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도파민 뉴런들의 광유전학적 활성화가

변별 공포 기억에 미치는 영향*

조 용 상1),2) 최 준 식1)†

1)고려대학교 심리학과

2)Department of Psychiatry & Behavioral Sciences, University of Washington, Seattle

강화학습에 중요한 역할을 한다고 알려진 중뇌의 도파민 뉴런들이 전기충격과 같은 혐오자극을 이용한 학

습에도 기여한다고 보고되었다. 특히 도파민 뉴런들은 혐오자극과 연합된 자극이 제시되었을 때 억제되거

나 활성화되는 상이한 반응을 보인다고 알려졌다. 유전자 조작을 통해 이 두 가지 도파민 반응 중에서 혐

오연합자극에 대한 활성화 반응만 선택적으로 저하시킨 동물들을 공포스러운 경험에 노출시키면, 이후 일

반화된 불안행동이 유발된다고 보고되었다. 따라서 역으로 혐오연합자극을 제시하는 동안 다수의 도파민

뉴런들을 인위적으로 활성화시켜 현저성 표상을 높이면 변별 공포조건화의 학습을 향상시킬 가능성이 있

다. 본 연구에서는 이 가설을 검증해 보기위해서 특정 조건자극(CS+)과 전기충격을 연합시키고 다른 자극

(CS-)과는 연합시키지 않는 공포학습을 진행하는 동안 두 CS중 하나의 CS를 선택하여 해당 CS를 제시할 때

광유전학적으로 도파민 뉴런들을 활성화시켰다. 이후, CS+와 CS-만을 번갈아 제시하는 기억검사를 실시하

면서 공포반응을 측정하였다. 도파민 뉴런들을 활성화시키지 않았던 통제집단은 두 CS에 동등한 수준의

동결반응을 보였으나, 도파민을 활성화시켰던 동물들은 CS-에 비해 CS+에 유의미하게 높은 공포반응을 보

였다. 이러한 변별력 향상은 도파민 뉴런들이 공포 조건화 과제동안 자극 일반화에 기여함을 시사한다.

주제어 : 도파민, 공포조건화, 광유전학
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‘자라보고 놀란 가슴 솥뚜껑 보고 놀란다’

라는 속담에서 보듯이, 놀람 또는 공포와 같

은 정서반응은 실제 혐오자극뿐만 아니라 이

와 유사성을 가지는 다른 자극에 의해서도 유

발될 수 있다고 익히 알려져 있다. 이러한 자

극 일반화는 혐오자극 또는 위험한 상황에 직

접 노출되지 않고도 적응적인 방어반응을 수

행할 수 있게 해준다는 점에서 개체에게 유익

하다. 그러나 과잉 일반화는 중성적 자극에도

비정상적으로 지나친 공포반응을 보이는 불안

장애, 공황장애, 그리고 외상 후 스트레스 장

애 등을 초래할 수 있다(Kheirbek, Klemenhagen,

Sahay, & Hen, 2012; Lissek et al., 2014). 기존의

연구결과에 따르면 자극 일반화 현상은 공포

반응의 중추적인 역할을 하는 편도체(amygdala)

와 감각신호를 전달하는 기관들 사이의 흥분

성 시냅스 연결 강도가 증가하여, 혐오자극과

유사한 자극들에 편도체가 쉽게 활성화 되어

일어나는 것으로 알려졌다(Han et al., 2008;

Shaban et al., 2006). 이외에도 중뇌의 도파민

시스템이 자극 일반화에 기여하고 있다는 결

과가 보고되었다(Zweifel et al., 2011). 그러나

도파민 뉴런들이 공포조건화시 자극 변별이나

일반화에 어떤 역할을 하는지 이해하기 위한

후속연구가 필요한 상황이다.

중뇌의 도파민 뉴런들은 뇌 보상회로의 핵

심적 역할을 한다고 널리 알려져 있다(Berridge

& Robinson, 1998; Fields, Hjelmstad, Margolis, &

Nicola, 2007; Wise, 2004). 소리와 같은 감각자

극과 보상물을 짝지어 제시하는 파블로브 조

건화 과제시 이 뉴런들 우선 보상물에만 활성

화되는 반응을 보인다(Clark et al., 2010; Day,

Roitman, Wightman, & Carelli, 2007; Schultz,

Dayan, & Montague, 1997). 이후 두 자극들 간

의 연합 학습이 충분히 이루어지면 동일한 뉴

런들은 더 이상 보상물에 반응하지 않고 이

보상과 연합된 감각자극에 활성화 된다. 만약

이 감각자극에 의해 예측된 보상의 가치보다

실제로 받은 보상의 가치가 높을 시 도파민

뉴런들은 보상물에 다시 활성화되고, 반대로

실제로 받은 보상의 가치가 낮을 시 보상물에

일시적으로 억제되는 반응을 보인다. 이러한

도파민 뉴런들의 반응패턴은 기계 학습 분야

에서 학습신호로 쓰인다고 알려진 보상예측오

류(reward prediction error)와 동일하다고 알려졌

다(Montague, Dayan, & Sejnowski, 1996; Sutton &

Barto, 1981). 따라서 도파민 뉴런들은 예측오

류를 다른 뇌 구조물들에 전파하여 강화학습

을 일으킨다고 여겨진다.

이런 도파민 뉴런들이 혐오자극을 이용한

조건화 과제동안 어떻게 발화하는지 관찰해

보면, 예측에 비해서 실제로 경험한 혐오자극

의 강도가 크면 억제되고 강도가 작으면 활성

화되는 등 예측오류를 지속적으로 표상하였다

(Cohen, Haesler, Vong, Lowell, & Uchida, 2012;

Matsumoto & Hikosaka, 2009). 그러나 강화물과

연합된 감각자극에 일관되게 활성화되는 반

응을 보이는 도파민 뉴런들이 혐오자극과

연합된 감각자극에 대해서는 어떤 뉴런들은

억제되고 또 다른 뉴런들은 활성화되는 두

가지 상이한 반응패턴이 밝혀졌다(Brischoux,

Chakraborty, Brierley, & Ungless, 2009; Matsumoto

& Hikosaka, 2009). 이러한 결과를 토대로 보상

연합자극에 활성화되고 반대로 혐오연합자극

에 억제되는 도파민 뉴런들은 발화 방향성을

통해 연합자극의 정적 또는 부적 가치를 표
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상하고, 반면 보상연합자극과 혐오연합자극에

동일하게 활성화되는 도파민 뉴런들은 가치와

상관없이 생물학적으로 중요한 사건들을 예측

하는 감각자극에 흥분성 반응을 보임으로써

이 예측자극에 부여된 주의 및 각성 수준을

나타내는 현저성(salience)을 표상한다고 제안되

었다(Bromberg-Martin, Matsumoto, & Hikosaka,

2010). 이 두 부류의 뉴런들은 중뇌 도파민 시

스템에 서로 공존하며 가치와 현저성을 동시

에 다른 뇌 구조물에 전달하여 연합학습에 기

여하는 것으로 여겨진다.

도파민 뉴런들의 두 가지 표상 중 현저성

표상이 저하되면 일반화된 공포반응을 보인다

는 결과가 보고되었다(Zweifel et al., 2011). 구

체적으로 유전자 변형을 통하여 도파민 뉴런

들에서 NMDA 수용체를 선택적으로 발현하지

못하도록 하면, 혐오자극에 대한 억제성 도파

민 반응은 정상적으로 유지되지만 흥분성 활

성화 반응은 감소되었다. 이 동물들이 공포

조건화를 경험하게 되면 자극 일반화가 일어

나 무분별한 불안반응을 보이는데, 이는 공포

조건화시 사용된 예측자극의 현저성 표상이

저하되어 혐오자극과 연합된 감각자극과 그렇

지 않은 감각자극을 변별하지 못해 초래된 것

으로 판단된다. 따라서 혐오연합자극이 제시

될 때 도파민 뉴런들을 인위적으로 활성화시

켜 현저성 표상을 증가시키면, 이 사전자극에

대한 주의 및 각성 수준이 높아져 앞으로 나

올 혐오자극과의 연합을 촉진시킬 가능성이

있다. 이 가설을 검증하기 위하여 본 연구에

서는 발바닥 전기충격과 연합된 청각 조건자

극(CS+)와 연합되지 않은 청각자극(CS-)을 이

용한 공포 조건화 훈련시 특정 CS가 제시되는

동안 광유전학적으로 복측 피개 영역(ventral

tegmental area, VTA)의 도파민 뉴런들을 활성

화시켰다. 정상 동물들이 CS+와 CS-를 구분하

지 못하고 일반화된 공포반응을 보인다고 알

려진 전기충격 강도를 사용하여(Laxmi, Stork,

& Pape, 2003), 과연 도파민 뉴런의 활성화가

두 CS에 대한 구별을 향상시켜 변별화된 공포

반응을 일으킬 수 있는지 여부를 확인하였다.

방 법

피험동물 도파민 수송체(dopamine transporter,

DAT)의 유전자 발현시 Cre 재조합효소

(recombinase) 또한 발현될 수 있도록 고안된

DAT-Cre 마우스(C57BL/6J 계통; 와싱턴대학교

Larry Zweifel 교수 연구실)를 사용하였다. 이

Cre는 도파민 뉴런들에서만 발현되며, 뉴런들

이 기능하는데 해를 끼치지 않는다고 알려졌

다(Pfeifer, Brandon, Kootstra, Gage, & Verma,

2001; Zhuang, Masson, Gingrich, Rayport, & Hen,

2005). 총 14마리의 암수 마우스들을 온도와

습도가 일정하게 유지되는 환경에서 한 케이

지당 3-5마리씩 집단으로 사육하였다.

시술 Isoflurane을 이용하여 흡입마취후 입체

뇌수술장비(Model 1900, Kopf Instruments)에 동

물의 뇌를 고정시켰다. 두피를 절개하고 목표

부위의 두개골 표면에 구멍을 만들었다. 브레

그마에서 후측으로 3.25mm, 좌측으로 0.5mm,

그리고 복측으로 4.5mm에 위치한 VTA에

0.5µl의 아데노-연관 바이러스(adeno-associated

virus; AAV)를 정밀 주사기(7105KH, Hamilton

Company)를 통해 주입하였다(그림 1A). 7마리
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의 마우스들에게는 파란 빛에 반응하는 흥분

성 수용체(channelrhodopsin, ChR2)와 적색 형광

단백질(mCherry)을 발현시키기 위한 유전자를

함유한 AAV를, 다른 7마리의 마우스들에는

ChR2없이 mCherry유전자만을 가진 AAV를 넣

었다. 바이러스들이 널리 확산되도록 투여시

간으로부터 10분간 주사기를 움직이지 않고

기다린 다음 주사기를 제거하였다. 투여지점

보다 0.5mm 위에 광섬유를 위치시키고 2개의

지지용 나사와 치과용 시멘트로 고정시켰다.

시술 후 ChR2와 mCherry가 충분히 발현될 수

있도록 2주간의 회복시간을 부여하였다.

실시간 장소선호 과제 동일한 크기(30 × 30

× 30cm)의 두 구역으로 이루어진 흰색 아크릴

상자를 사용하여 이 과제를 수행하였다. 동물

들이 두 구역을 잘 식별하도록 서로 상이한

시각자극들로 꾸며 놓았다. 473nm 파란색 레

이저 빛과 연합시킬 구역을 무작위로 선정한

다음, 마우스를 빛 자극을 제시하지 않는 장

소에 내려놓고 20분간 자유롭게 두 구역을 탐

색하도록 두었다(그림 2B). 동물의 네 발이 빛

과 연합된 방 안에 들어가면 20Hz의 파란 빛

(10ms 펄스, ~30mW/mm2 강도)을 VTA에 지속

적으로 비추어 주었다(그림 2A). 동물의 행동

을 비디오카메라로 기록하였고, 두 장소에서

머문 시간과 움직인 경로를 영상 추적 소프트

웨어(Ethovision, Noldus Information Technology)로

분석하였다.

변별 공포조건화 실시간 장소선호 과제를 마

치고 3일 후 변별 공포조건화 실험을 투명한

아크릴 상자(21.6 × 17.8 × 12.7cm, ENV-307W,

Med Associates)에서 진행하였다. 이 상자의 바

닥에는0.8cm 간격으로 스테인리스 스틸 그리

드를 배열하여 US로 사용될 전기자극을 제시

할 수 있도록 마련하였다. 상자의 한쪽 벽면

에는 CS용 청각 자극들을 들려 줄 스피커를

설치하였다. 또한 상자의 위에는 비디오카메

라를 부착하여 마우스의 움직임을 기록할 수

있도록 하였다. 실험 첫째 날은 마우스들이

실험 장비에 적응하도록 개별적으로 상자에

넣고 60분 동안 탐색하는 시간을 주었다. 그

다음날 도파민 뉴런들을 광유전학적으로 활성

그림 1. 도파민 뉴런들의 ChR2 발현. A, ChR2와 mCherry유전자를 담고 있는 AAV를 DAT-Cre 마우

스의 왼쪽 VTA에 주입. Cre를 발현하는 VTA 뉴런들은 재조합 반응을 거쳐 ChR2와 mCherry를 발현하

게 된다. B, VTA의 도파민 뉴런들(TH)과 ChR2-mCherry를 발현하는 뉴런들을 면역조직화학 기법으로

염색. 화살표는 AAV투여용 주사기 또는 광섬유에 의해 생긴 손상부위를 보여준다. 오른쪽 사진의 하얀색

점선은 VTA영역을 표시한다.
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화시키면서 변별 공포 조건화를 진행하였다

(그림 3A). 10kHz와 20kHz의 소리자극을 무작

위로 CS+ 또는 CS-로 배정하고, 마우스당 어

떤 CS를 먼저 제시할지 임의로 선정하였다.

이후 각 CS당 10번씩 총 20번을 일정한 간격

(90초)을 두고 번갈아 제시하였다. 두 CS는 10

초간 지속되었으며, 이 중 CS+가 끝날 때에만

0.5mA의 강도로 0.5초간 발바닥 전기 충격을

가하였다. 또한 동일 집단내에서 대략 절반의

동물은 CS+를 다른 절반은 CS-를 제시하는

기간 동안 20 Hz의 파란 레이저 빛을 VTA에

비추어 주어 도파민 뉴런들을 활성화시켰다.

셋째 날은 우선 동물들이 두 CS에 대하여 변

별화된 혹은 일반화된 공포반응을 보이는지

여부를 측정하기 위한 테스트를 새로운 배경

에서 진행하였다. 그리드가 없는 새로운 흰색

플라스틱 공간(20 × 16 × 12cm)에서 CS+와

CS-를 각 3번씩 총 6번 순차적으로 제시하면

서 동물들의 행동을 기록하였다. 테스트를 마

치고 1시간가량이 지난 다음 두 번째 변별 공

포조건화를 실시하였다. 그리고 그 다음 날

두 CS에 대한 변별 공포 반응을 최종적으로

테스트하였다. 공포반응의 측정치로서 마우스

들이 두 CS가 제시되는 10초 동안 보인 동결

행동(freezing)을 사후분석하였다. 이를 위하여

Ethovision으로 동물들의 몸이 움직인 속도를

계산하였고, 이 속도가 0.5cm/sec미만으로 1초

이상 지속되면 동결반응으로 간주하였다.

면역조직화학 염색 모든 실험이 끝난 후

도파민 뉴런들의 ChR2발현 여부를 확인하기

위해서 조직검사를 실시하였다. 동물들에게

pentobarbital sodium를 복강주사 후 생리식염수

와 4% 포르말린 용액을 심장을 통해 환류하

였다. 뇌를 꺼내 동일 포르말린 용액과 30%

설탕물에 2~4일씩 차례로 담근 후, 미세절편

기를 이용하여 30µm 두께의 관상단면으로 잘

랐다. 이후 면역염색기법으로 VTA의 도파민

뉴런들과 mCherry발현 도파민 뉴런들을 이중

염색하였다(그림 1B). 도파민 신경전달물질을

만드는 효소인 tyrosine hydroxylase의 일차항체

(마우스 단일클론성 TH, 1:2000, Clontech)를 처

리하여 도파민 뉴런들을 표지하였고, mCherry

염색을 위해서는 DsRed 항체(토끼 다중클론성,

1:2000, Millipore)를 사용하였다. DyLight488과

CY3 형광물질이 결합된 당나귀 항-마우스와

항-토끼를 이차항체를 사용하여 염색을 마무

리하였다. 염색된 뇌절편들은 형광 현미경

(Eclipse E600, Nikon)을 통해 관찰하였다.

결 과

광유전학적으로 VTA 도파민 뉴런들만 선택

적으로 활성화시키기 위하여 도파민 수송체의

유전자 발현시 Cre 재조합효소가 발현되도록

고안된 DATCre/+ 마우스들(ChR2집단; n=7; 3

수컷, 4 암컷)의 VTA영역에 ChR2와 mCherry

유전정보가 두개의 lox유전사들 사이에 역방향

으로 담긴 AAV를 주입하였다(그림 1A). AAV

는 뉴런의 종류와 상관없이 투여장소 인근에

위치한 세포들을 감염시킬 수 있지만, 오직

Cre를 발현하고 있는 도파민 뉴런들만 Cre-lox

재조합 반응을 통해 ChR2와 mCherry 유전정보

를 정방향으로 배열시켜 두 유전자의 단백질

을 안정적으로 발현하게 된다. 이 마우스들의

도파민 뉴런들이 ChR2를 발현하는지 여부를
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면역조직화학적 기법을 통하여 확인해 본 결

과, mCherry 형광 단백질을 발현하고 있는 뉴

런들의 위치와 TH면역염색에 양성반응을 보

이는 뉴런들의 위치가 동일함을 확인하였다

(그림 1B). 이 결과는 ChR2이 VTA 도파민 뉴

런들에서 선택적으로 발현하고 있음을 보여

준다.

도파민 뉴런들의 광유전학적 활성화는 강화

효과를 일으킨다고 알려져 있다(Adamantidis et

al., 2011; Tsai et al., 2009). 따라서 본 실험에

서 ChR2을 발현하는 도파민 뉴런들이 473nm

파란색 광선에 의해서 활성화되는지 여부를

실시간 장소선호 과제를 통해 검증해 보았다

(그림 2A, 2B). 동물들을 두 지역으로 나눠진

상자에 넣고 20분간 자유롭게 탐색하도록 하

였다. 이때 동둘의 네 발이 임의로 선정한 한

구역에 들어가면 20Hz의 레이저 빛을 VTA 영

역에 지속적으로 비추어 주었다. ChR2이 제대

로 작동한다면 파란 빛과 연합된 장소에서 강

화효과로 인하여 마우스들이 오랜 시간 머물

것이라 예측되었다. 실제로 ChR2을 발현하고

있는 동물들은 대부분의 시간(평균 85%)을 빛

과 연합된 장소에서 탐색하는데 할애하였다

(그림 2C). 통제집단으로서 동일한 시술 절차

를 거쳤지만 ChR2없이 오직 mCherry만을 발현

하도록 처치받은 동물들(mCherry집단; n=7; 4

수컷, 3 암컷)은 ChR2그룹과 달리 특정 지역에

대한 선호없이 두 지역을 거의 동등한 시간

(평균 45%)동안 탐색하였다. 두 집단의 행동결

과를 t-검정을 통해 비교해 본 결과 ChR2 동

물들이 빛과 연합된 장소에 유의미하게 높은

선호도를 보였다(t(12) = 11.16, p < 0.001). 따

라서 이 과제를 통해 도파민 뉴런들의 광유전

학적 활성화가 효과적으로 이루어지고 있음을

알 수 있었다.

실시간 장소선호 과제를 마치고 3일간의 휴

식을 부여한 후 동일한 마우스들을 대상으로

변별 공포 조건화 실험을 진행하였다. VTA의

일부 도파민 뉴런들은 강화물이나 혐오자극과

연합된 CS이 제시되었을 때 이들의 가치와는

그림 2. 도파민 뉴런들의 광유전학적 활성화 효과 검증. A, AAV를 주입한 VTA에 20Hz의 파란 광선을

제시함. 광섬유에서 나온 빛은 부채꼴 모양으로 투사된다. B, 실시간 장소선호 과제동안 ChR2(n=7)와

mCherry집단(n=7)의 대표 동물들이 움직인 경로. 상자의 두 구역 중 오른쪽 지역에 마우스의 네발이

모두 들어가면 VTA에 파란 빛을 비추어 주었다. C, 총 20분 동안 빛이 비추어진 장소에 머문 시간 비율

(* p < 0.001).
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상관없이 동일하게 활성화되는 반응을 보임

으로써, 자극들이 주의나 각성을 불러일으키

는 정도인 현저성을 표상한다고 보고되었다

(Matsumoto & Hikosaka, 2009; Bromberg-Martin

et al., 2010). 만약 변별 공포조건화시 인위적

으로 도파민 뉴런을 활성화시켜 특정 CS에 대

한 현저성 표상을 증가시키면 변별 공포반응

을 향상시킬 수 있을 것이라 가정하였다. 이

러한 가설을 검증하기 위하여 전기자극과 연

합된 청각 CS+와 그렇지 않은 다른 청각 CS-

를 이용한 공포 조건화를 진행하는 동안 하나

의 CS가 제시될 때마다 도파민 뉴런들을 광유

전학적으로 활성화시켰다(그림 3A). 전기자극

의 강도에 따라 변별화된 공포반응과 일반화

된 공포반응을 유발시킬 수 있다는 이전 실험

결과를 참조하여(Laxmi et al., 2003), 본 실험에

서는 정상 마우스들이 일반화된 공포반응을

보이기 시작한다고 알려진 강도(0.5mA)를 사

용하였다. 2일간의 변별 학습을 진행하는 동

안 ChR2와 mCherry집단 모두 점차 높은 동결

반응을 보였으나(그림 3B; 반복측정변량분석;

ChR2, F(9,54) = 2.46, p = 0.02; mCherry,

F(9,54) = 2.47, p = 0.02), CS+와 CS-에 대해

서 유의미하게 다른 공포반응을 보이진 않았

다(ChR2, F(1,6) = 0.09, p = 0.76; mCherry,

F(1,6) = 0.21, p = 0.66). 또한 대체적으로 낮

은 수준의 동결반응을 보였는데, 이는 그림3B

의 삽입된 도표에서도 나타나듯이 20Hz로 깜

박이는 파란 레이저 빛과 함께 제시된 CS에

대해 대부분의 동물들이 동결반응을 전혀 보

이지 않았기 때문이었다. 따라서 이러한 빛이

나 조건화 환경 등이 동결행동에 미치는 영향

그림 3. 도파민 활성화가 변별 공포조건화에 미치는 영향. A, 변별 조건화 실험 절차. 각 집단내에서 CS+ 또는

CS-를 균등하게 선택하여 해당 CS를 20Hz 빛 자극과 함께 제시하는 변별 공포조건화를 2일간 환경I에서 진행

하였다. 각 조건화를 마치고 다음 날 새로운 환경Ⅱ에서 CS+와 CS-를 제시하며 공포반응을 측정하는 기억검사

를 실시하였다. B, 변별 공포조건화시 CS에 대한 동결반응. 삽입된 그래프는 CS가 도파민 활성화와 같이 제시

되었는지 아닌지 여부에 따른 동결반응을 보여준다. C, 기억검사동안 측정된 동결행동(* p < 0.01). 삽입 막대

그래프는 ChR2그룹 내에서 빛 자극과 함께 제시된 CS의 종류에 따라서 동결반응을 나누어 그렸다.
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을 배제하고 두 CS에 대한 공포반응을 측정하

기 위하여 매 변별 학습을 마친 다음 날 동물

들을 새로운 환경에 위치시키고 3번씩 CS+와

CS-를 제시하는 기억검사를 실시하였다(그림

3C). 첫 번째 기억 검사에서 ChR2 집단은 대

체로 CS+에 높은 공포반응을 그리고 CS-에

낮은 동결반응을 보이긴 하였지만, 대응표본

t-검정으로 분석한 결과, 통계적으로 유의미

한 수준에 미치진 못하였다(t(6) = 2.05, p =

0.086). 그러나 두 번째 기억검사에서는 CS+에

비해서 CS-에 대한 동결반응이 유의미하게 낮

았다(t(6) = 4.7, p = 0.003). 반면 mCherry 집

단은 두 기억검사에서 CS+와 CS-에 동등한

수준의 동결행동을 보이며 변별화된 공포반응

을 습득하는데 실패하였다(t(6) < 0.45, p >

0.67). 이러한 결과들은 혐오자극과 연합된 CS

가 어떤 것인지 구분하는 과제에서 도파민 뉴

런들의 일시적 활성화가 변별 공포반응을 형

성하는데 기여할 수 있음을 보여준다.

논 의

본 연구에서는 변별 공포조건화동안 인위적

으로 도파민 뉴런들 활성화시키면 변별 수행

능력에 어떠한 영향을 미치는지 알아보았다.

도파민 뉴런들의 활성화는 광유전학적 방법

을 채용하였고, 이를 위해 DAT-Cre 마우스의

VTA에 ChR2를 함유한 AAV를 주입하여 도파

민 뉴런들만 선택적으로 ChR2를 발현하도록

만들었다. 동물들이 특정지역을 방문할 때마

다 파란 빛을 도파민 뉴런들에 비추어주면 강

화효과가 일어나 해당 지역을 선호하는 행동

을 확인하여, 도파민 뉴런들의 광유전학적 활

성화가 잘 이루어짐을 검증하였다. 이후 동일

동물들이 변별 공포조건화를 수행하는 동안

CS+와 CS- 중 하나의 CS가 제시될 때 광유전

학적으로 도파민 뉴런들을 활성화시키면서 동

결반응을 관찰하였다. 예기치 않게 파란 빛과

함께 제시되는 CS에 대부분의 동물들이 동결

반응을 보이지 않았다(그림 2B, 삽입). 비디오

카메라로 기록된 영상을 자세히 살펴본 결과

파란 레이저 빛과 CS가 제시되자 마우스들은

머리를 좌우로 움직이거나 몸 전체를 움직여

다른 장소로 이동하는 행동을 보였다. 이는

머리에 고정되어있는 광섬유와 광원에서 나온

케이블사이의 연결 틈새로 새어 나온 파란 빛

이 동물들의 움직임을 유발한 것으로 판단된

다. 파란 빛에 의해 도파민 뉴런들이 활성화

되어 강화효과 때문에 몸을 움직였을 가능성

도 있다. 그러나 도파민 뉴런들의 활성화와

상관없이 ChR2이나 mCherry그룹 모두에서 동

결행동이 감소하였기 때문에 빛과 함께 제시

된 CS에 대한 동물들의 움직임은 순수 파란

시각자극에 의해서 유발된 것으로 보인다. 따

라서 광유전학을 이용한 연구시 새어 나오는

레이저 빛이 행동에 미칠 영향을 감안해야 하

며, 동결행동을 관찰하는 등 움직임에 민감한

실험을 진행할 시 레이저 빛을 철저히 통제하

는 것에 주의가 필요하다.

변별 공포조건화를 진행한 후 CS+와 CS-만

을 제시하는 기억검사를 실시하여 학습성과를

평가하였다. 마우스에서 대략 0.5mA의 발바닥

전기충격은 일반화된 공포반응을 일으킨다는

선행 논문들과 일치하게(Baldi, Lorenzini, &

Bucherelli, 2004; Laxmi et al., 2003), 통제집단인

mCherry그룹은 연합학습을 진행하는 동안 두
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CS간에 변별화된 공포반응을 보이는데 실패하

였다. 반면 ChR2그룹은 이틀간의 공포 조건화

를 마치고 CS-보다 CS+에 유의미하게 높은

동결반응을 보였다. 또한 ChR2그룹 내에서 도

파민 뉴런들의 활성화가 CS+와 짝지어지든

CS-와 짝지어지든 상관없이 CS+에 높은 공포

반응을 관찰하였다(그림 3C, 삽입). 이러한 결

과는 도파민 뉴런들이 혐오연합자극에 의해

억제되어 표상하는 가치와 활성화되어 표상하

는 현저성 중에서 CS에 대한 현저성 표상의

증가로 초래되었을 가능성이 있다(Bromberg-

Martin et al., 2010). 특정 CS와 짝지워 도파민

뉴런들을 활성화시키면 해당 CS에 더 많은 주

의 및 각성을 기울이게 되고 이 CS가 전기충

격과 연합되었는지 혹은 연합되지 않는지 명

확히 구분되어 변별력을 향상시켰을 것으로

추측된다. 이러한 가능성은 역으로 유전자 변

형으로 도파민 뉴런들을 혐오자극에 흥분되지

못하도록 만들고 공포 조건화를 경험케 하면

일반화된 불안을 야기한다는 기존 연구결과에

의해서도 뒷받침된다(Zweifel et al., 2011).

한편 도파민 뉴런들의 활성화가 불안 및

공포와 같은 정서상태에 영향을 미쳐서 CS간

의 변별학습에 도움을 주었을 가능성도 있다

(Choi, Cain, & LeDoux, 2010). 공포 조건화 동안

도파민 뉴런들이 인위적으로 활성화되어 강화

효과가 일어나고, 이로 인해 전기충격에 대한

불안 및 공포반응이 억제되어 두 CS를 변별해

내는 학습을 향상시켰을 수 있다. 조건화와

기억검사를 진행하는 동안 ChR2와 mCherry집

단은 CS+에 반응해서 대체적으로 비슷한 수

준의 동결반응을 보였으므로 도파민 활성화가

공포반응 수준에 영향을 미치진 않았을 것으

로 판단된다. 그러나 본 실험에서는 두 집단

간의 불안수준에 차이가 있었는지 알 수 없기

때문에, 불안수준의 감소가 변별 공포학습을

향상시켰을 개연성은 여전히 존재한다. 따라

서 후속 연구에서는 도파민 뉴런들을 CS나 US

가 제시되지 않는 기간 동안 활성화시키는 등

의 통제집단을 추가하여 변별 공포 조건화동

안 강화효과가 미치는 영향을 관찰해 보아야

한다.

뇌의 보상회로로서 중뇌의 도파민 스시템은

강화학습 및 약물중독과 관련되어 수십 년

간 많은 연구가 진행되어 왔지만(Fields et al.,

2007; Schultz et al., 1997; Wise, 2004), 도파민

뉴런들이 공포학습에도 기여한다는 주장은 최

근 수년 전부터 제기되기 시작하였다(Fadok,

Dickerson, & Palmiter, 2009; Zweifel et al., 2011).

본 연구 또한 변별 공포학습에 도파민 뉴런들

이 중요한 역할을 하고 있음을 보여주었다.

도파민 뉴런들의 활성화가 변별 공포학습에

기여한 원인이 CS에 대한 현저성을 높였기 때

문인지 일반적 불안정서를 감소시켰기 때문인

지 아직 명확하지 않으나, 도파민 뉴런들이

자극 일반화에 관여한다는 사실을 보여주었다.

보다 자세한 변별력 향상 기전을 이해하기 위

해서는 어떤 하위 뇌구조물에서의 도파민 분

비가 변별학습에 영향을 주는지 살펴보아야

할 것이다. 공포학습의 중추영역인 편도체와

변별 공포조건화에 관여한다고 알려진 전전두

피질(medial prefrontal cortex)이 가장 유력한 하

위 구조물일 것으로 추측된다(Kim, Kim, Kim,

& Choi, 2013; Maren, 2001). 도파민 뉴런들이

두 구조물에 직접 투사하므로(Sesack & Grace,

2010), 도파민 뉴런들의 축삭돌기(axon)을 활성
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화시키는 방법으로 한 뇌영역에서만 선택적으

로 도파민을 분비시켰을 때 변별 학습에 미치

는 영향과 해당 부위의 뉴런들이 도파민 신경

전달물질 분비시 보이는 발화패턴 등을 연구

한다면 변별력 향상 기전을 이해하는데 큰 도

움을 줄 것이다.
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Effects of optogenetic activation of

dopamine neurons during discriminatory fear learning
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Midbrain dopamine neurons exhibit diverse responses to aversive stimuli, such as foot and tail shocks.

Specifically one group of dopamine cells is phasically inhibited by the stimuli, whereas the other group is

excited. A previous report indicated that mice whose dopamine neurons were genetically modified to

disrupt the excited, but not inhibited, response to a shock exhibited generalized anxiety behavior after

experiencing fearful events. Thus, it was hypothesized that an increase in dopaminergic excitation improved

discriminatory fear learning. To test this idea, mice were trained in a discriminatory fear conditioning

paradigm where one auditory conditioned stimulus (CS+) was paired with aversive footshock and the

other tone (CS-) was not paired. Dopamine neurons in the ventral tegmental area were optogenetically

stimulated during the presentation of one of the two CSs. The intensity of the footshock was strong

enough for control mice to show generalized fear responses to both CSs. However, dopamine-stimulated

mice was able to discriminate between two CSs, so that they freezed more time in response to CS+ than

to CS-. These results suggest that dopamine neurons contribute to fear discrimination.

Key words : dopamine, fear conditioning, optogenetics


