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토끼 망막에서 NMDA에 의한 아포프토시스의 발현
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목적: 토끼 망막에서 NMDA에 의한 아포프토시스와 Bcl-2, Bax, caspase-3의 발현을 알아보고자 하였다. 

대상과 방법: 20마리 토끼를 대상으로 680과 2,000 nmole의 NMDA를 유리체강내로 주입 후 2, 16, 60시간 및 

1, 2주에 각각 안구를 적출하여 TUNEL 염색과 면역조직화학염색을 시행하였다.

결과: NMDA 주입 후 16시간 후에 신경절세포층 및 속핵층에서 TUNEL 염색에 양성을 보이는 세포가 가장 많이 

나타났고 60시간에서 줄어들었고 2,000 nmole의 NMDA를 주입 후 680 nmole에 비해 TUNEL 양성세포 수가 더 

많았다. Bcl-2, Bax, caspase-3의 면역조직화학염색에서도 신경절세포층과 속핵층의 세포가 염색이 되었고, 2시간에 

이미 염색된 세포가 보였다. NMDA 주입 후 2시간에서 뮐러세포도 Bcl-2, Bax, caspase-3에 염색이 되었다.

결론: NMDA에 의한 망막신경세포의 흥분성 신경독성에 아포프토시스가 관여되며, 비록 대조군 실험은 하지 않았지만 

Bcl-2, Bax, caspase-3의 발현이 apoptosis의 유발에 중요한 역할을 하며 뮐러세포도 관여할 것으로 생각된다.
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허혈성 망막 세포사에 대한 연구를 보면 다양한 기전

에 의하여 세포가 죽는 것으로 관찰되고 있는데 형태학

적으로 크게 나누면 괴사(necrosis)와 아포프토시스

(apoptosis)로 나눌 수 있다.
1,2

 괴사는 세포가 팽창하

고 세포막이 터지면서 세포액의 누출이 일어나고 염증

반응이 동반되며 주변세포가 함께 죽게 되는 과정을 이

야기한다. 반면 아포프토시스는 세포가 죽는 과정에 세

포막의 물집(blebbing)을 형성하지만 세포막의 연속

성이 유지되어 세포액의 누출이 없으며 세포가 쭈그러

들어 크기가 작아지고 핵내 염색질이 응축되면서 염증

반응이나 주위세포의 손상 없이 개개의 세포가 탐식 과

정을 통해 사라지는 세포사를 말하는데 programmed 

cell death(PCD)의 한 형태로 세포가 죽을 때 이미 

준비된 상황에서 사망 프로그램을 가동함으로써 능동적

인 죽음을 맞이한다는 개념이다.
3
 이 과정에서 세포는 

능동적으로 죽음에 필요한 단백질을 유전자로부터 합성

해 내고 에너지를 사용하여 세포 구성 성분이 세포 바

깥으로 새어 나가는 것을 막음으로써 주위세포의 손상

이나 염증반응의 유발을 최소화 한다.

글루타민산염은 시세포, 두극세포 및 신경절세포의 신

경전달물질로서 중요한 역할을 한다.
4
 망막의 신경세포

는 다양한 종류의 글루타민산염 수용체를 가지며 이러한 

NMDA (N-methyl-D-aspartate)와 non-NMDA 

수용체의 과도한 자극은 흥분성 세포사(excitotoxic 

cell death)를 유발하는 것으로 알려져 있다.5 이와 같

은 흥분성 신경전달물질에 의한 흥분성 세포독성은 중

풍, 외상, 간질과 만성 신경변성질환과 같은 다양한 병

적 상태와 연관되어 있다.6 망막에서 흥분성 세포독성

은 망막 허혈-재관류 손상에, 그리고 나아가 녹내장에

서 신경 손상에 중요한 역할을 할 것으로 여겨져 왔

다.7,8

이미 여러 동물모델에서 NMDA로 인한 망막의 아

포프토시스가 보고 되었다.
9,10

 그러나 이러한 동물시험

에서 아포프토시스와 연관된 Bcl-2, Bax, caspase-3

등에 대해서는 직접적으로 연구된 바가 없다. 본 연구

에서는 이러한 아포프토시스의 발현양상이 NMDA의 

주입양에 따른 차이가 있는지를 알아보고 아포프토시스

와 연관된 대표적인 단백질인 Bcl-2, Bax, caspase-3

의 발현양상을 알아보고자 하였다.
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Cell count 2 hours 16 hours 60 hours 1 week 2 weeks
680 nmole 0  8.33±2.08* 0† 0 0
2,000 nmole 0 23.33±7.09* 7.67±2.08† 0 ·0
 , †p<0.05 by Mann-Whitney U-test.

Table 1. Result of TUNEL-positive cell count in NMDA-induced apoptosis of rabbit retinas after different concentration of 
NMDA injection

대상과 방법

1. 유리체내 NMDA 주입

체중 2.5~3.0 kg의 백색토끼 20마리를 대상으로 

하였다. 10마리씩 2군으로 나누어 각각 680 nmoles

와 2,000 nmoles의 NMDA를 유리체강내로 주입하였

다. 먼저 50 mg/kg의 ketamine hydrochloride와 

5 mg/kg의 xylazine hydrochloride를 근육 주사

하여 마취시킨 후 0.5% Alcaine
®
으로 점안마취를 하

고 1% Mydriacyl®로 산동하였다. NMDA (Sigma 

chemical Co., USA) 680 nmoles (0.1 ml)과 

2,000 nmoles (0.1 ml)의 농도가 되도록 0.1 M의 

PBS(phosphate buffered saline) 용액에 녹인 후 

멸균한 Hamilton 주사기에 30-G 주사침을 사용하여 

상비측 평면부를 통해 유리체내로 주입하였다. 대조군

에서는 같은 용량의 0.1 M PBS를 주입하였다. 우안은 

각군마다 680 nmoles과 2,000 nmoles의 NMDA를 

주사하였고 좌안은 대조군으로 하여 동량의 PBS를 유

리체강내에 주사하였다. 

2. TUNEL 염색

NMDA를 유리체내로 주입 후 2시간, 16시간, 60시

간, 1주, 2주에 각각 안구적출을 시행하였다. 안구 적

출 후 안구의 약 2/3 되는 부위에서 절개 후 수정체와 

유리체를 제거하고 망막을 분리하였다. 분리한 망막조

직은 -30℃에서 냉동한 후 특정 부위를 선택하여 10 

µm의 두께로 절단하였다. 아포프토시스에 대한 염색은 

TUNEL 방법을 이용한 Apoptosis detection kit 

(Chemicon, Co., USA)을 사용하였다. 조직절편을 

37℃에서 Digoxigenin-11-deoxynucleotidyl tri- 

phosphate와 Terminal deoxynucleotidyl trans- 

ferase에 보관하여 잘라진 DNA 조각의 말단부위에 

digoxigenin과 연결된 deoxynucleotidyl triphos- 

phate (dUTP와 dATP)가 결합되도록 한 후 anti- 

degoxigenin conjugate를 사용하여 표지를 하였다. 

Propidium iodide를 이용하여 대조염색을 시행하였

고, 조직을 glass slides에 mounting하고 Vecta- 

shield (a glycerol-based antifading medium, 

Vector Lab, Burlingame, CA)로 coverslip하여 

관찰하였다. TUNEL 염색에 양성으로 나타난 세포를 

400배에서 수를 세어 결과를 비교하였고 통계처리는 

Mann Whitney U-test를 사용하였다.

3. Bcl-2, Bax, caspase-3의 면역조직화학염색

안구 적출 후 즉시 망막을 분리하여 4% parafor- 

maldehyde에서 2시간 동안 고정하였다. 고정과정을 

거치고 PBS (1x, pH 7.4)로 3회 세척 한 후 면역조직

화학염색법을 실시 하였다. 고정 된 망막은 -30℃에서 

10 µm의 두께로 절단한 후 20% normal goat serum 

(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., 

USA)에 1시간 동안 실온에서 반응을 시켰다. Bcl-2, 

Bax, caspase-3에 대한 각각의 일차 항체(R&D 

Sysetms, Minneapolis, MN, USA)로 실온에서 2

시간 동안 반응시키고, PBS (1x, pH 7.4)로 3회 세

척하였다. 일차항체는 1:100 (Bcl-2), 1:50 (Bax), 

1:250 (caspase-3)으로 희석하였다. 이차 항체로는 

fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugated 

anti-rabbit IgG (Vector Lab, USA)를 1:100으

로 희석하여 실온에서 1시간 반응시킨 다음 PBS(1x, 

pH 7.4)로 3회 세척 후 Vectashield로 coverslip 

하였다. Bcl-2, Bax, caspase-3에 대한 PBS주입후 

대조군 실험은 하지 않았다.

결     과

망막 조직 표본에서 TUNEL 염색을 시행하여 형광

빛을 보이는 아포프토시스로 인한 세포사를 관찰하였

다. NMDA 주입 후 TUNEL 염색에서 2시간에는 염

색되는 세포가 나타나지 않다가(Fig. 1A, B) 16시간

에 최대로 나타나고(Fig. 1D, E) 60시간에는 다시 염

색되는 세포수가 줄어 들었고(Fig. 1G, H) 1주와 2주

에는 나타나지 않았다. 대조군으로 PBS를 주입한 군은 

TUNEL 염색에서 형광빛을 보이는 세포는 없었다

(Fig. 1C, F, I). TUNEL 염색뿐 아니라, Bcl-2, 

Bax, caspase-3에서도 1주와 2주에는 염색되는 세포
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Figure 1. TUNEL stain of the retinas at 2 (A), 16 (D), 60 
(G) hours after 680 nmoles of intravitreal NMDA injection 
and at 2 (B), 16 (E), 60 (H) hours after 2,000 nmoles of 
intravitreal NMDA injection and at 2 (C), 16 (F), 60 (I) 
hours after PBS injection (×400). A, B: No noticeable 
labeled nuclei are seen in the ganglion cell layer (GCL) and 
the inner nuclear layer (INL). (D, E, H) Scattered and 
intensely labeled nuclei are seen in the GCL and INL. G: 
No labeled nuclei are seen at 60 hours after 680 nmoles of
NMDA injection. (C, F, I) No noticeable nuclei are stained 
after intravitreal PBS injection. GCL=ganglion cell layer; 
IPL=inner plexiform layer; INL=inner nuclear layer; OPL= 
outer plexiform layer; ONL=outer nuclear layer.

Figure 2. Bcl-2 immunohistochemical staining of the retinas 
at 2 (A), 16 (C), 60 (E) hours after 680 nmoles of 
intravitreal NMDA injection and at 2 (B), 16 (D), 60 (F) 
hours after 2,000 nmoles of intravitreal NMDA injection 
(×400). A, B: Bcl-2 are stained in the ganglion cell layer 
and Müller cell (arrow). C, D, E, F: Bcl-2 are stained 
strongly in the GCL and INL. GCL=ganglion cell layer; 
IPL=inner plexiform layer; INL=inner nuclear layer; OPL= 
outer plexiform layer; ONL=outer nuclear layer.가 없었다. 16시간과 60시간에서 680 nmole을 주입한 

군보다 2,000 nmole을 주입한 군에서 TUNEL 양성

의 세포 수가 더욱 많았으며(p<0.05, Table 1, Fig. 

1D, E, G, H) 주로 염색되는 세포는 신경절세포층과 

속핵층의 세포로 이 중에서는 속핵층에서 더 많이 염색

되었다(Fig. 1D, E). 680 nmole을 주입한 경우 60

시간에서 TUNEL 양성의 세포가 보이지 않았으나

(Fig. 1G) 2,000 nmole을 주입한 경우 60시간까지 

TUNEL 양성세포가 나타나 아포프토시스가 더 오래 

지속됨을 알 수 있었다(Fig. 1H). 본 연구에서는 

PBS 주입 후 Bax, Bcl-2, caspase-3에 대한 대조군 

실험은 하지 않았으나 Bcl-2에 대한 면역조직화학염색

에서는 2시간 후에 680 nmole을 주입한 군에서 신경

절세포에서 염색이 되었다(Fig. 2A). 신경절세포층에

서 수직으로 속핵층을 지나는 진한 염색이 다수 관찰되

는데 이는 주로 뮐러세포로 구성되었으며 일부는 양극

세포의 축삭 및 수지상돌기도 포함되었을 것으로 추정

된다(Fig. 2A). 

2,000 nmole을 주입한 군에서도 신경절 세포 및 속

핵층에서 염색이 되었다(Fig. 2B). 16시간과 60시간

에서는 신경절세포와 속핵층의 세포가 염색이 되었다

(Fig. 2C, D, E, F). Bax 면역조직화학염색에서도 

각 군에서 Bcl-2 염색시와 비슷한 소견으로 나타났으

며, 주로 신경절세포와 속핵층의 세포가 염색되었고 뮐

러세포의 염색소견도 보였다(Fig. 3A). 

Caspase -3 면역조직화학염색에서도 2시간에서 뮐

러세포가 염색되었으며 주로 염색되는 세포는 신경절세

포와 속핵층의 세포였다(Fig. 4A). Bcl-2, Bax, 

caspase-3의 면역조직화학염색에서 680 nmole과 

2,000 nmole 두 군간에 큰 차이는 보이지 않았고, 

TUNEL 염색에서는 NMDA 주입 후 2시간 후에는 

아포프토시스 소견을 보이지 않았으나 Bcl-2, Bax, 

caspase-3는 2시간 후에 이미 염색되는 세포를 볼 수 

있었다.
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Figure 3. Bax immunohistochemical staining of the retinas 
at 2 (A), 16 (C), 60 (E) hours after 680 nmoles of 
intravitreal NMDA injection and at 2 (B), 16 (D), 60 (F) 
hours after 2,000 nmoles of intravitreal NMDA injection 
(×400). (A) Bax are stained in the ganglion cell layer and 
Müller cell (arrow). (B, C, D, E, F) Bax are stained in the
GCL and INL. GCL=ganglion cell layer; IPL=inner 
plexiform layer; INL=inner nuclear layer; OPL=outer plexiform
layer; ONL=outer nuclear layer.

Figure 4. Caspase-3 immunohistochemical staining of retinas 
at 2 (A), 16 (C), 60 (E) hours after 680 nmoles of 
intravitreal NMDA injection and at 2 (B), 16 (D), 60 (F) 
hours after 2,000 nmoles of intravitreal NMDA injection 
(×400). (A) Caspase-3 are stained in the ganglion cell and 
Müller cell (arrow). (B) Caspase-3 are stained in the ganglion 
cell layer. (C, D, E, F) Caspase-3 are stained strongly in the
GCL and INL. GCL=ganglion cell layer; IPL=inner plexiform 
layer; INL=inner nuclear layer; OPL=outer plexiform layer; 
ONL=outer nuclear layer.

고     찰

허혈성 망막 신경 세포사를 유발하는 방법에는 시신

경을 결찰하는 방법이 있고 약물로 유도하는 방법, 안

압을 올리는 방법 등이 사용된다. 본 실험에서 사용한 

약물로 유도하는 방법은 잘 알려진 글루타민산염 길항

제나 자유라디칼을 생성하는 약물을 주입하여 세포사를 

관찰하는 방법으로 이것은 생체 내 및 실험관 실험 양

쪽에서 모두 사용되는 방법이다.11 그러나 이러한 약물

에 의한 방법은 한가지 기전에 의한 세포사를 관찰할 

수 있는 장점은 있으나, 생체내에서 다양한 원인으로 

인한 세포사를 관찰하기란 어렵다.

허혈 상태에서 세포손상의 한가지 기전으로는 신경

세포의 허혈상태에서 흥분성 전달 물질인 글루타민산염

의 다량 방출로 인한 신경독성으로 설명할 수 있다.12-15 

글루타민산염은 조직내에 µM 농도로 존재하며 자극전

달에 중요한 역할을 한다. 그러나 이러한 흥분성 아미

노산이 다량(수백 µM 이상)으로 세포외로 분비되면 독

성으로 작용하여 신경세포를 사멸시킨다.
16
 신경세포의 

허혈상태에서 세포외 글루타민산염이 증가하는 메커니

즘에는 두 가지가 알려져 있다.17 허혈상태의 초기에는 

신경세포의 허혈로 인한 세포막의 탈분극으로 인하여 

voltage-dependent Ca
2+

 channel이 활성화되어 

세포 외 글루타민산염의 농도가 증가하는 것이고, 후기

에는 세포내의 ATP 감소로 인하여 과량으로 분비된 

세포 외 글루타민산염의 처리가 안되는 경우인데 Ca
2+

 

channel과는 관계가 없다. 이렇게 과량으로 분비된 

글루타민산염에 의해 신경세포내로 과량의 칼슘이 유

입되게 되고 세포내의 여러 효소들을 활성화시키고 

미토콘드리아에도 작용하여 결국 세포사로 이어지게 

된다.
18-20

 또한 세포내 inducible nitric oxide 

synthase를 활성화 시켜 자유라디칼인 산화질소

(nitric oxide)의 생성을 증가시켜 세포사에 이르게 
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된다. 이러한 글루타민산염의 흥분성세포독성은 글루타

민산염 작용제인 NMDA에 의한 처리에 의해서도 관찰

되었다.9,10,21,22

아포프토시스 시에 세포핵 내의 DNA가 180~200

개 염기의 단위로 잘리고, 이러한 뉴클레오좀 크기의 

DNA 절편의 양끝에 존재하는 3’-OH group을 발견

함으로써 아포프토시스를 증명할 수 있다. DNA 절편

의 증명은 겔 전기영동법을 이용하는 방법
23

과 TUNEL 

염색을 이용하는 방법24이 있다. 저자들은 TUNEL 염

색을 통해 NMDA에 의한 흥분성 신경독성에서 망막 

조직의 손상기전으로 아포프토시스가 관여함을 확인하

였다(Fig. 1). Kwong and Lam10은 토끼망막에서 

400 nmole의 NMDA를 유리체강내로 투여 후 4시간

째 TUNEL 양성세포를 볼 수 있었으며 18시간에 최

대에 달했다가 48시간에는 보이지 않았다고 하였다. 본 

연구에서는 680 및 2,000 nmole 모두에서 2시간에는 

TUNEL 양성세포가 나타나지 않다가 16시간에 최대

로 나타났으며, 60시간까지도 TUNEL 양성세포가 보

였다. 680 nmole보다는 2,000 nmole에서 TUNEL 

양성세포가 더 많이 나타나고 더 늦게까지 나타남을 알 

수 있었다. 즉 유리체내 주입한 NMDA의 양에 따라 

아포프토시스의 양상이 달라짐을 알 수 있었다. 또한 

주로 염색되는 세포가 신경절세포층과 속핵층에서 발견

되어 NMDA로 인한 세포사는 주로 망막의 내층에서 

일어남을 알 수 있었다. TUNEL 염색은 조직의 괴사

에 의해 염색질이 파괴되었을 때도 위양성 반응을 나타

낼 수 있다는 점에서 문제가 있으나 조직슬라이드상에

서 세포들의 위치관계를 알 수 있다는 점에서 장점이 

있으며 본 실험에서와 같이 망막의 특정세포층의 아포

프토시스를 발견하는데 적합하다고 할 수 있다.

본 연구에서는 아포프토시스와 관련되어 많이 알려

진 Bcl-2, Bax, Caspase-3의 발현양상을 알아 보았

는데 Bcl-2 단백질은 Bcl-2 homology (BH) domain

에 따라 크게 3군으로 나뉘어진다. 아포프토시스를 억

제하는 anti-apoptotic protein에는 BH1-BH4 

domain을 가지는 Bcl-2와 Bcl-XL이 있으며, 아포프

토시스를 조장하는 pro-apoptotic protein에는 BH1, 

BH2, BH3 domain을 가지는 Bax와 Bak, 그리고 

BH3 domain만을 가지는 Bad, Bim 등이다.25-28 

Bcl-2 유전자는 사람의 B 세포성 림프종에서 발견된 

proto-oncogene으로서 이 유전자로부터 만들어진 단

백인 Bcl-2는 아포프토시스를 억제하는 기능을 가지고 

있으며 핵막, 사립체 외막, 내형질세망에 분포한다.
29
 

Bcl-2가 아포프토시스를 억제하는 기전에 대해서는 아

직 잘 알려진 바가 없는데 Bcl-2가 항산화 기전에 관여

함으로써 아포프토시스를 억제한다는 결과가 보고되었

고 Bcl-2가 세포분열의 G1 phase를 30~60% 늘임

으로써 세포분열의 주기에 관여하여 아포프토시스로 가

는 것을 막는다는 연구결과도 있었다.30-32 또한 최근 연

구에 따르면 Bcl-2는 미토콘드리아의 매트릭스의 부종

을 억제하고, 활성산소에 의한 손상을 감소시키며 

cytochrome-c의 유리를 억제하고 미토콘드리아 막전

위의 손상을 억제하여 세포사를 감소시키는 것으로 알

려져 있다. 또한 Bax 단백질과 결합하여 Bax로 인한 

미토콘드리아 외막의 변화를 억제하는 것으로 보고되었

다.
33

Bcl-2와 함께 Bax 단백질은 아포프토시스의 발현에 

관여한다고 알려져 있다. Bax는 아포프토시스의 억제

에 관여하는 Bcl-2의 활성을 떨어뜨리며, Bax의 과발

현은 아포프토시스로 인한 세포사를 촉진시킨다.
34
 또

한 Bax의 과발현은 미토콘드리아 외막의 투과성을 감

소시켜 voltage-dependent anion channel을 감

소시키며, 활성산소의 생성을 증가시키고 미토콘드리아

의 과분극을 유발하여 세포사를 일으키게 된다. 또한 

미토콘드리아 외막에 permeability transition 

pore를 만들어 cytochrome-c가 유리되게 하여 세포

사를 유발하는 것으로 알려져 있다.33

최근 Bcl-2를 과발현하는 neonatal transgenic 

mice의 경우 시신경을 자른 후 신경절세포의 손상이 

유의하게 감소되었고 신경절세포의 기능도 유지된다는 

실험결과가 보고된 바 있다.
35,36

 본 연구에서 TUNEL 

염색세포가 주로 보이는 신경절세포층 및 내핵층에서 

Bax 및 Bcl-2가 발현되는 것으로 보아 같은 층의 세포

들이 Bax나 Bcl-2의 발현 유무에 따라 세포사로 이어

지거나 살아 남는 것으로 여겨진다(Fig. 2, 3). 또한 

NMDA 주입 후 2시간째에서 Bax 및 Bcl-2 염색에서

는 염색되는 세포가 보이나 TUNEL 염색에서는 아직 

아포프토시스를 나타내는 세포가 보이지 않는데 이는 

Bax나 Bcl-2 유전자의 전사(translocation)와 세포

사 사이에는 지연시간(lag time)이 존재한다는 것을 

의미 한다.
37 

본 연구에서 Bax 및 Bcl-2가 NMDA 주입 후 2시

간째 뮐러세포에 진하게 염색되었는데, 이것은 흥분성

신경독성에 의한 아포프토시스의 유발 및 방어기전에 

뮐러세포가 관여할 가능성을 의미한다. 뮐러세포는 글

리코겐을 생산 및 저장하며 주변 신경세포에 포도당을 

공급함으로써 영양공급의 중요한 역할을 수행하고 

gamma aminobutylic acid (GABA)와 같은 신경

전달물질의 분해에 관여하며 세포밖으로 분비된 글루타

민산염의 농도를 조절하는 것으로 알려져 있다.
38-41 

이

와 같이 뮐러세포는 신경절 세포의 기능유지에 매우 밀

접한 관계를 가지고 있는데 만일 허혈에 의해 뮐러세포
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가 손상될 경우 망막내에 글루타민산염의 농도가 증가

될 것이며 이는 신경절세포를 포함한 망막내 신경세포

의 허혈손상을 더욱 가중시키는 결과를 가져올 것이다. 

그러므로 본 실험에서 뮐러세포내에 Bcl-2의 과발현은 

뮐러세포 자체에 대한 방어기전이자 나아가서는 신경절

세포를 포함한 망막내 신경세포의 허혈손상에 대한 방

어기전이라고 추측할 수 있다. Chen et al
42

은 쥐의 

시신경을 자른 후 뮐러세포에 Bcl-2의 면역조직화학염

색이 유의하게 증가하였다는 본 연구와 유사한 결과를 

보고하였고 Park and Kim
43
 도 토끼 시신경의 허혈-

재관류 손상 모델에서 비슷한 결과를 보고한 바 있다.

Caspase들은 Caenorhabditis elegans CED-3 

gene family의 mammalian homologues로서 아

포프토시스에 관계한다고 알려져 있으며, 알려진 모든 

caspase들은 zymogen으로 존재하며, 다른 caspase 

또는 protease에 의해 잘려진 후 활성화된 형태로 전

환된다.
44
 자극과 세포의 종류에 따라서, 특정한 

caspase들이 각각의 경로를 통해 활성화되며 또한 몇

몇 caspase들의 활성화 경로는 caspase-3를 활성화

시키며, 결과적으로 caspase-3의 주요한 기질인 

PARP(poly ADP-ribose polymerase)의 분절을 

일으킨다.
44-47

 PARP는 DNA 복구에 관여하는 중요

한 효소로서, 이 효소의 분해는 염색체의 파괴를 야기

시키고 결국 세포사로 이어지게 된다.48 

본 연구에서 면역조직화학염색상 caspase-3가 신경

절세포와 속핵층 세포에서 주로 염색이 되며, 이것은 

아포프토시스 과정에 caspase-3가 관여된다는 것을 

나타낸다(Fig. 4). 또한 NMDA 주입 후 2시간에서 

TUNEL 염색에는 아포프토시스가 나타나지 않으나 

caspase-3 염색에서는 뮐러세포와 주로 신경절세포층

에서 이미 염색되는 세포가 나타나는 것으로 보아 아포

프토시스의 발현 이전에 caspase-3의 발현이 먼저 시

작되는 것으로 보인다. 

결론적으로 토끼 망막에서 NMDA에 의한 흥분성 

신경독성으로 인한 세포사는 아포프토시스와 관련이 있

으며, 비록 PBS 주입 후 Bax, Bcl-2, caspase-3에 

대한 대조군 실험은 하지 않았지만 아포프토시스 발현

의 조절에 Bcl-2와 Bax 단백질이 관여하며, caspase 

-3의 활성도 아포프토시스와 관련이 있다. 또한 뮐러세

포가 이러한 아포프토시스의 발생에 중요한 역할을 할 

것으로 생각된다. 
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=ABSTRACT=

N-Methyl-D-Aspartate (NMDA)-induced Apoptosis in Rabbit Retina

Yong Wook Park, M.D.1, Sun Hwa Chae, M.D.1, Ji-Woong Lee, M.D.1, Oh Ju Kwon, Ph.D.2, 
Jae Pil Shin, M.D.1, Chang Jin Jeon, Ph.D.3, Si Yeol Kim, M.D.1

Department of Ophthalmology, Kyungpook National University, College of Medicine1, Daegu, Korea
Department of Ophthalmic Optics, Busan College of Information Technology2, Pusan, Korea

Department of Biology, Kyungpook National University, College of Natural Science3, Daegu, Korea 

Purpose: To evaluate the involvement of apoptosis in N-methyl-D-aspartate (NMDA)-induced excitotoxicity in 
the rabbit retina.
Methods: After intravitreal injection of 680 and 2,000 nmoles of NMDA in rabbit eyes, the eyes were 
enucleated at 2, 16, and 60 hours and 1 and 2 weeks. The apoptotic cell death was determined with 
TdT-mediated biotin-dUTP nick end labeling (TUNEL) stain, and immunohistochemical stains of Bcl-2, Bax, 
and caspase-3 were performed. 
Results: TUNEL showed increased labeling scattered in the ganglion cell layer and inner nuclear layer from 
16 to 60 hours. The number of TUNEL-positive nuclei decreased at 60 hours, and none was observed at 2 
hours, 1 week, and 2 weeks. More TUNEL-positive nuclei were seen with injection of 2,000 nmoles 
compared to 680 nmoles. Bcl-2, Bax, and caspase-3 were seen histologically as early as 2 hours in the 
ganglion cell layer and inner nuclear layer; there was no stained nuclei with the TUNEL stain. At 2 hours 
after intravitreal NMDA injection, Bcl-2, Bax, and caspase-3 were also stained in Müller cells.
Conclusions: This study showed that apoptosis is involved in NMDA-induced excitotoxicity in the rabbit 
retina. Bcl-2, Bax, and caspase-3 may play important roles in modulating the apoptosis in NMDA-induced 
excitotoxicity, and Müller cells are involved in the apoptotic pathway.
J Korean Ophthalmol Soc 49(7):1146-1153, 2008
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