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국문요약

비뇨생식계를 지배하는 골반신경절 세포에서 

진세노사이드에 의한 칼슘통로의 조절

골반신경절은 방광, 전립선, 음경과 같은 비뇨생식계를 지배하는 자율신

경절로 생리학적으로 배뇨나 발기반사에 중요한 역할을 담당하고 있다. 주

골반신경절은 단일 신경절 캡슐내에 교감 및 부교감 신경세포를 모두 가지

고 있는 유일한 자율신경절로 알려져 있다. 본 연구의 목적은 첫째, 인삼 

사포닌(진세노사이드)이 수컷 쥐 주골반신경절 세포에서 칼슘전류를 조절할 

수 있는지, 둘째, 세포 및 분자수준에서 그 조절의 메카니즘이 무엇인지를 

확인하는 것이었다. 이를 위해 효소처리에 의해 분리된 주골반신경세포에서 

칼슘전류를 전형적인 whole-cell patch clamp 방법으로 측정하였다. 인삼 총 

사포닌(GTS, 0.3 mg/mL)을 가하였을 때 높은 막전압에서 활성화되는

(high-voltage activated, HVA) 칼슘전류가 현저하게 억제되었다(43±5 %, 

n=12). GTS의 두가지 주요 요소 중 protopanaxatriol(PT, 0.3 mg/mL)은 HVA 

칼슘전류를 억제(38±2 %, n=22)하였으나  protopanaxadiol(PD, 0.3 mg/mL)의 

효과는 미미하였다. 진세노사이드에 의한 칼슘전류의 억제정도는 교감 신경

세포와 부교감 신경세포사이에 차이가 없었다. PT에 의한 HVA 칼슘 전류

의 억제는 전압 및 농도 의존적이었다. 또한 전압 의존적 칼슘전류 억제는 

GDPβS의 세포 내 투석과 pertussis toxin(PTX, 500 ng/mL)의 전 처치에 의하

여 거의 억제되었다. 대조군과 비교하여 칼슘전류에 대한 PT의 억제 효과
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는 선택적 N-형 칼슘통로 차단제인 ω-conotoxin GVIA을 전처치한 후 감소

되었다. PT는 또한 FPL64176에 의해 선택적으로 증가되는 L-형 tail 전류

(40±5 %, n=7)와 nimodipine과 ω-conotoxin GVIA에 민감하지 않은 non-L 

/non-N형 전류를 억제하였다(26±4 %, n=4). PT는 또한 낮은 막전압에서 활

성화되는 T-형 칼슘전류를 억제하였다. PT의 여러 성분중에서 Rg2가 HVA 

및 T-형 칼슘억제를 유발하는 생리활성물질임이 확인되었다. 결론적으로 인

삼의 주요한 생리활성 성분인 진세노사이드는 주 골반신경절 세포에 존재

하는 HVA 및 T-형 칼슘통로들을 PTX 민감성 Gi/o protein을 매개로 하여 전

압의존적인 신호전달경로를 통해 조절한다는 사실을 확인하였다. 본 연구에

서 얻은 결과는 인삼의 작용을 세포 및 분자수준에서 이해하기 위한 중요

한 기초를 제공하였다 할 것이다.

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

핵심되는 말 : 주골반신경절, 진세노사이드, Protopanaxatriol, Protopanaxadiol,   

인삼, GTS, 칼슘전류
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비뇨생식계를 지배하는 골반신경절 세포에서 

진세노사이드에 의한 칼슘통로의 조절

<지도 교수  이 중 우>

연세대학교 대학원 의학과

이  용  수

제 1장 서 론

골반총(pelvic plexus)은 비뇨생식계의 자율신경성 조절(autonomic regulation)

에 있어 중요한 역할을 담당하고 있다(Langworthy, 1965; Dail 등, 1975). 골

반총의 해부 및 조직학적 특징은 종(species)에 따라 많은 차이가 있다. 대부

분의 포유류에서는 넓게 산재되어 여러 다발성 연결들로 이루어진 반면, 쥐

(rat)에서는 신경세포들이 하나의 큰 신경절을 이루고 있다. 수컷 쥐의 경우 

이를 주 골반신경절(major pelvic ganglion, MPG)이라 하며, 암컷의 경우에는 

자궁경관 주위신경절(paracervical ganglion)이라 부르고 있다. 특히 수컷 쥐의 

MPG는 암컷의 그것에 비해 세배이상 많은 신경절 세포를 가지고 있고, 구

조 및 기능 면에서 성(sex)에 따른 차이가 있다(De Groat 및 Booth, 1993a; 

Keast, 1999).

MPG는 교감신경인 하복신경(hypogastric nerve)과 부교감신경인 골반신경

(pelvic nerve)으로부터 구심성 입력을 받아 방광, 전립선 및 음경 등과 같은 
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비뇨생식계 기관과 일부의 장(bowel)의 신경지배를 한다(Langworthy 1965; 

Dail 등, 1975; Keast, 1991; De Groat 및 Booth, 1993a). 기능적으로는 배뇨

(micturation)나 발기(erection) 현상 등을 조절한다(Zoubek 등, 1993). 특히 방

광폐쇄(bladder outlet obstruction)나 발기부전(erectile dysfunction)과 같은 병적 

상태에서 MPG의 형태적 및 기능적인 변화가 보고 된 바 있다(Mills 등, 

1992). 따라서 골반 장기의 자율신경계 조절에 관한 생리적 혹은 병태 생리

적 연구에 있어서 현재까지 MPG는 매우 유용한 모델이라 할 수 있다

(Keast, 1999). 

MPG는 자율신경계에서 유일하게 한 개의 ganglion capsule내에 교감신경

세포와 부교감신경세포의 두 가지 아군(subpopulation)을 함께 가지고 있다. 

신경면역화학적 연구의 결과 교감신경세포는 아드레날린성(adrenergic)과 부

교감신경은 콜린성(cholinergic)이라는 사실이 확인이 되었다(Zhu 등, 1995, 

Keast 및 De Groat, 1989; Keast, 1999). 한편 교감신경세포는 세포의 크기가 

비교적 크고, 낮은 막전압에서 활성되는 T-형 칼슘통로를 가지고 있는 반면 

부교감신경세포는 세포의 크기가 작고 T-형 칼슘통로를 가지고 있지 않기 

때문에 형태적으로나 전기생리학적으로 구별이 가능하다(Zhu 등, 1995; Zhu 

및 Yakel, 1997; Park 등, 2001). MPG 신경세포는 고전적인 신경전달물질인 

노에피네프린(NE)이나 아세틸콜린(ACh)외에도 neuropeptide Y, vasoactive 

inhibitory peptide, adenosine triphosphate, nitric oxide등 다양한 신경전달물질

들을 발현하는 것으로 알려져 있다(Dail 등, 1975; Keast 및 De Groat, 1989; 

Keast, 1991; Zhu 등, 1995; Keast, 1999). 따라서 MPG에 의한 비뇨생식계의 

지배는 이들 신경전달물질에 의해 다양하게 조절될 것으로 추측되고 있다.



- 5 -

신경세포의 막에 존재하는 칼슘통로는 신경의 흥분성(excitability), 신경전

달물질의 방출(neurotransmitter release), 호르몬의 분비, 신경의 가소성

(plasticity) 및 유전자의 발현(gene expression) 등 다양한 기능을 조절하는 데 

매우 중요한 역할을 담당한다. 이들 칼슘통로는 생물리학적인 특성에 기초

하여 낮은 전압에서 활성화되는(low-voltage activated, LVA, 또는 T-형) 칼슘

통로와 높은 전압에서 활성화되는(high-voltage activated, HVA) 칼슘통로로 

나눌 수 있다. 약리학적으로 HVA 칼슘통로는 크게 dihydrophyridine(예, 

nimodipine)에 민감한 L-형과 민감하지 않은 non-L 형으로 구별할 수 있고, 

non-L형은 ω-conotoxin GVIA에 민감한 N-형, ω-agatoxin IVA에 민감한 

P/Q-형, 그리고  SNX-482에 민감한 R-형으로 나눌 수가 있다(Zhang 등, 

1993; Catterall, 1995).  분자생물학적인 연구를 통해 L-형은 α1C, α1D, α

1F, 그리고 α1S의 네 가지 유전자에 의해 코딩되며, non-L 형 중 에 N-형, 

P/Q-형, 그리고 R-형은 각각 α1B, α1A, 그리고 α1E 유전자에 의해 코딩

되는 것으로 밝혀졌다. 아주 최근에 LVA 즉, T-형 칼슘통로는 G, H, 그리

고 I의 세 가지 아형(subtype)으로 신경세포에 발현된다는 사실이 밝혀졌다

(Perez-Reyes, 1998; Perez-Reyes 등, 1999; Lee 등, 1999). 앞서 소개한 MPG 

신경세포에는 주로 HVA 칼슘통로인 N-형이 우세하게 발현되며, 일부가 L-

형과 nimodipine과 ω-conotocin GVIA에 민감하지 않은 non-L/non-N-형(R-형

으로 추측되어지는)인 것으로 확인되었다(Zhu 등, 1995; Zhu 및 Yakel, 1997; 

Park 등, 2001). 한편 MPG 중 교감신경세포에 선택적으로 발현되는 T-형 칼

슘통로는 주로 H-형이라는 사실이 최근에 밝혀졌다(Lee 등, 2002). 앞서 언

급한 여러 다양한 신경전달물질은 세포막에 존재하는 수용체들을 활성화시
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켜 칼슘통로를 통한 칼슘의 세포 내 유입을 조절함으로써 신경의 기능을 

조절하는 것으로 알려져 있다(Hille, 1994). 예를 들어 MPG에 존재하는 

HVA 칼슘통로는 NE, ACh, VIP, 아데노신 등에 의해 억제되는 것으로 알려

져 있다(Zhu 등, 1995; Zhu 및 Yakel, 1997). 이들 신경전달물질들에 의한 칼

슘통로의 조절은 수용체에 연결되어 있는 G protein 에 의해 매개되는 것으

로 알려져 있다. 한편 T-형 칼슘통로를 조절하는 물질에 대해서는 현재 알

려져 있지 않다.

인삼(ginseng)은 동양의 전통 의약품으로 널리 알려져 있으며, 아시아 및 

유럽에서 이용되어 왔고, 현재 미국과 캐나다에서도 자연요법(naturopathic 

treatment)에 이용되고 있다(Nah 등, 1995). 인삼의 주요한 생리활성 물질

(physioactive component)은 인삼 사포닌(ginseng saponin)으로 진세노사이드

(ginsenoside)라 한다. 진세노사이드는 다른 식물에서 발견되는 사포닌

(saponin)과 유사한 구조를 가진 반면에 그 효과가 느리고, 독성(toxicity)이 

약한 것이 특징이다(Kaku 등, 1975). 그림 1에서 보는 바와 같이 진세노사이

드의 구조는 스테로이드와 유사하며, 30개의 탄소 원자로 구성된 

triterpenoid dammarane의 유도체 중 하나이다(Choi 등, 2001). 진세노사이드

는 oleanoic acid, protopanaxadiol(PD), protopanaxatriol(PT)의 3가지 주요 형태

가 존재하는데 각각 R1, R2, R3라고 하는 당쇄구조(R side chain)를 가지고 

있다(Nah, 1997). 이들 당쇄구조는 단당, 이당, 삼당의 구조로 되어 있으며 

이들에 의해 각 진세노사이드의 종류가 결정된다. 현재까지 약 30종의 진세

노사이드가 알려져 있고, PD(protopanaxadiol)에는 20S-PT, Ra1, Ra2, Ra3, Rb1, 

Rb1-C, Rb2, Rb2-C, Rb3, Rc, Rc-C, Rd, Rd-C, Rg3, Rh2, Rs1, Rs2등이 알려져 
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있고, PT(protopanaxatriol)에는 Re, Rf, Rg1, Rg2, 20S-Rf, Rh1, Notoginsenoside 

R1등이 알려져 있다(Nah 등, 1995). 인삼이 비록 서양 의약품에 비해 약리학

적 효과가 느리고, 미묘하지만 항암(anticancer; Zhu 등, 1995; Lee 등, 1996), 

항고혈압(antihypertension; Chen 등, 1984), 항혈전(antiplatelet; Teng 등, 1989), 

항당뇨(antidiabetes; Yokozawa 등, 1991), 항스트레스(antistress), 간기능 개선, 

학습속도 향상과  허약체질 개선 등의 생리작용을 나타내는 것으로 보고되

고 있다. 그러나 이러한 다양하고 뛰어난 작용에도 불구하고, 90년대 이전

까지 인삼추출물에 의한 효과들이 갖는 작용기전이나 작용부위를 정확히 

알 수 없었기 때문에 현대 의약품으로의 개발이 사실상 불가능했다. 그러나 

90년대 이후 세부물질의 분리기술 발달로 인삼으로부터 위에서 설명한 새

로운 약리활성 물질(pharmacological active component)들이 분리됨으로써 더 

세분화된 연구가 진행되었다. 또한 전체적인 생체 내 작용에 대한 연구뿐 

아니라 세포 수준의 연구방법, 세포내 신호 전달(signal transduction)의 연구

방법과 분자 수준의 연구방법들이 개발됨에 따라 인삼의 생리활성 물질들

의 작용기전(action mechanism)이나 작용부위(action site)까지도 밝힐 수 있는 

단계에 이르렀다. 그러나 아직까지 연구 인력의 부족과 연구 방법의 독창성 

등의 부족으로 세포 수준이나 분자 수준의 연구가 미흡한 실정이고, 이 문

제가 해결되지 못한다면 새로운 현대 의약품으로 인삼의 생리활성 물질을 

이용하는 것은 요원한 일일 것이다.

따라서 본 연구목적은 인삼의 주성분인 진세노사이드가 쥐 골반신경절 

세포에서 발현되는 칼슘통로에 미치는 약리학적 효과를 관찰하여 교감신경

과 부교감신경에서 차이가 있는 지를 확인하고, 칼슘통로에 대한 진세노사
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이드의 작용이 어떠한 신호전달경로를 통해 나타나는 지를 기존에 알려진 

신경전달물질에 의한 칼슘통로의 조절기전과 비교하여 규명하는데 있다.
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제 2장 재료 및 방법

2.1. 실험용액 및 약물

2.1.1. 실험 용액

칼슘전류 측정을 위해 사용된 전극 내 용액의 조성(mM)은 120 N-methyl- 

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

HCl, 11 EGTA, 10 HEPES, 1 CaCl2, 4 MgATP, 0.3 Na2GTP, 14 Tris- 

phosphocreatine(pH 7.2, 290 mOsm)으로 하였다. 세포외 관류액의 조성(mM)

은 140 MS, 145 TEA-OH, 10 HEPES, 15 glucose, 10 CaCl2, 0.0003 

tetrodotoxin(TTX)(pH 7.4, 320 mOsm)으로 하여 실험하였다.

2.1.2. 약물

Collagenase type D와 trypsin은 Boehringer Mannheim Biochemicals 

(Indianapolis, IN, USA)로 부터 구입하였으며, guanosine 5'-O-thiodiphosphate 

(GDPβS), nimodipine, norepinephrine(NE), DNAse type I은 Sigma Chemicals(St. 

Louis, MO, USA)로부터, ω-conotoxin GVIA(ω-CgTx)는 Alomone(Belmont, 

CA, USA)로부터, tetrodotoxin(TTX), FPL64176은 Tocris(Avonmouth, Bristol, 

UK)로부터, pertussis toxin(PTX)는 List Biological Laboratory(Campbell, CA, 

USA)로부터 구입하였다. Ginseng total saponin(GTS), protopanaxatriol(PT), 

protopanaxadiol(PD), Re, Rg1, Rg2, Rf는 나승열 박사(전북대학교 수의과대학 

생리학교실)로부터 기증받았다. 그리고 세포배양과 관계된 모든 배지 및 약

물은 GibcoBRL(Grand Island, NY, USA)로부터 구입하였다. Nimodipine, 
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FPL64176은 DMSO에 사용 농도의 1000배 이상으로 농축하여 만들었으며, 

나머지 약물들은 3차 증류수를 이용하여 만들어 사용하였다. 약물은 

polyethylene tube와 연결된 gas chromatography용 capillary tube 끝을 신경세포

의 100 ㎛ 이내에 위치하도록 하여 중력에 의해 세포에 가해지도록 하였다.

2.2. 단일 신경세포 분리 및 유지

실험동물로는 250 g 내외의 수컷 쥐(Sprague-Dawley)를 사용하였다. 

Pentobarbital sodium(50 mg/kg, i.p.)으로 쥐를 마취시킨 뒤, 즉시 개복 하여 

전립선(prostate gland)의 외측에 위치한 주 골반신경절을 적출하고(그림 2), 

이를 차가운(4 ℃) Hank's balanced salt 용액(HBSS, GibcoBRL)으로 옮겼다. 

신경절을 둘러싸는 connective tissue(연결조직)를 벗기고 예리한 칼로 조심스

럽게 작은 틈새를 낸 후, 이를 0.7 mg/mL collagenase(type D), 0.1 mg/mL 

trypsin과 0.1 mg/mL의 DNAse type I이 들어있는 10 mL의 modified Earle's 

balanced salt 용액(EBSS, pH 7.4, GibcoBRL)에서 1시간 동안 배양(35 ℃)하

였다(Zhu 등, 1995; Lee 등, 2002). 이때 EBSS에는 3.6 g/L의 glucose와 10 

mM의 HEPES를 포함시켰다. 배양 후 배양 플라스크를 흔들어 단일 신경세

포들로 분리한 후, clinical centrifuge(International Equipment Company, MA, 

USA)를 이용하여 1000 rpm의 속도로 원심 분리하였다. 분리된 단일 신경세

포들을 10 % fetal bovine serum, 1 % glutamine, 1 % penicilin-streptomycin이 

포함된 MEM(GibcoBRL)에 재부유(resuspend)시킨 뒤, poly-L-lysine으로 

coating되어 있는 polystyrene culture dish(35 ㎜)에 plating 하였다. 이를 37 ℃ 

세포 배양기(humidified incubator; 95 % air-5 % CO2)에서 배양하였으며, 분
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리한 후 24시간 이내에 실험에 사용하였다. 분리된 세포들의 광학현미경적 

소견은 그림 3에 나타내었다.

2.3. 칼슘전류 측정

전압의존적 칼슘전류는 patch clamp amplifier(Axopatch 1D, Axon Instru- 

ments, Foster city, CA, USA)를 사용하여, 전형적인 whole-cell patch clamp 

방법으로 기록하였다(Hamil 등, 1981; Jeong 및 Ikeda 등, 1998). 전극은 

borosilicate glass capillary(외경; 1.65 ㎜, 내경; 1.2 ㎜, Corning 7052, Garner 

Glass Co., Claremont, CA, USA)를 P-97 Flaming-Brown micropipette 

puller(Sutter Instrument Co., Novato, CA, USA)를 사용하여 만들었다. 만들어

진 전극은 microforge로 열처리하여 다듬었고, 전극내부에 용액을 채웠을 때 

저항이 1∼3 ㏁이 되는 것을 사용하였다. 신경세포가 들어 있는 culture dish

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

약 1∼2 mL/min 속도로 관류되도록 하였다. 세포막의 전기용량(membrane 

capacitance)과 직렬 저항(series resistance)은 amplifier로 80 % 이상 보정하였

다. 전압생성 및 칼슘전류의 기록은 아날로그/디지털 전환기(Digidata 1200, 

Axon Instruments Co.)가 연결된 맥킨토시 컴퓨터에 장착된 S4(Stephen R. 

Ikeda 박사제공) software를 이용하였다. 칼슘전류는 2∼5 kHz로 low pass 

filter한 뒤, 맥킨토시 컴퓨터에 저장하였고, IGOR PRO(Wave-Metrics, Lake 

Oswego, OR, USA)로 분석하였다. 모든 실험은 실온 (20∼22 ℃)에서 시행

하였으며, 본 실험에 사용된 전류 측정장치는 그림 4에 도식적으로 나타내

었다.
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 2.4. 데이터 분석 및 통계 처리

모든 전류의 크기는 동일한 시간대(자극 pulse 시작 10 ms 후)에서 비교

하였으며, tail 전류는 자극 pulse가 끝난 후 10 ms에 측정하였다. 측정된 전

류의 크기는 세포의 크기에 따른 차이를 보정하기 위해서 그 세포막의 전

기용량으로 나눈 전류밀도(pA/pF)로 표시하였다. 세포막 전기용량(Cm)은 20 

ms, 10 mV 과분극 자극을 가한 뒤 얻은 capacitative current의 면적을 측정

하는 IGOR 매크로로 구하였다. 모든 결과는 평균 ± 표준오차로 표시하였

고 통계적인 의의는 Student t-검정(unpaired)으로 확인하였다. p<0.05 인 경

우 유의한 차이가 있다고 간주하였다.
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그림 1. 진세노사이드의 구조
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그림 3. 주 골반신경절로부터 분리된 신경세포들의 광학현미경적 소견 (x200)

50㎛
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그림 4. 막전압 고정법에 의한 전류 측정 장치의 회로 모식도
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제 3장 결 과

3.1. 교감 및 부교감 주골반신경절 세포들의 전기생리학적 동정

분리된 MPG 신경의 막전압을 -80 mV에 고정한 다음 +80 mV까지 램

프(ramp) 자극을 가하였을 때 나타나는 전압 의존적 칼슘전류를 그림 5에 

나타내었다. 이때 전압 의존적 Na
+
 전류는 TTX를 가하여 차단하였고, K

+
 

전류는 세포 안과 밖의 모든 K
+
을 TEA 및 다른 이온으로 치환시킴으로

써 제거할 수 있었다. 전체 세포는 낮은 막전압(-50 ∼ -20 mV)에서 활성

화되는 T-형 칼슘전류가 나타나는 교감신경세포군과 그렇지 않은 부교감 

신경세포군으로 크게 나눌 수 있었다. Zhu 등(1995)의 보고에 의하면 

MPG 신경절에서 이러한 T-형 전류를 나타내는 세포는 대부분 tyrosine 

hydroxylase에 대한 면역-조직학적 염색에서 양성을 보이는 교감 신경세포

인 반면, T-형 전류가 없는 세포는 부교감 신경세포라 하였다. 세포막의 

면적에 비례하는 평균 세포막 전기용량(capacitance)은 T-형 전류를 가진 

교감 신경세포군(82±3 pF, n=50)이 부교감 신경세포군(47±3 pF, n=54)에 

비해 크게 나타났다(그림 6A). 측정된 전류의 크기를 세포의 크기를 반영

하는 세포막 전기용량으로 보정할 경우(pA/pF), 이는 전류의 밀도(current 

density)가 된다. 그림 6B에 나타낸 바와 같이 높은 막전압(-10 mV이상)에

서 활성화되는 HVA 칼슘전류들의 상대적 밀도는 두 세포군 간에 유의한 

차이를 보이지 않았다(p>0.05).
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        Sympathetic                 Parasympathetic

그림 5. 전기생리학적 방법을 통한 교감 및 부교감 주 골반신경절 세포들의 

존재 확인. 주 골반신경에서 막전압을 -80 mV에 고정한 상태에서 

+80 mV까지 램프(ramp) 자극을 가하여 칼슘전류를 기록하였다. 이

를 통해 낮은 막전압에서 활성화되어 hump로 나타나는(화살표) T-

형 칼슘전류가 존재하는 교감(sympathetic) 신경세포와 존재하지 않

는 부교감(parasympathetic) 신경세포로 구분하였다.
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A                      B

그림 6. 교감 및 부교감 주 골반신경절 세포군 간의 세포막 전기용량 및 칼

슘전류의 밀도 비교. A는 T-형 칼슘통로가 존재하는 교감 신경세포

와 존재하지 않는 부교감 신경세포의 세포막 전기용량을 비교한 것

이다. B는 막전압을 -80 mV로 고정한 후 -70 mV에서 +60 mV까지 

5 ∼ 10 mV씩 증가하는 탈분극 자극을 가하여 기록된 전류-전압 

관계(current-voltage relationship)이다. 이때 칼슘전류의 크기를 세포

막 전기용량으로 보정한 전류의 밀도(pA/pF)는 두 군간에 유의한 

차이가 없었다(p>0.05). 결과는 평균 ± 표준오차로 나타내었으며, 

**는 p<0.005을 의미함.
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3.2. 교감 주 골반신경절 세포에서 진세노사이드에 의한 칼슘전류 억제 효과

진세노사이드가 교감 주 골반신경절 세포의 칼슘전류에 미치는 효과를 

확인하기 위해 두 번의 +10 mV test 자극과 이들 자극 사이의 강한 탈분극

(+80 mV) 자극으로 이루어진 double-pulse protocol(그림 7B, inset)로 칼슘전

류를 유발하였다. 그림 7A는 여러 가지 종류의 진세노사이드(GTS, PD, 및 

PT)를 가하였을 때 시간에 따른 칼슘전류의 변화를 기록한 결과이다. 이때 

신경세포의 상태 및 칼슘전류의 조절이 정상적으로 일어나는 지 확인하기 

위한 대조군으로 막전압에 의존적(voltage-dependent)으로 칼슘 전류를 억제

한다고 알려진 NE(norepinephrine)의 효과도 같이 기록하였다. 앞서 설명한 

바와 같이 인삼에서 추출된 진세노사이드를 모두 포함하는 GTS(ginseng 

total saponin)는 크게 PD(protopanaxadiol)와 PT(prptopana-xatriol)의 두 fraction

으로 나눌 수 있다(그림 1 참조). 이중 고농도의 PD(0.3 mg/mL)를 가하였을 

때 칼슘 전류에는 변화가 거의 없었다(n=4). 그러나 PT(0.3 mg/mL)와 

GTS(0.3 mg/mL)의 경우 칼슘전류를 각각 38±2 %(n=22), 40±5 %(n=10) 억

제하는 것으로 나타났다. 대조군인 NE의 경우 칼슘전류를 53±3 %(n=20) 억

제하는 것으로 나타났다. 그림 7B에서 첫 번째 test 자극에 의한 칼슘전류의 

변화를 관찰하면 칼슘전류의 steady-state(즉, 최대크기)가 될 때까지 걸리는 

시간이 GTS와 PT에 의해 길어지는 현상(kinetic slowing)을 볼 수 있는데, 

이것은 막전압 의존적 억제(voltage-dependent inhibition; VDI)가 보이는 특징 

중 하나라고 알려져 있다(Elmslie 등, 1990; Ikeda, 1991). 이와 함께 VDI의 

또 다른 특징 인 prepulse facilitation 현상을 관찰할 수 있었는데, 이는 +80 

mV의 강한 탈분극 자극에 의해 칼슘전류가 GTS와 PT에 의한 억제로부터 
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회복되는 현상이다. 결과에서 보여지는바와 같이 강한 탈분극 자극을 가한 

후 주어진 두 번째 test 자극(○)때에는 첫 번째 test 자극(●)때에 비해 GTS

와 PT의 억제효과가 뚜렷하게 감소되었다. 그림 8B에서 보여지는바와 같이 

강한 탈분극 자극 전․후의 두 test 자극 시 나타나는 칼슘전류의 크기 비

(Post/Pre; facilitation 정도)는 전압의존적 억제를 나타내는 대표적인 신경전

달물질인 NE의 경우 1.3±0.2에서 2.1±0.4(n=20)로 증가하였다. 이와 유사하

게 GTS와 PT에 의해서도 각각 1.3±0.1과 1.3±0.1에서 1.9±0.2(n=10)와 

1.6±0.1(n=22)로 증가됨을 확인하였다. 이상의 결과들로부터 GTS와 PT에 의

한 칼슘전류의 억제는 주로 막전압 의존적으로 일어남을 확인할 수 있었다.

진세노사이드 PT에 의한 칼슘 전류의 억제가 농도에 비례하여 나타나는

지 확인하기 위해 PT를 각각 0.03, 0.1, 0.3, 1 및  3 mg/mL의 농도를 가하

였다. 그림 9에 각 PT 농도별 칼슘 전류의 억제 정도가 나타나 있다. PT 

0.03, 0.1, 0.3, 1 및 3 mg/mL 농도에서 각각 17±5, 32±7, 41±8, 51±10, 53±8 

%로 칼슘 전류를 억제하는 것으로 나타났다.
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             A

            B

그림 7. 교감 주 골반신경절 세포의 칼슘전류에 미치는 진세노사이드의 영향. 

A는 약물을 가하였을 때 시간에 따른 칼슘전류의 변화를 나타내었다. 

전(●)․후(○) 두 번의 +10 mV test 자극사이에 강한 탈분극(+80 mV) 

자극을 가하여 test 자극에 의해 활성화되는 칼슘전류의 크기 및 비

(post/pre)를 나타내었다. B는 A결과에서 진세노사이드 GTS(0.3 mg/mL), 

PT(0.3 mg/mL), PD(0.3 mg/mL)와 NE(10 μM) 투여 전후의 대표적인 전

류기록이다.
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              A

              B

그림 8. 진세노사이드에 의한 교감 주 골반신경세포의 칼슘전류 조절. A는 

진세노사이드 GTS(0.3 mg/mL), PT(0.3 mg/mL), PD(0.3 mg/mL)와 

NE(10 μM)에 의한 칼슌전류 억제 요약. B는 각 진세노사이드에 의

한 prepulse facilitation 비로 막전압 의존성 확인. 모든 결과는 평균 

± 표준오차로 나타내었으며, 괄호 안의 숫자는 실험 사례 수(n).
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그림 9. 진세노사이드 PT에 의한 칼슘전류의 농도의존적 억제. 진세노사이드 

PT를 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3 mg/mL 농도로 교감 주 골반신경절 세포에 

투여했을 때 칼슘전류 억제의 농도의존성 확인. 모든 결과는 평균 ± 

표준오차로 나타내었으며, 괄호 안의 숫자는 실험 사례 수(n).
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3.3. 부교감 신경세포의 칼슘전류에 미치는 PT의 영향

진세노사이드 PT가 부교감 주골반 신경세포의 칼슘전류을 억제하는 지를 

확인하고 교감신경세포에서 얻은 결과와 비교하였다. 그림 10A는 T-형 칼

슘전류가 나타나지 않는 부교감 신경세포에서 PT(0.3 mg/mL), 대조군으로 

NE(10 μM)과 Oxotremorine M(OxoM; 100μM)을 각각 처치하였을 경우에 

HVA 칼슘전류가 억제되는 것을 보여주는 대표적인 전류기록이다. 그림 

10B에 나타난 바와 같이 주 골반신경절 내의 교감 신경세포와 부교감 신경

세포에서 진세노사이드 PT에 의한 칼슘전류의 억제 정도는 각각 38±9 

%(n=22)와 35±12 %(n=7)로 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다(p＞

0.05). 따라서 아래에서 보여주는 일련의 실험들은 모두 교감신경세포에서 

이루어졌다.

3.4. 진세노사이드에 의한 칼슘통로의 조절에서 G protein의 역할

신경전달물질에 의한 칼슘전류의 조절은 G protein에 의해 매개된다고 잘 

알려져 있다(Hille, 2001). 따라서 진세노사이드에 의한 칼슘전류의 억제가 

G protein에 의해 매개되는지를 확인하기 위하여 가수분해되지 않는

(non-hydrolysis) GDP(guanosine diphosphate) 유도체인 GDPβS(2 mM)를 사용

하였다. 이를 전극 내 용액에 넣어 세포 내에 가할 경우 Gα subunit과 결

합하여 GTP의 결합을 경쟁적으로 방해하여 G protein이 활성화되는 것을 

억제하여, 결과적으로 G protein을 매개로 하는 효과들을 차단할 수 있다고 

알려져 있다(Holz 등, 1986; Ikeda, 1991; Jeong 및 Wurster, 1997). 그림 11B

에 나타난 바와 같이 GDPβS에 의해 교감 주골반신경절 세포에서 진세노
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사이드 PT(0.3 mg/mL)와 대조군인 NE(10 μM)에 의한 칼슘전류 억제가 각

각 41±8 %(n=22)에서 18±4 %(n=4)로, 50±13 %(n=9)에서 7±7 %(n=4)로 감

소하였고, 처치전과 후의 칼슘전류의 기록이 그림 11A에 나타나 있다.

진세노사이드에 의한 칼슘전류의 억제를 매개하는 G protein의 아형을 확인

하기 위해 G protein의 subfamily의 하나인 Gi/o를 선택적으로 억제한다고 알려

진 pertussis toxin(PTX)을 500 ng/mL의 농도가 포함된 배지에서 14∼18시간 

배양한 신경세포에서 칼슘전류의 변화를 관찰하였다. 그림 12에 나타난 바와 

같이 진세노사이드 PT(0.3 mg/mL)와 NE(10 μM)에 의한 칼슘전류 억제효과는 

PTX 전처치에 의해 각각 38±5 %(n=4)에서 2±2 %(n=4)(p＜0.001), 50±13 

%(n=8)에서 3±2 %(n=8)(p＜0.001)로 감소함을 확인할 수 있었다. 이상의 결과

들로 미루어 볼 때 진세노사이드 PT에 의한 칼슘전류 억제효과는 주로 PTX 

민감성 Gi/o protein을 매개로 나타난다는 것을 알 수 있다.

3.5. 여러 가지 칼슘전류 아형에 미치는 PT의 영향

교감 주골반신경절 세포에서 칼슘통로의 아형(subtype)에 따른 진세노사이

드 PT억제효과를 확인하였다. ω-conotoxin GVIA(ω-CgTx) 민감성 칼슘통로

인 N-형, nimodipine 민감성 L-형 칼슘통로와 L-형이나 N-형이 아닌 다른 형

(non-L/non-N)을 약물을 사용하여 분리한 후 진세노사이드 PT(0.3 mg/mL)의 

영향을 조사하였다. 그림 13C에 나타난 바와 같이 주골반신경절 세포에서 

ω-CgTx 민감성 N-형 칼슘통로는 63±7 %(n=8)로 나타났고, nimodipine 민감

성 L-형 칼슘통로는 16±4 %(n=5), 그리고 나머지 약 20 %는 non-L/non-N 

형으로 나타났다. 먼저 ω-CgTx(1 mM)으로 N-형 칼슘통로를 차단시키기 
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전․후의 진세노사이드 PT 효과를 비교하여, 전체 진세노사이드 PT의 효과 

중 N-형 칼슘통로 조절이 기여하는 정도를 알고자 하였다. 그림 13A와 D에 

나타난 바와 같이 진세노사이드 PT에 의한 N-형 칼슘전류 억제 효과는 ω

-CgTx 처치전 42±6 %(n=22)에서 처치 후 28±4 %(n=4)로 전체 칼슘전류 억

제 중 N-형 칼슘전류 억제가 차지하는 비중이 44 % 정도로 나타났다. 

Nimodipine 민감성 L-형 칼슘통로에 미치는 진세노사이드 PT의 영향을 확

인하기 위하여 dihydropyridine 칼슘통로 활성제(activator)인 FPL64176(1 μM)

에 의해 아주 느리게 나타나는 L-형 tail 전류를 활성화시킨 후 진세노사이

드 PT의 효과를 확인하였다. L-형 tail 전류는 막전압을 -80 mV로 고정한 

뒤 +10 mV의 탈분극 자극을 20 ms 동안 가한 뒤 -40 mV로 탈활성

(deactivation)시켜 측정하였다(그림 13B). Tail 전류는 sampling rate를 20 kHz

로 하여 기록하였고, test 자극이 끝난 후 10 ms에서 순수한 L-형 칼슘 전류

의 크기를 측정하였다. FPL64176을 가하여 L-형 칼슘전류를 활성화시킨 후 

진세노사이드 PT를 가하였을 때 tail 전류는 36±4 %(n=7)의 감소를 확인하

였다. 한편 ω-CgTx과 nimodipine을 함께 전처치하여 N- 과 L-형의 칼슘전

류를 차단하고 난 후에도 PT 처리에 의해 non-L/non-N 형의 칼슘전류를 26

±4 %(n=4) 억제하였다(그림 13D Box). 이상의 결과들로부터 진세노사이드 

PT는 HVA 칼슘전류의 모든 아형에 영향을 주는 것으로 나타났다.

3.6. HVA 칼슘전류에 대한 PT fraction의 영향

진세노사이드 PT의 여러 fraction(Rg1, Rg2, Re, Rf)이 교감 골반신경절 세

포에서 높은 막전압에서 활성화되는(high-voltage activated, HVA) 칼슘전류에 

미치는 영향을 조사하였다.  칼슘전류는 두 번의 +10 mV test 자극과 이들 
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자극 사이의 강한 탈분극(+80 mV) 자극으로 이루어진 double-pulse protocol

로 유발하였다. 진세노사이드 PT의 아형 중 Rg2만이 유의하게 칼슘전류를 

42±2 % (n=5)억제하였다. Rg2의 칼슘전류 억제는 부교감 골반신경절 세포

에서도 31±8 % (n=3) 억제하는 것으로 나타났다. 이상의 결과로 진세노사

이드 PT에 의한 HVA 칼슘전류의 억제에 Rg2가 가장 큰 작용을 하는 

fraction임을 확인하였다.

3.7. T-형 칼슘통로에 대한 진세노사이드의 영향

진세노사이드 GTS, PT, 그리고 여러 가지 PT fraction(Rg1, Rg2, Re, Rf)이 

교감골반신경절 세포에서 낮은 막전압에서 활성화되는 T-형 칼슘통로에 미

치는 영향을 조사하였다. 진세노사이드 GTS와 PT의 영향을 조사하기 위해 

막전압을 -80 mV로 고정하고, -80 mV부터 +60 mV까지 ramp 자극(0.875 

mV/ms)을 가하여 칼슘 전류를 기록하였다. 진세노사이드 GTS의 경우 그림 

14A에서 보는 바와 같이 T-형 칼슘전류에는 뚜렷한 영향을 미치지 않았고, 

PT(0.1 mg/mL)의 경우 T-형 칼슘전류를 억제하는 것으로 나타났다. 진세노

사이드 PT의 각 fraction 중 Rf, Re, Rg1, Rg2 각 100μM을 처치하였을 때 각

각 T-형 칼슘전류를 2±2 %(n=4), 2±2 %(n=4), 12±4 %(n=4), 54±6 %(n=5) 

억제하였다. 이상의 결과를 보면 진세노사이드 PT fraction 중 Rg2가 T-형 

칼슘전류를 억제하는데 가장 효과가 큰 것을 확인할 수 있었다.
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그림 10. 진세노사이드 PT에 의한 주 골반신경절 부교감신경 세포의 칼슘전

류 억제. 진세노사이드 PT에 의한 칼슘전류 억제가 교감신경과 부

교감신경 세포의 칼슘전류 억제 확인. PT(0.3 mg/mL), NE(10 μM). 

두 번의 +10 mV test 자극사이에 강한 탈분극(+80 mV) 자극을 가

하여, 전․후 test 자극에 의해 활성화되는 칼슘전류의 변화를 비

교. 모든 결과는 평균 ± 표준오차로 나타내었으며, 괄호 안은 실

험 사례 수(n).
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그림 11. 진세노사이드 PT에 의한 칼슘전류 억제효과에 G protein 매개 확

인.  GTP(0.3 mM) 대신 GDPβS(2 mM)가 포함된 전극용액으로 

세포내를 관류시킨 후 5분 이상 지난 다음, NE(10 μM) 및 진세노

사이드 PT(0.3 mg/mL)에 의한 칼슘전류 억제효과를 관찰하여 이

를 대조군(control)과 비교하였다. 모든 결과는 평균 ± 표준오차로 

나타내었으며, 괄호 안은 실험 사례 수(n).
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그림 12. 진세노사이드 PT에 의한 칼슘전류 억제효과에 pertussis toxin 민감

성 G protein(Gi/o)의 관여 확인. 500 ng/mL의 PTX가 들어있는 배지

에서 14∼18시간 배양한 신경세포에서 칼슘전류 억제효과를 관찰

하여 이를 대조군과 비교하였다. PT 및 NE의 농도는 각각 0.3 

mg/mL과 10 μM로 하였다. 모든 결과는 평균 ± 표준오차로 나타

내었으며, 괄호 안은 실험 사례 수(n).
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그림 13. 진세노사이드 PT가 HVA 칼슘전류 아형에 미치는 영향. 막전압을 -80 

mV로 고정한 상태에서, +10 mV로 탈분극 자극을 가하였을 때 나타나

는 칼슘전류의 크기 변화를 기록하였다. A는 HVA 칼슘통로에 대한 

PT(0.3 mg/mL)의 효과를 관찰하고, N-형 칼슘통로 차단제인 ω

-conotoxin GVIA(ω-CgTx; 10 μM)에 의한 억제 변화의 기록이다. B는 

FPL64176으로 활성화시킨 L-형 칼슘통로의 PT(0.3 mg/mL)에 의한 억제

시 대표적인 이온전류의 기록이다. C는 전체 칼슘전류 중 N-형과 L-형

이 차지하는 비율. D는 ω-CgTx 처치 전․후와 FPL64176으로 활성화

된 L-형 칼슘통로에 대한 진세노사이드 PT 효과를 비교하였다. 모든 

결과는 평균 ± 표준오차로 나타내었으며, 괄호 안은 실험 사례 수(n).
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그림 14. HVA 칼슘전류에 미치는 PT fraction의 영향. A와 B는 두 번의 +10 

mV test 자극사이에 강한 탈분극(+80 mV) 자극을 가하여, 전․후 test 

자극에 의해 활성화되는 칼슘전류 변화의 대표적인 기록과 평균 값. 

C는 Rg2 및 NE에 의한 교감신경 및 부교감 신경세포에서 효과 비교. 

진세노 사이드 PT fraction(Rf, Re, Rg1, Rg2 all 100 μM). 모든 결과는 

평균 ± 표준오차로 나타내었으며, 괄호 안은 실험 사례 수(n).
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그림 15. T-형 칼슘전류에 미치는 진세노사이드 PT fraction의 영향. A는 막전

압을 -100 mV로 고정하고, test 자극을 -30 mV로 200 ms 동안 주었

을 때 나타나는 LVA 칼슘전류에 미치는 진세노 사이드 GTS와 PT

의 영향. B는 LVA 칼슘전류에 미치는 PT fraction(Rf, Re, Rg1, Rg2 

all 100 μM)의 영향을 조사. C는 LVA 칼슘전류에 미치는 진세노사

이드 PT와 PT fraction의 영향을 평균한 값. 모든 결과는 평균 ± 표

준오차로 나타내었으며, 괄호 안은 실험 사례 수(n).
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제 4장 고 찰

인삼의 주요한 생리활성 물질(physioactive component)은 인삼 사포닌

(ginseng saponin)으로 진세노사이드(ginsenoside)라 한다. 인삼이 비록 서양 

의약품에 비해 약리학적 효과가 느리고, 미묘하지만 항암(anticancer; Zhu 등, 

1995; Lee 등, 1996), 항고혈압(antihypertension; Chen 등, 1984), 항혈전

(antiplatelet; Teng 등, 1989), 항당뇨(antidiabetes; Yokozawa 등, 1991), 항스트

레스(antistress), 간기능 개선, 학습속도 향상과  허약체질 개선 등의 생리작

용을 나타내는 것으로 보고되었다.

본 연구는 수컷 쥐의 비뇨생식계를 지배하는 주골반신경절 세포에서 진

세노사이드에 의한 칼슘통로의 조절을 관찰하고, 이를 매개하는 G protein 

및 세포내 신호 전달과정을 규명하고자 하였다. 이미 서론에서 언급한 바와 

같이 주골반신경절은 자율신경계에서 유일하게 한 개의 ganglion capsule 내

에 교감 및 부교감 신경세포를 모두 포함하고 있다(Dail, 1992; Keast, 1999). 

따라서 단일 신경세포로 분리된 상태에서는 실험에 이용된 개개 세포들의 

기능적 실체를 구별하는 것이 중요한 데 다음의 몇 가지 특성들을 바탕으

로 교감 신경세포와 부교감 신경세포로 구별할 수 있었다. 첫째, 교감 신경

세포는 평균직경과 세포의 크기를 반영하는 parameter인 평균 막용량(mean 

membrane capacitance; Cm)에 있어 부교감 신경세포보다 뚜렷하게 크기 때

문에 이 값들을 측정하여 구별할 수 있다(Zhu 등, 1995). 둘째, 교감 신경세

포의 신경전달물질(카테콜아민) 합성에 관여하는 효소인 tyrosine hydroxy- 

lase(TH) 존재를 면역화학적(immunohistochemical) 염색(staining)으로 확인하
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는 방법이다. 전체 주골반신경절 세포 중에서 TH 염색에 양성인 세포가  

40∼60 %를 차지함이 보고된 바 있다(Karhula 등, 1993). 셋째, 본 실험에서 

측정된 T-형 칼슘전류의 유․무를 확인하는 방법이다. Zhu 등(1995)에 의하

면 T-형 칼슘전류를 보이는 세포는 100 % 모두 TH 염색에 양성인 교감 신

경세포이고, 반대로 T-형 칼슘전류가 보이지 않는 세포는 모두 TH 염색에 

음성인 부교감 신경세포라고 보고하였다. 본 연구에서도 먼저 각 세포군들

에 대한 진세노사이드의 영향을 확인하기 위해 주골반신경절 세포들에 대

한 동정을 하였다. 전체 세포는 낮은 막전압(-50 mV ∼ -20 mV)에서 활성

화되는 T-형 칼슘전류가 나타나는 교감신경 세포군과 부교감신경 세포군으

로 크게 나눌 수 있었다. 세포막의 넓이에 비례하는 평균 세포막 전기용량

(capacitance)은 교감신경 세포군(82±3 pF, n=50)이 부교감신경 세포군(47±3 

pF, n=54)에 비해 크게 나타났고(그림 5A), 이는 이미 보고 된 결과와 일치

하였다(Zhu 등, 1995; Karhula 등, 1993). 측정된 전류의 크기를 세포의 크기

를 반영하는 세포막 전기용량으로 보정할 경우(pA/pF), 이는 단위 면적당 

그 전류의 밀도(current density)가 된다. 그림 5B에 나타낸 바와 같이 높은 

막전압(-10 mV이상)에서 활성화되는(high-voltage activated, HVA) 칼슘전류들

의 상대적 밀도는 두 세포군 간에 유의한 차이를 보이지 않았다(p>0.05).

MPG 세포에 존재하는 HVA 칼슘전류는 인삼에 들어 있는 모든 진세노사

이드를 가지고 있는 추출물인 GTS에 의해 농도의존적으로 억제되었다. 이

러한 진세노사이드에 의한 칼슘전류의 억제효과는 adrenal chromaffin 세포

에서 보고된 것과 일치하였다(Choi 등, 2001; Kim 등, 1998; Nah, 1994). 

GTS는 PD와 PT의 두 진세노사이드 fraction으로 분리될 수 있는 데 이중 
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PT에 의해서만 칼슘전류가 억제되어 칼슘전류를 조절하는 생리활성 물질이 

PT에 주로 존재함을 알 수 있었다. 이러한 진세노사이드는 교감 신경세포

와 부교감 신경세포사이에 비슷하게 작용하는 것으로 밝혀졌다. 진세노사이

드 PT를 더 분리정제하면  Rg1, Rg2, Rg3, Rf, Re, Rh1 등의 fraction을 얻을 

수 있는 데 막전압 의존적인 칼슘전류에 미치는 효과가 각 fraction의 종류

에 따라 차이가 있음이 보고되었다(Nah 등, 1995; Kim 등, 1998; Choi 등, 

2001). 예를 들어 Nah 등(1995)은 진세노사이드 Rf만이 유의하게 

DRG(Dorsal Root Ganglion) 신경세포의 막전압 의존적 칼슘전류를 농도 의

존적으로 억제한다고 보고하였다. 그러나 본 연구에서는 진세노사이드 PT 

아형 중에 Rg2만이 유의하게 막전압 의존적 칼슘전류를 억제하는 것을 확

인하였다.

주골반신경절 세포에서 칼슘전류는 NE, Ach, adenosine, 그리고 VIP에 의

해 억제된다고 알려져 있다(Zhu 등 1995; Zhu 및 Yakel, 1997; Park 등, 

2001). 이들 신경전달물질에 의한 억제는 각각의 선택적 수용체를 활성화를 

시키고 이 수용체에 연결되어있는 여러 신호전달체계를 통해 일어난다고 

알려져 있다(Hille, 1994). 그러나 현재까지 진세노사이드가 선택적으로 작용

하는 수용체의 존재는 분자수준에서 아직까지 확인되지 않고 있다. 그럼에

도 불구하고 본 연구를 통해 얻은 결과들에 대한 다음 두 가지의 고찰은 

진세노사이드 수용체가 존재할 것이란 사실을 강력히 시사한다 하겠다. 첫

째, 진세노사이드에 의해 칼슘전류가 억제될 때 나타나는 생물리학적 현상

들을 보면 신경전달물질 수용체를 활성화시켰을 때와 같았다. 즉, 진세노사

이드의 존재 시 이온통로가 완전히 활성화(steady-state activation)되는데 걸리
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는 시간이 대조군에 비해 길어지는 현상(kinetic slowing)을 볼 수 있는데, 이

것은 실험에서 보여준 NE과 같은 신경전달물질에 의해 수용체가 활성화되

어 나타나는 막전압 의존성 억제(voltage-dependent inhibition)가 보이는 특징 

중 하나라고 알려져 있다(Elmslie 등, 1990; Ikeda, 1991). 이와 함께 또 다른 

특징 인 prepulse facilitation 현상을 관찰할 수 있었는데, 이는 강한 탈분극 

자극에 의해 GTS와 PT에 의한 칼슘전류의 억제가 회복되는 현상이다. 이러

한 결과는 진세노사이드에 의한 칼슘전류의 억제가 막전압 의존적이라고 

보고된 Nah 등(1994)의 결과와 일치한다. 둘째, 진세노사이드의 수용체가 

존재하여 활성화된다면 반드시 이 수용체에 연결된 G protein이 활성화되어

야 한다. 따라서 본 연구에서 진세노사이드에 의한 주골반신경절 세포의 칼

슘전류의 억제가 칼슘통로에 직접적인 작용에 의한 것인지 아니면 수용체

에 연결되어 있을 heterotrimeric G protein을 매개로 하여 일어나는지를 확인

하였다. 이를 위해 가수분해되지 않는(non-hydrolysis) GDP 유도체인 GDPβ

S(2 mM)를 사용하여 세포내에 투석하였다. 일반적으로 GDPβS는 세포내에 

가할 경우 Gα와 Gβγ로 이루어진 G protein의 α subunit과 결합하여 GTP

의 결합을 경쟁적으로 저해하고, 결과적으로 G protein을 매개로 하는 이온

통로의 조절을 차단할 수 있다고 알려져 있다(Holz 등, 1986; Ikeda, 1991; 

Jeong 및 Wurster, 1997). 본 연구에서도  GDPβS의 세포내 투석에 의해 진

세노사이드에 의한 칼슘전류가 의의있게 억제됨을 확인하였다. 이러한 사실

로 미루어 진세노사이드에 의한 주골반신경절 세포에서 칼슘통로의 조절은 

다른 신경전달물질과 마찬가지로 수용체에 연결된 G protein에 의해 매개된

다고 할 수 있다.
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일반적으로 신경전달물질에 의한 칼슘전류의 억제는 G protein의 네 가지 

아군들 (Gs, Gi/o, Gq/11, 그리고 G12)들 중 PTX에 민감한 Gi/o이나 PTX에 민감

하지 않은 Gq/11에 의해 주로 매개된다고 알려져 있다(Ikeda 등, 1999; Hille, 

1992; Jeong 등, 1999). 한편 Nah 등(1994)은 trigeminal ganglion 세포에서 진

세노사이드 GTS에 의한 칼슘전류의 억제가 PTX 민감성 G protein에 의해 

매개된다고 보고한 바가 있다. 또한 진세노사이드 PT의 아형 중 Rf가 

DRG(Dorsal Root Ganglion)에서 PTX 민감성 G protein을 매개로 하여 칼슘

전류를 억제한다고 알려져 있다(Nah 등, 1995). 이와 유사하게 본 연구에서

도 진세노사이드 PT에 의한 칼슘전류 억제가 PTX 민감성 G protein인 Gi/o

를 매개로 하여 일어난다는 사실을 확인하였다. PTX 민감성 Gi/o에 의해 일

어나는 칼슘전류의 전압의존적 억제 현상은 Gα와 Gβγ subunit 중에서 Gβγ가 

다른 신호전달물질(second messenger)을 통하지 않고 직접 칼슘통로에 가서 

결합함으로서 일어난다고 알려져 있다(Ikeda, 1996; Herlitze 등, 1996; Ikeda 

및 Dunlap, 1999). 따라서 진세노사이드에 의한 칼슘전류 억제도 이와같이 

세포막에 국한된(membrane-delimited) 메카니즘으로 일어 날 것으로 생각된

다. 만약 수용체의 활성 시 방출되는 Gβγ subunit를 완충시켜 칼슘통로에 

작용하지 못하도록 하는 단백질, 예를 들어 transducin이나 G protein receptor 

kinase를 과발현시켰을 때 칼슘전류의 억제가 일어나지 않는다면 Gβγ가 칼

슘통로에 작용한다는 직접적인 증거가 될 것이다(Jeong 등, 1999).

막전압의존적 칼슘통로는 약리학적 및 생물리학적 특성에 따라 N-, L-, 

P-, Q-, R- 및 T-형 등으로 나누어 진다(Fisher 및 Bourque, 1995; Foehring 및 

Armstrong, 1996; Hille, 2001). 각 아형들의 분포는 조직마다 많은 차이가 있
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으며, 같은 신경조직 내에서도 부위에 따라 차이가 있다. 이중 ω-CgTx 민

감성 N-형 칼슘통로는 중추 및 말초 신경계의 절전 신경말단(presynaptic 

terminal)으로부터 신경전달물질이 유리되는 과정에 중요한 역할을 담당한다

(Hille, 2001; Ikeda 및 Dunlap, 1999; Takahashi 등, 1999). 뿐만 아니라 N-형 

칼슘통로를 통한 칼슘유입은 세포내 칼슘에 의해 활성화되는 다른 이온 통

로들을 조절하여 막전압 변화 및 신경 흥분성을 조절하는 중요한 역할을 

담당한다(Clapham, 1995; Ikeda 및 Dunlap, 1999). Choi 등(2001)은 adrenal 

chromaffin 세포에서 진세노사이드 GTS가 ω-CgTx GVIA 민감성 N-형 칼슘

전류를 억제한다고 보고하였다. 본 연구에서도 ω-CgTx GVIA 민감성 N-형 

칼슘전류가 진세노사이드 PT에 의해 막전압 의존적으로 억제된다는 사실을 

확인하였다. 이러한 N-형 칼슘전류의 억제는 결과적으로 신경말단에서의 신

경전달물질의 유리(seccretion)나 세포의 흥분성 등을 조절할 수 있을 것이다

(Hille, 2001; Ikeda 등, 1999). L-형 칼슘통로 역시 막전압 의존성

(voltage-dependent)으로 골격근, 심장, 뇌, 망막 등에서 발견되어지고, 각각 

아형이 존재하는데 α1C, α1F, α1D 및 α1S 등이 존재한다. L-형 칼슘통

로의 경우 심근이나 평활근, 골격근 등에서 탈분극에 의해 유도되는 칼슘이

온의 유입으로 근수축을 일으키는 원동력이 되며(Darrell 및 Nikolai, 2002), 

내분비계에서는 신경전달물질의 분비에도 관여하는 것으로 보고되었다(Bell 

등, 2001). 본 연구에서 사용된 주 골반신경절 세포에도 결과에서 확인한 

바와 같이 nimodipine 민감성 L-형 칼슘통로가  15 % 정도 존재하는 것으로 

보고되었다(Park 등, 2001; Zhu 등, 1995). 일반적으로 신경세포는 여러 아형

의 칼슘통로들을 발현하기 때문에 FPL 64176이나 BayK 8644와 같은 L-형 
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칼슘전류 활성화제를 투여하여 L-형 칼슘전류의 tail 전류를 느리게 활성화

시킨 후 신경전달물질의 효과를 확인하는 방법이 알려져 있다(Jeong 및 

Wurster, 1997; Park 등, 2001; Bell 등, 2001). Choi 등(2001)이 보고한 바와 

같이 주골반신경절 세포에서도 진세노사이드 PT가 L-형 칼슘전류 역시 억

제한다는 사실을 확인하였다. 한편 실험에서 nimodipine 이나 ω-CgTx 

GVIA에 의해서도 억제되지 않는 non-L/non-N 형 칼슘전류가 약 20 % 정도 

존재하였다. 주골반신경절 세포에는 P/Q-형이 거의 없다고 보고되었기 때문

에 아마도 R-형 일 것으로 생각되며 앞으로 R-형 차단제인 SNX-482를 사

용하거나 RT-PCR 같은 방법으로 R-형 칼슘통로를 코딩하는 a1E 유전자의 

존재여부를 확인해야 할 것이다. 진세노사이드를 가하였을 때 non-L/non-N 

형 칼슘전류도 억제함으로써 진세노사이드가 모든 HVA 칼슘통로에 비선택

적으로 작용함을 알 수 있었다.

서론에서 서술한 바와 같이 낮은 막전압에서 활성화되는(low-voltage 

activated, LVA) T-형 칼슘통로는 안정막전압(resting membrane potential)인 

-60 ∼ -50 mV에서 열리는 상대적으로 낮은 역치를 가지고 있다. 이러한 

T-형 칼슘통로의 경우 신경세포에서 심장에서와 마찬가지로 pacemaker로서 

과분극(hyperpolarization) 후 나타나는 rebound burst firing, 막전압의 진동

(oscillation), 낮은 역치를 가진 활동전압(low threshold spikes)의 생성 등에 

중요한 역할을 하는 것으로 보고되었다(Huguenard 등, 1994; Huguenard, 

1996; Perez-Reyes 등, 1998). 신경전달물질에 의해 T-형 칼슘전류가 억제된

다면 세포의 흥분성의 기능적 변화를 초래할 수 있다(Lee 등, 2002; Kim 

등, 2001). 진세노사이드 PT의 각 아형들 중 Rg2만이 유의하게 α1H 아형이
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라고 보고 된(Lee 등, 2002) T-형 칼슘전류를 억제하는 것으로 나타났다.

위의 결과를 종합해보면 진세노사이드는 주 골반신경절 세포에 존재하는 

지금까지 알려진 모든 칼슘통로를 억제한다는 사실을 확인할 수 있었다. 이

러한 칼슘전류의 억제는 만약 진세노사이드의 수용체가 신경말단에도 존재

한다면 신경전달물질의 유리를 조절할 것이고, 세포체에만 존재한다면 신경

의 흥분성을 조절함으로써 주 골반신경절의 기능에 영향을 줄 것이다. 앞으

로 이러한 진세노사이드가 작용하는 수용체의 본질이 무엇인지, 또 신경세

포의 어느 부분에 발현되는 지를 확인해야 할 것이다.  또한 진세노사이드

에 의한 주골반신경절의 기능조절이 방광, 전립선, 및 음경 등과 같은 비뇨 

생식계의 기능조절에 어떠한 영향을 주는 지 그 생리학적인 의의 및 약리

학적 효과를 확인해야 할 것이다. 본 연구에서 확인한 연구결과를 바탕으로 

인삼의 효능을 다시 확인한다면 현대의약품으로의 개발도 가능할 것이라 

생각한다.
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 제 5장 결론

수컷 쥐 주골반신경절 세포에서 진세노사이드에 의한 칼슘통로의 조절에 

대한 연구결과를 요약하면 다음과 같다. 진세노사이드 GTS, PT가 주 골반

신경절 세포의 칼슘통로를 억제하는 것으로 나타났고, 교감 신경세포군과 

부교감 신경세포군 사이에 통계적으로 유의한 차이는 나타나지 않았다. 진

세노사이드 GTS와 PT에 의한 칼슘통로의 억제는 막전압 의존적 억제로 나

타났고, 진세노사이드 PT에 의한 주 골반신경절 세포에서 칼슘통로 억제는 

GDPβS의 투석에 의해 G protein이 관여하고 있음을 확인하였고, 특히 G 

protein 중 pertussis toxin에 민감한 Gi/o에 의해 매개된다는 사실을 확인하였

다. 또한 진세노사이드 PT에 의한 칼슘통로 억제에서 N-형 칼슘통로는 44 

%, L-형 칼슘통로는 36 %, 그리고 non-L/non-N 형 칼슘통로는 27 % 억제되

었다. 낮은 막전압에서 활성화되는 T-형 칼슘통로의 경우 진세노사이드 PT 

fraction 중 Rf와 Re는 거의 효과가 없었고, Rg1은 11.9 %, Rg2는 54 % 정도 

억제하였다.

 결론적으로 본 연구에서는 인삼의 주요한 생리활성 성분인 진세노 사이

드는 주골반신경절 세포에 존재하는 HVA 및 T-형 칼슘통로들을 PTX 민감

성 Gi/o protein을 매개로 하여 세포막에 국한된 전압 의존적인 메카니즘을 

통해 조절한다는 사실을 확인하였다. 본 연구에서 얻은 결과는 인삼의 효능

을 밝히기 위한 세포 및 분자수준에서의 중요한 기초이며 인삼을 현대 의

약품으로 개발하는 데 중요한 자료로 이용될 수 있을 것이다.
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Abstract

Modulation of Calcium Channels by Gensenosides in Pelvic Ganglion 

Neurons Innervating the Urogenital System

Lee, Young Soo

Dept. of Medicine

The Graduate School Yonsei University

(Directed by Professor jung woo Lee)

Pelvic ganglia, the autonomic ganglia innervating various urogenital 

organs including the urinary bladder, the prostate, and the penis, play 

physiologically important roles in autonomic reflexes such as micturition 

and penile erection. Rat major pelvic ganglia (MPG) are unique among 

autonomic ganglia in that a single ganglion capsule contains two 

functionally distinct populations, sympathetic and parasympathetic 

neurons. The purposes of the present study were ⅰ) to investigate 

whether ginseng saponin (ginsenoside) was capable of modulating Ca
2+
 

currents in male rat MPG neurons and ⅱ) to identify cellular and 

molecular mechanisms underlying modulation of Ca
2+
 currents. In this 
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regard, Ca
2+
 currents were measured using the whole-cell variant of the 

patch clamp technique in enzymatically dissociated MPG neurons. Bath 

application of ginseng total saponin (GTS, 0.3 mg/mL) significantly 

inhibited high-voltage activated (HVA) Ca
2+
 currents (43±5 %, n=10). Of 

the two main GTS fractions, protopanaxatriol (PT, 0.3 mg/mL) inhibited 

HVA Ca
2+
 currents (38±2 %, n=22), whereas protopanaxadiol (PD, 0.3 

mg/mL) exerted negligible effects (n=12). There was no significant 

difference in the effects of PT on HVA Ca
2+
 currents between 

sympathetic and parasympathetic MPG neurons. The PT-induced Ca
2+
 

current inhibition was concentration- and voltage-dependent. Modulation 

of Ca
2+
 currents by PT was almost completely abolished when MPG 

neurons were dialyzed with GDPβS (2mM, n=5) or pretreated overnight 

with pertussis toxin (PTX) (500 ng/mL, n=4). Compared with controls, 

the inhibitory effects of PT on Ca
2+
 currents were decreased after 

application of ω-conotoxin GVIA (ω-CgTx GVIA), a selective N-type Ca
2+
 

channel blocker (from 42±6 to 28±4 %, n=4). Furthermore, PT inhibited 

FPL64176-induced L-type tail currents (40±5 %, n=7) as well as 

nimodipine and ω-CgTxGVIA-insensitive non-L/non-N type currents 

(26±4 %, n=4). In sympathetic MPG neurons, PT also inhibited T-type 

Ca
2+
 currents activated at low-voltages (49±5 %, n=5). Among various 

fractions of the PT, the Rg2 was an active component in modulating 

both HVA and T-type Ca
2+
 currents. Taken together these data suggest 
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that ginsenosides modulate Ca
2+
 currents via voltage-dependent and 

PTX-sensitive pathways in male rat MPG neurons. These results may 

provide fundamental basis for understanding action mechanisms of 

ginsenosides at cellular and molecular levels.

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Key words : Major Pelvic Ganglia, Ginsenoside, Protopanaxatriol,         

            Protopanaxadiol, Ginseng, GTS, Ca
2+
 currents




