 유의한 차이는
없었다.교감신경세포에서 평균적인 전류밀도는 각각 대조군 및 당뇨 군에서 각각
125±22pA/pF(n=4),180±36pA/pF(n=6)이었는데 통계적으로 유의한 차이를 나타
내었다(p<0.05).부교감신경에서는 평균적인 전류의 밀도는 대조군과 거세군에서
각각 142±37pA/pF(n=9)과 93±16pA/pF(n=8)으로 통계적으로 유의한 차이가
있었다(p<0.05)(그림24).
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그그그림림림 222222...당당당뇨뇨뇨에에에 의의의한한한 니니니코코코틴틴틴성성성수수수용용용체체체의의의 서서서브브브유유유닛닛닛 발발발현현현 변변변화화화...선택된 primer로
실시간 역전사연쇄중합반응방법으로 측정하였다.결과는 comparative2-△△ct법으로
분석하였는데 당뇨군 군에서 α3,α5,β4서브유닛의 발현이 현저히 감소하였음을
알 수 있었다.골반신경절 조직에서 Trizolreagent를 사용하여 RNA를 분리하여
cDNA로 합성한 후 사용하였다.반응 조건은 95℃에서 15분 전 처리하고 95℃
에서 15초,60℃에서 30초,72℃에서 60초 주기로 55회 반복하였다.모든데이터
는 평균±표준오차로 나타내었으며 괄호 안에는 실험 한 수를 나타낸다.＊p<0.05
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그그그림림림 222333...당당당뇨뇨뇨가가가 골골골반반반신신신경경경절절절부부부교교교감감감신신신경경경세세세포포포에에에서서서 니니니코코코틴틴틴성성성전전전류류류의의의 효효효력력력에에에 미미미치치치는는는
영영영향향향...A는 ACh농도와 전류밀도 상관관계.골반신경절부교감신경세포에서 ACh(10
μM,100 μM,1mM,10mM)에 의해 유도되는 전류의 크기를 측정하였는데 ACh
농도가 증가함에 따라 유발되는 니코틴성전류의 크기도 증가하였다.B는 부교감신
경세포에서 막 전압을 -60mV로 고정시켰다.여러 농도의 아세틸콜린의 투여에
의해 유도된 전류밀도를 Hill공식으로 즉,IACh=MaxI(1+IC50/[ACh])-1으로 관찰하였
다.데이터는 평균±표준오차로 표시하였다.대조 군,거세 군,및 거세 후 테스토
스테론 투여군 사이에서 ACh이 채널의 활성에 미치는 효력(efficacy)은 거세 군에
서 다른 두군 보다 현저히 낮았다(p<0.05).
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그그그림림림 222444...골골골반반반신신신경경경절절절세세세포포포에에에서서서 AAACCChhh단단단일일일 농농농도도도에에에 의의의해해해 유유유도도도된된된 니니니코코코틴틴틴성성성전전전류류류에에에
미미미치치치는는는 당당당뇨뇨뇨의의의 영영영향향향...골반신경절교감신경세포에서 ACh100 μM 의해 유도된 전
류의 밀도를 대조군과 당뇨군을 비교하였는데 그 전류가 오히려 커지는 양상을
보였고 부교감 신경세포에서는 당뇨군이 대조군에 비해 평균전류 밀도가 감소하
였다.부교감 신경세포에서 막 전압을 -60mV로 고정시킨 상태에서 100 μM 아세
틸콜린의 투여에 의해 유도되어진 전류를 관찰하였다.모든 데이터는 평균±표준오
차로 나타내었으며 괄호안의 수자는 실험한 세포수이다.*p<0.05.
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제제제 444장장장 고고고 찰찰찰

음경발기에 Nitricoxide(NO)가 주요 매개 물질이라고 1992년에 알려진 이후 특
히 1998년에 비아그라라는 발기치료제가 개발되었으며 현재까지 발기부전에 대한
연구는 더욱 활발하게 진행되고 있다(Toda등,2005).NO는 하나의 신경전달물질
로서 음경해면체 분포된 부교감,골반신경의 말단 또는 혈관내피세포로부터 유리
되는데 음경혈관 및 음경해면체의 평활근에 존재하는 guanylatecyclase를 활성화
시켜 cGMP의 농도를 증가시키고 평활근의 칼슘채널을 억제함으로써 이완을 유도
하여 발기를 일으키는 데,이때 비아그라는 cGMP를 분해하는 효소인 PDE5를 억
제함으로써 cGMP농도를 지속적으로 높여주고 평활근이 이완이 오래동안 지속되
게 하여 발기를 장시간 유지하는 작용기전을 가지고 있다.이전의 연구에 의하면
발기에 중요한 NO 역시 거세에 의해 뇌 조직에서 발현이 적어지고 남성호르몬의
투여에 의해 다시 회복된다고 보고 되었다(Du등,1999).거세에 의해 중추신경이
나 음경해면체에서 NO의 발현의 감소가 발기부전 중의 하나임이 많은 연구를 통
해 알려져있으나 자율신경에서의 연구는 이루어 지지 않고 있다.
남성성기능의 중요과정은 발기(erection)및 사정(ejaculation)이며,이중 전자는

부교감 신경,후자는 교감 신경이 지배하고 있다.따라서 자율신경계의 부교감신
경이 흥분되어 그 말단에서 NO,VIP및 아세틸콜린이 분비되면서 음경해면체 혈
관을 이완시켜 발기가 일어나게 되는데 자율신경기능의 이상으로 인하여 흥분성
이 감소하거나 시냅스 전달이 잘 되지 않으면 발기부전이 올 수 있다.이러하듯
신경인성 발기부전의 원인은 자율신경병증(autonomicneuropathies)으로 추측되어
지나 있으나,아직 이와 관련된 연구는 거의 되어 있지 않다.
본 연구의 목적은 노화 및 당뇨병과 같은 성인병에서 일어날 수 있는 발기부

전이 음경을 지배하는 자율신경 기능의 이상으로도 일어난다는 가설을 증명하고,
구체적으로 자율신경기능이상의 기전을 세포 및 분자수준에서 규명함으로써 신경
인성 발기부전을 치료하고 회복시키는 방법을 제시하는 것이었다.이를 위해 발기
부전을 일으키는 질병 모델을 개발하여 평가하였고,골반 자율신경절세포에서
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cDNA 마이크로어레이로 변화된 기능단백질을 선별하였으며 이러한 cDNA마이크
로어레이로 선별된 기능 단백질은 실시간 역전사 연쇄중합반응을 이용하여 최종
검증하였다.여기서 선별된 기능단백질은 세포대사 및 세포성장에 관련된 유전자
의 감소가 현저하였고 특히,세포사(celldeath)에 관련된 유전자는 증가 하였는데
다른 연구팀의 결과에 의하면 거세 후 골반신경절 및 음경 피부에 분포하는 L6
척수신경의 후근신경절신경세포의 크기가 대조군에 비하여 전반적으로 감소되어
있음을 관찰되었고,이러한 변화는 테스토스테론 투여로 대조군과 유사하게 회복
되었는데 이로보아 거세에 의해 골반신경절에서 신경세포가 줄어든다는 것을 알
수 있다.
본 연구에서는 남성 호르몬의 감소가 발기를 지배하는 자율신경기능의 가소성

을 조절할 것 이라는 가설을 세우고 주요 남성호르몬 분비 조직인 고환을 제거한
거세 쥐 모델을 만들었다.거세 후 혈장 중 테스토스테론의 농도와 동반하여 골반
신경절에서의 안드로젠수용체의 발현도 감소되었음을 확인하였다(그림5).거세 쥐
모델이 신경인성 발기부전을 연구하는데 적합한지를 절전 부교감신경인 골반신경
을 전기적으로 자극했을 때 유도되는 음경압을 측정하여 평가한 결과 신경인성
발기부전의 연구에 적절한 모델임을 입증하였으며 앞으로 유사한 연구에 활용될
수 있을 것으로 사료된다.쥐에서 측정 된 음경압(intracavernouspressure)변화가
발기능력을 평가하는 좋은 지표가 됨은 이미 다른 연구에서 입증되어 있으며
(Chen등,1992)발기에 관여하는 절후 신경인 음경해면체신경뿐 아니라 절전신경
인 골반신경의 전기적 자극 역시 동일하게 발기현상을 유발한다는 사실이 보고된
바 있다(Qinlan등,1989).특히,절전신경인 골반신경 자극 시의 반응은 골반신경
절에서의 시냅스 전달기능을 반영할 수 있게 되어 본 실험 목적과 부합되었다.이
전의 보고에서 전기 자극에 의한 음경압이 거세에 의해 현저히 저하되고,테스토
스테론의 투여에 회복되어짐을 보고하였는데(Traish등,1999),이는 본 연구 결과
와 일치하였다(그림4).그 기전에 관해서는 테스토스테론이 음경해면체의 nitric
oxidesynthase활성을 증가시킨다는 보고가 있고(Park등,1999),거세에 의해서
음경해면체와 골반신경절에서 nitric-oxidesynthase활성을 줄이고 테스토스테론의
투여에 의해 그 활성이 다시 회복된다고 보고하였다(Seo 등,1999;Schirar등,
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1997).
신경인성 발기부전이 생기는 원인을 골반신경의 기능적인 측면에서 본다면 ①

부교감골반신경의 기능 부전,② 교감골반신경 기능의 항진,①②가 동시에 나타
나거나,또는 부교감과 교감 골반신경기능의 부전이 동시에 나타날 경우로 생각할
수 있다.골반신경절의 기능 부전을 알아보기 위해 시냅스 흥분성전달에 관여하는
니코틴성수용체를 실시간 역전사 연쇄중합반응으로 발현변화를 조사하여 보았다.
최근에 골반신경절의 니코틴성수용체는 주로 α3,α5, 및 β4서브유닛으로 구성되었
다고 보고되었다 (Park등,2006). 따라서 본 연구에서 실시간 역전사 연쇄중합반응
은 주로 이 세가지 서브유닛의 발현의 감소를 확인하였다.
자율신경절 중 유일하게 골반신경절에는 교감과 부교감 신경세포가 혼재하여

있는데 이 두 세포는 형태적 및 전기생리학적 특성에 차이가 있으며,이를 기준으
로 세포를 분류할 수 있다.교감신경세포는 부교감신경세포에 비해 세포(세포용량
을로 측정)의 크기가 비교적 크고,T형 칼슘채널과 Cl-를 투과하는 GABA채널을
발현하고 있다.이러한 특성들을 기준으로 세포들을 분류한 후 아세틸콜린에 의한
전기생리학적인 특성을 확인한 결과 음경의 발기를 일으키는 부교감골반신경에서
선택적으로 아세틸콜린에 의한 니코틴성전류의 감소가 뚜렷하였지만 교감신경세
포에서는 그 변화가 미미하였다.골반신경절에서 조직면역염색 실험에 의하면 특
히 음경해면체 분포되어 있는 부교감신경세포에서 교감신경보다 안드로젠수용체
의 밀도가 높다고 하였다(Keast등,1998).이러한 안드로젠수용체 분포의 차이가
교감신경과 부교감신경에서 전기생리학적 효과(즉,니코틴성전류감소 여부)의 차이
를 나타내지 않았나 생각된다.
니코틴성 아세틸콜린수용체는 빠른 흥분성 시냅스 후 전위를 초래하고 또 절

후 자율신경세포의 흥분성을 조율함으로써,골반신경절의 비뇨생식기 및 하부 위
장관 기능 조절에 핵심적인 역할을 수행한다고 잘 알려져 있다(DeGroat등,
1976;Gallagher등,1982).이러한 니코틴성수용체에 대한 자가항체가 형성되면
자율신경병증(autonomic neuropathy)이 일어나고, 이로 인해 소변 배설장애
(urinaryretention)나 발기부전이 흔하게 초래된다고 보고된 바 있다(Vernino등,
1998;Vernino등,2000).특히 니코틴성수용체 α3서브유닛을 knock-out시킨 마우
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스에서는 출생후 2일 이내에 심한 방광 확장과 함께 요실금이 나타나며,1주 이상
생존한 경우에도 방광 감염이 지속되거나 요석이 나타난다고 하였다(Xu등,1999;
DeBiasi등,2000).또한,거대방광-작은 결장-장 연동저하증후군(MMHIS)환자의
경우 심한 확장과 기능성 장 폐색을 보이는데 면역화학적 검사 결과 환자에게 니
코틴성수용체의 α3서브유닛 발현이 적거나 발현되지 않고 있음이 보고되었다.
(Anneren등,1991;Richardson등,2001).이러한 보고는 니코틴성수용체의 발현
과 활성의 감소가 병태적인 상황을 유발한다는 것을 알려주고 니코틴성수용체의
중요한 기능을 시사한다 하겠다.그리하여 본 연구에서 관찰된 골반신경세포의 니
코틴성 수용체를 이루고 있는 α3,α5, 및 β4서브유닛의 발현 변화가 병태적인 상
황을 유발하게 되고 이러한 변화가 니코틴성 시냅스 전달의 억제를 일으켜 발기
부전이 일어날 것이라고 사료된다.
한 보고에 의하면 신경인성 발기부전의 원인은 신경병증(neuropathy)에 의한 것

이라고 제시되었다(Bleustein등,2002).신경병증이란 신경이 손상되어 그 신경기
능의 이상을 유발하는 것을 이르는데 발기부전에서는 시냅스 흥분성전달이 늦어
져 신경전달물질의 분비가 억제되는 것이 그 원인이라 한다(Jackson,2004).이런
신경병증은 당뇨환자에서 많이 연구되어 있는데 그 원인에는 IL-β나 TNF-α와 같
은 염증매개체들의 증가 등을 들 수 있다(Murphy등,1995;Katsuki등,1998;
Lechleintner등,2000).말초신경계에서는 대식세포,림프구,비만세포,슈반세포
및 신경세포에서 사이토카인이 생성되어 분비되는데 TNF-α를 신경에 주입하면
Wallerain변성이 되어 신경성 흥분성 전달이 안된다고 한다(Vinik등,2003).이는
염증매개물질이 과도 생성되면 신경병을 유발한다는 실험적 증거가 될 수 있다.
또한,연구에 의하면 남성호르몬은 인간내피세포 세포 혹은 쥐 복부 전립선상피세
포에서 염증매개체의 분비를 조절한다고 보고되어 있다(Asirvatham 등,2005;
Norata등,2006). 본 연구에서 거세 쥐의 음경압 측정 시 골반신경을 자극하여
측정하였을 뿐만 아니라 음경해면체에 papaverine을 직접 주입하여 대조군과 거
세 쥐의 음경압을 측정하였는데 통계적으로 유의한 차이가 없었다.이런 결과는
골반신경절에서 신경병증 또는 기능 이상이 일어났다는 것을 간접적으로 증명한
다.한편,골반신경절세포에서 염증매개체의 발현을 조사하여 보았는데 IL-1β,
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IL-6,TNF-α 수용체의 발현이 증가되었다.이러한 결과로 보아 거세로 인한 남성
호르몬의 감소가 골반신경의 신경병증을 일으켰고 이러한 신경병증에 의한 발기
부전은 이들 사이토카인이 매개할것으로 추측하게 되었다.이를 뒷받침하는 결과
로는 전 염증매개체인 TNF-α와 IL-1β가 골반신경절세포의 니코틴성 채널의 활성
을 감소시키는 것을 확인하였는데 더욱 흥미있는 사실은 이들이 골반신경절부교
감신경세포에서 그 활성이 현저히 감소되었다는 것이다.왜 사이토카인이 골반신
경의 유형에 따라 효력의 차이를 나타내었는지 그 기전은 아직 밝히지 못하고 있
다.이전의 보고에 의하면 쥐 상경신경절(SCG)세포에 TNF-α를 처치하면 니코틴성
전류가 증가한다고 하였고(Soliven등,1995),쥐 심장근육세포에서 TNF-a가 L-형
칼슘채널을 억제한다고 하였다(Krown등,1995).이런 보고에 의해 염증매개체가
조직마다 세포마다 다른 효과를 나타낸다는 것을 알 수 있다.따라서 거세나 당뇨
에 의한 염증매개체 증가는 골반신경부교감세포와 음경사이의 니코틴성시냅스전
달을 억제함으로서 발기부전을 일으키는 한 요인임을 알수 있으며 염증매개체의
생성을 억제한다면 신경인성발기부전의 치료에 도움이 될것으로 사료된다.
골반신경세포내에서 전염증매개체의 신호전달에 중요한 인자인 STAT3와 NF-κB의
발현이 증가되었 앞으로 이들에 의한 기능 유전자,특히,니코틴성 아세틸콜린수
용체 발현에 미치는 영향을 구체적으로 밝히는것이 필요할것이다.
현재 알려진바에 의하면 당뇨병의 고혈당이 여러 세포 및 조직에 산화스트레스

를 주어 많은 합병증을 초래하게 되며,이러한 합병증들이 항산화 약물에 의해 완
화되어짐이 보고 된 바 있다(Nishikawa등,2000).더욱이 산화스트레스는 발기부
전을 일으키고 항산화제에 의해 완화된다고 하였다(Azadzoi등,2006).최근에 β

-amyloidpeptide에 의한 산화스트레스가 니코틴성수용체의 발현과 이온 전류를
억제한다는 사실이 확인되었다(Qi등,2005).또한,남성호르몬은 신경세포에서의
산화스트레스를 낮추어 주는 작용을 가지고 있다고 보고되어 있고(Ahlbom 등,
1999)β-amyloid peptide의 신경 독성 작용도 완화시킨다고 하였다(Magdalena
등,2004).그리하여 거세 쥐 골반신경절에서 산화스트레스 인자인 활성산소종의
생성이 대조군보다 많은것을 확인하였고 활성산소의 한 종류인 H2O2의 전 처치에
의해 니코틴성전류가 골반신경절부교감신경세포에서 감소되었다는 사실은 신경
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인성 발기부전의 주요요인이 세포내 산화스트레스의 증가임을 강력히 시사하였다.
한 보고에 의하면 산화스트레스는 PC12세포에서 니코닌성 수용체의 발현을 억제
한다고(Guan등,2001)하는데 이는 본 연구의 이와 같은 결과를 더욱 확신시켜
준다.
당뇨 환자의 50%에서 발기부전이 나타나는데 아직 그 원인이 무엇인지 잘 모르

고 있고(Levine 등,2000),이러한 발기부전은 인슐린 투여나 특정 단백질(예,
insulin likegrowth factor)발현으로 회복됨을 관찰하였다(Yamanaka등,2003;
Christ등,2004;Ahn등,2005).본 연구와 관련하여 주목할만한 연구결과는 당뇨
병에서 혈장 내 테스토스테론이 감소되어있다는 것이다(Ando등,1984;Zietz등,
2000).혈장 내 테스토스테론을 직접 측정하지 못하였지만 골반신경절 조직에서
안드로겐수용체의 발현이 줄어든 것을 확인하였다(그림21).이러한 안드론젠수용
체 발현의 감소는 혈장 남성호르몬의 감소로 인한 것이라고 생각되며 임상적으
로 테스토스테론은 당뇨병에 의해 일어나는 발기부전을 치료하는 효과가 있음이
확인되었다(Zhang등,2006).지속적인 혈당의 증가 및 안드로젠수용체의 감소 등
의 변화로 부터 본 연구에 사용 된 당뇨 쥐 모델은 성공적인 것으로 보아지지만
거세 쥐 모델에 비교하여 음경압의 변화가 현저한 감소가 나타나지 않았다.이는
본 연구에서 당뇨 유발후 8주의 기간이 자율신경병증과 이와 관련된 신경인성
발기부전을 일으키기에는 짧기 때문으로 생각되며 앞으로의 12주이상의 당뇨병
모델에서 연구가 이루어지면 명확한 결과를 얻을 것이다.또한,골반신경절세포에
서 안드로젠수용체의 발현이 감소되어 있어서 테스트론의 투여가 당뇨병에서의
발기부전을 회복시킬수 있을 것으로 생각되지만 본 연구에서 당뇨 쥐에 인슐린
투여와 테스토스테론 투여에 인한 음경압을 측정하지 못하였기 때문에 인슐린이
나 테스토스테론의 투여에 의한 효과는 앞으로 검증되어야 할것이다.이상의 논의
에서 보는바와 같이 당뇨 쥐에서의 연구는 미흡한 점이 일부 있지만 중요하고 근
본적인 결과는 당뇨 쥐 모델에서도 거세쥐에서의 결과와 마찬가지로 골반신경절
에서 니코틴성 α3,α5및 β4서브유닛의 발현이 감소되며 니코틴성수용체의 활성
도 부교감신경에서 줄어든다는 것이다.즉,두 종류의(즉,거세 및 당뇨)발기부전
모델에서 골반신경의 기능성 변화가 같은 경향으로 나타났다는 것이 본 연구에
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큰 의미를 부여한다 하겠다.
본 연구의 결과를 요약하면 거세 또는 당뇨에 의해 유발되는 신경인성 발기부

전의 분자적 기전은 남성호르몬인 테스토스테론의 감소로 음경을 지배하는 골반
자율신경에서 니코틴성수용체의 발현 및 활성의 저하로 인해 니코틴성 시냅스전
달이 억제되고,절후골반신경세포의 흥분성의 감소로 음경으로의 시냅스전달이 원
활히 이루어 지지 않을것이다(그림25).따라서 앞으로 골반신경의 니코틴성수용체
가 신경인성 발기부전의 치료법 및 치료제 개발에서 주요 표적점(target)이 될것이
다.한편,남성호르몬의 감소는 염증매개체 및 산화스트레스에 관련된 신호전달체
계를 통하여 혹은 직접 유전자 발현의 감소를 유발할 것으로 생각되고 앞으로 이
와 관련된 더욱 구체적인 신호전달 과정을 분자 세포수준에서 명확히 규명해할
것이다(그림 26).



- 63 -

그그그림림림 222555...신신신경경경인인인성성성 발발발기기기부부부전전전의의의 분분분자자자적적적 기기기전전전 도도도식식식...골반신경절에서 니코틴성수용
체의 발현이 감소되어 절전 절후 시냅스 흥분성 전달이 억제 되어 신경인성 발기
부전이 일어난다.
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그그그림림림 222666...신신신경경경인인인성성성 발발발기기기부부부전전전에에에 관관관련련련된된된 신신신호호호전전전달달달 체체체계계계에에에 대대대한한한 모모모식식식도도도
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제제제 555장장장 결결결 론론론

신경인성 발기부전 모델 쥐에서 발기부전의 분자기전을 규명하는 연구에서 다
음과 같은 결론을 얻었다.

1.신경인성 발기부전 동물모델로 거세 쥐 와 당뇨병 쥐를 제작하여 골반신경의
자극에 의한 음경 압을 측정한 결과 거세 쥐에서 크게 감소되었고,이는 남성호
르몬의 투여로 회복 되었다.당뇨 쥐에서도 음경압의 감소정도는 거세 쥐의 그것
보다 낮았지만 대조군에 비해 유의하였다.

2.발기부전 모델에서 골반신경의 니코틴성수용체의 주요 서브유닛인 α3,α5,β4
의 발현이 현저히 감소되었고 니코틴성전류도 현저한 감소가 나타났다.이러한 변
화는 거세 쥐 모델에서 테스토스테론의 투여에 의해 완화되었다.

3.남성호르몬의 감소로 인해 골반신경세포에서 IL-1β와 TNF−α수용체 발현이 증
가되었으며 이러한 전 염증매개물질에 의해 invitro실험에서 니코틴수용체 활성이
억제되었다.

4.남성호르몬의 감소는 골반신경에서 화성산소종을 증가시켰으며 이러한 산화스
트레스는 니코틴성수용체 활성을 억제하였다.
이상의 연구결과를 통하여 신경인성 발기부전은 음경을 지배하는 골반 자율신경
에서 니코틴성수용체의 발현과 활성의 저하로 인해 니코틴성 시냅스 전달이 억제
되고,이에 따른 절후신경세포의 흥분성의 감소에 의해 나타날 것으로 사료된다.
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ABSTRACT

AMolecularMechanism Underlying
theNeurogenicErectileDysfunction

Huang,XueZhu
DepartmentofMedicine

TheGraduateSchool,YonseiUniversity
(DirectedbyProfessorJeongSeongWoo)

Majorpelvicganglion(MPG)neuronsareimplicatedintheautonomicreflexes
suchaspenileerectionandmiturition.Severalstudieshavedemonstratedthat
deprivation of androgen causes erectile dysfunction(ED).Among neuronal
mechanismsunderlyingtheED suggested untilnow,themostplausibleone
mightbereduction in thenumberofNO containing fibersinnervating the
corpuscavernosum.In attemptto addresswhethertheandrogen-dependent
neurogenicED arisesfrom functionalalterationsin the MPG neurons,the
castrated and were streptozotocin induced diabetic ratmodels used. To
evaluateerectiledysfunction,theintracavernouspressurewasmeasured after
electricalstimulation(20Hz,10V)ofthepreganglionicpelvicnerve.Asshown
before,thecastratedratshowedsignificantlyimpairederectilefunction,which
wascompletely prevented by intramuscularinjection oftestosterone.In the
diabeticratmodels,theintracavernouspressurewassignificatlyreducedthan
comparedwiththeinthecontrolrats.Toprobefunctionalproteinsregulated
bycastration,cDNA microarrayanalysiswasperformed.Analysisofexpression



- 79 -

profiles revealed down-regulation ofa certain nicotinic acetylcholine(nAch)
receptor subunit which may result in attenuation of ganglionic synaptic
transmission.Real-timePCRconfirmeddown-regulationofnAchR α3,α5and β

4subunitsin theMPG neuronsofcastration and diabeticratmodels.The
alteration in gene expression was consistent with electrophysiological
measurementofnicotiniccurrentsin theMPG neurons.Compared with the
controlrats,theefficacyofacetylcholine(Ach)toevokenicotiniccurrentwas
significantlyreducedintheMPG neuronsofthetwotypesofratmodels.To
testedifcastrationincreasesoxidativestressand/orpro-inflammatorycytokines
whichmayaffectexpressionandfunctionofnAchRsintheMPG neurons.As
measuredusingthehydroethidinemethod,theinsituproductionofsuperoxide
wasprominentintheMPG neuronsofthecastratedratswhencomparedwith
thatofthesham control.Consistentwith thisfinding,thenAChR current
density wassignificantly attenuated following 24hrtreatmentoftheMPG
neurons with such as hydroperoxide,a reactive oxygen species(ROS)in
additiontotheincreasedROS,real-timePCR analysisrevealedthatcastration
significantlyenhancedexpressionofpro-inflammatorycytokinessuchasIL-1β

andIL-6aswellasTNF-α receptorsintheMPG neurons.Whenmeasuredin
the MPG neurons treated with IL-1β or TNF-α,nAChR currents were
significantlyattenuated.Takentogether,theseresultssuggestthattheselective
down-regulation of neuronal nicotinic receptors contributes to the
androgen-dependentneurogenicerectiledysfunction and increased production
ofoxidativestressandpro-inflammatorycytokinesmaycausedown-regulation
ofnAChRintheMPGneuronsofthecastratedanddiabeticrats.

Key words:erectile dysfunction,testosterone,majorpelvicganglia,nicotinic
acetylcholinereceptors,oxidativestress,pro-inflammationmediator
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