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본 발명은 1,2-디올레오일-sn-글리세로-3-에틸포스포콜린 (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-ethylphosphocholine, 이

하 'DOPC'라 함) 및 스테롤(sterol)계 화합물을 포함하는 양이온성 인지질 리포좀, 상기 리포좀에 약물이 도입되

어 있는 리포좀-약물 복합체, 상기 리포좀-약물 복합체를 포함하는 의약 조성물을 제공한다. 본 발명에 따른

EDOPC 및 스테롤계 화합물을 포함하는 양이온성 인지질 리포좀은 세포 내 약물 수송 효율을 증가시킬 뿐만 아니

라 세포 독성도 현저하게 감소시키고, 또한 폐 조직에 대해 특이적으로 약물을 전달시킬 수 있으므로, 작은 간섭

리보핵산, 안티센스 핵산 등의 올리고 핵산 물질을 이용한 치료요법 및 항암제를 이용한 치료요법에 효과적으로

사용 가능하다. 또한, 본 발명의 양이온성 인지질 리포좀은 제조 공정이 간편하여 대량 생산시의 경제성이 높다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

1,2-디올레오일-sn-글리세로-3-에틸포스포콜린(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-ethylphosphocholine, EDOPC) 및 스

테롤(Sterol)계 화합물을 포함하는 양이온성 인지질 나노입자를 포함하며, 

상기  스테롤계  화합물은  콜레스테롤,  3b-[N-(N',N'-디메틸아미노에탄)-카바밀}콜레스테롤  (3b-[N-(N',N'-

dimethylaminoethane)-cabamyl]cholesterol,  DC-Chol),  스티그마스테롤(stigmasterol),  캄페스테롤

(campesterol),  시토스테롤(sitosterol),  에르고스테롤(ergosterol),  라노스테롤(lanosterol),  디노스테롤

(dinosterol), 고르고스테롤(gorgosterol), 아베나스테롤(avenasterol), 사린고스테롤(saringosterol) 및 퓨코

스테롤(fucosterol)로 이루어진 군으로부터 선택되는 하나 이상의 성분이고,

상기 EDOPC가 양이온성 인지질 나노입자를 구성하는 총 물질 100 중량부에 대해 57 내지 95 중량부로 포함되어

있는 것을 특징으로 하는 폐 조직 특이적으로 약물을 전달하기 위한 약물전달체 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 

상기  양이온성  인지질  나노입자는  디올레오일  포스파티딜에탄올아민(dioleoyl  phosphatidylethanolamine,

DOPE), 1,2-디피타노일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민 (1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine,

DPhPE),  1,2-디스테아로일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민  (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine,  DSPE),  1,2-디팔미토일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민  (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-

3-phosphoethanolamine,  DPPE)  및  1,2-디올레오일-sn-글리세로-3-포스포콜린  (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine, DOPC)로 이루어진 군으로부터 선택되는 하나 이상의 세포 융합성 인지질을 추가로 포함하는 것

인 폐 조직 특이적으로 약물을 전달하기 위한 약물전달체 조성물.

청구항 3 

제2항에 있어서,

상기 세포 융합성 인지질은 양이온성 인지질 나노입자를 구성하는 총 물질 100 중량부에 대해 1 내지 15 중량부

로 포함되는 것인 폐 조직 특이적으로 약물을 전달하기 위한 약물전달체 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 양이온성 인지질 나노입자는 세레브로시드, 1,2-디스테아로일-sn-글리세롤-3-포스포에탄올아민-N-[폴레이

트(폴리에틸렌  글리콜)-2000],  (1,2-디아실-sn-글리세롤-3-포스포에탄올아민-N-[메톡시(폴리에틸렌  글리콜)-

1000]  및 (1,2-디스테아로일-sn-글리세롤-3-포스포에탄올아민-N-[메톡시(폴리에틸렌 글리콜)-2000]으로 이루어

진 군으로부터 선택되는 하나 이상의 지질 유도체를 추가적으로 포함하는 것인 폐 조직 특이적으로 약물을 전달

하기 위한 약물전달체 조성물.

청구항 5 

제4항에 있어서,

상기 지질 유도체는 양이온성 인지질 나노입자를 구성하는 총 물질 100 중량부에 대해 1 내지 10 중량부로 포함

되는 것인 폐 조직 특이적으로 약물을 전달하기 위한 약물전달체 조성물.
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청구항 6 

제1항에 있어서,

상기 양이온성 인지질 나노입자가 리포좀(liposome), 미셀(micelle), 에멀젼(emulsion) 및 고형 지질 나노입자

(solid lipid nanoparticle)로 구성된 군으로부터 선택되는 제형을 가진 것인 폐 조직 특이적으로 약물을 전달

하기 위한 약물전달체 조성물.

청구항 7 

제1항에 있어서,

상기 양이온성 인지질 나노입자는 10 내지 500nm 크기의 입자경을 가지는 것인 폐 조직 특이적으로 약물을 전달

하기 위한 약물전달체 조성물.

청구항 8 

제1항에 있어서,

상기 양이온성 인지질 나노입자는 약물이 도입되어 있어 인지질 나노입자-약물 복합체를 이루고 있는 것인 폐

조직 특이적으로 약물을 전달하기 위한 약물전달체 조성물.

청구항 9 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 

상기 약물은 핵산인 폐 조직 특이적으로 약물을 전달하기 위한 약물전달체 조성물.

청구항 10 

제9항에 있어서, 

상기  핵산은  리보핵산(RNA),  작은  간섭  리보핵산(small  interfering  RNA),  안티센스  올리고핵산(antisense

oligonucleotide), 데옥시리보 핵산(DNA) 또는 앱타머(aptamer)인 폐 조직 특이적으로 약물을 전달하기 위한 약

물전달체 조성물.

청구항 11 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 

상기 약물은 항암제인 폐 조직 특이적으로 약물을 전달하기 위한 약물전달체 조성물.

청구항 12 

제11항에 있어서, 

상기 항암제는 나이트로젠 머스타드, 이마티닙, 옥살리플라틴, 리툭시맙, 엘로티닙, 트라스투주맙, 제피티닙,

보르테조밉,  수니티닙,  카보플라틴,  소라페닙,  베바시주맙,  시스플라틴,  세툭시맙,  비스쿰알붐,

아스파라기나제, 트레티노인, 하이드록시카바마이드,  다사티닙, 에스트라머스틴, 겜투주맵오조가마이신, 이브

리투모맙튜세탄, 헵타플라틴, 메칠아미노레불린산, 암사크린, 알렘투주맙, 프로카르바진, 알프로스타딜, 질산홀
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뮴 키토산, 젬시타빈, 독시플루리딘, 페메트렉세드, 테가푸르, 카페시타빈, 기메라신, 오테라실, 아자시티딘,

메토트렉세이트, 우라실, 시타라빈, 플루오로우라실, 플루다가빈, 에노시타빈, 데시타빈, 머캅토푸린, 티오구아

닌, 클라드리빈, 카르모퍼, 랄티트렉세드, 도세탁셀, 파클리탁셀, 이리노테칸, 벨로테칸, 토포테칸, 비노렐빈,

에토포시드, 빈크리스틴, 빈블라스틴, 테니포시드, 독소루비신, 이다루비신, 에피루비신, 미톡산트론, 미토마이

신, 블레로마이신, 다우노루비신, 닥티노마이신, 피라루비신, 아클라루비신, 페프로마이신, 테모졸로마이드, 부

설판, 이포스파미드, 사이클로포스파미드, 멜파란, 알트레트민, 다카바진, 치오테파, 니무스틴, 클로람부실, 미

토락톨, 로무스틴 및 카르무스틴으로 구성된 군으로부터 선택되는 하나 이상의 약물인 폐 조직 특이적으로 약물

을 전달하기 위한 약물전달체 조성물.

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

명 세 서

기 술 분 야

본  발명은  1,2-디올레오일-sn-글리세로-3-에틸포스포콜린  (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-ethylphosphocholine,[0001]

이하 'EDOPC'라 함) 및 스테롤(sterol)계 화합물을 포함하는 양이온성 인지질 나노입자, 상기 인지질 나노입자

에 약물이 도입되어 있는 인지질 나노입자-약물 복합체, 상기 인지질 나노입자-약물 복합체를 포함하는 의약 조

성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

폐암은 치사율이 가장 높은 암이며, 흡연 인구의 증가로 점점 많아지는 추세이다. 종류에는 전이와 성장속도에[0002]

따라 크게 2가지로 분류되며, 소세포 폐암과 비소세포 폐암이 있다. 현재 폐암 치료의 방법으로는 항암제 투여

가 많이 사용되고 있다. 최근 폐암 치료에 있어 항암제의 단독투여 방법을 보완하여 유전자 치료법과 항암제의

복합투여 방법을 이용한 항암 치료를 위해 제안되고 있다. 그 중 작은 간섭 리보핵산 (siRNA), 안티센스 올리고

핵산 (antisense oligonucleic acids), 플라스미드 데옥시리보 핵산 등은 최근 핵산 소재 의약으로서 산업적 중

요성이 부각되고 있다. 

핵산 물질의 경우 의약품으로 개발되기 위해서는 세포 또는 조직으로의 효율적인 전달(delivery)이 가장 먼저[0003]

해결되어야 할 과제이다. 핵산 물질의 세포 내 전달을 위해서는 바이러스성 벡터 또는 고분자나 나노 입자를 이

용한 비바이러스성 벡터가 연구되고 있다. 이 중 바이러스성 벡터는 비 바이러스성 벡터보다 높은 유전자 전달

효율을 가지는 장점이 있으나 바이러스 사용시의 안전성 문제로 사람에의 적용은 매우 제한되어 있다. 따라서
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바이러스성 벡터보다 안전한 대안으로 비 바이러스성 벡터에 대한 개발이 진행 중이다. 

상기 비바이러스성 벡터 중 양이온성 나노입자 또는 양이온성 고분자들은 구조적인 특징에 의한 양하전으로 유[0004]

전자의 음하전과 결합하여 복합체를 형성하는 특징이 있어 유전자 전달체로서 연구되어 왔다. 이러한 합성 물질

을 이용한 유전자 전달 방법은 렌티 바이러스나 아데노 바이러스 등을 사용한 바이러스성 유전자 수송체에 비하

여 제조방법이 간편하고, 전달하려는 유전자의 크기가 제한을 받지 않으며, 바이러스 캡시드 단백질에 의한 반

복투여시의 면역부작용이 적고, 바이러스 자체가 소유하는 유전자에 의한 체내 안전성 문제가 제기되지 않으며,

제조 비용이나 시간에 있어서도 상업적으로 유리한 장점이 있다.

종래에 개발된 양이온성 인지질 나노입자를 대상으로 하여 유전자 전달 효율의 증가를 연구한 예가 다양한 세포[0005]

주들을 대상으로 보고되어 왔다. 그러나, 이들 유전자 전달체는 세포 독성이나 세포 내 유전자 전달 효율 면에

서 아직 보완되어야 할 점이 많다. 

따라서 비바이러스성 수송체를 사용하여 세포 독성이 작으면서도 세포 내로 효율적으로 플라스미드 유전자나 작[0006]

은 간섭 리보핵산 등의 핵산을 세포 내로 전달하는 기술과 폐암 치료에 있어 폐 조직 특이적으로 항암제와 유전

자 전달 효율이 높이는 기술은 당 분야에서 절대적으로 필요한 기술이라 할 것이다.

또한 폐암 치료에 있어 항암제의 투여 경로가 정맥주사 또는 구강 투여방법으로 수행되는데, 이 같은 경우 폐[0007]

조직에만 약물이 전달 되는 것이 아니라, 전신으로 약물이 전달되기 때문에 탈모나, 체중감소 같은 부작용이 많

이 발생하고 있다. 따라서 폐 조직 특이적으로 약물의 전달 효율을 높이는 기술이 당 분야에서 절대적으로 필요

한 기술이라 할 것이다.

이에 본 발명자들은 핵산 등의 세포 내 전달 효율을 증가시키기 위하여 다양한 조성의 양이온성 인지질 나노입[0008]

자를 이용하여 예의 노력한 결과, EDOPC 및 스테롤계 화합물을 일정 조성으로 포함하는 양이온성 인지질 나노입

자의 경우 사람 및 쥐의 종양 세포주에서 약물 전달 효율을 현저히 증가시킬 뿐만 아니라 세포 독성도 현저하게

감소시키며, 특히 폐 조직에 대해 특이적으로 약물 전달 효율이 높다는 것을 확인하고, 본 발명을 완성하게 되

었다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 약물 전달 효율이 높고 세포독성이 낮은 양이온성 인지질 나노입자, 상기 인지질 나노입자에 약물이[0009]

도입된 인지질 나노입자-약물 복합체, 이러한 인지질 나노입자-약물 복합체를 포함하는 의약 조성물을 제공하고

자 한다.

과제의 해결 수단

본  발명은  1,2-디올레오일-sn-글리세로-3-에틸포스포콜린(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-ethylphosphocholine,[0010]

EDOPC) 및 스테롤(Sterol)계 화합물을 포함하는 양이온성 인지질 나노입자에 있어서, 상기 EDOPC는 양이온성 인

지질 나노입자를 구성하는 총 물질 100 중량부에 대해 57 내지 95 중량부로 포함되는 것인 양이온성 인지질 나

노입자를 제공한다. 

종래에 공지된 양이온성 인지질 나노입자에서도 EDOPC 및/또는 스테롤계 화합물을 구성성분으로 포함하고 있으[0011]

나, 본 발명에서는 이들의 구성 비율을 특정함으로써 핵산의 전달 효율을 현저히 증가시키는 동시에 세포 독성

을 현저히 감소시킬 수 있으며, 나아가 폐 조직에 특이적으로 약물 전달능이 있음을 밝혔다. EDOPC가 나노입자

를 구성하는 총 물질 100 중량부에 대해 57 내지 95 중량부, 바람직하게는 60 내지 90 중량부로 포함될 때 핵산

전달 효율, 세포 독성, 조직 타겟팅 능력의 측면에서 우수한 효과를 발휘하는 것으로 나타났다. 본 발명의 양이

온성 인지질 나노입자가 이와 같은 효과를 발휘함에 있어 가장 중요한 것은 나노입자의 총 중량에 대한 EDOPC의

함량이며, EDOPC 이외의 성분들은 적절한 범위로 함량의 조절이 가능하다. 

본 발명의 나노입자에 포함되는 스테롤계 화합물로는 양이온성 나노입자의 구성을 위해 사용되는 공지의 스테롤[0012]

계  화합물을  사용할  수  있다.  이에  제한되는  것은  아니나,  상기  스테롤계  화합물은  콜레스테롤,  3b-[N-

(N',N'-디메틸아미노에탄)-카바밀}콜레스테롤  (3b-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-cabamyl]cholesterol,  DC-
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Chol),  스티그마스테롤(stigmasterol),  캄페스테롤(campesterol),  시토스테롤(sitosterol),  에르고스테롤

(ergosterol),  라노스테롤(lanosterol),  디노스테롤(dinosterol),  고르고스테롤(gorgosterol),  아베나스테롤

(avenasterol),  사린고스테롤(saringosterol)  및 퓨코스테롤(fucosterol)로 이루어진 군으로부터 선택되는 하

나 이상의 성분일 수 있다. 앞서 설명한 바와 같이, 본 발명의 양이온성 인지질 나노입자에서 가장 중요한 것은

나노입자의 총 중량에 대한 EDOPC의 함량이므로, 스테롤계 화합물은 추가적으로 도입될 수 있는 세포 융합성 인

지질이나 지질 유도체의 포함 여부 또는 이들의 함량 범위에 따라 적절하게 조절될 수 있다. 이에 제한되는 것

은 아니나, 스테롤계 화합물은 양이온성 인지질 나노입자를 구성하는 총 물질 100 중량부에 대해 5 내지 43 중

량부, 바람직하게는 10 내지 40 중량부의 비율로 포함될 수 있다. 

상기 양이온성 인지질 나노입자는 세포 융합성 인지질을 추가로 포함할 수 있다. 세포 융합성 인지질은 세포 외[0013]

부를 구성하는 지질과의 상호작용 및 융합을 유도하여 세포 내부로 의약 물질을 효과적으로 전달하는 역할을 한

다. 세포 융합성 인지질로서는 인지질 나노입자의 구성을 위해 사용되는 공지의 세포 융합성 인지질을 사용할

수  있다.  이에  제한되는  것은  아니나,  상기  세포  융합성  인지질은  포스파티딜에탄올아민(dioleoyl

phosphatidylethanolamine,  DOPE),  1,2-디피타노일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민  (1,2-Diphytanoyl-sn-

glycero-3-phosphoethanolamine, DPhPE), 1,2-디스테아로일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민 (1,2-distearoyl-

sn-glycero-3-phosphoethanolamine,  DSPE),  1,2-디팔미토일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민  (1,2-

dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine,  DPPE)  및  1,2-디올레오일-sn-글리세로-3-포스포콜린  (1,2-

dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, DOPC)로 이루어진 군으로부터 선택되는 하나 이상의 성분일 수 있다. 

이에 제한되는 것은 아니나, 세포 융합성 인지질은 양이온성 인지질 나노입자를 구성하는 총 물질 100 중량부에[0014]

대해 1 내지 15 중량부로 포함될 수 있다. 

또한, 본 발명의 양이온성 인지질 나노입자는 세레브로시드, 1,2-디스테아로일-sn-글리세롤-3포스포에탄올아민-[0015]

N-[폴레이트(폴리에틸렌 글리콜)-2000], (1,2-디아실-sn-글리세롤-3-포스포에탄올아민-N-[메톡시(폴리에틸렌 글

리콜)-1000]  및  (1,2-디스테아로일-sn-글리세롤-3-포스포에탄올아민-N-[메톡시(폴리에틸렌  글리콜)-2000]으로

이루어진 군으로부터 선택되는 하나 이상의 지질 유도체를 추가적할 수 있다. 이들 지질 유도체는 혈중에서 약

물이 제거되는 현상을 억제하여 약효의 지속 효과를 증대시켜 줌으로써, 결과적으로 약물의 투여 횟수를 줄이고

독성을 감소시켜주는 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 따라서, 필요에 따라 이들 지질 유도체를 본 발명의 양

이온성 인지질 나노입자에 포함시킴으로써 약물의 혈중 농도를 조절하는데 사용할 수 있다. 이에 제한 되는 것

은 아니나, 상기 지질 유도체는 양이온성 인지질 나노입자를 구성하는 총 물질 100 중량부에 대해 1 내지 10 중

량부로 포함될 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 양이온성 인지질 나노입자는 리포좀(liposome), 미셀(micelle), 에멀젼(emulsion) 및[0016]

고형 지질 나노입자(solid lipid nanoparticle)로 구성된 군으로부터 선택되는 제형을 가질 수 있다. 상기 제형

을 갖는 지질 나노입자를 제조하는 방법은 당업계에 잘 알려져 있다.

예를 들어, 리포좀 제형은 지질-필름 수화 기술에 의하여 제조할 수 있다. 구체적으로, 상기 EDOPC 및 스테롤계[0017]

화합물을 적당한 유기 용매, 예를 들어 메탄올, 에탄올, 디메틸설폭시드, 클로로포름 또는 이들의 혼합물 등에

용해시킨 다음, 이들 유기 용매를 제거시켜 얇은 박막 필름을 형성한다. 상기 용매를 제거시키는 방법은 로터리

증발 및 질소 유출 등을 포함하나, 이에 국한되지 않는 임의 방법을 이용하여 제거할 수 있다. 이후 박막 필름

에 수성 배지를 첨가하고 수화시켜 본 발명에 따른 양이온성 인지질 리포좀을 제조할 수 있다.

한편, 본 발명에 따른 양이온성 인지질 나노입자의 크기는 특별히 제한되지 않는다. 한 구체예에서, 상기 양이[0018]

온성 인지질 나노입자는 10 내지 500nm 크기의 입자경을 가지는 것일 수 있다. 일반적으로 약 10 nm 내지 500

nm, 바람직하게는 50 nm 내지 300 nm의 입자 직경(diameter) 범위 에서 실질적으로 균등한 크기를 갖는 나노입

자로 만들 수 있다. 예를 들어, 리포좀의 경우 30 nm 내지 200 nm, 일반적으로는 50 nm, 100 nm 또는 200 nm의

범위로 선택된 균일한 막공 크기(membrane pore size)를 갖는 일련의 폴리카보네이트 막을 통하여 리포좀의 수

성 현탁액을 압출(extrusion) 시킴으로써 균등한 크기를 갖는 리포좀 나노입자를 제조할 수 있다. 막공의 크기

는 막을 통한 압출에 의해 생성된 평균 입도의 리포좀에 대략 상응하며, 특히 제조된 리포좀의 크기를 균질화

하기 위하여 동일한 막공 크기의 막여과지 (membrane filter)를 통하여 수회, 예를 들어 3회 이상 압출시킨다.

또한, 균질화 방법은 일정 크기 미만, 바람직하게는 300 nm 미만의 크기로 리포좀의 입자크기를 조절하는데 유

용하게 사용할 수 있다(Martin,  F.J.,in  SPECIALIZED  DRUG  DELIVERY  SYSTEMS-MANUFACTURING  AND  PRODUCTION

TECHNOLOGY, (P. Tyle, Ed.) Marcel Dekker, New York, pp. 267-316(1990)).

본 발명에 따른 상기 양이온성 인지질 나노입자는 약물 전달을 위해 사용될 수 있다. 따라서, 본 발명은 상기[0019]
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양이온성 인지질 나노입자를 포함하는 약물 전달용 조성물을 제공한다.

한 구체예에서, 상기 양이온성 인지질 나노입자는 폐 조직 특이적 약물 전달을 위한 것일 수 있다. [0020]

하기 실시예에서 확인할 수 있는 바와 같이, 본 발명에 따른 양이온성 인지질 나노입자는 특히 폐 조직에 대해[0021]

조직 특이적으로 약물을 전달하는 능력이 우수하다. 따라서, 예를 들어 폐암의 유전자 치료 또는 약물 치료를

위해 본 발명에 따른 양이온성 인지질 나노입자를 약물전달체로서 유용하게 사용할 수 있다.

본  발명은  또한  앞서  설명한  1,2-디올레오일-sn-글리세로-3-에틸포스포콜린(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-[0022]

ethylphosphocholine, EDOPC) 및 스테롤(Sterol)계 화합물을 포함하는 양이온성 인지질 나노입자에 약물이 도입

되어 있는 인지질 나노입자-약물 복합체를 제공한다.

앞서 설명한 바와 같이, 본 발명에 따른 양이온성 인지질 나노입자는 약물전달체로서 이용할 수 있다. 따라서,[0023]

상기 양이온성 인지질 나노입자에 원하는 약물을 도입하여 인지질 나노입자-약물 복합체를 형성한 후 질환의 치

료를 위해 사용할 수 있다. 

본 발명에 따른 양이온성 인지질 나노입자에 도입될 수 있는 약물의 종류는 특별히 한정되지 않는다. 약물은 소[0024]

수성 결합을 통해 본 발명에 따른 양이온성 인지질 나노입자에 도입될 수 있다. 다르게는, 나노입자의 내부에는

약물을 담지할 수 있는 공간이 존재하므로 이 내부 공간에 약물을 로딩하여 인지질 나노입자-약물 복합체를 형

성할 수도 있다. 

한 구체예에서, 상기 약물은 핵산일 수 있다. 약물이 핵산일 경우 단순한 혼합에 의해서도 인지질 나노입자-핵[0025]

산 복합체 형성이 가능하다. 본 발명에 있어서, 핵산은 리보핵산(RNA), 작은 간섭 리보핵산(small interfering

RNA), 안티센스 올리고핵산(antisense oligonucleotide), 데옥시리보 핵산(DNA), 플라스미드 데옥시리보 핵산,

앱타머(aptamer) 등을 포함한다. 바람직하게는 5 내지 200개의 염기(base pair)로 구성된 작은 간섭 리보핵산,

안티센스 핵산, 또는 핵산 앱타머 (aptamer)를 사용할 수 있다. 본 발명에 따른 양이온성 인지질 나노입자를 이

용할 경우 종래 핵산 전달체와 비교할 때, 작은 간섭 리보핵산 및 안티센스 핵산과 같은 5 내지 200 bp 크기 올

리고핵산의 경우에도 효율적인 세포 내 전달이 가능함을 실시예를 통해 확인할 수 있었다.  

한편, 핵산은 핵산 구조 중의 인산부, 에스테르부, 리보오스환 등에 포함되는 산소 원자 등이, 예컨대 황 원자[0026]

또는 불소 원자 등의 다른 원자나 메틸기 등의 알킬기로 치환된 유도체를 포함한다.

다른 구체예에서, 상기 약물은 항암제일 수 있다. 항암제로는 단백질 또는 화학적 약물을 이용할 수 있다. 본[0027]

발명의 나노입자에 도입될 수 있는 항암제의 종류는 특별히 제한되지 않는다. 예를 들어, 항암제는 나이트로젠

머스타드, 이마티닙, 옥살리플라틴, 리툭시맙, 엘로티닙, 트라스투주맙, 제피티닙, 보르테조밉, 수니티닙, 카보

플라틴, 소라페닙, 베바시주맙, 시스플라틴, 세툭시맙, 비스쿰알붐, 아스파라기나제, 트레티노인, 하이드록시카

바마이드,  다사티닙, 에스트라머스틴, 겜투주맵오조가마이신, 이브리투모맙튜세탄, 헵타플라틴, 메칠아미노레

불린산, 암사크린, 알렘투주맙, 프로카르바진, 알프로스타딜, 질산홀뮴 키토산, 젬시타빈, 독시플루리딘, 페메

트렉세드, 테가푸르, 카페시타빈, 기메라신, 오테라실, 아자시티딘, 메토트렉세이트, 우라실, 시타라빈, 플루오

로우라실, 플루다가빈, 에노시타빈, 데시타빈, 머캅토푸린, 티오구아닌, 클라드리빈, 카르모퍼, 랄티트렉세드,

도세탁셀, 파클리탁셀, 이리노테칸, 벨로테칸, 토포테칸, 비노렐빈, 에토포시드, 빈크리스틴, 빈블라스틴, 테니

포시드, 독소루비신, 이다루비신, 에피루비신, 미톡산트론, 미토마이신, 블레로마이신, 다우노루비신, 닥티노마

이신, 피라루비신, 아클라루비신, 페프로마이신, 테모졸로마이드, 부설판, 이포스파미드, 사이클로포스파미드,

멜파란, 알트레트민, 다카바진, 치오테파, 니무스틴, 클로람부실, 미토락톨, 로무스틴 및 카르무스틴으로 구성

된 군으로부터 선택되는 하나 이상의 약물일 수 있다. 본 발명의 양이온성 인지질 나노입자는 폐 조직 특이적인

약물 전달에 유리하므로 바람직하게는 상기 항암제는 폐암 치료를 위한 것일 수 있다.

상기 인지질 나노입자-약물 복합체는 약물로서 핵산과 항암제를 동시에 포함할 수도 있다. 이 경우, 예를 들어,[0028]

핵산은 나노입자의 표면에, 단백질이나 화학적 화합물의 형태의 항암제는 나노입자 내부에 위치하는 복합체의

형태를 취할 수 있다.

한 구체예에서, 상기 인지질 나노입자-약물 복합체는 폐 조직 특이적 약물 전달을 위한 것일 수 있다. 앞서 설[0029]

명한 바와 같이, 본 발명에 따른 양이온성 인지질 나노입자는 폐 조직에 대해 특이적으로 약물을 전달하는 효과

가 현저하므로 이들 관련 질환에 유용하게 사용할 수 있다. 

본 발명은 또한 상기 인지질 나노입자-약물 복합체 및 약제학적으로 허용가능한 담체를 포함하는 의약 조성물,[0030]

의약의 제조를 위한 상기 인지질 나노입자-약물 복합체의 용도, 치료상 유효량의 상기 인지질 나노입자-약물 복
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합체를 대상체에 투여하는 것을 포함하는 대상체의 질환의 치료 방법을 제공한다. 

본 발명의 의약 조성물에 포함되는 약제학적으로 허용되는 담체는 예를 들어 하나 이상의 물, 식염수, 인산 완[0031]

충 식염수, 덱스트린, 글리세롤, 에탄올뿐만 아니라 이들의 조합을 포함한다. 이러한 조성물은 투여 후 활성 성

분의 빠른 방출, 또는 지속적이거나 지연된 방출을 제공하도록 제제화 될 수 있다. 

약제학적으로 허용가능한 담체는 당업자에게 잘 알려진 여러 가지 인자에 따라 제조될 수 있는데, 예를 들면 이[0032]

용된 특정 생리활성물질, 이의 농도, 안정성 및 의도된 생체이용성; 인지질 나노입자-약물 복합체로 치료하고자

하는 질환 및 질병 또는 상태; 치료받을 개체, 나이, 크기 및 일반적인 상태; 조성물을 투여하는데 이용되는 경

로, 예를 들어 비강, 구강, 안구, 국소, 경피 및 근육 등의 요인을 고려해야 하나, 이에 제한되지는 않는다. 일

반적으로 경구 투여 경로 이외의 생리활성물질 투여에 이용되는 약제학적으로 이용가능한 담체에는 D5W, 덱스트

로즈 및 생리학적 염을 용적의 5% 이내로 포함하는 수용액을 포함한다. 또한 약제학적으로 이용가능한 담체에는

보존제 및 항산화제와 같은 활성 성분들의 안정성을 보강시킬 수 있는 추가 성분들을 포함할 수 있다.

또한, 본 발명의 의약 조성물의 투여량은 의도하는 치료에 유효한 용량으로 투여된다. 특정의 의학적 질환을 치[0033]

료하거나 또는 이의 진행을 억제시키는데 요구되는 치료상 유효량은 의학 분야에 공지된 예비임상 연구 및 임상

연구를 이용하여 당업자에 의해 용이하게 결정될 수 있다. 본 발명에서 상기 사용된 용어, "치료상 유효량"은

임상의 또는 연구자가 목적하는, 특정 조직, 시스템, 및 동물 또는 인간의 생물학적 또는 의학적 반응을 유발시

키는 활성 성분의 양을 말한다.

본 발명의 의약 조성물의 투여 경로는 적합한 모든 투여 경로가 이용될 수 있다. 본 발명에 따른 인지질 나노입[0034]

자-약물 복합체는 양전하를 띠고 있으므로 세포 또는 조직막의 음전하와 인력이 작용하여 세포 또는 조직막에

부착되어 엔도사이토시스(endocytosis)에 의해 세포 내부로 유입될 수 있다. 이에 제한되는 것은 아니나, 예를

들어, 본 발명의 의약 조성물은 기도 또는 정맥을 통해 투여될 수 있다.

발명의 효과

본 발명에 따른 EDOPC 및 스테롤계 화합물을 포함하는 양이온성 인지질 나노입자는 세포 내 약물 수송 효율을[0035]

증가시킬 뿐만 아니라 세포 독성도 현저하게 감소시키고, 또한 폐 조직에 대해 특이적으로 약물을 전달시킬 수

있으므로, 작은 간섭 리보핵산, 안티센스 핵산 등의 올리고 핵산 물질을 이용한 치료요법 및 항암제를 이용한

치료요법에 효과적으로 사용 가능하다. 또한, 본 발명의 양이온성 인지질 나노입자는 제조 공정이 간편하여 대

량 생산시의 경제성이 높다.

도면의 간단한 설명

도 1은 쥐의 흑색종인 B16F10 에서 EDOPC 및 콜레스테롤을 조성으로 하는 양이온성 리포좀의 작은 간섭 리보핵[0036]

산 전달능을 형광 유세포분석기 (FACS)를 사용해 분석한 결과이다.

도 2는 사람의 폐암 세포인 A549 에서 EDOPC 및 콜레스테롤을 조성으로 하는 양이온성 리포좀의 비특이적 세포

독성을 MTT 염색법을 사용하여 확인한 결과이다.

도 3은 EDOPC 및 콜레스테을 조성으로 하는 양이온성 리포좀을 이용하여 VEGF 발현 억제 siRNA에 의해 매개된

VEGF 전사체 발현 억제 효능을 B16F10 세포주에서 역전사 중합효소 연쇄반응을 통해 확인한 결과를 보여준다.

도 4는 EDOPC 및 스티그마스테롤을 조성으로 하는 양이온성 리포좀을 이용하여 VEGF 발현 억제 siRNA에 의해 매

개된 VEGF 전사체 발현 억제 효능을 Calu-6 세포주에서 역전사 중합효소 연쇄반응을 통해 확인한 결과를 보여준

다.

도 5는 EDOPC 및 콜레스테롤을 조성으로 하는 양이온성 리포좀을 이용하여 서바이빈 발현 억제 siRNA에 의해 매

개된 서바이빈 전사체 발현 억제 효능을 A549 세포주에서 역전사 중합효소 연쇄반응을 통해 확인한 결과를 보여

준다.

도 6은 EDOPC 및 콜레스테롤을 조성으로 하는 양이온성 리포좀을 이용하여 서바이빈 발현 억제 siRNA에 의해 매

개된 서바이빈 전사체 발현 억제 효능을 LLC1 세포주에서 역전사 중합효소 연쇄반응을 통해 확인한 결과를 보여
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준다.

도 7은 EDOPC 및 DC-Chol을 조성으로 하는 파클리탁셀 함유 양이온성 리포좀에 의한 암세포 사멸 효능을 MTT

(tetrazolium  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl  tetrazolium  bromide)  염색법을  사용하여  B16F10

세포주에서 확인한 결과이다.

도 8은 EDOPC, 콜레스테롤 및 DPhPE를 조성으로 하는 도세탁셀 함유 양이온성 리포좀에 의한 암세포 사멸 효능

을 MTT 염색법을 사용하여 LLC1 세포주에서 확인한 결과이다.

도 9는 EDOPC 및 CHEMS를 조성으로 하는 제피티닙 함유 양이온성 리포좀에 의한 암세포 사멸 효능을 MTT 염색법

을 사용하여 A549 세포주에서 확인한 결과이다.

도 10은 쥐의 흑색종인 B16F10-유래 설치류 폐암 모델에서의 EDOPC 및 DC-Chol을 조성으로 하는 양이온성 리포

좀의 작은 간섭 리보핵산 전달능을 형광 유세포분석기 (FACS)를 사용해 분석한 결과이다.

도 11은 쥐의 흑색종인 B16F10-유래 설치류 폐암 모델에서의 EDOPC 및 스티그마스테롤을 조성으로 하는 양이온

성 리포좀의 비특이적 생체 독성을 개체 생존율 분석 방법을 통해 확인한 결과이다.

도 12는 EDOPC, 콜레스테롤 및 DOPE를 조성으로 하는 양이온성 리포좀을 기도 내 주입방식을 통해 서바이빈 발

현 억제 siRNA에 의해 매개된 서바이빈 전사체 발현 억제 효능을 쥐의 폐암 세포인 LLC1-유래 설치류 폐암 모델

에서 역전사 중합효소 연쇄반응을 통해 확인한 결과를 보여준다.

도 13은 EDOPC, 콜레스테롤 및 DOPE를 조성으로 하는 양이온성 리포좀을 기도 내 주입방식을 통해 서바이빈 발

현 억제 siRNA에 의해 매개된 서바이빈 단백질 발현 억제 효능을 쥐의 폐암 세포인 LLC1-유래 설치류 폐암 모델

에서 웨스턴 블랏 (western blot)을 통해 확인한 결과를 보여준다.

도 14는 쥐의 흑색종인 B16F10-유래 설치류 폐암 모델에서 정맥주사를 통해 폐조직으로의 EDOPC 및 DC-Chol 기

반 양이온성 리포좀의 작은 간섭 리보핵산의 전달능을 형광 이미징 분석기인 Image  Station  4000MM  Digital

Imaging System (Eastman Kodak Company, USA)을 사용하여 분석한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명의 이점 및 특징, 그리고 그것들을 달성하는 방법은 상세하게 후술되어 있는 실시예들을 참조하면 명확[0037]

해질 것이다. 그러나 본 발명은 이하에서 개시되는 실시예들에 한정되는 것이 아니라 서로 다른 다양한 형태로

구현될 것이며, 단지 본 실시예들은 본 발명의 개시가 완전하도록 하고, 본 발명이 속하는 기술 분야에서 통상

의 지식을 가진 자에게 발명의 범주를 완전하게 알려주기 위해 제공되는 것이며, 본 발명은 청구항의 범주에 의

해 정의될 뿐이다.

하기 실시예들에서는 본 발명에 따른 양이온성 인지질 나노입자를 다양한 형태로 제조하고, 이들 나노입자의 세[0038]

포  내로의 핵산 수송 능력을 구체적으로 측정하기 위하여 형광 표식이 붙어있는 이중나선 리보핵산 시판품

Block-IT
TM
 (Invitrogen, USA)과 나노입자 간의 복합체를 형성시켜 세포 내에 전달하고 이를 형광 현미경으로

관찰하였다.  또한  상기 복합체의 세포 독성을 평가하기 위하여 tetrazolium  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide을 이용한 발색 방법 (MTT)을 사용하였다.

<지질 나노입자의 제조>[0039]

실시예 1. EDOPC 및 콜레스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0040]

양이온성 인지질인 EDOPC (Avanti Polar Lipid Inc., USA) 및 콜레스테롤(cholesterol, Sigma, USA)을 각각 1[0041]

ml의 클로로포름에 녹인 후, 구성 지질의 총 중량을 기준으로 각각 60% 및 40%의 중량 비율로 취하여 파이렉스

(PYREX, USA) 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 질소 환경에서 모든 클로로포름이 증발될 때까지 낮은

속도로 회전 증발시켜 지질 박막 필름으로 제조하였다. 지질 다층형 소구체 (multilamella vesicle)를 제조하기

위하여 이 박막필름에 인산완충용액 1 ml을 첨가하고 바이알을 37 ℃로 하여 밀봉 후 3 분간 교반(vortexing)하

였다. 균일한 크기를 만들기 위해 이를 입자 균질화 제조기 (extruder, Northern Lipid Inc., Canada)를 사용

하여 0.2 μm 폴리카보네이트 막을 3 번 통과시켜 제조하였다. 얻어진 양이온성 인지질 리포좀은 사용하기 전까

지 4 ℃에서 보관하였다.

등록특허 10-1085203

- 10 -



실시예 2. EDOPC 및 DC-Chol 함유 양이온성 리포좀의 제조[0042]

EDOPC  및  3b-[N-(N',N'-디메틸아미노에탄)-카바밀}콜레스테롤  (3b-[N-(N',N'-dimethylaminoethane)-[0043]

cabamyl]cholesterol, Avanti Polar Lipid Inc., USA, 이하 'DC-Chol'이라 함)을 총 중량을 기준으로 각각 65%

및 35%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로

양이온성  인지질  리포좀을  제조하였다.  얻어진  양이온성  인지질  리포좀은  사용하기  전까지  4  ℃에서

보관하였다.

실시예 3. EDOPC 및 콜레스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0044]

EDOPC 및 콜레스테롤을 총 중량을 기준으로 각각 80% 및 20%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막[0045]

바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성

인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

실시예 4. EDOPC 및 스티그마스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0046]

EDOPC 및 스티그마스테롤 (Stigmasterol, Avanti Polar Lipid Inc., USA)을 총 중량을 기준으로 각각 85% 및[0047]

15%의 중량 비율로 취하여 1 ml의 클로로포름에 녹인 후, 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후

실시예 1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성 인지질 리포좀은 사용하기

전까지 4 ℃에서 보관하였다.

실시예 5. EDOPC 및 콜레스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0048]

EDOPC 및 콜레스테롤을 총 중량을 기준으로 각각 92% 및 8%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바[0049]

이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성 인

지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

실시예 6.  EDOPC, 콜레스테롤 및 DOPE 함유 양이온성 리포좀의 제조[0050]

EDOPC, 콜레스테롤 및 세포 융합성 인지질인 DOPE (Avanti Polar Lipid Inc., USA)를 총 중량을 기준으로 각각[0051]

70%, 20% 및 10%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한

방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성 인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서

보관하였다.

비교예 1. EDOPC 및 콜레스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0052]

EDOPC, DC-Chol 및 세포 융합성 인지질인 DPhPE (Avanti Polar Lipid Inc., USA)를 총 중량을 기준으로 각각[0053]

40%, 40% 및 20%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한

방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성 인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서

보관하였다.

비교예 2. EDOPC 함유 양이온성 리포좀의 제조[0054]

EDOPC를 100% 취하여 1 ml의 클로로포름에 녹인 후, 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예[0055]

1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성 인지질 리포좀은 사용하기 전까지

4 ℃에서 보관하였다.
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비교예 3. DOTAP 및 스티그마스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0056]

양이온성  인지질인  1,2-디올레오일-3-트리메틸암모늄프로판  (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane,[0057]

Avanti Polar Lipid Inc., USA, 이하 'DOTAP'라 함) 및 스티그마스테롤을 총 중량을 기준으로 각각 85% 및 15%

의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온

성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성 인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 4. DOTAP 및 콜레스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0058]

DOTAP 및 콜레스테롤을 총 중량을 기준으로 각각 60% 및 40%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막[0059]

바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성

인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 5. DDAB, 콜레스테롤 및 DOPE 함유 양이온성 리포좀의 제조[0060]

양이온성 지질인 디메틸디옥타데실아모늄 (Dimethyldioctadecylammonium, Avanti Polar Lipid Inc., USA, 이하[0061]

'DDAB'라 함), 콜레스테롤 및 DOPE를 총 중량을 기준으로 각각 70%, 20% 및 10%의 중량 비율로 취하여 파이렉스

10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다.

얻어진 양이온성 인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 6. DDAB 및 콜레스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0062]

DDAB 및 콜레스테롤을 각각 총 중량을 기준으로 각각 92% 및 8%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격[0063]

막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온

성 인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 7. DDAB 및 DC-Chol 함유 양이온성 리포좀의 제조[0064]

DDAB 및 DC-Chol을 총 중량을 기준으로 각각 65% 및 35%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이[0065]

알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성 인지

질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 8. DOTMA 및 스티그마스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0066]

양이온성  지질인  1,2-디-O-옥타데세닐-3-트리메틸암모늄프로판  (1,2-di-O-octadecenyl-3-trimethylammonium[0067]

propane, Avanti Polar Lipid Inc., USA, 이하 'DOTMA'라 함) 및 스티그마스테롤을 총 중량을 기준으로 각각

85% 및 15%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법

으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성 인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관

하였다.

비교예 9. DOTMA 및 콜레스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0068]

DOTMA 및 콜레스테롤을 총 중량을 기준으로 각각 60% 및 40%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막[0069]

바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성

인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 10. DOTMA 및 콜레스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0070]

DOTMA 및 콜레스테롤을 총 중량을 기준으로 각각 80% 및 20%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막[0071]
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바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성

인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 11. DODAP, 콜레스테롤 및 DOPE 함유 양이온성 리포좀의 제조[0072]

양이온성 인지질인 1,2-디올레오일-3-디메틸암모늄-프로판 (1,2-dioleoyl-3-dimethylammonium-propane, Avanti[0073]

Polar Lipid Inc., USA, 이하 'DODAP'라 함), 콜레스테롤 및 DOPE를 총 중량을 기준으로 각각 70%, 20% 및 10%

의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온

성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성 인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 12. DODAP 및 콜레스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0074]

DODAP 및 콜레스테롤을 총 중량을 기준으로 각각 92% 및 8%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바[0075]

이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성 인

지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 13. DODAP 및 DC-Chol 함유 양이온성 리포좀의 제조[0076]

DODAP 및 DC-Chol을 각각 총 중량을 기준으로 각각 65% 및 35%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막[0077]

바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온성

인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 14. DOGS 및 콜레스테롤 함유 양이온성 리포좀의 제조[0078]

양이온성 지질인 디옥타데실아미도글리실스퍼민 (dioctadecylamidoglycylspermine,  Promega,  USA,  이하 'DOG[0079]

S'라 함) 및 콜레스테롤을 총 중량을 기준으로 각각 80% 및 20%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격

막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 양이온성 인지질 리포좀을 제조하였다. 얻어진 양이온

성 인지질 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

<약물이 봉입된 리포좀의 제조>[0080]

실시예 7. 파클리탁셀이 봉입된 양이온성 리포좀의 제조[0081]

EDOPC, DC-Chol 및 항암제인 파클리탁셀 (paclitaxel, Sigma, USA)을 총 중량을 기준으로 각각 60%, 39.9% 및[0082]

0.1%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 파

클리탁셀 양이온성 리포좀을 제조하였다. 얻어진 파클리탁셀 양이온성 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관

하였다.

실시예 8. 도세탁셀이 봉입된 양이온성 리포좀의 제조[0083]

EDOPC, 콜레스테롤, DOPE 및 항암 의약인 도세탁셀 (docetaxel, Sigma, USA)을 총 중량을 기준으로 각각 75%,[0084]

14.9%, 10% 및 0.1%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일

한 방법으로 도세탁셀 양이온성 리포좀을 제조하였다. 얻어진 도세탁셀 양이온성 리포좀은 사용하기 전까지 4

℃에서 보관하였다.

실시예 9. 제피티닙이 봉입된 양이온성 리포좀의 제조[0085]

EDOPC, 콜레스테릴 헤미썩씨네이트 (cholesteryl hemisuccinate, Avanti Polar Lipid Inc., USA, 이하 'CHEM[0086]

S'라 함) 및 분자표적 항암제인 제피티닙 (gefitinib,  Selleck  Chemicals,  USA)을 총 중량을 기준으로 각각

85%, 14.9% 및 0.1%의 중량 비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일
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한 방법으로 제피티닙 양이온성 리포좀을 제조하였다. 얻어진 제피티닙 양이온성 리포좀은 사용하기 전까지 4

℃에서 보관하였다.

비교예 15. 파클리탁셀이 봉입된 양이온성 리포좀의 제조[0087]

DOTAP, DC-Chol 및 항암제인 파클리탁셀을 총 중량을 기준으로 각각 60%, 39.9% 및 0.1%의 중량 비율로 취하여[0088]

파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 파클리탁셀 양이온성 리포좀을

제조하였다. 얻어진 파클리탁셀 양이온성 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 16. 파클리탁셀이 봉입된 양이온성 리포좀의 제조[0089]

DOTMA, DC-Chol 및 항암제인 파클리탁셀을 총 중량을 기준으로 각각 60%, 39.9% 및 0.1%의 중량 비율로 취하여[0090]

파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 파클리탁셀 양이온성 리포좀을

제조하였다. 얻어진 파클리탁셀 양이온성 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 17. 도세탁셀이 봉입된 양이온성 리포좀의 제조[0091]

DDAB, 콜레스테롤, DPhPE 및 항암 의약인 도세탁셀을 총 중량을 기준으로 각각 75%, 14.9%, 10% 및 0.1%의 중량[0092]

비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 도세탁셀 양이

온성 리포좀을 제조하였다. 얻어진 도세탁셀 양이온성 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 18. 도세탁셀이 봉입된 양이온성 리포좀의 제조[0093]

DOGS, 콜레스테롤, DPhPE 및 항암 의약인 도세탁셀을 총 중량을 기준으로 각각 75%, 14.9%, 10% 및 0.1%의 중량[0094]

비율로 취하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 도세탁셀 양이

온성 리포좀을 제조하였다. 얻어진 도세탁셀 양이온성 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 19. 제피티닙이 봉입된 양이온성 리포좀의 제조[0095]

DODAP, CHEMS 및 분자표적 항암제인 제피티닙을 총 중량을 기준으로 각각 85%, 14.9% 및 0.1%의 중량 비율로 취[0096]

하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 제피티닙 양이온성 리포

좀을 제조하였다. 얻어진 제피티닙 양이온성 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

비교예 20. 제피티닙이 봉입된 양이온성 리포좀의 제조[0097]

DOGS, CHEMS 및 분자표적 항암제인 제피티닙을 총 중량을 기준으로 각각 85%, 14.9% 및 0.1%의 중량 비율로 취[0098]

하여 파이렉스 10 ml 유리 격막 바이알에 넣어 혼합한 후 실시예 1과 동일한 방법으로 제피티닙 양이온성 리포

좀을 제조하였다. 얻어진 제피티닙 양이온성 리포좀은 사용하기 전까지 4 ℃에서 보관하였다.

<작은간섭 리보핵산과 지질 나노입자의 복합체 제조>[0099]

실시예 10. 실시예 1의 양이온성 리포좀과 형광 표지된 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0100]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, 형광 마커로 표지된 작은 간섭 리보핵산 물질인[0101]

Block-iT
TM 
Fluorescent Oligo (Invitrogen, USA) 6 pmole 및 실시예 1에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 1.5

㎕를 각각 첨가하였다. 미디어에 포함된 작은 간섭 리보핵산의 최종 농도는 20 nM이 되게 맞추었다. 이들을 서

서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방치하여 리포좀과 작은 간섭 리보핵산의 복합체를 제

조하였다. 
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실시예 11. 실시예 5의 양이온성 리포좀과 형광 마커로 표지된 이중나선 리보핵산의 복합체 제조[0102]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50  ㎕를 넣고, 형광 표지화 이중나선 리보 핵산인 Block-iT
TM

[0103]

Fluorescent Oligo 6 pmole 및 실시예 5에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다. 미디어

에 포함된 이중나선 리보핵산의 최종 농도는 20 nM이 되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼

합한 후 실온에서 20분간 방치하여 양이온성 리포좀과 형광 표지화 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다.

실시예 12. 실시예 2의 양이온성 리포좀과 형광 표지된 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0104]

에펜도르프 튜브에 Cy-5 형광 마커로 표지된 비활성 작은 간섭 리보핵산 (Cy5-siGL2, ST Pharm Co, 한국) 100[0105]

pmole 및 실시예 2에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 23 ㎕를 각각 첨가하여, 복합체의 최종 부피가 25 ㎕가

되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방치하여 리포좀과 작은 간섭

리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

실시예 13. 실시예 3의 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0106]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, 비활성 작은 간섭 리보핵산 (siGL2) 4 pmole 및[0107]

실시예 3에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 약리활성이 없는 비활성 작은 간섭 리보

핵산 (siGL2)은 루시퍼라아제 (luciferase)의 발현을 저해하는 서열로서 삼천리제약 (ST Pharm Co, Korea)에서

구입하여 사용하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방치하여 리포좀과 작

은 간섭 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

실시예 14. 실시예 4의 양이온성 리포좀과 비활성 서열 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0108]

에펜도르프 튜브에 siGL2 100 pmole 및 실시예 4에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 23 ㎕를 각각 첨가하여,[0109]

복합체의 최종 부피가 25 ㎕가 되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분

간 방치하여 리포좀과 작은 간섭 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

실시예 15. 실시예 1의 양이온성 리포좀과 vascular endothelial growth factor (VEGF)의 발현을 억제하는 작[0110]

은 간섭 리보핵산의 복합체 제조

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, VEGF의 발현을 선택적으로 억제하는 작은 간섭 리[0111]

보핵산 (siVEGF) 6 pmole 및 실시예 1에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다. siVEGF는

혈관 내피세포 증식촉진 인자 (vascular endothelial growth factor)의 발현을 저해하는 서열로서 바이오니아

(Bioneer Co., Korea)에서 구입하여 사용하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20

분간 방치하여 리포좀과 작은 간섭 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

실시예 16. 실시예 4의 양이온성 리포좀과 VEGF의 발현을 억제하는 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0112]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siVEGF 6 pmole 및 실시예 4에서 제조된 양이온성[0113]

인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방

치하여 리포좀과 작은 간섭 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

실시예 17. 실시예 5의 양이온성 리포좀과 survivin의 발현을 억제하는 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0114]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, survivin의 발현을 선택적으로 억제하는 작은 간[0115]

섭 리보핵산 (siSurvivin) 6 pmole 및 실시예 5에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다.

siSurvivin은 삼천리제약 (ST Pharm Co, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하
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여 혼합한 후 실온에서 20분간 방치하여 리포좀과 작은 간섭 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

실시예 18. 실시예 6의 양이온성 리포좀과 survivin의 발현을 억제하는 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0116]

에펜도르프 튜브에 siSurvivin 100 pmole 및 실시예 6에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 23 ㎕를 각각 첨가하[0117]

여, 복합체의 최종 부피가 25 ㎕가 되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서

20분간 방치하여 리포좀과 작은 간섭 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

실시예 19. 실시예 7의 파클리탁셀 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0118]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, 비활성 작은간섭 리보핵산인 siGL2 4 pmole 및 실[0119]

시예 7에서 제조된 파클리탁셀 양이온성 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여

혼합한 후 실온에서 20분간 방치하여 리포좀과 작은 간섭 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

실시예 20. 실시예 8의 도세탁셀 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0120]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siGL2 4 pmole 및 실시예 8에서 제조된 도세탁셀[0121]

양이온성 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방

치하여 도세탁셀 리포좀과 작은 간섭 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

실시예 21. 실시예 9의 제피티닙 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0122]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siGL2 4 pmole 및 실시예 9에서 제조된 제피티닙[0123]

양이온성 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방

치하여 제피티닙 양이온성 리포좀과 작은 간섭 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 21. 비교예 1의 양이온성 리포좀과 형광 마커로 표지된 이중나선 리보핵산의 복합체 제조[0124]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50  ㎕를 넣고, 형광 표지화 이중나선 리보 핵산인 Block-iT
TM

[0125]

Fluorescent Oligo 6 pmole 및 비교예 1에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다. 미디어

에 포함된 이중나선 리보핵산의 최종 농도는 20 nM이 되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼

합한 후 실온에서 20분간 방치하여 양이온성 리포좀과 형광 표지화 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 22. 비교예 4의 양이온성 리포좀과 형광 마커로 표지된 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0126]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, Block-iT
TM 
Fluorescent Oligo 6 pmole 및 비교예[0127]

4에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다. 미디어에 포함된 작은 간섭 리보핵산의 최종

농도는 20 nM이 되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방치하여 양

이온성 리포좀과 형광 표지화 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 23. 비교예 9의 양이온성 리포좀과 형광 마커로 표지된 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0128]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, Block-iT
TM 
Fluorescent Oligo를 6 pmole 및 비교[0129]

예 9에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다. 미디어에 포함된 작은 간섭 리보핵산의 최

종 농도는 20 nM이 되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방치하여

양이온성 리포좀과 형광 표지화 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 
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비교예 24. 비교예 7의 양이온성 리포좀과 형광 마커로 표지된 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0130]

에펜도르프 튜브에 Cy5-siGL2 100 pmole 및 비교예 7에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 23 ㎕를 각각 첨가하[0131]

여, 복합체의 최종 부피가 25 ㎕가 되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서

20분간 방치하여 양이온성 리포좀과 형광 표지화 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 25. 비교예 13의 양이온성 리포좀과 형광 마커로 표지된 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0132]

에펜도르프 튜브에 Cy5-siGL2 100 pmole 및 비교예 13에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 23 ㎕를 각각 첨가하[0133]

여, 복합체의 최종 부피가 25 ㎕가 되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서

20분간 방치하여 양이온성 리포좀과 형광 표지화 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 26. 비교예 1의 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0134]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siGL2 4 pmole 및 비교예 1에서 제조된 양이온성[0135]

인지질 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방치

하여 양이온성 리포좀과 비활성 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 27. 비교예 2의 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0136]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siGL2 4 pmole 및 비교예 2에서 제조된 양이온성[0137]

인지질 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방치

하여 양이온성 리포좀과 비활성 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다.

비교예 28. 비교예 10의 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0138]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siGL2 4 pmole 및 비교예 10에서 제조된 양이온성[0139]

인지질 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방치

하여 양이온성 리포좀과 비활성 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 29. 비교예 14의 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0140]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siGL2 4 pmole 및 비교예 14에서 제조된 양이온성[0141]

인지질 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방치

하여 양이온성 리포좀과 비활성 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 30. 비교예 3의 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0142]

에펜도르프 튜브에 siGL2 100 pmole 및 비교예 3에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 23 ㎕를 각각 첨가하여,[0143]

복합체의 최종 부피가 25 ㎕가 되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분

간 방치하여 양이온성 리포좀과 비활성 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 31. 비교예 8의 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0144]

에펜도르프 튜브에 siGL2 100 pmole 및 비교예 8에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 23 ㎕를 각각 첨가하여,[0145]

복합체의 최종 부피가 25 ㎕가 되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분

간 방치하여 양이온성 리포좀과 비활성 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 
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비교예 32. 비교예 4의 양이온성 리포좀과 VEGF의 발현을 억제하는 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0146]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siVEGF 6 pmole 및 비교예 4에서 제조된 양이온성[0147]

인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방

치하여 양이온성 리포좀과 siVEGF의 복합체를 제조하였다. 

비교예 33. 비교예 9의 양이온성 리포좀과 VEGF의 발현을 억제하는 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0148]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siVEGF 6 pmole 및 비교예 9에서 제조된 양이온성[0149]

인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방

치하여 양이온성 리포좀과 siVEGF의 복합체를 제조하였다. 

비교예 34. 비교예 3의 양이온성 리포좀과 VEGF의 발현을 억제하는 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0150]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siVEGF 6 pmole 및 비교예 3에서 제조된 양이온성[0151]

인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방

치하여 양이온성 리포좀과 siVEGF의 복합체를 제조하였다. 

비교예 35. 비교예 8의 양이온성 리포좀과 VEGF의 발현을 억제하는 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0152]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siVEGF 6 pmole 및 비교예 8에서 제조된 양이온성[0153]

인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방

치하여 양이온성 리포좀과 siVEGF의 복합체를 제조하였다. 

비교예 36. 비교예 6의 양이온성 리포좀과 Survivin의 발현을 억제하는 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0154]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siSurvivin 6 pmole 및 비교예 6에서 제조된 양이[0155]

온성 인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분

간 방치하여 양이온성 리포좀과 siSurvivin의 복합체를 제조하였다. 

비교예 37. 비교예 12의 양이온성 리포좀과 Survivin의 발현을 억제하는 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0156]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siSurvivin 6 pmole 및 비교예 12에서 제조된 양[0157]

이온성 인지질 리포좀 1.5 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20

분간 방치하여 양이온성 리포좀과 siSurvivin의 복합체를 제조하였다. 

비교예 38. 비교예 5의 양이온성 리포좀과 Survivin의 발현을 억제하는 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0158]

에펜도르프 튜브에 siSurvivin 100 pmole 및 비교예 5에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 23 ㎕를 각각 첨가하[0159]

여, 복합체의 최종 부피가 25 ㎕가 되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서

20분간 방치하여 양이온성 리포좀과 siSurvivin의 복합체를 제조하였다. 

비교예 39. 비교예 11의 양이온성 리포좀과 Survivin의 발현을 억제하는 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0160]

에펜도르프 튜브에 siSurvivin 100 pmole 및 비교예 11에서 제조된 양이온성 인지질 리포좀 23 ㎕를 각각 첨가[0161]

하여, 복합체의 최종 부피가 25 ㎕가 되게 맞추었다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서

20분간 방치하여 양이온성 리포좀과 siSurvivin의 복합체를 제조하였다. 
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비교예 40. 비교예 15의 파클리탁셀 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0162]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siGL2 4 pmole 및 비교예 15에서 제조된 파클리탁[0163]

셀 양이온성 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간

방치하여 양이온성 리포좀과 비활성 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 41. 비교예 16의 파클리탁셀 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0164]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siGL2 4 pmole 및 비교예 16에서 제조된 파클리탁[0165]

셀 양이온성 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간

방치하여 파클리탁셀 양이온성 리포좀과 비활성 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 42. 비교예 17의 도세탁셀 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0166]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siGL2 4 pmole 및 비교예 17에서 제조된 도세탁셀[0167]

양이온성 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방

치하여 도세탁셀 양이온성 리포좀과 비활성 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 43. 비교예 18의 도세탁셀 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0168]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siGL2 4 pmole 및 비교예 18에서 제조된 도세탁셀[0169]

양이온성 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방

치하여 도세탁셀 양이온성 리포좀과 비활성 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 44. 비교예 19의 제피티닙 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0170]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siGL2 4 pmole 및 비교예 19에서 제조된 제피티닙[0171]

양이온성 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방

치하여 제피티닙 양이온성 리포좀과 비활성 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

비교예 45. 비교예 20의 제피티닙 양이온성 리포좀과 비활성 작은 간섭 리보핵산의 복합체 제조[0172]

에펜도르프 튜브에 혈청이 포함되지 않은 배지 50 ㎕를 넣고, siGL2 4 pmole 및 비교예 20에서 제조된 제피티닙[0173]

양이온성 리포좀 1 ㎕를 각각 첨가하였다. 이들을 서서히 피펫팅(pipetting)하여 혼합한 후 실온에서 20분간 방

치하여 제피티닙 양이온성 리포좀과 비활성 이중 나선 리보핵산의 복합체를 제조하였다. 

[실험예][0174]

세포 배양[0175]

사람의 폐암 세포인 A549 및 Calu-6 세포주, 쥐의 폐암 세포인 LLC1, 쥐의 흑색종 세포인 B16F10 세포주는 ATCC[0176]

(American Type Culture Collection, USA)로부터 구입하여 사용하였다. A549 및 Calu-6 세포주는 RPMI (Gibco,

USA), LLC1 및 B16F10 세포주는 DMEM (Dulbecco's modified eagles medium, Gibco, USA)에 10% 우태아 혈청

w/v (HyClone laboratories Inc, USA)와 100 unit/ml 페니실린 또는 100 ㎍/ml 스트렙토마이신을 포함하여 배

양하였다. 

실험예 1. B16F10 세포주에서의 작은 간섭 리보핵산의 전달 효율 평가: FACS 분석[0177]

B16F10 세포주를 실험 전날 24 웰 플레이트에 웰 당 8×10⁴개씩 분주(seeding)하였다. 각 플레이트의 세포가[0178]

60-70%정도 균일하게 성장했을 때, 비교예 21, 22, 23, 실시예 10 및 실시예 11의 제조된 리포좀-작은 간섭 리

등록특허 10-1085203

- 19 -



보핵산의 복합체들을 웰 플레이트에 첨가하여 37 ℃의 CO₂배양기에서 24시간 동안 배양하였다. 배양된 세포를

수집한 후 인산완충용액으로 2번 세척하였다. 비교예 21, 22, 23, 실시예 10 및 실시예 11에서 사용된 리포좀-

작은 간섭 리보핵산 복합체들은 모두 형광 표지된 작은 간섭 리보핵산을 구성성분으로 함유하는 것으로서 형광

유세포 분석기인 BD FACS CALIBUR (BD Bioscience, USA)를 사용하여 형광 강도 피크의 이동에 의한 세포 내 작

은 간섭 리보핵산의 전달 효율을 분석하였고, 이를 도 1에 나타내었다.

도 1A의 세포에 아무 처리하지 않은 미처리군은 대조군으로 피크가 이동하지 않았고, 도 1B는 비교예 21의 양이[0179]

온성 리포좀, 도 1C는 비교예 22의 양이온성 리포좀, 도 1D는 비교예 23의 양이온성 리포좀, 도 1E는 실시예 10

의 신규한 양이온성 리포좀, 도 1F는 실시예 11의 신규한 양이온성 리포좀으로 도 1B는 57.2%, 도 1C는 45.7%,

도 1D는 27.4%의 세포 내부로 형광으로 표지된 작은 간섭 리보핵산이 전달되었다. 반면, 본 발명의 실시예 10

및 실시예 11의 EDOPC  및 콜레스테롤 기반 리포좀 조성 처리군의 경우 형광으로 표지된 세포의 비율이 각각

92.0%와 95.7%를 나타내어 비교예 21, 22, 23의 양이온성 리포좀 처리군에 비하여 세포 내 작은 간섭 리보핵산

의 전달 효율이 현저히 높음을 알 수 있다.

실험예 2. A549 세포주에서의 작은 간섭 리보핵산 전달체의 세포 독성 평가: MTT 분석법 [0180]

본 발명의 EDOPC 및 스테롤계의 물질로 구성되는 양이온성 인지질 리포좀의 비특이적 세포 독성에 관한 평가를[0181]

하기 위하여 하기와 같은 과정으로 실험을 수행하였다. 전달체에 의해 발생하는 비특이적 세포 독성을 3-(4,5-

dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) 시약에 의한 방법으로 세포 생존율을 측정하

여 평가하였다. A549 세포를 웰 당 2×10
4
 세포가 되도록 48 웰에 분주(seeding)하고 12시간 배양한 후, 세포에

비교예 26, 27, 28, 29의 제조된 리포좀-작은 간섭 리보핵산의 복합체와 실시예 13에서 제조된 EDOPC 및 콜레스

테롤 기반 리포좀 복합체를 각각 웰 플레이트에 첨가하여 37 ℃의 CO₂세포배양기에서 24시간 동안 배양하였다.

그 후 MTT 용액(Sigma, USA)을 배지의 10%가 되도록 가하고, 4시간 더 배양한 다음 상층액을 제거하고 0.04 N

염산 이소프로판올 용액을 첨가한 후에 엘라이져 리더 (ELISA reader, Sunrise-Basic TECAN, Switzerland)를

이용하여 570 nm에서 그 흡광도를 측정하였다. 대조군으로는 아무것도 처리하지 않은 세포가 사용되었다.

도 2는 상기의 비활성 작은 간섭 리보핵산과 복합체를 이룬 리포좀 제형들의 비특이적 세포 독성을 평가한 결과[0182]

로 비교예 26, 27, 28, 29의 양이온성 리포좀 처리군에 비하여 실시예 13의 EDOPC, 콜레스테롤 및 DOPE 기반 양

이온성 리포좀 처리조성이 더 적은 비특이적 세포 독성 효과를 나타낸다는 것을 보여준다.

실험예 3. B16F10 세포주에서의 작은 간섭 리보핵산 전달 효능 평가: 역전사 효소 중합 반응에 의한 mRNA 발현[0183]

변화 분석 

B16F10 세포주를 실험 전날 24 웰 플레이트에 웰 당 세포를 8×10⁴개씩 분주(seeding)하였다. 각 플레이트의[0184]

세포가 60-70 %정도 균일하게 성장했을 때, 

비교예 32, 33 및 실시예 15의 제조된 리포좀-작은 간섭 리보핵산의 복합체들을 웰 플레이트에 첨가하여 37 ℃[0185]

의 CO₂배양기에서 24시간 동안 배양하였다. 미디어에 포함된 siVEGF의 최종 농도는 20 nM이 되게 맞추었다. 24

시간 후 Trizol 시약 (Invitrogen, USA)을 사용하여 세포 내에 존재하는 전체 리보핵산(RNA)을 분리하였으며,

이 RNA는 AccuPowerRT PreMix (Bioneer, Korea)를 사용하여 cDNA로 역전사 하였다. 중합효소연쇄반응은 95℃에

서 5분간 주형 DNA를 전변성화시킨 후, 95℃/1분; 60℃/1분; 및 72℃/1분을 한 사이클로 하여 최종 30회 반복한

다음, 마지막으로 72℃에서 5분간 반응시키는 조건으로 수행하였다. VEGF에 특이적인 프라이머의 서열은 5'-

TCCCACAGGTGTCCCGGCAA-3'(정방향),  5'-TCTCTGCCTCCGTGAGGGGC-3'(역방향)이며 중합효소연쇄반응 생성물의 크기

는 266 염기쌍이었다. VEGF 유전자 발현의 정도는 1 % 아가로스 겔 전기영동을 수행하여 VEGF 특이적인 연쇄반

응 생성물의 밴드 밀도를 GAPDH(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 유전자를 증폭하여 나타나는 밴드

밀도로 보정하여 정량적인 발현의 변화를 측정하였다.

도 3은 각각의 조성을 처리한 경우 B16F10 세포내에서 타겟 유전자인 VEGF의 전사체 발현을 밴드의 밀도로 비교[0186]

한 것이다. 대조군은 VEGF 특이적인 작은 간섭 리보핵산이 세포 내로 전달되지 않아 VEGF 유전자의 발현에 변화

가 없었고, 비교예 32, 33의 양이온성 리포좀과 리보핵산의 복합체 처리군에 비하여 실시예 15의 EDOPC 및 콜레

스테롤 기반 양이온성 리포좀과 VEGF 특이적 작은 간섭 리보핵산의 복합체 처리군의 경우 세포 내에서 VEGF 유

전자 발현이 현저히 억제되었다. 실시예 15에서 VEGF 유전자의 mRNA 수준의 발현 억제능이 가장 증가한 것은 세
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포 내로 VEGF 특이적인 작은 간섭 리보핵산을 전달하는 효율이 가장 높은 결과 나타나는 현상으로 해석된다.

실험예 4. Calu-6 세포주에서의 작은 간섭 리보핵산 전달 효능 평가: 역전사 효소 중합 반응에 의한 mRNA 발현[0187]

변화 분석 

Calu-6 세포주를 실험 전날 24 웰 플레이트에 웰 당 세포를 8×10⁴개씩 분주(seeding)하였다. 각 플레이트의[0188]

세포가 60-70 %정도 균일하게 성장했을 때, 

비교예 34, 35 및 실시예 16의 제조된 리포좀-작은 간섭 리보핵산의 복합체들을 웰 플레이트에 첨가하여 37 ℃[0189]

의 CO₂배양기에서 24시간 동안 배양하였다. 미디어에 포함된 siVEGF의 최종 농도는 20 nM이 되게 맞추었다. 24

시간 후 Trizol 시약을 사용하여 세포 내에 존재하는 전체 RNA를 분리하였으며, 이 RNA는 AccuPowerRT PreMix를

사용하여 cDNA로 역전사 하였다. 중합효소연쇄반응은 95℃에서 5분간 주형 DNA를 전변성화시킨 후, 95℃/1분;

60℃/1분; 및 72℃/1분을 한 사이클로 하여 최종 30회 반복한 다음, 마지막으로 72℃에서 5분간 반응시키는 조

건으로  수행하였다.  VEGF에  특이적인  프라이머의  서열은  5'-AGGAGGGCAGAATCATCACG-3'(정방향),  5'-

CAAGGCCCACAGGGATTTTCT-3'(역방향)이며 중합효소연쇄반응 생성물의 크기는 342 염기쌍이었다. VEGF 유전자 발현

의 정도는 1 % 아가로스 겔 전기영동을 수행하여 VEGF 특이적인 연쇄반응 생성물의 밴드 밀도를 GAPDH 유전자를

증폭하여 나타나는 밴드 밀도로 보정하여 정량적인 발현의 변화를 측정하였다.

도 4는 각각의 조성을 처리한 경우 Calu-6 세포내에서 타겟 유전자인 VEGF의 전사체 발현을 밴드의 밀도로 비교[0190]

한 것이다. 대조군은 VEGF 특이적인 작은 간섭 리보핵산이 세포 내로 전달되지 않아 VEGF 유전자의 발현에 변화

가 없었고, 비교예 34, 35의 양이온성 리포좀과 리보핵산의 복합체 처리군에 비하여 실시예 16의 EDOPC 및 스티

그마스테롤 기반 양이온성 리포좀과 VEGF 특이적 작은 간섭 리보핵산의 복합체 처리군의 경우 세포 내에서 VEGF

유전자 발현이 현저히 억제되었다. 실시예 16에서 VEGF 유전자의 mRNA 수준의 발현 억제능이 가장 증가한 것은

세포 내로 siVEGF를 전달하는 효율이 가장 높은 결과 나타나는 현상으로 해석된다.

실험예 5. A549 세포주에서의 작은 간섭 리보핵산 전달 효능 평가: 역전사 효소 중합 반응에 의한 mRNA 발현 변[0191]

화 분석 

A549 세포주를 실험 전날 24 웰 플레이트에 웰 당 세포를 8×10⁴개씩 분주(seeding)하였다. 각 플레이트의 세[0192]

포가 60-70 %정도 균일하게 성장했을 때, 

비교예 36, 37 및 실시예 17의 제조된 리포좀-작은 간섭 리보핵산의 복합체들을 웰 플레이트에 첨가하여 37 ℃[0193]

의  CO₂배양기에서  24시간  동안  배양하였다.  미디어에  포함된  siSurvivin의  최종  농도는  20  nM이  되게

맞추었다.  24시간  후  Trizol  시약을  사용하여  세포  내에  존재하는  전체  RNA를  분리하였으며,  이  RNA는

AccuPowerRT PreMix를 사용하여 cDNA로 역전사 하였다. 중합효소연쇄반응은 95℃에서 5분간 주형 DNA를 전변성

화시킨 후, 95℃/1분; 57℃/1분; 및 72℃/1분을 한 사이클로 하여 최종 32회 반복한 다음, 마지막으로 72℃에서

5분간  반응시키는  조건으로  수행하였다.  서바이빈에  특이적인  프라이머의  서열은  5'-GGACCACCGCATCTCTACAT-

3'(정방향), 5'-CTTTCTCCGCAGTTTCCTCA-3'(역방향)이며 중합효소연쇄반응 생성물의 크기는 347 염기쌍이었다. 서

바이빈 유전자 발현의 정도는 1 % 아가로스 겔 전기영동을 수행하여 서바이빈 특이적인 연쇄반응 생성물의 밴드

밀도를 GAPDH 유전자를 증폭하여 나타나는 밴드 밀도로 보정하여 정량적인 발현의 변화를 측정하였다.

도 5는 각각의 조성을 처리한 경우 A549 세포내에서 타겟 유전자인 서바이빈의 전사체 발현을 밴드의 밀도로 비[0194]

교한 것이다. 대조군은 서바이빈 특이적인 작은 간섭 리보핵산이 세포 내로 전달되지 않아 서바이빈 유전자의

발현에 변화가 없었고, 비교예 36, 37의 양이온성 리포좀과 리보핵산의 복합체 처리군에 비하여 실시예 17의

EDOPC 및 콜레스테롤 기반 양이온성 리포좀과 서바이빈 특이적 작은 간섭 리보핵산의 복합체 처리군의 경우 세

포 내에서 서바이빈 유전자 발현이 현저히 억제되었다. 실시예 17에서 서바이빈 유전자의 mRNA 수준의 발현 억

제능이 가장 증가한 것은 세포 내로 서바이빈 특이적인 작은 간섭 리보핵산을 전달하는 효율이 가장 높은 결과

나타나는 현상으로 해석된다.

실험예 6. LLC1 세포주에서의 작은 간섭 리보핵산 전달 효능 평가: 역전사 효소 중합 반응에 의한 mRNA 발현 변[0195]

화 분석 
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LLC1 세포주를 실험 전날 24 웰 플레이트에 웰 당 세포를 8×10⁴개씩 분주(seeding)하였다. 각 플레이트의 세[0196]

포가 60-70 %정도 균일하게 성장했을 때, 

비교예 36, 37 및 실시예 17의 제조된 리포좀-작은 간섭 리보핵산의 복합체들을 웰 플레이트에 첨가하여 37 ℃[0197]

의  CO₂배양기에서  24시간  동안  배양하였다.  미디어에  포함된  siSurvivin의  최종  농도는  20  nM이  되게

맞추었다.  24시간  후  Trizol  시약을  사용하여  세포  내에  존재하는  전체  RNA를  분리하였으며,  이  RNA는

AccuPowerRT PreMix를 사용하여 cDNA로 역전사 하였다. 중합효소연쇄반응은 95℃에서 5분간 주형 DNA를 전변성

화시킨 후, 95℃/1분; 57℃/1분; 및 72℃/1분을 한 사이클로 하여 최종 32회 반복한 다음, 마지막으로 72℃에서

5분간  반응시키는  조건으로  수행하였다.  서바이빈에  특이적인  프라이머의  서열은  5'-ATCCACTGCCCTACCGAGAA-

3'(정방향),  5'-CTTGGCTCTCTGTCTGTCCAGTT-3'(역방향)이며  중합효소연쇄반응  생성물의  크기는  200

염기쌍이었다. 서바이빈 유전자 발현의 정도는 1 % 아가로스 겔 전기영동을 수행하여 서바이빈 특이적인 연쇄반

응 생성물의 밴드 밀도를 GAPDH 유전자를 증폭하여 나타나는 밴드 밀도로 보정하여 정량적인 발현의 변화를 측

정하였다.

도 6는 각각의 조성을 처리한 경우 LLC1 세포내에서 타겟 유전자인 서바이빈의 전사체 발현을 밴드의 밀도로 비[0198]

교한 것이다. 대조군은 서바이빈 특이적인 작은 간섭 리보핵산이 세포 내로 전달되지 않아 서바이빈 유전자의

발현에 변화가 없었고, 비교예 36, 37의 양이온성 리포좀과 리보핵산의 복합체 처리군에 비하여 실시예 17의

EDOPC 및 콜레스테롤 기반 양이온성 리포좀과 서바이빈 특이적 작은 간섭 리보핵산의 복합체 처리군의 경우 세

포 내에서 서바이빈 유전자 발현이 현저히 억제되었다. 실시예 17에서 서바이빈 유전자의 mRNA 수준의 발현 억

제능이 가장 증가한 것은 세포 내로 서바이빈 특이적인 작은 간섭 리보핵산을 전달하는 효율이 가장 높은 결과

나타나는 현상으로 해석된다.

실험예 7. B16F10 세포주에서의 파클리탁셀 양이온성 리포좀의 항암 효능 평가: MTT 분석[0199]

B16F10 세포에 비교예 40, 41의 파클리탁셀이 봉입된 파클리탁셀 양이온성 리포좀과 실시예 19의 EDOPC 및 DC-[0200]

Chol 조성을 기반으로 한 파클리탁셀 양이온성 리포좀을 각각 처리하고 세포 내로 전달된 항암제에 의한 암세포

의 생존율을 평가하였다. 항암 효능은 MTT 시약에 의한 방법으로 세포 생존율을 측정하여 평가하였다.

B16F10 세포를 웰 당 2×10
4
 세포가 되도록 48 웰에 분주(seeding)하고 12시간 배양한 후 비교예 40, 41의 파클[0201]

리탁셀이 봉입된 양이온성 리포좀 복합체, 실시예 19의 EDOPC 및 DC-Chol 조성을 기반으로 한 파클리탁셀 양이

온성 리포좀 복합체를 각각 웰 플레이트에 첨가하여 37 ℃의 CO₂세포배양기에서 24시간 동안 배양하였다. 그

후 MTT 용액을 배지의 10%가 되도록 가하고, 4시간 더 배양한 다음 상층액을 제거하고 0.04 N 염산 이소프로판

올 용액을 첨가한 후에 엘라이져 리더를 이용하여 570 nm에서 그 흡광도를 측정하였다. 대조군으로는 아무것도

처리하지 않은 세포가 사용되었다. 도 7은 상기의 파클리탁셀이 봉입된 리포좀 제형들의 항암 효능을 평가한 결

과로 비교예 40, 41의 파클리탁셀 함유 양이온성 리포좀 복합체 보다 실시예 19의 EDOPC 및 DC-Chol 조성을 기

반으로 한 파클리탁셀 양이온성 리포좀 복합체가 더 증강된 암세포 사멸효과를 나타낸다는 것을 보여준다. 이러

한 도 17의 항암 효능 결과로부터 실시예 19의 EDOPC 및 DC-Chol 조성을 기반으로 한 파클리탁셀 양이온성 리포

좀 복합체의 경우 B16F10 세포주 내부에 보다 효과적으로 파클리탁셀을 전달하여 증강된 항암 효능을 나타내는

것을 추론할 수 있다.

실험예 8. LLC1 세포주에서의 도세탁셀 양이온성 리포좀의 항암 효능 평가: MTT 분석[0202]

LLC1 세포에 비교예 42, 43의 도세탁셀이 봉입된 도세탁셀 양이온성 리포좀과 실시예 20의 EDOPC, 콜레스테롤[0203]

및 DPhPE 조성을 기반으로 한 도세탁셀 양이온성 리포좀을 각각 처리하고 세포 내로 전달된 항암제에 의한 암세

포의 생존율을 평가하였다. 항암 효능은 MTT 시약에 의한 방법으로 세포 생존율을 측정하여 평가하였다.

LLC1 세포를 웰 당 2×10
4
 세포가 되도록 48 웰에 분주(seeding)하고 12시간 배양한 후 비교예 42, 43의 도세탁[0204]

셀이 봉입된 양이온성 리포좀 복합체, 실시예 20의 EDOPC, 콜레스테롤 및 DPhPE 조성을 기반으로 한 도세탁셀

양이온성 리포좀 복합체를 각각 웰 플레이트에 첨가하여 37 ℃의 CO₂세포배양기에서 24시간 동안 배양하였다.

그 후 MTT 용액을 배지의 10%가 되도록 가하고, 4시간 더 배양한 다음 상층액을 제거하고 0.04 N 염산 이소프로

판올 용액을 첨가한 후에 엘라이져 리더를 이용하여 570 nm에서 그 흡광도를 측정하였다. 대조군으로는 아무것

도 처리하지 않은 세포가 사용되었다. 도 8은 상기의 도세탁셀이 봉입된 리포좀 제형들의 항암 효능을 평가한
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결과로 비교예 42, 43의 도세탁셀 함유 양이온성 리포좀 복합체 보다 실시예 20의 EDOPC, 콜레스테롤 및 DPhPE

조성을 기반으로 한 도세탁셀 양이온성 리포좀 복합체가 더 증강된 암세포 사멸효과를 나타낸다는 것을 보여준

다. 이러한 도 8의 항암 효능 결과로부터 실시예 20의 EDOPC, 콜레스테롤 및 DPhPE 조성을 기반으로 한 도세탁

셀 양이온성 리포좀 복합체의 경우 LLC1 세포주 내부에 보다 효과적으로 도세탁셀을 전달하여 증강된 항암 효능

을 나타내는 것을 추론할 수 있다.

실험예 9. A549 세포주에서의 제피티닙 양이온성 리포좀의 항암 효능 평가: MTT 분석[0205]

A549 세포에 비교예 44, 45의 제피티닙이 봉입된 제피티닙 양이온성 리포좀과 실시예 21의 EDOPC 및 CHEMS 조성[0206]

을 기반으로 한 제피티닙 양이온성 리포좀을 각각 처리하고 세포 내로 전달된 항암제에 의한 암세포의 생존율을

평가하였다. 항암 효능은 MTT 시약에 의한 방법으로 세포 생존율을 측정하여 평가하였다.

A549 세포를 웰 당 2×10
4
 세포가 되도록 48 웰에 분주(seeding)하고 12시간 배양한 후 비교예 44, 45의 제피티[0207]

닙이 봉입된 양이온성 리포좀 복합체, 실시예 21의 EDOPC 및 CHEMS 조성을 기반으로 한 제피티닙 양이온성 리포

좀 복합체를 각각 웰 플레이트에 첨가하여 37 ℃의 CO₂세포배양기에서 24시간 동안 배양하였다. 그 후 MTT 용

액을 배지의 10%가 되도록 가하고, 4시간 더 배양한 다음 상층액을 제거하고 0.04 N 염산 이소프로판올 용액을

첨가한 후에 엘라이져 리더를 이용하여 570 nm에서 그 흡광도를 측정하였다. 대조군으로는 아무것도 처리하지

않은 세포가 사용되었다. 도 9는 상기의 제피티닙이 봉입된 리포좀 제형들의 항암 효능을 평가한 결과로 비교예

44, 45의 제피티닙 함유 양이온성 리포좀 복합체 보다 실시예 21의 EDOPC 및 CHEMS 조성을 기반으로 한 제피티

닙 양이온성 리포좀 복합체가 더 증강된 암세포 사멸효과를 나타낸다는 것을 보여준다. 이러한 도 9의 항암 효

능 결과로부터 실시예 21의 EDOPC 및 CHEMS 조성을 기반으로 한 제피티닙 양이온성 리포좀 복합체의 경우 A549

세포주 내부에 보다 효과적으로 제피티닙을 전달하여 증강된 항암 효능을 나타내는 것을 추론할 수 있다.

실험예 10. B16F10-유래 설치류 폐암 모델에서의 작은 간섭 리보핵산의 전달 효율 평가: FACS 분석[0208]

B16F10  세포주를  인산  완충  용액  50  ㎕에  1×10
6  
개씩  희석한  후,  7주령  된  쥐의  꼬리  정맥  혈관에  주입[0209]

(injection)하여 B16F10-유래 설치류 폐암 모델을 유도하였다. 4일 후, 비교예 24, 25 및 실시예 12의 제조된

리포좀-작은 간섭 리보핵산의 복합체들을 마이크로스프레이어 (MicroSprayer, Penn-century Inc., USA)를 통해

기도 내 주입(intra-tracheal injection) 방식으로 주입하고, 4시간 이후 폐조직을 적출하였다. 각각의 폐조직

을 40 ㎛ 직경의 세포 여과기 (Cell Strainer, SPL Life Sciences, Korea)를 통해 균질화한 이후 적혈구 용해

완충 용액 1 ㎖ 상에서 5분 간 방치하였다. 이 후 세포를 수집하고 인산완충용액으로 2번 세척하였다. 비교예

24, 25 및 실시예 12에서 사용된 리포좀-작은 간섭 리보핵산 복합체들은 모두 형광으로 표지된 작은 간섭 리보

핵산을 구성성분으로 함유하는 것으로서 형광 유세포 분석기인 BD FACS CALIBUR를 사용하여 형광 강도 피크의

이동에 의한 세포 내 작은 간섭 리보핵산의 전달 효율을 분석하였고, 이를 도 10에 나타내었다.

도 10A의 세포에 아무 처리하지 않은 미처리군은 대조군으로 점 분포가 이동하지 않았고, 도 10B는 비교예 24의[0210]

양이온성 리포좀, 도 10C는 비교예 25의 양이온성 리포좀, 도 10D는 실시예 12의 EDOPC 및 DC-Chol 조성을 기반

으로 한 양이온성 리포좀 복합체로서, 도 10B는 23.9%, 도 10C는 39.4%의 세포 내부로 형광으로 표지된 작은 간

섭 리보핵산이 전달되었다. 반면, 본 발명의 실시예 12의 EDOPC 및 DC-Chol 기반 리포좀 조성 처리군의 경우 형

광으로 표지된 세포의 비율이 87.1% 를 나타내어 비교예 24, 25의 양이온성 리포좀 처리군에 비하여 폐조직 세

포 내 작은 간섭 리보핵산의 전달 효율이 현저히 높음을 알 수 있다.

실험예 11. B16F10-유래 설치류 폐암 모델에서의 작은 간섭 리보핵산 전달체의 생체 독성 평가: 개체 생존율 분[0211]

석 

B16F10  세포주를  인산  완충  용액  50  ㎕에  1×10
6  
개씩  희석한  후,  7주령  된  쥐의  꼬리  정맥  혈관에  주입[0212]

(injection)하여 B16F10-유래 설치류 폐암 모델을 유도하였다. 4일 후, 비교예 30, 31 및 실시예 14의 제조된

리포좀-작은 간섭 리보핵산의 복합체들을 마이크로스프레이어를 통해 기도 내 주입 방식으로 주입하였다. 3시간

이후 생존을 확인하고 생존한 개체에 위와 동일한 방법으로 다시 복합체를 주입하였다. 3회 반복 후 개체의 생

존을 확인하고 이를 통해 양이온성 리포좀의 생체 독성을 평가하였고, 이를 도 11에 나타내었다. 
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도 11은 상기의 비활성 작은 간섭 리보핵산과 복합체를 이룬 리포좀 제형들의 비특이적 생체 독성을 평가한 결[0213]

과로 비교예 30, 31의 양이온성 리포좀 처리군에 비하여 실시예 14의 EDOPC 및 스티그마스테롤 기반 양이온성

리포좀 처리조성이 더 적은 비특이적 생체 독성 결과를 나타낸다는 것을 보여준다.

실험예 12. LLC1-유래 설치류 폐암 모델에서의 작은 간섭 리보핵산 전달 효능 평가: 역전사 효소 중합 반응에[0214]

의한 mRNA 발현 변화 분석 

LLC1  세포주를  인산  완충  용액  50  ㎕에  1×10
6  
개씩  희석한  후,  7주령  된  쥐의  꼬리  정맥  혈관에  주입[0215]

(injection)하여 LLC1-유래 설치류 폐암 모델을 유도하였다. 4일 후부터 이틀 간격으로 siSurvivin 단독, 비교

예 38, 39 및 실시예 18의 제조된 리포좀-작은 간섭 리보핵산의 복합체들을 마이크로스프레이어를 통해 기도 내

주입 방식으로 4회 주입하였다. 복합체의 마지막 주입이 끝난 익일에 폐조직을 적출하고 인산완충용액으로 세척

한 후, 폐조직의 일부를 Trizol 시약을 사용하여 세포 내에 존재하는 전체 RNA를 분리하였으며, 실험예 6과 동

일한 방법으로 역전사 효소 중합 반응을 통해 서바이빈 전사체 발현을 분석하였다.

도 12는 각각의 조성을 LLC1-유래 설치류 폐암 모델에 주입한 경우 폐조직 세포내에서 타겟 유전자인 서바이빈[0216]

의 전사체 발현을 밴드의 밀도로 비교한 것이다. 대조군과 siSurvivin 단독 처리군은 서바이빈 특이적인 작은

간섭 리보핵산이 세포 내로 전달되지 않아 서바이빈 유전자의 발현에 변화가 없었고, 비교예 38, 39의 양이온성

리포좀과 리보핵산의 복합체 처리군에 비하여 실시예 18의 EDOPC, 콜레스테롤 및 DOPE 기반 양이온성 리포좀과

서바이빈 특이적 작은 간섭 리보핵산의 복합체 처리군의 경우 세포 내에서 서바이빈 유전자 발현이 현저히 억제

되었다. 실시예 18에서 서바이빈 유전자의 mRNA 수준의 발현 억제능이 가장 증가한 것은 기도 내 주입 방식으로

폐조직에 리포좀-작은 간섭 리보핵산 복합체를 전달 하였을 경우, 폐조직 세포 내로 서바이빈 특이적인 작은 간

섭 리보핵산을 전달하는 효율이 가장 높은 결과 나타나는 현상으로 해석된다.

실험예 13. LLC1-유래 설치류 폐암 모델에서의 작은 간섭 리보핵산 전달 효능 평가: western blot에 의한 표적[0217]

단백질 발현 변화 분석 

실험예 12의 적출한 폐조직의 일부를 세포 용해 완충 용액을 사용하여 세포 내에 존재하는 전체 단백질을 분리[0218]

하였으며 western blot 방법을 이용하여 타겟 단백질의 생성 여부를 분석하였다. 서바이빈 단백질은 서바이빈

항체 (Abcam, USA)를 사용하여 검출하였고 밴드 밀도를 β-actin 단백질을 검출하여 나타나는 밴드 밀도를 통해

정성적으로 발현의 변화를 추정하였다.

도 13은 각각의 조성을 LLC1-유래 설치류 폐암 모델에 주입한 경우 폐조직 세포내에서 타겟 단백질인 서바이빈[0219]

의 발현을 밴드의 밀도로 비교한 것이다. 대조군과 siSurvivin 단독 처리군은 서바이빈 특이적인 작은 간섭 리

보핵산이 세포 내로 전달되지 않아 서바이빈 단백질의 발현에 변화가 없었고, 비교예 38, 39의 양이온성 리포좀

과 리보핵산의 복합체 처리군에 비하여 실시예 18의 EDOPC, 콜레스테롤 및 DOPE 기반 양이온성 리포좀과 서바이

빈  특이적  작은  간섭  리보핵산의  복합체  처리군의  경우  세포  내에서  서바이빈  단백질  발현이  현저히

억제되었다. 실시예 18에서 서바이빈 단백질 수준의 형성 억제능이 가장 증가한 것은 기도 내 주입 방식으로 폐

조직에 리포좀-작은 간섭 리보핵산 복합체를 전달하였을 경우, 폐조직 세포 내로 서바이빈 특이적인 작은 간섭

리보핵산을 전달하는 효율이 가장 높은 결과 나타나는 현상으로 해석된다.

실험예 14. B16F10-유래 설치류 폐암 모델에서의 정맥주사를 통한 폐조직 내로의 작은 간섭 리보핵산의 전달 효[0220]

능 평가: 형광 이미징 기법에 의한 각 장기별 분포량 분석 

B16F10  세포주를  인산  완충  용액  50  ㎕에  1×10
6  
개씩  희석한  후,  7주령  된  쥐의  꼬리  정맥  혈관에  주입[0221]

(injection)하여 B16F10-유래 설치류 폐암 모델을 유도하였다. 4일 후, 비교예 24, 25 및 실시예 12의 제조된

리포좀-작은 간섭 리보핵산의 복합체들을 정맥 혈관 주입(intravenous injection) 방식으로 주입하고, 4시간 이

후 폐, 간, 신장 및 비장 조직을 적출하였고, 각각의 조직을 인산완충용액으로 세척하였다. 비교예 24, 25 및

실시예 12에서 사용된 리포좀-작은 간섭 리보핵산 복합체들은 모두 형광으로 표지된 작은 간섭 리보핵산을 구성

성분으로 함유하는 것으로서 형광 이미징 분석기인 Image  Station  4000MM  Digital  Imaging  System  (Eastman

Kodak Company, USA)을 사용하여 장기별 상대적 형광 강도 세기에 의한 폐조직으로의 작은 간섭 리보핵산의 전
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달 효율을 분석하였고, 이를 도 14에 나타내었다.

도 14A의 세포에 아무 처리하지 않은 미처리군은 대조군으로 모든 장기에서 형광이 검출되지 않았고, 도 14B는[0222]

Cy5-siGL2 단독 처리군, 도 14C는 비교예 24의 양이온성 리포좀 복합체 처리군, 도 14D는 비교예 25의 양이온성

리포좀 복합체 처리군, 도 14E는 실시예 12의 EDOPC 및 DC-Chol 조성을 기반으로 한 양이온성 리포좀 복합체 처

리군으로서, 본 발명의 실시예 12의 EDOPC 및 DC-Chol 기반 리포좀 조성 처리군의 경우 폐조직에서의 형광 검출

량이 Cy5-siGL2 단독 처리군, 비교예 24의 양이온성 리포좀 복합체 처리군, 비교예 25의 양이온성 리포좀 복합

체 처리군에 비하여 현저하게 높음을 알 수 있다. 실시예 12의 폐조직에서 형광 검출량이 가장 증가한 것은 정

맥 혈관 주입 방식으로 생체 내에 리포좀-작은 간섭 리보핵산 복합체를 전달하였을 경우, 폐조직 세포 내로

EDOPC 및 DC-Chol 기반 리포좀이 형광으로 표지된 작은 간섭 리보핵산을 전달하는 효율이 가장 높은 결과 나타

나는 현상으로 해석된다.

도면

도면1
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