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2년 동안 훌륭한 환경과 사람들안에서 배우고 발전할 수 있도록 이
끌어 주신 주님 감사드립니다.

짧은 2년이지만 많은 것을 배우고 성장하여 돌아갑니다.비록 아쉬
운 점도 많지만,뒤쳐지지 않고 무사히 졸업을 할 수 있게 된 것을
뒤 돌아 보면 그동안 저를 도와준 많은 고마운 분들이 계셨다는 것을
다시금 생각하게 합니다.
먼저 이 논문이 완성되기까지 많은 관심과 격려로 늘 변함없이 따

뜻하게 지도해 주신 용태순 교수님께 진심으로 감사드립니다.정확한
비평과 조언으로 도움을 주신 미생물학 교실의 김세종 교수님,바쁘
신 와중에도 귀중한 시간을 내주시어 충고와 조언을 해주신 박중원
교수님께 감사의 뜻을 전합니다.많은 것을 생각하고 공부의 의욕을
선물해 주신 실질적인 조언자 정경용 선생님과 이종원 선생님께도 감
사의 말을 전합니다.끝으로 2년 동안 저를 위해 기도와 사랑으로 응
원해준 사랑하는 아내와 가족들에게 깊은 사랑과 존경을 드립니다.
좁은 지면에 그분들을 일일이 열거하면서 감사의 마음을 전하지는 못
하지만 이 모든 것이 결코 저 혼자의 힘만으로 된 것이 아니었음을
고백하지 않을 수 없습니다.제게 힘을 주셨던 모든 분들께 다시 한
번 감사드리며,앞으로의 삶에 있어서 보다 발전된 모습으로 보답할
것을 약속드립니다.
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 바퀴는 천식이나 여러 가지 호흡기 알레르기 질환을 일으킨다.
바퀴알레르겐 중 Blag2는 가장 중요한 알레르겐으로 알려졌다.
Blag 2가 바퀴알레르기를 유발하는데 매우 중요한 요소임에도
불구하고,Blag2의 대한 B cellepitope과 T cellepitope에 대한
연구는 아직 이루어 지지 않았다.따라서 본 논문에서는 재조합 단
백질 이용하여 Bcell과 결합하는 Blag2의 IgEbindingepitope의
위치를 알아보고자 하였다.
독일바퀴의 성충으로부터 RT-PCR (reverse transcriptase
polymerasechainreaction)을 이용해 Blag2유전자를 클로닝하
여 기존의 Blag2DNA서열 (U28863)과 비교하였다.그 결과,11
개의 클론 중 10개의 클론이 다음과 같은 4개의 아미노산 서열이
치환되어 있었고 :aminoacidposition87(K → R),116(S→
F),142(V → G),322(T→ A),1개의 클론은 다음과 같은 5개의
아미노산 서열이 치환되어 있었다 :aminoacidposition87(K →
R),116(S→ F),142(V→ G),199(Y→ C),322(T→ A).
E.coli에서 발현한 rBlag2와 Pichiapastoris에서 발현한 PrBlag

2(INDOORbiotechnologiesInc,Manchester,U.K)에 대한 IgE반응
성을 비교하기 위하여 ELISA를 수행하였다.세브란스 병원의 알레르
기 클리닉을 찾은 바퀴알레르기 환자 38명의 혈청을 연구에 이용하였
다.그 결과 총 38명의 환자들 중 17명이 PrBlag2와 rBlag2에 반
응한 것을 알 수 있었으며,2명은 PrBlag2에 강하게 반응하였다.
클로닝한 Blag2를 5개의 단편으로 나누어 발현하고 재조합 단
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백질을 생산하였다.rBlag2와 PrBlag2에 강하게 반응한 환자
중 10명의 환자를 선별하여 rBlag2단편의 재조합단백질에 대한
IgE결합능을 ELISA를 통해 알아보았다.그 결과 바퀴알레르기환
자 혈청 10명 모두에서 rBlag2에 반응을 보였으며,단편A는 8명
(80%),단편B는 5명 (50%),단편C는 10명 (100%),단편D는 3명
(30%),단편E는 4명 (40%)로,나타났다.따라서 모든 단편에 IgE
binding서열이 존재하나 특히 아미노산 1～75와 146～225서열이
IgE-binding에 중요한 서열을 포함하고 있음을 알 수 있었다.
재조합 알레르겐을 이용한 Blag2의 linearBcellepitope에 대

한 연구는 정확한 진단과 면역치료를 위한 기초자료로 활용될 것이
다.

����������������������������������������������������������������������

핵심되는 말 :독일바퀴,알레르겐,Blag2,IgEepitope
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반응 반응 반응 반응 

<지도교수 용태순>

연세대학교 대학원 의과학과

이 해 석

ⅠⅠⅠ...서서서론론론

바퀴는 3억 4천만년 전 (고생대 석탄기)부터 현재까지 환경에 적응
하며 생존해 왔으며,지금까지 약 3,500여 종이 알려져 있다.대부분의
바퀴는 옥외서식성으로 낙엽 밑,쓰레기나 돌 밑,나무 위,죽은 나무
껍질 속,동굴 등에서 생활하며,1% 미만인 50여종 만이 가주성 바퀴
로 인간생활과 관계를 갖고 있어 의용곤충으로 취급되고 있다.1

바퀴는 분류학적으로 곤충강 (Insecta),바퀴목 (Blattaria)에 속하
며 옥외 및 주가생활하는 벌레이다.1인간에게 문제가 되는 종은 크게
왕바퀴과 (Blattidae)와 바퀴과 (Blattellidae)로 나뉘며 대표적으로 왕
바퀴과에는 이질바퀴 (Periplanetaamericana),먹바퀴 (Periplaneta
fuliginosa),집바퀴 (Periplanetajaponica)가 있으며,바퀴과에는 독일
바퀴 (Blattellagermanica)가 있다 (Fig.1).우리나라에서는 독일바퀴
36.2% (63/174),이질바퀴 33.3% (58/174),먹바퀴 1.7% (3/174)그리
고 집바퀴 1.1% (2/174)가 서울에 서식하고 있다.2

그 중에서 특히 이질바퀴와 독일바퀴가 문제시 되고 있다.독일바퀴



- 2 -

는 몸길이 약 12mm로 밝은 갈색을 띄고 있으며 번식력이 매우 강하
고,이질바퀴의 몸길이는 약 35～40mm로 매우 큰 편이며 번식력은
독일바퀴보다는 못하다.3우리나라에서는 독일바퀴가 더 많이 분포한
다.바퀴의 먹이습성은 잡식성으로 음식물뿐만 아니라 사람과 동물의
배설물이나,객담 등 병원체가 섞여 있는 물질도 즐겨 섭취하기 때문
에 질병 매개능력을 가지는 것으로 알려져 있는데,4몇몇 기생충의 중
간숙주로의 역할을 한다는 보고도 있으며 의학적으로 중요한
Candida,Aspergillus,Penicillium과 같은 fungus를 운반하는 매개체
로 보고되어 진 바 있다.5

바퀴는 우리나라를 비롯한 아시아 여러 나라와 미국과 유럽 여러 지
역에서 천식과 같은 호흡기 질환의 유발과 매우 밀접한 관계가 있다
고 알려져 있다.6이러한 문제는 사회경제적인 요인과도 밀접한 관계
가 있고,특히 저소득층의 소아들에게 많은 문제를 일으킨다고 알려
져 있으며,7최근에는 소아들에게 바퀴 항원이 천식을 유발하는 중요
한 요인이라고 보고되고 있다.8특히 도시 거주자에게서는 바퀴항원에
대한 알레르기가 집먼지진드기에 대한 알레르기보다 천식발작을 일으
켜 응급실을 방문하게 하는데 더 큰 역할을 한다는 보고도 있다.9 또
한 천식을 가지고 있는 바퀴알레르기 환자들은 바퀴알레르기를 가지
고 있지 않은 천식환자들 보다 IgE 항체의 농도가 더 높게 나타났
다.10국내에서도 알레르기성 천식 환자에서 피부 반응 검사 등을 통
해 확인된 보고가 계속되고 있다.11-13

바퀴 살충제가 많이 개발되어 바퀴를 효율적으로 퇴치하고 있기 때
문에 바퀴의 구제는 간편해졌으나,바퀴의 분비물과 잔유물은 집먼지
속에 남아 알레르기 항원이 된다는 보고들에 비추어 볼 때 심화된 연
구를 필요로 한다.10

바퀴는 알레르기 질환을 일으키는데 중요한 IgE와 결합하는 단백질
을 생산하는데,수 년 동안 독일바퀴로부터 여러 가지 많은 알레르겐
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들이 밝혀졌다.14 미국의 Berton과 Brown이 뉴욕의 알레르기 환자
755명을 대상으로 44%가 피부단자시험에 반응함을 보고함을 시작으
로 많은 연구가 수행되어져 왔다.15바퀴 알레르겐은 바퀴의 타액,분
변,분비물,체표,부스러기,죽은 사체 등에 존재하는 것으로 알려져
있는데,지금까지 독일바퀴로부터 보고된 알레르겐은 다음과 같다.
Blag1은 100개의 아미노산이 반복하는 구조의 단백질로 바퀴알레르
기 환자의 약 26%에서 양성반응을 나타낸다.16Blag2는 바퀴알레르
기 환자의 약 58%가 양성반응을 나타내며 36 kDa으로 inactive
asparticprotease로 알려져있다.17Blag4는 21kDa이고 페로몬에 결
합하는 단백질 (calycin)이라고 보고되었다.18Blag5은 25kDa이며
glutathione-S-transferase이다.19 Bla g 6은 분자량이 25 kDa인
troponinC이다.20Blag7은 분자량이 33kDa인 tropomyosin이고 다
른 종들과 교차항원성을 가지고 있다.21그 중에서 Blag2는 바퀴알
레르겐 중 가장 중요한 알레르겐이다.최근 연구에 따르면 118명의
바퀴알레르겐 환자들을 대상으로 바퀴알레르겐 5종류 (Blag1,Bla
g2,Blag4,Blag5,Pera7)의 감작정도를 알아보는 실험에서
Blag2에 감작된 환자들이 가장 높게 나타났다 (54～71%).22Blag
2는 35.939kDa의 glycoprotein으로서 아미노산 서열뿐만 아니라,3차
원 구조 또한 asparticproteinase와 매우 높은 상동성이 있지만 효소
활성은 없다.23최근의 Blag2단백질의 3차원 구조 연구에 의해 5개
의 disulfidebridges와 Zn-bindingsite가 Blag2의 안정성에 기여한
다는 보고도 있다.24또한 Blag2는 바퀴의 식도나 내장과 같은 소화
기관에서 매우 높은 농도로 존재하는데,20독일바퀴 배설물에서는 바
퀴 충체의 약 3배의 Blag2양이 존재하는 것이 two-siteELISA에
의해 밝혀졌다.25그렇지만 Blag2에 대한 생물학적 기능과 알레르기
를 유발하는 원리는 아직 정확하게 규명되지 않았다.
현재까지 알레르기 질환의 치료는 약물치료를 주로 이용하고 있지
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만,면역체계를 개선하여 지속적인 치료효과를 기대할 수 있는 것은
면역치료 방법이 유일하다.26정확한 진단과 치료를 위해서는 높은 질
의 조항원이 요구된다.하지만 조항원내에는 다른 알레르겐이 포함되
어 있을 가능성이 매우 높고,단백질분해효소 (proteolyticenzyme)가
존재할 수도 있다.27Proteolyticenzyme의 존재는 알레르겐의 안정성
을 저해하거나 알레르기 반응에 영향을 줄 수 있는데,많은 알레르겐
추출물들이 proteolyticenzyme을 가지고 있는 것으로 알려져 있다.28

이러한 문제는 재조합 알레르겐을 이용하여 극복할 수 있다.재조합
알레르겐의 이용으로 치료에 필요한 만큼 많은 양을 얻을 수 있고,
높은 순도의 알레르겐을 얻을 수 있어서 치료에 있어서 중요한 역할
을 할 수 있다.29재조합 알레르겐을 이용하여 정확한 면역치료를 하
기 위해서는 Bcelleptitope과 Tcellepitope에 대한 연구가 선행되어
야 한다.IgEepitope이 밝혀지면 epitope부위의 아미노산을 치환하여
IgEbindingcapacity가 낮은 알레르겐을 합성하여 면역치료에 이용할
수 있다.30Blag2가 바퀴알레르기를 유발하는데 매우 중요한 요소임
에도 불구하고,Blag2에 대한 Bcellepitope과 T cellepitope에 대
한 연구는 아직 이루어 지지 않았다.
본 연구에서는 독일바퀴의 알레르겐으로 잘 알려진 Blag2를 클로

닝하고,expressionvector를 이용하여 과발현시킨 재조합단백질을 이
용하여,Blag 2의 IgE-binding epitope의 위치를 알아보고자 한다.
Blag2의 IgE-bindingepitope연구는 정확한 진단과 치료에 있어서
도움을 줄 수 있는 기초자료를 제공할 수 있을 것이다.
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(A) (B) (C) (D)

Figure.1.FourspeciesofdomesticcockroachesfoundinKorea.
(A) German cockroach (Blattella germanica):10-15 mm,(B)
American cockroach (Periplaneta americana): 35-40 mm,(C)
Dusky brown cockroach (Periplanetafuliginosa):30-35mm,(D)
Japanesecockroach(Periplanetajaponica):20-25mm
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...재재재료료료

가가가...환환환자자자 및및및 혈혈혈청청청
1998년부터 2005년 사이에 알레르기 증상 즉 천식,두드러기,비염,

아토피피부염으로 연세대학교 의과대학 세브란스병원 알레르기 클리
닉을 찾은 환자들 중 Blattellagermanica의 IgE항체를 보유한 환
자로서 Uni-CAPsystem (Pharmacia,Uppsala,Sweden)31결과를 통
해 0.7kU 이상인 환자 38명을 선별하였다 (agerangingfrom 7to
65years,meanage33years).음성대조군은 Uni-CAPtest에서 모
두 음성반응을 보인 20명의 환자혈청을 사용하였다.

나나나 독독독일일일바바바퀴퀴퀴 조조조항항항원원원 제제제조조조
독일바퀴 성충 30g을 액체질소에서 막자사발을 사용하여 분쇄한

후 지질을 제거하기 위하여 ethylether와 ethylacetate를 1:1로 혼합
한 용액 200mL을 넣고 4℃에서 교반기를 사용하여 24시간 반응시켰
다. Phosphate buffered-saline (PBS), pH 7.4 에 6 mM
2-mercaptoethanol, 1/1000 volume의 protease inhibitor set III
(Calbiochem,SanDiego,CA,USA),1mg/mL 1-phenyl-3-(2-thia
zolyl)-2-thiourea(Sigma,St.Louis,MO,USA)를 넣고 다시 24시간
반응시킨 후 4℃ 10,000g에서 30분 원심분리하였다.원심분리 후 상
층액을 0.22㎛-pore-sizefilter(Milipore,Bedford,MA,USA)를 사
용하여 여과시키고 -70℃에 보관하였다.
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222...방방방법법법

가가가...바바바퀴퀴퀴로로로부부부터터터 tttoootttaaalllRRRNNNAAA를를를 분분분리리리
바퀴 성충을 액체질소에서 막자사발을 사용하여 분쇄한 후,Trizol

reagent (GibcoBRL, Rockville, MD, USA)를 사용하여 용해시키고
chloroform 용액을 이용하여 단백질을 제거하였다.Isopropylalcohol
을 첨가하고 75% 에탄올을 이용하여 wash 하여 이를 건조시키고
DEPC를 처리한 증류수에 녹여 totalRNA를 얻었다.
이렇게 얻어진 tRNA (totalRNA)를 1% agarosegel에서 전기영동하
여 확인하였다.

나나나...RRRTTT---PPPCCCRRR및및및 pppGGGEEEMMM TTT---EEEaaasssyyyvvveeeccctttooorrr클클클로로로닝닝닝
위에서 기술한 방법으로 얻어 보관한 독일바퀴의 tRNA 11㎕로

oligo-dT (T18) primer를 사용하여 Blag2의 first-strandcDNA를 얻었
다.독일바퀴 Bla g 2의 cDNA의 증폭을 위하여 이미 알려진 Blag2
서열 (EMBLDataBankwithaccessionnumberU28863)를 바탕으
로 BamH I과 Xho I서열을 포함하는 specific primer를 제작하여
(forward:GGATCCTATGATGATTGGCCTAAAGCT),(reverse:CT
CGAGCTTAGACGCTTTCTACT)PCR을 수행하였다.Single-strand
cDNA를 standardPCRmix와 섞고 TagDNA polymerase로 다음과
같이 증폭하였다.처음 주형의 변성을 위해 95℃에서 5분 반응 후,각
각 94℃ 1분,55℃ 1분,72℃ 2분씩 35번 반복 수행하였다.증폭되어진
Bla g 2의 DNA를 pGEM-T Easy vector(Promega,Madison,WI,
USA)에 클로닝 한 후 E.coli(DH5α)에 형질전환 시켰다.형질전환된 E.
coli에서 plasmid를 PlasmidSV minikit(GENEALL,Seoul,KOREA)
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을 사용하여 분리 한 후 제한효소 BamH I과 XhoI으로 37℃에서 1시
간 절단하여 cDNA insert크기를 1% agarosegel에 전기영동 하여
확인하였다.

다다다...DDDNNNAAA 염염염기기기서서서열열열 분분분석석석
클로닝 된 Bla g 2의 염기서열을 Thermo Sequense kit

(Amersham Life Science,Cleveland,Ohio,USA)과 Long readIR
4200DNA sequencer(LI-COR,Inc.,Lincoln,NE,USA)를 사용하여
확인하였으며,insert에 대해 5‘과 3’양쪽 모두 동시에 수행하였다.
Sequencing primer로는 T7(5'-ATTATGCTGAGTGATATCCC-3')
와 SP6(3'-ATTTAGGTGACACTATAGA-5')을 사용하였다.판독되
어진 염기서열 정보는 CLUSTAL X programe을 사용하여 EMBL
DataBank에 있는 Blag2염기서열 (U28863)과 비교하였다.

라라라...재재재조조조합합합 BBBlllaaaggg222단단단편편편 생생생산산산
Epitope분석을 위하여 Blag2전체서열을 5개의 아미노산이 중첩

되도록 5개의 단편으로 나누어 (Fig.2),단편 각각의 primer를 제작
하고(Table.1)PCR을 통하여 증폭하였다.증폭되어진 Blag2DNA
단편들을 T4 DNA Ligase (New England BioLabs Inc.)를 사용하여
pGEM-T Easy vector와 4℃에서 24시간 Ligation 시킨 후 E.coli
(DH5α)에 형질전환 시켰다.형질전환된 E.coli에서 plasmid를 plasmid
SV minikit을 사용하여 분리 한 후,제한효소 BamH I과 XhoI으로 절
단하여 cDNA insert크기를 1% agarosegel에 전기영동하여 확인하
였다.
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Fig.2.Schematic representation ofBla g 2 fragments forthe
epitopeanalysis.

Table1.Sequenceofoligonucleotidesusedforproductionof
Blag2fragments
Oligonucleotides Sequence
Blag2AF
Blag2AR
Blag2BF
Blag2BR
Blag2CF
Blag2CR
Blag2DF
Blag2DR
Blag2EF
Blag2ER

5̀-GGATCCAATGATTGGCCTAAAGCT-3̀
5̀-CTCGAGTTTTTGTAGATTTGGACA-3̀
5̀-GGATCCAGGAGCTTGTGTATGTCCA-3̀
5̀-CTCGAGCAGTGCATTAGGGCATCC-3̀
5̀-GGATCCAATAGCAGCCCCAGGATGC-3̀
5̀-CTCGAGAGCAACAGTTGTGTCACC-3̀
5̀-GGATCCAGGTGTGAAAATAGGTGAC-3̀
5̀-CTCGAGGTTCTGTTGGATGTAATA-3̀
5̀-GGATCCAATCAGCTCACAATATTAC-3̀
5̀-CTCGAGGACGCTTTCTACTGAACG-3̀
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마마마...재재재조조조합합합 BBBlllaaaggg222알알알레레레르르르겐겐겐의의의 발발발현현현 및및및 분분분리리리
pGEM-T Easyvector에 클로닝 된 Blag2전체서열과 각각의 단

편들을 BamH I과 XhoI제한효소를 사용하여 vector로부터 분리하
고 pET28bexpressionvector의 BamH I과 XhoI부분에 T4DNA
Ligase(New England BioLabsInc.)를 사용하여 클로닝하고,E.coli
(BL21)에 형질전환시켰다. 형질전환 된 cell을 kanamysin (50
mg/mL)이 포함된 LuriaBertanibroth배지에 접종하고 Blag2전
체서열과 단편 B는 37℃,단편 A와 C는 30℃,단편 E는 35℃에서 각
각 0.5OD600까지 키운 후,isopropyl-1-β-galactopyranoside(1mM)
을 넣어주고 단백질 발현을 유도하였다.4시간 후 원심분리기를 사용
하여 상층액을 제거하고 pellet은 수거하였다.
Pellet을 Lysisbuffer (10 mM imidazole, 300 mM NaCl, 50 mM 

NaH2PO4, pH 8.0)로 resuspension하고,French presser를 사용하여
cell을 용해하였다.20mM Tris,500mM NaCl,5mM imidazole,6
M urea,pH 7.9용액으로 solubilize시키고 Ni-nitrilotriacetic(NTA)
agaroseresin(Quagen,Valencia,CA,USA)과 상온에서 1시간동안
binding시켰다.Washbuffer(20mM imidazole,300mM NaCl,50
mM NaH2PO4,pH 7.9)로 wash 한 후 Elution buffer(250 mM
imidazole,300mM NaCl,50mM NaH2PO4,pH 7.9)로 각각 5mL
씩 elution하였다.

바바바...SSSDDDSSS---PPPAAAGGGEEE
분리된 각각의 재조합 단백질들을 2-mercaptoethanol이 포함되어

있는 buffer에 resuspension하고 sodium dodecylsulfate가 포함된
15% polyacrylamidegel에서 전기영동 하였다 (Laemmli,1970).전기
영동 후 gel을 CoomassieBrilliantBlueR 250(Sigma-AldrichInc.
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St.Louis,MO,USA)로 염색하였다.

사사사...EEELLLIIISSSAAA (((eeennnzzzyyymmmeee---llliiinnnkkkeeeddd iiimmmmmmuuunnnooosssooorrrbbbeeennnttt aaassssssaaayyy)))를를를 이이이용용용한한한
PPPrrrBBBlllaaaggg222와와와 rrrBBBlllaaaggg222의의의 IIIgggEEE반반반응응응성성성 비비비교교교 및및및 재재재조조조합합합 알알알레레레르르르겐겐겐 단단단
편편편에에에 대대대한한한 IIIgggEEE반반반응응응성성성 조조조사사사
Bla g 2의 IgE-epitope을 분석하기 위하여 38명의 환자들 중

ELISA를 통하여 Pichiapastoris에서 발현된 PrBlag 2(INDOOR
biotechnologiesInc,Manchester,U.K)과 비교하여 rBlag2와 PrBla
g2에 강하게 반응하는 환자 10명을 선별하였다 (Fig.7).Microtiter
plate (COSTAR Inc.,USA)의 well에 재조합단백질 (Bla g 2
full-length,Blag2A～E)들을 2㎍씩 coatingbuffer(0.1M sodium
carbonate,pH 9.6)에 희석하여 4℃에서 24시간 반응하였다.PBST
(PBS-0.05% Tween20,1% bovineserum albumin)로 wash후 skim
milk(3% Skim milkinPBS)로 blocking하였다.1:4로 희석한 환자혈
청 각 well당 50 ㎕씩 넣고 1시간 반응시켰다.Biotinylated goat
anti-human IgE (Vector Laboratories Inc.,Burlingame,CA)를
PBST에 1:1000으로 희석시킨 것을 넣고 37℃에서 1시간 동안 반응시
켰다.PBST로 세척 후 Conjugatedenzymestreptavidin-peroxidase
(Sigma)를 PBST에 1:1000으로 희석시킨 것을 넣고 30분 동안 반응시
켰다.3,3̀,5,5̀-tetramethyl-benzidine(TMB,KPL,Gaitherburg,MD,
USA) 용액을 사용하여 발색하고, automatic microplate reader
(TECAN,Salzburg,Austria)로 450nm에서 흡광도를 측정하였다.이
와 같이 2번 반복 실험하였으며 음성대조군 20개의 혈청으로 5
standarddeviations(SD)을 통해 cut-offvalue를 정하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결과과과

111...독독독일일일바바바퀴퀴퀴의의의 tttoootttaaalllRRRNNNAAA분분분리리리 및및및 RRRTTT---PPPCCCRRR
Trizolreagent를 사용하여 독일바퀴의 totalRNA를 얻었다 (Fig.

3A).이 totalRNA를 주형으로 Single-strand cDNA를 합성한 후
TagDNA polymerase로 증폭하여 1056bp의 Blag2전체서열을 얻
었다 (Fig.3B).

MMMM MMMM B laB laB laB la g  2g  2g  2g  2

1 0 5 6  1 0 5 6  1 0 5 6  1 0 5 6  b pb pb pb p

(A )(A )(A )(A ) (B )(B )(B )(B )

Fig.3.TotalRNA isolationandRT-PCR ofBlag 2.PanelA,
isolatedtotalRNA ofBlag2;B,RT-PCRresultofBlag2.HindIII
marker(laneM).

222...독독독일일일바바바퀴퀴퀴 알알알레레레르르르겐겐겐 (((BBBlllaaaggg222)))유유유전전전자자자 클클클로로로닝닝닝
클로닝한 Blag2유전자의 분자량은 38.5kD,pI값은 5.13으로 나

타났다 (Fig.4).또한 기존의 Blag2DNA서열 (EMBLDataBank
withaccessionnumber(s)U28863)와 비교한 결과 11개의 클론 중 10
개의 클론이 다음과 같이 4개의 아미노산 서열이 치환되어 있었고 :
aminoacidposition87(K → R),116(S→ F),142(V → G),322
(T → A),1개의 클론은 다음과 같이 5개의 아미노산 서열이 치환되
어 있었다 :aminoacidposition87(K → R),116(S→ F),142(V
→ G),199(Y→ C),322(T→ A).
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Fig.4.Nucleotidesequenceanddeducedaminoacidsequenceof
Blag2.
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333...독독독일일일바바바퀴퀴퀴 BBBlllaaaggg222유유유전전전자자자의의의 sssuuubbbccclllooonnniiinnnggg및및및 재재재조조조합합합 단단단백백백질질질의의의 발발발현현현
Blag 2full-length 및 단편들을 BamH I과 Xho I을 포함한

primer를 제작하고 PCR을 수행하여 PCR을 수행한 결과 단편 A～D
는 225bp,단편 E는 168bp의 PCR산물을 얻었다 (Fig.5).이를
pET28bexpressionvector에 클로닝 하여 E.coli(BL21)에 형질전환
시키고 단백질을 분리하여 각각의 재조합 단백질을 분리하였다.Bla
g2전체서열의 분자량은 36kD,단편A～D는 8kD,단편E는 6kD이
지만 Ni-affinitychromatography를 수행하기 위해,전체서열은 6개의
histidine을 포함하는 34개의 아미노산 (MGSSHHHHHHSSGLVPRG
SHMASMTGGQQMGRDP)이 N-terminus에 결합된 형태로 발현하였
고,나머지 FragmentA～E는 N-terminus와 C-terminus에 histidine
을 포함하는 8개의 아미노산 (LEHHHHHH)이 결합되어 있는 형태로
발현되었다.따라서 15% polyacrylamidegel에서 전기영동 하였을 때
Blag2전체서열은 42kD,단편A～D는 13kD,단편E는 11kD으로
분자량이 증가되었다 (Fig.6).

MMMM FFFF AAAA BBBB CCCC DDDD EEEE

1056105610561056

225225225225

168168168168

Fig.5.PCRamplificationofBlag2full-lengthandfragments.
Lanes:M,HindIIImarker;F,Blag 2full-length;A,Blag 2
fragmentA;B,Blag2FragmentB;C,FragmentC;D,Fragment
D;E,FragmentE.Thenumbersontheleftareinbp.
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Fig.6.Purification of recombinant Bla g 2 full-length and
fragments.Proteinwereseparatedona5～20% gradientSDSgel
(Invitrogen)andstainedwithCoomassiebrilliantblue.Lanes:M,
molecular mass marker;F,Bla g 2 full-length;A,Bla g 2
fragmentA;B,Blag2fragmentB;C,Blag2fragmentC;D,
Blag2fragmentD;E,Blag2fragmentE.Thenumbersonthe
leftareinkilodaltons.
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444...EEELLLIIISSSAAA (((eeennnzzzyyymmmeee---llliiinnnkkkeeedddiiimmmmmmuuunnnooosssooorrrbbbeeennntttaaassssssaaayyy)))를를를 이이이용용용한한한 rrrBBBlllaaa
ggg222와와와 PPPrrrBBBlllaaaggg222의의의 IIIgggEEE반반반응응응성성성 비비비교교교
바퀴알레르기 환자 38명중 17명 (45%)이 rBlag2와 PrBlag2에

공통적으로 반응하였으며,그 중 환자 2명 (5.2%)는 PrBlag2에 강
하게 반응하였다 (Fig.7).

Fig.7.BindingprofilesofIgEantibodiestoPrBlag2andrBlag
2.◆,Germancockroachsensitizedsera;Dottedline,cut-offvalue
(mean absorbance plus 2 standard deviations forsera from 15
healthycontrols)
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555...재재재조조조합합합 BBBlllaaaggg222단단단백백백질질질 및및및 재재재조조조합합합 단단단편편편들들들의의의 IIIgggEEE결결결합합합능능능 조조조사사사
Blag2전체서열을 5개의 아미노산이 중첩되도록 5개의 단편으로

다음과 같이 나누고 A (아미노산 1-75),B(아미노산 71-150),C(아
미노산 146-225),D (아미노산 221-300),E (아미노산 296-352),5개
의 단편에 대한 재조합 단백질을 생산하여 rBlag2와 PrBlag2에
강하게 반응한 10명의 환자들을 대상으로 ELISA를 수행하였다.
바퀴알레르기환자 혈청 10명 모두가 Blag2재조합 알레르겐에 반

응을 보였으며,단편A (aminoacid1～75)는 8명 (80%),단편B(71～
150)는 5명 (50%),단편C (146～225)는 10명 (100%),단편D (221～
300)는 3명 (30%),단편E(296～352)는 4명 (40%)이 반응하였다 (Fig.
8)(Table.2).
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Fig.8.BindingprofilesofIgE antibodiestorecombinantBlag2
andfragments.Dottedline,cut-offvalue(meanabsorbanceplus5
standarddeviationsforserafrom 15healthy controls);1to10,
serum samplesfrom 10allergicpatients,respectively;11,healthy
non-allergicsubjects.

Table 2. IgE binding reactivities of peptide fragments of
recombinantBlag2



- 19 -

IIIVVV...고고고찰찰찰

알레르기 반응은 알레르겐의 염기서열의 변화 (sequencevariation)
와 항원결정기 (IgE bindingepitope)의 유형에 따라 다르게 나타날
수 있다.아미노산의 변화는 환경과 지역적 특성에 따라 각기 다르게
나타날 수 있으며,그에 따라 IgE bindingepitope에도 영향을 주어
알레르기 반응성 뿐만 아니라 다른 알레르겐과의 교차반응성에도 영
향을 줄 수 있다.32본 실험에서 클로닝한 Blag2유전자를 기존의
Bla g 2 DNA 염기서열 (EMBL Data Bank with accession
number(s)U28863)와 비교한 결과 총 11개의 클론 중 10개의 클론
중 4개의 아미노산이 K87R,S116F,V142G,T322A로 치환되었고,1
개는 K87R,S116F,V142G,Y199C,T322A로 치환되어 있는 것을 알
수 있었다. 따라서 우리나라 독일바퀴 Bla g 2는 다형성
(polymorphism)이 존재함을 알 수 있었다.
집먼지진드기의 경우에도 cDNA를 클로닝 할 때 아미노산 서열의

변화에 따른 다형성들이 발견되어져 왔는데 이러한 isoallergen들 마
다 각기 다른 알레르기 반응성을 가진다는 보고가 있으며,자작나무
꽃가루 알레르겐 (Betv1)또한 IgE반응성이 나타나지 않거나 매우
낮은 반응성을 나타낸 보고도 있다.33-34따라서 cDNA서열의 변화에
따른 Blag2polymorphism들의 알레르기 반응의 다양성을 비교하는
연구가 필요할 것으로 사료된다.
최근에는 yeast,insect,mammaliancell또는 plant와 같은 진핵생

물의 발현기작을 이용하여 재조합 알레르겐을 생산하여 진단에 이용
되고 있다.Pichiapastoris(yeast)등에서 생성된 재조합 단백질은
disulfide-bridgeformation이나 glycosylation과 같은 E.coli와 같은
원핵생물에서 일어나지 않거나 일어나기 힘든 post-translational
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modification이 일어날 수 있고,발현량 또한 E.coli보다 높은 효율을
나타낸다.35 하지만 yeast에서 발현되어진 재조합 단백질은 진단에는
이용할 수 있으나,치료에 이용할 수 없다.치료에 사용하기 위해서는
IgEbindingepitope을 밝히고,밝혀진 epitope부위의 아미노산을 치환
하여 IgE bindingcapacity가 낮은 알레르겐을 합성하여 면역치료에
이용할 수 있어야 한다.30 따라서 본 연구에서는 Pichia pastoris
(yeast)에서 발현된 PrBla g 2 (INDOOR biotechnologies Inc,
Manchester,U.K)와 E.coli에서 발현한 rBlag2에 대한 IgE반응성
을 ELISA를 통해서 비교하고,Bla g 2의 linear한 IgE-binding
epitope의 위치를 알아보기 위하여 각 단편들에 대한 IgE반응성을 조
사하였다.총 38명의 환자들 중 17명 (45%)이 rBlag2와 PrBlag2
에 반응하였으며,2명 (5.2%)이 PrBlag2에 강하게 반응하는 것을
알 수 있었다.대부분의 환자가 rBlag2와 PrBlag2에 매우 유사하
게 반응하는 것을 알 수 있었고,2명의 환자가 PrBlag2에 강하게
반응하는 것으로 미루어 보아 linear epitope뿐만 아니라
conformationalepitope이 모두 존재하는 것으로 사료된다 (Fig.7).알
레르기 반응에 있어서 linearepitope과 conformationalepitope이 모두
중요하다는 것은 여러 연구 결과를 통하여 알 수 있다.지금까지 많
은 알레르겐들의 IgE epitope에 대한 연구가 수행되어져 왔는데,
GroupV timothygrasspollen알레르겐 (Phlpva)36,자작나무 꽃가
루 알레르겐 (Betv1)37,Chironomusthummiallergen(ChitI)38,새
우 알레르겐 (Penaeusaztecus,Pena1)39,latex알레르겐 (Hevb
5)40등은 linearepitope을 가지고 있는 것으로 알려져 있으며,Group
Ivelvetgrasspollen알레르겐 (Holi1)41과 housedustmite알레
르겐 (Derp 2,Derf2)42-43 는 conformationalepitope과 linear
epitope을 가지고 있는 것으로 알려져 있다.
면역치료를 위해서는 conformationalepitope과 linearepitope을 모
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두 규명하여 low-IgE binding allergen (hypoallergens)을 생산하는
것이 바람직하다.따라서 본 실험에서는 Bla g 2의 IgE-binding
epitope의 위치를 알아보기 위하여 rBlag2와 PrBlag2에 모두 반
응한 환자 10명을 대상으로 각 단편들에 대한 IgE반응성을 ELISA를
통해 조사한 결과,모든 환자가 rBlag2전체서열을 포함한 재조합
단백질에 반응하였으며,단편A는 8명 (80%),단편B는 5명 (50%),단
편C는 10명 (100%),단편D는 3명 (30%),단편E는 4명 (40%)로,나타
났다.이번 실험을 통하여 Blag2알레르겐의 정확한 IgE항원결정
기의 위치를 알 수 없었지만 이와 같은 결과로 미루어 볼 때,모든
단편에 IgEbinding서열이 존재하나 특히 단편A (아미노산 1～75)와
단편B (아미노산 146～225)서열이 IgE-binding에 중요한 서열을 포
함하고 있는 것으로 사료된다 (Fig.8).비록 이와 같은 결과는 linear
epitope에 국한되어지지만,앞으로 conformationalepitope에 대한 연
구도 필요할 것으로 생각되며,Bcell뿐만 아니라 T-cellepitope에 대
한 연구도 필요할 것으로 사료된다.IgEepitope이 밝혀지면 epitope부
위의 아미노산을 치환하여 IgE bindingcapacity가 낮은 알레르겐을
합성 하여 면역치료에 이용할 수 있을 것이다.
Blag2는 바퀴알레르겐 중 가장 중요한 알레르겐이다.그렇지만

Blag2의 Bcellepitope과 T cellepitope에 대한 연구는 아직 이루
어지지 않았다.본 연구에서는 Blag2의 전체서열을 5개의 단편으로
나누고 각각의 단편의 알레르기 반응성을 통하여 IgEbindingepitope
의 위치를 알아보고자 하였다.따라서 이와 같은 Bla g 2의 IgE
bindingepitope연구는 정확한 진단과 치료를 위한 기초자료로 활용
될 수 있을 것이다.

.
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ⅤⅤⅤ...결결결론론론

독일바퀴의 주 알레르겐 Blag2를 클로닝하고,과발현시킨 재조합
단백질을 이용하여,Blag2의 IgE-bindingepitope의 위치에 대해 연
구하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.독일바퀴의 성충에서 Blag2유전자를 얻은 후 기존의 Blag2
DNA sequence(EMBLDataBankwithaccessionnumberU28863)
와 비교한 결과 총 11개의 클론 중 10개의 클론이 4개의 아미노산이
K87R,S116F,V142G,T322A로 치환되었고,1개는 K87R,S116F,
V142G,Y199C,T322A로 치환되어 있었다.

2.Blag2유전자를 이용하여 Blag2전체와 단편들을 E.coli에서
재조합 단백질로 발현하였다.E.coli에서 발현한 rBlag2와 Pichia
pastoris에서 발현한 PrBla g 2 (INDOOR biotechnologies Inc,
Manchester,U.K)에 대한 IgE반응성을 비교한 결과 38명중 45% (17
명)가 rBlag2와 PrBlag2에 모두 반응하였으나 그 중 5.2% (2명)
은 PrBlag2에 강하게 반응하였다.

3.rBlag2와 PrBlag2에 높이 반응한 환자 10명의 혈청을 사용한
결과,단편A에 8명 (80%),단편B에 5명 (50%),단편C에 10명 (100%),
단편D에 3명 (30%),단편E에 4명 (40%)이 반응하였다.

따라서 Blag2의 모든 재조합단백질 단편에 IgE binding서열이
존재하나 특히 아미노산 1～75와 146～225서열이 IgE-binding에 중
요한 서열을 포함하고 있음을 알 수 있었다.



- 23 -

참참참 고고고 문문문 헌헌헌

1.이한일.위생곤충학.4판:고문사;2005.

2.Jeong KY,Lee IY,Lee J,Ree HI,Hong CS,Yong TS.
Effectivenessofhealtheducationforthecontrolofdustmites
andcockroachesinSeoul,Korea.KoreanJParasitol2006;44:
73-79.

3.Arruda LK,Vailes LD,FerrianiVP,Santos AB,Pomes A,
ChapmanMD.Cockroachallergensandasthma.JAllergyClin
Immunol2001;107:419-428.

4.Kim KT,Jeon JH,LeeDK.Variouspathogenicbacteria on
Germancockroaches(Blattellidae,Blattaria).KoreanJEntomol
1995;25:85-88.

5.LemosAA,LemosJA,PradoMA,PimentaFC,GirE,Silva
HM,SilvaMR.Cockroachesascarriersoffungiofmedical
importance.Mycoses2006;49:23-25.

6.Aruuda LK.Cockroach allergens.CurrAllergy Asthma Rep
2005;5:411-416.

7.DeBlay F,SanchezJ,Hedlin G,etal.Dustand airborne
exposure to allergens derived from cockroach (Blattella



- 24 -

germanica)inlow-costpublichousinginStrasbourg(France).
JAllergyClinImmunol1997;99:107-112.

8.HussK,AdkinsonNF,EgglestonPA,DawsonC,VanNatta
ML,Hamilton RG.Housedustmiteandcockroach exposure
arestrongriskfactorsforpositiveallergyskintestresponses
intheChildhoodAsthmaManagementProgram.JAllergyClin
Immunol2001;107:48-64.

9.Litonjua AA,Carey VJ,Burge HA,Weiss ST,Gold DR.
Exposuretocockroachallergeninthehomeisassociatedwith
incidentdoctor-diagnosed asthma and recurrentwheezing.J
AllergyClinImmunol2001;107:41-47.

10.ArrudaLK,ChapmanMD.Theroleofcockroachallergensin
asthma.CurrOpinPulMed2001;7:14-19.

11.이기영,김규언,정병주,이수영,김동수.한국에 서식하고 있는 바
퀴벌레 Blattellagermanica의 알레르기 항원성에 관한 면역학적
연구.알레르기 1991;11:30-38.

12.이수영,정병주,김동수,김규언,이기영.아토피성 소아천식에서
독일바퀴 항원을 이용한 기관지 유발시험에 관한 연구.소아알레
르기 및 호흡기 1993;3:73-83.

13.정병주,류정우,염혜영,박중원,홍천수,이한일,용태순,김규언,
이기영.독일 바퀴알레르겐의 특성규명에 관한 연구.소아알레르
기 및 호흡기 1998;8:221-228.



- 25 -

14.Jeong KY,Hong CS,Yong TS.Recombinantallergens for
diagnosis and immunotherapy of allergic disorders, with
emphasisoncockroachallergy.CurrProteinPeptSci2006;7:
57-71.

15.BertonH,BrownH.Insectallergy-preliminarystudiesofthe
cockroach.JAllergy1964;35:506-513.

16. Helm R, Cockrell G, Stanley JS, et al. Isolation and
characterizationofacloneencoding amajorallergen(Blag
Bd90K)involvedinIgE-mediatedcockroachhypersensitivity.J
AllergyClinImmunol1996;98:172-180.

17.PomésA,ChapmanMD,VailesLD,BlundellTL,DhanarajV.
Cockroach allergen Bla g 2: Structure, function, and
implicationsforallergicsensitization.Am JRespirCritCare
Med2002;165:391-397.

18.ArrudaLK,VailesLD,HaydenML,BenjaminDC,Chapman
MD.Cloningofcockroachallergen,Blag4,identifiesligand
binding proteins (orcalycins)as a cause ofIgE antibody
responses.JBiolChem 1995;270:31196-31201.

19. Arruda LK, Vailes LD, Platts-Mills TAE, Hayden ML,
Chapman MD. Induction of IgE antibody responses by
glutathione-S-transferasefrom theGermancockroach(Blattella
germanica).JBiolChem 1997;270:20907-20912.



- 26 -

20.ArrudaLK,VailesLD,BenjaminDC,ChapmanMD.Molecular
cloning ofGerman cockroach (Blattellagermanica)allergens.
IntArchAllergyImmunol1995;107:295-297.

21.Jeong KY,Lee J,Lee IY,Ree HI,Hong CS,Yong TS.
Allergenicity of recombinant Bla g 7,German cockroach
tropomyosin.Allergy2003;58:1059-1063.

22.SatinoverSM,ReeferAJ,PomesA,ChapmanMD,Platts-Mills
TA,Woodfolk JA.Specific IgE and IgG antibody-binding
patterns to recombinantcockroach allergens.J Allergy Clin
Immunol2005;115:803-809.

23.Wunschmann S,Gustchina A,Chapman MD,Pomes A.
Cockroach allergen Bla g 2:unusualaspartic proteinase.J
AllergyClinImmunol2005;116:140-145.

24.Gustchina A,Wünschmann S,Chapman MD,Pomes A,
WlodawerA.CrystalstructureofcockroachallergenBlag2,
anunusualzincbindingasparticproteasewithanovelmodeof
self-inhibition.JMolBiol2005;348:433-444.

25.Yun YY,Ko SH,Park JW,Lee IY,Ree HI,Hong CS.
Comparison of allergenic components between German
cockroachwholebodyandfecalextract.Ann.AllergyAsthma
Immunol2001;86:551-556.

26.CreticosPS.Managingasthmainadults.Am JManagCare



- 27 -

2000;6:940-963.

27.Van derVeen MJ,MulderM,Witteman AM,van ReeR,
AalberseRC,JansenHM,etal.False-positiveskinpricktest
responsestocommerciallyavailabledogdanderextractscaused
by contamination with house dustmite (Dermatophagoides
pteronyssinus)allergens.J Allergy Clin Immunol1996;98:
1028-1034.

28.RobinsonC,KalshekerNA,SrinvasanN,KingCM,GarrodDR,
Thompson PJ,etal.On the potentialsignificance ofthe
enzymaticactivity ofmiteallergensto immunogenicity.Clin
ExpAllergy1997;27:10-21.

29.MothesN,ValentaR,SpitzauerS.Allergytesting:theroleof
recombinantallergens.ClinChem LabMed2006;44:125-132.

30.LarcheM,WraithDC.Peptide-basedtherapeuticvaccinesfor
allergicandautoimmunedisease.NatMed2005;11:69-76.

31.BousquetJ,Chanez P,ChanalI,MichelFB.Comparison
betweenRAST andPharmaciaCAPsystem:anew automated
specificIgEassay.JAllergyClinImmunol1990;85;1039-1043.

32.LagaresA,PuertaL,CaraballoL.Polymorphism inallergens.
Biomedica2002;22:51-62.

33.ParkJW,Kim KS,JinHS,Kim CW,KangDB,ChoiSY,etal.



- 28 -

Der p 2 isoallergens have different allergenicity, and
quantificationwith2-siteELISA usingmonoclonalantibodiesis
influenced by the isoallergens.Clin Exp Allergy 2002;32:
1042-1047.

34.Thomas WR,Smith W,Hales BJ,CarterMD.Functional
effects ofpolymorphisms ofhouse dustmite allergens.Int
ArchAllergyImmunol1997;113:96-98.

35.vanReeR.Carbohydrateepitopesandtheirrelevanceforthe
diagnosisandtreatmentofallergicdiseases.IntArchAllergy
Immunol2002;129:189-197.

36.Bufe A,BeckerWM,Schramm G,Petersen A,MamatU,
SchlaakM.MajorallergenPhlpVa(timothygrass)bearsat
least two different IgE-reactivity epitopes.J Allergy Clin
Immunol1994;94:173-181.

37.VikH,SteinvagSK,ElsayedS.Studiesontheallergenicityof
theamino-terminalepitope(BetvI23-38)from birchpollen
allergen.IntArchAllergyImmunol1993;101:89-94.

38.LiebersV,RaulfM,MazurG,Modrow S,BaurX.Epitope
mapping with peptides of Chi t I component III and
immunomodulation oftheChitimmuneresponse.JAllergy
ClinImmunol1993;92:334-339.



- 29 -

39.ReeseG,DaulCB,LeherSB.Antigenicanalysis(IgE and
monoclonalantibodies)ofthemajorshrimpallergenPena1
(Tropomyosin) from Penaeus aztecus. Int Arch Allergy.
Immunol1995;107:245-247.

40.Beezhold DH,Hickey VL,SlaterJE,Sussman GL.Human
IgE-bindingepitopesofthelatexallergenHevb5.JAllergy
ClinImmunol1999;103:1116-1172.

41.Schramm G,BufeA,PetersenA,HaasH,SchlaakM,Becker
WM.Mapping ofIgE-binding epitopes on the recombinant
majorgroup Iallergen ofvelvetgrass pollen,rHolI1.J
AllergyClinImmunol1997;99:781-787.

42.SmithAM,ChapmanMD.ReductioninIgEbindingtoallergen
variantsgeneratedbysite-directedmutagenesis:contributionof
disulfidebondstotheantigenicstructureofthemajorhouse
dustmiteallergenDerp2.MolImmunol1996;33:339-405.

43.Takai T,YuukiT,Okumura Y,Mori A,Okudaira H.
DeterminationoftheN-andC-terminalsequenceserequiredto
bindhumanIgEofthemajorhousedustmiteallergenDerf2
andepitopemappingformonoclonalantibodies.MolImmunol
1997;34:225-261.



- 30 -

AAAbbbssstttrrraaacccttt

IIIgggEEErrreeeaaaccctttiiivvviiitttyyytttooopppeeeppptttiiidddeeefffrrraaagggmmmeeennntttsssooofffGGGeeerrrmmmaaannncccoooccckkkrrroooaaaccchhh
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Cockroachallergyhasbeenrecognizedasanimportantcause
ofasthma.Blag 2isoneofthemostimportantcockroach
allergens.
The aim of this study was to identify linear IgE-binding

epitopesofBlag2.ThecDNA encodingBlag2wasclonedby
RT-PCRanditsrecombinantproteinwasexpressed.ElevenBlag
2 cDNA clones were sequenced and analysed,and amino acid
sequences were compared with a previously reported Bla g 2
sequence(U28863).Tenclonesweresubstitutedat4aminoacid
positions:position87(K toR),116(StoF),142(V toG),322
(T to A).Only one clone was substituted at5 amino acid
positions:position87(K toR),116(StoF),142(V toG),199
(Y toC),322(T toA).ThereactivitiesofcommercialPichia
expressedrecombinantprotein(PrBlag2)andE.coliexpressed
recombinantprotein (rBla g 2) were evaluated in an ELISA
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(enzyme-linked immunosorbent assay) using sera from 38
cockroachallergicpatients.Theseraof17patientsreactedwith
rBla g 2 and PrBla g 2,and two patients showed high IgE
reactivitytoPrBlag2.FivecDNA fragmentsweregeneratedby
PCR andtheirrecombinantproteinswereexpressedandpurified.
IgE-bindingreactivityofrecombinantfragmentsweredetermined
by ELISA with sera from 10 patients who showed high IgE
reactivity bothtotherBlag 2andPrBlag 2.All10patients
(100%)showed IgE reactivity to the Bla g 2 full-length and
fragmentC (amino acid sequence 146～225),8 patients (80%)
reactedwithfragmentA (aminoacidsequence1～75).Theseresult
indicatedthatthemajorlinearIgE-bindingepitopesmaybelocated
withintheaminoacidsequence1～75and146～225ofBlag2.
AnalysisofIgEepitopesprovidethebasisforthedevelopmentof
safe forms of specific immunotherapy with reduced allergenic
molecules.
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