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(57) 요 약

본 발명은 표적 지향성 펩타이드를 포함하는 재조합 자기조립성 단백질 및 그의 용도에 관한 것이다. 본 발명에

따른 표적 지향성 펩타이드를 포함하는 재조합 자기조립성 단백질은 추가적인 표적 지향성 부여 과정을 필요로

하지 않기 때문에 화학적 결합제 또는 안정화제 등의 보조제를 사용하지 않고도 원하는 약물을 표적 조직 또는 

(뒷면에 계속)
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표적 세포로 전달하는 것이 가능하며, 이로써 광열 치료, 약물 전달 또는 이미징 등에 사용가능하다. 

특히, 본 발명에 따르면 추가적인 표면 안정화 과정이나 표적 지향성 부여 과정 없이도, 표적 지향성을 가지면서

균일한 고밀도의 금 나노입자가 단백질 표면에 결합되어 있는 금-단백질 나노입자 융합체를 제작할 수 있다. 본

발명에 따른 금-단백질 나노입자 융합체는 기존의 금 나노입자에 비하여 pH의 변화 및 농도의 변화에 구조적 안

정성을 보이며 표적 지향성 또한 우수하므로, 금 나노입자의 광열 치료 요법에 있어서 획기적인 활용도의 증진을

가져다 줄 수 있다. 
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특허청구의 범위

청구항 1 

자기조립성 단백질에 융합된 표적 지향성 펩타이드를 포함하는 재조합 자기조립성 단백질.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 자기조립성 단백질은 페리틴 또는 B형 간염 바이러스(HBV) 캡시드 단백질인 재조합 자기

조립성 단백질.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 따른 재조합 자기조립성 단백질로 이루어진 재조합 자기조립성 단백질 나노입자.

청구항 4 

제3항에 있어서, 표적 지향성 펩타이드가 표면에 표출되어 있는 재조합 자기조립성 단백질 나노입자.

청구항 5 

자기조립성 단백질에 융합된 표적 지향성 펩타이드 및 금 이온 환원성 펩타이드를 포함하는 재조합 자기조립성

단백질.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 자기조립성 단백질은 HBV 캡시드 단백질인 재조합 자기조립성 단백질.

청구항 7 

제5항에 있어서, 표적 지향성 펩타이드는 재조합 HBV 캡시드 단백질의 스파이크 부위에 도입되는 것인 재조합

자기조립성단백질.

청구항 8 

제5항에  있어서,  상기  표적  지향성  펩타이드는  EGFR(Epidermal  Growth  Factor  Receptor)  또는  EDB(human

fibronectin extradomain B)를 표적으로 하는 재조합 자기조립성 단백질.

청구항 9 

제5항에 있어서, 상기 표적 지향성 펩타이드는 재조합 HBV 캡시드 단백질의 1-78번째 아미노산 서열 부분과 81-

149번째 아미노산 서열 부분사이에 위치하는 것인 재조합 자기조립성 단백질.

청구항 10 

제5항에 있어서, 상기 표적 지향성 펩타이드는 재조합 HBV 캡시드 단백질 내에 복수 개 삽입되는 것인 재조합

자기조립성 단백질.

청구항 11 

제5항에 있어서, 상기 금 이온 환원성 펩타이드는 복수 개의 타이로신(Yn, n≥2), 히스티딘(Hn, n≥2), 시스테인

(Cn, n≥2) 또는 최소한 이들 중 하나의 아미노산을 포함하는 아미노산 서열로 이루어진 펩타이드인 재조합 자기

조립성 단백질.

청구항 12 

제5항에 있어서, 금 이온 환원성 펩타이드는 재조합 자기조립성 단백질의 N 말단 또는 C 말단에 도입되는 것인

재조합 자기조립성 단백질.
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청구항 13 

제5항에 있어서, 상기 재조합 자기조립성 단백질은 금 이온 환원성 펩타이드 부근에 금 입자 크기 제어 펩타이

드를 추가로 포함하는 것인 재조합 자기조립성 단백질.

청구항 14 

제13항에 있어서, 상기 금 입자 크기 제어 펩타이드는 바이오틴 결합 펩타이드인 재조합 자기조립성 단백질.

청구항 15 

제13항에 있어서, 재조합 자기조립성 단백질은 금 이온 환원성 펩타이드와 금 입자 크기 제어 펩타이드 사이에

링커 펩타이드를 추가로 포함하는 것인 재조합 자기조립성 단백질.

청구항 16 

a) 자기조립성 단백질의 유전자로부터 유래한 유전자 클론을 얻는 단계, 

b) 자기조립성 단백질 내로의 삽입을 위한 표적 지향성 펩타이드를 코딩하는 핵산서열을 포함하는 클론을 제조

하는 단계, 

c) 상기 제조된 유전자클론의 라이게이션을 통하여 발현 벡터를 제조하는 단계, 및 

d) 상기 발현벡터를 숙주에 형질 전환하여 재조합 자기조립성 단백질을 발현하는 단계를 포함하는 

제5항 내지 제15항 중 어느 한 항에 따른 재조합 자기조립성 단백질의 제조방법.

청구항 17 

제5항 내지 제 15항 중 어느 한 항에 따른 재조합 자기조립성 단백질로 이루어진 재조합 자기조립성 단백질 나

노입자.

청구항 18 

제17항에 따른 재조합 자기조립성 단백질 나노입자를 금 전구체와 반응시켜 상기 재조합 자기조립성 단백질 나

노입자 상에 금 나노입자를 형성하는 것을 포함하는 금-단백질 입자 융합체의 제조방법.

청구항 19 

제18항에  있어서,  금  전구체는  클로로(트리메틸포스핀)금(AuClP(CH3)3),  칼륨테트라클로로아우르산염

(Ⅲ)(KAuCl4),  염화금산나트륨(NaAuCl4),  염화금산(HAuCl4),  브롬화금산나트륨(NaAuBr4),  염화금(AuCl), 염화금

(III)(AuCl3) 또는 브롬화금(AuBr3)인 금-단백질 입자 융합체의 제조방법.

청구항 20 

제17항에 따른 재조합 HBV 캡시드 나노입자 상에 금 나노입자가 형성되어 있는 금-단백질 융합체.

청구항 21 

제20항에 따른 금-단백질 입자 융합체 및 약학적으로 허용되는 담체를 포함하는 광열 치료용 의약 조성물. 

청구항 22 

제21항에 있어서, 상기 광열 치료는 암의 치료를 위해 수행되는 것인 광열 치료용 의약 조성물.

청구항 23 

제20항에 따른 금-단백질 입자 융합체 및 약학적으로 허용되는 담체를 포함하는 조영제 조성물.

청구항 24 

제23항에 있어서, 상기 조영제 조성물은 CT 이미징을 위한 것인 조영제 조성물.
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명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 표적 지향성 펩타이드를 포함하는 재조합 자기조립성 단백질 및 그의 용도에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

현대 의학의 발전에도 불구하고 약물 요법 또는 방사선 요법을 필요로 하는 질병을 앓고 있는 환자들은 약물의[0002]

전신적 투여에 의한 세포독성 또는 부작용, 혹은 방사선 요법에 의한 정상세포의 변이 또는 사멸 등의 부작용을

겪게 된다. 만일 조영제 또는 치료제와 같은 약물을 원하는 표적 조직에 정확히 전달할 수 있다면 정상세포 또

는 정상조직에 대한 부작용 없이 질환을 진단하고 또한 치료하는 것이 가능해진다. 때문에, 부작용 없는 진단

또는 치료를 위해 약물의 표적화에 대한 연구가 광범위하게 이루어지고 있다.

약물의 표적화는 약물의 전달을 목적으로 하는 조직 또는 세포에 특이적인 항체나 펩타이드, 특정 리간드, 또는[0003]

고분자 등을 약물에 화학적 또는 물리적인 방법으로 결합시키는 방법을 주로 사용한다. 그러나, 약물의 물리화

학적 특성으로 인해 항체, 펩타이드, 리간드 등을 결합시키는 것이 항상 용이하지는 않으며, 또한 화학적 또는

물리적 결합을 위한 결합제 또는 안정화제 등을 사용할 경우 약물의 약리적 특성이나 생체독성 등에 영향을 미

치는 문제가 발생할 수 있다. 따라서 이러한 문제를 일으키지 않는 약물의 표적화 방법에 대한 기술적 요구는

계속되고 있는 실정이다.

한편, 표적지향적으로 약물을 전달하여 특히 암 세포를 사멸화시키는 방법들의 중의 하나로 금 나노입자의 전달[0004]

에 이은 광열 치료방법이 효과적인 암 치료수단이 될 수 있다. 금 나노입자는 수십 나노미터 크기에서, 표면 전

자의 양자화에 의해서 고유의 광학적 물성을 나타내며, 단전자 소자, 화학물질 센서, 바이오 센서, 약물전달 및

촉매 등의 분야에 다양하게 활용되고 있다. 일예로, Rice 대학의 Halas 교수와 West 교수 연구팀에서는 금 나노

쉘을 합성하여 이를 열치료에 의한 암세포의 괴사에 응용하였다. 상기 금 나노입자는 실리카 핵 부분과 그 위의

금 나노 외각부로 이루어진 나노 구조물인데 핵과 외각의 두께 비율에 따라 빛의 흡수 파장이 가시 광선 영역에

서 근적외선 (NIR) 영역까지 조절된다. 상기 연구팀에서는 NIR 흡수 단면적이 매우 큰 금 나노 쉘을 합성하여,

금 나노 쉘 표면에 암세포 특이적인 항체를 결합시킨 후 이를 암세포에 반응시키고, 여기에 NIR 연속파 레이저

(CW laser)를 조사하였다. 금 나노 쉘에 의해 흡수된 NIR 빛은 열로 바뀌어 암세포를 효과적으로 괴사시킬 수

있었다. 800 nm 내지 1200 nm의 NIR 영역의 빛은 생체 조직에 의한 흡수가 최소에 달하기 때문에 가시 광선에

비해 조직 깊숙한 곳 도달할 수 있다. 따라서 절개 부위를 최소화하고 NIR 영역의 빛을 조사함으로써 원하는 열

치료 효과를 가져올 수 있다.

그러나, 금 나노입자를 합성하기 위해 화학 환원반응과 같은 종래의 방법을 사용할 때에는, 일반적으로 금속 화[0005]

합물, 용매, 환원제 또는 안정화제를 필요로 한다. 의약 분야에서의 금 나노입자의 사용을 가로막는 주된 문제

는 이러한 화학 첨가제에 의해 발생되는 독성이다. 

또한, 안정적인 금 나노입자를 제조하기 위해서는 금 나노입자의 표면 개질이 반드시 필요하다. 표면 개질을 하[0006]

지 않는 경우, pH에 변화를 주거나 고농도로 농축을 할 때, 구조적 불안정성으로 인해 응축현상이 일어나 입자

의 크기와 형태가 변형되어 버린다. 따라서 추가적인 표면 안정화 기술이 반드시 요구된다.  더군다나, 질병 진

단 및 치료에 이용을 하는 경우, 앞서 설명한 약물의 표적화를 위해 금 나노입자의 표면에 항체 또는 타켓팅 펩

타이드를 화학적 결합을 이용하여 노출시켜야 하는데, 이 때 고밀도로 균일하게 노출시키는 부분에서 한계점을

갖는다. 

일반적으로 금 나노입자의 합성 과정에서는 소듐 시트르산염와 같은 금 이온의 응결핵 역할을 하는 물질이 사용[0007]

되는데, 티로신과 같이 pH 7.0이상에서 금 이온이 환원될 수 있는 표준 환원 전위를 제공하는 아미노산을 포함

하는 펩타이드를 이용하면 금 이온이 환원되어 펩타이드 표면에 금 나노입자를 합성할 수 있음이 보고된 바 있

다(KR2012-0052501호 등). 그러나, KR2012-0052501호에서 보고하고 있는 기술은 공지의 금 친화성 단백질 또는

금 이온 환원성 펩타이드와 금 전구체를 반응시켜 상기 단백질 또는 펩타이드 주변에 금 나노입자를 응집시키는

정도에 불과하여 금 나노입자의 형상이나 크기 제어가 어려울 뿐만 아니라, 표적 지향성을 부여하기 위해서는

추가적인 화학적 결합을 필요로 한다.
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 추가적인 표적 지향성 부여 과정을 필요로 하지 않는, 표적 지향성 펩타이드를 포함하는 재조합 자기[0008]

조립성 단백질 및 그의 용도를 제공하고자 한다. 또한, 본 발명은 이러한 재조합 자기조립성 단백질의 일 례로

서, 추가적인 표면 안정화 또는 표적 지향성 부여 과정 없이 고밀도의 균일한 표적 지향성 펩타이드를 한번에

노출시킬 수 있는 금-단백질 입자 융합체 및 이의 용도를 제공하고자 한다.

과제의 해결 수단

본 발명은 자기조립성 단백질에 융합된 표적 지향성 펩타이드를 포함하는 재조합 자기조립성 단백질, 표적 지향[0009]

성 펩타이드 및 금 이온 환원성 펩타이드를 포함하는 재조합 자기조립성 단백질, 이러한 재조합 자기조립성 단

백질로  이루어진  재조합  자기조립성  단백질  나노입자  상에  금  나노입자가  형성되어  있는  금-단백질  입자

융합체, 및 상기 금-단백질 입자 융합체의 광열 치료를 위한 용도 또는 조영제로서의 용도를 제공한다.

본 발명에 따른 재조합 자기조립성 단백질 나노입자는 나노미터 크기의 직경을 갖는 구형의 단백질 입자로서,[0010]

자기조립성 단백질에 융합된 표적 지향성 펩타이드를 포함하는 재조합 자기조립성 단백질의 단량체들이 모여 자

가조립되어 하나의 구형 재조합 자기조립성 단백질 나노입자를 이룬다. 

본 발명에 있어서, 자기조립성 단백질은 단백질, 단백질의 서브유닛 또는 펩타이드가 수 개가 모였을 때 이들이[0011]

스스로 조직적인 구조 또는 패턴을 형성하며 집합체를 형성하는 단백질, 단백질의 서브유닛 또는 펩타이드를 의

미한다. 이러한 자기조립성 단백질은 별도의 조작 없이도 단백질의 나노입자 형성을 가능하게 하므로 본 발명에

따른 단백질 나노입자의 제조를 위해 유리하게 사용할 수 있다. 본 발명의 단백질 나노입자는 자기조립에 의해

입자를 이루므로, 매우 균일한 입도 분포를 보이는 입자를 재현성있게 제조할 수 있을 뿐 아니라, 생체 내에서

사용된 후 분해될 수 있는 생체친화성 물질이기 때문에 나노입자의 잔존으로 인한 독성의 문제가 없다.

한편, 본 발명에 있어서, 표적 지향성 펩타이드란 암세포나 염증세포와 같이 치료나 진단이 요구되는 생체 내[0012]

목적 부위로 본 발명에 따른 재조합 자기조립성 나노입자가 이동할 수 있도록, 암세포나 염증세포 등의 세포 표

면에 결합할 수 있는 펩타이드나 항체를 의미한다. 상기 표적 지향성 펩타이드는 재조합 자기조립성 단백질 나

노입자의 표면에 도입될 수 있다. 

본 발명에 있어서, 자기조립성 단백질에 표적 지향성 펩타이드가 융합된 재조합 자기조립성 단백질 나노입자의[0013]

모노머는 하나의 발현 벡터를 통해 발현된다. 

따라서, 표적 지향성 펩타이드는 상기 발현 벡터에 쉽게 삽입 가능하면서, 본 발명에 따른 자기조립성 단백질[0014]

나노입자의 구조에 영향을 미치지 않는 것이라면 펩타이드의 서열의 길이와 관계없이 어떠한 것이든 사용할 수

있다. 특히 특정 질환 조직 및 세포에서 특이적으로 과발현되는 수용체에 실제 호르몬과 유사하게 대신 결합하

여  신호  전달을  억제한다고  알려진  다수  펩타이드  형태의  안타고니스트,  펩타이드  호르몬  (Somatostatins,

Bombesin, Cholecystokinin, gastrin analog) 등으로 대체 가능하다.

본 발명의 한 구체예에서는 상기 자기조립성 단백질이 인간 유래의 자기조립성 단백질일 수 있다. 본 발명에 있[0015]

어서, 인간 유래의 자기조립성 단백질 또는 이를 포함하는 단백질 나노입자는 인간화된 자기조립성 단백질 또는

인간화된 단백질 나노입자를 또한 포함하는 것으로 간주된다.

이에 제한되는 것은 아니나, 본 발명의 한 구체예에서, 상기 자기조립성 단백질은 페리틴일 수 있다. 페리틴은[0016]

중쇄와 경쇄로 구성된 24개의 동일한 단백질 서브유닛으로 구성되며, 자기조립성을 갖고 있어 생체 내에서 구형

의 hollow shell을 형성한다. 

한 구체예에서, 상기 자기조립성 단백질은 페리틴 중쇄 단백질(Ferritin  Heavy  Chain:  이하 "FTN-H"이라고도[0017]

함)일 수 있다.

이에 제한되는 것은 아니나, 페리틴에 융합되는 표적 지향성 펩타이드는 페리틴의 N-말단 또는 C-말단에 융합될[0018]

수 있다. 페리틴과 융합되는 표적 지향성 펩타이드는 단백질 나노입자의 표면에 위치하게 됨으로써 강한 표적

지향성을 제공하므로 본 발명의 재조합 자기조립성 단백질 나노입자를 목적 부위까지 효율적으로 전달할 수 있

다. 
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또 다른 구체예에서, 본 발명의 자기 조립성 단백질은 B형 간염 바이러스(HBV) 캡시드 단백질일 수 있다.[0019]

본 발명에 따른 재조합 자기조립성 단백질의 제조를 위해 사용되는 B형 간염 바이러스(HBV)  캡시드 단백질은[0020]

180-240 개의 단량체가 자가조립되어 하나의 구형 단백질 나노입자를 이루며, 유전자 재조합 기술을 이용하여

대장균에서 대량 생산이 가능하다. 특히 스파이크 부위에 외래 단백질을 융합 발현할 경우 외래 단백질이 단백

질 나노입자의 표면에 표출되는 특징을 가지고 있다. 따라서, 본 발명에서는 표적 지향성 펩타이드를 HBV의 스

파이크 부위에 발현시킴으로써 특이적인 타겟팅이 가능하게 할 수 있다. 

또한, 본 발명은 상기 재조합 자기조립성 단백질로 이루어진 재조합 자기조립성 단백질 나노입자를 제공한다.[0021]

본  발명에 따른 재조합 자기조립성 단백질 나노입자는 표면에 표적 지향성 펩타이드가 표출되어 있어 광열

치료, 약물전달 또는 이미징 등의 최종 용도의 목적에 부합하는 생체 내 목적 부위에 효율적으로 전달된다. 

본  발명에 따른 재조합 자기조립성 단백질 나노입자는 표적 지향성을 제공하므로 다양한 용도로 활용될 수[0022]

있다. 예를 들어 표적 지향성 펩타이드 외에 다른 융합 펩타이드 또는 단백질을 추가로 포함시킴으로써 그 용도

를 확장시키는 것이 가능하다.

한 구체예에서, 본 발명에 따른 재조합 자기조립성 단백질 나노입자는 광열 치료, 약물 전달 또는 조영을 위해[0023]

사용할 수 있다. 

본 발명의 일 실시예에서는, 상기 재조합 자기조립성 단백질의 일예로서, 자기조립성 단백질에 융합된 표적 지[0024]

향성 펩타이드 및 금 이온 환원성 펩타이드를 포함하는 재조합 자기조립성 단백질을 제공한다.

광열 치료를 위한 재조합 자기조립성 단백질 나노입자는 금 이온 환원성 펩타이드를 포함하고 있으므로 금 전구[0025]

체와 반응시 금 이온이 환원되면서 재조합 자기조립성 단백질 나노입자 상에 금 나노입자를 형성하게 된다. 본

명세서에서는 금 나노입자가 재조합 자기조립성 단백질 나노입자 상에 형성되어 있는 입자를 금-단백질 입자 융

합체라고 지칭한다. 

한 구체예에서, 상기 자기조립성 단백질은 HBV 캡시드 단백질일 수 있다.  이 경우 상기 표적 지향성 펩타이드[0026]

는 재조합 HBV 캡시드 단백질의 스파이크 부위, N 말단 또는 C 말단에 도입될 수 있다. 본 발명의 한 구체예에

서, 상기 표적 지향성 펩타이드는 재조합 HBV 캡시드 단백질의 스파이크 부위에 도입될 수 있다.

본 발명에 있어서, HBV 캡시드 단백질에 표적 지향성 펩타이드 및 금 이온 환원성 펩타이드가 융합된 HBV 캡시[0027]

드 단백질 나노입자의 모노머는 하나의 발현 벡터를 통해 발현된다. 

따라서, 표적 지향성 펩타이드는 상기 발현 벡터에 쉽게 삽입 가능하면서, 본 발명에 따른 금 이온 환원성 펩타[0028]

이드의 기능 및 자기조립성 단백질 나노입자의 구조에 영향을 미치지 않는 것이라면 펩타이드의 서열의 길이와

관계없이 어떠한 것이든 사용할 수 있다. 특히 특정 질환 조직 및 세포에서 특이적으로 과발현되는 수용체에 실

제 호르몬과 유사하게 대신 결합하여 신호 전달을 억제한다고 알려진 다수 펩타이드 형태의 안타고니스트, 펩타

이드 호르몬 (Somatostatins, Bombesin, Cholecystokinin, gastrin analog) 등으로 대체 가능하다. 

이에 제한되는 것은 아니나, 본 발명의 실시예에서는 인간 유방암세포에 특이성을 갖는 EGFR(Epidermal Growth[0029]

Factor Receptor) 또는 두경부암의 바이오마커로 활용할 수 있는 EDB(human fibronectin extradomain B)를 표

적으로 하는 표적 지향성 펩타이드를 사용한다. 

한 구체예에서, 상기 표적 지향성 펩타이드는 재조합 HBV 캡시드 단백질의 스파이크 부위에 도입된다. 본 발명[0030]

의 일 실시예에서는 유전자 재조합 기술을 이용하여 인간 유방암세포(MDA MB-468 tumor model)에 특이성을 갖는

펩타이드(EGFR affibody)를 HBV 캡시드 단백질의 스파이크 부위에 발현시킴으로써 본 발명의 금-단백질 입자 융

합체에 표적 지향성을 부여하는 방법을 제시한다. 예를 들어, HBV 캡시드 단백질의 1-78번째 아미노산 서열 부

분과 81-149번째 아미노산 서열 부분 사이에 상기 표적 지향성 펩타이드가 위치하도록 하면 HBV 캡시드 단백질

의 스파이크 부위에 표적 지향성 펩타이드가 고집적도로 표출될 수 있다. 본 발명의 한 구체예에서, 상기 표적

지향성 펩타이드는 재조합 HBV 캡시드 단백질 내로 복수 개 삽입될 수 있다. 표적 지향성 펩타이드를 복수 개

삽입하게 되면 표적 지향성 펩타이드의 표출 밀도를 높여 결과적으로 본 발명에 따른 금-단백질 입자 융합체의

표적 조직으로의 이동을 돕게 된다.  

본 발명에 따라 화학적 방법이 아닌 유전공학적 방법으로 표적 지향성 펩타이드를 결합시키게 되면, 표적 지향[0031]

성 펩타이드의 표면 표출 빈도 및 표출 위치를 조절 할 수 있는 장점이 있다. 예를 들어, 표적 지향성 펩타이드

의 표면 표출 빈도를 낮게 조절하고자 하는 경우에는 표적 지향성 펩타이드와 금 이온 환원성 펩타이드를 포함

하는 재조합 자기조립성 단백질과 표적 지향성 펩타이드가 융합되어 있지 않은채 금 이온 환원성 펩타이드만을
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포함하는 재조합 자기조립성 단백질을 적정 비율로 혼합하여 재조합 자기조립성 단백질 나노입자를 제조할 수

있다.

한편, 재조합 자기조립성 단백질에 추가로 포함되는 금 이온 환원성 펩타이드는 본 발명에 따른 금-단백질 입자[0032]

융합체의 형성을 위해 필수적인 요소이다. 금 이온 환원성 펩타이드는 금 전구체에 포함된 금 이온이 환원될 수

있는 표준 환원 전위를 제공하는 펩타이드를 의미한다. 금 이온 환원성 펩타이드는 일반적으로 티로신, 히스티

딘, 시스테인과 같은 아미노산이 포함되어 있는 펩타이드로서, 복수 개의 타이로신(Yn, n≥2), 히스티딘(Hn, n≥

2), 시스테인(Cn, n≥2) 또는 최소한 이들 중 하나의 아미노산을 포함하는 아미노산 서열로 이루어진 펩타이드

일 수 있다. 예를 들어, YYY, YYYYYY, YAHHYAHHYAADY 등의 아미노산 서열을 갖는 펩타이드들이 금 이온성 펩타

이드로서 알려져 있다.  본  발명의 한 구체예에서,  상기 금 이온 환원성 펩타이드는 헥사티로신일 수 있다.

한편, 이러한 금 이온 환원성 펩타이드는 재조합 자기조립성 단백질의 스파이크 부위, N 말단 또는 C 말단에 도

입될 수 있다. 한 구체예에서, 상기 금 이온 환원성 펩타이드는 재조합 자기조립성 단백질의 N 말단 또는 C 말

단에 도입된다. 본 발명의 일 실시예에서는 상기 금 이온 환원성 펩타이드로서 헥사티로신을 단백질의 N-말단에

발현시켜 재조합 자기조립성 단백질의 나노입자의 표면 상에 금 이온 환원성 펩타이드가 고집적도로 표출될 수

있음을 보여준다.

추가로, 한 구체예에서, 상기 재조합 자기조립성 단백질은 금 이온 환원성 펩타이드 부근에 금 입자 크기 제어[0033]

펩타이드를 추가로 포함할 수 있다. 금 입자 크기 제어 펩타이드란 금 이온 환원성 펩타이드가 금 전구체와 반

응하여 금 입자를 형성할 때 그 크기가 무한정 커지지 않도록 물리적 장벽을 형성해 주는 역할을 한다. 금 입자

크기 제어 펩타이드는 이러한 물리적 장벽을 형성해 줄 수 있는 것이면 어떠한 것이든 사용할 수 있으므로 그

종류는 특별히 제한되지 않는다. 본 발명의 일 실시예에서는 금 입자 크기 제어 펩타이드로서 바이오틴 결합 펩

타이드(biotinylated peptide)를 재조합 HBV 캡시드 단백질에 융합발현 시키고, 발현 과정에서 바이오틴을 첨가

하여 금 나노입자가 과도하게 크게 성장하는 것을 막아 금 나노입자의 크기를 제어할 수 있음을 보여준다. 반면

바이오틴 결합 펩타이드를 융합시키지 않은 군에서는 금 나노입자의 크기가 제어되지 않으며, 농축이나 pH 조절

시 응집이 발생하게 된다.

본 발명의 한 구체예에서, 재조합 자기조립성 단백질은 금 이온 환원성 펩타이드와 금 입자 크기 제어 펩타이드[0034]

사이에 링커 펩타이드를 추가로 포함할 수 있다. 링커 펩타이드는 다수의 글라이신을 포함하는 반응성이 없는

펩타이드로서 금 이온 환원성 펩타이드와 금 입자 크기 제어 펩타이드 사이 간의 공간을 적절한 크기로 확보하

여 금 입자가 충분히 성장할 수 있으면서 동시에 금 이온이 과도하게 환원될 수 있는 가능성을 차단시킬 수 있

으며, 구조적 안정성을 제공해 준다. 

링커 펩타이드는 금 이온 환원성 펩타이드와 금 입자 크기 제어 펩타이드 간의 적절한 공간을 확보해 줄 수 있[0035]

는 길이를 가질 수 있다. 따라서, 링커 펩타이드의 길이는 금 이온 환원성 펩타이드와 금 입자 크기 제어 펩타

이드의 종류 및 크기에 따라 달라질 수 있을 것이다. 예를 들어 링커 펩타이드는 5 내지 20개, 예컨대, 5 내지

15개의 아미노산으로 이루어진 펩타이드일 수 있다. 

또한,  분리  정제의  용이성을  위해,  한  구체예에서,  상기  재조합  자기조립성  단백질은  히스티딘  태그나[0036]

FLAG(DYKDDDDK) 태그, GST 태그와 같은 분리정제를 위한 펩타이드를 추가로 포함할 수 있다. 

본 발명에 따른 재조합 자기조립성 단백질은 a) HBV 자기조립성 단백질의 유전자로부터 유래한 유전자 클론을[0037]

얻는 단계, b) 자기조립성 단백질 내로의 삽입을 위한 표적 지향성 펩타이드를 코딩하는 핵산서열을 포함하는

클론을 제조하는 단계, c) 상기 제조된 유전자클론의 라이게이션을 통하여 발현 벡터를 제조하는 단계, 및 d)

상기 발현벡터를 숙주에 형질 전환하여 재조합 자기조립성 단백질을 발현하는 단계를 포함하는 제조방법을 통해

제조될 수 있다.

상기 자기조립성 단백질 유전자로부터 유래한 유전자 클론은 상술한 금 이온 환원성 펩타이드, 링커 및 분리정[0038]

제를 위한 펩타이드를 코딩하는 핵산 서열을 포함할 수 있다.

한편, 상술한 재조합 자기조립성 단백질은 재조합 자기조립성 단백질 나노입자를 구성하는 모노머로서, 180-240[0039]

개의 단량체가 자가조립되어 재조합 자기조립성단백질 나노입자를 이룬다. 따라서, 본 발명은 상기 재조합 자기

조립성 단백질로 이루어진 재조합 자기조립성 단백질 나노입자를 제공한다.

한편, 본 발명에 따른 금-단백질 입자 융합체는 상기 재조합 자기조립성 단백질로 이루어진 자기조립성 단백질[0040]

나노입자 상에 금 나노입자가 형성되어 있는 융합체를 의미하는 것으로, 금 전구체와 상기 재조합 자기조립성단
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백질 나노입자를 반응시켜 금 이온을 환원시킴으로써 상기 재조합 자기조립성 단백질 나노입자 상에 금 나노입

자를 형성한 것을 의미한다. 따라서, 본 발명은 금 전구체와 상기 재조합 자기조립성 단백질 나노입자를 반응시

켜 상기 재조합 자기조립성 단백질 나노입자 상에 금 나노입자를 형성하는 것을 포함하는 금-단백질 입자 융합

체의 제조방법 및 이에 따라 제조된 금-단백질 입자 융합체를 제공한다.

본 발명에 있어서, 재조합 자기조립성 단백질 나노입자와의 반응을 위해 사용될 수 있는 금 전구체는 클로로(트[0041]

리메틸포스핀)금(AuClP(CH3)3),  칼륨테트라클로로아우르산염(Ⅲ)(KAuCl4),  염화금산나트륨(NaAuCl4),  염화금산

(HAuCl4), 브롬화금산나트륨(NaAuBr4), 염화금(AuCl), 염화금(III)(AuCl3) 또는 브롬화금(AuBr3) 등과 같은 공지

의 금 전구체를 사용할 수 있다. 

재조합 자기조립성 단백질 나노입자와 금 전구체와의 반응은 pH 7.0 내지 pH 10 의 pH 조건하에서 수행될 수 있[0042]

다.

또한, 재조합 자기조립성 단백질 나노입자와 금 전구체와의 반응은 이에 제한되는 것은 아니나, 2시간 내지 16[0043]

시간 동안 수행될 수 있다. 반응 시간이 2시간 미만일 경우에는 환원이 충분하게 되지 않으며, 16시간을 초과하

게 될 경우 단백질 자체에 좋지 않은 영향이 있을 수 있기 때문이다. 반응 시간은 반응에 참여하는 재조합 자기

조립성 단백질 나노입자나 금 전구체의 종류, 농도 등에 따라 변경될 수 있다. 

본 발명에 따른 재조합 자기조립성 단백질 나노입자와 금 전구체와의 반응은 환원제의 추가에 의해 반응이 개시[0044]

된다. 단백질 자체는 구조적 안정성이 크므로 환원제의 강력한 환원력이 제공되지 않으면 금 이온을 넣더라도

금 입자 형성이 어렵기 때문이다.  비록 환원제를 사용하긴 하나, 화학적 금 나노입자의 제조방법과 비교할 때

본 발명은 고온의 조건이 아닌 상온 조건에서 반응을 진행시킬 수 있고, 만들어진 금-단백질 나노입자 융합체가

추가적 표면 처리 없이도 매우 높은 구조적 안정성을 갖는다는 장점이 있다. 한 구체예에서, 본 발명에서 사용

될 수 있는 환원제는 NaBH4 또는 H2O2 일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

이와 같은 방법으로 제조된 금-단백질 입자 융합체는 제어된 크기의 금 나노입자가 재조합 자기조립성 단백질[0045]

나노입자 표면에 형성되어 있는 형상을 갖는다. 

본 발명에 따른 금-단백질 입자 융합체 상에 형성된 금 나노입자는 1nm이하의 직경을 가질 수 있다. 이 크기는[0046]

재조합 자기조립성 단백질의 종류에 따라 달라질 수 있으며, 또한 금 입자 환원 펩타이드와 금 입자 크기 제어

펩타이드 간의 간격 즉, 링커 펩타이드의 길이와 환원제의 농도 반응 시간 등을 조절하여 그 입자 크기를 조절

할 수 있다. 예를 들어, 재조합HBV 캡시드 단백질 나노입자의 크기는 약 35 내지 36 nm이므로, 금 입자가 단백

질 나노입자 표면에 형성된 본 발명에 따른 금-단백질 입자 융합체는 35-40nm의 금 나노입자와 유사한 물성을

띈다.

본 발명의 금-단백질 입자 융합체는 재조합 자기조립성 단백질 나노입자 상에 금 입자가 형성된 것이기 때문에[0047]

매우 균일한 입도 분포를 나타낸다. 또한, 금 입자 크기 제어 펩타이드를 이용하여 단백질 나노입자 상의 금 입

자의 크기를 제어하였기 때문에, 표적 지향성 펩타이드를 방해하지 않는다. 또한, 생체 내에서 사용된 후 분해

될 수 있는 생체친화성 물질이고, 금 나노입자의 화학적 표면 개질을 위한 첨가제들을 사용하지 않았기 때문에

안전성과 독성의 문제가 없다. 

본 발명에 따른 금-단백질 입자 융합체는 광열 치료에 매우 효과적으로 사용할 수 있다. 본 발명의 일 실시예에[0048]

서는 금-단백질 나노입자 융합체의 농도를 증가시켜가면서 레이저를 조사함으로써 암 세포나 염증 세포가 괴사

할 수 있는 온도(일반적으로 43도 내지 45도) 이상 최대 55도까지 융합체의 온도가 증가함을 보여준다. 또한,

본 발명의 일 실시예에서는 체내에 주사하여 확인한 결과 유방암 세포 특이적인 표적 지향성 펩타이드를 포함하

는 본 발명의 금-단백질 입자 융합체가 인간 유방암 세포에 효과적으로 타겟팅됨을 보여준다.

따라서, 본 발명은 상기 금-단백질 입자 융합체의 광열 치료를 위한 의약의 제조를 위한 용도, 상기 금-단백질[0049]

입자 융합체 및 약학적으로 허용되는 담체를 포함하는 광열 치료용 의약 조성물 및 상기 금-단백질 입자 융합체

를 대상체에 투여하고 광 조사 하는 것을 포함하는 광열 치료 방법을 제공한다.

암 세포 또는 염증 세포에 대한 광열 치료를 통해 사멸이 요구되는 이들 세포를 제거하는 치료법에 대해서는 당[0050]

업계에 잘 알려져 있다. 

특히 암 세포는 정상세포에 비해 열에 약하기 때문에 암 세포가 위치한 국소 부위에 광감응물질을 위치시킨 뒤,[0051]

외부에서 자극을 주여 열을 발생시키면 암세포만을 선택적으로 사멸시킬 수 있어 화학요법이나 방사선 치료에
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비해 정상세포에 미치는 악영향을 최소화할 수 있다. 

광열 치료는 암뿐만 아니라 류마티스 관절염 내 염증세포 또는 병변 조직을 제거하기 위해 사용할 수 있다. 류[0052]

마티스 관절염의 병변은 관절강을 안쪽으로 둘러싸고 있는 활막의 염증(synovitis)이다. 활막 내에서 염증이 시

작되면 더 많은 염증세포가 활막에 침윤되고, 활막 세포들이 증식하며, 신생혈관의 생성되는 과정을 통해 활막

조직은 더욱 증식되고 활성화된다. 병이 진행됨에 따라 염증반응의 결과로 활막 조직 주위의 관절 연골의 손상

과 골파괴가 나타난다. 이러한 관절 내의 염증 반응에는 T 림프구와 B 림프구가 주로 관여하며 이들에서 분비되

는 다양한 사이토카인들, 특히 TNF-α, 인터루킨(IL)-1, IL-6에 의해 염증이 지속되고 연골과 골의 파괴가 발생

하게 된다. 따라서, 광열 치료를 통해 류마티스 관절염에서 발견되는 이러한 병변 조직을 제거하게 되면 류마티

스 관절염의 치료 효과를 증진시킬 수 있다. 이러한 광열 치료는 비스테로이드성 항염증제(nonsteroidal anti-

inflammatory drugs, NSAIDs) 또는 항류마티스 약물(disease-modifying anti-rheumatic drugs, DMARDs)의 투여

와 병행하여 수행될 수 있을 것이다.

본 발명에 따른 금-단백질 입자 융합체의 발열을 위해 가해지는 광의 파장은 이에 제한되는 것은 아니나 600nm[0053]

내지 1500 nm, 예를 들어, 800nm 내지 1200 nm의 파장을 사용할 수 있다. 상기 금-단백질 입자 융합체의 발열을

위해 광을 가하는 시간은 1초 내지 10시간, 예를 들어, 1초 내지 1시간, 1초 내지 30분, 1초 내지 10분, 1초 내

지 1분일 수 있다. 광을 가하는 시간은 사멸시키고자 하는 세포의 양, 즉 병변 조직의 범위나 병의 중증도에 따

라 달라질 수 있을 것이다. 

본 발명에 따른 금-단백질 입자 융합체는 금 나노입자를 단백질 표면에 포함하고 있기 때문에 X선이나 CT 이미[0054]

징을 통해 금-단백질 입자 융합체의 생체 내 투여 후 이동 상황이나 표적 부위에의 도달 등을 가시적으로 확인

할 수 있다. 따라서, 본 발명은 또한 상기 금-단백질 입자 융합체의 조영제 제조를 위한 용도, 상기 금-단백질

입자 융합체 및 약학적으로 허용되는 담체를 포함하는 조영제 조성물 및 상기 금-단백질 입자 융합체를 대상체

에 투여하고 X선을 조사 하는 것을 포함하는 생체 이미징 방법을 제공한다. 

한편, 본 발명에 따른 광열 치료용 의약 조성물 또는 조영제 조성물에서 사용되는 약제학적으로 허용되는 담체[0055]

는 의약 분야에서 통상 사용되는 담체 및 비히클을 포함한다.

상기 약제학적으로 허용되는 담체로는 이들로 한정되는 것은 아니지만, 이온 교환, 알루미나, 알루미늄 스테아[0056]

레이트, 레시틴, 혈청 단백질, 완충 물질, 물, 염 또는 전해질, 교질성 실리카, 마그네슘 트리실리케이트, 폴리

비닐피롤리돈, 셀룰로즈계 기질, 폴리에틸렌 글리콜, 나트륨 카르복시메틸셀룰로즈, 폴리아릴레이트, 왁스, 폴

리에틸렌 글리콜 및 양모지 등이 포함된다. 본 발명의 조성물은 상기 성분들 이외에 윤활제, 습윤제, 유화제,

현탁제, 보존제 등을 추가로 포함할 수 있다.

한 양태로서, 본 발명에 따른 조성물은 비경구 투여를 위한 수용성 용액으로 제조할 수 있다. 바람직하게는 한[0057]

스 용액(Hank's 용액), 링거 용액(Ringer's 용액) 또는 물리적으로 완충된 염수와 같은 완충용액을 사용할 수

있다. 수용성 주입 현탁액은 소디움 카르복시메틸셀룰로즈, 솔비톨 또는 덱스트란과 같이 현탁액의 점도를 증가

시킬 수 있는 기질을 첨가할 수 있다.

본 발명의 바람직한 조성물은 멸균 주사용 수성 또는 유성 현탁액으로서 멸균 주사용 제제의 형태일 수 있다.[0058]

이러한 현탁액은 적합한 분산제 또는 습윤제 및 현탁화제를 사용하여 본 분야에 공지된 기술에 따라 제형될 수

있다. 멸균 주사용 제제는 또한 무독성의 비경구적으로 허용되는 희석제 또는 용매 중의 멸균 주사 용액 또는

현탁액일 수 있다. 사용될 수 있는 비히클 및 용매로는 만니톨, 물, 링거 용액 및 등장성 염화나트륨 용액이 있

다. 또한, 멸균 비휘발성 오일이 통상적으로 용매 또는 현탁화 매질로서 사용된다. 이러한 목적을 위해 합성 모

노 또는 디글리세라이드를 포함하여 자극성이 적은 비휘발성 오일을 사용할 수 있다.

발명의 효과

본 발명에 따른 표적 지향성 펩타이드를 포함하는 재조합 자기조립성 단백질은 추가적인 표적 지향성 부여 과정[0059]

을 필요로 하지 않기 때문에 화학적 결합제 또는 안정화제 등의 보조제를 사용하지 않고도 원하는 약물을 표적

조직 또는 표적 세포로 전달하는 것이 가능하며, 이로써 광열 치료, 약물 전달 또는 이미징 등에 사용가능하다.

특히, 본 발명에 따르면 추가적인 표면 안정화 과정이나 표적 지향성 부여 과정 없이도, 표적 지향성을 가지면

서 균일한 고밀도의 금 나노입자가 단백질 표면에 결합되어 있는 금-단백질 나노입자 융합체를 제작할 수 있다.

본 발명에 따른 금-단백질 나노입자 융합체는 기존의 금 나노입자에 비하여 pH의 변화 및 농도의 변화에 구조적
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안정성을 보이며 표적 지향성 또한 우수하므로, 금 나노입자의 광열 치료 요법에 있어서 획기적인 활용도의 증

진을 가져다 줄 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 금-단백질 나노입자 융합체 제조를 위한 발현벡터의 모식도를 보여준다.[0060]

도 2는 대장균에서 발현 후 분리 정제한 단백질 나노입자, 금-단백질 나노입자 융합체의 (A) TEM 이미지 및 (B)

EDX(Energy-dispersive X-ray spectroscopy) 결과를 보여준다.

도 3은 15분간의 레이저 조사에 따른 금-단백질 나노입자 융합체의 농도와 온도 증가의 관계 그래프이다.

도 4는 생체진단용 유방암세포 특이적 펩타이드 (EGFR affibody) 유무에 따른 금-단백질 나노입자 융합체의 표

적 암세포 (MDA MB468 cell line) 타게팅 실험 결과를 보여준다.

도 5A는 금-단백질 나노입자 융합체의 농도에 따른 암세포의 생존율을 보여준다. 도 5B는 생체진단용 유방암세

포 특이적 펩타이드 (EGFR affibody) 유무에 따른 금-단백질 나노입자 융합체의 표적 암세포 (MDA MB468 cell

line) 타게팅 후, 10분간의 레이저 조사에 따른 암세포에 대한 광열치료 결과를 보여준다. 도 5C는 이중 염색을

통해 유방암세포 특이적 펩타이드를 포함하는 금-단백질 나노입자 융합체가 세포 내에 유입된 직후와 레이저 조

사를 통해 괴사된 후의 생세포 및 사세포 분포에 대한  확인 결과이다. 

도 6A는 생체진단용 유방암세포 특이적 펩타이드 (EGFR affibody) 유무에 따른 금-단백질 나노입자 융합체의 표

적 암세포에 (MDA MB468 cell line)에 대한 타게팅 효과를 비교하기 위하여 각각의 금-단백질 융합체를 암세포

를 충분히 발생시킨 쥐의 꼬리 정맥(Tail Vein)에 주사한 후, 시간에 따른 입자의 암세포 주위에서의 분포를 확

인한 결과이다. 도 6B는 상기 도 6A의 이미징 결과를 바탕으로 암세포 중심에서 최고 형광도를 나타내는 값을

정하여 변화 추이를 그래프를 통해 나타낸 것이다.

도 7은 금-단백질 나노입자 융합체의 광열치료 효과를 확인하기 위하여, 암세포를 충분히 발생시킨 쥐의 암세포

내에 금-단백질 나노입자 융합체를 직접 주입하여 (Intratumoral injection), 암세포, 금-단백질 나노입자 융합

체를 주입한 암세포, 금-단백질 나노입자 융합체를 주입하지 않은 채 레이저를 조사한 암세포 및 금-단백질 나

노입자 융합체를 주입한 뒤, 레이저를 초기 10분간 조사 뒤의 결과와 50분간 충분히 조사한 뒤의 암세포에 대한

조직 분석 결과이다

도 8은 금-단백질 나노입자 융합체를 암세포를 충분히 발생시킨 쥐의 꼬리 정맥(Tail Vein)에 주사한 후, 금-단

백질 나노입자 융합체가 암세포에 대한 타겟팅되도록 9시간을 기다린 후 레이저를 50분간 충분히 조사하여(도

8B) 레이저를 조사하지 않은 대조군(도 8A)과 함께 암세포에 대한 조직 분석을 실시한 결과 및  5일이 지난 이

후, 레이저만을 조사한 실험군과 금-단백질 나노입자 융합체를 주사하고 레이저를 조사한 실험군의 암세포의 크

기를 비교한 결과를 보여준다(도 8C 및 도 8D)

도 9는 EDB를 표적 지향성 펩타이드로 포함하는 금-단백질 나노입자 융합체 제조를 위한 발현벡터의 모식도를

보여준다.

도 10은 EDB및 금 이온 환원성 펩타이드를 포함하는 재조합 B형 간염 바이러스(HBV) 캡시드 단백질이 안정적인

구조를 형성한다는 것을 보여주는 TEM 사진이다.

도  11은  40nm  금  나노입자  투여군,  금-단백질  나노입자  융합체  투여군,  및  무처리  대조군으로서  탈이온수

(deionized water)를 투여한 군의 체내 독성을 비교한 결과를 보여준다.

도 12는 종양 내에 금-단백질 나노입자 융합체를 주사한 후 X-ray CT 촬영을 한 이미징을 보여준다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명의 이점 및 특징, 그리고 그것들을 달성하는 방법은 상세하게 후술되어 있는 실시예들을 참조하면 명확[0061]

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.
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[실시예][0062]

[실시예1] HBV 캡시드-유래 키메릭 나노입자의 생합성을 위한 발현 벡터 제조[0063]

하기 표 1에 기재된 프라이머1-5와 프라이머6을 사용하여 HBV 캡시드 단백질의 유전자 서열 (NCBI Nucleotide[0064]

accession number: AF286594 서열 중 1901-2452 서열, 서열번호 1)을 주형으로 extension PCR 후에, HBV 코어

단백질(HBVcAg) 유전자로부터 유래한 N-NdeI-H6(hexahistidine)-BP(Biotinylated peptides)-Y6(hexatyrosine)-

HBVcAg(1-78)-XhoI-C (서열번호 2) 및 N-BamHI-HBVcAg(81-149)-ClaI -C (서열번호 3)의 합성을 코드하는 두 유

전자 클론을 얻었다. 또 EGFR affibody (Epidermal Growth Factor Receptor 1)로 HBVcAg의 P79A80를 대체하기

위하여, 5’-XhoI-EGFR affibody-BamHI-3’(서열번호 4)를 PCR을 이용하여 제조하였다. 플라즈미드 pT7-7에 상

기 유전자 클론의 일련의 라이게이션을 통하여, N-H6-BP-Y6-HBVcAg(1-78)- EGFR affibody-HBVcAg(81-149)-C(서

열번호  5)의  합성을  코딩하는  플라즈미드  발현  벡터  pT7-7-N-H6-BP-Y6-HBVcAg(1-78)-  EGFR  affibody-

HBVcAg(81-149)-C를 구축하였다 (도 1). 제작된 모든 플라즈미드 발현 벡터는 아가로스 젤- 정제 후 완전한 DNA

시퀀싱을 통해 서열을 확인하였다. 

HBV 캡시드 유래 키메릭 나노입자의 제조와 관련된 프라이머 서열과 주형에 대한 정보 및 이에 대한 좀 더 상세[0065]

한 기재는 아래와 같다 (표 1).

1) 첫 번째 부분은 HBV 캡시드 단백질의 유전자 서열 (NCBI Nucleotide accession number: AF286594 서열 중[0066]

1901-2452 서열, 서열번호 1)을 주형으로 하여 제한 효소 NdeI이 포함되어 있는 프라이머 서열부분 1부터 프라

이머 서열부분 5까지를 XhoI을 포함하고 있는 프라이머 서열 6과 함께 extesion PCR을 진행하였다. 그 결과 5‘

-NdeI-H6-BP-Y6-HBV 캡시드 단백질(아미노산 서열 1-78)-XhoI-3' (서열번호 2)으로 이루어진 PCR 산물을 확보

하였다.

2) 두 번째 부분은 HBV 캡시드 단백질의 유전자 서열을 주형으로 하여 제한 효소 BamHI이 포함되어 있는 프라이[0067]

머 서열부분 7과 ClaI를 포함하고 있는 프라이머 서열 8를 이용하여 PCR 을 진행하였다. 그 결과 5‘-BamHI-HBV

캡시드 단백질(아미노산 서열 81-149)-ClaI-3' (서열번호 3)으로 이루어진 PCR 산물을 확보하였다.

3) 세 번째 부분은 EGFR affibody 염기서열을 주형으로 하여 XhoI을 포함하고 있는 프라이머 서열 9, BamHII을[0068]

포함하는 프라이머 서열 10을 이용하여 PCR을 수행하였다. 5’-XhoI-EGFR affibody-BamHI-3’ (서열번호 4)의

제작을 위해서 프라이머 서열 9와 10을 이용하였다.

이렇게 만들어진 PCR 산물을 순차적으로 pT7-7 벡터에 삽입하여 HBV 캡시드 유래 금이온의 환원을 유도할 수 있[0069]

는(hexatyrosine) 작용기와 인간 유방암 세포에 특이적으로 결합력을 갖는 EGFR affibody 를 합성할 수 있는 발

현 벡터 pT7-7-N-H6-BP-Y6-HBVcAg(1-78)- EGFR affibody-HBVcAg(81-149)-C 를 구성하였다 (도 1, (A)). 

4) EGFR affibody의 암세포에 대한 결합력을 비교하기 위하여 프라이머 서열부분 1부터 프라이머 서열부분 5까[0070]

지를 ClaI을 포함하고 있는 프라이머 서열 8과 함께 extesion  PCR을 진행하고, 이렇게 만들어진 PCR 산물을

pT7-7 벡터에 삽입하여 HBV 캡시드 유래 금이온의 환원을 유도할 수 있는(hexatyrosine)작용기를 갖는 발현벡터

를 구성하여, 발현 벡터를 구성하여 EGFR affibody에 대한 대조군으로 사용하였다 (도 1, (B)).

표 1

프라이머1[0071]

(서열번호 6)

5’ NdeI-H6-BP-Y6-

HBcAg1 (1)

CATATG CATCACCATCACCATCAC ATGGCGTCTAGTCTGCGT

프라이머2

(서열번호 7)

5’ NdeI-H6-BP-Y6-

HBcAg1 (2)

ATGGCGTCTAGTCTGCGTCAGATTCTGGATTCTCAGAAAATGGAATGGCG

프라이머3

(서열번호 8)

5’ NdeI-H6-BP-Y6-

HBcAg1 (3)

CAGAAAATGGAATGGCGTTCTAATGCG GGTGGCTCTGGTGGCGGAAGTGGG

프라이머4

(서열번호 9)

5’ NdeI-H6-BP-Y6-

HBcAg1 (4)

GGTGGCGGAAGTGGGGGAGGCACTGGAGGTGGCGGCGGTGGG TACTATTAC

프라이머5

(서열번호 10)

5’ NdeI-H6-BP-Y6-

HBcAg1 (5)

GGCGGTGGG TACTATTACTATTACTAT GACATTGACCCGTATAAAGAA 

프라이머6

(서열번호 11)

3’ XhoI-HBcAg78 CTCGAG GTCTTCCAAATTACTTCCCA

프라이머7

(서열번호 12)

5’ BamHI-HBcAg81 GGATCC TCCAGGGAATTAGTAGTCAGC
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프라이머8

(서열번호 13)

3’ ClaI-HBcAg149 ATCGAT TTAAACAACAGTAGTTTCCGGAAGTGT

프라이머9

(서열번호 14)

5’ XhoI-EGFR AFFIBODY CTCGAG GTGGATAACAAATTTAACAAA 

프라이머10

(서열번호 15)

3’ BamHI-EGFR AFFIBODY GGATCC TTTCGGCGCCTGCGCATCGTTCAGTTTTTTCGCTTC

[실시예 2] HBV 캡시드-유래 키메릭 나노입자의 생합성[0072]

대장균 균주 BL21(DE3)[F-ompThsdSB(rB-mB-)]를 상기 제조된 발현 벡터로 각각 형질전환하고, 앰피실린-저항성[0073]

형질전환체를 선택하였다. 형질전환된 대장균을 50 mL의 Luria-Bertani (LB) 배지(100 mg L-1앰피실린 함유)를

함유하는 플라스크(250 mL Erlenmeyer flasks, 37 ℃, 150 rpm)에서 배양하였다. 배지 탁도(O.D600)가 약 0.4-

0.5에 도달할 때, IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid) (1.0 mM)를 첨가한다. 단백질의 N-말단에 환원

될 금 나노입자의 과도한 성장을 억제하는 크기 제어를 위한 비오틴 (100uM)을 첨가하여 재조합 유전자의 발현

을 유도하였다. 또한 대조군으로서 비오틴을 첨가하지 않은 채 재조합 유전자의 발현을 유도하였다. 20 ℃에서

16~18 시간 배양 후, 배양한 대장균을 4,500 rpm으로 10분간 원심 분리하여 균체 침전물을 회수한 후 5 ㎖의 파

쇄 용액(10 mM Tris-HCl 완충액, pH 7.5, 10 mM EDTA)에 현탁하여 초음파 파쇄기(Branson Ultrasonics Corp.,

Danbury, CT, USA)를 이용하여 파쇄하였다. 파쇄한 후 13,000 rpm으로 10분간 원심분리한 뒤 상등액과 불용성

응집체를 분리하였다. 분리된 상등액을 이용하여 실시예 3에 따라 정제를 진행하였다.

[실시예 3] HBV 캡시드-유래 키메릭 나노입자의 정제[0074]

위와 같이 발현된 재조합 단백질 중 자가 조립된 EGFR affibody 단백질 융합 단백질 나노입자를 정제하기 위하[0075]

여 3단계의 정제 과정을 거쳐 진행하였다. 먼저 1) 재조합 단백질에 융합 발현된 히스티딘과 니켈의 결합을 이

용한 Ni2+-NTA affinity 크로마토그래피를 진행한 후, 2) 재조합 단백질의 자가 조립을 효율을 향상시키기 위하

여 Ultracentrifugal filter (Amicon Ultra 100K, Millipore, Billerica, MA) 를 이용하여 재조합 단백질이 포

함된 수용액을 조성이 다른 자가조립용 버퍼 (500mM NaCl .50mM Tris-HCl pH 7.0) 로 변경해 줌과 동시에 재조

합 단백질을 농축하였으며, 3)  마지막으로 자가 조립된 단백질 나노입자만을 분리하기 위하여 수크로스 구배

ultracentifugation을 진행하였다. 각 단계별 상세한 기재는 아래와 같다.

1) Ni2+-NTA affinity 크로마토그래피[0076]

재조합 단백질을 정제하기 위하여 상기 명시된 동일한 방법으로 배양된 대장균을 회수하여 그 세포 펠렛을 5 mL[0077]

라이시스 버퍼(pH 8.0, 50 mMsodium phosphate, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole)에 재부유하고 초음파 파쇄기를

이용하여 세포를 파쇄하였다. 파쇄된 세포액을 13,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 그 상등액만 분리한 후 각

재조합 단백질을 Ni2+-NTA 컬럼(Qiagen, Hilden, Germany)을 사용하여 각각 분리하였다 (세척 버퍼: pH 8.0,

50  mM  sodium  phosphate,  300  mM  NaCl,  80  mM  imidazole  /  용출 버퍼: pH  8.0,  50  mM  sodium  phosphate,

300mM NaCl, 200 mM imidazole). 

2) 자가 조립 촉진을 위한 버퍼 변경 및 농축[0078]

Ni2+-NTA  affinity  크로마토그래피를 거쳐 용출된 3ml의 재조합 단백질을 Ultracentrifugal  filter  (Amicon[0079]

Ultra 100K, Millipore, Billerica, MA) 에 담아 5,000 g로 10분간 원심 분리 한 후 컬럼 상부를 자가조립용

버퍼 (500mM NaCl .50mM Tris-HCl pH 7.0)로 가득 채운 후 컬럼 위에 500μl 의 용액이 남을 때까지 5,000 g

로 원심 분리를 진행하였다. 이를 3회 반복한 후 최종 부피를 1ml로 맞춘 후 아래 단계를 진행하였다.

3) 수크로스 구배 초고속 원심 분리 [0080]

자가조립용 버퍼에 수크로스를 농도별로 각각 첨가하여 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%의 수크로스를 포함하는[0081]

용액을 각각 준비한 후 초고속 원심 분리용 튜브 (ultraclear 13.2ml tube, Beckman) 에 각 농도별 (60~20%)
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수크로스 용액을 농도가 높은 용액부터 2 ml씩 담는다. 마지막으로 10% 수크로스 용액을 0.5 ml 담은 후 상기

준비된 자가조립용 버퍼에 존재하는 재조합 단백질 용액을 1ml 채운 후 24,000rpm으로 16시간 동안 4℃로 초고

속 원심 분리를 시행하였다 (Ultracentrifuge L-90k, Beckman). 원심 분리 후 조심스럽게 파이펫을 이용하여 위

층  (10~40%  수크로스  용액  부분)을  없애주고  50~60%  수크로스  용액  부분을  2)  에  명시된  바와  같이

ultracentrifugal filter와 자가 조립용 버퍼를 이용하여 재조합 단백질의 버퍼를 교체해 주었다. 

[실시예 4] 제조된 HBV 캡시드-유래 키메릭 나노입자의 표면에 금이온의 환원[0082]

실시예 3을 통해서 얻어진 HBV 캡시드-유래 키메릭 나노입자의 N-말단에는 금 이온이 환원될 수 있는 헥사티로[0083]

신이 있고, 그 위에 금 입자의 크기를 제어할 수 있는 비오틴이 결합되어 있다. pH 7.0의 재조합 단백질 버퍼에

담겨 있는 HBV 캡시드-유래 키메릭 나노입자에 AuClP(CH3)3 클로로(트리메틸포스핀)금(I)을 첨가하고, 16시간 반

응시킨 뒤에 13,000rpm으로 10분간 4℃로 원심 분리를 시행하였다. 그 상등액을 분리하여, 재조합 단백질의 농

도의 10배 농도의 환원제 NaBH4를 첨가 하여 10분간 반응시키면, 비오틴에 의해 크기가 제어되지 않은 금-단백

질 입자 융합체 (도2, (A))와 크기가 비오틴에 의해 크기가 제어된 금-단백질 입자 융합체(도2, (B))가 얻어진

다.

[실시예 5] 제조된 HBV 캡시드-유래 키메릭 나노입자의 구조 분석[0084]

상기 과정을 거친 후 정제된 재조합 단백질 나노입자의 구조 분석을 위하여 투과전자현미경 (TEM) 재조합 단백[0085]

질을 촬영하였다. 먼저 염색하지 않은 정제한 단백질 샘플을 탄소 코팅된 구리 전자 현미경 그리드(grids) 올린

후 자연 건조하였다. 단백질 나노입자의 염색된 이미지를 얻기 위해, 자연 건조된 샘플을 포함하는 전자 현미경

그리드를 2% (w/v) 수성 우라닐 아세테이트 용액과 함께 10분 동안 실온에서 인큐베이션하고, 증류수로 3-4회

세척하였다. 단백질 나노입자 이미지를 Philips Technai 120 kV 전자 현미경을 이용하여 관찰한 결과 30-35nm

의 구형 나노입자가 형성된 것을 확인하였으며 그 결과는 도 3 (A)와 (B)와 같다. 금-단백질 입자 융합체의 표

면에 결합한 금속이 금이라는 것을 확인하기 위하여 EDX(Energy-dispersive X-ray spectroscopy)를 함께 시행

하였고, 그 결과 표면에 결합한 금속이 금이라는 결과를 얻었다.

[실시예 6]  제조된 HBV  캡시드-유래 키메릭 금-단백질 나노입자 융합체의 농도에 따른 온도 증가 추이 - in[0086]

vitro

레이저 조사에 따른 금-단백질 입자 융합체가 암세포에 대한 광열치료에 적용 가능할 만큼의 온도 증가 추이를[0087]

나타내는가를 확인하기 위하여 96웰 플레이트에 각 100ul씩 넣고, 금-단백질 입자 융합체의 530nm에서의 흡광도

를 증가시키면서 15분간 레이저(655nm, 200 W)를 이용하여 조사하였다. 이에 따라 각각의 흡광도를 갖는 금-단

백질 입자 융합체의 증가한 15분간의 온도 증가 추이가 도 3에 나타나있다. 

[실시예 7]  제조된 HBV  캡시드-유래 키메릭 금-단백질 나노입자 융합체의 암세포 특이적 타게팅 검증 -  in[0088]

vitro

금-단백질 입자 융합체에 노출되어 있는 타겟팅 펩타이드 EGFR affibody 가 암세포에 특이적 타게팅 능력을 보[0089]

이는가를  확인하기  위하여,  인간  유방암  세포(MDA  MB-468  cell  line)을  이용하여  타게팅  검증  실험을  해

보았다. 각각의 35파이 plate에 인간 유방암 세포를 성장시키고, 실시예 1에서 얻은 EGFR affibody 유무에 따른

두 개의 금-단백질 입자 융합체의 N-말단에 Cy5.5(λex = 675 nm/λem = 694 nm)를 표지한 뒤, 10분 동안 인간

유방암 세포에 반응시켜 세포의 입자 흡수 실험을 실시하였다. 그 결과 EGFR  affibody를 갖는 세포군에서만

Cy5.5에 의한 형광이 관찰 되었다. EGFR affibody가 EGF 수용체와 직접적으로 타게팅 되는가를 확인하기 위하여

EGF수용체에 결합함으로서 항암치료에 사용되는 치료항체인 세툭시맙(cetuximab)을 인간 유방암 세포와 72시간

사전 반응 시킨 뒤, EGFR affibody를 갖는 금-단백질 나노입자 융합체와 10분동안 반응시켜 보았다. 이 결과

Cy5.5에 의한 형광 반응이 관찰되지 않았다. 이를 통해 EGFR affibody가 인간 유방암 세포의 EGF 수용체와 직접

적으로 타게팅에 의한 결합을 한다는 사실을 증명하였다 (도 4).
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[실시예 8] 레이저 조사에 따른 암세포 괴사 정도 검증[0090]

실시예 7을 통해서 세포 내에 입자가 흡수된 암세포와 흡수되지 않은 암세포를 얻은 뒤에 각각에 레이저(655nm,[0091]

200 W)를 조사하여, 실시예 6에서 검증한 금-단백질 입자 융합체에 의한 온도 상승과 이에 따른 암세포 괴사 정

도를 확인하여 광열치료의 성능을 알아보고자 하였다.  이를 위하여 각각의 35파이 플레이트에 레이저를 조사하

고 CCK-8 kit (Dojindo, Japan)를 이용하여 세포의 생존도를 확인해 보았다. 40분간 레이저를 금-단백질 나노입

자 융합체에 조사하였을 때, 융합체의 농도가 증가함에 따라 많은 열이 발생하여 암세포의 생존이 줄어듦을 알

수 있다 (도 5A). EGFR affibody유무에 따른 레이저 조사 결과, EGFR affibody가 존재하는 실험군에서 더 많은

세포의 물질 흡수가 일어나 같은 시간 레이저를 조사하였을 때, 더 많이 감소한 세포밀도를 보이고 있음을 확인

하였다 (도 5B). Calcein AM (live cell 염색, 녹색 형광으로 관찰)과 PI (dead cell 염색, 적색 형광으로 관

찰)을 이용한 이중 염색방법을 통해 레이저 조사에 의한 암세포의 괴사를 확인한 결과 25nM의 농도에서 40분간

레이저를 조사하였을 때, 대부분의 암세포가 괴사되어 적색 형광을 띄고 있음을 확인하였다 (도 5C). 

[실시예 9] HBV 캡시드-유래 키메릭 금-단백질 나노입자 융합체의 생체 내 암세포에 대한 특이적 타게팅 검증[0092]

HBV 캡시드-유래 키메릭 금-단백질 나노입자 융합체의 생체 내 암세포에 대한 특이적 타게팅을 검증하기 위하여[0093]

생체진단용 유방암세포 특이적 펩타이드 (EGFR affibody) 유무에 따른 금-단백질 나노입자 융합체를 각각 준비

하고, 이를 표적 암세포 (MDA MB468 cell line)를 충분히 발생시킨 쥐의 꼬리 정맥(Tail Vein)에 주입한 후, 1

시간에서부터 24시간 동안 금-단백질 나노입자 융합체의 암세포 주위에서의 분포를 확인하였다(도 6A). 또한 암

세포 중심에서 형광도의 최대값을 구한 뒤, 이 값에 대한 1시간에서부터 24 시간 동안의 변화를 그래프로 나타

내었다(도 6B). 이 결과 생체진단용 유방암세포 특이적 펩타이드 (EGFR affibody)가 존재하는 금-단백질 나노입

자 융합체에서 평균 2배에서 최대 3배의 더 강한 형광도를 나타내는 것을 확인하였다. 이를 통해 유방암세포 특

이적 펩타이드 (EGFR affibody)의 존재 시 표적 암세포 (MDA MB468 cell line)에 더 강하게 타게팅이 이루어

짐을 알 수 있다.

[실시예 10] 암세포 내 주입 후, 레이저 조사에 따른HBV 캡시드-유래 키메릭 금-단백질 나노입자 융합체의 광열[0094]

치료 효과 검증

HBV  캡시드-유래  키메릭  금-단백질  나노입자  융합체를  표적  암세포  (MDA  MB468  cell  line)에  직접  주입[0095]

(Intratumoral Injection)한 후, 레이저 조사에 따른 광열치료 효과를 관찰하였다.

표적 암세포 (MDA MB468 cell line)을 충분히 발생시킨 쥐를 준비한 후, 1) 대조군으로서 금-단백질 나노입자[0096]

융합체를 주입하지 않고 레이저 조사를 하지 않은 쥐 (도 7A), 2) 금-단백질 나노입자 융합체를 주입하지 않고

레이저를 조사한 쥐 (도 7B), 3) 금-단백질 나노입자 융합체를 주입하고 레이저를 조사하지 않은 쥐(도 7C)를

준비하여 금-단백질 나노입자 융합체 및 레이저 단독에 의한 조직 손상효과를 확인해 본 뒤, 4) 금-단백질 나노

입자 융합체를 주입하고 레이저를 10분간 조사한 쥐(도 7D)와 50분간 충분히 조사한 쥐(도 7E)를 통해 암세포의

조직 괴사 정도를 암세포 조직 분석을 통해 확인하였다. 

도 7A는 대조군으로서 금-단백질 나노입자 융합체를 주입하지 않고, 레이저를 조사하지 않은 실험군으로서 암세[0097]

포 자체의 조직 상태를 확인해보기 위한 실험군이다. 도 7B는 금-단백질 나노입자 융합체를 주입하지 않고, 레

이저만 조사한 실험군으로서 레이저에 의한 조직의 괴사가 일어날 가능성에 대해 확인한 실험 군이다. 도 7A의

조직 결과와 비교해 볼 때, 레이저에 의한 조직의 괴사는 일어나지 않음을 알 수 있다. 도 7C는 금-단백질 나노

입자 융합체를 주입하고, 레이저는 조사하지 않음으로서 금-단백질 나노입자 융합체 자체의 독성이 있는가를 확

인하기 위한 실험군이다. 역시 도 7A와 비교하였을 때, 조직의 괴사는 일어나지 않음을 확인할 수 있으며, 금-

단백질 나노입자 융합체 자체의 독성이 없음을 확인하였다.

도 7D와 도 7E는 금-단백질 나노입자 융합체를 주입하고, 레이저를 조사하여 금-단백질 나노입자 융합체의 광열[0098]

치료 효과를 검증한 실험군으로, 도 7D는 10분간, 도 7E는 50분간 레이저를 조사한 것이다. 도 7D의 실험군에서

10분 간 레이저를 조사하였을 때, 화살표로 나타낸 부분에서 조직의 괴사가 시작되었음을 확인할 수 있다. 도

7E의 실험군에서 50분간 충분히 레이저를 조사하였을 때, 좌측의 저배율 사진을 통해 종양의 전부분에 걸쳐 전

반적인 종양 조직의 손상이 있었음을 확인할 수 있으며, 우측 고배율 사진의 원형 부분을 통해 종양 조직의 괴

사가 현저하게 진행되었음을 알 수 있다.
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요컨대, 이 실시예를 통해 1), 2), 3)의 경우에서 암세포 조직에 유의미한 손상을 가져오는 변화가 없음을 확인[0099]

하였으며, 4)를 통해서 10분간 조사를 사는 시점에서부터 암세포의 괴사가 시작되었음을 확인하였고, 50분간 충

분히 조사를 한 결과, 대부분의 암세포가 열에 의해 괴사되었음을 확인하였다. 이를 통해 금-단백질 나노입자

융합체를 이용한 광열치료가 충분히 효과가 있음을 확인하였다.

[실시예 11] 체내 주입 후, 레이저 조사를 실시한 뒤 HBV 캡시드-유래 키메릭 금-단백질 나노입자 융합체의 표[0100]

적 암세포 (MDA MB468 cell line)에 대한 타케팅 효과에 의한 광열치료 검증

HBV 캡시드-유래 키메릭 금-단백질 나노입자 융합체를 표적 암세포 (MDA MB468 cell line)를 충분히 발생시킨[0101]

쥐의 꼬리 정맥(Tail Vein)에 주입한 후, 타게팅을 위한 시간이 지나고 레이저 조사를 실시하였을 때, 타게팅에

따른 광열치료 효과를 조사하였다.

표적 암세포 (MDA MB468 cell line)을 충분히 발생시킨 쥐를 준비한 뒤 금-단백질 나노입자 융합체를 쥐의 꼬리[0102]

정맥에 주사한다. 그 뒤 실시예 9를 통해 암세포에 최대로 타게팅이 되는 시간인 9-12시간을 확인한 후, 9시간

동안 종양에 타게팅이 되도록 기다린 후, 종양조직을 분석한 실험군(도 8A)과 광열 치료를 위해 레이저를 50분

간 충분히 조사한 실험군(도 8B)를 통해 그 효과를 비교하였다. 또한 5일이 지난 이후, 레이저만을 조사한 실험

군과 금-단백질 나노입자 융합체를 주사하고 레이저를 조사한 실험군의 암세포의 크기를 비교하였다 (도 8C,

D).

도 8 (A) 는 금-단백질 나노입자 융합체 자체에 의한 종양 조직의 괴사가 있는지를 확인해보고, 금-단백질 나노[0103]

입자 융합체가 체 내에서 독성을 띄는지를 확인해 본 실험군으로, 꼬리 정맥을 통해 금-단백질 나노입자 융합체

를 주입하고, 9시간동안 종양조직에 타게팅이 되는 것을 기다린 뒤에 조직을 확인해 본 실험군이다. 조직 분석

결과 금-단백질 나노입자 융합체 자체의 독성에 의한 괴사가 일어나지 않음을 확인할 수 있으며, 도 6과 도 7을

통해 종양조직에 타게팅이 되었으므로 이는 물질 자체의 독성이 없다고 볼 수 있는 결과이다. 

도 8(B)는 금-단백질 나노입자 융합체를 꼬리 정맥에 주입하고, 9시간 동안 타게팅이 되도록 기다린 뒤에 50분[0104]

간 레이저를 조사하여 광열치료의 효과를 본 것이다. 도 8(A)의 결과와 비교해 볼 때, 종양의 중심부분에서 괴

사가 집중적으로 일어났으며, 혈관이 확장되고, 광범위한 괴사와 함께 출혈이 일어남을 확인 할 수 있다. 

이 결과, 금-단백질 나노입자 융합체의 체내 타게팅에 의한 암세포의 괴사는 일어나지 않는 것으로 확인하였으[0105]

며, 이를 통해 물질 자체의 독성으로 인한 암세포 괴사는 일어나지 않음을 알 수 있었다. 50분간 레이저를 충분

히 조사하였을 때, 암세포 중심(tumor core)에서 혈관의 확장과 함께 광범위한 조직의 괴사를 확인하였다. 또한

일부 암세포 내 혈관의 괴사에 의한 출혈을 확인하였다. 

도 8(C)는 금-단백질 나노입자 융합체를 주사하지 않고 오직 레이저만을 조사한 실험군과 금-단백질 나노입자[0106]

융합체를 주사하고 레이저를 50분간 충분히 조사한 실험군의 5일 뒤 종양의 상태를 비교하였다. 이 결과 레이저

만을 조사한 실험군에서는 종양이 더 커졌으나 금-단백질 나노입자 융합체를 주사한 후 레이저를 조사한 실험군

에서는 도 8(B)에서 보여주는 바와 같이 종양이 제거되어 사라지고 상처 위에 가피를 형성함을 알 수 있다.

도 8(D)는 두 실험군의 종양 크기 생장 추이와 레이저를 통한 광열치료 적용 후 종양의 크기변화를 정량적으로[0107]

나타내었다. 

이를 통해 금-단백질 나노입자 융합체를 체내 주입하여 종양세포가 발생한 표적 기관에 타게팅을 한 후, NIR파[0108]

장의 레이저를 이용하여 광열치료를 통한 암세포의 제거에 이용할 수 있음을 확인할 수 있다. 본 실험에서 사용

된 금-단백질 나노입자 융합체의 경우, 기존의 금 나노 입자에 비해 체내의 다양한 pH환경 변화에 안정적이며,

그 구조가 안정적이고 타게팅 효과가 뛰어나므로 광열치료를 위한 우수한 물질이라고 할 수 있다.

[실시예 12] HBV 캡시드-유래 키메릭 나노입자의 생합성을 위한 발현 벡터 제조[0109]

알파 헬릭스 구조의 EGFR에 대한 표적 지향성 펩타이드와는 달리 선형의 구조를 갖는 EDB에 대한 표적 지향성[0110]

펩타이드를 사용하여 HBV 캡시드 유래 키메릭 나노입자의 합성을 시험하였다. 

상기 실시예 1의 표 1에 기재된 프라이머1-5와 프라이머6을 사용하여 HBV 캡시드 단백질의 유전자 서열 (NCBI[0111]

Nucleotide  accession  number:  AF286594  서열  중  1901-2452  서열,  서열번호 1)을  주형으로 extension  PCR

후에,  HBV  코어 단백질(HBVcAg)  유전자로부터 유래한 N-NdeI-H6(hexahistidine)-BP(Biotinylated  peptides)-
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Y6(hexatyrosine)-HBVcAg(1-78)-XhoI-C (서열번호 2) 및 N-BamHI-HBVcAg(81-149)-ClaI -C (서열번호 3)의 합성

을 코드하는 두 유전자 클론을 얻었다. 또 EDB (human fibronectin extradomain B)로 HBVcAg의 P79A80를 대체

하기 위하여, 5’-XhoI-EDB-BamHI-3’(서열번호 16)를 PCR을 이용하여 제조하였다. 플라즈미드 pT7-7에 상기 유

전자 클론의 일련의 라이게이션을 통하여, N-H6-BP-Y6-HBVcAg(1-78)-EDB-HBVcAg(81-149)-C(서열번호 17)의 합

성을 코딩하는 플라즈미드 발현 벡터 pT7-7-N-H6-BP-Y6-HBVcAg(1-78)-EDB-HBVcAg(81-149)-C를 구축하였다 (도

9). 제작된 모든 플라즈미드 발현 벡터는 아가로스 젤- 정제 후 완전한 DNA 시퀀싱을 통해 서열을 확인하였다. 

HBV 캡시드 유래 키메릭 나노입자의 제조와 관련된 프라이머 서열과 주형에 대한 정보 및 이에 대한 좀 더 상세[0112]

한 기재는 아래와 같다 (표 2).

1) 첫 번째 부분은 HBV 캡시드 단백질의 유전자 서열 (NCBI Nucleotide accession number: AF286594 서열 중[0113]

1901-2452 서열, 서열번호 1)을 주형으로 하여 제한 효소 NdeI이 포함되어 있는 프라이머 서열부분 1부터 프라

이머 서열부분 5까지를 XhoI을 포함하고 있는 프라이머 서열 6과 함께 extesion PCR을 진행하였다. 그 결과 5‘

-NdeI-H6-BP-Y6-HBV 캡시드 단백질(아미노산 서열 1-78)-XhoI-3' (서열번호 2)으로 이루어진 PCR 산물을 확보

하였다.

2) 두 번째 부분은 HBV 캡시드 단백질의 유전자 서열을 주형으로 하여 제한 효소 BamHI이 포함되어 있는 프라이[0114]

머 서열부분 7과 ClaI를 포함하고 있는 프라이머 서열 8를 이용하여 PCR 을 진행하였다. 그 결과 5‘-BamHI-HBV

캡시드 단백질(아미노산 서열 81-149)-ClaI-3' (서열번호 3)으로 이루어진 PCR 산물을 확보하였다.

3) 세 번째 부분은 EDB 염기서열을 주형으로 하여 XhoI을 포함하고 있는 프라이머 서열 11, BamHII을 포함하는[0115]

프라이머 서열 12를 이용하여 PCR을 수행하였다. 5’-XhoI-EDB-BamHI-3’ (서열번호 16) 제작을 위해서 하기 표

2의 프라이머 서열 11과 12를 이용하였다.

이렇게 만들어진 PCR 산물을 순차적으로 pT7-7 벡터에 삽입하여 HBV 캡시드 유래 금이온의 환원을 유도할 수 있[0116]

는(hexatyrosine)작용기와 인간 교모세포종 및 성상세포종 종양 세포(U87MG cell line)에 특이적으로 결합력을

갖는 EDB를 합성할 수 있는 발현 벡터 pT7-7-N-H6-BP-Y6-HBVcAg(1-78)-EDB-HBVcAg(81-149)-C  를 구성하였다

(도 9). 

3) EDB의 암세포에 대한 결합력을 비교하기 위하여 프라이머 서열부분 1부터 프라이머 서열부분 5까지를 ClaI을[0117]

포함하고 있는 프라이머 서열 8과 함께 extesion PCR을 진행하고, 이렇게 만들어진 PCR 산물을 pT7-7 벡터에 삽

입하여 HBV 캡시드 유래 금이온의 환원을 유도할 수 있는(hexatyrosine)작용기를 갖는 발현벡터를 구성하여, 발

현 벡터를 구성하여 EDB에 대한 대조군으로 사용하였다 (도 1, (B)).

표 2

프라이머11[0118]

(서열번호 18)

5’ XhoI-EDB CTCGAG CAT AGC TGC AGC TCC CCG ATT CAG

프라이머12

(서열번호 19)

3’ BamHI-EDB GGA TCC CGG CTG CTG TTC CAG ACG AAT AAT GCC

상기  실시예  2와  실시예  3에서  언급한  방법으로  상기  제조된  벡터  pT7-7-N-H6-BP-Y6-HBVcAg(1-78)-EDB-[0119]

HBVcAg(81-149)-C 의 생합성과 정제를 실시하였다. 이를 통해 만들어진 키메릭 단백질을 상기 실시예 5에 언급

된 방법을 통해 TEM 을 통한 구조 분석을 실시하였다 (도 10). 그 결과, 도 10에서 볼 수 있는 바와 같이, EGFR

을 표적으로 한 표적 지향성 펩타이드를 사용한 실시예 1과 마찬가지로 표적 지향성 펩타이드 및 금 이온 환원

성 펩타이드를 포함하는 재조합 B형 간염 바이러스(HBV) 캡시드 단백질이 안정적으로 형성됨을 확인할 수 있었

다.

[실험예][0120]

[실험예 1] 40nm크기의 금 나노입자와 비교한 체 내 독성 비교[0121]

금-단백질 나노입자 융합체와 유사한 크기의 40nm 금 나노입자와 금-단백질 나노입자 융합체, 대조군으로서 탈[0122]

이온수(deionized  water)를  이용하여 체내 물질의 체내 독성을 비교하였다.  1일이 지난 뒤,  간,  폐,  신장,
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비장, 심장 등 주요 다섯개 장기를 조직검사를 통해 체 내 독성을 확인하였다 (도 11A). 이 결과 금 나노입자를

주사한 실험군에서 일부 출혈과 부종, 독성물질 소화를 위한 대식세포군이 발견되어 심각한 독성을 나타내었지

만 같은 농도의 금-단백질 나노입자 융합체를 주사한 실험군에서는 대조군인 탈이온수를 투여한 실험군과 마찬

가지로 특이할만한 변화가 나타나지 않았다. 이 두 물질의 체내 농축되는 정도를 알아보기 위하여 21일간 7일

간격으로 간에서의 농축되는 정도를 간의 해부 사진과 조직에 존재하는 금을 반사시켜 밝게 보이게 하는 dark-

field 현미경을 이용하여 알아보았다 (도 11B).

이 결과 금 나노입자를 주사한 실험군은 21일동안 간에서 물질이 빠져 나가지 않아 검은 색을 띄고, dark-field[0123]

사진에서 꾸준히 높은 수준의 농축정도를 띄고 있음에 반해 금-단백질 나노입자 융합체는 해부 사진 상에서 색

의 변화 없이 정상적인 조직의 상태를 보여줄 뿐만 아니라 일주일 안에 물질이 체 외로 빠져나감으로서 dark-

field 사진에서 금이 7일 이후 거의 보이지 않음을 알 수 있다.

이를 통해 금-단백질 나노입자 융합체를 체내에 적용하였을 때, 기존 금 나노입자가 갖는 체 내 독성 문제를 해[0124]

결함으로서 생체 적합한 물질로서 이용이 가능함을 알 수 있다.

[실험예 2] 체내 적용 후 CT 조영제로의 활용 (intratumoral injection)[0125]

종양 내에 금-단백질 나노입자 융합체를 주사한 실험군과 무처리 대조군을 비교하여 X-ray CT의 조영제로서 활[0126]

용 가능 여부를 확인해 보았다 (도 12). 금은 X-ray를 조사하였을 때, 명암의 단차를 나타내어 조영제로서 이용

이 가능하며, 금-단백질 나노입자의 조영효과를 검증한다면, 실시예 9에서 보여주는 생체 내 타게팅을 이용하여

높은 수준의 조영효과를 내는 조영제로 활용이 가능할 것이다. 물질을 종양 내에 직접 주사한 후, X-ray CT 촬

영을 하였을 때, 주변 뼈과 비슷한 수준의 밝기를 보임을 알 수 있다.

이를 통해 금-단백질 나노입자 융합체를 이용한 CT조영제로서의 활용이 가능함 을 알 수 있다.[0127]
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<211>    450

<212>    DNA

<213>    Hepatitis B virus

<400>    1

atggacattg acccgtataa agaatttgga gcttctgtgg agttactctc ttttttgcct         60

tctgacttct ttccttctat tcgagatctc ctcgacaccg cctctgctct gtatcgggag        120

gccttagagt ctccggaaca ttgttcacct caccatacag cactcaggca agctattctg        180

tgttggggtg agttgatgaa tctggccacc tgggtgggaa gtaatttgga agacccagca        240

tccagggaat tagtagtcag ctatgtcaac gttaatatgg gcctaaaaat cagacaacta        300

ttgtggtttc acatttcctg tcttactttt ggaagagaaa ctgttcttga gtatttggtg        360

tcttttggag tgtggattcg cactcctccc gcttacagac caccaaatgc ccctatctta        420

tcaacacttc cggaaactac tgttgtttaa                                         450

<210>    2

<211>    423

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    N-NdeI-H6-BP-Y6-HBVcAg(1-78)-XhoI-C

<400>    2

catatgcatc accatcacca tcacatggcg tctagtctgc gtcagattct ggattctcag         60

aaaatggaat ggcgttctaa tgcgggtggc tctggtggcg gaagtggggg aggcactgga        120

ggtggcagcg gcggtgggta ctattactat tactatgaca ttgacccgta taaagaattt        180

ggagcttctg tggagttact ctcttttttg ccttctgact tctttccttc tattcgagat        240

ctcctcgaca ccgcctctgc tctgtatcgg gaggccttag agtctccgga acattgttca        300

cctcaccata cagcactcag gcaagctatt ctgtgttggg gtgagttgat gaatctggcc        360

acctgggtgg gaagtaattt ggaagacggt ggcggaggga gtgggggggg cggtactctc        420

gag                                                                      423

<210>    3

<211>    249

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    N-BamHI-HBVcAg(81-149)-ClaI -C

<400>    3
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ggatccggtg gcggagggtc tgggggaggc ggttccaggg aattagtagt cagctatgtc         60

aacgttaata tgggcctaaa aatcagacaa ctattgtggt ttcacatttc ctgtcttact        120

tttggaagag aaactgttct tgagtatttg gtgtcttttg gagtgtggat acgcactcct        180

cccgcttaca gaccaccaaa tgcccctatc ttatcaacac ttccggaaac tactgttgtt        240

taaatcgat                                                                249

<210>    4

<211>    366

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    5'-XhoI-EGFR affibody-BamHI-3'

<400>    4

ctcgaggtgg ataacaaatt taacaaagaa atgtgggcgg cgtgggaaga aattcgtaac         60

ctgccgaacc tgaacggctg gcagatgacc gcgtttattg cgagcctggt ggatgatccg        120

agccagagcg cgaacctgct ggcggaagcg aaaaaactga acgatgcgca ggcgccgaaa        180

gaattcgtgg ataacaaatt taacaaagaa atgtgggcgg cgtgggaaga aattcgtaac        240

ctgccgaacc tgaacggctg gcagatgacc gcgtttattg cgagcctggt ggatgatccg        300

agccagagcg cgaacctgct ggcggaagcg aaaaaactga acgatgcgca ggcgccgaaa        360

ggatcc                                                                   366

<210>    5

<211>    1026

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    N-H6-BP-Y6-HBVcAg(1-78)- EGFR affibody-HBVcAg(81-149)-C

<400>    5

catatgcatc accatcacca tcacatggcg tctagtctgc gtcagattct ggattctcag         60

aaaatggaat ggcgttctaa tgcgggtggc tctggtggcg gaagtggggg aggcactgga        120

ggtggcagcg gcggtgggta ctattactat tactatgaca ttgacccgta taaagaattt        180

ggagcttctg tggagttact ctcttttttg ccttctgact tctttccttc tattcgagat        240

ctcctcgaca ccgcctctgc tctgtatcgg gaggccttag agtctccgga acattgttca        300

cctcaccata cagcactcag gcaagctatt ctgtgttggg gtgagttgat gaatctggcc        360

acctgggtgg gaagtaattt ggaagacggt ggcggaggga gtgggggggg cggtactctc        420
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gaggtggata acaaatttaa caaagaaatg tgggcggcgt gggaagaaat tcgtaacctg        480

ccgaacctga acggctggca gatgaccgcg tttattgcga gcctggtgga tgatccgagc        540

cagagcgcga acctgctggc ggaagcgaaa aaactgaacg atgcgcaggc gccgaaagaa        600

ttcgtggata acaaatttaa caaagaaatg tgggcggcgt gggaagaaat tcgtaacctg        660

ccgaacctga acggctggca gatgaccgcg tttattgcga gcctggtgga tgatccgagc        720

cagagcgcga acctgctggc ggaagcgaaa aaactgaacg atgcgcaggc gccgaaagga        780

tccggtggcg gagggtctgg gggaggcggt tccagggaat tagtagtcag ctatgtcaac        840

gttaatatgg gcctaaaaat cagacaacta ttgtggtttc acatttcctg tcttactttt        900

ggaagagaaa ctgttcttga gtatttggtg tcttttggag tgtggatacg cactcctccc        960

gcttacagac caccaaatgc ccctatctta tcaacacttc cggaaactac tgttgtttaa       1020

atcgat                                                                  1026

<210>    6

<211>    42

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer 1

<400>    6

catatgcatc accatcacca tcacatggcg tctagtctgc gt                            42

<210>    7

<211>    50

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer 2

<400>    7

atggcgtcta gtctgcgtca gattctggat tctcagaaaa tggaatggcg                    50

<210>    8

<211>    51

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer 3

<400>    8

cagaaaatgg aatggcgttc taatgcgggt ggctctggtg gcggaagtgg g                  51
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<210>    9

<211>    51

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer 4

<400>    9

ggtggcggaa gtgggggagg cactggaggt ggcggcggtg ggtactatta c                  51

<210>    10

<211>    48

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer 5

<400>    10

ggcggtgggt actattacta ttactatgac attgacccgt ataaagaa                      48

<210>    11

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer 6

<400>    11

ctcgaggtct tccaaattac ttccca                                              26

<210>    12

<211>    27

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer 7

<400>    12

ggatcctcca gggaattagt agtcagc                                             27

<210>    13

<211>    33

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer 8
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<400>    13

atcgatttaa acaacagtag tttccggaag tgt                                      33

<210>    14

<211>    27

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer 9

<400>    14

ctcgaggtgg ataacaaatt taacaaa                                             27

<210>    15

<211>    42

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer 10

<400>    15

ggatcctttc ggcgcctgcg catcgttcag ttttttcgct tc                            42

<210>    16

<211>    204

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    5'-XhoI-EDB-BamHI-3'

<400>    16

ctcgagcata gctgcagctc cccgattcag ggcagctgga cctgggaaaa cggcaaatgg         60

acctggaaag gcattattcg tctggaacag cagccggaat tcctcgagca tagctgcagc        120

tccccgattc agggcagctg gacctgggaa aacggcaaat ggacctggaa aggcattatt        180

cgtctggaac agcagccggg atcc                                               204

<210>    17

<211>    864

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    N-H6-BP-Y6-HBVcAg(1-78)-EDB-HBVcAg(81-149)-C

<400>    17

catatgcatc accatcacca tcacatggcg tctagtctgc gtcagattct ggattctcag         60
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aaaatggaat ggcgttctaa tgcgggtggc tctggtggcg gaagtggggg aggcactgga        120

ggtggcagcg gcggtgggta ctattactat tactatgaca ttgacccgta taaagaattt        180

ggagcttctg tggagttact ctcttttttg ccttctgact tctttccttc tattcgagat        240

ctcctcgaca ccgcctctgc tctgtatcgg gaggccttag agtctccgga acattgttca        300

cctcaccata cagcactcag gcaagctatt ctgtgttggg gtgagttgat gaatctggcc        360

acctgggtgg gaagtaattt ggaagacggt ggcggaggga gtgggggggg cggtactctc        420

gagcatagct gcagctcccc gattcagggc agctggacct gggaaaacgg caaatggacc        480

tggaaaggca ttattcgtct ggaacagcag ccggaattcc tcgagcatag ctgcagctcc        540

ccgattcagg gcagctggac ctgggaaaac ggcaaatgga cctggaaagg cattattcgt        600

ctggaacagc agccgggatc cggtggcgga gggtctgggg gaggcggttc cagggaatta        660

gtagtcagct atgtcaacgt taatatgggc ctaaaaatca gacaactatt gtggtttcac        720

atttcctgtc ttacttttgg aagagaaact gttcttgagt atttggtgtc ttttggagtg        780

tggatacgca ctcctcccgc ttacagacca ccaaatgccc ctatcttatc aacacttccg        840

gaaactactg ttgtttaaat cgat                                               864

<210>    18

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer 11

<400>    18

ctcgagcata gctgcagctc cccgattcag                                          30

<210>    19

<211>    33

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer 12

<400>    19

ggatcccggc tgctgttcca gacgaataat gcc                                      33
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