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서 론.

Escherichia coli 은 장관출혈성대장O157:H7
균(Enterohemorrhagic Escherichia coli; EHEC)
으로써 사람에서 출혈성대장염(hemorrhagic

및 용혈성요독증후군colitis) (hemolytic uremic
등을 유발하며 세포주에 독syndrome) , vero

성을 나타내는 독소인 을 생성하는verotoxin
대장균(verotoxigenic E. coli 으로도 잘; VTEC)
알려져 있다 등 등(Konowalchuk , 1977;Karmaili ,

미국뿐만 아니라 캐나다 등 세계 여러 선1989).
진국에서 발생현황이 보고되고 있으며 국내에,
서는 정 등 이 최초로 균을 환자(1996) O157:H7
로부터 분리하여 보고하였고 또한 등Kim (1998)
도 년에서 년 사이에 환자에서1990 1996 O157:

균이 분리되었다고 보고된 바 있다 최근까H7 .
지도 우리나라의 수입육우의 최대 공급국인 미
국의 주요 대 육우 생산 주에서 여전히 소의4
분변 등에서 균이 분리되고 있다는 보O157:H7
고가 있기 때문에 등(Sargeant , 2003), VTEC

의 식육에의 오염으로 인한 인체감염의O157:H7
위험요소로 작용하고 있다.

의 생VTEC O157:H7 화학적 성상은 일반대장
균과 대부분 유사하나 을 분해하지 못하sorbitol
고 배MUG(4-methylumbeliferyl- -D-glucuronide)β

지에서 음성반응이 나타나는 차이점이 있어서
이를 이용한 선택배지의 개발에 활발한 연구가
진행되어 왔고 등 현재는 다양(Kleanthous , 1988),
한 종류의 선택배지가 시판중이다 가 분비. VTEC
하는 은 종류 즉 및verotoxin(VT) 3 , VT1, VT2 VTE
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ABSTRACT

Intimin, the product of eae gene in EHEC O157:H7, is required for intimate adherence. In this study, the
C-terminal region(281 amino acids) of the EHEC O157:H7 intimin were expressed as a protein fusion with
(His)6, which was used to raise antiserum in rabbits. The antiserum reacted in western blot with a 94kDa
outer membrane protein of EHEC O157:H7. It was observed that the antibody titers both in egg yolk and
serum appeared in 2 4 weeks after immunization with fusion protein. At the time of 8 weeks, the titre of
egg yolk was found to be higher than that of sera. According to the results of neutralization test, chicken
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(Key words : EHEC O157:H7, Recombinant intimin, IgY)

Corresponding author : Jung-Woo Kim. Department of Animal Science and Resources, Dankook University, Cheonan,
Korea, 330-714. Tel : 041-550-3651, Fax : 041-555-8652, E-mail : kijuw@dankook.ac.kr



Kim et al. ; Immune Response of Recombinant Intimin

－ －496

로 알려져 있다 등(Konowalchuk , 1978). O'Brien
등 은(1984) Shigella dys 의 독소enteriae type I

에 대한 항혈청에 중화되는 를(shiga toxin) VT
이라 명하였고 등shiga-like toxin I , Marques (1986)

은 의 항혈청에 중화되지 않는 를shiga toxin VT
라고 명명하였다 의 구조는shiga-like toxin . VT

하나의 와 다섯 개의A subunit(32kDa) B subunit
각 로 이루어져 있다 과( 7.7kDa) (O’Brien LaVeck,

은 숙주세포의 에 결1983). A, B subunit ribosome
합하는 의존성elongation-factor-1 aminoacyl-tRNA
을 억제하여 궁극적으로 단백질 합성을 저해하
는 것으로 알려져 있다 등(Endo , 1988).

은 실험동물의 회장 맹장 결EHEC O157:H7 , ,
장에 군락을 형성한다고 보고되었다 등(Tzipori ,

의 발병기전은 가1987). VTEC O157:H7 , VTEC
장관에 군락을 형성한 다음 장관 내에서, VT
를 생산하고 생산된 가 장관으로부터 흡수VT
된 후 호발장기의 혈관내피세포에 부착하여,
손상을 줌으로서 부종 출혈 및 혈전증을 유발,
하는 것으로 알려져 있다 와(Gyles Thoen, 1993;
과 따라서 에 의한Tesh O’Brien, 1992). VTEC

질병발생을 예방하기 위해서는 가 장세VTEC
포에 부착하는 것을 방지하는 것이 최선책이라
할 수 있다 는 장관병원성대장균. VTEC (enter-
opathogenic E. coli 과 유사하게 숙; EPEC) , 주세
포막의 부착 과 표적세포의 미세융모(attachment)
소멸 을 특징으로 하는(effacement) ‘attaching and

을 유발하는 것으로 알려져effacing(A/E) lesion’
있다 등 이러한 부(LeBlanc, 2003; Sherman , 1988).
착성은 eae(effacing and attaching E. coli 유전자)
산물에 의해 조절되고 와 그 산(Yu Kaper, 1992),
물은 이라 명명된 의 세포외막단백질intimin 94kDa

로 알려져 있다(outer membrane protein; OMP)
등 등 그리고(Sherman , 1991;Louie , 1993). Mckee

와 은 에 대한 항혈청이O'Brien(1996) intimin
세포에 대한 의 부착성을 차HEp-2 EHEC O157:H7

단한다고 보고하였다 또한 의 아미노산. intimin
서열 중에서 중앙이나 말단 위치보다 말단의N- C-
아미노산 잔기가 세포와의 상호작용이 훨HEp-2
씬 강하게 일어난다고 하였다 등(Kenny , 1997).
따라서 본 연구에서는 의 말단 부위, intimin C-
의 유전자를 하고 재조합하여cloning in vitro 발
현 벡터를 구축한 다음 발현된 재조합 단백질을,

면역원으로 이용하여 토끼 및 산란계에 면역하여
균에 대한 효율적 항체 생산 기법을 정O157:H7

립하고자 실시하였다 또한 생산된 난황항체의. ,
균의 세포외막단백질 항원에 대한 결합O157:H7

능력을 검증함으로서 영 소아는 물론 성인에서
균 감염에 의한 설사증의 예방 및 치료O157:H7

항체로의 활용가능성을 타진하고자 실시하였다.

재료 및 방법.

1.

장관출혈성대장균(Enterohemorrhagic Escherichia
coli 표준균주는; EHEC) O157:H7 ‘EHEC O157:

이며H7 EDL932’ American Type Culture Col-
에서 분양받았다 균주 배양은lection(ATCC, USA) .

와 의 방법에 따Zepeda-Lopez Gonzalez-Lugo(1995)
라 에서 이루어졌으며 균체는Penassay broth , 37 ,
시간 배양한 배양액을 원심분리24 (5,000g, 4 , 20
분하여 회수한 다음 각 실험에 사용하였다) .

2. Intimin in vitro

균주로부터EHEC O157:H7 EDL932 genomic
의 분리는 과 의DNA Sambrook Russell(2001)

phenol 추출법에 따라 수행하였다-chloroform .
단백질의 말단 개의 아미노산을Intimin C- 281

지정하는 유전자를 클로닝하기 위하여 추출된,
를 주형으로 하여genomic DNA sense-primer;

GTCGGATCCTGATCAAACCAAGGCCAGCATT
AC(Bam 에 포함와HI site 5' ) anti-sense primer;
GTCGGTACCTTATTCTACACAAACCGCATAG(
Kpn 에 포함를 사용하여 을 수행하I site 3' ) PCR
였으며 그 조건은 다음과 같다 분, ; 95 3 ; 1
당 분 분 분 총cycle 95 1 , 58 1 , 72 2 , 30

분 산물을cycles; 72 10 . PCR 1.2% agarose gel
전기영동으로 확인한 다음 pCR2.1(Invitrogen

벡터에 삽입하여 세포인Co.) competent TOP10F'
에 형질전환을 시킨 후 양성클론을 선택하여

를 분리하였다 분리된 를 제한 효plasmid . plasmid
소 Bam 과HI Kpn 으로 절단하여 얻I(Promega Co.)
어진 의 단편을 동일한 제한효소로846bp DNA ,
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절단하여 준비한 발현 벡터 pQE-30(QIAgen Co.)
과 반응을 실시하였다 이를ligaton . competent
세포 에 형질전환시켜 양성클론을M15[pREP4]
선택하여 발현 벡터를 구축하였다(Fig. 1a).

3. intimin in vitro

재조합 단백질인(His)6 말단-tagged intimin C-
단백질의 생산 및 정제는 에서 제공QIAgen Co.
되는 에 따라 진행하였으며 그 과정을 간protocol ,
단히 서술하면 다음과 같다 양성클론을. 100m 의

에 진탕배양하여 흡광도LB broth (A600) 0.6에서
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Fig. 1. Construction of intimin-expression pQE-

30 vector.
(a) Scheme of the recombinant vector.
Intimin C-terminal281 gene(846bp) is cod-
ing 281 amino acids of intimin C-
terminal. RBS; ribosome binding site, Col
E1; origin, Stop; stop codon. (b) Profile
of the recombinant vector. In the Lane 1,
two fragments were separated by diges-
tion of the recombinant by BamHI &
KpnI. M; 1kb DNA ladder marker.

의0.5mM isopropyl- -D-thio-galactopyranoside(IPTβ G;
를 첨가하여 시간 동안 발Sigma Co.) 4 intimin

현을 유도하고 원심분리 분하여 균주(5,000g, 20 )
를 회수한 다음 용해완충액, (100mM NaH2PO4,

으10mM Tris-HCl, 8M urea[pH 8.0]; Sigma Co.)
로 재부유시킨 후 분간 실온에서 진탕하였다30 .
완전히 용해된 세균을 분간 원10,000g, 20 심분리
하여 상청액 4m 과 Ni-NTA resin(QIAgen Co.)
1m 를 상온에서 중탕 혼합하여 준비된 column
에 충진하였다 세척완충액. (100mM NaH2PO4,
10mM Tris-HCl, 8M urea[pH 6.3])과 용출완충액
(100mM NaH2PO4, 10mM Tris-HCl, 8M urea[pH
으5.9]) 로 을 세척 및 용출하여 분광광도계를resin

이용하여 흡광도(A280로 확인하였다 분획된 단백) .
질을 완충액6M, 4M, 2M urea (100mM NaH2PO4,

에서 단계적으로 투석한10mM Tris-HCl[pH 8.0])
후 를 이용하여 단백질 농도를BCA kit(Pierce Co.)
결정한 다음 이 재조합 단백질인, intimin (His)6-

말단 단백질을 면역원성 실험 및tagged intimin C-
난황항체 생산의 항원으로 사용하였다.

4. Intimin

공시동물 및 면역방법(1)
항체 생산에는 주령의 계통 산란22 ISA-brown
계 마리와 체중 의 종10 2.5kg New Zealand white
토끼 마리를 사용하였다 사육은 단국대학교2 .
동물자원학과 실험동물사육동에서 수행하였다.
재조합 단백질인(His)6 말단-tagged intimin C-
단백질과 Freund’s complete adjuvant(Gibco, USA)
를 동량으로 혼합하여 유화시켜 면역원으로 사
용하였으며 산란계에의 면역방법은 김 등(2000)
의 방법에 따라 실시하였고 토끼에의 면역은,
신과 김 에 준하여 수행하였다(2002) .

항혈청 및 난황항체 생산(2)
혈액은 산란계는 날개밑정맥 토끼는 귀정맥에, ,
서 각각 주 간격으로 채취하였으며 에서 하룻2 4
밤 보관후 원심분리하여 혈청중 항체역가 측정에
사용하였다 또한각각의항혈청을. 에보관하20
였다.
계란은 난황항체 역가가 일정수준( 105 에)
도달한 이후 매일 회수하여 에 저장하였다8
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가 실험에 사용하였다 우선 난황을 분리한. ,
후 김 등 의 방법에 따라, (2000) water soluble

을 분리하고 난황항체를 정량한fraction(WSF)
다음, 에 보관하였다20 .

5. Western blot

재조합 단백질에대한항혈청의intimin O157:H7
에 대한 결합능력을 조사하기 위하여 앞서 토끼,
에서 생산된 항혈청과 균의 세포외막단O157:H7
백질분획을 이용하여 을 실시하였다western blot .

균의 세포외막단백질 분획O157:H7 (OMPs)
은 등 의 방법에 준하여 수행하Achtman (1983)
였고 약술하면 다음과 같다 에서. Pennasay broth
하룻밤 배양된 균체를 용해완충액(50mM Tris
[pH 7.5], 50mM NaCl, 1mM phenymethylsulfonyl

으로 재부유 시킨 후 세포를 파쇄하였fluoride)
다 파쇄가 되지 않은 세균을 제거하기 위해.
저속에서 원침하였다 상청액을 다시 원심분리.

분하여 침전물을 멸균증류수로 녹인(20,000g, 60 )
후 에11.1 mM Tris(pH 7.6) 1.7% N-lauroylsarcosine

가 함유한 용액을(Sigma Chemical Co.) 1 : 의8
부피 비율로 가하여 실온에서 분간 진탕하였30
다 다시 원심분리를 하여 침전물을. sample buff-
에 녹여 의 시료로 사용하였er SDS-PAGE 다.

에 실시하여 분획된 에 대하여SDS-PAGE OMPs
등 의 방법에 따라 을 실Towbin (1979) western blot

시하였다 분획된 를. OMPs nitrocel 에흡lulose paper
착시킨 후 의 탈지유완충액 으로5% (Carnation Co.)
시간 동안 실온에서 방치하였다 위에서 기술1.5 .

한 토끼 항혈청을 으로 희석하여 차 항체로1:100 1
사용하여 시간 반응시키고 차 항체로는1.5 , 2
alkaline phosphatase-conjugated goat anti-rabbit
immuno 을 으로 희석하globulin(Jackson Co.) 1:2,000
여 차 항체와 동일한 조건으로 반응시켰다1 .
BCIP(5-bromo-4chloro-indolyl phosphate; Sigma Co.)
와 NBT( -nitro blue tetrazolium chloride; Sigma Co.)ρ

을 사용하여 을 가시화 하였으며 희석용membrane
액으로는 TSB-T(Tris-buffered saline-0.05% Tween20)
를 사용하였고 모든 세척은 회 실시하였다3 .

6.

재조합 단백질에 대한 산란계에서의intimin

면역반응을 관찰하기 위하여 정제된 재조합,
단백질과 항혈청 또는 의 결합반응intimin WSF

을 방법으로 관찰하였다 우선 재조합ELISA . ,
단백질을intimin 5μg/m 이 되도록 carbonate-

로 희석하여bicarbonate buffer(pH 9.6) microplate
에(Microtest flexble Assay plate; Falcon Co.)

100μ 씩 넣어 에서 하룻밤 동안 항원피복4
하였다 피복이 완료된 를 세척용액. plate (0.02M
phosphate buffer, 0.13M NaCl[pH 7.2] con-

으로 회 세척한 후taining 0.05% Tween20) 3 5%
탈지유용액 을 각 에(pH 7.3)(Difco Co.) well 175
μ 씩 분주한 후 시간 동안 실온에서 방치하2
였다 탈지유용액과 세척용액을 동량으로. 5%
섞은 희석용액을 이용하여 과 항혈청을WSF

배 희석하여 배씩 단계적으로 희석하여2,000 3
에서 시간 반응시켰다 차 항체로는37 2 . 2

혹은AP-rabbit anti-chicken IgG AP-donkey
를 배로 희석하anti-rabbit IgG(Jackson Co.) 5,000

여 에서 시간 반응 시켰다 기질용액으로37 2 .
Phosphate substrate tablets( -nitrophenyl phosphatρ e;

을Sigma, USA) 10% diethanolamine(containing
에 녹인 용액을 사용하여0.5mM MgCl2, pH 9.8)

분간 반응시키고 반응억제제로는 를15 5M NaOH
사용하여 로ELISA reader(EL800; Bio- Tec Co.)

에서 흡광도를 측정하였다 그리고 각 과405nm .
정 중 세척은 회씩 실시하plate 7 였다.

7.

재조합 에 대한 난황항체의intimin EHEC
에 대한 방어효과를 알아보기 위하여O157:H7

시험관내 중화반응시험을 수행하였다 간략히.
서술하면, 1 × 109(CFU/m 농도로 희석된) EHEC

의 균체용액O157:H7 10m 을 멸균된 시험관에
분주한 후 농도가 각각, IgY 5, 10, 15, 20mg
이 되도록 를 첨가하였고 를 첨가하WSF , IgY
지 않은 군을 대조군으로 하였다 에서. 37 2
시간 진탕배양한 다음 각각, 1m 씩 채취하여
에서 분간 열처리 후 냉장보관하여 실60 20

험에 이용하였다 반응정도 조사는 등. Kim
의 방법에(1999) competitive sandwich ELISA

준하여 수행하였다 차 항체로는 자체 제작. 2
한 와rabbit anti-intimin antibody(1:2,000) AP-
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를 혼합한 용액을Donkey anti- rabbit IgG(1:1,250)
사용하였으며 완충액 및 세척방법은 항체 역가
측정방법과 동일하게 사용하였다.

결 과.

1. Intimin

의 말단부위를 표적 염기서열로 하Intimin C-
여 PCR을 수행한 결과 의 산물을846bp PCR
얻었다 이를 벡터에 삽입하여 염기서. pCR2.1
열 분석을 통하여 유전자를 확인하였intimin
고 다시금 삽입된 벡터를 제한효소(BamHI,
Kpn 로 처리하여I) in vitro 발현 벡터인 pQE-30
과 반응을 실시하여 획득된 양성 클론ligation
에 대한 제한효소 절단을 통한 검증결과, 3.4kb
의 벡터와 의 말단 부pQE-30 846bp intimin C-
분으로 확인되었으며 또한 염기서열(Fig. 1b),
분석을 통하여 발현벡터 구축을 최종적으로
확인하였다.

2. intimin

의 말단 부위의 개 아미노산과Intimin C- 281 6
개의 이 연결되어 발현되도록 구축한Histidine
재조합 벡터를 세포에pQE-30 M15[pREP4]
형질전환을 실시하고 형질전환된 세균을 배
양하여 재조합 단백질의 발현을intimin SDS-

로 확인하였다 의 발현유PAGE (Fig. 2). IPTG 도
M 1 42 3

31kD a

66kD a

45kD a

34kD a

M 1 42 3

31kD a

66kD a66kD a

45kD a45kD a

34kD a

Fig. 2. Expression and identification of(His)6-
tagged intimin C-terminal281 protein.
SDS-PAGE gel showing un-induced, IPTG-
induced cellular proteins, cell lysates and
the purified(His)6-tagged intimin protein
(lane 1, 2, 3 and 4, respectively). The
arrow indicate the induced(His)6-tagged
intimin protein in cellular proteins. Lane
M contained molecular size marker.

전후를 비교하여 약 정도에서목적 단34kDa
백질인 재조합 단백질이intimin 발현되었다

또한 배양된 세균을 용균시킨(Fig. 2, Lane 2).
후 을 이용하여 분리 및 정제하Ni- NTA column
였고 이것을 항혈청 및 난황항(Fig. 2, Lane 4),
체 생산을 위한 면역원으로 사용하였다.

3. intimin
O157:H7 OMPs

토끼에서 생산된 말단(His)6-tagged intimin C-
단백질에 대한 항혈청을 일차항체로 사용하여

분획을 검출할 수 있는지에 대한O157:H7 OMPs
을 실시한 결과 의western blot , 94kDa O157:H7

분획과 항혈청이 결합하여OMPs nitrocellulose
상에서 양성반응을 나타내었membrane 다(Fig. 3).

97kDa

45kDa

31kDa

66kDa

94kDa97kDa97kDa

45kDa45kDa

31kDa31kDa

66kDa66kDa

94kDa94kDa

Fig. 3. Western blot analysis of OMPs ex-
tracted from EHEC O157:H7.
After SDS-PAGE, the OMP proteins were
transferred to nitrocellulose and probed
with(His)6-tagged intimin C-terminal281 pro-
tein. (His)6-tagged intimin C-terminal281

protein fused with sizes of approximately
94kDa of OMPs indicated by the arrow.

4. intimin

재조합 단백질을 면역원으로 산란계intimin
면역시킨 후 난황항체와 항혈청의 주별 면역반
응을 관찰한 결과 면역 후 주 경부터 재조합, 2

에 대한 항체가 형성되기 시작하여 주intimin 5
경부터는 서서히 증가하여 주경 이후 최고의8
항체가를 유지하였다(Table 1).
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Table 1. Antibody titer of hens immunized with
(His)6-tagged intimin C-terminal281

protein

Weeks after
immunization

No.
of hens

Antibody titer
(geometric mean titre

± SD)
Egg-yolk

IgY
Serum
IgG

0 10 1.95 ± 0.1 2.30 ± 0.5
2 10 4.07 ± 1.0 4.47 ± 1.2
5 9 5.07 ± 0.7 5.17 ± 1.5
8 9 5.30 ± 1.3 5.25 ± 0.6

11 9 5.36 ± 0.8 5.30 ± 1.7
15 9 5.34 ± 0.8 5.32 ± 0.9

Geometric mean titres are expressed as natural log
transformed values.

5. EHEC O157:H7

재조합 단백질에 대한 난황항체의intimin
O 에 대한 방어효과를 알아보기 위하여 중157:H7
화반응시험을 수행한 결과 난황항체를, m 당 5

첨가 시 균의 농도가20mg , 109CFU/m 에서
106CFU/m 로약 배감소하였다 그러나 난황1,000 . ,
항체의 첨가농도 증가에 따른 균 농도의O157:H7
유의적 감소는 보이지 않았다(p > 0.05)(Table 2).

Table 2. The changes of EHEC O157:H7 con-
centration according to different treat-
ment levels of IgY

IgY Treatment(mg) Bacteria(CFU/m )
After 2 hours

Control 1.9 × 109

5 3.3 × 106

10 3.4 × 106

15 3.5 × 106

20 3.7 × 106

고 찰.

본 연구에서는 의 유전EHEC O157:H7 intimin
자 중 말단 아미노산 개에 해당하는 유전자C- 281
를 클로닝하여 in vitro 발현 벡터를 구축하고 재
조합 단백질을 발현시켜 산란계와 토끼에intimin
면역하여 항혈청을 제조하였으며 이 항혈청은

의 와의 을 수행EHEC O157:H7 OMP western blot

한 결과 양성반응을 나타내었다 또한 생(Fig. 2b).
산된 난황 항체를 이용하여 에 대EHEC O157:H7
한 중화반응시험을 통하여 난황 항체가 O157:H7
을 중화한다는 것을 확인하였다(Table 3).

의 말단부위의 약 개의 아미노산Intimin C- 281
을 발현시키기 위해 을 이용하여 의PCR 846bp
크기의 단편을 검출하였다 검출된DNA . DNA
단편을 로 하여 에insert expression vector ligation
시켜 개의 과 의 개의 말6 Histidine intimin 281 C-
단 아미노산이 혼합되어진 를 작성하였plasmid
다 된 숙주세포 에서 발현. Cloning M15[pREP4]
되는 유전자 재조합 단백질을 분석하기 위하여

로 전과 후의 균주의IPTG induction protein pro-
을 로 비교하였을 때 에서file SDS-PAGE Fig. 3a

제시한 바와 같이 전의 세균에서 관induction
찰되지 않은 단백분획이 발견되었으며 그 분자
량은 으로 나타났다 한 개의 아미노산을34kDa .

으로 가정했을 때 개 아미노산은110Da 281
약 으로 환산이 되나 개의31kDa 6 Histidine

시작 종결 사이에 존재하는(0.88kDa), codon
그리고 전기영동 상에MCS(multi-cloning site),

서 값Rf (retardati 을 측정하여 분on factor value)
자량을 산출하는 데에서 발생되는 오차 등을 고
려하여 볼 때 이 적정한 크기라 추정된다34kDa .

등 은 에 대한 항혈청이Mckee (1996) intimin
HEp- 세포에 대한 의 부착성2 EHEC O157:H7
을 차단한다고 보고하였고 등 은, Kenny (1997)

의 아미노산 서열 중에서 중앙이나 말intimin N-
단 위치보다 말단의 아미노산 잔기가C- HEp-2
세포와의 상호작용이 훨씬 강하게 일어난다고
보고한 바와 같이 본 연구에서도, intimin

개의 아미노산 잔기로 구성된 재C-terminal 281
조합단백질을 토끼에 면역하여 제조한 항혈청
을 시료로 하여 을 수행한 결과western blot

의 와 강하게 결합EHEC O157:H7 OMPs(94kDa)
하는 것이 확인되었다 따라서 본 연구(Fig. 3b).
에서 제작한 재조합 단백질은intimin EHEC

의 에서의 항원 결정기를 포함하O157:H7 OMPs
고 있으며 동시에 에 특이적 반EHEC O157:H7
응이 가능한 항체라고 사료된다.
발현된 재조합 단백질의 항원성을 확intimin
인한 후 이를 면역원으로 하여 산란계에 주사
하여 혈청과 난황에서 면역반응을 조사하였다.
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에서와 같이 항체가는 면역 주부터 서Table 1 , 2
서히 증가하여 주 이후부터 난황 항체가의 수6
준은 혈청 항체가와 유사한 현상을 보였다.

등 의 연구에서 혈액중에 형성된Shimizu (1998)
항체가 몇 주 후에는 난황으로 이전된다고 보
고하였으며 본 연구에서도 면역 직후 혈중에
형성된 항체가 주경에 난황으로 점차 이전4 6
되는 현상을 관찰할 수 있었다.
특이난황 항체(specific anti-intimin IgY)의 EHEC

에 대한 중화반응검사를 실시한 결과O157:H7 ,
난황 항체 5 20mg/m 으로 109(CFU/m 인) O157:
세균의 농도를H7 106(CFU/m 수준으로 중화)

시키는 것으로 나타났다 이 결과는(Table 2).
대장균의 부착성 인자 에 대한(adhesive antigen)
난황 항체의 에서 세균 수가 감소inhibition test
되었다는 김 등 의 보고와 난황 항체에 대(1998)
한 임상반응 에서 대장균에 감(clinical response)
염된 자돈의 경우 일당 증체량과 분변지수, (FC

등의 현저한 증 감소하였다는score) Marquardt
등 의 보고와 같이 재조합 에 대한(1999) , intimin
난황 항체가 수를 현격히 감소EHEC O157:H7
시키는 효과가 있음을 시사한다 한편 본 실험. ,
에서 난황 항체의 첨가량의 증가에 따른 O157:
수의 유의적 감소는 보이는 않았는데 이러H7 ,

한 현상은 본 연구에서 이용된 실험방법의 제
한성으로 인하여 그 원인을 정확히 규명할 수
는 없으나 중화반응에 이용된 등 의Kim (1999)

방법의 정확도와competitive sandwich ELISA
민감도가 104 5CFU/m 이상의 농도에서만 유효
하기 때문에 나타난 현상으로 추정된다.
결론적으로 발현된 재조합 단백질은, intimin
토끼와 산란계의 면역반응을 유도할 수 있는
효율적인 면역원임과 동시에 난황 항체 생산을
위한 항원으로의 이용가능성이 확인되었다 또.
한 난황 항체의 탁월한 중화 효과 및 난황 내
다량의 항체 함유와 난황 자체의 고영양성 등
을 고려해 볼 때에 사람에서 에EHEC O157:H7
의한 출혈성대장염의 예방 및 치료목적으로 활
용도가 높을 것으로 기대된다.

요 약.

장출혈성대장균 의O157:H7 eae유전자 산물인

은 장 상피세포의 부착성을 조절하는 단intimin
백질로 알려져 있다 의 말단 아미노. Intimin C-
산 잔기와(His)6이 혼합되어 이루어진 를plasmid
작성하여 재조합 단백질 을 발현시켰다(34kDa) .
발현된 재조합 단백질의 면역원성을 확intimin
인하기 위해 토끼와 산란계에서 항혈청 및 난
황항체 를 제조하였다(IgY) .

에서 분리한 세포외막단백질O157:H7 (OMPs)
과 제조된 항혈청과의 상의 반응에western blot
서 약 의 위치에서 양성반응을 보여 발현94kDa
된 재조합 단백질의 면역원성 효과가 확인되었
다 면역원성이 확인된 단백질을 산란계에 면.
역한 결과 면역 후 주 경부터 높은 수준, 4 6
의 항체가 형성되었다.
재조합 intimi 단백질에 대한 난황 항체의 항n
원결합능력 조사를 위하여 중화반응시험을 수행
한 결과 재조합 단백질에 대한 난황 항체, intimin
가 과 강하게 결합하는 것으로 나타났다O157:H7 .
따라서 본 연구에서 발현된 재조합 단intimin
백질은 토끼와 산란계의 면역반응을 유도할 수
있는 효율적인 면역원임과 동시에 난황 항체 생
산을 위한 항원으로의 이용가능성이 확인되었다.
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