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명 세 서

청구범위

청구항 1 

세포 내에 섭취되는 나노입자와, 상기 나노입자의 외표면 일부분에 결합하여 나노입자의 세포 내 섭취 효율을

향상시키는 지질 기반의 지질구조체를 포함하며,

상기 나노입자는 제1반응기를 포함하고, 상기 지질구조체는 상기 나노입자의 제1반응기와 화학 결합하는 제2반

응기를 포함하여, 상기 제1반응기와 제2반응기가 화학 결합함으로써 지질구조체가 나노입자에 결합하는 것을 특

징으로 하는 나노입자 복합체.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 지질구조체는 제2반응기가 결합된 지질과 제2반응기가 결합되지 않은 지질의 혼합물로 이루어진 지질체의

재조합에 의해 형성되며,

상기 제2반응기가 결합된 지질과 제2반응기가 결합되지 않은 지질의 혼합 비율을 조절하여 나노입자에 결합한

지질구조체의 생성 및 형태를 제어할 수 있는 것을 특징으로 하는 나노입자 복합체.

청구항 3 

제2항에 있어서,

상기 제2반응기가 결합된 지질과 제2반응기가 결합되지 않은 지질은 1:2.33 ~ 99의 몰비로 사용되는 것을 특징

으로 하는 나노입자 복합체.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 지질구조체는

친수성을 띄는 지질 헤드가 외측면에 위치하고 내부에 소수성을 띄는 지질 꼬리가 위치하여 전체적으로 길이가

긴 튜브 형태를 가지는 것을 특징으로 하는 나노입자 복합체.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 나노입자는 50 내지 500nm의 직경을 가지며, 상기 지질구조체는 50 내지 300nm의 길이를 가지고 3 내지

20nm의 폭을 가지는 것을 특징으로 하는 나노입자 복합체.

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 나노입자 복합체는

엔도시토시스뿐만 아니라 세포막을 직접 관통하여 세포 내에 섭취될 수 있는 것을 특징으로 하는 나노입자 복합

체.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 지질구조체는

상기 나노입자의 스피로이드 세포 내 섭취 효율을 향상시킬 수 있는 것을 특징으로 하는 나노입자 복합체.

청구항 8 

제1항에 있어서,
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상기 나노입자는 항암제를 포함하며, 항암 저항성을 가진 종양 세포의 사멸 효율을 향상시킬 수 있는 것을 특징

으로 하는 나노입자 복합체.

청구항 9 

제1항에 있어서,

상기 나노입자는 유전체를 포함하거나 유전체로 이루어져, 상기 나노입자 복합체는 유전자 치료에 이용되는 것

을 특징으로 하는 나노입자 복합체.

청구항 10 

제1반응기가 존재하는 나노입자를 형성하는 나노입자형성단계와; 상기 제1반응기와 화학적으로 결합하는 제2반

응기가 존재하는 지질 기반의 마이크로 사이즈의 지질체를 형성하는 지질체형성단계와; 상기 나노입자와 지질체

를 혼합하여 제1반응기와 제2반응기가 서로 결합하도록 하여 지질체의 외면에 나노입자가 결합한 지질체-나노입

자 복합체를 형성하는 지질복합체형성단계와; 상기 지질복합체형성단계에서 형성된 지질체-나노입자 복합체에

기계적인 힘을 가해 지질체를 파쇄하여 나노입자의 외표면 일부분에 결합한 지질구조체를 형성하여 나노입자 복

합체를 제조하는 파쇄형성단계;를 포함하며,

상기 지질체형성단계는 제2반응기가 결합된 지질과 제2반응기가 결합되지 않은 지질의 혼합물을 이용하여 지질

체를 형성하고,

상기 나노입자는 세포 내에 섭취되며, 상기 지질구조체는 나노입자의 세포 내 섭취 효율을 향상시키는 것을 특

징으로 하는 나노입자 복합체의 제조방법.

청구항 11 

제10항에 있어서,

상기 제2반응기가 결합된 지질과 제2반응기가 결합되지 않은 지질의 혼합 비율을 조절하여 나노입자에 결합한

지질구조체의 생성 및 형태를 제어할 수 있는 것을 특징으로 하는 나노입자 복합체의 제조방법.

청구항 12 

제10항에 있어서,

상기 파쇄형성단계에서는 지질체-나노입자 복합체에 기계적인 힘을 가하고 일정 시간 유지하여, 지질체가 파쇄

되며 지질체를 이루는 인지질은 재조합이 일어나 나노입자에 결합한 튜브 형태의 지질구조체가 형성되는 것을

특징으로 하는 나노입자 복합체의 제조방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 질병 치료용 나노입자 복합체 및 이의 제조방법에 대한 것으로, 더욱 상세하게는 나노입자 표면의 일[0001]

부분에 튜브 형태의 지질구조체가 결합하여  엔도시토시스뿐만 아니라 세포막을 직접 관통할 수 있으며, 향상된

조직 투과 능력으로 인해 스페로이드 형태의 종양 세포 내에 나노입자를 효과적으로 섭취시킬 수 있고, 지질체

형성시 사용되는 제2반응기가 결합한 인지질과 제2반응기가 결합하지 않은 인지질의 비율을 조절하여 나노입자

의 표면에 충분한 길이를 가지는 지질구조체를 형성할 수 있는 나노입자 복합체 및 이의 제조방법에 대한 것이

다.

배 경 기 술

약물전달 분야에서 세포 내 섭취 효율은 약물전달 효능을 달성하기 위한 중요한 척도가 된다. 따라서, 세포 내[0002]

섭취 효율을 향상시키기 위한 기술이 널리 개발되고 있다. 일 예로 하기 특허문헌에 기재된 것처럼 나노입자에

세포투과성 펩타이드 등을 화학적으로 결합시켜 나노입자의 세포 내 섭취 효율을 향상시키고자 하고 있다.

<특허문헌>[0003]

공개특허공보 제10-2017-0040748호(2017. 04. 13. 공개) "다중 블럭 폴리펩타이드를 포함하는 약물전달체 및 자[0004]

공개특허 10-2020-0130584

- 4 -



가조립 나노구조체"

하지만, 종래의 세포 내 섭취 효율을 향상시키기 위한 기술은 충분한 효과를 얻을 수 없으며, 결합된 물질이 쉽[0005]

게 분해되어 안정성이 떨어지는 문제가 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기와 같은 문제점을 해결하기 위해 안출된 것으로,[0006]

본 발명은 안정성이 높고 생체적합성이 뛰어난 리피드 기반 물질로 나노입자 표면을 개질함으로써 세포 내 섭취[0007]

효율을 비약적으로 향상시킨 나노입자 복합체 및 이의 제조방법을 제공하는데 그 목적이 있다.

또한, 본 발명은 나노입자 표면의 일 부분에 튜브 형태의 지질구조체를 형성하여, 엔도시토시스(100 내지 200nm[0008]

사이즈의 입자가 세포 내에 섭취되는 기작임)뿐만 아니라 세포막을 직접 관통할 수 있는 나노입자 복합체 및 이

의 제조방법을 제공하는데 그 목적이 있다.

또한, 본 발명은 향상된 조직 투과(tissue penetration) 능력으로 인해 스페로이드 형태의 종양 세포 내에 나노[0009]

입자를 효과적으로 섭취시킬 수 있는 나노입자 복합체 및 이의 제조방법을 제공하는데 그 목적이 있다.

또한, 본 발명은 유전체 약물을 담지하거나 유전체 약물 자체로 이루어진 나노입자의 세포 및 조직에의 전달 효[0010]

과를 향상시켜, 유전자 치료 효율을 높일 수 있는 나노입자 복합체 및 이의 제조방벋을 제공하는데 그 목적이

있다.

또한, 본 발명은 지질구조체를 나노입자에 직접 부착하지 않고 지질 기반의 지질체(버블, 리포좀 등)와 나노입[0011]

자를 결합시킨 후 물질적인 힘을 가해 지질체가 파쇄되어 나노입자 표면에 지질구조체가 형성되도록 하는 Top-

down 방식을 이용하므로 용이하게 대량 생산이 가능한 나노입자 복합체 및 이의 제조방법을 제공하는데 그 목적

이 있다.

또한, 본 발명은 지질체 형성시 사용되는 제2반응기가 결합한 인지질과 제2반응기가 결합하지 않은 인지질의 비[0012]

율을 조절하여 상기 나노입자의 표면에 충분한 길이를 가지는 지질구조체를 형성할 수 있는 나노입자 복합체 및

이의 제조방법을 제공하는데 그 목적이 있다.

과제의 해결 수단

본 발병은 앞서 본 목적을 달성하기 위하여 다음과 같은 구성을 가진 실시예에 의해 구현된다.[0013]

본 발명의 일 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체는 세포 내에 섭취되는 나노입자와, 상기 나노[0014]

입자의 외표면 일부분에 복수 개가 자기조립되어 나노입자의 세포 내 섭취 효율을 향상시키는 지질 기반의 지질

구조체를 포함하는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체에 있어서 상기 나노입자는 제1반응기를 포함[0015]

하고, 상기 지질구조체를 구성하는 지질 중에 일부 지질이 상기 나노입자의 제1반응기와 화학 결합하는 제2반응

기를 가지고 있으며, 우선적으로 상기 제1반응기와 제2반응기가 화학 결합하고 일부 지질이 나노입자에 결합하

고 이를 시작점으로 하여 나머지 지질들이 자기조립으로 지질구조체를 형성하는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체에 있어서 상기 지질구조체는 제2반응기가[0016]

결합된 지질과 제2반응기가 결합되지 않은 지질의 혼합물로 이루어진 지질체의 자기조립에 의해 형성되며, 상기

제2반응기가 결합된 지질과 제2반응기가 결합되지 않은 지질의 혼합 비율을 조절하여 나노입자에 결합한 지질구

조체의 생성 및 형태를 제어할 수 있는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체에 있어서 상기 제2반응기가 결합된 지질[0017]

과 제2반응기가 결합되지 않은 지질은 1:2.33 ~ 99의 몰비로 혼합되는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체에 있어서 상기 지질구조체는 친수성을 띄[0018]

는 지질 헤드가 외측면에 위치하고 내부에 소수성을 띄는 지질 꼬리가 위치하여 전체적으로 길이가 긴 튜브 형

태를 가지는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체에 있어서 상기 나노입자는 50 내지 500nm[0019]
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의 직경을 가지며, 상기 지질구조체는 50 내지 300nm의 길이를 가지고 3 내지 20nm의 폭을 가지는 것을 특징으

로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체는 기존 나노입자의 세포 내에 들어가는[0020]

기작인 엔도시토시스뿐만 아니라 세포막을 직접 관통하여 세포 내에 섭취될 수 있는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체에 있어서 상기 지질구조체는 상기 나노입[0021]

자의 암 세포 스피로이드 세포 내 섭취 효율을 향상시킬 수 있는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체에 있어서 상기 나노입자는 항암제를 포함[0022]

하며, 항암 저항성을 가진 종양 세포의 사멸 효율을 향상시킬 수 있는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체에 있어서 상기 나노입자는 유전체 약물이[0023]

담지된 나노입자 또는 유전체 약물 자체로 이루어진 나노입자가 사용되어, 유전자 치료 효율을 향상시킬 수 있

는 있는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체의 제조방법은 제1반응기가 존재하는 나노[0024]

입자를 형성하는 나노입자형성단계와; 상기 제1반응기와 화학적으로 결합하는 제2반응기가 존재하는 지질 기반

의 마이크로 사이즈의 지질체를 형성하는 지질체형성단계와; 상기 나노입자와 지질체를 혼합하여 제1반응기와

제2반응기가 서로 결합하도록 하여 지질체의 외면에 나노입자가 결합한 지질체-나노입자 복합체를 형성하는 지

질복합체형성단계와; 상기 지질복합체형성단계에서 형성된 지질체-나노입자 복합체에 기계적인 힘을 가해 지질

체를 파쇄하여 나노입자의 외표면 일부분에 결합한 지질구조체를 형성하여 나노입자 복합체를 제조하는 파쇄형

성단계;를 포함하며, 상기 지질체형성단계는 제2반응기가 결합된 지질과 제2반응기가 결합되지 않은 지질의 혼

합물을 이용하여 지질체를 형성하고, 상기 나노입자는 세포 내에 섭취되며, 상기 지질구조체는 나노입자의 세포

내 섭취 효율을 향상시키는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체의 제조방법에 있어서 상기 제2반응기가[0025]

결합된 지질과 제2반응기가 결합되지 않은 지질의 혼합 비율을 조절하여 나노입자에 결합한 지질구조체의 생성

및 형태를 제어할 수 있는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따르면, 본 발명에 따른 나노입자 복합체에 있어서 상기 파쇄형성단계에서는 지질[0026]

체-나노입자 복합체에 기계적인 힘을 가하고 일정 시간 유지하여, 지질체가 파쇄되며 지질체를 이루는 인지질은

재조합이 일어나 나노입자에 결합한 튜브 형태의 지질구조체가 형성되는 것을 특징으로 한다.

발명의 효과

본 발명은 앞서 본 실시예에 의해 다음과 같은 효과를 얻을 수 있다.[0027]

본 발명은 안정성이 높고 생체적합성이 뛰어난 리피드 기반 물질로 나노입자 표면을 개질함으로써 세포 내 섭취[0028]

효율을 비약적으로 향상시킬 수 있는 효과가 있다.

또한, 본 발명은 나노입자 표면의 일 부분에 튜브 형태의 지질구조체가 형성되어, 엔도시토시스(100 내지 200nm[0029]

사이즈의 입자가 세포 내에 섭취되는 기작임)뿐만 아니라 세포막을 직접 관통할 수 있도록 할 수 있는 효과가

있다.

또한, 본 발명은 향상된 조직 투과(tissue penetration) 능력으로 인해 스페로이드 형태의 종양 세포 내에 나노[0030]

입자를 효과적으로 섭취시킬 수 있는 효과가 있다.

또한, 본 발명은 지질구조체를 나노입자에 직접 부착하지 않고 지질 기반의 지질체(버블, 리포좀 등)와 나노입[0031]

자를 결합시킨 후 물질적인 힘을 가해 지질체가 파쇄되어 나노입자 표면에 지질구조체가 형성되도록 하는 Top-

down 방식을 이용하므로 용이하게 대량 생산이 가능한 효과가 있다.

또한, 본 발명은 지질체 형성시 사용되는 제2반응기가 결합한 인지질과 제2반응기가 결합하지 않은 인지질의 비[0032]

율을 조절하여 상기 나노입자의 표면에 충분한 길이를 가지는 지질구조체를 형성할 수 있는 효과가 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 일 실시예에 따른 나노입자 복합체의 모식도.[0033]

도 2는 본 발명의 일 실시예에 따른 나노입자 복합체의 TEM 이미지.
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도 3은 본 발명의 일 실시예에 따른 나노입자 복합체의 Cryo-TEM 이미지.

도 4는 본 발명의 일 실시예에 따른 나노입자 복합체에 결합하는 지질구조체의 Cryo-TEM 이미지.

도 5는 인지질 비율을 달리하여 제조된 본 발명의 일 실시예에 따른 나노입자 복합체의 Cryo-TEM 이미지.

도 6은 본 발명의 다른 실시예에 따른 나노입자 복합체에 사용되는 바이러스 나노입자의 TEM 이미지.

도 7은 본 발명의 다른 실시예에 따른 나노입자 복합체의 Cryo-TEM 이미지.

도 8은 본 발명의 일 실시예에 따른 나노입자 복합체의 세포 섭취 효율을 확인하기 위한 유세포 측정기(Flow

cytometry)를 이용한 분석결과를 나타내는 도표.

도  9  및  10은  본  발명의  일  실시예에  따른  나노입자  복합체의 세포 섭취 효율을 확인하기 위한 confocal

microscope 이미지.

도  11은  본  발명의  다른  실시예에  따른  나노입자  복합체의  세포  섭취  효율을  확인하기  위한  confocal

microscope 이미지.

도  12는  본  발명의  또  다른  실시예에  따른  나노입자  복합체의  세포  섭취  효율을  확인하기  위한  confocal

microscope 이미지.

도 13 및 14는 다양한 지질 및 작용기를 이용하여 제조된 나노입자 복합체의 세포 섭취 효율을 확인하기 위한

유세포 측정기(Flow cytometry)를 이용한 분석결과를 나타내는 도표.

도 15는 Endocytosis Inhibitor를 처리한 후의 본 발명의 일 실시예에 따른 나노입자 복합체의 세포 섭취 효율

을 확인하기 위한 유세포 측정기(Flow cytometry)를 이용한 분석결과를 나타내는 도표.

도 16은 Endocytosis Inhibitor를 처리한 후, 인지질 비율을 달리하여 제조된 본 발명의 일 실시예에 따른 나노

입자 복합체의 세포 섭취 효율을 확인하기 위한 유세포 측정기(Flow cytometry)를 이용한 분석결과를 나타내는

도표.

도 17은 HA를 과량 처리한 후의 본 발명의 또 다른 실시예에 따른 나노입자 복합체의 세포 섭취 효율을 확인하

기 위한 confocal microscope 이미지.

도 18은 본 발명의 일 실시예에 따른 나노입자 복합체의 항암제 전달체로의 효능 확인하기 위한 cell viability

assay 결과를 나타내는 도표.

도 19 및 20은 본 발명에 또 다른 실시예에 따른 나노입자 복합체의 유전체 약물 전달체로의 효능을 확인하기

위한 gene silencing 결과를 나타내는 도면.

도 21 내지 22는 본 발명에 또 다른 실시예에 따른 나노입자 복합체의 유전체 약물 전달체로의 효능을 확인하기

위한 gene silencing 결과를 나타내는 도면.

도 23은 본 발명의 일 실시예에 따른 나노입자 복합체의 스피로이드 종양 세포 모델에서의 세포 섭취 효율을 확

인하기 위한 confocal microscope 이미지.

도 24는 본 발명의 또 다른 실시예에 따른 나노입자 복합체의 스피로이드 종양 세포 모델에서의 세포 섭취 효율

을 확인하기 위한 confocal microscope 이미지.

도 25 및 26은 본 발명의 또 다른 실시예에 따른 나노입자 복합체의 스페로이드 종량 세포 모델에서 유전체 약

물 전달체로의 효능을 확인하기 위한 gene silencing 결과를 나타내는 도면.

도 27은 동물모델에서 본 발명의 또 다른 실시예에 따른 나노입자 복합체의 세포 섭취 효율 평가하기 위한

confocal microscope 이미지.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하에서는 본 발명에 따른 질병치료용 나노입자 복합체 및 이의 제조방법을 첨부된 도면을 참조하여 상세히 설[0034]

명한다. 특별한 정의가 없는 한 본 명세서의 모든 용어는 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의 지식을 가진 기

술자가 이해하는 당해 용어의 일반적 의미와 동일하고 만약 본 명세서에 사용된 용어의 의미와 충돌하는 경우에

는 본 명세서에 사용된 정의에 따른다. 또한, 본 발명의 요지를 불필요하게 흐릴 수 있는 공지 기능 및 구성에
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대해 상세한 설명은 생략한다. 명세서 전체에서, 어떤 부분이 어떤 구성요소를 "포함"한다고 할 때 이는 특별히

반대되는 기재가 없는 한 다른 구성요소를 제외하는 것이 아니라 다른 구성요소를 더 포함할 수 있는 것을 의미

한다.

본 발명의 일 실시예에 따른 질병치료용 나노입자 복합체를 도 1 내지 24를 참조하여 설명하면, 상기 나노입자[0036]

복합체는 세포 내에 섭취되는 나노입자(1)와, 상기 나노입자(1)의 외표면 일부분에 결합하여 나노입자(1)의 세

포 내 섭취 효율을 향상시키는 지질 기반의 지질구조체(2) 등을 포함한다.

상기 나노입자(1)는 세포 내에 섭취되는 구성으로, 질병의 치료 등에 이용될 수 있다. 상기 나노입자(1)는 예컨[0038]

대 약물을 담지하거나 질병을 치료할 수 있는 물질로 이루어지게 되는데, 세포 내에 섭취되어 질병의 치료에 이

용되는 종래의 다양한 나노입자가 사용될 수 있으며, 예컨대, 질병의 치료에 이용되는, 알부민 나노입자, 핵산

과 알부민으로 이루어진 나노입자, 생분해성 고분자 나노입자, 핵산 나노입자, 바이러스 입자 등을 예로 들 수

있다. 상기 나노입자는 예컨대 50 내지 500nm의 직경 및 구형의 형태 등을 가질 수 있다. 상기 나노입자는 지질

구조체와 결합하는 화학 반응기(이하, '제1반응기'라 함)를 포함할 수 있다. 예컨대, 제1반응기로는 싸이올기,

아민기, 아미노기, 카르복시기 등을 포함하는 화합물일 수 있다.

상기 지질구조체(2)는 나노입자(1)의 외표면 일부분에 결합하여 나노입자(1)의 세포 내 섭취 효율을 향상시키는[0040]

지질 기반의 구조체로, 상기 지질구조체는 예컨대 50 내지 300nm의 길이를 가지고 3 내지 20nm의 폭을 가질 수

있으며, 상기 나노입자의 외표면에 하나 이상이 결합될 수 있다. 또한, 상기 지질구조체는 나노입자의 제1반응

기와 화학 결합하는 화학 반응기(이하, '제2반응기'라 함)를 포함할 수 있다. 예컨대, 제2반응기로는 싸이올기,

아민기, 아미노기, 카르복시기 등을 포함하는 화합물일 수 있다. 상기 지질구조체는 제2반응기가 결합된 지질과

제2반응기가 결합되지 않은 지질이 혼합된 혼합물로 이루어진 지질체의 재조합에 의해 형성되는데, 상기 지질구

조체는 제2반응기가 결합한 지질과 제2반응기가 결합되지 않은 지질의 혼합 비율을 조절하여 지질구조체의 생성

및 형태(모양 및 길이 등) 제어할 수 있으며, 제2반응기가 결합한 지질과 제2반응기가 결합하지 않은 지질은

1:2.33 ~ 99의 몰비로 혼합되는 것이 바람직하다.

상기 지질구조체는 예컨대 친수성을 띄는 지질 헤드(21)가 외측면에 위치하고 내부에 소수성을 띄는 지질 꼬리[0041]

(22)가 위치하여 전체적으로 길이가 긴 튜브 형태를 가질 수 있으며, 튜브 형태의 지질구조체 일단에 위치하는

제2반응기기가 상기 나노입자의 제1반응기와 화학 결합하여 튜브 형태의 지질구조체가 상기 나노입자(1)의 외표

면에  결합하게  된다.  예를  들어,  나노입자를  알부민  나노입자이고,  상기  지질구조체에  NHS(N-

hydroxysuccinimide) 반응기를 형성하는 경우, NHS-amine 반응을 통해 상기 나노입자(1)와 지질구조체(2)를 결

합시킬 수 있다. 본 발명은 안정성이 높고 생체적합성이 뛰어난 리피드 기반 물질로 나노입자 표면을 개질함으

로써 세포 내 섭취 효율을 비약적으로 향상시킬 수 있으며, 100 내지 200nm 사이즈의 나노입자가 세포 내에 섭

취되는 기작은 엔도시토시스인데, 상기 나노입자 복합체는 나노입자 표면의 일 부분에 튜브 형태의 지질구조체

가 결합하여, 엔도시토시스뿐만 아니라 세포막을 직접 관통할 수 있으며, 스피어로이드 형태의 종양 세포를 효

과적으로 섭취되어 생체 모델에도 적용할 수 있다.

본 발명의 다른 실시예에 따른 나노입자 복합체의 제조방법을 설명하면, 상기 나노입자 복합체의 제조방법은 제[0043]

1반응기가 존재하는 나노입자를 형성하는 나노입자형성단계와, 상기 제1반응기와 화학적으로 결합하는 제2반응

기가 존재하는 지질 기반의 마이크로 사이즈의 지질체(버블, 리포좀 등)를 형성하는 지질체형성단계와, 상기 나

노입자와 지질체를 혼합하여 제1반응기와 제2반응기가 서로 결합하도록 하여 지질체의 외면에 나노입자가 결합

한 지질체-나노입자 복합체를 형성하는 지질복합체형성단계와, 상기 지질복합체형성단계에서 형성된 지질체-나

노입자 복합체에 기계적인 힘(mechanical force)을 가해 지질체를 파쇄하여 나노입자의 외표면 일부분에 결합한

지질구조체를 형성하는 파쇄형성단계 등을 포함한다.

상기 나노입자형성단계는 세포 내에 섭취되어 질병에 치료에 이용되는 나노입자가 제1반응기를 포함하도록 상기[0044]

나노입자를 형성하는 단계로, 종래의 다양한 나노입자를 제조하는 방법이 사용될 수 있으며, 예컨대 약물을 담

지한 알부민 나노입자의 경우 알부민에 아민기가 존재하여 제1반응기로 이용될 수 있으며, 특정 단백질의 발현

을 억제하는 siRNA 나노입자의 경우 siRNA 나노입자에 아민이 붙어 있는 히알루론산을 코팅하여 siRNA 나노입자

공개특허 10-2020-0130584

- 8 -



에 제1반응기를 형성할 수 있다.

상기 지질체형성단계는 상기 제1반응기와 화학적으로 결합하는 제2반응기가 존재하는 지질 기반의 마이크로 사[0045]

이즈의 지질체(버블, 리포좀 등)를 형성하는 단계로, 예컨대 버블은 지질(예컨대, 인지질)로 형성되고 내부에

가스가 충진되어 있으며 상기 버블에 제2반응기가 위치하게 된다. 내부에 가스를 가지고 지질로 이루어진 리포

좀 형태의 마이크로 사이즈의 버블은 종래의 제조방법에 의해 제조될 수 있으며, 예컨대 제2반응기가 결합한 지

질과 제2반응기가 결합하지 않은 지질을 유기용매에 일정 비율로 혼합하여 지질필름을 형성하고, 상기 지질필름

을 용매에 녹이고 가스를 주입하여 형성할 수 있다. 상기 제2반응기가 결합한 지질과 제2반응기가 결합하지 않

은 지질의 혼합 비율을 조절하여 지질구조체의 생성 및 형태(모양 및 길이 등)을 제어할 수 있으며, 제2반응기

가 결합한 지질과 제2반응기가 결합하지 않은 지질은 1:2.33 ~ 99의 몰비로 혼합되는 것이 바람직하다.

상기 지질복합체형성단계는 상기 나노입자와 지질체를 혼합하여 제1반응기와 제2반응기가 서로 결합하도록 하여[0046]

지질의 외면에 나노입자가 결합한 지질체-나노입자 복합체를 형성하는 단계이다.

상기 파쇄형성단계는 상기 지질복합체형성단계에서 형성된 지질체-나노입자 복합체에 기계적인 힘(mechanical[0047]

force)을 가해 지질체를 파쇄하여 나노입자의 외표면 일부분에 결합한 지질구조체를 형성하는 단계이다. 지질체

-나노입자 복합체에 초음파 기기 등을 이용하여 기계적인 힘을 가하고 일정 시간 유지하는 경우, 지질체가 파쇄

되며 지질체를 이루는 지질은 재조합이 일어나 나노입자에 결합한 튜브 형태의 지질구조체가 형성되게 된다. 구

체적으로, 지질체-나노입자 복합체에 기계적인 힘을 가하면 지질체가 파쇄되며, 제2반응기를 가지고 있는 일부

지질이 우선적으로 나노입자에 결합하고(제1반응기와 제2반응기가 화학 결합함), 이를 시적점으로 하여 나머지

지질들이 자기조립으로 지질구조체를 형성하게 된다.

본 발명은 지질구조체를 나노입자에 직접 부착하지 않고 지질 기반의 지질체와 나노입자를 결합시킨 후 기계적[0048]

인 힘을 가해 지질체가 파쇄되어 나노입자 표면에 지질구조체가 형성되도록 하는 Top-down 방식을 이용하므로

용이하게 대량 생산이 가능하도록 할 수 있다.

이하, 실시예를 통해서 본 발명을 보다 상세히 설명하기로 한다. 하지만, 이들은 본 발명을 보다 상세하게 설명[0050]

하기 위한 것일 뿐, 본 발명의 권리범위가 이에 한정되는 것은 아니다.

<실시예 1> 알부민 나노입자 복합체의 제조[0052]

1. 알부민 나노입자(NPs)의 준비[0053]

알부민(Human serum albumin)을 증류수에 20mg/mL의 농도로 녹여 준 후, 0.2M NaOH를 이용하여 pH를 8로 조절[0054]

하여 알부민 용액을 준비하고, 100% 에탄올을 1mL/min의 속도로 상기 알부민 용액에 적정하였다. 이후, 4%의

glutaraldehyde 10μL를 첨가하고 차광 하에 에탄올을 하룻밤 동안 날려주고, 13200rpm, 10min 조건으로 원심분

리를 진행한 후 입자화되지 않은 알부민을 피펫을 이용해 제거해주고 PBS로 재분산하여 3000rpm, 5min 조건으로

원심분리를 진행한 후 micropellet을 제외한 상층액(나노입자(NPs))를 피펫으로 얻었다(한편, 형광 실험을 진행

할 시에는, 필요에 따른 형광 dye와 나노입자를 하룻밤 동안 상온에서 반응시킨 후, 13200rpm, 10min 조건으로

원심분리를 진행한 후 반응하지 않은 형광 dye를 피펫을 이용하여 제거한 후 PBS로 재분산하여 사용함).

2. 지질체(리포좀)의 준비[0055]

지질  DSPC(1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)와  DSPE-PEG-NHS2000(1,2-distearoyl-sn-glycero-3-[0056]

phosphoethanolamine-N-polyethylene glycol succinimidyl ester)을 9.25:0.75의 몰비로 혼합하여 Chloroform

에 10mg/ml의 농도로 녹인 후 1mg/ml이 되도록 lc vial에 100ul씩 넣어준 후, 질소가스를 이용하여 chloroform

을 날려준 후, desiccator를 이용하여 진공을 잡아 1시간 이상 말려 지질박막(lipid film)을 형성하였다. lipid

film vial에 auto PBS를 1ml 넣어 지질 용액을 형성하고, 55℃ 이상의 온도를 가지는 물에 지질 용액이 들어 있

는 HPLC vial을 넣어 지질 용액의 온도가 55℃ 이상이 되도록 하고 bath sonic에서 15초 정도 sonication을 실

시하여(이때, 뜨거운 물에 담그는 과정과 sonication 실시 과정을 3번 정도 반복함), 리포좀을 형성하였다.

3. 지질체(지질을 이용한 버블)의 준비[0057]

실시예 1의 2의 과정을 거쳐 얻은 결과물에, C3F8  gas를 30초간 vial에 채워, Vial Mixer를 이용하여 45초간[0058]
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mixing 시켜 NHS 반응기를 포함하는 지질 기반의 마이크로 버블을 형성하였다.

4. 나노입자 복합체(Directional LT-NPs)의 형성[0059]

(1) 실시예 1의 1에서 형성된 나노입자를 리포좀 용액(실시예 1의 2에서 형성된 리포좀이 PBS에 1mg/ml의 농도[0060]

로 혼합되어 형성)에 넣어준 후, NHS-amine 반응을 유도하기 위해 RT에서 2시간 이상 반응시킨 후(이때, 리포좀

-나노입자 복합체(Liposome-NPs)가 형성됨), 초음파 기기를 이용하여 2W, 1MHZ, duty cycle 100% 조건으로 5분

이상 mechanical force를 가하였다. 이후, 파쇄된 리포좀이 지질구조체를 충분히 형성할 수 있도록, 1시간 이상

RT에서  incubation하여  나노입자의  외표면  일부분에  지질구조체가  결합한  나노입자  복합체(Directional  LT-

NPs)를 형성하였다.

(2) 리포좀 대신에 실시예 1의 3에서 형성된 마이크로 버블을 사용한 것을 제외하고는 다른 조건을 실시예 1의[0061]

4의 (1)과 동일하게 하여 나노입자의 외표면 일부분에 지질구조체가 결합한 나노입자 복합체(Directional LT-

NPs)를 형성하였다.

(3) DSPC와 DSPE-PEG-NHS2000의 혼합 비율을 달리하거나, DSPE-PEG-NHS2000 대신에 DSPE-PEG를 사용한 것을 것[0062]

을 제외하고는 다른 조건을 실시예 1의 4의 (2)와 동일하게 하여 나노입자의 외표면 일부분에 지질구조체가 결

합한  나노입자  복합체(Directional  LT-NPs)를  형성하였다.  DSPC와  DSPE-PEG-NHS2000의  혼합  비율은  각각

9.75:0.25, 9.5:0.5, 9:1, 8:2, 7:3로 하였고, DSPE-PEG-NHS2000 대신에 DSPE-PEG를 사용하여 제조된 나노입자

복합체는 하기의 도면들에서 NHS X로 표기하였다.

<실시예 2> 바이러스 나노입자 복합체의 제조[0064]

1. 바이러스 나노입자의 준비[0065]

바이러스 나노입자로 AAV2-GFP(vector Biolabs, 1x10
13
GC/ml, 20ul) 입자(AAV)를 이용하였다.[0066]

2. 지질체(지질을 이용한 버블)의 준비[0067]

지질  DSPC(1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)와  DSPE-PEG2k(1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-[0068]

phosphoethanolamine-N-[succinyl(polyethylene glycol)-2000])를 9.5:0.5의 몰비로 혼합한 후, 1mg/vial이 되

도록 Chloroform에 녹이고, 질소가스를 이용하여 chloroform을 증발시켰다. 이후, 건조된 phospholipid의 농도

가 1mg/ml이 되게 PBS를 넣고, 55℃ 이상의 D.W에 5초간 담근 후, bath sonicator를 이용하여 30초 동안 건조

된 phospholipid를 수용액 상으로 분산시켰다. 위 과정을 3회정도 반복하여 phospholipid를 수용액 상으로 완전

히 분산시킨 후, C3F8 가스를 vial에 가득 채우고 vial mixer를 이용하여 45초간 흔들어 지질 기반의 마이크로

버블을 형성하였다. 

3. 나노입자 복합체(Directional LT-AAV)의 형성[0069]

실시예 2의 1에서 준비된 바이러스 나노입자와 실시예 2의 2에서 준비된 마이크로 버블을 혼합하고 3시간 이상[0070]

상온에서 반응시킨 후, 초음파(2.0W/cm
2
)를 이용하여 30초 동안 mechanical force를 가하였다. 이후, 파쇄된 마

이크로 버블이 지질구조체를 충분히 형성될 수 있도록 1시간 이상 상온에서 반응시켜, 나노입자의 외표면 일부

분에 지질구조체가 결합한 나노입자 복합체(Directional LT-AAV)를 형성하였다.

<실시예 3> 알부민과 RNA로 이루어진 나노입자 복합체의 제조[0072]

1. 알부민과 RNA로 이루어진 나노입자(siRNA NPs)의 준비[0073]

알부민(Human serum albumin)을 0.1mM HEPES with 0.01mM EDTA에 40mg/mL의 농도로 녹여 준 후, thiol-modify[0074]

VEGF  siRNA  duplex(5‘  modified)를  넣고,  알부민과  siRNA가  혼합된  용액이  탁해질  때까지  100%  에탄올을

1mL/min의 속도로 적정 후, 차광 하에 에탄올을 하룻밤 동안 날려주고, 13200rpm, 10min 조건으로 원심분리를

진행한 후 입자화되지 않은 물질을 피펫을 이용해 제거해주고 PBS로 재분산하여 3000rpm, 5min 조건으로 원심분

리를 진행한 후 micropellet을 제외한 상층액(siRNA와 알부민으로 이루어진 나노입자(siRNA NPs))를 피펫으로

얻었다.  상기  thiol-modify  VEGF  siRNA  duplex의  sense는  5'-AUGUGAAUGCAGACCAAAGAATT-3'(서열번호:1)이고

antisense는 5'-thiol-UUCUUUGGUCUGCAUUCACAUTT-3'(서열번호:2)이다.
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2. 나노입자 복합체(Directional siRNA LT-NPs)의 형성[0075]

실시예 3의 1에서 형성된 RNA와 알부민으로 이루어진 나노입자를 버블 용액(실시예 1의 3에서 형성된 버블이[0076]

PBS에 1mg/ml의 농도로 혼합되어 형성)에 넣어준 후, RT에서 2시간 이상 반응시킨 후, 초음파 기기를 이용하여

2W, 1MHZ, duty cycle 100% 조건으로 5분 이상 mechanical force를 가하였다. 이후, 파쇄된 버블이 지질구조체

를 충분히 형성할 수 있도록, 1시간 이상 RT에서 incubation하여 siRNA와 알부민으로 이루어진 나노입자의 외표

면 일부분에 지질구조체가 결합한 나노입자 복합체(Directional siRNA LT-NPs)를 형성하였다.

<실시예 4> 양이온성 고분자와 히알루론산이 차례로 코팅된 RNA 나노입자 복합체의 제조[0078]

1. 양이온성 고분자와 히알루론산이 차례로 코팅된 RNA 나노입자(siRNA NPs)의 준비[0079]

쥐의  혈관내피  성장  인자(vascular  endothelial  growth  factoer  A  (VEGF-A))의  센스는  5'-[0080]

AUGUGAAUGCAGACCAAAGAATT-3'(서열번호:1)이고,  안티센스는  5'-UUCUUUGGUCUGCAUUCA  CAUTT-3'(서열번호:2)이다.

상기 센스 및 안티센스를 인코딩한 긴 선형 단일가닥 DNA를 제조하였다. Ligase된 원형 DNA 템플릿을 T7 RNA 폴

리머레이즈와 같이 37℃에서 20 시간 동안 반응버퍼(8mM Tris-HCl, 0.4mM spermidine, 1.2mM MgCl2, and 2mM

dithiothreitol)에서  배양하였다.  생성된  용액을  여러  번  피펫하고  5분  동안  초음파처리해서  입자를

분해하였다. 용액을 4℃ 조건하 13,200rpm에서 20분 동안 원심분리하고 상층액을 제거하였다. 그 후 RNase-free

water를 첨가해 입자를 세척하였다. 용액을 1분 동안 다시 초음파처리하고 원심 분리하였다. 세척단계를 세 번

더  반복해서  RCT  시약을  제거하여  RNA-microsponge(anti-VEGF  siRNA  hydrogel)를  수득하였다.  상기  siRNA

hydrogel을 bath sonicator에 1분 이상 넣고 뭉친 것이 없게 잘 풀어준 후 mini centrifuge로 벽면에 튄 것이

down될 정도로 몇 초만 돌려준 후, siRNA hydrogel 3μl와 nuclease free water 12μl을 혼합하여 제1용액을

형성하고, 1mg/ml bPEI 1μl과 nuclease free water 9μl를 혼합하여 제2용액을 형성한 후, 제1용액과 제2용액

을 10분간 상온에서 반응시키고, 1mg/ml hyaluronic acid-amine을 5μl를 천천히 넣은 후, 10분 동안 상온에서

반응시킨 후, sonication으로 뭉친 입자를 풀어주어 양이온성 고분자와 히알루론산이 차례로 코팅된 RNA 나노입

자(siRNA NPs)를 얻었다. 상기 양이온성 고분자와 히알루론산이 차례로 코팅된 RNA 나노입자의 제조는 본 발명

자의 선행 특허(KR10-1880790)를 참조하였다.

2. 나노입자 복합체(Lipid-siRNA NPs(siRNA LT-NPs))의 형성[0081]

실시예 4의 1에서 형성된 양이온성 고분자와 히알루론산이 차례로 코팅된 RNA 나노입자를 버블 용액(실시예 1의[0082]

3에서 형성된 버블이 PBS에 1mg/ml의 농도로 혼합되어 형성)에 넣어준 후, RT에서 2시간 이상 반응시킨 후, 초

음파 기기를 이용하여 2W, 1MHZ, duty cycle 100% 조건으로 5분 이상 mechanical force를 가하였다. 이후, 파

쇄된 버블이 지질구조체를 충분히 형성할 수 있도록, 1시간 이상 RT에서 incubation하여 양이온성 고분자와 히

알루론산이 차례로 코팅된 RNA 나노입자의 외표면 일부분에 지질구조체가 결합한 나노입자 복합체(Lipid-siRNA

NPs(siRNA LT-NPs))를 형성하였다.

<실시예 5> 여러 종류의 지질과 작용기를 이용하여 나노입자 복합체의 제조[0084]

1.  DSPC  대신에  DPPC(1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine),  DOPE(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-[0085]

phosphoethanolamine), cis-PC(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)를 사용하고, 제2반응기가 결합되지

않은 지질(DSPC, DPPC, DOPE, cis-PC)와 제2반응기가 결합된 지질(DSPE-PEG-NHS2000)의 혼합 비율을 9.5:0.5의

몰비로 한 것을 제외하고는 다른 조건을 실시예 1의 4의 (2)와 동일하게 하여 나노입자의 외표면 일부분에 지질

구조체가 결합한 나노입자 복합체를 형성하였다.

2. DSPE-PEG-NHS2000 대신에 DSPE-PEG2000-SH, DSPE-PEG2000-Amine을 사용하고, 제2반응기가 결합되지 않은 지[0086]

질(DSPC)와 제2반응기가 결합된 지질(DSPE-PEG-NHS2000, DSPE-PEG2000-SH, DSPE-PEG2000-Amine)의 혼합 비율을

9.5:0.5의 몰비로 한 것을 제외하고는, 다른 조건을 실시예 1의 4의 (2)와 동일하게 하여 나노입자의 외표면 일

부분에 지질구조체가 결합한 나노입자 복합체를 형성하였다.

<실시예 6> 나노입자 복합체의 특성 확인[0088]
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1. 실시예 1의 1에서 형성한 나노입자(NPs)와 실시예 1의 4의 (2)에서 형성한 나노입자 복합체(Directional LT-[0089]

NPs)를 TEM으로 측정하여 그 결과를 도 2에 나타내었고, 실시예 1의 4의 (2)에서 형성한 나노입자 복합체 및 지

질구조체를 Cryo-TEM으로 측정하여 그 결과를 각각 도 3 및 4에 나타내었으며, 실시예 1의 4의 (3)에서 형성한

나노입자 복합체를 Cryo-TEM으로 측정하여 그 결과를 각각 도 5에 나타내었고(단, DSPC와 DSPE-PEG-NHS2000의

혼합 비율은 각각 9.75:0.25, 9.5:0.5, 9:1, 8:2인 나노입자 복합체에 대해서만 측정함), 실시예 2의 1에서 준

비한 바이러스 나노입자를 TEM으로 측정하여 그 결과를 도 6에 나타내었으며, 실시예 2의 3에서 형성한 나노입

자 복합체(Directional LT-AAV)를 Cryo-TEM으로 측정하여 그 결과를 도 7에 나타내었다.

2. 도 2를 보면, 알부민 나노입자의 경우 표면이 매끈한 것을 확인할 수 있는데 반해, 알부민 나노입자 복합체[0090]

는 지질구조체가 나노입자의 표면에 붙어 있어 표면이 매끈하지 않은 것을 알 수 있다. 또한, 도 3을 보면 나노

입자의 표면에 튜브 형태의 지질구조체가 붙어 있음을 알 수 있고, 도 4를 보면 상기 지질구조체는 튜브 형태를

가짐을 더욱 명확히 할 수 있다. 또한, 도 3 및 4를 보면, 상기 지질구조체는 50 내지 300nm의 길이를 가지고 3

내지 20nm의 폭을 가짐을 알 수 있고, 상기 지질구조체는 상기 나노입자의 외표면에 하나 이상이 결합될 수 있

음을 알 수 있다. 또한, 도 3 및 5를 보면, DSPC와 DSPE-PEG-NHS의 비율에 따라 지질구조체 형성 양상이 달라지

는 것을 확인한 수 있고, DSPE-PEG-NHS의 비율이 증가할수록 지질구조체의 길이가 짧아지고 나노입자에도 지질

구조체가 덜 형성되는 것을 확인할 수 있다. 또한, 도 6을 보면 바이러스 나노입자의 경우 표면이 매끈한 것을

확인할 수 있는데 반해, 도 7을 보면 바이러스 나노입자의 표면에 튜브 형태의 지질구조체가 붙어 있음을 알 수

있다.

<실시예 7> 나노입자 복합체의 세포 섭취 효율 평가[0092]

1.  실시예  1의  1에서  형성한  나노입자(NPs)와  실시예  1의  4의  (2)  및  (3)에서  형성한  나노입자  복합체[0093]

(Directional LT-NPs)에 대한 세포 섭취 효율을 평가하기 위해, 유세포 측정기(Flow cytometry)를 이용한 분석

결과를 도 8에 나타내었고 이를 정량화한 결과를 표 1에 나타내었으며, 공초점 현미경을 이용하여 이미지화하여

그 결과를 도 9에 나타내었다. 유세포 측정기를 이용한 분석은 A549 세포(1×10
4
)에 Alexa 488 형광 dye가 표지

된 나노입자 및 나노입자 복합체를 처리하여 수행하였고, 공초점 현미경을 이용한 분석은 DAPI를 이용하여 핵이

염색되고 Phalloidin을 이용하여 세포 골격(cytoskeleton)이 염색된 A549 세포(1×10
5
)에 Cy5.5 형광 dye가 표

지된 나노입자 및 나노입자 복합체를 처리하여 수행하였다.

표 1

[0094] CTRL NPs 9.75:0.25 9.5:0.5 9.25:0.75 9:1 8:2 7:3 NHS X

Alexa 488+ 0.43 18.30 95.91 92.51 77.23 78.17 20.90 10.97 22.27

STD 0.19 0.24 0.24 0.11 0.26 0.37 0.36 0.05 0.17

2.  또한, 실시예 1의 1에서 형성한 나노입자(NPs)와 실시예 1의 4의 (1)에서 형성한 리포좀-나노입자 복합체[0095]

(Liposome-NPs), 나노입자 복합체(Directional LT-NPs)에 대한 세포 섭취 효율을 평가하기 위해, 공초점 현미

경을 이용하여 이미지화하여 그 결과를 도 10에 나타내었다. 공초점 현미경을 이용한 분석은 DAPI를 이용하여

핵이 염색된 A549 세포(1×10
5
)에 Alexa 555 형광 dye가 표지된 나노입자, 리포좀-나노입자 복합체 및 나노입자

복합체를 처리하여 수행하였다.

3. 또한, 실시예 2의 1에서 준비한 나노입자(AAV)와 실시예 2의 3에서 형성한 나노입자 복합체(Directional LT-[0096]

AAV)에 대한 세포 섭취 효율을 평가하기 위해, 공초점 현미경을 이용하여 이미지화하여 그 결과를 도 11에 나타

내었다. 공초점 현미경을 이용한 분석은 DAPI를 이용하여 핵이 염색된 ARPE19 세포(1×10
5
)에 바이러스 나노입

자 및 나노입자 복합체를 처리하여 수행하였다.

4. 또한, 실시예 4의 1에서 준비한 나노입자(siRNA NPs)와 실시예 4의 2에서 형성한 나노입자 복합체(siRNA LT-[0097]

NPs)에 대한 세포 섭취 효율을 평가하기 위해, 공초점 현미경을 이용하여 이미지화하여 그 결과를 도 12에 나타

내었다. 공초점 현미경을 이용한 분석은 DAPI를 이용하여 핵이 염색되고 FITC를 이용하여 세포골격이 염색된

MCF-7 세포(1×10
5
)에 Cy3 형광 dye가 표지된 나노입자 및 나노입자 복합체를 처리하여 수행하였다.
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5. 또한, A549 세포(1×10
5
)에 Alexa 647 형광 dye가 표지된 실시예 5의 1 및 2에서 형성한 나노입자 복합체를[0098]

도입한 후, 형광 세기를 측정하여 그 결과를 도 13 및 14에 나타내었다. 도 13에서 DSPC로 표기된 것은 DSPC가

사용되어 제조된 나노입자 복합체의 결과를 의미하며, 도 14에서 Thiol로 표기된 것은 DSPE-PEG2000-SH가 사용

되어 제조된 나노입자 복합체의 결과를 의미한다.

6. 도 8 및 표 1을 보면, 나노입자 복합체가 나노입자에 비해서 세포 섭취 효능이 월등히 뛰어남을 알 수 있고,[0099]

DSPC와  DSPE-PEG-NHS2000의  비율이  9:1  이상일  때,  Alexa  488  positive  세포(염색된 나노입자를  uptake한

세포)의 비율이 control 대비 78% 이상임을 확인할 수 있고, DSPE-PEG-NHS2000의 비율이 이보다 많아지는 경우

세포 내 uptake 효율이 현저하게 떨어짐을 확인할 수 있어, 지질구조체가 나노입자 표면에 충분한 길이 및 모양

으로 형성되는 않는 경우 나노입자의 세포 섭취 효율이 떨어지는 것을 알 수 있다. 또한, 도 9를 보면 형광 이

미지를 이용한 실험에서도 도 8 및 표 1와 같은 결과를 확인할 수 있다. 또한, 도 10을 보면, 나노입자 복합체

가 나노입자나 리포좀-나노입자 복합체에 비해서 세포 섭취 효능이 월등히 뛰어남을 확인할 수 있어, 나노입자

에 지질구조체가 형성된 경우 나노입자에 리포좀이 단순히 결합한 것에 비해 섭취 효율이 뛰어남을 알 수 있고,

지질로 이루어진 버블 뿐만 아니라 리포좀 혹은 다른 지질 구형체로도 나노입자 복합체가 형성될 수 있음을 알

수 있다.

7. 또한, AAV(Adeno associate Virus)는 망막조직 내로 치료용 유전자 또는 약물을 전달하는 벡터로 이용되며[0100]

다른 벡터에 비해 좋은 효율을 보이나, RPE(retinal pigment epithelium)까지는 전달되지 않는데, 도 11을 보

면 나노입자 복합체가 나노입자에 비해 섭취 효율이 현저하게 뛰어난 것을 알 수 있어, 지질구조체가  바이러스

와 세포수용체 간의 특이적 반응을 감소시켜 바이러스 transfection률이 증가되고 RPE층으로의 전달율이 증가될

수 있음을 알 수 있다. 또한, 도 12를 보면 고분자와 히알루론산이 코팅된 RNA 나노입자에서도 나노입자 복합체

가 나노입자에 비해서 세포 섭취 효능이 월등히 뛰어남을 알 수 있고, 도 13 및 도 14를 보면 다양한 종류의 지

질과 다양한 작용기를 이용하여 나노입자 복합체를 제조하여도 나노입자 복합체가 나노입자에 비해서 세포 섭취

효능이 월등히 뛰어남을 알 수 있다.

<실시예 8> 나노입자 복합체가 direct penetration으로 세포 내에 uptake 되는 것의 확인[0102]

1. Endocytosis Inhibitor를 처리한 후의 나노입자 복합체의 세포 섭취 효율 평가[0103]

(1) Endocytosis Inhibitor를 처리한 세포에 대하여, 실시예 1의 1에서 형성한 나노입자(NPs)와 실시예 1의 4[0104]

의 (2)에서 형성한 나노입자 복합체(Directional LT-NPs)의 세포 섭취 효율을 평가하였다. 200nm 사이즈의 나노

입자는 크게 macropinocytosis,  clarthrin-independent  endocytosis, clarthrin-dependent endocytosis의 총

세 가지 기작에 세포 내 섭취가 이루어진다고 알려져 있으므로, 이를 inhibition하는 inhibitor를 선정하여 먼

저 A549 세포(1×10
4
)를 각각 또는 동시에 1시간 처리한 후, Alexa 488 형광 dye가 표지된 나노입자 및 나노입

자 복합체를 3시간 처리하고 유세포 측정기를 이용하여 측정하였다. 측정 결과에 대해 나노입자를 기준으로

normalize하여  도  15에  나타내었다.  Macropinocytosis  inhibitor로는  EIPA(5-(N-Ethyl-N-

isopropyl)amiloride)를  선정(25ug/ml의  농도)하여  Na+/H+  exchange  기작을  방해하고,  Clathrin-dependent

endocytosis  inhibitor로는  CPZ(chlorpromazine)  선정(20ug/ml의  농도)하여  inhibits  clathrin-coated  pit

formation을 방해하고, Clathrin-independent endocytosis inhibitor로는 MβCD(methyl-β-cyclodextrin)을 선

정(3mg/ml의  농도)하여  cholesterol-dependent  endocytic  process를  방해하였다.  또한,  위와  같이,

Macropinocytosis inhibitor, Clathrin-dependent endocytosis inhibitor, Clathrin-independent endocytosis

inhibitor를 모두 처리한 A549 세포(1×10
4
)에 Alexa 488 형광 dye가 표지된 실시예 1의 1에서 형성한 나노입자

(NPs)와 실시예 1의 4의 (2) 및 (3)에서 형성한 나노입자 복합체(Directional LT-NPs)를 도입한 후, 형광 세기

를 측정하여 그 결과를 도 16에 나타내었다.

(2) 도 15를 보면, 나노입자의 경우(NPs), CPZ, EIPA inhibitor로 인해 세포 섭취 효능이 크게 감소함을 확인할[0105]

수 있고, 세 가지 종류의 inhibitor를 모두 처리하여 endocytosis 기작을 모두 방해하였을 때 나노입자의 세포

섭취가 거의 이루어지지 않음을 알 수 있으며, 나노입자 복합체(Directional LT-NPs)의 경우 세포 섭취 효능이

나노입자와 비교했을 때 350% 정도 더 뛰어난 것을 확인할 수 있고, 세 가지 종류의 inhibitor로 endocytosis

기작을 모두 방해하였을 때도 나노입자보다 세포 섭취 효능이 뛰어난 것을 관찰할 수 있다. 이를 통해, 나노입

자 복합체는 endocytosis뿐만 아니라, 세포막을 direct penetration을 통해 직접적으로 통과한다는 것을 확인할

수 있다. 또한, 도 16을 보면, DSPC와 DSPE-PEG-NHS2000을 8:2, 7:3의 비율로 혼합하여 제조된 나노입자 복합
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체의 경우 세 가지의 inhibitor들을 모두 처리하게 되면 세포 uptake 효능이 현저하게 떨어짐을 알 수 있는데

반해,  DSPC와  DSPE-PEG-NHS2000을  9:1  이상의  비율로  혼합하여  제조된  나노입자  복합체의  경우  세  개의

inhibitor들을 모두 처리하여 endocytosis 기작을 모두 방해하였음에도 세포 uptake 효능이 뛰어남을 확인할 수

있어,  지질구조체가  나노입자에  충분한  길이와  개수로  형성된  경우  나노입자가  endocytosis  기작이  아닌

translocation 등의 direct penetration으로 세포 내에 uptake 되는 것을 알 수 있다.

2. HA blocking 후의 나노입자 복합체의 세포 섭취 효율 평가[0106]

(1) 실시예 4의 1에서 형성된 나노입자(siRNA NPs)는 최 외각이 HA로 코팅되어 있어 CD44 receptor를 이용하여[0107]

세포 내에 들어가므로, 미리 MCF-7 세포에 HA를 과량으로 처리하여 CD44 receptor를 모두 block 한 뒤, 실시예

4의 1에서 형성한 나노입자(siRNA NPs)와 실시예 4의 2에서 형성한 나노입자 복합체(siRNA LT-NPs)를처리한 후,

공초점 현미경을 이용하여 분석하여 그 결과를 17에 나타내었다. 공초점 현미경을 이용한 분석은 DAPI를 이용하

여 핵이 염색되고 FITC를 이용하여 세포골격이 염색된 MCF-7 세포(1×10
5
)에 대하여 HA를 과량 처리한 후, Cy3

형광 dye가 표지된 나노입자 및 나노입자 복합체를 처리하여 수행하였다.

(2) 도 17을 보면, 세포를 HA로 block을 하였기에, 나노입자의 경우 낮은 효율로 섭취되었으나, 나노입자 복합[0108]

체의 경우 CD44 receptor가 block 되었음에도 세포 내의 섭취 효율이 뛰어난 것을 알 수 있어, 나노입자 복합체

가 endocytosis나 receptor binding 외에도 direct penetration을 통해 세포 내로 섭취되는 것을 알 수 있다.

<실시예 9> 나노입자 복합체의 항암제 전달체로의 효능 평가[0110]

1. 알부민 용액에 독소루비신(doxorubicin)이 혼합된 용액을 첨가하여 반응시킨 후 혼합 용액이 탁해질 때까지[0111]

에탄올 적정을 수행한 것을 제외하고는 실시예 1의 1 및 실시예 1의 4의 (2)와 동일하게 하여, 독소루비신 함유

나노입자,  독소루비신 함유 나노입자 복합체를 형성하고,  항암 저항성을 가진 유방암 세포주인 MCF-7/ADR을

well plates에 시드하고, 각각 독소루비신(100mM, DOX), 독소루비신 함유 나노입자(100mM의 독소루비신 포함)와

독소루비신 함유 나노입자 복합체(100mM의 독소루비신 포함)을 포함하는 배지를 가지고 37℃에서 6시간 배양한

후, 상기 세포주를 노멀 배지(normal media)를 가지고 48시간 동안 배양하여 Cell vialbilty를 수행하여 그 결

과를 도 18에 나타내었다. Cell viability는 MTT assay와 trypan blue dye exclusion method를 이용하는데,

Cell viability는 0.4% trypan blue dye를 가진 세포를 배양하고 Neubauer hemocytometer로 카운팅하는 것에

의해  결정된다.  MTT  assay에서  96-well  plates와  1.5mg/ml  MTT  reagent(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide)가 사용되며, 15ul의 MTT reagent를 가지고 2시간 배양한 후 200μl의 DMSO가 각

well에 추가되고, Resulting culture plates는 plate reader(Bio Tek Instruments, Inc, Winooski, VT, USA)

로 570nm에서 측정하였다

2. 도 18을 보면, 같은 농도의 독소루비신을 유방암 세포에 처리하였을 때, 나노입자 복합체를 이용할 경우 일[0112]

반 암세포뿐만 아리라, 항암제 대한 항암저항성을 가진 세포에서도 항암제에 의한 세포 사멸 효과를 증가시킬

수 있음을 알 수 있다.

<실시예 10> 나노입자 복합체의 유전체 약물 전달체로의 평가[0114]

1. 실시예 3의 1 및 2에서 형성된 나노입자(siRNA NPs) 및 나노입자 복합체(Directional siRNA LT-NPs)에 대한[0115]

Gene silencing을 확인하여 도 19 및 20에 나타내었다. 또한, 실시예 4의 1 및 2에서 형성된 나노입자(siRNA

NPs) 및 나노입자 복합체(siRNA LT-NPs)에 대한  Gene silencing을 확인하여 도 21 및 22에 나타내었다. Gene

silencring의 확인은 MCF-7 세포(1×10
5
)에 나노입자, 나노입자 복합체를 각각 3시간 동안 처리한 후, 24시간

배양한 후에 mRNA를 추출하였으며, 같은 방법으로 세포에 대한 PCR을 수행하였다. PCR gel retardation assay에

서 유전자 밴드(gene bands)는 GelRed Nucleic Acid stain으로 염색되고, Gel Doc imaging device에 의해 시각

화된다. 도 20 및 22의 경우, gene band의 intensity를 ImagePro를 이용하여 상대적으로 정량화한 값을 나타내

었다.

2.  도  19  및  20을  보면,  알부민과  RNA로  이루어진  나노입자  보다  나노입자  복합체를  사용하였을  때  gene[0116]

silencing 효율이 훨씬 우수한 것을 확인할 수 있어, 나노입자 복합체가 유전체 약물 전달체로 효과적으로 사용

될 수 있음을 알 수 있다. 또한, 도 21 및 22를 보면, 고분자 및 히알루론산이 차례로 코팅된 RNA 나노입자에
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있어도 위와 같은 결과를 얻을 수 있음을 알 수 있다.

<실시예 11> Tumor cell spheroid에서의 효능 평가[0118]

1.  Tumor  cell  spheroid는  일반적인  adherent  암세포와  달리  3D  culture를  이용하여  증식하며,  이러한[0119]

spheroid는 암세포가 배지상에서 floating되서 자라기 때문에 암 세포들이 뭉쳐서 자라게 된다. 뭉쳐서 자라는

형태가 암 조직의 Extracellular matrix(ECM)을 mimic한다는 연구 결과가 있기 때문에 지질 표면 개질에 따른

tissue penetration 여부를 in vitro에서 확인하기 위해 이 모델에서 실험을 진행하였다.

2. Spheroid 세포 형성[0120]

Poly(2-hydroxyethyl methacrylate) 10g을 100% pure ethanol 1L에 첨가하여 60℃에서 녹인 후, 녹인 Poly(2-[0121]

hydroxyethyl methacrylate)를 100phi 기준 3.3ml을 plate 전체에 골고루 분산시켜서 24시간 동안 건조시켜서

coating을 수행하고, 위에서 준비된 plate에 MCF7 세포를 시드하고 5일 동안 유지하여 spheroid를 형성한 세포

를 얻었다.

3. Spheroid 세포에 나노입자 복합체의 처리[0122]

(1)  실시예 1의 1에서 형성한 나노입자(NPs)와 실시예 1의 4의 (2)에서 형성한 나노입자 복합체(Directional[0123]

LT-NPs)에 대한 Spheroid 세포 섭취 효율을 평가하기 위해, 공초점 현미경을 이용하여 이미지화하여 그 결과를

도 23에 나타내었다. DAPI를 이용하여 핵이 염색된 실시예 11의 2에서 형성된 Spheroid 형태 MCF-7 세포(1×

10
5
)에 Alexa 555 형광 dye가 표지된 나노입자 및 나노입자 복합체를 처리한 후 3시간이 지닌 시점에 공초점 현

미경을 이용하여 측정하였다.

(2) 또한, 실시예 4의 1에서 형성한 나노입자(siRNA NPs)와 실시예 4의 2에서 형성한 나노입자 복합체(Lipid[0124]

siRNA NPs)에 대한 Spheroid 세포 섭취 효율을 평가하기 위해, 공초점 현미경을 이용하여 이미지화하여 그 결과

를 도 24에 나타내었다. DAPI를 이용하여 핵이 염색되고 Alexa 488을 이용하여 세포골격이 염색된 실시예 11의

2에서 형성된 Spheroid 형태 MCF-7 세포(1×10
5
)에 Cy3 형광 dye가 표지된 나노입자 및 나노입자 복합체를 처리

하고 3, 6시간이 지닌 시점에 공초점 현미경을 이용하여 측정하였다.

(3) 또한, 실시예 4의 1에서 형성한 나노입자(siRNA NPs)와 실시예 4의 2에서 형성한 나노입자 복합체(Lipid-[0125]

siRNA NP)에 대한 Spheroid 세포 Gene silencing을 확인하여, 도 25 및 도 26에 나타내었다. Gene silencing의

확인은 Spheroid 형태 MCF-7 세포(1×10
5
)에 나노입자, 나노입자 복합체를 각각 3시간 동안 처리한 후, 24시간

배양한 후에 mRNA를 추출하였으며, 같은 방법으로 세포에 대한 PCR을 수행하였다. PCR gel retardation assay에

서 유전자 밴드(gene bands)는 GelRed Nucleic Acid stain으로 염색되고, Gel Doc imaging device에 의해 시각

화된다. 도 26의 경우, gene band의 intensity를 ImagePro를 이용하여 상대적으로 정량화한 값을 나타내었다.

(4) 도 23 내지 제26을 보면, 나노입자 복합체가 나노입자에 비해 세포 섭취 효율이 뛰어남을 확인할 수 있어,[0126]

이를 통해, 단순 in vitro 환경에서 뿐만 아니라, in vivo를 mimic한 환경에서도 나노입자 복합체의 섭취 효율

이 우수함을 확인할 수 있어, 나노입자 복합체는 조직에서의 뛰어난 페네트레이션 효율을 가짐을 알 수 있다.

<실시예 12> 동물모델에서 나노입자 복합체의 세포 섭취 효율 평가[0128]

1.  실시예 4의 1에서 형성한 나노입자(siRNA NPs)와 실시예 4의 2에서 형성한 나노입자 복합체(Lipid siRNA[0129]

NPs)에 대한 동물 모델에서 세포 섭취 효율을 평가하기 위해, 공초점 현미경을 이용하여 이미지화하여 그 결과

를 도 27에 나타내었다. 상기 동물 모델 실험은 Cy5 형광 dye가 표지된 나노입자와 나노입자 복합체를 각각 포

함하는 안약제제 5ul 준비하고, 상기 안약제제를 Brown Norway Rat의 안구에 유리체강내 주사로 전달하였다. 약

물을 주입하고 30일이 지난 후 안구를 적출하고 4%PFA로 고정한 후 20% 수크로오스에 30분 동안 담근 후, 안구

를 수크로오스에서 꺼내어 O.C.T compound에 버무려 주고 cryomolld에 O.C.T compound를 부어 얼린 후, 안구

조직을 cryomolld에서 떼어 내고 cryosection기로 썰어 구김이 없게 잘 펴주고 DAPI solution을 5분동안 반응

시켜 조직의 핵을 염색한 후, 공초점 현미경을 이용하여 측정하였다.

2. 도 27을 보면, 나노입자 복합체가 나노입자보다 오랫동안 안구 조직에 체류하는 것을 것을 알 수 있어, 나노[0130]

입자 복합체는 세포 섭취 효율이 뛰어남을 알 수 있다.
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이상에서, 출원인은 본 발명의 다양한 실시예들을 설명하였지만, 이와 같은 실시예들은 본 발명의 기술적 사상[0132]

을 구현하는 일 실시예일 뿐이며, 본 발명의 기술적 사상을 구현하는 한 어떠한 변경예 또는 수정예도 본 발명

의 범위에 속하는 것으로 해석되어야 한다.

부호의 설명

1: 나노입자                        2: 지질구조체[0133]

21: 지질 헤드                      22: 지질 꼬리
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도면1

도면2
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도면27

서 열 목 록

<110>    SOGANG UNIVERSITY RESEARCH FOUNDATION

<120>    Nanoparticle complex for treating disease and Method for

         manufacturing the same

<130>    PDAHJ-19109

<160>    2

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    23

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sense of siRNA

<400>    1

augugaaugc agaccaaaga att                                                 23

<210>    2

<211>    23

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    antisense of siRNA

<400>    2

uucuuugguc ugcauucaca utt                                                 23
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