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ABSTRACT

Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1), responding to noxious cold (‹17�C) and pungent compounds, is

implicated in nociception, but little is known about the coexpression of TRPA1 and other channels or receptors involved

in the nociception in craniofacial regions. To address this issue, we characterized the TRPA1-immunopositive (++) neurons

in the rat trigeminal ganglion (TG) and investigated their colocalization with other proteins known to be expressed in

nociceptive neurons, such as transient receptor potential vanilloid (TRPV1) and P2X3 receptor, using light microscopic

immunofluorescence labeling method with TRPA1 and TRPV1 or P2X3 antisera.

The majority of TRPA1++ neurons costained for TRPV1 (TRPV1++/TRPA1++; 58.8%, 328/558) and 41.2% only expressed

TRPA1 but not TRPV1. The TRPV1++/TRPA1++ neurons were small and medium sized. In addition, we investigated the

colocalization of TRPA1 with P2X3, a nonselective cation channel activated by ATP that may be released in the extracel-

lular space as a result of tissue damage and inflammation. Among all TRPA1++ TG neurons, 26.1% (310/1186) costained

for P2X3, whereas 73.9% (876/1186) of TRPA1++ neurons did not coexpress P2X3. P2X3++/TRPA1++ neurons were predo-

minantly small and medium sized.

These results suggest that TRPA1++ neurons coexpressing TRPV1 or P2X3 are involved in specific roles in the transmis-

sion and processing of orofacial nociceptive information by noxious cold, heat, and inflammation.
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서 론

Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1)은 비선택적

양이온통로로서, 삼차신경절 및 뒤뿌리신경절에서 발현이

된다(Story et al., 2003; Nagata et al., 2005; Kim et al., 2010).

TRPA1은 17�C보다 낮은 유해한 온도, 자극적인 화합물(iso-

thiocyanate, cinnamaldehyde, allicin), 내인성인자들(bradyki-

nin, 4-hydroxynonenal)과 환경유해물질인 acrolein 등에 의해

활성화되며(Bandell et al., 2004; Bautista et al., 2006; Ander-

sson et al., 2008), 이는 염증 및 신경손상 시 야기되는 냉각과

민반응에 중요한 역할을 담당한다(Ji et al., 2008; del Camino

et al., 2010). 최근 구강안면영역의 통각정보 전달에 관여하

는 삼차신경절에서 TRPA1 mRNA의 발현이 확인 되었으며,

17�C보다 낮은 유해한 온도 자극시 세포내의 칼슘이 방출된

다고 보고 되었다(Park et al., 2006; Kim et al., 2011). 이러한

결과는 TRPA1이 구강안면영역에서 유해한 냉자극의 전달

에 중요한 역할을 수행한다는 것을 의미한다. TRPA1이 삼차

신경감각핵군의 등쪽얕은층(superficial lamina)의 축삭종말

에서 강하게 발현이 되며(Kim et al., 2010), 뒤뿌리신경절에

서 TRPA1은 substance P (SP)와 calcitonin gene related peptide

(CGRP)와 공존한다는 다수의 보고에도 불구하고(Obata et

al., 2005; Dai et al., 2007), 아직까지 삼차신경절에서 TRPA1

을 발현하는 신경세포의 특성에 관해서는 잘 알려져 있지

않다.

Transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1)은 캡사이

신(capsaicin), 유해한 온도(¤43�C), 및 염증반응을 일으키

는 매개물들에 의해 활성화되며 동통의 전달 과정에 중요한

역할을 담당한다고 알려져 있다(Caterina & Julius, 2001). 이

는 뒤뿌리신경절 (Valtschanoff et al., 2001)과 삼차신경절

(Bae et al., 2004)에서 작거나 중간크기의 신경세포에 발현

될 뿐 아니라, TRPV1을 발현하는 일차들신경섬유는 삼차

신경꼬리핵의 lamina I과 II 바깥부분에 투사됨으로써 통각

의 전도에 중요한 역할을 담당하는 것으로 생각되어지고

있다. 또한, TRPV1은 TG에서 SP나 CGRP와 공존한다고

보고되어 있는데(Bae et al., 2004), 이는 TRPV1을 발현하는

일차들신경섬유들이 SP나 CGRP와 같은 펩타이드를 분비

함으로써 구강안면영역의 염증성동통의 전도에 중요한 역

할을 담당할 것이라는 것을 의미한다.

Purinergic receptor인 P2X 수용체는 조직의 손상 및 염증

시 분비되는 Adenosine-5′-triphosphate (ATP)와 결합하는 비

선택적 이온채널이며, 7개의 subtype들이 존재한다(Burnstock,

2009). P2X3 수용기는 척수 뒤뿔의 inner lamina II 부위에서

발현이 되며, glutamate의 분비를 촉진시켜 통각과민 반응을

조절한다고 알려져 있다(Gu & MacDermott, 1997). 또한 삼

차신경꼬리핵에서도 inner lamina II 부위에서 발현이 되며,

삼차신경절에서는 작거나 중간크기의 신경세포에서 발현이

된다(Kim et al., 2008). 최근 보고에 의하면, P2X3 수용기가

급성 및 만성통증, 그리고 신경변성 통증에 연관이 있으며

(Wirkner et al., 2007), P2X3 유전자가 결실된 실험동물에서

는 포르말린(formalin)에 의한 염증성 통증반응이 유의하게

감소한다(Souslova et al., 2000).

현재까지 TRPA1이 삼차신경절에서 통각을 전도하는 신

경세포에 대한 대표적인 표지자인 TRPV1과 P2X3와의 공존

에 관한 면역형광염색 연구결과는 없다. TRPA1이 이러한 통

각수용기들과 동시에 발현하는 현상에 대해서 밝힌다면 구

강안면영역의 통각전도 기전을 연구하는데 많은 도움이 되

리라 판단된다. 본 연구에서는 흰쥐의 삼차신경절에서 TRPA1

이 TRPV1 또는 P2X3와 공존하는지, 만약 공존한다면 어떤

특성을 가지고 있는 세포에서 발현되는지 조사하여 TRPA1

에 의한 동통의 전달기전에 대한 이해를 돕고자 한다.

재료 및 방법

실험동물의 보호 및 처치는 경북대학교 동물실험윤리위

원회(Intramural Animal Care and Use Committee)의 승인을

받은 동물실험계획서에 따라서 진행하였다. 본 연구에서는

3마리의 흰쥐(Sprague-Dawley rat, 300~320 g)를 사용하여

결과를 도출하였다. 본 연구에 사용된 시약 중 제조회사가

언급되지 않은 것은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)에서 구

입하였다.

실험동물을 sodium pentobarbital (60 mg/kg, intraperitoneal)

로 깊게 마취하였으며, 500 unit의 heparin sodium이 포함된

생리식염수 100 mL를 좌심실과 연결된 대동맥을 통해 관류

하여 혈관내 혈액을 제거한 다음, 4% paraformaldehyde (in

0.1 M phosphate buffer; PB, pH 7.4) 500 mL로 관류하여 고

정하였다. 그 후 삼차신경절을 적출하여 동일고정액에 4�C

에서 약 2시간 동안 후고정 하였다. 그 후 조직을 PB (pH 7.4)

로 세척한 다음 30% sucrose용액(in 0.1 M PB, pH 7.4)에서

24시간 보관하였다. 조직을 동결절편기를 이용하여 30 μm

두께로 절편을 제작 한 다음 형광면역조직화학법을 다음과

같이 시행하였다: 먼저 50% ethanol로 절편을 30분간 반응

하여 항체의 침투를 용이하게 했다. 이 후 0.01 M phosphate

buffered saline (PBS, pH 7.4)으로 5분간 3회 세척한 다음, 비

특이적 반응을 최소화하기 위하여 10% normal donkey serum

(NDS, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)으로 30분

간 반응하였다. 그 후 일차항체(in 0.01 M PBS, pH 7.4)로 16

시간 동안 반응하였다. 본 실험에서는 일차항체로서 anti-

TRPA1 antiserum (raised in rabbit; 1 : 500; kindly donated by

professor Noguchi, Hyogo Univ. Japan), anti-TRPV1 antiserum

(raised in goat; 1 : 1,000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
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CA), anti- P2X3 antiserum (raised in guinea pig; 1 : 3,000; Che-

micon, Temecula, CA)를 함께 사용하였다. 그 다음 PBS로

10분간 3회 세정한 다음, 2% NDS로 30분간 반응하였으며,

일차항체와 반응하는 2차항체(fluorescein isothiocyanate-,

Cy3-conjugated antibodies raised in donkey; 1 : 200; Jackson

ImmunoResearch)로 3시간 반응하였다. PBS로 10분간 3회

세정하고, 증류수로 10분간 2회 세정한 다음 형광용 슬라이

드 위에 조직을 올렸다. 관찰 및 분석을 위하여 형광현미경

(Zeiss Axioplan, Carl Zeiss, Gottingen, Germany) 및 공초점

현미경(LSM 510 META; Carl Zeiss, Gottingen, Germany)을

사용하였다. 공초점 현미경으로 찍은 영상들은 TIFF형식으

로 저장한 후, 밝기와 명암을 조정하였다. 삼차신경절의 세포

크기를 분석하기 위해서 형광현미경에 장착된 Exi-digital

camera (Q-imaging Inc., Surrrey, CA)로 촬영한 사진들을 TIFF

파일로 저장하였으며, 핵인이 선명하게 보이는 핵을 포함한

신경세포체의 단면적을 NIH image software (v 1.60, NIH,

Bethesda, MD)를 사용하여 계측하였다.

본 실험에서 사용한 일차항체의 특이성을 검증하기 위해

서 대조실험을 다음과 같이 행하였다. 일차항체 혹은 이차항

체를 제외하거나, blocking peptide로 preadsorption을 한 다

음 앞에서 언급한 것과 동일한 면역조직화학기법을 시행한

결과 면역염색의 특이성이 보이지 않았다. TRPA1에 대한

항체는 펩타이드(RFKKERLEQMHSKWNF)에 대해 생성되

었으며, blocking peptide 30 μg/mL로 preadsorption 한 경우

면역양성반응이 소실되는 것을 관찰함으로써 면역염색의 특

이성을 확인하였다(Dai et al., 2007; Kim et al., 2010). P2X3

에 대한 항체는 흰쥐 P2X3의 carboxy 말단부의 아미노산

383~397의 펩타이드에 대해 생성되었다. Blocking peptide

농도 2 μg/mL (Neuromics P10108, lot P400124, Edina, MN)

로 preadsorption한 경우 면역양성반응이 소실되는 것을 관

찰함으로써 면역염색의 특이성을 확인하였다. TRPV1 항체

는 흰쥐 TRPV1의 amino-terminus에 인접한 펩타이드에 대

해 생성되었다. 면역염색의 특이성은 46 μg/mL blocking pep-

tide (SC-12498P, P-19, lot L061, Santa Cruz Biotechnology)로

preadsorption한 경우 면역양성반응이 소실되는 것을 관찰

함으로써 확인하였다.

결 과

3마리의 흰쥐에서 형성한 15장의 삼차신경절 절편에서

TRPA1에 대한 면역양성반응을 관찰하였다. TRPA1면역양

성반응(TRPA1++)은 작거나 중간크기의 신경세포에서 관찰

되었으며, 다수의 신경세포에서 TRPA1과 TPRV1의 공존을

관찰하였다(Fig. 1A). TRPA1++ 신경세포에서 TRPV1의 공

존율을 분석하였다. TRPA1과 TRPV1의 공존율은 3마리의

흰쥐 사이에서 유의한 차이를 보이지 않았으므로 결과를 합

쳤다. 558개의 TRPA1++신경세포중에서 328개의 신경세포

에서 TRPV1을 동시에 발현하였으며(58.8%, 328/558), 230

개의 신경세포에서 TRPA1만(41.2%, 230/558) 발현하였다

(Fig. 1B). TRPV1++신경세포에서 TRPA1의 발현정도를 분

석해 본 결과, 668개의 TPRV1 면역양성 신경세포 중에서 328

개의 신경세포에서 TRPA1을 동시에 발현하였으며(49.1%,

328/668), 340개의 신경세포에서 TRPV1만(50.9%, 340/668)

발현하였다(Fig. 1C). TRPA1을 발현하는 신경세포 중 TRPV1

을 동시에 발현하는 신경세포(TRPV1++/TRPA1++)는 대부분

작거나 중간크기였으며 (Fig. 1D, 단면적평균값±표준편차:

460.2±166.7 μm2), 큰 세포에서는 공존이 관찰되지 않았다.

3마리의 흰쥐에서 형성한 19장의 삼차신경절 조직절편에서

TRPA1에 대한 면역양성반응을 보이는 신경세포에서 P2X3

발현하는 것을 관찰하였다(Fig. 2). TRPA1++ 신경세포에서

P2X3의 발현율은 3마리의 흰쥐사이에서 유의한 차이를 보

이지 않아서 합칠 수 있었는데, 1186개의 TRPA1 면역양성

신경세포 중에서 310개의 신경세포에서 P2X3을 동시에 발

현하였으며(P2X3++/TRPA1++; 26.1%, 310/1186), 876개의 신

경세포에서 TRPA1만(73.9%, 876/1186) 발현하였다(Fig. 2B).

P2X3면역양성반응을 보이는 신경세포에서 TRPA1의 발현정

도를 분석해 본 결과, 631개의 P2X3면역양성 신경세포 중에

서 310개의 신경세포에서 TRPA1을 동시에 발현하였으며

(49.1%, 310/631), 321개의 신경세포에서 P2X3만(50.9%, 321/

631) 발현하였다(Fig. 2C). TRPA1을 발현하는 신경세포 중

P2X3을 동시에 발현하는 신경세포는 대부분 작거나 중간크

기였다(Fig. 2D, 단면적평균값±표준편차: 493.8±134.3 μm2).

고 찰

본 연구에서 관찰한 주요 결과는 다음과 같다. 1) 흰쥐의

삼차신경절에서 TRPA1++신경세포는 통각표지자인 TRPV1

을 동시에 발현하였으며, 이들은 주로 작거나 중간크기의 신

경세포에서 공존이 관찰되었다. 2) TRPA1++신경세포는, 또

한, 작거나 중간크기의 신경세포에서 P2X3와도 공존하였다.

TRPV1은 삼차신경꼬리핵 및 척수 뒤뿔에서 lamina I 그리

고 outer lamina II 부위에서 주로 발현이 되며 P2X3는 inner

lamina II 부위에서 주로 발현이 되는 특징을 가지고 있는 통

각수용기들이다. 이러한 결과는 삼차신경절에서 TRPA1이

TRPV1 또는 P2X3와 공존함으로써 구강안면영역에서 TRPA1

에 의한 통증의 전달기전이 각기 독특한 방식으로 처리된

다는 것을 시사한다.

본 연구에서 TRPA1++ 신경세포의 약 59%가 TRPV1과,

약 26%가 P2X3와 각각 공존하였다. 이는 뒤뿌리신경절에서

대부분의 TRPA1++신경세포가 TRPV1 및 SP를 발현한다는



이전의 보고와(Story et al., 2003; Bautista et al., 2005; Koba-

yashi et al., 2005) 다른 양상을 보였다. 또한 TRPV1을 함께

발현하는 TRPA1++ 신경세포의 비율은 뒤뿌리신경절 (약

100%)에 비해 삼차신경절(59%)에서 훨씬 낮게 나타났다.

이는 삼차신경절 및 뒤뿌리신경절에서의 TRPA1의 발현율

차이로 인한 것으로 생각된다. 또 다른 가능성은 in situ hy-

bridization 기법, 면역조직화학기법 등과 같은 TRPA1을 감

지하는 방법의 차이에 의한 것일 수 있다. TRPA1이 비펩티
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Fig. 1. Double immunofluorescence staining for TRPA1 (red) and TRPV1 (green) in the trigeminal ganglion (TG). A: The majority of TRPA1-
immunopositive (TRPA1++) neurons costained for TRPV1. Colocalization is represented in yellow in the merged image. Scale bar==50 μm. B:
Quantitative analysis of colocalization of TRPA1 with TRPV1. Among all TRPA1++ TG neurons, 58.8% (328/558 in 15 sections) costained for
TRPV1, and among all TRPV1++ TG neurons, 49.1% (328/668 in 15 sections) costained for TRPA1. C. TRPV1++/TRPA1++ neurons were predo-
minantly small- and medium-sized.
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드성(non-peptidergic) 일차들신경세포의 표지자인 IB4면역

양성 신경세포에서도 발현한다는 기존 연구결과(Kim et al.,

2010)와 동일하게, 본 연구에서는 TRPA1이 비펩티드성 일

차들신경세포에서 주로 발현되는 P2X3와 공존한다는 사실

을 알았다. 이는 TRPA1이 펩티드성 및 비펩티드성 신경세

포 모두에서 발현된다는 것을 의미한다.

최근 많은 연구들에 의해 TRPA1이 17�C보다 낮은 유해

한 온도에 의해 활성화 될 뿐만 아니라, 다양한 자극들, 예를

들면 allyl isothiocyanate, cinnamaldehyde, allicin과 같은 겨

자, 계피 그리고 마늘의 얼얼한 성분, 그리고 acrolein과 같은

Fig. 2. Double immunofluorescence staining for TRPA1 (red) and P2X3 (green) in the trigeminal ganglion (TG). A: TRPA1++ neurons costained
for P2X3. Colocalization is represented in yellow in the merged image. Scale bar==50 μm. B. Quantitative analysis of colocalization of TRPA1
with P2X3. Among all TRPA1++ TG neurons, 26.1% (310/1186 in 19 sections) costained for P2X3, and among all P2X3++ TG neurons, 49.1%
(310/631 in 19 sections) costained for TRPA1. C. P2X3++/TRPA1++ neurons were predominantly small- and medium-sized.
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환경유해물질들에 의해 활성화 된다는 것이 알려져 있다

(Story et al., 2003; Bautista et al., 2005; Andersson et al., 2008).

또한 TRPA1은 고역치 기계자극에 의한 통증의 전도에 기여

하며(Kwan et al., 2006), 염증 및 신경손상시 야기되는 통각

과민화에 관여하는 것으로 알려져 있다(Ji et al., 2007; Petrus

et al., 2007; Eid et al., 2008). 이러한 TRPA1의 역할에 대한 많

은 연구에도 불구하고 TRPA1을 발현하는 신경세포의 특성

이 잘 알려져 있지 않는데, 본 연구에서는 TRPA1이 TRPV1

및 P2X3와 공존한다는 사실을 밝혔다. TRPV1은 염증 및 신

경손상시 발현양이 증가하며, 이는 다양한 유해자극에 의한

통각과민화를 조절한다는 것으로 알려져 있다(Caterina &

Julius, 2001). 또한, TRPV1은 43�C보다 높은 유해한 열자극

에 의해 활성화되는 수용기이므로(Caterina & Julius, 2001),

TRPA1과 TRPV1을 발현하는 신경세포는 냉통각 및 열통각

을 동시에 전달할 수 있다는 것을 시사한다. 그리고, TRPV1++/

TRPA1++신경세포는 유해한 냉자극에 의한 작열감을 일으

킬 수 있다는 것을 의미하며, 이는 TRPA1만을 발현하는 냉

자극 수용기와 다른 독특한 기능을 수행할 것이라고 판단

된다. 종합하면, TRPA1과 TRPV1을 동시에 발현하는 신경

세포는 이들의 고유한 기능들을 서로 조절함으로써 유해한

자극이 TRPV1++/TRPA1++ 신경세포에 전달이 될 경우 과

민화반응이 더 빨리 그리고 더 오랫동안 지속될 수 있을 것

이라는 것을 시사한다.

P2X3 수용기는 조직의 손상 및 염증 시 분비되는 ATP와

결합하여 통증의 전도에 중요한 역할을 담당한다(Burnstock,

2009). P2X3 수용기가 발현되지 않는 실험동물은 포르말린

에 대한 유해반응이 정상동물과 비교했을 때 현저하게 감

소되며, 이는 P2X3 수용기가 온도 및 염증성 과민화반응을

조절한다는 것을 의미한다(Souslova et al., 2000). 본 연구에

서는 P2X3 수용기를 발현하는 TRPA1++신경세포는 대체적

으로 작거나 중간크기였으며, P2X3 수용기는 활성화되면 신

경말단에서 glutamate가 분비된다는 것을 감안한다면(Gu &

MacDermott, 1997), P2X3와 TRPA1이 공존하는 신경세포가

활성화되면 glutamate를 훨씬 더 많이 분비시켜 동통을 더

욱 증폭시킬 수 있다는 것을 시사한다.
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⁄국문초록¤

Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1)은 17�C보다 낮

은 유해한 온도 및 자극적인 화합물에 의해 활성화되며 통각을

조절한다. 그러나 TRPA1에 의한 통각정보가 어떻게 처리되는

지에 대한 정보는 많이 알려져 있지 않다. 본 연구에서는 흰쥐의

삼차신경절에서 TRPA1을 발현하는 신경세포의 특성을 규명하

기 위해서, 면역형광기법을 사용하여 TRPA1을 발현하는 신경세

포에서 다른 통각수용기들에서 발현되며, 특징적인 기능을 수행

하는 수용기인 transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1)와

P2X3와의 발현양상을 조사하였다.

TRPA1을 발현하는 신경세포에서 열감각수용기이며, 통각표

지자인 TRPV1과의 공존을 조사해 본 결과, TRPA1 면역양성 신

경세포 중에서 58.8% (328/558)가 TRPV1을 동시에 발현하였으

며, 41.2% (230/558)가 TRPA1만 발현하고 TRPV1을 발현하지

않았다. TRPA1을 발현하는 신경세포 중 TRPV1을 동시에 발현

하는 신경세포는 대부분 작거나 중간크기였다. 또한 TRPA1과

조직의 손상, 그리고 염증 시 분비되는 ATP와 결합하는 P2X3와

의 공존을 조사해 본 결과, TRPA1 면역양성 신경세포 중에서

26.1% (310/1186)의 신경세포에서 P2X3을 동시에 발현하였으며,

73.9% (876/1186)의 신경세포에서 TRPA1만 발현하였다.

TRPA1을 발현하는 신경세포 중 P2X3을 동시에 발현하는 신경

세포는 대부분 작거나 중간크기였다.

이러한 결과는 TRPA1을 발현하는 신경세포가 TRPV1 또는

P2X3를 동시에 발현함으로써 동일한 신경세포가 구강안면영역

에서의 냉통각 및 열통각을 조절할 뿐 아니라, 냉통각 및 염증성

동통을 동시에 전달하는 등 하나의 신경세포가 여러 가지 통각

의 전달에 관여하는 것을 시사한다.


