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국문 요약

               쥐의 superior cervical ganglion에서 

                cirazoline이 칼슘 전류에 미치는 영향 

  성숙한 쥐의 superior cervical ganglion (SCG) 세포에서 신경말단으로부터

의 norepinephrine (NE) 방출은 주로 α2-adrenergic autoreceptor를 통한 칼슘

전류 감소에 의해 억제되는 것으로 알려져 왔다. 한편 일부의 imidazoline계 

약물 역시 교감신경 말단에서의 NE 방출을 조절하는데, 이때 α2-autoreceptor

가 아닌 다른 수용체를 통하여 그 작용이 발휘되는 것으로 보고되었다. 이들

을 imidazoline 수용체라 하는데, 약리적 특성에 기초하여 I1-수용체, I2-수용

체, I3-수용체, non-I1,2,3 수용체 등으로 분류된다. 수용체에 대한 리간드의 친

화력 연구에 의하면, imidazoline계 약물은 대부분 imidazoline 수용체뿐만 아

니라 α2-autoreceptor에도  친화력을 가지는데 그 중에서 cirazoline은 비교적 

non-I1,2,3 수용체에 선택적으로 작용하는 약물로 보고되고 있다. 또한 

cirazoline이 교감신경말단에서의 NE 방출을 억제한다는 실험보고도 있다. 그

러나 이러한 cirazoline에 의한 NE 방출 억제에 관한 구체적인 기전은 아직 

밝혀지지 않고 있다. 본 연구에서는 cirazoline에 의한 SCG 신경세포말단에서

의 NE 방출 억제에 관한 기전을 이해하고자 단일 SCG 세포에서 기록되는 전

압 의존적 칼슘전류를 NE 방출에 대한 모델로 이용하여, 1) cirazoline이 SCG 

세포의 전압 의존적 칼슘전류에 미치는 영향을 조사하고, 2) cirazoline의 칼슘

전류에 대한 효과를 매개하는 수용체의 종류를 밝히고, 3) cirazoline에 의한 

수용체 활성화에 따른 칼슘전류 조절에 관한 가능한 세포내 기전을 조사하였

다.

  효소처리로 분리한 단일 SCG 세포에서의 전압 의존적 칼슘 전류는 

whole-cell patch clamp 방법을 이용하여 기록하였다. Cirazoline은 NE와 유사

하게 가역적이고 농도 의존적으로 칼슘전류를 억제하였다. Cirazoline-유도 칼

슘전류 억제는 α2-autoreceptor를 차단한 상황(rauwolscine 3 μM 전처치) 하

에서도 관찰되었다. 그러나 동일한 상황 하에서 NE-유도 칼슘전류 억제는 일

어나지 않았다. 또한 I1-, I2-, I3-수용체 각각의 길항제를 전처치 한 경우에도 

cirazoline은 칼슘전류를 억제하였다. 한편 GDP-β-S (2 mM)를 파이펫 내에 
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넣어 G-단백질을 불활성화 시켰을 때 cirazoline-유도 칼슘전류 억제는 관찰

되지 않았다. SCG 세포를 pertussis toxin (PTX)으로 전처치(18 시간) 하였을 

경우, cirazoline-유도 칼슘전류 억제(23%)는  PTX-둔감성으로 세포에 

rauwolscine (3 μM) 만을 전처치한 후 관찰된 cirazoline-유도 칼슘전류 억제

(33%, PTX-민감성 및 PTX-둔감성)에 비하여 감소하였다. 하지만 PTX 전처

치는 NE-유도 칼슘전류 억제를 거의 완전히 반전(reverse)시켰다. 한편 N-형 

칼슘통로 차단제인 ω-conotoxin GVIA를 전처치하였을 때 cirazoline-유도 칼

슘전류 억제는 관찰되지 않았다.

  이상의 결과는 1) SCG 세포에서 cirazoline은 전압 의존적인 N-형 칼슘통로

를 차단함으로서 칼슘전류를 억제하며, 2) 이러한 칼슘통로 차단 효과는 α

2-autoreceptor나 I1-, I2-, I3-수용체가 아닌 non-I1,2,3 수용체에 작용하여 이루

어지며, 3) 수용체 활성화에 의한 칼슘통로 차단은 PTX-민감성 및 PTX-둔감

성 G-단백질을 매개하여 세포질 내 이차전령계의 개입 없이 세포막에 제한된 

경로(membrane-delimited pathway)를 통해 직접적으로 칼슘통로에 작용함을 

시사한다. 

핵심되는 말 : imidazoline, cirazoline, superior cervical ganglion, 칼슘통로 

YSU
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                  쥐의 superior cervical ganglion에서  

                 cirazoline이 칼슘 전류에 미치는 영향 

                           <지도교수 남 택 상>

연세대학교 대학원 의과학사업단

김   윤   숙

          

                              Ⅰ. 서    론

  Hartmann과 Isler1가 다양한 imidazoline 유도체를 소개한 이래로 

naphazoline, tolazoline, phetolamine, clonidine과 같은 imidazoline 유도체는 

catecholamine과 유사한 효과를 나타내는 물질로 생각되었다. 이 후 

imidazoline 유도체는 더 구체적으로 α-adrenoceptor의 효현제와 길항제로 간

주되었으나 1984년 Bousquet
2
가 clonidine-like imidazoline 유도체의 cerebral 

effect 즉, 저혈압이 α-adrenoceptor에 의해서가 아니라

imidazoline-preferring 수용체에 의해 조절된다는 것을 제안하였다. 이러한 

imidazoline-preferring binding site는 중추 조직과 말초 조직에서 규명되었

고,
3
 이것은 혈압의 조절에 아주 중요한 역할을 한다고 보고되었다.

4
 

  Imidazoline 수용체는 많은 조직에서 약물이 작용하는 부위나 imidazoline 

receptor (IRs)의 약리학적 분류에 의해 I1-수용체, I2-수용체 그리고 I3-수용체

로 구분된다. I1-수용체는 뇌안(brain stem)에 주로 분포하여 혈압을 감소시키

는 작용을 하고,2,5 I2-수용체는 섭식행동(eating behavior)나 glial fibrillary 

acidic protein의 조절에 관계되어 있으며,
4,5
 평활근 및 다양한 조직에 존재한

다
6,7
. I3-수용체는 pancreatic β-cell 에서 KATP channel을 억제함으로써 인슐

린을 유리시키는 것으로 알려져 있다.8,9,10 최근에 쥐의 sympathetic axon 

terminal,
11
 guinea pig의 심혈관 조직,

12
 사람의 심장

13,14
에서 non-I1,2,3 수용체

(presynaptic imidazoline receptor)가 규명되었다.

  Imidazoline ligand(BDF 6100, BDF 6143, aganodine)는 1 μM 미만의 낮은 

농도에서 α2-adrenoceptor를 차단하는 작용이 있어 교감 신경에서 유리되는 
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endogenous norepinephrine(NE)의 autoinhibitory feedback loop를 방해하여 

NE 유리가 증가하나 농도가 어느 정도 이상 증가하게 되면 NE 유리가 감소

하게 되어 이른바 벨 모양(bell-shaped)의 농도 반응 곡선이 나타나게 된다.
15
 

이러한 고농도에서 imidazoline ligand에 의해 NE 유리가 억제되는 현상은 α

2-adrenoceptor에 비 의존적으로 나타난다. 실제로 순수한 α2-adrenoceptor 길

항제인 rauwolscine이나 yohimbine은 NE 유리를 monophasic하게 증가시키며 

벨 모양의 농도 반응 곡선을 나타내지 않는다.
16
 또한 bell-shaped 농도 반응 

현상을 나타내는 imidazoline ligand도 α2-adrenoceptor 길항제를 미리 전처치

하면 낮은 농도에서 NE 유리를 증가시키는 현상이 사라지고 낮은 농도에서부

터 monophasic하게 농도 의존적으로 NE 유리를 감소시킨다. Molderring 등
17

은 synaptic terminal에서 NE 유리 억제 현상이 non-I1,2,3 수용체(presynaptic 

imidazoline receptor)의 활성화에 의해서 일어난다고 보고하였고 α

2-adreceptor의 활성화에 의해 NE 유리 억제 작용하는 것
18,19,20

과 유사하게 토

끼의 심혈관 조직에서 non-I1,2,3 수용체(presynaptic imidazoline receptor)의 활

성화에 의해 NE 분비를 조절하는 것으로 밝혀졌다.
15,16,21

  

  신경세포에서 칼슘 통로는 세포 내로의 칼슘 유입을 조절하여 세포막의 흥

분성 조절, 신경전달물질의 유리 및 유전자 발현과 같은 다양한 생리적 기능

을 담당한다.
22
 이러한 칼슘 통로는 약리학적, 생리학적 특성에 따라 여러 가

지 아형 (N, L, P, Q, R 그리고 T-형)으로 나누어진다. 쥐의 위 목절 신경절

(superior cervical ganglion; 이하 SCG)에서 분리한 교감 신경에서는 

dihydropyridine에 억제되는 L-형, ω-conotoxin GVIA에 의해 억제되는 N-

형, 알려진 칼슘 통로 길항제에 반응하지 않는 R-형이 나타난다. 이 중에서 

대부분(70-90%)은 N-형 칼슘 통로이고, 나머지 L-형(7%), R-형(3%)순으로 

존재한다고 알려져 있다.
23
 신경세포에 존재하는 ω-conotoxin GVIA 민감성 

N-형 칼슘 통로는 중추 및 말초 신경계의 절전신경의 말단(presynaptic 

terminal)에서 신경전달물질 유리에 중요한 역할을 담당하며,24,25 N-형 칼슘 

통로를 통한 칼슘의 유입은 Ca
2+
-activated K

+
 및 Cl

-
 통로를 활성화하여 막전

압을 변화시켜 신경세포의 흥분성을 조절하는데 중요한 역할을 한다.
25,26

  턱밑침샘(submandibular salivary gland)과 심장 모두 교감 신경계의 신경지

배를 받으며 SCG는 교감 신경절로 중요한 역할을 한다. 심장의 항상성

(cardiac homeostasis)의 유지는 교감 신경계와 부교감 신경계로부터 심장으로 
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들어오는 신경의 균형에 달려있는데,
27
 특히 심박동수의 변화는 심장에 있는 

sympathetic nerve terminal에서의 NE 유리에 의해 조절된다.28 이렇게 심혈관

계 기능 조절에 중요한 역할을 하는 교감 신경에서 non-I1,2,3 수용체에 의해 

NE 유리가 억제된다는 보고는 있지만,
15,16,21

 아직 어떤 기전으로 억제되는지 

밝혀지지 않은 상태이다. 따라서 본 실혐에서는 non-I1,2,3수용체에 의한 신경전

달 물질 유리조절이 N-형 칼슘 통로를 통해 일어날 가능성을 확인하기 위해 

비교적 non-I1,2,3수용체에 선택적으로 작용한다고 보고된
29 
cirazoline에 의한 

N-형 칼슘 전류 변화를 조사하고 그 기전을 밝히고자 한다.
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                         Ⅱ. 연구 방법 및 재료

   1.  단일 신경세포 분리

  성숙한 Sprague-Dawley 계 수컷 쥐(200∼250g)를 실험용 guillotine으로 두

부를 절단하였다. Carotid bifurcation 사이에 위치하고 있는 SCG를 찾아 4℃

로 유지된 PBS용액으로 옮겼다. Sheath와 connective tissue를 제거한 뒤 작

은 조각을 낸 후, 이를 0.7㎖/㎎ collagenase(type D), 0.25㎖/㎎ 

trypsin(Boehringer Mannheim Biochemical Co., St. Louis, MO, USA)이 들어

있는 5㎖의 modified Earle s balanced salt 용액(EBSS, pH 7.4)에서 45분 동

안 교반(35℃, shaking water bath)하였다. 배양 후 신경세포들을 강하게 흔들

어 분리한 후, 1000rpm으로 원심분리하여 DMEM 배지에 재부유(resuspend)

시켰다. 신경세포들은 poly-L-lysine으로 코팅되어있는 cover glasses(12mm)

에 옮긴 뒤, 37℃ 습식배양기(humidified incubator; 95% air-5% CO2)에서 배

양하였다. 모든 세포들은 분리 후 12시간 내 사용하였다.

   2.  전기 생리학적 실험

  이온전류는 patch clamp amplifier(Axopatch 200, Axon Instrument Inc., 

CA, USA)를 사용하여 전형적인 whole-cell patch clamp 방법으로 기록하였

다.
30
 측정 전극은 borosilicate glass capillary(외경; 1.65mm, 내경; 1.2mm, 

Corning 7052, Garner Glass Co., Claremont, CA, USA)를 vertical 

puller(Narishige, Tokyo, Japan)로 뽑아 제작하였고, 전극 내부에 용액을 채웠

을 때 저항이 1.5㏁-2.5㏁되는 것을 사용하였으며, 신경세포가 들어있는 plate

를 도립현미경(inverted microscope)위에 올려 놓고 세포외액을 중력에 의해 

1-2㎖/min 속도로 관류시켰다. Patch membrane 내외의 전압차를 일정하게 

고정시킨 상태에서 나타나는 channel 활성도의 변화를 computer 

program(pClamp V 5.5, Axon Instrument Inc., CA, USA)을 이용하여 분석하

였다. 모든 실험은 실온(21∼24℃)에서 시행하였다. 
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   3.  세포외 및 전극내 용액

  칼슘전류 측정을 위한 전극내 용액(internal solution)의 조성(mM)은 120 

N-methyle-D-glucamine(NMG), 20 TEA-OH35%, 11 ethyleneglycol-bis-(β 

aminoethyl ether)N,N,N＇, N＇-tetraacetic acid(EGTA), 10 HEPES, 1 CaCl2, 

4 MgATP, 0.3 Na2GTP, 14 Tris-phosphocreatine(pH 7.4, 298mosm/kg H2O)

으로 하였다. 세포외 관류액(external solution)의 조성(mM)은 140 CH3SO3H, 

145 TEA-OH35%, 10 HEPES, 15 glucose, 10 CaCl2 (pH 7.4 with TEA-OH, 

328 mosm/kg H2O) 으로 하여 실험하였다. Polyethylene관과 연결된 gas 

chromatography용 모세관(capillary tube) 끝을 신경세포의 100㎛ 이내에 위치

시켜 약물이 중력에 의해 세포에 가해지도록 하였다. 

  Cell-attached patch를 위한 전극내 용액(internal solution)의 조성(mM)은 

110 BaCl2, 10HEPES(pH 7.4 with tetraethylamonium hydroxide)으로 하였고, 

세포외 관류액(external solution)의 조성(mM)은 140 potassium gluconate, 1 

MgCl2, 5 ethylene glycol-bis-(β aminoethyl ether)N,N,N＇, N＇-tetraacetic 

acid(EGTA), 10 HEPES, 5 glucose(pH 7.4 with KOH)으로 하였다.

   4.  약물

  Collagenase type D와 trypsin은 Boehringer Mannheim Biochdmicals 

(Indianapolis, IN, USA)에서 cirazoline은 Tocris(Tocris Cookson Inc., 

Ballwin, MO, USA)에서 구입하였다. Norepinephrine과 GDP-β-S 

[Trilithium guanosine-5'-O-(2-thiodiphosphate)]는 Sigma Chemical Co. (St. 

Louis, MO, USA), UK14R [5-Bromo-6-(2-imidazoline-2-ylamino)guinoxal-

ine]과 efaroxan, BU224 hydrochloride [2-(4,5-Dihydroimidazol-2-yl)guinoli-

ne]는 Tocris(Tocris Cookson Inc., Ballwin, MO, USA)로부터 각각 구입하였

다. ω-conotoxin GVIA(ω-CgTx GVIA)과 PTX는 Alexis (Alexis Co., 

USA)에서 구입하였다.

   5.  데이터 분석

  모든 전류의 크기는 동일한 시간대(test pulse 시작 10 ms 후)에서 비교하
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였으며, 전류의 크기는 세포의 크기에 따른 차이를 보정하기 위해 세포막의 

capacitance로 나누어 전류 밀도(current density)로 표시하였다. 모든 결과는 

평균±표준오차로 나타내었고, 통계적인 의의는 t-검정(paired 혹은 unpaired)

으로 확인하였고,  이 모든 경우에 p값이 0.05미만일 때를 유의한 차이가 있다

고 간주하였다. 

                              Ⅲ. 결     과

   1.  SCG 신경세포에서 cirazoline에 의한 칼슘 전류의 억제

  막전압을 -80mV에 고정한 후 0mV로 탈분극 시키는 자극을 가한 뒤 칼슘 

전류를  기록하였다. 동일한 신경세포에서 cirazoline 30 μM을 외부에 가하였

을 때 칼슘 전류가 현저하게 감소함을 관찰할 수 있었다(그림 1A, 49.05±

7.75%, n=4). 그림 1B는 cirazoline이 칼슘 전류의 전류-전압 관계에 미치는 

영향을 나타낸 것으로 cirazoline에 의해 칼슘 전류가 억제됨을 보였다. 그림 

1C의 time-course에서 칼슘전류가 cirazoline에 의해 가역적으로 억제됨을 알 

수 있고, cirazoline의 농도-반응 관계에서 칼슘 전류를 50% 억제시키는 

cirazoline의 농도가 약 30 μM 이었다(그림1D).
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관계(그림 2C)에서 칼슘 전류를 50% 억제시키는 NE농도는 약 1 μM 임을 

알 수 있었다.

Fig. 2. The effects of 1 μM norepinephrine (NE) on Ca2+ current of acutely isolated superior 

cervical ganglion neurons. A:  Current traces in the absence (1) and presence (2) of 1 μM 

NE. B: Time course of NE-induced blockade of the Ca2+current. After the current amplitude 

had stabilized 1 μM NE was applied to the cell from a micropipette which was placed close 

to the cell. C: Concentration-response curve for NE.  

   3.  NE에 의한 칼슘전류의 억제에 3 μM rauwolscine 이 미치는 영향

  Rauwolscine을 전처치(5분)하지 않은 세포와 전처치 한 세포에서 NE에 의

한 칼슘 전류 억제 정도를 비교하였다. Rauwolscine은 α2-adrenoceptor 길항

제로 알려져 있으나, 최근 보고
29
에 따르면 낮은(3 μM) rauwolscine농도에서 

α2-adrenoceptor가 block되고 높은(30 μM) rauwolscine 농도에서 non-I1,2,3수

-8 -7 -6 -5 -4
-10
0
10
20
30
40
50
60

%
In
hi
bi
tio
n

NE, log[M]

0 40 80 120 160
-1.5

-1.0

-0.5

0.0

sec
C
ur
re
nt
(n
A
)

NE 1 µM



- 11 -

용체도 block된다. 3 μM rauwolscine을 전처치하지 않았을 경우 1 μM의 

NE에 의해 칼슘 전류가 현저하게 감소한 반면(그림 3A), 3 μM rauwolscine

을 5분간 전처치한 후의 NE에 대한 칼슘 전류의 감소는 거의 나타나지 않았

다(그림 3B, 8.07±2.64%, n=4). 이것으로 NE는 α2-adrenoceptor를 통해 칼슘 

전류를 억제함을 확인할 수 있었다. 또한 +80mV의 강한 탈분극을 가하기 전 

탈분극시키는 것을 prepulse, 강한 탈분극을 가한 뒤 탈분극시키는 것을 

postpulse로 하여 각각에서 칼슘 전류를 억제하는 정도를 facilitation ratio 

(post/pre)로 나타내었을 때 3A의 경우 prepulse facilitation이 일어났으나 3 

μM rauwolscine을 전처치 한 경우 prepulse facilitation이 일어나지 않았다. 

Fig. 3. The effect of low-dose (3 μM) rauwolscine on NE-induced calcium current 

inhibition. A: Experiments without rauwolscine. ; B: Experiments in the presence of 3 μM 

rauwolscine. The Ca
2+ current was evoked every 10 sec by a double-pulse voltage protocol 

consisting of two identical test pulses (0 mV from a holding potential of -80 mV) separated 

by a large depolarizing conditioning pulse to +80 mV. Prepulse facilitation was calculated by 

the ratio of the postpulse to prepulse current amplitude measured isochronally at 10 msec 

after the start of the test pulse.
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4. Cirazoline에 의한 칼슘전류의 억제에 3 μM, 30 μM rauwolscine       

 이 미치는 영향

  Rauwolscine을 각각 3 μM, 30 μM로 전처치(5분)한 후, cirazoline 30 μM

를 가하여 칼슘 전류를 기록하였다. 3 μM의 rauwolscine을 전처치 하였을 

때 대조군(그림 1, 50%)에 비해 칼슘 전류는 적게(그림 4B, 32.63±1.52%, 

n=7) 감소하여 cirazoline이 일부 α2-adrenoceptor를 매개함을 알 수 있었다. 

30 μM rauwolscine을 전처치 하였을 때 칼슘 전류는 cirazoline에 의해 거의 

영향을 받지 않았다(그림 4C, 7.06±0.68%, n=5). 이상의 결과 cirazoline이 NE

와는 다른 수용체를 경유함을 알 수 있었다. 또한 +80mV의 아주 큰 탈분극을 

미리 가하는 경우 cirazoline에 의한 억제 효과가 감소하는 prepulse 

facilitation 현상이 일어나는지 알아보았다. Rauwolscine을 전치치 하지 않은 

A의 경우 prepulse facilitation 이 나타났으나 3 μM의 rauwolscine을 전

처치 하였을 경우에는 prepulse facilitation 이 거의 일어나지 않았다(그림 

4B). 30 μM의 rauwolscine을 전처치 하였을 경우 역시 ‘prepulse facilitatio

n 관찰되지 않았다(그림 4C). 각각의 조건에서의 칼슘 전류 억제 정도의 결

과를 요약한 것이 그림 4D이다.

5. Cirazoline에 의한 칼슘 전류 억제에 G-protein이 미치는 영향

  그림 5는 cirazoline에 의한 칼슘 전류의 억제가 G-protein을 경유하는지 알

아보기 위해 pipette내에 2mM GDP-β-S를 넣어 실험한 것이다. GDP-β-S

는 GDP의 non-hydrolysable analog로 신경세포의 칼슘 전류에서 신경전달 물

질의 영향을 조절하는 G-protein을 억제하는 것으로 알려져 있다.
32,33
 세포막

을 rupture 시킨 후, 10분 후에 NE와 cirazoline을 각각 가하여 칼슘 전류의 

억제정도를 알아보았다. NE 1μM 를 가한 경우 칼슘 전류의 감소는 거의 일

어나지 않았다(그림 5A, 5.49±1.45%, n=5). 이는 NE가 SCG세포에서 

G-protein을 통해 칼슘 전류를 억제한다는 보고와도 일치하는 결과이다.
34
 마

찬가지로, cirazoline 30 μM을 가하였을 때도 칼슘 전류의 감소는 나타나지 않

아(그림 5B, 4.99±1.91%, n=4) cirazoline에 의한 칼슘 전류 억제에 G-protein

이 관여함을 알 수 있었다. 이것을 요약한 것이 그림 5C이다. 그리고 그림 
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5A, 5B 두 경우 모두 prepulse facilitation이 일어나지 않았다. 

Fig 4. The effect of  rauwolscine on       

        cirazoline-induced calcium current.

     A: Experiments without rauwolscine.  

      B : Experiments in the presence of 3  

      μM rauwolscine. C: Experiments in  

      the presence of 30 μM rauwolscine.  

      D:Summary of cirazoline/NE-induced  

      calcium current inhibition in the      

      absence and presence of rauwolscine.  

      Data are presented as mean±SEM.  

      From left to right, n=4, 7, 5, 5, 3. 

     * p＜0.05 (Unpaired t-test).
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Fig. 5. The effect of GDP-β-S (2 mM) on NE and cirazolin-induced calcium current 

inhibition. A: Current traces in the absence and presence of 1 μM NE after 5min dialysis 

with 2 mM GDP-β-S containing recording pipette solution. Records in A and B are from 

different cells and were elicited by test potential of 0mV from a holding potential of -80mV. 

B: Inhibition induced by 30 μM cirazoline application in the presence of intracellular GDP-

β-S. C: Comparison of inhibition of clacium current amplitude induced by NE and cirazoline 

with GDP-β-S (2 mM). The data was shown as mean±S.E.M. p>0.05(Unpaired t-test).
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6. Omega-conotoxin GVIA(ω-CgTx) 민감성 칼슘 전류에 대한           

   cirazoline의 효과

  그림 6은 ω-conotoxin GVIA(ω-CgTx)에 의한 칼슘 전류의 억제와 ω

-CgTx 전처치 후 cirazoline(30 μM)에 의한 칼슘 전류 억제를 보여준다. ω

-CgTx (1 μM)을 전처치 한 세포의 경우 상당량의 칼슘 전류가 억제되었고

[그림 6B(2), 76.19±4.52%, n=5], 이러한 억제된 칼슘 전류는 ω-CgTx에 민

감한 N-형 칼슘 전류이다. Omega-conotoxin을 가하여 N-형 칼슘 전류를 억

제한 다음 cirazoline을 가하였을 경우 cirazoline에 의한 칼슘 전류 억제가 대

조군(49.05±7.75%, n=4)과 비교하여 현저하게 줄어들었으며[그림 6B(4), 6.49

±1.39%, n=5], 이러한 차이는 통계적으로 유의하였다(그림 6C; p<0.05). 따라

서 cirazoline은 N-형 칼슘 전류를 통해 칼슘 전류를 억제함을 알 수 있었다.

Fig. 6. The effects of         

 Omega-conotoxin GVIA(ω   

 -CgTx) on Ca
2+ current     

 amplitude and inhibition      

 induced by 30 μM          

 cirazoline. A: Current trace  

 in the abesnce and          

 presence of 1 μM ω        

 -CgTx and inhibition        

 induced by 30 μM          

 cirazoline in the presence 1  

 μM ω-CgTx. B: Time     

 course of the application of  

 30 μM cirazoline on ω     

 -CgTx GVIA-insensitive    

 Ca
2+ currents. C: Summary  

 of Ca2+ current inhibition     

 by 30 μM cirazoline in      

 the absence and presence 1  

 μM ω-CgTx. Data are     

 presented as mean±SEM.    

p<0.05(Unpaired t-test).0
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   7.  Cirazoline에 의한 칼슘 전류 억제에 대한 imidazoline receptor      

      antagonist의 효과

  Cirazoline에 의한 칼슘 전류의 억제가 non-I1,2,3수용체가 아닌 다른 

imidazoline 수용체(I1-, I2-, I3-수용체)를 통하여 일어나는지 확인하기 위해 각

각 수용체의 길항제를 미리  전처치한 후 칼슘 전류에 대한 cirazoline의 효과

를 관찰하였다. I1-수용체 길항제인 efaroxan 1 μM, I2-수용체 길항제인 

BU224 1 μM, I3-수용체 길항제 KU14R 1 μM을 5분간 전처치한 후, 30 μ

M cirazoline의 효과를 관찰하였다. Efaroxan을 전처치 하였을 때 30 μM 

cirazoline에 의해 칼슘 전류는 약 42%(그림 7A, 42.14±2.57%, n=5)억제되었

고, BU224의 경우 약 38%(그림 7B, 37.97±2.36%, n=5), KU14R의 경우 약 

46%(그림 7C, 46.05±1.98%, n=5) 칼슘 전류가 억제되었다. 이러한 억제정도

는 대조군의 값(49.05±

7.75%)과 통계적으로 유의

하지 않으므로(그림 7D, p

＞0.05) cirazoline에 의한 

칼슘 전류 억제는 I1-, I2-, 

I3-수용체를 경유하지 않음

을 알 수 있었다. 

Fig. 7. The effects of various imidazoline receptor antagonists on inhibition of Ca2+ current 

induced by 30 μM cirazoline.  A: Inhibition of Ca2+ current when the bath contained 1 μM 

efaroxan. B: Inhibition of Ca2+ current when the bath contained 1 μM BU224. C: Inhibition 

of Ca
2+ current when the bath contained 1 μM KU14R. Various antagonists of 1 μM were 

applied to the cell from a micropipette which was placed close to the cell. D: Summary of 

Ca2+ current inhibition by 30 μM cirazoline in the presence 1 μM imidazoline antagonists. 

From left to right, n=4, 5, 5, 5.
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   8.  Cirazoline에 의한 칼슘 전류 억제에  pertussis toxin(PTX)이 

      미치는 영향

  분리된 신경세포들을 500 ng/㎖ 의 PTX가 들어있는 배지에서 18시간 동안 

배양한 후 실험하였다. PTX를 전처치 한 신경세포에서 cirazoline(30 μM)에 

의한 칼슘 전류 억제가 감소하였다(그림 8). Rauwolscine 3 μM을 전처치 한 

후 cirazoline 30μM에 의해 32.63±1.52%의 칼슘 전류 감소가 일어났고 PTX

를 전처치 한 경우 cirazoline 30 μM에 의해 23.04±1.95%의 억제를 보였다. 

반면, NE의 경우 PTX를 전처치 한 경우 칼슘 전류의 억제가 대조군에 비해 

현저히 감소하였다(5.91±1.85%). 이와 같은 결과로부터 cirazoline에 의한 칼

슘 전류 억제에 PTX-sensitive G-protein(Go/Gi)과 PTX-insensitive 

G-protein이 관여하고 있음을 알 수 있다.

Fig. 8. Ca2+ current amplitude and inhibition induced by NE/cirazoline application in neurons 

recorded from control and pertussis toxin-treated cells.

 Bars are mean inhibition of calcium current by 30 μM cirazoline and 1 μM NE. Cells 

were cultured overnight with 500 ng/㎖ PTX. From left to right, n=7, 7, 5, 5. 

* p＜0.05(Unpaired t-test). 
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   9.  Cirazoline에 의한 칼슘 전류 억제에 second messenger의 

     관여 여부

  Cirazoline의 작용기전에 diffusible cytoplasmic messenger가 관여하는지의 

여부를 bath에 효현제를 가하여 cell-attached patch 방법을 이용하여 알아보

았다. 이러한 상태에서 cirazoline이 membrane-delimited pathway를 통해 칼

슘 전류를 억제한다면 효현제에 의한 G-protein의 활성화가 patch안의 이온 

통로와 상호작용이 일어나지 않아 효현제의 효과가 나타나지 않지만 

diffusible messemger가 관여한다면 patch안의 이온통로로 이동할 수 있어서 

효현제를 가하였을 때 반응이 나타난다. 실험결과(그림 9A, 9B) cirazoline에 

의해 바륨 전류의 변화가 없었으며 따라서 cirazoline 수용체 활성에 의한 칼

슘 통로 억제의 세포내 기전에 diffusible second messenger가  관여하는 것이 

아니라 membrane-delimited pathway를 경유함을 알 수 있었다.

Fig. 9. Cell-attached patch    

 recording of Ba2+ currents    

 evoked by a step            

 depolarization to +20 mV     

 from a holding potential of   

 -80mV in the presence       

 and absence of bath-applied  

 cirazoline (30 μM). 

 A: Cirazoline did not reduce  

 current amplitude in any of  

 the cells tested (n=4). 

 B: Averaged relative peak    

 current amplitude of IBa      

 from 4 cell-attached patches. 
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                             Ⅳ. 고     찰

  Cirazoline은 NE와 유사하게 가역적이며(reversible), 농도 의존적으로 SCG

에서 칼슘 전류를 감소시켰다(그림1). 만약 NE와 cirazoline이 같은 수용체를 

경유한다면 3 μM rauwolscine을 전처치 하였을 경우에도 같은 효능을 나타

내는 효현제 각각의 농도에서 칼슘전류의 억제 정도가 비슷하여야 할 것이다. 

하지만 α2-adrenoceptor을 block한다고 보고된 rauwolscine 낮은 농도(3 μ

M)를 전처치 했을 때 NE에 의한 칼슘 전류의 억제는 거의 일어나지 않았지

만, cirazoline에 의해서는 칼슘 전류가 상당량 억제되었다(그림 4). 이러한 실

험결과는 NE의 경우 대부분 α2-adrenoceptor를 통해 칼슘 전류를 억제하나 

cirazoline은 α2-adrenoceptor가 아닌 다른 수용체도 매개하여 칼슘 전류를 억

제할 것임을 시사하며 좀더 구체적인 실험을 통하여 이 과정에 non-I1,2,3 수용

체가 관여함을 확인할 수 있었다.

  보고에 따르면 imidazoline계의 약물(BDF 6143, clonidine, idazolixan, 

phentolamine)의 대부분은 non-I1,2,3 수용체(presynaptic imidazoline receptor)

는 물론 α2-adrenoceptor에도 binding affinity를 가진다고 알려져 있다.  본 

실험에 사용한 imidazoline 유도체인 cirazoline은 토끼의 동맥과 폐동맥에서 

α2-adrenoceptor에는 영향을 주지않고 non-I1,2,3 수용체에 선택적으로 작용한

다고 보고된 바 있다.13 하지만 본 실험에서 α2-adrenoceptor을 block하지 않

은 조건에 비해 block 한 조건에서 cirazoline의 칼슘 전류 억제효과가 적게 

나타났다. 이러한 실험 결과는  쥐의 SCG neuron에서 cirazoline은 선택적으

로 non-I1,2,3 수용체에만 작용하지 않고 부분적으로 α2-adrenoceptor에도 작용

함을 의미하며 이러한 차이는 아마도 종 혹은 조직의 차이에 기인하는 것으로 

추측된다. 따라서 본 실험에서 cirazoline의 작용중 imidazoline receptor를 매

개하는 부분만을 관찰할 때는 α2-adrenoceptor의 관여를 배제하기 위해 저농

도(3 μM)의 rauwolscine을 전처치 하였으며 이 상태를 대조군으로 하여 비

교하였다. 

  대부분의 신경에서 신경전달 물질의 수용체는 막전압 의존적 칼슘 통로

(voltage-dependent Ca
2+
 channel)와 기능적으로 연결되어 있다. 신경전달 물

질이 칼슘 통로를 조절하는 기전 중 가장 잘 알려진 것은 pertussis 

toxine(PTX) 민감성 G-protein(Gi/Go)을 매개로 하고, 세포막에 국한된
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(membrane-delimited) 기전을 통해, 막전압 의존적으로 칼슘 통로를 억제하는 

것이다.24 특히 쥐의 SCG 세포에서 somatostatin, adenosine, prostagladin E2

등 많은 물질들이 membrane-delimited pathway, 막전압 의존적 억제를 한다

고 알려져 있다. NE를 포함하여 일반적으로 막전압 의존적 억제현상 에서는 

아래의 몇가지 특징을 나타내는데 1)membrane-delimited pathway를 경유하

며 실험적으로는 cell-attached patch를 하여 세포 밖에 효현제를 가하였을 때 

아무 반응이 나타나지 않으며, 2)효현제에 의해 ‘kinetic slowing 이라는 칼슘

전류 활성화의 특성35을 보이며 3)큰 탈분극의 자극을 미리 가하면 억제효과가 

감소하는 prepulse facilitation 현상을 보인다.
36 

본 실험에서 α

2-adrenoceptor을 차단한 상태에서 즉 imidazoline receptor만을 매개한 

cirazoline의 칼슘전류 억제 기전에서는 위에서 언급한 막전압 의존적 억제의 

특징을 모두 나타내지는 않았다. 즉 pre-pulse facilitation 이 대조군(그림 

4A)에 비해 거의 소실되었고, ‘kinetic slowing 현상도 관찰할 수 없었다(그림 

4B). 그러나 α2-adrenoceptor를 차단하지 않은 상태에서 cirazoline의 칼슘전류 

억제 기전에서는 prepulse facilitation , 그리고 ‘kinetic slowing 현상을 어

느정도 관찰할 수 있었는데 이는 아마도 일부 α2-adrenoceptor 가 활성화 되

어 나타난 것으로 추측된다. 왜냐하면 α2-adrenoceptor가 활성화 될 경우 

prepulse facilitation , 그리고 ‘kinetic slowing 현상이 나타난다는 사실이 잘 

알려져 있기 때문이다. 

  한편 cell-attached patch 방법을 이용해 세포 밖으로 cirazoline을 가하였을 

때 아무 변화가 나타나지 않는것으로 보아 그 과정은 membrane-delimited 

pathway를 경유하는 것으로 생각된다(그림 9). 이어서 이러한 cirazoline의  

non-I1,2,3 수용체를 통한 칼슘 전류 억제기전에 G-protein의 연관성 여부 및 

그 종류를 알아보기 위한 실험을 진행하였다. G-protein에 대한 GTP binding

의 competitive inhibitor인 GDP-β-S 2mM을 파이펫내에 넣고 cirazoline을 

가하였다. 또한 세포에 pertussis toxin(PTX)을 18h 전처치한 후 cirazoline을 

가하여 칼슘 전류의 변화를 관찰하였다. 2 mM GDP-β-S을 파이펫 내에 넣

어 G-protein의 활성화를 억제 하였을때  cirazoline에 의한 칼슘 전류 억제는 

거의 일어나지 않았다(그림 5A). 이는 NE에 의한 칼슘 전류 억제 기전과 유

사하다
34
. 하지만 PTX-sensitive G-protein(Gi/Go)을 통하여 칼슘 전류를 억제

한다고 알려진 NE와 다르게 PTX를 18hr 전처치 한 경우에도 cirazoline에 의
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한 칼슘 전류 억제는 일어났으며(그림 8) 그 억제 정도가 PTX 처치하지 않은 

경우에 비해 조금 감소되었다. 결과적으로 SCG 신경세포에서 imidazoline 

receptor를 통한 cirazoline의 칼슘전류 조절기전에는 부분적으로(약 30%) 

PTX-sensitive G-protein(Gi/Go)이 관여하고 약 70% 정도는 PTX-insensitive 

G-protein을 통해 활성화 됨을 알 수 있었다. 이러한 G-protein에 대한 특성 

및 membrane-delimited pathway 경유특성 등은 SP(substance P)에 의한 N-

형 칼슘 전류 조절 기전의 특성과 유사하다.
37

  한편 SCG 신경세포에서 칼슘 전류는 N-형 칼슘 통로 차단제인 ω

-conotoxin GVIA(ω-CgTx; 1μM)에 의해서 대부분 억제되어 이미 보고된 

칼슘 통로 분포 특성과 일치 하였다. N-형 칼슘 통로를 차단시킨 상태에서 

cirazoline (30 μM)을 가하여도 칼슘 전류의 억제는 일어나지 않았다(그림 6). 

이는 SCG 신경세포에서 cirazoline은 주로 N-형 칼슘 통로를 억제함을 의미

한다. 또한 쥐의 sympathetic axon terminal에서 non-I1,2,3 수용체를 통해 NE 

release를 조절하는 것으로 보고되었는데 본 실험 결과 이와 부합되게 

non-I1,2,3 수용체를 제외한 다른 imidazoline 수용체에 의해서는 칼슘 전류의 

억제가 일어나지 않음을 확인할 수 있었다.  

  SCG 신경세포에서 α2-adrenoceptor의 활성화에 의한 칼슘 전류의 억제는 

negative feedback mechanism으로 신경자극 동안 NE의 유리를 감소시킴은 

잘 알려져 있다. 또한 imidazoline-preferring binding site는 중추조직과 말초

조직에서 규명되었으며3, 이와 같은 부위는 혈압조절에 중요한 역할을 한다고 

보고되어 있다
4
. 이상의 실험 결과를 통해 SCG에서 α2-adrenoceptor가 아닌 

presynaptic imidazoline receptor에 의한 신경전달물질 유리의 조절기전을 알 

수 있었으며,  본 연구 결과는 앞으로 교감 신경의 항상성 이상에서 비롯되는 

고혈압과 같은 질병의 약리학적 연구의 기초가 될 것으로 기대하며, α

2-adrenoceptor에 의한 혈압조절제의 부작용을 보완하는 새로운 약물 개발을 

위한 기초자료가 될 것으로 기대한다.
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                             Ⅴ. 결    론 

  흰쥐 수컷 SCG 신경세포에서 cirazoline은 N-형 칼슘 전류를 억제하여 신

경 전달 물질의 유리를 조절하게 됨을 알 수 있었다. Cirazoline에 의한 칼슘 

전류의 억제는 PTX-비민감성 및 PTX-민감성 G-protein을 매개하여 

membrane-delimited pathway를 경유하는 것으로 관찰되었다. 이러한 실험 결

과들은 심혈관계와 관련된 SCG에서 non-I1,2,3 수용체의 신경 전달 물질 유리 

조절기전 및 생리학적 역할을 이해하는데 기여할 것으로 생각된다.
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Abstract

          Inhibition of N-type calcium current by cirazoline

                 in rat superior cervical ganglion

                             Yun Suk Kim

                  Brain Korea 21 Project for Medical Science

                      Graduate School, Yonsei University

                  (Directed by Professor  Taick Sang Nam)

 Presynaptic imidazoline receptors that mediate inhibition of norepnephrine (NE) 

release have first been identified in rabbit cardiovascular tissue. Superior cervical 

ganglion (SCG) neurons have imidazoline receptors and N-type Ca
2+
 channels to 

modulate neurotransmitter release. However, whether inhibitory action of 

imidazoline receptor activation is associated with N-type Ca2+ channel blockade is 

unknown. This study was conducted to see if N-type Ca
2+
 current observed in 

SCG neurons is modulated by activation of imidazoline receptors. 

 Ca2+ currents were recorded using the whole-cell patch-clamp technique from 

neurons isolated enzymatically from adult rat SCG. Ca2+ current was evoked by a 

depolarizing stepping pulse from -80 to 0mV. Cirazoline (30 μM) decreased the 

amplitude of Ca2+ current and slowed its rising phase. However, in the presence of 

alpha-2 antagonist rauwolscine (3 μM), the cirazoline-induced inhibitory effect on 

Ca
2+
 current was decreased and did not show a kinetic slowing suggesting that 

alpha-2 adrenoceptors were partially activated by cirazoline in SCG neurons. Most 

of Ca2+ current was inhibited by N-type channel blocker omega-conotoxin. And in 

the presence of N-type channel blocker(ω-conotoxin GVIA) cirazoline could not 

inhibit the Ca2+ current indicating that cirazoline inhibited the N-type Ca2+ channel. 

Internal dialysis with solutions containing 2 mM 

guanosine-5'-O-(2-thiodiphosphate) (GDP-β-S) blocked the Ca
2+
 current inhibition 

by NE or cirazoline. Compared with control, the inhibitory effects of cirazoline on 

Ca2+ current were decreased when SCG neurons were pretreated with pertussis 

toxin (PTX) for 18 hr. The presynaptic imidazoline receptor effects were mediated 
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by a membrane-delimited pathway, because the modulation was not seen in 

cell-attached patches when cirazoline was applied to the bath.

 Taken together, the results suggest that activation of presynaptic imidazoline 

receptor in SCG neurons reduced N-type Ca
2+
 currents via a membrane-delimited, 

both PTX-sensitive and PTX-insensitive G-protein pathwaym This imidazoline 

receptor mediated inhibition of N-type Ca2+ current may play an important role in 

modulating neurotransmitter release from SCG neurons.

Key words: cirazoline, Ca2+ channels, superior cervical ganglion




