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	  백신학(vaccinology)의 급격한 발전으로 질병은 치료보다도 예방이 질병발생으로 인한 경제적인 손실과 동물이 겪는 고통을 줄이는데 효과적인 방법으로 그 역할을 하고 있다. 그러나 백신접종 기술, 즉 접종방법은 지난 수십년 동안 변화하지 않고 있는 것이 현실이다. 이것은 질병발생 역학과 병성기전의 이해없이 생산이 가능하였던 생독(생균)백신과 사독(사균)백신의 지속적인 사용을 의미한다.
  현대 유전학은 세포내에 존재하는 단백질들의 3차원적 입체구조를 규명하고 이로부터 분자 및 세포의 기능을 유추하는 학문인 구조유전학(structural genomics) 뿐만이 아니라 각각의 유전자가 어떠한 기능을 발휘하는지를 밝히는 기능유전학(functional genomics)도 급속히 발전하고 있으며 이들 학문의 발전으로 많은 병원체 유전자의 기능이 밝혀지고 있다. 또한 유전공학(biotechnology)의 발전과 여러 병원체의 병원성 인자와 면역체계와의 관계에 대한 연구결과로 여러질병이 백신으로 예방이 가능하게 되었으며 새로운 개념의 백신개발에도 큰 영향을 미치고 있다. 여러관련 학문의 발전, 특히 면역학과 분자생물학의 발전으로 병성기전에 대한 여러 가지 연구결과를 바탕으로 보다 안전하고 효과적인 백신개발이 가능하게 되었다. 백신 개발에 대한 새로운 접근은 유전자 조작(재조합)에 의한 약독화된 생독백신(attenuated live vaccine), Vector vaccine, Subunit vaccine, Peptide vaccine, 그리고 최근에는 Polynucleotide (DNA) vaccine에 집중되고 있다. 이들 백신은 기존백신(conventional vaccine) 보다 안전하고 경제적이며 우수한 효능을 발휘하도록 고안되고 있다.
  분자생물학, 유전학, 생화학과 더불어 유전자 조합기술(Genetic engineering technology)의 발전은 다른 학문분야뿐만이 아니라 백신연구에도 대변혁을 가져왔으며 신백신 개발을 촉진하고 있다. 최신 백신학의 연구방향과 기초(basis)는 다음과 같이 몇가지로 정리할 수 있다. 즉 질병방어에 관여하는 유전자를 발현시키기 위하여 유전정보를 가진 재조합 백터(recombinant vector)에 병원체의 유전자, 특히 방어관련 유전자를 삽입하는 클로링(cloning), 특정 유전자가 결손된 반면 몇 개의 외부 유전자(foreign gene)가 삽입된 vector가 abortive replication cycle동안에 면역체계에 노출되어 삽입된 유전자가 발현되게 하는 순화백터백신(attenuated vector vaccine)의 개선, 한정된 백신접종(가능하면 1회접종으로 평생면역)으로 여러질병을 예방하기 위하여 여러병원체의 항원을 함유한 다가백신(combination recombinant vaccine) 개발, plasmid DNA를 이용한 polynucleotide (DNA) vaccine 개발, 백신의 면역강화제(immunopotentiator) 개발과 면역체계의 반응조절, 특정항원에 대한 microcarrier system 또는 immunomodulation delivery system 연구로 지속적인 항원자극 유발 등으로 요약할 수 있다. 

1. 이상적인 백신의 조건
  백신이 갖추어야 할 조건은 축종과 병원체에 따라 차이가 있을 수가 있으나 백신이 갖추어야할 조건 중에서도 효능과 안전성이 무엇보다도 중요하다. 백신은 어떠한 부작용도 일으켜서는 안되며 백신의 종류나 축종에 관계없이 1회접종으로 90%이상의 효능을 가져야 한다. 접종후 방어는 신속하게 일어나야 하며 추가접종을 하지 않아도 면역이 장기간 동안 유지되어야 한다. 이것은 1회 접종으로 비용이 절감되고 면역지속으로 인하여 질병발생이 감소하여 농장내 병원균 오염이 줄어들게 된다. 또한 백신접종비용을 절감하기 위하여 여러 종류의 백신을 동시에 접종하는 것이 필요하지만 백신의 형태와 병원체의 종류에 따라 간섭현상이 발생한다. 이것을 해결하기 위하여 백신전달체계(vaccine delivery system)가 필요하다. 백신전달기술은 혼합백신의 효과를 향상시키고 체액성 면역과 세포성 면역을 동시에 유도할 수 있는 방법으로 개발되고 있다.
  백신을 근육 또는 피하로 접종하면 비용이 증가하고 접종부위에 염증반응등의 부작용과 통증을 동반할 수 있다. 이와 같이 원하지 않는 부작용은 vaccine delivery system으로 해결될 수 있다. 현재 경구(음수) 또는 비강접종법이 모든 축종에서 선호되는 접종법이다. 특히 대부분의 병원체는 점막을 통하여 감염되므로 점막부위의 면역은 감염초기에 병원체의 침입을 차단할 수 있으므로 경구 또는 비강접종은 큰 잇점이 있다.
  백신은 점막면역뿐만이 아니라 세포성 면역과 체액성 면역이 균형적으로 형성되도록 고안되어야 한다. 모든 백신은 또한 유전적으로 안정하여 병원성이 회복되지 않아야 하며 백신접종에 의한 부작용, 즉 휴유증이 없어야 한다.

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	2. 기존백신과 차세대 첨단백신

	 
	 
	가. 기존백신(conventional vaccine)
  생독백신은 기술적 또는 생물학적인 방법으로 병원성을 감소시키는 과정을 통하여 순화된 백신주를 이용하여 생산된 백신으로 세포성면역과 체액성면역을 모두 유발한다. 생독백신은 백신주가 과도하게 순화되면 면역반응을 일으킬 수준까지 증식하지 못하며 반대로 순화정도가 낮으면 병원성이 남아 있어 안전성이 낮아진다. 
  생독백신 생산에 사용되는 백신주의 병원성은 여러 가지 방법에 의하여 순화된다. 병원체의 병원성 순화에 이용되는 방법으로는 배양된 세포에서 연속계대 배양법, 타숙주동물 계대법, 화학처리법, 온도처리법, 조건변이주 유도법등이 있다. 그러나 순화된 백신주는 순화과정에서 어떤 유전자가 변화하여 병원성이 감소되었는지에 대한 유전학적 근거가 없는 것이 대부분이다. 일부 백신주에 대하여는 최근에 염기서열 분석을 통하여 백신주와 병원성 분리주간의 유전적 차이를 규명하는 연구가 진행되고 있다. 생독백신주는 순화정도를 조절하기가 어렵고 순화가 single-point mutation에 의하여 일어났다면 병원성이 복귀될 가능성이 매우 높아진다. 
  생독백신주중 temperature-sensitive(ts) mutant(변이주)는 증식시키는 온도의 차이에 의하여 선발된다. 증식온도가 높아지면 증식할 수 없는 ts mutant는 cold-adapted mutant이다. 이와같은 mutant는.체온보다 낮은 온도(25℃ 이하)에서 증식하므로 체내에서의 증식성은 야외균주보다 낮다. 닭 마이코플라스마의 ts mutant는 닭 체온보다 낮은 33℃에서 증식성이 매우 높다. 
  생독백신은 순화되었다고 하지만 병원성이 남아 있어 병원성이 복귀될 위험성이 있다. 그 대표적인 예로 사람의 경구용 polio vaccine의 병원성 복귀가 그것이다. 현재 여러 병원체에 대한 병원성 관련 유전자가 밝혀지고 있으므로 직접적인 방법으로 병원성 관련 유전자의 조작으로 변이를 유도하는 것이 가능하며 이것이 차세대 백신주인 재조합 백신이다.
  불활화 백신(killed, inactivated vaccine)은 불활화제(formaline, BEI 등)를 사용하여 병원체의 활성을 소실시켜 만든 백신이다. 따라서 병원체는 체내에서 증식할 수 없어 병원성이 회복되거나 백신주가 다른 개체로 전파되는 위험성은 없으나 면역반응이 약하여 adjuvant가 필요하므로 생산비가 증가하게 된다. 또한 불활화백신에는 방어면역에 관련된 항원이외에 불필요한 다른 항원이 포함되어 있어 면역반응을 저하시키거나 부작용을 일으킬 수 있다.

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	나. 차세대 첨단백신(Genetic engineered vaccine)

	 
	 
	 
	(1) 재조합 백신 (recombinant vaccine) 
  병원성 관련 유전자가 병원체의 증식에 필수적인 유전자가 아니면 병원성 관련 유전자가 결손된 변이주는 병원성 복귀가능성이 감소되어 백신주로 사용될 수 있다. 이와같은 백신개발의 접근은 많은 잇점을 안고 있다. 병원성 관련 유전자가 두 개 존재하며 모두가 비필수 유전자(non-essential gene)인 경우 이들 두 개의 유전자가 결손된 변이주는 한 개의 병원성 유전자가 결손된 변이주에 비하여 병원성이 복귀될 가능성은 거의 0%에 가깝다. 이러한 특정 유전자 결손 또는 조작된 재조합 백신을 생독순화백신(attenuated live vaccine)이라고 하며 기존의 방법으로 생산된 생독백신보다 안전성이 매우 높다. 또한 유전자가 결손된 재조합 백신을 접종한 개체는 결손된 유전자에 대한 항체는 형성되지 않으므로 백신접종 개체와 접종하지 않은 개체를 구별할 수도 있다.
  비필수 유전자 이외에 병원체의 증식에 필요한 필수 유전자(essential gene)의 결손도 가능하다. 증식에 필요한 유전자가 결손된 바이러스는 결손된 유전자가 생성하는 단백질을 가지고 있는 세포에서 증식할 수 있다. 이와같이 증식된 필수유전자가 결손된 백신주는 접종된 동물에서 초기감염은 일어나지만 증식하지는 못하며 이와같이 증식이 제한된 바이러스를 defective infection single cycle (DISC) 바이러스라고 한다. DISC 백신주는 체내에서 증식하지 않으므로 안전성이 높으나 면역반응 유도는 약하다. DISC 바이러스는 허피스바이러스의 백신연구에 활용되고 있다.
  유전자가 결손된 재조합 백신은 백신으로 활용하는 것 이외에 다른 병원체의 방어관련 유전자를 삽입하기 위한 백터(vector)로도 활용이 가능하다. 현재 여러 유전자가 삽입된 바이러스 또는 세균벡터가 개발되고 있다. 한 예로 vaccinia virus에 광견병 바이러스의 glycoprotein gene이 삽입된 재조합 백신이 그것이다. 그리고 계두 바이러스(fowl pox virus)에 뉴캣슬병 바이러스의 유전자(F gene)를 삽입하거나 HVT(herpesvirus of turkey)에 다른 닭 질병 병원체의 유전자를 삽입한 vector vaccine이 다른 예이다. 
  재조합 백신의 가장 큰 장점은 다가백신(multivalent vaccine)으로 제조가 가능하며 삽입된 항원사이에 간섭현상이 없다는 것이다. 더욱이 이러한 백신은 체액성면역 뿐만이 아니라 점막에 적용함으로서 점막면역을 유도할 수 있다는 것이다. 이들 백터에는 다른 병원체의 유전자이외에 면역반응을 증가시키는 cytokine 유전자를 삽입할 수 있다. 이들 백신을 우리는 vector vaccine이라고 한다. Vector vaccine은 백신접종된 개체가 vector에 대하여 면역이 형성되어 백터의 증식을 억제하여 삽입유전자(transgene)의 면역이 감소하게되는 단점을 안고 있다.
  Herpesvirus의 병원성 관련유전자는 thymidine kinase(TK) gene으로 알려져 있으며 이외에도 gI, gE 그리고 gG 유전자도 병원성과 관련된 유전자이다. 닭의 herpesvirus에 속하는 전염성 후두기관염 바이러스도 예외없이 TK 유전자가 병원성과 관계되어 있다. 다음 그림은 전염성 후두기관염(infectious laryngotracheitis, ILT) 바이러스의 병원성 유전자인 TK gene을 제거한 재조합 바이러스를 작성하기 위한 transfer vector 모형이다.
  현재 사용되고 있는 ILT 백신은 접종후 부작용이 문제되는 대표적인 백신이다. 백신의 접종반응을 최소화하기 위하여 병원성 유전자를 제거하고 여기에 표지유전자(marker gene)로 형광을 발하는 green fluorescent protein(GFP) 유전자를 삽입한 재조합 바이러스를 작성하였다. 작성된 ILT 재조합 바이러스는 병원성 유전자가 제거되지 않은 야외 분리주에 비하여 병원성이 현저히 감소되었다(표 2와 3). 또한 재조합 바이러스를 점안접종한 14일후에 병원성 바이러스로 공격접종하였을 때 높은 방어율을 나타내어(표 4) 재조합 백신으로 사용이 가능할 것으로 기대된다. 이외에도 삽입된 GFP 유전자를 제거하고 그 자리에 다른 병원체의 방어관련 유전자를 삽입하기 위한 vector로 활용이 가능할 것으로 보여진다. 따라서 ILT 예방과 동시에 삽입된 유전자의 발현으로 다른 질병까지 예방할 수 있어 한번 접종으로 두 개 질병을 예방할 것으로 기대된다. 

(2) Subunit vaccine 
  Subunit vaccine이란 질병방어에 관여하는 하나 또는 그 이상의 항원을 병원체로부터 직접 추출하여 정제하거나 질병방어유전자를 발현시켜 생산한 재조합 단백질로 제조된 백신이다. Subunit vaccine을 개발하기 위하여 선결되어야 할 것은 방어에 관련된 유전자, 단백질 또는 당단백질을 규명하는 것이며 또한 초기감염 방어와 병원체 제거에 관련된 면역반응이 무엇인지를 알아내는 것도 필요한다. 어떤 단백질은 면역억제를 일으키거나 질병을 악화시킬 수 있다. 그러므로 방어를 유도하는 단백질(항원)을 동정하는 것이 매우 중요하다.
  Subunit vaccine의 장점은 안전하며 백신에 불필요한 항원성분이 적으며 단지 몇가지 항원성분만이 백신에 포함되어 있어 항원 경쟁성이 적으며 백신으로 면역반응을 필요한 부위에서 유도하며 백신접종 동물과 감염동믈을 구별할 수 있다. 현재 사용중인 구제역(FMD) 백신이 subumit vaccine의 한 예로 백신제조에는 구조단백(structural protein)이 포함되어 있는 반면 비구조단백(nonstructural protein)은 포함되어 있지 않다. 따라서 이러한 백신을 접종한 개체는 감염된 개체와 구별이 가능하다. 즉 비구조단백에 대한 항체를 측정하면 백신접종 개체는 비구조단백에 대한 항체가 생성되지 않는 반면 감염된 개체는 구조단백 뿐만이 아니라 비구조 단백에 대한 항체도 형성된다.
Subunit vaccine은 기존방법으로 항원을 제조할 수 있으나 순도가 낮고 양이 적어 비경제적이다. 따라서 recombinant DNA technology를 이용하는 것이 경제적이다. 세균의 경우는 시험관에서 배양하는 경우 방어관련 항원을 생산하지 않는 경우도 있다. 예를 들면 몇 개의 세균의 방어성분은 철이 첨가되지 않은 배지에서 증식시켜야만 충분한 양이 생성된다. Recombinant DNA technology와 더불어 synthetic peptide technology를 이용하여 방어단백질을 다량으로 생산할 수 있다.
  최근에는 질병을 전파시키는 흡혈곤충의 장에 있는 항원에 대하여 동물을 면역시켜 흡혈시 동물의 혈액에 존재하는 항체가 흡혈곤충의 장을 파괴하거나 생식능력을 파괴시켜 질병전파를 차단하여 질병을 예방하는 연구도 진행되고 있다.

(3) Peptide vaccine 
  Peptide vaccine은 짧은 polypeptide를 화학적으로 합성하여 생산한 백신이다. Peptide vaccine을 개발하기 위하여는 병원체의 감염과 증식에 관여하는 conserved epitope을 동정하는 것이 필요하다. Peptide vaccine의 장점은 대량생산이 용이하며 생산된 peptide를 처리하는 과정이 필요하지 않다. 그리고 합성물을 이용한다는 측면에서 백신을 화학적인 용어로 규정이 가능하며 핵산의 오염이 없어 복잡한 안전성 시험이 필요하지 않다. 합성된 polypeptide는 실온에서도 안정하여 생산과 판매시 냉장보관이 필요하지 않다. 이와같은 안정성은 생체에서 백신을 천천히 유리시킬 수 있으므로 지속적으로 면역반응을 유할 수 있다. 그러나 peptide vaccine은 면역력이 낮으며 생체내에서 빠르게 손실된다. 따라서 높은 면역반응을 일으키기 위하여는 강한 adjuvant와 더불어 peptide 항원을 연결시키는 carrier가 필요하다. 최근에 retro-inverse peptide 합성연구의 발전으로 peptide의 안정성과 높은 면역반응의 유도가 가능해지고 있다. 그러나 병원체는 변이를 일으키므로 면역반응에 관련된 epitope에도 변이가 일어날 수 있다. 따라서 peptide vaccine의 개발연구에는 epitope 선정이 매우 중요하며 병원체의 생존에는 결정적이며 변이를 일으키는 않는 epitope의 선정이 중요하다.

(4) Polynucleotide (DNA) vaccine 
  가장 최근에 개발된 백신은 polynucleotide, 즉 DNA 백신이다. DNA 면역기전은 plasmid DNA가 들어간 세포(transfected cell)에서 유용유전자가 발현된다는 것이다. in vitro transfection에 관하여는 오래전에 밝혀졌으나 동물세포에 plasmid DNA가 발현된다는 것은 Wolff 등(1990)에 의하여 보고되었다. Polynucleotide(DNA) vaccine은 사람뿐만이 아니라 여러종류의 동물 병원체에 대하여도 연구가 활발히 진행되고 있다. Polynucleotide vaccine의 특징을 요약하면 표 5와 같다.
  이와같은 특징으로 polynucleotide vaccine은 제3세대 백신으로 인식되고 있다. 그러나 polynucleotide vaccine은 면역반응을 일으키기 위하여 필요한 DNA양을 줄이는 것이 중요하다. Plasmid DNA는 항원표지세포(antigen-presenting cell)이 많은 부위에 gen gun 또는 주사기를 이용하여 접종한다. 가축에서는 털(깃털)이 없는 부위에 DNA 접종해야 하는 어려움이 있으므로 DNA vaccine의 접종부위중 하나로 입 또는 구강점막에 접종하는 방법이 선호되도 있다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	3. 식물유전공학을 이용한 동물백신 개발
  Transgenic plant란 미생물, 식물, 동물에서 유래한 유용 유전자가 조작을 통하여 식물에 도입되어 형질이 발현이 발현되고 있는 식물을 말한다. 1985년경 세균유래의 유전자가 담배에 발현됨으로써 최초의 transgenic plant가 작성되어 제1세대 식물유전공학이 시작되었다. 제1세대 식물유전공학은 식물을 식량자원 차원에서 제초제 내성, 내병성, 내충성등의 농업적 응용에 치중하여 발전하였다. 1990년대 중반부터 식물생명공학은 농업적 응용이외에 새로운 분야에 대한 적용이 탐색되면서 식물을 단순히 식량차원의 소재로서가 아니라 산업용 소재로서도 활용도를 인정하기 시작하는 제2세대 식물생명공학에 접어들었다. 제2세대 식물생명공학의 대표적인 응용분야는 molecular farming, edible plant vaccine, phytoremedation 그리고 seed oil modification이다. Molecular farming이란 고부가가치의 유용단백질을 식물을 생산공장으로 활용하여 대량생산하는 기술로 동물세포배양에 비하여 약 1/30, 미생물 발효에 비하여는 약 1/3의 비용이면 가능하다. Molecular farming은 1기와 2기로 나누어지며 1기의 목표는 고부가가치의 의료용 단백질(인슐린, 인터페론, 성장호르몬, 각종 의료용 인체효소등)을 값싸게 대량생산하는 것으로 해당 유전자를 식물에 도입, 발현시켜 이로부터 유용물질을 추출하는 것이다. 이와같은 경우 원하는 단백질의 분리·정제에 고비용이 요구되므로 식물에서 발현시스템을 조절하여 분리·정제에 소요되는 비용을 최소화하는 기술개발이 목표이다. 제2기는 최종산물이 의료용으로 사용되는 경우와 같이 고순도를 요구하지 않는 경우에는 분리·정제 단계없이 발현산물을 함유하고 있는 식물전체를 사용할 수 있다. 이는 농축수산업 분야와 산업용 효소제 등에 활용할 수 있는 방법이다.
  Edible plant vaccine이란 식물체를 먹음으로서 특정질병에 대한 면역을 유도하는 것이며 사람뿐만이 아니라 동물에도 이용가능한 백신으로 수의분야에서도 연구가 활발히 진행되고 있다. 간단한 예를 들면 바나나를 먹음으로서 간염을 예방하고 우유, 토마토등을 먹어 질병에 대한 예방항체를 유도하는 것이 edible vaccine이다. 
  제2세대 식물유전공학의 응용분야인 phytoremediation은 식물체를 이용하여 대기, 토양, 수질오염물을 제거하는 기술이며 floricultures는 식물조직배양을 통한 화훼류 무병주의 생산 및 유전자 조작된 화훼류를 생산하는 산업분야이다
  1796년에 Edward Jenner가 cow pox virus를 이용하여 small pox를 예방한 것이 백신의 시초이다. 이후 200년간 백신은 질병예방을 위하여 큰 기여를 하였으며 최근 수십년 동안 학문발전은 새로운 개념의 백신연구에 급진적인 발전을 가져왔다. 현재 여러 병원체의 유전자가 밝혀지고 있으며 유전자의 기능까지도 알려지고 있다.
  2000년 6월26일에 Human Genome Project(인간유전체사업)가 완성되어 발표되었다. 대장균 genome의 염기서열(크기 4.7X106bp)를 밝히는데 약 20년이 소요되었으나 30억 bp에 달하는 인간 genome의 유전자 지도는 10년만에 완성되었다. 이와같이 염기서열을 결정하는 속도뿐만이 아니라 전반적인 학문이 급속하게 발전하고 있다. 백신연구도 예외는 아니다. 
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