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문 약문( )

In the first line of defense against viruses, innate immune responses including

type 1 interferons and cytokines such as IL-1 betta initiate host antiviral

responses. The discovery in 2000 that two proteins from vaccinia virus

interfere with Toll-like receptor (TLR) signalling was the first indication that

TLRs might be important in the sensing of viruses. TLRs are type 1 integral

membrane glycoproteins consisting of an extracellular ligand binding domain

composed of leucine rich repeats, as well as an intracellular

Toll/interleukin 1 receptor (TIR) domain. Lig- ands for TLRs are conserved

structural motifs on microbes, termed pathogen (or microbe)-associated

molecular pat- terns (PAMPs). These PAMPs include lipopolysaccharide (LPS),

agellin,fl lipoproteins, glycolipids, and nucleic acids of bacterial, viral, parasitic

or fungal origin. After ligand binding, various adaptor molecules are recruited

to the intracellular domain of TLRs. These adaptor molecules include myeloid

differentiation factor 88 (MyD88), TIR domain-containing adaptor protein

(TIRAP), TIRAP induc- ing interferon ß (TRIF). Signalling culminates in the

activation of transcription factors, such as nuclear fac- tor (NF)-KB, activating

protein (AP)-1, interferon regulatory factor (IRF) 3 and 7, thereby leading

to the production of pro-in ammatory cytokines,fl such as interleukin

(IL)-1ß, chemokines and type I interferons (IFN). In addition, signalling

promotes the maturation of antigen-presenting cells (APCs). Importantly, TLR

ligands may promote certain cytokine milieus that in uencefl the

differentiation of naive T- helper (TH ) cells towards either a TH 1 or TH 2

phenotype, conferring protective immunity in the host. This ability of TLR

agonists to modulate both the innate and the adaptive immune system has led

to their exploitation as both prophylactic agents to enhance host immunity to

pathogens, as well as being used as vaccine adjuvants to induce robust immune

responses. As a new compound, poly-gamma-glutamic acid was revealed by

us showed TLR 4 agonist and induce innate immune responses in animals

and human. In this project, we have performed to explored the possiblility of

PGA for antiviral agent against viral infections ( NewCastle Disease Virus

and Influenza Virus) in chicken. We have shown the results that the PGA

induce the immune responses relating innate immunity in animals. Even

though the absence of TRIF signal protein in chicken the immune responses

induced by PGA reduced the replication of less pathogenic influenza virus but

not effect to highly pathogenic NDV. The PGA also induce robust immune

responses to protect lethal challenge of influenza virus. The PGA as a TLR

agonist would be very useful strategy to protect the animal and human

infectious diseases.
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그림 바이오폴리머 이용 가금류 바이러스 억제제 개발 추진전략1.
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그 림 세 부 과 제 별 효 율 적 연 관 성 을 통 한 제 품 화 추 진2 .
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그림 바이오폴리머 이용 가금류 바이러스 억제제 개발 연구의 추진체계3.
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그림 바이오폴리머 가금류 바이러스 억제제 인허가 및 제품화를 위한 추진체계4.
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장 국내외 술개발 황2
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그림 를 이용한 항바이러스 제제의 작용 기전5. TLR agonist
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장 연구개발수행 내용 및 결과3

그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 면 역 세 포 의 분 화1.

그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 면 역 세 포 에 서 의 인 터 페 론 및 염 증 관 련 유 전 자 발 현2.
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그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 면 역 세 포 에 서 의 단 백 질 발 현3 . M x

그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 면 역 세 포 에 서 의 분 비 발 현4. IFN -B

그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 면 역 세 포 에 서 의 분 비 발 현5. IFN -B
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그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 면 역 세 포 에 서 의 염 증 싸 이 토 카 인 분 비 발 현6.
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그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의7 . 뉴캣슬병 바이러스 직접적 효능(ND)

그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의8 . 뉴캣슬병 바이러스 직접적 효능(ND)
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그 림 분 자 량 별 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의9 . 뉴캣슬병 바이러스 억제 효능(ND)

그 림 농 도 별 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의10 . 뉴캣슬병 바이러스 억제 효능(ND)
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그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의11 . 뉴캣슬병 바이러스 억제 효능 시간(ND)

그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의12 . 뉴캣슬병 바이러스 억제 효능(ND)

그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한13. 뉴캣슬병 바이러스 유전자 발현 억제(ND)
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그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의14 . 뉴캣슬병 바이러스 억제 효능(ND)

그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의15 . 뉴캣슬병 바이러스 억제 효능(ND)
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그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 세 포 사 멸 억 제 효 능16 .

그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 면 역 세 포 에 서 의 인 터 페 론 관 련 유 전 자 발 현17 .
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그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 면 역 세 포 에 서 의 인 터 페 론 관 련 유 전 자 발 현18 .

그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 마 우 스 면 역 세 포 에 서 의 및 염 증 싸 이 토 카 인 들 의 분 비 발 현19 . IFN -β
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그 림 20 . C 에서hicken embryo fibroblast 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 뉴캣슬병 바이러스 억제 효능(ND)
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그 림 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의21 . 뉴캣슬병 바이러스 억제 효능(ND)

그 림 22. 에서chicken peripheral blood monocyte (PBMC) 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 뉴캣슬병(ND)

바이러스 억제 효능
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표 농 장 병 아 리1 . 에서의 뉴캣슬병 바이러스(ND) LD50 실험

표 농 장 병 아 리2. 에서의 뉴캣슬병 바이러스에 대한(ND) 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 효 능 검 증 기 관 지 투 여( )
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표 농 장 병 아 리3 . 에서의 뉴캣슬병 바이러스에 대한(ND) 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 효 능 검 증 비 강 투 여( )

표 농 장 병 아 리4 . 에서의 뉴캣슬병 바이러스에 대한(ND) 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 효 능 검 증 경 구 투 여( )
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표 병 아 리5 . S PF 에서의 뉴캣슬병 바이러스(ND) LD50 실험

표 병 아 리6 . S PF 에서의 뉴캣슬병 바이러스에 대한(ND) 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 효 능 검 증 실 험 스 케 쥴
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그 림 병 아 리23 . S PF 에서의 뉴캣슬병 바이러스에 대한(ND) 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 효 능 검 증

측 정(Bo d y we ig h t )

그 림 병 아 리24 . SP F 에서의 뉴캣슬병 바이러스에 대한(ND) 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 효 능 검 증

생 존 률 측 정( )
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표 병 아 리7 . S PF 에서의 뉴캣슬병 바이러스에 대한(ND) 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 효 능 검 증 실 험 스 케 쥴

그 림 병 아 리25 . S PF 에서의 뉴캣슬병 바이러스에 대한(ND) 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 효 능 검 증

측 정(Bo d y we ig h t )
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그 림 병 아 리26 . SP F 에서의 뉴캣슬병 바이러스에 대한(ND) 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 효 능 검 증

생 존 률 측 정( )
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그 림 마 우 스 에 서 의27. LPS /TLR 4 S ig n a l P a thw a y
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그 림 닭 에 서 의28 . LPS /TLR4 S ig n a l Pa thw ay



- 47 -

그 림 고 분 자 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 인 플 루 엔 자29 . 바이러스 억제 효능

그 림 고 분 자 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 검 증30 . ce ll v ia b ility
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그 림 31. 마우스에서B6.A2G-Mx1 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 인 플 루 엔 자 바이러스 억제 (Body weight)

그 림 32 . 마우스에서B6.A2G-Mx1 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 인 플 루 엔 자 바이러스 억제 (Survival rate %)

그 림 33. 마우스에서B6.A2G-Mx1 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 인 플 루 엔 자 바이러스 억제 (Lung virus titer)
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그 림 34 . 마우스에서B6.A2G-Mx1 폴 리 감 마 글 루 탐 산 의 인 플 루 엔 자 바이러스 억제

(Lung Histopathology)

그 림 35. 마우스 에서B6.A2G-Mx1 lung 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 인 터 페 론 관 련 유 전 자 유 도

그 림 36 . 마우스 에서B6.A2G-Mx1 lung 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 단 백 질 유 도M x
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그 림 37 . 마우스 에서B6.A2G-Mx1 BMDM 폴 리 감 마 글 루 탐 산 에 의 한 인 터 페 론 관 련 유 전 자 유 도

그림 국내분리 닭인플루엔자바이러스 의 증식성38. H9N2
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그림 폴리감마글루탐산의 인플루엔자바이러스 증식억제 효과39. (H9N2)

닭에 폴리감마 루탐산 병원 인 루엔자바이러스인 에 감염 실험 결H9N2

과 강내 투여 결과 감염 일 후 조군에 해 폐에 바이러스 농도가 감소 어 일3 7

후에는 거 었

닭에 단백질 능이 거나 억 었 폴리감마를루탐산 면역 증강TRIF

도능 인 해 에 를 처리 여 분Raw264.7 cell TM4b peptide TNF-alpha

도 분 도를 방법 각각 에 용해, IFN-beta ELISA 1mg/ml (DMSO )

농도 를 분간 처리 후 척 고 폴리감마 루탐산 시간TM4b 10 l 10 PBS , 24μ

시간 처리 후 상등액 회 여 량 를(TNF-alpha), 9 (IFN-beta) , cytokine ELISA

행 결과 인함 사용 포 양 각각 당TNF-alpha : well 2X105 에 처리cell ,

당IFN-beta : well 4X105 처리임cell .

 그림 세포에서의 억제 처리후 분비40. Raw TRIF peptide TNF-alpha
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그림 세포에서의 억제 처리후 분비41. Raw TRIF peptide Interferon-beta
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그 림 42 . 발효기 생산배지 에서의 폴리감마글루탐산 생산 발효곡선5 L GGC
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그 림 43 . 고분자 의 생산 검토PGA 30 L Jar fermenter

그 림 44. 고분자 의 생산 검토PGA 500 L Jar fermenter
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발효기[50L ]

발효기[2000L ]
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발효기[5000L ]

그림 발효조 이용 고분자량 폴리감마글루탐산 생산 검토45. 5,000L

그림 고분자량 폴리감마글루탐산 원료의약품 생산 공정46. .



- 56 -



- 57 -



- 58 -

그림 폴리감마글루탐산 검량선47. .
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α

β

그림 폴리감마글루탐산 제형별 면역활성 및 항바이러스능 비교48.
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그림 동물용 의약품 고순도 폴리감마글루탐산 액상 제형 생산공정49.

그림 무균 상태 유지를 위한 크린부스 시스템50.

그림 동물용 의약품 보관용51. cooling container
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그림 동물용 의약품 폴리감마글루탐산 시제품52.

표 5. 동물용 의약품 폴리감마글루탐산 시제품 규격
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γ

μ

 

그림 항바이러스 활성 측정 방법 모식도 및 결과53.
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α

γ α

μ

 

α

β

γ β

μ

 

β

그림 및 분석 모식도54. TNF- IFN- ELISAα β
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시험군 시험물질 동물수
시험물질투여량

(mL/animal)

희석액

(PBS)

군1 PBS 5 0.0 0.2

군2 rPGA 5 0.025 0.175

군3 rPGA 5 0.05 0.15

군4 rPGA 5 0.1 0.1

군5 rPGA 5 0.2 0.0

표 안 전 성 시 험 군 의 구 성4 .
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간 개체 별 체 (g) 평균
편차

체

(%)

1

(

)

시험 66.0 64.3 61.2 65.2 66.2 64.6 1.818

243.2

시험 후 167.1 177.6 152.1 149.5 139.0 157.1 13.643

2

시험 63.0 72.4 57.4 67.9 57.8 63.7 5.802

257.1

시험 후 146.0 181.3 157.9 149.5 184.2 163.8 15.991

3

시험 63.0 62.5 63.9 63.3 66.0 63.7 1.128

248.8

시험 후 164.3 162.0 149.4 161.2 156.0 158.6 5.333

4

시험 54.5 63.8 67.0 61.3 66.2 62.6 4.500

275.0

시험 후 165.6 168.9 185.9 174.0 165.9 172.1 7.550

5

시험 66.9 61.2 70.7 68.4 62.0 65.8 3.676

266.1

시험 후 192.5 188.3 162.7 170.0 162.5 175.2 12.771

표 폴 리 감 마 글 루 탐 산 투 여 후 증 체 량 변 화5 .
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그림 시험결과 근육주사 투여 후 각 장기별 분포55. : (Gd)

그림 시험결과 근육주사 투여 후 각 장기별 분포 폴리감마글루탐산56. : ( )
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시험군 시험물질 동물수
주사량PGA

(mL/animal)

백신접종량

(mL/animal)

군1
GNI

vaccine+PBS
12 0.1 0.5

군2
GNI

vaccine+rPGA
12 0.1 0.5

표 백 신 효 능 증 강 시 험 군 의 구 성1 .
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표 바 이 러 스 항 체 역 가 측 정 치3 . IB EL ISA

표 바 이 러 스 중 화 항 체 역 가 측 정 치3. IBD
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그림 인플루엔자바이러스 항원과 폴리감마글루탐산 혼합투여를 통한 혈중 항체 형성57. HA2

그림 인플루엔자바이러스 항원과 폴리감마글루탐산 혼합투여를 통한 점막 항체 형성58. HA2
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그림 인플루엔자바이러스 항원과 폴리감마글루탐산 혼합투여를 통한 방어능 효과59. HA2
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장 목표달성도 및 분야에의 여도4
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장 연구개발 성과 및 성과활용 계획5
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γ

장 연구개발과 에서 수집한 해외과학 술 보6

fl

fl
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fl

fi

α
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장 연구시설장 황7 ‧
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장 참고 헌8
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γ
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