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(54) 발명의 명칭 지질 나노입자들 및 코르티코스테로이드 또는 비타민 Ｄ 유도체를 포함하는 조성물

(57) 요 약

본 발명은 지질 나노입자들 내에 고체 용액 또는 분산액으로서 혼입된 코르티코스테로이드 및/또는 비타민 D 유

도체를, 치료학적 활성 성분으로서, 포함하는 약제학적 조성물에 관한 것으로, 상기 지질 나노입자들은 주위 온

도에서 고체이고, 상기 지질 나노입자들은 체온 이상의 융점을 갖는 제1 지질, 임의로 주위 온도에서 오일이고

제1 지질과 혼화성인 제2 지질 및 약제학적으로 허용되는 계면활성제를 포함하고, 상기 제1 지질은 C12-24 알코올

과 C12-24 지방산의 에스테르, C12-24 지방산의 글리세릴 모노에스테르, 디에스테르 또는 트리에스테르, C12-24 지방

알코올, 및 콜레스테롤로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 왁스이다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

지질 나노입자들 내에 고체 용액 또는 분산액으로서 혼입된 코르티코스테로이드를 치료학적 활성 성분으로서 포

함하는 약제학적 조성물로서,

상기 지질 나노입자들은 주위 온도에서 고체이고, 상기 지질 나노입자들은 체온 이상의 융점을 갖는 제1 지질을

약 60 내지 92중량% 포함하고, 상기 제1 지질은 C12-24 알코올과 C12-24 지방산의 에스테르, C12-24 지방산의 글리세

릴 모노에스테르, 디에스테르 또는 트리에스테르, C12-24 지방 알코올, 및 콜레스테롤로 이루어진 그룹으로부터

선택되는 왁스이고, 상기 지질 나노입자들은 약제학적으로 허용되는 계면활성제 약 2 내지 25중량%를 추가로 포

함하는, 약제학적 조성물. 

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 제1 지질이 상기 지질 나노입자들의 약 65 내지 92중량%, 또는 약 70 내지 90중량%, 또는

약 75 내지 85중량%, 또는 약 80중량%를 구성하고, 상기 계면활성제가 상기 약제학적 조성물의 약 8 내지 22중

량%, 예를 들면, 약 10 내지 20중량%를 구성하는, 약제학적 조성물.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 제1 지질이 세틸팔미테이트, 밀랍, 스테아릴 팔미테이트, 스테아릴 베헤네이

트,  글리세롤  모노스테아레이트,  글리세롤  디스테아레이트,  글리세롤  디베헤네이트,  글리세롤

트리미리스테이트, 글리세롤 트리팔미테이트, 글리세롤 트리스테아레이트, 베헤놀, 스테아르산, 수소화된 팜유,

수소화된 코코-글리세라이드, 수소화된 피마자유 및 세토스테아릴알코올로 이루어진 그룹으로부터 선택되는, 약

제학적 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 계면활성제가 폴록사머, 폴리소르베이트, 당 에스테르, 에톡실화된 지방 알코올 또는 인

지질로 이루어진 그룹으로부터 선택되는, 약제학적 조성물.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중의 어느 한 항에 있어서, 주위 온도에서 오일이고 상기 제1 지질과 혼화성인 제2 지질, 또

는 친유성 유화제 또는 연화제를 상기 지질 나노입자들의 약 1 내지 40중량%, 예를 들면, 약 10 내지 30중량%

또는 약 15 내지 25중량% 또는 약 20중량%로 추가로 포함하는, 약제학적 조성물.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 제2 지질이, C6-10 모노글리세라이드, C6-10 디글리세라이드, 이소프로필 미리스테이트 또는

이소프로필  팔미테이트,  중쇄  트리글리세라이드,  예를  들면,  카프릴릭/카프릭  트리글리세라이드,  또는

식물성유, 예를 들면, 피마자유, 해바라기유, 홍화유, 달맞이꽃유, 보리지씨유, 참깨유, 옥수수유, 야자핵유,

올리브유, 아보카도유, 아몬드유, 유채씨유, 코코넛유, 면실유, 땅콩유, 대두유, 밀배아유, 포도씨유 또는 호호

바유를 포함하는 장쇄 트리글리세라이드로 이루어진 그룹으로부터 선택되는, 약제학적 조성물.

청구항 7 

제5항 또는 제6항에 있어서, 상기 제1 지질이 상기 지질 나노입자들의 약 75 내지 85중량%를 구성하고, 상기 제

2 지질이 상기 지질 나노입자들의 약 15 내지 25중량%를 구성하고, 상기 계면활성제가 상기 지질 나노입자들의

약 2 내지 5중량%를 구성하는, 약제학적 조성물. 

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 코르티코스테로이드가 암시노나이드, 베타메타손, 부데노사

이드, 클로베타솔, 클로베타손, 코르티손, 데소나이드, 데속시코르티손, 데속시메타손, 덱사메타손, 디플루코르

톨론, 디플로라손, 플루코르티손, 플루메타손, 플루니솔라이드, 플루오시노나이드, 플루오시놀론, 플루오로메톨
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론, 플루프레드니솔론, 플루란드레놀라이드, 플루티카손, 할시노나이드, 할로베타솔, 하이드로코르티손, 메프레

드니손, 메틸프레드니손, 모메타손, 파라메타손, 프레드니카베이트, 프레드니손, 프레드니솔론 및 트리암시놀론

또는 약제학적으로 허용되는 이들의 에스테르 또는 아세토나이드로 이루어진 그룹으로부터 선택되는, 약제학적

조성물. 

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 코르티코스테로이드가 베타메타손 또는 이의 에스테르, 예를 들면, 베타메타손-17-발레레

이트 또는 베타메타손-17,21-디프로피오네이트인, 약제학적 조성물. 

청구항 10 

제1항 내지 9항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 지질 나노입자들이 약 10 내지 800nm, 특히 약 50 내지 600nm,

예를 들면, 100 내지 500nm 범위의 평균(mean/average) 입자 크기/직경을 갖는, 약제학적 조성물. 

청구항 11 

제1항 내지 제10항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 지질 나노입자들이 상기 약제학적 조성물의 약 1 내지 40중

량%, 예를 들면, 약 5 내지 30중량% 또는 약 10 내지 20중량%의 양으로 존재하는, 약제학적 조성물. 

청구항 12 

제1항 내지 제11항 중의 어느 한 항에 있어서, 수성 상을 추가로 포함하는, 약제학적 조성물. 

청구항 13 

제12항에 있어서, 상기 수성 상이 증점제를 포함하는, 약제학적 조성물. 

청구항 14 

제13항에 있어서, 상기 증점제가 카보머, 셀룰로스 유도체, 예를 들면, 하이드록시프로필셀룰로스, 하이드록시

프로필메틸셀룰로스, 하이드록시에틸셀룰로스, 히알루론산, 알기네이트, 덱스트란 또는 이들의 유도체로 이루어

진 그룹으로부터 선택되는, 약제학적 조성물. 

청구항 15 

제13항 또는 제14항에 있어서, 상기 증점제가 상기 약제학적 조성물의 약 0.1 내지 5중량%, 예를 들면, 약 0.5

중량%의 양으로 존재하는, 약제학적 조성물. 

청구항 16 

(a) 체온 이상의 융점을 갖는 제1 지질 약 60 내지 92중량%를 포함하는 지질 상(lipid phase) 내에 코르티코스

테로이드를 용해시키거나 분산시키는 단계(여기서, 상기 제1 지질은 C12-24  알코올과 C12-24  지방산의 에스테르,

C12-24 지방산의 글리세릴 디- 또는 트리에스테르, C12-24 지방 알코올, 및 콜레스테롤로 이루어진 그룹으로부터 선

택되는 왁스이고, 상기 제1 지질은 용융된 상태이고, 상기 지질 상은, 주위 온도에서 오일이고 상기 제1 지질과

혼화성인 제2 지질, 또는 친유성 유화제 또는 연화제 약 1 내지 40중량%를 임의로 포함한다);

(b) 상기 단계 (a)에서 수득된 지질 상을, 폴록사머, 폴리소르베이트, 당 에스테르 또는 에톡실화된 지방 알코

올로 이루어진 그룹으로부터 선택된 약제학적으로 허용되는 계면활성제 0.2 내지 10중량%를 포함하는 수성 상

중에 분산시켜 에멀젼을 형성하는 단계;

(c) 상기 단계 (b)에서 수득된 에멀젼을 고압 균질기를 사용하여 균질화시켜 상기 코르티코스테로이드를 포함하

는 상기 지질 상의 나노입자들을 형성하는 단계 및

(d) 상기 단계 (c)에서 수득된 균질화된 에멀젼을 냉각시켜 상기 나노입자들을 고화시키는 단계

를 포함하는, 제1항 내지 제15항 중의 어느 한 항에 따른 조성물의 제조방법.

청구항 17 
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제1항 내지 제15항 중의 어느 한 항에 있어서, 염증성 또는 과증식성 피부 질환, 예를 들면, 건선, 습진, 아토

피성 피부염, 접촉성 피부염, 피부 노화, 광노화, 여드름, 두드러기 또는 소양증의 예방 또는 치료를 위한, 약

제학적 조성물.

청구항 18 

지질 나노입자들 내에 고체 용액 또는 분산액으로서 혼입된 비타민 D 유도체를, 치료학적 활성 성분으로서, 포

함하는 국소 약제학적 조성물로서,

상기 지질 나노입자들은 주위 온도에서 고체이고, 상기 지질 나노입자들은 체온 이상의 융점을 갖는 제1 지질

약 60 내지 92중량%를 포함하고, 상기 제1 지질은 C12-24 알코올과 C12-24 지방산의 에스테르, 산가가 0.1 이하인

C12-24 지방산의 글리세릴 트리에스테르, C12-24 지방 알코올, 및 콜레스테롤로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 왁

스이고, 상기 지질 나노입자들은 폴록사머 및 에톡실화된 지방 알코올로 이루어진 그룹으로부터 선택된 약제학

적으로 허용되는 계면활성제 약 2 내지 22중량%를 추가로 포함하는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 19 

제18항에 있어서, 상기 제1 지질이 상기 지질 나노입자들의 약 65 내지 90%, 또는 약 70 내지 85%, 또는 약 75

내지 80중량%를 구성하는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 20 

제18항 또는 제19항에 있어서, 상기 제1 지질이 세틸팔미테이트, C14-28 지방 알코올, 수소화된 팜유 및 산가가

0.1 이하인 트리글리세라이드로 이루어진 그룹으로부터 선택되는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 21 

제18항 내지 제20항 중의 어느 한 항에 있어서, 주위 온도에서 오일이고 상기 제1 지질과 혼화성인 제2 지질을

상기 지질 나노입자의 약 1 내지 40중량%, 또는 약 10 내지 35%, 또는 약 15 내지 30%, 또는 약 20 내지 25중량

%로 추가로 포함하는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 22 

제18항 내지 제21항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제2 지질이 이소프로필 미리스테이트 또는 이소프로필, 팔

미테이트 중쇄 트리글리세라이드, 예를 들면, 카프릴릭/카프릭 트리글리세라이드, 또는 장쇄 트리글리세라이드,

예를 들면, 피마자유로 이루어진 그룹으로부터 선택되는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 23 

제18항 내지 제22항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 지질 나노입자들이, 상기 지질 나노입자들을 기준으로 하

여, 상기 제1 지질 약 80 내지 85중량%, 상기 제2 지질 15 내지 20중량% 및 상기 계면활성제 약 2 내지 5중량%

를 포함하는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 24 

제23항에 있어서, 상기 제1 지질이 세틸팔미테이트이고, 상기 제2 지질이 카프릴릭/카프릭 트리글리세라이드인,

국소 약제학적 조성물.

청구항 25 

제18항 내지 제24항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 비타민 D 유도체가 칼시포트리올, 칼시트리올, 막사칼시톨

또는 타칼시톨로부터 선택되는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 26 

제25항에 있어서, 상기 비타민 D 유도체가 칼시포트리올 또는 칼시포트리올 일수화물인, 국소 약제학적 조성물.

청구항 27 
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제18항 내지 제26항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 지질 나노입자들이 약 10 내지 800nm, 특히 약 50 내지

600nm, 예를 들면, 약 100 내지 500nm 범위의 평균 입자 크기/직경을 갖는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 28 

제18항 내지 제27항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 지질 나노입자들이 상기 국소 약제학적 조성물의 1 내지

40중량%, 예를 들면, 약 5 내지 30중량% 또는 약 10 내지 20중량%의 양으로 존재하는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 29 

제18항 내지 제28항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 조성물의 pH가 7.5 이상이 되도록 알칼리성 완충액을 추가

로 포함하는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 30 

제31항에 있어서, 상기 알칼리성 완충액이 지질 앵커링(anchoring)을 갖는 아민인, 국소 약제학적 조성물.

청구항 31 

제30항에 있어서, 상기 아민이 트리에탄올아민, 트로메타몰, 모노에탄올아민 또는 디에탄올아민으로부터 선택되

는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 32 

제18항 내지 제31항 중의 어느 한 항에 있어서, 수성 상을 추가로 포함하는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 33 

제12항 또는 제32항에 있어서, 상기 수성 상이 연화제, 예를 들면, 실리콘 오일, 액체 파라핀 또는 콜레스테롤

을 추가로 포함하는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 34 

제33항에 있어서, 상기 연화제가 상기 국소 약제학적 조성물의 약 10 내지 50중량%, 또는 약 20 내지 40중량%,

또는 약 30중량%의 양으로 포함되는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 35 

제18항 내지 제34항 중의 어느 한 항에 있어서, 증점제를 추가로 포함하는, 국소 약제학적 조성물. 

청구항 36 

제35항에 있어서, 상기 증점제가 카보머, 또는 셀룰로스 유도체, 예를 들면, 하이드록시프로필셀룰로스, 하이드

록시프로필메틸셀룰로스, 하이드록시에틸셀룰로스인, 국소 약제학적 조성물.

청구항 37 

제35항 또는 제36항에 있어서, 상기 증점제가 상기 국소 약제학적 조성물의 0.1 내지 5중량%, 특히 약 0.5중량%

의 양으로 존재하는, 국소 약제학적 조성물.

청구항 38 

(a) 체온 이상의 융점을 갖는 제1 지질 약 60 내지 92중량%, 및 임의로 실온에서 오일이고 상기 제1 지질과 혼

화성인 제2 지질 약 1 내지 40중량%를 포함하는 지질 상 내에 비타민 D 유도체를 용해시키거나 분산시키는 단계

(여기서, 상기 제1 지질은 C12-24 알코올과 C12-24 지방산의 에스테르, 산가가 0.1 이하인 C12-24 지방산의 글리세릴

트리에스테르, C12-24 지방 알코올, 및 콜레스테롤로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 왁스이고, 상기 제1 지질은

용융된 상태이다);

(b) 상기 단계 (a)에서 수득된 지질 상을 폴록사머 또는 에톡실화된 지방 알코올로부터 선택된 약제학적으로 허

용되는 계면활성제 0.2 내지 10중량%를 포함하는 수성 상에 분산시키는 단계;
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(c) 상기 단계 (b)에서 수득된 에멀젼을 고압 균질기를 사용하여 균질화시켜 상기 비타민 D 유도체를 포함하는

상기 지질 상의 나노입자들을 형성하는 단계 및

(d) 상기 단계 (c)에서 수득된 균질화된 에멀젼을 냉각시켜 상기 나노입자들을 고화시키는 단계

를 포함하는, 제18항 내지 제37항 중의 어느 한 항에 따른 조성물의 제조방법.

청구항 39 

제18항 내지 제37항 중의 어느 한 항에 있어서, 염증성 또는 과증식성 피부 병태, 예를 들면, 건선, 지루성 건

선, 수장 족저 농포증, 피부염, 비늘증, 장미증, 여드름 또는 광선 각화증의 예방 또는 치료를 위한, 국소 약제

학적 조성물.

청구항 40 

비타민 D 유도체를 모낭의 피지선에 표적화하는 방법으로서, 상기 방법은 이러한 치료가 필요한 환자의 피부 영

역에 제18항 내지 제37항 중의 어느 한 항에 따른 지질 나노입자 조성물의 치료학적 유효량을 도포함을 포함하

는, 비타민 D 유도체를 모낭의 피지선에 표적화하는 방법. 

청구항 41 

제40항에 있어서, 치료가 필요한 상기 피부 영역은 여드름 또는 장미증과 관련된 면포, 농포, 구진 또는 낭종을

포함하는, 방법. 

청구항 42 

제40항 또는 제41항에 있어서, 상기 비타민 D 유도체가 칼시포트리올 또는 칼시포트리올 일수화물인, 방법.

청구항 43 

약제학적으로 허용되는 수성 비히클 중의 제1항 내지 제17항 및 제18항 내지 37항 중의 어느 한 항에 따른 지질

나노입자들의 혼합물을 포함하는 약제학적 조성물. 

청구항 44 

제43항에 있어서, 항산화제를 추가로 포함하는, 약제학적 조성물.

청구항 45 

제44항에 있어서, 상기 항산화제가 BHA 및 BHT, 또는 BHA와 BHT의 혼합물의 그룹으로부터 선택되는, 약제학적

조성물.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은, 지질 나노입자들 및 활성 성분(들)으로서 코르티코스테로이드 및/또는 비타민 D 유사체를 포함하는[0001]

조성물, 상기 지질 나노입자들의 제조방법 및 피부 질환 및 병태의 치료에서의 상기 조성물의 용도에 관한 것이

다.

배 경 기 술

아토피성 피부염(AD)은 전체 아이들 중의 10 내지 20%에서 발생하는 바와 같이 영아 초기에 높은 유병률을 갖는[0002]

만성적 재발성 염증성 피부 질환이다[참조: Katoh, J. Dermatol. 36, 2009, pp. 367-376].  상기 질환은 손상

된 표피 장벽 및 피부 감염의 경향을 갖는 소양증, 홍반, 태선화, 구진 및 건조한 피부를 특징으로 한다[참조:

Reitamo et al., Textbook of Atopic Dermatitis, 1
st
 Ed., Informa Healthcare, London, 2008].  AD의 발병기

전은 면역학적 이상에 크게 기인하였다.  그러나, 몇몇 최근 연구들로부터의 결과들은 피부에서 면역 세포들에

의 항원 접근 뿐만 아니라 염증 과정의 동인으로서 AD에서 결함이 있는 피부 장벽의 중요성을 입증한다.  AD와
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유전적인 필라그린 결함 사이의 매우 뚜렷한 관련성은 피부 장벽 붕괴가 AD 발병기전에서 중요함을 보여주었다

[참조: Palmer et al., Nat. Genet. 38, 2006, pp. 441-446; Weidinger et al., J. Allergy Clin. Immunol.

118, 2006, pp. 214-219].

최근에, AD에서 1차 치료는 건조한 피부를 완화시키고 장벽을 회복시키는 것을 도울 수 있는, 보습제들과 조합[0003]

하여 광범위한 항염증성 및 면역억제 효과를 나타내는 국소적 코르티코스테로이드이다[참조: Reitamo et al.,

supra].  높은 오일 함량을 갖는 연고 또는 크림은 종종 이들이 피부를 수화된 채로 유지시키는데 보다 효과적

이고,  도포된  약물  물질의  침투를  개선시킬  수  있기  때문에,  피부과  전문의에  의해  자주  선호된다[참조:

Wiedersberg et al., Eur. J. Pharm. Biopharm. 68, 2008, pp. 453-466; Reitamo et al., supra].  그러나,

이들  제형  유형의  미용  허용성은  불량할  수  있고,  이는  AD  환자들  중에서  낮은  순응도를  반영한다[참조:

Yentzer et al., J. Drugs Dermatol. 9, 2010, pp. 324-329].  게다가, 연고 및 크림과 같은 통상적인 비히클

로부터의 방출 및 약물 물질의 후속적인 피부 침투(skin penetration)는 매우 제한될 수 있으며, 비특이적 전달

을 포함할 수 있고, 예를 들면, 약물 수치들이 너무 낮아서 몇몇 환자들에 있어서 치료학적 효과를 유도하지 않

으면서, 다른 환자들에서는 유해 효과를 유도하거나 전신적으로 침투할 수 있다[참조: Korting and Schaefer-

Korting, Handbook Exp. Pharmacol., 2010, 435-468].  장벽 상태가 피부 내로 관통하고 피부를 통과하여 침투

하는 약물 물질의 양에 결정적이기 때문에, AD에서 피부 장벽이 손상되었다는 사실은 피부에 약물의 표적화된

전달을 더 복잡하게 만든다[참조: Bronaugh and Stewart, J. Pharm. Sci. 74, 1985, pp. 1062-1066; Moon and

Maibach,  Exogenous  Dermatoses.  Environmental  Dermatitis(Menne  and  Maibach,  Eds.),  CRC,  Boca  Raton,

1991, pp. 217-226; Simonsen and Fullerton, Skin Pharmacol. Physiol. 20,  2007, pp. 230-236; Wilhelm et

al., J. Invest. Dermatol. 97, 1991, pp. 927-932]. 

피부 약물 전달을 최적화하는 방법은 나노입자 담체들의 사용이다.  특히 지질로 이루어진 미립자 담체들(지질[0004]

나노입자, 리포좀, 마이크로- 및 나노에멀젼)은 이들이 폐색성, 피부 침투 개선 및 표적화 성질을 가질 수 있기

때문에 유망하다[참조: Korting and Schaefer-Korting, supra].  고체 지질 나노입자들(SLN)은 40 내지 1000nm

이고, 원칙적으로 o/w 에멀젼과 비슷하지만, 액체 오일은 체온 이상의 융점을 갖는 지질에 의해 대체된다[참조:

Muller et al., Adv. Drug Del. Review 54, Suppl. 1, 2002, S131-S155].  이들 고체 상태 및 작은 크기의 결

과로서, SLN은 피부에 도포시 폐색을 유도할 수 있는 강한 접착성을 갖고, 이들은 연고보다 미용적으로 더 허용

된다[참조:  Jenning  et  al.,  Int.  J.  Pharm.  199,  2000,  pp.  167-177;  Santos  et  al.,  J.  Drug  Target.,

2002, pp. 489-495; Wissing and Muller, Eur. J. Pharm. Biophar. 56, 2003, pp. 67-72].  폐색성은 경피 수

분 손실(TEWL)을 감소시키고, AD와 같은 피부 질환에서 피부 장벽을 물리적으로 회복시키는 것을 도울 수 있다

[참조: Keck and Schwabe, J. Biomed. Nanotechnol. 5, 2009, pp. 428-436]. 

건선은 과다각화증으로 인한 홍반성, 건조, 스케일링 플라크로서 나타나는 만성 염증성 피부 질환이다.  보다[0005]

대규모의 병변들이 신체의 다른 부분들, 특히 요천 부위에서 나타날 수 있지만, 상기 플라크는 팔꿈치, 무릎 및

두피에서 가장 자주 발견된다.  경도 내지 중증도 건선의 가장 일반적인 치료는 활성 성분으로서 코르티코스테

로이드를 함유하는 조성물의 국소적 도포를 포함한다.  코르티코스테로이드의 도포는, 효과적인 반면, 피부 위

축증, 선(striae), 여드름모양 발진, 입주위 피부염, 피부 진균류 및 박테리아의 과성장, 착색 피부의 색소침착

저하증 및 장미증과 같은 다수의 유해 효과들을 갖는다는 단점을 갖는다. 

그러나, 다년간, 건선의 유리한 비스테로이드성 치료는 칼시포트리올이 용액 중에 존재하는 연고 조성물(LEO 파[0006]

르마(LEO Pharma)에 의해 다이보넥스(Daivonex
®
) 또는 도보넥스(Dovonex

®
) 연고로 시판중임) 또는 크림 조성물

(LEO 파르마에 의해 다이보넥스 또는 도보넥스 크림으로 시판중임)로 제형화된 비타민 D 유사체 화합물, 칼시포

트리올에 의한 국소적 치료로 이루어졌다.  상기 연고 조성물에서 용매는 개선된 효능을 야기하는, 피부 내로

활성  성분의  개선된  침투의  장점을  갖지만,  또한  피부  자극물로서  작용하는  것으로  알려진  프로필렌

글리콜이다.  따라서, 국소 조성물 중에 프로필렌 글리콜의 포함은 자주 환자들에게 접촉성 피부염을 발달시키

는 원인이 되고(한  연구에서 12.5%의   프로필렌 글리콜에 대한 다수의 자극 반응들이 보고되었다[참조:  M.

Hannuksela et al., Contact Dermatitis 1, 1975, pp. 112-116]) 프로필렌 글리콜이 고농도로 사용되는 경우,

다수의 자극 반응들이 증가하는 것으로 보고되었다[참조: J. Catanzaro and J. Graham Smith, J. Am. Acad.

Dermatol. 24, 1991, pp. 90-95].  특히 프로필렌 글리콜의 존재로부터 야기된, 피부로의 칼시포트리올의 개선

된 침투 때문에, 다이보넥스 연고는 다이보넥스 크림보다 건선성 병변의 치료에 보다 더 효과적인 것으로 확인

되었지만, 또한 상당수의 건선 환자들에서 피부 자극을 유발하였다. 

사람 피부, 특히 바깥층, 각질층은 미생물 병원체들 및 독성 화학물질들의 침투에 대한 효과적인 장벽을 제공한[0007]
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다.  피부의 이러한 성질이 일반적으로 유리한 반면, 피부 질환을 겪는 환자의 피부에 도포된 활성 성분의 다량

이, 그렇지 않다면 대부분이, 이의 활성이 발휘되는 피부의 실행가능한 층들로 침투할 수 없다는 점에서 의약

(pharmaceutical)의 피부 투여를 복잡하게 만든다.  진피 및 표피로의 활성 성분의 충분한 침투를 보장하기 위

하여, 통상적으로 알코올, 예를 들면, 에탄올, 또는 디올, 예를 들면, 프로필렌 글리콜의 형태의 용매의 존재하

에, 용해된 상태로 상기 활성 성분을 포함하는 것이 일반적으로 바람직하다.  상기 지시된 바와 같이, 프로필렌

글리콜은 잘 알려진 침투 개선제이고, 즉 각질층으로 침투할 수 있고, 표피 내로 비히클 중의 치료학적으로 활

성 성분들과 같은 저분자 성분들을 "끌어당기는" 물질이다.  프로필렌 글리콜은 그 자체로 상당한 피부 자극을

유발할 수 있고, 또한 표피 내로 저분자 및 잠재적으로 자극적인 성분들의 비히클을 "끌어당길" 수 있으며, 이

는 프로필렌 글리콜을 포함하는 통상적인 비히클들의 전체적인 자극 효과를 야기한다.  이러한 이유로, 염증성

피부  질환의 치료를 의도하는 조성물 중의 용매로서 프로필렌 글리콜의 존재는 염증성 반응을 악화시킬 수

있다. 

본 발명의 목적은, 프로필렌 글리콜과 같은 통상적인 침투 개선제들 또는 잠재적으로 자극성인 기타 부형제들의[0008]

부재하에, 통상적인 연고들과 비교하여, 활성 성분들로서 국소 조성물 중에 포함된 코르티코스테로이드 또는 비

타민 D 유사체의 피부로의 개선된 침투 및 개선된 생물학적 활성을 갖는 조성물을 제공하는 것이다.  또 다른

목적은 폐색성을 갖지만 개선된 미용적 성질도 갖는, 즉 연고보다는 덜 기름지고 보다 유쾌한 "피부 감촉"을 갖

는 조성물을 제공하는 것이다. 

여드름은 모발피지샘 모낭의 관 내에 과량의 피지의 존재가 면포(모낭관(follicular duct) 내에 고화된 피지 플[0009]

러그)의 형성을 야기하는, 증가된 피지 생성 및 피지선으로부터 피지의 방출을 특징으로 하는, 모발피지샘 모낭

에 영향을 주는 다인성 질환인 피부 병태이다.  상기 관들의 추가의 폐쇄는, 특히 프로피오니박테리움 아크네스

(Propionibacterium acnes)에 의해, 종종 박테리아성 콜로니화의 대상이 되는 농포, 구진 또는 낭종의 형성, 및

국소적 염증을 야기한다.  여드름(acne vulgaris)은 10대들에게서 가장 흔한 피부 장애이지만, 20 내지 40세의

성인의 상당수에서 또한 여드름이 발생한다.  여드름의 치료에 최근 이용가능한 약물은 벤조일 퍼옥사이드, 아

젤라산, 국소적 및 전신적 항생제, 예를 들면, 후시딘(Fucidin
®
), 클린다마이신, 에리트로마이신, 및 테트라사

이클린, 레티노이드, 예를 들면, 아다팔렌, 트레티노인, 이소트레티노인, 및 호르몬, 예를 들면, 에스트로겐을

포함한다.  그러나, 최기성, 피부 자극, 광민감화(photosensibilisation) 등을 포함하는 이러한 의약품들의 심

각한 결점들이 존재한다.  발병한 개인들에 대한 부정적인 심리사회적 결과, 및 여드름의 국소 치료를 위해 이

용가능한 약물들의 상대적으로 제한적인 수 및 이들 약물의 알려진 부작용의 심각성 때문에, 여드름의 적절한

치료를 위한 신규한 약제(medicament)의 제공이 매우 중요하다. 

따라서, 본 발명의 추가의 목적은 피부의 모낭에 그 안에 포함된 활성 성분을 표적화 할 수 있는 조성물을 제공[0010]

하는 것이다.  모낭 표적화는 여드름 및 관련 장애, 예를 들면, 장미증의 치료를 의도하는 조성물의 경우 특히

흥미로운 것이다.  활성 성분을 작용 부위에 직접 표적화하는 것은, 시장에서 최근 치료 선택권보다 우수하게

용인되는 여드름 치료법을 제공하기 위하여, 부작용, 예를 들면, 피부 자극을 감소시키는 추가 장점을 가질 수

있다.

발명의 내용

발명의 요약[0011]

피부에서 국소적으로 사용이 의도된 약물 물질의 피부 침투는 주요 3 단계들을 포함하는 복합적인 공정이다: 1)[0012]

비히클로부터 상기 물질의 방출, 2) 각질층 내로의 침투 및 3) 각질층으로부터 실행가능한 표피 및 진피의 표적

부위로의 분배.  상기 제1 단계는 상기 약물 및 상기 비히클의 물리화학적 성질에 따라 좌우되고, 이는 가공에

의해 최적화될 수 있다.  상기 제2 및 제3 단계들은 보다 복합적이다.  다시, 상기 약물 물질의 물리화학적 성

질 및 상기 비히클 내의 약물 포화도는 상기 비히클과 상기 피부 사이의 상기 약물 물질의 분배에 중요하고, 상

기 비히클의 최적화에 의해 영향을 받을 수 있다.  그러나 게다가, 상기 피부 내로의 침투에 대한 주요 생물학

적 장벽-각질층-의 상태는 피부 질환에 영향을 받는다.  본 발명을 야기하는 연구에서, 지질 나노입자들은 장벽

-손상된 피부를 위한 국소적 약물 전달 시스템으로서 이들의 성질들에 대해 평가되었다.  상기 지질 나노입자들

은 피부에 친유성 화합물들의 전달에 적합하고 폐색성을 갖는 통상적인 연고 제형과 비교되었다. 

최근, 장벽-손상된 피부로의 시험관 내 연구는 SLN이 연고와 비교하여 피부에서 상당히 더 높은 수준의 코르티[0013]

코스테로이드를 보유할 수 있었음을 보여주었다.  이러한 저장소 효과(reservoir effect)는 시험관 내에서 온전
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한 피부 및 장벽-손상된 피부 둘다에서 보여졌고, 약물은 각질층에서 구별되어 국소화되었다.  피부 상층에서

약물 물질의 특정한 국소화, 피부 저장소 효과 및 약물을 함유하는 SLN 도포 후 피부에 도포된 약물의 치료학적

효과 사이의 상관관계는 제대로 설명되지 않았다.  본 발명의 목적은 피부를 폐색하거나 장벽-손상된 피부와의

상호작용을  증가시키는  지질  나노입자들의  능력의  결과로서  증가된  약물  효능을  갖는  조성물을  제공하는

것이다. 

따라서, 본 발명은 지질 나노입자들 내에 고체 용액 또는 분산액으로서 혼입된 코르티코스테로이드를 치료학적[0014]

활성 성분으로서 포함하는 국소 약제학적 조성물에 관한 것으로, 상기 지질 나노입자들은 주위 온도에서 고체이

고, 상기 지질 나노입자들은 체온 이상의 융점을 갖는 제1 지질을 약 60 내지 92중량% 포함하고, 상기 제1 지질

은 C12-24 알코올과 C12-24 지방산의 에스테르, C12-24 지방산의 글리세릴 모노에스테르, 디에스테르 또는 트리에스테

르, C12-24 지방 알코올, 및 콜레스테롤로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 왁스이고, 상기 지질 나노입자들은 약

제학적으로 허용되는 계면활성제 약 2 내지 25중량%를 추가로 포함한다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 지질 나노입자들 내에 고체 용액 또는 분산액으로서 혼입된 비타민 D 유도체를 치[0015]

료학적 활성 성분으로서 포함하는 국소 약제학적 조성물에 관한 것으로, 상기 지질 나노입자들은 주위 온도에서

고체이고, 상기 지질 나노입자들은 체온 이상의 융점을 갖는 제1 지질을 약 60 내지 92중량% 포함하고, 상기 제

1 지질은 C12-24 알코올과 C12-24 지방산의 에스테르, 산가가 0.1 이하인 C12-24 지방산의 글리세릴 모노- 디- 또는

트리에스테르, C12-24 지방 알코올, 및 콜레스테롤로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 왁스이고, 상기 지질 나노

입자들은 폴록사머 또는 에톡실화된 지방 알코올로 이루어진 그룹으로부터 선택된 약제학적으로 허용되는 계면

활성제 약 2 내지 25중량%를 추가로 포함한다.

도면의 간단한 설명

본 발명은 첨부된 도면에서 추가로 설명된다. [0016]

도 1은 24시간 동안 온전한(a) 및 장벽-손상된(b) 피부에 각각 연고 및 3개의 상이한 SLN 중의 BMV를 도포한

후, 상이한 피부 층들 내로 침투된 
3
H BMV의 상대량을 나타낸다.  결과들은 회수된 

3
H BMV의 총량에 상대적이다.

평균±SD(n=8).

도 2는 6, 16 또는 24시간 동안 온전한(a) 및 장벽-손상된(b) 피부에 각각 연고 및 디스테아레이트 SLN 중의

BMV를 도포한 후, 각각 피부 및 수용체 매질 내로 침투된 
3
H BMV의 상대량을 나타낸다.  결과들은 회수된 

3
H BMV

의 총량에 상대적이다.  평균±SD(n=6).

도 3은 24시간 동안 각각 디스테아레이트 SLN 및 연고 도포 후, 피부(a) 및 수용체 매질(b) 중의 
3
H BMV의 상대

량을 나타낸다.  SLN 노출된 상기 피부는 몇몇 경우 SLN 도포 후 폐색되었다.  결과들은 회수된 
3
H BMV의 총량

에 상대적이다.  평균±SD(n=8).

도 4는 연고 중의 BDP와 비교하여 글리세롤디스테아레이트로 구성된 SLN 중의 BDP로 처리된 무모 랫트들의 피부

에서 BDP의 피부 농도를 나타낸다.  상기 SLN 조성물은 실시예 1에 나타낸다.

도 5a는 연고 중의 BMV와 SLN 중의 투여된 BMV의 효과를 비교한 연구에서 귀 두께의 AUC를 나타낸다.  평균±

SEM(n=10).

5b는 용량 결정-연구(dose finding-study)에서 귀 두께의 AUC를 나타낸다.  평균±SEM(n = 8).  모든 동물들은

AD 표현형을 유도하기 위하여 실시예 3에 기재된 처리 계획에 따라 옥사졸론으로 처리하였다. 

도 6a 및 6b는 민감화된 마우스에서 IL-4 및 Il-1β사이토카인 수준들을 나타낸다.  모든 동물들을 AD 표현형을

유도하기 위하여 실시예 3에 기재된 처리 계획에 따라 옥사졸론으로 처리하였다.  평균±SEM(n = 4 내지 10).

도 7a 및 7b는 BMV를 함유하는 연고의 도포와 비교하여, 옥사졸론 처리된 마우스의 귀에 BMV를 함유하는 지질

나노입자들의 도포에 의한 경피 수분 손실(TEWL)의 감소를 나타내는 그래프이다.  도 7a는 연고와 SLN의 비교를

보여준다.  도 7b는 용량-결정 연구로부터의 TEWL 값들을 보여준다.
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발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

정의 [0017]

용어 "지질 나노입자"는 고체 지질 나노입자(SLN) 또는 나노구조 지질 담체(NLC)를 의미하는 것으로 의도된다.[0018]

SLN은 주위 온도에서 고체인 지질(예를 들면, 장쇄 트리글리세라이드, 지방산 및 왁스) 및 계면활성제로부터 제

조된 나노크기의 입자로서, 그 안에 활성 성분이 용해되거나 분산될 수 있다.  NLC는 주위 온도에서 고체인 지

질 및 주위 온도에서 액체인 지질(오일) 및 계면활성제로부터 제조된 나노크기의 입자로서, 그 안에 활성 성분

이 용해되거나 분산될 수 있다.  상기 지질 나노입자의 입자 크기는 약 10 내지 800nm, 예를 들면, 50 내지

600nm 또는 100 내지 500nm의 범위일 수 있다. 

용어 "활성 성분"은 비타민 D 유도체 또는 유사체 및 코르티코스테로이드로부터 선택된 치료학적 활성 약물 물[0019]

질을 나타내는 것으로 의도된다. 

용어 "비타민 D 유도체"는 비타민 D3의 생물학적 활성 대사물질, 예를 들면, 칼시트리올, 또는 이러한 대사물질[0020]

의 전구체, 예를 들면, 알파칼시돌을 나타내는 것으로 의도된다. 

용어 "비타민 D 유사체"는 측쇄 변형을 갖는 비타민 D 스캐폴드 및/또는 스캐폴드 그 자체의 변형을 포함하는[0021]

합성 화합물을 나타내는 것으로 의도된다.  유사체는 천연적으로 발생하는 비타민 D 화합물의 것들과 필적할 만

한 비타민 D 수용체에 대한 생물학적 활성을 나타낸다. 

"칼시포트리올"은 화학식 [0022]

[0023]

의 비타민 D 유사체이다.  칼시포트리올은 2종의 결정형, 무수물 및 일수화물로 존재하는 것으로 확인되었다.[0024]

칼시포트리올 일수화물 및 이의 제조는 제WO 94/15912호에 개시되어 있다. 

용어 "코르티코스테로이드"는 콜레스테롤 또는 이의 유도체, 특히 항염증성 효과를 발휘하는 이러한 유도체로부[0025]

터 부신 피질에서 합성되는 스테로이드 화합물을 나타내는 것으로 의도된다.  코르티코스테로이드의 예는 암시

노나이드, 베타메타손, 부데노사이드, 클로베타솔, 클로베타손, 코르티손, 데소나이드, 데속시코르티손, 데속시

메타손, 덱사메타손, 디플루코르톨론, 디플로라손, 플루코르티손, 플루메타손, 플루니솔라이드, 플루오시노나이

드, 플루오시놀론, 플루오로메톨론, 플루프레드니솔론, 플루란드레놀라이드, 플루티카손, 할시노나이드, 할로베

타솔,  하이드로코르티손,  메프레드니손,  메틸프레드니손,  모메타손,  파라메타손,  프레드니카베이트,

프레드니손, 프레드니솔론 및 트리암시놀론 또는 약제학적으로 허용되는 이들의 에스테르 또는 아세토나이드를

포함하지만, 이로써 제한되지는 않는다.  최근 선호되는 코르티코스테로이드의 예는 베타메타손 및 이의 에스테

르, 예를 들면, 17-발레레이트 또는 17,21-디프로피오네이트, 또는 클로베타솔 17-프로피오네이트이다. 

용어 "저장 안정성" 또는 "저장 안정한"은, 조성물이, 냉장 또는, 바람직하게는, 실온에서 상기 조성물을 상업[0026]

적으로 실행가능하게 하기에 충분한 시간 기간, 예를 들면, 12개월 이상, 특히 18개월 이상, 바람직하게는 2년

이상 동안 상기 조성물의 저장을 허용하는 화학적 및 물리적 안정성 특징들을 나타냄을 지시하는 것으로 의도된

다.

용어 "화학적 안정성" 또는 "화학적으로 안정한"은 실온에서 제품의 저장 수명 동안, 통상적으로 2년 동안, 활[0027]

성 성분의 10% 이하, 바람직하게는 6% 이하가 분해됨을 의미하는 것으로 의도된다.  실온에서 화학적 안정성의

근사치는 조성물을 40℃에서 가열 찬장에 놓고, 샘플들을 1개월 및 3개월에 채취하고, HPLC로 분해 생성물의 존

재를 시험하는 40℃에서의 가속화된 안정성 연구들을 조성물에 수행하여 수득된다.  상기 물질의 약 10% 미만이
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40℃에서 3개월 후 분해된 경우, 이는 통상적으로 실온에서 2년의 저장 수명에 상응하는 것으로 간주된다.  조

성물에 포함된 활성 성분이 칼시포트리올인 경우, "화학적 안정성"은 통상적으로 칼시포트리올이 시간이 지나면

서 완성된 약제학적 제품에서 24-에피 칼시포트리올 또는 칼시포트리올의 기타 분해 생성물들로 뚜렷하게 분해

되지 않음을 지시한다. 

용어 "물리적 안정성" 또는 "물리적으로 안정한"은 상기 활성 성분이 상기 조성물의 저장 수명 동안 추진제 또[0028]

는 비히클 상들로부터 침전되지 않음을 의미하는 것으로 의도된다.

용어 "실질적으로 무수"는 상기 연고 조성물 중의 자유수의 함량이 상기 조성물의 약 2중량%, 바람직하게는 약[0029]

1중량%를 초과하지 않음을 의미하는 것으로 의도된다.

용어 "중쇄 트리글리세라이드"는 탄소수 6 내지 12의 쇄 길이를 갖는 지방산의 트리글리세라이드 에스테르를 나[0030]

타내는데  사용된다.   이러한  중쇄  트리글리세라이드의  최근  선호되는  예는,  예를  들면,  상표명  미글리올

(Myglyol) 812 하에 사용가능한, 카프릴릭(C8) 및 카프릭(C10) 트리글리세라이드의 혼합물이다.

용어 "반-고체"는 점탄성 거동을 보여주고 특성상 비뉴톤인, 즉 실온에서 낮은 전단 응력에서는 유동하지 않지[0031]

만 높은 전단 속도에서는 가소성, 의가소성(pseudoplastic) 또는 요변성 유동 거동을 나타내는 조성물 또는 부

형제를 나타내는데 사용된다.  반-고체 조성물의 통상적인 예는 연고 및 크림이다.

용어 "폐색하는"은 경피 수분 손실의 감소를 야기하는데 충분한 수화 장벽을 형성하여 피부 수화를 야기하는,[0032]

상기 피부 표면상의 지질 층의 제공을 나타내는 것으로 의도된다.

용어 "피부 침투"는 상기 활성 성분의 상기 피부의 상이한 층들, 즉, 각질층, 표피 및 진피로의 확산을 의미하[0033]

는 것으로 의도된다. 

"피부 투과(skin permeation)"는 피부를 통해 체순환 내로 또는, 하기 실시예 2에 기록된 바와 같은 시험관 내[0034]

연구의 경우, 실험에서 사용된 프란츠 셀 기구(Franz cell apparatus)의 수용체 유체 내로 활성 성분의 유동을

의미하는 것으로 의도된다. 

양태들[0035]

본 발명의 조성물에서, 제1 지질은 지질 나노입자들의 약 65 내지 92중량%, 또는 약 70 내지 90중량%, 또는 약[0036]

75 내지 85중량%, 또는 약 80중량%를 구성할 수 있고, 계면활성제는 지질 나노입자들의 약 8 내지 22중량%, 예

를 들면, 약 10 내지 20중량%를 구성한다.  상기 제1 지질은 바람직하게는 세틸팔미테이트, 밀랍, 스테아릴 팔

미테이트,  스테아릴  베헤네이트,  글리세롤  모노스테아레이트,  글리세롤  디스테아레이트,  글리세롤

디베헤네이트, 글리세롤 트리미리스테이트, 글리세롤 트리팔미테이트, 글리세롤 트리스테아레이트, 베헤놀, 스

테아르산, 수소화된 팜유, 수소화된 코코-글리세라이드, 수소화된 피마자유 또는 세토스테아릴알코올로 이루어

진 그룹으로부터 선택될 수 있다. 

본 발명의 조성물에서, 상기 계면활성제는 친수성 계면활성제일 수 있고, 바람직하게는 폴록사머, 예를 들면,[0037]

폴록사머 188 또는 폴록사머 407, 폴리소르베이트, 예를 들면, 폴리소르베이트 80, 당 에스테르(예를 들면, 슈

크로스 스테아레이트 또는 슈크로스 팔미테이트), 에톡실화된 지방 알코올, 예를 들면, 폴리옥시에틸렌 피마자

유 유도체로 이루어진 그룹으로부터 선택될 수 있거나, 친유성 계면활성제, 예를 들면, 인지질, 예를 들면, 대

두 포스파티딜콜린 또는 달걀 레시틴일 수 있다. 

게다가, 상기 지질 나노입자들은 주위 온도에서 오일이고 제1 지질과 혼화성인 제2 지질, 또는 친유성 유화제[0038]

(예를 들면, 폴리옥시프로필렌 지방 아실 에테르) 또는 연화제를 상기 지질 나노입자들의 약 1 내지 40%, 예를

들면, 약 10 내지 30중량%, 약 15 내지 15중량%, 또는 약 20중량%로 포함할 수 있다.  상기 제2 지질은 식물성

유, 예를 들면, 피마자유, 해바라기유, 홍화유, 달맞이꽃유, 보리지씨유, 참깨유, 옥수수유, 야자핵유, 올리브

유, 아보카도유, 아몬드유, 유채씨유, 코코넛유, 면실유, 땅콩유, 대두유, 밀배아유, 포도씨유 또는 호호바유를

포함하는, C6-10 모노글리세라이드, C6-10 디글리세라이드, 이소프로필 미리스테이트 또는 이소프로필 팔미테이트,

중쇄 트리글리세라이드 또는 장쇄 트리글리세라이드로 이루어진 그룹으로부터 선택될 수 있다. 

본 발명의 조성물은, 상기 지질 나노입자들이 통상적으로 상기 조성물의 약 1 내지 40중량%, 예를 들면, 약 5[0039]

내지 30중량% 또는 약 10 내지 20중량%의 양으로 존재하는, 크림(수중유 에멀젼), 로션, 스프레이 제형 또는 수

성 겔일 수 있다.  상기 조성물은 상기 지질들이, 특정한 상황 하에, 네트워크를 형성하여 상기 조성물의 겔화

공개특허 10-2014-0031227

- 11 -



를  야기하거나,  증점제를  함유할  수  있는  수성  상을  추가로  포함한다.   상기  증점제는  카보머,  셀룰로스

유도체, 예를 들면, 하이드록시프로필셀룰로스, 하이드록시프로필메틸셀룰로스, 하이드록시에틸셀룰로스, 히알

루론산, 알기네이트, 덱스트란 또는 이들의 유도체로 이루어진 그룹으로부터 선택될 수 있다.  상기 증점제는

통상적으로 상기 조성물의 약 0.1 내지 5중량%, 예를 들면, 약 0.5중량%의 양으로 존재한다.  상기 조성물은 실

리콘 오일, 액체 파라핀 및 콜레스테롤 또는 글리세롤, 알란토인, 판테놀, 폴리글리세롤 또는 폴리글리세롤 에

스테르로 이루어진 그룹으로부터 선택될 수 있는 연화제를 추가로 포함할 수 있다.  상기 연화제는 상기 조성물

의 약 10 내지 50중량%, 약 20 내지 40중량%, 또는 약 30중량%의 양으로 포함될 수 있다.

상기 활성 성분은 상이한 형태들로 상기 조성물 중에 존재할 수 있고, 즉 수성 상에 용해되거나 분산될 수 있거[0040]

나, 지질/수성 상의 표면 층에 용해되거나 분산될 수 있거나, 상기 지질 나노입자들의 표면상에 또는 코어에 용

해되거나 분산될 수 있다.  상기 활성 성분은 아마도 상기 지질 표면과 회합되고, 상기 코어에 효과적으로 혼입

되지 않아서, 6시간 후, 0차 방출 프로파일 및 특정한 피부 표적화의 부족을 야기하는 것으로 이전에 확인되었

다[참조: L.B. Jensen et al., Int. J. Pharm. 390(1), 2010, pp. 53-60].  이는 상기 활성 성분 중 일부가 수

성 상 중에, 적어도 세틸팔미테이트 및 트리팔미테이트 지질 나노입자들 중에 용해되거나 분산되는 반면, 상기

활성 성분의 주요 부분은 상기 지질 표면에 혼입되거나 이와 회합됨에 따라 본 발명의 발견들과 일치한다.  일

반적으로 지질 성분 중의 높은 용해성 및 활성 성분의 보다 효과적인 캡슐화는 극성이 작은 지질에 비해 극성이

큰  지질에  의해  달성될  수  있는  것으로  여겨진다[참조:  J.  Zhang  and  E.  Smith,  J.  Pharm.  Sci.  DOI

10.1002/jps.22329, 2010].  따라서, 용융된 지질 중의 베타메타손 발레레이트(BMV, 모델 활성 성분)에 의한 용

해성 연구들은 다양한 양의 모노글리세라이드를 함유하는 지질들을 사용한 이전 결과들과 상응하는, 지질 극성

과 비히클 중의 용해도 사이의 상관관계를 보여주었다[참조: L.B. Jensen et al., supra; V.V. Kumar et al.,

Int. J. Pharm. 335(1-2), 2007, pp. 167-175].  지질 극성은 다양한 극성을 갖는 상이한 지질들과 수행된 시

험관 내 방출 연구들에서 BMV의 방출을 조절함을 보여주었다[참조: L.B. Jensen et al., supra]. 

지질 극성의 효과는 또한 지질 나노입자들 내에 제형화된 활성 성분들의 피부 침투와 관련될 수 있고, 이는 피[0041]

부 지질들과 상기 지질 나노입자들의 변화된 상호작용의 결과일 수 있다.  피부의 것과 가까운 용해도 파라미터

를 갖는 성분들은 피부와 우수한 혼화성을 갖고, 지질 용해도 파라미터를 가변시키는 것은 지질 나노입자들로부

터 활성 성분의 방출을 조절하고 피부 내로 분배하는 하나의 방식일 수 있다[참조: K.B.  Sloan  et  al.,  J.

Invest. Dermatol. 87(2), 1986, pp. 244-252].  예로서, BMV의 용해도 파라미터는 12로 추정되고[참조: L.B.

Jensen et al., supra] 돼지 피부에 대하여 약 10으로 추정된다[참조: Z. Liron and S. Cohen, J. Pharm. Sci.

73(4), 1984, pp. 538-542].  상기 사용된 지질들은 8.7 내지 9.5의 용해도 파라미터들을 가졌다.  따라서, 피

부의 것과 가장 가까운 9.5의 용해도 파라미터를 갖는, 디스테아레이트로 구성된 지질 나노입자들은 트리팔미테

이트 및 세틸팔미테이트 지질 나노입자들보다 피부 지질들과 더 혼화성인 것으로 예상될 것이다.  BMV는 이러한

지질에 용해되고, 디스테아레이트 지질 나노입자들은 적용된 다른 지질 나노입자들보다 더 작은 크기였고; 직경

은 150.9±0.12nm이었다.  이는 트리팔미테이트 및 세틸팔미테이트 지질 나노입자들과 비교하여 디스테아레이트

지질 나노입자들 중의 BMV의 도포 후 피부 및 특히 각질층 중의 BMV의 더 많은 양을 설명할 수 있다(실시예 2

참조).

크기 차이에 의해 유발되는 침투 프로파일들에서의 어떤 차이들을 최소화하기 위하여, 지질 입자들은 이들의 평[0042]

균 직경들에서 현저하게 다르지 않아야 한다.  상기 평균 직경은 상기 입자 표면적과 연관성이 있고, 이는 지질

나노입자들의 피부와의 상호작용 및 피부로의 침투 뿐만 아니라 임의의 폐색성에 있어서 중요한 파라미터인 것

으로 여겨진다[참조: S. Wissing et al., J. Cosmet. Sci. 52(5), 2001, pp. 313-324; R.H. Muller et al.,

Adv. Drug Deliv. Rev. 54, Suppl. 1, 2002, S131-S155].  본 발명의 조성물에서, 상기 지질 나노입자들은 따

라서 약 10  내지 800nm,  특히 약 50  내지 600nm,  예를 들면, 100  내지 500nm  범위의 평균 직경을 가질 수

있다.   예시된  BMV  지질  나노입자들(실시예  1  참조)의  평균  직경은  PdI가  0.24  미만인  150  내지  212nm

범위였다.  일반적으로 10nm를 초과하는 입자들은 온전한 피부에 침투하지 않지만 질병에 걸린 피부는 장벽이

손상되었기 때문에 더 큰 크기의 입자들(500 내지 700nm의 직경)에 의해 침투될 수 있는 것으로 여겨진다.  측

정된 입자 크기는 입자들이 온전한 피부에 침투할 수 없지만 장벽-손상된 피부에는 입자 침투 경향이 있을 수

있음을 나타낸다.  세틸팔미테이트로 만들어진 지질 나노입자들은 다른 유형의 지질들보다 더 단분산되었고, 이

는 세틸팔미테이트가 상이한 결정 구조를 갖는 왁스 유형 지질이기 때문일 수 있다.  지질의 이러한 유형은 우

수한 물리적 안정성을 갖는 균질하고 작은 크기의 입자들을 야기하는 것으로 이전에 밝혀졌다[참조: V. Jenning

and S. Gohla, Int. J. Pharm. 196(2), 2000, pp. 219-222].  크기 측정은 SLN이 온전한 피부는 침투할 수 없

지만, 장벽 손상된 피부에 있어서 입자 침투가 가능함을 나타내었다.  하기 실시예 2에서 논의된 
14
C-표지된 지
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질 입자들 및 
3
H-표지된 BMV와의 연구들은 BMV/지질의 비율이 상기 피부 층들 아래에서 증가되어 수용체 매질에

서 최대에 도달함을 보여주었고, 이러한 이유로 BMV가 지질 나노입자들에 의해 더 깊은 피부 층들에서 표적 세

포들에 전달되지 않았고, 이는 오히려 상기 피부의 상층들에서 약물 물질의 약물 저장소로서 역할을 한 것으로

결론이 났다.  지질의 
14
C-표지으로부터, 또한 지질 입자들은 온전한 피부 및 장벽-손상된 피부 둘다에서 피부

표면 및 각질층에 주로 머무름을 보여주었다.  따라서, 활성 성분은, 피부 내로 추가로 확산되고, 실행가능한

표피 및 진피에서 표적 세포들에 도달하는 입자들로부터 방출되어야 한다. 

상기 지질 나노입자들은, 테이프 스트립핑된(stripped) 피부에 의하여 본원에 도시되는 바와 같이 장벽이 강하[0043]

게 손상된 경우라 하더라도, 상기 피부를 통과하여 침투하지 않음이 유리한 것으로 여겨진다.  상기 지질 입자

들이 상기 피부의 표면상에 머무른다는 사실은 또한 지질 나노입자들이 피부 수화를 개선시키고 장벽을 물리적

으로 강화시킬 수 있게 할 수 있다.  이는 물리적 피부 장벽 상태가 면역 피부 장벽과 상호작용함에 따라 AD 발

병기전과 강하게 관련되는, AD와 같은 피부 질환의 치료에 매우 관련있는 성질이다. 

지질 나노입자들은 상기 피부에서 다량의 약물 물질을 달성함에 있어서 연고보다 우수하였다.  이는 도 3에서의[0044]

결과들로부터 명확하게 볼 수 있다.  상기 활성 성분의 대부분은 온전한 피부 및 장벽 손상된 피부의 상층에서

발견되었고, 이는 아마도 상기 지질 나노입자들의 큰 표면적 및 접착성과 관련이 있을 것이다.  게다가, 상기

지질 나노입자들 및 활성 성분은 약물 저장소로서 작용할 수 있는 모낭 및 피부 주름으로 침투할 수 있다.  디

스테아레이트 지질 나노입자들의 온전한 피부 및 장벽-손상된 피부로의 도포 후, 다량의 상기 활성 성분은 트리

팔미테이트 및 세틸팔미테이트와 비교하여 각질층 및 표피에 존재하였고, 이는 지질 극성과 입자 크기의 차이와

관련이 있는 것으로 여겨진다(도 1).  따라서, 상기 피부와 밀접한 상호작용, 상기 피부 지질들과의 융합 및 상

기 약물 물질의 조절된 방식으로의 방출은, 이전에 보여준 폐색적인 효과 이외에, 지질 나노입자들의 침투-향상

성질들의 메카니즘일 수 있다[참조: R.H. Muller et al., supra].

세틸팔미테이트 SLN 도포시, 온전한 피부의 표피 및 온전한 피부 및 장벽-손상된 피부에 대한 수용체 매질에서[0045]

의 BMV의 다량은 상기 상이한 지질 구조, 낮은 극성 및 낮은 BMV 용해도에 기인할 수 있다[참조: J. Zhang and

E. Smith, supra; V. Jenning and S. Gohla, supra].  이는 BMV가 SLN 비히클을 보다 쉽게 떠나고 피부 내로

분배되게 한다. 

BMV는 상기 장벽이 온전한 경우, 피부에 매우 효과적으로 보유되지만(도 1a), 장벽이 손상된 경우, 연고와 유사[0046]

하게 피부를 통과하여 침투하였다(도 1b).  그러나, 상기 활성 성분의 다량이 연고에 비해 장벽-손상된 피부에

서 발견되었다.  시험된 지질 나노입자들(실시예 2 참조) 중 가장 바람직한 침투 프로파일은 상기 활성 성분의

가장 높은 용해도를 야기하고, 피부에서 활성 성분의 다량 및 수용체 매질에서 활성 성분의 소량을 보유하는데

우수한 디스테아레이트 지질 나노입자들에 의해 수득되었다.  상기 피부 중의 활성 성분 수준은 온전한 피부 및

장벽-손상된 피부에서 유사하였고, 이는 상기 지질 나노입자들이 상기 온전한 피부 뿐만 아니라 상기 장벽-손상

된 피부의 표면에 효과적으로 부착되었음을 나타낸다.

연고와 비교하여, 6, 16 및 24시간 동안 디스테아레이트 SLN 도포 동안, 상기 활성 성분의 더 많은 양이 온전한[0047]

피부뿐만 아니라 손상된 피부에서 보유됨이 확인되었다(도 2).  24시간 동안 상기 수용체 매질 중의 최소 증가

는 상기 제형의 표면 고갈, 즉 피부 내로 침투할 수 있는 활성 성분의 양에 의해 설명될 수 있다.  상기 활성

성분은 상기 입자들 내로 부분적으로 혼입되고, 입자 표면 층에 부분적으로 혼입되는 것으로 여겨진다.  이러한

구조는 버스트 방출(burst  release)  후,  제어  방출에 의해 반영되는 것으로 이전에 보여주었다[참조:  E.B.

Souto et al., Int. J. Pharm 278(1), 2004, pp. 71-77; V. Jenning et al., J. Control. Release 66(2-3),

2000, pp. 115-126].  상기 표면 층이 버스트 방출시 고갈되는 경우, 상기 활성 성분은 낮은 방출율로 입자들로

부터 상기 피부로 별로 확산되지 않을 수 있다.  상기 보여주는 프로파일에 대한 또 다른 이유는 각각 세틸팔미

테이트 및 트리팔미테이트로부터 제조된 SLN에 존재하는, 특히 SLN 내에 혼입된 BMV에 의한 또는 임의의 BMV 결

정에 의한 피부 또는 모낭의 포화이다.  모낭 및 한선관을 통한 초기 일시적 션트(shunt) 확산 후, SC를 통한

정상 상태의 확산이 가능할 수 있다[참조: R.  J.  Scheuplein,  Mechanism  of  percutaneous  absorption.  II.

Transient  diffusion  and  the  relative  importance  of  various  routes  of  skin  penetration,  J  Invest

Dermatol 48(1)(1967) 79-88].  이러한 효과는 이들 연구들에서 보여주는 바와 같이 BMV의 일정한 수준에 상응

할 수 있다.  따라서, 지질 나노입자들은 피부뿐만 아니라 모낭에서 저장소를 만들어내고, 흡수에 사용할 수 있

는 활성 성분의 일정한 양을 유지하는데 사용될 수 있다.  그러나, 입자들과 피부 사이의 교환율은 약물 혼입

때문에 도포 시간에 따라 변할 수 있다.  시간 프로파일 및 수용체 매질 중의 약물 물질의 양은 상기 약물 물질

이  상기  입자들의  표면층에서  발견됨을  나타낸다.   따라서,  피부에  도포시,  상기  지질  나노입자들은  2상
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(biphasic) 방식으로 상기 활성 성분을 전달하는 능력을 갖는다 - 상기 입자들의 표면 및 수성 상으로부터의 버

스트 방출에 의해 개시된 후, 상기 지질 입자들과 보다 밀접하게 회합된 약물 물질로부터 각질층 중의 저장소

효과가 이어진다.

 장벽-손상된 피부의 폐색시 BMV 침투의 뚜렷한 증가는 상이한 이유들을 가질 수 있다.  먼저, 폐색은 거의 언[0048]

제나 각질층에서 증가된 물 함량 및 지질 장벽의 방해로 인한 증가된 확산 계수 때문에 피부에 흡수된 약물 물

질의 양을 개선시킨다[참조: J.A. Bouwstra et al., J. Recept. Signal Transduct. Res. 21(2-3), 2001, pp.

259-286].  추가로, 상기 폐색은 상기 지질 나노입자들에 존재하는 계면활성제의 피부 장벽에 대한 침투-개선

효과를 촉진시킬 수 있다.  폐색은 또한 도포 후 물이 증발되지 않도록 함으로써 조성물과 피부 사이의 약물 교

환에 영향을 줄 수 있다.  장벽-손상된 피부의 폐색시 수용체 매질로 침투하는 매우 다량의 약물 때문에, 이들

결과들은 또한 상기 활성 성분이 고체 입자 코어에 캡슐화되기보다는 입자 표면과 회합되는 것을 지지한다. 

또 다른 연구에서 SLN 내에 혼입된 베타메타손 디프로피오네이트(BDP)는 무모 랫트들의 피부에 도포되고, 상기[0049]

피부에 코르티코스테로이드를 보유하는 SLN의 능력이 입증되었다.  연고와 비교시, 뚜렷하게 더 많은 양의 BDP

가 각각 1일 및 3일 후 상기 피부에 존재하였고, 제형을 도포한 지 7일 후에 SLN으로 투여시 약물 물질은 여전

히 상기 피부에서 검출될 수 있었고, 연고로 투여시 약물 물질을 검출할 수 없었다.

상기 개시된 유형의 지질 나노입자들은[0050]

(a) 체온 이상의 융점을 갖는 제1 지질 약 60 내지 92중량%를 포함하는 지질 상(lipid phase) 내에 코르티코스[0051]

테로이드를 용해시키거나 분산시키는 단계(여기서, 상기 제1 지질은 C12-24  알코올과 C12-24  지방산의 에스테르,

C12-24 지방산의 글리세릴 디- 또는 트리에스테르, C12-24 지방 알코올, 및 콜레스테롤로 이루어진 그룹으로부터 선

택되는 왁스이고, 상기 제1 지질은 용융된 상태이고, 상기 지질 상은, 주위 온도에서 오일이고 제1 지질과 혼화

성인 제2 지질, 또는 친유성 유화제 또는 연화제 약 1 내지 40중량%를 임의로 포함한다);

(b) 상기 단계 (a)에서 수득된 지질 상을 폴록사머, 폴리소르베이트 및 에톡실화된 지방 알코올로 이루어진 그[0052]

룹으로부터 선택된 약제학적으로 허용되는 계면활성제 0.2 내지 10중량%를 포함하는 수성 상에 분산시켜 에멀젼

을 형성하는 단계; 

(c) 상기 단계 (b)에서 수득된 에멀젼을 고압 균질기를 사용하여 균질화시켜 코르티코스테로이드를 포함하는 상[0053]

기 지질 상의 나노입자들을 형성하는 단계, 및

(d) 상기 단계 (c)에서 수득된 균질화된 에멀젼을 냉각시켜 상기 나노입자들을 고화시키는 단계를 포함하는 방[0054]

법에 의해 제조될 수 있다.

이러한 방법에 의해 제조된 상기 지질 나노입자들의 입자 크기는 약 100 내지 500nm 범위로 측정되었다.[0055]

대안적으로, 상기 지질 나노입자들은[0056]

(a) 체온 이상의 융점을 갖는 제1 지질 약 60 내지 92중량%를 포함하는 지질 상 내에 코르티코스테로이드를 용[0057]

해시키거나 분산시키는 단계(여기서, 상기 제1 지질은 C12-24 알코올과 C12-24 지방산의 에스테르, C12-24 지방산의

글리세릴 디- 또는 트리에스테르, C12-24 지방 알코올, 및 콜레스테롤로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 왁스이

고,  상기 제1  지질은 용융된 상태이고,  상기 지질 상은,  주위 온도에서 오일이고 제1  지질과 혼화성인 제2

지질, 또는 친유성 유화제 또는 연화제 약 1 내지 40중량%를 임의로 포함한다);

(b) 상기 단계 (a)에서 수득된 지질 상을 액체 질소 또는 드라이 아이스에서 고화시키는 단계;[0058]

(c) 상기 고화된 지질 상을 약 50 내지 100㎛의 입자 크기로 분쇄하는 단계;[0059]

(d) 상기 단계 (c)에서 수득된 분말을 계면활성제 약 0.2 내지 10중량%를 함유하는 차가운 수성 상에 분산시키[0060]

는 단계, 및

(e) 상기 단계 (d)에서 수득된 분산액을 고압 균질기를 사용하여 실온 이하에서 균질화시켜 상기 지질 나노입자[0061]

들을 수득하는 단계를 포함하는 방법에 의해 제조될 수 있다.

코르티코스테로이드를 포함하는 지질 나노입자 조성물은 바람직하게는 염증성 피부 질환 또는 병태, 예를 들면,[0062]

습진, 아토피성 피부염, 접촉성 피부염, 건선, 피부 노화, 광노화, 여드름, 두드러기 또는 소양증의 치료에 사

용될 수 있다.
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또 다른 양태에서, 상기 지질 나노입자들은 주위 온도에서 오일이고 제1 지질과 혼화성인 제2 지질, 또는 친유[0063]

성 유화제 또는 연화제를 추가로 포함한다.  상기 제2 지질의 양은 지질 나노입자들의 약 1 내지 40중량%, 예를

들면, 약 10 내지 35중량%, 또는 약 15 내지 30중량%, 또는 약 20 내지 25중량%이다.  보다 특히, 상기 지질 나

노입자들은 상기 제1 지질 약 80 내지 85중량% 및 상기 제2 지질 약 15 내지 20중량%를 포함할 수 있다.

당해 양태에서, 상기 제2 지질은 유리하게는 C6-10 모노글리세라이드, C6-10 디글리세라이드, 중쇄 트리글리세라이[0064]

드, 예를 들면, 카프릴릭/카프릭 트리글리세라이드, 장쇄 트리글리세라이드, 예를 들면, 피마자유, 이소프로필

미리스테이트 또는 이소프로필 팔미테이트로 이루어진 그룹으로부터 선택될 수 있다. 

활성 성분으로서 비타민 D 유도체 또는 유사체를 포함하는 양태에서, 상기 제1 지질은 바람직하게는 세틸팔미테[0065]

이트, C14-28 지방 알코올, 수소화된 팜유 및 산가가 0.1 이하인 트리글리세라이드로 이루어진 그룹으로부터 선택

될 수 있고, 이는 비타민 D 유도체들의 잘 알려진 산 민감성으로 인하여 비타민 D 유도체들의 화학적 안정성에

해로운 유리 지방산의 낮은 함량을 나타낸다.  이러한 양태에서, 제1 및 제2 지질을 포함하는 지질 나노입자들

은, 조성물의 수성 상에서 해로운 성분들에 의한 저하에 덜 노출되는 지질 나노입자들에 상기 약물 화합물이 혼

입되도록 하기 때문에, 비타민 D 유도체들의 제형에 특히 바람직한 것으로 확인되었다.  제1 및 제2 지질을 사

용하는 것은 지질 나노입자들에서 약물 부하를 증가시키고, 활성 성분이 수성 상에 존재하는 것을 방지할 수 있

다.  추가로, 지질 나노입자들이 약물 방출 및 수성 상으로의 분배를 야기하는 저장 동안 다형성 역전의 경향이

있는 구조를 갖는 경우, 안정성은 추가로 증가할 수 있다.  제2 지질은 바람직하게는 이소프로필 미리스테이트,

이소프로필 팔미테이트, 중쇄 트리글리세라이드, 예를 들면, 카프릴/카프릭 트리글리세라이드 또는 장쇄 트리글

리세라이드, 예를 들면, 피마자유로부터 선택될 수 있다.  최근 선호되는 양태에서, 상기 제1 지질은 세틸팔미

테이트이고, 상기 제2 지질은 카프릴릭/카프릭 트리글리세라이드이다.  비타민 D 유도체는 칼시포트리올, 칼시

트리올, 막사칼시톨 및 타칼시톨로부터 선택될 수 있고, 이들은 모두 피부 위에 국소적 도포용으로 잘 알려져

있다. 

모낭을 표적으로 하는 약물-함유 지질 나노입자들을 포함하는 조성물은 유리하게는 모낭의 모지선들에 존재하는[0066]

피지의 것과 가까운 용해도 파라미터를 갖는 지질들을 포함할 수 있다.  따라서, 모낭과 같은 피지-풍부 영역들

로 활성 화합물을 전달함에 있어서 지질 나노입자들에 존재하는 제1 및/또는 제2 지질의 효과는 힐데브란트 용

해도 계수에 의해 측정된 바와 같이, 부형제의 용해도 성질에 의해 설명될 수 있는 것으로 나타난다[참조: JH

Hildebrand and RL Scott, The Solubility of Non-Electrolytes, Reinhold, New York, 1949].  모델 피지 조

성물들에 대한 힐데브란트 계수(용해도 파라미터 δ)는 피지가 약 7.5-8(cal/cm
3
)
½
의 힐데브란트 계수를 갖는

전체적으로 비극성,  오일성 물질임을 보여준다[참조:  DW  Osborne  et  al.,  "The  Influence  of  Skin  Surface

Lipids on Topical Formulations" in  Topical Drug Delivery Formulations, Vol. 42, 1990(Drugs and the

Pharmaceutical Science)].  이는 힐데브란트 계수가 피지의 것과 ±2 단위 내인 지질들이 피지와 혼화성이고,

따라서 모피지선 단위에 활성 화합물들을 전달하기 위해 활성 화합물들을 용해하는 목적에 적합한 것으로 확인

되었다.  약물 물질의 방출이 용융뿐만 아니라 피지 및 피부 지질들과의 융합에 의해 개시될 수 있기 때문에,

또  다른  영향  인자는  지질  융점이  될  것이다.   용해도  파라미터가  피지의  것과  가까운  지질들은

세틸팔미테이트, 스테아릴 팔미테이트 및 스테아릴 베헤네이트를 포함할 수 있다. 

칼시포트리올은 산성 조건들(수성 조성물에서 또는 비수성 조성물에서 산성 반응 물질들의 존재하에 pH 약 7.0[0067]

미만)에 극도로 민감한 물질로 알려져 있고, 이는 칼시포트리올의 빠른 분해에 기인한다.  조성물의 저장 수명

전체에 걸쳐 상기 물질의 적절한 화학적 안정성을 보장하기 위하여, 상기 조성물 중의 하나 이상의 부형제들에

존재할 수 있고 칼시포트리올의 화학적 안정성에 해로운 산성 불순물들을 중화시킬 수 있는 화합물을 포함하는

것이 권고될 수 있다.  상기 산 중화 화합물은 바람직하게는, 상기 조성물 중의 약 0.025 내지 0.1중량%의 양으

로 포함되어 상기 조성물의 pH가 7.5 이상이 되도록 할 수 있는 완충액, 예를 들면, 인산염 완충액으로부터 선

택될 수 있다.  상기 산 중화 화합물은 또한 지질 앵커링(anchoring)을 포함하는 아민, 즉 수성 상과 지질 나노

입자 사이의 경계면에 앵커링된 장쇄 지질을 포함하는 아민일 수 있다.  이러한 아민들의 예는 3급 아민들, 예

를 들면, 트리에탄올아민, 트로메타몰, 모노에탄올아민 또는 디에탄올아민이고, 이는 약 0.1 내지 2중량%의 양

으로 상기 조성물에 포함될 수 있다.

본 조성물의 당해 양태에서, 지질 나노입자들은 상기 조성물의 1 내지 40중량%, 예를 들면, 약 5 내지 30중량%[0068]

또는 약 10 내지 20중량%의 양으로 존재할 수 있다.  상기 조성물은 크림(수중유), 로션, 스프레이 제형 또는

수성 겔일 수 있고, 상기 조성물은 추가로 수성 상을 포함한다.  상기 수성 상은 추가로 지질, 예를 들면, 실리

콘 오일, 액체 파라핀 또는 콜레스테롤 및/또는 증점제를 포함할 수 있다.  상기 증점제는 카보머, 또는 셀룰로
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스 유도체, 예를 들면, 하이드록시프로필셀룰로스, 하이드록시프로필메틸셀룰로스, 하이드록시에틸셀룰로스로부

터 선택될 수 있다.  상기 증점제는 통상적으로 상기 조성물의 0.1 내지 5중량%, 특히 약 0.5중량%의 양으로 존

재한다.  상기 조성물은 실리콘 오일, 액체 파라핀 및 콜레스테롤로 이루어진 그룹으로부터 선택될 수 있는 연

화제를 추가로 포함할 수 있다.  상기 연화제는 상기 조성물의 약 10 내지 50중량%, 또는 약 20 내지 40중량%,

또는 약 30중량%의 양으로 포함될 수 있다.

당해 양태에 따른 조성물은[0069]

(a) 체온 이상의 융점을 갖는 제1 지질 약 60 내지 92중량% 및 임의로 실온에서 오일이고 상기 제1 지질과 혼화[0070]

성인 제2 지질 약 1 내지 40중량%를 포함하는 지질 상 내에 비타민 D 유도체를 용해시키거나 분산시키는 단계

(여기서, 상기 제1 지질은 C12-24 알코올과 C12-24 지방산의 에스테르, 산가가 0.1 이하인 C12-24 지방산의 글리세릴

트리에스테르, C12-24 지방 알코올, 및 콜레스테롤로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 왁스이고, 상기 제1 지질은

용융된 상태이다);

(b) 상기 단계 (a)에서 수득된 지질 상을 폴록사머 또는 에톡실화된 지방 알코올로부터 선택된 약제학적으로 허[0071]

용되는 계면활성제 약 0.2 내지 10중량%를 포함하는 수성 상에 분산시키는 단계;

(c) 상기 단계 (b)에서 수득된 에멀젼을 고압 균질기를 사용하여 균질화시켜 상기 비타민 D 유도체를 포함하는[0072]

상기 지질 상의 나노입자들을 형성하는 단계 및

(d) 상기 단계 (c)에서 수득된 균질화된 에멀젼을 냉각시켜 상기 나노입자들을 고화시키는 단계를 포함하는 방[0073]

법에 의해 제조될 수 있다.

이러한 방법에 의해 제조된 상기 지질 나노입자들의 입자 크기는 약 100 내지 500nm 범위로 측정되었다.[0074]

대안적으로, 상기 조성물은[0075]

(a) 체온 이상의 융점을 갖는 제1 지질 약 60 내지 92중량% 및 임의로 실온에서 오일이고 상기 제1 지질과 혼화[0076]

성인 제2 지질 약 1 내지 40중량%를 포함하는 지질 상 내에 비타민 D 유도체를 용해시키거나 분산시키는 단계

(여기서, 상기 제1 지질은 C12-24 알코올과 C12-24 지방산의 에스테르, 산가가 0.1 이하인 C12-24 지방산의 글리세릴

트리에스테르, C12-24 지방 알코올, 및 콜레스테롤로 이루어진 그룹으로부터 선택되는 왁스이고, 상기 제1 지질은

용융된 상태이다);

(b) 상기 단계 (a)에서 수득된 지질 상을 액체 질소에서 또는 드라이 아이스 상에서 고화시키는 단계;[0077]

(c) 상기 고화된 지질 상을 약 50 내지 100㎛의 입자 크기로 분쇄하는 단계;[0078]

(d) 상기 단계 (c)에서 수득된 분말을 계면활성제 약 0.2 내지 10중량%를 함유하는 차가운 수성 상에 분산시키[0079]

는 단계, 및

(e) 상기 단계 (d)에서 수득된 분산액을 고압 균질기를 사용하여 실온 이하에서 균질화시켜 상기 지질 나노입자[0080]

들을 수득하는 단계를 포함하는 방법에 의해 제조될 수 있다.

비타민 D 유도체 또는 유사체를 포함하는 지질 나노입자 조성물은 염증성 또는 과증식성 피부 병태, 예를 들면,[0081]

건선, 지루성 건선, 수장 족저 농포증, 피부염, 비늘증, 장미증, 여드름 또는 광선 각화증의 예방 또는 치료에

사용될 수 있다.

문헌에서, 세보사이트(sebocyte)는 비타민 D 수용체(VDR)를 발현시키고, VDR의 발현은 생물학적 활성 비타민 D[0082]

대사물질  1α,25-디하이드록시비타민  D3(칼시트리올)에  의한  치료에  의해  유도됨이  기재되어  있다[참조:  C.

Kramer et al, J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 113, 2009, pp. 9-16].  칼시트리올과 함께 배양된 세보사이트

의 항온배양은 전염증성 사이토카인 IL-6 및 IL-8의 감소된 분비를 야기하였다.  따라서 모낭을 표적화하는 경

우, 비타민 D 유도체들은 피지선들의 장애들, 예를 들면, 여드름에 대한 치료학적 효과를 발휘할 수 있는 것으

로 추정될 수 있다.  추가로, 비타민 D 유도체들은 케라티노사이트의 과다증식을 감소시키는 것으로 알려져 있

고, 또한 모낭관의 케라티노사이트에 대한 효과를 발휘하는 것으로 예상될 수 있다.

비타민 D  유사체들,  예를 들면,  칼시포트리올은 여드름의 치료에 사용될 수 있음이 이전에 시사되었고(제WO[0083]

91/12807호 참조), 선행 참조에 개시된 조성물은 그 후에 이러한 치료에 효과적이지 않은 것으로 보여졌다.  선

행 조성물에서 보여진 효능의 부족은 작용 부위에 표적화되지 않은 활성 성분 때문인 것으로 여겨졌고, 이는 여
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드름 치료에서 개선된 효능이 상기 비타민 D 유사체가 모낭에 표적화되는 경우에 수득될 수 있는 것으로 최근

여겨졌다.

따라서, 본 발명은 추가로 비타민 D 유도체, 예를 들면, 칼시포트리올을 모낭의 피지선에 표적화하는 방법에 관[0084]

한 것이고, 상기 방법은 이러한 치료가 필요한 환자의 피부 영역에 상기 기재된 지질 나노입자 조성물의 치료학

적 유효량을 도포함을 포함한다.  보다 구체적으로, 치료가 필요한 피부 영역은 여드름과 관련된 면포, 농포,

구진 또는 낭종 또는 관련 질환, 예를 들면, 장미증를 포함한다.  상기 비타민 D 유도체는 바람직하게는 칼시포

트리올 또는 칼시포트리올 일수화물이다.

또한, 약제학적으로 허용되는 수성 비히클 중의 활성 성분들로서 코르티코스테로이드 및 비타민 D 유도체 또는[0085]

유사체를 포함하는 지질 나노입자 조성물들을 제조하는 것이 예상된다.  당해 양태에서, 상기 조성물은 BHA 및

BHT, 또는 BHA와 BHT의 혼합물로부터 선택될 수 있는 항산화제의 첨가에 의해 안정화될 수 있다.

실시예[0086]

실시예 1[0087]

본 발명의 조성물[0088]

베타메타손-17-발레레이트(BMV)를 함유하는 고체 지질 나노입자들[0089]

[0090]

베타메타손-디프로피오네이트(BDP)를 함유하는 고체 지질 나노입자들 [0091]

조성물 G[0092]

부형제(mg/g)[0093]

단위 mg[0094]

베타메타손-디프로피오네이트 0.643[0095]

글리세롤 디스테아레이트 100[0096]

폴리소르베이트 80 20[0097]

인산이나트륨 이수화물 10[0098]

수산화나트륨(염화수소) 적당량, pH 6.0[0099]

정제수 1g이 될 때까지 가함[0100]

칼시포트리올 일수화물을 함유하는 지질 나노입자들 [0101]

[0102]
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[0103]

[0104]

[0105]

[0106]

[0107]
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[0108]

칼시포트리올 일수화물 및 베타메타손 디프로피오네이트를 함유하는 지질 나노입자들 [0109]

[0110]

[0111]

[0112]

상기 지질 나노입자들(조성물 H 내지 L) 내에 혼입된 칼시포트리올은 40℃에서 3개월 저장 후 화학적으로 안정[0113]

한 것(>90%)으로 측정되었다. 

상기 지질 나노입자들(조성물 H 내지 M) 내에 혼입된 칼시포트리올은 25℃에서 18개월 저장 후 화학적으로 안정[0114]

한 것(>90%)으로 측정되었다. 

베타메타손 디프로피오네이트는 조성물 G에서 25℃에서 6개월 저장 후 화학적으로 안정한 것(>90%)으로 측정되[0115]

었다. 

조성물 N의 25℃에서의 안정성 평가는 계속 진행중이다. [0116]
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상기 지질 나노입자들(조성물 O 내지 Q) 내에 혼입된 칼시포트리올 및 베타메타손 디프로피오네이트는 25℃에서[0117]

6개월 저장 후 상기 SLN 중에서 화학적으로 안정한 것(>90%)으로 측정되었다. 

제형들의 제조[0118]

SLN의 제조는 제EP 605497호에 기재된 바와 같이 뜨거운 고압 균질화에 의해 수행되었다.  간단히 BMV 및 BDP를[0119]

갖는 SLN을 위하여, 지질을 80℃에서 용융시키고, BMV 또는 BDP를 교반 동안 상기 용융된 지질에 용해시켰다.

상기 동일한 온도의 수성 폴리소르베이트 80 용액을 상기 지질 혼합물에 가하고, 상기 혼합물을 실버슨 하이 스

피드  믹서(Silverson  High  Speed  Mixer)  L4RT(제조사:  실버슨  머신스  리미티드(Silverson  Machines  Ltd.,

Chesham,  United  Kingdom))를 사용하여 2분 동안 6000rpm으로 가볍게 균질화시켜 거친 에멀젼을 형성하였다.

상기  에멀젼을  에멀시플렉스(EmulsiFlex)  C5(제조사:  아베스틴  인코포레이티드(Avestin  Inc.,  Ottawa,  ON,

Canada))를 사용하여 고압 균질화시키고, 이때 균질기를 줄라보(Julabo) TW 20 수욕(Seelbach, Germany)에 놓

아 온도를 80℃로 유지하였다.  상기 거친 에멀젼을 600bar에서 4회 균질화 주기를 적용하여 가공하였다.  이들

가공 파라미터들은 이들이 작은 평균 입자 크기(≤200nm) 및 낮은 다분산도를 갖는 SLN을 야기하도록 예비 연구

들로부터 선택되었다.  SLN 분산액들을 빛으로부터 보호하면서 실온에서 냉각시키고, 후속적으로 pH 5.0로 조절

하였다.  BMV를 갖는 연고는 99%(w/w) 백색 연질 파라핀 및 1%(w/w) 액체 파라핀으로 구성되었고, 절구를 사용

하여 상기 연고에 BMV 결정들을 현탁시킴으로써 제조되었다.  BMV를 갖는 모든 제형을 사용시까지 빛으로부터

보호하에 5℃에서 저장하였다. 

칼시포트리올을 포함하는 고체 지질 나노입자들 및 나노구조로 된 지질 담체들의 제조는 유사한 방식으로 수행[0120]

되었다.  칼시포트리올을 뜨거운 오일에 용해시키고(NLC의 경우), 상기 혼합물을 상기 용융된 지질에 가하였다.

SLN에 있어서, 칼시포트리올을 상기 용융된 지질에 용해시키고, 온도를 교반시키면서 80℃로 유지하였다.  폴록

사머/물 용액을 pH 8.0으로 조정하고, 80℃ 온도로 가열하고, 용융된 지질-약물 혼합물에 가하였다.  실버슨 하

이 스피드 믹서 L4RT(제조사: 실버슨 머신스 리미티드(Chesham, United Kingdom))를 사용하여 예비-에멀젼들을

제조하였다.  후속적으로 에멀시플렉스 C5(제조사: 아베스틴 인코포레이티드(Ottawa, ON, Canada))를 사용하여

500 내지 800bar 및 3주기를 적용하여 고압 균질화함으로써 SLN 분산액들을 제조하고, 이때 균질기를 줄라보 TW

20 수욕(Seelbach, Germany)에 놓아 온도를 80℃로 유지하였다.  냉각시킨 후, SLN을 완충액, 보존제 및 안정화

제와 혼합하고, pH를 8.0 또는 8.5로 조정하였다.  제형이 카보머에 의해 걸쭉해지는 경우, 냉각하면서 실버슨

하이 스피드 믹서 L4RT(제조사: 실버슨 머신스 리미티드(Chesham, United Kingdom))를 사용하여 카보머를 단계

적으로 가함으로써 수행한 후, 최종 단계에서 pH를 조정하였다. 

제형들의 특성 확인[0121]

특성 확인은 제조일 후 0 내지 3일에 수행했고, 제조 후 1주일 내에 생체 내 연구를 개시하였다.[0122]

동적 광산란(DLS)[0123]

SLN의 입자 크기 분석은 633nm 레이저 및 173° 검출 광학이 장착된 제타사이저 나노(Zetasizer Nano) ZS(제조[0124]

사: 맬버른 인스트루먼츠 리미티드(Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK) 상에서 DLS에 의해 수행되

었다.  측정은 측정 전 정제수로 적절하게 희석된 샘플들(n=3)에 대해 25℃에서 수행했고, 즉 물의 점도를 측정

에 사용하였다.  맬버른 DTS v5.10 소프트웨어를 데이타 수집 및 분석에 적용하였다.  입자 크기 분포는 다분산

지수(PdI) 및 평균 유체역학적 직경(Z-평균)으로 기재되었다. 

현미경 관찰[0125]

지질 중의 BMV의 용해도뿐만 아니라 최종 제형의 외관은, SLN 및 연고 둘다에서, 린캄(Linkam) PE94 히터가 장[0126]

착된 니콘 이클립스(Nikon Eclipse) 80i 현미경을 사용하여 현미경으로 평가하였고, 둘다 제조사가 DFA 인스트

루먼츠(DFA  Instruments,  Glostrup,  Denmark)이다.   수집에 사용한 소프트웨어는 이미지 프로 플러스(Image

Pro Plus®)였다. 
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고압 액체 크로마토그래피(HPLC)[0127]

SLN 및 연고를 각각 BMV, BDP 및 칼시포트리올 함량에 대해 HPLC로 정량적으로 분석하였다. [0128]

SLN 및 연고의 특성 확인[0129]

DLS 분석은 용량 결정 연구에서 시험된 4개의 상이한 SLN(BMV 함량만 다름)의 평균 직경이 179.9 내지 193.6nm[0130]

이고, PdI는 0.179 내지 0.216이었음을 보여주었다.  작은 평균 입자 크기 및 낮은 PdI를 유지하면서 피부 자극

을 감소시키는 계면활성제 및 지질 농도의 최적화는 이것이 2.5%(w/w) 디스테아레이트 및 0.4%(w/w) 폴리소르베

이트 80의 조성물로 가능하였음을 보여주었다.  이러한 조성물을 갖는 SLN의 Z-평균은 205.4nm이었고, PdI는

0.228이었다.  Z-평균 및 PdI 값들 둘다는 계면활성제 및 지질의 농도에 따라 좌우되었다.  지질의 두 농도에

있어서, 계면활성제 농도의 증가는 계면활성제의 특정 수치까지 Z-평균 및 PdI를 감소시켰고, 그 후 입자 크기

가 더이상 감소되지 않았다.  BMV는 SLN 중의 지질에 용해되었고, 최종 제형에서 약물 결정은 현미경으로 검출

되지 않았다.  연고에서, BMV 결정(< 25㎛)은 비히클 전체에 걸쳐 균질하게 분산되었다.  HPLC 분석은 SLN 및

연고 중의 BMV의 농도가 상대 표준 편차가 1.4% 미만인 예상된 수치였음을 보여주었다(상대 편차가 10.3%였던

SLN 0.003mg/g의 경우를 제외함).  이는 BMV가 두 제형 유형 모두에서 균질하게 분포되고 화학적으로 안정했음

을 설명한다. 

실시예 2[0131]

피부 침투 연구 [0132]

피부 샘플 제조[0133]

돼지 귀들을 대니쉬 미트 트레이드 칼리지(Danish Meat Trade College, Roskilde, Denmark)로부터 새로 도살된[0134]

돼지들로부터 수득하였다.  상기 귀들을 -20℃에서 저장하고, 면도, 및 메스를 사용하여 상기 귀들의 뒷면에서

전층 피부를 제거하기 전에 4℃에서 천천히 해동시켰다.  피하 조직을 메스로 조심스럽게 제거하고, 상기 피부

를 사용시(단지 14일 후) -20℃에서 동결 전 적절한 조각으로 잘랐다.  각각의 귀로부터 피부 2 조각을 수득하

고, 이들을 온전한 피부 및 장벽-손상된 피부에 대하여 균형을 잡았다. 

피부 장벽 손상은 D-스쾀(D-Squame®) 테이프 디스크(제조사: 쿠덤 코포레이션(Cuderm Corp., Dallas, USA)를[0135]

사용하여 25회 연속적인 테이프 스트립핑으로 유도하였다.  5초 동안 D-스쾀® 테이프 어플리케이터(제조사: 쿠

덤 코포레이션(Dallas, USA))를 사용하여 테이프 상에 225g/cm
2
 압력을 적용하였다.  테이프 스트립핑시 피부

주름 문제를 극복하기 위해 피부를 늘려주면서, 작은 핀들로 코르크 플레이트에 고정시켰다.  상기 방법은 AD

피부의 장벽 성질을 모의 실험하기 위한 피부 모델을 만들어낸 시몬센 등(Simonsen et al.)으로부터 조정되었다

[참조: L. Simonsen and A Fullerton, Skin Pharmacol. Physiol. 20(5), 2007, pp. 230-236].  신선한 피부

대 냉동되고 해동된 피부의 테이프 스트립핑 효과는 신선한 피부 및 해동된 피부(n=6) 및 테이프 스트립핑 0,

5, 15, 25 및 40회와 비교하여 초기 연구에 의해 검증되었다.  펀치 생검을 채취하고, 10%(w/w) 포르말린에 고

정시킨 후, 현미경으로 검사하기 전에 헤마톡실린-에오신으로 염색하였다. 

피부 침투 및 투과 연구[0136]

BMV 및 지질의 침투 프로파일을 평가하였다.  온전한 피부 및 장벽-손상된 피부로 BMV 및 지질 입자들(디스테아[0137]

레이트 및 트리팔미테이트)의 침투를 연구하는데 
3
H-표지된 BMV 및 

14
C-표지된 지질을 사용하였다. 

수용체 매질과 마주보는 진피 면을 갖는 프란츠 유형 확산 셀(Franz type diffusion cell) 상에 상기 피부를 고[0138]

정하였다(확산 영역 3.14cm
2
, 수용 용적 10㎖, 일정한 교반, 32℃로 온도 유지).  등장성 아세테이트 완충액 pH

5.5(15mM 아세트산나트륨, 100mM 염화나트륨) 중의 1%(w/w) 메틸-β-사이클로덱스트린 용액을 수용체 매질로서

사용하였다.  등장성 염화나트륨 용액으로 30분 동안 그리고 수용체 매질로 60분 동안 상기 피부를 평형화시킨

후, 상기 수용체 매질을 교체하고, 20mg 제형(6.4mg 제형/cm
2
)을 스파츌라를 사용하여 상기 피부 표면에 고르게
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도포하였다.  도포된 제형의 정확한 양은 도포 전과 도포 후에 스파츌라의 중량측정으로 측정하였다.  항온처리

완료 후, 상기 피부를 분리하고 분석하였다.  모든 연구들을 온전한 피부 또는 장벽-손상된 피부에 대해 수행하

고, 제형 도포 시간은 6, 16 및 24시간 내에서 다양하였다.  폐색 상태의 완료를 보장하기 위하여 상기 피부의

윗부분에 유리 플러그를 고정함으로써 폐색을 만들었다.  도포 시간 완료 후, 피부를 코튼 패드로 2회 닦아내어

과잉 제형을 제거하였다.  에틸아세테이트 10㎖를 사용하여 코튼 패드 및 제공 분획(donor compartment)의 뚜껑

으로부터 BMV 및 지질을 추출하였다.  헵탄:에탄올(30:70)을 사용하여 연고로부터 BMV를 추출하였다.  피부 손

상을 유도할 때와 동일한 기술을 적용하여 D-스쾀 테이프 디스크(제조사: 쿠덤 코포레이션(Dallas, USA))를 사

용하여 온전한 피부에 최대 15회 테이프 스트립(strip)에 적용함으로써 각질층을 제거하였다.  장벽 손상된 피

부에 있어서, 최대 3회 테이프 스트립핑만을 수행하였다.  두 경우 모두에서, 첫번째 테이프 스트립은 과잉 제

형으로서 포함되었다.  각질층을 제거하는 방법은 상이한 제형들과의 예비 연구 및 제형에 24시간 노출 후 상이

한 수의 테이프 스트립을 사용한 시험 결과에 의해 확립되었다.  그러나 표피가 각각 15회 또는 3회 미만의 테

이프 스트립에서 느슨해지기 시작하는 경우, 테이프 스트립핑을 끝내고, 마지막 스트립을 표피 계수에 포함시켰

다.  표피 및 진피를 가열로 분리하였다(60℃ 및 높은 습도에서 5분간 항온처리).  도포 영역으로 둘러싸인 피

부(비-도포된 피부로 지정)를 작은 조각들로 자르고, 마찬가지로 분석하여 임의의 측면 침투를 포함하고 완전한

회수를 달성하였다. 테이프 스트립들 및 피부 샘플들에 솔루엔(Soluene®) 350을 가하여 조직을 용해시키고 약

물 물질 및 지질을 추출하였다.  50℃에서 24시간 항온처리 후, 하이오닉-플루오르(Hionic-Fluor) 10㎖를 솔루

엔 350 샘플들에 가하고, 트리-카브(Tri-Carb) 2100 TR 액체 섬광 분석기(제조사: 팩커드 인스트루먼트 컴파니

(Packard Instrument Company, Meriden, USA))에서 액체 섬광으로 분석하였다.  상기 뚜껑 및 상기 코튼 패드

로부터의 추출물 및 상기 수용체 매질 중의 함량은 1㎖를 섬광 계수 전에 하이오닉-플루오르 10㎖를 혼합함으로

써 분석되었다.  적절한 액체(즉, 에틸아세테이트, 수용체 매질, 헵탄:에탄올(30:70) 및 하이오닉-플루오르와

혼합된 솔루엔 350)를 배경 측정값으로서 사용하였다. 

6, 16 및 24시간 비교시, 상이한 피부 층들에서의 BMV의 양은 피부 구조가 24시간 동안 변하여 분리 과정의 효[0139]

율이 또한 변할 수 있다는 사실을 고려하여 모아졌다. 

SLN이 어떻게 약물 물질의 피부 내 및 피부 통과 침투 프로파일에 영향을 미치는지 평가하기 위하여, SLN 지질[0140]

성분, 도포 기간 및 폐색 상태의 존재를 가변시키면서 프란츠 확산 셀에서 온전한 돼지 피부 및 장벽-손상된 돼

지 피부에 대해 시험관 내 침투 연구를 수행하였다. 

디스테아레이트에 대한 BMV의 비율은 피부 깊이에 따라 증가하는 것으로 확인되었고, 즉, 지질보다 BMV가 피부[0141]

에 더 침투하였다.  과잉 제형에서의 비율은 약 1이었다.  각질층에서, 이는 1 미만으로 감소하고, 후속적으로

표피 및 진피를 통해 증가하여 수용체 매질에서 3.6의 비율에 도달하였다.  디스테아레이트와 비교하여, 트리팔

미테이트 프로파일은 살짝 상이했는데, 지질에 대한 BMV 비율에서의 감소가 진피에서 보여지고, 수용체 매질에

서의 비율이 디스테아레이트보다 더 낮은 2.7이었다.  BMV/지질 비율이 피부 깊이에 따라 증가했다는 사실은 지

질 입자들이 피부의 표면상에 또는 피부의 상층들에 주로 머물렀고, BMV가 입자들로부터 방출되어 피부로 침투

되었음을 나타낸다.  표 3은 상이한 피부 층들 및 수용체 매질 내로의 지질의 침투 데이타를 보여준다.  온전한

피부 및 장벽-손상된 피부 둘다에 있어서, 디스테아레이트가 트리팔미테이트보다 표피에 더 잘 도달하는 경향이

있었다.  피부가 테이프 스트립핑에 의해 장벽 손상되는 경우, 표피, 진피 및 수용체 매질에 도달하는 지질의

양이 증가함이 보였다.  장벽-손상된 피부에서 지질 침투의 증가(약 3 내지 7배)는 BMV 침투의 증가(약 3 내지

60배)에 비해 매우 낮았고, 이는 BMV가 나노입자들로부터 방출되었고, 피부를 통해 별도로 확산되었음을 강조한

다. 

24시간 동안 피부 도포 후, SLN과 연고 사이에서 관찰된 주요 차이점은 SLN이 온전한 피부 및 장벽-손상된 피부[0142]

둘다에서 피부에 남아있는 상당히 높은 BMV의 총량을 야기한다는 것이었다(도 1).  장벽이 온전한 경우, SLN 중

에 투여된 BMV의 많은 양이 각질층에서 발견되었고, 수용체 매질에서는 적게 발견되었다(도 1a).  SLN은 더 깊

은 피부 층들로 확산될 수 있는 곳으로부터 피부의 상층들로 BMV를 고도로 국한시키고, 연고와 비교하여 SLN이

상당히 더 많은 BMV를 온전한 피부의 각질층으로 더 깊게 침투시키는 것이 명백하였다(p<0.05).  세틸팔미테이

트 SLN에 있어서, 더 많은 BMV가 표피에 도달하였다.  SLN을 온전한 피부에 도포한 경우, 오직 무시할 수 있는

양의 BMV(<0.9%)가 수용체 매질로 침투한 반면, 연고를 사용한 후, 상당히 더 많이(8.4±4.0%) 온전한 피부로

침투하였다(도 1a).  SLN 또는 연고 도포 전 피부의 테이프 스트립핑시, 모든 제형들로부터 수용체 매질로의

BMV 투과는 크게 향상되었다(13.8 내지 21.8%)(도 3b).  연고와 비교하여 SLN 도포시 장벽-손상된 피부에 상당

히 더 많은 BMV가 남아있었지만(p<0.05), 유사한 양의 BMV가 수용체 매질로 침투하였다(도 1b).  상기 경향은

트리팔미테이트 및 세틸팔미테이트 SLN과 비교하여 디스테아레이트 SLN 중의 BMV 투여 후 더 많은 BMV가 온전한
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피부 및 장벽-손상된 피부 둘다에서 각질층에 남아있다는 것이었다(도 1).

도포 24시간 후 수득된 결과들의 보다 우수한 이해를 달성하기 위하여, 2개의 추가적인 시점, 즉 6 및 16시간을[0143]

연구에 포함시켰다.  당해 지질 중의 BMV의 더 높은 용해도로 인하여 이들 연구들에 디스테아레이트를 선택하였

다.  각각 6, 16, 및 24시간 도포 후, 연고를 사용한 경우에는 모든 시점에서 상당히 낮은 양의 BMV가 피부에

존재하고(도 2), 디스테아레이트 SLN의 도포는 피부에서 일정하고 상당히 많은 양의 BMV를 야기하는 것으로 나

타났다.  장벽-손상된 피부에 있어서 수용체 매질에 침투하는 BMV의 양은 SLN 중에서 투여되는 경우 24시간 내

에 작은 정도로만 증가하였다(도 2b).

피부가 SLN 도포 후 24시간 동안 즉시 폐색되는 경우, 수용체 매질로 침투된 BMV의 양은 비-폐색된 상태와 비교[0144]

하여 상당히 증가하였고, 상기 피부 중의 양은 낮았다(도 3).  폐색시 및 온전한 피부와 대조적으로, 수용체 매

질로 침투된 BMV의 증가는 장벽-손상된 피부에 있어서 매우 높았고, 디스테아레이트 SLN이 도포된 경우, 65.6±

15.2%이었다(도 3b).

무모 랫트들에서 베타메타손 디프로피오네이트의 생체 내 피부 전달 [0145]

이소플루란 마취 하에, 제형 100㎕를 랫트의 등에 4x3cm 영역에 도포하였다.  상기 랫트를 (상기 제형이 건조되[0146]

도록) 2분 동안 놔두고, "생물막",  옵티스킨 필름(Optiskin  film)(5.3  x  7.2cm,  제조사: URGO  라보라토리즈

(URGO laboratories), France)을 상기 영역 위에 도포하고, 그것의 상부에 픽소물 스트레치(Fixomull strech)

(제조사: BSN 메티칼(BSN medical), Germany)를 도포하였다.

상기 랫트들을 투여 후 상이한 시간 간격에 죽이고, 이 시점에서 피부 생검들 및 혈액 샘플을 채취하였다. 죽이[0147]

기 전에 설하 혈액 샘플들을 각각의 동물로부터 수집하였다.  상기 랫트들은 CO2로 안락사시켰다.  피부 생검들

은  상기  도포된  피부  영역으로부터  채취하였다.   상기  피부를  99.9%  에탄올에  담근  티슈로  부드럽게

닦아내었다.  상기 생검들을 중량 측정하고, 정량 분석까지 -80도에서 보관하였다.  정량 분석은 LC-MS/MS로 수

행하였다. 

도 4는 베타메타손 디프로피오네이트(BDP) 및 이의 대사물질들, 베타메타손(BOP) 및 베타메타손-모노프로피오네[0148]

이트(BMP)의 더 높은 수치가 연고와 비교할 경우 무모 랫트들의 피부로 SLN 중의 투여에 의해 더 긴 시간 동안

상기 피부에서 수득될 수 있음을 설명한다.  3일째에, 상기 피부에서 약물 물질의 일정하게 높은 수준이 달성되

었고, 7일째에 상기 약물 물질이 여전히 상기 피부에 동일한 정도로 남아있었지만, 이는 연고 중에서 투여한 경

우에는 검출되지 않을 수 있다.  이들 데이타는 SLN 중의 코르티코스테로이드 BMV가 온전한 돼지 피부 및 장벽-

손상된 돼지 피부에 도포되는 경우 시험관 내에서 보여진 저장소 효과를 확증한다.

실시예 3[0149]

뮤린 아토피성 피부염 모델에서 피부 전달 시스템으로서 BMV를 함유하는 지질 나노입자들의 평가[0150]

AD 유도[0151]

옥사졸론으로의  반복된  접종(challenge)으로  AD  표현형을  유도하였다[참조:  Man  et  al.,,  J.  Invest.[0152]

Dermatol. 128, 2008, pp. 79-86].  마우스를 오른쪽 귀의 각각의 면에 아세톤 중의 0.8%(w/v) 옥사졸론 10㎕

를 도포함으로써 민감화시켰다(-7일로 지정).  대조 그룹은 오른쪽 및 왼쪽 쥐의 양면에 아세톤 10㎕로 처리하

였다.  민감화시킨지 7일 후(0일로 지정), 상기 마우스를 아세톤 중의 0.4%(w/v) 옥사졸론으로 처음으로 접종하

였다.  보다 구체적으로, 상기 마우스는 0일부터 21일까지 격일로 오른쪽 귀의 각각의 면에 0.4%(w/v) 옥사졸론

10㎕를 투여하였다.  상기 옥사졸론을 도포한 동일한 날에, 대조 그룹의 마우스는 각각 왼쪽 귀 및 오른쪽 귀의

각각의 면에 아세톤 10㎕를 투여하였다.  상기 처리는 상기 연구가 21일에 종료될 때까지 1일 1회 치료 계획을

포함하여 10일째에 개시되었다.  하기 판독을 측정하였다: 귀 두께, TEWL, 사이토카인 분석, 상기 귀 피부의 조

직학적 평가 및 귀 조직 및 혈청 중의 BMV의 정량적 분석.

SLN 중의 투여될 BMV에 대한 용량 결정 [0153]

SLN 중의 BMV에 대한 용량 반응 관계를 확인하기 위해, 그리고 SLN의 효과를 연고와 비교하는 경우 사용되어야[0154]
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하는 용량을 확립하기 위하여 초기 연구를 수행하였다.  SLN 중의 BMV의 3개의 상이한 농도를 당해 연구에 적용

하였다.  마우스는 4 내지 8마리의 8개의 그룹으로 나뉘고(총 52마리의 마우스들), 오른쪽 및 왼쪽 귀의 각각의

면에 아세톤 10㎕로 1일 1회 처리하거나 오른쪽 귀의 각각의 면에 플라세보 SLN 5㎕로 1일 1회 처리한, AD 유도

되지 않은 마우스의 2개의 아세톤 대조 그룹(n=4)을 포함한다.  다른 그룹들은 옥사졸론에 의해 AD 유도되고,

아세톤 10㎕(n=7), 아세톤 중의 BMV 3.0㎍/귀/일 10㎕(n=6), 플라세보 SLN 5㎕(n=7), SLN 중의 BMV 0.030㎍/귀

/일 5㎕(n=8), SLN 중의 BMV 1.20㎍/귀/일 5㎕(n=8) 및 SLN 중의 BMV 12.0㎍/귀/일 5㎕(n=8)로 오른쪽 귀의 각

각의 면에 1일 1회 처리된 마우스들로 이루어졌다.  왼쪽 귀는 처리되지 않았다.

SLN 및 연고의 자극 및 효과[0155]

마우스 귀 피부 상에서의 SLN 비히클의 자극 효과를 평가하는 연구에서 SLN의 조성을 최적화하였다.  특히, 계[0156]

면활성제 폴리소르베이트 80의 농도를 평가하였다.  플라세보 제형의 범위는 약 200nm의 평균 입자 크기 및 낮

은 입자 다분산도(< 0.25)를 야기하는 계면활성제 및 지질의 최적 수준을 찾도록 제조되었다.  게다가, 당해 조

성의 입자들은 건강한 마우스 귀 피부에는 어떠한 자극적 효과도 유도하지 않아야 하고, 지질 혼합물 중에 충분

한 BMV 용해도를 제공하여야 한다(>0.012%(w/w)).  이러한 기준들을 만족하는 SLN 비히클의 조성은  2.5%(w/w)

지질 및 0.4%(w/w) 폴리소르베이트 80인 것으로 확인되었다(표 1).  당해 SLN 제형의 효과를 통상적인 파라핀

연고와 비교하였고, 이는 또한 건강한 마우스 귀 피부에 비-자극적인 것으로 보여졌다.  BMV 전달에 있어서 SLN

을 연고와 비교하기 위하여, 69마리의 마우스들을 4 내지 10마리의 8개의 그룹으로 나누고, 이 중 한 그룹은 AD

유도되지 않은 아세톤 대조 그룹(n=4)이었다.  다른 그룹들의 마우스들은 모두 옥사졸론에 의해 AD 유도되었고,

이들은  아세톤  10㎕(n=8),  아세톤 중의 BMV  3.0㎍/귀/일  10㎕(n=8),   아세톤 중의 BMV  1.20㎍/귀/일  10㎕

(n=10),  SLN  중의 BMV  1.20㎍/귀/일 5㎕(n=10),  연고 중의 BMV  1.20㎍/귀/일 6㎍(n=10),  플라세보 SLN  5㎕

(n=10) 및 플라세보 연고 6㎍(n=9)으로 오른쪽 귀의 각각의 면에 1일 1회 처리되었다.  처리 계획은 그 외에는

용량 결정 연구와 유사하였다.  SLN을 피펫으로 도포하고, 높은 점성으로 인해 연고에 있어서는 스파츌라를 사

용하였다.  상기 시험된 제형들의 조성은 표 1에 나타나 있다. 

귀 두께 [0157]

피부 염증 정도의 척도로서, 오른쪽 및 왼쪽 귀의 귀 두께를 미투토요 아메릭 컴파니(Mitutoyo  Americ  Co.,[0158]

Aurora, IL, USA)로부터의 디지털 마이크로미터를 사용하여 측정하고, 이때 내부 대조군으로서 처리되지 않은

귀들의 귀 두께 값을 사용하였다.  상기 연구 전체에 걸쳐 수행된 모든 측정은 개인간 측정 변동성을 최소화하

기 위하여 동일한 사람에 의해 수행되었다.  측정은 10, 12, 14, 17, 19 및 21일째에 처리가 적용되기 전에 수

행되었다. 

경피 수분 손실(TEWL)[0159]

TEWL은  베이포미터(Vapometer)(제조사:  델핀  테크놀로지스  리미티드(Delfin  Technologies  Ltd.,  Kuopio,[0160]

Finland)를 사용하는 피부 장벽 상태의 지표로서 사용된다.  직경이 4.5mm인 네일 아답터를 사용하여, TEWL은

마우스의 오른쪽 귀 상에 20s로 측정되었다.  측정은 처리를 적용하기 전에 용량-결정 연구에서 -7, 10, 14 및

20일째에 및 SLN을 연고와 비교하는 연구에서 -7, 10, 13, 17 및 20일째에 수행되었다.  각각의 TEWL 측정시 실

험실에서 주위 상대 습도 및 온도를 측정하였다. 

종점 샘플링 [0161]

21일째에, 상기 제형의 마지막 도포 2시간 후에, 혈액 및 오른쪽 귀를 모든 동물로부터 샘플링하였다.  아세톤[0162]

대조 그룹에서, 양 귀들을 샘플링하였다.  상기 동물들을 이소플루란으로 마취시키고, 모세관을 사용하여 눈으

로부터 혈액을 샘플링하였다.  상기 혈액을 2.5㎖ 바큐테이너(Vacutainer®) 바이알에 채우고, 실온에서 30분

동안 정치시킨 다음, 10분 동안 1000G 및 4℃에서 원심분리하였다.  상청액을 1.4㎖ 비-코드 u-바닥 벌크 마이

크로닉스(Micronics) 튜브에 옮기고, 정량적 약물 분석까지 -80℃에서 저장하였다.  혈액 샘플링 후, 상기 동물

들을  죽이고,  오른쪽  귀를  메스로  잘랐다.   스티에펠(Stiefel®)  생검  펀치(제조사:  오펜바흐  암  마인

(Offenbach am Main), Germany)를 사용하여 귀의 중간 부분으로부터 8mm 생검을 조직 분석을 위해 분리하고, 이
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로부터 3mm 생검을 채취하고, 10%(v/v) 천연적으로 완충된 포름알데히드 중에 보존하였다.  상기 8mm 생검으로

부터 남아있는 귀 조직을 2등분으로 자르고, 이 중 하나는 약물 농도를 분석하기 전에 테이프 스트립핑하고, 다

른 하나는 사이토카인 분석에 사용하였다.  둘다 액체 질소 중에 스냅-동결시키고, 분석을 수행할 때까지 -80℃

에서 저장하였다. 

귀 조직에서의 사이토카인 수준[0163]

크라이올리스(Cryolys)  냉각기(제조사:  버틴  테크놀로지스(Bertin  Technologies,  Montigny-le-Bretonneux,[0164]

France)와 함께 프레셀리스(Precellys®) 24 조직 균질기를 사용하여 귀 조직을 200㎕ 용해 완충액 중에서 균질

화시켰다.  상기 용해 완충액은 PBS에 용해된 1mM Na3VO4, 0.4%(v/v) 노닐 페녹시폴리에톡실에탄올(NP40) 및 프

로테아제  억제제  컴플리트(Complete™)(제조사:  로슈  디아그노스틱스(Roche  Diagnostics,  Mannheim,  German

y))로 구성되었다.  균질화 후, 상기 샘플을 15 내지 30분의 기간 동안 얼음 위에 놔둔 다음, 마이크로센트리퓨

즈(Microcentrifuge)  157  MP(제조사:  올레  디히  인스트루먼트  메이커스(Ole  Dich  Instrument  makers,

Hvidovre, Denmark)를 사용하여 4℃ 및 15000G에서 15분 동안 원심분리하였다.  상청액을 MSD® 사이토카인 검

정을 수행할 때까지 -80℃에서 유지하였다.  전체 단백질 농도의 측정을 수행하여 사이토카인 측정 전에 샘플의

농도를 표준화하였다.  이는 피어스(Pierce®) BCA 단백질 검정 키트(제조사: 피어스 바이오테크놀로지(Pierce

Biotechnology, Rockford, IL, USA))를 사용하여 수행하였다.  플레이트를 빅터(VICTOR™) X3 멀티라벨 플레이

트 리더(제조사: 퍼킨 엘머(Perkin Elmer, Skovlunde, Danmark) 상에서 판독하였다.  귀 조직에서 사이토카인

들, IFN-γ, IL-1-β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-12 전체 및 TNF-α의 특정 수준은 MSD® 섹터 이미

저 6000(제조사: 메소 스케일 디스커버리(Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD, USA))을 사용하여 MSD®

마우스 TH1/TH2 9-플렉스 멀티-스팟® 96-웰 10 스팟 플레이트로 측정되었다.  MSD® 검정은 조직 용도에 최적

화되었다.  따라서, 상기 플레이트를 1시간 동안 MSD 교정기 블렌드 150㎕로 블록킹시킨 다음, 0.05%(v/v) 폴리

소르베이트 20 150㎕로 3회 세척하였다.  희석된 조직 상청액 샘플 25㎕를 상기 플레이트에 가한 다음, 2시간

동안 실온에서 진탕시켰다.  그 다음, 설포-택(SULFO-TAG™) 검출 항체 용액(제조사: 메소 스케일 디스커버리

(Gaithersburg, MD, USA)) 25㎕를 가하고, 실온에서 2시간 동안 항온처리하였다.  0.05%(v/v) 폴리소르베이트

20으로 3회 반복 세척한 다음, 최종적으로 밀리큐(MilliQ) 물 중에 1:2로 희석된 판독 완충액 150㎕를 가하고,

MSD® 섹터 이미저 6000 상에서 플레이트를 판독하였다. 

귀 조직 및 혈청 중의 BMV의 정량적 분석[0165]

혈청 및 조직 중의 BMV의 정량적 분석은 질량 분광법(MS)을 사용하여 수행하였다.  5mg/㎖ 프로테이나제 K 용액[0166]

300㎕  및  소화  완충액  pH  8.5(1.58%  트리즈마  하이드로클로라이드,  0.029%  EDTA,  0.20%  나트륨  도데실

설페이트, 0.117% 염화나트륨) 1700㎕를 귀 조직 샘플에 가한 다음, 20분 동안 초음파 처리하여 상기 샘플을 균

질화하였다.  상기 샘플 50㎕를 깊은 웰 플레이트에 옮기고, 내부 표준 EO1271(20nM)를 함유하는 메탄올 150㎕

를 가하여 침전을 유도하였다.  4000rpm에서 30분 동안 10℃에서 원심분리 후, 샘플을 분석하였다.  혈청 샘플

중에서 단백질을 침전시키기 위하여, 아세토니트릴 중의 내부 표준 100㎕를 가하였다.  샘플 및 표준 각각 20㎕

를 깊은 웰 플레이트로 옮겼다.  부드럽게 진탕 후, 플레이트를 4000rpm에서 30분 동안 10℃에서 원심분리하였

다.  샘플을 UPLC(제조사: 워터스(Waters, Milsford MA, USA)) 및 API5000 질량 분광기(제조사: 어플라이드 바

이오시스템스(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA))가 장착된 LC-MS/MS 시스템 상에서 분석하였다.  데이

타 수집 및 분석을 위하여 아날리스트(Analyst)(API5000) 및 워터스 액퀴티(Waters Acquity) 소프트웨어를 적용

하였다.   온도는  60℃이고,  유동은  0.5㎖/분이었다.   2.3분  동안  메탄올:1M  암모늄아세테이트:포름산:물

(900:2:0.755:100) 및 메탄올:1M 암모늄아세테이트:포름산:물(50:2:0.755:950) 0 내지 100%로부터 이동상을 가

변시키면서 유동 구배법을 사용하였다.  검출 한계는 피부 샘플들에 있어서 11.11ng/mg이고, 혈청 샘플들에 있

어서 0.001ng/㎖인 것으로 측정되었다. 

데이타 분석[0167]

모든 데이타는 마이크로소프트 엑셀(Microsoft Excel) 또는 그래프 패드 프리즘 5.0(Graph Pad Prism 5.0)에서[0168]

플롯팅되었다.   통계적  분석은  그래프  패드  프리즘  5.0에서  수행되었다.   일원  분산분석(one  way

ANOVA)(p<0.05) 후, 평균들을 비교하는 뉴먼 쿨스(Newman Keuls) 또는 던넷츠(Dunnets) 다중 비교 시험을 수행
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하였다. 

AD 모델 검증[0169]

만성 옥사졸론 모델은 AD에 있어서 잘 검증되고 수용된 모델이다[참조: Man et al., supra].  실제로, 우리의[0170]

동물 모델도 잘 유도된 AD 표현형을 가지고 있음을 보여주었다.  옥사졸론으로 처리된 귀들의 귀 두께는 증가한

반면, 아세톤으로만 처리된 귀들에서는 귀 두께의 변화가 보이지 않았다.  예상대로, 아세톤 중의 BMV에 의한

처리는 옥사졸론 민감화된 마우스에서 귀 두께의 상당한 감소를 유발하였다.  게다가, TEWL 값들은 피부 염증

및  장벽  손상을  확증하는  귀  두께  데이타와  관련이  있다.   따라서,  TEWL  값들은  옥사졸론  처리  10일째에

10g/m
2
*h에서 30-35g/m

2
*h로 증가하였다.  사이토카인 발현은 옥사졸론으로 민감화된 그룹에서 상향 조절되었고,

아세톤만으로 처리된 마우스에서는 영향을 받지 않았다.  사이토카인 수준은 아세톤 중의 BMV에 의한 처리시 옥

사졸론 민감화된 마우스에서 하향 조절되었고, 이는 국소적 코르티코스테로이드 처리의 효율을 확증한다.  조직

학적 평가는 또한 옥사졸론 민감화된 마우스의 귀 조직에서 뚜렷한 염증 반응을 명백하게 보여주었고, 대조적으

로 아세톤으로만 처리된 마우스들로부터의 피부 샘플들은 염증의 징후를 보이지 않았던 반면, BMV로 처리된 마

우스로부터의 피부 샘플들은 약물 처리의 효율과 관련된 염증의 가벼운 징후만을 보여주었다(데이타는 도시되지

않음).

SLN 및 연고 중의 BMV의 유사한 귀 두께 감소[0171]

귀 두께는 피부 염증 정도의 척도로서 사용될 수 있기 때문에 종점들 중 하나로서 선택되었다[참조: Patrick et[0172]

al., Toxicol. Appl. Pharmacol. 81, 1985, pp. 476-490; Young et al., J. Invest. Dermatol. 82, 1984, pp.

367-371].  귀 두께 측정의 결과는 BMV를 갖는 SLN 및 연고가 귀 두께에서 유사하고 뚜렷한(P<0.05) 감소를 야

기하고, 상기 효과가 아세톤 대조군에서 1.20㎍/귀/일 BMV와 동일한 범위 내에 있음을 보여주었다(도 5a).  이

는 BMV가 SLN 비히클로부터 방출되고 피부로 침투하여 연고 및 아세톤 중에 투여된 BMV와 비슷한 효과를 발휘하

는데 충분히 높은 양으로 표적 세포들에 도달함을 강하게 나타낸다.  이전에, 시험관 내에서, SLN 중의 BMV가

돼지 피부에 도포되는 경우, 피부에, 그리고 각질층에 구분되어, 남아있는 약물 물질의 총량이 BMV가 연고로 도

포된 경우보다 상당히 높았음을 보여주었다(실시예 2 참조).  그러나, 약물 물질은 SLN으로부터 방출되고, 효과

를 발휘하기 위하여 각질층으로 침투하며, 이는 본원에서 생체 내에서 확증됨이 중요하다. 

용량-결정 연구에서, 처리되지 않은 동물들뿐만 아니라 SLN 플라세보 그룹과 비교하는 경우, 1.20㎍/귀/일 및[0173]

12.0㎍/귀/일의 농도로 BMV를 포함하는 SLN의 도포 후 귀 두께에서의 뚜렷한(P<0.05) 감소를 반영하는 귀 두께

에 대한 분명한 용량 반응 효과가 존재하였다(도 5b).  SLN 중의 BMV 0.03㎍/귀/일로의 처리로부터는 어떠한 효

과도 나타나지 않았다. 

사이토카인 수준들은 SLN 및 연고 중의 BMV의 유사한 효과를 입증한다[0174]

옥사졸론에 의한 다수의 접종은 사이토카인들의 발현에서 반영되는 주로 Th1 우세한 반응으로부터 Th2 우세한[0175]

반응으로 피부 염증에서의 이동을 야기하는 것으로 나타났고,  이는 사람 AD에서 일반적으로 나타난다[참조:

Kitagaki et al., J. Invest. Dermatol. 105, 1995, pp. 749-755; Kitagaki et al., J. Immunol. 159, 1997,

pp. 2484-2491; Matsumoto et al., Skin Res. Technol. 10, 2004, pp. 122-129].

사이토카인들을 생성하는 Th1 및 Th2 둘다는 당해 연구에서 평가되었다.  용량-결정 연구에서 SLN 중의 BMV의[0176]

명백한 용량 반응 효과가 존재하였고, 즉 IL-1β, IL-4, IL-8, IL-10 및 IL-12의 수준이 SLN 중에 적용된 BMV

의 용량에 비례하여 감소하였다(데이타는 도시되지 않음).  불행하게도, IL-5 및 TNF-α의 농도는 BMV에 의한

처리시 검출 한계 미만이었고, 이는 이들이 데이타 분석에 포함될 수 없었던 이유이다.  아세톤 대조군과 비교

하여, IL-8 및 IL-12 수준들은 SLN 비히클로부터의 자극을 나타내는 옥사졸론에 의해 민감화되지 않은 마우스들

에게 플라세보 SLN의 도포 후 뚜렷하게 증가하였다. 

SLN 중의 BMV와 연고 중의 BMV의 비교는 두 제형 모두에서 BMV가 IL-1β, IL-4, IL-8, IL-10 및 IL-12 수준을[0177]

하향 조절하는 것으로 보여주었고, 이는 또한 상기 용량-결정 연구에서도 보여주었다.  이는 사이토카인들 Il-4

및 IL-1β의 하향조절을 보여주는 도 6a 및 6b에서 예시된다.  사이토카인 조절에 관한 제형들 사이에서 뚜렷한
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차이가 존재하지 않았고, 이 점에 있어서 상기 두 제형은 동일하게 효과적임을 의미한다.  그래도, 주지할 것은

플라세보 연고의 도포 후 사이토카인 수준이 플라세보 SLN의 도포 후보다 일반적으로 더 높았고, 이는 연고 비

히클이 SLN보다 더 자극적임을 나타낸다는 것이다. 

TEWL은 SLN 또는 연고 중의 투여된 BMV에 의해 감소된다[0178]

TEWL은 피부 장벽 성질의 지표로서 사용될 수 있고[참조: Levin and Maibach, J. Contr.Rel. 103, 2005, pp.[0179]

291-299;  Proksch  et  al.,  J.  Dermatol.  Sci.  43,  2006,  pp.  159-169;  Werner  and  Lindberg,  Acta  Derm.

Venereol. 65, 1985, pp. 102-105], 피부에 도포된 비히클의 폐색성을 평가하기 위하여 사용될 수 있다[참조:

Loden, Acta Derm. Venereol. 72, 1992, pp. 327-330].  BMV/귀/일 1.20㎍으로 도포한 연고와 SLN의 비교는 어

느 제형으로의 처리든 TEWL 값을 대조군과 비슷한 수준으로 뚜렷하게 감소시킴을 보여주었다(도 7a).  용량-결

정 연구에서, SLN  중의 BMV 1.2㎍/귀/일에 의한 처리만이 TEWL 값에서 뚜렷한(P<0.05) 감소를 야기하였다(도

7b).  피부에 도포된 SLN으로 수행된 이전 연구들[참조: Jenning et al., Int. J. Pharm. 199, 2000, pp. 167-

177;  Santos  et  al.,  J.  Drug  Target.  10,  2002,  pp.  489-495;  Wissing  and  Muller,  Eur.  J.  Pharm.

Biopharm. 56, 2003, pp. 67-72]과 대조적으로, TEWL은 플라세보 SLN 및 플라세보 연고로부터 어떠한 폐색 효

과도 나타내지 않았다.  TEWL은 BMV가 포함된 상기 제형들에 의해서만 감소하였다.  상기 폐색 효과가 명백하지

않은 이유는 제형들이 도포된 다음 날 측정이 수행되었기 때문일 수 있다.  이때까지, 특히 마우스들이 이들의

귀를 연속적으로 긁고 세척하였기 때문에, 제형은 폐색을 유도하는데 충분하게 높은 양으로 상기 피부에 존재하

지 않았을 수 있다.  따라서, BMV를 포함하는 제형들의 투여 후 TEWL의 감소는 BMV의 치료학적 효과, 특히 혈관

수축 효과와 관련된 것으로 여겨지며, 이는 피부 표면으로부터 물의 증발을 감소시킬 수 있다[참조: Kolbe et

al., Skin Re. Technol. 7, 2001, pp. 73-77]. 

SLN은 피부에서 BMV의 양을 증가시킨다[0180]

21일째에 마지막 도포 2시간 후, 피부 및 혈청 중의 BMV의 농도를 분석하였다.  연고와 SLN의 비교는 SLN 도포[0181]

후 BMV의 피부 농도가 연고 중의 BMV 도포 후보다 뚜렷하게 더 높았음(5배)을 보여주었다.  혈청 중의 BMV의 농

도는 SLN, 연고 및 아세톤 대조군 1.20㎍/귀/일과 유사하였다(도 8).  용량-결정 연구는 혈청 중의 BMV 수준이

BMV 12.0㎍/귀/일을 포함하는 SLN 및 아세톤 중의 BMV 3.0㎍/귀/일의 도포 후와 비슷하였음을 보여주었다(도

8).  그러나, 피부 중의 수준은 BMV 12㎍/귀/일을 포함하는 SLN이 아세톤 중의 BMV 3.0㎍/귀/일보다 더 높았다.

SLN 0.03㎍/귀/일은 혈청 중에서 측정할 수 없었고, BMV의 매우 낮은 수준이 피부에 존재하였고, 이는 당해 제

형이 효과를 나타내지 않았음을 설명한다. 

귀 두께에서 보여주는 용량 반응, TEWL 및 귀 조직 사이토카인 수준은 대조군을 포함하여 도포된 상기 상이한[0182]

제형들로부터 달성된 상기 피부 농도들과 함께 BMV가 경피적으로 침투되고 국소적 효과를 발휘하였음을 나타낸

다.  그러나, 마우스의 귀를 긁고 세척한 경우, 마우스가 BMV를 경구로 섭취할 가능성은 혈청 농도들의 해석에

서 배제될 수 없었다.  SLN 도포 후 피부에서 더 많은 BMV가 발견되었다는 사실은 연고와 비교하여 피부에 보다

더 강하게 부착되고 피부 저장소를 생성하는 SLN의 능력을 나타내는 것일 수 있다.  BMV를 포함하는 SLN을 연고

와 비교하는 경우 시험관 내에서 또한 이러한 효과를 볼 수 있었다(실시예 2 참조).  본 연구에서, 임의의 남아

있는 각질층 및/또는 실행가능한 표피에 남아있는 약물 물질의 증가된 양을 유발하는 것 이외에, SLN으로부터의

약물 물질은 또한 통상적인 제형 및 아세톤 대조군과 동일한 효과를 생성하는 정도로 표적 부위에 도달하였음을

보여주었다.  유사한 결과는 뮤린 AD 모델에서 SLN 또는 오일 중에 도포된 사이클로스포린 A의 효과를 비교하는

또 다른 생체 내 연구에서 확인되었다.  SLN 중의 사이클로스포린 A는 오일보다 더 효과적이었고, 피부의 각질

층에서 약물 물질의 양은 SLN의 사용으로 뚜렷하게 증가하였음이 입증되었다[참조: Kim et al., Pharmazie 64,

2009, pp. 510-514].  습진 환자들에서 수행된 또 다른 연구는 SLN 내에 혼입된 클로베타솔 프로피오네이트에

의한  처리가  피부  저장소  효과를  유도하고,  시판된  크림과  비교하여  효능에서  더  우수하였음을

보여주었다[참조: Kalariya et al., Indian J. Exp. Biol., 2005, pp. 233-240]. 

실시예 4[0183]

피부  침투  및  투과  연구들은  온전한  돼지  귀  피부만을  사용하고,  수용체  매질을  4%  BSA로  대체한  것을[0184]

제외하고, 실시예 2에 기재된 조성 H, L, J, M, N에 의해 수행되었다.  이들 연구들로부터의 데이타는 지질 나
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노입자들이 크림과 비교할 때 각질층 및 특히 실행가능한 피부에 칼시포트리올을 보유할 수 있었음을 보여주었

다.   게다가,  지질  나노입자들을  도포할  때  약물  물질의  매우  적은  양이  피부를  거쳐  수용체  매질로

침투하였다. 
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