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Abstract:1)The essential operating parameters in virus vaccine 
production are multiplicity of infection (MOI), harvest time, 
and infection time. Stimulating agents also can be applied in 
order to improve vaccine productivity further. We investigated 
the optimum operating conditions in porcine transmissible 
gastroenteritis virus (TGEV) vaccine production and the 
applicability of sodium butyrate (NaBu) as a stimulating agents 
for the improvement of vaccine productivity. The optimum 
MOI, infection time, and harvest time for high production 
of TGEV by swine testicle (ST) cells were found to be 
0.0001 pfu/cell, 3 day after cell inoculation, and 24 hpi, 
respectively. NaBu is known as a histone deacetylase inhibitor 
that has been widely used for the high expression of recombinant 
protein using mammalian cells and for the enhancement of 
virus propagation. So we tried to examine the potential of 
NaBu as a stimulating agent and to determine the optimum 
concentration by comparing TGEV titers with different 
range of NaBu concentration. TGEV titer with 5 mM NaBu 
was 1.5 times higher than control. Therefore, we concluded 
that NaBu can be a promising agent for stimulating various 
vaccine production including TGEV and the optimum NaBu 
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concentration for TGEV production was determined to be 5 mM.
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1. 서론

최근 인간 및 가축의 바이러스 질병에 의한 사회 ․ 경제적 문
제들이 심각하게 발생하고 있으며, 대표적인 인간 바이러스 
질병으로 2003년의 중증 급성 호흡기 증후군 (Severe Acute 
Respiratory Syndrome, SARS)과 2009년의 신종 플루가 전 
세계적으로 유행하였고, 가축의 경우 매년 조류 독감, 돼지 
콜레라, 구제역 등이 빈번히 발생하고 있다. 특히 우리나라의 
경우 앞에서 언급한 가축 바이러스 질병으로 인한 가축의 
살처분으로 축산업 농가의 피해뿐만 아니라 육류 및 관련 
제품들의 공급부족에 따른 가격 상승으로 소비자들까지 피해
를 입고 있어서 국가적으로 막대한 손실을 보고 있다. 이러
한 바이러스 질병에 대해 지금까지 개발된 항바이러스제와 
같은 치료제가 소수이고, 그 치료 적용 범위도 매우 국한되
어 있다. 따라서 현재까지 바이러스 질병에 대한 치료보다는 
예방에 주력하고 있고, 그 예방을 위한 수단으로 백신이 널
리 사용되고 있다.
  백신은 생독이나 사독백신과 같은 whole 백신뿐만 아니라 
재조합단백질과 같은 subunit 백신에 이르기까지 모두 SPF 
수정란, 뇌와 같은 기관, 숙주세포와 같은 살아있는 조직 또
는 세포를 필요로 한다. 수정란이나 기관을 사용하는 전통적
인 방식의 백신 생산의 경우 백신 생산 조건에 변화를 주는
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데 한계가 있다. 반면 세포를 사용하여 생산하는 경우 생산 
조건을 변화시키는데 수정란이나 기관보다 자유롭다. 또한 
동물세포배양을 통한 백신 생산은 수정란 등의 전통적인 방식
에 비해 경제적인 대량 생산이 가능할 뿐만 아니라 추가적인 
확장의 용이성 때문에 차후 신종플루와 같은 판데믹 바이러
스성 전염병에 대비하는 중요한 수단이 될 수 있다 [1].
  동물세포를 이용한 생물공학적 제품 생산에서 세포는 배지 
성분을 기질로 하여 제품을 생산한다. 반면에 백신 생산을 
위한 바이러스는 생세포의 대사를 활용하여 증식한다. 따라
서 바이러스 생산은 재조합단백질이나 항체와 같이 세포배양
과 동시에 생산물을 발현하는 한 단계가 아닌 숙주세포 배양 
단계와 바이러스 감염에 의한 바이러스 감염/생산 단계의 
두 개의 과정으로 나눌 수 있다. 
  유전자 재조합 세포를 이용한 재조합단백질이나 항체의 
생산에서 생산성을 향상시키기 위해 다양한 배양방법이 연구
되었고, 또한 배양방법 외에 small molecule enhancer 또는 
stimulating agent라고 불리는 첨가제를 투여하여 생산물의 
수율을 향상시키는 방법이 많이 보고되고 있다 [2]. 재조합
단백질 생산에서 가장 많이 연구되어진 첨가제는 histone 
deacetylase inhibitor로 알려진 sodium butyrate (NaBu)
이다 [3]. NaBu는 erythropoietin [4], tissue plasminogen 
activator [5], antibody [6,7], nitric oxide synthase [8] 등의 
재조합 단백질의 발현을 향상시키는데 주로 이용되어져 왔다.
  바이러스 백신의 경우도 생산성을 향상시키기 위한 방법
으로 바이러스 감염 전 단계에서는 고농도 세포 배양 방법을 
이용하고, 바이러스 감염/생산 단계에서는 바이러스 백신 생산 
조건의 최적화 (Multiplicity of infection (MOI), 감염시간, 
수확시간)와 더불어 재조합단백질 생산에서와 같이 바이러스 
생산을 증폭시키기 위해 NaBu, DMSO, Mg2+, Ca2+ 등과 같은 
다양한 첨가제를 투여하는 방법들이 보고되었다 [9-13].
  돼지 전염성 위장염 (Transmissible gastroenteritis, TGE)
은 구토, 설사 등을 주된 증상으로 하는 급성 바이러스성 전염
병이다. TGE는 모든 일령의 돼지가 감수성이 있으나 어린 
일령일수록 발병률과 폐사율이 높다. 특히 2주령 이하의 포유
자돈이 감염되면 매우 심한 설사와 구토를 일으켜서 탈수를 
유발하여 폐사율이 거의 100%에 달한다. 이러한 TGE를 일으
키는 원인체는 돼지 전염성 위장염 바이러스 (Transmissible 
gastroenteritis virus, TGEV)인데, TGEV는 Coronaviridae
과에 속하는 Coronavirus이다 [14,15].
  본 연구에서는 바이러스 감염/생산 단계에서 TGEV의 백신 
생산성 향상을 위해 MOI, 감염시간, 수확시간의 최적 생산 조
건을 먼저 확인하였고, 바이러스 역가 향상을 위한 stimulating 
agent로 재조합단백질 생산뿐만 아니라 바이러스 생산에서
도 생산성 향상에 효과가 있는 것으로 보고된 NaBu를 투여
하여 바이러스 역가의 증대 효과를 조사하였다.

2. 재료 및 방법     

2.1. 세포주 및 세포배양
본 실험에 사용한 세포주는 TGEV의 생산을 위해 돼지 고환 

(swine testicle, ST) 세포를 사용하였다. ST 세포의 배양은 
10% Fetal Bovine Serum (FBS, JRS), 23.8 mM NaHCO3 
(Sigma), 10 mM HEPES (Sigma), Streptomycin sulfate 
(100 μg/mL, Sigma), Penicillin G (100 units/mL, Sigma)가 
첨가된 RPMI1640 (Gibco)를 사용하였다. ST 세포는 37℃, 
5% CO2 incubator (Sanyo)에서 배양하였으며, 계대배양은 
φ100 mm tissue culture dish에 1 × 105 cells/mL의 농도로 
10 mL씩 배양하며, 3일 간격으로 계대하였다.
  세포농도와 viability는 heamocytometer를 이용한 trypan 
blue exclusion method를 이용하여 측정하였다.

2.2. 바이러스주 및 바이러스 생산
본 실험에 사용한 바이러스주는 돼지전염성위장염을 일으키
는 돼지전염성위장염 바이러스인 TGEV-175L주로써, 국립
수의과학검역원으로부터 분양받았으며, -80℃ deep-freezer
에 보관하였다.
  TGEV의 생산은 tissue culture dish, 6 well culture plate 
등의 culture vessel에 1 × 105 cells/mL의 농도로 ST 세포를 
접종하여 3일간 배양한 후, 배지를 제거하고, 바이러스를 감염
시켜 37℃, 5% CO2 incubator에서 1시간 동안 간헐적으로 
흔들어주며 흡착시켰다. 흡착 1시간 후 바이러스가 포함된 
배지를 제거하고, 새로운 배지로 교환하였다. 24시간 동안 
바이러스를 생산 후 바이러스 생산 culture vessel을 deep- 
freezer에 넣어 보관하였고, 보관중인 culture vessel을 3회 동결
해동법으로 세포파쇄를 한 후 1,600 g로 10분 간 원심분리하
여 얻은 상등액을 역가 측정 및 바이러스 stock에 사용하였다.

2.3. 실험재료
본 실험에서 sodium butyrate (B-5887, Sigma)는 증류수에 
녹여 1 M의 농축 stock solution을 제조하여 사용하였다. ST 
세포의 세포성장에 NaBu가 미치는 영향을 알아보기 위해 
ST 세포의 접종 2일과 3일 후 배양액에 다양한 농도의 NaBu
를 투여하였다. TGEV 생산에 미치는 NaBu의 효과를 알아
보기 위해 바이러스 감염 후 배양액에 다양한 농도의 NaBu를 
투여하여 농도에 따른 역가 변화를 비교하였다.

2.4. 바이러스역가 측정
TGEV의 역가를 확인하기 위한 방법으로 plaque assay를 사용
하였다. 먼저 6 well culture plate에 ST 세포를 1 × 105 cells/mL
의 농도로 각 well에 2 mL씩 접종하고, 37℃, 5% CO2 incubator
에서 3일간 배양하여 세포가 culture vessel 표면을 80~90% 
이상 차지하면 배지를 제거하고, 10배씩 serial dilution한 
바이러스 희석액을 접종하고, 1시간 동안 간헐적으로 흔들
어서 바이러스가 세포에 흡착되도록 하였다. 1시간 후 바이
러스액을 제거하고, 4% low melting agarose와 RPMI1640 
(2X)배지를 1：2로 혼합한 overlay medium을 각 well에 2 mL
씩 도포하고, 실온에서 굳혔다. Agarose overlay 배지가 굳은 
후 parafilm으로 plate를 봉하고, 37℃, 5% CO2 incubator
에서 2일간 배양하였다. 2일간 배양 후 육안으로 plaque가 
형성된 것이 보이면, 4% agarose solution：RPMI1640 (2X) : 
neutral red solution = 1：2：0.1의 agarose 염색배지를 만
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들어 각 well에 1 mL씩 도포하여 실온에서 굳혔다. Agarose 
염색배지가 굳은 후 37℃, 5% CO2 incubator에서 overnight
하여 neutral red dye가 세포에 염색되도록 하였다. 다음날 
계수하기에 적합한 희석배수에서의 plaque를 계산하여 역가
를 측정하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. ST 세포 성장에서의 NaBu 효과
NaBu가 TGEV의 생산에 미치는 영향을 알아보기 전에 TGEV
를 생산하는 숙주세포인 ST 세포의 세포 성장에 NaBu가 
어떠한 영향을 미치는지 먼저 조사하였다. 백신 생산을 위해
서는 대부분 바이러스 감염 후 배지를 교환하므로 ST 세포
의 접종 48시간과 72시간 후에 배지를 교환해 줌과 동시에 
NaBu를 최종농도가 0, 2.5, 5, 7.5, 10 mM이 되도록 배양액
에 투여하고, 세포 성장을 조사하였다. Fig. 1에서 보는 바와 
같이 NaBu 농도가 증가함에 따라 세포 성장의 저해 및 급격
한 세포 사멸을 보이고 있다. 따라서 NaBu가 농도 의존적으
로 세포 성장을 저해함을 알 수 있었다. 이러한 양상은 대부
분의 세포에서도 유사한 결과를 보이고 있다. 따라서 ST 세포
를 이용한 TGEV 생산에서는 세포 성장 단계에서 NaBu를 투여
하지 않는 것이 바람직함을 알 수 있었다.

(a) 

(b) 

Fig. 1. The effect of NaBu on ST cells growth. (a) Addition at 48 h 
after ST cell inoculation, and (b) Addition at 72 h after ST cell 
inoculation. The arrow means both medium exchange and NaBu 
treatment. The data represent the mean and standard deviations 
calculated from the results of two independent experiments.

3.2. TGEV 생산의 최적 MOI 및 수확시간
MOI는 바이러스 생산에서 바이러스 증식에 영향을 미치는 
변수 중 매우 중요한 변수이다. 또한 바이러스 수확시간도 
MOI에 따라 달라지므로 중요한 변수이다. 아주 높은 MOI로 
감염시킬 경우 Nguyen 등 [16]의 보고와 같이 단시간 내에 
많은 바이러스가 급속하게 증식되므로 생산성면에서 좋지 않
은 영향을 줄 수 있다. 반면 아주 낮은 MOI로 감염시켰을 
경우 생산시간이 길어져 생산성이 떨어질 수도 있어서 최적 
MOI가 존재하게 된다. 이러한 MOI와 수확시간 사이의 관계
는 바이러스에 따라 다르다. 따라서 ST 세포에서 MOI와 수확
시간에 따른 TGEV의 생산성을 비교함으로써 최적 MOI와 
수확시간을 확립하였다. 바이러스 역가가 최대가 되는 최적 
MOI와 그에 따른 최적 수확시간을 결정하기 위하여 ST 세
포 접종 3일 후에 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 MOI로 
바이러스를 감염시키고, 24, 48 hpi (hours post-infection)에 
수확하여 각각의 역가를 비교하였다. 그 결과 0.0001 MOI, 
24 hpi에서 최대 바이러스 역가를 얻었기 때문에 (Fig. 2), 세포 
접종 3일 후 감염 시 TGEV의 최적 생산 조건으로 0.0001 MOI, 
24 hpi를 선정하였다.

Fig. 2. The TGEV titer profile according to MOI and harvest time in 
ST cells. The data represent the mean calculated from the results of 
two independent experiments.

3.3. TGEV 생산의 최적 감염시간
바이러스는 세포내의 대사를 활용하여 증식하므로 세포 농도
가 높을수록 유리할 것으로 생각할 수 있으나 세포의 농도가 
증가해도 세포의 활성이 떨어진다면 바이러스 생산에 있어
서도 좋지 않다. 따라서 세포의 성장에 있어 지연기 (lag)와 
사멸기 (decline)의 사이인 세포 접종 후 2, 3, 4일에 앞서 확인
한 최적 MOI인 0.0001 MOI로 세포를 감염시킨 후 최적 수확
시간인 24 hpi에 수확하여 각각의 감염시간에 따른 바이러스 
역가를 확인하였다 (Fig. 3). 그 결과 세포 접종 후 3일에 바이
러스를 감염시켰을 때 1.4 × 107 pfu/mL의 가장 높은 바이러스 
역가를 보였다. 세포 접종 2일 후 바이러스 감염에서 세포 활
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성은 좋으나 세포 농도가 낮아 바이러스 역가가 낮다. 그러
나 세포 접종 후 4일의 세포 농도는 3일 보다 높지만 세포가 
지수생장기 (exponential)를 벗어나 사멸기에 들어가기 전단계
인 감속기 (deceleration)나 정지기 (stationary)의 상태이기 때
문에 세포 활성이 세포 접종 후 3일 보다 떨어져 최종역가가 
낮아지는 것으로 추측된다. 따라서 세포 활성 및 농도의 측면
에서 세포 접종 후 3일의 감염시간이 바이러스 생산에 최적 
감염시간이라고 할 수 있다.

Fig. 3. The TGEV titer profile according to infection time in ST 
cells. The curve represents non-infected ST cell growth profile. The 
ST cells were infected with MOI of 0.0001 pfu/cell and harvested 
at 24 hpi. The bars represent TGEV titers for each infection time 
(at 48, 72, and 96 h after cell inoculation). The data represent the 
mean and standard deviations calculated from the results of two 
independent experiments.

3.4. NaBu에 의한 TGEV 생산성 증대
Radsak 등 [17]에 의하면 human cytomegalovirus 감염 후 
NaBu를 처리하였을 때 바이러스의 역가가 증가한다고 보고

Fig. 4. The effect of NaBu on TGEV production in ST cells. At 72 h 
after cell inoculation, the ST cells were infected with MOI of 
0.0001 pfu/cell and treated with different concentrations of NaBu. 
TGEV was harvested at 24 hpi. The data represent the mean and 
standard deviations calculated from the results of two independent 
experiments.

되었다. NaBu가 TGEV 생산에도 증대효과가 있는지 알아보
기 위해 ST 세포에서 최적 TGEV 감염시간인 접종 3일 후 최적 
MOI인 0.0001 MOI로 감염시킨 뒤 배양액에 NaBu 최종
농도가 0, 2.5, 5.0, 7.5, 10 mM이 되도록 투여하고, 최적 수확
시간인 24 hpi에 수확하여 각 NaBu 농도들에 따른 역가
를 비교하였다. 그 결과 모든 NaBu 농도에서의 바이러스 
역가가 대조군보다 높았으며, 그 중 5.0 mM NaBu 처리군
에서 대조군 대비 1.5배의 가장 높은 바이러스 역가를 보였
다 (Fig. 4). 5.0 mM 이상의 NaBu 농도에서는 바이러스 생산
성도 증가시키지만 Fig. 1(b)의 결과에서와 같이 NaBu 농도
가 증가할수록 세포 성장의 저해 및 사멸속도가 증가하듯이 
세포에 대한 독성으로 인해 더 이상의 바이러스 역가 향상
을 기대할 수 없는 것으로 판단된다. 따라서 ST 세포에 의한 
TGEV 생산에서도 NaBu에 의해 TGEV의 생산성 증대가 확인
됨으로써 NaBu는 다양한 백신 생산에서도 생산성 향상을 
위한 첨가제로 사용될 수 있음을 확인하였고 TGEV의 경우 
그 최적농도는 5 mM 임을 알 수 있었다.

4. 결론

바이러스 백신의 생산은 바이러스 감염을 기준으로 전 단계
인 세포 증식 단계와 그 후 단계인 바이러스 감염/생산 단계
로 크게 나눌 수 있다. 이 두 단계 중 실질적으로 중요한 단계
는 바이러스 감염/생산 단계이다. 바이러스 감염/생산 단계
에서의 기본적인 최적 조건으로 MOI와 수확시간을 들 수 있
다. 또한 바이러스는 증식을 위해 살아있는 세포를 필요로 
하는데, 이는 감염 전 단계인 세포 증식 단계에서의 최적 조
건을 요구하고, 그 기본적인 최적 조건으로 감염시간을 들 수 
있다. TGEV 백신의 고생산을 위한 바이러스 감염/생산 단계
에서의 최적화를 위해 0.0001 MOI, 24 hpi의 조건을 구하였
고, 세포 증식 단계에서의 최적화로 세포 접종 3일 후에 TGEV
를 감염시키는 조건을 선정하였다. 이렇게 기본적인 TGEV 
백신 최적 생산 조건을 확립한 후, 바이러스 백신의 추가적 
생산성 증대를 위해 histone deacetylase inhibitor인 NaBu를 
stimulating agent로서 사용 가능성을 조사하였다. NaBu를 
바이러스 감염 후 여러 농도로 투여하여 바이러스 역가를 
비교한 결과 5 mM NaBu 처리군에서 대조군 대비 1.5배 향상
된 가장 높은 바이러스 역가를 보였다. 따라서 NaBu는 다양
한 백신 생산에서도 생산성 향상을 위한 첨가제로 사용될 수 
있음을 확인하였고, TGEV의 경우 그 최적농도는 5 mM 임
을 알 수 있었다. 향후 세포 증식 단계에서 활성이 높은 세포
의 고농도 배양 공정연구와 바이러스 감염/생산 단계에서 생산
성을 높일 수 있는 다양한 stimulating agent의 개발 등이 바이
러스 역가의 향상을 위해 요구된다.
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