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서      론
  국내 환자들에서 주요 음식물 알레르겐으로 해산물이 있

으며, 그중에서 갑각류, 특히 새우는 대표적인 원인 음식물

이다. 새우 내 알레르겐 성분에 관한 연구를 살펴보면 근단

백질인 트로포마이오신이 알레르겐으로 작용한다고 알려

져 있고, 이는 다른 갑각류와 그 외 다른 여러 종에서도 존

재한다.
1.2) Hoffman 등3)은 새우 내 열에 내성을 지닌 알레르

겐을, Leung 등
4)도 34 kDa의 열에 안정한 알레르겐을 보고

하였으며, Daul 등
5,6)은 아미노산 서열 분석으로 알레르겐이 

트로포마이오신이며, pen a 1이라 명명하였다. 최근 트로포

마이오신뿐 아니라 알지닌 카이나제(AK)가 새로운 새우 알

레르겐으로 작용한다는 보고도 있는데,
7) 이는 새우외 게나 

가재 등 갑각류와 꿀벌, 편모충 등 여러 종에 존재하는 인산 

이동기이다.
8-11) 또한 음식물 알레르겐은 열과 소화 효소에 

내성을 지니며, 이러한 특성과 구조가 비슷한 단백질로 인

하여, 같은 계통의 종뿐 아니라 다른 종과도 교차 반응을 

나타낸다고 알려져 있다.
12) 본 연구에서는 가열하였을 때와 

소화액과 동일한 용액인 SGF (gastric fluid, simulated)와 SIF 

(intestinal fluid, simulated)를 각각 첨가하여 시간대별 알레르
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Background: Shrimp is one of the major causative food 
allergens in this country. We reported IgE-prevalence and 
its IgE binding components of the home made shrimp (M. 
joyneri) extracts in allergy patients in this country. The 
Property of food allergens can be changed by heat or 
digestion enzymes. We observed the changes of IgE binding 
components of Metapenaeus joyneri with exposure to heat-
ing and digestive enzymes in ex vivo system.
Method: IgE immunoblot was applied to analyze the 
changes of IgE binding components within the fresh and 
boiled shrimps in sera from five patients with allergy 
showing strong positive reactions (A/H ≥2+) to the skin 
prick test and high serum specific IgE (≥100 A.U) to the 
shrimp. To evaluate heating and enzyme effects, heating, 
SGF (gastric fluid, simulated) and SIF (intestinal fluid, 
simulated) were treated for 10, 30 and 90 minutes and 

SDS-PAGE and IgE-immunoblot were repeated. To identify 
the major allergens, 2-D electrophoresis and IgE-immunoblot 
were followed by amino acid sequence analysis using 
MALDI-TOF and FASTF program.
Result: The 45 kDa band was resistant to heating in three 
of five patients. In the fresh shrimp, 36∼45 kDa bands 
remained after SGF treatment, while minimal changes were 
noted after SIF treatment. The 2D-immunoblot of 45 kDa 
demonstrated two spots (pI 5.1, 4.75), and one (pI 5.1) was 
identified as an arginine kinase having 100% homology with 
European lobster by amino acid analysis.
Conclusion: The major allergen of M. joyneri was identified 
as an arginine kinase which was resistant to heating and 
digestion enzymes. (Korean J Asthma, Allergy Clin 
Immunol 2004;24:211-216)
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겐의 변화 양상을 관찰하였으며, 또한 알레르겐의 특성을 

규명하기 위해 주알레르겐의 아미노산 서열 분석을 시행하

였다. 

대상 및 방법
    1. 새우에 감작된 환자 혈청
  중하에 대한 피부단자시험에서 양성 반응(A/H 비≥2+)

을 보이면서, 새우 섭취 경우 증상이 있으면서 혈청 특이 

IgE가 높은 (IgE≥100 A.U) 환자 3명과 증상은 없지만 혈청 

특이 IgE가 높은 환자 2명의 혈청을 사용하였다. 중하를 끓

였을 때는 5명의 혈청 각각을 끓인 중하 추출물과 반응시켰

으며, 소화액에 의한 영향을 평가하기 위한 실험에서는 5명

의 혈청을 동량으로 섞어 이용하였다.

    2. 새우 단백질의 추출
  수산물 시장에서 구입한 중하를 믹서기로 잘게 간 것과 

물에 10분간 끓인 후 갈은 새우로 두 부류로 나누어서, 

PBS(phosphate buffered salin, pH 8.0)에 각각 혼합한 후 4
oC에

서 24시간 추출하였다. 혼합물을 12,000 rpm에서 20분간 원

심분리시킨 후, 상층액을 따로 담고 3 mm filter paper에 걸러

서 6.000∼8.000 Da 크기의 셀로판 튜브에 넣어 48시간 동안 

투석시켰다. 투석이 끝난 후, 무균처리를 위해 0.2μm 

syringe fliter에 거른 다음 생 새우와 끓인 새우 추출물 내 

단백질 농도를 측정하고 분주하여 -20
oC에 보관하였다.

  소화효소에 의한 알레르겐의 변화를 관찰하기 위하여, 

471 unit/mg의 pepsin (Sigma Co., Louis, MO)을 포함하는 SGF 

(gastric fluid, simulated)를 37
oC에 보관하였고, 이 SGF 200μl

를 생새우 추출물(3.2 mg/ml) 200μl와 10분, 30분, 90분간 각

각 반응시킨 후, 시간대별로 50μl씩 샘플 완충액 12μl와 중

화 완충액 1M NO2CO3 1μl가 있는 튜브로 분주하였다. 

Pancreatin (Sigma Co., Louis, MO)을 포함하는 SIF (intestine 

fluid, simulated)의 경우 같은 방법으로 샘플과 SIF를 동량으

로 섞은 후 분주하였다. 끓인 새우는 추출물(1.76 mg/ml) 200

μl를 100μl의 SGF와 섞고 시간대별로 75μl씩 샘플 완충액 

20ul와 1M NO2CO3 1μl가 포함된 튜브로 분주하였다. SIF 

역시 같은 양을 섞은 후, 분주하였다.

    3. SDS-PAGE 및 Immunoblot
  생 새우와 끓인 새우 추출물을 샘플 완충액과 섞어서 5분

간 가열하고 well당 20μg의 농도로 10% SDS gel에 loading한 

후, 125 v로 1시간 30분간 전기영동하였다. 표지자(4 to 250 

kDa, Invitrogen, San Diego, CA)는 5μl를 넣었다. Gel의 고정

과 염색은 Coomassie Brilliant blue R-250을 사용하였다. 전기 

영동을 한 후, PVDF membrane (Millipore Co., Bedford, MA)에 

200 mA로 105분간 전이시켰다. 비특이적 결합을 방지하기 

위하여 PVDF membrane에 5% BSA-5% skim milk TBST 

(Tween-20 Tris-buffered saline)를 첨가하고 1시간 가량 반응시

켰다. 그 후 TBST로 20분간 3회 세척한 다음 환자 5명 및 

대조군의 혈청을 넣어 4
oC에서 12시간 이상 작용시켰다. 다

시 TBST로 세척한 다음 alkaline phosphatase conjugated goat 

anti-human IgE 항체 (Sigma Co., St. Louis, MO)를 3% BSA-3% 

skim milk-TBST와 1：3,000으로 희석하여 상온에서 1시간 

동안 작용시켰다. 이후 TBST로 20분씩 3회 세척, TBS로 5분

씩 2회 세척 후 membrane에 BCIP/ NBT alkaline phosphatase 

substrate (Sigma Co., Louis, MO) 용액에 넣은 후 단백대가 나

올 때까지 반응시켰다. 소화액과 섞은 생 새우 샘플을 완충

액과 혼합하여 5분간 가열한 후, 10%의 SDS gel에 loading하

였다.

    4. 알레르겐의 아미노산 배열 분석
  생 새우 추출물을 IEF 완충액과 동량으로 섞은 후, 실온

에서 1시간 반응시켰다. 그 후, IEF ready gel (Bio-rad 

laboratories, Hercules, pH 3∼10)에 well당 50μl씩 넣은 후 

100v 1시간, 200v 1시간, 500v 30분간 전기 영동하였다. 전기 

영동이 끝난 후, gel을 fixing solution에 30분간 담가 놓고, 2

개 well을 잘라서 각각 1.5 mm 두께의 spacer를 사용하는 

10% SDS gel에 가로로 넣고, 125v 1시간 30분 간 전기 영동

하였다. 이 과정이 끝난 후, 하나는 stain solution으로 염색을 

하였고, 나머지 gel은 위와 같은 방법으로 immunoblot을 시

행하여 알레르겐의 pI 값과 분자량을 확인하였다. 사용한 

혈청은 효소 시험 때 사용한 혈청과 동일하였다. 그 후 아미

노산 서열 분석을 위하여 IEF gel을 SDS-PAGE를 한 후, 

glacial acetic acid가 없는 stain solution으로 30분간 염색을 하

고, 역시 glacial acetic acid가 없는 destain solution으로 2시간 

30분간 탈색을 하여 원하는 부위의 spot을 잘라서 internal 

sequence를 하였다(한국기초과학지원 연구원).

결      과
    1. 생 새우와 끓인 새우의 단백대 변화
  생 새우와 끓인 새우 추출물을 이용하여 5명의 환자 혈청

으로 immunoblot을 시행한 결과 5명 중 3명의 혈청에서 같

은 양상의 단백대가 나타났다. 끓이기 전과 후에 다른 단백

대와는 다르게 45 kDa의 단백대가 계속 존재하였고, 이 단

백대가 주알레르겐임을 알 수 있었다(Fig. 1).
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2. 소화액에 대한 생 새우와 끓인 새우 알레르겐의 변
화 양상

  생 새우의 경우 SGF에서는 36∼45 kDa 부위의 단백대가 

존재하였고 SIF에서는 단백대의 변화가 거의 없는 것을 확

인 할 수 있었다(Fig. 2). 끓인 새우는 SGF 처리 후 시간이 

지남에 따라 단백대가 36 kDa 부위까지 강등이 되었고, SIF 

처리 후에도 4시간 이후부터 단백대가 강등되어, 시간이 흐

름에 따라 진행되었다(Fig. 3).

Fig. 2.  Effect of gastric (SGF) and intestinal fluid (SIF) treatment 

on SDS-PAGE (A) and IgE binding components (B) of the fresh 

shrimp extracts. M = marker; F = fresh shrimp extracts; G1 (10 min), 

G2 (30 min) and G3 (90 min) of SGF treatment, I1 (10 min), I2 (30 

min) of SIF treatment, SGF and SIF treatment (GI). pH of SGF = 

1.2; pH of SIF = 7.5. Arrow indicates the major allergen, 45 kDa.
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Fig. 1.  Effect of boiling on shrimp allergenicity analyzed by 10% 

SDS-PAGE (A), and IgE binding components (B). M = marker; lane 

1∼3 = symptomatic subjects; lane 4∼5 = asymptomatic subjects; 

lane 6 = negative control; lane 7 = buffer control; F = fresh shrimp 

extracts; H = heated shrimp extracts.

148

98
64

50

36

22

M F H F H F H F H F H F H F H F H
kDa

1 2 3 4 5 6 7

A B

Fig. 3.  Effect of gastric (SGF) and intestinal fluid (SIF) treatment 

on SDS-PAGE (A) and IgE binding components (B) of boiled 

shrimp extracts. M = marker, H = boiled shrimp extract G1 (10 min); 

G2 (30 min) and G3 (90 min) of SGF treatment, I1 (4 hr), I2 (16 

hr) of SIF treatment. SGF and SIF treatment (GI). Arrow indicates 

major allergen of 45 kDa.

Fig. 4.  Two dimemsional PAGE (A) and IgE binding components 

(B) using pooled sera of five patients with serum high specific IgE. 

spot 1 = pI-5.1, spot 2 = pI-4.75.
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    3. 알레르겐의 아미노산 서열 분석
  2D gel을 통하여 45 kDa 부위에서 2개의 spot을 확인하였

고(Fig. 4), 그 중 pI값이 약 5.1 부위(spot 1)의 spot을 internal 

sequencing을 하여 나온 3개의 fraction의 아미노산 서열을 분

석하였고(Table 1), data base 검색(National Center for Biote-

chnology Information) 결과, 유럽산 바닷가재의 AK와는 

100%, 푸른게, 초록게, 보리새우 등의 AK와는 97% 이상 동 일함을 확인하였다(Fig. 5).

Table 1. Amino Acid Sequence of the 45 kDa Allergen of M. 

Joyneri

ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
Amino acid sequence pI
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Peptide 1 Gly-Ile-Tyr-His-Asn-Asn-Asp-Asn-Lys

Leu-Gly-Phe-Leu-Thr-Phe-Pro-
Peptide 2 5.1

 Thr-Asn-Leu-Gly-Thr-Thr-Val-Arg

Peptide 3 Glu-Lys-Leu-Glu-Glu-Val-Ala-Gly-Lys
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Fig. 5.  Arginine kinase amino 
acid sequences with six arthro-
pod; Carcinus maenas (1.C), Calli-
nectes sapidu (2.C), European 
lobster Homarus gammarus (3.H), 
shrimp Penaeus japonicus (4.P), 
honeybee Apismellifera (5A), hor-
seshoe crab limulus polyhemus 
(6L).

*      20 * 40     * 60

1.C :MADAATITKLEEGFKKLEAATDCKSLLKKYLTKSVFDQLKAKKTSLGATLLDVIQSGVEN :60
2.C :MADAATIAKLEEGFKKLEAATDCKSLLKKYLTKSVFDQLKDKKTSLGATLLDVIQSGVEN :60
3.H :MADAATIAKLEEGFKKLEAATDCKSLLKKYLSKDIFDSLKAKKTSLGATLLDVIQSGVEN :60
4.P :- VDAAVLEKLQAGFKKLEAATDCKSLLKKYLSKDIFDKLKGQKTSLGATLLDVIQSGVEN :59
5.A :MVDQAVLDKLETGFSKLSSS-DSKSLLKKYLSKDVFDQLKTKKTSFDSTLLDCIQSGIEN :59
6.L :MVDQATLDKLEAGFKKLQEASDCKSLLKKHLTKDVFDSIKNKKTGMGATLLDVIQSGVEN :60

* 80                   * 100      *                    120

1.C :LDSGVGVYAPDAEAYTLFSPLFDPIIEDYHKGFKQTDKHPNKDFGDVNQFVNVDPDGKFV :120
2.C :LDSGVGVYAPDAEAYTLFAPLFDPIIEDYHKGFKQTDKHPNKDFGDVNQFVNVDPDGKFV :120
3.H :LDSGVGIYAPDAEAYSLFAPLFDPIIEDYHKGFKQTDKHPAKDFGDVSKFINVDPEGTFV :120
4.P :LDSGVGIYAPDAEAYTLFAPLFDPIIEDYHVGFKQTDKHPNKDFGDVSSFVNVDPEGQYV :119
5.A :LDSGVGIYAPDAEAYTLFADLFDPIIEDYHGGFKKTDKHPPKDFGDVDSLGNLDPANEFI :119
6.L :LDSGVGIYAPDAESYRTFGPLFDPIIDDYHGGFKLTDKHPPKEWGDINTLVDLDPGGQFI :120

*                       140   *      160     *     180

1.C :ISTRVRCGRSMEGYPFNPCLTEAQYKEMESKVSSTLSNLEGELKGTYHALTGMTKDVQQK :180
2.C :ISTRVRCGRSMEGYPFNPCLTEAQYKEMESKVSSTLSNLEGELKGTYFPLTGMTKEVQQK :180
3.H :ISTRVRCGRSMEGYPFNPCLTEAQYKEMEEKVSSTLSGLEGELKGSYFPLTGMTKEVQQK :180
4.P :ISTRVRCGRSMEGYPFNPCLTEAQYKEMQQKVSSTLSSLEGELKGTYFPLTGMSKEVQQK :179
5.A :VSTRVRCGRSLEGYPFNPCLTEAQYKEMEEKVSSTLSGLEGELKGTFYPLTGMSKETQQK :179
6.L :ISTRVRCGRSLQGYPFNPCLTAEQYKEMEEKVSSTLSSMEDELKGTYYPLTGMSKATQQQ :180

*                    200      * 220   *  240

1.C :LIDDHFLFKEGDRFLQAANACRYWPTGRGIYHNDNKTFLVWCNEEDHLRIISMQMGGDLG :240
2.C :LIDDHFLFKEGDRFLQAANACRYWPTGRGIYHNDNKTFLVWCNEEDHLRIISMQMGGDLG :240
3.H :LIDDHFLFKEGDRFLQAANACRYWPAGRGIYHNDNKTFLVWCNEEDHLRIISMQMGGDLG :240
4.P :LIDDHFLFKEGDRFLQAANACRYWPAGRGIYHNDNKTFLVWVNEEDHLRIISMQMGGDLG :239
5.A :LIDDHFLFKEGDRFLQAANACRFWPTGRGIYHNDDKTFLVWCNEEDHLRIISMQMGGDLG :239
6.L :LIDDHFLFKEGDRFLQTANACRYWPTGRGIFHNDAKTFLVWVNEEDHLRIISMQKGGDLK :240

*     260    *       280     *  300

1.C :QVYRRLVTAVNDIEKRVPFSHHDRLGFLTFCPTNLGTTVRASVHIKLPKLAANRDKLEEV :300
2.C :QVYRRLVSAVNEIEKRVPFSHHDR LGFLTFCPTNLGTTVRASVHIKLPKLAANREKLEEV :300
3.H :QVYRRLVSAVNDIEKRVPFSHHDRLGFLTFCPTNLGTTVRASVHIKLPKLAANREKLEEV :300
4.P :QVFRRLTSAVNEIEKRIPFSHHDR  LGFLTFCPTNLGTTVRASVHIKLPKLAANRDKLEEV :299
5.A :QVYRRLVHAVNEIEKRLLFSHNDRLGFLTFCPTNLGTTVRASVHIKLPKLAANRAKLEEI :299
6.L :TVYKRLVTAVDNIESKLPFSHDDR FGFLTFCPTNLGTTMRASVHIQLPKLAKDRKVLEDI :300

*  320      *  340    *

1.C :AGKYSLQVRGTRGEHTEAEGGVYDISNKRRMGLTEFQAVKEMQDGILELIKIEKEMQ  :357
2.C :AGKYSLQVRGTRGEHTEAEGGVYDISNKRRMGLTEYQAVKEMQDGILELIKIEKEMQ     :357
3.H :AAKFSLQVRGTRGEHTEAEGGIYDISNKRRMGLTEFQAVKEMQDGILELIKIEKEM- :356
4.P :AGKYNLQVRGTRGEHTEAEGGIYDISNKRRMGLTEFQAVKEMQDGILQLIKMEKEM- :355
5.A :AGKFNLQVRGTRGEHTEAEGGIYDISNKRRLGLTEYQAVKEMHDGIAELIKLEKEL- :355
6.L :ASKFNLQVRGTRGEHTESEGGVYDISNKRRLGLTEYQAVREMQDGILEMIKMEKAAA  :357

peptide 1

peptide 2 peptide 3
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고      찰
  새우 알레르겐에 관한 연구는 전 세계적으로 많이 진행

되어 보고되어 왔다. 국내에서는 윤 등
13)이 국내산 중하에

서 주알레르겐을 보고한 바 있고, Hoffman 등
3)이 열에 내성

인 새우 알레르겐을 분리한 이래, 이후 Leung,
4) Daul,5,6) 

Nagpal 등
14)이 트로포마이오신의 isoform 이라 추측되는 알

레르겐을 여러 새우 종을 이용한 실험을 통하여 보고하였

다. 또한 트로포마이오신에 대한 단일 클론항체를 이용하

여 다른 종들과의 교차 항원성을 비교하여 그 증거를 뒷받

침하였다.
4) 한편 Yu 등7)은 Penaeus monodon에서 트로포마이오

신 이외 다른 주알레르겐으로서 알지닌 카이나제(AK)를 보

고하였는데, 이는 포스파젠 카이나제 그룹에 속하며, 고에

너지의 인산을 알지닌 인산기에 주어 ADP를 ATP로 전환한

다(Arginine phosphate+MgADP+αH
+
=Arginine+MgATP).

  AK는 근육에서, 순간적으로 움직이거나 수축할 때 ATP

를 일시적으로 유지시키거나 농도를 유지시키는 기능을 하

며,
15)
 새우, 게, 가재뿐만 아니라 꿀벌, 나방, 편모충에까지 

다양하게 존재한다. 각각의 종에 존재하는 AK의 cDNA를 

이용한 아미노산 서열 분석 결과 펩타이드 잔기가 약 355∼

357a.a이며, 90% 이상의 아미노산 서열이 서로 동일하였고
16)
, Binder 등

17)
은 AK가 무척추 동물에서도 교차 반응을 일

으키는 새로운 알레르겐으로 보고하였다. 본 연구에서도 

2-D Immunoblot을 통하여, pI 값이 약 5.1인 45kDa 부위의 

spot을 분리하였고, 이를 gel digestion을 시행하여 나온 3개

의 펩타이드 절편들의 아미노산 서열 분석을 시행한 결과, 

유럽산 바닷가재의 AK와는 100%, blue crab, green crab과 보

리새우와는 약 97%가 동일함을 관찰할 수 있어, 국내 새우 

알레르기 환자에서 국내산 중하의 주알레르겐이 AK로 생각

되었다.

  음식물 알레르겐은 열이나 효소, 가공방식에 의해 새로

운 알레르겐이 생성될 수 있고, 대부분의 음식 알레르겐은 

단백질 분해 요소에 대한 저항성이 있거나, 효소와 같은 활

성을 지니고 있어 면역 세포를 자극하는 특성을 가지고 있

다.
18) Helbling 등19)은 소화에 내성을 지닌 알레르겐과 음식

물 알레르기와의 연관성을 보고하였고, Yagami 등
12)은 식물

에서 여러 야채들과 교차반응을 보이는 고무 라텍스 알레

르겐이 소화 요소에 대한 저항성이 있고, Fernandez 등
20)은 

과일과 야채에서 교차반응을 일으키는 알레르겐 중 하나인 

lipid transfer protein이 열과 효소에 내성이 있음을 보고하였

다. Crespo 등
21)은 끓인 애틀란타 새우와 독일 바퀴 사이에

서 공통적으로 IgE 항체에 반응하는 단백질이 있다고 보고

하였다. 본 연구에서는 음식물 알레르겐 중 국내산 중하에

서 열과 소화 효소에 대한 알레르겐의 변화 양상과 서열 

분석을 통하여 알레르겐을 확인하였다. 앞서 보고한 중하

의 주알레르겐에 대한 연구 결과에서 31, 32, 45 kDa의 단백

대가 새우의 주알레르겐으로 나타났지만, 열에 의한 효과

로, 끓인 새우에서 45 kDa의 단백질은 변하지 않았다. 또한 

SGF와 SIF 처리시 시간대별로 저분자로 강등되는 약간의 

변화는 있었지만 45 kDa 단백대가 사라지지 않고 유지되었

다. 따라서 새우의 주알레르겐은 45 kDa의 단백이라 생각하

며, 여러 음식물 알레르겐과 마찬가지로 열과 소화 효소에 

대한 저항성이 있었다.

  앞으로의 연구에서는 AK가 다른 종의 음식물 섭취시 교

차반응 유무를 확인하는 연구가 필요하며, 이는 새우 알레

르기의 발병기전을 밝히고 진단법 개발에 기초자료가 되리

라 생각한다.

결      론
  본 연구에서는 국내산 중하의 주알레르겐이 AK임을 아

미노산 서열 분석을 통해 규명하였고, 이는 열과 소화 효소

에 내성이 있었다.
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