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국문요약

배배배뇨뇨뇨조조조절절절 골골골반반반 자자자율율율신신신경경경에에에서서서 GGGAAABBBAAA에에에 의의의한한한
흥흥흥분분분성성성 작작작용용용의의의 분분분자자자적적적 특특특성성성

배뇨반사를 조절하는 주골반 신경절은 중추신경계의 명령을 효과기에 전달하
는 릴레이 스테이션 역할도 하지만 국부적으로 발생하는 다양한 정보를 가지고
통합하는 지역통합센터의 역할을 담당하고 있다.주골반신경절은 같은 신경절 캡
슐 내에 교감 및 부교감 신경세포를 가지고 있는 다른 자율신경절과는 구별돠는
특징을 가지고 있다.이러한 주골반 신경절은 그 해부학적 구조가 단순하여 분리
및 정량화가 용이하기 때문에 골반장기의 신경조절의 생리 및 병태생리학적 메커
니즘을 규명하는 연구의 모델 시스템으로 많이 사용되고 있다.
성숙된 신경에서 GABA는 억제성 신경전달물질로 알려져 있지만 주골반 신경

절에서 가바는 세포막의 탈분극을 유발하는 것으로 알려져 있다.따라서 본 연구
의 목적은 지금까지 규명되지 않은 주골반신경절에서 흥분성 가바작용이 나타나
는 메커니즘을 분자 수준에서 최초로 규명하고자 하였다.이를 위하여 그라미시딘
천공 패치클램프 방법,역전사 연쇄 중합반응,세포핵 내 미세 주입에 의한 유전
자의 도입,면역조직화학 등의 연구방법을 사용하였다.
가바 전류는 세포의 전기용량이 크며 티-형 칼슘채널을 발현하는 주골반 교감

신경세포에서 주로 기록되었는데 비큐쿨린과 피크로톡신에 의해 억제되었기 때문
에 가바 에이 수용체 활성을 통해 나타났음을 알 수 있었다.또한 세포외 액의 염
소이온 농도를 변화시켰을 때 가바전류의 역전전압이 이에 비례하여 변하는 것을
관찰하여 가바전류가 염소이온의 이동에 의한 것임을 확인하였다.면역조직화학
염색으로 주골반신경절 내에 가바가 생리적으로 존재하는 것과 가바 에이 수용체
가 타이로신 수산화효소에 양성인 교감신경세포에서 발현되는 것을 확인할 수 있
었다.주골반 교감 신경세포에서 가바에 의한 탈분극이 일어났으며 그 크기는 시
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간 의존적으로 감소하는 경향을 보였다.그러나 주골반 부교감 신경세포에서는 가
바에 의한 막전압의 변동이 나타나지 않았다.분리한 후 3~4시간 경과 후 주골반
교감 신경세포에서 기록된 가바전류의 역전전압은 약 -43밀리볼트로 안정막 전압
보다 낮다는 것을 확인하였고,넌스트 공식을 사용하여 세포 내 생리적인 염소이
온의 농도는 약 30밀리몰인 것으로 추정하였다.가바의 역전전압과 세포 내 염소
이온의 농도는 세포를 24시간 배양 한 후 감소하는 경향을 보였다.역전사 연쇄중
합반응 분석 결과 주골반 신경절은 소듐-포타슘-염소이온 공수송체 1과 포타슘-염
소이온 공수송체 1을 발현하나 신경특이적으로 분포하여 세포 내 염소이온의 농
도를 낮게 세팅하는 역할을 하는 포타슘-염소이온 공수송체 2는 발현하지 않는 것
을 확인하였다.포타슘-염소이온 공수송체 2를 주골반 교감 신경세포에 과발현 시
켰을 때 녹색형광 단백질만 과발현하는 대조군에 비해 가바의 역전전압이 음성으
로 약 30밀리볼트 정도 이동하였으며 세포 내 생리적인 염소이온의 농도가 22
밀리몰에서 6.5밀리몰로 감소하였음을 알 수 있었다.포타슘-염소이온 공수송체 2
가 과발현된 주골반 교감 신경세포에 가바를 가하였을 때 탈분극이 아닌 과분극
이 유발되었으며 이러한 가바의 억제성 작용은 포타슘-염소이온 공수송체 2차단
제인 퓨로세마이드의 전 처치에 의해 소실되었다.주골반 교감 신경세포에서 기록
된 가바 전류의 역전전압은 소듐-포타슘-염소이온 공수송체 1을 차단하는 부메타
나이드에 의해 크게 영향을 받지 않았으며,세포외액에 중탄산염을 포함시켰을 때
도 변동되지 않았다.
이상의 결과들을 토대로 성숙 쥐의 주골반 신경세포에서 가바의 흥분성 작용

이 세포 내 염소이온의 농도를 낮추는 포타슘-염소이온 공수송체 2의 발현 부재에
의해서 기인한다는 결론을 얻었다.

핵심되는 말:자율신경,배뇨,주골반 신경절,교감 신경세포,가바,흥분성 가바
작용,가바에이 수용체,소듐-포타슘-염소이온 공수송체 1,포타슘-염소이온 공수
송체 2
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배배배뇨뇨뇨조조조절절절 골골골반반반자자자율율율신신신경경경에에에서서서 GABA에에에 의의의한한한 흥흥흥분분분성성성
작작작용용용의의의 분분분자자자적적적 특특특성성성

< 지도 이영희 교수>

연세대학교 대학원 의학과

김 성 훈

제제제 1장장장 서서서 론론론

   1.1. 배배배뇨뇨뇨 조조조절절절에에에 관관관련련련된된된 신신신경경경 회회회로로로

   인간에 있어서의 배뇨 (micturition)는 임상적으로 요로 역동 검사 (urodynamic 

study) 등을 통해 검사할 수 있다 . 정상인에서 방광 (urinary bladder) 내로 요가 저장
되는 동안에는 방광을 이루는 배뇨근 (detrusor muscle)이 이완하고 내외 요도 괄약
근 (internal and external urethral sphincter)은 수축하게 된다 . 한편 수의적인 배뇨
(voluntary micturition)시에는 내외 요도 괄약근 (internal and external urethral 

sphincters)의 이완에 이어서 배뇨근의 수축에 의해 방광의 내압이 증가하여 배뇨가
이루어지게 된다 (Chancellor 및 Yoshimura, 2002). 척수 손상 (spinal cord injury, SCI) 

환자에서는 이러한 방광 -요도 괄약근의 조화 운동에 이상이 나타나 신경인성 방광
의 소견을 보이며 만성적으로 배뇨장애가 초래된다 (McGuire 및 Brady, 1979; de 
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Groat 등 , 1993). 

  요를 방광에 저장하고 주기적으로 배뇨하는 과정은 뇌 , 척수 , 그리고 말초 자율
신경절에 위치한 신경회로에 의해 지배된다 (de Groat 등 , 1993; Morrison 등 , 2002; 

de Groat 및 Yoshimura, 2006) (그림1). 심장이나 소화장기는 전적으로 불수의적 운
동을 하며 중추 신경으로부터 오는 입력이 없을 때도 어느 수준에서 자율적인 기
능을 수행하지만 방광의 경우는 그 기능이 배뇨 중추를 통해 전달되는 수의 명령
(예 , 외부 요도 괄약근의 체성 운동 신경 지배 )과 불수의적 교감 (sympathetic) 및 부
교감 (parasympathetic) 자율 신경계 (autonomic nervous system)의 조정 (coordination)에
의해 지배를 받는다 . 방광의 저장기 (storage or filling phase) 동안 척수에서 기시하
는 교감 신경계는 골반 신경절 (pelvic ganglia)를 경유하여 방광의 배뇨근에 긴장성
억제 입력 (tonic inhibitory input)을 , 내요도 괄약근에는 흥분성 입력을 보내어 방광
이 이완되고 요도가 수축하는 척수 반사 (spinal reflex)를 지배하는데 이때 , 골반 신
경절을 경유하여 배뇨근을 지배하는 부교감 신경계의 활성은 매우 저하되게 된다 . 

실제로 외과적 수술이나 약리적 차단제에 의해 교감신경이 차단되면 요도의 저항
과 방광 용적이 감소하며 방광 수축의 빈도와 크기가 증가하는 것이 확인되었다
(deGroat 및 Yosimura, 2006). 교감 신경의 기능과 더불어 요수 (lumbar spinal cord) 

및 천수 (sacral spinal cord)의 복측 ventral side)에 위치한 체성 운동 신경 세포
(somatic motor neuron)가 pudendal 신경을 통해 외요도 괄약근을 수의적으로 수축
시킴으로써 urinary continence를 유지하게 된다 . 교감 신경에 의한 반사나 외요도
괄약근의 수축은 교 (pons) (구체적으로 inferior colliculus 위치 )에 있는 배뇨 센터
(micturition center)에서 기시하는 것으로 추측되고 있다 . 한편 , 방광의 내압이 증가
하여 배뇨를 위한 역치 (threshold) (인간에서의 역치는 5-15 mmHg)에 이르게 되면
그 정보가 주로 골반 신경 및 후근 신경절 (dorsal root ganglion)을 통해 척수로 들
어가고 중뇌수도주위 회백질 (periaqueductal gray)에 있는 릴레이스테이션을 거쳐 교
에 전달된다 (Blok, 2002). 그 후 교에서 기시하는 척수 -연수 -척수 (spino-bulbo-spinal) 

반사 경로 (유아에서는 척수 반사를 볼 수 있음 )를 통해 부교감신경이 활성화되고
교감 신경 및 체성 운동 신경이 억제되면 방광의 수축과 요도 괄약근의 이완이
각각 일어나 배뇨가 시작된다 (Torrens 및 Morrison, 1986; Mallory 등 , 1991; deGroat 
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등 , 1993). 따라서 교의 배뇨 센터는 방광으로부터 오는 구심성 감각 정보에 의해
작동되는 “on-off" 스위치라 할 수 있으며 이 스위치는 시상이나 대뇌에 의해 억제
성 또는 흥분성 조절을 받는 것으로 알려져 있다 ( de Groat 등 , 1993) (그림 1). 교
의 배뇨 센터가 배뇨의 조절을 지시한다고 한다면 방광이나 요도와 같은 효과기
에 최종적인 교감 및 부교감 입력을 전달하는 역할을 하는 중요한 위치에 골반
신경절이 있다 . 과거에 배뇨 센터나 척수에 위치한 절전 신경 세포 , 그리고 방광
의 감각을 전달하는 후근 신경절 (dorsal root ganglion)에 관한 연구는 비교적 많이
이루어졌지만 배뇨 조절을 위한 골반 신경절의 역할에 관한 연구는 미미한 실정
이다 . 그 이유는 골반 신경절이 복잡한 구조를 가지고 있어 연구하기가 쉽지 않다
는 점과 그 기능이 단순한 릴레이 스테이션 (relay station)의 역할을 할 것이라는 고
전적인 개념 때문이다 . 그러나 최근에 골반 신경절이 지역 통합 센터 (local 

integration center)로서의 기능을 할 수 있다는 연구 결과들이 알려지고 있어 새로
운 주목을 받고 있다 (Keast, 2006). 특히 척수 손상 , 파킨슨 , 암 등의 상위 배뇨 조
절 신경이 제 기능을 하지 못하는 병태 생리적 상황에서 골반 신경절의 가소성
(plasticity)을 규명하는 것은 임상적으로 매우 흥미로울 것이다 (Sakakibara 및
Fowler, 1999; Chancellor 및 Yosimura; Wein, 2002).

   1.2. 지지지역역역 통통통합합합 센센센터터터로로로서서서의의의 자자자율율율 신신신경경경절절절

   자율 신경계를 이루는 교감 및 부교감 (parasympathetic) 신경계는 우리 몸의 내
장 운동을 길항적으로 조절함으로써 우리 몸의 항상성 (homeostasis)을 유지시켜주
는 매우 중요한 역할을 담당하고 있다 . 자율 신경계의 일차 신경 세포는 중추 신
경계 (뇌간 및 척수 )에 있으나 이차 신경 세포는 말초 신경계의 자율 신경절
(autonomic ganglia)에 위치해 있으며 자율 신경절 내 절후 신경 세포
(postganglionic neuron)로부터 나오는 절후 신경 섬유 (postgagnlionic fiber)가 내장 조
직의 효과기 (visceral effector)에 분포하여 지배하게 된다 . 과거에는 자율 신경절이
단순히 중추에서 오는 정보를 효과기에 그대로 전달만 해주는 릴레이 스테이션의
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역할만 한다고 하여 중추 신경계에 비해 상대적으로 연구자들의 관심을 많이 끌
지 못했다 . 그러나 최근에는 자율 신경절이 단순한 릴레이의 역할 외에도 복잡한
정보를 통합하고 새로운 정보를 효과기로 프로세싱 (processing)하기 위한 지역 통합
센터 (local integration center)로서 중요한 역할을 한다는 것이 알려졌다 (그림 2). 이
를 뒷받침하는 몇 가지 연구 결과들을 살펴보면 첫째 , 자율 신경절 내에도 중추
신경계에서 볼 수 있는 개재 신경 세포 (interneuron)가 존재하며 (Seabrook 등 , 1990), 

둘째 , 자율 신경절 신경 세포의 세포체 (soma)와 시냅스 말단에서 콜린성 또는 아
드레날린성 시냅스 전달을 조절할 수 있는 다양한 신경 전달 물질과 이를 합성할
수 있는 효소들이 발견되었으며 (Keast, 11995) (그림 1), 셋째 , 자율 신경절 신경 세
포의 세포체에 니코틴성 수용체 외에도 시냅스 이후 전류를 발생시킬 수 있는
ligand-gated channel(P2X, 5-HT, GABA 수용체 등 )들이 발현되며 (de Groat 및 Booth, 

1993; Keast, 1995; Keast 2006), 넷째 , 중추 신경계에서 복잡한 시냅스 입력 (input)을
받는 해마 (hippocampus) 등에서 볼 수 있는 LTP(long-term potentiation)가 상경 신경
절 (superior cervical ganglion)과 같은 교감 신경절에서도 관찰된다고 하였다
(Briggs 1992; Alkadhi 등 , 2001). 특히 , 자율 신경절에서도 LTP가 존재한다는 사실
은 시냅스 전달의 메커니즘이 생각보다 훨씬 복잡함을 시사해주며 , 생리 및 병리
적인 여러 요인들에 의해 시냅스 가소성 (synaptic plasticity)이 나타날 때 신경 기능
이 변화될 수 있다는 점에서 매우 흥미로운 결과라 할 수 있다 .
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그그그림림림 1. 요요요 저저저장장장 및및및 배배배뇨뇨뇨조조조절절절에에에 관관관련련련된된된 신신신경경경회회회로로로의의의 모모모식식식도도도 . 

(+)와 (-)는 각각 흥분성 또는 억제성 조절을 나타낸다 . 
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그그그림림림 2. 지지지역역역 통통통합합합센센센터터터로로로서서서의의의 MPG의의의 기기기능능능적적적 역역역할할할에에에 대대대한한한 예예예시시시 . 

골반 신경절 내에 다양한 흥분성 또는 억제성 신경 전달 물질이 존재하며 이들에
의해 시냅스 전달 및 골반 신경 세포의 흥분성 조절이 활발히 일어날 수 있음을
나타내었음 .
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   1.3. 골골골반반반 신신신경경경절절절의의의 특특특성성성

   골반 신경절 (pelvic ganglion)은 방광 (urinary bladder), 전립선 (prostate gland), 음경
(penis) 등과 같은 비뇨 생식 기관과 하부 직장 (distal colon)을 지배하여 자율신경절
롤 배뇨 (micturition) 및 발기 반사 (erectile reflex)를 조절한다 (Langworthy, 1965; Dail 

등 1986). 이러한 골반 신경절은 그 기능의 중요성 때문에 골반 장기의 기능 장애
인 요실금 (urinary incontinence), 신경성 발기 부전 (neurogenic impotence),  변비
(conspitation), 척수손상 및 염증 (inflammation)에 의한 신경성 방광 (neurogenic 

bladder) 등의 발병 원인을 규명하고 치료법을 개발하기 위한 연구 대상으로 많은
관심을 받고 있다 . 골반 장기 주변에 분포하는 골반 신경절은 경우에 따라 골반총
(pelvic plexus) 또는 하복총 (hypogastric plexus)으로 불리기도 하며 웅성 (female)의
경우 paracervical ganglia 또는 프란켄하우저절 (Frankenhauser's ganglia)로 알려져 있
다 (Langworthy, 1965; Partanen 등 , 1979; Baljet 및 Drucker, 1980). 한편 골반 신경절
의 해부 조직학적 구조는 종 (species)에 따라 다양하게 나타난다 (De Groat 및
Booth, 1193; Keast 1993). 예를 들면 수컷 쥐의 경우 전립선 주변에 주골반 신경절
(major pelvic ganglia, MPG)이라 불리는 좌우 한 쌍의 큰 신경절로 존재하는데 그
형태가 뚜렷하고 분리 (isolation)가 용이하기 때문에 골반 신경절의 형태 및 기능
연구에 많이 쓰이고 있다 (Keast 1993). 그러나 쥐와는 달리 인간을 포함한 대부분
의 종들에서의 골반 신경절은 뚜렷한 형태를 가지지 않고 작은 신경절들이 복잡
하게 연결된 망상 구조를 하고 있다 (Bradley 등 1974; Janig 등 , 1987). 

   MPG에는 15-60 μm의 크기를 가지는 주신경세포 (principal neuron, 이후로 “골반
신경세포 “로 칭함 ), 개재신경세포 , paracrine 기능을 가지는 10-20 μm의 크기의 SIF 

세포 (small intensely fluorescent cell), 위성세포 (satellite cell), 그리고 비만 세포 (mast 

cell)가 존재한다 (de Groat 및 Booth, 1993). 수컷 쥐의 경우 골반 신경세포의 수는
약 30,000 개 정도인데 (암컷의 경우 약 10,000 개 ) (Greenwood 등 , 1985) 기능적으
로 교감 및 부교감 신경 세포로 나눌 수 있다 . 이러한 한 신경절 내에 교감 및 부
교감 신경이 함께 분포하는 경우는 많은 자율 신경절 중 골반 자율 신경절에서
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유일하게 관찰된다 . 교감 골반 신경 세포는 하복 신경 (hypogastric nerve, HGN)을
통하여 척수의 T10-L2에서 기시하는 절전 신경 (preganglionic neuron)의 지배를 받
는다 (de Groat 및 Booth, 1980; Janig 및 McLachlan, 1987; Delancey,  2002). 한편 , 

부교감 골반 신경 세포는 골반 신경 (pelvic nerve, PVN)을 통하여 인간의 경우
S2-S4, 고양이나 원숭이의 경우 S1-S3, 그리고 쥐에서는 L1-S3에서 기시하는 절전
신경의 지배를 받는다 (Sfletcher 및 Bradley, 1978; Thomas 등 1982; Maggi 및 Meli, 

1986; Brindley, 1988). 이들 골반 신경 세포는 절후 신경 (postganglionic nerve)을 통
해 축삭 (axon)을 보내 해당 비뇨 생식 기관을 지배한다 . 쥐의 주골반 신경절에서
연구된 바에 의하면 골반 신경 세포는 지배하는 기관 (즉 , 음경 , 전립선 , 직장 및
vas deference)에 따라 제한된 지역에 viscerotropic한 분포를 보이는 데 방광을 지배
하는 골반신경의 경우 신경절 내에 광범위하게 분포한다고 하였다 (Dail 등 , 1993; 

Keast 등 , 1989). 

   일반적으로 중추의 신호가 HGN과 PVN을 통해 골반 신경절로 전달되는 과정
은 아세틸콜린 (Ach)에 의해 매개되는 니코틴성 시냅스 전달 (nicotinic transmission)

이며 , 절후 골반 신경에서 각 비뇨 생식 장기로 신호가 전달 될 때에는 기본적으
로 교감 골반 신경 세포로부터 노에피네프린 (NE)에 의해 , 부교감 골반 신경 세포
로부터 Ach에 의해 매개된다 . 그러나 면역화학염색 방법으로 확인된 결과 이러한
주 신경 전달 물질 외에도 비아드레날린성 -비콜린성 (non-adrenergic, non-cholinergic, 

NANC) 신경 전달 물질들이 종에 따라 또는 특정 골반 장기를 지배하는 골반 신
경 그룹 (예 , 방광 지배 골반 신경 , 전립선 지배 골반 신경 , 음경 지배 골반 신경
등 )에 따라 다양한 조합 (combination)으로 절전 골반 신경 섬유의 말단 (nerve 

terminal), 골반 신경의 세포체 , 그리고 골반 신경에 연결되어 지역 반사 (local 

reflex)를 매개하는 원심성 감각 섬유 (afferent sensory nerve fiber)의 측지 (collateral) 

말단에 소위 "chemical coding"되어 있음이 밝혀졌다 (Keast, 1995). 쥐의 경우를 현
재까지 enkephalin, somatostatin, cholecystokinin(CCK), galanin, calcitonin gene-related 

peptide(CGRP), vasoactive inhibitory peptide(VIP), substance P(SP), neuro-peptide Y 

(NPY) 등의 펩티드성 (peptidergic), ATP와 같은 퓨린성 (purinergic), 5-hyroxytriptamine 

(5-HT,serotonin)과 같은 아민성 (aminergic), γ-aminobutyric acid(GABA), NO(nitric 
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oxide)와 같은 신경전달물질들이 존재하는 것이 확인되었다 (de Groat 1970; 

Kusunoki 등 1984). 이러한 사실은 니코틴성 시냅스 전달이 다양한 신경 전달 물질
들의 작용에 의해 조절을 받을 수 있음을 시사하고 있다 . 실제로 이들 NANC 신
경전달물질들이 결합하는 metabotropic 수용체 및 ligand-gated 이온 채널들이 골반
신경세포에 존재하는 것이 확인되었으며 (de Groat 및 Booth, 1995) 기능적으로 니
코틴성 시냅스 전달과 골반 신경의 흥분성을 조절한다는 것이 확인되었다 . 예를
들면 SP(Kawatani 등 1989), VIP(Kawatani 등 , 1985; Akasu 등 , 1986), CCK(Keast 등 , 

1989), 5-HT(Nishimura 및 Akasu, 1989)는 골반 신경을 탈분극 (depolarization)시켜 흥
분성을 높이는 작용을 한다고 보고되었다 . 한편 SP는 니코틴성 시냅스 전달을 항
진시키는 반면 (Kawatani 등 1989) enkephalin(de Groat 및 Kawatani, 1989), CGRP, 

NPY(de Groat 등 1985), 5-HT(Nishimura 및 Akasu, 1989)는 시냅스전 말단에 존재
하는 G 단백질에 연결된 metabotropic 수용체를 활성화시켜 Ach 방출을 감소시킴
으로써 니코틴성 시냅스 전달을 오히려 억제시킨다고 하였다 (de Groat 등 1985). 

   1.4. GABA 수수수용용용체체체 및및및 GABA 작작작용용용의의의 특특특성성성
 

   GABA가 작용하는 수용체는 크게 ionotropic GABA 수용체와 G 단백질에 연결
되어있는 metabotropic GABA 수용체로 나눌 수 있다 . 이 중 inotropic GABA 수용
체는 Cl-에 특이적인 이온 채널로 5개의 아단위 (subunit)로 이루어지는 pentameric 

구조를 가지며 , bicuculin이나 picrotoxin에 민감한 GABAA 수용체와 TPMPA에 민감
한 GABAC 수용체 2종류의 아형 (isoform)을 가진다 (MacDonald 및 Olsen, 1994; 

Barnard 등 , 1998). 현재까지 GABAA 수용체는  6α, 3β, 3γ, 1δ, 1ε, 1θ, 그리고 1π 아
단위의 조합으로 , GABAC 수용체는  ρ1−3 아단위로만 이루어져 있음이 보고되었다
(Akabas, 2004; Chebib, 2004).

   GABA는 glycine과 함께 성체 중추 신경계의 대표적인 억제성 신경 전달 물질
이다 . 활성화된 GABA 수용체를 통하여 시냅스 후 신경 세포 (postsynaptic neuron)  

내로 Cl-가 유입되면 막전압의 과분극 (hyperpolarization)이 일어나 세포의 활동 전
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압 방사 (action potential firing)를 억제시킨다 . 그러나 태아나 출생 후 발달
(postnatal development)과정 동안에는 GABA에 의한 효과가 억제성이 아닌 흥분성
으로 나타나는데 (Alvarez-Leefmans 등 , 1988; Cherubini 등 1991; Stein 등 , 2003) 이
러한 흥분성 GABA 작용은 신경의 분화 및 성숙을 위해서 매우 중요한 역할을 하
는 것으로 밝혀졌다 (Yuste 및 Katz, 1991: Ben Ari 등 , 1997; Baker 등 , 1998; Maric 

등 , 2001; Owens 및 Kriegstein, 2002; ). 이러한 GABA의 영양 작용 (trophic action)

의 메커니즘은 막전압의 탈분극에 이은 전압 의존적 칼슘 채널이나 glutamate 

ionotropic N-methyl-D-aspartate(NMDA) 수용체를 통한 세포 내 칼슘의 증가인 것으
로 보고되었고 (Ben Ari 등 , 1997; Fukuda 등 , 1998), 이는 시냅스 형성에 중요한 것
으로 나타났다 (Ben-ari, 2002; Owens 및 Kreigstein, 2002). 

   GABA의 작용에는 세포내외의 Cl- 농도 경사의 크기에 의해 결정되는 ECl(즉 , 

EGABA의 값이 중요한데 만약 EGABA가 안정막 전압 (resting membrane potential, RMP)

보다 낮으면 (즉 , 더 음성이면 ) 억제성으로 , 반대로 EGABA가 RMP보다 높으면 (즉 , 더
양성이면 ) 흥분성으로 나타난다 . 세포 외 Cl-의 농도 ([Cl-]out)가 일정하다고 가정할
때 Nernst equation (식 1)에 의거하여 세포 내 Cl-의 농도 ([Cl-] in)를 계산해보면 억제
성 GABA 작용을 위해서는 [Cl-] in가 낮게 , 흥분성 GABA 작용을 위해서는 [Cl-] i가
높게 세팅되어져 있음을 쉽게 예측 수 있다 . 

  

EEEEClClClCl
= = = = 
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(식 1)
R: 가스상수, T: 절대온도(K)
Z: 전하, F: Faraday 상수
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(식 1)
R: 가스상수, T: 절대온도(K)
Z: 전하, F: Faraday 상수

   신경의 발달과정에서 GABA 작용이 흥분성에서 억제성으로 전환되는 것은 결
국 [Cl-] in에 의존적이라 할 수 있다 . 과거의 일련의 연구를 통해서 [Cl-] in를 조절하
는 양이온 -Cl- 공수송체 (cation-chloride cotransporter, CCC) 과 (family)가 발견되었다
(Ben-Ari, 2002; Delpire, 2000; Owens 및 Kriegstein, 2002). 이 CCC 중 Na+-K+-2Cl- 

공수용체 (NKCC)는 소디움과 포타슘의 농도경사를 이용하여 [Cl-] in를 높여주는 기
능을 한다 . 반면에 K+-Cl- 공수용체 (KCC)는 포타슘의 농도 경사를 이용하여 [Cl-] in
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를 낮춰주는 상반된 기능을 한다 . 현재까지 2개의 NKCC 아형 (NKCC1-2) 과 4 개
의 KCC 아형 (KCC1-4)과 2개의 NKCC(NKCC1-4) 아형이 클로닝되었다 (Russell, 

2000; Payne 등 , 2003). NKCC1은 신경 세포를 비롯한 교세포 (glial cell), choroid 

plexus, 혈관 내피 세포에서 주로 발현되며 , NKCC2는 신장 (kidney)에만 분포하는
아형이다 . KCC2는 성숙한 신경에만 발현되어 [Cl-] in을 실질적으로 낮추는 아형이
며 , KCC1, KCC3, 그리고 KCC4는 제한된 신경 세포에 분포하나 [Cl-] in에는 크게
영향을 주지 않는다고 보고되었다 (Payne 등 , 2003). 따라서 신경에서 [Cl-] in는  

NKCC1과 KCC2의 균형에 의해 결정되어진다 . 실제로 해마에서 KCC2를 antisense 

knock-down 시켰을 때 EGABA의 탈분극 이동 (depolarizing shift)이 나타났으며 (Rivera 

등 , 1999), KCC2가 knock-out된 생쥐에서 GABA에 의한 흥분성 작용이 나타난다고
하여 KCC2의 발현이 억제성 GABA 작용에 중요한 요인임이 증명되었다 (Hubner 

등 , 2001). 따라서 출생 후 신경의 발달 과정에서 GABA 작용이 흥분성으로부터
억제성으로 전환되기 위해서는 NKCC1 발현의 감소와 함께 KCC2 발현의 유도
(induction)이 중요하다고 하였다 (Rivera 등 , 1999; Stein 및 Nicoll, 2003). 

   1.5. 연연연구구구목목목적적적

   성숙한 포유동물의 중추 신경계에서는 억제성 신경 전달 물질로 알려져 있는
GABA가 성숙 쥐 MPG에서는 GABAA 수용체를 활성화시켜 탈분극을 유발함으로
써 오히려 흥분성 신경 전달 물질로 작용한다고 예외적으로 보고되었다 (Akasu 등 , 

1999). 이러한 GABA의 작용에 본 연구자가 관심을 가지게 된 것은 metabotropic 

수용체를 활성화시켜 간접적으로 작용하는 대부분의 신경 전달 물질과는 달리
ligand-gated 채널을 활성시켜 직접적으로 니코틴성 시냅스 전달을 조절하는 점이
독특하였고 MPG에서 흥분성 GABA작용의 분자적 메커니즘이 아직 밝혀지지 않
았기 때문이었다 . 따라서 본 연구에서는 성숙 쥐의 MPG에서 이러한 GABA의 흥
분성 작용이 [Cl-] in를 낮추는 KCC2의 발현 결여에 의해서 유발된다는 가설을 세우
고 GABA의 흥분성 작용에 대한 메커니즘을 분자 수준에서 규명하고자 하였다 .
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제제제 2장장장 재재재료료료 및및및 방방방법법법

   2.1. MPG 신신신경경경세세세포포포의의의 분분분리리리 및및및 유유유지지지

   실험 동물로 200-250 gm 내외의 수컷 쥐 (Sprague-Dawley rat)를 사용하였다 . 

쥐를 ketamine(50 mg/kg) 및 xylazine (10mg/kg)의 복강 주사로 마취시킨 뒤 개복하
고 전립선의 외측에 위치한 MPG를 적출하여 (그림 3) 차가운 (4°C) Hanks' balanced 

salt 용액으로 옮겼다 . MPG를 둘러싸고 있는 결체 조직과 지방을 벗기고 조심스럽
게 작은 틈새를 낸 후 , 이를 0.7 mg/㎖ collagenase (type D), 0.1 mg/㎖ trypsin과 0.1 

mg/㎖의 DNase type I이 함유된 6 ml의 Earle's balanced salt 용액 (EBSS, pH 7.4)이
들어있는 25 cm2 배양 플라스크에 옮긴 후 55분간 35.5°C에서 빠른 속도 (90 

strokes/min)로 흔들면서 배양하였다 (Zhu 등 , 1995; Lee 등 , 2002; Won 등 , 2006). 이
때 , EBSS는 기본 조성에 3.6 g/L의 glucose와 10 mM의 HEPES를 추가하여 만들었
다 . 배양 직전 배양 플라스크 내로 95% O2-5%CO2를 약 3분간 공급하였다 . 배양
후 배양 플라스크를 10회 정도 세게 흔들어 단일 신경 세포들로 분리한 후 , 1% 

penicillin- streptomycin과 10% FBS(fetal bovine serum)가 포함되어 있는 Minimal 

Essential Media(MEM) (GiocoBRL)를 8 ml 정도 넣어 trypsin을 비활성화 시켰다 . 분
리된 신경 세포들을 임상용 원심분리기 (Hanil, Korea) 이용하여 1,500 rpm의 속도로
원심 분리하였다 . 같은 방법으로 세포를 두 번 씻어내고 분리된 단일 신경세포들
을 MEM에 재부유 (resuspend)시킨 뒤 , poly-L-lysine으로 코팅되어 있는 35 ㎜ 폴리
스티렌 배양 접시 (Corning, NY, USA)에 plating 하였다 . 분리 한 골반 신경세포는
37°C 세포 배양기 (humidified CO2 incubator; 95% air-5% CO2)에서 사용 때까지 배
양하였다 . 분리된 MPG 신경세포의 광학 현미경적 소견은 그림 4에 나타내었다 .
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MPGMPG

                그그그림림림 3. 수수수컷컷컷 쥐쥐쥐에에에서서서 MPG의의의 해해해부부부학학학적적적 위위위치치치
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30µµµµm

      그그그림림림 4. MPG로로로부부부터터터 분분분리리리된된된 단단단일일일 신신신경경경세세세포포포들들들의의의 광광광학학학 현현현미미미경경경적적적 소소소견견견
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   2.2. 실실실험험험용용용액액액 및및및 약약약물물물

2.2.1. 실실실험험험 용용용액액액

   칼슘 전류 측정을 위해 사용된 전극 내 용액의 기본 조성 (mM)은 120 

N-methyl- D-glucamine(NMG)-methanesulfonate(MS), 20 tetraethylammonium(TEA)-MS, 

20 HCl, 11 EGTA, 1 CaCl2, 10 HEPES, 4 Mg-ATP, 0.3 Na2-GTP, 14 creatine 

phosphate (pH 7.2, 290 mOsm/kg)로 이루어졌다 . 세포외 관류액의 조성 (mM)은 145 

TEA-MS, 10 HEPES, 10 CaCl2, 15 glucose, 0.0003 tetrodotoxin(TTX) (pH 7.4, 325 

mOsm/kg)으로 하였다 . 막전압 (membrane potential)을 기록하기 위한 막전류 고정 패
치법 (Current-clamp patch-clamp method)와 GABA 및 5-HT에 의한 반응을 조사하기
위한 그라미시딘 천공 패치법 (gramicidin-perforated patch-clamp method)의 전극 내
용액의 기본 조성 (mM)은 140 KCl, 1 MgCl2, 10 HEPES, 0.5 CaCl2, 5 EGTA (pH 

7.2, 295 mosm/KgH2O)이며 , 세포외 관류액의 조성 (mM)은 150 NaCl, 5 KCl, 2 

CaCl2, 10 HEPES, 2 glucose (pH 7.4, 325 mosm/KgH2O)으로 이루어졌다 . 그라미시
딘 천공 패치 전극 내 용액에는 dimethyl sulfoxide (DMSO)을 용매로 사용하여 만
든 높은 농도의 그라미시딘 stock을 최종 농도가 50 ㎍ /㎖가 되도록 첨가하여 사용
하였다 . Cl-/HCO3

- exchanger의 역할을 조사하기 위한 세포 관류액의 조성 (mM)은
126 NaCl, 24 NaHCO3, 5 KCl, 2 CaCl2, 10 HEPES, 2 glucose (pH 7.4, 325 

mosm/KgH2O)이었으며 5% CO2로 기포를 내어 pH를 조절하였다 .

2.2.2. 약약약물물물

Collagenase type D와 Trypsin은 Boehringer Mannheim Biochemicals (Indianapolis, 

IN, USA)로부터 구입하였으며 , 5-HT, GABA, Bicuculin, TPMPA, Picrotoxin은 Tocris 

(Tocris Cookson Inc., Bristol, UK)로부터 구입하였다 . 형광 염색에 사용한 각종 항
체를 비롯하여 DNase type I, furosemide, bumetanide 등과 세포 배양과 관계된 모든
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배지 및 약물은 Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였다 . 약물
은 7-array-polyethylene 튜브에 연결된 가스크로마토 그라피용 모세관 끝을 신경세
포의 100 ㎛ 이내에 위치하도록 한 후 중력에 의해 세포에 가해지도록 하였다 .

   2.3. 전전전기기기 생생생리리리학학학적적적 실실실험험험

  T-형을 비롯한 전압 의존적 칼슘 전류는 전형적인 전세포 패치클램프
(whole-cell patch-clamp) 방법으로 기록하였다 (Hamill 등 , 1981; Jeong 및 Ikeda, 

1998; Lee 등 , 2002; Won 등 2006). 전극은 Corning 7052 borosilicate 유리 모세관
(외경 -1.65 ㎜ ; 내경 -1.2 ㎜ , Garner Glass Co., Claremont, CA, USA)으로부터 P-97 

Flaming-Brown micropipette puller(Sutter Instrument Co.)를 사용하여 만들었다 . 유리
전극의 끝은 Sylgard 184로 코팅하고 microforge로 열처리하여 전극 내부에 용액을
채웠을 때 저항이 2~3 ㏁이 되도록 만들었다 . 세포가 들어 있는 배양 접시를 도립
현미경 (Nikon, Japan)위에 올려놓고 , 세포 외액을 중력에 의해 약 1~2 ml/min 속도
로 관류되도록 하였다 . 세포막 전압의 변화는 막전류 고정법 (current-clamp method)

으로 ,  세포의 막전류는 막전압 고정법 (voltage-clamp method)으로 각각 기록하였다 . 

막전압 고정전 세포막의 직렬 저항 (series resistance)은 패치 클램프 증폭기
(patch-clamp amplifier) (Axopatch 1D, Axon Instruments, Foster city, CA, USA)에 내
장된 보정 기능을 이용하여 80% 이상 감소시켰다 . 전압 자극 프로토콜 생성 및
칼슘 전류의 기록은 ITC-18 아날로그 /디지털 전환기 (Instrutech, Port Washington, 

NY, USA)가 연결된 맥킨토시 컴퓨터에 장착되어 있는 S5(미국 NIH의 Stephen R. 

Ikeda 박사제작 ) 프로그램을 사용하여 이루어졌다 . 전류는 2~5 kHz로 저대역 필터
링 (low pass filtering) (-3dB: four-pole Bessel)을 한 뒤 , 컴퓨터의 하드 디스크에 저
장하였고 , IGOR PRO (Wave-Metrics, Lake Oswego, OR, USA)로 분석하였다 . 막전
류 고정법에 의한 실험 데이터는 EPC 10 패치 클램프 증폭기 (Heka Elektronik, 

Lambrecht, Germany)를 사용하여 획득하였고 , Pulse/Pulsefit (v8.50) (Heka Elektronik, 

Lambrecht, Germany) 소프트웨어를 사용하여 IBM 컴퓨터에 저장하여 분석하였다 . 
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모든 실험은 실온 (20~22℃ )에서 시행하였다 . 본 실험에 사용된 전류 측정 장치는
그림 5에 도식적으로 나타내었다 .

 2.4. MPG 표표표본본본 제제제작작작 및및및 면면면역역역 조조조직직직화화화학학학 염염염색색색

MPG 표본 제작을 위해 , 쥐를 에테르로 마취 후 , 깊은 마취 상태에서 왼쪽 심
실을 통해 0.9% NaCl을 포함하는 0.1 M 인산염완충액 (PBS; pH 7.4, 37°C)을 관류
하여 혈액을 제거하였고 , 이어서 4% paraformaldehyde로 관류 , 고정하였다 . 관류 고
정을 마친 다음 면역조직화학 염색을 위해 MPG 표본을 적출하여 동일한 고정액
으로 4°C에서 16-20시간 동안 후고정하였다 . 이후 표본을 25% sucrose 용액 (in 0.1 

M PBS)에 16시간 동안 침투시키고 -70°C isopentan으로 동결시켜 , 동결 절편기
(Reichert-Jung, Germany)를 이용하여 25 ㎛ 두께의 절편을 제작하였다 . 면역 염색
의 모든 과정은 자유 부유법으로 시행하였다 . 우선 동결 절편을 3% 과산화수소수
에 20분간 처리한 후 0.1 M PBS로 세 번 수세하였고 , 이차 항체에 대한 비특이적
반응을 제거하기 위하여 5% normal horse serum으로 두 시간 동안 처리하였다 . 이
어서 항 GABAA, GABAA 수용체 및 tyrosine hydroxylase(1:250; sigma chemical Co. 

St. Louis, MO, USA)를 각각 실온에서 overnight 처리하였고 0.1% Triton X-100을
포함하는 0.1 M PBS (PBST)로 네 차례 수세한 후 biotinylated mouse IgG 

(Vectastain Elite Kit, Vector Labs, USA)로 한 시간 동안 반응시켰다 . 항체 흡착을
마친 표본은 PBST로 수세한 후 avidin-biotin peroxidase complex(Vectastain Elite 

ABC Kit, Vector Labs, USA)에 한 시간 동안 반응시켰다 . 면역 반응을 마친 조직
을 PBS로 수세한 후 0.01% H2O2를 포함하는 0.05% Ni-DAB(Sigma, St. Louis, MO, 

USA)로 발색시켰으며 cresyl violet으로 대조 염색을 시행한 후 광학 현미경으로
관찰하였다 .
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   2.5. 역역역전전전사사사 중중중합합합 연연연쇄쇄쇄 반반반응응응 (RT-PCR)

   TRIzol® LS 반응액 (reagent) (Invitrogen Corp.)을 이용하여 주골반 신경 세포들
로부터 전체 RNA를 분리하였다 . 수초를 벗긴 MPG를 Trizol에 녹인 다음 클로로포
름 (chloroform)을 가하여 보텍스 교반기를 사용하여 잘 섞어 준 뒤 이를 4°C에서
13,000 x g로 20분간 원심 분리하여 상층액만을 조심스럽게 취하였다 . 이 상층액은
동량의 isopropanol과 섞은 다음 -70°C에서 1시간 이상 세워 두어 RNA를 침전시켰
다 . 다시 4°C에서 13,000 x g로 20분간 원심 분리하여 RNA 침전물 (pellet)을 얻었으
며 , 이를 다시 75% ethanol로 씻어낸 후 원심 분리하여 최종 RNA 샘플을 얻어 분
광 광도기의 (Effendorf) 260 nm 파장에서 흡광도를 측정하여 정량하였다 . cDNA의
합성을 위해 1 ㎍ RNA와 1 ㎍ OligodT를 먼저 70°C에서 5분간 반응시키고 , 200 

units의 murine leukemia virus reverse transcriptase(Promega Corporation, Madison, WI, 

USA), 25 nmoles의 dNTP, 20 units의 RNase inhibitor(Promega) 등을 혼합하여 37°C

에서 1 시간 반응시켰다 . PCR은 여러 양이온 -Cl- 공수용체와 GapDH 

(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)에 특이적인  primer들을 이용하여 수행하
였는데 , 이들 primer의 염기서열은 표 1에 요약하였다 . PCR 반응액 (20 ㎕ )에는 합
성된 cDNA, 각각의 primer(10 pmoles), 1.0 units의 AmpliTaq polymerase 

(Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA), 10 nmoles의 dNTP 등을 혼합하여 , 95°C 15분 선
가열한 후 , 95°C 60초 , 55°C 45초 , 72°C 60초로 35 cycle 반응시켰다 . PCR 산물은
ethidium bromide(Et-Br)가 포함된 1.5% agarose gel에 전기 영동하여 U.V 하에서 관
찰하였다 .
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그그그림림림 5. 막막막전전전압압압 고고고정정정법법법에에에 의의의한한한 이이이온온온 채채채널널널 전전전류류류 측측측정정정 장장장치치치의의의 구구구성성성 모모모식식식도도도 . 

패치클램프 전용 software(S5) 또는 IGOR 프로그램을 이용하여 만든 펄스 프로토
콜로 고정하고자 하는 전압 (Vcom)을 A/D converter(ITC-18)를 사용하여 아날로그
신호로 변환한 후 패치 전극을 통하여 세포에 전달하고 세포막에 존재하는 이온
채널의 활성 정도에 따라 변화하는 전압을 영점 (null-out)하기 위해 증폭기 (Axo-1D 

또는 EPC10)를 통하여 흘려주는 전류 (Icell)를 다시 디지털 신호로 전환하여 컴퓨
터의 하드 디스크에 저장함 . 
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표표표 1. 역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄중중중합합합 반반반응응응에에에 사사사용용용한한한 primer들들들

Primer Sequence Predicted sizeAccession #

NKCC1

NKCC2

KCC1

KCC2

KCC3

KCC4

NCC

GapDH

AF051561

U10096

U55815

U55816

AF108831

AW530615

NM-019345

AB017801

F
R

F
R

F
R

F
R

F
R

F
R

F
R

F
R

GATGGTTTTGCGAATGGAGATAGAT
GGGTATGGCTGACTGAGGA

GAGATGAGCAAGCAGAAAAC
GAGAAGTCGTAGCCCAGTCC

CCTGGAGTTGGGTTGTCTAAGA
CATCAGCCCTCACCAGTCATCTC

CTCAACAACCTGACGGACTG
GCAGAAGGACTCCATGATCCTGCG

GTG TGG CGA AAG TGC AGC ATA C
ATG GTG ATC ACT TCA CTG TCC AC

CTG GAA GAT GGC TGC ACT TG
GAC AGC AAC CCC ATG GTA TC

GGC ACC ATC TTC CAG TCG GAG
TGG CAG TAA AAG GTG AGC AC

TCCATGACAACTTTGGCATCGTGG
GTTGCTGTTGAAGTCACAGGAGAC

790 bp

925 bp

233 bp

399 bp

641 bp

480 bp

607 bp

377 bp
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   2.6. 외외외래래래 유유유전전전자자자의의의 이이이종종종 발발발현현현

   MPG 신경세포에 KCC2와 GFP를 발현시키기 위해 세포 핵 내 미세 주입 방법
(intranuclear microinjection method)을 사용하였다 (Ikeda, 1996; Jeong 및 Ikeda, 1999; 

Ikeda 및 Jeong, 2004) (그림 6). pCDNA3.1에 클로닝 된 KCC2를 코딩하는 cDNA 

(1 μg/μl stock)와 세포 내 발현 표식자로 EGFP-N1 (0.05 μg/μl stock)를 각각 1 μl씩
넣고 , TE buffer(10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0) 8 μl를 잘 혼합한 후 GELoader 

(Eppendorf, Madison, WI, USA)를 이용하여 한쪽 끝이 막힌 모세관에 옮긴다 . 모세
관을 eppendorf tube로 옮긴 후 원심분리기 5415R(Eppendorf)을 이용하여 상온에서
30분간 10,000 rpm으로 원심 분리하여 이물질을 침전시키고 순도 높은 cDNA 혼합
물을 얻는다 . Microinjection pipet은 얇은 벽을 가진 유리 튜빙 (외경 : 1.2 mm, 

w/filament, WPI)을 P-97 Flaming-Brown micropipette puller(Sutter Instrument Co., 

Novato, CA, USA)를 사용하여 만들었다 . cDNA 혼합물을 GELoader를 이용하여 미
세 주입관 (microinjection tube)에 넣고 , Eppendorf 5246 microinjector(Eppendorf)에 연
결된 홀더에 삽입하였다 . 위상차 도립 현미경 (TE 2000, Nikon)하에서 Eppendorf 

5171 micromanipulator(Eppendorf)를 이용하여 세포의 핵 중앙에 관 끝이 위치하도
록 한 다음 주입하였고 , 주입되는 cDNA의 양은 압력 (100~200 hPa)과 주입 시간
(0.2~0.4 초 )에 의해 조절되었다 . 특정 단백질을 성공적으로 발현하는 세포는
cDNA 주입 후 14-24 시간에 epifluorescence 유닛 (B-2A filter cube, Nikon)이 장착된
도립 현미경 (Nikon)하에서 GFP가 내는 녹색 형광을 관찰하여 알 수 있었다 . 
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그그그림림림 6. 세세세포포포 핵핵핵 내내내 cDNA 주주주입입입방방방법법법 . 

Eppendorf 미세주입 시스템 (Eppendorf 5246 transjector /5171 micromanipulator)을 이
용하여 효소 처리에 의해 분리된 주골반 신경세포의 핵 내에 KCC2 cDNA를 약
100-200 hPa 정도의 압력으로 주입 (pressure injection) 하였다 . 이때 발현 marker로
GFP를 코딩하는 cDNA (pEGFP-N1)를 같이 주입시켜 발현시킨다 . 모든 cDNA 들
은 CMV 프로모터가 있는 포유 동물 발현 벡터에 subcloning 된 것을 사용하였다 . 
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   2.7. 데데데이이이터터터 분분분석석석 및및및 통통통계계계처처처리리리

  모든 데이터 분석과 그래프 구성을 위해 IGOR 프로그램을 사용하였다 . 전류 및
전압의 크기는 각 최대치에서 측정하였다 . 세포막 전기 용량 (Cm)은 20 ms, 10 

mV 과분극 자극을 가한 뒤 얻은 용량 전류 (capacitive current)의 면적을 측정하는
IGOR 매크로를 사용하여 구하였다 . 모든 결과는 평균 ±표준오차로 표시하였고 통
계적인 의의는 Student t-검정 (unpaired)이나 필요한 경우 one-way ANOVA로 확인하
였고 p<0.05 인 경우 통계적으로 유의한 차이가 있다고 간주하였다 . 농도 -반응 곡
선 (concentration-response curve)의 EC50는 Prism 3.0 software(GraphPad software Inc., 

San Diego, CA, USA)에 있는 Hill 공식 , 즉 I=MaxI(1+EC50/[I])
-1(I: 전류크기 , MaxI: 

최대 전류크기 , EC50: 최대전류의 절반이 활성화될 때의 효현제 농도 )을 적용하여
구하였다 .
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제제제 3장장장 결결결 과과과

   3.1. 주주주골골골반반반 신신신경경경 세세세포포포의의의 특특특징징징

   MPG는 한 신경절 캡슐 내에 교감 및 부교감 신경이 공존하고 있기 때문에 신
경세포를 분리한 후 전기 생리학적 실험을 수행할 때 두 종류의 세포를 구별해야
한다 . 선행 연구에 의하면 MPG 세포 중 tyrosine hydroxylase(TH)에 대한 면역 -조직
학적 염색에서 양성을 보이는 교감 신경세포는 세포의 크기에 비례하는 전기용량
(capacitance, Cm)이 크며 T-형 칼슘채널을 발현하는 반면 TH에 음성인 부교감 신
경 세포는 전기 용량이 작으며 T-형 칼슘 채널을 발현하지 않는다고 하였다 (Zhu 

등 , 1995). 본 연구에서는 이러한 전기적인 특성에 따라 교감과 부교감 신경 세포
로 구별하였다 . 즉 , MPG 세포막의 평균 전기 용량은 교감 신경세포 (65.0 ± 3.4 pF)

가 부교감 신경세포 (37.5 ± 2.7 pF)보다 현저하게 큰 것을 알 수 있었다 (p<0.001). 

또한 MPG 교감 신경세포에서는 램프 펄스를 가하였을 때 고전압에 의해 활성화
되는 칼슘 채널에 의한 전류 이외에 -30～-40 mV의 낮은 전압에서 활성화되는
hump 형태의 내향성 T-형 칼슘 전류가 두드러지게 기록되었다 (그림 7.A) 신경세포
에 일정 기간 동안 과분극 전류를 가하다가 멈추게 되면 막전압이 과분극되었다
가 안정막 전위로 돌아오면서 활동 전압을 형성하게 되는데 , 이를 ‘anode break 

excitation' 이라 한다 . 이는 안정막 전압에서 비활성화 되어 있던 T-형 칼슘채널이
과분극에 의해 활성화될 수 있는 채널로 전환되는 데  이렇게 전환된 T-형 칼슘채
널을 통해 들어오는 칼슘 이온에 의한 탈분극 때문에 나타나는 현상이다 (Lee 등 , 

2002). 그림 7B에 나타낸 바와 같이 과분극 전류를 세포에 주입한 다음 형성되는
post-anodal spike는 T-형 칼슘 채널이 발현되는 교감 신경세포에서만 관찰되었다 . 

   막전압을 -80 mV로 고정하고 GABA(100 µM)를 가하면 MPG 교감 신경세포에
서는 내향성 전류가 기록되지만 부교감 신경 세포에서는 GABA에 의한 반응은 매
우 미미하게 나타났다 . 반면 5-HT(10 µM)에 의한 내향성 전류가 대부분의 부교감
신경 세포에서는 기록되나 , 교감 신경세포에서는 거의 관찰되지 않았다 (그림 8). 

이렇게 MPG에 존재하는 신경세포의 종류에 따라 GABA와 5-HT에 대한 반응이
다르기 때문에 앞에서 기술한 기본적인 전기 생리학적 특성과 함께 GABA 및
5-HT 효과를 기준으로 하여 단일 MPG 신경세포들을 교감 및 부교감 신경세포로
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구별하여 실험하였다 .

 3.2 MPG 교교교감감감 신신신경경경 세세세포포포에에에서서서 GABA에에에 의의의한한한 반반반응응응

3.2.1. MPG 교교교감감감신신신경경경세세세포포포에에에서서서 GABA 농농농도도도 -전전전류류류 관관관계계계

   MPG 교감 신경세포에서 GABA에 의한 반응을 연구하기 위하여 먼저 몇 가지
기본적인 실험들을 수행하였다 . 전형적인 전세포 패치 클램프법을 이용하여 -80 

mV로 막전압을 고정한 상태에서 GABA의 농도와 전류의 상관관계를 확인하였다 . 

GABA의 농도가 10 µM에서 3 mM로 증가함에 따라 내향성 GABA 전류의 크기가
비례적으로 증가하였다 . GABA에 의해 유도된 전류의 크기를 포화 농도에서 기록
한 수치에 대해 표준화된 값으로 전환한 후 .GABA 농도 -전류의 상관 그래프를 그
렸고 Hill 공식으로 curve fitting한 결과 EC50 값은 약 298.5 µM 임을 확인할 수 있
었다 (그림 9).

3.2.2. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포에에에 발발발현현현되되되는는는 GABA 수수수용용용체체체의의의 종종종류류류

   일반적으로 GABA에 의해 활성화되는 ionotropic 채널은 GABAA와 GABAC의
두 종류가 알려져 있다 (MacDonald 및 Olsen, 1994; Barnard 등 , 1998). MPG 교감
신경 세포에서 GABA에 의한 효과를 매개하는 수용체의 종류를 확인하기 위하여
GABAA와 GABAC 수용체의 특이적 차단제로 알려진 bicuculin(10 µM)과 TPMPA 

(10 µM)를 각각 처리하였다 . 그림 10 A에 나타낸 바와 같이 MPG 교감 신경세포
에서 bicuculin에 의해 GABA 전류가 16.2±0.5 pA/pF에서 1.3±0.2 pA/pFdm로 억제
되었으나 TPMPA에 의해서는 억제 효과가 일어나지 않음을 확인하였다 (14.8±1.8 

pA/pF). 이러한 실험 데이터는 MPG 교감 신경세포에서 GABA 전류는 GABAA 수
용체의 활성에 의해 나타나는 것을 알 수 있었다 . 이러한 결과는 다른 종류의
GABAA 수용체의 특이적 차단제인 picrotoxin에 의해서도 GABA 전류가 억제되는
것으로 재차 확인하였고 그림과 같이 결과를 요약하였다 (그림 10). 한편 , GABA와
GABAA 수용체 특이적 항체를 사용하여 MPG 절편에서 면역 조직 화학 염색을 수
행하였다 . 대조군으로 염색한 소뇌에서와 마찬가지로 MPG의 신경세포에서 GABA

가 녹색으로 면역 염색되어 나타나는 것을 확인할 수 있었다 . 또한 GABAA 수용
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체 특이적인 항체에 의해 MPG 신경세포가 적색으로 면역 염색되었다 . 교감 신경
의 보편적 마커로 알려진 TH와 GABAA 수용체에 특이적 항체를 사용하여 이중염
색 (double labelling)을 하였을 때 동일 세포의 세포막에 겹쳐져 염색되어 있음을 확
인할 수 있었다 (그림 11). 이러한 결과는 TH 양성의 MPG 교감 신경세포에서
GABAA 수용체를 매개한 전류가 기록된다는 전기 생리학적인 실험 결과와 일치하
였다 .
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그그그림림림 7. MPG에에에 존존존재재재하하하는는는 두두두 종종종류류류의의의 신신신경경경 세세세포포포 .

A. MPG의 교감 신경 (좌측 )과 부교감 신경 (우측 )에서 20 ms, 10 mV 과분극 자극을
가한 뒤 얻은 평균 세포 전기 용량 값과 막전압 고정 상태로 -80 mV에서 +80 mV

까지 램프 펄스를 주입하여 기록된 전류의 형태이다 . B. 교감 및 부교감 신경에
과분극 전류를 400 ms동안 가하였다가 멈추었을 때 발생되는 활동 전압의 형태
(B의 위 )와 , T형 칼슘 전류를 확인하기 위하여 -100 mV로 막전압을 고정하고 -40 

mV로 탈분극 하였을 때 기록된 전류 (B의 아래 )이다 .
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그그그림림림 8. MPG 신신신경경경세세세포포포 종종종류류류에에에 따따따른른른 GABA 및및및 5-HT 전전전류류류 .

막전압을 -80 mV에 고정하여 GABA(100 μM)와 5-HT(10 μM)를 MPG 교감 및 부
교감 신경 세포에 처리하여 반응 전류를 기록하였다 . 검정색 막대는 약물을 처리
한 시간을 나타낸다 .
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그그그림림림 9. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포에에에서서서 GABA 농농농도도도와와와 전전전류류류 크크크기기기의의의 상상상관관관 관관관계계계 .

A. 막 전압을 -80 mV로 고정한 상태에서 여러 농도 (10 μM ~ 3 mM)의 GABA에
의해 유도된 전류를 기록하였다 . 가한 GABA의 농도와 관류시킨 시간을 각각 기
록된 전류의 상단에 나타내었다 . B. GABA 농도 -전류크기 곡선 . GABA에 의해 유
도된 전류는 포화 농도에서 기록한 수치에 대해 표준화된 값을 취하였다 . 모든 데
이터는 평균±표준오차로 나타내었으며 괄호안의 값은 실험 예수를 나타낸다 . EC50 

값은 Hill 공식 즉 , IGABA=MaxI(1+EC50/[GABA]) -1으로 curve fitting하여 구하였다 .
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그그그림림림 10. MPG 교교교감감감 신신신경경경 세세세포포포에에에서서서 GABA 전전전류류류에에에 대대대한한한 GABA 수수수용용용체체체 차차차단단단제제제의의의
효효효과과과 .

A. 막전압을 -80 mV로 고정시킨 상태에서 10 μM GABA에 의해 유발된 내향성
전류에 각각 GABAA 및 GABAc 수용체 특이적 차단제인 Bicuculin(10 μM)과
TPMPA(10 μM)가 미치는 영향을 확인하였다 . B. GABA에 의해 활성화된 전류에
대해 Bicuculin, Picrotoxin, TPMPA 같은 특정 GABA 수용체에 특이적 차단제들의
억제 효과를 요약하였다 . 모든 데이터는 평균 표준 오차로 나타내었으며 괄호안의
값은 실험 예수를 나타낸다 . ** p<0.01
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그그그림림림 11. MPG에에에서서서 GABA 및및및 GABAA 수수수용용용체체체의의의 면면면역역역 형형형광광광 염염염색색색 .

A, B. MPG와 소뇌 조직 각각에서 GABA에 대한 특이적 항체에 의해 형광 염색된
결과 (녹색 )를 확인하였다 . C. MPG에서 GABAA 수용체 특이적 항체에 의한 형광
염색된 결과 (적색 )를 확인하였다 . D. Tyrosine hydroxylase(TH)와 GABAA 수용체
특이적 항체로 double-labelling 하였을 때 동일 세포의 세포막에 염색됨을 보여준
다 (화살표 ).
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3.2.3. MPG 교교교감감감 신신신경경경 세세세포포포에에에서서서 GABA에에에 의의의한한한 막막막전전전압압압의의의 변변변화화화

   일반적으로 중추 신경계 (CNS)에서는 안정막 전압을 과분극 시킴으로 억제성
신경전달물질 (Inhibitory neurotransmitter)로 작용하는 GABA가 MPG 신경세포에서는
어떠한 작용을 하는지 , 그 기능적인 부분에 대하여 연구하였다 . 기본적으로 MPG 

교감 신경세포에 대한 GABA의 작용을 막전압의 탈분극 혹은 과분극 반응을 통하
여 확인하기 위하여 그라미시딘 천공 패치 방법을 이용한 전류 고정 상태 (current 

clamp, I=0)에서 GABA를 처리한 후 세포막 전압의 변화를 관찰하였다 . MPG를 단
일 신경세포로 분리하여 3시간 정도 배양하여 안정화 시킨 후 교감 신경세포에
GABA를 처리하였을 때 막전압의 탈분극 현상이 관찰되었으나 (20.4±0.4 mV), 부교
감 신경세포에서는 GABA에 의한 막전압 변화가 거의 나타나지 않았다
(1.5±0.1mV). MPG 신경세포를 24시간 배양한 후 GABA에 의한 막전압 변화를 측
정하였을 때 교감 신경세포의 탈분극 r크기는 분리하여 3시간 후 측정한 값보다
감소하였으며 (7.5±0.9 mV) 부교감 신경세포에서는 GABA에 의한 막전위의 변화가
거의 관찰되지 않았다 (1.1±0.2 mV) (그림 12).

3.2.4. 세세세포포포내내내 Cl- 농농농도도도와와와 GABA 전전전류류류의의의 역역역전전전전전전압압압 (EGABA)의의의 상상상관관관성성성

   일반적으로 GABAA 수용체는 다섯 개의 서브유닛 (6α, 3β, 3γ, 1δ, 1ε, 1θ, 1π)

이 결합되어 있는 구조를 가진 Cl- channel로 알려져 있다 (Akabas, 2004; Chebib, 

2004). 따라서 MPG 신경세포에서 관찰되는 막전압의 탈분극이 GABA 수용체를
통한 Cl-의 이동에 의한 것인지를 확인하였다 . 이를 위해 전세포 파열 (whole-cell 

ruptured) 패치 클램프 방법을 사용하여 세포내 Cl- 농도를 변화시켰을 때 GABA 

전류의 역전 전압값 (EGABA 또는  ECl)의 변화를 조사하였다 . 그림 13A에 나타낸 바
와 같이 패치 전극 내 용액의 Cl-의 농도를 12 mM에서 22 mM로 변화시켰을 때
EGABA 값이 약 -20 mV에서 0 mV로 증가되었음을 확인 할 수 있었다 . 그림 13B는
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패치 전극 내 용액의 농도가 각각 12 mM과 22 mM일 때 막고정 값의 변화에 따
른 GABA 전류의 크기를 나타낸 것이다 . 그래프의 x절편의 값을 취하여 각 Cl- 농
도에서의 EGABA 값을 측정할 수 있었으며 이때 세포 내 Cl- 농도가 증가할수록
EGABA 값은 비례하여 감소함을 알 수 있었다 (그림 13C). 이러한 결과로부터 GABA 

전류는 Cl- 전류이고 GABA에 의한 막전압의 탈분극은 Cl-가 세포 밖으로 이동하
여 일어났음을 추측할 수 있다 . 한편 , Cl- 이온의 역전 전압값을 실험을 통해 측정
한다면 Nernst 식 (서론 참조 : 식1)을 이용하여 세포 내의 Cl- 농도를 역으로 계산
할 수 있다 (그림 13C).
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그그그림림림 12. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포에에에서서서 GABA에에에 의의의한한한 막막막전전전압압압의의의 변변변화화화 .

A. 막전류 고정 상태 (current-clamp, I=0)에서 GABA 투여에 의한 막전압의 변화를
조사하였다 . 단일 신경 세포로 분리한 후 3시간과 24시간 배양하여 교감 및 부교
감 신경 세포에서 각각 GABA에 의한 막전압의 변화를 관찰하였다 . B. 두 종류의
주골반 신경 세포에서 시간에 따른 탈분극 반응 크기의 변화를 요약하였다 . 모든
데이터는 평균 표준 오차로 나타내었으며 괄호안의 값은 실험 예수를 나타낸다 . 

** p<0.01
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그그그림림림 13. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포에에에서서서 세세세포포포내내내 Cl- 농농농도도도에에에 따따따른른른 GABA 전전전류류류의의의 역역역전전전
전전전압압압 변변변화화화 .

A. 전극 내의 Cl- 농도를 12 mM에서 22 mM로 변화시켰을 때 , GABA에 의해 유
발되는 전류의 역전 전압 (EGABA)이 역전되는 현상을 막전압의 고정값을 변화시키
면서 기록하였다 . B. 전극 내의 Cl- 농도를 변화시켰을 때 막전압의 크기와 GABA

에 의해 유발되는 전류의 밀도 관계를 나타내었다 . 전류 -전압 곡선으로부터 전류
가 0이 되는 x 좌표상의 점이 EGABA이다 . C. 세포내의 Cl- 농도와 EGABA의 변화의
관계를 나타내었다 . 세포내의 Cl- 농도는 Nernst equation 즉 , E=(RT/nF)ln [Cl-] i/[Cl-]o 

으로 계산하였다 . 모든 데이터는 평균 표준 오차로 나타내었다 .
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   3.3. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포 내내내 Cl- 이이이온온온의의의 농농농도도도

   GABA에 의한 막전압의 탈분극 반응은 MPG 신경세포 내의 Cl- 농도가 비교적
높다는 사실을 시사한다 하겠다 (Alvarez-Leefmans 등 , 1988; Rohrbough 및 Spitzer, 

1966; Sung 등 , 2000). 따라서 양이온만 통과할 수 있는 공 (pore)을 만들어 전류
측정 동안 세포내의 생리적 Cl-의 농도를 그대로 유지시킬 수 있는 방법인 그라미
시딘 천공 패치 클램프 방법 (Abe 등 , 1994; Akaike, 1996)을 사용하여 MPG 교감
신경 세포에서 막전압 고정값의 변화에 따른 GABA 전류를 측정하였다 . 그 결과
MPG 교감 신경세포에서 EGABA (즉 , ECl)는 약 -42.6 ± 1.0 mV (n=4)이었으며 , 이를
Nernst 식에 대입한 결과 세포내 Cl-의 생리적 농도는 약 29.8 ± 1.4 mM (n=4)로 계
산되었다 (그림 14)
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그그그림림림 14. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포내내내의의의 생생생리리리적적적 Cl- 농농농도도도의의의 간간간접접접적적적 측측측정정정
A. 그라미시딘 천공 패치 클램프법을 이용하여 MPG 교감 신경세포에서 막전압
고정값에 따른 GABA 전류를 기록하였다 . B. A에서 얻어진 막전압 고정값과
GABA에 의한 전류의 크기의 상관관계로 부터 MPG 교감 신경세포에서 EGABA값을
얻었다 (좌 ). EGABA값을 Nernst equation 즉 , EGABA=RT/nFlog [Cl-] i/[Cl-]o에 대입하여
MPG 교감 신경세포내의 생리적 Cl- 농도를 구하였다 (우 ). 모든 데이터는 평균 표
준오차로 나타내었다 .
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   3.4. 역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄중중중합합합 반반반응응응 분분분석석석에에에 의의의한한한 MPG에에에 발발발현현현된된된 양양양이이이온온온
       -Cl- 공공공수수수송송송체체체의의의 동동동정정정

   세포내의 Cl- 이온의 농도를 조절하는 메커니즘으로는 대표적으로 양이온의 농
도 경사에 따른 확산력을 이용하여 Cl- 의 배출과 유입을 담당하는 양이온 -Cl- 공
수송체들이 알려져 있다 (Ben-Ari, 2002; Delpire, 2000; Owens 및 Kriegstein, 2002). 

이러한 Cl- 공수송체들은 크게 NCC, NKCC1, NKCC2 등과 같은 Na+ 매개 공수송
체들과 KCC1, KCC2, KCC3, KCC4같은 K+ 매개 공수송체들로 나눌 수 있다 . 전자
들은 내향성 Na+ 농도 경사를 이용하여 세포 내 Cl-의 축적을 돕는 반면 , 후자들은
외향성 K+ 농도 경사에 의해 Cl- 를 외부로 배출하여 세포내 Cl- 를 낮추는 역할을
한다 (Payne 등 , 2003). 따라서 MPG 신경세포 내 Cl- 이온의 높은 농도가 유지되는
메커니즘을 규명하기 위한 방법으로 역전사 연쇄 중합 반응 분석을 통해 MPG 신
경세포에 발현되는 양이온 -Cl- 공수송체의 종류를 조사하였다 . 표1에 양이온 -Cl- 공
수송체 특이적인 primer들을 나타내었다 . 각 primer의 특이성은 동일 쥐의 뇌와 신
장 조직을 이용하여 검증하였고 , 대조군으로 GapDH에 특이적인 primer를 사용하
여 나타내었다 . 그림 15에서 나타낸 바와 같이 MPG에는 Na+매개 공수송체의 신경
타입 아형인 NKCC1의 mRNA가 희미하게 발현되어 있었으며 , KCC1을 제외한
K+-Cl- 공수송체들의 mRNA는 발현되어 있지 않았는데 특히 , 신경에서 세포 내
Cl- 농도를 낮게 유지하는 기능을 가진다고 알려진 KCC 아형인 KCC2의 transcript

가 발현되지 않았다 .
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그그그림림림 15. MPG에에에서서서 역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄 중중중합합합 반반반응응응 분분분석석석에에에 의의의한한한 양양양이이이온온온 -Cl- 공공공수수수송송송체체체의의의
mRNA 발발발현현현 조조조사사사 .

Cl- 이온의 공수송체의 mRNA 발현 여부를 확인하기 위해 MPG 조직으로부터 총
RNA를 분리한 후 선택적인 primer를 이용하여 역전사 연쇄 중합 반응을 실시하였
다 . Primer의 특이성은 동일한 쥐의 뇌와 신장을 사용하여 검증하였으며 , 내부 대
조군으로는 GapDH를 사용하였다 .
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   3.5. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포에에에서서서 KCC2의의의 과과과발발발현현현에에에 의의의한한한 GABA 반반반
응응응의의의 변변변화화화

   세포외로 Cl-를 배출함으로써 세포 내 Cl-의 농도를 낮게 유지해주는 (즉 , Cl-의
농도 경사를 크게 해주는 ) 역할을 하는 K+-Cl- 공수송체인 KCC2의 부재로 인해
MPG 교감 신경세포 내의 Cl- 농도가 높게 유지된다는 본 연구의 가설을 증명하기
위하여 세포 핵 내 미세 주입법에 의하여 KCC2를 코딩하는 유전자를 과다 발현
시킨 후 EGABA의 변화가 일어나는지를 조사하였다 . 외부 유전자가 핵 내에 제대로
들어가 발현되는지를 확인하기 위하여 실험군으로 GFP를 코딩하는 벡터를 KCC2 

벡터와의 비를 0.05:1로 섞은 벡터 혼합물을 주입하였으며 , 대조군으로는 GFP 벡
터만 주입하였다 . 외부 유전자의 핵 내 미세 주입 후 37 ℃에서 15～17시간 정도
배양한 뒤 형광 현미경에 의하여 GFP가 발현된 신경세포를 확인하였고 (그림 16) 

그라미시딘 천공 패치 클램프 방법을 사용하여 막전압 고정값에 따른 GABA 전류
를 기록하고 EGABA를 구하였다 . 그 결과 GFP만 발현된 대조군에 비하여 KCC2를
과다 발현 시켰을 경우 GABA에 의해 내향에서 외향으로의 전류 방향이 변화되는
시점의 EGABA값이 대조군에 비해 더 음성 쪽으로 이동 (negative shift)된 것을 관찰
할 수 있었다 (그림 17). 즉 , GFP이 발현된 대조군의 경우 EGABA값은 약 -51 ± 3 

mV(n=3)로 분리 후 바로 측정한 대조군보다 약 9 mV 정도 음성 이동을 하였는데
이러한 현상은 24 시간 배양 후 GABA 전류가 감소한 사실로 설명할 수 있다 (그
림12). KCC2를 같이 발현한 실험군에서 EGABA값이 -80 ± 1 mV(n=3)로 현저하게 증
가 (음성으로 또는 절대값의 ) 된 것을 확인할 수 있었다 . 이 EGABA를 사용하여
MPG 교감 신경세포내의 Cl- 농도를 계산하였을 때 GFP만 발현된 경우는 21.6 ±

1.5 mM인 반면 , KCC2를 같이 발현 시킨 신경세포의 경우 6.5 ± 0.1 mM로 낮아진
것을 확인 할 수 있었다 (그림 18).

   다음은 KCC2의 과다 발현에 의해 낮아진 MPG 교감 신경세포 내 Cl- 농도에
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기인하여 흥분성 GABA 반응이 억제성으로 전환되는지를 관찰하였다 . GFP만 발현
시킨 MPG 신경세포에서는 GABA에 의한 막전압의 탈분극이 유도되었으나 , KCC2

를 같이 발현했을 경우 GABA에 의한 과분극 현상을 관찰할 수 있었다 . 이러한
막전압의 변화 현상이 과다 발현된 KCC2 때문인지 확인하기 위해 K+-Cl- 공수송
체 차단제로 알려진 furosemide를 전 처치한 결과 GABA에 의한 세포막의 과분극
현상이 소실되는 것을 관찰할 수 있었다 (그림 19).
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그그그림림림 16. MPG 신신신경경경세세세포포포에에에서서서 세세세포포포핵핵핵 내내내 미미미세세세 주주주입입입법법법에에에 의의의한한한 GFP 단단단백백백질질질의의의
발발발현현현 .

형광 단백질을 코딩하는 pEGFP-N1(0.05 µg/mL)를 MPG 교감 신경 세포내로 미세
주입하여 15～17 시간 배양한 후 형광 현미경으로 관찰하였다 .
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그그그림림림 17. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포에에에서서서 KCC2 유유유전전전자자자 과과과다다다 발발발현현현 시시시 EGABA의의의 변변변화화화 .

MPG 교감 신경세포에 핵 내 미세 주입법을 통하여 대조군 (A)으로는 pEGFP-N1 

(0.05 µg/mL) 단독으로 실험군 (B)으로는 pEGFP-N1(0.05 µg/mL)와 KCC(1 µg/mL) 

를 공동 발현 시켰을 때 막전압 고정값에 따른 GABA(100 µM) 의한 내향 및 외향
전류의 변화를 기록하였다 . 
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그그그림림림 18. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포에에에서서서 KCC2 유유유전전전자자자 과과과다다다 발발발현현현 시시시 Cl-의의의 역역역전전전 전전전압압압
(ECl) 및및및 세세세포포포내내내 Cl- 농농농도도도의의의 변변변화화화 요요요약약약
A. MPG 교감 신경세포에서 GFP만 발현한 대조군과 KCC2를 함께 발현시킨 실험
군에서 ECl (=EGABA) 변화를 나타내었다 . B. A에서 계산한 각각의 EGABA값을 Nernst 

Equation (E=RT/nFlog [Cl-] in/[Cl-]out)에 대입하여 세포내 Cl-의 농도를 계산하여 나타
내었다 . 모든 데이터는 평균 표준 오차로 나타내었다 .
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그그그림림림 19. MPG 신신신경경경 세세세포포포에에에서서서 KCC2 유유유전전전자자자 과과과다다다 발발발현현현에에에 의의의한한한 GABA에에에 의의의한한한 탈탈탈
분분분극극극 반반반응응응의의의 변변변화화화
A. MPG 교감 신경세포에 GFP와 GFP + KCC2를 과다 발현시켰을 때 막전류 고정
상태 (current-clamp, I=0)에서 GABA(100 μM)를 처리하여 각각의 경우 막전압의 변
화를 나타내었다 . GFP + KCC2를 과다 발현시킨 경우 KCC2 차단제인 furosemide 

(100 μM)을 처리하여 막전압의 과분극 현상의 변화를 나타내었다 . B. 좌측의 결과
를 막전압값의 변화 그래프로 요약하였다 . 모든 데이터는 평균 ±표준오차로 나타
내었으며 괄호안의 값은 실험 례수를 나타낸다 .

   3.6. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포에에에서서서 HCO3
-/Cl- exchanger가가가 EGABA에에에
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      미미미치치치는는는 영영영향향향

   HCO3
-/Cl- exchanger는 전기적 중성 음이온 교환기로서 심장이나 평활근에 발현

되어 세포내 Cl- 농도를 증가시키는 이온 메커니즘에 관여한다고 보고되었다
(Vaughan-Jones, 1986; Aickin 1990). 따라서 MPG 교감 신경세포 내 높은 Cl- 이온
의 농도가 HCO3

-/Cl- exchanger의 작용과 관련되어 있는지 조사하기 위하였다 . 이를
위해 그라미시딘 천공 패치법을 사용하였고 세포의 외액을 정상 PSS에서 HCO3

- 

가 24 mM 포함된 PSS로 교체하였다 . 세포 외액이 HCO3
- PSS일 때 EGABA 값은 약

-45.5 ± 0.8 mV로 계산되었으며 (그림 20), 이는 세포 외액을 normal PSS로 하였을
경우의 EGABA 값 -42.6 ± 1.0 mV와 통계적으로 차이가 없었다 . 앞에서와 마찬가지
로 EGABA 값으로 세포내 Cl- 이온의 농도를 계산해 본 결과 normal PSS와 HCO3

- 

PSS buffer일 경우 각각 29.8 ± 1.4 mM과 26.7 ±0.5 mM로 통계적으로 유의한 차이
를 보이지 않았다 (그림 21). 이러한 실험 데이터는 MPG 교감 신경 세포 내 Cl- 이
온의 조절에 HCO3

-/Cl- exchanger의 역할은 없다는 것을 시사하였다 .

   3.7. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포에에에서서서 bumetanide의의의 ECl-에에에 대대대한한한 효효효과과과

   앞에서 역전사 연쇄 중합 반응 분석을 통해 성체 쥐의 MPG에 NKCC1이 여전
히 발현되는 것을 확인하였다 . 따라서 세포 내 Cl-의 농도의 조절을 위해 NKCC1

의 기능을 하는 지 확인하였다 . 이를 위해 MPG 교감 신경세포에서 NKCC1을 100 

µM bumetanide로 차단하였을 경우 세포내 Cl- 농도에 변화가 있는지 조사하였다 . 

그 결과 막전압값 고정에 따른 GABA의 반응과 역전전압이 약물을 처리하지 않은
경우와 비교할 때 큰 변화가 없는 것을 확인 할 수 있었다 (그림 22).
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그그그림림림 20. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포의의의 EGABA에에에 HCO3
- 가가가 미미미치치치는는는 영영영향향향 .

A. 세포 외액을 Normal PSS에서 HCO3
- PSS buffer로 변화시킨 후 막전압에 따른

GABA 전류의 변화를 기록하였다 . B. 세포 외액을 HCO3
- PSS buffer로 변화 시켰

을 경우 막전압에 따른 GABA 전류의 크기를 나타내었다 . GABA에 의해 유도되는
전류값이 0인 지점에서 Cl-의 역전 전압값 즉 , EGABA를 얻을 수 있었다 . 모든 데이
터는 평균 표준오차로 나타내었다 .
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그그그림림림 21. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포에에에서서서 HCO3
- 에에에 의의의한한한 Cl-의의의 역역역전전전 전전전압압압 (ECl 또또또는는는

EGABA) 및및및 세세세포포포내내내 Cl- 농농농도도도의의의 변변변화화화 .

A. MPG 교감 신경세포에서 세포 외액을 Normal PSS에서 HCO3
- PSS buffer로 변

화 시켰을 경우 Cl-의 역전 전압 변화의 요약을 나타내었다 . B. EGABA 값을 Nernst 

Equation(E=RT/nF ln [Cl-] in/[Cl-]out)에 대입하여 세포내 Cl-의 농도를 계산하여 나타
내었다 .



-49-

  

그그그림림림 22. MPG 교교교감감감 신신신경경경세세세포포포에에에서서서 EGABA에에에 미미미치치치는는는 bumetanide의의의 효효효과과과
NKCC1의 효과적 차단제인 bumetamide(100 µM)를 MPG 교감 신경 세포에 약 20

분간 처리하였을 경우 막고정 값에 따른 GABA(100 µM)에 의한 반응을 나타내었
다 .
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제제제 444장장장 고고고찰찰찰

본 연구에서는 역전사 연쇄 중합반응 분석과 기능 유전자를 핵 내 주입에 의해
발현시키는 첨단 연구기법을 활용하여 성숙 쥐의 MPG 교감 신경세포에서 흥분성
GABA 반응이 나타나는 분자적 메커니즘을 최초로 규명하였다.
중추신경계에 널리 존재하는 GABA는 말초신경계,특히 자율신경절에서도 신

경전달물질 내지는 신경조절물질(neuromodulator)로서 작용할 수 있다고 알려져
있다(Ong및 Kerr,1990;Gladkevich등,2006).예를 들면 최근에 GABA가 생리
학적으로 신생 쥐(neonatalrat)의 심장을 지배하는 부교감신경인 내심신경절
(intracardiacganglia)에 존재한다고 하였다 (Fischer등,2005).그러나 대부분의
자율신경절에서는 GABA를 합성하는 효소인 glutamicaciddecarboxylase(GAD)의
존재를 확인하거나(Karhula등,1988)면역조직화학 방법이나 약리학적 방법으로
GABA가 작용하는 수용체의 하나인 GABAA 수용체를 동정함으로써 GABA의 존
재 가능성을 간접적으로 시사하였다(Brown 등,1979;Zhou 및 Galligan,2000;
Sha등,2001).본 연구에서는 MPG 신경세포 내에 GABA가 존재한다는 사실을
단클론성 항체를 사용한 면역형광염색 방법으로 확인하였다.이러한 결과는 MPG
에 GAD가 발현된다는 과거의 보고와 일치하는 것이며(Karhula등,1988)GABA
가 생리적으로 MPG 신경기능에 영향을 줄 수 있는 신경전달물질임을 시사한다
하겠다.MPG내 GABA 수용체의 존재가 TH 양성인 교감신경에서 주로 관찰되었
는데 GABAA 수용체 아단위인 β2/3가 일부 VIP나 NO synthetase(NOS)를 발현하
는 비아드레날린성 신경세포에서도 발현된다고 하였다(Park등,2006).그러나 전
기생리학적 실험에서는 GABA 전류가 교감신경에서 큰 밀도로 기록되지만 부교감
신경세포에서는 GABA에 대한 반응이 특히 24시간 배양 후 매우 미미하였다.
MPG에서의 GABA의 작용은 이전에 intracellularrecording방법으로 기록되어진
바가 있었으나(Akasu 등,1999)이 경우 세포 종류를 구별하지 않았기 때문에
MPG 교감 및 부교감 신경세포로 구분하여 GABA 작용을 확인한 것은 큰 의의가
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있다할 것이다.이러한 세포종류에 특이적(celltype-specific)으로 나타나는 GABA
반응은 기존에 알려진 기준(즉,세포의 크기,T-형 칼슘채널의 유무,그리고 5-HT
반응의 유무)(Zhu등,1995;Lee등,2002;Won등 2006)과 더불어 MPG교감 및
부교감 신경세포를 구별하는 데 도움이 될 것이다.
MPG 교감신경세포를 -80mV로 세포막 전압보다 낮게 고정하였을 때 GABA

는 bicuculin이나 picrotoxin에 민감한 GABAA 수용체를 활성화 시켜 내향성 전류
를 유발하였다.이러한 GABA 전류는 Cl-의 농도경사를 변화시켜주었을 때 EGABA
의 값이 변화하는 것으로부터 Cl-의 이동에 의한 것임을 알 수 있었다.과거 in
situ실험을 통해 MPG 조직절편에서 측정한 결과에 의하면 GABA가 GABAA 수
용체 뿐만 아니라 GABAC 수용체도 활성화 시킨다고 보고되었으나(Akasu 등,
1999)본 연구에서는 GABA 전류가 GABAC 수용체 차단제인 TPMPA에 의해 억
제되지 않았다.이러한 두 연구결과의 차이는 근본적으로 실험조건의 차이로부터
기인할 가능성을 배제할 수 없다.예를 들면 insitu실험은 32℃에서 이루어진
반면 본 연구는 실온(20~22℃)에서 이루어졌다.만약 GABAC 수용체가 세포체
(soma)보다는 축삭돌기(axon)나 수상돌기(dendrite)에 분포한다면 효소처리에 의해
이들이 제거될 경우 GABAC 수용체를 통한 GABA 전류를 볼 수 없을 것이다.따
라서 역전사 연쇄중합반응이나 Westernblotting을 통하여 MPG에 GABAC 수용체
가 발현되는 지를 확인하는 것이 앞으로 필요할 것이다.
성숙 쥐로부터 분리한 MPG 교감 신경세포에서의 GABA 작용은 막전압을 탈

분극시키는 흥분성으로 나타났다.이러한 결과는 신경세포 내로 Cl-를 유입하여 막
전압을 과분극시킴으로써 세포의 활동전압 방사(actionpotentialfiring)를 억제하
는 전형적인 억제성 GABA의 작용과는 반대되는 것이었다.이러한 성숙한 신경세
포에서의 흥분성 GABA 작용은 후근신경절 세포(Sung등,2000),내심신경절 세포
(Fischer등,2005),췌장 신경세포(Sha등,2001)등에서 관찰되어졌으나 그 원인은
아직 밝혀지지 않고 있다.또한 MPG 신경세포에서 볼 수 있는 흥분성 GABA 작
용은 태아나 출생 후 발달(postnataldevelopment)과정의 초기에 볼 수 있다
(Alvarez-Leefmans등,1988;Cherubini등 1991;Stein 등,2003).신경세포에서
GABA의 흥분성 작용이 나타나기 위해서는 EGABA가 안정막 전압보다 더 양성이
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어야 하는데 세포 내외의 Cl-의 농도경사가 작아져야한다.세포 외 Cl-의 농도가
일정하다고 가정할 때 흥분성 GABA 작용을 위해서는 세포 내 Cl-의 농도가 높게
세팅되어져야한다.MPG교감신경세포의 경우 EGABA 값이 약 -43mV정도로 안정
막 전압(-51~-55mV)보다 양성이었고 이를 Nernst식에 대입해서 계산한 이론적
인 세포 내 Cl-의 농도는 약 30mM이었다.이 값은 양이온만 통과할 수 있는
pore를 형성하여 세포 내 음이온인 Cl-농도를 변함없이 유지시켜주는 그라미시딘
천공 패치클램프 방법(Abe등,1994;Akaike,1996)을 사용하였기 때문에 invivo의
생리적 Cl-농도와 같거나 거의 유사하다고 볼 수 있다.MPG 교감 신경세포 내
Cl-의 농도는 GABA에 의해 탈분극이 일어나는 내심신경절 세포에서의 21.5mM
보다는 높은 값을 가지는데 (Fischer등,2005)이것은 다음과 같은 이유에서 큰
의미를 가진다.내심신경절 세포의 경우 EGABA 값이 약 -50mV로 안정막 전압과
거의 같기 때문에 막전압을 탈분극 혹은 과분극 시킬 수 있는 GABA의 작용은 매
우 미미하거나 일어나지 않아 생리학적인 의의가 없을 것이다.반면에 MPG 신경
세포의 경우 성숙한 후에도 EGABA 값이 안정막 전압보다 양성이기 때문에 흥분성
GABA의 작용이 invivo에서도 일어날 수 있을 것이다.
태아나 출생 직 후 중추신경계에서 볼 수 있는 흥분성 GABA 작용도 출생 후

2주 정도 내에 억제성 GABA 작용으로 전환되며 이것은 전술한 바와 같이 세포내
Cl-의 농도가 낮아지고 이에 따라 EGABA가 안정막 전압보다 더 양성으로 되기 때
문이다(Miles,1999;Rivera등,1999;Stein및 Nicoll,2003).신경세포막에는 다양
한 수송체 단백질이 존재하는 데 이들 중 NKCC1이 세포 내로 Cl-를 유입시키고,
KCC2가 세포 밖으로 Cl-를 유출시켜 세포 내 Cl-의 농도를 일정하게 조절한다고
하였다.이를 뒷받침하는 실험적 증거들 중 직접적인 증거들을 예를 들면 NKCC1
이 knock-out된 생쥐의 후근신경절 세포(Sung 등,2000)나 후각수용체(olfactory
receptor)신경세포(Reisert등,2005)에서 EGABA가 더 음성으로 이동한다는 사실로
부터 NKCC1이 세포 내 Cl-를 축적하여 높게 유지하는 기능을 한다는 것을 알
수 있다.이러한 기능과 반대로 해마에서는 KCC2를 antisenseknock-down시켰
을 때 EGABA의 탈분극 이동(depolarizing shift)이 나타났으며(Rivera 등,1999),
KCC2가 knock-out된 생쥐에서 GABA에 의한 흥분성 작용이 나타난다고 하여
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KCC2의 발현이 세포 내 Cl-의 농도를 낮게 유지시킴으로써 억제성 GABA 작용에
중요한 요인임이 증명되었다 (Hubner등,2001).따라서 출생 후 신경의 발달과정
에서 GABA 작용이 흥분성으로부터 억제성으로 전환되기 위해서는 NKCC1발현
의 감소와 함께 KCC2발현의 유도(induction)가 중요하다고 하였다(Plotkin 등,
1997;Clayton등,1998;Lu등,1999;Rivera등,1999;Stein및 Nicoll,2003).역
전사 연쇄중합반응 분석으로 성숙 쥐의 MPG 신경세포에는 NKCC1과 KCC 아과
(family)의 멤버 중 KCC1은 발현 되지만 KCC2는 발현되지 않는 것이 확인되었
다.한편 NKCC1을 코딩하는 transcript가 확인되었지만 NKCC1을 억제하는 것으
로 알려진 bumetanide(100µM)를 20분간 전 처치한 실험에서 EGABA의 음성이동이
나타나지 않았기 때문에 성숙 MPG 신경세포에는 성숙 후근신경절 세포에서와는
달리(Sung등,2000)NKCC1단백질이 존재하지 않거나 있다하더라도 그 활성이
높지 않을 가능성이 있다.그러나 bumetanide가 다른 수송체(예를 들면 KCC1/2)
에 비특이적으로 작용할 수 있기 때문에(Korpi및 Luddens,1997;Sung등,2000)
다른 방법으로 성숙 MPG 교감 신경세포에 발현된 NKCC1이 세포 내 Cl-농도의
조절에 실제로 기여를 하는 지 여부를 심층적으로 검증하는 것이 필요할 것이다.
이를 위해 세포외 액의 Na+을 NMDG로 치환하여 NKCC1을 기능적으로 억제하
거나 SiRNA silencing방법을 사용하여 기능적 NKCC1을 knock-down시키는 것
을 고려할 수 있을 것이다.아울러 중추신경계처럼 MPG의 발달과정에서 NKCC1
의 발현이 점점 줄어드는 지를 신생 및 성숙 쥐의 MPG에서 Westernblotting을
통하여 확인하는 것도 흥미로울 것이다.
NKCC1에 비의존적인 세포 내 Cl-의 축적은 NKCC1이 knock-out된 생쥐의

후각 수용체 신경세포(olfactoryreceptorneuron)에서도 볼 수 있으나 그 메커니즘
은 잘 알려져 있지 않다(Nickell등,2006).전술한바와 같이 성숙 MPG 신경세포
내 Cl-를 높은 농도로 세팅하기위해서는 NKCC1외에 다른 시스템이 기여해야 할
것 같다.그 후보단백질로 음이온 교환기(anion exchanger,AE)와 Na+ 의존적
AE(NDAE)를 들 수 있는데,AE는 Cl-수송체 중에 한 개의 HCO3-이온과 Cl-이온
을 교환함으로써,NDAE는 Na+과 HCO3-를 세포 내로 들여보내고 H+과 Cl-을 바
깥으로 내보냄으로써 세포 내 Cl-농도를 조절할 수 있다고 알려져 있다(Payne등,
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2003).그러나 본 연구에서 세포외액에 24mM HCO3-를 포함시켜 AE를 차단하는
동시에 NDAE를 활성화시켰을 때 MPG 교감 신경세포에서 EGABA의 음성 이동이
일어나지 않았다.이러한 결과는 중추신경계의 세포에서 EGABA나 EGlycine이 HCO3-

또는 CO2에 의해 영향을 받지 않았다는 보고들과 일치하는 것이었다(Owens등,
1996;Ehrlich등,1999).MPG 교감 신경세포에서 세포 내 Cl-농도를 높일 수 있
는 다른 유력한 경로는 교감 신경세포에만 발현되어 있는 T-형 Ca2+채널(T-채널)을
통해서이다.MPG 교감 신경세포에는 세 가지 아형(α1G,α1H,α1I)중 α1H가 발
현되는데 기능적으로 안정막전압 근처의 낮은 전압에서 활성화되어 ‘rebound
spikefiring'을 유발함으로써 세포의 흥분성을 높여준다(Lee등,2002).T-채널이
가지고 있는 생물학적 특성 중의 하나가 'window current'가 크다는 것인데 이 때
문에 안정막 상태(즉,자극을 받지 않은 상태)에서도 채널의 약 10~20%가 열려 있
어 세포 내로 칼슘이 유입되게 된다.이렇게 유입된 Ca2+은 Ca2+의존적 Cl-채널
을 열어서 세포 내 Cl-의 농도를 증가시킬 수 있게 된다.앞으로 MPG 교감신경에
특이적으로 공존하는 T-형 채널과 GABAA 수용체의 기능적 연결(functional
coupling)을 연구하는 것은 매우 흥미로울 것이다.
NKCC1과 더불어 KCC1이 MPG에 발현되지만 세포 내 Cl-농도를 낮게 세팅

하는 데에 역할을 하지 않는 것으로 보인다.KCC1은 일종의 ‘housekeeping’유
전자로 모든 종류의 세포에서 발현되며 세포용적을 유지하거나 상피세포에서 염
(salt)의 운반 기능을 가지지만 KCC2에 비해 K+과 Cl-에 대한 친화력(affinity)이
떨어져서 신경세포 내 Cl-의 농도 조절에 크게 기여하지 않는다고 보고되었다
(Gillen등,1996;Payne,1997).결국 MPG 신경세포에서 발달과정에서 GABA의
작용이 흥분성에서 억제성으로 전환되지 않는 근본적인 이유는 신경 특이적 공수
송체 아형인 KCC2발현이 MPG신경이 성숙한 이후에도 결여되었기 때문일 것이
다.이를 뒷받침하는 강력한 실험적 증거는 세포 핵 내 미세주입법으로 KCC2유
전자를 MPG 교감신경세포에 도입하였을 때 furosemide에 민감하게 막전압이 과
분극된 것이다.이를 요약하면 KCC2가 세포외로 Cl-를 K+과 함께 배출함에 따라
EGABA가 -51mV에서 -80mV로 음성 이동을 하여 안정막 전압보다 낮아지게 된
다.이때 GABA를 가하면 막전압이 EGABA에 가까워질 때까지 과분극이 일어나는
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것이다.Nernst공식으로 EGABA 값을 가지고 계산한 결과 MPG 교감 신경세포에
발현된 KCC2가 세포 내 Cl-농도를 약 6.5mM 정도로 낮게 세팅하였음을 알 수
있었다.이러한 Cl-농도는 KCC2를 생리적으로 발현하고 있는 다른 신경세포,예
를 들면 해마의 피라미드 세포의 그것과 거의 일치하고 있다(Inoue등,1991;
Payne,1996).한 보고에 의하면 전압의존적 Cl-채널(ClC2)이 세포 내 Cl-를 밖으
로 내보내는 역할을 함으로써 세포 내 Cl-농도를 낮출 수 있다고 하였고 CIC2의
발현도 KCC2같이 출생 직후 발현정도가 낮으나 나이에 따라 점차 증가한다고 하
였다.그러나 MPG 신경세포에는 ClC2가 발현되지 않는 것으로 확인되어 KCC2의
부재와 더불어 GABA의 흥분성작용을 설명하는 부가적인 이유가 될 수 있을 것이
다(Won및 Jeong,미발표 관찰).
현재까지 성숙한 실험동물에서 억제성 GABA 반응을 보이는 대부분 신경세포

는 KCC2를 발현한다고 하였다(Payne등 2003).흥분성 GABA 작용이 나타나는
경우(예를 들면 후근신경절 세포)에서도 NKCC1보다도 그 정도가 약하지만 발현
된다고 하였다(Lu등,1999;Sung등,2000;그러나 Kanaka등,2001을 참조).따
라서 KCC2가 전혀 발현되지 않는 MPG는 매우 독특한 경우라 할 수 있다.현재
까지 성숙 MPG에 KCC2가 발현되지 않는 이유는 명확하지 않다.최근에 출생 후
발달 초기의 미성숙 신경세포에 이미 비활성적인 KCC2가 인산화된 형태로 존재
하며 발달과정에서 탈인산화되면 기능적인 KCC2로 전환된다고 하였고 (Khirug
등,2005;Vale등,2005)이와는 반대로 뇌에 발현되는 종류인 크레아틴 카이네즈
(creatinekinase)의 인산화가 KCC2의 기능에 중요하다고 주장하는 보고도 있었다
(Inoue등,2006).그러나 MPG에서는 KCC2유전자의 전사(transcription)자체가
유도되지 않는 것으로 보인다.한 보고에 의하면 유전자 수준에서 KCC2mRNA
의 발현이 earlygrowth response4(EGR4)라는 전사인자(transcription factor)에
의해 항진 조절된다고 하였다.또한 GABA 자체가 발달과정에서 KCC2의 발현을
촉진하는 영양인자(trophicfactor)로 작용한다고 하였는데(Ganguly등,2001)MPG
내의 GABA 농도가 이러한 영양인자로서 작용할 만큼 충분히 높은 농도가 유지되
는 지는 명확하지 않다.앞으로 KCC2가 왜 MPG에서만 존재하지 않는 지를 규명
하는 것이 필요할 것이다.
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흥분성 GABA 작용은 신경의 분화 및 성숙을 위해서 매우 중요한 역할을 하는
것으로 알려졌다(Yuste및 Katz,1991:BenAri등,1997;Baker등,1998;Maric
등,2001;Owens및 Kriegstein,2002;).이러한 GABA의 영양작용(trophicaction)
의 메커니즘은 막전압의 탈분극에 이은 전압의존적 칼슘채널(특히,L-형 칼슘채널)
이나 glutamateionotropicN-methyl-D-aspartate(NMDA)수용체를 통한 세포 내
칼슘의 증가인 것으로 보고되었고(BenAri등,1997;Fukuda등,1998),이는 시냅
스 형성에 중요한 것으로 나타났다(Ben-ari,2002;Owens및 Kreigstein,2002).그
러나 성숙 쥐의 MPG의 교감 신경세포에서 이러한 GABA의 흥분성 작용이 유지
되는 생리적 의의는 아직 명확하지 않다.배뇨 기능에 관련하여 MPG 교감 신경
세포의 역할은 지배하는 효과기인 배뇨근을 이완시키고 이와 동시에 내요도괄약
근을 수축시켜 요의 저장을 조절하는 것이다.MPG 교감신경세포에서의 GABA의
흥분성 작용은 하복신경을 통한 니코틴성 시냅스 전달을 촉진시키고 절후 신경절
교감신경세포의 흥분성을 높여 궁극적으로 요의 저장 기능을 강화시키고 배뇨를
억제하는 방향으로 기능을 할 것으로 추측된다.신경계에서 GABA의 작용은 그
크기와 방향이 변함없이 유지되는 것이 아니라 생리 및 병태생리학적 상황에 따
라 역동적으로 달라지는데 (Payne,2003). GABAA 수용체,양이온-Cl-수용체 등
세포 내 Cl-의 농도를 조절하는 단백질의 발현 및 세포막 수송(trafficking)의 변동
에 의해 직접적인 영향을 받게 될 것이다.앞으로 본 연구와 관련하여 MPG 교
감 신경세포의 세포 내 Cl-의 생리적 조절 및 GABA의 흥분성 작용의 배뇨조절에
서의 역할을 규명하는 것과 척수손상,노화(aging),염증(inflammation)등에 의해
나타나는 배뇨조절의 이상과 관련하여 GABA 작용의 변화 및 이에 따른 신경가소
성의 유무를 조사하는 방향으로 나아가야 할 것이다.
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배뇨를 조절하는 말초자율신경인 MPG는 중추신경계의 명령을 전달하는 릴레
이 역할도 하지만 국부적으로 발생하는 다양한 정보를 수집하고 통합하는 역할도
담당하고 있다.본 연구에서는 이러한 MPG가 지역통합센터로서의 역할에 기여할
수 있는 신경전달물질들 중 GABA의 교감신경 특이적 기능을 확인함과 동시에 중
추신경계에서와는 달리 성숙한 신경세포에서 흥분성 작용을 나타내는 원인을 분
자 수준에서 규명하여 성숙 쥐의 MPG에서 GABA의 흥분성 작용이 세포 내 Cl-의
농도를 낮추는 KCC2의 발현 부재에 의해서 유발된다는 결론을 얻었다.
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ABSTRACT

Molecular Characteristics Underlying Excitatory GABA Action 

in the Autonomic Pelvic Neurons Controlling Micturition

Kim, Sung-Hoon

DepartmentofMedicine
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorYoung-HeeLee)

Majorpelvicganglia(MPG)controllingmicturitionplayrolesofnotonlya
stationrelayingcommandsfrom thecentralnervoussystem (CNS)toeffectors
butalsoacenterintegratingvariouslocalinfromation.A distinctivefeatureof
thepelvicgangliathatdifferentiatethem from otherautonomicgangliaisthe
colocalization ofboth sympatheticand parasympatheticneuronswithin the
sameganglioncapsule.Becauseoftheirrelativesimpleanatomyandthus,ease
ofisolation and quantification,MPG hasbeen used asamodelsystem for
studying physiologicaland pathophysiologicalmechanismsunderlying neural
controlofpelvicorganssuchastheurinarybladder.
In mature neuronsofthe CNS,GABA isa inhibitory neurotransmitter.

However,GABA depolarizedmembranesoftheMPG neuronsfrom adultrat.
Accordingly,thepurposeofthepresentstudywastoexamineforthefirst
timemolecularmechanism underlyingexcitatoryGABA actionintheMPG of
adultrat.Inthisregard,variousexperimentaltechniquesincludinggramicidin-
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perforated patch-clamp,RT-PCR,intranuclear microinjection of genes,and
immunohistochemistrywereemployed.
GABA currentswererecordedmostlyinthesympatheticMPG neuronswith

largecapacitanceandT-typeCa2+ channelsandwerefoundtobeconducted
through bicuculin- and picrotoxin-sensitive GABAA receptors.In addition,
reversalpotentials ofthe GABA currents (EGABA)varied in proportion to
externalCl- concentration,indicating thatCl- isprimarily permeableto the
GABAA receptors.Immunohistochemistry revealed presence of GABA and
preferentialexpressionofGABAA receptorsinTH-positivesympatheticneurons.
InthesympatheticMPGneurons,applicationofGABA produceddepolarization
ofwhich amplitudewastime-dependently decreased.Conversely,theGABA
actionwasnotobservedintheparasympatheticMPG neurons.Threetofour
hoursafterdissociation,EGABA wasabout-43mVwhichwaslowerthanresting
membranepotentials.AsestimatedusingtheNernstequation,theconcentration
ofintracellularCl-ion([Cl]in)wasestimatedatabout30mM.The[Cl]intended
to bedecreased after24hourculture.RT-PCR analysisshowed thatMPG
expressNKCC1and KCC1butnotKCC2which iscriticalforsetting[Cl]in
low.WhenKCC2wasoverexpressedinthesympatheticMPG neurons,EGABA
wasnegativelyshiftedabout30mV andphysiological[Cl]inwasreducedfrom
22mM to6.5mM.Furthermore,GABA producedhyperpolarization,whichwas
prevented byfurosemide,aKCC2blockerin thesympatheticMPG neurons
overexpressingKCC2.In addition,EGABA wasnotaltered byexternalHCO3-
andbumetanide,aNKCC1blocker.

Takentogether,itwasconcludedthattheexcitatoryGABA actionarises
from lack ofKCC2 exprresson which iscapable oflowering [Cl]in in the
sympatheticMPGneuronsofadultrats.
Key words: autoniomic neuron, major pelvic ganglia, sympathetic,
parasympathetic,excitatoryGABA action,GABAA receptor,NKCC1,KCC2
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