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재조합 가금 아데노바이러스 Fiber 2 단백질을 이용한 특이 난황 항체 생산
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ABSTRACT Fowl adenovirus (FAV) is an important cause of several diseases, which result in considerable economic losses 
to the poultry farm. An outer capsid protein of FAV, fiber 2 is essential for virus growth, assembly or spread. This study 
was performed to produce about 22 kDa of recombinant fiber 2 protein and to immunize in laying hens to acquire the specific 
IgY antibody against the recombinant fiber 2. Laying hens were immunized with the recombinant fiber 2 intramuscularly in 
the breast muscle by injection 4 times at intervals of three weeks. At 12 weeks, serum- and egg yolk-antibody titers of hens 
against fiber 2 were increased up to 430,000 and 414,000, respectively. The recombinant fiber 2 could be recognized be the 
anti-His monoclonal antibody. Anti-fiber 2-IgY antibody could recognize the fiber 2 specifically in western blot analysis. These 
results suggested that the recombinant fiber 2 antigen could be used as an immunogen to elicit IgY antibody against fiber 
2 and the anti-fiber 2-IgY could neutralize fowl adenovirus fiber 2 effectively.
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서 론

가금 아데노바이러스(Fowl adenovirus; FAV)는 가금에서
호흡기질환, 심낭수종, 봉입체간염, 근위 미란 등을유발하
는 주요 원인체로써 전 세계적으로 발생하고 있으며, 감보
로병이나 닭 전염성 빈혈증과 같은 다른 질병과 복합 감염

시 면역 억제를 유발하여 피해가 매우 심각해진다고 알려져

있다 (Adair and Fitzgerald, 2008; Nandi et al., 2000; Hoerr 
FJ, 2010).

FAV의 주요 capsid 단백질로는 hexon, penton base, fiber
가 있다. 그 중 fiber는 세포 수용체 결합 부위를 포함하고
있으며, 바이러스의병원성이나면역원성과관련이있다. Fi- 
ber는 short fiber(fiber 2)와 long fiber(fiber 1)로 구분되는데, 
이 중 fiber 2는 가금 내 바이러스의 성장과 전파에 주요한
역할을 하기 때문에, 이 연구에서는 fiber 2를 target으로 재
조합 항원을 제작하였다(McFerran et al., 2000; Hess et al., 
1995; Pallister et al., 1996; Bradley et al., 2012).

현재 양계산업의 사육환경은 과거에 비해 상당히 개선되

어 어린 닭의 FAV 감염 기회가 상대적으로 감소하였으나, 
산란기에 FAV에 노출될 경우, 수직 감염으로 인한 피해를
예방하기 어려운 것이 현실이다. 따라서 이에 대한 대처 방
안이 필요하다. 아직까지는 FAV의 예방 및 치료를 위한 항
체 요법은 연구된 바 없으며, 따라서 이 연구에서는 FAV에
대한 난황 항체를 개발하여 그 특성을 규명하고자 하였다. 
난황항체(Egg yolk antibody, IgY)는난황중에이행된 모체
의 항체를 말하는 것으로, 난생 동물에서 어미가 획득한 면
역 항체를 자손에게 전달하는 방법의 일환으로 알려져 있으

며, 산란계를 이용한 난황 항체를 사용 시 생산성과 경제성
이 높고, 포유류와의 종간 특이성으로 인한 교차 반응이 적
은 장점이 있어서, 최근 항체 생산은 물론 가축에서 감염성
질병 예방 및 치료 등에 광범위하게 사용되고 있다(Kovacs- 
Nolan and Mine, 2004; Lee et al., 2009; Li et al., 2009). 더
불어 가축의 사료 첨가제로 항생제를 사용하거나 질병 치료

를 목적으로 사용되는 항생제의 오남용으로 항생제 내성균
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문제가 심각해지고 있는 상황에서, 항생제를 대체하여 질병
의 예방과 치료에서 탁월한 효과를 발휘하는 난황 항체의

이용가능성이부각되고있다(이희수등, 2004; Kovacs-Nolan 
and Mine, 2004; Lee et al., 2009; Li et al., 2009; Mathew 
et al., 2009).
따라서 이 연구는 가금 아데노바이러스에 대한 예방 및

치료제 개발 연구의 일환으로, 재조합 FAV fiber 2 단백질
면역원을 제조하고, 이를 산란계에 면역하여 획득한 fiber 2
에 대한 특이 항체(specific anti-fiber2-IgY)의 면역학적 특성
을 조사하였다.

재료 및 방법

1. 바이러스 및 Fiber 2 유전자 재조합

가금 아데노바이러스(Fowl adenovirus)는 농림축산검역본
부(경기도 안양시 만안구 안양로 175)로부터 분양 받아 사
용하였다(KVCC-VR1100022). Fiber 2 유전자를 확보하기

위하여 가금 아데노바이러스의 genomic DNA를 분리하고, 
이를 주형으로 PCR을 실시하였다. Genomic DNA의 분리는
Viral DNA Extraction Kit(Intron, Korea)를 사용하였으며, 추
출된 genomic DNA를 주형으로 NheⅠ site가 포함된 forward 
primer(5'-g gctagcctgtaccaagcgcccactag-3')와 XhoⅠsite가 포
함된 reverse primer(5'-g ctcgaggaccgtaacgggggcgcgg-3')를 사
용하여 PCR을 수행하였다. PCR 반응 조건은 Pro-DNi TC- 
25(Gnc Bio, Korea)를 이용하여 94℃에서 10분간 수행 후, 
다음 단계에서 94℃ 1분, 50℃ 1분, 72℃ 2분간 35 cycles를
수행하였고, 마지막 단계에서 72℃ 10분간 반응시킨 뒤 4℃
에서 PCR 산물을 보관하였다.
증폭된 PCR 산물은 1.5% agarose gel 전기영동으로 확인

후, TA cloning vector(RBC, Taiwan)에 클로닝한 다음, 염기
서열 분석을 의뢰(Macrogen, Korea)하여 확인하였다. 확인
된 클론에서 분리한 plasmid DNA를 제한 효소인 NheⅠ과
XhoⅠ으로 절단하였고, 6×His coding sequence를 갖는 발현
벡터인 pET-21d(+) vector(Novagen, Germany)를 동일한 제
한효소로절단하여다시클로닝하였으며, 이를 E. coli BL21 
(DE3)에 형질전환시켜 양성 클론을 선발하였다.

2. 재조합 Fiber 2 단백질의 발현

재조합된 pET-21d(+) 발현벡터를포함하고있는 competent 
cell BL21(DE3)을 취하여 5 mL의 LB broth(DUCHEFA, Ne- 
therland)에접종하여 37℃에서 14 시간동안 200 rpm으로혼

탕배양을실시한다음, 500 mL의 LB broth에배양액을접종
하여흡광도(OD600)가 0.7∼0.8이되도록 37℃에서 3∼4 시간 
동안 200 rpm으로 혼탕 배양을 하였다. 추가적으로 0.5 mM
의 IPTG(Isopropyl-β-D-thio-galactopyranoside, DUCHEFA, 
Netherland)를 첨가한후 3 시간 동안 배양한다음, 원심분리
하여 균체를 회수하였다.
재조합 단백질의 분리를 위하여 회수된 균체를 1× Triton 

X-100과 40 µg/mL의 phenylmethlysulfonyl fluoride(PMSF)
가 첨가된 cell lysis buffer(50 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl, pH 
8.0)를이용하여재부유시키고, 최종농도가 100 µg/mL가되
도록 lysozyme을 첨가하여 얼음 위에서 20 분간 방치하였
다. 이후얼리고녹이는과정을세번반복하였고, 4℃, 10,000 
× g에서 10 분 동안 원심분리를 하여 상층액과 침전물을 획
득하였다. 침전물에 존재하는 단백질을 기존에 발표된 방법
(He and Kwang, 2013)에 의해가용화시켰다. 먼저 침전물에
washing buffer(0.01 M Tris-HCl, 0.1 M sodium phosphate 
buffer and 2 M urea, pH 8.0)를 첨가하여 실온에서 30 분간
방치한 후, 4℃, 10,000×g에서 10분 동안 원심분리하는 과정
을 세 번반복하였고, 이후상층액에 denaturation buffer(0.01 
M Tris-HCl, 0.1 M sodium phosphate buffer and 8 M urea, 
pH 8.0)를 첨가하여 얼음 위에서 1 시간 방치하였으며, 4℃, 
10,000× g에서 30 분 동안 원심분리하여 상층액을 회수하였
다. 이를 투석 튜브와 1× PBS 2 L를 이용하여 실온에서 하
룻밤 동안 투석하였다. 또한 상기에서 획득한 재조합 fiber 
2 단백질의 농도 측정은 BCA 방법에 준하여 실시하였으며
(Smith et al., 1985), 이를 산란계 면역에 사용하였다.

3. Western Blot Analysis

재조합 fiber 2 단백질 발현 여부를 확인하기 위해 Wes- 
tern blot analysis를실시하였다. 음성대조군으로발현벡터인 
pET-21d(+) vector를 이용하여 분석하였다. 먼저 monoclonal 
rabbit anti-His-Tag antibody(1 : 2,000) (KOMA biotech, Ko- 
rea)를 반응시킨 후 2차 항체로 AP-conjugated goat anti-ra- 
bbit IgG(1 : 10,000) (Sigma, USA)를 반응시켜 재조합 fiber 
2 단백질을검출하였다. 또한난황항체를 이용하여 가금아
데노바이러스 내 fiber 2를 검출하기 위해 면역을 통해 얻은
난황 항체(1 : 10,000)를 1차 항체로 사용하였으며, secondary 
antibody로 AP-conjugated rabbit anti-chicken IgY(1 : 10,000) 
(Bethyl, USA)를 사용하여 fiber 2 단백질을 검출하였다. 모
든 세척은 TBS-T(100 mM Tris-Cl pH 7.5, 0.9% NaCl, 0.1% 
Tween 20)로 4회 실시하였으며, NBT/BCIP stock solution 
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(Roche, Korea)으로 발색반응을 유도하였다.

4. 시험 동물 및 면역 방법

이 연구를 위하여 26 주령 ISA-Brown계의 산란계 10 수
를 시험 동물로 공시하였으며, 산란계는 단국대학교 생명자
원과학대학 실험동물사육동에서 개별 사육하였다. 수행 시
험 전 기간 동안 일일 16 시간 점등하였고, 온도는 22 ± 2℃
로 유지하였으며, 사료와 물은 자유 섭식하였다. 동물 실험
은 단국대학교 동물실험윤리위원회의 허가를 취득하여 동

물실험윤리위원회의 가이드라인에 따라 실험을 수행하였다

(DKU-11-007).
산란계면역은다음과같이실시하였다. 재조합 fiber 2 단

백질 0.5 mL를동량의 Freund's adjuvant(SIGMA, USA) 혼합
하여 충분히 교반한 다음, 면역원으로 사용하였으며, 이를
산란계의 흉근 4 군데에 각각 0.25 mL씩 근육 주사를 실시
하였다. 이러한 면역을 3 주 간격으로 총 4 회 수행하였다
(김정우 등, 2000).

5. 혈청 및 난황에서 항체의 분리

혈청 내 항체가를 측정하기 위하여 산란계의 익하정맥으

로부터혈액 1 mL를채취하였다. 실온에서 30분간응고시킨 
뒤 3,000 rpm으로 10 분간 원심분리하여 상청의 혈청을 분
리하였으며, 분리된 혈청은 —70℃에 보관하였다가 항체가
측정을 위한 실험에 사용하였다. 매일 수거된 계란으로부터
난황 항체의 분리는 김정우 등(2000)의 방법에 따라 실시하
였다. 채집한 난으로부터 난황만을 분리한 후 증류수(pH 
5.0)로 10 배 희석하고, 다시 희석액을 pH 5.0로 적정한 후
—20℃에서 24 시간 동결하였다. 동결된난황희석액을 해동
시킨다음, 15℃, 10,000×g 로 30 분간원심분리를 실시하여, 
상층액을 수거하였고, 다시 수거액을 8℃에서 Whatman No. 
1(SIGMA, USA)으로 여과하여 수용성 난황 항체를 분리하
여 항체가 측정 실험에 사용하였다.

6. 혈청 및 난황 내 항체 역가 측정

혈청과 난황으로부터 재조합 fiber 2 단백질에 대한 항체
역가를 분석하기 위하여 indirect enzyme-linked immunosor- 
bent assay(ELISA)를 실시하였으며, 그 측정 방법은 다음과
같다(김정우 등, 2000). Carbonate-bicarbonate buffer(pH 9.6)
에 재조합 fiber 2 단백질을 5 µg/mL가 되도록 혼합한 다음, 
MicrotestⅢ flexible Assay plate(Falcon, USA)에 100 µL씩분
주하여 4℃에서하룻밤동안정치하였다. 항원이피복된 plate
를 PBS-T(0.02 M NaH2PO4, 0.13 MNaCl, 0.05% Tween-20,

pH 7.2)로 3 회세척하였으며, blocking buffer(5% skim milk, 
pH 7.3, Difco, USA)를 175 µL씩분주하여 2 시간동안 25℃
에서 정치시켰다. Blocking buffer와 PBS-T를 동량으로 섞은
희석 용액을 이용하여 혈청과 난황을 각각 2,000배 희석하
고, 다시 3배수씩단계희석하였으며, 이를각 well에 100 µL
씩 분주한 후 37℃에서 1 시간 30 분간 반응시켰다. 2 차 항
체로는 AP-conjugated rabbit anti-chicken IgY(Bethyl, USA)
를 2,500 배로 희석하여 사용하였으며, 이를 각 well에 100 
µL씩분주후 37℃에서 1 시간 30 분동안반응시켰다. 이후
phosphate substrate tablets(ρ-nitrophenyl phosphate) (Sigma, 
USA)를 0.5 mM MgCl2가 함유된 10% diethanolamine(pH 
9.8) 용액에 용해시킨 기질을 plate에가하여 37℃에서 20 분
간발색반응을유도하였고, Microplate reader(Molecular De- 
vices; E Max)를사용하여 405 nm에서흡광도(optical density)
를 측정하였으며, 이 결과를 이용하여 항체가를 산출하였다.

결 과

1. Fiber 2 유전자 확보 및 재조합 Fiber 2 단백질 발

현벡터 구축

Fiber 2 유전자를 확보하기 위하여 PCR을 수행하여 목적
으로 한 630 bp의 밴드를 얻었고(Fig. 1A), 이를 TA cloning 
vector에클로닝한다음, 제한효소분석을통하여목적한유
전자를 확인하였다(Fig. 1B). 또한 염기서열 분석을 통하여
Gen-Bank(NC001720)에 등록되어 있는 fiber 2 유전자 서열
과 99 %의 homology를 확인하였으며, expression vector인
pET-21d(+)에 다시 클로닝하여 발현 벡터를 구축하였다.

2. 재조합 Fiber 2 단백질의 발현

pET-21d(+) expression vector로 클로닝이 확인된 fiber 2 
유전자의 단백질 발현을 확인하기 위하여 SDS-PAGE를 실
시하였으며(Fig. 2A), anti-His-Tag monoclonal antibody를 이
용하여 Western blot analysis를 실시하였다(Fig. 2B). Fig. 2 
(A)에 나타낸 바와같이, 재조합 fiber 2 유전자 발현을 유도
한 E. coli에서 추출한 단백질에서 약 22 kDa 크기의 fiber 
2 단백질을 확인할 수 있었다. 반면에 pET-21d(+) vector만
을이용하여발현한단백질의경우, 어떤밴드도검출되지않
았다.

3. 산란계 혈청과 난황 내 재조합 Fiber 2에 대한 항체

역가의 변화

재조합 Fiber 2 단백질을산란계에 3 주간격으로 4 회 면
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Fig. 1. Expression vector of fiber 2 gene of FAV.
(A) 1.5% agarose gel electrophoresis of PCR product. Lane 1 : 100 

bp DNA marker; Lane 2 : PCR product of fiber 2 gene(630 bp).
(B) 1 % agarose gel electrophoresis of HindⅢ digested TA/fiber 

2 cloning vector. Lane 1 : 1 kb DNA marker; Lane 2 : Hind
Ⅲ digested cloning vector and fiber 2 gene.

  

Fig. 2. Expression of recombinant FAV fiber 2 protein.
(A) 12.5% SDS-PAGE and (B) Western blot analysis with mono- 
clonal rabbit anti-His-Tag antibody(1:2,000). Lane 1 : protein 
marker; Lane 2 : extracts from E. coli BL21(DE3) transformed with 
the pET-21d(+) plasmid; Lane 3 : extracts from E. coli BL21 
(DE3) transformed with the pET-21d(+)/fiber 2.

역한 다음, 각 주차별로 혈청과 난황 내 재조합 fiber 2 단백
질에 대한 항체 역가를 측정한결과, 접종 후 3 주부터 형성
되기시작하여 6 주경에급격히 증가하였으며, 12 주까지 꾸

준히 증가하였다. 혈청과 난황내 항체 역가는 12 주경에각
각 430,000과 414,000의 최고치 수준을 보였다(Fig. 3).

4. Anti-Fiber 2 IgY를 이용한 Fiber 2의 검출

재조합 fiber 2 단백질을 산란계에 면역하여 얻어진 난황
항체의 fiber 2 binding activity를 확인하기 위하여 난황 항체
를 이용하여 Western blot analysis를실시한 결과, 약 48 kDa 
크기의 fiber 2 단백질을 확인할 수 있었다(Fig. 4).

Fig. 3. Developmental changes of serum and egg yolk antibody 
titer against recombinant FAV fiber 2 after immuniza- 
tion.

Boosters were given to layers 3, 6, 9 weeks after the first injection 
(0 week). Antibody titers from sera and egg yolk were determined 
by indirect ELISA every 3 weeks.

Fig. 4. Detection of FAV fiber 2 with anti-FAV fiber IgY de- 
rived from recombinant FAV fiber 2-immunized chicken.

Lane 1 : protein marker; Lane 2 : the protein of FAV obtained from 
the CEL cells infected with the FAV.
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고 찰

최근 각종 바이러스 감염의 진단 및 치료를 위한 난황 항

체의 연구가 진행되고 있다(Shuizhong et al., 2012; Gholam- 
reza et al., 2012; Ying et al., 2013). 본 연구에서는 가금 아
데노바이러스의 fiber 2 유전자를 이용한 재조합 단백질을
생산하고, 산란계에 면역을 실시하여 FAV fiber 2에 특이적
인 난황 항체를 생산하고자 하였다. 먼저 대장균 발현 시스
템을 이용하여 발현된 재조합 단백질이 anti-His-Tag mono- 
clonal antibody와 특이적으로 반응한다는 것을 Western blot 
analysis를 통하여 확인하였으며, 이는 대장균에서 유도되어
발현된 단백질이 재조합 fiber 2 단백질임을 나타내었다.
상업적으로 판매되는 가금 아데노바이러스에 대한 세포

주를 입수하기 어려운 관계로 Shuizhong 등(2012)의 방법을
수정 보완하여 가금 아데노바이러스의 fiber 2 중화 테스트
를 수행하였다. El Bakkouri M 등(2008)에 의하면 Fiber 2 
단백질은 head, shaft, tail로구분되는데, 이중 tail 부분이아
데노바이러스수용체의결합에중요한역할을하는 AB loop
와 유사한 형태인 AA’ loop의 특이적인 형태를 지니며, 따
라서이 연구에서는 fiber 2 의 tail(22 kDa) 부분을사용하여
재조합 난황 항체를 생산하였다. 중화 테스트 결과에 나타
난 48 kDa의 밴드는 fiber 2의 전체 크기를 나타내며, 이를
통해 재조합 fiber 2 단백질(22 kDa)을 산란계에 면역하여
얻어진 난황 항체가 가금 아데노바이러스 내 fiber 2 단백질
전체와 특이적으로 반응한다는 것이 확인되었다. 따라서 본
연구에서 생산된 재조합 fiber 2 단백질에 대한 특이 난황
항체를 이용할 경우, 가금 아데노바이러스의 성장과 전파에
중요한 역할을 하는 fiber 2를 제어할 수 있을 것으로 기대
된다.
기존 논문에 의하면, 항체 반응을 유도하기 위한 효율적

인 농도의범위는 10∼1,000 µg이라고보고된바있다(Erhard 
et al., 2000). 이에의거하여 본연구에서는산란계에 재조합
fiber 2 항원을 총 3 가지농도(수당 100 µg, 200 µg, 500 µg)
로 접종하였으며, 그 결과, 500 µg의농도가 가장 높은 항체
역가를나타냈으며, 면역이계속진행됨에따라 200 µg의농
도로 접종했을 때 나타난 항체 역가와 비슷한 수준을 유지

하였다(data not shown). 따라서 앞으로 재조합 fiber 2 항원
을 이용한 난황항체 생산 시 수당 200 µg의 농도가 가장 적
합할 것으로 판단되었다.
산란계에 재조합 fiber 2 항원을 접종한 후, 혈청과 난황

내 항체 역가를 측정한 결과, 혈청 항체가와 난황 항체가의

변화가 비슷한 양상을 보였으나, 면역 후 6 주경의 혈청 항
체가의 증가율보다 난황 항체의 증가율이 더 높게 나타났

다. 이와 같은 현상은 면역 직후부터 3 주경까지 혈중에 형
성된 항체가 6 주경에 난황으로 이전되어 축적됨으로써 나
타나는 현상으로 추정된다(Bar-Joseph et al., 1980; Shimizu 
et al., 1988).
결론적으로 본 실험을통하여 FAV fiber 2에 특이적인 난

황항체를 생산하였으며, 이러한 특이적인 난황 항체는 가금
아데노바이러스 감염의 예방 및 치료에 활용 가능할 것으로

사료된다.

적 요

본 연구는 가금에서 호흡기 질환, 심낭수종, 봉입체 간염, 
산란저하증 등을 유발하는 가금 아데노바이러스의 fiber 2 
유전자에대한 특이 난황 항체를 개발하고자 실험을 실시하

였다. Fiber 2 유전자를 클로닝한 뒤, 대장균 발현 시스템을
이용하여 약 22 kDa의 재조합 fiber 2 단백질을 생산하였다. 
이를 산란계에 3주 간격으로 총 4회 면역하여 혈청 및 난황
내 항체가를 측정한 결과, 면역 후 12주경에 항체가가 최고
치에 달하였으며, 산란계로부터 획득한 난황 항체를 이용한
Western blot analysis 결과, 가금 아데노바이러스 내 fiber 2 
단백과 특이적으로 반응한다는 것을 규명하였다. 결론적으
로, 가금 아데노바이러스 fiber 2에 특이적인 난황 항체 생산
에 성공하였으며, 이러한 특이적인 난황 항체는 가금 아데
노바이러스로 인한 질병의 예방 및 치료에 활용 가능할 것

으로 사료된다.
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