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명 세 서

청구범위

청구항 1 

만노스-PEG(polyethyleneglycol)-지질 접합체를 포함하는 지질나노입자를 포함하는 약물의 경폐 전달용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 폐 내 국소 전달되는 것인, 약물의 경폐 전달용 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 조성물은 섬유화된 폐에 국소 전달되는 것인, 약물의 경폐 전달용 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 지질나노입자는 이온화 가능한 지질, 인지질 및 구조적 지질로 이루어진 군에서 선택되는

어느 하나 이상을 더 포함하는, 약물의 경폐 전달용 조성물.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 이온화 가능한 지질은 SM-102, ALC-0315, DODAC, DODMA, DSDMA, DOTMA, DDAB, DOTAP,

DC-Chol,  DMRIE,  DOSPA,  DOGS,  CLinDMA,  CpLinDMA,  DMOBA,  DOcarbDAP,  DLinDAP,  DLincarbDAP,  DLinCDAP,

DLinDMA, DLenDMA, DLin-MC3-DMA, 246-C10, 및 244-cis로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나 이상인, 약

물의 경폐 전달용 조성물.

청구항 6 

제4항에 있어서, 상기 인지질은 DOPE, DSPC, POPC, EPC, DOPC, DPPC, DOPG, DPPG, DSPE, DOTAP, 포스파티딜에

탄올아민,  디팔미토일포스파티딜에탄올아민,  1,2-디올레오일-sn-글리세로-3-포스페이트,  1,2-디리놀레오일-

sn-글리세로-3-포스포콜린,  1,2-디아라키도노일-sn-글리세로-3-포스포콜린,  1,2-디도코사헥사에노일-sn-글리세

로-3-포스포콜린, 1,2-디피타노일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민, POPE, DOPS, DLPC, DMPC, DUPC, 1,2-디-O-

옥타데세닐-sn-글리세로-3-포스포콜린,  1-올레오일-2-콜레스테릴헤미숙시노일-sn-글리세로-3-포스포콜린,  1-헥

사데실-sn-글리세로-3-포스포콜린, 1,2-디스테아로일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민, 1,2-디리놀레오일-sn-글

리세로-3-포스포에탄올아민, 1,2-디리놀레오일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민, 1,2-디아라키도노일-sn-글리세

로-3-포스포에탄올아민, 1,2-디도코사헥사에노일-sn- 글리세로-3-포스포에탄올아민, 및 스핑고미엘린으로 이루

어진 군으로부터 선택되는 어느 하나 이상인, 약물의 경폐 전달용 조성물.

청구항 7 

제4항에 있어서, 상기 구조적 지질은 콜레스테롤, 콜레스테놀, 스피나스테롤, 페코스테롤, 시토스테롤, 에르고

스테롤, 에르고스테놀, 캄페스테롤, 스티그마스테롤, 브라시카스테롤, 토마티딘, 우르솔산 및 알파-토코페롤로

이루어진 군에서 선택되는 어느 하나 이상인, 약물의 경폐 전달용 조성물.
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청구항 8 

제4항에 있어서, 상기 지질나노입자는 이온화 가능한 지질 : 인지질 : 구조적 지질 : PEG-지질 접합체 혼합물을

20 내지 60 : 10 내지 30 : 30 내지 60 : 0.1 내지 10의 몰비로 포함하는, 약물의 경폐 전달용 조성물.

청구항 9 

i) 만노스-PEG(polyethyleneglycol)-지질 접합체를 포함하는 지질나노입자; 및 ii) 음이온성 약물;을 포함하는

폐 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 10 

제9항에 있어서, 상기 음이온성 약물은 핵산 약물인, 약학적 조성물.

청구항 11 

제10항에 있어서, 상기 핵산 약물은 siRNA, mRNA, 안티센스 올리고뉴클레오티드 및 miRNA로 이루어진 군에서 선

택되는 어느 하나 이상인, 약학적 조성물.

청구항 12 

제9항에 있어서, 상기 폐 질환은 폐 섬유증인, 약학적 조성물.

청구항 13 

제9항에 있어서, 상기 조성물은 폐 내 국소 투여되는 것인, 약학적 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 핵산 약물의 경폐 전달용 조성물 및 이의 용도에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

폐 섬유증 (Lung fibrosis)은 환경적으로 또는 화학적으로 손상된 폐 조직에서 과발현된 염증 활성에 의해 야기[0002]

되는 세포외기질의 과도한 생성에 기초한 비가역적인 만성 질환이다. 섬유성 조직의 비정상적인 축적은 기도를

좁히고 폐포에서 상피를 두껍게 하여 혈액의 산소 공급 감소를 일으켜 심각한 호흡 문제를 유발한다.

폐 섬유증의 발병율은 증가하고 있으나 이에 대한 현재의 치료방법은 매우 제한되어 있으며, 이의 병태생리학적[0003]

메커니즘을 밝히고 새로운 치료법의 개발이 절실히 필요한 상황이다. 최근 방사선 유도 폐 섬유화 모델에서

Gtse1 (G2 and S-phase expressed 1)이 폐 섬유증과 연관되어 있음이 밝혀졌으며, 이는 Gtse1 및 이의 하류 유

전자가 질병의 치료를 위한 잠재적 표적이 될 수 있음을 의미한다 (H Jin et al., J Mol Med.,　2019, Jan,

97(1):37-47).

Antisense RNA, siRNA 등의 핵산은 생체 내에서 특정 단백질의 발현을 억제할 수 있는 물질로, 암, 유전병, 감[0004]

염질병, 자가면역 질환 등의 치료에 중요한 도구로 각광받고 있다 (Novina and Sharp, Nature, 430, 161-164,

2004). 그러나 siRNA와 같은 핵산은 세포 내로 직접 전달이 어렵고, 혈액 내에서 효소에 의해 쉽게 분해되므로

이를 극복하기 위한 연구들이 많이 진행되고 있다.

약물전달시스템 (DDS; Drug Delivery System)은 약물의 부작용을 줄이고 효능 및 효과를 극대화시켜 필요한 양[0005]

의 약물을 효율적으로 전달할 수 있도록 설계한 기술이다. 특히, 유전자 치료에 있어서 약물 전달체로는 종래
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바이러스 전달체가 효과적임이 입증되었으나, 면역원성 (immunogenicity), 주입된 DNA 크기의 한계 및 대량생산

의 어려움과 같은 여러 결점으로 인해 유전자 전달시스템으로서 바이러스의 이용이 제한되고 있다.

이에, 바이러스성 시스템의 대체 수단으로서 핵산을 세포 내로 운반하는 방법으로는 현재까지 양전하 지질 또는[0006]

중합체와 섞어 운반하는 방법 (각각, 지질-DNA 접합체(lipoplex) 및 폴리머-DNA 접합체(polyplex)라 명명됨)이

주로 사용되고 있다 (Hirko  et  al.,  Curr,  Med,  Chem.,  10,  1185-1193,  2003;  Merdan  et  al.,  Adv.  Drug.

Deliv.Rev., 54, 715-758, 2002; Spagnou et al., Biochemistry, 43, 13348-13386, 2004). 특히, 지질-DNA 접

합체는 핵산과 결합하여 세포 내로 핵산을 잘 전달시켜 세포수준에서 많이 사용되고 있으나, 생체 내에서는 국

부적으로 주사 시 많은 경우 체내에서 염증을 유발시키며 (Filonand  and  Phillips,  Biochim.  Biophys/Acta,

1329, 345-356, 1997), 혈관 내 주사 시 주로 1차 통과기관들인 폐, 간, 비장 등과 같은 조직에 축적되는 단점

이 있다 (Ren et al., Gene Therapy. 7, 764-768, 2000).

이러한 배경 하에서 본 발명자들은 폐 섬유증 등을 치료하기 위해, 폐 기관 또는 세포에 핵산 등 음이온성 약물[0007]

을 효율적으로 전달할 수 있는 전달체를 개발하고자 예의 노력한 결과, 본 발명의 만노스를 포함하는 지질나노

입자 제형의 우수한 약물 전달 효과를 확인함으로써 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 하나의 목적은 만노스-PEG(polyethyleneglycol)-지질 접합체를 포함하는 지질나노입자를 포함하는 약[0008]

물의 경폐 전달용 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 상기 지질나노입자 및 음이온성 약물을 포함하는 폐 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조[0009]

성물을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

이를 구체적으로 설명하면 다음과 같다. 한편, 본 발명에서 개시된 각각의 설명 및 실시형태는 각각의 다른 설[0010]

명 및 실시 형태에도 적용될 수 있다. 즉, 본 발명에서 개시된 다양한 요소들의 모든 조합이 본 발명의 범주에

속한다. 또한, 하기 기술된 구체적인 서술에 의하여 본 발명의 범주가 제한된다고 볼 수 없다.

상기 목적을 달성하기 위한 하나의 양태로서, 본 발명은 만노스-PEG-지질 접합체를 포함하는 지질나노입자를 포[0012]

함하는 약물의 경폐 전달용 조성물을 제공한다.

본 발명의 만노스-PEG-지질 접합체를 포함하는 지질나노입자는 폐 조직, 구체적으로 섬유화된 폐 또는 이의 세[0013]

포(예컨대, 폐 상피세포, 내피세포 등)에 특이적으로 전달되며, 이에 따라 높은 효율로 음이온성 약물 등을 섬

유화된 폐에 특이적으로 전달할 수 있다. 즉, 본 발명의 지질나노입자는 섬유화된 폐 조직을 특이적으로 표적화

하는 것일 수 있으며, 구체적으로 섬유화된 폐 조직의 폐 상피세포 및/또는 내피세포를 표적화하는 것일 수 있

다.

본 발명에서 용어 &quot;표적화 (targeting)&quot;는 상기 조직 내 또는 세포 내에 내재화 (internalization)[0014]

하는 것일 수 있고, 핵막도 투과할 수 있어 핵 내부에 내재화하는 것을 의미할 수 있다.

본 발명의 조성물은 폐 내 국소적으로 전달될 수 있으며,  구체적으로 섬유화된 폐에 국소적으로 전달될 수[0015]

있다.

본  발명에서  &quot;만노스-PEG-지질  접합체&quot;는  만노스  (mannose),  폴리에텔렌글리콜[0016]

(polyethyleneglycol, PEG) 및 지질이 컨쥬게이트된 형태를 지칭하는 것으로, 지질의 일측 단부에 만노스가, 다

른 단부에는 PEG가 결합된 지질을 의미할 수 있다.

상기 만노스-PEG-지질 접합체는 다른 PEG-지질과 함께 PEG-지질 접합체의 혼합물을 형성할 수 있으며, 여기서[0017]

&quot;PEG-지질 접합체 혼합물&quot;은 만노스-PEG-지질 접합체와 함께 하나 이상의 다른 PEG-지질 접합체를 포

함하는 혼합물을 의미할 수 있다. 상기 PEG-지질은 예컨대, PEG-세라마이드, PEG-DMG, PEG-c-DOMG, PEG-DLPE,

PEG-DMPE, PEG-DPPC, PEG-DSPE 또는 이들의 혼합물일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

상기 PEG-지질 접합체 혼합물은 지질나노입자 내에서 나노입자의 혈청 내 입자 안정성에 기여하며, 나노입자 간[0018]
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응집을 방지하고, 폐 조직 또는 이의 특정 세포로의 타겟팅 효과를 증가시키는 역할을 수행할 수 있다. 또한,

PEG-지질 접합체 혼합물은 핵산 등의 음이온성 약물을 생체 내 전달 시 분해효소로부터 핵산 등을 보호하여 약

물의 체내 안정성을 강화시키며, 나노입자 내 봉입된 약물의 반감기를 증가시킬 수 있다. 

상기 PEG-지질 접합체 또는 만노스-PEG-지질 접합체에서 PEG 또는 만노스는 지질에 직접 접합되거나 또는 링커[0019]

모이어티를 통해 지질에 연결될 수 있다. PEG를 지질에 결합시키기에 적합한 임의의 링커 모이어티가 사용될 수

있으며, 예를 들면, 에스테르-비함유 링커 모이어티 및 에스테르-함유 링커 모이어티가 포함된다. 상기 에스테

르-비함유 링커 모이어티는 아미도(-C(O)NH-), 아미노(-NR-), 카르보닐(-C(O)-), 카르바메이트(-NHC(O)O-), 우

레아(-NHC(O)NH-),  다이설파이드(-S-S-),  에테르(-O-),  석시닐(-(O)CCH2CH2C(O)-),  석신아미딜(-

NHC(O)CH2CH2C(O)NH-), 에테르, 다이설파이드뿐만 아니라 이들의 조합(예컨대, 카르바메이트 링커 모이어티 및

아미도 링커 모이어티 둘 모두를 함유하는 링커)을 포함하나 이에 제한되지 않는다. 상기 에스테르-함유 링커

모이어티는, 예를 들면 카르보네이트(-OC(O)O-), 석시노일, 포스페이트 에스테르(-O-(O)POH-O-), 설포네이트 에

스테르 및 이들의 조합을 포함하나 이에 제한되지 않는다.

상기 PEG-지질 접합체 혼합물(예컨대, 만노스-PEG 지질 접합체 및/또는 PEG-세라마이드 접합체)의 평균 분자량[0020]

은  100  내지  10000달톤,  200  내지  10000달톤,  500  내지  10000달톤,  1000  내지  10000달톤,  1500  내지

10000달톤, 2000 내지 10000달톤, 100 내지 7500달톤, 200 내지 7500달톤, 500 내지 7500달톤, 1000 내지 7500

달톤, 1500 내지 7500달톤, 2000 내지 7500달톤, 100 내지 5000달톤, 200 내지 5000달톤, 500 내지 5000달톤,

1000 내지 5000달톤, 1500 내지 5000달톤, 2000 내지 5000달톤, 100 내지 3000달톤, 200 내지 3000달톤, 500

내지 3000달톤, 1000 내지 3000달톤, 1500 내지 3000달톤, 2000 내지 3000달톤, 100 내지 2600달톤, 200 내지

2600달톤, 500 내지 2600달톤, 1000 내지 2600달톤, 1500 내지 2600달톤, 2000 내지 2600달톤, 100 내지 2500

달톤, 200 내지 2500달톤, 500 내지 2500달톤, 1000 내지 2500달톤, 1500 내지 2500달톤, 또는 2000 내지 2500

달톤일 수 있다.

상기 PEG-지질 접합체 내 지질은 폴리에틸렌글리콜과 결합할 수 있는 지질이라면 제한 없이 사용할 수 있으며,[0021]

구체적으로  세라마이드  (ceramide),  디미리스톨글리세롤  (dimyristoylglycerol,  DMG),  석시노일디아글리세롤

(succinoyl-diacylglycerol, s-DAG), 디스테아로일포스파티딜콜린 (distearoylphosphatidylcholine, DSPC), 디

스테아로일포스파티딜에탄올아민 (distearoylphosphatidylethanolamine, DSPE), 또는 콜레스테롤일 수 있으나,

이에 제한되지 않는다.

상기 PEG-지질 접합체 혼합물은 상기 만노스-PEG-지질 접합체 외에 다이알킬옥시프로필에 결합된 PEG(PEG-DAA),[0022]

다이아실글리세롤에 결합된 PEG(PEG-DAG), 포스파티딜에탄올아민과 같은 인지질에 결합된 PEG(PEG-PE), 세라마

이드에 접합된 PEG(PEG-CER, 또는 세라마이드-PEG 접합체), 콜레스테롤 또는 이의 유도체에 접합된 PEG, PEG-c-

DOMG,  PEG-DMG,  PEG-DLPE,  PEG-DMPE,  PEG-DPPC,  PEG-DSPE,  및 이들의 혼합물을 포함할 수 있고, 구체적으로

C16-PEG2000 세라마이드, DMG-PEG 2000, 14:0 PEG2000 PE일 수 있으며, 본 발명의 일 구현예에 따르면 PEG-세

라마이드 접합체 및/또는 만노스-PEG-지질 접합체 (예컨대, 만노스-PEG-DSPE 접합체)를 포함할 수 있다.

상기 PEG-지질 접합체 혼합물은 0.1 내지 15몰%, 0.25 내지 15몰%, 0.5 내지 15몰%, 1 내지 15몰%, 1.5 내지[0023]

15몰%, 2 내지 15몰%, 2.5 내지 15몰%, 3 내지 15몰%, 0.1 내지 10몰%, 0.25 내지 10몰%, 0.5 내지 10몰%, 1

내지 10몰%, 1.5 내지 10몰%, 2 내지 10몰%, 2.5 내지 10몰%, 3 내지 10몰%, 0.1 내지 9몰%, 0.25 내지 9몰%,

0.5 내지 9몰%, 1 내지 9몰%, 1.5 내지 9몰%, 2 내지 9몰%, 2.5 내지 9몰%, 3 내지 9몰%, 0.1 내지 7.5몰%,

0.25 내지 7.5몰%, 0.5 내지 7.5몰%, 1 내지 7.5몰%, 1.5 내지 7.5몰%, 2 내지 7.5몰%, 2.5 내지 7.5몰%, 3 내

지 7.5몰%, 0.1 내지 5몰%, 0.25 내지 5몰%, 0.5 내지 5몰%, 1 내지 5몰%, 1.5 내지 5몰%, 2 내지 5몰%, 2.5

내지 5몰%, 3 내지 5몰%, 0.1 내지 4.5몰%, 0.25 내지 4.5몰%, 0.5 내지 4.5몰%, 1 내지 4.5몰%, 1.5 내지 4.5

몰%, 2 내지 4.5몰%, 2.5 내지 4.5몰%, 3 내지 4.5몰%, 0.1 내지 4몰%, 0.25 내지 4몰%, 0.5 내지 4몰%, 1 내

지 4몰%, 1.5 내지 4몰%, 2 내지 4몰%, 2.5 내지 4몰%, 3 내지 4몰%, 0.1 내지 3.5몰%, 0.25 내지 3.5몰%, 0.5

내지 3.5몰%, 1 내지 3.5몰%, 1.5 내지 3.5몰%, 2 내지 3.5몰%, 2.5 내지 3.5몰%, 3 내지 3.5몰%, 0.1 내지 3

몰%, 0.25 내지 3몰%, 0.5 내지 3몰%, 1 내지 3몰%, 1.5 내지 3몰%, 2 내지 3몰%, 또는 2.5 내지 3몰%로 상기

지질 나노입자에 포함될 수 있다.

상기 만노스-PEG-지질 접합체는 0.1 내지 10몰%, 0.25 내지 10몰%, 0.5 내지 10몰%, 1 내지 10몰%, 1.5 내지[0024]

10몰%, 2 내지 10몰%, 0.1 내지 7.5몰%, 0.25 내지 7.5몰%, 0.5 내지 7.5몰%, 1 내지 7.5몰%, 1.5 내지 7.5몰

%, 2 내지 7.5몰%, 0.1 내지 5몰%, 0.25 내지 5몰%, 0.5 내지 5몰%, 1 내지 5몰%, 1.5 내지 5몰%, 2 내지 5몰

%, 0.1 내지 4.5몰%, 0.25 내지 4.5몰%, 0.5 내지 4.5몰%, 1 내지 4.5몰%, 1.5 내지 4.5몰%, 2 내지 4.5몰%,
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0.1 내지 4몰%, 0.25 내지 4몰%, 0.5 내지 4몰%, 1 내지 4몰%, 1.5 내지 4몰%, 2 내지 4몰%, 0.1 내지 3몰%,

0.25 내지 3몰%, 0.5 내지 3몰%, 1 내지 3몰%, 1.5 내지 3몰%, 2 내지 3몰%, 0.1 내지 2.5몰%, 0.25 내지 2.5

몰%, 0.5 내지 2.5몰%, 1 내지 2.5몰%, 1.5 내지 2.5몰%, 2 내지 2.5몰%, 0.1 내지 2몰%, 0.25 내지 2몰%, 0.5

내지 2몰%, 1 내지 2몰%, 또는 1.5 내지 2몰%로 상기 지질 나노입자에 포함되는 것일 수 있다.

본 발명의 만노스-PEG-지질 접합체를 포함하는 지질나노입자는 이온화 가능한 지질, 인지질 및 구조적 지질로[0025]

이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상을 더 포함할 수 있다.

본 발명에서 &quot;이온화 가능한 지질 (ionizable lipid)&quot;은 용이하게 양성자화될 수 있는 아민-함유 지[0026]

질을 의미할 수 있으며, 예를 들면 주변 pH에 따라 전하상태가 변하는 지질일 수 있다. 상기 이온화 가능한 지

질은 pKa 이하의 주변 pH에서 양으로 하전될 수 있고, pKa 이상의 주변 pH에서 점진적으로 중성일 수 있다. 양

으로 하전될 때 상기 이온화 가능한 지질은 음으로 하전된 약물(예를 들면, 음이온성 약물 및/또는 핵산)과 회

합할 수 있으며, 약물과의 정전기적 상호작용을 통해 상기 약물이 지질나노입자 내에 높은 효율로 봉입되도록

하는 역할을 수행할 수 있다.

상기 이온화 가능한 지질은 생리적 pH와 같은 선택적 pH에서 순 양전하를 보유하는 공지된 지질을 제한 없이 사[0027]

용할  수  있으며,  예컨대  9-헵타데카닐  8-{(2-히드록시에틸)[6-옥소-6-(운데실옥시)헥실]아미노}옥타노에이트

(SM-102), [(4-하이드록시부틸)아잔디일]디(헥산-6,1-디일)비스(2-헥실데카노에이트) (ALC-0315), N,N-디올레일

-N,N-디메틸암모늄 클로라이드 (DODAC), 1,2-디올레일옥시-N,N-디메틸아미노프로판 (DODMA), 1,2-디스테아릴옥

시-N,N-디메틸아미노프로판  (DSDMA),  N-(1-(2,3-디올레일옥시)프로필)-N,N,N-트리메틸암모늄  클로라이드

(DOTMA), N,N-디스테아릴-N,N-디메틸암모늄 브로마이드 (DDAB), N-(1-(2,3-디올레오일옥시)프로필)-N,N,N-트리

메틸암모늄 클로라이드 (DOTAP), 3-(N―(N',N'-디메틸아미노에탄)-카바모일)콜레스테롤 (DC-Chol), N-(1,2-디미

리스틸옥시프로프-3-일)-N,N-디메틸-N-히드록시에틸 암모늄 브로마이드 (DMRIE), 2,3-디올레일옥시-N-[2(스퍼민

-카복사미도)에틸]-N,N-디메틸-1-프로판아미니움프리플루오로아세테이트 (DOSPA), 디옥타데실아미도글리실 스퍼

민 (DOGS), 3-디메틸아미노-2-(콜레스트-5-엔-3-베타-옥시부탄-4-옥시)-1-(cis,cis-9,12-옥타데카디에녹시)프로

판  (CLinDMA),  2-[5'-(콜레스트-5-엔-3β-독시)-3'-옥사펜톡시)-3-디메틸-1-(cis,cis-9',1-2'-옥타데카디에녹

시)프로판 (CpLinDMA),  N,N-디메틸-3,4-디올레일옥시벤질아민 (DMOBA), 1,2-N,N'-디올레일카바밀-3-디메틸아미

노프로판 (DOcarbDAP), 2,3-디리놀레오일옥시-N,N-디메틸프로필아민 (DLinDAP), 1,2-N,N'-디리놀레일카바밀-3-

디메틸아미노프로판 (DLincarbDAP), 1,2-디리놀레오일카바밀-3-디메틸아미노프로판 (DLinCDAP), 1,2-디리놀레일

옥시-N,N-디메틸아미노프로판 (DLinDMA), 1,2-디리놀레닐옥시-N,N-디메틸아미노프로판 (DLenDMA), 헵타트리아콘

타-6,9,28,31-테트라엔-19-일  4-(디메틸아미노)부타오에이트  (DLin-MC3-DMA),  1,1',1'',1'''-[1,4-피페라진디

일비스(3,1-프로판디일니트릴로)]테트라키스-2-도데칸올  (246-C10),  (Z)-논-2-엔-1-일  9,9'-((2-(4-(9-

(((Z)-논-2-엔-1-일)옥시)-9-옥소노닐)피페라진-1-일)에칠)아자네디일)디노나노에이트 (244-cis)  또는  이들의

조합일 수 있다. 

상기 인지질은 지질나노입자의 융합을 촉진할 수 있는 인지질을 제한 없이 사용할 수 있으며, 예컨대, 디올레일[0028]

포스파티딜에탄올아민  (dioleoylphosphatidylethanolamine,  DOPE),  디스테아로일포스파티딜콜린

(distearoylphosphatidylcholine,  DSPC),  팔미토일올레오일포스파티딜콜린

(palmitoyloleoylphosphatidylcholine, POPC), 에그 포스파티딜콜린 (egg phosphatidylcholine, EPC), 디올레

오일포스파티딜콜린  (dioleoylphosphatidylcholine,  DOPC),  디팔미토일포스파티딜콜린

(dipalmitoylphosphatidylcholine,  DPPC),  디올레오일포스파티딜글리세롤  (dioleoylphosphatidylglycerol,

DOPG), 디팔미토일포스파티딜글리세롤 (dipalmitoylphosphatidylglycerol, DPPG), 디스테아로일포스파티딜에탄

올아민  (distearoylphosphatidylethanolamine,  DSPE),  1,2-디올레오일-3-트리메틸암모니움-프로판  (1,2-

dioleoyl-3-trimethylammonium-propane, DOTAP), 포스파티딜에탄올아민 (Phosphatidylethanolamine, PE), 디팔

미토일포스파티딜에탄올아민  (dipalmitoylphosphatidylethanolamine),  1,2-디올레오일-sn-글리세로-3-포스페이

트  (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphate,  18-PA),  1,2-디리놀레오일-sn-글리세로-3-포스포콜린  (1,2-

dilinoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine),  1,2-디아라키도노일-sn-글리세로-3-포스포콜린  (1,2-

diarachidoyl-sn-glycero-3-phosphocholine),  1,2-디도코사헥사에노일-sn-글리세로-3-포스포콜린  (1,2-

didocosahexaenoyl-snglycero-3-phosphocholine),  1,2-디피타노일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민  (1,2-

diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, ME 16:0 PE), 1-팔미토일-2-올레오일-sn-글리세로-3-포스포에

탄올아민  (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine,  POPE),  1,2-디올레오일-sn-글리세로-3-

[포스포-L-세린] (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-serine], DOPS), 1,2-디리놀레오일-sn-글리세로-3-포

스포콜린  (1,2-dilinoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine,  DLPC),  1,2-디미리스토일-sn-글리세로-포스포콜린
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(1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine,  DMPC),  1,2-디운데카노일-sn-글리세로-포스포콜린  (1,2-

diundecanoyl-sn-glycero-phosphocholine,  DUPC),  1,2-디-O-옥타데세닐-sn-글리세로-3-포스포콜린 (1,2-di-O-

octadecenyl-sn-glycero-3-phosphocholine, 18:0 디에테르 PC), 1-올레오일-2-콜레스테릴헤미숙시노일-sn-글리

세로-3-포스포콜린  (1-oleoyl-2-cholesterylhemisuccinoyl-sn-glycero-3-phosphocholine,  OChemsPC),  1-헥사

데실-sn-글리세로-3-포스포콜린 (1-hexadecyl-sn-glycero-3-phosphocholine, C16 Lyso PC), 1,2-디스테아로일-

sn-글리세로-3-포스포에탄올아민  (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine),  1,2-디리놀레오일-

sn-글리세로-3-포스포에탄올아민 (1,2-dilinoleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine), 1,2-디리놀레오일-sn-

글리세로-3-포스포에탄올아민  (1,2-dilinoleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine),  1,2-디아라키도노일-

sn-글리세로-3-포스포에탄올아민  (1,2-diarachidonoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine),  1,2-디도코사헥사

에노일-sn-글리세로-3-포스포에탄올아민  (1,2-didocosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine),  스핑고

미엘린, 또는 이들의 혼합물일 수 있다.

상기 구조적 지질은 지질나노입자 내에서 입자 모양을 유지하고 나노입자의 코어 및 표면에 분산되어 나노입자[0029]

의 안정성을 향상시키는 역할을 한다. 상기 구조적 지질은 예컨대, 콜레스테롤, 콜레스테놀, 스피나스테롤, 페

코스테롤, 시토스테롤, 에르고스테롤, 에르고스테놀, 캄페스테롤, 스티그마스테롤, 브라시카스테롤, 토마티딘,

우르솔산, 알파-토코페롤 또는 이들의 혼합물일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

일 구현예에 따르면, 본 발명의 이온화 가능한 지질과 인지질, 구조적 지질 및 PEG-지질을 혼합하여 지질나노입[0030]

자를 제조할 경우, 이온화 가능한 지질 : 인지질 : 구조적 지질 : PEG-지질 접합체 혼합물의 몰비는 20 내지 60

: 10 내지 30 : 30 내지 60 : 0.1 내지 10일 수 있다. 구체적으로, 상기 몰비는 30 내지 50 : 10 내지 20 : 35

내지 50 : 0.5 내지 8일 수 있고, 보다 구체적으로 40 내지 45 : 10 내지 15 : 38 내지 45 : 1 내지 6일 수 있

으나, 이에 제한되지 않는다. 상기 지질나노입자에 포함되는 구성성분 중 PEG-지질 접합체 혼합물 및 구조적 지

질의 몰수의 합을 일정하게 유지하면서 PEG-지질 접합체 혼합물의 몰수를 증가시킨 만큼 구조적 지질의 몰수를

감소시켜, 상기 구성성분의 몰비를 유지시킬 수 있다.

본 발명의 지질나노입자는 산성 pH 조건에서 양전하를 나타내므로 음전하를 나타내는 핵산 및 음이온성 약물 등[0031]

의 치료제와 정전기적 상호작용을 통해 용이하게 약물과의 복합체를 형성하여 높은 효율로 음이온성 약물을 봉

입할 수 있으며, 약물의 세포 내 또는 생체 내 약물 전달 조성물로서 사용될 수 있다. 따라서 본 발명의 지질나

노입자는 핵산뿐만 아니라 음이온을 띄는 모든 형태의 약물의 전달에 유용하게 사용될 수 있다. 즉, 본 발명의

지질나노입자는 최종적으로 음이온성 약물을 추가로 포함하는 형태 (봉입된 형태)로 제조될 수 있고, 봉입된 음

이온성 약물을 폐, 구체적으로 섬유화된 폐에 특이적으로 전달할 수 있다.

본 발명에서, 용어 &quot;봉입 (encapsulation)&quot;은 전달물질을 둘러싸서 효율적으로 생체 내로 함입시키기[0032]

위해 캡슐화하는 것을 말하고, 약물 봉입률 (캡슐화 효율, Encapsulation efficiency)은 제조에 사용된 전체 약

물 함량에 대하여 지질나노입자 내에 봉입된 약물의 함량을 의미한다.

상기 음이온성 약물은 핵산, 저분자 화합물, 펩타이드, 단백질, 단백질-핵산 구조체 또는 음이온성 생체고분자-[0033]

약물 접합체 등일 수 있으나, 본 발명의 이온화 가능한 지질과 함께 지질나노입자를 형성하여 안정적이고 효율

적으로 전달될 수 있는 한 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에서 상기 핵산은 소간섭 리보핵산 (siRNA), 리보좀 리보핵산 (rRNA), 디옥시리보핵산 (DNA), 상보성 디[0034]

옥시리보핵산 (cDNA), 앱타머 (aptamer), 전령 리보핵산 (mRNA), 운반 리보핵산 (tRNA), sgRNA, 안티센스 올리

고뉴클레오티드, shRNA, miRNA, 리보자임 (ribozyme), PNA, 및 DNAzyme, 또는 이들의 혼합물일 수 있고, 구체

적으로 siRNA, mRNA, 안티센스 올리고뉴클레오티드 및 miRNA로 이루어진 군에서 선택되는 어느 하나 이상일 수

있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 본 발명의 일 실시예에 따르면, 상기 핵산 약물은 Gtse1 단백질의 발현을

억제하는 siRNA인 siGtse1일 수 있다.

상기 지질나노입자에서 총 지질/핵산의 중량비는 1 내지 20일 수 있으며, 구체적으로 5 내지 15, 보다 구체적으[0035]

로 7 내지 12일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에서 상기 지질나노입자는 예컨대 40 내지 150 nm의 지름 크기를 갖는 것일 수 있고, 구체적으로 50 내[0036]

지 140 nm, 보다 구체적으로 60 내지 130 nm의 지름 크기를 갖는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

상기 목적을 달성하기 위한 다른 하나의 양태로서, 본 발명은 상기 지질나노입자 및 음이온성 약물을 포함하는[0038]
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폐 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

지질나노입자 및 음이온성 약물에 대해서는 상기 설명한 바와 같다.[0039]

본 발명의 지질나노입자는 핵산 등의 음이온성 약물과 안정된 복합체를 형성하고 낮은 세포독성 및 효과적인 세[0040]

포 흡수성을 나타내므로, 음이온성 약물을 전달하는데 효과적이다. 또한, 상기 지질나노입자는 투여 시 폐, 구

체적으로 섬유화된 폐 또는 이의 특정 세포에 특이적으로 전달될 수 있으므로, 폐 질환의 예방 또는 치료에 유

용하게 활용될 수 있다.

본 발명의 지질나노입자는 폐를 표적하여 이에 약물을 특이적으로 전달할 수 있으며, 본 발명의 일 실시예에 따[0041]

르면  섬유화된  폐  및  이의  세포  (예컨대,  폐  상피세포  및  내피세포)에  보다  특이적으로  전달할  수  있다.

따라서, 상기 폐 질환은 구체적으로 폐 섬유증일 수 있다.

본 발명에서 용어, &quot;치료&quot;는 질병을 갖는 개개인 또는 세포의 천연 과정을 변경시키기 위해 개입하는[0042]

것을 지칭하고, 이는 병리 상태가 진행되는 동안 또는 이를 예방하기 위해 수행될 수 있다. 목적하는 치료 효과

에는 질병의 발생 또는 재발을 예방하고, 증상을 완화시키며, 질병에 따른 모든 직접 또는 간접적인 병리학적

결과를  저하시키며,  전이를  예방하고,  질병  진행  속도를  감소시키며,  질병  상태를  경감  또는  일시적

완화시키며, 차도시키거나 예후를 개선시키는 것이 포함된다. 특히, 본 발명에서는 만노스-PEG-지질 접합체를

포함하는 지질나노입자 및 음이온성 약물을 유효성분으로 포함하는 조성물의 투여로 폐 관련 질환의 경과를 호

전시키는 모든 행위를 포함한다. 또한, 용어 &quot;예방&quot;은 상기 지질나노입자의 투여로 질병의 발병을 억

제 또는 지연시키는 모든 행위를 말한다. 본 발명의 지질나노입자가 치료 또는 예방 목적으로 사용될 경우, 개

체에 치료학적으로 유효한 양으로 투여된다. 

본 발명에서 사용되는 &quot;치료학적으로 유효한 양&quot;이라는 용어는 음이온성 약물 함유 지질나노입자의[0043]

유효한 양을 나타낸다. 구체적으로, &quot;치료학적으로 유효한 양&quot;은 의학적 치료에 적용 가능한 합리적

인 수혜/위험 비율로 질환을 치료하기에 충분한 양을 의미하며, 유효 용량 수준은 개체 종류 및 중증도, 연령,

성별, 질병의 종류, 약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투여 시간, 투여 경로 및 배출 비율, 치료기간, 동시 사

용되는 약물을 포함한 요소 및 기타 의학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 결정될 수 있다. 본 발명의 약학적 조

성물은 개별 치료제로 투여하거나 다른 치료제와 병용하여 투여될 수 있고 시판되는 치료제와는 순차적으로 또

는 동시에 투여될 수 있다. 그리고 단일 또는 다중 투여될 수 있다. 상기 요소를 모두 고려하여 부작용없이 최

소한의 양으로 최대 효과를 얻을 수 있는 양을 투여하는 것이 중요하며, 당업자에 의해 용이하게 결정될 수 있

다. 본 발명의 약학적 조성물의 투여 용량은 환자의 상태, 연령, 성별 및 합병증 등의 다양한 요인에 따라 전문

가에 의해 결정될 수 있다. 본 발명의 조성물의 유효성분은 안전성이 우수하므로, 결정된 투여 용량 이상으로도

사용될 수 있다.

상기 지질나노입자를 포함하는 조성물은 경구, 근육, 정맥, 동맥, 피하, 복강, 폐, 및 비강 주사 등으로 투여될[0044]

수 있으며, 구체적으로 폐 내 직접 국소 투여될 수 있고, 보다 구체적으로 섬유화된 폐에 국소 투여될 수 있다.

본 발명의 조성물은 투여를 위해서 추가로 약학적으로 허용가능한 담체를 1종 이상 더 포함할 수 있다. 약학적[0045]

으로 허용 가능한 담체는 식염수, 멸균수, 링거액, 완충 식염수, 덱스트로즈 용액, 말토 덱스트린 용액, 글리세

롤, 에탄올 및 이들 성분 중 하나 이상을 혼합하여 사용할 수 있으며, 필요에 따라 항산화제, 완충액, 정균제

등 다른 통상의 첨가제를 첨가할 수 있다.

발명의 효과

본 발명의 지질나노입자는 폐 조직 및 이의 특정 세포에 특이적이고 생체 친화도가 우수하며, 고효율로 유전자[0046]

치료제 등을 전달할 수 있어 지질나노입자 매개 유전자 치료 등 관련 기술분야에 유용하게 활용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 만노스 수식 지질나노입자의 예시적인 구조 및 이를 이용한 폐 질환에 대한 작용기전을 나타내는 개략도[0047]

이다.

도 2는 다양한 종류의 이온화 가능한 지질을 이용하여 루시퍼라제를 코딩하는 mRNA가 봉입된 만노스 수식 지질

나노입자의 세포 내 발광강도를 측정한 그래프이다.

도 3은 만노스 수식 지질나노입자의 생체 내 특이적 전달을 확인하기 위하여 생채발광을 확인한 탈체 기관 이미
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지이다.

도 4는 만노스로 수식되지 않은 지질나노입자의 생체발광을 확인한 탈체 기관 이미지이다.

도 5는 LSL-tdTomato 마우스에서 만노스 수식 지질나노입자의 폐 세포별 형광발현을 비교한 그래프이다 (blank:

일반 모델, colored: 폐 섬유화 모델).

도 6은 CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay를 이용한 만노스 수식 지질나노입자의 세포독성을 확인한 그

래프이다.

도  7은  만노스  수식  지질나노입자의  투여에  따른 간  및  신장  독성 유무를 확인하기 위하여 AST(aspartate

aminotransferase), ALT(alanine aminotransferase), BUN(blood urea nitrogen) 및 Creatinine의 수치를 측정

한 그래프이다. 

도 8은 블레오마이신 유도 폐섬유화 모델을 이용하여 만노스 수식 지질나노입자의 투여에 따른 간 및 신장의 손

상유무를 확인하기 위하여 GOT(Glutamic  Oxaloacetic  Transaminase),  GPT(Glutamic  Pyruvic  Transaminase),

BUN 및 creatinine(CRE)의 수치를 측정한 그래프이다.

도 9  및  10은  만노스 수식 지질나노입자의 투여에 따른 주요 장기의 조직병리학적 변화를 확인하기 위하여

Hematoxylin-eosin (H&amp;E) 염색법으로 비장, 간, 신장 및 폐의 조직병리학적 변화를 관찰한 이미지이다.

도 11은 Gtse1 유전자에 대한 만노스 수식 지질나노입자의 억제 효과를 western blot으로 측정한 결과이다.

도 12는 블레오마이신 유도 폐 섬유화 동물모델에서 만노스 수식 지질나노입자의 투여에 의한 콜라겐 침적 및

Gtse1 단백질 발현량 변화를 확인한 결과이다.

도 13은 방사선 유도 폐 섬유화 동물모델에서 만노스 수식 지질나노입자의 투여에 의한 콜라겐 침적 및 Gtse1

단백질 발현량 변화를 확인한 결과이다.

도 14는 방사선 유도 폐 섬유화 동물모델에서 만노스 수식 지질나노입자의 투여에 의한 조직병리학적 변화 및

폐 부피를 확인한 결과이다.

도 15는 방사선 유도 폐 섬유화 동물모델에서 Flexivent®를 사용하여 폐활량 지표를 측정한 그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명의 구성 및 효과를 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명[0048]

을 예시하기 위한 것일 뿐 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것은 아니다.

실시예 1. 지질나노입자의 제조[0050]

실시예 1-1. 만노스 수식 지질나노입자의 제조[0051]

이온화  가능한  지질(246-C10),  콜레스테롤(Cholesterol  powder,  BioReagent,  세포  배양에  적합한,  ≥99%,[0052]

sigma, 한국), 인지질(DSPC; Avanti, 미국), PEG-지질 접합체(C16-PEG2000 세라마이드 또는 세라마이드-PEG 접

합체; C16 PEG2000 Ceramide, Avanti, 미국) 및 만노스-PEG-지질 접합체(만노스-PEG-DSPE 접합체; Biochempeg,

미국)를 에탄올에 42.5 : 13 : 43 내지 39.5 : 0.5 : 1.0 내지 4.5 (몰비의 총 합이 100이 되도록 콜레스테롤

과 총 PEG-지질 접합체의 함량(= PEG-세라마이드 접합체 함량 + 만노스-PEG-DSPE 접합체 함량)의 조절)의 몰비

로 용해시켰다. 이온화 가능한 지질, 콜레스테롤, 인지질, PEG-세라마이드 접합체 및 만노스-PEG-지질 접합체가

용해된  에탄올  및  아세테이트  버퍼를  1:3의  부피비로  12  ㎖/min의  유속으로  미세유체  혼합  장치(Benchtop

Nanoassemblr; PNI, Canada)를 통해 혼합하여 만노스가 수식된 지질나노입자 (이하, '만노스-LNP'라 함)를 제조

하였다.

실시예 1-2. 핵산이 봉입된 만노스 수식 지질나노입자의 제조[0053]

이온화 가능한 지질로서 SM-102, ALC-0315, 246-C10 및 244-cis를 준비하였으며, 244-cis는 하기의 반응식으로[0054]

합성하였다.
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[0055]

상기 이온화 가능한 지질, 콜레스테롤, 인지질, PEG-지질 접합체(C16-PEG2000 세라마이드) 및 만노스-PEG-지질[0056]

접합체(만노스-PEG-DSPE 접합체)가 용해된 유기상(에탄올) 및 핵산(mRNA 또는 siRNA)이 용해된 수성상(아세트산

나트륨  또는  시트르산  나트륨)을  12  ㎖/min의  유속으로  미세유체  혼합  장치(Benchtop  Nanoassemblr;  PNI,

Canada)를 통해 혼합하였으며, 구체적으로 하기의 방법으로 핵산이 봉입된 지질나노입자를 제조하였다. 

(ⅰ)  mRNA가 봉입된 만노스 수식 지질나노입자를 제조하기 위하여, 이온화 가능한 지질 :  인지질(DOPE  또는[0057]

DSPC)  :  콜레스테롤  :  C16-PEG2000  세라마이드(PEG-세라마이드  접합체),  DMG-PEG  (1,2-Dimyristoyl-rac-

glycero-3-methoxypolyethylene  glycol-2000)  또는  ALC-0159  (Methoxypolyethyleneglycoloxy(2000)-N,N-

ditetradecylacetamide) : 만노스-PEG-지질 접합체(만노스-PEG-DSPE 접합체)를 26.5 내지 50 : 10 내지 20 :

38.5 내지 52 : 0.5 : 1.0 내지 4.5(몰비의 총 합이 100이 되도록 콜레스테롤과 총 PEG-지질 함량(= PEG-세라

마이드 접합체 함량 + 만노스-PEG-DSPE 접합체 함량)을 조절)의 몰비로 에탄올에 용해시켰고, mRNA (luciferase

mRNA; 서열번호 1 또는 Cre; 서열번호 2) : 이온화 가능한 지질이 1:10의 중량비가 되도록 유기상 및 수성상을

혼합하여 지질 나노입자를 제조하였다. 

(ⅱ)  siRNA가  봉입된 만노스 수식 지질나노입자를 제조하기 위하여 이온화 가능한 지질(246-C10)  :  인지질[0058]

(DSPC) : 콜레스테롤 : C16-PEG2000 세라마이드 : 만노스-PEG-DSPE 접합체를 42.5 : 13 : 43 내지 39.5 : 0.5

: 1.0 내지 4.5 (몰비의 총 합이 100이 되도록 콜레스테롤과 총 PEG-지질 함량 (= PEG-세라마이드 접합체 함량

+ 만노스-PEG-DSPE 접합체 함량)의 조절)의 몰비로 에탄올에 용해시켰고, siRNA(siGtse1; 서열번호 3 및 4) :

이온화 가능한 지질이 1 : 7.5의 중량비가 되도록 유기상 및 수성상을 혼합하여 지질나노입자를 제조하였다. 

제조된 지질나노입자를 에탄올 제거 및 체내의 pH와 지질나노입자의 pH를 맞추기 위해서, 3500 MWCO 투석 카세[0059]

트를 사용하여 16시간 동안 PBS에 대해 투석하였다.

실시예 2. 이온화 가능한 지질의 종류에 따른 만노스 수식 지질나노입자의 핵산 전달 효과 확인[0061]

만노스 수식 지질나노입자를 세포에 형질 전환(transfection)시키기 하루 전에 HeLa 세포(한국 세포주 은행)를[0062]

white  plate(96  well)에  0.01x10
6  
cells/well로  분주하여  DMEM  media(SH30022,  Hyclone,  USA)에서  37℃,

0.5~3% CO2 조건으로 배양하였다. luciferase mRNA가 봉입된 상기 실시예 1-2에서 제조된 만노스-LNP를 파이펫

팅으로 교반 후 상온에서 10분 동안 인큐베이션 후 HeLa cell에 처리(지질나노입자에 포함된 mRNA 기준으로 20

ng/well) 하였다.

처리 24시간 후 Bright-Glo™ Luciferase Assay 용액(promega, USA)을 100 ㎕/well씩 처리하여 10분간 상온에[0063]

둔  후  용해된  세포를  Infinite  M200  발광  측정기기(Tecan,  USA)를  이용하여  발광  강도(luminescence

intensity)를 측정하였으며, 그 결과를 도 2에 나타내었다.

도 2에서 확인되는 바와 같이, 만노스가 수식된 지질나노입자는 이온화 가능한 지질의 종류에 관계없이 세포 내[0064]

에서 높은 발광값을 보임을 확인하였다.

실시예 3. 만노스 수식 지질나노입자의 폐 특이적 전달 확인[0066]

실시예 3-1. fLuc mRNA를 이용한 폐 특이적 전달 확인[0067]

상기 실시예 1-2에서 제조한 luciferase  mRNA가 봉입된 만노스-LNP를 mRNA  기준 0.1  mg/kg  용량으로 7주령[0068]

C57BL/6 마우스의 신장, 비장, 간, 폐 및 심장에 각각 기관 내 주입하고, 3시간 뒤에 루시페린(luciferin) 0.25

mg/kg을 복강 투여하여 IVIS(PerkinElmer, USA) 장비를 통해 탈체 기관 이미지(ex vivo organ image)로 생체발

광을 확인하였으며, 그 결과를 도 3 및 표 1에 나타내었다.
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[표 1][0069]

[0070]

또한, 만노스가 수식되지 않은 LNP로서, 만노스-PEG-지질 접합체를 포함하지 않는 점을 제외하고 상기 실시예[0071]

1-2와 동일한 방법으로 luc mRNA가 봉입된 지질나노입자(지질-PEG를 1.5몰% 포함)를 제조하였다. 상기 만노스가

수식되지 않은 LNP를 mRNA 기준 0.1 mg/kg 용량으로 C57BL/6 Female 7주령 마우스(오리엔트 바이오)에 정맥 주

사 후 3시간 뒤에 루시페린(luciferin) 0.25 mg/kg을 복강 투여하고, 마우스를 희생시켜 장기를 적출하여 각 장

기에서 IVIS 장비를 통해 탈체 기관 이미지로 생체발광을 확인하였으며, 그 결과를 도 4에 나타내었다.

도 3 및 4에서 확인되는 바와 같이, 만노스-LNP는 폐에서 높은 발광 강도를 나타낸 반면, 만노스가 수식되지 않[0072]

은 LNP는 간에서 높은 발광 강도를 나타냈으며, 이를 통해 본 발명의 지질나노입자의 제형은 만노스로 수식됨에

따라 폐 특이적으로 전달되는 것을 확인하였다. 

실시예 3-2. Cre mRNA를 이용한 폐세포 특이적 전달 확인[0074]

상기 실시예 1-2에서 제조한 Cre mRNA(mCre)가 봉입된 만노스-LNP와 만노스가 수식되지 않은 LNP(Native LNP)[0075]

를 mRNA 기준 0.3 mg/kg 용량으로 폐 섬유화가 일어난 LSL-tdTomato 마우스 및 폐 섬유화가 일어나지 않은 LSL-

tdTomato  마우스에 각각 기관 내 투여하고, 마우스를 희생시켜 적출한 폐에서 Flow  cytometry(LSRFortessa,

BD)를 이용하여 폐 세포별(epithelial cells, endothelial cells, immune cells) tomato 형광 발현을 확인하였

으며, 그 결과를 도 5에 나타내었다 (blank: 일반 모델, colored: 폐 섬유화 모델).

도 5에서 확인되는 바와 같이, 본 발명의 만노스-LNP는 만노스가 수식되지 않은 LNP와 비교하여 섬유화된 폐에[0076]

특이적으로 전달되는 것을 확인하였다. 또한, 본 발명의 만노스-LNP는 만노스가 수식되지 않은 LNP와 비교하여

폐 세포별 형광 발현 패턴이 상이하였으며, 특히 섬유화된 폐의 상피세포에 가장 특이적으로 전달되는 것을 확

인하였다.

실시예 4. 만노스 수식 지질나노입자의 독성 확인[0078]

실시예 4-1. 세포 독성 확인[0079]

본 발명의 만노스-LNP가 세포 독성을 나타내는지 여부를 CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay를 통해 확인[0080]

하였으며, 이는 세포막 통과 기질이 세포내부의 프로테아제에 의해 cleavage를 일으키며 형광성 AFC를 형성하여

형광 분석을 통해 세포 생존능력을 확인할 수 있는 분석법이다.

구체적으로, L132, MEF cell을 투명한 96 well plate(SPL, 96 Well Cell Culture Plates, 30096)에 0.1 x 10
5

[0081]

cells로 시딩하고, 24시간 후 상기 실시예 1-1에서 제조한 지질나노입자를 1well 당 mRNA 기준 0.05 μg 또는

0.1 μg의 양에 해당하는 지질나노입자에 총 양이 100 μl가 되도록 배지에 처리하였다. 지질나노입자 처리 24

시간 후 CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay(Promega, Cat.# G6080)를 1well 당 100 μl씩 추가하고 30분

동안 배양한 후, Infinite® 200 PRO NanoQ(Tecan)를 통해 450 nm에서의 흡광도를 측정하였으며, 그 결과를 도

6에 나타내었다.
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도 6에서 확인되는 바와 같이, 본 발명의 만노스 수식 지질나노입자는 세포 독성을 보이지 않음을 확인하였다.[0082]

실시예 4-2. 간 및 신장 독성 확인[0084]

본  발명의  만노스-LNP  투여에  따른  간  및  신장  독성  유무를  확인하기  위하여,  각각  AST(aspartate[0085]

aminotransferase)  및 ALT(alanine  aminotransferase)와 BUN(blood  urea  nitrogen)  및 Creatinine의 수치를

측정하였다. 

구체적으로, 상기 실시예 1-2에서 제조한 지질나노입자를 7주령 C57BL/6 마우스에 mRNA 기준 0.5 및 0.75 mg/kg[0086]

의 용량으로 1회 기관내 투여하고, 투여 24시간 후 채혈하여 AST, ALT, BUN 및 creatinine의 수치를 확인하였으

며, 그 결과를 도 7에 나타내었다.

도 7에서 확인되는 바와 같이, 본 발명의 만노스 수식 지질나노입자는 유의미한 간 및 신장 독성을 보이지 않음[0087]

을 확인하였다.

실시예 4-3. 폐 섬유화 동물모델에서 간 및 신장 손상지표 확인[0089]

블레오마이신 유도 폐섬유화 모델을 이용하여 본 발명의 만노스-LNP 투여 시 간 및 신장의 손상유무에 대해 추[0090]

가적으로 확인하였다.

구체적으로, 7주령 C57BL/6 마우스에 1.8 mg/kg 용량으로 블레오마이신을 기관내 투여하여 폐섬유화 동물모델을[0091]

구축하고, 블레오마이신 투여 1일 전과 투여 4일 후에 상기 실시예 1-2에서 제조한 siGtse1가 봉입된 만노스 수

식 지질나노입자를 mRNA 기준 0.5 mg/kg의 용량으로 2회 기관내 투여하였다. 그 다음 14일에 마우스를 희생하여

수거한  혈액으로부터  혈장을  분리하고,  이를  이용하여  간  손상지표로서  GOT(Glutamic  Oxaloacetic

Transaminase) 및 GPT(Glutamic Pyruvic Transaminase)와 신장 손상지표로서 BUN 및 creatinine(CRE)의 수치를

측정하였으며, 그 결과를 도 8 및 표 2에 나타내었다.

[표 2][0092]

[0093]

도 8 및 표 2에서 확인되는 바와 같이, 본 발명의 만노스 수식 지질나노입자는 유의미한 간 및 신장 독성을 보[0094]

이지 않음을 확인하였다.

실시예 5. 주요 장기의 병리학적 현상 확인[0096]

본  발명의  만노스-LNP  투여에  따른  주요  장기의  조직병리학적  변화를  확인하기  위하여,  Hematoxylin-eosin[0097]

(H&amp;E) 염색법으로 비장, 간, 신장 및 폐의 조직병리학적 변화를 관찰하였다.

구체적으로, 7주령 C57BL/6 마우스에 1.8 mg/kg 용량으로 블레오마이신 투여 1일 전과 투여 4일 후에 상기 실시[0098]

예 1-2에서 제조한 siGtse1가 봉입된 만노스 수식 지질나노입자를 mRNA 기준 0.5 mg/kg의 용량으로 2회 기관내

투여하였다. 그 다음 14일에 마우스를 희생하여 비장, 간, 신장 및 폐를 H&amp;E로 염색하고 병리학적 현상을

광학현미경을 통해 관찰하였으며, 그 결과를 도 9 및 10에 나타내었다.

도 9 및 10에서 확인되는 바와 같이, 블레오마이신 투여군(BLM)에서는 주요 장기의 손상이 확인되었으나, 만노[0099]

스-LNP 투여군에서는 유의적인 조직병리학적 변화가 관찰되지 않았다.

실시예 6. 폐 섬유화에 대한 효과 확인[0101]
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실시예 6-1. 폐 섬유화 관련 유전자에 대한 침묵 효과[0102]

폐 섬유화와 연관성이 높은 것으로 알려진 Gtse1 유전자에 대한 만노스-LNP의 억제 효과를 확인하였다.[0103]

구체적으로, 상기 실시예 1-2에서 제조한 siGtse1이 봉입된 만노스-LNP를 siRNA 기준 0.5 mg/kg 용량으로 7주령[0104]

C57BL/6 마우스에 기관내 주입하고, 24 및 48시간 후 마우스를 희생하여 폐 세포에서 Gtse1 단백질을 western

blot으로 측정하였으며, 그 결과를 도 11에 나타내었다.

도 11에서 확인되는 바와 같이, siGtse1이 봉입된 만노스-LNP는 폐 세포에서 Gtse1 단백질의 발현을 현저히 억[0105]

제할 수 있음을 확인하였다.

실시예 6-2. 블레오마이신 유도 폐 섬유화 동물모델에서의 효과 확인[0107]

블레오마이신 유도 폐 섬유화 동물모델을 이용하여 만노스-LNP의 효과를 확인하였다.[0108]

구체적으로, 7주령 C57BL/6 마우스에 1.8 mg/kg 용량으로 블레오마이신을 기관내 투여하여 폐섬유화 동물모델을[0109]

구축하고, 블레오마이신 투여 1일 전과 투여 4일 후에 상기 실시예 1-2에서 제조한 siGtse1가 봉입된 만노스 수

식 지질나노입자를 mRNA 기준 0.5 mg/kg의 용량으로 2회 기관내 투여하였다. 그 다음 14일에 마우스를 희생하여

Masson Trichrome 염색법을 통해 콜라겐의 침적을 확인하였으며, 그 결과를 도 12에 나타내었다.

도 12에서 확인되는 바와 같이, 블레오마이신 투여군(Saline) 및 siControl 핵산(Bioneer, Cat.# SN-1013)이[0110]

봉입된 만노스-LNP 투여군(siCon)에서는 콜라겐 침적이 증가된 반면, siGtse1 핵산 약물이 봉입된 만노스-LNP

투여군(siGtse1)에서는 콜라겐이 유의적으로 감소하였으며, 조직면역학 염색을 통해서도 Gtse1 단백질의 발현이

감소한 것을 확인하였다.

실시예 6-3. 방사선 유도 폐 섬유화 동물모델에서의 효과 확인[0112]

방사선 유도 폐 섬유화 동물모델을 이용하여 만노스-LNP의 효과를 확인하였다.[0113]

구체적으로, 고 선량 초점 방사선 75 Gy를 10주령 C57BL/6 마우스에 3 mm 부피의 왼쪽 폐에 조사하여 폐섬유화[0114]

동물모델을 구축하고, 상기 실시예 1-2에서 제조한 siGtse1가 봉입된 만노스 수식 지질나노입자를 mRNA  기준

0.5 mg/kg의 용량으로 방사선 조사 후 예방군은 1일 및 3주 후에, 치료군은 4주 및 5주 후에 각각 2회 기관내

투여하였다.  그  다음  6주  후  마우스를  희생하여  Masson  Trichrome  염색법을  통해  콜라겐의  침적을

확인하였으며, 그 결과를 도 13에 나타내었다.

도 13에서 확인되는 바와 같이, siGtse1 핵산 약물이 봉입된 만노스-LNP를 투여한 예방군 및 치료군에서 모두[0115]

콜라겐이 유의적으로 감소하였으며, 조직면역학 염색을 통해서도 Gtse1 단백질의 발현이 감소한 것을 확인하였

다.

또한, 상기 희생된 마우스의 기관 내 formalin 액체를 삽입하여 폐 전체를 고정하고 육안으로 방사선 조사 부분[0116]

의 조직병리학적 변화를 관찰하였으며, 소동물(small animal) Mico-CT 촬영을 통한 폐 손상정도를 평가하고 그

결과를 도 14에 나타내었다.

도 14에서 확인되는 바와 같이, siGtse1 핵산 약물이 봉입된 만노스-LNP를 투여한 예방군 및 치료군에서 모두[0117]

대조군 대비 폐 부피가 회복되었음을 확인하였다. 

실시예 6-4. 다양한 폐활량 지표의 확인[0119]

방사선 조사 후 폐섬유화가 진행되면 폐 용적이 줄어들며, 동시에 폐 조직의 탄성이나 다양한 폐활량 지표들의[0120]

변화가 수반되는 것으로 알려져 있다. 이에 사람에게서 측정되는 다양한 폐기능검사의 결과값을 소 동물에서 얻

을 수 있는 검사 방법인 Flexivent®를 사용하여 상기 실시예 6-2의 동물모델에서 하기 표 3의 폐활량 지표들을

측정하였으며, 그 결과를 도 15에 나타내었다.
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[표 3][0121]

[0122]

도 15에서 확인되는 바와 같이, 방사선 조사군은 대조군과 비교하여 폐활량 지표들이 restirictive한 경향성으[0123]

로 변화되었으나, siGtse1 핵산 약물이 봉입된 만노스-LNP를 투여한 예방군 및 치료군에서 모두 방사선 조사군

대비 폐활량 지표들의 restirictive한 경향성이 회복되었음을 확인하였다.

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4

도면5
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도면6

도면7
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도면8

도면9

도면10
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도면11

도면12

도면13
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도면14

도면15

공개특허 10-2024-0066978

- 20 -



   

 

서 열 목 록 (첨부)

공개특허 10-2024-0066978

- 21 -


	문서
	서지사항
	요 약
	대 표 도
	청구범위
	발명의 설명
	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
	도면9
	도면10
	도면11
	도면12
	도면13
	도면14
	도면15

	서열목록 (첨부)



 
	 P22107-EWWU-PA
	 
		 KR
		 10-2022-0144737
		 2022-11-02
	
	 이화여자대학교 산학협력단
	 Ewha University - Industry Collaboration Foundation
	 이혁진
	 LEE, Hyuk Jin
	 핵산 약물의 경폐전달을 위한 지질나노입자 제형 및 이의 활용
	 4
	 
		 
			 1653
			 RNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..1653
					 
						 
							 mol_type
							 other RNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atggaagacgccaaaaacataaagaaaggcccggcgccattctatccgctggaagatggaaccgctggagagcaactgcataaggctatgaagagatacgccctggttcctggaacaattgcttttacagatgcacatatcgaggtggacatcacttacgctgagtacttcgaaatgtccgttcggttggcagaagctatgaaacgatatgggctgaatacaaatcacagaatcgtcgtatgcagtgaaaactctcttcaattctttatgccggtgttgggcgcgttatttatcggagttgcagttgcgcccgcgaacgacatttataatgaacgtgaattgctcaacagtatgggcatttcgcagcctaccgtggtgttcgtttccaaaaaggggttgcaaaaaattttgaacgtgcaaaaaaagctcccaatcatccaaaaaattattatcatggattctaaaacggattaccagggatttcagtcgatgtacacgttcgtcacatctcatctacctcccggttttaatgaatacgattttgtgccagagtccttcgatagggacaagacaattgcactgatcatgaactcctctggatctactggtctgcctaaaggtgtcgctctgcctcatagaactgcctgcgtgagattctcgcatgccagagatcctatttttggcaatcaaatcattccggatactgcgattttaagtgttgttccattccatcacggttttggaatgtttactacactcggatatttgatatgtggatttcgagtcgtcttaatgtatagatttgaagaagagctgtttctgaggagccttcaggattacaagattcaaagtgcgctgctggtgccaaccctattctccttcttcgccaaaagcactctgattgacaaatacgatttatctaatttacacgaaattgcttctggtggcgctcccctctctaaggaagtcggggaagcggttgccaagaggttccatctgccaggtatcaggcaaggatatgggctcactgagactacatcagctattctgattacacccgagggggatgataaaccgggcgcggtcggtaaagttgttccattttttgaagcgaaggttgtggatctggataccgggaaaacgctgggcgttaatcaaagaggcgaactgtgtgtgagaggtcctatgattatgtccggttatgtaaacaatccggaagcgaccaacgccttgattgacaaggatggatggctacattctggagacatagcttactgggacgaagacgaacacttcttcatcgttgaccgcctgaagtctctgattaagtacaaaggctatcaggtggctcccgctgaattggaatccatcttgctccaacaccccaacatcttcgacgcaggtgtcgcaggtcttcccgacgatgacgccggtgaacttcccgccgccgttgttgttttggagcacggaaagacgatgacggaaaaagagatcgtggattacgtcgccagtcaagtaacaaccgcgaaaaagttgcgcggaggagttgtgtttgtggacgaagtaccgaaaggtcttaccggaaaactcgacgcaagaaaaatcagagagatcctcataaaggccaagaagggcggaaagatcgccgtgtaa
		
	
	 
		 
			 1074
			 RNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..1074
					 
						 
							 mol_type
							 other RNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atgggcacccccaagaagaagcggaaggtgcggaccgacctgaacagcaacctgctgaccgtgcaccagaacctgcccgccctgcccgtggacgccaccagcgacgaggtgcggaagaacctgatggacatgttccgggaccggcaggccttcagcgagcacacctggaagatgctgctgagcgtgtgccggagctgggccgcctggtgcaagctgaacaaccggaagtggttccccgccgagcccgaggacgtgcgggactacctgctgtacctgcaggcccggggcctggccgtgaagaccatccagcagcacctgggccagctgaacatgctgcaccggcggagcggcctgccccggcccagcgacagcaacgccgtgagcctggtgatgcggcggatccggaaggagaacgtggacgccggcgagcgggccaagcaggccctggccttcgagcggaccgacttcgaccaggtgcggagcctgatggagaacagcgaccggtgccaggacatccggaacctggccttcctgggcatcgcctacaacaccctgctgcggatcgccgagatcgcccggatccgggtgaaggacatcagccggaccgacggcggccggatgctgatccacatcggccggaccaagaccctggtgagcaccgccggcgtggagaaggccctgagcctgggcgtgaccaagctggtggagcggtggatcagcgtgagcggcgtggccgacgaccccaacaactacctgttctgccgggtgcggaagaacggcgtggccgcccccagcgccaccagccagctgagcacccgggccctggagggcatcttcgaggccacccaccggctgatctacggcgccaaggacgacagcggccagcggtacctggcctggagcggccacagcgcccgggtgggcgccgcccgggacatggcccgggccggcgtgagcatccccgagatcatgcaggccggcggctggaccaacgtgaacatcgtgatgaactacatccggaacctggacagcgagaccggcgccatggtgcggctgctggaggacggcgactga
		
	
	 
		 
			 25
			 RNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..25
					 
						 
							 mol_type
							 other RNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 cagaagtcccatgtcacttatcacc
		
	
	 
		 
			 27
			 RNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..27
					 
						 
							 mol_type
							 other RNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 acgtcttcagggtacagtgaatagtgg
		
	



문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
청구범위 3
발명의 설명 4
 기 술 분 야 4
 배 경 기 술 4
 발명의 내용 5
  해결하려는 과제 5
  과제의 해결 수단 5
  발명의 효과 9
 도면의 간단한 설명 9
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 10
도면 15
 도면1 15
 도면2 15
 도면3 16
 도면4 16
 도면5 16
 도면6 17
 도면7 17
 도면8 18
 도면9 18
 도면10 18
 도면11 19
 도면12 19
 도면13 19
 도면14 20
 도면15 20
	서열목록: 


