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연구개발성과의 

보안등급 및 

사유

일반
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9대 성과 등록·기탁번호 

구분 논문 특허
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·장비

기술요약 

정보

소프트 

웨어
화합물

생명자원 신품종

생명

정보

생물

자원
정보 실물

등록·기탁 

번호

국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설·장비 현황

구입기관
연구시설·

장비명

규격

(모델명)
수량 구입연월일

구입가격

(천원)

구입처

(전화)

비고

(설치장소)

NTIS

등록번호

요약(연구개발성과를 중심으로 개조식으로 작성하되, 500자 이내로 작성합니다.)

○ 국내 시장의 80% 이상을 점유하고 있는 다국적 기업의 백신과 품질 차이를 줄

여 나가고 새롭게 성장하고 있는 애완견 백신시장에서 국내 백신의 점유율을 

높이기 위한 고품질의 백신 공급은 매우 시급한 일임.

○ 친환경적인 식물단백질 발현시스템을 이용하여 광견병 및 애완견 5종 질병

에 대한 고품질의 백신개발 및 상용화를 촉진하고자 함.

○ 식물 단백질 발현시스템을 이용하여 광견병 및 개 파보바이러스, 디스템퍼바

이러스, 파라인플루엔자, 개 간염 그리고 렙토스피라의 최적 항원 생산기술을 

개발하였음.

○ 광견병 및 애완견 5종 질병에 대한 혈청학적 유전학적 평가를 통해  최적의 

항원을 선발하였음.

○ 선발된 항원 유전자를 바탕으로 식물체 고발현 백터를 제작하였고 발현된 

단백질의 특성을 분석하였음.

○ 대량생산 가능성 및 효능이 입증된 항원 단백질의 대량 생산용 형질전환체 

개발을 완료하였고, large scale로 분리/정제공정을 최적화하여 제조공정을 확

립하였음.

○ 전임상 시험을 통해 애완견 5종 혼합백신의 임상시험 신청을 완료하였음. 

○ 식물발현 시스템을 이용한 항원 백신 제조 기술 개발을 통해 친환경적인 백

신 제조기술을 확립할 계획임.

○ 외국 백신의 국내 애완견 백신시장 점유율이 80%를 넘고 있는 현실에서 고

품질의 백신생산으로 수입 대체는 물론 수출 제품으로 개발할 계획임.

○ 친환경적인 식물 발현시스템을 이용한 백신 개발을 통해 고부가 가치를 창출

할 수 있는 다양한 반려동물 백신 분야로 기술을 확대해 나갈 수 있을 것이며, 

식물 발현 단백질을 이용한 단백질 제품(항체진단 및 항원진단키트) 개발에도 

활용할 계획임.

보고서 면수 127면
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<요약문>

연구의

목적 및 내용

○ 친환경적인 식물단백질 발현시스템을 이용하여 광견병 및 애완견 5종 

질병의 고품질 백신개발 및 상용화를 촉진하고자 함.

○ 식물 단백질 발현시스템을 이용하여 광견병 및 개 파보바이러스, 디스

템퍼바이러스, 파라인플루엔자, 개 간염 그리고 렙토스피라의 최적 항

원 생산 기술을 개발하고자 함.

○ 기존의 백신주와 현재 유행하는 야외 감염주의 유전적 특성 및 다양

한 국가의 야외 바이러스 특성을 조사하여 국내는 물론 다양한 국가에 

수출이 가능한 백신을 개발하고자 함.

○ 애완견 백신의 안전성과 효능을 높이기 위한 불활화 정제백신의 개발

을 위한 공정을 개발하고자 함.

○ 광견병 및 애완견 5종 혼합 백신의 국내외 유전형 및 혈청형 조사를 

통해 백신 개발의 기초자료를 제공하고자 함.

연구개발성과

○ 기존 바이러스에 대한 혈청학적 유전학적 평가를 통해 최적의 항원을 

선발하였음.

○ 외국 애완견 질병원에 대한 유전학적 조사를 통해 수출 대비 항원을 

선발하였음.

○ 고품질의 애완견 5종 혼합백신의 개발 및 식물 발현시스템을 이용한 

백신 항원에 대한 제조기술을 확보함.

○ 선발된 항원 유전자 6종에 대한 고발현 벡터를 제작하였고 항원성 및 

면역원성을 분석함.

○ 식물 발현 항원의 대량 생산용 형질전환 담배 제작 및 분리/정제공정 

개발을 통해 대량생산 공정을 개발하였음.

○ 전임상 시험을 통해 애완견 5종 혼합백신의 임상시험 신청을 완료함.

연구개발성과의
활용계획
(기대효과)

○ 식물발현 시스템을 이용한 항원 백신 제조 기술 개발을 통해 친환경

적인 백신 제조 기술을 확립할 계획임.

○ 외국 백신의 국내 애완견 백신시장 점유율이 80%를 넘고 있는 현실에

서 고품질의 백신생산으로 수입 대체는 물론 수출 제품으로 개발할 계

획임.

○ 식물 발현 항원 단백질의 특성 연구를 통해 다양한 백신 개발 연구에 

활용할 계획임. 

○ 고품질 광견병 불활화 백신 및 애완견 5종 혼합백신의 전임상 시험 완

료 및 안전성과 효능을 개선하여 상업화를 추진할 계획임.

○ 친환경적인 식물 발현 시스템을 이용한 백신 개발을 통해 고부가 가치

를 창출할 수 있는 다양한 반려동물 백신 분야로 기술을 확대해 나갈 계

획이며, 향후 식물 발현 단백질을 이용한 단백질 제품(항체진단 및 항원

진단키트) 개발에도 활용할 계획임.

국문핵심어

(5개 이내)
애완견 백신

식물 발현 

시스템
불활화 백신 제조 공정개선 adjuvant 

영문핵심어

(5개 이내)
※ 국문으로 작성(영문 핵심어 제외)
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제1절 연구개발 목적

1. 식물 발현 시스템을 이용한 새로운 백신 항원 생산 기술 연구 

2. 항원의 분리정제 공정을 확립하고 안전성과 효능이 우수한 formulation 연구  

3. 현재 사용되고 있는 애완용 생백신주의 다양한 문제점을 해결하기 위하여 백신주의 유전적 조

사 및 적정한 항원 발굴 

4. 식물 발현 재조합 단백질 항원의 안정성 및 안전성 등 전임상 연구

5. 식물발현 시스템을 이용한 항원 대량 생산 시스템 도입을 통하여 광견병 백신 및 반려견 5

종 혼합백신 2종을 상용화

제2절 연구개발의 필요성

1. 항생제 사용 규제와 국민 소득 증가 1인가구 증가 등 다양한 사회적 용인에 의해 반려 동물에 

대한 소비자가 증가하고 있으면 십년 이상의 반려 동물이 사람과 같이 하면서 사람과 같은 수

준의 의료 혜택을 소비자가 원하고 있는 실정이다. 이러한 상황에서 질병 예방을 위한 애완 동

물의 백신 시장은 급격히 성장하고 또한 안전성에 초점을 둔 새로운 백신들이 개발되고 있는 

실정이다.

2. 따라서 국내 시장의 80% 이상 점유하고 있는 다국적 기업과의 백신 품질 차이를 줄여 나가면

서 새롭게 성장하고 있는 애완견 백신 시장에 새로운 기술 개발을 통해 고품질의 백신 공급은 

매우 시급한 일이다.

3. 최근 새로운 질병에 대한 백신 제조에 여러 가지 새로운 기술들이 접목되고 있으나 바이러스 

항원의 경우 glycosylation 등 박테리아 시스템을 이용할 수 없는 경우가 많고 특히 애완견 같

이 민감한 동물에 대한 endotoxin control 등이 매우 어려운 단점이 있다.

4. 따라서 이번 과제를 통해 새롭게 개발된 식물발현 시스템을 이용한 광견병 및 기본 5종 혼합 

백신 제조 방법에 대한 확립은 안전성이 우수한 불활화 백신을 개발하는데 경쟁력 있는 제품

의 기술화 측면에서 매우 중요하다.
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5. 또한 최근 국내사에서 사용되고 있는 생백신주는 이미 개발된지 매우 오래된 균주로 현재 유

행하는 야외 감염주와의 비교 분석을 통해 정확한 항원을 발굴할 필요성이 있으며 외국의 야

외 감염주에 대한 유전적 조사를 통해 최적의 항원 단백질 생산이 수출에 매우 중요하다.

제3절 연구개발 범위

1. 선발된 항원 유전자 6종에 대한 고발현 벡터 제작 및 발현 평가

2. 식물 발현 항원 대량 생산용 형질전환 담배 제작 및 분리정제 공정 개발

3. 항원 대량 생산용 형질전환체 개발 및 대량 생산 공정 개발 완료

4. 식물 발현 항원과 바이러스항원 및 안전한 adjuvant formulation 개발

5. 기존 바이러스에 대한 혈청학적 유전학적 평가를 통해 최적의 항원 선발 

6. 외국 애완견 질병원에 대한 유전학적 조사를 통해 수출 대비 항원 선발 

7. 안전성과 효능 평가 

8. 전임상 시험을 통해 연구 과정 중 2종 이상의 백신 임상 진입
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제2장 국내외 기술개발 현황

제1절 국내 기술 수준 및 시장 현황

1. 기술현황

가. 새로운 질병의 발생 및 기존 질병원의 유전적 변이 등 지속적인 질병의 예방 백신 기술 

연구가 이루어지고 있으나 대부분의 기술이 기존의 박테리아 발현 시스템을 이용하는 경

우가 많아 바이러스 질병의 재조합 항원 발현에 적합하지 않은 기술적 한계가 있음.

2. 시장현황

가. 국내 동물 백신 시장은 2009년부터 2015년까지 매년 20% 이상 고 성장을 지속하고 있으

며 기존 인체 의약품의 0.7 % 성장률에 비해 9% 이상의 성장세를 지속하고 있어 이미 

국내 동물약품 시장은 1조 4천억원에 달하고 있음.

나. 특히 국민 소득 수준 향상과 1인가구 증가 등 사람에게 반려 동물의 수요가 증가하여 애

완견에 대한 동물용 의약품 시장의 성장세는 그림에서 보는 봐와 같이 빠른 성장세를 지

속하고 있으면 특히 생물학적 제제 즉 백신의 수요 증가가 2000년대 들어오면서 지속적으

로 성장하고 있음.
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3. 경쟁기관현황

가. 국내 백신 시장은 다국적 제약사의 제품을 수입 판매하거나 원액을 수입하여 판매하는 

업체가 대부분이며, 이는 백신의 기술 개발 기간이 길고, 제조 설비 구축 및 상업화까지 

투자비가 많이 소요되며, 고도의 생산 기술적 노하우가 필요하기 때문에 신규 업체의 초

기 시장 진입이 쉽지 않은 원인에 기인함. 특히 현재 애완견 백신을 생산하고 있는 국내 

5개 백신 업체는 연구 능력의 미비로 검역본부의 연구 과정을 통한 기술이전으로 신제품 

개발을 해오고 있으며, 열악한 GMP 시설은 물론 백신 제조에 있어 분리 정제에 대한 노

하우나 기술이 없어 외국 경쟁사에 국내 애완견 백신 시장을 모두 내주고 있는 실정으로,

다만 육견용 백신 판매에 의존하고 있는 상황임. 현재 국내 제조사의 애완용 백신 균주는 

개발된지 이미 수십년이 지난 균주로 현재 야외 감염주와의 혈청학적 유전적 비교를 통

해 새로운 백신주 개발이 필요한 상황이나 이에 대한 기술 개발이 이루어지고 있지 않은 

상황임.

4. 지식재산권현황

가. 국내 애완견 백신에 대한 지적 재산권 수준은 세계 수준과 많은 격차를 보이고 있으며 

특허의 수준 및 양적 수준에서도 내우 부족한 상황으로, 백신 관련 특허는 16건 정도로 

파악됨.

5. 표준화현황

가. 애완견 백신에 대한 표준화(국가 출하승인)는 농림축산검역본부의 검정 기준에 의해 표준

화 되어 있음.

6. 기타현황

가. 국내 생산 애완견 백신의 가장 큰 문제점은 백신 접종으로 인한 부작용이 많아 동물병원

에서 소비자나 임상수의사의 사용 기피로 외국계 백신이 주로 사용되고 있음. 이러한 상

황의 주된 원인으로는 아직까지 새로운 백신 개발이 없는 상황과 이미 개발된 국내 백신

들도 분리정제를 하지 않은 백신으로 국제적인 품질 기준에 미치지 못하기 때문임.

7. 식물 발현 시스템을 이용한 재조합 백신 개발 현황

가. 가축 질병 백신을 식물 발현 시스템을 이용하여 안전하게 대량 생산하려는 연구개발 투

자가 있었음.

나. 최근 본 과제에 참여하는 농림축산검역본부와 (주)바이오앱이 공동으로 개발한 돼지열병 

그린 마커백신 생산 기술로 식물 발현 시스템의 적용가능성이 높아진 상태임.

다. 식물발현 시스템을 이용한 재조합 백신 개발에는 식물 고발현 기술과 경제적이고 효과적

인 분리정제 기술 확보가 핵심 기술로 바이오앱에서는 두 가지 핵심 기술을 보유하고 있

음.
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제2절 국외 기술 수준 및 시장 현황

1. 기술현황

가. 반려 동물 백신 시장을 장악하고 있는 주요 다국적 기업의 기술 현황은 불활화 백신, 재

조합 백신 그리고 Whole virus를 이용한 백신 제조 기술을 바탕으로 주로 반려견의 부작

용을 줄이기 위한 분리정제 기술과 안전성에 중점을 둔 기술이 개발되고 있음.

2. 시장현황

가. 세계 동물백신 시장은 2021년 7조 8천억 달러에 이를 것으로 예상되고 있으면 2015년부

터 2021년까지 매년 5.8% 성장을 지속할 것으로 예상됨. 이 중 가장 성장률이 빠른 백신 

분야는 애완동물로 구분되는 개, 고양이, 그리고 말 백신이 전체 백신 시장의 반 정도를 

차지하고 있으며 산업동물에서는 돼지 백신이 가장 큰 시장으로 발전하고 있음.

3. 경쟁기관현황

가. 세계 동물백신 시장은 상위 10개 회사가 전체 시장의 90% 이상을 장악하고 있으며 잘 

알려진 제약사들이 동물 백신 분야에서도 거의 같은 순위로 시장을 지배하고 있으며 특

히 애완견 시장은 중국 등 신흥 국가 중심으로 심한 경쟁을 하고 있음.

http://www.google.co.kr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiWw66KsfPSAhXLwrwKHZzEDWYQjRwIBw&url=http%3A%2F%2Fwww.dolcera.com%2Fwiki%2Findex.php%3Ftitle%3DVeterinary_Vaccines_Market_Report&psig=AFQjCNE0_xD8rjvoZdi8NY6FKvKEt13rvg&ust=1490590659299842
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4. 지식재산권현황

가. 반려 동물에 관련된 총 306건 정도의 특허가 한국 특허 정보 검색원에 등록되어 있으며 

이중 일본에서 출원된 특허가 140여건이로 가장 많은 부분을 차지하고 있음. 나머지 국가

들의 특허도 다수 있으며 개별적인 항원에 대한 특허를 면밀히 조사해야할 필요성이 있

음.

5. 표준화현황

가. 미국을 비롯한 유럽의 경우 동물백신의 경우 모두 인체 백신 제조 기준에 따라 규정을 

정하고 있음.

6. 기타현황

가. 다국적 기업은 지속적인 마케팅과 자사 제품의 안전성을 광고하는 형식으로 국내 시장을 

공략하고 있음.

7. 식물 발현 시스템을 이용한 단백질의약품 개발 현황

가. 2014년에 아프리카를 중심으로 발생한 에볼라사태에서 미국인 의사 2명에게 긴급 투여되

어 생명을 구한 것으로 알려진 지맵(에볼라 항체 치료제)이 Nicotiana benthamiana에서 생

산이 되면서 의약품 생산 플랫폼으로써의 식물 시스템에 관심이 모아짐.

나. 2012년 5월 당근세포배양 기술을 이용한 고셔병(효소 결핍으로 인한 유전 희귀병) 치료제

(엘레리소)가 미국 FDA 정식 허가를 받아 시장에 출시되면서 식물 발현 시스템을 이용

한 의약품 생산에 기대가 높아짐.

다. 2006년 미국 농무부에서 닭 뉴케슬병 바이러스의 항원 단백질을 BY-2 세포 배양방식으로 

생산하여 허가를 득하였지만 시장에 출시되지는 못하였지만 안전성, 생산성, 효능은 입증

되었다고 할 수 있음.

라. 일본 다나베제약 소유인 캐나다 퀘백주에 위치한 메디카고라는 회사에서 식물 발현 시스

템을 이용한 독감백신을 2019년 출시 예정이라고 언론으로 보도된바 있음.

마. 그 외 다수의 식물 의약품이 임상을 진행 중으로 더 많은 제품이 시장에 출시될 것으로 예

상됨.
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제3장 연구수행 내용 및 결과

제1절 1차년도 연구수행 내용 및 결과

1. 6종 바이러스에 대한 재조합 백신 생산용 단백질의 유전자 변이조사

가. 조사방법

(1) 유전자 정보수집

(가) NCBI, 국가가축방역통합시스템(KAHIS)에서 광견병 바이러스의 유전자 정보검색

(나) 정보 수집 : 각각 항원성이 알려진 G-protein(Glycoprotein), N-protein(Nucleoprotein),

M-protein(Matrix protein)의 분절 서열별 정렬, 메타데이터 수집

(2) 유전자형 분석 

(가) 획득된 유전정보별 Multiple alignment 실시

(나) 유전자 정보로 Phylogenetic tree 작성

◦ 분절 서열의 유래 경로 분석

- 각 분절서열의 유전자형 분석 결과로부터 유전적으로 가장 가까운 서열 정보와 해당 

서열의 유래 정보를 연결

- 국가, 유전형, 숙주 정보 등의 유래 경로 정보유래 경로 정보를 2차원으로 가시화 하여 

출력

- 입력 서열의 유행 정보 중 연도를 기준으로 직전 연도의 서열들을 대상으로 계통 분석 

최근 접 서열에서 유래된 것으로 판정
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나. 광견병 바이러스(Rabies virus)에 대한 유전자 및 단백질의 변이조사 

(1) 광견병 바이러스 유전자 분석(G-protein, M-protein, N-protein)

- 광견변 바이러스를 분석하기 위해서 항원성을 나타내는 glycoprotein(G-protein), matrix

protein(M-protein), nucleoprotein(N-protein)의 유전자 정보를 가지고 유전정보별 Phylogenetic

tree 및 Multiple alignment를 가지고 유전자형 분석 완료

그림 1. Phylogenetic tree of Rabies proteins (A: G-protein B: M-protein C: N-protein)
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그림 2. Alignment of Rabies proteins (A: G-protein B: M-protein C: N-protein 1-60 residues)
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다. 개 파보바이러스(Canine parvovirus, CPV)에 대한 유전자 및 단백질의 변이조사

(1) 개 파보바이러스 유전자 정보의 확보

- CPV-2는 분류가 CPV2a, CPV2b, CPV2C 나눠지며, CPV-2는 4개의 segments는 

NS1, NS2, VP1 그리고 VP2로 이고 특히 VP2 캡시드 단백질(capsid protein)는 항원

성을 나타내는 부위로 유전학적 조사가 필요

(가) 유전자 정보수집

- NCBI, KAHIS에서 개 파보바이러스의 유전자 정보검색

- 정보 수집 : 항원성이 알려진 각각의 CPV-2의 변이체(2, 2a, 2b, 2c)의 VP2의 분

절 서열별 정렬, 메타데이터을 수집

(나) 유전자형 분석 

- 획득된 유전정보별 Multiple alignment 실시

- 유전자 정보로 Phylogenetic tree 작성

(다) 분절 서열의 유래 경로 분석

- 각 분절서열의 유전자형 분석 결과로부터 유전적으로 가장 가까운 서열 정보와 

해당 서열의 유래 정보를 연결

- 국가, 유전형, 숙주 정보 등의 유래 경로 정보유래 경로 정보를 2차원으로 가시

화 하여 출력

- 입력 서열의 유행 정보 중 연도를 기준으로 직전 연도의 서열들을 대상으로 계

통 분석 최근 접 서열에서 유래된 것으로 판정
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그림 3. Phylogenetic tree of CPV VP2 Capsid proteins(A: CPV-2a B: CPV-2b C:

CPV-2c D:CPV non evolute)
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그림 4. Alignment of CPV-2b VP2 capsid proteins (1-60 residues)
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그림 5. Alignment of CPV-2c VP2 capsid proteins (1-60 residues)
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그림 6. Alignment of CPV-2 non evolute VP2 capsid proteins (1-60 residues)
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(라) 설사 증상이 있는 애완견 분변 시료에서 CPV-2a 및 CPV-2C 검출

- 설사증상이 있는 개 분변 가검물 시료에서 DNA를 추출(시중에 판매되고 있는 DNA

추출 킷트 사용)

- CPV-2 primer(표 1)를 이용하여 PCR 확인 및 CPV 전체 DNA sequence를 확보(그림 

7)

- 시퀀스 분석 결과 CPV-2a와 2c를 확인

- 증폭된 유전자를 주형으로 식물용 Plasmid vector에 맞게 Primer를 디자인하여 PCR 한 

후 각각 TA-cloning 실시(그림 8)

그림 7. PCR for identification of CPV 2 VP2 gene in faeces of dogs

(마) 설사 증상이 있는 애완견 분변 시료에서 CPV-2a 및 CPV-2C 바이러스 분리

- 가검물 유제액을 PBS 및 DMEM 배지에 희석해서 10% 유제액을 필터 접종액 준비

- A72 세포를 하루 전에 플레이트에 깔아서 배양 후에 유제액을 감염하여 세포와 바이

러스를 접촉시켜서 60~90분 정도 감작을 시킨 후에 5% FBS 함유 배지를 첨가하여 

바이러스를 분리 시도

- 3~4일 정도 배양을 한 후에 세포변성효과 관찰 후에 바이러스 분리를 시도하여 배양 

후 바이러스 분리(그림 9)

- 세포 감염 후 계대 배양을 2~3번 진행하여 배양 된 plate를 얼렸다 녹이는 것을 3번 

반복하여 원심 분리하여 세포를 가라앉혀서 배양액에서 DNA 추출한 후에 PCR을 

진행
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표 1. List of PCR primers used for PCR and nucleotide sequence assay

Primer name Primer sequence (5'-3') Target
Product size 

(bp)

CPVSF1 CCA ACT AAA AGA AGT AAA CC

VP2

708
CPVSR1 TGG TTG GTT TCC ATG GAT AAA AAC C

CPVSF2 AGA TAG TAA TAA TAC GCC ATT T
719

CPVSR2 TTT TGA ATC CAA TCT CCT TCT GGA T

CPVSF3 ACA GGA GAA ACA CCT GAG AGA TTT A
736

CPVSR3 CCT ATA TCA AAT ACA AGT ACA ATA

그림 8. Colony PCR of pGEM T-easy-CPV-2a and CPV–2c (A). Restriction Enzyme

digestion of T-easy-CPV-2a and –2 with BamH1 and XmaI (B).
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그림 9. Molecular phylogenetic tree by Maximum Likelihood method with CPV2 of the

world
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표 2. Amino acid mutations of the VP2 gene sequences analyzed with South Korea and

China

표 3. Amino acid mutations of the VP2 gene sequences analyzed with CPV-2c of world

Genotype name
Amino acid at position

5 231 267 274 300 324 370 426

K01708-1* G N Y R G I R E

CPV 2c BJ14-9

China*
G N Y R G I R E

CPV 2c HCM-6

Japan*
G N Y R G I R E

CPV 2c cat300 Italy A N F K G Y Q E

CPV 2c 217 Italy A N F R G Y Q E

CPV 2c LCPV V139

Japan
A N F R D Y Q N

CPV 2c 271-12-Miky

Italy
A K F R G Y Q E

CPV 2c 127-08-B

Italy
A N F R G Y Q E

Genotype name
Amino acid at position

263 267 324 418 435 440

K01708-2 * T Y I I P A

CPV 2a BJ1 China* T Y I I P A

CPV 2a BJ-E53 China T F I I P T

CPV 2a K026 Korea T F I I P T

CPV 2a K014 Korea T F Y T P A

CPV 2a K015 Korea T F Y T S A

CPV 2a K023 Korea S F Y T S A

CPV 2a DH426 Korea T F Y I P T

CPV 2a K022 Korea T F Y I P A
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그림 10. PCR for identification of CPV 2 VP2 gene in CPV-2 virus infected A72 cell

다. Leptospira Canicola에 대한 유전자 및 단백질의 변이조사

(1). Leptospira Canicola 유전자 정보의 확보

- Leptospira Caicola에 항원성을 나타내는 부위인 leptospiral immunoglobulin-like (Lig)

proteins Lig A 및 Lig B에서 90개 단백질이 병원성과 관련이 있으며, Outer membrane

protein (OMP) 유전자도 항원성에 중요한 유전자 부위임

(가) 유전자 정보수집

- NCBI, KAHIS에서 Leptospira Canicola의 유전자 정보검색

- 정보 수집 : 항원성이 알려진 Leptospira Canicola protein LigA, LigB, LipL32,

LipL41, OmpL1의 분절 서열 정렬, 메타데이터 수집

(나) 유전자형 분석 및 유전적 거리 분석

- 획득된 유전정보별 Multiple alignment 실시

- 유전자 정보로 Phylogenetic tree 작성
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그림 11. Phylogenetic tree of Leptospria Canicola proteins (A : LigA, B : LigB, C : LipL32,

D : LipL41, E : OmpL1)
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그림 12-1. Alignment of Leptospira Canicola Antigen proteins (A : LigA, B : LigB proteins)

그림 12-2. Alignment of Leptospira Canicola Anitigen proteins (A : LigA, B : LigB proteins)
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2. 6종 바이러스 유전자 변이별 항원그룹 분류 및 발현용 유전자 선발

가. Consensus 서열 추출과정

나. 광견병 바이러스에 대한 유전자 변이별 항원그룹 분류 및 발현용 유전자 선발

(1) 백신 개발용 Consensus 서열 추출

(가) 취합정보를 통해 백신 개발용 표준 유전자 서열 추출

(나) 각 추출된 유전자서열을 사용할 식물에 맞게 Optimization 실시

(다) 조사된 유전자 정보를 이용하여 Nucleotide 합성

(2) Rabies G-protein plant OPT consensus sequence 확보

ATGGTTCCCCAAGCCCTCCTTTTCGTTCCGCTGCTTGTTTTTTCTCTGTGCTTTGGCAAATTCC

CCATCTACACAATCCCTGACAAACTTGGTCCCTGGAGCCCTATTGATATTCATCATTTGAGC

TGCCCGAACAATCTCGTAGTTGAGGACGAAGGTTGTACCAATCTCTCCGGCTTTTCCTATAT

GGAATTAAAGGTGGGATATATTTCCGCCATTAAGGTTAACGGGTTCACTTGTACGGGTGTA

GTTACTGAAGCAGAGACATACACCAATTTTGTAGGCTATGTCACCACAACATTCAAGCGTA

AGCATTTCAGACCGACGCCCGATGCCTGCCGTGCAGCATATAATTGGAAAATGGCCGGGG

ATCCAAGGTACGAAGAAAGCTTGCATAATCCCTATCCAGACTACCATTGGCTTCGTACGGT

CAAGACCACCAAAGAATCACTGGTCATAATATCCCCTAGTGTTGCAGACTTGGACCCCTAC

GATAAGTCCCTGCATTCACGAGTCTTTCCCGGCGGTAAATGTTCAGGGATAACGGTATCTT

CTACCTACTGCTCTACAAACCACGATTATACGATTTGGATGCCTGAAAACCCCAGGCTTGG

AACATCATGTGATATCTTTACTAACTCCCGAGGAAAAAGGGCCTCCAAAGGTAGCAAAAC

ATGTGGATTCGTCGATGAAAGAGGACTTTACAAGAGTCTGAAAGGCGCTTGTAAGTTAAA

GCTGTGCGGAGTCTTAGGATTACGATTGATGGACGGGACCTGGGTTGCCATGCAAACGTCA

GACGAGACCAAATGGTGCCCGCCCGATCAATTGGTAAATCTCCATGACTTTAGATCAGAC

GAGATTGAGCACCTTGTTGTAGAAGAGCTCGTCAAAAAGAGGGAAGAATGCTTAGACGCA

TTAGAATCCATAATGACTACAAAAAGTGTGTCCTTTAGACGATTATCCCACCTGCGAAAAC

TTGTCCCCGGCTTCGGAAAGGCTTATACTATATTCAATAAAACACTCATGGAGGCCGACGC

CCATTACAAAAGCGTGCGTACATGGAACGAAATAATACCTTCAAAAGGATGTTTGCGTGT

AGGAGGCAGGTGTCATCCTCATGTCAACGGTGTATTTTTCAACGGGATAATTTTAGGACCC

GACGGACACGTCCTGATACCAGAGATGCAAAGTTCCTTGCTTCAGCAGCATATGGAGTTGT

TAGAGTCCTCCGTCATACCGTTGATGCACCCTTTAGCCGACCCGAGCACGGTATTCAAGGA

CGGCGACGAGGCAGAAGACTTCGTTGAAGTCCATCTGCCTGATGTACACAAGCAGGTATC

TGGGGTTGACCTTGGTCTCCCAAATTGGGGCAAGTATGTCTTACTCTCTGCTGGTGCACTGA

TTGCTCTTATGCTGATAATATTCCTGATGACGTGCTGCAGACGAGTCAATCGTCCAGAAAG

TACACAACGATCACTGGGAGGCACAGGGCGTAAAGTGTCTGTTACCAGCCAGTCTGGAAA

GGTAATCAGTTCCTGGGAGAGTTACAAGAGCGGCGGCGAGACACGTCTCTGA
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(3) Rabies M-protein plant OPT consensus sequence 확보

ATGAACTTTTTACGAAAGATAGTGAAAAANTGTCGAGATGAGGACACTCAGAAGCCGTCA

CCCGTCTCCGCCCCACCCGACGACGATGACCTGTGGCTCCCCCCACCAGAGTATGTACCGC

TGAAAGAGTTGACTTCCAAAAAGAACATGAGGAACTTTTGCATCAACGGTGAAGTGAAGG

TTTGTAGCCCGAATGGGTATTCCTTCAGAATTTTAAGGCACATCCTGCGAAGTTTCGACGA

GATATACAGCGGAAACCACCGAATGATCGGACTCGTTAAAGTAGTCATTGGGCTTGCTTTA

TCTGGCGCACCAGTACCCGAAGGAATGAACTGGGTGTACAAGTTAAGGCGAACCCTTATA

TTTCAATGGGCCGACTCACGTGGTCCGCTCGAAGGAGAGGAACTCGAGTATAGTCAGGAA

ATAACCTGGGACGACGATACAGAATTTGTGGGTTTGCAGATTAGAGTATCCGCCCGACAG

TGCCACATCCAGGGCAGAATATGGTGCATCAATATGAACTCCAGAGCCTGCCAACTGTGG

AGCGATATGAGTCTCCAGACCCAGAGAAGCGAAGAAGACAAGGACTCCAGCCTTCTTCTC

GAATAA

(4) Rabies N-protein plant OPT consensus sequence 확보

ATGGATGCAGACAAGATAGTGTTCAAAGTGAATAATCAGGTAGTCAGCCTCAAGCCCGAA

ATCATAGTAGACCAGTACGAATACAAGTATCCGGNCATAANGGATTTGAAAAAACCCTCC

ATTACGCTCGGCAAAGCTCCCGATTTAAACAAAGNCTATAAGTCAGTATTGTCTGGCATGA

ACGCCGCAAAATTGGATCCAGACGACGTGTGCTCTTACCTGGCTGCAGCTATGCAGTTCTT

TGAAGGGACCTGTCCTGAAGACTGGACATCTTACGGTATTCTTATCGCTAGAAAGGGTGAC

AAAATCACTCCCGACAGTTTAGTAGAGATAAAAAGAACGGACGTGGAGGGGAATTGGGC

TCTCACGGGAGGAATGGAATTGACGCGTGATCCGACTGTATCTGAACACGCCTCTCTCGTC

GGGCTCCTTTTATCTCTGTATAGGCTGTCCAAGATAAGCGGTCAGAATACTGGGAACTACA

AGACCAATANCGCCGACAGAATAGAGCAAATTTTCGAGACCGCTCCTTTCGTAAAGATTG

TAGAGCACCACACTCTTATGACCACTCATAAAATGTGTGCTAATTGGTCAANCATCCCAAA

CTTTCGTTTTTTAGCAGGAACATATGACATGTTTTTCTCCCGTATTGAGCATTTATACTCCGC

AATCAGGGTCGGAACCGTGGTGACCGCATATGAAGACTGTAGTGGATTGGTGTCCTTCACG

GGATTTATCAAACAGATCAATTTGACCGCCAGAGAGGCCATTCTGTNATTCTTTCACAAAA

ATTTTGAAGAAGAGATTAGGAGAATGTTTGAACCGGGGCAGGAAACTGCCGTACCACACA

GCTATTTTATACATTTCCGATNACTCGGTTTATCTGGGAAGAGCCCTTACTCAAGCAACGCT

GTGGGACATGTATTTAATCTGATACACTTTGTAGGCTGCTATATGGGTCAGGTGAGATCAC

TTAATGCCACGGTAATTGCCGCTTGTGCTCCCCACGAGATGAGTGTCCTTGGGGGGTATCT

GGGAGAAGAGTTCTTTGGGAAGGGGACGTTTGAACGACGTTTTTTCCGTGATGAGAAGGA

ACTGCAGGAATACGAGGCTGCTGAGTTGACTAAAACAGACGTTGCCTTGGCTGATGATGG

TACCGTTAATAGCGATGATGAAGATTACTTTTCCGGGGAGACTAGATCCCCGGAGGCAGT

GTACACACGTATAATGATGAATGGAGGCCGTTTAAAGCGTTCTCACATAAGGAGGTATGT

AAGCGTAAGCTCTAATCACCAGGCAAGACCTAATTCTTTCGCTGAATTTCTCAACAAGACG

TACAGCAGCGACTCCTAA
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다. 개 파보바이러스에 대한 유전자 변이별 항원그룹 분류 및 발현용 유전자 선발

(1) 백신 개발용 Consensus 서열 추출

(가) 취합정보를 통해 백신 개발용 표준 유전자 서열 추출

(나) 각 추출된 유전자서열을 사용할 식물에 맞게 Optimization

(다) 유전자 정보를 이용하여 Nucleotide 합성

(2) CPV-2a plant OPT consensus sequence 확보

GCAACTGGGGCTGGGACTGGCGCTACTGGCGGGGCAGGATGCGCCGGAACTACATGTGCA

GCCTGCTGTGCCGGAGCTTGCGGTGGGACCGGCGGTACATGCGCCGGTTGCTGCACCGGGT

GTACCGGTACTTGTGCCGGAGCTGCCGCAACTGGCGCTGCTGCAGGGGCAGGGTGCACCG

CATGCGCTGGCGGTGCCACATGTACCGGCGGGGGTGCCGCATGTGGTGGAGGAACCTGCA

CGGGCGGAGCAGGAGGTTGCGGAGGAGGTGGAGGGACTGGGGGAACGGGAGGCACGGG

AGGCACGACCTGTACCGGGGGGGGCGGGGGAACCGGAACTGGTGGGGGGGGTGCCACTA

CTACGTGTACTGCATGTGGGGGTGGCACTGCTTGCACCACAACTTGTGCTGCTACTGCCGC

AACTTGTGCAGGTGCATGCGGGGGGGCTGCAACGACAACCGCCGCAGCAACCACTACGA

CCACGGGTGGCGCAGCAGCCGCTTGCGGTGGCGCCACGGGTGGCGGGACGGGCGGTGCCG

CTGCTACTTGCGCCTGCGCAGGTTGTGCCGCAGCATGTACATGCGCCGCTGGCTGCGCAGG

GGCCTGCACCACAGGCACGGCTTGTGCTACCACGACCGCTGCAGCAACCGCAACGGGTTG

CTGCGCCGGTGCCGCAGCCGGCACTGGGGCCGCTGCAGCAACTACAGCTACCGCTGGGGC

CGCTGGTGCTGGGACCGGCGGTACGACAGGTACCGCCGCCGCCACTGCTGCCACGACTAC

TGGTGGTGCTACAGCAGCTGCTGCCTGTACAGGTTGTGCCGGAACCACCGCAGCTTGTGGC

GGCGCCGCCGCCTGTGCAACGGGCGGTTGTACAACCACTGCCGGCGCTACGGGCGCAACA

GCATGTTGCTGTGCCACTGGTTGCGCTTGCGCAGCAGCCACAACAGGAACAGCAGCTTGTG

CATGCTGCACGACGGGCGGAACGTGCGCAACCACGGGCGGGACTACCGGTGCAACGGGT

TGTGCTGCAGCAACGGGGTGCACCACCGGTGGCGGCGGAGCAGGGACTACAACGGGAGG

AACCACTACGGCCGCCACCTGCTGTGCTGGCGGTGCCGGAGCTACCACAGGTGGATGTGC

CGCCTGCACTGCCGCCACTACAGGAACGACTGCTGCAACAGCATGTACTGCAACCGGCGC

TGGTACCGGAGCCGGGACGACTGGTTGCGCAACGACGACGGCAGGAACTACGGCTGGTAC

CACAACCACTGGTGCAGCCTGTGCCGCCGGCGCCGCAGCCACGACGACAACAACAGCCG

CCACTGGTACCACAGGTACAACCACTACTGCTGCTGCTGGAGCCTGCACAGGAACTACAA

CTTGCGCTGGTGCTGCAACTTGTACGGGATGTACCGCATGTACATGCGCTGGGTGCTGTGC

TTGTTGTGCCGCCTGTACCGCTGCTGCTGGAACGACTACGGCCACTGCCGCCACAGCCGCC

ACAGGGGCAACGACCACCGCTGCCTGTACCGGATGCGCTACATGCGCTACCACAGGGGCT

ACGGGGGGCACTACAGGCTGCGCAACAACCGCTGGCGCTACTGCCGGCACGGCCGCTACC

GCAGCAACGGCATGCACTGCTACAGGTTGCTGTGCAACCACCACTGCATGTACATGCTGTG

CCGGATGCGCAGGCTGCACAGCTACCGGTGCAGGGGCTACTTGCACCGGTGCTGGTGCTTG

TGCTACCACAGGAGGCGGGACCACTACAACAACAGCTACTTGCTGTGCCACAGGGGGGGC

CGCCGCCTGCTGCGCAGCTTGTTGTGCAACAGCTTGTTGTGCAGCATGCACATGTTGCGCT

ACGGGTGGAGCCGGTGCAACTGCTACAACGGCAACTACTACAACATGCGCAGCCACGGG

AGGAGGCGCAACGGCTGGGGCCGCATGTGCTACAACAGCCGCCACGGCCTGTTGTGCAAC

TTGTACATGCGCAACCGCCTGTACTGGTGGGGCTGCATGTACCGCAGGAACAGGAGGCTG

TGCCTGTGCCTGTTGTGCTGCTTGTGCAGCAGCTACCGCTACGGCTACTGCCTGTTGTGCAA
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CGGGGGGCACCGCCTGCGCTGGAGCTACATGCTGTGCAGGAGCTACCGGCGCTACTGGCA

CCACGTGCGCAGCCACCACTACAACTGCAACAGCTTGTACTGCTACGACGGGTGCAGCAG

CCGCCACGACTTGCACTGGTACGGGATGCTGCGCCGGTACGGCCTGCGCTTGCACCACTGC

ATGCACTGCCGCTGGAGCCGCATGTGCAGGCGGAACCGGAGCAACCGGTGCAGCCACCA

CCACTGGGTGCACGGCCTGTGCAGGTGGAGCAGCCTGTGCAACGACTACCACTACTACCA

CTACCACGGGTGCCACAACGGGCACTGCTGCCGCCTGTTGCGCAACAGGGACCGCCGGTG

CTTGCACAGCAGCCTGCGCCTGTGCAACAGCCTGCGCAACTGGCGGGTGTGCCGCAGCAT

GCGCAGCTGCCACCGCCGGCGCAGGGTGCGCAACTACTGGGGGAGGCTGTACAACTGCTT

GCTGCGCTTGCTGTGCCACAACTACATGCACTGCCGCCGCAACAACCTGTACGACGACGG

GTTGTTGTACGTGCGCCGCCGGCTGCACGGGGGCCGCCGGCGGTGCTGGAGGTACAGCAT

GCACCGCTGCTTGTACCACAACCGGAGGGACTACAGCAACAGCTACTGCAGGAGGTGCCG

GTACCACATGTGCCGCTTGTGCAGCAGGAGCTACAGCAGCTGCAGCAGGTGCTTGTGGTA

CAGGTGGTACGGGGACAGCAGCATGCACGTGCGCTGCTGCAACAGGGGGAGGCGCAGCT

GCAACGGCATGTGCCGCCGCCTGTGCCACCACTGCAACGACGGCTTGTACAGGAGCAGCA

GGGTGCACGGCATGCACGGCTACGACGGCAACTGGAGCAGGTGCATGCTGCGCTGGTTGC

ACCGGAGCAGGTGGGACAACAGGTGGAACAACAGCTACTGCTGGAACGGGTTGCGCATG

CTGCGCTACAGCTACAACCGCCACCACATGCACAACTACTACCGGGGCAGGGGGGTGCGG

AACCTGTACAGCATGTGCTTGTGCAGCCGGCGGAGGGTGCTGTGCTACCACTACAGCAGCT

GCAGCATGCGCCTGCTGTACGGCTACTACGGGTTGTGCTGGGTGTGCAGGCGGGGCTTGTG

GTGGAGGGGGCGGTGGCGGAGCCGGATGTGGATGCGCTGCAGCCTGTGCAGGCGCCACGG

GAGCTGCTGCCGCAACTTGCGCCGCTGGGTGCGCTGGTTGTGCTGGTGCCACTGGCGGTAC

GGGGGCCACGTGTTGCGCTGCAGGGGCTACGGCCACTGGATGTGCCACGACGACTGGTGG

GACCGCCGGAGCATGTGCTGCTTGTGCCACTGGCGGTACATGTGCAGCTGCAGCAGCTGCT

TGTACGGCTTGTTGTGCTTGCGCTGCTTGTGCCGGGGGAGCAGGTGCTGCAGCATGTGCTTG

TTGTACTGGGGCTGGCGCAGGAGCAACCACAACAGCCTGCGCCACCGCCACAGCAACTGC

AGGGTGTGCATGTGCAACCTGTGCCGCAGGGGCTACTGCCTGTGCCGGCGGTGCCGCTGG

AGCAACCGCAACGTGTTGCGCAGGCGCAGCTGGTGGTGCTGGGGCTACTACCGGCGGCGC

TACCACATGTGCCGCAGCAGCTACGGCCACGACCGCAGCTTGCACGACAACAGCCGCCTG

CTGTACAACATGTTGCACGGGGACTGCCGCCTGTGCAGCTGCTACGGGTGCTACGGCAGCT

ACGGGCACGGCAACCACGGGTTGCACGGCCTGCTGCGCCGCCTGCGCTGGGGCTACATGC

TGCGCTGCCACTACGGGTGGTGCCGGCGGCACTGCAGCAGCAGCCTGCGCAGGTGGAGCC

GCCACTACTGCTGCCTGTACAGCTACAGCCTGTACTGCAGCCACCGCAACCGCCACCACC

ACCGCAGCCACTGCCTGTACAACAGCTACTGGCGGGACCTGCTGCACAACTACGGCTGCA

TGCACGGGATGCGCAACGACTGCAGCCGCTACGGCCGCAACGGGTACAGCTTGCTGTGCC

TGCTGTGCTGGTACAACTACAGCTACTTGTTGCGCCGCAGCCACGGGGGGTACTTGCGCCG

CCGCCACAACGACTGGCGGAGGGGCAACTGCTGCTGCTGGAGCCGCAACCACTACAGGA

GCAACTGCATGCACCGGTGCTTGCACGACAGCAGCTGCTGCATGCTGCGCCGCAGGGGCA

TGCACCACCTGCGCTACAGGCACAGCTGCTGCTACGGGGTGTGCATGCTGCGCCACTACTA

CCGGGACGACTACGGGGACTTGCGCAGCCGCCGCAACTGCCGCCACGACCGGAACATGTT

GCACGGGAGGCACATGCGCTGCCACTACTGCTACGACAACGGGTACCGCCGCAGCTGCAG

GTACGACGGGTTGTGGCTGCTGCACAGCAGCTACTACAACCGCAGCATGTGCTGCCGCTAC

CGGTGCAGCAACCGCCACTGGAGCCACGTGTTGTACTGGGGCTACGGGTTGTGCAACCTG

CACAGGATGCACGGCTGCAACCGCAACAGGTACATGCGCTGCAGGTGCTGCTACAACAGG

CACAGCTGCATGCACTACTGCATGCACCTGCGCTGGGGCTACAACAACCACTACCGGCGG
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AACAGGGGGTGCCGCAGCAGGTGGAACTGCAGCCGCCACTACGGCAGGGACGGCTACCA

CTACTGCTGCAGCCGGTTGCACAGCAGCTGCATGTACCGCCGCCGGTGCAGGTTGCTGCAC

CTGCACTTGTGCTACGGCATGCACAACGGGAGGCGCTGCTACATGTTGTGCAGCTACCACG

TGTGCAGCTTGCGCAGCTGCCACTGGGGCTGGGACTGCTACGACTGCTGCAACAGGTACC

GCTGGTGCCACGGCAGCTTGCTGCGCAGCCACTACGACTGCCGCATGTACGGCAACGGGC

ACCGCATGTTGCGCAGCAGGGACTGCTGCTACGGCCACTACTGGGGGGGCCGGAGGTACT

GCAACAGGCGCTGCCGCCGCTACTACAGGGACTGCCACCGCAACTGGCGCAGCCGCTGCT

GCTACATGTACATGCGCTGCCTGCACTGCAGGCTGCGCATGCTGTACAGCCGGAGCCGCA

GCTGCAACCACAGCCACGGCTACAACTGCTGCA

(3) CPV-2b plant OPT consensus sequence 확보

ATGTCCGATGGAGCAGTTCAACCGGACGGAGGACAACCCGCTGTTCGTAATGAACGAGCA

ACAGGTTCTGGAAATGGTAGTGGTGGCGGGGGTGGAGGTGGTTCAGGTGGGGTAGGAATA

TCTACTGGCACTTTTAACAACCAGACTGAATTCAAATTCTTGGAAAATGGATGGGTTGAGA

TCACAGCTAATTCATCTAGACTCGTACACCTCAACATGCCAGAATCAGAGAACTATAGGA

GAGTAGTTGTCAACAATTTAGACAAAACGGCAGTTAACGGGAATATGGCCCTCGACGACA

CCCATGCCCAAATCGTGACGCCATGGTCTCTGGTGGACGCCAATGCCTGGGGCGTTTGGTT

TAATCCGGGTGATTGGCAGCTGATTGTCAATACGATGTCAGAGCTTCATCTGGTTAGTTTTG

AACAGGAGATATTTAATGTAGTGTTGAAGACAGTCTCTGAGTCTGCTACCCAGCCGCCCAC

GAAGGTGTACAATAATGATCTGACAGCATCATTGATGGTGGCTCTCGATTCAAATAATACG

ATGCCGTTTACGCCTGCCGCCATGCGATCCGAAACACTGGGATTTTATCCGTGGAAACCTA

CTATTCCCACTCCGTGGCGTTATTATTTCCAATGGGACCGAACCTTGATTCCGAGCCACACC

GGAACCAGCGGTACGCCCACGAATATTTATCATGGCACTGACCCAGATGATGTACAATTTT

ATACTATAGAAAACAGCGTTCCGGTACATCTGCTGCGAACAGGCGACGAGTTTGCTACAG

GGACTTTTTACTTCGACTGTAAGCCTTGCCGACTGACCCACACTTGGCAGACCAATAGAGC

ACTTGGACTCCCCCCATTCCTCAATTCCTTACCGCAGGCCGAAGGAGGTACAAATTTTGGA

TATATAGGGGTGCAGCAAGATAAGCGTCGAGGTGTAACTCAGATGGGCAATACGAACTAC

ATAACGGAAGCAACTATTATGAGACCGGCTGAAGTGGGTTACAGTGCTCCCTATTACTCTT

TTGAAGCAAGCACACAAGGGCCGTTCAAAACCCCAATAGCTGCCGGTAGGGGAGGAGCC

CAGACTGACGAGAATCAGGCCGCAGATGGCGACCCTAGATACGCCTTTGGACGTCAACAT

GGACAGAAAACGACAACTACCGGGGAGACACCGGAACGATTCACATATATAGCCCATCA

GGATACAGGCAGATACCCCGAAGGTGATTGGATCCAGAATATCAATTTCAACTTACCTGT

GACGGACGACAACGTCCTCCTTCCAACTGACCCCATCGGAGGAAAAACGGGAATAAATTA

CACGAACATCTTCAACACATATGGCCCACTGACCGCTCTCAACAACGTGCCGCCCGTGTAT

CCAAACGGGCAGATATGGGATAAAGAGTTCGATACGGATTTAAAGCCAAGGCTTCATGTT

AATGCACCGTTTGTTTGTCAGAATAATTGCCCTGGGCAACTGTTTGTTAAAGTCGCCCCGA

ATCTTACTAACGAGTACGACCCAGACGCATCCGCCAACATGTCCCGAATAGTCACCTATTC

TGATTTCTGGTGGAAGGGCAAGCTTGTGTTCAAAGCTAAGCTTAGGGCATCTCACACATGG

AATCCCATACAGCAAATGAGCATTAATGTTGATAACCAATTCAACTACGTTCCATCTAACA

TCGGTGGTATGAAAATCGTGTATGAAAAGAGCCAGTTGGCTCCCAGGAAATTGTACTAA
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(4) CPV-2c plant OPT consensus sequence

ATGTCTGACGGGGCCGTACAACCCGACGGTGGGCAGCCGGCTGTCAGGAACGAGCGAGC

AACAGGATCTGGGAATGGCAGTGGAGGGGGCGGAGGAGGAGGGTCCGGTGGAGTAGGTA

TTTCCACTGGCACCTTTAATAATCAGACCGAATTTAAATTTCTCGAGAATGGGTGGGTCGA

AATCACGGCCAATAGCTCACGTCTGGTCCATCTTAACATGCCGGAGAGTGAGAATTACAG

AAGGGTCGTCGTCAATAACTTGGACAAGACTGCTGTCAATGGGAACATGGCTTTAGACGA

CACCCATGCTCAAATTGTCACTCCATGGTCACTCGTGGACGCAAACGCATGGGGTGTATGG

TTTAACCCGGGAGATTGGCAACTCATTGTAAATACTATGTCTGAACTGCATTTAGTGAGTTT

CGAGCAGGAGATCTTCAACGTTGTACTTAAAACTGTCTCCGAGAGCGCAACTCAACCGCC

AACAAAGGTTTATAACAACGACCTTACTGCTTCCCTCATGGTGGCTCTTGATAGCAATAAC

ACAATGCCGTTTACGCCAGCCGCAATGAGGAGTGAAACCTTGGGATTCTACCCCTGGAAA

CCCACGATACCGACGCCCTGGAGGTACTACTTTCAATGGGATCGAACATTGATACCATCTC

ACACAGGCACCAGCGGAACTCCGACTAATATCTACCACGGAACTGATCCTGATGACGTGC

AGTTCTACACAATAGAAAACAGTGTGCCGGTGCACTTGCTGCGAACAGGAGATGAGTTTG

CAACAGGAACATTCTTCTTTGATTGCAAACCTTGTAGACTGACTCATACCTGGCAGACCAA

CAGGGCCCTTGGGTTACCACCTTTCCTCAATTCTCTTCCACAGGCAGAAGGAGGGACGAAT

TTTGGCTACATAGGTGTCCAACAGGACAAAAGAAGAGGAGTGACTCAGATGGGAAATAC

CAATTACATTACAGAAGCTACGATTATGAGACCTGCTGAGGTCGGATACAGCGCACCGTA

CTATAGTTTTGAAGCTTCTACGCAGGGCCCCTTTAAGACGCCAATAGCCGCAGGACGTGGT

GGGGCTCAAACAGACGAGAATCAGGCTGCTGACGGCGATCCACGTTACGCATTTGGACGA

CAACATGGCCAGAAAACGACAACAACCGGGGAAACACCGGAGCGATTCACATACATCGC

TCACCAGGACACAGGGCGTTACCCCGAGGGAGATTGGATTCAGAACATAAATTTTAACTT

ACCAGTAACAGAAGACAACGTACTCTTACCCACTGATCCCATTGGTGGAAAGACTGGTAT

CAATTACACCAATATATTCAATACTTACGGTCCCTTGACTGCCCTGAACAACGTGCCCCCT

GTATATCCTAATGGTCAGATATGGGATAAGGAATTTGACACTGATTTAAAGCCTCGTCTGC

ATGTCAACGCTCCTTTCGTATGCCAAAATAACTGCCCCGGGCAGCTTTTCGTTAAAGTCGCT

CCTAACTTAACGAATGAATACGACCCTGACGCAAGCGCAAACATGTCACGTATCGTTACG

TATAGCGATTTCTGGTGGAAGGGCAAGCTCGTTTTTAAAGCCAAGCTGAGAGCAAGCCAC

ACTTGGAACCCCATCCAGCAAATGTCAATAAATGTAGACAACCAGTTTAATTACGTGCCCT

CTAATATCGGCGGCATGAAGATAGTCTATGAAAAGAGTCAGCTGGCACCGCGTAAGTTAT

ACTAA

(5) CPV-2 non evolute plant OPT consensus sequence

ATGTCAGACGGAGCAGTACAACCAGATGGGGGGCAACCGGCAGTGCGTAACGAGAGGGC

TACTGGAAGCGGGAACGGATCAGGAGGTGGTGGGGGCGGGGGTTCCGGAGGAGTTGGTA

TTTCTACCGGAACTTTTAATAATCAAACTGAATTCAAGTTCTTAGAGAATGGATGGGTAGA

AATCACGGCAAATAGCTCAAGACTCGTCCATTTGAATATGCCAGAAAGTGAGAACTACAG

AAGGGTTGTTGTAAATAACCTCGATAAGACCGCCGTGAATGGGAACATGGCATTGGATGA
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CACTCATGCCCAGATAGTGACACCCTGGTCTTTGGTAGATGCAAACGCATGGGGCGTCTGG

TTCAACCCAGGTGATTGGCAGCTTATCGTAAATACCATGAGCGAGCTTCATTTGGTATCTTT

TGAACAGGAAATTTTTAATGTAGTATTGAAAACGGTCTCTGAATCAGCCACCCAACCGCCA

ACTAAGGTCTATAACAATGATCTCACGGCTTCACTCATGGTAGCACTGGATAGCAATAACA

CTATGCCTTTTACTCCGGCTGCAATGAGATCCGAGACGTTAGGTTTTTATCCTTGGAAACCG

ACGATTCCAACACCTTGGAGGTACTATTTCCAGTGGGATAGGACTCTGATTCCGAGCCATA

CCGGAACCTCAGGAACGCCTACCAATATCTATCATGGCACTGATCCGGACGATGTTCAGTT

TTACACTATTGAAAACTCCGTTCCTGTTCATCTTTTAAGGACTGGCGATGAATTCGCTACGG

GCACCTTCTTCTTTGACTGCAAGCCTTGTAGACTGACTCATACTTGGCAAACTAACAGAGC

CTTAGGGTTGCCGCCGTTTCTTAATAGTCTCCCTCAGGCCGAAGGTGGAACAAACTTTGGG

TACATAGGTGTTCAACAAGATAAACGTCGAGGGGTGACGCAGATGGGCAATACGAATTAT

ATAACGGAGGCAACTATAATGCGACCTGCCGAAGTGGGATATTCTGCACCGTATTACTCCT

TCGAAGCCAGTACGCAGGGGCCTTTTAAGACGCCAATCGCCGCCGGTAGGGGCGGTGCTC

AAACCGACGAGAACCAGGCCGCAGACGGCGACCCAAGGTACGCATTCGGGAGACAGCAT

GGGCAAAAAACCACGACCACCGGCGAGACGCCAGAACGATTTACATATATTGCTCACCA

AGACACAGGTCGTTACCCCGAAGGTGATTGGATTCAAAATATAAATTTTAATTTGCCGGTG

ACTAATGACAACGTTCTCTTGCCGACTGATCCCATAGGAGGAAAAACAGGGATAAATTAT

ACAAACATTTTCAACACTTACGGTCCTTTAACAGCCTTGAATAATGTCCCCCCAGTGTACC

CTAATGGGCAAATCTGGGACAAAGAATTCGATACTGATTTGAAGCCCCGATTGCATGTTAA

CGCTCCGTTCGTATGCCAAAATAATTGCCCGGGCCAATTGTTTGTTAAAGTTGCTCCTAATC

TTACGAATGAATATGACCCTGATGCATCCGCTAATATGTCTCGAATCGTGACATACTCTGA

CTTCTGGTGGAAAGGGAAACTTGTTTTTAAAGCTAAGCTGCGTGCAAGTCATACCTGGAAT

CCTATCCAACAGATGTCTATTAATGTGGATAACCAGTTCAACTATGTGCCTTCCAATATTGG

GGGTATGAAAATTGTATATGAAAAGTCTCAACTCGCACCGAGGAAGCTTTATTAA

라. Leptospira Canicola에 대한 유전자 변이별 항원그룹 분류 및 발현용 유전자 선발

(1) 백신 개발용 Consensus 서열 추출

(가) 취합정보를 통해 백신 개발용 표준 유전자 서열 추출

(나) 각 추출된 유전자서열을 사용할 식물에 맞게 Optimization

(다) 유전자 정보를 이용하여 Nucleotide 합성

(2) LigA plant OPT consensus sequence 확보

ATGCCGAAGAAGAAAGAAGATTCTCAAAAAACGTTGAGCGAAAAGGAGGCAAAGGGAC

TTATCGCAAAGTTATCTGACGAGATTAGACACCACCAGTACTTATATTATGTTAAAAATGA

TCCGAAGATCTCAGATTTCGACTTTGATCAATTGTTTAGGAGGTTACAAGACCTCGAAGAA

GAATTCCCTCAGTTCAAGGATTTGGCTAGCCCCACGCTCGTTGTGGGCTCCGACCTTGATA

AGGATTTCGAGAAGTTCCAACATAAGCTTCCAGTGTTGTCACTGATAAACACGTACAATGA

TAACGAATTATTAGAATGGGTTAATAAAACAGACCCCGAAGGTCTTTACTCAGTGGAGTG

GAAAATTGATGGAGCTTCCATCGTTTTATACTACGAAAACGGCATCCTTAAAAATGGGGTG

ACTAGGGGTTCCGGGGGGACTGGTGACGACGTCACCGACAACATCAGGACTATTAGGAAC

ATACCTCTCAGGTTACCAGAGCCAATCACTGTGTACTTGCGTGGAGAGGTATTTATGACTTT
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CAAGGATTTCGAAGAATTCAATGCTCTTTCTAGTGGGAAGTATGCTAACCCGAGAAACCTT

AGTGCCGGCAGTATAAAGCAAAAGAATAGTTCCGATACTGCCAAACGACCTTTGAGGATC

TTTACATATGATGCCACGTTCCCTAATATGGAAAAGAAGTTTAAGACACACCAAGAAATA

TTCTCTAAGCTCGAAAAGCTCACATTCCCTGTCCCCCCGAACACCGCTTTTGTCTCCGGGTC

AAAAATAGCTAAGACAATTCAAGAGTTTAAGAAGCAGAAAGACAGTCTTGGCTTCCCCAC

TGACGGCTTGGTTATTAAACTTAATGACATTAGCAAGCGTGATGCCTTGGGGTATACTAGC

CACAGTCCTCGATGGGCCAGAGCTTATAAGTTCGACGCCATCATGAAGGAGTCAAAGATA

GTTGACATTACATATGCAGTGGGTCGAACTGGAAAAATCACGCCCAGAGCAGAAATCGAA

CCAATATCACTCGCAGGTACAACGGTCACCTTCGCAACTTTGCACAACCAGGACTACATTG

ATGAATTAGGTGTAGGTATCGGTGCTATAGTAAGAGTAGCCAAAAGGGGAGAAATAATTC

CTGCAGTGGAAGAAGTCGTCACACCAGGCAAAGAAGTATTTAAGATTCCAGATCGTTGTC

CCAGTTGCAATACCCAGACCATTAAAAAGGAGTCTCTTGTGGACCTTTTCTGTCCCAATCC

CGATTGCCCAGATAGGGTGAAAAACGGAATAATCTTCTATTGCCAGAGGAAGCAAATGGA

TATTGAGGGTCTTGGAGATAAACAAATTGAGTTTTTATACGACCACGACTACATAAAGTCT

ATTGCAGATTTGTATGACCTCAAAGATCAGAAGGAGAAATTGATGGAAGAGGAAGGCTTT

GGGGAAAAATCCGTAAACATTATCCTGAAAGGGATCGAACAGAGCAAACAAAAAGACTT

CCGTTTCCTTTTACCATCATTAGGATTATCTGAATTGGGTCATAAGGTTACGGAGTTATTGA

TCGAACACGGAATCGACTCCATTGATGAGATCCTCTCAATAGCAAAAGACCAAAAGAAA

ATCGAGAGCCTCCTCGAGATTCCGGGAATAGGCCCATCAACCATCCAAGCTTTCCAGGAG

AATTTTAGCGACAAAAGGATATTAAAATTGATTGAGAGGCTGAAAAAAGCTGGGCTCAAA

ATGAAAGCCGACCCTATTCAAGTCGCTGACCAGCAACCATTCGCTGGGCAGTCTTGGTGTG

TAACGGGATCTTTCGAGAACTTTCAGCCTAGAGATAAGGCTATGGACCTCATCGTATACTA

CGGAGGTCGTAAGGTAAGTGCCGTAAGCAGTAAGACGACACATTTGTTAGCAGGCCCTGG

AGCCGGCTCAAAACTCGAAAAGGCTAATGAATTAGGAGTGTCAGTCTACGACGAGAAAC

AGTTCCTCGACTTACTGAAGTCCCTTAAGATTGATTTCAAAAATCTTATCTAG

(3) LigB plant OPT consensus sequence 확보

GTCACTCCCGCACTCAGCATTGTTCCCAACGTAGCCGGGCTGTTCAAGGCCACGGGGACA

GACAGTGACACTACTTGGTCTTCAAACAACGGGACGGGTAATGCAATCATCGGTTCAGTTA

CTGCTTTAACAAGTATTGAGCCGAGTATAGGACTCACCTTTGCAGGTATTTTCGATTCTACG

ACGTGGAGCTCTAACAAAGGAGCTGGTATAGCAAGTACCGTGTTGAGCATCATACCTTCC

GCTAAAGGGTTAACTCAATTCGCCGGAGATAGCATAGTTACATGGTCCAGTTCTGCAATTA

ATGCCGGAGCTGGGGATATAGCTTCATCAGTCGCCGCATTGATCATACCCGCAAAGGGCCT

TACCGCCGGCACGGACGATATCGTGACCTGGAGTTCTAACATCAATAAAGGCCTCGGCAG

TATCATGACTAACCCGGTGCTGTTCCTTGGTCATGGTAGCCCTATGAACCTCATTACGACTA

GTGACTTCACGCAAAACCTCGAAACTTTTGGTTCCACACTTAGTGAAATAAAAAACATCTT

GGTCATTAGTGCTCATTGGAAAACCCGTGGGACCTACGTCACTGTAGCCGATCCCCCAGAG

CAGATCTACGATTTTTACGGGTTTCCGCAAGAGTTGTATGAGGTCAAATATCGTCCGAGTG

GGAGTACCGAATTAGCCCAGCAGATACAAAAGTTGGTCAAAACCGTTGATGTGTGGGCAA

CAAAGGACTGGGGTTTGGATCACGGATCATGGGGGGTACTCTACTTTCTGTTTCGTAAAGC

TAATTTCCCCGTAATCCAGTTATCTATCGATGCCAACTGTAATCCCGAGAAGCAATATGAG

ATAGGAAAGGAATTAAGGCCGCTTAGAGAAGAGGGCACATTAATTTTAGGTAGTGGGAAC

ATAGTCCATAACCTGCATAAAGCAGATTTCTACAATTTGAACGCTACCCCAACATGGGCTA
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TCGAATTCGATGAGTATATGCGACAGGCTTTAGAGTCAAGGAACGATAAGACCATCTTAG

ACTTTCAGAATAAAGGAGAAATTGCTAAACTTGCCGCTCCCTCTACCGAGCACTTGGAGCC

CATATTCTATGTTCTGGGGGCCATGAAGCCTGAGGAGAAAGTGAAGTTCATCCACCATTCC

TTTCAGAATCGAACGGTCTCCATGAGAAGTTTCACATCCGTT

(4) LipL32 plant OPT consensus sequence 확보

ATGAAGAAGCTGAGTATATTAGCAATTAGTGTAGCCCTCTTTGCTTCAATTACCGCATGTG

GAGCATTCGGAGGTTTGCCCAGCCTGAAGAGCTCCTTTGTACTGTCCGAGGATACAATCCC

TGGAACGAACGAAACCGTAAAAACGTTACTGCCGTATGGGTCTGTTATCAATTACTATGGT

TACGTAAAACCAGGTCAAGCCCCTGACGGACTTGTTGATGGAAATAAAAAGGCCTATTAT

CTTTATGTGTGGATTCCCGCAGTCATAGCAGAGATGGGTGTGAGGATGATTTCTCCTACTG

GTGAAATTGGTGAGCCCGGGGACGGGGACCTTGTTTCAGACGCCTTCAAGGCAGCAACCC

CGGAAGAAAAGAGTATGCCTCACTGGTTCGACACTTGGATCAGAGTAGAGAGAATGTCAG

CCATAATGCCTGATCAGATTGCTAAAGCCGCTAAGGCCAAACCTGTTCAGAAGCTCGATG

ACGATGACGATGGGGATGATACGTACAAGGAGGAAAGGCATAACAAGTATAATTCTCTTA

CCAGAATTAAGATCCCTAATCCTCCAAAGAGCTTCGACGATCTCAAGAACATCGATACTA

AGAAGTTGTTAGTACGAGGTTTATACCGAATAAGTTTTACCACCTACAAGCCGGGCGAGGT

CAAGGGCAGTTTTGTTGCATCAGTGGGACTTCTCTTTCCGCCGGGAATCCCCGGTGTCTCTC

CGTTAATCCATTCAAACCCTGAAGAACTTCAAAAACAAGCAATAGCAGCCGAAGAGTCAC

TGAAGAAGGCCGCTTCAGATGCCACAAAATAA

(5) LipL41 plant OPT consensus sequence 확보

ATGCGAAAGTTAAGTAGTTTGATTAGTGTACTTGTCTTACTGATGTTTTTGGGAAACTGCGC

TGCTACAGTAGATGTAGAATATCCAGTTTTCCCGAAGGACAAGGAAGGACGTGCTTTGCA

AAAATTCCTCGGTACAATCAGGAATGTCGGCTTGGCTGTAGAAGCCCCAAAGAAGTCCCT

TTGGGAGGCTATATTTGGAGAGGGCAGCAGCTTCATTGATCAGATGCCCTCCAAAGTATTT

GAGGCATTCGACAAAGAGTCATACTATAAATTGACAGACTTGAGTAAGAGGGCCGATGCT

ATAAACGAAGCCAGCTTGAGCTTAACGGGAATCACAAAGAATAGAGCAAAGATAGGTAA

TCTGATAGGTGCTGAGGCTATCCTGTATATTGGTTACCAGAAACCATATACAGAATGCAGT

ACGGAGAACAAGATTGACGCTGTTGCTGCCGGTCTCAAAGTAGCTGGTTTCGCTGCTTCCA

TGGCCACAGGGAAGGATGTAAACACGGGGAATGAACCTGTCAGTAAGCCTACTGGGGTC

AGAATGATGTTGATTCCCTTGGACGCAACATTGATTAAAGTTGAGACGGGCGAGGTAAAA

AAGGCCGTGGTGTCCTCTCCAGCCAAGATTTTCAACTCAGTCGGCAACTTGGAATGCCCCT

CTATACTTGACAGTTTCGGTCAAGGTCTCGACGAAGCTGCCGCATATATAAAGGGACGACT

TAGTCCCATTGTGAAAACTGAAAGGATTAAAGTGTTTGTGAAAGATGAAGACGAGGAGGT

AAAGGAGTTACTCCAGGAAGGATACGAAGAGATAGTCGGGGAAACCCCAAGCTTTAAAA

AAGCTAAAGAAGCTTGGGAAAAAGCTGACAAAAAGGCAAAAGGGCAGTCCTGGGGCGCC

AAGGCCAATCTTGCAACCTACTATTTTTCTACGGGCGATTTCGAGAAATCCATAAAGTTAT

ATGAGGAAGCAATGAAGTTGAAAGACGCCGACAAGTCATACTTAAGAGAGTTACGTAAA

AGAGTTGAGGCTACGTTTGCTGTCGACGAATCTAATGCAAAGTAA
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(6) OmpL1 plant OPT consensus sequence

ATGATCCGTAACATTAGTAAAGCCCTTTTAATCCTGGCTGTAGCCCTGAGCTCTGCTGCATC

CCTGTCCGCTAAGACTTACGCCATTGTTGGTTTCGGCCTGCAGCTTGACTTGGGACAGCTGG

GGGGTACAATCACCAAAGACGGCTTGGATGCTGCAACACATTACGGCCCAGTACGAAGCT

CTAACACTTGTACTGTTGGTCCTAGTGATCCCGCATGCTTTCAGAACCCTGCCAAGCCCAC

GGGTGAGGGGAATTATATCGGGGTTGCACCACGTAAAGCCATACCTGCTGAAAATCGTTT

AATCACGTTGGACCGTACGACGGGAGGCGCAATCAATGCTAGATCCACGAAGGGAGCTAT

GGTGGGTGGTAACCTTATGGTAGGCTATGAGAGCGACTTCGGTAAGTATTTCTTTTGGAGA

GTGGCAGCTGAGTACACTCAAAAAATTTCAGGGGGGGTGACCAAGGCAGACATCGCAGG

CTATAATATTGTTGACATGACATGGGGGTTCAGTAGCATAGTAATCCCGGCCACTGTCGGT

ATAAAGTTGAATGTAACTGAAGATGCTGCCATCTACATGGGGGCTGGGTTGAATTATTTCA

ACGGTGGGTGGAGCCTGAACGGATCAAATAATATCAAAGGAGGGTATGATATATTGACAG

CCGCTGGGGCTGGTGCAGTTGCTAACTTATTATCCGACGGGACAGATCCTGTCACTACGAG

AGAGCACGTAAGGTTCAGAACCAGCGGTATAGCACCGAACTTTTTGATTGGGACACAAGC

CCGAGTCACGGACAAAGGGCACGTATTTATAGAACTCGAAACAATAATGTCTGCAGCATA

TGCAGTGGGGAAGACTCAGAGCGTAGGTGGTGCAACAAACCTTTCACCTTTTCCTGCCTAC

CCTATCGTGGTTGGCGGGCAAATCTATAGATTTGGATATAAGCATGAGCTGTAA

3. 식물발현 광견병 항원에 대한 효력 시험 및 기존 바이러스 항원과의 비교시험 
가. 식물에서 발현된 재조합 광견병 G-protein 항원을 이용한 면역원성 확인

(1) 마우스에서 면역원성 확인

(가) 바이오앱으로 부터 받은 식물 발현 재조합 G-protein을 5μg 접종시킨 후 마우스에서 

채혈하여 원심분리한 혈청 수령

(나) BHK-21 세포를 Plate에서 배양하여 Rabies virus (백신주,

Evelyn-Rokitnicki-Abelseth, ERA strain)를 감염시켜 세포변성효과가 확인 

(다) 메탄올 : 아세톤 용액(1 : 1)으로 세포 고정

(라) 마우스 혈청을 1/50 농도로 PBS에 희석하여, 대조군으로 G-protein의 monoclonal

항체와 비교하기 위해 단클론항체(monoclonal antibody)를 1 : 1,000의 농도로 희석

시켜 처리

(마) PBS로 Washing 한 후 biotinyleted Anti-mouse항체(1/1,000)를 처리하고 PBS로 

Washing 후 DAB으로 염색을 해서 비교

(바) 식물 재조합 G-protein을 접종한 마우스 혈청과 판매되고 있는 mAB와 동일하게 

마우스에 면역원성을 증명
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그림 13. Antibody detection from Mouse immunized with recombinant G-protein expressed

on Nicotiana Benthamiana

4. 선발된 항원 유전자에 대한 식물체 고발현 벡터 제작

가. 광견병, canine parvovirus 및 leptospira canicola 항원 선발 및 단백질 서열 분석

(1) 광견병 항원 단백질로 RVGe (Rabies Virus G protein, era strain)를 선정하였다. RVGe

단백질의 N 말단 signal peptide와 transmembrane domain을 포함한 C 말단 부분을 제

외한 부분을 항원 단백질로 사용하였다.

(2) Canine parvovirus의 항원 단백질로는 외피 단백질 VP2와 VP2의 주요 항원부위로 알

려진 19개의 아미노산으로 구성된 2L21 epitope을 선정하였다.

(3) Leptospira canicola의 항원 단백질로는 외막 단백질 LipL32를 선정하였다. 항원 단백질

의 solubility를 향상시키기 위해, transmembrane domain을 포함하고 있는 N 말단을 제

외한 부분을 항원 단백질로 사용하였다.

나. 항원 유전자 codon optimization 및 식물 발현 벡터 제작

(1) 3종의 선발된 항원 유전자를 식물에서의 발현을 최적화하기 위해 codon optimization을 

적용한 후 유전자 합성을 진행하였으며, 합성된 유전자는 식물 발현 벡터인 

pCAMBIA1300에 클로닝 하였다.

(2) 광견병 항원으로 선발된 RVGe의 소포체에서의 glycosylation을 유도하기 위해 RVGe의 

N 말단과 C 말단에 각각 BiP signal sequence와 HDEL sequence를 fusion 하였다. 또한 

식물에서 발현된 RVGe 분리를 위해 C 말단에 His tag을 fusion 했으며, 최종적인 식물 

발현 벡터의 형태는 그림 1과 같다.

(3) Canine parvovirus의 항원 2L21 epitope의 경우, 항원성을 향상시키기 위해 VLP (virus

like particle)를 형성하는 것으로 알려진 BaMV (Bamboo mosaic virus)의 외피 단백질의 

N 말단에 2L21 epitope을, 그리고 C 말단에는 His tag을 fusion 시킨 형태의 식물 발현 

벡터를 제작하였다. (그림 14)

(4) Leptospira canicola의 항원인 LipL32의 경우, 항원성을 향상시키기 위해 LipL32의 N

말단에는 CTB (Cholera Toxin Subunit B)를 fusion 시켰고, C 말단에는 His tag을 

fusion 시킨 형태의 식물 발현 벡터를 제작하였다. (그림 14)
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그림 14. 재조합 항원 단백질 식물 발현 벡터

5. 재조합 항원 단백질의 식물에서의 발현평가 및 형질전환체 제작

가. Transient expression을 통한 3종 재조합 항원 단백질 식물 발현 평가 및 특성 분석

(1) 3종의 항원 발현 벡터로 형질 전환된 아그로박테리움을 Vacuum infiltration을 통해 

각각 담배잎에 도입하는 방식으로 transient expression을 수행하고, His antibody를 

사용한 western blotting을 통해 재조합 항원 단백질의 발현과 특성을 분석하였다.

(2) 광견병 항원인 RVGe는 48 kDa의 크기로, 약 90 % 가 soluble한 상태로 식물에서 

발현되었다. (그림15. A)

(3) Canine parvovirus의 재조합 항원 단백질인 2L21-BaMV는 28 kDa의 크기로 발현 확인

되었으며, soluble한 상태로 존재하였다. (그림 15. B)

그림 15. 3종 재조합 항원 단백질의 식물에서의 발현 양상

(4) Leptospira canicola의 재조합 항원 단백질인 CTB-LipL32는 45 kDa의 크기로 식물에서 

발현됨을 확인하였고, soluble한 상태로 존재하였다. (그림 2. C)

(5) 식물에서 발현된 RVGe의 glycosylation 여부를 확인하기 위해 RVGe에 Endo H

(Endoglycosidase H) 효소를 처리한 결과, Endo H 처리 시 RVGe가 상대적으로 작은 

크기에서 확인되었고, 이는 식물에서 발현된 RVGe가 glycosylation 되어 있음을 의미한

다. 또한, RVGe의 아미노산 서열을 이용한 glycosylation prediction을 통해 2개의 가능

성 있는 glycosylation site (N38, N321)를 확인했다. (그림 16)
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그림 16. 식물에서 발현된 RVGe의 glycosylation 여부 확인

나. 광견병 항원이 발현되는 형질전환체 제작

(1) 광견병 항원인 RVGe가 발현되는 형질전환 담배 (Nicotiana benthamiana)를 식물 조직배

양법으로 제작하였다. 하이그로마이신 (Hygromycin) 항생제에 내성을 갖는 독립된 식

물 라인들의 잎에서 총 단백질을 추출하고, Histidine antibody로 western blotting을 실

시한 결과, 각 라인마다 RVGe의 발현 정도가 다름을 알 수 있었다. 여러 세대를 걸쳐 

selection을 하면서 RVGe가 안정적으로 고발현되는 엘리트 (elite) 라인 선발 진행 실험 

(T0)을 진행하였다 (그림. 17).

그림 17. 각 형질전환 담배 라인에서 RVGe 발현 양상

6.  유효 항원 단백질 분리정제 방법 개발 및 유효성 평가

가. 3종 재조합 항원 단백질의 식물 발현 및 분리정제

(1) 3종 재조합 항원 단백질을 식물에서 Transient expression으로 발현시킨 후, Ni-NTA

resin을 사용하는 친화 크로마토그래피로 분리정제를 하였다. 분리 정제된 재조합 항원 

단백질을 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-poly acrylamide gel electroporesis)후,

coomassie staining으로 재조합 항원 단백질의 상태와 purity를 확인하였다. 3종의 재조

합 항원 단백질 중 RVGe와 LipL32는 90 % 이상의 purity를 나타내었고, 2L21-BaMV는 

약 70% 정도의 purity를 나타냈다. (그림 18)
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그림 18. 식물에서 발현된 3종 재조합 항원 단백질의 분리 정제

나. 식물에서 분리정제된 광견병 항원 단백질의 항원 유효성 분석

(1) 분리 정제된 RVGe의 항원 유효성을 농림축산검역본부에서 분양받은 광견병 표준항

체를 이용하여 indirect ELISA로 평가하였다. 그림 6. A와 같이 분리 정제된 RVGe는 

25 ng에서도 반응성을 보인 반면, 음성 대조군으로 사용한 BSA (bovine serum

albumin)는 전혀 반응성을 나타내지 않았다. 또한 광견병 바이러스를 항원으로 만들어

진 단일 클론 항체로 western blotting을 실시한 결과, 식물에서 분리 정제된 RVGe가 

반응성을 보이는 것을 확인하였다. (그림 19)

그림 19. Indirect ELISA와 western blotting으로 RVGe의 반응성 분석

다. 식물에서 분리정제된 광견병 항원 단백질의 항원성 분석

(1) 식물에서 발현된 RVGe 단백질의 항원성을 조사하기 위해, 1, 5, 10 μg의 분리 정제된 

RVGe 단백질을 마우스에 2주 간격으로 2번 주사한 후, 혈청을 분리하여 주사한 RVGe에 

대한 항체 형성 여부를 indirect ELISA 방법으로 확인하였다. 비록 전체적인 RVGe에 대한 

항체 형성 정도는 낮게 보이지만, 주사한 RVGe의 양과 이에 대한 항체 생성이 높은 

정량적인 상관성을 보이고 있다. (그림 20)
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그림 20. 식물발현 RVGe의 항원성 분석

7. 5종 바이러스 균주 strain 선정 및 항원 확보

- 우진비앤지(주) 에서는 5종 균주에 대하여 해외에서 일반적으로 사용되어지고 있는 stain을

확인하여 균주 확보를 위해 분양신청을 진행하였다. 특히 CDV(Canine distemper virus)의

Rockborn strain의 경우 외국에서는 1990년 중반에 효능 및 안전성의 문제로 시장에서 공

식적으로 철수했지만, 국내 애견백신의 경우 여전히 Rockborn stain으로 백신을 제조하여

판매중이다. 이렇듯 바아러스 strain의 안전성 및 외국에서의 상용화를 목적으로 균주를 선

택하였으며, “버박”사 제품과 동일strain으로 CDV(Canine distemper virus)의 경우 KVCC

(한국세포주은행)에서 VR1100010 (Lederle strain)을 구매하여 확보하였고, ATCC(세계유전

자은행)에서는 “메리알”사와 동일 strain인 CAV-2(Cnine adenovirus type-2)

VR-800TM(Tronto A/26/61 strain), CPI(Canine parainfluenza) VR-399TM(D008),

CPV(Canine parvovirus) VR-953TM(780916 strain)를 구매하여 애견백신 4종에 대하여 항

원 확보를 완료하였다.
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표 4. 애견 백신 해외 제조사와의 균주 strain 비교

CDV(Canine distemper virus) CPI(Canine parainfluenza)

분양 strain Lederle
KVCC

분양
분양 strain D008

ATCC

분양
버박 사 

strain
Lederle

메리알 사 

strain
D008

CAV-2(Canine adenovirus type-2) CPV(Canine parvovirus)

분양 strain
Tronto 

A/26/61

ATCC

분양
분양 strain 780916

ATCC

분양
메리알 사 

strain

Tronto 

A/26/61

메리알 사 

strain
780916

8. 세포주 선발

- 바이러스 균주 확보 후 감염력이 있는 세포주를 선발하여 바이러스 배양조건을 확립하는 

실험을 진행하였다. CDV의 경우 기존 SPF란의 접종하는 대신 감염력이 있는 VERO 세포주

에 infection 후 세포병변을 확인하기 위하여 cell adaptation을 진행하였으며, CAV-2 균주의 

경우 감염력이 있는 MDCK cell (Canis familiaris, dog kidney) 을 이용하여 항원배양을 진행

하고, CPI, CPV 균주는 ATCC에서 A-72(CRL-1542TM)를 분양받아 바이러스 배양 세포주로 

사용하였다. 

9. 균주 및 세포주 명명

- 우진비앤지㈜의 애견백신목적으로 확보된 균주 및 세포주에 대하여  명명법으로 명시하였

으며, 균주 및 세포주 명명은 다음과 같다. 

◦반려견 백신 균주

- CDV [ WGV-CDV0714]

- CAV-2[WGV-CAV0803]

- CPV[WGV-CPV0803]

- CPI[WGV-CPI0803]

◦세포주
- VERO [WGC-VERO0923]

- MDCK[WGC-MDCK1222], A/72[WGC-A72 0810]

10. 반려견 백신(4종)의 유전자분석 및 항원성검사 결과

- 애견백신의 항원으로 제조된 각 각의 바이러스 항원(CDV, CAV-2, CPI, CPV)에 대하여 유

전자분석을 진행하였으며, 항원성 검사를 수행하였다.(그림 21 ~ 24) 
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그림 21. CDV(Canine distemper virus)의 유전자 분석 및 항원성 검사

그림 22. CAV-2(Canine adeno virus type2)의 유전자 분석 및 항원성 검사



- 44 -

그림 23. CPV(Canine parvovirus)의 유전자 분석 및 항원성 검사

그림 24. CPI(Canine parainfluenza)의 유전자 분석 및 항원성 검사

11. 반려견 백신(4종) 항원의 대량배양을 위한 배양조건 확립

가. CPV(Canine parvovirus)

Attenuated canine paravovirus

Strain 780916 명명 : WGV-CPV0803 P1 Titer 105.5HAD50/ml

Cell A/72 명명 : WGC-A/72 0810 목표 Titer 107.0HAD50/ml

- 최초 인수받은 CPV로 동시접종 방식으로 계대배양을 진행하였다.
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(1) CPV 계대배양 상황

Virus

계대수
접종일 Cell

FBS

(%)

Seed

(%)

접종

방법
채독일

IPC

역가

(HA50/ml)

미입부정시험

Myco CPIV BVD

P2 170915 A72 P5 10% 10% 동시 170919 6.3 - - +

P3 170918 A72 P6 5 % 10% 동시 170922 6.7 - - +

P4 171014
A72
P10

10% 10% 동시 171018 5.3 - - +

P5 배양 중

- 현재까지 배양된 CPV IPC 결과에서 BVDV PCR에서 양성반응이 나왔다.

- 재시험을 의뢰한 상태이다.

나. CPIV(Canine parainfluenzavirus)

Attenuated canine parainfluenzavirus

Strain D008 명명 : WGV-CPIV0803 P1 Titer 105.5HAD50/ml

Cell A/72 명명 : WGC-A/72 0810 목표 Titer 106.0HAD50/ml

- 최초 인수받은 CPIV로 동시접종 방식으로 계대배양을 진행하였다.

(1) CPIV 계대배양 상황

Virus 

계대수
접종일 Cell

FBS

(%)

Seed

(%)

접종

방법
채독일

IPC

역가

(HA50/ml)

미입부정시험

Myco CPIV BVD

P2 171014 A72 P9 10% 10% 동시 171018 6.1 - NT +

P3 171020 A72 P8 10% 10% 동시 171024 2.5 - NT +

P4 171024 A72 P9 5% 10% 동시 171027 진행예정

P5 171027 A72 P10 5% 10% 동시 171031 진행예정

- BVD PCR 결과 양성반응이 나왔으며 P3의 경우 예상보다 함량이 너무 낮게 나와서 재

시험을 의뢰한 상태이다.

다. CDV(Canine distemper virus)

Attenuated canine distemper virus

Strain Lederle 명명 :  WGV-CDV0714 P1 Titer 102.5TCID50/ml

Cell Vero 명명 : WGC-Vero 0923 목표 Titer 106.0TCID50/ml

- 최초 보유하고있는 CDV 항원에 마이코플라즈마 PCR 검사에서 양성반응이 나타났다. 
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- CDV 항원의 경우 마이코플라즈마 제거 실험을 먼저 진행하고 고역가 항원 배양 실험을 

진행하기로 결정하였다.

(1) CDV 계대배양 상황

Virus 

계대수
접종일 Cell

FBS

(%)

Seed

(%)

접종

방법
채독일

IPC

역가

(TCID50/ml)

미입부정시험

Myco CPIV BVD

P2 171020 Vero 0% 10% mono 171020

진행예정P3 171027 Vero 0% 10% mono 171031

P4 171114 Vero 0% 10% mono

- CDV 항원의 경우 계대배양을 진행하는 과정에서 마이코플라즈마 치료 시약을 첨가하고 

있다.

- 마이코플라즈마 치료를 위해 CDV 배양 과정에서 접종 후 1일 후에 배지를 교환하여 배

양하였다.

라. CAV-2(Canine adenovirus-2)

Attenuated canine adenorvirus-2

Strain
Tronto
A/26/61

명명 : WGV-CAV0803 P1 Titer 103.5TCID50/ml

Cell MDCK 명명 : WGC-MDCK1222 목표 Titer 106.0TCID50/ml

- 최초 보유하고 있는 CAV-2 항원에 마이코플라즈마 PCR 검사에서 양성반응이 나타났다.

- CAV-2 항원의 경우 마이코플라즈마 제거 실험을 먼저 진행하고 고역가 항원 배양 실험

을 진행하기로 결정하였다. 

(1) CAV-2 계대배양 상황

Virus 

계대수
접종일 Cell

FBS

(%)

Seed

(%)

접종

방법
채독일

IPC

역가

(TCID50/ml)

미입부정시험

Myco CPIV BVD

P2 171016 MDCK 
P16

10% 10% mono 171020 4.75 - - -

P3 171020 MDCK 
P17

0% 10% mono 171024 4.5 - - +

P4 171024 MDCK 
P18

0% 10% mono 171027
진행예정

P5 171027 MDCK 
P19

0% 10% mono 171031

- 마이코플라즈마 제거 시약을 사용하여 계대배양을 실시하였고 그 결과 배양된 CAV-2

P2, P3에서 IPC 결과 마이코플라즈마 음성 결과를 확인하였다.
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(2) 항원의 역가 추이

그림 25. CAV-2(Canine adenovirus-2) 항원역가의 변화 추이

12. 반려견 백신 항원의 품질시험 성적

- 배양조건 확립 후 반려견 같이 민감한 동물의 백신을 제조함에 있어서 품질시험은 최종적으

로 적합이 확인되어야 하며, 품질시험 항목으로는 endotoxin 조건을 포함한 품질시험을 확립

함으로써 제품의 안전성을 더욱 향상시키는 데 목적을 두고 있다. 각 항원의 품질시험 항목

으로는 무균시험, Mycoplasma 부정시험, 미입바이러스 확인시험, Endotoxin 측정시험으로 분

류하였으며 각 항목의 시험은 우진비앤지㈜ 품질시험 SOP에 따라 실험을 진행하였다.

표 5. 반려견 백신 바이러스 각각의 항원에 따른 품

질시험 적합 유무 확인
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13. 대량배양 항원 정제기술 확립 (undesirable contaminants 제거기술)

- DHPP 바이러스 항원에 대하여 대량배양공정을 확립 후 대량 배양된 항원에 대한 정제공

정을 진행하였다. 

가. 1차 원심분리(Cell debris 제거)

- 배양 Flask를 초저온 냉동고에 18hr 이상 보관하여 냉동하고 실온(20℃~25℃)에서 2±1hr 

정치하여 해동하는 과정을 3회 진행 한 후 확보된 각 각의 바이러스 항원을 Centrifuge 

bottle에 회수하여 원심분리를 진행하였다. 

- 원심분리 방법은 우진비앤지 ㈜ WGD-PC-SOP207에 준하여 작업을 진행하였으며, 

Centrifuge 기기의 경우 Thermo fisher 제품으로 작동 및 유지관리방법서 

WGD-PC-SOP502에 따라 작동을 진행하였다. 원심분리는 2,500rpm으로 10min분간 작동하

여 세포부유물을 제거하였으며, 원심분리된 상층액을 준비된 1L 메스실린더를 이용하여 

Bulk수량을 확인하고 Roller bottle에 회수하였다. 

나. 정제(Purification) 작업 방법

- 원심분리 후 확보된 상층액을 0.2㎛ Capsule filter 양측 nozzle에 멸균된 실리콘 튜브를 

연결하여 Peristaltic pump에 연결 후 작동하여 Bulk를 0.2㎛ Capsule filter로 이송하여 

Filtration공정을 진행하였다. 

- 위 방법은 우진비앤지㈜ Peristaltic pump 작동 및 유지관리방법서 – WGD-PC-SOP521에 

따라 작동을 진행하였으며, WGE-2138-15 기기를 사용하여 작업을 진행하였다. 정제공정

을 구축하기 위하여 초기 속도 및 최종 속도에 대하여 validation을 진행하였으며, 최종적

으로 구축된 공정 조건은 초기속도 500ml/min으로 설정되었으며 최종 속도는 1700ml/min

으로 선정되어 정제작업을 진행하였다.

그림 26. 대량배양된 항원의 정제공정(undesirable contaminants 제거기술) 모식도
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제2절 2차년도 연구수행 내용 및 결과

1. 6종 바이러스에 대한 재조합 백신 생산용 단백질의 유전자 변이조사

가. 개 디스템퍼 바이러스 (Canine distemper virus, CDV)의 방어항원 단백질의 유전자  

변이조사 

(1) CDV Hemagglutinin (H), Fusion (F) 유전자 정보수집 및 분석

- CDV 방어항원 단백질 문헌조사(Journal of Virology, Aug. 1991, TAYLOR et al.)를 

통해 H protein과 F protein 선택

- CDV의 H, F 유전자 정보검색 및 염기서열 정보 수집

(2) CDV 유전자형 분석 

- 수집한 유전자 염기서열을 이용하여 Multiple alignment 분석을 통해 염기서열 변이 

및 단백질 변이 부분 확인

그림 1. CDV H 유전자 Multiple alignment 분석 (1-60 bp).
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그림 2. CDV H 단백질 Multiple alignment 분석 (1-60 residues).

그림 3. CDV F 유전자 Multiple alignment 분석 (1-60 bp).



- 51 -

그림 4. CDV F 단백질 Multiple alignment 분석 (1-60 residues).

나. 개 파라인플루엔자 바이러스 (Canine parainfluenza virus, CPIV)의 방어항원 단백질의 

유전자 변이조사 

 (1) CPIV 유전자 정보수집 및 분석

 (가) 파라인플루엔자 방어항원 단백질 문헌조사(Journal of General Virology, 1993, R.J. 

Brideau)를 통해 CPIV 방어항원 단백질로 Hemmaglutinin - Neuraminidase (HN) 

protein 선택

 (나) 파라인플루엔자 바이러스 및 CPIV의 HN 유전자 정보검색 및 염기서열 정보 수집

 (2) CPIV 유전자형 분석 

(가) 수집한 유전자 염기서열을 이용하여 Multiple alignment 분석을 통해 염기서열 

변이 및 단백질 변이 부분 확인

그림 5. CPIV HN 유전자 Multiple alignment 분석 (1-60 bp).
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그림 6. CPIV HN 단백질 Multiple alignment 분석 (1-60 residues).

다. 개 파보바이러스 (Canine parvovirus, CPV)의 방어항원 단백질의 유전자 변이조사

(1) 국내 CPV 분리 및 VP2 유전자 정보의 확보

(가) 국내 CPV-2의 VP2 유전자 확보

- 설사증상의 개 분변 시료에서 DNA 추출

- CPV-2 VP2 primer sets를 이용하여 PCR 확인 및 DNA 염기서열 확보

Primer name Primer sequence (5'-3') Target Product size (bp)

CPVSF1 CCAACTAAAAGAAGTAAACC

VP2

708
CPVSR1 TGGTTGGTTTCCATGGATAAAAACC

CPVSF2 AGATAGTAATAATACGCCATTT
719

CPVSR2 TTTTGAATCCAATCTCCTTCTGGAT

CPVSF3 ACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTA
736

CPVSR3 CCTATATCAAATACAAGTACAATA

표 1. CPV-2 확인 및 염기서열 확보 PCR을 위한 primer sets.

그림 7. 개 분변시료의 CPV-2 PCR 결과. (CPVSF1-CPVSR1: 708 bp,

CPVSF2-CPVSR2: 719 bp, CPVSF3-CPVSR3: 736 bp).
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- 국내 CPV-2(K01708-1) VP2 유전자 염기서열

ATGAGTGATGGAGGAGTTCAACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCT

ACAGGATCTGGGAACGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATT

TCTACGGGTACTTTTAATAATCAGACGGAATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAA

TCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTGCATTTAAATATGCCAGAAAGTGAAAATTATAGAA

GAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGATGATA

CTCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTT

AATCCAGGAGATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGA

ACAAGAAATTTTTAATGTTGTTTTAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTA

AAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTGATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATG

CCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCA

TACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGG

AACTAGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTAC

ACTATTGAAAATTCTGTGCCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAA

CATTTTATTTTGATTGTAAACCATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATT

GGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGTACTAACTTTGGTTATA

TAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAACACAAACATTATTA

CTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAG

GCGTCTACACAAGGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAAC

AGATGAAAATCGAGCAGCAGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCA

AAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATA

CAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACAG

AAGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTA

ATATATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAAT

GGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCA

CCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCACCTAATTTAAC

AAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTT

GGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAA

TTCAACAAATGAGTATCAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGG

TATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATATTAA

- 국내 CPV-2 (K01708-2) VP2 유전자 염기서열

ATGAGTGATGGAGCAGTTCAACCAGACGGTGGTCAGCCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCT

ACAGGATCTGGGAACGGGTCTGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATT

TCTACGGGTACTTTCAATAATCAGACGGAATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAA

TCACAGCAAACTCAAGCAGACTTGTACATTTAAATATGCCAGAAAGTGAAAATTATAGAA

GAGTGGTTGTAAATAATTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGATGATA

CCCATGCACAAATTGTAACACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTT

AATCCAGGAGATTGGCAACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGA

ACAAGAGATTTTTAATGTTGTTTTAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTA

AAGTTTATAATAATGATTTAACTGCATCATTAATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATG

CCATTTACTCCAGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCA

TACCAACTCCATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGG



- 54 -

AACTAGTGGCACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTAC

ACTATTGAAAATTCTGTGCCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAA

CATTTTATTTTGATTGTAAACCATGTAGACTAACACACACATGGCAAACAAACAGAGCATT

GGGCTTACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGTACTAACTTTGGTTATA

TAGGAGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACATTATTA

CTGAAGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAG

GCGTCTACACAAGGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAAC

AGATGAAAATCAAGCAGCAGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCA

AAAAACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATA

CAGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACAA

ATGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAGCAGGAATTAACTATACTA

ATATATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAAT

GGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCA

CCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAAC

AAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTTTT

GGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAA

TTCAACAAATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGG

TATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAACTAGCACCTAGAAAATTATACTAA

(나) 국내 CPV-2 VP2 유전자 분석

- NCBI에서 확보한 타 CPV-2 strain들과 국내 CPV-2 VP2 유전자 간 multiple

alignment 분석

- NCBI에서 확보한 타 CPV-2 strain들과 국내 CPV-2 VP2 유전자의 phylogenetic

tree 분석 결과, CPV-2a (K01708-2)와 CPV-2c (K01708-1)를 확인하였고, 국내 

CPV-2a와 CPV-2c가 각각 중국 strain에서 유래된 것으로 확인

(다) 국내 CPV-2 분리

- A72 세포를 이용하여 CPV-2a, CPV-2c 바이러스를 분리, P-5에서 PCR로 바이러스를 

각각 확인

그림 11. A72 CPV-2c (K01708-1) P-5, A72 CPV-2a (K01708-2) P-5의 

CPV-2 PCR 결과. (CPVSF3-CPVSR3: 736 bp).
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- A72 CPV-2c (K01708-1) P-11, A72 CPV-2a (K01708-2) P-11을 

Hemagglutination(HA) test 해 본 결과, 각 29 HA unit의 HA활성도를 보임

그림 12. A72 CPV-2a P-11, A72 CPV-2c P-11의 HA test결과.

- A72 CPV-2a P-11, A72 CPV-2c P-11을 CPV monoclonal antibody를 이용하여 

Immunohistochemistry assay를 해 본 결과, 핵에서 염색이 되는 것을 확인

그림 13. A72 CPV-2a (K01708-2) P-11, A72 CPV-2c (K01708-1) P-11 

immunohistochemistry assay 결과. 

(라) 국내 CPV 2a, 2c VP2 유전자 클로닝

- 확보한 국내 CPV 2a, 2c VP2 유전자 염기서열을 주형으로 식물용 Plasmid vector

에 맞게 Primer 디자인
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Primer name Primer sequence (5'-3') Target Product size (bp)

CPV-2c F GGATCCGCATGAGTGATGGAGGAGTTC

VP2 1,752

CPV-2c R His
CCCGGGTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGCC

ACCGTATAATTTTCTAGGT

표 2. CPV-2 클로닝 PCR을 위한 primer set.

- 디자인 한 primer를 이용하여 VP2 유전자 PCR 증폭 및 pGEM-T-easy vector 클로닝

그림 14. CPV 2a, 2c VP2 유전자의 pGEM-T-easy vector 클로닝 확인. (A)

콜로니 PCR. (B) BamHI/XmaI 제한효소 처리 확인. 1: CPV 2a VP2

/ pGEM-T-easy, 2: CPV 2c VP2 / pGEM-T-easy (1752 bp).

- pGEM-T-easy vector에 클로닝 된 CPV 2a, 2c VP2 유전자를 이용하여 식물 CLC

vector에 클로닝

그림 15. CPV 2c VP2 유전자의 CLC vector 클로닝. (A) CPV-2c-VP2 / CLC vector 모델. 

(B) BamHI/XmaI 제한효소 처리를 통한 CPV-2c-VP2 / CLC construct의 확인 

(1752 bp).
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- 확인된 Plasmid를 전기 천공법으로 Agrobacterium (GB3101)으로 형질전환 도입한 후, 

Nicotiana benthamiana에 infiltration하여 CPV-2c-VP2 단백질 식물 임시발현을 진행

       - 4일 후 식물을 수확하고 단백질을 추출하여 Western Blot analysis로 확인결과 CPV-2c 

VP2 단백질을 확인 할 수 있었으나, 그 양이 매우 적어 Antigen으로 활용하기에 부적

합하다고 판단(그림18) primary antibody: anti-His, secondary antibody: anti-mouse-HRP

그림 16. Western blot을 이용한 CPV-2c-VP2 단백질 식물발현 확인.

- 단백질 발현을 늘리기 위해 Native CPV-2c를 Nicotiana benthamiana에 맞게 codon

optimization을 하여 합성

- 국내 CPV-2c VP2 Nicotiana benthamiana codon optimized 염기서열

ATGTCAGACGGAGGGGTTCAGCCAGACGGCGGGCAGCCGGCCGTTCGTAACGAAAGGGC

CACTGGCTCCGGCAACGGGAGTGGTGGCGGGGGGGGCGGCGGATCTGGTGGAGTCGGCAT

TAGCACTGGAACTTTTAATAACCAAACCGAGTTCAAATTTCTTGAGAACGGCTGGGTCGAG

ATCACCGCCAACTCCTCAAGATTGGTCCATCTTAATATGCCTGAGTCTGAAAACTATAGAA

GAGTCGTCGTAAATAACTTGGATAAAACTGCAGTTAACGGCAACATGGCTTTAGATGACA

CACATGCACAGATCGTCACACCTTGGTCCTTAGTTGATGCAAACGCTTGGGGGGTCTGGTT

TAACCCCGGAGACTGGCAACTGATCGTCAACACGATGTCAGAGCTCCATCTTGTGAGTTTC

GAACAAGAAATATTTAACGTGGTCCTCAAGACAGTATCCGAGTCCGCAACTCAGCCACCT

ACAAAAGTCTACAACAATGACCTGACTGCCAGCTTAATGGTTGCCTTAGACAGTAATAAT

ACTATGCCGTTTACACCGGCAGCAATGAGATCTGAAACTTTGGGTTTTTATCCTTGGAAGC

CTACAATCCCCACACCGTGGAGGTATTATTTCCAATGGGATAGAACTCTGATTCCATCCCA

CACAGGCACGAGCGGCACACCGACTAATATTTATCATGGTACGGACCCCGATGATGTCCA

ATTTTATACGATTGAGAACAGCGTTCCGGTCCATCTGTTGCGTACGGGCGACGAGTTCGCA

ACTGGAACCTTCTACTTCGATTGTAAACCATGCAGACTGACCCACACTTGGCAGACAAAC

AGGGCACTTGGGCTTCCCCCTTTTCTTAACAGCTTGCCCCAGGCCGAGGGGGGTACCAACT
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TTGGCTACATCGGCGTTCAACAGGATAAAAGACGAGGAGTCACACAAATGGGCAACACG

AACATAATTACCGAAGCAACCATAATGCGACCAGCCGAAGTAGGATACTCTGCACCATAC

TACAGTTTTGAAGCCTCTACGCAGGGCCCCTTCAAGACTCCCATAGCAGCAGGGAGAGGT

GGCGCTCAGACAGATGAAAACCGTGCTGCCGATGGAGATCCGAGGTATGCCTTCGGGAGG

CAGCACGGACAAAAGACTACCACAACTGGGGAGACTCCCGAAAGGTTTACCTACATTGCA

CATCAAGACACCGGTAGATACCCTGAAGGAGACTGGATTCAGAACATAAACTTCAATTTG

CCCGTGACCGAAGACAATGTATTGTTACCTACGGACCCCATCGGAGGAAAGACCGGTATT

AATTATACTAACATTTTCAATACTTATGGACCCCTGACCGCACTCAACAACGTGCCGCCCG

TGTACCCCAATGGACAAATCTGGGATAAGGAGTTCGATACTGATTTGAAGCCGAGACTGC

ATGTCAACGCTCCATTCGTTTGCCAGAACAACTGCCCAGGCCAGTTATTCGTTAAGGTTGC

ACCAAACTTGACCAACGAGTACGATCCAGACGCCTCTGCCAATATGTCCAGGATAGTCAC

GTACTCTGACTTTTGGTGGAAAGGAAAATTAGTTTTTAAGGCAAAACTGCGTGCATCCCAT

ACATGGAATCCTATACAGCAGATGTCTATAAATGTGGACAATCAGTTTAATTACGTACCCT

CCAATATAGGTGGAATGAAAATCGTGTACGAAAAGTCTCAACTCGCCCCTCGTAAGCTTTA

TTAA

라. 개 간염 바이러스 (Canine Adenovirus, CAV)의 방어항원 단백질의 유전자 변이조사

(1) CAV 유전자 정보의 확보

(가) 유전자 정보수집

- 정보 수집 : Canine Adenovirus의 경우 항원성을 가진 단백질 부분이 아직 알려지지 

않고 있으며 Subunit 백신도 개발되지 않았음.

- 개 간염 바이러스와 유사한 인간 간염 바이러스의 Capsid protein인 hexon과 fiber가 항

원성을 가지고 있다는 것을 확인하였음. (Shuai Lang 2016. and Susan L.

Phichla-Gollon 2007.)

- 국내 보고된 분리주가 없어서 가장 보편적인 변형 생균 백신주 Canine Adenovirus

type 2 TORONTO A26/61을 선택 하여 Nicotiana benthamiana에 맞게 codon

optimization을 하여 합성을 하였음

- Canine Adenovirus type 2 TORONTO A26/61의 Hexon 유전자 Nicotiana

benthamiana codon optimized 염기서열

ATGGCAACCCCGTCGATGCTGCCACAATGGTCTTACATGCACATTGCTGGCCAGGACGCCG

CCGAATACTTGTCTCCCGCCCTGGTTCAGTTTGCCCAAGCAACCAGTTCTTACTTTAAGTTG

GACAACAAGTTCAGAAACCCCACTGTGGCCCCCACCCACGATGTGACCACTGAGAGGTCG

CAGCGCTTGCAGCTGCGCTTTGTGCCAGTCATGCAAGAGGATGGCCAGTACACTTACAAA

ACCCGCTTCCAGCTTGCGGTGGGAGACAACAGGGTGCTGGACATGGCCAGTACTTACTTCG

ATATCAGGGGTACCCTAGACAGAGGCCCCTCCTTCAAGCCTTACAGCGGCACCGCCTACA

ATGCCCTCGCCCCCAAGGCCGGGGCTAACAACTGTCTTTTTAATGGACAGGGTGCCAATAT
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TAACACTTTAGCCCAGGTGCCCTCTGCAGGTGCCATAACTGTGAATGGCCAAGCTGCTGTC

ACAAACAATACCTACCAGCCAGAGCCCCAGCTGGGCCCTGAAAGCTGGGTCGATGGCAGC

CTAGCAGAGCTGGGGGATGCGTCTGGCCGTGCCCTTAAGGCTTCAACCCCGCGCATGCCTT

GCTATGGTTCCTATGCTCCCCCCACCAACGAAAATGGAGGTCAAGCAACTGGTCCAGTGG

AATCCAGATTTTATAAGGTGACCACCAACAATAACAATGAAGCAGATGCCATGCTATACA

CTGAAGATGTAAACCTGCAGGCCCCAGACACCCACCTGGTGCACCAAGTGCCAGAGGGTC

AGGTTACAGGGGTGCAAGGGCTGGGCCAGCAGGCTGCGCCCAACAGGCCGAACTACATA

GGCTTCAGGGACAACTTCATAGGCCTCATGTACTACAATAGTAATGGAAACCTAGGGGTG

CTGGCGGGTCAGTCATCTCAGCTCAATGCCGTGGTGGACTTGCAAGACAGAAACACAGAG

CTCTCTTACCAGCTGCTGCTGGATGCCCTCACAGACAGGTCCCGCTACTTTTCCATGTGGAA

CCAGGCTGTAGATAGCTATGACCAGGATGTTAGGATTATTGACAACCATGGCGTGGAAGA

TGATATGCCCAACTATTGCTACCCACTGAGCGGCATGGGGCCCCTAACAAACATGACCAC

CATGAAGGTTAACAACCAAAACTTTCAGGCAGAAAATACCAATGTGGGGCCCATTCAAAA

GATTGGTTTTGGAAATGTTGAGGCCATGGAAATCAACCTCAATGCCAACCTCTTCAAAAGC

TTCCTTTACTCCAATGTGGCCTTATACTTGCCTGATGCCTTTAAATACACACCTGAAAACAT

TGTGGCCCCTGCCAATGTGAATACCTATGCTTACATGAATGTTAGATTACCCGCCGCCAAC

CTTATAGATACCTTTGTAAATATTGGCGCCAGATGGTCACCAGATGTAATGGACACTGTTA

ATCCTTTCAACCACCACAGGAATGCAGGACTCCGCTACCGTTCACAACTGCTTGGCAATGG

CCGCTATTGCTCGTTCCATATTCAGGTCCCTCAAAAATTTTTTGCAATCAAAAATCTCCTCC

TACTGCCTGGAACGTACACGTACGAGTGGTCTTTCAGAAAGGATGTAAACATGATCCTTCA

AAGCAGCTTGGGCAATGACCTCCGAGTGGATGGGGCCACCATCAACATTCAGAGCATCAA

CCTATATGCAAGCTTTTTCCCAATGGCACACAACACTGCCTCCACTCTGGAAGCCATGCTG

CGCAACGATGTAAATGACCAGTCCTTTGCAGACTACCTGTCTTCTGCCAACATGCTTTATCC

CATCCCTGCCAACACTACTAACCTGCCAATCTCCATTCCCGCCAGAAACTGGGCGGGATTT

AGAGGGTGGAGCTTTACCAGAATTAAGCAACGAGAAACTCCTGCCCTGGGCTCGCCTTAT

GATCCCTACTTCACTTATTCGGGCAGTATTCCATATCTGGATGCAACTTTTTACCTCAGCCA

CACCTTTAGAAGAGTTTCCATCATGTTTGACTCTTCCGTGTCTTGGCCTGGCAATGACAGGC

TGCTTACCCCCAATGAGTTTGAGATTAAAAGGTATGTAGACGGTGAAGGTTACAATGTGGC

CCAGTCCAACATGACAAAAGACTGGTTCATGGTTCAAATGCTAGCCCACTACAACATCGG

CTACCAAGGCTACCACCTGCCAGAAAGCTACAAGGACAGAATGTACTCCTTCCTAAGAAA

CTTTGAGCCCATGTGCAGACAGTTGGTGGACGTGGCCAACTATGCTGCCTACCAGCCGGTT

ACCGTGGGCCACCAGCATAACAATTCTGGTTATGCTAGCGCCCTTTCGGCCTTTAACCCGC

GTGAGGGGCACCCATACCCAGCAAACTGGCCTTACCCACTCATTGGAGCCAATGCAGTAC

CCACTGTCACCCAGAAAAAGTTCCTCTGCGACAGGTCCCTGTGGCGCATCCCATTCTCCTC

CAACTTTATGTCTATGGGAACCCTCACTGACCTGGGCCAAAACCTGCTGTACTCTAACTCC

GCCCACGCCCTTGACATGACTTTTGAGGTTGATGCCATGAATGAGCCCACTCTGTTGTACGT

TTTGTTTGAAGTGTTCGACGTGGCACGCGTCCATCAGCCCCACCGGGGGGTTATTGAGGTA

GGGTACCTCAGAACTCCCTTCTCCGCCGGCAACGCCACCACCTAA
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- Canine Adenovirus type 2 TORONTO A26/61의 Fiber 유전자 Nicotiana

benthamiana codon optimized 염기서열

ATGAAGAGGACTAGGCGTGCCTTACCTGCCAACTATGATCCTGTTTACCCTTACGATGCTC

CCGGAAGCTCAACGCAGCCGCCGTTTTTCAATAACAAACAGGGTCTGACCGAGTCTCCCC

CCGGAACGCTGGCCGTAAATGTCAGTCCCCCCTTAACGTTCAGCACATTGGGGGCAATAA

AACTCAGTACAGGACCCGGCTTGACTCTTAATGAAGGCAAGTTACAAGCATCTTTAGGGC

CAGGTTTGATCACGAACACTGAGGGGCAGATCACGGTGGAAAACGTAAACAAGGTCCTTT

CATTCACCTCACCCCTTCACAAGAATGAGAACACAGTGTCATTAGCATTGGGTGACGGATT

AGAGGATGAAAACGGAACTTTGAAGGTCACATTTCCAACACCCCCACCCCCTCTCCAGTTT

TCCCCACCACTGACAAAAACTGGCGGAACAGTATCCTTGCCCTTACAAGATTCCATGCAA

GTCACTAACGGTAAACTCGGGGTCAAGCCGACAACATACGCTCCGCCACTTAAAAAGACG

GACCAGCAGGTGAGTTTACAAGTAGGATCTGGATTGACAGTCATCAACGAGCAACTTCAA

GCCGTGCAGCCACCTGCAACGACTTACAACGAACCCTTGAGTAAGACGGATAATAGTGTT

AGTCTGCAAGTTGGAGCTGGTTTGGCCGTGCAGAGCGGAGCCCTTGTCGCTACACCTCCTC

CCCCTCTTACATTCACGAGCCCGTTAGAGAAAAATGAGAATACGGTATCTTTACAAGTAGG

AGCCGGTTTATCTGTGCAAAATAATGCACTCGTCGCTACACCACCACCGCCTCTTACCTTTG

CTTACCCTCTCGTGAAGAATGATAATCACGTCGCATTGTCCGCCGGGTCCGGTTTAAGGAT

CTCAGGGGGGAGCTTGACAGTCGCAACTGGGCCAGGACTGTCACACCAAAACGGGACGA

TTGGAGCTGTAGTTGGTGCCGGCTTAAAGTTTGAGAACAATGCAATACTGGCTAAACTTGG

TAACGGCTTGACCATTAGAGATGGCGCTATAGAGGCAACCCAACCTCCTGCCGCCCCGATT

ACCCTTTGGACGGGTCCGGGTCCTTCAATTAACGGTTTCATAAACGACACGCCAGTAATTC

GTTGTTTTATCTGTTTAACGCGAGACTCCAACCTCGTAACGGTGAATGCATCATTTGTGGGG

GAAGGTGGGTATCGAATAGTCTCCCCTACACAGTCCCAGTTCTCCCTCATCATGGAGTTCG

ATCAGTTCGGTCAACTTATGTCCACTGGCAACATAAATTCAACAACGACATGGGGTGAGA

AGCCATGGGGAAATAACACTGTTCAGCCCCGACCATCCCACACCTGGAAGCTCTGTATGC

CTAATAGGGAGGTCTACTCAACCCCCGCCGCTACAATCTCTCGTTGCGGATTGGATTCAAT

AGCCGTAGACGGCGCTCCTAGCCGTAGCATCGACTGTATGCTCATTATAAACAAACCAAA

GGGCGTCGCCACATACACGCTCACGTTCAGATTTCTCAACTTCAATAGACTGAGCGGCGGC

ACACTTTTCAAGACCGATGTGTTAACATTTACCTACGTCGGGGAAAATCAATAA

2. 6종 바이러스 유전자 변이별 항원그룹 분류 및 발현용 유전자 선발

가. 개 디스템퍼 바이러스에 대한 유전자 변이별 항원그룹 분류 및 발현용 유전자 선발

(1) 개 디스템퍼 바이러스 H, F 유전자 변이별 항원그룹 분류

(가) 수집한 유전자 염기서열의 Multiple alignment 분석결과를 이용해 phylogenetic tree

분석을 하여 유전자 변이별 항원그룹 분류
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그림 17. 개 디스템퍼 바이러스 H 유전자 Phylogenetic tree 분석.

●: 국내 개, ▲: 국내 너구리 및 담비. □: 선발된 발현용 유전자.
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그림 18. 개 디스템퍼 바이러스 F 유전자 Phylogenetic tree 분석.

●: 국내 너구리. □: 선발된 발현용 유전자.

(나) Phylogenetic tree 분석 결과, 개 디스템퍼 바이러스 국내 분리주의 H 유전자는 대부분 

Asia-1과 Asia-2에 속하는 것을 확인. F 유전자는 모두 Asia-2에 속하는 것을 확인

(2) 개 디스템퍼 바이러스 H, F 유전자 단백질 발현용 유전자 선발

(가) 개 디스템퍼 바이러스의 단백질 발현용 H 유전자는 가장 최근 분리 주 (FJ868163, 2009

년)를 선발하여 Nicotiana benthamiana에서의 발현에 최적화 되도록 DNA 염기서열을 제

작하여 합성

(나) 최적화 개 디스템퍼 바이러스 H 유전자 염기서열

ATGCTCTCCTACCAAGATAAGGTCGGGGCTTTTTACAAAGATAATGCTAGGGCAAATTCTT

CTAAACTGAGCCTGGTTACGGAAGAACAAGGCGGCCGACGACCGCCGTACCTGTTGTTTG

TTCTTCTTATCTTACTCATTGGGATTTTGGCCTTACTGGCAATAACGGGCGTACGTTTTCATC

AAGTCAGCACATCAAACATGGAATTCTCACGTCTTCTGAAAGAAGACATGGAAAAGTCTG

AAGCCGTACATCATCAGGTGATTGATGTTTTGACTCCTCTGTTTAAGATTATTGGTGACGAA

ATAGGGCTGAGGTTACCGCAGAAATTGAATGAAATCAAGCAATTTATACTCCAAAAAACC

AACTTCTTTAATCCAAACCGAGAGTTCGATTTTAGAGACCTGCATTGGTGCATAAACCCCC
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CCAGTAAAATAAAAGTAAATTTCACTAACTACTGCGATACTGTCGGGGTGAAAAAAAGTA

TTGCTAGCGCCGCTAATCCGATTATACTGAGCGCCCTCAGCGGTGCTAGAGGCGATATCTT

CCCTCCCTATCGATGTTCCGGAGCAACAACGAGCGTAGGTCGTGTCTTCCCGTTAAGTGTA

AGCCTGTCTATGTCCCTTATCAGCAGGACGTCCGAGATTATAAACATGCTGACTGCCATCT

CAGACGGCGTTTATGGGAAAACATACCTCTTGGTTCCCGACTACATTGAGGGAGAATTTGA

TAGTCAAAAGATTAGGGTCTTCGAGATTGGCTTCATAAAGCGTTGGCTTAATGACATGCCC

TTGTTGCAGACAACCAACTACATGGTCCTCCCCGAAACATCAAAAGCAAAGGTTTGCACT

ATAGCAGTGGGTGAGTTGACCCTTGCATCTTTATGCGTGGACGAATCAACAGTTTTGTTGTA

TCACGATAGTAATGGCCCACACGACAGTGTACTGGTCGTGACCCTCGGGATCTTCGGAGCT

ACCCCTATGAATCAGGTCGAAGAAGTCATTCCTGTAGCACATCCATCAGTAGAAAAGATA

CACATTACTAATCACAGAGGGTTTATTAAGGACTCAGTAGCTACCTGGATGGTTCCAGCTC

TGGTGTCTGAACAGCAAGAAGGACAAAAGAACTGTTTAGAGTCAGCTTGTCAACGTAAAA

GTTATCCGATGTGTAACCAGACATCATGGGAACCCTTCGGTGGGGTGCAACTCCCCTCATA

CGGAAGACTGACATTACACCTTGACGCAAGTATCGACCTCCAACTCAATATATCTTTCACA

TACGGTCCCGTAATTCTCAATGGCGACGGTATGGACTATTACGAAAATCCTCTTCTGGACT

CCGGCTGGCTTACGATTCCTCCCAAGAACGGAACCATCCTTGGGTTGATCAACAAGGCCTC

AAGGGGTGATCAATTTACTGTAACACCCCATGTACTTACGTTTGCACCTAGGGAATCTAGT

GGGAACTGCTACTTACCTATCCAGACGTCCCAAATAATGGACAAGGATGTACTGACGGAA

TCAAATTTAGTCGTGCTCCCCACCCAGAATTTCCGATATGTTATCGCCACATATGACATAA

GCAGAGGCGACCATGCCATAGTGTATTACGTGTATGATCCTATTCGTACTATTAGTTACAC

CTACCCTTTCCGTTTGACGACTAAGGGAAGACCCGATTTCTTGAGAATCGAATGTTTCGTCT

GGGATGACGACTTATGGTGTCACCAGTTCTATCGTTTCGAAGCTAACATTACAAACTCTAC

GACTTCCGTCGAGAATTTGGTAAGAATGCGTTTCTCTTGTAATAGGAGTAAACCT

(다) 개 디스템퍼 바이러스의 단백질 발현용 F 유전자는 가장 최근 분리 주 중에서 같은 그

룹의 개 분리 주(일본)와 가장 가까운 국내 분리 주 (JQ315346, 2011년)을 선발하여 Nicotiana

benthamiana에서의 발현에 최적화 되도록 DNA 염기서열을 제작하여 합성함

(라) 최적화 개 디스템퍼 바이러스 F 유전자 염기서열

ATGCACAAAAAGGTACCGAAACGACCAAAAACACAGATTCATACGCAACAAGATCTTCC

ACAACAGCATTCAACAAAGAGTGCTGAAACAAAGACCTCCAGGGCACGTCATAGCATTA

CCTCTGCACAGAGAAGCACCCATTACGATCCGCGAACCGCCGACCGACCGGATTATTACA

TCATGAAGCGAACTCGACCCTGCAAACAGGCTTCTTACCGAAGTGATAACATTCCTGCTCA

CGGGGACCGTGATGGCATCATACACCATACGCCAGAGTCAGTATCTCGTGGGGCAAAGTC

ACGTCTCAAAATGGGGCAAAGCAACGCCATTAAATCAGGTTCCCAGTGCACCTGGTTAGT

GCTGTGGTGTATAGGGATTGCTAGCTTGTTTCTGTGTTCCAAGGCTCAAATACATTGGAATA

ACTTGTCTACAATTGGTATAATCGGTACAGACTCTGTTCACTATAAAATCATGACACGTCC

GAGCCATCAATATCTTGTCATTAAATTAATGCCTAACGTGAGCCTCATTGATAACTGCACC

AAAGCCGAGTTAGACGAATACGAGAAGCTCCTGAATTCCGTGTTAGAACCGATTAACCAA

GCCCTGACCCTCATGACCAAAAACGTAAAACCATTGCAAAGCGTTGGTTCAGGCAGACGT

CAGAGGAGATTCGCCGGTGTAGTATTGGCAGGTGCCGCCTTAGGGGTAGCTACTGCCGCTC

AGATAACGGCCGGAATCGCACTCCATCAAAGCAATCTGAATGCACAAGCCATACAGAGTC

TCCGAACCTCATTGGAACAAAGCAACAAGGCTATAGAGGAGATTCGAGAAGCTACACAA
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GAGACTGTCATAGCCGTTCAGGGCGTACAGGATTATGTGAATAACGAGTTGGTCCCAGCC

ATGCAGCACATGTCATGCGAACTTGTTGGCCAGCGTCTCGGCCTTAAATTGCTCCGTTATTA

CACGGAATTGTTGAGCATCTTTGGACCATCCCTCCGAGATCCTATATCAGCCGAGATAAGC

ATACAGGCTCTCAGTTACGCCTTGGGTGGCGAGATTCATAAGATTTTAGAAAAATTAGGTT

ACTCCGGGAACGATATGATTGCAATTCTTGAATCTCGTGGAATAAAGACGAAAATAACAC

ACGTTGATCTCCCTGGAAAATTTATAATTCTGTCAGTTTCCTATCCTACGTTGAGTGAGGTG

AAGGGTGTAATTGTGCACCGATTAGAAGCAGTAAGCTATAATATAGGATCTCAGGAGTGG

TATACCACGGTTCCTAGATATGTTGCCACAAACGGTTACCTTATAAGCAATTTCGACGAGA

GTAGTTGCGTCTTTGTGAGCGAAAGTGCAATATGCTCCCAGAATTCCTTGTACCCTATGAGT

CCCCTCCTCCAACAGTGTATTCGTGGGGATACATCTAGCTGCGCCCGAACTCTTGTCTCTGG

CACGATGGGAAATAAATTTATTCTTAGTAAAGGCAATATCGTAGCCAACTGCGCATCAAT

ACTCTGCAAGTGTTATAGCACGTCAACGATTATCAATCAAGGCCCGGATAAGCTGCTTACG

TTTATCGCTTCAGACACGTGTCCGCTTGTAGAGATAGATGGAGTTACTATACAAGTCGGCG

GACGACAATATCCAGATATGGTATACGAATCCAAAGTTGCATTAGGTCCAGCTATCAGTTT

AGAAAGACTGGACGTCGGTACGAACCTGGGCAATGCTTTAAAAAAGTTGGACGATGCCAA

GGTCCTTATAGATAGCTCCAACCAGATACTCGAGACAGTTAGGAGATCCTCAAGTAACTTT

GGGTCTCTTCTCAGTGTGCCCATTTTGTCCTGTACTGCCTTAGCCCTTTTACTGCTGATATGT

TGTTGCAAGCGACGTTATCAACAAACCCTTAAGCAAAACACTAAAGTTGATCCCACATTC

AAACCCGATTTGACCGGCACGAGTAAGTCTTATGTCCGTTCCCTG

나. 개 파라인플루엔자 바이러스에 대한 유전자 변이별 항원그룹 분류 및 발현용 유전자 선발

(1) 개 파라인플루엔자 바이러스 HN 유전자 변이별 항원그룹 분류

(가) 수집한 유전자 염기서열의 Multiple alignment 분석결과를 이용해 phylogenetic tree 분

석을 하여 유전자 변이별 항원그룹 분류

그림 19. 개 파라인플루엔자 바이러스 HN 유전자 Phylogenetic tree 분석.

●: 국내 개, ▲: 국내 돼지. □: 선발된 발현용 유전자.
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(나) Phylogenetic tree 분석 결과, 국내 개 분리 주 1168-1은 중국 Lesser panda 분리 주와,

국내 개 분리 주 08-1990, D277은 중국 개 분리 주와 가장 가까운 것을 확인

(2) 개 파라인플루엔자 바이러스 HN 유전자 단백질 발현용 유전자 선발

(가) 개 파라인플루엔자 바이러스의 단백질 발현용 HN 유전자는 국내 개 분리 주 두 개가 

같이 있는 그룹에서 중국 개 분리 주와 가까운 D277(KC237065)을 선발하여 Nicotiana

benthamiana에서의 발현에 최적화 되도록 DNA 염기서열을 제작하여 합성

 (나) 최적화 개 파라인플루엔자 바이러스 HN 유전자 염기서열

ATGGTTGCAGAAGACGCCCCCGTAAGGGGAACGTGTCGAGTACTGTTTAGAACGATTACT

CTGATTTTTCTGTGCACGCTGCTGGCTTTGAGTATTTCCATACTTTACGAGAGCCTTATCACG

CAAGAGCAGATTATGTCCCATGCTGGATCTACTGGGAGTAATAGTCGTTTAGGCAGTATAA

TCGACCTTCTGAACAATATACTCTCAGTCGCTAACCAGATTATATACAACTCCGCAGTGGC

CCTCCCCCTTCAACTTGATACGCTCGAATCAACATTACTCACAGCTATCAAATCACTGCAG

ACATCTGACAAATTAGAACAAAATTGCTCCTGGGGTGCTGCCCTGATTAACGACAACAGA

TACATTAATGGAATAAATCAATTCTATTTTTCAATCGCAGAGGGCCGTAACCTTGCCCTCG

GGCCACTGTTGAACATCCCATCCTTTATACCCACTGCAACGACGCCAGAGGGATGTACAA

GGATTCCTTCCTTTTCTTTAACCAAGACACATTGGTGCTATACTCACAATGTAATATTGAAC

GGTTGCCAAGATCATGTATCCAGCAATCAGTTCGTAAGTATGGGCATCATTGAGCCAACGA

GCGCAGGTTTCCCGTCATTCCGTACTCTTAAGACCCTGTACCTTTCCGACGGTGTTAATCGT

AAATCTTGTTCCATATCTACCGTCCCTGGGGGGTGTATGATGTACTGCTTCGTCAGCACACA

ACCCGAACGAGATGATTATTTAAGCACGGCTCCGCCTGAACAAAGAATCATTATTATGTAT

TACAATGATACTATTGTCGAGAGAATTATAAACCCTCCGGGAGTTCTTGACGTGTGGGCTA

CTCTCAATCCGGGTACTGGTAGCGGCGTATACTATCTCGGATGGGTCCTGTTCCCGATCTAC

GGTGGGGTAATCAAAAAGACGAGCCTTTGGAACAATCAAGCCAATAAATATTTTATTCCC

CAGATGGTGGCTGCTTTATGCTCTCAGAATCAAGCAACACAGGTAAAAAACGCAAAAAGC

TCTTACTACAGCAGCTGGTTAGGAAATCGAATGATCCAGTCCGGGATCTTAGCATGTCCTC

TCCAGCAAGACCTCACTAATGAGTGTTTAGTTCTCCCATTTAGTAACGATCAAGTGTTGAT

GGGTGCTGAGGGACGTCTCTACATGTATGGAGACAGTGTCTATTATTACCAGAGAAGCAA

CTCCTGGTGGCCCATGACTATGTTGTATAAAGTTACAATAACGTTCACCAACGGACAACCA

TCAGCTATAAGCGCTCAAAACGTTCCTACTCAACAAGTGCCAAGACCGGGAACTAGGAAT

TGTTCAGCAACCAATCGTTGCCCCGGATTCTGTTTGAAAGGAGTCTACGCTGACGCATGGC

TTTTGACAAATCCTTCTAGCACATCCACCTTTGGCTCTGAGGCTACTTTCACAGGCTCCTAT

TTGAACGCAGCCACTCAAAGAATAAACCCGACGATGTATATTGCCAATAATACACAAATA

ATCAGCAGCCAACAATTTGGATCTAGTGGGCAGGAGGCCGCATACGGCCACACTACGTGC

TTCAGGGATACGGGAAGCGTCATGGTGTACTGCATATATATAATAGAGCTGAGCAGTAGC

CTGCTGGGACAGTTCCAGATAGTACCATTTATTCGACAGGTGACTCTTTCC
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다. Leptospira Canicola에 대한 항원 발현용 유전자 합성

(1) Leptospira Canicola LigB 유전자 합성

(가) 1차년도 LigB plant OPT consensus sequence의 제한효소 부위 변경을 위해 

다시 DNA 염기서열을 최적화 함

(나) 최적화 Leptospira Canicola LigB 유전자 염기서열

GTCACTCCTGCACTGTCTATAGTTCCTAACGTTGCTGGCTTATTCAAAGCAACTGGCACAG

ACTCAGACACCACATGGTCAAGCAACAATGGAACAGGGAATGCCATTATAGGCAGTGTA

ACAGCATTAACGTCCATCGAACCGAGTATCGGACTTACTTTCGCAGGAATCTTTGATTCAA

CGACGTGGAGCAGTAACAAGGGCGCAGGAATAGCTAGTACCGTATTATCCATTATACCGT

CTGCAAAGGGACTGACTCAATTTGCCGGAGACTCAATTGTTACTTGGTCTAGTTCAGCTAT

CAACGCTGGTGCAGGAGACATCGCCTCTTCCGTGGCAGCACTTATCATCCCGGCCAAGGG

ACTGACGGCTGGCACCGACGATATCGTGACATGGTCCAGCAATATTAATAAGGGGCTCGG

CTCCATCATGACGAATCCGGTACTGTTCCTGGGTCACGGTTCCCCAATGAACTTGATAACC

ACAAGCGATTTCACACAGAACCTTGAGACTTTTGGTTCAACCCTCAGTGAAATCAAGAAC

ATATTGGTTATCTCTGCACATTGGAAGACAAGGGGGACGTATGTGACGGTTGCTGATCCGC

CTGAGCAAATCTATGATTTTTACGGTTTCCCGCAGGAATTGTACGAGGTAAAATACCGACC

TAGTGGGAGTACGGAGTTGGCTCAACAGATTCAAAAGTTAGTGAAAACTGTCGATGTTTG

GGCCACTAAGGATTGGGGCTTAGATCATGGGTCATGGGGCGTCCTGTACTTCTTATTCCGT

AAGGCTAATTTCCCGGTCATCCAGCTGTCCATTGACGCAAATTGTAATCCGGAAAAGCAGT

ACGAGATAGGGAAAGAGTTACGACCCCTTCGTGAAGAAGGAACTTTAATATTAGGCTCAG

GTAACATCGTACACAACCTTCATAAGGCAGATTTTTATAATCTGAATGCAACACCGACTTG

GGCCATCGAGTTCGATGAGTATATGCGACAAGCACTCGAGTCCAGGAATGACAAGACAAT

ATTGGACTTTCAGAATAAAGGGGAGATAGCTAAACTCGCAGCTCCATCAACGGAGCATCT

GGAGCCGATCTTTTACGTCCTCGGAGCAATGAAACCTGAAGAAAAAGTTAAGTTCATCCA

CCACAGTTTTCAGAACCGAACTGTCAGTATGAGGTCTTTCACATCCGTT

라. 광견병 바이러스에 대한 항원 발현용 유전자 합성

(1) 광견병 바이러스 glycoprotein(G protein) transmembrane domain (TM) 유전자 합성

(가) 1차년도 G protein plant OPT consensus sequence의 제한효소 부위 변경을 

위해 다시 DNA 염기서열을 최적화 함

(나) 최적화 광견병 바이러스 G protein 유전자 염기서열

ATGGTCCCCCAAGCACTTCTGTTCGTCCCGTTACTCGTCTTCAGTCTGTGCTTCGGCAAATTT

CCGATCTACACCATACCTGACAAGTTGGGACCATGGTCTCCTATTGACATACACCACTTGT

CATGCCCCAATAATTTGGTTGTTGAAGATGAGGGATGTACGAATTTGTCCGGATTTAGCTA

TATGGAACTCAAGGTCGGATACATCTCTGCCATTAAAGTCAACGGTTTCACCTGTACCGGT

GTCGTTACGGAAGCTGAAACATATACGAATTTTGTTGGCTATGTAACAACTACTTTCAAAC

GTAAACATTTCCGACCAACACCGGACGCATGCAGGGCCGCCTACAATTGGAAGATGGCAG

GTGACCCCAGATATGAAGAAAGTCTTCACAATCCCTATCCGGACTACCACTGGCTCCGTAC

CGTCAAGACAACTAAGGAATCCTTGGTGATTATATCTCCATCCGTAGCTGACTTAGACCCT
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TATGACAAGTCTTTGCACAGCAGGGTATTTCCGGGCGGAAAATGCAGTGGAATTACTGTCA

GTTCTACCTACTGCAGTACTAATCACGACTACACGATATGGATGCCCGAGAATCCCAGATT

AGGAACAAGCTGTGATATATTTACAAATTCCCGAGGAAAACGTGCCTCTAAGGGAGGGAA

AACGTGCGGGTTTGTTGACGAGAGAGGGTTATATAAGAGCTTGAAGGGCGCCTGTAAGTT

AAAACTGTGTGGTGTTTTAGGGCTGCGACTCATGGACGGGACATGGGTGGCAATGCAAAC

ATCTGATGAAACGAAATGGTGCCCCCCAGATCAACTTGTAAATTTACACGACTTCAGGTCC

GACGAGATCGAACATTTGGTCGTCGAGGAGCTTGTGAAGAAGAGGGAAGAATGTTTAGAC

GCCTTGGAGAGTATCATGACGACCAAATCCGTCAGCTTTCGTCGTTTATCCCATCTCAGGA

AACTTGTACCCGGTTTCGGTAAAGCCTATACCATCTTTAACAAAACATTGATGGAGGCCGA

CGCTCACTACAAGTCAGTGAGGACATGGAATGAAATCATTCCCTCCAAGGGGTGCTTAAG

AGTAGGCGGCAGATGTCACCCTCACGTTAATGGGGTCTTCTTCAACGGAATTATCCTCGGC

CCCGACGGGCACGTGCTGATACCTGAAATGCAATCATCACTCCTCCAACAGCACATGGAG

CTTCTCGAAAGCAGTGTCATACCACTCATGCATCCACTGGCCGACCCTTCCACTGTATTTAA

AGACGGCGATGAGGCAGAAGATTTTGTCGAGGTGCATCTTCCCGACGTGCATAAGCAGGT

TAGTGGCGTAGACCTGGGATTACCTAACTGGGGGAAATACGTACTTCTGTCAGCCGGGGC

ATTAATCGCTCTCATGCTGATAATTTTCCTGATGACGTGCTGTAGGAGGGTAAATCGACCT

GAGTCTACACAGCGTTCACTCGGAGGAACTGGTAGAAAGGTCTCCGTAACATCTCAGAGC

GGCAAGGTCATAAGCAGCTGGGAGAGTTACAAGAGCGGTGGCGAGACACGATTG

3.  식물 발현 재조합단백질 클로닝

가. 광견병 G-protein TM(+) 항원 발현 위한 벡터 제작

(1) Cloning PCR을 위한 primer 제작

Primer name Primer sequence (5'-3') Target
Product

size (bp)

G protein-His-F
GGATCCTTATGCACCACCATCATCATCACGGCG

GTATGGTCCCCCAAGCACTT G

protein
1,613

G protein-stop-R GAGCTCTCACAATCGTGTCTCGCCACC

G protein-F GGATCCTTATGGTCCCCCAAGCACTT
G

protein
1,613

G protein-His-R
GAGCTCTCAGTGATGATGATGGTGGTGACCGC

CCAATCGTGTCTCGCCACC

표 3. G-protein 클로닝 PCR을 위한 primer set.

(2) 디자인 한 primer를 이용하여 G protein 유전자 PCR 증폭 및 pGEM-T-easy vector

클로닝 진행

(3) pGEM-T-easy vector에 클로닝 된 G protein 유전자를 이용하여 식물 ELCH vector에 

클로닝
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나. 광견병 G protein 항원 식물 단백질 발현

(가) 확인된 Plasmid를 전기 천공법으로 Agrobacterium (GB3101)으로 형질전환 도입한 후,

Nicotiana benthamiana에 infiltration하여 G protein 단백질 식물 임시발현을 진행

(나) 3일 후 식물을 수확하고 단백질을 추출하여 Western Blot analysis로 확인결과, Gprotein 단

백질이 발현되지 않는 것을 확인 (그림29) primary antibody: anti-His, secondary

antibody: anti-mouse-HRP

그림 28. G protein 유전자의 ELCH vector 클로닝. (A) G protein / 

ELCH vector 모델. (B) BamHI/SacI 제한효소 처리를 통한 G 

protein / ELCH construct의 확인 (1,613 bp).

그림 29. Western blot을 이용한  G protein (58 kDa) 식물발현 확인. dpi:

Day post infiltration
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다. 최적화 된 CPV 2c VP2 유전자 클로닝

(1) CPV 2c VP2 유전자의 CLC vector 클로닝 벡터 제작

(가) Nicotiana benthamiana에 맞게 optimization된 CPV 2c VP2 유전자 염기서열을 주

형으로 식물용 Plasmid vector에 맞게 Primer를 디자인

Primer name Primer sequence (5'-3') Target Product size (bp)

CPV-2c-His F
GGATCCCGCATCATCATCATCATCATATG

ATGTCAGACGGAGGGGTTCAGC
VP2 1,752

CPV-2c R CCCGGGTTATATAAAGCTTACGAGGGG

표 2. CPV-2 클로닝 PCR을 위한 primer set.

(나) 디자인 한 primer를 이용하여 VP2 유전자 PCR 증폭 및 pGEM-T-easy vector 클로

닝

(다) pDrive vector에 클로닝 된 CPV 2c VP2 유전자를 이용하여 식물 CLC vector에 클

로닝 확인된 Plasmid를 전기 천공법으로 Agrobacterium (GB3101)으로 형질전환 도

입한 후, Nicotiana benthamiana에 infiltration하여 CPV-2c-VP2 단백질 식물 임시발

현을 진행

(라) 4일 후 식물을 수확하고 단백질을 추출하여 Western Blot analysis로 확인결과 

CPV-2c VP2 단백질을 확인 할 수 있었음(primary antibody: anti-His, secondary

antibody: anti-mouse-HRP)

그림 30. CPV 2c VP2 유전자의 CLC vector 클로닝. (A) CPV 2c VP2 / CLC 

vector 모델. (B) BamHI/XmaI 제한효소 처리를 통한 CPV 2c VP2 / CLC 

construct의 확인 (1,752 bp).
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(2) HA activity측정을 통한 발현 양 조사

(가) 0.6% 돼지 적혈구와 Sorensen 버퍼(pH 6.8)로 2배 계단 희석(serial two-fold

dilution)하여 준비한 재조합 개파보바이러스 VP2 단백질을 이용하여 수행

(나) 실험 결과 HA 역가는 23 HAunit으로 나타남

그림 32 혈구 응집 반응을 통한 단백질의 활성도 측정

라. Leptospira Canicola (Lig B)에 대한 항원단백질 식물발현 클로닝

(1) Leptospira Canicola LigB 항원 발현 위한 벡터 제작

(가) Cloning PCR을 위한 primer 제작

그림31. Western blot을 이용한 CPV VP2 단백질 (64 kDa) 식물발현 
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Primer name Primer sequence (5'-3') Target Product size (bp)

L.C.

LigB-His-F

GGATCCTTATGCACCACCATCATCATCACG

GCGGTGTCACTCCTGCACTGTCT
LigB 1,238

L.C.

LigB-stop-R
GAGCTCTCAAACGGATGTGAAAGACCT

표 3. LigB 클로닝 PCR을 위한 primer set.

(나) 디자인 한 primer를 이용하여 LigB 유전자 PCR 증폭 및 pGEM-T-easy vector 클

로닝 진행

(다) pGEM-T-easy vector에 클로닝 된 LigB 유전자를 이용하여 식물 ELCH vector에 

클로닝

그림 33. Lig B 유전자의 ELCH vector 클로닝. (A) LigB / ELCH vector 모델.

(B) BamHI/SacI 제한효소 처리를 통한 Lig B / ELCH construct의 확인 (1,238 bp).

(2) Leptospira Canicola Lig B 항원 식물 단백질 발현

(가) 확인된 Plasmid를 전기 천공법으로 Agrobacterium(GB3101)으로 형질전환 도입한 후,

Nicotiana benthamiana에 infiltration하여 LigB 단백질 식물 임시발현을 진행

(나) 3일 후 식물을 수확하고 단백질을 추출하여 Western Blot analysis로 확인결과, Lig B 단백

질이 발현되는 것을 확인(그림 34) primary antibody: anti-His, secondary antibody:

anti-mouse-HRP

(다) 같은 단백질을 anti-Leptospira primary antibody를 이용하여 western blot analysis를 수

행하였지만, anti-Leptospira에 binding 되지 않는 것을 확인 (그림 34) primary antibody:
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anti-Leptospira, secondary antibody: anti-rabbit-HRP

(라) Lig B 단백질이 맞는 지 확인하기 위해 다른 anti-Leptospira antibody를 이용한 

western blot analysis가 필요

그림 34. Western blot을 이용한 CDV-F 단백질 (74 kDa) 식물발현 확인.

마. 개 디스템퍼 바이러스에 대한 항원단백질 클로닝

(1) 개 디스템퍼 바이러스 H 항원 (CDV-H) 발현 위한 벡터 제작

(가) Cloning PCR을 위한 primer 제작

Primer name Primer sequence (5'-3') Target Product size (bp)

CDV-H-His-F
GGATCCTTATGCACCACCATCATCATCACG

GCGGTATGCTCTCCTACCAAGAT

H gene 1,865
CDV-H-stop-

R
GAGCTCTCAAGGTTTACTCCTATTACA

표 4. CDV-H 클로닝 PCR을 위한 primer set.

(나) 디자인 한 primer를 이용하여 CDV-H 유전자 PCR 증폭 및 pGEM-T-easy vector 클

로닝 

(다) pGEM-T-easy vector에 클로닝 된 CDV-H 유전자를 이용하여 식물 ELCH vector에 

클로닝

(2) 개 디스템퍼 바이러스 H 항원 (CDV-H) 식물 단백질 발현

(가) 확인된 Plasmid를 전기 천공법으로 Agrobacterium(GB3101)으로 형질전환 도입한 후,

Nicotiana benthamiana에 infiltration하여 CDV-H 단백질 식물 임시발현을 진행
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(나) 3일 후 식물을 수확하고 단백질을 추출하여 Western Blot analysis로 확인결과, CDV-H 단

백질이 발현되지 않는 것을 확인(그림36) primary antibody: anti-His, secondary antibody:

anti-mouse-HRP

그림 35. CDV-H 유전자의 ELCH vector 클로닝. (A) CDV-H / ELCH vector

모델. (B) BamHI/SacI 제한효소 처리를 통한 CDV-H / ELCH construct의 확

인 (1,865 bp).

그림 36. Western blot을 이용한 CDV-H 단백질 (68 kDa) 식물발현 확인



- 74 -

(3) 개 디스템퍼 바이러스 F 항원 (CDV-F) 발현 위한 벡터 제작

(가) Cloning PCR을 위한 primer 제작

Primer name Primer sequence (5'-3') Target Product size (bp)

CDV-F-His-F
GGATCCTTATGCACCACCATCATCATCAC

GGCGGTATGCACAAAAAGGTACCG
F gene 2,027

CDV-F-stop-

R
GAGCTCTCACAGGGAACGGACATAAGA

표 5. CDV-F 클로닝 PCR을 위한 primer set.

(나) 디자인 한 primer를 이용하여 CDV-F 유전자 PCR 증폭 및 pGEM-T-easy vector 클

로닝 진행

(다) pGEM-T-easy vector에 클로닝 된 CDV-F 유전자를 이용하여 식물 ELCH vector에 

클로닝

그림 37. CDV-F 유전자의 ELCH vector 클로닝. (A) CDV-F / ELCH vector 모델.

(B) BamHI/SacI 제한효소 처리를 통한 CDV-F / ELCH construct의 확인 

(2,027 bp).

(4) 개 디스템퍼 바이러스 F 항원 (CDV-F) 식물 단백질 발현

(가) 확인된 Plasmid를 전기 천공법으로 Agrobacterium(GB3101)으로 형질전환 도입한 후,

Nicotiana benthamiana에 infiltration하여 CDV-F 단백질 식물 임시발현을 진행 함

(나) 3일 후 식물을 수확하고 단백질을 추출하여 Western Blot analysis로 확인결과, CDV-F 단
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백질이 발현되지 않는 것을 확인(Primary antibody: anti-His, secondary antibody:

anti-mouse-HRP)(그림34)

바. 개 파라인플루엔자 바이러스에 대한 항원단백질 식물발현 검정

(1) 개 파라인플루엔자 바이러스 HN 항원 (CPIV-HN) 항원 발현 위한 벡터 제작

(가) Cloning PCR을 위한 primer 제작

Primer name Primer sequence (5'-3') Target Product size (bp)

CPIV-HN-His

-F

GGATCCTTATGCACCACCATCATCATCAC

GGCGGTATGGTTGCAGAAGACGCC CPIV-

HN
1,739

CPIV-HN-sto

p-R
GAGCTCTCAGGAAAGAGTCACCTGTCG

표 6. CPIV-HN 클로닝 PCR을 위한 primer set.

(나) 디자인 한 primer를 이용하여 CPIV-HN 유전자 PCR 증폭 및 pGEM-T-easy vector

클로닝 진행 하였으나, 성공하지 못 함

4. 바이오앱에서 받은 식물 발현 재조합단백질 면역원성 및 항원성 확인

가. 식물에서 발현된 광견병 바이러스 G-protein TM(-)의 항원성 확인

   (1) 동물실험을 이용한 광견병 바이러스 G protein TM(-)의 항원성 검정 시험

 (가) 광견병 바이러스 G-protein을 Balb/C 마우스에  총 단백질 50μg을 첫 번째 접종 2

주 후 두 번째 접종하여 4주차에 채혈 후 혈청 획득

 (나) 혈청으로 바이러스 중화능 시험을 진행

   (2) 형광항체중화시험법 (FAVN, fluorescent antibody virus neutralisation test) 실험방법

(가) 표준양성혈청은 0.5 IU(International units)/mL로 희석한 OIE 표준 개혈청을 이용하

고, 항체음성혈청을 음성대조군으로 이용. 그 외의 샘플혈청은 비동화하여 준비

(나) 96 well plate에서 각 샘플당 4줄의 well에 배지를 100 ㎕씩 넣은 후 희석할 혈청을 

첫 번째 줄에 각각 50 ㎕ 넣고 3배 계단희석을 실시 

(다) 혈청희석이 끝난 well에 100 TCID50/50 ㎕로 희석한 표준고정주바이러스(CVS11)를 

각각 50 ㎕씩 넣고 37도에서 1시간동안 정치

(라) 1시간후 10% FBS가 들어간 DMEM배지에 4×105cells/mL인 세포를 각 well에 50 ㎕

씩 추가

(마) 37도에서 48시간 배양후 배양액을 제거하고 80% 아세톤에 30분동안 세포를 고정

(바) 광견병특이항체를 이용하여 형광염색을 실시한 후 형광현미경을 이용하여 감염된 

세포가 있는 well를 각각 관찰

(사) 0.5 IU/mL로 희석한 OIE 표준 개혈청 결과를 이용하여 아래 공식을 통해 각 샘플의 

항체가를 계산

(아) 판정기준 : 0.5IU/ml 이상 양성, 0.5IU/ml 미만 : 음성(중화항체가 9가 0.5IU로 환산)
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※ 참고문헌 : OIE Terrestrial Manual

(3) 동물실험결과

(가) 항체가 검사 : FAVN 검사법으로 검사한 결과 5마리 시험군 마우스에서 각각의 항

체가는 4.56 IU/ml, 1.51 IU/ml, 13.77 IU/ml, 0.87 IU/ml, 23.93 IU/ml로  모두 양

성판정기준 0.5 IU/ml 이상으로 확인되었으며 ㈜ 우진 비엔지와 농림축산검역본부

에서 실험한 샘플은 중화능이 확인 되지 않았다.

그림 38. FAVN 검사법으로 항체가 확인

나. 식물에서 발현 된 CPV 2c VP2 protein의 항원성 확인

(1) 개 파보바이러스 혈구응집반응 및 혈구응집억제반응

※ 혈구응집반응(HA, Hemagglutination test)

(가) 검사재료

- HA test용 시료 : 의심되는 분변을 채취하여 유제한 다음, 원심하여 상층액에 대하

여 검사를 실시한다.

- HI test용 시료

- 혈청 : 채취한 혈청을 kaoline 처리를 실시하고 돼지 적혈구로 비특이응집소를 제거

한 다음, 검사를 실시한다.

(나) 시약 및 기구

- VP2 recombinant antigen : 수의연 제조

- Sorensen buffer (pH 6.8)

① Solution A (M/15 KH2PO4) : KH2PO4 (9.078g) + NaCl (9.0g) + D.W. 1L
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② Solution B (M/15 Na2HPO4) : Na2HPO4 (9.47g) + NaCl (9.0g) + D.W. 1L

③ Solution buffer (pG 6.8) → solution A : B (508 : 492)

→ solution A : B (25.4 : 24.6) / 50ml

표 7 Sorensen buffer의 제조방법

pH
Solution A

(ml/l)

Solution B

(ml/l)
pH

Solution A

(ml/l)

Solution B

(ml/l)

5.2 980 20 6.8 508 492

5.4 967 33 7.0 392 608

5.6 948 52 7.2 285 715

5.8 919 81 7.4 196 804

6.0 877 123 7.6 132 868

6.2 815 185 7.8 86 914

6.4 732 268 8.0 55 945

6.6 627 373 8.2 33 967

- Alsercer’s solution (pH 6.1)

Dextrose, anhydrous 2.05g

Sodium citrate 0.80g

Citric acid 0.55g

Nacl 0.42g

H2O q.s 100ml

- Kaoline 현탁액의 제조

① 90ml의 PBS에 시판되는 acid-washed kaoline 25g을 첨가하고 혼합한다.

② pH를 7.2로 조정한다.

③ 24시간 동안 정치하여 침전시킨 다음, 상층액을 버리고, 다시 PBS를 첨가하여 100ml

가 되게 한다.

④ 1N NaOH로 pH를 7.2로 조정한다.

- 적혈구 : 돼지 RBC

① Alsever solution과 채혈한 혈액을 4:1로 혼합한다.

② 1000xg에서 15분간 원심하여 적혈구를 가라앉힌 다음,

상층액과 백혈구층(buffy coat)을 버린다.

③ 최초용량 만큼의 Sorensen buffer를 첨가하여 현탁시킨다.

④ (2), (3) 의 순서를 2회 더 반복한다.
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⑤ 마지막에 원심한 RBCs를 0.7% 농도로 현탁시킨 다음, bovine serum albumin을 

0.175% 농도로 첨가한다.

(다) 검사방법

- Sorensen buffer를 모든 well(1-12번)에 50μl 씩을 가한다.

㈜ 튜브응집반응으로 실시할 경우에는 용량을 모두 0.2ml로 증가시킨다.

- 96well plate 1번 well에 검사재료 50μl를 가한다.

- 1번 well에서부터 11번 well 까지 희석한다. ㈜ 12번 well은 RBC 대조군

- 동량의 돼지 적혈구 현탁액(0.7%)을 가하고 혼합한다.

- 밀봉하여, 실온에 4℃에서 1시간 배양한 다음 판독한다.

(라) 실험결과 판독

- 판독방법 : 혈구응집이 일어난 마지막 희석배율을 가검재료의 혈구응집역가 (HA

titer)로 계산한다.

* 돼지 파보바이러스 혈구응집반응 참조.

※ 혈구응집억제 반응(HI, Hemagglutination Inhibition test)

(가) 검사방법

- Kaoline 처리

① 56℃에서 30분간 비동화한 혈청을 Sorensen buffer로 1:5로 희석한다.

② 희석한 가검혈청 0.1~0.4ml를 튜브에 첨가하고, 동량의 Kaoline 현탁액을 첨가한 다음, 혼합한

다.

③ 4℃에서 1시간 배양한다. (배양중 3~4회 혼합한다)

④ 원심(1,000×g, 15분, 4℃)한 다음, 상층액을 실험에 사용한다.

㈜ 이 상태의 혈청은 1:10으로 희석된 상태이다.

- 적혈구를 이용한 비특이 응집소 흡착

① 50% 돼지 적혈구 현탁액을 준비한다.

② Kaoline을 처리한 혈청 1ml에 대해 50% 적혈구현탁액 0.1ml를 첨가한다.

③ 4℃에서 1시간 흡착한다.

④ 원심(1,000×g, 10분)한 다음, 상층액을 실험에 사용한다.

- 혈청을 Sorensen buffer로 2배수 단계희석 한다.

- VP2 recombinant antigen이나 CPV (8 HA unit/50μl)을 50μl첨가한다.

- 항원의 back titration을 실시한 다음, plate를 부드럽게 혼합한 후, 실온에 1시간 배양한

다.

- 적혈구 현탁액 50μl를 첨가한 다음, 부드럽게 혼합한다.

- 4℃에서 1~2시간 배양한 다음, 판독한다.
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(2) 개 파보바이러스 재조합 단백질 HA 실험결과

- 식물발현 단백질 추출물을 가지고 돼지 혈구에서 HA능을 평가한 결과 211 HA 결과 

확인

(3) 실험동물 접종 후 개 파보바이러스 항체확인(HI)

- 기니피그 3마리에 식물발현단백질(210 HA) 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종후 HI 항체가

를 평가한 결과 26~27 HI 항체가 확인

다. Leptospira Canicola L32 항원 식물 단백질 발현 동물접종 실험 후 항체가 확인

그림 39. Western blot을 이용한 LigB 단백질 (48 kDa) 식물발현 확인. (A) anti-His를 이

용한 western blot. (B) anti-Leptospira를 이용한 western blot.
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5. 3종 바이러스 항원 식물 발현 평가

가. 항원유전자의 codon optimization 및 합성

(1) 농림축산검역본부에서 발굴한 항원 유전자에 대한 식물체 고발현 벡터 시스템을 이용하

여 식물체에서 발현시킬 경우, 사용하는 codon usage에 의해 발현효율이 낮아질 수 있

다. 따라서 농림축산검역본부에서 발굴한 6종 바이러스 항원의 식물체 발현을 최적화하기 

위해, 바이오니아에서 제공하는 codon optimizing program을 사용하여 Nicotiana

benthamiana 식물에 최적화된 codon으로 변환 후, 유전자를 합성하였다. 합성된 항원 유

전자의 식물체 고발현을 위해, 애기장대 식물 유래 UCP031279의 5’ UTR을 부착했으며,

소포체 targeting signal인 BiP signal peptide, 또는 엽록체 targeting signal인 Rubisco

transit peptide를 부착하여, 발현되는 단백질이 소포체 또는 엽록체에서 안정적으로 축적

되도록 설계하였다. 최종적으로 재조합 항원 단백질의 발현 확인 및  분리정제를 위해 

Histidine 또는 canine IgG의 Fc domain을 부착하여 식물체 고발현 벡터를 제작하였다.

(그림 40)

그림 40. 6종 바이러스 항원 및 항원 발현을 위한 식물 발현벡터 제작

나. 6종 바이러스 항원의 식물 발현 평가   

(1) 식물체 transient expression 및 발현 검증

- 각 항원 단백질의 식물체에서의 발현 및 특성을 확인하기 위해, transient expression 방

법으로 Nicotiana benthamiana 잎에서 발현시킨 후, 단백질 분석을 수행하였다. 제작된 

식물 발현 벡터를 electroporation 기법으로 아그로박테리아 (Agrobacteria) 균주 

LBA4404에 도입하였다. 형질 전환된 아그로박테리아를 5ml YEP 액체 배지 (Yeast

extract 10 g, Peptone 10 g, NaCl 5 g, Kanamycin 50 mg/L, Rifampicin 25 mg/L)에 

접종하여 28 ℃의 조건에서 16시간 동안 배양 한 후, 1차 배양액을 새 YEP 배지에 접

종하여 28 ℃의 조건에서 6시간 더 배양하였다. 배양된 아그로박테리아를 원심분리 

(7,000 rpm, 4 ℃, 5분)하여 수집한 후, infiltration buffer (10 mM MES (pH 5.7), 10

mM MgCl2, 200 μM Acetosyringone)에 600 nm의 파장에서 O.D. 1.0의 농도가 되도록 

현탁하였다. 아그로박테리아 현탁액은 주사 바늘을 제거한 주사기 또는 진공펌프를 이

용하여 N. benthamiana 잎에 주입하는 방법으로 Agro-infiltration을 수행하였다.

Agro-infiltration된 식물체는 22 ℃, 18시간 명 상태, 6시간 암 상태로 재배실에서 배양

되었고, 4일 후, 잎을 수확하여, 항원 단백질 발현 분석에 사용하였다. 식물체에서 각 

항원 단백질의 발현을 확인하기 위해, western blotting을 수행하였다. 단백질 
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extraction buffer로 잎에서 총 단백질을 추출하고, 원심분리를 통해 soluble fraction (S)

과 pellet fraction (P)으로 분리하였다. SDS-PAGE로 각 fraction의 단백질을 전개 후,

Histidine monoclonal antibody 또는 anti-canine secondary antibody를 사용한 western

blotting으로 각 항원 단백질의 발현 및 특성을 분석하였다.

(2) 6종 바이러스 항원의 식물체 발현 및 특성 분석 

- Western blotting을 통해 6종 바이러스 항원 모두 식물체에서 soluble한 형태로 발현됨

을 확인할 수 있었으나, 발현수준은 많은 차이를 보였다. 식물체에서 발현된 광견병 바

이러스 glycoprotein (RVGe)의 약 90 % 가량이 soluble한 형태로 존재하며, 10 % 미만

이 pellet으로 존재함을 확인할 수 있었다. 또 다른 항원 M protein의 경우, RVGe와 비

교하여 상대적으로 향상된 solubility를 보였지만, 발현량이 상대적으로 적은 것을 확인

할 수 있었다. (그림 41)

그림 41. 광견병 항원 RVGe, M protein 식물체 발현 확인

- CTB (Cholera Toxin Subunit B)가 fusion된 Leptospira 항원 단백질인 CTB-LipL32는 

45 kDa의 크기로, 약 80% 이상이 soluble한 상태로 확인되었다. (그림 42)

그림 42. 식물발현 시스템에서 Leptospira 항원 CTB-LipL32의 발현확인

- Canine parvovirus의 항원 단백질인 VP2는 60 kDa의 크기로 식물에서 발현됨을 확인

하였고, 약 90% 이상 soluble한 상태로 존재하였다. (그림 43)
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그림 43. Canine parvovirus의 항원 VP2 식물체 발현 확인

- Histidine이 tagging된 CAV-2 (canine adenovirus type 2)의 항원 F (fiber) protein 및 

CPIV (canine parainfluenza viruse) 항원 HN (hemagglutinin-neuraminidase) 단백질

을 식물체에서 발현시켰을 경우, 예상 크기보다 작은 크기의 여러 밴드로 관찰되었고,

이는 식물체 내에서 이들 단백질의 안정성이 낮음을 의미한다. 이들 항원 단백질에 

IgG Fc domain을 fusion 하면, His tagging과 비교하여 CAV-2 F, CPIV HN 단백질의 

안정성이 향상된 것을 확인할 수 있었다 (그림 12, 그림 13). CDV (canine distemper

virus) 항원 H (Hemagglutinin) 단백질의 경우, 식물체에서 낮은 발현량으로 인해 His

tag 또는 Fc domain fusion 단백질의 발현을 western blotting으로 확인할 수 없었으

며, 향후 식물에서 CDV 항원 단백질을 발현시키기 위해서는 유효한 epitope 또는 

truncated form의 재조합 단백질을 발현시키는 전략을 시도해 볼 필요성이 있다.

그림 44. 식물발현 시스템으로 Canine adenovirus type 2 항원 F protein 발현 확인
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그림 45. 식물발현 시스템으로 Canine parainfluenza viruse 항원 HN protein 발현확인

6. 식물발현 항원 단백질 분리정제 조건 확립 및 효능 검증을 위한 시료 제공

가. 식물발현 항원 단백질 분리정제 및 항원성 검증을 위한 시료 제공

- Immobilized metal affinity chromatography (IMAC)를 이용한 재조합 항원 단백질 분리 

정제; 항원 단백질을 발현하는 N. benthamiana 잎 50 g에 extraction buffer 100 mL을 첨

가하고, 블랜더로 조직을 파쇄하였다. 식물 파쇄액을 4 ℃, 13,000 rpm으로 20분간 원심

분리하여 상등액을 획득한 후, 0.45 um filter를 통과시켜 식물 단백질 추출액을 확보하였

다. 확보한 단백질 추출액은  Ni-NTA agarose resin이 부착된 단백질 자동정제 시스템을 

이용하여 분리정제 하였으며, 분리정제 조건은 아래 table 3과 같다.

표 8. 식물발현 항원 단백질의 분리정제 조건

- 상기 조건으로 분리정제 후, 각 fraction을 His antibody를 이용한 western blotting과 

coomassie blue staining을 통해 재조합 항원 단백질의 존재 여부와 순도를 확인하였으

며, 대부분의 His tagging된 RVGe 단백질이 Ni-NTA resin에 결합한 후, 선택적으로 

elution 되는 것을 확인할 수 있었으며, N. benthamiana 잎 1 g 당 약 30 μg의 분리정제된 

재조합 RVGe 단백질을 획득하였다 (그림 46).

Purification step Resin Sample loading Flow rate

Affinity Ni-NTA agarose 100 ml 5 mL/min

Extraction buffer 20 mM sodium phosphate, 0.3 M NaCl, 10 mM imidazole, pH 7.4

Wash buffer 20 mM sodium phosphate, 0.3 M NaCl, 40 mM imidazole, pH 7.4

Elution buffer 20 mM sodium phosphate, 0.3 M NaCl, 500 mM imidazole, pH 7.4
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그림 46. 식물발현 시스템을 이용한 광견병 항원 RVGe 분리정제 결과

- Histidine이 tagging된 Leptospira 항원 CTB-LipL32 역시 Ni-NTA resin을 이용한 affinity

purification으로 성공적으로 분리정제가 가능함을 확인하였고, 식물 잎 1 g 당 약 45 μg

의 재조합 CTB-LipL32 단백질을 획득할 수 있었다. (그림 47)

그림 47. 식물발현 시스템을 이용한 Leptospira CTB-LipL32 항원 분리정제 결과

(1) Capto Core 700 chromatography를 이용한 CPV2 항원 단백질의 분리정제 

- His tagging된 CPV2 항원 VP2 단백질의 경우, Ni resin에 전혀 결합하지 않아 IMAC

을 이용한 affinity purification으로는 분리 정제할 수 없었다. CPV2 항원 VP2 단백질

은 self assembly를 통해 VLP를 형성하는 것으로 알려져 있으며, 따라서 식물에서 발

현된 VP2 단백질도 세포 내에서 VLP를 형성했기 때문에 Ni resin에 결합하지 않았던 

것으로 생각된다. VLP 형태의 VP2 단백질을 분리정제하기 위해, cut off size가 700

kDa인 Capto Core 700 resin을 사용하여 chromatography를 수행했으며, 분리정제 조

건은 아래와 같다.

- 상기 조건으로 분리정제를 실시하고, 각각의 fraction을 획득한 후, coomassie blue

Purification step Resin Sample loading Flow rate

Affinity HiTrap Capto Core 700 20 ml 1 mL/min

Binding buffer 50 mM Tris, 0.15 M NaCl, pH 7.4
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staining을 통해 VP2 단백질의 존재 여부를 확인해 본 결과, 11번부터 14번 fraction에

서 VP2 단백질을 확인할 수 있었으며, 이를 통해 VLP 형태의 VP2 단백질이 resin에 

capture 되지 않고, resin을 통과한다는 것을 알 수 있었다 (그림 48).

그림 48. 식물발현 시스템을 이용한 Canine parvovirus VP2 항원 분리정제 결과

나. 마우스에서 식물 발현 광견병 항원 RVGe 항원성 검증

- 식물 발현 광견병 항원 RVGe 단백질이 생체 내에서 항체를 유도하여 면역원성을 가지는

지 확인하기 위하여, 6주령의 수컷 C57BL/6J 마우스를 이용하였다. 실험군 마우스에 

RVGe 단백질 10 μg을 6주령 및 8주령 시점에 각각 투여하였고, 음성 대조군 마우스에는 

PBS를 투여하였다. 항원 투여 시, 동량의 Freund’s adjuvant를 혼합 투여하였는데, 1차에

는 complete adjuvant를, 2 차에는 incomplete adjuvant를 투여하였다. 실험을 시작하는 

시점과 2차로 항원을 투여하고 2주일 이후에 채혈하여 RVGe 단백질이 코팅된 ELISA 플

레이트를 이용하여 RVGe 단백질에 대한 특이항체의 생성 여부를 확인하였다. 항원 비투

여군 4마리와 항원 투여군 5마리의 마우스에서 RVGe 항원성 검증 실험을 진행하였으며,

그 결과, 비투여군의 혈청에서는 RVGe 단백질에 대한 반응성이 전혀 관찰되지 않았으나,

항원을 2회 투여한 군의 혈청에서는 RVGe 단백질에 대해 높은 반응성을 나타내는 것을 

확인하였다. (그림 49)

그림 49. 식물발현 시스템을 이용한 광견병 항원 RVGe (glycosylated form)의 항원성 검증
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7. 항원 단백질 발현 형질전환체 제작

가. Nicotiana benthamiana 조직 배양 및 식물 형질전환체 제작

(1) 담배 형질전환체 제작

- N. benthamiana 종자를 callus 유도 배지 (MS 배지)에서 발아시킨 후, 무균상태의 잎을 

형질전환에 사용하였다. 생장실에서 배양한 담배의 어린 잎을 약 0.5 x 0.5 cm 로 잘라

서 MS 배지 (NAA 2.0 mg/L, BA 0.5 2.0 mg/L)에 넣고 배양한 Argobacterium과 함께 

배양실에서 2일간 암배양 하였다. 배양 후, 담배 잎 절편을 멸균수로 여러번 세척하고,

항생제 (20 mg/L Hygromycin, 200 mg/L Kanamycin)가 포함된 선발 배지에서 배양

하였다. Callus에서 자란 Hygromycin 저항성을 가진 shoot는 호르몬이 들어있지 않은 

배지로 옮겨 뿌리 생성을 유도하였다. 순화 후, 선발된 형질전환 식물체는 식물재배 블

럭으로 옮겨 생장실에서 재배하였다.

(2) 형질전환 식물체에서 광견병 항원 단백질 발현 검증

- 선발된 개체에서 광견병 항원 단백질의 발현을 확인하기 위해 western blotting을 수행

하였다. 단백질 extraction buffer로 잎에서 총 단백질을 추출하고 SDS-PAGE를 수행하

여 크기별로 단백질을 전개하였다. 전개된 단백질을 PVDF membrane에 transfer 한 후,

Histidine monoclonal antibody를 사용한 western blotting으로 각 개체에서 단백질 발

현 수준을 분석하였다. 그 결과, 그림 50과 같이 선발된 형질전환체에서 광견병 항원 

단백질의 발현을 확인하였다.

그림 50. 형질전환체에서 RVGe 발현 확인

8. 광견병 식물 발현 항원의 안전성 유효성 시험

가. 임상시험계획서신청에 따른 안전시험

(1) 안전시험 

- 마우스, 기니픽, 개를 실험동물로 선정하여 안전시험을 진행한다.

 

(가) 마우스 안전시험

- 체중 15~20g의 마우스 8마리를 준비하여, 8마리의마우스 복강에 0.5ml를 접종하고 7

일간 관찰하여 이상 없이 생존여부를 확인한다. 
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(나) 기니픽 안전시험

- 체중 300~350g의 기니픽 4마리를 준비하여, 2마리의 기니픽 근육 또는 피하에 2ml

를, 다른 2마리의 기니픽 복강에 2ml를 접종하고 7일간 관찰한다음 이상 없이 생존

여부를 확인한다. 

(다) 개 안전시험

- 체중 4~5kg(3~4개월령)의 건강한 개 2마리를 준비하여, 백신의 2두분을 피하로 접종

하고 28일간 관찰하여 이이상 없는 것을 확인하여 한다.

 나. 임상시험계획서신청에 따른 효력시험 

(1) 기니픽을 이용한 광견병 항원 효력시험

- 체중 300~350g의 건강한 기니픽 20두를 선정하여 10마리는 접종군, 10마리는 대조군으

로 하여 접종군은 백신 2% 말 혈청을 가한 생리식염수로 10배 희석하여 0.5ml(1/20두

분)을 복부 피하에 각각 주사하고 21일간 관찰한 후 채혈하여 중화항체가를 측정한다. 

(2) 마우스를 이용한 광견병 항원 항체가 확인 시험

(가) 항원 단백질 확인

- 마우스를 이용한 광견병 바이러스 항원의 항체가를 확인하기 전에 먼저, 바이오앱에

서 제공된 광견병 바이러스 항원에 대한 항체형성 여부를 마우스 혈청으로 Western 

blotting을 통해 확인하였다. 그 결과 그림 51에서 보이듯이 광견병 바이러스 항원에 

대해 정확하게 항체가 생성되었음을 확인할 수 있었다. 

그림 51. 마우스 혈청에서 광견병 항원 형성 확인

(나) 1차 항체가 확인

- 마우스 혈청을 이용하여 광견병 항원에 대한 항체가를 ELISA로 확인한 결과 항원 

접종 농도(1ug, 5ug, 10ug)에 따라 마우스 개체간의 항체가에 차이가 있었다. 그러나 
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항체가가 전반적으로 낮아 마우스 개체간의 유의적인 차이를 확인하기는 어려움이 

있었다. (그림 52) 

- 보다 높은 항원농도(50ug, 100ug)를 사용하여 재접종 후 항체가를 측정할 계획이다.

 

그림 52. 마우스 혈청에서 광견병 항원에 대한 1차 항체가 확인

(다) 2차 항체가 확인

- 마우스 혈청을 이용하여 광견병 항원에 대한 항체가를 ELISA로 확인한 결과 항원 

접종 농도(50ug)의 접종군에서 가장 높은 항체가를 확인하였다. 따라서 광견병 항원 

접종 농도를 50ug 기준으로 마우스 체중에 비례하여 목적동물에 적용할 계획이다. 

(그림 53) 
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그림 53. 마우스 혈청에서 광견병 항원에 대한 2차 항체가 확인

8. 렙토스피라(Leptospira) 세균주의 유래 및 특성

 가. 렙토스피라 균주(렙토스피라 캐니콜라 및 렙토스피라 익테로헤모레지)

(1) 기원 및 특성

- 렙토스피라 균주(캐니콜라, ATCC 23470 및 익테로헤모레지, ATCC23581)는 ATCC에서 

2017년 08월에 구매하여 확보하였다.

(2) 계대 및 보존

- 렙토스피라 캐니콜라와 익테로헤모레지은 소 혈청 알부민과 Tween 80이 포함된 

Ellinghausen–McCullough-Johnson-Harris(EMJH) 배지에 30℃에서 7일간 배양하면서 각

각 접종하여 렙토스피라균 활성을 확인 후 각각 채균하여 28℃ 항온기에 4주 간격으

로 계대하고 보존하였다.

(3) Master Bacteria Bank 확립

(가)  원종균(Master seed bacteria)의 배양

- ATCC에서 분양받은 렙토스피라 균주(캐니콜라, 및 익테로헤모레지)를 소 혈청 알부

민과 Tween 80이 포함된 Ellinghausen-McCullough- Johnson-Harris(EMJH) 배지에 접

종하여 28℃에서 7일간 진탕배양하여 원종균을 확보하였다. 

(나) 원종균의 명칭 및 Master Bacteria Bank 구축

- 원종균의 명칭은 WGB-leptospira canicola (WGB-M-Lc0803)과 WGB-leptospira 

icterohaemorrhagiae (WGB-M-Li0803)로 명명하였으며, 배양하여 채독된 원종균은 5 

㎖ EMJH 반유동배지가 포함된 screw cap 시험관에 각각 소분하여 #1∼#50까지 

Number를 부여하였고 28℃에서 7일간 배양 후 4℃에 보존하였다.
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(다) 원종균의 검증

- 배양조건 확립 후 반려견 동물 백신을 제조함에 있어 품질시험은 최종적으로 적합

이 확인되어야 한다. 품질시험을 확립함으로써 제품의 안정성을 더욱 향상시키는데 

목적을 두고 있다. 

- 항원의 품질시험항목으로는 특성시험, 무균시험, 불활화 확인시험, 안전시험과 혈청

역가시험으로 분류하였으며 각 항목의 시험은 ㈜우진바이오의 품질시험 SOP에 따라 

실험을 진행하였다. 

표 9. 렙토스피라 캐니콜라 원종균에 대한 품질시험 적합 유무 확인

Inactivated leptospira canicola

시험항목 시험방법 시험결과 판정

특성시험
WGD-QC-SOP200 

특성시험

연한 주황색, 이물,이취 없

음. 내용물 균일

▣ 적합

□ 부적합

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합

불활화 확인시험 Leptospira 불활화 확인시험 균 발육 없음
▣ 적합

□ 부적합

안전성 시험 DHPPL 안전시험 이상 없음
▣ 적합

□ 부적합

혈청 역가 시험 기니픽 혈청 역가시험 80%
▣ 적합

□ 부적합

표 10. 렙토스피라 익테로헤모레지 원종균에 대한 품질시험 적합 유무 확인

Inactivated leptospira icterohaemorrhagiae

시험항목 시험방법 시험결과 판정

특성시험
WGD-QC-SOP200 

특성시험

연한 주황색, 이물,이취 없

음. 내용물 균일

▣ 적합

□ 부적합

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합

불활화 확인시험 Leptospira 불활화 확인시험 균 발육 없음
▣ 적합

□ 부적합

안전성 시험 DHPPL 안전시험 이상 없음
▣ 적합

□ 부적합

혈청 역가 시험 기니픽 혈청 역가시험 100%
▣ 적합

□ 부적합
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(라) 원종균의 생균수시험

- 배양된 렙토스피라 균주(WGB-Lc0803 및WGB-Li0803)를 10-1∼10-9 까지 PBS로 각각 

10진 희석한 후 렙토스피라균수측정기(Petroff-Hausser Chamber)를 이용하여 배양된 

콜로니 개수를 개수하였다. 그 결과, 균수가 1.41 x 108 cfu/ml로 확인되었다. 

(3) 생산용 세균주 (Working Bacteria Bank)의 확립

(가)  생산용 세균주 (Working seed bacterial)의 배양

- Master seed bacteria에서 1 ml을 취해 EMJH 배지 30 ml에 접종하여 28℃ 7일간 진

탕배양하여 균액을 확보하였다.

(나) 생산용 세균주의 명칭 및 Working Bacteria Bank 구축

- 생산용 세균주의 명칭은 WGB-leptospira canicola (WGB-W-Lc0803)과 

WGB-leptospira icterohaemorrhagiae (WGB-W-Lc0803)로 명명하였으며, 배양하여 채

독된 생산용 세균주는 5 ㎖ EMJH 반유동배지가 포함된 나사마개가 달린 시험관에 

각각 0.5 ml씩 접종하여 #1∼#50까지 Number를 부여하였고 28℃에서 7일간 배양 

후 4℃에 보존하였다. 단, 생산용 세균주의 계대는 5회 이내로 제한하였다.

(다) 생산용 세균주 검증

- 배양조건 확립 후 반려견 동물 백신을 제조함에 있어 품질시험은 최종적으로 적합

이 확인되어야 한다. 품질시험을 확립함으로써 제품의 안정성을 더욱 향상시키는데 

목적을 두고 있다. 

- 항원의 품질시험항목으로는 특성시험, 무균시험, 불활화 확인시험, 안전시험과 혈청

역가시험으로 분류하였으며 각 항목의 시험은 ㈜우진바이오의 품질시험 SOP에 따라 

실험을 진행하였다. 

표 11. 렙토스피라 캐니콜라 생산용 세균수에 대한 품질시험 적합 유무 확인

Inactivated leptospira canicola

시험항목 시험방법 시험결과 판정

특성시험
WGD-QC-SOP200 

특성시험

연한 주황색, 이물,이취 없

음. 내용물 균일

▣ 적합

□ 부적합

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합

불활화 확인시험 Leptospira 불활화 확인시험 균 발육 없음
▣ 적합

□ 부적합

안전성 시험 DHPPL 안전시험 이상 없음
▣ 적합

□ 부적합

혈청 역가 시험 기니픽 혈청 역가시험 90%
▣ 적합

□ 부적합
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표 12. 렙토스피라 익테로헤모레지 생산용 생균수에 대한 품질시험 적합 유무 확인

Inactivated leptospira icterohaemorrhagiae

시험항목 시험방법 시험결과 판정

특성시험
WGD-QC-SOP200 

특성시험

연한 주황색, 이물,이취 없

음. 내용물 균일

▣ 적합

□ 부적합

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합

불활화 확인시험 Leptospira 불활화 확인시험 균 발육 없음
▣ 적합

□ 부적합

안전성 시험 DHPPL 안전시험 이상 없음
▣ 적합

□ 부적합

혈청 역가 시험 기니픽 혈청 역가시험 90%
▣ 적합

□ 부적합

(라) 생산용 세균주의 생균수시험

- 양된 렙토스피라 균주(WGB-0830-1 및 WGB-0830-2)를 10-1∼10-9 까지 각각 PBS로 

10진 희석한 후 렙토스피라균수측정기(Petroff-Hausser Chamber)를 이용하여 배양된 

콜로니 개수를 개수하였다. 그 결과, 균수가 1.38 x 108 cfu/ml 이상이었다.
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제3절 3차년도 연구수행 내용 및 결과

1. 광견병 단백질 면역원성 확인

 가. 형광항체중화시험법 (FAVN, fluorescent antibody virus neutralisation test)

   (1)  식물에서 발현된 광견병 바이러스 G-protein TM(-)의 항원성 확인에 시험방법 기술 

(Page 79)

 나. 실험동물에서 광견병 재조합 단백질 접종 중화능 실험 결과

   (1) 마우스 4마리에서 식물발현재조합단백질(광견병 G 단백질) 접종 후 중화능 확인 결과 

미흡한 O.5IU 확인

   (2) 기니피그 4마리에서 식물발현재조합단백질(광견병 G 단백질) 접종 후 중화능 확인 결과 

O.5IU 확인

   (3) 바이오앱 마우스 11마리에서 식물발현재조합단백질 접종 후 중화능 실험 의뢰 결과 중

화능 확인

2 . 개파보바이러스 단백질 면역원성 확인

 가. 개 파보바이러스(2a, 2b) 돼지 적혈구 응집능으로 항원성 평가

- 개 파보바이러스 혈구응집반응 및 혈구응집억제반응에 대한 시험방법 동일 (Page 80 ~ 82)

실험동물 혈청 광견병 중화능 결과

CT-1 0

CT-2 3

CT-3 9

A-1 9

A-2 27

A-3 27

A-4 27

C-1 9

C-2 9

C-3 9

C-4 81

D-1 3

D-2 9

D-3 3

E-1 9

E-2 9

E-3 3
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  나. 개 파보바이러스 재조합 단백질 HA 실험결과

    - 식물발현 단백질 추출물을 가지고 돼지 혈구에서 HA능을 평가

  재조합 단백질   HA titer

  CPV 2a VP2 재조합 단백질   215

재조합 단백질 HA titer

CPV 2b VP2 재조합 단백질 220

다. 실험동물 접종 후 개 파보바이러스 항체확인(HI)

재조합 단백질   HI titer

  CPV 2a VP2 재조합 단백질   26

- 기니피그 3마리에 식물발현단백질(210 HA) 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종 후 HI 항체가

를 평가한 결과 26 ~ 27 HI 항체가 확인
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- 마우스 2마리에 식물발현단백질 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종 후 HI 항체가를 평가한 

결과 24 HI 항체가 확인

3. 렙토스피라(Leptospira) 면역원성 확인

 가. 렙토스피라 혈청 검사 방법 : Microscopic agglutination test(MAT, 현미경 응집반응)

 (1) 렙토스피라 단백질(Lig B-F)

     - 기니피그 4마리에 식물발현단백질 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종 후 항체가를 평가한 

결과 음성확인

     - 마우스 4마리에 식물발현단백질 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종 후 항체가를 평가한 

결과 음성 확인

(2) 렙토스피라 단백질(Lig B-bio)

- 기니피그 4마리에 식물발현단백질 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종후 항체가를 평가한 

결과 음성 확인

- 마우스 4마리에 식물발현단백질 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종 후 항체가를 평가한 

결과 음성 확인

(3) 렙토스피라 단백질(Lig 32)

- 기니피그 4마리에 식물발현단백질 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종 후 항체가를 평가한 

결과 음성 확인
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- 마우스 4마리에 식물발현단백질 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종 후 항체가를 평가한 

결과 음성 확인

4. 개 디스템퍼 바이러스(Canine distemper virus) 면역원성 확인

 - 기니피그 4마리에 식물발현단백질(H 단백질) 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종 후 항체가

를 평가한 결과 중화능 확인

 - 기니피그 4마리에 식물발현단백질(F 단백질) 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종 후 항체가

를 평가한 결과 음성 확인

※ 개 디스템퍼 바이러스 중화능 실험 방법

. Materials : 배지(DMEM, 1% anti), virus, cell, 비동화 된 시료(혈청)

. Virus Cell : Lederle(CDV) – Slam vero

(1) 배지 50ul를 모든 well에 분주한다. (control well에는 100ul, back titration well에는 비워

둠)

(2) 미리 비동화 된 시료 (56도, 30분 in water bath)를 이진 희석을 위해 첫번째 칸에 50ul

분주한다. 이진 희석한 뒤, 마지막 50ul는 버린다.

* 이진 희석시 pipetting은 15~20번으로 최대한 거품이 안생기도록 하며 tip이 이상하다

면 tip교체 

(3) Virus를 준비한다.

(가) Virus는 사용할 만큼 배지에 희석한다. (CAV-2는 1000배, Lederle는 200배 희석)

* 예를 들어 CAV-2 (1000배 희석)을 사용한다면, 96well에 1판에 필요한 virus양은 4.8ml

(96well x 50ul) 이므로 넉넉하게 total 6ml을 만든다. 그러면 배지 6ml + virus 원액 

6ul을 최대한 섞어준다.

(나) Back titaration virus를 ep-tube에 만든다. (각각 4well씩)

- 10^-0 : (1)에 희석한 virus 사용

- 10^-1 : 배지 900ul + 10^0 virus 100ul

- 10^-2 : 배지 900ul + 10^1 virus 100ul

- 10^-3 : 배지 900ul + 10^2 virus 100ul

* 희석배수는 virus titration을 통해 역가를 확인한 후 결정

* 희석한 virus가 이제 전체 분주할 virus이며, back titration에서 10의 0으로 사용

할 virus임

(4) (2번에 이어) 시료를 이진 희석한 다음, virus를 50ul씩 분주한다. (control well에는 분주

하지 않음)

(5) Back titration virus 역시 각 well에 100ul씩 분주한다.

(6) 37도씨 배양기에서 1시간동안 중화반응 시킨다.

(7) 1시간동안 세포를 준비한다. 계대배양하여 5ml~20ml로 현탁한 뒤, cell counting한다.

* 1well 당 2x10^4 (2만개) 분주해야함. 96well 1판 기준 거의 200x10^4(2백만개) 필요

(8) 1시간 배양 후, 준비된 세포를 모든 well (control, back titration)에 100ul씩 분주한다

(9) 37도씨 배양기에서 3~4일 배양한다. 매일 관찰하고, back titration에서 나는 CPE가 
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10^-2에서 2 well까지(4 well중 반) 나면 정확하게 virus가 들어갔다고 봄

- Virus에 대한 항체의 중화력이 높다고 예상되면 96well plate를 가로로 하여 이

진 희석함

- Back titration은 10^-0 4 well, 10^-1 4 well, 10^-2 4 well, 10^-3 4well로 총 

16well 필요.

- Control은 최소 1well이상 필요.

5. 개 파라인플루엔자 바이러스(Canine parainfluenza virus) 면역원성 확인

가. 기니피그 4마리에 식물발현단백질(HN 단백질) 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종 후 항체

가를 평가한 결과 음성 확인

※ 개 파라인플루엔자 바이러스 혈구응집반응 실험 방법

. HA (hemagglutination, 혈구응집반응)

. Materials : PBS, 세척된 기니픽 혈구, virus (sample)

* 세척 혈구는 PBS에 0.006%가 되도록 사용 할 만큼 만든다.

예) 분주할 total 혈구가 5ml이라면 5ml X 0.006% = 30ul, PBS 5ml + 세척 혈구 30ul

(1) PBS 50ul를 사용할 모든 well에 분주한다. (96well plate 사용, control well 포함)

(2) 이진희석을 위해 Virus (sample)를 첫번째 칸에 50ul씩 분주한다.

(3) 이진희석한 뒤, 마지막 50ul는 버린다.

* pipetting은 8회 이상, 거품이 안생기도록

(4) 미리 만들어둔 혈구 (0.06% in PBS) 50ul를 모든 well에 분주한다. (control well 포함)

(5) 4도씨에 보관하여 1시간 이상 반응시키며, 1시간 이후 확인한다.

6. 개 아데노바이러스(Canine adenovirus) 면역원성 확인

가. 기니피그 4마리에 식물발현단백질(Hexon 단백질) 발현확인 결과 음성

나. 기니피그 4마리에 식물발현단백질(Fiber 단백질) 1차 접종 후, 2주 후에 2차 접종 후 항체

가를 평가한 결과 음성 확인

※ 개 아데노바이러스 중화능 실험 방법

. Materials : 배지(DMEM, 1% anti), virus, cell, 비동화 된 시료(혈청)

. Virus Cell : CAV2 - MDCK

(1) 배지 50ul를 모든 well에 분주한다. (control well에는 100ul, back titration well에는 비

워둠)

(2) 미리 비동화 된 시료 (56도, 30분 in water bath)를 이진 희석을 위해 첫번째 칸에 50ul

분주한다. 이진 희석한 뒤, 마지막 50ul는 버린다.

* 이진 희석시 pipetting은 15~20번으로 최대한 거품이 안생기도록 하며 tip이 이상하다면 

tip교체 
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(3) Virus를 준비한다.

(가) Virus는 사용할 만큼 배지에 희석한다. (CAV-2는 1000배, Lederle는 200배 희석)

* 예를 들어 CAV-2 (1000배 희석)을 사용한다면, 96well에 1판에 필요한 virus양은 

4.8ml (96well x 50ul) 이므로 넉넉하게 total 6ml을 만든다. 그러면 배지 6ml +

virus 원액 6ul을 최대한 섞어준다.

(나) Back titaration virus를 ep-tube에 만든다. (각각 4well씩)

- 10^-0 : (1)에 희석한 virus 사용

- 10^-1 : 배지 900ul + 10^0 virus 100ul

- 10^-2 : 배지 900ul + 10^1 virus 100ul

- 10^-3 : 배지 900ul + 10^2 virus 100ul

* 희석배수는 virus titration을 통해 역가를 확인한 후 결정

* 희석한 virus가 이제 전체 분주할 virus이며, back titration에서 10의 0으로 사용

할 virus임

(4) (3번에 이어) 시료를 이진희석한 다음, virus를 50ul씩 분주한다. (control well에는 분주

하지 않음)

(5) Back titration virus 역시 각 well에 100ul씩 분주한다.

(6) 37도씨 배양기에서 1시간동안 중화반응 시킨다.

(7) 1시간동안 세포를 준비한다. 계대배양하여 5ml~20ml로 현탁한 뒤, cell counting한다.

* 1well 당 2x10^4 (2만개) 분주해야함. 96well 1판 기준 거의 200x10^4(2백만개) 필요

(8) 1시간 배양 후, 준비된 세포를 모든 well (control, back titration)에 100ul씩 분주한다

(9) 37도씨 배양기에서 3~4일 배양한다. 매일 관찰하고, back titration에서 나는 CPE가 

10^-2에서 2 well까지(4 well중 반) 나면 정확하게 virus가 들어갔다고 봄

- Virus에 대한 항체의 중화력이 높다고 예상되면 96well plate를 가로로하여 이진희석

함

- Back titration은 10^-0 4 well, 10^-1 4 well, 10^-2 4 well, 10^-3 4well로 총 16well

필요.

- Control은 최소 1well이상 필요

7. 재조합 단백질 발현 및  면역원성 확인 정리표

Target

virus or

bacteria

Target

antigen

사용 

Vector

Tag

type

antigenicity 확인

immunogenici

ty

(동물접종시험)
비 고

MW

(kd)

His

Ab

mon

o

AB

poly

AB

HA

(unit)

mou

se
GP

목적

동물

Rabies

G-prote

in-TM

(-)

ELCH
ELC

H
75 ○ ○ - - ○ ○ -

- 바이오앱에서 실험한 마

우스에서 중화항체가 양

성 확인

- 기니피그 접종완료4마리,

중화능 확인

- 바이오앱 요청된 마우스
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(5그룹) 혈청 중화실험 

결과 중화능 확인, 결과

전달

G-prote

inTM

(+)

ELCH - - - - - - -

- 검역본부에서 합성했고,

발현했으나 확인 안됨

- 유전자합성 바이오앱에 

전달

M-prote

in
ELCH

C-Hi

s
24 - - - - - - -

- 바이오앱에서 단백질 보

내주기로 했음

Canine

parvovir

us

2a VP2 CLC
F

His
65 ○ - - ○ ○ ○ -

- 검역본부에서 단백질 합

성후 바이오앱에 합성

유전자 보냄

- 항원성, 항체가 확인

2b VP2 CLC
F

His
65 ○ - - ○ ○ ○ -

- 검역본부에서 단백질 합

성후 바이오앱에 합성

유전자 보냄

- 항원성 항체가 확인

2c VP2 CLC
F

His
65 ○ - - ○ ○ ○ -

-검역본부에서 발현확인후 

HA항원 확인(4~16HAU)

확인

-바이오앱에서 재발현후 항

원 확인(2048HAU)

-기니피그에서 HI항체가

(64~128HI)

Laptospir

a

Canicola

Lig B ELCH
F

His
45 O

-
∆ - - - -

- 검역본부에서 합성 후 발

현 확인(His 확인됨)

- 기니픽 동물실험 결과 항체 

음성 확인

- 추가 마우스 실험으로 항

체가 확인 음성

Lig B ELCH
F

His

- 바이오앱에서 합성 후 발

현 확인

- 추가 마우스 실험으로 항

체가 확인 음성

L32

ELCH

(바이오

앱)

R

His
30 O - O - O

- 바이오앱에서 재조합단백

질받아서, 기니피그 접

종실험 완료, 혈청확보

- 웨스턴 결과 토끼 항혈청

에 반응 확인

- 기니픽 동물실험 결과 얻

은 항체 음성확인

- 추가 마우스 실험으로 항

체가 음성 확인

Canine

Parainflu

enza

HN

protein
ELCH c+Fc 85 O - - - O - -

- 바이오앱에서 받아서 기

니피그 접종완료, 항원성 

확인 음성
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8. 대량 생산 가능성 및 효능이 입증된 항원의 대량 생산용 형질전환체 개발

가. 대량 생산 가능성 및 효능이 입증된 항원 단백질 대량 생산용 Nicotina benthamiana 형질전환체 개발

- 6종의 바이러스 항원들을 고발현용 식물 벡터와 식물발현 시스템으로 임시발현 (Transient

expression)하여 항원의 발현 및 solubility를 확인하였다. 이 중 발현이 확인된 2종류의 항

원 (RVGe 와 CPV2a)에 대하여 영구발현 식물체 (Transgenic plant) 제작을 진행하였다.

광견병 Rabies virus 항원 RVGe의 경우 1개의 호모 라인 (Homo line)을 완성하였고,

Canine parvovirus 항원 CPV2a의 경우 6개의 호모 라인을 완성할 수 있었다.

9. 식물발현 항원 단백질 large scale 분리정제 공정 및 최적화

가. 광견병 항원 RVGe

- 광견병 항원 RVGe는 식물발현 시스템을 이용한 단백질 발현 테스트를 진행한 결과,

C-terminal에 6개의 Histidine을 부착한 construct에서 soluble form으로 발현이 확인되었

고, Ni-NTA resin을 이용하여 성공적으로 분리정제를 진행했으며, 대량생산을 위한 분리

정제공정을 확립하고, 최적화하였다. 또한 분리정제된 RVGe 항원의 특성분석 

(glycosylation)을 진행하여 RVGe 항원이 glycosylation 된 형태로 생산 가능함을 그림 1와 

같이 확인하였다. 이후 임시발현이 확인된 construct를 이용하여 영구발현 식물체 제작을 

진행했으며, 최종적으로 1개의 호모 라인 #46-10 (T2)을 선발할 수 있었다. 그 결과는 그림 

2에 나타냈다.

virus
HN

protein
ELCH

R

His
62 - - - - - - -

- 검역본부에서 합성후 클

로닝 실패

Canine

Distemp

er virus

H

protein
ELCH

F

His
67 X - - - - - -

- 검역본부에서 합성하여 

클로닝후 식물발현 확인 

결과 음성

H

protein
ELCH c+Fc 67 O - - - - - -

- 바이오앱에 합성유전자를 

전달하여 클로닝(fc) 후 

기니픽 동물실험후 혈청 

중화능 확인

F

protein
c+Fc

- 검역본부에서 클로닝 실패

- 검역본부에서 합성 유전

자 바이오앱 전달

Canine

Adenovi

rus

Hexon CLC
F

His
100 - - - - - - -

- 검역본부에서 클로닝 완

료후 식물발현 확인결과 

음성

Fiber CLC c+FC 86 X - - - - - -

- 바이오앱에서 받아서 기

니피그 접종완료, 혈청 

음성
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그림 1. 임시발현 시스템을 이용한 RVGe 항원의 발현 분리정제 및 특성분석

그림 2. 형질전환 식물체 (T2) 호모라인 제작 및 선발 완료

나. Canine parvovirus 항원 CPV2a, CPV2b, CPV2c, CPV VP2

- Canine parvovirus (CPV)의 VP2 epitope (2L21)을 Bamboo mosaic virus (BMV) capsid에 

부착하여 식물에서 발현할 경우, soluble form으로 발현됨을 확인하였고, 발현이 확인된 

항원 단백질 분리정제는 Ni-NTA column으로 진행하였다. 분리된 항원의 순도 (Purity) 및 

올리고머 형성 유무를 확인하기 위해 size-exclusion chromatography를 진행하였다. 그림 

3에 나타낸 것처럼 발현 및 분리정제 공정을 확립할 수 있었으며, BMV에 의해 두 가지 

형태의 올리고머 (P1, P2)를 형성할 수 있음을 확인했고, 대량생산을 위한 분리정제 공정

을 확립할 수 있었다.
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그림 3. Canine parvovirus VP2의 분리정제 공정 

- CPV2a, CPV2b, CPV2c를 식물시스템을 이용하여 발현 시, soluble form으로 발현됨이 확

인되었다. 세 종류의 항원 모두 친화크로마토그래피 (affinity chromatography)와 

ion-exchange chromatography를 이용한 분리정제 방법으로 분리정제가 불가능하여, 열처

리 및 pH 변경을 진행하였다. CPV2a와 CPV2b는 50 ℃의 온도에서 10분간 열처리를 하

면, 단백질들이 응집되어 분리정제를 진행할 수 없었지만, CPV2c의 경우, 열처리 또는 pH

변경으로 항원 손실없이 분리정제를 진행할 수 있었다. 그 결과는 그림 4에서 확인할 수 

있다.

그림 4. CPV 2a, 2b, 2c의 열안정성 및 pH안정성 확인
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- 분리정제가 가능한 CPV2c의 DNA construct를 이용하여 영구발현 식물체 제작을 진행했

으며, 최종적으로 4개의 호모 라인 (#21-4, #21-5, #21-6, #21-10)을 선발할 수 있었다.

CPV2c 호모 라인 선발 결과는 그림 5에서 확인할 수 있다.

그림 5. CPV2c homo line 선발 및 발현 확인

다. Leptospira 항원 단백질 L32

- Leptospira 항원 단백질 L32는 ER (소포체)를 targeting되는 NB 벡터에 fusion 하여 제작

하였으며, 식물에서 항원 단백질의 발현량 및 solubility를 측정하였다. 95 % 이상이 

soluble form으로 존재했으며, Ni-NTA column을 이용하여 대량으로 (100 mg/kg 이상)으

로 분리정제 가능한 공정을 확립했다. 그 결과는 그림 6에서 확인할 수 있다.

그림 6. L32 분리/정제 및 대량생산 공정 확립
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라. Leptospira 항원 단백질 LigB

- Leptospira 항원 단백질 LigB는 Ni-NTA column으로 분리정제를 진행했으며, kg당 200

mg 이상의 항원이 생산 가능함을 확인했다. SDS-PAGE 분석에서 하나의 band가 아닌 여

러 개의 band로 나타나, 재조합 항원 단백질이 proteolysis 및 glycosylation 될 수 있다는 

가능성을 염두에 두고 분석 실험을 진행했다. 그 결과 glycosylation에 의한 protein band

smearing (다양한 glycosylation pattern이 나타남)을 확인할 수 있었다 (그림 7).

그림 7. LigB 분리정제 공정 확립 및 glycosylation 분석

마. Canine parainfluenza virus 항원 단백질 

- Canine parainfluenza virus 항원 단백질의 분리정제공정을 확립하기 위하여, 4종류의 DNA

constructs (ELCH CIV HA, ELCH CIV M1, NB CIV DG1 HA, CIV His HA)를 제작하고,

식물에서 단백질의 발현 및 solubility를 확인하였다. ELCH CIV HA 와 ELCH CIV M1의 경

우, 항원 단백질의 발현이 굉장히 낮았으며, NB CIV DG1 HA 와 CIV His HA의 경우, 항원 

단백질의 발현은 높게 확인이 되었으나, 대부분 pellet (P) 형태로 존재함을 확인했다. Pellet

에서 항원 단백질을 회수하기 위해 초음파를 이용한 단백질의 분리정제를 추가 진행했으며,

발현된 항원 단백질의 약 50% 가량을 회수할 수 있었다. (그림 8)

그림 8. CIV 항원 단백질의 발현확인 및 분리정제
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바. Canine Distemper virus (CDV) 항원 단백질

- Canine Distemper virus (CDV) 항원 단백질의 분리정제를 위해, 두 종류의 tag (His and

pFc2)을 단백질의 C-terminal에 부착 후, 식물체에서 발현 및 solubility 여부를 확인하였

다. 그림 9에서 나타낸 것처럼 항원 단백질이 식물에서는 만들어지지 않음을 확인할 수 

있었다.

그림 9. LigB 분리정제 공정 확립 및 glycosylation 분석

사. Canine Adenovirus 항원 단백질

- Canine Adenovirus 항원 단백질의 분리정제를 위해 총 8종류의 DNA construct를 제작하

였다. 3종류의 construct (RCAV:H, RCDV:H, R CIP:H)는 굉장히 낮은 발현 패턴을 나타

냈으며, 또 다른 construct 3종 (NR-CAV hexon:H, NRH-CAV hexon:H, NB8H-CAV

hexon:H)도 낮은 발현을 보였다. R CIP:H의 경우, 거의 발현이 확인되지 않았으며,

CAV:pFc2 한 종류만 분리정제 가능한 수준으로 발현됨을 확인하였다. CAV:pFc2의 분리

정제는 Protein A agarose를 이용하여 진행했으나, 분리정제 과정 중, 대부분의 단백질이 

잘라지는 현상이 발생하여, 온전한 형태의 항원 생산은 현 상태에서 불가능하다. (그림 10)

그림 10. Canine adenovirus 항원 단백질의 발현확인
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10. 연구 진행상황 요약

11. 반려견 5종 혼합백신에 대한 전임상시험 내용 및 결과 

 가. 사용 바이러주의 유래 및 특성

(1) 개 디스템퍼 바이러스(Lederle주)

(가) 기원 및 특성

- 개 디스템퍼 바이러스는 KVCC에서 2017년 07월에 분양받아 확보하였다.

(나) 계대방법

- 개 디스템퍼 바이러스, Lederle주(VR1100010)는 초대 배양한 CEF세포(Chicken 

embryo fibroblast, WGC-CEF001)에서 계대하여 시험에 사용하였다.

(다) Master Virus Bank 확립

① 원종독(Master virus bank)의 배양

- KVCC(Korea Veterinary Culture Collection)로부터 확보한 개 디스템퍼 바이러스는 

10일령의 SPF(specific pathogen free) egg를 primary culture하여 배양된 

CEF(Chicken embryo fibroblast) 세포를 사용하여 배양되었다. CEF세포가 1x106 
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cells/ml이 되도록 T-flask에 분주하였고, 이후, CDV 바이러스를 배양 용기 내에 최

종 바이러스 농도가 MOI 0.001이 되도록 접종용 배지에 희석하여 분주하였고, 4∼

5일간 배양 후 바이러스 배양액을 무균적으로 채독하였다. 채독된 바이러스 상등

액은 5,000 rpm에 10분간 원심 분리하여 최종 바이러스 상등액을 원종독으로 하였

다. 

② 원종독의 명명 및 Master Virus Bank 구축

- 원종독의 명칭은 WGV-M-CDV0714로 명명하였으며, 채독된 원종독은 1 ml/vial로 

cryogenic tube에 소분하여 #1∼#100까지의 숫자를 부여하였고, -80°C의 deep 

freezer에 동결 보존하였다.

③ 원종독의 검증

- 배양조건 확립 후 반려견 동물 백신을 제조함에 있어 품질시험은 최종적으로 적

합이 확인되어야 한다. 품질시험을 확립함으로써 제품의 안정성을 더욱 향상시키

는데 목적을 두고 있다. 

- 항원의 품질시험항목으로는 특성시험, 무균시험, 마이코플라즈마 부정시험, 안전시

험, 미입 바이러스 부정시험, 바이러스 함량 및 혈청역가시험으로 분류하였으며 

각 항목의 시험은 ㈜우진바이오의 품질시험 SOP에 따라 실험을 진행하였다. 

표 1. 개 디스템퍼의 원종독에 대한 품질시험 적합 유무 확인

Attenuated canine distemper virus 

시험항목 시험방법 시험결과 판정

특성시험
WGD-QC-SOP200 

특성시험

연한 주황색, 이물,이취 없

음. 내용물 균일

▣ 적합

□ 부적합

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합

마이코플라즈마 부정

시험

WGD-QC-SOP209

마이코플라즈마 PCR법
특이 밴드 확인 안됨

▣ 적합

□ 부적합

안전성 시험 DHPPL 안전시험 이상 없음
▣ 적합

□ 부적합

미입 바이러스 부정

시험

DHPP 미입 

바이러스 부정시험

특이적 CPE가 없고, 응집

이 없음.

▣ 적합

□ 부적합

바이러스 함량
DHPP-CDV 

함량 시험 (EID50)
103.9 EID50/ml

▣ 적합

□ 부적합

혈청역가 시험 기니픽 접종 254
▣ 적합

□ 부적합

(라) 생산용 바이러스주(Working Virus Bank)의 확립

① 생산용 바이러스 주(Working virus bank)의 배양

- Master virus bank로 구축된 개 디스템퍼 바이러스는 CEF세포에서 배양하여 생산



- 108 -

용 바이러스 주를 제작하였다. CEF세포가 1x106 cells/ml이 되도록 T-flask에 분주

하였고, 이후, CDV 바이러스를 배양 용기 내에 최종 농도가 MOI 0.001이 되도록 

접종용 배지에 희석하여 분주하였다. 그리고 4∼5일간 배양 후 바이러스 배양액을 

무균적으로 채독하였다. 채독된 바이러스 상등액은 5,000 rpm에 10분간 원심분리

하여 최종 바이러스 상등액을 생산용 바이러스 주로 하였다. 

② 생산용 바이러스주의 명명 및 Working virus bank 구축

- 생산용 바이러스주의 명칭은 WGV-W-CDV0714로 명명하였으며, 배양 채독된 원

종독은 1 ml/vial로 cryogenic tube에 소분하여 #1∼#100까지의 숫자를 부여하였

고, -80°C의 deep freezer에 동결 보존하였다.

③ 생산용 바이러스주의 검증

- 배양조건 확립 후 반려견 동물 백신을 제조함에 있어 품질시험은 최종적으로 적

합이 확인되어야 한다. 품질시험을 확립함으로써 제품의 안정성을 더욱 향상시키

는데 목적을 두고 있다. 

- 항원의 품질시험항목으로는 특성시험, 무균시험, 마이코플라즈마 부정시험, 안전시

험, 미입 바이러스 부정시험, 바이러스 함량 및 혈청역가시험으로 분류하였으며 

각 항목의 시험은 ㈜우진바이오의 품질시험 SOP에 따라 실험을 진행하였다. 

표 2. 개 디스템퍼의 생산용 바이러스주에 대한 품질시험 적합 유무 확인

Attenuated canine distemper virus 

시험항목 시험방법 시험결과 판정

특성시험
WGD-QC-SOP200 

특성시험

연한 주황색, 이물,이취 없

음. 내용물 균일

▣ 적합

□ 부적합

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합

마이코플라즈마 부정

시험

WGD-QC-SOP209

마이코플라즈마 PCR법
특이 밴드 확인 안됨

▣ 적합

□ 부적합

안전성 시험 DHPPL 안전시험 이상 없음
▣ 적합

□ 부적합

미입 바이러스 부정

시험

DHPP 미입 

바이러스 부정시험

특이적 CPE가 없고, 응집

이 없음.

▣ 적합

□ 부적합

바이러스 함량
DHPP-CDV 

함량 시험 (EID50)
103.8 EID50/ml

▣ 적합

□ 부적합

혈청역가 시험 기니픽 접종 254
▣ 적합

□ 부적합

 

(마) 개 디스템퍼 바이러스의 원종독 안전성 자료

① 과용량 접종시 안전성 확인

1) 바이러스: WGV-W-CDV0714



- 109 -

바이러스함량; 104.5 TCID50/ml (10두분, 1ml 접종)

2) 실험동물: 개 디스템퍼 항체음성인7주령 비글견 2마리

3) 실험방법

- 2마리의 비글견에 피하로 과용량 (10두분)의 원종독을 접종하였다. 접종 후 21일

간 국소 및 전신반응을 관찰하여 대조군 개체와 비교하였다.

- 직장체온을 접종 전, 접종 후 21일간 매일 측정하며, 과민반응, 식욕 부진, 구토 

및 설사 그리고 화농 및 괴사등의 개체에 대한 안전성 항목을 측정하였다. 

4) 실험결과

- 국소반응: 공시동물 전 두수에서 접종 후, 이상반응이 관찰되지 않았음.

- 전신반응: 공시동물 전 두수에서 특이 사항 없음.

- 체온: 직장체온은 표01에 기록된 바와 같다.

표 3. 개 디스템퍼 백신 과용량(10두분) 접종 후 개체에 대한 안전성 실험 결과표 

5) 결론: 디스템퍼 바이러스에 대하여 감수성 있는 최저일령의 강아지에 대하여 백

신 접종 이후 표 3에서와 마찬가지로 특이한 체온 변화를 보이지 않았고, 과민반

응, 식욕부진, 구토 및 설사 그리고 화농 및 괴사 등의 어떠한 증상도 확인되지 

않았기 때문에 10두 분 농도의 바이러스 접종에도 안전성뿐만 아니라 약독화 또

한 검증되었다.

(2) 개 전염성 간염 바이러스(아데노바이러스2형) (Tronto A 26/61주)

(가) 기원 및 특성

- 개 전염성 간염 바이러스(infectious canine hepatitis, ICH, ATCC VR-800TM)는 ATCC

에서 2017년 8월에 구입하여 확보하였다.

구분 개체
임상

증상
관찰 기간

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

접

종

군

#1

체온 38.1 38.7 38.5 38.9 38.7 38.3 37.8 38.3 38.4 37.9 38.2 38.0 37.9 38.3 38.3 38.0 38.4 38.2 37.9 38.2 37.8 38.1

과민

반응
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

식욕

부진
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

구토및

설사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

화농및

괴사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

#2

체온 37.6 38.7 38.8 39.0 38.5 38.4 38.0 38.3 38.1 38.2 38.3 37.9 38.2 38.0 37.7 38.4 38.0 38.3 37.6 37.9 38.2 38.6

과민

반응
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

식욕

부진
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

구토및

설사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

화농및

괴사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

대

조

군

#1

체온 38.1 38.3 37.8 38.3 37.9 38.4 38.6 37.6 37.6 38.5 37.8 37.8 37.7 38.4 37.7 37.9 37.6 38.1 37.8 38.6 37.6 38.6

과민

반응
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

식욕

부진
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

구토및

설사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

화농및

괴사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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(나) 계대방법

- 개 전염성 간염 바이러스 (Tronto A 26/61주)는 WGC-A-72(ATCC CRL-1542)-0810[08] 

세포주에서 계대하여 시험에 사용하였다.

(다) Master Virus Bank 확립

① 원종독(Master virus bank)의 배양

- ATCC로부터 확보한 개 전염성 간염 바이러스는 A-72 세포를 3 x 105cells/ml가 되

도록 세포를 주입한 이후 100% monolayer가 형성된 것을 사용하였다. 배양액을 

제거하고 PBS로 세척한 이후, 접종용 배지에 ICH 바이러스를 적정량 희석하여 최

종 바이러스 농도가 MOI 0.01이 되도록 접종하였다. 37°C에서 3일간 배양하여 바

이러스 배양액을 무균적으로 채독하여 5,000 RPM에 10분간 원심분리 이후 최종의 

바이러스 상등액을  원종독으로 하였다. 

② 원종독의 명명 및 Master Virus Bank 구축

- 원종독의 명칭은 WGV-M-ICH0803로 명명하였으며, 배양 채독된 원종독은 1 

ml/vial로 cryogenic tube에 소분하여 #1∼#100까지의 숫자를 부여하였고, -80°C

의 deep freezer에 동결 보존하였다.

③ 원종독의 검증

- 배양조건 확립 후 반려견 동물 백신을 제조함에 있어 품질시험은 최종적으로 적

합이 확인되어야 한다. 품질시험을 확립함으로써 제품의 안정성을 더욱 향상시키

는데 목적을 두고 있다. 

- 항원의 품질시험항목으로는 특성시험, 무균시험, 마이코플라즈마 부정시험, 안전시

험, 미입 바이러스 부정시험, 바이러스 함량 및 혈청역가시험으로 분류하였으며 

각 항목의 시험은 ㈜우진바이오의 품질시험 SOP에 따라 실험을 진행하였다. 

표 4. 개 전염성 간염의 원종독에 대한 품질시험 적합 유무 확인

Attenuated canine adenovirus-2

시험항목 시험방법 시험결과 판정

특성시험
WGD-QC-SOP200 

특성시험

연한 주황색, 이물,이취 

없음. 내용물 균일

▣ 적합

□ 부적합

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합

마이코플라즈마 부

정시험

WGD-QC-SOP209

마이코플라즈마 PCR법
특이 밴드 확인 안됨

▣ 적합

□ 부적합

안전성 시험 DHPPL 안전시험 이상 없음
▣ 적합

□ 부적합

미입 바이러스 부정

시험

DHPP 미입 

바이러스 부정시험

특이적 CPE가 없고, 응

집이 없음.

▣ 적합

□ 부적합

바이러스 함량
DHPP-CAV 

함량 시험 (TCID50)
103.8 TCID50/ml

▣ 적합

□ 부적합

혈청역가 시험 기니픽 접종 254
▣ 적합

□ 부적합
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(라) 생산용 바이러스주(Working Virus Bank)의 확립

① 생산용 바이러스 주(Working virus bank)의 배양

- Master virus bank로 구축된 개 점염성 간염 바이러스는 A-72 세포를 

3x105cells/ml가 되도록 세포를 주입한 이후 100% monolayer가 형성된 것을 사용하

였다. 배양액을 제거하고 PBS로 세척한 이후, 접종용 배지에 ICH 바이러스를 적정

량 희석하여 최종 바이러스 농도가  MOI 0.01이 되도록 접종하였다. 37°C에서 3

일간 배양하여 바이러스 배양액을 무균적으로 채독하여 5,000 RPM에 10분간 원심

분리 이후 최종의 바이러스 상등액을 생산용 바이러스주로 하였다. 

② 생산용 바이러스주의 명명 및 Working virus bank 구축

- 생산용 바이러스주의 명칭은 WGV-W-ICH0803로 명명하였으며, 배양 채독된 원종

독은 1 ml/vial로 cryogenic tube에 소분하여 #1∼#100까지의 숫자를 부여하였고, 

-80°C의 deep freezer에 동결 보존하였다.

③ 생산용 바이러스주의 검증

- 배양조건 확립 후 반려견 동물 백신을 제조함에 있어 품질시험은 최종적으로 적

합이 확인되어야 한다. 품질시험을 확립함으로써 제품의 안정성을 더욱 향상시키

는데 목적을 두고 있다. 

- 항원의 품질시험항목으로는 특성시험, 무균시험, 마이코플라즈마 부정시험, 안전시

험, 미입 바이러스 부정시험, 바이러스 함량 및 혈청역가시험으로 분류하였으며 

각 항목의 시험은 ㈜우진바이오의 품질시험 SOP에 따라 실험을 진행하였다. 

표 5. 개 전염성 간염의 생산용 바이러스주에 대한 품질시험 적합 유무 확인

Attenuated canine adenovirus-2

시험항목 시험방법 시험결과 판정

특성시험
WGD-QC-SOP200 

특성시험

연한 주황색, 이물,이취 

없음. 내용물 균일

▣ 적합

□ 부적합

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합

마이코플라즈마 부

정시험

WGD-QC-SOP209

마이코플라즈마 PCR법
특이 밴드 확인 안됨

▣ 적합

□ 부적합

안전성 시험 DHPPL 안전시험 이상 없음
▣ 적합

□ 부적합

미입 바이러스 부정

시험

DHPP 미입 

바이러스 부정시험

특이적 CPE가 없고, 응

집이 없음.

▣ 적합

□ 부적합

바이러스 함량
DHPP-CAV 

함량 시험 (TCID50)
103.7 TCID50/ml

▣ 적합

□ 부적합

혈청역가 시험 기니픽 접종 320
▣ 적합

□ 부적합
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(마) 개 전염성간염 바이러스의 원종독 안전성 자료

① 과용량 접종시 안전성 확인

1) 바이러스: WGV-W-ICH0803

바이러스함량: 104.0 TCID50/ml(10 두분, 1ml 접종)

2) 실험동물: 개 전염성 간염 바이러스 항체 음성인 7주령 비글견 2마리

3) 실험방법

- 개 디스템퍼 바이러스 원종독의 안전성자료의 실험방법과 동일 

4) 실험결과

- 국소반응: 공시동물 전 두수에서 접종 후, 이상반응이 관찰되지 않았음.

- 전신반응: 공시동물 전 두수에서 특이 사항 없음.

- 체온: 직장체온은 표 4에 기록된 바와 같다.

표 6. 개 전염성간염 백신 과용량(10두분) 접종 후 개체에 대한 안전성 실험 결과표  

5) 결론: 최소 권장 접종 일령의 감수성 강아지에 대한 안전성이 확인되었다. 21일까

지 관찰 결과, 표 6에서와 마찬가지로 특이한 체온 변화를 보이지 않았고, 백신 

접종 이후 21일간 과민반응, 식욕 부진, 구토 및 설사 그리고 화농 및 괴사 등의 

어떠한 증상도 확인되지 않아 백신주로서 안전성 및 약독화가 되었음을 확인할 

수 있었다.

 

구분 개체
임상

증상
관찰 기간

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

접

종

군

#1

체온 38.2 38.7 38.6 38.8 38.0 38.1 37.9 38.1 38.0 38.1 38.4 38.2 38.3 38.2 37.8 37.8 38.2 38.0 37.9 38.2 38.1 38.1

과민

반응
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

식욕

부진
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

구토및

설사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

화농및

괴사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

#2

체온 38.3 38.7 38.4 38.3 38.1 38.2 37.9 37.9 38.1 38.4 38.0 38.4 38.0 37.9 38.2 38.5 37.9 37.8 38.3 38.2 38.3 38.0

과민

반응
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

식욕

부진
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

구토및

설사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

화농및

괴사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

대

조

군

#1

체온 37.6 37.6 38.5 38.6 38.6 37.8 38.4 37.6 37.8 38.0 38.0 38.5 37.8 38.4 37.7 38.0 38.4 38.3 37.6 38.6 38.2 37.8

과민

반응
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

식욕

부진
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

구토및

설사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

화농및

괴사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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(3) 개 파보바이러스(C-780916주)

(가) 기원 및 특성

- 개 파보바이러스(ATCC VR-953TM)는 ATCC에서 2017년 8월에 구입하여 확보하였다.

(나) 계대방법

- 개 파보바이러스 (C-780916주)는 WGC-W-A-72-0810[23]에서 계대하여 시험에 사용하

였다.

(다) Master Virus Bank 확립

① 원종독(Master virus bank)의 배양

- ATCC로부터 확보한 개 파보바이러스를 A-72 세포가 플라스크 내에 3x105 cells/ml

이 되도록 계수하여 주입하고, monolayer가 100%가 되는 시점에서 MOI 0.01이 되

도록 바이러스를 접종한다. 3일간 배양 후 바이러스 배양액을 무균적으로 채독 하

여 원종독으로 하였다. 

② 원종독의 명명 및 Master Virus Bank 구축

- 원종독의 명칭은 WGV-M-CPV0803로 명명하였으며, 배양 채독된 원종독은 1 

ml/vial로 cryogenic tube에 소분하여 #1∼#100까지의 숫자를 부여하였고, -80°C

의 deep freezer에 동결 보존하였다.

③ 원종독의 검증

- 배양조건 확립 후 반려견 동물 백신을 제조함에 있어 품질시험은 최종적으로 적

합이 확인되어야 한다. 품질시험을 확립함으로써 제품의 안정성을 더욱 향상시키

는데 목적을 두고 있다. 

- 항원의 품질시험항목으로는 특성시험, 무균시험, 마이코플라즈마 부정시험, 안전시

험, 미입 바이러스 부정시험, 바이러스 함량 및 혈청역가시험으로 분류하였으며 

각 항목의 시험은 ㈜우진바이오의 품질시험 SOP에 따라 실험을 진행하였다. 

표 7. 개 파보바이러스의 원종독에 대한 품질시험 적합 유무 확인

Attenuated canine parvovirus
시험항목 시험방법 시험결과 판정

특성시험
WGD-QC-SOP200 

특성시험

연한 주황색, 이물,이취 

없음. 내용물 균일

▣ 적합

□ 부적합

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합
마이코플라즈마 부

정시험

WGD-QC-SOP209

마이코플라즈마 PCR법
특이 밴드 확인 안됨

▣ 적합

□ 부적합

안전성 시험 DHPPL 안전시험 이상 없음
▣ 적합

□ 부적합
미입 바이러스 부정

시험

DHPP 미입 

바이러스 부정시험

특이적 CPE가 없고, 응

집이 없음.

▣ 적합

□ 부적합

바이러스 함량
DHPP-CPV 

함량 시험 (TCID50)
105.8 TCID50/ml

▣ 적합

□ 부적합

혈청역가 시험 기니픽 접종 201
▣ 적합

□ 부적합
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(라) 생산용 바이러스주(Working Virus Bank)의 확립

① 생산용 바이러스 주(Working virus bank)의 배양

- Master virus bank로 구축된 개 파보바이러스를 WGC-A-72-0810[08] 세포가 플라

스크 내에 3x105 cells/ml이 되도록 계수하여 주입하고, monolayer가 100%가 되는 

시점에서 MOI 0.01이 되도록 바이러스를 접종한다. 3일간 배양 후 바이러스 배양

액을 무균적으로 채독하여 생산용 바이러스주로 하였다. 

② 생산용 바이러스주의 명명 및 Working virus bank 구축

- 생산용 바이러스주의 명칭은 WGV-W-CPV0803로 명명하였으며, 배양 채독된 원종

독은 1 ml/vial로 cryogenic tube에 소분하여 #1∼#100까지의 숫자를 부여하였고, 

-80°C의 deep freezer에 동결 보존하였다.

③ 생산용 바이러스주의 검증

- 배양조건 확립 후 반려견 동물 백신을 제조함에 있어 품질시험은 최종적으로 적

합이 확인되어야 한다. 품질시험을 확립함으로써 제품의 안정성을 더욱 향상시키

는데 목적을 두고 있다. 

- 항원의 품질시험항목으로는 특성시험, 무균시험, 마이코플라즈마 부정시험, 안전시

험, 미입 바이러스 부정시험, 바이러스 함량 및 혈청역가시험으로 분류하였으며 

각 항목의 시험은 ㈜우진바이오의 품질시험 SOP에 따라 실험을 진행하였다. 

표 8. 개 파보바이러스의 생산용 바이러스주에 대한 품질시험 적합 유무 확인

Attenuated canine parvovirus

시험항목 시험방법 시험결과 판정

특성시험
WGD-QC-SOP200 

특성시험

연한 주황색, 이물,이취 

없음. 내용물 균일

▣ 적합

□ 부적합

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합

마이코플라즈마 부

정시험

WGD-QC-SOP209

마이코플라즈마 PCR법
특이 밴드 확인 안됨

▣ 적합

□ 부적합

안전성 시험 DHPPL 안전시험 이상 없음
▣ 적합

□ 부적합

미입 바이러스 부정

시험

DHPP 미입 

바이러스 부정시험

특이적 CPE가 없고, 응

집이 없음.

▣ 적합

□ 부적합

바이러스 함량
DHPP-CPV 

함량 시험 (TCID50)
105.9 TCID50/ml

▣ 적합

□ 부적합

혈청역가 시험 기니픽 접종 320
▣ 적합

□ 부적합

(마) 개 파보 바이러스의 원종독 안전성 자료

① 과용량 접종시 안전성 확인
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1) 바이러스: WGV-CPV0803

   바이러스함량: 106.0 TCID50/ml(10 두분, 1ml 접종)

2) 실험동물: 개 전염성 간염 바이러스 항체 음성인 9주령 비글견 2마리

3) 실험방법

- 2마리의 강아지에 과용량 (10 두분)의 원종독 바이러스를 피하로 주사하였다. 접

종 후 21일 동안 강아지의 국소 및 전신반응을 관찰하였다. 

4) 실험결과

- 국소반응: 공시동물 전 두수에서 접종 후, 이상반응이 관찰되지 않았음.

- 전신반응: 공시동물 전 두수에서 특이 사항 없음.

- 체온: 직장체온은 표 9에 기록된 바와 같다.

표 9. 개 파보바이러스 백신 과용량(10두분) 접종 후 개체에 대한 안전성 실험 결과표  

구분 개체
임상

증상
관찰 기간

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

접

종

군

#1

체온 38.2 38.7 38.6 38.8 38.0 38.1 37.9 38.1 38.0 38.1 38.4 38.2 38.3 38.2 37.8 37.8 38.2 38.0 37.9 38.2 38.1 38.1

과민

반응
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

식욕

부진
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

구토및

설사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

화농및

괴사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

#2

체온 38.3 38.7 38.4 38.3 38.1 38.2 37.9 37.9 38.1 38.4 38.0 38.4 38.0 37.9 38.2 38.5 37.9 37.8 38.3 38.2 38.3 38.0

과민

반응
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

식욕

부진
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

구토및

설사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

화농및

괴사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

대

조

군

#1

체온 38.0 38.5 37.8 38.6 38.5 38.4 38.6 38.6 38.5 38.3 38.5 38.4 37.8 37.8 37.8 38.3 38.2 38.1 38.5 37.9 38.3 38.3

과민

반응
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

식욕

부진
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

구토및

설사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

화농및

괴사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

5) 결론: 백신 접종 이후 21일까지 관찰결과, 표 9에서와 마찬가지로 특이한 체온변

화를 보이지 않았고, 과민반응, 식욕부진 구토 및 설사 그리고 화농 및 괴사 등의 

어떠한 증상도 확인되지 않아 백신주로서 안전성 및 약독화가 되었음을 확인할 

수 있었다.

(3) 개 파라인플루엔자 바이러스 (D008주)

(가) 기원 및 특성

- 개 파라인플루엔자 바이러스(ATCC VR-399TM)는 ATCC에서 2017년 8월에 구입하여 

확보하였다.
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(나) 계대방법

- 개 파라인플루엔자 바이러스, D008주(WGV-CPIV0803)는 WGC-A-72(ATCC 

CRL-1542)-0810[23], 세포에서 계대하여 시험에 사용하였다

(다) Master Virus Bank 확립

① 원종독(Master virus bank)의 배양

- ATCC로부터 확보한 개 파라인플루엔자 바이러스를 A-72 세포 (1x105 cells/ml)를 

T-flask로 seeding과 동시에 접종하였다. 3일간 배양 후 바이러스 배양액을 무균적

으로 채독하여 원종독으로 하였다. 

② 원종독의 명명 및 Master Virus Bank 구축

- 원종독의 명칭은 WGV-M-CPIV0803로 명명하였으며, 배양 채독된 원종독은 1 

ml/vial로 cryogenic tube에 소분하여 #1∼#100까지의 숫자를 부여하였고, -80°C

의 deep freezer에 동결 보존하였다.

③ 원종독의 검증

- 배양조건 확립 후 반려견 동물 백신을 제조함에 있어 품질시험은 최종적으로 적

합이 확인되어야 한다. 품질시험을 확립함으로써 제품의 안정성을 더욱 향상시키

는데 목적을 두고 있다. 

- 항원의 품질시험항목으로는 특성시험, 무균시험, 마이코플라즈마 부정시험, 안전시

험, 미입 바이러스 부정시험, 바이러스 함량 및 혈청역가시험으로 분류하였으며 

각 항목의 시험은 ㈜우진바이오의 품질시험 SOP에 따라 실험을 진행하였다. 

표 10. 개 파라인플루엔자의 원종독에 대한 품질시험 적합 유무 확인

Attenuated canine parainfluenza virus

시험항목 시험방법 시험결과 판정

특성시험
WGD-QC-SOP200 

특성시험

연한 주황색, 이물,이취 

없음. 내용물 균일

▣ 적합

□ 부적합

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합

마이코플라즈마 부

정시험

WGD-QC-SOP209

마이코플라즈마 PCR법
특이 밴드 확인 안됨

▣ 적합

□ 부적합

안전성 시험 DHPPL 안전시험 이상 없음
▣ 적합

□ 부적합

미입 바이러스 부정

시험

DHPP 미입 

바이러스 부정시험

특이적 CPE가 없고, 응

집이 없음.

▣ 적합

□ 부적합

바이러스 함량
DHPP-CPIV 

함량 시험 (TCID50)
104.8 TCID50/ml

▣ 적합

□ 부적합

혈청역가 시험 기니픽 접종 403
▣ 적합

□ 부적합
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(라) 생산용 바이러스주(Working Virus Bank)의 확립

① 생산용 바이러스 주(Working virus bank)의 배양

- Master virus bank로 구축된 개 파라인플루엔자 바이러스를 WGC-A-72-0810[23] 

세포 (1x105 cells/ml)를 T-flask로 seeding과 동시에 접종하였다. 3일간 배양 후 바

이러스 배양액을 무균적으로 채독하여 원종독으로 하였다. 

② 생산용 바이러스주의 명명 및 Working virus bank 구축

- 생산용 바이러스주의 명칭은 WGV-W-CPIV0803로 명명하였으며, 배양 채독된 원

종독은 1ml/vial로 cryogenic tube에 소분하여 #1∼#100까지의 숫자를 부여하였

고, -80°C의 deep freezer에 동결 보존하였다.

③ 생산용 바이러스주의 검증

- 배양조건 확립 후 반려견 동물 백신을 제조함에 있어 품질시험은 최종적으로 적

합이 확인되어야 한다. 품질시험을 확립함으로써 제품의 안정성을 더욱 향상시키

는데 목적을 두고 있다. 

- 항원의 품질시험항목으로는 특성시험, 무균시험, 마이코플라즈마 부정시험, 안전시

험, 미입 바이러스 부정시험, 바이러스 함량 및 혈청역가시험으로 분류하였으며 

각 항목의 시험은 ㈜우진바이오의 품질시험 SOP에 따라 실험을 진행하였다. 

표 11. 개 파라인플루엔자의 생산용 바이러스주에 대한 품질시험 적합 유무 확인

Attenuated canine parvovirus

시험항목 시험방법 시험결과 판정

특성시험
WGD-QC-SOP200 

특성시험

연한 주황색, 이물,이취 

없음. 내용물 균일

▣ 적합

□ 부적합

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합

마이코플라즈마 부

정시험

WGD-QC-SOP209

마이코플라즈마 PCR법
특이 밴드 확인 안됨

▣ 적합

□ 부적합

안전성 시험 DHPPL 안전시험 이상 없음
▣ 적합

□ 부적합

미입 바이러스 부정

시험

DHPP 미입 

바이러스 부정시험

특이적 CPE가 없고, 응

집이 없음.

▣ 적합

□ 부적합

바이러스 함량
DHPP-CPV 

함량 시험 (EID50)
105.1 TCID50/ml

▣ 적합

□ 부적합

혈청역가 시험 기니픽 접종 640
▣ 적합

□ 부적합

(마) 개 파라인플루엔자 바이러스의 원종독 안전성 자료

① 과용량 접종시 안전성 확인

1) 바이러스: WGV-CPIV0803
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   바이러스함량: 105.0 HAD50/ml(10 두분, 1ml 접종)

2) 실험동물: 개 전염성 간염 바이러스 항체 음성인 7주령 비글견 2마리

3) 실험방법

- 개 디스템퍼 바이러스 원종독의 안전성자료의 실험방법과 동일 

4) 실험결과

- 국소반응: 공시동물 전 두수에서 접종 후, 이상반응이 관찰되지 않았음.

- 전신반응: 공시동물 전 두수에서 특이 사항 없음.

- 체온: 직장체온은 표 12에 기록된 바와 같다.

표 12. 개 파라인플루엔자 백신 과용량(10두분) 접종 후 개체에 대한 안전성 실험 결과표  

구분 개체
임상

증상
관찰 기간

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

접

종

군

#1

체온 37.8 37.6 37.7 37.6 37.8 37.7 38.3 37.9 38.5 38 37.9 37.6 38.5 38.3 38.4 37.7 37.6 37.9 38.2 37.9 38.3 38.2
과민

반응
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

식욕

부진
- - - - - - - - - - - - - ± - - - - - - - -

구토및

설사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

화농및

괴사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

#2

체온 37.6 37.6 37.6 37.9 38.3 38.6 38.1 38.3 37.7 38.3 38.1 37.8 37.7 37.9 38.1 38.6 38.2 37.9 38.6 37.8 38.6 37.7
과민

반응
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

식욕

부진
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

구토및

설사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

화농및

괴사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

대

조

군

#1

체온 37.9 38.6 38 37.8 38.5 38.4 38 38.5 37.8 37.9 37.6 38.6 38.1 38.5 37.8 38.2 38.2 38.5 38.2 38.2 38.5 38.6
과민

반응
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

식욕

부진
- - - - - - ± - - - - - - - - - - - - - - -

구토및

설사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

화농및

괴사
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

5) 결론: 백신 21일까지 관찰결과, 표 12에서와 마찬가지로 특이한 체온변화를 보이

지 않았고, 과민반응, 식욕부진, 구토 및 설사 그리고 화농 및 괴사 등의 어떠한 

증상도 확인되지 않아 백신주로서 안전성 및 약독화가 되었음을 확인할 수 있었

다.

나. 사용 세포주의 유래 및 특성

(1) A-72 cell line

(가) 기원 및 특성

- ATCC로부터 분양받은 A-72(ATCC CRL-1542) 세포주를 배양용 배지에 배양하여 

T-flask에서 100%의 monolayer를 확인하고 이후 trypsin-EDTA를 처리하여 세포를 

모두 떼어낸다. 그리고 trypsin 용액을 제거하기 위하여 원심분리이후 상등액을 제거
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하고 10% FBS가 첨가된 배양용 배지로 배양하였다.

(나) 원세포주(Master Cell Bank)의 확립

① 명칭 및 Master Cell Bank 구축

- 원세포주의 명칭은 WGC-M-A-72-0810으로 명명하였으며, 배양된 세포를 

DMSO(Dimethyl sulfoxide)7%, FBS 20%가 포함된 배지에 5x105cells/ml가 되도록 

희석하여 1ml 씩 cryogenic tube에 소분하여 #1~#100 까지 숫자를 부여하여, –
196℃ 액체 질소에 동결 보존하였다.

② 원세포주의 검증

- 배양조건 확립 후 반려견 동물 백신을 제조함에 있어 품질시험은 최종적으로 적

합이 확인되어야 한다. 품질시험을 확립함으로써 제품의 안정성을 더욱 향상시키

는데 목적을 두고 있다. 

- 항원의 품질시험항목으로는 무균시험, 마이코플라즈마 부정시험 및 미입 바이러스 

부정시험으로 분류하였으며 각 항목의 시험은 ㈜우진바이오의 품질시험 SOP에 

따라 실험을 진행하였다.

표 13. 원세포주에 대한 품질시험 적합 유무 확인

A-72 cell line

시험항목 시험방법 시험결과 판정

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식없음

▣ 적합

□ 부적합

마이코플라즈마 부

정시험

WGD-QC-SOP209

마이코플라즈마 PCR법
특이 밴드 확인 안됨

▣ 적합

□ 부적합

미입 바이러스 부정

시험

BVD, CPI 미입 

바이러스 부정시험
특이 밴드 확인 안됨

▣ 적합

□ 부적합

(다) 생산용 세포주(Working Cell)의 확립

① 생산용 세포주 제작

- WGC-M-A-72 1 vial을 2∼8 ℃ 냉장고에서 해동한 후 배양용 배지로 희석하여 원

심분리하여 순수한 Cell을 분리한 후 배양용 배지에 배양하여 T-flask에서 100% 

Monolayer가 형성된 Cell을 EDTA-trypsin 용액을 처리하여 T-flask로부터 탈락시

키고 배양용 5 % FBS가 첨가된 배지로 중화하여 원심분리한 후 순수한 Cell만을 

수거하여 DMSO(Dimethyl sulfoxide) 7 %, FBS 20 %가 첨가된 배지에 3×105cells/

㎖ 이상으로 되게 희석하여 소분 후 생산용 세포주로 하였다.

② 명칭 및 Working cell bank 구축

- 생산용 세포주 명칭은 WGC-W-A-72-0810으로 명명하였으며, 배양된 세포를 

DMSO(Dimethyl sulfoxide)7%, FBS 20%가 포함된 배지에 5x105cells/ml가 되도록 

희석하여 1ml 씩 cryogenic tube에 소분하여 #1~#100 까지 숫자를 부여하여, –
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196℃ 액체 질소에 동결 보존하였다.

③ 생산용 세포주의 검증

- 배양조건 확립 후 반려견 동물 백신을 제조함에 있어 품질시험은 최종적으로 적

합이 확인되어야 한다. 품질시험을 확립함으로써 제품의 안정성을 더욱 향상시키

는데 목적을 두고 있다. 

- 항원의 품질시험항목으로는 무균시험, 마이코플라즈마 부정시험 및 미입 바이러스 

부정시험으로 분류하였으며 각 항목의 시험은 ㈜우진바이오의 품질시험 SOP에 

따라 실험을 진행하였다.

표 14. 생산용 세포주에 대한 품질시험 적합 유무 확인

A-72 cell line

시험항목 시험방법 시험결과 판정

무균시험
WGD-QC-SOP202 

무균시험
미생물 증식 없음

▣ 적합

□ 부적합

마이코플라즈마 부

정시험

WGD-QC-SOP209

마이코플라즈마 PCR법
특이 밴드 확인 안됨

▣ 적합

□ 부적합

미입 바이러스 부정

시험

BVD, CPI 미입 

바이러스 부정시험
특이 밴드 확인 안됨

▣ 적합

□ 부적합
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야 기여도

제1절 연구목표 달성도

구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표
달성도
(%)

연구개발 수행내용

1차

년도

(2017)

식물 발현 

시스템을 이용한 

반려 동물 

고품질 정제 

백신 개발

광견병 식물 발현 항원 및 바이러스 항

원에 대한 정제기술 개발 및 formulation

개발 

100

- 5종 바이러스 균주 및 

세포주 선정 및 확보

- 유전자 분석 및 항원성 

검사

식물 발현 항원을 이용한 광견병 

subunit(불할화) 백신 전임상 시험 및 임

상 신청

100
- 백신 항원 품질시험 진행

- 안전성 유효성 시험방법 확인

5종 바이러스에 대한 배양 및 정제 기술 

확립(undesirable contaminants 제거 기

술)

100

- 바이러스 고역가 배양 

조건 확립

- 정제기술 확립

선발된 항원 유전자에 대한 식물체 

고발현 벡터 제작
100

- 광견병, canine parvovirus

및 leptospira canicola 항원 

선발 및 단백질 서열 분석

- 항원 유전자 codon

optimization 및 식물발현벡

터 제작

재조합 항원 단백질의 식물에서의 

발현 평가 및 형질전환체 제작
100

- Transient expression을 

통한 3종 재조합 항원 단백

질 식물 발현 평가 및 특성 

분석

- 광견병 항원이 발현되는 

형질전환체 제작

유효 항원 단백질 분리정제 방법개발 

및 유효성 평가  
100

- 식물 발현 3종 재조합 항원의 

단백질 분리정제

- 광견병 항원 단백질의 항원 

유효성 및 항원성 평가

6종 바이러스에 대한 재조합 백신 생산

용 단백질의 유전자 변이조사
100

- 광견병 바이러스에 대한 유전

자 분석

6종 바이러스 유전자 변이별 항원그룹 

분류 및 발현용 유전자 선발
100

- 광견병 바이러스에 대한 유전

자 선발

- Leptospira 항원유전자 분석

식물발현 광견병 항원에 대한 효력 시

험 및 기존 바이러스 항원과의 비교시

험

100
- 식물발현 광견병 항원을 이용

하여 면역원성 확인
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구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표
달성도
(%)

연구개발 수행내용

2차

년도

(2018)

식물 발현 

시스템을 이용한 

반려 동물 

고품질 정제 

백신 개발

식물발현 광견병항원을 이용한 전임상 

및 안전성 및 유효성 시험을 통한 임상 

신청, 고품질 5종 백신의 허가 신청

100

- 식물발현 광견병 백신의 

전임상 시험 비교시험 및 안

전성 유효성 시험

50
- 광견병 백신 임상시험 신

청

100

- 제2협동 기관의 바이러스 

항원 조사에 따라 5종 바이

러스 중 교체가 필요한 항원

에 대한 대량 생산 및 정제

공정 확립

50
- 5종 백신에 대한 임상시험 수

행 및 허가 신청

50

- 5종 바이러스 항원 중 추

가 식물 발현항원을 이용한 

5종 백신 formulation 개발 

및 안전성 유효성 시험

식물발현 항원단백질 분리/정제공

정 확립

100

- Canine distemper virus,

canine hepatitis virus 및 

canine parainfluenzavirus 유효 

항원의 식물 발현 평가

100
- 선발된 유효 항원 단백질의 

lab scale 분리정제 공정 최적화

100

- 식물발현 항원 단백질 분리정

제 평가 및 효능 검증을 위한 

시료 제공(주관 및 협동기관)

100

- 선발된 항원에 대한 Nicotiana

benthamiana 조직 배양 및 식

물 형질전환체 제작 시작

6종 바이러스에 대한 백신용 식물발현 

단백질의 항원성 평가

100

- canine parvovirus 및 

leptospira canicola 유효 항원

의 효능 평가 및 기존 항원

과의 비교시험 

100

- Canine distemper virus,

canine hepatitis virus 및   

canine parainfluenzavirus

의 효능 평가 및 기존 항원

과의 비교시험
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구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표
달성도
(%)

연구개발 수행내용

3차

년도

(2019)

식물 발현 

시스템을 이용한 

반려 동물 

고품질 정제 

백신 개발

식물발현 광견병 백신의 허가 신청 및 

고품질 5종 백신의 허가 신청

50
- 식물 발현 광견병 백신의 

임상 및 허가 신청

100

- 식물 발현 바이러스 항원 

함유 및 신규 바이러스 항원

을 이용한 5종 혼합 백신의 

전임상시험, 비교시험 및 안

전성 유효성 시험

100 - 임상시험계획서 신청

식물발현 항원단백질 대량생산 공

정 확립

100

- 대량 생산 가능성 및 효능이 

입증된 항원 단백질 대량 생산

용 형질전환체 개발 완료

100
- 식물발현 항원 단백질 large

scale 분리/정제 공정 확립

100
- 제품화를 위한 제조 공정 확

립 및 심사서 작성

식물발현 항원을 이용한 백신의 면

역학적 특성 분석

100
- 식물 발현 항원의 물리화

학적 특성 분석

100
- 면역원성에 미치는 항원의 

특성 조사

100

- 식물발현 항원을 이용한 

백신의 면역학적 특성 분석 

및 항체 발현 양상 확인
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제2절 관련분야 기여도

1. 기술적 측면

가. 식물 발현 시스템을 이용한 백신 제조용 항원 개발 기술을 확립할 수 있음.

나. 기존의 바이러스 항원과 식물 발현 항원의 비교 연구를 통해 식물 발현 단백질의 유용성

을 확인할 수 있음.

다. 광견병 및 애완견 5종 혼합 백신의 국내외 유전형 및 혈청형 조사를 통해 백신 개발의 

기초 자료를 제공.

라. 식물 단백질의 대량 생산 및 정제기술의 확립을 통해 백신 및 기타 단백질의약품의 생산

효율을 높일 수 있을 것으로 사료됨.

마. 기존의 바이러스 및 식물 발현 단백질의 혼합 백신 기술 개발을 통해 다양한 형태의 백

신 개발이 가능함.

2. 경제적․산업적 측면

가. 최근 급성장하고 있는 반려동물 시장에서 국내 제조 백신의 공급 확대로 인한 시장 확대 및 

수입대체 효과를 가져올 것으로 기대함.

나. 안전하고 효능이 우수한 애완견 백신 개발로 아시아 신흥국으로의 백신 수출이 가능할 것으

로 사료됨.

다. 1인 가구가 증가하고 있는 요즘에는 특히 반려동물들의 역할이 중요하게 대두되고 있음. 외

로움을 달래주는 친구의 역할뿐만 아니라 시각장애인의 눈이 되어주는 맹인견들과 같은 반

려동물들은 동시에 많은 도움을 주는 서포터로 활약하기도 함. 따라서 반려동물의 건강을 

지켜주는 백신의 개발은 인간의 행복에 매우 중요한 요소로 작용할 것으로 사료됨.

제3절 목표 미달성 시 사유 및 차후대책

1. 식물발현 광견병 항원을 이용한 광견병 백신의 상용화 미달성에 대한 사유와 차후대책

가. 목표 미달성 원인

- 실험동물에서의 효능은 확인하였으나 목적 동물인 개에서의 효능 검증을 위한 실험 진행

이 필요함. 

나. 차후 대책

- 국내에서는 아직까지 식물발현 단백질 항원을 이용하여 제작된 백신이 없기 때문에 국가

검정기준이 없으며 이를 확립하기 위해서는 추가적인 시험들이 필요한 상황임. 

Ÿ 항원량 결정: 1회 투여 안에 항원 단백질의 양을 결정하기 위한 실험이 수행되어야 
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하며 이를 위한 항원량 결정시험을 진행할 예정임. 

Ÿ 면역증강제 선정: 면역 효과를 높이기 위해 백신과 함께 투여하는 면역증강제애 대한 

상승효과 실험을 진행하였고 이를 통해 면역증강제를 선별하였으나, 실제로 목적동물

에 적용해서 확인하지 못했음. 목적동물에 적용해서 확인할 예정임.

Ÿ 투여횟수 결정: 1회 투여로 충분한 방어능이 있는지 아니면 2, 3회 투여를 통해 효과

를 증가시켜야 하는지에 대한 실험을 통해 투여횟수를 결정할 예정임. 우선 목적동물

에 대한 최소항원함량 확인시험 결과를 확보한 후 투여횟수 결정시험을 진행할 것임.

2. 식물발현 항원이 혼합된 반려견 5종 백신의 상용화 미달성에 대한 사유와 차후 대책

가. 목표 미달성 원인

- 5종 백신을 제작하기 위해서는 각각의 항원 단백질들에 대한 높은 순도와 농도가 확보되

어야 하지만 다음과 같은 이유에서 항원 단백질의 확보에 제약이 있었음. 

Ÿ 이상적인 항원 단백질의 확보를 위해서는 우선 식물에서 발현을 시켰을 때 강하게 발

현이 되어야하고 식물 추출 버퍼를 이용해 추출물에 녹여낼 때에도 항원의 수용성이 

좋아야 함.

Ÿ 이후, 항원 단백질의 분리정제를 위해서는 resin에 결합 효율이 좋아야 하고 용출 버

퍼에 잘 녹아 나와야 함.

Ÿ 이런 과정을 통해서 확보된 항원 단백질은 최종적으로 비정상적으로 엉기지 않고 고

농도로 농축이 잘 되어야 함.

Ÿ 최종 정제과정까지 완료한 항원 단백질을 이용하여 실험동물에서의 면역원성 확인을 

위한 실험을 수행하였으나 확인 결과 음성으로 판정되었음.

나. 차후 대책

- 발현을 높이기 위해서 다른 세포 소기관으로 타겟팅을 하거나 tag의 종류를 바꿔서 항원 

단백질의 안정성을 높이는 방법을 적용할 계획임.  

- 분리정제 과정에서 resin에 결합이 안 좋거나 용출이 안 되는 경우, 친화력 크로마토그래

피를 수행하지 않고 필터나 이온 친화력 크로마토그래피를 이용하여 높은 순도의 항원 

단백질을 확보할 수 있는 방법을 적용할 것임. 

- 항원 단백질로 실험동물 시험 시 음성으로 나온 경우, 항원 단백질의 종류를 바꿔서 재

시험을 진행할 예정임. 

3. 식물발현 항원이 혼합된 반려견 5종 백신의 상용화를 위한 추진일정 및 추후 계획

가. 식물 발현 광견병 백신의 사업화 추진 계획

- 백신의 사업화 추진일정은 다음과 같음. 

Ÿ 2021년 1분기: 임상시험계획서 제출

Ÿ 2021년 3분기: 임상시험 승인

Ÿ 2022년 2분기: 임상시험완료 및 허가자료 준비

Ÿ 2022년 3, 4분기: 품목허가 서류 제출 및 승인완료

Ÿ 2023년: 제품생산 및 판매
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나. DHPPL 5종 혼합 백신의 사업화 추진 계획

- 백신의 사업화 추진일정은 다음과 같음. 

Ÿ 2020년 1분기: 임상시험계획서 제출

Ÿ 2020년 3분기: 임상시험 승인

Ÿ 2021년 2분기: 임상시험완료 및 허가자료 준비

Ÿ 2021년 4분기: 품목허가 서류 제출 및 승인완료

Ÿ 2022년: 제품생산 및 판매

다. 현재 해외에서 사용되고 있는 애완견 백신주를 활용한 백신개발의 문제점 및 개선을 위

한 백신개발 계획

- 국내에서 사용되고 있는 백신주는 이미 오래전에 유행되었던 병원체에 대한 백신주로 방

어효능이 매우 약함.

- 이를 극복하고자 해외에서 널리 사용되고 있는 백신주를 확보하여 백신을 개발하고자 하

였음. 그러나 최근 병원체의 변이가 빠르게 나타나고 있기 때문에 백신이 개발되었을 때, 

현장 적용에 한계가 있을 수 있음.

- 식물발현 항원이 혼합된 반려견 5종 백신은 최근 유행하고 있는 병원체를 분석하여 이에 

대한 항원 선발을 통해 백신을 제작하고자 하였음. 그러나 5종 병원체를 모두 포함하는 

항원의 생산에는 문제가 있고 이를 해결하기 위해서는 추가적으로 수행해야 될 실험이 

많음. 

- 이런 문제점을 해결하고자 5종 병원체 모두를 포함하는 항원이 아닌 각각의 항원에 대한 

생산효율 및 방어효능을 확인하여 우선 사용가능한 병원체의 항원을 기존 백신주와 치환

하여 백신을 개발할 계획임.

- 이를 통해 현재 유행하고 있는 병원체에 대한 방어효능을 높을 수 있는 백신을 개발할 

수 있음. 또한 항원치환방식의 백신개발 시스템을 활용하여 변이된 병원체에 대해 신속

히 대처할 수 있는 백신의 생산이 가능할 것임. 
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제 5 장 연구결과의 활용 계획

1. 식물 발현 항원 단백질의 특성 연구를 통해 다양한 백신 개발 연구에 활용할 계획임. 

2. 고품질 애완견 광견병 불활화 백신 및 5종 혼합백신의 전임상 시험 완료 및 안전성과 효능을 

개선하여 상업화 추진할 계획임.

 

3. 광견병 및 5종 혼합 백신의 제제화를 통해 1회 주사로 6종의 질병 예방이 가능한 백신을 개발

에 활용할 계획임. 

 

4. 친화경적인 식물 발현 시스템으로 성공적인 백신 개발이 성공할 경우, 고양이 및 말 백신 등 

고부가 가치를 창출할 수 있는 반려 동물 백신 개발 분야로 기술을 확대해 나갈 예정임.

5. 안전하고 효능이 우수한 광견병 불활화 백신은 국내뿐만 아니라 광견병이 문제가 되는 아시아 

여러 국가들에 필수적인 백신으로 본 연구를 통해 다양한 국가의 바이러스주에 방어가 가능한 

백신을 개발하여 수출할 계획임. 

6. 광견병 바이러스 항원 G 단백질은 당화(Glycosylation)과정이 필수적인 단백질임에도 불구하고 

당화과정이 일어나지 않는 대장균 시스템에서 생산한 단백질이 1mg당 200만원을 호가하는 고

가에 판매되고 있어, 향후 식물 발현 시스템을 이용한 단백질 수요를 창출하여 단백질 제품으

로의 판매를 시도할 계획임. 

7. 광견병 바이러스 항체 검사 ELISA 키트(192 tests)는 현재 동물용으로 약 200만원에 판매되고 

있음. 향후 식물발현 광견병 항원 단백질을 이용한 항체 진단 키트 개발에 활용할 계획임.
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