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Recombinant DNA vaccines, based on plasmid vectors expressing an antigen under the control of a strong promotor, 
have several advantages over traditional vaccines. They have been shown to induce a full spectrum of immune responses 
for humoral and cellular systems and to secure the higher safety and the simplicity of administration. Thus, establishment 
of DNA vaccines against Newcastle disease virus (NDV) in poultry has been widely investigated using various virus 
strains and vector systems. In this study, the F and HN genes of NDV CBP-1 strains isolated from diseased pheasants 
and attenuated by serial passages in egg embryos were cloned using pSLIA vector and constructed two recombinants of 
pSLIA-tsF and pSLIA-tsHN. The recombinant plasmids were transfected into COS-7 cell and the expression of HN and 
F proteins were verified by immunofluorescence, SDS-PAGE and Western blot. The recombinant plasmids were 
injected intramuscularly and intradermally into C57B/6 mouse and a significant increment of HN and F antibodies was 
detected by ELISA. According to the results, it was implicative that the recombinant DNA could be utilized for 
development of recombinant DNA vaccine for NDV. 
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서  론 

 
Newcastle disease virus (NDV)는 뉴캣슬병 (Newcastle di- 

sease; ND)의 원인체로써 family Paramyxoviridae의 genus 
Avulavirus에 속하며, 병원성 독주는 닭을 비롯한 조류에서 
높은 이병율과 폐사를 일으키며, 사람에 감염시 결막염 증세

를 동반하는 인수공통전염병의 병원체이다 (1,16,17). NDV는 
150~300 nm 크기로 다양한 형태를 나타내며, 비리온은 외피

막 (envelope)을 가지며, herringbone-shaped, 나선대칭형 뉴클

레오캡시드를 가진다. 유전자는 negative-sense, single-stranded 
RNA이며 15~16 kb 크기로 구성되며, NP (nucleoprotein), P 
(phosphoprotein), M (matrix protein), F (fusion protein), HN 
(hemagglutinin-neuraminidase), 및 L (RNA-directed RNA poly- 
merase)의 6가지 단백을 암호하는 유전자들로 구성되어 있다 
(1,18). 이 중 바이러스 외피막에 존재하는 F와 HN 단백은 
NDV의 병인 기전과 면역방어 기전에 중요한 역할을 한다 
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(1,18,20,27). 
F 단백은 바이러스 외피막에 있는 두 가지 돌기 중에서 

적은 것으로써, NDV가 세포 침입 전단계에서 바이러스와 
세포막이 융합되게 하며, 뉴클레오캡시드와 그 부속 단백이 
세포 속으로 들어가게 하여 바이러스의 감염을 돕는다. 또한 
침입된 뉴클레오캡시드를 해체하고, 감염 세포와 세포 간에 
융합이 일어나도록 유도하여 합포체를 형성하게 하는 역할

을 한다 (1,35). 또한 NDV의 복제 과정 중 합성된 F 단백 
F0는 세포내 효소에 의해 F1과 F2 아단위로 절개되며, F 단
백의 이러한 cleavage activation은 NDV의 병원성과 밀접하

게 관련이 있다 (1,19,29). HN 단백은 바이러스 외피막에 있
는 돌기 중에서 큰 돌기로써 혈구응집소와 뉴라미니다제 
(neuraminidase)의 기능을 한다. HN은 비리온을 세포 표면에 
존재하는 sialic acid-함유 수용체에 부착시킴으로써 NDV가 
다양한 동물의 적혈구와 응집반응을 일으키게 하며, F 단백

을 중계하여 바이러스가 세포에 쉽게 침입할 수 있도록 도와

주는 기능을 한다. 또한 뉴라미니다제가 활성화 되면 세포 
수용체의 파괴기능이 있다. 그러므로 HN은 NDV의 감염과 
병원성 발현에 중요한 역할을 하는 물질이다 (15,29,30,35). 

ND는 국내 양계농장에서 빈번히 발병되어 많은 경제적 
손실을 야기하는 질병이며, 본 병 방역을 위해서는 백신 접
종이 필수적이다. 현재 국내 양계장에서 사용할 수 있는 ND 
백신은 약독생독백신과 불활화백신이 있으며, 이 두 백신에 
대한 장점과 단점이 다각도로 평가되고 있다. 한편 기존 백
신의 결점을 보완하기 위해 국내외 연구진들에 의해 subunit 
vaccine과 재조합백신에 대한 연구가 수행 중에 있다 (12,14). 

최근 NDV에 대한 분자유전학적 연구를 바탕으로 병원성

과 밀접한 관계를 가진 F 및 HN 유전자를 vaccinia virus (20), 
fowl pox virus (14,33), Marek's disease virus type 1 (25), human 
cytomegalovirus (34), baculovirus (6,18,19), turkey herpesvirus 
(23) 등 다양한 백터에 재조합하여 항원을 발현시키고, 이를 
응용한 유전자 재조합백신 생산에 대한 연구가 추진 중에 
있으며, 닭 생체 내에 접종 시 면역원성이 인정된다고 보고

된 바도 있다 (13,18,23,28). 
또 한편에서는 보다 시술이 간편하고 면역원성이 높은 

"the third generation vaccine"이라고도 불리는 핵산 또는 DNA 
백신을 연구하고 있으며 (9,21,24,32,34), herpes viruses, rabies 
virus, rotavirus, paramyxoviruses 등 동물 바이러스에 대한 
DNA 백신이 제조되고 효능에 대한 시험 결과가 보고된 바 
있다 (2,3,9). 

본 연구에서는 ND에 이환된 꿩에서 분리하여 부화계란에

서 250대 계대 배양한 NDV CBP-1 주의 F와 HN 유전자를 
RT-PCR로 증폭하고 CMV (cytomegalovirus) promoter와 BGH 
(bovine growth hormone) poly (A) signal을 지닌 pSLIA vector

에 재조합하여 DNA 백신을 제조하였다. 또한 제조된 pSLIA- 
tsF와 pSLIA-tsHN 재조합 DNA를 COS-7 세포에 transfection 
하여 F와 HN 단백 발현을 확인하고, C57B/6 마우스에 접

종하여 면역원성을 측정하였다. 
 

재료 및 방법 

1. 바이러스 

ND에 이환된 꿩에서 분리하여 부화계란에서 250대 계

대 배양한 NDV CBP-1주 (7)를 사용하였으며, 생독백신주

인 Hitchner B1과 LaSota-IB를 참조주로 사용하였다. NDV 
CBP-1주는 9~10일령 된 SPF 부화계란의 요막강내 접종방

법에 의해 증식하였다. 

2. Primer 제조 

GenBank에서 검색하여 얻은 B1주 (Accession# U37187)의 
F와 HN 유전자의 염기서열과 Chang et al (6,7)의 방법을 참
고하여 Clone Manager6, version 6.00 (Scientific & Educational 
Software)을 이용하여 작성하였다. 

F 유전자 (1,710 bp)와 HN 유전자 (1,795 bp)를 증폭하고 
클론닝하기 위해 각각 BamHI site (밑줄부분)를 삽입하여 F 
유전자에 대해 F1 forward primer; 5'-GATTCTGGATCCCGG- 
TTGGCGCTTTCTAGG-3' (11 nt - 40 nt)와 F4 reverse primer; 
5'-CGCGGATCCCATCTGTGTTCACATTTTTGT-3' (1,687 nt - 
1,717 nt)를 제조하고, HN 유전자에 대해 HN1 forward pri- 
mer; 5'-CGCGGATCCCGACAGCAGTCCTCAGTCATG-3' (103 
nt - 123 nt)와 HN4 reverse primer; 5'-CGCGGATCCACTC- 
AACTAACCAGACCTGGC -3' (1,840 nt - 1,860 nt)를 제조하

여 RT-PCR에 사용하였다. 

3. 바이러스 RNA 추출 

바이러스가 증식된 장뇨막강액 400 µl에 500 µl의 denatu- 
ring solution [Sol D: 4M guanidium isothiocynate (ultra pure, 
BRL), 25mM sodium citrate (pH 7.0, Fisher Scientific), 0.5% 
N-laurylsarcosine (Sigma), 0.1 M 2-β-mercaptoethanol (Sigma)]
을 첨가하여 37℃에서 1시간 반응시킨 후, 2 M sodium acetate 
(pH 4.5) 50 µl와 600 µl의 P/C/I (phenol/chloroform/isoamylal- 
cohol ; 25 : 24 : 1, Sigma)를 넣고 교반기로 잘 혼합시킨 후 실
온에서 14,000×g로 10분 간 원심하였으며 상층액을 새 시
험관에 옮겨, 다시 여기에 550 µl의 P/C/I를 첨가하여 교반기

로 잘 혼합한 후, 실온에서 14,000×g로 10분 간 원심시킨 
다음, 상층액 750 µl를 새 시험관에 넣었다. 그리고 동량의 
isopropanol (Sigma)을 넣어 실온에서 10분 간 정치시킨 후, 
14,000×g로 4℃에서 20분 간 원심하여 RNA를 침전시켰다. 



Newcastle Disease Virus의 F와 HN 유전자 재조합 DNA 제조 및 면역원성 101 

 

시험관의 상층액을 제거하고 다시 Sol D와 isopropanol을 각
각 300 µl를 넣고 실온에서 10분 간 정치시키고 14,000×g에
서 20분 간 원심하여 얻은 RNA를 다시 침지시킨 후, 75%
의 에타놀로 두 번 세척하고 실온에서 건조한 다음 0.1%의 
DEPC용액 (10 µl)에 녹였다. 

4. Reverse transcription - polymerase chain reaction 

(RT-PCR) 

추출된 viral RNA template 20 µl에 F와 HN 유전자에 대한 
F1와 HN1 primer (50 pmol/µl)를 각각 1 µl씩 첨가하고 70℃
에서 30분 간 처리하고, 4℃에서 5분 간 반응시켜 template에 
primer를 접합하였다. 그리고 이 반응물에 0.1%의 DEPC용

액을 더 첨가하여 RT-Premix (Bioneer, Korea)와 잘 혼합한 
다음, automated thermal cycler (Perkin Elmer Cetus Co., USA)
에서 37℃에서 60분, 42℃에서 60분 간 반응하여 cDNA를 
합성하였다. 

유전자의 증폭은 Expand long Template PCR system kit 
(Roche, Germany)를 사용하여 수행하였다. 앞서 합성한 
cDNA 5 µl에 F와 HN 유전자에 대하여 각각 F1 (F), F4 (R) 
primer와 HN1 (F)와 HN4 (R) primer를 각각 1 µl (50 pmol/µl)
씩 넣고 Long Template PCR system buffer1 5 µl와 10 mM 
dNTP 1.75 µl, Polymerase mix 1 µl, 멸균증류수 35 µl를 첨가

하여서 automated thermal cycler로 F 유전자는 93℃에서 2분 
간 예비열처리하고, 93℃에서 10초, 50℃에서 30초, 68℃에

서 3분 동안 반응하는 과정을 10회 반복하고, 93℃에서 10
초, 50℃에서 1분, 68℃에서 3분 동안 반응하는 일련의 과정

을 20회 반복하면서 extention time을 매 사이클 마다 20초씩 
추가하여 반응시켰다. HN 유전자는 93℃에서 2분 간 예비열

처리하고, 93℃에서 10초, 46℃에서 30초, 68℃에서 3분 동
안 반응하는 과정을 10회 반복하고, 93℃에서 10초, 46℃에

서 30초, 68℃에서 3분 동안 반응하는 일련의 과정을 20회 
반복하면서 매 사이클 마다 annealing time을 2초씩, extention 
time은 20초씩 추가하여 반응시켰다. PCR product는 1.2% 
ethidium bromide agarose gel을 이용하여 전기영동으로 분석

하였고 Image analyzer (Pharmacia, Sweden)로 판독하고 분석

하였다. 

5. cDNA 클론닝 

클론닝 백터로 CMV promoter와 BGH poly (A) signal을 
가지고 있는 pSLIA plasmid (Veterinary Infectious Disease 
Organization, Canada)를 사용하였으며, F와 HN 유전자를 클
론닝하기 위해 BamHI (TaKara, Japan)으로 처리하여 linear 
vector로 만들고 자가융합을 억제시키기 위하여 37℃에서 1
시간 calf intestine alkaline phosphatase (Takara, Japan)로 처리

하였다. 증폭된 F와 HN 유전자의 PCR product를 30℃에서 
1시간 BamHI (TaKara, Japan)으로 처리하여 준비한 pSLIA 
plasmid에 융합하였고, 이렇게 하여 얻어진 플라스미드를 각
각 pSLIA-tsF와 pSLIA-tsHN이라 하였다. 

E. coli DH5α competent cell을 재조합 pSLIA-tsF와 pSLIA-
tsHN plasmid로 형질전환하여 클론화한 다음, 앰피실린이 포
함된 5 ml의 LB broth에 접종하고 37℃에서 18시간 진탕 배
양하고 QIAGEN plasmid purification kit (QIAGEN, USA)를 
이용하여 plasmid DNA를 추출하였다. 유전자의 삽입 여부를 
확인하기 위해 재조합 플라스미드를 BamHI, EcoRI, PstI, 및 
EcoRV로 처리하여 삽입유전자를 확인하였다. 

6. Transfection 

Lipofectamine plus (GIBCO BRL, USA)를 사용하여 pSLIA-
tsF와 pSLIA-tsHN plasmid를 COS-7 cell에 transfection 하였

다. Transfection 하기 전에 COS-7 세포는 트립신 처리하고 
세포수가 2×105개/200 µl가 되게 하여 마이크로플레이트 
(96 wells)에 주입하였다. Transfection 과정을 약술하면 시험

관에 plasmid DNA를 PLUS reagent (plasmid DNA 1 µg, PLUS 
reagent 6 µg and Opti-MEM 100 µl)와 혼합하여 실온에서 15분 
동안 반응시켰다. 다른 시험관에 lipofectamine 4 µl를 Opti-
MEM 0.8 ml에 희석하고, 이 두 용액을 혼합하고 실온에서 
15분 간 반응시킨다. 이 반응시간 동안 세포가 들어있는 
well에 Opti-MEM을 넣고 여기에 반응시킨 DNA-PLUS-
lipofectamine complex를 한 방울씩 잘 섞이게 떨어뜨린 후 
5% CO2 incubator (37℃)에서 3시간 반응시킨 다음, 새 MEM 
배지 (10% 우태아혈청가)를 더 첨가하여 24시간 반응시킨 
후 pSLIA-tsF와 pSLIA-tsHN plasmid가 transfection 되었는지

를 시험하였다. 

7. 발현 단백 확인 

1) 간접형광항체법 

pSLIA-tsF와 pSLIA-tsHN plasmid를 transfection 하여 48시
간 지난 COS-7 세포를 phosphate buffered saline (PBS, pH 
7.2)으로 1회 세척한 다음 80% 아세톤으로 5분 간 고정한 
후, PBS로 1번 세척하고 F와 HN 단백에 대한 각각의 anti-
NDV monoclonal antibody (mouse ascites, Jeno Biotech. Korea; 
1:500)와 37℃에서 1시간 반응시켰다. 그리고 PBS로 3회 세
척하고 2차 항체인 FITC-conjugated anti-mouse antibody (Cap- 
pel. USA; 1:100)와 37℃에서 1시간 반응하고 다시 PBS로 5
회 세척한 후, 형광현미경으로 관찰하였다. 

2) SDS-PAGE 

pSLIA-tsF, pSLIA-tsHN plasmid를 transfection하여 48시간 
지난 COS-7 세포를 수확하여 1,200 rpm에서 3분 동안 원침
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한 후 침전세포를 100 µl의 PBS에 부유시킨 후 SDS reduc- 
ing sample buffer [0.5 M Tris-HCl 1 ml, 10% SDS (pH 6.8), 
2-mercaptoethanol 0.4 ml, 0.05% bromphenol blue, glycerol 2 ml, 
H2O 7 ml] 300 µl를 첨가하여 95℃에서 5분 동안 끓인 후, 
12,000 rpm에서 3분 동안 원침하여 얻은 상층액을 시험하였

다. 준비한 시료를 주입하고, tris-glycine electrophoresis buffer
를 사용하여 80 V에서 30분 동안 prerunning 시킨 후, 150 V
에서 2시간 정도 전기영동하였다. 분자량을 측정하기 위해 
prestained protein molecular weight standards (GibcoBRL. USA)
를 사용하였고, 전기영동이 완료된 겔을 분리하여 염색액 
[Coomassie Brilliant Blue R-250 0.25 g, methanol 50 ml, H2O 40 
ml, acetic acid 10 ml]에 1시간 염색한 후 탈염색액 [methanol 
30%, H2O 60%, acetic acid 10%]으로 탈색시켜 관찰하였다. 

3) Western blot 

XCell II Blot Module (Invitrogen, USA)과 Vectastain ABC 
reagent kit (Vector Lab., USA), DAB substrate kit (Vector Lab., 
USA)를 이용하였다. SDS-PAGE가 완료된 겔과 니트로셀루

로즈막 (Osmonics, USA)을 25 V로 3시간 불로팅시킨 후, 니
트로셀루로즈막을 꺼내어 blocking solution [10 mM Tris-Cl 
(pH 8.0), 150 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween 20, 5% Skim milk 
(Difco, USA), 5% Lacto-albumin (Difco, USA)]에 담가 4℃에

서 24시간 반응하고, PBST [1.37 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 
mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 0.05% (v/v) Tween 20]로 2번 
세척하였다. 그 다음 각각 F와 HN 단백에 대한 anti-NDV 
monoclonal antibody로 37℃에서 1시간 반응시킨 후, 위와 같
은 방법으로 세척하고, biotinylated goat anti-mouse IgG [H+L] 
(Vector Lab., USA)를 1시간, 그리고 Vectastain ABC reagent 
kit (Vector Lab., USA)의 A와 B solution을 PBS에 섞어 37℃
에서 1시간 반응시켰다. 그리고 DAB substrate (5 ml)로 5분 
동안 반응한 후 멸균증류수를 이용하여 세척하였다. 

8. 마우스 접종 및 면역원성시험 

앞서 작제한 pSLIA-tsF와 pSLIA-tsHN plasmid로 형질전

환된 E. coli (DH5α)를 앰피실린 (100 µg/ml)이 첨가된 LB 
broth (1ℓ당 Bacto-tryptone 10 g, Bacto-yeast extract 5 g, NaCl 
10 g, pH 7.0)에 대량 배양하여 plasmid mega kit (QIAGEN, 
USA)로 플라스미드 DNA를 추출하였고, 자외선분광기로 
260 nm에서 측정하여 정량하고 -20℃에 저장하였다. 추출된 
플라스미드의 순도 (A260/280 ratio)는 1.8~1.9이었으며, 접종 
시 안전성을 높이기 위하여 triton X-114 (Cotten et al., 1994)
로 처리하여 lipopolysaccharide를 제거하였다. C57B/6 마우스 
(4~8주령)를 Table 1과 같이 5개 군으로 나누고, pSLIA-tsF
와 pSLIA-tsHN plasmid를 근육과 피내에 접종하였다. 근육 
접종군은 왼쪽과 오른쪽 대퇴근에 50 µg씩 1마리당 100 µg
을 2주 간격으로 3차례 접종하였고, 피하 접종군은 1마리당 
100 µg씩을 2주 간격으로 꼬리부위 피내에 3차례 접종하였

으며, 대조군에는 pSLIA 100 µg을 근육 접종하였다 (Table 1). 
6주째에 Microtainer® Brand Serum Separator tube (Becton Dic- 
kinson, USA)를 사용하여 꼬리에서 채혈하였다. 채혈된 혈액

은 ELISA (Avian Newcastle Disease Virus Antibody ELISA kit, 
Jeno Biotech.)를 이용하여 면역원성을 측정하였다. NDV 항
원이 흡착된 96 well 마이크로플레이트에 가검혈청 (1:100) 
100 µl를 넣고 37℃에서 1시간 반응시킨 후, washing buffer 
200 µg로 3회 세척하고, Peroxidase-labeled horse anti-mouse 
IgG (H+L) (Vector, USA) (1:1000)를 100 µl 넣고 37℃에서 
1시간 반응시켰다. 그 후, 같은 방법으로 3회 세척하고 
O-phenylenediamine ·2HCl이 첨가된 발색제 (TMB substrate)
를 100 µl 넣고 실온에서 약 10분 간 반응시키고 정지액을 
넣어 발색을 중지시킨 후, Emax microplate reader (Molecular 
devices, USA)의 450 nm에서 흡광도 (OD450)를 측정하였다. 
양성 대조군으로 NDV F와 HN 단백에 대한 monoclonal anti- 
body (1:5000)를 사용하였다. 

Table 1. Immunization of the mice against recombinant DNA with F and HN genes 

Dose at weeks (µg) 
Groups* Immunogens No. of mouse Routes 

0 2 4 6 

I pSLIA-tsF 5 IM 100 100 100 Sacrificed 

II pSLIA-tsHN 5 IM 100 100 100 Sacrificed 

III pSLIA-tsF 5 ID 100 100 100 Sacrificed 

IV pSLIA-tsHN 5 ID 100 100 100 Sacrificed 

V Control 5 IM 100 100 100 Sacrificed 

*Mouse: C57BL/6, IM: Intramuscular injection in quadriceps muscle. 
ID: Intradermal injection on tail. Control group was injected intramuscularly with pSLIA alone. 
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결  과 

1. F와 HN 유전자 증폭과 클론닝 

NDV CBP-1주, Hitchner B1주, 및 LaSota-IB 백신주에서 
추출한 cDNA로 F1 forward primer, F4 reverse primer와 HN1 
forward primer, HN4 revers primer를 각각 이용하여 RT-PCR
을 수행한 바, 증폭된 1,710 bp 크기의 F 유전자와 1,795 bp 
크기의 HN 유전자에 대한 밴드가 각 각 관찰되었다 (Fig. 1). 
재조합 pSLIA-tsF와 pSLIA-tsHN를 BamHI으로 처리하여 전
기영동한 결과 pSLIA-tsF에서 1.7 kb, pSLIA-tsHN에서 1.8 kb 
크기의 뚜렷한 insert DNA와 5.2 kb 크기의 pSLIA의 백터 
DNA를 확인할 수 있었다 (Fig. 2). 또한 F와 HN 유전자에 
대한 제한효소 cleavage patterns과 pSLIA에 삽입된 상태를 
확인하기 위해 제한효소를 처리한 결과, pSLIA-tsF는 EcoRI
에서는 6,003 bp, 911 bp, 그리고 PstI에서는 6,714 bp, 200 bp 
크기로 추정되는 밴드가 각각 관찰되었고, EcoRV에서는 
6,914 bp 크기의 단일 밴드가 확인되었다 (Fig. 2-A). pSLIA-
tsHN는 EcoRI에서 6,376 bp, 636 bp, PstI에는 5,394 bp, 923 
bp, 466 bp, 219 bp 크기로 추정되는 밴드들이 관찰되었으며, 
EcoRV에서는 절단부위가 관찰되지 않았다 (Fig. 2-B). 

 

2. pSLIA-tsF와 pSLIA-tsHN의 transfection과 발현 

pSLIA-tsF와 pSLIA-tsHN를 COS-7 세포에 각각 transfec- 
tion하고 monoclonal antibody를 사용하여 면역형광항체시험

을 한 결과, F 단백과 HN 단백의 발현 상태를 확인할 수 있

Figure 1. Amplification patterns of NDV F gene (A) and HN gene (B) by the RT-PCR. Lane M: 1 kb DNA ladder marker, lane 1: 
CBP-1, lane 2: Hitchner B1, lane 3: LaSota-IB strain. 

A B 

Figure 2. Cleavage patterns of F gene (A) and HN gene (B) inserted into pSLIA by various restriction endonucleases. Lane M: 1 kb 
DNA ladder marker, lane 1: BamHI, lane 2: EcoRI, lane 3: PstI, lane 4: EcoRV. 

B A 

Figure 3. Detection of F and HN proteins expressed by recom-
binant pSLIA-tsF and pSLIA-tsHN by immunofluorescent assay 
using monoclonal antibodies. A: Control cells, B: pSLIA-tsF-
transfected COS-7 cells, C: pSLIA-tsHN-transfected COS-7 cells.

A 

B C 
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었다 (Fig. 3). 또한, SDS-PAGE와 Western blot를 수행한 결
과, F 단백에 대한 55 kDa의 밴드와 HN 단백에 대한 74 kDa
의 밴드를 확인할 수 있었고, F와 HN 유전자가 삽입되지 
않은 pSLIA와 대조군에서는 밴드가 관찰되지 않았다 (Fig. 
4 & 5). 

3. 마우스 접종 및 면역원성 

pSLIA-tsF와 pSLIA-tsHN를 각 각 C57B/6 마우스 (4~8주
령)의 대퇴근에 1마리당 100 µg씩 2주 간격으로 3차례 접

종하였고, 같은 방법으로 1마리당 100 µg씩 2주 간격으로 
꼬리부위 피내에 3차례 접종하고, 6주 째에 채혈하여 얻어

진 혈청을 군별로 합쳐서 ELISA를 3회 수행하였다. 그 결과 
ELISA value는 모든 접종군 (I-IV)에서 대조군 (V) 보다 유

의하게 높았으며, 근육 접종군과 피내 접종군 간 비교에서 
pSLIA-tsF를 접종한 군 (I, III)이 pSLIA-tsHN을 접종한 군 
(II, IV)보다 더 높게 나타났다. 접종부위 별 비교에서는 근육 
접종군 (I, II)이 피내 접종군 (III, IV)보다 ELISA value가 높
았다 (Fig. 6). 

 
고  찰 

 
NDV는 닭에 감염하여 급성 전염병을 일으키는 바이러스

로써 최근에는 집단사육하고 있는 꿩과 메추리에도 감염하

여 피해를 주고 있다. 최근 ND 예방을 위해 사용되고 있는 
백신의 문제점을 극복할 수 있는 subunit vaccine과 재조합

백신에 대한 연구가 활발히 진행 중에 있으며 (12,14,21,24), 
NDV에 대한 분자유전학적 연구를 바탕으로 병원성과 밀접

한 관계를 가진 F 및 HN 유전자 재조합백신과 시술이 간편

하고 면역원성이 높은 DNA 백신에 대한 연구가 추진되고 
있다 (13,18,23). 또한 최근 PCR 법과 특이 유전자 검출 기

법의 효능성이 확인됨으로써 바이러스 배양법에서 PCR 법
으로 진단법이 개선되고 있다 (6,7,25). 

본 연구에서는 ND에 이환된 꿩으로부터 분리하여 부화계

란에서 250대 계대 배양한 내열성 NDV CBP-1주를 공시하

여 RT-PCR 기법을 확립하였고, ND 재조합 DNA 백신 제조

를 위해 pSLIA에 F와 HN 유전자를 재조합하고 클론닝하여 
단백질의 발현 상태와 제조된 재조합 DNA 백신의 면역원성

을 확인하기 위한 일련의 연구를 수행하였다. 
CBP-1주와 Hitchner B1주 및 LaSota-IB 백신주에 대하여 

단일 primer set를 이용한 RT-PCR을 수행하였던 바, 1,710 bp
의 F 유전자와 1,795 bp의 HN 유전자에 대한 cDNA를 증폭

할 수 있었으며, 이와 같은 결과는 여러 연구자 (5,6,7,8,25, 

Figure 5. Western blot analysis of F and HN proteins in COS-7 
cell transfected with pSLIA-tsF and pSLIA-tsHN plasmids. Lane
M: pre-stained protein marker, lane 1: pSLIA-tsF, lane 2: pSLIA,
lane 3: Control, lane 4: pSLIA-tsHN, lane 5: pSLIA, lane 6: 
Control. 

Figure 6. Comparison of ELISA values in the mice injected by 
intramuscular (IM) and intradermal (ID) routes with the pSLIA-tsF
and pSLIA-tsHN. ELISA values were measured at 6 weeks after 
immunization with the plasmids as shown in Table 1. I and II: 
injected intramuscularly, III and IV: injected intradermally, V 
(control): injected intramuscularly with pSLIA alone. 

Figure 4. SDS-PAGE patterns of F and HN proteins in COS-7
cell transfected with pSLIA-tsF and pSLIA-tsHN plasmids. Lane
M: pre-stained protein marker, lane 1: pSLIA-tsF, lane 2: pSLIA,
lane 3: Control, lane 4: pSLIA-tsHN, lane 5: pSLIA, lane 6:
Control. 
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26,29)들이 PCR로 NDV F나 HN 유전자를 증폭하였던 결

과와 일치하였다. 또한 Chang et al (6,7)은 CBP-1주와 약독

백신주의 F 및 HN 유전자의 염기서열을 비교 분석하여 F 
유전자는 98~99%, HN 유전자는 97.8~98.4%의 상동성이 있
음을 보고한 바 있다. 

본 시험에서 F와 HN 유전자를 RT-PCR로 증폭한 후, 
CMV (cytomegalovirus) promoter와 BGH (bovine growth hor- 
mone) poly (A) signal을 지닌 pSLIA 백터에 삽입하여 재조합 
pSLIA-tsF와 pSLIA-tsHN를 제조하였고 Lipofectamine plus 
(GIBCO BRL, USA)를 사용하여 COS-7 세포에 transfection
하고 발현된 F와 HN 단백을 monoclonal antibody를 사용하

여 면역형광항체법으로 확인하였다. 그 결과, 재조합 pSLIA-
tsF와 pSLIA-tsHN는 F와 HN 단백을 효과적으로 발현한다

는 사실을 확인할 수 있었다. 재조합 DNA에서 발현되는 항
원의 농도와 성상은 사용한 플라스미드 백터에 내장된 pro- 
motor와 poly(A) signal의 구조 등에 의해 영향을 받는다 (10). 
조류의 DNA 백신 제작에 활용될 수 있는 promoter와 tran- 
scription termination signals를 지닌 플라스미드를 확보하기 
위한 연구들이 수행된 바 있었고 (15,21), 그 결과 cytomega- 
lovirus promoter와 bovine growth hormone termination signal을 
지닌 expression vectors가 조류의 DNA 백신에서 효능이 높다

는 것이 인정되었다. 본 연구에서는 CMV promoter와 BGH 
poly(A) signal을 지닌 플라스미드를 공시하였으며, 연구 결과 
공시한 pSLIA 백터가 적합하게 작용됨을 알 수 있었다. 얻어

진 면역형광항체 반응 패턴은 Fang and Liang (10), Murakami 
et al (18), 및 Wu et al (33)의 면역학적 연구 결과와 유사하

였다. 
발현 단백의 성상을 조사하기 위해 SDS-PAGE를 수행하

고, monoclonal antibody를 이용하여 Western blot를 수행한 결
과, F 단백에 대하여 55 kDa의 밴드를 확인할 수 있었다. F 
단백의 위치는 gel의 농도에 따라 다르며, F1 단백은 15% 
polyacrylamide gel에서 51 kDa, 그리고 10% polyacrylamide 
gel에서는 56.5 kDa이고, F2는 분자량이 적어 측정하기 어려

웠다고 보고된 바 있다 (1,19). 또한 F1은 54.7 kDa 그리고 
F2는 10.3 kDa으로 관찰되었고, F0에 해당하는 66~67 kDa의 
단백은 검출되지 않았다고 기술된 바 있다 (10,18). 본 시험

에서 관찰된 55 kDa 밴드는 F1에 해당되며, F2 단백은 관찰

되지 않은 것으로 추정된다. Fang and Liang (10)이 NDV 
F48E9주의 F 유전자를 RhCMV (human cytomegalovirus) im- 
mediate early enhancer와 promoter를 지닌 pcDNA3에 삽입시

켜 재조합 플라스미드 pcDNA3-F를 제조하여 electroporation
에 의해 vero cell에 transfection하여 F 단백 발현을 간접형광

항체법으로 확인하고 SDS-PAGE와 Western blot을 실시하여 
55 kDa의 F 단백을 관찰하였다고 보고하였다. 이 결과를 유

추해 보면 본 연구에서 관찰된 55 kDa의 밴드는 F1 단백질

로 인정할 수 있었다. 한편 본 시험에서 HN 단백에 대한 분
석에서는 74 kDa의 밴드를 관찰할 수 있었다. 이 결과는 B1
주의 HN 유전자를 baculovirus expression vector에 삽입하여 
제조된 재조합 바이러스를 Sf 곤충 세포에 접종하여 재조합 
HN 단백을 발현시키고, 이것을 Western blot으로 분석하여 
74 kDa의 재조합 HN 단백이 검출되었다는 Nagy et al (19)
과 재조합 바이러스에 감염된 DF1 세포에서 74 kDa의 HN 
단백을 검출한 Panda et al (22)과 NDV B1주와 AB주에 감
염된 COS-7 세포에서 74 kDa의 HN 단백을 검출한 Stone-
Hulsander and Morrison (27)의 결과와 유사하였다. 

현재 사용되고 있는 ND 백신의 단점을 보완할 수 있는 
제 3세대 백신으로 NDV 유전자백신에 대한 연구는 많은 연
구자들에 의해 수행되고 있다. 그 중 재조합 DNA 백신은 제
조하기 쉽고 안전하며, 집단사육 계군에 사용하기 쉽고, neo- 
natal tolerance와 모체이행항체 (maternal antibody)에 의한 백
신효능 차단 현상을 극복할 수 있으며, 체액성 면역과 세포

성 면역의 두 면역계를 모두 자극하는 장점이 있다 (2,3,9,21). 
DNA 백신의 이런 장점은 세포 면역이 중요한 요소로 작용

하는 조류 질병 예방에는 더욱 중요하다고 지적되고 있다 
(3,9,21,31). 

생체 내에 주입된 DNA 백신의 작용 기전에 대해서는 아
직 불명한 점이 많지만 DNA 백신을 근육 내로 주입 시에는 
근육 세포나 단핵 세포에서 항원물질을 발현하고 면역증강 
기능을 하며 (2,3), 피내 접종 시에는 피부조직에 산재해 있
는 성상 세포들이 항원 발현에 동원되고 면역반응 유발에 중
요한 기능을 하는 것으로 추정하고 있다 (2,3,4,9). 본 시험에

서 제조한 재조합 pSLIA-tsF와 pSLIA-tsHN의 면역반응을 마
우스 생체 내에서 측정하기 위해 C57B/6 마우스의 근육에 
100 µg씩 3차 접종하고, 피내에 10 µg씩 3차 접종하여 NDV 
ELISA kit를 이용하여 항체생성 상태를 측정하였던 바, 접종

군에서 음성 대조군 보다 유의하게 높은 항체가가 관찰되었

고, pSLIA-tsF를 접종한 군이 pSLIA-tsHN을 접종한 군보다 
더 높은 항체가를 나타내었으며, 근육 접종이 피내 접종보다 
높은 항체가를 나타냄을 알 수 있었다. 또한 근육 접종군은 
1차 접종 후부터 대조군에 비해 높은 항체가를 나타내었고, 
피내 접종군은 2차 접종 후부터 유의한 ELISA vlaues가 관
찰되었다. 이런 결과는 DNA 백신 접종시험에서 대개 근육 
접종이 피내 접종 보다 면역효능이 높게 나타났다는 다른 결
과들과 유사하였다 (11,21,24). 

또한 본 시험 과정 중 재조합 DNA를 1차 접종한 후 1주
째 일부 마우스를 채혈하여 ELISA를 시행한 바 대조군에 비
해 유의한 항체가 증가가 관찰되었다. 따라서 재조합 DNA
의 농도와 접종 회수 그리고 경시적인 면역형성 과정에 대
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한 체계적인 시험이 요구된다. 확립된 pSLIA-tsF와 pSLIA-
tsHN의 면역효능과 작용 기전을 규명하고, 닭에 대한 응용

성을 평가하기 위해 이 재조합백신을 부화계란내 접종 (in 
ovo vaccination)하여 계태아 내에서 면역원성과, 아울러 기

존 백신과의 면역학적 상호 관련성에 대해 추가적인 연구가 
필요하다고 생각된다. 
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