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1. 특허(출원 6건, 등록 2건)

 1) 특허출원 (10-2016-0084656)

   - 트립토파닐-tRNA 합성효소 단백질을 함유하는 조성물의 백신보조제로서의 활용

 2) 특허출원 (10-2017-0118709)

   - 트립토파닐-tRNA 합성효소 유전자를 포함하는 재조합 벡터 및 이의 용도

 3) 특허출원 (10-2018-0159687)

   - 클루이베로마이세스 막시아누스 균주에서 유도 발현이 가능한 프로모터 및 이를 이용한 

유전자 발현 시스템

 4) 특허출원 (10-2018-0095792)

   - 프럭탄을 함유하는 바이오 매스로부터 바이오 에탄올과 면역증강 프로바이오틱 효모 균

체를 동시 생산하는 방법

 5) 특허출원 (10-2018-0141588)

   - 안정성과 면역원성이 증대된 동물용 백신보조제 조성물

 6) 특허출원 (10-2019-0012317)

   - 동물용 백신보조제 조성물

 7) 특허등록 (10-1729547)

   - 트립토파닐-tRNA 합성효소 단백질을 함유하는 조성물의 백신보조제로서의 활용

 8) 특허등록 (10-1886415)

   - 트립토파닐-tRNA 합성효소 유전자를 포함하는 재조합 벡터 및 이의 용도

2. 기술이전 (2건)

 1) ‘분자 면역증강제 생산 노하우 기술’ 한국생명공학연구원과 기술이전

 2）‘자완 조성물의 백신보조제로서의 활용’ 충남대학교와 기술이전

3. 사업화(제품화 6건)

 1) 개발된 조류용 백신보조제의 상품화: 제품명 CAvant WO-A1

 2) 개발된 조류용 백신보조제가 적용된 조류 백신의 상품화: 제품명 포울샷 NEO-6

 3) 개발된 조류용 백신보조제가 적용된 조류 백신의 상품화: 제품명 포울샷 QX-Flu4

 4) 개발된 조류용 백신보조제가 적용된 조류 백신의 상품화: 제품명 포울샷 QX-Flu5



 5) 개발된 면역증강제를 포함하는 조류용 사료첨가제 상품화: 제품명 포울가드

 6) 면역증강제가 포함된 조류용 백신보조제 상품화: 제품명 CAWIO-A

4. 고용창출 (정규직 채용 3명)

 1) 박상찬(중앙백신연구소)

 2) 김민호(중앙백신연구소)

 3) 강현정(중앙백신연구소)

5. 기술인증 (1건)

 1) 농림축산식품부 인증 NET 신기술 인증

   기술명 ‘안정성이 증대된 W/O type 백신보조제 유화기술’

6. 논문 (SCI 11건, 비SCI 1건)

 1) J Microbiol. 2017 Jun;55(6):488-498

 - Coptidis Rhizoma extract inhibits replication of respiratory syncytial virus in vitro and in 

vivo by inducing antiviral state.

 2) J Microbiol. 2017 Nov;55(11):909-917

 - Dense Granule Protein-7 (GRA-7) of Toxoplasma gondii inhibits viral replication in vitro 

and in vivo.

 3) PLoS Pathog. 2018 Sep 21;14(9):e1007302.

 - FAS-associated factor-1 positively regulates type I interferon response to RNA virus 

infection by targeting NLRX1

 4) Scientific Reportsvolume 7, Article number: 4875 (2017) 

 - Inhibition of highly pathogenic avian influenza (HPAI) virus by a peptide derived from 

vFLIP through its direct destabilization of viruses

 5) BMC Complementary and Alternative Medicine (2016) 16:265

 - Inhibitory effects of an aqueous extract from Cortex Phellodendri on the growth and 

replication of broad-spectrum of viruses in vitro and in vivo

6) J Microbiol. 2016 Dec;54(12):853-866

 - Inhibitory effects of bee venom and its components against viruses in vitro and in vivo.

7) Vet Microbiol. 2017 Mar;201:240-251

 - Mucosal vaccination of conserved sM2, HA2 and cholera toxin subunit A1 (CTA1) fusion 

protein with poly gamma-glutamate/chitosan nanoparticles (PC NPs) induces protection 

against divergent influenza subtypes

8)  J Virology. 2017 Jul;91(14) 

 - Rubicon Modulates Antiviral Type I Interferon (IFN) Signaling by Targeting IFN 

Regulatory Factor 3 Dimerization

9) J Biomed Transl Res 2018;19(1):021-025 (비SCI급)

 - The anti-Influenza effect of a water soluble herbal extract from Salvia miltiorrhiza 

(Danshen) in vivo

10) Biotechnol. Bioeng. 115:694-704 (2018)

 - Ty1-fused Protein-body Formation for Spatial Organization of Metabolic Pathways in 

Saccharomyces cerevisiae.

11) J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 45:239-251 (2018)

- High-level recombinant production of squalene using selected strains of Saccharomyces 

cerevisiae.



12) JVI Accepted Manuscript Posted Online 24 October 2018

- Released Tryptophanyl-tRNA Synthetase Stimulates Innate Immune Responses against Viral 

Infection 

7. 학술대회 발표 (해외 11건, 국내 12건)

1) 해외 (포스터 11 건 발표)

 - Coptidis Rhizoma extract inhibits replication of respiratory syncytial virus in vitro and in 

vivo by inducing antiviral state

 - Mucosal Immunization with Lactobacillus-displayed CTA1-conjugated sM2HA2 of Influenza 

Virus induces Broad Protective Immune Responses in Balb/c Mice

 - Mucosal immunization of conserved sM2, HA2 of Influenza virus and cholera toxin 

subunit A1 (CTA1) fusion protein with PC nanoparticles induces protection against 

divergent influenza subtypes

 - Inactivated Enterovirus 71 (EV71) Adjuvanted with PC Nanoparticles Induces High Cellular 

and Humoral Immune Responses in BALB/c Mice

 - Mucosal Immunization with Lactobacillus-displayed CTA1-conjugated influenza sM2HA2 

induces Broad Protective Immune Responses against Divergent Influenza Subtypes

 - Mucosal administration with recombinant Lactobacillus-displayed CTA1-conjugated PEDSe 

induces neutralizing immune responses against porcine epidemic diarrhea (PED) virus

 - Production of porcine circovirus nucleocapsid protein in Saccharomyces cerevisiae

 - Recombinant production of SpaA, a subunit vaccine for swine erysipelas, in 

Saccharomyces cerevisiae

 - Surveillance of amino acid substitutions in avian influenza viruses isolated from wild birds 

from south korea, 2014-2016

 - Evaluation of safety of multivalent oil based vaccines containing different adjuvant and 

immunostimulant materials

 - Prevalence of salmonella spp. isolated from commercial duck farms in south korea

2) 국내 (포스터 12건 발표)

 - KMB 2017 국제학술대회 및 정기학술대회 (6건)

 - KMB 2018 국제학술대회 및 정기학술대회 (6건)

8. 인력양성 (2건)

 - 수의학 관련 석사 인력양성 2명

9. 정책활용 (1건)

 - 농림축산식품부 조류인플루엔자 방역과에 정책건의

   건의내용‘고병원성 AI 항원뱅크 구축 사업의 조류용 백신보조제 사용 제안’

10. 홍보전시 (3건)

 1) IPET 농림식품기술기획평가원 소식지 창(2018 vol73)

  - 신기술인증업체 ‘안정성 및 효능성 뛰어난 백신보조제 개발’ 

 2) 2018 EuroTier CAvant WO 소개 및 홍보전시 

 3) 파키스탄 CAVAC 양계제품 런칭 세미나. 2018.04

11. 기타 (1건)

 - 한국연구재단 2018 원천기술개발사업 신규 연구과제 선정

   과제명 ‘안전성과 효능성이 최적화된 구제역 백신보조제 개발 및 적용’



연구의

목적 및 내용

< 최종목표 >

가금 질병 방제를 위한 조류백신용 백신보조제 개발 및 상용화

< 세부목표 >

1. 가금용 백신에 적합한 백신보조제 개발을 위한 에멀젼 기술 개발

 1) 가금용 백신에 적합한 오일 백신보조제의 개발 및 에멀전 제제화 

및 평가

 2) 가금용 백신에 적합한 재조합 분자면역증강제 발굴 및 선발

 3) 가금용 백신에 적합한 신규의 분자면역증강 물질 발굴 및 개발

 4) 개발된 백신보조제 및 항원을 함유한 백신의 안전성 및 효능 평가

2. 개발된 백신보조제를 포함한 조류 핵심 질병 혼합백신의 평가

 1) 개발된 백신보조제를 포함하는 조류 핵심질병 혼합백신의 개발 및 

평가

 2) 분자면역증강제의 재조합 발현 시스템 확립 및 효능 평가

 3) 신규 분자면역증강 물질들의 면역증강 효능 검증 및 기작규명

 4) 개발된 면역증강제, 백신보조제 및 혼합백신의 평가

3. 개발된 백신보조제의 대량생산 시스템 구축 및 상용화

 1) 조류 핵심질병 혼합백신의 허가 신청 및 백신보조제의 대량생산  

방안연구

 2) 분자면역증강제의 대량생산 시스템 구축 및 경제성 생산기술 개발

 3) 신규 면역증강 물질의 조류용 백신 적용 및 효능 검증

 4) 개발된 백신보조제 종류별 시험백신의 효능 평가

< 연구개발 내용 >

◎ 가금용 오일 백신보조제의 개발

- 후보군 유화제들의 조성별 유화제조 조건 확립 및 특성분석

- 후보군 유화제로 조성된 유화액의 안정성 평가

- 유화액의 항원 방출 시험

- 수상액의 부피에 따라 적합한 백신보조제 개발

- 이화학분석

◎ 가금용 오일 백신보조제가 포함된 혼합백신의 평가

- 혼합백신 제제화 평가

- 개발된 가금용 오일 백신보조제의 SPF 닭에서의 항체가 지속성 평

<요약문>



가

◎ 가금용 오일 백신보조제가 포함된 혼합백신의 임상시험

- 시험백신 제조내역

- 시제품의 3개월 마다 안전시험 및 효능시험 반복

- 야외임상평가 결과

◎ 가금용 오일 백신보조제의 대량생산 시스템 구축 및 상용화

- 제조시설 구축 (논산 사진 및 설명)

- 개발 제품명 및 상품의 상표등록 

- 신기술 인증

◎ 면역증강제가 포함된 가금용 오일 백신보조제의 개발

- 분자면역증강제가 함유된 백신보조제의 효능평가

- 분자면역증강제 함유 백신보조제 평가

- 분자면역증강제 함유 백신 효능 평가

◎ 신규의 TLR agonist 기반 분자면역증강 물질 개발

- 병원체 (세균 및 바이러스) 감염시 사람 혹은 마우스 WRS 단백질

의 분비 검증

- 대장균 발현시스템을 이용한 수용성의 WRS 단백질 발현 및 실험

실적 정제

- WRS 단백질에 의한 면역세포의 선천면역 자극 효능 검증

- 마우스 WRS 단백질에 의한 면역세포의 자극 효과는 TLR4를 필요

로 함

- WRS 단백질에 의한 항원의 체액성면역 증진 효능 검증

- WRS 단백질에 의한 항원의 세포성면역 증진 효능 검증

- WRS 단백질에 의한 항원의 지속적 면역 증진 효능 검증

- Influenza A virus의 M2HA2 항원을 이용한 Influenza in vivo 

challenge 모델에서의 hWRS의 효능검증

- Chicken bone marrow derived macrophages (cBMDMs)를 이용한 

WRS의 면역증강능 확인

- FMDV-VP3와 IFN-lambda 재조합 단백질의 정제 및 in vivo 효능

검증

◎ 천연물 기반 신규의 면역증강 물질 개발

- 천연물 기반 단일물질 Q의 효능시험

- Chicken bone marrow derived macrophages를 이용한 면역증강 후

보물질 탐색

- 천연물 W314에 의한 면역증강 효능 검증

- Chitosan, Squalene의 면역증강 효능 검증

◎ 인플루엔자 재조합항원을 이용한 백신보조제 면역원성 검증 및 백

신 효능 검증 시스템 구축

 - M2HA2-Influenza A virus infection in vivo challenge 모델을 이용



한 CAvant WO-A1과 ISA70의 면역보조제 효능비교평가

- H5N2 감염에 대한 CAvant WO-A1과 ISA70의 효능비교평가

- H9N2 감염에 대한 CAvant WO-A1과 ISA70의 효능비교평가

◎ 닭에서 면역증강제의 세포성면역검증

- Chicken splenocytes에서의 CTL response 평가 시험

- 혈청에서의 CTL response 확인

- Splenocyte에서의 사이토카인 측정을 통한 CTL response 확인

- Splenocyte에서의 FACS 분석을 통한 CTL response 확인

◎ 다양한 재조합 분자면역증강제 후보의 확보

   - Heat shock protein, Flagellin, Hydrophobin, 스쿠알렌

◎ 재조합 발현 시스템 구축

- 효모발현 시스템 적용

- 대장균 발현 시스템 적용

◎ 재조합 분자면역증강제 시료 생산

◎ 분자면역증강제의 재조합 발현

- 분자면역증강제의 재조합 발현

- 분자면역증강제 후보의 항원-증강제 융합발현 형태의 시도

- 면역증강효과를 가지는 Kluyveromyces marxianus 효모 균주의 신

규 재조합 발현 시스템 구축

- Kluyveromyces marxianus 균주를 활용한 분자면역증강제의 재조합 

발현

◎ 재조합 분자면역증강제 시료 생산 및 주관연구기관으로의 공급

◎ 면역증강 프로바이오틱 효모 균주를 이용한 분자면역증강제 및 백신 

항원 단백질 재조합 생산 기술개발

- S. boulardii 효모 균체의 발효 생산

- 분자면역증강제 squalene을 함유하는 S. boulardii 효모 균체 생산 

기술개발

- S. boulardii 균주를 숙주세포로 사용한 백신 항원 단백질의 발현

◎ S. cerevisiae 균주에서 분자면역증강제 squalene의 과생산 최적화 및 

스케일-업 

- 효모 S. cerevisiae 균주에서 squalene 과생산을 위한 발현 최적화 

및 배양 최적화

- Squalene 생산 스케일-업을 위한 재조합 S. cerevisiae 균주의 30-L 

발효배양

- Squalene의 non-GMO 생산을 위한 self-cloning 효모균주의 제조

◎ 개발된 백신보조제(CAvant WO-A1) 함유 조류핵심질병(조류인플루

엔자, 뉴캣슬병, 전염성 기관지염, 산란저하증 등) 다가혼합백신의 실

험실적 시험 평가 

- 백신보조제와 면역증강제에 따른 안전성 평가



- 백신보조제와 면역증강제에 따른 효능성 평가

- 시험 백신 접종 후 공격 접종 시 생존율 비교  

◎ 개발된 백신보조제(CAvant WO-A1) 함유 조류핵심질병(조류인플루

엔자, 뉴캣슬병, 전염성 기관지염, 산란저하증 등) 다가혼합백신의 야

외실증시험 평가 

- 다가혼합백신의 야외 실증 시험 농장 선정 및 백신 조성

- 다가혼합백신의 안전성 평가

- 다가혼합 시험백신의 효능성 평가  

연구개발성과

◎ 가금용 오일 백신보조제의 이화학분석, 항원방출속도 등의 다양한 

분석 연구로 기술력 확보

◎ 분자면역증강제 및 천연물 기반의 면역증강제의 발굴 및 메카니즘 

연구로 기술력 확보

◎ 국내 독자적, 창의적 에멀전 기술 창출로 가금류에 적합한 오일 백

신보조제 개발 완료 

◎ 백신보조제의 생산 시스템 구축 및 상용화를 위한 사업화 방안마련

◎ 가금 핵심질병 불활화 백신에 적용한 신제품 출시

◎ 국내 독자적, 창의적 에멀전 기술 창출로 백신보조제 및 면역증강제

의 국산화

◎ 신규 개발된 면역증강제 관련 기술이전 2건

◎ 특허출원 6건, 특허등록 2건

◎ 제품화 6건 (백신보조제 2건, 백신보조제 적용 조류 백신 3건, 닭 사

료첨가제 1건)

◎ SCI급 11건 게재, 학술발표 20건 이상

연구개발성과의
활용계획

(기대효과)

◎ 독자적인 국내 기술로 백신보조제 개발로 기존 수입 백신보조제 

ISA70을 CAvant WO-A1으로 대체하여 자사에서 생산중인 백신에 적

용/ 수입대체 효과

◎ 백신 보조제 및 면역증강제의 자체상품화로 국내 및 해외(중국 및 

중동) 백신보조제 시장 진출 

◎ 원가 절감 및 고품질 조류 백신 개발로 국내 백신의 수출 경쟁력 강

화

◎ 원천 기술로 관련된 백신 및 백신보조제 연구개발에 플랫폼 기술로 

활용 

◎ 기술력 확보로 구제역 백신보조제 개발과 같은 타 과제에의 활용

국문핵심어
(5개 이내)

백신보조제 면역증강제 가축질병 실증시험 에멀젼

영문핵심어
(5개 이내)

Adjuvant Immune stimulator
Livestock’s 

Disease
Verification test Emulsion
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1. 연구개발과제의 개요

1-1. 연구개발 목적

○ 동물용 백신보조제(adjuvant)는 동물백신의 효능과 지속력을 증대시켜 주고 적절한 면역

반응을 유도하기 위해 사용되는 제품으로, 항원에 대한 면역반응을 신속하고 강력하게, 

그리고 장기간 유지시켜주는 역할을 하는 동물용 백신 제조에 필수적인 물질임.

○ 이상적인 백신보조제(adjuvant)는 면역증진효과 외에도 안전성(safety), 안정성(stability) 

및 실용성(utility) 측면에서 몇 가지 조건을 갖추어야 하며, 가격이 저렴하고 물리화학적

으로 안정해야 함.

○ 현재 사용되는 백신보조제(adjuvant)로서 알루미늄염의 경우는 지속력이 약해 빈번하게 

백신을 투여해야 하고 세포성면역 유도에 제한적인 단점이 있으며, O/W (Oil-in-water) 

백신보조제의 경우에는 초기 면역반응이 강하나 장기간 지속되지 않고, W/O 

(Water-in-oil) 백신보조제의 경우, 국소적인 부작용을 일으킬 수 있는 여지가 있지만 오

일에 기반을 둔 에멀전 백신보조제(adjuvant)가 경우에 따라서 알루미늄 염보다 더 효과

가 좋음.

○ 동물용 백신보조제 (adjuvant)는 전통적으로 사용되어 온 알루미늄 염, Freund's 

adjuvant(FA), 에멀전 등을 비롯하여 ISCOMs, microsphere 등 백신의 면역효과를 보다 증

강시킬 수 있는 새로운 adjuvant들이 전 세계적으로 경쟁적으로 그 연구가 진행되고 있

음.

○ 많은 종류의 백신보조제(adjuvant)의 연구개발 결과가 보고되고 있으나 독성, 안정성, 생

체이용가능성, 비용 등의 문제로 인체용 백신의 백신보조제(adjuvant)로서 사용될 수 있는 

것은 알루미늄 화합물 정도로 한정되어 있으며, 이는 지금까지 개발된 보조제 후보물질

들의 안전성이 확보되지 않았기 때문임.

○ 기술현황

  - 국내에서 유중수형(Water-in-oil) 에멀전은 주로 화장품에 적용되고 있는 기술로 아직까

지 동물용 백신제조를 위한 유중수형(Water-in-oil) 에멀전을 백신 제조에 있어서 백신과 

상분리를 유발시키지 않는 안정한 에멀전 제조의 어려움과 제조된 에멀전 백신이 주사

하기 어려운 정도로 높은 점도를 나타내는 단점이 있어 에멀전 개발에 어려움이 있음.

  - 국내의 동물백신에 이용되는 백신보조제(adjuvant)중 항원제시세포(APC)들을 자극시켜 

선천면역 및 적응면역 특히 세포성면역을 유도하여 백신의 효능을 증강시킬 수 있는 면

역증강제(Immune stimulator)를 포함하는 백신보조제(adjuvant)를 생산, 판매하고 있는 회

사는 없음.

  - 특히, 세균의 성분과 같은 외래물질을 이용하여 백신보조제(adjuvant)를 개발하려는 시
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도가 있으나 숙주세포 유래 즉, 병원체의 침입에 대응하여 숙주의 면역세포에서 자체적

으로 분비되어 dendritic cell과 같은 항원제시세포(APC)들을 자극시켜 선천면역 및 적응

면역을 촉진시킴으로 인해 숙주의 방어면역을 유도할 수 있는 숙주 자체의 단백질 

(Endogeneous adjuvant)를 재조합단백질로 생산하여 백신보조제(adjuvant)로 이용하려는 

연구는 전 세계적으로도 거의 없음   

○  주관기관과 협동기관의 동물백신용 에멀전 후보물질 및 면역증강제(Immune stimulator)

를 연구 결과를 토대로 제품개발을 목표로 실용화 기술을 개발하고자 함.

1-2. 연구개발의 필요성 

1) 동물용 백신보조제 (adjuvant) 개발의 중요성

○ 백신보조제(adjuvant)용 에멀전 기술은 국내 개발되어 있지 않음. 에멀전 원료물질을 예

를 들어 보면, 양계용 불활화 백신 성분 중 약 70% 정도를 차지하는 미네랄오일을 수입

하거나 제조된 백신보조제(SEPPIC사 ISA 70)을 수입하여 사용하고 있는 실정으로 국내 

자체의 기술개발이 절실이 필요함.

○ 실제적으로 백신 제조에 있어서 높은 항원함량, 백신의 높은 면역원성 유지, 높은 에멀

전 입자 균일성, 저점도, 주사능(syringeability), 제조공정의 용이성, 에멀전 원료의 무독

성, 장기간의 보관안정성 등의 조건을 충족시키는 동물백신용 에멀전의 국내 기술 부재

는 브랜드화된 제품의 수출과 수익성 증대에 장애요인이 될 뿐만 아니라 다국적 기업에

의 기술종속을 심화하고 있음. 

○ 주관기관인 동물용백신 전문 기업인 중앙백신연구소는 동물 백신용 에멀전 보조제 개발

에 필요한 다양한 유화제 후보물질, 이중 및 다중 에멀전 제조기술, 백신 항원의 제제화 

기술, 에멀전 분석기술 및 장비, GMP 백신 제조 시설, 안전성 및 효력성 평가 시설, 동

물용 백신보조제 개발 관련 핵심 기술과 인프라를 보유하고 있음.

○ 주관기관인 중앙백신연구소는 에멀전, 자가미세유화, 리포솜 기술 등 유화기술 관련 기 

보유한 선행 연구결과를 토대로 새로운 면역증강제 (Immune stimulator)의 개발 기술을 

갖고 있는 협력기관(충북대, 한국생명공학연구원, 충남대)과 공동으로 동물 백신용 에멀

전 보조제를 개발하고자 함.

○ 주관기관인 중앙백신연구소는 동물용 백신 제조, 대량 생산, 인허가 및 국내외 판매 네

트워크 등에서 국내 최고의 기술력과 시설을 구축하고 있으며 동물용 백신보조제 개발

을 통한 자체 브랜드화 제품 개발과 다국적 기업 종속 탈피의 강력한 의지와 연구개발

의 경험을 보유하고 있어 공동연구를 통한 기술 실용화의 가능성이 높음.
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그림1. 백신보조제의 개발 모식도

2) W/O 형태 불활화 조류 백신의 emulsion 안정성 및 역가 비교시험

○ 국내에서 유통되고 있는 조류 오일 백신을 대상으로 각 회사별 제품을 비교 분석한 결

과, 모두 동일한 W/O 형태의 불활화 백신임에도 불구하고 각 백신이 갖는 물리화학적 

특성은 조금씩 다르게 나타남.

○ 특히 다국적기업인 인터벳 제품의 경우, 제조일로부터 15개월이 경과하였으나 유효기간 

내의 유효한 백신임에도 불구하고 그림과 같이 W/O 에멀젼 상태가 깨져 항원과 백신 

보조제가 서로 층분리가 발생함. 

 그림2. 인터벳 Nobilis REO+IB+G+ND 제품의 성상
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 그림3. 백신 에멀젼의 현미경 관찰

 ○ 각 업체별 NDV가 포함된 백신의 성상관찰 후, 6~8주령 닭에 백신 1수분을 근육접종하

고 접종 2주 후 및 접종 3주 후에 채혈하여 NDV 항체가를 측정한 결과임. 국내 5개 업

체의 조류 오일 백신보조제는 ISA 70을 사용한다고 알려져 있으나, 아래 결과와 같이 업

체별 항체의 형성 정도가 다른 것을 확인함. 

 ○ 각 업체별 항원의 종류 및 함량 차이, 백신보조제와의 에멀젼 정도, 백신의 제조 후 시

간 경과, 백신의 보관 상태 등의 차이에 따라 백신의 안정성 및 항체 편차가 발생하는 

것으로 판단됨.

3) 협력기관 소개

○ 한국생명공학연구원 최의성 박사 연구실 소개 

   - 전통효모 Saccharomyces cerevisiae 균주와 희귀효모 Hansenula polymorpha 및 Pichia 

pastoris 등의 균주를 활용한 재조합 단백질의 발현 기술 보유

   - 세포내 발현 분비 및 표면 발현 기술의 기반 기술을 보유

   - 효모에서 면역증강물질인 squalene과 이소프레노이드 동시발현 생산 기술 보유 

   - 효모를 이용한 재조합 분자면역증강제(예: heat shock protein, flagellin, cytokine 등)을 

생산함으로써 분자면역증강제 자체의 면역증강 효과에 더하여 닭의 TLR (toll-like 

receptor)15 리간드로서 효모 세포벽 베타글루칸의 분자면역증강 효과를 동시에 얻을 수 

있는 가능성을 조사함.

 

○ 충남대학교 이종수 교수 연구실 소개 

   - 가용성(soluble)단백질을 발현, 정제할 수 있는 대장균 재조합 단백질의 발현 기술 보유

   - 가용성 아미노아실 tRNA 합성효소 (aminoacyl tRNA synthetase, ARS) 단백질 발현 및 

     정제기술 보유

   - 재조합 단백질의 유산균 표면발현 기반 기술을 보유

   - 면역세포 및 세포주를 이용한 선천면역 활성화 검증 In vitro 시스템 보유

   - 백신보조제 (adjuvant)의 효능검증을 위한 인플루엔자 challenge mouse model 보유

   - 백신항원의 체액성, 세포성 면역을 분석할 수 있는 mouse model 시스템 보유 
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○ 충북대학교 모인필 교수 연구실 소개

   - 백신면역증강제 후보군의 생체 내에서의 안전성 및 효능 스크린

   - 백신보조제 후보군의 생체 내에서의 안전성 및 효능 스크린

   - 조류 핵심질병 oil 백신의 실험실적 안전성 및 효능 평가

   - 조류 핵심질병 oil 백신의 야외농장에서의 실증실험 (안전성 및 효능평가)

 1-3. 연구개발 범위

1) 가금용 백신에 적합한 백신보조제 개발을 위한 에멀젼 기술 개발

  (1) 가금용 백신에 적합한 오일 백신보조제의 개발 및 에멀젼 제제화 및 평가

  (2) 가금용 백신에 적합한 재조합 분자면역증강제 발굴 및 선발

  (3) 가금용 백신에 적합한 신규의 분자면역증강 물질 발굴 및 개발

  (4) 개발된 백신보조제 및 동물질 함유한 백신의 안전성 및 효능 평가

2) 개발된 백신보조제를 포함한 조류 핵심 질병 혼합백신의 평가 

  (1) 개발된 백신보조제를 포함하는 조류 핵심질병 혼합백신의 개발 및 평가

  (2) 분자면역증강제의 재조합 발현 시스템 확립 및 효능 평가

  (3) 신규 분자면역증강 물질들의 면역증강 효능 검증 및 기작규명

  (4) 개발된 면역증강제, 백신 보조제 및 혼합백신의 평가

3) 개발된 백신보조제의 대량생산 시스템 구축 및 상용화

  (1) 조류 핵심질병 혼합백신의 허가 신청 및 백신보조제의 대량생산 방안 연구

  (2) 분자 면역증강제의 대량 생산 시스템 구축 및 경제성 생산 기술 개발

  (3) 신규 면역증강 물질의 조류용 백신 적용 및 효능 검증

  (4) 개발된 백신보조제 종류별 시험백신의 효능 평가
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2. 연구수행 내용 및 결과

2-1. 백신보조제 개발

2-1-1. 가금용 오일 백신보조제의 개발

1) 후보군 유화제들의 조성별 유화제조조건 확립 및 특성분석

(1) 주원료인 미네랄 오일 선발

   - 동물용 오일 백신보조제에 적합한 오일을 선정하고자 다양한 오일을 이용하여 백신보조

제를 제조한 다음, 조류 인플루엔자 바이러스(AIV, H9N2주)와 뉴캣슬병 바이러스(NDV, 

LaSota주) 불활화 항원으로 시험백신을 제조함

표 1. 오일 종류에 따른 조류 시험백신 4종

뉴캣슬병 항원량

(EID50/dose)

조류인플루엔자 항원량

(EID50/dose)
Adjuvant 비고

Group 1 108.0, 10% 108.0, 10% Mineral oil A

Group 2 108.0, 10% 108.0, 10% Mineral oil B

Group 3 108.0, 10% 108.0, 10% Mineral oil C

Group 4 108.0, 10% 108.0, 10% ISA70 양성대조군

Group 5 - - - 음성대조군

   - 6~8주령 SPF 닭을 그룹당 10수씩 배정하고, 시험군에 시험백신의 1수분(0.5㎖)을 근육으

로 접종함. 백신 접종 3주 후, 5주 후에 채혈하여 혈구응집억제시험(Hemagglutinin 

inhibition assay)을 실시함.

   - 수행결과 그림1와 같이 백신 접종 3주차에 NDV, AIV HI 항체가 128배 이상인 것으로 

확인되었으며, 5주차에 AIV 의 항체가는 양성대조군 그룹을 제외하고 모두 상승하였음. 

저병원성 조류인플루엔자의 혈청역가시험 검정기준은 시험군의 평균 닭 적혈구 응집억제 

항체가가 64배 이상이어야하며 본 시험군에서 모든 그룹에서 검정기준 이상의 결과를 보

였고, 미네랄 오일에 따른 유의적 차이는 없었음.
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그림 4. 미네랄 오일에 따른 NDV, AIV 항체가 측정 결과

  (2) W/O 형성에 적합한 유화제의 선발 시험

   - 주성분인 미네랄 오일의 선정 후, Water-in-Oil emulsion 형성에 적합한 유화제를 선발

하기 위하여 뉴캣슬병 바이러스(NDV, LaSota주) 불활화 항원을 이용하여 유제하고, 그 유

화액의 성상을 관찰함 

  - 백신 유화액은 오일상과 백신 수용액의 수성상을 각각 제조하고 이들을 일정한 비율로 

혼합하고 기계식 교반에 의해 유화하여 제조함(그림 5).

  

그림 5. NDV 단일백신 유화액 제조

   

   - 양성대조군으로 상용 유화제 (ISA70, Seppic사)를 기준으로 계면활성제의 종류, 오일상

과 수성상의 비율 등을 변화시킨 백신 유화액을 6종 제조 후, 12시간 경과시점에서 상용 

유화제를 사용하여 제조한 백신 유화액과의 성상을 비교한 결과임. 그림 6과 같이 일부 

조건(3MP1P2 그룹)에서는 유화액 제조 후 수상과 유상이 분리되었으며, 3MG, 3MP와 같은 

조건에서는 제조한 유화액의 성상이 안정한 것을 확인할 수 있었음. 안정한 유화액 조성

액을 기준으로 액적크기와 점도를 측정함.
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그림 6. 유화액 성상 비교 관찰

   (3) NDV 단일백신용 유화액의 액적크기 및 분포, 그리고 점도

  - 제조된 백신 유화액의 액적크기와 분포를 조사하기 위해 균일한 백신 유화액 3㎖를 

취하여 일회용 cell에 담아 전기영동광산란기(ELS-Z, OTUSKA Electronics Co., Japan)를 사

용하여 측정하였고, 액적크기는 광산란장치(ELS-Z)로 50회 스캔한 평균값으로 나타냄. 

NDV 단일백신 유화액의 액적크기 분포는 계면활성제의 종류와 양, 오일상/수성상의 비율 

등에 거의 영향을 받지 않았으며 정규분포를 나타내어 유화액내에서 액적의 크기가 고르

게 분포하는 유화액인 것을 확인함.

표 2. NDV단일백신 유화액의 유화액 조성에 따른 평균 액적크기

     

  - 대조군인 상용 유화제 ISA 70으로 제조한 유화액의 점도는 약 30~50 cP의 점도를 나타

내었으며, 3MG 및 3MP조성의 백신 유화액이 ISA 70으로 제조한 백신 유화액에 비해 낮
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은 점도를 나타내어 주사투여 가능성에 있어서 ISA 70으로 제조한 대조군에 비해 우수함

을 확인함.

그림 7. 시험 백신 유화액의 액적 크기분포

  (4) NDV/AIV 혼합백신용 시험 유화액 선정, 동물 효력시험

   - 조류 인플루엔자 바이러스(AIV, H9N2주)와 뉴캣슬병 바이러스(NDV, LaSota주) 불활화 

항원으로 제조한 시험백신의 효능을 조사하고 상용 보조제인 ISA 70으로 제조된 백신과 

효력을 비교, 평가하기 위하여 뉴캣슬병 바이러스는 반수방어용량측정법으로, 조류인플루

엔자 바이러스는 항체가 평가를 통하여 역가시험을 실시함. 역가시험법에 의한 혈구응집

억제시험을 실시하였으며, 반수방어용량 측정법에 따라 생존율을 측정하고 그 결과를 아

래 표에 나타냄(표 3).

표 3. 시험백신의 동물 효력 시험
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  (5) NDV/AIV 혼합백신의 유화액의 가속안정성 평가

   - 조류 백신의 특성상 오일 유화액 백신은 최소 2년 정도의 에멀젼 안정성(Stability)를 확보

해야 함. 조류 인플루엔자 바이러스(AIV, H9N2주)와 뉴캣슬병 바이러스(NDV, LaSota주) 불

활화 항원으로 시험백신을 제조하고 백신의 안정성을 평가하기 위하여 가속안정성

(accelerated stability) 시험방법을 실시함. 가속 안정성 시험은 37℃조건 또는 24시간 주기로 

4℃ ~ 37℃로 순환하는 조건에서 6주 동안 오일유출, 침전, 물 유출 및 층분리 발생 여부를 

관찰하여 평가하는 방법으로 진행함.

   - 그림 8와 같이 양성대조군 ISA 70과 비교, 평가하여 안정성이 인정되는 조성을 선발함.

　　　　　　　　　　　

                　

　　　　

　

그림 8. 시험 백신 유화액 가속안정성 평가결과
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  (6) 항원 및 백신보조제 함량별 백신의 점도 평가

   - 조류 불활화 오일백신은 오일성분을 포함하고 있어 일반적으로 점도가 높아 접종의 어려

움이 있을 수 있음. 또한 백신제조시 수상과 유상의 혼합 비율에 따라 점도가 달라지므로 

백신보조제 종류 및 함량별 점도를 동시에 비교하고자 Brookfield 점도계를 이용하여 각각

의 온도조건 4℃, 25℃, 37℃ 30rpm 조건에서 점도를 측정함. 

   - 측정결과 백신보조제 종류가 다른 group 4의 nanoparticle은 희석액 수준의 낮은 점도를 

보였고, 오일이 포함된 백신보조제 그룹은 40~80cP 정도의 점도를 보였음. 특히 수상 함량

이 높아질수록 점도도 증가하는 양상을 보임.

표 4. 백신보조제 종류 및 함량별 점도 비교

수상(항원 포함), % 유상(백신보조제), % 비고

Gruop 1 30 70 CAvant WO-A1

Gruop 2 35 65 CAvant WO-A1

Gruop 3 40 60 CAvant WO-A1

Gruop 4 30 70 Nanoparticle

Gruop 5 30 70 ISA70 양성대조군

그림 9. 시험 백신 점도 분포

2) 후보군 유화제로 조성된 유화액의 안정성 평가

(1) 항원 함유량에 따른 유화액의 안정성 측정

  - 개발된 백신보조제 및 양성대조군 ISA70의 시험백신을 제조하여 가속 안정성 시험을 6

주간 실시함. 가속 안정성 시험은 37℃조건 또는 24시간 주기로 4℃ ~ 37℃로 순환하는 조

건에서 오일유출, 침전, 물 유출 및 층분리 발생 여부를 관찰하여 평가하는 방법으로 진행

함. 관찰결과 ISA70은 가속 시험 1주차부터 물 유출과 층분리가 발생혔으나, CAWIO(CAvant 
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WO-A1)는 시험기간 6주 동안 안정하였음.

       

그림 10. 백신보조제를 포함하는 유화액의 가속 안정성 관찰 결과

  (2) 유화액의 장기보존 안정성 평가

 - 조류 오일 사독 백신의 유효기간은 24개월인 경우가 대부분으로 백신보조제 자체의 안

정성 뿐만이 아니라 백신 유화액 상태에서도 안정해야하며, 효능성이 유지되어야 함. 유

화액의 장기보관에 따른 효능확인을 위하여 제조 직후 및 유화액 제조 9개월이 경과한 시

점에서 SPF 닭에 접종하여, 뉴캣슬병 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스에 대한 항체

가 변화를 측정함.

 - 측정결과, 제조 당시와 9개월이 경과한 시험백신의 항체가 변화는 유의적 수준의 큰 

변화 없이 유지되는 것을 확인함. 본 연구팀이 개발한 백신보조제는 유화액 상태의 물리

적 안정성 및 백신 효능 측면의 장기보존 안정성이 뛰어난 것을 확인함.

그림 11. 유화액의 장기보존 안정성 평가

3) 유화액의 항원 방출 시험

(1) 유화액의 항원 방출 시험

- Water-in-Oil emulsion으로 제조된 뉴캣슬병 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스 불활

화 혼합백신 조성물로부터 항원과 단백질의 in vitro 방출시험을 실시하여 ISA 70으로 제조

된 조성물로부터의 in vitro 항원 및 단백질 방출 경향을 비교함.
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Group Antigen
Adjuvant

% contant
Note

Group 1

NDV(LaSota)

IBV(KM91, ADL05258)

AIV(H9N2)

EDSV(K11)

ISA70

65.8%
양성대조군

Group 2

NDV(LaSota)

IBV(KM91, ADL05258)

AIV(H9N2)

CAvant 

WO-A1

65.8%

시험군

  - 백신 조성물로부터 항원 및 단백질의 방출경향을 조사함으로써 동물시험에서의 항원방

출 및 항체생성 경향을 예측하기 위한 시험. 각 방출시험 시료로부터 방출시험액을 상층과 

하층에서 각각 1㎖씩 2㎖을 채취하여 Bradford assay로 단백질을 정량하여 평균값을 산출

함.

  - Surfactant 종류와 함량에 의해 항원 방출 지연, 투여부위에서의 지연방출(sustained 

release)를 조절할 수 있어 본 시험 모델로 적절한 항원 방출 속도를 결정하고자 시험을 실

시함. 

그림 12. 유화핵의 항원 방출 시험

4) 수상액의 부피에 따라 적합한 CAvant WO-A1 백신보조제 개발

(1) 수상액의 부피에 따라 적합한 CAvant WO-A1 백신보조제 개발

- 수상액(항원) 비율에 따라 적합한 CAvant WO-A1 백신보조제를 개발하기 위하여 기존에 

시험한 수상액(30%)에서 수상액을 최대 40%까지 증가시켜 시험을 실시함. 조류 백신에서의 

수상액 증대는 궁극적으로 항원량의 증대를 의미하며, 다가 혼합 백신 개발에 중요한 요인

이 됨.

   - 본 시험백신은 조류 핵심 질병인 뉴캣슬병 바이러스, 닭 전염성 기관지염 바이러스, 산란

저하증 바이러스, 조류인플루엔자 바이러스 불활화 항원을 포함하고 있음.

표 5. 백신보조제 조성에 따른 항체가 비교시험
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EDSV(K11)

Group 3

NDV(LaSota)

IBV(KM91, ADL05258)

AIV(H9N2)

EDSV(K11)

CAvant 

WO-A1

60%

시험군

그룹 No. of chickens
Observation 
period(Day)

Protection rate
(No. of the alive/
No. of the tested)

Group 1 10 14 90% (9/10)

Group 2 10 14 90% (9/10)

Group 3 10 14 100% (10/10)

무접종 대조군 10 14 0% (10/10)

- 6~8주령 SPF 닭을 그룹당 10수씩 배정하고, 시험군에 백신의 1수분인 0.5㎖을 근육으로 

접종하고, 2회 접종 그룹은 1차 접종 2주후에 1수분을 추가 접종함. 최종 백신 접종 3주, 5

주, 7주 후에 채혈하여 혈구응집억제 시험(ND, AI, EDS)을 실시하였으며, 시험백신 1회 접종

한 시험군은 뉴캣슬병 바이러스 강독주(Kr005주)를 공격접종하여 14일간 임상증상을 관찰

함.

그림 13. 조류 핵심질병 다가 혼합백신의 목적동물 실험 스케쥴

   - 뉴캣슬병의 효력시험은 90% 방어율 측정법으로 공격용 뉴캣스병 바이러스를 공격접종하

고 14일간 증상과 폐사를 관찰하는 방법으로 검정기준에 의거하여 공격접종을 수행한 결과, 

대조군은 100% 폐사하였고 시험군은 90% 이상 생존하는 것을 확인함.

표 6. 뉴캣슬병 바이러스 공격접종결과

   - One-Way ANOVA 분석법으로 분석한 결과, 1회 접종 3주 후 결과에서 ISA70이 유의적 차

이가 있는 것으로 분석되었고, 5주 후 및 7주 후 결과에서는 유의적 차이가 없는 것으로 분

석됨. 항체가 지속 측면에서 ISA70 그룹은 1차 접종 3주와 5주차까지는 항체가가 상승한 다

음 7주차에 감소하는 경향을 보이나, CAvant WO-A1 그룹은 접종 3주, 5주, 7주차까지 항체

가가 상승 유지되는 양상임. 접종 횟수 측면에서 CAvant WO-A1 그룹은 1회 접종 보다는 2

회 접종시 항체가 상승 효과가 큰 것으로 나타남. 효력 시험 및 항체가 측정 결과, 항원량 
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증대에 따른 항체가 변화가 크지 않고, 백신 유화액의 안정성이 유지(본 보고서에 첨부하지 

않음)되어 CAWIO(CAvant WO-A1)의 수상액 조절이 가능한 것으로 판단되며, 조류 핵심 질

병을 포함하는 다가 혼합백신 제조가 가능함.

그림 14. 백신보조제 함량에 따른 바이러스 주차별 비교
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5) 이화학 분석

(1) 이화학 분석의 목적

  - 백신보조제의 품질을 평가하는 물리화학적 특성시험방법을 조사하고, 실제로 유지(Oil, 油
脂; 동물 또는 식물에서 채취한 기름을 통틀어 이르는 말)에 대한 분석시험을 수행하는 충

남대학교 식품공학과 이기택 교수 연구실에 자문을 요청하여 시험을 수행한 내역을 담고있

다. 궁극적으로 실험실에서 수행할 수 있는 특성분석 시험법을 도입 및 조건을 확립하고 제

조한 백신보조제(CAWIO;CAvant WO-A1)에 대한 Certification of analysis를 작성하고자 한

다. 유지(oil, 油脂)의 이화학 분석은 W/O emulsion type의 백신보조제의 주성분인 오일을 분

석하여 동물백신보조제에 적합한 오일 선정에 활용될 수 있다. 또한 오일 및 백신보조제의 

산패진행에 따른 유효기간 설정에도 중요한 척도로 활용할 수 있다.

  ∙ 의뢰인:  중앙백신 연구소

  ∙ 실험수행: 충남대학교 식품공학과 식품화학실 이기택교수님.

  ∙ 의뢰일자: 2016.09.22.∼ 2016.09.26.

  ∙ 내용: 의뢰 시료에 대한 산가, 과산화물가, 요오드가, 비누화가 분석법 Setting 및 전수, 

         의뢰 시료에 대한 결과값 확인.

  - 의뢰시료는 일반 식용유지(triacylglycerol)과 그 조성 및 특성이 다르기 때문에 산가, 과산

화물가, 요오드가, 비누화가를 측정할 때 분석 시료량을 따로 설정해야함. 이를 위하여 네

가지 분석법에 대하여 시료량을 설정하고 분석법을 전수하였음.

  - 의뢰시료에 대하여 분석값을 보고함.

  (2) 시험법 

   ① 산가(Acid value, AV)

     - 정의: 유지 1 g 중에 존재하는 유리지방산을 중화하는데 필요한 KOH의 mg수

         유지 중에 존재하는 유리지방산의 함량을 나타내는 척도

  ○ 시험법

  i) 시료(약 5 g)를 100mL 삼각플라스크에 취함

  ii) n-hexane : EtOH(1:1, v/v) 용액 30 ml 가함

  iii) 0.5% 페놀프탈레인 용액 1 mL 

  iv) 0.1N KOH(100 ml, 에탄올 : 물 = 95 : 5)로 적정

  v) 시료의 End Point(종말점)(T1) : 적색을 나타내어 30초간 사라지지 않는 순간

       * Blank(No sample)도 전 과정 그대로 수행하여 적정값(T0)을 구할 것!

  ○ 계산식
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  ② 과산화물가(Peroxide value, POV)

    - 정의: 유지 1 kg 에 함유된 과산화물의 mg 당량수(meq/kg)

           유지 산패의 초기단계에 있어서 유지의 산패정도를 나타내는 척도

  ○ 시험법

  i) 시료(약 5 g)를 250mL 삼각플라스크에 취함(S)

  ii) Chloroform : acetic acid 용액(2:3, v/v) 35 ml 가해 녹임

  iii) 포화 KI용액 1 ml 첨가(실험때마다 새로 만들것)

  iv) 1분동안 진탕한 후 암소에서 5분 방치(상온)

  v) 증류수 75 ml 첨가, 혼합 (색:노란색)

  vi) 1% 전분용액(지시약) 1 ml 첨가 (색:보라색)

  vii) 0.01 N Na2S2O3(100 ml)로 적정(T1) (endpoint : 무색)

       * Blank(No sample)도 전 과정 그대로 수행하여 적정값(T0)을 구할 것!

  ○ 계산식

 ③ 요오드 가(Iodine value, IV)

    - 정의: 유지 100 g 에 흡수되는 요오드의 g 수(단위, g iodine/100g)

            유지의 불포화도(이중결합 수)를 측정하는 방법

 ○ 시험법

  i) 삼각플라스크(500mL)에 시료(약 1 g)를 취함
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  ii) Chloroform 10 ml 첨가 & 용해

  iii) Wijs reagent 15 ml 첨가하고 잘 흔듦

  iv) 밀봉 후 암소에서 방치(60 min, 수시로 흔듬)

  v) 10% KI solution 20 ml & 증류수 100 ml 첨가

  vi) 0.1 N Na2S2O3 solution 으로 적정(노란빛이 사라질때까지)

  vii) 이어서 무색에 1% 전분용액 2 mL(지시약) 넣고 이어서 적정

  viii) End Point : 보라색이 무색(완전히)으로 될 때 전분용액 2 mL넣고 확인!

  ○ 계산식

  ④ 비누화가(Saponification value, SV)

     - 정의: 유지 1 g을 비누화시키는 데 필요한 KOH의 mg 수

          유지의 구성지방산의 분자량 대소를 개략적으로 측정

  ○ 시험법

  i) 삼각플라스크(250mL)에 시료(약 2 g)를 취함

  ii) 0.5 N KOH in EtOH 용액  25ml 첨가 & 밀봉

  iii) Water bath 에서 15 min 가열(무색→노란색)

  iv) 1% 페놀프탈레인 1 mL(노란색→보라색)

  v) 0.5 N HCl로 적정(보라색→무색)

  ○ 계산식
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 (3) 시료 분석 결과

  ① ISA 70 (Certified value 참조 결과비교 후 시험법 설정)

AV
시료무게

(g)
0.1N KOH mL AV

Certified

value
비 고

Blank 0.1

AV-1 g 1.1002 0.1 0

AV-5 g 5.0008 0.2 0.11 0.1
산가 

시료무게결정

POV
시료무게

(g)
0.01N Na2S2O3 mL POV

Certified

value
비 고

Blank 0.3

POV-1 g 1.0305 0.3 0

POV-5 g 5.0718 0.5 0.39 0.40
과산화물가 
시료무게결정

IV
시료무게

(g)
0.1N Na2S2O3 mL IV

Certified

value
비 고

Blank 53.7

IV-1 g 1.3501 46.8 6.49 6.3
요오드가 

시료무게결정

IV-5 g 5.0596 27.8 6.50

SV
시료무게

(g)
0.5N HCl mL SV

Certified

value
비 고

Blank 20.8

SV-1 g 1.1706 19.9 21.57

SV-2 g 2.1255 19.6 15.84 14
비누화가 

시료무게결정
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  ② 시험법에 의한 시료 분석(A oil, C 조제)

  

AV POV IV SV

A oil 0.11 0.20 0.50 0.00

C 조제 1.12 0.59 5.79 12.56

ISA 70 0.11 0.39 6.50 15.84

2-1-2. 가금용 오일 백신보조제가 포함된 백신 평가

1) 혼합백신 제제화 평가

(1) 선정된 백신보조제로 시험백신 제조

 조류백신은 백신접종에 따른 스트레스로 인하여 산란율이 저하될 수 있어, 백신접종을 최소

화하고 1회 접종만으로 효과가 오래 지속되는 백신을 선호함. 또한 단일항원보다는 여러 가

지 항원이 포함된 다가백신 형태의 백신이 백신접종을 최소화하며 효과를 극대화 할 수 있

어 다가백신이 주를 이룸. 본 과제에서 개발된 백신보조제 역시 조류 핵심질병인 뉴캣슬병 

바이러스, 조류인플루엔자 바이러스, 산란 저하증 바이러스, 닭 전염성 기관지염 바이러스 항

원을 포함하는 다가백신(제품명 가칭 NEO-6)적용하고자 시험백신을 아래 표와 같이 제조함.

  

   표7. 시험백신 제조내역

Contents (per 1 dose) Mixcure ratio

NDV (rNDV-mF strain)A ·······························108.4 EID50

IBV (KM91 strain)B ·········································106.4 EID50

IBV (ADL05258 strain)B ·································106.1 EID50

EDSV (K11 strain)C ········································105.8 EID50

AIV (A/Chicken/Korea/01310/2001(H9N2) CE20 strain)A

··········································································108.4 EID50

Adjuvant(CAvant WO-A1) ·····································70%

Formalin ···························································0.2% 이하

Bulk : 75,000 ㎖

 

Adjuvant : 175,000 ㎖

(2) 시험백신의 안전성 시험

 백신보조제 및 시험백신의 안전성 확인을 위하여 2수분 접종 시험, 단일용량 반복 접종 시

험 그리고 2수분 반복 접종 시험을 실시함.
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Group
Clinical signs

(No. of birds positive/No. of birds examined)

Test group 0/5

Control 0/5

Group
Clinical signs

(No. of birds positive/No. of birds examined)

Test group 0/5

Control 0/5

Group
Clinical signs

(No. of birds positive/No. of birds examined)

Test group 0/5

Control 0/5

① 2수분 접종 시험

 뉴캣슬병, 닭 전염성 기관지염, 산란저하증 및 저병원성 조류인플루엔자 바이러스(H9N2형)

에 노출된 적이 없는 건강한 6~8주령의 닭 5마리를 사용하여 백신 2수분을 1회 근육접종하

고 대조군과 함께 14일간 관찰함. 모든 백신의 접종 후 시험기간 동안 폐사한 개체 없이 모

두 건강하였음.

② 단일용량 반복 접종 시험

 뉴캣슬병, 닭 전염성 기관지염, 산란저하증 및 저병원성 조류인플루엔자 바이러스(H9N2형)

에 노출된 적이 없는 건강한 6~8주령의 닭 5마리를 사용하여 백신 1수분을 근육접종하고 2

주 후 동일방법으로 접종하여 대조군과 함께 14일간 관찰함. 모든 백신의 접종 후 시험기간 

동안 폐사한 개체 없이 모두 건강하였음.

③ 2수분 반복 접종 시험

 뉴캣슬병, 닭 전염성 기관지염, 산란저하증 및 저병원성 조류인플루엔자 바이러스(H9N2형)

에 노출된 적이 없는 건강한 6~8주령의 닭 5마리를 사용하여 백신 2수분을 근육접종하고 2

주 후 동일방법으로 접종하여 대조군과 함께 14일간 관찰함. 모든 백신의 접종 후 시험기간 

동안 폐사한 개체 없이 모두 건강하였음.

④ 증체율

 시험백신이 증체율에 미치는 영향을 확인하기 위하여 백신 접종 그룹과 백신을 접종하지 

않은 그룹에 각각 10수씩 배정하고 백신 접종 전부터 주령별로 체중을 측정하여 증체율을 

확인함.
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 시험결과 시험백신 1차 접종 1주차에 백신을 접종한 그룹이 백신을 접종하지 않은 대조군

에 비하여 체중이 약 100g 정도 적었으나, 1차 접종 2주후부터는 오차범위 내의 차이를 보였

고, 2차 접종 2주후에는 백신 비접종 그룹과 동일한 체중을 나타내었음. 백신접종에 따른 스

트레스 및 증체율에는 큰 차이가 없는 것을 확인함.

그림15. 백신접종에 따른 증체율 확인

(3) 시험백신의 면역원성 시험

 임상시험에 앞서 일반 접종 프로그램에 따라 백신을 접종한 일반 닭 20수에 대하여 NEO-6 

시험백신을 접종하고 그에 따른 항체가 변화추이를 확인하고자 시험을 수행함.

 시험결과 NDV는 접종전 평균 27의 항체가를 보이고 있으며, 접종 후 210까지 항체가가 상승

하고 대조군은 시간 경과에 따라 감소하는 추세를 보임. AIV는 백신접종 전 AI에 대한 항체

가를 보유하고 있지 않았으며, 백신접종 후 검정기준인 26이상의 항체가를 보여 검정기준을 

만족하는 수준으로 나타남. 마지막으로 EDSV의 경우 개체간 항체가 차이가 뚜렷이 나타나 

경향성을 확인하기 어려웠으며, 백신 접종 후에는 검정기준인 24이상의 항체가를 보여 검정

기준을 만족하는 수준으로 나타남.
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그림16. 일반 닭의 백신 접종 후 ND, AI, EDS HI 항체가 측정결과



- 25 -

3) 뉴캣슬병 바이러스에 대한 반수방어용량(PD50) 평가

 6주령의 SPF 시험계를 대상으로 백신의 dose를 달리하여 접종한다. 백신 접종 3주 후 모든 

시험군에 대해 공격용 뉴캣슬병 바이러스 (Kr005 strain, 10^5.5 ELD50/bird)를 근육 내 공격접종

한다. 공격접종 후 14일간 생존율을 확인한다.

Group Vaccine Injection dose Exp. animal No. of animals Remark

1

CAvant
WO-A1

1 dose

6 weeks old 
SPF chicken

5

Kr005 strain, 

105.5 

ELD50/bird

2 1/25 dose 10

3 1/50 dose 10

4 1/100 dose 8

5 Challenge control 5

 시험결과, CAvant WO-A1를 사용한 시험군은 82.4 PD50 결과를 보여 국제기준인 50 PD50 이

상으로 높은 수준임을 확인하였다.

Group Vaccine Injection dose No. of animals Survival rate PD50

1

CAvant
WO-A1

1 dose 5 100%

82.4
2 1/25 dose 10 70%

3 1/50 dose 10 70%

4 1/100 dose 8 75%

5 Challenge control 5 0%
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4) 개발된 가금용 오일 백신보조제의 SPF 닭에서의 항체가 지속성 평가

 특정 병원체에 노출되지 않은 SPF(Specific pathogen free) 닭을 사용하여 백신 접종 프로그램

에 따라 백신을 접종하였다. 2개의 시험군과 1개의 무접종 대조군으로 그룹을 분류하였다. 시

험군에는 NDV, AIV, EDSV, IBV 항원 조성에 백신보조제만 CAvant WO-A1와 ISA 70로 달리하

여 백신을 제조하였다. 백신 제조 후 접종 프로그램에 따라 총 37주 (2차 접종 후 35주) 간의 

시험결과를 토대로 시험백신의 지속성을 관찰하였다. 백신 접종 후 총 37주 간 항체가를 측정

함으로써 백신보조제 종류에 따른 지속 여부를 확인하고자 하였다.

Group Antigen Adjuvant Note

Group1 NDV-K(rND-mF)          

EDSV-K(K11)            

AIV-K(01310)            

IBV-K(KM91,   ADL05258)

CAvant WO-A1 시험군

Group2 ISA70 시험군

Group3 무접종 대조군

 SPF 닭 25마리를 준비하여, 시험군 각각 10마리, 무접종 대조군 5마리를 배정하여 백신 1수분

인 0.5㎖을 근육 내로 접종한다. 그리고 일정에 따라 시험백신 접종 및 채혈을 실시한다. 1차 

접종 이후 2주 후 2차 접종 한다. 채혈은 4주차 까지 1주 간격으로 진행하고, 이후 8주차 까지

는 2주 간격으로 진행하고, 37주 까지 4주 간격으로 진행하였다.

그림17. 시험백신 접종 및 채혈 일정

 뉴캣슬병에 대한 효력 검정기준은 90% 방어율 측정법으로 공격접종 후 시험군의 90% 이상이 

생존하여야 한다. SFP닭의 경우 CAvantWO-A1과 ISA 70 을 사용한 백신 접종군 둘 다 1차 접

종 이후 2주차 까지 HI titer가4배 이상 올랐다. 그리고 2차 접종 2주차에 HI titer 가 32배 이

상 올랐고, 37주에 8배까지 낮아졌다.

 CAvant WO-A1의 경우 접종 1차 1주 까지 ISA 70 접종군과 비슷한 수준으로 HI titer가 4배를 

나타냈다. 2차 접종 후 2주 (4주)에 HI titer가 32배를 나타냈다. 전체적으로 CAvant WO-A1를 

사용한 그룹에서  ISA 70 접종군 보다 HI titer가 조금 더 높거나 비슷한 수준으로 유지됨을 나
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타냈다.

그림18. SPF 닭에서 CAvant WO-A1와 ISA 70 의 ND HI test 비교 결과 

 저병원성 조류인플루엔자 바이러스에 대한 효력 검정기준은 닭 적혈구 응집억제 항체가는 64

배 이상 이어야한다. SFP닭의 경우 CAvant WO-A1과 ISA 70 을 사용한 백신 접종군 둘 다 1

차 접종 이후 2차 접종 2주차 까지 HI titer가 256배 이상으로 올랐다가 이후 부터는 가파르게 

떨어지며 국검 기준 이하 (64배 ) 로 떨어졌다.

 ISA 70 이 2차 접종 2주차 (4주)에 HI titer가 512배로 가장 높았다. 그리고 2차 접종 이후 4주

차 (6주) 에는 32배가 되었다. CAvant WO-A1경우2차 접종 2주차 (4주)에 HI titer가 256배 되

었고, 2차 4주 (6주)에 32배가 되었다. 

 CAvant WO-A1와 ISA 70 을 사용한 백신 접종군 둘 다 비슷한 양상으로 HI titer가 형성되었

다. AI의경우 ISA 70보다 CAvant WO-A1가 HI titer가 조금 더 낮거나 비슷하게 유지되었다. 

그림19. SPF 닭에서 CAvant WO-A1와 ISA 70 의 AI HI test 비교 결과

 백신 및 백신보조제의 임상시험 전 효능평가를 위해서는 특정 병원체에 노출된적이 없는 개

체에 해당 백신을 접종하여 항체가 시험을 진행 하였다. 2차 접종 35주후까지 항체가 유지에 

대한 지속시험을 함께 확인해본 시험이다.

ㆍ 뉴캣슬병 바이러스의 항체가는 NEO- 6 백신에서 CAvant WO-A1가 ISA 70에 비해 높거나 
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Lot No. Contents(per 1 dose, 0.5ml)

Production 

quantity

(1,000dose)

T316N601

NDV (rNDV-mF strain)A ·······························108.4 EID50

IBV (KM91 strain)B ·········································106.4 EID50

IBV (ADL05258 strain)B ·································106.1 EID50

EDSV (K11 strain)C ········································105.8 EID50

AIV (A/Chicken/Korea/01310/2001(H9N2) CE20 strain)A

··········································································108.4 EID50

Adjuvant (CAvant WO-A1) ·····································70%

Formalin ···························································0.2% 이하

 

102

T316N602

NDV (rNDV-mF strain)A ·······························108.8 EID50

IBV (KM91 strain)B ·········································106.2 EID50

IBV (ADL05258 strain)B ·································106.1 EID50

EDSV (K11 strain)C ········································106.0 EID50

100

같은 수준의 HI titer를 보여주었으며 CAvant WO-A1를 adjuvant로 사용했을 경우 2차 2주차에 

항체가가 64배 수준으로 올랐으며 시간이 경과함에 따라 낮아졌다. 35주 후에는 8배 수준으로 

떨어졌다.

ㆍ 조류인플루엔자 바이러스에 대한 항체가는 ISA 70이 CAvant WO-A1보다 높거나 비슷한 수

준을 항체가가 유지되었다. CAvant WO-A1와 ISA 70 둘 다 접종 2차 2주까지는 256배 까지 항

체가를 유지했으나, 2차 4주 이후에는 국검 기준 (64배) 이하로 떨어졌다. 이 후 35주차 까지 

지속적으로 감소하였다.

 NEO-6 지속성 시험을 통해서 확인한 결과 뉴캣슬병과 조류인플루엔자 바이러스에서 CAvant 

WO-A1와 ISA 70 은 그룹간 유의적 차이가 없는 것으로 확인되었다. 산란저하증의 경우 항체

가에서 약간의 차이가 있었지만 CAvant WO-A1와 ISA 70그룹 둘 다 검정 기준 이상의 항체가

를 보였다. 또한 뉴캣슬병과 산란저하증의 경우 백신접종 후 37주 (약 6개월)간 검정기준 이상

의 항체가를 기록하며 지속되는 것을 확인할 수 있었다. 다만, AI의 경우 2차 접종 2주후까지

는 높게 형성되나 이후 항체가가 감소하여 이는 백신 프로그램 등의 조정이 필요해 보이나, 

ISA70과 CAvant WO-A1의 양상이 동일하여 백신보조제간의 차이는 아닌 것으로 판단된다. 

2-1-3. 가금용 오일 백신보조제가 포함된 백신의 임상시험 

 개발된 가금용 오일 백신보조제(CAvant WO-A1)가 포함된 백신의 신규 허가를 위하여 임상시

험계획서를 농림축산검역본부에 제출하였으며 임상시험계획서에 작성된 내용과 같이 제조방법

에 따라 3 lot의 시험백신을 아래와 같이 제조함.

1) 시험백신 제조내역
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AIV (A/Chicken/Korea/01310/2001(H9N2) CE20 strain)A

··········································································108.4 EID50

Adjuvant (CAvant WO-A1) ·····································70%

Formalin ···························································0.2% 이하

T316N603

NDV (rNDV-mF strain)A ·······························108.4 EID50

IBV (KM91 strain)B ·········································106.4 EID50

IBV (ADL05258 strain)B ·································106.2 EID50

EDSV (K11 strain)C ········································105.8 EID50

AIV (A/Chicken/Korea/01310/2001(H9N2) CE20 strain)A

··········································································108.2 EID50

Adjuvant (CAvant WO-A1) ·····································70%

Formalin ···························································0.2% 이하

98

Group

Tests

Color Turbidity Sediment
Foreign 
substance

Foreign 
odor

T316N601 -* - - - -

T316N602 - - - - -

T316N603 - - - - -

Group pH

(1) 시험백신의 일반시험

 시험백신 3 Lot.에 대하여 동물용의약품 생물학적제제의 국가검정기준에 따라 일반시험(특

성시험, 수소이온농도시험, 무균시험, 방부제 정량시험, 불활화 확인 시험)을 실시함. 일반시

험 실험 결과 3 Lot 모두 특별한 이상을 발견할 수 없었음.

① 특성시험

 각 백신 별로 동물용의약품 생물학적제제의 국가검정기준의 일반시험법 1-11-20-01에 따라 

2개 이상의 백신에 대하여 색조, 혼탁도, 이물, 이취, 내용물의 균일성에 대하여 검사함. 시험 

결과 모든 백신이 백색의 유탁주사액으로서 정치하면 약간의 침전층이 생기나 진탕하면 균

일한 액체가 되며, 색조나 혼탁도에 이상이 없고, 이물 및 이취가 없이 성상이 균일하였음.

*: Normal or negative

② 수소이온농도시험

 각 백신 별로 동물용의약품 생물학적제제의 국가검정기준의 일반시험법 1-11-20-03에 따라 

pH 측정기를 이용하여 백신의 pH를 측정하였으며,  험 결과 모든 백신이 pH는 6.0~8.0 범위 

이내 임을 확인함.
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Group pH

T316N601 7.54

T316N602 7.61

T316N603 7.48

Group
22℃ 37℃

NA NB Thio NA NB Thio

T316N601 -* - - - - -

T316N602 - - - - - -

T316N603 - - - - - -

Group Formalin content

T316N601 0.12%

T316N602 0.09%

T316N603 0.11%

③ 무균시험

 각 백신 별로 동물용의약품 생물학적제제의 국가검정기준의 일반시험법 1-11-20-06에 따라 

3개 이상의 백신에 대하여 nutrient agar(NA), nutrient broth(NB), fluid thioglycollate 

medium(Thio)에 각각 2개의 시험관에 접종하여 22℃와 37℃에서 7일간 배양하면서 잡균의 

혼입여부를 관찰하였고, 시험 결과 모든 백신에서 어떠한 세균의 발육도 나타나지 않음.

*: No growth of any bacteria

④ 방부제 정량시험

 각 백신 별로 동물용의약품 생물학적제제의 국가검정기준의 일반시험법 1-11-20-09에 따라 

포르말린 함량을 측정하기 위하여 Schiff 시약 2.0mL를 가하고 동일하게 포르말린 표준액에

도 가하여 실온에서 30분간 방치하여 1시간 이내에 520㎚ spectrophotometer를 이용하여 측

정함. 시험 결과 모든 백신에서 포르말린 함량이 0.2% 이하 임을 확인함.

⑤ 불활화 확인 시험

 각 백신 별로 산란저하증 바이러스에 감수성이 있는 9~11일령 발육오리란 10개를 사용하여 

검정대상 제품을 장뇨막강내에 0.2 mL씩 접종하여 37℃에서 배양하고, 접종 7일 후 장뇨막

강액을 채취하여 2차로 10개의 9～11일령 발육오리란의 장뇨막강 내에 0.2 mL씩 계대 접종
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Group
Clinical signs

(No. of birds positive/No. of birds examined)

T316N601 0/5

T316N602 0/5

T316N603 0/5

Control 0/5

Group No. of birds alive / Survival rate

Group
Hemagglutination

1차 2차

T316N601 -* -

T316N602 - -

T316N603 - -

한 후 37℃에서 7일간 배양하였다. 각각의 접종란은 접종 7일 후에 장뇨막강액의 닭 적혈구 

응집성을 시험하였음.

시험 결과 모든 백신에서 1차 접종한 오리란과 1차 접종하여 얻은 장뇨막강액을 2차 접종한 

오리란은 이상이 없었으며, 장뇨막강액의 적혈구 응집성은 관찰되지 않았음.

*: Hemagglutination was not detected.

⑥ 안전시험

 각 백신 별로 뉴캣슬병, 닭 전염성 기관지염, 산란저하증 및 저병원성 조류인플루엔자 바이

러스(H9N2형)에 노출된 적이 없는 건강한 6~8주령의 닭 5마리를 사용하여 백신 2수분을 1회 

근육접종하고 대조군과 함께 14일간 관찰함. 시험 결과 제조 직후 3 Lot의 백신의 접종 후 

시험기간 동안 폐사한 개체 없이 모두 건강한 것으로 관찰됨.

⑦ 뉴캣슬병의 효력시험

 뉴캣슬병, 닭 전염성 기관지염, 산란저하증 및 저병원성 조류인플루엔자 바이러스(H9N2형)

에 노출된 적이 없는 건강한 6~8주령의 닭 20마리를 15마리(12개월까지는 10마리)는 시험군

으로, 5마리(12개월까지는 10마리)는 대조군으로 사용하고, 각 백신 별로 시험군에 백신의 1

수분을 1회 근육접종하고 3주 후에 공격용 뉴캣슬병 바이러스(Kr005주, 105.5 ELD50/bird)를 근

육 내에 공격접종하고 14일간 임상증상을 관찰함. 시험결과 제조 직후 3 Lot의 백신 효력시

험 결과 대조군은 모두 폐사하고 백신을 접종한 시험군은 100% 생존함.
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No. of birds examined

T316N601 10/10 100%

T316N602 10/10 100%

T316N603 10/10 100%

Control 0/10 0%

Group MPM

Tests

Color Turbidity Sediment
Foreign 
substance

Foreign 
odor

T314N601

0 MPM -* - - - -

3 MPM - - - - -

6 MPM - - - - -

9 MPM - - - - -

 신규 3 Lot의 신규 시험백신에 대하여 일반시험, 안전시험 그리고 효력시험을 진행한 결과 

이전 Lot의 시험백신과 비교하였을 때, 차이가 없이 동등함을 확인함. 따라서 야외 임상 시

험에 적용하기로 결정함.

2) 시제품의 3개월 마다 안전시험 및 효능시험 반복

 시험백신을 2～8℃에 보존하면서, 제조일로부터 3개월 단위로 특성시험, 수소이온농도시험, 

무균시험, 방부제 정량시험, 불활화 확인 시험, 안전시험, 효력시험 및 혈청 역가 시험을 실

시하여 백신의 안정성을 확인하고자 함.

백신 제조일로부터 9개월이 경과되어 각 항목별 아래와 같은 시험결과을 얻음.

① 특성시험

제조 후 9개월까지 모든 백신이 백색의 유탁주사액으로서 정치하면 약간의 침전층이 생기나 

진탕하면 균일한 액체가 되며, 색조나 혼탁도에 이상이 없고, 이물 및 이취가 없이 성상이 

균일하였음.

MPM: months post manufacture
*: Normal or negative

② 수소이온농도시험

제조 후 9개월까지 모든 백신이 pH는 6.0~8.0 범위 이내 임을 확인함.
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Group
pH

0 MPM 3 MPM 6 MPM 9 MPM

T314N601 7.57 7.61 7.59 7.62

Group MPM
22℃ 37℃

NA NB Thio NA NB Thio

T314N601

0 MPM -* - - - - -

3 MPM - - - - - -

6 MPM - - - - - -

9 MPM - - - - - -

Group MPM
Hemagglutination

1차 2차

T314N601

0 MPM -* -

3 MPM - -

6 MPM - -

9 MPM - -

Group
Formalin content

0 MPM 3 MPM 6 MPM 9 MPM

T314N601 0.10% 0.12% 0.11% 0.10%

③ 무균시험

제조 후 9개월까지 모든 백신에서 어떠한 세균의 발육도 관찰되지 않음.

*: No growth of any bacteria

④ 방부제 정량시험

제조 후 9개월까지 모든 백신에서 포르말린 함량이 0.2% 이하로 측정됨.

⑤ 불활화 확인 시험

 제조 후 9개월까지 모든 백신에서 1차 접종한 오리란과 1차 접종하여 얻은 장뇨막강액을 2

차 접종한 오리란은 이상이 없었으며, 장뇨막강액의 적혈구 응집성은 관찰되지 않음.

*: Hemagglutination was not detected.
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Group

Clinical signs
(No. of birds positive/No. of birds examined)

0 MPM 3 MPM 6 MPM 9 MPM

T314N601 0/5 0/5 0/5 0/5

Control 0/5 0/5 0/5 0/5

Group MPM
No. of birds alive /

No. of birds examined
Survival rate

T314N601
0 MPM

10/10 100%

Control 0/10 0%

T314N601
3 MPM

10/10 100%

Control 0/10 0%

T314N601
6 MPM

10/10 100%

Control 0/10 0%

T314N601
9 MPM

10/10 100%

Control 0/10 0%

⑥ 안전시험

 제조 후 9개월까지 모든 백신의 접종 후 시험기간 동안 폐사한 개체 없이 모두 건강하였음.

⑦ 뉴캣슬병의 효력시험

 제조 후 9개월까지 모든 백신의 효력시험 결과 대조군은 모두 폐사하고 백신을 접종한 시

험군은 100% 생존하였음.

⑧ 혈청 역가시험

  ○ 닭 전염성 기관지염

 건강한 SPF 6~8주령의 닭 15마리를 10마리는 시험군으로, 5마리는 대조군으로 사용하여 각 

백신 별로 시험군에 백신의 1수분을 2주 간격으로 2회 근육접종하고 3주 후에 채혈하여 중

화시험을 실시함.

 KM91주에 대한 시험 결과, 제조 후 9개월까지 모든 백신의 중화시험 결과 대조군의 혈청은 

바이러스 역가에 대한 중화지수가 1.0 이하이며, 시험군의 중화지수는 2.0 이상임을 확인함.
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Group MPM

IBV KM91 strain

비고Virus titer

(logEID50/mL)

Neutralization 

index

T314N601

0 MPM

4.2A 2.31)

Control 6.5B 0.72)

Virus 7.2C -

T314N601

3 MPM

4.4A 2.01)

Control 6.4B 0.42)

Virus 6.8C -

T314N601

6 MPM

4.2A 2.01)

Control 6.2B 0.62)

Virus 6.8C -

T314N601

9 MPM

4.0A 2.41)

Control 6.4B 0.82)

Virus 7.2C -

Group MPM

IBV ADL05258 strain

비고Virus titer

(logEID50/mL)

Neutralization 

index

T314N601

0 MPM

4.4A 2.21)

Control 6.6B 0.62)

Virus 7.2C -

T314N601

3 MPM

4.5A 2.31)

Control 6.8B 0.42)

Virus 7.2C -

T314N601

6 MPM

4.5A 2.11)

Control 6.6B 0.42)

Virus 7.0C -

T314N601

9 MPM

4.0A 2.41)

Control 6.4B 0.82)

Virus 7.2C -

A시험군 혈청의 중화 후 바이러스 역가
B대조군 혈청의 중화 후 바이러스 역가
C중화시 사용한 바이러스 역가
1)대조군 혈청의 바이러스 역가와 시험군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(B-A)
2)중화시 사용한 바이러스 역가와 대조군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(C-B)

 ADL05258주에 대한 시험 결과 제조 후 9개월까지 모든 백신의 중화시험 결과 대조군의 혈

청은 바이러스 역가에 대한 중화지수가 1.0 이하이며, 시험군의 중화지수는 2.0 이상임을 확

인함.

A시험군 혈청의 중화 후 바이러스 역가, 
B대조군 혈청의 중화 후 바이러스 역가
C중화시 사용한 바이러스 역가
1)대조군 혈청의 바이러스 역가와 시험군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(B-A)
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Group MPM
EDS HI titer (log2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. ± SD

T314N601

0 MPM 10 11 10 10 9 10 10 11 9 11
10.1 ± 

0.74

3 MPM 11 10 9 10 9 10 9 11 9 9 9.7 ± 0.82

6 MPM 9 9 10 10 11 11 11 11 10 11
10.3 ± 

0.82

9 MPM 10 11 10 11 10 10 9 10 11 11
10.3 ± 

0.67

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

Group MPM
AIV HI titer (log2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. ± SD

T314N601

0 MPM 7 7 7 8 6 7 7 9 8 8 7.4 ± 0.84

3 MPM 8 8 8 7 6 6 6 8 7 8 7.2 ± 0.92

6 MPM 7 8 7 8 8 7 8 7 8 7 7.5 ± 0.53

9 MPM 8 7 7 7 8 7 8 8 8 7 7.5 ± 0.53

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

2)중화시 사용한 바이러스 역가와 대조군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(C-B)

○ 산란저하증

 건강한 SPF 6~8주령의 15마리를 10마리는 시험군으로, 5마리는 대조군으로 사용하였다. 각 

백신 별로 시험군에 백신의 1수분을 2주 간격으로 2회 근육접종하고 3주 후에 채혈하여 산

란저하증 바이러스에 대한 혈구응집억제시험을 실시함. 제조 후 9개월까지 모든 백신의 혈구

응집억제시험 결과 모든 접종군은 512배 이상 대조군은 모두 2배 이하를 나타냄.

○ 저병원성 조류인플루엔자(H9N2형)

 건강한 SPF 6~8주령의 닭 15마리를 10마리는 시험군으로, 5마리는 대조군으로 사용하여 각 

백신 별로 시험군에 백신의 1수분을 2주 간격으로 2회 근육접종하고 3주 후에 채혈하여 저

병원성 조류 인플루엔자에 대한 혈구응집억제시험을 실시함. 제조 후 9개월까지 모든 백신의 

혈구응집억제시험 결과 모든 접종군은 평균 128배 이상 대조군은 모두 2배 이하를 나타냄.



- 37 -

관찰일시

(1차 접종)
구분

임상 증상

설사 식욕부진 과민증 폐사 접종반응

1 DPI
T316N601 - - - 4 -

Control - - - - -

7 DPI
T316N601 - - - 5 -

Control - - - - -

14 DPI
T316N601 - - - 5 -

Control - - - - -

21 DPI
T316N601 - - - 6 -

Control - - - - -

3) 야외임상평가 결과

(1) 제1농장

 ① 시험백신의 안전성 시험

 농장 내에서 시험 백신의 안전성을 확인하기 위하여 60일령(9주령)의 시험계군(T316N601: 

약40,000수)에 근육접종 후 110일령(16주령)에 추가 근육접종하고, 접종 시마다 무접종 대조

군(37수)과 함께 21일간 임상관찰을 실시함. 시험결과시험기간 동안 시험백신의 접종에 의한 

임상 증상은 없었으며 폐사도 주간폐사 0.1% 이하의 정상 수준의 폐사율을 보임.

 

 

관찰일시

(2차 접종)
구분

임상 증상

설사 식욕부진 과민증 폐사 접종반응

1 DPI
T316N601 - - - 5 -

Control - - - - -

7 DPI
T316N601 - - - 4 -

Control - - - - -

14 DPI
T316N601 - - - 6 -

Control - - - - -

21 DPI
T316N601 - - - 4 -

Control - - - - -

  

② 시험계군의 혈청역가 시험

 시험백신이 각 질병에 대한 시험계의 항체 형성 정도에 미치는 영향을 확인하기 위하여 백

신을 접종하고, 백신접종군과 대조군의 NDV, EDSV, 그리고 AIV에 대한 혈구응집억제 항체

가와 IBV에 대한 중화지수를 주령별로 확인함.
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구분 채혈시기
NDV HI titer (log2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. ± SD

T316N601 0 WPI

9 weeks

8 7 8 8 8 7 6 7 7 8 7.4 ± 0.7

Control 7 8 6 8 7 8 7 8 6 8 7.3 ± 0.82

T316N601 4 WPI

13 weeks

10 9 10 9 10 10 9 10 9 9 9.5 ± 0.53

Control 7 8 8 7 6 8 7 8 8 6 7.3 ± 0.82

T316N601 8 WPI

17 weeks

10 9 10 11 10 11 10 11 9 10 10.1 ± 0.74

Control 7 8 7 7 8 7 6 8 6 8 7.2 ± 0.79

T316N601 12 WPI

21 weeks

10 10 11 10 9 10 11 11 11 10 10.3 ± 0.67

Control 8 9 8 9 9 8 10 7 8 8 8.4 ± 0.84

T316N601 16 WPI

25 weeks

10 8 9 10 9 10 9 10 10 10 9.5 ± 0.71

Control 8 7 8 7 7 8 9 8 9 8 7.9 ± 0.74

T316N601 20 WPI

29 weeks

10 9 9 10 9 10 7 10 10 9 9.3 ± 0.95

Control 7 8 7 6 8 9 8 8 6 8 7.5 ± 0.97

구분 채혈시기

IBV KM91 strain
비고

(Virus와 차이)
바이러스 역가

(logEID50/mL)
중화지수

T316N601
0 WPI

9 weeks

4.5A 0.01) 1.9

Control 4.5B 1.92)

Virus 6.4C -

T316N601
4 WPI

13 weeks

3.3A 1.31) 3.2

Control 4.6B 1.92)

Virus 6.5C -

T316N601
8 WPI

17 weeks

2.8A 1.81) 3.7

Control 4.6B 1.92)

Virus 6.5C -

T316N601 12 WPI

21 weeks

2.5A 1.31) 3.9

Control 3.8B 2.62)

 NDV에 대한 시험 결과, 대조군과 동일한 수준의 HI 역가에서 시험백신 접종 후 상승하여 

시험기간 동안 512배 이상의 HI 역가를 유지함. 대조군 역시 시험백신 외 ND 백신(생독: 1일

령, 12일령, 22일령, 8주령; 사독: 7일령, 19주령)이 접종되어 높아진 항체역가를 보임.

 IBV KM91주에 대한 시험 결과, IBV KM91주에 대한 중화지수는 기존 접종된 백신으로 인해 

시험백신의 접종 전부터 시험군과 대조군 혈청의 시험 역가지수와 바이러스 역가지수의 차

이가 1.5 이상으로 나타남. 바이러스 역가와 시험군 역가를 비교하였을 때, 백신 접종 후 지

수 차이가 모두 3.0 이상으로 해당 바이러스에 대한 충분한 면역력이 있음이 확인됨.
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Virus 6.4C -

T316N601
16 WPI

25 weeks

2.6A 1.11) 3.9

Control 3.7B 2.82)

Virus 6.5C -

T316N601
20 WPI

29 weeks

2.7A 1.11) 3.8

Control 3.8B 2.72)

Virus 6.5C -

구분 채혈시기

IBV ADL05258 strain

비고바이러스 역가

(logEID50/mL)
중화지수

T316N601
0 WPI

9 weeks

5.2A 0.01)

Control 5.2B 1.32)

Virus 6.5C -

T316N601
4 WPI

13 weeks

3.5A 1.71)

Control 5.2B 4.02)

Virus 6.6C -

T316N601
8 WPI

17 weeks

3.2A 2.21)

Control 5.4B 1.22)

Virus 6.6C -

T316N601
12 WPI

21 weeks

2.6A 1.21)

Control 3.8B 2.72)

Virus 6.5C -

T316N601 16 WPI

25 weeks

2.8A 1.01)

Control 3.8B 2.92)

WPI: Weeks Post 1st Inoculation

A시험군 혈청의 중화 후 바이러스 역가

B대조군 혈청의 중화 후 바이러스 역가

C중화시 사용한 바이러스 역가
1) 대조군 혈청의 바이러스 역가와 시험군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(B-A)
2) 중화시 사용한 바이러스 역가와 대조군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(C-B)

 IBV ADL05258주에 대한 시험 결과, IBV ADL05258주에 대한 중화지수는 기존 접종된 백신

으로 인해 시험백신의 접종 전부터 시험군과 대조군 혈청의 시험역가지수와 바이러스 역가

지수의 차이가 1.3으로 확인됨. 바이러스 역가와 시험군 역가를 비교하였을 때, 백신 접종 후 

지수 차이가 3.0이상으로 해당 바이러스에 대한 충분한 면역력이 있음을 확인함.
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Virus 6.7C -

T316N601
20 WPI

29 weeks

3.2A 1.01)

Control 4.2B 2.42)

Virus 6.6C -

구분 채혈시기
EDSV HI titer (log2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. ± SD

T316N601 0 WPI

9 weeks

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N601 4 WPI

13 weeks

8 8 6 7 6 7 8 6 8 7 7.1 ± 0.88

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N601 8 WPI

17 weeks

9 9 7 9 9 7 8 8 8 7 8.1 ± 0.88

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N601 12 WPI

21 weeks

8 9 10 9 8 9 9 8 8 8 8.6 ± 0.7

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N601 16 WPI

25 weeks

8 8 7 8 7 8 9 7 7 8 7.7 ± 0.67

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N601 20 WPI

29 weeks

7 7 9 6 6 7 5 5 8 8 6.8 ± 1.32

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

구분 채혈시기
AIV HI titer (log2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. ± SD

WPI: Weeks Post 1st Inoculation

A시험군 혈청의 중화 후 바이러스 역가

B대조군 혈청의 중화 후 바이러스 역가

C중화시 사용한 바이러스 역가
1)대조군 혈청의 바이러스 역가와 시험군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(B-A)
2)중화시 사용한 바이러스 역가와 대조군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(C-B)

 EDSV에 대한 시험 결과, EDSV에 대한 HI 역가는 백신 접종 후 64배 이상으로 상승하여 시

험 기간동안 유지되었으며, 2회 접종 후 검사(8 WPI)에서는 256배 이상의 역가를 확인할 수 

있었음. 대조군의 경우 시험 기간동안 EDSV에 대한 역가는 확인되지 않음.

 AIV에 대한 시험 결과, AIV에 대한 HI 역가는 백신 접종 후 64배 이상으로 상승하여 시험 

기간동안 유지되었으며, 2회 접종 후 검사(8 WPI)에서는 128배 이상의 역가를 확인할 수 있

었음. 대조군의 경우 시험 기간동안 AIV에 대한 역가는 확인되지 않음.
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T316N601 0 WPI

9 weeks

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N601 4 WPI

13 weeks

7 7 5 7 6 5 6 5 7 6 6.1 ± 0.88

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N601 8 WPI

17 weeks

7 8 7 8 8 6 8 8 7 8 7.5 ± 0.71

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N601 12 WPI

21 weeks

7 9 8 9 7 8 7 9 9 8 8.1 ± 0.88

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N601 16 WPI

25 weeks

7 8 8 6 8 8 6 8 7 8 7.4 ± 0.84

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N601 20 WPI

29 weeks

7 6 7 8 7 5 7 5 6 7 6.5 ± 0.97

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

관찰일시

(1차 접종)
구분

임상 증상

설사 식욕부진 과민증 폐사 접종반응

1 DPI
T316N602 - - - 6 -

Control - - - - -

7 DPI
T316N602 - - - 7 -

Control - - - - -

14 DPI
T316N602 - - - 7 -

Control - - - - -

21 DPI
T316N602 - - - 8 -

Control - - - - -

관찰일시

(2차 접종)
구분

임상 증상

설사 식욕부진 과민증 폐사 접종반응

(2) 제2농장

① 시험백신의 안전성 시험

 농장 내에서 시험 백신의 안전성을 확인하기 위하여 8~12주령의 시험계군에 근육접종 후 

14~18주령에 추가 근육접종하고, 접종 시마다 무접종 대조군(37수)과 함께 21일간 임상관찰

을 실시함. 시험결과시험기간 동안 시험백신의 접종에 의한 임상 증상은 없었으며 폐사도 주

간폐사 0.1% 이하의 정상 수준의 폐사율을 보임.
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1 DPI
T316N602 - - - 7 -

Control - - - - -

7 DPI
T316N602 - - - 8 -

Control - - - - -

14 DPI
T316N602 - - - 9 -

Control - - - - -

21 DPI
T316N602 - - - 9 -

Control - - - - -

구분 채혈시기
NDV HI titer (log2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. ± SD

T316N602
0 WPI

6 8 7 8 7 8 6 6 8 8 7.2 ± 0.92

Control 7 8 8 7 6 8 6 7 6 8 7.1 ± 0.88

T316N602
4 WPI

9 8 9 9 8 9 8 10 9 8 8.7 ± 0.67

Control 8 7 8 7 6 6 7 8 7 8 7.2 ± 0.79

T316N602
8 WPI

9 9 10 9 10 10 10 11 9 10 9.7 ± 0.67

Control 7 6 7 7 6 7 6 8 6 8 6.8 ± 0.79

T316N602
12 WPI

9 10 9 10 9 9 11 9 10 10 9.6 ± 0.7

Control 8 7 9 9 8 7 8 9 8 8 8.1 ± 0.74

T316N602
16 WPI

10 9 10 10 11 10 11 10 11 10
10.2 ± 

0.63

Control 7 8 7 8 7 8 7 9 8 6 7.5 ± 0.85

T316N602
20 WPI

10 11 10 9 10 10 11 11 11 9
10.2 ± 

0.79

Control 9 7 9 9 10 8 9 10 8 10 8.9 ± 0.99

  

DPI: Days Post Inoculation

② 시험계군의 혈청역가 시험

 NDV에 대한 시험 결과, 대조군과 동일한 수준의 HI 역가에서 시험백신 접종 후 상승하여 

시험기간 동안 512배 이상의 HI 역가를 유지하는 것으로 측정됨. 대조군 역시 시험백신 외 

ND 백신(생독: 1일령, 10일령, 20일령, 30일령; 사독: 7일령, 17주령)이 접종되어 높아진 항체

역가를 보임.

 IBV KM91주에 대한 시험 결과, IBV KM91주에 대한 중화지수는 기존 접종된 백신으로 인해 

시험백신의 접종 전부터 시험군과 대조군 혈청의 시험 역가지수와 바이러스 역가지수의 차

이가 1.4로 확인됨. 바이러스 역가와 시험군 역가를 비교하였을 때, 백신 접종 후 지수 차이
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구분 채혈시기

IBV KM91 strain
비고

(Virus와 차이)
바이러스 역가

(logEID50/mL)
중화지수

T316N602

0 WPI

5.2A 0.01) 1.4

Control 5.2B 1.42)

Virus 6.6C -

T316N602

4 WPI

3.2A 2.01) 3.3

Control 5.2B 1.32)

Virus 6.5C -

T316N602

8 WPI

2.4A 2.81) 4.1

Control 5.2B 1.32)

Virus 6.5C -

T316N602

12 WPI

2.5A 1.31) 4.1

Control 3.8B 2.82)

Virus 6.6C -

T316N602

16 WPI

2.8A 1.01) 3.7

Control 3.8B 2.72)

Virus 6.5C -

T316N602

20 WPI

3.2A 1.01) 3.2

Control 4.2B 2.22)

Virus 6.4C -

가 모두 3.0 이상으로 해당 바이러스에 대한 충분한 면역력이 있음이 확인됨.

  

WPI: Weeks Post 1st Inoculation

A시험군 혈청의 중화 후 바이러스 역가

B대조군 혈청의 중화 후 바이러스 역가

C중화시 사용한 바이러스 역가
1)대조군 혈청의 바이러스 역가와 시험군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(B-A)
2)중화시 사용한 바이러스 역가와 대조군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(C-B)

 IBV ADL05258주에 대한 시험 결과, IBV ADL05258주에 대한 중화지수는 기존 접종된 백신

으로 인해 시험백신의 접종 전부터 시험군과 대조군 혈청의 시험역가지수와 바이러스 역가

지수의 차이가 1.7로 확인됨. 백신 접종 후 지수 차이가 모두 3.0이상으로 해당 바이러스에 

대한 충분한 면역력이 있음을 확인함.
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구분 채혈시기

IBV ADL05258 strain

비고바이러스 역가

(logEID50/mL)
중화지수

T316N602

0 WPI

4.8A 0.01)

Control 4.8B 1.72)

Virus 6.5C -

T316N602

4 WPI

3.2A 1.61)

Control 4.8B 1.72)

Virus 6.5C -

T316N602

8 WPI

2.4A 2.41)

Control 4.8B 1.82)

Virus 6.6C -

T316N602

12 WPI

2.4A 1.21)

Control 3.6B 2.92)

Virus 6.5C -

T316N602

16 WPI

2.4A 1.21)

Control 3.6B 3.02)

Virus 6.6C -

T316N602

20 WPI

2.6A 1.21)

Control 3.8B 2.72)

Virus 6.5C -

구분 채혈시기
EDSV HI titer (log2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. ± SD

WPI: Weeks Post 1st Inoculation

A시험군 혈청의 중화 후 바이러스 역가

B대조군 혈청의 중화 후 바이러스 역가

C중화시 사용한 바이러스 역가
1)대조군 혈청의 바이러스 역가와 시험군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(B-A)
2)중화시 사용한 바이러스 역가와 대조군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(C-B)

 EDSV에 대한 시험 결과, EDSV에 대한 HI 역가는 백신 접종 후 64배 이상으로 상승하여 시

험 기간동안 유지되었으며, 2회 접종 후 검사(8 WPI)에서는 256배 이상의 역가를 확인할 수 

있었음.
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구분 채혈시기
EDSV HI titer (log2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. ± SD

T316N602
0 WPI

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N602
4 WPI

6 7 6 5 8 7 8 6 5 6 6.4 ± 1.07

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N602
8 WPI

9 9 7 8 9 9 9 8 9 7 8.4 ± 0.84

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N602
12 WPI

8 9 9 8 7 8 7 8 9 8 8.1 ± 0.74

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N602
16 WPI

8 7 9 8 6 7 8 9 7 8 7.7 ± 0.95

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N602
20 WPI

8 7 6 8 7 8 6 6 7 9 7.2 ± 1.03

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

구분 채혈시기
AIV HI titer (log2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. ± SD

T316N602
0 WPI

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N602
4 WPI

7 8 6 6 7 6 6 8 7 6 6.7 ± 0.82

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N602
8 WPI

9 8 7 8 8 9 8 9 9 8 8.3 ± 0.67

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N602
12 WPI

7 9 9 8 7 6 7 8 8 8 7.7 ± 0.95

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N602
16 WPI

6 7 8 6 6 8 6 7 6 8 6.8 ± 0.92

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N602
20 WPI

6 7 7 7 6 6 7 6 5 7 6.4 ± 0.7

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

 AIV에 대한 시험 결과, AIV에 대한 HI 역가는 백신 접종 후 64배 이상으로 상승하여 시험 

기간동안 유지되었으며, 2회 접종 후 검사(8 WPI)에서는 128배 이상의 역가를 확인할 수 있

었음.
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관찰일시

(1차 접종)
구분

임상 증상

설사 식욕부진 과민증 폐사 접종반응

1 DPI
T316N603 - - - 8 -

Control - - - - -

7 DPI
T316N603 - - - 9 -

Control - - - - -

14 DPI
T316N603 - - - 8 -

Control - - - - -

21 DPI
T316N603 - - - 8 -

Control - - - - -

관찰일시

(2차 접종)
구분

임상 증상

설사 식욕부진 과민증 폐사 접종반응

1 DPI
T316N603 - - - 11 -

Control - - - - -

7 DPI
T316N603 - - - 9 -

Control - - - - -

14 DPI
T316N603 - - - 9 -

Control - - - - -

21 DPI
T316N603 - - - 7 -

Control - - - - -

(3) 제3농장

 ① 시험백신의 안전성 시험

 농장 내에서 시험 백신의 안전성을 확인하기 위하여 60일령(9주령)의 시험계군에 근육접종 

후 100일령(15주령)에 추가 근육접종하고, 접종 시마다 무접종 대조군과 함께 21일간 임상관

찰을 실시한 결과, 시험기간 동안 시험백신의 접종에 의한 임상 증상은 없었으며 폐사도 주

간폐사 0.1% 이하의 정상 수준의 폐사율을 보임.

DPI: Days Post Inoculation

 ② 시험계군의 혈청역가 시험

 NDV에 대한 시험 결과, 대조군과 동일한 수준의 HI 역가에서 시험백신 접종 후 상승하여 

시험기간 동안 512배 이상의 HI 역가를 유지함. 대조군 역시 시험백신 외 ND 백신(생독: 1일

령, 12일령, 22일령, 50일령; 사독: 7일령, 18주령)이 접종되어 높아진 항체역가를 보임.
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구분 채혈시기
NDV HI titer (log2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. ± SD

T316N603
0 WPI

7 6 8 7 6 8 8 6 7 8 7.1 ± 0.88

Control 8 6 7 7 6 7 8 7 8 8 7.2 ± 0.79

T316N603
4 WPI

8 9 9 10 9 10 10 10 9 9 9.3 ± 0.67

Control 7 8 8 7 6 8 7 8 8 6 7.3 ± 0.82

T316N603
8 WPI

11 10 9 11 9 11 10 11 10 10
10.2 ± 

0.79

Control 7 7 8 7 8 7 6 8 6 8 7.2 ± 0.79

T316N603
12 WPI

9 10 9 10 10 10 9 9 10 10 9.6 ± 0.52

Control 8 9 8 7 9 8 10 8 8 8 8.3 ± 0.82

T316N603
16 WPI

10 8 9 10 9 10 9 10 8 8 9.1 ± 0.88

Control 8 7 8 7 7 8 9 8 9 8 7.9 ± 0.74

T316N603
20 WPI

9 10 8 8 9 8 7 10 8 9 8.6 ± 0.97

Control 8 7 8 6 7 9 7 9 6 8 7.5 ± 1.08

구분 채혈시기

IBV KM91 strain
비고

(Virus와 차이)
바이러스 역가

(logEID50/mL)
중화지수

T316N603

0 WPI

4.8A 0.01) 1.8

Control 4.8B 1.82) -

Virus 6.6C - -

T316N603

4 WPI

3.4A 1.41) 3.1

Control 4.8B 1.72) -

Virus 6.5C - -

T316N603

8 WPI

2.8A 1.81) 3.8

Control 4.6B 2.02) -

Virus 6.6C - -

T316N603

12 WPI

2.4A 1.21) 4.1

Control 3.6B 2.92) -

Virus 6.5C - -

T316N603 16 WPI 2.6A 1.21) 4.0

 IBV KM91주에 대한 시험 결과, IBV KM91주에 대한 중화지수는 기존 접종된 백신으로 인해 

시험백신의 접종 전부터 시험군과 대조군 혈청의 시험 역가지수와 바이러스 역가지수의 차

이가 1.8로 확인됨. 바이러스 역가와 시험군 역가를 비교하였을 때, 백신 접종 후 지수 차이

가 모두 3.0 이상으로 해당 바이러스에 대한 충분한 면역력이 있음이 확인됨.
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Control 3.8B 2.82) -

Virus 6.6C - -

T316N603

20 WPI

2.8A 1.41) 3.8

Control 4.2B 2.42) -

Virus 6.6C - -

구분 채혈시기

IBV ADL05258 strain

비고바이러스 역가

(logEID50/mL)
중화지수

T316N603

0 WPI

5.2A 0.01)

Control 5.2B 1.42)

Virus 6.6C -

T316N603

4 WPI

3.4A 1.81)

Control 5.2B 1.32)

Virus 6.5C -

T316N603

8 WPI

3.2A 2.21)

Control 5.4B 1.22)

Virus 6.6C -

T316N603

12 WPI

2.8A 1.01)

Control 3.8B 2.82)

Virus 6.6C -

T316N603

16 WPI

2.8A 1.01)

Control 3.8B 3.02)

Virus 6.8C -

WPI: Weeks Post 1st Inoculation

A시험군 혈청의 중화 후 바이러스 역가

B대조군 혈청의 중화 후 바이러스 역가

C중화시 사용한 바이러스 역가
1)대조군 혈청의 바이러스 역가와 시험군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(B-A)
2)중화시 사용한 바이러스 역가와 대조군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(C-B)

 IBV ADL05258주에 대한 시험 결과, IBV ADL05258주에 대한 중화지수는 기존 접종된 백신

으로 인해 시험백신의 접종 전부터 시험군과 대조군 혈청의 시험역가지수와 바이러스 역가

지수의 차이가 1.4로 확인됨. 바이러스 역가와 시험군 역가를 비교하였을 때, 백신 접종 후 

지수 차이가 모두 3.0 이상으로 해당 바이러스에 대한 충분한 면역력이 있음이 확인됨.
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T316N603

20 WPI

3.4A 1.21)

Control 4.6B 2.02)

Virus 6.6C -

구분 채혈시기
EDSV HI titer (log2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. ± SD

T316N603
0 WPI

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N603
4 WPI

7 8 6 7 6 7 6 6 8 7 6.8 ± 0.79

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N603
8 WPI

9 7 9 9 7 8 8 9 8 7 8.1 ± 0.88

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N603
12 WPI

10 9 8 9 8 9 9 8 8 8 8.6 ± 0.7

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N603
16 WPI

8 9 7 6 8 9 8 8 7 8 7.8 ± 0.92

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N603
20 WPI

6 7 9 6 7 7 8 5 6 8 6.9 ± 1.2

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

WPI: Weeks Post 1st Inoculation

A시험군 혈청의 중화 후 바이러스 역가

B대조군 혈청의 중화 후 바이러스 역가

C중화시 사용한 바이러스 역가

1)대조군 혈청의 바이러스 역가와 시험군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(B-A)

2)중화시 사용한 바이러스 역가와 대조군 혈청의 바이러스 역가와의 차이(C-B)

 EDSV에 대한 시험 결과, EDSV에 대한 HI 역가는 백신 접종 후 64배 이상으로 상승하여 시

험 기간동안 유지되었으며, 2회 접종 후 검사(8 WPI)에서는 256배 이상의 역가를 확인할 수 

있었음. 대조군의 경우 시험 기간동안 EDSV에 대한 역가는 확인되지 않음.

 AIV에 대한 시험 결과, AIV에 대한 HI 역가는 백신 접종 후 64배 이상으로 상승하여 시험 

기간동안 유지되었으며, 2회 접종 후 검사(8 WPI)에서는 128배 이상의 역가를 확인할 수 있

었음. 대조군의 경우 시험 기간동안 AIV에 대한 역가는 확인되지 않음.
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농장
(Lot No.)

산란개시 후 
경과시간(주)

주령
표준 

산란율(%)

농장 최근 
3년 평균 
산란율(%)

농장 
산란율(%)

제 1농장

(T316N601)

0 19 24-38 19.8 20.4

4 23 92-94 92.5 92.9

8 27 95-96 93.9 94.2

12 31 94-96 94.5 94.4

16 35 94-95 94.3 94.0

20 38 93-94 92.7 93.1

제 2농장

(T316N602)

0 19 24-38 175 18.4

4 23 92-94 91.1 90.8%

8 27 95-96 95.4 95.6%

구분 채혈시기
AIV HI titer (log2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Avg. ± SD

T316N603
0 WPI

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N603
4 WPI

7 6 7 8 7 7 6 6 7 6 6.7 ± 0.67

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N603
8 WPI

8 7 7 7 7 8 7 8 7 8 7.4 ± 0.52

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N603
12 WPI

8 8 7 8 9 8 7 7 9 8 7.9 ± 0.74

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N603
16 WPI

7 8 7 7 8 8 7 7 7 8 7.4 ± 0.52

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

T316N603
20 WPI

6 7 7 6 7 6 6 7 6 7 6.5 ± 0.53

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 <1

(4) 백신 접종 후 목적동물의 생산성 조사 (산란율, 증체율 등)

 시험백신이 산란율에 미치는 영향을 확인하기 위하여 산란개시이후 주령별로 산란율을 측

정하여 표준산란율과 해당 농장의 최근 3년 평균 산란율과 비교하고, 객관적인 성적처리를 

위해 t-test를 실시하여 표준산란율과 유의적인 수준에서 차이가 있는지 확인함.

① 산란율

 시험군의 농장 산란율은 산란개시부터 대부분의 기간 동안 표준 산란율에 비해 조금 낮으

나 큰 차이는 없었으며 통계학적 분석(t-test)으로도 유의적인 차이를 발견할 수 없었음. 따라

서 시험백신이 산란율에 영향을 미치지 않음을 확인함.



- 51 -

12 31 94-96 94.0 93.3%

16 35 94-95 94.8 94.7%

20 38 93-94 92.5 92.8%

제 3농장

(T316N603)

0 19 24-38 26.4 27.1

4 23 92-94 92.7 93.3

8 27 95-96 94.2 94.2

12 31 94-96 95.1 94.9

16 35 94-95 94.3 94.4

20 38 93-94 93.2 93.6

Lot No.
백신접종 후 
경과시간

주령 폐사수 폐사율 (%)

제 1농장

(T316N601)

0 WP2I 16주령 30 0.07

4 WP2I 20주령 24 0.06

8 WP2I 24주령 33 0.08

12 WP2I 28주령 25 0.06

16 WP2I 32주령 31 0.08

20 WP2I 36주령 36 0.09

제 2농장

(T316N602)

0 WP2I 14주령 50 0.08

4 WP2I 18주령 47 0.08

8 WP2I 22주령 42 0.07

12 WP2I 26주령 50 0.08

16 WP2I 30주령 32 0.05

20 WP2I 34주령 35 0.06

제 3농장

(T316N603)

0 WP2I 16주령 62 0.09

4 WP2I 20주령 54 0.08

8 WP2I 24주령 60 0.08

12 WP2I 28주령 61 0.09

16 WP2I 32주령 62 0.09

20 WP2I 36주령 64 0.09

② 폐사율

 시험백신이 농장의 폐사율에 미치는 영향을 확인하기 위하여 시험계군에 백신 1수분을 근

육 접종하고, 주령별로 폐사율을 확인함. 2차 접종(14주령) 이후 20주동안 주간폐사율은 0.1% 

내외로 시험백신의 안전성을 확인할 수 있었음.

 WP2I: Weeks Post 2nd Inoculation
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2-1-4. 가금용 오일 백신보조제의 상용화 관련 내역

1) 제조시설 구축 (논산 사진 및 설명)

 ㈜중앙백신연구소에서는 개발된 백신보조제의 대량 생산 및 상용화를 위하여 백신보조제 전

용 생산시설을 구축(2018년 3월 제조업 허가, 7월 KVGMP인증)하였다. 백신보조제 생산을 위한 

GMP 생산시설 내에 전용 톤 단위의 제조탱크를 제작하였으며, down stream에 filling line 까지 

연결하여 최종품을 무균적으로 생산할 수 있도록 하였다. 현재 톤 단위의 백신보조제를 생산하

고 있으며, 해당 전용 생산 시설 및 제조 탱크는 국가연구과제 연구비가 아닌 회사의 투자비용

으로 구입하였다.

그림20. 백신보조제 생산 시설

2) 개발 제품명 및 상품의 상표등록 사진 추가

 본 과제착수 시점에서는 연구개발 단계의 백신보조제 시제품을 CAWIO(CAVAC Water in Oil 

adjuvant)로 가칭하여 시험을 수행하였다. 연구개발이 완료된 이후에는 중앙백신연구소의 백신

보조제 라인업을 위한 백신보조제 브랜드명을 CAvant로 명명하였으며, 개발된 조류백신용 백

신보조제의 이름은 사용자 편의 및 축종을 강조하여 WO-A1으로 명명하였다. 또한 해당 내용

은 상표명 등록을 진행하였다.

표8. 백신보조제 명명

구분 연구단계 상용화단계

백신보조제 라인 브랜드명 없음 CAvant® 상표등록

W/O type 보조제 CAWIO WO-A1
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그림21. CAvant 상표 등록 로고

3) 신기술 인증

 본 과제를 통해 개발된 가금용 오일 백신보조제의 기술개발을 내용으로 하여 농림축산식품부

에서 시행하는 「농림식품 신기술(NET) 인증제」의 2018년 상반기 인증 신기술로 인정되었다.

기관명 ㈜중앙백신연구소 유효기간 2년

기술분야 축산·수의기술 / 동물질병·수의약품

기술명 안정성이 증대된 W/O type 백신보조제 유화기술

○ 내용

- 국내 자체 기술개발을 통해 안정성(Stability)이 증대된 W/O(Water-in-Oil) type 의 

백신보조제를 개발

- 다양한 오일과 계면활성제 가운데 최적의 구성성분과 최적의 조성비를 발굴하고, 수상인 

항원과 에멀젼 조건을 확립

○ 특징

- 개발기술은 국내 독자 기술로 개발완료 되었으며, 낮은 점성과 수상(항원) 비율을 증가한 

조건에서도 안정성이 증대된 제품 CAWIO-A 를 개발하였으며, 유제공정이 1 단계로 사용이 

용이하고 수입대체효과는 물론 가격 경쟁력을 확보함

- 기존 제품의 경우, 수상인 항원과 백신보조제의 유제 비율이 3 : 7 로 고정되어있으며, 

해당 비율이 변경될 경우, 안정성이 유지되지 않는 반면 개발제품은 이러한 점을 극복하여 

항원과 백신보조제의 비율을 3 : 7 ∼ 5 : 5 로 항원의 비율을 높여도 안정성이 유지되며, 

점도는 낮아 사용에 용이한 것이 특징임.

○ 적용제품의 개요

- 적용제품명(시제품): 가금용 백신보조제 CAWIO-A

- 적용 효능·효과: 시제품(가금용 백신 CAWIO-A) 제작을 통해 최종 안정성(stability) 및 

효능성(efficacy), 안전성(safety)을 모두 확인, 동물용 백신 산업에 유화기술로써 적용할 수 

있으며, 특히 가금 불활화 혼합백신에 적용 가능

· 백신보조제 CAWIO-A 는 오일 백신보조제로서 수상인 항원과 오일상인 백신보조제를 

유화하여 최종 백신의 W/O(Water-in-Oil) 에멀젼을 형성하는 물질로 본 물질을 사용한 

백신은 1 회 투여만으로도 지속적인 유제상태를 유지
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그림22. 신기술인증서
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5. 면역증강제가 포함된 가금용 오일 백신보조제의 개발

1) 분자면역증강제가 함유된 백신보조제의 효능평가

 (1) 일반적인 면역증강제가 포함된 백신보조제의 효능 평가

   - 사포닌은 식물에서 유래한 trierpenoid 배당체로 세포막의 콜레스테롤과 작용하여 막을 

변형시킴으로서 항원수송을 증가시키고 면역세포로부터 사이토카인을 분비시키는 것으로 

알려져 있음. 본 연구팀은 선행연구로써 협동연구기관의 분자면역증강제, 천연물 유래 면

역증강물질을 확보하기 전에 사포닌을 이용한 적절한 함량 시험을 실시함.

 - 동일한 면역증강제에 대하여 농도가 25㎍, 50㎍, 75㎍으로 증가함에 따라 접종 5주차

에 항체가가 증가하는 것을 확인함. 서로 다른 면역증강제의 경우, 종류별 적절한 용량이 

다른 것으로 판단됨.

그림 23. 면역증강제의 함량별 SPF 닭에서의 NDV 및 AIV 항체가
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Group Antigen Adjuvant (%) 면역증강제 Note 
No. of 
chickens

Group 1

NDV
AIV
EDSV

CAvant 
WO-A1(65)

Saponin 제1세부 5

Group 2
CAvant 

WO-A1(65)
Squalene 제1세부 5

Group 3
CAvant 

WO-A1(65)
hWRS 제2협동 5

Group 4
CAvant 

WO-A1(65)
Yeast squalene 제1협동 5

Group 5
CAvant 

WO-A1(65)
Yeast Hsp70, 
Yeast gp96

제1협동 5

Group 6
CAvant 

WO-A1(65)
Stimular 조절 제1세부 5

Group 7
CAvant 

WO-A1(65)
- 면역증강대조군 4

Group 8 ISA70(65) - 양성대조군 4

Group 9 - - 무접종군 3

   (2) 선발된 분자면역증강제가 포함된 백신보조제 제제화

- 제1협동연구기관에서 발현한 재조합 분자면역증강제와 제2협동연구기관에서 발굴한 신

규 분자면역증강제를 포함하여 면역증강제 스크리닝을 위한 시험을 진행함.

- 면역증강제 스크리닝을 위하여 조류 핵심질병인 뉴캣슬바이러스(NDV, rLaSota주), 조류

인플루엔자 바이러스(AIV, H9N2주)와 닭 산란저하증 바이러스(EDSV, K11주) 불활화 항

원으로 시험백신을 아래 표와 같이 제조함.

표 9. 면역증강제 스크리닝 시험

  (3) 분자면역증강제가 포함된 백신보조제의 효능성 평가

   - 6~8주령 SPF 닭을 그룹당 5수씩 배정하고, 시험군에 시험백신의 1수분(0.5㎖)을 근육으로 

접종함. 백신 접종 3주차에 채혈한 다음, 1수분을 추가 접종한다. 1차 접종 3주 후와 2차 접

종 2주 후에 채혈하여 혈구응집억제시험(Hemagglutinin inhibition assay)을 실시함. 

   - NDV HI 항체가 측정결과, 1차 접종 3주후 시험결과에서는 모든 접중군 사이의 유의적 차

이가 없는 것으로 평가되었고 2차 접종 2주 후 결과에서는 면역증강제가 포함된 그룹

(Group 1, 3, 4)에서 기존 CAvant WO-A1(65) 그룹보다 다소 높은 항체가를 확인하는 것으

로 확인됨.

- AIV HI 항체가 측정결과, 1차 접종 3주후, 2차 접종 2주후 모든 접종군 사이의 유의적 차

이는 없는 것으로 확인됨(AIV 검정기준은 64배 이상).

   - EDSV HI 항체가 측정결과, NDV 결과와 유사하게 1차 접종 3주후 시험결과에서는 모든 

접종군 사이의 유의적 차이가 없는 것으로 평가되었고, 2차 접종 2주후 결과에서는 면역증

강제가 포함된 그룹에서 기존 CAWIO 그룹보다 다소 높은 항체가를 형성하는 것으로 확인

됨((EDSV 검정기준은 시험군의 80% 이상이 16배 이상).
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그림 24. 면역증강제 스크리닝 시험결과
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 (4) 분자면역증강제가 포함된 백신보조제의 안전성 평가

   - 백신별로 뉴캣슬병, 산란저하증 및 저병원성 조류 인플루엔자 바이러스에 노출된 적이 없

는 건강한 6~8주령의 닭 5마리를 사용하여 백신 2수분을 1회 근육접종하고 대조군과 함께 

14일간 관찰함.

   - 시험결과 모든 시험백신 그룹에서 접종 후 시험기간 동안 폐사한 개체 없이 모두 건강함.

Group
Clinical signs

(No. of birds positive/No. of birds examined)

Group 1 0/5

Group 2 0/5

Group 3 0/5

Group 4 0/5

Group 5 0/5

Group 6 0/5

Group 7 0/5

Group 8 0/5

Group 9 0/5

2) 분자면역증강제 함유 백신보조제 평가

 (1) 분자면역증강제의 효능평가

 백신보조제의 면역원성 증진을 위하여 세부협동기관에서 발현한 분자면역증강제에 대한 효

력시험을 실시함. 정확한 면역원성 비교를 위하여 백신보조제를 제외하고, SE bacterin 항원

과 면역증강물질만 혼합하여 마우스 challenge 모델을 이용하여 생존율을 관찰함.

표10. 분자면역증강제 스크리닝을 위한 시험백신 제조 조성
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Group Antigen Immunostimulant Route No. of Mice

1

SET2

bacterin

Chicken gp96 S.C 5

2 Hydrophobin hfb1 S.C 5

3 S.typhimurium flagelin S.C 5

4 M.tuberculosis HSP70 S.C 5

5 Squalene S.C 5

6 MBP-flagelin protein S.C 5

7 CA-1 S.C 5

8 CA-2 S.C 5

9 hWRS S.C 5

10 Al(OH)3 S.C 5

11 - S.C 5

12 음성대조군 S.C 5

 돼지단독 백신의 효력시험 검정기준에 따라 마우스 체중 15~20g의 마우스를 준비하여 그룹

별 5마리씩 접종군으로 하고 나머지 5마리는 대조군으로 사용함. 1/10두분을 피하에 접종하

고 1차 접종 2주후에 접종군과 대조군에 E.rhusiopathiae 100LD50/0.2㎖을 접종하고 10일간 관

찰함.

그림25. SE mice challenge 시험일정

 시험결과 아래 표와 같이 대조군에서는 100% 폐사가 일어났으며 group 8, 9, 11을 제외한 

모든 그룹에서 100% 폐사가 발생하여 면역효과가 크지 않은 것으로 나타남. 반면 중앙백신

과 충남대에서 보유하고 있는 면역증강물질(group 8 및 group 9)에서는 각각 2마리와 3마리

가 폐사하여 일부 개체가 생존하였으며, 면역증강 효과를 가지고 있음을 확인할 수 있었음.
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시험군
공격접종 후 폐사수 생존수/전

체수
생존율 판정기준

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Group 1 1 2 1 1 0/5 0%

80% 이상 

생존

Group 2 1 2 2 0/5 0%

Group 3 2 1 1 1 0/5 0%

Group 4 3 1 1 1 0/5 0%

Group 5 2 1 1 1 0/5 0%

Group 6 2 1 1 1 0/5 0%

Group 7 2 1 2 0/5 0%

Group 8 1 1 3/5 60%

Group 9 1 1 1 2/5 40%

Group 10 2 2 1 0/5 0%

Group 11 1 1 1 2/5 40%

대조군 1 1 1 2 0/5 0%
100% 

폐사

 (2) 분자면역증강제가 포함된 백신보조제 효능평가

 선행되었던 면역증강제의 스크리닝 시험결과를 토대로 백신보조제(CAWIO)와 면역증강제를 

혼합하여 시험백신을 제조하고 닭에서의 효능시험을 실시함. 항원은 조류 핵심 질병인 뉴캣

슬병 바이러스와 조류인플루엔자 바이러스로 하고 그룹별로 면역증강제가 포함되어 있지 않

은 그룹과 선행시험에서 가장 높은 생존율을 보인 CA-2, 그리고 신규 면역증강제 2종을 각

각 제조함.

   표 11. 면역증강제가 포함된 백신보조제의 목적동물에서의 항체가 평가 시험조성

 

Group Antigen Adjuvant Immunostimulator Route No. of Chickens

1

ND 10%

AI 10%

CAWIO 70% I.M 4

2 CAWIO 70% CA-1 I.M 8

3 CAWIO 70% CA-2 I.M 8

4 CAWIO 70% CA-PM-01 I.M 8

5 ISA70 70% I.M 4

6 대조군 I.M 4

그림26. 면역증강제가 포함된 백신보조제의 목적동물에서의 항체가 평가 시험일정
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Group Antigen Adjuvant Immunostimulator Route No. of Chickens

1
NDV

AIV

CAvant WO-A1 

70%
CAVAC I.S I.M 8

 

그림27. 면역증강제가 포함된 백신보조제의 목적동물에서의 항체가 결과

 시험결과 모든그룹에서 뉴캣슬병 바이러스와 조류인플루엔자 바이러스 검정기준 이상의 수

준을 나타냈으며, 양성대조군이 가장 높은 항체가를 보였고, 그 다음으로는 마우스 challenge 

시험에서 60%의 생존율을 보인 CA-2 면역증강제가 포함된 그룹에서 ND와 AI 모두 높은 HI 

titer를 보임.

(3) 종합결론

백신보조제 함량에 따른 시험결과 점도가 낮고 안정한 7:3(백신보조제:항원) 비율로 백신보조

제를 적용하기로 결정함. 또한 수차례 수행한 신규 면역증강물질에 대한 스크리닝 결과에서 

기존 백신보조제의 효능으로 인해 적절한 물질 선정의 어려움이 존재하여, 조류 핵심 질병이 

포함된 시험백신 제조 및 안전 및 효능시험은 개발된 백신보조제(CAvant WO-A1)로 진행하

였음. 신규 면역증강물질 스크리닝은 적절한 실험모델의 선정 및 협동기관과 협의하여 효능

검증할 수 있는 방안을 마련하기로 함.

3) 분자면역증강제 함유 백신 효능 평가

 1차년도와 2차년도에 협동연구기관에서 제공한 면역증강제를 이용해 스크리닝 시험, 안전시험 

및 면역원성 시험을 통해 면역증강제를 최종 선별함. 선별된 면역증강제와 개발된 백신보조제

를 적용하여 목적동물인 닭에서의 면역원성 시험을 실시함.

(1) 시험조성 및 시험방법

  표12 . 면역증강제가 포함된 백신보조제의 목적동물에서의 항체가 평가 시험조성
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2

EDSV

IBV

CAvant WO-A1  

70%
CNU I.S I.M 8

3
CAvant WO-A1  

70%
KRIBB I.S I.M 8

4 ISA70 70% - I.M 8

5 대조군 I.M 5

    그룹별로 뉴캣슬병, 산란저하증 및 저병원성 조류 인플루엔자 바이러스에 노출된 적이 없

는 건강한 6~8주령의 닭 8리를 사용하여 백신 1수분을 접종한 다음, 2주후에 백신 1수분을 

2차 접종한다. 2차 접종 3주후에 채혈하여 항체가를 측정한다.

그림28. 면역증강제가 포함된 백신보조제의 목적동물에서의 항체가 평가 시험일정

(2) 시험결과
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* 저병원성 조류인플루엔자 바이러스에 대한 효력 검정기준은 시험군 평균에서 닭 적혈구 응집억제 항체가는 64배 

이상 이어야한다.

* 닭 산란저하증에 대한 효력 검정기준은 시험군의 80% 이상이 적혈구 응집억제 항체가가 16배 이상이어야 한다.

* 판정기준: IBV Ab ELISA S/P ratio 0.3 이상 양성

그림29. 면역증강제가 포함된 백신보조제의 목적동물에서의 항체가 결과

대체적으로 면역증강제가 포함된 그룹에서 백신대조군에 비해 상대적으로 높은 항체가를 형

성하였다. 각 그룹별 면역증강제 비교결과 중앙백신의 I.S를 사용한 그룹에서 ND, AI, EDS의 

항체가 형성 및 IB에서의 ELISA 양성 전환 그룹을 확인함.
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2-2. 분자면역증강제 연구

2-2-1. 다양한 면역증강제 (molecular adjuvant) 후보의 확보

 ○ Heat shock protein (HSP70 과 gp96)

 단백질의 접힘과 이동 그리고 스트레스 상황에서 유도되는 단백질인 heat shock protein 

(HSP) 중 몇몇은 면역반응을 일으키거나 이를 증강시키는 역할을 한다. 병원체유래의 HSP는 

면역원으로 작용하거나 면역반응을 증강시키며 숙주 유래의 것은 면역반응을 증강시키는 것으

로 알려져 있다. 

 톡소포자충(Toxoplasma gondii), 진균 병원체인 히스토플라스마 캡슐라툼(Histoplasma 

capsulatum), 마이코플라즈마 하이오뉴모니에 (Mycoplasma hyopneumoniae), 그리고 결핵균

(Mycobacterium tuberculosis 등의 Mycobacteria) 등에서 HSP70 family인 HSP60, HSP65 그리고 

HSP70이 숙주의 면역반응을 증가시키는 것으로 알려져 있다. 

 

 특히 결핵균 유래의 경우, HBV DNA 백신, 말라리아 백신 및 구제역 백신과 함께 사용 시 면

역 증강의 효과를 보인다고 알려져 있어 결핵균 유래의 HSP70을 후보로 선정하여 명역증강의 

효과를 확인하고자 하였다 (NP_214864.1).

 

 HSP70은 peptide binding 도메인을 포함하는 약 27 kDa 의 C-말단 도메인 부분과 약 39 kDa

인 N-말단 부분으로 구성되어지며, C-말단 부분이 항원성을 가지거나 면역반응을 증가시키기

는 것으로 알려져 있어 C-말단 (356-600 아미노산, 약 27 kDa)과 N-말단(1-355 아미노산, 약 

39 kDa) 도메인으로 나누어 발현하였다. 

 이 외에도 glycoprotein 96 (gp96)은 HSP90 family의 중요한 단백질로 ER에 위치하며 T cell의 

peptide presentation을 증가시켜주는 것으로 알려져 있기 때문에 숙주에 대한 면역 증강제로 

사용하기 위해 닭의 gp96을 후보로 선정하였다(GenBank: AAK69350.1).

 ○ Flagellin

 

 그람양성, 그람 음성 세균의 flagella를 구성하는 주요한 구조 단백질인 flagellin은 N-말단과 

C-말단에 보존된 도메인을 가지며 중간은 매우 높은 가변성을 가지는 부분으로 구성되어있다. 

 Flagellin은 원숭이, 쥐 등의 여러 면역 시스템에서 면역증강의 효과를 가지는 것으로 알려져 

있으며 특히 N-말단과 C-말단에 보존된 부분이 Toll like receptor(TLR)5에 리간드로 작용하여 

면역반응을 일으키는 역할을 한다. 

 

 따라서, Salmonella enterica subsp. 유래의 fliC (GenBank: HF937208.1)를 후보로 선정하였으

며, fliC의 높은 가변성을 가지는 부분을 제거 한 fliC∆180-400 과 fliC 전체를 각각 사용하였을 때
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에 면역증강의 효과가 비슷하다는 문헌을 참고하여, 높은 가변성을 가지는 부분을 제거한 fliC

∆180-400를 면역증강제 후보로 사용하기로 하였다 (서열 1 참조). 

〔서열 1〕

>FliC

MAQVINTNSLSLLTQNNLNKSQSALGTAIERLSSGLRINSAKDDAAGQAIANRFTANIKGLTQASRNANDGI

SIAQTTEGALNEINNNLQRVRELAVQSANSTNSQSDLDSIQAEITQRLNEIDRVSGQTQFNGVKVLAQDNT

LTIQVGANDGETIDIDLKQINSQTLGLDTLNVQQKYKvsdtaatvtgyadttialdnstfkasatglggtdqkidgdlkfddttg

kyyakvtvtggtgkdgyyevsvdktngkvtlaggatspltgglpatatedvknvqvanadlteakaaltaagvtgtasvvkmsytdnngkti

dgglavkvgddyysatqnkdgsisinttkytaddgtsktalnklggadgktevvsiggktyaaskaeghnfkaqpdlaeaAATTTENPL

QKIDAALAQVDTLRSDLGAVQNRFNSAITNLGNTVNNLTSARSRIEDSDYATEVSNMSRAQILQQAGTSVL

AQANQVPQNVLSLLR*

 Flagellin에서 높은 가변성 부분을 제거한 후 높은 보존성을 지닌 N-말단과 C-말단 부분은 

(GGGGS)2-linker를 이용하여 연결하여 발현되도록 계획하였다.

 ○ Hydrophobin

 곰팡이가 생산하는 Hydrophobin은 양친매성의 작은 단백질로 자가조립(self-assembly)을 통하

여 탄탄한 층을 형성하게 된다. 따라서 이 양친매성의 작은 단백질을 표면발현하게 하여 친수

성의 표면을 소수성의 것으로, 혹은 소수성의 표면을 친수성의 성질을 가지도록 변화 시키는 

것이 가능 할 것으로 생각되며 현재 시중에 판매되고 있는 ISA70 혹은 현 과제에서 사용하고

자 하는 CAWIO (water in oil)와 같은 백신보조제에 효모의 전세포가 거부감 없이 섞이는 것을 

가능하게 하여 효모세포벽의 베타글루칸이 면역증강의 효과를 가질 수 있도록 효모의 표면에 

hydrophobin을 표면발현 하도록 계획 하였다. 

 

 또한 Schizophyllum commune 유래의 Sc3은 항암의 효과 및 면역 증강의 기능을 가지는 것으

로 알려져 있어 주요한 분자면역증강제 후보라 생각되어진다.

 

 따라서 Schizophyllum commune 유래의 Sc3(Genbank KU173824)과 Trichoderma reesei 유래의 

HfbI(GenBank KU173825)를 재조합 분자면역증강제 후보로 선정하였다.  

 

 ○ 스쿠알렌

 

 스쿠알렌은 식물에서 추출되거나 상어의 간, 혹은 동물의 피지 등에서 발견되는 오일로 항산

화기능과 면역기능을 촉진시키는 효능이 있다고 알려져 있으며, 1997년 이후부터 인플루엔자 

바이러스에 대한 백신 첨가제로 사용되고 있는 면역증강제이다.
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효모 Saccharomyces cerevisiae는 ergosterol, squalene 등 이소프레노이드 화합물을 원래 많이 

생산하는 것으로 알려져 있어 이소프레노이드 생산을 위한 합성생물학의 숙주세포로서 적합한 

장점을 가지고 있다. 또한 ergosterol에 이르는 효모 mevalonate 경로에 있어서 종종 중간물질

인 스쿠알렌이 축적되는 경우가 있다. 따라서 mevalonate 경로를 통한 스쿠알렌의 생산을 증가

시키고자 하였다.

그림 1. S. cerevisiae 의 mevalonate pathway에 의한 이소프레노이드 생합성 경로 

선행연구에서 스쿠알렌 생합성을 증가시키기 위하여 생합성 경로 (그림 1 참조)에 붉은 색으

로 표시한 5개의 유전자와 그들의 조합을 과발현 하였다. 발현을 증폭한 유전자로는 

Enterococcus faecalis 유래의 아세틸-CoA 아세틸트란스퍼라제/하이드록시메티글루타릴

(HMG)-CoA리덕타제인 mvaE를 효모 codon에 맞게 GenScript corp에서 합성한 유전자를 이용

하여 제한효소인 EcoRI 및 SalI으로 잘라내고 동일한 제한효소로 절단한 발현벡터에 삽입하였

다. 발현벡터로는 S. cerevisiae 균주에서 많이 사용하는 GAL10 promoter를 가지는 플라스미드 

pYEGα-HIR525를 backbone으로 사용하였다.

Hydroxymethyl glutaryl CoA로부터 mevalonate를 생합성하는 효소인 hydroxymethyl glutaryl 

CoA reductase (HMG1)은 조절 메커니즘에 의한 효소 단백질의 degradation을 유발하는 것으로 

알려져 있는 아미노 말단의 trans-membrane domain (597aa)을 제거하고 사용하였다. 아미노 

말단 transmembrane domain이 제거되어 catalytic domain만을 가지고 있는 S. cerevisiae 유래

의 HMG1 유전자와 함께 Abies grandis 식물체에서 확보한 GPP synthas e유전자 (GPPS), E. 
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coli에서 확보한 FPP synthase 유전자 (ispA)를 PCR 방법으로 클로닝하여 사용하였다. 

 선행연구에서 스쿠알렌을 효율적으로 생산할 수 있는 최적 유전자 조합을 가지는 플라스미드 

pGAL-ispA/HMG1으로 형질전환된 S. cerevisiae Y2805 균주에서 스쿠알렌이 1.2g/L로 가장 높

은 스쿠알렌 생산성을 나타내었으므로 이 균주를 분자면역 증강제 실험에 사용하였다. 

 2-2-2. 재조합 발현 시스템 구축

 ○ 효모 발현 시스템 적용

  1) 결핵균 유래 HSP70, 닭 유래 gp96 및 Salmonella 유래 flagellin의 세포 내 발현 

  결핵균 유래의 HSP70 (MTB-HSP70) 유전자는 M. tuberculosis H37Rv strain의 HSP70의 서열

을 사용하였으며 C-말단 (MTBcHSP, 269 아미노산)과 N-말단 (MTBnHSP, 358 아미노산)으로 나

누어 효모 선호코돈으로 최적화하여 GenScript 사에서 합성하였으며 C-terminal 부분에 

His-tagging 하여 발현정도를 확인하는데 사용하였다. 합성한 유전자는 세포내 발현을 위해 

EcoRI/SalI 으로 제한하여 효모 발현벡터인 pYEGα-HIR525에 클로닝 하였다. 구축된 MTBnHSP

와 MTBcHSP의 발현벡터 모식도는 아래 그림 2에 표시하였다. 

  닭 유래의 gp96(GALLUS-gp96, 340 아미노산)과 Salmonella 유래의 flagellin(FliC∆180-400, 285 

아미노산)의 유전자는 효모 선호코돈으로 최적화하여 GenScript 사에서 합성하였으며  

C-terminal 부분에 His-tagging 하여 발현정도를 확인하는데 사용하였다. 합성한 유전자는 

EcoRI/SalI 으로 제한하여 효모 발현벡터인 pYEGα-HIR525에 클로닝 하였다. 구축된 

GALLUS-gp96의 발현벡터 및 FliC 발현벡터의 모식도는 그림 2에 표시하였다.
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그림 2. Gal promoter를 이용한 HSP70, gp96 그리고 FliC 세포내 발현 플라스미드

  2) Fungi 유래의 hydrophobin, HfbI과 Sc3의 분비 발현 및 표면발현 

  Hydrophobin은 Schizophyllum commune 유래의 Sc3(Genbank KU173824)과 Trichoderma 

reesei 유래의 HfbI(GenBank KU173825)를 후보로 선정하여 신호서열을 제외한 나머지 부분에 

C-terminal His-tagging 한 후 효모 선호코돈으로 최적화 하여 Genscript 사에서 합성하였다. 

  Hydrophobin의 발현은 분비발현과 표면발현 시스템을 적용하였으며 효모의 신호서열인 MF

α를 N-말단에 함께 발현하도록 하여 분비를 유도하고 세포표면 발현을 위해 Hansenula 

polymorpha의 cell wall protein (CWP) anchor가 결합되도록 클로닝 하였다 (그림 3 참조). 

   분비발현

   표면발현

그림 3. MFa 신호서열과 CWP를 이용한 Hydrophobin 2 종의 효모 분비발현 

및 세포표면발현 플라스미드
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 3) 재조합 발현 확인

  ① Western blot을 통한 발현 유무 확인

 클로닝 된 다양한 분자면역증강제 후보의 서열을 시퀀싱을 통해 확인한 뒤 구축된 벡터를 리

튬/아세테이트 방법으로 S. cerevisiae Y2805와 그의 GAL80 유전자 결핍주인 Y2805∆gal80에 

형질전환하고, UD (Yeast Nitrogen Base 6.7 g/L, uracil dropout supplement 0.77 g/L, glucose 

20 g/L) 고체배지에서 선별하였다. 

  선별된 형질전환체는 UD 액체배지 2 ㎖에 단일집락을 접종하고 30℃, 200 rpm에서 16 시간 

초기 배양한 후 본 배양을 하였다. 본 배양은 Y2805 균주는 YPDG(yeast extract 10 g/L, 

peptone 20 g/L, glucose 10 g/L 그리고 galactose 10 g/L)액체 배지를 사용하였고, galactose를 

요구하지 않는 특징을 가지는 Y2805∆gal80 균주는 YPD(yeast extract 10 g/L, peptone 20 g/L, 

glucose 10 g/L) 액체 배지를 이용하여 250 ㎖ flask에 25 ㎖ 씩 분주한 뒤 초기 배양 한 균주

를 1 % 가 되도록 접종하여 30℃, 200 rpm에서 48 시간 배양하였다. 배양액 1 ㎖을 12,000 

rpm 에서 2 분간 원심 분리하여 균체를 회수한 후, 200 ㎕의 20 mM Tris/HCl (pH7.5) 를 넣어 

균체를 풀어준 뒤 glass beads를 첨가하여 20분 동안 파쇄 하였다. 

  파쇄 된 균체는 hydrophobin의 세포표면발현을 확인하기 위한 시료에서는 cell wall, debris 

등을 포함한 lysate 상태로 사용 하였고 세포내 발현을 확인하기 위한 시료에서는 파쇄 된 균

체를 12,000 rpm에서 10분간 원심 분리하여 상등액만을 사용하였다(cell free extracts). 또한 

hydrophobin의 분비발현을 확인하기 위해 배양액 1 ㎖을 12,000 rpm 에서 2 분간 원심 분리하

여 배지를 포함한 배양 상등액의 시료를 준비하였다. 각각의 시료는 발현의 유무를 확인하기 

위해 His-tag에 대한 항체를 이용하여 Western blot 분석하였다 (그림 4).
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그림 4. 효모 발현 시스템을 이용한 분자면역증강제 후보의 발현확인

  세포내 발현의 결과, MTBnHSP70 과 닭 유래의 gp96의 경우에는 다량 발현되는 것이 확인되

었으며, 면역증강의 효과가 크다고 알려져 있는 MTBcHSP70과 FliC 의 경우에는 발현양이 비교

적 적은 것으로 보인다. 따라서 MTBcHSP70은 원래의 전체 서열인 MTB-HSP70으로 발현 시켜 

발현 양을 증가 시키는 것을 시도해 볼 수 있으며 FliC는 다른 Fusion 단백질과 함께 발현하여 

발현 양을 늘리는 것을 시도해 볼 수 있다.

  세포 표면발현 및 분비발현의 결과, hydrophobin 2종 중에서 HFBI이 Sc3 보다 많은 양 발현 

되며 Sc3는 발현 양이 Western blot 상에서 확인이 어려울 정도로 적으며 분비발현은 되지 않

은 것처럼 보인다. Sc3이 항암효과 및 면역증강의 효과가 높다고 알려져 있어 발현 양을 늘리

는 것이 중요한 과제가 될 듯 하며, 분비 및 표면 발현 시스템에서 사용한 MFa 신호서열과 

CWP의 조합 이외에 효모의 표면발현에 많이 사용하는 AGA2를 이용한 발현 시스템을 이용하

는 것도 하나의 방법이 될 수 있을 것이다.

 ② 세포표면의 소수성 분석

  Hydrophobin의 효모 표면 발현을 확인하기 위해 배양액에 유기용매를 첨가하여 대조군과 비

교하여 유기용매와 배양액 사이에서의 거동 변화를 확인하였다.

 48시간 본 배양한 배양액을 멸균수로 한번 씻어내고 흡광도 A600 값이 2가 되도록 물로 희석

하여 균체 2 ml을 준비하였다. 여기에 2 ㎖ 의 n-butyl alcohol을 첨가하여 1분간 vortexing 하
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여 잘 섞이도록 한 후, 수층과 유기용매 층으로 분리되도록 1 시간 동안 상온에 놔두어 두 층 

사이에서의 partitioning 변화를 관찰하였다. 

그림 5. Hydrophobin displayed 효모의 세포표면 성질 변화 확인

  Hydrophobin이 올바르게 세포표면에 display 되었는지는 Western blot상에서 확인하기가 어

렵기 때문에 n-butyl alcohol을 이용한 효모의 세포표면 성질 변화를 확인하였다 (그림 5 참조).

  대조군으로 hydrophobin을 발현하지 않는 균주를 사용, 세포표면 발현 균주와 비교하여 

n-butyl alcohol층과 효모배양액 사이의 interface의 변화를 관찰하였다. 그 결과, 대조군과는 다

르게 hydrophobin을 표면발현 한 효모의 interface에서 기름 층과 유사한 층이 생겼으며 효모

배양액의 효모가 가라앉는 데에도 시간이 더 많이 걸렸다. 

  따라서 표면에 hydrophobin이 display 되었을 것이라는 추측을 할 수 있었고, 추후 이를 수치

상으로 나타낼 수 있는 실험이 추가 되어야 할 것 이다.

 

 ○ 대장균 발현 시스템 적용 

  다양한 분자면역증강제 후보를 maltose binding protein (MBP, 367 아미노산)를 결합하여 발

현, 정제가 용이하도록 대장균 발현 시스템을 구축하였다.

 대장균 발현벡터인 pJexpress의 T5 promoter 하류에 NdeI/BamHI을 사용하여 MBP를 먼저 클

로닝 한 후, BamHI/SalI을 사용하여 분자면역증강제를 추가로 클로닝 하여 MBP fusion 단백질

을 발현하도록 구축하였다 (그림 6 참조).
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그림 6. T5 promoter를 이용한 MBP-fusion 단백질 발현 플라스미드

  구축된 벡터들은 대장균 발현균주인 BL21로 형질전환하여 Kanamycin 항생제가 포함된 LB고

체배지에서 형질 전환체를 선별한 뒤, LB 액체배지에서 본 배양하여 MBP fusion 단백질의 발

현을 확인하였다.

  25 ㎖ LB 액체배지에 초기배양한 배양액을 1 %가 되도록 접종한 뒤 37℃, 200 rpm 에서 약 

2시간 배양하였다. 흡광도 A600 값이 0.5-0.6이 되는 시점에 1 mM IPTG를 첨가하고 37℃, 200 

rpm 에서 3시간 추가배양 한 후, 배양액 1 ㎖을 12,000 rpm 에서 1분간 원심 분리하여 회수하

였다. 회수한 균체는 500 ㎕의 20 mM Tris/HCl (pH7.5) 를 넣어 균체를 풀어준 뒤 sonicator를 

이용하여 10분간 파쇄 하였고, 12,000 rpm 에서 10분간 원심 분리하여 상등액과 침전물로 분리

하였다. 각각의 상등액과 침전물에 대한 SDS-PAGE를 실시하여 MBP-fusion 단백질의 발현 양

상과 양을 확인하였다. 

그림 7. 대장균 발현 시스템을 이용한 MBP-fusion 단백질 발현 확인
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  SDS-PAGE 상에서 모든 분자면역증강제 후보들이 대장균 발현 시스템을 이용한 MBP-fusion 

발현이 가능하고 가용(soluble) 발현되는 것을 확인하였다. 가용 발현된 모든 분자 면역증강제

는 MBP-tag을 이용하여 정제가 가능하며, 이를 동물실험의 시료로 사용 할 수 있을 것이다 

(그림 7 참조).

  그러나 MBP-MTBcHSP70의 경우, IPTG induction 이후에 배양액의 흡광도 값이 거의 증가하

지 않아 발현되는 MBP-MTBcHSP70 단백질이 대장균의 성장에 영향을 미치는 것으로 보인다. 

따라서 이를 극복하기 위해 induction 이후 온도 및 IPTG 농도 조절, fusion 단백질 및 발현균

주를 교체 하는 실험을 진행 중이다. 

2-2-3. 재조합 분자 면역증강제 시료 생산

 재조합 분자면역증강제의 면역원성 증진 효과 분석을 위해 일부 분자면역증강제 후보를 생

산하는 S. cerevisiae Y2805 재조합 균주를 배양하여 주관기관에 전달하였다.

  squalene을 세포내에서 생산하는 S. cerevisiae Y2806 효모 전세포(스쿠알렌)과 Mycoplasma 

hyopneumoniae 유래 HSP70를 발현하는 효모 전세포(MHP-HSP70), 그리고 돼지유래의 gp96을 

발현하는 효모 전세포(SUSgp96)를 1차적으로 전달하기로 하였다.

 

  MHP-HSP70은 결핵균 유래의 HSP70과 유사하게 항원 및 면역증강의 기능을 가진다고 알려

져 있어, N 말단과 C 말단을 따로 준비한 결핵균 유래의 HSP70 이전에 전체의 HSP70의 기능

을 확인하고자 시료로 준비하였다. 

  그리고 돼지 유래의 gp96은 닭 유래의 gp96과 alignment 한 결과(서열2), 91%의 상동성을 가

지고 있어 그 효과가 유사할 것이라 생각되어 우선 확인해 보기로 하였다.

〔서열 2〕

gallus      -EEVDVDATVEEDLGKSREGSRTDDEVVQREEEAIQLDGLNASQIKEIREKSERFAFQAE

SUS         EDEVDVDGTVEEDLGKSREGSRTDDEIVQREEEAIQLDGLNASQIRELREKSEKFAFQAE

             :*****.******************:******************:*:*****:******

gallus      VNRMTKLIINSLYKNKEIFLRELISNASDALDKIRLISLTDENALAGNEELTVKIKCDKE

SUS         VNRMMKLIINSLYKNKEIFLRELISNASDALDKIRLISLTDENALAGNEELTVKIKCDKE

            **** *******************************************************

gallus      KNMLHVTDTGIGMTKEELIKNLGTIAKSGTSEFLNKMTEMQDDSQSTSELIGQFGVGFYS

SUS         KNLLHVTDTGVGMTREELVKNLGTIAKSGTSEFLNKMTEAQEDGQSTSELIGQFGVGFYS
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            **:*******:***:***:******************** *:*.****************

gallus      AFLVADRVIVTSKHNNDTQHIWESDSNEFSVIDDPRGNTLGRGTTITLVLKGEASDHLEL

SUS         AFLVADKVIVTSKHNNDTQHIWESDSNEFSVIADPRGNTLGRGTTITLVLKEEASDYLEL

            ******:************************* ****************** ****:***

gallus      DTVINLVKKYSQFINFPIYVWSSKTETVEEPVEEEEAKEEKEETDDDEAAVEEEEEEKKP

SUS         DTIKNLVKKYSQFINFPIYVWSSKTETVEEPMEEEEAAKEEKEESDDEAAVEEEEEEKKP

            **: ***************************:***** :*::* .***************

gallus      KTKKVERTVWDWELMNDIKPIWQRPSKEVEEDEYKAFYK

SUS         KTKKVEKTVWDWELMNDIKPIWQRPSKEVEDDEYKAFYK

            ******:***********************:********

  배양은 초기배양과 본 배양으로 나눠지며, UD (Yeast Nitrogen Base 6.7 g/L, uracil dropout 

supplement 0.77 g/L, glucose 20 g/L)액체배지 3 ㎖에 단일집락을 접종하고 30℃, 200 rpm 에

서 16시간 초기배양 한 후 본 배양은 YPDG (Yeast extract 10 g/L, peptone 20 g/L, glucose 10 

g/L 그리고 galactose 10 g/L)액체 배지를 사용하였다. 1 ℓ Flask 에 200 ㎖ YPDG에 초기배양

액을 1%가 되도록 접종하여 30℃, 200 rpm 에서 48 시간 배양하였다.

  효모 배양액을 8,000 rpm에서 20 분간 원심분리 하여 균체를 회수한 후 멸균된 PBS를 이용

해 한번 씻어주었다. 200 ㎖ 본 배양으로 얻어진 각각의 재조합 균주 배양액의 최종 흡광도 값 

및 균체 수, 그리고 wet cell의 무게는 아래에 표시하였다.

스쿠알렌 MHP-HSP70 SUSgp96

흡광도 

A600
29.5 23.4 29.7

균체수 1.2X1011 cell/200 ml 9.4X1010 cell/200 ml 1.2X1011 cell/200 ml

wet 

cell 

weight

4.16 g 3.87 g 4.22 g  

 * Yeast A600=1, 2X10
7 Cell/ ml 

  이후 면역원성 증진 효과 분석을 위해 효모 전세포 그대로를 전달하였으며, 이는 분자면역증

강제 자체의 면역증강 효과에 더하여 닭의 TLR (toll-like receptor)15 리간드로서 효모 세포벽 

베타글루칸의 분자면역증강 효과를 동시에 얻기 위해서이다.

2-2-4. 분자면역증강제의 재조합 발현 
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1) 분자면역증강제의 재조합 발현

  1차 년도에서 확보한 분자면역증강제 후보들로는 mycobacteria 유래의 HSP70과 T cell의 

peptide presentation을 증가시켜주는 것으로 알려진 glycoprotein96인 gp96 등의 Heat shock 

protein 2종, 면역반응을 일으킨다고 알려진 Flagellin, 항암 효과 및 면역증강 기능을 가지는 

Sc3과 HFB1등의 곰팡이 유래의 hydrophobin 2종, 그리고 항산화기능과 면역기능을 촉진시키는 

효능이 있다고 알려진 스쿠알렌이 있다. 

  이들은 효모 및 대장균에서 발현 되도록 재조합 발현 시스템을 이용하여 발현하였으며 효모 

발현의 경우, 효모 세포내 발현 시스템과 분비 및 표면발현 시스템을 적용하였다. 대장균 발현

의 경우에는 발현 및 정제가 용이하도록 maltose binding protein (MBP, 367 아미노산)를 결합

한 시스템을 이용하였다. 이들 재조합 분자면역증강제들을 각각 His probe를 이용한 Western 

blot 과 SDS-PAGE를 통해서 발현을 확인하였으며 스쿠알렌은 배양 후 GC분석을 통해 스쿠알

렌의 생산을 확인하였다.

  효모 발현시스템을 이용한 재조합 발현의 경우 mycobacteria유래의 HSP70과 닭 유래의 gp96

의 발현은 Western blot으로 확인되었고, hydrophobin의 경우 HFB1은 발현이 잘 되는 것으로 

확인 되었으나 Sc3는 Western blot 상에서 확인이 어려울 정도로 발현양이 적었으며 분비발현

은 되지 않은 것으로 나타났다. Sc3는 항암효과 및 면역증강의 효과가 높다고 알려져 있어 발

현 양을 늘리는 것이 과제이고 분비 및 표면 발현 시스템에서 사용한 MFa 신호서열과 CWP의 

조합 이외에 효모의 표면발현에 많이 사용되는 AGA2를 이용한 발현 시스템을 이용하는 것도 

하나의 방법이 될 수 있을 것으로 사료되어 새로이 시도하였다.

  대장균에서의 재조합 발현의 경우 MBP 융합발현 단백질들은 모두 대장균의 세포내에서 

soluble하게 발현됨을 확인하였다. 특이적으로 mycobacteria 유래의 C-terminal HSP70의 경우에

는 단백질 발현의 유도를 위해 induction 한 이후에 흡광도 값이 크게 증가하지 않아 발현균주

의 성장에 영향을 미치는 것으로 생각되었다. 따라서 면역력 증강에 중요한 역할을 할 것으로 

예상되는 c-terminal HSP70의 대장균 발현양의 증가 및 발현균주 성장의 안정화를 위해 GST  

(glutathione-S-transferase, 218 아미노산) 및 TrxA(Thioredoxin, 109 아미노산) 을 이용한 발현

과 발현균주의 변화를 새로이 시도하였다.

① AGA2 표면발현 시스템을 사용한 효모에서의 hydrophobin 발현

  분비 및 표면 발현 시스템에서 사용한 MFa 신호서열과 CWP의 조합 이외에 효모의 표면발

현에 많이 사용되는 AGA2를 이용한 발현 시스템을 이용하여 Sc3과 HFB1의 발현양상을 조사

하기 위한 시스템을 구축하였다.

  AGA2(Adhesion subunit of a-agglutinin)는 효모세포벽의 AGA1(Anchorage subunit of 

a-agglutinin)과 disulfide bond를 형성하여 다른 외부 단백질을 융합하여 display 할 수 있는 단

백질로서 효모 표면발현에 많이 사용되고 있으며 AGA2 시스템을 이용하여 Hydrophobin을 발

현할 경우, 세포벽에 표면 발현되는 형태를 아래의 그림 1에 나타내었다.
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그림 1. AGA2를 이용한 단백질의 효모 세포 표면 디스플레이

 AGA2 유전자는 pYD1 vector로부터 얻어와 (GGGGS)2 linker로 Sc3와 HFB1을 융합 발현하는 

벡터를 구축하였으며 벡터의 모식도는 아래 그림 2에 표시하였다. 이렇게 구축된 벡터를 효모

에 형질전환 하여 AGA2를 이용한 표면발현이 제대로 이루어졌는지 확인 중이다.

그림 2. AGA2를 이용한 Sc3 및 HFB1의 표면발현 플라스미드

② MBP, GST, TrxA를 이용한 대장균에서의 cHSP70 발현 

  MBP 융합 cHSP70 대장균 발현벡터인 pJexpress-MBP-cHSP70의 T5 promoter 하류에 

NdeI/BamHI을 사용하여 GST와 TrxA를 각각 클로닝하여 삽입하여 cHSP70과 융합 발현하도록 

플라스미드를 추가로 구축하였다 (그림 3).
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그림 3. cHSP70의 GST- 및 Trx-융합 발현 플라스미드

  구축된 벡터들은 대장균 발현균주인 BL21로 형질전환하여 Kanamycin 항생제가 포함된 LB 

고체배지에서 형질 전환체를 선별한 뒤, LB 액체배지에서 본 배양하여 GST 융합 단백질과 

TrxA 융합단백질의 발현을 확인하였다. 또한 대장균 발현균주에 따라 발현양상이 달라 질 수 

있으므로 BL21에서 균주성장에 좋지 않은 영향을 미치는 것처럼 보였던 MBP-cHSP70을 

DH5alpha 균주에 형질전환 하여 대장균 균주의 성장을 확인하였다.

  25 ㎖ LB 액체배지에 초기배양한 배양액을 1%가 되도록 접종한 뒤 37℃, 200 rpm 에서 약 

2시간 배양하였다. 흡광도 A600 값이 0.5-0.6이 되는 시점에 1 mM IPTG를 첨가하고 37℃, 200 

rpm 에서 3시간 추가배양 한 후, 배양액 1 ㎖을 12,000 rpm 에서 1분간 원심 분리하여 회수하

였다. 동일한 대장균 수 일 때의 발현량을 비교하기 위하여 회수한 균체는 흡광도 3.0으로 통

일하였다. 500 ㎕의 PBS 를 넣어 균체를 풀어준 뒤 sonicator를 이용하여 10분간 파쇄 하였고, 

12,000 rpm 에서 10분간 원심 분리하여 상등액과 침전물로 분리하였다. 각각의 상등액과 침전

물에 대한 SDS-PAGE를 실시하여 MBP, GST 그리고 TrxA 융합 단백질의 발현 양상과 발현량

을 확인하였다 (그림 4).
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그림 4. cHSP70의 MBP-, GST- 및 Trx-융합 발현 양상 분석

  먼저 발현균주에 따른 MBP-cHSP70의 발현양상을 확인한 결과, BL21과 DH5alpha 균주 모두

에서 induction 이후 대장균의 성장이 더뎌지는 것으로 확인 되었다. cHSP70 단일 단백질 발현 

시에는 대장균 성장에 영향이 없었으므로 기존의 MBP-cHSP70 생산균주의 저조한 성장은 균주

에 따른 차이가 아니라 특이하게도 MBP와 cHSP70이 동시에 발현될 경우, 미생물의 성장에 영

향을 미치는 특성에 기인하는 것으로 판단되었다. 

  MBP-, GST-, TrxA-융합발현 한 경우와 cHSP70을 단일로 발현한 경우, 모두 대장균 내에서 

soluble하게 발현이 되는 것으로 보였다. 또한 동일한 대장균 수일 때의 발현양을 비교하였을 

경우, GST-융합발현일 때에 cHSP70 단일 발현 보다 적은 양이 발현되었으며 MBP-융합 발현일 

때에 가장 많은 양이 발현 되는 것으로 나타났다. MBP-, GST-, TrxA-융합발현 한 cHSP70 중

에서 어떠한 것에서 면역증강의 효과를 보일지 확인이 필요할 것으로 보였다.

2) 분자면역증강제 후보의 항원-증강제 융합발현 형태의 시도

 HSP70과 Flagellin과 같은 분자면역증강제의 경우, 항원과 융합한 형태로 발현하여 면역반응

을 강화시키는 역할이 가능한 것으로 알려져 있다. 따라서 현재 확보된 분자면역증강제 후보 

중 hydrophobin인 HFB1을 항원과 융합발현을 시도하여 면역반응의 증가가 가능한지 확인해 보

고자 하였다.

  Trichoderma reesei 유래의 HfbI(GenBank KU173825)은 양친매성의 작은 단백질로 자가조립

(self-assembly)을 통하여 탄탄한 층을 형성하게 된다. 따라서 이 양친매성의 작은 단백질을 항

원과 융합발현 하여 현재 시중에 판매되고 있는 ISA70 혹은 현 과제에서 사용하고자 하는 

CAWIO (water in oil)와 같은 백신보조제에 항원이 거부감 없이 섞이는 것을 가능하게 하고 백

신보조제의 비율을 줄이고 면역증강의 효과를 보일 것으로 기대하고 있다. 또한 HfbI을 다른 

단백질에 융합하여 발현하는 경우 그 단백질의 발현 효율이 증가하는 것으로 보고되고 있어 

우리 연구실이 보유하고 있는 다양한 종류의 백신 항원들을 후보로 선정하여 융합발현을 시도

하였다. 

① Infectious bronchitis virus 항원의 융합발현

  Infectious bronchitis virus (닭 전염성기관지염 바이러스, IBV)는 조류에게 발생하는 전염성이 

매우 강한 호흡기계 질환을 일으키는 바이러스로서 기침, 기관지잡음, 재채기와 콧물 등을 특

징으로 하며 닭의 산란율을 감소시킨다. IBV는 바이러스의 표면에 위치한 Spike protein의 

Head 도메인인 S1 부분이 항원으로 작용할 것으로 알려져 있다. 따라서 IB의 항원후보인 S1에 

HFB1을 융합발현하여 S1만을 단일 발현했을 때 보다 단백질 발현 효율과 면역원성이 증가되
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는지 조사하기 위하여 발현 균주를 구축하였다.

  IBS1(519 아미노산, 효모코돈으로 최적화하여 GenScript 사에서 합성)의 C-terminal 부분에 

(GGGGS)2 linker를 이용하여 HFB1을 overlap PCR 방법으로 IBS1LHFB1를 얻었다. 이후 

EcoRI/SalI 으로 제한하여 효모발현벡터인 pYEGα-HIR525에 클로닝 하였으며 구축된 발현벡터

의 모식도는 아래에 표시하였다 (그림 5).

그림 5. IBV S1의 HFB1 융합발현 플라스미드

② Newcastle disease virus 항원의 융합 발현

  Newcastle disease virus (뉴캐슬병 바이러스, NDV)는 가금류, 특히 닭에서 발병되는 무서운 

전염병으로 폐사율이 높고 전염성도 강하며, 호흡기 증세와 신경 증세 등을 일으키는 법정 전

염병이다. 바이러스의 표면에 위치한 F (fusion protein)와 HN (hemagglutinin neuraminidase)이 

항원으로 작용하는 것으로 알려져 있어 이들 항원에 분자면역증강제 후보인 HFB1을 융합 발

현하여 항원의 단일 발현 시 보다 단백질 발현 효율과 면역원성이 증가되는지 조사하기 위한 

발현 균주를 구축하였다. 발현 및 정제의 용이함을 위해 효모의 신호서열인 MFa를 함께 발현

하여 효모 분비발현 시스템을 적용하였다.

  ND의 F와 바이러스의 표면에 위치한 HN의 ecto 도메인만을 효모 선호코돈으로 최적화하여 

Genscript 사에서 합성하였으며 각각의 C-terminal 부분에 (GGGGS)2 linker로 HFB1을 융합한 

융합유전자, NDFLHFB1와 NDHNectoLHFB1을 얻어 효모의 신호서열인 MFa와 함께 발현벡터에 

클로닝 하였다. 구축된 발현벡터의 모식도는 아래그림에 표시하였다 (그림 6).
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그림 6. NDV F 및 HN의 HFB1 융합발현 플라스미드

③ Porcine epidemic diarrhea virus 항원의 융합 발현

  HFB1의 효과를 조류에 국한 하지 않고 돼지 등 다른 동물에서도 범용적으로 분자면역증강

제로서 사용 가능한지를 알아보고자 본 실험실이 보유하고 있는 PEDV의 항원에 융합발현 해

보았다. Porcine epidermic diarrhea virus (돼지 유행성 설사병 바이러스, PEDV)는 돼지에 감염

하여 심한 장염, 구토, 설사, 탈수를 유발하며 신생 자돈에서 특히 높은 폐사율을 보이는 전염

병이다. 

  PED 바이러스는 표면에 위치한 Spike protein이 항원으로 작용하는 것으로 알려져 있어 

Spike protein의 Head 부분인 S1과 Stalk 부분인 S2에 분자면역증강제 후보인 HFB1을 융합발현 

하였다. 또한 바이러스의 표면에 위치한 membrane protein인 M protein의 ecto domain에 HFB1

을 융합발현 하였다. 이들은 발현 및 정제의 용이함을 위해 효모의 신호서열인 MFa를 함께 발

현하여 분비 발현 시스템을 적용하였다.

  항원들은 모두 효모 선호코돈으로 최적화하여 Genscript 사에서 합성하였으며 C-terminal 부

분에 (GGGGS)2 linker를 이용하여 각각의 항원후보에 HFB1을 overlap PCR 방법으로 융합하였

다. 얻어진 융합 유전자, PEDS1LHFB1, PEDS2LHFB1, PEDM19LHFB1는 효모의 신호서열 MFa와 

함께 발현벡터인 pYEGα-HIR525에 클로닝 하였으며 구축된 발현벡터의 모식도는 아래에 표시

하였다 (그림 7).



- 81 -

그림 7. 다양한 PEDV 항원의 HFB1 융합발현 플라스미드

  ④ 발현 양상 분석

  위에서 구축된 다양한 백신 후보 항원-HFB1 융합발현 벡터를 리튬/아세테이트 방법으로 S. 

cerevisiae Y2805에 형질전환하고, UD (Yeast Nitrogen Base 6.7 g/L, uracil dropout supplement 

0.77 g/L, glucose 20 g/L) 고체배지에서 선별하였다. 

  선별된 형질전환체는 UD 액체배지에서 30℃, 200 rpm에서 16 시간 초기 배양한 후 본 배양

을 하였다. 본 배양은 YPDG(yeast extract 10 g/L, pepton 20 g/L, glucose 10 g/L 그리고 

galactose 10 g/L)액체 배지를 이용하였다. 250 ㎖ Flask에 25 ㎖ 씩 분주한 뒤 초기 배양 한 균

주를 1 % 가 되도록 접종하여 30℃, 200 rpm에서 72 시간 배양하였다. 배양액 1 ㎖을 12,000 

rpm 에서 2 분간 원심 분리하여 균체를 회수한 후, 200 ㎕의 PBS를 넣어 균체를 풀어준 뒤 

glass beads를 첨가하여 20분 동안 파쇄 하였다. 

  파쇄 된 균체는 cell wall, debris 등을 포함한 lysate 상태로 사용 하였다. 각각의 시료는 발

현의 유무를 확인하기 위해 His probe와 HFB1(중앙백신 제공)에 대한 항체를 이용하여 

Western blot 분석하였다 (그림 8, 그림 9).
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그림 8. 다양한 백신 후보 항원-HFB1 융합발현의 His-probe Western blot 분석

  위의 Western blot 결과에 표시한 바와 같이 IB, ND 그리고 PED 바이러스의 백신 항원후보 

등과 분자면역증강제 후보인 HFB1을 융합 발현한 경우, 대부분 발현이 잘 되는 것으로 확인되

었다.

  그런데 특이적으로 분비서열인 MFa와 함께 분비발현 했을 때에 NDV 및 PEDV에서 확인한 

모든 경우에서 밖으로 분비 되지 않고 세포내에서 발현 단백질이 확인되었다. 이는 HFB1만 단

일로 발현 했을 경우에는 분비발현이 가능했던 것과는 차이를 보이는 결과이며 아마도 

hydorphobin의 자가조립의 특성에 기인하는 것으로 추정되었다. 약 9 kDa의 작은 사이즈인 

HFB1은 자가조립을 하더라도 일부는 세포내, 일부는 분비가 가능하나 큰 사이즈의 항원과 융

합발현 하였을 경우에는 대부분이 세포내에서 밖으로 분비가 되지 않는 것으로 생각된다. 

  기존에 단독발현 시에는 발현이 되지 않았던 PED의 S1과 ND의 HN이 HFB1과 융합하였을 

때에 발현이 되는 것이 확인됨에 따라서 HFB1이 발현이 어려운 단백질의 발현을 도와주는 역

할이 가능할 것으로 기대된다 (그림 8).

 

  HFB1 융합 단백질의 발현을 확실히 하기 위해 중앙백신연구소에서 제공받은 HFB1-항체를 

이용하여 Western blot을 실시한 결과 위의 His probe 결과와 마찬가지로 항원-HFB1 융합 단
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백질들 모두 HFB1 항체와 반응하는 것으로 확인되었다 (그림 9).

그림 9. 다양한 백신 후보 항원-HFB1 융합발현의 HFB1 항체 Western blot 분석

3) 면역증강 효과를 가지는 Kluyveromyces marxianus 효모 균주의 신규 재조합 발현 시스템 

구축

  Kluyveromyces marxianus 균주는 장 점막 부착 특성을 가지는 효모 균주로서 최근 프로바이

오틱으로 개발하려는 시도가 있어 왔고 특히 균체 세포벽의 특수 구성성분으로 인한 세포 자

체의 면역증강 효과도 알려 지고 있다. 따라서 1차년도 연구에서 다양한 분자면역증강제의 재

조합 발현 숙주세포로서 Saccharomyces cerevisiae 균주를 이용한 유전자 발현을 연구한데 이

어서 2차년도 연구에서는 S. cerevisiae 균주에서의 재조합 발현 연구에 더하여 K. marxianus 

균주를 분자면역증강제나 백신 항원 등의 유전자 재조합 발현의 새로운 숙주세포로 활용함으

로써 숙주 세포 균체 자체의 면역증강 효과를 추가로 얻을 수 있는 기술개발을 시도하였다. 먼

저 이를 위한 기본기술인 재조합 발현 시스템 구축을 수행하였다.

  K. marxianus 균주에서의 효율적인 발현 시스템을 구축하기 위해 효모에서 재조합 단백질 

생산에 많이 사용되고 있는 S. cerevisiae 유래의 ScGAL10, 그리고 ScADH1(alcohol 

dehydrogenase)프로모터와 K. marxianus 유래의 KmGAL10, KmPGK1(phosphoglycerate kinase), 

KmINU(inulinase), KmGAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)프로모터를 사용하여 

각 프로모터간의 활성을 비교하였다. 또한 selection marker 유전자로 K. marxianus 균주에서 

사용 가능한 항생제인 G418의 내성유전자를 포함하는 KanMX 카세트를 사용하였다. 정량적인 

프로모터 활성의 비교를 위해서 발현의 측정은 본 연구실이 보유하고 있는 lipase인 CalB14를 

리포터로 발현하여 lipase assay를 통해 발현율을 비교 조사하였다.

  ScGAL10프로모터를 포함하는 효모발현벡터인 pYEGα-HIR525를 XbaI/SalI으로 제한하여 리
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포터 유전자인 CalB14를 효모신호서열인 MFa와 함께 발현 하여 분비되도록 하였으며, 

NdeI/NarI으로 제한하고 G418 내성 유전자인 KanMX 카세트를 넣어 G418항생제에서 선별가능 

하도록 바꾸었다. 이후 SmaI/EcoRI로 제한하여 KmGAL10, KmPGK1, KmINU, KmGAPDH, 

ScADH1 프로모터를 각각 발현벡터에  클로닝 하였다.

  G418 내성 유전자인 KanMX 카세트는 pFA6-kanMX4 벡터에서 증폭하였으며 각각의 프로모

터는 K. marxianus NCYC 2887의 genomic DNA, S. cerevisiae  Y2805 genomic DNA를 주형으

로 하여 증폭하였다. 구축된 벡터의 모식도는 아래에 표시하였다 (그림 10).

그림 10. 다양한 프로모터 비교를 위한 CALB14 분비발현 플라스미드
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  구축된 벡터는 BamHI으로 제한처리하여 linearlized 시킨 후, LiAc/PEG 방법으로 K. 

marxianus NCYC 2887에 형질전환 하였다. 200 μg/ml G418을 포함하는 YPD 고체배지에서 얻

은 형질전환체를 GAL 프로모터의 것은 YPDG-Tributyrin 고체배지에 다른 프로모터는 

YPD-Tributyrin 고체배지에 옮겨 30℃에서 24시간 배양시킨 후 가장 큰 halo를 보인 colony를 

각각 선별하였다.

  선별된 우수 균주를 YPD G418 액체배지에 3 ml 접종하여 30℃에서 24시간 배양 한 후 250 

ml baffled flask의 액체배지 25 ml 에 1%가 되도록 접종하였다. 각 균주의 사용배지는 

pScADH, pKmGAPDH, pKmPGK는 YPD(glucose 2%), pKmINU는 YPD, YPL(lactose 2%), 

YPS(sucrose 2%) 그리고 YPF(fructose 2%), pScGAL과 pKmGAL은 YPD, YPDG(glusose 1%, 

galactose 1%), YPL, 그리고 YPG(galactose 2%) 배지를 각각 사용하였다. 30℃에서 48시간 동안 

배양하여 CalB14 유전자의 발현을 유도하였다.

  각각의 배양액으로부터 얻은 상등액의 분비 발현된 단백질을 이용하여  pNPP(p-nitrophenyl 

palmitate)를 기질로 하여 반응 시킨 후 lipase 활성을 측정하였다. 반응은 3분간 진행하여 30초 

간격으로 기질의 변화를 측정하였으며 측정된 흡광도 값을 계산하여 각각의 활성을 U/L로 환

산하여 그래프로 나타내었다 (그림 11).

 그림 11. 프로모터 활성 비교를 위한 배양상등액의 리파제 활성 분석
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  위의 연구 결과 ScGAL10 프로모터가 K. marxianus 균주에서 lactose 및 galactose를 발현 유

도물질 (inducer)로 사용하여 유도적 발현 (inducible expression)이 가능함을 확인하였으며 특히 

lactose는 galactose 대비 매우 값싼 탄소원으로서 이러한 특성은 S. cerevisiae 균주가 galactose

는 잘 이용하는 반면 lactose를 이용하는 능력이 결여 되어 있는 점을 감안하면 K. marxianus 

균주에서 ScGAL10 promoter를 사용함으로써 S. cerevisiae 균주에서와 달리 저렴한 탄소원 

lactose를 inducer로 사용할 수 있는 추가적 장점을 제공할 수 있다. 이 결과를 바탕으로 국내

특허 출원을 준비 중이다. (특허명 : 클루이베로마이세스 막시아누스 균주에서 유도 발현이 가

능한 프로모터 및 이를 이용한 유전자 발현 시스템).

4) Kluyveromyces marxianus 균주를 활용한 분자면역증강제의 재조합 발현

  위에서 구축한 K. marxianus 균주의 재조합 발현 시스템을 사용하여 분자면역증강제 후보 

중의 하나인 flagellin의 재조합 발현 양상을 조사하였다. K. marxianus 발현벡터인 

pScGAL-FliC-G418 벡터의 모식도는 아래에 나타냈으며 (그림 12)  BamHI으로 제한처리하여 K. 

marxianus NCYC 2887 균주에 형질전환 하였다. 

그림 12. Flagellin 생산을 위한 K. marxianus 발현 플라스미드

  YPD-G418 고체배지에서 얻은 형질전환체 중 몇 개의 colony 를 선택하여 YPL(lactose 2%)액

체 배지에서 30℃에서 48시간 배양하였다. 배양액 1 ㎖을 12,000 rpm 에서 2 분간 원심 분리하

여 균체를 회수한 후, 200 ㎕의 PBS를 넣어 균체를 풀어준 뒤 glass beads를 첨가하여 20분 동

안 파쇄 하였다. 파쇄 된 균체는 FliC 발현의 유무를 확인하기 위해 His-tag에 대한 항체를 이

용하여 Western blot 분석하였다 (그림 13). 
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그림 13. S. cerevisiae와 K. marxianus에서의 FliC 발현 Western blot 분석

  1차 년도에서 확인한 S. cerevisiae 발현 FliC와 비교한 결과, Western blot 상에서는 발현양

이 다소 적은 것으로 보였다. 하지만 K. marxianus의 경우에는 발현벡터가 genomic DNA 상에 

임의로 integration 되어 발현되는 시스템을 가지고 있어 integration이 되는 copy 수에 따라 발

현양이 달라 질 수 있다. 따라서 추가로 좀 더 많은 수의 형질전환체의 확인이 필요할 것으로 

보인다. 

2-2-5. 재조합 분자면역증강제 시료 생산 및 주관연구기관으로의 공급

 재조합 분자면역증강제의 면역원성 증진 효과 분석을 위해 분자면역증강제 후보를 생산하는 

5종의 S. cerevisiae Y2805 재조합 균주와 그의 gal80 유전자 결핍주 및 1종의 대장균 균주를 

배양하여 불활화 균체 및 세포파쇄물을 주관연구기관에 전달하였다. 

(효모 5종)

   1. chicken gp96 (pGAL-gp96-His Y2805∆gal80)

   2. Hydrophobin HFB1 (pGAL-Mfaopt-HFB1-His-cwp Y2805∆gal80)

   3. S. typhimurium flagellin (pGAL-FliC-His Y2805∆gal80)

   4. 스쿠알렌 (pGAL-HMG1/ispA Y2805)

   5. M. bovis BCG c-terminal HSP70 (pGAL-cHSP70-His Y2805∆gal80)

(대장균 1종)

   6. S. typhimurium flagellin (pT5-MBP-FliC BL21)

  효모 배양은 초기배양과 본 배양으로 나눠지며, UD (Yeast Nitrogen Base 6.7 g/L, uracil 

dropout supplement 0.77 g/L, glucose 20 g/L)액체배지 3 ㎖에 단일집락을 접종하고 30℃, 200 
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rpm 에서 16시간 초기배양 한 후 본 배양은 Y2805 균주는 YPDG (Yeast extract 10 g/L, 

peptone 20 g/L, glucose 10 g/L 그리고 galactose 10 g/L)액체 배지, Y2805∆gal80 균주는 YPD 

(yeast extract 10 g/L, pepton 20 g/L, glucose 20 g/L)를 사용하였다. 2 ℓ Flask에 본배양 배지 

200 ㎖ 에 초기배양액을 1%가 되도록 접종하여 30℃, 200 rpm 에서 72 시간 배양하였다. 효모 

배양액을 8000 rpm에서 20 분간 원심분리 하여 균체를 회수한 후 멸균된 PBS를 이용해 한번 

씻어주었다. 이후 면역원성 증진 효과 분석을 위해 효모 전세포를 불활화 하여 전달하였으며, 

이는 분자면역증강제 자체의 면역증강 효과에 더하여 닭의 TLR (toll-like receptor)15 리간드로

서 효모 세포벽 베타글루칸의 분자면역증강 효과를 동시에 얻기 위해서이다.

  대장균 배양은 100 ㎖ LB 액체배지에 초기배양한 배양액을 1 %가 되도록 접종한 뒤 37℃, 

200 rpm 에서 약 2시간 배양하였다. 흡광도 A600 값이 0.5-0.6이 되는 시점에 1 mM IPTG를 

첨가하고 37℃, 200 rpm 에서 3시간 추가배양 한 후, 배양액을 8,000 rpm 에서 10분간 원심 분

리하여 회수하였다. 회수한 균체는 20 ㎖의 PBS를 넣어 균체를 풀어준 뒤 sonicator를 이용하

여 10분간 파쇄 하였고, 12,000 rpm 에서 10분간 원심 분리하여 상등액과 침전물로 분리하였

다. 증강제를 포함하는 상등액을 전달하였다.

  본 배양으로 얻어진 각각의 재조합 균주 배양액의 최종 흡광도 값은 아래에 표시하였다.

시료
효모 대장균

발현시스템 발현균주 A600 발현시스템 발현균주 A600

Chicken gp96 세포내 ∆gal80 30.6

Hydrophobin

HFB1
표면발현 ∆gal80 28.2

S. typhimurium

flagellin
세포내 ∆gal80 33.8 MBP-fusion BL21 2.9

Mycobacterial

HSP70(C)
세포내 ∆gal80 25.2

Squalene 세포내 Y2805 34.2

 * Yeast A600=1, 2X10
7 Cell/ ml 

○  동물시험 시료의 추가 전달

  동물시험을 위한 분자면역 증강제의 소진으로 인해 분자면역증강제 후보를 생산하는 5종의 

S. cerevisiae Y2805 재조합 균주와 그의 gal80 유전자 결핍주를 추가로 배양하여 불활화 균체 

및 세포파쇄물을 주관연구기관에 전달하였다. 
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  배양조건은 위의 배양 조건과 동일하며 65℃에서 2 시간 열처리하여 효모세포를 불활화 하

여 전달하였다. 또한 일부는 glass bead를 이용하여 파쇄한 후 세포파쇄물의 형태로 전달하였

다. 

시료
효모

발현시스템 발현균주 A600

Chicken gp96 세포내 ∆gal80 19.8

Hydrophobin HFB1 표면발현 ∆gal80 25.7

S. typhimurium flagellin 세포내 ∆gal80 29.3

Mycobacterial HSP70(C) 세포내 ∆gal80 15.5

Squalene 세포내 Y2805 32.1

* Yeast OD600=1, 2X10
7 Cell/ ml 

3. 면역원성 증가 효과 평가 

  위에서 기술한 바와 같이 다양한 재조합 분자면역증강제를 생산하여 불활화 전세포 및 세포

파쇄액의 형태로 주관 및 협동연구기관에 전달하여 동물실험을 통하여 면역원성 증강 효과를 

평가하였다.

2-2-6. 면역증강 프로바이오틱 효모 균주를 이용한 분자면역증강제 및 백신 항원 단백질 재조

합 생산 기술개발

  효모 Saccharomyces boulardii 균주는 효모 세포벽 자체의 구성성분이 면역유발 증진에 특히 

효과가 있는 것으로 알려져 있으며 현재 인체에 허가된 유일한 프로바이오틱 효모로서 설사 

예방 및 치료제로 사용 되고 있다. 본 연구에서는 2차년도에 이와 유사한 면역증강 효과를 가

지는 것으로 연구되고 있는 효모 Kluyveromyce marxianus 균주를 사용하여 백신 항원 단백질

을 발현 하는 연구를 진행한 바 있으며 3차년도에는 상기한 S. boulardii 균주를 사용하여 백신 

항원의 재조합 발현을 시도하였다.

1) S. boulardii 효모 균체의 발효 생산

  먼저 S. boulardii 균주의 균체를 경제적으로 대량 생산할 수 있는 발효 배양 기술 개발을 위

하여 값싼 농산부산물을 발효 배양 배지로 사용할 수 있는 가능성을 조사한 결과 일반적인 

Saccharomyces 속 효모 균주들과 달리 특이하게도 돼지감자 등에 함유되어 있는 inulin-type 

fructan을 탄소원으로 잘 활용함을 알게 되었다. 

  돼지감자는 식량자원으로 사용되는 곡물자원과 경쟁적이지 않은 비곡물 작물로서 경제적인 
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바이오에탄올 생산 등에 매우 적합하여 많은 연구가 이루어지고 있다. 그러나 산업적으로 바이

오 에탄올 생산에 가장 많이 사용되고 있는 Saccharomyces spp. 중 제한된 소수의 종만이 돼

지감자를 가수분해 전처리 없이 발효시키는 것으로 보고되고 있으며 본 연구에서 프로바이오

틱 효모 균주 S. boulardii ATCC MYA-796가 돼지감자에 존재하는 fructo-oligosaccharides를 추

가적인 가수분해 전처리 없이 에탄올 발효와 세포괴 (cell mass) 생산을 위한 탄소원으로 활용

할 수 있음을 밝혔다. 

  

  S. boulardii ATCC MYA-796은 돼지감자의 fructo-oligosaccharides DP (degree of 

polymerization) 15-16까지 사용이 가능한 것으로 나타났으며 그림 1에 표시한 바와 같이 5리터 

발효조에서 180 g/L 의 돼지감자분말 분산액을 이용한 직접 발효에서 40.0 g/L 의 에탄올을 생

산함과 동시에 4.4x108 cells/mL의 프로바이오틱 효모 세포괴를 36시간의 발효로 생산할 수 있

음을 확인하였다. 

그림 1. Fermentation of Jerusalem artichoke powder suspension by ATCC MYA-796 in a 5-L 

jar fermenter. Medium (2 L) containing 180 g/L Jerusalem artichoke was used. The 

fermentation was carried out at 30℃ with agitation at 200 rpm and aeration at 0.2 vvm for 

48 h. The medium pH was maintained at 5.0. (Symbols: : EtOH, : Cells, : Agitation)

2) 분자면역증강제 squalene을 함유하는 S. boulardii 효모 균체 생산 기술개발

  S. boulardii ATCC MYA-796 세포의 면역증강 효과를 더욱 증진 시킬 수 있는 방안으로서 효

모의 이소프레노이드 대사에 관여하는 유전자를 과발현 시킴에 있어서 특정 유전자 조합이 분

자면역증강제 squalene의 세포내 축적에 매우 중요함을 알 수 있었다. 
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  이소프레노이드 유전자를 도입하지 않은 S. boulardii 야생형 균주는 전혀 squalene을 축적 

하지 않는 것으로 나타났으므로 (Fig. 2) 이소프레노이드 생합성의 중요한 율속단계 유전자로 

알려진 HMG1과 ispA (Wang et al., 2010)를 과발현하는 플라스미드 (pG-tH-I)를 도입하여 

squalene 축적 여부를 조사하였으나 거의 축적되지 않음을 알 수 있었다. 따라서 이소프레노이

드 생합성의 초기 단계 유전자 ERG10 (acetoacetyl-CoA thiolase)을 추가로 과발현하는 플라스

미드 (pG-tH-I-E10)를 도입한 균주를 제조하였고 이 경우 앞서 제조한 균주보다 대폭 증가한 

82 mg/L의 squalene을 생산할 수 있었다 (그림 2).

그림 2. Squalene production by S. boulardii ATCC MYA-796 overexpressing genes. Strains 

were grown at 30℃ and 200 rpm in YPDG medium for 72 h. Abbreviations of plasmids are 

as follows: pG-tH-I, overexpressing tHMG1 and ispA; pG-tH-I-E10, overexpressing tHMG1, 

ispA and ERG10.

3) S. boulardii 균주를 숙주세포로 사용한 백신 항원 단백질의 발현

  S. boulardii ATCC MYA-796의 면역증강 효과를 활용하고 더욱 증진 시킬 수 있는 방안의 하

나로서 효모 세포내에서 조류 바이러스 (Newcastle disease virus, NDV) 백신 항원 fusion 

protein (F)와 hemagglutinin-neuraminidase (HA) 등을 추가적으로 발현할 수 있는 벡터를 구축

하였다. 또한 효모에서 발현이 어려운 것으로 알려진 돼지 바이러스 항원 단백질 (PEDV S1)도 

reference로 포함하여 발현을 진행하였다. 각각의 단백질은 2차년도 연구에서 그 효과를 확인

한 바 있는 hydrophobin 단백질을 코딩하는 HFBI과 융합발현 하였으며 각 항원의 발현 여부를 

확인하였다. 
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  이렇게 구축된 PEDV S1-L-HFBI, ND F-L-HFBI, 그리고 ND HN-L-HFBI 플라스미드를 가지

는 효모 균주를 배양하고 배양액과 cell lysate로 각각 분획하여 발현 양상을 분석한 결과 그림 

3에 표시한 Western blot 분석에서 보는 바와 같이 효모에서 분비 발현을 위하여 signal 

sequence를 가지고 있음에도 불구하고 모든 항원 단백질이 배지로 분비되지 않았으나 cell 

lysate에서 기대되는 분자량 위치에서 검출됨을 확인하였다. 

  한편 특이하게도 HFBI이 융합되지 않은 경우에는 단백질이 전혀 발현 되지 않는 것으로 나

타났으며 (자료 미제시) 이는 식물체에서 보고된 바 있는 HFBI의 발현율 증진 효과와 일치하는 

결과로서 효모에서도 다른 난발현 단백질의 발현 효율 증진에 유용할 것으로 전망되었다. 

그림 3. Results of western blot using HFBI-antibody (A) and His-antibody (B). The M, 

prestained protein marker; Lane 1, S. boulardii ATCC MYA-796 lysate; lane 2, PEDV 

S1-L-HFBI transformant lysate; lane 3, ND HN-L-HFBI transformant lysate; lane 4, ND 

F-L-HFBI lysate, respectively.

2-2-7. S. cerevisiae 균주에서 분자면역증강제 squalene의 과생산 최적화 및 스케일-업 

1) 효모 S. cerevisiae 균주에서 squalene 과생산을 위한 발현 최적화 및 배양 최적화

  선행연구를 통하여 면역증강 가능성이 확인된 squalene을 효모에서 대량생산하기 위하여 먼
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저 과생산을 위한 유전자 발현 최적화 및 발효배양 최적화 연구를 수행하였다. Squalene은 최

근에는 백신의 adjuvant로도 많이 쓰이고 있으나 천연물로부터 이들을 추출하는 방법은 여러가

지 문제가 있어, 미생물이나 미세조류를 이용하여 생산하는 연구가 활발히 진행되고 있다. 

 

  효모 S. cerevisiae에서 squalene의 생합성은 엄격하게 조절되고, 정상적인 생육 동안에는 세

포 내에 매우 적은 양의 squalene만이 축적된다. 정상적인 조건에서 S. cerevisiae는 squalene 

대부분을 효모 세포 생존에 필수 성분중 하나인 ergosterol 생합성에 사용하게 된다. 대사경로 

이내의 다양한 효소들에 의해 squalene이 ergosterol로 전환되지만 그중 첫 번째 단계 효소인, 

squalene epoxidase를 암호화하는 ERG1이 squalene 생산성을 향상시키기 위한 핵심 유전자로 

여겨진다. 이미 ERG1의 활성을 부분적으로 저해하는 terbinafine을 첨가하면 squalene 축적량

이 향상 된다고 알려져 있다 (Drozdikova et al., 2015; Garaiova et al., 2014).

  본 연구에서는 squalene 생산에 많이 이용되는 다양한 S. cerevisiae 균주들에서 ERG1의 부

분적인 저해자인 terbinafine을 첨가하여 이들의 생육을 조사함으로써 squalene 생산을 위한 잠

재성 있는 균주들을 선별해 보고자 하였다. HMG1을 과발현한 37개의 ATCC 균주들에서 축적

된 squalene 수준이 높은 것으로 보고된 바 있는 균주들인 ATCC200589, ATCC201238, 

ATCC201741을 선별하였고 (Ohto et al., 2009) 이외에도 squalene 축적에 자주 사용되는 S. 

cerevisiae BY4741, W303, YPH499를 사용하였으며 본 실험실에서 일반적으로 사용하는 S. 

cerevisiae Y2805 균주 역시 함께 비교해보고자 하였다.

  배양은 초기배양과 본 배양으로 구분하여, 초기배양에는 UD 배지를 사용하였다. UD 배지는 

0.67% yeast nitrogen base W/O amino acids, 0.077% ura drop out supplement base, 2% 

glucose가 첨가된 배지이며 UD배지 3 mL에 단일집락을 접종하고 30°C, 200 rpm에서 초기 배

양 후 본 배양을 하였다. 본 배양은 YPD 배지 (YP media containing 2% glucose)를 250 mL 배

플 플라스크 (baffled flask)에 25 mL씩 분주한 뒤 초기 배양한 균주를 OD가 0.1이 되도록 접

종하였고 10 μg/mL terbinafine을 각각 첨가하였다. 그리고 30°C, 200 rpm,에서 교반하면서 

72시간 동안 배양하였다. 배양 후 세포를 수확하여 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) buffer에 현탁하

였다. 현탁 후, glass-beads (425-600μm; Sigma-Aldrich)를 첨가하여 vortexing하여 10분간 파쇄

하였다. 그리고 pentane을 첨가하여 10분간 추가로 vortexing 한 후 12,000 rpm 에서 10 분간 

centrifugation하여 취한 상층액을 gas chromatography (GC)로 분석하였다. 

  GC는 Agilent 7890A를 사용하였고 column은 HP-5 (5% Diphenyl-95% Demethylsiloxane 

Copolymer, 30mX0.32mmX0.25μm film thickness), detector는 H2와 Air를 이용한 FID detector, 

carrier gas로는 고순도 He를 사용하였다. 분석조건은 detector temp 320°C, injector temp 

300°C이었으며, oven temp는 40°C에서 3분, 240°C에서 5분 (rate of 10°C/min), 300°C에

서 1분(rate of 10°C/min)으로 맞추어 수행하였다. 측정한 squalene의 농도는 squalene 시약을 

구매하여 standard로 사용하여 비교하였고, internal standard로는 methyl laurate를 사용하였다. 

그리고 매 sample당 3 반복 측정을 기본으로 수행하였다. 

  Terbinafine을 첨가하지 않았을 경우 S. cerevisiae 7 가지 균주의 squalene 축적량은 0.3 ± 
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0.01 mg/L에서 1.4 ± 0.3 mg/L로 매우 미미한 수준임을 확인 할 수 있었다 (그림 4). 그러나 

terbinafine을 첨가한 경우에는, 11.4 ± 0.3 mg/L에서 40.5 ± 4.5 mg/L까지 squalene 축적량이 

전반적으로 증가된 것을 확인할 수 있었다. 

  이를 토대로 보아 terbinafine을 사용함으로써, ERG1에 의해 암호화되는 squalene epoxidase

를 부분적으로 저해시켜 squalene이 축적됨을 확인 할 수 있었고, ERG1이 효모 세포내의 

squalene 축적량 향상에 잠재성을 갖는 주요한 효소임을 확인할 수 있었다. 

  그러나 squalene 과생산을 위해 대사공학적으로 많은 조작이 행해진 바 있는 S. cerevisiae 

BY4741의 경우, 다른 S. cerevisiae 균주들에 비해 squalene 축적량이 상대적으로 저조한 것을 

확인할 수 있었다. 특히, W303 균주가 40.5 ± 4.5 mg/L로 가장 우수한 squalene 축적량을 보

였으며, Y2805 (28.9 ± 1.0 mg/L)와 YPH499 (28.0 ± 2.2 mg/L) 역시 다른 균주에 비해 우수함

을 확인할 수 있었다 (그림 4). 그러나 W303과 YPH499 균주에서 squalene을 과생산하기 위해, 

tHMG1을 과발현 하는 대사공학을 시도하였으나 squalene 생산량이 매우 미미함을 확인한 바 

있었다. 

  이를 토대로 보아, squalene을 과생산하기 위한 대사공학과 terbinafine 첨가 실험의 결과가 

서로 상충되는 결과임을 확인할 수 있었고, 이는 아마도 균주 간의 서로 다른 유전적 배경에 

기인하는 것으로 여겨진다. 결과적으로 S. cerevisiae 균주에서 squalene 생산이 매우 균주 의존

적으로 나타남을 확인 할 수 있었다. 

그림 4. Terbinafine의 존재 또는 부재 하에 유전자 조작하지 않은 S. cerevisiae 균주들에서의 

squalene 축적

  선행 연구를 통해 S. cerevisiae Y2805에서 E. coli 유래의 FPP synthase인 ispA와 
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Hydroxymethyl glutaryl-CoA reductase의 trans-membrane domain을 제거한 tHMG1을 과발현 

시킴으로써 squalene 생산량을 상당히 증가 시킬 수 있음을 확인한 바 있으므로 이를 토대로, 

앞선 terbinafine 첨가 실험에서 squalene 축적량 향상에 잠재성을 보인 S. cerevisiae 균주들에

서도 tHMG1과 ispA를 과발현 시키는 대사공학을 시도해 보고자 하였다. 

  선행 연구를 통해 구축한 pGal-tHMG1/ispA 플라스미드를 S. cerevisiae 균주들에 각각 도입

한 후 이들의 squalene 생산 수준을 비교 분석하기 위하여, 플라스미드가 도입된 재조합 S. 

cerevisiae 균주들을 30°C, 200 rpm에서 교반하면서 72시간 동안 배양하였다.

  그림 5에서 볼 수 있듯이, 어떠한 대사공학도 행하지 않은 이들의 야생형 균주들과 비교하여 

tHMG1과 ispA를 과발현하는 재조합 S. cerevisiae 균주들의 squalene 생산량이 전반적으로 증

가 한 것을 확인 할 수 있었다. 특히 Y2805 균주의 경우, 400 ± 35 mg/L의 squalene 생산성으

로서 다른 재조합 균주들에 비해 가장 높은 squalene 생산성을 확인 할 수 있었다. 

  그러나 terbinafine 첨가 실험에서 squalene 축적량이 준수하였던 대부분의 ATCC 균주들의 

경우에는 tHMG1과 ispA를 과발현 시키는 대사공학을 도입했음에도 불구하고 squalene 생산수

준이 미미함을 확인 할 수 있었다. 이와는 반대로 terbinafine 첨가 실험에서 squalene 축적 수

준이 가장 저조 하였던 BY4741의 경우에는, tHMG1과 ispA를 과발현 하였을 때 상당히 많은 

squalene 생산됨을 확인 하였다 (240 ± 15 mg/L). 

  앞서 언급한 바와 같이 상충되는 결과들은 terbinafine 존재 하에 조작하지 않은 S. 

cerevisiae 균주들에서 squalene 축적 수준의 비교는 squalene 생합성을 위한 효모 대사 경로를 

조작하기 위한 숙주 균주의 선별에 대한 기준으로는 적합하지 않음을 나타내고 있다. 이에 더

하여, 효모에서 squalene 생산이 매우 균주 의존적으로 나타남을 다시 한 번 확인 할 수 있었

다. 

  결과적으로 squalene 생산을 위해 시험된 7개의 균주 중 본 실험실에서 사용하고 있는 

Y2805균주가 최적의 균주임을 확인 하였다. 또한 7개의 균주들 간의 squalene 축적의 현저한 

차이를 일으킬 수 있는 유전적 배경의 변이를 조사하기 위해, squalene 생합성에 중요한 관련 

유전자들의 염기서열을 분석해 보았다. 그러나 예상과는 달리 ERG9, ERG1, MGA2 유전자의 

프로모터를 포함하는 이들 서열을 비교 분석해 보았으나 특별한 차이점을 찾지는 못하였다. 따

라서 Y2805 균주가 다른 균주들에 비해 squalene 생산성이 우수한 이유를 규명하기 위해서는 

추가적인 연구가 필요한 것으로 보인다.
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그림 5. tHMG1과 ispA를 과발현하는 S. cerevisiae 균주들에서의 squalene 생산성 비교

      

  앞선 연구결과를 통하여 squalene 생산이 효모 S. cerevisiae 균주들에서 매우 균주 의존적으

로 나타나는 것을 확인하였다. 또한 tHMG1과 ispA를 과발현하는 대사공학을 각각의 S. 

cerevisiae 균주들에 도입해 보았으나 결과적으로 S. cerevisiae Y2805 균주가 squalene 생산을 

위한 최적의 숙주균주임을 확인할 수 있었다. 

  따라서 대사공학적으로 조작한 S. cerevisiae Y2805 균주에서 squalene 생산성을 추가적으로 

향상시키기 위하여, 배양 온도의 조절, terbinafine 농도의 조절과 같은 최적화 실험을 수행하

였다. 

  온도 최적화는 원하는 화합물의 생산을 향상시키고 세포 성장에 영향을 주는데 사용되는 가

장 쉬운 방법이다. 최근에 Henderson et al. (2013)은 S. cerevisiae 균주를 이용한 에탄올 발효

를 35°C에서 수행함으로서 squalene 생산을 2배 증가 시켰고, 반면에 Loertscher et al. (2006) 

및 Tronchoni et al. (2012)은 저온에서의 S. cerevisiae 배양이 높은 수준의 squalene을 축적한

다고 보고하였다. 그러므로 대사공학적으로 조작한 S. cerevisiae Y2805 균주를 각각, 25°C와 

35°C에서 배양하여 이들의 squalene 생산성을 분석해 보고자 하였다. 

  예상했던 것과는 달리, Y2805 균주를 25°C에서 배양한 경우 156 ± 19 mg/L의 squalene을 

생산하였고, 35°C에서 배양한 경우에는 277 ± 47 mg/L의 squalene이 생산되었다 (그림 6A). 

결과적으로 30°C에서 배양하여 얻은 squalene 생산성에 비해 감소된 것을 확인할 수 있었다. 

본 연구결과가 이전의 연구결과들과 상충되는 이유는 서로 다른 효모 균주들이 갖는 유전적 
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배경의 차이로 생각되어 진다. 본 연구에서 사용된 균주는 tHMG1과 ispA를 과발현 시키는 재

조합 균주로서, 다른 연구에서 사용된 균주들은 대사공학을 하지 않은 야생형 효모 균주이기 

때문이다.

  앞선 terbinafine 첨가 실험을 통하여 squalene epoxidase의 부분적인 저해가 squalene 생산성 

향상에 매우 중요한 요인임을 확인하였으므로 tHMG1과 ispA를 과발현하는 재조합 S. 

cerevisiae Y2805 균주에서도 squalene epoxidase의 부분적인 저해가 squalene 생산성의 추가적

인 향상을 가져오는지 여부를 확인해 보고자 하였다. 

  재조합 균주 Y2805를 25 mL의 YPDG 배지와 5-40 μg/mL 농도의 terbinafine이 첨가된 플라

스크에서 72시간 동안 배양한 후 이들의 squalene 생산성을 비교분석하였다. 5-20 μg/mL의 농

도로 terbinafine이 첨가된 경우에는, terbinafine 농도가 증가함에 squalene 축적량이 증가되는 

것을 확인할 수 있었다 (그림 6B). 특히 20 μg/mL의 terbinafine이 첨가되었을 때, 804 ± 31 

mg/L의 squalene이 생산되는 것을 확인할 수 있었고, 대조구 대비 2배 이상 squalene 생산량이 

증가하였다 (그림 6B). 그러나 40 μg/mL의 terbinafine을 첨가한 경우에는, 세포 생육이 상당히 

억제되는 것을 확인할 수 있었고, 결과적으로 squalene 생산량 역시 감소되는 것을 확인할 수 

있었다. 또한 2배 이상의 squalene 생산성을 향상시키는 20 μg/mL의 terbinafine이 첨가된 경

우에도 세포 생육이 억제되는 것을 확인할 수 있었다. 결과적으로 squalene 생산을 위한 발효 

실험에는 terbinafine 10 μg/mL 농도가 세포 생육에도 영향을 주지 않고 squalene 생산성을 

향상시키기 위한 최적의 농도임을 확인할 수 있었다.  

그림 6. 대사공학적으로 조작한 S. cerevisiae Y2805에서의 squalene 생산을 위한 최적화

2) Squalene 생산 스케일-업을 위한 재조합 S. cerevisiae 균주의 30-L 발효배양

   

  앞선 균주선별, 배양온도, terbinafine 농도 조절과 같은 효모에서 squalene 과생산을 위한 최

적화 실험을 토대로 pGal-tHMG1/ispA를 보유하는 S. cerevisiae Y2805 균주의 30-L 
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fermentation을 수행하였다. 이를 통해 squalene의 산업규모의 생산을 위한 가능성 여부 역시 

확인해보고자 하였다. 

  30-L 발효조의 초기배양은 250 mL 플라스크(baffled flask) 5개에 각각, UD 배지 20 mL (0.67% 

yeast nitrogen base W/O amino acids, 0.077% ura drop out supplement base, 2% glucose)을 분

주한 후, 단일집락을 접종하고 30°C, 200 rpm에서 24시간 동안 배양하였다. 2차 배양은 1-L 플

라스크(baffled flask) 5개에 각각, 200 mL YPD 배지 (YP media containing 2% glucose)를 분주

한 후, 초기배양 한 배양액을 접종 한 후, 30°C, 200 rpm으로 16시간 동안 배양하였다. 본 배

양인 30-L 발효조에는 2차 배양한 총 배양액 1 L을 접종하였다. 30-L 발효조의 working volume

은 10-L로서 회분식 배양을 수행하였다. 배지조성은 yeast extract 10 g/L, peptone 20 g/L, glucose 

20 g/L 이다. 배양조건은 온도는 30°C로 설정하였으며, pH는 10 N NaOH를 사용하여 6.0으로 

유지하였다. 

 

  Agitation은 발효조 내의 용존산소의 농도가 30% 이상으로 유지가 되도록 교반속도를 

100-300 rpm까지 단계적으로 증가시켰으며, 통기량은 1vvm으로 일정하게 유지하였다. 또한 본 

배양을 시작하기에 앞서서 terbinafine 첨가 실험에서 확인한 결과를 토대로, 10 μg/mL 농도의 

terbinafine을 배지에 첨가하여 squalene epoxidase를 암호화하는 ERG1을 부분적으로 저해시킴

으로써 추가적으로 squalene 축적량을 향상시키고자 하였다. feeding 배지조성은 600 g/L 

glucose, 40 g/L yeast extract으로서 초기 당이 소모됨에 따라 0 g/L/h에서 5 g/L/h까지 feeding 

rate를 점진적으로 증가 시켰다. 총 배양은 6일간 수행하였으며, Gal promoter의 발현 유도를 

위하여 galactose 5 g/L를 매 24시간 마다 첨가하였다. 또한 squalene 생산성 분석은 발효조로

부터 배양액을 24시간부터 12시간 마다 sampling하여 앞서 언급한 squalene 추출방법으로 추출

한 후, pentane층을 gas chromatography (Agilent 7890A)로 분석하였다.

  30-L 발효를 수행한 결과, pGal-tHMG1/ispA를 보유한 Y2805균주의 경우, 78시간에 세포성장 

(optical density, OD600) 값이 최대치, 103.2를 나타내었고, glucose 역시 OD600가 증가함에 점진

적으로 소모되는 것을 확인하고 8시간부터 feeding을 수행하였다 (그림 7). 

  Squalene 생산은 약 24시간부터 점차 생산량이 증가되기 시작하여 약 96시간에 최대 생산량

인 1.48 g/L의 squalene이 생산됨을 확인 할 수 있었다 (그림 7). 

  96시간부터 glucose가 배지 내에 점점 축적되는 것으로 보아 세포의 생육에 문제가 생긴 것

으로 여겨진다. 이것은 아마도 feeding 속도의 조절 실패로 인하여 너무 많은 glucose를 공급함

으로써 glucose repression을 받았거나, 또는 용존 산소량의 조절 실패로 생각되어 진다. 차후, 

이를 해결하기 위해 좀 더 정밀한 feeding 속도 조절과 용존 산소량 조절이 필요 할 것으로 여

겨진다. 

  그럼에도 불구하고 96시간에 squalene 생산량이 1.48 g/L까지 도달하는 것으로 보아 

squalene 생산성의 추가적인 향상 가능성을 기대해 볼 수 있을 것으로 여겨지며 30-L 발효를 

통해 산업 규모의 squalene 생산을 위한 가능성 또한 확인해 볼 수 있었다.
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그림 7. pGal-HMG1/ispA가 도입된 S. cerevisiae Y2805 균주의 squalene 생산을 위한 30-L발효

3) Squalene의 non-GMO 생산을 위한 self-cloning 효모균주의 제조

  효모 S. cerevisiae는 제빵, 와인, 사케, 맥주 등과 같은 사람이 직접적으로 소비하는 다양한 

제품의 생산에 사용되어 지고 있다. 또한 진핵세포에서 잘 규명된 유기체 중 하나이며, GRAS 

(generally recognized as safe)로 등록된 균주이다. 다양한 산업분야에 사용되고 있는 S. 

cerevisiae 균주의 중요성으로 인하여 균주를 개량하기 위한 다양한 유전자 조작이 행해지고 

있다. 일반적으로 유전자 조작은 최종산물의 생산성을 향상시키기 위한 주요 효소를 암호화하

는 유전자를 항생제 내성 유전자나 선별 마커가 포함된 플라스미드에 도입한 후, 원하는 숙주

균주에 형질전환하여 생산성을 분석하여 효과가 있는지 여부를 판단하므로 GMO (genetically 

modified organisms)에 해당하게 되며 다양한 유전자 조작 기술이 발전함에 따라, GMO에 대한 

문제 역시 증가되고 있는 고려사항이다. 대부분의 소비자들은 사람들의 직접적인 섭취가 이뤄

지는 식품 및 음료 생산에 사용되는 균주로서 GMO 균주를 선호하지 않는다. 그 이유는 GMO

가 직접적으로 사람의 몸으로 섭취되는 경우 잠재적인 독성효과나 또는 알러지 효과를 일으킬 

수 있음을 우려하기 때문이다 (Lack. 2002).

  이와 같은 문제를 해결하기 위한 대체 방안으로서, 외래 유전자의 어떠한 흔적도 남기지 않

고 자기 본래의 유전자만을 사용하는 self-cloning 전략이 있다. 현재, 중국과 일본에서는 

self-cloning 전략에 대하여 활발히 연구개발 중이다. 이미 일본에서는 사케나 맥주등과 같은 

주조 생산에 사용하는 효모 균주를 이 self-cloning을 이용하여 개량하고 있으며, 이들을 

self-cloning 효모 균주라고 명명한다. 또한 상업적인 생산에도 역시 이들 개량한 self-cloning 
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효모 균주를 사용하고 있다. S. cerevisiae로부터 생합성하여 얻어지는 squalene 역시, 사람의 

직접적인 소비를 하는 제약품, 화장품, 식품등과 같은 제품 생산에 사용되어 지고 있다. 본 연

구에서도 분자면역증가제로서 squalene을 사용하기 때문에, 대두되고 있는 GMO문제를 완화시

켜줄 수 있는 self-cloning 효모 균주를 개발해 보고자 하였다.

  Squalene을 과생산하는 self-cloning 효모 균주를 구축하기 위해서는 외래 유전자를 사용하지 

않고 S. cerevisiae 유래의 유전자와 promoter만을 사용해야만 한다. 그러므로 앞선 재조합 S. 

cerevisiae Y2805에서 사용하였던 E. coli 유래의 FPP synthase인 ispA를 S. cerevisiae 유래의 

FPP synthase인 ERG20으로 대체하였다. 또한 본 연구를 진행하면서 squalene 생산의 추가적인 

향상을 위한 잠재성 있는 유전자로서 Acetyl-CoA를 acetoacetyl-CoA로 전환하는 효소인 

acetoacetyl-CoA thiolase를 선별하였다. 

  Acetyl-CoA는 S. cerevisiae에서 원하는 고부가 가치산물을 생산하기 위한 중요한 전구체로서 

자주 사용된다. 이 acetyl-CoA pool을 squalene과 같은 원하는 화합물로 유도하는 첫 번째 효

소가 바로 acetoacetyl-CoA thiolase이고 이를 암호화하는 유전자가 ERG10이다. 이미 S. 

cerevisiae에서 ERG10을 과발현하여 squalene의 생산량을 향상 시킨 사례가 보고된 바 있다 

(Kwak et al. 2017). 앞선 연구 결과에서 tHMG1과 ispA를 과발현하는 S. cerevisiae Y2805의 

squalene 생산성이 가장 우수하였으므로 이를 토대로 ispA를 ERG20으로 대체하고, 이에 추가

적으로 ERG10을 과발현하는 재조합 플라스미드를 구축하여 squalene 생산의 추가적 향상 가능

성을 확인해보고자 하였다. 또한 Y2805 균주 외에도 squalene 생산을 위한 잠재성 있는 숙주 

균주들을 선별하여 같이 확인해보고자 하였다.

  그림 8에서 볼 수 있듯이, tHMG1과 ERG20을 과발현하는 대부분의 S. cerevisiae 균주들 (그

림 8A)에 비해 tHMG1, ERG20, ERG10을 과발현 균주들 (그림 8B)에서 squalene 생산성이 대부

분 증가한 것을 확인 할 수 있었다. BY4741과 KCCM50549 균주들의 경우, ERG10을 추가적으

로 발현 하였을 때 (275 ± 8.5 mg/L, 250 ± 7.7 mg/L) 대조구 (206 ± 8 mg/L, 210 ± 18 

mg/L) 에 비해 squalene 생산량이 증가한 것을 확인 할 수 있었다. 

  특히 Y2805 균주의 경우, tHMG1과 ERG20을 과발현하는 대조구 (320 ± 34 mg/L)에 비해 

ERG10를 추가적으로 발현하였을 때 거의 2배의 squalene 생산량이 증가하였다 (630 ± 33 

mg/L). 이 결과를 토대로 보아 대사공학적으로 조작한 Y2805 균주에서 ERG10에 의해 암호화

되는 acetoacetyl-CoA thiolase도 squalene 생산 향상을 위한 잠재성 있는 주요 효소임을 확인

할 수 있었다.
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   그림 8. Squalene 생산을 위한 S. cerevisiae 균주들에서의 acetyl-CoA thiolase의 과발현 

효과

   

   Squalene을 과생산하는 self-cloning 효모 S. cerevisiae Y2805 균주를 구축하기 위해, S. 

cerevisiae유래의 GAL10 promoter 또는 ADH1 promoter와 GAL7 terminator를 사용하였다. 그리

고 플라스미드 유사형태로 구축되는 이들의 replication을 위해, S. cerevisiae 유래의 yeast 2μ 

origin을 사용하였고, 이들 fragment가 도입된 균주선별을 위해 auxotrophic marker 유전자인 

S. cerevisiae로부터 유래된 URA3를 사용하였다. 

  먼저 구축한 pGal-tHMG1/ERG20과 pADH1-tHMG1/ERG20 플라스미드들에서 SmaI과 NarI으로 

제한효소 처리하여 GAL10p-tHMG1-GAL7t-GAL10p-ERG20-GAL7t (4.7-kb) fragment와 

ADH1p-tHMG1-GAL7t-ADH1p-ERG20-GAL7t (4.7-kb) fragment를 각각 얻는다. 그리고 URA3의 

프로모터와 coding sequence가 포함된 fragment와 yeast 2μ origin를 얻기 위하여, 효모 발현 

플라스미드인 pYEGα vector로부터 URA3 and 2 micron ins-F/URA3 and 2micron ins-R 프라

이머쌍을 이용하여 PCR을 통해 URA3-2μ origin fragment (2.5-kb)를 증폭하여 얻었다. 또한 

이 fragment는 추후에 두개의 fragment을 연결시키기 위한 4.7kb fragment의 양쪽 말단의 

15-bp homologous region이 포함되어 있다. 얻은 2개의 fragment를 연결시키기 위해 In fusion 

HD-cloning kit (Takara)를 사용하였다. In-fusion cloning은 두 개의 선형의 fragment들에 

homologous region이 존재한다면 homologous recombination을 통해 이들을 연결시켜주는 것이 

가능하다. 

  두 개의 fragment와 In-fusion 효소를 EP tube에 넣은 후, 50°C에서 15분간 반응하였다. 반

응이 끝난 후, 최종적으로 얻어진 8.2-kb의 플라스미드 유사형태의 DNA가 포함된 mixture를 S. 

cerevisiae Y2805 균주에 도입하기 위하여 LiAc/TE 방법을 사용하여 형질전환 하였다. 그리고 

UD plate에 이들을 3일간 생육시켜 균주를 선별하였다. 

  실질적으로 self-cloning 효모균주가 잘 구축되었는지 여부를 판단하기 위하여, 



- 102 -

Name Oligonucleotides (5’-3’) Description
Gal10p-ERG10
-Gal7t-F

TGAATGGCGAATGGCGCCATCGCTTCGCTGATTA
ATTACC

Y2805 SC3

Gal10p-ERG10
-Gal7t-(linker)-
R

AATTTCTTTAAGTTTCCCCTCTAGAGAAGCTCTA
ATTTGTGAGTT

Y2805 SC3

URA3 and 2 
micron ins-F

TGAATGGCGAATGGCGCCGAAGCTCTAATTTGTG
AGTTTAGTA

Self-cloning 
yeast strains

pGal-tHMG1/ERG20과 pADH1-tHMG1/ERG20 플라스미드를 각각 보유하는 재조합 S. cerevisiae 

Y2805 균주들과 구축한 self-cloning 효모 Y2805 SC1 (ADH1 promoter의 조절 하에 tHMG1과 

ERG20을 발현)과 SC2 (GAL10 promoter의 조절 하에 tHMG1과 ERG20을 발현)균주들의 

squalene 생산성을 비교 분석해보았다. 또한 self-cloning 효모 Y2805 SC2에 acetoacetyl-CoA 

thiolase를 암호화하는 ERG10 유전자를 과발현하는 균주도 구축하였다. 

  구축한 pGal-ERG10 플라스미드로부터 Gal10p-ERG10-Gal7t-F/Gal10p-ERG10-Gal7t (linker)-R 

프라이머 쌍을 사용하여 PCR를 통하여 GAL10 promoter와 GAL7 terminator를 포함하는 

ERG10 fragment (2-kb)를 증폭하였다. 그리고 URA3 and 2 micron ins (linker)-F/URA3 and 

2micron ins-R 프라이머쌍을 이용하여 PCR을 통해 URA3-2μ origin fragment 2(2.5-kb)를 증폭

하여 얻었다. 얻은 2개의 fragment를 overlapping PCR를 통하여 연결하여 4.5-kb fragment을 

얻었다. 그 후에, SmaI과 NarI으로 제한효소 처리한 

GAL10p-tHMG1-GAL7t-GAL10p-ERG20-GAL7t (4.7-kb) fragment와 연결한 4.5-kb fragment를  

앞서 언급한 In-fusion cloning 사용하여 연결시키고 S. cerevisiae Y2805에 도입하여 

self-cloning 효모 Y2805 SC3도 구축하였다.

그림 9. S. cerevisiae 균주에서 homologous recombination을 통한 self-cloning 방법의 모식도 

Table 1. Self-cloning 효모 균주 구축에 사용된  프라이머 목록
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URA3 and 2 
micron ins 
(linker)-F

CTTTAAGTTTCCCCTCTAGAGAAGCTCTAATTTG
TGAGTTTAGTA

Self-cloning 
yeast strains

URA3 and 2 
micron ins-R

AAGCGATGGATCCCCGGGCTGGCTTAACTATGC
GGCATCA

Self-cloning 
yeast strains

  구축한 self-cloning 효모 Y2805 SC1 (ADH1 promoter의 조절 하에 tHMG1과 ERG20을 발현)

과 SC2 (GAL10 promoter의 조절 하에 tHMG1과 ERG20을 발현)의 능력을 평가하기 위하여, 이

들의 squalene 생산성 비교를 위하여 플라스크 배양을 수행한 결과 그림 10에서 볼 수 있듯이, 

pADH1-tHMG1/ERG20을 보유한 재조합 Y2805 균주와 self-cloning 효모 Y2805 SC1과 squalene 

생산성이 유사한 것을 확인 할 수 있었다. 

  특히 Y2805 SC2 균주의 경우, pGal-tHMG1/ERG20을 보유하는 재조합 Y2805 균주의 

squalene 생산성 (320 ± 34 mg/L)에 비해 squalene 생산성이 약간 증가한 것을 확인 할 수 있

었다 (350 ± 39 mg/L). 

  이 결과로 보아, squalene 생산을 위한 self-cloning 효모 균주 Y2805 SC1과 SC2가 성공적으

로 구축되었음을 확인할 수 있었다. 또한 self-cloning 효모 균주 개발을 위한 promoter로는 

ADH1 promoter에 비해 GAL10 promoter가 더 뛰어난 것을 확인 할 수 있었다.

그림 10. S. cerevisiae Y2805 균주에서 다른 cloning 전략에 의한 squalene 생산성 비교 

  앞선 재조합 S. cerevisiae Y2805 균주에서 acetoacetyl-CoA thiolase를 암호화하는 ERG10을 

과발현 시킴으로써 squalene 생산량이 2배 가까이 증가한 것을 확인 한 바 있으므로 이를 토
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대로, Self-cloning 효모 Y2805 에도 ERG10을 추가적으로 발현시킴으로써 squalene 생산의 추

가적인 향상 가능성을 확인해 보고자 하였다. 

  구축한 self-cloning 효모 Y2805 SC3 균주와 pGal-tHMG1/ERG20/ERG10을 보유하는 재조합 

균주의 squalene 생산성을 비교하기 위하여 이들을 25 mL YPDG 배지가 포함된 플라스크에서 

30°C에서 72시간 동안 배양을 수행한 후, 이들의 squalene 생산성을 비교 분석한 결과 그림 

11에서 볼 수 있는 바와 같이 pGal-tHMG1/ERG20/ERG10을 보유하는 재조합 균주의 squalene 

생산량 (630 ± 33 mg/L)과 self-cloning 효모 Y2805 SC3의 squalene 생산량 (633 ± 43 mg/L)

이 유사한 수준임을 확인 할 수 있었다. 

  이 결과를 토대로 보아, self-cloning 효모 Y2805 SC3가 성공적으로 구축되었음을 확인 할 수 

있었으며, ERG10의 과발현이 self-cloning 효모 Y2805에서도 squalene 과생산을 위한 중요한 

유전자임을 다시 확인할 수 있었다. 또한 효모 S. cerevisiae에서 squalene 생산을 위해 본 연구

에서 시도한 새로운 self-cloning 전략은 다른 isoprenoid와 같은 고부가가치 산물을 효모에서 

생산하려고 할 때 매우 유용하게 사용되어 질수 있을 것이다. 그리고 증가되고 있는 소비자들

의 고려사항인 GMO 문제 역시 어느 정도 완화시켜 줄 수 있는 대체방안으로 생각된다.

그림 11. Self-cloning 효모 Y2805 균주에서 squalene 생산에 대한 ERG10의 과발현 효과
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2-3. 가금백신용 신규의 분자면역증강물질 발굴 및 개발

1. 신규의 TLR agonist 기반 분자면역증강 물질 개발

◉ 아미노아실 tRNA 합성효소 (aminoacyl tRNA synthetase, ARS)

◎ 아미노산은 단백질을 구성하는 기본 요소로 mRNA의 codon을 아미노산으로 바꾸는 번역 
(translation) 과정을 거침. 

◎ 이때의 번역(translation) 과정에 중요한 물질이 tRNA로 tRNA는 자신의 anticodon을 이용
하여 mRNA의 codon을 인식하고 자신의 anticodon에 맞는 아미노산을 운반함.

◎ 아미노아실 tRNA합성효소는 tRNA의 anticodon에 맞게 아미노산을 연결시켜주는 효소임.   
◎ 아미노아실 tRNA합성효소는 아미노산의 갯수와 같이 20개가 있어야 하나 글루탐산을 활성화 

시키는 ERS와 프롤린을 활성화 시키는 PRS가 합쳐져 EPRS로 존재하기 때문에 19개로 존재
함. 

◎ 아미노아실 tRNA 합성효소 (ARS)들 각각은 상기의 전형적인 기능이외에 다양한 생물학적 기
능들 즉, inflammation, cell metabolism, angiogenesis 그리고 tumorigenesis등과 관련한 
기능들을 갖고 있음이 속속 밝혀지고 있음. 

◎ 본 연구진은 이들 19개의 아미노아실 tRNA 합성효소 (ARS)들 중 하나의 효소 WRS가 숙주
내로 병원체의 침입시 면역세포인 항원제시세포 (Antigen presenting cell; macrophage, 
dendritic cell)에서 분비되어 선천면역(Innate immunity)을 증가시켜 1차적으로 병원체 방어
에 역할을 하고, 2차적으로 적응면역 (Adaptive immunity)를 향상시킨다는 결과를 확인하였
음.

1) 병원체 (세균 및 바이러스) 감염시 사람 혹은 마우스 WRS 단백질의 분비 검증

◎ 선천면역은 병원체 감염시 세포에서 빠른 시간내에 시작되어 병원체 감염에 대한 세포의 방
어를 매개하는 시스템임.

◎ 분비되는 대표적인 싸이토카인으로 IFN-β와 IL-6가 있으며 이러한 싸이토카인의 분비는 병원
체 감염 초기에 있어 중요한 역할을 수행함.

◎ 사람 macrophage 세포인 THP-1 및 U-937 세포에 바이러스 (Vesicular stomatitis 
virus-GFP; VSV-GFP)를 감염시킨 후 세포외로 분비되는 사람 WRS 단백질을 ELISA로 검증
하였음.

◎ 그림에서 보는 바와 같이 바이러스 감염시 macrophage 세포에서 방어를 위해 분비되는 
IFN-β와 염증성 싸이토카인인 IL-6와 마찬가지로 사람 WRS 단백질이 분비가 됨.

◎ 이는 병원체 감염에 대해 다른 싸이토카인과 마찬가지로 분비되는 사람 WRS 단백질이 선천
면역의 한 구성요소로 작용할 수 있음을 의미함.
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그림 1. 바이러스 감염에 의한 사람 WRS 단백질의 분비 검증

◎ 사람 WRS 단백질이 병원체 감염에 대해 세포 밖으로의 분비를 확인한 후, 세포 내에서 사람 
WRS 단백질의 mRNA합성을 real-time PCR을 이용해 측정하였음.

◎ 아래의 그림에서 보는바와 같이 바이러스 감염시 macrophage 세포내에서는 IFN-β 단백질 
생성을 위한 IFN-β mRNA 합성과 더불어 사람 WRS 단백질에 대한 mRNA 합성이 이루어짐
을 알 수 있음. 

그림 2. 바이러스 감염에 의한 WRS 단백질에 대한 mRNA 유도 검증

◎ 이어서 마우스 macrophage 세포인 Raw264.7 세포에 바이러스 (Vesicular stomatitis 
virus-GFP; VSV-GFP)를 감염시킨 후 세포외로 분비되는 마우스 WRS 단백질을 ELISA로 검
증하였음. 
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그림 3. 바이러스 감염에 의한 마우스 WRS 단백질의 분비 검증

◎ 그림에서 보는 바와 같이 바이러스 감염시 macrophage 세포에서 마우스 WRS 단백질이 분
비됨.

◎ 이에 더해 상기와 같은 실험을 RNA 바이러스 유전자 유사물질인 poly(I:C)와 DNA 바이러스 
유전자 유사물질인 poly(dA:dT)에 대해 수행하였으며 그림에서 보이는 바와 같이 두 가지 자
극에 대해 마우스 WRS 단백질이 모두 분비되는 것을 검증하였음.

◎ 즉 WRS 단백질은 병원체 감염에 대해 감염초기에 세포에서 합성되어 외부로 분비되며, 이러
한 현상은 사람 macrophage 세포와 마우스 macrophage 세포에서 모두 확인됨.

그림 4. 바이러스 유전자 유사물질에 의한 마우스 WRS 단백질의 분비 검증

◎ 다음으로, WRS 단백질의 분비 민감성을 확인하기 위한 연구를 진행하였음.
◎ 사람 macrophage 세포인 THP-1 세포주에 최소한의 감염을 나타내는 양의 바이러스를 감염

시키고 상기와 같이 사람 WRS 단백질에 대한 ELISA와 mRNA 양의 측정을 위한 real time 
PCR을 수행하였음. 

◎ 그 결과, 그림에서 보는 바와 같이 낮은 용량의 바이러스 감염에 대해서도 사람 WRS 단백질
이 외부로 분비되며 세포 내의 mRNA양이 증가하였음을 확인함.
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그림 5. 낮은 농도 바이러스 감염에 의한 사람 WRS 단백질의 분비 검증

◎ 역시, 사람 WRS 단백질의 분비 특이성을 확인하기 위한 연구를 진행함.
◎ 병원체 감염에 대한 WRS 단백질의 분비를 ELISA를 통해 사람 상피세포인 HEK293T 세포주

에서 확인하였음.
◎ 그림에서 보는 바와 같이 사람 상피세포인 HEK293T 세포주에서는 바이러스가 감염됨에 따라 

세포 외부로의 WRS 단백질 분비와 세포 내에서의 mRNA합성에 변화가 없음을 확인하였음.
◎ 따라서, 병원체 감염에 대한 사람 WRS 단백질의 분비는 면역세포에서만 특이적으로 이루어

짐.

그림 6. 상피세포에서 바이러스 감염에 의한 사람 WRS 단백질 분비 실험

◎ 마지막으로, WRS 단백질이 다른 싸이토카인에 대한 반응으로 2차적으로 분비되는 것이 아
닌, 병원체 감염에 대해서 일차적인 반응임을 검증하였음.

◎ 그림에서 보는 바와 같이, 사람 macrophage 세포주인 THP-1에 IFN-β 100unit와 1000unit
을 처리했을 때에는 WRS 단백질의 분비가 나타나지 않는 것이 확인됨.
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그림 7. 인터페론 처리에 따른 WRS 단백질 분비 실험

2) 대장균 발현시스템을 이용한 수용성의 WRS 단백질 발현 및 실험실적 정제

◎ 병원체의 침입시 숙주의 항원제시세포 (Antigen presenting cell; macrophage, dendritic 
cell)에서 분비되는 마우스 유래의 WRS 단백질을 재조합으로 생산하고 그 기능을 확인하기 
위해 마우스 WRS 단백질 유전자를 대장균의 발현시스템에 맞게 변형시킨 후 대장균에서 발
현을 유도하였음.

◎ 그 결과 그림에서 보는 바와 같이 수용성의 마우스 WRS 단백질 발현 (레인 4, 8)을 확인하였
음. 

그림 8. 대장균 발현시스템을 이용한 수용성의 마우스 WRS 단백질 발현
  
◎ 수용성으로 발현된 마우스 WRS 단백질을 Histidine column 및 FPLC을 이용한 정제법으로 

정제하여 아래와 같이 정제된 마우스 WRS 단백질을 확인하였음.
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그림 9. 수용성의 마우스 WRS 단백질 정제

◎ 즉, 마우스 WRS 단백질은 대장균 발현시스템을 이용해 수용성으로 정제가 가능하며, 이는 마
우스 WRS 단백질이 용도에 맞게 대량으로 합성되어 여러 목적으로 응용되어 사용될 수 있음
을 의미함.

◎ 마지막으로, 수용성으로 발현된 단백질을 이후 면역자극실험에 이용하기 위해 대장균 발현 시
스템에서 포함될 수 있는 LPS를 triton x-114을 이용해 제거 한 뒤 LAL assay를 통해 LPS
의 양을 측정하였음.

◎ 그림에서 보는 바와 같이 WRS 단백질에 혼합되어있던 LPS가 제거되었으며, 이 용량이 면역
작용에 영향을 주지 않는 것을 확인함. 

그림 10. 정제 마우스 WRS 단백질에서의 LPS 제거 확인

3) WRS 단백질에 의한 면역세포의 선천면역 자극 효능 검증
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◎ 정제된 마우스 WRS 단백질내 대장균의 LPS를 제거한 후 항원제시세포 (APC)중 하나인 
Raw264.7 macrophage 세포에 농도별로 처리를 한 후 분비되는 인터페론과 염증성 싸이토
카인을 각각의 ELISA kit로 확인을 한 결과, 마우스 WRS 단백질의 자극에 의해 상당한 양의 
인터페론-α, 인터페론-β, 염증성 싸이토카인인 IL-6, TNF-α 그리고 케모카인인 MCP-1등의 
분비가 되었음.     

그림 11. 정제된 마우스 WRS 단백질의 자극에 의한 macrophage 세포에서의 싸이토카인 분비

◎ 상기의 결과는 마우스 WRS 단백질에 의해 면역세포인 macrophage 세포가 자극을 받아 즉, 
면역세포의 선천면역이 작동하였음을 뜻함.  

◎ 면역세포의 선천면역이 작동이 되면 바이러스의 감염 즉 바이러스의 증식을 억제할 수 있음. 
이를 증명하기 위해 마우스 WRS 단백질로 자극을 시킨 Raw264.7 macrophage 세포에 복제
시 GFP (Green Fluorescence protein)을 타나내는 바이러스인 Vesicular stomatitis virus 
(VSV-GFP)와 Influenza virus (PR8-GFP)를 각각 감염시킨 후 각 바이러스의 증식 정도를 
확인하였음.
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그림 12. 정제된 마우스 WRS 단백질의 자극에 의한 macrophage 세포에서의 바이러스 증식 
억제 효능

  
◎ 그 결과 그림에서 보는바와 같이 마우스 WRS 단백질로 자극을 받은 면역세포에서는 바이러

스 증식이 저해됨을 확인할 수 있었음. 이는 마우스 WRS 단백질로 자극을 받아 활성화된 면
역세포의 선천면역이 바이러스의 증식을 억제한 것임.

◎ 다음으로 항원제시세포 (APC)중 중요한 위치를 차지하고 있는 dendritic 세포에서의 마우스 
WRS 단백질에 의한 선천면역 자극 및 항원제시 능력의 지표 활성화를 확인하기 위하여 마우
스로부터 Bone marrow derived dendritic cell (BMDC)을 분화 준비한 후 마우스 WRS 단
백질을 자극시켰음.

그림 13. 정제된 마우스 WRS 단백질의 자극에 의한 BMDC에서의 싸이토카인 분비  

◎ 그 결과 마우스 WRS 단백질은 BMDC에서도 역시 인터페론 및 싸이토카인의 분비를 유도하
였음.  

◎ 또한, 마우스 WRS 단백질의 자극을 받은 BMDC에서 인터페론, 염증성 싸이토카인 및 항원제
시 관련 분자들의 mRNA 수준을 Real-time PCR로 확인해 본 결과 Raw264.7 macrophage 
세포에서와 마찬가지로 상당한 수준의 mRNA 유도를 확인할 수 있었음.
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그림 14. 정제된 마우스 WRS 단백질의 자극에 의한 BMDC에서의 항원제시 관련 분자 mRNA 
확인  

◎ 즉, 마우스 WRS 단백질은 항원제시세포 (APC)를 강하게 자극하여 선천면역을 유도하고 더불
어 항원제시와 관련된 분자들의 발현을 유도함으로서 적응면역으로의 연결을 매개한다고 사료
됨.

◎ 다음으로, 마우스 WRS 단백질이 나타내는 선천면역자극효과를 사람 macrophage 세포주인 
THP-1에서 측정하였음.

◎ 마우스 WRS 단백질의 자극으로 인한 인터페론, 염증성 싸이토카인의 분비를 ELISA를 이용
해 측정하였으며 이로 인해 인터페론과 염증성 싸이토카인이 마우스 macrophage 세포와 마
찬가지로 증가하는 것을 확인함.

그림 15. 정제된 마우스 WRS 단백질의 자극에 의한 사람 macrophage 세포에서의 싸이토카인 
분비

◎ 이후 이러한 WRS 단백질의 자극이 면역세포에서 특이적으로 나타나는 것을 확인하기 위해 
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사람 상피세포인 HEK293T 세포주를 이용한 실험을 진행하였음.
◎ 그림에서 보는 바와 같이, 사람 상피세포인 HEK293T 세포주에서는 WRS 단백질에 의한 바

이러스 증식의 억제 효과가 나타나지 않았음.

◎ 이는 WRS 단백질의 면역작용효과가 면역세포에 특징적으로 발현되는 리셉터에 작용할 수 있
음을 의미하며 이후 각각의 리셉터가 결여된 세포를 이용한 실험 결과와도 상응함.

그림 16. 상피세포에서 정제된 마우스 WRS 단백질의 자극에 의한 효과 확인 

4) 마우스 WRS 단백질에 의한 면역세포의 자극 효과는 TLR4를 필요로 함

◎ 마우스 WRS 단백질에 의한 항원제시세포 (APC)의 선천면역 유도능이 어떠한 수용체와의 관
계에 의함인지 확인하기 위하여 wild type, TLR2, TLR4, MyD88 KO 마우스로부터 각각 분
리한 bone marrow derived macrophage cell (BMDM)을 이용하여 확인하였음.

◎ 즉, 각각의 마우스로부터 추출한 BMDM에 마우스 WRS 단백질을 처리하여 선천면역을 유도
시킨 후 바이러스를 감염시켜 바이러스의 증식을 확인하였음.
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그림 17. 정제된 마우스 WRS 단백질의 자극에 의한 BMDC에서의 싸이토카인 분비   

◎ 그 결과 그림에서 보는 바와 같이 wild type 및 TLR2 KO BMDM에서는 마우스 WRS 단백질
에 의해 싸이토카인의 분비가 유도되어 바이러스의 증식이 억제되었으나, TLR2 KO 및 
MyD88 KO BMDM에서는 마우스 WRS 단백질에 의한 싸이토카인의 분비가 적게 혹은 유도
되지 않았으며 이에 의해 바이러스의 증식 억제가 이루어지지 않았음을 확인할 수 있었음.  

◎ 즉, 마우스 WRS 단백질에 의해 유도되는 선천면역 활성화는 항원제시세포 (APC)의 TLR4가 
중요하게 역할을 함.  

◎ 결론적으로 병원체의 숙주 침입시 병원체를 방어 혹은 억제하기 위해 면역세포인 항원제시세
포 (APC)에서는 다양한 싸이토카인과 더불어 신규의 WRS 단백질을 분비하여 숙주의 선천면
역을 활성화시켜 병원체의 침입을 막으며 더 나아가 적응면역을 활성화시킴.

◎ 이러한 숙주의 방어면역을 유도할 수 있는 숙주 자체의 WRS 단백질은 사람을 비롯한 모든 
축종에 존재를 함. 실험결과 마우스 유래의 WRS 단백질을 사람 유래의 면역세포에 처리를 
하여도 선천면역이 유도됨을 확인하였음.  

◎ 이후, 본 연구진은 LPS를 제거한 WRS 단백질을 고농도로 농축하여 WRS 단백질의 선천면역 
자극 효능이 in vivo에서도 유효함을 검증하였음.

◎ 6주령의 C57BL 마우스에 WRS 단백질을 비강 내로 투여하여 마우스의 serum과 BALF에서 
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ELISA를 이용해 IFN-b와 IL-6의 분비양을 측정함.

그림 18. WRS 단백질 자극에 의한 마우스에서의 싸이토카인 유도 효능

◎ 그림에서 보는 것과 같이 WRS 단백질에 의한 자극으로 인해 마우스의 serum과 BALF에서 
IFN-β, IL-6가 분비되는 것이 확인됨.

◎ 즉, 본 실험결과는 WRS 단백질의 in vivo에서의 효능과 그 활용 가능성을 나타냄.

5) WRS 단백질에 의한 항원의 체액성면역 증진 효능 검증

◎ WRS 면역증강 효과를 확인하기 위해서 본 연구진이 앞서 백신 효과를 확인하였던 재조합항
원 A를 이용하여 그림과 같이 재조합항원 A의 양을 10μg, 20μg, 30μg 3개의 접종그룹으로 
나누고 WRS를 각각 0μg, 10μg, 20μg, 30μg 혼합하여 아래 그림의 일정으로 마우스에 접종
하였음. 최종 접종 후 7일 뒤 혈청을 채취하여 항체생성률을 확인하였음.
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그림 19. 재조합항원 A의 항체가 측정을 통한 WRS의 면역증강 효과 검증 실험 그룹 

그림 20. 재조합항원 A의 항체가 측정을 통한 WRS의 면역증강 효과 검증 실험 일정 

◎ A 항원 단백질을 코팅하고 각 마우스 그룹으로 채취한 혈청을 이용해 ELISA를 수행하여 항
체생성률를 분석한 결과 아래 그림과 같이 WRS의 투여량이 증가함에 따라 재조합항원 A에 
대한 항체생성률도 증가한 것을 10μg, 20μg, 30μg의 재조합 항원 A 접종그룹에서 모두 확인 
할 수 있었음. 이 실험을 통해 WRS가 면역증강 효과를 가지고 있음을 확인할 수 있었음.
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그림 21. 재조합항원 A의 항체가 측정을 통한 WRS의 면역증강 효과 검증 

6) WRS 단백질에 의한 항원의 세포성면역 증진 효능 검증

◎ WRS가 재조합항원 A에 의한 T-면역세포의 면역작용에도 면역증강 효과를 보이는지 확인하
기 위해 그림과 같이 재조합항원 A 40μg에 WRS를 각각 0μg, 40μg을 혼합하여 그림의 일정
으로 마우스에 접종하였음. 최종 접종 후 2주일 뒤 마우스의 비장내 비장세포를 분리, 재조합
항원 A로 비장세포의 면역을 자극하여 BDTM ELISPOT set을 이용한 T-면역세포 반응 실험
을 실시하였음.
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표 2. 항원 A에 대한 T-면역세포 면역반응 측정을 통한 WRS의 면역증강 효과 검증 실험 그룹

그림 22. 항원 A에 대한 T-면역세포 면역반응 측정을 통한 WRS의 면역증강 효과 검증 실험 
일정

◎ 그 결과 그림 에서 보는 바와 같이, Mitogen 자극제 (1μg/well)를 처리한 양성 대조군(PC)과 
음성 대조군(NC)을 통해 실험이 올바르게 진행되었음을 확인하였음., 백신 그룹에서 IFN-γ와 
IL-4가 생성되어 발색으로 인한 점의 생성을 확인하였고 WRS를 함께 접종한 그룹에서 더 활
발히 IFN-γ와 IL-4가 생성된 것을 확인하였음. 이 실험을 통해 WRS에 의해 재조합항원 A에 
대한 T-면역세포의 면역작용이 더 활성화되었음을 확인하였음.

그림 23. 재조합항원 A에 대한 T-세포 면역반응 측정을 통한 WRS의 면역증강 효과 검증 결과

7) WRS 단백질에 의한 항원의 지속적 면역 증진 효능 검증

◎ 다음으로 WRS의 면역증강효과의 지속성을 확인 하고자 그림과 같이 재조합항원 A 10μg, 30
μg에 WRS를 각각 0μg, 10μg, 20μg, 30μg을 혼합하여 그림의 일정으로 마우스에 접종하였
음. 최초 접종 후 3달 뒤 혈청을 채취하여 항체생성률을 확인하였음.
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그림 24. 항원 A의 항체가 측정을 통한 WRS의 면역증강 효과 지속성 검증 실험 일정 

표 3. 항원 A의 항체가 측정을 통한 WRS의 면역증강 효과 지속성 검증 실험 그룹 

◎ 채취한 혈청을 이용해 ELISA를 수행하여 항체생성률를 분석한 결과 아래의 그림과 같이 
WRS의 투여량이 증가함에 따라 재조합항원 A에 대한 항체생성률이 증가한 것을 확인하였음. 
즉 접종 후 3달 뒤에도 WRS의 면역증강 효과가 지속되고 있음을 확인할 수 있었음. 
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그림 25. 항원 A의 항체가 측정을 통한 WRS의 면역증강 효과 지속성 검증

8) Influenza A virus의 M2HA2 항원을 이용한 Influenza in vivo challenge 모델에서의 
hWRS의 효능검증

가) hWRS의 효능평가를 위한 M2HA2 항원 및 Influenza virus (H1N1) 용량 설정

◎ hWRS의 효능평가 및 백신보조제 실험을 위해 앞으로의 실험에 사용될 모델인 Influenza 
virus H1N1 strain의 감염용량과 백신에 이용될 항원단백질 M2HA2의 투여용량을 아래의 일
정과 같이 시험하였음.

◎ M2HA2는 influenza virus의 주요 항원부위 (M2와 HA2)를 포함하는 재조합단백질로 대장균 
발현 시스템을 이용해 정제하여 사용함. 본 항원단백질은 근육투여에 의해 마우스에서 다양한 
종류의 influenza 바이러스 감염에 대해 높은 면역능을 유도하는 것이 사전 검증되어 있음.  

그림 26. H1N1과 M2HA2 용량 설정 시험 일정
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표 4. H1N1과 M2HA2 용량 설정 시험 그룹

◎ 항원단백질의 접종은 정제된 M2HA2 단백질을 2주 간격으로 근육투여 하였음. 투여 용량은 
1*LD50 와 2*LD50 감염 예정 그룹은 3, 5, 10μg, 3*LD50 감염 예정 그룹은 5, 10, 15μg으
로 설정하였음.

◎ 바이러스 감염은 마지막 접종 이후 2주 후에 수행하였음. Influenza virus H1N1 strain 
LD50의 1배, 2배, 3배 용량의 바이러스가 이용되었으며 마우스를 마취시킨 후 비강을 통하여 
접종하였음.

◎ 바이러스 감염 이후 마우스의 상태를 모니터링하며 체중을 측정하였음. 동물윤리실험위원회의 
방침에 따라 바이러스 감염 이후 25% 이상의 체중감소를 보인 개체는 안락사한 뒤 치사한 것
으로 처리함.



- 123 -

그림 27. H1N1 1LD50 감염에 따른 마우스의 체중과 생존율

그림 28. H1N1 2LD50 감염에 따른 마우스의 체중과 생존율

그림 29. H1N1 3LD50 감염에 따른 마우스의 체중과 생존율

◎ 항원단백질 접종 후 Influenza A virus H1N1 strain 1LD50를 감염시킨 결과, 대조군 마우
스에 비해 항원을 접종한 마우스가 바이러스에 대한 저항성이 더 높은 것을 확인하였음. 항원
단백질 10μg을 접종한 그룹에서 가장 큰 효과가 나타났으며 체중과 생존율 모두 같은 경향을 
보임. 본 실험 결과를 기초로 1LD50 감염에 대한 항원단백질의 접종용량을 10μg으로 결정하
였음.

◎ 항원단백질 접종 후 Influenza A virus H1N1 strain 2LD50를 감염시킨 결과 역시 대조군 
마우스에 비해 항원을 접종한 마우스가 바이러스에 대한 저항성이 더 높은 것을 확인하였음. 
항원단백질 10μg을 접종한 그룹에서 가장 큰 효과가 나타났으며 체중과 생존율 모두 같은 경
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향을 보임. 본 실험 결과를 기초로 2LD50 감염에 대한 항원단백질의 접종용량을 10μg으로 
결정하였음.

◎ 항원단백질 접종 후 Influenza A virus H1N1 strain 3LD50를 감염시킨 경우, 모든 그룹에
서 체중감소에 차이가 없었으나 생존률은 15μg 접종 그룹에서 약간 더 높게 확인되었음. 
3LD50 감염은 마우스의 면역 형성에 비해 감염되는 바이러스의 용량이 높은 것으로 사료됨.

◎ 결론적으로, 앞으로의 백신보좌제 효능검증 실험에 이용될 Influenza A virus H1N1 strain
의 감염용량은 1LD50 및 2LD50로 결정하였으며 두 용량의 감염에 대해 항원단백질 M2HA2
의 접종용량은 모두 10μg으로 결정하였음.

나) 항원단백질(M2HA2)과 hWRS를 이용한 in vivo 효능평가

◎ 항원단백질 접종에 따른 hWRS의 면역증강 효능평가를 위해 마우스에 2주간격으로 항원단백
질과 hWRS를 함께 접종한 후 Influenza virus H1N1 strain의 1LD50 감염에 대해 마우스
의 체중과 생존율을 아래와 같은 일정으로 실험해 비교하였음.

 
◎ WRS는 바이러스 감염에 대해 체내에서 자연분비되는 단백질로 숙주의 선천면역 시스템을 자

극하는 병원체 감염 초기에 있어 중요한 역할을 수행하는 단백질임. 본 실험에서는 hWRS의 
백신보좌제로서의 기능을 M2HA2-influenza A virus in vivo 시스템을 통해서 검증할 목적
으로 10μg, 20μg의 hWRS를 항원단백질과 함께 근육접종 하였음.

그림 30. 항원단백질과 hWRS 동시 접종 효능평가 시험 일정
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표 5. 항원단백질과 hWRS 동시 접종 효능평가 시험 그룹

◎ 항원단백질의 접종용량은 첫 실험에서 결정한 용량인 10μg을 사용하였으며, 정제한 hWRS 
단백질 10, 20μg을 함께 2주 간격으로 근육투여 하였음. 마우스는 각 그룹당 5마리로 구성하
였음.

◎ 바이러스 감염은 마지막 접종 이후 2주 후에 수행하였음. influenza virus H1N1 strain 
1LD50의 용량의 바이러스를 이용했으며 마우스를 마취시킨 후 비강을 통하여 접종하였음.

◎ 항체생성을 확인할 마우스의 경우 그룹당 3마리로 구성하였음. 마지막 접종 이후 2주 후에 
혈액을 채취하여 혈청을 분리한 다음 혈청 내 항체가를 ELISA를 통해 측정하였음.

그림 31. 항원단백질과 hWRS 접종 이후 H1N1 1LD50에 대한 마우스의 체중변화와 생존율
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그림 32. 항원단백질과 hWRS 접종에 따른 마우스 혈청 내 항체가 측정

◎ 항원단백질 접종 후 Influenza A virus H1N1 strain 1LD50를 감염시킨 결과, 대조군 마우
스에 비해 항원을 접종한 마우스가 바이러스에 대한 저항성이 더 높은 것을 확인하였음. 

◎ 항원단백질과 hWRS를 함께 접종한 경우, hWRS 10μg을 접종한 그룹에서는 항원단백질만을 
접종한 그룹과 같은 경향을 보였으나 hWRS 20μg을 접종한 그룹에서는 보다 높은 생존율을 
나타내었음.

◎ 접종 직전에 마우스 혈청에서 항체가를 측정한 결과, 항원단백질만 접종한 그룹과 hWRS를 
함께 투여한 그룹 모두에서 대조군에 비해 높은 항체가 형성을 나타냈지만 실험그룹간 차이를 
보이지 않음. 이는 ELISA과정의 항원-항체 반응이 과반응되어 보이는 결과로 생각됨.

◎ 결론적으로, 마우스 in vivo 실험모델을 이용하여 hWRS가 항원단백질과 함께 접종되었을 경
우 Influenza A virus에 대한 마우스의 항원단백질의 백신 효과를 증강시키는 것으로 확인되
었음. 본 실험결과를 기초하여 hWRS를 가금 백신 보조제로 적용하기 위한 계획을 수립하였
음.

9) Chicken bone marrow derived macrophages (cBMDMs)를 이용한 WRS의 면역증강능 확
인

◎ 앞선 마우스시험에서 hWRS의 면역보좌제로서의 기능은 확인하였고 닭에서의 hWRS에 대한 
면역증강 효능을 확인하기 위해 Chicken bone marrow derived macrophages (cBMDMs)
를 이용하여 실험을 수행하였음. 

가) Chicken bone marrow derived macrophages (cBMDM)를 이용한 hWRS의 효능검증

◎ 시험계의 Femur bone와 Tibia bone으로부터 분리한 골수세포를 Macrophage로 분화시켜 
LPS와 hWRS를 12, 24시간동안 아래의 표와 같이 처리하였음.
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표 6. chicken BMDM을 hWRS의 효능검증

◎ 이후, 자극에 의한 사이토카인의 분비를 chicken IL-6 ELISA kit를 이용해 측정하였음. 

그림 33. Chicken BMDM을 이용한 hWRS의 효능검증 chicken IL-6 ELISA

◎ 실험 결과, hWRS의 처리에 의한 IL-6 의 분비가 확인되지 않았음.

◎ hWRS는 사람 및 마우스의 면역 세포에서 성공적인 면역자극능력이 검증되었으나 chicken 
세포에서 반응이 나타나지 않음. 

◎ 이는 면역세포의 표면에 발현하는 면역 receptor의 종간 차이로부터 발생하는 결과일 수 있
음. 또는 human WRS와 chicken WRS의 homology 차이에 의한 이유일 수 있음. 실질적으
로 그림에서 보는바와 같이 마우스 WRS 단백질과 조류 유래의 WRS 단백질 아미노산 서열분
석 결과 약 73.6%의 homology를 나타냈음. 따라서 다음과 같은 이유로 chicken 유래 WRS
의 정제를 진행하였음.
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그림 34. 마우스 WRS 단백질과 조류유래 WRS 단백질의 아미노산 서열비교

◎ Chicken WRS의 정제를 위해 대장균 발현 벡터인 pHis-parallel vector에 cWRS의 유전자
를 합성하였으며 합성된 플라스미드를 competent cell에 형질전환시켰음. 이후 25, 30, 37도
에서 배양하여 Western blotting을 이용해 cWRS의 가용성 발현 여부를 확인하였음. 
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그림 35. 닭 유래 WRS의 가용성 발현 시험

◎ 최종적으로, 상기의 실험 결과와 같이 cWRS의 가용성 발현이 확인되었으며 이를 토대로 
FPLC 정제법을 통해 cWRS 재조합 단백질을 정제하였음.

그림 36. 대장균 발현시스템을 이용한 수용성의 조류 WRS 단백질 발현 및 정제

◎ 그 결과 그림에서 보는 바와 같이 수용성의 조류 WRS 단백질 발현하고 Histidine column 
및 FPLC을 이용한 정제법으로 정제하여 정제된 조류 WRS 단백질을 확인 및 확보하였음. 
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나) Chicken bone marrow derived macrophages를 이용한 cWRS의 효능검증

◎ Chicken의 Femur bone와 Tibia bone으로부터 분리한 골수세포를 Macrophage로 분화시
켜 LPS와 hWRS, cWRS를 12, 24시간동안 아래의 표와 같이 처리하였음.

표 7. chicken BMDM을 이용한 cWRS의 효능검증

그림 37. chicken BMDM을 이용한 cWRS의 효능검증 : chicken IL-6 ELISA

표 8. chicken BMDM을 이용한 WRS의 효능검증 : real time PCR

◎ ELISA를 수행한 결과, hWRS와 마찬가지로 cWRS에 의한 자극에서도 반응이 나타나지 않았
음.

◎ Real time PCR은 chicken IL-6, chicken IFN-alpha, chicken IFN-beta의 primer를 합성
해 실험에 이용하였음. hWRS와 cWRS를 각각 이용해 자극시킨 세포 모두에서 유전자가 증
가하지 않았음. 

◎ hWRS는 사람과 마우스의 면역세포에서 사이토카인의 분비를 유도하는 것이 검증된 면역자극
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제이나 닭의 면역세포에서는 그 효능을 나타내지 못함. 또한, 닭에서 hWRS와 같은 종류의 
aminoacyl tRNA 합성 기능을 가지는 cWRS를 정제해 chicken BMDM에서 실험을 수행하였
으나 역시 사이토카인의 분비를 유도하지 못하였음.

◎ 이러한 결과는 포유류의 면역세포와 조류의 면역세포의 receptor 구조의 차이에 기인하는 것
으로 사료됨.

◎ 이러한 차이를 교차 검증하고자 마우스 면역세포에서 cWRS에 의한 반응 여부를 Raw264.7 
cell에서 확인하였음.

표 9. Raw264.7 세포에서의 cWRS 처리 시험

◎ 마우스 면역세포인 Raw264.7 세포에 cWRS를 상기의 표와 같은 농도로 처리해 12, 24시간
째에 상층액에서 mIL-6 ELISA를 수행하였음.

그림 38. cWRS를 처리한 Raw264.7 cell의 IL-6 ELISA 측정

◎ 실험 결과, cWRS를 자극시킨 세포의 상층액에서 사이토카인의 분비가 나타나지 않음. 

◎ hWRS와 chicken BMDM 사이의 반응이 없던 것과 마찬가지로 cWRS와 마우스 면역세포 사
이에서도 면역자극이 이루어지지 않음. 이는 결과적으로 hWRS에 대해서는 포유류의 면역세
포와 조류의 면역세포의 receptor 구조 차이 및 TLR4과 TLR4와 관련한 표면 단백질들의 발
현 부재에 기인한 결과라 사료되며, cWRS에 대해서는 hWRS와는 다르게 면역자극 효능 없
음에 의한 결과라 사료됨.  

◎ 결론적으로 닭의 면역세포를 자극해 선천면역을 유도할 수 있는 다른 종류의 면역보조제를 
탐색할 예정이나, WRS 단백질은 포유류 특히, 돼지와 소 같은 동물의 백신을 위한 면역증강 
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물질로 사용될 수 있으리라 사료됨.

10) FMDV-VP3와 IFN-lambda 재조합 단백질의 정제 및 in vivo 효능검증

가) FMDV-VP3 재조합 단백질의 대장균 발현 및 정제

◎ 가금 백신보조제의 역할을 수행할 수 있는 새로운 후보물질 탐색을 위해 구제역바이러스의 
capsid 단백질인 VP3를 대장균 발현 시스템을 이용해 생산할 목적으로 실험을 진행하였음.

◎ 구제역바이러스의 VP3 단백질의 경우 세포의 표면에 작용하여 닭의 면역세포를 자극해 선천
면역을 유도할 수 있음을 연구하였음.

◎ 대장균 발현 시스템에서 가용성으로 발현될 수 있도록 VP3의 유전자를 codon-usage를 통해 
유전자의 코돈을 변경하여 대장균 발현 벡터인 pHis-parellel vector에 합성하였음.

◎ 이후, competent cell을 해당 플라스미드로 형질전환 시킨 후 30도에서 12, 22시간동안 배
양하여 단백질의 가용성 발현 여부를 확인함.

◎ 실험 결과, VP3 단백질이 가용성으로 발현되지 않음. 이는 대장균 발현 시스템을 이용한 대
량 생산이 어렵기 때문에 가용성 발현을 위한 다른 접근이 필요하기 때문에 VP3 단백질의 가
용성 발현을 위해 다른 tagging protein을 이용한 벡터에 재조합하는 방법으로 실험을 진행
하였음. 

◎ 본 실험실에서는 porcine WRS(pWRS) 단백질을 목표단백질의 N말단에 tagging하여 대장균
내에서 목적단백질을 가용성으로 발현하는 기술을 확보하고 있음. 

◎ 따라서, 대장균 발현 시스템에서 VP3 단백질의 가용성 발현을 위해 VP3 단백질의 N말단에 
pWRS를 tagging한 뒤 상기와 같은 조건으로 competent cell에서 단백질의 발현을 확인하였
음.

◎ 실험 결과, 아래의 그림과 같이 competent cell을 이용한 발현에서 pWRS-VP3 단백질이 가
용성으로 발현되었음. 12시간과 24시간 배양 조건에서 모두 높은 발현량을 보임. 
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그림 39. pWRS-VP3의 대장균내 발현

◎ 따라서 pWRS-VP3 단백질을 아래와 같이 정제해 in vivo 효능검증시험에 이용하였음.

그림 40. 대장균 발현시스템을 이용한 수용성의 pWRS-VP3 단백질 정제

2) IFN-lambda 재조합 단백질의 대장균 발현 및 정제

◎ 가금 백신보조제의 역할을 수행할 수 있는 새로운 후보물질 탐색을 위해 마우스와 닭의 
IFN-lambda를 대장균 발현 시스템을 이용해 생산할 목적으로 실험을 진행하였음.
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◎ IFN-lambda는 type 3 interferon으로서 세포를 자극하여 antiviral status로 전환할 수 있
도록 해 주는 사이토카인으로 알려져 있음. 최근 그 연구가 활발히 진행되어 그 분비 과정과 
역할이 규명되고 있음.

◎ 따라서, IFN-lambda의 효능이 검증되고 대장균 발현 시스템을 이용한 대량 생산이 가능할 
경우 가금백신보조제로서의 그 활용이 기대되는 바임.

◎ IFN-lambda가 대장균 발현 시스템에서 가용성으로 발현될 수 있도록 유전자를 
codon-usage를 통해 유전자의 코돈을 변경하여 대장균 발현 벡터인 pHis-parellel vector에 
합성하였음. IFN-lambda의 유전자는 mouse IFN-lambda 2와 chicken IFN-lambda 2를 
이용하였음. chicken의 경우, 세 종류의 IFN-lambda 중 IFN-lambda 2만 발현하는 것으로 
알려져 있음. 

◎ 이후, competent cell을 해당 플라스미드로 형질전환 시킨 후 30도에서 12, 22시간동안 배
양하여 단백질의 가용성 발현 여부를 확인함.

그림 41. Chicken IFN-lambda 2의 발현
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그림 42. Mouse IFN-lambda 2의 발현

◎ mouse IFN-lambda 2의 경우 competent cell에서 가용성으로 발현하는 것을 확인하였음.

◎ chicken IFN-lambda 2의 경우 역시 competent cell에서 가용성으로 발현하는 것을 확인하
였음.

◎ 두 종류의 IFN-lambda 2 재조합 단백질 모두 가용성으로 발현되는 것을 확인하였으나 정제
과정상의 문제로 충분한 양의 정제가 불가능해 추후 실험이 불가능함.

◎ 따라서, 대장균 발현 시스템에서 chicken IFN-lambda 2 단백질의 가용성 발현을 위해 
cIFN-lambda 2 단백질의 N말단에 pWRS를 tagging한 뒤 상기와 같은 조건으로 competent 
cell에서 단백질의 발현을 확인하였고, 최종적으로, 아래의 그림과 같이 pWRS-cIFN-lambda 
2를 FPLC 정제법을 통해 정제하였음.
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그림 43. 대장균 발현시스템을 이용한 수용성의 WRS-IFN-lambda 단백질 정제

◎ 정제된 pWRS-cIFN-lambda 2 단백질을 in vivo 효능검증시험에 이용하였음. 

◎ 아래의 그림과 같이 pWRS-VP3 단백질과 pWRS-cIFN-lambda 2 단백질을 이용하여 이들 
단백질들의 항원성 증진 효능을 검증하였음.

그림 44. 항원단백질(M2HA2)과 pWRS-VP3, pWRS-IFN-lambda를 이용한
in vivo 효능평가 시험일정

표 10. 항원단백질(M2HA2)과 pWRS-VP3, pWRS-IFN-lambda를 이용한 
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in vivo 효능평가 시험그룹

◎ 실험그룹은 PBS 대조군과, 항원단백질에 pWRS-VP3, pWRS-IFN-lambda 단백질을 각각 혼
합하여 접종한 그룹, 도합 4가지의 그룹을 설정하였음. 한 그룹당 마우스는 5마리로 구성함. 

◎ 항원단백질의 접종은 정제된 M2HA2 단백질을 2주 간격으로 근육투여 하였음. 항원단백질의 
투여 용량은 15μg으로 설정하였음.

◎ 항원과 후보물질의 혼합은 항원 3, pWRS-VP3 또는 pWRS-IFN-lambda 단백질 7의 비율로 
만든 혼합물을 3-way stopcock과 실린지를 이용하여 15분간 수행하였음.

◎ 총 접종용량은 100μl 로 설정하여 실험을 진행하였으며 마지막 접종 후 2주 뒤에 바이러스 
감염을 수행하였음. influenza virus H5N2 strain 1LD50 용량의 바이러스가 이용되었으며 
마우스를 마취시킨 후 비강을 통하여 접종하였음

◎ 바이러스 감염 이후 마우스의 상태를 모니터링하며 체중을 측정하였음. 동물윤리실험위원회의 
방침에 따라 바이러스 감염 이후 25% 이상의 체중감소를 보인 개체는 안락사한 뒤 치사한 것
으로 처리함. 

그림 45. 항원단백질과, pWRS-VP3 또는 pWRS-IFN-lambda 접종 이후 
H5N2 1LD50에 대한 마우스의 체중변화와 생존율

◎ 실험 결과, PBS를 접종한 그룹은 6일째에 모든 마우스가 폐사하는 것으로 확인되었음. 항원
단백질을 접종한 그룹은 7일째에 모든 마우스가 폐사함. 

◎ 후보물질인 pWRS-VP3, pWRS-IFN-lambda 단백질을 혼합하여 접종한 그룹에서는 각각 7
일째에와 8일째에 모든 마우스가 폐사함. 

◎ 결론적으로, pWRS-VP3, pWRS-IFN-lambda 단백질이 혼합되어 접종된 경우에도 Influenza 
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A virus H5N2 strain 1LD50 감염에 대한 마우스의 생존율에 영향을 미치지는 못하였음.

◎ 다음으로, 항원단백질 접종에 따른 항체형성에 대한 pWRS-VP3, pWRS-IFN-lambda 단백질
의 영향을 알아보고자 아래와 같은 일정으로 ELISA를 수행하였음. 마우스에 2주 간격으로 항
원단백질과 pWRS-VP3, pWRS-IFN-lambda을 접종한 후 아래와 같은 일정으로 혈청을 채취
해 ELISA를 진행함.

그림 46. 항원단백질(M2HA2)과 pWRS-VP3, pWRS-IFN-lambda를 이용한 
항체생성 실험일정

표 11. 항원단백질(M2HA2)과 pWRS-VP3, pWRS-IFN-lambda를 이용한 
ELISA 시험그룹
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그림 47. 항원단백질(M2HA2)과 pWRS-VP3, pWRS-IFN-lambda 단백질 접종 이후 ELISA를 
통한 항체가 측정

◎ 실험 결과, 항원단백질(M2HA2)만 단독으로 접종한 마우스 실험그룹에 비해 pWRS-VP3, 
pWRS-IFN-lambda 단백질을 함께 접종한 그룹에서 항체형성이 증가했음을 확인하였음. 

◎ 결론적으로, pWRS-VP3, pWRS-IFN-lambda 단백질은 항원단백질 접종에 의한 항체형성을 
증가시키는 등의 효능이 확인되어 향후 면역보좌제와 혼합하여 백신의 효능을 증강시킬 수 있
는 면역증강제로 활용할 수 있으리라 사료됨.

2. 천연물 기반 신규의 면역증강 물질 개발

1) 천연물 기반 단일물질 Q의 효능시험

◎ 본 연구진은 수년전부터 천연 한방생약소재 약 300여종의 추출물을 이용하여 항원제시세포 
(Antigen presenting cell; macrophage, dendritic cell)를 포함하는 면역세포를 자극함으로
서 선천면역(Innate immunity)을 증가시킬 수 있는 한방생약소재들을 screening 하였고 그
중 하나인 EYK (본 계획서에는 EYK라고 표현함 - 현재 특허출원 준비를 하고 있음)가 면역
세포를 자극하여 선천면역과 관련한 cytokine의 분비능력이 탁월하였음.

◎ 본 연구진은 EYK 추출물로부터 면역세포를 자극하여 선천면역을 유도하는 단일물질 Q(본 계
획서에는 Q라고 표현함 - 현재 특허출원 준비를 하고 있음)를 분리 선별하였음. 

◎ 선별된 단일물질 Q를 항원제시세포 (APC)중 하나인 Raw264.7 macrophage 세포에 농도별
로 처리를 한 후 분비되는 인터페론과 염증성 싸이토카인을 각각의 ELISA kit로 확인을 한 
결과 단일물질 Q의 농도와 비례한 자극에 의해 상당한 양의 인터페론-β, 염증성 싸이토카인
인 IL-6, TNF-α등의 분비를 확인할 수 있었음.   
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그림 48. 단일물질 Q의 자극에 의한 Raw264.7 세포에서의 싸이토카인 분비  

◎ 면역세포의 선천면역이 작동이 되면 바이러스의 감염 즉 바이러스의 증식을 억제할 수 있음. 
이를 증명하기 위해 단일물질 Q로 자극을 시킨 Raw264.7 macrophage 세포에 복제시 GFP 
(Green Fluorescence protein)을 타나내는 바이러스인 Influenza virus (PR8-GFP)를 감염
시킨 후 각 바이러스의 증식 정도를 확인하였음.

그림 49. 단일물질 Q의 자극에 의한 macrophage 세포에서의 바이러스 증식 억제 

◎ 그 결과 그림에서 보는바와 같이 단일물질 Q로 자극을 받은 면역세포에서는 바이러스 증식이 
저해됨을 확인할 수 있었음. 이는 단일물질 Q로 자극을 받아 활성화된 면역세포의 선천면역이 
바이러스의 증식을 억제한 것임.

◎ 결론적으로 선별된 단일물질 Q는 면역세포인 항원제시세포 (APC)의 자극을 유도하여 숙주의 
선천면역을 활성화시켜 병원체의 침입을 막으며 더 나아가 적응면역을 활성화시킬 수 있음. 

◎ 단일물질 Q의 면역 활성화기능은 백신의 면역을 증강시키기 위한 새로운 방법이 될 수 있으
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리라 사료되며 면역증강제(Immune stimulator)로의 기능을 확인 할 예정임.

◎ 본 연구진에 의해 선별된 단일물질 Q는 현재 100mg 당 약 700원으로 상용화되어 있는 물질
로 경제적인 면에 있어서도 그 장점이 있음.

2) Chicken bone marrow derived macrophages를 이용한 면역증강 후보물질 탐색

◎ 앞선 In vivo 실험들과 시험 닭의 BMDM을 이용한 WRS 효능 검증 실험에서 WRS가 시험닭
에서 백신보조제로써 사용되기 어려움이 확인되었음.

◎ 이러한 이유로 WRS를 대체할 수 있는 새로운 후보물질의 탐색을 수행하였음. 후보물질 탐색
에는 아래의 표와 같이 다양한 종류의 물질을 사용함. 본 물질들은 모두 마우스 면역세포에서 
선천면역을 자극하여 면역활성을 조절함이 사전에 검증되어 있는 물질들임. 

◎ 이를 위해 chicken의 Femur bone와 Tibia bone으로부터 분리한 골수세포를 Macrophage
로 분화시켜 3차실험에 사용된 후보 물질을 포함한 다양한 종류의 후보물질을  24시간동안 
아래의 표와 같이 처리하였음.

표 12. Chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색

◎ BSA218과 SL153 strain의 배양액은 antiviral effect를 가지며, 그 결과는 면역세포 자극에 
의한 사이토카인 분비에서 나타나는 것이 실험적으로 이미 검증되어 있음. 

◎ OVM과 OVM-crude, GRA7은 재조합 단백질 및 재조합 단백질을 발현하는 대장균임. W175, 
W272, W308, W314, W162, W263, W277, W364, EYK, 황련, 고본, 황백, 고련피는 천연생
약추출물이며 이외에도 Bee Venom, Berberin, Quercertin등의 물질이 탐색에 이용되었음. 

◎ 처리 농도는 상기의 표와 같으며 모두 앞서 수행되었던 실험 프로토콜을 기반으로 정립하였
음. 실험 결과 분석을 위해 세포와 세포 상층액을 샘플링하였으며 세포에서는 real time 
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PCR, 상층액에서는 cIFN-alpha ELISA가 수행되었음.

그림 50. chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색 : chicken IFN-alpha ELISA

◎ ELISA 실험 결과, 전체의 샘플에서 반응이 검출되지 않았음. 이는 사용중인 chicken ELISA 
kit의 민감도가 낮거나 자극에 의한 분비량이 적을 가능성을 내포함.

그림 51. Chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색 : chicken IFN-alpha real time PCR

◎ 유전자적인 분석을 위해 세포 cBMDM을 이용한 real time PCR을 수행하였음.

◎ 실험 결과, Berberine, OVM-crude, W277, W364, W308, W314를 자극한 세포에서 
GAPDH 대비 IFN-alpha의 증가를 유전자 수준에서 확인하였음.

◎ 실험 결과의 보다 정확한 확인을 위해 다른 종류의 GAPDH primer를 재합성하여 추가 실험
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을 진행함.

그림 52. Chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색 : chicken IFN-alpha real time PCR

그림 53. chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색 : chicken IFN-alpha real time PCR

◎ 실험 결과, 처음과 마찬가지로 IFN-alpha가 증가하는 것이 확인되었음. 또한 IL-6의 유전자 
역시 동일한 양상으로 증가하는 것이 확인되었음.

◎ 결론적으로, OVM-crude, W277, W364, W308, W314가 닭에서의 면역 반응을 자극해 사이
토카인 유전자의 증가를 나타낼 수 있음이 확인되었음.
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표 13. Chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색

◎ 후보물질의 추가 탐색과 정확한 후보물질 도출을 위해 chicken의 Femur bone와 Tibia 
bone으로부터 분리한 골수세포를 Macrophage로 분화시켜 이전 실험에 사용된 후보 물질을 
포함한 다양한 종류의 후보물질을  24시간동안 표와 같이 처리하였음.

◎ 후보물질의 탐색에는 상기의 탐색에 사용된 W175, W272, W308, W314, W162, W263, 
W277, W364, EYK, 황련, 고본, 황백, 고련피와 같은 천연추출물, BSA218과 SL153이 사용
되었음. 세포의 면역반응이 잘 일어났는지에 대한 확인을 위해 TLR ligand인 Zymosan, 
Poly(I:C)가 함께 사용되었음.

◎ 처리 농도는 상기의 표와 같으며 모두 앞서 수행되었던 실험 프로토콜을 기반으로 정립하였
음. 실험 결과 분석을 위해 세포를 샘플링하여 real time PCR을 수행하였음.

그림 54. chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색 : TLR ligands
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그림 55. chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색 : chicken IL-6 real time PCR

◎ 실험 결과, TLR ligand인 Zymosan과 Poly(I:C)의 처리 농도가 늘어감에 따라 농도에 비례하
게 세포 내에서 IL-6 mRNA expression level이 증가하였음. 즉, 세포에서 정상적으로 면역 
반응이 일어남을 확인하였음.

◎ 천연추출물질을 처리한 세포에서 측정한 real time PCR에서는 W277과 W314, 고련피가 높
은 수준의 IL-6 gene induction을 나타내었음. 위 실험결과를 기반으로 하여 W277과 W314, 
고련피를 농도에 따라 처리한 세포를 이용해 real time PCR을 수행하였음.

그림 56. chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색 : W277
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그림 57. chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색 : W314

그림 58. chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색 : 고련피

◎ 각각의 천연추출물질을 농도별로 처리한 chicken BMDM의 cDNA에서 real time PCR을 수
행하였으며, 타겟 유전자로는 염증성 사이토카인인 IL-6, IL-12, 1형 인터페론인 IFN-beta를 
각각 측정하였음.

◎ W277의 경우 모든 사이토카인을 증가시켰으나 IL-12나 IFN-beta에 비해 IL-6를 높은 수준
으로 유도하였음. W314는 세 종류의 사이토카인을 모두 높은 수준으로 유도하였으며 고련피
의 경우는 IL-12의 발현이 낮았고 IL-6와 IFN-beta를 잘 유도하였음. 고련피 10% 처리군에
서의 결과는 고농도 처리에 따른 side effect로 사료됨.

◎ 결론적으로, 본 실험에서는 최종적인 천연물 유래 면역증강 물질로 W314를 선별 확보하여 면
역증강 효능을 검증하였음.

3) 천연물 W314에 의한 면역증강 효능 검증
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◎ 상기의 실험 결과를 바탕으로, 모든 종류의 사이토카인을 균일하게 증가시킨 W314에 대한 in 
vivo 시험을 진행하였음. 시험은 M2HA2접종에 따른 H5N2 감염 모델을 사용하여 진행하였
음.

그림 59. 항원단백질(M2HA2)과 천연추출물(W314)를 이용한 
in vivo 효능평가 시험일정

표 13. 항원단백질(M2HA2)과 천연추출불(W314)를 이용한 in vivo 효능평가 시험그룹

◎ 실험그룹은 PBS 대조군과, 항원단백질에 W314 추출물을 각각 혼합하여 접종한 그룹, 도합 3
가지의 그룹을 설정하였음. 한 그룹당 마우스는 5마리로 구성함. 

◎ 항원단백질의 접종은 정제된 M2HA2 단백질을 2주 간격으로 근육투여 하였음. 항원단백질의 
투여 용량은 15μg으로 설정하였음.

◎ 항원과 후보물질의 혼합은 항원 3, W314 추출물 7의 비율로 만든 혼합물을 3-way 
stopcock과 실린지를 이용하여 15분간 수행하였음.

◎ 총 접종용량은 100μl 로 설정하여 실험을 진행하였으며 마지막 접종 후 2주 뒤에 바이러스 
감염을 수행하였음. influenza virus H5N2 strain 1LD50 용량의 바이러스가 이용되었으며 
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마우스를 마취시킨 후 비강을 통하여 접종하였음

◎ 바이러스 감염 이후 마우스의 상태를 모니터링하며 체중을 측정하였음. 동물윤리실험위원회의 
방침에 따라 바이러스 감염 이후 25% 이상의 체중감소를 보인 개체는 안락사한 뒤 치사한 것
으로 처리함. 

그림 60. 항원단백질, W314 추출물 접종 이후 H5N2 1LD50 감염에 대한 마우스의 체중변화와 
생존율

◎ 실험 결과, PBS를 접종한 그룹은 7일째에 모든 마우스가 폐사하는 것으로 확인되었음. 항원
단백질을 접종한 그룹은 8일째에 모든 마우스가 폐사함. 

◎ 후보물질인 W314 추출물을 혼합하여 접종한 그룹에서는 시험 종료 일시까지 100%의 생존율
을 나타내었음. W314 혼합 접종 그룹에서는 단 3일째까지만 체중의 감소가 일어났으며 그 이
후로는 체중이 증가하여 회복하였음.

◎ 결론적으로, W314 추출물이 혼합되어 접종될 경우, Influenza A virus H5N2 strain 1LD50 
감염에 대한 마우스의 생존율을 크게 향상하였음. W314 추출물에 의해 항원단백질의 백신능
이 크게 향상되었음.

◎ 다음으로, 항원단백질 접종에 따른 항체형성에 대한 W314 추출물의 영향을 알아보고자 아래
와 같은 일정으로 ELISA를 수행하였음. 마우스에 2주 간격으로 항원단백질과 W314 추출물을 
접종한 후 아래와 같은 일정으로 혈청을 채취해 ELISA를 진행함.
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그림 61. 항원단백질(M2HA2)과 W314 추출물을 이용한 ELISA 시험일정

표 14. 항원단백질(M2HA2)과 W314 추출물을 이용한 ELISA 시험그룹

◎ 실험그룹은 PBS 대조군과, 항원단백질을 접종한 그룹, 항원단백질에 W314 추출물을 혼합하
여 접종한 그룹, 도합 3가지의 그룹을 설정하였음. 한 그룹당 마우스는 5마리로 구성함. 

◎ 항원단백질의 접종은 정제된 M2HA2 단백질을 2주 간격으로 근육투여 하였음. 항원단백질의 
투여 용량은 15μg으로 설정하였음. 항원과 백신보좌제의 혼합은 항원 3, 백신보조제 7의 비율
로 만든 혼합물을 3-way stopcock과 실린지를 이용하여 15분간 수행하였음.

◎ 총 접종용량은 100μl 로 설정하여 실험을 진행하였으며 마지막 접종 후 2주 뒤에 실험을 수
행하였음. 1, 3주째에 안와정맥에서 혈액을 샘플링하였음. 샘플링한 혈액은 원심분리하여 혈
청을 분리한 후 항원단백질을 코팅해 ELISA를 수행하여 혈청 내의 항체가를 측정하였음.
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그림 62 항원단백질, W314 추출물 접종 이후 ELISA를 통한 항체가 측정

◎ 실험 결과, 3주째 샘플링한 혈청에서 항원단백질에 대한 항체가 생성되는 것이 확인되었음. 
W314 추출물을 접종한 그룹에서는 항원단백질만 접종한 그룹에 비해 아주 높은 수준의 항체
가를 나타내었음. 1:25에서 1:800까지의 희석 배수를 적용시켜 각각에 대해 ELISA를 수행한 
결과, 모든 희석 배수에서 같은 경향이 확인되었음.

◎ 결론적으로, 본 실험에서는 천연물 유래 면역증강 물질인 W314의 면역증강 효능을 검증하였
음.

4) Chitosan, Squalene의 면역증강 효능 검증

◎ 가금 백신보조제의 역할을 수행할 수 있는 새로운 후보물질로 도출된 Chitosan과 Squalene
의 조류 세포에서의 효능을 chicken BMDM에서 확인하였음. chicken BMDM을 분리, 배양
하여 준비한 다음 아래의 그림과 같은 농도로 세포에 24시간동안 처리하였음.

표 15. Chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색

◎ 24시간동안 각각의 농도로 chitosan과 squalene을 처리한 후, 세포독성이 없는 것을 확인하
였음. 이후 세포를 샘플링해 mRNA를 추출한 다음 cDNA를 합성해 각각의 유전자 발현을 
real time PCR을 통해서 측정함. 
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◎ 타겟 유전자로는 염증성 사이토카인인 IL-6, IL-12, 1형 인터페론인 IFN-beta와 IFN-alpha
를 각각 측정하였음.

그림 63. chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색 : Chitosan

그림 64. chicken BMDM을 이용한 후보물질탐색 : Squalene

◎ 실험 결과, 두 가지 물질 모두 IL-6, IL-12, IFN-beta와 IFN-alpha의 유전자 레벨을 처리 
농도에 비례하게 증가시켰음. Chitosan의 경우 IFN-beta를 높은 수준으로 증가시켰으며 
Squalene의 경우는 IFN-beta, IL-12와 IL-6를 모두 높은 수준으로 증가시켰음. 
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◎ 즉, 두 가지 후보물질 모두 조류에서 면역을 유도하는 것이 확인되었음. 세포에서의 실험 결
과를 바탕으로 in vivo test를 진행하였음. 

그림 65. 항원단백질(M2HA2)과 Chitosan, Squalane을 이용한 
in vivo 효능평가 시험일정

표 16. 항원단백질(M2HA2)과 Chitosan, Squalane을 이용한 
in vivo 효능평가 시험그룹

◎ 실험그룹은 PBS 대조군과, 항원단백질에, Chitosan, Squalene을 각각 혼합하여 접종한 그
룹, 도합 4가지의 그룹을 설정하였음. 한 그룹당 마우스는 4마리로 구성함. 

◎ 항원단백질의 접종은 정제된 M2HA2 단백질을 2주 간격으로 근육투여 하였음. 항원단백질의 
투여 용량은 15μg으로 설정하였음.

◎ 항원과 후보물질의 혼합은 항원 3, 후보물질 7의 비율로 만든 혼합물을 3-way stopcock과 
실린지를 이용하여 15분간 수행하였음.

◎ 총 접종용량은 100μl 로 설정하여 실험을 진행하였으며 마지막 접종 후 2주 뒤에 바이러스 
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감염을 수행하였음. influenza virus H5N2 strain 1LD50 용량의 바이러스가 이용되었으며 
마우스를 마취시킨 후 비강을 통하여 접종하였음

◎ 바이러스 감염 이후 마우스의 상태를 모니터링하며 체중을 측정하였음. 동물윤리실험위원회의 
방침에 따라 바이러스 감염 이후 25% 이상의 체중감소를 보인 개체는 안락사한 뒤 치사한 것
으로 처리함. 

그림 66. 항원단백질과 Chitosan, Squalene 접종 이후 H5N2 1LD50에 대한 마우스의 
체중변화와 생존율

◎ 실험 결과, PBS를 접종한 그룹은 9일째에 모든 마우스가 폐사하는 것으로 확인되었음. 

◎ 후보물질인 Chitosan의 경우 대조군과 마찬가지로 모든 마우스가 폐사하였음. Squalene의 
경우 20%의 생존율을 나타내었음. 

◎ 결론적으로, Chitosan과 Squalene 두 가지 후보물질 모두 만족스러운 효능을 보이지 못하였
으나 이 결과는 면역보좌제 (adjuvant)가 포함되지 않은 실험으로 Chitosan과 Squalene의 
면역증강 효능의 정도차이 문제임. 

◎ 다음으로, 항원단백질 접종에 따른 항체형성에 대한 후보물질들의 영향을 알아보고자 아래와 
같은 일정으로 ELISA를 수행하였음. 마우스에 2주 간격으로 항원단백질과 후보물질을 접종한 
후 아래와 같은 일정으로 혈청을 채취해 ELISA를 진행함.
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그림 67. 항원단백질(M2HA2)과 Chitosan, Squalane을 이용한 
ELISA 시험일정

표 17. 항원단백질(M2HA2)과 Chitosan, Squalane을 이용한 ELISA 시험그룹

◎ 실험그룹은 PBS 대조군과, 항원단백질을 접종한 그룹, 항원단백질에 후보물질 또는 W314 추
출물을 혼합하여 접종한 그룹, 도합 5가지의 그룹을 설정하였음. 한 그룹당 마우스는 4마리로 
구성함. 

◎ 항원단백질의 접종은 정제된 M2HA2 단백질을 2주 간격으로 근육투여 하였음. 항원단백질의 
투여 용량은 15μg으로 설정하였음. 항원과 백신보좌제의 혼합은 항원 3, 후보물질 7의 비율로 
만든 혼합물을 3-way stopcock과 실린지를 이용하여 15분간 수행하였음.

◎ 총 접종용량은 100μl 로 설정하여 실험을 진행하였으며 마지막 접종 후 2주 뒤에 실험을 수
행하였음. 1, 3주째에 안와정맥에서 혈액을 샘플링하였음. 샘플링한 혈액은 원심분리하여 혈
청을 분리한 후 항원단백질을 코팅해 ELISA를 수행하여 혈청 내의 항체가를 측정하였음.



- 155 -

그림 68. 항원단백질(M2HA2)과 Chitosan, Squalene 접종 이후 
ELISA를 통한 항체가 측정

◎ 실험 결과, 3주째 샘플링한 혈청에서 항원단백질에 대한 항체가 생성되는 것이 확인되었음. 
Squalene을 접종한 그룹에서는 항원단백질만 접종한 그룹에 비해 높은 수준의 항체가를 나타
내었음. 

◎ 결론적으로 상기의 결과들을 종합하면 후보 물질로 도출된 Chitosan과 Squalene은 항원에 
대한 항체가의 상승을 유도할 수 있느 면역증강 물질로 백신에 대한 면역증강제로의 개발이 
기대됨.

3. 인플루엔자 재조합항원을 이용한 백신보좌제 면역원성 검증 및 백신 효능 검증시스템 
구축

1) M2HA2-Influenza A virus infection in vivo challenge 모델을 이용한 CAWIO와 ISA70의 
면역보좌제 효능비교평가

◎ 가금 백신보좌제 이용을 위한 CAWIO의 효능을 M2HA2-Influenza A virus infection in 
vivo 모델을 이용해 확인하였음.

◎ H1N1 strain 뿐 아니라 H5N2 strain을 이용하여 백신 보좌제의 효능을 검증하였음. 

가) H1N1 감염에 대한 CAWIO와 ISA70의 효능비교평가

◎ 항원단백질과 백신보조제(CAWIO, ISA70)의 효능평가를 위해 마우스에 2주 간격으로 M2HA2
를 접종한 후 Influenza virus H1N1 strain의 1LD50 감염에 대해 마우스의 체중과 생존율
을 아래와 같은 일정으로 실험해 비교하였음. 
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그림 69. 항원단백질(M2HA2)과 백신보조제(CAWIO, ISA70)를 이용한 in vivo 효능평가 
시험일정

표 18. 항원단백질(M2HA2)과 백신보조제(CAWIO, ISA70)를 이용한 in vivo 효능평가 시험그룹

◎ 실험그룹은 PBS 대조군과, 항원단백질(M2HA2)에 두 종류의 백신보조제를 각각 혼합하여 접
종한 그룹, 도합 3가지의 그룹을 설정하였음. 한 그룹당 마우스는 4마리로 구성함. 

◎ 항원단백질의 접종은 정제된 M2HA2 단백질을 2주 간격으로 근육투여 하였음. 항원단백질의 
투여 용량은 10μg 설정하였음.

◎ 항원과 백신보좌제의 혼합은 항원 3, 백신보조제 7의 비율로 만든 혼합물을 3-way stopcock
과 실린지를 이용하여 15분간 수행하였음.

◎ 총 접종용량은 100μl 로 설정하여 실험을 진행하였으며 마지막 접종 후 2주 뒤에 바이러스 
감염을 수행하였음. influenza virus H1N1 strain 1LD50 용량의 바이러스가 이용되었으며 
마우스를 마취시킨 후 비강을 통하여 접종하였음.

◎ 바이러스 감염 이후 마우스의 상태를 모니터링하며 체중을 측정하였음. 동물윤리실험위원회의 
방침에 따라 바이러스 감염 이후 25% 이상의 체중감소를 보인 개체는 안락사한 뒤 치사한 것
으로 처리함.
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그림 70. 항원단백질, 백신보좌제(CAWIO, ISA70) 접종 이후 H1N1 1LD50에 대한 마우스의 
체중변화와 생존율

◎ 실험 결과, PBS를 접종한 그룹은 5일째에 모든 마우스가 폐사하는 것으로 확인되었음.

◎ 항원단백질과 ISA70를 혼합하여 접종한 실험그룹에서는 PBS 접종그룹보다 약간 늦은 6일째
에 모든 마우스가 폐사하는 것으로 확인되었음.

◎ 반면 CAWIO를 혼합하여 접종한 그룹에서는 7일째에 한 마리의 마우스가 폐사하였으나 이후 
모든 마우스가 생존하였음.

◎ 결론적으로, 항원단백질이 CAWIO와 혼합되어 접종된 경우, Influenza A virus H1N1 
strain 1LD50 감염에 대한 마우스의 생존율을 크게 향상하였음. 이는 CAWIO에 의해 항원단
백질의 백신능이 향상되었음을 의미하며 기존의 백신보좌제 ISA70과 비교해도 높은 향상을 
보여주는 결과임.  

2) H5N2 감염에 대한 CAWIO와 ISA70의 효능비교평가

◎ Influenza A virus H5N2 strain에 대한 CAWIO와 ISA70의 효능을 비교 평가하기 위해 
H5N2 strain의 감염용량을 결정하는 사전 실험을 아래의 표와 같이 구성하였음.

 

표 19. H5N2 감염용량 평가 시험 그룹
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◎ Influenza virus H5N2 strain LD50의 1배, 2배, 3배 용량의 바이러스가 감염에 이용되었으
며 마우스를 마취시킨 후 비강을 통하여 접종하였음.

◎ 바이러스 감염 이후 마우스의 상태를 모니터링하며 체중을 측정하였음. 동물윤리실험위원회의 
방침에 따라 바이러스 감염 이후 25% 이상의 체중감소를 보인 개체는 안락사한 뒤 치사한 것
으로 처리함.

그림 71. H5N2 바이러스 1, 2, 3LD50 감염에 따른 마우스의 체중과 치사율

◎ Influenza A virus H5N2 strain 1, 2, 3LD50를 감염시킨 결과 바이러스 감염이 마우스에 
치명적이며 용량이 증가함에 따라 마우스의 폐사 기간이 줄어드는 것을 확인하였음. 3LD50의 
경우는 5일째에, 2LD50는 7일째에 모든 마우스가 폐사하는 것으로 확인되었음. 1LD50를 감
염시킨 그룹은 4일째에 일부의 마우스가 폐사하였음.

◎ 다만, 바이러스의 감염이 마우스의 방어능보다 지나치게 강할 경우에 관찰하고자 하는 백신의 
효능을 정확하게 평가하기 어렵기 때문에 본 실험결과를 토대로 앞으로의 마우스 실험에서 사
용될 H5N2 strain의 감염용량은 1LD50로 결정하였음.

◎ 이후 항원단백질과 백신보조제(CAWIO, ISA70)의 효능평가를 위해 마우스에 2주 간격으로 항
원단백질을 접종한 후 influenza virus H5N2 strain의 1LD50 감염에 대해 마우스의 체중과 
생존율을 아래와 같은 일정으로 실험해 비교하였음. 
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그림 72. 항원단백질(M2HA2)과 백신보조제(CAWIO, ISA70)를 이용한 in vivo 효능평가 
시험일정

표 20. 항원단백질(M2HA2)과 백신보조제(CAWIO, ISA70)를 이용한 in vivo 효능평가 시험그룹

◎ 실험그룹은 PBS 대조군과, 항원단백질에 두 종류의 백신보조제를 각각 혼합하여 접종한 그
룹, 도합 3가지의 그룹을 설정하였음. 한 그룹당 마우스는 4마리로 구성함. 

◎ 항원단백질의 접종은 정제된 M2HA2 단백질을 2주 간격으로 근육투여 하였음. 항원단백질의 
투여 용량은 10μg으로 설정하였음.

◎ 항원과 백신보좌제의 혼합은 항원 3, 백신보조제 7의 비율로 만든 혼합물을 3-way stopcock
과 실린지를 이용하여 15분간 수행하였음.

◎ 총 접종용량은 100μl 로 설정하여 실험을 진행하였으며 마지막 접종 후 2주 뒤에 바이러스 
감염을 수행하였음. influenza virus H5N2 strain 1LD50 용량의 바이러스가 이용되었으며 
마우스를 마취시킨 후 비강을 통하여 접종하였음

◎ 바이러스 감염 이후 마우스의 상태를 모니터링하며 체중을 측정하였음. 동물윤리실험위원회의 
방침에 따라 바이러스 감염 이후 25% 이상의 체중감소를 보인 개체는 안락사한 뒤 치사한 것
으로 처리함. 
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그림 73. 항원단백질, 백신보좌제(CAWIO, ISA70) 접종 이후 H5N2 1LD50에 대한 마우스의 
체중변화와 생존율

◎ 실험 결과, PBS를 접종한 그룹은 8일째에 모든 마우스가 폐사하는 것으로 확인되었음.

◎ 항원단백질을 접종한 그룹은 11일째에 모든 마우스가 폐사함. ISA70를 혼합하여 접종한 실험
그룹에서는 80%의 생존율을 기록하였음.

◎ 반면 CAWIO를 혼합하여 접종한 그룹에서는 시험 종료 일시까지 100%의 생존율을 나타내었
음.

◎ 결론적으로, 항원단백질이 CAWIO와 혼합되어 접종된 경우, Influenza A virus H5N2 
strain 1LD50 감염에 대한 마우스의 생존율을 크게 향상하였음. 이는 양성 대조군으로 사용
한 ISA70보다도 높은 결과를 보임. 즉, CAWIO에 의해 항원단백질의 백신능이 크게 향상되었
음을 의미함.

◎ 다음으로, 3일째와 5일째에 마우스의 폐를 적출해 감염 후 증식한 바이러스의 양을 TCID50
을 측정해 나타내었음. 
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그림 74. 항원단백질, 백신보좌제(CAWIO, ISA70) 접종 이후 H5N2 1LD50에 대한 폐에서의 
바이러스 titration.

◎ 다음으로, 항원단백질과 백신보조제(CAWIO, ISA70)의 면역 증강 효능평가를 위해 마우스에 
2주 간격으로 항원단백질을 접종한 후 아래와 같은 일정으로 혈청을 채취해 ELISA를 수행하
고 spleen에서 ELISPOT을 수행하였음.

그림 75. 항원단백질(M2HA2)과 백신보조제(CAWIO, ISA70)를 이용한 ELISA, ELISPOT 
시험일정

표 21. 항원단백질(M2HA2)과 백신보조제(CAWIO, ISA70)를 이용한 
ELISA, ELISPOT 시험그룹

◎ 실험그룹은 PBS 대조군과, 항원단백질을 접종한 그룹, 항원단백질에 두 종류의 백신보조제를 
각각 혼합하여 접종한 그룹, 도합 3가지의 그룹을 설정하였음. 한 그룹당 마우스는 5마리로 
구성함. 

◎ 항원단백질의 접종은 정제된 M2HA2 단백질을 2주 간격으로 근육투여 하였음. 항원단백질의 
투여 용량은 10μg으로 설정하였음. 항원과 백신보좌제의 혼합은 항원 3, 백신보조제 7의 비율
로 만든 혼합물을 3-way stopcock과 실린지를 이용하여 15분간 수행하였음.

◎ 총 접종용량은 100μl 로 설정하여 실험을 진행하였으며 마지막 접종 후 2주 뒤에 실험을 수
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행하였음. 1, 3주째에 안와정맥에서 혈액을 샘플링하였음. 

◎ 샘플링한 혈액은 원심분리하여 혈청을 분리한 후 항원단백질을 코팅해 ELISA를 수행하여 혈
청 내의 항체가를 측정하였음. 이후 4주, 6주, 8주, 10주, 12주에 혈액을 추가로 채취하여 같
은 방법으로 혈액을 샘플링하여 ELISA를 수행하였음.

그림 76. 항원단백질, 백신보좌제(CAWIO, ISA70) 접종 이후 ELISA를 통한 항체가 측정

그림 77. 항원단백질, 백신보좌제(CAWIO, ISA70) 접종 이후 IgG1, IgG2 specific ELISA를 통한 
항체가 측정
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그림 78. 항원단백질, 백신보좌제(CAWIO, ISA70) 접종 이후 
ELISA를 통한 항체가 측정 – 4, 6, 8, 10, 12주

◎ 실험 결과, 3주째 샘플링한 혈청에서 항원단백질에 대한 항체가 생성되는 것이 확인되었음. 0
주차, 1주차, 3주차로 진행될수록 항체 형성이 증가하는 경향을 보임. 혈청 내 항체가가 높게 
형성되어 1:25에서 1:800까지의 희석 배수를 적용시켜 각각에 대해 ELISA를 수행한 결과, 모
든 희석 배수에서 같은 경향이 확인되었음.

◎ 항원단백질만 접종한 그룹에 비해 백신보좌제를 함께 접종한 경우에 항체가가 높게 형성되었
음. 항원단백질과 CAWIO를 함께 접종한 그룹의 경우, 항원단백질과 ISA70을 함께 접종한 그
룹에 비해 더 높은 항체가를 나타내었음.
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◎ 혈청 내 형성된 각각의 IgG type에 대해 specific한 ELISA를 수행하여 각각의 항체가를 측정
한 결과, 항원단백질 접종에 따라 IgG1과 IgG2이 모두 형성되었음이 확인되었음.

◎ 항원단백질을 단독으로 접종한 경우보다 항원단백질과 ISA70을 함께 접종한 그룹이 높은 항
체가를 나타내었으며 항원단백질과 CAWIO를 함께 접종한 그룹의 경우는 이보다 더 높은 값
을 나타내었음. 

◎ 이후 항체가 지속적으로 형성되어 혈액 내에 유지되는지를 확인하기 위해 마우스 그룹을 이
후에도 계속 유지하며 혈액을 샘플링해 항체가를 측정함. 실험 결과 두 종류의 백신보좌제를 
함께 접종한 그룹에서 높은 항체가를 나타내었음. 

◎ 즉, CAWIO에 의해 항원단백질이 단독으로 접종된 것 보다 더 강력한 체액성 면역을 유도한
다는 것이 확인되었음.

그림 79. 항원단백질, 백신보좌제(CAWIO, ISA70) 접종 이후 
ELISPOT을 통한 세포성 면역의 측정

◎ 다음으로 세포성 면역의 유도를 확인하기 위해 4주째에 마우스에서 얻은 splenocyte를 이용
하여 IFN-gamma와 IL-4에 대한 ELISPOT을 sM2HA2 protein, HA2 peptide, M2 peptide
를 각각 이용하여 수행하였음. 

◎ 실험 결과, 항원단백질 단독 접종에 비해 백신보좌제를 함께 접종한 그룹에서 더 강한 세포성 
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면역반응이 나타남을 확인하였음. 마우스 splenocyte에서의 세포성 면역반응은 sM2HA2 
protein, HA2 peptide, M2 peptide 자극에 대해 모두 같은 경향으로 나타났음.

◎ CAWIO와 항원단백질이 함께 접종된 그룹의 경우, 가장 높은 세포성 면역반응이 확인되었음. 
즉, CAWIO에 의해 항원단백질이 만드는 세포성 면역반응이 증가했으며 기존의 백신보좌제인 
ISA70보다 강한 효과를 나타냄.

3) H9N2 감염에 대한 CAWIO와 ISA70의 효능비교평가

◎ H9N2 백신을 이용한 백신보조제(CAWIO, ISA70)의 효능평가를 비교 평가하기 위해 우선적으
로 mouse adapted Influenza A virus H9N2 strain의 감염용량을 결정하는 사전 실험을 
아래의 표와 같이 구성하였음.

표 22. H9N2 감염용량 평가 시험 그룹

◎ influenza virus H9N2 strain LD50의 1배, 2배, 3배 용량의 바이러스가 감염에 이용되었으
며 마우스를 마취시킨 후 비강을 통하여 접종하였음.

◎ 바이러스 감염 이후 마우스의 상태를 모니터링하며 체중을 측정하였음. 동물윤리실험위원회의 
방침에 따라 바이러스 감염 이후 25% 이상의 체중감소를 보인 개체는 안락사한 뒤 치사한 것
으로 처리함.

그림 80. H9N2 바이러스 1, 2, 3LD50 감염에 따른 마우스의 체중과 치사율

◎ Influenza A virus H9N2 strain 1, 2, 3LD50를 감염시킨 결과 바이러스 감염이 마우스에 
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치명적이며 용량이 증가함에 따라 마우스의 폐사 기간이 줄어드는 것을 확인하였음. 3LD50의 
경우는 5일째에, 2LD50는 7일째에 모든 마우스가 폐사하는 것으로 확인되었음. 1LD50를 감
염시킨 그룹은 7일째에 일부의 마우스가 폐사하였음.

◎ 본 실험결과를 토대로 앞으로의 마우스 실험에서 사용될 H5N2 strain의 감염용량은 1LD50
로 결정하였음.

◎ 이후 항원단백질과 백신보조제(CAWIO, ISA70)의 효능평가를 위해 마우스에 2주 간격으로 항
원단백질을 접종한 후 influenza virus H9N2 strain의 1LD50 감염에 대해 마우스의 체중과 
생존율을 아래와 같은 일정으로 실험을 진행하였음.

그림 81. H9N2 antigen과 백신보조제(CAWIO, ISA70)를 이용한 H9N2 감염 시험일정

표 24. H9N2 antigen과 백신보조제(CAWIO, ISA70)를 이용한 
H9N2 감염 시험 시험그룹

◎ 실험그룹은 PBS 대조군과, H9N2 antigen을 접종한 그룹, H9N2 antigen에 두 종류의 백신
보조제를 각각 혼합하여 접종한 그룹, 도합 4가지의 그룹을 설정하였음. 한 그룹당 마우스는 
3마리씩으로 구성함. 

◎ H9N2 antigen은 2주 간격으로 근육투여 하였음. H9N2 antigen의 투여 용량은  20μl, 으로 
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설정하였음. 항원과 백신보좌제의 혼합은 항원 3, 백신보조제 7의 비율로 만든 혼합물을 
3-way stopcock과 실린지를 이용하여 15분간 수행하였음.

◎ 총 접종용량은 100μl 로 설정하여 실험을 진행하였으며 마지막 접종 후 2주 뒤에 바이러스 
감염을 수행하였음. influenza virus H9N2 strain 1LD50 용량의 바이러스가 이용되었으며 
마우스를 마취시킨 후 비강을 통하여 접종하였음.

◎ 바이러스 감염 이후 마우스의 상태를 모니터링하며 체중을 측정하였음. 동물윤리실험위원회의 
방침에 따라 바이러스 감염 이후 25% 이상의 체중감소를 보인 개체는 안락사한 뒤 치사한 것
으로 처리함. 

그림 82. H9N2 antigen, 백신보좌제(CAWIO, ISA70) 접종 이후 H9N2 1LD50에 대한 마우스의 
체중변화와 생존율

◎ 실험 결과, PBS를 접종한 그룹은 7일째에 모든 마우스가 폐사하는 것으로 확인되었음. H9N2 
antigen을 접종한 그룹은 9일째에 모든 마우스가 폐사하였음 ISA70를 혼합하여 접종한 실험
그룹에서는 80%의 생존율을 기록하였음.

◎ 반면 CAWIO를 혼합하여 접종한 그룹에서는 시험 종료 일시까지 100%의 생존율을 나타내었
음.

◎ 결론적으로, 항원단백질이 CAWIO와 혼합되어 접종된 경우, Influenza A virus H9N2 
strain 1LD50 감염에 대한 마우스의 생존율을 크게 향상하였음. 이는 양성 대조군으로 사용
한 ISA70보다도 높은 결과를 보임. 즉, CAWIO에 의해 항원단백질의 백신능이 크게 향상되었
음을 의미함.

◎ 다음으로, 3일째와 5일째에 마우스의 폐를 적출해 감염 후 증식한 influenza virus H9N2 
strain의 양을 TCID50을 측정해 나타내었음. 
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그림 83. H9N2 antigen, 백신보좌제(CAWIO, ISA70) 접종 이후 
H9N2 1LD50에 대한 폐에서의 바이러스 titration.

그림 84. H9N2 antigen과 백신보조제(CAWIO, ISA70)를 이용한 
ELISA, ELISPOT 시험일정

표 24. H9N2 antigen과 백신보조제(CAWIO, ISA70)를 이용한 
ELISA, ELISPOT 시험그룹

◎ 실험그룹은 PBS 대조군과, H9N2 antigen을 접종한 그룹, H9N2 antigen에 두 종류의 백신
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보조제를 각각 혼합하여 접종한 그룹, 도합 4가지의 그룹을 설정하였음. 한 그룹당 마우스는 
3마리씩으로 구성함. 

◎ H9N2 antigen은 2주 간격으로 근육투여 하였음. H9N2 antigen의 투여 용량은  20μl, 으로 
설정하였음. 항원과 백신보좌제의 혼합은 항원 3, 백신보조제 7의 비율로 만든 혼합물을 
3-way stopcock과 실린지를 이용하여 15분간 수행하였음.

◎ 총 접종용량은 100μl 로 설정하여 실험을 진행하였으며 1, 3주째에 안와정맥에서 혈액을 샘
플링하였음. 

◎ 샘플링한 혈액은 원심분리하여 혈청을 분리한 후 H9N2 antigen을 코팅해 ELISA를 수행하여 
혈청 내의 항체가를 측정하였음. 

그림 85. H9N2 antigen, 백신보좌제(CAWIO, ISA70) 접종 이후 ELISA를 통한 항체가 측정
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그림 86. H9N2 antigen, 백신보좌제(CAWIO, ISA70) 접종 이후 
IgG1, IgG2 specific ELISA를 통한 항체가 측정

◎ 실험 결과, 1, 3주째 샘플링한 혈청에서 H9N2 antigen에 대한 항체가 생성되는 것이 확인되
었음. 0주차, 1주차, 3주차로 진행될수록 항체 형성이 증가하는 경향을 보임. 혈청 내 항체가
가 높게 형성되어 1:25에서 1:800까지의 희석 배수를 적용시켜 각각에 대해 ELISA를 수행한 
결과, 모든 희석 배수에서 같은 경향이 확인되었음.

◎ H9N2 antigen만 접종한 그룹에 비해 백신보좌제를 함께 접종한 경우에 항체가가 높게 형성
되었음. H9N2 antigen과 CAWIO를 함께 접종한 그룹의 경우, H9N2 antigen과 ISA70을 함
께 접종한 그룹에 비해 더 높은 항체가를 나타내었음.

◎ 혈청 내 형성된 각각의 IgG type에 대해 specific한 ELISA를 수행하여 각각의 항체가를 측정
한 결과, H9N2 antigen 접종에 따라 IgG1과 IgG2이 모두 형성되었음이 확인되었음.

◎ H9N2 antigen을 단독으로 접종한 경우보다 H9N2 antigen과 ISA70을 함께 접종한 그룹이 
높은 항체가를 나타내었으며 H9N2 antigen과 CAWIO를 함께 접종한 그룹의 경우는 이보다 
더 높은 값을 나타내었음. 

◎ 다음으로 세포성 면역의 유도를 확인하기 위해 4주째에 마우스에서 얻은 splenocyte를 이용
하여 IFN-gamma와 IL-4에 대한 ELISPOT을 H9N2 antigen을 이용하여 수행하였음. 

◎ 실험 결과, H9N2 antigen 단독 접종에 비해 백신보좌제를 함께 접종한 그룹에서 더 강한 세
포성 면역반응이 나타남을 확인하였음. 마우스 splenocyte에서의 세포성 면역반응은 H9N2 
antigen 자극에 대한 각각의 ELISPOT에서 모두 같은 경향으로 나타났음.

◎ CAWIO와 H9N2 antigen이 함께 접종된 그룹의 경우, 가장 높은 세포성 면역반응이 확인되
었음. 즉, CAWIO에 의해 H9N2 antigen이 만드는 세포성 면역반응이 증가했으며 기존의 백
신보좌제인 ISA70보다 강한 효과를 나타냄.
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그림 87. H9N2 antigen, 백신보좌제(CAWIO, ISA70) 접종 이후 
ELISPOT을 통한 세포성 면역의 측정

4. 닭에서 면역보좌제의 세포성면역 검증

1) Chicken splenocytes에서의 CTL response 평가 시험

◎ 충북대학교에서 in vivo 시험을 수행한 시험닭의 CTL response를 측정하였음.

가) Chicken splenocyte CTL 평가 시험 개요

◎ 하기의 표와 같이 각 그룹당 3마리의 시험계에서 in vivo 시험 이후 CTL response를 확인
하였음.

◎ Serum을 채취하여 CTL response의 지표인 IFN-gamma와 IL-2를 ELISA를 이용해 측정
함.

◎ 분리해 배양한 splenocyte와 그 상층액에서 IFN-gamma와 IL-2를 ELISA를 이용해 측정하
였으며 CD8-PE 항체와 IFN-gamma-FITC 항체를 이용해 splenocyte중 CD8+ T cell의 
IFN-gamma를 FACS를 통해 분석하였음.

표 25. CTL response 측정 시험계 실험그룹
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표 26. 시험동물 대조군 및 실험군, 샘플에 따른 CTL 반응 분석방법.

◎ 시험계의 비장을 적출한 뒤 nylon mesh를 이용해 분쇄하여 Histopaque 1.077을 이용해 원
심분리로 세포를 분리한 뒤 chicken serum이 함유된 배지를 이용해 배양하였음. 

◎ Splenocyte 분리 배양 이후의 항원자극은 아래와 같은 일정으로 진행하였음.

◎ 분리 후 12well plate에 2*10^6개의 세포를 분주한 뒤 12시간째에 세포가 플레이트에 붙은 
것을 확인하고 Qx-Flu5, NDV-K, AIV-K 세 종류의 항원(중앙백신항원)을 처리함. 항원 처리
는 10, 20, 40, 60ug/ml 으로 이루어졌으며 처리 후 24시간째에 세포 및 상층액을 샘플링해 
실험에 이용하였음. 

◎ FACS 분석용 세포의 경우 Qx-Flu5 항원을 40ug/ml의 농도로 처리하여 자극하였음.

그림 88. Spelnocyte 실험 일정

표 27. Splenocyte 자극 항원 및 용량

2) 혈청에서의 CTL response 확인
◎ 날개정맥에서 채취한 시험계의 혈액에서 혈청을 분리한 뒤 혈청 내 IFN-gamma와 IL-2를 
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ELISA를 이용해 측정하였음.

그림 89. 혈청의 IFN-gamma, IL-2 ELISA 측정값

◎ IFN-gamma의 경우 모든 개체에서 혈청 내에서 100-300pg/ml의 농도로 확인되었으나 각 
그룹간의 유의성을 확인할 수 없었음.

◎ IL-2의 경우 모든 개체에서 혈청 내 분비가 확인되지 않음. 

◎ 혈청 내의 분비는 체내의 여러 종류의 세포가 관여하고, 실험 이후 추가 항원자극이 없었기 
때문에 반응의 부재가 나타날 수 있음. 또한 사이토카인의 분비가 음성 대조군에서도 함께 확
인되었기 때문에 항원으로 자극한 splenocyte에서의 분석이 추가로 요구됨.

3) Splenocyte에서의 사이토카인 측정을 통한 CTL response 확인

◎ 투여 항원인 Qx-Flu5과 NDV specific 항원인 NDV-K 그리고 Influenza 특이 항원인 
AIV-K를 각각 처리한 세포에서 CTL response에 관여하는 사이토카인의 분비를 ELISA로 측
정하였음. 

표 28. IFN-gamma ELISA 결과
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그림 90. Qx-Flu 자극에 대한 splenocyte 상층액에서의 IFN-gamma ELISA

◎ Qx-Flu5 항원 10, 20, 40μg/ml을 자극한 spelnocyte의 상층액에서는 IFN-gamma의 분비
가 나타나지 않음. 이는 항원의 농도가 세포의 반응을 유도할 수 있는 충분한 양의 자극을 이
끌어내지 못했기 때문으로 사료됨.

◎ 이후 각각의 항원에 대해 최대 용량으로 자극한 splenocyte의 상층액을 ELISA 분석에 이용
하였음.

그림 91. Qx-Flu-5, NDV-K, AIV-K 60μg/ml 처리 후 IFN-gamma ELISA 측정값

◎ Qx-Flu5 60μg/ml을 처리한 세포의 상층액에서는 IFN-gamma의 분비가 확인되었음. 실험 
결과, 대조군 그룹에서는 IFN-gamma가 분비되지 않았지만 CAWIO 그룹에서 세 개체가 모
두 증가하여 유의성 있는 차이값을 보임.

◎ ISA70, KR 그룹에서는 통계적으로 유의성이 인정되는 차이를 보이지는 않았으나 
IFN-gamma의 분비가 증가하는 경향이 확인되었음. CNU 그룹의 경우 대조군과 마찬가지로 
값의 증가가 확인되지 않음. 

◎ NDV-k 항원 60μg/ml을 처리한 세포의 상층액에서는 모든 그룹에서 유의성있는 차이값을 나
타내지 않음. CAWIO 그룹은 Qx-Flu5 처리에 대해서는 IFN-gamma 분비량이 늘었지만 
NDV-K 항원에 대해서는 분비가 확인되지 않았음. ISA70과 KR 그룹에서는 대조군에 비해 약
간의 증가하는 경향을 보임. 

◎ AIV-K 항원 60μg/ml을 처리한 세포의 상층액에서는 CAWIO 그룹에서 유의성있는 차이를 
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나타냄.

◎ 결론적으로, CAWIO의 경우 Qx-Flu5와 AIV-K 항원처리에 대해 CTL response를 향상시키
는 것이 확인되었으나 사이토카인 분비량이 크지 않기 때문에 추가적인 분석이 필요할 것으로 
보임. 또한 ISA70과 KR의 경우도 유의성이 있는 수치는 아니지만 대체적으로 증가하는 경향
을 보였기에 추후 실험조건의 변경을 통한 긍정적인 결과가 예상되는 바임.

그림 92. Qx-Flu-5, NDV-K, AIV-K 60μg/ml 처리 후 IL-2 ELISA

그림 93. Splenocyte에서의 real time PCR 결과

◎ IL-2 ELISA의 경우 모든 샘플에서 반응을 확인할 수 없었음.

◎ 이는 자극조건이 약하기 때문에 생기는 사이토카인 분비량의 부재로 인한 현상이거나 상용화
되어 판매되는 ELISA kit의 민감도가 떨어지기 때문에 나타나는 문제로 보임.

◎ 세포를 이용한 real time PCR 분석에서도 역시 유전자 수준에서의 사이토카인 증가를 확인
할 수 없었음. 모든 그룹에서 유의성있는 변화가 나타나지 않았음.

4) Splenocyte에서의 FACS 분석을 통한 CTL response 확인

◎ Splenocyte에서 CTL response를 확인하기 위해 CD8+과 IFN-gamma에 대한 항체를 이용
해 FACS 분석을 수행하였음. 분석은 Qx-Flu5 40μg/ml으로 24시간동안 자극한 세포가 이용
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되었음.

◎ CD8+ T 세포의 경우 CTL에 직접적으로 관여하는 세포이며 CD8+ T 세포 중 IFN-gamma를 
발현하고 있는 세포의 비율을 측정하는 방법으로 분석하였음.

그림 94. FACS 분석 샘플

◎ 상기의 그림과 같이 CD8-PE 항체가 반응한 세포의 경우 B, D 섹션에 위치하게 됨. 
IFN-gamma-FITC 항체가 반응한 세포의 경우는 A, B 섹션에 위치하며 본 분석을 위해서는 
전체 세포중에 CD8+/IFN-gamma+를 나타내는 B섹션의 비율을 상기의 수식과 같이 계산하
여 이용하였음.
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그림 95. FACS 분석 결과 및 그래프

◎ 실험 결과, 각 그룹간의 유의성있는 차이를 확인할 수 없었음. 모든 개체에서 비슷한 양상으
로 결과가 나타났으며 수치화시킨 분석 결과에서도 차이를 확인할 수 없음. 이는 시험동물의 
자극 정도 또는 splenocyte의 자극이 충분치 못했기 때문으로 생각되는 결과임. 

◎ 결론적으로 CAW10의 경우 IFN-gamma 측정 시험에서 CTL 유도능을 보였으나 향후 심층적
인 분석 필요할 것으로 사료됨.
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2-3. 개발된 면역증강제 및 백신보조제 혼합백신의 평가

2-3-1. 개발된 백신보조제(CAvant WO-A1) 함유 조류핵심질병(조류인플루엔자, 뉴캣슬병, 전염

성 기관지염, 산란저하증 등) 다가혼합백신의 실험실적 시험 평가 

 1) 백신보조제와 면역증강제에 따른 안전성 평가     

  백신보조제의 면역원성 증진을 위해, 세부협동기관에서 선행되었던 면역증강제의 스크리닝   

 시험결과를 토대로 백신보조제(CAvant WO-A1) 와 면역증강제를 혼합하여 시험 백신이 

제조되었다.

  제조된 시험백신의 백신보조제 및 면역증강제 조성에 따라 백신의 안전성을 SPF 닭에서 

 확인해보고 목적 실험동물인 일반 닭에서의 면역학적 효능을 비교해 보고자 본 실험을 

 실시하였다.

 

 Table 1. Experimental design to evaluate the efficacy of oil adjuvant vaccines mixed with   

  different composition of adjuvants and immunomodulants

Group Composition
Number of 

birds*
Inoculation** Measurement***

CAvant 

WO-A1
CAvant WO-A1, Antigen 12 Yes

Body weight

Antibody titer

Clinical sign

KR-1 CAvant WO-A1, KR-1, Antigen 12 Yes

CNU-1 CAvant WO-A1, CNU-1, Antigen 12 Yes

ISA70 ISA70, Antigen 12 Yes

Control No 12 No

  * 8 weeks old SPF chicken

  ** Treatment groups were inoculated twice with 0.5 ml of vaccines at 8 weeks old and 

   3 weeks after first vaccination.

  *** All birds were bleed and measured body weight at designed day. Also any clinical 

   signs were observed daily basis during the experiments.
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Table 2. Comparison of body weight changes among groups vaccinated with 

different composition of adjuvants and immunomodulants

Group

Body weight*

Weight at weeks post vaccination Post challenge**

0 3 6 Per oral Intramuscular

Control 658.89±59.61   894±64.7ab*** 1037.18±157.53ab NT**** NT

CNU-1 722.80±65.42 901.45±103.36ab 924.58±214.48b 1400±166.43 1321.67±105.19

CAvant 

WO-A1
709.64±90.23 848.5±82.94b 951.33±78.183b 1093±188.51 1478.33±256.43

KR-1 708.31±91.02 902.25±158.52ab 1098.17±199.04ab 1368.33±349.87 1305±246.22

ISA70 730.34±76.82 997.58±123.34a 1213.25±151.68a 1159.67±107.28 1368.33±87.65

 * Body weight : mean±standard deviation

  ** Challenge with Newcastle disease virus with either per oral or intramuscular inoculation

  *** Superscripts indicate between the same column, means having different letters are 

   significant (P<0.05) but same letters are not significant.

  **** NT = Not tested because of dead after challenge

 각 그룹의 체중을 백신 접종 후 주차에 따라 One-way ANOVA 분석법으로 분석하였다.

  - 체중 측정은 접종 전, 1차 백신 접종 3주 후, 2차 백신 접종 3주 후에 실시하였다. 그 

결과 1차 접종 후에는 ISA70과 CAvant WO-A1가 통계학적 유의한 차이가 인정이 되었으며, 

2차 접종 후에는 ISA70이 CAvant WO-A1와 CNU-1과 통계학적 유의한 차이가 있음이 확인

되었다.

- 전체적으로 백신 접종 후 체중의 감소는 없었으며, 모든 그룹의 체중 증가가 확인되었으

나, 증가의 차이는 그룹별로 다르게 확인되었다. 가장 높은 증가 폭을 나타낸 것은 ISA70 이

었으며, 가장 낮은 증가 폭을 나타낸 것은 CNU-1 이었다.

- 뉴캣슬병 바이러스의 공격 접종 후 각 그룹에 대한 영향을 보기 위하여 체중을 측정 하였

다. 체중 측정은 공격 접종 후 2주 후에 실시하였으며, 경구 투여 (P/O)나 근육 접종 (I/M) 

모두 그룹 간에는 체중의 차이는 없는 것으로 확인되었다. 따라서 뉴캣슬 바이러스의 공격 

접종에 따른 체중 감소는 없었으며 각 그룹은 공격 접종에 대하여 방어가 된 것으로 판단된

다. 
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Table 3. Mortality among groups vaccinated with different composition of 

adjuvants and immunomodulants

          

   

Groups
Mortality at weeks post vaccination Survived / 

Dead

Survival 

rate1 2 3 4 5 6

Control 0 0 0 0 0 0 12/0 100%

CNU-1 0 0 0 0 0 0 12/0 100%

CAvant 

WO-A1
0 0 0 0 0 0 12/0 100%

KR-1 0 0 0 0 0 0 12/0 100%

ISA70 0 0 0 0 0 0 12/0 100%

    - 각 그룹의 모든 SPF 닭은 시험 백신 접종 후 1차, 2차 백신 접종 후인 6주령까지 

    매일 관찰하였으며, 매일 폐사 수를 기록하였다.

    - 모든 그룹의 시험 닭은 시험 기간 동안 폐사가 발생하지 않고 모두 생존하였으며,

     질병으로 의심되는 특징적인 임상 증상을 관찰할 수 없었다.

   

2) 백신보조제와 면역증강제에 따른 효능성 평가

   제조된 시험백신의 백신보조제 및 면역증강제 조성에 따라 백신의 효능성을 SPF 닭에서 

 확인해보고자 시험이 진행되는 동안 채혈한 혈청으로 항체 역가를 측정한다.

    

 Table 4. Comparison of H9 subtype avian influenza antibody titers among groups vaccinated 

with different composition of adjuvants and immunomodulants

Group

Hemagglutination inhibition titer (mean±standard deviation)

Weeks post vaccination

0 3 6

Control 0±0 0±0c* 0±0c

CNU-1 0±0 6.75±1.42ab 6.7±1.34ab

CAvant 

WO-A1
0±0 5.08±1.44b 6.17±0.94b

KR-1 0±0 6.09±0.83b 7±0.74ab

ISA70 0±0 7.17±0.58a 7.58±0.67a
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  * Superscripts indicate between the same column, means having different letters are 

   significant (P<0.05) but same letters are not significant

   

  - 각 그룹의 AI HI titer를 백신 접종 후의 주차에 따라 One-way ANOVA 분석법으로 

  비교하였다.

  - 각 그룹의 닭에서 채혈은 접종 전, 1차 백신 3주 후, 2차 백신 3주 후에 실행하였다.

  - 대조군을 제외하고, 백신 접종 후 모든 그룹에서 AI HI 역가가 상승하였다. 

  2차 백신 접종 후에도 CNU-1을 제외하고는 대부분 한 단계 정도의 역가 상승이 관찰되었다.

  - 백신 1차 접종 3주 후 ISA70이 가장 높은 역가를 형성하였으며, CNU-1 과 통계적으로 

  유의한 차이를 나타내지 않았다. 그리고 CAvant WO-A1와 KR-1 각각에 비하여 통계적으로 

  유의하게 높은 수치를 기록하였다.

  - 백신 1차 접종 3주 후, 백신 2차 접종 3주 후에 CAvant WO-A1가 가장 낮은 역가 수치를 

  보였으나, CNU-1, KR-1과 유의한 차이를 나타내지는 않았다.

  - 종합적으로 백신 접종 후 AI 역가는 그룹 간 다소 차이가 있었으나, 가장 높은 역가를 

  형성한 것은 ISA70 이었으며, 가장 낮은 역가를 형성한 것은 CAvant WO-A1 였지만 통계학

적 측면에서는 CAvant WO-A1, CNU-1, KR-1 간에는 유의미한 차이가 없는 것으로 확인되었

다.

    

Table 5. Comparison of Newcastle disease antibody titers among groups vaccinated with 

different composition of adjuvants and immunomodulants

Group

Hemagglutination inhibition titer (mean±standard deviation)

Weeks post vaccination Post challenge*

0 3 6 P/O** I/M

Control 0±0* 0±0c*** 0±0c NT**** NT

CNU-1 0±0 4.08±1.92a 4.0±1.05a 6.0±0 7.33±1.52

CAvant 

WO-A1
0±0 1.58±1.44b 2.41±0.90b 8.0±0 7.33±1.55

KR-1 0±0 4.0±1.34a 4.25±0.96a 8.33±1.52 7.66±2.08

ISA70 0±0 4.0±0.73a 5.54±1.21a 8.33±1.52 7.33±1.54

  

 

 * Challenge with Newcastle disease virus with either per oral or intramuscular inoculation

 ** P/O = per oral inoculation, I/M = intramuscular administration

 *** Superscripts indicate between the same column, means having different letters are 
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   significant (P<0.05) but same letters are not significant.

 **** NT = Not tested because of dead after challenge

    
  - 각 그룹의 ND HI titer를 백신 접종 후 주차에 따라 One-way ANOVA 분석법으로 분석

하였다.

  - 1차 백신 접종 3주 후 CAvant WO-A1를 제외한 나머지 그룸의 역가는 비슷한 수준을 

이루었으며, CAvant WO-A1의 역가는 통계학적으로 유의미한 차이가 인정이 되었다. 2차 백

신 접종 3주 후에도 마찬가지로 이러한 역가의 차이는 계속하여 유지가 되었다.

  - 1차 백신 접종 후 2차 백신 접종 후 3 주차까지 시험이 진행되는 동안 모든 그룹의 항

체 역가는 상승하였으며, ISA70 및 KR-1, CNU-1은 그룹 간 통계학적으로 유의미한 차이는 

확인되지 않았다. 

  - 뉴캣슬 바이러스의 공격 접종 후에는 반전된 역가가 경구 접종이나 근육 접종 모두 그

룹 간 차이가 나타나지 않았기에 그룹 간 방어는 통계학적 유의한 차이가 없는 정도로 유지

된 것으로 판단되었다.

Table 6. Comparison of infectious bronchitis antibody titers among groups vaccinated 

with different composition of adjuvants and immunomodulants 

      

Group

ELISA titer (mean±SD) at weeks post vaccination

0 3 6

Control 0 32.58±38.19 128.58±143.60b*

CNU-1 0 214.42±247.68 432.42±669.28ab

CAvant 

WO-A1
0 79.17±82.73 188.58±180.51b

KR-1 0 82±71.33 676.17±376.16a

ISA70 0 34.42±19.22 104.33±171.5b

 

  * Superscripts indicate between the same column, means having different letters are 

   significant (P<0.05) but same letters are not significant.

- 각 그룹의 IB ELISA titer를 백신 접종 후 주차에 따라 One-way ANOVA 분석법으로 비

교하였다.

- 1차 백신 접종 후 모든 접종 그룹에서 IB ELISA 역가가 상승하였으나, 야외감염을 막을 
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수 있는 수준의 충분한 역가를 형성하지 못하였다. 

- 2차 백신 접종 후 모든 접종 그룹에서 IB ELISA 역가가 1차 접종에 비하여 항체역가의 

상승을 보였다. 특히, KR-1이 높은 상승 추이를 나타냈으며 뒤를 이어 CNU-1이 높은 수준

을 형성하였다.

- 2차 백신 접종 3주 후인 6주차에 KR-1이 ISA70과 CAvant WO-A1, 대조군에 비하여 통계

적으로  유의미하게 높은 값을 기록하였다.

- 종합적으로 판단하였을 때 AI, ND 항원에 비하여 IB 항원에 의한 역가 상승이 전반적으

로 저조하였으나, 백신 접종에 따른 역가 상승은 관찰할 수 있었다. 단, IB의 특성상 ELISA

의 역가가 충분히 확인될 수 없기에 필요에 다라서는 HI 역가의 측정을 실시할 필요가 있

을 것으로 판단된다.

3) 시험 백신 접종 후 공격 접종 시 생존율 비교

    시험 백신을 접종한 그룹과 대조군에 뉴캣슬병 바이러스 강독주 (Kr005주)를 근육, 

   구강으로 공격 접종하여 임상 증상을 관찰한다

                             

Table 7. Comparison of survival rate among groups vaccinated with different 

 composition of adjuvants and immunomodulants

Groups
Mortality post challenge*

Survival rate
I/M P/O

Control 3/3 3/3 0%

CNU-1 0/3 0/3 100%

CAvant WO-A1 0/3 0/3 100%

KR-1 0/3 0/3 100%

ISA70 0/3 0/3 100%

               

     * I/M = intramuscular administration, P/O = per oral inoculation

- 각 그룹의 모든 닭은 공격 접종 후 14일간 매일 관찰하였으며 폐사 수를 기록하였다.

- 공격 접종의 방법에 관계없이 공격 접종 후 대조군은 100% 폐사하였다.  

- 대조군에서 근육 접종 후 4일에 1수, 5일에 2수 폐사하였고, 구강 접종 후 6일, 7일, 8일에 

1수씩 폐사하였다. 

- 시험군은 공격 접종 후 공격 접종의 방법에 관계없이 100% 생존하는 것을 확인하였다.

- 종합적으로 보았을 대, 최소한 ND 의 경우 백신 접종군은 야외 강독주에 대하여 충분히 

방어할 수 있는 항체가 있는 것으로 판단이 되었으며 시험대상 4개 백신 모두 만족할만한 

결과를 도출한 것으로 확인되었다.
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2-3-2. 개발된 백신보조제(CAvant WO-A1) 함유 조류핵심질병(조류인플루엔자, 뉴캣슬병, 전염

성 기관지염, 산란저하증 등) 다가혼합백신의 야외실증시험 평가 

  1) 다가혼합백신의 야외 실증 시험 농장 선정 및 백신 조성

세부협동기관에서 선행된 면역증강제의 스크리닝 시험결과를 토대로 백신보조제(CAvant 

WO-A1)와 서로 다른 면역증강제를 포함한 시험 백신을 제조하였다. 그리고 농장별 서로 다

른 면역증강제를 포함한 시험 백신을 제작하여 농장의 다가백신 접종 프로그램일정에 맞추

어 접종하였다.

 

Table 8.  Summary of poultry layer farms inoculated with CAvant WO-A1 based oil vaccines 

with different immunomodulant 

Group Location
Number 

of birds

Age at 

vaccination*
Composition Measurement**

Farm A Yeo-ju 52000 15 weeks
CAvant WO-A1, 

Chitosan, Antigen
Clinical sign

Mortality

Antibody titer

Egg production 

rate

Farm B Yang-san 52000 16 weeks
CAvant WO-A1, 

hWRS, Antigen 

Farm C Yang-san 24000 15 weeks
CAvant WO-A1, 

Squalene, Antigen

  *  The chickens were inoculated intramuscularly with 0.5 ml of vaccines at designed age.

  ** The chickens were bleed at designed day. Also any clinical signs, mortality and 

   egg production rate were recorded daily basis during the experiments.

  

- 지역이 다른 농장 3군데를 선정하였다. 현지 농장에서의 백신 접종 실험은 부분적인 백신 

접종이 될 수 없기 때문에 적절한 농장을 선정하는데 많은 시간이 소요되었다.

- 특히 농장의 백신접종 프로그램을 유지하면서 부분적인 시험오일 백신으로 대체하는 방법

은 많은 설득이 필요하였다.

- 야외농장의 특성상 야외감염의 기회가 많으며, 이를 방지하기가 어렵고 기타 다양한 질병

들의 감염이 우려되어 자료의 확보와 분석이 쉽지 않았다.
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 1) 다가혼합백신의 안전성 평가

    다가혼합백신의 안전성 평가를 위하여 각 농장의 백신프로그램에 맞추어 접종 후 도태 및 

폐사율, 주간 산란율을 측정하였다. 

           

Figure 1. Comparison of daily mortality and condemnation rate among farms vaccinated 

with different composition of immunomodulants

 

- A 농장에서 7월 중순인 15주령에 일 폐사 수수가 250수까지 증가하였으며 이후 평균수준

으로 감소하였으나 8월 초인 20주령에 다시 일 폐사 수수가 100수로 증가하였다.

이러한 현상은 급격한 기온이 상승함으로써 나타난 현상에 대하여 적절한 시설이나 조치를 

취하지 못한 것으로 판단되었다.

- A 농장에는 쿨링 패드가 설치되었으나, 급격한 기온 변화에 대응하기엔 절대적으로 부족

한 것으로 확인되었다. 이후 기온의 저하 및 관련된 조치로 폐사율은 감소하기 시작했다.

- B 농장은 급격히 날씨가 더워지던 7월 중순부터 도태 및 폐사율의 증가가 관찰되었다. 

이후 10월 초에서 중순까지인 3주령에 일 폐사 수수가 150수까지 증가하여 원인을 확인한 

결과, 가금 티푸스의 감염으로 판정되었다. 

- C 농장에서는 A, B 농장과는 달리 폐사율의 증가가 없이 일반적인 농장이 정상적인 폐사

율 범위 내로 유지하였다. A, B 농장과 달리 더운 날씨에 의한 영향이 없었던 것으로 판단

되었다.
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- 결론적으로 A, B, C 농장에서의 폐사율은 본 연구와 직접적인 관계가 있는 AI, ND 및 IB

에 의한 영향은 없었던 것으로 판단되었다.

                

 Figure 2. Comparison of weekly egg production rate among commercial layer farms 

vaccinated with different composition of immunomodulants

- A 농장에서는 급격한 기온의 상승으로 폐사율이 급격히 증가하였던 시기인 7월 초인 19

주령에 산란율이 상승의 폭이 일부 하락하였다. 이후 산란율이 증가하는 추세를 보였으나, 

상승이 낮았고, 표준 산란율 곡선으로 회복하지 못하였다. 

- 따라서 9월 초에 A 농장에서는 28주령에 단기 환우를 실시하였고 그 이후 피해를 입었던 

산란 초기와 비교하면 높은 산란율의 수준으로 회복되었다.

- B 농장은 A 농장과 비교하면. 산란 초기부터 높은 산란율을 기록하며 지속하였으나, 10월 

초 33주령에 가금티푸스의 감염으로 인한 폐사율이 증가한 시기에 하락한 것으로 나타났다. 

- C 농장에서는 A, B 농장과 달리 큰 감소폭이 없이, 증가하는 양상을 나타냈고 10월 중순 

기점인 34주령까지 정상적인 산란율 곡선을 유지하였다. 

- A, B, C 농장에서의 산란율은 본 연구와 직접적인 관계가 있는 AI, ND 및 IB 에 의한 영

향은 없었던 것으로 판단되었다.
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 2) 다가혼합 시험백신의 효능성 평가  

   각 농장의 백신 프로그램일정에 맞추어 다가혼합 시험백신을 접종하고 접종 전, 접종 후  

  2주, 4주, 8주, 12주에 채혈한 혈청으로 다가혼합 시험백신에 포함된 질병의 항체 역가를

  측정한다.

Table 9. Comparison of H9 subtype avian influenza antibody titers among commercial layer 

farms vaccinated with different composition of immunomodulants 

Farms

Hemagglutination inhibition titer (mean±SD) at weeks post vaccination

0 2 4 8 12

Farm A 0±0* 4.7±1.3b 4.35±1.04b 2.77±1.24c 3.65±1.39b

Farm B 0±0 4.05±0.89b 4.4±0.99b 4±0.86b 3.9±1.37b

Farm C 5.63±0.85 7.4±1.06a 6.07±1.65a 6.73±1.08a 6.8±0.78a

 * Superscripts indicate between the same column, means having different letters are 

   significant (P<0.05) but same letters are not significant.

각 농장 별 AI HI titer를 백신 접종 후 주차에 따라 One-way ANOVA로 분석하였다.

- A, B, C 농장 간 백신 접종 후 2 주차부터 12 주차까지 통계적으로 유의미한 차이를 나타

내었고, C 농장이 통계적으로 높은 역가 수치를 지속적으로 유지하였다. 그러나, C 농장의 

경우 본 시험 백신이 접종되기 전 이미 AI 항원이 포함된 백신을 1차 접종하였다. 그로 인

하여 boosting 효과로 높은 역가를 유지할 수 있었다.

- A 농장은 접종 후 2주 후 역가를 나타내기 시작하였다. 4, 8 주차에 실험 농장 중 가장 

낮은 역가 평균 수치를 보였지만, 역가 수치의 분포는 정규 분포와 유사한 형태를 이루었다. 

- B 농장은 접종 후 꾸준한 역가 수치를 나타내었으며 시험 기간 동안 수치의 변화는 크게 

나타내지 않았다.

- A 농장은 시험기간 전반기에, B 농장은 시험기간 후반기에 다소 높은 역가 분포를 나타냈

지만, 대체적으로 시험기간 동안 두 농장은 비슷한 수준의 역가 변화를 보였으며 일반적인 

오일백신에서 기대되는 역가 분포를 보였다. 
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Table 10. Comparison of Newcastle disease virus antibody titers among commercial layer 

farms vaccinated with different composition of immunomodulants 

Farms

Hemagglutination inhibition titer (mean±SD) at weeks post vaccination

0 2 4 8 12

Farm A 6.4±1.26b* 8.35±2.45 7.85±1.90 6.46±2.3b 6.05±1.39b

Farm B 5.15±1.27b 9.25±1.44 7.85±1.66 8.25±1.16a 7.58±1.43a

Farm C 7.34±0.89a 8.47±0.97 8.6±1.79 8.63±0.72a 6.8±1.46ab

  * Superscripts indicate between the same column, means having different letters are 

   significant (P<0.05) but same letters are not significant.

   

각 농장 별 ND HI titer를 백신 접종 후 주차에 따라 One-way ANOVA로 분석하였다.

- 본 개발된 백신을 접종하기 전 A, B, C 농장 모두 일반적인 생독백신과 사독백신을 접종

한 상태였기 때문에 일정 수준 이상의 역가를 이미 형성하고 있었다.

- A, B, C 농장 모두 백신 접종 후 역가 상승이 나타났으며, 이후 12주까지 다소 역가의 하

락이 공통적으로 확인되었으나, 모두 오차범위 내의 수준으로 판단되어 지속적인 높은 역가

를 유지하는 것으로 판단되었다.

- 접종 후 2 주차에 측정한 결과, 접종 전 역가 수치보다 상승하였으며, 8 주차, 12 주차에 

농장 간 통계적으로 유의미한 차이가 있었으나 12 주차까지 모든 농장은 2^6 이상의 높은 

평균 역가 수치를 유지하고 있었다.

- B 농장은 A, C 농장과 비교할 때, 접종 후 증가하는 역가 수치의 폭은 컸으며, 8주차에는 

A, C 농장과 함께 비교할 때 통계학적 유의한 차이를 보였다. 

- C 농장은 A, B 농장에 비하여 접종 전 높은 역가 수치를 나타냈으며, 접종 후 증가하는 

폭은 크지 않았다. 

- 전반적으로 A, B, C 농장 간의 다소의 차이가 인정이 되었으나, 백신 접종 후 역가의 상

승이 공통적으로 관찰되었고 그 역가가 실험기간 동안인 12주까지 유지하는 것으로 확인되

었다. 
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Table 11. Comparison of Infectious bronchitis virus antibody titers among commercial layer 

farms vaccinated with different composition of immunomodulants 

Farms

ELISA titer (mean±standard deviation) at weeks post vaccination

0 2 4 8 12

Farm A 5245±2561ab* 6955±3790b 7813±2082a 6416±4255ab 6548±2279

Farm B 6949±3210a 9850±2137a 6914±1434a 6843±1969a 6776±1357

Farm C 3488±2050b 2965±2037c 2198±401b 3910±2178b 5031±3276

   

  * Superscripts indicate between the same column, means having different letters are 

   significant (P<0.05) but same letters are not significant.

    

각 농장의 IB ELISA titer를 백신 접종 후 주차에 따라 One-way ANOVA 분석법으로 분석하

였다.

- A, B, C 농장 모두 개발된 본 백신을 접종하기 전에 이미 IB 생독백신과 사독백신을 하였

기 때문에 일정수준 이상의 역가를 형성하고 있었다.

- 백신 접종 후 농장에 따라 역가의 상승과 하락의 양상을 보였으나 본 실험의 마지막 관찰 

시기인 12주에는 3 농장 모두 양호한 수준의 역가를 형성하였다.

- 본 실험을 하는 동안 야외 IB 바이러스의 감염은 임상학적 혹은 실험실적으로 없었던 것

으로 판단되어 현재의 역가는 모두 백신에 의한 것으로 판단을 하였다.

- A 농장은 4 주차까지 증가하는 양상을 보였으나 접종 후 8 주차에 이후 일부 하락하는 

현상을 보인 후 12 주차까지 높은 수준의 역가를 유지하고 있는 것으로 판단이 되었다.

- B 농장은 다른 농장에 비하여 접종 2주 후에 매우 높은 역가 수치를 기록하고 이후 일부 

하락하였으나, 12 주차까지 비슷한 수준의 역가를 유지하였고 가장 높은 역가를 유지하고 

있는 것으로 판단이 되었다.

- C 농장은 접종 후 4 주차까지 오히려 감소하는 양상을 보였으나, 8 주차 이후 역가 수치

가 증가하였고, 12 주차에는 가장 높은 역가 상승 폭을 형성하고 유지하고 있는 것으로 판

단이 되었다. 

- A, B, C 농장은 12주령을 제외하고 실험 기간 동안 농장 간 모든 주차에 통계적으로 유의

미한 차이를 나타냈다. 실험 기간 동안 C 농장의 경우 다른 농장에 비하여 낮은 역가 형성

을 보였으며, 접종 2주 후에는 B 농장, 접종 4주 후에는 A 농장의 역가가 가장 높은 것으로 

확인되었다. 하지만 A 농장과 B 농장은 전반적으로 비슷한 역가의 형성을 보이는 것으로 판

단된다.
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구분 연도 연구개발의 목표

1차년도 2016

유화제(surfactants)들의 조성별 유화제조조건 확립 및 특성분석

후보군 유화제로 조성된 유화액의 안정성 평가

재조합 분자면역증강제 발굴

천연물 혹은 화합물 기반 면역증강 물질 스크리닝 및 발굴

신규 TLR agonist 기반 분자면역증강 단백질 발현시스템 구축

분자면역증강 단백질 발현 및 정제 최적화

신규 면역증강 물질의 선천면역 자극 효을 검증

개발시험물질(백신보조제)의 생체 내 안전성평가에 의한 스크린

선정된 백신보조제 및 면역증강제의 안전성 및 면역원성 비교

독자적인 중앙백신 백신보조제 개발 

2차년도 2017

개발된 백신보조제를 함유하는 조류핵심질병 다가혼합백신 제제화 

개발된 백신보조제를 함유하는 조류핵심질병 다가혼합백신 목적동물 

안전 및 효능 평가

다가혼합백신 임상시험계획서 제출 및 승인

분자면역증강제의 재조합 발현 및 특성 분석

제제형태 (전세포 (whole cell), 파쇄 등)에 따른 면역원성 증가 효과 

평가

시험백신 제조를 위한 재조합 분자면역증강제를 주관연구기관에 공급

신규 면역증강 물질 및 단백질의 면역증강 기작 규명 (In vitro) 연구

개발된 백신보조제를 함유하는 조류핵심질병 다가혼합백신의 야외실

증시험

3차년도 2018

야외 임상 결과 분석 및 보완

개발된 백신보조제의 대량생산 시스템 구축 및 산업화 방안 연구

백신보조제 scale-up 최적 조건 확립

분자면역증강제가 포함된 백신보조제의 상품 등록 및 특허 출원

조류 핵심질병 다가혼합백신의 품목허가서류 제출

3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

 3-1. 목표

3-1-1. 연차별 연구개발 목표
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성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·

홍보

기

타

(타 

연

구 

활

용 

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문
학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시
SCI

비

SCI

최종목표 7 7 2 6 3 2 9 3 2 3

1차

년도

목

표

실

적
1 2 1

2차

년도

목

표
3 3 1 1 4 2

실

적
1 1 1 2 0 8 14 1

3차

년도

목

표
4 2 3 2 1 3 1 2 3

실

적
4 1 2 5 1 1 2 8 1 1 3

소 

계

목

표
7 0 2 6 3 2 7 3 0 2 3

실

적
6 2 2 6 3 1 12 23 2 1 3

종료

1차년도
2,600 440 １

종료

2차년도
3 2,820 528 １

종료

3차년도
4 2,980 1,100

종료

4차년도
3,200 1,300

종료

5차년도
3,500 1,500

소 계 7 15,100 4,868 2

합 계 6 9 2 6 15,100 4868 3 1 14 23 2 1 3

3-1-2. 연차별 연구 성과 목표

  (단위 : 백만원, 건수)
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연구기관 세부연구목표 연구 내역

(제1세부)

중앙백신

연구소

 가금용 오일 

백신보조제의 

개발

∙ 후보군 유화제들의 조성별 유화제조 조건 확립 및 특성

분석 완료

∙ 후보군 유화제로 조성된 유화액의 안정성 평가 수행

∙ 유화액의 항원 방출 시험

∙ 수상액의 부피에 따라 적합한 CAvant WO-A1 백신보조

제 개발

∙ 이화학분석

가금용 오일 

백신보조제가 

포함된 

혼합백신의 평가

∙ 혼합백신 제제화 평가

∙ 개발된 가금용 오일 백신보조제의 SPF 닭에서의 항체가 

지속성 평가

가금용 오일 

백신보조제가 

포함된 

혼합백신의 

임상시험

∙ 시험백신 제조내역

∙ 시제품의 3개월 마다 안전시험 및 효능시험 반복

∙ 야외임상평가 실시

∙ 백신 제품 허가 등록 완료

가금용 오일 

백신보조제의 

대량생산 시스템 

구축 및 상용화

∙ 제조시설 구축 (논산 사진 및 설명)

∙ 개발 제품명 및 상품의 상표등록 사진 추가

∙ 신기술 인증

면역증강제가 

포함된 가금용 

오일 

백신보조제의 

개발

∙ 분자면역증강제가 함유된 백신보조제의 효능평가

∙ 분자면역증강제 함유 백신보조제 평가

∙ 분자면역증강제 함유 백신 효능 평가

(제1협동)

한국생명공

학연구원

다양한 

분자면역증강제 

후보의 확보

∙ HSP, hydrophobin, flagellin 및 squalene 등을 후보로 선

정하고 유전자를 확보

재조합 발현 

시스템 구축

∙ 효모에서의 세포내발현, 분비발현, 세포벽 부착 등의 생

산 시스템을 구축하여 각각의 재조합 면역증강제의 발현

을 확인 완료

면역원성 증진 

효과 평가 시스템 

구축

∙ 재조합 면역증강제의 효과를 분석하기 위해 일부 시료를 

생산하여 협력기관에 제공

3-2. 목표 달성여부

3-2-1. 세부연구목표별 연구개발 내역
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분자면역증강제의 

재조합 발현 및 

특성분석

∙ hydrophobin의 효모 세포 표면 발현 균주, cHSP70의 

MBP-등 융합 발현 대장균 균주를 제조하고 발현을 확

인. 또한 분자면역증강제 HFB1과 여러 바이러스 항원을 

융합 발현 하고 단백질 발현 효율 증가를 확인

제재 형태에 따른 

면역원성 

증가효과 평가

∙ 세포내 발현, 세포 표면 발현 및 분비 발현 등 발현 양

태 별 재조합 발현을 확인하고 전세포 및 세포 파쇄물 

시료 제조

시험 백신 제조를 

위한 재조합 

분자면역증강제

주관연구기관 

공급

∙ 재조합 분자면역증강제의 면역원성 증진 효과 분석을 위

하여 효모 및 대장균 배양 후 시료 제조

유전자 발현 

최적화 등 

분자면역증강제 

재조합 

기술개발

∙ 세포자체가 면역증강 효과를 가지는 새로운 효모 

Kluyveromyces marxianus 및 Sacharomyces boulardii 균

주를 활용하여 백신 항원의 재조합 발현을 확인하고 스

쿠알렌의 세포내 과량 축적을 위한 생합성 유전자 조합 

발현의 최적화 연구 수행

발효배양 최적화 

및 대량생산 

기술개발

∙ 스쿠알렌의 대량 발효 생산을 위한 재조합 효모균주의 

발효 배양 최적화를 수행하고 30리터 발효조 규모에서 

스케일-업을 수행

분자면역증강제 

대량 생산 및 

협동연구기관 

공급

∙ 스쿠알렌 생산 효모균주를 최적 유전자 발현 및 최적 발

효 배양 조건으로 30리터 발효조 규모에서 배양한 후 스

쿠알렌 축적 효모 전세포를 협동연구기관에 공급

(제2협동)

충남대학교

 신규의 TLR 

agonist 기반 

분자면역증강 

물질 개발

∙ 바이러스 감염시 면역세포에서 신규 TLR agonist 기반 

분자면역증강 단백질 (WRS)의 분비 검증

∙  대장균 발현시스템을 이용한 가용성의 면역증강 재조합 

단백질 WRS 발현시스템 확립 및 정제

∙ 면역세포에서 분자면역증강 단백질 WRS의 선천면역 자

극 효능 검증 및 기전 검증

∙ 마우스 모델을 이용한 분자면역증강 단백질 WRS의 백신

항원에 대한 체액성, 세포성면역증강 효능 검증

∙ 마우스 모델을 이용한 분자면역증강 단백질 WRS의 인플

루엔자 백신항원에 대한 면역증강 효능 및 인플루엔자 

방어효능 검증

∙ 대장균 발현시스템을 이용한 가용성의 Chicken 유래 분

자면역증강 단백질 cWRS 발현시스템 확립 및 정제 

∙ 닭유래 면역세포에서 분자면역증강 단백질 cWRS의 선천

면역 자극 효능 검증
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∙ 신규의 분자면역증강 단백질 WRS-chicken IFN-lamda와 

WRS-VP3을 대장균 발현시스템을 이용하여 가용성 단백

질 발현 및 정제

∙ 분자면역증강 단백질 WRS-chicken IFN-lamda와 

WRS-VP3의 동물모델 (마우스)를 이용한 면역증강 효능 

검증

천연물 기반 

신규의 

면역증강 물질 

개발

∙ 한방생약소재중 음양곽으로부터 선천면역 유도 물질인 

Quercetin을 분리, 선별 

∙ Quercetin의 선천면역 자극효능 검증 및 항바이러스 효

능 검증

∙ Chicken BMDM을 이용하여 선천면역을 유도하는 한방생

약소재를 W314등 선별

∙ 닭유래 면역세포에서 한방생약소재 W314의 선천면역 자

극 효능 검증 

∙ 동물모델 (마우스)를 이용한 선별 한방생약소재 (W314)

의 면역증강 효능 및 인플루엔자 방어효능 검증

인플루엔자 

재조합항원을 

이용한 

백신보좌제 

면역원성 검증 

및 백신효능 

검증시스템 

구축

∙ 인플루엔자 재조합항원 M2HA2를 이용한 선별백신보좌제

의 면역원성 검증 및 백신효능 검증방법 구축

∙ 인플루엔자 재조합항원 M2HA2를 이용하여 면역보조제

CAvant WO-A1과 ISA70의 면역원성 및 백신효능을 비교 

검증

∙ 백신보조제 CAvant WO-A1의 세포성면역 효능 비교/검

증

 닭에서 

면역보좌제의 

세포성면역 

검증 

∙ 닭을 대상으로 수행한 면역보좌제 연구에서 세포성면역 

검증

(제3세부)

충북대학교

개발된 

백신보조제 및 

면역증강제

를 함유한 백신의 

안전성 및 

효능 평가

∙ 안전성 평가 (조직검사 등) 에 관한 부분 실시하였고, 임상

증상 등 별 다른 문제 없음

선정된 

백신보조제 및 

면역 증강제 

혼합제에 대한 

안전성 및 

면역원성 시험

∙ 시험 기간 중 증체량의 안전성 및 폐사 없음

∙ 뉴캣슬 공격접종 후 생존 등 확인됨
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개발된 

백신보조제 

함유 

조류핵심질병 

다가혼합백신의 

실험실적 안전성 

및 효능성 평가

∙ 증체량의 유의한 차이는 확인되었고, 시험기간 동안 폐사

는 발생하지 않음

∙ 뉴캣슬 공격 접종 시 백신 접종 그룹에서는 폐사 발생하

지 않았고, 항체 역가 수치는 접종 후 상승 유지 되는 양

상을 보임

개발된 

백신보조제 

함유 

조류핵심질병 

다가혼합백신의 

야외 실증 시험 

안전성 및 

효능성, 

생산지수 평가

∙ 날씨 변화와 외부 세균 감염으로 인하여 폐사가 발생함, 

이러한 외부 요인으로 초기 산란율에 영향이 있었으나 

요인이 제거 된 후 회복되었음 

∙ 백신에 포함된 질병의 항체 역가는 접종 후 증가하여 유

지되는 양상을 나타냈음

∙ 특히, 2차적으로 접종된 경우, Boosting 효과로 높은 역

가 수치의 상승 수준을 보였음
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성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·

홍보

기

타

(타 

연

구 

활

용 

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문
학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시
SCI

비

SCI

소 

계

목

표
7 0 2 6 3 2 7 3 0 2 3

실

적
6 2 2 6 3 1 12 23 2 1 3

3-2-2. 연차별 연구 성과 목표 달성 여부

 (단위 : 백만원, 건수)

3-3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)
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4. 연구결과의 활용 계획 등

○ 백신보조제 및 면역증강제의 연구 및 개발로 관련 생물학 분야 연구 증대

○ 독자적인 국내 기술로 백신보조제 개발로 백신 보조제 수입대체 효과

○ 백신 보조제 및 면역증강제의 자체상품화로 국내 및 해외(중국 및 동남아) 

  백신보조제 시장 진출 

○ 원가 절감 및 고품질 조류 백신 개발로 국내 백신의 수출 경쟁력 강화

○ 원천 기술로 관련된 백신 및 백신보조제 연구개발에 플랫폼 기술로 활용 

○ 기술적 측면

  - 우수한 효능과 낮은 독성의 백신개발에 필수적인 백신보조제로서 에멀전 보조제를 개발함

으로써 다국적 기업만이 보유하여 신규 백신제품개발에 있어 기술종속이 심각한 백신 보조

제의 국내 독자적 기술 확보 효과

  - 동물백신용 에멀전 보조제 핵심기술을 기반으로 이중 및 다중 에멀전 보조제를 개발하여 

타겟 동물별, 백신 종류별 다양한 신규 백신제품군 개발 효과

  - 에멀전 보조제의 효능, 안전성 및 면역원성 향상 기전의 이해로 향후 개발이 예상되는 서

브유닛 백신, 재조합 백신 등에 적용가능한 기반기술의 확보 효과

  - 발굴 개발한 신규의 면역자극 단백질의 면역증강제(Immune stimulator)로의 개발은 국내 

혹은 세계적으로 독자적인 면역증강제(Immune stimulator) 개발 기술을 확보하는 효과

  - 안전하고 경제성이 확보된 재조합 면역증강제 생산시스템 확보 효과

  - 최종적인 백신보조제(adjuvant) 제조를 위한 재조합 면역증강제 제조공정 기술의 확보

  - 숙주 맞춤형의 독자적 생산 및 적용으로 조류 백신을 위한 백신보조제(adjuvant)의 개발에 

활용 및 더 나아가 적용의 범위를 다양한 축산분야를 비롯한 사람의 백신보조제(adjuvant)로 

개발 활용

  - 기술적 측면에서 중요한 분자면역 증강제의 효능 제고를 위하여 항원과의 융합 발현 등의 

추가 연구를 진행할 계획임 

 ○ 경제적․산업적 측면

- 해외 다국적 기업만이 보유하고 있으며 국내에 아직 시장이 형성되어 있지 않은 백신보조

제의 국내 시장 창출 효과

- 현재 대부분을 수입에 의존하고 있는 에멀전 보조제의 수입대체 효과

표. 개발된 백신보조제의 기술 사업화 및 실용화 방안

구분 대상

백신
조류 불활화 백신

(국내 및 수출)
자사 백신

제품
백신보조제

면역증강제
국내외 동물용 백신 제조사   
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- 국내에 유통되고 있는 조류용 백신보조제는 수입 제품인 Seppic사의 ISA70 이며, 조류용 

백신보조제 개발에 성공하여 주관기관인 중앙백신연구소에서는 개발제품인 CAvant 

WO-A1로 대체하여 사용할 예정임. 신규 허가등록 제품에 해당 내용 명시 예정

- 중국, 파키스탄, 이란 등 조류 백신의 수요가 많은 지역의 백신보조제 수출사업을 추진하

여 기존 수입제품 대비 가격 경쟁력을 갖춘 CAvant WO-A1를 수출할 계획을 가지고 있

음.

- 국내 동물용 백신의 고품질화와 생산단가 절감으로 국내외 시장 경쟁력 강화 효과

- 에멀전 보조제의 동물백신 적용 결과와 유전공학 기술의 발전으로 백신보조제의 작용기전

의 이해를 통해 치료 및 예방이 어려운 질환의 정복을 위한 백신산업의 발전에 기여

- NDV 및 AIV 불활화 백신 등에 적용하여 양계용 백신 제품화에 활용

- 에멀전 보조제 자체의 안전성과 면역원성 검증을 통하여 에멀전 보조제 상품화에 활용

- 국내 동물백신제조에 활용할 뿐만 아니라 기 확보된 동남아 시장 진출용 제품개발과 중남

미 및 아프리카 시장 개척용 제품개발에 활용

- 산업화에 관건이 되는 경제성 확보를 위하여 재조합 단백질 분자면역증강제의 생산에 있

어서 세포파쇄 및 분리정제 공정을 피함으로써 획기적 공정 단순화를 이룰 수 있는 효모 

전세포 활용 방안 등을 모색할 계획임

 ○ 사업화 계획

  - 개발된 조류 백신보조제의 상품화 (CAvant WO-A1) 및 기술이전

  - 개발된 조류 백신보조제로 자사 사용으로 수입하고 있는 백신보조제 대체 효과

  - 개발된 조류 백신보조제 및 조류용 백신의 수출 증대 계획
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5. 실적 자료

5-1. 특허 (출원 6건, 등록 2건)

 1) 특허출원 (10-2016-0084656)

   - 트립토파닐-tRNA 합성효소 단백질을 함유하는 조성물의 백신보조제로서의 활용

2) 특허출원 (10-2017-0118709)

   - 트립토파닐-tRNA 합성효소 유전자를 포함하는 재조합 벡터 및 이의 용도

3) 특허출원 (10-2018-0159687)

   - 클루이베로마이세스 막시아누스 균주에서 유도 발현이 가능한 프로모터 및 이를 이용한 

유전자 발현 시스템

 4) 특허출원 (10-2018-0095792)

   - 프럭탄을 함유하는 바이오 매스로부터 바이오 에탄올과 면역증강 프로바이오틱 효모 균

체를 동시 생산하는 방법

 5) 특허출원 (10-2018-0141588)

   - 안정성과 면역원성이 증대된 동물용 백신보조제 조성물

6) 특허출원 (10-2019-0012317)

   - 동물용 백신보조제 조성물

 7) 특허등록 (10-1729547)

   - 트립토파닐-tRNA 합성효소 단백질을 함유하는 조성물의 백신보조제로서의 활용

8) 특허등록 (10-1886415)

   - 트립토파닐-tRNA 합성효소 유전자를 포함하는 재조합 벡터 및 이의 용도
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5-2. 기술이전 (2건)

1) ‘분자 면역증강제 생산 노하우 기술’ 한국생명공학연구원과 기술이전

2）‘자완 조성물의 백신보조제로서의 활용’ 충남대학교와 기술이전

5-3. 사업화 (제품화 6건)

 1) 개발된 조류용 백신보조제의 상품화: 제품명 CAvant WO-A1

  -  마케팅 상표 등록

 

 2) 개발된 조류용 백신보조제가 적용된 조류 백신의 상품화: 제품명 NEO-6

 3) 개발된 조류용 백신보조제가 적용된 조류 백신의 상품화: 제품명 QX Flu-4

 4) 개발된 조류용 백신보조제가 적용된 조류 백신의 상품화: 제품명 QX Flu-5

 5) 개발된 면역증강제를 포함하는 조류용 사료첨가제 상품화: 제품명 포울가드

 6) 면역증강제가 포함된 조류용 백신보조제 상품화: 제품명 CAWIO-A

5-4. 고용창출 (정규직 채용 3명)

  1) 박상찬(중앙백신연구소)

  2) 김민호(중앙백신연구소)

  3) 강현정(중앙백신연구소)
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5-5. 기술인증 (1건)

 1) 농림축산식품부 인증 NET 신기술 인증

   기술명 ‘안정성이 증대된 W/O type 백신보조제 유화기술’
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5-6. 논문 (SCI 11건, 비SCI 1건)

 1) J Microbiol. 2017 Jun;55(6):488-498

 - Coptidis Rhizoma extract inhibits replication of respiratory syncytial virus in vitro and in 

vivo by inducing antiviral state.
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 2) J Microbiol. 2017 Nov;55(11):909-917

 - Dense Granule Protein-7 (GRA-7) of Toxoplasma gondii inhibits viral replication in vitro 

and in vivo.
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 3) PLoS Pathog. 2018 Sep 21;14(9):e1007302.

 - FAS-associated factor-1 positively regulates type I interferon response to RNA virus 

infection by targeting NLRX1
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 4) Scientific Reportsvolume 7, Article number: 4875 (2017) 

 - Inhibition of highly pathogenic avian influenza (HPAI) virus by a peptide derived from 

vFLIP through its direct destabilization of viruses
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 5) BMC Complementary and Alternative Medicine (2016) 16:265

 - Inhibitory effects of an aqueous extract from Cortex Phellodendri on the growth and 

replication of broad-spectrum of viruses in vitro and in vivo
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6) J Microbiol. 2016 Dec;54(12):853-866

 - Inhibitory effects of bee venom and its components against viruses in vitro and in vivo.
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7) Vet Microbiol. 2017 Mar;201:240-251

 - Mucosal vaccination of conserved sM2, HA2 and cholera toxin subunit A1 (CTA1) fusion 

protein with poly gamma-glutamate/chitosan nanoparticles (PC NPs) induces protection 

against divergent influenza subtypes
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8)  J Virology. 2017 Jul;91(14) 

 - Rubicon Modulates Antiviral Type I Interferon (IFN) Signaling by Targeting IFN Regulatory 

Factor 3 Dimerization



- 210 -

9) J Biomed Transl Res 2018;19(1):021-025 (비SCI급)

 - The anti-Influenza effect of a water soluble herbal extract from Salvia miltiorrhiza 

(Danshen) in vivo



- 211 -

10) Biotechnol. Bioeng. 115:694-704 (2018)

 - Ty1-fused Protein-body Formation for Spatial Organization of Metabolic Pathways in 

Saccharomyces cerevisiae.
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11) J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 45:239-251 (2018)

- High-level recombinant production of squalene using selected strains of Saccharomyces 

cerevisiae.
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12) JVI Accepted Manuscript Posted Online 24 October 2018

- Released Tryptophanyl-tRNA Synthetase Stimulates Innate Immune Responses against Viral 

Infection
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5-7. 학술대회 발표 (해외 11건, 국내 12건)

 1) 해외 (포스터 11 건 발표)

 - Coptidis Rhizoma extract inhibits replication of respiratory syncytial virus in vitro and in 

vivo by inducing antiviral state
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 - Mucosal Immunization with Lactobacillus-displayed CTA1-conjugated sM2HA2 of Influenza 

Virus induces Broad Protective Immune Responses in Balb/c Mice
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 - Mucosal immunization of conserved sM2, HA2 of Influenza virus and cholera toxin subunit 

A1 (CTA1) fusion protein with PC nanoparticles induces protection against divergent 

influenza subtypes
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 - Inactivated Enterovirus 71 (EV71) Adjuvanted with PC Nanoparticles Induces High Cellular 

and Humoral Immune Responses in BALB/c Mice
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 - Mucosal Immunization with Lactobacillus-displayed CTA1-conjugated influenza sM2HA2 

induces Broad Protective Immune Responses against Divergent Influenza Subtypes
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 - Mucosal administration with recombinant Lactobacillus-displayed CTA1-conjugated PEDSe 

induces neutralizing immune responses against porcine epidemic diarrhea (PED) virus
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 - Production of porcine circovirus nucleocapsid protein in Saccharomyces cerevisiae
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 - Recombinant production of SpaA, a subunit vaccine for swine erysipelas, in Saccharomyces 

cerevisiae
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- Surveillance of amino acid substitutions in avian influenza viruses isolated from wild birds 

from south korea, 2014-2016
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 - Evaluation of safety of multivalent oil based vaccines containing different adjuvant and 

immunostimulant materials
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 - Prevalence of salmonella spp. isolated from commercial duck farms in south korea
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2) 국내 (포스터 12건 발표)

 - KMB 2017 국제학술대회 및 정기학술대회 (6건)



- 226 -



- 227 -



- 228 -



- 229 -



- 230 -



- 231 -

 - KMB 2018 국제학술대회 및 정기학술대회 (6건)
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5-8. 인력양성 (2건)

- 수의학 관련 석사 인력양성 1명

- 수의학 관련 석사 인력양성 및 취업 1명

5-9. 정책활용 (1건)

- 아래 공문과 같이 “고병원성 AI 항원뱅크 구축 사업” 중 백신화를 위한 조류용 백신보조제 

사용에 대한 내용을 농림축산식품부 조류인플루엔자방역과에 제안함.

- 해당 내용에 대한 검토의견에 따라 진행 예정

5-10. 홍보전시 (3건)

 1) IPET 농림식품기술기획평가원 소식지 창(2018 vol73)

  - 신기술인증업체 ‘안정성 및 효능성 뛰어난 백신보조제 개발’
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 2) 2018 EuroTier CAvant WO 소개 및 홍보전시

- 개발된 백신보조제 CAvant WO의 제품 소개 및 현지 백신 관련 회사에 홍보

 3) 파키스탄 CAVAC 양계제품 런칭 세미나. 2048.04

- 파키스탄 CAVAC 양계제품 런칭 세미나를 열어 양계백신에 대한 홍보를 실시함.

- 양계제품에는 개발돈 오일 백신보조제가 포함된 혼합 사독 백신도 포함되어 있음.

5-11. 기타 (1건)

- 한국연구재단 2018 원천기술개발사업 신규 연구과제 선정

   과제명 ‘안전성과 효능성이 최적화된 구제역 백신보조제 개발 및 적용’
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