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<요약문>

연구의

목적 및 내용

<최종목표>

◦ 구제역 백신 대량생산을 위한 동물세포 배양기술 확립

  - 구제역 바이러스 백신생산을 위한 무혈청배지기반 회분식 배

양공정기술개발

  - 구제역 바이러스 백신생산을 위한 무혈청배지기반 유가식 배

양공정기술개발

  - 고농도 동물세포(BHK-21) 배양기술 확립

  - 구제역 바이러스 백신생산을 위한 세포배양 배지 최적화

  - 구제역 백신 대량생산을 위한 세포배양 스케일업(200L)

<1차년도 목표>

◦ 현탁세포배양 적합 배지 최적화

◦ 구제역 바이러스 생산성 평가기술확립

◦ 바이러스감염기술개발

<2차년도 목표>

◦ 구제역백신 생산 세포주의 배지개발

◦ 개발 배지의 바이러스 생산성 평가

◦ 유가식 배양공정 최적화

◦ 바이러스 감염조건 확립

<3차년도 목표>

◦ 대량배양공정검증

◦ 배양공정기술확립

◦ 제품화기술 검증

<연구개발내용>

◦ BHK-21 세포주 확립

  - 다양한 현탁배양적응 BHK-21세포주 비교평가를 통한 최종 세

포주 선정

◦ 배지평가를 위한 표준배지선정 및 평가기준확립

  - 표준배지선정

  - 세포성장성 평가기준확립

◦ 배지 라이브러리에서 현탁배양적응 시험 및 세포성장성 평가

  - 세포배지 라이브러리에서 현탁배양적응

  - 최대세포배양농도 및 비성장속도 평가

◦ 배지라이브러리평가를 통한 기본배지선별
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  - 최대세포배양농도 및 비성장속도 평가

  - 구제역 바이러스 생산성 평가를 통한 기본배지 선별

◦ 구제역 바이러스 생산성 평가기술 확립

  - 구제역 바이러스 증식 평가기법 확립

  - 세포배지성분에 따른 구제역 바이러스 생산성 평가기법 적용

◦ 무혈청배지를 이용한 바이러스 감염공정 확립

  - 각 무혈청배지에 증식된 부착세포에서의 바이러스 감염 감수

성 확인

  - 무혈청 배지와 혈청첨가배지의 바이러스 증식성 비교 확인

◦ 개발된 동물용 부유세포의 백신 생산의 적용(Lab scale)

  - Shaking flask(Lab scale)에서의 증식 배양조건 확립 

  - 바이오리액터(Lab scale)를 이용한 증식성 확인 

◦ 개발된 동물용 부유세포의 회분식 배양공정 최적화(Lab scale)

  - Cas system의 배양 환경조건 변화를 통한 공정 최적화

  - 배양온도 및 agitation 등의 배양환경조건의 변화를 통한 공정 

최적화

◦기본배지선정

  - 구제역 바이러스 생산성 평가를 통한 1차배지 선별 완료

◦혼합배지평가

  - 첨가물 및 합성배지혼합에 의한 배지평가

  - 구제역 바이러스 생산성 평가결과 리뷰

◦유가식 배양첨가물선정

  - 세포성장속도 및 세포최대농도를 극대화하기 위한 배지 선별

◦선정배지에 대한 바이오리액터평가

  - 플라스크 배양에 의한 배지 평가 완료

  - 바이오리액터(2~5 L)에서의 세포배양기술 확립

◦세포배지조건에 따른 구제역 바이러스 생산성 평가

  - 세포배지 라이브러리에서 부유세포배양용 배지선발을 위한 

구제역 바이러스 생산성 평가

  - 상용화 후보 부유세포 배지선정

◦개발된 동물용 부유세포의 유가식 배양공정 최적화

  - 세포 배양에 적합한 배지첨가물의 선정

  - 배양 산물 분석을 통한 배지첨가물의 첨가 조건 확립

◦개발된 부유 세포에 적합한 바이러스의 선정

  - 각 바이러스 감수성 확인을 위한 실험 기법 확립

  - Canine virus의 바이러스 감수성 조사
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  - Porcine virus의 바이러스 감수성 확인

◦부유세포기반 동물 세포주의  회분식 감염공정 최적화(Lab scale)

  - 바이러스 감염조건 확립

  - MOI(Multiplicity of infections)에 따른 바이러스 증식성 확인

  - 바이러스의 면역원성 확인

◦무혈청 배지를 이용한 부유세포의 회분식 감염 공정 확립

  - 선별된 무혈청 배지를 이용한 바이러스 감염 공정별 증식성 

확인

  - 배지첨가물 첨가된 배지를 이용한 회분식 감염 배양의 증식성 

비교를 통한 감염 공정 확립

◦무혈청 배지를 이용한 부유세포의 유가식 감염 공정 확립

  - 선별된 감염배지에서 세포주의 유가식 배양 및 대사산물 확인

  - 배지첨가물 별 바이러스 증식성 확인

  - 감염 공정의 배지첨가물의 첨가 조건 확립

◦최적 제품화 배지선정

  - 세포의 성장속도 및 구제역 바이러스 생산성을 고려한 최적 

배지 선정

  - 기본배지 및 배지첨가물 선정

◦배지 영양요구성분 분석

  - 세포 증식과정에서 소모되는 영양요구성분 분석 및 보강

◦바이오리액터 스케일업

  - 50 L, 200 L 규모 스케일업

  - 공정 최적화를 위한 스케일업 파라미터 연구

◦구제역 백신 생산을 위한 동물세포배양기술 확립

  - 바이오리액터에서의 세포배양기술 확립

  - 배양 파라미터 결정

◦부유세포주의 동물세포 대량배양기술 확보

  - 동물세포기반 구제역백신 생산을 위한 세포배양공정 기술 확

립

  - 스케일업에 적합한 바이오리액터의 선정 

  - 선정된 바이오리액터를 활용한 세포증식조건 확립

  - 부유세포 대량배양기술 확립

  - 부유세포의 대량배양을 통한 구제역 바이러스 생산성 평가

◦개발된 동물용 부유세포의 생산 공정 스케일업

  - 스케일업에 적합한 바이오리액터의 선정 

  - 선정된 바이오리액터를 활용한 세포증식조건 확립
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◦부유세포기반의 동물 세포주를 이용한 바이러스 대량감염공정 

개발

  - 바이러스 접종 MOI 확립

  - 바이러스 growth curve 확립

  - 채독 공정 확립

  - 불활화 공정 확립

◦무혈청 배지를 이용한 대량 감염공정 개발

  - 대량배양(부착 또는 부유 배양공정)에서의 구제역 바이러스 증

식성 확립

  - 구제역 바이러스 접종 MOI 확립

  - 최종 백신 산물의 면역원성 확인

연구개발성과

<1차년도 연구개발성과>

◦ 구제역 백신생산 동물 세포 BHK-21 세포주 확립

  - 부유배양 적응 세포주의 단일 클론을 선별하여 백신생산 부유

세포주 확립

◦ BHK-21 세포주의 표준배지 선정

  - 총 20 종의 상업용 배지 중, BHK-21의 활성을 최대화하는 표

준배지 선정

  - 최고 세포농도에 도달한 무혈청, 동물유래물질 불포함, 화학적 

특성이 규정된 배지인 VP6, VP8, VP5, VP7, VP9 배지를 선별

  - 선별된 배지들의 구제역 바이러스 역가 평가 완료

  - 최고 세포농도, 세포활성도, 비성장 속도(μ), 세포 증배 시간을 

이용한 배지개발에 대한 기준과 평가방법 확립

◦ BHK-21 세포주의 표준배지첨가물 선정

  - 10 종의 상업용 배지첨가물 중, BHK-21의 활성을 최대화하는 

배지첨가물 선정

  - 최고 세포농도, 세포활성도, 비성장 속도(μ), 세포 증배 시간을 

이용한 배지첨가물개발에 대한 기준과 평가방법 확립

◦ 다양한 세포배양배지에 따른 적합성 평가를 위한 구제역 바이

러스 분석기술 확립

  - 0.1부터 0.001MOI까지 구제역 바이러스 접종량에 따른 바이러

스 역가차이 없음

  - 현탁세포수가 증가할수록 신생 구제역 바이러스의 역가 상승



- 7 -

  - 부착배양세포는 세포수가 한정적인 반면에 현탁배양은 동일 

부피 당 세포수를 확장할 수 있기 때문에 부착배양세포보다 

세포수를 높이는 경우 바이러스 역가가 부착배양보다 상대적

으로 상승

  - 구제역 바이러스 농축 후 초고속원심분리법으로 바이러스 입자 

검출기법 확립

◦ 세포배지성분에 따른 구제역 바이러스 생산성 평가

  - 바이러스 접종시, 일반 배지류가 필수적이며 배지종류에 따라 바

이러스 생산성 차이 확인

◦ 무혈청 배지를 이용한 바이러스 감염공정 확립

  - 각 무혈청배지에 증식된 부착세포에서의 바이러스 감염 감수

성 시험 완료

  - 각 무혈청배지에 증식된 부유세포에서의 바이러스 감염 감수

성 확인 완료

  - 무혈청 배지와 혈청첨가배지의 바이러스 증식성 비교 완료

◦ 개발된 동물용 부유세포의 백신생산의 적용(Lab scale)

  - Shaking flask(Lab scale)에서의 증식 배양조건 확립함

  - 10 L Wavebioreactor에서 부유세포의 증식 배양 조건 확립

◦개발된 동물용 부유세포의 회분식 배양공정 최적화(Lab scale)

  - Glucose, Lactate, Glutamine, Ammonia와 같은 대사산물을 

측정하여 바이러스 증식을 확인

<2차년도 연구개발성과>

◦구제역 백신생산 세포주의 배지 개발

  - 13종의 CD와 14종의 AF배지를 DWP를 사용하여 1차적으로 배

지를 선별하고, Shake flask로 검증하여 최종적으로 CD35와 

AF20을 선정하여 배지 성분의 강화를 통한 배지개발 수행

  - 위 Shake flask에서 선별된 배지의 재현성 평가를 수행하였고, 

검역본부에서 구제역 바이러스 역가를 측정하여 CD35와 AF20 

배지에 문제없음을 확인

  - CD35와 AF20배지에 CD 첨가물, SM(영양소모분석) 첨가물, 

peptone blend 등 여러 가지 첨가물로 배지의 성분을 강화하여 

세포성장 능력을 향상

  - 성분이 강화된 8종의 CD와 8종의 AF 배지의 재현성 실험을 

수행하였고, 검역본부에서 바이러스 역가를 측정 중에 있음

  - 최종 선별된 CD와 AF배지의 유가식 배양을 위한 배지첨가물 
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개발을 수행

◦배지 첨가물인 CB feed1의 농도 선별

  - 기존 50 g/L의 고농도 CB feed1에 대한 용해성 문제와 가격문

제를 해결하기 위하여 최적 농도 선별을 수행

  - 25 g/L CB feed1를 배양 배지에 5% 첨가하는 것을 최적 조건

으로 선별하여, 용해도 문제와 가격 문제를 해결

◦표준작업지시서 작성 및 실험 수행

  - 실험적 변수를 최소화 하고, 재현성을 높이며, 효율적인 기술 

이전을 위하여 표준작업지시서를 작성

  - 작성된 지시서를 이용하여 Shake flask 단계에서 세포 성장 실

험을 수행하여 높은 재현성을 확인

◦생명연 특허세포주와 검역본부 특허세포주 비교

  - 생명연에서 개발된 세포주가 세포 성장, 세포 활성도, 현탁도, 

구제역 바이러스 생산성 모두에서 월등히 높음을 확인

◦바이오리액터 배양 공정

  - 2 L 바이오리액터 공정에서 CO2나 Base에 의한 pH 조절을 최

소화 하는 것이 세포 활성도의 안정에 유리한 영향을 미침

  - 배양 공정에서 Osmolality가 340 mOsm/kg 이하로 유지하는 것

이 중요

◦생산 공정 최소화

  - 배양 중간에 첨가물의 첨가 없이, 배양 초기에 모든 첨가물을 

적정한 농도로 첨가하는 것이 기존 배양 보다 더 높은 세포 

농도로 성장함

  - 배양 공정의 최소화를 통하여 배양 과정 중 첨가물에 의한 오

염을 최소화 할 수 있다고 사료됨

◦ 세포배지 조건에 따른 구제역 바이러스 생산성 평가기술 확립

  - 세포배지 라이브러리에서 구제역 바이러스 생산배지 후보군 

선발기준 정립

◦개발된 동물용 부유세포의 배양공정 최적화

  - 무혈청 배지 및 배지첨가물 첨가에 따른 부유세포 배양성 

비교평가

  - 배지첨가물의 첨가 조건 확립완료

◦개발된 부유 세포에 적합한 바이러스의 선정

  - BHK-21 부유 세포를 이용하여 Canine virus와 구제역 

바이러스의 감수성 확인완료

◦부유 세포기반 동물 세포주의  회분식 감염공정 최적화
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  - BHK-21의 부유배양 조건에서는 바이러스 접종 23시간째에 가

장 높은 106.23TCID50/ml의 항체가를 확인

  - 시험결과 0.01 MOI 조건에서 평균 약 106.0 TCID50/ml 의 항체

가를 형성

◦무혈청 배지를 이용한 부유세포의 회분식 감염 공정 확립

  - BHK-21 세포는 0.3×106 cells/ml을 배양하여 5×106 cells/ml 이

상의 세포농도에서는 배지교체 없이 구제역 바이러스를 접종

하여 17 ~ 20시간 사이에 채독하는 조건을 확립

◦무혈청 배지를 이용한 부유세포의 유가식 감염 공정 확립

  - 2 L 바이오리액터를 이용하여 0.42×106 cells/ml로 접종하여 5

일째에 무혈청 배지 0.5 L, 4 mM Glutamine과 4 mM Glucose

를 첨가하여 7일간 배양하였을 경우 7일째 최대 6.2×106 

cells/ml의 세포를 수득

<3차년도 연구개발성과>

◦최적 제품화 배지선정

  - 구제역 바이러스 생산성이 탁월한 CD 계열 배지인 DOE1 기본

배지개발

  - 총 10종의 배지첨가물을 선별하여 세포 성장 및 바이러스 생

산성이 우수한 Feed 6 배지를 개발하여 기존 바이러스 생산량 

대비 약 4.6 배의 생산성을 보임

  - 배지첨가물의 첨가전략 개발을 통하여 배양 0일 차에 배양부

피 대비 배지 첨가물 10%를 첨가하여 배양함으로써 배양 4일

차 최고세포농도 8.4×106 cells/ml 까지 성장

◦배지 영양요구성분 분석

  - 세포가 성장함에 따라 배지 영양소모분석을 통하여 부족한 영

양분을 첨가하여 배지성분을 강화시킴

  - 메타볼라이트 분석을 통하여 N-소스와 C-소스인 Glutamine과 

Glucose의 소모성을 분석하여 Glutamine은 최소 8 mM이상 

Glucose는 최소 5 g/L 이상이 기본배지에 포함되어야 함

◦바이오리액터 스케일업

  - 표준배지 중 하나인 CD-BPM배지를 이용하여 50 L 바이오리액

터에서 배양 공정 조건 확립

  - 배양 3일차 세포회수 후 검역본부로 이송하여 구제역 바이러

스 생산성 평가 수행

  - 초기 Lactate 축적을 억제함으로써 세포 성장성을 증대시킬 수 
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있을 것으로 사료됨

  - DOE1 기본배지를 이용한 200 L 바이오리액터에서 배양 공정 

확립

  - 200 L 바이오리액터 배양 표준작업절차서를 작성

◦구제역 백신 생산을 위한 동물세포배양기술 확립

  - 표준배지 중 하나인 CD-BPM 배지를 이용하여 2 L 바이오리액

터에서 배양조건 확립

  - Flask배양과 달리 바이오리액터에서는 Shear stress를 최소화 

하는 것이 중요

  - Shear stress를 줄여주는 방안으로 Pluronic F-68을 1 g/L로 첨

가함으로써 flask 배양보다 높은 성장효과를 보임

◦부유세포주의 대량동물세포배양기술 확보

  - 기존 시판배지 대상 구제역 바이러스 역가 및 항원 생산량 비

교하여 바이러스 생산성이 우수한 ProBHK-1 : CD-BPM  = 1 : 

1 혼합배지 확인

  - 다양한 표준배지의 바이러스 생산성을 평가하여 배지의 수급

문제에 대비가능

  - DOE1 기본배지를 이용하여 생명연에서 200 L 배양공정 확립

하였고 배양 3일차 세포를 회수하여 25 L는 파일럿 스케일의 

RM 장비에서 나머지는 검역본부 200 L 바이오리액터에서 구

제역 바이러스 생산성 검증

◦무혈청 배지를 이용한 바이러스 감염공정 확립

  - 부착세포는 1×106 cells/ml 이상 증식되지 않았으나, 부유세포

의 경우 최대 3.3×106 cells/ml 수준까지 배양되는 것을 확인

  - 3종의 바이러스 접종 배지(Gibco-A, Gibco-B, CSTL-B)를 선별

하여 접종 4일째 가장 높은 titer를 보인 Gibco-A 선정

  - 바이러스 접종 시 세포 농도가 높을수록 접종 24시간에 바이

러스 증식성이 가장 높음

◦개발된 동물용 부유세포의 백신 생산의 적용(Lab scale)

  - 10 L Lab-scale의 Wavebioreactor에서 회분식 배양을 하여 배

양 2일차 3.6×106 cells/ml 까지 성장함

  - Cas system의 배양 환경조건 변화를 통한 공정 최적화

  - 바이러스 접종 시에는 바이러스에 의한 세포활성도, 세포수의 

변화와 세포 대사산물의 수치가 변화됨을 확인하여, 이를 기반

으로 바이러스의 증식성을 높이기 위한 배지첨가물의 선정에 

반영
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◦개발된 동물용 부유세포의 생산 공정 스케일업

  - 바이오리액터를 이용한 구제역 바이러스의 배양 및 불활화, 정

량 시험

◦부유 세포기반의 동물 세포주를 이용한 바이러스 대량 감염공정 

개발

  - Canine virus, Porcine virus의 바이러스 감수성 확인을 통하여 

부유세포에 적합한 바이러스의 선정

◦무혈청 배지를 이용한 대량 감염공정 개발

  - BHK-21 부유세포의 바이러스 접종 23시간째에 가장 높은 

106.23TCID50/ml의 항체가를 보임

  - MOI를 각각 0.1, 0.01, 0.001로 달리하여 바이러스 접종 조건을 

확인하였을 경우 0.01 MOI 조건에서 평균 약 106.0 TCID50/ml 

의 높은 항체가를 형성

◦돼지에서 구제역 백신 보조제 선정 및 효능 평가

  - 구제역 백신에 적합한 백신보조제 선정을 위해 emulsion type

별로 시험백신을 제조한 후 목적동물인 돼지에서 시험하여 

ELISA와 VNT로 항체가를 측정함

연구개발성과의
활용계획
(기대효과)

본 과제의 수행으로 얻어질 신규 무혈청 부유배양 기반 동물세

포배양기술은 동물용 바이러스 백신 대량생산에 있어서 핵심 기

술로써 국내 동물용 백신 생산에 있어 처음으로 시도되고 있는 

기술이라 볼 수 있다.

본 과제의 수행으로 확립될 무혈청 부유형 동물세포배양 기반 

동물용 바이러스 백신 생산기술은 구제역 백신이외에도 다양한 

가축질병관련 바이러스 백신 생산에 폭넓게 이용될 수 있으며 국

내외 특허등록을 통해 독점적인 권리를 얻고 이를 기반으로 사업

화 가능성이 높은 분야라고 볼 수 있다. 또한, 기존의 부착형 동

물세포 배양기술의 한계를 뛰어 넘어 바이러스 백신 대량생산기

술 확보, 독자배지개발을 통한 생산단가의 절감, GMP 기준에 부

합한 설비 활용 등 독자적 생산기술의 완성도를 높이게 되면 다

국적 백신기업과의 기술 경쟁력을 확보할 수 있을 뿐더러 국내 

수의 백신산업의 성장에 크게 기여할 것으로 예상된다.

국문핵심어

(5개 이내)
 구제역 백신 BHK-21 부유배양 무혈청배지

영문핵심어

(5개 이내)

foot-and-mouth 

disease
vaccine BHK-21

suspension 

culture

serum-free 

media

※ 국문으로 작성(영문 핵심어 제외)
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1. 연구개발과제의 개요 

1-1. 연구개발 목적

 ◦ 구제역 백신 대량생산을 위한 동물세포 배양기술 확립

   - 구제역 바이러스 백신생산을 위한 무혈청배지기반 회분식 배양공정기술개발

   - 구제역 바이러스 백신생산을 위한 무혈청배지기반 유가식 배양공정기술개발

   - 고농도 동물세포(BHK-21) 배양기술 확립

   - 구제역 바이러스 백신생산을 위한 세포배양 배지 최적화

   - 구제역 백신 대량생산을 위한 세포배양 스케일업

 

1-2. 연구개발의 필요성 

 ◦ 동물용 백신 산업의 개요

 - 동물용 백신 산업의 중요성: 백신 산업은 예방이 가능한 질병의 99%까지 발병률

을 줄일 수 있는 비용 대비 효과가 가장 큰 의약품으로서 동물의 항생제 남용

에 대한 국제적인 규제로 날로 그 중요도가 증가하고 있는 제약부문임

 - 차세대 백신 개발의 상용화 추세: 최근 바이오 기술에 기반한 지속적인 신기술 

개발로 동물용 백신도 단순한 고전적인 불활화, 약독화 백신뿐만 아니라 서브유

닛 백신, Marker 백신과 같은 차세대 백신이 상용화되고 있는 상황임

 - 세계 동물용 백신 시장 점유율 24%: 동물용 의약품 시장은 유럽, 북미, 남미, 그 

외 시장 등으로 나눌 수 있으며, 동물용 백신 시장은 그 중 24%를 차지하고 있

음(표 1) 

 표 1. Global Animal Health Products Market by Product Group (20010): Percentage Share 

Breakdown by Value Sales for Parasiticides, Vaccines, Anti-Infectives, Medical Feed 

Additives and Other Pharmaceuticals

               

- Veterinary vaccines A global strategic business report. 2010 GIA 인용

 

 - 신규 백신 adjuvant 개발 경쟁 가속화: 전통적으로 사용되어 오던 알루미늄 염, 

Freund' adjuvant 등은 물론 liposome, ISCOMs, microsphere 등의 새로운 

adjuvant들에 대한 연구가 활발히 진행되고 있음
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 - 경쟁력이 있는 산업: 동물용 백신은 인체 백신과 달리 신제품 연구 개발이 3~5

년 정도로 연구 개발이 상용화하는 시간과 제품의 안전성과 효능의 확인, 그리

고 시장에서의 반응도 수년 내에 확인할 수 있음. 유전공학기술과 약물전달기술

이 발달한 우리나라로서는 다국적 기업과 대등한 경쟁력을 갖출 수 있는 산업

임

 - 바이오 기술 기반 성장산업: 포스트게놈 시대의 새로운 패러다임을 주도하기 위

한 국가의 바이오산업 진흥정책에 힘입어 최근 제약업체들은 신약개발의 제품 

파이프라인 강화를 위하여 바이오 벤처업체에 대한 투자를 활발하게 하고 있음. 

신약의 연구개발과 마케팅 등에 대한 바이오 업체와 제약업체의 역할분담으로 

그 시너지 효과는 보다 커질 것으로 기대됨 

 - 과점 시장: 동물백신 시장은 다국적 업체가 국내외 시장을 대부분 차지하는 과

점 시장 구조로서 기술개발기간이 길고, 연구개발과 제조설비에 대한 투자비가 

많이 소요되며, 상당한 노하우가 필요하므로 여타 제약업체 등의 초기 진입장벽

이 상당히 높음. 생물학적 제제로서의 유통과정 리스크에 대한 규제 등으로 시

장진입이 어려워 6개 다국적 기업이 70% 이상 시장을 지배해 왔음. 

  ◦ 산업의 성장성

 - 2011년 세계시장규모는 약 2872 million USD, CAGR (2007-2015) 4.5% 전망: 전 

세계 동물용 백신 시장은 2007년부터 2015년까지 매년 성장하여 2011년에는 

US$ 2872 million을 기록하고 매년 4.5% 성장하여 2015년에는 US$ 3440 million

으로 확대될 전망임(표 2)

 표 2. World Recent Past, Current & Future Analysis for Veterinary Vaccines by 

Geographic Region - US, Europe and Rest of World Market Independently Analyzed 

with Annual Sales Figures in US$ Million for Years 2007-2015

- Veterinary vaccines A global strategic business report. 2010 GIA 인용

  ◦ 경기변동의 특성
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 - 지속적인 시장 성장: 백신 시장은 세계경제의 침체에도 불구하고 일반적인 경제

동향에 별로 영향을 받지 않는 특성 때문에 타 산업부문에 비해서 상대적으로 

건재할 뿐만 아니라 지구상에서 전염병이 근절되지 않는 한 신규수요가 계속 

창출되는 시장임(표 3)

 표 3. Tabula Analysis on Select Animal Diseases Controlled by Vaccines

- Veterinary vaccines A global strategic business report. 2010 GIA 인용

   

 - 신규 백신에 의한 시장 확대: 아울러 향후 다양한 복합 백신, 바이러스 백신 등과 

관련된 신약 개발로 시장이 한층 더 성장할 것으로 기대됨. 2011년도 국내 구제역 

발생으로 구제역 백신을 전량 수입하게 되어 국내 시장 지위가 바뀌었으나 2012년

부터 구제역 백신의 국내 생산 통해 국내에서의 시장 지위를 다시금 되찾을 것으

로 기대됨

  ◦ 종란 생산 배양의 한계점

 - 종란을 이용한 생산방법은 원재료가 되는 유정란의 공급이 필요하며 이로 인해 

무균시설의 양계장이 확충되어야 함

 - 무균시설에서 사육된 닭은 일반 닭에 비해 면역적 저항력이 약하며 공간적 한계

로 인해 지속적인 확장이 필요하기 때문에 경제적인 제한사항과 인력적인 부분 

등 많은 기반 사항이 필요함

  ◦ 세포배양의 필요성

 - 세포 배양을 통한 방법은 종란을 이용하거나 숙주를 이용한 생산법의 한계와 문
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제점을 개선하기 위한 방법으로 많이 사용되고 있음. 세포 배양을 통한 백신 생

산은 무균상태에서 세포를 대량 배양 후 바이러스를 접종하여 백신을 생산하는 

방식으로 현재 많은 동물 백신 회사들이 이와 같은 방법으로 백신 생산을 하고 

있음. 동물세포 배양을 통한 백신 제조의 가장 큰 장점은 생산규모의 확장성과 

공간의 조절이 가능한 것에 있음

  ◦ 부착세포 기반 배양의 한계점

 - 동물 백신 개발은 인체 백신과 달리 개발이 용이하고 짧은 시간에 백신 생산허

가를 얻을 수 있는 장점이 있음. 물론 가격적인 부분 또는 많은 질병을 제어하

기 위해 소규모의 다 품종 생산 시설의 한계점도 가지고 있음. 동물 백신 생산

은 세포 배양을 이용한 생산법을 주로 이용하고 있으며 부착형 세포를 이용한 

방법이 가장 많이 사용되고 있음. 부착형 세포를 이용한 방법은 복잡한 생산 시

설이 필요치 않으며, 육안적 관찰을 통해 형태적 관찰이 용이한 장점을 가지고 

있음 

 - 하지만 처리된 용기, 지속적인 계대, 소규모의 배양 단위의 단점으로 인해 바이

러스 접종에 중요한 세포의 유지와 고밀도 배양이 어려운 단점을 가지고 있음. 

또한 부착형 배양을 위해 안전성에 많은 단점을 가지고 있는 고가의 소태아 혈

청(FBS)이 필요함. 현재의 세포 배양방법은 기존 종란을 이용한 방법보다는 많

은 장점을 보유하고 있지만 여러 가지 문제점과 배양의 한계점을 가지고 있어 

한 단계 발전된 기술력이 필요함

  ◦ 부유세포 기반 배양의 필요성

 - 세포 배양방법 중 부유세포를 이용한 방법은 계대의 용이성, 공간의 활용성, 인

력적 경제성, 대량배양(scale-up)의 용이성, 배양 방법의 다양성(연속배양, 회분

식 배양 등)등의 많은 장점이 있음. 물론 부유성에 적응된 세포를 만들기가 어

렵고 성장에 따른 생존율확인과 증식성 확인이 어려운 부분이 있음. 현재 여러 

기술적 장비를 통해 생존율과 증식성 확인이 용이하게 되었지만 아직까지도 적

응된 부유성 세포를 획득하기 어려운 부분을 가지고 있음 

 - 본 연구 개발을 통한 부유성 세포의 확립은 부유 배양의 핵심적 부분이며 이를 

통한 여러 가지 배양방법이 용이하게 될 것으로 사료됨. 또한 소 태아 혈청이 

들어가지 않은 배양법은 백신정제가 용이하고 동물의 안전성을 확보할 수 있는 

좋은 기회를 가질 수 있을 것으로 사료됨
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 - 현재 많은 동물 백신 회사들이 수출을 통한 경제적 영역을 확장하기 위해 노력

하고 있음. 백신 수출을 위해선 수출국의 많은 요구사항 들이 충족되어야 하며 

이 중 GMP는 가장 중요한 사항 중 하나임. GMP적 요구사항을 충족하기 위해 

현재의 생산방법은 많은 어려움이 있음. 본 연구를 통한 부유성 배양 공정 확립

은 이러한 요구사항을 위한 좋은 충족조건이 될 것으로 생각되며 회사의 큰 경

제적 향상의 기회가 될 수 있는 좋은 계기가 될 것으로 사료됨

1-3. 연구개발 범위

구분 년도 연구개발 세부목표 연구개발내용 및 범위 수행기관

1차
년도

2015

현탁세포배양 적합 
배지 최적화

-혈청배지와 무혈청배지에 대한 비교평가
-고농도 세포배양을 위한 배지 평가

생명(연)

구제역 바이러스 
생산성 

평가기술확립

-다양한 세포배양배지에 따른 적합성 평가
를 위한 구제역 바이러스 생산성 평가를 
위한 분석기술 확립

-세포배지성분에 따른 구제역 바이러스 생
산성 평가

검역본부

바이러스
감염기술개발

-BHK-21세포주를 활용한 바이러스 감염조
건 최적화

중앙백신연구소

2차
년도

2016

고농도 
세포배양기술 확립

-영양요구성(아미노산, 탄수화물, 비타민, 
미네랄 등) 분석

-최적 배지 선정
-2~5 L 바이오리액터 배양 평가

생명(연)

구제역 바이러스 
생산성 평가

-세포배지 라이브러리에서 구제역 바이러
스 생산 배지 평가

-상용화 후보 배지 선정
검역본부

세포배양기반 
백신생산기술개발

-BHK-21 세포주를 활용한 백신생산기술개
발

중앙백신연구소

3차
년도

2017

대량배양공정검증
-생산성을 고려한 상용화 배지 선정
-200 L 규모 바이오리액터에서 배양공정검
증

생명(연)

배양공정기술확립
- 동물세포기반 구제역백신 생산을 위한 
세포배양공정 확립

검역본부

제품화기술 검증
- 구제역백신 생산기술에 대한 평가
- 동물세포배양기반 제품화 기술 검토

중앙백신연구소
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2. 연구수행 내용 및 결과

<주관연구기관 : 한국생명공학연구원>

1. 구제역 백신 생산 세포주의 상업용 배지 평가

 가. 상업용 배지 선정 및 특성

◦ 현재 세계적인 배지회사의 상업용 배지 중, 바이러스 백신 생산에 사용되어졌던 배

지(VP : virus production) 20 종류를 선택하여, 구제역 바이러스 백신 생산 세포주

인 BHK-21의 표준배지 선별 (표 1.1)

◦ 20종의 배지 중 VP12를 제외한 나머지 모두 CD(chemically defined) 배지

◦ 동물유래물질의 경우, 정제공정과 최종 의약품의 안정성에 문제를 일으킴으로 기본

적으로 AOF(animal origin free) 배지를 사용 

◦ Growth factor의 경우 배지회사에서 그 성분과 양을 공개하지 않지만, fibroblast 

growth factors 같은 몇몇 growth factor의 경우 BHK-21의 성장을 촉진시킴

◦ BHK-21 세포주에 대한 배지개발은 CD와 AOF를 기본 특성으로 개발

표 1.1 바이러스 백신 생산용 배지 선별 및 특성 

# Name Medium Platform CD* AOF** Growth 
Factor

1 VP1 Viral vaccine Production ○ ○ ○

2 VP2 Viral vaccine Production ○ ○ ○

3 VP3 Viral vaccine Production ○ ○ ○

4 VP4 Viral vaccine Production ○ ○ ○

5 VP5 Viral vaccine Production ○ ○ ✕
6 VP6 Viral vaccine Production ○ ○ ✕
7 VP7 Viral vaccine Production ○ ○ ○

8 VP8 Viral vaccine Production ○ ○ ○

9 VP9 Viral vaccine Production ○ ○ ○

10 VP10 Viral vaccine Production ○ ○ ○

11 VP11 Viral vaccine Production ○ ○ ✕
12 VP12 Antibody Production ✕ ○ ✕
13 VP13 Viral vaccine Production ○ ○ ✕
14 VP14 Viral vaccine Production ○ ○ ✕
15 VP15 Viral vaccine Production ○ ○ ✕
16 VP16 Viral vaccine Production ○ ○ ✕
17 VP17 Viral vaccine Production ○ ○ ✕
18 VP18 Viral vaccine Production ○ ○ ✕
19 VP19 Viral vaccine Production ○ ○ ✕
20 VP20 Viral vaccine Production ○ ○ ✕

* CD : chemically defined 

** AOF : animal origin free
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 나. 표준배지 선별 및 평가 기준 확립

◦ 표준배지 선별 실험(그림 1.1)

   - BHK-21 세포주를 20 종류의 배지에 최소 5 계대 동안 적응시킴

   - BHK-21을 50 ml/250 ml Erl flask에 0.3✕106 cell/ml로 접종

   - 5% CO2 shaking incubator에서 37℃, 100 rpm으로 6일간 키움

   - 매일 세포 농도 및 세포활성도 측정

   - 3 반복하여 평균 및 표준오차 산정 후, 성장성에 따라 4 그룹으로 나눔(그림 1.2, 

1.3, 1.4, 1.5)  

   - VP6, VP8, VP5 배지가 배양 5일째 MVCC(maximum viable cell concntration) 

14.9±0.1, 14.2±0.5, 13.8±1(✕106 cell/ml)로 가장 높음

그림 1.1 표준배지선별에서 BHK-21 세포주의 성장 및 세포활성도

◦ 표준배지 평가기준 확립

   - 표준 배지에서 BHK-21의 특성을 분석하기 위하여, 배양 3일과 4일째 Specific 

growth rate(μ) 와 doubling time(DT)을 산정

   -  

ln ln
 (X = cell concentration)

   -  ln  ln

ln
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표 1.2 BHK-21 세포의 Specific growth rate(μ) 와 doubling time(DT)

　 VP1 VP2 VP3 VP4 VP5 VP6 VP7 VP8 VP9 VP10

μ (h-1) 0.021 0.014 0.009 0.001 0.022 0.023 0.020 0.019 0.016 0.014 

DT (h) 32.3 50.3 75.3 662.1 31.0 29.7 34.9 37.2 43.8 49.3 

　 VP11 VP12 VP13 VP14 VP15 VP16 VP17 VP18 VP19 VP20

μ (h-1) 0.006 0.004 0.001 0.020 0.006 0.014 0.001 0.023 0.019 0.021 

DT (h) 112.2 155.5 647.3 35.5 116.4 50.1 535.8 30.1 36.9 32.9 

   

   - MVCC가 가장 높은 A그룹에서는 VP6, 8, 5, 7, 9배지가 포함됨(그림 1.2)

   - MVCC는 배양 5일째 12~15✕106 cell/ml의 분포를 가지며, 배양 6일째 세포활성도

는 모두 80% 이상

   - A그룹의 배지를 사용하여 바이러스 역가 시험 및 상업용 배지첨가물 평가

그림 1.2 그룹 A 배지의 BHK-21 성장과 세포활성도

   

   - 배지 B그룹에서는 VP18, 1, 2, 10, 16배지가 포함됨(그림 1.3)

   - MVCC는 배양 5일째 7~12✕106 cell/ml의 분포를 가지며, 배양 6일째 세포활성도는 

80% 이상은 VP2, 10, 16이고 그 이하는 VP18, 1로 급격히 떨어짐
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그림 1.3 그룹 B 배지의 BHK-21 성장과 세포활성도

   - 배지 C그룹에서는 VP12, 14, 3, 15, 19배지가 포함됨(그림 1.4)

   - MVCC는 배양 5일째 4~7✕106 cell/ml의 분포를 가지며, MVCC는 낮지만 배양 6

일째 세포활성도는 VP19를 제외한 모두 80% 이상 유지

그림 1.4 그룹 C 배지의 BHK-21 성장과 세포활성도

   - 배지 D그룹에서는 VP20, 13, 17, 4, 11배지가 포함됨 (그림 1.5)

   - MVCC는 2~4✕106 cell/ml로 가장 낮지만, 배양 6일째 세포활성도는 VP13를 제외한 

모두 80% 이상 유지
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그림 1.5 그룹 D 배지의 BHK-21 생장과 세포활성도

2. 구제역 바이러스 역가 측정

◦ 바이러스 감염 시 Fresh media와 PBS 차이 분석

   - rentivirus 감염을 통한 transfection실험에서 PBS가 감염단계에 쓰여지는 protocol

이 존재

   - 바이러스 감염 시 Fresh media와 PBS 사이에 감염의 차이가 있는지 확인하고자 

실험함(그림 2.1)

   - PBS를 바이러스 감염에 사용시, virus titer가 거의 나오지 않음 

   - 바이러스 감염 시간을 24시간으로 하고 있어 그 사이 영양분이 없어 virus가 합

성되기전에 세포가 죽는 것으로 사료되어 다음 실험에서는 DMEM이나 RPMI같은 

배지를 바이러스 감염 단계에 사용하여 감염율을 확인하고자 함

그림 2.1 BHK-21 세포주의 바이러스 감염에서 배지와 PBS 차이
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3. 배양 초기 배지첨가물의 효과

◦ 배양 초기 배지첨가물 첨가에 의한 세포배양 안정화

   - 배양 초기 Feed 8의 첨가가 전체 세포배양에 안정화를 야기하는지 실험

   - BHK-21을 50 ml/250 ml Erl flask에 0.3✕106 cell/ml로 접종

   - Feed 8 (50 g/L)을 배양 부피 대비 5%를 배양 0일에 첨가(2.5 ml 첨가)

   - 5% CO2 shaking incubator에서 37℃, 100 rpm으로 7일간 키움

   - 매일 세포 농도 및 세포활성도 측정(그림 3.1)

   - 3 반복하여 평균 및 표준오차 산정하여 MVCC 기준 상위 5종 분석(그림 3.2)

   - 배양 초기 첨가물의 첨가에 의하여 비첨가시 보다 MVCC 상위 10종에서 평균 

11.7✕106 cell/ml에서 14.6✕106 cell/ml로 2.9✕106 cell/ml 증가함

   - 배양 마지막 날 세포활성도의 경우, MVCC 상위 10종에서 평균 94.2%에서 95.1%

로 배지첨가물에 의하여 0.9% 증가함

   - MVCC 상위 5종에서 μ값은 평균 0.02 h-1에서 0.024 h-1로 0.004 h-1 증가, DT의 

경우 평균 35.3시간에서 29.4시간으로 5.9시간 빨라짐

그림 3.1 배지첨가물의 초기배양이 세포 성장에 미치는 영향
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표 3.1 배양 초기 배지첨가물 첨가에 의한 
BHK-21 세포의 Specific growth rate(μ) 와 doubling time(DT) 

　 VP1 VP2 VP3 VP4 VP5 VP6 VP7 VP8 VP9 VP10

μ (h-1) 0.027 0.022 0.017 0.015 0.023 0.029 0.019 0.026 0.019 0.015 

DT (h) 25.3 31.1 40.8 47.5 29.7 24.2 36.8 26.3 36.4 47.3 

　 VP11 VP12 VP13 VP14 VP15 VP16 VP17 VP18 VP19 VP20

μ (h-1) 0.015 0.010 0.007 0.016 0.010 0.025 0.007 0.031 0.007 0.001 

DT (h) 45.5 67.4 100.2 43.6 68.4 27.7 99.4 22.1 95.2 531.6 

  

   - 상위 5종의 MVCC의 경우 16✕106 cell/ml에서 20✕106 cell/ml로 분포하며, VP6가 

19.9±1.1(✕106 cell/ml)로 여전히 가장 높음(그림 3.2)

   - 배양 초기 배지첨가물에 의해 B그룹에 있던 VP1과 VP2가 상위 5종에 포함된 것

으로 보아 배지첨가물과 배지의 상호작용이 증가됨

그림 3.2 배양초기 배지첨가물에 의한 상위 5종 배지 선별

4. 구제역 백신 생산 세포주의 배지첨가물 평가

 가. 상업용 배지첨가물 선정 및 특성

◦ 현재 세계적인 배지회사의 상업용 배지첨가물 중, BHK-21 세포주용 첨가물이나, 

바이러스 백신 생산에 사용되어졌던 첨가물(F : Feed) 10 종류를 선택하여, 구제역 

바이러스 백신 생산 세포주인 BHK-21의 배지첨가물 선별 (표 4.1)

◦ F8, F9, F10 만 CD 첨가물
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◦ 모든 첨가물의 경우 기본적으로 AOF와 PF(protein free)로 정제 공정이나 의약품 

안정성에 나타날 문제를 배제시킴

◦ F2, F8, F9의 경우 Growth factor가 포함되어 있음

◦ F9, F10의 경우 Lipid가 강화된 첨가물

◦ Glucose와 glutamine의 경우 배양과정 동안 각각 1 g/L와 1 mM 이상 유지함

◦ Control로써 배지첨가물의 첨가 없이 glucose와 glutamine만 첨가함

표4.1 구제역 백신 세포주의 배지첨가물 선별 및 특성

# Name CD AOF PF§ Growth 
Factor

1 Feed 1(F1) ✕ ○ ○ ✕
2 Feed 2(F2) ✕ ○ ○ ○

3 Feed 3(F3) ✕ ○ ○ ✕
4 Feed 4(F4) ✕ ○ ○ ✕
5 Feed 5(F5) ✕ ○ ○ ✕
6 Feed 6(F6) ✕ ○ ○ ✕
7 Feed 7(F7) ✕ ○ ○ ✕
8 Feed 8(F8) ○ ○ ○ ○

9 Feed 9(F9) ○ ○ ○ ○

10 Feed 10(F10) ○ ○ ○ ✕
§ PF : protein free

 나. 배지첨가물 선별 및 평가 기준 확립

◦ 배지첨가물 선별 실험(그림 4.1)

   - 표준 배지 선별에서 MVCC가 가장 높았던 VP6 배지를 이용하여 실험(그림1.1, 

3.1)

   - BHK-21을 50 ml/250 ml Erl flask에 0.3✕106 cell/ml로 접종

   - Feed stock (50 g/L)을 배양 부피대비 5%(2.5 ml)를 배양 0, 2, 4, 6일 째 첨가

   - 5% CO2 shaking incubator에서 37℃, 100 rpm으로 7일간 키움

   - 매일 세포 농도 및 세포활성도 측정

   - 3 반복하여 평균 및 표준오차 산정 

   - F9, F10, F8 배지가 배양 6일째 MVCC 26.1±3.3, 26.5±2.5, 25.5±4(✕106 cell/ml)

로 가장 높음

   - Control의 경우 glucose와 glutamine의 조절만으로 기존 MVCC 14.9✕106 cell/ml

에서 17.8✕106 cell/ml로 2.9✕106 cell/ml 증가함
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   - Feed 첨가로 인한 MVCC의 경우 상위 5종의 평균이 24.2✕106 cell/ml로 Con에 

비하여 6.4✕106 cell/ml 증가

   - MVCC 상위 5종에서 μ값은 평균 0.03 h-1, DT 평균 21.4시간으로 Control이 각각 

0.038 h-1, 18.1시간인 것에 비해 떨어졌지만, 배양 전반에 안정적인 성장이 가능

그림 4.1 배지첨가물 선별에서 BHK-21 세포주의 성장 및 세포활성도

표 4.1 배지첨가물 첨가에 의한 BHK-21 세포의 
Specific growth rate(μ) 와 doubling time(DT) 

　 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 Con

μ (h-1) 0.037 0.038 0.038 0.033 0.032 0.038 0.031 0.024 0.028 0.041 0.038 

DT (h) 18.5 18.4 18.3 21.0 21.7 18.2 22.6 28.7 24.9 17.0 18.1 

   - Lipid가 강화된 F9와 F10이 배양후반에 안정화를 가져오는 것으로 보아 고농도 

세포 배양시 lipid의 역할이 중요한 것으로 사료됨(그림 4.2)
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그림 4.2 배지첨가물에 의한 상위 5종 배지첨가물 선별

   - F4와 같은 배지첨가물의 첨가에 의하여 control보다 성장이 억제되는 것으로 보

아, 배지와 배지첨가물의 상호작용이 중요하다고 사료됨(그림 4.3)  

그림 4.3 배지첨가물에 의한 하위 5종 배지첨가물과 control
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5. 표준배지의 구축

◦ 상업용 배지의 단독 및 혼합, 첨가물혼합을 통한 다양한 표준배지 구축 및 평가

◦ 표준배지의 다양한 구축을 통하여 상업배지의 단종 및 수급 문제 대비

◦ 표준배지의 배양법, 바이러스 역가 측정법 확립

표 5.1 표준배지 구축 및 구제역 바이러스 접종을 위한 배지교체

그림 5.1 표준배지에 따른 세포 농도 및 세포활성도

◦다양한 표준배지에서 A:B=5:5 혼합배지가 배양 4일차 가장 높은 세포농도인 15.38✕
106 cell/ml 까지 성장
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◦ProBHK-EB(Enhanced batch)의 경우 배양 5일차 최고세포농도에 도달

◦ProBHK-EB를 제외한 나머지 표준배지는 배양 5일 차부터 세포활성도가 90% 이하

로 떨어짐

그림 5.2 표준배지에 따른 Osmolality 변화

◦모든 표준배지의 Osmolality는 280~320 mOsm/kg 사이로 유지됨

그림 5.3 표준배지에 따른 배양 메타볼라이트 분석

◦ProBHK-1는 배양 3일부터 Glucose와 Glutamine 모두 고갈됨
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◦7:3 혼합배지, 5:5 혼합배지는 배양 4일부터 Glucose와 Glutamine 모두 고갈됨

◦ProBHK-EB는 배양 종료까지 Glucose와 Glutamine 고갈이 없음

◦CD-BPM 은 Glucose만 배양 4일차에 고갈되고 Glutamine 고갈 없이 배양 종료

그림 5.4 표준배지에 따른 구제역 바이러스 역가 측정

◦배양 4일차 배지교환 후 구제역 바이러스 역가 평가 

◦ 5:5 혼합배지에서 80✕106 TCID50/ml로 가장 높은 바이러스 생산성을 보이며 7:3 

혼합배지, ProBHK-EB가 그 다음으로 높은 바이러스 생산성을 보임

◦CD-BPM  배지의 경우 교체배지가 ProBHK-1일 때 더 높은 역가를 보임
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6. 유가식배양첨가물선정

 가. 구제역 백신생산 세포주의 첨가 배지인 CB feed1 최적 농도 선별

◦기존 50 g/L CB feed1(pH7.2)에서 발견된 문제점인 용해도를 해결하기 위하여 세포

성장에 최적인 농도를 선별

◦25, 30, 35, 40, 50 g/L로 CB feed1 (pH 7.2)를 만들어 배양 0일에 배양액 부피 대비 

5%를 첨가하여 실험

그림 6.1 Cell Boost의 농도별 세포 성장 및 세포 활성도

◦농도가 35 g/L 이하일 때, 용해되지 않는 물질 없이 모두 녹음

◦배양 4일째 25 g/L CB feed1가 6.6×106 cells/ml로 가장 높지만 영양분 고갈 문제로 

세포활성도가 5일째 가장 많이 떨어짐

◦Fed-batch 배양을 통하여, 25 g/L CB feed1의 문제점이 해결될 것으로 판단되며, 

Osmolality를 낮게 유지하기 위하여 25 g/L CB feed1를 사용
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7. 선정배지에 대한 바이오리액터평가

 가. 표준작업지시서(Standard Operating Procedure)

◦다른 협동기관과의 실험적 변수를 줄이고, 효율적인 기술이전을 위하여 표준작업지

시서를 작성하여 실험 수행

◦세포 농도 및 세포활성도 측정

◦Glucose, Glutamine, Lactate, Ammonium, Osmolality를 측정

 

 나. Simple fed-batch protocol

# 단계  실험방법

1 플라스크 준비 - Erl flask 125 ml 

2 배지 준비
- ProBHK-1 28.5 ml + 1.5 ml CB feed1 (25g/L)

- 37℃ CO2 incubator에서 warming

3 세포 접종

- 0.3×106 cells/ml 

- 3계대 이상, 3~4일 배양세포, 

- 세포농도 > 3×106 cells/ml, 세포활성 > 95%, 접종량< 1.5 ml

4 Glucose 첨가
- 200 g/L stock

- 배양 2, 4일에 glucose stock 0.6 ml 첨가

5 Glutamine 첨가
- 200 mM stock

- 배양 2, 4일에 glutamine stock 0.6 ml 첨가

6 Sampling 매일 세포농도 및 세포 활성도 측정

7 Termination - Viability 80% <
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그림 7.1 Simple fed-batch protocol에 따른 세포 성장 및 메타볼라이트 분석

◦Simple fed-batch 배양의 경우 최대세포농도는 배양 4일에 9.5×106 cells/ml, 세포 

활성도는 95% 이상

◦Glucose와 Glutamine의 고갈은 없음

◦Lactate는 최대 33 mM을 넘지 않고, Ammonium은 최대 11mM을 넘지 않음
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 다. Fed-batch protocol

# 단계  실험방법

1 플라스크 준비 - Erl flask 125 ml 

2 배지 준비
- ProBHK-1 28.5 ml + 1.5 ml CB feed1 (25 g/L)

- 37℃ CO2 incubator에서 warming

3 세포 접종

- 0.3×106 cells/ml 

- 3계대 이상, 3~4일 배양세포, 

- 세포농도 > 3×106 cells/ml, 세포활성 > 95%, 접종량< 1.5 ml

4 CB feed1 첨가
- 25 g/L CB feed1, pH 7.4

- 배양 2, 4일에 CB feed1 1.5 ml 첨가

5 Glucose 첨가
- 200 g/L stock

- 배양 2, 4, 7일에 glucose stock 1 ml 첨가

6 Glutamine 첨가
- 200 mM stock

- 배양 2, 4, 7일에 glutamine stock 1 ml 첨가

7 Sampling 매일 세포농도 및 세포 활성도 측정

8 Termination - Viability 80% <
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그림 7.2 Fed-batch protocol에 따른 세포 성장 및 메타볼라이트 분석

◦Fed-batch 배양의 경우 최대세포농도는 배양 4일에 10.9×106 cells/ml, 세포 활성도

는 95% 이상

◦Glucose의 경우 배양 4일에 고갈되므로 배양 2, 3, 4일에 1 ml 첨가로 변경

◦Glutamine의 고갈은 없음

◦Lactate는 최대 31 mM을 넘지 않고, Ammonium은 최대 12.6 mM을 넘지 않음
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 라. Simple fed-batch와 Fed-batch배양 비교

◦최대세포농도(MVCC), 최대세포농도 도달 배양일, 비성장 속도(μ), 세포 증배시간

(DT, doubling time)을 비교

표7.1 Simple fed-batch와 Fed-batch배양 비교

Simple Fed-batch Fed-batch

MVCC (106 cells/ml) 9.48 10.9

MVCC day 4 4

μ (h-1) 0.022 0.024 

DT (h) 20.7 19.9 

◦비성장속도는 Fed-batch는 0.024로 Simple fed-batch의 0.022보다 조금 더 빠름

◦세포 증배시간은 Fed-batch가 0.8시간 더 빠름

 

 마. 2 L 바이오리액터에서 pH 공정 확립

◦2 L 바이오리액터를 이용하여 배양공정 pH 조절을 확립

◦Fed-batch protocol에 따라 수행

◦50 ml/250 ERK flask를 이용하여 6~12시간 간격으로 pH를 측정

그림 7.3  Shake flask배양의 세포 농도 및 pH profile 분석

 바. Flask pH profile을 바이오리액터 배양에 적용

◦Flask pH profile을 바이오리액터 배양에 적용하여, 기존 방식인 pH7.2로 일정하게 

유지하여 배양하였을 경우와 비교
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그림 7.4 Flask 배양,  Flask pH profile 적용 바이오리액터, Continuous pH 적용 

바이오리액터의 세포 성장 및 세포 활성도 비교

그림 7.5 바이오리액터의 pH control
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◦Flask에서 pH profile을 측정하였을 경우, pH7.4로 시작하여 24시간 후부터 떨어지기 

시작하여 60시간부터 pH6.7에서 pH6.9사이로 유지됨

◦Flask pH profile을 바이오리액터에 적용하여 pH7.4로 시작하여 자연적으로 pH6.8까

지 떨어지도록 배양하고, 그 이후 pH6.8을 유지하도록 1 M carbonate 용액으로 pH 

조절하여 배양

◦Flask 배양과 Continuous pH7.2 의 경우, 배양 4일에 9.5×106 cells/ml까지 자랐으나, 

Flask pH profile은 그보다 24시간이 지연된 5일에 최대세포 농도에 도달함

◦최대세포농도에 도달하는 시간은 24시간 늦었지만, 세포활성도에서는 배양 7일까지 

90% 이상을 유지하여, 세포에 안정성을 가짐

 사. 바이오리액터 배양의 메타볼라이트 분석 비교

◦바이오리액터 배양의 Flask pH profile공정과 Continuous pH7.2공정의 Glucose, 

Glutamine, Lactate, Ammonium, Osmolality를 측정

   

그림 7.6 바이오리액터의 메타볼라이트 분석

◦Flask pH profile공정에서는 배양 마지막까지 Glc, Gln의 고갈은 없었으나, 

Continuous pH7.2공정에서는 배양 2일에 Glc가 고갈 됨

◦Continuous pH7.2공정에서는 Glc 소모가 매우 빠르고, Lac가 배양 3일에 70 mM 이

상으로 과도하게 쌓여 Base가 과량 들어갔으며, Osmolality도 배양 3일 이후, 340 

mOsm/kg 이상이 되어 세포활성도가 배양 5일 이후 급격하게 떨어짐

◦Flask pH profile공정이 Continuous pH7.2공정보다 메타볼라이트 측면에서는 안정적

으로 이루어짐
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◦바이오리액터 배양에서는 초기 세포 농도를 0.3×106 cells/ml에서 0.4×106 cells/ml 

또는 그 이상으로 높여 키워 lag phase 지연을 줄이고, pH를 하한선을 6.8에서 6.9

로 유지하여 Osmolality를 낮게 유지하도록 공정조건을 변경하여 실험수행

 아. 배지 첨가물의 첨가 공정 최소화 시험

◦바이오리액터공정에서 오염을 최소화하기 위하여 배양초기에 첨가물인 Glucose, 

Glutamine, CB feed1를 한꺼번에 넣고 배양 비교

◦Shake flask를 이용하여 배양 초기에 Glucose, Glutamine, CB feed1의 양을 달리하여 

한 번에 첨가하여 배양

◦배양 중간에 첨가물은 들어가지 않음

표 7.2 초기 첨가물 첨가량

첨가량 (ml)

Glc-Gln-CB 

feed1
ProBHK-1

Glucose

(200 g/L)

Glucose

(200 mM)

CB feed1

(25 g/L, pH7.2)

5-5-5 27 0.75 0.75 1.5

5-5-10 25.5 0.75 0.75 3

5-5-15 24 0.75 0.75 4.5

5-5-20 22.5 0.75 0.75 6

10-10-5 25.5 1.5 1.5 1.5

20-20-5 22.5 3 3 1.5

그림 7.7 초기 첨가물의 첨가량 선별
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◦배양 초기에 첨가물을 한꺼번에 첨가하였을 경우, lag phase가 길어졌으나 5-5-15 

배양에서 배양 4일에 11.5×106 cells/ml의 최고세포농도에 도달하여 기존 Fed-batch 

배양 보다 0.7×106 cells/ml 더 높게 자람

◦Glucose, Glutamine, Lactate, Ammonium, Osmolality를 측정하여 비교함

  

그림 7.8 5-5-5 배양                  그림 7.9 5-5-10 배양

◦5-5-5 배양과 5-5-10 배양은 배양 종료일까지 Glc의 고갈은 없으나, Gln의 경우 배

양 4일부터 고갈됨

◦Osmolality는 340 mOsm/kg 이하로 유지됨

  

           그림 7.10 5-5-15 배양                  그림 7.11 5-5-20 배양
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◦5-5-15 배양은 배양 종료일까지 Glc의 고갈은 없으나, Gln은 4일째부터 고갈됨

◦5-5-10 배양은 배양 종료일까지 Glc와 Gln의 고갈이 없음

◦Osmolality는 340 mOsm/kg 이하로 유지됨

 

          그림 7.12 10-10-5 배양                  그림 7.13 20-20-5 배양

◦10-10-5 배양과 20-20-5 배양은 Glucose농도와 Glutamine 농도가 과도하게 들어가 

배양 마지막까지 고갈되지 않음

◦배양 0일에 Osmolality가 340 mOsm/kg으로 높게 시작되어 계속 증가하여 세포 증식

에 악영향을 미침

자. CD-BPM  표준배지의 바이오리액터 배양 공정 확립

◦CD-BPM 표준배지를 이용한 1 L 바이오리액터 배양 공정 확립

◦CD-BPM 표준배지를 이용한 50 L 바이오리액터 배양 공정 확립 및 구제역 바이러

스 생산성 평가

◦계면활성제인 Pluronic F-68의 Shear stress에 대한 효과 평가
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그림 7.13 CD-BPM 표준 배지의 flask 배양과 1 L 바이오리액터 배양

◦Flask 배양에서는 CD-BPM 표준배지에 Pluronic F-68(PF)이 없어도 배양 4일 차에 

10.5×106 cells/ml로 자람

◦1 L 바이오리액터에서 PF가 없으면 접종 농도에 상관없이 배양 4일차에 3×106 

cells/ml 이하로 성장이 억제되며 세포응집이 발생함
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그림 7.14 Pluronic F-68 첨가에 따른 1 L 바이오리액터 비교

◦CD-BPM 표준배지에 Pluronic F-68을 1 g/L로 첨가하였을 경우 바이오리액터 배양 

시 배양 3일차에 10.4×106 cells/ml 세포 성장

◦Pluronic F-68 첨가를 통하여 Lag phase를 단축시켜 최고세포농도에 이르는 시간을 

단축가능하며 세포활성도도 90% 이상으로 안정됨

그림 7.15 Pluronic F-68 첨가에 따른 1 L 바이오리액터 배양 메타볼라이트 분석
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그림 7.16 CD-BPM 표준배지를 이용한 50 L 바이오리액터 배양(1차)

그림 7.16 CD-BPM 표준배지를 이용한 50 L 바이오리액터 배양(2차)

◦CD-BPM 표준배지로 50 L 바이오리액터 배양 후 배양 3일차에 모든 세포를 회수하

고 검역본부 이송하여 구제역 바이러스 생산성 평가 수행

◦배양 0일에 세포 접종 후 50 L 바이오리액터에서 무균적 샘플링을 통하여 얻은 배

양액을 Shake flask에 키워 비교
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◦50 L 바이오리액터의 1차 배양은 배양 3일차 8.3×106 cells/ml 1차 배양은 배양 3일

차 10.8×106 cells/ml 세포농도까지 성장

◦2차 배양에서 초기 Glucose와 Glutamine의 양이 각각 0.7 g/L와 0.9 mM이 적었으며, 

배양 2일차 Lactate 축적양이 1차 31 mM에서 2차 26 mM로 줄어듬

◦배양 3일차 세포 농도 차이가 나는 이유로 Lactate 축적양의 적어 세포성장 억제가 

약한 것으로 사료됨

8. 생명연 특허세포주와 검역본부 특허세포주 비교(특허출원기술)

 가. 세포 성장 비교

◦생명연의 구제역 백신생산 세포주인 KCTC12945BP와 검역본부 구제역 백신생산 세

포주인 BHK-QV34, BHK-QVS42의 세포 성장 및 세포활성도를 Shake flask에서 비교

함

◦세 세포주 모두 현탁 배양으로 자라는 세포이며, KCTC12945BP와 BHK-QVS42는 무

혈청 배지, BHK-QV34는 혈청 배지에서 적응하여 자람

그림 8.1 특허세포주의 세포성장 비교

◦KCTC12945BP 세포주의 경우 배양 4일째 6.5×106 cells/ml 까지 성장하며, 세포활성

도 95% 이상 유지됨

◦BHK-QV34와 BHK-QVS42는 배양 4일에 각각 2.1×106 cells/ml (88%), 2.3×106 
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cells/ml(83%)로 생명연 세포주의 삼분의 일 수준으로 성장

 나. 현탁도 비교

◦배양 3일과 4일에 현탁도를 측정

◦현탁도는 전체 세포에서 3개 이상 뭉친 세포의 비율을 뺀 값임

그림 8.2 특허세포주의 현탁도 비교

◦KCTC12945BP는 4일까지 80% 이상의 현탁도를 가지며, BHK-QV34와 BHK-QVS42는 

배양 4일에 70% 정도의 현탁도를 보임

◦육안으로 flask를 보았을 때, KCTC12945BP는 세포 뭉침 현상이 보이지 않지만, 

BHK-QV34와 BHK-QVS42는 육안으로 확인될 정도로 뭉침 현상이 나타남

◦세포 뭉침 현상은 세포수 측정도 쉽지 않고, 뭉쳐진 세포 안쪽에 존재하는 세포가 

영양분과 산소를 받아들이지 못해 세포농도가 높게 자랄 수 없고 세포활성도도 빠

르게 떨어져 백신 생산에 불리함

 다. 세포막 단백질 비교

◦세포 부착에 알려져 있는 세포막 단백질인 Fibronectin, Collagen I, Collagen IV, 

Laminin I, Fibrinogen의 발현양을 비교함

◦부착세포인 WT BHK-21 세포와 특허 세포주를 비교

◦BSA는 negative control로 사용됨



- 47 -

그림 8.3 특허세포주의 세포막 부착단백질 비교

◦부착세포에 비해 현탁세포의 경우 모든 부착 단백질이 50~80% 감소를 보임

◦특허세포주의 비교에서는 무혈청 배지에 적응된 KCTC12945BP와 BHK-QVS42에서 

혈청 배지에 적응된 BHK-QV34보다 부착단백질의 발현이 줄어든 현상을 보임

 라. 구제역 바이러스 생산성 비교

◦배양 4일째 모든 세포를 회수하여, 구제역 바이러스 역가를 측정

◦각각 키우던 배지를 교체 배지로 사용하여 실험 수행 

그림 8.4 특허세포주의 바이러스 역가 비교

◦구제역 바이러스 역가는 KCTC12945BP에서 8.5×107 TCID50/ml로 BHK-QV34와 

BHK-QVS42보다 약 8배 높은 역가를 나타내어 KCTC12945BP 세포주가 백신생산에 

유리함을 보임
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9. 기본배지 개발 

 가. DWP를 이용한 BD 프로토타입 배지 선별

◦13종의 CD (chemically defined)와 14종의 AF (animal component free)배지를 DWP 

(Deep-well plate)를 사용하여 1차적으로 배지 선별

◦24 well의 DWP를 사용하여, 각 well당 배지 4 ml을 넣고 300 rpm으로 현탁배양

◦배양 0, 4, 7, 10일에 세포농도 측정

◦배양 4, 7일에 4 mM glutamine과 2 g/L glucose를 첨가

◦배지 선별 기준은 배양 4일째 10×106 cells/ml 이상, 세포활성도 90% 이상을 목표

로 설정

그림 9.1 DWP를 이용한 프로토타입 배지 선별

◦CD 배지 선별

  - 배양 4일에서 세포농도가 높은 CD30, 35, 42와 배양 7일에서 세포농도가 가장 높

은 CD25를 선별하여 scale-up 시험

◦AF 배지 선별

  - 프로토타입 배지에서 배양 7일에서 세포농도가 가장 높은 AF20, 32를 선별하여 

scale-up 시험

  - 기존 다른 백신생산 세포주에서 개발되었던 BDAF 배지 중, 배양 4일에 세포농도

가 가장 높은 BDAF6_v3를 선정하여 scale-up 시험

◦기본배지인 ProBHK-1과 비교하였을 경우, 배양 4일 세포농도가 더 높은 배지는 없

음
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 나. Shake flask를 이용한 BD 프로토타입 배지 선별

◦DWP에서 선별된 4종의 CD 배지(25, 30, 35, 42)와 3종의 AF 배지(32, 20, AF6-v3)를 

Shake flask를 이용하여 선별

◦배양 7일까지 매일 세포농도 측정

◦매일 metabolite를 측정하여 glucose는 1 g/L 이상, glutamine은 1 mM 이상 유지

그림 9.2 Shake flask를 이용한 프로토타입 배지 선별(세포 농도)

그림 9.3 Shake flask를 이용한 프로토타입 배지 선별(세포 활성도)

◦프로토타입 배지 선별에서 기본배지인 ProBHK-1과 비교하였을 경우, 배양 4일째 세

포농도가 낮아 배지의 성분 강화를 통한 세포 성장을 높일 필요가 있음

◦배지의 성분강화를 위한 프로토타입 배지에서 CD 1종과 AF 1종을 선별

◦Shake flask를 통한 scale-up 시험에서는 CD배지는 배양 4일째 세포농도가 가장 높

은 CD35를 선별하였고, AF배지에서는 배양 4일과 최고세포농도를 종합적으로 판단

하여 AF20을 선별함

◦DWP의 특성상 shake flask의 세포성장 패턴은 완전히 일치 하지는 않음으로 단순히 
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스크리닝용으로 사용가능

◦선별된 프로토타입 배지의 성분강화를 진행하기 전, 구제역 바이러스의 생산성 평가

를 통하여 배지 성분에서 바이러스 감염에 방해되는 인자 여부를 판단

 다. BD 프로토타입 배지의 구제역 바이러스 역가 측정

◦3종의 AF 배지와 7종의 CD 배지를 구제역 역가 실험에 수행

◦Shake flask를 이용하여 세포성장의 재현성을 확인 후, 구제역 바이러스의 역가 측

정 실험을 수행

표 9.1 프로토타입 배지의 특성

Media　 pH
Osmolality

 (mOsm/kg)

Glutamine

 (mM)

Glucose

 (g/L)

AFL 20 6.9 323 5.01 5.56

AFL 32 6.9 324 5.07 5.78

AFL 100 7.5 310 7.24 5

CDL 13 7 317 4.96 5.7

CDL 25 6.9 317 4.61 6.03

CDL 29 7 321 5.06 5.9

CDL 35 7.6 315 4.96 6.2

CDL 42 6.9 319 4.94 6.17

CDL 43 7.6 324 4.96 5.56

CDL 44 7.6 315 4.89 7.38

◦바이러스 역가 실험에 사용된 배지의 pH, osmolality, glutamine, glucose를 측정하였

을 경우, CD35, CD43, CD44의 경우 pH가 7.6으로 높았으며, AF의 경우 glutamine가 

7.2 mM로 가장 많이 첨가되어 있음 

그림 9.4 바이러스 역가 측정을 위한 Shake flask 시험(세포 농도)

◦세포 성장패턴은 AF배지 20과 32에서 기본배지인 ProBHK-1 보다 배양 4일째 세포 

농도가 1.4×106 cells/ml 더 높게 자라고, 그 이후 배양 6일까지 11×106 cells/ml이상
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으로 성장함

◦CD배지의 경우, CD35 보다 CD42와 CD44에서 배양 4일째 세포 농도가 약 1×106 

cells/ml 더 높음

◦CD 44는 배양 7일째 10.5×106 cells/ml까지 성장하며, 기존 CD배지보다 월등한 세포 

성장 능력을 지님

그림 9.5 프로토타입 배지의 바이러스 역가 측정

◦배양 4일째 세포농도를 3×106 cells/ml로 일정하게 맞춘 후, 구제역 바이러스 역가 

측정

◦교체배지를 배양했던 배지로 교체하였을 경우와 기본 배지인 ProBHK-1으로 교체하

였을 경우를 비교

◦백신 생산 공정에서 교체배지는 세포를 배양했던 배지로 교체하는 것을 기본 목표

로 함

◦AF 배지의 경우 배지 성분에 바이러스 감염을 방해하는 성분은 없는 것으로 판별되

어 AF20을 배지 성분 강화에 사용함

◦CD배지에서 세포 성장이 좋았던 CD42와 CD44에서 바이러스 역가가 다른 CD 배지

보다 50% 이상 역가가 줄어들어 배지 성분에 감염 억제 인자가 존재하는 것으로 

사료됨

◦다른 CD 배지에서는 특별히 바이러스 감염에 영향을 주는 인자가 없는 것으로 판단

되어 CD35를 배지 성분 강화에 사용함 
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표 9.2 프로토타입 배지의 바이러스 역가 순위

10. 혼합배지평가 

 가. AF20 프로토타입 배지의 성분 강화

◦AF20 배지에 CD 첨가물과 펩톤 첨가물을 사용하여 배지성분을 강화

◦영양요구성 분석을 통하여 배양과정 중 고갈된 배지 성분(SM, spent media)을 첨가

하여 배지 성분을 강화

그림 10.1 AF20 배지의 성분강화를 통한 배지 선별(세포 농도)

Brand Name
MVCC 

(106 cells/ml)(day)

Virus titer

/BD

Virus titer

/ProBHK
AFL 20 11.21 (d6) 4.82 (8) 5.13 (10)
AFL 32 11.64 (d6) 5.07 (7) 5.44 (8)
AFL 100 3.54 (d4) 5.63 (1) 5.75 (5)
CDL 13 6.19 (d7) 5.44 (3) 5.69 (6)
CDL 25 7.77 (d8) 5.19 (5) 5.19 (9)
CDL 29 6.43 (d8) 5.26 (4) 5.69 (6)
CDL 35 5.15 (d6) 5.63 (1) 5.81 (4)
CDL 42 4.85 (d4) 2.82 (9) 6.00 (2)
CDL 43 6.37 (d7) 5.19 (5) 5.88 (3)
CDL 44 10.52 (d7) 1.19 (10) 6.44 (1)
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그림 10.2 AF20 배지의 성분강화를 통한 배지 선별(세포 활성도)

◦AF 배지에 각종 첨가물을 통한 배지 성분을 강화하였을 경우, ProBHK-1 배지보다 

세포 성장이 월등이 높아짐

◦대부분의 배지에서 배양 4일째 선별 기준인 10×106 cells/ml 이상을 넘었고, 세포활

성도도 90% 이상을 유지함

◦AF 20 control에서 기존 BD의 shake flask배양 보다 더 높은 세포 성장을 보였으며, 

CD Supp1, peptone blend 2, 3, 4, 5를 첨가하였을 경우, 배양 5일째 16×106 

cells/ml 이상 성장하였음 

◦CD supp2를 첨가하였을 경우, 세포 성장이 반으로 줄어드는 것으로 보아, 특정 배

지 성분은 세포성장에 악영향을 줌

 나. 선별된 CD 프로토타입 배지의 성분 강화

◦CD 35 배지에 CD 첨가물을 사용하여 배지성분을 강화

◦영양요구성 분석을 통하여 배양과정 중 고갈된 배지 성분(SM, spent media)을 첨가

하여 배지 성분을 강화

◦CD 배지 외, DOE를 위한 배지 blend를 사용하여 세포 성장을 시험함
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그림 10.3 CD 배지의 성분강화를 통한 배지 선별(세포 농도)

그림 10.4 CD 배지의 성분강화를 통한 배지 선별(세포 활성도)

◦대부분의 CD배지에서, 배지 선별기준인 배양 4일째 10×106 cells/ml에 반정도 밖에 

자라지 못함

◦CD35 control에 비교하여, 배지 성분을 강화하였을 때 배양 4일째 5×106 cells/ml 이
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상 성장하여 성분강화 효과를 봄

  : CD35+Group 10-conc1, CD35+Group 10-conc2 제외

◦AB CD44v2는 배양 4일째 7.8×106 cells/ml로 CD 배지 중 가장 높은 세포성장을 보

임

◦8종의 CD 배지와 8종의 AF 배지로 구제역 바이러스 역가 측정 후, 최종 선별된 배

지로 배지 성분 강화를 수행하여 배지 선별 목표 기준으로 보강

  : DOE1, DOE6, DOE12, CD35v3+SM Supp-conc2, CD35v4+Group 10-conc2, 

CD35+Group 10-conc2, AB CD44v2, CD35 control

  : AF20_CD Supp1, AF20_Peptone Blend 2, 3, 4 and 5, AF20_SM Supp, AF20_Dev 

CD Supp2, AF20 control 

 다. 성분 강화된 배지의 재현성 평가

◦8종의 AF 배지를 shake flask에 키워 재현성 확인

◦8종의 CD 배지를 shake flask에 키워 재현성 확인

표 10.1 선별된 성분강화배지의 명명 및 특성 분석
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그림 10.5 바이러스 역가 측정을 위한 선별된 AF배지의 Shake flask 시험(세포 농도)

그림 10.6 바이러스 역가 측정을 위한 선별된 AF배지의 Shake flask 시험(세포 활성도)
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◦AF20_Dev CD supp2를 제외한 나머지 모든 AF 배지에서 배양 4일째 10×106 

cells/ml 이상 성장하였고, 세포활성도 또한 95% 이상으로 유지됨

◦세포 성장에 유리한 배지 순위(우선순위 Day4 > Day5)

   - AF20_Peptone Blend 5 > AF20_CD Supp1 > AF20_Peptone Blend 2

◦배양 4일차 세포 농도

- AF20_Peptone Blend 5 : 12.36x 106cells/ml

- AF20_CD Supp1 : 11.22 x 106cells/ml

- AF20_Peptone Blend 2 : 10.32x 106cells/ml

그림 10.7 바이러스 역가 측정을 위한 선별된 CD배지의 Shake flask 시험(세포 농도)
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그림 10.8 바이러스 역가 측정을 위한 선별된 CD배지의 Shake flask 시험(세포 활성도)

 ◦CD배지는 배양 4일째 5×106 cells/ml 수준까지 자라지 못했고, DOE1, DOE6, 

DOE12 배지에서 배양 4일째 세포활성도가 90% 아래로 내려감

 ◦CD배지의 경우 배지 성분의 강화 및 배지 첨가물 개발을 통하여 최고세포 농도를 

목표 수준(10×106 cells/ml)으로 높일 필요성이 있음

 ◦세포 성장에 유리한 배지 순위(우선순위 Day4 > Day5)

  - CD35v3+SM Supp conc2 > CD35v4+Group10 con2 > DOE1 > CD35+Group10 conc2

 ◦배양 4일차 세포 농도

- CD35v3+SM Supp conc2 : 7.09 x 106cells/ml

- CD35v4+Group10 con2 : 5.37 x 106cells/ml

- DOE1 : 4.76 x 106cells/ml

- CD35+Group10 conc2 : 4.15x 106cells/ml
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 라. 성분 강화된 배지의 구제역 바이러스 역가 측정을 통한 배지 선별

◦배양 4일에 검역본부에 세포 전달하여 구제역 바이러스 역가 측정 진행

◦배양 4일 째, 전체 세포를 원심분리를 통하여 세포를 회수하고, 새로운 배지로 교환

하여 접종

◦교환배지는 세포를 키우던 기본배양배지와 같은 종류로 같은 양을 교환

 

표 10.2 구제역 바이러스 역가 측정을 위한 배지교환

표 10.3 구제역 바이러스 접종 시, 세포 농도 및 세포활성도 
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그림 10.9 성분강화배지의 구제역 바이러스 역가 평가

◦CD35v3+SM Supp conc2를 제외한 대부분의 CD계열 배지에서 AF 배지 보다 우수한 

바이러스 역가를 보임

◦CD 배지의 경우, DOE계열 배지 3종이 세포농도가 낮음에도 불구하고 ProBHK-1 배

지보다 높거나 유사한 바이러스 역가를 보임

◦AF 배지의 경우, 최고 세포 농도가 10×106 cells/ml 이상으로 성장함에도 불구하고 

저조한 바이러스 생산성을 나타내어 바이러스 감역 억제자 또는 바이러스 복제 억

제자가 배지에 존재하는 것으로 판단됨

◦Osmolality 문제

  - 성분강화된 AF와 CD배지 대부분의 Osmolality가 Cell Boot5를 포함하고 있는 

ProBHK-1 배지보다 약 20~40 mOsm/kg이상 높음

  -  ProBHK-1(CB feed1) 배지의 경우 약 292.5 ± 2.7 mOsm/kg로 340 mOsm/kg 이

상일 때 세포성장저해가 됨

  - AF 배지와 CD 배지의 경우 313 ~ 332 mOsm/kg의 Osmolality범위를 가짐

◦구제역 백신 생산에 유리한 배지 순위

  - CD : DOE1 > DOE6 > DOE12 > CD35v4 + Group10 conc2 > CD35 Ctrl

  - AF : AF20_Peptone Blend 3
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11. 배지첨가물 개발

 가. 배지첨가물 선별

◦배지첨가물도 모든 성분을 알 수 있는 CD 계열 배지첨가물로 개발

◦CD 계열의 배지첨가물 20 종을 DWP(Deep-well plate)로 1차 선별(DWP study1)

◦1차 선별된 배지첨가물을 DWP를 이용하여 농도 선별(DWP study2)

◦Study1, 2를 통해 선별된 배지첨가물과 첨가물의 농도를 Shake flask에서 스케일업

하여 첨가전략 선별(Shake study1, 2)

◦배지첨가물 선별(DWP study1)

  - 단일 농도의 배지첨가물을 배양 2, 4일째 배양 부피대비 10% 첨가

  - 7 종의 배지첨가물 선정

그림 11.1 DWP를 이용한 배지첨가물 20종의 세포 농도(DWP study1) 

그림 11.2 DWP를 이용한 배지첨가물 20종의 세포 활성도(DWP study1)   
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◦배양 4일차 세포농도를 1순위로 하고, 배양 7일차 세포 농도를 2순위로 하여 배지 

첨가물 7종을 선별

◦Feed 4, 5, 6, 7, 8, 16, 20을 선정하여 배지첨가물의 농도 선별 수행

◦배지첨가물의 농도 선별(DWP study2)

  - 배지첨가물의 3 가지 농도를 배양 2, 4일째 배양 부피대비 10% 첨가

  - 선별된 배지첨가물 각각의 제조 농도를 선정

  - Feed 16의 경우 배지첨가물의 성분을 변형하여 Feed 16b, c, d를 제조하여 농도

평가 

  - Feed 16을 농도별로 배양 0일에만 첨가하여 세포 성장 평가

그림 11.3 배지첨가물의 제조 농도별 세포 농도(DWP study2)

그림 11.4 배지첨가물의 제조 농도별 세포 활성도(DWP study2)
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◦Feed 5, 6, 16, 20은 conc1에서 배양 4일차에 가장 높은 세포성장을 보임

◦Feed 4, 7, 8은 conc2에서 가장 높은 세포 성장을 보임

◦Feed 16의 변형인 b, c, d에서 세포성장의 이득보다는 오히려 성장저해를 받음

◦Feed 16을 배양 0일 차에만 첨가하여도 conc1에서 배양 4일차에 세포농도가 9×106 

cells/ml 이상으로 성장하는 것으로 보아 배지첨가물의 첨가전략을 통한 고농도 세

포배양이 가능한 것으로 사료됨

◦모든 조건에서 배양 4일차 세포활성도는 90% 이상으로 유지됨

◦배지첨가물의 첨가 전략 선정(Shake study1)

  - Shake flask로 스케일업하여 Feed 평가

  - Feed 5, 6, 7, 8, 16, 20의 6종에 대하여 평가

  - 배지첨가물을 배양 0일, 배양 0, 2일, 배양 0, 2, 4일, 배양 2일, 배양 2, 4일차에 

배양 부피대비 10% 첨가하는 전략으로 세포 성장성 평가

 

그림 11.5 배지첨가물(Feed 5, 6, 7)의 첨가 전략 선정을 위한 

세포 농도 평가 (Shake study1)



- 64 - 

그림 11.6 배지첨가물(Feed 5, 6, 7)의 첨가 전략 선정을 위한 

세포활성도 평가 (Shake study1)

그림 11.7 배지첨가물(Feed 8, 16, 20)의 첨가 전략 선정을 위한 

세포 농도 평가 (Shake study1)

그림 11.8 배지첨가물(Feed 8, 16, 20)의 첨가 전략 선정을 위한 

세포 활성도 평가 (Shake study1)
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◦배지첨가물의 첨가 전략 선정(Shake study2)

  - Shake flask로 스케일업하여 Feed 평가

  - Feed 5, 6, 8, 16, 16-2, 20의 6종에 대하여 평가

  - 배지첨가물을 배양 0일, 배양 2일, 배양 1, 2, 3일, 배양 1, 3일, 배양 2, 3일차에 

배양 부피대비 10% 첨가하는 전략으로 세포 성장성 평가

그림 11.9 배지첨가물(Feed 5, 6, 16-2)의 첨가 전략 선정을 위한 

세포 농도 평가 (Shake study2)

그림 11.10 배지첨가물(Feed 5, 6, 16-2)의 첨가 전략 선정을 위한 

세포 활성도 평가 (Shake study2)
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그림 11.11 배지첨가물(Feed 8, 16, 20)의 첨가 전략 선정을 위한 

세포 농도 평가 (Shake study2)

그림 11.12 배지첨가물(Feed 8, 16, 20)의 첨가 전략 선정을 위한 

세포 활성도 평가 (Shake study2)

◦DWP에서 Shake flask로 스케일업 후, 세포배양 4일째 세포 응집현상을 보임

◦DWP의 경우 Shake flask 배양보다 높은 RPM으로 배양을 하기 때문에 세포의 응집

현상을 극복하는 방법으로 배양 교반을 높을 필요성이 있을 것으로 사료됨

◦CD계열 배지첨가물로 첨가전략을 다양한 방식으로 시도하였으나 기본배지를 사용한 

Batch 배양보다 세포성장성이 높아진 Fed-batch 배양법은 없음

◦CB feed1와 같은 상업용 배지첨가물에는 성장 인자가 포함되어 있기 때문에 세포 

성장성이 좋으며, 성장인자가 불포함된 CD계열 배지첨가물로는 세포성장을 높이는

데는 한계가 있음

◦선정된 6개의 배지첨가물을 가지고 생명연에서 재연성 시험 수행
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◦기본배지에 배지첨가물을 10% 첨가하여 Metabolites 분석을 통하여 특성 규명

표 11.1 배지첨가물이 첨가된 기본배지의 특성 분석

◦ DOE1 기본배지에 비하여 Feed를 첨가하였을 때, Feed20을 제외한 나머지에서

Osmolality가 낮아짐

◦ Glucose는 ProBHK-1(CB feed1)은 약 20 mM이고 Feed가 첨가된 DOE1의 경우 평

균 40 mM로 Glucose함량이 높음

◦ Glutamine은 ProBHK-1(CB feed1) 약 8.2 mM로 DOE1 기본배지의 Glutamine을 함

량을 더 높게 넣을 필요성이 있음
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◦배지첨가물을 배양 0, 2일과 배양 1, 3일에 배양 부피대비 10% 첨가하는 전략으로 

배양 4, 5일차 세포 성장성을 비교 평가수행

그림 11.13 배지첨가물의 첨가전략에 따른 세포성장성 비교

◦배지첨가물의 첨가를 배양 1, 3일차에 첨가하는 것이 배양 0, 2일차에 첨가하는 것

보다 세포 농도가 더 높음

◦Feed 20의 경우 재연성 실험에서 세포성장이 억제되어 재연성이 떨어짐

◦Feed 16만 두가지 첨가 전략 모두에서 배양 4일차에 6×106 cells/ml 이상 성장함
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◦배양 1, 3일차에 배지첨가물을 첨가 배양하여 구제역 바이러스 역가평가 수행

◦배양 4일 차에 모든 세포를 회수하여 DOE1 기본배지로 배지교체 후 구제역 바이러

스 접종

그림 11.14 배지첨가물의 첨가(배양1, 3)를 통한 구제역 바이러스 생산성 상대 평가 

◦구제역 바이러스 역가 평가는 ProBHK-1배양을 통한 바이러스 역가측정결과를 바탕

으로 상대 평가

◦Feed 16이 가장 높은 세포성장성을 보였으나, Feed 6를 첨가한 배양에서 구제역 바

이러스 생산성이 가장 높게 나옴

◦ProBHK-1 배지에 비하여 Feed 6에서 약 4.6 배 이상 바이러스 생산성이 높음
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그림 11.15 Feed 6와 16을 이용한 세포배양의 구제역 바이러스 역가 반복평가  

◦세포 성장이 가장 좋은 Feed 16과 바이러스 생산성이 가장 좋은 Feed 6을 선별하여 

바이러스 역가를 재평가 수행

◦Feed 6에서 Feed 16보다 약 5.6배 이상의 구제역 바이러스 생산성을 보임

그림 11.16 Feed 6와 8을 이용한 세포배양의 구제역 바이러스 역가 반복평가  
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◦배양 4일차 세포성장과 바이러스 역가 평가에서 2번째로 결과가 좋았던 Feed8과 바

이러스 생산성이 가장 좋은 Feed 6을 선별하여 바이러스 역가를 재평가 수행

◦전체 세포와 접종시 세포농도를 4×106 cells/ml로 통제하여 구제역 바이러스 생산성

을 평가

◦전체 세포수로 바이러스 생산성을 비교하였을 경우, Feed 6가 Feed 8보다 높은 생

산성을 보임

◦세포수를 동일하게 통제하여 배지 자체만 비교하였을 경우에도 Feed 6가 Feed 8보

다 높은 생산성을 보임

◦실제 공정에서는 세포 농도의 제한 없이 전체 세포에 바이러스를 접종할 것임

표 11.2 첨가 전략에 따른 최고세포농도 및 구제역 바이러스 역가 상대 평가 요약

◦배지첨가물의 첨가전략은 배양 1, 3일 차에 첨가하는 것이 배양 0, 2일 차에 첨하는 

것보다 유리함

◦구제역 바이러스 역가 측정으로 통한 배지첨가물 선별은 Feed 6가 가장 우수함
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◦대량배양의 공정을 단순화하기 위하여 배양 0일에 모든 첨가물을 첨가하여 세포성

장성을 향상시키는 공정 선별

◦배지첨가물(Feed 6, 8), Glucose, Glutamine을 농도별로 첨가하여 최적 공정 선별

표 11.3 Enhanced batch 배양을 위한 첨가물 농도 선별



- 73 - 

그림 11.17 Enhanced batch 배양을 위한 첨가물 농도에 따른 세포 성장 평가

◦배양 초기 Glucose와 Glutamine의 추가 첨가는 세포성장을 유의미하게 높이지 못함

◦배양 0일에만 Feed 6를 첨가하는 것으로 배양 4일차 최고세포농도를 높이는데 유리

함 

12. 200 L 바이오리액터를 이용한 구제역 바이러스 생산 세포의 대량 배양법 구축

◦DOE1 기본배지와 Feed6 배지첨가물을 이용하여 200 L 바이오리액터에서 배양 수행

◦정책활용을 위한 대량배양 작업절차서에 따라 배양 수행

◦배양 0일에 Feed 6를 배양액 대비 10% 첨가하여 배양 공정을 단순화 함

◦배양 0일에 세포 접종 후 200 L 배양기에서 무균적 샘플링을 통하여 얻은 배양액을 

Shake flask에 키워 비교

◦2개의 Shake flask중 하나는 200 L 배양과 같은 조건으로 배양 수행하고 나머지 

flask에서는 배양 2일차에 Feed 6와 4 mM glutamine을 추가로 첨가하여 비교

◦세포활성도 80% 이하까지 배양하며 매일 샘플링하여 세포농도, 세포활성도, 

Metabolites를 분석

◦기본 배양 조건 

  - 세포접종 : 0.5×106 cells/ml

  - Temp 37℃, Stirr 30 rpm, Air flow 10 lpm, pH 7.2 ± 0.2, DO 50%
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표12.1 200 L 배양과 flask 배양 비교

그림 12.1 200 L 배양과 flask 배양의 세포 농도와 세포활성도 

◦배양 3일차 200 L 배양은 8.8×106 cells/ml, Flask1은 9.9×106 cells/ml, Flask2는 

11.84×106 cells/ml로 배양 2일차에 첨가물을 추가한 배양에서 세포농도가 가장 높

게 성장

◦모든 배양에서 배양 4일차 세포 응집이 생겼으며 배양 5일차 이후 세포활성도가 

90% 이하로 떨어짐

◦배양 0일차 Feed 6의 첨가만으로 8.8×106 cells/ml이상 성장하였고 공정 개발 및 

Fed-batch 배양을 통해 최고세포농도를 더 높일수 있을 것으로 사료됨

◦배양 4일차 세포 응집을 해결하기 위하여 배양 현탁속도를 더 높이거나 배지혼합 

및 세포응집을 야기할 수 있는 영양소 소모를 분석하여 첨가함으로써 세포응집해결

이 필요함
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◦대량 배양을 반복실험하여 구제역 바이러스 생산평가 수행

그림 12.2 200 L 배양과 flask 배양의 메타볼라이트 분석

◦Glucose의 농도는 Flask 배양에서는 배양 종료까지 고갈이 없으나 200 L 대량배양에

서 Glucose의 농도가 배양 4일 차 이후 고갈됨

◦200 L 대량배양에서 Glucose의 고갈이 심화됨에 따라 Lactate가 배양 4일차에 40 

mM까지 축적됨

◦200 L 대량배양과 Flask 배양 모두 Glutamine의 고갈은 없었으며 Ammonium 농도도 

10 mM 이하로 유지됨

◦DOE1 기본배지와 Feed6 배지첨가물을 이용하여 200 L 바이오리액터에서 배양 수행

하여 배양 3일차 검역본부로 세포를 이송하여 구제역 바이러스 역가 측정

◦Flask2에서 배양 2일차에 5% Feed 6, 4 mM Glutamine, 4 g/L Glucose를 추가로 첨

가 

◦기본 배양 조건 

  - 세포접종 : 0.5×106 cells/ml

  - Temp 37℃, Stirr 30 rpm, Air flow 10 lpm, pH 7.2 ± 0.2, DO 50%
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표 12.2 200 L 배양과 flask 배양 비교

그림 12.3 200 L 배양과 flask 배양의 세포 농도와 세포활성도 

◦배양 3일차 200 L 배양은 7.5×106 cells/ml, Flask1은 7.0×106 cells/ml, Flask2는 

6.0×106 cells/ml로 200 L 대량 배양에서 세포농도가 가장 높게 성장

◦Flask 배양에서 배양 4일차 세포 응집이 생겼으며 배양 5일차 이후 세포활성도가 

90% 이하로 떨어짐

◦배양 3일차 모든 세포를 회수하여 검역본부로 세포를 이송 후 구제역 바이러스 역

가 측정
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그림 12.4 200 L 배양과 flask 배양의 메타볼라이트 분석

◦Glucose의 농도는 Flask 배양에서는 배양 종료까지 고갈이 없고 200 L 대량배양에서 

Glucose의 농도는 배양 3일까지 고갈이 없음

◦Flask 배양에서 Lactate는 배양 3일까지 약 25 mM까지 축적되었다가 그 이후 소모

되어 배지 내 축적양이 감소

◦200 L 대량배양과 Flask 배양 모두 Glutamine의 고갈은 없었으며 Ammonium 농도도 

10 mM 이하로 유지됨
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<제1협동연구기관 : 농림축산검역본부 1차 년도 연구수행>

1. 최적의 구제역 바이러스 접종량 선정

◦ 구제역 바이러스를 0.001MOI, 0.01MOI, 0.1MOI 접종량으로 20 ml 부피의 현탁세포(6.0 

× 106 cells/ml)에 접종

◦ 바이러스 접종량에 따른 신생 구제역 바이러스의 역가 차이가 없음

그림 1. 최적의 구제역 바이러스 접종량 선정

2. 현탁세포수에 따른 구제역 바이러스 역가차이

◦ 구제역 바이러스를 0.01MOI 접종량으로 20 ml 부피 현탁세포(105 cells/ml vs 106 

cells/ml vs 107 cells/ml)에 접종

◦현탁세포수가 증가할수록 신생 구제역 바이러스의 역가 상승

◦ 1×106이상의 세포농도에서는 바이러스 역가의 상승 정도가 완만해지는 경향을 나

타냄

그림 2. 현탁세포수에 따른 구제역 바이러스 역가차이
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3. 부착세포와 현탁세포의 바이러스생산성 비교

◦ 구제역 바이러스를 0.01MOI 접종량으로 부착세포 접종농도(0.9×106cells/ml) vs. 현탁세

포 접종농도(4.5×106cells/ml)

◦ 부착배양세포는 배양용기에 따라 세포수가 한정적인 반면에 현탁배양의 경우에는 동

일부피내 세포수를 확장할 수 있기 때문에 현탁배양에서 부착배양세포보다 세포수

를 높이는 경우, 바이러스 역가가 부착배양시보다 상승

그림 3. 부착세포와 현탁세포의 바이러스생산성 비교

 ◦ 기존의 부착배양 방식과 달리 부유배양 방식을 통해 동일 시간내 배양이 가능한 

세포수가 5배 이상 증가

 ◦ 동량의 바이러스를 접종시 세포농도에 비례하여 부유(현탁)배양방법이 부착배양보

다 바이러스 증식성이 높았음
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4. 바이러스 입자 검출기법 확립

◦ 바이러스를 접종한 세포에서 1일이내에 상층액을 회수한 후 PEG 처리하고 

overnight 후 원심분리하여 항원 농축 후 완충용액으로 부유

◦ 부유한 항원은 다시 원심분리하여 insoluble material 제거하고 상층액 회수

◦ 상층액을 원심분리하여 침전된 항원을 회수한 다음 완충용액 1ml 첨가하여 냉장

조건에서 overnight 처리한 후 침전물을 resuspennsion

◦ 밀도구배 초고속원심분리 분획에 대해서 259nm 흡광도를 측정하여 바이러스 입

자 정량

그림 4. 바이러스 입자 검출기법 확립
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5. 부착세포와 현탁세포의 바이러스생산성 비교

◦ 구제역 바이러스를 0.01MOI 접종량으로 20 ml 부피의 현탁세포(3.0 × 106 cells/ml)에 접

종

◦ 바이러스 접종시 세포배양에 사용한 종전 배지를 우측표의 배지 및 배지조성으로 변경

하여 신생 바이러스의 역가를 측정

◦ 일반 배지 첨가가 필수적이며 배지종류에 따라 바이러스 생산성 차이 확인 (표 5.1)

표 5.1 배지 종류에 따른 바이러스 생산성
배지종류 배지 조성 역가(-log10)

ProBHK1

Fresh media -6

PBS -0.75

PBS+CB feed1 -0.5

PBS+2g/l Glc -0.75

PBS+4 mM Gln -0.875

PBS+2g/l Glc+4mM Gln -0.75

SFM4CHO

Fresh media -5.5

PBS -0.5

PBS+CB feed1 -0.5

PBS+2g/l Glc -0.5

PBS+4 mM Gln -0.5

PBS+2g/l Glc+4mM Gln -0.5

ProMDCK Fresh media -3.375

VPSFM Fresh media -6

SFM4HEK293 Fresh media -3.875



- 82 - 

<제1협동연구기관 : 농림축산검역본부 2차 년도 연구수행>

1. 기본 배지 및 교체 배지 평가 : ProBHK-1

No. 기본배양배지
바이러스 접종시 세포농도 

(×106 cells/ml)

원심분리 

활용 

유무

원심분리후 

사용배지종류

1 ProBHK-1
6.07 

(total cell)
x -

2 ProBHK-1
6.07

(total cell)
o ProBHK-1

3 ProBHK-1 3 o ProBHK-1

4 ProBHK-1 3 o CD-BPM

5 ProBHK-1 3 o DMEM (-FBS)

6 ProBHK-1 3 o DMEM (+10% FBS)

7 ProBHK-1 3 o
ProBHK-1 (+5% CB 

feed1)

8 ProBHK-1 3 o
1/5 diluted 

ProBHK-1 in PBS

9 ProBHK-1 3 o MEM alpha

◦바이러스 역가 

  - 바이러스 접종전 배지 교환이 필수적임

  - 동일 조건에서는 바이러스 접종시 세포가 고농도일 때 증식성이 더 좋음

  - 교환배지에 혈청 포함될 경우 바이러스 증식이 더 잘 됨
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2. 기본 배지 및 교체 배지 평가 : CD-BPM

No. 기본배양배지
바이러스 접종시 세포농도 

(×106 cells/ml)

원심분리 

활용 유무

원심분리후 

사용배지종류

10 CD-BPM
6.65 

(total cell)
x -

11 CD-BPM
6.65

(total cell)
o CD-BPM

12 CD-BPM 3 o CD-BPM

13 CD-BPM 3 o ProBHK-1

◦바이러스 역가 

 - 바이러스 접종전 배지 교환이 필수적임

 - 세포농도와 역가 사이 비례적 상관관계 없음
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3. 기본 배지 및 교체 배지 평가 : ProBHK-1 vs. CD-BPM

No. 기본배양배지
바이러스 접종시 

세포농도 (×106 cells/ml)

원심분리 

활용 유무

원심분리 후 

사용배지종류

1 ProBHK-1 3 o ProBHK-1

2 ProBHK-1
5.81

(total cell)
o ProBHK-1

3 ProBHK-1
5.81

(total cell)
o CD-BPM

4 CD-BPM 3 o CD-BPM

5 CD-BPM
6.6

(total cell)
o CD-BPM

6 CD-BPM
6.6

(total cell)
o ProBHK-1

7 ProBHK-1 3 o DMEM (-FBS)

8 ProBHK-1 3 o DMEM + 2.5% FBS

9 ProBHK-1 3 o DMEM + 5% FBS

10 ProBHK-1 3 o DMEM + 7.5% FBS

11 ProBHK-1 3 o DMEM + 10% FBS

◦바이러스 역가 

  - 세포수와 바이러스 역가 사이 유의적인 상관관계 없음

  - 교환배지가 ProBHK인지 CD-BPM인지에 따른 차이 미미함

  - 교환배지의 혈청 함량 높아질수록 바이러스 역가 증가하는 경향 나타남 
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4. 기본 배지 및 교체 배지 평가 : VP series

   

◦바이러스 역가 

  - 세포수와 바이러스 역가 사이 비례적 상관관계 없음

  - 세포수 최대시와 고정시 최적배지 조성 동일하지 않음
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5. 기본 배지 및 교체 배지 평가 : BD series

◦바이러스 역가 

  - 3×106 cells/ml로 세포수를 동일하게 맞춰 실험 수행 시 세포증식효율과 바이러스 

생산효율 사이 상관관계 불명확

  - 세포증식배지가 동일하더라도 바이러스 접종전 교체배지에 따라 바이러스 생산효율 

차이가 현저함
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6. 부유세포주별 구제역 바이러스 생산 효율 비교 평가

◦바이러스 역가 

  - 각 배지별 최대증식 세포로 바이러스 생산시 세포수와 바이러스 증식성 사이 비

례관례 없음

  - BHK21(+TFB)와 BHK21(+CB feed1)는 세포증식배지만 다르고 바이러스 접종 전 교환

배지는 동일하나 TFB 세포증식배지에 포함된 고영양 첨가물이 바이러스 증식에는 부

정적 영향을 미친 것으로 추정됨

  - 2종의 부유세포주(QV34 및 QVS42)에 비해 현재 배지선정에 사용 중인 특허세포주

(BHK21)가 가장 바이러스 증식능이 우수함 
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7. 구제역 바이러스 입자(146S) 정량적 평가기법 정립

◦구제역 바이러스 입자(146S) 정량법을 밀도구배분석기로 확립함

 - 바이러스 상층액 및 불활화, 농축, 정제를 모두 거친 바이러스에 대해 모두 적용이 

가능

 - 바이러스 역가로 추정한 바이러스 생산성을 실제 백신항원으로 기능하는 구제역 

바이러스 입자(146S) 정량을 통해 재확인하는 방법을 정립
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<제1협동연구기관 : 농림축산검역본부 3차 년도 연구수행>

1. 세포배양배지 및 바이러스접종전 교체배지 조합 선정

○ 기존 시판배지 대상 구제역 바이러스 역가 및 항원 생산량 비교

  - CD-BPM 배지와 ProBHK-1 배지를 동량으로 섞은 경우 가장 우수한 바이러스 역

가 및 146S 항원 생산량(상층액 기준)을 보임

○ 신규 개발 배지(BD) 특성별 구제역 바이러스 증식성 비교

- 양성대조군인 ProBHK-1(기존 시판배지) 대비 동물유래 성분 무포함(AF) 배지류 및 

화학조성배지류(CD) 적용시 화학조성배지인 CD35.001(=DOE1) 배지가 가장 우수

하여 기본 배지로 선정
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○ [BD-TEST 1] 후보 기본배지(DOE1)에 다양한 Feed 조합시 동일시간내 최종 도달 세

포수 및 바이러스 역가 비교

- 양성대조군인 ProBHK-1 배지에 비해 DOE1에 Feed 6을 사용한 그룹에서 가장 높

은 바이러스 역가를 나타냄

- 동일시간내 세포성장에 가장 좋은 조건은 Feed 16이었으나 바이러스 역가는 그에 

미치지 못함

○ [BD-TEST 2] 후보 기본배지(DOE1)에 다양한 Feed 조합시 동일시간내 최종 도달 

세포수 및 바이러스 역가 비교

- 첫번째 테스트와 마찬가지로 양성대조군인 ProBHK-1 배지에 비해 DOE1에

Feed6>Feed8을 사용한 순으로 높은 바이러스 역가를 나타냄
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○ [BD-TEST 3] 후보 기본배지(DOE1)에 다양한 Feed 조합시 동일시간내 최종 도달 

세포수 및 바이러스 역가와 항원량 비교

- 앞선 테스트 결과와 상응하는 경향성을 나타내었음

- 바이러스 역가가 뛰어난 Feed 조합의 바이러스 상층액 및 PEG 농축정제 샘플에

서 각각 146S 항원량을 분석한 결과, 바이러스 역가와 백신항원량이 정확한 비례

관계를 보이지는 않았으나 대체적으로 높은 역가를 보이는 배지조합에서 항원량

도 우수한 것을 확인함

- Feed 6를 사용하는 경우, 상층액 및 농축정제 항원 모두에서 목표기준치인 

2ug/ml 이상을 나타냄      

○ [BD-blind test 3회 수행] 검증을 위한 blind test 반복 수행 (대표도)

- 주관연구기관(생명공학연구원)이 각각의 배지가 기명되지 않은 샘플을 제1협동기

관(검역본부)에 제공하면 제1협동기관(검역본부)에서 미지의 샘플에 각각 동일한 

바이러스를 접종후 분석하였음

- 제1협동기관(검역본부)의 어떠한 주관도 반영되지 않은 맹검에서도 기존에 실시하

였던 시험과 유사한 경향을 나타내었으며 이전 결과와 마찬가지로 Feed6(블라인

드 샘플 7번)가 가장 우수한 결과를 나타냄
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○ [BD-포맷 비교 실험] 액상 배지 및 분말 배지 성능 비교

- 액상으로 공급된 DOE1 및 Feed6 vs. 분말로 공급되어 사용처에서 제조된 DOE1

및 Feed6 성능에 차이가 없는지 비교한 결과, 바이러스 증식능에서 유의적인 차

이를 보이지 않았음
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2. 기존 시판배지 및 신규 개발 배지를 활용한 파일롯규모 구제역 백신항원 제조

1) 기존 시판배지 활용

가) CD-BPM/ProBHK-1(1:1 mix)+ProBHK-1 media 조합

□ 주관연구기관(생명공학연구원)에서 CD-BPM/ProBHK-1(1:1 mix) 배지로 4일간 배

양한 50리터의 부유세포를 제1협동기관(검역본부)로 이송하여 일회용 백을 활용한 

RM 장비에서 배지교체후 바이러스 접종하여 증식시킴

○ 바이러스 역가: × ~ ×   (2회 반복실험 결과)

○ 최종 농축·정제후 백신항원량(146S 함량): 2.56

나) CD-BPM+ProBHK-1 media 조합

□ 주관연구기관(생명공학연구원)에서 CD-BPM 배지로 4일간 배양한 200리터의 부유

세포를 제1협동기관(검역본부)로 이송하여 그 중 20리터는 일회용 백을 활용한 RM

장비에서, 나머지 180리터는 200리터 바이오리액터에서 ProBHK-1으로 배지교체 후 

바이러스 접종하여 증식시킴

 ○ RM배양(20리터) 

   

    - 이송투입 직후 cell density는 ×  (viability 96.2%)

    - 90% 배지교체후 O형 진천주 0.002MOI 접종 16시간째 채독

    - 바이러스 역가:×  TCID50/㎖

    - 최종 농축․정제후 146S 항원량: 2.1㎍/㎖
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   ○ 바이오리액터 배양(180리터) 

    - 이송투입 직후 cell density는 ×  (viability 73.6%)

    - 70% 배지교체후 O형 진천주 0.002MOI 접종 16시간째 채독

    - 바이러스 역가:×TCID50/㎖

2) 신규 개발 배지 활용: DOE1(+Feed 6 media)

□ 주관연구기관(생명공학연구원)에서 DOE1+Feed6 배지로 4일간 배양한 200리터의 

부유세포를 제1협동기관(검역본부)로 이송하여 그 중 20리터는 일회용 백을 활용한 

RM 장비에서, 나머지 180리터는 200리터 바이오리액터에서 DOE1으로 배지교체 후 

바이러스 접종하여 증식시킴

○ RM배양(20리터)

- 이송투입 직후 cell density는  ×  (viability 89%)

- 80% 배지교체후 O형 진천주 0.002MOI 접종 16시간째 채독

- 바이러스 역가:× TCID50/㎖

- 최종 농축․정제후 146S 항원량: 1.96㎍/㎖

○ 바이오리액터 배양(180리터)

- 이송투입 직후 cell density는 ×  (viability 55.8%)

- 70% 배지교체후 O형 진천주 0.002MOI 접종 16시간째 채독



- 95 - 

- 바이러스 역가:× TCID50/㎖

○ 구제역 바이러스 백신 대량 생산 결론

 - 해외(대부분 사기업) 실적은 주로 기업이익과 직접적 연관이 되므로 비공개 자료임

 - 해외제조사에서 입수한 정보, 리뷰논문, OIE manual에 따르면 세포수 3×106/㎖, 바

이러스역가 107/㎖, 바이러스입자량 1㎍/㎖가 기준량으로서 본 연구과제의 결과물이 

이러한 통상적인 국제기준을 모두 충족하였음

 - Foot and mouth disease (Infection with foot and mouth disease virus), OIE 

Terrestrial Manual 2017
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<제2협동연구기관 : 중앙백신연구소>

1. 무혈청 배지 배지를 이용한 바이러스 감염공정 확립

1) 각 무혈청배지에 증식된 부착세포에서의 바이러스 감염 감수성 확인

  무혈청배지 조건에서 기존 부착세포와 부유세포의 세포 증식성을 확인하였다. 세포

배양조건의 특성상 부착세포의 경우 6-well plate에서 배양하였고, 부유세포의 경우에

는 shacking flask에서 배양하였다. 세포는 3x105cell/ml로 동일하게 seeding하여 5일 동

안의 세포 증식성을 확인하였다. 

  시험결과 부착세포는 10x105cell/ml 이상 증식되지 않았으나, 부유세포의 경우 최대 

33x105cell/ml 수준까지 배양되는 것을 확인할 수 있었다. 이는 부착세포 대비 3배 이상

의 세포증식성을 보이는 것으로 바이러스 백신 생산성을 높일 수 있을 것으로 기대된

다.

그림 1. 부유세포 및 부착세포의 증식성 비교

2) 무혈청배지에 증식된 부유세포에서의 바이러스 감염 감수성 확인

  무혈청배지를 이용하여 부착세포 대비 증식성이 높은 부유배양 세포의 증식을 확인

한 후 바이러스 증식을 위한 무혈청배지 선정을 위한 실험을 다음과 같이 실시하였다. 

백신 생산을 위해서는 부유세포의 증식뿐만 아니라 바이러스의 증식이 필요함으로 두 

가지 요소를 만족시킬 수 있는 배지를 선정하는 것이 중요하다. 세포배양배지와 세포 

수를 동일하게 하여 부유시킨 BHK-21 세포를 3일간 배양한 다음 바이러스 접종 배지

를 Gibco-A, Gibco-B, CSTL-B(Cell Science & Technology Inst., Inc) 3가지로 다르게 

하여 부유접종 시켜 바이러스 접종 후 시간 단위로 바이러스 함량을 측정하였다.
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Cell MOI 접종방법 세포수 세포배양배지
바이러스 
접종배지

BHK-21

P31
0.05 MOI Suspension 6x105 cells/ml

Gibco-A Gibco-A

Gibco-A Gibco-B

Gibco-A CSTL-B

  시험결과 모든 시험그룹에서 접종 2일째 바이러스 함량이 103.5TCID50/ml으로 측정되

었고, 이후 Gibco-B와 CSTL-B는 바이러스 증식이 더 이상 이루어지지 않았으나 

Gibco-A는 접종 4일째 가장 높은 titer를 보여 세포배양배지와 바이러스 접종배지는 

동일한 Gibco-A로 선정하였다.

그림 2. 바이러스 접종 배지에 따른 바이러스 함량 측정

3) 무혈청 배지와 혈청첨가배지의 바이러스 증식성 비교 확인

  기존 상업용 백신 생산 세포 배양에는 alpha-MEM + 5% FBS를 많이 사용하는데 세

포성장성에는 영향이 크지 않으나 부유배양 적응성에서 한계를 보인다. 선행 시험을 

통해 결정된 무혈청배지를 이용하여 바이러스 증식성 비교를 확인하고자 시험을 실시

하였다. BHK-21 세포에 감수성이 있는 유행열 바이러스를 사용하여 접종하였으며, 대

조군으로 사용한 혈청 첨가 배지는 Gibco-A에 혈청(FBS)이 3% 포함된 조성이다.

  시험결과 바이러스 접종 2일차까지는 비슷한 titer를 보였으나 접종 3일차에 무혈청

배지 조성에서 107.0 TCID50/ml의 높은 titer를 보였다. 그림 3과 같이 혈청배지와 무혈

청 배지 사이에 최고 수준의 바이러스 titer를 보이는 시간이 상이함을 알 수 있었으

며, 이를 기반으로 바이러스의 harvest time을 결정할 수 있게 된다.
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그림 3.혈청 유무에 따른 바이러스 함량 측정

4) 세포 접종 수에 따른 바이러스 증식성 확인

  구제역 바이러스 백신 생산 BHK-21 부유세포에 감수성이 있는 동물용 바이러스

(BEFV; Bovine Ephemer Fever Virus) 감작 조건 확립을 위하여 세포 접종 수를 6x105, 

10x105, 20x105 cell/㎖로 하여 각각 MOI 0.15, 0.31, 0.5가 되도록 접종하였다. 

  시험결과 바이러스를 감작시킨 후 2일차에 가장 높은 바이러스 titer를 보였으며, 

MOI가 가장 낮고 cell density가 가장 높은 조건(20x105 cell/ml)에서 높은 바이러스 

titer로 측정되었다.

그림 4. MOI에 따른 바이러스 함량 측정
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2. 개발된 동물용 부유세포의 백신 생산의 적용(Lab scale)

1) Bioreactor(Lab scale)를 이용한 증식성 확인 

  대량 생산을 위해 spinner flask에서 실시한 데이터를 10 L Lab scale의 

Wavebioreactor에 적용하여 무혈청 부유배양 BHK-21 세포주의 회분식 배양 결과는 다

음과 같다.  10 L Wavebioreactor를 이용한 회분식 배양결과 배양 3일차 세포활성도율

이 90% 이상 유지되었고, cell density는 2일차에 가장 높게 측정되었다. 

조 건 Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5

생존세포수

(x105 ce1l/ml)
2.5 16.2 36.5 35.1 21 10.9

세포활성도(%) 97% 96% 98% 99% 61% 31%

그림 5. Wavebioreactor에서 배양한 무혈청 부유배양 BHK-21 세포 성장 곡선

3. 개발된 동물용 부유세포의 회분식 배양공정 최적화(Lab scale)

1) Cas system의 배양 환경조건 변화를 통한 공정 최적화

  선택된 무혈청기반 Gibco-A 배지에 부유배양조건으로 배양한 BHK-21 세포의 세포

증식성 및 Glucose, Lactate, Glutamine, Ammonia와 같은 대사산물을 측정하여 최적의 

공정조건을 확립하고자 하였다. 이러한 대사 산물의 분석을 통해 배지에 첨가해야 될 

첨가물의 시점과 농도를 결정할 수 있다.
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그림 6. 세포 생장 곡선 및 대사산물 측정

2) 바이러스 감염 조건 확인 및 대사산물 측정

  위의 무혈청기반 부유배양 세포에 유행열 바이러스를 감작시킨 다음에 일어나는 세

포증식성 및 Glucose, Lactate, Glutamine, Ammonia와 같은 대사산물을 측정하였다. 바

이러스 접종시에는 바이러스에 의한 세포활성도, 세포수의 변화와 세포 대사산물의 수

치가 변화됨을 확인할 수 있게 되었고, 이를 기반으로 바이러스의 증식성을 높이기 위

한 additive의 선정에 반영할 수 있게 되었다.
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그림 7. 시간에 따른 바이러스 함량 및 대사산물 측정

본 과제 내용 중 구제역 바이러스 감염과 관련된 내용은 BL3 (생물안전 3등급) 시설이 

마련되어 있는 농림축산검역본부의 구제역백신연구센터 내의 중앙백신연구소 연구원이 

7개월간 (2016.09~ 2017.04) 파견 근무하여 직접 수행하였음

4. 개발된 동물용 부유세포의 배양공정 최적화

 - BHK-21 부유세포의 배양 공정 확립을 위하여 2L bioreactor에 서로 다른 additive를 

첨가하여 부유세포(57.0x105cells/ml)를 배양한 다음, 서로 다른 배지 및 additive를 첨
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가하여 Foot and mouth Disease virus (strain; 포천) 감작 조건을 달리하여 접종한 결

과, group 2의 무혈청 배지-A 및 group3의 무혈청배지-A+additive CB feed1를 넣은 

조건에서 바이러스 역가가 높은 것을 확인함. 반면 DMEM으로 접종한 group 1에서는 

항체가가 전혀 형성되지 않음. 무혈청배지-B에서도 105.82 TCID50/ml로 낮은 항체가를 

형성하였음.

 - 구제역 바이러스 감작시 additive인 CB feed1를 추가로 첨가하기로 함.

        

그림 8. 구제역 바이러스 감작배지 선정

5. 부유세포에 적합한 바이러스의 선정

 1). Canine virus의 바이러스 감수성 조사

  - 각 바이러스 감수성 확인을 위하여 BHK-21 세포를 부유 배양하여 Canine virus 중  

 하나인 Rabies Virus(광견병 바이러스)를 접종하고 증식성 확인하고자 함.

  - BHK-21(7.37x105cells/ml) 세포를 10 L Wavebioreactor에 부유시켜 4일간 배양한 결

과,   43.7x105cells/ml의 density와 96% cell viability를 보임.

  - BHK-21 세포의 바이러스 감수성을 확인을 위하여 Rabies virus (Seed titer 107.5    

  FAID50/ml)를 0.1 MOI로 접종하고 24시간마다 바이러스 titer를 측정한 결과, 4일째  

  가장 높은 108.0 FAID50/ml로 확인됨

  - 결과적으로 BHK-21 부유 세포는 canine virus에서도 감수성을 확인.
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                             그림 9. BHK-21 세포의 성장곡선

                  

                        그림 10. 광견병 바이러스 증식곡선

 2) Porcine virus의 바이러스 감수성 확인

  - 본 과제의 최종 목표인 구제역 백신 대량생산을 위한 동물세포배양기술 확립을 위  

  하여 BHK-21 세포를 부유 배양하여 FMDV(포천)를 접종하고 증식성을 확인함.

  - BHK-21 (3.2x105cells/ml) 세포를 2L bioreactor에 부유시켜 3일간 배양

(66.4x105cells/ml)하여 0.01 MOI로 FMDV를 접종함. 접종 후 시간대별 바이러스 함량

을 측정한 결과, 17~19시간 사이에 바이러스 함량이 가장 높은 것을 확인함.
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                  그림 11. 구제역 바이러스의 접종 후 시간대별 바이러스 함량

6. 부유 세포기반 동물 세포주의 회분식 감염공정 최적화

 1). Bioreactor 배양조건

  - 회분식 배양은 2L bioreactor의 pH, DO probe를 연결하여 준비한 다음 PBS 및 

bioreactor에 연결된 tubing을 포함하여 멸균을 실시함. PBS를 제거하고 무혈청 배지 

800ml를 saturation 시킨 다음 probe의 calibration을 실시함.

  - BHK-21 부유세포의 배양은 Erlenmeyer flask에서 배양한 200ml의 세포를 

bioreactor에 주입한 다음 아래 표와 같은 조건에서 배양함.

  표 1. Bioreactor 배양조건

 

구분 Agitation Temperature pH DO

세포배양 150 rpm 37℃ 7.0 45%

바이러스배양 150 rpm 37℃ 7.0 45%

 2) 구제역 바이러스 감염조건 확립

  - 62.0x105 cells/ml로 준비된 부유 세포에 FMDV(포천)를 0.01 MOI로 접종한 다음, 접

종 후 시간별로 sampling 하여 바이러스 함량을 측정하여 harvest time을 확인하고자 

함.

  - 시험결과 부유 세포(Suspension cell) 조건에서는 바이러스 접종 23시간째에 가장 

높은 106.23TCID50/ml의 항체가를 보임. 부착 세포(Attachment cell) 조건에서는 19시간
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째에 가장 높은 항체가를 보여, 세포 조건별 바이러스 함량 값이 다른 것을 확인할 

수 있음.

             

                그림 12. 부유 및 부착 세포에서의 FMDV 항체가 비교

 3) MOI (Multiplicity of infections)에 따른 FMD(포천)바이러스 증식성 확인

  - 1L bioreactor에 세포 및 배양조건을 동일하게 한 다음, 107.2 TCID50/ml 의 seed를 

사용하여 MOI를 각각 0.1, 0.01, 0.001로 달리하여 바이러스 접종 조건을 확인함.

  - 시험결과 0.01 MOI 조건에서 평균 약 106.0 TCID50/ml 의 항체가를 형성하는 것으로  

 확인되어, 이후 시험에서는 바이러스 접종 조건은 0.01 MOI로 하여 진행함.

                

                      그림 13. MOI에 따른 바이러스 항체가 비교
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7. 무혈청 배지를 이용한 부유세포의 회분식 감염 공정 확립

 - Media change에 따른 바이러스 감작율을 비교하기 위해 바이러스 접종시 1번 

bioreactor는 배지 교체를 실시하였고, 2번 bioreactor는 배지를 교체하지 않고 배양함. 

배지교체에 따른 비교를 위해 glutamine, glucose 조건은 동일하게 표 2와 같이 첨가함.

 표 2. Media change 유무에 따른 바이러스 역가 비교 조건 표

                           

              그림 14. Media change 유무에 따른 바이러스 역가 비교

 - 위의 시험결과들을 토대로 회분식 배양은 BHK-21 세포는 3~5x105 cells/ml를 배양하

여 50x105 cells/ml 이상의 density를 보일 때 배지교체를 하지 않고 FMD 바이러스를 

접종하여 17h~20h 사이에 채독하는 조건을 확립함. 

8. 무혈청 배지를 이용한 부유세포의 유가식 감염 공정 확립

- Bioreactor를 이용하여 배양액 1L에 4.17x105 cells/ml로 seeding하고 7일간 배양함. 5

일째에 무혈청 배지 0.5L, 4mM Glutamine과 4mM Glucose를 feeding하여 7일째 최대 

62.0x105 cells/ml의 세포를 수득함.

                  

조건 Cell density at harvest time

(Ax105 cells/ml) Viability FMDV titer
(TCID50/ml)

비고

Media change O 33.0 53% 105.5 4mM Gln
4mM Glu

Media change X 36.0 56% 105.63 4mM Gln
8mM Glu
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                         그림 15. 유가식 배양 세포 증식 곡선

9. 바이오리액터를 이용한 구제역 바이러스의 배양 및 불활화, 정량 시험

   - 선행 시험에서 확립된 시험조건에 따라 2 L bioreactor에 세포를 부유시켜 구제역 

바이러스(포천주) 0.02 MOI로 접종하고 16~18시간 배양하였음.

   - BEI로 불활화공정을 거친 후 농축 및 정제를 통해 146S를 정량하였음

           그림 16. 바이오리액터 (2L)를 이용한 구제역 바이러스 배양
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10. 돼지에서 구제역 백신 보조제 선정 및 효능 평가

 1) 구제역 포천 A형 항원의 adjuvant 결정시험(돼지)

  - 시험백신 조성 : 항원함량 결정시험에 의해 결정된 항원 함량 1 dose(10㎍/dose)를 

가지고 여러 Adjuvant 조성으로 각각의 시험백신을 제조한다.

그룹 항원 두수 항원 / 접종량 Adjuvant

Group 1 10㎍/dose 5 one dose /2ml ISA 201 50%

Group 2 10㎍/dose 5 one dose /2ml Combination 40%

Group 3 10㎍/dose 5 one dose /2ml OW 65%

Group 4 10㎍/dose 5 one dose /2ml WO 80%

Control 5

 - 동물시험 : 10~11주령의 구제역 항체 음성인 건강한 돼지 22두을 이용하여 위의 그

룹과 같이 각각 백신을 1두분 근육접종한 뒤 4주 후에 채혈하여 Priocheck FMDV 

Type A을 이용하여 항체가를 측정한다.

 - 결과 : 백신 접종 전에는 모든 개체에서 항체가 음성이 관찰되었으며 백신 접종 4

주 후 Vaccine 1 그룹(ISA 201 그룹)에서 1개체 양성전환, Vaccine 4 그룹(WO 그룹)에

서 모든 개체가(G4-1 개체는 폐사) 양성전환이 관찰되었다. 다른 그룹 및 음성 대조군

에서는 접종 4주 후에 항체가 양성전환이 관찰되지 않았다. 

   그림17. 돼지(목적동물)에서의 FMDV type A ELISA 및 VNT 결과 
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그룹 개체번호 백신 
접종 전

백신접종 
4주 후

Average SD

백신 
접종 전

백신 접종 
4주 후

백신 
접종 전

백신 접종 
4주 후

Group 1

G1-1 33.1 42.0

18.0 39.5 11.5 9.8

G1-2 27.2 53.5

G1-3 8.7 37.4

G1-4 7.6 38.5

G1-5 13.2 26.3

Group 2

G2-1 18.7 9.5

14.1 14.9 3.3 4.4

G2-2 14.7 18.9

G2-3 12.9 18.5

G2-4 9.5 16.7

G2-5 14.7 10.9

Group 3

G3-1 11.4 29.7

9.2 26.0 2.4 10.5

G3-2 6.9 24.8

G3-3 9.4 11.5

G3-4 6.6 40.4

G3-5 11.8 23.5

Group 4

G4-1 12.8 폐사

11.2 59.3 1.8 6.1

G4-2 9.4 66.7

G4-3 9.8 61.4

G4-4 10.5 52.5

G4-5 13.4 56.7

Control

G5-1 1.9 8.5

7.3 9.5 5.4 2.6

G5-2 3.2 9.5

G5-3 13.4 6.2

G5-4 12.6 13.4

G5-5 5.1 9.9
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 2) 구제역 진천 O형 항원의 adjuvant 결정시험(돼지)

  - 시험백신 조성 : 항원함량 결정시험에 의해 결정된 항원 함량 1 dose(10㎍/dose)를 

가지고 여러 Adjuvant 조성으로 각각의 시험백신을 제조한다. 

그룹 항원 두수 항원 / 접종량 Adjuvant

Group 1 10㎍/dose 4 one dose / 2ml ISA 201 50%

Group 2 10㎍/dose 4 one dose / 2ml WO 80%

Control 4

 

  - 동물시험 : 10~11주령의 구제역 항체 음성인 돼지를 이용하여 위의 그룹과 같이 

각각 백신을 1두분 근육접종한 뒤 4주 후에 채혈하여 항체가를 측정한다.

  - 중화항체가 결과

개체번호 시험내역
중화항체가

접종 전 접종 후

89

ISA201

<8 <8

90 <8 <8

92 <8 <8

94 <8 <8

98

WO

<8 181

99 <8 90

101 <8 128

103 <8 90

88

Control

<8 <8

91 <8 <8

95 <8 <8

97 <8 <8

            *32배 이상을 양성으로 판단함
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- ELISA 결과

시험군 개체번
호 OD Sam.OD-OD450 

blank PI 양,음성판정
(≥50)

ISA201

89 0.9592 0.85925 59.70125 +

90 0.9118 0.81185 61.9243 +

92 0.8908 0.79085 62.9092 +

94 1.2827 1.18275 44.52912 -

Mean PI 57.26597

SD 8.596587

WO

98 0.6363 0.53635 74.84523 +

99 0.4636 0.36365 82.94485 +

101 0.9773 0.87735 58.85236 +

103 0.6808 0.58085 72.75818 +

Mean 72.35015

SD 10.01382

Control

88 1.5402 1.44025 32.4524 -

91 1.5327 1.43275 32.80415 -

95 1.757 1.65705 22.28449 -

97 1.6089 1.50895 29.23037 -

Mean PI 29.19285

SD 4.878281

  그림18. 돼지(목적동물)에서의 FMDV type O ELISA 결과
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3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

3-1. 목표

3-1-1. 연차별 연구개발 목표

구분 연도 연구개발의 목표

1차년도 2015

BHK-21 세포주 확립

배지평가를 위한 표준배지선정 및 평가기준확립

세포배지 라이브러리에서 현탁배양적응 테스트 및 세포성장성 평가

배지라이브러리평가를 통한 기본배지선별

구제역 바이러스 생산성 평가기술 확립

무혈청 배지 배지를 이용한 바이러스 감염공정 확립

개발된 동물용 부유세포의 백신 생산의 적용(Lab scale)

개발된 동물용 부유세포의 회분식 배양공정 최적화

2차년도 2016

기본배지선정

혼합배지평가

유가식배양첨가물선정

선정배지에 대한 바이오리액터평가

세포배지조건에 따른 구제역 바이러스 생산성 평가

개발된 동물용 부유세포의 유가식 배양공정 최적화

개발된 부유세포에 적합한 바이러스의 선정

부유 세포기반 동물 세포주의  회분식 감염공정 최적화(Lab scale)

무혈청 배지를 이용한 부유세포의 회분식 감염 공정 확립 

무혈청 배지를 이용한 부유세포의 유가식 감염 공정 확립

3차년도 2017

최적 제품화 배지선정

배지영양요구성분분석

바이오리액터 스케일업

구제역 백신 생산을 위한 동물세포배양기술 확립

부유세포주의 대량동물세포배양기술 확보

개발된 동물용 부유세포의 생산 공정 Scale-up

부유 세포기반의 동물 세포주를 이용한 바이러스 대량 감염공정 개발

무혈청 배지를 이용한 대량 감염공정 개발
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3-1-2. 연차별 연구 성과 목표

  (단위 : 건수)

성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

이전
사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍

보

기

타

(타 

연

구 

활

용 

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논1문

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SCI
비

SCI

최종목표 3 1 1 3 2 1 2 1

1
차
년
도

목
표

1 0 0 0 0 0 0 0

실
적

0 0 0 0 0 0 0 0

2
차
년
도

목
표

1 0 0 1 1 0 1 0

실
적

2 0 0 1 1 0 5 0

3
차
년
도

목
표

1 0 0 1 1 1 1 1

실
적

0 1 1 1 0 1 1

소 
계

목
표

3 0 0 2 2 1 2 1

실
적

2 1 0 2 2 0 6 1

종료 
1차년도

0 1 1 0

종료 
2차년도

0 1 0 1

종료 
3차년도

0 1 0 0

소 계 0 3 1 1 0 0 0 0

합 계 3 3 1 3 2 1 2 1
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 3-2. 목표 달성여부

  3-2-1. 연차별 연구개발 달성여부

구분 연도 연구개발의 목표 달성여부

1차년도 2015

BHK-21 세포주 

확립(생명연)

- 구제역 바이러스 백신 생산용 단일 클론의 부유

배양 적응 BHK-21 세포주 확보

- 한국생명공학연구원 생물자원세터 특허세포주 기

탁(KCTC12945BP)

배지평가를 위한 

표준배지선정 및 

평가기준확립(생명연)

- 20 종의 상업용 배지 선별

- MVCC기준 상위 5종 배지 선별 및 특성 규명

- 바이러스 역가 평가 완료

세포배지 

라이브러리에서 

현탁배양적응 테스트 

및 세포성장성 

평가(생명연)

- 배지개발서비스 회사인 BD와 실험 계획 회의 추

진

- 향후 개발목표 및 방향 설정

- 배지개발을 위한 BHK-21 세포주의 미생물 오염 

부정시험 및 마이코플라즈마 오염여부 검증 완료

배지라이브러리

평가를 통한 

기본배지선별(생명연)

◦배지평가를 위한 최적의 세포주 공급

◦구제역 바이러스 생산성 평가를 통한 기본배지 

선별

구제역 바이러스 생산성 

평가기술 

확립(농림축산검역본

부)

- 접종 바이러스 농도 및 세포수 변화에 따른 신생 바

이러스의 역가 차이 분석

- 바이러스입자 검출기법 확립

- 바이러스 접종시, 일반 배지가 필수적이며 배지종

류에 따라 바이러스 생산성 차이 확인

무혈청 배지 배지를 

이용한 바이러스 

감염공정 

확립(중앙백신연구소) 

- 각 무혈청배지에 증식된 부착세포에서의 바이러

스 감염 감수성 시험 완료

- 각 무혈청배지에 증식된 부유세포에서의 바이러

스 감염 감수성 확인 완료

- 무혈청 배지와 혈청첨가배지의 바이러스 증식성 

비교 완료

개발된 동물용 

부유세포의 백신 

생산의 적용(Lab 

scale)(중앙백신연구소) 

- Shaking flask(Lab scale)에서의 증식 배양조건 확

립함

- 10L Wavebioreactor에서 부유세포의 증식 배양 

조건 확립 

개발된 동물용 

부유세포의 회분식 

배양공정 최적화(Lab 

scale)(중앙백신연구소) 

- Glucose, Lactate, Glutamine, Ammonia와 같은 대사산

물을 측정하여 바이러스 증식을 확인
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2차년도 2016

기본배지선정(생명연)

- CD 배지 13종, AF 배지 14종의  세포 성장 및 

세포활성도를 실험하여 바이러스 생산성 평가를 

위한 배지 선정

- 3종의 AF 배지와 7종의 CD 배지를 구제역 역가 

실험에 사용하여 최종 CD35배지와 AF20배지를 

선정

- 선정된 배지의 배지성분 강화를 통한 평가 수행

혼합배지평가(생명연)

- CD35와 AF20 배지의 첨가물 및 합성배지혼합을 

통한 성분 강화를 통하여 8종의 CD와 8종의 AF 

배지를 바이러스 생산성 평가를 위해 선정

- 선정된 배지의 구제역 바이러스 역가 측정 완료

유가식배양첨가물선정

(생명연)

- 바이러스 생산성 평가에서 최종 선정된 1종의 

CD와 1종의 AF배지에 대한 유가식 배양 첨가물 

선정 완료

- 기본 배지에 대한 유가식 첨가물의 첨가 공정 

확립

선정배지에 대한 

바이오리액터평가

(생명연)

- 표준작업지시서 작성 후, shake flask 단계에서 

재현성을 확인 하였고, 메타볼라이트 분석을 통한 

표준작업지시서 수정 및 완료

- 2 L 바이오리액터에서 pH 조절 공정을 확립

- 최종 개발된 배지로 5 L 바이오리액터 공정개발 

완료

세포배지조건에 따른 

구제역 바이러스 

생산성 평가

(농림축산검역본부)

- 구제역 바이러스 생산을 위한 세포주의 배지개발 

단계별 바이러스 생산성 평가 완료

- 최종 CD 및 AF 배지 개발을 위한 바이러스 역가 

측정을 실험 중에 있음

- 5 L 바이오리액터에서 개발된 배지에서 키운 

세포로 바이러스 역가 측정

- 세포배양 공정 중 및 바이러스 접종 전 사용 배지 

조합에 따른 구제역 바이러스 생산 배지 평가

- 부유세포주별 구제역 바이러스 생산 효율 비교 평가

- 구제역 바이러스 입자(146S)의 정량 분석법 정립
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개발된 동물용 

부유세포의 유가식 

배양공정 최적화

(중앙백신연구소)

- 무혈청 배지 및 additve 첨가에 따른 부유세포 

배양성 비교평가

- Additive feeding 조건 확립완료

개발된 부유 세포에 

적합한 바이러스의 

선정(중앙백신연구소) 

- BHK-21 부유 세포를 이용한 Canine virus 광견병 

바이러스 감수성 확인완료

- BHK-21 부유 세포를 이용한 구제역 바이러스 

감수성 확인완료

부유 세포기반 동물 

세포주의  회분식 

감염공정최적화(Lab 

scale)(중앙백신연구소)

- 바이오리액터를 이용한 회분식 세포배양 공정 및 

바이러스 감염조건 확립

- MOI별 구제역 바이러스 증식성 비교 평가 후, 

MOI 결정

무혈청 배지를 이용한 

부유세포의 회분식 

감염 공정 확립 

(중앙백신연구소)

- 선별된 무혈청 배지를 이용한 배지교환 유무에 

따른 바이러스 감염 증식성 확인

무혈청 배지를 이용한 

부유세포의 유가식 

감염 공정 확립

(중앙백신연구소)

- 선별된 감염배지에서 세포주의 유가식 배양 확인

- 유가식 배양 대사산물 화인 및 바이러스 증식성 

확인
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3차년도 2017

최적 제품화 배지선정

(생명연)

- 세포 성장 및 구제역 바이러스 역가 평가를 통한 

DOE1 기본배지 개발완료

배지영양요구성분분석

(생명연)

- 세포 성장에 따른 영양소모분석을 통한 영양분 

보충으로 기본배지성분을 강화

- 메타볼라이트 분석을 통한 C-소스와 N-소스 농

도 분석 완료

바이오리액터 스케일업

(생명연)

- 표준배지를 이용한 50 L 배양 공정 개발 완료

- 표준배지 및 기본배지를 이용한 200 L 배양 공정 

개발 완료

- 스케일업 팩터 분석 완료

구제역 백신 생산을 

위한 동물세포 

배양기술 확립

(생명연)

- 2 L 바이오리액터에서의 pH, DO, Mixing, Shear 

stress를 고려한 세포배양기술 확립 완료

- 배양 표준작업지시서 작성 완료

부유세포주의 

대량동물세포배양기술 

확보(농림축산검역본부)

- 표준배지를 이용한 50 L 배양을 통한 구제역 바

이러스 생산 평가 완료

- 표준배지 및 기본배지를 이용한 200 L 배양을 통

한 구제역 바이러스 생산 평가 완료

개발된 동물용 

부유세포의 생산 

공정 Scale-up

(중앙백신연구소)

- 2 L 바이오리액터를 이용한 부유세포 생산 공정 

확립 

부유 세포기반의 

동물 세포주를 

이용한 바이러스 

대량 감염공정 

개발(중앙백신연구소)

- 바이러스 접종 MOI를 0.01로 접종

- 바이러스 접종 시간별 바이러스 growth cruve를 

평가하여 바이러스 회수 시점 확립

- 채독 공정 확립

- 불활화 공정 확립

무혈청 배지를 

이용한 대량 

감염공정 개발

(중앙백신연구소)

- 대량배양에서의 부유배양 세포의 바이러스 증식

성 확인

- 부유배양세포의 바이러스 생산성이 부착세포보다 

우수함을 확인

- 부유배양세포에서 바이러스 접종 MOI 확립

- 목적동물인 돼지에서 최종 백신 면역원성이 양성

대조군과 동등한 효능을 확인
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3-2-2. 연차별 연구 성과 목표 달성여부

  (단위 : 건수)

성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

이전
사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍

보

기

타

(타 

연

구 

활

용 

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논1문

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SCI
비

SCI

소 
계

목
표

3 0 0 2 2 1 2 1

실
적

2 1 0 2 2 0 6 1

3-3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

- 구제역 바이러스 VLP(Virus like particle) 백신에 관한 특허 출원 준비중(2018년 말)

- 구제역 바이러스 백신 대량 생산 공정개발 관련 논문 준비중(2019년 초)

4. 연구결과의 활용 계획 등

본 과제의 수행으로 얻어질 신규 무혈청 부유배양 기반 동물세포배양기술은 동물

용 바이러스 백신 대량생산에 있어서 핵심 기술로써 국내 동물용 백신 생산에 있어 

처음으로 시도되고 있는 기술이라 볼 수 있다.

본 과제의 수행으로 확립될 무혈청 부유형 동물세포배양 기반 동물용 바이러스 백

신 생산기술은 구제역 백신이외에도 다양한 가축질병관련 바이러스 백신 생산에 폭

넓게 이용될 수 있으며 국내외 특허등록을 통해 독점적인 권리를 얻고 이를 기반으

로 사업화 가능성이 높은 분야라고 볼 수 있다. 또한, 기존의 부착형 동물세포 배양

기술의 한계를 뛰어 넘어 바이러스 백신 대량생산기술 확보, 독자배지개발을 통한 생

산단가의 절감, GMP 기준에 부합한 설비 활용 등 독자적 생산기술의 완성도를 높이

게 되면 다국적 백신기업과의 기술 경쟁력을 확보할 수 있을 뿐더러 국내 수의 백신

산업의 성장에 크게 기여할 것으로 예상된다.
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4. 실적 자료

1. 논문(SCI 2 건)

 1) J Vet Med Sci. 2017 Nov 10;79(11):1822-1825.

  - Determination of optimal age for single vaccination of growing pigs with 

foot-and-mouth disease bivalent vaccine in South Korea.

- 본 연구과제에서 개발한 세포주를 이용하여 생산한 구제역바이러스를 이용한 백신 

효능실험에 앞서 사전실험 형식으로 진행된 결과를 논문으로 게재한 것이고 본 과

제의 연구기간 중에 수행한 사항으로서 본 과제와 깊은 관련이 있음
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2) Antiviral Res. 2017 Jul;143:134-141.

  - Antiviral activity of ovine interferon tau 4 against foot-and-mouth disease virus.

- 본 연구과제에서 개발한 세포주를 이용하여 생산한 구제역바이러스를 백신으로 활

용시에 통상적으로 백신 접종후 7일째부터 효과가 있기 때문에 백신항체 형성 이전

의 방어효과를 유도하기 위한 제제로 인터페론타우을 활용한 논문으로서 본 과제에

서 개발한 구제역 백신과의 병용효과를 목적으로 개발한 것이고 본 과제의 연구기

간 중에 수행한 사항으로서 본 과제와 깊은 관련이 있음
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2. 특허(출원 2건, 등록 1건)

 1) 특허출원(10-2016-0101758) 

  - 무혈청 배지에서 현탁 배양이 가능한 신규 BHK-21 세포주 및 이를 이용한 구제

역 백신 제조방법
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 2) 특허출원(10-2017-0070818) 

  - 신규한 재조합 항원 단백질을 포함하는 구제역 백신 조성물 

- 본 연구과제에서 개발한 세포주를 이용하여 생산한 구제역바이러스를 백신으로 활

용하는 것과 유전자재조합 단백질 백신간의 효능을 비교하고자 사전실험 형식으로 

진행된 유전자재조합 단백질 백신 결과를 우선적으로 특허출원한 것이고 본 과제의 

연구기간 중에 수행한 사항으로서 본 과제와 깊은 관련이 있음
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 3) 특허등록(10-1812223-0000)  

  - 무혈청 배지에서 현탁 배양이 가능한 신규 BHK-21 세포주 및 이를 이용한 구제

역 백신 제조방법 

  - 본 특허 자료를 기반으로 논문투고 예정(2019년 3월)
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3. 학술대회 발표(해외 1건, 국내 5건)

 1)해외(포스터 발표 1건)

  - Foot and mouth disease vaccine production in cell culture
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2)국내(포스터 발표 5건)

  - Verification of Proper Vaccination Time for Porkers with Foot-and-mouth 

Disease Vaccine

 

- 본 연구과제에서 개발한 세포주를 이용하여 생산한 구제역바이러스를 이용한 백신 

효능실험에 앞서 사전실험 형식으로 진행된 결과를 논문으로 게재한 것이고 본 과

제의 연구기간 중에 수행한 사항으로서 본 과제와 깊은 관련이 있음
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- A Comparison of Methods for Purification and Concentration of Foot-and-mouth 

Disease Virus

 

- 본 과제에서 배양한 구제역바이러스를 최종 효능평가 가능한 백신항원 형태로 

만들기 위한 연구 내용임 
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- Chromatographic Analysis of Foot and Mouth Disease Virus

  

- 본 과제에서 배양한 구제역바이러스를 최종 효능평가 가능한 백신항원 형태로 만들

기 위한 연구 내용임
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- Evaluation for Inactivation of Foot and Mouth Disease Virus

- 본 과제에서 배양한 구제역바이러스를 최종 효능평가 가능한 백신항원 형태로 만들

기 위한 연구 내용임
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- Large-scale production of foot-and-mouth disease vaccine in serum-free and 

suspension culture of BHK-21 cell
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4. 고용창출(정규직 채용 2건)

  - 홍진우(중앙백신연구소)

  - 문경민(중앙백신연구소)
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5. 정책활용(1건 예정)

  - 동물세포 기반 부유세포 대량배양 기술을 농림축산검역본부 표준기술로 채택하여 

농식품부 국가연구기술개발사업에 활용 계획

  - 농림축산검역본부 2018년도 표준기술활용집
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[별첨 1]

연구개발보고서 초록

과 제 명

 (국문) 구제역 백신 대량생산을 위한 동물세포 배양기술 확립

 (영문) Mammalian cell cultivation technology 

       for the foot-and-mouth disease vaccine production

주관연구기관 한국생명공학연구원
주 관 연 구

책   임   자

 (소속) 바이오상용화지원센터

참 여 기 업
농림축산검역본부

 (성명) 이은교(주)중앙백신연구소

총연구개발비

(천원)

      계 1,560,000 총 연 구 기 간     2015.8.14. ~ 2018.8.13. (36 개월)

  정부출연

연구개발비
1,170,000

총 참 여

연 구 원 수

총 인 원 29 명

  기업부담금 390,000 내부인원 29 명

연구기관부담금 0 외부인원 0 명

○ 연구개발 목표 및 성과

 ◦ 구제역 백신 대량생산을 위한 동물세포 배양기술 확립

  - 구제역 바이러스 백신생산을 위한 무혈청배지기반 회분식 배양공정기술개발

  - 구제역 바이러스 백신생산을 위한 무혈청배지기반 유가식 배양공정기술개발

  - 고농도 동물세포(BHK-21) 배양기술 확립

  - 구제역 바이러스 백신생산을 위한 세포배양 배지 최적화

  - 구제역 백신 대량생산을 위한 세포배양 스케일업(200L)

 ◦논문

  - SCI논문 2 건

 ◦특허

  - 특허 출원 2건

  - 특허 등록 1건

 ◦학술대회 발표

  - 국제학회 포스터 발표 1건

  -국내학회 포스터 발표 5건

 ◦고용창출

  -정규직 채용 2건

 ◦정책활용

  - 농림축산검역본부 2018년도 표준기술활용집 정책건의 1건 예정
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○ 연구내용 및 결과

<1차년도 연구개발성과>

◦ 구제역 백신생산 동물 세포 BHK-21 세포주 확립

  - 부유배양 적응 세포주의 단일 클론을 선별하여 백신생산 부유세포주 확립

◦ BHK-21 세포주의 표준배지 선정

  - 총 20 종의 상업용 배지 중, BHK-21의 활성을 최대화하는 표준배지 선정

  - 최고 세포농도에 도달한 무혈청, 동물유래물질 불포함, 화학적 특성이 규정된 배지인 

VP6, VP8, VP5, VP7, VP9 배지를 선별

  - 선별된 배지들의 구제역 바이러스 역가 평가 완료

  - 최고 세포농도, 세포활성도, 비성장 속도(μ), 세포 증배 시간을 이용한 배지개발에 대한 

기준과 평가방법 확립

◦ BHK-21 세포주의 표준배지첨가물 선정

  - 10 종의 상업용 배지첨가물 중, BHK-21의 활성을 최대화하는 배지첨가물 선정

  - 최고 세포농도, 세포활성도, 비성장 속도(μ), 세포 증배 시간을 이용한 배지첨가물개발에 

대한 기준과 평가방법 확립

◦ 다양한 세포배양배지에 따른 적합성 평가를 위한 구제역 바이러스 분석기술 확립

  - 0.1부터 0.001MOI까지 구제역 바이러스 접종량에 따른 바이러스 역가차이 없음

  - 현탁세포수가 증가할수록 신생 구제역 바이러스의 역가 상승

  - 부착배양세포는 세포수가 한정적인 반면에 현탁배양은 동일 부피 당 세포수를 확장할 

수 있기 때문에 부착배양세포보다 세포수를 높이는 경우 바이러스 역가가 부착배양보다 

상대적으로 상승

  - 구제역 바이러스 농축 후 초고속원심분리법으로 바이러스 입자 검출기법 확립

◦ 세포배지성분에 따른 구제역 바이러스 생산성 평가

  - 바이러스 접종시, 일반 배지류가 필수적이며 배지종류에 따라 바이러스 생산성 차이 확인

◦ 무혈청 배지를 이용한 바이러스 감염공정 확립

  - 각 무혈청배지에 증식된 부착세포에서의 바이러스 감염 감수성 시험 완료

  - 각 무혈청배지에 증식된 부유세포에서의 바이러스 감염 감수성 확인 완료

  - 무혈청 배지와 혈청첨가배지의 바이러스 증식성 비교 완료

◦ 개발된 동물용 부유세포의 백신생산의 적용(Lab scale)

  - Shaking flask(Lab scale)에서의 증식 배양조건 확립함

  - 10 L Wavebioreactor에서 부유세포의 증식 배양 조건 확립

◦개발된 동물용 부유세포의 회분식 배양공정 최적화(Lab scale)

  - Glucose, Lactate, Glutamine, Ammonia와 같은 대사산물을 측정하여 바이러스 증식을 

확인

<2차년도 연구개발성과>

◦구제역 백신생산 세포주의 배지 개발

  - 13종의 CD와 14종의 AF배지를 DWP를 사용하여 1차적으로 배지를 선별하고, Shake 

flask로 검증하여 최종적으로 CD35와 AF20을 선정하여 배지 성분의 강화를 통한 배지개

발 수행
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  - 위 Shake flask에서 선별된 배지의 재현성 평가를 수행하였고, 검역본부에서 구제역 바이

러스 역가를 측정하여 CD35와 AF20 배지에 문제없음을 확인

  - CD35와 AF20배지에 CD 첨가물, SM(영양소모분석) 첨가물, peptone blend 등 여러 가지 

첨가물로 배지의 성분을 강화하여 세포성장 능력을 향상

  - 성분이 강화된 8종의 CD와 8종의 AF 배지의 재현성 실험을 수행하였고, 검역본부에서 

바이러스 역가를 측정 중에 있음

  - 최종 선별된 CD와 AF배지의 유가식 배양을 위한 배지첨가물 개발을 수행

◦배지 첨가물인 CB feed1의 농도 선별

  - 기존 50 g/L의 고농도 CB feed1에 대한 용해성 문제와 가격문제를 해결하기 위하여 최

적 농도 선별을 수행

  - 25 g/L CB feed1를 배양 배지에 5% 첨가하는 것을 최적 조건으로 선별하여, 용해도 문

제와 가격 문제를 해결

◦표준작업지시서 작성 및 실험 수행

  - 실험적 변수를 최소화 하고, 재현성을 높이며, 효율적인 기술 이전을 위하여 표준작업지

시서를 작성

  - 작성된 지시서를 이용하여 Shake flask 단계에서 세포 성장 실험을 수행하여 높은 재현

성을 확인

◦생명연 특허세포주와 검역본부 특허세포주 비교

  - 생명연에서 개발된 세포주가 세포 성장, 세포 활성도, 현탁도, 구제역 바이러스 생산성 

모두에서 월등히 높음을 확인

◦바이오리액터 배양 공정

  - 2 L 바이오리액터 공정에서 CO2나 Base에 의한 pH 조절을 최소화 하는 것이 세포 활성

도의 안정에 유리한 영향을 미침

  - 배양 공정에서 Osmolality가 340 mOsm/kg 이하로 유지하는 것이 중요

◦생산 공정 최소화

  - 배양 중간에 첨가물의 첨가 없이, 배양 초기에 모든 첨가물을 적정한 농도로 첨가하는 

것이 기존 배양 보다 더 높은 세포 농도로 성장함

  - 배양 공정의 최소화를 통하여 배양 과정 중 첨가물에 의한 오염을 최소화 할 수 있다고 

사료됨

◦ 세포배지 조건에 따른 구제역 바이러스 생산성 평가기술 확립

  - 세포배지 라이브러리에서 구제역 바이러스 생산배지 후보군 선발기준 정립

◦개발된 동물용 부유세포의 배양공정 최적화

  - 무혈청 배지 및 배지첨가물 첨가에 따른 부유세포 배양성 비교평가

  - 배지첨가물의 첨가 조건 확립완료

◦개발된 부유 세포에 적합한 바이러스의 선정

  - BHK-21 부유 세포를 이용하여 Canine virus와 구제역 바이러스의 감수성 확인완료

◦부유 세포기반 동물 세포주의  회분식 감염공정 최적화

  - BHK-21의 부유배양 조건에서는 바이러스 접종 23시간째에 가장 높은 106.23TCID50/ml의 

항체가를 확인
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  - 시험결과 0.01 MOI 조건에서 평균 약 106.0 TCID50/ml 의 항체가를 형성

◦무혈청 배지를 이용한 부유세포의 회분식 감염 공정 확립

  - BHK-21 세포는 0.3×106 cells/ml을 배양하여 5×106 cells/ml 이상의 세포농도에서는 배지

교체 없이 구제역 바이러스를 접종하여 17 ~ 20시간 사이에 채독하는 조건을 확립

◦무혈청 배지를 이용한 부유세포의 유가식 감염 공정 확립

  - 2 L 바이오리액터를 이용하여 0.42×106 cells/ml로 접종하여 5일째에 무혈청 배지 0.5 L, 

4 mM Glutamine과 4 mM Glucose를 첨가하여 7일간 배양하였을 경우 7일째 최대 

6.2×106 cells/ml의 세포를 수득

<3차년도 연구개발성과>

◦최적 제품화 배지선정

  - 구제역 바이러스 생산성이 탁월한 CD 계열 배지인 DOE1 기본배지개발

  - 총 10종의 배지첨가물을 선별하여 세포 성장 및 바이러스 생산성이 우수한 Feed 6 배지

를 개발하여 기존 바이러스 생산량 대비 약 4.6 배의 생산성을 보임

  - 배지첨가물의 첨가전략 개발을 통하여 배양 0일 차에 배양부피 대비 배지 첨가물 10%를 

첨가하여 배양함으로써 배양 4일차 최고세포농도 8.4×106 cells/ml 까지 성장

◦배지 영양요구성분 분석

  - 세포가 성장함에 따라 배지 영양소모분석을 통하여 부족한 영양분을 첨가하여 배지성분

을 강화시킴

  - 메타볼라이트 분석을 통하여 N-소스와 C-소스인 Glutamine과 Glucose의 소모성을 분석

하여 Glutamine은 최소 8 mM이상 Glucose는 최소 5 g/L 이상이 기본배지에 포함되어야 

함

◦바이오리액터 스케일업

  - 표준배지 중 하나인 CD-BPM배지를 이용하여 50 L 바이오리액터에서 배양공정조건 확립

  - 배양 3일차 세포회수 후 검역본부로 이송하여 구제역 바이러스 생산성 평가 수행

  - 초기 Lactate 축적을 억제함으로써 세포 성장성을 증대시킬 수 있을 것으로 사료됨

  - DOE1 기본배지를 이용한 200 L 바이오리액터에서 배양 공정 확립

  - 200 L 바이오리액터 배양 표준작업절차서를 작성

◦구제역 백신 생산을 위한 동물세포배양기술 확립

  - 표준배지 중 하나인 CD-BPM 배지를 이용하여 2 L 바이오리액터에서 배양조건 확립

  - Flask배양과 달리 바이오리액터에서는 Shear stress를 최소화 하는 것이 중요

  - Shear stress를 줄여주는 방안으로 Pluronic F-68을 1 g/L로 첨가함으로써 flask 배양보다 

높은 성장효과를 보임

◦부유세포주의 대량동물세포배양기술 확보

  - 기존 시판배지 대상 구제역 바이러스 역가 및 항원 생산량 비교하여 바이러스 생산성이 

우수한 ProBHK-1 : CD-BPM  = 1 : 1 혼합배지 확인

  - 다양한 표준배지의 바이러스 생산성을 평가하여 배지의 수급문제에 대비가능

  - DOE1 기본배지를 이용하여 생명연에서 200 L 배양공정 확립하였고 배양 3일차 세포를 

회수하여 25 L는 파일럿 스케일의 RM 장비에서 나머지는 검역본부 200 L 바이오리액터

에서 구제역 바이러스 생산성 검증
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◦무혈청 배지를 이용한 바이러스 감염공정 확립

  - 부착세포는 1×106 cells/ml 이상 증식되지 않았으나, 부유세포의 경우 최대 3.3×106 

cells/ml 수준까지 배양되는 것을 확인

  - 3종의 바이러스 접종 배지(Gibco-A, Gibco-B, CSTL-B)를 선별하여 접종 4일째 가장 높은 

titer를 보인 Gibco-A 선정

  - 바이러스 접종 시 세포 농도가 높을수록 접종 24시간에 바이러스 증식성이 가장 높음

◦개발된 동물용 부유세포의 백신 생산의 적용(Lab scale)

  - 10 L Lab-scale의 Wavebioreactor에서 회분식 배양을 하여 배양 2일차 3.6×106 cells/ml 

까지 성장함

  - Cas system의 배양 환경조건 변화를 통한 공정 최적화

  - 바이러스 접종 시에는 바이러스에 의한 세포활성도, 세포수의 변화와 세포 대사산물의 

수치가 변화됨을 확인하여, 이를 기반으로 바이러스의 증식성을 높이기 위한 배지첨가

물의 선정에 반영

◦개발된 동물용 부유세포의 생산 공정 스케일업

  - 바이오리액터를 이용한 구제역 바이러스의 배양 및 불활화, 정량 시험

◦부유 세포기반의 동물 세포주를 이용한 바이러스 대량 감염공정 개발

  - Canine virus, Porcine virus의 바이러스 감수성 확인을 통하여 부유세포에 적합한 바이러

스의 선정

◦무혈청 배지를 이용한 대량 감염공정 개발

  - BHK-21 부유세포의 바이러스 접종 23시간째에 가장 높은 106.23TCID50/ml의 항체가를 보

임

  - MOI를 각각 0.1, 0.01, 0.001로 달리하여 바이러스 접종 조건을 확인하였을 경우 0.01 

MOI 조건에서 평균 약 106.0 TCID50/ml 의 높은 항체가를 형성

◦돼지에서 구제역 백신 보조제 선정 및 효능 평가

  - 구제역 백신에 적합한 백신보조제 선정을 위해 emulsion type별로 시험백신을 제조한 후 

목적동물인 돼지에서 시험하여 ELISA와 VNT로 항체가를 측정함

 ○ 연구성과 활용실적 및 계획

본 과제의 수행으로 얻어질 신규 무혈청 부유배양 기반 동물세포배양기술은 동물용 바이

러스 백신 대량생산에 있어서 핵심 기술로써 국내 동물용 백신 생산에 있어 처음으로 시도

되고 있는 기술이라 볼 수 있다.

본 과제의 수행으로 확립될 무혈청 부유형 동물세포배양 기반 동물용 바이러스 백신 생산

기술은 구제역 백신이외에도 다양한 가축질병관련 바이러스 백신 생산에 폭넓게 이용될 수 

있으며 국내외 특허등록을 통해 독점적인 권리를 얻고 이를 기반으로 사업화 가능성이 높

은 분야라고 볼 수 있다. 또한, 기존의 부착형 동물세포 배양기술의 한계를 뛰어 넘어 바이

러스 백신 대량생산기술 확보, 독자배지개발을 통한 생산단가의 절감, GMP 기준에 부합한 

설비 활용 등 독자적 생산기술의 완성도를 높이게 되면 다국적 백신기업과의 기술 경쟁력

을 확보할 수 있을 뿐더러 국내 수의 백신산업의 성장에 크게 기여할 것으로 예상된다.
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[별첨 2]

자체평가의견서

1. 과제현황

과제번호 315039-3

사업구분 농식품기술개발사업

연구분야
과제구분

단위

사 업 명 가축질병대응기술개발사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명
구제역 백신 대량생산을 위한 

동물세포 배양기술 확립
과제유형 연구 개발

연구기관 한국생명공학연구원 연구책임자 이은교

연구기간

연 구 비

(천원)

연차 기간 정부 민간 계

1차연도 2015.8.14. ~ 
2016.8.13. 390,000 130,000 520,000

2차연도 2016.8.14. ~ 
2017.8.13. 390,000 130,000 520,000

3차연도 2017.8.14. ~ 
2018.8.13. 390,000 130,000 520,000

계
2015.8.14. ~ 
2018.8.13. 
(36 개월)

1,170,000 390,000 1,560,000

참여기관 농림축산검역본부, (주)중앙백신연구소

상 대 국 상대국연구기관

※ 총 연구기간이 5차연도 이상인 경우 셀을 추가하여 작성 요망

2. 평가일 : 2018년 9월 21일

3. 평가자(연구책임자) : 

소속 직위 성명

한국생명공학연구원 책임기술원 이은교

4. 평가자(연구책임자) 확인 : 이 은 교
본인은 평가대상 과제에 대한 연구결과에 대하여 객관적으로 기술하였으며, 공정하게 평가하였음을 확약하며, 

본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다.

확 약
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Ⅰ. 연구개발실적

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : (아주우수)

- 부유세포 기반 구제역 백신 대량생산 기술의 국내 최초 확보

- 구제역 백신 부유적응 세포주 확보 및 특허 등록

- 고농도 세포 배양을 통한 구제역 백신 생산성 증가 기술 확보

- 구제역 백신 생산성 제고를 위한 합성 배지 및 배지첨가물의 확보 

- 200 L 바이오리액터를 이용한 구제역 백신 대량 생산 공정 기술 개발 및 농림축산

검역본부 백신생산연구센터에서의 3차례 검증 

- 구제역 바이러스 감작 조건 기술 확보 및 바이러스 입자 검출법 확립

- 본 기술을 바탕으로 생산된 구제역 백신의 목적 동물에서의 실증

 2. 연구개발결과의 파급효과

  ■ 등급 : (아주우수)

- 환경파괴와 동일한 수준의 동물전염병의 유행이 반복적으로 발생하고 있고 이에 

대응한 동물백신기술은 휴먼백신개발과 유사한 수준으로 점차 발전되고 있음. 영

국, 러시아, 아르헨티나, 중국 등의 기업에서 기술적 우위를 지니고 있어 백신 수

입국에 머물렀으나 국내에서 반복적으로 발생하고 있고 토착화하여 바이러스의 

변형이 발생될 우려가 지속적으로 커지고 있어 국내 독자적 구제역 백신 기술을 

확보할 필요가 있음. 이에 따라 국내에서 분리된 구제역 항원인 진천주를 기반으

로 백신생산기술을 독자적으로 확립하는데 목적을 두고 본 사업을 수행하였으며 

그 결과 독자적 세포주와 독자적 배지를 사용한 동물세포배양법과 이에 따른 백

신생산법을 구축하였기에 농림축산검역본부에서 구축한 구제역백신시설내에서 파

일로트 규모 생산이 가능할 것으로 기대됨

- 본 연구에서 확보된 세포주와 동물백신생산용 배지는 다른 종류의 백신개발 에 폭

넓게 활용이 가능함

- 본 연구에서 확립된 백신 대량생산 기술을 활용한다면 인플루엔자 및 폴리오 백신

등에 많이 활용되는 Vero 및 MDCK 세포주를 활용한 백신생산연구에도 적용이 가

능할 것으로 기대하며 향후 신규 개발 중인 백신의 안정적 생산성을 확보함으로

써 백신의 국산화와 선진국과의 기술격차를 줄일 수 있을 것으로 기대됨
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 3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : (아주우수)

- 해외 백신의 수입에만 의존하고 있는 구제역 백신을 국내 독자적 생산 가능 

- 국내에서 주로 발생한 구제역 바이러스 타입뿐만 아니라 국내 유입후 변형된 신규 

구제역 바이러스에 대한 신속 대응 및 지속적인 구제역 바이러스 연구 개발 가능

- 구제역 백신뿐 아니라 포유류 세포기반의 동물백신의 국내 생산기지화 가능

- 구제역 질병 발발에 따른 신속한 백신화 기술 가능

- 동물질병이외에 사람의 유행성 질병에 대한 백신 자립화에 기여 가능

 

 4. 연구개발 수행노력의 성실도

  ■ 등급 : (아주우수)

- 구제역 백신 생산에 적합한 현탁배양이 가능하면서도 무혈청 배지에서의 고성장이 

가능한 세포주의 독자적 확보

- 구제역 백신의 경제적 생산이 가능한 무혈청 합성배지의 확보

- 고농도 세포 배양 및 바이러스 생산이 가능한 동물세포기반 백신생산기술 확보

- 생산된 구제역 백신의 정성 및 정량 분석기술을 확립하였으며 목적 동물에서의 검

증 완료
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 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

  ■ 등급 : (우수)

1. SCI 논문2 건

 - Journal of Veterinary Medical Science. 2017 Nov 10;79(11):1822-1825.

 - Antiviral Research 2017 Jul;143:134-141.

2. 특허 출원 2건

 - 10-2016-0101758

 - 10-2017-0070818

3. 특허 등록 1건

 - 10-1812223-0000

4. 국외학술발표 1건

 - FOOT AND MOUTH DISEASE VACCINE PRODUCTION IN CELL CULTURE

5. 국내학술발표 5건

 - Verification of Proper Vaccination Time for Porkers with Foot-and-mouth 

Disease Vaccine

 - A Comparison of Methods for Purification and Concentration of Foot-and-mouth 

Disease Virus

 - Chromatographic Analysis of Foot and Mouth Disease Virus

 - Evaluation for Inactivation of Foot and Mouth Disease Virus

 - Large-scale production of foot-and-mouth disease vaccine in serum-free and 

suspension culture of BHK-21 cell
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Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표
(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

현탁세포배양 적합 
배지 최적화

10 100
- 구제역 바이러스 백신 생산을 위한 현탁세포주 

개발 및 표준배지 확보

구제역 바이러스 
생산성 평가기술확립

10 100
- 구제역 바이러스 생산성 평가를 위한 활성 바

이러스 정량법 및 146S 입자 검출법 확립 

바이러스감염기술개발 5 100 - 바이러스 감염 최적 MOI 확립

고농도 세포배양기술 확립 15 100

- 기본배지 및 배지첨가물 개발을 통한 고농도 

세포배양기술 확립

- 영양요구성분석 및 공정 파라미터 분석을 통한 

고농도 세포배양법 확립

구제역 바이러스 
생산성 평가

15 100
- 최적의 배양 공정을 통한 구제역 바이러스의 

접종 농도, 회수 시기 결정

세포배양기반 
백신생산기술개발

10 100
- 부착세포와 부유세포 비교를 통한 부유세포의 

백신생산 우수성 검증 

대량배양공정검증 15 100
- 200 L 바이오리액터에서 세포배양 공정 확립 

및 구제역 바이러스 생산 기술 확립

배양공정기술확립 15 100
- 플라스크 배양에서 2, 10, 50, 200 L 바이오리

액터 배양까지의 스케일업 공정기술 개발 완료

제품화기술 검증 5 100
- 목표 동물인 돼지에서 본과제를 통해 생산된 

구제역 백신의 효능 검증 완료

합계 100점 100
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Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

  본 과제를 통하여 종란과 부착세포를 통한 백신생산의 한계점을 극복하고 세계 백

신 산업의 트렌드인 부유세포 기반 백신 생산에 관련된 세포주 개발부터 배지개발, 

공정개발을 통한 대량생산까지 백신 산업의 핵심 기술을 개발하고 확보하였다. 전염

률이 높고 경제적으로 타격이 큰 구제역 바이러스 백신 생산에 대한 국산화 기술을 

확보하여 국내 특이적 구제역 바이러스에 대하여 신속하게 대응하고 새로운 구제역 

바이러스에 대한 지속적인 연구개발을 할 수 있을 것으로 기대 된다. 향후 본 기술을 

바탕으로 여러 동물 질병에 대한 백신 개발부터 인간 질병에 대한 백신 개발까지 여

러 백신 연구에 적극적으로 활용할 수 있을 것으로 기대 된다.

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

- 구제역백신 생산 세포주 개발을 통한 특허 출원 및 등록

- 세포의 대량배양 및 백신 대량생산 기술 확보를 위한 기본배지 개발 및 공정개발 

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

- 구제역 백신 대량생산 공정기술 개발에 관한 논문 발표 예정

- 농림축산검역본부 정책활용 예정

- 차세대 백신인 구제역 바이러스의 VLP(Virus like particle) 백신 개발에 관한 특허 

출원 준비

- 대량배양기술에 대한 기술 이전 계획

Ⅳ. 보안성 검토

1. 연구책임자의 의견

 지적재산권 확보 및 기술이전 협의 후 공개

2. 연구기관 자체의 검토결과
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[별첨 3]

연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태 □자유응모과제  ☑지정공모과제 분 야  가축질병대응기술개발사업

연 구과제 명 구제역 백신 대량생산을 위한 동물세포 배양기술 확립

주관연구기관 한국생명공학연구원 주관연구책임자 이은교

연 구개발 비

(천원)

정부출연

연구개발비
기업부담금 연구기관부담금 총연구개발비

1,170,000 390,000 0 1,560,000

연구개발기간 2015.8.14. ~ 2018.8.13.(36 개월)

주요활용유형
 □산업체이전         □교육 및 지도        ☑정책자료         □기타(          )

 □미활용 (사유:                                                              )

2. 연구목표 대비 결과

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

① 현탁세포배양 적합 배지 최적화
- 구제역 바이러스 백신 생산을 위한 현탁세포주 개발 및 

표준배지 확보

② 구제역 바이러스 생산성 평가기술확립
- 구제역 바이러스 생산성 평가를 위한 활성 바이러스 정

량법 및 146S 입자 검출법 확립 

③ 바이러스감염기술개발 - 바이러스 감염 최적 MOI 확립

④ 고농도 세포배양기술 확립

- 기본배지 및 배지첨가물 개발을 통한 고농도 세포배양

기술 확립

- 영양요구성분석 및 공정 파라미터 분석을 통한 고농도 

세포배양법 확립

⑤ 구제역 바이러스 생산성 평가
- 최적의 배양 공정을 통한 구제역 바이러스의 접종 농

도, 회수 시기 결정

⑥ 세포배양기반 백신생산기술개발
- 부착세포와 부유세포 비교를 통한 부유세포의 백신생산 

우수성 검증 

⑦ 대량배양공정검증
- 200 L 바이오리액터에서 세포배양 공정 확립 및 구제

역 바이러스 생산 기술 확립

⑧ 배양공정기술확립
- 플라스크 배양에서 2, 10, 50, 200 L 바이오리액터 배양

까지의 스케일업 공정기술 개발 완료

⑨ 제품화기술 검증
- 목표 동물인 돼지에서 본과제를 통해 생산된 구제역 백

신의 효능 검증 완료
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3. 연구목표 대비 성과 

4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① 구제역 백신 생산 부유세포주 개발

② 구제역 백신 생산 세포주의 성장 및 바이러스 생산 최적화 배지 개발

③ 구제역 백신 생산 세포주 대량배양공정 기술

➃ 구제역 백신 대량생산공정 기술

5. 연구결과별 기술적 수준

구분

핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계
최초

국내
최초

외국기술
복    제

외국기술
소화․흡수

외국기술
개선․개량

특허
출원

산업체이전
(상품화)

현장애로 
해    결

정책
자료

기타

①의 기술 v v

②의 기술 v v

③의 기술 v v

➃의 기술 v v

 * 각 해당란에 v 표시

성과
목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화 학술성과
정책

활용·홍보

특

허

출

원

특

허

등

록

건

수

기술

료

제품

화

매출

액

수출

액

고

용

창

출

투자

유치

논문

논

문

평

균 

IF

학

술

발

표

정책

활용

홍보

전시SCI
비

SCI

단위 건 건 건
백만

원

백만

원

백만

원

백만

원
명

백만

원
건 건 건 건 건

가중치

최종목표 3 1 2 2 1 2 1

연구기간 내 
달성실적

2 1 2 2 0 6 1

달성율(%) 67 100 100 100 0 300 100
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6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술
- 신종 구제역 바이러스에 대한 백신 연구 및 생산 활용

- 동물 및 사람 질병에 대한 백신 개발 연구

②의 기술
- 구제역 백신 생산 세포주의 고농도 배양 및 바이러스 생산 활용

- 구제역 외 백신 생산 세포주의 배양 최적화 연구

③의 기술 - 구제역 백신 생산 세포주의 고농도 대량 배양을 통한 바이러스 백신 생산 활용

➃의 기술
- 대량배양공정을 통한 바이러스 백신 대량 생산 활용

- 신종 구제역 바이러스 발발에 대한 초기 대응용 백신 생산

7. 연구종료 후 성과창출 계획

성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술실시

(이전)
사업화 학술성과

정책

활용·홍보

특

허

출

원

특

허

등

록

건

수

기술

료

제

품

화

매출

액

수출

액

고

용

창

출

투자

유치

논문

논

문

평

균

IF

학

술

발

표

정책

활용

홍보

전시SCI
비

SCI

단위 건 건 건
백만

원
건

백만

원

백만

원
명

백만

원
건 건 건

가중치

최종목표 3 1 1 0

연구기간 내
달성실적

연구종료 후
성과창출 
계획

2 1 1 1



- 163 - 

8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1) 구제역 백신 생산 세포주의 대량배양공정 기술

이전형태 □무상  √□유상 기술료 예정액 200,000 천원

이전방식2)
     □소유권이전     □전용실시권     □통상실시권     √□협의결정 

     □기타(                                                     )

이전소요기간 6개월 실용화예상시기3) 2021년

기술이전시 선행조건4)  백신 생산 공정 장비 흐름도 파악 및 기술지도

 1) 핵심기술이 2개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성

 2) 전용실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 다른 1인에게 독점적으로 허락한 권리

통상실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 제3자에게 중복적으로 허락한 권리

 3) 실용화예상시기 : 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기, 공정개선인 경우 공정개선 완료시기 등

 4) 기술 이전 시 선행요건 : 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항(기술지도, 설비 및 장비 등 

기술이전 전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재)
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연구보고서입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 

가축질병대응기술개발사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여

서는 아니됩니다.


	구제역 백신 대량생산을 위한 동물세포 배양기술 확립 최종보고서
	요약문
	목차
	1. 연구개발과제의 개요
	1-1. 연구개발 목적
	1-2. 연구개발의 필요성
	1-3. 연구개발 범위

	2. 연구수행 내용 및 결과
	주관연구기관 : 한국생명공학연구원
	1. 구제역 백신 생산 세포주의 상업용 배지 평가
	가. 상업용 배지 선정 및 특성
	나. 표준배지 선별 및 평가 기준 확립

	2. 구제역 바이러스 역가 측정
	3. 배양 초기 배지첨가물의 효과
	4. 구제역 백신 생산 세포주의 배지첨가물 평가
	가. 상업용 배지첨가물 선정 및 특성
	나. 배지첨가물 선별 및 평가 기준 확립

	5. 표준배지의 구축
	6. 유가식배양첨가물선정
	가. 구제역 백신생산 세포주의 첨가 배지인 CB feed1 최적 농도 선별

	7. 선정배지에 대한 바이오리액터평가
	가. 표준작업지시서(Standard Operating Procedure)
	나. Simple fed-batch protocol
	다. Fed-batch protocol
	라. Simple fed-batch와 Fed-batch배양 비교
	마. 2 L 바이오리액터에서 pH 공정 확립
	바. Flask pH profile을 바이오리액터 배양에 적용
	사. 바이오리액터 배양의 메타볼라이트 분석 비교
	아. 배지 첨가물의 첨가 공정 최소화 시험
	자. CD-BPM 표준배지의 바이오리액터 배양 공정 확립

	8. 생명연 특허세포주와 검역본부 특허세포주 비교(특허출원기술)
	가. 세포 성장 비교
	나. 현탁도 비교
	다. 세포막 단백질 비교
	라. 구제역 바이러스 생산성 비교

	9. 기본배지 개발
	가. DWP를 이용한 BD 프로토타입 배지 선별
	나. Shake flask를 이용한 BD 프로토타입 배지 선별
	다. BD 프로토타입 배지의 구제역 바이러스 역가 측정

	10. 혼합배지평가
	가. AF20 프로토타입 배지의 성분 강화
	나. 선별된 CD 프로토타입 배지의 성분 강화
	다. 성분 강화된 배지의 재현성 평가
	라. 성분 강화된 배지의 구제역 바이러스 역가 측정을 통한 배지 선별

	11. 배지첨가물 개발
	가. 배지첨가물 선별

	12. 200 L 바이오리액터를 이용한 구제역 바이러스 생산 세포의 대량 배양법 구축

	제1협동연구기관 : 농림축산검역본부 1차 년도 연구수행
	1. 최적의 구제역 바이러스 접종량 선정
	2. 현탁세포수에 따른 구제역 바이러스 역가차이
	3. 부착세포와 현탁세포의 바이러스생산성 비교
	4. 바이러스 입자 검출기법 확립
	5. 부착세포와 현탁세포의 바이러스생산성 비교

	제1협동연구기관 : 농림축산검역본부 2차 년도 연구수행
	1. 기본 배지 및 교체 배지 평가 : ProBHK-1
	2. 기본 배지 및 교체 배지 평가 : CD-BPM
	3. 기본 배지 및 교체 배지 평가 : ProBHK-1 vs. CD-BPM
	4. 기본 배지 및 교체 배지 평가 : VP series
	5. 기본 배지 및 교체 배지 평가 : BD series
	6. 부유세포주별 구제역 바이러스 생산 효율 비교 평가
	7. 구제역 바이러스 입자(146S) 정량적 평가기법 정립

	제1협동연구기관 : 농림축산검역본부 3차 년도 연구수행
	1. 세포배양배지 및 바이러스접종전 교체배지 조합 선정
	2. 기존 시판배지 및 신규 개발 배지를 활용한 파일롯규모 구제역 백신항원 제조
	1) 기존 시판배지 활용
	2) 신규 개발 배지 활용: DOE1(+Feed 6 media)


	제2협동연구기관 : 중앙백신연구소
	1. 무혈청 배지 배지를 이용한 바이러스 감염공정 확립
	1) 각 무혈청배지에 증식된 부착세포에서의 바이러스 감염 감수성 확인
	2) 무혈청배지에 증식된 부유세포에서의 바이러스 감염 감수성 확인
	3) 무혈청 배지와 혈청첨가배지의 바이러스 증식성 비교 확인
	4) 세포 접종 수에 따른 바이러스 증식성 확인

	2. 개발된 동물용 부유세포의 백신 생산의 적용(Lab scale)
	1) Bioreactor(Lab scale)를 이용한 증식성 확인

	3. 개발된 동물용 부유세포의 회분식 배양공정 최적화(Lab scale)
	1) Cas system의 배양 환경조건 변화를 통한 공정 최적화
	2) 바이러스 감염 조건 확인 및 대사산물 측정

	4. 개발된 동물용 부유세포의 배양공정 최적화
	5. 부유세포에 적합한 바이러스의 선정
	1) Canine virus의 바이러스 감수성 조사
	2) Porcine virus의 바이러스 감수성 확인

	6. 부유 세포기반 동물 세포주의 회분식 감염공정 최적화
	1) Bioreactor 배양조건
	2) 구제역 바이러스 감염조건 확립
	3) MOI (Multiplicity of infections)에 따른 FMD(포천)바이러스 증식성 확인

	7. 무혈청 배지를 이용한 부유세포의 회분식 감염 공정 확립
	8. 무혈청 배지를 이용한 부유세포의 유가식 감염 공정 확립
	9. 바이오리액터를 이용한 구제역 바이러스의 배양 및 불활화, 정량 시험
	10. 돼지에서 구제역 백신 보조제 선정 및 효능 평가
	1) 구제역 포천 A형 항원의 adjuvant 결정시험(돼지)
	2) 구제역 진천 O형 항원의 adjuvant 결정시험(돼지)



	3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도
	3-1. 목표
	3-2. 목표 달성여부
	3-3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

	4. 연구결과의 활용 계획 등
	4. 실적 자료
	1. 논문(SCI 2 건)
	2. 특허(출원 2건, 등록 1건)
	3. 학술대회 발표(해외 1건, 국내 5건)
	4. 고용창출(정규직 채용 2건)
	5. 정책활용(1건 예정)

	별첨
	별첨 1 - 연구개발보고서 초록
	별첨 2 - 자체평가의견서
	별첨 3 - 연구성과 활용계획서

	참고문헌




