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닭의 전염성 F낭병 바이러스 유전자백신에 의한 방어 면역에 

Genetic Adjuvant (Chicken Interleukin-6)와 

Chemical Adjuvant (Levamisole)의 효과 

박정호·성환우·윤병일·박선일·권혁무*

강원대학교 수의학부대학 및 동물의학종합연구소

닭의 전염성 F낭병 바이러스(IBDV)가 원인 바이러스인 전염성 F낭병은 전 세계 양계산업에 경제적으로 피해가

큰 중요한 질병이다. 이 연구의 목적은 닭에서 IBDV에 대한 방어면역을 유도하기 위한 in ovo 초회항원자극

(priming)과 불활화백신에 의한 보강접종 방법에 항원보강제(adjuvant)로 chicken interleukin 6 (pcDNA-ChIL-6;

plasmid encoding chicken interleukin-6)와 levamisole (LMS)의 효과를 조사하는 것이다. IBDV의 VP2, VP, VP3

protein을 암호화하는 유전자백신인 plasmid DNA vaccine (pcDNA-VP243) 단독 또는 pcDNA-ChIL-6 또는 LMS

와 함께 18일령 부화란의 양막낭(amniotic sac)에 접종하고 부화한 1주령의 병아리에 불활화 IBD 백신을 근육 접

종한 다음 3주령에 고병원성 IBDV인 SH/92 주로 공격 접종하고 10일 동안 관찰하였다. 백신하지 않은 공격접종

대조군이 100%의 폐사율을 보인 반면 pcDNA-VP243 단독 접종군과 pcDNA-VP243에 pcDNA-ChIL-6 또는 LMS

를 첨가한 실험군은 모두 100%의 생존율을 나타내었다. 그러나 공격접종 후 F낭의 손상을 평가하기 위한 IBDV

RNA의 검출, B/B ratio와 F낭의 병변지수(lesion score) 등을 분석한 결과 pcDNA-VP243에 pcDNA-ChIL-6 또는

LMS를 첨가한 실험군은 pcDNA-VP243 단독 접종군보다 향상된 방어효과를 나타내지 않았다. 이 실험결과는 유

전자백신에 의한 in ovo 초회항원자극-불활화백신에 의한 보강접종법이 고병원성 IBDV로부터 닭을 보호하기

위한 효과적인 방법이었으나 pcDNA-ChIL-6 또는 LMS의 첨가로 인한 방어효과의 향상은 나타나지 않았다.
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전염성 F낭병 바이러스(infectious bursal disease virus, IBDV)

가 원인체인 전염성 F낭병(infectious bursal disease, IBD)은 닭

에서 경제적으로 피해가 크고 전염성이 높은 질병이다(22). 감염

후 IBDV는 조류의 특이 면역 기관인 F낭에서 발육 중인 B 임

파구에서 급속히 증식하여 감염동물의 폐사와 회복된 동물에서

면역억제를 일으켜 다양한 2차 감염과 백신에 대한 반응을 감소

시켜 양계산업에 피해가 크다(4, 15). 고병원성 IBDV (highly 또

는 very virulent IBDV)가 1987년에 유럽에서 출현한 이후 한국

을 포함한 전세계적으로 확인되고 있으며 항원적 변이형 IBDV

도 발생이 보고되고 있다(18, 21, 32, 35). 이들 IBDV는 기존

백신 프로그램을 적용하여도 매우 빠르게 확산되고 있다. 

IBDV는 이중 가닥 RNA로 구성된 두 개의 segment (A와 B)

로 구성되어 Birnaviridae의 Avibirnavirus에 속한다(15). Segment

A (약 3.3 kb)는 VP2, VP3, 그리고 VP4로 되는 109-kDa의

precursor polyprotein과 VP5를 발현한다(15, 26). 그 중에서 VP2

는 구조의존형으로 중화항체와 혈청형의 특이성과 관계 있는 항

원 부위를 포함하고 있고 segment B (약 2.9 kb)는 dsRNA

polymerase인 VP1을 발현한다(15).

IBD를 효과적으로 예방하기 위해서는 능동면역과 수동면역을

예방 프로그램 작성시 모두 고려하여야 한다. 수동면역은 부화

초기에 어린 병아리에서 매우 중요하지만 어린 병아리에 약하게

혹은 매우 약독화된 생백신을 접종하면 높은 역가의 모체항체가

능동면역의 생성을 간섭한다(35). 모체 이행항체에 의한 간섭은

어린 병아리에서 항체 역가가 균일하지 않기 때문이므로 모체

이행항체가 소실될 때 까지 반복적인 백신 투여가 필요하다. 그

러나 이러한 방법은 고병원성 IBDV에 의한 심각한 손실을 완벽

하게 예방할 수 없다(4). 약독화된 생 IBD 백신의 경우 다양한

정도의 F낭 위축과 면역억제를 일으켜 다른 백신의 효과를 감소

시킬 수 있으며 세균의 기회 감염을 가능하게 할 수 있고 항원

성과 병원성이 불안전 할 수 있어 항원적 또는 병원성 변이주를

생성할 수 있다(34). 불활화백신의 경우 안전하지만 약독화 백신

보다 덜 효과적이다(25, 35). 이와 같은 기존 백신의 문제점을

해결하기 위하여 IBDV의 VP2 또는 VP2-VP4-VP3 유전자를 포

함한 유전자백신(DNA vaccine)이 제조되어 닭에서 시험되었다

(3, 6, 16). 개발된 유전자 백신은 접종시기와 방법, 항원보강제

(adjuvant)의 사용여부, 백신제조와 공격접종에 사용한 IBDV의

종류와 백신의 접종량 및 접종시기가 매우 다양하였고 방어효과

가 매우 다양하게 나타났으며 방어를 위하여 다량의 유전자백신

의 반복 투여가 요구되었다. 
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최근 유전자백신의 방어 효과를 향상시키고 면역반응을 조절

하기 위하여 다양한 항원보강제가 연구되고 있다. 항원보강제로

는 면역시스템의 자연조절 인자로 작용하는 다양한 사이토카인

(cytokine)과 다양한 화학물질(chemical agents)이 연구되어 오고

있다. 가장 널리 연구되어온 사이토카인은 interleukin-2 (IL-2)와

Interferon-γ (IFN-γ)인데 특히 IFN-γ의 경우 동물의 종류, 나이,

사용된 항원의 종류, IFN-γ의 형태와 사용된 양 또는 항원 발현

을 위하여 사용한 플라스미드(plasmid)의 종류에 따라 결과가 다

양하게 보고되었다(11, 12). 닭의 interleukin-6 (chicken interleukin-

6, ChIL-6)는 B 세포의 활성 및 항체 생성의 조절과 관련 있고

세균에서 발현된 ChIL-6는 IL-6-dependent murine hybridoma cell

line 7TD1의 증식을 유도할 수 있고 정제된 재조합 ChIL-6는 성

계에 정맥으로 투여 시 혈청 코르티코스테론(corticosterone)의 농

도를 증가시켰다(31). 그리고 세균에서 발현된 ChIL-6는 닭의 하

이브리도마 세포(hybridoma cell)에서 항체생성을 유도하였다(27).

IBDV 유전자백신에 ChIL-6를 첨가한 실험에서 ChIL-6를 첨가한

닭 실험군에서 방어효과가 향상된 결과가 보고되었으나(33) in

ovo 백신에 대한 연구는 보고되지 않았다. Levamisole (LMS)은

동물에서 약제로 오랜 동안 사용되어 안전성이 입증되었으며 항

암효과가 발견되어 암 치료제로서의 가능성이 시험되고 있다(7,

17). LMS는 쉽게 유전자백신과 혼합하여 부작용 없이 함께 동물

에 접종할 수 있다. FMDV 유전자백신에 대한 LMS의 효과시험

에서 LMS의 첨가가 강력한 Th1 자극반응을 유도하였는데 특히

IFN-γ의 생성 증가가 확인되어 유전자백신의 면역 반응을 조절

할 수 있는 후보물질로서의 가능성을 보여주었다(13). 

이 연구에서는 ChIL-6와 LMS의 항원보강제로서의 역할을 조

사하기 위하여 IBDV 유전자백신과 ChIL-6 또는 LMS를 함께

in ovo로 접종하고 부화 후 불활화백신으로 보강 접종한 다음 고

병원성 IBDV로 공격접종한 후 방어효과를 비교 조사하였다. 

재료 및 방법

IBDV 유전자백신

IBDV 유전자백신(pcDNA-VP243)은 본 연구실에서 개발한 것

을 사용하였다(16). IBDV 유전자백신을 제조하기 위하여 사용한

진핵세포 발현 플라즈미드인 pcDNA3.1/V5/His-TOPO plasmid는

human cytomegalovirus immediate-early promoter에 의하여 전사

가 조절되고, mRNA 안정성을 위한 bovine growth hormone

(BGH) poly A signal을 포함하고 있다. 유전자백신은 고병원성

IBDV SH/92 주의 segment A (VP2, VP4, VP3 region 포함)를

클로닝하여 제조하였다. 대량의 유전자백신은 IBDV 유전자백신

으로 형질 전환된 대장균을 암피실린이 첨가된 LB broth에 접종

한 후 37oC 진탕배양기에서 24시간 배양한 다음 EndoFree

Plasmid Giga kit (QIAGEN, USA)를 이용하여 준비하였다.

ChIL-6 발현 plasmid의 제조

ChIL-6는 plasmid pcDNAI/ChIL-6-5-1로부터 클로닝하였다(31).

ChIL-6 유전자를 ChIL-6-F3 (5’-GCCATGAACTTCACCGAGGGC-

3’)과 ChIL-6-R3 (5’-TCAGGCACTGAAACTCCTGG-3’) primer

pair와 Advantage-GC2 PCR polymerase (Clontech, USA)를 이용하

여 94oC에서 1 min의 denaturation, 50oC에서 1 min의 annealing,

72oC에서 2 min의 extension 프로그램을 30회 반복하여 증폭하였

다. 증폭된 PCR 생성물을 1% agarose gel에서 확인 후

GENECLEAN Turbo kit (BIO101, USA)를 이용하여 정제하였다.

정제된 ChIL-6 유전자는 유전자백신 제조에 사용한 진핵세포 발

현 플라즈미드인 pcDNA3.1/V5/His-TOPO cloning vector

(Invitrogen, USA)에 클로닝하여 plasmid-encoded ChIL-6를 제조

하였다. 준비한 ChIL-6 DNA를 pcDNA3.1/V5/His-TOPO cloning

vector에 5분간 ligation 반응을 시킨 뒤, 2 µl의 ligation 반응액을

competent cell (Escherichia coli, TOP10)에 혼합하여 형질전환을

실시하였다. 형질전환된 것으로 확인된 competent cell을 증식시

킨 후 플라즈미드를 분리하여 클로닝한 ChIL-6 유전자를 제한효

소와 염기서열 분석법을 통하여 확인하였다. 결정된 염기서열은

발표된 chicken IL-6 염기서열과 비교하여 ChIL-6 유전자가 올

바르게 삽입된 클론을 선택하였다(31). 최종적으로 ChIL-6 유전

자와 방향(orientation)이 확인된 plasmid-encoded ChIL-6를

pcDNA-ChIL-6로 명명하였고 EndoFree Plasmid Giga kit를 이용

하여 접종하기 위한 pcDNA-ChIL-6를 준비하였다.

In vitro transcription과 translation

제조한 pcDNA-ChIL-6에 chicken IL-6 유전자가 올바르게 클

로닝되고 발현 여부를 확인하기 위하여 in vitro transcription/

translation을 실시하였다. In vitro transcription/translation 실험을

위하여 TnT T7 Quick Coupled Transcription/Translation System

(Promega, USA)과 Transcend Colorimetric Translation Detection

System (Promega)을 이용하였다. 

면역과 공격접종

특정병원체 부재(specific pathogen free, Hy-Vac, USA) 수정란

을 무작위로 5개의 실험군으로 할당하였다. 각 그룹에 대한 설명

은 Table 1에 기술하였다. 18일령의 부화란에 priming을 위하여

pcDNA-VP243 (100 µg)과 pcDNA empty vector (50 µg)[A군],

pcDNA-VP243 (100 µg)과 pcDNA-ChIL-6 (50 µg)[B군], 0.3%

LMS (Sigma, USA)가 포함된 pcDNA-VP243 (100 µg)과

pcDNA empty vector (50 µg)[C군] 또는 멸균 phosphate buffered

saline (PBS, pH 7.4)을 1 inch 23-gauge needle을 사용하여

amniotic sac route로 접종하였다. 실험군의 부화율은 95%~100%

이었다. 보강접종 없는 공격접종 대조군[Challenge control group,

CC군]과 정상대조군[Normal control group, NC군]을 제외한 군

의 병아리는 1주령에 불활화 IBDV 백신(Intervet, Netherlands)으

로 추가 접종 하였다. 

공격접종을 위하여 3주령 된 닭에 수당 1×104.8 egg lethal

dose (ELD
50

/100 µl)의 고병원성 IBDV SH/92주를 구강으로 공

격접종한 후 10일 동안 관찰하였다. 공격접종 10일 후 생존한

닭은 채혈을 실시한 다음 부검을 위하여 안락사 시켰다. F낭과

체중을 측정하여 bursa weight/body weight (B/B)×1000으로 B/B
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ratio를 결정하였다. 그리고 F낭은 조직병리학적 병변과 RT-PCR

을 위한 IBDV RNA 검출에 이용되었다.

F낭으로부터 IBDV RNA의 검출

F낭으로부터 Viral Gene-spin (Intron, Korea)을 이용하여 IBDV

RNA를 분리하였다. IBDV RNA는 VP2 gene에 있는 474-bp의

hypervariable region을 P2.3 (5’-CCCAGAGTCTACACCATA-3’)와

RP5.3 (5’-TCCTGTTGCCACTCTTTC-3’) primer pair를 이용한

RT-PCR로 증폭 후 확인하였다(21). RT-PCR은 42oC에서 60 min,

94oC에서 5 min의 RT 반응과 94oC에서 30 sec, 51oC에서 30 sec,

그리고 72oC에서 2 min 등으로 35회, 마지막으로 74oC에서

15 min의 PCR을 실시하였다. PCR 생성물은 1.5% agarose gel에

서 분석하였다.

F낭의 조직병리학 소견

각 그룹의 생존한 닭으로부터 채취한 F낭을 10% buffered

formalin으로 고정하였다. 일반적인 조직처리 과정 후 조직을 파

라핀으로 포맷하였고 조직 절편(약 3 µm)으로 만든 다음

hematoxylin과 eosin (H&E) 염색을 실시하여 조직학적 검사를 실

시하였다. F낭 병변은 5 단계로 점수화 하였다(0-4); 0 =정상 ; 1

= 림프구의 괴사가 미만성으로 미약한 정도로 관찰 ; 2 = 소절

간 결합조직 증식 없이 심한 림프구 괴사를 나타내는 소절이

50% 이하로 관찰 ; 3 = 소절 간 결합조직 증식 없이 심한 림프

구 괴사를 나타내는 소절이 50% 이상으로 관찰 ; 4 = 소절 간

결합조직증식과 함께 뚜렷한 위축을 보이지만 소절의 윤곽은 남

아 있는 상태(8, 34). H&E 염색한 조직은 조직에 대하여 아무런

정보가 없는 두 명의 다른 수의병리학자가 관찰하였고 점수화하

는데 이견이 있는 경우 토론 후 점수화 하였다.

림프구 증식 분석(Lymphocyte proliferation assay)

림프구 증식 분석은 이전에 기술한대로 실행하였다(16). 공격

접종 전과 공격접종 10일 후에 각 군에서 생존한 닭으로부터 말

초혈액 림프구(peripheral blood lymphocyte, PBL)를 얻기 위하여

전혈을 항응고제 ACD (acid citrate dextrose)가 들어있는 주사기

를 이용하여 무균적으로 채취하였고, 공격접종 10일 후 채취한

비장은 metallic sieve를 이용하여 세포를 수집하였다. 전혈과 비

장세포 용액으로부터 림프구는 HISTOPAQUE-1077 (Sigma,

USA)을 이용하여 분리하였다. 분리된 림프구는 RPMI-1640 배지

로 세척한 후 부유시켰다. 세포수를 8×106/ml로 맞춘 후 세포부유

액 50 µl/well를 96 well plate에 각각 분주하였고, Concanavalin A

(Con A, 14 µg/ml, Sigma) 첨가군은 Con A를 50 µl/well 더하고

대조군은 Con A를 첨가하지 않은 배지를 더한 후, 5% CO
2
,

40oC 습윤배양기에서 48시간 배양하였다. 10 µl Cell Counting

Kit-8 solution (Dojindo Laboratories, Japan)을 각 well마다 더하

고 5% CO
2
, 37oC 습윤배양기에서 4시간 동안 반응시킨 후,

450 nm의 파장에서 흡광도 (optical density, OD)를 측정한 다음

stimulation index (SI) = mean OD of ConA-stimulated cells /

mean OD of non-stimulated cells를 계산하였다.

Enzyme-linked immunosorbent assay를 이용한 IBDV에 대

한 항체생성 검사

항체역가를 측정하기 위하여 백신 투여 전과 투여 후 10일에

채혈한 다음 혈청을 분리하였다. 혈청을 56oC에서 30분간 비동

화 시킨 다음 IBD antibody test kit (IDEXX, USA)를 이용하여

S/P ratio로 양성을 판정하였고, 혈청검사 결과 항체 역가가 396

이상인 것을 양성으로 판정하였다. 

통계처리

모든 분석은 통계패키지 SAS 8.01을 사용하여 수행하였다. 시

험군 간에 B/B ratio의 차이는 post-hoc 분석을 위한 Dunn

method를 사용하여 multiple comparison과 함께 non-parametric

Kruskal-Wallis rank test로 분석하였다. 혈청 항체 역가와 림프구

Fig. 1. (A) Agarose gel electrophoresis of chicken interleukin-6 (ChIL-6) gene PCR product. Lane M, 100 bp DNA ladder; 1, ChIL-6. Numbers at

left indicate molecular weight in bp, and the predicted ChIL-6 position is marked right. Amplified ChIL-6 product was the expected size of 729 bp,

including primers. (B) Colorimetric translation detection of an SDS-PAGE analysis of a coupled in vitro transcription/translation reaction. Lane M,

SDS-PAGE molecular weight standard, broad range; 1, pcDNA-ChIL-6; The position of the ChIL-6 protein is on the right of lane 1. The sizes of

the marker proteins are on the left.
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증식 분석의 차이는 one-way ANOVA를 사용하여 평가하였다.

데이터의 균질성을 위한 Levene's test는 시험군 간에 변화의 균

질성을 결정하기 위하여 사용되었다(10). P value가 0.05 이하

(P<0.05)일 때 유의성이 있는 것으로 판단하였다.

결 과

ChIL-6의 제조와 발현

ChIL-6 유전자를 PCR로 증폭한 결과 예상한 729 bp의 PCR

생성물을 얻었다(Fig. 1A). 증폭된 ChIL-6 유전자를 진핵세포 발

현 벡터에 클로닝하여 ChIL-6 유전자와 방향이 올바르게 클로닝

된 pcDNA-ChIL-6를 얻었다. pcDNA-ChIL-6에 클로닝된 ChIL-6

유전자의 단백질 발현을 in vitro transcription/translation으로 확

인한 결과 예상했던 크기인 약 32 kDa의 ChIL-6를 확인할 수

있었다(Fig. 1B)(5, 31).

닭에서 고병원성 IBDV로 공격접종한 후 백신 효과 평가

항원보강제로서 ChIL-6와 LMS의 효과를 알아보기 위하여

IBDV 유전자백신과 ChIL-6 또는 LMS를 함께 in ovo로 접종하

고 부화 후 1주령의 닭에 불활화백신을 추가 접종하고 3주령 때

고병원성 IBDV로 공격접종을 실시한 후 10일 동안 임상증상을

관찰하였다. 닭에서의 방어 효과는 생존율, B/B ratio, IBDV

RNA 검출, 혈청 항체역가, 말초혈액과 비장 림프구 증식 분석으

로 평가하였다 (Table 1 and Fig. 2).

유전자백신군과 비백신대조군의 부화율은 모두 95% 이상으로

유전자백신과 함께 투여된 ChIL-6와 LMS는 부화율에 큰 영향

을 주지 않는 것으로 나타났다. 공격접종 후 백신접종군인 A, B,

C군은 임상증상 없이 모두 100%의 생존율을 나타내었다. 그러

나 백신하지 않은 CC군은 공격접종 후 2일부터 IBD 임상증상(

식욕부진, 우울증, 주름 장식의 깃털)을 나타내었고 3일에 100%

의 폐사율을 나타내었다. 폐사한 닭의 부검결과 F낭의 위축과 출

혈이 관찰되었다. 정상대조군인 NC군의 경우 임상증상 없이

100% 생존율을 나타내었다.

정상대조군인 NC군을 제외한 백신접종군 A, B, C군에서 모두

IBDV RNA가 F낭에서 검출되었으나 A군과 C군이 B군에 비하

여 낮은 검출율을 나타내었으나 유의성 있는 차이는 아니었다

(P > 0.05). IBDV RNA는 실험완료 전에 폐사한 CC군의 모든

닭에서 검출되었다. 공격접종하지 않은 NC군의 경우 IBDV 유

전자가 검출되지 않았다.

공격접종한 고병원성 IBDV에 의한 F낭의 손상은 공격 접종

10일 후 채취한 닭의 B/B ratio와 조직학적 병변으로 평가하였다.

A군의 B/B ratio가 다른 백신접종군인 B와 C군에 비하여 높게

나타났고 그들의 B/B ratio는 정상대조군에 비하여 낮았지만 유

의성 있는 차이는 아니었다(P > 0.05). 백신접종군 중 LMS를 첨

가한 C군이 가장 낮은 B/B ratio를 나타내었으나 다른 백신군인

A군 및 B군과 유의성 있는 차이는 나타나지 않았다(P > 0.05). F

낭의 병변은 위축과 함께 림프구소실과 소절의 부종, 소절 간 결

합조직 증식 그리고 세망상피세포의 증식 등이다. A군은 다른

군에 비하여 매우 낮은 F낭 병변지수를 나타내었다. A군의 경우

비록 F낭의 위축과 손상이 관찰되었지만 대부분의 림프소절은

Table 1. Protective immunity against very virulent infectious bursal disease virus provided by an in ovo prime with DNA vaccine followed by a

killed-vaccine boost 

GroupA SurvivalB
Detection of 

IBDV RNAC

B/B ratio

(Mean±SD)D 

Bursal lesion 

scoreE

ELISA antibody titer (Mean±SD)F

Prechallenge Postchallenge

A. DNA vaccine plus Boost 10/10 (100%) 4/10 (40%)a 4.08 ± 1.38ab 1.90 ± 1.37 482.6 ± 514.66a 7,354.9 ± 4,743.57a

B. DNA vaccine with ChIL-6 

plus Boost 
10/10 (100%) 7/10 (70%)a 3.35 ± 1.83ab 2.65 ± 1.51 416.3 ± 559.14a 10,025.8 ± 4,750.88a

C. DNA vaccine with levami-

sole plus Boost 
10/10 (100%) 5/10 (50%)a 2.85 ± 1.62b 2.67 ± 1.17 609.4 ± 705.58a 8,329 ± 5,540.26a

CC. Challenge control 0/10 (0%) -

G
- - <396 -

NC. Normal control 10/10 (100%) 0/10 (0%)b 5.27 ± 1.27a 0.0 ± 0.0 <396 <396 

A Definition and numeric value of each group. A, DNA vaccine plus Boost: vaccinated with pcDNA-VP243 DNA vaccine, boost and challenge; B,

DNA vaccine with ChIL-6 and Boost: vaccinated with pcDNA-VP243 DNA vaccine mixed with ChIL-6, boost and challenge; C, DNA vaccine

with levamisole plus Boost: vaccinated with pcDNA-VP243 vaccine mixed with levamisole, boost and challenge; CC, Challenge control: without

vaccine but with challenge; NC, Normal control: without vaccine and challenge. 
B Number of surviving chickens (the percentage survival) at 10 days post-challenge/total number of chickens in each group. 
C Presenceof IBDV RNA in the bursae of surviving chickens at 10 days post-challenge. Values followed by different lowercase superscripts are sig-

nificantly different (P<0.05).
D The B/B ratio of the surviving chickens 10 days post-challenge. Values followed by different lowercase superscripts are significantly different

(P<0.05).
E Bursal lesion score (mean ± SD). The bursae of surviving chickens were histologically examined at 10 days post-challenge and scored from 0 to

4 on the basis of increasing severity.
F ELISA antibody titers (mean ± SD) measured from blood samples collected pre-challenge and at day 10 post-challenge. A titer level greater than

396 was considered to be positive. Values followed by different lowercase superscripts are significantly different (P<0.05). 
G None of birds in this group survived to 10 days after the challenge.
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여전히 존재하였고 상당히 많은 수의 분화된 림프구를 가지고

있었다.

NC와 CC군을 제외한 백신접종군인 A, B, C군은 공격접종 전

에 IBDV에 대한 항체를 가지고 있었다. ELISA로 측정한 항체

역가는 C, A, B군 순으로 나타났으나 유의성 있는 차이는 아니

었다(P>0.05). 공격 접종 10일 후 정상대조군인 NC군을 제외한

각 군의 생존한 닭에서 IBDV에 대한 항체 역가를 측정한 결과

ChIL-6를 첨가한 B군이 가장 높게 나타났다. 세포매개성 면역을

조사하기 위하여 Con-A를 이용한 말초혈액 림프구와 비장 림프

구 증식 분석을 실시하였다. 말초혈액 림프구의 경우 공격접종

전 B군, CC군, NC군의 SI가 비슷하게 나타났다. 그러나 공격접

종 후 생존한 닭의 림프구를 가지고 조사한 결과 A군의 SI가 가

장 높게 나타났는데 B군과 NC군 보다 유의성 있게 높게 나타났

고(P<0.05), C군 보다 높게 나타났으나 유의성 있는 차이는 아

니었다(P>0.05). 공격접종 10일 후 채취한 비장 림프구의 경우

A, B, C군 모두 비슷한 SI를 나타내었으나 NC군보다는 낮게 나

타났다. 

고   찰

증식하는 바이러스 없이 면역을 유도하는 것으로 알려진 바이

러스 단백질을 암호화하는 유전자를 이용하는 유전자백신은 생

바이러스 백신의 병원성 회복 문제, 다양한 변이형 바이러스 생

성 원인 제공과 환경오염 가능성을 최소화시킬 수 있어 안전하

고 효과적인 백신 개발의 대안으로 제안되어 오고 있다. 유전자

백신은 전통적인 백신에 비하여 화학적 및 생물학적 안정성, 생

산의 간편성과 사용의 편리함과 함께 체액성면역과 세포매개성

면역을 유도하여 다양한 병원체에 대한 방어면역을 유도하는데

효과적인 것으로 보고되고 있다(20). 그러나 병원체에 따라 유전

자백신 단독으로는 약한 면역만이 유도되어 충분한 방어효과를

얻을 수 없다. 이러한 문제를 해결하기 위하여 다양한 연구가 진

행되어 왔는데 genetic adjuvant로 cytokine gene과 co-stimulator

의 공동 발현, CpG motifs 등이 연구되고 있다(24, 30). 그리고

bupivacaine, LMS 등의 화학물질이 항원보강제로 연구되고 있다

(13, 36). 

이 연구에 사용된 유전자백신(pcDNA-VP243)은 2주령의 병아

리에 1차 접종하고 4주령에 추가접종 한 다음 2주 후에 고병원

성 IBDV로 공격 접종하였을 때 공격접종 대조군이 10%의 생존

율을 보인 반면 70%의 생존율을 나타내어 유전자백신의 효과가

입증되었다(16). 이번 연구에서는 현재 IBD 백신을 접종하는데

널리 사용되고 있는 in ovo 백신법에 유전자백신을 적용하고 항

원보강제인 ChIL-6와 LMS의 효과를 조사하였다. 유전자백신을

in ovo로 단독 접종한 경우 고병원성 IBDV에 충분한 방어효과

를 나타내지 못하여 부화 후 1주령 된 닭에 불활화백신으로 보

Fig. 2. The mitogenic responses of peripheral blood (A) and splenic (B) lymphocytes prepared from chickens before and after challenge with the

very virulent IBDV SH/92 strains. The groups of chickens are listed in Table 1. Cells were stimulated with Con A (1.25 µg/well) and each value

was presented as mean stimulation index ± SD. Within same day, values followed by different lowercases are significantly different (P<0.05).

Stimulation index (SI)=(mean OD of ConA-stimulated cells)/(mean OD of unstimulated cells). All birds in the challenge control group died within

10 days after the challenge.
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강접종을 실시하는 prime-boot 백신기법을 사용하였다(11, 28).

F낭의 림프구 괴사(lymphoid necrosis)및 상실(depletion)과 같

은 조직학적 병변은 약독화생 IBDV 백신주를 이용한 백신에 의

하여 방어된 닭에서 관찰될 수 있고(34), 고병원성 IBDV의 경우

닭에서 높은 폐사율을 일으키기 때문에 고병원성 IBDV 감염에

대한 백신의 방어효과 평가에서 폐사율을 막는 방어효과가 중요

하게 평가되어야 한다(4, 18, 35). 본 연구실에서 수행한 이전 연

구에서 고병원성 IBDV로 공격접종한 후 공격접종 대조군이

20%의 생존율을 보인 반면 in ovo DNA vaccine plus boost 군

의 닭은 100%의 생존율을 나타내었다(28). 이번 연구에서 공격

접종 대조군의 경우 100% 폐사율을 보였고 in ovo DNA

vaccine plus boost군인 A군의 경우 고병원성 IBDV로 공격접종

후 100%의 생존율을 나타내었다. 이러한 연구결과는 다양한 유

전자백신에서 효용성이 입증된 prime-boost 백신기법을 응용한

in ovo DNA vaccine plus boost 백신법이 IBDV를 방어하기 위

한 효과적인 방법임을 보여주었다(9). 공격접종 대조군의 생존율

차이는 특정병원체 부재 수정란의 유래와 실험환경의 차이에 기

인한 것으로 추정된다(16). 부화 후 접종과 추가접종 또는 항원

보강제 없이 접종하는 전통적인 유전자백신 방법은 많은 양의

유전자백신을 반복적으로 투여하여야 하므로 노동력이 많이 소

요되고 방어 정도가 다양하게 보고되고 있다. 특히 이들 백신 실

험에서 백신을 제조 또는 공격접종하기 위하여 사용한 IBDV

strain, 백신과 공격접종 방법, 그리고 평가 기준이 각 실험마다

달라 in ovo DNA vaccine plus boost 방법이 효과적인 대안이

될 수 있을 것으로 판단된다(3, 6, 16). 

공격접종 후 생존율과 함께 백신의 효과를 조사하기 위한 F낭

의 손상(IBDV RNA 검출, B/B ratio, bursal lesion score) 여부

와 체액성 및 세포매개성 면역반응을 평가한 결과 본 연구에서

항원보강제로 in ovo 유전자백신과 함께 투여된 ChIL-6와 LMS

의 경우 모두 유의성 있는 방어면역의 항진 효과는 관찰되지 않

았다. 부화된 병아리에 IBDV의 VP2-4-3 유전자를 포함하는 유

전자백신 (300 µg)과 ChIL-6 (300 µg) 혼합백신을 7, 14, 21일령

에 3회 접종한 실험에서 ChIL-6의 첨가가 공격접종 후 체액성면

역을 증가시켜 임상증상을 늦추고 방어효과를 증진시키는 것으

로 보고되었다(33). 위 연구의 경우 공격접종 대조군의 폐사율이

35%에 불과하였고 백신과 ChIL-6의 접종량과 횟수가 현실에 적

용하기는 매우 어려운 결과로 사료된다. 마우스에서 말 인플루엔

자바이러스의 hemagglutinin 유전자를 암호화하는 유전자백신과

함께 투여된 human IL-6는 말 인플루엔자바러스로 공격 접종하

였을 때 바이러스 특이 점막 IgG의 증가와 함께 폐감염을 막는

것으로 보고되었다(19). IL-6는 쥐와 닭에 Eimeria를 감염시켰을

때 유도되어 면역반응에 영향을 주는 것으로 보고되었다(23).

IBV를 감수성의 차이가 있는 닭에 각각 감염시켰을 때 IL-6

mRNA level은 감염 4일 후 신장에서 증가되었지만 IL-6 mRNA

의 증가 정도는 감수성 있는 닭에서 20배 높았고 혈청 내 IL-6

농도도 3배 높게 나타나 IL-6가 특정 질병의 감수성을 결정하는

중요한 요소로 보고되었다(1). 이상과 같이 IL-6는 다양한 면역

반응 조절기능이 있어 병원체의 감염 결과에 영향을 주는 것으

로 사료된다. 

수용성 phenylimidazolthiazole인 LMS는 동물의 약제와 사람의

항암약제로 임상 실험에 사용되어 왔고 면역조절 효과가 보고되

었다(29). LMS는 다양한 백신실험에서 면역조절 기능이 있는 것

으로 보고되고 있다. 마우스에서 FMD 바이러스 또는 PRRS 바

이러스에 대한 불활화백신과 함께 투여된 LMS는 항원제시, 동

시자극인자 신호와 사이토카인 생성 경로를 동시에 상향 조절함

에 의하여 강한 T 세포 반응을 유도하였다(14). 마우스에서

LMS가 첨가된 불활화 ND 바이러스 백신은 IL-2, IFN-γ의 생성

과 T 세포 증식의 항진효과가 관찰되었고 MHC와 costimulatory

molecule의 발현을 증가시켰으며 닭에서 병원성 ND 바이러스에

대한 공격접종에 방어효과를 나타내었다(37). LMS는 이유돈에서

대장균 구강백신과 함께 접종하였을 때 회장 Peyer’s patch의 T

세포를 자극하는데 상승작용을 하는 것으로 보고되었다(2). LMS

와 FMD 바이러스에 대한 DNA 백신을 함께 마우스에 접종하였

을 때 IgG2a 생성을 우호적으로 증가시켰으며, IL-2와 IFN-γ의

생성을 증가시켰는데 특히 IFN-γ의 생성은 100배까지 증가하였

다. IBDV 유전자백신과 함께 투여된 닭의 IFN-γ는 병원성 IBD

바이러스로 공격접종 시 방어효과를 증가시키지 못하였는데 이

는 IFN-γ가 유전자백신 제조에 사용한 CMV promoter를 포함하

고 있는 플라스미드에 클로닝된 유전자의 발현을 억제하기 때문

으로 추정되었다(11, 30). 본 연구에서 LMS 첨가군인 B군의 F

낭 병변이 A군 보다 심한 것은 LMS에 의하여 생성된 IFN-γ이

이번 연구에 사용한 유전자백신인 pcDNA-VP243에 클로닝된

IBDV의 VP 2-4-3 유전자의 발현을 저하시킨 것으로 추정된다.

앞으로 prime-boost 백신방법을 적용한 후 시간별로 발현되는 사

이토카인의 발현양상을 조사할 필요가 있다고 판단된다.

결과를 요약하면 in ovo로 DNA 백신을 접종한 다음 불활화백

신을 추가접종한 군의 닭은 고병원성 IBDV의 공격접종에 대하

여 임상증상을 나타내지 않았고 100% 생존율을 나타내었으나

바이러스 감염을 막지는 못하였다. 그리고 유전자백신과 in ovo

로 함께 투여한 ChIL-6와 LMS의 경우 방어효과의 유의성 있는

항진작용은 나타나지 않았다. 
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ABSTRACT : Efficacy of Genetic Adjuvant (Plasmid-Expressed Chicken Interleukin-6) and Chemical

Adjuvant (Levamisole) on the Protective Immunity of Genetic Vaccine against Infectious

Bursal Disease Virus 

Jeong Ho Park, Haan Woo Sung, Byung Il Yoon, Son Il Pak, and Hyuk Moo Kwon*

(School of Veterinary Medicine and Institute of Veterinary Science, Kangwon National Uni-

versity, Chuncheon 200-701, Republic of Korea)

Infectious bursal disease (IBD) caused by the infectious bursal disease virus (IBDV) has an important economic

impact on the poultry industry worldwide. This study examined the adjuvant effects of a plasmid encoding

chicken interleukin-6 (pcDNA-ChIL-6) and levamisole (LMS) on in ovo prime-boost vaccination using a

genetic vaccine (pcDNA-VP243) to prime in chicken followed by a killed-vaccine boost. A pcDNA-VP243 was

injected into the amniotic sac alone or in combination with a pcDNA-ChIL-6 or LMS at embryonation day 18,

followed by an intramuscular injection of killed IBD vaccine at 1 week of age. The chicken were orally chal-

lenged with very virulent IBDV (vvIBDV) strain at 3 weeks of age and observed for 10 days. No mortality was

observed in the groups that received the pcDNA-VP243 alone and pcDNA-VP243 plus pcDNA-ChIL-6 or

LMS compared to 100% mortality in unvaccinated challenge control group. However, as determined by bursal

damage (the presence of IBDV RNA, B/B ratio, and lesion score), a pcDNA-VP243 alone group was superior

to pcDNA-VP243 plus pcDNA-ChIL-6 or LMS groups in the protection against post-challenge. These findings

suggest that in ovo priming with genetic vaccine and boosting with killed vaccine is an effective strategy for pro-

tecting chicken against vvIBDV and the addition of pcDNA-ChIL-6 or LMS did not enhance protective immu-

nity.


