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ABSTRACT

In order to investigate shape of synaptic vesicles of the tooth pulp afferent boutons and their presynaptic endings (p-

endings), and the neuroactive substance of the p-endings in the trigeminal nucleus principalis, rat incisor tooth pulp
afferents were labeled by the horseradish peroxidase (HRP) and quantitative ultrastructural analysis and postembedding
immunogold labeling were performed. 

Labeled tooth pulp afferent boutons contained clear, spherical synaptic vesicles (diameter: 45~55 nm) and occa-
sionally dense core vesicles(diameter: 80~120 nm). They formed symmetrical synapses with unlabeled axon terminals
(p-endings) containing pleomorphic synaptic vesicles. The ratio of short to long diameter (form factor) of synaptic
vesicles of pulp afferent boutons was 0.6 to 0.99, whereas that of p-endings was 0.25 to 0.99. In addition, most of the p-

endings showed GABA-like immunoreactivity.
These results indicate that the shape of synaptic vesicles is quite different between the tooth pulp afferent boutons and

p-endings, and the p-endings may contain GABA as a neuroactive substance in the trigeminal nucleus principalis.

Keywords : Tooth pulp, Primary afferents, Trigeminal, Ultrastructure, Synapse

This work supported by the Korea Research Foundation Grant (YS KIM, KRF-2007-E00229) funded by the Korean Government (MOEHRD).
* Correspondence should be addressed to Dr. Yong Chul Bae, Department of Oral Anatomy and Neurobiology, School of Dentistry, Kyungpook National
University, Daegu 700-412, Korea. Ph.: (053) 660-6860, Fax: (053) 426-7731, E-mail: ycbae@knu.ac.kr



서 론

얼굴 및 입안의 감각은 삼차신경감각핵군으로 전달되며,

이 감각핵군은 세포구축학적으로 삼차신경주감각핵 (trigemi-

nal nucleus principalis, Vp)과 삼차신경척수핵 (spinal trige-

minal nucleus)으로 구성된다. 삼차신경척수핵은 다시 삼차

신경입쪽핵 (trigeminal nucleus oralis, Vo), 삼차신경중간핵

(trigeminal nucleus interpolaris, Vi), 삼차신경꼬리핵 (trige-

minal nucleus caudalis, Vc) 등 3부분으로 나누어진다 (Ols-

zewski, 1950). 이 중 삼차신경주감각핵은 촉각이나 압각을

중계하여 시상의 뒤배쪽안쪽핵 (ventral posterior medial nu-

cleus of thalamus)으로 전달하며, 분별 촉각 등 복잡한 감각

의 처리에 관여한다(Yasui et al., 1983). 이러한 기능적 특징

은 삼차신경입쪽핵이나 삼차신경꼬리핵에 비하여 삼차신경

주감각핵에서 훨씬 높은 빈도로 나타나는 연접이전신경종

말 (presynaptic endings: p-endings)이 일차들신경종말을 통

해 들어오는 감각의 전달을 미세하게 선택적으로 조절하기

때문인 것으로 생각되어지고 있다(Bae et al., 2003). 

축삭종말은 내부에 다양한 형태의 연접소포 (pleomorphic

vesicle)를 가지며, 함유한 신경전달물질의 종류에 따라서

연접소포의 모양이 결정된다. 즉 glutamate 등 흥분성 신경

전달물질을 함유한 경우 연접소포의 모양이 둥근 것이 일

반적이며, GABA나 glycine 등 억제성 신경전달물질을 함유

한 경우는 둥근 모양, 타원형, 납작한 모양 등이 섞여있는

다양한 형태의 연접소포 (pleomorphic synaptic vesicles)를

가지거나 납작한 형태 위주의 연접소포 (flattened synaptic

vesicles)를 가진다(Watson, 1988; Bae et al., 1999). 

다른 신경종말과 축삭사이연접 (axoaxonic synapse)을 형

성하는 연접이전신경종말 (p-ending)은 다양한 형태의 연접

소포를 가지고 있다고 보고되고 있으나, 삼차신경계에 있어

서 이에 해 객관화된 지표를 이용한 연구는 없다. 연접소

포의 모양을 객관적으로 나타내기 위하여 form factor라는

지수를 사용한다. 이 지수는 연접소포의 긴지름에 한 짧

은 지름의 비율을 나타낸 것으로 완전한 원에 가까울수록 1

에 가까운 값을 가지며, 납작할수록 값이 작아진다. 또한 p-

ending이 함유하는 신경전달물질의 종류에는 GABA (Max-

well et al., 1990), acetylcholine (Ribeiro-Da-Silva and Cuello,

1990), enkephalin (Ribeiro-Da-Silva et al., 1991), neuropeptide

-Y (Doyle and Maxwell, 1994), glycine (Todd, 1990) 등이 있

다고 보고되고 있으나 치수를 지배하는 신경섬유와 연접하

는 p-ending에는 어떠한 신경전달물질을 함유하고 있는지

에 해서는 알려진 바가 없다. 

본 연구에서는 삼차신경주감각핵에서 치수유래 신경종말

에 함유된 연접소포 및 이와 연접하는 p-ending에 함유된

연접소포들을 상으로 form factor를 측정하여 두 군의 형

태학적인 차이를 관찰하고 또한 이들 p-ending이 신경전달

물질로 GABA를 사용하는지 확인하며, 그 미세구조적 특징

을 밝히고자 한다. 

재료 및 방법

1. 실험동물 및 조직처리

본 연구와 관련한 모든 실험동물의 보호 및 처치는 경북

학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받아서 진행하 다.

실험에서는 체중 약 260 g의 흰쥐 (Sprague-Dawley rats)를

사용하 다. 실험동물을 sodium pentobarbital (40 mg/kg)로

마취한 후 아래턱의 모서리를 따라 피부를 절개한 다음 아

래턱 뼈를 노출시켰다. 노출된 아래턱 뼈의 모서리 부위를

치과용 드릴로 구멍을 뚫은 뒤 이어서 아래턱 앞니의 뿌리

부분을 확인하고 구멍을 뚫어서 치수를 노출시킨 다음, 해

턴 시린지 (Hamilton syringe)에 연결한 30 gauge의 치과

용 주사바늘을 이용하여 신경추적자인 wheatgerm aggluti-

nin conjugated horseradish peroxidase (WGA-HRP, 1% in

saline, List co.) 0.3 μL를 치수내에 약 30분간 주입하 다. 

36시간 정도 실험동물을 생존시킨 후 헤파린을 함유한

생리식염수 100 mL를 실온에서 15초 동안 관류한 후 500

mL의 2.5% glutaraldehyde, 0.5% paraformaldehyde와 0.1%

picric acid를 함유하는 고정액 (in 0.1 M phosphate buffer;

PB, pH 7.4)으로 45분간 관류고정 하 으며, 뇌줄기를 제거

한 다음 4�C의 동일 고정액에 3시간 정도 후고정을 행하

다.

뇌줄기를 진동절편기(vibratome)를 이용하여 60 μm 두께

의 횡단 연속절편으로 만들었으며, tungstate/tetramethylben-

zidine (TMB) protocol에 의해 HRP를 가시화 한 다음 dia-

minobenzidine (0.25 mg/mL in 0.1 M PB, pH 6.0)으로 절편

을 안정화하 다. 그 후 광학현미경하에서 삼차신경주감각

핵에서 HRP 반응산물이 풍부하게 존재하는 절편을 골라

0.5% osmium tetroxide 용액에서 1시간 정도 후고정을 시행

하 다. 그 후 계열 에탄올을 거쳐 절편을 두 장의 Aclar

plastic (Ted Pella co., Redding, CA) 사이에 넣어 Durcupan

으로 포매하여 58�C에서 48시간 동안 경화하 다. 표식된

축삭이 함유되어 있는 절편부위를 선택적으로 취하여 수지

(resin) 막 에 접착제로 붙인 다음 연속 초박절편을 형성하

다.

2. 초박절편에서의 금입자 면역염색

(postembedding immunocytochemistry)

일부 절편을 골라내어 GABA에 한 포매후 면역금입자

법을 Broman & Ottersen (1992)의 방법을 약간 변형하여 시
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행하 다. 이를 간단히 기술하면, 먼저 수지(resin)를 녹여내

기 위하여 그리드 (grid)를 1% periodic acid에 10분간 반응

시켰다. 또한 OsO4를 제거하기 위하여 9% sodium periodate

에 15분간 반응시켰다. 절편은 각 반응 사이에 증류수로 씻

고 TBST (tris-buffered saline containing 0.1% triton X-100,

pH 7.4) 용액 방울 위에 10분간 두었다. 2% human serum

albumin (HSA in TBST, pH 7.4)에 10분간 반응시킨 뒤 연

속절편이 얹어져 있는 그리드를 항 GABA (Code, GABA

990) 혈청에 2시간 동안 실온에서 반응시켰다. 이 항혈청은

Storm-Mathisen (1983) 등의 방법에 의하여 만들어졌으며

항원의 처리에 glutaraldehyde만 사용하지 않고 glutaralde-

hyde와 formaldehyde를 혼합하여 사용하 다. 항 GABA 혈

청은 1 : 800으로 TBST (containing 2% HSA, pH 7.4)에 희석

하여 사용하 다. 교차반응을 방지하기 위하여 희석된 항

GABA 혈청을 아미노산과 glutaraldehyde의 결합물인 gluta-

mate-G (500 μM)와 24시간 전에 반응시켰다 (Ottersen,

1987). TBST로 철저히 씻은 후 그리드를 15 nm 금입자가

결합된 goat anti-rabbit IgG (BioCell Co., Cardiff, UK)를

TBST (containing 0.05% polyethylene glycol, pH 7.4)에 1 :

25로 희석한 용액에 3시간 동안 반응시켰다. 그 후 증류수

로 깨끗이 씻은 다음 uranyl acetate와 lead citrate로 염색하

다. 일차 항혈청을 빠뜨리거나 비면역혈청 (normal rabbit

serum)으로 체한 경우, 또는 희석한 항 GABA 혈청을

GABA-G (200 μM)와 미리 반응시킨 경우에는 면역반응이

나타나지 않음을 확인하 다. 면역반응의 특이성은 또한

Ottersen (1987)의 방법에 따라 “sandwiches”로 불리는 test

section을 이용하여 확인하 다. Sandwiches는 흰쥐 뇌의 거

분자와 glutaraldehyde 및 GABA, glutamate, taurine, gly-

cine, aspartate, glutamine 등 각 아미노산과의 결합복합체이

다. 또한 면역반응은 같은 신경종말이 인접절편에서 동일한

면역반응성을 보여서 일정하게 반응한다는 것으로 알 수

있었다.

3. 전자현미경 관찰 및 형태학적 분석

투과전자현미경 (Hitachi H-600)으로 결정형태의 HRP의

반응 산물이 함유되어 있는 표식된 축삭 종말을 모든 연속

절편에서 촬 한 후 인화하여 (촬 배율: 15,000×, 인화배

율: 25,000×) 표식종말과 연접소포의 모양 그리고 연접양식

등을 관찰하 다. 삼차신경주감각핵에서 관찰되는 신경종말

중에서 신경종말의 형태가 비교적 명확히 관찰되는 치수유

래 일차들신경종말을 선택하고 이에 연접하는 p-ending 중

에서 23개를 임의로 선택하여 이들 신경종말에 함유된 연

접소포의 형태를 분석하 으며, 이를 위해서는 컴퓨터에 연

결한 디지털화장치 (digitizer) 및 화상분석프로그램 (NIH

image 1.60, NIH, Bethesda, MD)을 이용하 다.

결 과

본 연구에서는 삼차신경주감각핵에서의 치수유래 표식종

말을 상으로 분석을 수행하 다. 광학현미경을 이용하여

관찰한 결과, WGA-HRP에 한 TMB 반응산물은 길쭉한

막 모양 혹은 결정(crystal) 형태로 나타나 쉽게 표식된 축

삭 및 종말을 구분할 수 있었다 (Figs. 1, 2). WGA-HRP에

의해 표식된 치수유래 신경종말은 둘째 목뼈 부위의 뒤뿔

안쪽, 꼬리핵의 뒤뿔, 중간핵, 입쪽핵 및 주감각핵의 등쪽안

쪽 (dorsomedial) 부위에서 주로 집되어 분포하 다. 반면,

가지돌기 및 연접틈새에서는 거의 관찰되지 않아서 신경연

접을 통하여 다음 신경세포에 표식되는 경우(trans-synaptic

labeling)는 관찰되지 않았다.
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Fig. 3. The distribution of the values of the short/long diameter for
vesicles (form factor) in the tooth pulp afferent terminals (0.9±0.1)
and their presynaptic endings (p-endings, 0.7±0.2). N indicates the
number of vesicles measured. Experimental data were calculated as
the mean±SD. 



표식종말에서는 직경 45~55 nm의 둥근 모양의 소포를

함유하고 있었으며, 일부에서 직경 90~120 nm의 큰 치

소포 (dense-cored vesicles)가 관찰되었다. 표식종말의 모양

은 둥근 지붕 (dome) 모양이 많이 관찰되었으며, 토리 (glo-

merulus) 형태도 일부에서 관찰되었다. 표식종말은 부분이

중간부분 가지돌기 혹은 먼쪽 가지돌기와 연접을 이루었다.

이들 연접은 연접이후치 질 (postsynaptic density)이 잘 발

달되었으며, 연접틈새 (synaptic cleft)가 넓고, 연접하는 부위

가 넓은 비 칭연접(asymmetric synapse) 양상을 보 다. 표

식종말은 때때로 타원형, 납작한 모양, 둥근 모양 등 다형성

연접소포를 함유하는 신경종말 (p-endings)과 칭연접

(symmetric synapse)을 이루었는데 이들 종말내의 연접부위

에서 소포들이 집되어 있는 것으로 보아 표식종말이 이

들로부터 연접신호를 전달받는 것으로 나타났으며, 상호연

접(reciprocal synapse)은 관찰되지 않았다(Figs. 1, 2).

GABA에 한 금입자면역반응을 시행한 경우 주로 p-

ending에서 금입자가 집되어 관찰되었으며, 일차들신경

종말이나 기타 부분에서는 낮은 도를 보 다 (Fig. 2). 금

입자는 연접소포가 집되어 있는 부위 및 사립체의 내강

에서 도가 높게 관찰되었다. 또한 금입자는 혈관의 내강

등 조직이 존재하지 않는 부위에서는 거의 관찰되지 않았

다.

일차들신경종말의 1,308개 연접소포들의 형태를 분석한

결과, 긴지름에 한 짧은 지름의 비율, 즉 form factor가

0.6~0.99의 분포를 보 으며, 부분의 연접소포에서는 0.8

이상의 form factor (0.9±0.1)를 보 다. 이에 비하여 864개

의 연접소포를 분석한 p-ending에서는 연접소포의 form

factor (0.7±0.2)가 0.25~0.99까지 다양하게 나타났다 (Fig.

3). 

고 찰

1. 치수유래 들신경섬유종말에 함유된 연접소포의 형태

치수유래 표식종말에서는 투명하고 둥근 연접소포가

집되어 나타났으며, 때때로 치 연접소포가 1~2개 함유되

어 있었다. 이는 삼차신경주감각핵에서 관찰되는 고양이의

코털 유래 신경종말(Nakagawa et al., 1997), 삼차신경주감각

핵 및 입쪽핵에서 서순응형 치아인 유래 신경종말(Bae et

al., 1994), 삼차신경입쪽핵에서 속순응형 치아인 유래 신

경종말 (Bae et al., 1993), 삼차신경입쪽핵에서 서순응형 입

술 유래 신경종말 (Sugimoto et al., 1991), 삼차신경운동핵

및 삼차신경핵에서 치아인 및 깨물근 근육방추 유래 신

경종말 (Bae et al., 1996)들에서 함유되어 있는 연접소포의

형태와 유사한 양상을 보 다. 이런 결과는 동통의 전달에

관여하는 일차들신경섬유 종말내에 함유되어 있는 연접소

포의 형태는 기계자극 수용기나 근육방추에서 유래하는 촉

각 및 고유수용성감각을 전달하는 Aβ신경섬유의 종말내에

함유되어 있는 연접소포의 형태와 유사하거나 동일하다는

것을 의미한다.

관찰된 표식종말에 연접하는 p-ending에 함유된 연접소

포는 둥근 모양, 타원형, 납작한 모양 등 다양한 형태를 보

으며, 이런 p-ending은 연접이전 억제와 접한 연관성을

가지는 것으로 알려져 있다(Uchizono, 1965; Bodian, 1966).

본 실험에서는 동통을 전달하는 일차들신경섬유종말 및 이

와 연접하는 축삭종말(p-ending)에 포함된 연접소포의 형태

를 form factor라는 지수 즉 긴지름에 한 짧은 지름의 비

율을 표시하여 수치화 및 객관화함으로써 그 형태학적인

차이를 비교하 다. 즉 일차들신경종말의 연접소포는 부

분이 form factor가 0.8 이상의 값을 보여 다수의 연접소

포가 구형을 보인 반면, p-ending의 연접소포는 form factor

의 값이 다양한 분포를 보여 연접소포가 둥근 형태, 타원형,

납작한 형태 등이 존재함을 알 수 있었다.

2. GABA 면역양성 p-ending의 의의

본 연구에서 부분의 p-ending은 GABA에 면역양성 반

응을 보 다. 이는 삼차신경꼬리핵 (Almond et al., 1996), 고

양이 척수의 laminae VI (Maxwell et al., 1990)에서 축삭사이

연접을 이루는 p-ending이 GABA에 한 양성반응을 보인

다는 연구결과와 일치하 다. 또한, 이는 삼차신경감각핵 및

운동핵에서 기계적 자극 및 고유수용성 감각을 전달하는

일차들신경섬유의 종말과 연접하는 연접이전신경종말에서

GABA에 한 면역양성 반응을 보인다는 연구결과와 일치

하 다 (Sugimoto et al., 1991, 1992; Bae et al., 1993, 1994,

1996, 2005; Paik et al., 2005; Moon et al., 2008).

Primary afferent depolarization (PAD, Eccles et al., 1962)

및 연접이전억제는 가쪽억제 (lateral inhibition) 등을 통하여

특정 감각의 뚜렷한 인식에 관여하는 것으로 생각되어 지

는 등 지금까지 그 기전에 해서 많은 연구가 진행되고 있

다. 특히 GABA 길항제인 bicuculline 투여 시 일차들신경섬

유와 연접하는 연접이전신경종말에서 GABAA receptor가

활성화되어 염소이온의 전도도가 증가되고 (Zhang & Jack-

son, 1993), 나트륨이온 채널이 불활성화 된다 (Graham &

Redmann, 1994)는 보고가 있다. 따라서 일차구심성 신경섬

유 종말내로 들어오는 활동전위가 억제되거나 감소됨으로

써 (Graham & Redman, 1994; Jackson & Zhang, 1995) 칼슘

채널의 활성이 감소되고 (Graham & Redmann, 1994), 종말

내로 들어오는 칼슘의 양이 감소됨으로써 일차구심성 신경

섬유종말에서 분비되는 신경전달물질의 양이 감소되어 결

국 말초감각의 중추 내 전달에 있어서 조절 (modulation)이
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일어난다고 알려져 있다. 이러한 전기생리학적 연구를 종합

하면, 본 연구에서 연접이전신경종말에 함유되어 있는

GABA는 축삭사이연접의 GABAA 수용기를 통하여 치수유

래 일차들신경섬유의 PAD 및 연접이전억제에 관여할 것이

라고 생각된다. 
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⁄국문초록¤

삼차신경주감각핵에서 치수유래 일차들신경섬유의 종말과 그

에 연접하는 연접이전신경종말에 함유된 연접소포들을 형태학적

으로 비교하기 위하여 신경추적자 (WGA-HRP)를 흰쥐 앞니의

치수강에 주입하여 치수 유래 일차들신경종말을 표식한 후, 투과

형 전자현미경을 통한 미세구조적 정량 분석을 실시하 다.

표식된 치수유래 일차들신경종말은 직경이 45~55 nm인 구형

의 소포를 함유하고 있었으며, 일부 직경이 80~120 nm인 큰 치

소포가 관찰되기도 하 다. 또한 표식된 신경종말은 다형성 연

접소포를 함유하고 있는 연접이전신경종말과 칭연접을 이루고

있었다. 일차들신경종말의 연접소포들은 긴 지름에 한 짧은 지

름의 비율(form factor)이 0.6~0.99의 분포를 보인 반면, 연접이

전신경종말의 연접소포들은 0.25~0.99까지 다양하게 나타났다.

또한 부분의 연접이전신경종말은 GABA에 한 면역양성반

응을 보 다.

이상의 결과는 표식된 신경종말과 그에 연접하는 연접이전신

경종말의 연접소포는 서로 다른 형태를 보이고 있으며, 또한 그

연접이전신경종말이 억제성 신경전달물질인 GABA를 함유하고

있음을 나타낸다.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Electron micrographs of adjacent thin sections showing a tooth pulp primary afferent bouton and p-endings in the trigeminal nucleus
principalis. Primary bouton (asterisk) can be identified by electron-dense TMB reaction product (arrowheads) within boundary of the bouton, and
it makes asymmetrical synaptic contacts (arrow) with dendrites (d1, d2) and symmetrical contact (open arrow) with p-ending (P1 in Fig. 1b). The
p-endings (P1-P3) are filled with pleomorphic vesicles including oval, flattened, and spherical vesicles, while the primary bouton contains
mainly spherical vesicles. Scale bar==500 nm.
Fig. 2. Electron micrographs of adjacent thin sections incubated with antisera against GABA. A tooth pulp afferent primary bouton (asterisk)
makes synaptic contacts with p-endings (P1 and P2) and a dendrite (d1) in the trigeminal nucleus principalis. Postembedding immunogold
labeling reveals that the two p-endings show immunopositivity for GABA. The p-endings and primary afferent bouton contain pleomorphic and
spherical vesicles, respectively. Arrowhead indicates the TMB reaction product. Scale bar==500 nm.
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