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개발host system

외부항원

을 세포 외막으로 운반하는

체계의 개발vector
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약독화 살모넬라균주로부터 asd (aspartate

유전자가 제거된semialdehyde dehydrogenase)

생균 개발delivery system

백신 개발을 위한 클로닝

점막면역 유도에 효과적인 개발 및 개선adjuvant

을 이용한 후보 항원의 백신으로부Western blot

터 외부 환경으로의 분비 여부 확인

γ

α
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가 클로닝Ghost cassette

된 백신을 이용해서 보다 안정화된 다가 고스트 백

신 개발

ɤ α



- 10 -



- 11 -



- 12 -

β



- 13 -



- 14 -

χ

χ



- 15 -

Strain or plasmid Description

Strains

E. coli

JM109 endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk
–,mk

+), relA1, supE44, (Δ lac-proAB), [F´ traD36,
proAB, laqIqZ M15]Δ

BL21(DE3)pLysS F–,ompT, hsdSB(rB
–,mB

–),dcm, gal, (DE3), pLysS, Cmλ r

7213χ pir thi-1 thr-1 leuB6 supE44 towA21 lacY1 recAλ RP4-2 Tc::Mu asdA4Δ
JOL471 JM109 with pQE-K88ac

JOL794 BL21 with pET-K99

JOL945 BL21 with pET-FasA

JOL796 BL21 with pET-F41

JOL472 BL21 with pET-eaeA

JOL470 JM109 with pQE-K88ab

JOL943 BL21 with pET-FedA

JOL944 BL21 with pET-FedF

JOL939 7213 with pBP-K88acχ

JOL805 7213 with pBP244-K99χ

JOL521 7213 with pBP244-FasAχ

JOL807 7213 with pBP244-F41χ

JOL814 7213 with pBP244-eaeAχ

JOL938 7213 with pBP-K88abχ

JOL942 7213 with pBP-fedAχ

JOL923 7213 with pBP-fedFχ

S. Tyhphmurium

JOL401 Wild type isolate from chicken

JOL912 lon cpxR asd,Δ Δ Δ a derivative of JOL401

JOL941 JOL912 containing pBP-K88ac

JOL946 JOL912 containing pBP-K99

JOL936 JOL912 containing pBP-fasA

JOL947 JOL912 containing pBP-F41

JOL948 JOL912 containing pBP-eaeA

JOL940 JOL912 containing pBP-K88ab

JOL934 JOL912 containing pBP-fedA

JOL935 JOL912 containing pBP-fedF

JOL932 JOL912 containing pBP244

Plasmids

pQE31 IPTG-inducible expression vector; Amr

pET28a IPTG-inducible expression vector; Kmr

pQE-K88ac pQE31 derivative containing K88ac fimbrial gene

pET-K99 pET28a derivative containing K99 fimbrial gene

pET-FasA pET28a derivative containing fasA gene

pET-F41 pET28a derivative containing F41 fimbrial gene

pET-eaeA pET28a derivative containing eaeA gene

pQE-K88ab pQE31 derivative containing K88ab fimbrial gene

pET-fedA pET28a derivative containing fedA gene

pET-fedF pET28a derivative containing fedF gene

pYA3493 pBRori, Asd+, -lactamasesignalsequence-basedperiplasmicsecretionplasmidβ

pBP244 pYA3493 derivative containing lepB, secA and secB genes

pBP-K88ab pBP244 derivative containing K88ab fimbrial gene

pBP-K99 pBP244 derivative containing K99 fimbrial gene

pBP-FasA pBP244 derivative containing fasA gene

pBP-F41 pBP244 derivative containing F41 fimbrial gene

pBP-eaeA pBP244 derivative containing easA gene

pBP-K88ab pBP244 derivative containing K88ab fimbrial gene

pBP-fedA pBP244 derivative containing fedA gene

pBP-fedF pBP244 derivative containing fedF gene
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Strain or
plasmid Description Source or

reference

Strains

E. coli

JOL416 Wild type F4 (K88ab)+ETECisolatefrompig This study

JOL417 Wild type F4 (K88ac)+ETECisolatefrompig This study

JOL412 Wild type F5 (K99)+ETECisolatefrompig This study

JOL415 Wild type F6 (Fas)+ETECisolatefrompig This study

JOL413 Wild type F41
+ETECisolatefrompig This study

JOL206 Wild type intimin+ETECisolatefrompig This study

JOL489 Wild type F5+,F41+,LT+,stx2+ETECisolatefrompig This study

JOL564 Wild type F6+,stx+,stx2+ETECisolatefrompig This study

JOL599 Wild type F4+,LT+,STa+,STb+,EAST1+ETECisolatefrompig This study

JM109 endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk
–,mk

+), relA1, supE44,
(Δ lac-proAB), [F´ traD36, proAB, laqIqZ M15]Δ Progma

BL21(DE3Lys
S F–,ompT, hsdSB(rB

–,mB
–),dcm, gal, (DE3), pLysS, Cmλ r Progma

7213χ pir thi-1 thr-1 leuB6 supE44 towA21 lacY1 recAλ RP4-2 Tc::Mu
asdA4Δ

Kim et al.,
2007

JOL470 JM109 with pQE31-K88ab This study

JOL471 JM109 with pQE9-K88ac This study

JOL794 BL21 with pET-K99 This study

JOL945 BL21 with pET-fasA This study

JOL796 BL21 with pET-F41 This study

JOL472 BL21 with pET-easA This study

S. Tyhphmurium

JOL401 Wild type isolate from chicken This study

JOL912 lon cpxR asd,Δ Δ Δ a derivative of JOL401 Hur and
Lee, 2011

JOL940 JOL912 containing pBP-K88ab This study

JOL941 JOL912 containing pBP-K88ac This study

JOL946 JOL912 containing pBP-K99 This study

JOL936 JOL912 containing pBP-fasA This study

JOL947 JOL912 containing pBP-F41 This study

JOL948 JOL912 containing pBP-easA This study

Plasmids

pQE9 IPTG-inducible expression vector; Amr QIAEN

pQE31 IPTG-inducible expression vector; Amr QIAEN

pET28a IPTG-inducible expression vector; Km
r

Novagen

pQE31-K88ab pQE31 derivative containing K88ab fimbrial gene This study

pQE9-K88ac pQE9 derivative containing K88ac fimbrial gene This study

pET-K99 pET28a derivative containing K99 fimbrial gene This study

pET-fasA pET28a derivative containing fasA This study

pET-F41 pET28a derivative containing F41 fimbrial gene This study

pET-eaeA pET28a derivative containing eaeA This study

pYA3493 Asd+,pBR322ori, -lactamase signal sequence-based periplasmicβ
secretion plasmid

Kim et al.,
2007

pBP244 pYA3493 derivative containing lepB, secA, and secB genes
Kim et al.,
2007

pBP-K88ab pBP244 derivative containing K88ab fimbrial gene This study

pBP-K88ac pBP244 derivative containing K88ac fimbrial gene This study

pBP-K99 pBP244 derivative containing K99 fimbrial gene This study

pBP-fasA pBP244 derivative containing fasA This study

pBP-F41 pBP244 derivative containing F41 fimbrial gene This study

pBP-eaeA pBP244 derivative containing easA This study
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Strain or plasmid Description

E.coli

Top10

F-mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZM15 lacX74

recA1 ara139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR)

endA1 nupG

DH5α
fhuA2 (argF-lacZ)U169 phoA glnV44 80 (lacZ)M15Δ Φ Δ
gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17

7213χ
hi-1 thr-1 leuB6 supE44 tonA21 lacY1 recA

RP4-2-Tc::Mu pir, asd zhf-2::Tn10λ △ △

6212χ

80d lacZ M15△ deoR (lacZYA-argF)U169 supE44△ λ-

gyrA96 recA1 relA1 endA1 asdA4△ zhf-2::Tn10△

hsdR17 (R- M＋)
JOL500 F18+,LT+,STa+,STb+,stx2+,stx2e+ETECisolatefrompig

JOL599 F4, Sta, Stb, LT

Salmonella

MMP13 S. typhimurium JOL401 asdA16

S.typhimurium

x8554

S.typhimurium

x3339
Animal-passaged isolate of wild-type strain SL1344

plasmids

pET28a a overexpression vector containing pBR322 origin

pBSL14 a vector containing polylinker of the pUC18

pBP527 a temperature sensitive vector containing R101 origin

pYA3332 a vector containing p15A origin

pYA3342 a vector containing pBR origin

pMMP118 x6212 [pYA3560::LT-B]

pMMP172 x6212 [pMMP167::cI PR28 E lysis::ara]

PMMP184 x6212 [pMMP172::PR28 ompA TM]

pMMP132 x6212 [pMMP81::LT-B]
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구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 달성도 관련분야의 기술발전에의 기여도

차 연도1

년도2010

신생자돈 및 이유자돈과 관련된

주요 부착인자에 대한 유전자 분

석은 차 후 병원성 대장균 백신

개발에 기초 정보 제공가능

이종 항원을 전달할 수 있는 기

술 개발은 여러 백신을 동시에

예방할 수 있는 다가 백신 개발

에 박차를 가할 수 있는 기술력

제공

안전한 약독화 살모넬라 delivery

제조 기술은 유사 세균의system

적용 가능성 제공하여 유상 세균

에 대한 전달 시스템 개발에 정

보 제공

100

저렴한 고스트 사균 백신의 개발

은 국내 백신 기술력을 한 차원

높여 백신의 다양한 제조 방법에

대한 정보 제공

100

경구 접종이 가능한 고스트 백신

의 개발은 백신의 다양한 개발에

대한 정보 제공 가능

차 연도2

년도2011

접종 경로의 다양성은 다양한 접

종 경로를 이용한 백신 개발에

도움을 줄 것임

이유 후 설사 예방 백신 개발은

양돈가에 경제적으로 도움을 주

었을 뿐만 아니라 백신 수출에도

도움을 줄 것임

경구 접종이 가능한 사균 백신의

개발 기술은 다른 주요 소화기

백신 개발에 응용 가능 할 것임

사균 백신 임에도 불구하고 생균

백신처럼 세균성 면역 반응 유도

는 보다 안전하면서 효과가 우수

한 사균 백신 개발에 도움을 줄

것임
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차 연도3

년도2012

생균 백신 방어 면역이 오래 지속될 수 있

는 백신 개발에 정보 제공

100

다가 생균 및 사균 백신의 개발

로 인해 양돈가의 현실에 적합한

백신 종류 선택의 폭이 넓어짐

100

생균 및 사균 백신의 경구 접종

가능성으로 인해 양돈가에 접종

방법의 다양성과 노동력 절감 등

과 같은 경제적 효과를 기대할

수 백신 개발에 정보 제공

100

고스트 세포 표면으로의 이종 항

원의 발현은 배양하기 힘든 세균

의 예방 백신 개발에 도움을 줄

수 있을 것임

100

경구 접종이 가능한 고스트 사균

백신은 유사한 질병을 예방하기

위한 백신 개발에 기초 정보를

제공 할 수 있음
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이존화http://www.dhns.co.kr/board_view_info.php?idx=52628&s_where=all&s_word=
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주 의

. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 농림축산식품 연구

개발사업의 연구보고서입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 농림축산식품부에

서 시행한 농림축산식품 연구개발사업의 연구결과임을 밝혀

야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또

는 공개하여서는 아니 됩니다.


	Genetic engineering에 기초한 delivery system을 이용돼지의 주요 세균성 설사예방용 다가 백신 개발
	요약문

	목차

	제1장 연구개발과제의 개요

	제1절 연구개발의 목적

	제2절 연구개발의 필요성

	제3절 연구개발의 범위


	제2장 국내외 기술개발 현황

	제1절 국내외 기술개발 현황

	제2절 본 연구팀의 선행기술 수준


	제3장 연구개발수행 내용 및 결과

	제1절 연차별 세부과제별 연구개발의 목표 및 개요

	제2절 연구개발 수행방법 및 결과

	[1] 백신개발을 위한 면역원성이 우수한 향원 유전자 확보 
	1. 주요 세균성 소화기 질병


	[2] Genetic modification에 의한 생균 delivery system을 이용한 재조합 다가 백신 개발 
	1. 단백 항원 확보

	2. 각 해당 항원에 대한 항혈청 확보

	3. 생균 delivery system을 이용한 다가 백신 개발

	3. Western blot을 이용한 후보 항원의 ghost bacteria 백신 세포 외막에서의 발현 여부 확인


	[3] 실험동물에서의 면역 유도 실험 및 부작용 검사 
	1] BALB/c mice에서 점막면역 유도 adjuvant의 효능 실험 
	2] BALB/c mice에서 신생 자돈 설사와 관련된 백신 후보주의 혼합 접종 후 각 항원별 면역반응 유도 실험 
	3] BALB/c mice에서 이유 자돈 설사와 관련된 백신 후보주의 혼합 접종 후 각 항원별 면역반응 유도 실험


	[4] 고스트 시스템 개발 및 마우스에서의 고스트 효능 시험 
	4-1. 수행방법

	4-2. 결과


	[5] 목적 동물에서의 백신 효능 예비 실험 
	5-1. 수행 방법

	5-2. 결과


	[6] 목적동물에서의 접종 경로별 백신의 효능 시험 
	6-1. 수행 방법

	6-2. 결과


	[7] 자돈에서의 백신 효능 시험 
	7-1. 수행방법

	7-2. 결과

	7-3. 결론


	[8] Ghost vector를 이용한 신생자돈 설사 예방 백신 개발 
	8-1. 수행방법

	8-2. 결과


	[9] 개발된 ghost 백신의 마우스에서의 면역 유도 실험 
	9-1] 접종량 결정을 위한 실험 
	9-2] Ghost vaccine의 접종 경로에 따른 면역반응 확인 및 경로 최적화 실험

	9-3] 각 부착인자 발현 ghost vaccine의 combination 후 근육 접종 후 면역반응 유도 실험

	9-4] 각 부착인자를 ghost vaccine들을 combination 한 후 접종 횟수 결정을 위한 실험

	9-5] 결론


	[10] 실험동물에서의 ghost 백신 면역 반응 유도 및 최적화 시험 
	10-1. 실험방법

	10-2. 결과


	[11] 생균백신과 기존 상업용 백신과의 효능비교실험 
	11-1. 수행 방법

	11-2. 결과

	11-3. 결론


	[12] 백신균주의 양돈강 filed 시험 
	12-1. 수행 방법

	12-2. 결과

	12-3. 결론


	[13] 개발된 신생 자돈 설사 예방 ghost 백신 마우스에서의 면역 유도 실험 
	13-1. 실험내용

	13-2. 결과

	13-3. 결론


	[14] 개발된 신생 자돈 설사 예방 ghost 백신 마우스에서의 면역 유도 실험 
	14-1. 수행 내용

	14-2. 결과

	14-3. 결론


	[15] 목적동물을 대상으로 경구접종에서의 신생 자돈 설사 예방 ghost 다가 백신의 효능 및 접종량 결정시험 
	15-1. 수행 내용

	15-2. 실험 결과

	15-3. 결론


	[16] 고스트 사균백신과 기존 상업용 백신과의 효능비교실험 
	16-1. 수행 내용

	16-2. 실험 결과


	[17] 고스트 재조합 다가 고스트 백신 개선 및 이를 활용한 마우스에서 고스트 사균백신 근육 접종 후 살모넬라에 대한 방어 효과 
	17-1. 수행방법

	17-2. 결과




	제4장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

	제5장 연구개발 성과 및 성과활용 계획

	제6장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

	제7장 참고문헌



