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1. 서론

21세기 초, 인간 유전체의 염기서열이 완전히 규명됨으로서 유전자 치료제의 가능성이 대두되었다. 이러한 

가능성을 기반으로 유전자 검색을 통해 유전병을 예측하고 질병을 치료할 수 있는 예측의약과 개개인의 유전자 

차이를 이용한 개인 맞춤의약 시대가 열리고 있다.
1,2

 최근 RNA 간섭(RNA interference, RNAi)이 규명됨으로

서 난치성 질병과 유전 질환을 치료하는 데 새로운 유전자 치료법으로 큰 관심을 받고 있다.3 RNA 간섭은 이중

가닥 siRNA(small interfering RNA)와 상보적인 염기서열을 갖는 mRNA를 선택적으로 분해하여 해당 유전

자의 발현을 억제하는 생물학적 현상이다.
4
 기존 약물인 단백질, 항체, 소분자들은 질병의 결과인 증상을 완화 

및 억제하는 치료임에 반해 siRNA는 질병의 원인이 되는 유전자를 근본적으로 치료한다. 성공적인 siRNA 치

료법은 외부의 siRNA를 세포 내로 안정적으로 전달하는 것이 필수적이다. 외부의 siRNA을 세포내도입 방식은 

바이러스를 이용한 바이러스성 전달과 양이온 고분자, 지질, 금속물질을 이용한 비바이러스성 전달체가 있다.
5,6

 

바이러스성 전달체는 바이러스의 유전물질을 숙주 세포 내로 감염시키는 고유특성을 이용하여 높은 siRNA 전

달효율성을 보이지만, 전달체 자체가 야기하는 면역반응으로 반복적 사용이 어렵고 병원성 감염의 잠재적 위험

성이 있다. 반면 독성이 낮고 제조가 용이한 비바이러스성 전달체의 경우 안정성에 대한 장점을 갖는것이 일반

적이다. 이러한 비바이러스성 전달체의 경우 세포내도입이 용이한 나노입자(30 ~ 200 nm)를 주로 형성한다. 그

러나, 비바이러성 전달체는 나노입자의 크기, 모양, 리간드 위치와 양을 규명하기 어렵고 낮은 유전자 전달효율

성을 갖는다. 따라서, siRNA 치료법은 siRNA를 안정적이고 효율적으로 세포 내로 전달할 수 있는 전달체의 

개발이 절실히 요구되고 있다. 

DNA는 대부분 생명체의 유전물질로 유전정보를 담고 있다. 최근, DNA의 상보적인 염기서열간의 선택적
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그림 1. DNA 자기조립기술로 제조된 나노입자 : (a) DNA 가닥들의 순차적 증가에 따른 DNA 구조체 형성과정을 폴리아크릴아미드 젤 전기영동으로 분석함.
(1. 가닥 1, 2. 가닥 1과 2 결합, 3. 가닥 1-3 결합, 4. 가닥 1-4 결합, 5. 가닥 1-5 결합, 6. 가닥 1-6 결합, 7. 가닥 1-6과 siRNA 결합), (b) DNA 나노입자의
AFM 그림.

결합을 이용하여 복잡한 나노크기의 구조를 용이하게 제조

할 수 있는 재료로 사용되고 있다.7 특히, DNA는 생체재료

물질로 생체적합성이 매우 우수하여 약물전달학, 조직공학, 

의료기술학 분야에서 활발한 연구가 진행되고 있다.
8-10

본 연구는 생체재료인 DNA의 자기조립을 이용하여 치료

용 siRNA를 세포내로 효과적으로 전달할 수 있는 전달체로 

삼차원의 DNA 나노입자를 개발하였다.
11

 제조된 DNA 나

노입자는 siRNA의 혈류 내 체류시간을 증가시켜 siRNA 반

감기를 향상시켰으며, 세포독성과 면역반응의 위험성이 없

었다. 더욱이, DNA 나노입자 표면에 암세포와 특이적 결합

하는 표적리간드의 공간적 배열과 밀도를 정확하게 조절하여 

세포내 선택적 전달효율성을 비약적으로 증가시켜 표적세포

내의 타켓유전자의 mRNA와 단백질 발현을 억제하였다.

2. 본론

2.1 삼차원 핵산자기조립 나노입자 제조 및 생물리학적 특징

6개의 DNA 단일가닥들이 왓슨-크릭 염기쌍 결합으로 총 

186개의 염기쌍으로 구성된 나노크기의 핵산 나노입자를 제

조하였다. 그들의 각 변 중심에는 20개 염기로 이루어진 단

일가닥 sticky overhang을 갖는다. 이는 상보적인 염기서열

을 갖는 overhang 구조가 도입된 siRNA를 효과적으로 나

노입자에 접목하였다. 따라서, 제조된 DNA 나노입자 한 분

자에는 최대 6개의 siRNA를 접목시킬 수 있다. 계획된 나노

입자는 한 변이 30개 염기쌍으로 높이가 대략 8 nm의 정사

면체 구조이다. 

폴리아크릴아미드 젤 전기영동을 통해 나노입자의 순차

적 합성과정과 합성 수득율을 분석하였다. 나노입자를 구성

하는 DNA 가닥들이 순차적으로 증가함에 따라 점점 높은 

분자량을 갖는 입자가 형성되는 것을 확인하였으며, 6개의 

DNA 가닥이 모두 구성된 나노입자는 95% 이상의 높은 수

득율을 보였다. 제조된 나노입자와 siRNA를 1:6 몰비율로 

접목시킨 경우에 뚜렷한 밴드 이동이 확인되었으며, 수득율

은 ~ 98%이다(그림 1(a)). 이와 같이 제조된 핵산 나노입자는 

안정적이고 효과적으로 siRNA를 접목하여 약물형 유전자 

전달체로 사용될 수 있다. 더욱이, DNA 나노입자에 접목된 

siRNA의 혈류 내 반감기는 24분으로 기존의 siRNA 반감기 

(6분)보다 높았다. 이는 혈류내 안정성이 매우 낮아 쉽게 분

해되어 표적세포 내의 siRNA 전달의 어려움을 크게 향상시

킬 수 있다. 

수용액상에서 제조된 나노입자의 크기와 구조를 AFM 

(atomic force microscopy) 분석하였다. 그림 1(b)에서 보는 

바와 같이 매우 균일하고 견고한 나노크기의 입자를 확인하

였으며, 측정된 나노입자의 높이는 대략 7.8 nm이다. 이는 

이론적으로 계산된 나노입자 크기(8 nm)와 매우 비슷하였

다. 특히, 확대한 그림에서 세 면이 한 지점에 만나는 꼭짓점

은 매우 뾰족한 각을 보였다. 입자크기를 측정하는 DLS 

(dynamic light scattering) 분석 결과 DNA 나노입자는 대

략 28.6 nm으로 매우 좁은 입자크기 분포도 가졌다. 이와 같

이 핵산자기조립 기술을 이용한 구조체 형성은 매우 균일하

고 견고한 나노입자를 용이하게 제조할 수 있다. 

기존의 양이온성 전달체는 약물형 유전자와 정전기적 결

합으로 안정한 나노입자를 형성되지만, 그들의 입자크기는 

불균등하고 나노입자 안에 포집된 약물의 양을 정확히 알 수 

없다.12 그러나, 핵산 자기조립기술로 제조된 나노입자는 매

우 균등한 크기를 갖는다. 또한, 여러 종류의 치료용 siRNA

를 동시에 DNA 나노입자에 접목시킬 수 있으며 특히 공간

적 배열과 약물의 포집양을 정확히 조절할 수 있다. 

2.2 표적세포 지향성 핵산자기조립 나노입자 및 in vivo 유전자 

저해효과

DNA 자기조립으로 만들어진 삼차원 나노입자의 표면은 

강한 음전하와 친수성을 띄기 때문에 음전하와 소수성 지질 

이중막으로 된 세포벽을 통과하여 내부로의 전달이 매우 어
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그림 2. DNA 나노입자의 in vitro 유전자 저해효과 : (a) 다양한 리간드 접목에 따른 DNA 나노입자의 유전자 저해효과 분석, (b) DNA 나노입자에 접목된
folate 밀도에 따른 유전자 저해효과. (c), (d) DNA 나노입자의 구조 및 나노입자에 접목된 리간드의 공간적 배열에 따른 유전자 저해효과. (Set A. 1, 2, 
3a 위치에 접목된 리간드, Set B. 1, 2, 3b 위치에 접목된 리간드, Set C. 1, 2, 3c 위치에 접목된 리간드), (e) 다양한 siRNA 농도에 따른 두종류의 DNA
나노입자의 유전자 저해효과. 

렵다. 이를 극복하기 위해 종양세포 표면과 결합 특이성을 갖

는 다양한 리간드를 DNA 나노입자에 도입하여 세포 내 전

달 효율성을 확인하였다(그림 2(a)). siRNA 말단에 리간드

를 화학적 결합으로 DNA 나노입자에 접목하였다. 그 중에

서 folate 리간드가 도입된 DNA 나노입자가 가장 효과적으

로 세포 내 타켓유전자를 저해하였다. 일부 양이온성 리간드 

(HpH1, Penetratin)가 도입된 경우에 타켓유전자 저해효과

를 보였으나, 그들의 양전하 표면은 음전하의 DNA 나노입

자와 정전기적 결합으로 나노입자의 구조적 안정성을 저해

하였다. 

DNA 나노입자의 6개 sticky overhang 구조는 정확하게 

원하는 위치에 리간드를 접목시킬 수 있다. 최적의 세포내 전

달 효율성을 보인 folate 리간드를 선택하여 DNA 나노입자

에 선택적으로 접목시켜 리간드간의 밀도와 공간적 배열에 

따른 세포내 도입과 타켓유전자 저해효율성을 분석하였다 

(그림 2(b)-(e)). DNA 나노입자의 세포내 타켓유전자 저해

를 위해서는 최소 3개 이상의 folate 리간드 도입이 요구되었

다. 그러나, 도입된 3개의 리간드를 공간적으로 가장 멀리 배

열한 경우 잠재적인 유전자 저해효과를 확인할 수 없었다. 따

라서, 삼차원 DNA 나노입자의 리간드 밀도와 공간적인 배

열은 세포 내 도입과 유전자 저해에 중요한 요인이라는 것을 

본 연구에서 처음으로 규명하였다. 

2.3 DNA 나노입자의 in vivo siRNA 전달 및 유전자 저해효과

본 연구에서 개발된 DNA 나노입자의 in vivo siRNA 전달 

효과를 확인하기 위해 실험용 동물쥐를 대상으로 약물동력학

(pharmacokinetics, PK)과 생체내 분포(biodistribution, BD)

에 관한 연구를 진행하였다. 형광물질인 Cy5가 결합된 DNA 

나노입자를 동물쥐 꼬리정맥에 주입하여 FMT-CT(fluorescence 

molecular tomography-computed tomography) 장비를 이

용하여 분석하였다. 그림 3(a)에서 보는 바와 같이 DNA 나

노입자는 표적 종양세포 주변으로 빠르게 도달(~ 15분)하였

다. 이는 나노구조체의 siRNA 혈류내 반감기(24분)보다 빨

라 siRNA를 종양세포에 안전하게 전달할 수 있다. 주요 장

기내의 DNA 나노입자의 분포와 축적을 ex vivo 실험을 통해 

확인하였다. DNA 나노입자 대부분은 종양세포와 신장에 축

적되었으며 간, 신장, 이자, 폐에서는 전혀 발견되지 않았다. 

따라서, 생체 내에서 DNA 나노입자는 종양세포에 선택적, 

안정적으로 치료유전자인 siRNA를 전달 할 수 있다. DNA 

나노입자의 siRNA 전달을 위한 잠재적 전달체로서의 가능

성을 in vivo 유전자 저해효과를 통해 확인하였다. 

DNA 나노입자를 종양세포를 갖는 실험용 동물쥐에 국소

부위 주사(intratumour injection)와 전신부위 주사(tail-vein 

injection)를 한 결과 모두 효과적으로 표적유전자의 발현을 

저해하였다(그림 3(c)-(d)). 더욱이, 외부물질 도입에 따른 면

역반응으로 IFN-α(interferon-α)의 방출을 측정해본 결과 

나노입자가 주입된 동물쥐 혈액에서 방출되는 양은 대조군 

(나노입자가 주입되지 않은 동물쥐)과 비교하여 큰 변화가 

없었다. 따라서, 본 연구에서 제조된 DNA 나노입자는 면역

반응없이 특이적으로 종양세포에 전달하여 세포내 타켓유전

자를 효과적으로 저해하였다. 

3. 결론 

본 연구는 치료용 유전자인 siRNA를 효과적, 안정적, 특

이적으로 종양세포에 전달할 수 있는 삼차원 DNA 나노입자
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그림 3. DNA 나노입자의 in vivo 유전자 저해효과 : (a) 주요 장기들에서 DNA 나노입자의 약물동력학 분석 및 ex vivo 형광 그림(T. 종양, Lv. 간, S.
이자, K. 신장, Lu. 폐, H. 심장). (b) 형광물질 Cy5 결합된 DNA 나노입자의 생체내 분포를 CT (좌)와 FMT-CT 분석함 (우), (c), (d) In vivo 유전자 저해효과와
타켓 mRNA의 양적 분석(IT. 국소부위 주사, IV. 전신부위 주사, ONPLuc. DNA 나노입자에 접목된 Luc siRNA와 folate 리간드), (e) DNA 나노입자 농도에
따른 종양세포의 In vivo 형광 그림.

를 개발하였다. DNA 자기조립기술을 응용한 siRNA 전달

을 위한 나노입자 제조의 가장 큰 장점은 1) 균등한 나노크기

의 입자 형성 2) 구조체 내의 정확한 약물양 도입 3) 약물 및 

표적리간드의 공간적 배열 조절 4) 낮은 세포독성 및 면역반

응 이다. 따라서, siRNA 전달을 위한 DNA 자기조립기술로 

제조된 나노입자는 유전질환과 난치성 질병 치료 및 유도줄

기세포 분화에 응용될 것으로 기대되고 있다. 
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