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용용용어어어요요요약약약표표표
AAAbbbbbbrrreeevvviiiaaatttiiiooonnnsss
3N: Nucleusofoculomotornerve
4N: Nucleusoftrochlearnerve
4n: Trochlearnerve
AChE: Acetylcholinesterase
CB: CalbindinD28K
CB-ir: Calbindin-immunoreactive
Cnf Cuneiform nucleus
CO: Cytochromeoxidase
CR: Calretinin
CR-ir: Calretinin-immunoreactive
DK: NucleusofDarkschewitsch
DL: Dorsolateralperiaqueductalgray
DM: Dorsomedialperiaqueductalgray
dPAG-RIC Dorsalperiaqueductalgrayatinferiorcollicularrecess
DRN: Dorsalraphenucleus
DTg: Dorsaltegmentalnucleus
IAP: Interauralplane
IC: Inferiorcolliculus
JPJA: Juxtaqueductalperiaqueductalgray
L: Lateralperiaqueductalgray
LDTg: Laterodorsaltegmentalnucleus
N+A: DoublelabelingwithNADPHdandAChE
NADPHd: β-nicotonamideadeninedinucleotidephosphatediaphorase
PAG: Periaqueductalgray
PV: Parvalbumin
RD: Rostrodorsalnucleus
RIC: Recessofinferiorcolliculus
SC: Superiorcolliculus
Su3: Supraoculomotornucleus
Su3C: Supraoculomotorcapnucleus
Su4: SupratrochlearclusterofCR-irperikarya
VL: Ventrolateralperiaqueductalgray
VLC: Ventrolateralcapenucleus
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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT
NeurochemicalCompartmentalizationoftheMidbrain

PeriaqueductalGrayintheGuineaPig

Hyuk-JinJang
Advisor:Prof.Kim Sang-HoonPh.D.
DepartmentofMedicine
GraduateSchoolofChosunUniversity

Currentconceptofthe longitudinally columnar organization ofthe midbrain
periaqueductalgray(PAG),whichwasoriginallyproposedinthefunctionalstudies,
couldnotbereadilyconvincedbythegeneralhistologicalinvestigations.Among
fivelongitudinalcellcolumns(LCC)includingdorsomedial(DM),dorsolateral(DL),
lateral(L),ventrolateral(VL),andjuxtaaqueductalcolumns,onlytheboundaryfor
DL hasbeenelucidatedinmostofneuroanatomicalstudies.Thisstudyaimsat
searchingneurochemicalbasissuitablefortheidentificationandfurthersubdivision
ofeachLCCregioninthePAG.
Histochemistry foracetylcholinesterase (AChE),NADPH-diaphorase(NADPHd),
andcytochromeoxidase(CO)andimmunohistochemistryforcalbindin-D28K (CB),
calretinin (CR),and parvalbumin(PV)werecarried outin coronally- sectioned
midbrainslicesoftheguineapig.
CB-immunoreactive(CB-ir)perikaryaandplexusoffibersandendingswere
selectivelydistributedinDL,VLandventromedialpartoftheLbutabsentfrom
DM andthejunctionalpartbetweenDL andL.DistributionpatternsofCB-ir
andCR-irperikaryaandfibersappearedtobemostlysimilaronthejudgement
criteriaofLCCregions,buttheywerecomplementaryeachotherwithinthesame
LCC region.ClustersofCB-irorCR-irperikaryarevealedthemselvestoform
LCC structurewithinthePAG whoserostralandcaudalendingswerereliably
displayed.Differenceinthedistribution patternsbetween CB andCR revealed
twoneuroanatomicallyinnominatenuclei.Onewasthesupratrochlearclusterof
CR-irperikarya,and the otherwas rostrodorsalnucleus marked with CB-ir
perikaryaandendingsintherostralDM.PV-immunoreactivityinthePAG were
very low andalmostneglectable.Distribution ofCO activity revealedregional
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subdivisions only in thelongitudinally intermediate portion ofthe PAG in a
patternofhigherCO activityinsubregionswithpoordistributionofCB-iror
CR-ir perikarya.Comparison the distribution patterns among CB,CR,PV,
NADPHd,AChE,andCO revealedtheneuroanatomyoftherostralendofthe
PAGandtherelationshipbetweentheseneuroanatomicalmarkers.
These data suggested that each LCC regions within the PAG could be
neurochemicallyidentifiedandfurthersubdividedintospecificsub-compartments,
basedmainlyonthedistributionpatternsofCB-orCR-irperikaryaandfibers.
______________________________________________________________________________
KKKeeeyyy WWWooorrrdddsss::: Periaqueductal gray,Calbindin, Calretinin, NADPH-diaphorase,
Acetylcholinesterase,Cytochromeoxidase.
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서서서 론론론

중간뇌의 수도관 (aqueduct,Aq)주변을 둘러싸고 있는 중심회색질 (periaqueductal
gray,PAG)은 신경생리학적 측면에서 유해자극(통각)을 포함하여 다양한 위기상황에
대처하는 자율신경성 및 행동적 반응을 총괄한다고 알려져 있다 (1-5).또한 PAG에
서 통합 조정되는 각 기능별로,PAG내 자극부위에 따라서 그 반응결과가 상반되게
나타나고 (6-8),동일한 양상의 반응을 일으키는 자극부위들은 PAG 내부에서 일정
한 위치에서 세로방향으로 연속되어진다고 정리되었다.이러한 생리학적 및 행동반
응에 대한 연구결과들을 바탕으로 하여 Bandler연구진은 PAG내부에서 신경세포들
이 세로기둥 (longitudinalcellcolumns,LCC)을 이루고 있다고 주장하였다 (9).즉,
PAG는 등안쪽 (dorsomedial,DM),등가쪽 (dorsolateral,DL),가쪽 (lateral,L),배가
쪽 (ventrolateral,VL)이라는 4개의 LCC로 구성된다는 이론이다.현재의 정설로는
LCC이론을 수용하고서,Onstott등이(10)제시한 Aq바로 바깥쪽에 좁은 폭의 고
리모양으로써 juxtaaqueductal(JA)column을 5번째 LCC로 추가로 채택하여 PAG
내부를 5개의 LCC영역으로 구분하는 추세이다.
PAG내부구조에 관한 근거로서,시기적으로 앞섰던 신경해부학적 소견들보다도 생
리학적 반응결과가 우선적으로 대두되었던 이유는,PAG의 조직학적 특성에 기인한
다.PAG의 내부는 크기가 작고 형태가 서로 유사한 신경세포들이 고밀도로 채워져
있는 양태로 관찰된다.따라서 단일 염색상의 세포형태 (11-14)또는 수초의 배열상
(15)을 기준으로 한 연구들에서 PAG내부를 안쪽과 가쪽으로 동심원적 이분하는 점
만 공통적일 뿐이고,PAG영역 내부를 구분한 결과들이 연구자에 따라서 다르게 보
고되어 있다.신경계 내에서 PAG와의 신경로 연결을 탐색한 연구결과를 종합한 문
헌 (16,17)에서도,PAG의 세로방향 수준에 따라 특정한 LCC에 주로 연결되어진다
는 국소적인 소견들만 나열되어 있을 뿐,전체적인 범주의 PAG 내부구조를 제시하
지 못하였다.또한 신경전달물질과 그에 관련되는 효소 및 수용체 등의 분포상을 총
망라한 문헌 (18)에서도 거의 모든 종류의 신경전달 관련 물질들이 PAG 내에 고루
분포하는 양상으로만 도식화되어 있고 PAG영역의 내부를 구분하지는 못하였다.
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한편 PAG내부 LCC의 경계를 제시하는 소견들은 신경화학적 연구들에서 보고되었
다. PAG 내의 β-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate diaphorase
(NADPHd)의 분포상에 의하여 DL(19)과 눈놀림신경위모자핵 (supraoculomotorcap
nucleus,Su3C;20)구역들의 경계가 제시되었다.Cytochromeoxidase(CO)활성도
를 관찰한 연구 (21)에서는 DM 전체와 VL영역의 가쪽 절반에서 CO의 높은 활성
도를 나타낸다고 보고하였다.또한 PAG 내 acetylcholinesterase (AChE)분포상을
관찰한 연구 (22)에서 L의 가쪽 절반,DM의 가쪽 절반,Su3C,그리고 JA의 배쪽 절
반이 강한 양성구역들이며,이들 구역들이 LCC형태를 나타냄을 보고하였다.그렇지
만 이들 화학물질들은 PAG 내 LCC 구조를 제시하는 표지자로서는 충분하지는 않
다.NADPHd와 CO 분포상은 DL 구역을 명확히 제시하기에 양측의 DL 사이에서
반대적 반응구역인 DM 구역도 부수적으로 파악되지만,L과 VL구역의 경계는 제시
되지 않는 것이다.무엇보다도 CO와 AChE는 PAG내에서 그 양성반응 구조물이 신
경세포체가 아니라 들신경섬유 성분이라는 사실이다.신경해부학적으로 신경핵 영역
을 설정함에 있어서,들신경섬유의 특성보다는 신경핵을 이루는 신경세포체들의 특
성을 기준으로 삼아야 함이 타당할 것이다.
본 연구에서는 PAG 내 LCC 표지자로서 세포내 칼슘결합단백인 calbindin-D28K
(CB)와 calretinin(CR)을 채택하였다.CB와 CR은 신경해부학적 표지자로서 일찍부
터 인정되어(23)수많은 연구에서 활용되었으나,실제로 PAG내부의 LCC구조와 관
련하여 이들의 PAG내 분포상을 면밀히 관찰한 보고는 없는 실정이다.본 연구자는
예비 연구 (24)에서 CB가 DL뿐만이 아니라 L과 VL에도 분포하기 때문에 하나의
관상면 조직절편에서 PAG의 LCC구조를 동시에 제시하는 표지자로서 유용함을 보
고한 바가 있다.현재 신경해부학적 연구에서는 실험동물로서 흰쥐를 보편적으로 사
용하지만 본 연구에서는 기니픽 (학술명 )을 채택하였다.PAG 내부
의 LCC구조를 관찰하려는 본 연구의 목적상 CB-양성반응 세포체의 군락들의 경계
를 분리하기가 기니픽이 상대적으로 더욱 분명하기 때문이다.또한 기니픽의 PAG에
서는 LCC가 여지껏 전혀 파악되어 있지 않기에,본 연구는 이 관점의 첫 번째 연구
로서도 의의 있다고 판단하였다.
이상과 같은 배경으로 추진한 본 연구는 다음 사항들을 밝히는 것을 목표로 하였
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다.
첫째 기니픽 PAG내에서 CB-또는 CR-양성 신경세포체들의 분포상은 LCC구조
를 어느 정도로까지 제시하는가?
둘째,CB-또는 CR-양성 세포체 군락의 분포상은 상호간에 또는 기존에 흰쥐에서
보고되어진 다른 신경화학적 표지자들의 분포상과 어떠한 차이를 나타내는가?
셋째,다양한 신경화학적 표지자들의 분포상을 종합하여 분석하면,현재 통념상의
LCC구조보다도 PAG내부를 더욱 세분할 수 있는가?
이러한 의문점을 밝히고자 다양한 표지자들에 대한 조직화학 및 면역조직화학 염
색들을 시행하고,그 소견들을 비교검토하였다.
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실실실험험험재재재료료료 및및및 방방방법법법

실실실험험험동동동물물물과과과 마마마취취취

실험동물로는 체중 400g이상의 기니픽 ( ,n=14)을 자웅의 구별없
이 사용하였다.각 동물의 마취를 위하여 ketaminehydrochloride(KetarⓇ,유한양행)
를 50mg/kg용량으로 복강내 주사하였다.

조조조직직직절절절편편편 제제제작작작

마취된 동물을 4% paraformaldehyde고정액으로 심장관류를 시행한 후,중간뇌 부
위를 적출하였다.수거한 중간뇌를 동일한 고정액으로 4℃에서 12시간 후고정하였다.
이후 10,20,30% sucrose를 함유한 0.1M phosphate-bufferedsaline(PBS)에 순차적
으로 담갔다가,dryice로 동결시켜서 슬라이딩 절편기를 사용하여 두께 40㎛의 관
상면 절편을 얻었다.이때의 절단면이 현재 통용되는 기니픽 뇌정위부도들 (25-27)에
일치하도록 주의를 기울였다.연속되는 절편을 순차적으로 여섯 절편군에 속해지게
배열하였다.처음 세 군은 NADPHd,AChE,CO의 조직화학염색을,다음 두 군은
CB,CR또는 parvalbumin(PV)에 대한 면역조직화학염색을,남은 한 군에서는 필요
에 따른 이중염색을 시행하는 것을 원칙으로 하였다.

조조조직직직화화화학학학 염염염색색색

NADPHd조직화학 염색은 일반적인 Scherer-Singler등 (28)의 방법을 사용하였다
간략히 기술하면 1mM β-NADPH,0.3mM nitrobluetetrazolium,0.08% triton
X-100을 포함한 용액을 사용하여 조직절편들을 실온에서 30분간 반응시켰다.
CO의 활성도는 Wong-Riley(29)의 조직화학 염색법으로 제시하였다.즉 30mg
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cytochromeoxidase(Sigma,cytochromeoxidaseC from horseheart와 50mg의
3,3-diaminobenzidinetetrahydrochloride(DAB)를 녹인 0.1M PBS100㎖ 용액 속에
조직절편들을 넣고 광선을 차단한 상태로 38℃에서 3시간 반응시켰다.
AChE활성도의 제시는 Woolf와 Butcher(30)의 방법을 사용하였다.이 방법을 간
략히 기술하면,절편을 먼저 0.2M Tris-malate buffer(pH 5.7)5 ㎖에 0.02M
tetraisopropylpyrophosphoramide100 μl를 섞은 용액에 30분간 전처치하여 비특이
성 cholinesterase를 억제시켰다.이후 절편을 다음과 같은 조성의 반응용액에서 조직
절편이 붉은 벽돌색을 나타낼 때까지 약 4시간 반응시켰다:0.2M Tris-malatebuffer
(32.5㎖),0.005potassium ferricyanide(5㎖),0.1M sodium citrate(2.5mM),증류
수 5㎖,0.03M cupricsulfate(5㎖),acetylcholineiodide(25mg).

면면면역역역조조조직직직화화화학학학 염염염색색색

세포내 칼슘결합단백들인 CB,CR 그리고 PV 등에 대한 면역조직화학 염색은,조
직절편들을 용액내 부유시키며 Avidin-BiotinConjugate(ABC)방법으로 염색하였
다.먼저 10% goat혈청과 0.3% tritonX-100을 함유한 0.1M PBS에 2시간 부치하
였다.이후 절편들을 일차항체와 4℃에서 48시간 반응시켰다.사용한 일차 항체들로
는 mouse monoclonalanti-calbindin D28K (1:500,Sigma),mouse monoclonal
anti-calretinin (1:500,Chemicon),mouse monoclonalanti-parvalbumin (1:500,
Sigma)였다.이후 1:200또는 1:400으로 희석한 biotinylatedgoatanti-mouseIgG
(Chemicon)용액에 조직절편을 옮겨서 실온에서 2시간 반응시킨 후,ABC kit
(Vector)를 이용하여 Avidin-peroxidasecomplex를 실온에서 30분간 반응시켰다.발
색반응은 100㎖의 0.1M PBS에 50mgDAB와 33㎕ 0.3% H2O2를 함유한 용액으로
유도하였다.
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이이이중중중염염염색색색

일부 절편들에서 NADPHd조직화학 염색을 시행한 후,다시 면역조직화학염색을
중복 시행하였다.이러한 이중염색에서는 선행되는 NADPHd염색의 반응시간을 20
분으로 단축하여,NADPHd반응에서 생성되는 formazan물질이 면역조직화학 염색
에서의 DAB반응결과에 끼칠 영향을 제한시켰다.

신신신경경경해해해부부부학학학적적적 검검검색색색 및및및 도도도식식식화화화

조직절편내 PAG의 세로방향 수준에 대한 표기는,조직절편의 PAG와 Aq의 형태를
기준으로 하여 Rapisarda와 Bacchelli의 기니픽 뇌정위부도 (27)에서 상응하는 수준
으로 표기하였다.한편 PAG 내 LCC에 대한 구획은 흰쥐의 뇌정위부도 (31)와 생쥐
의 뇌정위부도 (32)를 참고하였다.
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결결결 과과과

PAG와 중심수도관 (aqueduct,Aq)의 크기 및 형태는 중간뇌의 세로방향 수준에 따
라 다양하게 관찰되었다.따라서 본 연구에서는 PAG의 세로수준을 임의로 5단계로
나누어서 PAG내 염색소견을 기술하기로 하였다. Level I은 아래둔덕(inferior
colliculus,IC)의 후미진 부위 (recess,RIC)와 뒤가쪽뒤판핵 (laterodorsaltegmental
nucleus,LDTg)이 중간뇌 관상면 절편에서 관찰되어지는 PAG의 꼬리쪽 끝으로서
Rapisarda와 Bacchelli의 뇌정위부도 (26)에서 표기된 기준으로는 LevelI은 양귀사이
면 (interauralplane,IAP)으로부터 입쪽으로 (+로 표시)+1.0mm부터 +2.4mm 범
주에 상응하였다.LevelII는 뒤솔기핵 (dorsalraphenucleus,DR)영역의 주변에
LDTg와 도르레신경핵 (nucleusoftrochlearnerve,4N)이 관찰되지 않는 세로수준
이고,IAP+2.4mm부터 +3.0mm 미만의 범주였다.LevelIII는 4N이 관찰되는 +3.0
mm이상 +3.5mm 미만의 범주로 정하였고,LevelIV는 눈돌림신경핵 (nucleusof
oculomotornerve,3N)이 분명하게 관찰되는 +3.5mm 이상 +4.3mm 범주로 구분하
였다.LevelV는 nucleusofDarkschewitsch(DK)가 관찰되고 뒤맞교차 (posterior
commissure,PC)에 의해 PAG가 분리되는 입쪽 끝까지 (+4.3mm 이상 )의 범주로
설정하였다.
각 세로수준에서 PAG내의 관찰소견을 LevelI부터서 기술한다는 방침에 따라,
PAG내 각 LCC의 세로범주를 표현하는 데 있어서도 꼬리쪽 끝 수준에서 ‘시작’이라
는 용어를,그리고 입쪽 수준에서 ‘끝’이라는 용어를 사용하는 것으로 정하였다.
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중중중간간간뇌뇌뇌 세세세로로로수수수준준준에에에 따따따른른른 PPPAAAGGG내내내 CCCBBB---또또또는는는 CCCRRR---면면면역역역반반반응응응성성성 세세세포포포체체체들들들 분분분포포포
상상상의의의 변변변화화화

중간뇌의 세로수준에 따라 PAG의 외형이 변모하지만,PAG 내부에서는 CB-또는
CR-면역반응성 (immunoreactive,ir)세포체들의 분포구역은 세로방향으로 일정하
게 유지되는 양상으로 관찰되었다 (Fig.1).PAG의 꼬리쪽 부위에서 (LevelI-II,
IAP+1.5mm부터 +3.0mm까지)CB-또는 CR-ir세포체들이 PAG내에서 선택적으
로 분포하는 구역들을 기존의 LCC개념으로써 표현하면,DL영역 전반과 L영역의
안쪽 구역,그리고 VL영역의 전반에 해당되었다 (Fig.1A-1C,1a-1c).
PAG의 중간 부위 (LevelIII-IV,IAP+3.0mm부터 +4.3mm까지)에서는 PAG 꼬
리쪽 부위와 비교하여 DL과 DM 영역은 큰 변동이 없으나 VL과 L영역이 현저하게
축소되고,4N의 등쪽에서 CR-ir 세포체군락 (supratrochlear clusters ofCR-ir
perikarya,Su4)이 위치하고 (Fig.1c의 Su4),L영역 내부에서도 CB-ir세포체들이
급감하여 소실되고 (Fig.1C와 1D),CR-ir세포체들의 새로운 군락이 L영역과 DM
영역 내에서 시작되며 (Fig.1c와 1d의 L 영역내 *표시 구역),Su3C라는 신경핵
(Fig.1d)이 위치하는 등,PAG 내부의 신경세포들의 구성 및 배치에서 뚜렷한 변화
가 이루어짐을 확인하였다.
PAG의 입쪽 부위 (LevelV,IAP+4.3mm보다 입쪽 수준)에서는 DL영역이 가쪽
으로 축소이동하여 PAG의 변두리 쪽에 위치하고,DM 영역내에서 L영역내 CB-ir
세포체들은 거의 관찰되지 않으며 (Fig.1E와 F),L영역전반에 걸쳐 CR-ir세포체
들이 분포하였다 (Fig.1e와 1f).또한 DM 영역의 정중선 부위에 새로운 신경핵이
(가칭 rostrodorsalnucleus,RD)위치하였다.이 RD신경핵 (Fig.1E와 1F)은 CB-ir
세포체들 숫자에 비하여 상대적으로 신경섬유들의 밀도가 매우 높았으며 마치 골프
채 모양으로 관찰되었다.RD 주변에서 CR-ir세포체들은 CB-ir세포체들에 비하여
적은 숫자가 주로 정중선 부근에 분포하였다.한편 +4.8mm보다 입쪽에서 뒤맞교차
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(posteriorcommissure,PC)가 PAG내부로 침입함에 따라 PAG의 외형이 호로병 모
양을 나타내었다.PAG 내부로 PC의 침입은 L 영역의 가쪽 부분으로 시작하여서
(Fig.1F와 1f에서 빨간색 화살표 부위)점차 PAG 내부로 진행하고 (진행경로는
Fig.1F와 1f에서 빨간색 점선으로 표시),종국에는 PAG의 등쪽 일부를 섬과 같은
형태로 분리하였다 (Fig.10K 참고).
PAG 내 CB-와 CR-ir세포체들은 그들이 분포하는 LCC영역내에서 낮은 밀도이
지만 군락형태로 (Fig.1에서 점선원으로 표시)관찰되고,DL영역내 군락들의 경우
는 세로방향으로 분명하게 기둥구조를 취하고 있음을 제시하였다.이러한 CB-또는
CR-ir세포체들 군락의 위치를 연속절편에서 서로 대조하면 각 LCC 영역의 크기,
위치,구성성분의 변화와 세로범주에 대하여 추정할 수 있었다.즉 L영역내 CB-및
CR-ir세포체들이 혼재하는 군락들은 PAG 세로수준에 있어서 levelIII보다 꼬리쪽
에만 국한되며,levelIV보다 입쪽 수준의 L영역내에는 CB-ir세포체들이 거의 없
이 (Fig.1D-1F)CR-ir세포체들이 L영역의 전반에 분산되어 있음 (Fig.1d-1f)을
관찰할 수 있었다.
또한 CB-와 CR-세포체들 군락간의 차이나는 소견들은 새로운 신경핵들을 제시하
였다.즉 levelIII에서 4N의 등쪽에 CR-ir세포체들 군락으로서만 확인되어지는 신
경핵 (Fig.1c의 Su4)과,levelV의 DM 영역내 정중선 부위에서 주로 CB-ir섬유들
에 의하여 표지되는 RD라는 신경핵 (Fig.1E와 1F)을 확인할 수 있었다.

PPPAAAGGG세세세로로로수수수준준준에에에 따따따른른른 VVVLLL영영영역역역의의의 변변변화화화

PAG내 LCC 영역들의 경계를 판정하는데 있어서 CB-또는 CR-ir세포체들의 분
포상을 기준으로 하는 경우에는 levelI과 II에서 L 영역과 VL 영역 사이의 (이하
L/VL로 표기)경계선 설정이 모호하였다 (Fig.1A와 Ia).그렇지만 PAG의 배가쪽곶
(ventrolateralcape)의 위치에서 발견되는 NADPHd양성반응 구역 (Fig.2E에서 화
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살표로 표지)을 근거로 하여 L/VL경계선을 용이하게 판정할 수 있었다.NADPHd
와 CB에 대한 이중염색소견에서 도르레신경의 교차 수준의 VL영역은 (Fig.2A),L
영역과 LDTg영역 사이의 NADPHd-음성구역으로서 그 경계가 명확히 관찰되었다.
즉 L영역과 LDTg영역은 NADPHd-양성반응의 결과로 청색을 띠는 구역으로 나
타내는데 비하여,VL영역은 CB-ir신경섬유들에 의한 갈색반응 구역으로만 관찰되
었다. 그렇지만 도르레신경교차 수준보다 입쪽에서는 쐐기모양핵 (cuneiform
nucleus,Cnf)으로부터 뻗어나온 NADPHd-양성반응 띠 구역이 VL 영역과 맞닿는
세로수준부터서 입쪽 (Fig.2A와 2B대조)으로는,VL영역내에 NADPHd-양성 신경
종말들의 분포가 증가되어 관찰되어지고,배가쪽곶 지역에서 NADPHd와 CB에 이중
으로 표지되어지는 2개의 소구역이 서로 격리되어 관찰되었다 (Fig.2B-2D).두 소
구역 중의 등쪽군은 (Fig.2B-2D에서 화살표 머리와 점선 원으로 표시)L 영역의
CB-ir세포체들이 Cnf로 빠져나오는 듯한 지점에 위치하였고,배쪽군 (Fig.2B-2D에
서 화살표와 실선 원으로 표시)은 Cnf내의 NADPHd-양성 띠가 VL로 들어오는 듯
한 지점에 위치하였다.이렇게 NADPHd와 CB에 이중염색되어지는 두 소구역은 입
쪽으로 갈수록 서로간의 간격이 좁아지다가 LDTg가 DR로부터 완전분리되는 세로수
준 (Fig.2E)부터는 하나의 신경핵으로서 관찰되었다.그리고 배가쪽곶 지역에서
NADPHd와 CB에 의하여 이중으로 표지되는 이 신경핵 (ventrolateralcapenucleus,
이하 VLC)은 levelII에서는 VL내의 CB-ir세포체들 군락과 격리된 위치에서 관찰
되다가 (Fig.2E와 2F),levelIII에서는 VL영역의 축소와 맞물려서 VLC도 쇠퇴 및
소실되었다 (Fig.2G와 2H).
한편 VL내의 CB-ir세포체들의 분포는 levelI에서는 Aq쪽에 치우쳐 있다가 (Fig.
2A-2D),levelII에서는 Aq쪽과 배가쪽에서 2개의 군락으로 (Fig.2E와 2F),level
III에서는 VL내 CB-ir세포체들의 숫자가 급격히 감소되는 경향으로 (Fig.2G와 2H)
관찰되었다.
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LLLeeevvveeelllIII
PAG의 꼬리쪽끝 수준에서는 PAG내 L영역의 가로폭 (mediolateralwidth)은 매우
가늘지만 이보다 등쪽에서 RIC의 정중선 부위에 L보다 넓은 가로 폭의 PAG 등쪽
영역 (dorsalPAGatRIClevel,dPAG-RIC)이 관찰되었다.이러한 dPAG-RIC내에
서의 DM과 DL의 꼬리쪽 끝이 시작되는 양상을 파악하기 위하여,NADPHd,AChE,
CB,그리고 CR에 대한 염색소견들을 대조하였다 (Fig.3과 Fig.4)
NADPHd와 CB에 대한 이중염색소견 상에서 (Fig.3),dPAG-RIC와 IC의 경계는
CB 면역반응성 (CB-immunoreactive,CB-ir에서 갈색반응구역)영역의 위치에 의하
여 한 눈에 구분되었다.즉 IC영역이 CB에 음성반응을 나타내는 것에 대조적으로,
dPAG-RIC의 가쪽 구역에서는 CB-irperikarya(세포체)들과 섬유종말들이 밀집되어
있어서 CB에 매우 강한 양성반응을 나타내었다 (Fig.3A).이 CB-ir구역의 바로 안
쪽에는 NADPHd에 강한 양성반응을 나타내는 구역 (Fig.3A에서 흰색 점선으로 표
시된 청색반응구역)이 위치하였다.PAG 꼬리쪽 끝에서 이렇게 명확히 구별되어 관
찰되는 CB-ir구역과 NADPHd양성반응 구역들은,꼬리쪽 끝으로부터 약간 입쪽의
수준에서는 2개의 구역이 겹쳐져서,CB와 NADPHd에 의하여 이중으로 표지
(double-labelled)되어지고,dPAG-RIC의 가쪽 변두리에 위치하여 IC와의 경계를 표
지하였다 (Fig.3B-3E의 흰색 점선 구역).이러한 CB와 NADPHd이중 표지 구역이
dPAG-RIC 가쪽으로 축소이동되어지는 것과 맞물려 dPAG-RIC의 정중선 부근에
CB와 NADPHd에 의해 이중으로 표지되는 또다른 한 쌍의 소구역들이 발달되어지면
서 DL(Fig.3C-3F에서 흰색과 검은색 실선의 원들)영역의 꼬리쪽 끝 형태를 형성
하였다.
한편 다른 개체로부터 얻은 연속절편에서 dPAG-RIC 내의 AChE,NADPHd,CB,
CR양성반응 구역들을 대조하였다 (Fig.4).가쪽 변두리에 치우친 NADPHd-양성구
역 (Fig.4A-4G에서 실선 원으로 표시된 구역)의 바로 안쪽에 AChE의 활성도가 상
대적으로 높은 구역 (Fig.4A,4D 및 4G에서 점선 타원으로 표시)이 위치하였으며,
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AChE활성도가 높은 구역은 CB 또는 CR의 면역반응성이 낮은 구역으로 확인되었
다 (Fig.4A-4F),또한 dPAG-RIC에서 DL 구역의 꼬리쪽 끝을 표지하는 한 쌍의
CB-또는 CR-ir세포체들 군락이 관찰되는 세로구준 (Fig.4H와 4I)에서는 가쪽 변
두리의 소구역 (Fig.4G의 점선원)에서만 AChE활성도가 높게 관찰되었다.
PAG의 levelI입쪽 수준에서 DL영역의 꼬리쪽끝이 시작됨에 따라,현재 통용되
는 개념상의 LCC영역들이 비로소 PAG 내부에서 모두 관찰되었다.그렇지만 통용
개념상의 LCC들 가운데 JA는 neutralred염색소견 (Fig.5A,5D,5G)에서도 신경세
포체들의 밀도가 낮은 구역 (Fig.3D와 5G에서 Aq밖의 점선 테두리 지역)으로서
그 범주를 추정할 수 있었지만,CB와 CR 염색소견만으로는 JA 구역을 분리할 수
없었다.
LevelI의 각 LCC영역내에서 CB와 CR의 분포상은 대동소이하였지만 CB-ir세포
체들 수보다 CR-ir세포체들의 개수가 상대적으로 많은 편이었다.또한 DL영역내
에서 CB-ir세포체들은 주로 등쪽 구역에 편중되고,배쪽 (Aq쪽)구역에서는 희소하
게 분포하는 경향 (Fig.3E,4H와 5E)인 반면에 CR-ir세포체들은 DL영역내에서
Aq쪽에 편중되는 경향이 (Fig.4H와 4I의 실선원 구역들 대조와 Fig.5E와 5F에서
DL영역내 점선 테두리 구역을 대조)관찰되었다.L영역의 가쪽 구역 (L영역내 점
선 테두리 구역)에서도 다수의 CR-ir세포체들이 분포하는 반면,CB-ir세포체들은
희소하였다 (Fig.5B와 5C,5E와 5F,5H와 5I에서 각각 L영역 가쪽의 점선 테두리
구역 대조).

LLLeeevvveeelllIIIIII
뒤솔기핵 (DR)영역의 주변에 LDTg과 DTG가 관찰되지 않는 levelII에서는 CB-
와 CR-ir세포체들의 분포상은 총체적으로 비슷하였다 (Fig.6).AChE활성도가 높
은 L영역의 가쪽 구역 (Fig.6에서 흰색 또는 검은색 점선으로 테두리 표시)과 DM
영역을 제외한 나머지 PAG 부분에 CB-와 CR-ir세포체들이 분산되어져 관찰되었
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다.또한 높은 NADPHd활성도에 의해서 DL영역은 인접한 DM 영역과의 경계가,
그리고 VL영역은 인접한 DR영역과의 경계가 분명히 파악되었다.LevelIII에 가까
워질수록 VL영역내의 CB-ir세포체들은 감소되어지는 반면 (Fig.6B와 6E대조),
CR-ir세포체들의 수는 증가되어 관찰되었다(Fig.6C와 6F대조).

LLLeeevvveeelllIIIIIIIII
LevelII에서 두드러진 차이를 보이지 않던 (Fig.7A와 7E대조)CB-와 CR-ir세
포체들의 분포상은,4N이 관찰되고 VL 영역이 급격히 쇠퇴하는 (Fig.7B-7D와
7E-7G)levelIII에서는 L영역과 도르레신경핵 등쪽 구역에서 양 군 간에 뚜렷한 차
이를 나타내었다.L영역의 중간에서 CR-ir세포체들이 분포하지만 (Fig.7F-7H에서
L영역내 *표지된 실선테두리)CB-ir세포체들이 없는 (Fig.7B-7D의 L영역에서
점선 테두리)구역이 확인되었다.도르레신경핵의 등쪽 구역에서도 CB-ir세포체들
이 없고 (Fig.7B-7D의 점선원)CR-ir세포체들만의 군락 (Fig.7F-7H의 Su4)이 관
찰되었다.CR-ir세포체들이 표지하는 Su4는 눈돌림신경핵 (3N)의 꼬리끝 수준까지
군락으로서 확대되다가 (Fig.7H),3N의 중간수준부터 입쪽에서는 더 이상 군락을
인정할 수 없을 정도로 분산되며 CR-ir세포체들의 숫자도 감소되었다 (Fig.9참
조).
LevelIII의 PAG에서의 CB-와 CR-세포체들의 분포상을 다른 신경해부학적 표지
자들과 대조한 결과는 Fig.8에 제시하였다.다른 개체에서 얻었지만 비슷한 세로 수
준의 3개의 연속절편군 (Fig.8A-8C와 8D-8F)에서 CB의 분포상 (Fig.8B와 8E)을
기준으로 하여서 cytochromeoxidase(CO,Fig.8A),parvalbumin(PV,Fig.8C),
NADPHd와 AChE(N+A,Fig.8D)그리고 CR(Fig.8F)에 양성반응 구역들을 비교
하였다.DL영역과 L영역의 안쪽 구역은 CB-와 CR-ir세포체들이 많이 분포하고
NADPHd의 활성도가 매우 높거나 (Fig.8D의 DL)중등도로 관찰되었다.이와는 대
조적으로 L영역의 가쪽 구역과 DM 영역은 AChE활성도가 상대적으로 높은 구역
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이지만 (Fig.8D의 L영역내 갈색반응구역)CB-,CR-,NADPHd-음성반응 구역으
로 관찰되었다.특징적으로 L영역내에서 NADPHd와 AChE의 활성도가 가장 낮은
구역은 (Fig.8D의 화살표 머리로 표지된 점선원),CR-ir세포체들의 밀도가 높은 구
역으로 (Fig.8F에서 화살표 머리로 표지된 점선원)확인되었다.한편 CR-ir세포체
들 군락으로 표지되는 Su4구역은 (Fig.8F)NADPHd와 AChE의 활성도가 높은 구
역으로 표지되었다 (Fig.8D의 Su4).그러나 Su4를 표지하는 NADPHd와 AChE-양
성반응 신경종말의 분포는 levelIII에 한정되었을 뿐,levelIV에서는 NADPHd와
AChE-양성반응 신경종말이 표지하는 Su3C 구역에서 CB-또는 CR-ir세포체들은
매우 희소하게 관찰되었다 (Fig.9참조).

LLLeeevvveeelllIIIVVV
눈돌림신경핵 (3N)이 크게 관찰되어지는 levelIV의 PAG에서는 VL영역을 인정할
수 없었다.또한 L 영역내 CB-양성반응은 신경말단에 의해서만 발현될 뿐,CB-ir
세포체들은 거의 관찰되지 않았다 (Fig.9A,9D와 9G).이와는 대조적으로 CR-ir세
포체들의 개수는 증가하여서 거의 L영역 전체에 분산되어 관찰되었다 (Fig.9B,9E
와 9H).DL영역은 levelIII에서보다 영역의 크기가 축소되어,levelV에 가까워질수
록 가쪽 변두리에 편재되어 관찰되었다 (Fig.9A와 9G,9C와 9I대조).또한 level
IV와 levelV의 접경수준에서 이처럼 가쪽으로 편중된 DL영역내에서는 CR-ir세포
체들의 개수가 급감하여 (Fig.9H)levelV에서는 DL영역내 CR-ir세포체들이 거
의 관찰되지 않았다.눈돌림신경핵 (3N)의 등쪽에서 신경종말에 의한 중등도의
AChE-양성반응 구역으로 눈돌림신경위핵 (supraoculomotornucleus,Su3)이 표지되
지만,CB와 CR-ir세포체들은 매우 희소하였다.Su3C 구역도 NADPHd와 AChE에
대한 중등도 양성반응 구역으로서만 확인될 뿐,Su3C에 대한 CB와 CR의 표지능력
은 인정할 수 없었다 (Fig.9A-9F).
DM 영역에서는 CR-ir세포체들의 군락이 관찰되었으며 (Fig.9E와 9H에서 DM
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영역내 점선원),등쪽 정중선 부근에서 CB-ir세포체와 신경섬유들이 고밀도로 분포
하는 신경핵 (Fig.9D와 9G에서 RD구역)이 관찰되었다.

LLLeeevvveeelllVVV
Aq의 배쪽에서 더 이상 3N이 관찰되지 않고 Darkschewitsch핵 (DK)이 확대되어
지는 세로 수준 (levelV)에서 PAG가 종료되었다.이러한 PAG의 입쪽끝 종료양상은
뒤맞교차 (posteriorcommissure,PC)가 PAG 내부로 침입해서 관통함에 따라 (Fig.
10에서의 빨간색 화살표와 점선으로 경로 표시)PAG의 등쪽 부분이 Aq쪽의 PAG
본체와 분리되면서 PAG영역이 소실되어지는 형태로 관찰되었다 (Fig.10).LevelV
에서 PV,CB,CO,NADPHd와 AChE의 양성반응 구역을 검토하였던 결과,PC의
PAG 영역내부로의 침입지점은 L영역의 가쪽 구역이고 (Fig.9C-9E,9G-9I),PC의
PAG 관통경로는 RD를 양분하는 (Fig.9B,9C,9F,9G 그리고 9J)양상임을 확인하
였다.
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고고고 안안안

본 연구에서는 흰쥐를 대신하여 기니픽을 대상으로 선택하고 CB-와 CR-ir세포체
들의 분포상을 판정근거로 하여 PAG내부를 어느 정도까지 세분할 수가 있는지,나
아가서 CB-또는 CR을 기준으로 하는 PAG 내부 분획은 현재 통용되는 개념의
LCC영역과 일치하는지를 확인하는 것을 주안점으로 하였다.따라서 현재 통용되는
LCC경계선을 명확히 파악하는 것을 가장 급선무로 간주하였다.현재 PAG내 LCC
영역들의 설정은 흰쥐 (31,33)와 생쥐(32)에서 이루어져 있다.그렇지만 이들 동물에
서 각 LCC영역의 경계선에 대한 근거는 명확하지 않다.NADPHd분포지역을 DL
영역으로 간주하고서,이를 바탕으로 DL/DM 경계선과 DL/L경계선이 설정되었으며
(28),그리고 AChE활성도가 높은 DR과 AChE활성도가 낮은 VL영역과의 경계선
이 설정되어졌다 (Fig.6A와 6D 참조).그러나 L영역과 VL영역 사이의 경계선에
관하여는 명확한 근거가 없고 L과 VL사이의 차이는 확인할 수 없다고 보고되어 있
다 (33).
흰쥐에서 설정된 DM/DL,DL/L,그리고 VL/DR의 경계선을 같은 기준으로 기니픽
에서 판정하는 것에 어려움이 없었다.기본적으로 Aq주변에 PAG,DR,안구운동 관
련 신경핵군,그리고 그 바깥에 아랫둔덕과 윗둔덕,그리고 그물핵들이 위치하는 중
간뇌의 기본구조는 서로 다른 동물의 종 간에도 거의 동일한 편이었다.실제로 본
인의 앞선 연구 (24)에서도 흰쥐,생쥐,토끼의 PAG에서 CB-ir세포체들의 분포상이
매우 흡사하다는 사실을 확인하였다.오히려 기니픽에서의 PAG내부 분획은 흰쥐에
서보다 LCC 영역의 경계선들에 대한 근거들이 더욱 분명하게 파악되었다.그 이유
는 세 가지를 들 수 있다.첫째,PAG의 크기와 CB-또는 CR-ir개수가 기니픽이
흰쥐보다 우월하다.둘째,CB-와 CR-ir세포체들의 분포상의 차이가 기니픽에서는
분명하게 구별되어진다.셋째,L/VL사이의 경계선도 기니픽에서는 타당하게 설정할
수 있다.
본 연구에서는 L/VL사이의 경계선을 PAG 배가쪽곶 지역에서 NADPHd-양성반
응 구역으로서 VLC라는 신경핵을 발견하고서,VLC를 이용하여 L/VL사이의 경계
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선을 합리적으로 설정할 수가 있었다.이러한 L/VL 사이의 경계선은 VLC를 가쪽
지점으로,그리고 안쪽 지점으로는 Aq형태상 가쪽고랑 (lateralsulcus)을 정하여서,
두 지점을 연결하는 직선으로 간주할 수 있었다.실제로 가쪽 고랑은 도르레 신경교
차 수준부터서 나타나서,VL영역이 쇠퇴 및 종료되는 수준에서 원만한 곡선으로 사
라지는 양상으로 (Fig.2C와 2G 대조)VL영역의 등쪽 한계에 대한 표지능을 인정
할 수 있었다.
본 연구에서는 연속되는 한 쌍의 절편들에서 CB와 CR의 분포상을 비교하였다.하
나의 절편에서 CB와 CR에 대한 이중염색소견보다는 정확도가 떨어지지만,PAG의
구조가 LCC로 이루어진다는 사실을 감안하면 본 연구에서의 비교에 방법상 오류는
없을 것으로 간주하였다.연속절편에서 CB-ir세포체들 군락과 CB-ir세포체들 군락
의 위치는 서로 다르게 관찰되었다.CB-와 CR-ir구역들에 대한 표현을 현재 개념
대로 5개 LCC를 단위로 하여 기술하면 둘 사이에 차이가 나지 않을 정도로까지,
PAG의 꼬리쪽 부분에서는 (levelI-II)CB와 CR의 분포상은 대동소이하였다.그러나
자세히 관찰하면 CB와 CR-ir세포체들의 분포가 맞물려 엇갈림을 파악할 수 있었
다.즉 CB-ir세포체들의 군락구역은 CR-ir섬유종말 분포구역으로,CB-ir섬유종말
분포 구역은 CR-ir세포체 군락 구역에 해당되었다.그러나 도르레 신경핵 (4N)부터
입쪽 수준의 PAG에서는 (levelIII-V)CB-와 CR-ir세포체 군락의 분포상에서 분명
한 차이를 나타내었다.즉 4N 수준에서의 CR-ir세포체 군락으로서 Su4라는 신경핵
의 존재와 (Fig.7)L영역내 CB-와 CR-ir세포체들의 분포상의 차이는 (Fig.9)
CB-와 CR-세포체들 군락이 독자적인 분포상과 세로방향 연속성을 지니고 있음을
시사하였다.
도르레신경핵 (4N)등쪽에 발견되는 CR-ir세포체군락도 세로방향으로 상당한 범

주의 기둥구조를 이루며,이 Su4는 PAG내에서 VL영역의 입쪽에 위치하는 격이다.
실제로 VL기둥과 이 Su4기둥의 세로방향 길이를 합하면,CB-ir세포체 군락이 표
지하는 L영역의 세로기둥 길이와 거의 일치한다.흰쥐와 생쥐에서는 이러한 특징을
지닌 신경핵을 눈돌림신경위모자핵 (supraoculomotorcapnucleus,Su3C)으로 간주
하고 있다 (26,27).
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Su3C는 NADPHd(9)와 AChE(11)에 대한 염색에서 뚜렷한 양성반응을 나타내는
조직학적 특성이 알려져 있다.본 연구에서도 4N 수준에서는 기니픽의 Su4가 흰쥐
에서의 Su3C의 특징처럼 NADPHd와 AChE에 양성반응구역과 거의 일치함을 확인
하였지만 (Fig.8D와 8F),기니픽의 Su4를 Su3C의 꼬리쪽 부분으로 확실하게 간주
할 수가 없었다.기니픽의 Su4는 4N과 눈돌림신경핵(3N)수준에 걸쳐서 배쪽과 가
쪽으로 더욱 확대되어서,Su4의 가장 배쪽부분의 CR-ir세포체들은 눈돌림신경위핵
(supraoculomotornucleus,Su3)의 등쪽 일부에 해당되어진다 (Fig.9).이와는 대조
적으로 NADPHd와 AChE에 양성반응을 보이는 구역은 3N 수준에서는 등쪽으로 이
동되어진다 (Fig.9F).만일 3N 수준에서 NADPHd와 AChE양성반응 구역을 Su3C
로 간주하면,Su3C구역엔 CR-ir세포체들이 거의 분포하지 않는 것이다.즉 기니픽
을 제외한 대부분의 동물에서 Su3C를 표지하는 CB를 대신하여 기니픽에서는 Su3C
를 CR이 표지한다는 격으로 해석할 수가 없는 것이다.이와 같은 이유로 본 연구에
서는 Su4를 Su3와 Su3C의 이중적 특성을 지닌 별도의 신경핵으로 간주하였다.
본 연구에서는 CB-또는 CR-ir구역을 대조한 결과,현재 알려진 PAG 내 LCC

구조의 입쪽 한계는 3N 수준 (levelIV)까지임을 파악하였다.PAG의 3N 수준에서는
L영역 내부 주된 구성원이 CR-ir세포체들로 대치되고 (Fig.9),3N 보다 입쪽 수
준 (Fig.10)에서는 DL 영역도 변두리로 축소이동되며,DM 영역의 내부에서도 내
RD (rostrodorsal)신경핵이라는 새로운 CB-ir신경핵이 위치함을 확인하였다.즉
levelIV에서도 L영역과 DM 영역이 설정될 수는 있지만,각각의 내부를 구성하는 신
경세포들의 신경화학적 특성이 levelII및 III에서와 매우 다름을 제시할 수 있었다.
본 연구에서 PAG의 LCC영역들에 대한 각종 표지자들의 분포상을 PAG level에

따라 세분하여 정리하면 Table1과 같다.CB-와 CR-ir세포체들의 분포상은 기존에
흰쥐에서 보고되었던 CO (10)와 AChE (11)의 분포상과는 정반대임을 확인하였다.
이는 CB와 CR의 면역반응성이 주로 세포체에서 발현되고,AChE와 CO의 활성도는
주로 신경섬유에 의해서 발현되는 차이에서 기인하는 것으로 추정된다.따라서
AChE와 CO의 높은 활성도를 보이는 PAG의 변두리 (가쪽)구역들은 PAG로의 들
신경섬유가 많은 지역이고 PAG의 속 (안쪽)구역들은 PAG에서 날신경섬유를 내보
내는 신경세포들이 많은 지역으로 간주할 수 있었다.
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본 연구에서 관찰하였던 PAG내부에서의 CB,CR,PV,NADPHd,AChE,그리고
CO의 분포상을 기준으로 하여 표지자들간의 상관성을 제시할 수 있었다 (Fig.11).
즉 CB와 CR그리고 NADPHd는 PAG내 분포상이 매우 비슷하고,AChE와 CO그리
고 PV의 분포상은 전자들과는 반대적인 양상으로써 비슷한 분포상을 제시하는 것으
로 파악되었다.



- 22 -

결결결 론론론

단일 PAG 조직절편에서 CB 또는 CR에 면역반응성 (ir)을 나타내는 신경세포체
및 신경섬유의 분포상은 PAG 내부를 등안쪽 (DM),등가쪽(DL),가쪽 (L),배가쪽
(VL)구역으로 나누는 경계선을 명확히 제시하였다.
CB-또는 CR-ir신경세포체들은 PAG의 각 구역 내에서도 특정 소구역에 편중

되어 군락형태를 나타내었고,세로방향으로 세포기둥 (LCC)구조를 제시하였다.
CB-와 CR-ir 세포체들 군락 양상의 차이는 도르레신경핵 등쪽에서

supratrochlearnucleus와 DM 기둥의 입쪽 끝에서 rostrodorsalnucleus라는 새로운
신경핵들을 제시하였다.
PAG내에서 각종 표지자들의 분포상을 대조하여서 PAG내 LCC영역의 세로범주

를 파악할 수 있었으며 표지자들간의 상관성을 제시할 수 있었다.
이상의 결과들을 종합하여 CB또는 CR은 PAG내 LCC구조를 해부학적으로 증

명하는 우수한 표지자이고,CB와 CR의 분포상을 주된 기준으로 하여 PAG 내부를
현재 개념보다도 더욱 세분할 수 있다고 결론지었다.
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FFFiiiggguuurrreeeLLLeeegggeeennndddsss

FFFiiiggguuurrreee111...Caudal(A anda)torostral(Fandf)seriesofPAGsectionsshowing
thedistributionofcalbindin-(CB,upperrow)andcalretinin-(CR,lowerrow)
immunoreactive(ir)neuronalperikaryaandendings.ThedistributionofCB-
orCR-irperikaryawereselectively localized and clustered in circleswith
dottedlineintheDL,themedialhalfofL,andV areainthePAG,which
wasgenerallysimilarbetweenCB andCR atlevelsIandII.AT levelIII,
clustersofCR-irwithoutCB-irperikaryamarkedspecificsubregionsinL(*
in c)and supratrochlear(Su4)area.The L area rostralto the levelIV
emptiedCB-irperikarya(D andE)andwasfilledwithCR-irperikarya(d
and e).The DL area revealed its longitudinally columnar characterstic
throughoutthe whole length ofthe PAG,butitwas restricted into the
dorsolateralcornerofthePAGatlevelV (E,eandF).BetweenlevelsIIIand
IV,theVLareadisappearedandsupraoculomotorcapnucleus(Su3C)located
rostrally toVL.DM,DL,L and VL,dorsomedial,dorsolateral,lateral,and
ventrolateralPAG,respectively; Aq,midbrain aqueduct; DK,nucleus of
Darkschewitsch;DR,dorsalraphenucleus;DTg,dorsaltegmentalnucleus;
LDTg,laterodorsaltegmentalnucleus;Su3C,supraoculomotorcap nucleus;
Su4,supratrochlearclusterofCR-irperikarya;3N,nucleus ofoculomotor
nerve;4N,nucleusoftrochlearnerve.Inmarkingsforthreedimensionalaxis;
C,caudal;D,dorsal;L,lateral;M,medial;R,rostral;V,ventral.The
longtitudinallevelsofPAG sectionswerenumericallyexpressedasthelength
inmillimeterrostral(+)totheinterauralplane(IAP),andwerecategorized
into5-degreescaleusedin thepresentstudy (in thebox).Horizontalbar
represents500μm length.
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FFFiiiggguuurrreee 222...Caudal(A)to rostral(H)seriesofsectionsshowing theterritorial
changeoftheventrolateral(VL)PAG revealedbythedoublestainingofCB
(browncolor)andNADPHd(bluecolor).A,verylow NADPHd-reactivityin
VLmarkedtheborderlinebetweenVLandlateral(L)PAG.B andC,two
seperatednucleidoublelabelledwithCB-andNADPHd-positivitylocatedat
thelateralborderofVL.Thedorsal(encircledwithdotted-lineandmarked
with arrow heads)and ventralone(encircled with lineand marked with
arrows)looked independentfrom each otherand related with L and VL,
respectively.D,two nucleidoublelabelled with CB and NADPHd became
adjoinedattheventrolateralcapeofthePAGatthelevelofthedisappearance
of LDTg neurons from dorsal raphe nucleus (DR). E and F, this
double-labelednucleus(ventrolateralcapenucleus,VLC)wasobservedasa
singleclusterdisconnectedfrom twolargeclustersofCB-irperikaryainVL.
G andH,VLC disappearedatthelevelIIIwithtrochlearnucleus(4N).The
borderlinebetweenLandVL(markedasbrokenline)wasdrawnbasedon
the location ofthe remnantofthis nucleus.Aq,midbrain aqueduct;Cnf,
cuneiform nucleus;me5,mesencephalictrigeminaltract.Mark*representsthe
locationoftrochlearnerve.OtherlegendsareasinFig.1.
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FFFiiiggguuurrreee 333... Distribution of calbindin (CB)- and NADPHd-positive neuronal
perikaryaandendingsinthelevelIPAG attherecessofinferiorcolliculus
(IC).Alphabetcalorderofphotomicrographsrepresentsthecaudorostralorder
ofsections:A and F arethemostcaudaland rostraloneoftheseries,
respectively.A,theborderofthePAG withtheIC wasmarkedwiththe
lateralboundaryofCB-positivearea.NADPHd-positivearea(encircledwith
white bronken line)located justmedialto CB-positive area.B,CB- and
NADPHd-positiveareabecameslenderextendingdosallyandappearedalmost
overlapped with each other. C and D, apart from the CB- and
NADPHd-positivearealocatingalongthelateralborderofthePAG,twosmall
areasdouble-labelledwithCB andNADPHd(encircledwithwhiteandblack
line)wereobservedalongthemidline.EandF,areaofthedorsolateral(DL)
column were apparent with two sperated subcompartments. CB- and
NADPHd-positiveperikaryaandfiberswererelativelymoreaboundantinthe
outer(blackcircle)andinner(whitecircle)layerofDL,respectively.N+CB,
doublestaing ofCB andNADPHd.DM,dorsomedialPAG;L,lateralPAG.
HorizontalbarinFrepresents500μm.
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FFFiiiggguuurrreee444...Comparisonoflocationsofacetylcholinesterase(AChE)-,NADPHd-,
CB-,andcalretinin (CR)-positiveareasin nineconsecutivesectionsofthe
caudalendingofthe levelIPAG inalphabeticalorderfrom caurdal(A)to
rostral(I).A-F,areaofmoderateAChEreactivity(encircledwithbrokenline)
locatedjustmedialtotheNADPHd-labelledarea(encircledwithlinealongthe
lateralborderofPAG)andrevealedthelow CB- orCR-immunoreactivity.
G-I,bothAChE-andNADPHd-positiveareaswereshiftedlaterallydueto
thedevelopmentofdorsolateral(DL)PAG inthemedialarea.ClustersofCB-
(circle marked with * in H) and CR-ir perikarya (circles in I) were
distributedindifferentsubregionsinDL.N+CR,doublestainingofNADPHd
andCR.OtherlegendsareasinFigure3.

FFFiiiggguuurrreee555...DistributionofCB-andCR-irneuronalperikaryaandendingsinthe
levelIPAG.Althoughthelow neuronaldensitydifferentiatedjuxta-aqueductal
PAG (narrow areasurroundingtheaqueductmarkedwithbrokenlineinD
and G) from other PAG subregions in neutralred (NR) staining,the
immunohistochemistryforCBandCRdidnotmarkthejuxtaaqueductalPAG.
InDLareaatlevelI,theinnersubregion(markedwithdottedlineinEand
F)containedmoreCR-irthanCB-irperikarya.InthelateralhalfoftheL
area(markedwithbrokenlineinB,C,E,F,H andI),few CB-irbutmany
CR-ir perikarya were distributed.Atthe rostrallevelI,CB- or CR-ir
perikaryainthemedialhalfofLareawereclusteredinto2groups(marked
withcirclesinH andI).DL,L,andVL,dorsolateral,lateralandventrolateral
PAG,respectively;4n,trochlearnerve;scp,superiorcerebellarpeduncle;DR,
dorsalraphe nucleus;DTg,dorsaltegmentalnucleus;LDTg,laterodorsal
tegmentalnucleus;Cnf,cuneiform nucleus;IC,inferiorcolliculus.Horizontal
barinIrepresents500μm.
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FFFiiiggguuurrreee666...SimilardistributionpatternsbetweenCB andCR immunoreactivityin
thePAG atthelevelII.N+A inphotomicrographsA andD,doublestaining
foracetylcholinesterase(AChE)andNADPHd.CB-andCR-irperikaryawere
distributed in areaswith high NADPHd reactivity.Area with high AChE
reactivity(encircledwithbrokenline)revealedthelow immunoreactivityfor
CB orCR.Astheleveladvancedrostrally,thenumberofCB-irperikarya
decreased(compareB withE)butthatofCR-irperikaryaincreasedinVL
(compareC andF).Mark*representsthelocationoftrochlearnerve.Other
legendsareasinFig.5.

FFFiiiggguuurrreee777...SubregionsmarkedwiththedistributionofonlyCR-irperikaryainthe
levelIIIPAG.A-D andE-H areCBandCRstaining,respectively.A pairof
tissue sections of each column are consecutive ones.Cluster of CR-ir
perikaryamarkedsupratrochlear(Su4)subregionsandadorsomediallymiddle
subregioninL area(markedwith*)inF-H.Corresponding subregionsin
B-D (encircledwithdottedline)showedalmostnoCB-irperikarya.Whereas
VL area atlevelII(A and E)was marked CB-ir endings and CR-ir
perikarya,VLareaatlevelIIIbecamesignificantlynarrowedbetweenLand
Su4andcontainedalmostnoCR-irperikarya(FandG).Otherlegendsasin
Fig.5.
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FFFiiiggguuurrreee888...Comparisonsofdistributionpatternsamongcytochromeoxidase(CO,
A),CB(BandE),parvalbumin(PV inD),NADPHdwithAChE(N+A inD)
andCR(F)inthePAG atlevelIII.A-CandD-Fweretripletsofconsective
sectionstakenfrom differentindividuals,buttherostrocaudallevelsoftwo
groupswerecorresponded.ThelateralareaofPAG (markedwithbrokenline
in L) revealed moderate to high activity of CO and AChE but low
immunoreactivityforCBandCR.ThemedialhalfofLareaandmostofDL
arearevealedmanyCB-(B andE)andCR-ir(F)perikaryaandthehigh
activityofNADPHd(D).Supratrochlear(Su4)subregionswasmarkedwith
NADPHd- and AChE-positivenerveendings(D)and CR-irperikarya(F).
ThecentralsubregionsinLarea(encircledwithdottedlineandmarkedwith
arrow head)wasmarkedwithaclusterofCR-irperikarya(F)andwiththe
verylow NADPHdreactivity(D).Thecentralsubregions(encircled)intheDM
areaandthetrochlearshell(encircledandmarkedwith*)weremarkedwith
aclusterofperikaryawithhighCOactivity(A)andtheweakbutaadmittable
immunoreactivityfoPV (C).OtherlegendsareasinFig.7.

FFFiiiggguuurrreee999...Comparison ofdistribution patternsofCB,CR and NADPHd with
AChE(N+A,rightcolumn)inthePAG atlevelIV.TheLareaatthislevel
containedfew CB-irbutabundantCR-irperikarya(comparetheleftandthe
middlecolumns),especiallyinthedorsalhalfofLarea(encircledwithbroken
line).AttherostrallevelIII,severalclustersofCR-irperikaqya(encircledin
E andH)andananatomicallyinnominatenucleus(RD inD andG)were
observedinDM area.Atthislevel,supraoculomotorcapnuclues(Su3C)was
notevidentinCBorCRimmunohistochemistry(leftandmiddlecolumns),but
marked with the weak double-labelling for NADPHd and AChE (right
columns).Supraoculomotor nucleus (Su3)was marked with the moderate
activityofAChE (C,FandI).AtthejunctionbetweenlevelIV andV,the
DL areawaslaterally restricted (G and I)and revealed almostno CR-ir
perikarya(areabetweenbrokenlinesinH).OtherlegendsareasinFig.5.
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FFFiiiggguuurrreee111000...ComparisonofdistributionpatternsofPV-,CB-,CO-,andNADPHd
andAChE (N+A)-positivesubregionsintherostralPAG atlevelV.Inthe
dorsum ofthelevelV PAG,specificnucleusmarkedwithCB-irperikaryaand
endingslocatedalongthedorsalmidline(RDinB,FandJ),andtheDLarea
wasrestrictedsmaller.Arrowsandcurvedbrokenlinesinredcolorrepresent
thedirectionandtherouteofthepenetrationoftheposteriorcommissure(PC)
intothePAG,respectively.InPV (A,EandI),CO (CandG)andNADPHd
withAChE (D,H andL)staining,itwasapparentthatthePC invadedthe
PAGthroughtheouterpartofL(Lo).InCB(B,FandJ)staining,RDnuclei
weredividedintotwobythepenetratingPC.OtherlegendsareasinFig.1.

FFFiiiggguuurrreee111111...Diagramsshowingtherelationshipbetweenneuroanatomicalmarkers
usedinthepresentstudy.A,DistributionpatternsofmarkersinthelevelII
PAG;B,Summaryofrelationshipbetweenmarkers.
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Table1.Summary ofdistribution patternsofneuroanatomicalmarkersin the
subregionswithinthePAG

*Gradeofdistribution:(-),verylow reactivityandneglectableamountofneuronalperikarya
andendings.(±),low butacceptablereactivitymainlybynerveendings;(+),severalperikarya
marked and/ormoderatereactivity by nerveendings;(++),many perikarya marked and/or
prominentreactivitybynerveendings;(+++),lotsofperikaryamarkedanddensenetworkof
stronglyreactivefibersandendingswhichfilltheentirecolumnararea.
**Neuroanatomicalnucleicorresponding toeach level:I,recessofinferiorcolliculusand

laterodorsaltegmentalnucleus(LDTg);II,dorsalraphenucleuswithoutLDTg;III,nucleusof
trochlearnerve;IV,nucleusofoculomotornerve;V,nucleusofDarschewitschandposterior
commissure.
***Abbreviations: RD,rostrodorsal nucleus; RIC,recess of inferior colliculus; Su3C,

supraoculomotorcapnucleus;Su4,supratrochlearCR-immunoreactivearea;d,dorsal;l,lateral;
m,medial.

Markers
PAG
Levels& Regions

CB CR PV NADPHd AChE CO

LevelI
RIC(l/m)
L(l/m)
VL

++/+
-/++
++

++/+
++/++
++

±/-
-
-

++/+
-/++
-

±/++
+/-
-

-/+
±/-
-

LevelII
DM
DL
L(l/m)
VL

-
++
-/++
++

-
++
-/++
++

±
-
-/-
-

-
+++
-/+
+

+(d)
-
++/-
+

+
-
+/-
-

LevelIII
DM
DL
L(l/m)
VL
Su4

-
+++
-/++
-
-

-
+++
-/++
+
+++

±
-
±/-
-
-

-
+++
-/±
±
+

+(d)
-
++/-
±
±

++
-
++/+
±
-

LevelIV
DM
DL
L(l/m)
Su3C

-
+++
-/+
±

-
+++
-/++
±

±
-
±/-
-

-
+++
-
+

+(d)
-
++/-
+

++
-
++/-
-

LevelV
DM
DL
L(l/m)
RD

-
+
-/-
++

+
-
+/++
+

-
-
±/-
-

-
±
±/-
±

+(d)
-
±/-
-

+
-
±/-
±
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