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특허청  

청 항 1 

복실  가 아민   폴리감마 루탐산과  합  복합체   나 마 .

청 항 2 

1항에 어 ,  합  스   그 도체, 탄 수 3~21개  갖는 알리 틱(aliphatic) 합

(C3 - C21)   그룹   1~10개 포함하는 향  합   에  택 는 것  특징  하는 나

마

청 항 3 

1항에 어 , 폴리감마 루탐산  량  1~15,000kDa  것  특징  하는 나 마 .

청 항 4 

다  단계  포함하는 복실  가 아민   폴리감마 루탐산과  합  복합체  

 나 마  :

(a)  합 -아민 복합체  하는 단계;

(b) 폴리 루탐산 액에  합 -아민 복합체 액  합하여 폴리 루탐산-  합  복합체  

하는 단계; 

(c) 상  폴리 루탐산-  합  복합체에 아민계 합  처리하여 폴리감마 루탐산  복실  아

민  하여, 복실  가 아민   폴리감마 루탐산과  합  복합체  

나 마  하는 단계.

청 항 5 

4항에 어 ,  합  스   그 도체, 탄 수 3~21개  갖는 알리 틱(aliphatic) 합

(C3 - C21)   그룹   1~10개 포함하는 향  합   에  택 는 것  특징  하는 나

마  .

청 항 6 

4항에 어 , 폴리감마 루탐산  량  1~15,000kDa  것  특징  하는 나 마  .

청 항 7 

4항에 어 , 아민계 합  에틸 아민  포함하는 알킬 아민 계열 합  또는 폴리아민  포함하는

리고   폴리  것  특징  하는 나 마  .

청 항 8 

1항  나 마  내 에 단 질, , 타 드, 합 , 항원   천연 재   에  택 는
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약  어 는 것  특징  하는 나 마  약 달체.

청 항 9 

8항에 어 , 항원  폴리사 라 드, 약독  살아 는 체 미생 ,  미생 , 재 합 티드

 단 질, 당단 질, 당지질, 리포 티드, 합  티드  열 미생   에  택 는 것  특징

 하는 나 마  약 달체.

청 항 10 

8항에 어 , 약  막  통하여 달 는 것  특징  하는 나 마  약 달체.

청 항 11 

8항에 어 , 막  강, 비강,  막, 안 막, 생식  막  피 양   에  

택 는 것  특징  하는 나 마  약 달체.

  

 술  야

본  복실  가 아민   폴리감마 루탐산과  합  복합체   나 마[0001]

에 한 것 , 욱 하게는 복실  가 아민   폴리감마 루탐산과  합

복합체   나 마    과 상  나 마  막 착특  한 약 달체에 한

것 다.

 경  술

본  생체  천연 고  폴리감마 루탐산  하여 약  또는 체  달할 수 는 폴리감[0002]

마 루탐산 나 마   그  에 한 것 다. 약  여경   가  많  는 것  경  

여 나, 막 에 직  여하여 료 과  할 수 는 약 들  경우, 또한 막  통하여 수 는 것

 생체  에 과  약 들  경우, 막  주 한 체 여 경  주 고 다. 막

 등 에 지 않  곳  비 하여, 강, 비강, 생식 , 직 , , 피 양  등에 재

하고 다. 들 막  여  생리  질들   경루  여 어 수 는 약 에 비해 

 내  수가 가능하여 약  에 는 시간  짧   다. 또한 강, 비강,  막,

안 막, 생식  막, 피 양  경우, 병  직  약   경 여에 비하여 약

 보다 강시   수 는  다. 

 또한, 막 주 에 많  역 포들  집 어  에, 플루엔 (influenza) 신  항원 질  막[0003]

 통하여 달함  막 역  (mucosal immunity)  강시키는 것도 매우 하다. 에 항원 달

체  사 는 재들  단순하게 항원  달  가시 주는 역할 에도 역 포   돕는 신

아주 트(vaccine adjuvant) 질  능 지 수행할 수 다 , 그 가 는 욱 크다고 할 수 다. 

막 착  고 는 폴리아크릴산 재  질들  많  사 어 다. 미  등 특허  4,292,299 에[0004]

는 폴리아크릴산과 그 도체  폴리아크릴산 룰 스 도체 등과  공 합체  한 막 착  약

체가 안 었 , 럽 등 특허  654,261 에 는 룰 스에  도체, 폴리아크릴산 도체  라

틴  리  합  막 착  얻  하여 사 하 다. 또한 미  등  특허  5,942,243 에 는

폴리스티   한 공 합체  막 여  약 달   사 하 다. 그러나, 들 막 착

 재들  학  합   통하여   합  질 다. 라 , 생체  는 생체

래 재 질   한 막 착  달체 개  하게 루어지고 다. 
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막  하는 주  신  동  비 샘에  비 는  질  통틀어 는 말  당질과 결합[0005]

 복합단 질  가리킨다.  신엔 포  주  단 질   진하여 체내에  한  하고

벽 보   해독  한다.  신  재하는  강, 비강, 후 , , 눈, 항 , 질  그

께는 수nm에  170μm 지 다양함. 신 트워크  는 여러 결합에 해 지 는 , 그 결합에는 

결합 수  결합, 피드(disulfide) 결합, 스결합 신끼리 얽  등  다. 런 결합들과 연결 는

막 착  고 에 한 연 가  진행 어 , 신 에 재하는 결합과 상  강한 특징

가진 고 가 주  룬다.  막  복 한 다공  그   가지고 , 수 마 크 미

 크  리아  경우  막  통과할 수 없 나 막  진 곳 나 얇  곳에 는 

통과하는 것  알  다. 10나 미  도  크  항체  그보다 큰 플라스미드 DNA  경우 막  통

과할 수는 나 막 에 재하는 수많  에 해 해 므  막  통과하  어 다. 200나 미

하  크  러스  경우  빠 게 막  통과하는 것  알  다. 

본 에  사  폴리감마 루탐산  복실  가지는 폴리 타 드  고 량  폴리감마 루탐산[0006]

생산하는 내염  균주 실러스 틸리스(Bacillus subtilis) 청  균주  하여 폴리감마 루탐산  생산

하는 에 한 특허( 한민  등 특허  500796 )  폴리감마 루탐산  함 하는 항암 , 역보강

, 역 강 , 러스 감염 억 에 한 특허( 한민  등 특허 496606 , 517114 , 475406 , 

0873179 )  원했다. 또한, 질  약 도에 한 연 가 지  진행  계  다양한 능

들  지고 다. 

에, 본 들  막 착특  가지는 약 달체  개 하고   한 결과, 복실  가[0007]

아민   폴리감마 루탐산과  합  복합체   나 마  막 착 특 과 역 강

과  가지는 것과, 상  나 마  약 달체  사 할 경우, 막  약 달 과가 다는 것  

하고 본  하게 었다.

 내

해결하 는 과

본   생체 래 천연고  폴리감마 루탐산   하여, 막 착  우수한 나 마[0008]

    공하는  다.

본  다   막 착  우수한 나 마  한 약 달체  공하는  다.[0009]

과  해결 수단

상   달 하  하여, 본  복실  가 아민   폴리감마 루탐산과  합[0010]

 복합체   나 마  공한다.

본  또한,(a) 폴리 루탐산 액에  합 -아민 복합체 액  합하여 폴리 루탐산-  [0011]

합  복합체  하는 단계;  (b) 상  폴리 루탐산-  합  복합체에 아민계 합  처리하여 폴

리감마 루탐산  복실  아민  하여, 복실  가 아민   폴리감마 루탐산과

 합  복합체   나 마  하는 단계  포함하는 복실  가 아민  

 폴리감마 루탐산과  합  복합체   나 마   공한다. 

본  또한, 복실  가 아민   폴리감마 루탐산과  합  복합체   나[0012]

마  내 에 단 질, , 타 드, 합 , 항원   천연 재   에  택 는 약  

어 는 것  특징  하는 나 마  약 달체  공한다.

 과

본 에  생체 래 천연고  폴리감마 루탐산   한 나 마  약 달체  막 [0013]

약 달 야에 함 , 약  생체 안    등  향상시킬 수 다.
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도  간단한 

도 1  본  실시 에  막 착  폴리감마 루탐산- 스  나 마  (r-PGA nanomicelles)[0014]

학 식과  나 마  가지는 러스 항원 달체  특 에 한 원리  나타내는 개 도(a), 그리고

 나 마  경  DLS (b)  cryo-TEM (c)  나타낸 것 다.

도 2는 마우스 에  비강내  주  막 착  폴리감마 루탐산- 스  나 마  막 착

 (a) SPECT/CT  (b) 역 직 상  (b)  한  상  나타낸 것 다.

도 3  마우스 에  항원 (OVA)  도  폴리감마 루탐산- 스  나 마  비강내  주  후

항원 특  역 능  한 결과  나타낸 것 다.  (a) OVA-특  IgG 항체  도 능   (비

 하여 폴리감마 루탐산에 스 과 같  만 어 는  폴리감마 루탐산- 스

(r-PGA-Cholesterol, 복실   어 ) 복합체  경우에 나타나는 항원특  역  비 하

여 나타내었다), (b) OVA-특  IgA 항체  도 능   (c) IFN-γ ELISpot 검  통한 IFN-γ

생 하는  포  개수  한  결과  나타낸  것 다.  (  **,  p  <  0.01;  ***,  p  <  0.001,  n.  s.,   not

significant).

도 4는 마우스 에  플루엔  러스 항원  도  폴리감마 루탐산- 스  나 마  비강내

 주  후 항원 특  역 능  한 결과  나타낸 것 다 (1. PBS, 2. PR8 only, 3. PR8 plus γ-

PGA nanomicelle (10 ㎍), 4. PR8 plus γ-PGA nanomicelle (100 ㎍). (a) 플루엔  러스 특  IgG

항체  생  , (b) 플루엔  러스 특  IgA 항체  생  , (c) IFN-γ ELISpot 검  통한

IFN-γ  생 하는 포  개수  , (d) 러스 항체에 해 헤마 루티닌  액 집  억  능

, (e) 신 여 후 러스 감염에 한 마우스 몸 게  변 , (f) 신 여 후 러스 감염에 한

마우스  사   나타낸 것 다.  (*,  p  <  0.05  ;  **,  p  <  0.01  ;  ***,  p  <  0.001.  n.  s.,   not

significant).

 실시하  한 체  내

 에 , 본  복실  가 아민   폴리감마 루탐산과  합  복합체  [0015]

 나 마    에 한 것 다.

본  복실  가 아민   폴리감마 루탐산과  합  복합체   나 마[0016]

 다  단계  거쳐 다:

(a) 폴리 루탐산 액에  합 -아민 복합체 액  합하여 폴리 루탐산-  합  복합체  [0017]

하는 단계; 

(b) 상  폴리 루탐산-  합  복합체에 아민계 합  처리하여 폴리감마 루탐산  복실  아[0018]

민  하여, 복실  가 아민   폴리감마 루탐산과  합  복합체  

나 마  하는 단계.

본 에 어 ,  합  스   그 도체, 탄 수 3~21개  갖는 알리 틱(aliphatic) 합[0019]

 (C3  -  C21)    그룹   1~10개 포함하는 향  합   에  택 는 것  사 할 수

다.

 ,   합   스  계열  Cholesterol,  Cholesterol  β-D-glucoside,  Cholesteryl  N-[0020]

(trimethylammonioethyl)carbamate  chloride,  Cholesteryl  oleyl  carbonate,  Cholestanol,  Lanosterol,

Clofibrate,  Cholesteryl  oleate,  Mevastatin,  Thiocholesterol,  Stigmastanol,  Cholesteryl  palmitate,

Diethylumbelliferyl phosphate, Cholesteryl heptadecanoate, β-Sitosterol, 5α-Cholestane, 5-Cholesten-

3-one 등  스   그 합   도체 에  택 는 것  특징  한다. 

 합    계열  (±)-α-Tocopherol, (+)-δ-Tocopherol, DL-α-Tocopherol acetate, (+)-[0021]

γ-Tocopherol, Vitamin E acetate, Pinobanksin, Methyl jasmonate, Retinyl acetate, 등  10~100여개  탄

 루어진   체, 도체 합  에  택 는 것  특징  한다. 

 합   알리 틱(aliphatic)  합  Propyne,  Acrolein,  Allyl  alcohol,  2-Propene-1-thiol,[0022]
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Propane, Isopropylamine, 1,3-Diaminopropane, N-Isopropylmethylamine, Propylene glycol, 2-Nitropropane,

1-Nitropropane  등  포함하는  3탄 계  수  합   도체,  Butyne,  Butyraldehyde,  2-Methyl-1-

propanol, Diethyl ether, 2-Butanol, 1-Butanol, Butyl alcohol 등  4 탄 계  포함하는 수 합  

도체,  Pentyl  acetate,  2-Pentyl  acetate,  2-Pentyl-2-cyclopenten-1-one,  Pentyl  nitrite,  Pentyl

propionate, Pentyl valerate, N-(1-Pentyl)formamide, Pentyl laurate, 2-Pentyl butyrate  5개탄  함

하는 수  질  그 도체에  택  수 다.

 합    그룹  1개 상 포함하는 향  합  Benzen, cyclohexane, hexane등  태  [0023]

본  하는 알리 틱 그리고 비 향  합   아 마틱 합 과 그 도체, Benzyl chloride, Benzyl

chloroformate, Benzyl formate, Benzyl methyl ether, Benzyl propionate, Phenol, 2-(Methylamino)phenol,

2-tert-Butyl-6-methyl-phenol,  3-(Trifluoromethyl)phenol,  Dansylcadaverine,  3-

(Dansylamino)phenylboronic  acid,  Hexane,  3-Oxabicyclo[3.1.0]hexane-2,4-dione,  1,6-

Bis(trichlorosilyl)hexane, Cyclopentene oxide, 4-Hexylphenol, Cyclo(Leu-Ala), Apicidin, Beauvericin 등

 비   에  택 수 다. 

또한  합  QS-21, MPLA, Tentoxin, Enniatin A, Thiamine, Ancitabine, Trapoxin A, Enniatin A1,[0024]

Cycloartenol, Cypermethrin 당,아미 산, 산  알  합   그 도체, Glycerol, Malonic acid,

Malic  acid,  Oxalic  acid,  Lactic  acid,  Fumaric  acid,  Tartaric  acid,  Citric  acid,  Quinic  acid,

Diisopropyl azodicarboxylate, Acetic acid, Trioctylamine, Benzoic acid, 2-phenyl-pentanoic acid, Oleic

acid, Palmitic acid(stearic acid), Sorbic acid, Hexanoic acid, Methyl isovalerate, Heptanoyl chloride,

Dodecenoic acid, Lauric acid, Sebacic acid, Pyridoxine hydrochloride, Sodium undecylenate, 과 같  3C

상  산, 산 도체  지 산 에  택 는 것  특징  할 수 다.

본 에 어 , 아민계 합  에틸 아민  포함하는 알킬 아민 계열 합  또는 폴리아민  포함하[0025]

는 리고   폴리  사 할 수 다.

 ,  아민계  합   단량체  계열 는  Hydrazine,  Ethylenediamine,  1,3-Diaminopropane,  3,5-[0026]

Diamino-1,2,4-triazole,  Cadaverine,  Hexamethylenediamine,  Bis(hexamethylene)triamine,

Triethylenetetramine,  N,N′-Bis(2-aminoethyl)-1,3-propanediamine,  2,2-Bis(aminoethoxy)propane,

Benzidine,  Spermine,  Minoxidil,  2,2′-(Ethylenedioxy)bis(ethylamine),  Arginine,  Lysine,  Cystamine,

Cysteamine 등에  택 는 것  특징  한다.

폴리 계열 는  Poly(ethylene  glycol)  bis(amine),  O,O′-Bis(2-aminoethyl)octadecaethylene  glycol,[0027]

Chitosan, PEI, Collagen 등과 같  생체  폴리  매개한 다 아민  다가 아민  폴리 합  도체

에  택 는 것  특징  한다. 

본 에  사 는 폴리감마 루탐산  량  1~15,000kDa  것  특징  할 수 다. [0028]

본   양태에 는 복실  가진 폴리감마 루탐산에 스 과 같   질 복합체에 [0029]

하  띠는 포 과 할 수 는 양 하  가진 아민  함 , 약 나 항원  할 수 는

생체  고  나 마  하 다.

본 에  폴리감마 루탐산 나 마 (r-PGA nanomicelles)  폴리감마 루탐산에 스 과 같  [0030]

 아민  같  양 하  띠는 질  동시에 착 어 는 폴리감마 루탐산 컨 게 트  수 액에 

산하여 얻  고  마  가리킨다. 

, 본  실시  통해  폴리감마 루탐산- 스  나 마  특  하 다. DLS[0031]

하여  나 마  경   결과 지  22.1±2.0 nm  하 고 Cryo-TEM  통하여  폴

리감마 루탐산- 스  나 마  하 다 (도 1).  또한, NMR  하여 한 결과 스

1.7 mol %, 원  통하여 한 결과  약 28.1 mol %  아민 가 어  할 수 었다. 또

한 동 산란  하여 한 결과 하는 약 36.43 mV  할 수 었다. 

다  에 , 본  복실  가 아민   폴리감마 루탐산과  합  복합체[0032]

 나 마  내 에 단 질, , 타 드, 합 , 항원   천연 재   에  택 는

약  어 는 것  특징  하는 나 마  약 달체에 한 것 다.

본 에 어 , 상  항원  폴리사 라 드, 약독  살아 는 체 미생 ,  미생 , 재 합[0033]
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티드  단 질, 당단 질, 당지질, 리포 티드, 합  티드, 열 미생  등  사 할 수 나, 에 한

는 것  아니다. 

본  약 달체에 포함  약  약 달체  막 착특  하여, 막  통하여 달 , 상[0034]

 막  강, 비강,  막, 안 막, 생식  막, 피 양  등  수 다. 

본   양태에 는 상  폴리감마 루탐산- 스  나 마  막 착   항원 달체  특[0035]

 하  하여 아  123 또는 FITC가 지  OVA 항원  마우스 비강내  주  후 SPECT/CT 상

과 역 직 상  통하여 OVA  생체내 거동  하 다. SPECT/CT 상에  감마 루탐산- 스

 나 마 과 OVA  주 한 경우 12시간  지나도 비강내에 OVA가 남아 는 , OVA만 주 한 경우는 6

시간내에 OVA가 사라지는 것  하 다. 역 직 상에  감마 루탐산- 스  나 마 과 OVA

주 한 경우 6시간  지나도 비강내에 OVA가 남아 는 , OVA만 주 한 경우는 1시간  지나  OVA가 사라지

는 것  하 다. 또한, OVA만  주 한 경우  달리 감마 루탐산- 스  나 마 과 OVA  주 한

경우, OVA가 비강 막 직내  과  달  하 다 (도 2).

상  결과  통해 본 들  본  폴리감마 루탐산- 스  나 마  비강 막 착   항[0036]

원 달체  특   하고, 마우스 에  항원  OVA가 도  폴리감마 루탐산- 스

나 마  비강내  주  후 항원 특  역 능  하 다. 우 , 항원특  체액  역 

능  하  하여 마우스 내 생  OVA 특  IgG 항체  하 다. 폴리감마 루탐산- 스

 나 마 과 OVA가 주  마우스에  에 비해 10.2  IgG 항체 생   었다. 또

한, 막 역에  특  생 는 항체  IgA 역시 에 비해 4.5   생  나타내었다 (도

3). 

참고 , 폴리감마 루탐산에 스 과 같  만 어 는  폴리감마 루탐산- 스 (r-[0037]

PGA-Cholesterol, 복실   어 )  경우에는 항원특  역  항원 체  사 한 경우

 비 하여 보았  , 큰 차 가 없  보여주고 어, 막  통한 항원 달  비  알 수 다

(도 3a). 러한 결과는 폴리감마 루탐산- 스  나 마 (r-PGA nanomicelles)에  아민 (NH2)

도 는 양 하  능  막 착   막  통한 약 달 능과 매우 하게 계하고  알 수

다. 

포  역  러스  감염  어하고 질  징후  개 하  질  복  진하는  한 역[0038]

할  수행한다고 여겨진다. 러한 항 러스 포  역  포독  T 림프 (cytotoxic T lymphocytes)

IFN-γ,  IL-2  같  역 극  사  도하는  1  CD4+  T-헬  림프 (T-helper  lymphocytes;

Th1)  도  다. 

라 , 본  폴리감마 루탐산- 스  나 마  OVA 항원 특  포  역  도하는지[0039]

IFN-γ ELISpot 검  통하여 하 다. 신  주  마우스  비 내 포  IFN-γ  생 하는 포

개수   한 결과 에 비해 5.2   수  함 , 포  역 도능  하 다

(도 3).

라  상  결과  통해 본 들  본  폴리감마 루탐산- 스  나 마  체액 , 포[0040]

역 도에 과  하고, 플루엔  러스 (influenza A/PuertoRico/8/34;PR8;H1N1) 항원  

하여 그 능  검 하 다.

우 , 항원특  체액  역  능  하  하여 PR8 항원 특  항체  하 다. 폴리감마[0041]

루탐산- 스  나 마 과 PR8 항원  주  마우스에  에 비해 28.6   IgG 항체 생 ,

그리고 27.6   IgA 생 능  하 다 (도 4). PR8 항원 특  포  역  도하는지  역

시 IFN-γ ELISpot 검  통하여 하 다. 신  주  마우스  비 내 포  IFN-γ  생 하는 포

 개수   한  결과  에  비해  3.2   수  함 ,  포  역  도능

하 다. 또한, 항 러스항체가 플루엔  러스 단 질  HA  가 결합하는 것  해하는

원리  하여 PR8 항원 특  항체 능  한 결과 에 비해 4   하 다 (도 4). 

상  결과  탕  본 들  러스 감염에 한 생  하 다. 50%  사  가지는 [0042]

러스  10   생  한 결과 PBS 주  실험  100% 사  나타내 , PR8 항원만 주 한 실험
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 50%  사  나타내었다. 에  폴리감마 루탐산- 스  나 마 과 PR8 항원  주 한 실험

 경우 100% 생 하는 결과  나타내었다 (도 4).

라  상  결과  통해 본 들  본  폴리감마 루탐산- 스  나 마  체액 , 포[0043]

역 도에 과  하고 러스 감염에 한 항능  여  수  하 다.

하, 실시  통하여 본  욱 상  하고  한다. 들 실시 는 지 본  시하  [0044]

한 것 , 본  가 들 실시 에 해 한 는 것  해 지는 않는 것  당업계에  통상

지식  가진 에게 어  할 것 다.

<실시  1> 폴리감마 루탐산/ 스  나 마  [0045]

<1-1> 스 -아민 합[0046]

250mmol  에틸 다 아민(시그마알드리 , 미 )  250ml  루엔에 해시 다.  얼  하여 도[0047]

 낮게 지하 다. 2.25g 스  50ml 루엔에 해시키고, 10 간 한 후, 상  한 에틸 다

아민 액에 어뜨  합하시키고, 시 실 에  16시간 동안 하여 시 다.  료  후 탈

수  하여 여러  척하 다.  과  거  맑아진  마그 슘 트  하여 건

시키고, 건  액에  루엔  시 다.  시료  20ml 클 탄과 20ml 탄  합 액

 여러  헹 어내고,  1 마 크 미  PTFE 필  하여 여과하 다. 여과  맑  액  다시 

시키고 색고체 태  스 -아민시료  얻었다. 게 얻어진 스 -아민 시료  가지고 NMR

하여 스 과 아민  결합 도  하 다. NMR 결과 약 98 mol %  아민  결합 었  

하 다.

<1-2> 폴리감마 루탐산- 스  합[0048]

폴리감마 루탐산(1g, 50 KDa, 리 스, 한 )  40℃에  10ml DMSO(10ml)에 하루 도 해시 다. <1-[0049]

1>에  한 스 -아민(1g)  실 에  10ml THF(Tetrahydrofuran, 시그마알드리 , 미 )에 해시

다. 스 -아민 액  폴리감마 루탐산 액에 천천  어뜨리고   액에 CDI(1g)  어  후

40℃에  하루 도 시 다.  액  실 에  식  후  통해 THF  거하 다. 

상  THF가 거  액  아  통해 시키고 원심 리  통해 매  질   리시  아[0050]

거하고 40℃에  남아 는 아  건 시 다. 건  시료  탈 수에 고 탄산수 나트   

시킨 폴리감마 루탐산과 같  몰수  어 폴리감마 루탐산  시 다.   액에 amberlite

(5 g, 시그마알드리 , 미 )  2시간 도 하여 하지 않  스   순  거하 다. 쉬

통해 amberlite  거하고 룰 스 브  브(MWCO 12,000, 시그마알드리 , 미 )  하여 2 간

하 다.  액  동결건 하여 폴리감마 루탐산- 스  나 마  시료  얻었다. 상  나 마

 NMR  하여 스  도 량  하 다. NMR 결과 1.7 mol % 스  결합 었

 하 다. 

<1-3> 폴리감마 루탐산- 스  나 마  합[0051]

100 mg  폴리감마 루탐산- 스  복합체  0.518 ml  에틸 아민(ethylene diamine)  60 mg  [0052]

보닐 미다 ((carbonyldiimidazole)  여  는 50 ml  엠에스 (DMSO)에   후 약 24시간 동안

한다. 원 (elemental analysis)  통하여 C, N H  양  량 함 , 도  아민  양  량

하 다.  결과,  폴리감마 루탐산- 스  복합체 (γ-PGA-Cholesterol)   경우,  각각,  C  (35.16±

0.08 %), H (4.87±0.19 %), N (7.40±0.04 %) 값  보 , 폴리감마 루탐산- 스  나 마  (γ-

PGA nanomicelles, i.e., aminated γ-PGA-Cholesterol)  경우는, C (42.41±0.38 %), H (6.95±0.13 %), N

(15.90±0.14 %)) 값  보 다. 결과 , 폴리감마 루탐산- 스  나 마  경우, 약 28.1 mol %
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아민 가 어  할 수 었다.

<실시  2>  폴리감마 루탐산- 스  나 마  특[0053]

폴리감마 루탐산- 스  나 마  수에 1 mg/mL  산시  DLS(Dynamic Light Scattering, [0054]

가, 본)  결과, 도 1  b)  같  지  22.1±2.0 nm  하 고, Cryo-TEM  통하여 한 결

과, 도 1  c)  같    폴리감마 루탐산- 스  나 마  하 다. 또한, NMR  하여

한 결과 스  1.7 mol %, 원  통하여 한 결과  약 28.1 mol %  아민 가 어 

 할 수 었다. 또한 동 산란  하여 한 결과 하는 약 36.43 mV  할 수 었

다. 

<실시  3> 폴리감마 루탐산- 스  나 마  OVA [0055]

실시  1에  한 폴리감마 루탐산- 스  나 마 에 OVA(ovalbumin, 시그마알드리 , 미 )  [0056]

하  해 8 mg/mL  나 마 과 10 mg/mL  OVA  질량비 5:1  비  고 한 시간  하  OVA가 

  폴리감마 루탐산- 스  나 마  만들어지게 다. free OVA가 없  100% 는 비  찾

 해 8 mg/mL   폴리감마 루탐산- 스  나 마 과 10 mg/mL OVA  질량비  2:1  9:1  비

  하여 Polyacrylamide gel (SDS free gel)  실험한 결과 5:1  비 에  100% 었  하

다.

<실시  4> 아 (I)  도   폴리감마 루탐산- 스  나 마   [0057]

<4-1> 타 신  도  폴리감마 루탐산- 스  나 마  [0058]

아  타 신  고리에  결합  가지므  나 마  에 타 신  결합함  아[0059]

 도 할 수 다. 실시  1에  한 폴리감마 루탐산- 스  나 마  에 해한 후, EDC

(1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]  carbodiimide  hydrochloride,  시그마알드리 ,  미 ),  NHS(N-

hydroxysuccinimide, 시그마알드리 , 미 )  타 신아마 드(시그마알드리 , 미 )  첨가하여 폴리감마

루탐산  복시  타 신아마 드  아민 간 아마 드결합  시 다. 과 동결건  과  통해

미  거하고, 우  태  나  시료  얻었 , 나 마 에 착  타 신   NMR 결과,

약 0,7 mole %가 도 었다.

<4-2> 아  도  나 마  [0060]

타 신  도  나 마  PBS에 해하여 비하고, 동 원  액(Na
123
I, 피어스, 미 )과 합한[0061]

후, 합 액  iodination tube 내에  1시간 도 하  실 에  한다. 

액  PD10 컬럼(시그마알드리 , 미 )에 하고, PBS  동상  하여 든 액  1 ml  0.5[0062]

ml  씩  하여  아내었다.  각   
123
I-activity  감마 운  하여  한  후,  가  

activity  나타내는  택하여 사 하 다.

<4-3> 마우스 에  폴리감마 루탐산- 스  나 마  막 착  (SPECT/CT) [0063]

타 신  도   나 마 과 아   후 가   activity   택하여 비하고, 마[0064]

우스 한 마리당 주 할 
123
I-activity  고 하여 액  PBS  하 , 도는 500 μg/ml 다.

 SPECT/CT 미징  한 시료  주 량  비강 여시 40 μl 내에 략 200 μCi 상  
123
I-activity  갖도[0065]

 하 다.  비강 여  tip  하여 40  μl  시료  마우스에 주 하고,  주 후  1,  6,  12  시간 후에

SPECT/CT 미징  시 한다. 각 미징  시간  략 1시간 , 10 간 CT 미징후 어 50 간 SPECT
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미징  진행한다. 시료  비강 여시에는 주 량   40μl  한 므 , 미징  한 
123
I-activity

보하  해,  시료  과  드시  필 하다.  
123
I-labeled  나 마  원심 리  필 링(ultracel,

10kDa)  진행하여 하고, 40 μl 당 미징에 필 한 activity  보한다. 시료  주  마우스  크

상태  고 하여 양쪽 비강에 갈아  간  간격  주 하 다.

그 결과, 도 2에 나타난  같 , SPECT/CT 상에  감마 루탐산- 스  나 마 과 OVA  주 한 경[0066]

우 12시간  지나도 비강내에 OVA가 남아 는 , OVA만 주 한 경우는 6시간내에 OVA가 사라지는 것  

하 다. 역 직 상에  감마 루탐산- 스  나 마 과 OVA  주 한 경우 6시간  지나도 비강

내에 OVA가 남아 는 , OVA만 주 한 경우는 1시간  지나  OVA가 사라지는 것  하 다. 또한, OVA만

 주 한 경우  달리 감마 루탐산- 스  나 마 과 OVA  주 한 경우, OVA가 비강 막 직내  

과  달  하 다.

<실시  5> 동 역 실험[0067]

<5-1> 동   동 역[0068]

상  <실시  3>에  한 항원   폴리감마 루탐산- 스  나 마  생체 내(in vivo)에[0069]

역  특  알아보  하여  동 역실험  수행하 다.  동 실험에는  특  병원균  없는  6주  암컷

C57BL/6 마우스( 아 , 한민 )  사 하 , 든 동 실험  남 학  공동동 실험 에  승

아 수행하 다. , 체 (g) 당 0.01 ml  2.5% 아 틴(avertin; 2,2,2 - tribromoethanol - tert - amyl

alcohol, 시그마알드리 , 미 ) 액  마우스  복강에 주 하여 마우스  마취시키고, 20μl  항원  

 폴리감마 루탐산- 스  나 마  마우스 양쪽 비강에 10μl씩 갈아 주 하 다. 에는 PBS

에 항원만  포함하여 비강내  주 하 다. 역  3  역  실시하 , 각 주  사 에 7  간격

 역  실시하 다.

<5-2> 항체  한 시료 채취  항체 ELISA 검사[0070]

<실시  5-1>에  처리  동  역 1주  후 눈 에  액  채취하여 실 에  1시간 하고 난 후 실[0071]

에  약 1시간동안 하 다. 그리고 4℃에  원심 리  하여 상 액만 리하 다.  액  하

여 항원 특  IgG 생  하 다. 비강 액  채취하  하여 3차 역  1주  후 경 탈골 

마우스  생시킨 후 비강내  200μl  PBS  주 하고 다시 수하 다.  액  하여 항원 특

IgA  하 다. 

항원 특  IgG, IgA  생  ELISA 검  통하여 하 다. 마우스 항체 ELISA 검  업  지[0072]

에 라 실행하 다. 우  항원단 질  0.05M  carbonate-bicarbonate  buffer  (pH  9.6)에 1μg/ml  well당

100μl씩 ELISA plate에 하 다. 4℃에  하룻  시키고 그  PBS-T( 라드, 미 )  3  척한

후 2% BSA  blocking 하 다.  과  37℃에  1시간동안 진행하 다. 다시 척 후에 PBS  한 과

비강 액  순차  8진 한 액  well당 100μl씩 고 2시간동안 37℃에  하 다. 그리고 난  HRP

가 결합  2차 항체  1시간동안 시킨 후 TMB 약( 라드, 미 )  첨가하여 색  도하 다. 30

후 2N 산  첨가하여   후 ELISA reader  하여 450 nm  도  하 다. 항체

역가는 도 0.1에  값  결 하 다. 

그 결과, 도 3  a에 나타난  같 , IgG  항체 생   폴리 루탐산- 스  나 마 과 OVA가 주[0073]

 마우스  에 비하여 10.2   생  나타내는 것  하 , 아민   

지 않  폴리 라탐산- 스  복합체  경우, 항체 생  가  할 수 없었다. 

도 3  b에 나타난  같 , 막 역특  생 는 항체  IgA는 폴리 루탐산- 스  나 마[0074]

과 OVA가 주  마우스  에 비하여 4.5   생  나타내는 것  하 다.

 [0075]

<5-3> ELISpot 검[0076]
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<실시  5-1>에  처리  동  역 1주  후 마우스  경 탈골시  생시 다. 마우스  그룹 당 5마리씩[0077]

택하여 각각  마우스에  비  하여, 균  트리 쉬에 상  비  직  고, cell strainer

하여 상  비  갈아 직 피막  포  리하 다. 단  비  포 탁액  했다. 마우스

IFN-γ ELISpot(Nunc, 란드) 검  업  지 에 라 실행했다. ELISpot plate에 IFN-γ 항체 (5μ

g/ml)  첨가하여 하룻  시킨 후  양 지(10% 우태아 청  보 한 RPMI)  2시간동안 blocking 하

다. 비  포(5x10
5
)  200μl   피  37℃  5% CO2에  60시간 동안  양 지에  티드 당

10μl/ml  도  극시 다. 후 척과 HRP가 결합  2차 항체  2시간동안 처리한 후 AEC (3-amino-9-

ethyl-carbozole,  시그마 드리 ,  미 ))에  15 간  시  색  도한후  CTL- 역스  독  닛

(Molecular Devices, 미 )  스  계수했다. 만  비 포 당 스   포(spot forming cells;

SFC)  평균±  편차에 상 하 다. 

그 결과, 도 3  c에 나타난  같 , 신  주  마우스  비 내 포  IFN-γ  생 하는 포  개[0078]

수   한 결과 에 비해 5.2   수  함 , 포  역 도능  하 다.

<5-4> Hemagglutination 검[0079]

각 그룹별 마우스 청에  항체 역가  러스에 한 HI (Haemagglutination Inhibition) 검[0080]

하 다. 든 청  Vibrio cholerae에  한 RDE(receptor-destroying enzyme, (Denka Seiken, 본)

 청 샘플 피 비 1:10 처리한 , 37 ℃에  16시간 양하 다. 청 내 비특  수 체들  

 거한 샘플  96 well 근 닥 플 트에  25μl씩 순차  2진 하 다. 째  청 샘플에 동

 피  4 HAU 러스  고, 37 ℃ 양 에  30 간 시키고, 마지막  0.5% 닭 (tRNA)가

포함  PBS  50 μl씩 어   실 에  40 간 시 다. 역가는  50 μl 안에  계산  값

log10N = 10N에  N값  하 다 (그림 4d).

<실시  6> 러스 감염에 한 생 능 검[0081]

본 실시 에 는 PR8 러스 항원   폴리감마 루탐산- 스  나 마   플루엔  [0082]

러스에 한 역 강 과  사하  하여, 플루엔  러스  감염시킨 실험동  사  검 하

다.

<6-1> 러스  비[0083]

병원체  사  플루엔  러스는 mouse에  고병원  나타내는 H1N1 플루엔  러스주 (A/Puerto[0084]

Rico/8/34(H1N1), 한 생 공학연 원, 한민 )  10~11   색 산란계  란에 하여 폭한  실

험에 사 하 , 실험동 는 6주  암컷 C57BL/6 마우스( 아 , 한민 )  사 하 다. 양  

러스  순수 리는 다 과 같  실시하 다. 차  리  러스  항생 가 들어 는 PBS에 해

10   색 산란계  란에 한  37 ℃에  48시간  양한  란  수  취하여 폭

러스  사 하 다. 

<6-2> 동 역  러스 감염[0085]

는 플루엔  러스  단독  비강에 주 한 마우스  PR8 러스 항원(M.-S. Lee, A. Hu,[0086]

Trends Microbiol. 20: 103, 2012)  비강에 주 한 마우스  사 하 고, 실험  PR8 러스 항원  

 폴리감마 루탐산- 스  나 마  비강 여한 후, 다 날 플루엔  러스  여하 다. 

러스  감염  실험동 에 아 틴  200 μl 복강 여하여 마취한 후, 러스 30 μl  각 마우스에 비강

통해 50%  사  가지는 러스  10  (10xLD50)  여하 다. 러스 감염 2주 후 지 마우스 몸 게

 하고 마우스  사  검 하 다. 

그 결과, 폴리감마 루탐산- 스  나 마 과 PR8 항원  주  마우스에  에 비해 28.6  [0087]

 IgG 항체 생 , 그리고 27.6   IgA 생 능  하 다 (도 4  a  b). PR8 항원 특  
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포  역  도하는지  역시 IFN-γ ELISpot 검  통하여 하 다. 신  주  마우스  비 내 

포  IFN-γ  생 하는 포  개수   한 결과 에 비해 3.2   수  함 , 포

 역 도능  하 다(도 4  c). 또한, 항 러스항체가 플루엔  러스 단 질  HA  

가 결합하는 것  해하는 원리  하여 PR8 항원 특  항체 능  한 결과 에 비해 4

  하 다 (도 4  d). 

상  결과  탕  본 들  러스 감염에 한 생  하 다. 50%  사  가지는 [0088]

러스  10   생  한 결과 PBS 주  실험  100% 사  나타내 , PR8 항원만 주 한 실험

 50%  사  나타내었다. 에  폴리감마 루탐산- 스  나 마 과 PR8 항원  주 한 실험

 경우 100% 생 하는 결과  나타내었다 (도 4  f).

상  본  내  특 한  상  술하 는 , 당업계  통상  지식  가진 에게 어  [0089]

러한 체  술  단지 람직한 실시   뿐 , 에 해 본  가 한 는 것  아닌 

 할 것 다. 라 , 본  실질  는 첨  청 항들과 그것들  등가 에 하여 다

고 할 것 다.

도

도 1
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도 2
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도 3

도 4
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