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보고서 요약서

과제고유번호 117031-3
해 당 단 계

연 구 기 간

2017. 4. 21 ~ 
2019. 12. 31

단 계 구 분
(33개월)/

(33개월)

연 구 사 업 명

단 위 사 업 농식품기술개발사업

사 업 명 수출전략기술개발사업

연 구 과 제 명

대 과 제 명
돼지에서 독소 산생 병원성 세균에 의한 급사 관련 질병 

예방 백신 개발 및 사업화

세부 과제명
돼지에서 독소 산생 병원성 세균에 의한 급사 관련 질병 

예방 백신 개발 및 사업화

연 구 책 임 자 허진

해당단계

참여연구원 

수

  총: 26 명

내부: 26 명

외부:   명

해당단계

연구개발비

정부:300,000천원

민간:100,000천원

 계:400,000천원

총 연구기간

참여연구원 

수

  총: 78 명

내부: 78 명

외부:   명

총 연구개발비

정부:825,000천원

민간:275,000천원

계:1,100,000천원

연구기관명 및 

소 속 부 서 명

전북대학교 수의학과 

전북대학교 생명공학부

참여기업명

㈜코미팜

국제공동연구

상대국명: 상대국 연구기관명:

위 탁 연 구
연구기관명: 연구책임자:

※ 국내외의 기술개발 현황은 연구개발계획서에 기재한 내용으로 갈음

연구개발성과의 

보안등급 및 

사유
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9대 성과 등록·기탁번호 

구분 논문 특허
보고서 

원문

연구시설

·장비

기술요약 

정보

소프트 

웨어
화합물

생명자원 신품종

생명

정보

생물

자원
정보 실물

등록·기탁 

번호
3

10-20
012 0 , 
10-20
77701, 

KCTC
13847
B P , K
C T C 
14111
1BP 

국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설·장비 현황

구입기관
연구시설·
장비명

규격

(모델명)
수량 구입연월일

구입가격

(천원)
구입처

(전화)
비고

(설치장소)
NTIS

등록번호

요약(연구개발성과를 중심으로 개조식으로 작성하되, 500자 이내로 작성

합니다)

1. 돼지에서 독소 산생 병원성 세균에 의한 급사 관련 질병 백신 개발을 

통한 산업체 기술이전 및 제품화

  가. 산업체 기술이전 2건, 제품화 2건

2. 돼지에서 독소 산생 병원성 세균에 의한 급사 관련 질병 백신 개발을 

통한 지적재산권

  가. 논문게재 3건, 특허 출원 및 등록 8건

보고서 면수
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<요약문>

연구의

목적 및 내용

1. 독소를 산생하는 병원성 세균인 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. 

coli 신개념 사균체와 Stx2e가 혼합된 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종

병 예방 혼합 백신 개발 및 사업화

2. Clostridium novyi 신개념 사균체와 C. novyi 알파 톡소이드 함유 전염

성 가스 괴저 예방 단독 백신 개발 및 사업화

연구개발성과

1. 특    허 : 8건 (출원 6건, 등록 : 2)

2. 기술이전 : 2건 

3. 논문게재 : 3건 

4. 학술발표 : 10건

5. 제 품 화 : 2건 (3차년도 2건)

연구개발성과의
활용계획
(기대효과)

1. 연구개발 결과의 활용계획

가. 현돼지에서 부종병 및 돼지 전염성 가스 괴저를 예방할 수 있는 제

품의 상품화를 통해 국내 및 해외 수출을 통해 산업적 활용도 상승

나. 현새로운 타입의 백신 개발 및 질병관련 톡소이드 함유 혼합 백신의 

개발로 인한 수입 대체 효과 및 수출 효과 기대 

다. 현효능이 탁월한 새로운 백신 개발을 통한 양돈가의 질병 해소에 따

른 양돈가에 경제적 도움 기대 

2. 연구개발 결과의 기대효과

가. 현기술적 기대성과

  (1) 창조기술을 도입한 재조합 AMPs를 통한 세균의 신개념 사균화 유

도를 통한 맞춤형 백신개발 가능

  (2) 생균백신 수준의 방어력을 확보한 신개념 사균백신 개발 기술 확

보

  (3) 발현이 어려운 독소의 대량 발현 시스템 구축을 통한 신개념 사균

체와 불활화 톡소이드가 함유된 방어력이 탁월한 혼합 백신의 방

어효과 극대화

3. 경제 산업적 기대효과

가. 현제품의 산업화를 통한 동물의약품의 수출 기대

나. 현단백질 구조 기반한 백신제조기술 분야의 첨단기술 전문가 배출 

다. 현 돼지에서 백신에 의한 불필요한 항생제 처치 및 성장 지연에 따

른 경제적 손실을 최소화하여 이에 따르는 농가피해 및 국민 안전
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에 기여 효과

라. 현 백신 수입 대체 효과

국문핵심어

(5개 이내)
부종병 전염성 가스 괴저 Stx2e

Clostridium novyi 알파 

독소
예방 백신

영문핵심어

(5개 이내)
Edema disease

Infectious gas 

gangrene
Stx2e

Clostridium novyi alpha 

toxin
Vaccine
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제1장. 연구개발과제의 개요

제1절. 연구개발 목적 및 내용

1. 최종 목표

가. 독소를 산생하는 병원성 세균인 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체

와 Stx2e가 혼합된 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신 개발 및 사업화

나. Clostridium novyi 신개념 사균체와 C. novyi 알파 톡소이드 함유 전염성 가스 괴저 예방 

단독 백신 개발 및 사업화

2. 세부 목표

가. 독소 산생 병원성 세균의 신개념  사균 균체 생산 및 실험동물에서의 백신의 안전성 및 

면역 반응 유도 여부 평가

(1) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 유도에 적합한 AMP 선별 

(2) 국내 돼지로부터 분리된 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 이유 

후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신 제작

(3) 신개념 사균체만을 혼합한 백신 후보군 마우스를 대상을 한 백신의 안전성 및 면역 반

응 유도 여부 평가

(4) 재조합 불활화 Stx2e 톡소이드를 마우스에 접종하여 백신의 안전성 및 면역 반응 유도 

여부 평가

(5) 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 혼합 백신 마우스를 대상으로 한 백신의 안전

성 및 면역반응 유도 여부 평가 

나. 부종병 관련 Stx2e 독소 대량 발현 시스템 구축 및 정제

(1) 발현 벡터 개선을 통한 재조합 Stx2e 독소 대량 생산 개선

(2) 발현 host 개선을 통한 재조합 Stx2e 독소 대량 생산 개선

(3) 발현된 Stx2e 독소 단백질의 Western blot을 통한 기능 확인 

(4) 발현된 독소 정제과정 개선을 통한 간소화

다. 재조합 Stx2e 독소 단백질 대량 생산 및 불활화

(1) 재조합 Stx2e 발현 개선된 방법에 따라 대량 생산 시스템 구축

(2) 재조합 Stx2e 대량 생산 및 돼지를 이용한 재조합 Stx2e 독소 기능 확인

(3) 대량 생산된 Stx2e 독소 단백질 불활화 및 안전성 평가 

라. 목적동물에서의 백신의 안전성 및 효능 평가 및 Clostridium novyi 배양 기술 개선 및 신개

념 사균체화 유도

(1) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함

유 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신 돼지를 대상으로 접종량 결정 시

험

(2) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함
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유 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신 접종 횟수 및 시기 결정 시험

(3) Clostridium novyi 배양 기술 개선을 통한 대량 배양 기술 확립

(4) 개선된 대량 배양 기술에 기반한 C. novyi 신개념 사균체화 유도 및 신개념 사균체의 안

전성 확인

(5) 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 백신의 돼지에서 효능 평가

(6) 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 함유 돼지 가스 괴저 예방 단독 백신의 돼지에서 안정

성 평가

마. 전염성 가스 괴저 관련 독소 대량 발현 시스템 개선 및 기능 확인

(1) 재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생산을 위한 발현 시스템 개선

(2) 발현된 재조합 C. novyi의 알파 독소의 단백질 구조 확인

(3) 발현된 재조합 C. novyi의 알파 독소 전염성 가스 괴저 돼지로부터 획득한 혈청을 이용

한 Western blot을 이용한 기능 확인

(4) 재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생산을 위한 정제 방법 개선

바. 개발 백신의 시제품 제작 및 재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생산 및 불활화

(1) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함

유 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예방혼합 백신 시제품 제작

(2) 제작된 시제품 안정성 평가

(3) 재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생산

(4) 대량 생산된 재조합 C. novyi의 알파 독소 불활화 및 안전성 평가

사. 전염성 가스 괴저 혼합 백신의 안전성 및 효능 평가

(1) 사균체 및 톡소이드 혼합 백신과 국내 또는 국제적으로 효능이 인정된 돼지 부종병 예

방 백신과의 효능 비교 평가

(2) 사균체 및 톡소이드 혼합 백신과 톡소이드와 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+ stx2e E. coli 

각각과의 혼합 백신과의 비교 평가

(3) 독소 중화 실험

(4) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함

유 이유 후 자돈 설사 및 돼지부종병 혼합 백신 돼지에서의 안전성 시험

(5) C. novyi 신개념 사균체와 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 함유 돼지 가스 괴저 예방 

단독 백신의 돼지에서 효능 평가

(6) C. novyi 신개념 사체와 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 함유 돼지 가스 괴저 예방 단

독 백신의 돼지에서 안정성 평가

아. 재조합 Stx2e 및 C. novyi의 알파 독소 대량 생산을 위한 시스템 개선

(1) 백신 제조 산업체에서 대량 생산을 위한 재조합 독소 발현 시스템 개선

(2) 제조 공정 과정을 줄이기 위한 정제 방법 개선

(3) 재조합 Toxoid의 독성 감소효과를 위한 mutagenesis 연구 

(4) 정제된 재조합 독소 단백질의 안정성 평가
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자. 돼지 전염성 가스 괴저 백신 시제품 개발 및 양돈장에서의 백신의 효능

(1) C. novyi 신개념 사균체와 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 함유 혼합 백신 시제품 제작

(2) 제작된 시제품 안정성 평가

(3) 돼지 부종병이 만연된 양돈장을 대상으로 백신의 안전성 및 효능 평가 
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제2절. 연구개발의 필요성

1. 연구개발의 개요

가. 산업 동물에 있어서 자돈 시기에 폐사 및 증체율 저하의 가장 큰 원인 중 하나는 소화기 

질병에 의한 설사로 인한 폐사 및 사료 효율의 저하에 따른 결과이다. 이처럼 양돈 산업

에 심각한 경제적 손실을 초래하는 세균성 소화기 질환을 예방하기 위하여 전 세계적으

로 효과적인 예방백신을 개발하고자 많은 심혈을 기울이고 있다. 소화기 점막은 대다수의 

질환 유발 병원균과 처음으로 접하는 장소임과 동시에 이들 세균의 감염을 방어하는 최

전방으로서 매우 중요한 곳이다. 

나. 돼지에서 이유 후 설사병 및 부종병은 계속 증가하고 있는 실정이며 이를 예방하기 위한 

예방 백신 개발이 활발히 수행되고 있지만 아직 상용화되어 판매되고 있는 제품은 극히 

드문 실정이다. 이유 후 자돈에서의 대장균성 설사는 주로 F4+와 F18ac+ ETEC에 의해 주

로 발생하며 부종병은 F18ab+ 및 Stx2e+ E. coli에 의해 주로 발병되는 것으로 보고되고 

있다.

다. 특히 돼지 부종병은 최근 FMD와 PED에 이어 양돈가에 경제적으로 막대한 피해를 입히고 

있는 주요 질병으로 돼지 부종병은 Stx2e 독소를 갖는 대장균 (부종 병균) 이 상부 장관 

내에서 급격하게 증식하여 독소가 혈중에 흡수됨으로써 발병되는 세균병으로, 4~12 주령

의 자돈에게 다발하여, 안검 부종이나 신경 증상 등을 나타내고, 그 대부분은 발병 후 24

시간 이내에 폐사함. 

라. 부종 병균의 감염에 의한 치사율은 50 ∼ 90 %로 매우 높고, 재발이나 발육 불량 등에 의

한 생산성의 저하를 초래하기 때문에 경제적 손실이 큼. 

마. Stx2e는 rRNA N-글리코시다아제 활성을 갖는 A subunit (Stx2eA)과 수용체

(globotetraosyl ceramide (Gb4)) 결합능을 갖는 B subunit 5량체 (Stx2eB)로 구성되는 전형

적인 AB5형의 독소 단백질로 알려져 있음. 장관으로부터 흡수된 Stx2e는 B subunit에 의

해 혈관 내피세포 등의 세포 표층과 접촉하고 Stx2e의 A subunit이 표적 세포질 내로 들

어가 리보솜의 단백질 합성을 저해함으로써 부종병의 증상을 유발시킴.

바. 국내에서는 돼지 부종병 예방용 백신이 시판되지 않아 항생 물질로 치료하고 있지만, 발

병 후 항생제 투여로는 치료 시기를 놓치는 경우가 많음. 또한 약제 내성균의 출현도 보

고되어 있어 유효한 예방법이나 치료법의 개발이 절실히 요망됨.

사. 본 연구에서는 이유 후 자돈에서 주로 대장균에 의해 발생하는 돼지 부종병 및 이유후 자

돈 설사를 예방하기 위해  ETEC F4ab, F4ac, F4ad와 ETEC F18ac 그리고 F18ab를  대상

으로 하여 HDP 및 endolysin을 이용하여 이들 균주를 신개념 사균체화 한 후 Stx2e 외독

소 구성 성분을 대량으로 발현할 수 있는 발현시스템을 구축하고 이 시스템으로부터 발

현 정제된 재조합 독소를 불활화 한 후 이들을 혼합하여 근육 접종하여하여 면역 반응 유

도 여부 및 야외균주에 대한 방어 여부를 확인하고자 함. 

아. 최근 기후변화에 의해 하절기 동안 고온 다습한 환경이 장기간 지속됨에 따라 비육돈이나 

모돈의 급사가 빈번히 보고 되고 있으며, 이러한 급사 케이스의 정밀한 진단과 원인체에 

대한 정확한 분석이 필요. 

자. 비육돈 및 모돈의 급사를 일으키는 원인체로는 주로 Clostridium과 Shiga toxin producing 

E. coli 같은 독소를 산생하는 세균이거나 Salmonella Choleraesuis 등의 폐혈증을 유발하
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는 세균들이 중요한 질병 원인체로 정확한 감별진단이 필요한 실정.

차. Clostridium novyi (C. novyi)는 1894년 미시간 대학의 Frederick Novyi 박사가 기니피그에

서 처음 분리. 이 세균은 절대 혐기 조건에서만 생육이 가능하며, 그람 양성균에 아포 형

성함. 

카. C. novyi는 현재 사람과 동물에게 모두 영향을 끼치는 것으로 보고되고 있음. 또한 이 세

균은 환경 조건에 널리 퍼져있으며, 특히 토양과 퇴적물에 많이 존재함. 

타. C. novyi의 type 별로 보유하고 있는 독소 유형으로는 type A는 alpha, gamma, delta, 

epsilon이 있고, type B는 alpha, beta, zeta이다. Type C는 gamma만 보유함. 

파. C. novyi type A, B 둘 다 강력한 alpha 독소를 가지며, 이는 bacteriophage에 내제되어있

음. C. novyi의 alpha 독소는 불특정한 숙주 혈관내피세포 수용기에 결합하고 그 결과 혈

관내피세포의 손실과 부종, 심각한 저혈압, 조직 손상과 급사를 초래함. 

하. C. novyi는 Clostridium botulinum group III와 Clostridium haemolyticum과 유전학적으로 상

동성이 매우 높기 때문에 이들과 구별할 필요가 있음. C. novyi와 이들의 구별은 alpha 독

소의 여부로 판단할 수 있음. Clostridium haemolyticum의 경우에는 PCR로도 구별이 가능

함.

거. 돼지의 경우, 강력한 alpha 독소를 가지고 있는 C. novyi는 주로 모돈에 영향을 끼치며 여

름철에 보고가 많이 됨. C. novyi는 아포를 형성하며 전염성 있으며 모돈의 급사를 초래

하기 때문에 돼지 사육농가의 경제적 손실을 야기하므로 이들 독소와 균체가 함유된 방

어 효능이 탁월한 혼합 백신의 개발이 절실함. 

2. 연구개발 대상의 국내⋅외 현황

가. 국내 기술 수준 및 시장 현황

(1) 기술현황

(가) 가축사료에 항생제 첨가가 금지된 이후 국내 양돈장에서 부종병 및 전염병 가스괴저

의 꾸준한 증가로 인해 양돈가의 경제적 피해는 최근 증가하고 있는 추세. 

(나) 부종병 및 전염성 가스 괴저 발생에는 독소가 중요한 역할을 수행하고 있을 뿐만 아

니라 이들 질병을 예방하기 위해서는 이들 독소가 불활화된 톡소이드가 백신에 반드

시 함유되어야 함.

(다) 하지만 아직 국내 기술로는 이들 질병과 관련된 독소를 대량 발현할 수 있는 기술이 

개발되어 있지 않아 아직까지 이들 질병을 예방할 수 있는 백신이 시판되고 있지 않

음.

(라) 현재 국내의 기술은 이들 질병의 원인균을 분리하는 수준에 머물고 있음. 

(마) 현재 국내에서 돼지 부종병 백신 개발 기술은 부종병을 일으키는 분리균을 포르말린 

등으로 불활화 후 배양액에 포함되어 있는 Stx2e 등을 흡착물질을 이용해 획득한 다

음 포르말린 등으로 불활화하여 불활화 균체와 혼합하여 양돈가에 공급하는 수준임.

(바) 전염성 가스 괴정 백신 개발 기술은 C. novyi의 알파독소를 산생하는 이 균의 배양방

법이 까다로워 아직까지 이 독소와 C. novyi에 의해 발생하는 전염성 가스괴저에 대한 

백신 개발에 관한 연구는 시작단계라고 할 수 있음. 

(2) 시장현황



- 12 -

(가) 최근 국내에서 가축 사료 첨가제로 항생제 사용을 금지한 이후 그동안 항생제에 의해 

그 발현이 억제되어 왔던 독소산생 병원성 세균에 의한 질병 특히, Stx2e를 산생하는 

대장균에 의한 부종병과 알파독소를 산생하는 C. novyi 등에 의한 전염성 가스 괴저가 

증가 하고 있으며 특히 이들 질병은 발병 후 치사률이 높아 양돈가에 경제적으로 막대

한 경제적 손실을 야기 하고 있음. 하지만 이들 질병을 예방할 수 있는 백신은 현재 국

내에서 자가 백신 형태로 주로 판매되고 있는 실정임.

(나) 국내에서 시판되고 있는 부종병 백신은 자가백신의 일환으로 대게 부종병을 일으키는 

분리균을 포르말린 등으로 불활화 후 배양액에 포함되어 있는 Stx2e 등을 흡착물질을 

이용해 다운시킨 후 불활화 하여 불활화 균체와 혼합하여 양돈가에 공급하는 수준으

로 현재 정식으로 돼지 부종병 백신은 판매되고 있지 않은 실정임.

(다) C. novyi의 알파독소를 산생하는 이 균의 배양방법이 까다로워 아직까지 이 독소와 C. 

novyi에 의해 발생하는 전염성 가스괴저에 대한 백신 개발에 관한 연구는 시작단계라

고 할 수 있음.  

(3) 경쟁기관현황

(가) 현재 국내 많은 동물백신 제조회사들이 이들 독소를 대량 생산하기 위한 기술을 개발

하고는 있지만 현재까지 이들 독소를 대량 생산할 수 있는 기술이 부족한 상태임.

(나) 즉, 국내에서 시판되고 있는 부종병 백신은 자가백신의 일환으로 대게 부종병을 일으

키는 분리균을 포르말린 등으로 불활화 시킨 균체와 이들 세균 배양액에 포함되어 있

는 Stx2e 등을 흡착물질을 이용해 획득한 후 포르말린 등으로 후 불활화하여 불활화 

균체와 혼합하여 양돈가에 공급하는 수준에 머물러 있음.

(다) 전염성 가스 괴저의 원인균인 C. novyi의 배양방법이 까다로워 아직까지 이 독소와 C. 

novyi에 의해 발생하는 전염성 가스괴저에 대한 백신 개발에 관한 연구는 시작단계에 

머물러 있음.  

(라) 따라서 국내에서 이들 독소를 대량생산하여 불활화 톡소이드를 우리가 개발하고자 하

는 생균 같은 사균체와의 혼합 백신을 개발하여 그 효능이 확인 된다면 다른 다국적 

기업보다 먼저 국내에서 세계 최초의 부종병 및 전염성 가스괴저 예방 백신을 개발하

여 이 분야에서 선진기술 확보하게 될뿐만 아니라 수입 대체 효과와 더불어 국외 수

출을 통한 이화 획득의 기회가 될 것임. 

(4) 지식재산권현황

(가) 돼지 부종병 및 전염성 가스괴저에 대한 백신에 관한 국내 동물약품 제조회사에 의한 

특허 출원이나 등록은 없음.

(나) 돼지 부종병과 관련된 Stx2e에 관한 발현 기술을 이용한 개발 기술을 2010과 2015년에 

일본에서 국제특허 형식으로 국내에 특허를 출원한 적은 있지만 특허 등록까지는 진행

되지 못 한 실정임.

(다) 2010년 출원은 식물에서 Stx2e를 발현하여 사료첨가제 형식의 백신 제조에 관한 내용

이며 2015년 출원은 폴리펩타이드와 Stx2e B subunit 융합 단백질을 발현시켜 돼지에 

접종하여 높은 중화항체 역가만을 확인한 단계임. 

(라) C. novyi에 대한 전염성 가스 괴저 백신에 관한 국내 특허 출원 및 등록은 아직까지 
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전무한 실정임. 

(5) 표준화현황

(가) 아직 상용화된 백신이 없어 표준화 현황이 없음 

나. 국외 기술 수준 및 시장 현황

(1) 기술현황

(가) 전 세계적으로 부종병과 전염성 가스괴저에 대한 질병이 발병하고 있음. 하지만 선진

국에 비해 동남아시아나 남미와 같은 개발도상국에서 이 질병이 만연되고 있어 백신 

개발이 시급한 실정임. 하지만 이들 독소의 대량 생산을 위한 발현시스템이 확립되어 

있지 않아 많은 동물백신 다국적 기업에서 이 독소의 대량 생산을 위해 여러 가지로 

연구가 진행되고 있지만 아직까지 한 다국적 동물약품 회사(IDT)에서만 Stx2e가 함유

된 백신을 개발하여 현재 여러 나라에 판매를 위한 정보를 수집 중에 있음.

(나) 부종병 및 전염성 가스 괴저 발생에는 독소가 중요한 역할을 수행하고 있을 뿐만 아

니라 이들 질병을 예방하기 위해서는 이들 독소가 불활화된 톡소이드가 백신에 반드

시 함유되어야 함.

(다) 하지만 아직 IDT라는 한 다국적 기업을 제외한 다른 곳에서는 이들 질병과 관련된 독

소를 대량 발현할 수 있는 기술이 개발되어 있지 않으며 많은 연구가 수행 중에 있음.

(라) 현재 국외에서는 IDT를 제외한 많은 다국적 기업들도 돼지 부종병 백신 개발 기술은 

부종병을 일으키는 분리균을 포르말린 등으로 불활화 후 양돈가에 공급하는 수준임.

(마) 전염성 가스 괴정 백신 개발 기술은 C. novyi의 알파독소를 산생하는 이 균의 배양방

법이 까다로워 아직까지 이 독소와 C. novyi에 의해 발생하는 전염성 가스괴저에 대한 

백신 개발에 관한 연구는 시작단계라고 할 수 있음.  

(2) 시장현황

(가) 최근 많은 나라에서 Stx2e를 산생하는 대장균에 의한 부종병과 알파독소를 산생하는 

C. novyi 등에 의한 전염성 가스 괴저가 증가 하고 있으며 특히 이들 질병은 발병 후 

치사률이 높아 양돈가에 경제적으로 막대한 경제적 손실을 야기 하고 있음. 하지만 이

들 질병을 예방할 수 있는 백신은 현재 한 다국적 기업에서만 개발에 성공하여 판매

를 위한 전 단계를 수행 중에 있음. 

(나) 그 외 다른 다국적 기업에서는 이유 후 자돈에서 설사 또는 부종병을 일으키는 대장

균을 포르말린 등으로 불활화 후 양돈가에 공급하는 수준이며 독소 대량 생산을 위한 

연구가 진행 중에 있음.

(다) C. novyi의 알파독소를 산생하는 이 균의 배양방법이 까다로워 아직까지 이 독소와 C. 

novyi에 의해 발생하는 전염성 가스괴저에 대한 백신 개발에 관한 연구는 시작단계라

고 할 수 있음.  

(3) 경쟁기관현황

(가) 현재 국외 다국적 기업 중 IDT를 제외한 많은 동물백신 제조 다국적 기업들도 Stx2e

를 대량 생산하기 위한 기술을 개발하고는 있지만 현재까지 이들 독소를 대량 생산할 
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수 있는 기술이 부족한 상태임.

(나) 전염성 가스 괴저의 원인균인 C. novyi의 배양방법이 까다로워 아직까지 이 독소와 C. 

novyi에 의해 발생하는 전염성 가스괴저에 대한 백신 개발에 관한 연구는 시작단계에 

머물러 있음.  

(다) 따라서 다른 다국적 기업보다 먼저 Stx2e 및 C. novyi의 알파 독소를 대량 생산할 수 

있는 시스템을 구축하여 이들 독소를 대량 생산 후 포르말린 등으로 불활화 후 우리

가 개발하고자 하는 생균 같은 사균체와의 혼합 백신 접종을 통한 백신의 탁월한 효

능이 확인된다면 국내뿐 아니라 국외에 수출하여 외화 획득에 좋은 기회가 될 것임.

(4) 지식재산권현황

(가) 일본에서 식물을 이용한 Stx2e를 발현하여 사료첨가제 형식의 백신 제조에 관한 내용

으로, 다른 하나는 폴리펩타이드와 Stx2e B subunit 융합 단백질을 발현시켜 돼지에 

접종하여 높은 중화항체 역가만을 확인하여 미국 등지에서 특허를 등록함. 

(나) C. novyi에 대한 전염성 가스 괴저 백신에 관한 국내 특허 출원 및 등록은 아직까지 

전무한 실정임. 

(5) 표준화현황

(가) 3.2 × 104 ELISA unit + 3.5 mg Aluminium hydroxide + 0.115mg Thiomersal 혼합물로

서 4일령 이후의 돼지에 근육 접종

3. 연구개발의 중요성

가. 연구의 필요성

(1) 최근 기후변화에 의해 하절기 동안 고온 다습한 환경이 장기간 지속됨에 따라 비육돈이

나 모돈의 급사가 빈번히 보고되고 있으며, 이러한 급사 케이스의 정밀한 진단과 원인

체에 대한 정확한 분석이 필요. 

(2) 비육돈 및 모돈의 급사를 일으키는 원인체로는 주로 Clostridium과 Shiga toxin 

producing E. coli 같은 독소를 산생하는 세균이거나 Salmonella Choleraesuis 등의 폐혈

증을 유발하는 세균들이 중요한 질병 원인체로 정확한 감별진단이 필요한 실정.  

(3) 최근 국내에서 돼지 부종병은 최근 양돈가에서 국내에서 FMD, PED에 이어 가장 주목받

고 있는 주요 질병으로 가축 사료에 항생제 첨가가 금지 되면서 그 질병이 급증하고 있

음.

(4) 돼지 부종병은 Stx2e를 산생하는 F18+ Escherichia coli에 의해 주로 4~12 주령의 자돈에

게 다발하여, 안검 부종이나 신경 증상 등을 나타내고, 그 대부분은 발병 후 24시간 이

내에 폐사함. 

(5) 더불어 돼지 부종 병균의 감염에 의한 치사율은 50 ∼ 90 %로 매우 높고, 재발이나 발육 

불량 등에 의한 생산성의 저하를 초래하기 때문에 경제적 손실이 큼.

(6) C. novyi의 alpha 독소는 불특정한 숙주 혈관내피세포 수용기에 결합하고 그 결과 혈관

내피세포의 손실과 부종, 심각한 저혈압, 조직 손상과 급사를 초래. 

(7) 돼지의 경우, 강력한 alpha 독소를 가지고 있는 C. novyi는 주로 모돈에 영향을 끼치며 

여름철에 보고가 많이 됨. 특히 C. novyi는 아포를 형성하며 전염성 있으며 모돈의 급사
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를 초래하기 때문에 돼지 사육농가의 경제적 손실이 막대함.

(8) 이들 질병을 예방하기 위해서는 백신 개발이 절대적으로 필요한 상황임. 돼지 부종병 

및 전염성 가스 괴저를 예방하기 위한 백신에는 이들 독소를 산생하는 불활화 F18+ E. 

coli와 C. novyi 균체와 더불어 이들 질병 발현에 중요한 역할을 수행하는 STx2e 및 C. 

novyi의 알파 독소가 반드시 혼합된 형태의 백신이 필요함. 

(9) 하지만 지금까지 Stx2e를 대량 발현할 수 있는 시스템을 구축하지 못 했으며 (다국적 기

업인 IDT의 시스템은 아직 알려지지 않았음) C. novyi의 알파 독소 또한 대량 발현 시스

템을 구축하지 못 했음. 더불어 최근 국내에서는 이유 후 자돈에서 부종병과 더불어 비

슷한 시기에 LT나 STa, STb 등을 산생하는 F4+ 또는 F18+ enterotoxigenic E. coli 

(ETEC)에 의한 설사 또한 증가하고 있어, LT나 STa, STb 산생 F4+ ETEC, F18+ ETEC 

그리고 F18+과 Stx2e+ E. coli 불활화 균체와 Stx2e와 LT와 같은 톡소이드가 함유된 혼

합 백신이 절실히 필요함.   

(10) 최근 그 질병이 증가하고 있는 전염성 가스 괴저 또한 C. novyi의 알파 독소와 더불어 

균체가 함유된 혼합 백신이 절실함. 

나. 기존 연구 대비 연구의 차별성

(1) 국내 이유 후 자돈은 병원성 대장균에 의해서 부종병 뿐만 아니라 이유 후 설사도 빈번

하게 발생하여 양돈가에 경제적으로 막대한 손실을 일으키고 있음. 따라서 본 연구 팀

은 이유 후 자돈에서 설사나 부종병과 관련된 병원성 대장균 즉, LT나 STa, STb 산생 

F4+ ETEC, F18+ ETEC와 부종병과 관련된 F18+, Stx2e+ E. coli 모두를 불활화 하여 이

들 균체가 함유된 백신을 개발하고자 함.

(2) 그동안 병원성 세균을 불활화 하는 방법은 주로 원인균을 배양 후 포르말린으로 불활화 

하였음. 하지만 포르말린은 발암성 물질임과 동시에 백신으로 중요한 역할을 수행하는 

세포 외막 단백질을 미세하게 변화시켜 자염 상태의 병원성 세균과 달라져 백신의 효능

이 떨어지는 단점이 있음. 따라서 우리는 antimicrobial peptide (AMP)를 이용하여 이들 

세균에 구멍을 만들어 세포질 성분이 빠져 나가 결국은 세포가 죽는 그래서 면원성에 

있어 중요한 역할을 수행하는 세포 외막의 변화가 없는 신개념 사균체 백신으로 제조하

고자 함.  

(3) 더불어 설사를 일으키는 ETEC와는 달리 부종병에 있어 Stx2e와 같은 독소는 중요한 역

할을 수행하기 때문에 이 질병을 예방하기 위해서는 Stx2e 톡소이드가 반드시 포함되어

야 함. 따라서 우리는 Stx2e를 발현 할 수 있는 시스템을 대량 발현 할 수 있는 시스템으

로 개선하고 정제 시스템 또한 개선하여 대량 발현을 통한 백신 단가를 낮출 수 있는 연

구를 진행하고자 함.

(4) 돼지에서 전염성 가스 괴저를 일으키는 C. novyi의 배양이 까다로워 대량 배양이 어렵

기 때문에 그동안 C. novyi의 배양에 관한 축적된 기술을 바탕으로 배양 배지의 성분을 

변화 시도 및 연속 계대 배양 등을 통한 균주의 개선을 통한 대량 배양이 가능하도록 연

구를 진행하여 이 균 또한 AMP를 이용하여  신개념 사균체 백신으로 제조하고자 함. 

(5) 그동안 다른 연구 팀에서 시도해 보지 않은 C. novyi의 알파 독소를 대량 생산할 수 있

는 시스템을 구축하여 C. novyi 신개념 사균체와 독소가 혼합된 백신을 제조하고자 함.  
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(6) 그동안 예비 실험을 통해 확립한 대장균 및 부종병 등에 대한 확립된 질환 모델인 목적

동물인 이유 후 자돈 및 모돈을 대상으로 백신의 안전성 및 효능을 평가 하고자 함. 
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제3절. 연구개발의 추진전략⋅방법 및 추진체계

1. 연구개발 추진전략⋅방법

가. 추진 전략 및 방법
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2. 연구개발 추진체계

연구개발과제 총 참 여 연 구 원

과제명
독소 산생 병원성 세균에 의한 돼지 급사 관련 질병 

예방 백신 개발

주관연구책임자

(허 진)외 총 27명

기 관 별 참 여 현 황
구   분 연구기관수 참여연구원수
대 기 업
중견기업
중소기업 1 10
대  학 1 17

국공립(연)
출 연 (연)
기   타

　

　 　 　 　 　 　 　

전북대학교 산학협력단 ㈜코미팜

독소 산생 병원성 세균에 의한 돼지 

급사 예방 백신 개발

돼지 부종병 및 

전염성 가스괴저 예방 

백신 산업화 
연구책임자명

(허진)외 17명

연구책임자명

(장주현)외 10명
담당기술개발내용 담당기술개발내용

1. Stx2e 및 C. novyi 발현 시스템 구

축 

2. 신개념 사균체와 재조합 톡소이드 

함유 부종병 및 전염성 가스 괴저 예

방 백신 개발 

3. 실험 및 목적동물에서의 백신의 안

전성 및 효능 평가

1. Stx2e 및 C. novyi

대량 생산 및 불활화

2. 개발 백신 시제품 

제작

3. 질병 만연 양돈장

에서의 백신의 안전성 

및 효능 평가
　 　

　 　 　 　

제1세부과제 제2세부과제
독소 산생 병원성 

세균 예방 백신 

개발 과 안전성 및 

효능 평가

돼지 급사 관련 

병원성 세균에 의해 

산생되는 독소 대량 

발현 시스템 구축 
연구책임자명

(허진)외 11명

연구책임자명

(박정희)외 4명
담당기술개발내용 담당기술개발내용

1.AMP를 활용한  

신개념 사균체 제작

2.실험동물에서의 백

신의 안전성 및 면

역반응 유도 여부 

평가 

3.목적동물에서의 백

신의 안전성 및 효

능평가

1. Stx2e 및 C. novyi

발현 시스템 구축

2. 대량 생산을 위한 

발현 시스템 개선

3. 발현 독소 단백질

의 구조 및 기능 확인 
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3. 연구개발 추진일정

1차년도

일

련

번

호

연구내용

월별 추진 일정 연구

개발비

(단위:

천원)

책임자

(소속

기관)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

F4+ ETEC, F18+ ETEC, 

F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균

체 유도에 적합한 AMP 선별 

131,250

허진

(전북대학

교 

산학협력

단)

2

국내 돼지로부터 분리된 F4+ 

ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ 

E. coli 신개념 사균체 백신 제작

3

신개념 사균체만을 혼합한 백신 

후보군 마우스를 대상을 한 백

신의 안전성 및 면역반응 유도 

여부 평가

4

재조합 불활화 Stx2e 톡소이드를 

마우스에 접종하여 백신의 안전

성 및 면역반응 유도 여부 평가

5

신개념 사균체와 재조합 Stx2e 

톡소이드 혼합 백신 마우스를 

대상으로 한 백신의 안전성 및 

면역반응 유도 여부 평가

6
발현 벡터 개선을 통한 재조합 

Stx2e 독소 대량 생산 개선 

56,250

박정희

(전북대학

교 

산학협력

단)

7
발현 host 개선을 통한 재조합 

Stx2e 독소 대량 생산 개선

8
발현된 Stx2e 독소 단백질의 

Western blot을 통한 기능 확인

9
발현된 독소 정제 과정 개선을 

통한 간소화

10
재조합 Stx2e 발현 개선된 방법

에 따라 대량 생산 시스템 구축
112,500

장주현

((주)코미

팜)
11

재조합 Stx2e 대량 생산 및 돼지

를 이용한 재조합 Stx2e 독소 기



- 20 -

능 확인

12
대량 생산된 Stx2e 독소 단백질 

불활화 및 안전성 평가 

2차년도

일

련

번

호

연구내용

월별 추진 일정 연구

개발비

(단위:

천원)

책임자

(소속

기관)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

F4+ ETEC, F18+ ETEC, 

F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균

체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함

유 이유 후 자돈 설사 및 돼지 

부종병 예방 혼합 백신 돼지를 

대상으로 접종량 결정 시험

175,000

허진

(전북대학

교 

산학협력

단)

2

F4+ ETEC, F18+ ETEC, 

F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균

체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함

유 이유 후 자돈 설사 및 돼지 

부종병 예방 혼합 백신 접종 횟

수 및 시기 결정 시험

3
Clostridium novyi 배양 기술 개

선을 통한 대량 배양 기술 확립

4

개선된 대량 배양 기술에 기반

한 C. novyi 신개념 사균체화 유

도 및 신개념 사균체의 안전성 

확인

5
재조합 C. novyi의 알파 톡소이

드 백신의 돼지에서 효능 평가

5

재조합 C. novyi의 알파 톡소이

드 함유 돼지 가스 괴정 예방 

단독 백신의 돼지에서 안정성 

평가

6

재조합 C. novyi의 알파 독소 대

량 생산을 위한 발현 시스템 및 

정제 시스템 개선 75,000

박정희

(전북대학

교 

산학협력

단)7
발현된 재조합 C. novyi의 알파 

독소의 단백질 구조 확인
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8

발현된 재조합 C. novyi의 알파 

독소 전염성 가스 괴저 돼지로

부터 획득한 혈청을 이용한 

Western blot을 이용한 기능 확

인

9
재조합 C. novyi의 알파 독소대

량 생산을 위한 정제 방법 개선

10

F4+ ETEC, F18+ ETEC, 

F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균

체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함

유 이유 후 자돈 설사 및 돼지 

부종병 예방혼합 백신 시제품 

제작

150,000

정호경

((주)코미

팜)

11 제작된 시제품 안정성 평가

12
재조합 C. novyi의 알파 독소 대

량 생산

13

대량 생산된 재조합 C. novyi의 

알파 독소 불활화 및 안전성 평

가

3차년도

일

련

번

호

연구내용

월별 추진 일정 연구

개발비

(단위:

천원)

책임자

(소속

기관)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

사균체 및 톡소이드 혼합 백신

과 국내 또는 국제적으로 효능

이 인정된 돼지 부종병 예방 백

신 (IDT사의 ECOPORC SHIGA 

등)과의 효능 비교 평가

175,000

허진

(전북대학

교 

산학협력

단)
2

사균체 및 톡소이드 혼합 백신

과 톡소이드와 F4+ ETEC, F18+ 

ETEC, F18+ stx2e E. coli 각각

과의 혼합 백신과의 비교 평가

3 독소중화시험
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4

F4+ ETEC, F18+ ETEC, 

F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균

체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함

유 이유 후 자돈 설사 및 돼지

부종병 혼합 백신 돼지에서의 

안전성 시험

5

C. novyi 신개념 사균체와 재조

합 C. novyi의 알파 톡소이드 함

유 돼지 가스 괴저 예방 단독 

백신의 돼지에서 효능 평가

6

C. novyi 신개념 사체와 재조합 

C. novyi의 알파 톡소이드 함유 

돼지 가스 괴저 예방 단독 백신

의 돼지에서 안정성 평가

7

백신 제조 산업체에서 대량 생

산을 위한 재조합 독소 발현 시

스템 개선

75,000

박정희

(전북대학

교 

산학협력

단)

8
제조 공정 과정을 줄이기 위한 

정제 방법 개선

9
재조합 Toxoid의 독성 감소효과

를 위한 mutagenesis 연구 

10
정제된 재조합 독소 단백질의 

안정성 평가

11

C. novyi 신개념 사균체와 재조합 

C. novyi의 알파 톡소이드 함유 

혼합 백신 시제품 제작

150,000

정호경 

((주)코미

팜)

12 제작된 시제품 안정성 평가

13

돼지 부종병이 만연된 양돈장을 

대상으로 백신의 안전성 및 효

능 평가 
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제2장. 연구수행 내용 및 결과

제1절. 1차년도 연구 수행 내용 및 결과

1. 주관연구기관

가. F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 유도에 적합한 AMP 선별 

(1) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 고스트 유도에 특화된 AMP 선별 

(가) PMAP-36, GI24, PG1, 마스토파란, buforin II 등으로 F4+ ETEC, F18+ ETEC, 

F18+Stx2e+ E. coli (표 1 참조) 고스트화 유도하여 본 결과 PMAP-36과 GI24가 최적의 

고스트화 유도 AMP임을 확인

(2) 고스트화 유도 반응액의 배양을 통한 불활화 확인 실험

(가) 고스트화 반응을 LB agar 및 LB broth에 접종 후 5일간 배양하여 균이 배양되지 않았

을 경우 불활화로 인정 및 백신으로 사용

(3) 고스트 유도화 사균체을 대상으로 투사 전자현미경 (TEM)을 이용한 고스트 사균체 확인

(가) 불활화가 확인된 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 고스트 균체를 TEM으로 

확인하여 본 결과 세포질 성분이 빠져 나가고 세포 외형은 그대로 유지하고 있음을 

확인 (그림 1 참조)

Strain Description Source

E. coli 

HJL593 Wild type F4ac (K88ac)+ LT+, Sta+ ETEC isolate from pig Lab stock

HJL565 Wild type F18+ Sta+ ETEC isolate from pig Lab stock

HJL909 F18+ Stx2e+ E. coli isolate from piglet Lab stock

표 1. AMP를 사용하여 고스트 불활화 백신 개발에 사용된 균주 목록
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그림 1.  GI24로 미처리군과 처리군에 대한 TEM 사진. (A) GI24 미처리 F18+ Sta+ ETEC, (B) GI24로 반응시킨 F18+ Sta+ ETEC  

나. 국내 돼지로부터 분리된 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 이유 

후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신 제작

(1) GI24를 이용하여 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 제조

(가) GI24를 이용하여 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 고스트화 유도하여 신개

념 백신 사균체로 제작

(2) 각 lysed 된 균체 액체 배지에 접종, 배양하여 불활화 여부 확인

(가) Agar 배지 및 액체 배지에 각각 고스트 유도 사균체를 접종하여 5일간 배양하여 배양

되지 않은 사균체를 백신으로 사용

(3) 불활화가 확인된 각 고스트 사균체를 같은 수가 되도록 혼합하여 이유 후 자돈 설사 및 

돼지 부종병 예방 혼합 백신으로 제작

(가) 불활화가 확인 되었을 경우 세 사균체가 각각 같은 균수가 되도록 혼합하여 고스트 

사균체 혼합 백신으로 사용

다. 신개념 사균체만을 혼합한 백신 후보군 마우스를 대상을 한 백신의 안전성 및 면역 반응 

유도 여부 평가

(1) GI24를 이용하여 제작된 각 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 
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혼합 백신을 마우스에 접종 

(가) GI24를 이용하여 고스트 사균 혼합 백신으로 제조된 혼합백신을 6주령 마우스에 1차 

그리고 8주령이 되었을 때 2차 접종한 후 2주간 마우스의 폐사, 운동실조, 식욕감퇴 

등과 같은 부작용 발생이 없음.

(2) 정기적으로 가검물 채취 및 ELISA 수행

(가) 1차 접종 전, 2차 접종 전, 2차 접종 후 2주 후에 각각 채혈하여 혈청을 대상으로 재조

합 F4ac 항원 및 FedA에 대한 항체 형상 유무를 확인하여 본 결과 백신 접종 군에서 

비 백신 접종 그룹보다 높게 관찰. (그림 2 참조)

그림 2. 마우스에서 불활화 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+ Stx2e+ E. coli 고스트 사균체 혼합 접종 후 각 그룹별 F4ac(K88ac), FedA에 대한 항체 

역가

(3) 접종 전, 1차 접종 후 2주간 2차 접종 후 2주간 접종된 마우스 운동실조, 식욕감퇴, 폐사 

여부 확인

(가) 1차 및 2차 접종 후 2주 간격으로 마우스 접종 후에 각각 운동실조 및 식욕 감퇴와 같

은 부작용 여부를 확인하여 본 결과 아무런 임상 증상이 관찰되지 않아 백신의 안정

성이 확인. 

라. 재조합 불활화 Stx2e 톡소이드를 마우스에 접종하여 백신의 안전성 및 면역 반응 유도 여

부 평가

(1) 재조합 불활화 Stx2e 톡소이드를 마우스 복강에 접종하여 안정성 확인

(가) 마우스 복강에 재조합 불활화 Stx2e를 복강에 접종하여 본 결과 부종병과 같은 질병

이 발생하지 않아 안전성 확인 
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(2) 재조합 불활화 Stx2e 마우스에 2회 근육 접종

(가) 재조합 불활화 Stx2e 톡소이드를 마우스가 6주령일 때 1회 8주령일 때 2회 접종하였

으며, 1차 접종 후 2주간, 2차 접종 후 2주간 운동실조, 식욕부진과 같은 임상 증상 확

인한 결과 아무런 임상 증상이 관찰되지 않음

(3) 정기적으로 채혈하여 ELISA로 유도된 항체 역가 측정

(가) 1차 접종 전, 2차 접종 전, 2차 접종 후 2주 째에 각각 채혈하여 ELISA를 이용하여 

Stx2e에 대한 항체역가를 측정한 결과 대조군에 비해 높은 항체 역가가 관찰. (그림 3 

참조)

그림 3. 마우스에 불활화 재조합 Stx2e 톡소이드를 접종 한 후 유도된 serum IgG 항체 역가

마. 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 혼합 백신 마우스를 대상으로 한 백신의 안전성 

및 면역반응 유도 여부 평가

(1) GI24를 이용하여 제박된 각 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 

불활화 Stx2eB 톡소이드 혼합 백신을 마우스에 접종 

(가) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 불활화 Stx2eB 톡소이드 

혼합 백신을 6주령 마우스에 1차, 8주령이 되었을 때 2차 접종

(2) 사균체와 톡소이드 혼합 백신 접종 전 후 정기적으로 가검물 채취 및 ELISA 수행

(가) 사균체와 톡소이드 혼합 접종 전, 2차 접종 전, 2차 접종 후 2주 째에 각각 채혈 및 

K88ac, FedA (그림 4A 참조), Stx2e (그림 4B 참조)에 대한 항체 역가를 측정하여 본 

결과 서로의 항원에 대한 간섭 없이 각 항원에 대해 음성 대조군에 비해 높은 항체 역

가가 관찰 됨 
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그림 4. 마우스에 불활화 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+ Stx2e+ E. coli 고스트 사균체 및 불활화 재조합 Stx2e 톡소이드 혼합 백신 접종 후 

유도된 각 항원에 대한 항체 역가

(3) 사균체와 톡소이드 혼합 백신 접종 전, 1차 접종 후 2주간 2차 접종 후 2주간 접종된 마

우스 운동실조, 식욕감퇴, 폐사 여부 확인

(가) 사균체와 톡소이드 혼합 백신 1차 접종 후 2주간 그리고 2차 접종 후 2주간 운동실조, 

식욕감퇴 및 폐사 여부를 확인하여 본 결과 백신 접종에 따른 부작용이 관찰되지 않

음

2. 세부연구기관

가. 발현 벡터 개선을 통한 재조합 Stx2e 독소 대량 생산 개선

(1) Stx2e의 A subunit (독성부분)과 B subunit (부착부위)의 유전자 확보 및 유전자 복제

(가) Stx2eAB5의 유전자 정보에 대한 삼차원적 구조 기반(Bioinformatic)을 이용 부종병 관련 

Stx2e 독소 발생 A-subunit와 B-subunit 단백질들의 유전자를 확보하고 클로닝 벡터를 

선정함 (그림 5-6 참조).

(나) Stx2e A full, Stx2e A fragment 와 Stx2e B의 유전자 복제를 위한 프라이머를 제작하

여 PCR을 통해 증폭한 후 pTWIN vector 또는 pET30a vector에 도입함 (그림 7-8 참

조).
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그림 5. Stx2eAB5의 아미노산 정보 및 각각의 기능성 영역 확인 

     

그림 6. Stx2eAB5의 유전자 정보 및 클로닝 벡터 선정 및 Construct
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그림 7. Stx2eA와 Stx2eB의 유전자 복제를 위한 프라이머 정보 

그림 8. Stx2eA와 Stx2eB의 유전자 증폭 및 PTWINN1 vector에 삽입 

나. 발현 host 개선을 통한 재조합 Stx2e 독소 대량 생산 개선

(1) Stx2e A full 유전자가 cloning 된 pTWIN1 벡터를 E. coli DH5a에 형질전환 후 

sequencing을 통한 유전자 이상 유무 확인 및 E. coli BL21(DE3) pLysS 및 F18+, Stx2e+ 

E. coli 야외 분리 주 (E. coli 150229)에 형질전환하여 발현 유무 확인

(가) Intein-Stx2e A full의 경우는 유전자 복제에 성공하였으나 E. coli BL21(DE3) pLysS를 

이용한 발현 테스트에서 미발현 됨을 확인함. 

(나) Stx2e A full 유전자가 cloning 된 벡터의 경우 F18+, Stx2e+ E. coli 야외 분리 주에서 

발현을 확인한 결과 SDS-PAGE를 통한 발현 확인이 되지 않았지만 순수정제 후 독성

이 증가하는 것을 통해 발현됨을 확인함 (그림 9, 10, 표2 참조).

(다) 독소 단백질의 대량 생산을 위해 다른 construct를 사용하기로 함.
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그림 9. 재조합된 Intein-STX2eA full-length 융합단백질의 발현양 조사를 위한 SDS-PAGE 

1: BL21(DE3) plyss control induction at 18℃ control

2: stx2eA full _his expression in BL21(DE3) plyss 30℃

3: stx2eA full _his expression in BL21(DE3) plyss 25℃

그림 10. 재조합 Stx2e A-subunit의 정제과정 모식도
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표 2. 재조합 Stx2e 공동 배양후 부종병 대장균 150229주의 독소 발현량 

Samples Imidazole Conc. (mM)
10 fold dilutions

1 2 3 4 5 6

BL21 - - - - - -

150229 + + + + - -

BL21 + Stx2eA

flow - - - - - -

20 - - - - - -

50 - - - - - -

250 - - - - - -

500 - - - - - -

150229 + Stx2eA

flow + + + - - -

20 + + + - - -

50 + + + - - -

250 + + + + - -

500 + + + + + -

Elution buffer 

(Imidazole)

20 - - - - - -

50 - - - - - -

250 - - - - - -

500 - - - - - -

Control (vero-cell) - - - - - -

(2) Stx2e A fragment의 경우 E. coli BL21 (DE3) pLysS에서 발현이 확인되었고, Stx2e B 

subunit의 경우 E. coli C43 (DE3)에서 발현됨을 확인.

(가) Intein-Stx2e A fragments의 경우는 E. coli BL21 (DE3) pLysS를 이용한 발현 테스트에

서 18℃의 저온에서 발현이 확인됨 (그림 11 참조).

(나) Intein-Stx2e B의 경우는 E. coli C43 (DE3)를 이용한 발현 테스트에서 30℃에서 발현을 

유도하였을 때 soluble form으로 발현됨이 확인됨 (그림 12 참조).
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그림 11. 재조합된 Intein-STX2eA fragment 융합단백질의 발현양 조사를 위한 SDS-PAGE 및 western blotting

(1: BL21(DE3) plyss control induction at 18℃; 2: E. coli C43(DE3) control induction at at 18℃; 3: stx2eA fragment_his expression 

in BL21(DE3) plyss 25℃; 4: stx2eA fragment_his expression in BL21(DE3) plyss 18℃)

그림 12. 재조합된 Intein-STX2eB 융합단백질의 발현양 조사를 위한 SDS-PAGE

(1: Stx2eB supernatant in E. coli C43(DE3) at 30℃; 2: Stx2eB supernatant in E. coli BL21(DE3) pLysS at 30℃; 3: stx2eA 

supernatant in BL21(DE3) plyss 18℃)

다. 발현된 Stx2e 독소 단백질의 Western blot을 통한 기능 확인 및 정제과정 개선을 통한 간

소화

(1) Stx2e A fragment 및 Stx2e B 가 형질전환된 E. coli BL21 (DE3) pLysS 또는 E. coli C43 

(DE3)에 strains을 적합한 antibiotics가 함유된 LB broth에 배양 및 발현 유도

(가) 재조합된 단백질은 성공적으로 발현될 경우 N-말단에 CBD-Intein 단백질이 결합된 

융합 단백질이 만들어 짐 (그림 13 참조).

(나) 각각의 단백질의 발현을 유도하였을 때 Intein-Stx2eA full 단백질은 발현 되지 않음을 
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확인함.

그림 13. 재조합된 Stx2eA와 Stx2eB의 디자인된 모형들  

(2) 독소 단백질 발현 여부를 확인

(가) Intein-Stx2e A fragment 단백질과 Intein-Stx2e B 단백질은 각각의 strain에서 성공적

으로 발현되었음 (그림 11-12 참조).

(나) Intein-Stx2e A fragment 단백질의 경우 Inclusion body를 형성하였으며, Intein-Stx2e 

B 단백질은 수용성으로 발현됨을 확인함.

(3) 정제된 고순도의 재조합 독소 단백질을 얻어내기 위해 친화성  또는 이온교환 수지 컬

럼을 사용하여 분리 정제 및 최적공정 결정

(가) Intein-Stx2e A fragment 단백질의 정제조건 확림을 위해 소량의 세포를 Urea에 녹여 

정제를 시도하였으며, on column refolding 과정을 통해 성공적으로 정제됨을 확인함

(그림 14 참조). 

(나) Intein-Stx2e A fragment 단백질의 대량 정제를 위해 on column refolding 후 FPLC를 

이용한 친화 크로마토그래피 정제 방법을 확립하였고, 성공적으로 단백질이 정제됨을 

확인함 (그림 15 참조).

(다) 친화 크로마토그래피를 이용한 Intein-Stx2e B 단백질의 정제 조건을 확립하였고, 정

제과정 개선을 통한 간소화에 성공함 (그림 16 참조).
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그림 14. 소량의 재조합된 Intein-STX2eA fragment 융합 단백질의 정제 및 SDS-PAGE

그림 15.. 대량 재조합된 Intein-STX2eA fragment 융합 단백질의 정제 및 SDS-PAGE와 Western blotting 결과
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그림 16. 대량 재조합된 Intein-STX2eB full-length 융합 단백질의 정제 및 SDS-PAGE와 Western blotting 결과

라. 정제된 재조합 Intein-Stx2eA (fragment)와 Stx2eB (full-length)의 생리학적 assembly 분석

(1) 정제된 Intein-Stx2e A fragment와  Intein-Stx2e B 단백질이 Heterohexamer를 형성하는

지 확인

(가) 순수 정제된  Intein-Stx2e A fragment와  Intein-Stx2e B 단백질을 혼합하여 complex

를 형성하는지 확인한 결과 외부적으로는 결합하지 않는 것을 확인함 (그림 17 참조).

그림 17. Stx2eAB5의 Heterohexamer 형성 예측 모식도와 native-gel PAGE

마. 대장균 시스템에서 대상 질병의 toxoid에 의한 부작용 방지를 위한 연구

(1) 대장균 시스템에서 대상 질병의 toxoid에 의한 부작용을 일으키는 여지를 비교 분석하고 

재조합 단백질의 독소 발생 여부를 확인함.

(가) Stx 2e A full subunit이 E. coli 야외 분리 주에 내재된 B-subunit와 heterohexamer를 

형성하여 독성을 증가시킴을 확인함 (표 2 참조)

(나) 재조합 Stx 2e A fragment를 이용한 독성 분석에서는 세포 독성을 나타내지 않음이 

확인됨 (표 3 참조).
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표 3. Cytotoxic levels of recombinant Stx2e A-fragment and Stx2e B in Vero cell

바. 재조합 C. novyi의 알파 독소 생산을 위한 발현 시스템 구축

(1) C. novyi  독소 단백질의 아미노산 서열 정보를 통해 기존에 보고된 3차원적 구조 정보 

파악하여 현재까지 그 독소 단백질의 구성 요소로 4가지 domain들이 존재 할 것이라 확

인함 (1. N-terminal helical domain; 2. catalytic glycosyltransferase domain; 3. cysteine 

protease (CPD) domain 그리고 4. pore forming domain) (그림 18-19 참조)

(2) C. novyi 독소 단백질의 기능성을 지닌 상태에서 대량 발현을 위해 서로 다른 두 개의 

표적유전자 영역을 선정하여 codon optimization하여 화학합성함. (Construct #1: a.a: 

98-761 (Catalytic domain and Protease domain); Construct #2: a.a: 1778-2178  (Putative 

attached domain))

(3) 확보된 C. novyi의 알파 독소 유전자를 상용화된 발현 벡터인 pET30a 등에 cloning

(가) 재조합 C. novyi의 알파 독소 생산을 위한 발현 시스템 구축 완료 (그림 18-20 참조)

Samples
Imidazole Conc.

(mM)

10 fold dilutions

1 2 3 4 5 6

BL21 -a) - - - - -

150229 +b) + + + - -

BL21 +

Stx2e A-fragment

(pStx2eA-fusion)

flow - - - - - -

20 - - - - - -

50 - - - - - -

250 - - - - - -

500 - - - - - -

BL21 + 

Stx2e B

(pStx2eB)

flow - - - - - -

20 - - - - - -

50 - - - - - -

250 - - - - - -

500 - - - - - -

Elution buffer

20 - - - - - -

50 - - - - - -

250 - - - - - -

500 - - - - - -

Control - - - - - -
a) None cytotoxicity; b) Cytotoxicity
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그림 18. Clostridium novyi  독소 단백질 아미노산 서열 및 구성요소 분석. Clostridium novyi  독소 단백질의 아미노산 서열 정보를 통해 

기존에 보고된 3차원적 구조 정보 파악 

그림 19. Clostridium novyi  독소 단백질 예측 구성도.

그림 20. Clostridium novyi  유전자 복제 벡터와 Construct 최적화

3. 협동연구기관

가. 재조합 Stx2e 발현 개선된 방법에 따라 대량 생산 시스템 구축

(1) 제 2 세부과제 연구기관으로부터 Stx2e 생산 공정 도입 

(가) 박정희 교수님 연구팀으로부터 재조합 Stx2e 및 Stx2eB 발현 균주 획득 

(2) Stx2e 및 Stx2eB 발현 대량 생산 공정과정 설계

(가) 재조합 Stx2e 및 Stx2eB 단백질을 대량 생산하여 간단한 과정을 통한 정제를 위해 제2

세부과제 연구팀과 협의 및 공정과정 설계 중
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(3) Stx2e 대량 액체 배양을 통한 대량 생산 및 공정 시스템 구축

(가) 재조합 Stx2e 및 Stx2eB 단백질을 대량 생산하여 간단한 과정을 통한 정제를 위해 주

관연구기관인 전북대학교와 유기적인 협력을 통한 대량 생산 및 정제 공정 시스템 구

축을 위해  전북대학교 특성화 캠퍼스에 연구소 브런치 개설 (그림 21 참조) 및 인원 

충원

그림 21. ㈜ 코미팜 전북대학교 특성화캠퍼스 수의과대학 내 부설연구소 개원 (케이 이노베이션) 

나. 재조합 Stx2e 대량 생산 및 돼지를 이용한 재조합 Stx2e 독소 기능 확인

(1) 구축된 대량 생산 시스템을 통한 Stx2e 대량 액체 배양을 통한 대량 생산 및 정제

(가) ㈜코미팜의 대량 생산 공정을 통해 Stx2e를 대량 생산하여 비불활 화 또는 불활화 후 

소분하여 냉동 건조시켜 주관연구기관인 전북대학교에 공급하여 실험 수행 중

(2) 대량 생산된 재조합 Stx2e 단백질을 조직 세포를 이용하여 독소 기능 확인  

(가) 대량 생산된 재조합 Stx2e를 조직 세포에 접종하여 자연 상태에서 획득한 Stx2e 접종 

후 조직 변화와 재조합 Stx2e 단백질을 접종 후 조직 상태 변화를 관찰하여 본 결과 

재조합 Stx2e를 접종한 조직에서 약 10배 정도의 희석배율에서도 조직에 변화가 되었

음이 관찰되어 재조합 Stx2e의 독성 성분이 제대로 발현되었음이 확인 됨 (표 3, 그림 

22 참조)

그림 22. Stx2e에 의한 세포 변성. (A) Control Vero-cell. (B) Stx2e에 의한 세포 변성
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(3) 정제된 Stx2e 독소를 돼지에 접종하여 돼지에서 부종병 발생 유무 확인

(가) 대량 생산되어 정제된 재조합 Stx2e 단백질을 8주령 돼지에 근육 접종하여 부종병 발

생 유무를 확인하여 본 결과 부종병의 특이적인 증상이 관찰 됨 (그림 23참조)

음성 음성

양성 (눈에 증상 및 복수) 양성 (눈에 증상 및 복수) 양성 (눈에 증상 및 복수)

그림 23. 대량 생산된 재조합 Stx2e 단백질 질병 발생 유무 확인 시험 결과

다. 대량 생산된 Stx2e 독소 단백질 불활화 및 안전성 평가 

(1) 대량 생산된 Stx2e 포르말린 등을 이용하여 불활화

(가) 독성성분이 확인된 대량 생산된 재조합 Stx2e를 포르말린 등으로 불활화 

(2) 조직 및 실험 동물 및 목적 동물을 이용한 안정성 시험

(가) 불활화 후 조직세포에 접종하여 조직 변화가 발생하지 않았고, 6주령 마우스 복강에 

접종하여 마우스 폐사가 관찰되지 않아 불활화가 확인됨 
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제2절. 2차년도 연구 수행 내용 및 결과

1. 주관연구기관

가. F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 

이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신 돼지를 대상으로 접종량 결정 시험

(1) 재조합 Stx2eA 단백질+재조합 Stx2eB 항원을 이용한 돼지 부종병 진단을 위한 ELISA 진

단법 개발

(가) 재조합 Stx2eA 단백질+재조합 Stx2eB 항원을 이용한 돼지 부종병 진단을 위한 ELISA 

진단법을 확립하기 위해 SPF 돼지를 구입(그림 24 참조) 하여 표준 음성 혈청 확보

그림 24. SPF 자돈 백신 근육 접종

(나) 재조합 Stx2eA 단백질+재조합 Stx2eB 항원을 4주령, 6주령 때 각각 50ug을 alum과 혼

합 하여 근육 접종하여 표준 양성 혈청으로 확보

(다) 확보된 표준 음성 및 양성 혈청으로 부종병  ELISA 진단법 확립 (그림 25 참조)

그림 25. SPF 자돈을 이용한  돼지 부종병 ELISA 진단 방법 확립 

     대조군 : 멸균 PBS 2ml, 그룹 C : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 

동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 50ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종 

(2) 부종병 음성인 자돈을 대상으로 5일령, 4주령일 때 각각 F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ 



- 41 -

E. coli 신개념 사균체를 동량으로 하고 Stx2eA-C 말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질을 

25ug, 50ug, 100ug씩 다르게 접종 

(3) 각각 다양한 재조합 톡소이드 농도로 접종 후 1차 접종 후 3주, 2차 접종 후 4주, 도전감

염 후 2주 째에 각각 채혈하여 항체 유도 여부 조사 

(가) 25ug을 접종한 그룹에서는 대조군과 유사한 항체 유도 여부를 확인하였고, 50ug 및 

100ug을 접종한 그룹에서는 대조군에 비해 월등한 항체 여가가 유도됨을 확인할 수 

있었다 (그림 26 참조).

그림 26. 백신 접종 및 도전감염 후 혈청 항체 역가 (ELISA OD 값)

그룹 A : 멸균 PBS 2ml, 그룹 B : 멸균 PBS 2ml, 그룹 C : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose 

(각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 25ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종 

그룹 D : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 

말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 50ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종

그룹 E : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 

말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 100ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종

(4) 면역 반응 측정 및 야외 독성 균주로 도전감염 후 폐사 여부로 방어 효과 평가

(가) 50ug을 접종한 그룹에서는 6마리 중 2두 폐사하였고, 100ug을 접종한 그룹에서는 폐

사가 관찰되지 않았다 (표 4 참조). 하지만 PBS를 접종한 대조군에서는 4마리 중 3두

가 폐사하였고 25ug을 접종한 그룹에서도 5마리 중 4두가 폐사하였다. 

표 4 동량의 신개념 사균체와 다양한 농도의 재조합 Stx2eA-C 말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질을 근육 접종 후 도전강명에 대한 

임상 증상 결과 
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그룹 자돈수 폐사 자돈 수(%)

A 5 0

B 4 3 (75)

C 5 4 (80)

D 6 2 (33.3)

E 5 0

그룹 A : 멸균 PBS 2ml , 그룹 B : 멸균 PBS 2ml ,

그룹 C : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 

말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 25ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종 

그룹 D : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 

말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 50ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종

그룹 E : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 

말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 100ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종

나. F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 

이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신 접종 횟수 및 시기 결정 시험

(1) 재조합 Stx2eA 단백질+재조합 Stx2eB 항원 음성 자돈 5일령, 및 4주 령 자돈 구입

(2) 5일령과 4주령에 자돈에 F4+ Stx2e+ E. coli, F18+ Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 

2×109 cells +Stx2eA-C 말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 50ug을 각각 접종 (2회 접종 군)

(3) 4주령에만 F4+ Stx2e+ E. coli, F18+ Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2 × 109 cells +  

Stx2eA-C 말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 50ug을 1회 접종 (1회 접종군)

(가) 5일령 및 4주령 때에 각각 근육접종 한 그룹은 대조군에 비해 1차 접종  2주 후부터 

항체 역가가 증가하기 시작하여 2차 접종 2주 후에는 대조군에 비해 월등한 항체 역

가가 유도 되었다. 하지만 4주령에만 접종한 그룹에서는 대조군에 비해 항체 역가가 

유도되긴 하지만 2회 접종한 그룹에 비해서는 항체 역가가 낮게 유도 되었다 (그림 27 

참조).
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그림 27. 다양한 접종 횟수와 일령에 개발 백신을 접종 후 유도되는 항체 역가 (ELISA OD 값)

그룹 A : 멸균 PBS 2ml , 그룹 B : 멸균 PBS 2ml

그룹 C : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 

말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 50ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종 

그룹 D : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 

말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 50ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종

(4) 2주 후 야외 독성 F4+ Stx2e+ E. coli, F18+ Stx2e+ E. coli 균주가 각각 2×109 CFU in 5ml

씩 함유 되도록 하여 총 5ml 경구 접종

(가) 대조군은 야외 독성 균주로 도전감염 후 5마리 중에서 4두가 폐사하였고, 1회만 접종 

한 그룹에서는 5마리 중 3마리가 폐사 하였으며, 2회 접종한 그룹에서는 5마리 중 1마

리만 임상 증상이 관찰되어 5일령일 때 1차 4주령일 때 2차 접종하였을 경우 우수한 

효능 확인 됨 (표 5 참조, 그림 28 참조).

표 5. 다양한 접종 횟수와 일령에 개발 백신을 접종 후 야외 독성 균주로 도전감염 후 임상 증사 발현

그룹 자돈수 폐사 자돈 수(%)

A 5 0

B 5 4 (80.0)

C 5 1 (20.0)

D 5 3 (60.0)

그룹 A : 멸균 PBS 2ml ,그룹 B : 멸균 PBS 2ml

그룹 C : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 

말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 50ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종 - 2회접종군

그룹 D : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 

말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 50ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종 - 1회접종군
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A 그룹 B 그룹

   

코와 눈 부종 없음 코 부종이 심하고 눈 부종이 있음

C 그룹 D그룹

  

코와 눈 부종 없음 눈, 코에 부종이 있음

그림 28. 야외독성균주로 도전감염 후 임상 증상 

다. Clostridium novyi 배양 기술 개선을 통한 대량 배양 기술 확립

(1) C. novyi 배양 배지의 다양성을 통한 배양을 검증

(2) Reinforced clostridial medium (RCM), Differential reinforced clostridial medium (dRCM) 

사용

(가) 국내 야외분리 C. novyi를 RCM 및 dRCM 배지 배양함

(나) 37℃ 조건에서 3~5일간 정치 배양 한 결과 RCM 과 dRCM 배지에서 3일, 4일, 5일 모

두 비슷한 균수 (약 106~7 cfu/ml)를 확인함

(3) RCM 배지의 성분 변화 및 배양 온도 변화에 따른 배양능 검증

(가) C. novyi는 agar plate에서 colony 모양이 명확하지 않고 smear 현상이 나타남

(나) serial dilution을 통해 Clostridium novyi colony가 나타나는 dilution factor로 균수를 간

헐적으로 검증함
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(다) 배양 온도는 30 ~ 40℃의 조건으로 배양한 결과 35~ 37℃에서 가장 높은 균수를 확인

함

(4) Small scale up 배양 적용

(가) RCM 배지를 기본으로 37℃, 3일간 배양 조건으로 현재 scale up을 진행 중에 있음

라. 개선된 대량 배양 기술에 기반한 C. novyi 신개념 사균체화 유도 및 신개념 사균체의 안

전성 확인

(1) 재조합 GI24를 활용하여 C. novyi를 신개념 사균체화 유도

(가) GI24로 신개념 C. novyi사균체를 유도 함 (그림 29 참조). 즉, C. novyi에 GI24를 처리

하지 않은 균주는 세포막과 세포질이 원형대로 유지되는 것이 확인되었으며, GI24를 

처리한 균주는 세포벽에 하나의 구멍이 생겨 세포질 성분이 빠져 나간 것을 확인 할 

수 있음.

그림 29. GI24를 이용한 C. novyi 신개념 사균체의 전자현미경 사진.

A; GI24를 처리하지 않은 C. novyi

B; GI24를 처리하여 C. novyi의 세포벽에 작은 구멍이 생겨 (화살표) 세포질 성분이 빠져 나간 상태를 보여 주고 있음.

(2) 신개념 C. novyi 사균체를 돼지에 접종하여 발열, 설사 및 폐사 등의 여부를 확인하여 

안전성 평가

마. 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 백신의 돼지에서 효능 평가

(1) 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 항원에 음성인 자돈 구입

(2) 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드를 4주령 및 6주령 돼지에 100ug로 2회 근육 접종 

(가) 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 100ug/ml를 동량의 alum과 혼합하여 4주령, 6주령 

때에 각각 근육 접종한 후 유도되는 항체는 대조군에 비해 백신 접종 군이 접종 4주 

째에 유의있게 증가함을 확인할 수 있음 (그림 30 참조).
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그림 30. 포르말린-불활화 재조합 C. novyi 알파톡신 근육 접종 후 유도되는 항체 역가

대조군 : 멸균 PBS 2ml , 그룹 C : 포르말린-불활화 재조합 C. novyi 알파톡신 50ug/ml를 동량의 alum과 혼합하여 접종 

(3) 2회 접종 후 2주 째에 야외독소 C. novyi 균주를 5×109 CFU in 5ml로 하여 경구 접종 

후 설사, 폐사 여부 등의 임상 증상으로 효능 평가 

(가) 2차 접종 후 2주 째에 야외독성 균주로 도전 감염하여 폐사 여부를 확인하여 본 결과 

대조군에 비해 유의성 있는 효능이 관찰되지 않아 톡소이드만으로는 우수한 효능이 

관찰되지 않음이 확인 됨 (표 6 참조)

표 6. 포르말린-불활화 재조합 C. novyi 알파톡신 50ug/ml를 동량의 alum과 혼합하여 접종

그룹 자돈수 폐사 자돈 수(%)

A 5 4 (80.0)

B 5 3 (60.0)

바. 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 함유 돼지 가스 괴저 예방 단독 백신의 돼지에서 안정

성 평가

(1) 재조합 C. novyi 알파톡소이드의 동물 세포주 vero cell에 대한 세포변성효과 검증

(가) 재조합 C. novyi의 알파톡소이드의 독성 평가 결과 야외분리 C. novyi보다 10배 높은 

세포독성이 확인됨

(나) 토끼에 재조합 C. novyi 알파톡소이드를 접종한 결과, 토끼의 폐사는 없었지만, 토끼 

혈청에서도 약한 세포독성이 나타남 (표 7 참조, 그림 31 참조) 
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표 7. 야외분리 C. novyi 150557 및 재조합 C. novyi 알파톡소이드의 세포변성효과 검증

Sample
10 fold dilution

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6

야외분리 C. novyi 150557 Oa) O X X X X

재조합 C. novyi 알파톡소이드 O O O X X X

야외분리 C. novyi 150557

+

재조합 C. novyi 알파톡소이드

O O O O O O

Sample
2 fold dilution

2-1 2-2 2-3 2-4 2-5 2-6

Negative 토끼 Serum Xb) X X X X X

재조합 C. novyi 알파톡소이드 

접종 토끼 Serum (1week)
O O O

　
재조합 C. novyi 알파톡소이드 

접종 토끼 Serum (3week)
O O O

Vero cell X X X X X X

a)Cytotoxicity, b)None Cytotoxicity

재조합 C. novyi 알파톡소이드 야외분리 C. novyi 150557 Verocell 

그림 31. 야외분리 C. novyi 150557 및 재조합 C. novyi 알파톡소이드의 세포변성효과 검증

(2) 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 항원에 음성인 자돈 구입

(가) 재조합 C. novyi 알파 톡소이드를 위의 결과에서처럼 vero cell에서 안전성 평가를 수

행하여 본 결과 원 균주에서 추출한 독소보다 강한 독성이 관찰 됨.

(나) 하지만 토끼에 접종 하였을 경우에는 아무런 임상 증상이 관찰되지 않아 돼지에서의 

안전성 여부를 수행함
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(3) 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드(50ug/dose)+신개념 C. novyi 사균체 (2×109 cells/dose) 

혼합 백신을 4주령 및 6주령 자돈에 각각 근육접종

(4) 근육접종 후 2주간 매일 하루에 두 번씩 발열, 설사. 폐사, 침울, 의기소침 등 임상 증상 

관찰

(가) 근육 접종 후 2주 동안 발열, 설사 및 폐사와 같은 임상 증상이 관찰되지 않아 세포에

서의 안전성 평가와는 다른 결과가 관찰 됨.

2. 세부연구기관

가.대량 생산을 위한 재조합 C. novyi의 알파 독소의 정제 방법 확립

(1) 재조합 C. novyi 알파 독소의 N-말단에 IF-his가 융합된 벡터가 형질전환된 E. coli BL21 

(DE3) 균주를 kanamycin이 함유된 LB agar에 배양 및 단백질 발현을 유도하여 재조합 

단백질이 합성됨을 확인함 (그림 32 참조).

(2) 대량 생산을 위한 재조합 IF-his-C. novyi 알파 독소의 발현 조건을 확립하고 순수 정제

하였으나 단백질이 isoluble 상태로 발현되어 정제 단계가 증가함

(3) 다른 construct를 제작하여 사용하기로 결정함.

그림 32. 재조합 IF2-C. novyi 알파 독소 단백질의 발현을 SDS-PAGE와 Western blotting으로 확인. (1: induction 전, 2: induction 후)

나.재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생산을 위한 발현 시스템 개선

(1) 화학합성한 C. novyi의 알파 독소 유전자의 N-도메인 부분(a.a.: 98-761, Catalytic domain 

and Protease domain)을 다양한 벡터(pET30a, pTWIN1)에 삽입함.

(가) 발현을 증진시킬 수 있는 단백질 서열 또는 단백질을 세포 밖으로 분비하도록 유도하

는 펩티드 서열을 융합하고, 정제를 용이하게 하기 위한 히스티딘 태그의 위치를 변화

시킨 네 종의 발현벡터를 확보함 (그림 33 참조).
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그림 33. C. novyi 알파 독소의 대량 발현을 위한 발현벡터 제작

(2) 상기의 알파 독소 이외에 돼지에서 직접 분리한 C. novyi 분리균주의 유전체에서 PCR을 

이용하여 직접 알파 독소 유전자 획득

(가) 분리 균주 유래 알파 독소 유전자를 특이적 프라이머를 이용한 PCR을 통해 복제함. 

프라이머의 서열은 다음과 같음 (Novyi-ori-NcoI-F  

5‘-CCATGGCCatgctaaaaaaatctattatc-3’; Novyi-ori-XhoI-R

5‘-CTCGAGattctttgaattaattgttg-3’).

(나) 세포 밖으로 분비하도록 유도하는 펩티드 서열을 융합하여 pET30a 벡터에 삽입하여 

발현벡터를 확보함 (그림 34 참조).

그림 34. C. novyi 분리 균주 유래 알파 독소 유전자를 삽입한 벡터의 모식도

다. 발현된 재조합 C. novyi의 알파 독소의 단백질 구조 확인

(1) C. novyi 알파 독소가 Cloning된 벡터를 E. coli BL21 (DE3) 및 E. coli BL21 (DE3) pLysS 

세포에 도입한 다음 IPTG를 이용하여 알파 독소의 과발현 유도 후 발현 결과 확인.

(가) E. coli BL21 (DE3) 및 E. coli BL21 (DE3) pLysS 세포에서 모두 알파 독소가 과발현 됨

을 확인함.

(나) SDS-PAGE 결과에서는 pET30a 벡터에 삽입한 알파독소가 과발현 된 것이 확인됨 (그

림 35 참조).

(다) Western blot 결과를 보면 pET30a 벡터에 삽입한 C-말단 히스티딘 태그의 경우만 밴

드가 확인됨에 따라 이후 C-말단 히스티딘 태그 벡터를 사용하기여 대량 배양 및 순
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수정제를 진행함.

그림 35. C. novyi의 알파 독소 발현 여부를 SDS-PAGE 및 western blotting으로 확인. 과발현된 알파 독소를 화살표로 표기함. 

(M: size marker, 1: pTWIN1 C-ter histag, 2: pTWIN1 N-ter histag, 3: pET30a C-ter histag, 4: pET30a N-ter histag)

라. 재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생산을 위한 정제 방법 개선

(1) 정제된 고순도의 재조합 독소 단백질을 얻어내기 위해 친화성  또는 이온교환 수지 컬

럼을 사용하여 분리 정제 및 최적공정 결정

(가) 과발현 알파 독소 단백질의 분포를 확인해 본 결과 배양액으로 분비되지 않고 세포 

내에 존재하는 것으로 확인됨.

(나) 세포 파쇄 후 histag 컬럼이 연결된 FPLC를 통해 순수정제를 시도하여 한번의 수행으

로 순수 단백질을 분리할 수 있었음 (그림 36 참조).

그림 36. C. novyi 알파독소 (pET30a C-ter histag)를 FPLC를 이용하여 순수정제 (A) FPLC 수행 후 얻은 결과의 프로파일. 빨간색 박스로 

표시한 부분이 알파독소가 검출되는 부분으로 SDS-PAGE를 통해 단백질의 유무를 확인함. (B) 검출된 단백질을 모아서 농축하여 순수 정제된 

고농도의 단백질을 획득함.
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(2) 순수 정제된 알파 독소의 독성 시험을 통한 기능 상실 유무 확인

(가) 주관 연구팀에서 연구 진행 (표 7 참조)

마.발현된 재조합 C. novyi의 알파 독소 전염성 가스 괴저 돼지로부터 획득한 혈청을 이용한 

Western blot을 이용한 기능 확인

(1) C. novyi 균주를 돼지에 먹인 후 항혈청 획득을 시도함.

(가) 돼지에서 알파 독소에 대한 항혈청을 획득하기 위해 균을 투여하였으나 증상이 나타

나지 않음.

(2) C. novyi 알파 독소 단백질과 C. novyi 분리 균주를 토끼에 주사하여 항혈청 획득.

(가) 항혈청 획득을 위해 목적동물을 토끼로 변경하여 알파 독소 단백질과 C. Novyi 분리 

균주를 먹여 항혈청 제작을 유도하였고, 각각의 항원에 대한 항혈청이 제작된 것을 

western blot 기법으로 확인함 (그림 37 참조).

그림 37. C. novyi 균체와 정제한 알파 독소 단백질을 각각 투여한 토끼에서 얻은 혈청을 이용하여 독소 검출. 

좌: SDS-PAGE, 중: 알파 독소 단백질을 투여한 토끼에서 얻은 혈청을 이용한 western blot, 우: C. novyi 균체를 투여한 토끼에서 얻은 혈청을 

이용한 western blot. 각각의 항원에 대한 항혈청이 제작되었음을 확인함. (M: size marker, 1: C. novyi lysate, 2: 정제한 알파 독소 단백질)

바. Stx2eA fragment + Stx2eB 재조합 단백질을 이용한 항혈청 획득 (1차년도 계속)

(1) Stx2eA fragment (a.a. 215-319) 유전자를 pTWIN1 벡터에 삽입하고, Stx2eB 유전자를 

pET30a 벡터에 삽입하여 각각 재조합 벡터를 제작함 (그림 38 참조).
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그림 38. Stx2eA-C-terminal fragment와 Stx2eB 단백질의 과발현을 위해 재조합 벡터 제작

(2) Stx2eA fragment와 Stx2eB 단백질을 E. coli BL21(DE3) pLysS 균주에 형질전환하여 동시

에 발현을 유도하였고, FPLC로 순수정제한 후 anti-histag 항체를 이용하여 western blot

으로 단백질 유무를 확인함 (그림 39 참조).

그림 39. 발현 후 정제한 단백질을 anti-histag antibody를 이용하여 western blot 기법으로 검출함.

(3) 순수정제한 단백질을 돼지에 주사하여 얻은 혈청을 이용하여 주사한 단백질을 인식하는 

항체의 생성 유무를 확인한 결과 western blot 으로 항원이 검출됨을 확인함 (그림 40 

참조).

(4) 순수정제한 단백질을 black mouse에 주사하여 얻은 혈청을 이용하여 F18+, Stx2e+ E. 

coli 야외 분리 주 (E. coli 150229)에서 생성하는 야생형 Stx2eA독소를 검출하였고, 1차
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년도 연구 결과 독성 증가를 보였던 Stx2eA 과발현 분리주의 경우 독소의 양이 증가하

였음을 확인함 (그림 41 참조).

그림 40. 재조합 단백질을 돼지에 주사하여 얻은 항혈청을 이용하여 항원을 검출함.

그림 41. 재조합 단백질을 Black mouse에 주사하여 얻은 항혈청을 이용하여 항원을 검출함. (M: size marker, 1: E. coli BL21(DE3) cell, 2: E. coli 

150229 배양액 농축, 3: Stx2eA full 과발현시킨 E. coli 150229 배양액 농축)

(5) 재조합된 Stx2e 및 Stx2eB의 공발현(co-expression; E. coli BL21(DE3) pLysS 균주 안에서 

동시발현) 된 후 정제단계에서 많은 과정의 chromatography를 방법을 이용하여 시도하

였으나 정제 순도가 60% 정도여서 기존에 알려진 Heterohexamer를 이루는지에 대한 

native-gel이나 size-exclusion chromatography와 같은 실험 진행이 어려운 실정임.

(가) 해결방안으로 현재 재조합된 Stx2e 및 Stx2eB의 공발현(co-expression; E. coli 

BL21(DE3) pLysS 균주 안에서 동시발현) 및 정제단계를 통해 얻어진 정제 순도를 보다 

높여야 위와 같은 native-gel이나 size-exclusion chromatography와 같은 실험이 가능할 

것이라 기대하며 이를 위해 정제조건을 현재보다 더 최적화하는 것이 필요함. 

(나) 재조합 Stx2e 제작을 통해 5량체 항원 제작 관련 추가 분석을 위해 재조합된 Stx2eA 및 

Stx2eB의 정제 순도를 높일 수 있는 충분한 시간 필요함 따라서 정제 순도를 80%이상 

향상시킨 후에 본 추가 요구사항 분석은 수행할 예정.
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3. 협동연구기관

가. F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 

이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예방혼합 백신 시제품 제작

(1) 정제된 stx2e 톡소이드 및 각각의 신개념 사균체를 일정 농도로 혼합하고 면역증강제 

종류를 선택하여 백신 시제품 제작 

(가) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드를 

특정 비율로 혼합하고 선정한 면역 증강제를 포함하는 시험 백신의 제작 진행

(나) 면역반응의 최적 유도를 위한 면역증강제 후보(montanide 등)별 소량 시험하여 최종 

물질의 선정 진행 

나. 제작된 시제품 안정성 평가

(1) 생산 후 제조 시제품을 냉장 보관하며 1년간은 3개월 간격으로 보관하고 있는 백신의 

일반 확인 시험 진행

(가) 백신의 분리 정도를 확인하는 육안평가 후 동물용 생물학적 제제 일반검정기준에 따

라 평가시험 진행

(나) 각각의 평가 항목에 따른 시험 결과서 작성 예정 

다. 재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생산

(1) 재조합 독소 단백질 발현 균주를 이용한 대량 생산 공정 연구 수행 

(가) 협동연구기관에서 개발한  C. novyi의 알파 독소 발현 균주의 5L 이상 culture를 진행

하여 최적화된 배양 조건 연구

(나) 발효조를 이용한 대량 배양조건 확립을 위한 공정 설계 

라. 대량 생산된 재조합 C. novyi의 알파 독소 불활화 및 안전성 평가

(1) 생산된 재조합 C. novyi의 알파 독소의 독성 평가

(가) 생산 정제된 재조합 단백질의 세포변성효과 검증 시험 (표 7 참조) 

(나) 개선된 재조합 단백질 발현 균주를 이용한 대량 배양 및 정제 공정 설계 
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제3절. 3차년도 연구 수행 내용 및 결과

1. 주관연구기관

가.  사균체 및 톡소이드 혼합 백신과 국내 또는 국제적으로 효능이 인정된 돼지 부종병 예방 

백신 (히프라사의 비 퓨어 등)과의 효능 비교 평가

(1) Stx2e를 항원으로 한 ELISA에서 음성인 모돈에서 출생한 자돈을 실험에 사용함.

(2) 부종병 음성인 자돈을 대상으로 5일령, 4주령일 때 각각 F4+ ETEC, F18+ ETEC, 

F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 혼합 백신 그리고 포르

말린 백신을 근육 접종.

(가) 히프라사의 히프라 비퓨어 백신 등과의 비교실험을 하려 했으나 국내 시판이 늦어 포

르말린 백신으로 대체함. (그림 42 참조) 

그림 42. 히프라 비퓨어 백신의 허가 일자

2019.12.26.허가 되어 2020년 초에 판매 시작

(3) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함

유 혼합 백신 그리고 포르말린 백신을 1차 접종 후 2주, 2차 접종 후 2주, 도전감염 후 

2주째에 각각 채혈하여 항체 유도 여부 조사

(가) 재조합 Stx2eA 단백질+재조합 Stx2eB 항원을 이용한 항체 유도 여부 확인 결과 백신 

접종 전 5일령 자돈에서는 모유에서 항체가 전달되어 모두 항체 여가가 유도 되었으나 

이유 후부터 대조군과 포르말린 백신에 비하여 월등하게 항체 여가가 유도됨을 확인

할 수 있었다 (그림 43 참조).
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그림 43. 백신 접종 후 혈청 항체 역가 (ELISA OD 값)

나.  사균체 및 톡소이드 혼합 백신과 톡소이드와 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+ stx2e E. coli 

각각의 혼합 백신과의 비교 평가

(1) 재조합 Stx2eA 단백질+재조합 Stx2eB 항원 음성 자돈 5일령 자돈 구입

(2) 5일령 자돈에 F4+ Stx2e+ E. coli, F18+ Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells에  

Stx2eA-C 말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질을 각각 50ug, 75ug, 100ug을 혼합하여 1차 접

종 하고 이유 후 자돈에(4주령) 2차 접종 한다. 

(3) 각각 F4+ Stx2e+ E. coli, F18+ Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells에  

Stx2eA-C 말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질을 50ug, 75ug, 100ug을 혼합백신을 접종 전, 1

차 접종 후, 2차 접종 후에 각각 채혈하여 항체 유도 여부 조사. 

(가) 재조합 Stx2eA 단백질+재조합 Stx2eB 항원을 이용한 항체 유도 여부 확인 결과 백신 

접종 전 5일령 자돈에서는 모유에서 항체가 전달되어 모두 항체 여가가 유도 되었으나 

이유 후부터 대조군에 비하여 50ug, 75ug, 100ug 모두 월등한 항체 여가가 유도됨을 확

인 할 수 있으나 그중 75ug을 접종한 그룹에서 가장 높게 나타난 것을 확인 할 수 있

다. (그림 44 참조)



- 57 -

그림 44. 백신 접종 후 혈청 항체 역가 (ELISA OD 값)

(나) F4+ Stx2e+ 항원을 이용한 항체 유도 여부 확인 결과 백신 접종 전 5일령 자돈에서는 

모유에서 항체가 전달되어 모두 항체 여가가 유도 되었으나 이유 후부터 대조군에 비

하여 75ug을 접종한 그룹에서 항체 여가가 월등하게 유도됨을 확인 할 수 있다. (그림 

45 참조)

(다) F18+ Stx2e+ 항원을 이용한 항체 유도 여부 확인 결과 백신 접종 전 5일령 자돈에서는 

모유에서 항체가 전달되어 모두 항체 여가가 유도 되었으나 이유 후부터 대조군에 비

하여 50ug, 75ug, 100ug을 접종한 그룹에서 항체 여가가 높게 유도됨을 확인 할 수 있

다. (그림 45 참조) 

(라) fedA 항원을 이용한 항체 유도 여부 확인 결과 백신 접종 전 5일령 자돈에서는 모유에

서 항체가 전달되어 모두 항체 여가가 유도 되었으나 이유 후부터 대조군에 비하여 

50ug, 75ug을 접종한 그룹에서 항체 여가가 월등하게 유도됨을 확인 할 수 있다. (그림 

45 참조)

(마) K88ac 항원을 이용한 항체 유도 여부 확인 결과 백신 접종 전 5일령 자돈에서는 모유

에서 항체가 전달되어 모두 항체 여가가 유도 되었으나 이유 후부터 대조군에 비하여 

50ug, 75ug, 100ug을 접종한 그룹에서 항체 여가가 높게 유도됨을 확인 할 수 있다. (그

림 45 참조) 
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그림 45. 백신 접종 후 혈청 항체 역가 (ELISA OD 값)

(4) 면역 반응 측정 및 야외 독성 균주로 도전감염 후 부종 여부로 방어 효과 평가 

(가) 도전감염 후 대조군에서는 5마리 중 5마리에서 코부종이, 3마리에서 눈부종이 확인 

되었고, 50ug을 접종한 그룹에서는 5마리 중 2마리에서 코부종이, 1마리에서 눈부종이 

확인 되었지만 75ug, 100ug 그룹에서는 5마리 모두 부종이 확인되지 않았다.(표 9 참

조)

(나) 부검 당시 대조군에서는 5마리 중 5마리에서 코 부종이, 4마리에서 눈 부종이 확인 되

었고, 50ug을 접종한 그룹에서는 5마리 중 5마리에서 코 부종이, 3마리에서 눈 부종이 

확인 되었고 100ug 그룹에서는 5마리 중 2마리에서 코 부종만 확인 되었지만 75ug 그

룹에서는 5마리 모두 부종이 확인되지 않았다.(표 8, 그림 46 참조)

표 8 신개념 사균체와 다양한 농도의 재조합 Stx2eA-C 말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질을 근육 접종 후 도전감염에 대한 임상 

증상 결과 
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그룹
도전감염 후 부검

코부종 눈부종 코부종 눈부종

대조군 5/5 3/5 5/5 4/5

50ug 2/5 1/5 5/5 3/5

75ug 0/5 0/5 0/5 0/5

100ug 0/5 0/5 2/5 0/5

대조군 : 멸균 PBS 2ml 

50ug 그룹 : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 

말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 50ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종 

75ug 그룹 : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 Stx2eA-C 

말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 75ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종

100ug 그룹 : F4+ Stx2e+ E. coli, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 2×109 cells/dose (각 사균체는 동량의 균수로 혼합)와 

Stx2eA-C 말단 단편-Stx2eB-5량체 단백질 100ug을 동량의 alum과 혼합하여 접종

75ug 100ug

눈, 코 부종 없음 코 부종 있음

그림 46. 야외독성균주로 도전감염 후 임상 증상 

대조군 50ug

눈, 코 부종 심함 눈, 코 부종 있음
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다.  독소중화시험

(1) 재조합 Stx2eA fragment + Stx2eB를 이용한 독성 분석

(가) 재조합 Stx2e A6-His/B 및 야외균주 150229의 세포 독성 (표 9 참조)

표 9. Cytotoxic levels of recombinant Stx2e A6-His/B and STEC 150229 in Vero cell

 a) None cytotoxicity; b) Cytotoxicity

(나) 재조합 Stx2e A-fragment and Stx2e B의 세포 독성 (표 10 참조)

표 10. Cytotoxic levels of recombinant Stx2e A-fragment and Stx2e B in Vero cell

Samples
Imidazole Conc. 

(mM)

10 fold dilutions

1 2 3 4 5 6

BL21 　 -a) - - - - -

150229 　 +b) + + + - -

BL21 + 

Stx2e A6-His

(pStx2eA)

flow - - - - - -

20 - - - - - -

50 - - - - - -

250 - - - - - -

500 - - - - - -

150229 + 

Stx2e A6-His

(pStx2eA)

flow + + + - - -

20 + + + - - -

50 + + + - - -

250 + + + + - -

500 + + + + + -

Elution buffer

20 - - - - - -

50 - - - - - -

250 - - - - - -

500 - - - - - -

Control 　 - - - - - -

Samples
Imidazole Conc.

(mM)

10 fold dilutions

1 2 3 4 5 6

BL21 -a) - - - - -

150229 +b) + + + - -

BL21 +

Stx2e 

A-fragment

(pStx2eA-fusion)

flow - - - - - -

20 - - - - - -

50 - - - - - -

250 - - - - - -

500 - - - - - -

BL21 + flow - - - - - -
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(2) 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드를 이용한 독성 분석

(가) 토끼에서 재조합 C. novyi 알파톡소이드를 접종한 결과, 토끼의 폐사는 없었지만, 토

끼 혈청에서도 약한 세포독성이 나타남(표 11 참조)

표 11. 야외분리 C. novyi 150557 및 재조합 C. novyi 알파톡소이드의 세포변성효과 검증

Sample
10 fold dilution

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6

야외분리 C. novyi 150557 Oa) O X X X X

재조합 C. novyi 알파톡소이드 O O O X X X

야외분리 C. novyi 150557

+

재조합 C. novyi 알파톡소이드

O O O O O O

Sample
2 fold dilution

2-1 2-2 2-3 2-4 2-5 2-6

Negative 토끼 Serum Xb) X X X X X

재조합 C. novyi 알파톡소이드 

접종 토끼 Serum (1week)
O O O

　
재조합 C. novyi 알파톡소이드 

접종 토끼 Serum (3week)
O O O

Vero cell X X X X X X

a)Cytotoxicity, b)None Cytotoxicity

라.  C. novyi 신개념 사균체와 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 함유 돼지 가스 괴저 예방 단

독 백신의 기니피그에서의 효능 평가

(1) 재조합 novyi 톡소이드 함유 백신 효능 평가를 위해 4주령 Guinea pig를 실험에 사용함.

Stx2e B

(pStx2eB)

20 - - - - - -

50 - - - - - -

250 - - - - - -

500 - - - - - -

Elution buffer

20 - - - - - -

50 - - - - - -

250 - - - - - -

500 - - - - - -

Control - - - - - -
a) None cytotoxicity; b) Cytotoxicity
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(가) 해외 균주 분양의 지연으로 인하여 충분한 시간적 여유가 없어 돼지에서 기니피그 실

험으로 변경 됨.(그림 47 참조) 

그림 47. ATCC 분양 균주 지연 여부

분양 신청 : 2019.03.12., 분양 완료 : 2019.08.14

(2) novyi 음성인 기니피그를 대상으로 4주령일 때 재조합 novyi 톡소이드 함유 백신을 

20ug/0.4ml이 되도록 근육 접종 후 2주 후에 2차 접종.(표 12 참조) 

표 12. 재조합 novyi 톡소이드 함유 백신 효능 실험

Group 마리수 접종균주 접종량 경로

A 5 Ne - -

B 5 PBS 0.4㎖ 근육

C 5 Vaccine 20㎍/0.4㎖ 근육

(3) 재조합 novyi 톡소이드 함유 백신을 1차 접종 후 2주, 2차 접종 후 2주, 도전감염 후 2주

째에 각각 채혈하여 항체 유도 여부 조사 중

2. 세부연구기관

가.  야외 분리주 유래 알파 독소의 발현 및 정제 (2차년도 계속)

(1) 야외 분리주 C. novyi 알파독소가 cloning된 벡터를 E. coli BL21 (DE3) pLysS에 형질정

환하여 발현을 유도하였을 때 발현됨을 확인함.
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(2) 단백질이 발현된 세포를 친화 크로마토그래피 방법을 이용하여 정제한 결과 예상되는 

크기인 49kDa 부근에 밴드가 확인됨 (그림 48 참조).

그림 48. 야외 분리주에서 유래한 C. novyi의 알파 독소 발현 여부를 SDS-PAGE 및 western blotting으로 확인. 과발현된 알파 독소를 

화살표로 표기함. (M: size marker, 1: Flow though, 2: wash, 3-5: Elution)

(3) 정제된 재조합 단백질의 독성 영향을 확인함.

나.  백신 제조 산업체에서 대량 생산을 위한 재조합 독소 발현 시스템 개선

(1) Stx2e 독소 발현 시스템 세부 과정 개선

(가) Stx2eA fragment를 포함하는 벡터와 Stx2eB를 포함하는 벡터를 E. coli BL21 (DE3) 

pLysS 균주에 도입하여 Chloramphenicol, Ampicillin, Kanamycin이 포함된 배지에서 선

별함.

(나) 선별된 콜로니를 LB broth에 밤새 배양한 후 대용량 배지에 2차 접종 후 O.D.600=0.5가 

되었을 때 적합한 농도(0.5~1 mM)의 IPTG를 이용하여 발현을 유도한 다음 18~25℃의 

저온에서 16시간 이상 발현을 유도함.

(다) 과발현된 단백질은 세포 내부에 존재하기 때문에 세포를 원심분리로 획득하여 순수 

정제함.

(2) C. novyi 알파독소 발현 시스템 세부 과정 개선

(가) C-말단에 histidin을 태깅한 C. novyi 알파독소를 포함하는 벡터를 E. coli BL21 (DE3)  

균주에 도입하여 Kanamycin이 포함된 배지에서 선별함.

(나) 선별된 콜로니를 액체 배지에 접종하여 밤새 배양 후 배양액을 대용량 배지에 2차 접

종 후 O.D.600=0.4~0.6이 되었을 때 적합한 농도의 발현유도 시약 (0.5~1 mM IPTG)을 

배양액에 첨가하여 18~25℃의 저온에서 18시간 이상 발현을 유도함. 

(다) 과발현된 단백질은 세포 내부에 존재하기 때문에 세포를 원심분리로 획득하여 순수 

정제함.

다.  제조 공정 과정을 줄이기 위한 정제 방법 개선

(1) Stx2e 독소 단백질의 정제 세부 과정 개선

(가) Stx2eA fragment + Stx2eB가 과발현된 세포를 초음파 분쇄법을 이용하여 파쇄한 후 원
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심분리하여 단백질이 포함된 상등액을 분리함.

(나) 친화 크로마토그래피(니켈 컬럼이 연결된 FPLC 사용)를 이용하여 한 번의 수행으로 목

적 단백질을 순수 분리함 (그림 49 참조)

(다) 정제된 목적 단백질이 포함된 fraction 만을 모아서 농축함.

(라) Stx2e 독소를 순수 정제한 이후 농축 시에 침전이 생기는 것을 확인하여 이를 개선함. 

순수 정제시에 사용하는 버퍼 시스템에서 NaCl의 농도를 높여 사용함으로써 정제 및 

농축시에 침전으로 인한 손실이 줄어듦.

그림 49. Stx2eA fragment + Stx2eB를 니켈 컬럼이 연결된 FPLC 시스템을 통해 친화 크로마토그래피를 수행한 결과.

(2) C. novyi 알파 독소 단백질의 정제 세부 과정 개선

(가) C. novyi 알파 독소가 과발현된 세포를 초음파 분쇄법을 이용하여 파쇄한 후 원심 분리

하여 단백질이 포함된 상등액을 분리함.

(나) 친화 크로마토그래피(니켈 컬럼이 연결된 FPLC 사용)를 이용하여 한 번의 수행으로 목

적 단백질을 순수분리함.

(다) 정제된 목적 단백질이 포함된 fraction 만을 모아서 농축함 (그림 50 참조).

그림 50. C. novyi 알파 독소를 니켈 컬럼이 연결된 FPLC 시스템을 통해 친화 크로마토그래피를 수행한 결과 단백질이 포함된 fraction을 

SDS-PAGE로 확인함.

라.  정제된 재조합 독소 단백질의 안정성 평가

(1) 정제된 재조합 Stx2e 및 C. Novyi 알파 독소 단백질을 냉장 보관하면서 시간에 따른 단
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백질의 분해를 확인함.

(가) Stx2e 단백질의 경우 냉장 보관시 한달까지 단백질의 양이 유지되는 것을 확인함.

(나) C. novyi 단백질의 경우 냉장에서 일주일 후 precipitation 되는 것을 확인함. 따라서 

단백질 정제 후 바로 사용하거나 50% 글리세롤을 첨가하여 보존함.

마. Stx2eA fragment + Stx2eB 재조합 단백질을 이용한 항혈청 획득 (1차년도 계속)

(1) Stx2eA fragment + Stx2eB 재조합 단백질을 돼지에 주사하여 얻은 항혈청을 이용하여 

F18+, Stx2e+ E. coli 야외 분리 주 (E. coli 150229)에서 생성하는 야생형 Stx2eA 독소를 

검출함.

(2) 2차년도에 Black mouse 혈청을 이용한 결과와 마찬가지로 Stx2eA를 과발현시킨 E. coli 

150229에서 더 많은 양의 Stx2eA가 검출됨 (그림 51 참조)

그림 51. 재조합 단백질을 돼지에 주사하여 얻은 항혈청을 이용하여 항원을 검출함. A: SDS-PAGE, B: 접종 전 혈액을 이용한 western blotting, 

C: 접종 후 혈액을 이용한 western blotting (M: size marker, 1: E. coli BL21(DE3) cell, 2: E. coli 150229 배양액 농축, 3: Stx2eA full 과발현시킨 

E. coli 150229 배양액 농축)

3. 협동연구기관

가.C. novyi 신개념 사균체와 재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 함유 혼합 백신 시제품 제작

(1) C. novyi 신개념 사균체 제작

(가)ATCC에서 분양받은 C. novyi 균주를 배양, 불활화 하여 신개념 사균체 제작

(2) C. novyi 알파 톡소이드 정제

(가)정제한 C. novyi 알파 톡소이드를 실험동물에 접종하여 독성을 확인한 결과 생체에는 

독성을 나타내지 않는 것을 확인, 시험백신 제작에 사용

(3) C. novyi 신개념 사균체와 재조합 C. novyi 알파 톡소이드를 혼합하여 가스괴저 백신의 

실험실 스케일의 시험백신 제작

(가)제조한 시험백신을 사용하여 실험동물에서의 안전성 및 효능 평가 진행

나. 제작된 시제품 안정성 평가

(1) C. novyi 신개념 사균체와 C. novyi 알파 톡소이드를 포함하는 시험 백신 제조 후 보관

(2) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드를 

동시에 함유한 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 백신과 재조합 stx2e 톡소이드만을 함
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유한 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 백신 제작 (그림 52, 53 참조)

그림 52. F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드를 함유한 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 백신

그림 53. 재조합 stx2e 톡소이드만을 함유한 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 백신

(3) 각각의 백신을 국가출하승인검정 기준에 기반 하여 안정성 시험 실시

(가)제조된 백신을 장기 보관하며 처음 1년간은 3개월 단위로 안정성 시험을 실시하고  시

험 결과를 기록하여 시험성적서 작성 및 보관

(나)안정성 시험 결과를 확인하여 유효기간 설정을 위한 근거자료로 활용

다. 돼지 부종병이 만연된 양돈장을 대상으로 백신의 안전성 및 효능 평가

(1) 목적동물을 활용한 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 

Stx2e 톡소이드 부종병 백신과 재조합 stx2e 톡소이드만을 함유한 이유 후 자돈 설사 및 

돼지 부종병 시험백신의 실험실내 안전성 평가

(가)4주령 마우스에 백신당 8마리씩 한 그룹을 준비하여 피하 두 곳에 나누어 총 0.5 ㎖을 

접종하고 7일간 이상이 없음을 확인

(나)건강한 4~6주령 돼지 2마리에 백신 설정량의 2두분을 근육 접종하여 접종 1~2시간 후의 

과민반응과 14일(오일 백신일 경우 21일) 이상 주사부위에 화농 및 괴사 등의 부작용이 

없음을 확인
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제4절. 3년간 연구 수행 결과 요약 및 평가

1. 독소 산생 병원성 세균 예방 백신 개발과 안전성 및 효능 평가 (주관연구기관)

가. 3년간 연구수행 내용 요약

(1) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 백신 개발 

(가) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 고스트 유도에 특화된 PMAP-36, GI24, 

PG1, 마스토파란, buforin II 등 여러 AMP들 중에 최적의 고스트 유도 물질 PMAP-36, 

GI24 선별 하여 사균체 백신을 제작하고 투사 전자현미경(TEM)을 통해 확인하였다.

(나) 선별한 AMP로 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 고스트 유도화 사균

체 혼합 백신을 제조 하여 마우스에서 안전성 및 면역 반응 유도를 확인 한 결과 비백

신 접종 그룹에 비하여 백신 그룹에서 면역 유도가 확인 되었다.

(다) 재조합 Stx2e 톡소이드를 마우스에 접종하여 백신의 안전성 및 면역 유도를 확인 한 

결과 대조군 그룹에 비하여 톡소이드 백신 그룹에서 항체 역가가 높게 확인되어 재조

합 Stx2e 톡소이드가 백신으로서의 효능을 확인함.

(2) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 혼

합 백신 개발

(가) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 

혼합 백신의 효능을 알아보기 위하여 재조합 Stx2eA 단백질+재조합 Stx2eB 항원을 이

용한 돼지 부종병 진단을 위한 ELISA 진단법을 확립하였다.

(나) 확립한 ELISA 진단법으로 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 

재조합 Stx2e 톡소이드 혼합 백신을 이유 후 자돈에 접종하여 백신 항체 역가를 확인

함.

(다) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 

함유 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신의 접종 횟수 및 시기 결정 실

험을 해본 결과 5일령, 4주령에 2번 접종한 그룹에서의 항체 역가가 더 높은 것으로 

확인되었다.

(라) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 

혼합 백신 효능을 비교하기 위해 돼지 자돈에서 포르말린 백신과 비교 실험했을 때 

포르말린 그룹에 비하여 월등히 높은 항체 역가를 확인 할 수 있었다.

(마) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 

혼합 백신의 농도 결정 실험에서 신개념 사균체 2×109 cells에 재조합 Stx2e 톡소이드 

75ug이 가장 우수하게 백신 효능이 나타남을 확인하였다.

(3) C. novyi 신개념 사균체와 재조합 novyi 톡소이드 혼합 백신 개발

(가) Clostridium novyi 대량 배양을 위해 37℃ 조건에서 3~5일간 정치 배양 한 결과 RCM 

과 dRCM 배지에서 3일, 4일, 5일 모두 비슷한 균수 (약 106~7 cfu/ml)를 확인함.

(나) AMP 중 GI24로 신개념 C. novyi 사균체 백신을 제조하여 투사 전자현미경(TEM)을 통

해 고스트화를 확인하였다.

(다) 재조합 novyi의 알파 톡소이드의 안전성을 위해 음성 자돈에 2번 근육 접종한 결과 항

체 역가는 높아지는 걸 확인 하였으나 야외독성 접종시 폐사율을 통하여 확인한 결과 

톡소이드 단독으로는 백신의 효능이 우수하지 않음을 확인하였다.
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(라) 재조합 C. novyi의 알파톡소이드의 독성 평가 결과 야외분리 C. novyi보다 10배 높은 

세포독성이 확인되어 토끼에 재조합 C. novyi 알파톡소이드를 접종한 결과 약한 세포

독성이 있음을 확인하여 vero cell에서의 안전성을 확인 재조합 C. novyi의 알파톡소

이드에서 야외분리 C. novyi보다 강한 독성이 확인되었다.

(마) 신개념 사균체와 재조합 novyi 톡소이드 함유 백신 효능 평가를 위해 Guinea pig에 근

육 접종한 결과

나. 대표적 연구성과

(1) 특허, 논문 등록 성과

No
논문명

(특허 제목)
학술지명 저자명 호 국명

발행

기관

SCI여부

(SCI/비SCI

)

게재

일

등록번

호

1

Virulence-associ

ated Genes and 

Antimicrobial 

Resistance of 

Escherichia coli 

Isolated From 

Post-weaning 

Piglets with 

Diarrhea in 

Korea 

Journal 

of 

Bacteriol

ogy and 

Mycology

서병주, 

문자영, 

김원일, 

정창기, 

김원경, 

허진

5(9) 미국

Austin 

Publishin

g Group

비SCI
2018.

12.26

2

The protection 

efficacy of the 

enetrotoxgenic 

Escherichia coli 

vaccine 

canidate by 

GI24 against 

neonatal piglet 

colibacillosis

Korean 

Journal 

of 

Veterinar

y Service

최영환, 

문자영, 

서병주, 

김원경, 

조정상, 

최민수, 

임재삼, 

김성복, 

김원일, 

허진

40(4)
대한

민국

Korean  

Veterinar

y 

Service 

비 SCI 
2017.

12.31

3

개선된 고스트 

장관 독소형 

대장균을 

유효성분으로 

포함하는 돼지 

대장균증의 

예방 또는 

치료용 백신 

허진, 

문자영, 

김원경, 

조정상, 

문성철, 

정호경

대한

민국
특허출원

2017.

11.10

10-201

7-0149

460
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조성물

4

Stx2eA-C-말단 

단편-Stx2eB-오

량체 재조합 

단백질을 

항원으로 

포함하는 돼지 

부종병의 예방 

또는 치료용 

백신 조성물

허진, 

박정희, 

김원일, 

김소영, 

서병주, 

정창기, 

문자영, 

김원경, 

라오찌리, 

문성철, 

정호경, 

박수연

대한

민국
특허출원

2018.

11.30

10-201

8-0151

647

5

개선된 고스트 

장관 독소형 

대장균을 

유효성분으로 

포함하는 돼지 

대장균증의 

예방 또는 

치료용 백신 

조성물

허진, 

문자영, 

김원경, 

조정상, 

문성철, 

정호경

대한

민국
특허출원

2019.

05.09

10-201

9-0054

525

6

STX2EA-C-말단 

단편-STX2EB-

오량체 재조합

단백질을 

항원으로 

포함하는 돼지 

부종병의 예방 

또는

치료용 백신 

조성물

허진, 

박정희, 

김원일, 

김소영, 

서병주, 

정창기, 

문자영, 

김원경, 

라오찌리, 

문성철, 

정호경, 

박수연

국제

특허
특허출원

2019.

11.29

PCT/KR

2019/01

6771

7

Stx2eA-C-말단 

단편-Stx2eB-오

량체 재조합 

단백질； 및 F4

를 발현하는 

장관독소형 

대장균 및 

허진, 

박정희, 

김원일, 

문성철, 

정호경

대한

민국
특허출원

2019.

10.30

10-201

9-0136

134
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F18을 발현하는 

장관독

소형 대장균 

사균체 혼합 

항원을 

포함하는 

돼지의 병원성

대장균증의 

예방 또는 

치료용 백신 

조성물

8

돼지 

흉막폐렴균 

(1형, 2형, 5형, 

7형, 10형, 12형 

및 15형) 불

활화 사균체를 

포함한 돼지 

흉막폐렴 백신 

조성물

허진, 

김원일, 

강은주, 

문성철, 

정호경

대한

민국
특허출원

2020.

02.10

10-202

0-0015

809

9

돼지 

흉막폐렴균 

(1형, 2형, 5형, 

7형, 10형, 12형, 

및 15형) 불활화 

사균체를 

포함한 돼지 

흉막폐렴 백신 

조성물 

허진,

김원일,

강은주,

문성철,

정호경

대한

민국
특허출원

2020.

02.10

10-202

0-0015

809

10

이유 자돈의 

대장균증을 

예방하기 위한 

재조합 P22 

라이소자임-PM

AP36 융합 

단백질을 

이용한 

허진, 

문성철, 

정호경, 

김미나

대한

민국
특허등록

2019.

07.09

10-200

0120
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장내독소형 

대장균 ETEC) 

고스트 백신 

조성물

11

살모넬라 

갈리나룸 

사균체를 

포함하는 가금 

티푸스의 예방 

또는 백신 

조성물

허진, 

탁동섭, 

문자영, 

문성철, 

정호경, 

박수연

대한

민국
특허등록

2019.

2.14

10-207

7701

12

개선된 고스트 

장관 독소형 

대장균을 

유효성분으로 

포함하는 돼지 

대장균증의 

예방 또는 

치료용 백신 

조성물

허진, 

문자영, 

김원경, 

조정상, 

문성철, 

정호경

대한

민국
특허등록

2010.

04.07

110-21

00503

13

Stx2eA-C-말단 

단편-Stx2eB-오

량체 재조합 

단백질； 및 F4

를 발현하는 

장관독소형 

대장균 및 

F18을 발현하는 

장관독

소형 대장균 

사균체 혼합 

항원을 

포함하는 

돼지의 병원성

대장균증의 

예방 또는 

치료용 백신 

조성물

허진, 

박정희, 

김원일, 

문성철, 

정호경

대한

민국
특허등록

2020.

04.14

10-210

3013

14

Stx2eA-C-말단 

단편-Stx2eB-오

량체 재조합 

허진, 

박정희, 

김원일, 

대한

민국
특허등록

2020.

04.21

10-210

5021
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단백질을 

항원으로 

포함하는 돼지 

부종병의 예방 

또는 치료용 

백신 조성물

김소영, 

서병주, 

정창기, 

문자영, 

김원경, 

라오찌리, 

문성철, 

정호경, 

박수연



- 73 -



- 74 -



- 75 -

(2) 학술대회 발표 성과

No 회의명칭 발표자 발표일시 장소 국명

1
한국예방수의학회 

2017년 추계학술대회

문자영, 김원경, 

Rao Zhili, 김소영, 

박정희, 허진

2017. 11.3

청주, 

충북대학교 

게신문화관

대한만국

2

60주년 기념 

(사)대한수의학회 

국제학술대회

문자영, 김원경, 

조정상, 

Enkhsaikhan 

Ochirkhuryag, 

허진

2017.10.27
여수, 

디오션리조트
대한민국

3

APVS2017 Wuhan 

China (Proceeding of 

the 8th Asian 

Veterinary Society 

Congress)

문자영, 김원경, 

조정상, 허진 
2017.5.14 우한 중국

4

APVS2017 Wuhan 

China (Proceeding of 

the 8th Asian 

Veterinary Society 

Congress)

정창기, 서병주, 

김원일
2017.5.14 우한 중국

5 Conference Program 문자영, 조정상, 2018.02.24 방콕 대국
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포스터 제목:

     1. Expression of Recombinant Lysozyme-PMAP36 Fusion Protein and Protective Efficacy

        of the Fusion Protein-inactivated Salmonella Typhimurium Vaccine in a Murine Model

     2. Generation of the Enterotoxigenic Escherichia coli vaccine candidate by              

        lysozyme-PMAP36 fusion protein and protection efficacy against pig colobacillosis

     3. Protection efficiacy of a novel enterotoxigenic Escherichia coli vaccine candidate      

        against pig colibacillosis

     4. Characterization of Clostridium novyi isolated from sudden death cases in pigs in      

        Korea

     5. The Development of the Enterotoxigenic Escherichia coli ghost vaccine candidate by  

        GI24 against post weaning piglet colibacillosis

     6. The development of the enterotoxigenic Escherichia coli ghost vaccine candidate by   

        GI24 against post weaning piglet colibacillosis

     7. The protective efficacy of the recombinant B-subunit proteins of Stx2e against edema  

       disease in post weaning piglets

TICEAS (The 

International 

Conference on 

Engineering and 

Applied Sciences), 

ICEASS (International 

Conference on 

Education and Social 

Sciences)

김원경, 

Enkhsaikhan 

Ochirkhuryag, 

허진

6 2018년 춘계학술대회 

김원경, 문자영, 

조정상, 

Enkhsaikhan 

Ochirkhuryag, 

허진

2018.5.25

진주, 

경상대학교 

수의과대학

대한민국

7
APVS2019 (2019 

아시아양돈수의사대회)

문자영, 김원경, 

Enkhsaikhan 

Ochirkhuryag, 

이준우, 조영규, 

김선민, 이제명, 

문건일, 박소현, 

이현민, 문성철, 

정호경, 허진

2019.8.26
서울 Grand Hil 

Ton
대한민국 
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다. 종합평가

(1) 본 연구과제를 통해 신개념 사균체 유도 AMP를 확립하여 성공적인 고스트화 유도를 할 

수 있었음.

(2) 또한 재조합 톡소이드 백신 단독이 아닌 신개념 사균체와의 혼합 백신이 이유 후 자돈 

설사 및 돼지 부종병 예방의 효과가 더 우수하다는 결과를 확인할 수 있었음.

(3) 전염성 가스 괴저 예방 단독 백신은 목적동물인 돼지에서의 확인은 할 수 없었지만 재

조합 톡소이드와 신개념 사균체 혼합 백신으로의 효능이 있음을 시사하였다.

(4) 결론적으로 본 연구과제를 통하여 Stx2e가 혼합된 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예

방 혼합 백신 개발 및 C. novyi 알파 톡소이드 함유 전염성 가스 괴저 예방 단독 백신 

개발을 성공적으로 수행하였다.

2. 돼지 급사 관련 병원성 세균에 의해 산생되는 독소 대량 발현 시스템 구축 (2세부연구기관)

가. 3년간 연구수행 내용 요약

(1) 부종병 관련 Stx2e 및 C. novyi의 알파 독소 대량 발현 시스템 구축

(가) Stx2eAB5의 유전자 정보에 대한 삼차원적 구조를 기반으로 부종병 관련 Stx2e 독소의  

A-subunit와 B-subunit 단백질들을 발현하기 위한 재조합 벡터를 성공적으로 제작하

였음. 각각의 벡터는 Stx2eA full, Intein-Stx2eA fragment, Intein-Stx2eB, Stx2eB-his 단

백질을 발현하는데 사용되며 다양한 construct를 제작하여 그 중에서 발현 효율이 가

장 높은 벡터를 선별하였음.

(나) 기존에 알려진 C. novyi 알파독소 및 분리 균주 유래 C. novyi 알파 독소를 발현하기 

위한 재조합 벡터를 성공적으로 제작하였음. 알려진 C. novyi 알파 독소의 경우 N-도

메인 부분만을 발현하도록 설계되어 Catalytic domain and Protease domain만을 포함

하고 있고, C-말단에 histidine tag를 한 경우에 가장 높은 발현효율을 나타냄을 확인

함.

(다) Stx2e 독소 및 C. novyi 알파 독소는 다양한 strain의 E. coli 발현 시스템을 이용하여 

발현 조건을 탐색하여 그 중 가장 높은 발현량을 갖는 세포주를 선별함. Stx2e 독소의 

경우 E. coli BL21 (DE3) pLysS 및 E. coli C43 (DE3)에서 높은 발현량을 보였으며, C. 

novyi 알파 독소의 경우 E. coli BL21 (DE3) pLysS에서 가장 높은 발현량을 나타냄.

(2) 재조합 Stx2e 및 C. novyi의 알파 독소 정제 시스템 구축

(가) Stx2e 독소를 순수정제하기 위해 단백질이 발현된 세포를 초음파 분쇄법으로 파쇄한 

후 니켈 컬럼이 연결된 FPLC를 사용한 친화 크로마토그래피 방법으로 한 번의 수행으

로 목적 단백질을 순수분리하는데 성공함. 목적 단백질이 포함된 fraction을 농축하여 

항원으로 사용할 Stx2e 독소 단백질을 획득함.

(나) 알려진 C. novyi 알파독소를 순수정제하기 위해 앞서 사용했던 니켈 컬럼이 연결된 

FPLC를 사용한 친화 크로마토그래피 방법으로 한 번의 수행으로 목적 단백질을 순수

분리함. C. novyi 알파독소의 경우는 발현량이 높고 순수정제 후 순도가 높은 목적 단

백질을 획득하였음.

(3) 재조합 Stx2e 및 C. novyi의 알파 독소 대량 생산을 위한 시스템 개선

(가) Stx2e 독소를 순수정제한 이후 농축 시에 침전이 생기는 것을 확인하여 이를 개선함. 

순수 정제시에 사용하는 버퍼 시스템에서 NaCl의 농도를 높여 사용함으로써 정제 및 
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농축시에 침전으로 인한 손실이 줄어듦.

(나) 알려진 C. novyi 알파독소의 경우 구축된 정제 시스템을 통해 고순도, 고농도의 목적

단백질을 수득할 수 있었음.

(다) 순수 정제된 재조합 Stx2e 및 C. novyi의 알파 독소의 경우 장기 보관시의 안정성을 

증진시키기 위해 글리세롤을 첨가하여 안정성을 획득하였음. 

 

나. 대표적 연구성과 

(1) 특허, 논문 등록 성과(제7장 참조)

No 논문명 학술지명
주저

자명
호 국명

발행

기관

SCI여부

(SCI/비S

CI)

게재일
등록

번호

1

Improved E 

xpression and 

Functional 

Characterization 

of Recombinant

Putative 

Lysozyme-PMA

P36 Fusion 

Protein

Molecules 

and cells

Rao Zhil, 

김소영,  

박정희

42(3)
대한

민국

The 

Korean 

Society 

for 

Molecular 

and 

Cellular 

Biology

SCI
2019. 

3. 31

(2) 학술대회 발표 성과

No 회의명칭 발표자 발표일시 장소 국명

1

2017 International 
Meeting of Federation 

of Korean 
Microbilogical Societies 

Rao Zhili,김소영, 
이하현, 허진, 

박정희
2017.11.03 일산, KINTEX 대한민국 

2
2018 

한국미생물학회연합 
국제학술대회

Rao Zhili, 김소영, 
Zhang Yixian, Lee 
Syotong, 김원일, 
허진, 박정희

2018.10.12
The-K 호텔, 

서울
대한민국

3
2019 한국생물공학회 
추계 학술발표대회 및 

국제심포지엄

김다솜, 김소영, 
서병주, 문자영, 

Rao Zhili, 박민호, 
정창기, 허진, 
김원일, 박정희

2019.10.10 대구 EXCO 대한민국



- 79 -

다. 종합평가

(1) 본 연구과제를 통해 재조합 Stx2e 및 C. novyi의 알파 독소의 유전체를 획득하여 발현 

벡터를 제작하였고 이를 E. coli 발현 시스템을 이용하여 성공적으로 발현하였음.

(2) 발현된 재조합 Stx2e 및 C. novyi의 알파 독소는 한 번의 친화 크로마토그래피의 수행으

로 간단하게 순수 정제하였으며 이를 농축하여 항원으로 사용하였음. 본 재조합 Stx2e단

백질을 접종한 Black mouse, Rabbit, Pig에서 얻은 혈청은 재조합 단백질뿐만 아니라  

F18+, Stx2e+ E. coli 야외 분리 주에서 분비하는 독소를 검출함으로써 백신으로 사용될 

수 있음을 시사함. 

(3) 결론적으로 본 연구과제를 통해 달성하려는 최종 목표인 Stx2e가 혼합된 이유 후 자돈 

설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신 개발 및 C. novyi 알파 톡소이드 함유 전염성 가스 

괴저 예방 단독 백신 개발에 요구되는 톡소이드 항원의 생산을 성공적으로 수행하였음.

3. 돼지 부종병 및 전염성 가스괴저 예방 백신 사업화 (협동연구기관)

가. 3년간 연구수행 내용 요약

(1) 재조합 stx2e 발현 개선된 방법에 따라 대량생산 시스템 구축

(2) 재조합 stx2e 대량 생산 및 돼지를 이용한 재조합 stx2e 독소 기능 확인

(가) 세포독성을 나타내는 재조합 Stx2e를 불활화하여 백신에 사용하는 대신 독성이 없는 

상태로 발현되는 stx2e toxoid를 백신 성분으로 사용 결정

(3) 대량 생산된 stx2e 독소 단백질 불활화 평가 및 안전성 평가

(4) F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함

유 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예방혼합 백신 시제품 제작

(5) 재조합 stx2e 톡소이드 함유 이유 후 자돈 설사 및 돼지 부종병 예방혼합 백신 시제품 

제작

(6) 제작된 시제품 안전성 평가

(7) 재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생산

(8) 대량 생산된 재조합 Cl. novyi의 알파 독소 불활화 및 안전성 평가

(9) 돼지 부종병 백신의 임상시험 승인을 위한 계획서 작성

나. 대표적 연구성과

(1) 제품 개발 성과

다. 종합평가

(1) 돼지 부종병에 대한 신개념 고스트 사균체와 재조합 톡소이드 혼합 시험백신을 제조하

여 안전성과 효능 확인

(2) 돼지 부종병 재조합 톡소이드 시험백신을 제조하여 안전성과 효능 확인

NO 품목명(임시) 품목명(영어)

1 프로백 부종병 고스트 PRO-VAC Edema ghost

2 프로백 부종병 독소 PRO-VAC Edema toxoid
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(3) 두 백신이 모두 이유 자돈의 설사증상 안정화와 부종병 임상증상의 완화에 효능이 있음

을 확인하였고, 각각의 백신에 대한 유효기간 설정을 위해 일정 기간마다 안전성 확인 

시험 진행 중

(4) 가스괴저에 대한 신개념 고스트 사균체와 재조합 톡소이드 혼합 백신을 실험실내 시험 

백신 형태로 제조하였으며 해당 백신의 실험동물에서 안전함이 확인됨
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제3장. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

제1절. 연차별 목표 및 내용

1. 1차년도

가. 개발 목표 및 내용

(1) 선행연구

선행 연구

가. 돼지에서 이유 후 자돈에서의 병원성 대장균에 의한 설사병 및 부종병 예방을 위한 백신 후

보군 개발

 ○ F4+ ETEC 및 F18+ ETEC 그리고 F18+, Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 백신 개발

  - 이유 후 자돈은 F4+ ETEC 및 F18+ ETEC에 의해 설사를 야기함.

  - F18+, Stx2e+ E. coli에 의해 부종병을 야기함.

  - 따라서 이유 후 자돈에서의 병원성 대장균에 의한 설사와 부종병을 예방하기 위한 일환으

로 우선 대장균에 특화된 antimicrobial peptide (AMP)의 한 종류인 GI24를 이용하여 F4+ 

ETEC 및 F18+ ETEC 그리고 F18+, Stx2e+ E. coli 신개념  사균 백신을 제조하여 신개념 사

균체 유도 여부를 전자현미경을 관찰함.

  - 그림 1에서 보는 것처럼, GI24로 처리하지 않은 ETEC strain은 온전한 세포막과 세포내

에 가득찬 세포 내용물이 관찰되었다 (그림 A). 반면, GI24에 의해 신개념 사균체화된 각 

ETEC 균들은 그림 B에서 보는 것처럼 하나의 구멍이 뚫린 세포막과 더불어 빈 세포 질 

공간이 관찰되었다. 

그림 1. 전자현미경 사진. (A) GI24 미처리 군 (B) GI24 처리 군
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 ○ 자돈에서의 이들 신개념 사균체 백신의 효능 평가

  - 포유자돈을 구입하여 그늉긍로 그룹별로 접종하였다. 즉, Group A의 돼지들은 control으

로, 멸균 PBS 2ml로 접종했다. Group B 돼지들은 2ml의 PBS에 2 × 109 the mixture of 

ETEC 선택백신으로 면역했다 (mixture는 1 × 109cells of each ETEC vaccine candidate 

포함). 

  - 혈액 sample은 0 (immunization 전) 그리고 2 (도전감염 전) WPI (weeks post 

immunization)로 채취했다.

  - 각 K88ac 및 FedA에 대한 항체 역가를 측정했다.

  - 방어 효과를 확인해 보기 위해 병원성 대장균인 F4+, LT+, STa+ ETEC와 F18+, STa+ 

ETEC 균주로 경구 접종했다.

  - 백신접종 후 유도된 면역 반응

     백신 접종 된 자돈을 대상으로 K88ac 및 FedA 항원에 대한 각 자돈 혈청 IgG의 항체 

역가는 그림 2에 나타나 있다. 즉, K88ac 및 FedA에 대한  혈청 IgG의 역가들은 대조군

에 비해 접종군에서 유의있는 항체 역가의 증가가 관찰되었다 (P ≤ 0.05).

그림 2. 각 항원에 대한 혈청 항체 역가. Group A : 대조군, group B : 백신 접종군 

  

  - 도전감염에 대한 방어 효과 

     모든 포유자돈은 생후 4주령 째에 경구로 도전감염 되었다. Group B에 속해있는 10마리

의 신생자돈 사이에서 단 한 마리도 설사를 하지 않았으며, 도전감염 14일 후까지 한 마

리의 새끼돼지도 폐사하지 않았다. 이와 대조적으로, Group A의 자돈 10마리 중 7마리

(70%)에서 설사가 관찰됐으며(도전감염 3일 후), 3마리(30%)는 심한 설사로 사망하였다.

나. 이유후 자돈에서 부종병과 관련된 주요 독소인 Stx2e 재조합 단백질 발현 시스템 개발

 ○ Stx2e 유전자 확보
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  - 실험실에서 분리한 F18+, Stx2e+ 대장균을 선택하여 표 1에서와 같은 프라이머를 사용하

여 PCR을 통해 유전자를 확보하였다. 

 

 - Stx2e 클로닝

     확보된 Stx2e의 A subunit과 B subunit 그리고 Stx2e 전체 유전자를 상용화된 발현 벡터

인 modified pET30a 등에 cloning 한 후 F18+, Stx2e+ 대장균에 형질전환 되었다.

  ○ 실험 결과

  - 유전자 확보 : PCR을 통해 유전자를 확보 한 후 sequencing을 통해 최종 확인하였다.

표 1. Stx2e 클로닝을 위해 사용된  프라이머

Target gene Sequence Size

Stx2eA NcoI F GCA CTC CCA TGG CCA AGT GTA TAT TGT TAA AG

954

Stx2eA XhoI R GCA CTC CTC GAG TTC ACC AGT TGT ATA TAA AG

Stx2eB NcoI F GCA CTC CCA TGG CCA AGA AGA TGT TTA TAG C

258

Stx2eB Xhol R GCA CTC CTC GAG GTT AAA CTTT CAC CTG GGC
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ATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGAAGTGTATATTGT

TAAAGTGGATACTGTGTCTGTTACTGGGTTTTTCTTCGGTATCCTATTCCCAGGAGTTTA

CGATAGACTTTTCGACTCAACAAAGTTATGTATCTTCGTTAAATAGTATACGGACAGC

GATATCGACCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGAGCTACATCGGTATCCGTTATTAAT

CATACACCACCAGGAAGTTATATTTCCGTAGGTATACGAGGGCTTGATGTTTATCAGG

AGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAACGAAATAATTTATATGTGGCTGGATTT

GTTAATACGACAACAAATACTTTCTACAGATTTTCAGATTTTGCACATATATCATTGCC

CGGTGTGACAACTATTTCCATGACAACGGACAGCAGTTATACCACTCTGCAACGTGTC

GCAGCGCTGGAACGTTCCGGAATGCAAATCAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCATATC

TGGCGTTAATGGAGTTCAGTGGTAATACAATGACCAGAGATGCATCAAGAGCAGTTC

TGCGTTTTGTCACTGTCACAGCAGAAGCCTTACGGTTCAGGCAAATACAGAGAGAATT

TCGTCTGGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGTTTATACGATGACGCCGGAAGACGTGGAC

CTCACTCTGAACTGGGGGAGAATCAGCAATGTGCTTCCGGAGTATCGGGGAGAGGCT

GGTGTCAGAGTGGGGAGAATATCCTTTAATAATATATCAGCGATACTTGGTACTGTGG

CCGTTATACTGAATTGCCATCATCAGGGCGCGCGTTCTGTTCGCGCCGTGAATGAAGA

GAGTCAACCAGAATGTCAGATAACTGGCGACAGGCCCGTTATAAAAATAAACAATAC

ATTATGGGAAAGTAATACAGCAGCAGCGTTTCTGAACAGAAAGTCACAGTCTTTATAT

ACAACTGGTGAAGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCAC

TGA
그림 3. 확보된 Stx2A 유전자 

  - 발현 및 정제

     발현 및 정제된 Stx2e 항원을 15% SDS-PAGE로 확인하였다. 

그림 4. 클로닝 후 발현 SDS-PAGE로 확인
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 ○ 발현 정제된 재조합 Stx2e 독성 확인

  - Circular dichroism spectroscopy

     이 융합 단백질의 이차 구조와 folding properties를 평가하기 위해, 정제된 이 융합 단

백질은 far-UV Circular dichroism (CD) spectroscopy (JASCO J-1500 spectropolarimeter, 

wavelength range of 190 nm to 260 nm)로 측정하여 본 결과, 그림 5에서 보는 바와 같

이 PMAP36과 P22 lysozyme-PMAP36 융합 단백질에서는 208과 222nm에서 두 개의 전형

적인 negative bands 관찰되어 helical 구조가 확인되었다. 다른 한편, 그림 5에서 보는 

바와 같이 PMAP36과 P22 lysozyme-PMAP36과 큰 차이점이 발견 되지 않는 다는 것은 

융합에 따라 PMAP36의 helical 구조가 큰 영향을 받지 않았다는 것을 보여주는 결과이

다. 

그림 5. P22 lysozyme, PMAP36 펩타이드 그리고 P22 lysozyme-PMAP36 융합 단백질의

 이차 구조 확인을 위한 Circular dichroism (CD) spectroscopy

  - 실험동물 및 목적동물에서의 Stx2e 독성 확인

     ① 발현 정재된 재조합 Stx2e와 F18+, Stx2e+ E. coli에서 회득한 Stx2e를 세포 독성시험

으로 비교하여 본 결과, 재조합 Stx2e 단백질 또한 자연상태에서 발현된 Stx2e와 같은 

세포 독성이 존재함을 확인하였다.

     ② 현재 발현된 재조합 Stx2e를 마우스 및 육성돈에 접종하여 부종병 및 폐사 여부를 

확인해 본 결과, 접종된 마우스 5마리 모두 접종 다음 날 독성으로 인해 폐사하였으

며, 접종된 돼지에서는 전형적인 돼지 부종병 증상이 관찰되었다. 

  - Western blot으로 Stx2e 확인

     재조합 Stx2e 단백질을 SDS-PAGE 후 PVDF membrane으로 이 독성 단백질을 이동시킨 



- 86 -

후 부종병이 확인된 돼지 혈청으로 반응 여부를 확인하여 본 결과, 단일 밴드가 확인되

었다.

그림 6. Western blot 결과. 재조합 Stx2e 단백질에 대한 부종병이 발현된 돼지 혈청으로의 반응 여부 확인

     

 ○ 발현 정제된 재조합 Stx2e의 불활화 여부 확인

 - 실험동물에서의 재조합 Stx2e 톡소이드의 안전성 시험

    ① 발현 정제된 Stx2e 재조합 독소 현재 포르말린으로 불활성화 시켰다.   

    ② 이의 확인을 위해 토끼에 접종하여 본 결과, 아무런 임상 증상이 관찰됮 않아 불활성

화를 확인할 수 있었다. 

다. 전염성 가스괴저를 보이는 모돈으로부터 Clostridium novyi 균 분리 및 특성분석 

 ○ 급사한 13건의 모돈으로부터 C. novyi를 분리하였다. 

  - C. novyi는 colony 모양은 불규칙적이며 colony 마다의 경계가 불분명하였다. 그리고 

sheep blood agar plate에서 또한 colony 마다의 경계가 불분명하였고, beta-용혈을 관찰

할 수 있었다. 또한 동일한 type의 균주도 고체 배지 상에서 증식하는 모양이 상이하였다 

(그림 7).

           RCM agar plate                       Sheep blood agar plate

150388

150557
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- 그람염색

     그람염색 결과, 4개의 케이스 모두 그람양성(보라색) 간균을 관찰 할 수 있었고, 아포가 

형성 중인 것으로 사료되어지는 균체들도 관찰되었다 (그림 8.). 

150564

150775

 그림7. 순수 분리한 C. novyi의 colony

150388 150557



- 88 -

  

- Clostridium novyi 감별 PCR

     유전자 증폭은 C. novyi에 대한 specific primer을 사용하였고, 유전학적으로 상동성이 

높은 C. haemolyticum에 대한 specific primer도 같이 사용하였다. 그 결과 총 4개의 케

이스에서 C. novyi 양성으로 진단되었다 (그림 9).

150564 150775

그림 8. crytal violet으로 염색된 C. novyi

C. novyi type A primer C. novyi type B primer C. haemolyticum primer

150388

      S neg pos M       S neg pos M       S neg pos M

150557

      S neg pos M       S neg pos M       S neg pos M
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  - 세균 동정

     4개 케이스에서 분리된 C. novyi에 대한 분자생물학적 유사성을 확인한 결과, C. novyi

150564

      S neg pos M       S neg pos M       S neg pos M

150775

      S neg pos M       S neg pos M       S neg pos M

S: Sample, neg: Negative, *pos: Postive

*pos : C. novyi type A-472bp, C. novyi type B-551bp, C. haemolyticum-819bp

그림 9. PCR 검사 결과
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1차 년도

개발 목표 개발 내용 책임자(소속기관)

독소 산생 병원성 세균 

예방 백신 개발 과 안전성 

및 효능 평가

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 
사균체 유도에 적합한 AMP 선별 

허진
(전북대학교 
산학협력단)

국내 돼지로부터 분리된 F4+ ETEC, F18+ ETEC, 
F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 백신 제작

신개념 사균체만을 혼합한 백신 후보군 마우스를 
대상을 한 백신의 안전성 및 면역반응 유도 여부 
평가

재조합 불활화 Stx2e 톡소이드를 마우스에 접종하
여 백신의 안전성 및 면역반응 유도 여부 평가

신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 혼합 백
신 마우스를 대상으로 한 백신의 안전성 및 면역
반응 유도 여부 평가

부종병 관련 Stx2e 독소 
대량 발현 시스템 구축 및 
정제

발현 벡터 개선을 통한 재조합 Stx2e 독소 대량 
생산 개선 

박정희
(전북대학교 
산학협력단)

발현 host 개선을 통한 재조합 Stx2e 독소 대량 생
산 개선

발현된 Stx2e 독소 단백질의 Western blot을 통한 
기능 확인

발현된 독소 정제 과정 개선을 통한 간소화

재조합 Stx2e 독소 단백질 
대량 생산 및 불활화

재조합 Stx2e 발현 개선된 방법에 따라 대량 생산 
시스템 구축

장주현
((주)코미팜)

재조합 Stx2e 대량 생산 및 돼지를 이용한 재조합 
Stx2e 독소 기능 확인

대량 생산된 Stx2e 독소 단백질 불활화 및 안전성 
평가 

와 99% 이상의 유사성을 확인할 수 있었다. 



- 91 -

2. 2차년도

가. 개발 목표 및 내용

2차 년도

개발 목표 개발 내용 책임자(소속기관)

목적동물에서의 백신의 

안전성 및 효능 평가 및 

Clostridium novyi 배양 

기술 개선 및 신개념 

사균체화 유도

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 
사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 이유 후 자
돈 설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신 돼지를 
대상으로 접종량 결정 시험

허진
(전북대학교 
산학협력단)

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 
사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 이유 후 자
돈 설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신 접종 횟
수 및 시기 결정 시험

Clostridium novyi 배양 기술 개선을 통한 대량 배
양 기술 확립

개선된 대량 배양 기술에 기반한 C. novyi 신개념 
사균체화 유도 및 신개념 사균체의 안전성 확인

재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 백신의 돼지에
서 효능 평가

재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 함유 돼지 가스 
괴정 예방 단독 백신의 돼지에서 안정성 평가

전염성 가스 괴저 관련 
독소 대량 발현 시스템 
개선 및 기능 확인

재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생산을 위한 
발현 시스템 및 정제 시스템 개선 

박정희
(전북대학교 
산학협력단)

발현된 재조합 C. novyi의 알파 독소의 단백질 구
조 확인

발현된 재조합 C. novyi의 알파 독소 전염성 가스 
괴저 돼지로부터 획득한 혈청을 이용한 Western 
blot을 이용한 기능 확인

재조합 C. novyi의 알파 독소대량 생산을 위한 정
제 방법 개선

개발 백신의 시제품 제작 및 
재조합 C. novyi의 알파 
독소 대량 생산 및 불활화

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 
사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 이유 후 자
돈 설사 및 돼지 부종병 예방혼합 백신 시제품 제
작

장주현
((주)코미팜)제작된 시제품 안정성 평가

재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생산

대량 생산된 재조합 C. novyi의 알파 독소 불활화 
및 안전성 평가
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3. 3차년도

가. 개발 목표 및 내용

3차 년도

개발 목표 개발 내용 책임자(소속기관)

전염성 가스 괴저 혼합 

백신의 안전성 및 효능 

평가

사균체 및 톡소이드 혼합 백신과 국내 또는 국제

적으로 효능이 인정된 돼지 부종병 예방 백신 

(IDT사의 ECOPORC SHIGA 등)과의 효능 비교 평

가

허진

(전북대학교 

산학협력단)

사균체 및 톡소이드 혼합 백신과 톡소이드와 F4+ 

ETEC, F18+ ETEC, F18+ stx2e E. coli 각각과의 

혼합 백신과의 비교 평가

독소중화시험

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 

사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 이유 후 자

돈 설사 및 돼지부종병 혼합 백신 돼지에서의 안

전성 시험

C. novyi 신개념 사균체와 재조합 C. novyi의 알파 

톡소이드 함유 돼지 가스 괴저 예방 단독 백신의 

돼지에서 효능 평가

C. novyi 신개념 사체와 재조합 C. novyi의 알파 

톡소이드 함유 돼지 가스 괴저 예방 단독 백신의 

돼지에서 안정성 평가

재조합 Stx2e 및 C. novyi의 

알파 독소 대량 생산을 

위한 시스템 개선

백신 제조 산업체에서 대량 생산을 위한 재조합 

독소 발현 시스템 개선

박정희

(전북대학교 

산학협력단)

제조 공정 과정을 줄이기 위한 정제 방법 개선

재조합 Toxoid의 독성 감소효과를 위한 

mutagenesis 연구 

정제된 재조합 독소 단백질의 안정성 평가

돼지 전염성 가스 괴저 

백신 시제품 개발 및 

양돈장에서의 백신의 효능

C. novyi 신개념 사균체와 재조합 C. novyi의 알파 톡

소이드 함유 혼합 백신 시제품 제작
정호경

((주)코미팜)
제작된 시제품 안정성 평가

돼지 부종병이 만연된 양돈장을 대상으로 백신의 

안전성 및 효능 평가 
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제2절. 연구개발 평가방법

1. 연구개발 성과 목표 핵심사항 요약

가. F4+ ETEC, F18+ ETEC 신개념 사균체 예방 백신 개발 여부 : 균주 기탁 및 신개념 사

균체 개발 특허 출원 (10-2017-0149460, 10-2019-0054525), 특허 등록 (10-2000120)

나. 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 예방 백신 개발 여부 : 발현 및 정제된 재조합 톡소이드 

부종병 예방 백신 국내 특 출원 (10-2018-0151647, 10-2019-0136134), 특허 등록 ( 및 

국제 특허 출원 (PCT/KR2019/016771)

다. Clostridium novyi 신개념 사균체 예방 백신 개발 여부 : 신개념 사균체 돼지 가스 괴

저 예방 백신 특허 출원 중비 중

라. 재조합 C. novyi 알파 톡소이드 예방백신의 개발 여부 : 재조합 C. novyi 알파 톡소이

드 예방백신 특허 출원 준비 중

마. 개발 백신 산업체 기술이전 : 기술이전 2건 및 기술이전 된 백신개발 2건 시제품 제

작  

  

2. 연차별 평가방법 세부사항

연구기간

(년차)
평가 항목 평가방법

1차년도

(‘17)

 

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. 

coli 신개념 사균체 유도에 적합한 AMP 

선별 

Ÿ 사업화에 최적인 신개념 사균체 

유도에 적합한 AMP 및 화학제 

선별 유무

국내 돼지로부터 분리된 F4+ ETEC, 

F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 

사균체 백신 제작

Ÿ 선별된 AMP 나 화학제를 

이용한 신개념 사균체 백신 

제작 여부

신개념 사균체만을 혼합한 백신 후보군 

마우스를 대상을 한 백신의 안전성 및 

면역반응 유도 여부 평가

Ÿ 마우스에서의 신개념 사균체 

백신의 실험 여부

재조합 불활화 Stx2e 톡소이드를 마우

스에 접종하여 백신의 안전성 및 면역

반응 유도 여부 평가

Ÿ 재조합 Stx2e 톡소이드 제작여부

Ÿ 마우스에 접종 여부

신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이

드 혼합 백신 마우스를 대상으로 한 백

신의 안전성 및 면역반응 유도 여부 평

가

신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소

이드 혼합 백신 마우스 접종 여부

발현 벡터 개선을 통한 재조합 Stx2e 

독소 대량 생산 개선 
Ÿ 대량 생산 여부

발현 host 개선을 통한 재조합 Stx2e 

독소 대량 생산 개선
Ÿ 대량 생산 여부

발현된 Stx2e 독소 단백질의 Western 

blot을 통한 기능 확인
Ÿ Western blot 결과
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발현된 독소 정제 과정 개선을 통한 간

소화
Ÿ 발현 간소화 여부

재조합 Stx2e 발현 개선된 방법에 따라 

대량 생산 시스템 구축

Ÿ 2차년도 연구에 필요한 

펩타이드 확보여부

재조합 Stx2e 대량 생산 및 돼지를 이

용한 재조합 Stx2e 독소 기능 확인
Ÿ 돼지에서의 접종 여부

대량 생산된 Stx2e 독소 단백질 불활화 

및 안전성 평가 

Ÿ 세포 조직 및 돼지를 대상으로 

한 안전성 평가 여부

2차년도

(‘18)

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. 

coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡

소이드 함유 이유 후 자돈 설사 및 돼

지 부종병 예방 혼합 백신 돼지를 대상

으로 접종량 결정 시험

Ÿ 다양한 접종량으로 돼지 접종 

여부

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. 

coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡

소이드 함유 이유 후 자돈 설사 및 돼

지 부종병 예방 혼합 백신 접종 횟수 

및 시기 결정 시험

Ÿ 돼지를 대상으로 한 실험 여부 

확인

Clostridium novyi 배양 기술 개선을 통

한 대량 배양 기술 확립
Ÿ 균체 배양 기술 개선 여부

개선된 대량 배양 기술에 기반한 C. 

novyi 신개념 사균체화 유도 및 신개념 

사균체의 안전성 확인

Ÿ 신개념 사균체 유도 여부

재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 백신

의 돼지에서 효능 평가
Ÿ 돼지에서의 실험 수행 여부

재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 함유 

돼지 가스 괴정 예방 단독 백신의 돼지

에서 안정성 평가

Ÿ 돼지에 접종하여 안전성 평가 

확인 여부

재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생

산을 위한 발현 시스템 및 정제 시스템 

개선 

Ÿ 대량 생산 여부

발현된 재조합 C. novyi의 알파 독소의 

단백질 구조 확인
Ÿ 단백 구조 확인 여부

발현된 재조합 C. novyi의 알파 독소 

전염성 가스 괴저 돼지로부터 획득한 

혈청을 이용한 Western blot을 이용한 

기능 확인

Ÿ Western blot 결과 여부

재조합 C. novyi의 알파 독소대량 생산 Ÿ 대량 생산 여부
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을 위한 정제 방법 개선

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. 

coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡

소이드 함유 이유 후 자돈 설사 및 돼

지 부종병 예방혼합 백신 시제품 제작

Ÿ 시제품 제작 여부

제작된 시제품 안정성 평가 Ÿ 시제품의 안정성 평가 결과

재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생

산
Ÿ 대량 생산 여부

대량 생산된 재조합 C. novyi의 알파 

독소 불활화 및 안전성 평가

Ÿ 실험동물을 활용한 부작용 여부 

관찰

3차년도

(‘19)

사균체 및 톡소이드 혼합 백신과 국내 

또는 국제적으로 효능이 인정된 돼지 

부종병 예방 백신 (IDT사의 ECOPORC 

SHIGA 등)과의 효능 비교 평가

Ÿ 국내 시판 상업용 백신과의 

효능 비교 여부

Ÿ 국내 시판 백신 부재 시 대체 

실험 수행 여부 

사균체 및 톡소이드 혼합 백신과 톡소

이드와 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+ 

stx2e E. coli 각각과의 혼합 백신과의 

비교 평가

Ÿ 사균체만, 톡소이드만 혼합 백신 

접종 여부

독소중화시험 Ÿ 중화 항체를 이용한 실험 여부

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. 

coli 신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡

소이드 함유 이유 후 자돈 설사 및 돼

지부종병 혼합 백신 돼지에서의 안전성 

시험

Ÿ 돼지에 접종 후 부작용 확인 

여부

C. novyi 신개념 사균체와 재조합 C. 

novyi의 알파 톡소이드 함유 돼지 가스 

괴저 예방 단독 백신의 돼지에서 효능 

평가

Ÿ 돼지에 접종 여부 

Ÿ 또는 대체 실험동물 (도전감염 

후 증상이 발현되지 않을 

경우)에서의 실험 수행 여부

C. novyi 신개념 사체와 재조합 C. 

novyi의 알파 톡소이드 함유 돼지 가스 

괴저 예방 단독 백신의 돼지에서 안정

성 평가

Ÿ 돼지에 접종 후 부작용 확인 

여부

백신 제조 산업체에서 대량 생산을 위

한 재조합 독소 발현 시스템 개선
Ÿ 대량 생산 여부

제조 공정 과정을 줄이기 위한 정제 방

법 개선
Ÿ 다양한 정재 방법 시도 여부 

재조합 Toxoid의 독성 감소효과를 위한 

mutagenesis 연구 

Ÿ 변형 Stx2e 톡소이드 돼지에서의 

안전성 평가 여부

정제된 재조합 독소 단백질의 안정성 Ÿ 안정성 평가 결과 
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3. 사업화 및 연구기반 평가지표

(단위  : 백만원, 건수, 명)

평가

C. novyi 신개념 사균체와 재조합 C. novyi

의 알파 톡소이드 함유 혼합 백신 시제

품 제작

Ÿ 돼지 또는 대체 셀험동물에서의 

실험 여부

제작된 시제품 안정성 평가 Ÿ 안정성 평가 결과 

돼지 부종병이 만연된 양돈장을 대상으

로 백신의 안전성 및 효능 평가 
Ÿ 양돈장에서의 실험 수행 여부

성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍

보

기

타

(타 

연

구 

활

용 

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논

문

평

균 

IF

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SCI
비

SCI

단위 건 건 건 건
백만

원
건

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 10 10 5 15 40 20

최종목표 3 2 1 83 2 5 1 2.5 6 4

1차년도 1 1 2

2차년도 1 1 1 2 1 2 2

3차년도 1 1 1 83 1 3 1.5 2 2

4차년도

5차년도

소 계 3 2 1 83 1 5 1 2.5 6 4

종료 

1차년도
1

10

0

종료 

2차년도

30

0

종료 

3차년도

60

0

15

0

종료 1,2 90
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4. 기술이전 계약서

4차년도 00 0

종료 

5차년도

소 계 1

합 계 3 2 1 83 2
2,2

00

1,0

50
5 1 2.5 6 4



- 98 -

제3절. 목표 달성도 및 관련분야 기여도

1.계획대비 달성도

가.주요 연구성과 목표 대비 달성도

연구 성과 목표 결과 및 실적
달성도 

(%)

① 부종병 관련 Stx2e 독소 대량 

발현 시스템 구축 

- 대량 생산된 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 

돼지를 상대로 불활화 (재조합 톡소이드 안전

성) 확인 

- 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 예방 백신 시

제품 제작

100

② 재조합 Stx2e 독소 단백질 대량 

생산 및 불활화 

- 대량 생산된 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 

돼지를 상대로 불활화 (재조합 톡소이드 안전

성) 확인 

- 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 예방 백신 시

제품 제작

100

③ F4+ ETEC, F18+ ETEC, 

F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 

제작

- F4+ ETEC (Stx2e+ 포함), F18+ ETEC 

(Stx2e+ 포함) 균주 기탁 및 신개념 사균체 

예방 백신 제작 기술 특허 출원

- F4+ ETEC (Stx2e+ 포함), F18+ ETEC 

(Stx2e+ 포함) 신개념 사균체 예방 백신 시제

품 제작

100

④ Clostridium novyi 배양 기술 개선 

및 신개념 사균체화 유도

- Clostridium novyi 배양 기술 개선을 통해 

배양 배지 및 조건 확립

- Clostridium novyi 신개념 사균체 개발

- Clostridium novyi 신개념 사균체 예방 백신 

특허 출원 준비 중

100

⑤ 부종병 및 돼지 급사 관련 

재조합 Stx2e와 C. novyi 알파 독소 

정제 과정 간소화

- 대량 생산 및 사업화를 위한 일환으로 변

형 재조합 Stx2e 톡소이드와 재조합 C. novyi 

알파 톡소이드 정제 과정 간소화 진행

- 간소화 과정으로 생산된 재조합 톡소이드

로 안전성 핌 효능 평가 수행

100

⑥ 재조합 C. novyi 알파 독소 대량 

생산 구축

- 재조합 C. novyi 알파 톡소이드 대량 발현 

시스템 구축

- 재조합 C. novyi 알파 톡소이드 돼지 가스 

괴저 예방 백신 특허 준비 중

100

⑦ 재조합 C. novyi 알파 독소 대량 

생산 및 불활화  

- 재조합 C. novyi 알파 톡소이드 전염성 가

스 괴저 예방 백신 개발

- 대량 발현된 재조합 C. novyi 알파 톡소이

100
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드 돼지를 상대로 불활화 (재조합 톡소이드 

안전성) 확인 

⑧ 이유 후 자돈 설사 및 돼지 

부종병 예방 혼합 백신 개발 및 

전염성 가스 괴저 예방 단독  

백신의 시제품 제작

- F4+ ETEC (Stx2e+ 포함), F18+ ETEC 

(Stx2e+ 포함) 신개념 사균체 예방 백신 시제

품 제작

- 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 예방 백신 시

제품 제작

- Clostridium novyi 신개념 사균체 예방 백신 

시제품 제작

100

⑨ 실험동물에서의 안전성 및 면역 

유도 여부 평가

- 실험동물에서의 개발된 백신 안전성 확인

- 실험동물에서의 개발된 각 백신의 면역 유

도 실험 수행

- 실험동물에서 획득한 각 재조합 항원에 대

한 항혈청을 이용하여 제조된 각 재조합 톡

소이드에 대한 Western blot 항혈청으로 사

용

- 면역 유도된 각 재조합 톡소이드 항혈청을 

이용하여 돼지 부종병 및 돼지 가스 괴저 

ELISA 진단 방법 확립

100

⑩목적동물인 돼지에서의 백신의 

안전성 및 효능 평가  

- 포유 자돈을 대상으로 돼지 부종병 및 이

유자돈 병원성 대장균 설사병 예방 백신의 

안전성 침 효능 평가 수행

- 비육돈을 대상으로 돼지 가스 괴저 백신의 

안전성 및 효능 (기니아피그) 평가 수행

100

⑪ 목적동물에서 시판 돼지 부종병 

백신 (IDT 사의 제품 등)과의 효능 

비교 평가

- IDT 사의 도재 부종병 백신 국내에서 판매 

하지 않아 시판 백신 확보 실패

- 히프라에서 2020년 1월부터 돼지 부종병 

백신  제품 국내 판매 시작 (본 과제 종료 후 

국내 시판)

- 다국적 기업의 돼지 부종병 백신의 국내 

시판이 연기되거나 과제 종료 후 시판되어 

시판 백신과의 효능 비교 평가 수행 불가

- 포르말린-불활화 F4+ Stx2e+ E. coli 및 

F18+ Stx2e+ E. coli  불활화 사균체로 제조

된 백신과의 효능 비교 평가 수행 

100

⑫ 양돈장에서의 백신의 안전성 및 

효능 평가  

- 양돈장을 대상으로 이유 후 자돈 병원성 

대장균증에 의한 설사 및 돼지 부종병에 대

한 안전성 평가 수행

- 양돈장을 대상으로 이유 후 자돈 병원성 

100
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나.세부/협동과제별 목표 대비 달성도

(1) 제1세부  : 전북대학교

년도 연구개발목표 달성내용
달성도

(%)

1차

년도

독소 산생 병원성 세균 

예방 백신 개발 과 안전성 

및 효능 평가

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 

사균체 유도에 적합한 AMP 선별 
100

국내 돼지로부터 분리된 F4+ ETEC, F18+ ETEC, 

F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 백신 제작
100

신개념 사균체만을 혼합한 백신 후보군 마우스를 

대상을 한 백신의 안전성 및 면역반응 유도 여부 

평가

100

재조합 불활화 Stx2e 톡소이드를 마우스에 접종하여 

백신의 안전성 및 면역반응 유도 여부 평가
100

신개념 사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 혼합 백신 

마우스를 대상으로 한 백신의 안전성 및 면역반응 

유도 여부 평가

100

2차

년도

목적동물에서의 백신의 

안전성 및 효능 평가 및 

Clostridium novyi 배양 

기술 개선 및 신개념 

사균체화 유도

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 

사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 이유 후 자돈 

설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신 돼지를 대상

으로 접종량 결정 시험

100

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 

사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 이유 후 자돈 

설사 및 돼지 부종병 예방 혼합 백신 접종 횟수 및 

시기 결정 시험

100

Clostridium novyi 배양 기술 개선을 통한 대량 배양 

기술 확립
100

개선된 대량 배양 기술에 기반한 C. novyi 신개념 

사균체화 유도 및 신개념 사균체의 안전성 확인
100

재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 백신의 돼지에서 

효능 평가
100

재조합 C. novyi의 알파 톡소이드 함유 돼지 가스 

괴정 예방 단독 백신의 돼지에서 안정성 평가
100

3차

년도

전염성 가스 괴저 혼합 

백신의 안전성 및 효능 

사균체 및 톡소이드 혼합 백신과 국내 또는 국제적

으로 효능이 인정된 돼지 부종병 예방 백신 (IDT사
100

대장균증에 의한 설사 및 돼지 부종병에 대

한 효능 평가 수행
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(2) 제2세부과제  : 전북대학교

평가

의 ECOPORC SHIGA 등)과의 효능 비교 평가

사균체 및 톡소이드 혼합 백신과 톡소이드와 F4+ 

ETEC, F18+ ETEC, F18+ stx2e E. coli 각각과의 혼

합 백신과의 비교 평가

100

독소중화시험 100

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 

사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 이유 후 자돈 

설사 및 돼지부종병 혼합 백신 돼지에서의 안전성 

시험

100

C. novyi 신개념 사균체와 재조합 C. novyi의 알파 

톡소이드 함유 돼지 가스 괴저 예방 단독 백신의 

돼지에서 효능 평가

100

C. novyi 신개념 사체와 재조합 C. novyi의 알파 톡

소이드 함유 돼지 가스 괴저 예방 단독 백신의 돼

지에서 안정성 평가

100

년도 연구개발목표 달성내용
달성도

(%)

1차

년도

부종병 관련 Stx2e 독소 

대량 발현 시스템 구축 및 

정제

발현 벡터 개선을 통한 재조합 Stx2e 독소 대량 생

산 개선 
100

발현 host 개선을 통한 재조합 Stx2e 독소 대량 생

산 개선
100

발현된 Stx2e 독소 단백질의 Western blot을 통한 

기능 확인
100

발현된 독소 정제 과정 개선을 통한 간소화 100

2차

년도

전염성 가스 괴저 관련 

독소 대량 발현 시스템 

개선 및 기능 확인

재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생산을 위한 발

현 시스템 및 정제 시스템 개선 
100

발현된 재조합 C. novyi의 알파 독소의 단백질 구조 

확인
100

발현된 재조합 C. novyi의 알파 독소 전염성 가스 

괴저 돼지로부터 획득한 혈청을 이용한 Western 

blot을 이용한 기능 확인

100

재조합 C. novyi의 알파 독소대량 생산을 위한 정제 100
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(3) 참여기관(제2협동)  : ㈜코미팜

다.사업화 및 연구기반 성과 평가

(단위  : 백만원, 건수, 명)

방법 개선

3차

년도

재조합 Stx2e 및 C. 

novyi의 알파 독소 대량 

생산을 위한 시스템 개선

백신 제조 산업체에서 대량 생산을 위한 재조합 독

소 발현 시스템 개선
100

제조 공정 과정을 줄이기 위한 정제 방법 개선 100

재조합 Toxoid의 독성 감소효과를 위한 mutagenesis 

연구 
100

정제된 재조합 독소 단백질의 안정성 평가 100

년도 연구개발목표 달성내용
달성도

(%)

1차

년도

재조합 Stx2e 독소 단백질 대량 

생산 및 불활화

재조합 Stx2e 발현 개선된 방법에 따라 대량 생산 

시스템 구축
100

재조합 Stx2e 대량 생산 및 돼지를 이용한 재조합 

Stx2e 독소 기능 확인
100

대량 생산된 Stx2e 독소 단백질 불활화 및 안전성 

평가 
100

2차

년도

개발 백신의 시제품 제작 및 

재조합 C. novyi의 알파 

독소 대량 생산 및 불활화

F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 

사균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 이유 후 자

돈 설사 및 돼지 부종병 예방혼합 백신 시제품 제

작

100

제작된 시제품 안정성 평가 100

재조합 C. novyi의 알파 독소 대량 생산 100

3차

년도

대량 생산된 재조합 C. 

novyi의 알파 독소 불활화 

및 안전성 평가

C. novyi 신개념 사균체와 재조합 C. novyi의 알파 톡

소이드 함유 혼합 백신 시제품 제작
100

제작된 시제품 안정성 평가 100

돼지 부종병이 만연된 양돈장을 대상으로 백신의 

안전성 및 효능 평가 
100
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라.목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

(1) 돼지 부종병 백신

(가) 원인

① 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 추가적인 특허 출원 및 추가 실험 필요

② 돼지 부종병의 주요 수출국인 중국 및 동남아 등지에서 기술이전 기업인 ㈜코

미팜이 판매할 돼지 부종병 예방백신의 상품 보호를 위해 추가 필요한 국제특

허 출원 및 등록을 위해 부종병 관련 논문 투고를 연기 중에 있으며, 국제특허

가 마무리 되면 곧바로 투고 예정 (부종병의 상품 홍보를 위해서도 SCI급 국제 

저널 투고는 반드시 필요함) 

(나) 차후대책

① 돼지 부종병 상품 보호를 위한 국내 및 국외 판매를 위한 국내외 추가 특허 출

원

② 국내외 특허 출원 후 돼지 부종병 예방 백신 홍보를 위한 SCI 논문 투고 

(2) 가스 괴저 예방 백신 개발

(가) 원인

① 국내 분리균주로부터 확보한 Clostridium novyi 균주의 알파독소 유저자를 비교

분석하여 본 결과 해외 수출을 위한 global 알파독소 유전자와 다른 형태로 구

성되어 있으며 서로 교차 방어가 되지 않음을 확임

② 따라서 해외 수출 및 수입 돼지로부터 유입될 수 있는 global C. novyi 알파독소

성과
목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍

보

기

타

(타 

연

구 

활

용 

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문
논

문

평

균 

IF

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SCI
비

SCI

단위 건 건 건 건

백

만

원

건

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 10 10 5 15 40 20

최종목표 3 2 1 83 2 1 5 1 2.5 6 4

연구기간 내 
달성실적

6 2 2 60 2 1 2 1
3.5
33

10 4

달성율(%)
20
0

10
0

20
0

10
0

10
0

40
10
0

14
1

16
7

10
0
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를  가진 Clostridium novyi 균주를 확보하고자 하였으나 ATCC로부터 규주 확보

가 늦어짐에 따라 현재 대체 실험동물인 기니아 피그를 대상으로 효능 평가를 

진행 중에 있음

(나) 차후대책

① 대체 실험동물에서의 효능 평가와 완료되면 특허 출언과 동시에 동물의약품 제

조회사에 기술이전을 실시할 예정

② 더불어 기술 이전 기업과 협의 하에 돼지를 대상으로 한 효능 평가 추가 실험 

수행 예정임 

2. 관련 분야 기여도 (국내․외 기술개발현황에서 차지하는 위치, 우월성 및 기여도 평가)

가. 돼지 부종병 및 돼지 가스괴저 예방 백신 개발 

세부연구

항목
국내․외 기술개발현황 우월성 기여도

돼지부

종병 

예방백

신

❍ 불활화 사균체 예방백신 

개발 : 이유 자돈에서의 

병원성 대장균에 대한 

백신 개발 연구 진행 중 

❍ 재조합 톡소이드 사균체 

혼합 예방백신 개발 : 

재조합 톡소이드 발현 

시스템 구축 시판 (다국적 

기업인 IDT 및 히프라) 및 

개발 연구 진행 중 (국내 

동물용의약품 제조 회사)

- 이유 후 자돈 설사 원

인체인 F4+ 병원성 대

장균 및 F18+ 병원성 

대장균 고스트 백신 

개발  

- 재조합 톡소이드 발현 

시스템 구축 및 정제 

시스템 구축 

- 사균체와 재조합 톡소

이드 혼합 백신으로 

이유 후 자돈에서 병

원성 대장균에 의한 

설사 및 돼지 부종병 

동시 예방 가능

- 새로운 방식의 병원성 

세균 불활화 사균체 예방 

백신 제조 기술 

- 병원성 세균에 의해 분

비되는 독소의 항원 구조

적 분석 기술

- 재조합 톡소이드 발현 

시스템 구축 및 정제 시

스템 구축 

돼지 

가스괴저  

예방백신

❍ C. novyi 고스트 사균체 

예방백신 개발 : 현재 

국내에서는 균 분리 및 

배양 기술 부족

❍ 재조합 톡소이드 사균체 

혼합 예방백신 개발 : 

재조합 C. novyi 알파 

톡소이드 함유 혼합 백신 

개발 연구 진행 중임 

– 국내 분리주와 global 

C. novyi 알파 독소 

유전자를 가지고 있는 

ATCC 균주 확보 

– C. novyi 대량 배양을 

위한 배지 조성 확보 

및 고스트 ㅅ균체 

개발 기술 구축 

- Gobal C. novyi 알파 

독소 유전자를 가진 표준 

균주 확보

- C. novyi 대량 배양을 

위한 배지 조성 확보 

- 재조합 톡소이드 발현 

기술 구축
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– 재조합 global C. 

novyi 알파 톡소이드 

발현 및 정제 시스템 

구축

– C. novyi 고스트 

시균체와 재조합 

global  C. novyi 알파 

톡소이드 함유 돼지 

가스 괴저 예방 백신 

최초 구축
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제4장. 연구결과의 활용 계획 등

1. 본 연구 과제를 통해 확보된 기술을 국내 양돈농가의 상황에 맞게 맞춤형 병원성 대장

균증 예방백신으로 제작 판매 

가. 이유 자돈 병원성 대장균성 설사 만연 농장  : F4+ ETEC (Stx2e+ 포함), F18+ ETEC 

(Stx2e+ 포함) 신개념 사균체 포함 사료 첨가제로 개발 (경구투여용) 또는 근육 접종용 

예방 백신 제조

나. 이유 자돈에서 돼지 부종병 경증 농가 : 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 예방 백신 제조 

(주사용)  

다. 이유자돈에서 병원성 대장균증에 의한 설사 및 돼지 부종병 만연 농장 :  F4+ ETEC 

(Stx2e+ 포함), F18+ ETEC (Stx2e+ 포함) 신개념 사균체 및 변형 재조합 Stx2e 톡소이

드 함유 혼합 백신 제조

2. 본 연구 과제를 통해 확보된 변형 재조합 Stx2e 전달시스템 구축 

가. 본 연구 과제를 통해 개발된 변형 재조합 Stx2e 톡소이드는 경구 투여시 단백질의 분

해 없이 장점막을 통과할 수 있어 재조합 항원을 변형 재조합 Stx2e와 융합 단백질로 

개발하여 경구투여용 전달시스템으로 활용하고자 함

나. 주사제 일색인 돼지 백신을 이 경구용 전달시스템을 이용하여 접종경로를 다변화할 

수 있을 것으로 기대

3. 본 연구 과제를 통해 확보된 기술을 국내 양돈농가의 상황에 맞게 맞춤형 Clostridium 균

에 의한 질환 예방백신으로 제작하여 판매하고자 함 

가. Clostridium novyi 만연 농장 : Clostridium novyi 신개념 사균체 및  재조합 C, novyi 

알파톡소이드 함유 혼합 백신 제조

나. Clostridium perfringens 만연 농장 : Clostridium perfringens 신개념 사균체 및 재조합 

C. perfringens 알파-베타2 융합 톡소이드 함유 혼합 백신 제조  (추가 연구 필요)

다. Clostridium novyi 및 Clostridium perfringens 만연 농장 : Clostridium novyi 신개념 사

균체 및 Clostridium perfringens 신개념 사균체와 재조합 C, novyi 알파톡소이드 및 C. 

perfringens 알파-베타2 융합 톡소이드 함유 혼합 백신 제조 (추가 연구 필요)

           => 추가 연구를 통해 확보된 개발 백신을 기업체에 기술 이전 및 사업화 예정

     4. 국내 및 해외 판매를 위한 사업화 추진

      가. 국내 야외 임상시험 진행 허가를 위한 계획서 작성

 (1) 임상 결과를 바탕으로 개발한 F4+ ETEC, F18+ ETEC, F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사

균체와 재조합 Stx2e 톡소이드 백신과 재조합 stx2e 톡소이드만을 함유한 이유 후 자돈 

설사 및 돼지 부종병 백신 총 2종의 안전성 및 안정성 증명 및 야외 임상시험 계획서 

작성

 (2) 추진 일정 

    전임상 효력 시험 완료  
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    야외임상시험 신청 (농림축산검역검사본부에 제출 2021년 3월 22일) 

    야외임상시험 승인 (2021년 8월 23일) 

    야외임상시험 진행 (야외임상시험 3개 이상의 농장에서 실시, 2021년 12월 3일)

    품목허가 기술검토 서류 제출 (농림축산검역검사본부에 제출, 2022년 1월 27일)

    품목허가 취득 (2022년 10월 14일) 

    제품생산, 국가검정 후 제품출시 (2023년 1월 21일) 예정

나. 수출용 해외 등록 절차

 (1) 국내 허가 취득 후 목적 국가에 제품을 등록하는데 2년의 시간이 소요됨. 

 (2) 해외 등록 절차

    등록서류검토 

    제품 효능평가(실험실 품질 평가) 

    목적 국가에서 야외 임상시험 실시함. 

    이 전체 기간은 약 2년이 소요되어 2024년 11월초 등록 가능할 것으로 예상됨. 

 (3) 수출전용 제품의 경우 등록시 자유판매증명을 요구하는 국가가 있어 국내 등록을 

우선으로 실시하고 있음. 
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제5장. 연구개발성과의 보안등급 및 LMO 연구시설 및 

수입신고 

제1절. 연구개발성과의 보안등급

제2절. LMO 연구시설 및 수입신고

보안등급 분류 ❍ 해당 사항 없음

시설번호 제LML18 - 519호 안전관리 등급 2등급

수입신고
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제6장. 연구개발과제 수행에 따른 연구실 등의 안전조치 

이행실적

이 규정은 「연구실 안전환경 조성에 관한 법률」,「원자력안전법」,「유전자변형생물체의 

국가간 이동 등에 관한 법률」,「감염병 예방 및 관리에 관한 법률」에 의하여 전북대학교

에 설치된 연구실의 안전한 환경을 조성하기 위하여 필요한 사항을 규정함을 목적으로 한

다.(15.04.29)

제2장 조직과 직무

제4조(연구실안전관리위원회)

① 연구실 안전에 관한 중요 사항을 심의하기 위하여 연구실안전관리위원회(이하     

  “위원회”)를 두며 당연직 위원은 연구실 안전관리센터 운영위원을 겸한          

   다.(15.04.29, 15.08.25)

② 위원회는 위원장을 포함하여 11인 이상 16인 이내의 위원으로 구성한다.(15.04.29,  

   15.08.25)

③ 위원회는 산학연구본부장을 위원장으로 하고 연구실안전관리센터장을 부위원장으  

   로 하며 교무학사부처장, 공간기획부처장, 연구윤리감사실장, 생물안전위원회 위원  

   장, 시설관리과장, 연구실안전관리센터팀장은 당연직 위원이 되고 그 밖의 위원은  

   위원장의 추천으로 총장이 임명하며 임기를 2년으로 하되 연임할 수 있           

   다.(13.02.26, 15.02.27, 15.04.29, 15.08.25, 17.05.16, 19.03.28)

④ 위원회는 다음 각 호의 사항을 심의한다.

  1. 안전관리규정의 작성 또는 변경

  2. 기본계획 수립․시행에 관한사항(15.08.25)

  3. 정기점검 결과에 따른 대책에 관한 사항(15.08.25)

  4. 정밀안전진단 결과에 따른 대책에 관한 사항(15.04.29, 15.08.25)

  5. 그 밖의 연구실의 안전환경 증진에 관한 사항(15.08.25)

⑤ 위원회에 간사를 두며 간사는 연구실안전관리센터 직원이 된다. (13.02.26,15.04.29)

⑥ 위원회는 위원장이 소집하고 재적위원 과반수의 출석으로 개회하며 출석위원 과반  

   수의 찬성으로 의결한다.

⑦ 위원회의운영에관하여그밖의필요한사항은위원회의의결을거쳐위원장이정한다.

⑧ 심의에 참여한 외부위원 및 외부 관계전문가에게는 예산 범위 내에서 심의비를지  

   급할수있다.(15.04.29)

제5조(기관장의 책무)

① 기관장은 기관별 연구실안전관리위원회(이하 “소위원회”라 한다)를 구성하여 소  

   속 연구실의 안전 정책의 수립 및 점검 체계를 구축하여야 한다. 단, 대학(원)을   

   제외한 기관장은 소위원회의 구성을 생략할 수 있다.(15.04.29, 15.08.25)

② 기관장은 소속 연구실의 안전관리를 위하여 다음 각 호의 임무를 수행한다.       

    (15.04.29)

 1. 소속 기관의 연구실안전관리 업무 총괄(15.04.29)
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 2. 연구실책임자의 지정에 관한 사항(15.04.29, 15.08.25)

 3. 교육․훈련, 보험가입 및 건강검진 대상자의 선정 및 관리에 관한 사항

 4. 소속 기관의 위험물질․위험시설 관리

 5. 반기 1회 이상 연구실별 일상점검 및 교육․훈련 이행 여부에 대한 관리감독       

   (15.04.29)

 6. 취급자에 대한 건강검진

 7. 정기점검 및 정밀안전진단 결과 발견된 결함사항에 대한 보수․보강 등의 조치 및  

   이에 소요되는 예산의 확보(15.08.25)

 8. 사고 발생시 경위 조사 및 사후 처리 및 대책 강구

③ 기관장은 소속 연구실의 연구실책임자가 다음 각호의 경우 제3조 제3호에 따른 연  

   구실책임자를 대체 지정하되, 대체 지정시까지 해당 연구실을 폐쇄할 수 있다.(신  

   설, 19.09.30)

 1. 1개월 이상의 국외출장, 휴직, 파견 등으로 연구실을 안전관리 할 수 없는 경우

 2. 파면, 해임, 강등, 정직 및 직위해제 등으로 안전관리 자격이 없는 경우

제6조(연구실책임자의 책무)

① 연구실책임자는 연구실 내에서 이루어지는 교육 및 연구개발활동의 안전에 관한   

   책임을 지며, 담당 연구실에 대하여 다음 각 호의 임무를 수행한다.(15.04.29,      

   15.08.25, 19.09.30)

 1. 연구실의 안전관리 총괄(15.04.29)

 2. 연구실안전관리담당자의 지정(15.04.29)

 3. 연구실의 안전사고 예방 및 사고발생 보고(별지 제1호 서식)(15.04.29)

 4. 연구실의 시설물, 실험장비 및 재료, 위험 기계․기구류, 화학약품, 고압가스, 병원  

    체, 및 LMO 등의 취급 및 유지관리(15.04.29)

 5. 연구실 안전점검 결과에 따른 후속 조치에 관한 사항(15.04.29)

 6. 일상점검 실시사항 확인(15.04.29, 15.08.25)

 7. 반기별 6시간 이상 취급자를 대상으로 한 해당 연구실의 유해인자에 관한 교육   

    및 교육결과의 기록(15.08.25)

 8. 관련 법령에 따른 사전유해인자위험분석 및 결과의 보고.(15.08.25)

 9. 정기점검 및 정밀안전진단 결과 발견된 결함사항에 대한 보수․보강 등의 조치     

   (15.08.25)

 10. 취급자에 대한 개인보호장구 제공에 관한 사항(15.08.25)

 11. 각종 위험 기계․기구류, 기타 위험물 및 실험폐기물에 대한 취급 지도(15.08.25)

 12. 연구활동종사자의 법정 안전교육 이수 지도 및 이수결과 확인(17.05.16)

 13. 기타 연구실 안전관리에 필요한 각종 규정 및 법률이 정하는 사항 (17.05.16)

② 제5조제3항에 따라 대체 지정한 연구실책임자 또한 제1항을 준용한다.(신설,       

   19.09.30)

    안전관리
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      제10조(보험가입)

      총장은 취급자의 상해․사망에 대비하여 취급자를 피보험자 및 수익자로 하는 보험에  

    가입하여야 한다. 단, 연구소(센터), 사업단 등에서 채용한 연구원 및 연구보조원의  

    경우에는 해당 채용 기관에서 보험에 가입하여야 한다.

      제11조(안전점검 등)

      ① 총장은 연구실의 기능 및 안전을 유지관리하기 위하여 관련 법령에 따라 소관 연  

       구실에 대한 안전점검 및 정밀안전진단을 실시하여야 한다.(15.04.29, 15.08.25)

      ② 안전점검 및 정밀안전진단의 실시 시기는 다음 각 호와 같다.

         1. 정기점검 : 매년 1회 이상

         2. 정밀안전진단 : 2년마다 1회 이상

      제12조(교육·훈련 등)

      ① 연구실 안전사고 예방을 위해 연구활동종사자는 안전교육을 이수하여야 할 의무  

       가 있다.

      ② 교육훈련 시간 및 내용은 별표 1과 같다.(15.04.29, 18.09.20.)

      ③ 교육·훈련의 방법은 총장이 주관하는 집체 및 사이버교육과 연구실책임자 또는  

       학과장이 실시하는 자체교육 등이 있다.(17.05.16)

      ④ 자체교육 시간(제6조제7호에 따른 교육시간 포함)은 제12조제2항에서 정한 교육  

      시간으로 인정할 수 있으며 의무 교육시간 이상 실시한 경우 정기 안전교육을 이  

      수한 것으로 한다. 이때 교육 실시자는 해당 교육시간을 안전교육 이수시간으로   

      간주한다.(17.05.16)

제13조(정보제공)

① 연구실안전관리센터는 안전관리규정 및 안전관련 정보를 연구활동종사자가 공람할  

   수 있도록 하여야 한다.(15.04.29)

② 각 연구실의 연구실안전관리담당자는 안전관리규정, 일일 안전점검표, 물질안전보  

   건자료, 안전표식 등의 안전관련 자료를 연구활동종사자가 상시 확인할 수 있는   

   장소에 비치한다.(15.04.29, 19.09.30)

제14조(연구실 안전표식의 설치 또는 부착 등)

① 연구실책임자는 연구실 내 위험요인이 존재하거나 사고 발생 가능성이 있는 지역,  

   시설 및 물질 등에 대하여 사고 방지 차원에서 금지, 주의, 경고, 비상 시 조치·  

   지시·안내사항 등을 안전 색, 그림, 기호, 글자 등으로 표현한 안전표식 및 표지  

   를 연구 활동 종사자가 쉽게 식별할 수 있도록 설치·부착하고 유지·관리하여야  

   한다.(15.04.29, 15.08.25)

② 안전표식 및 표지의 구체적 종류는 별표 2와 같고, 각 연구실의 유형 및 특성에   

   맞도록 조정 또는 추가할 수 있다.(신설, 18.09.20.)
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제15조(위험물, 유해물의 저장 및 취급)

① 위험물 및 유해물의 저장, 조작 및 처리를 하는 구역 내에서는 사고의 원인이 될  

   수 있는 물질을 두어서는 안된다.

② 위험물, 유해물을 처리·사용하고자 하는 자는 그 이전에 안전한 취급 및 사용에  

   관하여 충분히 교육을 받아야 한다.

제16조(보호구착용 및 관리)

① 취급자는 다음 각 호에 해당하는 실험의 경우에는 작업복 등 기타 필요한 소정의  

   보호구를 착용하여야 한다.(15.08.25)

 1. 다량의 고온 또는 저온 물체를 취급하는 경우

 2. 유해, 위험물질, 폐기물을 취급하는 경우

 3. 감전 또는 전기화상의 위험이 있는 경우

 4. 피부에 장해를 주는 물질을 취급하는 경우 또는 피부로부터 흡수 되거나 침입하  

   여 중독 또는 감염 될 우려가 있는 물품을 취급하는 경우

 5. 기타 연구실책임자 또는 연구실안전관리담당자가 보호구 착용이 필요하다고 판단  

   하는 경우(15.04.29, 15.08.25)
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붙임. 주관기관의 자체평가 의견서

자체평가의견서

1. 과제현황

과제번호 117031-3

사업구분 농식품기술개발사업

연구분야
과제구분

단위

사 업 명 수출전략기술개발사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명
돼지에서 독소 산생 병원성 세균에 의한 
급사 관련 질병 예방 백신 개발 및 사업화

과제유형 (개발)

연구기관 전북대학교 산학협력단 연구책임자 허진

연구기간

연 구 비
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연차 기간 정부 민간 계
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2017.04.21.~201

7.12.31
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2차연도
2018.01.01.~201

8.12.31
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3차연도
2019.01.01.~201

8.12.31
300,000 100,000 400,000

계 825,000 275,000 1,100,000

참여기업 ㈜코미팜

상 대 국 상대국연구기관

※ 총 연구기간이 5차연도 이상인 경우 셀을 추가하여 작성 요망

2. 평가일 : 2020. 02. 15

3. 평가자(연구책임자) :

소속 직위 성명

전북대학교 수의학과 부교수 허진

4. 평가자(연구책임자) 확인 :
본인은 평가대상 과제에 대한 연구결과에 대하여 객관적으로 기술하였으며, 공정하게 평가하였음을 확약하며, 

본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다.

확 약 허  진
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Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : (아주우수)

     

제1세부 및 제2세부 그리고 제1협동 연구기관의 유기적인 협력하에 목표로 한 모든 세부 목

표를 차질 없이 달성하였음, 더불어 본 연구 과제를 통해 개발된 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 

및 재조합 C. novyi 알파 톡소이드는 국내 최초로 개발되어 특허 출원되었으며 동시에 ㈜코미

팜에 기술 이전되었음. 

 2. 연구개발결과의 파급효과

  ■ 등급 : (아주우수)

국내 양돈가에서 최근 증가 추세인 돼지 부종병을 저렴하면서 효과적인 백신으로 보급함으

로서 양돈농가에 출하시기를 앞당기고 부종병으로 인한 급사 두수의 감소로 인한 경제적 도

움 및 국제 경쟁력 향상, 더불어 rlxdms 제품의 국산화로 인한 수입대체 효과 및 해외 수출로 

인한 외화 획득 가능성 증가. 최첨단 재조합 톡소이드 개발 기술 확립을 통한 백신의 국산화 

실현 

 3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : (아주우수)

- 돼지에서 부종병 및 돼지 전염성 가스 괴저를 예방할 수 있는 제품의 상품화를 통해 국내 

및 해외 수출을 통해 산업적 활용도 상승

 - 새로운 타입의 백신 개발 및 질병관련 톡소이드 함유 혼합 백신의 개발로 인한 수입 대체 

효과 및 수출 효과 기대 

- 효능이 탁월한 새로운 백신 개발을 통한 양돈가의 질병 해소에 따른 양돈가에 경제적 도

움 기대 
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 4. 연구개발 수행노력의 성실도

  ■ 등급 : (아주우수)

제1세부 및 제2세부 그리고 제1협동연구 기관의 유기적인 협력을 통해 세부목표를 차질 

없이 달성하여 최종목표를 성실히 수행하였으며 국내 최초 및 세계 최초의 연구 결과물을 만

들어 냈으며, 그 결과물을  특허 출원 및 등록하여 ㈜코미팜에 기술인전하여 사업화를 위한 

기반 정보를 제공하였음.

 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

  ■ 등급 : (보통)

㈜코미팜에 기술 이전한 기술 중에 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 발현 기술은 국내 및 세계 

최초 (특허 등록 기준) 기술로 기술 이전 기업이 불이익 없이 사업화를 위해서는 추가 특허 

출원이 필요한 상황이며, 동시에 그 특허들이 동시에 등록되어야 기술 이전 기업이 사업화시 

보호를 받을 수 있는 상황임. 따라서 아직 추가 특허가 준비 중이거나 현재 실험이 진행 중이

기 때문에 특허에 대한 부분과 학술 발표를 통한 정보 교환 등에 대한 결과는 성과 이상이지

만 아직 특허 출원된 모든 출원 건들이 등록이 완료되지 않은 상태로 논문을 투고하지 못하

고 있는 실정으로 국내 및 국외 특허 출원 및 등록이 완료됨과 동시에 모든 연구 결과를 

SCI(E) 급 저널에 투고 예정임. 

Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표
(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

부종병 관련 Stx2e 독소 대량 

발현 시스템 구축 
10 100

- 대량 생산된 변형 재조합 

Stx2e 톡소이드 돼지를 상대로 

불활화 (재조합 톡소이드 안전

성) 확인 

- 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 

예방 백신 시제품 제작

재조합 Stx2e 독소 단백질 대량 
생산 및 불활화 

8 100

- 대량 생산된 변형 재조합 

Stx2e 톡소이드 돼지를 상대로 

불활화 (재조합 톡소이드 안전

성) 확인 

- 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 

예방 백신 시제품 제작
F4+ ETEC, F18+ ETEC, 
F18+Stx2e+ E. coli 신개념 사균체 

6 100 - F4+ ETEC (Stx2e+ 포함), F18+
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제작

ETEC (Stx2e+ 포함) 균주 기탁 

및 신개념 사균체 예방 백신 제

작 기술 특허 출원

- F4+ ETEC (Stx2e+ 포함), F18+

ETEC (Stx2e+ 포함) 신개념 사

균체 예방 백신 시제품 제작

Clostridium novyi 배양 기술 개선 

및 신개념 사균체화 유도
8 100

- Clostridium novyi 배양 기술 개

선을 통해 배양 배지 및 조건 확

립

- Clostridium novyi 신개념 사균

체 개발

- Clostridium novyi 신개념 사균

체 예방 백신 특허 출원 준비 중

부종병 및 돼지 급사 관련 재조합 
Stx2e와 C. novyi 알파 독소 정제 
과정 간소화

8 100

- 대량 생산 및 사업화를 위한 

일환으로 변형 재조합 Stx2e 톡

소이드와 재조합 C. novyi 알파 

톡소이드 정제 과정 간소화 진행

- 간소화 과정으로 생산된 재조

합 톡소이드로 안전성 핌 효능 

평가 수행

재조합 C. novyi 알파 독소 대량 
생산 구축

10 100

- 재조합 C. novyi 알파 톡소이드 

대량 발현 시스템 구축

- 재조합 C. novyi 알파 톡소이드 

돼지 가스 괴저 예방 백신 특허 

준비 중

재조합 C. novyi 알파 독소 대량 

생산 및 불활화  
8 100

- 재조합 C. novyi 알파 톡소이드 

전염성 가스 괴저 예방 백신 개

발

- 대량 발현된 재조합 C. novyi

알파 톡소이드 돼지를 상대로 불

활화 (재조합 톡소이드 안전성)

확인 

이유 후 자돈 설사 및 돼지 
부종병 예방 혼합 백신 개발 및 
전염성 가스 괴저 예방 단독  
백신의 시제품 제작

8 100

- F4+ ETEC (Stx2e+ 포함), F18+

ETEC (Stx2e+ 포함) 신개념 사

균체 예방 백신 시제품 제작

- 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 

예방 백신 시제품 제작

- Clostridium novyi 신개념 사균

체 예방 백신 시제품 제작
실험동물에서의 안전성 및 면역 
유도 여부 평가

8 100 - 실험동물에서의 개발된 백신 
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안전성 확인

- 실험동물에서의 개발된 각 백

신의 면역 유도 실험 수행

- 실험동물에서 획득한 각 재조

합 항원에 대한 항혈청을 이용하

여 제조된 각 재조합 톡소이드에 

대한 Western blot 항혈청으로 

사용

- 면역 유도된 각 재조합 톡소이

드 항혈청을 이용하여 돼지 부종

병 및 돼지 가스 괴저 ELISA 진

단 방법 확립

목적동물인 돼지에서의 백신의 
안전성 및 효능 평가  

12 100

- 포유 자돈을 대사응로 돼지 부

종병 및 이유자돈 병원성 대장균 

설사병 예방 백신의 안전성 침 

효능 평가 수행

- 비육돈을 대상으로 돼지 가스 

괴저 백신의 안전성 및 효능 평

가 수행

목적동물에서 시판 돼지 부종병 
백신 (IDT 사의 제품 등)과의 
효능 비교 평가

6 90

- IDT 사의 도재 부종병 백신 국

내에서 판매 하지 않아 시판 백

신 확보 실패

- 히프라에서 2020년 1월부터 돼

지 부종병 백신  제품 국내 판매 

시작 (본 과제 종료 후 국내 시

판)

- 다국적 기업의 돼지 부종병 백

신의 국내 시판이 연기되거나 과

제 종료 후 시판되어 시판 백신

과의 효능 비교 평가 수행 불가

- 포르말린-불활화 F4+ Stx2e+

E. coli 및 F18+ Stx2e+ E. coli

불활화 사균체로 제조된 백신과

의 효능 비교 평가 수행 

- 현재 히프라사 돼지 부종병 예

방 백신과의 효능 비교 평가를 

수행 중에 있음 [(주) 코미팜과 

협의 하에 진행 중임]
양돈장에서의 백신의 안전성 및 
효능 평가  

8 100
- 양돈장을 대상으로 이유 후 자

돈 병원성 대장균증에 의한 설사 
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Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

- 본 과제의 총괄 목표를 달성하기 위한 세부 연구목표를 제1세부 및 제2세부 그리고 제1협

동 연구 기관이 유기적으로 협동하여 모두 완성하여 원래 목표로 정했던 최종 목표를 무사히 

달성하였음

- 당초 본 과제가 종료되기 전에 국내에 시판될 것으로 예상되었던 돼지 부종병 예방 백신이 

다국적 기업의 사정과 국내 양돈업계의 사정 등으로 인해 IDT 사 제품은 현 결과보고서 작성 

시점까지 국내에 판매되고 있지 않으며, 히프라 제품만 본 연구과제가 종료 된 2020년 1월부

터 국내에 판매되기 시작하여 당초 IDT사 제품과의 효능 평가 평가를 F4+ Stx2e+ 대장균 및 

F18+ Stx2e+ 대장균을 포르말린으로 불활화 한 후 본 과제를 통해 개발된 돼지 부종병 백신과

의 효능 비교 평가는 다소 아쉬움이 남는다. 

- 하지만 돼지 부종병 예방 백신 기술을 ㈜ 코미팜에 기술이전 하였고 향 후 국내 판매를 위

해서는 반드시 히프라사 제품과의 효능 비교 평가는 필요하여 본 연구과제가 종료되었지만 

기술이전해 간 ㈜코미팜과 협의하여 현재 효능 비교 평가 시험을 진행 중에 있음.

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

- 당초 본 과제가 종료되기 전에 국내에 시판될 것으로 예상되었던 돼지 부종병 예방 백신이 

다국적 기업의 사정과 국내 양돈 산업의 사정 등으로 인해 IDT 사 제품은 현 결과보고서 작

성 시점까지 국내에 판매되고 있지 않으며, 히프라 제품만 본 연구과제가 종료 된 2020년 1월

부터 국내에 판매되기 시작하여 당초 IDT사 제품과의 효능 평가 평가를 F4+ Stx2e+ 대장균 

및 F18+ Stx2e+ 대장균을 포르말린으로 불활화 한 후 본 과제를 통해 개발된 돼지 부종병 백

신과의 효능 비교 평가를 수행함. 

- 하지만 돼지 부종병 예방 백신 기술을 기술 이전한 동물용 제조업체인 ㈜ 코미팜에서  향 

후 국내 및 해외 판매를 위해서는 반드시 히프라사 제품과의 효능 비교 평가는 필요하여 본 

연구과제가 종료되었지만  ㈜코미팜과 협의하여 현재 효능 비교 평가 시험을 진행 중에 있음. 

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

및 돼지 부종병에 대한 안전성 

평가 수행

- 양돈장을 대상으로 이유 후 자

돈 병원성 대장균증에 의한 설사 

및 돼지 부종병에 대한 효능 평

가 수행

합계 100점
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◎ 본 연구 과제를 통해 확보된 기술을 국내 양돈농가의 상황에 맞게 맞춤형 병원성 대장균

증 예방백신으로 제작하여 판매하고자 함 

  ○ 이유 자돈 병원성 대장균성 설사 만연 농장  : F4+ ETEC (Stx2e+ 포함), F18+ ETEC 

(Stx2e+ 포함) 신개념 사균체 포함 사료 첨가제로 개발 (경구투여용) 또는 근육 접종용 예{방 

백신 제조

  ○ 이유 자돈에서 돼지 부종병 경증 농가 : 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 예방 백신 제조 (주

사용)  

  ○ 이유자돈에서 병원성 대장균증에 의한 설사 및 돼지 부종병 만연 농장 :  F4+ ETEC 

(Stx2e+ 포함), F18+ ETEC (Stx2e+ 포함) 신개념 사균체 및 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 함유 

혼합 백신 제조

◎ 본 연구 과제를 통해 확보된 변형 재조합 Stx2e 전달시스템 구축 

  ○ 본 연구 과제를 통해 개발된 변형 재조합 Stx2e 톡소이드는 경구 투여시 단백질의 분해 

없이 장점막을 통과할 수 있어 재조합 항원을 변형 재조합 Stx2e와 융합 단백질로 개발하여 

경구투여용 전달시스템으로 활용하고자 함

  ○ 주사제 일색인 돼지 백신을 이 경구용 전달시스템을 이용하여 접종경로를 다변화할 수 

있을 것으로 기대

◎ 본 연구 과제를 통해 확보된 기술을 국내 양돈농가의 상황에 맞게 맞춤형 Clostridium 균에 

의한 질환 예방백신으로 제작하여 판매하고자 함 

  ○ Clostridium novyi 만연 농장 : Clostridium novyi 신개념 사균체 및  재조합 C, novyi 알

파톡소이드 함유 혼합 백신 제조

  ○ Clostridium perfringens 만연 농장 : Clostridium perfringens 신개념 사균체 및 재조합 C. 

perfringens 알파-베타2 융합 톡소이드 함유 혼합 백신 제조  

  ○ Clostridium novyi 및 Clostridium perfringens 만연 농장 : Clostridium novyi 신개념 사균

체 및 Clostridium perfringens 신개념 사균체와 재조합 C, novyi 알파톡소이드 및 C. 

perfringens 알파-베타2 융합 톡소이드 함유 혼합 백신 제조
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Ⅳ. 보안성 검토

o 본 연구 과제는 보안이 절대적으로 필요 함

- 국내에서 돼지 부종병 예방 백신 개발에 대한 연구는 많은 대학 및 동물용 의약품 제조업체 그리고 

연구소 등에서 이루어지고 있음

- 하지만 변형 재조합 Stx2e 톡소이드를 발현하고 정제하는 시스템을 구축한 곳은 아직까지 없음

- 현재 기술이전 기업인 ㈜코미팜에서 임상실험 허가서를 제출하여 허가서에 따른 임상 실험을 수행

하고 해당 제품이 국내 및 국외에 판매되기 전까지 모든 개발 정보에 대해 보안 처리를 요구하고 있음

- 기술이전 기업인 ㈜코미팜이 향 후 본 과제에 의해 개발된 제품을 판매하면서 본 개발 제품을 보호 

받기 위해 국내 및 해외 특허 출원 및 등록이 더 필요하며, 현재 보호를 위해 더 필요한 특허 출원을 위

한 시험이 진행 중이며 또한 특허 출원도 준비 중에 있음 

1. 연구책임자의 의견

- 현재 본 연구 과제를 통해 개발된 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 발현 시스템 구축은 국내 뿐 

아니라 세계 최초 (국외 특허 등록 기준)로 아직 그 기술이 공개되지 않았으며 공개가 된다면 

다른 대학이나 동물용의약품 제조 회사, 연구소 등에서 쉽게 응용이 가능하여 본 연구 과제를 

통해 기술 이전한 ㈜코미팜에 불이익이 갈 수 있을 것으로 생각 됨

- 더불어 현재 개발된 변형 재조합 Stx2e 톡소이드에 대한 기술이전 기업인 ㈜코미팜의 제품 

판매 전에  보호를 위해 추가 특허출원 및 특허 등록이 필요하여 현재 추가 특허 출원 준비 

중에 있음 

- 또한 본 연구 과제를 통해 개발된 변형 재조합 Stx2e 톡소이드는 경구용 전달시스템으로 활

용성이 인정되어 특허 출원을 위해 현재 실험이 진행 중임

- 따라서 본 연구 결과보고서는 추가 특허 출원이 끝나는 시점까지 보안이 필요하다고 생각 

됨. 

2. 연구기관 자체의 검토결과

- 주관연구 책임자 및 기술이전 기업인 ㈜코미팜의 요구에 따라 추가 특허 출원이 필요하다고 

판단되어 보안이 필요할 것으로 생각됨

- 특허법률사무소에 의견을 청취하여 본 결과,  기술이전 기업인 ㈜코미팜에서 본 과제의해 

개발된 변형 재조합 Stx2e 톡소이드 제품을 제조 판매하기 위해 보호받기 위해서는 추가할 특

허가 더 있기 때문에 추가될 특허 출원 시까지 보안이 필요하다고 판단 됨. 
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주 의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 수출전략기술개발사업의 연구보고서입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 수출전략기술개발

사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니 됩니다.
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