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특허청구의 범위

청구항 1 

(a) 다공성 실리카 나노입자; 및 (b) 상기 나노입자를 코팅하는 키토산(chitosan)을 포함하는 pH-반응성 약물

전달용 나노입자.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 상기 나노입자는 220 ㎚ 내지 240 ㎚의 직경을 갖는 것을 특징으로 하는 나노입자.

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 상기 나노입자는 중성 pH 반응 조건에서의 약물 방출 속도와 비교하여 산성 pH 반응 조건에

서 약 1.5 내지 2배의 약물 방출 속도를 갖는 것을 특징으로 하는 나노입자.

청구항 4 

제 1 항에 있어서, 상기 나노입자는 +2.5 내지 +3.0의 제타 전위(Zeta potential)를 갖는 것을 특징으로 하는

나노입자.

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 상기 약물은 항암제인 것을 특징으로 하는 나노입자.

청구항 6 

제 5 항에 있어서, 상기 항암제는 독소루비신(doxorubicin),  싸이클로포스파마이드(cyclophosphamide), 메토트

렉세이트(methotrexate),  파클리탁셀(paclitaxel),  치오테파(thiotepa),  미톡산트론(mitoxantrone),  빈크리스

틴(vincristine),  캄토테신(camptothecin) 또는 Daunorubicin(다우노루비신)인 것을 특징으로 하는 나노입자.

청구항 7 

다음의 단계를 포함하는 pH-반응성 약물 전달용 나노입자를 제조 방법:

(a) 수산화암모늄, 에틸알코올 및 디에틸에테르를 포함하는 수용액에 양이온성 계면활성제를 첨가하는 단계;

(b) 상기 단계 (a)의 결과물에 실리카 원료를 첨가하는 단계;

(c) 상기 단계 (b)의 결과물을 원심분리하여 침전물을 수득하는 단계;

(d) 상기 침전물을 염산 및 에틸알코올의 혼합액에 침지하여 양이온성 계면활성제를 제거하는 단계;

(e) 상기 단계 (d)의 결과물을 가소(calcination)하여 다공성 실리카 나노입자를 제조하는 단계;

(f) 상기 다공성 실리카 나노입자의 분산물에 아미노실란(aminosilane)을 첨가하여 상기 다공성 실리카 나노입

자의 표면에 아미노기를 생성하는 단계;

(g) 상기 단계 (f)의 결과물에 키토산 용액을 첨가하여 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자를 제조하는 단계;

및
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(h) 상기 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자에 약물을 내장(loading)하는 단계.

청구항 8 

제  7  항에  있어서,  상기  단계  (a)의  양이온성  계면활성제는  CTAB(Cetyl  trimethylammonium  bromide),

CPC(Cetylpyridinium chloride), BAC(Benzalkonium chloride), BZT(Benzethonium chloride), 5-브로모-5-니트

로-1,3-다이옥산(5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxane),  디메틸디옥타데실암모늄  클로라이드

(Dimethyldioctadecylammonium  chloride),  세트리모늄  브로마이드(Cetrimonium  bromide)  또는

DODAB(Dioctadecyldimethylammonium bromide)인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 9 

제  7  항에  있어서,  상기  단계  (b)의  실리카  원료는  TEOS(Tetraethyl  orthosilicate),

TOMCATS(tetramethylcyclotetrasiloxane), 퓸드 실리카(fumed silica) 또는 규산나트륨(sodium silicate)인 것

을 특징으로 하는 방법.

청구항 10 

제 7 항에 있어서, 상기 단계 (e)의 가소는 6시간 내지 18시간동안 400℃ 내지 800℃에서 실시하는 것을 특징으

로 하는 방법.

청구항 11 

제  7  항에  있어서,  상기  단계  (f)의  아미노실란은  APTES  [(3-aminopropyl)-triethoxysilane],  APDEMS[(3-

aminopropyl)-diethoxy-methylsilane],  APDMES[(3-aminopropyl)-dimethyl-ethoxysilane]  또는  APTMS[(3-

aminopropyl)-trimethoxysilane]인 것을 특징으로 하는 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 ｐＨ-반응성 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

자극-반응성 고분자(stimuli response polymers)는 극적이고 가역적인 상(phase) 변화를 나타낸다.
1-3
   자극-반[0002]

응성 스마트 고분자는 약물 전달, 조직 공학용 스캐폴드(scaffold) 및 바이오센서로 적용가능한 많은 잠재력을

갖는다.
2
   특히, 다공성 표면을 갖는 실리카 나노입자는 생체적합성, 넓은 표면적 및 조절가능한 구멍 크기와

같은 장점으로 약물 전달에 적용하는데 많은 관심을 받고 있다.
4-6

   이러한 장점을 갖는 다공성 실리카 나노입

자는 약물 및 유전자 전달, 세포 이미징 및 암 치료에 적용되어왔다.
7-12

   이러한 항암제-로딩 다공성 실리카 나

노입자의 치료 효과에도 불구하고, 나노수송체가 용혈 및 세포 독성을 유도할 가능성이 있다고 알려져 왔다.
4,13

 일례로, 인간 폐암 세포에서 실리카 나노입자의 인비트로(in virto) 독성을 조사한 결과, 나노입자 처리량 및

노출 시간에 따라 세포 생존능이 감소하였다.
14
   또한,  실리카 나노입자는 총 활성산소종(Reactive  Oxygen

Species; ROS)의 농도를 증가시키고 글루타치온(glutathione)의 농도를 감소시킨다.
15
   나노입자에 의해 유도

된 산화 스트레스는 미토콘드리아의 막 손상 및 아폽토시스(apoptosis)를 조절하는데 중요한 역할을 한다.   이

는 실리카 나노입자에 의해 미토콘드리아 경로를 통한 아폽토시스가 유도되는 것을 의미한다.   더욱이, 인간
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내피 세포에서의 실리카 나노입자의 세포독성이 보고되었다.
16
   다양한 사이즈를 갖는 단순분산 무정형의 실리

카 나노입자를 합성하고 이의 내피세포 생존능에 대한 영향을 조사한 결과, 실리카 나노입자는 세포 독성 손상

을 야기하였고 내피 세포의 생존능을 감소시켰다.   작은 다공성 실리카 나노입자(직경 14 내지 16 ㎚)는 세포

독성을 야기하고, 큰 다공성 실리카 나노입자(직경 104 내지 335 ㎚)은 작은 다공성 실리카 나노입자와 비교하

여 낮은 세포 독성 반응을 나타내는 것은 나노입자의 표면적이 독성을 결정하는데 중요한 역할을 한다는 것을

의미한다.

실리카 나노입자에 의한 세포독성 및 용혈을 해결하기 위해, 자극-반응성 조절 방출 시스템이 개발되었다.   다[0003]

공성 실리카 나노입자의 표면을 기능화하는 다양한 전략이 사용되었다.   예컨대, siRNA 및 DNA 구조체를 세포

내  흡수  및  전달하기  위해  폴리에틸렌이민-코팅  다공성 실리카 나노입자가 개발되었다.
17
   폴리에틸렌이민

(polyethyleneimine) 고분자의 비공유 결합은 DNA 및 siRNA 구조체가 결합할 수 있는 양이온성 표면으로 인해

다공성 실리카 나노입자의 세포내 흡수를 증가시켰다.   폴리비닐피리딘[poly(vinyl pyriding); PVP]을 이용한

다공성 실리카 나노입자의 분자 조절 방출도 보고되었다.
18
   브로모(bromo)-기능화된 다공성 실리카를 합성하기

위해 다공성 실리카를 BMDMCS(bromomethyldimethylchlorosilane)과 반응하였다.   그 후, 실리카의 표면에 4기

(quaternized) 피리딘기를 통해 PVP를 결합하여 다공성 실리카 나노입자의 표면 상에 속박된(tethered) 고분자

층을 형성하였다.   이는 높은 pH에서 고분자의 탈양성화작용(deprotonation)이 소수성 상태를 만들어 분자의

방출을 억제하는 것을 보여준다.   반면에, 양성화된 PVP의 팽윤(swollen) 상태는 낮은 pH에서 분자 내로 침투

할 수 있다.   또한, 다공성 실리카 나노입자-기반 지질 이중층은 암 세포에 대한 다중성분 카고(cargo)의 표적

전달에 이용되었다.
10
   원세포는 독소루비신, siRNA 및 진단 제재(예컨대, 양자점)와 함께 로딩되었다.   선별

된 카고의 탈엔도좀(endosomal escape) 및 핵 축적을 개선하기 위해 변형하였다.   상부 표면적 나노기공 코어

의 높은 수용력을 항암제와 조합하여 표적 효율을 높였다.   다공성 실리카 나노입자의 잠재력에도 불구하고,

항암제를 전달하기 위한 pH-반응성 고분자-코팅된 실리카 나노입자는 아직 개발되지 않았다.

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다.   인용된 논문 및 특허[0004]

문헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명

의 내용이 보다 명확하게 설명된다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 생체 내 효과적인 약물 전달을 위한 나노입자를 개발하고자 노력하였다.   그 결과, 다공성 실리[0005]

카 나노입자의 표면을 키토산으로 코팅하는 경우에 pH에 따라 약물 방출이 제어됨을 확인함으로써 본 발명을 완

성하였다.

따라서, 본 발명의 목적은 pH-반응성 약물 전달용 나노입자를 제공하는 데 있다.[0006]

본 발명의 다른 목적은 pH-반응성 약물 전달용 나노입자를 제조 방법을 제공하는 데 있다.[0007]

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다.[0008]

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 (a) 다공성 실리카 나노입자; 및 (b) 상기 나노입자를 코팅하는 키토산[0009]

(chitosan)을 포함하는 pH-반응성 약물 전달용 나노입자를 제공한다.

본 발명자들은 생체 내 효과적인 약물 전달을 위한 나노입자를 개발하고자 노력하였다.   그 결과, 다공성 실리[0010]
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카 나노입자의 표면을 키토산으로 코팅하는 경우에 pH에 따라 약물 방출이 제어됨을 확인하였다.

본 발명의 pH-반응성 약물 전달용 나노입자는 키토산으로 코팅된 다공성 실리카 나노입자이다.[0011]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 나노입자는 220 ㎚ 내지 240 ㎚의 직경을 갖는다.   본 발명의 다른 구현[0012]

예에 따르면, 상기 나노입자는 225 ㎚ 내지 235 ㎚ 직경을 갖고, 본 발명의 특정 구현예에 따르면, 상기 나노입

자는 228 ㎚내지 232 ㎚ 직경을 갖는다.

본 발명의 나노입자는 식세포가 아닌 진핵세포에 의해 흡수될 수 있는 적합한 크기를 갖는다.[0013]

본 발명의 pH-반응성 약물 전달용 나노입자는 pH 반응조건에 따라 약물 방출을 제어할 수 있다.[0014]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 나노입자는 중성 pH 반응 조건에서의 약물 방출 속도와 비교하여 산성 pH[0015]

반응 조건에서 약 1.5 내지 2배의 약물 방출 속도를 갖는다.   본 발명의 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 나

노입자는 48시간동안 중성 pH 반응 조건에서 약 50%의 약물을 방출하는데 반해, 산성 pH 반응 조건에서 약 90%

의 약물을 방출한다.

본 발명의 이러한 pH 반응성 약물 방출 효과는 키토산-코팅에 의한 것으로, 키토산을 코팅하지 않은 다공성 실[0016]

리카 나노입자의 약물 방출 효과와 구별된다.

상기 키토산을 코팅하지 않은 다공성 실리카 나노입자는 중성 pH 반응 조건 및 산성 pH 반응 조건에서 48시간[0017]

동안 약 90%의 약물을 방출하는 동일한 효과를 나타낸다.

본 명세서에서, 상기“중성 pH”는 pH 6.0 내지 pH 8.0을 의미한다.   본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 중[0018]

성 pH는 pH 7.0 내지 pH 7.5를 의미한다.

본 명세서에서, 상기 “산성 pH”는 pH 3.0 내지 pH 5.0을 의미한다.   본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 중[0019]

성 pH는 pH 4.0 내지 pH 4.5를 의미한다.

본 발명의 pH-반응성 약물 전달용 나노입자는 +2.5 내지 +3.0의 제타 전위(Zeta potential)를 갖는다.[0020]

상기  제타  전위는  콜로이드계의  동전지적(electrokinetic)  전위를  의미한다(Definition  of  electrokinetic[0021]

potential in "IUPAC. Compendium of Chemical Terminology", 2nd ed. (the "Gold Book"). Compiled by A. D.

McNaught and A. Wilkinson. Blackwell Scientific Publications, Oxford (1997)).

본 발명의 pH-반응성 약물 전달용 나노입자는 약물을 내장하며 pH에 따라 약물을 제어할 수 있다.[0022]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 약물은 항암제이고, 상기 항암제는 독소루비신(doxorubicin),  싸이클로포[0023]

스파마이드(cyclophosphamide), 메토트렉세이트(methotrexate), 파클리탁셀(paclitaxel), 치오테파(thiotepa),

미톡산트론(mitoxantrone), 빈크리스틴(vincristine),  캄토테신(camptothecin) 또는 Daunorubicin(다우노루비

신)이다.   본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 약물은 독소루비신이다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 다음의 단계를 포함하는 pH-반응성 약물 전달용 나노입자 제조방법을[0024]

제공한다.

(a) 수산화암모늄, 에틸알코올 및 디에틸에테르를 포함하는 수용액에 양이온성 계면활성제를 첨가하는 단계;[0025]

(b) 상기 단계 (a)의 결과물에 실리카 원료를 첨가하는 단계;[0026]

(c) 상기 단계 (b)의 결과물을 원심분리하여 침전물을 수득하는 단계;[0027]

(d) 상기 침전물을 염산 및 에틸알코올의 혼합액에 침지하여 양이온성 계면활성제를 제거하는 단계;[0028]

(e) 상기 단계 (d)의 결과물을 가소(calcination)하여 다공성 실리카 나노입자를 제조하는 단계;[0029]

(f) 상기 다공성 실리카 나노입자의 분산물에 아미노실란(aminosilane)을 첨가하여 상기 다공성 실리카 나노입[0030]

자의 표면에 아미노기를 생성하는 단계;

(g) 상기 단계 (f)의 결과물에 키토산 용액을 첨가하여 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자를 제조하는 단계;[0031]

및

(h) 상기 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자에 약물을 내장(loading)하는 단계.[0032]
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본 발명의 pH-반응성 약물 전달용 나노입자 제조방법을 통해 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자를 제조한다.[0033]

먼저, 수산화암모늄, 에틸알코올 및 디에틸에테르를 포함하는 수용액에 양이온성 계면활성제를 첨가한다.[0034]

본  발명의  일  구현예에  따르면,  상기  양이온성  계면활성제는  CTAB(Cetyl  trimethylammonium  bromide),[0035]

CPC(Cetylpyridinium chloride), BAC(Benzalkonium chloride), BZT(Benzethonium chloride), 5-브로모-5-니트

로-1,3-다이옥산(5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxane),  디메틸디옥타데실암모늄  클로라이드

(Dimethyldioctadecylammonium  chloride),  세트리모늄  브로마이드(Cetrimonium  bromide)  또는

DODAB(Dioctadecyldimethylammonium bromide)이다.   본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 양이온성 계면활

성제는 CTAB이다.

상기 양이온성 계면활성제를 첨가한 수산화암모늄, 에틸알코올 및 디에틸에테르를 포함하는 수용액에 실리카 원[0036]

료를 첨가한다.

본  발명의  일  구현예에  따르면,  상기  실리카  원료는  TEOS(Tetraethyl  orthosilicate),[0037]

TOMCATS(tetramethylcyclotetrasiloxane), 퓸드 실리카(fumed silica) 또는 규산나트륨(sodium silicate)이다.

 본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 실리카 원료는 TEOS이다.

다음, 상기 단계 (b)의 결과물을 원심분리하여 침전물을 수득한다.   상기 침전물은 다공성 실리카 나노입자이[0038]

다.   수득한 침전물을 염산 및 에틸알코올 혼합액에 침지하여 양이온성 계면활성제를 제거한다.

상기 양이온성 계면활성제의 제거를 완전한 제거 및 상기 다공성 실리카 나노입자의 다공성 형태를 유지하기 위[0039]

해 가소(calcination)한다.

본  발명의  일  구현예에  따르면,  상기  단계  (e)의  가소는  6시간  내지  18시간동안  400℃  내지  800℃에서[0040]

실시한다. 본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 가소는 9시간 내지 15시간 동안 500℃ 내지 700℃에서 실시한

다.

다음, 상기 다공성 실리카 나노입자의 표면에 아미노기를 생성하기 위해, 다공성 실리카 나노입자의 분산물에[0041]

아미노실란(aminosilane)을 첨가한다.

본  발명의  일  구현예에  따르면,  상기  아미노실란은  APTES  [(3-aminopropyl)-triethoxysilane],  APDEMS[(3-[0042]

aminopropyl)-diethoxy-methylsilane],  APDMES[(3-aminopropyl)-dimethyl-ethoxysilane]  또는  APTMS[(3-

aminopropyl)-trimethoxysilane]이다.   본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 아미노실란은 APTES이다.

다음, 상기 단계 (f)의 결과물에 키토산 용액을 첨가하여 교반하고, 원심분리를 실시하여 키토산-코팅 다공성[0043]

실리카 나노입자를 수득한다.

마지막으로, 상기 키토산 코팅 다공성 실리카 나노입자에 약물을 내장한다.[0044]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 약물은 항암제이고, 상기 항암제는 독소루비신(doxorubicin),  싸이클로포[0045]

스파마이드(cyclophosphamide), 메토트렉세이트(methotrexate), 파클리탁셀(paclitaxel), 치오테파(thiotepa),

미톡산트론(mitoxantrone), 빈크리스틴(vincristine),  캄토테신(camptothecin) 또는 Daunorubicin(다우노루비

신)이다.   본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 약물은 독소루비신이다.

본 발명의 pH-반응성 약물 전달용 나노입자 제조방법을 통해 제조된 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자는 중[0046]

성 pH 반응 조건에서의 약물 방출 속도와 비교하여 산성 pH 반응 조건에서 약 1.5 내지 2배의 약물 방출 속도를

갖는다.

발명의 효과

본 발명의 특징 및 이점을 요약하면 다음과 같다: [0047]

(a) 본 발명은 pH-반응성 약물 전달용 나노입자 및 이의 제조방법을 제공한다.[0048]

(b) 본 발명은 pH에 따라 나노입자로부터 용이하게 약물 방출 속도를 제어할 수 있다.[0049]

(c) 본 발명의 pH-반응성 약물 전달용 나노입자는 진핵세포에 의해 흡수 될 수 있는 적합한 크기를 제공한다.[0050]
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도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 pH-반응성 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자로부터 약물 방출이 pH에 의해 조절되는 것을[0051]

도식화하여 보여준다.

도 2a 내지 도 2d는 다공성 실리카 나노입자의 형태적 특징을 보여준다.   도 2a는 다공성 실리카 나노입자의

FE-SEM 이미지를 보여주고, 도 2b는 원소적 특징을 나타낸다.   도 2c 및 도 2d는 다공성 실리카 나노입자의

TEM 이미지를 나타낸다.

도 3a 내지 도 3d는 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자의 형태적 특징을 보여준다.   도 3a는 키토산-코팅 다

공성 실리카 나노입자의 FE-SEM 이미지를 보여주고, 도 3b는 원소적 특징을 나타낸다.   도 3c 및 도 3d는 키토

산-코팅 다공성 실리카 나노입자의 TEM 이미지를 나타낸다.

도 4a 및 도 4b는 다공성 실리카 나노입자의 크기 분포 및 제타전위 측정 결과를 보여준다.   상기 다공성 실리

카 나노입자의 평균 직경은 225 ㎚이고, 평균 제타전위는 -2.67이다.

도 5a 및 도 5b는 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자의 크기 분포 및 제타전위 측정 결과를 보여준다.   상기

키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자의 평균 직경은 230 ㎚이고, 평균 제타전위는 +2.79이다.

도 6a 내지 도 6c는 다공성 실리카 나노입자 표면의 아미노기에 FITC와 결합하여 관찰한 결과를 보여준다.   도

6a는 명시야(bright field) 이미지, 도 6b는 형광 이미지 및 도 6c는 명시야 이미지와 형광 이미지를 병합한 이

미지를 나타낸다.

도 7은 다공성 실리카 나노입자의 pH 범위에 따른 제타전위를 나타낸다.

도 8a 내지 도 8c는 다공성 실리카 나노입자 및 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자의 독소루비신 방출을 비교

한 결과를 보여준다.   도 8a는 각 나노입자의 독소루비신 내장 효율을 나타낸다.   도 8b는 pH 7.4 조건에서의

독소루비신 방출 결과를 보여주고, 도 8c는 pH 4.4 조건에서의 독소루비신 방출 결과를 보여준다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.   이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체[0052]

적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예[0053]

실험재료 및 실험방법[0054]

실험재료[0055]

CTAB(Cetyltrimethylammonium bromide), 액상 암모니아(NH4OH, 25-28%), 염산(HCl, 36-38%), FITC(Fluorescein[0056]

isothiocyanate),  TEOS(Tetraethylorthosilicate),  APTES[(3-Aminopropyl)  triethoxysilane],  키토산

(MW=60,000 내지 120,000) 및 염산 독소루비신을 시그마 사(Sima aldrich, 미국)로부터 구매하였다.   아세트

산(CH3COOH, 99.5% 순도), 톨루엔(99.8% 순도), 에틸 알코올(99.9% 순도) 및 디에틸에테르(99.5% 순도)는 삼전

순약공업사(Samchun Chemicals, 대한민국)로부터 구매하였다.

다공성 실리카 나노입자의 합성[0057]

낮은 계면활성제 조건 하에 암모니아-기반 촉매 방법으로 계층적(hierarchical) 다공성 실리카 나노입자를 제조[0058]

하였다(도 1).   실리카 재료로 TEOS를 사용하였다.   물, 에틸알코올 및 디에틸에테르를 공동용액으로 사용하

여 상온에서 반응을 실시하였다.   CTAB를 기질 및 계면활성제로 사용하였다.   암모니아 농도, TEOS 부피 및

반응 온도를 조절하여 입자 크기를 조절하였다.   일반적으로, 0.8 ㎖ 수산화암모늄, 10 ㎖ 에틸알코올 및 20

㎖ 디에틸에테르를 70㎖ 증류수에 용해한다.   500 ㎎ CTAB를 혼합액에 첨가하고 600 rpm으로 30분 동안 교반하

였다.   다음, 2.5 ㎖ TEOS를 신속하게 첨가하고, 600 rpm으로 4시간 동안 교반하였다.   여과를 통해 침전물을

수확하고 증류수로 세척하여 60℃에서 24시간동안 건조하였다.   15 ㎖ HCl 및 120 ㎖ 에틸알코올로 구성된 용
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액에서 70℃로 24시간동안 교반하여 CTAB 기질을 제거하였다.   기질을 제거하고 실리카 나노입자의 계층적 다

공성 형태를 유지하기 위해, 나노입자를 600℃에서 12시간동안 하소(calcination)하였다.   마지막으로, 다공성

실리카 나노입자를 증류수 및 에틸알코올로 수차례 세척하고 80℃에서 건조하였다.

키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자의 합성[0059]

1 g 키토산을 200 ㎖ 3% 아세트산에 용해하고 600 rpm로 24시간 동안 교반하여 키토산 용액(0.5 % w/v)을 제조[0060]

하였다(도 1).   10 ㎎ 다공성 실리카 나노입자를 5 ㎖ 에틸알코올에서 10분 동안 초음파파쇄하고 아세트산을

첨가하여 pH 3.5 내지 4.5로 조정하였다.   다음, 다공성 실리카 나노입자 분산물에 200 ㎕ APTES를 첨가하고 4

시간동안 상온에서 교반하였다.   마지막으로, 분산물에 5 ㎖ 키토산 용액을 첨가하고 24시간 동안 상온에서 교

반하였다.   10,000 rpm으로 원심분리를 실시하여 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자를 수득하고 증류수 및

에틸알코올로 세척한 후 동결건조 하였다.

독소루비신-로딩된 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자[0061]

독소루비신을 다공성 실리카 나노입자 및 키토산-코팅 실리카 나노입자에 로딩하였다.   10 ㎎ 다공성 실리카[0062]

나노입자를 5 ㎖ PBS(Phosphate Buffered Saline) 용액에 10분 동안 초음파 처리하였다.   다음, 500 ㎍ 독소

루비신을 첨가하고 600 rpm으로 24시간동안 교반하였다.   10,000 rpm으로 원심분리를 실시하여 독소루비신-로

딩 다공성 실리카 나노입자를 수확하고 상층액을 약물 로딩 효율을 측정하는데 사용하였다.   최종산물을 증류

수로 세척하고 동결건조 하였다.   독소루비신-로딩 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자를 합성하기 위해, 10

㎎ 키토산-코팅된 다공성 실리카 나노입자를 초음파파쇄기를 이용하여 500 ㎍ 독소루비신을 포함하는 5 ㎖ PBS

용액에 용해하고 혼합물을 600 rpm으로 24시간동안 교반하였다.   다음, 0.2 M NaOH를 첨가하여 pH 9로 조정하

고 10,000 rpm으로 원심분리하여 최종산물을 수확하였다.   내장 효율을 측정하기 위해 상층액을 분석하였다.

 독소루비신-로딩 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자를 PBS 용액으로 수차례 세척한 후, 원심분리하고 동결건

조 하였다.   약물의 내장 효율은 다음의 수학식으로 산출하였다:

약물 내장 효율(%)=(상층액 내 약물의 양/약물 전체의 양)×100[0063]

약물 방출 분석[0064]

다공성 실리카 나노입자 및 키토산-코팅 실리카 나노입자로부터 방출된 독소루비신을 분석하기 위해, 나노입자[0065]

를 pH 4.4 및 pH 7.4의 10 ㎖ PBS 용액에 각각 분산하였다.   혼합물을 진탕배양기에서 100 rpm으로 37℃ 조건

에서 교반하였다.   1 ㎖ 샘플을 다른 시간 간격(1 내지 48시간)에 수집하고 1 ㎖ PBS 용액으로 대체하여 10 ㎖

부피를 유지하였다.   샘플을 1,000 rpm으로 원심분리를 실시하여 독소루비신의 조절성 방출을 측정하기 위해

상층액을 분석하였다.   표준곡선에 대입하여 UV-가시 분광광도계를 이용하여 465 ㎚ 파장에서 다공성 실리카

나노입자 및 키토산-코팅 실리카 나노입자로부터 방출된 독소루비신의 양을 산출하였다.

실험 결과 및 토론[0066]

다공성 실리카 나노입자의 합성 및 특징[0067]

액상 조건하에 양이온성 CTAB-기질 및 암모니아수 촉매제를 이용하여 다공성 실리카 나노입자를 제조하였다(도[0068]

1).   CTAB는 HCl 추출 및 실리카 나노구의 표면 구멍을 생성하기 위한 가소(calcination)에 의해 제거되었다.

 나노입자의 형태를 주사형 전자현미경(Field Emission-Scanning Electron Microscope; FE-SEM) 및 투과형 전

자 현미경(Transmission electron Microscope; TEM) 분석한 결과, 구형-형태의 나노입자는 표면에 계급적 구멍

을 보여주었다(도 2a,  2c  및 2d).    다공성 실리카의 합성은 오르토규산(orthosilicic  acid)의 인 시츄(in

situ) 중합을 위해 기질로서 역할을 하는 양쪽친매성 계면활성제 분자의 액상-크리스탈의 중간상 형성을 기반으

로 한다.   상기 합성은 산성 또는 염기성 하에 수행될 수 있고, 규산나트륨, 규산염 나노입자 및 실란(silan

e)의 테트라-알킬 산화물을 실리카의 원료로 사용할 수 있다.   다공성 실리카의 합성은 주형제, 중성적이거나

대전된 수용액 계면활성제를 필요로 한다.   공지된 바와 같이, 기질은 전구체(예컨대, 오르토규산의 이스터)로

부터 규산염의 중합 반응을 지시한다.
19
   다공성 실리카의 입자 크기 및 형태는 가수분해율, pH, 실리카 원료의
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축합 및 실리카 고분자 및 결집된 기질 간의 상호작용의 규모에 의해 조절된다.

키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자의 합성 및 특성[0069]

자극-반응성 천연 생체고분자물질인 키토산은 β-(1-4)-결합  글루코사민 단위체와 N-아세틸-D-글루코사민으로[0070]

구성된 양이온성 다당류이다.
3,20,21

   pH-반응성 고분자 전해질 층을 생성하기 위해, 키토산을 사용하여 SiO2의

표면을 코팅하였다(도 1).   SiO2 나노입자를 변형하고, Si-O-Si 결합을 형성하기 위한 SiO2 표면 상에 실라놀

(silanol) 기와 반응하기 위해 APTES를 사용하였다.   SiO2 나노입자의 표면 상에 교차결합을 형성하기 위해 키

토산 용액에 첨가하였다.
22
   키토산 층을 함유하는 SiO2 나노입자의 형태를 주사형 전자현미경 및 투과형 전자

현미경 분석으로 조사하였다(도 3).   원소적 특징은 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자 내 Si, N, O 및 C를

보여준다(도 3b).   동적 광산란법(Dynamic Light Scattering; DLS) 및 제타 전위를 적용하여 키토산-코팅 다

공성 실리카 나노입자의 크기 및 전하를 분석하였다(도 4 및 도 5).   단순분산된 키토산-코팅 실리카 나노입자

(직경 230 ㎚)의 사이즈가 실리카 나노입자(직경 225 ㎚)와 비교하여 큰 것(도 4 및 도 5)은 키토산이 5 ㎚의

두께로 실리카 나노입자의 표면에 코팅된 것을 의미한다.   제타 전위를 측정한 결과, 실리카 나노입자는 음성

전위(-2.67 ㎷)를 나타내고, 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자는 양이온성 다당류 키토산에 의해 2.79 ㎷로

증가된 것을 나타낸다(도 4 및 도 5).   결과적으로, 키토산이 실리카 나노입자 상에 코팅된 것을 확인하였다.

 FITC(Fluorescein isothiocyanate)는 아민과의 반응을 통해 안정적인 티오우레아를 형성하는 대표적인 아민 표[0071]

지 시약이다.   FITC 표지 전에는 어떠한 스펙트롬더 나타나지 않은 것과 비교하여, FITC 표지 후 FITC-아민-다

공성 실리카 나노입자 현탁액의 최대 흡수 흡수 스펙트럼을 나타내어 FITC가 결합된 것을 확인하였다(도 6).

항암제의 조절성 방출[0072]

다공성 실리카를 전달체로 사용하여 약물 전달에 적용하였다.   약물과 나노입자 간의 상호작용을 향상시키기[0073]

위해 실리카의 표면 기능화를 적용하였다.   표면-기능화된 실리카의 방출율(release rate)은 기능화하지 않은

실리카의 방출율과 유의한 차이를 나타내지 않았다.   또한, 비-자가포식성 진핵세포는 500 ㎚ 보다 크기가 큰

입자를 흡수할 수 있고, 200 ㎚보다 크기가 작은 입자의 경우에 흡수 효율이 증가하는 것이 보고되었다.   이는

본 발명의 나노입자를 약물 전달에 적용하는데 유용할 것임을 뒷받침한다.
23
   생체적합성 고분자-코팅 나노입자

는 약물의 전달 및 조절 방출을 조절하는데 많은 관심을 받고 있다.
24
   본 발명에서 항암제인 독소루비신은 다

공성 실리카 나노입자 및 키토산-코팅 실리카 나노입자로부터 pH-의존 조절 방출되는지 분석하기 위해 사용하였

다.   다양한 변수(예컨대, 입자 크기, 분해속도, 분자량, 습윤 및 고분자와 약물간의 결합 친화성)은 약물 방

출을 조절하는데 중요한 역할을 한다.
25
   다공성 실리카 나노입자 및 키토산-코팅 실리카 나노입자로부터 방출

된 독소루비신의 농도를 정량화하였다.   1시간 동안 pH 7.4에서 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자(15%)와

비교하여 다공성 실리카 나노입자로부터 독소루비신이 빠르게 방출(28%)되었다(도 8b).   pH 7.4에, 48시간 동

안 다공성 실리카 나노입자로부터 85% 독소루비신이 방출되었다.   반면에, 동일한 조건에서 키토산-코팅 다공

성 실리카 나노입자는 53%의 느린 약물 방출을 나타내었다.   이러한 느린 약물 방출은 다공성 실리카 나노입자

의 표면에 코팅된 키토산에 기인한다.   이는 키토산 사슬이 pH 7.4에서 탈이온화되어 나노운반체의 다공성 표

면 상에 보호막 층이 무너지기 때문이다.   반면에, pH 4.4에서 48시간 동안 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입

자는 많은 양(90%)의 독소루비신을 방출한다(도 8c).   이는 독소루비신 분자가 빈 나노구 안으로 캡슐화되고

표면 상에 양성 전하 및  아미노 기능화 기로 인해 키토산 층에 흡착되기 때문이다.
26
   다른 pH에서의 독소루비

신 방출의 특징은 실리카 나노입자의 표면 상의 키토산 층의 붕괴(collapse) 및 팽윤(swelling)에 기인한다.

산성 pH에서, 양이온성 키토산 사슬은 이온화되고 팽윤하여 키토산-코팅 다공성 실리카 나노입자의 구멍이 열린

다.
3,27

   결과적으로, pH-반응성 키토산은 약물 방출을 조절하는데 중요한 역할을 하는 것이다.

결론[0074]

본 발명은 표면에 계층적 다공성을 갖는 실리카 나노입자를 합성하였다.   다공성 실리카 나노입자의 표면을 아[0075]
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미노기로 기능화하고 키토산을 표면에 코팅하였다.   다공성 실리카 나노입자 및 키토산-코팅 실리카 나노입자

내로 항암제(예컨대, 독소루비신)을 로딩하였다.   본 발명은 pH 7.4 조건에서 키토산-코팅 다공성 실리카 나노

입자로부터 독소루비신이 느리게 방출됨을 보여준다.   반면에, 키토산의 pH 민감성으로 인해 pH 4.4에서 키토

산-코팅 다공성 실리카 나노입자로부터 빠르게 방출됨을 보여준다.   따라서, 본 발명의 pH-반응 조절성 키토산

-코팅 다공성 실리카 나노입자는 항암제 전달에 유용한 전달체가 될 것이다.
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이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0104]

구체적인 기술은 단지 바람직한 구현예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.

공개특허 10-2015-0014560

- 12 -



도면

도면1

도면2

공개특허 10-2015-0014560

- 13 -



도면3

도면4

공개특허 10-2015-0014560

- 14 -



도면5

도면6

공개특허 10-2015-0014560

- 15 -



도면7

공개특허 10-2015-0014560

- 16 -



도면8

공개특허 10-2015-0014560

- 17 -


	문서
	서지사항
	요 약
	대 표 도
	특허청구의 범위
	명 세 서
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	해결하려는 과제
	과제의 해결 수단
	발명의 효과

	도면의 간단한 설명
	발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

	도면
	도면1
	도면2
	도면3
	도면4
	도면5
	도면6
	도면7
	도면8




문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
특허청구의 범위 3
명 세 서 4
 기 술 분 야 4
 배 경 기 술 4
 발명의 내용 5
  해결하려는 과제 5
  과제의 해결 수단 5
  발명의 효과 7
 도면의 간단한 설명 8
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 8
도면 13
 도면1 13
 도면2 13
 도면3 14
 도면4 14
 도면5 15
 도면6 15
 도면7 16
 도면8 17
