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1．要旨：Abstract 
 

本研究室では、スギ花粉症の主要な抗原タンパク質である Cry j1、Cry j2 のＴ細胞

エピトープを用いるスギ花粉症ワクチンの開発を行っており、枯草菌中で T 細胞エピ

トープを発現させる実験を行っている。しかし、枯草菌は強いプロテアーゼ活性を持

っているため目的タンパク質の安定した発現が難しい。そこで、9 つのプロテアーゼ

を欠損させた枯草菌株を用いタンパク質の発現量の増大と安定化を試みた。 
スギ花粉症の主要アレルゲンタンパク質 Cry j1、Cry j2 の T 細胞エピトープと、

これを安定化させ、その発現を確認するためのコレラ毒素 B サブユニット(CTB)との

融合タンパク質遺伝子(ctb-cry j1-cry j2)を設計した。プロモーターには複数のプロモ

ーターの複合体である mwp を用いた。次に、作製した融合遺伝子を大腸菌と枯草菌

のシャトルベクターである pHY300PLK へ挿入し、作製した組換えプラスミドを大

腸菌で発現させプラスミドの確認を行った。この組換えプラスミドをエレクトロポレ

ーション法により枯草菌(168 trpC2)およびプロテアーゼ欠損枯草菌(KA8XA)へ導入

し、融合タンパク質を発現させた。CTB に対する抗体を用いたウエスタンブロッテ

ィング法及び SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動後のクーマシーブルー色素によ

るタンパク質の染色により融合タンパク質の発現を確認し、プロテアーゼの影響を比

較した。 
 
 
 

 


