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친수성 펩타이드를 포함하는 마이셀 및 이의 용도에 관한 것으로서, 일 양상에 따른 마이셀 및 약학적 조성물에

의하면, 계면활성제 등의 첨가제의 사용 없이도 기존 약물의 용해도를 향상시켜, 질병 예방, 개선, 또는 치료에
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또는 조직에 대한 약물의 선택성을 향상시켜 약물로 인한 부작용을 개선할 수 있는 효과가 있다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

친수성 펩타이드(peptide);

약물; 및

상기  친수성  펩타이드와  상기  약물을  연결하는  하기  화학식  1로  표시되는  링커(linker)를 포함하는 마이셀

(micelle):

[화학식 1]

상기 화학식 1에서, R1은 O, N 또는 S이고, x는 1 내지 10이다.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 

상기 친수성 펩타이드는 2 내지 10개의 아미노산으로 구성된, 마이셀.

청구항 3 

청구항 1에 있어서,

상기 친수성 펩타이드는 서열번호 1 내지 31의 아미노산 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나 이상

의 펩타이드를 포함하는 것인, 마이셀.

청구항 4 

청구항 1에 있어서,

상기 약물은 항암제인, 마이셀.

청구항 5 

청구항 4에 있어서,

상기  항암제는  도세탁셀(docetaxel),  캄토테신(camptothecin),  파클리탁셀(paclitaxel),  플록슈리딘

(floxuridine), 류프로리드(leuprolide), 졸레드로네이트(zoledronate), 독소루비신(doxorubicin), 시스플라틴

(cisplatin), 베라파밀(verapamil), 플루오로우라실(fluorouracil), 옥살리플라틴(oxaliplatin), 다우노루비신

(daunorubicin), 카보플라틴(carboplatin), 메소트렉세이트(methotrexalte), 빈크리스틴(vincristine), 젬시타

빈(gemcitabine),  스트렙토조토신(streptozocin),  토포테칸(topotecan),  이리노테칸(irinotecan),  비노렐빈

(vinorelbine), 하이드록시우레아(hydroxyurea), 발루비신(valrubicin), 독시플루리딘(doxifluridine), 빈블라

스틴(vinblastin),  프레드니손(prednisone),  테스토스테론(testosterone),  미토산트론(mitoxantrone),  살리실

레이트(salicylates), 덱사메타손(dexamethasone), 프레드니솔론(prednisolone), 코르티손(cortisone), 뉴트린

(nutlin)  유도체,  SN-38(7-에틸-10-하이드록시캄토테신(7-ethyl-10hydroxycamptothecin)),  벨로테칸

(belotecan),  엑사테칸(exatecan),  루르토테칸(lurtotecan),  루비테칸(rubitecan),  9-아미노캄토테신(9-

aminocamptothecin),  지마테칸(gimatecan),  BNP-1530,  DB-67,  BN-80915,  BN-80927,  코르티코스테로이드

(corticosteroid) 및 이의 약학적으로 허용가능한 염으로 구성된 군으로부터 선택되는 어느 하나 이상인 것인,
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마이셀.

청구항 6 

청구항 1에 있어서,

상기 마이셀의 크기는 50 내지 200 nm인, 마이셀.

청구항 7 

청구항 1에 있어서,

상기 마이셀은 글루타치온-S-전이효소(glutathione-S-transferase, GST); 및

표적 세포 또는 표적 단백질 결합능을 갖는 단백질을 포함하는 융합 단백질로 표면개질된 것인, 마이셀.

청구항 8 

청구항 7에 있어서,

상기 융합 단백질로 표면개질된 마이셀은 친수성 펩타이드 및 융합단백질의 비가 적어도 10 : 1로 혼합된 것인,

마이셀.

청구항 9 

청구항 7에 있어서,

상기  표적  세포 또는 표적 단백질 결합능을 갖는 단백질은 수용체 타이로신 카이네이즈(Receptor  tyrosine

kinases: RTKs)에 특이적으로 결합하는 항체, 항원 결합 단편, 애피바디(affibody), 다이아바디(diabody) 또는

앱타머(aptamer)인 것인, 마이셀.

청구항 10 

친수성 펩타이드(peptide);

약물; 및

상기  친수성  펩타이드와  상기  약물을  연결하는  하기  화학식  1로  표시되는  링커(linker)를 포함하는 마이셀

(micelle)을 유효성분으로 포함하는, 암 예방 또는 치료용 약학적 조성물:

[화학식 1]

상기 화학식 1에서, R1은 O, N 또는 S이고, x는 1 내지 10이다.

청구항 11 

청구항 10에 있어서,

상기 친수성 펩타이드는 2 내지 10개의 아미노산으로 구성된, 암 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 12 

청구항 10에 있어서,

상기 약물은 항암제인, 암 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 13 
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청구항 10에 있어서,

상기 마이셀의 크기는 50 내지 200 nm인, 암 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 14 

청구항 10에 있어서,

상기 마이셀은 글루타치온-S-전이효소(glutathione-S-transferase, GST); 및

표적 세포 또는 표적 단백질 결합능을 갖는 단백질을 포함하는 융합 단백질로 표면개질된 것인, 암 예방 또는

치료용 약학적 조성물.

청구항 15 

청구항 14에 있어서,

상기 융합 단백질로 표면개질된 마이셀은 친수성 펩타이드 및 융합단백질의 비가 적어도 10 : 1로 혼합된 것인,

암 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 16 

청구항 14에 있어서,

상기  표적  세포 또는 표적 단백질 결합능을 갖는 단백질은 수용체 타이로신 카이네이즈(Receptor  tyrosine

kinases: RTKs)에 특이적으로 결합하는 항체, 항원 결합 단편, 애피바디(affibody), 다이아바디(diabody) 또는

앱타머(aptamer)인 것인, 암 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

친수성 펩타이드를 포함하는 마이셀 및 이의 용도에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

일반적으로 항암치료에 있어서 이리노테칸(irinotecan), 토포테칸(topotecan), 독소루비신(doxorubicin), 시스[0002]

플라틴(cisplatin), 탁솔(taxol), 5-플루오로우라실(5-fluorouracil)등의 난용성 약물을 사용한 화학치료요법이

광범위하게 사용되고 있다. 

그러나 난용성 약물은 화합물의 구조상 소수성 부위를 포함하고 있어, 물에 잘 녹지 않아 그 실용성이 제한되는[0003]

경우가 많다. 또한 신약으로 개발되는 약물 중 약 41% 이상이 난용성으로 인하여 중도에 포기되고 있으며, 미국

약전(US Pharmacopeia)에 등재된 약물의 약 1/3 이상이 난용성 약물로 분류되고 있다. 

이러한 난용성 약물들은 치료 가능한 정도의 양만 투여해도 환자에게 심한 고통을 가져다주며, 과도한 부작용으[0004]

로 인하여 다량을 투여할 수 없는 실정이다. 이러한 부작용이 나타나는 원인은 항암제의 비선택성 때문으로, 항

암제가 암세포에만 작용하지 않고 일반세포에도 작용함으로써 암세포의 선택적 사멸을 유도하지 못하게 된다.

이에 따라, 정상적인 세포의 성장을 억제 또는 궤사를 유발하여 환자는 심한 고통을 느끼게 된다.

이러한 난용성 약물을 사용하기 위해서는 난용성을 해결하기 위한 부가적인 물질이 첨가되어야 하나, 부가되는[0005]

물질의 독성으로 인하여 사용이 제한되는 사례가 다수 보고되고 있다. 예들 들어, 폴리옥시에틸화 피마자유

(polyoxyethylated castor oil)와 무수에탄올(absolute ethanol)의 혼합물인 크레모포 EL(cremorphor EL)이라

는 용제를 사용하여 수용해도를 개선함으로써 전신투여에 이용하는 방법이 알려져 있지만, 임상적으로 이러한

용제가 과량 투여되면 심장독성, 신경독성, 신경장애 및 과민증 등의 부작용이 나타나는 것으로 보고되고 있다

(Onetto, N. and Grechko J., Overview of taxol safety, J. Natl. Cancer Inst. Monogr., 1993, 15: 131;

Mazzo,  D.  and  Denis,  P.,  Compatibility  of  docetaxel  and  paclitaxel  in  intravenous  solutions  with

polyvinyl  chloride  infusion  materials,  Am.  J.  Health  Sys.  Pharm.,  1997,  54:  566;  Gregory  R.  and

Delisa,  A.F.,  Paclitaxel:  a  new  antineoplastic  agent  for  refractory  ovarian  cander,  Clin.  Pharm.,

1993,  12:  401).  이  외에도  에멀젼,  마이크로에멀젼,  리포좀(liposome),  미셀(micelle)  또는  폐길화

(PEGylation) 등의 방법이 사용되어 왔으나, 계면활성제 등의 첨가제를 필수로 사용해야하는 단점을 가지고 있
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다.

이에, 본 발명자들은 상기 문제점을 해결하기 위해, 친수성 펩타이드(peptide)인 글루타치온(glutathione: GS[0006]

H)이 링커(linker)에 의해 소수성 항암제와 연결되어 전체 전구체 약물을 양친매성(amphiphilic)의 성질을 띄어

계면활성제의 사용 없이 수용액 상에서 나노입자 마이셀을 제조하고, 기존 항암제의 용해도를 극적으로 향상시

킬 수 있음을 확인하고 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

일 양상은 친수성 펩타이드(peptide), 약물 및 상기 친수성 펩타이드와 상기 약물을 연결하는 하기 화학식 1로[0007]

표시되는 링커(linker)를 포함하는 마이셀(micelle)을 제공하는 것이다:

[화학식 1][0008]

.[0009]

다른 양상은 상기 마이셀을 유효성분으로 포함하는 암 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공하는 것이다.[0010]

과제의 해결 수단

일 양상은 친수성 펩타이드(peptide), 약물 및 상기 친수성 펩타이드와 상기 약물을 연결하는 하기 화학식 1로[0011]

표시되는 링커(linker)를 포함하는 마이셀을 제공한다:

[화학식 1][0012]

.[0013]

상기 화학식 1에서, R1은 O, N 또는 S일 수 있고, x는 1 내지 6일 수 있다.[0014]

본 명세서에서 용어, "펩타이드"는 당해 기술 분야에 있어서의 통상의 의미로 사용되며, 복수의 아미노산이 펩[0015]

티드 결합에 의해 연결된 중합체 및 그 수식체인 화합물을 가리킨다.

본 명세서에서 용어 "친수성"은 물질이 가지는 물과의 친화성의 정도를 가리킨다. 친수성 물질은 물에 대해 강[0016]

한 친화성을 가지며, 물에 용해 또는 혼합하는 경향이 있다. 따라서, 상기 "친수성 펩타이드"는 물에 대해 강한

친화성을 갖는 펩타이드를 지칭한다.

상기 친수성 펩타이드는 2 내지 10개의 아미노산으로 구성된 것일 수 있다. 예를 들면, 3 내지 9개 또는 3 내지[0017]

5개의 아미노산으로 구성된 것일 수 있다.

일 구체예에 있어서, 상기 친수성 펩타이드는 서열번호 1 내지 31의 아미노산 서열로 이루어진 군으로부터 선택[0018]

되는 어느 하나 이상의 펩타이드를 포함하는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

표 1

펩타이드[0019] 서열번호 펩타이드 서열번호

글루타티온(Glutathione:
GSH)(Glu-Cys-Gly:ECG)

서열번호 1 GRGDSPC(Gly-Arg-Gly-Asp-
Ser-Pro-Cys)

서열번호 17

RGD(Arg-Gly-Asp) 서열번호 2 RGDS(Arg-Gly-Asp-Ser) 서열번호 18

RGDK(Arg-Gly-Asp-Lys) 서열번호 3 SDGR(Ser-Asp-Gly-Arg) 서열번호 19

GRGESP(Gly-Arg-Gly-Glu-
Ser-Pro)

서열번호 4 YRGDS(Tyr-Arg-Gly-Asp-
Ser)

서열번호 20
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RGDC(Arg-Gly-Asp-Cys) 서열번호 5 GPR(Gly-Pro-Arg) 서열번호 21

RGDV(Arg-Gly-Asp-Val) 서열번호 6 GHK(Gly-His-Lys) 서열번호 22

CRGDK(Cys-Arg-Gly-Asp-
Lys)

서열번호 7 YIGSR(Tyr-Ile-Gly-Ser-
Arg)

서열번호 23

CDRGDK(Cys-Asp-Arg-Gly-
Asp-Lys)

서열번호 8 PDSGR(Pro-Asp-Ser-Gly-
Arg)

서열번호 24

RGES(Arg-Gly-Glu-Ser) 서열번호 9 EIL(Glu-Ile-Leu) 서열번호 25

KGDS(Lys-Gly-Asp-Ser) 서열번호 10 LCFR(Leu-Cys-Phe-Arg) 서열번호 26

GRADSP(Gly-Arg-Ala-Asp-
Ser-Pro)

서열번호 11 CDPGYIGSR(Cys-Asp-Pro-
Gly-Tyr-Ile-Gly-Ser-Arg)

서열번호 27

GRGDS(Gly-Arg-Gly-Asp-
Ser)

서열번호 12 EILDV(Glu-Ile-Leu-Asp-
Val)

서열번호 28

GRGDSP(Gly-Arg-Gly-Asp-
Ser-Pro)

서열번호 13 EILDVPST(Glu-Ile-Leu-
Asp-Val-Pro-Ser-Thr)

서열번호 29

GRGDTP(Gly-Arg-Gly-Asp-
Thr-Pro)

서열번호 14 EILEVPST(Glu-Ile-Leu-
Glu-Val-Pro-Ser-Thr)

서열번호 30

GRGES(Gly-Arg-Gly-Glu-
Ser)

서열번호 15 LDV(Leu-Asp-Val) 서열번호 31

LDVPS(Leu-Asp-Val-Pro-
Ser)

서열번호 16

일 구체예에 있어서, 상기 마이셀은 글루타치온-S-전이효소(glutathione-S-transferase, GST);  및 표적 세포[0021]

또는 표적 단백질 결합능을 갖는 단백질을 포함하는 융합 단백질로 표면개질된 것일 수 있다. 예를 들면, 상기

친수성 펩타이드에 글루타치온-S-전이효소 및 표적 세포 또는 표적 단백질 결합능을 갖는 단백질을 포함하는 융

합 단백질이 결합된 것일 수 있다.

일 구체예에 있어서, 상기 융합 단백질로 표면개질된 마이셀은 친수성 펩타이드 및 융합단백질의 비가 적어도[0022]

10 : 1로 혼합된 것일 수 있다. 예를 들어, 10 내지 10,0000 : 1, 예를 들면, 15 내지 10,0000 : 1, 20 내지

10,0000 : 1, 30 내지 10,0000 : 1, 40 내지 10,0000 : 1, 50 내지 10,0000 : 1, 100 내지 10,0000 : 1, 200

내지 10,0000 : 1, 300 내지 10,0000 : 1, 400 내지 10,0000 : 1, 500 내지 10,0000 : 1, 1000 내지 10,0000

:  1,  2000  내지 10,0000  :  1,  3000  내지 10,0000  :  1,  4000  내지 10,0000  :  1,  5000  내지 10,0000  :  1,

1,0000 내지 10,0000 : 1, 10 내지 5,0000 : 1, 15 내지 5,0000 : 1, 20 내지 5,0000 : 1, 30 내지 5,0000 :

1, 40 내지 5,0000 : 1, 50 내지 5,0000 : 1, 100 내지 5,0000 : 1, 200 내지 5,0000 : 1, 300 내지 5,0000 :

1, 400 내지 5,0000 : 1, 500 내지 5,0000 : 1, 1000 내지 5,0000 : 1, 2000 내지 5,0000 : 1, 3000 내지

5,0000 : 1, 4000 내지 5,0000 : 1, 5000 내지 5,0000 : 1, 1,0000 내지 5,0000 : 1, 10 내지 1,0000 : 1, 15

내지 1,0000 : 1, 20 내지 1,0000 : 1, 30 내지 1,0000 : 1, 40 내지 1,0000 : 1, 50 내지 1,0000 : 1, 100 내

지 1,0000 : 1, 200 내지 1,0000 : 1, 300 내지 1,0000 : 1, 400 내지 1,0000 : 1, 500 내지 1,0000 : 1,

1000 내지 1,0000 : 1, 2000 내지 1,0000 : 1, 3000 내지 1,0000 : 1, 4000 내지 1,0000 : 1, 또는 5000 내지

1,0000 : 1로 혼합되는 것일 수 있다.

상기 융합 단백질은 글루타치온-S-전이효소와 표적 세포 또는 표적 단백질 결합능을 갖는 단백질을 연결하는 링[0023]

커를 더 포함할 수 있다. 

본 명세서에서 용어 "표적 세포 또는 표적 단백질 결합능을 갖는 단백질", "표적세포 인식능을 갖는 단백질",[0024]

또는 "표적 세포 또는 표적 단백질에 특이적으로 결합하는 단백질"은 세포의 수용체 또는 표적 단백질을 특이적

으로 인식하는 또는 세포의 수용체 또는 표적 단백질에 특이적으로 결합하는 단백질을 의미할 수 있다. 구체적

으로, 상기 세포의 수용체 또는 표적 단백질에 특이적으로 결합하는 단백질은 항체, 항원 결합 단편, 애피바디

(affibody), 다이아바디(diabody) 및 앱타머(aptamer)로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나인 것일 수 있

다. 

본 명세서에서 용어 "애피바디 분자(affibody molecule)"는 특정 타겟 단백질(수용체)에 결합할 수 있는, 항체[0025]

모사체를 의미할 수 있다. 일반적으로 애피바디 분자는 20 내지 150의 아미노산 잔기로 구성되며, 2 내지 10개

의  알파  헬릭스로  구성된  것일  수  있다.  더욱  상세하게는  상기  애피바디  분자는  항-ErbB  애피바디  분자

(ab31889), HER2-특이적 애피바디 분자(ZHER2:342), 항-EFFR 애피바디 분자(ZEGFR:2377) 등을 포함할 수 있다.

또한, 이에 한정되지 않고, 세포의 특정 수용체 또는 표적 단백질을 인식할 수 있는 애피바디 분자를 모두 포함

공개특허 10-2023-0141412

- 7 -



한다. 상기 애피바디 분자가 인식할 수 있는 표적 수용체 또는 표적 단백질의 예는, 아밀로이드 베타 펩티드,

시누클레인(예를  들면,  알파-시누클레인),  아포리포프로테인(예를  들면,  아포리포프로테인  A1),  보체  인자

(Complement factor)(예를 들면, C5), 탄산무수화효소(Carbonic anhydrase)(예를 들면, CAIX), 인터루킨-2 수

용체 알파 사슬(IL2RA; CD25), 세포 표면의 CD 항원(예를 들면, CD28), 또는 c-Jun, Factor VIII, 프비르노겐,

GP120, H-Ras, Her2, Her3, HPV16 E7, IAPP(Human islet amyloid polypeptide), 이뮤노글로불린 A(IgA), IgE,

IgM,  인터루킨(예를  들면,  IL-1,  IL-6,  IL-8,  IL-17),  인슐린,  스타필로코커스  단백질  A  도메인

(Staphylococcal protein A domain), Raf-1, LOV 도메인(Light-oxygen-voltage-sensing domain), 또는 RSV G

단백질일  수  있다.  상기  애피바디에  대한  정보는  Stefan  Stahl  et  al.,  Affibody  Molecules  in

Biotechnological and Medical Applications, Trends in Biotechnology, August 2017, Vol 35, No 8에 기재되

어 있으며, 상기 문헌은 그 전체가 참조로서 본 명세서에서 포함된다. 

상기  표적  세포 또는 표적 단백질 결합능을 갖는 단백질은 수용체 타이로신 카이네이즈(Receptor  tyrosine[0026]

kinases: RTKs)에 특이적으로 결합하는 것일 수 있다. 더욱 구체적으로, 상기 수용체 타이로신 카이네이즈는 표

피 성장인자 수용체(epidermal growth factor receptor: EGFR), 인슐린 수용체, 혈소판 유래 성장인자 수용체,

혈관내피 성장인자 수용체, 섬유아세포 성장인자 수용체, 콜레시스토키닌(Cholecystokinin: CCK) 수용체, 신경

영양인자(Neurotrophic factor: NGF) 수용체, 간세포 성장인자 (Hepatocyte growth factor: HGF) 수용체, 에프

린(Ephrin: Eph) 수용체, 안지오포이에틴 수용체, 및 RYK(related to receptor tyrosine kinase) 수용체로 이

루어진 군으로부터 선택된 어느 하나일 수 있다. 

일 구체예에 있어서, 상기 표적 세포 또는 표적 단백질 결합능을 갖는 단백질은 수용체 타이로신 카이네이즈에[0027]

특이적으로 결합하는 항체, 항원 결합 단편, 애피바디, 다이아바디 또는 앱타머일 수 있다. 

일 구체예에 있어서, 상기 GST 및 표적 세포 또는 표적 단백질 결합능을 갖는 단백질은 링커를 통해 연결되어[0028]

있을 수 있다. 예를 들어, 상기 링커는, 1 내지 400개, 1 내지 200개, 또는 2 내지 200개의 임의의 아미노산으

로 이루어진 폴리펩티드일 수 있다. 상기 펩티드 링커는 Gly, Asn 및 Ser 잔기를 포함할 수 있으며, Thr 및 Ala

과 같은 중성 아미노산들도 포함될 수 있다. 펩티드 링커에 적합한 아미노산 서열은 당업계에 공지되어 있다.

또한 기능적 일부분 사이의 적절한 분리를 달성하기 위하여 또는 필수적인 내부-일부분(inter-moiety)의 상호작

용을 유지하기 위한　링커의 최적화를 고려하여 카피 수 "n"을 조절할 수 있다. 해당 기술분야에서 다른 가요성

　링커들이 알려져 있는데, 예를 들어 수용성을 향상시키기 위하여 극성 아미노산 잔기를 추가하는 것뿐만 아니

라 유연성을 유지하기 위하여 T 및 A와 같은 아미노산 잔기를 추가한 G 및 S　링커가 있을 수 있다. 따라서 일

구체예에  있어서,  상기　링커는  G,  S,  및/또는  T  잔기를  포함하는  유연성　링커일  수  있다.  상기　링커는

(GpSs)n 및 (SpGs)n으로부터 선택되는 일반식을 가질 수 있고, 이 경우, 독립적으로, p는 1 내지 10의 정수이고,

s = 0 내지 10의 0 또는 정수이고, p + s는 20 이하의 정수이고, 및 n은 1 내지 20의 정수이다. 더욱 구체적으

로 링커의 예는 (GGGGS)n (서열번호 32), (SGGGG)n　(서열번호 33), (SRSSG)n (서열번호 34), (SGSSC)n (서열번

호  35),  (GKSSGSGSESKS)n  (서열번호  36),  (RPPPPC)n  (서열번호  37),  (SSPPPPC)n  (서열번호  38),

(GSTSGSGKSSEGKG)n  (서열번호 39),  (GSTSGSGKSSEGSGSTKG)n  (서열번호 40),　(GSTSGSGKPGSGEGSTKG)n　(서열번호

41), 또는 (EGKSSGSGSESKEF)n (서열번호 42)이고, 상기 n은 1 내지 20, 또는 1 내지 10의 정수일 수 있다.

상기 약물은 항암제, 치료용 항체, 항생제, 항박테리아제, 항바이러스제, 항염증제, 조영제, 단백질 의약품, 성[0029]

장인자, 사이토카인, 펩타이드 약물, 발모제, 마취제 및 이의 조합으로 이루어진 군에서 선택되는 것일 수 있으

나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

일 구체예에 있어서, 상기 약물은 항암제일 수 있고, 상기 항암제는 소수성 항암제일 수 있다.[0030]

상기  항암제는  도세탁셀(docetaxel),  캄토테신(camptothecin),  파클리탁셀(paclitaxel),  플록슈리딘[0031]

(floxuridine), 류프로리드(leuprolide), 졸레드로네이트(zoledronate), 독소루비신(doxorubicin), 시스플라틴

(cisplatin), 베라파밀(verapamil), 플루오로우라실(fluorouracil), 옥살리플라틴(oxaliplatin), 다우노루비신

(daunorubicin), 카보플라틴(carboplatin), 메소트렉세이트(methotrexalte), 빈크리스틴(vincristine), 젬시타

빈(gemcitabine),  스트렙토조토신(streptozocin),  토포테칸(topotecan),  이리노테칸(irinotecan),  비노렐빈

(vinorelbine), 하이드록시우레아(hydroxyurea), 발루비신(valrubicin), 독시플루리딘(doxifluridine), 빈블라

스틴(vinblastin),  프레드니손(prednisone),  테스토스테론(testosterone),  미토산트론(mitoxantrone),  살리실

레이트(salicylates), 덱사메타손(dexamethasone), 프레드니솔론(prednisolone), 코르티손(cortisone), 뉴트린

(nutlin)  유도체,  SN-38(7-에틸-10-하이드록시캄토테신(7-ethyl-10hydroxycamptothecin)),  벨로테칸
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(belotecan),  엑사테칸(exatecan),  루르토테칸(lurtotecan),  루비테칸(rubitecan),  9-아미노캄토테신(9-

aminocamptothecin),  지마테칸(gimatecan),  BNP-1530,  DB-67,  BN-80915,  BN-80927,  코르티코스테로이드

(corticosteroid) 및 이의 약학적으로 허용가능한 염으로 구성된 군으로부터 선택되는 어느 하나 이상인 것일

수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

상기 암은 폐암, 췌장암, 위암, 간암, 대장암, 뇌암, 유방암, 갑상선암, 방광암, 식도암, 전립선암 또는 자궁암[0032]

일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본  명세서에서  용어,  "마이셀"은  수성  매질  중  내부  코어  및  외부  표면을  갖는,  양친매성  분자의  집합체[0033]

(aggregate)를 지칭하며, 상기 양친매성 분자들은 대부분 그들의 소수성 부분이 코어를 형성하고, 친수성 부분

이 외부 표면을 형성하도록 배향(oriented)된다. 본 발명에 따른 마이셀은 약물이 소수성 부분을 이루어 코어를

형성하고, 친수성 펩타이드가 친수성 부분을 이루어 외부 표면을 형성하도록 배향된다. 

일 구체예에 따르면, 상기 마이셀은 계면활성제의 사용 없이 수용액 상에서 제조할 수 있다.[0034]

일 구체예에 따르면, 상기 마이셀은 (a) 하기 화학식 1로 표시되는 링커를 약물과 결합시키는 단계, (b) 상기[0035]

약물과 결합된 링커의 다른 쪽 말단에 친수성 펩타이드를 결합시켜 약물-링커-친수성 펩타이드의 복합체를 형성

하는 단계, 및 (c) 상기 약물-링커-친수성 펩타이드의 복합체를 유기용매에 녹여 마이셀을 제조하는 단계를 통

해 제조할 수 있다.

[화학식 1][0036]

 [0037]

상기 화학식 1에서, R1은 O, N 또는 S일 수 있고, x는 1 내지 6일 수 있다.[0038]

상기 친수성 펩타이드 및 약물은 상기한 바와 같다.[0039]

일 구체예에 따르면, 상기 (a) 단계에서 링커와 항암제를 5 내지 20 시간, 예를 들면, 10 내지 20 시간, 15 내[0040]

지 20 시간, 15 내지 19 시간 또는 15 내지 18 시간동안 반응시켜 결합시킬 수 있다. 상기 반응은 실온에서 수

행할 수 있으며, 온도에 따라 당업자는 반응시간을 적절히 변경할 수 있다.

상기 (a) 단계에서 사용된 염기는 NaH, 리튬 디아소프로필아마이드(lithium diisopropylamide: LDA), 4-디메틸[0041]

아미노피리딘(4-dimethylaminopyridine: DMAP), 트리에틸아민(triethylamine: TEA), 피리딘, 암모니아, 메틸아

민, 에틸아민, 프로필아민, 이소프로필아민, 디메틸아민, 디에틸아민, 디프로필아민, 디이소프로필아민, 트리메

틸아민, 트리프로필아민, 트리이소프로필아민, 아닐린, 메틸아닐린, 디메틸아닐린, 피리딘, 아자줄롤리딘, 벤질

아민, 메틸벤질아민, 디메틸벤질아민, 2,6-루티딘, 모르폴린, 피페리딘, 피페라진, 양성자-스폰지, 수산화암모

늄, 트리에탄올아민, 에탄올아민, 또는 트리즈마일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

상기  (a)  단게에서  사용된  용매는  디메틸아세트아마이드(dimethylacetamide:  DMAc),  디클로로메탄[0042]

(dichloromethane:  DCM),  테트라하이드로푸란(tetrahydrofuran:  THF),  디메틸포름아미드(dimethylformamide:

DMF),  아세토니트릴(acetonitrile:  ACN),  DMAP,  물,  아세트산, 아세톤, 디옥산, 벤젠, 1-부탄올, 2-부탄올,

tert-부틸  알콜,  사염화탄소,  클로로포름,  시클로헥산,  헥산,  디에틸  에테르,  디메틸  설폭사이드(dimethyl

sulfoxide: DMSO), 에탄올, 에틸 아세테이트, 에틸렌 글리콜, 글리세린, 헵탄, 펜탄, 피리딘, 톨루엔, 염산, 및

트리에틸 아민일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

상기 (b) 단계에서 항암제와 결합된 링커와 친수성 펩타이드를 10 내지 36 시간, 예를 들면, 10 내지 36 시간,[0043]

15 내지 36 시간 또는 20 내지 26 시간동안 반응시켜 상기 항암제와 결합된 링커의 다른 쪽 말단에 친수성 펩타

이드를 결합시킬 수 있다. 상기 반응은 실온에서 수행할 수 있으며, 온도에 따라 당업자는 반응 시간을 적절히

변경할 수 있다.

상기 (b) 단계에서 사용된 용매는 물, 클로로포름, 염화메틸렌, 4염화탄소, 1,2-디클로로에탄, 디클로로에틸렌,[0044]

트리클로로에틸렌, 퍼클로로에틸렌, 디클로로프로판, 염화아밀, 1,2-디브로모에탄, 아세톤, 메틸이소부틸케톤,

시클로헥산온, 벤젠, 톨루엔, 크실렌, N,N-디메틸포름아미드, N,N-디부틸포름아미드, N,N-디메틸아세트아미드,
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N-메틸피롤리돈,  메탄올,  에탄올,  프로판올,  부탄올,  인산완충생리식염수(phosphate-buffered  saline:  PBS),

생체유사용액(simulated body fluid: SBF), 붕산완충생리식염수(borate-buffered saline: BBS) 또는 트리스완

충생리식염수(tris-buffered saline: TBS)일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

일 구체예에 따르면, 상기 (c) 단계는 약물-링커-친수성 펩타이드의 복합체를 유기용매에 녹인후, 10℃ 내지 30[0045]

℃, 예를 들면 15℃ 내지 30℃, 15℃ 내지 25℃ 또는 상온에서 교반한 뒤, 인공투석(dialysis)하여 마이셀을 제

조하는 것일 수 있다. 상기 인공투석은 1 내지 5일, 예를 들면 1 내지 4일 또는 2 내지 3일 동안 수행될 수 있

다.

상기 (c) 단계에서 사용되는 유기용매는 불화알콜, 디메틸포름아마이드, 디메틸 설폭사이드, 염화탄화수소, 탄[0046]

화수소 및 알킬알콜일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 

상기 마이셀의 크기는 50 nm 내지 200 nm일 수 있다. 예를 들어, 50 nm 내지 200 nm, 50 nm 내지 150 nm, 50[0047]

nm 내지 100 nm일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 마이셀의 제타 전위는 -2 mV 내지 -40 mV일 수 있다. 예를 들면, -2 mV 내지 -30 mV,[0048]

-2 mV 내지 -20 mV, -2mV 내지 -10mV, -3mV 내지 -10 mV일 수 있다.

다른 양상은 상기 마이셀을 유효성분으로 포함하는 암 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.[0050]

상기 암 예방 또는 치료용 약학적 조성물은 약학적으로 유효한 양의 생리활성성분을 추가로 포함하거나 하나 이[0051]

상의 약학적으로 허용되는 담체, 부형제 또는 희석제를 포함할 수 있다. 상기 약학적으로 유효한 양이란 상기

생리활성성분이 동물 또는 사람에게 투여되어 목적하는 생리학적 또는 약리학적 활성을 나타내기에 충분한 양을

의미한다. 상기 약학적으로 유효한 양은 투여 대상의 연령, 체중, 건강상태, 성별, 투여 경로 및 치료기간 등에

따라 적절히 변화될 수 있다.

상기 "생리활성성분"은 동물 또는 사람의 체내에서 생리적인 기능을 촉진 또는 억제하여 목적하는 생물학적 또[0052]

는 약리학적 효과를 유도할 수 있는 물질로서, 동물 또는 사람에게 투여하기 적합한 화학적 또는 생물학적 물질

또는 화합물을 의미하며, (1) 감염 예방과 같은 원하지 않은 생물학적 효과를 예방하여 유기물에 대한 예방효과

를 가지고, (2) 질병으로 생기는 컨디션을 경감시키며, 예를 들어 질병의 결과로 생기는 고통 또는 감염을 완화

시키며, (3) 유기물로부터 질병을 완화, 감소 또는 완전히 제거할 수 있는 역할을 수행할 수 있다. 또한, "상기

생리활성성분"은 "치료제"의 용어와도 상호 교환적으로 사용될 수 있다.

상기 생리활성성분은 단백질, 항암제, 소염진통제, 항생제, 항균제, 호르몬제, 유전자 및 백신으로 이루어진 군[0053]

에서 선택될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

또한, 상기 "약학적으로 허용되는"이란 생리학적으로 허용되고 인간에게 투여될 때, 통상적으로 위장 장애, 현[0054]

기증과 같은 알레르기 반응 또는 이와 유사한 반응을 일으키지 않는 것을 의미한다. 상기 담체, 부형제 및 희석

제의 예로는, 락토즈, 덱스트로즈, 수크로즈, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아

고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로즈, 메틸 셀룰로즈, 폴리비닐피롤리돈,

물, 메틸하이드록시벤조에이트, 프로필하이드록시벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테아레이트 및 광물유를 들 수

있다. 또한, 충진제, 항응집제, 윤활제, 습윤제, 향료, 유화제 및 방부제 등을 추가로 포함할 수 있다.

상기 약학적 조성물은 당업계에 공지된 방법으로 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희[0055]

석제 또는 부형제를 사용하여 제형화될 수 있고, 이러한 제형은 경구 또는 비경구 투여 제형일 수 있다. 경구

투여 제형은 과립제, 산제, 액제, 정제, 캅셀제, 건조시럽제, 또는 그 조합일 수 있고, 비경구 투여 제형은 주

사제일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

상기 투여는 당업계에 알려진 방법에 의하여 투여될 수 있다. 투여는 예를 들면, 정맥내, 근육내, 경구, 경피[0056]

(transdermal), 점막, 코안 (intranasal), 기관내 (intratracheal) 또는 피하 투여와 같은 경로로, 임의의 수

단에 의하여 개체로 직접적으로 투여될 수 있다. 상기 투여는 전신적으로 또는 국부적으로 투여될 수 있다.

상기 개체는 포유동물, 예를 들면, 사람, 소, 말, 돼지, 개, 양, 염소, 또는 고양이를 포함할 수 있으나 이에[0057]

한정되지 않는다. 상기 개체는 암과 관련된 상태의 개선 효과를 필요로 하는 개체일 수 있다.

상기 약학적 조성물의 치료적 유효 투여량은 하루에 체중 1 kg당 0.01 내지 1000 mg, 예를 들면 0.1 내지 500[0058]

mg 또는 0.1 내지 300 mg의 양으로 1 내지 수회에 나누어 투여할 수 있다. 그러나 상기 치료적 유효 투여량 또
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는 치료적 유효량은 상기 약학적 조성물의 제제화 방법, 투여 방식, 투여 시간 및/또는 투여 경로 등에 의해 다

양해질 수 있다. 또한, 상기 조성물의 투여로 달성하고자 하는 반응의 종류와 정도, 투여 대상이 되는 개체의

종류, 연령, 체중, 일반적인 건강 상태, 질병의 증세나 정도, 성별, 식이, 배설, 해당 개체에 동시 또는 이시에

함께 사용되는 약물 기타 조성물의 성분 등을 비롯한 여러 인자 및 의약 분야에서 잘 알려진 유사 인자에 따라

다양해질 수 있으며, 당해 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자는 목적하는 치료에 효과적인 투여량을 용이하

게 결정하고 처방할 수 있다.

발명의 효과

일 양상에 따른 마이셀 및 약학적 조성물에 의하면, 계면활성제 등의 첨가제의 사용 없이도 기존 약물의 용해도[0059]

를 향상시켜, 질병 예방, 개선, 또는 치료에 약물을 유용하게 사용할 수 있는 효과가 있다. 또한, 상기 마이셀

을 이용하는 경우, 약물의 치료가 필요한 세포 또는 조직에 대한 약물의 선택성을 향상시켜 약물로 인한 부작용

을 개선할 수 있는 효과가 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 상기 CPT-GSH@GST-EGFR를 제조하는 방법에 대한 모식도이다.[0060]

도 2는 GSH-CPT 마이셀의 모식도이다.

도 3은 GSH-CPT 마이셀의 DLS 결과를 나타낸 그래프 및 TEM 이미지이다:

도 3a는 GSH-CPT 마이셀의 DLS 결과를 나타낸 그래프이고; 및 도 3b는 GSH-CPT 마이셀의 TEM 이미지이다.

도 4는 GSH-CPT 마이셀, GST-EGFR 및 GST-EGFR로 표면이 개질된 마이셀의 제타 전위를 나타낸 이미지이다.

도 5는 여러가지 농도의 GSH-CPT에서 정상 상태 형광 여기 스펙트럼(steady state  fluorescence  excitation

spectra)을 나타낸 그래프이다.

도 6은 GSH-CPT의 농도별 I344/I339 강도값을 비교하여 임계응집농도(CAC)를 조사한 결과를 나타낸 그래프이다. 

도 7은 시간의 흐름에 따른 GSH-CPT 마이셀의 DLS 결과를 나타낸 그래프이다.

도 8은 30일 이후의 GSH-CPT 마이셀의 TEM 이미지이다.

도 9는 CPT-GSH와 GST-EGFR 간의 결합 친화도를 나타낸 그래프이다.

도 10은 CPT-GSH를 포함하는 마이셀의 표면을 GST-EGFR의 농도를 달리하여 개질한 마이셀의 크기를 측정한 DLS

그래프이다.

도 11은 CPT-GSH@GST-EGFR에서 CPT-GSH의 농도가 15 μM, 또는 150 μM일 때의 마이셀의 크기를 측정한 DLS 그

래프이다.

도 12는 CPT-GSH 마이셀 및 CPT-GSH@GST-EGFR의 FRET 강도를 나타낸 그래프이다.

도 13은 CPT, CPT-GSH, 및 CPT-GSH@GST-EGFR의 MDA-MB-231 세포 및 NIH-3T3 세포에 대한 세포독성을 나타낸 그

래프이다.

도 14는 MDA-MB-231 세포, NIH-3T3 세포, 및 55 %의 혈청에서 CPT-GSH@GST-EGFR의 세포 내제화를 측정한 이미

지이다.

도 15는 CPT-GSH, CPT-GSH@GST 및 CPT-GSH@GST-EGFR가 투여된 마우스에서 IR780 강도를 측정한 이미지이다.

도 16은 MDA-MB-231 마우스 모델에 CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR을 투여한 후 종양 성장 억제 효과를 확

인한 이미지 및 그래프이다:

도 16a는 CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR의 투여에 따른 종양의 크기 변화를 나타난 이미지이고, 도 16b는

CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR의 투여에 따른 종양의 부피 및 무게 변화를 시간의 흐름에 따라 나타낸 그래

프이며, 도 16c는 CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR를 투여한 종양 세포를 H&E 염색한 이미지이고, 도 16d는

CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR의 투여에 따른 종양 세포에서의 세포사멸 정도를 관찰한 TUNEL 분석 이미지

이다.
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발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나, 이들 실시예는 하나 이상의 구체예를 예시적으로 설명[0061]

하기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다. 

실시예 1. CPT-GSH 복합체의 제조[0063]

단계 1. CPT-PDS의 제조[0064]

캄토테신(camptothecin: CPT, 200 mg, 0.574 mmol)을 실온에서 16시간 동안 DMAP(294.5 mg, 2.41 mmol)/DCM 용[0065]

액  존재  하에  하기  화학식  2로  표시되는  4-니트로페닐  (2-(피리디닐-2-디설파닐)에틸)  카보네이트(4-

nitrophenyl  (2-(pyridinly-2-disulfanyl)ethyl)  carbonate:  PDS_NO2)(329.7  mg,  0.9  mmol)와  반응시킨  후

CPT-PDS를 제조하였다. 상기 CPT-PDS를 실리카 컬럼크로마토그라피 과정을 통하여 분리 및 정제하였다.

[화학식 2][0066]

[0067]

상기 반응을 이하의 반응식 1에 나타내었다.[0069]

[반응식 1][0070]

[0071]

단계 2. CPT-GSH의 제조[0073]

상기 CPT-PDS(10 mg, 0.0178 mmol)를 실온에서 24시간 동안 pH 7.4 PBS 용액 존재 하에 GSH(5.47 mg, 0.0178[0074]

mmol)와 반응시켰다. 침전물을 필터링한 후 실리카 컬럼크로마토그라피 과정을 통하여 GSH-CPT를 분리하였다.

상기 반응을 이하의 반응식 2에 나타내었다.[0075]

[0076]

실시예 2. SN38-GSH 복합체의 제조[0078]

단계 1. SN38-PDS의 제조[0079]

SN38(200  mg,  0.52  mmol)을  실온에서  16시간  동안  DMAP(294.5  mg,  2.41  mmol)/DCM  용액  존재  하에[0080]

PDS_NO2(329.7 mg, 0.9 mmol)와 반응시킨 후 SN38-PDS를 제조하였다. 상기 SN38-PDS를 실리카 컬럼크로마토그라

피 과정을 통하여 분리하였다.
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상기 반응을 이하의 반응식 3에 나타내었다.[0081]

[반응식 3][0082]

[0083]

단계 2. SN38-GSH의 제조[0085]

상기 SN38-PDS(10 mg, 0.0162 mmol)를 실온에서 24시간 동안 pH 7.4 PBS 용액 존재 하에 GSH(5.32 mg, 0.0177[0086]

mmol)와 반응시켰다. 침전물을 필터링한 후 실리카 컬럼크로마토그라피 과정을 통하여 GSH-SN38을 분리하였다.

상기 반응을 이하의 반응식 4에 나타내었다.[0087]

[반응식 4][0088]

[0089]

실시예 3. IRINO-GSH 복합체의 제조[0091]

단계 1. IRINO-PDS의 제조[0092]

이리노테칸(Irinotecan: IRINO, 200 mg, 0.48 mmol)을 실온에서 16시간 동안 DMAP(294.5 mg, 2.41 mmol)/DCM[0093]

용액 존재 하에 PDS_NO2(329.7 mg, 0.9 mmol)와 반응시킨 후 IRINO-PDS를 제조하였다. 상기 IRINO-PDS를 실리카

컬럼크로마토그라피 과정을 통하여 분리하였다.

상기 반응을 이하의 반응식 5에 나타내었다.[0094]
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[반응식 5][0095]

[0096]

단계 2. IRINO-GSH의 제조[0098]

상기 IRINO-PDS(10 mg, 0.0162 mmol)를 실온에서 24시간 동안 pH 7.4 PBS 용액 존재 하에 GSH(5.32 mg, 0.0177[0099]

mmol)와 반응시켰다. 침전물을 필터링한 후 실리카 컬럼크로마토그라피 과정을 통하여 GSH-IRINO를 분리하였다.

상기 반응을 이하의 반응식 6에 나타내었다.[0100]

[반응식 6][0101]

[0102]

실시예 4. TOPOT-GSH 복합체의 제조[0104]

단계 1. TOPOT-PDS의 제조[0105]

토포테칸(Topotecan: TOPOT, 200 mg, 0.52 mmol)을 실온에서 16시간 동안 DMAP(294.5 mg, 2.41 mmol)/DCM 용액[0106]

존재 하에 PDS_NO2(329.7 mg, 0.9 mmol)와 반응시킨 후 TOPOT-PDS를 제조하였다. 상기 TOPOT-PDS를 실리카 컬럼

크로마토그라피 과정을 통하여 분리하였다.

상기 반응을 이하의 반응식 7에 나타내었다.[0107]
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[반응식 7][0108]

[0109]

단계 2. TOPOT-GSH의 제조[0111]

상기 TOPOT-PDS(10 mg, 0.0175 mmol)를 실온에서 24시간 동안 pH 7.4 PBS 용액 존재 하에 GSH(5.43 mg, 0.019[0112]

mmol)와 반응시켰다. 침전물을 필터링한 후 실리카 컬럼크로마토그라피 과정을 통하여 GSH-TOPOT를 분리하였다.

상기 반응을 이하의 반응식 8에 나타내었다.[0113]

[반응식 8][0114]

[0115]

실시예 5. N201-GSH 복합체의 제조[0117]

단계 1. N201-PDS의 제조[0118]

뉴트린 유도체(N201, 200 mg, 0.42 mmol)를 실온에서 16시간 동안 DMAP(281.2 mg, 2.21 mmol)/DCM 용액 존재[0119]

하에 PDS_NO2(313.2 mg, 0.87 mmol)와 반응시킨 후 N201-PDS를 제조하였다. 상기 N201-PDS를 실리카 컬럼크로마

토그라피 과정을 통하여 분리하였다.

상기 반응을 이하의 반응식 9에 나타내었다.[0120]
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[반응식 9][0121]

[0122]

단계 2. N201-GSH의 제조[0124]

상기 N201-PDS(10 mg, 0.0157 mmol)를 실온에서 24시간 동안 pH 7.4 PBS 용액 존재 하에 GSH(5.43 mg, 0.019[0125]

mmol)와 반응시켰다. 침전물을 필터링한 후 실리카 컬럼크로마토그라피 과정을 통하여 GSH-N201을 분리하였다.

상기 반응을 이하의 반응식 10에 나타내었다.[0126]

[반응식 10][0127]

[0128]

실시예 6. 전구체 약물 나노입자 마이셀 제조[0130]

상기 실시예 1.에서 제조된 CPT-GSH 10 mg을 디메틸 설폭사이드(dimethyl sulfocide: DMSO) 0.1 ml에 녹인후,[0131]

PBS 10 ml에 혼합한 후 상온에서 1시간동안 교반시켰다. 혼합된 용액을 2일간 PBS에서 인공투석(dialysis)하여,

CPT-GSH 마이셀을 제조하였다. 

실시예  7.  글루타치온-S-전이효소(glutathione-S-transferase,  GST);  및  표피  성장인자  수용체(epidermal[0133]

growth factor receptor: EGFR)의 애피바디를 포함하는 융합 단백질(GST-EGFR)로 표면이 개질된 마이셀 제조

상기 실시예 6에서 제조한 마이셀을 GST-EGFR로 표면을 개질하여, GST-EGFR로 표면 개질된 마이셀(이하, CPT-[0134]

GSH@GST-EGFR)을 제조하였다.

보다 구체적으로, 인간 표피 성장인자 수용체 2(epidermal growth factor receptor 2: EGFR2)에 특이적으로 결[0135]

합하는  애피바디(VDNKFNKEMWAAWEEIRNLPNLNGWQMTAFIASLVDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK;  서열번호  43)를  암호화하는

유전자의 말단에 링커 도메인(SGGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGG; 서열번호 44)을 암호화하는 유전자를 결합시킨 다음,

pBT7 플라스미드에 삽입하였다. 또한, GST 과발현을 위해, GST의 N-말단에 6ХHis 태그가 연결되도록 디자인한

GST 암호화 유전자를 상기 pBT7-N-His 플라스미드에 삽입하여, 상기 애피바디와 GST가 링커로 연결된 융합 단백

질(GST-EGFR)의 과발현을 위한 플라스미드를 구축하였다.

구축된 플라스미드에서 PCR 및 DNA 서열분석을 통해 GST-EGFR 암호화 서열이 정상적으로 삽입되었는지 확인한[0136]

후, 구축된 플라스미드를 E. coli BL21(DE3)RIL 균주에 삽입하여 배양하였다. 그 후, IPTG를 처리하고 30 ℃에
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서 16 시간 동안 배양하여 GST-EGFR의 과발현을 유도하였다. 과발현 유도된 E. coli 세포를 5000Хg로 4 ℃에서

10 분간 원심분리하여 침전된 세포를 수득하고, 인산염 완충용액(50 mM 인산 나트륨 및 100 mM 염화 나트륨, pH

6.5)에서 상기 세포를 현탁하였다. 세포 현탁액에 리소자임(lysozyme)을 처리하고 20 분간 실온에서 배양한 다

음, 30 초 파쇄 및 1 분 간격으로 총 10 분간 초음파 파쇄하였다. 파쇄 후, 12000Хg로 4 ℃에서 1 시간 동안

원심분리하여 상층액을 GST-EGFR 포함 분획으로서 수득하였다. 수득한 상층액을 FPLC를 이용한 금속이온 친화

크로마토그래피(immobilized metal affinity chromatography; 1mL HisTrap FF 컬럼, GE HealthCare)로 정제하

여 GST-EGFR을 분리하였다. 분리한 GST-EGFR를 PBS(pH 7.4)에서 밤새도록 투석하여 농축하고, 농축한 GST-EGFR

를 SDS-PAGE 분석 및 ESI-TOF MS(electro spray ionization time-of-light mass spectrometry) 분석을 통해

분리한 단백질의 순도 및 분자량을 분석하였다. 그 결과, 99.0% 이상의 순도와 약 36.14 kDa의 분자량을 가짐을

확인하였다. 

상기 정제하여 수득한 GST-EGFR를 50uM, 1 ㎖ PBS(pH 7.4)에 용해한 단백질 용액을 준비하여, 상기 실시예에서[0137]

제조한 나노입자 마이셀 CPT-GSH의 500 uM, 1 ㎖ PBS에 4 ℃에서 6 시간 동안 교반하면서, 천천히 가하여 혼합

되도록 하여 CPT-GSH@GST-EGFR를 제조하고, 상기 CPT-GSH@GST-EGFR를 4 ℃에서 보관하였다.

실험예 1. 나노입자 마이셀의 특성 분석[0139]

상기  실시예  6에서  제조된  전구체  약물  나노입자  마이셀을  BioTEM  시스템(JEM  1400)의  투과전자현미경[0140]

(Transmission Electron Microscopy: TEM) 및 동적 광 산란(Dynamic Light Scattering: DLS)으로 모양 및 크기

를 관찰하였다. 그 결과 GSH-CPT 마이셀의 평균 입자 크기는 TEM으로 관찰하였을 때 30 내지 60 nm임을 확인하

였고, DLS로 측정하였을 때 GSH-CPT 마이셀의 평균 크기는 약 160 nm임을 확인하였다. 그 결과를 도 2 및 도 3

에 나타내었다. 

도 2는 GSH-CPT 마이셀의 모식도이다.[0141]

도 3은 GSH-CPT 마이셀의 DLS 결과를 나타낸 그래프 및 TEM 이미지이다:[0142]

도 3a는 GSH-CPT 마이셀의 DLS 결과를 나타낸 그래프이고; 및 도 3b는 GSH-CPT 마이셀의 TEM 이미지이다.[0143]

도 2에 나타낸 바와 같이, GSH-CPT 나노입자는 50 내지 200 nm 크기의 마이셀 구조를 형성함을 확인하였다.[0144]

도 3a에 나타낸 바와 같이, GSH-CPT 마이셀을 DLS로 관찰하였을 때, GSH-CPT 마이셀의 평균 크기는 약 160 nm임[0145]

을 확인하였다.

도 3b에 나타낸 바와 같이, GSH-CPT 마이셀을 TEM으로 관찰하였을 때, 30 내지 60 nm의 입자 크기를 갖는 GSH-[0146]

CPT 마이셀 응집체를 형성함을 확인하였다. 

또한, 제타 전위(Zeta potential) 측정에서 GSH-CPT 마이셀은 약 -7.74 mV의 표면 전하를 보였고, GST-EGFR은[0148]

약 -3.43 mV의 표면 전하를 보였으며, GSH-CPT 및 GST-EGFR의 비율이 20 : 1이 되도록 GST-EGFR로 표면이 개질

된 CPT-GSH@GST-EGFR은 약 -3.52 mV의 표면 전하를 보임을 확인하였다. 그 결과를 도 4에 나타내었다.

도 4는 GSH-CPT 마이셀, GST-EGFR 및 GST-EGFR로 표면이 개질된 마이셀(도 3에서 Complex로 표시됨)의 제타 전[0149]

위를 나타낸 이미지이다.

도 4에 나타낸 바와 같이, GSH-CPT 전구체 약물 나노입자 마이셀의 표면전하는 -7.74 mv이임을 확인하였다. 이[0150]

는  수용액상에서  GSH가  표면에  위치한  전구체약물  나노입자  마이셀이  형성되었음을  의미한다.  또한,  CPT-

GSH@GST-EGFR의 제타 전위는 -3.52 mV로 GST-EGFR의 제타전위와 거의 동일함을 확인하였다. 

실험예 2. 임계응집농도(critical aggregation concentration: CAC) 분석[0152]

상기 실시예 6.에서 제조된 전구체 약물 나노 입자 마이셀의 임계응집농도(CAC) 결정을 위한 형광 측정을 10 mM[0153]

PBS 중에서 분광형광계로 판독하였다. 형광탐색자(fluorescence probe)로서 피렌(pyrene)을 사용하였고, 실온조

건에서 PBS  중에서 GSH-CPT의  농도를 다양하게 하여 376  nm에서  GSH-CPT의  정상  상태 형광 여기 스펙트럼

(steady state fluorescence excitation spectra)을 확인하였다. 그 결과를 도 5에 나타내었다.
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도 5는 여러가지 농도의 GSH-CPT에서 정상 상태 형광 여기 스펙트럼(steady state  fluorescence  excitation[0154]

spectra)을 나타낸 그래프이다.

또한, PBS 중에서 피렌 여기(pyrene excitation)의 I344/I339 비율의 플롯(plot)을 로그 값으로 나타내었다. 그[0156]

결과 GSH-CPT의 CAC 값은 3.7 uM임을 확인하고, 그 결과를 도 6에 나타내었다.

도 6은 GSH-CPT의 농도별 I344/I339 강도값을 비교하여 임계응집농도(CAC)를 조사한 결과를 나타낸 그래프이다. [0157]

실험예 3. 수용액상에서의 안정성 실험[0159]

상기 실시예 6.에서 제조된 전구체약물 나노 입자 마이셀의 수용액상에서의 안정성을 확인하기 위해 GSH-CPT 나[0160]

노 입자 마이셀 100 μM을 PBS상에서 DLS로 30일동안 측정하였다. 그리고 30일 이후의 GSH-CPT 나노 입자 마이

셀을 TEM으로 관찰하였다. 그 결과 DLS로 측정하였을 때 GSH-CPT 나노 입자 마이셀은 30일동안 150 내지 200 nm

의 크기를 안정하게 유지함을 확인하였다. 그 결과를 도 7에 나타내었다.

또한, TEM으로 측정하였을 때 GSH-CPT 나노 입자 마이셀은 30 일 이후에도 30 내지 60 nm의 크기를 유지함을 확[0161]

인하였다. 그 결과를 도 8에 나타내었다.

도 7은 시간의 흐름에 따른 GSH-CPT 마이셀의 DLS 결과를 나타낸 그래프이다.[0163]

도 8은 30일 이후의 GSH-CPT 마이셀의 TEM 이미지이다.[0164]

도 7에 나타낸 바와 같이, GSH-CPT 나노 입자 마이셀은 30 일동안 150 내지 200 nm의 크기를 안정하게 유지함을[0165]

확인하였다.

도 8에 나타낸 바와 같이, GSH-CPT 나노 입자 마이셀은 30 일 이후에도 20 내지 30 nm의 직경을 유지함을 확인[0166]

하였다.

실험예 4. GST-EGFR로 표면이 개질된 마이셀의 특성 및 안정성 분석[0168]

4.1 GST-EGFR로 표면이 개질된 마이셀의 특성 분석[0169]

CPT-GSH@GST-EGFR에서 CPT-GSH와 GST-EGFR  간의 결합 친화도를 확인하기 위해, 등온 적정 열랑계(Isothermal[0170]

titration calorimetry: ITC)를 통해 측정하고, 이를 도 9에 나타내었다.

보다 구체적으로, CPT-GSH 마이셀의 CAC 이상의 농도를 유지하기 위해 50 μM PBS 용액을 UV 마이크로 큐벳에[0171]

넣고, PBS 버퍼 중 GST-EGFR 500 μM을 세포에 적가하여 반응열을 측정하였다. 

도 9는 CPT-GSH와 GST-EGFR 간의 결합 친화도를 나타낸 그래프이다.[0172]

도 9에 나타낸 바와 같이, CPT-GSH와 GST-EGFR의 해리 상수 Kd는 1.158 μM± 0.359 μM임을 확인하였다. 이는[0173]

CPT-GSH를 포함하는 마이셀과 GST-EGFR간의 강한 결합이 발생함을 의미한다.

4.2 CPT-GSH@GST-EGFR의 안정성 분석[0175]

GST-EGFR로 표면을 개질한 CPT-GSH@GST-EGFR의 구조적 안정성을 확인하기 위해, CPT-GSH를 포함하는 마이셀의[0176]

농도를 고정하고, GST-EGFR의 농도를 증가시키면서 복합체를 형성하였다. 그리고 상기 복합체의 구조를 DLS를

통해 측정하고 이를 도 10에 나타내었다. 

추가로, GSH-CPT 및 GST-EGFR의 비율이 20 : 1이 되도록 GST-EGFR로 표면이 개질된 CPT-GSH@GST-EGFR에서 CPT-[0177]

GSH의 농도(15 μM 및 150 μM)를 달리하여 DLS를 측정하여 CPT-GSH의 농도가 CPT-GSH@GST-EGFR의 형성에 영향

을 미치지 않음을 확인하였고, 이를 도 11에 나타내었다.
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도 10은 CPT-GSH를 포함하는 마이셀의 표면을 GST-EGFR의 농도를 달리하여 개질한 마이셀의 크기를 측정한 DLS[0179]

그래프이다.

도 10에 나타낸 바와 같이, CPT-GSH 및 GST-EGFR의 비율이 20 내지 10000 : 1인 경우, 마이셀 피크가 200 nm에[0180]

서 관측되어, 모든 마이셀이 안정함을 확인하였다. 반면, CPT-GSH 및 GST-EGFR의 비율이 5 내지 10 : 1인 경우,

마이셀 피크가 10 nm 및 200 nm 모두에서 관측되어, 일부 마이셀에서 분해가 발생함을 확인하였다. 이는, CPT-

GSH@GST-EGFR에서, CPT-GSH 및 GST-EGFR의 비율을 적어도 10 : 1로 하는 경우, 마이셀이 안정하게 형성됨을 의

미한다.

도 11은 CPT-GSH@GST-EGFR에서 CPT-GSH의 농도가 15 μM, 또는 150 μM일 때의 마이셀의 크기를 측정한 DLS 그[0181]

래프이다.

도 11에 나타낸 바와 같이, 이는 CPT-GSH의 농도가 15 μM인 경우와 150 μM인 경우 모두 동일한 위치에서 마이[0182]

셀 피크가 관측됨을 확인하였다. 이와 같은 결과는 CPT-GSH의 농도가 GST-EGFR로 표면이 개질된 마이셀의 안정

성에 영향을 미치지 않음을 의미한다.

이에  더하여,  CPT-GSH@GST-EGFR의  안정성을  측정하기  위해,  DiO-DiI  염료의  형광  공명  에너지  전달[0184]

(fluorescence resonance energy transfer: FRET)을 이용한 실험을 수행하였다. 

보다 구체적으로, CPT-GSH를 포함하는 마이셀에 DiO-DiI 염료를 로딩한 후 GST-EGFR 단백질의 유무에 따른 FRET[0185]

강도를 측정하고, 그 결과를 도 12에 나타내었다.

도 12는 CPT-GSH 마이셀 및 CPT-GSH@GST-EGFR의 FRET 강도를 나타낸 그래프이다.[0186]

도 12에 나타낸 바와 같이, CPT-GSH@GST-EGFR과 CPT-GSH 마이셀은 FRET 강도에서 차이가 없음을 확인하였다. 이[0187]

는 GST-EGFR로 표면이 개질된 마이셀이 안정함을 의미한다. 

실험예 5. 삼중음성유방암(triple negative breast cancer: TNBC) 세포에 대한 선택적 항암 활성 확인[0189]

상기 실시예 6.에서 제조된 전구체약물 나노 입자 마이셀 및 이를 GST-EGFR로 표면 개질한 CPT-GSH@GST-EGFR의[0190]

선택적 항암 활성을 확인하였다.

보다 구체적으로, TNBC 세포주인 MDA-MB-231 세포 및 정상 마우스 섬유아세포인 NIH-3T3 세포를 ATCC에서 구입[0191]

하고, 상기 MDA-MB-231 세포 및 NIH-3T3 세포를 10 % FBS 및 1 % 페니실린/스트렙토마이신(Life Technologie

s)을 포함하는 DMEM 배지에서 37 ℃ 및 10 %의 CO2의 조건 하에 배양하였다. 그리고 MDA-MB-231 세포 및 NIH-

3T3 세포 각각에 CPT, CPT-GSH, 및 CPT-GSH@GST-EGFR을 처리하고, 96 시간 동안 각 세포를 인큐베이팅하였다.

그리고 MTT 어세이(MTT assay)를 통해 각 세포에 대한 CPT, CPT-GSH, 및 CPT-GSH@GST-EGFR의 세포독성을 조사

하였다. 그리고 그 결과를 도 13에 나타내었다.

도 13은 CPT,  CPT-GSH,  및 CPT-GSH@GST-EGFR의 MDA-MB-231  세포(왼쪽 그래프) 및 NIH-3T3  세포(오른쪽 그래[0192]

프)에 대한 세포독성을 나타낸 그래프이다.

도 13에 나타낸 바와 같이, TNBC 세포주인 MDA-MB-231 세포에 대해 CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR 모두 CPT 만[0193]

큼 높은 세포독성을 보임을 확인하였다. 특히, CPT-GSH@GST-EGFR에서 현저히 향상된 세포독성을 보임을 확인하

였다: CPT의 IC50은 8.9 μM, CPT-GSH의 IC50은 18.7 μM, CPT-GSH@GST-EGFR의 IC50은 3.1 μM.

반면에, 정상 마우스 섬유아세포인 NIH-3T3 세포에서는 CPT-GSH@GST-EGFR의 IC50은 50 μM 초과, CPT-GSH의 IC50[0194]

은 46.1 μM로 확인되어, CPT 보다 현저히 낮은 세포독성을 보임을 확인하였다: CPT의 IC50은 6.0 μM. 

이러한 결과는, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR를 이용하는 경우, 암세포만을 선택적으로 타겟할 수 있어, 약물만[0195]

을 투여한 경우 대비 약물로 인한 부작용을 현저히 감소시킬 수 있음을 의미한다.

추가로, 공초점레이저 주사 현미경(confocal laser scanning microscope: CLSM)을 이용하여 CPT, CPT-GSH, 및[0197]
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CPT-GSH@GST-EGFR의 세포 내제화(intracellular internalization) 정도를 측정하였다. 상기 공초점 레이저 스

캐닝 현미경 이미지는 LSM780으로 촬영하였다.

보다 구체적으로, 30 μM의 CPT, 30 μM의 CPT-GSH, 및 30 μM의 CPT-GSH@GST-EGFR 각각을 MDA-MB-231 세포 및[0198]

NIH-3T3  세포에  6  시간  동안  처리한  후,  상기  세포에  Lysotracker  Red  DND-99를  처리하여  세포내이입

(endocytosis)된 정도를 측정하였다. 그 결과, MDA-MB-231 세포의 경우, CPT-GSH@GST-EGFR에서 CPT 및 CPT-GSH

보다 현저히 높은 녹색 강도(green  intensity)가  측정되었다.  또한,  CPT-GSH@GST-EGFR에서 Lysotracker와의

Pearson 계수(Pearson's coefficient)는 0.8로 높은 주업도를 보임을 확인하였다. 반면, NIH-3T3 세포의 경우,

CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR 모두에서 녹생 강도가 관측되지 않음을 확인하였다. 또한, MDA-MB-231에 대

한 타겟팅이 생체 내에서 많은 종류의 단백질이 존재하는 경우에도 효과적으로 유지되는지 확인하기 위해, 상기

와 같이 혈청 조건에서 공초점레이저 주사 현미경을 이용하여 세포 내제화 정도를 측정하였다. 그 결과, 모든

실험 조건(bare, 10 %, 55 %)에서 높은 녹색 강도가 관찰되었다. 그리고 그 결과를 도 14에 나타내었다.

도 14는 MDA-MB-231 세포, NIH-3T3 세포, 및 55 %의 혈청에서 CPT-GSH@GST-EGFR의 세포 내제화를 측정한 이미[0199]

지이다.

도  14에  나타낸  바와  같이,  CPT-GSH,  및  CPT-GSH@GST-EGFR는  정상  세포주인  NIH-3T3  세포를  타겟팅하지[0200]

않으며, TNBC 세포주인 MDA-MB-231만을 선택적으로 타겟팅함으로써, 선택적인 항암활성을 보임을 확인하였다.

실험예 5. 종양(tumor) 표적화능 및 종양 성장 억제 확인[0202]

CPT-GSH@GST-EGFR의 종양에 대한 표적화능을 조사하기 위해, IR780을 CPT-GSH, CPT-GSH@GST 및 CPT-GSH@GST-[0203]

EGFR에 각각 로딩하고, 상기 IR780이 로딩된 CPT-GSH, CPT-GSH@GST 및 CPT-GSH@GST-EGFR을 MDA-MB-231 종양 이

종이식 누드 마우스 모델의 정맥에 주사하였다: 상기 CPT-GSH@GST는 CPT-GSH 마이셀의 표면을 애피바디가 결합

되지 않은 GST로 개질한 마이셀이다. 주사 후 24 시간이 경과한 때, MDA-MB-231 마우스 모델의 종양 부위에서의

IR 780의 강도를 측정하였다. 또한, 주사 후 72 시간이 경과한 때, MDA-MB-231 마우스 모델의 기관(organ)에서

의 IR 780의 강도를 측정하였다. 그 결과를 도 15에 나타내었다.

도 15는 CPT-GSH, CPT-GSH@GST 및 CPT-GSH@GST-EGFR가 투여된 마우스에서 IR780 강도를 측정한 이미지이다.[0204]

도 15에 나타낸 바와 같이, CPT-GSH, CPT-GSH@GST 및 CPT-GSH@GST-EGFR 모두에서 마우스의 다른 기관보다 종양[0205]

부위에서 마이셀이 많이 축적됨을 확인하였다. 특히, CPT-GSH@GST-EGFR가 CPT-GSH, CPT-GSH@GST 대비 마우스의

종양 부위에서 현저하게 많이 축적됨을 확인할 수 있었다.

또한, MDA-MB-231 마우스 모델에게 2 mg/kg의 CPT, 2 mg/kg의 CPT-GSH 및 2 mg/kg의 CPT-GSH@GST-EGFR을 각각[0207]

3일 간격으로 정맥주사로 투여한 후, CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR의 종양 성장 억제 효과를 측정하였다.

그리고, 투여 28 일이 경과한 때 각 마우스에서 종양세포를 절제한 후, 헤마톡실린 및 에오신(hematoxylin and

eosin: H&E) 염색을 통해 종양세포의 양상을 조사하였다. 또한, 종양에 대한 TUNEL 분석(TUNEL assay kit)을

통해 종양 세포에서의 세포사멸 정도를 조사하였다. 그리고 그 결과를 도 16에 나타내었다.

도 16은 MDA-MB-231 마우스 모델에 CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR을 투여한 후 종양 성장 억제 효과를 확[0209]

인한 이미지 및 그래프이다:

도 16a는 CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR의 투여에 따른 종양의 크기 변화를 나타난 이미지이고, 도 16b는[0210]

CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR의 투여에 따른 종양의 부피 및 무게 변화를 시간의 흐름에 따라 나타낸 그래

프이며, 도 16c는 CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR를 투여한 종양 세포를 H&E 염색한 이미지이고, 도 16d는

CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR의 투여에 따른 종양 세포에서의 세포사멸 정도를 관찰한 TUNEL 분석 이미지

이다.

도 16a 내지 도 16d에 나타낸 바와 같이, CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR 모두에서 종양 성장 억제 효과를[0211]

확인하였으며, 체중의 변화가 나타나지 않아 CPT, CPT-GSH 및 CPT-GSH@GST-EGFR 모두에서 부작용이 없음을 확인

하였다. 특히, CPT-GSH@GST-EGFR에서 종양의 크기가 현저히 감소함을 확인하여, CPT-GSH@GST-EGFR의 종양 성장

억제능이 CPT, 및 CPT-GSH 대비 현저히 뛰어남을 확인하였다. 
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또한,  H&E  염색을 통해 CPT-GSH@GST-EGFR을 처리한 종양 세포에서만 병리학적 손상이 관찰됨을 확인하였고,[0212]

TUNEL 분석을 통해 CPT-GSH@GST-EGFR을 처리한 경우에만 TUNEL 양성 세포인 녹색 형광이 관찰됨을 확인하였다.

이는 CPT-GSH@GST-EGFR가 종양 선택적으로 아폽토시스(apoptosis)를 유도하여 선택적 항종양 효과를 나타냄을

의미한다.
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