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요 약

미립담체에 고정된 Vero 세포를 이용한 돼지유행성설사병 바이러스 백신의 생산성을 향상시키기 위하여 Phillipsite-

Gismondine synthetic zeolite가 투석막에 충진된 Carberry type 생물반응기를 사용하여 암모늄 이온을 선택적으로 흡

착하였다. Impeller shaft 및 흡착제 사이에 응집된 미립담체 때문에 세포 성장이 감소하는 것으로 보이나, 포도당 소모

량과 젖산 생성량의 비교를 통해 판단 할 때 zeolite는 세포에 독성을 나타내지 않았다. 배양배지로부터 암모늄 이온을

제거함으로써 세포성장 및 바이러스 생산 두 단계 모두가 크게 개선되었다. 바이러스 생산에 있어서는 암모늄 이온 제

거에 의해 대조군과 비교하여 바이러스 역가가 2배 이상 향상되었다. 연구결과 zeolite는 암모늄 이온을 효과적으로 흡

착제거하여 바이러스 백신의 생산성을 높일 수 있는 이상적인 흡착제임을 확인하였다.

Abstract − The porcine epidemic diarrhea virus(PEDV) production yield in spinner flask cultures using Vero cells

immobilized on microcarriers was improved by the selective adsorption of ammonium ions in a Carberry type bioreac-

tor which was equipped with Phillipsite-Gismondine synthetic zeolite. Though the apparent cell growth seemed to be

lower than that of control due to the aggregation of microcarriers between impeller shaft and the adsorbent, zeolite was

found to not to be toxic to Vero cell, considering estimated glucose and lactate changes. Zeolite was observed to remove

ammonium ions effectively in both steps of cell growth and virus production. In virus production, the virus titer with

zeolite was two times higher than that without zeolite. Consequently, zeolite was found to be an ideal adsorbent for

higher production of virus vaccine with the effective removal of ammonium ions.
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1. 서 론

동물세포의 배양에 있어서 포도당과 글루타민은 주요 탄소원과

에너지원으로 공급되고 있다[1]. 특히 글루타민은 세포대사에 에너

지를 공급할 뿐만 아니라 다른 아미노산, 지질, 단백질, 핵산, 퓨린

또는 피리미딘을 합성하는데 탄소와 질소의 공급원으로 쓰이는 필

수 아미노산이다[2,3]. 글루타민은 대사과정에서 암모늄 이온이 부

산물로 배출된다[4,5]. 동물세포 배양액내 의 암모늄 이온의 축적은

세포 성장에 저해효과를 나타낸다. Mouse L 세포[6]는 0.5 mM, 3T3

세포[7]와 BHK 세포[8]는 1 mM, mouse hybridoma[9,10]는 2~3 mM,

MDCK 세포[11]는 4 mM 이상의 암모늄 이온 농도에서 저해 현상

을 일으키는 것으로 보고되었다. 암모늄 이온은 또한 세포 대사나

생성물의 생산도 저해한다. Human fibroblast 세포에 의해 생성되

는 인터페론은 2 mM의 암모늄 이온 농도에서 50%나 억제되고[12],

mouse L 세포에서는 20 mM에서 50%가 억제되는 것으로 보고되

었다[13]. New Castle disease 바이러스[14], Influenza 바이러스

[15], Columbia SK 바이러스[16] 등도 암모늄 이온에 의해 증식이

억제되어 결국 백신 생산을 저해한다고 보고되었다. 따라서 동물세

포 배양액에서 암모늄 이온의 축적을 감소시키는 것은 세포 성장과

세포 생성물의 생산성 향상을 위해 매우 중요하다.

이렇게 동물세포의 배양에서 문제가 되는 암모늄 이온을 제거하
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기 위한 방법으로 크게 두 가지 방법이 시도되었다. 첫 번째는 배양

액 내의 글루타민을 저농도로 유지하면서 배양하거나, 글루타민을

glutamate나 다른 아미노산, 또는 pyruvate와 같은 다른 물질로 대

체하여 세포대사에 변화를 주어 암모늄 이온의 생성을 줄이는 방법

이다[17-20]. 두 번째는 암모늄 이온이 생성되는 즉시 시스템으로부터

동시 제거하여 암모늄 이온의 축적을 방지하는 방법이다[9,21,22].

이 두 가지 방법 모두 암모늄 이온의 생성 저해 및 축적 방지의 장

점을 보였으나 세포의 성장이나 여러 동물세포에 각각 적용하는데

문제가 있거나 경제성이 떨어지는 등의 단점을 보였다. 이들 여러

방법 중 Jeong과 Wang[9]에 의해 소개된 합성 zeolite인 Phillipsite-

Gismondine은 암모늄 이온에 대한 선택성과 흡착 용량이 높고 동

물세포에 무해하며 세포 배양액으로부터 암모늄 이온을 동시 제거

함으로써 세포 성장 및 생산성 향상을 도모할 수 있다는 점과 배양

중간에 손쉽게 적용할 수 있다는 점에서 다른 방법들보다 장점이 있

었다.

바이러스 백신 생산에 있어서 zeolite에 의한 암모늄 이온 제거 효

과를 알아보기 위해 본 연구에서 사용한 바이러스는 돼지유행성설

사 바이러스(porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)로 coronavirus에

속한다. PEDV 감염에 의해 발병하는 돼지유행성설사병(porcine

epidemic diarrhea; PED)은 어린 자돈뿐만 아니라 육성돈, 비육돈에

서도 심한 수양성 설사를 일으키는 급성 바이러스성 장염이다[23].

PEDV에 의한 증상은 돼지전염성위장염 바이러스(transmissible

gastroenteritis virus; TGEV) 감염에 의한 임상증상과 유사한 것으

로 알려져 있다[24]. PEDV는 single stranded positive RNA genome

으로 구성된 coronavirus로 직경이 95~190 nm이며 표면에는 방사

상으로 배열된 18~23 nm의 곤봉모양의 spike를 가지고 있고 다형

태이나 주로 구형이다[25]. PEDV는 Vero 세포에 trypsin이 첨가된

배지를 이용하여 연속 계대하여 Hoffman과 Wyler[26]에 의해 분리

되었다. 국내에서는 1992년 처음으로 간접형광항체검사에서 PEDV

에 대한 양성반응을 보인 가검재료를 Vero 세포에 연속으로 계대하

여 분리하였다[27].

따라서 본 연구에서는 투석막에 zeolite를 고정화한 흡착제를 적

용한 Carberry type의 생물반응기를 이용하여 세포배양과 바이러스

생산 과정에서 암모늄 이온을 제거해 줌으로써 바이러스 백신의 역

가 향상을 시도하였다.

2. 재료 및 방법

2-1. 세포주 및 세포배양

본 실험에 사용한 세포주로 백신생산에 널리 사용되는 Vero 세포

(African Green Monkey Kidney cell, ATCC CCL-81)를 사용하였다.

세포배양을 위하여 10% Fetal Bovine Serum(FBS, JRS), 30 mM

NaHCO
3
(Sigma), Streptomycin sulfate(100 µg/mL, Sigma), Penicillin G

(100 units/mL, Sigma)가 첨가된 DMEM:F-12(Sigma)를 사용하여,

37 oC, 5% CO
2
 incubator에서 배양하였다. 세포의 계대배양을 위하

여 φ100 mm tissue culture dish에 1×105 cells/mL의 농도로 10 mL

씩 배양하며, 3일 간격으로 계대하였다. Heamocytometer를 이용한

trypan blue exclusion method를 이용하여 세포농도를 측정하였다.

2-2. 바이러스주 및 바이러스배양

본 실험에 사용한 바이러스주는 돼지유행성설사병을 일으키는 약

독화된 돼지유행성설사병 바이러스주(Porcine Epidemic Diarrhea

Virus, KPED-9)로써, (주)대성미생물연구소의 생독백신을 구입하여

사용하였으며, −80 oC deep freezer에 보관하였다.

Seed 바이러스를 생산하기 위하여 φ100 mm tissue culture dish

에 1×105 cells/mL의 농도로 10 mL씩 Vero 세포를 접종하여 3일간

배양한 후, 배지를 제거하고, 0.1 MOI (Multiplicity of Infection)로

감염시켜 37 oC, 5% CO
2
 incubator에서 간헐적으로 흔들어주며 1

시간 동안 흡착시켰다. 흡착 1시간 후 바이러스가 포함된 배지를 제

거하고, 바이러스 생산배지를 세포배양 부피와 동일하게 넣어주었

다. 24시간 동안 바이러스를 생산 후 바이러스 생산 culture vessel

을 deep freezer에 넣고 3회 동결해동법으로 세포파쇄를 한 후 3,000

rpm으로 10분간 원심분리하여 얻은 상등액을 seed 바이러스로 사

용하였다.

2-3. 미립담체 배양

세포배양을 위한 미립담체로 Cultispher-G 0.17 g을 Ca2+, Mg2+-

free PBS로 overnight 팽윤시켰다. 팽윤된 Cultispher-G를 121 oC,

20분간 가압멸균하였다. 멸균된 Cultispher-G를 10% FBS-DMEM:

F12 배지로 3회 세척 후 37 oC, 5% CO
2
 incubator에서 1시간동안

배양하였다. 1시간 후 미립담체와 Vero 세포를 100 mL spinner

flask에 50 mL 넣고, on/off timer를 이용(3분 on/ 30분 off)하여 24

시간 동안 40 rpm으로 간헐적으로 교반하면서 미립담체에 세포가

부착되도록 하였다. 24시간 후 배지 50 mL을 첨가하여 전체 부피

를 100 mL로 맞춘 후 60 rpm으로 연속적으로 교반하면서 배양하

였다.

2-4. Zeolite 고정화흡착제 제작 및 처리

본 연구에서는 Table 1과 같은 물리적 성질을 갖는 분말 형태인

Phillipsite-Gismondine synthetic zeolite(IW-85, UOP)를 Park 등

[28,29]이 사용한 방법 중 막 형태로 고정화하여 이용하였다. 막

형태의 고정화흡착제는 투석막(retain M.W. 12,000, Sigma)을 흐

르는 물에 3~4시간 동안 씻어 glycerin을 제거하고, 100 oC에서

10분간 끓인 다음 투석막 하나에 0.5 g Phillipsite-Gismondine

synthetic zeolite를 충전시켜서 사용하였다. 충전된 막 형태의 고정

화흡착제는 100 mL spinner flask의 impeller shaft 양쪽에 1개씩

모두 2개를 부착하여 따로 가압멸균하였다. Zeolite의 적용을 위하

여 100 mL spinner flask에서 Vero 세포의 배양 48시간에 Fig. 1

에서와 같이 막 형태의 고정화흡착제가 부착된 impeller shaft로 교

환하여 주었다.

Table 1. The physical properties of Phillipsite-Gismondine

Typical Oxide formula : K
2
OAl

2
O

3
3.6SiO

2
5H

2
O

Typical Unit Cell Contents K
42
[(AlO

2
)
42
(SiO

2
)
76
]107H

2
O

Symmetry Cubic

Density 2.18 g/mL

Unit Cell Constants a = 20.1 Å

Unit Cell Volume 8072 Å3

Framework Phillipsite-related

Void Volume 0.22 mL/mL

Framework density 1.45 g/mL

Large Molecule Adsorbed SO
2
 not O

2

Kinetic Diameter 3.6 Å
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2-5. 미립담체 배양에서의 바이러스 감염

100 mL spinner flask(Bellco, USA)에 Vero 세포를 배양하다가

72시간에 배지를 80% 제거하고, PEDV를 0.01 MOI로 1시간 동안

교반을 멈추고 간헐적으로 흔들어 주면서 감염시켰다. 1시간 후 배

지제거 전의 부피만큼 새 배지를 넣어주고, 60 rpm으로 연속해서

교반하며 바이러스를 생산하였다. 바이러스 감염 후 24시간 간격으로

1 mL씩 sampling하여 1.5 mL microtube에 넣고, 바이러스 역가 측

정 전까지 −80 oC deep freezer에 보관하였다.

2-6. 바이러스역가 측정

PEDV의 역가를 확인하기 위해 plaque assay를 사용하였다. 먼저

6 well culture plate에 Vero 세포를 1×105 cells/mL의 농도로 각 well

에 2 mL씩 접종하고, 37 oC, 5% CO
2
 incubator에서 3일간 배양하

여 세포가 culture vessel 표면을 80~90% 이상 덮으면 배지를 제거

하고, 10배씩 serial dilution한 바이러스 희석액을 접종하고, 1시간

동안 간헐적으로 흔들어서 바이러스가 세포에 흡착되도록 하였다.

1시간 후 바이러스 희석액을 제거하고, 3% low melting agarose와

배지를 1:2로 혼합한 overlay 배지를 각 well에 2 mL씩 도포하고,

실온에서 굳혔다. Agarose overlay 배지가 굳은 후 parafilm으로

plate를 봉하고, 37 oC, 5% CO
2
 incubator에서 2일간 배양하였다. 2

일간 배양 후 육안으로 plaque가 형성된 것이 보이면, 3% agarose

solution : 배지 : neutral red solution=1 : 2 : 0.3의 agarose 염색배

지를 만들어 각 well에 1 mL씩 도포하여 실온에서 굳혔다. Agarose

염색배지가 굳은 후 37 oC, 5% CO
2
 incubator에서 overnight하여

neutral red dye가 세포에 염색되도록 하였다. 다음날 계수하기에 적

합한 희석배수에서의 plaque를 계산하여 역가를 측정하였다.

2-7. 포도당, 젖산, 암모늄 이온 분석

포도당은 YSI 2700(YSI, USA)을 이용하여 분석하였고, 젖산과

암모늄 이온은 lactate assay kit(sigma, 735)와 ammonia assay kit(sigma,

171-B)를 이용하여 microplate reader에서 각각 540 nm와 340 nm

로 분석하였다.

3. 결과 및 고찰

3-1. Zeolite의 Vero 세포 성장에 대한 효과

CHO 세포와 hybridoma 세포 배양에서 zeolite가 암모늄 이온을

제거함에 따라 세포성장 및 생성물의 생산을 촉진한다는 사실은 이

미 보고되었다[9,28,29]. 따라서 zeolite에 의한 암모늄 이온의 제거

가 돼지유행성설사병 바이러스의 숙주세포인 Vero 세포성장에 어

떠한 영향을 미치는지 먼저 조사하였다. Cultispher-G 미립담체에

고정된 Vero 세포를 100 mL spinner flask에서 배양하면서, 배양 48

시간에 spinner flask의 impeller shaft를 zeolite가 부착된 impeller

shaft로 교환하여 zeolite가 부착되지 않은 대조군과 세포성장을 비

교하였다. 그 결과 Fig. 2(a)에서처럼, zeolite 처리군에서의 세포성

장이 감소하는 것을 보였다. 그러나 Fig. 2(b)에서는 zeolite 처리군

에서 포도당 소모가 더 빨리 일어났고, 또한 Fig. 2(c)에서와 같이

젖산 생성도 증가함을 보이고 있어서 실제 세포성장이 저해되었다

기 보다는 다른 이유로 겉보기 세포성장이 낮게 관찰되었을 것이라

추측할 수 있으며, zeolite가 Vero 세포의 성장을 저해하지 않는 것

으로 보인다. 실제 zeolite 처리군에서 세포농도가 적게 측정된 원인

은 흡착제가 impeller shaft에 고정되면서 그 틈 사이에 미립담체가

부착되어져 응집이 형성되었기 때문이다. Park 등[29]의 결과에서

는 미립담체를 사용하지 않고 부유배양에 적응된 CHO 세포를 배

양하였기 때문에 응집이 형성되어지지 않아 세포농도의 증가 현상

을 보였으나, 본 실험에서 사용한 Vero 세포가 고정된 미립담체는

단일 세포에 비해 크기가 커서 응집이 쉽게 형성되었기 때문에

sampling에 의해 세포농도를 측정했을 때 낮은 세포농도를 보였다.

Fig. 2(d)에서 zeolite 처리군의 암모늄 이온 농도는 흡착으로 인해

세포배양 96시간을 기준으로 대조군 대비 57%의 암모늄 이온 농도

를 보였다. 이 결과로 zeolite가 CHO, hybridoma 세포배양 외에

Vero 세포배양에서도 뛰어난 암모늄 이온 흡착능을 보여준다고 할

수 있다.

3-2. Zeolite의 PEDV 생산에 대한 효과

Spinner flask 배양에서 Vero 세포를 이용한 PEDV 생산 과정 중

바이러스 감염 전까지의 세포배양 과정은 위와 동일하였다. Zeolite

처리군과 대조군에서의 바이러스의 감염은 세포배양 72시간에

spinner flask의 교반을 멈추어 미립담체를 침강시킨 후 배지의 80%

를 제거하고, PEDV를 0.01 MOI로 감염시켜 1시간 동안 세포와 바

이러스를 접촉시켜 바이러스를 감염한 후 PEDV를 생산하여 바이

러스 역가를 측정하였다. Fig. 3(a)에서는 세포배양 72시간까지는

Fig. 2(a)와 마찬가지로 비슷한 양상을 보였으나, 24 hpi(hours post-

infection)부터는 zeolite 처리군과 대조군 모두 바이러스의 증식으

로 세포농도가 급격하게 감소함을 보여주고 있다. 바이러스 생산시

간에 따른 PEDV의 역가변화를 보여주고 있는 Fig. 3(b)에서,

zeolite 처리군의 역가는 24 hpi부터 증가하기 시작하여 48 hpi에 최

대 11.3×106 pfu/mL의 역가를 보인 후에 감소하기 시작한 반면에

대조군은 24 hpi에 4.8×106 pfu/mL의 역가를 보인 후에 계속 감소

함을 보였다. 바이러스 생산에 있어서는 zeolite 처리군의 경우

zeolite의 암모늄 이온 제거에 의해 대조군과 비교하여 2배 이상의

바이러스 역가가 향상됨을 보였다. 따라서 본 연구에서 적용한 막

형태의 고정화흡착제가 부착된 Carberry type 생물반응기는 CHO

세포나 hybridoma 세포배양뿐만 아니라 돼지유행성설사병 바이러

Fig. 1. The schematic diagram of Carberry type bioreactor equipped

with zeolite adsorbent at the impeller shaft of spinner flask.
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스 백신 등 바이러스 백신의 생산에도 효율적으로 사용될 수 있음

을 알 수 있었다.

Fig. 3(c), 3(d)의 결과는 zeolite 처리군이나 대조군 모두에서 포

도당 소모나 젖산 생성이 비슷함을 보여주었다. 배양시간에 따른 암

모늄 이온의 변화를 보여주고 있는 Fig. 3(e)에서, 바이러스 감염 전

까지의 양상은 Fig. 2(d)와 같은 양상을 보였으나 바이러스 감염과

배지교환 후 생산단계에서 24 hpi까지 zeolite 처리군이나 대조군 모

두 암모늄 이온이 증가함을 보였다. 이러한 원인은 바이러스 증식

및 세포증식을 위한 글루타민 대사 부산물로써 암모늄 이온이 측적

되기 때문이며, 24 hpi 이후부터는 시간이 지날수록 zeolite 처리군

에서의 암모늄 이온 농도는 흡착으로 인하여 대조군의 암모늄 이온

농도보다 훨씬 낮게 유지되는 것이 관찰됨으로써 Fig. 3(b)에서 나

타난 바이러스 백신 역가의 향상은 zeolite에 의한 암모늄 이온의 제

거효과임을 알 수 있었다.

4. 결 론

동물세포배양에서 독성 부산물인 암모늄 이온은 글루타민의 대

사에 의해 발생한다. 이 암모늄 이온의 배양액 내 축적은 세포성장

을 저해할 뿐만 아니라 생성물의 수율도 감소시킨다. 따라서 배양

액 내에 생성 축적된 암모늄 이온을 제거한다면 세포성장 및 생성

물의 수율을 촉진할 것으로 예측할 수 있다. 앞선 zeolite를 이용한

연구들에서 tPA나 단일클론항체와 같은 생성물의 수율이 암모늄 이

온 제거에 의해 증가함에 따라 zeolite를 바이러스 백신 생산에도 적

용해 보았다. Zeolite를 바이러스 백신 생산 시스템에 가장 효율적

으로 적용하기 위하여 막 형태 고정화 흡착제가 부착된 Carberry

type 생물반응기를 사용하여 돼지유행성설사병 바이러스 백신을 생

산하였다. 그 결과 zeolite는 바이러스 생산에 주로 이용되는 Vero

세포 성장에 독성을 나타내지 않았으며, 탁월한 암모늄 이온 제거

능을 보여주었다. 또한 바이러스 생산에 있어서도 zeolite를 처리하

지 않은 대조군과 비교해 2배 이상의 높은 바이러스 역가를 보여주

었다. 이로써 zeolite가 암모늄 이온의 생성 축적에 의해 세포성장

및 생산 수율이 저해되는 다양한 생물학적 공정을 개선할 수 있는

유용한 수단임을 확인하였고, 본 연구에서 사용한 변형된 Carberry

type 생물반응기는 미립담체 응집의 축적과 같은 문제가 약간 있었

지만 다양한 바이러스 백신 생산에 유용하게 사용될 가능성을 확인

Fig. 2. The effect of zeolite on Vero cells growth without infection in spinner flask cultures. (a) Viable cell, (b) glucose, (c) lactate, and (d) ammo-

nium ion concentration profiles. The arrow means zeolite adsorbent treatment. The data, from 24 hr to 48 hr, represents the mean and

standard deviations calculated from the results of two spinner flasks. The data, from 72 hr to 144 hr, represents the mean and stan-

dard deviations calculated from the results of duplicate assay in each spinner flask.
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하였다. 향후 zeolite가 단일 세포나 미립담체에 고정된 세포 모두에

범용적으로 적용될 수 있는 흡착제 시스템의 개발이 암모늄 이온의

축적 문제를 안고 있는 동물세포 배양 시스템의 효율 향상을 위해

절실히 요구된다.
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