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요    약 

염기서열에 지질을 합성한 DNA 단일가닥은 일정한 크기의 마이셀을 형성한다. 

여기에 상보적인 서열을 가진 단일가닥에 면역활성 기능이 있는 것으로 알려진 

CpG 올리고 가닥과 형광체가 달린 상보가닥을 이어붙여 자가조립하도록 하였다. 

동물실험을 통해 이 나노입자가 수지상세포에 작용하는 것을 확인하고 표면분자

의 발현과 싸이토카인 분비를 측정하여 면역활성을 관찰하였다. 
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Abstract 

We introduce a versatile carrier system based on DNA nanoparticles (NPs). 

Incorporation of lipid-modified nucleobases to DNA strands enables 

formation of micelles in uniform size. In a single self-assembly step the 

micelles can be equipped with immune adjuvant (CpG ODN 1826) and 

fluorescent probe through Watson-Crick base-pairing. With the NPs we 

have investigated effect of the CpG concentration in immunostimulation. We 

observed dose dependent activation of TLR-9 resulting in DC maturation in 

vivo. 
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Ⅰ. 서론 

 

 

1. 연구 배경 

 

Watson과 Crick에 의해 DNA의 이중나선 구조가 밝혀진 지 한세기가 지

나지 않았음에도 불구하고 나노기술로서의 DNA는 짧은 시간 안에 넓은 

범위에서 심도 있게 연구되었다. DNA의 구조와 염기서열을 분석하고 각각

의 염기를 화학적으로 합성하여 원하는 서열의 고분자로 사용할 수 있게 

되면서 이를 통해 나노 구조를 만들고 다른 재료들과 혼성하면서 보다 다

양한 기능을 가진 나노 소재로 거듭나게 되었다. 

A, C, G, T, 단지 4개의 부호로만 이루어진 DNA의 서열은 스스로 A-T, 

C-G라는 상보적인 염기쌍으로만 짝지으면서 다른 소재들에 비해 매우 세

밀한 프로그래밍이 가능한 나노 구조를 만든다. 단지 단일가닥과 이중가닥

으로만 존재하던 DNA는 Seeman,[1] Rothemund[2]에 의해 의도된 DNA 

나노구조로 만들어지고 이를 응용해 보다 고차원적인 구조체를 조립하고 

이를 조절하는 연구들이 발표되었다. 최근 들어서는 생체친화적이라는 더 

큰 이점을 이용하여 약물을 전달하고 특정 위치를 표적하는 기능의 바이오 

소재로서 각광받고 있다. 
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최근 연구되는 DNA 나노기술을 살펴보면, 순수하게 DNA만을 이용한 정

교한 나노 구조체를 만드는 영역과, 다른 나노 소재와의 혼성을 통해 보다 

다양한 기능을 가지면서 생체친화적인 나노 소재를 만드는 부분으로 볼 수 

있다. 다른 재료와의 혼성은 그 영역을 경계 지을 수 없을 만큼 다양하다. 

고분자 소재로는 주로 생체 소재로 쓰이는 PEG, PLGA 등을 사용하거나, 

또는 PPO 같은 소수성 고분자에 결합시켜 양친매성으로 만들기도 한다. 

DNA 자체를 양친매성으로 만들기 위해 염기의 부분을 지질로 전환하기도 

하고, 카이랄성이 다른 탄소 나노 튜브를 분리하기 위해 염기서열을 디자

인하기도 하였다.[3] 상보서열을 가지고 정교한 움직임을 만들 수 있으므로 

탄소 나노 튜브를 DNA 오리가미 평면에 십자로 배열하는 시도도 있었

다.[4] 뿐만 아니라 DNA 가닥에 기능기를 도입하여 무기 나노입자와의 결

합도 가능하다. 싸이올(thiol, -SH)기를 도입하여 금 나노입자와 결합하는 

방법은 빈번히 사용되며, MOF (metal-organic framework)에 연결한 사

례도 있다.[5] 이러한 DNA 혼성 소재를 이용하여 약물 전달 로봇을 만들

거나[6] 특정 DNA를 검출할 수 있는 센서를 만드는 등의[7] 바이오 응용 

사례를 통해, 면역 활성 기능을 가진 물질을 DNA 나노구조와 혼성하여 

백신 치료의 보조제로 사용할 수 있는 방법에 대해 연구해 보기로 하였다.  

 

 

2. 연구 개요 

 

면역 치료에서 백신을 주사할 때, 항체를 생성할 목적으로 사용하는 항원
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뿐만 아니라 내재적인 면역 활성을 유도하는 보조제를 함께 사용하게 된

다. 만약 항원만을 주사하는 경우 부가적인 면역 활성이 부족하면 항원에 

대한 내성만 생기게 될 가능성이 있다. 그러나 보조제에 의한 면역 활성만 

일어날 경우 자가면역질환과 같은 부작용이 일어나게 된다. 따라서 백신의 

조제에 있어서 항원과 보조제의 조성이 매우 중요한 요소가 된다.(그림 1) 

 

 

그림 1. 항원과 보조제가 포함된 백신의 면역 활성 기능과 부작용 

 

이 연구는 DNA 단일가닥의 한쪽 끝 부분에 지질을 도입하여 양친매성 분

자로 만들어 미셀 구조의 나노입자를 형성하도록 한 다음, 상보적인 염기

서열을 가진 가닥에 면역 활성이 있는 CpG 염기서열을 이어붙여 나노입

자를 확장시켜 실제 쥐에 주입한 뒤, 면역 활성을 측정하는 방법으로 이루

어졌다. 구형으로 뭉친 DNA 나노입자는 가닥 형태의 DNA에 비해 효소에 
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의한 분해가 느리고 세포에 효율적으로 섭취되는 것으로 알려져 있다.[8] 

때문에 단일가닥의 CpG 염기서열에 비해 면역 활성의 효과가 뛰어날 것

이다. 또한 상보서열에 OVA 항원을 결합하여 동시에 혼성화함으로써 항

원과 보조제를 동시에 사용할 수 있는 약물 전달 물질로 사용하고자 하였

다. 

 

 

3. 이론적 배경 

 

3.1. CpG ODN & TLR-9 

 

바이러스나 곰팡이, 박테리아 같은 미생물에서 발현되는 병원균에는 포유

류에는 없는 특정한 분자 패턴들이 관찰되는데 지질다당류 (LPS, 

lipopolysaccharide), CpG dinucleotide, dsRNA 등의 종류가 있다. 면역 

체계는 이들의 모티프를 인식하는 패턴 인식 수용체 (PRR, pattern 

recognition receptor)에 의해 활성화되는데, PRR에는 대표적으로 Toll-

유사 수용체 (TLR, toll-like receptor)가 있어 분자 패턴마다 각기 다른 

여러 종류의 TLR들이 상호작용하며 면역 반응을 촉진하게 된다. 표 1에 

각각의 TLR에 인식되는 종류들이 나타나 있다. CpG는 C와 G가 붙어있는 

서열이 반복적으로 나타나는 단일가닥의 DNA 염기서열인데 TLR-9에 의

해 인식되어 수지상세포가 공통자극분자 (costimulatory molecule)를 나
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타내고 싸이토카인을 분비하도록 유도하면서 면역세포들의 활성을 개시하

게 된다.[9,10] 이 CpG ODN은 일종의 DNA 단일가닥이므로 DNA 나노 구

조에 응용하는 데에 있어서 매우 쉽고 효율적이다. 

 

표 1. 각 TLR에 인식되는 리간드의 종류 

TLR 리간드 

TLR1 triacylated lipoproteins 

TLR2 lipoproteins, peptidoglucan, LPS 

TLR3 dsRNA, polyinosinic-polycytidylic acid (poly I:C) 

TLR4 LPS 

TLR5 flagellin 

TLR6 diacylated lipoproteins 

TLR7 ssRNA, imidazoquinolins 

TLR8 ssRNA, imidazoquinolins 

TLR9 CpG DNA 

TLR11 profilin-like proteins 

 

 

3.2. 수지상세포의 활성 

 

CpG 올리고에 의한 면역 활성은 비장의 수지상세포에서 일어나는 변화를 
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관찰함으로써 증명할 수 있다. 미성숙 수지상세포에 발현되는 PRR, 그 중

에서도 TLR-9에 의해 CpG가 인식되면 MHC class II와 공통자극분자를 

발현한다. MHC class II는 수지상세포가 CD4+ T 세포에 항원으로부터 나

온 펩타이드를 확인하도록 하는, 항원제시세포 (APC, antigen presenting 

cell)로서의 역할을 보여준다. 수지상세포와 활성화된 CD4+ T 세포는 특

정한 종류의 싸이토카인을 분비하면서 CD8+ T 세포를 활성화하게 된다. 

또한 2차적인 신호로서의 수지상세포 표면에 나타나는 공통자극분자가 

CD4+ T 세포 표면의 분자와 쌍을 이루면서 MHC-TCR 상호작용을 돕게 

되는데, 이를 통해 다음 단계의 면역 활성을 유도하게 된다. 따라서 비장 

내의 MHC class와 공통자극분자의 발현, 싸이토카인의 분비를 측정함으로

써 CpG에 의한 면역 활성을 확인할 수 있다. 
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Ⅱ. 실험 방법 

 

 

1. DNA 나노입자의 제조 

 

1.1. 지질 DNA의 합성 

 

염기의 끝을 도데시닐로 치환한 4개의 우라실과 8개의 일반적인 뉴클레오

티드로 구성된 U4T를 나노입자의 전구체로 사용하였다.(그림 2) 이 물질

은 네덜란드 그로닝엔 대학 Andreas Hermann 연구실에서 합성하였으며, 

다음의 합성 과정과 그 특성에 대해서는 곽민석 교수님의 2010년 

<Virus-like Particles Templated by DNA Micelles: A General Method 

for Loading Virus Nanocarriers> Journal of American Society 논문을 

인용하였다. 

먼저 유리딘의 5번 탄소가 요오드로 치환된 5-Iodo-2'-deoxyuridine 5 

g과 DMT-Cl (4,4'-dimethoxytrityl chloride)을 80 ml 피리딘에 녹여 

실온에서 하루동안 반응시킨다. 찬물을 50 ml 넣어 식힌 뒤 50 ml 디클로

로메탄으로 두 번 추출한다. MgSO4로 물기를 제거하고 진공건조한 후 헥

산과 아세테이트를 1:1로 섞은 용매를 사용하여 실리카겔 컬럼으로 정제

한다. 
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그림 2. 도데시닐 기가 치환된 우라실의 합성 

 

이렇게 합성한 DMT로 보호된 5-Iodo-2'-deoxyuridine 8 g을 무수 디

메틸포름아마이드 (DMF, dimethylformamide) 100 ml에 용해하여 Ar 가

스를 10분간 불어준다. 팔라듐 촉매 (Pd(Ph3P)4, Tetrakis 

(triphenylphosphine) palladium)를 1.41 g 넣고 다시 Ar 가스를 불어넣

은 뒤 이온수지 Amberlite-IRA67를 20 g 넣는다. 도데신 (1-

dodecyne) 6.1 g과 CuI 0.46 g을 넣어 빛이 없는 실온에서 18시간 반응

시킨다. 여과한 고체를 메탄올과 디클로로메탄을 1:1로 섞어 세척하고 진

공건조한 다음, 실리카겔 컬럼으로 정제한다. 

 

DMT와 도데시닐이 붙어있는 디옥시유리딘 (5-[Dodec-1-ynyl]-5'-

O-dimethoxytrityl-2'-deoxyuridine) 5.64 g을 무수 THF (tetra 

hydrofuran)에 녹여 무수 DIPEA (diisopropylethylamine)를 용매로 하
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여 실온의 Ar 가스 환경에서 N-diisopropyl-2-cyanoethyl-

chlorophosphoramidite 2.31 g과 3시간 반응시킨다. 반응 후 포화 

Na2CO3 용액에 붓고 물과 NaCl 수용액으로 세척한다. 유기층을 분리해 

MgSO4로 물기를 제거한 뒤 진공건조하고 DNA 합성을 위해 7 g을 아세

토니트릴 (CH3CN, acetonitrile) 52 ml에 용해한다. 

 

 

1.2. U4T, eCpG의 합성과 정제 

 

가. U4T 양친매성 DNA의 합성과 정제 

위에서 인용한 도데시닐 기가 도입된 우라실을 뉴클레오티드 U로 하여 고

체상으로 합성된 U4T (5'-UUU UGC GGA TTC-3')를 정제하였다.  

Deprotection 과정을 위해 CPG가 들어있는 15 ml 튜브에 암모니아수 5 

ml 정도를 넣어 새지 않게 밀봉한 후 55℃에서 6시간 이상 방치하였다. 

원심분리하여 상등액을 분리하고 50% 에탄올로 2-3회 세척하여 분리한 

상등액에 합친 다음 용매를 증발시켜 농도를 높이고 FPLC 정제에 사용할 

버퍼 용액에 재용해하였다. BioRad사의 NGC Quest 10에 GE Healthcare

의 HiTrap Q-HP 컬럼을 사용하여 정제하였다. 약한 버퍼 용액으로 25 

mM Tris-HCl (pH 8.0)을 사용하고 강한 버퍼 용액으로 25 mM Tris-

HCl (pH 8.0)에 1.0 M NaCl를 더하여 사용하였다. 강한 버퍼의 비율을 

36 ml의 column volume 만큼 0-90%까지 변경하였다.(그림 3) 
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그림 3. U4T의 IEX protocol. 2 ml의 시료를 주입하고 0-90%의 36 ml 

gradient를 설정한 다음 세척과 평형 단계를 거치도록 하였다. 

 

 

그림 4. U4T의 IEX elugram. 소수성 도데시닐 기가 도입되어 가장 나중에 

분리되는 검은색 원으로 표시된 부분이 U4T 올리고이다.  

 

그림 4에 검은색 원으로 표시된 부분을 모아서 진공 농축하고 버퍼 용액

에 사용된 염을 제거하기 위한 투석을 진행하였다. MWCO 2 kDa 셀룰로

즈 반투막 (regenerated cellulose dialysis tube, SpectrumLab)을 사용

하여 10회 정도 진행하였다. 투석 후에는 물을 증발시켜 농축하였다. 소량



１１ 

을 취하여 Bioneer사에 MALDI-TOF 질량분석을 의뢰하여 그림 5와 같

은 결과를 얻었다.  

 

 

그림 5. 정제된 U4T 올리고의 MALDI-TOF 질량분석 결과. 계산된 U4T

의 분자량 M+2H의 분석값을 얻었다. 

 

 

나. CpG ODN의 합성과 정제 

U4T 염기서열에 상보적인 cU4T (5'-GAA TCC GCA AAA-3')에 CpG 

ODN 1826 (5'-TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT-3')의 염기서열을 

이어붙인 eCpG(5'-CpG-cU4T-3', 5'-TCC ATG ACG TTC CTG ACG 

TTG AAT CCG CAA AA-3') 올리고 DNA를 Expedite 8900을 사용하

여 직접 합성하였다. 사용한 시약은 표 2와 같다. 
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표 2. DNA 합성 단계에 사용한 시약 

Process Reagent 

Wash (solvent) acetonitrile (AcCN) 

Couplining 

(nucleotides)  
dA,dC,dG,dT-phosphoramidite (0.1M in AcCN) 

Activation  0.5 M tetrazole in AcCN 

Capping (A) acetic anhydride/pyridine/tetrahydrofuran (1:1:8) 

Capping (B) 16% 1-methylimidazole in tetrahydrofuran 

Oxidation 0.02 M iodide in pyridine/water/tetrahydrofuran (0.4:9:90.5) 

Detritylation 3% Trichloroacetic acid (TCA) in dichloromethane 

 

 

Proligo사의 Col CPG 1000A 컬럼을 사용하여 1 μmol scale로 합성하고 

합성 마지막 단계에 DMT를 남겨 reverse phase chromatography 

(RPC)로 정제하고자 하였다. U4T 올리고와 같은 방법으로 deprotection 

과정을 거쳐 진공 농축한 다음 FPLC에 주입하였다. 컬럼은 Resource 

RPC (GE Healthcare)를 사용하였고 버퍼용액으로 0.1M TEAAc에 2.5-

65% AcCN을 사용하였다. 그림 6에서 11-12 CV에 가장 큰 peak으로 

나타난 부분을 DMT가 붙어있는 eCpG 올리고로 예상하여 분리하였다. 
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그림 6. 합성한 eCpG의 reverse phase chromatography elugram. 검은색 

원으로 표시한 부분이 eCpG이다. RPC의 경우, DMT가 붙어있는 상태의 올

리고를 쉽게 정제할 수 있다.   

 

정제 후에는 용매를 제거하여 농축시키고 80% 아세트산을 넣어 DMT를 

분리한 뒤 에탄올 침전법으로 정제하였다. 정제된 eCpG 올리고 DNA는 

Bioneer에서 구매한 DNA와 PAGE에서 비교하였다.(그림 7) 세포 섭취 

관찰을 위한 Alexa488 형광 표지된 cU4T 상보서열은 Bioneer에서 구매

하였다.  
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그림 7. 합성한 eCpG 올리고의 urea PAGE 15% (110V, 90 min) #1, #2

로 표시한 열이 합성한 올리고, eCpG라고 표시한 열이 Bioneer사에서 구매

한 올리고이다. 

 

 

1.3. U4T-eCpG 나노입자의 제조  

 

U4T가 마이셀 구조의 나노입자를 형성하도록 어닐링하였다. 100 μM 농

도로 희석한 시료를 Thermocycler에서 95℃로 10분간 가열하였다가 실

온까지 천천히 식혀 양친매성 분자가 마이셀 구조를 형성하도록 하였다. 

 

U4T-eCpG의 이중나선 결합을 위해 TAE (40 mM Tris, 20 mM Acetic 

Acid, 2 mM EDTA)와 12.5 mM MgCl2의 버퍼 용액을 사용하여 

Thermocycler에서 어닐링하였다. 95℃로 10분간 가열하였다가 16분마다 
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1℃씩 온도가 내려가도록 하여 4℃가 될 때까지 반복하였다.  

 

가. 함량이 조절된 U4T-eCpG 나노입자의 제조 

U4T와 eCpG 사이의 당량을 조절하여 eCpG의 함량에 따라 면역 활성에 

차이가 있는지 알아보았다. U4T의 농도를 80 μM, 100 μl로 일정하게 

하고, eCpG의 당량을 각각 20, 40, 80 μM가 되도록 하여 1q, 2q, 4q라

고 명명하였다.(그림 8) 1q 샘플의 경우 비장의 수지상세포에 섭취 여부를 

알아보기 위해 Alexa488이 표지된 cU4T 염기서열을 20 μM 추가하여 

1q-Alexa 샘플을 추가하였다.(그림 9) 

 

 표 3. 1q, 2q, 4q, 1q-Alexa의 조성 (PBS buffer 100 μl) 

 U4T (μM) eCpG (μM) Alexa488-cU4T (μM) 

1q 80 20 - 

2q 80 40 - 

4q 80 80 - 

1q-Alexa 80 20 20 
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그림 8. 1q, 2q, 4q U4T-eCpG의 모식도. eCpG 함량이 높아질수록 나노입

자의 표면에 CpG 염기서열이 배열된다. 

 

 

 

 

 

 

그림 9. 1q-Alexa488 U4T-eCpG의 모식도. cU4T의 끝에 Alexa488 형

광을 붙여 U4T 마이셀에 결합하도록 하였다. 
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1.4. Serum degradation TEST 

 

U4T-eCpG 나노입자의 안정성을 측정하기 위해 DMEM (Dulbecco’s 

modified Eagle medium) 배양액에 비활성화하지 않은 소태아 혈청 

(FBS, fetal bovine serum)을 10% v/v 넣어 0-4시간까지 시간 간격을 

두어 37℃에서 유지하였다.[11] 각 시간마다 시료를 포름아마이드로 고정하

고 PAGE로 분석하여 DNA 밴드가 사라진 정도를 imageJ를 사용하여 분

석하였다.(그림 10, 11) 30분 지점에서 밴드가 50% 이상 분해된 것으로 

보아 반감기를 30분이라고 할 때, 이 연구에 사용한 C57BL/6 쥐의 혈류 

순환 주기 15초에 비해 120배 긴 시간으로 생체 내에 흡수되어 영향을 

끼칠 수 있는 충분한 안정성을 가진다고 할 수 있다.[12] 
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그림 10. 2q U4T-eCpG의 세럼 테스트 후 PAGE 15% (110 V, 70 min) 

 

 

 

 

그림 11. 그림 10의 PAGE 결과에서 밴드의 degradation을 imageJ로 분

석하여 외삽하였다. 30분 지점에서 50% 정도의 감소를 보인다. 
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1.5. Td-CpG 비교 

 

비슷한 크기를 가진 DNA 나노구조로 2011년 Jiang Li가 발표한 논문의 

정사면체와 비교하기로 하였다. 이 논문에서는 4개의 올리고 DNA를 이용

하여 정사면체를 만들고 각 꼭지점에 CpG ODN을 달아 세포 실험으로 싸

이토카인 분비를 관찰하였다.(그림 12)  

 

그림 12. Td-CpG를 이용한 면역 활성 세포 실험 (Published in: Jiang Li; 

Hao Pei; Bing Zhu; Le Liang; Min Wei; Yao He; Nan Chen; Di Li; Qing 

Huang; Chunhai Fan; ACS Nano 2011, 5, 8783-8789.) 

 

 

이 비교 실험을 위해 KIST 안대로 박사님 연구실에서 올리고를 제공받았

다.(표 4) 한변이 20NT 길이의 정사면체 구조를 이루는 60NT 길이의 

올리고 DNA 4개를 가지고, 정사면체의 꼭지점에 CpG 단일가닥이 이어지

도록 염기서열을 확장하였다. 각 올리고를 10 μM 농도가 되도록 하여 

U4T-eCpG 이중나선 결합과 같은 조건으로 어닐링하였다.  
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표 4. Td-CpG 올리고의 염기서열 

올리고 DNA Sequence 

Td-1 5’-TCC ATG ACG TTC CTG ACG TTT TTT 

TAC ATT CCT AAG TCT GAA ACA TTA CAG 

CTT GCT ACA CGA GAA GAG CCG CCA TAG 

TA-3’  

Td-2 5’-TCC ATG ACG TTC CTG ACG TTT TTT 

TTA TCA CCA GGC AGT TGA CAG TGT AGC 

AAG CTG TAA TAG ATG CGA GGG TCC AAT 

AC-3’ 

Td-3 5’-TCC ATG ACG TTC CTG ACG TTT TTT 

TTC AAC TGC CTG GTG ATA AAA CGA CAC 

TAC GTG GGA ATC TAC TAT GGC GGC TCT 

TC-3’  

Td-4 5’-TCC ATG ACG TTC CTG ACG TTT TTT 

TTT CAG ACT TAG GAA TGT GCT TCC CAC 

GTA GTG TCG TTT GTA TTG GAC CCT CGC 

AT-3’  

 

 

 

2. OVA가 추가된 U4T-eCpG-eOVA의 조제 

 

2.1. Azido-OVA 

 

SIINFEKL 서열을 가진 OVA (257-264)의 N-말단에 azido (-N3)기를 

도입하였다.(그림 13) 이 물질은 UNIST 유자형 교수님 연구실에서 합성

하여 제공하였다. 
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그림 13. 합성한 azido-OVA(257-264)의 구조 

 

 

2.2. Hexynyl-cU4T 

 

Expedite 8900으로 cU4T (5'-GAA TCC GCA AAA-3')를 합성하면서

5-Hexyn-1-yl-(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)-

phosphoramidite를 덧붙여 합성하였다. Hexynyl phosphoramidite는 

Glen Research에서 구입하였다. 

 

2.3. Click reaction 

 

OVA와 cU4T를 copper(I)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition으로 

연결하기 위해 1 μmol 스케일로 합성한 Hexynyl cU4T를 CPG 상태 그

대로 반응하였다.(그림 14) 이러한 solid-phase 방법은 반응 후에 남아있

는 반응물과 용매를 제거하고 생성물의 순도를 높이는 데에 매우 유용하
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다. 먼저 컬럼을 분해하여 CPG를 바이알에 담고, azido-OVA를 1 mg (약 

1 μmol)넣은 다음 DMSO 1 ml를 용매로 추가하였다. 촉매는 CuI를 같은 

당량으로 사용하였고 실온에서 24시간 반응한 후에 1.5 ml 튜브에 옮겨담

아 원심분리하여 상등액을 제거하면서 CPG를 여러번 세척하였다. 세척 후

에는 Ⅱ.1.2.에서 언급한 것과 같은 방법으로 암모니아수를 사용하여 DNA

를 분리하였다.(그림 15) 

 

 

그림 14. Azido-OVA와 hexynyl-cU4T의 click reaction 

 

그림 16에서와 같이 합성된 OVA-cU4T의 존재는 확인되었다. 그러나 반

응의 수율이 매우 좋지 않아 azido-OVA와 반응하지 않은 hexynyl-

cU4T가 남아 있다. 따라서 click 반응의 효율을 개선하고 두 물질을 효과

적으로 분리할 수 있는 다른 방법이 필요한 것으로 보인다. 
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그림 15. azido-OVA와 hexynyl-cU4T의 click reaction 과정.  (왼쪽 

위) DNA 합성기에 사용한 컬럼에서 CPG를 분리한다.  (오른쪽 위) 바이알

에 반응물을 넣고 실온에서 24시간 교반한다.  (왼쪽 아래) 반응 후 CPG가 

섞여있는 상태.  (오른쪽 아래) 튜브에 옮겨담아 원심분리한 상태.  
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그림 16. azido-OVA와 hexynyl-cU4T의 click reaction 이후 생성물의 

PAGE (10%, 110 V, 30 min)  
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3. 동물 실험을 통한 면역 활성 실험 

 

이 장에서 실행된 동물 실험은 중국 상하이 푸단대학교 공중 보건 임상 센

터의 진준오 교수님과의 협업으로 진행되었다. 

 

3.1. 동물 준비 

 

C57BL/6 쥐(6주생)는 무균 조건 하에서 보관하였다. 모든 실험은 임상 

기관 동물 관리 및 사용위원회의 지침에 따라 수행되었다. 프로토콜은 상

하이 보건 임상 센터의 동물 실험 윤리위원회에 의해 승인되었다. 

 

3.2. 항체 준비 

 

동종 대조군 항체(ABs) (IgG1, IgG2a 또는 IgG2b), anti-CD11c 

(N418), anti-CD40 (3/23), anti-CD80 (16-10A1), anti-CD86 (GL-

1), anti-IL-6 (MP5-20F3) 및 anti-IL-12/23p40 (C17.8)는 

BioLegend에서 구입하여 사용하였고, anti-MHC class I (AF6-88.5.3), 

anti-MHC class II (M5/114.15.2) 및 anti-TNF-α (MP6-XT22)는 

eBioscience에서 구입하여 사용하였다. 
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3.3. 수지상세포의 전처리 및 유세포 분석 

 

세포를 0.5% 소 혈청 알부민를 포함하는 PBS로 세척하고 비표지된 동종 

대조군 ABs로 15분간 전처리한 뒤, 얼음에서 형광 표지된 ABs로 30분간 

배양한 다음 PBS로 세척하였다. FACS Aria II (Becton Dickinson 

Biosciences)와 FlowJo 8.6 software (FLowJo LLC)로 분석하였다. 세

포 파편은 순방향 산란 게이팅과 측면 산란 게이팅 분석에서 제외하였고, 

사멸 세포 역시 7-아미노액티노마이신-D (7 aminoactinomycin D, 

7AAD, BioLegend)으로 염색하고, 7AAD로 염색되지 않은 군을 게이팅 

분석하였다. 

비장 수지상세포는 다음과 같은 전처리를 거쳐 유세포 분석하였다.[13] 조

직을 작은 조각으로 절단하고, 상온에서 20분 동안 콜라게나제와 DNAse 

I, 2 % FBS를 함유하는 PBS에 침지하였다. 침지된 세포를 원심분리하여 

세포 펠렛을 분리하고, 5 ml의 히스토파크 (Histopaque 1077, Sigma-

Aldrich)에 재현탁시켰다. 다시 히스토파크 5 ml를 아래쪽에, 배지층을 위

에 넣고 10분 동안 1700g로 원심분리하였다. 저밀도층(<1.077 g/cm3)을 

모아 20분 동안 FITC 또는 PE에 접합된 단일 클론 항체와 함께 배양하

였다. 형광체에 접합된 단일 클론 항체(mABs)는 anti-CD3 (17A2), 

anti-Thy1.1 (OX-7), anti-B220 (RA3-6B2), anti-Gr-1 (RB68C5), 

anti-CD49b (DX5) 및 anti-TER-119 (TER-119)이다. 형광을 발현하

지 않은 세포 중 CD11c를 높게 발현하는 세포를 비장 수지상세포로 정의

하고 FACS Aria II (Becton Dickinson Biosciences)로 분석하였다. 



２７ 

 

3.4. 사이토카인 분석 

 

혈청 내의 IL-6, IL-12p70 및 TNF-α 농도는 표준 효소 면역 분석 

(ELISA, BioLegend) 키트를 사용하여 측정하였고, mRNA는 올리고(dT) 

프라이머와 M-MLV 역전사 효소(Promega)를 이용하여 cDNA로 역전사

하고 LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche AG)를 사용하여 

60 ℃의 온도에서 40회 어닐링 반복하여 PCR 증폭하였다 (Qiagen AG). 

PCR에 사용한 프라이머의 염기서열을 표 5에 나타내었다. 

 

표 5. PCR 프라이머의 염기서열 

Primers Sequence 

β-Actin forward 5’-TGG ATG ACG ATA TCG CTG CG-3’ 

β-Actin reverse 5’-AGG GTC AGG ATA CCT CTC TT-3’ 

IL-6 forward 5’-AAC GAT GAT GCA CTT GCA GA-3’ 

IL-6 reverse 5’-GAG CAT TGG AAA TTG GGG TA-3' 

IL-12p40 forward 5’-CAC ATC TGC TGC TCC ACA AG-3’ 

IL-12p40 reverse 5’-CCG TCC GGA GTA ATT TGG TG-3’ 

TNF-α forward 5’-CCT TTC ACT CAC TGG CCC AA-3’ 

TNF-α reverse 5’-AGT GCC TCT TCT GCC AGT TC-3’ 
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3.5. 비장세포 내 싸이토카인의 염색[14] 

 

비장 내 세포를 취하여 50 ng/ml 농도의 PMA (phorbol 12-myristate 

13-acetate)와 1 μM 아이오노마이신 (ionomycine)으로 4시간 가량 자

극시킨 후 모넨신 (monensin) 용액을 더하여 2시간 동안 둔다. 먼저 표

면 분자를 염색하고 Cytofix/Cytoperm (eBioscience) 용액으로 고정시킨

다. 싸이토카인에 대한 항체가 포함된 완충용액으로 30분간 둔다. 동종 대

조군 항체 IgG를 같은 조건에서 병행한다. 

 

3.6. BMDC (bone marrow-derived dendritic cell) 테스트[15] 

 

쥐에서 취한 골수세포를 10% FBS가 포함된 RPMI 1640 용액에서 배양

하였다. 50 ng/ml의 GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor)와 50 ng/ml의 IL-4 (interleukin-4)를 더하여 6일간 

37℃, 10%의 CO2 환경에서 배양하고 신선한 배양액으로 씻어낸 뒤 유세

포 분석으로 CD11c에 양성반응하는 세포들을 수지상세포로 정의하였다. 

  



２９ 

Ⅲ. 실험 결과 및 토의 

 

 

1. U4T-eCpG 나노입자의 수지상세포 섭취 

 

Alexa488이 표지된 cU4T와 eCpG가 같은 당량으로 결합된 1q-Alexa 

시료를 쥐에 주사하고 2시간 후에 비장을 적출하여 비장세포를 Ⅱ.3.3.에

서 언급한대로 전처리하여 분석한 결과, CD11c+ 세포에서 Alexa488의 

검출이 크게 증가하였다.(그림 17) 유세포 분석뿐만 아니라 공초점현미경

에서도 CD11c의 적색과 Alexa488의 녹색이 겹쳐진 영역에서 노란색으로 

관찰된다. 이를 통해 U4T-eCpG 나노입자가 비장 내의 수지상세포 안에 

효율적으로 섭취된다는 것을 알 수 있다. 
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그림 17. 1q-Alexa488을 적용한 비장세포의 유세포 분석(위), 공초점현미

경 (아래). 흰색 스케일은 200μm를 나타낸다.  
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2. CpG 함량에 따른 면역활성 차이 

 

2.1.3.절의 표에서 언급하였듯이 U4T의 농도에 대해 1/4, 2/4, 4/4의 당

량이 되도록 eCpG의 양을 조절하여 1q, 2q, 4q의 샘플을 조제하였다. 

PBS와 U4T를 대조군으로 하였다. 각각을 쥐에 주사한 후 24시간 후에 

비장세포를 취하여 수지상세포의 공통자극분자 CD40, CD80, CD86과 

MHC class I, II를 측정하였다. 

먼저 lineage (CD3, Thy1.1, B220, Gr1, CD49b, Ter-119 계통)에는 음

성이고 CD11c에 양성인 세포를 수지상세포로 볼 때, PBS와 U4T만을 주

사했을 경우에 비해 1q, 2q, 4q에서 그 수가 증가하는 것을 관찰할 수 있

었다.(그림 18) 또한 수지상세포의 표면에 발현되는 공통자극분자 CD40, 

80, 86와 MHC class I, II의 신호가 모두 증가하는 것으로 관찰되었다.(그

림 19) 

 

그림 18. 1q, 2q, 4q에 따른 수지상세포의 유세포 분석 
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 이 때 1q, 2q, 4q에 들어있는 eCpG 함량에 따라 서로 다른 결과가 나타

났는데, 공통자극분자의 경우는 1q에서는 그 영향이 미미하였으나 2q와 

4q에서는 1q와 구별되는 뚜렷한 증가가 있었다. 그런데 2q와 4q 사이에

는 2배수 만큼의 증가가 나타나지는 않았다. MHC class의 경우에는 1q, 

2q, 4q 모두 뚜렷한 활성이 있었고 함량이 높아짐에 따라 조금씩 영향이 

커지는 양상을 보였다. 이를 통해 수지상세포를 활성화하는 데에 CpG의 

함량이 영향을 끼친다고 가정하고, 이후에 진행된 실험에서는 eCpG의 함

량을 2q 기준으로 정하여 비교하기로 하였다. 

 

그림 19. 1q, 2q, 4q에 따른 공통자극분자 발현의 유세포 분석 



３３ 

3. 싸이토카인의 분비 

 

앞서 eCpG 함량에 따른 수지상세포의 공통자극분자 발현에 대한 결과를 

토대로 2q 샘플을 이용하여 싸이토카인 IL-6, IL-12, TNF-α에 대해 

분석하였다. 

샘플을 쥐에 주사한 뒤 4시간 후에 비장과 혈액을 채취하여 mRNA PCR

과 ELISA 분석을 한 결과 각각의 싸이토카인 분비가 증가한 것을 확인할 

수 있었다.(그림 20) 또한 24시간 이후 비장을 적출하여 유세포 분석을 

한 결과도 마찬가지로 IL-6, IL-12, TNF-α 싸이토카인 모두 증가된 것

으로 나타났다.(그림 21) 
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그림 20. 2q를 주사한 쥐의 4시간 후 비장세포의 싸이토카인 mRNA 발현

과 (위) 혈청 속의 싸이토카인 농도 (아래) 

 

 

그림 21. 2q를 주사한 쥐의 24시간 후 비장세포의 싸이토카인 
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4. eCpG 단일가닥과 U4T-eCpG 면역 활성 비교 

 

실험방법 Ⅱ.1.4.에서 U4T-eCpG 나노입자가 10% FBS 환경에서 반감되

는 데에 30분이 소요되는 것으로 확인하였다. 따라서 단일가닥 DNA에 비

해 구형의 나노입자가 면역 활성에 유리한지 확인하기 위해 eCpG를 2q 

농도와 같도록 하여 비교하였다. 

 

 

그림 22. eCpG와 2q를 주사한 쥐의 비장세포의 공통자극분자 발현과 싸이

토카인 분비 
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PBS, eCpG, 2q를 주사하고 24시간 후에 비장내 수지상세포의 공통자극분

자와 싸이토카인 분비를 측정하였다.(그림 22) eCpG의 경우에도 PBS와 

비교하여 약간의 면역 활성은 있었지만 같은 농도의 U4T-eCpG 나노입

자에 비해 현저히 효과가 떨어지는 것으로 나타났다.  

 

 

5. Td-CpG와 U4T-eCpG 면역 활성 비교 

 

KIST 안대로 박사님 연구실에서 같은 염기서열의 올리고 DNA를 제공받

아 사용하였다. 이 구조의 경우 고농도에서 연속적인 자가조립으로 뭉치는 

현상이 있어 U4T-eCpG의 2q와 같은 농도를 사용하지 못했다. 즉 한 종

류의 올리고 DNA로 이루어진 구형의 나노입자에 비해 eCpG의 함량을 조

절할 수 없는 단점이 있다. 따라서 PBS, Td-CpG, 1q, 2q의 공통자극분자

와 싸이토카인 분비를 측정하였고 그 결과는 예상한대로 eCpG의 함량이 

같은 Td-CpG와 1q의 면역 활성이 비슷하게 나타났다.(그림 23) 
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그림 23. Td-CpG와 1q, 2q에서의 공통자극분자 발현과 싸이토카인 분비 

 

 

6. BMDC 테스트 

 

앞서 Ⅱ.3.6.에서 언급한 BMDC에 U4T, 1, 10, 50 μl의 2q 시료, eCpG 

단일가닥을 각각 더하여 24시간 처리하였다. 그리고 동물 실험과 같은 방

법으로 공통자극분자와 MHC class, 싸이토카인의 mRNA 발현과 배양액

의 싸이토카인 농도를 측정하였다. 

먼저 셀 표면의 성상을 현미경으로 관찰했을 때, 10, 50 μl의 2q를 처리

한 경우 눈에 띄게 달라진 것을 알 수 있었다. 공통자극분자와 MHC class

의 발현도 10, 50 μl의 2q에서 가장 높게 나타났다. 1μl의 2q를 처리한 
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경우에는 오히려 eCpG 단일가닥을 처리했을 때보다 변화가 없는 것으로 

보아 동물 실험에서도 언급된 것처럼 수지상세포가 활성화되는 최소의 농

도와 최대의 농도가 정해져 있을 것으로 예상된다. 또한 동물 실험과 달리 

셀 테스트에서는 eCpG 단일가닥의 경우에도 수지상세포 활성이 크게 나

타났는데, 이는 체내 유입되어 혈액을 지나 수지상세포로 들어가는 경로 

없이 셀에 직접 작용함에 기인한 것으로 보인다. 따라서 셀 테스트에서 면

역 활성 효과가 있다 하더라도 동물 실험의 체내 안정성 여부에 따라 같은 

효과가 있는지 확인해야 할 필요가 있다. 

더불어 싸이토카인의 분비를 확인하기 위해 10μl의 2q를 처리한 셀과 

eCpG 단일가닥을 처리한 셀의 mRNA 발현과 싸이토카인 농도를 측정하

였다. 앞서 공통자극분자와 MHC class의 결과와 마찬가지로, 2q의 경우 

가장 높은 싸이토카인 분비를 보였고, eCpG의 경우는 그에 비해 조금 못

미치는 상태로 나타났다. 
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Ⅳ. 결론 

 

 

DNA의 한쪽 끝에 소수성 기능기를 합성하여 양친매성 분자를 만들고, 마

이셀 구조를 이루게 한 다음 상보적인 염기서열을 이용하여 표면에 면역 

활성이 있는 CpG ODN이 배열된 나노입자를 만들었다. 이를 쥐에 주사하

여 면역 분석을 실시한 결과 수지상세포의 TLR-9에 인식되어 수지상세

포의 수가 증가하고 공통자극분자가 발현되며 싸이토카인 분비가 증가하여 

면역 반응이 활성화됨을 확인하였다. 또한 CpG의 함량을 조절하여 면역 

활성에 효과적인 함량을 찾아낼 수 있었으며, 형광 표지된 상보서열을 더

하여 세포 내 섭취를 직접적으로 관찰하였다. 체내의 환경에 대하여 CpG 

단일가닥에 비해 안정한 구조로 면역 활성에 유리할 뿐만 아니라 기존에 

연구된 Td 나노구조에 비해 고농도로 조절이 가능하다는 장점을 알아내었

다. 이를 통해 면역 활성을 위한 보조제로서의 효과와 형광 표지된 상보서

열을 응용한 생체 이미징 기술을 기대해 볼 수 있다. 

최근까지 발전해 온 DNA 나노기술은 2011년 발표된 Shawn M. Douglas

의 나노로봇처럼[6] 정교한 DNA 구조를 이용하여 효과적인 약물 전달을 

의도할 수도 있다. 그러나 DNA 소재의 특성 상, 복잡하고 정교할수록 올

리고 합성과 자가조립의 수율이 크게 저하되기 때문에 그 활용을 기대하기

가 어렵다. 이에 반해 양친매성 DNA 나노입자의 경우 한가지 서열의 올

리고 DNA를 사용하여 균일한 구형이 만들어진다는 점, 그리고 단순한 마
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이셀 나노입자로 그치지 않고 상보서열에 다른 물질을 합성하여 혼성을 통

해 그 함량과 조성을 조절할 수 있다는 점에서 복잡하고 수율이 떨어지는 

DNA 나노구조들에 비해 여러 분야에 쉽게 응용할 수 있을 것으로 보인

다. 또한 이 연구에서 사용한 특정 DNA 서열이나 펩티드 항원을 넘어서

서 단백질이나 무기입자 등을 유도할 가능성도 열려 있다.  

다만 부족한 것은 항원을 합성한 OVA-cU4T 물질을 합성 수율과 정제의 

문제점 때문에 eCpG와 동시에 혼성한 나노입자를 준비하지 못해 동물 실

험을 적용하지 못한 점이다. 따라서 연구 초반에 목적한 항원과 보조제가 

같이 들어있어 항원특이적인 면역 활성을 유도하는 나노입자를 제조하려던 

의도는 미완성된 채로 남아 있다. 그러나 앞으로 지속된 연구 활동을 통해 

click 반응의 촉매 물질의 종류를 다양하게 하고 hexynyl-cU4T 합성 스

케일과 조건을 개선함으로써 문제를 해결할 수 있을 것으로 기대한다. 
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