
859

대한치주과학회지 : Vol. 37, No. 4, 2007

Polyethyleneimine-응축 BMP-2 발현 유전자를 이용한 
골형성 효과

정희선1, 김경화1,2, 박윤정3, 김태일1, 이용무1, 구 영1, 
류인철1, 이동수4, 이승진5, 정종평1, 한수부1, 설양조1*

1. 서울대학교 치의학전문대학원 치주과학교실, 2. 서울대학교 BK21 치의학생명과학사업단
3. 서울대학교 치과대학 두개악안면재건과학교실, 4. 서울대학교 의과대학 핵의학과
5. 이화여자대학교 약학대학 물리약학교실

I. 서론
골형성 유도단백질은 이소성 골형성을 일으킬 수 

있다고 알려진 이후1) 골결손부 치료를 위한 연구에 
이용되고 있다. 특히 BMP-2와 BMP-7은 골조직의 
치유과정에 중요한 역할을 하므로 이 단백질의 적용
에 중점을 두고 많은 연구가 진행되고 있다2-5). 치주
조직과 관련되어서도 BMP는 치주인대와 백악질의 
분화와 재생에 관여하며4-7), 치아와 임플란트, 상악
동 이식술시 치조골 재생을 촉진하는 것으로 연구되
고 있다8-13). 그러나 직접적으로 BMP를 적용할 경우 
단백질의 작용을 조절하기 힘들며, 조직액에 흩어지
고 효소들에 의하여 분해되기 때문에 필요한 만큼의 
골 형성 반응을 기대할 수 없으므로, 유전자 치료법
이 도입되고 있다6,14-19).1)

유전자 치료법을 이용하여 충분한 기간에 걸쳐 특
정 부위에 유전자를 적용함으로써 골 재생력을 극대
화할 수 있다14,15,20). 유전자 발현을 개시하기 위하여 
DNA는 세포를 뚫고 들어가 핵에 도달해야 한다. 이
때 벡터를 이용하여 DNA가 세포로 들어가 발현되는 

과정을 증진시킬 수 있으므로, 유전자 치료의 성공
은 특정 조직에서 치료용 유전자를 효과적으로 전달
하고 발현시킬 수 있는 벡터의 개발에 상당부분 의
존하게 된다21). 바이러스는 현재까지 가장 효과적인 
벡터로서 치주조직의 재생에도 많이 이용되고 있으
나22,23), 작업이 까다롭고 면역 반응을 일으키거나 
전신적 질환과 관련될 가능성이 있으므로, 안전하고 
제조가 용이한 비바이러스성 벡터를 이용한 방법이 
시도되고 있다15,21,24,25). 

Naked plasmid DNA, cationic lipid 그리고 
cationic polymer들이 비바이러스성 시스템에 이용
되고 있다. Plasmid DNA는 안정적이고 경제적인 
DNA 전달 기구이다24-26). 1996년 Fang 등이27) 
BMP-4를 발현하는 plasmid를 골 결손부에 직접 이
식하여 치유세포들을 체내에서 유전적으로 조작할 
수 있음을 보인 이후 동물을 이용한 여러 연구에서 
plasmid를 이용하여 골형성이 증가됨을 보고하고 있
다28,29). 그러나 plasmid DNA는 핵이나 세포액 혹은 
순환 중 쉽게 분해될 수 있고, 세포막을 순조롭게 통
과하지 못한다는 한계를 갖는다24-26).

*교신저자 : 설양조, 서울시 종로구 연건동 28, 서울대학교 치의학전문대학원 치주과학교실, 110-749 (전자우편: yjseol@snu.ac.kr)
*본 연구는 과학기술부 특정연구개발사업(M10528010004-06N2801-00410) 지원으로 수행되었음.
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비바이러스성 전달방법으로서 양이온성 지질이나 
양이온성 중합체를 첨가하여 세포 내로 전달하는 방
법도 이용되고 있다25,27,30). 이들 양이온 분자들의 경
우 DNA와 정전기적으로 결합하여 응축됨으로써 
DNA의 세포 내 이동을 촉진시키고 핵산분해효소에 
의해 분해되는 것을 방지한다30,31).

양이온성 중합체들 중 polyethyleneimine(PEI)은 
Boussif에 의하여 효과적인 형질감염시약으로 보고
된 이후32) 여러 연구자들에 의해 활용되고 있다
33-38). PEI는 DNA 응축효과가 뛰어날 뿐 아니라 높
은 내재성 엔도좀 활성을 나타내므로 lysosome 효소
의 파괴작용으로부터 DNA를 보호한다30-32). 뇌, 신
장 등 여러 신체조직에서 PEI를 이용한 유전자 전달
이 연구되고 있으며, BMP 발현을 위한 연구들도 시
도되고 있다34,35).

비바이러스성 전달법을 이용할 경우 바이러스와 
관련된 부작용이 매우 감소되지만, 아직까지 DNA를 
전달하고 유전자 발현이 되도록 작용하는 데 있어서 
바이러스 벡터보다 그 효과가 많이 떨어지므로
24,25,30), 생체 내에서의 효율적인 유전자 전달을 위하
여 생체 내 분포, 세포 내 침투, 세포 내 전달경로 
등의 과정에 존재하는 장애 요인들을 극복할 수 있
어야 한다. 

이 연구의 목적은 분자량 22kDa의 PEI를 이용하
여 BMP-2 유전자를 발현하는 PEI/DNA 복합체를 
만든 후, 이 복합체의 골 유도력을 in vitro와 in 
vivo에서 관찰함으로써 PEI가 효과적인 유전자 전달
벡터로서 기능할 수 있는가를 알아보는 것이다.

II. 실험재료 및 방법
1. DNA 제조 
BMP-2 발현 cDNA(ATCC, Manassas, VA, USA)

를 구입한 뒤 EcoRI으로 분리해 냈다. 분리된 BMP-2 
유전자를 plasmid vector인 pcDNA3.1 (Invitrogen, 
Calsbad, CA, USA)의 EcoRI site에 삽입시켰다. 재
조합 된 DNA로 E.coli DH5α를 형질전환시켜 재조

합 DNA를 증폭시켰다.
Plasmid extraction kit(Qiagen, Hilden, Germany)

를 이용하여 배양된 E.coli에서 plasmid를 분리한 
후 전기영동과 UV spectrophotometer (Beckman, 
Fullerton, Germany)를 이용하여 정성분석 및 정량
하였다. 재조합된 유전자의 염기서열을 분석하고 제
한효소분석을 시행하였다. 방향과 염기서열이 정확
한 plasmid vector를 선택하여 다시 배양하여 다량
의 plasmid를 획득하였다. 이렇게 제조한 DNA를 
BMP-2/pcDNA3.1이라 하고 사용시까지 –20℃에서 
보관하였다.

2. PEI /DNA 복합체 제작
BMP-2/pcDNA3.1 1㎍을 100㎕l NaCl(150mM)과 

혼합한 다음 이 혼합물을 분자량 22kDa의 PEI 
(ExGen 500 , Fermentas, Opelstrasse, EU) 3.3
㎕와 혼합한 뒤 실온에 10분간 방치하여 DNA와 PEI
의 복합체(PEI/BMP-2/pcDNA3.1)를 제작하였다.

3. PEI/DNA 복합체를 콜라젠에 도입
10×10mm2의 정사각형의 콜라젠 스펀지(Zimmer 

Dental, Carlsbad, CA, USA)에 PEI/BMP-2/ 
pcDNA3.1 복합체를 흡수시킨 후 4℃에서 18시간 방
치하였다. -70℃에서 동결시킨 후 동결건조하였다. 
대조군으로 BMP-2/pcDNA3.1만 넣은 콜라젠 스펀
지도 함께 제작하여 동결건조시켰다.

4. 콜라젠 스펀지로부터 DNA 분리 
제조한 PEI/BMP-2/pcDNA3.1/collagen을 1% 페

니실린-스트렙토마이신 용액이 포함된 PBS 1㎖에 
넣은 후 37℃에서 진탕배양하였다. 배양 1일, 3일, 5
일, 7일, 10일, 14일, 19일에 각각 100㎕씩 채취하였
다. 채취하고 남은 샘플에는 다시 100㎕의 PBS를 
첨가하였다. 채취한 용액에서 용출된 DNA의 농도를 
Nanodrop spectrophotometer(NanoDrop, Wilmington, 
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DE, USA)에서 정량 하였다.

5. 유전자 전이 유효성 검사
쥐의 골수 기질 세포인 W20-17 세포를 사용하였

다. 세포를 10% FBS(Invitrogen, Grand Island, 
NY, USA)와 페니실린 5000units/ml, 스트렙토마이
신 50㎍/ml이 첨가된 Dulbeccos modified Eagles 
medium(DMEM, Invitrogen, Grand Island, NY, 
USA)에서 배양하였으며, 5% CO2, 37℃에서 성장 유
지시켰다. 

W20-17세포를 6well plate에 well당 1×105 밀도
로 접종한 후 24시간 동안 5% CO₂배양기에서 배양
한 후 제조된 PEI/BMP-2/pcDNA3.1/collagen을 넣
고 배양하였다. 같은 조건에서 BMP-2/pcDNA3.1만 넣
은 콜라젠 스펀지 또는 아무런 처치를 하지 않은 콜라
젠스펀지를 넣고 배양하였다. 3일 후 배양액을 모은 다
음 Immunoassay kit(R & D systems, Minneapolis, 
MN, USA)를 이용하여 각각의 군에서 분비된 
BMP-2의 양을 측정하였다. 3일 동안 배양된 세포에
서 염기성인산화효소 활성을 측정하였다. 각각의 군
에서 21일 동안 배양된 세포를 10% NBF로 고정한 후 
Alizarin Red S로 염색을 시행하여 석회화 정도를 관
찰하였다. 

6. DNA 복합체의 세포내 진입 
pEGFP-N1 plasmid vector(Clontech, Mountain 

View, CA, USA) 1㎍을 100㎕ NaCl(150mM)과 혼합
하고 이를 PEI 3.3㎕와 혼합하여 실온에서 10분간 
방치하여 DNA와 PEI의 복합체를 제조하였다. 각각
의 콜라젠 위에 준비한 PEI/pEGFP-N1 복합체를 넣
은 다음 4℃에서 18시간 동안 유지하였다. 이렇게 
제작된 PEI/pEGFP-N1/collagen을 동결건조시켰다. 
대조군으로 pEGFP-N1 plasmid vector를 콜라젠 
스펀지에 넣은 후 동결 건조시켰다.   

W20-17세포를 4-well chamber slide에 접종한 
후 하루 동안 5% CO2 배양기에서 배양한 뒤, 제조

된 PEI/DNA/collagen, DNA/collagen, PEI/DNA를 
각각 넣고 3일간 배양하였다. 3일 후 10% NBF에서 
고정하여 Confocal Laser scanning microscope 
(CLSM, Carl Zeiss, G ttingen, Germany)에서 
green fluorescent protein (GFP) 발현을 관찰
하였다.

7. In vivo 골형성 효과 실험
생체 내 골형성 효과를 보기 위하여 평균체중이 

26g인 nude mouse에 DNA/collagen 복합체를 이식
하였다. 제조한 BMP-2/pcDNA3.1 50㎍을 200㎕ 
glucose 용액과 혼합한 다음 이 혼합물을 9㎕ PEI와 
혼합하여 형성된 PEI/BMP-2/pcDNA3.1 복합체를 
실온에서 10분간 보관 후 2장의 10×10mm2 정사각
형의 콜라젠 스펀지에 넣은 후 동결건조 시켜 사용
하였다.

Ketamine(유한양행, 서울, 대한민국), 5mg으로 실
험동물의 전신마취를 유도하였다. 쥐의 대퇴부를 수
직으로 10mm 정도 절개한 후 근육 내에 각각의 콜라
젠 스펀지를 이식하였다. PEI/BMP-2/pcDNA3.1/ 
collagen과 BMP-2/pcDNA3.1/collagen을 각각 두 
마리씩의 마우스에 이식하였고, 음성대조군으로 아
무런 처치를 하지 않은 콜라젠을 두 마리의 마우스
에 이식하였다. 이식 후 5-0 흡수성 봉합사와 5-0 
수술용 실크로 근육과 피부를 각각 봉합하였다. 술 
후 3일간 항생제를 근육 주사하였고, 4주 후 희생시
켜 조직표본을 제작하였다.

8. 조직학적 관찰
4주 후 모든 동물을 희생한 후 콜라젠을 이식한 

부위 근육을 10×7×3mm3 정도의 크기로 절제한 다
음 10% 중성 포르말린 용액으로 고정하였다. 10% 
EDTA로 탈회하고 에탄올로 탈수한 다음 파라핀으로 
포매하고 5㎛ 두께의 절편을 제작하였다. Masson- 
Trichrome 염색법으로 염색한 다음 광학현미경 하
에서 20배와 100배의 배율로 관찰하였다.
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Figure 2. The amount of secreted BMP-2 in the con-
ditioned media of W20-17 cells transfected by 
PEI/BMP-2/pcDNA3.1 which was released from colla-
gen sponge in 3 days. (blank: No treatment, PEI/ 
DNA-coll: PEI/BMP-2/pcDNA3.1/collagen, DNA-coll: 
BMP-2/pcDNA3.1/collagen, coll: blank collagen sponge) 

   *Significant differences were observed when compared 
to other groups (* p<0.05).

Figure 3. Alkaline phosphatase activities of W20-17 
cells transfected by PEI/BMP-2/pcDNA3.1, which was 
released from collagen sponge. (blank: No treatment, 
PEI/DNA-coll: PEI/BMP-2/pcDNA3.1/collagen, DNA-coll: 
BMP-2/ pcDNA3.1/collagen, coll: blank collagen sponge)

   *Significant differences were observed when compared 
to other groups (* p<0.05).

Figure 1. Cumulative release of PEI/DNA from collagen 
sponge. The amount of released DNA from collagen 
scaffold was measured using Nanodrop spectro- 
photometer. DNA was released from the collagen 
about 43% in 1 day, about 66% in 3 days, and about 
88% in 19 days. Experiments were done in triplicate.

9. 통계적 분석

통계적 분석을 위하여 SPSS 12를 이용하였다. 실
험에서 얻어진 수치는 one-way ANOVA를 이용하
였으며 사후 검정에 Duncan 법을 시행하여 분석하
였다. 

III. 결과

1. 콜라젠 스펀지로부터 DNA 분리 
각각의 날짜에 채취된 용액에서 용출된 DNA의 

농도를 Nanodrop spectrophotometer에서 정량한 
결과 시간이 경과함에 따라 PEI/BMP-2/pcDNA3.1
을 적용한 콜라젠 스펀지에서 PBS용액으로 DNA가 
점차적으로 용출되었다. 용출된 BMP-2/pcDNA3.1
의 누적량을 최초 스펀지에 넣은 양에 대한 백분율
로 나타내었다. 1일 후 약 43%, 3일 후 약 66%, 10
일 후 약 83%, 그리고 19일 후에는 약 88%에 달하
는 DNA가 분리되었으며 이후 더 이상의 증가는 없
었다. 콜라젠으로부터 분리된 BMP-2/pcDNA3.1은 
19일까지 증가하여 88% 가까운 양이 검출되었다 
(Figure 1).

2. 유전자 전이 유효성 실험 
1) BMP-2 발현
DNA가 부착된 콜라젠에서 용출된 유전자들에 의

해 전이된 세포들이 3일간 분비한 BMP-2의 양을 
ELISA를 이용하여 측정하였다. 정량한 결과 PEI/ 
BMP-2/pcDNA3.1/collagen으로 처리한 군에서 가
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Figure 4. Alizarin red S staining for mineralization on BMSCs treated with nothing (blank), PEI/BMP-2/ 
pcDNA3.1/collagen (PEI/DNA-coll), BMP-2/pcDNA3.1/collagen (DNA-coll) and collagen. Mineralization was ob-
served only in BMSCs transfected by PEI/BMP-2/pcDNA3.1/collagen.

Figure 5. Cellular uptake of DNA into BMSCs. Origianl magnification, ×40. GFP was expressed in cells trans-
fected with PEI/pEGFP-N1/collagen or PEI/pEGFP-N1.

장 높게 나타났으며, BMP-2/pcDNA3.1/ collagen
으로 처리한 세포군 및 아무런 처리를 하지 않은 세
포군과 유의성 있는 차이를 보여주었다. BMP-2/ 
pcDNA3.1/collagen으로 처리한 세포들이 분비한 
BMP-2양은 콜라젠 스펀지만 넣은 군과 유의성 있
는 차이를 나타내지 못했다(Figure 2). 

2) 염기성 인산화 효소 활성 
3일간 DNA가 부착된 스펀지에서 용출된 유전자

들에 의해 전이된 세포들의 염기성 인산화 효소 활
성을 평가한 결과 PEI/BMP-2/pcDNA3.1/collagen
으로 처리한 군에서 활성이 가장 높게 나타났으며, 
BMP-2/pcDNA3.1/collagen으로 처리한 군 및 아무
런 처리를 하지 않은 군과 유의성 있는 차이를 보여
주었다(Figure 3). 

3) 석회화 검사
PEI/BMP-2/pcDNA3.1/collagen과 BMP-2/pcDNA3.1/ 

collagen 첨가 후 21일 동안 배양된 세포를 Alizarin 
Red-S 염색을 시행하여 석회화 정도를 관찰한 결과 
PEI/BMP-2/pcDNA3.1 군에서만 석회화 결절을 관
찰할 수 있었다(Figure 4).

3. DNA의 세포내 진입 
PEI/pEGFP-N1 복합체를 넣은 콜라젠 스펀지를 

W20-17 세포에 넣고 3일간 배양한 후 CLSM에서 
GFP 발현을 관찰하였다. 아무런 처치를 하지 않은 
표본에서와 달리 PEI/pEGFP-N1 복합체를 넣은 콜
라젠 스펀지로 처치한 경우 콜라젠과 슬라이드에 부
착된 세포 모두에서 GFP 발현을 볼 수 있었으며, 
PEI/pEGFP-N1 복합체를 콜라젠 스펀지에 넣지 않
고 직접 세포에 처리한 경우에도 유사한 정도로 
GFP가 발현되었다. 반면에 pEGFP-N1/collagen으
로 처리한 표본에서는 GFP 발현이 관찰되지 않았다 
(Figure 5).
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Figure 6. Histological sections of 
intramuscularly implanted vec-
tor-loaded sponges after 4 weeks 
of surgery. A. Blank collagen, 
B. BMP-2/pcDNA3.1/collagen, C. 
PEI/BMP-2/pcDNA3.1/collagen. 
Original magnification ×20 
(left). Higher magnification ×100 
(right). New bone formation was 
shown only in PEI/DNA grafted 
animal C. The newly formed 
bone tissue was consisted of is-
lands of trabecular-like bone 
surrounded by fat cells and blood 
vessels. Remnants of resorbing 
collagen carrier were observed in 
tissues grafted with blank colla-
gen A. or DNA/collagen B. at 4 
weeks of healing. Masson-Trichrome 
staining.

A. Tissue specimens grafted with collagen sponge after 4 weeks of 
implantation.

B-①×20

B. Tissue specimens grafted with BMP-2/pcDNA3.1/collagen after 4 weeks of 
implantation. 

C-①×20

C. Tissue specimens grafted with PEI/ BMP-2/pcDNA3.1/collagen after 4 
weeks of implantation.

4. 조직학적 관찰
누드 마우스의 대퇴부 근육조직 내에 PEI/ 

BMP-2/pcDNA3.1/collagen과 BMP-2/pcDNA3.1/ 
collagen, 그리고 DNA를 넣지 않은 콜라젠 스펀지를 
각각 두 마리씩의 마우스에 이식하였다. 4주 후 희생
하여 조직 표본을 제작한 뒤 Masson-Trichrome 염색
법으로 염색하였다. PEI/BMP-2/pcDNA3.1/collagen
을 이식한 동물의 조직에서는 신생골 형성을 관찰할 
수 있었으나, BMP-2/pcDNA3.1/collagen을 이식한 
표본에서는 콜라젠 스펀지만을 넣은 동물에서와 마찬
가지로 골 형성의 증거를 찾을 수 없었다(Figure 6).

IV. 고안
양이온성 중합체 벡터인 PEI는 효과적으로 DNA

를 응축하여 세포 내로 들어가기 쉽게 하며, 양성자 

스펀지 효과(proton sponge effect)에 의하여 DNA 
복합체가 라이소좀 효소에 파괴되지 않고 세포질 내
로 방출되게끔 한다24,25,30,31). 

이 연구에서는 분자량 22 kDa의 linear형 PEI를 
사용하여 BMP-2를 발현하는 DNA를 쥐의 골수기질
세포에 형질감염시켰다. 우선 PEI/DNA 복합체를 만
든 뒤 이 용액을 콜라젠 스펀지에 흡수시켜 세포와 
함께 배양하였다. 배양 시 콜라젠으로부터 분리되어 
나온 유전자가 세포를 형질전환시킬 경우 전이된 세
포는 BMP-2를 발현하고 염기성 인산화 효소 활성
을 보이며 석회화를 유도하게 된다. 이 실험에서 
PEI로 처리한 DNA와 함께 배양한 세포액에서 검출
된 BMP-2 양은 대조군에 비하여 유의성 있게 높았
으나, 비응축 DNA만으로 처리한 경우에 검출된 
BMP의 양은 아무런 처리를 하지 않은 콜라젠만을 
넣은 군과 차이가 없었으며, 염기성 인산화 효소 활
성 역시 같은 양상을 보였다. 이와 같은 결과에서 전

A-①×20 A-②×100

B - ②
×100

C - ②
×100
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달벡터를 이용하지 않고 naked DNA만으로 처리할 
경우 in vitro에서 형질전환이 일어나지 않음을 알 
수 있었다.

DNA가 효과적으로 세포 내로 들어갔는지를 알아
보기 위한 방법으로서 pEGFP-N1과 복합체를 만들
어 GFP 발현을 관찰하였다. PEI-condensing을 시
행하지 않은 DNA 군에서는 GFP가 발현되지 않았으
나, PEI/DNA 복합체와 배양한 세포에서는 GFP가 
발현되어 전달벡터를 사용하지 않은 경우 in vitro에
서는 유전자가 세포 내로 거의 진입하지 못함을 알 
수 있었다.

생체 내 실험에서는 쥐의 대퇴부 근육에 DNA를 
넣은 콜라젠 스펀지를 이식하여 4주 후 신생골 형성 
여부를 보았다. 생체 내 실험 역시 실험실 세포실험
에서와 마찬가지로 비응축 DNA를 넣은 군에서는 골 
형성 증거를 찾을 수 없었으며 PEI/DNA 복합체를 
넣은 동물에서만 신생골이 형성되었다.  

많은 연구에서 비응축 DNA의 in vitro 유전자 전
달 효과가 매우 낮다는 것은 증명되었지만24,26), 생
체 내에서는 약간의 효과를 나타낼 수 있으리라 예
측하였다. 그러나 본 실험에서는 골형성이 전혀 일
어나지 않았다. 비응축 DNA를 사용할 경우 고농도
의 DNA가 필요하므로28) DNA 용량을 증가시킬 경우 
상이한 결과가 나타날 수도 있었을 것이다. 향후의 
연구에서는 용량에 따른 신생골 형성 유무 및 형성
된 골의 양을 분석하여 볼 필요가 있을 것으로 생각
된다.  

이번 실험에서는 근육조직 내에 이식했으므로 골
조직에 이식할 경우에는 다른 결과가 나타날 수도 
있을 것이다. 실제 생체 내 골 결손부에 이식할 경우
에는 실험동물의 종류와 이식부위의 크기 등에 따라 
최적의 양을 적용해야 하므로, 이를 위한 연구가 뒤
따라야 할 것이다. 

이 실험에서는 유전자 전달기구로서 콜라젠 스펀
지를 사용하였다. 콜라젠 제재는 생체내외에서 세포
가 성장하기 좋은 기반이 됨으로써 약물이나 세포의 
전달에 사용되어 오고 있으며, 최근에는 DNA 전달 
시에도 운반체로 사용되고 있다39-41). Plasmid는 쉽

게 콜라젠의 구조 속으로 들어가 콜라젠이 흡수되는 
동안 저절로 분비된다. 이런 특성으로 인하여 DNA 
분해효소의 직접적인 공격을 피할 수도 있다16,40). 우
선 PEI/DNA 복합체를 만든 뒤 이 용액을 콜라젠 스
펀지에 넣어 콜라젠으로부터 복합체가 서서히 분리
되어 나오는가를 조사하였다. 정량 결과 처음 24시
간 43% 정도가 용출되었으며, 3일간 66% 분리되었
고 이후 19일 동안 점진적으로 증가하면서 88%에 가
까운 양이 측정되었다. 이것은 in vitro에서 전달된 
DNA가 2주 정도는 나오지만 대부분이 3일 이내에 
분리됨을 나타낸다. 생체 내에서는 콜라젠이 빠르게 
분해되므로 유전자 역시 초기에 집중적으로 작용하
게 될 것이다. 콜라젠은 조직 내에서 단기간에 분해
되며 물리적으로 단단한 기질을 제공하지는 못하므
로 장기간의 유전자 전달이 필요하다면 다른 전달체
를 개발해야 한다. 

이 연구에서 BMP 유전자를 발현하는 BMP-2/ 
pcDNA3.1를 양이온 중합체 벡터인 PEI를 이용하여 
쥐의 골수기질 세포를 형질전환시킬 수 있었다. 이
렇게 유전적으로 변형된 세포의 BMP 생산력과 석회
화 유도력을 확인하였고, PEI/DNA/collagen을 쥐의 
근육에 이식하여 이소성 골형성을 유도할 수 있었다.  
전달벡터를 사용하지 않고 DNA만을 세포에 적용한 
경우에는 원하는 유전자의 발현을 의미하는 결과를 
관찰할 수 없었으며, 생체 내에서도 골 형성을 유도
하지 못하였다. 이 실험의 결과 유전자 전달 벡터로
서 PEI의 효과를 확인할 수는 있었지만, 효과나 독
성에 있어서 다른 벡터와의 비교연구가 필요하다.   

이 연구와 기존의 많은 연구결과들을 볼 때 국소
적인 유전자 치료법의 미래는 유망하지만, 인체에 
적용하기까지는 밝혀내야 할 부분이 많다. 생체 내
에서 생산되는 단백질의 양과 생산기간도 규명되어
야 할 내용이다. 또 세포나 조직 내에 전달에 이용한 
운반체에 관해서도 다양한 시도가 필요하며, 특히 
이 시스템을 치주조직에 효과적으로 적용시킬 수 있
는 방법이 개발되어야 한다. 
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V. 결론 및 요약
양이온성 중합체 벡터인 polyethyleneimine이 효

과적인 유전자 전달 벡터로서 기능할 수 있는가를 
보기 위하여 BMP 유전자를 발현하는 PEI/DNA 복
합체로 세포를 유전적으로 변형시킨 다음 변형된 세
포의 BMP 생산력과 석회화 유도력을 확인하였고, 
이 복합체를 생체 내에 이식하여 신생골 형성을 관
찰함으로써 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. in vitro에서 용출된 유전자에 의해 전이된 세
포들에서 분비된 BMP-2의 양과 염기성 인산
화효소 활성이 PEI/BMP-2/pcDNA3.1 복합체
를 넣은 스펀지에서 PEI를 도입하지 않은 군에 
비해 유의성 있게 높았으며, PEI-응축을 시행
한 DNA로 처리한 콜라젠을 첨가한 세포군에서
만 석회화가 관찰되었다.

2. 쥐의 대퇴부 근육에 제조한 PEI/BMP-2/ 
pcDNA3.1/collagen을 이식한 결과 이소성 골 
형성이 나타났으나, 비응축 DNA로 처리한 콜
라젠을 이식한 동물에서는 콜라젠 스펀지만을 
이식한 경우와 마찬가지로 골 형성이 일어나지 
않았다. 

이상에서 PEI를 이용한 유전자요법이 골조직 재
생을 위한 치료법으로서 잠재력을 갖고 있는 것으로 
생각된다. 
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Naked DNA and standard vectors have been previously used for gene delivery. Among these, PEI 
can efficiently condense DNA and has high intrinsic endosomal activities. The aim of this study is to 
investigate whether the cationic polycation PEI could increase the transfection efficiency of BMP ex-
pressing DNA using a vector-loaded collagen sponge model.    

BMP-2/pcDNA3.1 plasmid was constructed by subcloning human BMP-2 cDNA into the pcDNA3.1 
plasmid vector. PEI/DNA complexes were prepared by mixing PEI and BMP-2/pcDNA3.1 and the con-
structed complexes were loaded into the collagen sponges. In vitro studies, BMSCs were transfected 
with the PEI/BMP-2/pcDNA3.1 complexes from collgen sponge. The level of secreted BMP-2 and al-
kaline phosphatase activities of transfected BMSCs were significantly higher in PEI/BMP-2/pcDNA3.1 
group than in BMP-2/pcDNA3.1 group (p<0.05). Transfected BMSCs were cultured and mineralization 
was observed only in cells treated with PEI/BMP-2/pcDNA3.1 complexes. In vivo studies, 
PEI/BMP-2/pcDNA3.1/collagen, BMP-2/pcDNA3.1/collagen and blank collagen were grafted in skeletal 
muscle of nude mice. Ectopic bone formation was shown in PEI/BMP-2/pcDNA3.1/collagen grafted 
mouse 4 weeks postimplantation, while not in BMP-2/pcDNA3.1 grafted tissue. 

This study suggests that PEI-condensed DNA encoding for BMP-2 is capable of inducing bone for-
mation in ectopic site and might increase the transfection rate of BMP-2/pcDNA3.1. As a non-viral 
vector, PEI offers the potential in gene therapy for bone engineering.2)
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