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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(a) 양이온성 폴리 아미노산 고분자 및 약제학적으로 허용가능한 음이온성 고분자를 포함하는 나노 복합체;

(b) 항원; 및

(c) 면역증강제를 포함하는 백신 전달체로써,

상기 양이온성 폴리 아미노산 고분자는 하기 일반식 1로 표현되는 PLI이고,

상기 음이온성 고분자는 카르복시메틸셀룰로오스, 덱스트란, 잔탄검, 알긴산, 카라기난, 젤란검, 옥시키틴 및

옥시풀루란, 콘드로이틴, 히알루론산, 카보머, 폴리갈락투론산, 폴리L-글루탐산, 폴리아스파르트산, 및 폴리아

크릴산으로 이루어진 군으로부터 선택된 어느 하나이며,

상기  면역증강제는  Triacylated  lipoproteins  (Pam3CSK4),  dsRNA  Polyinosinic:polycytidylic  acid

(poly(I:C)),  Lipopolysaccharides  (LPS),  Flagellin,  Imidazoquinolines  (R848),  Diacylated  lipoproteins

(FSL-1),  Guanosine  analogs  (Loxoribine),  CpG-ODN(cytosine-guanosine  oligonucleotide),  profilin-like

protein) 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택되고,

상기 항원은 오발부민(OVA) 또는 COVID-19 RBD이며,

상기 양이온성 폴리 아미노산 고분자와 면역 증강제의 혼합비는 몰비율 2.5:1 내지 20:1 인

백신 전달체:

[일반식 1] 

XmYn

상기  일반식  1에서,  X는  리신이고,  Y는  이미다졸기가  개질된  리신이며,  m,  n은  각각  1  이상  10  이하의

정수이다.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

제1항에 있어서, 

상기 일반식 1의 m, n에 대하여, 상기 m과 n은 10:1 내지 1:10의 비율로 포함되는 것인, 백신 전달체. 

청구항 4 

제1항에 있어서, 

상기 양이온성 폴리 아미노산 고분자는 상기 음이온성 고분자와 혼합되어 나노 복합체를 형성하는 것인, 백신

전달체.

청구항 5 

제1항에 있어서, 

상기 음이온성 고분자는 카르복시메틸셀룰로오스, 덱스트란, 잔탄검, 알긴산, 카라기난, 젤란검, 옥시키틴 및

옥시풀루란, 콘드로이틴, 히알루론산, 카보머, 폴리갈락투론산, 폴리L-글루탐산, 폴리아스파르트산, 및 폴리아

크릴산으로 이루어진 군으로부터 선택된 어느 하나인, 백신 전달체. 

청구항 6 
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삭제

청구항 7 

삭제

청구항 8 

제1항에 있어서, 

상기  면역증강제는  Triacylated  lipoproteins  (Pam3CSK4),  dsRNA  Polyinosinic:polycytidylic  acid

(poly(I:C)),  Lipopolysaccharides  (LPS),  Flagellin,  Imidazoquinolines  (R848),  Diacylated  lipoproteins

(FSL-1),  Guanosine  analogs  (Loxoribine),  CpG-ODN(cytosine-guanosine  oligonucleotide),  profilin-like

protein 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인, 백신 전달체.

청구항 9 

제1항에 있어서, 

상기 양이온성 폴리 아미노산 고분자와 상기 음이온성 고분자의 혼합비는 질량비율 10:1 내지 질량비율 1:10인,

백신 전달체.

청구항 10 

제1항에 있어서, 

상기 양이온성 폴리 아미노산 고분자와 면역 증강제의 혼합비는 질량비율 1:1 내지 100:1 인, 백신 전달체.

청구항 11 

제1항에 있어서, 

상기 백신 전달체는 pH 5 이상 7 이하의 조건에서 이온화되는 것인, 백신 전달체.

청구항 12 

제1항에 있어서, 상기 백신 전달체는 50 nm 이상 500 nm 이하의 직경을 갖는 것인, 백신 전달체. 

청구항 13 

제1항의 백신 전달체 및 약학적으로 허용가능한 담체를 포함하는, 백신 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 pH 감응형 폴리 아미노산 고분자, 항원 및 면역증강제를 포함하는 백신 전달체, 및 상기 백신 전달체[0001]

를 포함하는 백신 조성물에 관한 것이다. 

배 경 기 술

최근 인플루엔자 또는 COVID-19 등 다양한 바이러스의 유행으로 인해 전세계적으로 매 해 사회적, 경제적 손실[0002]

이 발생하고 있다. 이러한 팬데믹 상황에서 바이러스 예방을 위한 백신기술 개발이 매우 중요하다. 

일반적으로 백신은 생백신, 약독화백신, 사백신, 재조합 백신이 있다. 생백신 및 약독화 백신은 바이러스의 제[0003]

조 시일이 오래 걸리고 생산 단가가 높을 뿐 아니라 안정성 문제를 수반하고 있다. 그러므로 안정성이 뛰어나고

생산 효율이 좋은 재조합 백신의 연구 개발이 활발히 진행되고 있으나 재조합 백신의 경우 기존 바이러스 유래

의 백신에 비해 면역원성이 낮은 단점이 있다. 

따라서, 면역원성 증강을 위해 면역세포에의 항원전달능이 향상된 백신전달체의 개발이 요구되는 실정이다. 이[0004]

에 본 발명자들은 항원을 효과적으로 세포에 전달하고 자극하여 면역 반응을 활성화시키고, 특정 항원에 대한
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예방 및 면역력을 강화시킬 수 있는 백신 전달체에 관한 발명을 완성하였다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 pH 감응형 고분자를 이용하여 면역원성이 증가된 백신 전달체를 제공하는 것이다. [0005]

본 발명의 또 다른 목적은 면역원성이 증가된 백신 전달체를 포함하는 백신 조성물을 제공하는 것이다. [0006]

과제의 해결 수단

이에 본 발명자들은 pH 감응형 고분자에 항원 및 면역증강제를 혼합하여 복합체를 형성하는 경우, 항원 및 면역[0007]

증강제의 전달능이 향상되고 항체생성 및 사이토카인 발현율이 향상됨을 확인함으로써 본 발명을 완성하였다. 

따라서, 본 발명은 (a) 양이온성 폴리 아미노산 고분자 및 약제학적으로 허용가능한 음이온성 고분자를 포함하[0008]

는 나노 복합체; (b) 항원; 및 (c) 면역증강제를 포함하고, 상기 폴리 아미노산 고분자는 이미다졸기 또는 히스

티딘으로 개질된, 백신 전달체를 제공한다. 

또한, 본 발명은 상기 백신 전달체 및 약학적으로 허용가능한 담체를 포함하는 백신 조성물을 제공한다. [0009]

발명의 효과

본 발명에 따른 pH 감응형 나노 복합체를 포함하는 백신 전달체는 항원의 면역세포 전달 및 인식을 향상시켜 항[0010]

체생성 및 사이토카인 발현을 증가시킬 수 있으므로, 백신의 면역원성을 향상시켜 특정 항원에 대한 예방을 가

능하게 한다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 양이온성 폴리 아미노산 고분자 (PLI)의 합성 과정을 나타낸 것이다.[0011]

도 2는 PLI 합성 결과를 FT-IR 분석을 통해 확인한 것이다. 

도 3은 PLI 합성 결과 NMR 분석을 통해 확인한 것이다. 

도 4는 PLI 고분자와 CpG-ODN 의 몰비율에 따른 나노입자의 입자크기 및 표면 전하를 확인한 것이다. 

도 5는 PLI 고분자와 CpG-ODN 의 몰비율에 따른 CpG-ODN retardation을 확인한 것이다. 

도 6은 HA/PLI/CpG-ODN 입자의 입자 크기를 확인한 것이다. 

도 7은 HA/PLI/CpG-ODN/OVA의 제조에서 항원의 질량 및 투입 시기를 나타낸 것이다. 

도 8은 다양한 HA/PLI/CpG-ODN/OVA 복합체의 입도 분석 결과를 나타낸 것이다. 

도 9는 PLI 입자의 pH5.5~7.4 구간에서 proton sponge capacity를 확인한 것이다. 

도 10은 OVA-FITC의 세포내 전달능을 확인한 것이다. 

도 11은 CpG-ODN-FITC의 세포내 전달능을 확인한 것이다.

도 12는 각 샘플에서 사이토카인(IL-6, TNF-alpha) 발현량을 비교한 것이다.

도 13은 마우스에 각 샘플을 처리한 후 항체 생성능을 확인한 것이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세하게 설명한다. [0012]

본 발명은 (a) 양이온성 폴리 아미노산 고분자 및 약제학적으로 허용가능한 음이온성 고분자를 포함하는 나노[0013]

복합체; (b) 항원; 및 (c) 면역증강제를 포함하고, 상기 폴리 아미노산 고분자는 이미다졸기 또는 히스티딘으로

개질된, 백신 전달체를 제공한다. 

본 발명에서, 상기 양이온성 폴리 아미노산 고분자는 하기 일반식 1로 표현될 수 있다:[0014]
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[일반식 1][0015]

XmYn[0016]

(상기 일반식 1에서, X는 리신, 히스티딘, 및 아르기닌으로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나이고, Y는 이미다[0017]

졸기 및 히스티딘으로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나가 개질된 리신이며, m, n은 각각 1 이상의 정수이다.) 

본 발명의 일 구현예에서, 상기 일반식 1의 X는 리신일 수 있으며, 상기 일반식 1의 Y는 이미다졸기로 개질된[0018]

리신일 수 있다.  

본 발명에서, 상기 m, n은 각각 1 이상 10 이하의 정수일 수 있다. 또한, 본 발명에서, 상기 일반식 1의 m와 n[0019]

은 10:1 내지 1:10, 예컨대 7:1 내지 1:7, 5:1 내지 1:5, 3:1 내지 1:3, 또는 1:1 내지 1:3일 수 있으나 이에

제한되는 것은 아니다. 상기와 같이 m와 n의 비율을 조정함으로써, 상기 폴리 아미노산 고분자의 pH 감응성을

부여 및 강화할 수 있다.

본 발명에서, 상기 양이온성 폴리 아미노산 고분자는 음이온성 고분자와 혼합되어 나노 복합체를 형성할 수 있[0020]

다. 예컨대, 상기 나노 복합체는 양이온성 고분자와 음이온성 고분자의 정전기적 인력에 의해 결합된 복합체(폴

리플렉스, polyplex)일 수 있다. 

본 발명에서, 상기 음이온성 고분자는 약제학적으로 허용가능하며 음전하를 띄는 고분자라면 특별히 한정되지[0021]

않는다. 구체적으로는, 카르복시메틸셀룰로오스, 덱스트란, 잔탄검, 알긴산, 카라기난, 아라비아검, 젤란검, 옥

시키틴 및 옥시풀루란, 콘드로이틴, 히알루론산, 카보머, 폴리갈락투론산, 폴리L-글루탐산, 폴리아스파르트산,

폴리아크릴산 등의 수용성 고분자, 및 이들의 유도체 등을 들 수 있고, 이들 중 1종 또는 2종 이상을 사용할 수

있다. 또한, 이들은 천연이나 합성 등의 기원에 의해서 특별히 한정되지 않는다. 예를 들어, 상기 음이온성 고

분자는 히알루론산일 수 있다. 

본 발명에서, 용어 "항원"은 살아있는 동물의 면역계가 그것을 인식하도록 하기 위해 면역 반응을 유도하고자[0022]

하는 분자 또는 분자의 조합을 지칭한다. 

본 발명에서, 상기 항원은 펩타이드, 단백질, 핵산, 당(sugar), 병원균, 약독화된 병원균, 비활성화된 병원균,[0023]

바이러스, 바이러스-유사 입자(VLP), 세포 및 세포 조각으로 구성된 군으로부터 선택되는 것일 수 있다. 상기

단백질은, 예컨대 재조합 단백질, 서브유닛(subunit), 스플릿(split) 단백질 항원을 포함할 수 있으며, 상기 세

포는, 예컨대 수지상세포를 포함할 수 있다.

본  발명에서,  상기  항원은  코로나바이러스(Coronavirus)의  항원,  일본뇌염바이러스(Japanese  encephalitis[0024]

virus)의  항원,  HIB(Heamophilus  influenzae  type  B)의  항원,  지카바이러스의  항원,  녹농균(Pseudomonas

aeruginosa)의 항원, 백일해 항원, 결핵균 항원, 탄저균 항원, HAV(Hepatitis A virus)의 항원, HBV(Hepatitis

B  virus)의 항원, HCV(Hepatitis  C  virus)의 항원, HIV(human immunodeficiency virus)의 항원, HSV(Herpes

simplex virus)의 항원, 나이세리아 메닝기티디스(Neisseria meningitidis)의 항원, 코리네박테리움 디프테리

아(Corynebacterium  diphtheria)의 항원, 보르데텔라 퍼투시스(Bordetella  pertussis)의 항원, 클로스트리듐

테타니(Clostridium  tetani)의  항원,  HPV(human  papilloma  virus)의  항원,  바리셀라  바이러스(Varicella

virus),  엔테로코키(Enterococci)의 항원,  포도상구균(Staphylococcus  aureus)의  항원,  폐렴간균(Klebsiella

pneumonia)의 항원, 아시네토박터바우마니(Acinetobacter baumannii)의 항원, 엔테로박터(Enterobacter)의 항

원, 헬리코박터 파일로리(Helicobacter  pylori)의 항원, 말라리아의 항원, 뎅기바이러스의 항원, 쯔쯔가무시

(Orientia  tsutsugamushi)의 항원, 중증열성혈소판감소증후군(severe  fever  with  thrombocytopenia  syndrome

Bunyavirus; SFTS Bunyavirus)의 항원, 인플루엔자 바이러스의 항원, 에볼라바이러스의 항원 및 폐렴구균의 항

원으로 구성된 군으로부터 선택되는 것일 수 있다.

본 명세서에서의 용어 "코로나바이러스(Coronavirus)"는 코로나바이러스 과(Family Coronaviridae)에 속하는 바[0025]

이러스로, 외막에 둘러싸인 RNA 게놈을 가진 바이러스를 말한다. 상기 코로나바이러스는 표면 돌기(spike) 단백

질의 왕관과 같은 모양을 본떠 붙여진 이름으로, 양성 가닥(positive-strand) RNA를 유전체로 가진다. 이 RNA는

바이러스의 구조를 암호화하는 뉴클레오캡시드(nucleocapsid: N), 외피(envelope: E), 막(membrane: M), 표면

돌기(spike: S) 단백질 등의 정보를 포함하고 있다. 코로나바이러스는 표면 돌기(S) 단백질의 수용체 접합 부위

(receptor binding domain: RBD)가 숙주 세포의 수용체와 결합해 융합하면서 숙주 내부로 침투하여 자기 복제를

수행한다.

상기 코로나바이러스는 알파코로나바이러스, 베타코로나바이러스, 감마코로나바이러스, 및 델타코로나바이러스[0026]
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로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있으며, 구체적으로 돼지 유행성 설사 바이러스(porcine epidemic diarrhea

virus:  PEDV),  개  코로나바이러스(canine  coronavirus:  CCV),  고양이  전염성  복막염  바이러스(feline

infectious peritonitis virus: FIPV), 소 코로나바이러스(bovine coronavirus: BCoV 또는 BCV), 조류 전염성

기관지염 바이러스(avian  infectious  bronchitis  virus:  IBV),  전염성 위장염 코로나바이러스(transmissible

gastroenteritis  coronavirus:  TGEV),  중증급성호흡기증후군  코로나바이러스(severe  acute  respiratory

syndrome coronavirus: SARS-CoV), 중증급성호흡기증후군 코로나바이러스(Severe acute respiratory syndrome

coronavirus  2:  SARS-CoV-2),  중동  호흡기  증후군  코로나바이러스(Middle  East  respiratory  syndrome

coronavirus: MERS-CoV), 또는 이들의 조합일 수 있다. SARS-CoV-2는 코로나바이러스감염증-2019(COVID-19)의

주요 원인체일 수 있다.

본 발명에서, "세포내 섭취(endocytosis)"는 세포가 외부 환경의 분자와 입자를 세포질로 내재화하는 세포 과정[0027]

으로, 외부 유입 물질을 제거하기 위한 대사과정이다. 항원이 세포내 섭취 과정에서 내재화되면 면역 반응을 자

극하기 전에 리소좀에서 분해될 수 있으며, 이는 백신의 효능 감소로 이어질 수 있다. 본 발명의 백신 전달체에

서, 상기 항원은 고분자 내부에 봉입되어 있는 형태일 수 있다. 이러한 형태로 투입될 경우, 고분자에 의해 고

분자의 양성자화(protonation)에 의해 항원이 보호되므로 항원의 제거를 회피할 수 있다. 따라서 본 발명의 백

신 전달체를 활용할 경우, 항원 전달률이 극대화될 수 있다는 이점이 있다. 

본 발명에서, 용어 "면역증강제(adjuvant)"는 면역보조제, 항원보강제 또는 아쥬번트(adjuvant)로 불리는 물질[0029]

을 의미하며, 보다 구체적으로 백신에 대한 면역 반응을 높여 면역 시스템에 의해 항체가 많이 생성될 수 있도

록 도와주는 물질을 의미한다. 상기 면역증강제는 항원의 생물학적 또는 면역학적 반감기 증가; 항원 제공 서열

로의 항원 전달 개선; 항원 제공 세포에 의한 항원 프로세싱 및 제공의 개선; 및 면역조절성 사이토카인의 생산

유도를 포함하는 하나 이상의 기작과 같은 여러 기작을 통해 작용할 수 있다.

본  발명의  일  구현예에서,  상기  면역증강제는  Triacylated  lipoproteins  (Pam3CSK4),  dsRNA[0030]

Polyinosinic:polycytidylic  acid  (poly(I:C)),  Lipopolysaccharides  (LPS),  Flagellin,  Imidazoquinolines

(R848),  Diacylated  lipoproteins  (FSL-1),  Guanosine  analogs  (Loxoribine),  CpG-ODN(cytosine-guanosine

oligonucleotide), profilin-like protein 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것일 수 있다. 

본 발명의 일 구현예에서, 상기 양이온성 폴리 아미노산 고분자와 상기 음이온성 고분자의 혼합비는 질량비율[0031]

10:1 내지 1:10, 예컨대 7:1 내지 1:7, 5:1 내지 1:5, 3:1 내지 1:3, 또는 1:1 내지 1:3일 수 있으나 이에 제

한되는 것은 아니다. 

본 발명의 백신 전달체는 양이온성 폴리 아미노산 고분자 및 음이온성 고분자가 혼합된 나노 복합체에 항원 및[0032]

면역증강제를 탑재하여 구성되는 것일 수 있다. 본 발명의 일 구현예에서, 상기 폴리 아미노산 고분자 및 면역

증강제의 혼합비는 질량비율 1:1 내지 100:1일 수 있다. 바람직하게는 상기 혼합비는 질량비율 1:1 내지 100:1,

1:1 내지 90:1, 1:1 내지 80:1, 1:1 내지 70:1, 1:1 내지 60:1, 1:1 내지 50:1, 1:1 내지 40:1, 10:1 내지

40:1, 20:1 내지 40:1, 또는 20:1 내지 30:1일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.. 

본 발명에서, "엔도좀"은 세포내 섭취(endocytosis)를 통해서 세포질에 형성된 생체막으로 둘러싸인 소낭을 말[0033]

하며, 좀 더 넓은 의미에서는 이렇게 들어온 소낭이 원형질막과 골지체 사이를 이동하며, 융합하고 분리되는 막

으로 싸인 낭을 총칭한다. 상기 엔도좀은 세포 내에서 세포소기관들 사이 또는 세포내부와 세포 외부와의 물질

의 이동에서 중요한 역할을 한다. 

사람 혈청의 pH는 7.4인 반면, 세포내 평균 pH는 약 7.1 내지 7.3의 범위로, 약간 더 낮다. 상기 엔도좀은 일반[0034]

적으로 5 이상 7 이하, 또는 5.5 이상 6.5 이하의 pH를 가지므로, 본 발명의 pH 감응형 고분자는 세포 내 엔도

좀 환경 (약산성 pH 조건)에서 특이적으로 이온화될 수 있다. 

따라서, 본 발명의 일 구현예에서 상기 나노 복합체를 포함하는 백신 전달체는 pH 5 이상 7 이하, 바람직하게는[0035]

pH 5.5 이상 7 이하 또는 5.5이상 6.5 이하의 조건에서 이온화되는 것일 수 있다. 

본 발명의 실시예에 따르면, 상기 나노 복합체를 포함하는 백신 전달체는 상기 나노 복합체를 포함하지 않는 백[0036]

신 전달체에 비해 항원전달능이 50배 이상, 40배 이상, 30배 이상, 또는 20배 이상 증가될 수 있다. 

본 발명의 일 구현예에서, 상기 백신 전달체는 50nm 이상 500nm 이하의 직경을 갖는 것일 수 있다. 바람직하게[0037]

는 50nm 이상 450nm 이하, 60nm 이상 400nm 이하, 70nm 이상 350nm 이하, 80nm 이상 300nm 이하, 90nm 이상

300nm 이하, 100nm 이상 250nm 이하의 직경을 갖는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 
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본 발명은 백신 전달체 및 약학적으로 허용 가능한 담체를 포함하는 백신 조성물을 제공한다. [0039]

상기에서 백신 전달체와 관련하여 기술한 모든 내용이 백신 조성물에 그대로 적용 또는 준용될 수 있다. [0040]

본 발명에서, 용어 "백신"은 생체에 면역을 주는 항원을 함유한 생물학적인 제제로서, 감염 및/또는 감염증의[0041]

예방을 위하여 사람이나 동물에 투여함으로써 생체에 면역이 생기게 하는 면역원 또는 항원성 물질을 말한다.

상기 백신은 사균백신, 약독화백신, 아단위 백신, 컨쥬게이트 백신, 재조합 백신, 단가백신, 다가백신 또는 혼[0042]

합백신 형태일 수 있다.

본 발명에서, 상기 백신은 세균 및/또는 바이러스의 감염 또는 감염 질환을 예방 또는 치료하기 위한 것일 수[0043]

있다.

본 발명에서, 용어 "예방"은 상기 백신 조성물의 투여로 인해 세균 및/또는 바이러스의 감염 및 상기 감염에 의[0044]

한 질환 발병을 억제 또는 지연시키는 모든 행위를 의미한다.

본 발명에서, 용어 "치료"는 상기 백신 조성물의 투여로 인해 세균 및/또는 바이러스의 감염에 의해 이미 유발[0045]

된 질환의 증세가 호전되거나 이롭게 되는 모든 행위를 의미한다.

"약학적으로 허용가능한 담체"란 임의의 및 모든 용매, 분산 매질, 코팅제, 항원보강제, 안정제, 희석제, 보존[0046]

제, 항균제 및 항진균제, 등장성 작용제, 흡착지연제 등을 포함한다. 백신용 조성물에 포함될 수 있는 담체, 부

형제, 희석제로는 락토즈, 덱스트로스, 슈크로스, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 말티톨, 전분, 글리세린, 전분,

아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘포스페이트, 칼슘실리케이트, 셀룰로즈, 메틸 셀룰로즈, 미정질 셀룰

로즈, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테아레이

트 및 광물유를 들 수 있다.

또한, 본 발명의 백신 조성물은 각각 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽,[0047]

에어로졸 등의 경구형 제형 및 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용될 수 있다. 제제화할 경우에는 보통 사

용되는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제할 수

있다. 경구투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되며, 이러한 고형제제는 상

기 레시틴 유사 유화제에 적어도 하나 이상의 부형제 예를 들면, 전분, 칼슘카보네이트(calcium carbonate), 슈

크로스(sucrose) 또는 락토오스(lactose), 젤라틴 등을 섞어 조제할 수 있다. 또한 단순한 부형제 이외에 마그

네슘  스티레이트  탈크  같은  윤활제들도  사용할  수  있다.  경구투여를  위한  액상제제로는  현탁제,  내용액제,

유제, 시럽제 등을 사용할 수 있으며, 흔히 사용되는 단순 희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형

제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다. 비 경구투여를 위한 제제에는 멸균된 수

용액,  비수용성제,  현탁제,  유제,  동결건조제제가  포함된다.  비수용성제제,  현탁제로는  프로필렌글리콜

(propylene glycol), 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한

에스테르 등이 사용될 수 있다.

본 발명의 투여는 어떠한 적절한 방법으로 대상에게 소정의 물질을 도입하는 것을 의미하며, 투여 경로는 목적[0048]

조직에 도달할 수 있는 한 일반적인 경로를 통하여 투여될 수 있다. 예를 들어, 복강내 투여, 근육내 투여, 경

구 투여, 피하 투여, 국소 투여 또는 침지 투여될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

상기 백신 조성물의 바람직한 투여량은 환자의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 기간에 따라[0049]

다르지만, 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 그러나 바람직한 효과를 위해서, 본 발명의 면역증강제는 1

일에 10 내지 100 mg/kg으로, 바람직하게는 50 내지 500 mg/kg으로 투여할 수 있다. 투여는 하루에 한 번 투여

할 수도 있고, 수회 나누어 투여할 수도 있다. 상기 투여량은 어떠한 면으로든 본 발명의 범위를 한정하는 것은

아니다. 상기 투여량은 개체의 질환의 종류, 중증도, 약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투여 시간, 투여 경로

및 배출비율, 치료기간, 동시에 사용되는 약물을 포함한 요소 및 기타 의학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 결정

될 수 있다.

또한, 본 발명은 상기 백신 조성물을 개체에 투여하는 단계를 포함하는, 세균, 바이러스 및/또는 미생물의 감염[0051]

및 감염 질환을 예방 또는 치료하는 방법을 제공한다. 상기에서 백신 전달체 및 백신 조성물과 관련하여 기술한

모든 내용이 상기 방법에 그대로 적용 또는 준용될 수 있다.

본 발명에서, 용어 "개체"는 세균, 바이러스 및/또는 미생물의 감염 및 감염 질환이 발병되거나 발병할 위험이[0052]

있는 쥐, 가축, 인간 등을 포함하는 포유동물, 양식어류 등을 제한 없이 포함할 수 있다. 상기 개체는 인간을
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제외하는 것일 수 있다.

상기 백신 조성물은 약학적으로 유효한 양으로 단일 또는 다중 투여될 수 있다. 이때, 조성물은 액제, 산제, 에[0053]

어로졸, 주사제, 수액제(링겔), 캡슐제, 환제, 정제, 좌제 또는 패치의 형태로 제형화되어 투여할 수 있다.

상기 세균, 바이러스 및/또는 미생물의 감염 및 감염 질환을 예방 또는 치료하기 위한 백신 조성물의 투여 경로[0054]

는 목적 조직에 도달할 수 있는 한 어떠한 일반적인 경로를 통하여도 투여될 수 있다.

상기 백신 조성물은 목적하는 바에 따라 복강내 투여, 정맥내 투여, 근육내 투여, 피하 투여, 피내 투여, 경피[0055]

패치투여, 경구 투여, 비내 투여, 폐내 투여, 직장내 투여 등의 경로를 통해 투여 될 수 있다. 다만, 경구 투여

시에는 제형화되지 않은 형태로도 투여할 수 있고, 위산에 의하여 상기 백신 조성물이 변성 또는 분해될 수 있

기 때문에 경구용 조성물은 활성 약제를 코팅하거나 위에서의 분해로부터 보호되도록 제형화된 형태 또는 경구

용 패치형태로 구강내에 투여할 수도 있다. 또한, 상기 조성물은 활성 물질이 표적세포로 이동할 수 있는 임의

의 장치에 의해 투여될 수 있다.

본 발명의 이점 및 특징, 그리고 그것들을 달성하는 방법은 상세하게 후술되어있는 실시예들을 참조하면 명확해[0057]

질 것이다. 그러나 본 발명은 이하에서 개시되는 실시예들에 한정되는 것이 아니라 서로 다른 다양한 형태로 구

현될 것이며, 단지 본 실시예들은 본 발명의 개시가 완전하도록 하고, 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의

지식을 가진 자에게 발명의 범주를 완전하게 알려주기 위해 제공되는 것이며, 본 발명은 청구항의 범주에 의해

정의될 뿐이다.

[실시예] [0059]

실시예 1: PLI의 합성 및 분석[0060]

1) 이미다졸 개질 양이온성 폴리 아미노산 고분자 (PLI) 합성[0061]

이미다졸  그룹이  개질된  양이온성  폴리  아미노산  고분자  (PLI)  중합을  위해,  H-Lys(Z)-OH와  트리포스젠[0062]

(Triphosgene)과의 반응을 통해 Lys(Z)-NCA를 합성하였다. 주어진 물질들을 50ml의 THF(tetrahydrofuran)에 녹

여 혼합한 후, 3시간 동안 50℃에서 반응을 진행하였다. 반응 종결 후 용액을 헥산(hexane)에 침전시켜 감압 증

류 및 건조를 통해 Lys(Z)-NCA를 분리하였다. 합성된 물질은 35ml  DMF(dimethylformamide)  상에서 헥실아민

(Hexylamine)과 혼합되어 40℃, 48시간 동안 중합반응을 진행하였으며, 에틸 에테르(ethyl ether)를 사용한 침

전 및 감압 증류로 Poly-L-lysine(Z) (PLL(Z))를 분리하였다. 이후 HBr/acetic acid 용액을 처리하여 Cbz 그룹

을 탈그룹화 하여 아민기를 노출시킨 형태인 PLL을 제조하였고, 수용액 기반에서 EDC/HOBt 법을 이용하여 PLL에

4-이미다졸아세트산(4-imidazoleacetic acid)을 결합하였다. 결합 후 혼합용액에 대한 투석(dialysis)을 진행하

여 여분의 용매와 시료들을 제거하였으며, 동결 건조를 통해 최종적인 고분자 (PLI)를 수득하였다. PLI의 합성

과정을 도 1에 나타내었다.

2) FT-IR 분석[0063]

PLI 합성 결과를 푸리에변환적외선분광기(Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FT-IR) 분석을 통해 확인[0064]

하여 도 2에 나타내었다. H-Lys(Z)-OH를 트리포스젠(Triphosgene)과 반응시켜 Lys(z)-NCA 리신 무수물을 합성

하였으며, FT-IR 분석을 통해 1800nm
-1
에 존재하는 NCA 피크와 1200nm

-1
에 존재하는 Cbz 피크를 확인하여 적절하

게 합성된 것을 확인하였다. 합성된 Lys(z)-NCA는 헥실아민(Hexylamine)을 이용해 중합하여 양이온성 폴리 아미

노산 고분자(PLL(z), Poly-l-lysine(z))를 합성하였고, 이는 FT-IR  데이터에서 NCA 피크가 사라진 것을 통해

중합의 성공을 확인하였다. 이후 HBr/acetic acid 용액을 이용하여 아민기를 보호하고 있는 Cbz 보호그룹을 제

거하고, FT-IR 데이터에서 Cbz 피크가 사라진 것을 통해 폴리 리신(Poly-l-lysine)의 합성을 확인하였다. 

3) NMR 분석[0065]

보다 정확한 확인을 위해, PLI 합성 결과를 핵자기공명(Nuclear Magnetic Resonance, NMR) 분석을 통해 확인하[0066]

여 도 3에 나타내었다. H-Lys(Z)-OH를 트리포스젠(Triphosgene)과 반응시켜 Lys(z)-NCA 리신 무수물을 합성하

였으며 NMR 분석을 통해 NCA와 Cbz의 피크를 확인하여 적절히 합성된 것을 확인하였다. 합성된 Lys(z)-NCA 리신

무수물은  헥실아민(Hexylamine)을  이용해  중합하여  양이온성  폴리  아미노산  고분자(PLL(z),  Poly-l-

lysine(z))를 합성하였고, 이는 NMR 데이터에서 NCA 피크가 사라진 것을 통해 중합의 성공을 확인하였다. 이후

HBr/acetic acid 용액을 이용하여 아민기를 보호하고 있는 Cbz 보호그룹을 제거하고, NMR 분석 데이터에서 Cbz

피크가  약해지고  사라진  것을  통해  양이온성  아미노산  고분자인  폴리  리신(Poly-l-lysine)의  합성을

등록특허 10-2643430

- 9 -



확인하였다. 또한, EDC/HOBt 법을 활용하여 4-이미다졸아세트산(4-imidazoleacetic acid)을 폴리 리신에 결합시

켜 폴리 리신의 아민 기가 이미다졸 기로 개질될 수 있도록 하였다. 이의 결과로 NMR 분석 데이터에서 이미다졸

기의 피크가 생긴 것을 통해 중합되었음을 확인하였다.

실시예 2: PLI-HA-면역증강제 복합체의 제조[0068]

1) PLI:CpG-ODN 몰비율에 따른 나노입자 분석[0069]

PLI-면역증강제 복합체의 제조를 위하여, 이미다졸이 개질된 양이온성 폴리 아미노산 고분자 (PLI) 및 톨-유사[0070]

수용체  9(Toll-like  receptor  9,  TLR-9)에  작용하는  면역증강제인  CpG-ODN을  사용하였다.  1ml  HEPES  버퍼

(10mM, pH 7.4)에 PLI와 CpG-ODN의 몰 비율이 정해진 비율 (1-10)이 되도록 투입하였다. 혼합한 용액은 교반기

를 사용하여 30분 간 강도 3으로 교반하였다. 입자가 제조된 후에는 ELSZ-2000(오츠카전자)을 사용하여 입도 분

석 및 제타 전위 측정을 진행하여 도 4에 나타내었다. 면역증강제에 대한 고분자의 몰 비율이 2.5 이상인 경우

부터 300nm 이하의 크기를 가지는 균일하고 안정적인 입자가 제조되었음을 확인하였고, 입자의 제타전위는 양이

온성 고분자 비율이 상승함에 따라 증가하는 것을 확인하였다.

2) Gel retardation assay[0071]

제조한 PLI/CpG-ODN의 몰 비율에 따른 DNA 탈출능을 평가하기 위해 gel retardation assay를 진행하였다. 1%[0072]

Agarose gel에 각기 다른 몰 비율의 입자를 처리하고 100V 하에서 20분 간 전기 영동을 진행하였다. 이후 CYBR

Gold 용액을 15분간 처리하여 DNA를 staining하고 Typhoon™ laser-scanner platform을 통해 분석하고 도 5에

나타내었다. 면역증강제에 대한 고분자의 몰 비율이 0.5 이상인 경우부터 면역증강제의 방출이 관찰되지 않았으

며, 이를 통해 고분자와 면역증강제의 정전기적 인력에 의하여 안정적으로 입자가 형성된다는 것을 확인하였다.

3) HA/PLI/CpG-ODN 입자 합성[0073]

1ml HEPES 버퍼(10mM, pH 7.4)에 PLI와 CpG-ODN의 몰 비율이 10이 되도록 투입하였다. 이와 동시에, 히알루론[0074]

산의 질량이 PLI의 3배가 되도록 투입하고 교반기를 사용하여 30분 간 강도 3으로 교반하였다. 입자가 제조된

후에는 ELSZ-2000(오츠카전자)를 사용하여 입도 분석하여 도 6에 나타내었다. 히알루론산이 포함된 나노구조체

또한 균일하고 안정한 상태에 있음을 확인하였다.

4) HA/PLI/CpG-ODN/OVA (PLI-HA-면역증강제-항원 복합체)의 제조 및 입도분석[0075]

기존 나노복합체에 표준항원 모델인 오발부민(Ovalbumin, OVA)을 함께 포함하는 입자를 제조하였다. PLI와 CpG-[0076]

ODN의 몰 비율을 1:10, PLI와 HA의 질량 비율을 1:3으로 하여 투입하였고, OVA의 질량 (5-20ug) 및 투입 시기를

조절하여 입자를 제조하였다. 항원의 질량 및 투입 시기는 도 7에 상세히 나타내었다. 제조된 입자는 ELSZ-

2000(오츠카전자)을 사용하여 입도 분석하여 도 8에 나타내었다. 다양한 항원 투입량에 대해 입자의 안정성 및

균일성이 유지되었으며, 항원 투입 시점과 상관없이 균일한 입자 제조가 가능함을 확인하였다.

실시예 3: PLI의 proton sponge capacity 확인[0078]

PLI의 proton sponge capacity의 확인을 위해, 150mM 염화나트륨(NaCl) 및 PLL, PLI, 4-이미다졸아세트산(4-[0079]

imidazoleacetic acid)에 대한 적정 실험을 진행 및 분석하여 도 9에 나타내었다. 3ml의 150mM NaCl 용액 또는

이 용액을 용매로 한 PLL, PLI, 4-이미다졸아세트산 혼합 용액에 1N 수산화나트륨(NaOH)을 적당량 더하여 최초

pH를 12.00으로 설정하였다. 이후, 0.1N 염산(HCl)을 50ul씩 순차적으로 투입하고 염산 투입량에 따른 pH 변화

를 측정하였다. 염화나트륨과 PLL에 비해, 이미다졸 그룹이 개질된 PLI에서 더 강한 proton sponge capacity를

가지는 것을 확인하였다.

실시예 4: 복합체의 항원전달능 확인[0081]

1) OVA-FITC의 세포내 전달능 확인 (도 10)[0082]

3가지 조건 i) 면역항원 모델 OVA-FITC와 면역증강제 CpG-ODN 혼합투여 (OVA-FITC/CpG-ODN) ii) 면역항원 모델[0083]

OVA-FITC와 면역증강제 CpG-ODN, 양이온성 아미노산 고분자 PLI 혼합투여 (OVA-FITC/PLI/CpG-ODN), iii) 면역

항원 모델 OVA-FITC, 양이온성 아미노산 고분자 PLI, 음이온성 고분자 HA, 면역증강제 CpG-ODN 혼합투여 (HA/

OVA-FITC /PLI/CpG-ODN)로 실험을 진행하였으며, 면역항원 모델 OVA-FITC는 26 μg 과 CpG-ODN은 500 pmol 으

로 백신제제를 제조하여 confocal dish 에서 실험을 수행하였다. FITC 형광 라벨링이 되어있는 면역항원 모델

OVA-FITC(초록)를 사용하였다. 형광 이미징을 위해 핵(파랑)과 lysosome(빨강)을 hoechst33342,  lysotracker

red-99 dnd를 사용하여 염색하였다. 형광 이미지 분석 결과 iii) 면역항원 모델 OVA-FITC, 양이온성 아미노산
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고분자 PLI, 음이온성 고분자 HA, 면역증강제 CpG-ODN 혼합투여 (HA/ OVA-FITC /PLI/CpG-ODN) 에서 OVA-FITC가

세포내 세포질에 많이 분포하는 것을 강한 초록형광으로 확인 할 수 있었다. 즉, 항원의 세포내 전달능이 향상

된 것을 확인할 수 있었다 (도 10).

2) CpG-ODN-FITC의 세포내 전달능 확인 (도 11)[0084]

3가지 조건 i) 면역항원 모델 OVA 와 면역증강제 CpG-ODN-FITC 혼합투여 (OVA/CpG-ODN-FITC), ii) 면역항원 모[0085]

델 OVA 와 면역증강제 CpG-ODN-FITC, 양이온성 아미노산 고분자 PLI 혼합투여 (OVA/PLI/CpG-ODN-FITC), iii)

면역항원 모델 OVA,  양이온성 아미노산 고분자 PLI, 음이온성 고분자 HA, 면역증강제 CpG-ODN-FITC 혼합투여

(HA/OVA/PLI/CpG-ODN-FITC)로 실험을 진행하였으며, 면역항원 모델 OVA 는 26 μg 과 CpG-ODN-FITC은 500 pmol

으로 백신제제를 제조하여 confocal  dish에서 실험을 수행하였다. FITC  형광 라벨링이 되어있는 면역증강제

CpG-ODN-FITC(초록)를  사용하였다.  형광  이미징을  위해  핵(파랑)과  lysosome(빨강)을  hoechst33342,

lysotracker red-99 dnd를 사용하여 염색하였다. 형광 이미지 분석 결과 iii) 면역항원 모델 OVA, 양이온성 아

미노산 고분자 PLI, 음이온성 고분자 HA, 면역증강제 CpG-ODN-FITC 혼합투여 (HA/OVA/PLI/CpG-ODN-FITC) 에서

CpG-ODN-FITC가 세포내 세포질내 lysosome에 많이 분포하는 것을 강한 초록 형광으로 확인 할 수 있었다. 즉,

면역증강제의 세포내 전달능이 향상된 것을 확인할 수 있었다 (도 11).

실시예 5: in vitro 상의 사이토카인 발현 확인 (도 12)[0087]

마우스 대식세포주 RAW264.7  세포에서 개발된 백신 나노복합체를 6시간 이상 처리하여 발현된 사이토카인을[0088]

ELISA를 통해 확인하여 나타내었다. 7가지 조건 i)무처리군(N.C.: PBS 50㎕ 투여), ii) COVID19 spike protein

의 receptor binding domain 재조합단백질 (RBD) 단독, iii) 면역증강제 CpG-ODN 단독, iv) 양이온성 아미노산

고분자 PLI, 음이온성 고분자 HA 혼합 (HA/PLI) v) RBD와 면역증강제 CpG-ODN 혼합투여 (RBD + CpG-ODN) vi)

RBD와 면역증강제 CpG-ODN, 양이온성 아미노산 고분자 PLI 혼합투여 (RBD+PLI/CpG-ODN), vii) RBD, 양이온성

아미노산 고분자 PLI, 음이온성 고분자 HA, 면역증강제 CpG-ODN 혼합투여 (HA/RBD/PLI/CpG-ODN)로 실험을 진행

하였으며, 항원 RBD는 0.87 μg 과 CpG-ODN은 16.67 pmol 으로 백신제제를 제조하여 96well plate에서 well당

처리하여 실험을 수행하였다.

6시간 처리 이후 세포를 제외한 상층액을 ELISA  실험을 진행하여 사이토카인 IL-6,  TNF-alpha  양을 비교한[0089]

결과,  vii)  RBD,  양이온성  아미노산  고분자  PLI,  음이온성  고분자  HA,  면역증강제  CpG-ODN  혼합투여

(HA/RBD/PLI/CpG-ODN)에서 가장 많은 양의 사이토카인이 발현된 것으로 확인할 수 있었다.

실시예 6: 동물 모델에서 항체 생성능 확인 (도 13)[0091]

근육 주사 접종 대상으로 마우스(BALB/c)를 2주 간격으로 2번 주사 접종을 실시하였고, 2주차 4주차에 채혈하여[0092]

항원 특이적 항체기반 면역반응(humoral immunity)을 확인하기 위해 ELISA를 통해 면역 활성 측정 실험을 진행

하였다. 마우스의 면역 활성 측정은 채혈한 혈청을 1:64으로 희석하여 IgG와 그 isotype(IgG1, IgG2a)의 양을

ELISA(Enzyme-linked immunosorbent assay)를 통해 확인하여 나타내었다. 5가지 조건 i) 무처리군(N.C.: PBS

50㎕ 투여), ii) COVID19 spike protein의 receptor binding domain 재조합단백질 (RBD) 단독, iii) RBD와 면

역증강제 CpG-ODN 혼합투여 iv) RBD와 면역증강제 CpG-ODN, 양이온성 아미노산 고분자 PLI 혼합투여, v) RBD,

양이온성 아미노산 고분자 PLI, 음이온성 고분자 HA, 면역증강제 CpG-ODN 혼합투여로 실험을 진행하였으며, 항

원 RBD는 10 μg 과 CpG-ODN은 1 nmol 으로 백신제제를 제조하여 실험을 수행하였다. 이때, 각 조건 당 8마리의

마우스를 대상으로 실험하였고, 면역 백신 항원은 COVID19 spike protein의 receptor binding domain 재조합단

백질 (RBD)를 사용하였다.

ELISA  실험을  진행하여  흡광도(450nm)에서 IgG,  IgG1,  IgG2a의  양을  확인한  결과,  실험군(HA/RBD/PLI/CpG-[0093]

ODN)에서 다른 대조군에 비해 가장 많이 가장 생성된 것을 확인할 수 있었다. 또한, 2주차, 4주차 혈청에서 IgG

양 비교시 4주차에 더 많은 항체가 생성되어 부스팅 효과를 확인할 수 있었다.

본 발명은 상술한 실시예 및 실험예를 참고로 설명되었으나 이는 예시적인 것에 불과하며, 당해 기술분야에서[0095]

통상의 지식을 가진 자라면 이로부터 다양한 변형 및 균등한 다른 실시예 및 실험예가 가능하다는 점을 이해할

것이다. 따라서 본 발명의 진정한 기술적 보호 범위는 첨부된 특허청구범위의 기술적 사상에 의하여 정해져야

할 것이다.
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도면12

도면13

【심사관 직권보정사항】

【직권보정 1】

【보정항목】청구범위

【보정세부항목】청구항 3

【변경전】

제2항에 있어서, 

상기 일반식 1의 m, n에 대하여, 상기 m과 n은 10:1 내지 1:10의 비율로 포함되는 것인, 백신 전달체. 

【변경후】

제1항에 있어서, 

상기 일반식 1의 m, n에 대하여, 상기 m과 n은 10:1 내지 1:10의 비율로 포함되는 것인, 백신 전달체. 
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