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국문요약

국내 우점종인 안개무늬날개깔따구 (Chironom us kiiens is )의

주알레르겐 유전자 클로닝

깔따구는 파리목(Dipter a ), 깔따구과(Chiron omidae)에 속하는 곤충으로 유충은

수서생활을 하는데 엄청난 수의 성충이 발생한다. 성충은 강한 추광성이 있어

주택가로 많이 모여들어 주거생활에 불편을 준다. 성충은 수명이 짧아 2∼4일

밖에 생존하지 못하므로 전등밑 또는 창문틀 등에서 죽은 깔따구의 몸이 말라

부스러져 공기 중에 떠다니면서 여러 가지 알레르기 증상을 일으키는 것으로 알

려져 있다. 유충은 높은 교차항원성을 나타내는 헤모글로빈이 주알레르겐으로

알려져 있다. 그러나, 헤모글로빈을 갖고 있지 않은 깔따구 성충에서도 교차항원

성을 나타내는 알레르겐을 합성한다는 보고도 있다.

본 연구는 우리나라의 우점종인 안개무늬날개깔따구(Chiron om us k iiens is )의

주알레르겐을 규명하여 유전자를 클로닝하고 그 특성을 알아보고자 하였다. 깔

따구 성충을 채집하여 조항원을 제조하였다. 세브란스 병원의 알레르기클리닉을

찾은 알레르기환자를 대상으로 깔따구 조항원으로 피부단자시험을 실시하여 양

성반응을 나타낸 21명의 환자의 혈청을 연구에 이용하였다. 깔따구 조항원을 마

우스에 면역시켜 항혈청을 얻었으며 이를 이용하여 본 실험에서 제작한 안개무

늬날개깔따구 성충 cDNA library 중에서 주알레르겐의 유전자를 선별하였다. 항

원성이 높은 유전자의 클로닝을 시행하여 그 특성을 규명하였으며 재조합 유전

자를 합성하여 양성 환자군의 혈청으로 특이 IgE 반응을 검증하고 다른 절지동

물들과의 교차항원성을 알아보았다. 그 결과 마우스 항혈청으로

imm un oscreenin g을 수행하여 항원성이 높은 유전자를 클로닝하였다. 주알레르

겐은 285개의 아미노산을 암호하는 open readin g fram e을 가지며 분자량과 등

전점은 각각 32,532 Da과 pI 4.58임을 추산할 수 있었다. 유전자 비교검색 결과
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안개무늬날개깔따구의 주알레르겐은 노랑초파리(D ros op hila m elan og as ter )의 트

로포마이오신과 가장 유사함을 알 수 있었다. 또한 절지동물문의 다른 주요 그

룹인 바닷가재(P an ulirus s timp s on ) 및 세로무늬집먼지진드기

(D erm atop hag oid es p terony ss in us )의 알레르겐과도 높은 유사성이 있었다. 본

유전자의 알레르겐으로서의 특성을 조사하기 위하여 재조합 유전자를 E . coli에

서 발현시킨 다음 Ni- nitr ilot riacetic acid resin을 이용한 친화크로마토그래피로

분리하였다. 이 재조합 항원은 IgE Imm un oblott in g 분석결과, 피부단자시험 양

성 환자 혈청의 76%와 특이 IgE 반응을 나타냈다. 이에 대한 마우스 항혈청을

제조하여 im mun oblot을 시행한 결과 큰다리집먼지진드기(D erm atop hag oid es

far inae ), 세로무늬집먼지진드기, 집파리(M usca d om es tica ), 작은빨간집모기

(Culex tr itaeniorhy nchus ), 누에(B om byx m or i)의 트로포마이오신간의 교차반응

을 확인하였다.

핵심되는 말: 안개무늬날개깔따구, 주알레르겐, 클로닝, 트로포마이오신
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국내 우점종인 안개무늬날개깔따구 (Chironom us kiiens is )의

주알레르겐 유전자 클로닝

<지도교수 김동수 >

연세대학교 대학원 의과학사업단

염 혜 영

Ⅰ . 서 론

깔따구는 분류학적으로 곤충강(In secta ), 파리목(Dipter a ), 깔따구과

(Chironomidae)에 속하는 날벌레로 강, 개울, 호수, 못, 논, 저수지, 하수구, 물웅

덩이, 늪, 인공용기 등 모든 수질에서 대량 발생하고, 강한 추광성이 있어 불빛

으로 모여들기 때문에 주민의 생활에 여러 면으로 불편을 주거나 건강을 해치는

의용 곤충이다.1 ,2 특히 성충은 수명이 짧아 2∼4일 밖에 생존하지 못하며 몸체가

연약하여 죽은 깔따구가 말라 부스러져 먼지나 공기 중에 섞여 있다가 사람이

호흡할 때 비강이나 기관지로 들어와 알레르기 증상을 일으키는 것으로 알려져

있다.3 천식, 비염, 아토피피부염 등 알레르기 질환을 야기하는 원인 항원에는 여

러 가지 물질이 있으며, 그 중 절지동물인 집먼지진드기의 항원이 가장 주요한

것으로 알려져 비교적 많은 연구가 수행되어 왔다. 그러나 같은 절지동물이며

곤충류에 속하는 깔따구의 항원성에 관한 연구는 많지 않다.

깔따구류는 현재 10,000여종이 지구상에 서식하고 있으며 우리와 생태적 조

건이 유사한 일본에서는 500여종이 기록되어 있으나 우리 나라에서는 극히 최근

에 조사가 시작되어 겨우 50여종이 확인되어 있을 뿐이다. 깔따구류는 거의 모
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든 종류의 물에서 발생하고 있으나 수질에 따라 각기 다른 종이 서식하며, 종이

매우 다양하고 지역에 따라 우점종이 다르게 나타나는 것이 특색이다. 일본에서

는 Chiron om us y oshim ats ui, C. p lum os us, T ok unag ay us urika akam ushi 등이

전국적으로 우점종이지만 이들 종의 국내분포는 극히 제한되어 있고 개체군 밀

도가 낮아 오히려 희귀종에 속한다.4 국내에서는 주로 논에서 발생하는 안개무

늬날개깔따구(C. k iiens is )와 유기물질에 오염된 하수에서 발생하는 노랑털깔따

구(C. f lav ip lum us )가 우점종으로 전자는 농촌에서 후자는 주로 도시에서 많이

발생한다.5

깔따구가 알레르기 질환의 원인 항원으로 주목받게 된 것은 1970년대 후반에

들어서이다. 아프리카 수단의 나일강에 거대한 댐을 건설한 후 인근주민 가운데

알레르기 천식 환자가 다수 발생하였는데, 그 원인으로 댐에서 집단 발생한 깔

따구를 의심하게 되었고,6 ,7 그 후 Clad otany tars us lew is i라는 깔따구가 주 항원

으로 작용한다는 사실이 확인되었다.8 - 1 1 Baur 1 2는 독일에서 어류사료가 되는 C.

thum m i 유충을 취급하는 수족관 및 사료공장 종사자 중에서 알레르기 질환이

다수 발생하였음을 보고하였고, Kag en 등1 3은 미국 위스콘신에 위치한 저수지에

서 발생하는 C. p lum os us 항원에 의한 아토피 질환의 발생을 보고하였다.

Ig ar ashi 등1 4은 일본의 T oy am a 지방의 기관지천식아동 119명을 대상으로 피부

시험을 실시한 결과 P olyp ed ilum ky otoens is, C. y oshim ats ui와

T ok unag ay us urika akam ushi에 대하여 각각 23.5% , 17.6% 및 7.6%의 양성반응

을 보였다고 보고하였고, T oshiy a 등1 5은 Ky ot o 지방의 천식환자 56명 중 32명

(57.1% )이 C. y oshim ats ui 조항원에 피부시험 양성반응을 나타냈다고 하였다.

Murakam i 등1 6은 일본의 10개 도시의 천식아동 697명의 27.4%가 C. p lum os us

추출물에 피부시험 양성반응을 나타냈다고 보고하였고, Ishii 등1 7도 소아천식 환

자의 16.3%가 C. y oshim ats ui에 양성반응을 보였다고 하였다. Brasch 등1 8은 공

기 중에 떠도는 깔따구 항원이 얼굴에 접촉하여 알레르기 피부증상을 야기한 환

자를 처음으로 보고하였다. Kimura 등1 9은 호수 부근의 대기와 흙 또는 실내먼
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지에 깔따구 항원이 널리 분포되어 있음을 보고하였고, M at sun o 등2 0
도 대기중

에 장소에 따라 0.3- 6.8n g/㎡의 깔따구 항원을 측정 보고한 바 있다. 한국에서는

아직 깔따구류가 알레르기 질환을 야기하는데 어느 정도 관여하고 있는지 조사

된 바가 별로 없다. Park 등2 1
은 C. p lum os us와 T ok unag ay us ur ika akam ushi에

대해 양성반응을 보인 2명의 기관지천식 환자를 보고한 바 있고, Kim 및 P ark 2 2

은 475명의 호흡기계 알레르기 환자의 20.4%와 20.6%가 상기 2종에 각각 양성

반응을 보여 우리 나라에서도 깔따구가 중요한 항원 중의 하나임을 보고하였다.

그러나 위의 두 조사에서 사용한 2종의 깔따구 항원은 일본산으로 일본에서는

가장 흔한 우점종이지만 우리 나라에서는 극히 제한된 지역에서 소수 발생하는

것으로 알려져 있고,2 3 우리 나라에서 가장 흔한 우점종은 안개무늬날개깔따구와

노랑털깔따구 2종인 것으로 보고되었다.5 따라서 상기 두 조사 결과는 깔따구

유사종 간의 교차반응의 결과라 생각된다. 국내 아토피 환아 456명을 대상으로

노랑털깔따구 항원을 이용한 피부시험의 결과 7.8%의 양성율을 보여 외국의 보

고나 국내 성인의 조사결과와는 다른 양상을 나타냈다.2 4

본 연구에서는 우리 나라에서 서식하는 깔따구 중 우점종인 안개무늬날개깔

따구의 조항원을 제조하여 IgE 항체와 주로 반응하는 알레르기 항원 단백질을

밝히고, 분자생물학적인 방법을 응용하여 주 알레르겐 항원의 유전자를 클로닝

한 뒤 다량 생산하여 그 특성을 규명하고자 하였다.
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II. 재료 및 방법

1 . 재료

가 . 깔따구의 채집과 조항원 제조

수답에서 번식하는 깔따구 성충을 다수 채집하기 위하여 경기도 고양시 덕양

구에 있는 논가에 유문등을 3개 설치하여 깔따구를 비롯하여 날아든 곤충들을

채집하였다(F ig . 1 A ). 이 중에서 안개무늬날개깔따구의 성충을 해부현미경 하

에서 골라내어 - 70 에 냉동 보관하였다(F ig 1 B ).5 냉동 보관된 성충은 해동

후, 100% ether를 깔따구 1g당 1 m l로 첨가한 후 16시간 증발시켜서 지질을 제

거하였다. 여기에 ph osphat e buffered salin e (137 m M NaCl, 1.8 m M KH 2 PO4 ,

10 mM Na2 HPO4 , 27 m M KCl, pH 7.4)을 첨가한 다음 마쇄기를 이용하여 균질

액을 만든 후 10,000 g에서 30분간 원심분리하여 상층액을 조항원으로 사용하였

다.

나 . 대상

위의 방법으로 제작한 조항원을 동결건조하고 Coca 용액(0.9% NaCl, 0.25%

NaHCO3 0.4% phen ol)으로 추출한 후 증류수에 1:40(w/ v )으로 희석하여 피부단

자시험용 시약으로 사용하였다. 1998년 9월 11일부터 1999년 2월 11일 사이에

알레르기 증상 즉 천식, 두드러기, 비염, 아토피피부염으로 연세대학교 세브란스

병원의 알레르기 클리닉을 찾은 환자 275명을 대상으로 깔따구 조항원을 포함하

여 50종의 항원으로 피부단자시험을 실시하였다. 남:녀 비는 1:1이였고 평균 연

령은 36.2세였다.
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2 . 방법

가 . 마우스 항혈청의 제조

4주된 BALB/ c 마우스를 조항원(2 ㎍)과 alum adjuv ant의 혼합물로 면역시

키고, 4주와 8주 후에 각각 동량의 조항원을 다시 주사하였다. 면역하는 기간 동

안 2주에 한 번씩 마우스 안와정맥총에서 채혈하여 ELISA법을 수행하여 깔따

구 특이 IgE치가 최고로 생성된 혈청을 얻었다.

나 . 안개무늬날개깔따구 항원의 S D S - P A GE와 특이 Ig E Im m u n ob lott in g

조항원이나 재조합 항원을 loadin g buffer (60 m M T ris - H Cl, 25% gly cerol,

2% SDS , 14.4 m M 2- m ercaptoeth an ol, 0.1% brom oph enol blue)에 녹인 후, 끓

는 물에 5분간 반응시켰다. 10% 혹은 12% SDS - poly acrylamide g el에

50V/ 100V으로 전기영동(Sm all mighty , Hoeffer , San F ran cisco, CA , USA )을

실시하여 단백질 항원을 분석하였다. SDS - PA GE g el을 25V로 60분간

nit rocellulose m embran e (NC, pore size 0.45 m , Am er sh am ,

Bu ckin gham shir , UK )에 전이(X cell Ⅱ, Nov ex , Carlsbad, CA , USA ) 시켰다.

NC m em bran e은 필요시 4 m m 간격으로 절단하여 실험에 이용하였다. IgE

imm un oblot을 위해서 NC m embrane을 4 에서 16시간 동안 3% skim

milk - T BS - T (25 m M T ris , 100 mM NaCl, 0.05% T w een 20, pH 7.5) 용액으로

반응시켜 비특이적 단백질 결합을 차단하였다. 1:2로 희석한 환자 혈청 (PBS )으

로 4 에서 16시간 동안 반응시켰다. 그후 alkaline phosph atase가 결합된 g oat

poly clon al anti- hum an IgE (Sigm a, S t . Louis , M O, USA )를 1:2,000으로 희석 후

상온에서 1시간 반응시켰으며, nitr oblu e tet razolium/ brom ochloro- indolyl

phosph ate (NBT / BCIP ; Prom eg a , M adison , W I, USA )를 이용하여 발색시켰다.

다 . cD N A ex pre s s i on library의 제조

(1) 전체 RNA 및 mRNA의 분리
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깔따구 충체에 denatur in g 용액(5 M guanidium thiocy anat e, 10 mM EDT A ,

2% SDS , 25 mM T ris - HCl, pH 7.6)을 넣어 용해시킨 후, phen ol/ chloroform을

이용하여 단백질을 제거하였다. Isopropyl alcohol을 첨가한 후 Resin T ack을 이

용하여 RNA를 침전시키고, 이를 건조하여 DEPC를 처리한 증류수에 녹여 1분

간 원심침전하여 상청액을 분리하였다. 전체 RNA 용액을 olig o- dT가 부착된

Dyn abead의 M agnet ic par ticle collection kit를 이용하여 b ead와 결합한 m RNA

를 모아 DEP C를 처리한 증류수에 녹여 - 70 에 보관하였다.

(2) cDNA library 제작

ZAP - cDNA Synth esis kit (Str at agen e, La Jolla , Ca , USA )를 이용하여

dir ect ion al clonin g하였으며, 방법은 제공되는 실험방법을 따랐다. 위에서 기술한

방법으로 얻어 보관한 깔따구의 m RNA 4 ㎍을 사용하여 먼저 fir st str an d를 합

성하였다. DT T , fir st str an d m ethyl nu cleotide m ix ture, linker - pr im er , RNase

block들을 적정 농도가 되도록 넣고, poly A mRNA 5 ㎍을 넣고 잘 섞었다. 여

기에 M - MLV rev er se tr an scr ipt ase를 넣고 37 에서 반응시켰다. 이렇게 얻은

fir st str and에 DT T , second st ran d nucleotide m ix ture, dNT P , RNase H , DNA

polym erase를 넣고 16 에서 2.5시간 반응시켜 secon d st ran d를 합성하였다.

Ph enol/ chloroform를 첨가하고 상층액을 분리한 후 얻어진 double str an ded

DNA를 alcohol precipitat e 시켰다. Klenow fragm ent 및 dNT P mix를 사용하

여, cDNA term ini를 blunt ing시키고, E coR I adapt or s를 lig at ion 시켰다. T 4

polynu cleot ide kin ase 및 rAT P들을 섞어 E coR I en ds를 kin at ion 시키고, Xho

I으로 소화시켰다. 이렇게 준비한 cDNA를 Uni- ZAP XR v ector에 T 4 DNA

liga se 등을 사용하여 lig ation 시켰다. Gigapack Ⅱ Gold pack aging ex tr act를

사용하여 in v itro packagin g 시켰다. XL 1- Blue MRF ' b acter ia를 h ost cell로

길러 plat ing과 titer in g에 사용하였다.
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라 . 항원단백질의 검색 및 확인

(1) Im mun oscreenin g

0.2% m altose, 10 mM Mg SO4를 첨가하여 만든 LB 배지에 숙주세포인 XL

1 blue MRF '을 37 , 200 rpm으로 16시간 배양시켰다. SM 완충액에 1/ 4,000으

로 희석한 phage와 숙주세포 100 ㎕씩 섞고 37 에서 15분간 숙주세포가 감염

되도록 하고, 50 로 미리 데워놓은 3 ㎖ top agarose (10 g NaCl, 10 g

tryptone, 5 g y east ex tr act , pH 7.0 per liter )와 혼합하여 즉시 미리 만들어 놓

은 NZY plat e (5 g NaCl, 2 g Mg SO4 7H 2 O, 5 g y east ex tr act , 10 g NZ

amin e, 15 g ag ar , pH 7.5 per liter ) 위에 고르게 폈다. 42 에서 plaqu e가 보일

때까지 (약 4시간) 키우고, 10 m M IPT G (isopropyl - D- thiogalactopyran oside)

에 적신 nitrocellulose m em bran e (Bio- Rad Lab . In c, H ercules , CA , USA )을 덮

은 다음 3.5시간 37 에서 키워 단백질의 발현을 유도하였다. Mem bran e을

T BST 용액(10 m M T ris - HCl, pH 7.5, 150 m M NaCl, 0.05% T w een 20)으로

세척하고 3% skim m ilk를 포함한 T BST로 비특이적 반응을 차단시켰다. 1차

항체로 안개무늬날개깔따구 조항원을 면역한 m ou se serum을 500:1로 희석하여

1시간 동안 반응시키고 m em bran e을 T BST로 10분간 3회 세척하였다. 2차 항

체로 alk alin e ph osphat ase conju gat ed goat ant i- m ou se Ig G1(S igm a )을 1:2,000

으로 희석하여 1시간 반응시키고, m embrane을 W estern blott ing과 동일한 방법

으로 BCIP/ NBT를 기질로 이용하여 반응시켰다. 이 중 가장 강한 반응을 보이

는 것들 중에서 수 개의 clon e들을 선별하였다.

(2) In viv o ex cision

ZAP Ex press v ector에 있는 ph ag emid를 분리하기 위하여 숙주 세포 SOLR

과 Ex A ssist helper ph age를 이용하여 in viv o ex cision을 수행하였다. 3차
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scr eenin g을 통하여 최종적으로 분리된 phag e (1×105 pfu/ m l) 250 ㎕를

XL1- Blu e MRF ' (O.D . 6 0 0 = 1.0) 200 ㎕와 1㎕의 Ex A ssist h elper phag e (1×106

pfu/ ml)에 섞어서 15분간 37 에서 반응하였다. 3 ml의 NZY broth를 첨가한 뒤

3시간 동안 배양하여 single clon e ex cision이 일어나도록 하였다. 그 다음 70

에서 20분간 열처리한 후 원심분리 (1,000 g , 15분)를 하여 상층액 100 ㎕를 취

한 다음 100 ㎕의 SOLR (O.D . 6 0 0 = 1.0)과 섞어 15분간 37 에 배양하여 형질전

환시켰다. 300 ㎕의 NZY broth를 첨가한 후 37 에서 45분간 더 배양하여 그

중 50 ㎕를 LB/ kanam y cin (50㎕/ m l) ag ar plat e에 고르게 폈다. 16시간 배양하

여 생성된 colony에서 다시 pla smid를 추출하여 재조합 DNA의 크기를 확인한

후 E . coli에 다시 형질전환하여 이후의 실험에 사용하였다.

마 . D N A s e qu en c in g

형질전환된 E . coli에서 plasmid를 QIAprep Spin Miniprep Kit (QIA GEN ,

Valencia , CA , USA )를 이용하여 얻은 후 제한효소 EcoRⅠ과 XhoⅠ으로 37 에

서 1시간 절단 후 cDNA in ser t 크기를 1% ag arose gel에 전기영동하여 확인하

였다. 염기서열 결정은 Sang er등의 dideoxy ch ain termin ation 방법을 기초로

한 T 7 Sequenase v er sion 2.0 DNA sequen cing kit (Am er sham Life Science,

Clev eland, OH , USA )를 사용하였으며 in sert에 대해 5 '과 3 '양쪽으로 동시에 시

행하였다.2 6 Sequencin g prim er로는 T 3(5 ' - AAT T AACCCT CACT AAAGGG- 3' )와

T 7 (3 ' - CGGGAT ACCACT CAGCAT AAT G- 5 ' )을 사용하였다. 5 ㎍의 plasm id

DNA를 s sDNA로 변성시킨 후 각각의 prim er를 상보적인 DNA에 결합시켰다.

이를 상온에서 약 5분간 [3 5 S]dAT P로 표지시키고 각각의 dideox y NT P가 들어

있는 tub e에 옮겨 37 에서 5분간 반응시켰다. 각각의 반응산물을 6%

poly acrylamide g el에 전기영동한 후 X - ray film에 감광시켜 판독하였다. 판독한

DNA 염기서열 자료는 BLAST (Basic Local Alignm ent Search T ool)를 사용

하여 GenBank , EMBL의 datab ase들과 비교하여 유전자의 유사성과 특성을 분
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석하였다.

바 . 안개무늬날개깔따구 재조합 항원의 제조 및 분리

(1) 트로포마이오신 유전자의 발현벡터로의 sub clonin g

B am H Ⅰ과 X ho Ⅰ site를 포함하는 prim er인(upstr eam prim er :

atct gg atccatg g atg ccat c (B am H Ⅰ)와 dow n str eam prim er :

gaagct cg agt tat tctt tg ag gat a (X ho Ⅰ)을 제작하고 ex cision한 plasm id를 tem plat e

로 이용하여 PCR 증폭한 후, 제한 효소를 처리하여 ex pression v ector인 pET

28a (Nov ag en , M adison , W I 53711, USA )에 삽입하였다.

(2) 재조합 트로포마이오신의 발현 및 순수분리

Sub clonin g한 plasm id를 E . coli BL21에 형질전환하여 과발현을 유도하였다.

50 ㎍/ m l의 kan am y cin을 포함한 LB broth에 37 에서 배양하다가 OD6 0 0 값이

0.5일 때 1 m M IPT G를 첨가하고 5시간 더 배양한 후 bacter ia를 모았다. 이를

LB broth 2 ℓ에 배양하여 초음파 분쇄기로 1분씩 5회 반응시킨 다음 10,000 g

에서 1시간 원심분리하여 상층액을 모았다. 20 m M im idazole 용액으로 평형시

킨 4 m l의 Ni- NT A agarose (QIA GEN , Valen cia , Ca , USA )와 20분 동안 상온

에서 교반시켜 결합시킨 후, 60 m M im idazole 용액으로 세척하고 250 mM

imidazole 용액 3 m l로 추출하였다. 이렇게 얻은 용액을 ph osphat e buffer , pH

7.4로 투석하고 정량하여 사용하였다.
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Ⅲ . 결 과

1 . 깔따구 조항원을 이용한 피부단자시험의 결과

채집한 안개무늬날개깔따구의 조항원을 제조하여 1998년 9월 11일부터 1999년

2월 11일 사이에 알레르기 증상 즉 천식, 비염, 두드러기, 아토피 피부염으로 연

세대학교 세브란스병원의 알레르기 클리닉을 찾은 성인 환자 275명을 대상으로

피부단자시험을 실시하였다. 두 종의 집먼지진드기(D erm atop hag oid es

p terony ss in us와 D em atop hag oid es far inae )가 가장 흔한 알레르겐(60.4%와

66.9% )으로 나타났으며 다음으로 바퀴 (35.3% )로 나타났다. 안개무늬날개깔따구

는 14.2%로 집먼지진드기와 바퀴다음의 빈도를 보였다 (F ig . 2).

2 . 깔따구 주알레르겐 유전자 클로닝

조항원으로 면역한 마우스는 5주 후에 IgE가 최고치에 도달하는 것을 알 수

있었으며, 2번의 boostin g을 한 후에 채혈하여 PBS에 500:1로 희석한 혈청을 이

용하여 cDNA library를 imm un oscreenin g하였다. 항원성이 높은 클론을 6개 선

별하여 DNA sequen ce를 분석한 결과 모두 같은 서열을 갖는 유전자임을 알 수

있었다 (F ig . 3). 855- bp의 open reading fr am e을 DNA SIS v er sion 2.5로 분석

한 결과 분자량은 32,531.52 Da이며 pI는 4.58로 추정되었다.

클로닝한 유전자를 BLA ST 탐색한 결과 기존에 알레르겐으로 밝혀진 트로포

마이오신과 높은 유사성을 가지고 있음을 알 수 있었다. 본 유전자의 아미노산

서열을 연역한 결과 노랑초파리(D ros op hila m elan og as ter )와 89.1% , 이질바퀴

(P erip lan eta am er icana )와 86.3% , 바닷가재(P an ulirus s t imp s on )와 78.9% , 그리

고 세로무늬집먼지진드기(D . p terony ss in us )와 76.5%의 유사성을 가지고 있음을
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알 수 있었다 (F ig . 4).

3 . 안개무늬날개깔따구 트로포마이오신 유전자의 s u b c lon in g 및 재조합 단백

질의 발현

클로닝한 트로포마이오신 유전자의 항원성을 조사하기 위하여 재조합 단백질

을 합성하였다. 제한효소를 포함하는 upstr eam prim er :

atct gg atccatg g atg ccat c (BamHⅠ)와 down str eam prim er :

gaagct cg agt tat tctt tg ag gat a (Xh oⅠ)을 제작하여 P CR을 수행하였다. 각각의 제

한 효소를 처리한 후 pET 28a에 접합시켜 E . coli BL21에 형질전환 시켰다

(F ig . 5).

형질전환체를 1ℓ배양하여 600 ㎍의 재조합 단백질을 분리할 수 있었다. 트로포

마이오신은 urea g el에서 이동력이 감소하는 것으로 알려져 있으므로 재조합 단

백질의 이동력을 확인하였다 (F ig . 6). 깔따구 트로포마이오신은 32.5 kDa이지만

Ni- affinity chrom at ography를 수행하기 위해 6개의 hist idine을 포함하는 34개

의 아미노산이 N - t erm inu s에 결합된 형태로 발현을 하였다. T ris - gly cine

SDS - PA GE에서도 자신의 분자량(36 kDa )에 비해 이동력이 감소하는 것(42

kDa )으로 나타났으며, urea g el에서는 자신의 분자량보다 두 배 이상인 74 kDa

의 이동력을 보였다.

4 . 안개무늬날개깔따구 재조합 트로포마이오신에 대한 특이 IgE immunoblott ing

피부단자시험에서 양성반응을 나타내는 환자혈청으로 재조합 트로포마이오신

에 대한 반응을 조사하였다. 21명의 환자혈청 중에서 16명인 76%의 환자가 트

로포마이오신에 대한 특이 IgE 반응을 보였다. 이로써, 안개무늬날개깔따구의

트로포마이오신이 주알레르겐(m ajor allerg en )임을 확인할 수 있었다 (F ig . 7).
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5 . 안개무늬날개깔따구 재조합 트로포마이오신의 교차항원성

안개무늬날개깔따구 재조합 트로포마이오신의 교차항원성을 조사하기 위하여

실내에서 쉽게 접할 수 있는 곤충 및 진드기의 조항원을 제조하여 10 ㎍ 씩 전

기영동을 실시한 후, 안개무늬날개깔따구 트로포마이오신 면역혈청으로

imm un oblot을 수행하였다. 톡톡이(S ine lla curv is e ta )를 제외한 대부분의 곤충

및 집먼지진드기에 교차항원을 나타내는 트로포마이오신이 존재함을 알 수 있었

으며 또한 이량체 형태로 존재하는 트로포마이오신도 반응을 하는 것으로 사료

되었다 (F ig . 8).
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(A ) (B )

F ig . 1. A light t rap for collection (A ) and C. k iiens is adult s (B ).
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Fig . 2. T h e result s of skin prick t est in at opic patient s . T he skin prick test

with C. k iiens is cru de ext ract w as perform ed to th e patient s , w ho visited th e

allergy clinic of S ev erance Hospital, Yon sei Univ er sity College of M edicin e,

Seoul, Korea . Sera of the skin test positiv es w ere collected from 11

Sept ember 1998 to 11 F ebru ary 1999, and kept frozen at - 20 . Dp : D .

p terony ss in us (60.4% ); Df: D . far inae (66.9% ); CR : B latte lla g erm an ica an d

P erip lan eta am er icana (35.3% ); Ck : Chiron om us k iiens is (14.2% ); Mp :

M om om or ium p haraonis (10.5% ); Dm : D ros op hila m elan og as ter (4 .4% ); P e:

P en icillum sp.(2.5% ); Af: A sp erg illus f um ig atus (1.1% )
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1 cgcgga t t caga t t caagt t t t t acagt t t gagt a t t t aa t t gt gaaagt t a t cgaa t aa
61 at c t gccaaca t gga t gcca t caagaaaaaga t gcaagcga t gaagc t t gagaagga t aa

M D A I K K K M Q A M K L E K D N
121 t gcc t t aga t cgt gccc t t c t c t gt gaaaa t caagc t cgt ga t gc t aact t gcgt gc t ga

A L D R A L L C E N Q A R D A N L R A E
181 aaaggc t gaagaagaagcccgcacat t gcaaaagaaga t ccaaac t a t t gaaaacga t t t

K A E E E A R T L Q K K I Q T I E N D L
241 ggat caaacacaaggacaagaaac t c t t gt caa t ggcaaac t cgaaggaaaggaaaaggc

D Q T Q G Q E T L V N G K L E G K E K A
301 t c t ccaaaa t gc t gaa t cagaagt cgc t gc t t t gaaccgt cgt a t ccaat t gt t gggaga

L Q N A E S E V A A L N R R I Q L L G E
361 aga t c t t gaccgt t cagaagaacgt t t ggc t t cagcaacagcaaaa t t gt cagaagca t c

D L D R S E E R L A S A T A K L S E A S
421 agc t gc t gc t ga t gagt c t gaacgt gcacgt aaaa t t c t t gaaaa t cggt cac t cgc t ga

A A A D E S E R A R K I L E N R S L A D
481 t gaagaacgt a t gga t gccc t cgaaaa t caat t gaaggaagcacgc t t cc t t gcagaaga

E E R M D A L E N Q L K E A R F L A E E
541 agcagacaaaaaat acga t gaggt t gcacgt aaa t t ggc t a t ggt t gaggc t ga t c t t ga

A D K K Y D E V A R K L A M V E A D L E
601 acgt gc t gaagaacgt gcagaggc t ggt gaagc t aaaa t t gt t gaac t t gaagaagaac t

R A E E R A E A G E A K I V E L E E E L
661 ccgt gt t gt aggcaacaact t gaaat ca t t agaagt ct cagaagaaaaggcaaaccaacg

R V V G N N L K S L E V S E E K A N Q R
721 t gaagaagaa t acaaaaa t caaa t caaaaccc t cacaacccgt c t t aaggaggc t gaagc

E E E Y K N Q I K T L T T R L K E A E A
781 ccgcgcagaa t t cgc t gaacgt t ccgt t cagaaa t t gcagaaggaagt cgacagac t t ga

R A E F A E R S V Q K L Q K E V D R L E
841 agacgaac t cgt t t ccgaaaaggaaaagt acagagaaa t t ggagacga t c t cgacaccgc

D E L V S E K E K Y R E I G D D L D T A
901 at t cgt ggaac t t a t cc t caaagaat aagcaaa t c t t ca t cgcaaa t caaaa t ggaaa t g

F V E L I L K E
961 agcac t t a t gga t a t t t t t c t a t t at t c t caaaaa t at t ca t t t gt t a t aaaa t t ccgt c

1021 t t t t t act t ac t acaaaaaaacacacacacacacaaat cac t aa t t ggat caccct acaa
1081 at ga t act t t a t aa t t t t ca t t t t t gac t a t t a t t cac t caa t t t t t aat t t caat ccac
1141 at gt aa t t a t aacggt t aagt t a t t aaaaaaa t t a t ca t a t t t t cc t t aaaacc t gt gcc
1201 t t gaaact gaaaca t caacaaggaaca t ac t t t t t aat t gaaaac t gcaga t t gat aa t t
1261 t t t t aaaaacaact t t acga t cgaaa t t t gt cgt t t t t t t t gt t t a t t t a t t a t t a t t a t
1321 ggt t gaaaaca t aca t t caa t ga t t gt cgt agt cgagaa t t a t t t t gcaaaca t at t t t a
1381 t ggaa t aaagggaaagaagt t t t a t t a t t gaaca t t t t aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
1441 a

Fig . 3 . Nu cleotide and it s dedu ced am in o acid sequen ce of C. k iiens is

tr opomy osin
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10 20 30 40 50
. . . . .

Mi dge MDAIKKKMQAMKLEKDNALDRALLCENQARDANLRAEKAEEEARTLQKKI [50]
Fr ui t f l y . . . . . . . . . . . .VD. . G. . E. . . V. . QE. . . . .T. . . . . . . . . . Q. . . . . [50]
Cockr oach . . . . . . . . . . . . . . . . . . M.C. . . . .Q. . . . . . . . . . . . . . . . .S. . . . . [50]
Lobst er . . . . . . . . . . . . . . . . . .M. . . DTL. Q. NKE. . I . . . . S. . .VHN. . .RM [50]
Mi t e . E. . .N. . . . . . . . . . . . I . . . EIA.QK. . . . . . . . . .S. . . V.A. . . . . [50]

60 70 80 90 100
. . . . .

Mi dge QTIENDLDQTQGQETLVNGKLEGKEKALQNAESEVAALNRRIQLLGEDLD [100]
Fr ui t f l y . . V. . E. . . . . EAL. . . T. . . .E. N. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . E. . .E [100]
Cockr oach . Q. . . . . . . . ME. LMQ. .A. .DE.D. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .E. . . E [100]
Lobst er .QL. . . . . . V. ESLLKA. TQ. .E. D. . .S. . . G. . . . . . . . . . . . E. . .E [100]
Mi t e . Q. . . E. . .V. E. LSAA.T. . . E. . . . . . T. . GD. . . . . . . . . . IE. . . E [100]

110 120 130 140 150
. . . . .

Mi dge RSEERLASATAKLSEASAAADESERARKILENRSLADEERMDALENQLKE [150]
Fr ui t f l y . . . . . .G. . . . . . . . . . Q. . . . . . . . . . . . . . .A. . . . . . . . . . . . . . . . [150]
Cockr oach . . . . . . . T. . . . . A. . .Q. V. . . . . . . . . . . SKG. . . . . . . . . . . . . . . . [150]
Lobst er . . . . . .NT. . T. . A. . . Q. . . . . . . M. . V. . . . . . S. . . . . . . . . . . . . . [150]
Mi t e . . . . . . KI . . . . . E. . .QS. . . . . . M. . M. . H. . IT. . . . .EG. . . . . . . [150]

160 170 180 190 200
. . . . .

Mi dge ARFLAEEADKKYDEVARKLAMVEADLERAEERAEAGEAKIVELEEELRVV [200]
Fr ui t f l y . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Q. .N. . . . . . . . . . . . [200]
Cockr oach . . .M. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S. . S. . . . . . . . . . . . [200]
Lobst er . . . . . . . . . R. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .T. .S. . . . . . . . . . . . [200]
Mi t e . . MM. .D. .R. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T. . S. . . . . . . . . . . . [200]

210 220 230 240 250
. . . . .

Mi dge GNNLKSLEVSEEKANQREEEYKNQIKTLTTRLKEAEARAEFAERSVQKLQ [250]
Fr ui t f l y . . . . . . . . . . . . . S. . . . . . . . . . . . . . N. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . [250]
Cockr oach . . . . . . . . . . . . . . .L. . . . . . Q. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . [250]
Lobst er . . . . . . . . . . . . . . . . . . .A. .E. . . . .ANK. . A. . . . . . . . . . . . . . . . [250]
Mi t e . . . . . . . . . . . . . .Q. . . . AHEQ. . RIM. . K. . . . . . . . . . . . . . . . . . . [250]

260 270 280
. . .

Mi dge KEVDRLEDELVSEKEKYREIGDDLDTAFVELILKE [285]
Fr ui t f l y . . . . . . . . D. . L. . .R. KD. . . . . . . . . . . . . . . . [285]
Cockr oach . . . . . . . . . . . H. . . . . KF. C. . . . MT. T. . AGY- [284]
Lobst er . . . . . . . . . . . N. . . . . KS. T.E. .QT.S. .SGY- [284]
Mi t e . . . G. . . . . . .H. . . . .KS.S. E. . QT. A. . TGY- [284]

Fig . 4 . DNA sequen ce alignm ent of C. k iiens is tr opomy osin . BLAST search

show ed that C. k iiens is tr opom y osin h as the high est h om ology w ith in sect

tr opomy osin s (D ros op hila m elanog as ter , 89.1% ; P erip lan eta am er icana ,

86.3% ). It also h as high sequ ence ident ities th ose of oth er tw o m ajor

arthropod groups , w hich are kn ow n as m ajor allerg en s , such as lob ster

(Cru st acea , P anulirus s timp s on , 78.9% ) an d m ite (Chelicerata ,

D erm atop hag oid es p terony ss in us , 76.5% ).
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Fig . 5 . Subclonin g of C. k iiens is tr opom y osin cDNA int o ex pression v ector .

T ropom y osin - en coding cDNA (A ) w as subcloned into the BamHⅠ an d Xh o

Ⅰ sit es of the ex pression v ector pET - 28a (B ).
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(A ) L R (B ) R B

kDa
97.4
66.2

45.0

31.0

21.5

14.4

kDa
116.0
80.0
52.5

34.9

29.9

21.8

F ig . 6 . M as s product ion of th e recombin ant protein . Recombinant t ropomy osin

w as ex pressed in E . coli BL21 and purified by affinity column

chrom atography u sing Ni- nit rilotr iacetic acid agarose (QIA GEN , Valencia ,

CA ) according t o the m anufactur er ' s m anual (A ). Electrophoret ic m obility of

recombin ant t ropomy osin w as confirm ed on urea g el (B ). Lan e L : Cell ly sate ;

R : Recom bin ant tropom y osin ; B : BSA fract ion Ⅴ.
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M N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314151617181920 21
kDa

116.0
80.0

52.5

34.9

29.9

21.8

Fig . 7. IgE - im munoblot an aly sis of r ecombinant t ropomy osin of C. k iiens is .

After SDS - PA GE , protein of recom bin ant t ropomy osin of C. k iiens is w ere

electrophoret ically tr an sferr ed onto the nitrocellulose m em bran es an d react ed

with 1:2 dilut ed hum an sera ov ernight at room tem peratur e . Aft er w ashin g

fiv e t im es , the m embran es w ere in cubat ed w ith 1:1,000 dilut ed alk alin e

phosph ata se labelled anti - hum an IgE (S igm a, St . Louis , MO, USA ) for one

hour at room t emperatur e . Color w a s dev eloped with 758 n g/ m l of

3- brom o- 4chloro- 5- in dolly - ph osphat e and 379 n g/ ml of nit ro blu e t etr azolium

in 100 mM T ris - Cl, pH 9.5, 100 mM NaCl, an d 5 m M M gCl2 ). Lan e M :

m olecular stan dard, N : skin t est neg ativ e serum , 1- 21: in dividual ser a of skin

test posit iv es .
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kDa
116.0
80.0

52.5

34.9

29.9

21.8

M F P K M C B S

Fig . 8. Cros sreactiv ity of C. k iiens is tr opom y osin . T en ㎍ of crude ex tr act of

mit es an d dom estic in sect s w ere run onto SDS - PA GE an d imm un oblott in g

w as perform ed w ith th e m ou se ser a imm unized with recombin ant

tropomy osin of C. k iiens is . M ; M olecular standard; F : D erm atop hag oid es

far inae ; P : D erm atop hag oid es p terony ss inus ; K : Chiron om us k iiens is ; M :

M us ca d om es tica ; C: Culex tritaen iorhy nchus ; B : B om byx m ori; S : S in e lla

curv is e ta .
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IV. 고 찰

현재까지 알레르기 환자에 대한 깔따구류의 항원성에 대한 연구 보고는 국내

외적으로 극히 미약한 실정이며, 대부분은 깔따구 유충의 헤모글로빈에 관한 것

들이다. Baur 등2 7
은 Chiron om us thum m i thum m i 유충의 주항원(allerg en )이

cell- fr ee hem oglobin이라 하였고, Goodm an 등2 8
은 Chiron om us thum m i thum m i

헤모글로빈에는 단량체(m on om eric )인 것과 이량체(dim eric )인 것이 있다고 하였

으며, Baur 등2 9 은 이들 헤모글로빈에는 면역학적으로 종간 교차반응을 일으키

는 공통항원 결정기(com m on antig enic det erm in ant )를 가진다고 보고하였다.

Baur 등3 0과 M azur 등3 1은 Chiron om us thum m i thum m i (CT T )가 최소한 12개의

단량체 또는 이량체의 헤모글로빈을 가지고 있음을 발견하였고, CT T Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ

등 주항원의 아미노산 서열을 밝혔으며, 단량체는 15- 16 kDa, 이량체는 30- 32

kDa의 분자량을 가진다고 보고하였다. 그러나 깔따구 성충의 알레르기 항원성에

관한 연구결과는 더욱 빈약하다. Kaw ai 및 Konishi3 2는 여러 종의 깔따구 성충

항원의 용출물로 P - K 피부반응검사를 실시하여 15∼18 kDa의 항원 단백질이

가장 강하게 알레르기를 유발시키는데, 이것은 유충 헤모글로빈에 해당한다고

하였다. 깔따구의 헤모글로빈은 유충시기에 생성되고 생리적 기능을 가지지만

성충으로 우화한 후에는 소량의 헤모글로빈이 잔존하여 있고 점차 분해되어 완

전히 소실하는 것으로 알려져 있다.3 3 Prelicz 등3 4은 Camp tochiron om us ten tans

성충의 항원이 유충 헤모글로빈과 면역학적으로 동일한 특성을 보인다고 하였

고, M azur 등3 6은 깔따구 성충의 주항원도 성체 내에 잔존하는 헤모글로빈이라

고 주장하였다. 그러나, M at suoka 등3 7은 깔따구 성충과 유충 항원을 각각 기관

지천식 아동의 혈청과 반응시켜 본 바, 성충에는 강한 양성반응을 보인데 반해

유충항원에 대해서는 매우 낮은 반응을 보였다고 하였다. M at suoka 등3 8도

Chiron om us y oshim ats ui 유충이나 갓 부화한 성충에 비하여 완전히 성숙한 성

충의 항원이 10배나 강하게 기관지천식아동의 혈청과 반응한다고 하였으며 암놈
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체내에 존재하는 500 kDa 이상의 거대한 단백질인 v itellogenin이 주항원일 것이

라고 추측하였다. Kaw ai 및 Konishi3 9
는 여러 종의 깔따구 조항원을 크로마토그

래피로 분획한 단백질을 P - K 피부반응검사로 항원성을 관찰하여 헤모글로빈도

아니고 고분자 단백질도 아닌 항원단백질의 존재를 보고하였다. Kampen 등4 0
은

일본인(229명), 대만인(17명)과 스웨덴인(92명)의 기관지천식 환자를 대상으로 조

사한 결과 40%의 환자가 Crictop us sy lv es tris 조항원에 양성반응을 보였는데,

이 깔따구는 헤모글로빈이 존재하지 않는다. 따라서 헤모글로빈이 아닌 항원단

백질이 관여한다는 사실을 알 수 있었다. 특히 스웨덴인의 경우 Chi t Ⅰ에

10.9% , Cricotop us sy lv es tris 조항원에 29.4%의 양성률을 보였는데 스웨덴에는

이 종이 서식하지 않으며 Chi t Ⅰ은 Chiron om us thum m i 조항원을 용출하여

얻은 단백질인데 98%가 헤모글로빈이다. 이와 같은 사실은 Chi t Ⅰ에 함유하는

미량의 다른 단백질과 Cricotop us sy lv es tris 항원의 일부가 공통항원일 가능성

을 시사하고 있다. 최근 Ree 등4 1은 마우스를 사용하여 연구한 결과, 국내 우점

종인 노랑털깔따구 성충의 알레르기 주항원 단백질이 15, 35, 52 및 65kD의 4개

이라고 밝힌 바 있다. 그러나, 현재까지 안개무늬날개깔따구의 항원성에 대하여

는 Yon g 등4 2이 마우스를 사용하여 110, 80, 73, 46, 40, 37, 34, 31 kDa의 단백질

이 주요 알레르겐이라고 보고한 것이 유일한 연구 결과이다.

깔따구는 대량으로 발생하여 집단을 이루기 때문에 도시에서는 성충에 의해

감작되었을 가능성이 더 높으므로 성충에서의 알레르겐을 찾고자 하였다. 본 연

구에서는 안개무늬날개깔따구 성충의 조항원을 BALB/ c mice에 면역하여 얻은

항혈청을 이용하여 cDNA ex pression libr ary를 면역선별한 결과, 트로포마이오

신 유전자를 클로닝하였다. Imm un oscreenin g을 수행하기 위한 사람의 IgE를 충

분히 확보하기가 어려워 마우스 혈청을 이용하였다. 마우스 Ig G1은

int erleukin - 4에 의한 알레르기반응인 type 2 반응에 의해 만들어지는 항체이므

로 알레르겐 선별에 이용하였다. 여섯 개의 클론을 선별하였으나, 5개는 부분적

염기서열로 구성되고 나머지 하나는 전체 염기서열을 포함하는 것으로 모두 트
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로포마이오신 유전자였다. 이는 원핵생물에서 발현되는 유전자를 선별했다는 점

을 고려하여야하며, 발현된 유전자 중에서 트로포마이오신의 항원성이 상대적으

로 높기 때문인 것으로 사료된다.

알레르기환자의 14.2%가 피부단자시험에서 깔따구 조항원에 양성반응을 보였

다. 이는 집먼지진드기와 바퀴를 제외한 실내 알레르겐과 비교했을 때 가장 높

은 비율을 차지하며, 깔따구 유충은 물 속에서 서식하므로 도시가 아닌 호수나

저수지 인근 지역에서는 더 높은 비율로 발생할 것으로 생각된다. 재조합 트로

포마이오신은 urea gel에서 이동력이 감소하는 것으로 트로포마이오신의 특성을

나타내고 있음을 확인하였으며, 깔따구 감작 환자 혈청의 76%에서 IgE 면역반

응을 나타냈다. 트로포마이오신은 연체동물과 갑각류4 3 , 집먼지진드기4 4와 미국

바퀴4 5 , 4 6의 중요한 알레르겐으로 보고되었다. 또한 트로포마이오신은 아미노산

서열이 매우 잘 보존되어 있어서 교차반응을 일으키는 것으로 알려져 있다.

또한 실험에 사용한 환자 혈청 중에 깔따구에만 양성반응을 보이는 환자가 한

명 있었는데 트로포마이오신과 강한 반응을 보였으며, 트로포마이오신 양성반응

환자 중에서 바퀴나 집먼지진드기에 깔따구보다 강한 반응을 보이는 환자는 네

명밖에 없었다. 따라서 교차반응이 아닌 깔따구에 직접 감작되었을 가능성이 높

다고 생각할 수 있었다. 그렇지만 집먼지진드기, 바퀴, 새우 등의 주요 알레르겐

과 교차 감작의 가능성을 완전히 배제할 수는 없었다. 다시 말하면, 집먼지진드

기 등의 트로포마이오신에 감작된 환자가 깔따구 항원에 알레르기 반응을 나타

낼 가능성도 있다고 볼 수 있다. 피부단자시험에서 깔따구에 양성반응을 보인

환자들 중 단 한 사람을 제외하고는 집먼지진드기, 바퀴, 모기, 초파리 등에서도

양성반응을 나타냈는데, 이는 교차감작의 가능성을 시사한다고 볼 수 있다. 본

실험에서는 재조합 트로포마이오신 면역혈청으로 imm un oblot을 수행하여 집먼

지진드기, 집파리, 누에 등에서도 교차항원성이 있는 단백질이 존재함을 알 수

있었다. 특히 무척추동물의 트로포마이오신은 아미노산서열이 잘 보존되어 있고

교차항원성이 있어서 pan - allergen이라고 제기되고 있다.4 7 따라서 교차반응에
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관한 연구가 더 진행되어야할 것이다.
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V. 결 론

우리 나라에 분포하는 깔따구 중 우점종인 안개무늬날개깔따구의 주알레르겐

을 규명하고 그 유전자를 클로닝한 후 유전적 특성을 연구하여 다음과 같은 결

과를 얻었다.

1. 안개무늬날개깔따구의 성충에서 cDNA library를 제조한 후, 조항원으로 면역

한 마우스의 항혈청을 이용한 im mun oscreenin g을 시행하였다. 선별된 클론의

염기서열을 조사하여 트로포마이오신 유전자임을 밝혔다. 이는 855- bp의 open

readin g fr am e을 가지고 있었고, 분자량은 32,532 Da, pI는 4.58로 추산되었으며,

285개의 아미노산을 codin g하는 것으로 판명되었다.

2. 안개무늬날개깔따구 조항원으로 시행한 피부단자시험에 양성인 환자의 혈청

을 이용하여 이 깔따구 트로포마이오신이 환자 혈청의 76%과 반응하는 주 알레

르겐임을 밝혔다.

3. 집먼지진드기 및 주가성 곤충들은 안개무늬날개깔따구의 트로포마이오신과

교차항원성을 나타내는 단백질을 포함하고 있음을 알 수 있었다.

안개무늬날개깔따구 주알레르겐의 규명과 특성에 관한 본 연구 결과는 깔따구

알레르기의 임상영역 및 분자면역학적 연구의 기초자료로 널리 활용될 것으로

사료된다.
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Abs tra c t

Clo ning of majo r a lle rge n of Chironom us kiiens is ,

a do mina nt s pe c ie s of no n- biting midge s in Ko re a

Hye- yung Yum

Br ain K or e a 2 1 Proj e ct f or M e dical S cien c es

T h e Gr adu at e S ch ool, Y ons e i Un iv ers ity

(Dir e c t e d b y P r ofes s or Don g S oo Kim)

N on - b it in g midg es ar e on e of th e m aj or ins e ct families , wh ich ar e

dis tr ib ut e d w or ldw ide . T h e y ar e kn own t o c on t ain p ot ent inh a lant alle r g ens .

T o ident ify an d ch ar a ct e r ize th e m aj or a lle r g en of Ch iron om us k iiens is ,

wh ich is w ide ly dis tr ib ut e d in K or e a , cr ude e x tr ac ts fr om adult C . k iiens is

w er e immun ize d t o mice an d an t i- s e r a w er e ob t a in e d . Sk in pr ick t es t w ith

cr u de e x tr a cts w as p er for m e d on at op ic p at ien ts . T h e s er a of 2 1 p a t ien ts

wh o s h ow e d p os it iv e r e ac t ion t o C . k iiens is w er e us e d in th is s tudy . T h e

clonin g of C . k iiens is h as b e en ach iev e d an d th en imm un os cr e en in g w ith th e

an t is e r a w as imp le m en t e d . Re c omb in ant pr ot e in w as pr odu ce d in E . coli an d

s p e c ific IgE r es p ons e with th e p a t ient s e r a an d cr os s - an t ig en icity with oth er

ar thr op ods w er e ch e ck e d . As th e r es ult of cDNA libr ar y pr odu c t ion fr om C .

k iiens is a dults an d im mun os cr e en in g w ith m ous e ant is e r a , th e an t ig en h a d an

op en fr am e of co din g for 2 8 5 amin o ac ids , m ole cular w e igh t an d P I w er e

32 ,5 3 2Da an d 4 .5 8 , r es p e ct iv e ly . T h is pr ot e in s h ow e d h igh h om olog y with

oth er ar thr op o d tr op omy os ins , es p e cia lly w ith Dros op h ila m e lan og as t er an d

Perip lan e t a am eric an a . T h e r e comb in an t an t ig en s h ow e d s p e c ific IgE

r e ac t iv ity in 7 5 % of s k in t es t p os it iv e p at ien ts . T h is s tu dy c on fir m e d cr os s

ac t iv ity with inv er t ebr a t e an im al cr u de e x tr ac ts b y m ous e an t is e r a t o th e

r e comb in an t pr ot e in .

Ke y Wor ds : Ch iron om us k iiens is , m aj or a lle r g en , clon ing , tr op omy os in

- 34 -


	표지
	차례
	그림차례
	국문요약
	I.서론
	II.재료 및 방법
	1.재료
	가.깔따구의 채집과 조항원 제조
	나.대상

	2.방법
	가.마우스 항혈청의 제조
	나.안개무늬날개깔따구 항원의 SDS- PAGE와 특이 IgE Immunoblotting
	다.cDNA expression library의 제조
	(1)전체 RNA 및 mRNA의 분리
	(2)cDNA library 제작

	라.항원단백질의 검색 및 확인
	(1)Immunoscreening
	(2)In vivo excision

	마.DNA sequencing
	바.안개무늬날개깔따구 재조합 항원의 제조 및 분리
	(1)트로포마이오신 유전자의 발현벡터로의 subcloning
	(2)재조합 트로포마이오신의 발현 및 순수분리



	Ⅲ.결과
	1.깔따구 조항원을 이용한 피부단자시험의 결과
	2.깔따구 주알레르겐 유전자 클로닝
	3.안개무늬날개깔따구 트로포마이오신 유전자의 subcloning 및 재조합 단백질의 발현
	4.안개무늬날개깔따구 재조합 트로포마이오신에 대한 특이 IgE immunoblotting
	5.안개무늬날개깔따구 재조합 트로포마이오신의 교차항원성

	IV.고찰
	V.결론
	참고문헌
	영문요약

