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삼차신경입쪽핵(trigeminal nucleus oralis)은 치수유래 들신경섬유로부터 통각정보를 전달받아 하악반

사에 관여하는 것으로 알려져 있다. 하지만 치수에서 유래하는 통각정보가 삼차신경입쪽핵에서 전달되고 

처리되는데 관여하는 신경전달물질에 대해서는 잘 알려져 있지 않다. 이를 밝히기 위해 본 연구에서는 신경

추적자(WGA-HRP)를 이용하여 삼차신경입쪽핵으로 투사하는 치수유래 들신경섬유의 종말을 표식한 후 

전자현미경적 면역조직화학기법을 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

삼차신경입쪽핵에서 치수유래 표식종말은 직경 45-55 ㎚의 둥근 모양의 소포를 함유하고 있었으며 일

부에서 직경 90-120 ㎚의 큰 치밀소포(dense cored vesicles)가 관찰되었다. 표식종말은 대부분이 중간부분

(middle dendrite) 혹은 먼쪽(distal dendrite) 가지돌기와 비대칭 연접을 이루었으며 세포체(soma)나 몸쪽 

가지돌기(proximal dendrite)와 연접하는 경우는 관찰되지 않았다. 표식종말은 여러 형태의 소포를 함유하

는 종말(p-ending)과 대칭연접을 이루었는데 이들 종말내의 연접부위에서 소포들이 밀집되어 있는 것으로 

보아 이들로부터 연접신호를 전달받는 것으로 나타났다. 금입자면역조직화학기법에 의한 면역반응 결과 일

차들신경종말 및 이와 연접하는 p-ending은 각각 글루탐산염 및 GABA에 양성반응을 나타내었다.

이상의 결과로 미루어보아 삼차신경입쪽핵에 투사하는 치수유래 신경섬유의 말단은 글루탐산염을 신경

전달물질로 사용하며 이는 GABA를 신경전달물질로 사용하는 p-ending에 의하여 조절을 받는 것으로 생

각된다.
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서론
삼차신경계는 턱관절의 운동 및 얼굴과 입안의 

감각을 담당하며 삼차신경운동핵(trigeminal motor 

nucleus), 중뇌핵(mesencephalic nucleus), 주감

각핵(principal sensory nucleus) 및 척수핵(spinal 

nucleus) 등으로 구성되어 있다. 이중 척수핵은 다

시 삼차신경입쪽핵(trigeminal nucleus oralis: Vo), 

삼차신경중간핵(trigeminal nucleus interpolaris), 

삼차신경꼬리핵(trigeminal nucleus caudalis) 등 세 

부분으로 나뉜다. 삼차신경입쪽핵은 세포구축학적

으로 다시 세 부분으로 나뉘는데, 입쪽등쪽안쪽영

역(Vo.r, rostrodorsomedial region), 등쪽안쪽영역

(Vo.dm, dorsomedial region) 및 꼬리영역(Vo.c, 

caudal region)등이다. 삼차신경입쪽핵은 입안의 유

해자극을 전달받아 주로 삼차신경운동핵으로 투사

함으로서 아래턱운동이나 아래턱반사의 조절에 관

여하는 것으로 생각되고 있다1-7).

이상의 여러 아핵 가운데 감각을 담당하는 아핵

들은 대부분 치수로부터 신경섬유의 투사를 받는

다. Shigenaga 등1)은 고양이의 치수에 HRP주입에 

의한 투사실험을 통하여 치수감각은 삼차신경주감

각핵의 등쪽아핵(Vpd, subnucleus dorsalis of pars 

principalis), 삼차신경입쪽핵의 Vo.r과 Vo.dm, 삼

차신경중간핵의 안쪽부분, 삼차신경꼬리핵의 I, II, 

V층 등으로 투사한다고 보고하였다.

일차들신경종말이 사용하는 신경전달물질에 대

해서 많은 연구가 진행되어 왔는데, 척수의 뒤뿌리

신경절(dorsal root ganglion)8-10)에서 유래하는 여

러 일차들신경섬유는 빠른 흥분성 신경전달물질로

서 글루탐산염(glutamate)을 함유하고 있다는 것이 

면역조직화학적 기법에 의해 밝혀졌다. 또한 Bae 

등11)은 삼차신경절에 CTB-HRP를 주입하는 실험

에서 삼차신경계의 각 아핵에서 관찰되는 신경종말

의 대부분이 글루탐산염을 신경전달물질로 사용하

며 또 이와 연접하는 연접이전 종말에서는 GABA

를 신경전달물질로 사용함을 밝힌 바 있다. 

치수유래 들신경섬유의 연접양식에 관한 연구

에서. Clements 등12)은 치수유래 일차들신경섬유 

종말은 삼차신경척수핵의 꼬리부분에서 글루탐산

염을 신경전달물질로 사용함을 밝힌 바 있다. 하지

만 아직까지 삼차신경입쪽핵으로 투사하는 치수유

래 신경종말이나 이와 연접하는 연접이전 종말에 

사용되는 신경전달물질이나 미세구조 및 연접양식

에 관한 보고는 거의 없다.

지금까지 특정 물질의 존재여부의 형태학적

인 판단에 이용되어온 포매전 면역조직화학기법

(preembedding immunocytochemistry)은 반응산

물이 퍼진 형태로 축삭종말 내에 침착되므로 함유

된 신경전달물질의 정량이 불가능하다. 또한 면역

양성반응이 나타나더라도 글루탐산염과 같은 아

미노산은 대사성으로 존재하는 것인지 혹은 신

경전달물질로서 존재하는 것인지 구분하는 것이 

필요한데 이의 구분이 명확하지 않다. 그러나 포

매후 금입자면역조직화학기법(postembedding 

immunocytochemistry)을 이용하면 종말내의 부위

에 따른 금입자의 밀도를 측정할 수 있어서 대사성 

물질 및 신경전달물질로서의 글루탐산염의 구분이 

가능하며, 아울러 종말 내에서의 이들 물질의 정량

이 가능하다. 

본 연구에서는 WGA-HRP를 신경추적자로 사

용하여 삼차신경입쪽핵으로 투사하는 치수유래 들

신경종말을 동정하고 포매 후 금입자면역조직화학

기법 이용하여 이들이 글루탐산염을 신경전달물질

로 사용하는지, 또한 이와 연접하는 연접이전 신경

종말이 GABA를 신경전달물질로 사용하는지를 밝

히고 아울러 이의 미세구조 및 주위 구조물들과의 

연관관계에 대해 살펴보고자 한다.
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재료 및 방법
체중 300-320 g의 Sprague Dawley계 흰쥐를 

대상으로 다음과 같은 실험을 행하였다. 실험동물

을 sodium pentobarbital (40 mg/kg, i.p.)을 이용

하여 마취한 후 아래턱 일부와 오른쪽 앞니의 법랑

질 및 상아질을 치과용 드릴을 이용하여 제거한 다

음 치수를 노출시켰다. 그 후 생리식염수에 용해한 

1.5 μl의 2% WGA-HRP (Sigma, St. Louis, MO, 

USA)를 Hamilton syringe에 연결한 30 gauge의 주

사바늘을 이용하여 30분 동안 치수내에 주입하였으

며, 노출된 치수는 치과용 시멘트를 이용하여 막아 

두었다. WGA-HRP 주입 후 36-48 시간 경과 후 

실험동물을 깊게 마취한 후 100 ml의 생리식염수

로 혈액을 씻어낸 다음 2.5% glutaraldehyde, 0.5% 

paraformaldehyde 및 0.1% picric acid를 함유한 

고정액(0.1M phosphate buffer; 0.1M PB, pH 7.4)

을 이용하여 관류고정하였다. WGA-HRP를 주입

한 앞니를 포함하는 아래턱 및 뇌줄기를 분리하여 

동일한 고정액에 2 시간 동안 후 고정한 다음 0.1 

M PB에 보관하였다. 

주입한 WGA-HRP가 치아뿌리끝구멍 주변부

의 치아인대로 스며들지 않고 치수에만 한정되어 

있는 것을 확인하기 위하여, 분리한 아래턱을 고정

액으로 고정한 후 8% EDTA용액에 3주간 탈회한 

후 냉동절편기로 20-30 μm 두께의 절편을 형성하

였다. 그 후 Mesulam13)의 tetramethylbenzidine 방

법을 이용하여 WGA-HRP를 가시화한 다음 광학

현미경으로 관찰하였다.

삼차신경 감각핵군에서 치수유래 표식종말을 

분석하기 위하여서 진동절편기(vibratome)를 이용

하여 뇌줄기에서 60 μm 두께의 횡단연속절편을 

형성하였다. 그 후 tungstate/tetramethylbenzidine 

(TMB) protocol14)에 의해서 WGA-HRP를 가시화

한 다음 diaminobenzidine (0.25 mg/ml in PB, pH 

6.0)으로 안정화하였다. 광학현미경적 관찰을 통하

여 표식종말이 많이 함유된 조직을 선택한 다음 1% 

osmium tetroxide로 40분간 후고정하였다. 계열 에

탄올로 탈수과정을 거친 다음 Durcupan에 포매하

여 58 ℃에서 48시간 경화하였다. 삼차신경입쪽핵

에서 표식종말이 많이 함유된 부위를 면도날로 자

른 다음 빈 레진 막대 위에 접착하였다. 

Formvar 지지막을 형성한 니켈 그리드 위에 연

속 초박절편을 형성한 후 글루탐산염에 대한 금입

자 면역조직화학기법을 시행하여 관찰 및 분석하

였다. 면역조직화학법 과정을 간단히 살펴보면 1% 

periodic acid용액으로 10분 동안 레진을 etching

한 후 9% sodium-m-periodate용액으로 15분 

동안 반응하여 osmium을 제거하였다. 그 후 2% 

human serum albumin (HSA) 용액(in TBST)으

로 10분 동안 반응시킨 다음 1:7,000으로 희석한 

rabbit anti-glutamate 항체(donated by the Dr. 

O.P. Ottersen, Oslo University, Norway)에 실온

에서 2시간 반응하였으며 이때 교차반응을 제거하

기 위해 억제제로서 300 μM glutamine-G 및 300 

μM aspartate-G를 항체에 첨가하였다. 또한 일

부 그리드는 1:800으로 희석한 항 GABA (Code, 

GABA 990) 항체에 2시간 동안 실온에서 반응시켰

다. 이 항혈청은 Storm-Mathisen 등15)의 방법에 의

하여 만들어졌으며 항원의 처리에 glutaraldehyde

만 사용하지 않고 glutaraldehyde와 formaldehyde

를 혼합하여 사용하였다. 이들의 특징은 이미 자세

히 소개된 바 있다8,16). 항 GABA 혈청은 1:800으로 

TBST (containing 2% HSA)에 희석하여 사용하였

다. 교차반응을 방지하기 위하여 희석된 항 GABA 

혈청을 아미노산과 glutaraldehyde의 결합물17) 즉, 

글루탐산염-G(500 μM)와 미리 밤새 반응시켰

다. 그 후 polyethyleneglycol 용액에 1:20으로 희

석한 goat anti-rabbit IgG coupled to colloidal 

gold particles(직경: 15 nm, BioCell Co., UK)에 

2시간 반응한 후 uranyl acetate 포화용액 및 1% 
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lead citrate 용액으로 염색하여, 투과전자현미경

(Hitachi H-600, Hitach, Tokyo, Japan)으로 분석

하였다. 17,000배에서 전자현미경 사진을 찍어 인

화하여(최종배율: 25,500배), 금입자의 단위면적 

당 밀도를 측정하였다. 일차항체 대신 비면역혈청

(nonimmune serum)을 쓰거나 일차항체를 제외시

킨 후 동일한 과정을 거쳐 면역양성 반응이 없음을 

확인함으로써 항체의 특이성을 검증하였다.

결과
광학현미경적 관찰에서 치수유래 WGA-HRP 

표식종말은 첫째 및 둘째 목뼈 부위의 뒤뿔 안쪽, 

꼬리핵의 뒤뿔, 중간핵, 입쪽핵 및 주감각핵의 등쪽

안쪽(dorsomedial) 부위에서 주로 밀집되어 분포하

였다. 본 연구에서 전자현미경적 분석은 삼차신경

입쪽핵에서의 표식종말을 대상으로 시행하였는데, 

WGA-HRP의 TMB 반응산물은 길쭉한 막대모

양 혹은 결정(crystal) 형태로 나타나 저배율에서도 

쉽게 표식된 축삭 및 종말을 구분할 수 있었다(Fig. 

1). 표식종말은 직경 45-55 ㎚의 둥근 모양의 소포

를 함유하고 있었으며 일부에서 직경 90-120 ㎚의 

큰 치밀소포(dense cored vesicles)가 관찰되었다. 

표식종말의 대부분은 중간부분 가지돌기 혹은 먼쪽 

가지돌기와 연접을 이루었다. 이들 연접은 연접이

후 치밀질이 잘 발달되었으며, 연접틈새가 넓고, 연

접하는 부위가 넓은 비대칭연접 양식을 보였다. 세

포체나 몸쪽 가지돌기와 연접하는 경우는 관찰되지 

않았다. 표식종말은 타원형, 납작한 모양, 둥근 모

양 등 여러 형태의 소포를 함유하는 종말과 대칭연

접을 이루었는데 이들 종말내의 연접부위에서 소포

들이 밀집되어 있는 것으로 보아 이들로부터 연접

신호를 전달받는 것으로 나타났다(Fig. 1).

글루탐산염 및 GABA 각각에 대한 면역반응을 

나타내는 금입자들은 각기 다른 구조물에서 밀도가 

달랐다. GABA의 경우 금입자는 주로 p-ending에

서 많이 관찰되었으며 일차들신경 종말에서는 낮은 

밀도를 보였다(Fig. 1A, 1C, 1D). 글루탐산염의 경

우 금입자는 WGA-HRP에 의해 표식된 축삭종말

에서 밀도가 높았으며, 연접소포가 밀집되어 있는 

부위 및 사립체의 내강에서 금입자 밀도가 높게 관

찰되었다(Fig. 1B).  

Figure 1. Electron micrographs of ultrathin sections incu-
bated with GABA antiserum (A, C, D) and with glutamate 
antiserum (B) in the trigeminal nucleus oralis. The labeled 
bouton (*), which is identified by electron dense TMB-
HRP reaction product, is presynaptic to dendritic shafts 
(d1, d2) and receive axoaxonic synapse from pleomor-
phic vesicles containing endings (outlined by white dotted 
line: p1, p2 in A, C, D). Gold particles for glutamate are 
distributed densely over tooth pulp afferent terminals (B). 
Gold particles for GABA are distributed densely over the 
p-endings (A, C, D). Scale bar in D = 500 nm, which is 

also applicable to A-C.
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결론 및 고찰
본 연구를 통하여 삼차신경입쪽핵으로 투사하

는 치수유래 일차들신경종말은 신경전달물질로 글

루탐산염을 사용하며 이들의 흥분성은 GABA를 신

경전달물질로 사용하는 연접이전 종말에 의해 조절

됨을 알 수 있었다.

WGA-HRP에 의한 신경섬유의 선택적 표지

본 연구에서 신경추적자로서 사용한 HRP 

(horseradish peroxidase)는 1970년대 초18,19) 신경

회로를 확인할 목적으로 사용된 이래 현재까지도 

많이 사용되고 있다. 사용 목적에 따라 세포내 혹

은 축삭 내 신경추적자를 주입할 경우는 free HRP

가 많이 사용되지만 세포바깥 주입법에 의한 실험

을 할 때는 WGA (wheat germ agglutinin) 혹은 콜

레라독소(cholera toxin B)와 결합된 것을 사용함

으로써 HRP의 확산방지, 용해소체에 의한 분해감

소, 특정 신경말이집 수용기와의 선택적 결합 등에 

의해 친화성을 높여서 사용하기도 한다. 일반적으

로 WGA는 N-acetyl-D-glucose에, CTB는 GM1 

ganglioside에 선택적으로 친화성을 가진다고 알려

져 있으며20-22) 이러한 차이 때문에 실제로 말초에

서 WGA-HRP 및 CTB-HRP는 서로 다른 굵기의 

신경섬유에 선택적으로 흡수된다고 알려져 있다. 

즉 CTB-HRP가 직경이 굵은 말이집신경섬유에, 

WGA-HRP는 직경이 가는 말이집 혹은 민말이집

신경섬유에 선택적으로 흡수된다23-25).

Bae 등11)은 흰쥐 삼차신경절에 CTB-HRP

를 주입한 뒤 삼차신경 감각핵의 각 아핵에서 일

차들신경종말의 투사양식을 분석한 실험에서 일

차들신경종말은 삼차신경입쪽핵의 등쪽안쪽

(dorsomedial)부분으로 많이 투사한다고 하였는

데, 이는 본 연구에서의 결과와 일치하였다. 또

한 전자현미경적 분석에서도 일차들신경섬유종

말 및 p-ending의 미세구조, 일차들신경섬유종말

은 신경전달물질로서 글루탐산염을, p-ending은 

GABA를 함유한다는 연구결과는 치수유래 들신경

섬유종말 및 이와 연접하는 p-ending의 연구결과

와 일치하였다. 이러한 연구결과들은 말초에서부

터 삼차신경입쪽핵으로 입력되는 일차들신경 종말

은 그 직경에 상관없이 대부분 글루탐산염을 신경

전달물질로 사용하며 이와 연접하는 연접이전 종

말인 p-ending은 대부분 GABA를 신경전달물질

로 사용하는 것으로 생각된다.

일차들신경종말과 글루탐산염

척수의 뒤뿔에서 관찰되는 일차들신경종말에 

글루탐산염이 신경전달물질로서 사용된다는 사실

은 많이 알려져 있다26-28). 뇌줄기의 숨뇌 뒤뿔(삼차

신경척수핵) 및 삼차신경주감각핵에서도 일차들신

경종말은 글루탐산염을 신경전달물질로 사용한다
11,12,29,30). 이상의 보고와 본 실험결과를 정리해 보면, 

체성감각계에서 신경섬유의 type, 직경 혹은 자극의 

종류에 관계없이 일차들신경 종말에서는 글루탐산

염을 신경전달물질로 사용한다는 것을 알 수 있다.

글루탐산염은 잘 알려진 것처럼 중추신경계에

서 가장 많은 양을 차지하는 신경전달물질이다. 글

루탐산염은 신경전달물질로도 사용되나 여러 대사

과정에서 만들어지기도 한다. 이 아미노산은 혈관-

뇌장벽을 통과하지 못하는 비필수 아미노산이기 때

문에 혈류를 통해서 뇌로 공급되지 못하고 포도당

이나 다른 전구물질로부터 여러 대사경로를 통해 

합성된다. 또한 사립체에서 트리카르복시산 회로

에 의해 산화적 인산화(oxidative phosphorylation) 

과정이 진행될 때 케톤산으로부터 글루탐산염과 

aspartate가 합성된다31). 이때 합성된 글루탐산염은 

대사성 글루탐산염이며 신경종말에서 신경전달물

질의 정량적 분포를 관찰할 때 제외시켜 주어야 한

다. 따라서 금입자 면역조직화학기법을 이용해 글

루탐산염을 신경종말에서 정량적으로 분석하는 본 
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실험에서 신경종말에 함유된 사립체 위에 분포하는 

금입자를 제외하고 주로 연접소포 위에서 관찰되는 

금입자만을 포함시켰다. 연접소포 위에 표지된 금

입자는 신경전달물질로서 사용되는 글루탐산염을 

표지한 것으로 간주할 수 있기 때문이다. 

축삭사이 연접에서 연접이전 축삭종말과 GABA 

축삭사이연접(axoaxonic synapse)이 처음 소개

된 것은 1962년 Gray32)에 의해서이다. 이제까지의 

많은 연구들에 의해 척수에서 흥분성 일차들신경

종말을 조절하는 연접이전종말은 GABA를 신경전

달물질로 사용한다고 알려져 있다28,33-36). GABA는 

glycine과 함께 대표적인 억제성 아미노산 신경전달

물질이다. 뇌줄기의 삼차신경척수핵에서도 일차들

신경종말이 GABA를 함유한 연접이전종말과 신경

연접을 이루고 있다는 보고가 많다30,37-39). 또한 위

삼차신경핵(supratrigeminal nucleus)에서도 치아

인대유래 일차들신경종말이 GABA를 함유한 신경

종말과 축삭사이연접을 이루고 있음이 보고된 바가 

있다40). 이런 보고들을 본 실험결과와 함께 종합해

보면 일차들신경종말의 조절에 GABA는 매우 중요

한 역할을 하는 신경전달물질임을 알 수 있다.

GABA 함유 신경종말의 기원에 대하여는 아직 

잘 알려져 있지 않다. 본 연구에서 관찰된 p-ending 

들은 삼차신경입쪽핵으로 투사한다고 알려진 팔곁

핵(parabrachial nucleus)41)이나 삼차신경중뇌핵42) 

등으로부터 유래할 가능성이 있으며 정확한 기원을 

밝히기 위하여 앞으로 추가적인 연구가 필요할 것

으로 생각된다.
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ABSTRACT

Postembedding Immunocytochemical Analysis of Tooth Pulp 
Afferent Terminals in the Trigeminal Nucleus Oralis

Jae Youn Son1, Hye Min Han1, Tae Heon Kim2, Yong Chul Bae1

1Department of Anatomy and Neurobiology, School of Dentistry, Kyungpook National University, 
2Department of Dental Hygiene, Taegu Science University

Trigeminal nucleus oralis (Vo) receiving nociceptive information from the dental pulp is involved in reflex-

ive jaw movement. However, little information is available regarding the neurotransmitters which are involved 

in the transmission and processing of pulpal nociceptive information in the Vo. To address this issue, we labeled 

afferents of rat upper molar pulps using retrograde wheat germ agglutinin-conjugated horseradish peroxidase 

(WGA-HRP) tracing, performed postembedding immunocytochemistry with glutamate and GABA antisera, 

and ultrastructural analysis. The labeled pulpal afferent terminals in the Vo contained many spherical synaptic 

vesicles (45-55 nm in diameter). They frequently made asymmetrical synaptic contacts with the middle or distal 

parts of dendrites rather than the soma or proximal part of dendrites. They received synapse from pleomorphic 

vesicles containing presynaptic endings. Gold particles labeling the glutamate were densely distributed in the 

afferent terminals of the tooth pulp but were sparse in the presynaptic endings. On the other hand, gold particles 

labeling GABA were densely distributed in the presynaptic endings, but sparse in the afferent terminals of the 

tooth pulp. These findings indicate that tooth pulp afferent terminals use glutamate as a neurotransmitter in the 

Vo and they are controlled by presynaptic endings that use GABA as a neurotransmitter.

Keywords: pulpal afferent, synaptic connectivity, presynaptic inhibition, GABA


