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Abstract : Neurofascin, one of the members of L1CAM, has been known to have some important roles during the
development of nerve fibers. In order to investigate the role of neurofascin associated with the development of nerve fibers
in the rat sciatic nerve, the initial development of NF155 in the paranode was studied with immuno-fluorescence and
immuno-electron microscopy. The result of the present study showed NF155 was not detected in the fetal sciatic nerve
and began to reveal at the postnatal day 0 (P0) and dramatically increased by time lapse until postnatal day 7 (P7). NF155
was prominently localized in the axolemma of paranode and not detected in the central region of node of Ranvier. According
to the present study, NF155 is likely to have some relationships with the formation of paranode and myelin sheath.
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서 론

Neurofascin(NF)은 면역글로블린 superfamily에서 L1

subgroup의 하나로 축삭의 성장, 다발형성 및 말이집 형성의

초기 단계에서 말이집마디(node of Ranvier)의 형성에 중요

한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 [1, 14, 15, 18].

NF의 분자적 구조는 6개의 면역글로블린 domain(Ig)과 반

복되는 fibronectin typeIII(FnIII), 하나의 막관통 부위 및 세

포질 domain 등으로 구성되어 있는데 단백질 구조의 차이에

따라 두 가지의 아형(subtype)이 주로 연구대상이 되어 왔다.

그 중 186 kD neurofascin(NF186)은 말이집마디와 축삭시작

분절(initial segment)에서 그 발현이 보고되어 있고 [8], 155

kD neurofascin(NF155)은 말이집섬유의 곁마디(paranode)와

말이집틈새(myelin incisure, Schmidt-Lanterman cleft) [3-5,

8], 그리고 민말이집섬유의 축삭막에 분포되어 있음이 보고

되었다 [8]. NF의 세포질영역은 세포내에 ankyrin과 결합하

는 부위를 가지고 있어서 막관련 단백질의 안정화에도 관여

하고 있는 것으로 알려져 있다 [7, 9, 10].

신경발생 및 재생의 과정에서 특이적으로 분포하여 그 기

능이 매우 흥미로운 NF의 역할을 규명하기 위한 연구의 일

환으로 본 연구에서는 NF155 및 NF186을 함께 인식하는

항체를 이용하여 말이집섬유의 곁마디에 분포하는 것으로 보

고되어 있는 [3, 4, 8] NF155가 곁마디에서 최초로 발현되

는 시기를 알아보아 말이집의 형성과 관련된 NF의 역할을

알아볼 목적으로 본 실험을 기획하였다.

재료 및 방법

실험동물

궁둥신경의 곁마디에서 NF의 발현 개시에 대해 알아보기

위해 출생 당일, 생후 1일, 2일, 3일, 7일령의 Sprague-

Dawley 랫드 각각 5마리씩 총 25마리의 새끼 랫드를 암수

구분없이 사용하였으며, 또한 실험환경에 적응하여 임신한

한 마리의 어미를 실험에 사용하였다. 어미에서 임신 일령을
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체크하여 임신 20일령에 이르렀을 때 어미를 마취(ketamine

50 mg/kg, xylazine 1 mg/kg B.W.)하여 개복한 후 5마리의

태아를 꺼내 실험에 사용하였다. 그 밖의 동물은 출생 직후

부터 어미와 같은 케이지에서 함께 유지하다가 실험에 사용

할 일령에 이르면 어미로부터 분리시켜서 사용하였다. 동물

실험의 모든 과정은 건국대학교 동물실험윤리위원회

(Institutional Animal Care and Use Committees)의 가이드

라인을 따라 수행하였고 실험기간동안 사료와 음료수는 충

분히 공급하였다.

면역형광염색

새끼 랫드는 고통을 최소화하기 위해 수술가위로 신속하

게 단두하여 즉시 입체현미경 아래에서 궁둥신경을 적출하

고 0.1 M PBS에 희석된 10% formalin에 3시간 고정하였다.

고정이 끝난 조직은 PBS에 15분씩 3회 수세한 후 5%,

10%, 15% sucrose 용액에 각각 처리한 후 OCT com-

pound를 사용하여 포매하였다. 동결절편기로 10 µm 절편을

작성하였으며, 얻은 절편은 gelatin 코팅된 슬라이드에 올려

놓고 실온에서 2시간 건조 후 면역염색에 사용하였다.

신경절편을 PBS에 짧게 수세하여 OCT compound를 제거

한 다음 10% goat serum in 0.2% gelatin, 0.3% Triton

X-100 in PBS(buffer A)에 1시간 block한 후 4% goat

serum in buffer A에 1 : 4,000으로 희석된 goat anti-rabbit

neurofascin(155 kd and 186 kd; Dr. Peter J. Brophy,

University of Edinburgh, UK)에 overnight하여 incubation

한 후 buffer A에 20분씩 3회 수세하였다. 4% goat-serum

in Buffer A에 1 : 200으로 희석된 goat anti-rabbit FITC

(Cappel)에 실온에서 3시간 incubation한 다음 PBS에 5분씩

4회 수세하였다. PBS를 제거하고 적절하게 말린 슬라이드를

Vectashield를 점적하여 coverslip을 씌우고 형광현미경

(BX51; Olympus, USA)으로 관찰하였다.

면역전자현미경염색

새끼 랫드를 단두하여 희생시킨 후 넙다리 상부에서 각각

의 궁둥신경을 절취하여 동일한 고정액에 3시간 침적 고정

한 후 0.1 M phosphate buffer에 10분씩 3회 수세한 다음

30%, 50%, 70%, 90%, 100% ethanol에 각각 2분씩 짧게

탈수하였다. 50% LR gold monomer와 50% ethanol 혼합

액에서 30분, 70% LR gold monomer와 30% ethanol 혼

합액에서 1시간, 100% LR gold monomer에서 1시간 침투

과정을 거친 후, –25oC에서 자외선등(360 nm의 파장) 아래

서 LR gold resin(Agar Scientific, UK)으로 24시간 포매하

였다. Ultramicrotome(Ultracut E; LKB, Germany)으로 1

µm 절편을 작성한 후 1% toluidine blue에 염색하여 광학

현미경으로 관찰한 다음, 전자현미경으로 관찰할 부위를 선

정한 후, 나머지 부분은 마름질한 다음, 60~70 nm의 두께로

초박절편을 얻었다. Formvar 코팅된 nickel grid에 초박절편

을 올려놓은 다음 건조시킨 후 면역염색을 시행하였다. 초박

절편을 PBS-Milk-Tween(0.1% PBS, 0.2% milk, 0.1%

Tween 20)에 30분간 배경염색을 차단한 후, 1 : 200 goat

anti-rabbit neurofascin에 4oC에서 12시간 반응시켰다.

PBS-BSA-Tween(0.1M PBS, 0.2% BSA, 0.1% Tween

20)에 5회 수세한 후, 절편을 15nm gold particles이 부착된

goat anti-rabbit IgG(British Biocell International, UK)를

1 : 50으로 희석해서 실온에서 2시간 반응시켰다. 절편을 PB-

Tween(0.1M phosphate buffer, 0.1% Tween 20)에 5회 수

세한 후, 3차 증류수로 3회 수세한 다음, 2.5% glutaral-

dehyde에 15분간 고정한 후, uranyl acetate와 lead citrate에

염색한 후 60 kV 가속전압 아래 JEOL 1200 EXII TEM

(JEOL, Japan)으로 관찰하였다.

결 과

면역형광염색

태생 20일령 랫드 태아의 궁둥신경에서 면역형광염색을 실

시한 결과 신경섬유의 어떤 부위에서도 NF의 면역반응이 나

타나지 않았다(Fig. 1A). 따라서, 출생 전에는 아직 궁둥신경

에서 NF의 발현이 나타나지 않음을 확인하였다.

출생 당일(P0) 랫드 궁둥신경에서는 매우 미약하지만 NF

면역반응을 관찰할 수 있었고 NF의 분포는 매우 드물게 관

찰되었다(Fig. 1B).

출생 1일(P1)부터는 7일까지 일령이 경과함에 따라 NF의

면역반응이 계속 증가하였고(Figs. 1C-F) 특히, 7일령에서는

성숙한 신경에서 볼 수 있는 만큼 곁마디의 NF 면역반응이

뚜렷하게 관찰되었다. 곁마디에서 발현하는 NF는 이전 연구

자들의 연구 결과 [3, 4, 8]를 바탕으로 NF155인 것으로 볼

수 있다. 본 실험에서 연구 대상으로 궁둥신경의 섬유 부분

을 설정하였기 때문에 축삭시작분절에서 주로 발현되는 것

으로 알려진 NF186의 발현은 체크하지 않았고 양쪽 곁마디

사이의 틈새인 말이집마디에서도 NF 면역반응이 나타나지

않았기 때문에 본 실험에서 NF186의 면역반응은 보이지 않

았고 관찰되는 NF 면역반응은 모두 NF155인 것으로 알 수

있다.

NF155의 면역반응이 나타나는 양상은 말이집마디를 기준

으로 양쪽에 있는 곁마디에서 대칭적으로 나타났다. 또한, 7

일령의 랫드에서는 곁마디에서 관찰되는 NF 면역반응 외에

매우 짧은 마디 모양으로 말이집틈새에서도 NF155 면역반

응이 관찰되었다.

면역전자현미경염색

면역전자현미경염색으로 관찰한 랫드 궁둥신경에서 태생

20일령(E20)에서는 NF155에 양성 반응을 보이는 금입자를

관찰할 수 없었다(Fig. 2A). 출생 당일(P0)에는 NF155에 양

성 반응을 보이는 금입자를 관찰할 수 있었으나 그 분포가

매우 드물게 나타났으며(Fig. 2B), 출생 1일령(P1) 이후 일

령이 증가하면서 축삭막을 따라 나란히 배열된 NF155 양성

반응의 금입자의 분포가 현저하게 증가하였는데(Figs. 2C-F)

이는 면역형광염색으로 관찰한 결과와 일치하였다.



201 원희영·조익현·이종환·남상섭·최농훈·박재형·장병준

일령이 증가함에 따라 궁둥신경에서 말이집의 형성이 뚜

렷하게 확인되었고 주로 곁마디 부위의 축삭막을 따라

NF155 양성반응 금입자의 분포가 뚜렷하게 나타나고 신경마

디의 중심 부위의 축삭막에서는 NF 면역반응이 나타나지 않

음을 확인하였다.

고 찰

NF는 immunoglobulin superfamily에 속하는 cell adhesion

molecule로 닭의 축삭에서 처음 발견되었는데 [19], 이 그룹

에 속하는 분자들은 축삭의 성장 [17, 23], 축삭의 방향 유

도 [12, 20], 신경연접형성 [13], 신경세포-아교세포 상호작용

[21], 말이집형성 [24] 등 신경계통의 발생과정에서 중요한

역할을 하는 것으로 알려져 있다.

NF는 중추신경계통과 말초신경에서 색다른 분포 양상을 보

이는데 지금까지 몇 가지 isoform이 알려져 있고 그 중에서

NF155와 NF186에 대하여 주로 많은 연구가 이루어져왔다.

중추신경계통에서 NF155는 말이집 형성의 개시와 함께

oligodendrocytes에서 일시적으로 강하게 발현한다.

Oligodendrocytes에서 말이집 형성 초기에 NF의 급격한 증

가가 있으나, 어느 정도 시간이 경과하면 그 발현이 갑자기

줄어들면서 성숙한 동물에 이르기까지 주로 신경세포에 분

포하게 되는 것이 흥미롭다 [6].

말초신경에서는 NF의 발현양상에 대한 연구가 많지 않다.

Davis 등 [8]은 NF155가 민말이집 축삭에서 발현한다고 했

으며, Davis 등 [9]은 궁둥신경에서 가장 많이 존재하는 형

Fig. 1. Immunofluorscence of NF155 expression in rat sciatic
nerve. At the age of embryonic day 20 (E20) any NF155
immunoreactive structures were not found in the sciatic nerve.
NF155 expression in the paranodal region (arrows) was first
detected at postnatal day 0 (P0) and dramatically increased
with age. At postnatal day 7, NF155 immunoreaction was also
checked in the Schmidt-Lanterman cleft (arrow heads). (A)
Embryonic day 20 (E20), (B) Postnatal day 0 (P0), (C)
Postnatal day 1 (P1), (D) Postnatal day 2 (P2), (E) Postnatal
day 3 (P3), (F) Postnatal day 7 (P7). Scale bars: 20 µm.

Fig. 2. Post-embedding immunoelectron micrography of
NF155 expression in rat sciatic nerve. NF155 immunoreactive
gold particles (arrow heads) were first checked at postnatal
day 0 (P0) and rapidly increased with age. NF155 was
prominently detected in the axolemma of paranodal region and
not detected in the central region of node of Ranvier. Ax:
axon, My: myelin, NR: node of Ranvier, PN: paranodal
region. (A) Embryonic day 20 (E20) (B) Postnatal day 0 (P0),
(C) Postnatal day 1 (P1), (D) Postnatal day 2 (P2), (E)
Postnatal day 3 (P3), (F) Postnatal day 7 (P7). Scale bars =
500 nm.
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태의 isoform은 NF155로서 말이집마디에서 발현함을 보고했

다. 또한, Tait 등 [22]은 NF155가 말이집 형성시 말이집의

싸임과 동시에 Caspr1과 함께 말이집 층의 곁마디에 집중되

는 것으로 보고했고, Davis 등 [8]도 NF155가 곁마디에 분

포함을 보고했다.

본 연구에서 저자들은 랫드 궁둥신경에서 NF155가 신경

섬유의 곁마디에서 최초로 발현되는 시기를 면역세포화학적

으로 추구하여 NF155의 발현 개시와 관련된 신경 섬유의

초기의 구조적인 변화에 대해 알아보았다.

면역형광염색과 면역전자현미경실험에서 태생 20일째 태

아의 궁둥신경에서 NF155의 발현은 전혀 나타나지 않았다.

그러나 출생 당일(P0) 궁둥신경의 축삭막을 따라가며 NF155

의 발현이 처음으로 나타나기 시작하여 시간이 경과함에 따

라 발현이 증가되었다.

출생후 1일(P1)부터 일령이 경과함에 따라 7일령까지

NF155의 발현이 급격하게 증가되었고 발현 양상도 가운데

좁은 틈새를 두고 양쪽에 대칭적인 모습으로 좀 더 뚜렷하

게 관찰되었다.

따라서, 말이집 형성이 진행되고 말이집마디의 구조가 갖

춰지는 동안 NF155는 축삭막을 따라 분포하면서 말이집마

디를 축으로 양쪽 곁마디쪽에 대칭적인 발현 양상을 보이고

이는 말이집의 형성과 관련하여 어떤 역할을 하는 것으로 보

인다.

말이집의 형성은 동물이 출생 무렵 급속하게 진행되는데

태아기의 미성숙한 말초신경에서 축삭은 하나의 신경집세포

에 의해 둘러싸인 채로 다발로 뭉쳐 있다가 신경집세포의 증

식과 함께 분리되어 하나의 축삭에 하나의 신경집세포가 대

응하는 구도가 형성된다 [2]. 출생 무렵의 랫드에서 각각의

축삭에 신경집세포가 대응하고 있던 상태에 신경집세포가 축

삭을 감아 돌기 시작하면서 생후 2일경에는 평균 7층 정도

의 감싸기가 진행되는 것으로 알려져 있다 [16]. 생후 1주까

지 말이집의 형성은 급속하게 진행되어 신경섬유의 둘레에

신경집세포의 막이 25겹 정도 감아 돌아서 치밀화의 과정에

들어가게 된다 [11].

본 연구는 태아기와 출생 후 이른 시기에 말이집의 형성

이 일어나는 시기에 NF155의 발현양상이 어떤 변화가 있는

지를 알아보아 궁둥신경의 말이집형성과 NF155의 상관관계

를 추적하고자 하였다. 본 연구에서 NF155와 NF186을 동시

에 인식하는 항체를 사용하여 실험에 사용하였지만 NF186

의 분포는 말이집마디와 축삭시작분절에서 볼 수 있는 것으

로 본 실험에서는 축삭시작분절은 연구 대상에 포함되지 않

았고 말이집마디의 중심부에서는 NF186의 발현이 뚜렷하게

나타나지 않았다. 따라서, 본 연구에서는 곁마디에 분포하는

NF155의 발현을 확인하여 그 시초발현이 언제 이루어지는지

추적하는 것을 목표로 삼았다.

본 연구의 결과로 미루어 볼 때 신경섬유에서 말이집마디

의 출현을 비롯하여 말이집의 형성은 NF155의 발현과 매우

깊은 관련이 있는 것으로 보이고 앞으로 좀 더 많은 연구가

필요할 것으로 사료된다.
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