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ABSTRACT

TripleImmunofluorescentLabelingofNeurochemicalMarkers

IntheMidbrainPeriaqueductalGrayinCats

SeongYunJeong

Advisor:Prof.Sang-HagPark,M.D.,Ph.D.

DepartmentofMedicalScience

GraduateSchool,ChosunUniversity

Themidbrainperiaqueductalgray(PAG)comprisesseverallongitudinalcolumns
thathavedifferentneuroanatomicalandfunctionalproperties.Thepresentstudy
aimedatcharacterizingthechemoarchitectureofthecatPAG andinvestigated
thepatternsofdistirbutioninthePAGofelevenneurochemicalmarkers.

Triple immunofluorescent labeling for calbindin-D28K (CB),calretinin (CR),
parvalbumin(PV),nitricoxidesynthase(NOS)somatostatin(SST),enkephalin(Enk)
substanceP(SubP),andtryptophanhydroxylase(TPH)wereselectivelycarriedout
inmidbrainslices.HistochemistryforNADPH-diaphorase(NADPHd),cytochrome
oxidase(COx),andacetylcholinesterase(AChE)wereadditionallyperformed.

Eachneurochemicalmarkershowedadistincttopographicaldistributioninthe
PAG.CB-immunoreactive(CB-ir)perikaryawerefoundinthelateral(L)and
ventrolateralcolumns(VL)andsupraoculomotorcapnucleus(Su3C).A clusterof
CB-irperykaryamarkedaninnominatenueuroanatomicalnucleusattherostral
levelofthePAG.CR-irperikaryawereobservedindorsolateral(DL)columnand
Su3C,whereras no PV-irperikarya was found within the PAG.NOS-iror
NADPHd-positiveperikaryaandfibersweredenselydistributedintheDL and
laterodorsaltegmentalnucleus(LDTg)andmarkedSu3Cwiththeirlow density.
COxrectivitywasfoundhighinLandVLandverylow inDL,wherasAChE
reactivitywasfoundhighinVLandtheouterhalvesofLandDL.

SubP-,SST-,and Enk-iraxonsandnerveendingswerealtogetherdensely
distributed in middleone-third ofVL(VLm).ClustersofCB-irperikaryaand
SST-irfibersmarkeddorsal(VLd)andventral(VLv)compartmentsofVL.The
medialhalfofLcouldbedividedintotwocompartments;dorsalL(Ld)marked
only with rich SubP-irnerveendingsand ventralL(Lv)marked with CB-ir
perikaryaandSubP-,SST-,andEnk-irendings.LocalizedclustersofEnk-ir
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nerveterminalswerealsofoundinDLandinthesubregionalongthemidlineof

dorsomedialcolumn(DM).

Thesefindingssuggestthatneuronsin acolumnarregion ofthePAG are
neurochemically heterogenousand thattheconceptualPAG columnscould be
further compartmentalized into subnuclei based on the distribution of
neurochemicalmarkers.

_____________________________________________________________________________

KeyWords:Periaqueductalgray,Calbindin,Calretinin,NOS,Acetylcholinesterase,

Cytochromeoxidase.
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서 론

신경계에서 중간뇌 중심회색질(periaqueductalgray,PAG)은 곤경 상황의 자극에

방어적으로 대응하려는 자율신경,행동 및 정서 반응들의 통합조정을 담당하는 부위

이다(1).구체적으로 PAG가 주관하는 반응들은 통각전달의 억제성조절(2),심혈관계

자율신경성 반사(3),위기상황의 정서적 반응(4-6),발성(7),성적 자세반사(8),역설적

수면(9)등이 있다.

기능적인 특성에 비하여 PAG의 구조적 특성은 아직 상세히 규명되어 있지 않다.

PAG 내부에는 서로 비슷한 형태와 크기의 신경세포들이 고밀도로 분포하여서 이들

을 분별하기가 어렵기 때문에 PAG가 신경계에서 핵심부에 위치한 큰 영역임에도

PAG 내부에는 특정신경핵이 설정되어 있지 않다.고양이 PAG 내부에서 세포체와

축삭의 형태를 분류기준으로 삼았던 초기 연구(10-13)들에서는 PAG를 안쪽과 가쪽

으로만 구분하였고,다른 종의 PAG분획 결과들(14-16)과도 다르게 보고되었다.

PAG 내부구조에 대한 현재의 정설은 세로기둥구조(longitudinalneuronalcolumn,

LNC)이론이다(17,18).LNC이론은 PAG에서 통합조정되는 각 기능별로 동일한 양

상의 반응을 일으키는 뉴론들이 PAG의 세로방향 수준에 관계없이 PAG 내부에서

일정한 위치에 분포되어 있음을 근거로 하였던,소위 ‘기능적 세로기둥(functional

columns)’의 개념으로서 처음 제안되었으며,LNC이론이 주장된 당시에는 기능적 세

로기둥에 상응하는 해부학적 세로기둥 (anatomicalcolumns)이 확인되지 않은 상태

였다.이후에 조직학적 연구기법이 발달되어 부분적으로나마 해부학적 세로기둥을

지지하는 소견들이 축적되며 PAG내부 LNC구조론은 정설화되었고 더욱 보완되었

다. 현재의 LNC 정설은 PAG 내부의 등안쪽(dorsomedial, DM), 등가쪽

(dorsolateral,DL),가쪽(lateral,L),그리고 배가쪽(ventrolateral,VL)에 세로방향으

로 4개의 세포기둥들이 형성되어 있다는 것이고 학자에 따라서는 수도관 (aqueduct,

Aq)주변의 고리지역을 또다른 세로기둥 (juxta-aqueductal,JA)으로 구분하기도 한

다.
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PAG내 해부학적 세로기둥에 관한 현재 통용되는 개념들에 대하여는 세 가지 사항을

재검토할 필요가 있다.첫째,대부분의 지견들이 흰쥐에서 관찰된 소견임에도 동물의

다른 종에도 일관되게 적용하는 경향이다.물론 조직화학염색들에서 대부분의 소견은

종의 차이 없이 공통되게 관찰된다.사람을 비롯한 5종의 PAG내에서 등가쪽기둥(DL)

과 눈돌림신경위모자핵 (supraoculomotornucleus,Su3C)이 β-nicotinamideadenine

dinucleotidephosphatediaphorase(NADPHd)염색에서 양성반응구역으로서 확인된다

(19)는 사실이 대표적이다.그러나 NADPHd염색소견을 면밀히 관찰하면 L구역 내에

서 흰쥐에서는 관찰되지 않는 양성반응구역이 토끼와 고양이에서는 동일하게 존재한다

는 차이가 있다(20). 동물의 크기에 따라 PAG내부에 분포하는 뉴론들의 양적 차이를

인정하면,흰쥐는 PAG내부구조를 제시하기에는 상대적으로 불충분하다는 개연성도 인

정된다.

둘째,또다른 조직화학염색인 cytochromeoxidase(COx)염색(21)에서는 양성반응구

역으로서 등안쪽기둥 (DM)구역이 확인되었고,한편 acetylcholinesterase(AChE)염색

(22)에서는 양성반응구역으로서 가쪽기둥 (L) 구역과 눈돌림신경위모자핵(supra-

oculomotornucleus,Su3C)이 제시되었다.그렇지만 이러한 COx와 AChE염색에서의

양성반응은 세포체가 아닌 신경섬유말단에서 나타나기 때문에,PAG로의 들신경섬유의

분포상을 제시할 뿐이고,PAG내 신경세포들의 특성을 제시하는 것으로 간주하기에는

부족하다.신경해부학적으로 신경핵 영역을 설정하는 경우 들신경섬유의 특성보다는 신

경핵 자체의 세포체 특성을 우선적 기준으로 삼아야 함이 타당하다.

셋째,고양이의 PAG에서 신경화학물질의 분포상에 대한 기존의 보고들은 한결같이

단편적인 소견만을 제시하였다. 신경펩타이드(23-30)와 칼슘결합단백(31-32)의 분포상

을 관찰하였던 스페인 연구진의 보고들은 뇌줄기 전부를 검색범주로 삼았었던 탓에

PAG소견에는 단순히 양성반응물의 존재유무와 양적 정도만을 기술하였고,신경전달물

질과 그 운반체의 분포상을 관찰하였던 Barbaresi의 연구들(33-36)에서도 양성반응이

점과 같은 신경말단소견들이어서 PAG내부를 소구역으로 분획하지 못하였다.무엇보다

도 이러한 논문들은 각기 하나의 물질만을 관찰대상으로 하였었기에,다른 물질과의 분

포적 상관성을 파악하기 곤란하였다.
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본 연구에서는 PAG내의 LNC표지자로서 다양한 신경화학물질의 중복염색을 시행

하고 그 분포상을 동일한 조직표본에서 비교하여,이들 간의 공존성 여부를 판단하려는

목적으로 시도되었다.그리고 신경화학적 표지자들의 분포상을 해석하는데 있어서 그

핵심에 calbindinD28K (CB)와 calretinin(CR)을 기준으로 채택하였다.세포내 칼슘결합

단백인 CB와 CR은 신경해부학적 표지자로서 인정되어서(37)수많은 연구에서 활용되

었지만,PAG내 LNC구조에 적용한 보고들은 최근에야 이루어지고 있다 (38,39). 본

연구에서 CB와 CR을 LNC표지자로서 선택한 가장 큰 이유는 이들의 양성반응이 세포

체에서 분명하게 관찰되기에 PAG자체의 신경세포들의 특성을 기준으로 PAG내부를

분획하기에 적합하다고 판단하였다.본 연구자는 앞선 연구(40)에서 토끼 PAG내 LNC

구조의 표지자로서 CB가 NADPHd보다 우월함을 이미 확인한 바 있기에,본 연구에

서는 실험동물로 고양이를 선택하여서 PAG내 LNC구조에서 종에 따른 차이도 확인하

고자 하였다.

이상과 같은 배경으로부터 추진된 본 연구는 구체적으로 다음 세가지 사항들을 구

명하는 것을 목적으로 하였다.

첫째,고양이 PAG 내부에서 CB-와 CR-면역반응성(immunoreactive,이하 -ir)세포

체 군락들의 분포는 상호간에,그리고 기존에 흰쥐에서 보고된 분포상과 어떠한 차이를

나타내는가?

둘째,다양한 신경화학적 표지자들의 분포상은 상관성 혹은 공존성을 나타내는가?

셋째,신경화학적 표지자들의 분포상을 복합적으로 적용하면,PAG내부를 현재 통

용되는 LNC구역보다 더욱 세분하는 구획화를 이룰 수 있는가?

이러한 목표 하에 10가지 신경화학표지자들을 대상으로 중복면역형광 표지를 시

행하고 이에 조직화학염색을 병행하여 그 관찰소견을 정리하였다.
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실험방법

실험동물 처치와 조직절편 제작

실험동물은 암수 구별없이 체중 1.5-2kg정도의 고양이를 (n=16)사용하였다.마

취는 ketaminehydrochloride(케타민Ⓡ,유한양행:50mg/kg)를 복강내 주사하였다.

마취된 동물을 4% paraformaldehyde고정액으로 심장관류를 시행한 후,중간뇌 부위

를 적출하여 동일한 고정액에 담아 4℃에서 12시간 후고정하였다.이후에 진동절편

기(Vibratome,Leica,VT1000s)를 사용하여 두께 40㎛의 관상면 절편을 얻었다.이

때의 절단면이 고양이 뇌정위부도들 (41-42)에 일치하도록 주의하였다.연속되어 얻

어지는 절편을 순차적으로 네 절편군에 속해지게 배열하였다.첫 번째 절편군은 조

직화학 염색을,두 번째와 세 번째 군은 삼중면역형광염색을 마지막 군에서는 필요

에 따른 이중조직화학염색이나 이중면역형광염색을 시행하였다.

조직화학 염색

NADPHd조직화학 염색은 일반적인 Paxinos등의 방법(43)을 사용하였다 간략히

기술하면 0.05% β-NADPH(SigmaN1630),0.0125% nitrobluetetrazolium,0.05%

tritonX-100그리고 1mM MgCl2를 포함한 phosphatebuffer(pH7.6)용액에서 조

직절편들을 4°C에서 48시간 반응시켰다.

COx의 조직화학 염색은 Wong-Riley(44)의 방법으로 그 활성도를 제시하였다.즉

30mgcytochromeoxidase(Sigma,cytochromeoxidaseCfrom horseheart)와 50

mg의 3,3-diaminobenzidinetetrahydrochloride(DAB)를 녹인 0.1M PBS100㎖ 용

액 속에 조직절편들을 넣고 광선을 차단한 상태로 38℃에서 3시간 반응시켰다.

AChE 조직화학염색은 Hedreen등(45)의 방법을 사용하였다.다음과 같은 조성의

0.1M sodium acetatebuffer(pH6.0)용액내에서 조직절편을 실온에서 30분 내지 1시

간 반응시켰다.1.7mM acetylthiocholineiodide,0.49mM sodium citrate,2.9mM
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cupricsulfate,1.25mM potassium ferricyanide,0.2mM ethopropazine.이후 발색

을 위하여 절편을 2% ammonium sulfide용액에 1분간 반응시킨 후 0.1% sodium

nitrate용액으로 세척하고(3x10분),다시 0.05% silvernitrate용액에 1분간 반응과

0.1% sodium nitrate용액으로의 세척(3x5분)과정을 거친 후에 0.1M phosphate-

bufferedsaline(PBS)용액으로(2x5분)반응을 종료하였다.

면역형광 및 면역조직화학 염색

중간뇌 절편들에 대한 면역형광염색을 위하여 용액내 부유 염색법을 채택하였다.

먼저 10% goat혈청과 0.3% tritonX-100을 함유한 0.1M PBS에 2시간 부치한 이후

절편들을 일차항체와 4℃에서 48시간 반응시켰다.이후 암실에서 조직절편을 이차항

체 (1:200)용액에 옮겨 실온에서 2시간 반응시켰다.이차항체로서 AlexaFluorⓇ (

Invitrogen)제품들을,앞선 단계에서 사용한 일차항체와 원하는 발색에 따라 적용시

켰다.사용한 일차항체들은 Table1에,이차항체들은 Table2에 정리하였다.

일부동물에서 시행한 CB 또는 CR에 대한 면역조직화학 염색은 Avidin-Biotin

Conjugate(ABC)방법으로 염색하였다.먼저 10% goat혈청과 0.3% tritonX-100을

함유한 0.1M PBS에서 2시간 부치한 이후 절편들을 일차항체와 4℃에서 48시간 반응

시켰다.그리고 1:200 또는 1:400으로 희석한 biotinylated goatanti-mouse IgG

(Chemicon)용액에 조직절편을 옮겨 실온에서 2시간 반응시킨 후,ABCkit(Vector)

를 이용하여 Avidin-peroxidasecomplex를 실온에서 30분간 반응시켰다.발색반응은

100㎖의 0.1M PBS에 50mgDAB와 33㎕ 0.3% H2O2를 함유한 용액을 사용했다.

한편 면역조직화학이나 면역형광염색에서는 일부 절편에 한하여 일차항체만을 제

외한 반응절차를 거친 후 음성반응을 확인하여 일차항체의 선별성을 검증하였다.
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Antigen Mono-/Polyclonal Host Code Dilution Source

 Calbindin D-28k  Polyclonal  Rabbit  CB-38a  1: 10000  Swant

 Calbindin D-28k  Monoclonal  Mouse  C9848  1: 500  Sigma

 Calretinin  Polyclonal  Rabbit  7699/3H  1: 2000  Swant

 Calretinin  Monoclonal  Mouse  MAB1568  1: 1000  Milipore

 Leu-Enkephalin  Monoclonal  Mouse  MAB350  1: 400  Milipore

 NOS  Monoclonal  Mouse  N2280  1: 1000  Sigma

 Parvalbumin  Monoclonal  Mouse  P3088  1: 500  Sigma

 Somatostatin  Monoclonal  Rat  MAB354  1: 200  Milipore

 Subsrance P  Monoclonal  Rat  MAB356  1: 200  Milipore

 Tryptophan      
  hydroxylase 2

 Polyclonal  Rabbit  ABN6  1: 400  Milipore

Alexa FluorⓇ # host antigen color

405 goat anti-mouse blue

488 goat anti-mouse green

488 goat anti-rabbit green

568 goat anti-mouse red

568 goat anti-rabbit red

594 goat anti-rat red 

Table1.Primaryantibodiesusedinthisstudy

Table2.Secondaryantibodiesusedintheimmunofluorescentstaining



- 9 -

이중 또는 삼중 염색

일부 절편군에서는 중복염색을 시행하였다.면역형광염색에서는 일차항체들과 이차

항체들의 반응단계에서,목적에 맞게 선택한 항체들의 혼합액을 적용시킴으로써 이

중 또는 삼중 염색을 시행하였다. 이중면역형광표지를 시행한 경우에는

4',6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI;Invitrogen)로써 대조염색을 하였다.또한 필

요에 따라서는 NADPHd조직화학 염색을 시행한 후,다시 CB 또는 CR에 대하여

면역조직화학염색을 중복 시행하였다.이 경우에는 선행절차의 NADPHd염색의 반

응시간을 20분으로 단축하여,NADPHd반응에서 생성되는 formazan물질이 후속되

는 염색의 반응결과에 끼칠 영향을 제한시켰다.

화상 획득과 처리

조직슬라이드의 소견들은 형광현미경 (OlympusBX-51)에 부착된 디지털카메라

(ProgResCFscan;Jenoptik)를 통하여 ProgResCapturePro2.8.8프로그램으로 화

상을 획득하였으며,얻어진 화상을 이후에 컴퓨터 상에서 ImageJ와 Photoshop프

로그램을 사용하여 분석 혹은 강화처리하였다.

신경해부학적 검색 및 도식화

조직절편내 PAG의 입꼬리쪽 수준(rostrocaudallevel)에 대한 표기는,조직절편의

PAG와 Aq의 형태를 기준으로 하여 Bermann(41)과 Verhaart(42)의 뇌정위부도의 표

기방식을 따랐다.즉,양측의 중이로를 관통하는 면 (interauricularlevel;IAL)에서

의 상대적 위치를 mm 단위의 숫자로 표시 하였다.예를 들어 IAL보다 입쪽으로

2mm 거리의 절단면을 나타내는 경우에는 전방(anterior)을 나타내는 'A2.0'으로 표

시하였다.또한 PAG 내부 구역들의 표기에는,현재 PAG 내부의 LNC 구획명칭이

확립되어 있는 흰쥐의 뇌정위부도(46)에서의 명칭을 기본으로 사용하였다.
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결 과

관찰 소견은 PAG의 세로 수준에 따라 꼬리쪽에서 입쪽의 순서로 정리하였고,기술

하는 용어에서 ‘구역’은 조직단면에서 세로기둥영역을,그리고 각 기둥영역 내부를 또

다시 세분하는 구획화에서의 부분을 가르킬 때 ‘소구역’이라는 단어를 적용하였다.

배가쪽세로기둥 (VL)구역을 세분하는 구획화

꼬리쪽 PAG에서 가장 넓은 면적을 차지하는 VL구역은 CB와 신경펩타이드 분포

상에 의해서 그 경계를 분명하게 확인하고 나아가서 VL구역의 내부를 세 개의 소구

역으로 구획 할 수 있었다(Fig.1참조).VL구역의 배쪽에 위치하는 뒤가쪽뒤판핵

(laterodorsaltegmentalnucleus,LDTg)이 NOS에 매우 강한 면역반응성을 나타내는

세포체들이 분포하는 특성 때문에 (Fig.1-B),NOS-ir세포체들의 분포를 기준으로

VL과 LDTg사이의 경계는 용이하게 파악되었다.VL구역의 등쪽 경계는 CB-ir세포

체들의 분포상이 표지하였다.CB-ir세포체들은 L구역에는 드물게 관찰되고 VL구역

에서 두 개의 군락으로 형성되어 관찰되었다(Fig.1-A).

VL구역의 내부는 등쪽(VLd)과 배쪽(VLv)에서는 CN-ir세포체 군락에 의해서,그

중간 부분(VLm)은 신경펩타이드 양성반응 섬유말단의 밀집성에 의해서 표지되는 세

개의 소구역으로 명확히 구분되었다.VLm 소구역은 ENK 과 SubP (Fig.1-A)와

SST (Fig.1-B)를 함유하는 신경말단이 공통적으로 밀집되어 분포하였다.SST-ir

섬유들은 VLm외에도 VLd중앙의 CB-ir군락체에서도 밀집상을 보이며 VLv에도

분포하는 점이 VLm에만 국한되는 ENK-과 Sub-ir섬유들의 분포와 차이점이었다.

한편 CR-ir세포체들은 VLd에 소량 분포하였고 CB-ir세포체 수에 비해 훨씬 적었

다.
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PAG내 CB,CR,ENK,SST 및 SubP분포상의 비교

PAG내에서 CB,CR,ENK,SST 및 SubP의 분포는 작은 면적에 국한되어 관찰되

어져서 구역 또는 소구역에 따라서 이들의 표지능이 인정되었다. 눈돌림신경핵

(Nucleusofoculomotornerve,3N)이 뒤쪽솔기핵(Dorsalraphenucleus,DRN)의

배쪽에서 관찰되는 세로수준(이하,3N 수준)에서 이들의 PAG내 분포상은 Fig.2에

제시하였다.

CR-ir세포체들은 PAG모든 구역에 산재하지만 그 밀도는 DL에서 가장 높고,그

리고 Su3C,L구역의 가쪽 그리고 DM 순서였다.DL 구역내에서 CR-ir세포체들의

수량은 주로 등쪽 절반에 분포 하였고,가쪽보다 안쪽에서 밀도가 높은 편이었다.

(Fig2-A의 DL과 Su3C).ENK도 DM과 DL그리고 L구역에서 주로 신경말단성분

으로 그리고 드물게 면역양성 세포체들로 관찰되었다.그렇지만 DL과 DM 구역에서

의 ENK분포상은 CR분포상과는 달랐다.ENK-ir섬유말단이 분포하는 소구역은 DL

에서 안쪽과 가쪽의 두 구역에 CR-ir세포체들군락과 혼재되는 양상으로 관찰되지

만,DM에서는 정중선에 평행한 띠모양의 소구역을 표시하였다.SubP-ir섬유말단들

은 L구역의 안쪽(medial)절반에 분산되어 관찰되는데,그 분포 소구역은 마치 Aq

쪽으로부터 방사되는 두 가닥의 띠와 같은 형태를 나타내었다.SubP-ir섬유들이 분

포하는 구역은 SubP에만 표지되는 등쪽(Ld)과 SubP와 다른 표지자들이 중복표지하

는 배쪽(Lv)으로 뚜렷이 구분되었다(Fig.2-A,ENK;2-B,SST;2-C,CB).

CB는 PAG내 뉴론에서 면역양성반응이 세포체와 축삭 부분에서도 뚜렷하게 관찰

되었다.PAG의 3N 수준에서 CB-ir세포체들은 주로 L구역의 배쪽절반 (Lv)과

Su3C에 선택적으로 국한되어져서 이들 소구역에 대한 표지능을 확인할 수 있었다

(Fig.2-B 와 2-C에서 Lv와 Su3C).DL구역에서 CB-ir세포체들의 분포는 드물었

다. PAG의 꼬리쪽 세로 수준에서 DL구역 안쪽에 CB에 강한 양성반응을 보이는

소구역이 있지만,이러한 양성반응 소구역은 도르래신경핵 (Nucleusoftrochlear

nerve,4N)보다 꼬리쪽 수준에 국한되어져 관찰되었다.

SST의 분포는 3N 수준에서 L구역과 DM구역에서 뚜렷한 양성반응을 나타내었는

데,SST-ir섬유는 신경말단보다 축삭의 토막들이 더 많이 관찰되는 점이 ENK와
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SubP-ir의 섬유말단 분포상과 달랐다 (Fig. 2-B). PAG내에서 Tryptophan

hydroxylase(TPH)의 면역반응성은 수도관 내막 세포층에서만 뚜렷한 양성반응을

보였고, 뒤솔기핵(dorsalraphenucleus,DRN)을 제외한 PAG신경세포들에서는 그

분포상을 무시할 수 있을 정도였다.

PAG내 세로기둥 구역에 따른 AChE와 COx활성도의 차이

PAG의 4N 수준에서 각 세로기둥별 AChE와 COx활성도의 차이를 색상 밀도를

기준으로 하여(densitometry)Fig.3에 제시하였다.세로 기둥구역 별로 기술하자면,

먼저 DM구역에서 AChE의 활성도는 매우 낮았고 COx의 활성도는 DM 안쪽 절반에

서 중등도의 활성도를 나타내었다 (Fig5-A와 5-B 참조).DL 구역의 가쪽에서는

AChE는 양성반응을 나타내는 신경섬유들이 분포하지만,COx의 활성도는 매우 낮았

다.L구역만을 언급할 때,AChE의 활성도는 등가쪽에서 가장 높았지만,해당 소구

역의 COx활성도는 L구역 내에서 상대적으로 가장 낮았다 (Fig.3-A와 3-B의 L).

AChE와 COx의 활성도는 VL구역에서도 상이하게 판정되었다.AChE의 활성도는

VLv소구역보다 VLd소구역에서 낮은데 대조적으로,COx활성도는 VL구역이 고

루 높은 편이고 나아가서 VLd소구역은 PAG에서 가장 높은 COx활성도를 나타내

었다 (Fig.3-B의 VL).

CB-,CR-및 NOS-ir세포체들의 분포상 비교

NOS-ir세포체들의 군락은 PAG내에서 DL과 Su3C에서만 관찰되었다.이러한

NOS의 특징적 분포상은 눈돌림신경핵 (Nucleusofoculomotornerve,3N)이 위치하

는 세로 수준에서 CR의 분포상과 유사하였다 (Fig.4).

PAG내의 DL구역은 PAG꼬리끝에서 3N 수준까지의 범주에서만 Aq와 PAG겉테

두리까지 완전하게 걸쳐져 관찰되는데,이 세로 범주내에서는 NOS-와 CR-ir세포체
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들의 분포상은 DL구역을 표지하지만 그 군락을 형성하는 밀집도에 의해서 DL내

소구역을 표지하였다. Fig4-A와 4-C,그리고 4-B와 4-D의 조직표본은 조직절편

수거과정에서 바로 연이어 얻어진 두 쌍들로서,각 쌍들 사이에서 NOS와 CR의 분

포상을 비교하였다.DL구역에서 NOS-ir세포체들의 군락은 DL구역의 겉쪽(등쪽)에

서 발견되었는데 (Fig.4-C와 4-D),이와 대조적으로 CR-ir세포체들의 군락은 DL

구역 내에서 Aq에 가깝게 안쪽(배쪽)에서 발견되었다 (Fig.2-A의 DL과 Fig.4-A).

CB-ir세포체들은 군락을 형성하여 Lv 소구역과 Su3C를 분명하게 표지하는데

(Fig.2와 Fig.4).이들의 군락은 L구역과 Su3C구역의 안가쪽 길이 (mediolateral

length)에서 일부에만 국한되어 위치하였다.즉 L구역에서는 Aq에 인접한 안쪽 2/3

길이에,Su3C구역에서는 안쪽 절반과 겉테두리 소구역에 분리되어 군락을 형성하였

다(Fig.2-A의 L과 Su3C,Fig4-A와 4-C의 Su3C).CB-ir세포체들의 두 군락은 음

성반응구역인 VL구역에 의해서 뚜렷하게 격리되어 관찰되다가(Fig.2,Fig.4-A와

4-B)VL구역이 축소되는 (3N의 입쪽도 축소되어 관찰되는)세로 수준부터 입쪽으로

진행할수록 Lv와 Su3C의 간격이 좁아져서(Fig.4-B와 4-D)결국은 PAG 내부의

등배쪽 중간에서 하나의 군락으로 관찰되었다.

Su3C구역은 CB-,CR-,및 NOS-ir세포체들에 의해서 표지되었는데,세 종류의

표지자들 가운데 CB-ir세포체들이 양적으로 가장 많이 Su3C 구역에 분포하였다.

이중염색에 있어서 CR-또는 NOS-ir세포체들은 Su3C구역을 표지하는 CB-ir세

포체 군락의 가쪽에 적은 양으로 분포되어 관찰 되었다.또한 CB-ir세포체들 군락

이 Su3C구역의 세로 수준 전반에 고루 형성되지만,CR-ir세포체들은 Su3C구역의

꼬리쪽에 (Fig.2-A의 Su3C,Fig.4-A와 A-B의 대조), NOS-ir세포체들은 Su3C

구역의 입쪽에 편중되는 (Fig.4-C와 4-D대조)양상이었다.

DM과 DL구역의 NADPHd,COx,및 AChE조직화학염색 소견

연이어 수집한 세 장의 조직절편군에서 각각 별도로 시행한 조직화학염색들에서

DM 과 DL구역들은 NADPHd와 COx조직화학 염색의 양성/음성 소견이 상반되었
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다 (Fig.5참조). NADPHd염색에서 매우 강한 양성반응을 나타내는 세포체들과

신경섬유망은 DL구역 전반에 분포하고 DM구역은 NADPHd염색에서 음성반응 구역

으로 관찰되었다 (Fig.5-A).이와 정반대로 COx염색에서는 DL구역은 음성반응구역

으로,DM구역은 중등도 양성반응 구역으로 뚜렷하게 대조되었으며,DM 중간소구역

에서는 뚜렷한 양성반응의 세포체들도 많이 관찰되었다 (Fig.5-B). 한편 AChE염

색에서는 DL구역의 등쪽 소구역에서 중등도 양성반응을 나타내는 신경섬유들이 분

포하였고 DM 구역은 음성반응으로 관찰되었다 (Fig.5-C).또한 다른 동물에서 별

도로 시행했던 NADPHd와 AChE의 이중염색소견으로는 DL구역내 AChE-양성 소

구역은 NADPHd-양성 DL구역의 등쪽에 일치하였다 (Fig.5-D).

Su3C구역에서 CB와 NOS의 분포상과 동일 뉴론 내 공존성

Su3C구역내 CB-및 NOS-면역반응성의 분포는 차이가 있었다.저배율 소견(Fig.

4-C와 4-D)에서 이미 언급했듯이 Su3C구역에서 NOS-ir세포체들은 CB-ir세포

체 군락의 가쪽 부분에 편중되어서 발견되는데,이러한 경계부위의 고배율 소견에서

(Fig.6참조)섬유말단 성분의 밀집도에서도 유사한 차이를 나타내었다.즉 CB-면

역활성도가 높은 안쪽(Fig.6-A의 Med)에서 NOS-면역활성도는 가쪽 (Fig.6-B의

Lat)보다 상대적으로 낮게 관찰 되었다.

한편,CB와 NOS에 의해서 이중으로 표지되는 뉴론 (Fig.6과 Fig.7에서 세포체

에 화살표로 표시)들도 빈번하게 관찰되었다.CB와 NOS에 공통적으로 세포체 뿐만

이 아니라 축삭 기시부까지 동일한 형태로써 표지되는 뉴론들이 CB또는 NOS단독

으로 표지되는 뉴론들 사이에 혼재되어 있는 소견을 거의 모든 동물의 Su3C에서 관

찰할 수 있었다.
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CB-ir세포체 군락으로서 표지되는 PAG내 무명신경핵

PAG의 세로 수준에서 3N보다 입쪽의 수준에서는 NOS-ir과 CR-ir세포체들의 분

포로 표지되는 DL구역이 Aq로부터 격리되어 PAG의 외곽(가쪽)에 위치하여 관찰되

었다 (Fig.8참조).신경해부학적 위치 상으로는 이동되어진 DL구역과 Aq사이에서

CB-ir세포체들의 군락으로서 분명하게 표지되는,아직 미보고된 신경핵을 발견할

수 있었고.가칭 ‘입등쪽신경핵(Rostrodorsalnucleus,RD)'으로 명명하였다. RD의

세로수준 범주는 3N의 입쪽끝이 RD의 꼬리쪽끝 수준이고 뒤맞교차(posterior

commissure)가 RD의 입쪽끝 수준이었다.뒤맞교차 수준에서는 PAG영역이 거의 축

소되고 그 형태가 분실되는 양상이지만,RD를 형성했던 CB-ir뉴론들도 분산되어서

더 이상 신경핵 형태로 관찰되지는 않았다.

Fig.8-A와 8-C는 RD의 꼬리쪽 소견으로써,이 세로 수준에서는 L구역 내에

CB-ir세포체들이 드물기 때문에,적은 양의 CB-ir세포체들의 군락도 그 독립성이

인정되는 소견이었다.한편 Fig.8-B와 8-D는 RD가 가장 넓은 단면적을 보이는 소

견으로써,해당 수준에서는 RD가 이미 축소되어진 DL구역보다 넓게 관찰되었다.
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고 안

실험방법에 대한 고찰

구역 명칭 :흰쥐 PAG의 구역분획과 명칭(46)을 고양이 PAG에 적용하는 것에

있어서 몇가지 사항들을 유념했었다.DL구역은 모든 동물에서 공통적인 NADPH-

또는 NOS-양성반응구역으로 한다.VL구역의 안쪽 경계는 LDTg와 DRN으로 한다.

Su3C 구역은 NADPHd양성반응구역으로 설정한다.이러한 점으로 자료정리를 시작

하였을 때,L과 VL사이의 경계가 모호해질 것을 우려했으나 고양이 PAG 에서는

Lv를 표지하는 CB-ir세포체 군락이 존재하는 특성이 있어서 L/VL구역 간의 경계

까지도 명확하게 제시할 수 있었다.

연이은 절편 쌍에서 간접 비교:일부 동물의 자료 정리에는 연이은 조직절편에

서의 염색소견을 간접비교하였다 (Fig.4).SST와 SubP가 동종의 동물에서 생성한

항체였기 때문에 하나의 절편에서 이들의 이중염색을 시행할 수 없었기 떄문이다.

동일한 조직절편에서 이루어진 직접적인 이중염색은 아니지만 PAG내 세로기둥구조

의 특성을 고려할 때,연이어지는 각 쌍들 사이에서는 표지자들 분포상의 상호비교

가 가능하였다.이러한 간접비교의 신뢰성은 Fig.4-A와 4-B,그리고 4-B와 4-D의

쌍에서 CB-ir세포체들의 분포상들이 거의 일치하다는 사실로도 확인할 수 있었다.

NADPHd와 NOS의 선택적 채용: Nitrergic뉴론에 대한 표지능은 NADPHd가

NOS보다 모든 면에서 우월함은 주지의 사실이지만,NADPHd의 양성반응 화합물이

면역형광염색보다 반드시 선행되어야 하는 절차상의 분리 문제와 면역반응성과 형광

발현에 지장을 초래한다고 판정하였기에 NADPHd는 조직화학염색소견의 비교에만

제한하고 표지자들의 분포상 비교에는 NOS염색을 선택하여서 중복표지 또는 공존

성을 확인하였다.
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실험성적에 대한 고찰

PAG내 CB,CR및 PV 분포 :본 연구에서 의외의 발견은 고양이의 DL구역에

CB-ir세포체들의 분포가 매우 희소하다는 사실이다.예비실험 단계에서 조사했던

생쥐 기니픽 토끼등에서도 흰쥐와 같이 CB-ir세포체 군락들이 DL영역에 대하여 밀

집 분포하여 NADPHd와 상응하는 표지능을 나타냄을 확인하였었다.대부분의 신경

표지자들의 PAG내 분포상이 DL구역을 가장 용이하게 표지하며 또한 서로 인접한

DL구역과 DM구역에서 양성/음성 반응이 대조되는 양상을 나타내는(47)점을 견주

어 생각할 때,DL구역과 DM구역에 공통적으로 CB가 희소하게 분포하는 고양이의

소견은 동물의 종에 따른 특징적인 차이로 간주하였다.

일반적으로 PAG내 CR-ir세포체의 수는 CB-ir세포체들의 수에 비하여 상대적

으로 더 많고 또한 고루 분산되어 있어서,CR-ir세포체의 분포상은 PAG내 특정 소

구역을 표지하지 못하는 양상으로 관찰되는데(48),고양이에서는 CR-ir세포체들의

밀집도가 DL구역과 Su3C구역에서 현저하게 높아서 이들 구역에의 CR의 표지능을

인정할 수 있었다.CR-ir세포체들은 주로 PAG의 등쪽 부분에,CB-ir세포체들은

주로 PAG의 배쪽 부분에 편중되는 분포상은 고양이의 특징적 소견이었다.본 실험

에서는 주로 작은 체격의 고양이를 선택하였었기에,혹시 이러한 소견이 동물의 체

격(나이)에 따른 차이인지를 확인하고자 체중 3kg이상의 성숙한 고양이 3마리에서

동일한 염색을 시행하였던 결과,성숙한 고양이에서는 CR-ir세포체들의 수효가 더

욱 증가되어 관찰될 뿐이고 이러한 PAG내 CB/CR의 편중적 분포상은 동일하게 관

찰되었다.오히려 꼬리쪽 세로수준(P1.0-A 1.0)에 국한되어서 뚜렷하게 관찰되는

DL내 CB-ir신경말단 밀집소구역이 성숙한 개체에서 오히려 약소화되는 소견을 관

찰할 수 있었다.

한편 PAG내의 PV-ir세포체는 본 실험의 모든 개체에서 관찰되지 않았다.이는

PAG내에서 높거나 중등도의 PV-ir세포체와 섬유가 관찰된다는 deLeón등의 보고

(31)와 상반되는 결과이다. 신경계에서 PV 면역반응성이 PAG에서 가장 낮다는

보고들(39,49)이 있음에도 본 실험에서 PV를 채택했던 이유는 CB와 CR에 의해서

표지되는 Su3C의 위치를 정확히 동정하기 위함이었다.즉 Su3C와 눈돌림신경핵(III)
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사이에 위치하는 눈돌림신경위핵(supraoculomotor nucleus,Su3)이 흰쥐에서처럼

PV-ir세포체들로 표지되는가를 확인하고자 PV염색을 시행하였지만,PAG 전체 뿐

만이 아니라 Su3마저도 PV-면역반응성을 확인할 수 없었다.다만 PAG테두리에 위

치하는 삼차신경중간뇌로핵(mesencephalic nucleus of trigeminal),도르래신경핵

(nucleus of trochlear nerve, 4N)과 안쪽세로섬유다발 (.medial longitudinal

fasciculus)에서는 기존보고 (39,50)에서와 같은 강한 양성반응을 확인할 수 있었기에,

본 실험에서 사용했던 PV항체의 오작동 가능성을 배제할 수 있었다.

PAG내 ENK,SubP 및 SST 분포:고양이 PAG 내 ENK(51),SubP(52)및

SST(25)분포에 관하여 기존의 보고문헌들에 비해서 본 연구에서는 이들 항체에의

면역반응성 세포체들의 수가 훨씬 작고 PAG내에서는 거의 전적으로 신경말단구조물

에서 양성반응이 이루어짐을 관찰하였다.스페인 연구진에 의한 고양이 PAG내 신경

펩타이드분포에 관한 일련의 연구보고들(23-30)에서 한결같이 면역반응성 신경말단

의 분포만을 언급하였던 바와 일맥상통한다.Moss의 연구에서(51,52)분포모식도에

상당한 양의 면역반응성 세포체의 존재를 표시해놓았지만, 보고에 함께 제시된 사

진에서 관찰되는 양성반응 세포체는 실제로 많지 않다.본 연구에서는 면역반응성

세포체의 판별에 세포체와 축삭기시부가 함께 관찰되는 것을 기준으로 삼았고,중복

염색으로 동시에 시행된 CB-ir세포체의 크기에 버금가는 크기의 양성반응물을 세포

체로 간주하였다.그 이유는 서론에서 언급한바와 같이 PAG내 세포체들의 크기는

거의 분류할 수 없을 정도로 엇비슷하다고 인정되어 있기 때문이다.과거 연구에서

신경펩타이드 양성세포체의 수가 많이 판정된 점에는 그들이 사용하였던 면역조직화

학염색법에서 DAB반응의 과잉이었을 가능성도 있다.

본 연구에서는 PAG내의 신경펩타이드 양성반응 섬유말단의 분포 양상이 서로 흡

사함을 확인하였다.특히 SubP와 SST의 양성반응구역 (Fig.1의 VLm)이 거의 동일

하였기에 사용한 두 항체들이 위양성반응을 이루는 오류의 가능성을 검토하였다.같

은 종의 동물(흰쥐)에서 생성된 두 항체들의 특성상 동일한 조직표본에서 이중염색

을 시행할 수 없었지만, 본 실험과정에서 항상 염색되었던 중간뇌의 또 다른 부위

인 대뇌다리사이핵 (interpeduncularnucleus)내에서 소부위별로 극명하게 서로 대조
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적인 염색상을 나타냄을 (자료 미제출)확인함으로써,두 항체들의 면역반응의 상이

성을 신뢰할 수 있었다.또한 SubP와 ENK의 양성반응 신경말단들의 분포가 L구

역에서는 유사하게 관찰되기 떄문에,실제로 일부 동물에서 동일조직에서 SubP와

Enk의 이중염색을 시행했었고,L구역 내에서 SubP-ir섬유말단들이 분포하는 소구

역은 ENK-ir말단들의 분포 소구역보다 상대적으로 등쪽에도 위치함을 확인하였다

(Fig.2-A).

소구역으로 구획화:본 연구에서는 DL,L및 VL구역들이 소구역으로 구획화

될 수 있음을 제시하였다.DL구역은 CR,NOS,NADPHd+AChE,COx,및 ENK 소

견에서 등쪽과 배쪽 (Aq쪽)의 두 소구역으로 구획할 수 있었다. L구역은 안쪽(Aq

쪽)을 Ld와 Lv로 나누었다.본 연구에서 형광표지자들은 L구역의 가쪽 소구역을 표

지하지 못하였지만,미표지되었던 해당 소구역은 AChE의 활성도가 높은 특징이 있

었다 (Fig.3-A의 L부분 참조).이와 같은 L구역의 삼분획은 PAG전체 세로 수준에

서 일정하게 성립되기 때문에 L구역의 삼분획은 세로기둥구조를 뒷받침하는 합리

적인 세분획이라 판단한다.

VL구역에 대하여 VLd,VLm 와 VLv삼분획은 VL의 꼬리쪽 수준에서만 성립하

였다.본 연구에서 관찰했던 표지자들의 VL구역내 분포상은 PAG세로 수준에 따라

서 변화가 심하였고, VL구역 내의 세로기둥구조를 증명할 수 없었다.이 사항에

대해서는 고려의 관점을 달리할 필요가 있다.즉 VL구역은 다리뇌에도 연속되는 뒤

솔기핵(DRN)에다 중간뇌에서 중심회색질이 덧붙여지는 접경 구역이기 떄문에 신경

연결로가 복잡할 수 밖에 없고,따라서 VL구역은 다른 구역과 달리 근본적으로 그

구역 내부에 세로기둥구조를 취할 수가 없을 개연성도 있다.

Su3C구역에서 CB와 NOS의 동일 뉴론 내 공존성: Su3C는 원래 NADPHd

조직화학염색소견으로 발견되어 보고되었고(19),이후 AChE 양성소견(22)도 확인되

었다.본 실험에서는 Su3C를 해부학적으로 동정하는 데 있어서 NADPHd(53)가 아

니라 CB-ir세포체 군락을 기준으로 삼았다.Su3C에서 NADPHd의 양성 소견이 주

로 신경섬유에서 이루어지는 것에 비하면,NADPH-양성 세포체들의 수보다 훨씬 더
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많은 수의 세포체에서 양성반응을 보이는 CB-면역반응성이 더욱 신뢰성이 있다고

판단했기 떄문이다.본 연구에서는,고양이 Su3C의 해부학적 특성이 흰쥐와 비교할

때 몇 가지 다른 점이 있음을 확인하였다.첫째로 고양이 Su3C에서는 AChE-양성반

응이 뚜렷하지 않았다.둘째로 CR-ir세포체 군락으로도 CB와 거의 동등한 표지성

을 보였다.또한 CB-혹은 CR-ir세포체 군락으로 확인되는 Su3C의 세로범주가 4N

수준에서부터 위치하는데 비해서,NADPHd반응성으로는 그보다 입쪽인 3N 수준에

서부터 명확히 파악되는 차이가 있었다.따라서 본 연구에서는 Su3C에 대해 표지자

로 알려진 산화질소성 뉴론과 CB-ir뉴론의 상관성을 3N 수준의 Su3C의 뉴론에서

검색하였다.

본 실험에서 사용한 절편의 두께를 고려할 때,두 표지자들의 공존성을 파악하기는

어렵다고 예상했지만,Su3C구역에서 CB와 NOS면역반응성으로 중복표지되는 뉴론

들을,관찰되는 형태로써 공존성을 인정할 수 있었다.단독 표지자에만 표지되는 뉴

론들 틈에서 세포체 뿐만이 아니라 축삭 기시부까지도 완벽하게 동일한 형태로써 이

중표지되는 뉴론들이 관찰되었던 소견은,실험에서 사용했던 항체들의 위양성반응에

따른 오류 또는 조직학적으로 별개 뉴론들의 화상 겹침으로 인한 오판등으로 해석하

기에는 오히려 곤란하였다.실제로 이들 이중표지성 뉴론들은 콘포칼 현미경 소견에

서도 역시 뉴론내 공존성을 판정하였지만,형광량의 발색상 제시하는 자료로는 형광

현미경 소견을 제시하였다 (Fig.6과 Fig.7).

입등쪽신경핵 (RostrodorsalNucleus):고양이 PAG에서 DL내의 CB-ir세포

체가 거의 발견되지 않는 특성은,역설적으로 DL구역에 인접해 위치하는 CB-ir세

포체군락으로서의 무명핵을 발견하는 요인이 되었다.현재 PAG입쪽 세로수준의 신

경해부학적 지견은 부족한 실정이어서,흰쥐의 뇌정위부도 상에도 해당 구역은 아무

런 표시가 되어 있지 않고,L구역의 연속으로만 간주되고 있다(46).본 연구에서는

이 CB-ir세포체 군락을 가칭 ‘입등쪽신경핵(Rostrodorsalnucleus,RD)'으로 명명하

고,DL도는 L구역과는 독립된 신경핵으로 간주한 것에는 충분한 근거가 있었다.

PAG 세로수준에서 RD의 꼬리쪽 끝은 분명하게 Lv구역의 CB세포체 군락과는 격

리된다.즉 PAG내에서 CB-ir세포체들의 밀도가 낮은 세로수준에서 유일하게 군락
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형태로써 관찰된다.또한 DL을 표지하는 NOS-또는 CR-ir세포체군락들의 위치변

동과 정확히 상응하여 RD의 해부학적 크기가 변동을 보인다.그리고 RD의 최대 단

면 크기는 Su3C에 비교될 정도여서,일반적인 신경핵 규모로서 충분하다는 점들이

다. 신경섬유밀도가 아닌 세포체 군락으로서 RD가 동정되었던만큼,RD를 형성하는

뉴론들의 생리적 기능에 대해서도 곧 연구되어질 것이다.

요약:본 연구의 결과는 다음과 같은 세 가지 중요한 의의를 갖는다.

첫째,고양이 PAG내 해부학적 세로기둥들의 세로 범주와 단면에서의 경계를 세

포체를 기준으로 하여 제시하였다는 점이다.뿐만 아니라,PAG를 구성하는 뉴론들의

구성 성분에서 동물 종에 따른 차이를(CB의 DL에 대한 표지능)제시하였다.

둘째,각 세로기둥구역을 더욱 세분획할 수 있는 조직학적 근거를 제시하였다.

기둥구역내 소구역에 대한 표지자들의 선택적 표지능을 비교하였고,이들 소견을 조

합하였을 때는,합리적으로 세분획이 가능함을 제시하였다.

셋째,PAG의 입쪽 세로수준에서 RD라는 미보고된 무명핵을 발견했다는 점이다.

이와 같은 관점에서 본 연구의 결과들은 앞으로 PAG의 내부 구조를 상세히 구

명하는 것에 유용한 근거로 활용되리라 기대된다.
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결 론

고양이 PAG 내부에서 신경화학적 표지자들은 소구역별로 선택적인 표지능을 나

타내었다.이들 표지자들에 대한 다중염색을 실시하여 파악한 표지능의 조합을 기반

으로 현재의 PAG내부의 세로기둥구조 이론보다도 상세하게 각 기둥구역들을 세분

할 수 있었다. 또한 눈돌림신경위모자핵에서는 세포체에 대한 해당 표지자들 분포

상의 상관성과 동일 뉴론내 공존성도 확인하였다.나아가서 CB-ir세포체들 군락으

로서 PAG입쪽 끝에서 아직 미보고된 신경핵을 발견하였다.

이상의 결과들은 PAG내 세로기둥구조를 해부학적으로 증명하였고,PAG 내부의

각 기둥구역들을 더욱 소구역으로 구획화하는 합리적인 근거를 제시하였으며,가칭

‘입등쪽신경핵 (RostrodorsalNucleus,RD)이라는 새로운 신경핵을 보고하였다.
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FigureLegends

Figure1.Threesubregionsintheventrolateralperiaqueductalgray(VL)revealedby

thedistributionpatternofcalbindin(CB)-andneuropeptide-immunoreactivity.

A:CB-irperikarya wereclustered into thedorsal(VLd)and theventral

(VLv)subregions,whereasENK-andSubP-irnerveterminalsweredensely

distributed.inthemiddlesubregion(VLm).B:DistributionofSST-irendings

intheVLm andinthesmallareaofVLdmarkedwithanarrow.Laterodorsal

tegmentalnucleus (LDTg)was marked by NOS-irperikarya and axons.

HeavylinesindicatethedorsalandtheventralboundariesofVL;brokenlines

markboundariesbetweensubregionsofVL.ENK,enkephalin;SubP,substance

P;SST,somatostatin.Colors ofabbreviation characters forneuromarkers

matchestruephotocolors.Horizontalline,scalebarfor500㎛.

Figure 2.Compartmentalization ofthe periaqueductalgray into longitudinal

columnarregionsatthelevelofnucleusoftheoculomotornerve.A:Different

distributionofCR-irperikarya,ENK-,andSubP-irfiberswithinthePAG.

CR-irperikarya were mainly distributed in DL and Su3C.ENK-irnerve

terminalswereobservedintheventralhalfofL(Lv),thedorsalhalfofDL,

andthenarrow areaalongthemidlineofDM.SubP-irfiberswereobserved

inthemedialhalfofL.B:SST-irfiberswerefoundintheventralhalfof

L(Lv)andscatteredinDM.Distributionof CB-irperikaryaandfiberswere

clusteredintheventralhalfofL andSu3C.TPH-immunoreactivityinthe

PAG wereobervedonlyinependymalcelllayersliningtheaqueduct(Aq).C:

ComparisonofdistributionofSubP-ir fibersandCB-irperikaryainL.DM,

DL L,and VL;dorsomedial,dorsolateral,lateraland ventrolateralPAG,
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respectively.Ld,dorsalhalfofL;Lv,ventralhalfofL;DRN,dorsalraphe

nucleus;Su3C,supraoculomotorcapnucleus.Scalebar,500㎛.

Figure 3. Three-dimensional representation of the densitometry of

acetylcholinesterase (A)and cytochromeoxidase (B)reactivity within the

PAG atthelevelof4N.Thedensityoftruecolorsofeachhistochemistry

weredepictedastheverticalheightintheunitof5pixels.HighAChEand

low CoxreactityinDL.Low AChEandhighCoxreactivityintheVLand

theventralhalfofL.4N,Neucleusoftrochlearnerve.

Figure 4.Comparison ofdistribution patterns between CB and CR atthe

rostrocaudallevelofthe nucleus ofoculomotornerve.A and B,double

labelingofCR andCB;C andD,NOSandCB. Notedifferentdistribution

between CRandCB;CRmainlyinthedorsalandCBintheventralpartof

thePAG..WithinSu3C,CR-irperikaryaweremoreinthecaudal(greeninA)

andNOS-irperikaryaintherostrallevel.Scalebar,1mm.

Figure5.ComparisonofhistochemistryforDL.A:NADPHd-positiveperikarya

andaxonsfilledDL.B:COx-poorDL.C:AChE-posivefiberslocalizedinthe

outerhalfofDL.D:AChE-positivesubregioncorrespondstotheouterhalfof

NADPHd-positiveDL.Tissueslicesstainedfrom A toC wereconsecutive

ones.Scalebar,500㎛.
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Figure6.ComparisonofCB-andNOS-immunoreactivityinSu3C.Tendencyof

distributionsofCB-irandNOS-irperikaryaandnerveterminalsinthemedial

and lateralparts ofSu3C,respectively.A neuron marked with a arrow

revealedtheco-localizationofCB andNOS. Lat,lateral;Med,medialside.

Scalebar,100㎛.

Figure7.Co-localizationofCB andNOSinneuronsinSu3C.Arrowsindicate

perikaryamarkedbyNOSaswellasCB.Theco-localizationwasrepresented

withyellow colorinmergedimage(CandD).Scalebar,100㎛.

Figure8.InnominatenucleusrevealedbytheCB-irneuronsintherostralPAG.

Tentatively-namedtherostrodorsalnucleus(RD)wasfoundastheclusterof

CB-ir perikarya.The location ofRD was in the rostrodorsalsubregion

betweenthelaterally-shifedDLandtheaqueduct(Aq).AtthislevelDLwas

markedbyNOSandENK (A andB)andbyCR (C andD).Rostrocaudal

levelsofA andC wererelativelycaudaltothoseofB andD,respectively.

Scalebar,500㎛.
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