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1. 서 론

혼합백신은 2개 이상의 항원으로 구성되는 백신으로 하나 이상의 감염증을 예방하

거나 동일 미생물의 서로 다른 형태 또는 혈청형에 의해 유발되는 감염증을 예방하기 

위한 것이다. 디프테리아(D) 및 파상풍(T) 톡소이드와 다른 몇몇 항원들의 동시 투약

을 허용하는 혼합백신은 20세기 중반 이후부터 사용되었다. 초기의 일부 디프테리아·

파상풍(DT) 포함 혼합백신에는 개량불활화 폴리오백신(IPV) 및/또는 전세포 백일해 백

신(DTwP)이 포함되어 있다. 이후에는 DTwP의 대체방법으로 다양한 정제백일해 항원

(DTaP)이 개발되었으며(국내에는 1982년에 DTwP에서 DTaP로 전환), 여기에 b형 헤

모필루스 인플루엔자 접합백신(Hib conj.)이나 B형 간염 표면 항원(HBsAg)이 하나 이

상 결합되어 사용되고 있다.

최근에는 사용연령 범위(즉, 영아, 유아, 어린이, 청소년, 성인)에 따라 각 항원의 

양과 항원의 총 범위는 다르지만, 전 세계적으로 DTwP-포함 및 DTaP-포함 혼합백신

이 많이 이용되고 있다.

백일해 성분이 없거나 개량불활화 폴리오백신(IPV)과 같은 다른 항원을 포함한 디

프테리아·파상풍(DT) 포함 백신도 있다. 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신은 일반

적으로 세균과 바이러스에서 유래된 항원을 포함하고 있다. 현재 일부 국가에서 승인

된 혼합백신은 모두 흡착 디프테리아, 파상풍 및 정제 백일해 혼합백신(DTaP), 개량 

불활화 폴리오백신(IPV), B형간염표면항원(HBsAg) 및 헤모필루스 인플루엔자 비형 접

합백신(Hib conj.)으로 구성되어 있지만, 향후에는 한층 광범위한 혼합백신이 개발될 

가능성이 상당히 높다(예. 다당질 결합 수막구균 포함).

이 가이드라인은 백신 제조업체에 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신의 생산, 품

질 관리 및 안전성 유효성 평가에 관한 배경과 지침을 제공하기 위한 것이다. 이 문서

의 5장은 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신의 제조 및 품질평가에 관한 지침을 

다루고 있으며 6장은 혼합백신의 비임상적 평가에 대한 지침을 다루고, 7장은 임상적 

평가에 관한 지침을 포함하고 있다. 이 가이드라인과 함께 백신의 비임상 및 임상평가

에 관한 가이드라인을 포함하여 관련된 단일백신의 WHO 가이드라인들과 같이 참조하

는 것이 좋다. 
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2. 용어 및 약어정리

아래의 용어정의는 이 가이드라인에 한하여 적용한다. 

기능적 항체(functional antibody) : 항원을 결속시키는 항체로, 실험실 시험으로 

입증될 수 있는 생물학적 효능(예, 독소 중화, 바이러스 불활화, 옵소닌(opsonin) 

또는 살균 활동, 전세포 응집)이 있다. 

기초접종(primary vaccination) : 임상적 방어효과를 유도하기 위하여, 6개월 

미만의 간격으로 미리 정한 기간 동안 처음으로 백신을 접종하거나 일련의 백신 

접종을 수행하는 것을 말한다. 

단일 수득물(single harvest) : 접종, 수득 및 공정 처리한 하나의 배양배지에서 

얻은 독성 여과액 또는 톡소이드를 말한다.

대조백신(comparator vaccine) : 기허가 백신 또는 유효성이 있는 백신으로 

인정되는 것으로 실험 백신과 함께 시험하여 비임상 또는 임상시험에서 활성 

대조군으로 사용한다. 혼합백신의 연구에 사용된 대조백신의 예는 7.2.2 표1에 

나와 있다.  

로트(lot) : 하나의 최종원액으로부터 제조기간 내에 일련의 제조공정에 의해 

균질성을 갖도록 제조된 제품군을 말한다.

마스터 시드 로트(master seed lot) : 단일 균주에서 유래된 다량의 세균현탁액이 

단일 로트로 처리되어 균일한 조성을 이루는 것. 제조용 시드 로트의 준비를 위한 

접종배지로 사용된다. 마스터 시드 로트는 냉동품이나 안정성을 보장하는 것으로 

알려진 온도에서 냉동건조품으로 보관해야 한다. 

면역원성(immunogenicity) : 항체 매개 및/또는 세포 매개 면역 및/또는 면역학적 

기억을 유도할 수 있는 백신의 능력을 말한다.

무독화시험(specific toxicity) : 의약품의 제조공정 중에 존재한 특정의 독성성분이 

규정에 표시된 정도 이하로 독성이 소실되어 있는지 판정하는 시험이다.
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반응원성(reactogenicity) : 백신접종과 인과관계에 있다고 생각되는 국소 또는 

전신반응이다. 

백신 유효성(vaccine efficacy) : 백신 미접종 경우와 비교하여, 백신접종 이후 

임상적 질병에 걸릴 가능성 또는 확률의 감소. 직접적 방어(즉, 백신접종에 따라 

유도된 방어)를 기준으로 백신 유효성을 평가한다. 

백신 효과(vaccine effectiveness) : 지정 집단에서 백신접종에 따른 방어 비율. 

백신 효과는 직접적인 방어와 간접적 방어(즉, 백신접종 집단에 의한 미접종자의 

방어) 모두를 포함한다. 또한 백신접종 범위, 백신 균주와 병원 균주와의 상관관계, 

그 집단의 백신 도입 이후 백신에 포함되지 않은 균주에 의한 질병 발생률에 의해 

백신 효과를 결정한다.

비열등성 마진 또는 기준(non-inferiority margin or limit) : 적절한 신뢰구간에 

기초하여 미리 정한 기준. 이 기준을 충족하면 면역반응에서 미리 정한 차이는 

임상적으로 의미가 있는 것으로 간주되지 않을 수 있다. 

비열등성시험(non-inferiority trial) : 연구 대상 제품에 대한 반응이 대조백신(활성 

또는 위약)보다 임상적으로 열등하지 않음을 보여주는데 일차적인 목표를 두고 

실시하는 임상시험을 말한다.

시드 로트(seed lot) : 단일 배양에서 얻은 특정 세균, 바이러스 등의 균일한 

부유액을 소분하고 그 유전적 성질을 충분히 안정하게 하는 조건으로 보존된 것을 

말한다.

안정성시험(stability) : 의약품의 성상, 성분 등이 일정 기간 동안 규정에 표시된 

정도 이상으로는 변화하지 않는다는 것을 판정하는 시험이다.

약물유해반응/이상약물반응(adverse drug reaction, ADR): 의약품 등을 정상적으로 

투여·사용한 이후 발생한 유해하고 의도하지 않은 반응으로서 해당 의약품 등과의 

인과관계를 배제할 수 없는 경우를 말하며, 자발적으로 보고된 유해사례 중에서 

의약품 등과의 인과관계가 알려지지 않은 경우에는 약물유해반응으로 간주한다.

유해사례(adverse event/adverse experience, AE) : 의약품 등의 투여·사용 중 

발생한 바람직하지 않고 의도되지 않은 징후(sign, 예. 검사실 결과지의 이상 

표기), 증상(symptom) 또는 질병을 말하며, 당해 의약품 등과 반드시 인과관계를 
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가져야 하는 것은 아니다.

이상독성부정시험(innocuity) : 의약품의 제조공정 중 유입될 수 있는 외래성 

물질에 의한 이상반응을 확인하기 위한 시험이다.

이차변수(secondary endpoints) : 일차변수 외에 임상시험의 결과를 평가하는데 

가장 적당할 것으로 생각되는 지정 변수.

일차변수(primary endpoints) : 임상시험의 결과를 평가하는데 가장 적당할 것으로 

여겨지는 미리 정한 변수(예. 안전성, 유효성 또는 면역원성)를 말한다.

정제 톡소이드원액(bulk purified toxoid) : 단일 수득물이나 다수의 단일 수득물의 

풀로부터 조제한 가공 정제물질. 최종원액이 만들어지는 모 물질이다.

제조용 시드 로트(working seed lot) : 마스터 시드 로트에서 유래된 단일 아균주로 

구성되는 세균배양. 제조용 시드 로트는 마스터 시드 로트에 대해 기술한 것처럼 

분액하여 보관한다. 제조용 시드 로트는 가능한 한 적은 배양계로 마스터 시드 

로트를 통해 준비하며, 마스터 시드 로트와 동일한 특징을 가지며, 단일 수득물 

제제용 접종배지를 위한 것이다. 

최종 로트(final lot) : 모든 면에서 균일한 밀폐된 최종용기들의 모음. 원칙적으로, 

최종 로트는 한 번의 지속적인 작업 단계에서 단일 최종원액 용기에서 채우거나 

가공 처리(예. 냉동건조)를 거쳤다. 서로 다른 여러 최종 로트는 여러 작업 

세션에서 동일한 최종원액으로 채우거나 추가 가공 처리를 거칠 수 있다. 이와 

관련된 최종 로트(배치)는 서브 배치, 서브 로트, 충전 로트 혹은 냉동 건조 

로트라고 하며, 명확한 최종 로트 번호로 확인이 이루어져야 한다.

최종원액(final bulk) : 한 용기 내에서 조제되어 바로 분주할 수 있는 상태로서 그 

내용의 어느 부분을 취하여도 성상 및 품질에 있어서 균일하다고 인정되는 것을 

말한다. 다만, 그 균일한 상태를 유지하기 위해 교반조작을 실시하는 것은 

허용된다.

추가접종(booster vaccination) : 면역반응을 강화시키고 장기 방어효과를 유도하기 

위하여 기초 접종 이후 특정 시기(최소 6개월)에 다시 접종하는 것을 말한다.

혈청전환(seroconversion) : 백신의 면역원성에 관한 정보를 제공하며, 혈청 

음성에서 혈청 양성으로 전환되는 것과 관계가 있다고 간주되는, 미리 정해 놓은 
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항체농도 증가. 이미 항체가 존재한다면, 혈청전환은 지정 저농도에서 의미 있는 

높은 지정 농도로의 전환을 의미한다.

혼합백신(combined vaccine) : 2개 이상의 항원으로 구성되며 이를 최종 조제 

단계에서 제조업체가 결합하거나 투약 직전에 결합하는 백신. 이 백신은 하나 

이상의 질병을 예방하거나 동일 미생물의 서로 다른 균주 또는 혈청형에 의해 

유발되는 하나의 질병을 예방하기 위한 것이다.

※ 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신 약어 정리

DTaP : 흡착 디프테리아, 파상풍 및 정제 백일해 혼합백신

DTaP-HepB : 흡착 디프테리아, 파상풍, 정제 백일해 및 B형 간염(유전자재조합) 혼합백신

DTaP-IPV : 흡착 디프테리아, 파상풍, 정제 백일해 및 개량 불활화 폴리오 혼합백신

DTwP : 흡착 디프테리아, 파상풍 및 백일해 혼합백신

DTwP-HepB : 흡착 디프테리아, 파상풍, 백일해 및 B형 간염(유전자재조합) 혼합백신

DTwP-HepB-Hib 또는 DTwP-HepB+Hib : 흡착 디프테리아, 파상풍, 백일해, B형 

간염(유전자재조합) 및 헤모필루스 인플루엔자 비형 혼합백신

Td : 성인용 흡착 디프테리아 및 파상풍 혼합백신

Tdap : 성인용 흡착 디프테리아, 파상풍 및 정제 백일해 혼합백신
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3. 적용 범위

이 가이드라인은 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신의 품질 및 안전성‧유효성 

평가에 관한 지침을 제공하기 위한 것이다.
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4. 일반 고려사항

「생물학적제제 등의 품목허가·심사규정」, 「생물학적제제 기준 및 시험방법」등을 

기초로 하여 작성하였으며, 그 외에도 ‘WHO 가이드라인’, ‘유럽약전’ 등에 기술된 혼합

백신과 관련된 사항들을 고려하였다.

  

디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신의 품질에 대한 중요한 사안들은 다음과 같다.  

- 의도한 용도에 맞는 적합한 면역원성, 적절한 반응원성 및 안정성을 가지는 최적의 

백신 조성의 조건(적합한 면역증강제의 선택 등)

- 단가 백신에서 확립된 시험법의 적용 가능성

- 혼합백신에 사용할 단가 백신 참조품의 적합성 

- 출하 및 안정성 기준 

디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신의 공급은 특성분석이 잘 이루어진 표준화된 

제조공정에 좌우되며, 이와 함께 적절하고 검증된 방법을 통한 중간체에 대한 엄격한 

제조공정관리 및 모니터링이 중요하다. 이를 위해 백신의 제조 및 시험에 사용되는 세

부적인 표준운영절차를 서면으로 명확히 작성해야 하며, 핵심제조단계 및 시험 검사에 

대한 적절한 밸리데이션을 실시하고 이에 대한 증거 자료를 품목허가(변경)심사 시 제

출하여 승인을 받아야 한다. 또한 제조 및 관리 방법에 변경사항이 생기면, 품목허가 

변경심사를 거쳐 승인을 받아야 한다. 

안전성의 입증과 백신 역가의 확인은 백신 제조의 필수 요구사항이다. 사람을 

대상으로 한 예방접종에서 이상약물반응을 최소화하기 위해서는 정제된 톡소이드의 

생산이 필요하며, 보통은 이상약물반응을 야기할 수 있는 성분을 제거하기 위해 

포름알데히드로 무독화하기 전에 독소를 정제시킨다. 이때 무독화 공정을 

검증함으로써 톡소이드가 열에 노출되었을 때 다시 독성을 나타내지 않고 면역원성을 

유지할 수 있도록 한다. 일부 제조업체는 독성회복 위험을 줄이기 위하여 독소를 

정제하기 전에 무독화시키는 방법을 선호한다. 특히 독성회복 위험을 고려하여 독소를 
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정제 후 무독화하는 경우에 있어서는, 독성회복부정시험에서 상온에 보관한 희석된 

정제 톡소이드에 대해 6주의 배양기간을 유지하도록 권장한다.

뿐만 아니라 제조의 일관성이 있는지 모니터링하려면 독소의 순도와 수율(yield)을 

확인하여야 한다. 응집단위로 나온 톡소이드의 항원함량과 순도는 중요한 

품질지표이며, 최소요구량은 디프테리아 톡소이드는 단백질소 1 mg당 1,500 Lf, 

파상풍은 단백질소 1 mg당 1000 Lf 이다. 

제품 및 중간체의 특성을 분석하고 제조공정을 모니터링하기 위해선 톡소이드의 

순도를 정하는 기존의 라몬 응집법(Lamon flocculation) 외에도, 고성능 액체 

크로마토그래피(HPLC), 원편광 이색성 분광법, SDS-PAGE와 같은 물리화학적 

방법들을 추가로 고려할 수 있다. 최종원액 또는 완제의약품에서 항원함량 및 

흡착정도를 측정하는 것은 중요한 품질시험이며 일관성을 나타내는 유용한 지표이다. 

역가시험의 목적은 적절한 동물 모델을 사용하여, 인체에서 효과적인 것으로 

나타난 톡소이드의 반응과 유사한 면역 반응을 유도하기 위해 시험되는 제품의 능력을 

입증하는 것이다. 역가는 체내 유발시험이나 검증된 대체방법을 사용하여 측정하며, 

결과는 IU로 보정된 적절한 참조품과 비교하여 IU로 표시한다. 역가의 최소요구량은 

사용한 동물모델과 시험 중인 백신의 구성에 좌우된다. 어떤 나라에서는 성인과 

청소년의 면역증강을 위한 백신 역가의 최소요구량이 기초접종 백신보다 낮다. 

기초접종용 백신과 대비하여 이 제품의 항원함량이 적기 때문이다. 

새로운 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신의 개발을 위한 비임상 프로그램은 일

반적인 가이드라인을 따르되, 특별히 최종 제품의 임상 면역원성, 유효성 및 반응원성

의 평가를 위한 동물 모델의 선택에 주의해야 한다.  

임상개발 시 혼합백신의 특성상 반응원성의 증가와 면역원성의 축소가 문제가 될 

수 있다. 따라서 다수 항원을 단일 주사 부위에 동시에 투약함으로 인한 반응원성 

평가와 단가 백신의 접종이나 항원이 적은 백신의 접종과 비교하여 여러 항원으로 

구성된 혼합백신을 주사할 때 하나 이상의 항원에 대한 면역반응이 임상적으로 유의할 

만큼 축소되는지에 대한 평가가 이루어져야 한다. 예를 들어, 혼합백신에 접합 

다당류를 포함하는 것은 동시 투약하거나 개별 접종하는 단가백신 주사와 비교하여 더 

낮은 항체 수준을 보일 수 있다. 이외에도 접합 항원에 대하여 더 낮은 항원 반응을 

초래하는 면역학적 간섭은 접합체에 의해서도 나타날 수 있다.
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또한 정해진 백신 접종 스케줄은 몇몇 항원의 동시 투약에 맞게 조절될 수 있어야 

하며, 다른 백신과 동시 접종으로 인한 잠재적 효과(예방접종프로그램 계획의 효과 포

함)가 고려되어야 한다.

   이 가이드라인을 만드는 과정에서는 최소한 정제된 원액 항원의 생산단계, 단일 성

분과 혼합백신의 품질 측면까지 고려되었다. 또한 단일 성분백신과 비교 시 조제된 최

종원액 및 최종 로트의 생산과 관련된 많은 사안들과 일부 비임상 및 임상 프로그램의 

문제들이 혼합백신의 개발 시에도 매우 유사한 것으로 생각된다. 따라서 가능하고 해

당되는 경우 디프테리아․파상풍(DT) 포함 혼합백신의 생산과 개발에 있어 개별 백신 

성분에 대한 가이드라인과 함께 본 가이드라인을 참고하기 바란다.    
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5. 혼합백신의 제조 및 품질관리

5.1. 일반적인 제조 권고사항

혼합백신을 생산하는 제조시설 수립에는 「의약품 등의 안전에 관한 규칙 별표 1 

의약품 제조 및 품질관리기준 및 별표 3 생물학적제제등 제조 및 품질관리기준」, 

「생물학적제제등의 제조·판매관리규칙」을 따르며, ‘WHO 제조품질 관리기준 : 

의약품의 주요원칙(WHO good manufacturing practices : main principles for 

pharmaceutical products)’의 일반 제조 요구사항을 적용할 수 있다.  

서면으로 된 혼합백신의 조제 및 시험 절차서를 마련하여 각 생산단계를 

검증했다는 적절한 증빙과 함께 이 증빙을 품목허가(변경)심사 시 제출하여 승인을 

받아야 한다. 제조 및 관리 방법에 변경사항이 생기면, 이러한 변경내용이 이행되기 

전에 품목허가(변경) 심사 시 제출하여 승인을 받아야 한다. 

5.2 생산관리 

모든 생산단계에서는 개별성분백신에 대한 「생물학적제제 기준 및 시험방법」에 

따라 백신의 생산관리를 수행한다. 

5.2.1 생산 균주, 시드 로트 및 배양배지(Production strain and seed lots)

5.2.1.1 생산 균주(Strains) 

「생물학적제제 등의 품목허가·심사 규정」에 따라 원료의약품의 명칭 중 한글명은 

식품의약품안전처장이 정하는 의약품 명명법 가이드라인에 따라 기재할 수 있으며, 

영명은 국제일반명칭(INNPS: International Nonproprietary Names for Pharmaceutical 

Substances) 및 식품의약품안전처장이 정하는 의약품 명명법 가이드라인에 따라 

기재할 수 있다. 백신제제는 제조 시 사용된 균주, 바이러스주, 세포 등에 관한 유래, 

특성, 배양, 보존방법 및 관리방법, 목적산물의 생산, 분리, 정제 등에 대하여 관련 
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규정에 따라 상세히 기재해야 하므로, 이를 준수한다. 

또한, 각 톡소이드를 조제할 때 사용되는 생산균주에 대한 그 이력과 균주 특성을 

확인할 수 있는 모든 시험에 대한 기록을 제출해야 한다. 균주는 품목허가(변경)심사 

시 승인을 받아야 하고, 배양 조건에 맞는 균주를 제출해야 한다.  

유래와 이력이 잘 알려진 고독성 생성 생산균주(highly toxigenic strain)를 

사용하여야 하며, 사용하는 균주는 품목허가(변경)심사 시 승인을 받아야 한다. 

디프테리아 톡소이드의 경우 Corynebacterium diphtheriae의 독소생성         

가능성이 높은 균주가 사용되어야 하며, 유래와 이력이 잘 알려진 균주로서           

만족할 만한 균주로 인정된 균주는 Park Williams 8 균주이다. 이 균주는 낮은        

전염성과 체외(in vitro)에서의 높은 독소 생성 능력 때문에 디프테리아                

톡소이드의 제조를 위해 지금까지 사용되어왔고, 이 균주는 여전히 사용이            

권장되고 있다.

   파상풍 톡소이드의 경우 Clostridium tetani의 독소생성 가능성이 높은 균주로      

다수의 제조업체들이 만족스러운 것으로 입증한 균주는 Harvard 균주이나,            

다른 균주도 사용된 적이 있다.   

5.2.1.2 시드 로트 시스템(Seed lot system) 

시드 로트 조제물은 「생물학적제제등 제조 및 품질관리기준」 GMP(Good 

Manufacturing Practice)의 시설 하에 제조되어야 한다. 각 독소의 생산은 

독소생성능(toxigenicity)이 보존되는 정확히 규정된 시드 로트 시스템을 토대로 해야 

한다. 

제조용 시드 배양은 마스터 시드를 얻은 균주의 특성과 동일한 특성을 가져야 

한다. 새로운 마스터 시드나 제조용 시드를 도입할 때는 출처, 계대이력(passage 

history), 정제 및 특성분석 절차 및 보관조건에 관한 세부기록을 제출해야 한다. 사용 

중인 제조용 시드는 이전의 생산이력 및 경험을 토대로 정해진 간격으로 특성 분석이 

이루어져야 한다. 생산을 위해 사용되는 각 시드 로트의 최대 계대 수는 안전하고 

효과적인 제품을 생산하는 것으로 입증된 수를 토대로 명시해야 하며, 승인을 받아야 

한다.   
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5.2.1.3 독소 생산용 배양배지(Culture medium for the production of toxin)  

독소 생산용 배양배지는 세균의 생장을 돕고 각 독소의 수율을 보장해주는데 적합

한 배양배지를 선택해야 한다. 배양배지는 외래성 오염인자(adventitious agents)가 없

어야 하고, 인체에서 알레르기 반응을 일으키는 것으로 알려진 성분은 피해야 한다. 

배지가 단백질 소화산물(예. 카제인 가수분해물이나 소화된 근육유래 등)에서 준비된다

면 소화가 충분히 진행되었는지 주의하여 확인해야 한다. 동물 유래 물질이나 성분을 

확인‧승인을 받아야 한다. 또한 배지의 주요 변경사항이 있을 경우, 이 사실을 승인을 

받아야 한다. 

   

5.2.2 단일 수득물(Single harvests)

독소 생산의 일관성을 입증하여야 하는데, 여기에는 배양순도, 생장률, pH, 

배양기간, 온도범위, 독소생산율 등이 포함될 수 있다. 생산의 일관성을 입증할 수 

있도록 정해진 기준 및 경계기준(alert limits)의 허용규격을 설정하여 승인을 받아야 

한다. 이례적인 생장특징을 보이는 경우가 있다면, 이를 조사하여 생산에 적합한지 

여부를 조사한 후 사용한다. 오염된 배양은 폐기처분하여, 그 원인을 반드시 분석한다. 

단일 수득물이 바로 생산에 사용되지 않을 경우, 보관 기간에 대해서는 적절한 

안정성 시험을 통해 얻은 데이터로 뒷받침 되어야 하며, 승인을 받아야 한다.

 

5.2.2.1 세균의 순도 관리(Control of bacterial purity)  

단일 수득물을 준비하기 위해 사용되는 배양 검체는 현미경 도말검사와 적절한 

배양배지 접종을 통해 세균의 순도를 검사해야 한다. 어떤 단계에서든 생산 중에 

오염이 발생했다면 해당 배치(batch)는 전량 폐기해야 한다. 독소가 함유된 

배양배지는 무균으로, 혹은 오염을 최소화하는 방식으로 수집하여야 한다. 

5.2.2.2 여과(Filtration)

순도 관리를 위해 검체를 채취한 후에, 무균여과방식으로 가능한 한 신속하게 
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균체에서 배양배지를 분리한다. 보존제를 넣어도 되지만 이러한 목적으로 페놀을 

사용해선 안 된다.

여과를 촉진하기 위해 배양배지는 원심 분리할 수 있다. 단, 잠재적으로 위험한 

에어로졸이 형성되지 않도록 적절한 예방책을 취해야 한다. 사전에 여과 보조제를 

사용할 수 있으며, 섬유소가 제거되지 않는 필터를 사용해야 한다.

5.2.2.3 독소 생성능 측정(Determination of crude toxin concentration) 

무독화 과정 전에 배양 상층액의 독소 함량을 승인된 방법을 이용하여 측정하여야 

한다. 

통상 면상반응시험(flocculation)은 독소함량 측정에 적합하며, WHO의 ‘디프테리아, 

파상풍, 백일해 백신 품질관리 매뉴얼(Manual for quality control of diphtheria, 

tetanus and pertussis vaccines)’에 상세히 기술되어 있으니 참고하기 바란다. 

면상반응 시험을 위해 디프테리아 톡소이드 국제표준품 또는 파상풍 톡소이드 

국제표준품에 대한 Lf 보정 참조품을 포함하여야 하며, 결과는 Lf 단위로 표시한다. 

독소함량의 측정은 생산의 일관성을 나타내는 지표이다. 그러므로 일관성을 

모니터링하기 위해 허용한계를 규정해야 한다. 

디프테리아의 경우 정제 톡소이드를 준비하면서 사용된 배양 여과액은 최소 50 

Lf/mL을, 파상풍의 경우는 40 Lf/mL을 초과하는 게 좋다. 물론 더 낮은 농도의 

독소를 적용하여 만족스러운 결과를 얻은 제조업체들도 있다. 

5.2.2.4 무독화 및 정제(Detoxification and purification) 

각 독소의 무독화는 배양 여과액(culture filtrate)이나 정제독소(purified toxin)를 

사용하여 실시한다. 무독화 과정은 독소로 복귀되지 않도록 각별한 주의를 기울여야 

한다. 정제 독소를 사용하는 경우 순도가 더 높은 제제를 얻을 수 있는 장점이 있다. 

다만, 독성회복 위험이 증가될 수 있으므로 무독화공정 중에는 더 많은 주의가 

필요하다. 정제방법은 인체에 이상반응을 일으킬 수 있는 성분이 최종 제품에 

포함되지 않도록 해야 한다.
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정제 방법과 무독화공정에 사용되는 물질은 적절한 검증을 거친 뒤에 승인을 

받아야 한다. 무독화율은 차이가 있을 수 있으며, 무독화공정에 대해 공정 중 

모니터링을 실시해야 한다. 

   포름알데히드는 가장 흔히 사용하는 무독화제로, 무독화과정 중에 리신(lysine)이나 

글리신(glycine) 같은 아미노산이 추가됨으로써 독소 분자의 교차 결합을  촉진하고 

독소의 복귀를 방지할 수 있다. 무독화 조건은 명확히 규정되어야 하며 온도, 시간, 

무독화제 농도, 독소 농도, 기타 중요한 변수들과 관련지어  관리해야 한다.

정제를 위해 사용되는 방법은 승인을 받아야 한다. 

   조톡소이드(crude toxoid)는 황산암모늄을 이용한 분별법, 투석, 겔 여과, 이온교환 

크로마토그래피 또는 이 모든 방법의 혼합에 의해 정제하기 전에            

한외여과(ultrafiltration)에 의해 농축될 수 있다. 

무독화 및 정제 후에 남아 있는 무독화제의 양은 최종원액 또는 완제의약품에서 

측정했을 때 그 기준을 초과해선 안 된다. 「생물학적제제 기준 및 시험방법」에 

따르면, 무독화시 일반시험법 중 포름알데히드정량법에 따르며, 포름알데히드 함량은 

0.02 w/v% 이하이어야 한다. 

디프테리아 독소의 무독화 여부는 기니픽에 피하 접종을 함으로써 또는 기니픽이나 

토끼에 피내 주사를 놓음으로써 확인할 수 있으며, Vero 세포 분석(Vero cell assay)과 

같은 세포 배양 분석도 적합하다. 파상풍 독소의 무독화 여부는 기니픽에 피하 접종을 

함으로써 확인할 수 있다.

특이독성시험(무독화시험)이나 기타 적절한 체내 분석법을 사용하여 무독화공정이 

종료될 때까지 수득물은 잠재적으로 독성이 있는 것으로 취급되어, 적절한 안전성 

제약을 받는다.  
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5.2.3 정제 톡소이드 원액(Bulk purified toxoid) 

5.2.3.1 조제물(Preparation) 

정제 톡소이드 원액은 단일 사용 또는 여러 배치를 혼합하여 사용할 수 있으며,  

무균상태이어야 한다. 보존제는 지금까지 톡소이드의 안전성과 면역원성에 부작용을 

주지 않았다면 승인에 따라 첨가될 수 있다. 일부 항균 보존제, 특히 페놀타입의 

보존제는 항원 활성에 부정적 영향을 미친다.   

5.2.3.2 무균(Sterility)

각각의 정제 톡소이드 원액은「생물학적제제 기준 및 시험방법」  일반시험법 중 

무균시험에 따라 세균 및 진균 무균시험을 실시해야 한다. 무균시험은 최소한 각 정제 

톡소이드 원액을 10 mL 이용하여 실시한다. 보존제가 정제 원액에 첨가되었다면, 

무균시험에서 간섭이 일어나지 않도록 적절한 조치를 취해야 한다.   

5.2.3.3 항원 순도(Antigenic purity)    

각 정제 톡소이드 원액은 Lf 단위의 항원 농도와 단백질소 농도를 결정하여 항원의 

순도를 검사해야 한다. 항원 농도는 면상반응 시험용 톡소이드 국제표준품이나 승인된 

이에 준하는 참조품을 기준으로 보정된 참조품과의 비교를 통해 결정하여야 한다. 

시험 방법은 승인을 받아야 한다. 정제 톡소이드 원액은 단백질소 mg 당 

디프테리아는 1,500 Lf 이상을, 파상풍은 1,000 Lf 이상을 함유하면 시험을 통과한다. 

면상반응(Ramon flocculation) 분석은 항원 함량의 측정에 적합하며, WHO의 

‘디프테리아, 파상풍, 백일해 백신 품질 관리 매뉴얼(Manual for quality control of 

diphtheria, tetanus and pertussis vaccines)’에 상세히 기술되어 있으니 참고하기 

바란다.  

SDS-PAGE와 HPLC 같은 방법을 이용하는 물리화학 분석법은 항원의 순도를 

모니터하고 항원의 완전성(integrity), 응집 및 단백질 분해 정도에 대한 추가 정보를 

제공하기 위해 사용될 수 있다. 이러한 추가 특성 시험은 새로운 제조용 시드를 
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도입할 때마다 실시해야 한다. 

5.2.3.4 특이독성(무독화)(Specific toxicity)

각 정제 톡소이드 원액에 대해서 각 독소의 존재에 대하여 시험이 이루어져야 

한다. 시험법은 「생물학적제제 기준 및 시험방법」에 따라 시험하며, 이에 

적합하여야 한다.

5.2.3.5 독성회복 부정시험(Absence of toxin and irreversibility of toxoid)

각각의 정제 톡소이드 원액을 시험할 때는 보관 중에 독소가 나타나지 않도록 해야 

한다. 시험법은 「생물학적제제 기준 및 시험방법」에 따라 시험하며, 이에 

적합하여야 한다.

5.2.3.6. 정제 톡소이드 원액의 보관(Storage of bulk purified toxoid) 

바로 생산에 사용되지 않을 경우, 정제 톡소이드 원액의 보관기간은 설정되어야 

하며, 적절한 안정성 시험을 통해 얻은 데이터로 뒷받침되어야 한다. 「의약품 등의 

안정성시험 기준」에 따르며, WHO의 ‘백신 안정성 평가 가이드라인(Guidelines on 

stability evaluation of vaccines)’을 참고하여 승인을 받아야 한다. 

5.2.4 최종원액(Final bulk) 

최종원액은 적정량의 수산화 인산알루미늄이나 수산화 알루미늄(또는 기타 적절한 

면역증강제) 같은 적정량의 면역증강제(adjuvants)에 흡착시키거나 침전시켜 만든 정제 

톡소이드이다. 결과적으로 만들어진 혼합물은 혈액과 거의 등장성(isotonic)이다.

여기에 적절한 항균 보존제를 첨가할 수 있다. 백신의 최종 제형은 임상사용에서 

안전하고 효과적인 것으로 나타난 제형으로 사용해야 한다.  

이 외에도 다음과 같은 고려사항을 혼합백신에 적용한다. 

경우에 따라 단가 백신에 최적으로 입증된 조제 조건이 일부 혼합백신에서는 
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그렇지 않을 수도 있다는 점을 염두에 두어야 한다. 여기서는 면역증강제에 들어가는 

보존제의 선택과 농도, 항원에 대한 최적비, pH, 이온강도가 중요한 고려사항이다. 

조제 조건은 최적의 임상 면역원성, 반응원성, 백신의 안정성을 보장할 수 있도록 

검증한다.     

   Hib 성분이 들어있는 혼합백신의 경우, 2가지 유형의 조제법이 개발되었다.     

     동일용기에 모든 성분이 함께 들어있는 백신(100 % 액체나 일체형)과 별개의    

     용기에 Hib 성분이 든 백신(분산액체)이 바로 그것이다. 이 두 가지 유형의      

     특정한 시험 조건과 쟁점은 서로 차이가 있다.

5.2.4.1 조제물(Preparation) 

최종원액은 혼합백신의 모든 성분을 혼합하여 조제하고, 여기에 적절한 항균 

보존제를 첨가해도 된다. 허가된 내용에 따라 최종원액 단계 이전에 각 단가 백신을 

면역증강제에 흡착시키거나 혼합하여도 된다(이러한 중간체를 흡착 전 원액(pre-adsorbed 

bulks)이라고 함). 

이러한 중간체는 검증된 보관기간 동안 검증된 보관온도로 보관하면 된다. 

중간체의 안정성 측면에 대해서는 식약처 고시 「의약품 등의 안정성시험 기준」에 

따르며, WHO의 ‘백신 안정성 평가 가이드라인(Guidelines on stability evaluation of 

vaccines)’을 참고하기 바란다.    

5.2.4.2. 보존제(Preservative)

백신을 다회투여용량 용기에 나누어 넣을 경우에는 여기에 적절한 항균 보존제를 

첨가해야 한다. 최종원액에 들어가는 보존제의 양은 백신성분에 유해한 영향이 

없으며, 인체에 예기치 못한 이상약물반응을 일으키지 않는 것으로 입증되어야 한다. 

보존제의 농도는 품목허가 심사 시 승인받아야 한다. 특정한 항균 보존제, 특히 페놀 

타입의 보존제는 파상풍과 디프테리아 성분의 항원활성에 부정적인 영향을 주는 

것으로 나타났으므로, 사용하지 않도록 권고한다. 이와 마찬가지로, 치메로살은 불활화 

소아마비 항원활성에 나쁜 영향을 주는 것으로 알려져 있다. 

또한 백신에 함유된 치메로살의 사용은 관련된 ‘WHO 규제 가이드라인(WHO 
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guidelines on regulatory expectation related to the elimination, reduction or 

replacement of thimerosal in vaccines)’을 참고하여 기허가받은 품목의 치메로살 

함량 저감화를 권고하고 있다. 2-페녹시에탄올은 백신의 적절한 보존제로 입증되어 

왔으나, 혼합백신 항원과의 적합성은 사례별로 평가해야 한다.     

5.2.4.3 면역증강제(Adjuvants) 

제형에 사용되는 면역증강제는 혼합백신의 안전성 및 면역원성/유효성에 미치는 

영향과 관련해 사용여부를 신중히 평가해야 한다. 면역증강제를 사용할 경우, 

면역증강제의 순도 및 농도와 품질특성은 승인을 받아야 한다. 이 특성은 

면역증강제로서의 적합성 및 혼합백신과 혼합 시, 그 적합성을 입증할 수 있어야 

한다. 

알루미늄은 혼합하는 동안 개별적인 사전흡착 성분원액으로 인해 단가백신보다는 

혼합백신에서 농도가 더 높게 나올 수 있다는 점을 염두에 둔다. 또한, 최종원액에는 

사전에 흡착된 개별성분 원액에서 유리된 면역증강제 혼합물이 들어있을 수도 있다. 

면역증강제로 알루미늄 화합물이 쓰인다면 알루미늄의 농도가 1.25 mg/mL 

이하이어야 한다.

새로운 면역증강제가 사용될 경우에는 해당 면역증강제의 품질규격과 항원과 

혼합되었을 때의 품질규격을 확립하여 승인을 받아야 한다. 혼합백신의 경우에는 

일관성, 출하, 안정성 변수로서 각 항원의 흡착정도를 결정하는 게 중요하다. 일부 

국가에서는 권장하는 면역증강제 농도 기준을 매우 높은 것으로 간주하고, 더 낮은 

기준을 안전하고 효과적인 것으로 고려하기도 한다. 

5.2.4.4 일관성(Consistency)

혼합백신의 일관성은 여러 단계로 평가한다. 원액항원 단계에서는 각 성분의 

연속배치가 3개 이상 있어야 한다.

예) 1) 새로운 DTaP-HepB 혼합물 

① D1, D2, D3
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② T1, T2, T3

③ aP1, aP2, aP3

④ HepB1, HepB2, HepB3

⑤ D1·T1·aP1·HepB1, D2·T2·aP2·HepB2, D3·T3·aP3·HepB3

2) 기허가 혼합백신(예. DTaP-HepB)에 새로운 성분(예, IPV)을 추가한 경우

D1·T1·aP1·IPV1, D1·T1·aP1·IPV2, D1·T1·aP1·IPV3

  

5.2.4.5 최종원액 품질관리(Control test of final bulk) 

각 혼합백신 최종원액에 대해서는 「생물학적제제 기준 및 시험방법」 각 조에 

따라 각 성분의 개별 권고사항을 참고하여 시험을 실시하여야 한다. 

5.2.4.5.1 무균(Sterility) 

무균 시험은 대한민국약전 및 「생물학적제제 기준 및 시험방법」 일반시험법이나 

허가된 방법에 따라 세균 및 진균 무균에 대해 최소 각 최종원액의 10 mL을 사용하여 

실시해야 한다. 보존제가 최종원액에 첨가되었다면, 무균시험에서 간섭이 발생이 

발생하지 않도록 적절한 조치를 취해야 한다.   

5.2.4.5.2 특이독성(Specific toxicity) 

완제의약품 단계에서 실시하면 최종원액에서의 특이독성(무독화)시험은 생략할 수 

있다. 시험은 「생물학제제제 기준 및 시험방법」에 기술된 무독화시험에 따른다. 

5.2.4.5.3 역가(Potency)

5.2.4.5.3.1 디프테리아, 파상풍 역가시험 (Diphtheria potency testing & Tetanus 

potency testing) 
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시험은 「생물학제제제 기준 및 시험방법」 일반시험법에 기술된 시험법에 따르며, 

완제의약품 단계에서 실시하면 최종원액에서의 역가시험은 생략할 수 있다.

5.2.4.5.3.2 aP/wP 역가시험(aP/wP potency testing) 

시험은 「생물학제제제 기준 및 시험방법」 일반시험법에 기술된 시험법에 따르며, 

완제의약품 단계에서 실시하면 최종원액에서의 역가시험은 생략할 수 있다. 

5.2.4.5.3.3 B형 간염 역가시험(Hepatitis B potency testing) 

 WHO 가이드라인 ‘B형 간염백신 권고사항 (Recommendations to assure the 

quality, safety and efficacy of recombinant hepatitis B vaccines)’을 참고한다. 

원칙적으로 혼합백신에는 in vitro 분석법이 사용될 수 있다. 하지만 일부 in vitro 

분석법은 wP 성분이 함유된 혼합백신에서는 효과가 떨어지는 것으로 입증되었다. 

이런 경우 in vivo 분석법을 사용해야 할 수도 있다. in vivo 분석법의 경우에는 HepB 

성분의 체내 역가 추정치는 HepB 성분만 함유된 백신과 비교해볼 때 일부 

혼합백신(예. wP 함유 백신)에서 훨씬 더 높게 나오는 것으로 입증되었다. 이에 맞춰 

규격을 수립해야 하며, 제조업체는 승인된 일관성 기준 상한치와 하한치를 설정해야 

한다. 이 상한치와 하한치는 고려중인 혼합백신의 실제 역가 값을 반영하며, 임상에서 

안전하고 효과적인 것으로 입증된 것이어야 한다. 여기서 특히 중요한 것은 

제조업체가 이러한 일관성 기준과 핵심적인 모든 일관성 데이터의 트렌드를 긴밀히 

모니터하는 것이다. 

5.2.4.5.3.4 IPV 역가시험(IPV potency testing) 

시험은 「생물학제제제 기준 및 시험방법」 일반시험법에 기술된 시험법에 따른다. 

5.2.4.5.3.5 Hib 성분이 함유된 혼합백신(전부 액체나 일체형 제제)이나 재구성 

분산액체제제에 관한 역가 관련 시험(Potency-related tests on combined vaccines 

with a Hib component (full liquid or all-in-one formulations) or reconstituted 
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lyo-liquid formulations)

일부 백신의 경우에는 Hib 성분에 대한 역가시험과 안정성 표시 시험을 수행하는 

게 어려운 것으로 입증되었다(총 단당류, 분자량 분포, 무 단당류, 무 운반체 단백질). 

따라서 제조업체는 조제된 백신을 대상으로 이러한 시험이 이루어질 수 있도록 해당 

방법을 개발해야 한다(최종 로트 단계 포함). 입증이 되었고 허가가 되었다면 원액 

결합물 단계에서 이러한 시험을 수행하는 게 허용 가능한 것으로 간주될 수도 있다. 

동물모델들(예. 생쥐, 일반 쥐, 토끼나 기니피그)은 일상적인 로트 출하에는 잘 쓰이지 

않음에도 불구하고, 방어역가나 면역원성, 일관성을 분석하는데 유용하며, 필요하다면 

안정성을 모니터하는 데에도 유용하게 쓰인다. 별도로 냉동건조 Hib 성분이 함유된 

혼합백신의 경우에는 별개의 용기에 대해 시험을 실시할 수 있다. 

5.2.4.5.4 aP 성분의 안전성 관련 시험(Safety-related testing of aP components 

(residual activity of pertussis toxin and reversion to toxicity) 

완제의약품 단계에서 실시하면 최종원액에서의 aP 성분의 안전성 관련 

시험(정제백일해무독화시험 및/또는 독성회복부정시험)은 생략할 수 있다.

알루미늄 기반의 면역증강제가 들어있다면, 조제된 제품의 시험과 화학적으로 

무독화된 일부 정제백일해 항원에는 in vitro CHO 세포 기반 분석법을 적용하지 못할 

수도 있다. 또한, in vivo 시험은 잔류 백일해 독소보다는 제제의 다른 성분들(예. 

알루미늄 기반 면역증강제, 불활화 소아마비 바이러스 항원) 에 더 민감하게 나타날 

수도 있다. 따라서 in vivo 시험을 적절히 표준화하고, 대체 시험법을 개발하여 도입할 

것을 적극 권장한다.

5.2.4.5.5 잔류 무독화제 함량(Amount of residual free detoxifying agent) 

완제의약품 단계에서 실시하면 최종원액에서의 잔류 무독화제 함량시험은 생략할 

수 있다.

각 최종원액에 들어있는 잔류 무독화제의 양을 결정해야 한다. 그 방법과 기준에 

대해서는 승인을 받아야 한다. 

포름알데히드가 사용되었다면, 잔류량은 0.2 g/L을 초과해선 안 된다. 다른 
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무독화제를 사용하였다면, 이를 정량화할 수 있는 적절한 시험을 실시해야 한다. 

사용된 시험법과 상기 화학물질의 최대허용농도는 품목허가심사 시 승인을 받아야 

한다.

5.2.4.5.6 pH 

최종원액의 pH는 임상 사용에서 안전하고 효과적인 것으로 입증된 백신로트에서 

측정된 값의 범위 내에 있어야 한다. 완제의약품 단계에서 실시하면 최종원액에서의 

pH시험은 생략할 수 있다.

5.3 충전 및 용기(Filling and containers) 

최종형태로 충전된 백신에는 ‘WHO의 GMP : 의약품 주요원칙(Good 

manufacturing practices : main principles for pharmaceutical products)’ 및 

‘생물의약품의 GMP(Good manufacturing practices for biological products)’ 이 

적용된다. 

5.4 최종제품 품질관리(Control of final product) 

각각의 혼합백신 최종 로트에 대해 각 성분의 정보, 무균, 발열원성이나 엔도톡신 

함량, 면역증강제 함량, 보존제 함량, 각 성분의 역가, 이상독성부정시험 등을 

실시해야 한다. 일반적으로 「생물학적제제 기준 및 시험방법」 각조 및 일반시험법, 

생물학적시험법 항에 기술된 시험방법이 혼합백신에도 적용된다. 투여 시, 혼합하여 

사용 하는 분산액체 제제(lyo-liquid formulations)의 경우, 각 조제물에 대해 각각 

구별하여 시행된 출하시험을 제출하여도 된다.  개발단계 동안에 재구성 후 각 성분의 

적합성을 입증해주는 검증된 연구가 수행 되었다면, 재구성 혼합백신에 대한 

시험(특히 동물을 대상으로 한 역가시험 같은 것)을 반복할 필요가 없다.

이런 연구는 성분들과 최종 재구성 혼합물이 출하규격을 충족시키기에 충분한 

품질, 면역원성 비교가능성을 가지고 있다는 것을 보여주며, 임상 안전성 및 유효성과 

양립된다는 것을 보여주게 된다.
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5.4.1 확인(Identity) 

품목허가 받은 방법을 이용하여 각각의 최종 로트에서 한 개 이상의 용기에 대해 

확인시험을 실시해야 한다. 

여기서 사용되는 방법은 백신에 있는 디프테리아 항원과 디프테리아 항독소 간의 

특별한 상호작용에 기초해야 한다. 적절한 검출법으로는 면상반응(flocculation), 

면역침강법, ELISA가 있다. 알루미늄 운반체에 흡착된 톡소이드에  대한 시험은 이 

운반체가 용해되거나 흡착된 톡소이드를 전체나 부분적으로 구연산나트륨이나 EDTA를 

통해 용출한 뒤에 실시한다.

5.4.2 무균(Sterility) 

허가된 방법으로 완제에 대해 세균 및 진균 무균시험을 실시한다. 대한민국약전 및 

「생물학적제제 기준 및 시험방법」 일반시험 항 무균시험 요구사항을 적용한다. 

백신에 보존제가 첨가되었다면 보존제가 무균시험에 간섭을 일으키지 않도록 적절한 

조치를 취해야 한다. 

5.4.3 역가(Potency) 

5.4.3.1 디프테리아 역가시험(Diphtheria potency testing)

디프테리아 백신의 역가 시험법에 대한 세부사항은「생물학적제제 기준 및 

시험방법」의 생물학적 시험 중 디프테리아 역가시험항에 기술되어 있으니 참고하기 

바란다.

디프테리아 역가에 대한 제품 특이적 최소 요구사항은 정당한 근거가 있고 해당 

백신에 대해 실제로 얻은 역가 값을 토대로 했다는 전제 하에 허용된다. 역가에 대한 

최소 요구사항을 규정하려면 적정 수의 로트를 검사해야 한다. 역가의 규격 확립에 

사용된 백신 로트에는 임상시험에서 안전하고 효과적인 것으로 입증된 로트를 

포함해야 한다. 제품 특이적 최소 요구사항은 품목허가 심사 시 승인을 받아야 한다. 
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일단 백신의 역가를 정하고 승인을 받은 뒤에는 이 역가가 최소 요구사항을 크게  

초과하는 것으로 나타나야 한다.

5.4.3.2 파상풍 역가시험(Tetanus potency testing)

파상풍 백신의 역가 시험법에 대한 세부사항은 「생물학적제제 기준 및 시험방법」의 

생물학적 시험 중 파상풍 역가시험항에 기술되어 있다.

파상풍 역가에 대한 제품 특이적 최소 요구사항은 정당한 근거가 있고 문제의 백신에 

대해 실제로 얻은 역가 값을 토대로 했다는 전제 하에 허용된다. 역가에 대한 최소 

요구사항을 규정하려면 적정 수의 로트를 검사해야 한다. 역가의 규격 확립에 사용된 백신 

로트에는 임상시험에서 안전하고 효과적인 것으로 입증된 로트를 포함해야 한다. 제품 

특이적 최소 요구사항은 품목허가 심사 시 승인을 받아야 한다. 일단 백신의 역가를 정하고 

승인을 받은 뒤에는 이 역가가 최소 요구사항을 크게  초과하는 것으로 나타나야 한다.

5.4.3.3 aP/wP 역가시험(aP/wP potency testing)

「생물학적제제 기준 및 시험방법」 각조 및 생물학적 시험항에 따라 시험하며, 명시된 

최소규격을 만족시켜야 한다. 

5.4.3.4 B형 간염 역가시험(Hepatitis B potency testing)

 시험은 「생물학제제제 기준 및 시험방법」 일반시험법에 기술된 시험법에 따른다. 

WHO 가이드라인 ‘B형 간염백신 권고사항 (Recommendations to assure the quality, 

safety and efficacy of recombinant hepatitis B vaccines)’을 참고한다. 최종원액에서 

in vivo 시험법을 적용하였다면, 완제의약품에서는 in vitro 시험법을 적용할 수 있다. 

5.4.3.5 IPV 역가시험(IPV potency testing) 

시험은 「생물학제제제 기준 및 시험방법」 일반시험법에 기술된 시험법에 따른다.
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5.4.3.6 Hib 성분이 함유된 혼합백신(전부 액체나 일체형 제제)이나 재구성 분산액체 

제제에 관한 역가 관련 시험   

5.2.4.5.3.5의 내용과 동일하다. 

5.4.4 엔도톡신(Endotoxin)  

보통 혼합백신에 들어있는 각 성분의 경우, 세균 엔도톡신 함량이 특정 백신의 

승인 기준보다 적어야 하고, wP 성분이 들어있지 않은 혼합백신의 경우에는 투여한 

최종백신에 대한 함량이 1회 용법량당 100 IU 미만이어야 한다. 단가 wP 백신의 

경우, WHO 가이드라인 ‘전세포 백일해 백신 권고사항(Recommendations for 

whole-cell pertussis vaccine)’을 보면 “전세포 백일해 백신에서 허용할 만한 

엔도톡신 수준을 이루는 게 무엇인지에 관한 합의가 없으므로, 생산 일관성의 감시 

장치로서 로트별 엔도톡신 수치를 모니터하는 게 좋다”고 기술되어 있다. 이 문구는 

또한 wP 성분이 함유된 혼합백신에도 유효하다. 이런 백신에서 wP 성분은 최종 

엔도톡신 함량에 훨씬 더 중요한 원인제공 역할을 한다. 일부 경우에는 엔도톡신 시험 

대신 발열성물질 시험을 수행하기도 한다.

5.4.5 잔류 무독화제 함량(Amount of residual free detoxifying agent) 

완제의약품에 들어있는 잔류 무독화제의 양을 결정해야 한다. 그 방법과 기준에 

대해서는 품목허가(변경)심사 시 승인을 받아야 한다. 

포름알데히드가 사용되었다면, 잔류량은 0.2 g/L을 초과해선 안 된다. 다른 

무독화제를 사용하였다면, 이를 정량화할 수 있는 적절한 시험을 실시해야 한다. 

사용된 시험법과 상기 화학물질의 최대허용농도는 품목허가(변경)심사 시 승인을 

받아야 한다.

5.4.6 특이독성(무독화)(Specific toxicity) 

완제의약품 단계에서 실시하면 최종원액에서의 특이독성(무독화)시험은 생략할 수 

있다. 시험은 「생물학제제제 기준 및 시험방법」에 기술된 무독화시험에 따른다.
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5.4.7 이상독성부정(abnormal toxicity or innocuity or general safety test) 

각 최종 로트에 대해서는 이상독성부정시험을 실시해야 한다. 이 시험은 

비정상적인 독성시험이나 일반적인 안전성 시험으로 지칭되기도 한다. 해당동물이 

유의한 독성 증상을 보이지 않고 7일 이상 생존하면 최종제품은 이상독성이 없는 

것으로 간주된다. 상세한 시험방법에 대해서는 「생물학적제제 기준 및 시험방법」 

일반시험 항 이상독성부정시험을 참조하며, 해당동물 투여량을 달리하는 일부 백신의 

경우에 대해서는 품목허가 심사 시 승인을 받아야 한다. 품목허가 심사 시 승인에 

따라 생산의 일관성이 입증되었다면, 일상적인 로트출하에서 최종 로트에 대한 

이상독성부정시험을 제조사 품질책임자의 GMP 확인서로 대체할 수 있다.

5.4.8 면역증강제 함량(Adjuvant content) 

각 최종 로트의 면역증강제 함량은 품목허가 심사 시 승인받은 방법으로 정한다. 

「생물학적제제 기준 및 시험방법」 일반시험법 항을 참조하기 바란다. 제제는 백신을 

흔든 뒤에 일정한 시간 동안 용액이 균일하게 되도록 두어야 한다.   

5.4.9 보존제 함량(Preservative content) 

각 최종 로트의 보존제 함량은 품목허가 심사 시 승인한 적절한 화학방법을 

사용하여 보존제의 양을 결정한다. 이 양은 시험 시에, 허가받은 기준범위  80% 이상, 

120% 이하이어야 한다. 일부 경우에는 품목허가 심사 시 승인에 따라 최종원액에 이 

시험을 실시한다. 

5.4.10 pH  

각 최종 로트의 pH는 임상사용에서 안전하고 효과적인 것으로 밝혀진 백신 로트의 

측정값 범위 안에 있어야 한다. 일부 경우에는 삼투압 측정이 필요할 수도 있다. 

5.4.11 실용량(Extractable volume) 

단일용량 용기에 충전 된 백신의 경우, 실용량을 확인해야 하며 이 양은 예정된 
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투여량보다 큰 것으로 나타나야 한다. 다회용량 백신의 경우, 실용량을 확인해야 하며 

이 양은 예정된 투여횟수에 충분하다는 것을 입증하여야 한다. 

5.4.12 완제의약품 용기 검사(Inspection of final containers) 

각각의 완제의약품 용기는 육안이나 기계로 검사해야 하며, 밀폐불량, 무결성 부족, 

군집이나 입자 같은 이상이 있다면 해당 용기를 폐기한다.

5.5 기록(Records) 

「의약품등의 안전에 관한 규칙 별표 1 의약품 제조 및 품질관리기준 및 별표 3 

생물학적제제등 제조 및 품질관리기준」및 「생물학적제제등의 제조․판매관리규칙」에 

따라 기록을 관리한다.

5.6 라벨링(Labelling) 

식약처 고시 「의약품 표시 등에 관한 규정」에 따르며, ‘WHO GMP : 의약품에 

대한 주요 원칙(WHO good manufacturing practices : main principles for 

pharmaceutical products)’과 ‘생물의약품의 GMP(Good manufacturing practices for 

biological products)’의 권고사항을 참고한다. 

5.7 보유검체(Samples) 

「의약품등의 안전에 관한 규칙 별표 1 의약품 제조 및 품질관리기준 및 별표 3 

생물학적제제등 제조 및 품질관리기준」에서 요구된 사항을 따르며, 백신 검체는 

‘WHO GMP : 의약품에 대한 주요 원칙(WHO good manufacturing practices : main 

principles for pharmaceutical products)’에 기술된 요구사항을 적용한다. 

5.8 유통 및 수송(Distribution and transport) 

「의약품등의 안전에 관한 규칙 별표 1 의약품 제조 및 품질관리기준 및 별표 3 
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생물학적제제등 제조 및 품질관리기준」, 「생물학적제제등의 제조·판매관리규칙」을 

따르며, ‘WHO 제조품질관리기준 : 의약품의 주요 원칙(WHO good manufacturing 

practices: main principles for pharmaceutical products)’의 일반 제조 요구사항을 

적용할 수 있다. 

5.9 안정성, 보관, 유효기간(Stability, storage and expiry date) 

안정성 시험은 식약처 고시 「의약품 등의 안정성시험 기준」과 WHO의 ‘백신 

안정성 평가 가이드라인(Guidelines on stability evaluation of vaccines)’, 특히 

혼합백신 가이드라인에 따라 수행해야 한다.

5.9.1 안정성(Stability)  

안정성 평가는 품질평가에서 중요한 부분이다. 안정성 시험의 목적은 제품의 개발 

단계에서 뿐 아니라, 허가 후에도 백신의 각 성분이 여전히 품질, 안전성 및 유효성을 

뒷받침하는데 필요한 특성을 보유하도록 하는 것이다. 

만약 해당사항이 있다면 시간이 지나면서 발생할 수 있는 항원과 면역증강제 간의 

탈착을 조사하여야 한다. 

권장 보관온도에서 보관중인 백신의 장기 안정성 (long-term stability or real-time 

stability)은 품목허가심사 시 만족시킬 만큼의 자료로 충분히 입증되어야 한다. 식약처 

고시 「의약품 등의 안정성시험 기준」과 WHO의 ‘백신 안정성 평가 

가이드라인(Guidelines on stability evaluation of vaccines)’에 따라, 제조업체는 

완제의약품에 대한 안정성, 제조공정 단계별 안정성, 임상시험용 의약품 승인을 위한 

안정성 평가를 수행하여야 한다.

특히 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신은 정해진 유효기간 내의 보관기간 동안 

독성회복이 발생하지 않도록 주의해야 한다. 대개 3개 이상의 연속된(서로 다른 

톡소이드 원액 중간물질에서 나온) 최종 로트 완제의약품을 검사하며, 이 용기들은 

실시간 안정성 시험에 포함된다. 이때 유효기간까지, 역가에 대한 근거와 무독화에 

대한 근거가 있어야 한다. 더불어 보관 중인 백신에서 독성이 회복되지 않았다는 것을 

확인하기 위해 안정성 시험에 유효기간까지 독소회복부정시험을 평가할 수 있도록 
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설정되어야 한다. 이 외에도 가능하다면 백신은 유효기간까지, 무균, 역가, 면역증강제 

함량, 흡착정도, 보존제 함량, pH, 실용량과 같은 완제의약품 품질관리 요구사항을 

충족해야 한다. 식약처 고시 「의약품 등의 안정성시험 기준」과 WHO의 ‘백신 안정성 

평가 가이드라인(Guidelines on stability evaluation of vaccines)’에 따라, 시험 

횟수는 품목허가(변경)심사 시 승인을 받아야 한다(안정성 시험에 대한 계획서 평가). 

또한 제품의 안정성에 영향을 줄 있는 변경사항이 생산절차에서 생긴다면, 변경된 

방법으로 생산된 백신의 안정성 및 유효성을 재차 입증해야 한다. 

백신 보관 권장온도 이외의 온도에서 안정성 시험을 수행한다면, 제한된 시간동안 

다양한 온도에서 백신을 수송하는 것에 대한 정보를 제공하는데 도움이 될 수 있다. 

가속 안정성 시험은 제품의 안정성에 대해 추가적인 근거를 제공할 수는 있으나, 장기 

안정성 시험을 대체하진 못한다. 

통상 품목허가·심사 신청에는 최종원액 조제 시 흡착공정에 대한 검증자료와 

안정성 시험에서의 흡착 정도를 평가할 수 있는 자료가 요구된다(보관 중인 백신에서 

항원과 면역증강제 간의 흡착률 변화를 안정성 시험의 일환으로 유효기간까지 이에 

대한 시험을 평가 일정에 포함시켜야 한다).

5.9.2 보관조건(Storage conditions) 

보관조건과 규정된 최대 보관기간은 안정성 시험을 기반으로 하며, 

품목허가(변경)심사 시 승인을 받아야 한다. 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신은 

대개 2 ~ 8 °C의 온도에서 보관하고, 냉동해서는 안 되는 것이 일반적이다. 이를 

통해, 용기나 포장 라벨에 명시된 최소 역가가 출하 이후나 제시된 유효기한이 끝날 

때까지 유지될 수 있어야만 한다. 이는 백신 보관조건이 라벨의 문구에 부합한다는 

전제 하에서이다. 따라서 제조업체는 백신이 라벨에 표시된 유효기간 만료일까지 역가 

요구사항을 충족할 수 있도록 이에 맞는 보관 및 운송 조건을 권고해야 한다.

5.9.3 유효기간(Expiry date) 

유효기간 만료일은 안정성 시험을 토대로 정해져야 하며, 품목허가(변경)심사 시 

승인을 받아야 한다. 라벨에 기술되는 유효기간 관련 문구 또한 시험 결과를 토대로 
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하며, 안정성 시험의 데이터를 기반으로 품목허가(변경)심사 시 승인을 받아야 한다. 

5.10 국제표준품 및 국내표준품

디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신을 위한 국제표준품이나 국제참조품은 존재하

지 않는다. 혼합백신에 대한 품질 평가나 임상평가에서 사용될 수 있는 WHO 참조물

질에 대해서는 WHO의 개별 백신성분에 대한 국제표준품을 사용하고 있다. 혼합백신

의 역가를 분석하기 위해 국제표준품을 기준으로 보정시킨 안정적인 단가성분의 국제, 

지역, 국가 참조물질을 사용하는 것은 우선적으로 권장된다. 

혼합백신에 대해 이러한 접근방식이 적합한지 여부는 사례별로 신중히 평가해야 한

다. 일부 경우에는 단가 참조품과 시험 중인 혼합백신의 비교 시험 시, 항원 및 첨가

물의 양적 차이로 인해 타당하지 못한 시험결과가 나오거나(예, 용량반응선의 평행성 

편차), 시험분석법의 차이 또는 실험실 간의 차이로 인해 시험의 결과에 영향을 미칠 

수  있는 것으로 나타났기 때문이다. 

특히 실험실간의 차이는 국가출하승인 시 충분히 고려되어야 한다. 따라서 일부 실

험실에서는 국제표준품에 맞게 성분을 적절히 보정한 후, 시험 중인 혼합백신과 유사

한 구성의 혼합백신을 내부 참조물질로 성공적으로 사용하여 왔다. 또, 일부 경우에는 

쥐를 대상으로 한 정제백일해 백신의 특이독성 모니터링에서 제품 특유의 참조백신에 

대한 필요성이 명확히 나타났다. 이러한 “내부” 또는 “이에 상응하는” 참조물질은 안

정적이어야 하며, 가급적이면 임상시험에서 만족스러운 성과를 보이거나, 임상시험에

서 이미 만족스러운 성과를 낸 것으로 입증된 백신 로트와 동일한 구성 및 생산 공정

이어야 한다. 이러한 공정이나 제품 특유의 참조물질을 사용하기 위해서는 적절한 절

차에 따라 허가를 받아야 한다. 이것은 제조업체와 국가출하승인기관이 공동연구를 통

해 이러한 참조물질의 적합성과 작용을 평가함으로써 이루어질 수 있다. 이런 참조품

을 국제단위(IU)로 보정하는 게 불가능하다면, 개별 제조업체들이 관련시험의 허용기준 

및 타당성 조건이 명시된 규격을 결정하고 검증하여, 품목허가(변경) 심사 시 승인을 

거쳐야 한다. 이에 대하여 ‘WHO 국가 및 기타 백신 2차 표준품 설정 매뉴얼(WHO 

manual for the establishment of national and other secondary standards for 

vaccines)’을 참고하기 바란다.     
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디프테리아 백신의 관리에 사용되는 핵심 표준품은 다음과 같다.

2차 디프테리아 톡소이드 응집 반응 국제표준품(The 2nd International Standard 

of Diphtheria Toxoid for Flocculation) 

코드가 04/150인 이 물질은 2007년에 확립된 것으로, 앰플 당 1100 Lf의 할당된 

단위량을 가지며, 1차 면상반응 시험을 위한 디프테리아 톡소이드 국제표준시약 

(DIFT)을 대체하였다. 이 표준품은 디프테리아 톡소이드의 항원함량을 결정하기 

위한 응집반응 시험에서 사용한다.    

 

4차 디프테리아 톡소이드(흡착) 국제표준품(The 4th International Standard for 

Diphtheria Toxoid (Adsorbed)

코드가 08/218인 이 물질은 2009년에 확립되었고, 3차 국제표준품을 기준으로 

기니픽 시험을 토대로 한 교정에 기초하여 앰플 당 213 IU의 표시역가를 가진다. 

3차 국제표준을 대체한다(98/560). 이 표준품은 디프테리아 백신 역가 분석에서 

표준백신으로 사용한다. 

디프테리아 항독소(DI) 국제표준품(The International Standard for Diphtheria 

Antitoxin (DI)

이 건조제형의 고도 면역 말 혈청은 1934년에 1차 디프테레아 항독소 국제표준품

으로 확립되었다. 이 물질은 생리식염수 66% 글리세롤에서 mL당 10 IU를 함유한 

액체 충전물을 조제하기 위해 사용된다. 현재의 충전물은 코드 번호가 11/200이다. 

이 물질은 디프테리아 항독소의 역가를 결정하기 위해 체내(in vivo) 또는 체외(in 

vitro) 독소 중화시험에서 참조품으로 사용한다.    

 

1차 디프테리아 항독소 인간 국제표준품(The 1st International Standard for 

Diphtheria Antitoxin Human) 
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코드가 10/262인 이 물질은 2012년에 확립되었으며, 앰플당 두 IU의 할당된 

단위량을 가진다. 이 물질은 인간 혈청에서 디프테리아 항체 수준을 측정하기 위해 

사용되는 분석에서 참조품으로 사용한다.  

파상풍 백신 관리에 사용되는 핵심 표준품은 다음과 같다.

4차 흡착 파상풍 톡소이드 국제표준품(The fourth International Standard for 

Tetanus Toxoid, Adsorbed) 

코드가 08/218인 이 물질은 2010년에 확립되었고, WHO의 3차 국제표준품을 

기준으로 기니픽 시험을 토대로 한 보정에 기초하여 앰플 당 490 IU의 표시역가를 

가진다. 2012년에는 마우스 시험을 토대로 앰플 당 260 IU을 확정했다. 이 

표준품은 파상풍 백신 역가시험에서 표준백신으로 사용된다. 

2차 면상반응 시험을 위한 파상풍 톡소이드 국제표준품(The second International 

Standard of Tetanus Toxoid for Flocculation) 

코드가 04/150인 이 물질은 2007년에 확립된 것으로, 앰플 당  690 Lf의 할당된 

단위량을 가지며, 1차 면상반응 시험을 위한 파상풍 톡소이드 국제표준시약(DIFT) 

을 대체하였다. 이 표준품은 Lf로 된 파상풍 톡소이드의 항원함량을 결정하기 위한 

면상반응 시험에서 사용한다.

  

1차 파상풍 인간 면역글로불린 국제표준품(The first International Standard for 

Tetanus Immunoglobulin, Human) 

코드가 TE-3인 이 물질은 할당된 단위량이 앰플 당 120 IU로서 1992년에 

확립되었고, 1969년 이후 사용되어 왔던 두 번째 파상풍 항독소(말 유래) 

국제표준품을 대체한다. 이 표준품은 체내 독소 중화시험을 통해 활성이 

할당되었고, 체내 독소 중화시험에서 참조품으로 사용하기 위한 것이다. 또한 이 

물질은 체외 분석법을 통해 사람 혈청에서 파상풍 항독소가를 측정하기 위한 
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참조품으로도 사용된다.

위에 열거한 국제표준품은 영국보건국의 국립생물표준통제연구소(Potters Bar, 

Hertfordshire)가 보유하고 있다. 이 자료의 참조품은 대체 표준품으로 대신할 수 

있으며, 확립된 표준품 최신목록은 WHO 국제 생물표준품 및 참조품(International 

Biological Standards and Reference Materials) 카탈로그를 참고해야 한다. 국제 

표준품은 디프테리아 백신의 제조 및 관리에 사용된 국가, 지역 또는 기타 2차 표준품 

보정에 사용된다. 또한 일부 분석에서 1차 참조품으로 사용하는데 적합할 수도 있다.

식품의약품안전처에서는 현재 디프테리아 항독소(코드 KFDA 07/018), 파상풍 

항독소(코드 KFDA 10/036), 디프테리아 독소(코드 KFDA 07/017) 및 파상풍 

독소(코드 KFDA 01/001) 등을 제조, 확립하여 분양하고 있으니 참고하기 바란다.
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6. 혼합백신의 비임상 평가

6.1 서론 

비임상 시험은 사람을 대상으로 한 임상시험을 시작하고 허가를 받기 위한 

필수조건이다. 이 문서의 적용범위 내에서 ‘비임상 평가’가 의미하는 것은 백신의 

임상개발 전이나 임상개발 중에 수행하는 모든 체외/체내 시험이다. 시험의 목적은 

후보백신의 체외/체내 특성을 규정하는 것이다. 동물을 대상으로 한 광범위한 

제품특성분석, 면역원성 연구, 안전성 시험이 여기에 포함된다. 비임상 시험의 필요 

정도는 항원의 유형, 제제의 복합성, 단독 및 혼합물 형태로 여러 백신성분과 함께 

기존의 임상경험에 따라 다르다. 혼합백신에 새로운 항원이나 면역증강제가 

들어있다면 보다 광범위한 비임상 시험이 필요할 것으로 보인다. 비임상 시험의 설계, 

진행, 분석, 평가에 대한 세부내용은 WHO의 ‘백신 비임상 평가 

가이드라인(Guidelines on nonclinical evaluation of vaccines)’에 나온다. 수행되는 

비임상 시험은 (i) 개별 백신 항원과 최종 제품의 주성분의 조성이 특성분석을 통하여, 

그 구성을 명확하고 철저하게 분석할 수 있으며,  (ii) 사람에게 투여될 혼합백신이 

새로운 안전성 문제가 일어나지 않을 것과 (iii) 동물의 면역원성 효과나 방어 효과 

자료를 통하여 관련 질병에 대해 예방할 수 있다는 근거를 제공해야 한다. 이 

사안들은 뒤에서 세부적으로 다룬다.  

이 후에는 새로운 혼합백신의 개발 과정에서, 그리고 제조공정의 유의한 변화로 

인해 백신의 재시험 및 특성분석이 필요할 때 고려해야 할 비임상 정보의 유형이 

결정된다. 비임상 시험의 목적은 허가 신청 자료제출 시 적합한 근거의 기반을 

마련하는데 있다. 자료제출 목적은 제품의 개발과정 단계에 따라 다르며, 경우에 

따라서 특정한 임상연구의 시작을 뒷받침하기 위해 임상 데이터를 제출하기도 하며, 

또 다른 경우에는 시판허가 신청서에 비임상 데이터가 포함되기도 한다. 임상시험을 

시작하기 전에 실시하는 비임상 시험인 전임상 시험의 목적은 임상연구의 시행을 

입증해주는 포괄적인 근거 데이터 및 제품 정보를 마련하기 위한 것이다.     

필요한 비임상 시험의 규모를 결정하는 데에는 여러 가지 고려사항들이 있다. 

이전에 안전성 및 유효성 평가를 받지 못한 새로운 백신 제제에는 광범위한 

특성분석이 필요하며, 여기에는 면역원성 시험 동물모델을 대상으로 한 
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공격시험(challenge test)과 안전성 시험이 포함된다. 하지만, 이미 승인된 백신과 

동일한 항원을 사용하는 백신(예. 동일한 제조업체, 동일한 방법으로 생산)에는 

광범위한 비임상 시험이 필요하지 않을 수도 있다. 비임상 시험이 필요한 새로운 

혼합백신은 다음과 같은 것을 통해 만들어질 수 있다.  

- 2개 또는 그 이상의 기허가 제품들의 혼합

- 기존의 백신에 새로운 백신 항원(아직 허가되지 않은) 추가

- 혼합물에 있는 한 항원을 동일 지표의 다른 항원으로 대체

- 기허가된 결합물에서 항원 제거

- 하나 또는 그 이상의 개별 백신성분 제조에 변경사항이 생김

- 하나 또는 그 이상의 백신항원이나 첨가제의 양의 변화

- 면역증강제나 보존제, 첨가제에 변경사항이 생김

비임상 시험에서 다루는 특정한 문제들은 변경사항이 어떠한가에 따라 달라진다. 

하지만 백신 성분의 적합성, 혼합 시 각각 항원의 물리화학적 또는 면역학적 결합, 

개별적 항원의 안정성, 혼합 시 항원의 면역학적 상호작용 또는 항원의 면역원성 증대 

등이 주 고려사항이다. 이러한 일부 평가에는 아래에서 논의하는 바와 같이 관련 

동물모델을 대상으로 한 시험이 포함된다. 포괄적인 독성 시험(6.3.4)이 모든 새로운 

혼합백신에 반드시 필요한 건 아니므로, 독성 시험을 시작하기 전에, 새로운 

혼합백신의 독성 시험 필요성 및 설계와 관련해 식약처의 자문을 구하는 것이 좋다.  

비임상 연구에 사용되는 백신로트는 임상시험용 제제를 충분히 대표할 수 있어야 

하며 가급적이면 임상시험과 동일한 로트를 사용해야 한다. 이것이 가능하지 않다면, 

제조, 면역 활성/역가, 순도, 안정성, 기타 품질특징과 관련해 임상적으로 사용되는 

로트와 비임상 시험에 사용되는 로트를 비교해보아야 한다.   

6.2 조제 전 개별백신성분의 특성분석
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기존과는 다른 새로운 제조공정을 통해 한 가지나 그 이상의 성분이 생산되는 

새로운 백신항원이나 제제를 토대로 한 백신의 경우, 비임상 시험에 조제 전 

개별백신성분에 대한 세부적인 특성분석과 개별백신성분의 평가가 들어가야 한다. 

해당 성분을 다루는 제품 특유의 WHO 문서와 WHO의 ‘백신의 비임상 평가 

지침서(Guidelines on nonclinical evaluation of vaccines)’에 기술된 일반지침을 

참고한다. 

6.2.1 안전성 평가

디프테리아 독소가 완전히 무독화 되고 비가역적이라는 것을 확인하기 위해 

생산공정을 검증한다. 특이독성 시험 및 독성회복부정 시험은 모두 벌크 정제 

톡소이드를 대상으로 실시한다. 가능하면, 백신의 비임상 평가 중에 체내 시험(in vivo) 

법을 실시해야 하는 것이 좋으나 밸리데이션 시험의 일환으로 체외 대체시험(in vitro) 

을 포함할 수 있다. 

또한 파상풍 독소의 경우에도, 독소가 완전히 무독화 되었으며 특히 열에 

노출되었을 때도 독소가 다시 생성되지 않는다는 것을 확인할 수 있도록 생산 공정을 

검증한다. 5장에 기술된 특이독성 시험 및 독성회복부정 시험은 모두 정제 톡소이드 

원액을 대상으로 실시한다. 특이독성 및 독성회복이 없다는 것을 확인해주는 시험 

말고도 별도의 독성 연구를 수행해야 할 수도 있다. 

비임상의 독성 연구 결과는 임상을 진행하는데 백신이 안전하다는 것을 확실하게 

뒷받침 할 수 있어야한다. 신체의 중요기관의 조직병리학을 비롯해 한 가지 이상의 

동물종을 대상으로 정제 불활화 톡소이드의 잠재적인 독성 효과를 평가해야 한다. 이 

연구에서는 국소염증반응, 전신독성, 면역체계에 대한 영향의 가능성을 조사한다. 

사용하는 동물종은 백신의 생물학적 효과와 독성에 민감해야 한다. 실현 가능하면 

동물모델을 대상으로 해당 임상시험에서 사용하는 최고용량을 평가한다. 특히 새로운 

파상풍 항원에 대해서는 가임여성과 임신여성에게 사용될 수 있기 때문에 생식독성 

연구를 고려할 수 있다. 

엔도톡신 함량 정보는 생산 공정을 검증하는 동안에 비임상 평가 연구의 일환으로 

얻을 수 있다. 무균상태에서 진행하지 않은 단계 중에 잠재적인 오염수치를 

최소화하려면 바이오버든 시험을 할 수 있다.  
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6.2.2 안정성 평가

안정성 시험은 식약처 고시의 「의약품등의 안정성시험 기준」과 WHO의 ‘백신 

안정성 평가 가이드라인(Guidelines on stability evaluation of vaccines guidelines 

on stability evaluation of vaccines)’을 참고할 수 있다. 단기간 내에 사용하지 않는 

모든 단계별 중간체의 안정성은 적절한 방법을 사용하여 평가하고 입증해야 한다. 

제조업체는 백신생산 공정 동안에 모든 물질, 특히 단일 수득물 및 정제 톡소이드 

원액과 같은 주요 중간체의 보존기간을 정해야 한다. 안정성-지표 변수 및 시험의 

빈도를 선택할 때는 근거를 제시하고 승인을 받아야 한다. 제조공정 중 생산된 

중간체의 보존기간은 안정성 시험에서 얻은 데이터를 기반으로 설정한다.

6.2.3 특성분석

디프테리아, 파상풍의 경우에는 불활화 독소의 순도는 총 단백질소의 농도에 대한 

Lf 농도를 측정하여 결정한다. 면역증강제를 추가하여 제조하기 전에 파상풍 톡소이드 

백신 항원에 대해 전반적인 특성분석을 하고 완전성을 더하려면 HPLC, SDS-PAGE, 

Western blotting과 같은 다양한 순도표시법을 사용할 수 있다.

6.3 혼합물에 들어있는 개별 백신성분의 특성분석

새로운 혼합백신을 생산할 경우 각 백신 성분항원의 환경에 변화가 생긴다. 예를 

들어, pH, 희석제 구성, 면역증강제 성질이나 농도, 단백질 농도에 변화가 생길 수 

있다. 이 경우에는 면역증강제 흡착 정도나 물리화학적/면역화학적 결합성, 안정성에 

변화가 생길 수 있다. 따라서 혼합물의 항원의 특성에 어떤 변화가 생길 수 있는지 

평가하려면 적절한 방법으로 혼합한 항원을 검사해야 한다. 백신에 있는 모든 

항원성분의 적합성은 비임상 시험을 통해 입증한다. 백신에 들어있는 모든 항원성분의 

흡착은 로트별로 일관되게 나타나야 한다. 제품의 유효기간 동안 나타날 수 있는 

항원의 흡착정도를 평가하여 보고해야 하며, 규격을 수립해야 한다. 백신조제용으로 

새로운 면역증강제를 사용한다면 보다 폭넓은 연구가 필요할 것이다. 이를 위해 

비임상 연구를 통해 임상용으로 제조된 면역증강제와 항원의 혼합물을 평가한다. 
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가능하다면 개별 항원의 특성을 평가할 때는 혼합되지 않은 기허가 백신에 들어있는 

동일항원의 특성과 비교해본다. 어떤 경우에는 새로 개발하는 혼합백신보다 각각의 

개별항원의 수가 더 적은 기허가 백신과 비교할 수도 있다(예. 새로운 DTP-B형 간염 

혼합백신의 대조 백신으로 기허가 된 DTP와 비교).   

6.3.1 면역원성/역가

사람을 대상으로 임상시험을 시작하기 전에, 혼합백신을 다른 방법으로 혼합하거나 

재구성 하였을 때 이 혼합백신이 적절한 동물모델(가능하다면)에서 적절한 면역원성을 

보이는지 시험해 보아야 한다. 적절한 동물 모델을 이용한 면역 연구는 백신의 비임상 

개발 중에 중요한 정보를 제공할 수 있다. 이와 관련해, 백신에 들어있는 각 항원에 

대한 면역반응을 평가해야 하며, 여기에는 반응의 질, 간섭 가능성, 혼합항원 적합성이 

포함된다. 가능하다면 반응이 증가하는지, 감소하는지를 정할 때 동물의 개별항원(또는 

개별항원의 수가 더 적은 기허가 백신)과 비교하여 새로운 혼합백신을 연구하는 것이 

좋다. 이런 시험에는 한 가지 또는 그 이상의 백신성분을 평가할 수 있는 동물모델을 

사용하도록 권장한다.  

동물모델의 면역원성 시험은 면역증강제 혼합의 최적화 및 항원의 면역특성 평가와 

관련해 중요한 정보를 제공해줄 수 있다. 이러한 면역원성 시험은 일부 항원에 대한 

중화항체의 생성과 직접 항원을 투여하여 질환방어 효과도 알 수 있다. 하지만, 

경험적으로 볼 때 동물모델의 데이터로 인간의 질병을 예측하는 외삽법은 신중하게 

접근해야 한다. 다음 사항은 비임상 연구 중 면역원성 평가 시 고려해야 하는 

요소들이다.  

- 비임상 연구 시 임상연구에 사용된 백신과 동일한 방법으로 제조된 면역증강제와 

항원으로 만든 백신을 사용해야한다.

- 개발하고자하는 백신의 각 항원에 대한 생성된 항체가와 이미 기허가된 대조 

백신(가급적이면 많이 사용되어진 제품이나 유효성이 확실히 입증된 제품)의 

항체가를 직접 비교해 보아야한다. 주요 제조공정이 변하여 시험을 할 경우 

개발백신과 기허가 백신과 비교해 보아야 한다. 기허가된 대조 백신의 경우 



- 39 -

단가백신 또는 개별항원의 개수가 적은 백신도 가능하다. 일부 혼합백신의 경우 

각성분을 비교하고자 할 때  한 개 이상의 대조백신을 사용할 수 있다. 

- 면역반응에 대한 깊이 있는 분석이 필요한지 평가해 보아야하며, 가능하다면 

중화항체 반응이나 세포성 면역에 대해 평가할 수 있다. 

- 개발하고자 하는 백신에 면역 증강제를 혼합한다면, 면역 증강제 사용에 타당한 

면역원성 근거자료가 있어야한다. 이 면역원성 자료에는 체액성 면역 또는 

세포성 면역원성 평가 자료를 포함할 수 있다. 면역증강제를 사용한 개발백신은 

적절한 대조백신과 서로 비교해 보아야한다. 이미 널리 사용되고 있는 알루미늄 

흡착체를 대체하고자하는 새로운 면역증강제를 사용할 경우, 적절한 동물군을 

신중하게 고려해야한다. 이 대조군에는 항원만 투여하는 군과 알루미늄 흡착제를 

사용하는 항원을 투여하는 군을 설정할 수 있다.  

6.3.2 면역증강제

해당하는 경우, 면역증강제는 화학적 조성, 물리적 형태, 흡착력, 순도, 엔도톡신 

함량, 무균의 측면에서 특성 분석이 이루어져야 한다. 면역증강제와 항원 간의 

상호작용에 대한 평가에서는 흡착정도에 대한 측정을 포함하여 실시해야 한다. 

상호작용은 로트별로 일관성을 보여야하며, 충분한 수의 로트가 생산되었다면 이를 

기반으로 규격을 설정해야한다. 개발단계 동안에는 면역증강제 자체의 안정성과 

항체와 결합했을 때의 안정성이 모두 입증되어야 하며, 예정된 보존기간 동안 

안정적인 것으로 나타나야 한다.

6.3.3 비임상 안전성 연구

면역증강제와 혼합백신의 항원간의 안전성 확인하는 비임상 동물연구도 수행해야 

한다. 새로운 혼합백신의 안전성은 사례별로 동물모델을 대상으로 평가하며, 특히 

항원이나 면역증강제를 혼합했을 때 독성문제가 생길 수 있다는 우려가 있다면(예. 

새로운 면역증강제) 동물모델 평가가 더욱 더 필요하다. 화학적으로 불활화된 독소가 

하나 이상 함유된 백신의 경우에는(예. 디프테리아, 파상풍, 무세포 백일해), 연구를 

통해 특히 잔류 활성독소의 존재와 최종 혼합물에서 독성회복 가능성을 평가해야 한다. 
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보존제나 첨가물 같은 새로운 첨가제를 사용하고자 한다면, 그 안전성을 시험을 

통해 확인해야한다. 새로운 보존제를 사용한다면, 제품 용도의 안전성과 유효성을 

확인해야 한다. 새로운 첨가제를 사용할 경우, 개발하고자하는 백신의 항원을 제거한 

상태에서 첨가제의 안전성도 평가해야한다. 새로운 첨가제가 모든 백신항원과 적합 

한지 확인하고, 동물모델에서 나타나는 특정한 항원과 첨가제 혼합물의 독성정보도 

기록한다.   

6.3.4 독성 시험

비임상의 독성시험은 임상시험을 진행하기 전 안전하다는 확증을 얻을 수 있도록 

계획해야한다. 백신의 잠재적 독성을 평가하기 위해서는 1종 이상의 동물을 

이용하여야하며, 주요 장기의 조직병리학적 평가를 수행하여야한다. 이 시험에서는 

국소염증반응, 전신독성, 면역체계에 대한 영향의 가능성에 대해 조사가 이루어져야 

한다. 사용된 동물 종은 백신의 생물학적 효과와 독성에 민감한 종이어야 한다. 

가능하면, 예정된 임상시험에서 사용될 최고용량을 동물모델 대상으로 평가해야 한다. 

최종제제(항원과 면역증강제 포함)에 관한 독성 연구는 WHO의 ‘백신 비임상 평가 

지침서(Guidelines on nonclinical evaluation of vaccines)’ 에 따라 실시해야 한다. 

독성 연구가 필요할 경우, 설계 시에 예정된 백신의 임상용도를 고려한다. 이것은 

유아, 어린이, 임산부, 가임기 여성처럼 특정한 집단에서 사용되는 백신에서 특히 

중요하다. 독성 연구를 시작하기 전에 식약처와 상의할 것을 권장한다. 

새로운 면역증강제를 사용하여 제조할 경우, 면역증강제를 포함한 최종백신 제제에 

맞게 비임상 독성연구를 실시한다. 반복투여 독성 연구를 이용해서 새로운 

면역증강제와 기존 백신 제제의 안전성 정보를 비교해도 된다. 이때, 기존의 지침서를 

고려한다. 새로운 면역증강제에 대한 독성 데이터가 없다면, 일부 상황에서는 

면역증강제에 대해서만 별도로 독성시험을 실시함으로써 도움이 되는 정보를 제공할 

수 있다. 

성분항원 중 한 가지를 생산하는데 새로운 세포기질(즉, 이전에 허가되지 않았거나 

사람에게 사용된 적이 없는 기질)이 사용될 경우, 숙주세포 유래 단백질에 의한 

예상치 못한 면역반응에 대한 안전성을 고려한 적절한 동물모델을 대상으로 시험해 

보아야 한다. 
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투여경로에 차이가 있다면 적절한 동물의 독성 시험과 함께 백신의 면역원성 

평가가 필요할 수도 있으며, 이때 기존의 지침서를 참고한다. 

6.3.5 안정성 연구

안정성 시험은 백신의 개발에서부터 허가 및 허가 후 모니터링에 이르기까지 

하나의 연속과정으로 생각해야 한다. 안정성 시험은 WHO의 ‘백신 안정성 평가 

가이드라인(Guidelines on stability evaluation of vaccines guidelines on stability 

evaluation of vaccines)’을 참고할 수 있다. 이 시험은 최종제품의 보관 조건에 따라 

실시간으로 이루어져야 한다. 임상시험의 초기 단계에서, 실시간 안정성 데이터의 

양이 제한되기도 하지만 계획된 시험기간 동안 백신의 안정성을 뒷받침하는 충분한 

데이터가 생성되어야 한다. 허가 시, 예정된 보관조건에서 시험을 실시하되, 

실시간으로 이루어져야 한다. 안정성에 영향을 줄 수 있는 온도에서 제한된 시간 동안 

보관된 제품에 대해 실시하는 가속안정성 시험은 진행 중인 실시간 안정성 시험의 

예비 데이터를 뒷받침 할 수는 있으나, 이것을 대체해서는 안 된다. 허가 시 유효기간 

설정을 뒷받침 할 수 있도록 진행 중인 실시간 안정성 평가를 해야 한다. 최종 백신 

제품의 유효기간 종료 시점에 항원의 실제 연령(actual age)에 대한 누적 

특징(cumulative nature)이 고려되어야 하고, 항원의 누적 연령을 포괄하는 데이터를 

수집하여 보고해야 한다. 

안정성 시험에서는 생산 공정의 결과 최종 제품은 장기 보관 중에 독성이 회복되지 

않는다는 것을 확인해야 한다. 결과적으로 안정성 시험(특이독성시험 및 

이상독성부정시험)은 만료일에 실시해야 한다. 안정성 입증을 위한 추가 시험에는 

역가 시험과 물리적, 화학적 특성분석이 포함되어야 하며, 적어도 역가, 무균, 

면역증강제 함량, 흡착 정도, 보존제 함량 및 pH에 대한 시험이 실시되어야 한다. 

유효기간을 설정하기 위해는 최소 3 로트의 완제 의약품(각기 다른 원액에서 얻음)을 

권장 온도에서 보관해야하며 안정성을 입증하기 위해서는 만료일에 안정성 시험을 

해야 한다. 시험을 위해 선택한 시간은 백신을 평가하는데 적합해야 하고, 밸리데이션 

데이터로 뒷받침되어야 하고, 승인을 얻어야 한다.

유효기간이 변경되었다면 관련 변경내용을 뒷받침할만한 안정성 데이터가 추가로 

필요하며, 변경사항은 허가를 받아야 한다. 허가가 난 이후에는 제시된 유통기한 동안 

안정성을 모니터해야 한다.
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7. 혼합백신의 임상 평가

7.1 서론 및 범위 

본 장에서는 새로운 혼합백신과, 제조공정에 유의한 변화가 있는 기존백신에 대한 

임상시험 설계 및 평가에 대한 내용을 포함한다. WHO의 ‘백신 임상평가 가이드라인 : 

규제기관 기대사항(Guidelines on clinical evaluation of vaccines : regulatory 

expectations)’ 및  '백신의 임상평가 시 고려사항(2007)'을 준수해야 한다. '6. 

혼합백신의 비임상 평가'에서 논의된 바와 같이, 임상 프로그램을 시작하기 전에 

적절한 비임상 연구가 선행되어야 하며, 임상 프로그램의 내용과 범위는 고려 중인 

특정 혼합백신, 그리고 백신성분과 유사백신에 대한 사전 임상경험에 따라 달라진다. 

임상시험에서 백신특유의 요구사항은 각 해당 제품의 특성에 따라 달라질 수 있다. 

관련 내용은 특히 디프테리아와 파상풍 톡소이드가 함유된 혼합백신의 임상평가를 

기준으로 작성되었으며,  현재 기 승인된 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신에는 

백일해(전세포나 무세포), Hib 접합백신, 불활화 폴리오, B형 간염 등의 추가성분이 

하나 또는 그 이상 포함되어있다. 본 문서는 현재 사용 중인 혼합백신을 중점적으로 

다루고 있으나, 개발될 새로운 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신에 추가될 

가능성이 있는 새로운 항원에는 일반원칙 및 절차가 적용된다. 

디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신 임상개발 주된 목표는 혼합백신의 안전성과 

백신에 함유된 각 성분의 면역원성을 평가하는 것이다. 일반적으로 임상개발 시 비교

임상을 포함해야 하는데 본 가이드라인의 7.2에서 이러한 비교임상에 대한 전반적인 

설계와 대조백신의 선택에 대한 내용이 기술되어 있다. 새로운 혼합백신의 안전성과 

면역원성의 평가는 무작위 대조군 시험을 통해 새로운 혼합물의 항원이 한 개 이상 포

함된 기허가 백신의 안전성 및 면역원성과 비교해 보아야 한다. 무작위 대조군 시험에 

너무 큰 비중을 둘 필요는 없다. 기허가 백신을 대조군에 포함시키면, 면역분석법을 

비롯한 시험 절차와 방법의 적절성을 보장할 수 있고, 새로운 혼합백신으로 접종한 뒤

에 예기치 못한 결과(예. 한 개 이상의 항원에 대해 낮은 면역반응이나 특정 이상반응

의 비율 증가, 예기치 못한 이상반응)가 나오는 상황에서 해당 데이터를 쉽게 해석할 

수 있다.     
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혼합백신의 임상시험의 경우, 그 평가는 새로운 혼합백신의 성분 및 특징에 의해 

좌우되며, 면역학적 간섭 및 반응원성 증가가 일차적 고려 대상이다. 혼합백신의 경우 

최종 혼합액에서의 면역학적 간섭 및 반응원성 증가를 평가해야한다. 안전성 연구를 

할 때는 혼합백신의 투여가 개별로 투여되는 백신보다 반응원성이 우위인지를 

평가해야 하며, 유익성-위해성 평가(risk-benefit considerations)에 필요한 적절한 

안전성 데이터 베이스를 역시 구축해야한다. 

혼합백신의 면역원성에 관련한 일차적인 고려사항은, 혼합백신의 항원 간에, 

면역원성 반응에 영향을 주거나 또는 방해하는지 여부와 그 반응의 정도이다.  

드물게 예외는 있으나, 현재 기허가된 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신의 

경우, 포함된 항원에 대해서는 임상 유효성을 직접 측정하는 건 비현실적이거나 

불가능한 일이다. 따라서 임상의 유익성을 증명하기 위해, 디프테리아·파상풍(DT) 포함 

혼합백신의 면역원성 평가가 적절한 평가방법으로 용인되어 왔다. 

디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신의 일부 성분은 방어에 대해 혈청학적 지표가 

설정되어 있으므로, 면역학적 평가변수를 선정하고 데이터를 해석함에 있어 용이하다. 

면역원성을 평가하기 위해서는 분석법, 임상 설계, 그 검증에 있어, 적절성이 수반되어

야 한다(세부 내용은 7.3 참고). 개발되는 혼합백신의 특성에 따라 임상시험을 위한 면

역분석법의 선별 및 그 평가는 결정되어야 한다.  안전성과 면역원성 데이터는 혼합백

신에만 국한된 특별한 사항이 아니며, 새로운 혼합백신이 기허가 백신과의 병용 투여

를 판단할 수 있는 필수적인 평가 사항이다. 

면역간섭 현상의 임상적 유의성이 항상 명확한 것은 아니지만, 병용투여를 하면 

하나 이상의 병용투여 항원에 대해 면역반응이 낮아질 수도 있다(immune interference, 

면역간섭). 

병용투여 시, 접종된 단백접합백신의 운반체인 단백질이 혼합백신 항원의 하나와 

연관되어 면역반응이 과장되어 나타나는 경우가 있다. 

상호작용이 다양하게 나타날 수 있으므로, 백신의 병용 투여 시에 일차적 평가에 

대해서는 임상 초기단계에 판단되어질 수 있다. 그러나 단순히 임상 초기단계에서뿐 

아니라, 시작 및  시판 후 조사, 즉 모든 단계를 통해 그 데이터를 수집해야 한다. 
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7.2 시나리오와 임상시험 설계 

7.2.1 임상개발 계획 시 고려사항

새로운 백신의 임상은 일반적으로, 소규모 안전성/면역원성 연구로 시작하여, 후에 

대규모 연구를 수행한다. 

새로운 항원이 포함된 소아백신의 경우에는 성인을 대상으로 안전성 및 면역원성 

예비평가를 한 뒤에, 성인에서 연령대를 단계적으로 낮추어 진행하는 게 적절할 수 

있다. 이런 연구를 평가할 때 염두에 두어야 할 점은 안전성과 면역원성은 연령, 감염 

이력, 접종 이력에 좌우될 수 있다는 것이다.  

임상시험을 시작하기 위해서는 제조업체는 혼합백신의 주성분 선별과 시험설계에 

대한 타당한 근거를 제시해야 한다. 이전의 개별 백신성분 경험, 비임상 연구 경험, 

용량범위 임상시험을 토대로 혼합백신의 각 성분에 대한 용량 설정의 과학적 근거가 

제시되어야 한다. 모든 경우에 있어서, 개발되는 혼합백신의 비임상시험 및 제조에 

관한 과학적 근거가 제시되어야만 임상시험을 시작할 수 있다.  

1차 표적 집단을 대상으로 한 임상시험을 비롯하여 최소한 일부 임상시험은 시판용 

백신과 동일한 공정을 사용하여 제조된 다양한 로트의 백신을 이용하여 실시해야 

한다. 임상시험에서 사용되는 백신 로트에 대해서는 생산 시의 그 일관성을 

입증하여야 한다. 임상시험에 사용되는 백신 로트는 비임상시험에서 평가된 로트와 

동일한 것이 좋으며, 시판용 제제를 충분히 대표할 수 있어야 한다. 이것이 가능하지 

않다면, 임상적으로 사용된 로트를 제조공정, 면역원성/역가, 안전성, 안정성, 기타 

관련된 품질 특성과 관련하여 비임상시험에서 사용되는 로트와 비교해 보아야 한다. 

로트의 일관성 평가를 위해 공식적인 임상시험이 항상 필요한 건 아닐 것이나, 일부 

경우에는 생산 일관성을 뒷받침하는 근거를 제시하기 위해 임상 데이터가 필요할 수도 

있다(예. 제품의 생산 일관성에 관해 특별한 우려가 있을 때). 여기서 염두에 둘 점은 

생산 일관성의 증거를 제시하는데 사용하는 임상 데이터가 비임상 평가를 실시하는 

동안 제조공정의 일관성을 입증할 필요성을 대체하지는 못한다는 점이다. 임상개발 

프로그램 후기 단계에서는 각 면역원에 대한 여러 배치의 원액을 이용하여 제조한 

여러 로트의 시판용 혼합백신을 사용해야 한다. 새로운 성분을 사용한 혼합백신은 

기허가된 성분을 사용한 혼합백신 보다 더 많은 로트를 사용하여 시험하여야 한다. 
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임상개발 후기 단계에서 사용할 로트의 구성을 정할 때는 식약처의 자문을 받는 것이 

좋다.  

7.2.2 새로운 혼합백신에서 나타날 가능성이 있는 시나리오 개요

새로운 혼합백신은 많은 임상결과가 축적된 기허가 백신과 직접 비교해 보아야 

한다. 후기 임상개발 단계에서 가장 적절한 시험 설계는 보통 표적 연령군을 대상으로 

한 무작위 대조군 시험이다. 대조제품 선택은 식약처와 논의하여야 하며, 이때 시험군, 

제안된 접종일정, 후보백신의 전체 항원 구성, 비교측정 백신에 대한 이전의 

임상경험을 고려해야 한다. 일부 제품의 경우에는 모든 성분항원에 대한 적절한 

임상평가에, 병용 투여된 비교측정 백신이 한 개 이상 필요할 수도 있다. 이 경우에는 

이러한 기허가 백신을 동시투여(별개의 주입부위)에 권장하는지 여부, 혹은 투여 시 

시차를 두어야 하는지 여부(다른 일수로)를 고려할 필요가 있다.  

표1은 새로운 혼합백신 개발 시 가장 흔히 사용되는 임상평가 시나리오다. 새로운 

혼합물은 새로운 항원의 추가, 동일 적응증에 대해 한 항원을 다른 항원으로 대체, 

항원 제거, 제조나 조제에 유의한 변화 등 기존 혼합백신의 여러 변화유형에서 비롯될 

수 있다. 게다가 새로운 제조업체는 기존에 이미 승인된 혼합물과 구성이 비슷한 

백신의 생산을 시작하고 싶어 할 수도 있다. 여기서 특별히 다루지 않는 시나리오가 

발생할 수 있음에도 불구하고, 이러한 새로운 상황에는 본 자료에 기술된 일반원칙이 

적용될 수 있어야 한다. 각 시험에서 제조업체들은 비교측정 백신의 선택, 시험설계, 

안전성과 면역원성 평가변수에 대한 근거를 제시해야 한다.     

비교 임상시험은 안전성과 면역원성을 적절히 평가할 수 있도록 설계되어야 하며, 

이상반응의 비율과 백신의 각 항원에 대한 면역반응과 관련해 적절한 평가변수를 

사전에 명시해야 한다. 이런 평가변수 문제는 ‘7.3 면역원성’과 ‘7.4 안전성’에서 

다룬다. 다음에 기술된 시험설계가 안전성과 면역원성 평가에 모두 적용됨에도 

불구하고, 평가방식이 점점 복잡해지므로 표1에 면역반응평가에 대한 보다 세부적인 

내용을 제시한다. 
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카테고리 시나리오 사례 제안된 설계

항원 추가

2개 이상의 기허가 제품 

혼합(예. AB+CàABC)

기허가 IPV를 기허가 

DTwP-HepB에 추가

ABC 면역반응을 별도로 투여한 기허가 

백신 AB와 C에 대한 면역반응과 비교.

기허가 제품(AB) 한 개와 

새로운(미허가) 백신 항원

(C) 한 개를 혼합

(예. AB+CàABC)

새로운 미허가 항원을 기

허가 DTaP-HepB에 추가

ABC의 항원 A와 B에 대한 면역반응을 

별도로 투여한 기허가 백신 AB에 대한 면

역반응과 비교. 새로운 항원 C에 대한 반

응은 C에 적절한 기준을 기반으로 함. C

와 비교할만한 백신이 이미 허가가 났다

면, C에 대한 반응을 기허가 제품과 비교

해야 함.
㉮

항원 교체

혼합물의 항원 한 개를 이

미 허가된 항원으로 교체

(동일 백신성분에 대해) 

(예. ABCàABC*)

기허가 DTwP의 wP성분

을 기허가 aP성분으로 교

체

ABC*의 A와 B 항원에 대한 면역반응을 A

와 B가 함유된 별도 투여 기허가 백신에 

대한 면역반응과 비교. 새로운 항원 C*에 

대한 반응은 C*가 함유된 기허가 제품과

의 비교를 기반으로 함. 

혼합물의 항원 한 개를 새

로운 (미허가) 항원으로 

교체(동일백신 성분에 대

해) (예. ABCàABC
*
) 

기허가 DTaP의 aP 성분

을 유전자 변경 aP 항원

(들)이 함유된 새로운 aP 

성분으로 교체

ABC
*
의 A와 B 항원에 대한 면역반응을 

별도로 투여한 기허가 백신 AB나 ABC에 

대한 면역반응과 비교. 새로운 항원 C
*
에 

대한 반응은 C
* 

에 적절한 기준을 기반으

로 함. C
*
와 비교할만한 백신이 이미 허

가가 났다면, C
*
에 대한 반응을 기허가 

제품과 비교해야 함.
㉯

제조 및 

조제의 

변화

한 개 이상의 백신 항원함

량의 증가나 감소

(예. ABCàABC)

디프테리아 톡소이드 함

량 감소

ABC에 대한 면역반응을 구성이 맞거나(가

장 유사한) 기허가 제품에 대한 면역반응

과 비교함.㉰

면역증강제, 보존제, 기타 

첨가제의 성질과/이나 함

량 변화
㉮

새로운 면역증강제 도입
㉱

시험용 백신에 대한 면역반응을 승인된 

공정으로 제조된 기허가 제품에 대한 면

역반응과 비교.

한 개 이상의 개별백신성

분 생산에 유의한 변화 발

생 

(예. ABCàABC*)

냉동건조된 Hib-결합성분

의 사용을 100 % 액체 

제제로 변경

시험용 백신에 대한 면역반응을 승인된 

공정으로 제조된 기허가 제품에 대한 면

역반응과 비교.

항원 제거
한 개 이상의 항원 제거

(예. ABCàAB)

DTwP-Hib-HepB에서 

HepB 항원 제거

AB의 항원 A와 B에 대한 면역반응을 기

허가 백신 ABC에 대한 면역반응과 비교.

새로운 

제조업체

새로운 제조업체가 다른 

기허가 제품과 유사한 혼

합물 생산

DTwP-Hib-IPV 새로운 

제조업체가 생산

ABC에 대한 면역반응을 유사한 구성의 

기허가 제품 면역반응과 비교함.㉲

표 1. 새로운 혼합백신에서 나타날 가능성이 있는 시나리오 개요

주 : 

㉮ 표1에서는 제조업체가 다른 제조업체로부터 구입한 한 개 또는 그 이상의 

성분을 이용하여 최종백신을 조제한 경우를 특별히 다루지 않는다. 하지만, 성분의 

출처는 전반적인 임상평가의 설계에 영향을 주지 않을 것으로 보인다.  
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㉯ 대조 백신의 선택을 비롯해 제안된 설계 이외의 시험설계를 사용해도 된다. 단, 

근거가 있어야 되며, 식약처의 승인이 필요하다. 

㉰ 항원함량을 줄일 경우, 항원 감소로 인해 임상적으로 면역원성이 대폭 줄어들지 

않도록 임상시험 설계를 해야 한다. 

㉱ 면역증강제, 보존제, 기타 첨가제의 변경 이유를 제시한다. 특히, 면역증강제의 

변경사항을 평가하는 임상시험에서는 안전성과 면역원성 매개변수를 추가로 

고려해야 할 수도 있다.  

㉲ 면역원성 평가의 한계로 인해, 새로운 혼합물의 성분 중 하나가 무세포 백일해 

백신일 경우 적절한 대조제품를 선택하는 일이 특히 복잡하다. 추가 지침이 

필요하면 WHO의 ‘무세포 백일해 백신의 품질, 안전성, 유효성 권고사항 

(Recommendations to assure the quality, safety and efficacy of acellular 

pertussis vaccines)’을 참고한다. 

7.2.3 일정과 투여군

대부분의 경우, 새로운 혼합백신은 유사 백신에 대해 이미 허가된 접종 일정에 

따라 시험한다. 만일 프로그램상의 이유로 다른 일정이 필요하던지, 후보백신에 

기허가 백신과는 상당히 다른 항원함량 및 면역증강제가 들어있을 경우 특정한 

상황에서는 접종 일정에 대한 평가가 필요할 수 있다. 

안전성과 면역원성은 해당 일정, 시험군, 항원구성, 병용투여된 백신의 성질에 따라 

여러 백신에서 차이가 있는 것으로 보고되었다. 가능하다면, 혼합백신은 예정된 

일정에 따라 표적군을 대상으로 평가해야 한다. 하지만, 현재 쓰이고 있는 모든 

가능한 일정에 따라, 혹은 현실적으로 광범위한 지역에서 새로운 백신을 연구하는 

것은 어렵다. 예를 들어, 특정 시험군 내에서 6주, 10주, 14주의 일정으로 백신접종을 

받은 뒤 나타나는 면역반응 및 일부 이상반응 비율은 2개월, 4개월, 6개월 일정이나 

3개월, 5개월, 12개월 일정으로 동일한 백신을 투여 받은 사람과는 차이가 있을 수 

있다. 제조업체들은 제공된 임상데이터의 타당성을 입증해야 하며, 결과물의 외삽법 

근거를 논의해야 한다. 다른 일정에 따라 백신을 사용할 예정이라면, WHO의 ‘백신 

임상평가 가이드라인 : 규제기관 기대사항(Guidelines on clinical evaluation of 



- 48 -

vaccines : regulatory expectations)’  및 '백신의 임상평가 시 고려사항(2007)'에 

의거하여 가장 제한적인 것으로 예상되는 일정을 사용하여 1차 평가를 진행해야 

한다(즉, 최소면역반응이 예상되는 일정). 하지만 특정 이상반응은 연령에 따라 

발생하기 때문에 백신과 관련된 국부 및 전신 반응원성은 특정 시험군 내에서 일정에 

따라 차이가 있을 지도 모르기 때문에 승인이 필요한 일정에 대해서는 여전히 안전성 

데이터를 일부 수집할 필요가 있다. 모든 임상시험에서 시험군은 신중히 정해야 하며, 

제조업체가 선정근거를 제시하고 승인을 받아야 한다. 

7.2.4 병용투여 백신 

위에 나온 유형의 비교연구에 등록된 백신은 특성에 따라 권장되는 다른 기허가 

백신과도 함께 사용될 수 있으며, 백신을 병용투여하면 예기치 못한 상호작용이 

발생할 수 있다. 이런 병용 투여되는 백신이 시험 및 대조 백신의 안전성과 

면역원성에 영향을 줄 수 있고, 시험백신이 다른 백신에 영향을 미칠 수 있으므로, 

제조업체들은 WHO 지침서에 나온 바와 같이 병용투여의 영향을 평가하는 연구를 

실시해야 한다. 어떤 환경에서는 동일 질병에 대해 기허가 백신이 여러 개 있을 수 

있으며, 이 백신들은 시험용 백신과 동일한 일정으로 투여된다. 병용 투여할 수 있는 

특정유형의 기허가 백신이 하나 이상 있다면, 임상시험에서 사용되는 특정 백신(들)을 

선택할 때 권장되는 접종일정과 병용투여 가능성을 고려해야 한다. 이때, 선택에 대한 

근거가 있어야 하며, 이를 식약처와 함께 논의한다. 별도로 투여한 기허가 백신(들)에 

비해 새로운 혼합백신과 병용 투여했을 때 한 가지나 그 이상의 항원에 대한 

면역반응이 더 낮게 나온다면, 허가 시에 사례별로 가능한 임상결과를 고려해야 할 

것이다. 병용투여 시에 유해사례 발현율이 증가한다면, 혼합백신이 아무리 편리하다 

하더라도, 혼합백신 허가 및 사용에 대해 고려해보아야 한다. 

7.2.5 특수한 환자를 대상으로 한 연구 

개인이 특정질환(예. 조숙증, 면역결핍, 중증 폐질환, 점액점착증)에 의해 질병에 

취약하거나, 특정백신에 대한 낮은 면역 반응과 관련이 있는 기저질환 및 조건이 있을 

수 있다. 이처럼 위험성이 큰 시험군을 대상으로 특별히 새로운 혼합백신의 안전성과 

면역원성을 평가하기 위해 임상시험을 실시해도 된다. 보통 허가 후에 특수한 환자를 
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대상으로 임상시험을 실시하고 있다. 

7.3 면역반응 평가

7.3.1 면역원성 연구의 설계와 범위

면역원성 시험에서 고려해야 할 사항은 새로운 혼합백신의 성질에 좌우된다. 

하지만, 주된 우려사항은 보통 항원 간의 면역학적 간섭 가능성과 관련이 있다. 이 

가이드라인은 잠재적으로 면역원성 평가가 필요한 다수의 항원이 사용된 다양한 

혼합백신을 대상으로 하였다. 아래에서는 분석법의 선정과 이러한 평가의 평가변수와 

관련하여 지침을 제공한다. 하지만, 어떠한 질병은 그 특성에 따라, 어린이, 청소년, 

성인에 대한 추가접종이 질병 관리의 중요한 부분을 차지한다. 일부 경우에는 

기초접종용으로 개발된 백신이 추가접종으로도 사용되는 반면에, 다른 경우에는 

추가접종용으로만 개발된 백신이 있다. 따라서 7.3에서는 추가접종 시 사용되는 

백신에 대한 평가 정보를 포함하고 있다.   

7.3.2 항체반응 평가 분석

기허가 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신에 사용되는 여러 항원에 대해서는 

WHO 지침서나 권고사항 및  ‘백신의 임상평가 시 고려사항(2007)’을 준수하여 

작성되었으며, 이 자료들은 성분항원의 임상평가에 가장 적절한 분석법과 평가변수에 

관한 지침을 제공한다. 하지만, 다수의 혼합백신에 사용되는 일부 개별항원에는 

이러한 지침서가 없다. 참고용으로 표2에 항원의 목록, 흔히 사용하는 분석법, 제안된 

평가변수가 나온다. 하지만 WHO 지침서가 있다면 이 지침서를 우선으로 참고하여야 

한다.  

일부 항원의 경우에는 기초접종 시험을 평가하는데 사용하는 평가변수가 추가접종 

시험을 평가하는 할 때에 적절하지 않을 수 있다. 예를 들어, 상당한 비율의 시험군이 

접종 전에 기본 방어항체가를 초과하는 항체 농도를 보이는 경우이다. 이 경우에는 

항체농도가 유의하게 증가한 피험자 비율을 측정함으로써 예방접종 반응을 평가할 수 

있다. 이러한 차이를 반영하기 위해 기초접종과 추가접종 시험에 제안되는 평가변수가 
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표2에 제시되어 있다.   

면역반응은 검증되고 표준화된 분석법을 이용하여 혈청에 있는 각 성분항원에 대한 

항체농도 측정을 기반으로 평가해야 한다. 국제 참조품이 있다면, 실험을 통한 혈청 

데이터의 비교가능성과 수용성을 향상시키기 위해, 면역원성 결과를 혈청 1 mL당 

IU로 표시해야 한다. 제조업체에 의해 선택된 면역반응 평가 분석법은 선택에 대한 

과학적 근거를 제시해야 한다. 대부분의 백신은 적절한 유효성을 평가하는 것이 

현실적으로 어렵다. 따라서 검증된 정량분석법을 선택하는 것이 중요하며, 적절한 

실험을 수행하기 위한 실험실의 밸리데이션 역시 검증되어야 한다. 검증시험은 

분석법이 임상시험에 적절하다는 것을 입증할 수 있도록 설계해야 하며, 이때 

백신들을 서로 비교하는 방법을 고려해야 한다(예. 평가기준이 초기 이후 역가가 역치 

이상인 비율측정, 혈청전환율, 항체의 기하평균농도). 검증 보고서에는 내부 참조품의 

보정, 그리고 검체, 참조 표준품, 시약의 처리와 보관에 관한 세부적인 설명이 

들어가야 한다. 분석법 검증 데이터는 검토 후 승인을 받아야 한다. 

임상 프로그램을 개발할 때는 백신성분에 의해 유발된 항체의 기능적 

활성(functional assay)을 측정하는 것이 중요하다. 백신항원의 경우에는 면역원성 

평가를 위해 권장하는 방식이 기능적 분석법이다(표2). 다른 경우에는 비기능적 

분석법(nonfunctional assay)이 1차 평가로 용인되어 왔다. 하지만 이 경우에는 

가능하다면 기능적 분석법을 사용하여 비기능적 분석을 통해 면역반응을 의미 있게 

평가할 수 있는지를 확인해야 한다. 여기서 염두에 둘 점은 일부 무세포 백일해 

백신에 들어있는 일부 상용 항원에 대해서는 확인된 기능적 분석법이 아직 없다는 

것이다.    

세포 매개성 면역(CMI) 반응이 일부 감염에 대한 면역에서 하나의 역할을 수행할 수도 

있다. 하지만, 접종 후 세포 매개성 면역(CMI) 반응을 평가하기 위해 면역분석법을 

표준화하는 일은 힘든 일이라, 지금 현재 이러한 분석법은 허가를 뒷받침하는데 

사용되지 않고 있다. 그럼에도 불구하고, 해당사항이 있다면 백신항원에 대한 

면역반응의 모든 측면과 관련해 지식체계를 넓힐 수 있도록 세포 매개성 면역(CMI)에 

대한 탐색적 평가를 권장해야 한다. 

디프테리아 백신에 대한 항체반응을 측정하기 위한 분석법은 기능적 

시험법(functional assay; 혈청 검체에서 디프테리아 독소의 독소 영향을 막는 
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디프테리아 항체의 능력을 입증하는 시험)과 비기능적 시험법(nonfunctional binding 

assay; 혈청 검체에서 디프테리아 독소나 톡소이드에 결합하는 디프테리아 항체의 

능력을 입증하는 시험)으로 구분된다. 

Vero 세포 분석은 체외 독소중화(미세중화)검사로, 혈청에서 중화항체를 측정 

하는데 사용될 수 있으며, 디프테리아 백신에 대한 반응을 측정하는 표준정량법(gold 

standard method)으로 간주된다. 이 방법은 밸리데이션 시험의 일환으로 다른 체외 

혈청 시험법의 타당성과 성능을 확인하는데 사용될 수 있다. 하지만 Vero 세포 분석은 

세포배양설비와 다른 체외 혈청학적 시험법에 비해 상대적으로 많은 양의 혈청을 

필요로 하므로 일반적으로 이용되지 않는다.

따라서 소량의 검체를 사용하는 체외 혈청시험법(in vitro serological assay)이 

선호될 수 있으며, 자동화로 보다 신속하게 처리할 수 있어서 다량의 검체를 

확인하는데 적합하다. 이러한 비기능적 시험법에는 ELISA, 이중항원 ELISA(DAE), 

이중 이중항원 시간차 형광 면역 분석법(dDA-DELFIA), 수동 적혈구 응집시험(PHA)와 

독소 결합 억제시험(ToBI)을 포함한다. 비기능적 체외 혈청시험법은  Vero 세포 

분석과 다양한 상관관계를 보여주므로 특히 기능적 항체 수준이 낮을 때 Vero세포 

독소 중화 시험을 기준으로 적절히 검증되어야 한다. 선택된 방법은 승인이 있어야 

하며, 가능하면, 백신의 임상평가 중 일부 단계에서 기능적 항체 반응을 측정하는 

분석(예. 임상시험 검체의 일부를 분석)을 실시해야 한다.   

디프테리아 항독소의 IU로 측정된 디프테리아 항독소(Diphtheria Antitoxin Human) 

국제표준품은 독소중화검사 및 체외 면역분석법에 사용될 수 있다. ELISA와 다른 체외 

혈청분석에 사용될 예정인 2차 참조물질은 모든 분석 결과를 ml 당 IU로 표시하는 독

소중화검사를 사용하여 국제표준품과 비교하여 보정되어야 한다. 

파상풍 백신에 대한 항체반응측정 분석법은 기능적 시험과 비기능적 시험법(혈청 

검체에서 파상풍 항체가 파상풍 독소나 톡소이드와 직접 경쟁하거나, 직접 결합하는 

능력을 입증하는 시험)으로 구분된다. 기능적인 시험에는 기니피그나 쥐를 대상으로 

한 체내 독성중화시험(in vivo TNT)이 있다. 이 체내 분석법은 독소/항독소 혼합물을 

피하주사로 동물에게 주입하는 다소 까다로운 절차이다. 이 절차에는 전문시설이 

필요하며, 비용이 많이 들고, 비교적 대량의 혈청을 요한다. 결과적으로 이 방법은 

백신 임상시험에서 흔히 쓰이진 않는다.  
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항원 분석법
참고

자료

제안하는 1차 평가변수
설명

기초접종 추가접종

디프테리아

톡소이드

미세중화

분석법

(베로세포)

( 2 , 3 1 , 

38-41)

비 율 ≥ 0 . 0 1 

IU/ml 또는 

≥ 0.1 IU/ml

(설명 참고)

유의성 있게 

증가하는 피험

자의 비율㉱

보통 독소중화분석법을 선호한다. 중화분석법과 

상관관계가 있는 것으로 나타난 항원결합분석법

도 허용된다. 기초접종에서는 독소중화분석을 사

용하고, 2차 년도에 추가용량을 투여하는 경우 

ml당 0.01IU의 역치를 허용할 수 있다. 그렇지 

않으면 ml당 0.1IU의 역치를 사용해야 한다. 추

그래서 검증된 체외 혈청시험을 선호하며, 이 방법은 속도, 적은 검체량, 손쉬운 

사용법, 자동화 적응성으로 인해 대량의 혈청검체 시험에 더 적합하다. 현재 기능적인 

파상풍 항체를 검출할 수 있는 적절히 검증된 체외분석법이 없으므로 상기 방법을 

독소중화시험으로 사용하면 된다. 하지만 여러 체외혈청시험이 개발되어 검증되었으며 

이 분석은 체내 독소중화시험(in vivo TNT)과 특히 항체수준이 높을 때 깊은 

상관관계를 보인다. 이러한 분석법으로는 ELISA, ToBI 시험, KPA가 있다. 이중항원 

ELISAs(DAE) 시험이나, 이중 이중항원 시간차 형광 면역 분석법(sDA-DELFIA) 같은 

방법들도 있으며, 이 방법들은 파상풍과 또 다른 하나 이상의 항원에 대한 항체반응을 

동시에 평가하는 데에도 사용된다. 일부 실험실에서는 수동 적혈구 응집시험(PHA)를 

이용하기도 하나, 이 방식은 더 가변적이라 체내 독소중화시험(in vivo TNT)과의 

상관관계가 적은 것으로 나타난다.  

항체 평가를 위해 선택된 방법은 계획한 목적에 따라 관련 검체를 이용하여 

검증해야 하며, 승인이 있어야 한다. 가능하면, 백신의 임상평가 중 일부 단계에서 

기능적 항체 반응을 측정하는 분석(예. 임상시험 검체의 일부를 분석)을 실시해야 

한다.

7.3.3 접종시험에 대한 면역원성 평가변수

기허가 디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신에 함유된 항원과 관련하여 표2를 

보면 권장 분석법의 요약내용이 나오며, 기초접종 및 추가접종용 백신의 임상평가 1차 

평가변수가 제시되어 있다. 이와 관련해서는 WHO 자료, 국가나 지역 지침서, 또는 

참고문헌이 있으며, 보다 세부적인 정보를 원하면 이 자료들을 참고하면 된다.  

표 2. 기초접종 및 추가접종 시험을 위한 면역원성 분석과 평가변수㉮
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가접종의 경우, 역치수준이나 대폭 증가한 비율

을 이용하려고 하면, 접종 전에 역치를 초과할 

것으로 예상되는 비율을 고려해야 한다. 

파상풍

톡소이드
ELISA (3, 30)

비율 ≥ ml당 

0.1IU

유의성 있게 

증가하는 피험

자의 비율㉱

마우스 중화분석법과 상관관계가 있는 것으로 

나타난 항원결합분석법을 가장 흔히 사용한다.

전세포

백일해
㉯

1)응집분석법

2 ) P T 용 

ELISA

3)다른 항원

용 ELISA

(4, 42-45)

a)GMT/GMC

b)4배 증가

비율

a)GMT/GMC

b)4배 증가 비

율㉱

방어와 상관관계가 있는 값은 규정되어 있지 않

다. 목표는 시험의 반응들과 각 분석법의 대조군

들을 비교하는 것이다. a)와 b) 모두 공동 1차 

평가변수로 권장한다.

무세포

백일해

백신에 든 

모든 백일해

항원에 대한

ELISA㉰

(5, 42-45)

a)GMT/GMC

b)4배 증가 

비율

a)GMT/GMC

b)4배 증가 비

율
㉱

방어와 상관관계가 있는 값은 규정되어 있지 않

다. 목표는 시험의 반응들과 각 분석법의 대조군

들을 비교하는 것이다. a)와 b) 모두 공동 1차 

평가변수로 권장한다.

비활성형

소아마비

백신

3개의 혈청형

각각에 대한

바이러스 중

화 분석법

(46)

중 화 역 가 가 

1:8 이상인 

비율

a)GMT/GMC

b)중화역가가 

1:8 이상인 비

율

중화항체가 있으면(역가 ≥ 1:8) 소아마비 타입 

1, 2, 3에 대해 방어적인 것으로 간주한다. 

b형 헤모

필루스 인

플 루 엔 자 

접합백신

ELISA

(b형 헤모필

루스 협막 다

당류 ; PRP)

(8, 47-49)

a)ml당 0.15

㎍ 이상 비율

b)ml당 1.0㎍ 

이상 비율

ml당 1.0㎍ 이

상 비율

접종 후 anti-PRT 수치가 ml당 0.15㎍이면 이를 

최소방어수치로 간주한다. ml당 1.0㎍의 접종 

후 수치는 이후 1년간의 방어상태를 가리킨다. 

기초접종의 경우, a)와 b) 모두 공동 1차 평가변

수로 권장한다. 

B형 간염 

백신

B형 간염 표

면항원 항체

용 ELISA

(6)
ml당 10mIU 

이상 비율

ml당 10mIU 

이상 비율

주 : 

㉮ 표에 기술된 약어 - ELISA : 효소결합면역분석법, GMT : 기하평균역가, GMC : 

기하평균농도, PT : 백일해 독소, PRP : b형 헤모필루스 인플루엔자 협막 다당류인 

polyribosyl-ribitol-phosphate, IU : 국제단위 

㉯ 고도로 효과적인 전세포 백일해 백신에 대한 항체반응에는 본질적인 이질성이 

있다. 하지만, 목록에 나온 분석법은 비교 면역원성 실험을 평가할 때 사용해도 

된다. 

㉰ 백일해 독소중화 분석법과 전세포 응집 분석법을 이용한 추가 근거 데이터를 

권장한다. 

㉱ 접종 전에서 접종 후에 이르는 항체농도의 증가 규모(예. 4배)는 사전에 

규정하여 입증해야 한다. 접종 전 항체농도가 특히 높은 사람에 대해서는 

증가규모가 적을 수도 있다.  
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7.3.4 1차 분석 

1차 분석은 규정된 접종 이후의 항체반응을 기반으로 해야 한다. 추가 접종용으로 

사용되는 백신의 경우, 이것은 보통 단일접종으로 이루어진다. 새로운 백신과 기허가 

대조백신 간에 공통된 항원과 새로운 백신에만 있는 항원에 대한 면역반응은 공동 1차 

평가변수로 설정해야 한다.  

면역반응 평가의 적절한 시간간격을 정의하려면 시험목적을 고려해야 한다. 

대부분의 경우, 새로운 백신의 임상시험은 최종투여 후 약 4주에 백신성분에 대한 

항체 반응을 결정하기 위한 것이다. 하지만 혈청검체의 채취 시기는 근거를 제시한 

후에 승인을 받아야 한다. 추가접종을 평가하는 시험에서 혈액검체는 대개 추가투여 

후 4주에 채취하나, 경우에 따라서는 추가투여 2주 이내처럼 더 짧은 기간 안에 

면역반응이 정점에 이를 수 있다. 따라서 무작위 소규모 인원을 대상으로 추가접종을 

투여한 후에 4주 미만의 시점에서 면역반응을 탐색해야 유용한 정보를 얻을 수 

있으며, 항원유발 반응 속도에 대해서도 이해할 수 있다.   

비열등성 평가의 1차 변수, 미리 정해진 비열등성 한계, 비교시험의 전체 피험자 

수 선택의 타당한 이유를 신중히 밝혀야 한다. 비열등성 기준의 엄격성과 관련해 

고려해야 할 요소는 평가변수의 임상적 적절성, 예방되고 있는 질병의 중증도, 

표적군의 취약성이다. 특히 취약한 시험군을 대상으로 하거나, 혈청학적 평가변수가 

질병 방어와 상관관계가 많은 것으로 알려져 있다면, 중증질환이나 쇠약성 질환에 

대해 더 엄격한 한계(limit)를 입증할 수 있다. 새로운 백신이 안전성이나 접종률 개선 

면에서 상당한 편익을 주는 것으로 알려져 있다면, 덜 보수적인 한계를 고려할 수 

있다. 비열등성 기준은 시험의 검체크기에 영향을 줄 것이므로, 타당성을 고려해야 할 

수도 있다. 그러므로 다른 환경에서는 동일항원에 대해 다른 기준을 두는 게 적절할 

수도 있다. 비열등성 한계를 설정할 때에는 순차적인 비교시험과 함께 시간이 

흐르면서 면역원성이 감소되는 가능성도 고려해야 한다. 이러한 경우, 그 결과는 

새로운 백신이 원래 허가된 백신에 비해 면역원성이 상당히 떨어질 수 있다는 것이다. 

하지만 공동체 내에서 병원체 순환이 줄어든 뒤 자연적인 면역력의 상승이 없듯이, 

백신의 면역성이 실제보다 낮게 평가될 수 있음을 염두에 두어야 한다.  

일반적으로는 후보백신과 기허가 백신 간의 면역반응을 비교하는 시험이 필요하긴 

하나, 일부 경우에는 동일한 분석법을 이용하여 이전의 방어 유효성 시험 중에 생성된 
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과거의 데이터와 비교함으로써 근거를 제공할 수도 있다.  

기허가된  디프테리아·파상풍(DT) 포함 혼합백신에 함유된 대부분의 항원의 경우, 

1차 평가는 백신에 반응하는 피험자의 비율이 될 것이다(표2에 규정된 대로). 보통, 

이것은 사전에 지정된 역치에 이르는 피험자의 비율이다. 하지만 일부 백신의 경우 

반응이란 면역반응이 접종 전 수준 이상으로 유의성 있게 증가하는(예. 4배 이상) 

접종자의 비율로 설정할 수 있다. 반응자에 대한 대체정의를 제대로 입증할 수 

있다면, 이러한 정의를 고려해도 된다. 시험군들은 사전에 규정된 적절한 비열등성 

기준을 사용하여 비교해보아야 한다. 대개, 관찰된 차이(대조제품 - 새로운 혼합백신) 

의 95% 양측 신뢰구간 상한치는 대부분은 0.05나 0.10 미만이어야 한다.

일부 항원과 적응증의 경우, 공동 1차 분석(co-primary analyses)에서는 새로운 

백신과 기허가 대조 백신의 면역 반응의 크기를 비교해 보아야 한다. 전세포와 무세포 

백일해 백신을 평가할 때와 같은 국제적으로 용인되는 방어항체가가 없는 경우 혹은 

시험군의 다수의 피험자가 접종 전에 방어항체가를 초과하는 경우 추가접종에 대한 

면역 반응을 평가할 때 1차 평가변수를 두 가지 이상 설정하는 것을 권장된다. 각 

백신에 대한 면역반응의 크기는 사전에 명시된 비열등성 한계를 설정하고 

기하평균농도(GMC)나 기하평균역가(GMT)를 비교한다. 특히, 새로운 백신 대비, 대조 

백신의 기하평균농도(GMC)나 기하평균역가(GMT) 비율의 95% 양측 신뢰구간 상한치 

는 대부분은 1.5나 2.0 미만이어야 한다. 

평가변수를 접종 전후의 항체가 증가한 피험자수의 비율을 기반으로 할 경우에는 

접종 전후의 혈액 샘플이 필요하나, 평가변수가 특정 역치에 이르는 피험자 비율을 

기반으로 한다면 모든 피험자의 접종 전 혈액샘플이 필요하지는 않다. 하지만 

임상시험의 평가변수를 평가하는데 접종 전후의 항체가가 필요하지 않더라도 접종후의 

항체가 증가를 설명하는데 도움이 되므로 접종 전 항체가에 대한 정보를 수집하는 

것이 좋다.

항체 측정시험 중 우선순위를 정해서 여러 시험을 할 때나 추가적인 항체 

측정시험을 할 때, 혈청의 양에 한계가 있어 일부 혈청을 선택하여 할 때는 샘플을 

무작위로 배정하여 선택해야 한다.

혼합백신의 경우에는 면역원성 평가 시 많은 공동 1차 평가변수를 설정할 수 있다. 

혼합된 항원에 대해 면역 간섭을 보일시 임상개발을 진행하거나 제품의 허가를 
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진행하기 전에 면역간섭에 의한 임상적 영향과 사전에 설정한 비열등성 기준을 

충족하지 못하는 원인에 대하여 충분히 고려해 보아야한다. 

7.3.5 2차 분석 

대부분의 연구에서는 한 개 혹은 그 이상의 평가변수를 설정하여 보다 정확하게 

면역반응에 대해 평가할 수 있어야한다. 새로운 백신과 기허가된 대조백신의 항체가의 

크기가 1차 평가변수에 포함되지 않았다면, 2차 평가변수에서 고려해야한다. 면역반응 

정도에 대한 측정은 미리 정해놓은 비열등성 한계를 이용하여 기하평균농도(GMC)나 

기하평균역가(GMT)를 비교한다. 이때 비열등성 한계를 설정할 때는 근거가 있어야 

한다.

7.3.6 기능적 항체반응의 평가

항원결합분석법(antigen-binding assay)을 이용하여 1차 평가변수를 설정하였어도 

항체의 기능적 활성(functional activity)을 측정할 수 있다면 혼합백신을 평가하는데 

중요한 역할을 할 것이다. 항원 또는 새로운 백신에 대한 사용 경험이 적을 경우에는 

일부 시험군과 대조군을 대상으로 기능적 항체를 측정해도 좋을 것이다. 7.3.2에서 

다룬바와 같이, 기능적 분석법은 밸리데이션 연구에서 중요한 역할을 하며, 그 덕분에 

비기능적 분석법을 통해 의미 있는 면역반응 평가를 할 수 있음을 확인할 수 있다. 

7.3.7 역 누적분포 곡선에서 나온 추가 정보

역 누적분포(RCD: reverse cumulative distribution curve) 곡선의 사용은 특정수치 

이상의 항체농도를 가진 개개인의 누적비율을 보여주는 것이며, 시험백신과 기허가 

대조 백신을 비교했을 때, 그리고 시간에 따른 항체량의 변화를 모니터할 때 특히 

유용한 것으로 나타났다. 예를 들어, 역 누적분포는 방어임계값 미만의 시험군 비율을 

보여주며, 추가접종 시기를 결정할 때 영향을 주는 데이터를 제공해준다. 역 

누적분표를 사용할 때 각 시험군과 비교하는 것은 대개 정량적이며, 사실상 탐색적인 

일이다. 이는 역 누적분표 곡선은 비교통계분석에 비교적 적합하지 않기 때문이다.
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7.3.8 운반체 단백질에 대한 면역반응

현재까지, 기허가 다당류 접합백신에 사용되는 운반체 단백질에는 비독성 

유전자변형 디프테리아 독소 분자(CRM197), 디프테리아 톡소이드, 파상풍 톡소이드, 

헤모필루스 인플루엔자의 단백질 D, Neisseria meningitidis 혈청군 B의 외막단백 

복합체(OMPC)가 포함되었다. 경우에 따라 이러한 운반체 단백질에 대한 면역반응을 

모니터링하는 게 적절할 수도 있다. 운반체로서 디프테리아 톡소이드, 파상풍 

톡소이드나 CRM197을 사용하는 접합백신을 투여하면 관련 항독소 항체량이 높아지는 

것으로 나타났기 때문이다. 하지만, 이것은 지금까지 디프테리아 톡소이드 및 파상풍 

톡소이드가 들어있는 백신을 사용하는 것이 일반접종을 대체하는 것으로 용인되지는 

않았다. 일반적인 영유아 백신(즉, 디프테리아 톡소이드 및 파상풍 톡소이드가 함유된 

백신)과 함께 새로운 접합백신을 동시투여하면 항독소량이 많아질 수 있다. 일부 

반응율의 증가는 높은 항독소량과 관련될 수 있으므로, 이러한 사용 환경에서 

관찰되는 반응원성에는 세심한 주의를 기울여야 한다. 운반체 단백질에 결합된 

혼합백신 항원의 반응은 동일한 운반체 단백질을 사용하는 다른 접합백신과 함께 

투여했을 때 줄어들 수도 있다.     

7.3.9 면역기억 

혼합백신에 들어있는 일부 항원의 경우에는(예. 다당류 복합백신) 임상시험을 통해 

영아 예방접종이 면역기억 반응을 보인다는 자료를 만들 필요가 있다. 이러한 자료는 

새로운 백신의 추가접종에 대한 근거를 마련할 수 있다. 

7.3.10 항체지속과 추가접종 시기 

시간이 지남에 따른 항체농도의 감소는 불가피하므로, 기초접종 이후 다양한 

시점에서 장기적인 면역지속력을 평가해야 한다. 일부 경우 임상 초기 단계에서 

장기면역 지속력에 대한 자료를 제공할 수 있다. 시간이 경과함에 따른 항체가 감소를 

그 자체의 면역손실이나 추가접종의 조짐으로 여겨서는 안 된다. 질병에 대한 방어 

상태를 유지하기 위해 나중에 추가용량의 필요성을 평가하려면 유효성 평가와 함께 

장기적으로 항체가를 고려해야한다. 추가용량의 필요성과 시기를 정할 때는 역학조사 
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및 장기 모니터링을 토대로 한다(7.5). 

7.4 안전성 평가

백신 안전성의 허가 전 평가는 임상 프로그램에서 상당히 중요한 부분이며, 

WHO의 ‘백신의 임상평가 지침서: 규제기관(Guidelines on clinical evaluation of 

vaccines: regulatory expectation)’의 일반원칙 및 ‘백신의 임상평가 시 고려사항 

(2007)’에 부합하도록 개발되어야 한다. 앞에서 언급한 바와 같이 안전성 평가도 

설정된 목표에 맞게 비교연구로 진행되어야한다(7.2). 또한 흔히 발생하는 이상반응과 

발생률이 낮은 이상반응에 대해서도 적극적으로 모니터하도록 설계해야하며, 중증 

이상반응과 성분이 유사한 백신과 관련된 특정이상반응(예. 과도한 사지 부종, 

저긴장-저반응 에피소드(hypotonic-hyporesponsive episode), 열성발작)도 적극적으 

로 모니터링 해야 한다.

허가 시 안전성 데이터베이스의 최소허용크기를 정할 때는 백신의 구성(모든 

항원과 면역증강제 포함), 새로운 항원의 존재, 동일하거나 유사한 구성의 백신에 대한 

과거 경험, 예방 중인 질병의 중증도, 백신 접종대상군의 규모를 고려해야 한다. 

새로운 백신의 안전성 데이터를 만들 경우 피험자는 약 3,000 ~ 5,000명 정도로 

정하는 것이 정하는 것이 좋으며 이는 약 1:1,000의 비율로 발생하는 이상반응을 

발견할 수 있기 때문이다. 

임상시험 시 대규모의 유효성 평가 대신 소규모의 면역원성 평가만 이루어질 경우 

안전성 평가를 해야 하는 피험자가 면역원성 평가 피험자 수보다 많게 설정해도 된다. 

허가 전 안전성 데이터의 규모는 제조업체가 적합한 근거를 바탕으로 승인을 

받아야한다. 

디프테리아 백신을 투여 받은 뒤에 나타나는 이상약물반응의 빈도는 백신의 

제형(예. 디프테리아 항원용량) 및 피험자 특성(예. 접종 전 이력, 이전의 백신 투여 후 

경과시간, 연령, 접종 전 디프테리아 항체 수준)에 따라 다를 수 있다. 기초접종과 

비교하여 디프테리아 톡소이드를 이용한 추가접종 후에 국소적인 이상반응이 관찰되는 

비율이 높기 때문에 추가접종과 관련된 안전성 평가에 각별한 주의를 기울여야 한다. 

운반체 단백질로서 CRM197이나 디프테리아 톡소이드를 함유된 다당류 접합백신과 

동시에(또는 직후에) 디프테리아 백신을 투여하면 반응원성이 증가할 가능성이 
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있으므로 그에 대해서도 고려해야 한다. 

디프테리아 접종 후 흔히 발생할 것으로 예상되는 이상약물반응으로는 접종부위의 

통증, 홍조, 부종과 같은 국소이상반응 및 접종 후 발열반응과 같은 전신반응이 

일어날 수도 있다. 허가 전 임상시험에서 중증 이상반응을 모니터해야 하지만, 중증 

이상반응을 모니터하기 위해 시판 후 감시를 실시해야 한다. 

파상풍 백신을 투여 받은 뒤에 나타나는 이상약물반응의 빈도와 중증도는 백신의 

제형(예. 파상풍 톡소이드의 양), 피험자 특성(예. 접종 전 이력, 이전의 백신투여 후 

경과시간, 연령, 접종 전 파상풍 항체수준), 부수적인 백신과의 동반 사용에 따라 다를 

수 있다. 이론적으로는 운반체 단백질로서 파상풍 톡소이드가 함유된 다당류 

접합백신과 동시에(또는 직후에) 파상풍 톡소이드 백신을 투여하면 반응원성이 증가할 

가능성이 있다. 기초접종 대비 파상풍 백신을 추가 접종한 이후 국부적으로 일부 

이상약물반응이 대거 관찰된 적이 있다. 따라서 파상풍 추가접종 연구를 설계할 때는 

안전성 결과에 영향을 미칠 수 있는 요인(예. 이전 용량 이후 경과시간)과 관련해 

적절한 등록기준을 마련해야 한다. 등록절차는 백신의 접종 연령대를 두루 적절히 

대표할 수 있도록 설계해야 한다. 안전성 데이터는 임상개발 기간 동안에 수집한다. 

허가 전 임상 안전성 평가에는 대개 비교 안전성 데이터가 포함되며, 여기서 시험용 

백신과 기허가 대조 백신을 비교한다. 빈번하게 발생하는 이상반응과 발생빈도가 낮은 

중증 이상반응이 있는지 피험자를 세심히 모니터한다. 파상풍 접종 후 흔히 발생할 

것으로 예상되는 이상약물반응으로는 접종부위의 통증, 홍조, 부종과 같은 

국소이상반응과 접종 후 발열반응과 같은 전신반응이 일어날 수도 있다. 허가 전 

임상시험에서 중증 이상반응을 모니터해야 함에도 불구하고, 파상풍 톡소이드와 

연관된 중증 이상반응(예. 아더스 반응, Guillain-Barré syndrome)은 상당히 드물게 

나타나므로 대부분의 임상시험에서 확실히 평가하기기 힘들다. 따라서 중증 

이상반응을 모니터링하려면 시판 후 감시도 실시해야 한다.  

이 외에도, 안전성 평가에는 예방접종을 통해 이득을 얻을 수 있는 고위험 

피험자(예. 조산아, 만성질환자나 면역력이 약화된 피험자)가 포함되어야 한다. 이러한 

시험군의 안전성은 대개 시판 후 연구를 통해 평가한다(7.5), 

7.5 시판 후 연구 및 감시
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기허가 백신의 유효성, 안전성, 품질 모니터링은 시판 후 감시와 시판 후 연구를 

통해서도 이루어진다. 허가 후 모니터링의 목적은 일상적인 사용 조건 하에서 표적 

집단을 대상으로 백신의 성능을 평가하고, 드물게 발생하는 이상반응을 모니터하는 

것이다. 항체 지속성 및 추가접종 용량의 필요성을 평가하는 데는 시판 후 연구도 

유용하게 쓰일 수 있다. 시판허가권자는 허가 시에 시판 후 감시 프로그램을 제시해야 

한다. 이 프로그램은 시판승인용 특정 백신에 관한 품질, 안전성, 유효성 기준을 

토대로 해야 한다. 

많은 경우에, 포괄적인 시판 후 안전성 및 유효성 데이터는 제조업체만 수집할 수 

있는 게 아니므로 제조업체와 보건기관 간의 긴밀한 협력이 필요하다. 수집된 모든 

데이터는 정기적으로 식약처에 제출하며, 시판허가에 영향이 있다면 적절한 조치를 

취해야 한다. 

시판 후 감시는 상당히 드물게 발생하여 임상시험 동안 검출하기에 다소 무리가 

있는 희귀한 부작용을 파악해낼 수 있는 유일한 방법일 수 있다. 안전성 데이터를 

수집하려면 능동적이거나 수동적인 과정을 통해 감시를 실시할 수 있다. 

중증이상반응에 대한 자발적인 보고(수동적인 감시)가 가장 많이 사용된다. 적극적인 

시판 후 조사를 할 경우 백신의 효과에 대한 과학적 근거를 마련할 수 있다. 그러나 

신뢰할 수 있는 데이터를 만들기 위해서는 질병의 발생 등을 추적할 수 있는 

보건시설이 있는 지역이 좋다. 
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