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(54) 치료용 인산칼슘 입자, 그 제조 방법 및 그 이용 방법

(57) 요약

본 발명은 생리 활성 거대 분자로 캡슐화된 인산칼슘 나노 입자를 제공한다. 상기 입자는 거대 분자의 전달을 위하여 생리

활성 거대 분자의 담체로서 사용될 수 있다. 또한, 본 발명은 상기 입자의 제조 방법 및 이용 방법을 제공한다.

대표도

도 1

특허청구의 범위

청구항 1.

a) 인산칼슘 나노 입자 코어와

b) 상기 코어 입자 내에 캡슐화된 생리 활성 거대 분자와
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c) 상기 코어 입자 내에 캡슐화된 담즙산을 함유하는 표면 개질제

를 포함하는 입자.

청구항 2.

제1항에 있어서, 상기 코어 입자의 직경은 약 300 nm 미만인 것인 입자.

청구항 3.

제1항에 있어서, 상기 담즙산은 콜레이트, 데옥시콜레이트, 타우로콜레이트, 글리코콜레이트, 타우로데옥시콜레이트, 우

르소데옥시콜레이트, 타우로우르소데옥시콜레이트 및 체노데옥시콜레이트로 이루어진 군 중에서 선택되는 것인 입자.

청구항 4.

제1항에 있어서, 상기 입자는 장용피(腸溶被)를 더 포함하는 것인 입자.

청구항 5.

제1항에 있어서, 상기 생리 활성 거대 분자는 단백질, 폴리펩티드, 다당류, 핵산, 폴리뉴클레오티드, 지질 및 탄수화물로 이

루어진 군 중에서 선택되는 것인 입자.

청구항 6.

제5항에 있어서, 상기 단백질 또는 폴리펩티드는 인슐린, 적혈구 생성 인자, 인터페론, 성장 호르몬 및 과립 세포군 촉진 인

자 (G-CSF)로 이루어진 군 중에서 선택되는 것인 입자.

청구항 7.

제4항에 있어서, 상기 생리 활성 거대 분자는 인슐린, 적혈구 생성 인자, 인터페론, 성장 호르몬 및 G-CSF로 이루어진 군

중에서 선택되는 것인 입자.

청구항 8.

제1항에 있어서, 상기 생리 활성 거대 분자는 집먼지 마우스, 동물의 비듬, 곰팡이, 꽃가루, 돼지풀, 라텍스, 말벌독액

(vespid venoms) 및 곤충 유래 알레르겐류와 이들의 조합으로 이루어진 군 중에서 선택되는 것인 입자.

청구항 9.

제1항에 있어서, 상기 입자는 분무 약제의 형태로 적용되는 것인 입자.

청구항 10.
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제1항에 있어서, 상기 입자는 생리 활성 거대 분자를 점막 표면에 전달하기에 적합한 것인 입자.

청구항 11.

제1항에 있어서, 상기 입자는 안구 질환의 치료용으로 필요로 하는 객체의 안구 표면에 생리 활성 거대 분자를 전달하기에

적합한 것인 입자.

청구항 12.

제1항의 입자 및 약학적으로 허용 가능한 담체를 포함하는 약학 조성물.

청구항 13.

제4항의 입자 및 약학적으로 허용 가능한 담체를 포함하는 약학 조성물.

청구항 14.

제7항의 입자 및 약학적으로 허용 가능한 담체를 포함하는 약학 조성물.

청구항 15.

a) 칼슘염 수용액을 담즙산을 함유하는 표면 개질제의 존재하에 인산염 수용액과 접촉시키는 공정과

b) 목적하는 크기의 인산칼슘 입자를 얻을 때까지 상기 용액을 혼합하는 공정과,

c) 입자를 회수하는 공정

을 포함하는, 1개 이상의 인산칼슘 입자를 제조하는 방법.

청구항 16.

제15항에 있어서, 상기 칼슘염의 농도는 약 5 mM 내지 약 200 mM인 것인 방법.

청구항 17.

제15항에 있어서, 상기 인산염의 농도는 약 5 mM 내지 약 200 mM인 것인 방법.

청구항 18.

제15항에 있어서, 상기 입자의 직경은 300 nm 미만인 것인 방법.

청구항 19.
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제15항에 있어서, 칼슘염 수용액을 담즙산을 함유하는 표면 개질제의 존재하에 인산염 수용액과 접촉시키기 전에, 인산염

수용액 또는 칼슘염 수용액에 생리 활성 거대 분자를 첨가하는 공정을 더 포함하고, 이에 의하여 인산칼슘 입자를 거대 분

자와 공결정화(共結晶化)시키는 것인 방법.

청구항 20.

제14항에 있어서, 상기 담즙산은 콜레이트, 데옥시콜레이트, 타우로콜레이트, 글리코콜레이트, 타우로데옥시콜레이트, 우

르소데옥시콜레이트, 타우로우르소데옥시콜레이트 또는 체노데옥시콜레이트로 이루어진 군 중에서 선택되는 것인 방법.

청구항 21.

객체에게 제1항의 약학 조성물을 투여하는 것을 포함하는 생리 활성 거대 분자를 필요로 하는 객체의 치료 방법.

명세서

기술분야

본 발명은 신규한 인산칼슘 입자, 그의 제조 방법 및 생리 활성 거대 분자의 전달을 위한 담체로서 인산칼슘 입자를 이용하

는 방법에 관한 것이다.

배경기술

단백질, 펩티드, 다당류, 핵산, 지질 또는 이들의 조합을 비롯한 거대 분자 약물은 다양한 의학 상태를 치료하기 위하여 현

저하게 중요한 약물의 분류이다. 거대분자 약물을 투여하기 위한 주된 경로는 주사이나. 이는 유쾌하지 않고, 값이 비싸며,

때때로 가난한 환자 순응도를 일으킨다. 경구 전달용은 약을 관리하기 위한 경로로 좋다. 그러나,거대 분자 약물은 창자를

통하여 거의 흡수되지 않고, 위산 또는 위장 내 효소에 의하여 쉽게 파괴될 수 있다. 구강 거대 분자 전달을 위한 장벽을 극

복하기 위한 전도 유망한 접근법으로는 퇴화를 막고, 거대 분자 약물의 흡수를 가능하게 하는 나노 입자를 이용하는 것이

있다.

인슐린으로 부하된 나노 입자는 생활성 인슐린을 동물에게 전달할 수 있다고 보고되어 있다. 예를 들어, 무수물 푸마릭 올

리고머와 산화철 첨가제를 함유하는 폴리(락티드-코-글리코리드) 나노 입자로 부하된 인슐린에 의하여 혈장 포도당 상승

을 막는다는 것을 나타낸다 (Carino et al, Controlled Release 65:261, (2000).키토산 나노 입자를 함유하는 인슐린의 경

구 전달을 위한 또 다른 예가 ㅈ제제공된다(Pan et al., Intl. J. Pharmaceutics, 249:139, (2002)). 나아가, 폴리알킬시아

노아크릴레이트 나노캡슐 또한 당뇨병 동물 내의 인슐린의 경구 전달을 위한 효과적인 담체라는 것이 보고되어 있다

(Damge et al. Diabetics, 37:246, (1988)). 위장 경로에 의하여 특정한 물질을 섭취하는 것이 기록되어 있고, 림프 파이어

관(lymphatic Peyer's patches)을 포함한다(Hussain et al., Adv. Drug Delivery Rev. 50:107, (2001)).

입자를 흡수하는데 영향을 주는 인자 중에서, 입자 크기는 가장 중요한 요소로 보인다. 예를 들어, Jani et al. (J. Pharm.

Pharmacol. 42:821, 1990)은 래트 내의 다양한 크기의 폴리스티렌 입자의 창자 흡수를 연구하였다. 폴리스티렌 입자의

흡수율은 명백하게 크기에 의존하였다. 100 nm 이하의 입자는 흡수가 현저히 잘 된 반면에, 큰 입자 (500 nm 이상)은 흡

수율이 낮음을 나타냈다.

창자 흡수는 입자 크기에 따라 다르다는 것인 폴리(락티드-코-글리코리드) 또는 PLGA 입자에서 Desai 등에 의하여 관찰

되었다 (Pharm. Res. 13:1838, 1996). 상기 연구에서, 500 nm 이상의 PLGA 입자는 창자관에 전혀 섭취되지 않았으나,

100 nm의 PLGA 입자는 36%가 흡수되었다.

나노미터 규모의 입자는 단백질과 핵산 등의 생물학적 거대 분자를 위한 담체 입자로서 사용할 것이 제안되었다. 참조 미

국 특허 제5,178,882호; 제5,219,577호; 제5,306,508호; 제5,334,394호; 제5,460,830호; 제5,460,831호; 제5,462,750

호; 제5,464,634호, 제6,355,271호.
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인산칼슘 입자는 생부착성/생양립성이고, 생체 외에서 세포 내 구역으로 핵산을 전달하기 위한 담체로서 보통 이용된다

(Chen et al., Mol. Cell. Biol. 7:2745-52, (1987); Welzel et al., J. Mater. Chem.14:2213-2217 (2004); Jordan et al.,

Nucleic Acids Research 24:596-601 (1996); Loyter et al., Exp. Cell Res. 139:223-234 (1982)). 나아가, 인산칼슘

또한 생체 내에서 큰 핵산을 전달하기 위한 유전자법을 위한 담체로서 시험되고 있다 (Roy et al., Intl. J. Pharmaceutics

250:25, (2003)).

치료용 인산칼슘 입자는 미국 특허 제6,355,271호; 제6,183,803; 미국 공개 공보 제2004/0258763호; 제2002/0054914

호; 제2002/0068090호; 제2003/0185892호; 제2001/0048925호; WO 02/064112; WO 03/051394; WO 00/46147;

WO 2004/050065; Cherian et al., Drug Development and Industrial Pharmacy 26:459-463 (2000)에 기재되어 있다.

인산칼슘 입자가 부하된 인슐린의 경구용 제제의 효과는 당뇨병 마우스를 시험하고, 혈당을 대조하여 나타냈다 (Morcol

et al., Intl. J. Pharmaceutics 277:91, (2004)). 인산칼슘 입자는 입자 크기가 300 nm 내지 10 um이다. 동물 연구는 평균

적으로 2-4 um 범위의 입자 크기를 이용하였다. 상기 입자 크기는 명백하게 최적이지는 않다. 목적하는 크기의 인산칼슘

입자를 만들기 위하여, 확장성 초음파 처리가 요구되며(Cherian et al. Drug Dev. Ind. Pharmacy, 26:459, 2000; Roy et

al. Intl. J. Pharmaceutics 250:25, 2003), 이는 캡슐화된 거대 분자 약물을 상하게 할 수 있고, 공결정화 공정과 양립하지

않는다.

또한, 인산칼슘 입자 내의 거대 분자의 캡슐화 효율은 때때로 낮다. 예를 들어, 미국 특허 제6,355,271호에서, 인슐린이 미

리 제조된 인산칼슘 입자에 첨가된 경우 약 40%의 흡수율을 나타내고, 인슐린이 입자 생성 중에 혼합되는 경우에는 약

89%의 흡수율을 나타낸다고 한다.

이러한 종래의 방법은 입자 크기를 최적화시키지 못하거나, 거대 분자 생성과 양립하지 않는 확상된 초음파 처리 등과 같

은 가혹한 조건을 요구하게 된다. 따라서, 높은 효율과 낮은 비용으로 쉽게 제조되는 구강 거대 분자 전달계가 필요한 것이

다.

발명의 상세한 설명

발명의 요약

본 발명은 a) 인산칼슘 나노 입자 코어와 b) 상기 코어 입자 내에 피포(被包)된 생리 활성 거대 분자와 c) 상기 코어 입자 내

에 캡슐화된 담즙산을 함유하는 표면 개질제를 포함하는 입자를 제공한다.

일부 실시 상태에 있어서, 코어 입자의 직경은 약 1000 nm 미만, 약 300 nm 미만 또는 약 200 nm 미만이다.

일부 실시 상태에 있어서, 담즙산은 콜레이트, 데옥시콜레이트, 타우로콜레이트, 글리코콜레이트, 타우로데옥시콜레이트,

우르소데옥시콜레이트, 타우로우르소데옥시콜레이트 및 체노데옥시콜레이트로 이루어진 군 중에서 선택된다.

일부 실시 상태에 있어서, 상기 입자는 장용피를 더 포함한다.

일부 실시 상태에 있어서, 상기 생리 활성 거대 분자는 단백질, 폴리펩티드, 다당류, 핵산, 폴리뉴클레오티드, 지질 및 탄수

화물로 이루어진 군 중에서 선택된다. 일부 실시 상태에 있어서, 상기 단백질 또는 폴리펩티드는 인슐린, 적혈구 생성 인

자, 인터페론, 성장 호르몬 및 과립 세포군 촉진 인자 (G-CSF)로 이루어진 군 중에서 선택된다. 일부 실시 상태에 있어서,

생리 활성 거대 분자는 집먼지 마우스, 동물의 비듬, 곰팡이, 꽃가루, 돼지풀, 라텍스, 말벌독액 (vespid venoms) 및 곤충

유래 알레르겐류와 이들의 조합으로 이루어진 군 중에서 선택된다.

일부 실시 상태에 있어서, 상기 입자는 분무 약제의 형태로 적용된다. 일부 실시 상태에 있어서, 상기 입자는 생리 활성 거

대 분자를 점막 표면에 전달하기에 적합하다. 일부 실시 상태에 있어서, 상기 입자는 안구 질환의 치료용으로 필요로 하는

객체의 안구 표면에 생리 활성 거대 분자를 전달하기에 적합하다.

또한, 본 발명은 본 명세서에 기재된 인산칼슘 나노 입자 및 약학적으로 허용 가능한 담체를 포함하는 약학 조성물을 제공

한다.
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본 발명은 a) 칼슘염 수용액을 담즙산을 함유하는 표면 개질제의 존재하에 인산염 수용액과 접촉시키는 공정과 b) 목적하

는 크기의 인산칼슘 입자를 얻을 때까지 상기 용액을 혼합하는 공정과 c) 입자를 회수하는 공정을 포함하는, 1개 이상의 인

산칼슘 입자를 제조하는 방법에 관한 것이다.

일부 실시 상태에 있어서, 상기 칼슘염의 농도는 약 5 mM 내지 약 200 mM의 범위이다. 일부 실시 상태에 있어서, 상기 인

산염의 농도는 약 5 mM 내지 약 200 mM의 범위이다.

일부 실시 상태에 있어서, 상기 방법은 칼슘염 수용액을 담즙산을 함유하는 표면 개질제의 존재하에 인산염 수용액과 접촉

시키기 전에, 인산염 수용액 또는 칼슘염 수용액에 생리 활성 거대 분자를 첨가하는 공정을 더 포함하고, 이에 의하여 인산

칼슘 입자를 거대 분자와 공결정화(共結晶化)시키는 것인 방법이다.

또한, 본 발명은 생리 활성 거대 분자를 필요로 하는 객체의 치료 방법으로서, 상기 방법은 객체에게 본 명세서에 기재된

인산칼슘 나노 입자를 함유하는 약학 조성물을 투여하는 것을 포함한다. 일부 실시 상태에 있어서, 상기 약학 조성물은 경

구로 투여된다. 일부 실시 상태에 있어서, 상기 약학 조성물은 점막 표면에 투여된다. 일부 실시 상태에 있어서, 상기 약학

조성물은 안구 표면에 투여된다.

발명의 상세한 설명

본 발명은 신규한 생리 활성 거대 분자로 캡슐화된 인산칼슘 나노 입자, 상기 나노 입자의 제조 방법 및 생리 활성 거대 분

자의 투여에 필요한 의학적 환경을 처리하기 위한 나노 입자의 이용 방법에 관한 것이다. 본 명세서에 사용되는, "캡슐화된

(encapsulated)", "함몰된(embedded)" 또는 "혼입된(incorporated)"이라는 것은 어떤 물질과 (에 의해) 복합되거나, 내장

되거나, 결합되거나, 연관되거나, 피복되거나, 층 구조를 형성하거나, 봉입 되는 것을 의미한다. 따라서, 어떤 물질이 캡슐

화되어 있다 함은 그 물질이 그 입자 구조 내로 혼입되거나, 입자의 표면에 피복 또는 부착된 것, 또는 이들 두 가지 모두를

의미하는 것이다.

다른 방식으로 정의되지 않는 한, 본 명세서에서 사용되는 모든 기술적인 용어와 과학적인 용어는 본 발명이 속하는 기술

분양에서 통상의 기술을 가진 자에 의하여 통상적으로 이해되는 의미와 같다. 본 명세서에 참조 되는 모든 특허, 출원, 공

개 출원 및 기타 간행물은 전체적으로 본 명세서에 참조로서 혼입된다. 본 명세서에서 설명된 정의가 상기 특허, 출원, 공

개 출원 및 기타 간행물 분야의 정의와 대립되거나 일치하지 않는다면, 본 명세서서 설명된 정의가 참조로서 여기에 혼입

된 정의보다 우월하다.

본 명세서에서 사용되는 "하나" 또는 "한 개"는 "적어도 하나" 또는 "1개 이상"을 의미한다.

A. 생리 활성 거대 분자로 캡슐화된 인산칼슘 나노 입자

본 발명은 a) 인산칼슘 나노 입자 코어와 b) 상기 코어 입자 내에 피포(被包)된 생리 활성 거대 분자와 c) 상기 코어 입자 내

에 캡슐화된 담즙산을 함유하는 표면 개질제를 포함하는 입자를 제공한다.

본 발명의 인산칼슘 코어 입자는 평균 입자 크기 (직경)이 약 8000 nm 미만, 약 1000 nm 미만, 더욱 바람직하게는 약 300

nm 미만이다. 상기 입자는 약 50 nm 내지 약 8000 nm, 약 100 nm 내지 약 3000 nm 또는 약 100 nm 내지 약 1000 nm의

직경을 가질 수 있다. 일부 실시 상태에 있어서, 평균 입자 크기는 200 nm 미만이다. 일부 실시 상태에 있어서, 평균 입자

크기는 100 nm 미만이다.

본 발명의 코어 입자는 일반적으로 형태면에서 보통 그리고 실질적으로 구형이고, 나노 입자의 크기는 실질적으로 단분산

이다. 단분산이란 상기 나노 입자 중에서 관찰되는 폭이 좁은 크기의 분산, 예를 들어, 크기가 약 20%, 약 30%, 약 40% 또

는 약 50% 범위로 차이나는 것을 의미한다.

본 명세서에서 사용되는 "실질적으로 구형"이란 용어는 실질적으로 원형 또는 타원형인 입자를 의미하고, 면이 없고 매끄

러운 입자, 또는 거의 면이 없는 입자뿐만 아니라 다수의 면을 가진 다면체인 입자를 포함한다. 본 명세서에서 사용되는 "

실질적으로 매끄러운"이란 용어는 100 nm 이상의 크기를 가지는 본질적으로 면 특징이 없고 불규칙적인 것을 의미한다.

코어 입자는 면이 전술한 유형의 수 많은 표면 불규칙성을 함유하지 않는한, 상기 정의 내에서 면이 있거나, 각이 있거나

매우 경사질 수 있다.
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도 3A 및 3B는 본 명세서에 기재된 방법에 따라 제조된 나노 입자의 실시예의 주사식 전자 현미경 이미지이다. 도 3A는

평균 직경 약 200 nm로 분산되거나, 피복된 거대 분자를 함유하지 않는 블랭크 나노 입자를 나타낸 것이다. 도 3B는 나노

입자 내에 평균 직경 약 70 nm으로 분산된 거대 분자 인슐린을 함유하는 나노 입자를 나타낸 것이다.

본 발명의 인산칼슘 나노 입자는 두 가지 기능을 하는 담즙산을 포함하는 표면 개질제를 함유한다. 실시예 1에 나타낸 바

와 같이, 담즙산의 존재하에 입자를 형성하는 경우, 인산칼슘 나노 입자 내에 생리 활성 거대 분자의 피포가 촉진된다. 또

한, 담즙산은 나노 입자의 생물학적 부착성을 향상시킬 수 있고, 나노 입자의 크기에 영향을 미친다. 모든 담즙산이 사용될

수 있다. 담즙산의 예에는 콜레이트, 데옥시콜레이트, 타우로콜레이트, 글리코콜레이트, 타우로데옥시콜레이트, 우르소데

옥시콜레이트, 타우로우르소데옥시콜레이트 및 체노데옥시콜레이트가 있으나, 이에 제한되지는 않는다.

일부 실시 상태에 있어서, 본 발명의 인산칼슘 나노 입자는 폴리에틸렌 글리콜 (PEG)을 더 포함한다. PEG는 분자량이 약

500 달톤 내지 약 20,000 달톤이고, 예를 들어, 약 500, 약 1000, 약 5000, 약 10,000, 약 15,000, 약 20,000 달톤이다.

모든 생리 활성 거대 분자는 코어 인산칼슘 나노 입자 내에 피포될 수 있다. 그러한 생리 활성 거대 분자로는 단백질, 폴리

펩티드, 다당류, 핵산, 지질, 탄수화물 및 이들의 조합이 있으나, 이에 제한되지는 않는다. 일부 실시 상태에 있어서, 생리

활성 거대 분자는 인슐린, 적혈구 생성 인자, 인터페론, 성장 호르몬 또는 과립 세포군 촉진 인자 (G-CSF)이다. 일부 실시

상태에 있어서, 생리 활성 거대 분자는 알레르겐 또는 항원 물질이다. 알레르겐의 예에는 집먼지 마우스, 동물의 비듬, 곰

팡이, 꽃가루, 돼지풀, 라텍스, 말벌독액 및 곤충 유래 알레르겐류 및 이들의 조합이 있다.

생리 활성 거대 분자에는 알파-1-안티트립신, 스테로이드, 뼈다공증 치료 약물, 혈액 응고 인자, 항암 약물, 항생제, 치료

용 항체, 리파아제, 베타-차단제, 항천식, 항감각 올리고뉴클레오티드, 호흡용 DNase 효소 및 기타 질병, 항염증 약물, 항

바이러스, 항고혈압, 항 부정맥 약물과 같은 심장병 치료제 및 유전자 치료제, 이뇨제, 헤파린과 같은 항 응고 화학 및 이들

의 조합 등의 모든 치료제를 포함한다. 상기 약품은 천연 분리되거나, 합성되거나, 화학적 또는 생물학적 약품일 수 있다.

상기 인산칼슘 나노 입자는 피막을 더 포함할 수 있다. 예를 들어, 생리 활성 거대 분자로 피포되거나, 피포되고, 포화된 나

노 입자는 셀룰로오스 아세테이트 프탈레이트, 유드라짓(Eudragit) 및 아구아테릭(Aquateric) 등의 장용 고분자로 피복된

다. 장용피의 공정은 당해 기술 분야에 잘 기술되어 있고, 본 명세서에서 참조로서 혼입되어 있다 (Beyger et al., J.

Pharm. Sci.75:573-578 (1986); Maharaj et al., J. Pharm. Sci. 73:39-42 (1984)).

또한, 본 발명은 인산칼슘 나노 입자의 코어 및 코어 입자 내에 캡슐화된 생리 활성 거대 분자를 포함하며, 이중 생리 활성

거대 분자가 핵산, 폴리뉴클레오티드, 단백질 또는 폴리펩티드라는 전제하에 코어 입자의 평균 입자 크기 (직경)는 약 300

nm 미만인 인산칼슘 나노 입자를 제공한다. 또한, 본 발명은 인산칼슘 나노 입자의 코어 및 코어 입자 내에 캡슐화된 생리

활성 거대 분자를 포함하며, 이중 생리 활성 거대 분자는 항체인 경우 코어 입자의 평균 입자 크기 (직경)는 약 300 nm 이

하인 인산칼슘 나노 입자를 제공한다.

또한, 본 발명은 본 명세서에 기재된 인산칼슘 나노 입자 및 약학적으로 허용 가능한 담체를 포함하는 약학 조성물을 제공

한다. 적절한 담체 및 이들의 제형은 당해 기술 분야에 알려져 있고, Remington, The Science and Practice of Pharmacy

20th Ed. Mack Publishing, 2000에 기재되어 있다. 약학 조성물은 용액, 캡슐, 알약, 분말 및 분무 약제의 형태로 제작될

수 있고, 경구 전달용, 점막 전달용, 또는 안구 표면에 전달용으로 적합한 형태로 제작될 수 있다. 상기 조성물은 완충액, 보

존제, 비이온성 계면 활성제, 용해 보조제, 안정화제, 완화제, 윤활제 및 강직제 등의 기타 성분을 함유할 수 있다. 상기 조

성물은 거대 분자의 방출을 조절하기 위하여 제작될 수 있다.

B. 인산칼슘 나노 입자의 제조 방법

본 발명은 또한 a) 칼슘염 수용액을 담즙산을 함유하는 표면 개질제의 존재하에 인산염 수용액과 접촉시키는 공정과 b) 목

적하는 크기의 인산칼슘 입자를 얻을 때까지 상기 용액을 혼합하는 공정과 c) 입자를 회수하는 공정을 포함하는, 1개 이상

의 인산칼슘 입자를 제조하는 방법을 제공한다.

본 발명의 인산칼슘 나노 입자는 통상적으로 수용액 배지 중에서 가용성 칼슘염을 좋기로는 담즙산을 함유하는 표면 개질

제의 존재하에 가용성 인산염과 현탁함으로써 제조된다.
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일부 실시 상태에 있어서, 농도가 약 1 mM 내지 약 100 mM인 2 염기성 인산나트륨의 증류수 용액과 농도가 0.01-1%

(w/v)인 데옥시콜레이트와 같은 표면 개질제를 제조하고, 관(vessel) 중에서 혼합하였다. 일부 실시 상태에 있어서, 1-

30% (w/v) 농도를 가지는 폴리에틸렌 글리콜 등의 기타 부형제 또한 포함한다.

용액의 pH는 인산염 완충계에 의하여 조절된다. pH가는 나노 입자의 크기에 영향을 미치고, 피포되는 거대 분자의 요구되

는 안정성과 양립해야 한다.pH 가는 약 4.0 내지 약 9.0 또는 더욱 바람직하게는 약 5.0 내지 약 8.0일 수 있다.

입자 크기는 칼슘, 인산염 및 거대 분자를 비롯한 다양한 성분의 농도에 의하여 영향을 받는다. 일반적으로, 칼슘 또는 인

산염의 농도는 더 높고, 나노 입자는 더 크다. 나노 입자를 생성하기 위하여, 농도가 1 mM 내지 약 100 mM인 염화칼슘 등

의 칼슘염의 수용액을 전술한 인산염의 수용액과 혼합하였다. 인산칼슘 나노 입자의 생성을 가리키는 혼탁도가 바로 형성

되었다. 혼합은 일반적으로 1분 내지 1시간 동안, 또는 더 길게 (예를 들어, 2-48시간) 걸린다. 입자의 크기는 혼합 속도가

증가하거나 초음파 처리함으로써 감소될 수 있다.

생성된 인산칼슘 나노 입자는 추가로 회수되고, 회수되거나 정제될 수 있다. 일부 실시 상태에 있어서, 캡슐화된 거대 분자

를 함유하는 생성된 인산칼슘 나노 입자는 원심 분리에 의하여 회수된다. 용액을 3000-1000 x g에서 5-15분 동안 원심

분리하고, 수집된 나노 입자를 진공 상태에서 건조시킨다. 일부 실시 상태에 있어서, 캡슐화된 거대 분자를 함유하는 형성

된 인산칼슘 나노 입자를 여과에 의하여 회수하였다. 용액을 진공 상태의 뷔셀 깔대기 (buchel funnel) 등의 여과기에 첨가

한다. 20 nm의 아노디스크(Anodisc)막 등의 여과막은 나노 입자를 회수하는데 이용될 수 있고, 추가로 진공 상태에서 건

조시킨다.

본 발명의 입자는 생리 활성 거대 분자의 포집율을 증가시키기 위하여 담즙산을 함유하는 표면 개질제의 존재하에 생성된

다. 본 발명에서 사용되는 담즙산의 예에는 콜레이트, 데옥시콜레이트, 타우로콜레이트, 글리코콜레이트, 타우로데옥시콜

레이트, 우르소데옥시콜레이트, 타우로우르소데옥시콜레이트 또는 체노데옥시콜레이트가 있다. 담즙산의 농도는 일반적

으로 0.01% 내지 5%이다. 일반적으로, 상기 공정은 입자의 피복율이나 포화율을 실질적으로 높이게 될 것이다. 예를 들

어, 표면 개질제가 없는 경우 인슐린 부하율이 50-60%인 반면에, 동일한 조건에서 표면 개질제의 존재하에 인슐린 부하율

은 100%에 이를 수 있다.

생리 활성 거대 분자를 함유하는 나노 입자의 부하는 담즙산과 부형제의 존재하에 인산염 용액과 결합시키거나 혼합하기

전에 혼입되는 생리 활성 거대 분자와 칼슘염 수용액을 혼합하거나, 또는 담즙산과 부형제의 존재하에 인산염 용액과 결합

시키거나 혼합하기 전에 혼입되는 생리 활성 거대 분자와 인산염 수용액을 혼합함으로써 수행하는 것이 좋다. 피포되는 생

리 활성 거대 분자의 농도는 약 0.1-20 mg/㎖일 수 있다. 나노 입자는 적당한 시간 동안, 일반적으로 1분 내지 1시간 동안

유지된다. 나노 입자는 원심 분리나 여과에 의하여 현탁액으로부터 분리될 수 있고, 그 다음 진공 상태에서 건조시킨다.

본 발명의 나노 입자는 예를 들어, 장용피로 피복될 수 있다. 장용피 공정 및 물질은 당해 기술 분야에 잘 알려져 있고, 실행

되고 있는 것이다. 서로 다른 장용 고분자의 선택이 거대 분자의 약물 동태학적 거동과 위장관의 표적 지역의 변화를 일으

킬 수 있다는 것은 잘 알려져 있다.

일부 실시 상태에 있어서, 생리 활성 거대 분자로 캡슐화된 인산칼슘 나노 입자는 장용 고분자 용액에 현탁된다. 주로 흔히

사용되는 용매는 아세톤, 에탄올 또는 이들의 조합이다. 예를 들어, 나노 입자는 10-100 mg/㎖의 농도로 현탁될 수 있다.

고분자와 코어 나노 입자의 피복율은 3:1 내지 0.5:1, 또는 바람직하게는 2:1 내지 1:1일 수 있다. 나노 입자는 가벼운 초

음파 처리에 의하여 분산될 수 있고, 1-5 x 부피의 파라핀 오일을 혼합물에 첨가할 수 있다. 보텍스 또는 초음파처리에 의

하여 혼합을 완료한 후에, 2-10 x 부피의 클로로포름을 피복 고분자를 경화시키기 위하여 첨가할 수 있다. 피복된 입자는

와트만 Chr 3MM 등의 여과지에 의하여 회수될 수 있고, 클로로포름으로 세척할 수 있다. 회수된 산물은 진공 상태에서 추

가로 건조시킬 수 있고, 균일한 크기로 분쇄할 수 있다.

일부 실시 상태에 있어서, 인산칼슘 나노 입자를 농도가 20-100 mg/㎖인 장용 고분자 용액에 현탁시키고, 나노 입자에 대

한 고분자의 피복율은 2:1 내지 1:1이다. 현탁액을 가볍게 초음파 처리하고, 장용 고분자를 용해시키지 않는 용매와 장용

고분자를 용해시키는 용매를 함유하는 미셀에 바로 첨가한다. 혼합물과 분산 용매 사이의 부피비는 1:10 내지 500:1이다.

입자를 와트만 Chr 3MM과 같은 여과지 상에서 여과하여 회수한다. 입자를 진공 상태에서 건조시키고, 균일한 크기로 분

쇄한다.

본 발명의 입자는 기타의 표면 개질제와 함께 더 피복되거나 포화되거나, 이들 둘 다를 행할 수 있다. 본 발명의 용도에 적

합한 상기 표면 개질제에는 거대 분자를 변성시키지 않고 입자에 생리 활성 거대 분자를 포집 또는 결합시키는 것을 촉진
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하는 물질을 포함한다. 표면 개질제로서 적합한 예는 미국 특허 제5,460,830호, 제5,462,751호, 제5,460,831호 및 제

5,219,577호에 기재되어 있다. 적합한 표면 개질제의 다른 예로는 미국 특허 제5,219,577호에 기재된 셀로비오스 또는

올리고뉴클레오티드 등의 염기성 당 또는 개질된 당이 있다. 또한, 적합한 표면 개질제에는 탄수화물, 탄수화물 유도체가

있고, 예를 들어, 미국 특허 제5,460,830호에 기재된 바와 같이 --OH 사이드기가 풍부한 탄수화물류를 함유하는 기타의

거대 분자가 적절한 표면 개질제로서 좋다.

인산칼슘 입자의 피복은 인산칼슘 코어 입자의 현탁액에 셀로비오스 또는 PEG (예를 들어, 약 292 mM) 등의 표면 개질제

의 원액을 약 1 ㎖의 원액 대 약 20 ㎖의 입자 현탁액의 비율로 첨가함으로써 제조될 수 있다. 혼합물을 섞을 수 있고, 적어

도 부분적으로 피복된 코어 입자를 형성하기 위하여 밤새 방치한다. 일반적으로, 상기 공정은 일부 부분적으로 피복되거나

피복되지 않은 입자가 존재하더라고, 입자의 피복을 실질적으로 완료시킬 것이다.

C. 인산칼슘 나노 입자를 이용하는 방법

본 발명은 또한 생리 활성 거대 분자를 필요로 하는 객체의 치료 방법으로서, 상기 방법은 본 명세서에 기재된 인산칼슘 나

노 입자를 함유하는 약학 조성물을 객체에게 투여하는 것을 포함한다.

본 발명의 조성물의 투여는 경구 투여, 정맥 투여, 흡입하여 투여, 동맥 투여, 근육 내 투여, 심장 내 투여, 뇌실 내 투여, 비

경구 투여, 경막 내 투여, 그리고 복막 내 투여를 비롯한 당해 기술 분야에서 알려진 모든 방법일 수 있다.

정맥 등으로 전신에 투여되거나, 국소적으로 투여될 수 있다. 본 발명의 나노 입자 및 약학 조성물은 필요로 하는 객체에게

투여될 수 있다. "객체"는 포유류, 더욱 바람직하게는 인간이다. 포유류에는 농경용 가축 (소 등), 운동용 동물, 애완 동물

(고양이, 개, 말 등), 영장류, 마우스 및 래트가 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

일부 실시 상태에 있어서, 약학 조성물은 인슐린으로 캡슐화된 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자를 포함한다. 약학 조성물

은 당뇨병 또는 고혈당증을 치료하기 위하여 객체에게 용액, 캡슐, 알약 및 분말의 형태로 경구 투여될 수 있다.

일부 실시 상태에 있어서, 약학 조성물은 인터페론으로 캡슐화된 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자를 포함한다. 약학 조성

물은 바이러스 감염, 암 및 자가 면역 질환을 치료하기 위하여 객체에게 용액, 캡슐, 알약 및 분말의 형태로 경구 투여될 수

있다.

일부 실시 상태에 있어서, 약학 조성물은 적혈구 생성 인자로 캡슐화된 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자를 포함한다. 약학

조성물은 빈혈 또는 적혈구치 상승을 치료하기 위하여 객체에게 용액, 캡슐, 알약 및 분말의 형태로 경구 투여될 수 있다.

일부 실시 상태에 있어서, 약학 조성물은 G-CSF로 캡슐화된 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자를 포함한다. 약학 조성물은

화학요법 또는 기타의 이유로 발생되는 호중성백혈구감소증을 치료하기 위하여 객체에게 용액, 캡슐, 알약 및 분말의 형태

로 경구 투여될 수 있다.

일부 실시 상태에 있어서, 약학 조성물은 인간 성장 호르몬으로 캡슐화된 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자를 포함한다. 약

학 조성물은 왜소증, 성인 성장 호르몬 결핍, 소모병 및 심각한 상처 등의 성장 호르몬의 보충을 필요로 하는 환경에 처리

하기 위하여 객체에게 용액, 캡슐, 알약 및 분말의 형태로 경구 투여될 수 있다.

일부 실시 상태에 있어서, 약학 조성물은 부갑상샘 호르몬 (PTH)으로 캡슐화된 장용 피복된 인산칼슘 입자를 포함한다.

약학 조성물은 객체에게 용액, 캡슐, 알약 및 분말의 형태로 경구 투여될 수 있다. 경구 PTH 조성물은 뼈다공증 또는 PTH

투여를 필요로 하는 다른 질환을 치료하기 위하여 사용될 수 있다.

본 발명의 입자는 알레르겐류 또는 기타의 항원 물질을 전달하는데 사용될 수 있다. 일부 실시 상태에 있어서, 약학 조성물

은 알레르겐 또는 항원을 함유하는 캡슐화된 인산칼슘 나노 입자를 포함한다. 약학 조성물은 객체에게 객체 내의 면역 반

응을 유발시키고, 객체에게 알레르겐의 방출을 조절하며, 객체 내의 알레르기 민감 소실을 유도하기 위하여 투여될 수 있

다. 상기 입자는 피하 투여, 흡입을 통한 투여 또는 점막 표면을 관통하여 투여될 수 있다. 상기입자는 스프레이, 분무 약제,

연고, 점안약, 겔, 현탁액, 캡슐, 좌약, 삽입용 탐폰 또는 이들의 조합으로 전달될 수 있다.

본 발명의 입자는 점막 면역 보호, 점막 백신 전달 또는 점막 약물 전달용으로 점막 표면에 생리 활성 거대 분자를 전달하

는데 이용될 수 있다. 생리 활성 거대 분자의 비제한적인 예는 항원 물질, 천연 면역촉진 인자, 면역원성 폴리펩티드를 코
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딩하는 폴리뉴클레오티드 물질, 인슐린 등의 치료 약물 또는 점막 표면에 투여하는 경우 치료 효과를 나타낼 수 있는 기타

의 모든 조성물 중 1개 이상을 포함한다. 입자는 모든 생리학적으로 허용 가능한 부형제와 복합시킬 수 있고, 경구, 폐내,

비강, 직장 또는 안구 등의 점막 표면을 통하여 투여될 수 있다.

본 발명의 입자는 안구 질환을 치료하기 위하여 안구 표면에 생리 활성 거대 분자를 전달하는데 사용될 수 있다. 예를 들

어, 치료용 단백질 또는 펩티드 또는 치료 효과를 낼 수 있는 기타의 성분은 입자 내에 피포될 수 있고, 안구 표면에 투여될

수 있다. 안구 질환 또는 치료될 수 있는 조건으로 녹내장, 포도막염, 색소성 망막염, 황반 변성, 망막병증, 망막 혈관 질환

및 기타의 혈관 기형, 안구내염, 감염성 질환, 비감염 질환이 아닌 염증, 안구 허혈 증상, 주변 맥락 망막 변성, 망막 변성,

맥락막 장애 및 종양, 유리체 장애, 및 염증성 시각 신경병증을 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.

다음의 실시예는 예시적인 목적으로만 기재되어 있고, 본 발명의 범위를 제한하고자 하는 것은 아니다. 인산칼슘 나노 입

자는 본원에서 상세하게 서로 다른 실시예에서 제조될 수 있다. 다음의 비제한적인 실시예는 서로 다른 실시예의 전형적인

결과를 나타내고 있다.

실시예

실시예 1

인산칼슘 나노 입자가 부하된 소혈청 알부민 (BSA)의 제작

초음파 처리에 의한 인산칼슘 입자의 제조

200 밀리그램의 폴리에틸렌 글리콜 (PEG, MW 10000, 플루카) , 23.2 mg의 BSA, 1 ㎖의 125 mM Na2HPO4, 3 ㎖의

BBS 용액 (1.4 mM Na2HPO4, 10 mM KCl, 12 mM 포도당, 275 mM NaCl 및 40 mM BES를 함유, pH 6.964)을 20 ㎖의

수용액에 용해시켰다. 상기 용액의 OD280은 0.615이었다. 진탕하면서, 0.3 ㎖의 2.5 M CaCl2를 첨가하였다.

곧바로 침전이 일어났고, 밤새 실온에서 진탕하였다. 혼합물을 15분 동안 초음파 처리하고, 15분 동안 8000 rpm에서 스핀

다운하였다. 수집된 입자를 진공 상태에서 건조시키고, 회수율을 측정하였다. 상청액의 OD280은 0.084이었다. 포집율은

다음의 식에 의하여 측정하였다.

효율 (%) = [1 - 상청액의 OD280/개시 용액의 OD280] x 100

이 경우, 포집율은 86%이었다.

인산칼슘 입자로부터 BSA 방출 지수를 구하였다. 20.6 mg의 BSA로 부하된 인산칼슘 입자에 20 ㎖의 인산염완충식염수

(PBS)를 첨가하였다. 혼합 후에, 22 마이크로-원심관을 각각 0.8 ㎖의 알리코트로 세팅하였다. 모든 알리코트는 37℃에

서 진동시켰다. 아래의 표 1에서 나타내는 각 시점에서, 알리코트 3개 튜브를 취하여 10분 동안 14000 rpm에서 스핀 다운

하였다. 상청액을 제거하고, OD280을 측정하였으며, 데이터는 표 1에 나타내었다. 인산칼슘 입자로부터 BSA 방출은 본

질적으로 PBS 중에서 4-8시간 후에 완료되었다.

표 1

인산칼슘 입자로부터 BSA 방출 지수

시간 (시) 0.5 1 2 3 4 8 24

평균 OD280 0.059 0.089 0.154 0.159 0.183 0.193 0.174

초음파 처리 없이 BSA-부하된 인산칼슘 나노 입자의 제조

200 밀리그램의 폴리에틸렌 글리콜 (PEG, MW 10000, 플루카) , 10 mg의 BSA, 1 ㎖의 125 mM Na2HPO4, 3 ㎖의 BBS

용액을 20 ㎖의 수용액에 용해시켰다. 상기 용액의 OD280은 0.350이었다. 진탕하면서, 0.3 ㎖의 2.5 M CaCl2를 첨가하

였다.
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곧바로 침전이 일어났고, 입자를 15분 동안 8000 rpm에서 스핀 다운하여 회수하였다. 수집된 입자를 진공 상태에서 건조

시켰다. 상청액의 OD280은 0.224이었고, 포집율은 36%이었다.

데옥시콜레이트의 존재하에 BSA-부하된 인산칼슘 나노 입자의 제조

200 밀리그램의 폴리에틸렌 글리콜 (PEG, MW 10000, 플루카) , 10 mg의 BSA, 1 ㎖의 125 mM Na2HPO4, 3 ㎖의 BBS

용액 및 40 mg의 데옥시콜레이트를 20 ㎖의 수용액에 용해시켰다. 상기 용액의 OD280은 0.296이었다. 진탕하면서, 0.3

㎖의 2.5 M CaCl2를 첨가하였다.

곧바로 침전이 일어났고, 입자를 15분 동안 8000 rpm에서 스핀 다운하여 회수하였다. 수집된 입자를 진공 상태에서 건조

시켰다. 상청액의 OD280은 0.084이었고, 포집율은 72%이었다.

상기 두 가지 실시예는 데옥시콜레이트가 동일한 조건 하에서 실질적으로 피복율을 촉진한다는 것을 나타낸다.

여과에 의한 BSA-부하된 인산칼슘 나노 입자의 제조

1 그램의 폴리에틸렌 글리콜 (PEG, MW 10000, 플루카), 40 mg의 BSA, 12 mM의 인산나트륨, pH 6.6, 및 160 mg의 소

듐 데옥시콜레이트를 20 ㎖의 수용액에 용해시켰다. 데옥시콜레이트를 첨가 전에 1 ㎖의 에탄올에 용해시켰다. OD280은

1.349이었다. 진탕시키면서, 20 ㎖의 72 mM CaCl2를 첨가하였다. 2분 후에, 혼합물을 20 nm의 아노디스크(Anodisc)막

상에서 여과하였다. 막을 진공 상태에서 건조시키고, 칼슘 나노 입자를 회수하였다. 여과액의 OD280은 0.142이고, 피포

(披包)율은 82%이었다.

실시예 2

장용 피복된 인산칼슘 나노 입자가 부하된 적혈구 생성 인자 (EPO)의 제작

EPO 시료 (1.2 mg/㎖에서 1 ㎖)를 4 ℃에서 밤새 1 L의 물에 투석하였고, 최종 부피는 1.3㎖이었다. 400 mg의 PEG

(MW 10000, 플루카), 1.3 ㎖의 EPO, 6 ㎖의 BBS, pH 6.964 및 2 ㎖의 125 mM Na2HPO4를 총 40 ㎖의 용액으로 혼합

하였다. OD280은 0.070이었다. 진탕하면서, 600 ul의 2.5 M CaCl2를 첨가하였다. 곧바로 침전하였고, 실온에서 1시간

동안 계속하여 진탕하였다.

상기 용액을 8000 g에서 10분 동안 스핀 다운하여, 입자를 수집하였다. 용액의 OD280은 0.033으로 측정되었고, 모든 입

자를 진공 상태에서 건조시켰다. 포집율은 53%로 평가되었다.

EPO 부하된 인산칼슘 나노 입자를 0.5 ㎖의 10% 셀룰로오스 아세테이트 프탈레이트 상에서 아세톤:에탄올 (95:5)로 현탁

하였다. 1.5 ㎖의 파라핀 오일을 첨가하고, 보텍스로 혼합한 후, 6 ㎖의 클로로포름을 첨가하였다. 입자를 와트만 여과지

(Chr 3mm)로 회수하고, 클로로포름으로 세척하였다. 입자를 진공 상태에서 건조시키고, 균일한 크기로 분쇄하였다.

EPO 부하는 인산칼슘 나노 입자로 피복된 1 mg의 입자를 취함으로써 측정하였고, 실온에서 4시간 동안 0.5 ㎖의 PBS 상

에서 재현탁시켰다. 14000 rpm에서 스핀 다운한 후에, 상청액 중의 EPO 농도를 공업용 ELISA 키트 (R&D 시스템)로 측

정하였다. EPO 부하는 3600 IU/mg이었다.

실시예 3

장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내의 구강 적혈구 생성 인자의 생체 내 활성

장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내의 구강 EPO 활성을 보통 BalB/c 마우스 중에서 적혈구 용적률을 측정함으로써 평가

하였다.

동물. 9마리의 6-8주령 암컷 Balb/C 마우스를 환기되는 우리에 넣었다. 음식과 물을 리브리움으로 공급하였다. 광주기를

매 12시간으로 세팅하였다.
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처리. 임의로 3마리의 마우스를 한 개의 그룹으로 하여 세 그룹으로 나누었다. 매개군(vehicle group)을 0.5 ㎖의 매개

(vehicle) 용액(10 mM 아세트산 나트륨, pH 4.0)로 5일 동안 매일 한 번씩 가비지(garvage)하였다. 피하 (SC) 주사군을

5일 동안 날마다 한 번씩 매개제 중에서 50 IU EPO로 주사하였다. 구강 그룹은 5일 동안 매일 한 번씩 0.5 ㎖의 매개제 중

에서 1000 IU EPO로 가비지(garvage)하였다. 2일째에 모든 마우스에 10 mg의 철분 덱스트란을 주사하였다. 10일째에,

혈액 시료를 눈 뒤를 뚫어 추출하고, 모세 시험관을 혈액 시료를 수집하는데 사용하였다. 모세 시험관을 3000 rpm에서 20

분 동안 스핀 다운하였고, 적혈구 용적률 (HCT)은 총 혈액 중 적혈구의 비율로 계산하였다. 그 결과를 아래의 표 2에 나타

내었다. 양방적이고 비평등한 (Two-tailed and unequal) 분산 t-테스트는 엑셀 스프레드시트 프로그램 중에서 빌트-인

기능으로 수행되었다.

표 2

동물에서의 HCT 값

그룹 동물 수 HCT 매개제와의 비교치

매개제 3 0.51±0.01  

SC 3 0.52±0.02 0.41

구장 3 0.55±0.01 <0.05

상기 데이터는 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내에 구강 전달된 EPO가 활성이고, HCT 값이 현저하게 증가 된 것을 나

타내는 것이다.

실시예 4

인산칼슘 나노 입자가 부하되고 장용 피복된 과립 세포군 촉진 인자 (G-CSF)의 제작

데옥시콜레이트의 피막화와 생리 활성의 이중 효과는 다음의 두 가지 실시예에 나타나 있다.

데옥시콜레이트 부존재하에 인산칼슘 나노 입자가 부하된 G-CSF의 제작

1.9 mg/㎖의 시료에서 20 ㎖ G-CSF를 4 ℃에서 밤새 3L의 물에 투석하였고, 최종 G-CSF 농도는 1.5 mg/㎖이었다.

200 mg의 PEG (MW 10000, 플루카), 2.5 ㎖의 G-CSF, 3 ㎖의 BBS, pH 6.964 및 1 ㎖의 125 mM Na2HPO4를 혼합하

고, 20 ㎖의 증류수에 적용하였다. OD280은 0.145이었다. 진탕하면서, 300 ul의 2.5 M CaCl2를 첨가하였고, 곧바로 침전

하였다. 실온에서 10분 동안 계속하여 진탕하고, 입자를 10분 동안 폴리트론 균질기로 균질화하였으며, 8000 g에서 10분

동안 스핀 다운하여 입자를 수집하였다. 상청액의 OD280은 0.033이고, 캡슐화 효율은 77%이다. 입자는 진공 상태에서

건조시켰다.

G-CSF 부하된 인산칼슘 나노 입자를 장용 고분자 셀룰로오스 아세테이트 프탈레이트로 피복하였다. 17 mg의 입자를 아

세테이트 프탈레이트 상에서 95:5 아세톤:에탄올로 현탁하였다. 보텍스로 혼합한 후, 20 ㎖의 파라핀 오일을 진탕하면서

첨가하고, 7.5 ㎖의 클로로포름을 1분 후에 첨가하였다. 피복된 입자를 와트만 여과지 (Chr 3mm)로 여과하여 회수하고,

클로로포름으로 세척하였다. 입자를 진공 상태에서 건조시키고, 균일한 크기로 분쇄하였다.

데옥시콜레이트의 존재하에 G-CSF 부하된 인산칼슘 입자의 제작

200 mg PEG (MW 10000, 플루카), 2.5 ㎖ GCSF, 65.9 mg 데옥시콜레이트, 3 ㎖ BBS 용액, pH 6.964 및 1 ㎖의 125

mM Na2HPO4를 용해시켜 20 ㎖로 하였다. 데옥시콜레이트를 첨가 전에 1 ㎖의 에탄올에 용해시켰다. OD280은 0.106이

었다. 진탕시키면서, 300 ul의 2.5M CaCl2를 첨가하였고, 곧바로 침전이 일어났다. 10분 동안 계속 진탕하면서, 입자를 5

분 동안 폴리트론 균질기로 균질화하였으며, 8000 g에서 10분 동안 스핀 다운하여 입자를 회수하였다. 상청액의 OD280

은 0.008이고, 캡슐화 효율은 92%이다. 입자는 진공 상태에서 건조시켰다.
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G-CSF 부하된 인산칼슘 나노 입자를 장용 고분자 셀룰로오스 아세테이트 프탈레이트로 피복하였다. 58 mg의 입자를

1.2 ㎖의 5% 아세테이트 프탈레이트 상에서 95:5 아세톤:에탄올로 현탁하였다. 보텍스로 혼합한 후, 20 ㎖의 파라핀 오일

을 진탕하면서 첨가하고, 7.5 ㎖의 클로로포름을 1분 후에 첨가하였다. 피복된 입자를 와트만 여과지 (Chr 3mm)로 여과

하여 회수하고, 클로로포름으로 세척하였다. 피복된 입자를 진공 상태에서 건조시키고, 분쇄하였다.

실시예들은 입자가 데옥시콜레이트의 존재하에 제조되는 경우 포집율이 현저하게 개선될 수 있다는 것을 증명하였다.

실시예 5

장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내의 구강 G-CSF의 생체 내 활성

구강 G-CSF의 활성을 보통 Balb/C 마우스에 처리한 후의 백혈구 수를 세어 측정하였다.

동물. 18마리의 6-8주령 암컷 Balb/C 마우스를 환기되는 우리에 넣었다. 음식과 물을 리브리움으로 공급하였다. 광주기

를 매 12시간으로 세팅하였다.

처리. 마우스를 임의로 4개의 그룹으로 나누었다. 매개군과 SCG군은 각각 4마리의 마우스를, CAP군과 CAPD군은 각각 5

마리의 마우스로 하였다. 매개군은 0.5 ㎖의 10 mM NaAc, pH 4.0으로 처리하였다. SCG는 매개제로 100 ug/kg G-CSF

을 0.1 ㎖ 피하 주사하였다. CAP군은 2 mg/kg G-CSF에서 1 ㎖의 매개제로 장용 피복된 인산칼슘 입자 내에 구강 G-

CSF로 처리하였다. CAPD는 데옥시콜레이트의 존재하에 제조된 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내의 구강 G-CSF이다.

복용량은 CAP군과 같다.

마우스를 4일 동안 매일 처리하고, 혈액 시료를 5일 째에 추출하여 백혈구의 총 수를 측정하였다. 적혈구를 용해시키고, 총

백혈구 수를 현미경을 이용하여 측정하였다. 데이터는 t-테스트의 빌트-인 기능을 가지는 엑셀 스프레드시트 프로그램을

이용하여 분석하였다.

표 3

총 백혈구 수의 측정

군 동물 수 WBCxE6 P vs V p vs SCG

매개 4 3.36±0.82   

SCG 4 5.40±0.76 <0.05  

CAP 5 5.74±0.24 <0.05 0.64

CAPD 5 7.42±0.75 <0.01 <0.05

상기 테이터는 주사된 G-CSF와 구강 운반된 G-CSF의 백혈구 수가 현저하게 높다는 것을 나타낸다. 또한, 데옥시콜레이

트의 존재하에 제조된 인산칼슘 나노 입자는 G-CSF 활성을 더 나타내고, 데옥시콜레이트가 없는 경우보다 백혈구 수가

더 높다.

실시예 6

장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내의 구강 G-CSF의 생물학적 동등성(Bio-Equivalency)

동물. 10마리의 8-10주령 난소 적출 래트(Sprague-Dawley rat)를 환기되는 우리에 넣었다. 음식과 물을 리브리움으로

공급하였다. 광주기를 매 12시간으로 세팅하였다.

처리. 임의로 래트를 2 마리의 매개군 (V), 4마리의 주사군 (G) 및 구강 G-CSF 처리군 (D)의 세 그룹으로 나누었다. 처리

일람표 하기의 표 4에 기재하였다. V는 10 mM NaAc, pH 4.0의 매개군이고, G는 피하 주사군이다. D는 데옥시콜레이트

의 존재하에 제조된 장용 피복된 인산칼슘 입자 내의 구강 G-CSF이다.

표 4
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처리 일람표

군 경로 부피 복용량

V 구강 1 ml  

G 피하 100 ul 200 ug/kg

D 구강 1 ml 2 mg/kg

래트를 처리하고, 혈액 시료를 미리 계획된 시점인 0, 4, 8, 12 및 26 시간째에 추출하였다. 적혈구를 용해시키고, 총 백혈

구 수를 현미경을 이용하여 측정하였다.

도 1은 각 시점에서의 백혈구 수를 나타낸다. 주사된 G-CSF와 구강 전달된 G-CSF에 대한 커브 아래의 면적을 측정하였

고, 구강 전달된 G-CSF의 생물학적 동등성은 피하 경로의 8.5%로 평가되었다.

실시예 7

인산칼슘 나노 입자가 부하된 장용 피복된 인터페론 알파(IFN)의 제작

400 mg PEG (MW 10000, 플루카), 1.3 ㎖ IFN, 6 ㎖ BBS 용액, pH 6.964 및 2 ㎖ 125 mM Na2HPO4를 총 40 ㎖의 수용

액으로 혼합하였다. OD280은 0.082이었다. 진탕하면서, 600 ul의 2.5 M CaCl2를 첨가하더니, 곧바로 침전이 일어났다.

실온에서 10분 동안 계속하여 진탕하고, 입자를 10분 동안 초음파 처리하고, 8000 g에서 10분 동안 스핀 다운하였다. 상

청액의 OD280은 0.033이었다. 캡슐화 효율은 60%이다. 입자는 진공 상태에서 건조시키고, 35.2 mg의 입자를 회수하였

다.

인산칼슘 나노 입자가 부하된 IFN을 장용 고분자 셀룰로오스 아세테이트 프탈레이트로 피복하였다. 32mg의 입자를 640

ul 5% 셀룰로오스 아세테이트 프탈레이트 상에서 95:5 아세톤:에탄올로 현탁하였다. 보텍스로 혼합한 후, 20 ㎖의 파라핀

오일을 진탕하면서 첨가하고, 7.5 ㎖의 클로로포름을 1분 후에 첨가하였다. 피복된 입자를 와트만 여과지 (Chr 3mm)로

여과하여 회수하고, 클로로포름으로 세척하였다. 입자를 진공 상태에서 건조시키고, 분쇄하였다.

실시예 8

장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내의 구강 IFN의 생체 이용율 (Bio-Availability)

동물. 2마리의 8-10주령 난소 적출 래트(Sprague-Dawley rat)를 환기되는 우리에 넣었다. 음식과 물을 리브리움으로 공

급하였다. 광주기를 매 12시간으로 세팅하였다.

처리. 한 마리의 래트를 100 ul 10 mM NaAc, pH 4.0의 피하 주사를 통하여 1.6백만 IU IFN를 처리하였다. 다른 래트는 1

㎖의 매개 용액 중의 인산칼슘 입자 내에 16백만 IU IFN로 가비지하였다.

혈액 시료를 미리 계획된 시점인 -0.5, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24시간째에 추출하였다. 혈청을 ELISA 분석을

위하여 저장하였다.

도 2는 각 시점에서의 혈청 IFN 수준을 나타낸다. 주사된 IFN와 구강 전달된 IFN에 대한 커브 아래의 면적을 측정하였고,

구강 전달된 IFN의 생체 이용율은 피하 경로의 10.2%로 평가되었다.

실시예 9

인산칼슘 나노 입자가 부하된 장용 피복된 인슐린의 제작

후물린(Humulin; 엘리 릴리)을 약국에서 구입하였다. 180 ㎖의 인슐린 시료 (642 mg)를 세파덱스 G-25 컬럼 (4.6 cm x

100 cm, 1.7 L 베드 부피)와 함께 증류수로 교체하였다. OD280을 관찰하고, 제1 최고점 (first peak)을 수집하였다. 총

300 ㎖ 시료를 회수하였고, OD280은 2.022이었다.
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5 g PEG (MW 10000, 플루카), 600 mg 인슐린, 1.6 g 데옥시콜레이트, 40 ㎖ BBS 용액, pH 6.964, 19.2 ㎖의 125 mM

Na2HPO4를 총 40 ㎖의 수용액으로 혼합하고, 증류수로 400 ㎖로 조절하였다. 데옥시콜레이트를 첨가 전에 10 ㎖ 에탄올

로 용해시켰다. OD280은 1.868이었다. 진탕하면서, 600 ul의 2.5 M CaCl2를 첨가하더니, 곧바로 침전이 일어났다. 데옥

시콜레이트를 첨가 전에 10 ㎖의 에탄올에 용해시켰다. OD280은 1.868이었다. 진탕시키면서, 400 ㎖의 36 mM CaCl2를

혼합하고, 생성된 입자를 20 nm의 아노디스크(Anodisc)막 상에서 곧바로 여과하였다. 여과액의 OD280은 0.022이고, 피

포(披包)율은 98.2%이었다. 입자를 진공 상태에서 건조시켰고, 회수된 총 입자량은 1.8 g이었다.

블랭크(blank) 나노 입자를 단백질 성분의 결핍을 제외하고는 동일한 공정에 의하여 제조하였다. 인산칼슘 나노 입자로 부

하된 인슐린과 블랭크 인산칼슘 나노 입자로 부하된 인슐린 모두를 재료 실험 연구실 (Material Testing Labs)에서 주사

식(走査式) 전자 현미경 (SEM)에 놓았다. SEM의 이미지를 도 3A 및 도 3B에 나타냈다. 블랭크 인산칼슘 나노 입자는 평

균 직경 200 nm의 구형, 단분산(單分 散)형 및 오목형이었다 (도 3A). 대조적으로, 인산칼슘 나노 입자가 부하된 인슐린은

평균 직경 약 70 nm의 구형과 단분산형태였다 (도 3B).

장용피(enteric coating)의 경우 0.5 g의 인산칼슘 나노 입자가 부하된 인슐린을 0.5 g의 셀룰로오스 아세테이트 프탈레

이트를 함유하는 5 ㎖ 아세톤:에탄올 (95:5)로 현탁하였다. 혼합 후, 15 ㎖의 파라핀 오일을 첨가하고 혼합한 후, 50 ㎖의

클로로포름을 첨가하였다. 입자를 와트만 여과지 (Chr 3mm)로 수집하고, 클로로포름으로 세척하였다. 입자는 진공 상태

에서 건조시키고, 균일한 크기로 분쇄하였다. 인슐린 농도는 실온에서 3시간 동안 1 ㎖의 PBS 내에 입자 1 mg으로부터

방출 인슐린을 취하여 측정하였다. 14000 rpm에서 스핀 다운한 후에, 상청액 중의 EPO 농도를 공업용 ELISA 키트 (R&D

시스템)로 측정하였다. EPO 부하는 3600 IU/mg이었다. 표준적으로 인슐린을 포함하는 로우리 단백질 분석법 (Lowry

protein assay)을 방출 매질 내의 인슐린 농도를 측정하는데 이용하였다.

실시예 10

장용피 인산칼슘 나노 입자 내의 구강 인슐린의 생물학적 동등성

동물 모델. 35마리의 8-10주령 난소 적출 래트를 환기되는 우리에 넣었다. 음식과 물을 리브리움으로 공급하였다. 광주기

를 매 12시간으로 세팅하였다.

래트에 20 mM 구연산 완충액 중의 스트렙토조신 60 mg/kg을 복강내 주사하고, pH 4.5. 1 ㎖의 5% 포도당을 스트렙토조

신 이후 8시간째에 복강 내 주이하였다. 2주 후, 공복 혈당 수준을 측정하였다. 공복 혈당은 24 마리의 래트 중에서 >300

mg/D이었고, 이들은 후속 실험에 이용하였다.

처리. 임의로 16마리의 래트를 세 그룹으로 나누었다. 인슐린 용액군 (OI-50, "대조")과 인슐린 주사군 (SCI-5, "주사") 양

쪽은 각각 4마리의 당뇨병 래트로 이루어졌다. 처리군 (PO-50, "구강")은 8 마리의 래트로 이루어졌다. 대조군은 0.5 ㎖의

매개 용액 중에서 50IU 인슐린/kg을 구강으로 주입하였다. 주사군은 0.5 ㎖의 매개제 중 5 IU 인슐린/kg을 피하 주사하였

다. 구강군은 0.5 ㎖의 매개 용액 중 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내에 형성된 50 IU 인슐린/kg을 구강으로 주입하였

다. 매개 용액은 10 mM 아세트산, pH 4.0 중 2% 카르복시메틸-셀룰로오스이었다.

표 5

인슐린 처리 일람표

군 경로 동물 수 부피 복용량

OI-50 (대조) 구강 4 0.5 ml 50 IU/kg

SCI-5

(주사)
피하 4 0.5 ml 5 IU/kg

PO-50

(구강)
구강 8 0.5 ml 50 IU/kg

밤새 공복 후에, 래트를 처리하고, 0, 1, 3, 6, 12 및 24시간이 되는 시점에서 꼬리 정맥을 통하여 혈액 시료를 추출하였다.

혈당을 글루코미터 (슈어스텝)로 측정하였다.
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도 4는 당뇨병 래트에 구강 또는 피하 인슐린으로 처리한 후에 각 시점에서 혈당 변화의 백분율을 나타낸다. 피하 인슐린

은 혈당 수준을 빠르게 경감시키고, 12시간 이내에 정상 수치로 회복된다. 인산칼슘 입자로 전달되는 구강 인슐린은 좀 더

완만하고, 혈당 감소율이 긴 것을 나타낸다. 구강 인슐린의 생물학적 동등성은 피하 인슐린에 비하여 12%이었다.

실시예 11

장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내의 구강 인슐린에 의한

건강 지원자의 혈당 감소

장용 피복된 인산칼슘 입자 내의 구강 인슐린의 활성을 측정하기 위하여, 두 명의 건강한 인간 지원자를 실험하였다. 표준

포도당 견딤 검사를 수행하였다. 각 지원자는 12시간 이상 금식하였고, 68 g의 포도당을 주입하였다. 포도당 주입과 관련

하여 -30, 0, 30, 60, 90, 120, 150 및 180분 되는 시점에 슈어스텝 글리코미터로 혈당을 측정하였다. 측정의 두 가지 주

기를 각 지원자에게 수행하였다. 제1 주기는 바세린을 도포하여 표준 포도당 견딤 검사를 하는 것이다. 각 지원자는 제2 측

정 주기 동안 -30분째에 장용 피복된 인산칼슘 입자 내의 200U 구강 인슐린을 취하였다.

첫 번째 지원자의 혈당 변화를 도 5A에 나타냈다. 장용 피복된 인산칼슘 입자를 통하여 전달된 구강 인슐린은 혈당 최고치

및 최저치 모두 감소하였다.

두 번째 지원자의 혈당 변화 백분율을 도 5B에 나타냈다. 장용 피복된 인산칼슘 입자를 통하여 전달된 구강 인슐린은 혈당

최고치가 감소하고, 측정 기간 전체를 통하여 혈당 커브가 저하되었다.

상기 연구는 장용 피복된 인산칼슘 입자 내의 구강 인슐린이 인간 피검자 내의 활성이 있고, 혈당을 감소시킬 수 있음을 나

타낸다. 측정 기간 동안 어떠한 부작용도 기록되지 않았다.

실시예 12

장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내의 구강 인슐린에 의한

당뇨병 환자의 공복 혈당 대조

장용 피복된 인산칼슘 입자 내의 구강 인슐린의 유용성은 당뇨병 환자에게 더 평가하여 보았다. 혈당 수준을 조절하기 위

하여 정기적으로 인슐린으로 치료받는 19명의 유형 II 당뇨병 환자가 본 연구에 지원하였다. 평가의 세 가지 주기를 각 환

자에게 수행하였다.

제1 주기에서, 각 환자는 12시간 이상 금식하였다. 혈당 수준을 다음날 아침에 매 30분마다 측정하였다. 이번 주기에서 바

닥선을 마련하기 위한 치료는 수행하지 않았다.

제2 주기에서, 각 환자는 12시간 이상 금식하였다. 혈당 수준을 다음날 아침에 매 30분마다 측정하였다. 슈어스텝 글리코

미터로 혈당 수준을 측정하였다. 각 환자는 이번 주기에서 0인 시점에 10 IU 후물린 피하 주사하였다.

제3 주기에서, 각 환자는 12시간 이상 금식하였다. 혈당 수준을 다음날 아침에 매 30분마다 측정하였다. 슈어스텝 글리코

미터로 혈당 수준을 측정하였다. 장용 피복된 인산칼슘 입자 내에 100IU 또는 200IU 구강 인슐린을 각 환자에기 이번 주

기에서 0인 시점에 주입하였다.

각 환자의 순서를 무작위로 하고, 구강 인슐린 측정 후에서 다음 주기 전의 세척 기간은 48시간이었다. 연구 후에, 기초 자

료로서 17명의 환자가 유용하였고, 19명의 환자를 인슐린 주사에 대한 자료로서, 6명의 환자가 100 IU 구강 인슐린 치료

에 대한 자료로서, 그리고 11명의 환자를 200 IU 구강 인슐린 치료에 대한 자료로서 활용하였다.

측정된 각 주기의 혈당 변화의 백분율을 도 6에 나타냈다. 치료하지 않은 경우, 혈당 수준은 올라갔고, 관찰 기간 도안 비교

적 안정한 상태를 유지하였다. 인슐린을 주입한 경우에는 혈당이 현저하게 감소하였다. 사실, 7명의 환자는 저혈당증으로
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발전하였고, 그들의 혈당 수준은 50 mg/dL 아래로 떨어졌으며, 구강 포도당으로 치료받아야 했다. 대조적으로, 100 IU 또

는 200 IU 구강 인슐린을 취한 환자는 기초 자료와 비교하여 혈당 수준이 만족할만큼 현저하게 완만한 감소를 보였고, 저

혈당증은 관찰되지 않았다. 또한, 200 IU 구강 인슐린으로 치료한 환자는 혈당이 더욱더 감소하였다.

이번 연구는 장용 피복된 인산칼슘 입자 내의 구강 인슐린이 당뇨병 환자의 혈당 수준을 복용량에 따라 효과적으로 조절할

수 있음을 보여주는 것이다.

실시예 13

인산칼슘 나노 입자 내에 부하된 장용 피복된 인간 성장 호르몬 (hGH)의 제작

hGH 시료를 세파덱스 G-25 제염(除鹽) 컬럼과 함께 증류수로 교체하였다. hGH의 양은 OD280 측정하여 게산하고, 광학

계수는 0.68이었다. 200 mg PEG (MW 10000, 플루카), 84 mg hGH, 12 mM 인산염 및 320 mg 데옥시콜레이트를 40 ㎖

의 용액으로 용해하였다. 측정된 OD280은 1.307이었다. 진탕하면서, 40 ㎖의 72 M CaCl2를 혼합하고, 20 nm의 아노디

스크(Anodisc)막 상에서 여과하여 바로 침전시켰다. 여과액의 OD280은 0.039이었다. 입자를 진공 상태에서 건조시켰고,

포집율은 입자 생성 전후의 OD280 측정치에 의거할때 95%이었다.

장용피(enteric coating)의 경우 인산칼슘 나노 입자가 부하된 300 mg의 hGH을 95:5 아세톤:에탄올인 4 ㎖ 10% 셀룰로

오스 아세테이트 프탈레이트로 현탁하였다. 혼합 후, 6 ㎖의 파라핀 오일을 첨가하고 혼합한 후, 18 ㎖의 클로로포름을 첨

가하였다. 입자를 와트만 여과지 (Chr 3mm)로 수집하고, 클로로포름으로 세척하였다. 입자는 진공 상태에서 건조시키고,

균일한 크기로 분쇄하였다. hGH 농도는 1 ㎖의 PBS에 1 mg의 입자를 첨가하고, 실온에서 3시간 동안 인큐베이션시켜 측

정하였다. 표준적으로 hGH을 포함하는 로우리 단백질 분석법을 방출 매질 내의 hGH 농도를 측정하는데 이용하였다.

실시예 14

장용피 인산칼슘 나노 입자 내의 구강 인간 성장 호르몬에 의한 체중 증가 촉진

장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내의 구강 hGH의 활성을 뇌하수체를 제거한 래트에 대하여 성장 호르몬 활성의 표준 분

석법으로 실험하였다.

동물 모델. 뇌하수체 절제 수술 (타코닉 팜스)을 행한 20마리의 6주령 난소 적출 래트를 환기되는 우리에 넣었다. 음식과

물을 리브리움으로 공급하였다. 광주기를 매 12시간으로 세팅하였다. 각 래트의 체중을 매일 관찰하였다.

처리. 임의로 20마리의 래트를 세 그룹으로 나누었다. 매개군과 주사군은 각각 4마리의 래트로 이루어졌다. 처리군은 12

마리의 래트로 이루어졌다. 매개군은 파라핀 오일로 처리하였다. 래트는 매일 아침 처리하고, 그날 저녁 체중을 측정하였

다.

표 5

hGH 처리 일람표

군 경로 동물 수 부피 복용량

V 구강 4 0.5 ml  

SC20 피하 4 0.5 ml 20 ug/래트/일

PO50 구강 12 0.5 ml 50 ug/래트/일

도 7은 뇌하수체를 제거한 래트 내의 구강 또는 피하 hGH로 처리한 후의 순체중 증가를 나타낸 것이다. 피하 hGH는 실질

적인 순체중 증가를 나타낸 반면, 매개 처리군은 체중이 다소 감소하였다. 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자로 전달된 구강

hGH는 체중이 현저하게 증가하여, 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내의 구강 hGH가 생물학적으로 활성을 가짐을 나타냈

다.

실시예 15
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인산칼슘 나노 입자가 부하된 부갑상샘 호르몬 (PTH)의 제작

부갑상샘 호르몬 1-34 (PTH)을 세파덱스 G-25 제염(除鹽) 컬럼과 함께 증류수로 교체하였다. 400 mg PEG (MW

10000, 플루카), 6 ㎖ BBS 용액, pH 6.964 및 2 ㎖ 125 mM의 Na2HPO4를 총 40 ㎖의 용액으로 혼합하였다. OD280은

0.082이었다. 진탕하면서, 600 ul의 2.5 M CaCl2를 첨가하였다. 곧바로 침전이 일어났고, 입자를 10분 동안 8000 rpm에

서 스핀 다운하였다. 상청액의 OD280은 0.033이었다. 입자를 진공 상태에서 건조시켰다. 포집율은 36%이었다. 포집율은

입자 생성 전후의 OD280 측정치에 의거할때 59%이었다.

실시예 16

인산칼슘 나노 입자가 부하된 다당류 & BCG의 핵산 추출액의 제작

칼메트-구에린 간균 (BCG-PSN)의 다당류 및 핵산 추출액은 면역 조절 작용을 한다. BCG-PSN은 다당류와 핵산 추출액

을 둘 다 함유하며, 화합물의 상기 분류 내의 인산칼슘 나노 입자의 유용성을 증명하기 위하여 사용된다.

BCG-PSN은 쳉두 롱셍 파마소티칼 엘티디. (쳉두, 중국)으로부터 분말 형태로 얻었다. 1 mg BCG-PSN, 50 mg PEG (플

루카, MW 10000), 0.25 ㎖ BBS, pH 6.964 및 0.75 ㎖ 125 mM Na2HPO4를 총 20 ㎖의 용액으로 혼합하였다. OD260은

0.22이고, 다당류 함량은 안트론 방법 (Anthrone method)에 의하여 측정하였다.

진탕하면서, 75 ul의 5 M CaCl2를 첨가하였고, 실온에서 1시간 동안 계속하여 진탕하였다. 입자를 8000 g에서 10분 동안

스핀 다운하였다. 상청액의 OD280은 0.0이고, 다당류 함량은 22.1 ug/㎖이었다. 캡슐화 효율은 핵산 성분에 대하여

100%이고, 다당류 성분에 대하여 약 63%이었다. 입자를 진공 상태에서 건조시켰다.

상기 실시예는 예시적인 목적이고, 본 발명의 범위를 제한하려는 의도는 아니다. 전술한 실시예의 수 많은 변화가 가능하

다. 전술한 실시예에 대한 변형 및 변화가 당업계에서 숙련된 자에게 명백하기 때문에, 본 발명은 청구범위에 의하여만 제

한되는 것으로 한다.
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도면의 간단한 설명

도 1은 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 ("D") 내에 매개제 ("V"), G-CSF 피하 주사 ("G") 또는 구강 G-CSF를 처리한 래

트 내의 백혈구 수를 나타낸 그래프이다.

도 2는 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 ("O16M") 내의 인터페론 피하 주사 ("SC1.6M") 또는 구강 인터페론으로 처리한

후에 래트 내의 혈청 인터페론 농도를 나타낸 그래프이다.

도 3은 주사식 전자 현미경 하에서 인산칼슘 나노 입자의 이미지를 나타낸 것이다. 도 3A는 블랭크 인산칼슘 나노 입자의

이미지를 5000배 확대하여 나타낸 것이다. 도 3B는 인산칼슘 나노 입자가 부하된 인슐린의 이미지를 5000배 확대하여 나

타낸 것이다.

도 4는 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 ("구강") 내의 구강 인슐린 용액 ("대조"), 피하 인슐린 주사 ("주사") 및 구강 인슐

린으로 처리한 당뇨병 래트 내의 혈당 변화 백분율을 나타낸 그래프이다.

도 5A는 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내에 200 IU 구강 인슐린을 함유하는 구강 포도당을 68g 주사한 후에("구강 인

슐린; Oral Insulin"), 또는 주사하지 않은 상태("No Rx")에서의, 한 명의 건강한 지원자의 혈당 변화를 나타낸 그래프이다.

도 5B는 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내에 200 IU 구강 인슐린을 함유하는 구강 포도당을 68g 주사한 후에("구강 인

슐린"), 또는 주사하지 않은 상태("No Rx")에서의, 두 명의 건강한 지원자의 혈당 변화 백분율을 나타낸 그래프이다.

도 6은 당뇨병이 있는 지원자들 중에서 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 내의 무처리 ("블랭크; Blank"), 10 IU 인슐린 주

사 ("SC10") 또는 100 IU ("PO100") 또는 200 IU ("PO200") 구강 인슐린을 처리한 경우의 혈당 변화 백분율을 나타낸 그

래프이다.

도 7은 장용 피복된 인산칼슘 나노 입자 ("PO50") 내의 매개제 ("V"), 성장 호르몬 주사 ("SC20") 또는 구강 성장 호르몬으

로 처리한 뇌하수체를 제거한 래트 중에서 순체중 증가를 나타낸 그래프이다.
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도면3B

도면4
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