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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　大豆油を含む油相成分と、界面活性剤と、水相成分と、を含み、
　前記水相成分は、水溶性色素または水溶性薬物を含む水溶性活性成分と、アルギン酸と
、ヒアルロン酸と、を含み、
　前記界面活性剤はTween　８０とスパン８０とを含む共界面活性剤である、
　ナノエマルジョンであって、
　前記ナノエマルジョンの全体重量を基準に、前記油相成分を７０重量％ないし８０重量
％含み、前記水相成分を１０重量％ないし２０重量％含み、前記界面活性剤を５重量％な
いし１５重量％含むナノエマルジョン。
【請求項２】
　前記ナノエマルジョンは、前記水溶性活性成分、前記アルギン酸及び前記ヒアルロン酸
によって構成された相互浸透高分子網状構造を含むことを特徴とする請求項１に記載のナ
ノエマルジョン。
【請求項３】
　前記ナノエマルジョンの平均粒子の大きさが、２００ｎｍ以下であることを特徴とする
請求項１に記載のナノエマルジョン。
【請求項４】
　前記ナノエマルジョンは、油中水滴型エマルジョンであることを特徴とする請求項１に
記載のナノエマルジョン。



(2) JP 6751781 B2 2020.9.9

10

20

30

40

50

【請求項５】
　前記ナノエマルジョンに含まれたナノ平均粒子サイズの分布度は、０．２ないし０．７
であり、ゼータ電位の値は、－２０ｍＶないし－５０ｍＶであることを特徴とする請求項
１に記載のナノエマルジョン。
【請求項６】
　前記水溶性色素は、インジゴカルミン、メチレンブルー、ルゴール溶液、トルイジンブ
ルー、コンゴーレッド、フェノールレッド、インドシアニングリーン、フロオレセインナ
トリウム及びインディアインクからなる群のうちから選択されたいずれか一つであること
を特徴とする請求項１に記載のナノエマルジョン。
【請求項７】
　前記水溶性色素の濃度は、１ないし１０ｍＭであることを特徴とする請求項１に記載の
ナノエマルジョン。
【請求項８】
　前記ナノエマルジョンの親水性－親油性バランス値は、６ないし９であることを特徴と
する請求項１に記載のナノエマルジョン。
【請求項９】
　大豆油を含む油相成分を準備する段階と、
　Tween　８０とスパン８０とを含む共界面活性剤である界面活性剤を準備する段階と、
　水相成分を準備する段階と、
　前記油相成分、前記界面活性剤及び前記水相成分を撹拌混合する段階と、を含み、
　前記水相成分は、水溶性色素または水溶性薬物を含む水溶性活性成分、アルギン酸及び
ヒアルロン酸を含む、
　ナノエマルジョンの製造方法であって、
　前記ナノエマルジョンは、前記ナノエマルジョンの全体重量を基準に、前記油相成分を
７０重量％ないし８０重量％含み、前記水相成分を１０重量％ないし２０重量％含み、前
記界面活性剤を５重量％ないし１５重量％含む、請求項１ないし８のいずれか１項に記載
のナノエマルジョンの製造方法。
【請求項１０】
　前記水相成分を準備する段階は、
　前記アルギン酸及び前記ヒアルロン酸を含む第１水相成分を準備する段階と、
　前記水溶性活性成分を含む第２水相成分を準備する段階と、を含むことを特徴とする請
求項９に記載のナノエマルジョンの製造方法。
【請求項１１】
　前記第１水相成分と前記第２水相成分との重量比は、１：０．５ないし１：２であるこ
とを特徴とする請求項１０に記載のナノエマルジョンの製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌病変選択的標識のための水和ゲル基盤ナノエマルジョン、及びその製造方
法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　一般的な造影剤を介した離型性症（dysplasia）及び早期癌に対する診断は、病変境界
面の曖昧な形態により、疑わしい部位に対するランダムな生検を施行することであるが、
正確な病変部の癌診断に困難な点があった。そのために、リアルタイムで病変を正確に検
知し、手術時、切除部位を効果的に示す手術補助技術の発展がなされてきた。
【０００３】
　従って、外科的な切除術または医療装備を介した診断過程において、さらに容易であっ
て正確な癌診断を可能とするために、癌病変に選択的に吸着された後で染色される技術が
要求されてきた。前述のような技術的要求により、人体の癌病変選択的であったり、癌細
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胞標的指向型であったりする染色剤を開発するためのナノ粒子または組成物に係わる研究
が進められている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】韓国公開特許第２００９－００９７５８２号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明の一様相は、癌治療において、外科的な切除術または医療装備を介した診断過程
において、医師の正確な診断と治療とを可能にさせるために、人体に対する選択的癌標識
を行い、かつ癌細胞標的指向型染色剤を効果的に癌病変部に伝達するナノエマルジョン、
及びその製造方法を提供するものである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明の一様相は、油相成分と、界面活性剤と、水相成分と、を含み、前記水相成分は
、水溶性活性成分と、多糖類と、ヒアルロン酸と、を含むナノエマルジョンを提供する。
【０００７】
　また、前記ナノエマルジョンは、前記水溶性活性成分、多糖類及びヒアルロン酸によっ
て構成された相互浸透高分子網状（interpenetrating polymer network）構造を含む。
【０００８】
　本発明の一様相において、前記ナノエマルジョンの平均粒子の大きさは、２００ｎｍ以
下である。
【０００９】
　本発明の他の一様相において、前記ナノエマルジョンは、油中水滴（water-in-oil）型
エマルジョンである。
【００１０】
　また、前記ナノエマルジョンは、前記ナノエマルジョンの全体重量を基準に、前記油相
成分を７０重量％ないし８０重量％含み、前記水相成分を１０重量％ないし２０重量％含
み、前記界面活性剤を５重量％ないし１５重量％含む。
【００１１】
　前記界面活性剤は、単一界面活性剤または共界面活性剤のうち少なくとも一つを含む。
【００１２】
　本発明の一様相において、前記ナノエマルジョンに含まれたナノ平均粒子サイズの分布
度は、０．２ないし０．７であり、ゼータ電位の値は、－２０ｍＶないし－５０ｍＶであ
る。
【００１３】
　本発明の一様相において、前記多糖類は、アルジネイトである。
【００１４】
　本発明の一様相において、前記水溶性活性成分は、水溶性色素または水溶性薬物である
。
【００１５】
　具体的には、前記水溶性色素は、メチレンブルー（methylene blue）、インジゴカルミ
ン（indigo carmine）、ルゴール溶液（Lugol溶液）、トルイジンブルー（toluidine blu
e）、コンゴーレッド（congo red）、フェノールレッド（phenol red）、インドシアニン
グリーン（indocyanin green）、フロオレセインナトリウム（fluorecein sodium）及び
インディアインク（India ink）からなる群のうちから選択されたいずれか一つでもあり
、前記水溶性色素の濃度は、１ないし１０ｍＭでもある。
【００１６】
　また、本発明の前記ナノエマルジョンの親水性－親油性バランス（hydrophilic-lipoph
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ilic balance）値は、６ないし９であることがナノエマルジョンのサイズ調節面で有利で
ある。
【００１７】
　本発明は、また、油相成分を準備する段階と、界面活性剤を準備する段階と、水相成分
を準備する段階と、前記油相成分、前記界面活性剤及び前記水相成分を撹拌混合する段階
と、を含み、前記水相成分は、水溶性活性成分、多糖類及びヒアルロン酸を含む前述のナ
ノエマルジョンの製造方法を提供する。
【００１８】
　最後に、本発明の前記水相成分を準備する段階は、前記多糖類及びヒアルロン酸を含む
第１水相成分を準備する段階と、前記水溶性活性成分を含む第２水相成分を準備する段階
と、を含み、前記第１水相成分と前記第２水相成分との重量比は、１：０．５ないし１：
２であるナノエマルジョンの製造方法を提供する。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明の一様相によるナノエマルジョンを利用する場合、造影剤を介した早期癌診断の
活性化に大きく寄与することができる、
【００２０】
　また、人体の癌選択的標識染色剤を効果的に伝達することにより、癌の早期発見だけで
はなく、医師の癌病変部位に対する正確な診断時、及び外科的な手術時、効果的な切除を
介した癌の治療効果を極大化させることができる。
【００２１】
　また、ナノエマルジョンの活性成分を調節することにより、癌の診断だけではなく、癌
の治療及び症状緩和を期待することができる。
【００２２】
　本発明の一様相によるナノエマルジョンは、前臨床試験段階及び臨床試験段階を経て、
商用化可能な形態の製剤として、比較的簡単な製造方法でもって量産が可能であるという
利点がある。
【００２３】
　最後に、本発明の一様相によるナノエマルジョンの製造方法によって形成されたナノエ
マルジョンは、均質性を有し、熱力学的安定性にすぐれるナノ粒子を提供することができ
る。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】水溶性活性成分、多糖類及びヒアルロン酸によって構成された相互浸透高分子網
状（interpenetrating polymer network）構造と共に、ナノ粒子の癌標的指向性を示した
図面である。
【図２】癌細胞とナノエマルジョンとの相互作用を示した図面である。
【図３】粒子の製造前、光学顕微鏡で観察したイメージと、粒子製造後、電子走査顕微鏡
で観察したイメージの図面である。
【図４】メチレンブルーの濃度による吸光度、及び濃度別吸光度値を、線形関係で示した
図面である。
【図５】メチレンブルーとナノエマルジョンとの（Ａ）吸光度、及び（Ｂ）分光蛍光計に
よる蛍光スペクトルを示した図面である。
【図６】共界面活性剤を製造するための算式と共に、ナノエマルジョンを作るための含量
比を示した図面である。
【図７】親水性－親油性バランス（hydrophilic－lipophilic balance）値によるナノエ
マルジョンサイズを比較した図面である。
【図８】ナノエマルジョンの製造過程、及び遠心分離機で分離した後フィタリング前のナ
ノエマルジョンの層状分離を示した図面である。
【図９】ナノエマルジョンのモルフォロジーを共焦点顕微鏡で測定した図面である。
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【図１０】メチレンブルーの搭載効率を示した図面である。
【図１１】細胞生死判別試験（cell viability）を示した図面である。
【図１２】細胞とナノエマルジョンとの経時的な反応を示した図面である。
【図１３】ナノエマルジョンが癌選択的標識染色剤を伝達する過程を示した図面である。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　以下、本発明について具体的に説明する。
【００２６】
　本発明で使用される全ての技術用語は、異なって定義されない以上、本発明の関連分野
において、当業者が一般的に理解する意味に使用される。また、本明細書には、望ましい
方法や試料が記載されるが、それと類似していたり同等であったりするものも、本発明の
範疇に含まれる。また、本明細書に記載された数値は、明示していなくても、「約」の意
味を含むものであると見なす。本明細書において、ある部分がある構成要素を「含む」と
するとき、それは、特別に反対となる記載がない限り、他の構成要素を除くものではなく
、他の構成要素をさらに含んでもよいということを意味する。本明細書に参考文献として
記載される全ての刊行物の内容は、全体が本明細書に参照として統合される。
【００２７】
　本発明の一実施形態は、油相成分と、界面活性剤と、水相成分と、を含み、前記水相成
分は、水溶性活性成分と、多糖類と、ヒアルロン酸と、を含むナノエマルジョンを提供す
る。
【００２８】
　本明細書において、「油相成分」とは、脂溶性であり、オイルに溶ける物質を意味する
。本明細書において、前記油相成分は、大豆油（soybean oil）でもある。
【００２９】
　本明細書において、「水相成分」とは、水溶性で水に溶ける物質を意味する。本発明で
水相成分は、水溶性活性成分と、多糖類と、ヒアルロン酸と、を含む。
【００３０】
　本明細書において、「エマルジョン（emulsion）」とは、互いに不溶性である水相成分
と油相成分とが分散された状態を意味し、水中油滴型（Ｏ／Ｗ（oil-in-water）型）、及
びその反対である油中水滴型（Ｗ／Ｏ（water-in-oil）型）とが存在する。本明細書の前
記ナノエマルジョンとは、水溶性活性成分と、多糖類と、ヒアルロン酸とによって構成さ
れたナノ粒子を含むエマルジョンを意味する。
【００３１】
　本発明でヒアルロン酸は、癌細胞に過発現されるＣＤ４４受容体との相互作用を介して
、ナノエマルジョンの活性成分が癌細胞病変に逹した後、細胞内に流入される役割を行う
ことができる。そのような場合、癌切除術のために、メチレンブルーのような水溶性活性
成分を局所投与し、選択的に癌病変に吸着させ、手術時、精密切除が可能になるように、
ガイディング役割を行うことができる。図２は、癌細胞とナノエマルジョンとの相互作用
を示した図面である。
【００３２】
　本発明の一実施形態において、前記多糖類は、陰イオン性多糖類または陽イオン性多糖
類である。
【００３３】
　具体的には、本明細書において、前記多糖類は、合成化合物を除いた自然界に存在する
全ての多糖類を意味し、例えばセルロース（cellulose）、ペクチン（pectin）、キチン
（chitin）、ベータ－グルカン（beta-glucan）などがあるが、それらに限定されるもの
ではない。
【００３４】
　本明細書の一実施形態において、前記多糖類が陰イオン性多糖類である場合には、陽イ
オン性水相造影剤または陽イオン性物質を含み、ナノエマルジョンを製造することができ



(6) JP 6751781 B2 2020.9.9

10

20

30

40

50

る。他の実施形態において、前記多糖類が陽イオン性多糖類である場合には、陰イオン性
水相造影剤または陰イオン性物質を含み、ナノエマルジョンを製造することができる。
【００３５】
　本発明の一実施形態において、前記多糖類は、アルギン酸である。本明細書において、
前記アルギン酸は、マンヌロン酸（Ｍ：mannuronic acid）及びグルロン酸（Ｇ：guluron
ic acid）により、ブロックとして構成された鎖形態の共重合体であり、一般的に海藻か
ら抽出される。
【００３６】
　本発明の一実施形態において、前記水溶性活性成分は、水溶性色素または水溶性薬物で
ある。
【００３７】
　具体的には、前記水溶性色素は、インジゴカルミン（indigo carmine）、メチレンブル
ー（methylene blue）、ルゴール溶液（Lugol溶液）、トルイジンブルー（toluidine blu
e）、コンゴーレッド（congo red）、フェノールレッド（phenol red）、インドシアニン
グリーン（indocyanin green）、フロオレセインナトリウム（fluorecein sodium）及び
インディアインク（India ink）からなる群のうちから選択されたいずれか一つでもある
が、それらに限定されるものではなく、色素内視鏡に使用される、当業界で使用される色
素を使用することができる。
【００３８】
　また、本明細書において、該水溶性薬物は、当業界で使用される必要な薬物を使用する
ことができるが、それに限定されるものではない。
【００３９】
　本明細書の一実施形態において、前記ナノエマルジョンは、前記水溶性活性成分、多糖
類及びヒアルロン酸によって構成された相互浸透高分子網状（interpenetrating polymer
 network）構造のナノ粒子を含む。
【００４０】
　本明細書において、相互浸透高分子網状構造とは、２種以上の構成成分が、共有結合で
連結されず、構成成分が互いに絡み合ってもつれ合った（entangled）ネットワークを形
成することを意味する。本発明による相互浸透高分子網状構造の場合には、水溶性活性成
分が物理的にカプセル化され、機械的強度を高め、熱力学的安定性を増大させることがで
きる。
【００４１】
　図１は、水溶性活性成分、多糖類及びヒアルロン酸によって構成された相互浸透高分子
網状構造、及びナノエマルジョンの癌ターゲット指向性を示した図面である。
【００４２】
　図２は、癌細胞とナノエマルジョンとの相互作用を示した図面であり、具体的には、２
つの物質間の結合は、ヒアルロン酸に存在する鎖構造と、癌細胞で過発現されるＣＤ４４
受容体との特異的相互作用に起因する。
【００４３】
　図３は、粒子製造前、（Ａ）光学顕微鏡で観察した様子、ボルテキシング（vortexing
）を加えた場合、マイクロサイズの粒子の（Ｂ）光学顕微鏡イメージ、（Ｃ）超音波分散
を介して製造したナノ粒子の電子走査顕微鏡イメージの図面である。
【００４４】
　図４は、メチレンブルーの濃度による吸光度を示した図面（右側）、及び濃度別吸光度
値を線形関係で示した図面（左側）である。具体的には、図４は、メチレンブルーの濃度
別吸光度（absorbance）値を測定した後、ナノ粒子の吸光度値と基準濃度（standard con
centration）とを比較し、ナノエマルジョンの濃度、及びメチレンブルーの搭載効率（lo
ading efficiency）を予測することができる。
【００４５】
　図１０は、メチレンブルーの搭載効率を予測した図面である。前述の結果により、ナノ
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エマルジョンに含まれたナノ粒子の内部に含まれたメチレンブルーの含量（loading effi
ciency）を予測することができる。
【００４６】
　図５は、メチレンブルーとナノエマルジョンとの吸光度、及び分光蛍光計による蛍光ス
ペクトルを示した図面である。具体的には、図５の左側吸光度の結果から、メチレンブル
ーが６６８ｎｍにおいて、蛍光波長を有することを確認することができ、右側グラフの結
果により、ナノ粒子を含むナノエマルジョンの場合にも６６８ｎｍ近くでもピーク波長が
出たという結果により、ナノ粒子内部に、メチレンブルーが含まれるということを確認す
ることができる。製造されたナノエマルジョンにおいて、ピーク波長が左に移動（blue-s
hift）する場合は、内部に存在するイオン分子コンプレックス（electrostatic complex
）の差に起因すると見られる。また、蛍光スペクトルのピーク波長の結果により、メチレ
ンブルーの存在を確認することができる。
【００４７】
　図９は、ナノエマルジョンのモルフォロジーを共焦点顕微鏡で測定した図面である。前
述の図９の結果により、メチレンブルーの粒子が入っているナノエマルジョンを確認する
ことができる。
【００４８】
　本発明の一実施形態において、前記ナノエマルジョンの平均粒子の大きさは、２００ｎ
ｍ以下である。
【００４９】
　本明細書のナノエマルジョンに含まれたナノ平均粒子サイズの分布度は、０．２ないし
０．７である。前記粒子サイズの分布度を有する場合、均質性を有するナノ粒子を含むナ
ノエマルジョンを提供することができる。ナノ粒子の均質性面では、ナノ粒子の平均粒子
サイズの分布度が、０．２ないし０．４である場合がさらに望ましい。
【００５０】
　本発明の一実施形態において、前記ナノエマルジョンのゼータ電位の値は、－２０ｍＶ
ないし－５０ｍＶである。本発明での前記ナノエマルジョンのゼータ電位値は、アルギン
酸及びヒアルロン酸が水溶液状態において、負電荷値を有するようになることによって示
される値であり、前記範囲のゼータ電位を有する場合には、オストバルト熟成（Ostwald 
ripening）のような現象が防止され、安定したナノ粒子を含むナノエマルジョンを提供す
ることができる。ナノ粒子の安定性面においては、ナノエマルジョンのゼータ電位の値は
、－２０ｍＶないし－４０ｍＶがさらに望ましい。
【００５１】
　本発明の他の一実施形態において、前記ナノエマルジョンは、油中水滴型エマルジョン
である。
【００５２】
　また、前記ナノエマルジョンは、前記ナノエマルジョンの全体重量を基準に、前記油相
成分を７０重量％ないし８０重量％含み、前記水相成分を１０重量％ないし２０重量％含
み、前記界面活性剤を５重量％ないし１５重量％含む。前記界面活性剤は、単一界面活性
剤または共界面活性剤（co-surfactant）のうち少なくとも一つを含む。
【００５３】
　前述の含量範囲において、所望範囲のナノエマルジョンの大きさを制御することができ
、粒子の安定度にすぐれることがある。
【００５４】
　本発明の他の一実施形態において、２以上の界面活性剤を混ぜ、ナノサイズ粒子を製造
するのに、共界面活性剤を使用した。図６は、界面活性剤が有している固有の親水性－親
油性バランス（hydrophilic－lipophilic balance）値に基づいて、共界面活性剤の親水
性－親油性バランス値を得る数式と共に、製造例示を示している。本明細書には、一実施
形態において、ツイーン８０（Tween ８０、ＨＬＢ値：１５）スパン８０（Span ８０、
ＨＬＢ値：４．３）を使用し、二種の界面活性剤を一定重量比で混ぜた後、所望する共界
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面活性剤の親水性－親油性バランス値を調節した。
【００５５】
　本発明の他の一実施形態において、前記ナノエマルジョンの全体重量を基準に、前記水
相成分の重量％が、前記界面活性剤の重量％より大きい。その場合、ナノサイズ粒子を提
供することができ、粒子の安定度にすぐれる。
【００５６】
　また、本発明の前記ナノエマルジョン製造に使用された共界面活性剤の親水性－親油性
バランス値は、６ないし９であるということが、ナノエマルジョンのサイズ調節面で有利
である。本発明の前記ナノエマルジョンの親水性－親油性バランス値は、６ないし９であ
ることが、ナノエマルジョンのサイズ調節面でさらに望ましい。
【００５７】
　本明細書において、前記親水性－親油性バランスとは、親水性及び親油性の程度を示す
尺度であり、界面活性剤は、０ないし２０の間の固有のＨＬＢ（hydrophilic lipophilic
 balance）値を有し、０に近いほど親油性であり、２０に近いほど親水性の性質を示す。
【００５８】
　図６は、親水性－親油性バランス値によるナノエマルジョン製造の比率を比較した図面
である。具体的には、図６で使用したナノエマルジョンの場合には、油相成分：共界面活
性剤：水相成分の重量比を７：１：２にして製造されたナノエマルジョンである。
【００５９】
　本発明は、また、油相成分を準備する段階と、界面活性剤を準備する段階と、水相成分
を準備する段階と、前記油相成分、前記界面活性剤及び前記水相成分を撹拌混合する段階
と、を含み、前記水相成分は、水溶性活性成分、多糖類及びヒアルロン酸を含む前述のナ
ノエマルジョンの製造方法を提供する。前記界面活性剤は、単一界面活性剤または共界面
活性剤のうち少なくとも一つを含む。
【００６０】
　本発明の他の一実施形態において、前記水相成分を準備する段階は、前記多糖類及びヒ
アルロン酸を含む第１水相成分を準備する段階と、前記水溶性活性成分を含む第２水相成
分を準備する段階と、を含む。
【００６１】
　本発明の一実施形態において、前記油相成分、前記界面活性剤及び前記水相成分を撹拌
混合する段階は、超音波処理を利用して撹拌混合する。
【００６２】
　図７は、ナノエマルジョンの製造時、界面活性剤の親水性－親油性ＨＬＢ値により、製
造された粒子サイズ、及び熱力学的安定性を確認した結果である。
【００６３】
　前述の結果により、ナノエマルジョン製造に使用する界面活性剤の親水性－親油性ＨＬ
Ｂ値が、６～７である場合、１週が過ぎた後、粒子サイズが増大しないということを推し
量るとき、粒子の熱力学的安定性が維持されるということを確認することができる。界面
活性剤の親水性－親油性ＨＬＢ値が８～９である場合は、粒子サイズが最も小さいことい
うことが確認されたが、粒子のサイズ安定性が維持されず、親水性－親油性ＨＬＢ値が４
～５及び１０～１１で製造された粒子サイズが相対的に大きく、粒子安定性が確保されな
いことを確認した。
【００６４】
　図８は、ナノエマルジョンの製造過程、及び遠心分離機で分離した後、フィタリング前
のナノエマルジョンの層状分離を示した図面である。具体的には、界面活性剤を含む油相
成分に、第１水相成分及び第２水相成分を含む水相成分を混合し、チップ（tip）型の超
音波粉砕器（sonicator）を利用し、ナノ粒子を製造した。該超音波処理後、水相成分は
、ナノ粒子を含むので、遠心分離器で分離した後、フィルタしてナノエマルジョンを得る
ことができる。
【００６５】
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　図１１は、細胞生死判別試験（cell viability）を示した図面である。図１１の結果に
より、本発明のナノエマルジョンの場合には、細胞毒性がないということを確認すること
ができる。
【００６６】
　図１２は、細胞とナノエマルジョンとの経時的な反応を示した図面である。図１２の結
果により、経時的に、人体に癌標識染色剤を効果的に伝達するということを確認すること
ができる。
【００６７】
　前述のナノエマルジョン製造方法において、油相成分、界面活性剤及び水相成分は、前
述のものと同一である。
【実施例】
【００６８】
　以下、本明細書について具体的に説明するために、実施例を挙げ、詳細に説明する。し
かし、本明細書による実施例は、多くのさまざまに異なる形態に変形され、本明細書の範
囲は、以下で記述する実施例に限定されるものであると解釈されるものではない。本明細
書の実施例は、当業界で当業者に、本明細書についてさらに完全に説明するために提供さ
れるものである。
【００６９】
製造例１．ナノエマルジョン１の製造
　ヒアルロン酸（Research grade from Lifecore，ＭＷ＝４１－６５ｋＤａ）、精製した
大豆油（Sigma）を準備した。ＢＳＣ（Biological Staining Commission）において、顕
微鏡用に保証されたメチレンブルー水溶液（Sigma）を準備した。細胞培養に、適切な界
面活性剤Span ８０（ＨＬＢ値４．３：Sigma）、Tween ８０（ＨＬＢ値１５：Sigma）を
準備した。下記表のように、多様な親水性－親油性バランスを有する界面活性剤を、Span
 ８０とTween ８０との重量比を調節して準備した。
【００７０】
　前述の準備された界面活性剤を含む油相成分（大豆油）、第１水相成分（０．５％アル
ギン酸ナトリウム（ｗ／ｗ）及び０．５％ヒアルロン酸ナトリウム（ｗ／ｗ））並びに第
２水相成分（造影剤：１０ｍＭメチレンブルー水溶液または１０ｍＭインジゴカルミン水
溶液）をそれぞれ準備した。
【００７１】
　油相成分：界面活性剤：第１水相成分：第２水相成分を、７０：１０：１０：１０の重
量比で含む混合溶液に対して、１０分間超音波処理（Sonic、ＶＣ－５０５ model、振幅
：２０％）し、撹拌混合してナノエマルジョンを製造した。
【００７２】
　青色の混合物が、透明または半透明になるまで超音波で処理した後の油相成分の結果物
は、油相成分からナノエマルジョンが分離しながら、脱イオン水（ＤＩ water）内で再分
散された。ナノ粒子を含む水相成分は、セルロースアセテートシリンジフィルタ（model 
ＤＩＳＭＩＣ－１３ from Advantec）でフィルタした。
【００７３】
製造例２．ナノエマルジョン２の製造
　前述の製造例１において、油相成分：界面活性剤：水相成分の重量比を、７：１：２の
代わりに８：１：１に調節したことを除いては、前記製造例１と同一方法でナノエマルジ
ョンを製造した。
【００７４】
実験例１．
　前記製造例１及び２で製造されたナノエマルジョンに対して、ナノ粒子分析機（dynami
c light scattering）を利用し、粒子サイズ、粒子サイズの分布度ＰＤＩ、ゼータ電位を
測定した結果を下記表１に記載した。
【００７５】
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【表１】

【００７６】
　前記表１の結果により、前記ナノエマルジョンの親水性－親油性バランス値を調節し、
ナノエマルジョンの大きさを制御することができるということを確認した。
【００７７】
製造例３．ナノエマルジョン３の製造
　前記製造例１において、平均分子量（ＭＷ＝９１－１７５ｋＤａ）がさらに大きいヒア
ルロン酸を使用したことを除いては、前記製造例１と同一方法により、油相成分：界面活
性剤：水相成分の重量比７：１：２を使用し、ナノエマルジョンを製造した。第１水相成
分に該当するアルギン酸ナトリウムとヒアルロン酸ナトリウムとの濃度による粒子のサイ
ズ変化、及びゼータ電位の変化、並びにメチレンブルー濃度による粒子サイズの変化、及
びゼータ電位の変化を測定した結果を下記表２及び表３に記載した。
【００７８】

【表２】

【００７９】
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【表３】

【００８０】
　前記表２及び表３の結果により、前記表１の結果のように、ナノエマルジョンの親水性
－親油性バランス値により、粒子サイズが変化するということを確認することができる。
また、第１水相成分と第２水相成分（アルギン酸ナトリウム、ヒアルロン酸ナトリウム、
メチレンブルー）との濃度により、粒子サイズと安定性とが変化するということを確認す
ることができる。
【００８１】
　以上、本発明について、その望ましい実施例を中心に説明した。本発明が属する技術分
野において当業者であるならば、本発明が、本発明の本質的な特性から外れない範囲で変
形された形態に具現されるということを理解することができるでしょう。従って、前述の
実施例は、限定的な観点ではなく、説明的な観点から考慮されなければならない。本発明
の範囲は、前述の説明ではなく、特許請求の範囲に示されており、それと同等な範囲内に
ある全ての差異は、本発明に含まれたものであると解釈されなければならないのである。
【００８２】
（付記）
（付記１）
　油相成分と、界面活性剤と、水相成分と、を含み、
　前記水相成分は、水溶性活性成分と、多糖類と、ヒアルロン酸と、を含むナノエマルジ
ョン。
【００８３】
（付記２）
　前記ナノエマルジョンは、前記水溶性活性成分、前記多糖類及びヒアルロン酸によって
構成された相互浸透高分子網状構造を含むことを特徴とする付記１に記載のナノエマルジ
ョン。
【００８４】
（付記３）
　前記ナノエマルジョンの平均粒子の大きさが、２００ｎｍ以下であることを特徴とする
付記１に記載のナノエマルジョン。
【００８５】
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（付記４）
　前記ナノエマルジョンは、油中水滴型エマルジョンであることを特徴とする付記１に記
載のナノエマルジョン。
【００８６】
（付記５）
　前記ナノエマルジョンは、前記ナノエマルジョンの全体重量を基準に、前記油相成分を
７０重量％ないし８０重量％含み、前記水相成分を１０重量％ないし２０重量％含み、前
記界面活性剤を５重量％ないし１５重量％含むことを特徴とする付記１に記載のナノエマ
ルジョン。
【００８７】
（付記６）
　前記界面活性剤は、単一界面活性剤または共界面活性剤のうち少なくとも一つを含むこ
とを特徴とする付記１に記載のナノエマルジョン。
【００８８】
（付記７）
　前記ナノエマルジョンに含まれたナノ平均粒子サイズの分布度は、０．２ないし０．７
であり、ゼータ電位の値は、－２０ｍＶないし－５０ｍＶであることを特徴とする付記１
に記載のナノエマルジョン。
【００８９】
（付記８）
　前記多糖類は、アルギン酸であることを特徴とする付記１に記載のナノエマルジョン。
【００９０】
（付記９）
　前記水溶性活性成分は、水溶性色素または水溶性薬物であることを特徴とする付記１に
記載のナノエマルジョン。
【００９１】
（付記１０）
　前記水溶性色素は、インジゴカルミン、メチレンブルー、ルゴール溶液、トルイジンブ
ルー、コンゴーレッド、フェノールレッド、インドシアニングリーン、フロオレセインナ
トリウム及びインディアインクからなる群のうちから選択されたいずれか一つであること
を特徴とする付記９に記載のナノエマルジョン。
【００９２】
（付記１１）
　前記水溶性色素の濃度は、１ないし１０ｍＭであることを特徴とする付記９に記載のナ
ノエマルジョン。
【００９３】
（付記１２）
　前記ナノエマルジョンの親水性－親油性バランス値は、６ないし９であることを特徴と
する付記１に記載のナノエマルジョン。
【００９４】
（付記１３）
　油相成分を準備する段階と、
　界面活性剤を準備する段階と、
　水相成分を準備する段階と、
　前記油相成分、前記界面活性剤及び前記水相成分を撹拌混合する段階と、を含み、
　前記水相成分は、水溶性活性成分、多糖類及びヒアルロン酸を含むものである付記１な
いし１１のいずれか１つに記載のナノエマルジョンの製造方法。
【００９５】
（付記１４）
　前記水相成分を準備する段階は、
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　前記多糖類及びヒアルロン酸を含む第１水相成分を準備する段階と、
　前記水溶性活性成分を含む第２水相成分を準備する段階と、を含むことを特徴とする付
記１３に記載のナノエマルジョンの製造方法。
【００９６】
（付記１５）
　前記第１水相成分と前記第２水相成分との重量比は、１：０．５ないし１：２であるこ
とを特徴とする付記１４に記載のナノエマルジョンの製造方法。

【図１】

【図２】

【図３Ａ】

【図３Ｂ】

【図３Ｃ】
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【図４】 【図５】

【図６】

【図７】

【図８】

【図９】
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【図１０】

【図１１】

【図１２】

【図１３】
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