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국문 초록

구강 악안면 영역 통증 시 발현되는

이온통로의 기능

백 상 훈

서울대학교 대학원 치의학과

신경생물학 전공

(지도교수 오 석 배)

구강 악안면 영역에 통증이나 질병이 있을 때 나타나는 임상 증상이 매

우 다양하고 복잡하여 통증의 진단과 치료가 쉽지 않다. 통증은 통각을

인식하는 특별한 신경세포(nociceptor)에서 인식된다고 알려져 있고, 통

각 신경 세포에 존재하는 이온통로들이 외부의 자극을 받아서 신경 신호

를 만들기 때문에 이온통로의 기능이 통증 발현에 있어 중요하다고 알려
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져 있다. 본 연구에서는 구강 악안면 영역의 통증 중 치통과 삼차신경의

신경병증성 통증에서 발현되는 이온통로의 확인과 그 기능에 대하여 알

아보고자 하였다.

치아의 상아질에 작용하는 정수력(hydrostatic force)은 치통의 직접적

인 원인으로 오랫동안 알려져 왔다. 상아모세포가 치수에 전달된 정수압

을 전기 신호로 바꾸는 역할을 하고 있음을 확인하기 위해서, 본 연구는

단일세포 역전사 중합반응 분석과 면역형광법을 이용하여 흰 쥐로부터

분리한 상아모세포에서 신장(stretch)에 의해 활성화되는 transient

receptor potential(TRP) 이온통로의 발현을 관찰하였다. 단일세포 역전

사 중합반응 분석 결과 87%의 상아모세포에서 TRPM7의 발현을 관찰하

였으나 TRPC1(canonical 1), TRPC6(canonical 6)와 TRPV4(vanilloid 4)

는 적은 수의 상아모세포에서 발견되었다. TRPM3(melastin 3)은 본 실

험 조건에서 발견되지 않았다. 면역조직화학적 분석으로 TRPM7의 발현

을 단백질 수준에서 확인하였다.

다음으로 삼차신경의 신경병증성 통증 연구를 수행할 수 있는 흰쥐의

안와신경 결찰 모델(chronic constriction of infraorbital nerve)을 사용하

여 행동기능검사를 하였다. 악안면에서 발생하는 신경병증성 통증은 악

안면 부위를 지배하는 삼차신경을 중심으로 나타나는데, 손상된 조직이

치유된 이후에도 통증이 지속되는 것이 일반적이며, 이러한 지속적인 통

증의 발생에 말초 및 중추 신경계의 변형이 관여하는 것은 잘 알려져 있

다. 신경병증성 통증의 원인으로는 여러 가지가 있으나 칼슘 및 다른 이

온통로, 그 중에서도 과분극 또는 고리형 뉴클레오티드에 의해 활성화되

는 이온통로(이하 HCN이라 한다)가 중요한 역할을 하는 것이 보고되고

있다. 행동기능검사 대상 흰쥐에서 삼차신경절 세포를 분리한 후

Western blot 분석으로 HCN의 발현과 신경병증성 통증 모델에서CN1
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과 HCN2이 많이 분포함을 확인하였다. 안와신경의 결찰을 통한 신경병

증성 모델에서 행동 기능 검사를 통해 삼차신경에서 통각과민 증상 발

현 시 HCN 이온통로가 작용하고 있음을 확인하였고 PGE2-EP4

pathway가 HCN 이온통로의 활성을 조절함으로써 신경병증성 통증에

영향을 주고 있음을 확인하였다.

주요어 : transient receptor potential(TRP) 이온통로, 과분극 또는 고리

형 뉴클레오티드에 의해 활성화되는 이온통로(HCN), 상아모세포, 삼차신

경 신경병증성 통증



- 4 -

연구 배경

구강악안면부는 미각, 후각, 시각 기능과 음식의 저작, 연하(삼킴), 호흡

기능, 언어 및 감정 표현기능 등 여러 가지 기능을 한다(1). 이와 같이 여

러 가지 신체적 기능과 심리적 기능을 가지고 있기 때문에 인체에서 신

경의 분포가 매우 복잡하고 조밀한 부위 중에 하나이다. 구조와 기능이

다양하고 신경의 분포가 조밀하고 복잡하며, 신체적 조건뿐만 아니라 심

리적 조건에 의해서도 영향을 받기 때문에 구강악안면부에 통증이나 질

병이 있을 때 나타나는 임상 증상이 매우 다양하고 복잡한 양상을 보이

는 경우가 많다(2). 때로는 환자가 통증을 호소해도 신체적으로 아무런

이상을 발견할 수 없는 경우도 있고, 같은 질병이라도 환자에 따라서 나

타나는 증상이 아주 다를 수 있기 때문에 통증의 진단이 더욱 어렵다(3).

구강악안면 영역의 통증을 분류하면 크게 치통과 만성통증으로 나눌 수

있다. 치통은 치성, 비치성으로 구분하고 만성통증은 턱관절기능장애, 구

강작열감증후군, 삼차신경통, 긴장성 두통, 신경병증성 통증, 포진후신경

통 등이 있다(2).

치통의 가장 일반적인 원인은 충치, 치주염 등으로 치아 및 주위조직의

손상에 의한 것이기 때문에 치통의 치료는 감염되어 있는 치아구조물(종

종 건강한 상아질과 치수까지 연장된) 제거와 같은 증상치료에만 국한되

어 왔다. 인체의 다른 조직에 있어 염증에 의한 통증 치료 방법은 일반

적인 제거가 아님을 고려한다면 분자 기전의 이해와 치통의 원인을 정확

히 파악하는 치료 방법의 발전이 필요하다. 수십 년간의 연구로 정수역

학적 이론이 제시되었고 이것은 치수의 역할이 기계적인 변환기로서 작

용할 수 있다는 가능성을 제시했다(4). 이 이론에 따르면 온도의 변화는
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상아세관 내의 조직액의 움직임을 유발하며 치수내의 기계적 변환기가

이를 감지한다는 것이다. 염증 상태에서 증가된 치수압은 치아의 통증

역치를 낮춘다고 보고되고 있다(5). 하지만, 치수 내 기계적인 변화를 감

지하는 역할을 하는 분자구조물은 아직 밝혀지지 않고 있다. 치수의 가

장 바깥층에 자리한 상아모세포는 상아질의 기질을 분비함으로써 상아질

을 생성하는 세포인데 상아세관 내 연장하고 있는 세포돌기의 존재와 세

포의 위치가 상아모세포가 직접 상아질액의 움직임과 상호작용할 수 있

도록 하기 때문에, 치수 내 정수압을 파악할 수 있는 가능성을 제공한다

(6). 이런 사실들이 최근에 많은 연구자들이 상아모세포의 감각 부분의

역할에 관심을 갖게 되는 이유이다(7).

만성 통증 중 신경병성 통증은 삼차신경통, 외상후 신경병성 통증 등

이 있는데, 최근 치과 의원에서 발생하는 의원성 손상이 가장 흔한 원인

이다. 사랑니 발치, 전달마취, 안면부위의 외상, 임플란트 시술 시 외상

등으로 신경이 손상되고 그 후 신경병증성 통증이 나타난다(3). 만성 신

경병증성 통증은 손상된 조직이 치유된 이후에도 통증이 지속되는 것이

일반적이며, 이러한 지속적인 통증의 발생에 말초 및 중추신경계의 변형

이 관여하는 것은 잘 알려져 있고 여러 가지 기전으로 설명되어지지만

아직 정확한 기전은 밝히지 못하고 있다. 그 중에서도 양이온통로의 기

능이 많이 연구되고 있는데 최근 연구에서 과분극 또는 고리형 뉴클레오

티드에 의해 활성화되는 이온통로(HCN)가 중요한 역할을 하고 있음을

보여 준다(43,44).

본 연구는 상아모세포 내 기계적 변환기로서의 역할을 할 수 있는

TRP 이온통로 존재를 단일세포 중합효소 반응과 면역형광법으로 확인

하였고 안와신경의 결찰로 삼차신경의 신경병증성 통증 모델을 만들어

western blot 분석, 행동기능검사를 통해 삼차신경절 신경세포 내 HCN

이온통로의 발현 및 기능을 관찰하였다.
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CHAPTER 1

치통 시 상아모세포에 발현된

기계자극반응성 TRP 이온통로의

분포 및 기능
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국문 초록

치통 시 상아모세포에 발현된

기계자극반응성 TRP 이온통로의

분포 및 기능

백 상훈

서울대학교 대학원 치의학과

신경생물학 전공

(지도교수 오 석 배)

치아의 상아질에 작용하는 정수력(hydrostatic force)은 치통의 직접적

인 원인으로 오랫동안 알려져 왔다. 하지만, 치아 내에서 기계적 힘 전달

체는 분자생물학적으로 명확하게 밝혀지지 않고 있다. 많은 연구들이 치

수 내에서 상아모세포가 치아구조물을 만드는 일차적 기능 외에도 이차

적 기능으로 기계적 신호 전달 역할에 대해 보고하고 있다.

상아모세포가 치수에 전달된 정수압을 전기 신호로 바꾸는 중요한 역할

을 하고 있음을 확인하기 위해서, 본 연구는 단일세포 역전사 중합반응
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분석과 면역조직화학적 검사를 이용하여 흰 쥐로부터 분리한 상아모세포

에서 신장(stretch)에 의해 활성화되는 transient receptor potential(TRP)

이온통로의 발현을 관찰하였다.

87%의 상아모세포에서 TRPM7의 발현을 관찰하였으나

TRPC1(canonical 1), TRPC6(canonical 6)과 TRPV4(vanilloid 4)는 적은

수의 상아모세포에서 발견되었다. TRPM3(melastin 3)은 본 실험 조건에

서 발견되지 않았다. 면역형광법으로 TRPM7의 발현을 단백질 수준에서

확인하였다.

기계자극반응성 TRP 이온통로의 발현은 상아모세포의 기능을 뒷받침

하는 분자생물학적 증거를 제시한 것으로 TRPM7이 Mg²⁺의 항상성 유

지 역할을 하는 kinase 기능을 갖는 기계자극반응성 이온통로이므로, 상

아모세포에 발현된 TRPM7도 상아질 형성 시 광화작용에 기여할 것이

라 예상된다.

주요어 : TRP 이온통로, 상아모세포, TRPM7, Single-cell RT-PCR,

치통, 광화
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I. 서론

치통에 의한 구강악안면 영역의 불편함과 삶의 질 저하에도 치통을 설

명하는 분자세포 병태생리학은 여전히 연구가 진행되고 있다(6). 분자 기

전에 대한 이해 부족으로 치통의 치료는 감염되어 있는 치아구조물(종종

건강한 상아질과 치수까지 연장된) 제거와 같은 증상치료에만 국한되어

있다. 인체의 다른 조직에 있어 염증에 의한 통증 치료 방법은 일반적인

제거가 아님을 고려한다면 분자 기전의 이해와 치통의 원인을 정확히 파

악하는 치료 방법의 발전은 중요하다.

온도에 반응하는 TRP(transient receptor potential) 이온통로의 존재와

치통의 일차 구심성 신경세포에서 유해한 온도 자극 수용기의 역할에 대

해 보고한 바 있다(8). 하지만, 유해성 온도 자극이 신경 말단에서 전기적

으로 변환되는 현상만으로 air puff와 probing 같은 무해한 기계적인 자

극에 의한 순간적인 통증을 설명할 수 없다(9). 커지는 정수압에 의해 악

화되는 만성 치수염 환자의 맥동하는 통증은 기계적인 압력 수용기의 존

재를 시사한다(10).

수십 년간의 연구가 정수역학적 이론을 만들었고 이것은 치수의 역할이

기계적인 변환기로서 작용할 수 있다는 가능성을 제시했다(8). 이 이론에

따르면 온도의 변화는 상아세관 내의 조직액의 움직임을 생성하여 치수

내의 기계적 변환기가 이를 감지하게 된다. 치아 우식 또는 마모에 의

해 상아세관이 노출되면, 미세한 온도 변화에 의한 상아세관 내 세관액

의 과한 움직임이 발생하여 갑작스런 강한 통증이 생기게 된다(9). 염증

상태에서 증가된 치수압은 치아의 통증 역치를 낮춘다고 보고되고 있다

(10). 그러나, 치수 내 기계적인 변화를 감지하는 역할을 하는 분자구조물
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은 아직 밝혀지지 않고 있다.

상아모세포는 치수의 가장 바깥에 위치하며 칼슘 기질을 분비함으로써

상아질을 생성하는 세포이다. 상아세관 내부까지 이어지는 상아모세포돌

기의 존재와 위치적 특성은 상아모세포가 직접 상아질액의 움직임에 반

응할 가능성을 시사한다(6). 그리고, 치수의 가장 바깥층에서 간극결합

(gap junctions)으로 서로 연결되어 있는 상아모세포의 단일층은 치수

내 정수압을 파악할 수 있는 적절한 위치를 제공한다. 이런 사실들이 최

근에 많은 연구자들이 상아모세포의 감각 부분의 역할에 관심을 갖게 되

는 이유이다(4). 막전압의존성 이온통로와 리간드의존성 이온통로의 존재

를 확인해 준 연구들이 상아모세포의 흥분성을 뒷받침하고 있다(5,7,11,12).

최근의 한 연구에서는 따르면, 골세포에서 유체의 전단응력을 탐지하는

역할을 하는 일차 섬모가 상아모세포에도 발현되는 것을 확인하였으며

(13), 이는 상아모세포가 기계적 자극에도 반응할 수 있음을 암시하였다

(14). 그러나, 상아모세포에서의 기계적인 힘의 변환기 역할을 하는 분자

는 아직 밝혀지지 않았다. 이 연구에서는 상아모세포에서 기계적인 변환

기 역할을 할 수 있는 TRPC1(canonical 1), TRPC6(canonical 6),

TRPV4(vanilloid 4), TRPM3(melastatin 3) 그리고 TRPM7(melastatin7)

같은 기계적 자극에 반응하는 TRP 이온통로의 유무를 확인하려고 하였

다.
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II. 실험재료 및 방법

1. 상아모세포의 분리

성숙된 Sprague-Dawley 쥐(200-400 g, 한국 오리엔탈 바이오, 성남, 한

국)로부터 상아모세포를 분리하였으며(15), 본 연구에서 수행한 동물 실험

은 서울대학교 치의학대학원 실험동물위원회의 승인을 얻었다. 경추탈골

로 희생된 흰 쥐에서 5-10분 이내 상하악 절치를 발거하고 차가운(3-5

℃) extracellular saline(ECS)에 보관하였다. 주위 연조직을 모두 제거한

후, diamond disc를 이용하여 500 μm 두께의 횡절편을 만들었다. 치아

절편들은 2 ml 표준 효소 용액에서 37 ℃로 30분간 배양했고 지름의 크

기가 순차적으로 감소된 파스퇴르 파이펫을 사용하여 치아 절편 현탁액

을 추출하였다. 추출된 현탁액을 원심 분리하고(1000 rpm, 5분), 다시 배

양하여 poly-Ｌ-lysine 으로 코팅된 유리 덮개슬립에 올려붙이고 사용하

기 전까지 3-5 ℃에 보관하였다. ECS 는 140 NaCl, 3 KCl, 1 CaCl₂, 1

MgCl₂, 10 HEPES (in mM) 으로 구성되었고 NaOH로 pH 7.3-7.4에

적정하였다. 표준 효소 용액은 Ca²⁺ 와 Mg²⁺가 없는 ECS에 collagenase

IA(3 mg/ml, Roche)와 protease I(0.25 mg/ml, Roche) 로 구성되었다.

2. 단일 세포 역전사 중합효소 연쇄 반응(Single cell

reverse transcription-polymerase chain reaction,

scRT-PCR)

끝부위가 약 20 ㎛ 직경인 tip을 가진 patch pipette으로 목표 세포를
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흡입하고 역전사 시약을 함유한 반응 튜브에 넣었다(8,15). 역전사 반응

(reverse transcription, RT)은 37 ℃에서 1시간 동안 진행되었다. RT후

분리된 얻은 cDNA를 2 μl씩 부분표본으로 사용하여 PCR을 진행하였다.

모든 PCR 증폭들은 nested primers(Table 1)와 함께 시행되었다. 제 1차

반응은 0.2 mM dNTPs, 0.2 μM "outer" primers, 4 μl 역전사 산물, 그

리고 0.2 μl platinum Taq DNA polymerase(Invitrogen)를 함유한 50 μl

의 연쇄반응 용액에서 시행되었다. 95 ℃에서 5분간의 초기변성 후 변성

과정 95 ℃에서 40초, 풀림과정 55 ℃에서 40초, 연장과정 72 ℃에서 40

초의 순환을 35회 반복한 후 연장과정을 7분 진행하여 연쇄반응을 하였

다. 2차 반응을 위한 연쇄반응 용액(20 μl)은0.2 mM dNTPs, 0.2 μM

"inner" primers, 제 1차 반응의 결과물 5 μl 를 혼합하여 사용하였고 프

로토콜은 제 1차 반응과 동일하게 진행되었다. 2차 연쇄반응 산물은

ethidium bromide가 염색된 2% agarose gel에서 100V의 조건에서 40분

동안 전기영동 후 가시화되었다.

3. 면역세포형광법

유리 덮개 슬립에 올려놓은 상아모세포는 4% paraformaldehyde

(Biosesang)에 10분 동안 고정되었고 phosphate buffered saline(PBS)로

10분 동안 3회 세척했다. 세포들은 상온에서 1시간 동안 blocking

solutions(5% Normal Donkey Serum, 5% Fetal Bovine Serum, 2%

Bovine Serum Albumin)으로 처리했다. 그 후 4 ℃에서 goat polyclonal

anti-TRPM7 (1:1000; Abcam)와 반응시켰다. 다시 PBS로 3회 씻어 내

고 상온에서 2시간 동안 FITC-conjugated donkey anti-goat (1:200;

Jackson) 와 반응시켰다. PBS 로 세척한 후 이 조직에 Vectashield

mounting media(Vector Laboratories)를 올린 후 표본을 제작하고

confocal microscope (LSM7 Carl Zeiss)로 관찰하였다.
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Table 1. List of Primers Used
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III. 연구 결과

1. 상아모세포의 분자 생물학적 확인

연속된 효소 처리와 기계적인 분리로 15-25 ㎛ 직경의 구형의 모습에

긴 세포돌기가 있는 세포를 추출하였다. stretch-activated TRP channel

subfamily와 dentin sialophosphoprotein(DSPP)의 mRNA의 발현을 관찰

하기 위한 단세포 역전사 중합효소 연쇄반응 분석을 위해 위에 묘사된

형태의 세포들을 모았다(16). 수집된 대부분의 세포들은 DSPP 에 양성이

었고, DSPP 반응이 부족한 소량의 세포들은 상아모세포가 아닌 것으로

추정하였다. DSPP 반응을 보인 세포들만 신장(stretch)에 의해 활성화되

는 TRP 이온통로의 분포 정도를 계산하는데 사용하였다.

2. 기계자극반응성 TRP 이온통로에 대한 Single cell

RT-PCR 분석

단세포 역전사 중합효소 연쇄반응산물의 전기영동으로 상아모세포에서의　

TRP 채널의 분포 정도를 관찰하였다. TRP 채널의 canonical subfamily

인 TRPC1는 30.6%(n=11/36), TRPC6는 16.7%(n=5/30) 정도 관찰되었

다. 삼투압 증가로 의한 세포 볼륨 변화에 따라 활성화가 되는 것으로 알

려진 TRPM3(n=0/21)와 TRPV4(10.3%,n=3/29)는 거의 관찰되지 않았다.

대조적으로 TRPM7은 대다수의 상아모세포에서 관찰되었다

(86.2%,n=25/29) (Figure 1).



- 16 -

3. 상아모세포에서의 TRPM7 면역화학적 분석

면역화학적 분석으로 상아모세포의 TRPM7 단백질 발현을 관찰하였다

(Figure 2). 4’,6-diamidino-2-phenylindole(DAPI)로 염색하여 기저부의

핵이 존재하는 것을 확인하였고 (Figure 2A and B), 이것은 기존에 발

표된 상아모세포의 외형적 모습의 표현과 일치하였다(15). 단세포 역전사

중합효소 연쇄반응 결과와 일치하게 대다수의 상아모세포는 TRPM7에

결합하는 다중클론성 항체에 염색되었지만(70.0%, n=7/10, Fig.2D, 화살

표), 상아모세포의 일부는 염색되지 않았다(Figure 2D, 화살표 머리).
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Figure 1. Single-cell RT-PCR analysis for stretch-activated TRP
channels expression
Typical gels from nine individual odontoblasts by single cell

RT-PCR showing expression of TRPC1, TRPC6, TRPM3, TRPM7,

TRPV4 and DSPP. Lane 10 is the RT-PCR result of dental pulp

extract used as the positive control. Predicted product sizes are 197

bp (TRPC1), 200 bp (TRPC6), 205 bp (TRPM7), 204 bp

(TRPM3), 372 bp (TRPV4), 408 bp (DSPP), respectively. Numbers

in parenthesis indicate the number of samples in each group. CTR:

control, DSPP: dentin sialophosphoprotein.
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Figure 2. Immunohistochemical analysis of TRPM7 expression in
odontoblasts.

A representative odontoblasts stained with antibody against TRPM7

(A) and a nucleus stained with 4’,

6-diamidino-2-phenylindole(DAPI) (B) DIC image (C) and overlay

(D). Arrows indicate examples of TRPM7 expressing odontoblasts.

Arrowheads show odontoblasts without detection of TRPM7. Scale bar

indicates 20 μm.
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Ⅳ. 고찰

최근 발표되는 많은 증거들이 상아모세포가 치아의 감각 기능에 관여할

가능성이 있다는 것을 보여주고 있다. 이 실험은 상아모세포의 감각 기

능에 기여할 것으로 예상되는 기계자극 반응성 TRP 이온통로의 존재를

연구하였다. 단세포 역전사 중합효소 연쇄반응과 면역형광법 분석은 흰

쥐의 절치에서 분리한 상아모세포에 TRPM7, TRPC1, TRPC6, TRPV4

의 존재를 밝혔으나 대조적으로 본 실험조건에서는 TRPM3는 발견되

지 않았다.

TRP 이온통로는 세포내 다양한 물리적, 화학적 자극의 변환기로서 광

범위하게 알려졌다(17). 최근 몇 년 동안 기계적 인장도의 세포 감지에 있

어 TRP 이온통로의 역할에 관심이 높아지고 있다. 세포막 분리법, 면역

학적 분석, 전기생리학적 기록을 사용한 광범위한 연구는 TRPC1(18)과

TRPC6(19)가 신장에 의해 활성화되는(stretch-activated) cation

channel(SAC)임을 제시했다. TRPM7의 기계자극 반응성도 많은 연구에

서 밝혀졌다. HeLa 세포에서 발현된 TRPM7의 단일 이온통로 기록은

TRPM7이 직접적인 인장의 유발에 의해 활성화됨을 보여 주었으며(20),

유체 흐름의 전단응력은 혈관 근육세포의 TRPM7 전류를 증가시키기도

하였다(21). 최근 연구에 의하면 TRPM7을 유전적으로 제거한 Zebrafish

돌연변이가 접촉에 무반응 하는 결과로 TRPM7 의 기계적 감각 역할을

뒷받침하고 있다(22). 삼투압 변화에 따른 세포 부피 변화와 세포막 신장

은 TRPM7(23) 뿐만 아니라 TRPV4(24), TRPM3(25)도 활성화시키는 것이

입증되었다. 상아모세포에서 신장에 의해 활성화되는 TRPM7, TRPC1,

TRPC6, TRPV4의 존재는 이 채널들이 상아모세포에서 기계적 자극의
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변환기로서의 역할을 하고 있다는 것을 시사하며, 결국 상아모세포가 기

계적 자극의 수용기로서 역할을 한다는 것을 증명하고 있다. 대다수의

상아모세포에서 TRPM7의 발현은 TRPM7이 상아모세포의 전체 집단에

서 기계적 자극의 변환기로서 역할을 할 것이라는 것도 시사한다. 대조

적으로, TRPC1, TRPC6, TRPV4는 적은 부분의 상아모세포에서만 발현

되었다. 상아모세포에서의 TRPC1, TRPC6, TRPV4의 차등적인 발현의

생리적인 역할은 아직 명확하지 않다. 신장에 의해 활성화되는 이온통로

의 차등적인 발현에 따른 상아모세포의 기계감각적 기능에 대한 연구 및

비교는 TRPM7, TRPC1, TRPC6, TRPV4 의 기능적 연관성에 대한 더

자세한 정보를 제공해 줄 것으로 생각된다. TRPC1, TRPC6와 TRPV4의

상호작용이 통각과민 및 유해수용기 감작을 조절하고 있다는 것이 보고

되기 때문에 염증 상황에서 상아모세포의 TRPC1, TRPC6, TRPV4의 발

현이 증가하는지 관찰해 볼 필요가 있다(26).

기존의 한 연구에서 신생 흰쥐의 치수 세포를 in vitro상에서 분화시켜

얻은 상아모세포에서 TRPV1, TRPV2, TRPV4, TRPM3의 존재를 증명

하였다(27). 성숙한 흰쥐에서 분리한 상아모세포의 역전사 중합분해 효소

측정법을 사용한 최근 연구에서는 TRPM3의 존재는 관찰하지 못했으며

TRPV4의 매우 제한된 발현을 관찰하였다. 본 실험 또한 흰쥐 상아모세

포에서 TRPV1과 TRPV2을 관찰하지 못했으며, 이러한 결과적 차이는

실험조건의 차이 때문일 것이다.

최근 연구 결과가 상아모세포의 기계감각 기능의 가능성을 강하게 주장

하지만, 상아모세포의 기능적 역할에 대한 자료의 부족으로 인해 기계적

자극에 따른 상아모세포의 활성을 결론내리기에는 아직 결정적인 증거가

부족하다. 또한, 상아모세포에 발현된 기계자극 반응성 TRP 채널의 유

해자극수용기 기능을 뒷받침하려면 ‘상아모세포가 어떻게 감각 정보를
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인접한 감각신경 말단에 전달하는가?’ 에 대한 설명이 필요하다. 상아모

세포에서 다양한 막전압의존성 이온통로의 발현은 상아모세포의 흥분성

을 뒷받침하며(28,29), ATP의 신경 적용 시 유해방어성 행동을 보이는 것

은 ATP가 신경 전달 물질임을 시사하고 있다(30). 하지만, 상아모세포로

부터 감각신경으로의 신경 전달 과정은 아직 밝혀지지 않았다.

세포 내 Mg²⁺ 흡수 경로로서의 TRPM7의 기능(31)과 Mg²⁺이 상아질의

광화에 결정적인 금속임을 고려할 때(32), 상아모세포에 광범위하게 발현

되는 TRPM7은 이차 상아질 형성에 역할을 할 수도 있다. 이차 상아질

은 생리적 조건에서 어떤 자극 물질 없이도 치아의 맹출 후 평생을 통해

형성되는 상아질이다. 정확한 기전은 불명확하지만, 용액성 응력이 골 형

성을 유도하는 것과 같이 용액성 응력에 의한 상아모세포의 활성화가 상

아질 형성에 기인할 수도 있다는 것이 제시되었으며(33), 역동적 정수압이

치수 줄기 세포의 상아모세포로의 분화를 유도하는 사실도 보고된 바 있

다(34). 기능적 실험 자료의 보충이 요구되지만, 상아질 용액의 움직임에

의한 TRPM7의 활성화는 Mg²⁺을 내부로 유입시키고, 이것이 상아질을

광화할 것이다. 게다가, TRPM7은 C-말단에 효소적으로 활성화되는

kinase가 융화되어 있는 독특한 이온 채널로(35,36,37) kinase domain 은 상

아질의 초기 광화 과정에 필요한 alkaline phosphatase 활동을 조절할 수

도 있다. 이 경우 TRPM7은 이차상아질 형성에 이중의 역할을 하고 있

는 것으로 상아질 용액의 움직임 또는 삼투압 응력에 의한 기계적 자극

에 반응하여 Ca²⁺와 Mg²⁺을 그의 이온통로를 통해 유입시키고 kinase

활성에 의해 인산기(phosphate)를 가용화할 것이다. 상아질 형성에 있어

상아모세포에 발현된 TRPM7 의 기능적 역할을 연구해 봄이 바람직할

것이다.

이 연구에서 활용한 단일 세포 역전사 중합 효소 분석은 상아모세포에
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서의 불균일한 mRNA 발현을 보여 주었다. 기계자극반응성 TRP 이온통

로 중 발현량이 가장 높았으나 모든 상아모세포에서 TRPM7 이 발견된

것은 아니다. 이런 불균일성에 대한 이유는 명확하지 않다. 치수 천장 또

는 벽 같은 상아모세포의 차등적인 위치, 또는 근처 신경 말단과의 상호

작용이 이런 다른 모습의 표현에 기여할 수도 있다. 그럼에도 불구하고,

TRPM7 또는 다른 기계자극반응성 TRP 이온통로의 활성화에 의해 발

생한 상아모세포 일부 집단의 탈분극은 서로 간극결합으로 연결된 모든

다른 상아모세포에 전달될 수도 있다(38). 향후에 배양한 치아 절편에서

생존한 상아모세포를 대상으로 한 생세포 이미징은 실제 조직에서도 상

아모세포간의 탈분극 전달이 사실임을 결정하는 데 도움이 될 것이다.

본 연구에서는 단세포 역전사 중합효소 연쇄반응산물 분석을 통해 상아모

세포에서의 기계자극 반응성 TRP 이온통로인 TRPM7, TRPC1, TRPC6

그리고 TRPV4 의 발현을 입증하였다. 흰쥐 상아모세포의 대부분에서

TRPM7 이 발견되었지만, TRPC1, TRPC6, TRPV4 의 발현은 일부 상

아모세포에만 국한되었다. 다양하게 발현된 TRP 이온통로 subtypes의

기능적 영향은 명확하지 않다. 신장에 의해 활성화되는 이온통로로서

kinase 역할을 하는 특징과 Mg²⁺의 항상성에 기여하는 특징으로 미루어

볼 때 TRPM7의 잠재적인 역할은 이 채널이 치통 또는 상아모세포에

의한 상아질층의 광화에 매우 중요한 역할을 할 수도 있다는 사실을 뒷

받침한다. 상아모세포에서 발현된 TRPM7과 다른 신장에 의해 활성화되

는 이온통로의 기능적 역할에 대한 연구는 상아모세포의 생리적 기능에

대한 이해에 도움이 될 것이다.
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- ABSTRACT -

Single cell RT-PCR and

immunocytochemical detection of

mechanosensitive transient receptor

potential channels

in acutely isolated rat odontoblasts

Sang-hoon Baek, D.D.S., M.S.D.

Major in Neurobiology,
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Seoul National University

(Directed by Professor Seog Bae Oh, D.D.S.,

M.S.,Ph.D.)

Objective: Hydrostatic force applied tooth pulp has long been

suspected to be the direct cause of dental pain. However, the
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molecular and cellular identity of the transducer of the mechanical

force in teeth is not clear. Growing number of literature suggested

that odontoblasts, secondary to its primary role as formation of tooth

structure, might function as a cellular mechanical transducer in teeth.

Design: In order to determine whether odontoblasts could play a

crucial role in tranduction of hydrostatic force applied to dental pulp

into electrical impulses, current study investigated the expression of

stretch-activated transient receptor (TRP) channels in acutely isolated

odontoblasts from adult rats by single cell reverse transcriptase

polymerase chain reaction and immunocytochemical analysis.

Results: As the results, expression of TRPM7(melastatin 7) was

observed in majority(87%) of odontoblasts while mRNAs for

TRPC1(canonical 6) and TRPV4(vanilloid 4) were detected in small

subpopulation of odotoblasts. TRPM3(melastin 3) was not detected in

our experimental set-up. Immunocytochemical analysis further

revealed TRPM7 expression at protein level.

Conclusion: Expression of the mechanosensitive TRP channels

provides additional evidence that supports the sensory roles of

odontoblasts. Given that TRPM7 is a mechanosensitive ion channel

with a kinase activity that play a role in Mg²⁺ homeostasis, it is
possible that TRPM7 expressed in odontoblasts might play a central

role in mineralization during dentin formation.

Keywords: TRP channels, Odontoblasts, TRPM7, Single cell RT-PCR,

Dental Pain, Mineralization
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CHAPTER 2:

신경병증성 통증 시 삼차신경절

신경세포에서의 과분극 또는 고리형

뉴클레오티드에 의해 활성화되는

이온통로(HCN)의 역할
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국문 초록

신경병증성 통증 시 삼차신경절

신경세포에서의 과분극 또는 고리형

뉴클레오티드에 의해 활성화되는

이온통로(HCN)의 역할

백 상 훈

서울대학교 대학원 치의학과

신경생물학 전공

(지도교수 오 석 배)

치과 치료 중 발생하는 의원성 손상(사랑니 발치, 전달마취, 안면부위의

외상, 임플란트 시술 시 외상 등)으로 신경이 손상되면 그 후 신경병증

성 통증이 나타나는데, 신경병증성 통증은 악안면 부위를 지배하는 삼차

신경을 중심으로 나타나고 손상된 조직이 치유된 이후에도 통증이 지속
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되는 것이 일반적이다. 통증의 원인으로는 여러 가지가 있으나 칼슘 및

다른 이온통로, 그 중에서도 과분극 또는 고리형 뉴클레오티드에 의해

활성화되는 이온통로(이하 HCN이라 한다)가 중요한 역할을 하는 것으

로 보고되어 있다.

삼차신경의 신경병증성 통증에서의 HCN의 발현과 기능을 연구하기

위해 본 연구는 흰쥐의 안와신경 결찰 모델(chronic constriction of

infraorbital nerve)을 사용하여 행동기능검사를 하였고, 행동기능검사

대상 쥐에서 삼차신경절 세포를 분리한 후 Western blot 분석으로 HCN

의 발현을 관찰하였다.

Western blot 분석을 통해 신경병증성 통증 모델에서 HCN1, HCN2의

발현량이 증가하는 것을 관찰하였다. 행동기능검사를 통해 신경병증성

통증 모델에서 통각의 역치가 낮아지는 것을 확인하였고, 정상 모델에서

cAMP에 의해 통각의 역치가 낮아지고 cAMP와 HCN blocker인

ZD7288를 함께 적용한 경우 역치가 재상승되는 것을 관찰하였다. 정상

모델에서 프로스타글란딘(PGE2)에 의해 통각의 역치가 낮아지고 PGE2

와 ZD7288을 함께 적용시 역치의 재상승을 관찰할 수 있었고, PGE2에

의해 낮아진 통각 역치가 EP4 길항제인 AH23848를 함께 적용 시 역치

가 재상승되는 것도 관찰하였다. 위 실험의 결과로 삼차신경의 신경병증

성 통증에서 HCN 이온통로는 통증 발현에 있어 중요한 역할을 하며, 프

로스타글란딘에 의한 염증성 통증에서도 HCN 이온통로가 PGE2-EP4

기전을 통해 관여하고 있음을 확인할 수 있었다.

주요어 : 과분극과 고리형 뉴클레오티드에 의해 활성화되는 이온통로

(HCN), 삼차신경 신경병증성 통증, 행동기능검사, western blot, 프로스

타글란딘
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I. 서론

신경병증성 통증(neuropathic pain)은 국제통증연구학회의 정의에 의하

면 ‘신경계의 일차적인 병소나 기능장애에 의해 발생한 통증’으로 되어있

다. 침해수용성 통증을 전달하는 과정에서 신경단위를 과민하게 만들어

주어서 생기게 되는 통증으로, 자발적인 통증, 온도 통각과민(thermal

hyperalgesia), 기계적 이질통(mechanical allodynia) 등을 특징으로 한다

(39,40).

신경병증성 구강안면 통증은 삼차신경통, 외상후 신경병증성 통증 등이

있는데, 최근 치과 의원에서 발생하는 의원성 손상이 가장 흔한 원인이

다. 사랑니 발치, 전달마취, 안면부위의 외상, 임플란트 시술 시 외상 등

으로 신경이 손상되면 그 후 신경병증성 통증이 나타난다(3,41). 만성 신경

병증성 통증은 손상된 조직이 치유된 이후에도 통증이 지속되는 것이 일

반적이며, 이러한 지속적인 통증의 발생에 말초 및 중추신경계의 변형이

관여하는 것은 잘 알려져 있으나, 아직 정확한 기전은 밝히지 못하고 있

다. 이소성 신경 활성(ectopic nerve activity), 전환(transduction), 이온통

로의 기능(channel function), 교감신경성 활성, 사이토카인, 중추성 감작

화와 신경 가소성(central sensation and plasticity), 중추성 하향억제계

결함 등의 여러 가지 기전이 소개되고 있는데, 이 중에서도 이온통로의

기능이 많이 연구되고 있다(42). 지금까지 Na⁺ 통로, K⁺ 통로, 및 Ca²⁺ 
통로가 큰 관심사였으나, 최근 연구에서는 hyperpolarization-activated

cyclic nucleotide-gated(HCN) c이온통로가 신경병증성 통증에 중요한

역할을 하고 있음을 보여주고 있다(43,44).

HCN 이온통로는 막전압에 의해 활성화되는 칼륨 이온통로의 상위분류
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(superfamily)이다. 중앙에 위치한 기공 주위에 배열된 4개의 아단위로

구성된 복합체이고 한 개의 단위체는 6개의 막통과 부분으로 구성되어

있다(39,45,46).

심장과 신경계에서 발현되는 4가지 아단위(HCN 1-4)가 밝혀져 있으며,

가장 많이 발현되는 아단위는 HCN1으로 척수후근신경절의 중간 크기

이상의 신경세포에서 가장 많이 발현되며, HCN2도 HCN1보다 적지만

다양한 신경세포에서 발현되고 있다. HCN3,4는 HCN1,2보다 발현 정도

가 적다(45,46). HCN 통로에서 발생하는 전류를 Ih 라 하는데, -60 ∼ -90

mV의 막전압 범위에서 활성화되고 생리적 상태에서 약 –30 mV의 역

전 전압을 가지며, Cs⁺ 에 의해 억제된다(47). 이 이온통로의 조절을 통

해 흥분성 세포는 자발적 흥분을 일으키며, Ih 는 활동전압의 빈도를 결

정하는 데 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있을 뿐만 아니라 심장의

박동 조율기(pacemaker) 세포와 자발적으로 활동하는 신경세포의 주기

적인 활동의 조절에 중요한 역할을 한다(48).

Ih 의 활성화는 과분극에 의해 이뤄질 뿐만 아니라, cyclic adenosine

monophosphate(cAMP)가 이온통로의 세포내 cAMP 결합 부위에 직접

결합함으로 활성화되기도 한다. 이러한 Ih 활성화 특성에 근거하여 이

통로를 과분극 또는 고리형 뉴클레오티드에 의해 활성화되는 이온통로

(HCN)라고 하였다(49). 포유동물의 HCN 이온통로 군에는 4가지 이온통

로가 존재하는데, 과분극에 대해 HCN1이 가장 빠른 활성화 속도를 보이

고 있으며, HCN2와 HCN3이 그 다음이고, HCN4는 상대적으로 가장 느

리게 활성화된다(50). cAMP 에 대한 반응 정도를 보면 HCN2와 HCN4는

민감하게 반응하는 반면, HCN1과 HCN3은 거의 반응하지 않는다(51).

Ih 는 몇몇의 중추계 신경세포와 일차 유해성 신경세포에서 매우 중요

하다. HCN1, 2는 일차 체성감각 신경세포에서 강하게 발현되는 형태이
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다. 큰 무해성 감각 신경세포는 HCN1에 기인하는 fast, c-AMP

insensitive Ih 를 나타낸다. HCN1은 대부분의 유해 수용기인 작은 신경

세포에서 기능적으로 발현되지 않으며, HCN1의 억제는 통증 조절에 큰

영향을 미치지 못 한다. 대부분의 작은 신경세포에서 Ih 는 느리고 세포

내 cAMP 에 예민하게 반응하는데, 이것은 염증성과 신경병증성 통증에

서 중요한 역할을 하는 이온통로임을 입증하는 것이다(50,52).

흰쥐의 신경결찰 모델 실험에서 HCN “pacemaker” 이온통로는 접촉과

연관된 통증과 손상된 척수후근신경절에서 기인한 자발적 신경 방전에

역할을 하는 것으로 알려졌다. 신경 손상은 큰 지름의 척수후근신경절

신경세포에서 pacemaker 전류를 증가시키고, pacemaker 유도 자발적 활

성화 전압을 발생시킨다. ZD7288(특정 억제제)를 사용한 HCN 활성화의

약물적 차단은 가벼운 접촉에 대한 과민성을 줄여주고, Aβ 와 Aδ 섬유

에서 기원하는 점화 주파수를 줄여주었다(53).

염증 산물로서 통증 과민 현상을 야기하는 prostaglandin E2(PGE2)는

세포내 cAMP 농도를 증가시키는데(54), PGE2 수용채인 EP4 수용체가

차단된 경우 세포내 cAMP 농도의 증가는 관찰되지 않았고, EP4 수용체

가 감각 신경세포에서 확인되었다(55,56). 본 실험에서는 신경병증성 통증

에서 HCN의 역할과 HCN의 PGE2-EP4 경로를 통한 역할을 알아보았

다.

삼차신경절에 발현하는 HCN 이온통로가 구강악안면 영역의 통증 기전

에 기여하는 분자생물학적 및 생리학적 기전은 설명된 바가 없다. 본

실험에서는 안와신경 결찰 모델을 사용하여 신경 손상 후 발생하는 통각

과민을 관찰하고 HCN 이온통로의 발현 여부와 분포 정도를 Western

blot으로 확인하였고 cAMP, ZD7288, prostaglandin, AH23848의 처리로

행동기능검사를 시행하여 HCN 이온통로의 역할과 특성을 연구하였다.
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II. 실험재료 및 방법

1. 동물과 수술

본 연구에서 수행한 동물 실험은 서울대학교 치의학대학원 실험동물위

원회(IACUC)의 승인을 얻었으며 동물 처리는 International Association

for the Study of Pain 의 규정에 따라 시행되었다. 실험에 사용한 흰쥐

(Sprague-Dawley, 체중 200-250 gm, Orientbio)와 TRPV1 knockout

mice(Jackson Lab)는 교내 시설에서 사육하였다. 동물은 실험 전 적어도

1주일동안 동물 사육 시설에서 길들여졌고(12:12 시간, 밤낮 주기) 임의

적으로 물과 음식에 접근하도록 하였다.

수술 시에는 같은 부피의 ketamine (100 mg/ml)와 xylazine (20

mg/ml) 혼합물(0.5 ml/kg, i.m)로 마취하였으며, Imamura 등의 기존 술

식에 기초하여 안와신경의 손상 술식을 시행하였다(64). 절개는 제 1 대구

치의 협측 치은 선을 따라 1 cm 길이로 시행되었다. 주위 조직에서 약

0.5 cm 정도의 안와신경(10N, infraorbital nerve)을 분리하였고, 안와신

경을 느슨하게 두 매듭(5-0 chronic gut)으로 묶었으며, 절개선은 4-0

silk를 사용하여 봉합하였다(57,58). sham 수술은 안와신경 매듭 없이 시행

되었다.

2. 행동기능검사(Behavior test)

기계적 이질통의 발현을 관찰하기 위해 von Frey filament를 이용한 자

극과 air-puff를 이용한 자극으로 동물실험을 실시하였다. von Frey

filament를 이용한 실험은 다음과 같이 진행하였다. 흰쥐를 투명한 원통
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실험 장치에 넣고 von Frey hair로 ION 영역인 코털 패드(vibrissa pad)

의 중앙부를 자극하고 반응을 기록하였다. von Frey hair의 만곡과 함께

신속한 회피반응이 있을 시에 유효한 통증반응으로 기록하였다.

기계적 이질통은 Ahn 등의 방법에 따라 자유롭게 움직이는 흰 쥐에게

air-puff(4 sec, 10 sec intervals)를 10회 연속으로 적용하여 피하는 행동

을 관찰하였다(65). Air-puff 압력의 강도와 간격은 pneumatic pump

module (Harvard Apparatus)로 조절하였으며, air-puff는 26-gauge 금

속관(length, 10 cm)을 통해 피부에서 1 cm 떨어져 90° 각도로 적용하였

다. 역치는 각 실험동물에서 시도 중 50%로 머리를 피하는 air-puff 압

력으로 정하였다. Air-puff의 최대 적용 압력은 40 psi이었으며, sham

동물은 40 psi 미만 압력에는 반응하지 않았다.

3. Western blot 분석

술 후 7, 28일째 되는 날에 실험동물을 희생시키고 흰쥐의 삼차신경절

을 채취하였다. 삼차신경절을 10mM Tris-HCl, 5mM EDTA, 300mM

sucrose, PIC(Sigma-Aldrich), pH 7.5의 균질화 용액과 조직 분쇄기를

사용하여 균질화하고 1000g, 4℃에서 10분간 원심분리하고 30%의 상층

액을 얻어 총단백질을 획득하였다. 그 후 20000g, 4℃에서 20분간 원심

분리하고 그 상층액을 제거하고 침전물은 균질화 용액에 희석하여 세포

막 단백질을 선택 추출하였다. 세포막 단백질을 BCA법으로 정량하고

SDS-PAGE 법을 통하여 전기영동한 후 PVDF막에 transfer 하였다.

PVDF막을 rabbit anti-HCN1(alomone, 1:200), rabbit anti

HCN2(alomone, 1:200), mouse anti ß-actin (sigma, 1:10000)에 16시간

반응시킨 후 검출을 위해 horse radish peroxidase가 결합된 goat
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anti-rabbit(Santa Cruz, 1:1000), goat anti-mouse(고마바이오, 1:1000)를

사용하였다. 그 후 x-ray film에 화학발광제재(Intron)를 사용하여 가시

화하였으며 Las-1000(multi Gauge V3.0)을 이용하여 결과를 분석하였다.

4. 통계 분석

행동 자료의 통계 분석은 Prism 6 (GraphPad Inc)로 시행되었다. 실험

결과의 다집단 비교를 위해 repeated measures analysis of

variance(ANOVA) 계산 후 Bonferroni 사후 검증을 하였다. Western

blot 실험 분석을 위해 Origin 6.0(Microsal Software Inc.)을 사용하여

unpaired or paired Student's test를 하였다. P-value가 0.05 미만이면

차이를 중요하게 생각하였다. 모든 데이터는 ± S.E.M 평균으로 표시하

였으며 실험된 세포의 수는 괄호 안에 표기하였다.
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III. 연구 결과

1. ION-CCI 모델에서의 HCN 채널에 대한 Western

blot 분석

행동기능검사를 위해 흰쥐의 안와신경 결찰 모델을 제작하였고 sham

대조군과 동시에 von-Frey hair 로 자극하여 4시간 후부터 반응을 관찰

하였다. 신경 손상 모델 동물이 대조군에 비해 매우 작은 역치를 술 후

14일까지 보였으며, 점차 차이가 줄어드는 것을 확인하였고 신경 손상

흰쥐에서 통각 과민 증상을 관찰할 수 있었다(Figure 1). 행동기능검사

후 쥐를 희생시키고, 삼차신경절 신경세포를 채득하여 HCN 이온통로 확

인을 위해 western blot 검사를 하였다. 수술 7일과 28일 후를 비교하였

는데, 대조군에 비해 신경 손상 모델에서 HCN 이온통로의 양적 증가가

확인되었고 시간이 지나면서 차이가 줄어드는 것을 관찰하였다. 또한,

HCN2 이온통로가 HCN1 이온통로보다 손상 후 더 많이 발현되는 것도

확인하였다(Figure 2).

2. ION-CCI 모델에서의 행동기능검사

신경 손상을 가하지 않은 흰쥐에서 cAMP을 vibrissa pad 에 각각 1 μ

g, 10 μg 을 주사로 주입한 후 air-puff를 사용하여 행동기능검사를 하

였을 때 cAMP에 의해 통각 자극의 역치가 큰 폭으로 감소되는 것을 확

인하였다(Figure 3a). HCN 이온통로의 억제제인 ZD-7288을 같은 모델

에 적용하였을 때는 이 약물에 의해 통각 자극의 역치가 다시 증가하는
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것을 확인하였다(Figure 3b).

신경 손상 시 발생하는 염증 상황의 모델에서도 air-puff 를 사용하여

행동기능검사를 시행하였다. 우리가 흔히 아는 부종을 유발하는 물질인

PGE2을 각각 10 ng, 100 ng을 주사한 후 통각에 대한 역치를 비교하였

을 때 100 ng의 프로스타글란딘이 더 많은 통증을 발생시키는 것을 확

인하였다(Figure 4a). 프로스타글란딘 100 ng와 함께 HCN 이온통로의

억제제인 ZD-7288을 각각 5 mg, 10 mg 주사하여 행동기능검사하였다.　

ZD-7288은 프로스타글란딘에 의한 통증 증가를 억제하는 효과를 보여주

었고, 이것은 염증 반응의 경우에도 통각 과민 증상 유발에 HCN 이온통

로가 중요한 역할을 함을 보여주는 것이다(Figure 4b). PGE2의 EP4 수

용체에 대한 선택적 길항제인 AH23848를 각각 50 μg, 100 μg을 적용하

여 ION-CCI model에서 행동기능검사를 하였을 경우 100 μg 적용하였을

때 통증의 역치가 더 많이 증가하는 것을 확인하였다(Figure 5).
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Figure 1. Chronic constriction injury to the rat infraorbital

nerve(ION-CCI) caused orofacial hypersensitivity to mechanical

stimuli

Sensitivity to von Frey filament stimulation in both sides of the

vibrissa pad area was tested in rats with unilateral sham or CCI-ION

operations before and at designated times after the injury. Data

presented are the Means±SEM from eight (sham and CCI-ION) in

each group.
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Figure 2. Western blot analysis for examining HCN 1,2 protein

levels in trigeminal ganglion samples collected from ION-CCI

rats.

Representative Western blot bands were shown on top of each bar

graph summarizing respective Western blot data. For sample loading

normalization, band density ratio of HCN 1,2 to actin were taken

within each sample before cross-sample comparisons between the

injury side and non-injury side. Data are presented as the

means±SEM from experiments in each group. Significance levels were

displayed as : ＊P<0.05 compared with non-injury side.



- 38 -

(a) (b)

Figure 3. Time course of the mechanical(air-puff) pain

thresholds in naive model.

(a) Effects of target injection of cAMP on naive model. Taget

injection of 1(n=8), 10(n=8) μg of cAMP downregulate the facial

mechanical pain threshold in naive model. p＜0.05 compared with

those in the vehicle group. (b) Target injection of the 5 mg, 10 mg

ZD7288(HCN antagonist) after injection of 10 μg cAMP reduced the

allodynia effect. p＜0.05 compared with those in the vehicle group.
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(a) (b)

Figure 4. Time course of the mechanical(air-puff) pain

thresholds in naive model.

(a) Effects of target injection of PGE2 on naive model. Taget

injection of 10(n=8), 100(n=8) ng of PGE2 downregulate the facial

mechanical pain threshold in naive model. p＜0.05 compared with

those in the vehicle group. (b) Target injection of the 5 mg, 10 mg

ZD7288(HCN antagonist) after injection of 100 ng PGE2 reduced the

allodynia effect. p＜0.05 compared with those in the vehicle group.
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Figure 5. Time course of the mechanical(air-puff) pain

thresholds in ION-CCI model.

Effects of target injection of AH23848 on ION-CCI model. Taget

injection of 50(n=8), 100(n=8) μg of AH23848(EP4 antagonist)

upregulate the facial mechanical pain threshold in ION-CCI model. p

＜0.05 compared with those in the vehicle group.
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Ⅳ. 고찰

본 실험에서는 행동기능검사를 통해 신경 손상 후 발생하는 신경병증성

통증의 특징인 기계적 이질통 및 통각 과민 등이 발생하는 것을 관찰하

였고, HCN 이온통로의 기능에 대해 확인하였으며, western blot 분석으

로 HCN의 존재와 발현 정도를 비교하였다.

감각 신경세포에서 Ih 는 4개의 HCN 이온통로 family가 있으며, 활동

역학적으로 HCN1>HCN2>HCN3>HCN4의 순서로 빠르게 반응하며,

cAMP에 대한 민감성은 HCN2,4가 더 예민하다. 대부분의 전기생리학

및 분자생물학적 증거에 의하면 cAMP에 덜 예민하게 반응하는 HCN1

이온통로가 신경 손상 후 비정상적인 자발적 흥분발사를 발생시키는 큰

직경의 기계감각 섬유에서의 Ih 발생에 중요한 역할을 할 것이라고 알려

져 있다[39]. Kouranova 등은 큰 직경의 DRG 신경세포에서 HCN1뿐만

아니라 HCN2, HCN3는 많이 발현되지만 HCN4는 모든 DRG 신경세포

에서 거의 발현되지 않는다고 했다(61). TG 신경세포에서도 비슷한 양상

으로 발현되고 9% 정도에서만 HCN4 가 발현되었다. 본 실험의

Western blot 분석도 신경 손상 후 통각 과민에 역할을 하는 HCN 이온

통로 중 HCN2 발현양이 많음을 확인할 수 있었다.

HCN 이온통로는 pore-loop 양이온통로의 상위분류에 속하면서 고리형

뉴클레오티드에 의해 조절되는 양이온통로로서 중앙에 위치한 세공 주위

에 배열된 4개의 단량체로 구성된 복합체이다. 한 개의 단량체는 3개의

중요한 구조물로 구성되어있는 바, 세포막에 위치한 transmembrane

core와 세포질 내에 위치한 NH₂-terminal 및 COOH-terminal domain

이다. 이온의 출입이 가능한 통로는 transmembrane core 내에 있고, 세
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포질 내의 COOH-terminal domain 은 CNBD(cyclic nucleotide-binding

domain)와 C-linker로 이루어져 있으며, 이러한 COOH-terminal domain

의 세포막과 인접한 부위에서 고리형 뉴클레오티드에 의한 조절이 이루

어진다[45,46]. cAMP와 그 신호체계는 통증 정보 처리 과정에서 특별한

역할을 하고 있음이 보고되고 있다. 특히 염증 상황의 경우, 프로스타글

란딘과 다른 염증성 매개체에 의해 증가된 cAMP 양은 일차 감각 신경

말단을 감작시키고 신경 흥분성을 증가시킨다(59). 신경병증성 통증에서

cAMP의 연관성은 아직 명확하지 않지만 cAMP와 ZD7288 투여 시 행

동기능검사 결과에 의하면 신경 손상에 의하지 않은 통각 과민의 경우에

도 HCN 이온통로의 역할이 중요하고 cAMP에 의해 HCN 이온통로가

활성화됨을 확인할 수 있었다.

염증 조직 내에 다량 존재하는 통증 매개체인 PGE2는 유해성 수용기

의 지속 감작을 통해 만성 통증의 발생을 유도하는 것으로 알려져 있다.

PGE2의 수용체는 EP1, EP2, EP3, EP4의 아형이 있으며, 이 중 세포 내

cAMP를 증가시키는 EP4 수용체는 일차 감각신경세포에 발현되어 있다

(54,55,60). 표적세포의 수용체와 결합되면 프로스타글란딘의 합성과정이 시

작되며, 그 결과로 환상 AMP(cyclic AMP/cAMP)가 생성되어 cAMP의

세포 내 농도를 증가시킨다. 즉 세포 내 펩티드호르몬의 일반적인 작용

은 세포막의 수용체와 2차 전달자인 cAMP를 매개로 하여 일어나는데

수용체와 cAMP 생성을 연결시켜주는 중간물질이 프로스타글란딘이다

(59,62,63). St-Jacques 등은 PGE2 적용하에 지속적인 감각 이질통을 확인

하였고 EP4 receptor antagonist에 의해 염증에 의해 발생된 지속되는

통증이 억제되는 것을 밝혔다[56].

본 실험에서는 동물 행동실험을 통해 삼차신경계의 만성 통증 모델에서

PGE2-EP4 pathway와 HCN 이온통로 활성의 관계를 확인하였다. PGE2
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를 안와신경 지배 부위인 vibrissa pad에 주입하였을 때 통각 과민이 발

생하였다. HCN 길항제인 ZD7288 처리가 동반된 경우 PGE2 주입에 의

한 통각 과민이 억제되었다. 이 결과로 PGE2에 의한 통각 과민에 HCN

이온통로의 활성이 관여함을 확인하였다. 삼차신경의 신경병증성 통각

과민을 안와하신경의 chronic constriction injury로 재현하고 EP4 수용

체의 길항제인 AH23848을 주입하여 EP4-cAMP pathway를 차단하고

통각 과민 현상을 관찰하였다. 이 경우, 동일 통증 모델에서 HCN 이온

통로의 활성을 ZD7288로 차단한 경우와 같이 통각 과민이 억제되었다.

따라서 PGE2-EP4 pathway가 HCN 이온통로의 활성을 조절함으로써

신경병증성 통각 과민 현상에 기여함을 삼차신경계에서 확인하였다.

신경병증성 통증은 직접적인 상해나 질병에 의한 통증 다음으로 많이

볼 수 있는 만성 통증이다. 하지만, 신경병증성 통증 치료는 간단하지 않

다. 다른 통증 환자에 비해 더 예민하게 반응하는 것이 보통이고, 진통제

와 항우울제(tricyclic anti depressant, TCA) 복용으로 좋은 효과를 보고

있으나 아직 부작용도 많고 완전한 치료는 이루어지지 않고 있다. 신경

병증성 통증에서 HCN 이온통로의 역할이 중요함이 확인되는 바, 치료

방법의 계발을 위해서 이 이온통로의 조절에 관한 연구가 더 필요할 것

으로 보인다.
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Neuropathic pain caused by the malfunctional nervous system is

characterized by spontaneous pain, thermal hyperalgesia and

mechanical allodynia. Neuropathic pain in the orofacial area arises

from the trigeminal nervous system that governs the orofacial region,

with continuous pain occurring without any remaining evidence of
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tissue damage.

It is well known that various pathologic changes in the peripheral

and central nervous system are involved in neuropathic pain. Among

the several causes of the neuropathic pain, the importance of

hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated(HCN) channel has

been suggested by previous research.

In this study, I have sought to find the role of HCN channels in

trigeminal neuropathic pain, and to find the relationship between HCN

channels and PGE2-EP4 inflammation pathway.

I used chronic constriction of infraorbital nerve to mimic orofacial

neuropathic pain in rats. Western blot analysis revealed the increased

expression of HCN1 and HCN2 in trigeminal ganglion after chronic

constriction injury. Behavioral tests showed mechanical allodynia

when HCN channel activity was upregulated by cAMP. In the

presence of HCN blocker ZD7288, the emergence mechanical allodynia

by cAMP was antagonized. Injection of prostaglandin E2 lowered the

pain threshold, which was blocked in the presence of HCN blocker

ZD7288. The antagonistic effect of ZD7288 on PGE2-mediated

allodynia was not effective in the presence of AH23848(EP4

antagonist).

Therefore, HCN channels are key mediators in trigeminal neuropathic

pain, and are also involved in the prostaglandin-mediated

inflammatory pain via PGE2-EP4 signaling.

Keywords : hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated

channel(HCN), neuropathic pain, trigeminal system, mechanical

allodynia, prostaglandin
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It is not easy to make a diagnosis and treat the oromaxillofacial

pain because the related clinical symptoms are various and complex.

It is known that painful stimuli is transduced into neuronal signals

by the respective receptors for each stimuli which exist in nociceptive

neurons. Therefore it is important to know which ion channels are

expressed and how they function in the nociceptive neurons to
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understand the mechanism of painful symptoms. In this study, we

validated the molecular existence of ion channels which may be

related to dental hypersensitivity or trigeminal neuropathic pain, and

investigated the functions expression of these ion channels.

Hydrostatic force applied tooth pulp has long been suspected to be

the direct cause of dental pain. In order to determine whether

odontoblasts could play a crucial role in transducing hydrostatic force

applied to dental pulp into eletrical impulses, current study

investigated the expression of stretch-activated transient receptor

(TRP) channels in acutely isolated odontoblasts from adult rats by

single cell reverse transcriptase polymerase chain reaction and

immunocytochemical analysis. As the results, expression of

TRPM7(melastatin 7) was observed in the majority(87%) of

odontoblasts while mRNAs for TRPC1(canonical 6) and

TRPV4(vanilloid 4) were detected in small subpopulations of

odotoblasts. TRPM3(melastin 3) was not detected in our experimental

set-up. Immunocytochemical analysis further revealed TRPM7

expression at protein level.

Next, neuropathic pain in the orofacial area arises from the damaged

trigeminal nervous system that governs the orofacial region, with

continuous pain occurring without any evidence of tissue damage. It

is well known that various pathologic changes in the peripheral and

central nervous system are involved in neuropathic pain. Among the

several causes of the neuropathic pain, the importance of

hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated(HCN) channel has
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been suggested by previous research. To investigate if HCN channels

are also involved in neuropathic pain of trigeminal area, we did

behavioral tests on rats after inducing neuropathic pain in the

trigeminal area with chronic constriction of the infraorbital nerve.

Western blot analysis revealed the increased expression of HCN1 and

HCN2 in trigeminal ganglion after chronic constriction injury. We

validated that HCN channels are involved in trigeminal neuropathic

pain, and further identified that HCN channels are involved in

prostaglandin-mediated inflammatory pain via PGE2-EP4 signaling.

Key words : transient receptor potential ion channel, odontoblasts,

hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated(HCN) channels,

neuropathic pain, trigeminal nerve
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