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초    록 
 

골다공증은 골의 밀도와 강도가 감소하는 골 질환으로, 연령이 

증가할수록 유병률과 사망률이 높아져 경각심을 불러일으키고 있다. 

골다공증은 뼈를 만드는 조골세포와 재흡수 하는 파골세포간 균형이 

깨지며 파골세포의 활성이 증가하게 되면 촉진된다. 현재 골다공증 

치료제로 비스포스포네이트 계열 약물이나 RANK siRNA 등 유전자 

치료가 연구되고 있지만 각자 낮은 생체이용률과 부작용, 낮은 전달 

효율로 인해 한계에 부딪히고 있다.  

본 연구에서는 천연고분자인 보리 베타글루칸에 비스포스포네이트 

계열인 알렌드로네이트를 접합시켜 유전자 전달체를 개발하고, RANK 

siRNA를 담지 하여 복합적인 효과로 파골세포의 과다 발현과 분화를 

억제하고자 하였다. 이 연구를 통해서 보리 베타글루칸-알렌드로네이트 

고분자는 일반적인 비스포스포네이트보다 높은 골 표적화 능력과 

파골세포 전구체인 RAW264.7 세포에 대한 특이적 친화도가 있다는 

것을 확인하여 높은 표적화 효율을 나타낼 것을 알 수 있었다. 또한, 

베타글루칸-알렌드로네이트는 물리적 분산과 베타글루칸의 작용으로 

인해 일반적인 알렌드로네이트보다 높은 파골세포 사멸 능력을 가지며, 

RANK siRNA 를 담지하여 전달 할 경우 일반적인 파골세포보다 분화 

능력과 골재흡수능이 억제되었다.  

결론적으로, 이 연구를 통해 새로운 유전자 전달체를 개발하였고 높은 

표적화능과 파골세포 분화 억제 효율을 보여 파골세포 억제제로서의 

새로운 가능성을 제시하였다.  

주요어 : 골다공증, 유전자 전달체, 알렌드로네이트, 보리 베타글루칸, 

폴리에틸렌이민 

학   번 : 2020-21853  
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제 1 장 서    론 

유전자 전달 시스템은 외부에서 유전 물질을 전달하여 과발현되는 

유전자를 억제하거나 새로운 유전자를 투입하는 방법으로, 특정 질병의 

유전자 단위에서의 치료가 가능하게 한다. 유전자 치료를 위해 사용되는 

전달체는 바이러스성과 비바이러스성 전달체로 나눌 수 있는데, 

바이러스성 전달체는 세포막과 결합하여 매우 높은 효율을 가지지만, 

면역반응의 위험성과 독성 등의 문제가 존재하기 때문에 안정성이 높은 

비바이러스성 전달체가 많이 연구되고 있다. 비바이러스성 전달체는 

상대적으로 낮은 전달 효율을 가지지만 높은 생체적합성과 개질을 통해 

원하는 특성을 부여할 수 있다는 점에서 큰 장점을 가지고 있다 [1]. 

일반적으로 양이온성 고분자나 덴드리머, 리포솜등이 사용된다. 이 중에 

양이온성 고분자는 음전하를 나타내는 유전자와 정전기적 상호작용을 

통해서 유전자를 응축시킬 수 있으며, 세포막의 음전하와 상호작용을 통해 

세포 내로 침투하여 유전자를 전달하는 기작을 가지고 있다 [2].  

골다공증은 뼈의 강도와 밀도가 감소하게 되는 가장 흔한 유형의 골 

질환이다. 우리나라 50 세 이상의 인구에서 골다공증 유병률은 매년 

증가하고 있으며, 여성의 경우 34.9%, 남자 7.8%로 연령이 증가할수록 

발생률이 높고 폐경기 이후의 여성에게 많이 나타난다 [3]. 골다공증이 

가장 많이 발생하는 요추와 대퇴골 부위에서 70 대 여성은 49.3%, 

80 대에서는 60.4%가 골절을 겪는다 [4]. 특히나 대퇴골 골절의 경우 

환자들은 1 년 후 20-30%의 사망률을 보이고 있다. 높은 사망률과 

증가하는 유병률로 인해 골다공증 치료를 위한 연구가 많이 진행되어 

왔고, 그중 비스포스포네이트가 주된 치료제로 사용되고 있다. 

비스포스포네이트 약제는 골 흡수 억제제로서 체내에 흡수된 후 뼈의 

하이드록시아파타이트와 결합해 파골세포의 활성과 생성을 억제하는 
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역할을 한다. 그러나 장기간 복용하였을 경우, 턱뼈 괴사와 대퇴골 골절, 

식도암, 비정형 골절등의 부작용이 존재한다 [5]. 그래서 골다공증 치료는 

다양한 치료제를 번갈아 가며 사용하고, 비스포스포네이트의 복용 기한이 

엄격하게 관리되고 있다.  

비스포스포네이트는 단순히 골다공증 치료효과뿐만 아니라 골표적화 

효율이 높아 이 점을 활용한 유전자, 약물 전달체들이 개발되고 있다 [6]. 

비스포스포네이트는 뼈를 구성하는 하이드록시아파타이트와 칼슘 

킬레이션을 통해 표적화가 가능하고, 이때 일반적인 뼈보다 골 흡수 

부위나 골 종양 조직에 더욱 높은 표적화능을 가지고 있다. 이는 칼슘의 

밀도가 높거나 전환율이 높은 뼈에 먼저 축적되는 성질을 가지고 있기 

때문이다. 따라서, 골종양이나 전이성 골암등에 대한 유전자 치료를 

진행할 때 뼈 표적화 물질과 접합시켜 전달하는 방식으로 치료 효과를 

더욱 높일 수 있다 [7-8].  

보리 베타글루칸은 유전자 전달체로 사용될 수 있는 β-D-

글루코오스가 주사슬을 이루며 β-1,3 구조와 β-1,4 구조가 대략 30%, 

70%의 비율로 연결되어 있다 [9]. 보리 베타글루칸은 독성이 없고 

생체적합성이 우수한 물질로서 대식세포에서 면역 작용을 통한 항암 

효과가 있다고 알려져 있다. 또한 베타글루칸은 1,3 연결 구조로 인하여 

파골세포의 수용체에 인식될 수 있으며 이를 통한 골다공증 치료 

연구들이 진행되고 있다 [10-11].  

따라서 본 연구에서는 골조직 표적화능과 파골세포 사멸 효과가 

높은 비스포스포네이트 계열 약물과 파골세포 전구체에 작용할 수 있는 

보리 베타글루칸 고분자를 이용하여 유전자 전달체를 만들고, 이를 

골다공증 치료 효과가 있는 siRNA와 함께 전달할 수 있도록 하는 

베타글루칸-비스포스포네이트/PEI25k/RANK siRNA 나노복합체를 

개발하였다 (Figure 1A). 비스포스포네이트는 치료 효과가 높은 3세대 
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약물인 알렌드로네이트 (AD)를 사용하였다. AD는 고분자 주사슬인 

보리 베타글루칸 (βG)에 접합시켜 사용하였다. 유전자 전달체는 

양이온성 고분자 중 폴리에틸렌이민 (PEI)를 사용하였다. 제조한 

나노복합체의 물리화학적 특성을 분석하였고, 세포 실험을 통해서 

파골세포 사멸 및 분화 억제 효율을 확인하였다 (Figure 1B). 

최종적으로 개발한 나노복합체로 파골세포의 분화를 억제하며 이를 통해 

향후 천연고분자와 유전자-약물 동시전달시스템의 도입으로 발전된 

골다공증 치료제의 개발이 기대된다 (Figure 1C).  
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Figure 1. Schematic diagram showing (A)Formation of nanocomplex 

(B) Mechanism of complex in osteoclast and bone (C)Potential effect 

of nanocomplex. 



 

 5 

제 2 장 문헌 연구 

2.1 골다공증의 원인과 골조직의 리모델링 

2.1.1 골조직의 생리학적 특성 

골조직은 유기물과 무기물이 복합적으로 존재하고 무기질화된 콜라겐이 

그 기본이 된다. 복합물인 골조직은 콜라겐과 지질을 포함하는 유기물이 

약 25%, 하이드록시아파타이트를 비롯한 칼슘, 인, 마그네슘, 나트륨등의 

무기물이 약 65%, 그리고 10%의 물로 구성된다. 이러한 유기물과 

무기물의 복합구조가 뼈의 고유 성질인 기계적 강도, 탄성 등을 갖게 한다 

[12-13].  

골조직에는 4가지 세포가 있는데, 조골세포 (osteoblast), 골표면세포 

(bone lining cell), 골세포 (osteocyte), 파골세포 (osteoclast)가 존재한다. 

조골세포는 중간엽줄기세포에서 유래된 골전구세포 (osteoprogenitor cell) 

로부터 분화한다. 조골세포는 골기질 단백질을 합성하고 분비하며 

응집시키면서 석회화를 진행하게 되고, 골세포로의 분화를 촉진시킨다 

[14]. 골표면세포는 납작한 모양의 조골세포로서 골의 표면을 덮는다. 

골표면세포는 RANKL을 생성하여 파골세포 활성에 영향을 준다고도 

알려져 있다 [15]. 골세포는 골조직의 95%를 차지하는 세포로서 골조직 

내에서 무기질 항상성을 조절할 수 있다. 골기질과 조직액 사이의 

간극연접으로 인해 미네랄 물질과 대사물질의 교환이 가능하고, 이를 통해 

골조직의 항상성을 유지하며 조골세포와 파골세포의 활성에도 영향을 

미칠 수 있다 [16]. 마지막으로 파골세포는 단핵세포들이 융합되면서 

분화되어 다핵세포구조를 가지고 있다. 뼈를 재흡수하는 기능을 통해 

손상되거나 오래된 골조직을 교체하게 되고, 과다 발현될 경우 골다공증을 

일으킬 수 있다고 알려져 있다 [17]. 조골세포, 골표면세포, 골세포, 

파골세포 등 여러 세포들이 모여 서로 간의 상호작용을 통해 활성을 
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유지하고 골조직을 유지한다.  

 

2.1.2 골조직의 리모델링 과정 

골조직은 성장이 멈춰있는 조직이 아니기 때문에 일생 동안 오래되거나 

손상된 조직들을 교체하고 새로운 조직을 생성시킨다. 이 과정을 골조직의 

리모델링 과정이라고 한다. 성인의 뼈는 매년 10%씩 골조직이 교체되고, 

매년 3-4 만 골리모델링유닛 (bone remodeling unit, BRU)이 

시작된다고 알려져 있다 [18]. 리모델링은 손상되고 노후화된 골조직을 

교체하는 것뿐만 아니라, 뼈의 기계적 물성을 지속적으로 유지하기 위해 

꼭 필요하다. 리모델링은 파골세포를 과다발현하는 RANK-

RANKL 상호작용의 활성화 단계, 파골세포의 재흡수 단계, 조골세포의 

응집과 발현 단계, 조골세포의 세포 형성 단계로 나누어진다 [19].  

활성화 단계에서 골표면세포가 골세포로부터 받는 신호에 의하여 

리모델링을 시작한다. 기계적 골절, 골세포의 사멸등으로 인한 신호, 

인슐린 유사 성장인자 (Insulin like growth factor, IGF-I), 

종양괴사인자 (Tumor necrosis factor, TNF-α), 부갑상샘호로몬 

(Parathyroid hormone (PTH), 인터류킨 6 (Interleukin 6, IL-6) 등 

여러 호르몬의 분비에 의해 골표면세포가 활성화된다. 활성화된 

골표면세포는 조골세포로, RANKL (Nuclear factor κB ligand)를 

발현하게 되고 파골세포 전구체에 있는 RANK (Nuclear factor κB) 

수용체와의 상호작용을 통해 전구체의 성장과 분화를 촉진하여 

다핵세포인 파골세포를 생성한다 [20]. 

파골세포의 재흡수는 파골세포가 분화하고 성장하면서 골표면에 

부착되어 시작된다. 성장한 파골세포는 골기질에 있는 무기물과 유기물을 

분해한다. 첫째로는, 산성화 조건 하에서 무기물을 분해시킨다. 수소 

이온이 파골세포가 부착된 공간으로 유입되어 산성 환경을 만들게 되면, 
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하이드록시아파타이트 등의 무기물이 분해된다. 이후 콜라겐 기질을 

분해하는 효소들 (Collagenase, Proteinase, Cathepsin K enzyme)이 

유입되어 골의 유기물을 분해시킨다. 골의 재흡수 단계가 끝나면 

파골세포는 사멸된다 [21-22].   

조골세포의 응집과 발현, 그리고 조골세포의 형성으로 인해 새로운 골 

기질이 만들어지고 유기물과 무기물의 복합화를 통해서 새로운 뼈 

구조를 만들게 된다. 뼈를 재흡수하고 뼈를 만드는 파골세포와 

조골세포의 기능과 RANK-RANKL 신호를 통해서 골조직이 항상성을 

유지하며 리모델링이 진행된다 [23-25].  

 

2.1.3 골다공증의 원인 

골다공증은 조골세포보다 파골세포의 활성이 높아지고 과다 발현되어 

그 균형을 잃었을 때 일어난다. 골다공증의 원인으로는 노화, 에스트로겐 

결핍, 염증 반응, 약물 부작용 등이 존재한다 [26].  

노화로 인한 골다공증의 경우, 골밀도가 감소하고 손상된 골의 재생 

능력이 떨어지게 된다. 골밀도는 30-40 대부터 감소하기 시작하고 남은 

일생 동안 계속해서 소모된다. 이로 인해 골의 강도가 감소하게 되면서 

골의 재흡수가 촉진되고 골다공증의 원인이 된다. 또한 산화 스트레스도 

골다공증의 큰 원인이 된다. 노화된 골세포에서는 활성산소종의 일종인 

초과산화물 음이온을 생성하여 파골세포에 의한 골의 재흡수를 일으킨다 

[27].  

폐경에 의한 에스트로겐 결핍은 골다공증의 또 다른 대표적 원인이다. 

에스트로겐의 결핍은 에스트로겐 수용체-알파 (ERα)의 작용을 감소시켜 

골세포에 수용체가 부족해진다. 이로써 골이 기계적 시그널을 충분히 받지 

못하고 반응을 할 수 없게 되어 기계적 역할을 수행하지 못하게 한다. 

또한, 에스트로겐 수용체의 감소는 골세포 재생을 돕는 β1 인테그린의 
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조절을 원활하지 못하게 해 새로운 골조직 형성을 막는다. 에스트로겐 

결핍은 면역 조절에도 영향을 주어 파골세포의 활성을 증가시키며 T 

helper-17 (Th 17)세포의 활성을 증가시켜 염증성 인자인 TNF-α, 

IL-17 그리고 RANKL 등의 분비를 통해 파골세포의 성장을 촉진시켜 

골다공증 발병에 큰 영향을 주고 있다 [28].  

골다공증을 일으키는 약물에는 크게 호로몬제와 비호로몬제인 

심혈관질환 약 등이 존재한다. 스테로이드 호로몬제인 

글루코코르티코이드는 골다공증을 가장 흔하게 일으키는 약물이다 [29]. 

글루코코르티코이드는 조골세포의 생성과 활성을 억제하고 RANKL 

분비를 증가시켜 파골세포를 성장시키며 성숙한 파골세포의 사멸을 막아 

골의 재흡수가 일어나게 한다. 이렇듯 골다공증에는 노화와 폐경 등 

자연적인 현상과 약물 사용 등의 원인들이 존재한다 [30]. 
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2.2 골다공증 치료 방법 

2.2.1 siRNA을 이용한 골다공증 치료 

siRNA (small interfering RNA)는 특정 유전자의 발현을 억제하여 

원하는 효과를 나타내는 핵산이다. 세포질에서 siRNA 는 RISC 

complex 와 함께 상보적인 서열을 가지고 있는 mRNA 를 억제하여 

단백질 형성 및 활성을 막을 수 있다. 일반적인 DNA 와 다르게 핵 

외부에서 활성을 띠어 효과가 높으며 특정 서열과의 결합으로 인해 

표적화 능력이 매우 높다는 장점을 가지고 있다 [31]. 하지만 siRNA 

는 단독으로 사용될 경우 분해 효소의 작용과 낮은 세포 내 이입으로 그 

효율이 낮아 유전자 전달체를 함께 사용하여 전달한다. 골다공증 

치료에서 siRNA 는 조골세포의 활성을 낮추는 인자를 억제하거나 

파골세포의 활성을 증가시키는 인자를 억제하는 방식으로 사용되고 있다 

[32]. 

RANK-RANKL 상호 작용은 파골세포의 분화에 직접적인 영향을 

미친다. 파골세포 전구체에 존재하는 RANK는 수용체로서 조골세포에서 

분비되는 RANKL 과 결합하여 세포 내 MAPK, NF-κB 와 NFATc1 

경로를 활성화시켜 파골세포의 성장과 골의 재흡수를 촉진시킨다. 

RANK siRNA 를 사용한다면 파골세포 전구체에서 RANK 수용체의 

발현을 막고 파골세포의 성장과 분화를 억제할 수 있다. Y. Wang 은 

RANK siRNA 를 파골세포와 파골세포로 분화할 수 있는 대식세포인 

RAW264.7 세포에 단독으로 전달하여 파골세포와 그 전구체 활성 

감소를 확인하였다 [33]. 2019 년 Bliecen 등은 siRNA 의 낮은 전달 

효율을 극복하고자 RANK siRNA/PEI 복합체를 poly(lactic acid-co-

glycolic acid) 고분자로 캡슐화하여 전달하였다. 파골세포와 전구체에 

RANK siRNA 가 빠르게 축적되어 활성과 성장을 저해시키고 
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파골세포의 사멸을 일으키는 것을 확인할 수 있었다 [34]. Kim 등은 

중극성 생물 활성 유리 나노구에 RANK siRNA 을 담지하여 전달하였다. 

중극성 생물 활성 유리 나노구는 칼슘이 포함되어 있어 골에 대한 

표적화 능력을 증진시켰고 골조직에 쉽게 축적되어 골재생을 도울 수 

있었다. RANK siRNA 의 전달을 통해 RANK 를 표현하는 세포가 70% 

감소하였고, 전달체는 골재생을 도와 골다공증을 효율적으로 치료하는 

모델을 제시하였다 [35].  

RANK siRNA을 비롯하여 다양한 종류의 siRNA 가 골다공증 치료에 

사용되고 있다. G. Zhang 등은 골 재흡수를 조절하는 인자인 Plekhol1을 

억제하는 siRNA를 사용하였다. 지질 기반의 전달체 표면에 골 표적화를 

위해서 (AspSerSer)6을 붙였다. 해당 전달체는 높은 표적화능을 통해 

siRNA 를 전달하였고 이를 통해 골원성 세포의 분화와 Plekho1 인자 

억제효과를 확인하였다 [36]. Y. Zhang의 연구팀은 파골세포 활성을 

증가시키고 조골세포 성장을 감소시키는 semaphorin4D (sema4D)을 

억제할 수 있는 siRNA 를 N-(2-Hydroxypropyl) methacrylamide-

Asp8 고분자를 전달체로 이용하여 전달하였다. In vivo 실험 결과 

sema4D mRNA가 효율적으로 억제되었고 골표면에 조골세포의 수가 

증가하고 골밀도, 골면적비율 또한 증가하였다 [37]. Wang 등은 

골재생능력과 골밀도를 감소시키는 Wwp1 (WW domain-containing E3 

ubiquitin protein ligase 1) 효소를 억제할 수 있는 siRNA를 양이온성 

고분자와 함께 복합화 하여 전달하였다. 그 결과, 조직 손상이 일어난 

부위에서 골재생효과가 빠르게 나타났고 뼈의 강도와 밀도가 함께 

증가하는 것을 확인하였다 [38].  
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2.2.2 비스포스포네이트를 이용한 골다공증 치료 

비스포스포네이트는 골다공증의 대표적인 치료제로 높은 치료 

효과가 있으며 현재 부작용을 줄이기 위해 많은 연구가 진행되고 있다. 

비스포스포네이트는 P-C-P 코어 구조에 있는 탄소의 R1 와 

R2 관능기의 종류에 따라서 그 효과와 기작이 달라진다. 특히나 

사슬기에 질소를 포함하는지에 따라서 파골세포 내부에서 작용하는 

메커니즘이 달라진다. 질소를 포함하지 않는 경우, ATP 와 복합체를 

형성하고 미토콘드리아로 이동하여 ATP 활성을 억제하는 방식으로 세포 

사멸을 일으킨다 [39]. 질소를 포함하는 경우, 세포의 대사 경로인 

메발론산 경로 (mevalonate pathway)에서 파르넨실 피로인산 합성효소 

(Fararnesyl pyrophosphate synthase, FPPS)의 생성을 막아 파르넨실 

피로인산이 만들어지지 못하게 하여 세포의 사멸을 유발한다. 질소를 

포함한 비스포스포네이트의 경우 골의 미네랄인 하이드록시아파타이트 

표면에 존재하는 수산기와 수소 결합이 가능하여, 질소가 없는 

비스포스포네이트보다 더 강하게 결합할 수 있다고 알려져 있다 [40]. 

그로 인해 질소가 포함된 종이 in vitro 와 in vivo 에서 보다 높은 

효율을 가지고 있다고 알려져 있다 [41]. 질소가 포함된 

비스포스포네이트에는 알렌드로네이트, 졸레드로네이트, 파미드로네이트, 

이반드로네이트가 있다.  

비스포스포네이트는 공통 구조인 P-C-P 코어 구조로 인해 뼈의 

칼슘과 킬레이트화가 가능하여 뼈표적화능을 가지고 있다. 더욱이 정상 

골조직보다는 파골세포로의 표적화능이 더 강해서 골다공증, 골종양 

부위로 쉽게 축적이 될 수 있으며 뼈 표면에 접착하여 파골세포의 

사멸을 일으키는 역할을 수행한다. 그런 이유로 비스포스포네이트는 

단순한 골다공증 치료제뿐만 아니라 표적화 효과를 이용하여 파골세포나 

골종양을 표적화하는 리간드로도 활용되고 있다 [42-43].  
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Chen 등은 골종양 표적화를 통해 siRNA 전달을 원활하게 하기 위해 

비스포스포네이트의 한 종류인 알렌드로네이트를 사용하였다. 

알렌드로네이트로 코팅한 리포솜은 하이드록시아파타이트에 대한 높은 

친화도를 보였고, 다른 장기보다 뼈에 대해서 높은 표적화 효율을 

나타내었다. 또한 기존의 유전자 전달체인 Lipofectamine 2000 보다 

높은 세포 내 이입 효율로 인한 mRNA down regulation 을 보여, 

뼈조직을 표적화 하는 나노파티클의 가능성을 보였다 [44]. Miller 등도 

골종양 약물 전달을 위해서 알렌드로네이트를 고분자 공중합체에 

합성하였고 내부에 약물을 담지하여 전달하였다. 이를 통해 골종양 

치료뿐만 아니라 골전이 인자들도 감소시켜 골전이 전립선암이나 

유방암에도 효과를 보이는 것을 확인하였다 [45]. Lee 등은 

비스포스포네이트가 골종양뿐만 아니라 파골세포 억제효과를 보이는 

것을 확인하였다. 알렌드로네이트를 금나노입자 표면에 합성하였고 

골표면으로의 접착력과 파골세포 성장 억제효과를 확인하였다. 또한 

알렌드로네이트를 코팅 시 높은 골밀도를 형성하는 것을 확인하였다. 

이러한 연구를 통해서 비스포스포네이트는 높은 골친화성을 가지고 

있으며 해당 부위에서 파골세포 사멸을 일으키는 것을 확인하였다 [46].  

하지만 비스포스포네이트의 부작용과 해결 방안은 현재 연구 중에 

있다. 비스포스포네이트는 장기간 경구 투여 시 턱뼈 괴사를 비롯하여 

대퇴골 골절을 일으킬 수 있다 [47]. 또한 비스포스포네이트는 

생체이용률이 1~3%로 매우 낮고 반감기도 30분-2시간에 불과하다 

[48-49]. 이러한 문제를 해결하고자 비스포스포네이트는 고분자 

복합화를 통해 생체이용률을 높이고 그로 인한 치료효과 또한 

증진시키고 있다. Han등은 키토산 기반의 리포솜에 알렌드로네이트를 

담지하여 경구 투여로 전달하였다. 일반적인 알렌드로네이트보다 생체 

내에서 오랜 기간 머물렀으며 안정성 또한 높아져 알렌드로네이트의 
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방출량이 증가하는 것을 확인할 수 있었다 [50]. Migianu-Griffoni등은 

아마이드 결합을 이용하여 다당류인 카복실메틸덱스트란과 

알렌드로네이트를 접합시켰다. 이를 통해 알렌드로네이트의 낮은 

생체이용률과 골종양의 표적화 효율을 증가시켰다 [51].  

 

2.2.3 베타글루칸을 이용한 골다공증 치료 

베타글루칸은 자연적으로 존재하는 다당류로서, D-포도당들이 베타 

글루코시드 결합으로 형성된다 [52]. 식물, 세균, 세포벽에 존재하며 

다양한 물리화학적 구조와 기능을 가지고 있다. β-(1,3), β-(1,4), 

β-(1,6) 결합으로 대부분 연결된 베타글루칸 고분자는 항암 작용과 

면역 작용 등 영향을 미치고 β-(1,3) 구조로 인해 골다공증 치료 

효과를 보여주었다. 파골세포와 그 전구체에는 베타글루칸을 인식할 수 

있는 여러 수용체들이 발현되는 것으로 보고되었고, 이러한 수용체에 

대한 베타글루칸의 상호작용과 파골세포 내부의 신호 전달을 통해서 

골다공증을 야기하는 파골세포의 분화와 성장을 억제할 수 있다 [53]. 

파골세포에서 베타글루칸이 인식할 수 있는 수용체들 중에는 

대표적으로 Dectin-1 이라고 하는 C 형 렉틴 수용체, Mac-1 이라고 

하는 보체수용체 3 (CR3)와 톨유사수용체 2 (Toll-like receptor 2, 

TLR2)가 존재한다. Dectin-1 은 단핵구와 대식세포, 호중구에 많이 

발현되는 수용체로서 파골세포의 전구체에도 발현된다고 알려져 있다. 

베타글루칸의 β-(1,3) 구조로 Dectin-1 이 활성화되면 Syk, c-fos, 

NF-κB 경로를 억제하여 NFATc1 경로를 막는다. NFATc1 경로는 

파골세포 형성과 분화에 있어서 중요한 경로임으로 전구체에서 

베타글루칸은 세포의 분화와 성장을 억제하는 역할을 수행한다 [54-

55]. Mac-1 보체수용체는 비공유결합으로 이루어진 인테그린 αM 

(CD11b)와 인테그린-β2 (CD18)로 이루어져 있고, CD11b 가 
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베타글루칸과 결합 및 인식 하여 Syk 연쇄반응을 일으킨다. Syk 연쇄 

반응을 통해 NFATc1 의 활성이 감소하였고, 파골세포 전구체의 분화를 

억제하는 효과를 가지고 있다 [56-57]. 마지막으로 톨유사수용체 2 

(TLR2) 는 세포 표면에서 다양한 리간드를 직접 인식할 수 있는 표면 

단백질로, 골수분화일차반응유전자 88 (Myeloid differentiation primary 

response gene 88, MyD88)과 관련된 신호 전달을 활성화 시킨다. 일반 

세포에서 베타글루칸은 TLR2 를 통해 인식될 경우 MyD88 신호전달 

과 MAPK, NF-κB 경로를 활성화시키며 항암 치료에 새로운 기능을 

제시하였다. 파골세포 전구체에서는 NF-κB 경로를 통해 NFATc1 를 

억제시키며 파골세포의 분화를 억제하는 효과를 보였다 [58-59]. 세 

가지 수용체 모두 다양한 근원에서 온 베타글루칸을 사용하였고, 

파골세포 전구체로 마우스 백혈성 단핵구 대식세포계통세포 (Mouse 

leukemic monocyte-macrophage cells, RAW264.7)을 사용하여 

파골세포로 분화시키면서 실험을 진행하였다.   

베타글루칸의 구조와 종류에 따라 수용체 상호작용을 통해 

파골세포의 분화를 억제하는 효율을 보일 수 있다. 알칼리제니스 

페칼리스 (Alcaligenes faecalis) 미생물에서 유래한 베타글루칸인 

커들란 (curdlan)은 β-(1→3)로 연결되어있는 다당류이다. Zhu 등은 

Dectin-1 수용체를 발현하는 RAW264.7 세포주를 통해 파골세포로 

분화하는 과정에서 curdlan 을 처리하였다. 이때 Syk 신호의 억제효과를 

볼 수 있었고 MafB 전사 인자와 인터류킨 33 (IL-33) 의 활성 저해를 

통해서 NFATc1 경로가 억제되었음을 확인하였다 [60]. 또한 

Aizawa 는 저분자량의 curdlan 을 이용해 TLR 수용체에 신호 전달을 

저해하는 것을 확인하였다. 조골세포와 골수세포를 공생 배양 시킨 후 

curdlan 처리 시 파골세포 생성이 TLR 신호 전달을 통해서 

억제되었음을 확인하였다. Curdlan 처리 시 파골세포로의 분화를 



 

 15 

촉진시키는 RANKL 의 생성이 감소하였고 파골세포 전구체에서도 

성장을 억제하였다 [61]. 출아형효모 (Saccharomyces 

cerevisiae)에서는 빵효모 (Baker’s yeast)와 지모산 (zymosan)의 

베타글루칸이 생성된다. 효모에서부터 생성된 두 베타글루칸은 β-

(1→3)로 연결된 구조를 가지고 있다. Hara 등은 Baker’s yeast 에서 

나온 베타글루칸은 파골세포 전구체에서 Dectin-1 수용체를 통해서 

파골세포 성장에 관련된 Syk, c-fos, NF-κB, Blimp1 신호를 억제하게 

되어 NFATc1 활성을 막는 것을 확인하였다. 이를 통해 RANKL 로 

인한 분화와 성장이 이루어지지 않고 RAW264.7 세포에서 

베타글루칸을 처리할 경우 세포 사멸과 TRAP, NFATc1 등 분화 관련 

인자들의 감소를 확인하였다 [62]. Takami 등은 Zymosan 파티클 또한 

파골세포 분화를 억제함을 확인하였다. Zymosan 처리시 파골세포 

전구체 역할을 하는 RAW264.7 세포에서 TLR 신호에 대한 자극과 

파골세포 활성 억제를 확인하였다. 성숙한 파골세포에서도 TLR 

수용체들이 존재하였고 다양한 리간드를 통해서 TLR 신호전달이 

억제됨을 확인하였다 [63]. 이로써 베타글루칸을 이용한 파골세포 

전구체와 성숙한 파골세포에 대한 치료효과를 기대할 수 있을 것이다.  

β-(1→3) 구조를 가진 베타글루칸 이외에도 β-(1→4)와 β-

(1→6) 를 함께 가지고 있는 베타글루칸의 파골세포 성장 억제 효과를 

알아보았다. 보리에서 유래한 보리 베타글루칸 (Barley β-Glucan)은 

β-(1→4)-Glucose 로 이루어진 고분자 사슬에 β-(1→3)-Glucan 

이 약 30% 곁사슬로 존재한다. 담자균 (Schizophyrum commune)에서 

나오는 베타글루칸인 시조필란 (Schizophyllan)은 β-(1→3)-

Glucan을 주사슬로 3개의 포도당에 1개의 곁사슬로 β-(1→6)-

Glucose가 존재하는 구조로 이루어져 있다. Ariyoshi 등에 의하면 β-

(1→3)로만 이루어져있는 베타글루칸보다 다른 구조가 섞여있는 
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베타글루칸, 즉 시조필란과 보리베타글루칸 등은 낮은 파골세포 형성 

억제 능력을 보였다. 이는 구조의 순도와 삼차원 공간에서의 겉사슬로 

인한 물리적 결합이 강하지 않고, β-(1→3) 구조의 양이 다른 

베타글루칸보다 낮기 때문이라고 설명하였다  [33]. 이처럼 

베타글루칸은 β-(1→3) 구조와 파골세포 전구체에 존재하는 다양한 

수용체와의 상호작용과 신호 전달 억제를 통해서 파골세포 분화를 

억제시키고 사멸 효과를 나타내는 것을 확인하였다. 
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2.3 고분자를 이용한 유전자 전달 시스템 

2.3.1 고분자를 이용한 유전자 전달체의 특징과 메커니즘 

유전자 치료를 위해서는 유전자의 안정성과 전달 효율을 위해 

전달체가 필수적이다. 바이러스성 전달체는 유전자 전달 효율이 높지만 

면역 반응의 위험성, DNA 용량의 한계, 유전자 재조합으로 인한 독성 

문제들이 존재한다. 비바이러스성 전달체는 유전자 전달 효율이 다소 

낮지만 안정성이 높아 다량의 유전 물질을 전달할 수 있고 합성이 

용이하다는 점이 있다 [64]. 또한 다양한 전달체의 개발을 통해서 

표적화 능력을 도입하는 등 새로운 기능들을 부여할 수 있다는 장점이 

있다. 고분자 전달체는 생분해성, 생체 적합성, 개질의 용이성 등의 

장점으로 인해서 비바이러스성 전달체 중에서도 많은 연구가 진행되고 

있다 [65-66]. 유전자 전달체로 양이온성 고분자를 사용하면 정전기적 

작용으로 인해 음전하를 띠고 있는 유전 물질과 상호작용이 가능하다. 

이를 통해 유전자를 응축시키며 내부에 담지 시켜 안정성을 부여하게 

되고, 세포 내 이입으로 인해서 흡수된다. 세포 내부에서 

엔도좀으로부터 유전 물질을 방출시켜 세포 내 소화를 막고 유전 물질의 

발현 효율을 증가시킬 수 있다. 현재까지 다양한 양이온성 고분자가 

유전자 전달체로 연구가 되고 있으며, 구조와 분자량, 표면 전하 등 

물리화학적 특성에 의해 효율이 달라지기도 한다. 대표적으로 

합성고분자에서는 폴리 (L-리신) (Poly(L-lysine)), 폴리에틸렌이민 

(Polyethylenimine), 폴리(아미도아민) 덴드리머 (Poly(amidoamine) 

dendrimer) 등이 있고, 천연고분자에서는 키토산 (chitosan), 덱스트란 

(dextran), 구아닌화한 생분해성 중합체 (Guanidinylated bioreducible 

polymer) 등이 연구되고 있다 [67-68].  
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2.3.2 폴리에틸렌이민을 이용한 유전자 전달 시스템 

폴리에틸렌이민 (Polyethylenimine, PEI)는 양이온성 고분자로 

높은 전하 밀도와 높은 세포투과성을 가지고 있다. 1 차, 2 차, 3 차 

아민기로 이루어져 있어 음이온성 유전 물질을 효과적으로 담지할 수 

있고, 음전하를 띠는 세포막과의 상호작용을 통해서 효율적인 세포 내 

이입이 가능하다. 또한, 양이온의 밀도가 높아 엔도좀에서 양이온 

스펀지 효과 (proton sponge effect)를 통한 유전자 전달체의 탈출이 

용이하다 [69-70]. 하지만 폴리에틸렌이민은 분자량에 따라서 효율과 

독성의 차이가 생기게 되고, 양전하 밀도가 높은 고분자량의 

폴리에틸렌이민은 세포 독성이 높다는 단점이 있다. 고분자량의 

폴레에틸렌이민은 유전자 전달 효율이 높아지지만 세포 독성이 존재하고, 

저분자량의 폴리에틸렌이민은 유전자 전달 효율이 낮지만 세포 독성을 

보이지 않는다. 양이온의 밀도가 높아지게 되면 음전하를 띠는 혈장 

단백질과 응집 현상으로 인해 체내 안정성이 감소하기 때문이다. 또한, 

세포막과 과한 상호작용을 통해서 달라붙게 되고, 세포 스트레스를 

유도하여 세포 사멸 (apoptosis)와 괴사 (necrosis)를 일으킬 수 있다 

[71]. 

폴레이텔린이민25K (PEI25K)은 유전자 전달체에 있어서 ‘Golden 

Standard’로 알려져 있지만 그 독성으로 인해 다른 고분자들을 

도입하면서 안정성을 높이는 방법들이 제시되었다. Son등은 Poly(DL-

lactide-co-glycolide) (PLGA) 나노파티클 내부에 DNA를 담지하고 

표면에 PEI25k 를 접합시켜 유전자 전달 효율을 높이는 전달체를 

개발하였다. PEI25k의 긴 사슬 길이와 양이온 밀도로 인해서 DNA 

안정성을 유지할 수 있었고, 높은 유전자 전달 효율을 보였다. 또한 

HEK293세포에서 기존의 PEI25k 보다 PLGA-PEI25k 구조체는 독성을 

보이지 않아 PEI25k 자체의 독성을 줄일 수 있었다 [72]. Hu 등은 
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PEI25k에 마노스 (mannose)를 접합시켜 수지상세포를 표적화하는 

새로운 유전자 전달체를 개발하였다. 마노스의 수지상세포 표적화를 

통해 기존의 PEI25k보다 높은 유전자 전달 효율과 세포 내 이입 효율을 

확인하였고, 복합화로 인해 PEI25k의 독성이 감소하였다 [73]. 이로서, 

PEI25k에 고분자를 복합화 함으로서 기존의 양이온 밀도와 세포막과의 

작용을 낮추고 높은 유전자 전달 효율은 유지하며 새로운 모델에서의 

안정성을 부여할 수 있다.  

 

2.3.3 베타글루칸을 이용한 유전자 및 약물 전달 시스템 

베타글루칸은 생체적합성과 생분해성, 면역 반응 조절과 약물, 

유전자와의 상호작용으로 인하여 유전자 및 약물 전달체로 개발되고 

있다. 베타글루칸은 사슬 구조에 의해 수용성을 가지며 약물과 유전 

물질과 함께 정전기적, 소수성 상호작용을 통해서 나노파티클을 만들며 

내부에 물질을 담지할 수 있다 [74]. 또한 다양한 작용기들과의 

결합으로 인해 물질의 전달 효율을 높일 수 있는 효과도 기대해볼 수 

있다.  

베타글루칸을 유전자 전달체로 사용하기 위해서 Han 등은 커들란에 

라이신 (Lysine)과 클릭 화학 (Click-Chemistry)을 통해서 아민기를 

도입하였다. 양이온성인 아민기의 도입으로 siRNA 와 정전기적 

상호작용으로 나노파티클을 구성할 수 있었고, 이후 높은 유전자 전달 

효율과 세포 내 이입 효율, 낮은 독성을 보여 베타글루칸이 유전자 

전달체로서 주사슬로 사용될 수 있음을 확인하였다 [75]. Lee 등은 

효모군에서 얻은 베타글루칸에 Doxorubicin 을 담지하여 키토산과 

알지네이트와 함께 전달하였다. 베타글루칸을 이용한 전달체로 인해 

면역 작용이 활성화 되었고, 약물 전달 효율과 함께 시너지 효과로 높은 

항암 효과를 보이는 것을 확인하였다 [76]. Tukulula 등은 항결핵제인 
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리팜피신의 전달 효율을 증가시키기 위해서 β-(1→3) 글루칸과 PLGA 

를 개질화하여 나노파티클을 제조하였다. β-(1→3) 글루칸 나노파티클 

사용 시 약물이 표적화능을 통해 원하는 부위로 빠르게 축적되었고, 

그로 인해 약물의 효율 또한 증가하는 것을 확인하였다 [77].  

보리에서 유래한 베타글루칸은 β-(1,3), β-(1,4) linkage 를 

가지고 있어 β-(1,3)의 세포 상호작용과 β-(1,4)의 개질을 통해 

효율적인 전달체를 개발할 수 있다. Lee 등은 보리 유래의 베타글루칸에 

폴리에틸렌이민을 개질하여 새로운 전달체를 개발하였고, 베타글루칸의 

대식세포 표적화 기능을 보였다. 암세포인 HeLa 보다 대식세포인 

RAW264.7 세포에서 유전자 전달 효율이 증가하였고, 높은 세포 내 

이입 효과를 확인하였다 [78]. 이를 통해 베타글루칸이 대식세포의 

수용체와 상호작용하며 세포 표적화 기능으로 베타글루칸이 활용될 수 

있음을 확인하였다. Zhang 등은 보리와 귀리에서 얻은 β-(1→3)-

(1→4) 글루칸에 에틸렌다이이민으로 개질하여 아민기를 도입하였다 

[79]. 이후 실험에서 개질된 베타글루칸이 siRNA 를 내부 코어 구조로 

담지하여 전달함을 확인하였고, 대식세포로의 표적화 기능 또한 

확인하였다 [80]. 해당 고분자를 siRNA therapy 에 활용하였는데, 항암 

효과를 위해서 MIF siRNA을 전달하였을 때 암세포에 대한 성장과 면역, 

전이가 감소하였음을 확인할 수 있었다 [81]. 유전자 전달체와 비슷한 

메커니즘으로 베타글루칸은 약물 전달체로도 활용될 수 있다.  
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제 3 장 재료 및 방법 

3.1 재료 

β-Glucan (Barley; Low Viscosity, ~95% purity) 는 Megazyme 

에서 구입하였다. Sodium periodate, sodium borohydride 는 Junsei 

(Japan)에서 구입하였다. Alendronate sodium trihydrate 는 TCI 

(Japan)에서 구입하였다. Branched polyethylenimine (bPEI) 

(중량평균분자량 25000 Da), agarose, ethidium bromide, 

hydroxyapatite, sodium nitrate, sodium azide 는 Sigma-Aldrich 

(U.S.A)에서 구입하였고, Recombinant Murine sRANK Ligand 는 

PeproTech (Korea) 에서 구입하였다. Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM), dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS), 

0.25% trypsin-EDTA, Fetal Bovine Serum (FBS), 

penicillin/streptomycin, YOYO-1 Iodide 는 Invitrogen (U.S.A)에서 

각각 구입하였다. Lucifersase assay system, reporter lysis buffer는 

Promega (U.S.A)에서 구입하였고, α-Minimum Essential Medium 

(α-MEM)은 GE Healthcare Life Sciences (U.S.A)에서 구입하였다. 

BCATM protein assay kit 는 PIERCETM (U.S.A) 에서 구입하였다. 

중수소 (D2O) 는 Cambridge Isotope laboratories (U.S.A)에서 구입한 

것을 사용하였고, Dimethyl sulfoxide (DMSO), Tris base는 Merck 

(Germany)에서 구입하였다. TRACP & ALP double-stain kit, 

PrimeScript  
TM

 RT Reagent Kit, TG Green Premix Ex TaqTMІІ는 

TaKaRa (Japan)에서 구입하였다. Nucleospin RNA extranction kit 와 

Nucleospin DNA extraction kit 는 Macherey Nagel (Germany)에서 

구입하였다. RANK siRNA (5’-GCGCAGACUUCACUCCAUAUU-

3')와 Table 1의 primer들은 Bioneer (Korea) 에서 구입하였다.   
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3.2 실험 방법 

3.2.1 βGAD (Barley β-glucan-Alendronate) 의 합성 

βGAD의 합성을 위해 먼저 보리 베타글루칸을 산화시켰다. 

베타글루칸을 2 mg/mL의 농도로 물에 녹이고 80oC 오일베드에서 

3시간 녹여 수용액을 제조하였다. 이후 산화반응을 위해서 글루코오스 

유닛의 2배 몰비의 과요오드산나트륨 (NaIO4)를 7 mg/mL 수용액으로 

녹여 추가로 넣어 반응시켰다. 반응은 18oC 조건에서 빛을 차단한 

상태로 24시간 동안 진행되었다. 이후 셀룰로오스 투석막 (MWCO 

6000-8000)을 이용하여 3일간 투석을 진행하였다. 0.45 μm 필터로 

거른 후 동결건조를 하여 산화-베타글루칸 (OXβG)를 얻을 수 있다. 

βGAD를 합성하기 위해서는 산화-베타글루칸 (OXβG)을 동결건조 

시키지 않고 투석된 상태에서 사용한다. 수용액 상태의 OXβG에 

질소나트륨 (NaNO3)를 넣어 0.1 M NaNO3에 녹아있는 OXβG로 

분산시킨다. 알렌드로네이트 (AD)는 7 mg/mL에 농도로 0.1M 질소 

나트륨에 녹인다. 이후 베타글루칸의 글루코오스 유닛의 몰 수 대비 10, 

20, 30배의 AD를 OXβG 용액에 넣고 반응시킨다. 반응은 18oC 

조건에서 빛을 차단한 상태로 24시간 동안 진행되었다. 반응 후 형성된 

Schiff-base와 알데히드기를 안정한 아민 결합으로 환원시키기 위해 

수소화붕소나트륨 (NaBH4)를 AD 의 2배 몰비율로 첨가하고 같은 

조건에서 24시간동안 반응시켰다. 용액의 정제를 위해서 셀룰로오스 

투석막 (MWCO 6000-8000)을 이용하여 3차 증류수에서 48시간 

투석시킨 후, 0.1 M 질소나트륨과 5 mM의 아지드화나트륨 (NaN3)에서 

베타글루칸의 분산을 통한 잔여물을 24시간동안 투석하였고, 다시 3차 

증류수에서 24시간 투석하였다. 동결건조를 통해서 최종적으로 세 가지 

다른 비율의 βGAD를 얻었다. 
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3.2.2 βGAD 의 특성 분석 

3.2.2.1 1H NMR을 이용한 구조분석 

βGAD의 구조는 양성자 핵자기공명분광기 (1H NMR)를 이용해 확

인하였다. 용매는 D2O 를 사용하였으며, 각 시료는 10 mg/mL의 농도로 

550 μL씩 준비하였다. 600MHz AVANCE 600 (Brucker, Germany)을 

이용하여 구조를 분석하였다.  

 

3.2.2.2 FT-IR을 이용한 구조분석 

βGAD의 구조를 추가적으로 분석하기 위해 푸리에변환-적외선 분

광 분석기 (Fourier Transform Infrared Spectrometry, FTIR)를 이용

하여 분석하였다. 기기는 ATR (Attenuated Total Reflectance) FTIR 

(Nicolet 6700, Thermo Scientific, USA) 를 이용하였다. 4000-650 

cm-1의 파장대에서 8cm-1의 파장 간격으로 32번씩 반복하여 측정하였

다.  

 

3.2.2.2 GPC를 이용한 분자량 측정 

Gel Permeation Chromatography (GPC, Thermo Dionex HPLC 

Ultimate3000 RI System, Thermo, U.S.A)를 이용하여 분자량을 측정

하였다. 시료는 서울대학교 농생명과학공동기기원 (NICEM)의 크로마토

그래피실에 의뢰하였다. 시료는 10 mg/mL 농도로 준비하였고 용매는 

0.1 M sodium azide을 사용하였다. Pulluan 을 standard 로 사용하였고, 

Ultrahydrogel (Waters, U.S.A) 칼럼을 이용하여 유속 1 mL/min으로 

측정하였다.  
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3.2.3 PEI25k/siRNA 폴리플렉스 및 βGAD/PEI25k /siRNA 나노복합

체의 특성 분석 

3.2.3.1 폴리플렉스 및 나노복합체의 제조 

PEI25k/siRNA 폴리플렉스는 siRNA 의 무게비에 따라 PEI25k 을 

계산하였다. 증류수에 PEI25k 를 먼저 넣어준 후 siRNA 를 넣어 

섞어주었고 30 분간 안정화 시켰다. 

나노복합체의 경우 폴리플렉스를 앞선 방법과 같이 만든 후, 

증류수에 녹여 놓은 βGAD 를 siRNA 무게비에 맞춰서 넣었다. 이후 

30 분간 안정화 시켰다. 

 

3.2.3.2 아가로스 겔 전기영동을 이용한 복합체 형성  

siRNA 와 복합체 형성 능력을 확인하기 위해 아가로스 겔 

전기영동을 진행하였다. Ethidium bromide 을 사용하였고, 0.7% 

아가로스 겔은 Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer 상에서 제조하였다. 

PEI25k/siRNA 폴리플렉스는 Hepes buffer saline (pH 7.4) 상에서 

PEI25k/siRNA = 0.1, 0.25, 0.5, 1 : 1 w/w 로 제조하였다.  

βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체의 경우에는 PEI25k/siRNA 

폴리플렉스는 w/w 1 로 고정하여 준비하였다. βGAD/PEI25k/siRNA = 0, 

1, 2, 5, 10: 1 : 1 w/w 로 제조하였다. 

전기영동은 Mupid-2plus® (OPTIMA, Japan) 전기영동장치를 

이용하여 80V 에서 12 분간 진행하였다. 전기영동이 완료된 후 siRNA 

밴드의 확인은 Gel DocTM XRS+ gel documentation system (BIO-RAD, 

U.S.A)를 이용하여 이루어졌다.  
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3.2.3.3 DLS를 이용한 평균 입자 크기 및 표면 전하  

폴리플렉스와 나노복합체의 평균 입자 크기와 표면 전하를 

동적광산란계 (Dynamic Light Scattering, DLS)를 이용하여 측정하였다. 

기계는 Zeta-sizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK)를 이용하였다. 

PEI25k/siRNA 폴리플렉스는 siRNA 10 μL 를 이용하여 PEI25k/siRNA 

= 0.1, 0.25, 0.5, 1:1 w/w 로 제조하였다. βGAD/PEI25k/siRNA 

나노복합체는 βGAD/PEI25k/siRNA = 0, 1, 5, 10, 20, 30 : 1 : 1 w/w 로 

제조하였다. 용액은 증류수 상에서 만들었고, 각 시료는 측정 전 1 mL 

로 희석하여 측정하였다.  

 

3.2.3.4 DLS을 이용한 혈청단백질 안정성 확인 

3.2.3.3 과 같은 방법으로 PEI25k/siRNA 폴리플렉스와 

βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체를 제조하였다. βGAD/PEI25k/siRNA 

= 30 : 1 : 1 w/w 로  제조하였다. 제조한 폴리플렉스와 나노복합체를 20% 

혈청 용액을 증류수에 넣어 최종 혈청 농도를 10%로 맞추었다. 0, 1, 2, 

4 시간에 각각 평균 입자 크기를 측정하였다. 

 

3.2.3.5 TEM 을 이용한 입자 형태 확인 

에너지여과 투과전자현미경 (Energy-Filtering Transmission 

Electron Microscope, EF-TEM, LIBRA 120, Carl Zeiss, Germany)을 

이용하여 폴리플렉스와 나노복합체의 입자 형태를 관찰하였다. 

3.2.3.3 과 같은 방법으로 폴리플렉스와 나노복합체를 제조하였다. . 

βGAD/PEI25k/siRNA = 30 : 1 : 1 w/w 로  제조하였다. 모든 용액은 

증류수 상에서 만들었고, TEM 측정용 Carbon grid 에 1 분간 올린 뒤 

uranyl acetate 로 염색하여 측정하였다.   
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3.2.4 βGAD/PEI25k /siRNA 나노복합체의 세포 실험 

3.2.3.1 세포 배양 

나노복합체의 세포실험을 하기 위해 인간 자궁경부암세포 (Human 

cervical adenocarcinoma cells, HeLa), 마우스 백혈성 단핵구 대식세포

계통세포 (Mouse leukemic monocyte-macrophage cells, RAW264.7)

를 사용하였다. 세포 배양은 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin 이 

포함된 배지에서 이루어졌다. HeLa 세포는 DMEM+GlutaMaxTM, 

RAW264.7 세포는 DMEM 을 각각 사용하였다. 배양의 전 과정에서 

37oC, 이산화탄소 5%의 조건이 유지되었다. 

 

3.2.4.2 MTT assay를 이용한 세포 대사 활성 확인 

βGAD 와 βGAD/PEI25k/siRNA 의 세포 독성을 확인하기 위해 

MTT assay 를 진행하였다. 대조군으로는 동일 농도의 PEI25k를 사용하

였고, RAW264.7 세포를 사용하였다. 먼저 세포를 96 well cell culture 

plate 에 1ⅹ104 cell/well 밀도로 100 μL 씩 분주하고 배양하였다. 24

시간 이후 βGAD 는 1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 μg/mL 의 

농도로 serum 이 없는 조건에서 4 시간 동안 처리하였다. 이후 serum 

이 들어있는 배지로 교체해주고 24 시간 동안 배양하였다. 나노복합체의 

경우에 PEI25k/siRNA 폴리플렉스를 siRNA (20 μM) 0.5 μL 기준으로

1 w/w로 제조하였고, 이후 βGAD/siRNA = 1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 

25, 50, 100: 1 w/w 로 나노복합체를 제조하였다. Serum 이 없는 조건에

서 4 시간동안 처리하고 이후 serum 이 들어있는 배지로 교체해주고 24

시간 동안 배양하였다. 2 mg/mL 의 MTT 용액을 각 well 당 25 μL 씩 

처리하고 추가로 2 시간 배양하였고, 배지를 모두 제거한 후 형성된 

formazan 결정을 well 당 150 μL 의 DMSO 로 녹여주었다. 세포의 대

사 활성은 570 nm 의 파장에서 microplate reader (Synergy H1, 
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BioTek, U.S.A)를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 실험결과는 샘플을 

처리하지 않은 세포에서의 흡광도에 대해 상대적인 흡광도를 측정하여 

세포 생존율을 (Cell viability, %)로 나타내었다. 

 

3.2.4.3 Transfection 을 이용한 유전자 전달 효율  

나노복합체의 유전자 전달 효율을 확인하기 위해 transfection 

assay 를 진행하였다. 대조군으로는 PEI25K/pDNA = 1:1 w/w 를 사용하

였고, RAW264.7 과 HeLa 세포를 사용하였다. 세포를 24 well cell 

culture plate 에 5ⅹ104 cell/well 의 밀도로 500 μL 씩 분주하여 24 시

간 동안 배양하였다. 나노복합체를 만들기 위한 폴리플렉스에서는 β

GAD/PEI25k/pDNA = 10, 20, 30, 50 : 1 : 1 w/w 로  제조하였다. 제조

한 샘플은 증류수에서 총 20 μL 로 희석하였다. 샘플 처리에 앞서 

serum이 없는 배지를 well당 480 μL씩 넣어주고, 샘플 20 μL를 처

리하였다. 4 시간 동안 배양하였고, serum 이 들어있는 배지로 교체해주

었다. 48 시간 배양 후 배지를 제거하고 DPBS 로 2 회 세포를 세척하였

다. Well 당 120 μL 씩 lysis buffer 를 넣어주고 30 분간 shaking 

incubator 로 plate 를 섞어주었다. 이후 냉동실에 2 시간동안 얼린 후 

cell scraper 를 이용해 세포를 eppendorf tube 에 각각 담았다. 원심분

리 (14000 RPM, 10 분, 4oC)하여 상등액을 취하였다. White 96 well 

plate 에 상등액 20 μL 씩 넣고 luciferase assay buffer 100 μL 를 분

주하고 10 초간 발광도를 측정하였다. 발광도는 microplate reader 

(Synergy H1, BioTek, U.S.A)를 이용하여 측정하였다. 또한 세포 상등

액의 단백질 양을 MicroBCATM Protein Assay Kit (Thermo, U.S.A)를 

이용하여 측정하였다. 96 well plate 에 3 차 증류수 130 μL, BCA 시약 

150 μL, 상등액 20 μL 를 첨가하였다. 2 시간 동안 37oC 에서 안정화

시킨 후 562 nm 파장에서 microplate reader 를 이용하여 흡광도를 측
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정하였다. 실험 결과는 세포 내 단백질의 단위 mg 당 상대적 발광도 값 

(RLU/mg protein)으로 표현하여 나타내었다.  

Serum 이 존재하는 배지에서 Transfection 을 진행할 경우, 

3.2.4.3 과 같은 방식으로 세포를 분주하고 폴리플렉스와 나노복합체를 

만들었다. 샘플을 처리할 때 serum 이 있는 배지를 well 당 480 μL씩 

넣어주고, 샘플 20 μL를 처리하였다. 4시간 동안 배양하였고, serum이 

들어있는 배지로 교체해주었다. 48 시간 이후 3.2.4.3 과 같은 방식으로 

cell lysis 를 한 이후 발광도와 단백질 양을 측정하여 세포 내 단백질 단

위 mg 당 상대적 발광도 값 (RLU/mg protein)으로 표현하여 나타낸다.  
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3.2.5 βGAD/PEI25k /siRNA 나노복합체의 표적화 실험 

3.2.5.1 Hydroxyapatite를 이용한 골 친화성 확인 

골조직의 주성분인 하이드록시아파타이트 (Hydroxyapatite)를 이용

하여 βGAD 의 골친화성을 확인하였다. 이 실험은 Jahnke 등의 연구를 

참고하여 진행하였다 [82]. 하이드록시아파타이트 100 mg을 2 mL Tris 

buffer (0.1 M, pH 7.4)에 분산시키고 6 well plate 에 넣었다. 그리고 β

GAD의 AD를 3 mg이 들어가도록 무게 비율을 계산한 이후 6 mL Tris 

buffer 에 녹였다. 그 중 3 mL 을 하이드록시아파타이트 용액에 넣어서 

4 시간 동안 37oC, 120 RPM 으로 교반시켰다. 이후 원심분리기로 상등

액을 취해 동결건조 시켰다. 남은 3 mL 의 βGAD 는 2 mL Tris buffer 

에 넣고 같은 조건에서 교반 후 동결건조 시켰다. 이후 1H NMR 을 이용

하여 감소한 βGAD 의 양을 측정하였다. 이를 통해 하이드록시아파타이

트와 결합한 βGAD의 양을 확인하였고, 골친화성을 예측하였다. 대조군

으로는 AD 접합시키지 않은 β-glucan 를 이용하였다.  

 

3.2.5.2 유세포 분석법을 이용한 나노복합체의 RAW264.7 세포 친화도 확

인 

유세포 분석법을 통해 βGAD/PEI25k/pDNA 나노복합체의 파골세포 

전구체인 RAW264.7 세포의 친화도를 평가하였다. RAW264.7 세포를 

6 well cell culture plate 에 2.5ⅹ105 cell/well 의 밀도로 2 mL 씩 분주

하여 24 시간 동안 배양하였다. PEI25K/pDNA 폴리플렉스를 만들기 전에 

pDNA (pCN-Luci)를 YOYO-1 iodide 를 이용하여 50 개 염기쌍 당 1

개의 염료 분자가 들어가도록 처리하여 사용하였다. Well 당 β

GAD/PEI25k/pDNA = 30 : 1 : 1 w/w 로  제조하였다. 나노복합체 처리 

전 serum 이 없는 배지에 0.5 μg/mL, 1 μg/mL, 2 μg/mL 에 해당하

는 농도의 베타글루칸을 800 μL 씩 30 분간 처리하였다. 이후, 배지를 
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완전히 제거하여 준 후 나노복합체 용액과 serum 이 없는 배지를 처리

하였다. 나노복합체는 4 시간 동안 37oC 에서 처리하였다. 이후 세포를 

DPBS 를 이용해서 2 회 세척하였고 trypsin 과 serum 이 있는 배지를 

이용하여 세포를 떼어주었다. 떼어낸 세포를 원심분리(1500 RPM, 3 분, 

4oC)를 통해 가라앉힌 후 DPBS 로 분산시켜 배지를 제거하고 다시 원

심분리를 통해 상등액을 제거하였다. DPBS 300 μL 로 분산시키고 

trypan blue (1 mg/mL) 30 μL 를 처리하였다. 이후 BD Accuri C6 flow 

cytometry (Becton Dickinson Biosciences, USA)를 통해 확인하였다. 

결과는 BD Accuri C6 software 를 이용하여 세포 내 투과율을 분석하였

다.  
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3.2.6 βGAD/ PEI25k /siRNA 나노복합체의 생물학적 평가 

3.2.6.1 파골세포 세포주 확립 

RAW264.7 세포에 RANKL (Receptor activator of nuclear factor-

kappa B ligand)을 처리하는 방식으로 파골세포로 만들었다 [83]. 

RAW264.7 세포를 6 well cell culture plate에 4ⅹ104 cell/well의 밀도

로 분주하였다. 세포 배양은 2.5% FBS, 1% penicillin/streptomycin 이 

들어간 α-MEM을 사용하였다. 24시간 이후부터 2일 간격으로 3번 

RANKL 100 ng/mL을 1 mL의 α-MEM 배지에 넣어서 처리하였다. 이

후 TRAP (Tartrate-resistant acid phosphatase) assay를 이용하여 파

골세포의 형성을 확인하였다. 

 

3.2.6.2 TRAP assay를 이용한 파골세포 활성 확인 

TRAP (Tartrate-resistant acid phosphatase)는 파골세포에서 발현

되는 특이적인 표지인자이다 [84]. TRAP assay는 TaKaRa의 TRACP 

& ALP double stain-kit를 이용하여 측정하였다. 광학 현미경 이미지로 

확인하기 위해서 세포를 DPBS 로 세척한 후에 1 mL의 고정 용액을 처

리하고 5분간 25oC에서 안정화시켰다. 고정 용액을 제거하고 증류수로 

2번 세척한 이후 Tartrate-resistant enzyme을 포함한 sodium 

tartrate 용액을 1 mL 처리하였다. 45분간 37oC 조건에서 배양한 후 증

류수로 세척하였다. 건조되는 것을 방지하기 위해 글리세롤을 첨가하고 

마이크로필름카메라 (Olympus CKX41 Microscope, U.S.A) 를 이용하

였고 CellSense 프로그램을 통해서 관찰하였다. 

 

3.2.6.3 역전사 중합효소 연쇄반응 (RT-PCR)와 실시간 중합효소 연쇄반

응 (Real Time PCR, qPCR)을 이용한 다양한 mRNA 정량 

mRNA 정량이 필요한 실험들은 6 well cell culture plate 에서 진행

되었다. DPBS 로 세포를 두 번 세척하고, cell scraper 를 이용하여 세포
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를 떼어주었다. 그리고 RNA 는 Nucleospin® RNA extraction kit 

(Macherey-Nagel, Germany)를 이용하여 제조사의 프로토콜을 따라 

추출하였다. 추출한 mRNA 의 전체량은 Take3 micro-volume plate 

(Synergy H1, BioTek, U.S.A)를 이용하여 측정하였다. mRNA 를 RT-

PCR kit 인 PrimeScript RT reagent kit (TaKaRa, Japan)를 사용하여 

cDNA 로 합성하였다. 이후 mRNA 의 정량 분석을 하기 위하여 만들어 

놓은 cDNA 에 표적 프라이머와 SYBR Premix Ex Taq II (TaKaRa, 

Japan)를 넣었다. 프라이머는 Table 1 나와있는 sequence 를 사용하였

다. 그리고 StepOne real-time PCR machine (Applied Biosystems, 

USA)를 이용하여 측정하였다. 샘플은 95oC 에서 30 초 동안 

denaturation 하고, PCR cycle 을 40 회 반복시켰다. Cycle 은 

denaturation (95oC, 5 초), annealing (55oC, 30 초), polymerization 

(72oC, 30 초)를 한 세트로 하여 진행하였다. 결과는 하우스키핑 유전자

인 GAPDH 로 정규화 하였고, 2-△△CT 정량 방법을 이용하였다 [85].  

 

3.2.6.4 MTT assay를 이용한 세포 대사 활성 

βGAD, PEI25k/siRNA 폴리플렉스, βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합

체를 7 일간 처리할 때의 세포 독성을 확인하기 위해 MTT assay 를 진

행하였다. RAW264.7 세포를 α-MEM을 사용하여 96 well cell culture 

plate 에 2ⅹ103 cell/well 의 밀도로 100 μL 씩 분주하여 24 시간동안 

배양하였다. 샘플은 모두 2일마다 처리하여 총 3번 처리하였다. βGAD

의 경우 1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 μg/mL 의 농도로 처

리하였고, PEI25k/siRNA = 0.15625, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 : 1 

w/w 로 처리하였다. βGAD/PEI25k/siRNA = 1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 

25, 50, 100: 1: 1 w/w 로 나노복합체를 제조하였다. 마지막 날에 2 

mg/mL 의 MTT 용액을 well 당 25 μL 씩 처리하고 추가로 2 시간 배
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양하였고, 배지를 모두 제거한 후 형성된 formazan 결정을 well 당 150 

μL 의 DMSO 로 녹여주었다. 세포의 대사 활성은 570 nm 의 파장에서 

microplate reader (Synergy H1, BioTek, U.S.A)를 이용하여 흡광도를 

측정하였다. 실험결과는 샘플을 처리하지 않은 세포에서의 흡광도에 대

해 상대적인 흡광도를 측정하여 세포 생존율 (Cell viability, %)로 나타

내었다. 

 

3.2.6.5 TRAP assay를 이용한 βGAD의 파골세포 사멸 유발 확인 

βGAD의 파골세포 사멸 유발 능력을 확인하기 위해서 3.2.6.1의 파

골세포 확립 과정 중에 RANKL 100 ng/mL과 βGAD 고분자를 2.5, 5, 

10 μg/mL로 각각 처리하고 파골세포의 활성을 확인하였다. 

RAW264.7 세포를 6 well cell culture plate 에 4ⅹ104 cell/well의 밀

도로 분주하였다. 24시간 이후부터 2일 간격으로 3번 RANKL 100 

ng/mL와 βGAD 용액을 α-MEM 배지에 넣어서 처리하였다. βGAD

의 최종 농도가 2.5, 5, 10 μg/mL이 되도록 제조하였다. 7일차에 

3.2.6.2의 TRAP assay를 통해서 파골세포의 활성을 확인하여 βGAD

의 파골세포 사멸 능력을 확인하였다. 

 

3.2.6.6 qPCR을 이용한 βGAD와 AD의 파골세포 사멸 유발 확인 

βGAD 로 인한 파골세포의 사멸 유발 능력을 확인하고자 사멸 표지 

인자인 FAS mRNA 의 양을 측정하였다. RAW264.7 세포를 6 well cell 

culture plate 에 4ⅹ104 cell/well 의 밀도로 분주하였다. 24 시간 이후

부터 2 일 간격으로 3 번 RANKL 100 ng/mL 을 α-MEM 배지에 넣어

서 처리하였다. 또한 βGAD 의 최종 농도가 2.5, 5, 10 μg/mL 이 되도

록 제조하였고, AD 의 농도는 1, 5 μg/mL 이 되도록 α-MEM 배지에 

넣어서 2 일 간격으로 3 번 RANKL 과 함께 처리하였다. 7 일차에 
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3.2.6.3 의 방법으로 GAPDH 와 FAS 의 mRNA 양을 측정하였다. 이때 

아무것도 처리하지 않은 RAW264.7 의 mRNA 양으로 정규화 하였다. 

이를 통해 βGAD의 파골세포 사멸 유발 능력을 확인하고 일반적인 AD

와 사멸 유발 능력을 비교하였다.  

 

3.2.6.7 TRAP assay를 이용한 βGAD/PEI25k /siRNA 나노복합체의 파골세

포 활성 억제 확인 

βGAD/PEI25k/siRNA 와 PEI25k/siRNA 의 파골세포 활성 억제를 확인

하기 위해서 3.2.6.1의 파골세포 확립 과정 중에 RANKL 100 ng/mL과 

폴리플렉스 및 복합체를 처리하고 파골세포의 활성을 확인하였다. 

RAW264.7 세포를 6 well cell culture plate 에 4ⅹ104 cell/well 의 밀

도로 분주하였다. 24 시간 이후부터 2 일 간격으로 2 번은 RANKL 100 

ng/mL을 α-MEM 배지를 처리하였고, 5일째에 RANKL 100 ng/mL과 

폴리플렉스 및 나노복합체를 함께 넣어서 처리하였다. PEI25k/siRNA 의 

무게비는 1 로 고정시키고, siRNA 의 최종 농도가 5 nM, 10 nM, 20 nM

이 되도록 폴리플렉스를 제조하였다. 나노복합체의 경우, PEI25k/siRNA

폴리플렉스에서 siRNA 농도가 10 nM 로 고정시키고 이후 βGAD/ 

PEI25k/siRNA = 3, 5, 10: 1: 1 w/w 이 되도록 제조하였다. 7 일차에 

3.2.6.2 의 TRAP assay 를 통해서 파골세포의 활성을 확인하여 폴리플

렉스와 나노복합체의 파골세포 활성 억제 능력을 확인하였다.  

 

3.2.6.8 qPCR을 이용한 βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체의 파골세포 활

성 억제 확인 

βGAD/PEI25k/siRNA 와 PEI25k/siRNA 복합체의 파골세포 활성 억제

를 확인하기 위해서 RANK, NFATc1, Cathepsin K mRNA 양을 측정하

였다. 3.2.6.1 의 파골세포 확립 과정과 3.2.6.7 의 복합체 처리 과정에 
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따라서 RANKL 100 ng/mL 은 2 일 간격으로 2 번 처리하였고, 5 일째에 

siRNA 10 nM 을 기준으로 βGAD/PEI25k/siRNA = 3: 1: 1 w/w 에서 제

조하여 처리하였다. 7 일차에 3.2.6.3 의 방법으로 GAPDH, RANK, 

NFATc1, Cathepsin-K 의 mRNA 양을 측정하였다. 이때 아무것도 처

리하지 않은 RAW264.7 의 mRNA 양으로 정규화 하였다. 이를 통해 β

GAD/PEI25k/siRNA 복합체의 파골세포 활성 억제 능력을 확인하였다.  

 

3.2.6.9 통계 검정 

MTT, Transfection, PCR 실험들은 3배수로 진행하였고, 평균값과 표

준편차로 나타내었다. One way ANOVA 의 Bonferroni test을 사용하여 

분석을 진행하였고 다음과 같이 표시하였다(P<0.05 *, P<0.01 **, 

P<0.001 ***).   
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Table 1. qPCR primer sequence for RAW264.7 cell 

 

Gene Primer Sequence (5’-3’) Reference 

GAPDH 
F-ACT TTG TCA AGC TCA TTT CC 

[86] 
R-TGC AGC GAA CTT TAT TGA TG 

FAS 
F- GGA GGC CCA TTT TGC TGT CAA CCA 

[87] 
R-GTC CTT CTG GAC CAT GTC CTG 

RANK 
F-AGA TGT GGT CTG CAG CTC TTC CAT 

[88] 
R-ACA CAC TTC TTG CTG ACT GGA GGT 

NFATc1 
F-TGC TCC TCC TCC TGC TGC TC 

[89] 
R-CGT CCT CCA CCT CCA CGT CG 

Cathepsin-K 
F-GCC AGG ATG AAA GTT GTA TG 

[90] 
R-CAG GCG TTG TTC TTA TTC C 
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제 4장 결과 및 고찰 

 
4.1 βGAD 의 합성 및 특성 분석 

 
4.1.1 βGAD의 합성 

β-Glucan (βG)에 AD를 접합시키기 위해 먼저 βG을 산화 시켜 

알데히드기를 도입하였다. βG에 과요오드나트륨을 첨가하여 βG의 

단량체 중 β(1→4)로 연결되어 있는 글루코오스의 vicinal diol을 

가지고 있는 2번과 3번 탄소를 끊어 알데히드기를 도입하였다. 이후 

AD의 아민과 산화된 βG의 알데히드기가 schiff base formation으로 

반응하여 이민 결합을 형성하였다. 불안정한 알데히드기와 이민 결합을 

테트라히드로붕산나트륨을 이용하여 안정한 결합인 아민 결합으로 

환원시켰다. 산화 베타글루칸 (OXβG)의 글루코오스 유닛당 AD 의 

feed ratio 을 몰 비율 10, 20, 30배로 설정함으로서 합성을 진행하였다. 

투석과 동결 건조를 통해 최종적으로 세가지의 베타글루칸-

알렌드로네이트 (βGAD) 를 합성하였다 (Figure 2). 

 

4.1.2 1H NMR을 이용한 구조분석 

1H NMR을 통해서 β-glucan, AD, βGAD 고분자의 구조를 분석하였

고, 이를 통해 βGAD 의 합성을 확인하였다. βG 의 양성자는 4.6 ppm

과 3.4-4.1 ppm 에서 나타나고, 산화를 시켰을 때에 헤미아세탈 부분으

로 인해 5.0-5.2 ppm 에서 추가적으로 나타난다. AD 의 피크는 2.0 과 

3.0 ppm 에서 나오는 것을 확인 할 수 있다. βGAD 의 피크 중 3.2-

4.7, 5.0-5.2 ppm 에서 나오는 피크들을 OXβG 의 양성자로 하고, 2.0 

ppm 의 피크를 AD의 양성자로 하여 결합한 비율을 확인하였다. 반응에 

넣어준 AD 의 양에 따라 βGAD10X, βGAD20X, βGAD30X 라고 명
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명하였고, 글루코오스 유닛 당 AD 의 접합 비율이 7.47%, 14.01%, 

33.81%인 것을 확인하였다 (Figure 3). βGAD10X 에서 AD 의 무게 

비율은 11.9%, βGAD20X 에서 AD 무게 비율은 21.4%, βGAD30X

에서 AD 무게 비율은 46.1%로 계산되었다. 

 

4.1.3 FT-IR을 이용한 βG, OXβG, AD, βGAD의 구조분석 

FT-IR 을 이용하여 β-glucan, OXβG, AD, βGAD 의 구조 분석을 

진행하였다. β-glucan 스펙트럼에서는 히드록실기의 O-H 피크가 

3000-3400 cm-1에서 나타났고, C-H 피크는 2800-3000 cm-1에서, 

그리고 C-O 피크가 1085-1050 cm-1 에서 나타났다. 또한 terminal 

group 의 헤미아세탈이 800-900 cm-1 에서 나타나고 1600 cm-1 에서 

단백질의 아마이드 피크가 나타났다.  

OXβG 는 베타글루칸의 O-H, C-H, C-O 피크들을 가지고 있지만, 

산화를 통해 알데히드기의 C=O stretching 인 1730-1750 cm-1 에 새

로운 peak 이 생겨났고, 헤미아세탈 피크가 더욱 증가하였다. AD 에서는 

900-1300 cm-1 의 O-P=O 피크가 있지만 베타글루칸의 피크와 겹치

게 된다.  

βGAD 는 AD 접합 비율이 증가할수록 amination 을 통해서 β-

glucan 과 OXβG 에서 많이 나타났던 O-H 와 C-H, C-O, 헤미아세탈

의 피크들이 점차 감소하는 것을 관찰 할 수 있다. 또한 1350-1250 

cm-1의 C-N 피크와 1650-1580 cm-1와 700-800 cm-1에서는 아민

기의 N-H 피크가 점차 증가하며 생성되었다. 이를 통해서 아민 결합이 

새롭게 도입되었고, AD 가 접합되었음을 간접적으로 알 수 있다 (Figure 

4).  
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Figure 2. Synthesis scheme of (A) Oxidized β-Glucan (OXβG),    

(B) β-Glucan-Alendronate (βGAD). 
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Figure 3. 1H NMR spectra of (A) Alendronate, (B) Barley β-Glucan, 

(C) βGAD10X, (D) βGAD20X, (E) βGAD30X. 
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Figure 4. FT-IR spectra of Alendronate, β-glucan, OXβG,  

βGAD10X, βGAD20X, βGAD30X. 
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4.1.4 GPC을 이용한 βG와 βGAD의 구조분석 

GPC 를 이용하여 βGAD 의 정제를 확인하고 분자량을 측정하였다. 

Pullulan 을 표준 물질로 활용하였고, 용매는 0.1 M sodium azide 를 사

용하였다. βGAD 의 크로마토그램과 분자량 및 PDI 값을 Figure 5 와 

Table 2 에 나타내었다. GPC 는 상대적인 분자량을 측정할 수 있는 기기

이고, 고분자의 분자량뿐만 아니라 칼럼과의 내부적 상호작용이나 친수

성, 삼차원 구조 등 다양한 요소에 의해서 영향을 미칠 수 있기 때문에 

정확한 분자량을 알기 힘들다 [91]. 하지만 각 βGAD 간 분자량의 비

교와 순도 확인의 목적으로 GPC 측정을 진행하였다. β-glucan 고분자

와 βGAD 고분자가 모두 하나의 피크로 나타나는 것을 통해 합성과 투

석이 잘 이루어졌다는 것을 알 수 있었다.  

β-glucan 은 중량평균 분자량이 288.7 kDa, PDI 값은 2.39 로 측정

되었다. βGAD10X 는 중량평균분자량 54.3 kDa, PDI 값은 2.55 로 측

정되었고, βGAD20X 는 중량평균분자량 58.5 kDa, PDI 값은 2.31 로 

측정되었다. βGAD30X 는 중량평균분자량 52.3 kDa, PDI 값은 2.15 로 

측정되었다. βGAD10X, βGAD20X, βGAD30X 는 분자량에서 큰 차

이를 보이지 않았으며, β-glucan 에서 산화되었기 때문에 분자량이 감

소하였음을 알 수 있었다. 
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Figure 5. GPC chromatogram of β-glucan, βGAD10X, βGAD20X, 

βGAD30X. 

 

Table 2. Molecular weight (Da) of β-glucan, βGAD10X, βGAD20X, 

βGAD30X measured by GPC (Pulluan standard) 
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4.2 PEI25k/siRNA 폴리플렉스 및 βGAD/PEI25k/siRNA 

나노복합체의 특성 분석 

 
4.2.1 PEI25k/siRNA 폴리플렉스 형성 확인 

PEI25k 와 siRNA 가 폴리플렉스를 형성하는지 확인하기 위해 아가로스 

겔 전기영동을 진행하였다. siRNA 는 음전하를 띠기 때문에 양이온성 고

분자인 PEI25k 와 정전기적 상호작용을 통해서 안정적인 복합체를 만들 

수 있다 (Figure 6A). 전기영동을 통해 낮은 무게비에서도 안정적으로 

복합체를 형성하는지 분석하였다.  

결과적으로 PEI25k/siRNA 폴리플렉스는 siRNA 무게 대비 0.1 이상에

서 밴드를 나타내지 않아, 매우 낮은 무게비에서도 유리된 siRNA 없이 

안정함을 확인하였다 (Figure 6B). 또한 이후 실험에서도 무게비 1 을 

사용하므로 폴리플렉스 형성 및 유전자 전달에 문제가 없을 것이라고 예

상할 수 있었다.  

 

4.2.1 PEI25k/siRNA의 평균 입자 크기 및 표면 전하 측정 

유전자 전달체는 입자 크기와 표면 전하에 따라서 유전자 전달 효율에 

큰 영향을 미친다. 전달체의 입자가 너무 작거나 큰 경우 제거되기 때문

에 평균적으로 100-200 nm 의 크기를 가지는 입자가 세포 내 이입 

(endocytosis)을 통해 세포 투과가 일어난다고 알려져 있다 [92]. 또한 

표면 전하의 경우 세포 표면에 존재하는 막 단백질과 정전기적 인력으로 

인해 전달이 용이하기 때문에 일반적으로 양전하를 나타내는 것이 전달

에 유리하다. 다만 양이온성이 강해지면 세포 독성이 나타나며 혈청 단

백질과 상호작용 하여 유전자 전달 효율을 떨어뜨릴 수 있다. 최종적으

로 100-200 nm의 입자와 양전하가 높지만 독성을 나타내지 않을 무게

비를 찾고자 하였다. 
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PEI25k/siRNA 폴리플렉스 입자 크기와 표면 전하를 측정하기 위해 

Zeta-sizer 를 사용하였다. PEI25k/siRNA= 0.1, 0.25, 0.5, 1: 1 w/w 로 

하여 각각 측정하였다. 낮은 무게비에서는 입자 크기의 변화가 80 nm 

에서부터 200 nm 까지 크게 나타나는데, 음이온성인 siRNA 와 상호작용

은 하였지만 완전한 입자의 형태는 갖추지 못했기 때문이다. 무게비 0.5 

이상에서 복합체의 크기가 감소하고 있는 것을 관찰할 수 있었고, 무게

비 1 에서 150 nm 의 크기를 가지는 것을 통해서 유전자 전달체로서 적

합한 크기임을 알 수 있었다 (Figure 7A). 표면 전하를 측정한 결과, 

0.1 의 낮은 무게비에서는 표면 전하가 음전하를 따는 것을 확인할 수 

있었고, 무게비 0.25 부터는 양전하를 띠게 된다. 무게비 0.5 이상에서 

saturation 을 통해 약 50 mV 로 유지되었다(Figure 7B). 무게비 1 에서 

PEI25k/siRNA 입자가 150 nm 의 크기와 50 mV 의 전하를 가지고 있는 

것으로 매우 안정적인 입자가 만들었고, 유전자 전달체로서 좋은 효과를 

기대할 수 있는 수치이므로, 이후 실험에 있어서 PEI25k/siRNA 폴리플

렉스는 무게비 1 로 고정하였다.  
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Figure 6. (A) Scheme of polyplex formation of PEI25k and siRNA  

(B) Agarose gel electrophoresis of PEI25k/siRNA. 
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Figure 7. (A) Average size and (B) Zeta-potential values of 

PEI25k/siRNA. 
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4.2.3 βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체 형성 확인 

PEI25k/siRNA 는 강한 양전하를 띠므로, βGAD 코팅 시 물리적 

작용과 정전기적 상호작용을 통해서 안정적인 복합체를 형성할 수 

있다(Figure 8A). βGAD 코팅 시에도 PEI25k/siRNA 가 안정적인 

입자를 형성하여 나노복합체가 만들어지는지 확인하기 위해 아가로스 겔 

전기영동을 진행하였다. βGAD/PEI25k/siRNA = 0, 1, 2, 5, 10 : 1 : 1 

w/w 로 제조하여 측정하였다.  

Figure 8B에서 βGAD코팅을 시켜도 밴드가 나타내지 않았고 siRNA 

가 유리된 부분 없이 복합체를 형성한다는 것을 알 수 있었다. 

PEI25k/siRNA 가 무게비 1 로 폴리플렉스를 만들 때에 βGAD 로 

코팅을 하지 않더라도 하나의 입자 형태가 유지되는 것을 확인할 수 

있었다. 0.7% 아가로스 겔은 1% 겔보다 큰 pore 크기를 가지고 있다는 

것을 알 수 있고, 1% 겔에서는 180 nm-280 nm 의 pore 크기를 

갖는다 [93]. 나노복합체가 pore size 보다 작아 사이즈에 의해 겔에서 

내려오지 않는다는 것이 아니고 양전하를 갖기 때문이라는 것을 알 수 

있었다.  

 

4.2.4 βGAD/PEI25k/siRNA의 평균 입자 크기 및 표면 전하 측정 

βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체의 평균적인 입자 크기와 표면 전하

를 Zeta-sizer를 이용하여 측정하였다. βGAD/PEI25k/siRNA = 0, 1, 5, 

10, 20, 30 : 1 : 1 w/w 로 제조하여 측정하였다. 

결과적으로 βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체는 PEI25k/siRNA 보다 

βGAD의 무게비가 증가할수록 입자 크기와 표면 전하가 감소하는 것을 

관찰할 수 있다. βGAD 의 무게비가 증가하여 많이 코팅 될수록 더욱 

조밀한 입자가 만들어지게 되고 사이즈는 무게비 30 에서 약 130 nm 의 

값을 보였다 (Figure 9A). 표면 전하를 측정한 결과, βGAD 을 
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코팅하였을 때 그 무게비가 증가함에 따라 표면 전하가 감소하여 무게비 

30 에서 25 mV 의 값을 가지는 것을 확인할 수 있었다 (Figure 9B). 

이를 통하여 βGAD 는 양이온성인 PEI25k 표면에서 작용한다는 것을 알 

수 있었으며 βGAD 의 AD 의 인산염기로 인해 더욱 전하가 감소된 

것이라 예상할 수 있었다. 입자 크기와 표면 전하는 βGAD10X, 

βGAD20X, βGAD30X 에서 큰 차이를 보이지 않았으며 모두 

전달체로서 적합한 값을 가졌고, 세포 내 이입을 통해 세포 투과가 잘 

일어날 것이라고 예상할 수 있었다.  

또한 βGAD 고분자가 PEI25k/siRNA 폴리플렉스를 코팅 시키고 

포화가 되는 경우 표면 전하의 감소를 통해서 간접적으로 알 수 있었다. 

βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체의 표면 전하가 감소하는 것은 

폴리플렉스 표면에 βGAD 고분자가 달라붙어 작용을 하기 때문이고, 

만일 폴리플렉스 표면 면적의 한계로 인해서 βGAD가 작용하지 

못한다면 표면 전하의 saturation 이 일어날 것이라 예상할 수 있다. 

Figure 9B에 따르면 βGAD20X와 βGAD30X는 무게비 30에서 

saturation 이 진행되고 있음을 알 수 있었고, 이를 통해 βGAD10X는 

무게비 30 이상에서 포화 상태에 가까워진다는 것을 예상할 수 있었다. 

하지만 나노복합체에서 고분자들이 포화 상태로 존재해도 세포 활성에 

주는 영향이 한정적이고, in vivo 상에서는 dilution 되어 농도가 매우 

낮아지기 때문에 큰 영향이 없을 것이라고 예상하였다.   
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Figure 8. (A) Scheme of nanocomplex formation of                  

βGAD/PEI25k/siRNA (B) Agarose gel electrophoresis of                

βGAD/PEI25k/siRNA (PEI25k/siRNA = 1:1 w/w). 

 

 

 

 



 

 51 

 
 

Figure 9. (A) Average size and (B) Zeta-potential values of             

βGAD/PEI25k/siRNA (PEI25k/siRNA = 1:1 w/w). 
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4.2.5 폴리플렉스, 나노복합체의 혈청단백질 안정성 평가  

βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체를 형성하여 유전자를 전달할 경우, 

상대적으로 PEI25k/siRNA 보다 낮은 전하로 인해 혈액 내에 존재하는 

혈청 단백질로부터 유전자를 안정적으로 보호할 수 있다고 예상하였다. 

βGAD/PEI25k/siRNA = 30: 1: 1 w/w 로 제조하였다. 복합체를 10% 혈

청 단백질 수용액과 증류수에 넣어서 입자 크기를 측정, 비교하였다.  

증류수에서 PEI25k/siRNA 과 βGAD/PEI25k/siRNA 의 크기를 4 시간 

동안 측정한 결과, PEI25k/siRNA 는 231 nm 에서 200 nm 로 약 30 nm 

감소하여 14%의 크기 감소율을 보였지만 βGAD/PEI25k/siRNA 의 경우 

최대 12 nm 이내의 입자 크기 변화를 나타내어 1.5%에서 7.1%까지 크

기가 감소하였다 (Figure 10A). 10% 혈청단백질에 PEI25k/siRNA 과 β

GAD/PEI25k/siRNA 를 넣어 크기를 측정했을 때, 0 시간에서도 증류수에

서의 사이즈보다 큰 사이즈를 보였다 (Figure 10B). 이는 

PEI25k/siRNA 과 βGAD/PEI25k/siRNA 입자가 50 mV, 25 mV 의 양이

온성을 띠고 있기 때문에 음이온성인 혈청단백질과의 상호작용으로 인한 

것으로 보인다. 그렇지만 PEI25k/siRNA 의 경우 4 시간 이후 386 nm 에

서 543 nm 로 크기가 약 41% 증가하였다. βGAD/PEI25k/siRNA 의 경

우 입자 크기가 10 nm-40 nm 내외로 증가하여 2.8%-10%의 증가율

을 나타내었다.  

βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체는 혈청 단백질에 노출되었을 때 크

기가 증가하지만 PEI25k/siRNA 에 비해 혈청단백질의 공격을 덜 받는 

안정한 입자임을 확인할 수 있었다. 혈액이나 혈청이 존재하는 상태에서 

βGAD 로 코팅되어 있는 입자가 더 높은 안정성을 가지므로, 더 높은 

유전자 전달 효과를 가질 것으로 예상할 수 있었다.  
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4.2.6 폴리플렉스, 나노복합체의 입자 형태 확인 

TEM을 통해서 폴리플렉스와 나노복합체의 입자 형태를 관찰하였다. 

βGAD/PEI25k/siRNA = 30: 1: 1 w/w로 제조하였다. 입자의 모양은 구

형을 나타내었으며, 크기는 대부분 100 nm - 200 nm로 측정되었다 

(Figure 11). DLS에서 얻은 130 nm-150 nm의 입자를 이루고 있다는 

것으로 유사한 양상을 보이는 것으로 드러났고, DLS 보다 작게 나오는 

것은 건조된 상태에서 관찰했기 때문이다. 
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Figure 10. Size stability analysis in (A) dH2O (B) 10% serum for 4h 

(βGAD/PEI25k/siRNA = 30: 1: 1 w/w). 
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Figure 11. EF-TEM images of (A, B) PEI25k/siRNA (C, D) β

GAD10X/PEI25k/siRNA (E. F) βGAD20X/PEI25k/siRNA (G, H) β

GAD30X/PEI25k/siRNA (βGAD/PEI25k/siRNA = 30: 1: 1 w/w). 
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4.3 βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체의 세포 실험 

 
4.3.1 MTT assay를 이용한 세포 대사 활성 확인 

βGAD 고분자와 βGAD/PEI25k/siRNA 복합체의 세포 독성을 평가하

기 위해 세포에 처리하고 MTT 시약을 이용해 세포 활성을 측정하였다. 

세포 독성 평가는 대식세포인 RAW264.7 세포를 사용하였고, 대조군으

로는 PEI25k을 사용하였다. 무처리군인 세포의 활성을 100%로 하여 세

포 활성도 (Cell viability, %)를 계산하였다. βGAD 고분자와 PEI25k 는 

1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 μg/mL의 농도로 준비하여 처

리하였다. PEI25k 는 농도가 증가함에 따라 급격하게 세포 활성도가 감소

함을 확인할 수 있는데, 그에 비해 βGAD10X, βGAD20X, β

GAD30X 는 100 μg/mL의 높은 농도에서도 독성을 보이지 않았다

(Figure 12A). βGAD/PEI25k/siRNA = 1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 

50, 100: 1: 1 w/w로 제조하였고, 높은 무게비에도 독성을 보이지 않았

다 (Figure 12B). 

 

4.3.2 Transfection 을 이용한 세포 내 유전자 전달 효율 확인 

나노복합체가 유전자 전달체로 사용되기 위해서는 유전자 전달 및 발

현이 실질적으로 일어나야 한다. 이를 확인하기 위해 유전자 전달 효율 

평가를 진행하였다. siRNA 대신 pCN-Luci 유전자 (pDNA)를 사용하

였고, 이 유전자에 의하여 luciferase 단백질이 발현된다. 

βGAD/PEI25k/pDNA 복합체를 처리한 후, luciferase 가 발현되면 

luciferin과 반응시켜 발광 정도를 확인하였다. 이 값을 세포의 단백질량

으로 보정하여 같은 양의 세포 내의 유전자 발현 정도를 나타내었다. 암

세포주인 HeLa와 대식세포주인 RAW264.7을 사용하였고, 혈청이 없는 
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조건에서 먼저 실험하였다. 대조군으로는 무처리군 (cell)와 PEI25k를 사

용하였다.  

먼저 RAW264.7 세포에서는 양성 대조군인 PEI25k 에 비해서 β

GAD10X, βGAD20X, βGAD30X 로 만든 나노복합체의 전달 효율이 

전체적으로 유사하거나 더 높은 값으로 측정되어 전달 효율이 매우 높다

는 것을 확인할 수 있었다 (Figure 13A). βGAD10X, βGAD 20X, β

GAD30X는 PEI25k에 비해서 0.9-1.2배, 0.8–1.4배, 그리고 1.6–3.1배

의 효율을 보였다(Figure 13A). βGAD10X, βGAD20X, βGAD30X

는 다양한 무게비에서는 전달 효율에 큰 차이를 보이지 않았는데, 이것

은 나노복합체의 입자 크기와 표면 전하의 차이가 크게 나타나지 않아 

발현 효율이 비슷한 것임을 알 수 있다.   

HeLa 세포에서도 양성 대조군인 PEI25k 에 비해서 βGAD10X, β

GAD20X, βGAD30X로 만든 나노복합체의 전달 효율이 전체적으로 유

사하게 더 높아 유전자 전달 효율이 높다는 것을 알 수 있었다 (Figure 

13B). βGAD10X, βGAD20X, βGAD30X 는 PEI25k 에 비해서 0.8–

5.0 배, 2.0–3.1 배, 1.4–3.4 배의 효율을 보였다 (Figure 12B). 

RAW264.7 세포와 유사한 이유로 βGAD10X, βGAD20X, β

GAD30X 의 다양한 무게비에 따른 차이가 크게 나타나지 않았다. 다만 

βGAD10X, βGAD20X, βGAD30X 모두 무게비 30 에서 가장 큰 유

전자 전달 효율을 나타내어 추후 실험에 사용하였다.  

결과적으로, βGAD/PEI25k/pDNA 를 처리했을 때 대식세포와 암세포

주에서 양성 대조군과 비슷하거나 높은 유전자 전달 효율을 확인하였고, 

βGAD 코팅이 유전자 전달에 있어서 그 효율을 감소시키지 않는다는 

사실을 알 수 있었다.  

유전자 전달 효율 평가를 혈청이 10% 존재하는 배지에 넣어 같은 

조건에서 PEI25k와 βGAD10X, βGAD20X, βGAD30X의 유전자 전달 
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효율과 혈청 단백질 안정성을 확인하였다 (Figure 14). RAW264.7 

세포와 HeLa 세포에서 βGAD10X, βGAD20X, βGAD30X로 만든 

나노복합체는 양성 대조군인 PEI25k에 비해서 유사하거나 더 높은 

안정성을 갖는 것을 관찰하였다. 혈청단백질이 있는 조건에서도 βGAD 

나노복합체는 높은 유전자 전달 효율을 보였으며, Figure 9B에 따라서 

βGAD 는 PEI25k보다 혈청 단백질과 상호작용이 덜 일어났을 것임을 

예상할 수 있었다. 하지만 혈청이 없는 조건보다 전체적으로 유전자 

전달 효율이 감소하였는데, 이는 PEI25k 와 βGAD 나노복합체가 

양이온성 표면을 가지고 있기 때문이다. 

결과적으로, 혈청 조건에서도 βGAD 나노복합체는 PEI25k 대조군과 

유사한 전달 효율을 가졌으며, 이후 in vivo 실험에서도 βGAD 

나노복합체가 우수한 전달 효율을 가질 것이라고 예상할 수 있다.  
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Figure 12. MTT assay result of (A) PEI25k and βGAD (B) β

GAD/PEI25k/siRNA in RAW264.7 cell. 
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Figure 13. Transfection results of PEI25k and βGAD10X, βGAD20X 

and βGAD30X in (A) RAW264.7 and (B) HeLa cells without serum 

at various weight ratios (βGAD/ PEI25k/pDNA = 10, 20, 30, 50 : 1: 1 

w/w). 
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Figure 14. Transfection results of PEI25k and βGAD10X, βGAD20X 

and βGAD30X in (A) RAW264.7 and (B) HeLa cells in 10% serum 

at various weight ratios (βGAD/ PEI25k/pDNA = 10, 20, 30, 50 : 1: 1 

w/w). 
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4.4 βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체의 표적화 실험 

 
4.4.1 βGAD 의 골 친화도 측정 

βGAD 의 골표적화능은 하이드록시아파타이트에 대한 친화도를 

Figure 15 의 방식으로 측정하여 확인하였다. AD 가 접합되어 있지 않은 

β-glucan 은 하이드록시아파타이트에 대해 6.5%의 친화도를 보였고, 

βGAD10X 는 94.3%, βGAD20X 는 98.0%, βGAD30X 는 98.2%로 

매우 높은 수준의 하이드록시아파타이트 친화도가 있음을 확인하였다 

(Table 3). Henneman et al. 에 의하면 AD 는 하이드록시아파타이트와 

친화성을 측정하였을 때 약 52% 의 친화도를 보여주었다 [94]. βGAD

고분자가 일반적인 AD보다 높은 친화도를 갖는 것은 단분자인 AD보다 

사슬 형태의 고분자에 AD 가 접합되어 있는 것이 AD 간의 분산을 일으

키고, 하이드록시아파타이트와의 물리적인 상호작용을 증진시킬 수 있기 

때문이다. 결론적으로, βGAD 는 AD 접합을 통해서 β-glucan 보다 골

친화도가 증가하였고, 일반적인 AD 와 비하여도 높은 친화도가 있다는 

것을 알 수 있었다.  

 

4.4.2 유세포 분석법을 이용한 나노복합체의 RAW264.7 세포 

친화도 능력 확인 

βGAD 나노복합체의 RAW264.7 세포에 대한 친화도를 확인하고자 

유세포 분석법을 이용하였다. pDNA 를 YOYO-1 형광 물질로 표지하고 

βGAD/PEI25k/pDNA 와 PEI25k/pDNA 나노복합체를 만들었다. 

나노복합체 처리 전에 세포에 베타글루칸을 0.5 μg/mL, 1 μg/mL, 2 

μg/mL 의 농도로 30 분간 전처리 한 이후에 나노복합체를 4 시간동안 

37oC 조건에서 처리하였다. 베타글루칸을 전처리 했을 때 세포 내 이입 

효율이 유의미하게 감소한다면 βGAD 와 베타글루칸과의 
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competition 에 의한 것이라고 예상을 했고 그 차이를 통해 특정 세포에 

대한 친화도를 확인할 수 있었다.  

RAW264.7 세포에서 PEI25k/pDNA 는 베타글루칸 전처리 농도에 

따라 이입 효율의 차이를 보이지 않았다. 베타글루칸 처리시 

베타글루칸을 처리하지 않은 샘플보다 세포 내 이입 효율이 최대 

89.1%로 감소하였으나 베타글루칸 사슬 구조에 의한 물리적 결합에 

의한 감소율이라고 예상하였다. βGAD/PEI25k/pDNA 나노복합체들은 

베타글루칸 처리시 베타글루칸을 처리하지 않은 샘플보다 유의미하게 

감소된 세포 내 이입 효율을 보였고, 농도에 따른 감소율 또한 

보여주었다 (Figure 16). βGAD10X 는 이입 효율이 92%, 81.8%, 

67.4%로 급격하게 감소하였다. βGAD20X 는 103%, 98%, 83.1%로 

감소하였고, βGAD30X는 89.9%에서 86.8%까지 감소하였다(Table 4). 

RAW264.7 세포에 대해 PEI25k 는 세포 내 이입 효율의 차이를 보이지 

않고 βGAD 에서는 효율이 감소하는 것은 RAW264.7 세포의 Dectin-

1 수용체와 베타글루칸의 의한 특이적 상호작용 때문이라고 예상할 수 

있다 [95]. 베타글루칸의 전처리시 βGAD/PEI25k/pDNA 나노복합체는 

경쟁을 통해서 특이적 상호작용과 이입이 억제되어 세포 투과율이 

감소하지만 PEI25k/pDNA 는 비특정 상호작용을 통해서 이입되기 때문에 

베타글루칸 전처리에 따라 변화를 보이지 않았다.   

HeLa 세포에서는 PEI25k/pDNA 와 βGAD/PEI25k/pDNA 모두 

베타글루칸 전처리에 따라 세포 내 이입 효율에서 큰 변화를 보이지 

않았다 (Figure 17). PEI25k/pDNA 의 경우 세포 내 이입 효율이 

88.3%까지 감소하였지만 유의미한 차이를 보이지 않아 물리적인 

작용으로 인해 감소했을 것이라고 예상하였다. βGAD10X 는 최대 감소 

효율이 96.5%, βGAD20X 는 95.8%, βGAD30X 는 98.4%로 

나타났다 (Table 5). HeLa 세포에서는 베타글루칸 처리 여부와 
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관계없이 비특정 상호작용으로 세포 내 이입이 되기 때문에 전체적으로 

영향을 주지 못하였고, 물리적인 작용을 통해서 세포 내 이입 효율이 5% 

이내의 효율로 감소하였다는 것을 알 수 있었다.  

결과적으로, RAW264.7 에서는 베타글루칸 전처리에 있어서 세포 내 

이입 효율에 차이가 생기게 되고, 이로 인해 βGAD/PEI25k/pDNA 는 

RAW264.7 세포에 대한 친화도가 있다는 것을 알 수 있었다. HeLa 

에서는 세포 내 이입 효율에 차이가 크지 않고, 물리적인 작용을 통해서 

세포 내 이입 감소가 나타나는 것으로 예상되어 βGAD/PEI25k/pDNA의 

친화도가 낮다는 것을 알 수 있었다.  
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Figure 15. In vitro hydroxyapatite binding assay. (A) Methodology to 

evaluate affinity of βGAD to hydroxyapatite (B) 1H NMR spectra 

showing reduction of alendronate. 

 

Table 3. Binding affinity of β-Glucan and βGAD to hydroxyapatite 
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Figure 16. FACS result of PEI25k/pDNA and βGAD/PEI25k/pDNA in 

RAW264.7 cell at various β-glucan concentrations (0.5, 1, 2 

μg/mL). 

 

 

Table 4. Cellular uptake (%) according to β-glucan pretreatment 

concentrations relative to non-treated PEI25k/pDNA and 

βGAD/PEI25k/pDNA in RAW264.7 cell 
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Figure 17. FACS result of PEI25k/pDNA and βGAD/PEI25k/pDNA in 

HeLa cell at various β-glucan concentrations (0.5, 1, 2 μg/mL). 

 

 

Table 5. Cellular uptake (%) according to β-glucan pretreatment 

concentrations relative to non-treated PEI25k/pDNA and 

βGAD/PEI25k/pDNA in HeLa cell 
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4.5 βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체의 생물학적 평가 

 
4.5.1 RANKL을 이용한 파골세포 분화 및 TRAP assay 

RAW264.7 세포에 RANKL 100 ng/mL을 2일 간격으로 3번 

처리하여 7일간 TRAP으로 관찰하였다 (Figure 18A). TRAP은 

파골세포에서 발현되는 특이적인 표지인자로서 RAW264.7 세포에서 

파골세포로의 분화를 관찰할 수 있다. Figure 18B에서 점점 TRAP이 

증가하는 것을 볼 수 있고, 3일차부터 발현되는 것을 확인할 수 있다. 

또한 5일차부터 actin ring 이 생성되기 시작하며 7일차에 파골세포가 

생성됨을 확인할 수 있다. 다른 논문들에서도 비슷한 수준으로 7일차에 

분화가 진행됨을 확인하였다 [96]. 

 

4.5.2 MTT assay를 이용한 RAW264.7 세포에서의 독성 평가 

RAW264.7 세포에 βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체, PEI25k/siRNA 

폴리플렉스, βGAD 샘플을 2일마다 3번 처리하고 7일차에 MTT를 

통해서 세포 독성을 확인하였다 (Figure 19A). PEI25k/siRNA = 0.125, 

0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10: 1 w/w 에서 진행하였을 때 무게비 5 이상부터 

독성이 나타났다 (Figure 19B). βGAD 고분자는 1.5625, 3.125, 6.25, 

12.5, 25, 50, 100 μg/mL의 농도로 처리하였고 높은 농도에서도 세포 

활성 감소가 나타나지 않음을 관찰할 수 있었다 (Figure 19C). 

PEI25k/siRNA 는 무게비 1일때, 7일이 지나도 독성을 보이지 않아, 

βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체에서는 βGAD/PEI25k/siRNA = 

1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100: 1: 1 w/w 로 실험을 진행하였다. 

βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체는 전체적으로 독성을 보이진 

않았으나 무게비 100에서는 80%의 세포 활성이 나타났다 (Figure 

19D). 이것은 총 3번의 샘플을 처리함에 있어서 많은 양의 βGAD가 
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처리되어 다소 세포 활성이 낮아졌으나 이후 실험에서는 높은 무게비를 

사용하지 않아 문제되지 않을 것이라 예상하였다. 또한 RAW264.7 

세포에서는 βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체, PEI25k/siRNA 

폴리플렉스, βGAD를 7일간 처리시 큰 독성을 보이지 않아 이후 

실험에서 발생하는 세포 사멸은 RAW264.7 세포가 아닌 

파골세포에서의 영향임을 예상할 수 있었다.  
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Figure 18. Osteoclast differentiation of RAW264.7 cell (A) Timeline 

for RANKL induced osteoclast differentiation (B) TRAP assay of 

osteoclast differentiation for 7 days. 
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Figure 19. MTT assay for 7 days in RAW264.7 (A)Timeline (B) 

PEI25k/siRNA (C) βGAD (D) βGAD/PEI25k/siRNA at various weight 

ratios and concentrations. 
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4.5.3 TRAP을 이용한 βGAD의 파골세포 사멸 능력 확인 

βGAD 의 파골세포 사멸 능력을 확인하기 위해 7 일간 파골세포를 

분화시키는 과정 중에 βGAD 를 농도별로 RANKL 과 함께 처리하였다 

(Figure 20A). TRAP 염색을 통해 현미경으로 파골세포를 관찰한 결과 

βGAD 의 농도가 증가하고 βGAD10X, βGAD20X, βGAD30X 로 

함유된 AD 의 양이 증가함에 따라서 발현된 TRAP 의 양이 현저하게 

감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Figure 20B). 특히나 βGAD 

30X 에서 효과가 더 크게 나타났고, 이는 함유된 AD 의 양이 더 많기 

때문에 TRAP 발현량이 더욱 감소했을 것이라 예상할 수 있다.  

 

4.5.4 qPCR을 이용한 βGAD의 파골세포 사멸 유발 능력  

βGAD 로 인한 파골세포 사멸 유발 능력을 확인하고자 7 일간 파골세

포를 분화시키는 과정 중에 βGAD와 AD를 처리하였다. βGAD30X의 

AD 무게비는 약 50%로, βGAD30X 의 10 μg/mL 의 비교군으로 AD 

5 μg/mL 을 처리하였고, βGAD20X 의 AD 무게비는 약 25%로, β

GAD20X 의 5 μg/mL 의 비교군으로 AD 1 μg/mL 을 처리하였다. 이

후 apoptosis 마커인 FAS 를 qPCR 로 정량 하였다.  

결과적으로, βGAD 처리시 아무것도 처리하지 않은 파골세포보다 농

도와 AD 함유량에 따라 FAS mRNA 발현량이 증가하는 추세를 보였다 

(Figure 21). βGAD10X 의 경우 농도가 증가함에 따라 FAS 발현량이 

증가하였으나 일반적인 파골세포에 비해 0.5-2.1 배 증가하여 큰 차이

를 보이지 않았는데, 이는 낮은 AD 함유량을 가지고 있기 때문이다. β

GAD20X 와 βGAD30X 는 파골세포에 비해서 1.9-4.0 배, 1.3-4.3 배 

더 높은 FAS mRNA level 을 보여주고 농도가 증가할수록 FAS 발현량 

또한 유의미하게 증가하였다. 
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비교군으로 처리한 AD 는 같은 양의 AD 를 함유하고 있는 βGAD 보

다는 낮은 발현량을 보인다. βGAD20X 의 5 μg/mL 은 AD 1 μg/mL

보다 3.8 배 높은 발현량을 보였고, βGAD30X 의 10 μg/mL 는 AD 5 

μg/mL 보다 2.2 배 높은 발현량을 보였다. βGAD 가 더 높은 FAS 발

현량을 갖게 되는 것을 통해 일반적인 AD 보다 βGAD 로 고분자화 시

켰을 때 더욱 높은 사멸 효과를 보인다는 것을 예상할 수 있다. βGAD

의 사멸 효과가 높은 것은 β-glucan 과 파골세포간의 상호작용과 고분

자 사슬에 있는 AD 가 파골세포에 닿는 물리적 표면이 더욱 넓기 때문

이라고 예상할 수 있다 [35-37]. 

βGAD 고분자는 기존 연구보다 더 높은 파골세포 사멸 효과를 보였

다. 히알루론산에 AD 를 접합한 고분자 전달체 (HA-AD)로 파골세포

에 처리해 FAS 발현량을 측정한 연구에서 같은 함량의 AD와 비교했을 

때 HA-AD가 1.5배 높은 FAS 발현량을 보였다 [97]. 하지만 βGAD

는 일반적인 AD에 비해서 2.2-3.8배 높은 발현량은 보여 기존 연구보

다 더 높은 사멸효과를 가졌다는 것을 알 수 있었다. 또한 파골세포에 

FAS 활성화 항체를 직접적으로 넣어주게 될 경우 세포 사멸이 약 5.7

배 증가한다는 연구를 통해 최대 4.3 배 FAS 발현량을 보이는 βGAD 

고분자도 비슷한 세포 사멸 효과를 보여준다는 것을 알 수 있었다 [33].  
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Figure 20. Effect of βGAD10X, βGAD20X, βGAD30X in RANKL-

induced osteoclast differentiation (A) Experiment timeline          

(B) TRAP assay results of reduced osteoclast activity by βGAD on 

RANKL-induced osteoclast differentiation. 
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Figure 21. Apoptotic effect of AD, βGAD10X, βGAD20X, βGAD30X 

in RANKL-induced osteoclast. Relative mRNA expression level of 

FAS. Relative activity was normalized to value of non-treated 

RANKL-induced osteoclast.   
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4.5.5 TRAP을 이용한 폴리플렉스와 나노복합체의 파골세포 활성 

억제 확인 

βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체와 PEI25k/siRNA 폴리플렉스로 파골

세포 활성 억제 능력을 확인하기 위해 7 일간 파골세포를 분화시키는 과

정 중에 나노복합체와 폴리플렉스를 처리하였다 (Figure 22A). TRAP 

염색을 통해 파골세포 활성을 관찰한 결과, PEI25k/siRNA 폴리플렉스에

서 siRNA 농도가 증가함에 따라 분화가 억제되는 것을 확인할 수 있었

다 (Figure 22B). 특히 하나의 세포로 분화하지 못하고 뭉쳐있는 모습

으로 기존의 파골세포와 다른 형상을 보였다. 이를 통하여 

PEI25k/siRNA 폴리플렉스가 siRNA 전달을 통해 파골세포 분화를 억제

한다는 사실을 확인할 수 있었다.  

βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체를 siRNA 10 nM 에서 다양한 무게

비로 처리했을 때, 무게비가 증가함에 따라서 발현되는 TRAP 의 양이 

감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Figure 22C). 특히나 AD 함유량이 

낮은 βGAD10X 는 βGAD20X 와 βGAD30X 에 비해 TRAP 이 크게 

나타났다. 또한 PEI25k/siRNA 폴리플렉스보다 βGAD 코팅 시 TRAP 

의 양이 감소함을 확인할 수 있었다. 이로서 βGAD/PEI25k/siRNA 나노

복합체는 siRNA 전달 뿐만 아니라 βGAD 에 의해 TRAP 발현이 감소

하였음을 예상할 수 있었다.  

 

4.5.6 qPCR을 이용한 나노복합체의 파골세포 활성 억제 확인 

βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체와 PEI25k/siRNA 폴리플렉스의 파골

세포 활성 억제 능력을 확인하고자 파골세포로 분화시키는 과정 중에 β

GAD/PEI25k/siRNA 나노복합체, PEI25k/siRNA 폴리플렉스를 RANKL 

과 함께 5 일째에 처리하였다. 파골세포 대표인자인 RANK, NFATc1, 
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Cathepsin-K mRNA 을 정량하기 위한 나노복합체는 siRNA 10 nM 을 

기준으로 βGAD /PEI25k/siRNA = 3: 1: 1 w/w 로 제조하였다.   

RANK, NFATc1, Cathepsin-K mRNA 모두 βGAD10X, βGAD20X, 

βGAD30X 로 나노복합체를 만들면 일반적인 파골세포에 비해서 그

mRNA 발현량이 유의미하게 감소하여 파골세포의 활성을 효과적으로 

억제하였다 (Figure 23). βGAD30X 으로 만들어진 나노복합체는 β

GAD10X 과 βGAD20X 로 만들어진 복합체보다 모든 mRNA 에서 그 

활성이 감소하였고, βGAD20X 또한 βGAD10X보다 활성이 감소한 모

습을 보였다. 이로부터, AD 함량이 증가할수록 파골세포 활성을 효과적

으로 저해 한다는 것을 확인할 수 있었다. βGAD30X 로 만든 나노복합

체의 경우 일반 파골세포보다 RANK 는 15.4%, NFATc1 은 24.2%, 

Cathepsin-K 는 43.2%의 mRNA 발현량을 나타내어 분화 억제 효율이 

증가함을 확인하였다. PEI25k/siRNA 나노복합체의 경우 파골세포 분화인

자인 NFATc1 과 골재흡수 인자인 Cathepsin-K 에서 βGAD 나노복합

체보다 강한 파골세포 활성 억제가 나타났고, 이는 PEI25k/siRNA 의 양

이온성으로 인해 상대적으로 높은 파골세포 내 이입이 발생했기 때문이

다 [98]. 

그러나 βGAD의 파골세포 사멸 효과, 파골세포 전구체인 RAW264.7

에 대한 특이적인 친화도, 혈청 단백질 안정성으로 인해 이후 비임상 실

험에 들어간다면 PEI25k/siRNA 나노복합체보다 더욱 안정적인 나노입자

를 유지하면서 골조직과 파골세포 전구체에 대한 표적화능과 사멸효과를 

보일 것이므로, 효율적인 파골세포 억제효과를 지닐 것이라 예상할 수 

있다.  

또한 βGAD /PEI25k/siRNA 나노복합체는 기존의 RANK siRNA 전달 

연구보다 효율적인 전달체로 작용할 수 있다. 현 실험에서는 RANK 

siRNA 를 10nM 기준으로 한번 처리하였다. HA-AD/SP2K/siRNA 전
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달체를 활용하였을 경우, 20nM로 높은 siRNA 농도와 여러 번 처리했음

에도 RANK의 발현 억제가 βGAD30X 나노복합체에서 더 높은 효율을 

보였고, 비슷한 Cathepsin-K 억제 효율을 보였다 [97]. 이를 통해서 

적은 siRNA 양으로도 βGAD /PEI25k/siRNA 나노복합체가 효율적인 전

달체임을 확인할 수 있었다. DharmaFECT4 (DF4) 라고 하는 양이온성 

지질 전달체로 RANK siRNA 를 전달한 연구에서는 125 nM 의 RANK 

siRNA 로 현 연구보다 약 12.5배 높은 농도를 사용하였다. 그럼에도 

불구하고 RANK의 파골세포 대비 발현량이 25%로 βGAD30X의 15.4%

보다 억제 효율이 낮았다 [33]. 이를 통해 βGAD/PEI25k/siRNA 나노

복합체는 매우 효율적인 전달 능력을 통해서 높은 파골세포 분화 억제 

효율을 갖는다는 것을 확인할 수 있었다.   
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Figure 22. Effect of PEI25k/siRNA and βGAD/PEI25k/siRNA in 

RANKL-induced osteoclast (A) Experiment timeline (B) TRAP assay 

results of osteoclast activity by PEI25k/siRNA (C) TRAP assay results 

of osteoclast activity by βGAD/PEI25k/siRNA. 
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Figure 23. Effect of PEI25k/siRNA and βGAD/PEI25k/siRNA in 

RANKL-induced osteoclast. Relative mRNA expression levels of (A) 

RANK (B) NFATc1 (C) Cathepsin-K. Relative activity was 

normalized to value of non-treated RANKL-induced osteoclast.   
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제 5장 결론 

 

본 연구에서는 새로운 유전자 전달체의 개발을 위해 골다공증 

치료제로 사용되고 있는 알렌드로네이트와 파골세포 전구체에 

표적화능이 있는 보리 베타글루칸을 합성하여 RANK siRNA를 전달해 

새로운 골다공증 치료제에 대한 가능성을 제안하였다.  

산화 시킨 보리 베타글루칸을 알렌드로네이트와 접합시켜 barley β-

Glucan-Alendronate (βGAD)를 합성하였다. AD의 feed ratio에 

따라서 βGAD10X, βGAD20X, βGAD30X로 명명하였다. βGAD의 

구조는 글루코오스: AD 의 결합비가 7.47%, 14.01%, 33.81%로 

나타났고 52-58 kDa의 분자량도 확인하였다. 

아가로스 겔 전기영동과 TEM을 통해 PEI25k/siRNA 폴리플렉스와 

βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체는 구형의 형태로 내부에 siRNA을 

담지하고 βGAD가 코팅되어 있는 구조인 것을 확인하였다. 입자 

크기는 130-150 nm, 표면 전하는 25 mV로 안정적인 입자를 만들었다. 

10% 혈청 단백질 조건에서 PEI25k/siRNA의 크기는 41%까지 

증가하였지만 βGAD/PEI25k/siRNA의 크기 증가율이 10% 이내로, 

상대적인 혈청 안정성을 나타내었다. 세포 독성을 확인하기 위해 MTT 

실험을 진행했고, βGAD 고분자와 βGAD/PEI25k/siRNA는 80% 

이상의 세포 생존율을 보여 독성이 낮음을 확인하였다. 유전자 전달 

효율 평가에서 대조군인 PEI25k/pDNA보다 βGAD/PEI25k/pDNA가 

유사하거나 더 높은 전달 효율을 나타내었고, 혈청 조건에서도 대조군과 

비슷한 효율을 보였다. 

 βGAD는 골 친화도 평가에서 90% 이상의 친화도를 보여 일반적인 

AD와 베타글루칸보다 높은 골 친화도를 나타내었고, 유세포 분석을 

통해 βGAD가 RAW264.7 세포에 대해 상대적 친화도를 가지고 있는 
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것을 확인하였다. 최종적으로 TRAP과 qPCR 를 통해서 βGAD가 

파골세포에서 사멸을 유발하는 것을 확인하였다. 세포 사멸 인자인 

FAS에 대한 qPCR 결과, βGAD는 비교군인 일반적인 AD보다 더 높은 

발현량을 보여 AD를 복합화 했을 경우 더 효과적으로 파골세포 사멸을 

일으킨다는 것을 확인하였다. βGAD/PEI25k/siRNA 나노복합체의 

파골세포 분화 억제 효율을 qPCR를 통해 확인하였다. 분화 억제 효율 

확인을 위해 파골세포 수용체인 RANK, 분화인자인 NFATc1, 

골재흡수인자인 Cathepsin-K 의 발현량을 확인하였다.  

βGAD/PEI25k/siRNA는 일반적인 파골세포보다 모든 mRNA 발현 억제 

능력이 높았고, AD 함량이 가장 높은 βGAD30X에서 βGAD10X와 

βGAD20X에 비해 억제 효율이 더욱 높게 나타났다. 이를 통해서 

βGAD/PEI25k/siRNA는 siRNA 작용을 통해 파골세포 수용체인 

RANK를 억제하여 분화에 중요한 RANK-RANKL 상호작용을 막았을 

수 있고, 신호 전달을 통해 파골세포의 분화인자인 NFATc1 또한 

억제할 수 있었다. 파골세포의 분화 억제 효율이 높아짐에 따라 골 

재흡수능을 확인하는 Cathepsin-K 도 발현량이 감소하였다. 또한 

10nM로 낮은 siRNA 농도을 사용했음에도 불구하고 기존 연구들과 

비교했을 때 비슷하거나 높은 억제 효율을 나타내어 나노복합체의 전달 

효율이 매우 높다는 것을 확인하였다.  

본 연구에서는 높은 골조직, 파골세포 전구체 친화도와 파골세포 분화 

억제 능력을 갖춘 나노복합체를 개발하고 파골세포 분화 및 활성 억제 

효율을 확인하였다. 높은 표적화 효율과 혈청 안정성, 그리고 파골세포 

사멸 효과를 보이는 βGAD는 효과적인 유전자 전달체로 사용될 수 

있고, 이를 기반으로 한 다양한 연구가 진행되어 골다공증 치료 연구에 

기여할 것으로 기대된다.  
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Abstract 

Bone and osteoclast precursor 

dual targeting Barley β-Glucan-

Alendronate coated 

nanocomplexes for RANK siRNA 

delivery 
 

Sohee Jeong 

Department of Agricultural, Forestry and Bioresources 

The Graduate School 

Seoul National University 

 

Osteoporosis is bone disease which bone density and strength 

decreases. Prevalence and mortality rate increases as age increases 

therefore alarming the world. Osteoporosis is stimulated as the 

balance between bone-forming osteoblast and bone-resorbing 

osteoclasts breaks and activity of osteoclast rises. Gene therapy such 

as RANK siRNA and bisphosphonate-based drugs are being studied 

for osteoporosis treatment, however they face limitations due to low 

bioavailability, side effects and low efficiency.  

In this study, gene carrier was developed by conjugating natural 

polymer barley β-glucan and bisphosphonate based alendronate. 

RANK siRNA was loaded in the delivery vector to suppress 

osteoclast differentiation and activity by combinatorial effects. 

Through this study, it was confirmed that barley β-glucan-

alendronate polymers exhibit higher bone targeting efficiency than 

general bisphosphonates, and have specific affinity for RAW264.7 
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cells which act as osteoclast precursors. Furthermore, barley β-

glucan-alendronate shows high osteoclast apoptosis efficiency than 

general alendronate due to physical dispersion and activity of β-

glucan. Barley β-glucan-alendronate loaded with RANK siRNA 

shows inhibition of osteoclast differentiation and bone resorption than 

general osteoclasts.  

In conclusion, new gene delivery vector was developed and showed 

high targeting efficiency and inhibitory efficiency which suggests 

new possibility as osteoclast inhibitor.  

 

Keywords : Osteoporosis, Gene delivery vector, Alendronate, Barley-

B-glucan, Polyethylenimine 
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