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1.����

 

1970�80�� �, ���� �� �� ��� ���� ��� �

��� ���� �� �� ��������� �� �� ���

�� ��� ���� ��. ���� ��	 ���� ���
� 

��	 ������� �� ��� � ��� ��(Gene therapy) 

��� �� �� ��	 �� ��.1,2 ��� ��� DNA ��� 

�� �� �����	 ���� ����� � ������ �

�� ���� ������ ����� �� ��� ��
 ��

	 ���� �� ��� ��� ��� �� �, ��� ��, �

����� �� �� ��� ��	 ����� ���� ��	 

���. ��� ��� ����� ���� ���� �����, 

� �� ���� ��� ��� ���� ��� ��� � ��, 

��� �� � ��	 ���
� ���
�� ��	 ��� 

���	 ��� � ��.3,4  

���� 	� �� ���� ��	 	��� ��, 	�� �

�� ���� ��� ���
� ��� � ��� ��, ��� 

��� 	�� ��, ��� �� ��� 
�	 ���
� ��

� � �
�� �� ��� �����	 ��� � ��� ��. 

	�� �� 
���� 	�
 �
���� 	�� ����. 

���
���(Retro virus),5,6 ���
���(Adeno virus)7,8 � �

�� �� 
���(Adeno-associated virus)��
9,10 ���� 
��

�� 	�� ��� �� �� � ��� ��� �� ���� �

��� �	
 	�� ��� � �� ���� ��� 	�� �

�. 
���� 	�� ��� �	
	 ���� ��� ���� 

��� �
���� 	�� �� ���� ���
11-13 � ���
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��� � ����� �� ��	 ����� in vivo�� ���� ����� ��� methoxypoly(ethylene glycol) 

(mPEG) � folate� ��� poly(ethylene imine)(PEI)� �����. mPEG ��� ��� ��	 ���� EDC/ 

NHS� �� ����� � PEI� ���
� ��
� mPEG-PEI� �����. Folate� ��� ��	 EDC/ 

NHS
� ����� � mPEG-PEI� ���
� ��
� PEG-folate-graft-PEI� �����. ��� ���� �

	� ��� 1H-NMR� FT-IR	 ���� �����. ��� ���
 DNA� ���� ��� �� 
�� �

��� ��	 ���� �� �� �� N/P charge ��� agarose gel ���� � ��	 �����, 2 ��� 

N/P charge ���� 
�� ���� ���	 �����. ���� ��� �
��� � AFM
��� 100�

300 nm�	 �����. ��� ������ ��� ���� ���
 DNA� ���� � ����� �	 �

���� ��� ������ ���	 ����� ���.�

 

Abstract:�In this study, poly(ethylene imine) (PEI) modified by methoxypoly(ethylene glycol) (mPEG) and folate as a 
gene carrier was synthesized to decrease cytotoxicity and to improve in vivo targeting. mPEG was modified by glutaric an-
hydride (GA) to endow carboxylic end group, followed by the activation reaction with EDC (N-ethyl-N'-(3-dimethyl-
aminopropyl) carbodiimide) and NHS (N-hydroxysuccinimide). The activated carboxylic end group of mPEG was reacted 
with the amines of PEI to give mPEG graft PEI. The mPEG-folate-graft-PEI was synthesized by the reaction of mPEG-
PEI with folate pre-activated by EDC/NHS. The obtained copolymers were characterized by 1H-NMR and FT-IR. Gel 
retardation assay and fluorescence measurement indicated that DNA formed the complexes with the synthesized copoly-
mers above N/P charge ratio 2. The size of complexes was ranging from 100 nm to 300 nm. In conclusion, we confirmed 
that the synthesized copolymer have the possibility as a DNA carrier. 
 

Keywords: gene carrier, MPEG, PEI, folate. 
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���, �29� �2�, 2005� �

� ��� �	14-16 ����, �� 	�� ����� DNA
 ��

�� ��� �� ���� ���� ��� ���� ����� 

��	 ��. �
���� 	�� �� �� �� ��� 
��

�� 	���� ��	 
���� �� �� �
� ��� �

�� 		 �	 ��� ��� ��� ��� 	�� 	� ���

� ��� �
	 
� ��.  

���� ��� 	� ���� ��(��� ��)(PEI)� �� �

���	 ��� � �� ����� �� DNA
 ���� ��

��, DNA
 complex � � in vitro �� in vivo�� ��� ��� 

��	 �� ��� �� �� ��	 ����.17-21 �� 
���

� 	�� �� �� ����	 ���� ��
� PEI
 DNA �

��� �� �� � ���� �
�� ���� ��� ���

� ����, ���� ���� ��� ����� ���� �� 

�� ��	 ���� ��. ��(��� ���)(PEG)� 	����


� ��� �
� �� �	��� ���� �� FDA��� �

���� �
�, PEI� ��� �� ��	 ��� �� �
�� 

PEI� PEG� ���� ��� ��� �
�� ��.22-24 
�� PEI

� ��� �� ��	 ��� �� � �� ��
� ����� 

���� � �� ����(folate),25-28 �����������(asialo-

gycoprotein),29,30 ����
(transferrin)31,32 � �� ����(epidermal 

growth factor)33,34 �� ���	 ���
�� ��� �� ��	 

��� �� ��� �
�� �
� �� Benns� �� PEG� �

��� ����(folate-PEG-folate)� ����� ��� PEI� ��

����(folate-PEG-folate-PEI) ��� ���� 	��
 ��.35,36  

� �	��� ���� ���� PEI ���� 	���� � �


� �� �	��	 
� PEG� � ��� �� ����(mPEG- 

PEI) ��
�, ������ �� ���� �
� � ���� 	

� ���� �� ���� ���� ������ ����� mPEG- 

PEI� ������(mPEG-folate-graft-PEI) ���� ��� ��� 

���� 	���� ���. 

 

2. ��  
 

2.1 ���

��(��� ��)(PEI, M.W. 10000 g/mol), �����(��� 

���)(mPEG, M.W. 550 g/mol), glutaric anhydride(GA), 1-[3-(dimethyl-

amino)propyl]-3-ethylcarbodiimide hydrochloride(EDC), N-hydroxy-succ-

inimide(NHS), ��� ��� �����(EtBr)� Aldrich Chemical Co. 

(USA)�� ���� �����. �
 
(Viskase Co., USA)� MWCO 

3,500	 �����. ��� ��� ��� �����(MC) �� 

��� ����	 �����.  

2.2 ���������������������

mPEG ��� ����
� ��� ��	 ���� ��� ��

� �� ��	 �����. mPEG(0.55 g, 1 mmol)
 ��� 60 mL

� 
�� ��� ��
� ����� 
� � �� ��(Dean 

Stark trap)	 ���� 130 ��� 5�� �� ����� �� �

�� ���� ��	 	����. �� � 40 mL ���	 ��� 

�� 
� ����� ��(25 �)�� ����� � �� ���

� �
(1 mL, 0.01 mmol)� GA(0.1198 g, 1.05 mmol)� 
� 120 �

�� 10�� ����� ���� ���. �� � 20 ��� 
�

���� ���� ���	 	��� ����� ���� 95% �

�� ��� ��� ��	 
� mPEG� �����.  

2.3 �����������������������������

PEI� mPEG-Co� 10� 1� ��� ����� P10� ��� �

� ��
� �
���. mPEG-Co(0.0199 g, 0.03 mmol)� EDC(0.006 

g, 0.0315 mmol)
 NHS(0.0036 g, 0.0315 mmol) ��� MC 10 mL� 

� ��� ��
� ����� 
� ���� 30� �� ���

�� ��	 �
���. PEI(3 g, 0.3 mmol)� MC 20 mL� ����

�, �� � mPEG-Co� ���� �� ��
� ����� PEI �

		 ����� 3�� �� ���� �����. �� � 20 �

�� 
����� ���� MC� �� 	����, ��
� ��

��� ���� mPEG-PEI �� ��	 ���� ���� � �


 
� �� 2 ��� 72�� �� 
 �
	 ���� �� � � 

����	 	����. 
 �
	 �� �	� �		 �����

� ���� 92% ��� mPEG� ����� PEI� �����.  

2.4 �������������������������� ���!	��"� !����� 

mPEG-PEI� ����� ������ �� ��� �� ��	 

�
���. Folate(0.0047 g, 0.01 mmol)
 EDC(0.0019 g, 0.01 mmol) 

��� NHS(0.0011 g, 0.01 mmol)� ��� 10 mL� ��
� �

���� 
� ���� 30� �� ���� �����. mPEG-

PEI(0.3199 g, 0.03 mmol)� ��� 20 mL� �����, �� � 

���� ����� ���� �� ��
� ����� mPEG-PEI 

��		 
�, 3�� �� ���� �����. ��� �� mPEG-

PEI-folate ��		 �
 
� �� 2 ��� 72�� �� 
 �


	 ���� �����	 	����, 
 �
 � �	��� �	

	 ������ ���� 89% ��� ����� mPEG-PEI� 

����� ���� �����.  

2.5 �������������� 

���� �� �
� �� ����� 0.05 wt%� tetramethyl 

silane(TMS)� ��� CDCl3(Aldrich Chemical Co., USA)� ��� 

�� 1H-NMR(Bruker DRX-300 FT-NMR Spectrometer, USA)	 ��

�� ����� �����, �� Fourier transform infrared spec-

trophotometer(FT-IR)(Digilab FTS-165 FT-IR Spectrometer)� ���� 

�����. ��� ���
 DNA ��� ��� ��� N/P charge 

��	 �� RAGE(rapid agarose gel electrophoresis)(RGX-60, Ca-

scade biologics. Inc.)� ���� �����, ���� ��� elec-

trophoretic light scattering spectrophotometer(ELS-8000, OTUSKA Elec-

tronics Co., Japan)� ���� �����. �� ���� �� � 

��� atomic force microscopy(AFM, Nanoscope IV, Digital Instrument 

Co., USA)� ���� �����.  

2.6 ����������#����������"�$	��	��������

� ��������� 

DNA� pEGFP(4.5 kb, Clonetech)� �����, ���� PEI(MW 

10000)
 � �	�� ��� ���� ����, ��� ���� 

nitrogen� DNA� phosphate� charge ��(N/P charge)	 0.5, 1, 2, 

4, 8, � 16� ��� DNA
 ���� �����, 3� ���� �

��� �
��� 200 µL� ��� �� ��� ��
�, ���

� ���� �� �		 ���� 30�� ����� ��	 ��

�. 1.2% agarose gel� ��� �		 10 µL
 ��� 120 V�� 

30�� �������, ����	 �� agarose gel� UV� ��

�� �� ��	 �� ���. �� 150 µL� ����		 �


���� ���� ����� �����.  
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2.7 ����������#�������������� 

���
 DNA ���� N/P charge ��	 0.5, 1, 2, 4, 8 � 16


� 200 µL
 	�� ��� �	� 10 µL� EtBr	 ������ 

30�� ���� ����� �� �, fluorescence spectrophotometer 

(F-4500, HITACHI, Japan)� ����
� 510 nm�� excitation�

� 590 nm�� emission	 �����.  

2.8 �!��
%�&�"%	��
%"�$%�'��

mPEG-folate-graft-PEI(P10F)
 DNA� ��� � N/P charge ��

� 1� 16� �		 �� 5 µL� �� � silicon wafer� ����

� 	���� ���� � ������ ���� 72�� �� 

�� �� �����, RTESP Tip	 ���� Tapping Mode� AFM

	 ���� �� � ��� �����.  

 

3. �� � ��  
 
3.1 ������������������������������� 

���� ��� ��� ���� 	�� Figure 1� ��� 

 

�� 3�	� �����. � �� �� �	��� mPEG ��� 

����
� ��� ��	 ���� ��� �
	 ���� GA

� ��	 �� ����
�, � �� �	� mPEG-Co� ��� 

��	 EDC� ����� � PEI� �� ���� ��
� ��

� ��	 ����. PEI� �� mPEG� �		 ��� ���� 

� �� P10, P100	 Table 1� �� �	���. � �� �	��

� EDC� ���� ����� ��� ��	 ����� � mPEG- 

PEI� �� ���� ��
� �����, ��� ���	� �

� ��� �� ��� ��� 95, 92 � 89%� �� �� ��� 

����� �	 � ���.  

Figure 2� ��� mPEG-Co
 mPEG-PEI� 1H-NMR �� ��� 

���� ��. mPEG-Co� ���� mPEG� ��� ����� 

�� ��
 ��� ��� ��� 3.65
 3.38 ppm�� �� ��

��
�, GA� ��� ��� ��� 1.95, 2.42 ppm�� ����

�. ��� � ������ ��� ��� �	�
� ��� �	 

� � ��
�, mPEG-PEI� ����� mPEG� ������ �

� PEI� ��� ��� ��� 2.4�2.9 ppm�� ���
�� 

PEI� mPEG� �������	 �����. ������ mPEG

� PEI� �	�
� ��� P10 � P100� �����	 � � 

���.  

Figure 3��� ����� ��� P10F� D2O��� 1H-NMR 

�� ��� ���� ��. P10� ������ �� ����� 

��� ������ 6.75, 7.75, 8.65 ppm�� �� ��	
�� 

P10� ����� �������	 �����. �� � ����

�� �	�
� folate� �����	 ��� � ���. �� FT-

IR�� mPEG-Co� �� ��� ��� 1730 cm-1�� ��� PEI 

�� � PEI �� ��� 1557 cm-1, folate �� ��� folate �� 

��� 1051, 881 cm-1�� �� ��� � ���.  

3.2 ����������#����������  

Figure 4� ���� ���
 ���� DNA
� N/P charge� 

�� ��� ��	 ���� �� agarose gel ���� ��	 �

��� ��. (a)� PEI(P0)
 DNA
� ���� ���� ��


� N/P charge ��� 2���� ���� �����	 � � ��

�. (b)� P10� DNA
� ���� ����, 16 ��� ���� 

���� �����. P10� �� N/P charge ���� ���� �

Table 1. Synthesis of mPEG and PEI 

 
Feed ratio 

PEI/mPEG 

Obtained ratioa 

PEI/mPEG 

P10 10/1 9.3/1 

P100 100/1 94.5/1 

aMeasured with 1H-NMR.�

1.41.61.82.02.22.42.62.83.03.23.43.63.84.04.24.44.64.85.05.25.45.65.8

1.41.61.82.02.22.42.62.83.03.23.43.63.84.04.24.44.64.85.05.25.45.65.8
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Figure 2. 1H-NMR spectra of (a) mPEG-Co and (b) mPEG graft PEI 
(P10) copolymer in CDCl3.�

���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� 	��� 	���	��� 	��� 	��� ���� ���� ���� �������� 
��� 
��� 
���

���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� 	��� 	���	��� 	��� 	��� ���� ���� ���� ���� ���� 
��� 
��� 
���

����

����

��
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Figure 1. Scheme for the synthesis of mPEG and folate-graft-PEI.�
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���, �29� �2�, 2005� �

��� ��� PEI� ��� �� ����� ���
 mPEG� 

��	
�� ����� ��� �� �� �� ���� ���

� ����� ��
� ����. (c)� P10F
 DNA
� ���

��, P10�� �� ��� 4���� ���� ���	 � � �

��. P10F� P10�� �� ���� ���� ���� ��� 

P10� ���� ��� �� ����� ��	
� �� ���

�� ����� ��
� ����. (d)� P10� ���� ���


� PEI �	� ��� P100� DNA
� ���� ���� �


� 8���� ���� ���	 ��� � ���. (e)� P100F� 

DNA
� ����� 2���� ���� ���	 ��� � 

���. ���
� ��� ���� ��� ����� �	�� 

�� N/P charge ���� ���� ���	 � � ���.  

EtBr� DNA� intercalating reagent�� DNA� ��� 590 nm

�� �� ��	�� ����� DNA� ��� ����� ��

�� ���
 ���� ���� �� � ��	�� ��� �

���. ���� ��� ���� ���
 DNA� �� �� N/P 

charge ���� �����	 ���� ��� P0, P10, P10F, P100 

� P100F
� DNA ���� EtBr	 �� ���� ��	�� �

��� � ��� Figure 5� ���� ��. P0, P10, P10F, P100 � 

P100F� ����� ��� ���� ��� ����� ����

� DNA
 ���� ���� � ��� ��	� ��� ���

	 �����. �� P10� �� N/P charge ����� ��� �� 

��	�� ���� ������. �� P10� ���
� �� 

mPEG �	� �� DNA
� ��� ��� ���� ��
� �

��� ��
 ���	 � � ���. ���
� N/P charge ��

� ����� ��	�� ���� �	 ���
�� ���� 

��� ����� ����� DNA
 ���� � ���� �	 

��� � ���.  

Figure 6� P10F
 DNA� N/P charge ��� 1� 16� ���� 

AFM ��	 ��� ���. N/P charge ��� 1� 
� 
�� �

��� ���� �� DNA� ��� � ��
�, DNA
 ��� 

���� ���
� ���� ��� ���� ��� 420 nm�

	 ��� � ���. 16� 
�� 
�� ���� ���� 117 nm 

��� ���� �����	 ��� � ���. �� ��� 

���
 DNA ���� ��� �
� ��(ELS-8000, OTUSKA 

Electronics Co., Japan)� �� 100�300 nm� ���� ������. 

 

4. ��  
 

� ����� DNA
� ��� �� � DNA� ���	 ��

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.08.59.09.510.0

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.08.59.09.510.0

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.08.59.09.510.0

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.08.59.09.510.0

C NH
O

PEI NH C
O

CH2CH2C
C

OHO

H
N C

O
HN

NH2

OH

N

N
N

N

CH3O CH2CH2 O C
O

CH2 CH2 CH2 C
O

H
N PEI

mPEG

m n

m n

p

p m n

n

mPEG graft PEI (P10)

P10F

(a)

(b)

 

Figure 3. 1H-NMR spectra of (a) P10 and (b) P10F in D2O.�

 

(a) P0/DNA 

 

(b) P10/DNA 

 

(c) P10F/DNA 

 

(d) P100/DNA 

 

(e) P100F/DNA 
 
Figure 4. Gel retardation assay of copolymer/ DNA complexes. Lane 1 
indicates naked DNA as control. Lanes 2�7 indicate the complexes at 
N/P charge ratio of 0.5, 1, 2, 4, 8, and 16, respectively. Lane 8 indicates the 
used copolymer without DNA. (a) P0/DNA complexes, (b) P10/DNA 
complexes, (c) P10F/DNA complexes, (d) P100/DNA complexes, and (e) 
P100F/DNA complexes.�
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Figure 5. Plot of fluorescence intensity versus N/P charge ratio for copoly-
mer/DNA complexes (-�-P0/DNA, -�-P10/DNA, -�-P10F/DNA, -�-
P100/DNA, -�-P100F/DNA).�
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�� �� mPEG
 ����� ���� � �� ����� ��� 

PEI� �����, 1H-NMR� FT-IR ��
� ��� ����	 

�����. ��� ���
 DNA� �� �� N/P charge ��� 

���� ���� agarose gel ���� � ��	�� ��� �� 

���� ��� ����� ����� DNA
� ��� ��� 

� 		 �����. ���� ��� �
��� � AFM
��� 

100�300 nm�	 �����. ���
� ��� P10F� ���

�	 �� �� ���
 ���� � ���	 ���
�� ��

�� ��� ��� ������ ���	 �����. �� ��

� ���� ���� ��� ���� �� ��� �� ��� 

�� �	� �
 �� ��.  

 

��� ��� ��� ���	��� �� ����
� ���

� �
� �� ��� ����.  
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(a) P10F-DNA= 1/1 �
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Figure 6. AFM images of (a) N/P charge ratio 1 and (b) N/P charge ratio 16.�
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