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Abstract 

In this study, we constructed a plasmid designed to express the carbohydrate-recognition 

domain (CRD) of human mannose-binding lectin (MBL) on the yeast cell surface using yeast 

cell-surface engineering technology and successfully displayed the CRD on the cell surface. In the 

future, yeast cells displaying the CRD on their surfaces are expected to be applied as adsorbents for 

bacteria such as Salmonella and Escherichia coli, which possess mannose- or 

N-acetylglucosamine-containing glycans on their cell surfaces. 
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1. はじめに 

ヒトは体内に侵入した病原体を破壊する免疫システム

の一つとして補体系を有し, その一つにレクチン経路が

ある［1-2］．この経路は，マンノース結合レクチン

（Mannose Binding Lectin：MBL）が微生物表面に存在す

るマンノースや N-アセチルグルコサミンから成る特定

のオリゴ糖鎖構造を認識して活性化される［3, 4］．よっ

て MBL の糖鎖認識ドメイン（Carbohydrate Recognition 

Domain：CRD）を適当な担体表面に提示できれば，特定構

造の分岐オリゴ糖鎖を有する細菌の捕獲剤として活用で

きるはずである． 

本報では，細胞表層工学技術〔5,6〕を用いて， CRD

を Saccharomyces cerevisiae（S. cerevisiae）の細胞

表層に発現するためのプラスミド構築と CRD 表層提示の

確認までについて報告する． 

 

2. 実験方法 

クローニング全体の流れを図 1 に示した．大きく分け

て 1）酵母の表層に任意のタンパク質(CRD)を表層発現さ

せるための線状ベクターの作製，2）CRD ポリペプチド鎖

をコードする遺伝子配列断片（インサート用 dsDNA 断片）

の作製， 3）インサート dsDNA 断片の In fusion 法によ

る線状ベクターへの組み込みの 3 ステップからなる． 
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図 1 酵母表層発現用プラスミドクローニング概略 

 

2.1 酵母表層発現用ベクター（pMW）の調製 

酵母表層発現用シャトルベクターとして，植田らによ

って開発されたpMWシャトルベクター（酵母-大腸菌シャ

トルベクター）を採用した[7]．これを用いる事で，GPI

アンカーを介して任意のタンパク質を酵母細胞表層に提

示させる事ができる．まず図1左上に示すように，本研究

室で保有するpMWOPH（pMWベクターに有機リン酸加水分解

酵素（OPH）遺伝子を組み込んだプラスミド）を鋳型とし

て，OPHコード領域の外側をインバースPCR増幅した．サ

ーマルサイクラー（T100TM Thermal Cycler（BIO－RAD））

を使用し，反応溶液組成とPCRプログラム条件を表1，2

にそれぞれ示した． 

 

表1 pMWベクターのインバースPCR反応溶液の組成 

 

F-primer1:GGTGGATCTGATTACAAGG  Tm:51℃ 

R-primer1:TCTTTTATCCAAAGATACCCC Tm:51℃ 

表2  pMWベクターのインバースPCR反応条件 

 

 

 

 

 

 

 

PCR反応後の溶液に対して1%アガロースゲル電気泳動

（Mupid-2X（Advance）装置，100 V，30 min）を行い，

増幅の成否確認（線状pMWベクターサイズは約9,000 bp

である）を行った．  

増幅の成否を確認後，Gel/PCRエクストラクションキッ

ト（日本ジェネティクス株式会社，型番：FG-94602）を

用いてアガロースゲルから線状となったpMWベクターを

抽出・精製した． 

 

2.2 MBL/CRD の遺伝子 s.s DNA の委託合成 

図 2 に示すように，MBL 全体を構成するポリペプチド

鎖のアミノ酸配列をコードする遺伝子は, ヒト第 10 番

染色体上にあり，4 つのエクソンに分かれている [2, 8, 

9 ]．ここで MBL の先端にある糖鎖認識ドメイン（CRD）

はエクソン 4 がコードしている．  

そこで，エクソン 4 の配列情報に基づいて，MBL/CRD

遺伝子インサート 一本鎖 DNA (ssDNA)を業者に委託合成

（GenScript 社）した. 

 

 

図 2 マンノース結合レクチンのパーツ模式図とエクソ 

ンの関係 
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2.3 MBL/CRD（with ATG or without ATG）インサート

DNA の合成  

委託合成した MBL/CRD インサート DNA は ssDNA である

から，PCR 増幅反応によって二本鎖（dsDNA）に変換する

必要がある．PCR に用いた反応溶液組成と反応条件を表

3,4 にそれぞれ示した．（図 1右側）． 

 

表 3 MBL/CRDの PCR 反応溶液の組成 

構成成分 容量（μL）

TaKaRa EX Premier DNA Polymerase（2×） 12.5

F-primer2 or F-primer3 （10 μM） 0.5

R-primer2 or R-primer3（10 μM） 0.5

インサートDNA(MBL/CRD) 0.5

H2O 11

Total 25  

F-primer2： 

TCTTTGGATAAAAGAGGGCTGACCTTCTCTCTGG Tm:64.0℃ 

R-primer2： 

GTAATCAGATCCACCGATAGGGAACTCAGACGG Tm:61.1℃ 

 

表 4 MBL/CRDの PCR 反応条件 

 

 

MBL/CRD インサートの PCR 増幅の成否を確認するため

に，PCR 反応液の 2％ PCR 産物のアガロースゲル電気泳

動（Mupid-2X（ADVANCE）, 100 V，30 min）を行った．

インサート(MBL/CRD)の塩基数の理論値は 402  bp であ

り，相当するバンドをゲル上で確認し，Gel/PCR エクス

トラクションキット（日本ジェネティクス株式会社）を

用いてアガロースゲルからインサート DNA を抽出した． 

 

2.4 In-Fusion 反応による pMW-MBL/CRD 構築，大腸菌へ

の形質転換，プラスミド塩基配列確認 

2.2で合成したpMWベクター（線状DNA）に2.3で合成し

たMBL/CRDインサートDNAを挿入して表層発現用プラスミ

ドを構築した（図1下）．表5に示した反応溶液組成で50℃, 

15min，In-Fusion（In－Fusion Snap Assembly Master Mix,

タカラバイオ）を行い，酵素反応精製キット（MinElute TM 

Reaction Cleanup Kit, QIAGEN）を用いてpMW-MBL/CRD

を精製した. 

表5 In-Fusion反応液の組成 

 

精製したpMW-MBL/CRDプラスミド溶液1 µLと，コンピテ

ントセルE. coli DH5α（タカラ製） 10 µLを混合し，

ヒートショック（42℃,45 sec）を行い氷上で静置（2 min）

した．この反応液をLB Amp寒天培地上に塗布し，インキ

ュベーター中にて静置培養（37℃，O/N）した．  

LB Ampプレート上に生成した複数のコロニーの中から

任意に12個を選択し， 5 mLのLB Amp液体培地を注入した

15 mL容コーニングチューブに個々に釣菌し，BioShaker

（V・BR-36，TAITEC）中で振とう培養（37℃，O/N）した. 

個々の培養液からFavorPrep Plasmid Extraction Mini 

Kit（FAVORGEN，型番：FAPDE001）を用いてpMW-MBL/CRD

を抽出した．抽出したプラスミド溶液を表6，7に示す条

件でPCR増幅した． 

 

表6 インサートチェックPCR反応溶液の組成 

 

F-primer3:CAGCACAAATAACGG Tm:50.6℃ 

R-primer3：GTAGCAGTTGGAGACA Tm:48.6℃ 
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表7 インサートチェックPCRの反応条件 

 

 

 PCR反応液を1%アガロースゲル電気泳動（100 V，30 min）

に供し，E. coliへのpMW-MBL/CRDの導入確認ができたもの

を絞り込むと共に，pMW-MBL/CRDの全DNAシークエンス解

析を業者委託（eurofin プラスミド丸読みサービス）し，

挿入配列に変異がないことを確認した． 

 

2.5 pMW MBL/CRD プラスミドの S. cerevisiae MT8-1

株への形質転換 

2.4 で全プラスミド配列に変異がないことが確認でき

た pMW-MBL/CRD を Fast Yeast Transformation Kit

（Takara 製）を用いて，酵母 S． cerevisiae  MT8-1 株

（トリプトファン合成遺伝子欠損株）に形質転換し，さ

らに SD-W(Synthetic Dextrose without tryptophan(W))

寒天培地(表 8)を用いて，25℃でコロニーが生成するま

で培養した． 

表 8 SD-W 寒天培地の組成 

 

 

2.6 MBL/CRD 酵母表層発現の確認 

5 ｍL の SD-W 培地を注入したＬ型試験管に， pMW- 

MBL/CRD 形質転換酵母をそれぞれ植菌し，前培養（25℃，

3 days）を行った．次に，500 ｍL 三角フラスコに SD-W

液体培地を 200 mL 入れ，前培養液を 2 mL 添加し本培養

した（25℃，5 days）．培養液を 12,000 rpm で１min 遠

心分離し，上清を廃棄した後，25 mM HEPES 緩衝液（ｐ

H7.0）を用いて 3 回繰り返し洗浄した．  

ペレットを OD660 =1.0 となるように 25 mM HEPES 緩衝

液（ｐH7.0）に再懸濁した．最後に 12,000 rpm で 1min

遠心分離を行い，リン酸緩衝生理食塩水（PBS）（表 9）

で 3 回洗浄後，300 µL の PBSに再懸濁した． 

 

表 9 PBS バッファー溶液の組成（ｐH7.0） 

 

 

2 mM の 2－アミノベンズアミド蛍光ラベル化分岐オリ

ゴ糖鎖（2AA Labeled M-3N2 Glycan（図 3）（Ludger Ltd. 

品番：CAB-M3N2-01））含有 PBS 溶液 1 µL を，MBL/CRD

表層提示酵母懸濁液に添加し，室温で 1.5 hr インキュ

ベートした．それぞれの反応液を 12,000 rpm で 1min 遠

心分離し，上清を捨てペレットを PBS で 3 回繰り返し洗

浄した．また SD 培地で培養した S. cerevisiae MT8-1

株に対して同じ処理を行ったものをコントロールとし

て用いた．  

逆円錐台型ウェルアレイシート（Funakoshi 製. 品

番：MMA-0075-100-08-01）（3D 形状を図 4 に示した）に

標識処理したコントロールまたは pMW-MBL/CRD 表層提示

酵母いずれかを 5 µL 滴下してから，倒立蛍光顕微鏡

（OLYMPUS, IX81）でウェル内を観察した(Ex：360 nm, 

Em：420 nm) ． 

 

図 3 蛍光ラベル化オリゴマンノース糖鎖の構造 
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図 4 逆円錐台型ウェル配置アレイ 

（底面側の穴径 75μm, ウェル深さ 100μm） 

 

3. 結果と考察 

3.1 インバース PCR 増幅 による pMW ベクター合成 

本研究室で保有する pMWOPH を鋳型として，OPH コード

領域の外側配列のインバース PCR 増幅を行った．PCR 増

幅した反応液のアガロースゲル電気泳動の結果を図 5 に

示した．理論値である約 9,000 bp 付近にバンドが確認で

きたため，線状の pMW ベクターの増幅に成功したと判断

した． 

 

 

図 5  pMW ベクターのインバース PCR 増幅の結果 

 

3.2 MBL/CRD の遺伝子インサート s.sDNA の委託合成 

MBL/CRD の塩基配列を図 6 に示した．MBL/CRD（エクソ

ン 4 配列）の塩基配列数は 372 bp であり，これと同じ塩

基配列をもつ ssDNA を委託合成した． 

 

 

GGGCTGACCTTCTCTCTGGGCAAACAAGTTGGGAACAAGTTCTTCCTGAC

CAATGGTGAAATAATGACCTTTGAAAAAGTGAAGGCCTTGTGTGTCAAGT

TCCAGGCCTCTGTGGCCACCCCCAGGAATGCTGCAGAGAATGGAGCCATT

CAGAATCTAATCAAGGAGGAAGCCTTCCTGGGCATCACTGATGAGAAGAC

AGAAGGGCAGTTTGTGGATCTGACAGGAAATAGACTGACCTACACAAACT

GGAACGAGGGTGAACCCAACAATGCTGGTTCTGATGAAGATTGTGTATTG

CTACTGAAAAATGGCCAGTGGAATGACGTCCCCTGTTCCACCTCCCATCT

GGCCGTCTGTGAGTTCCCTATC 

図 6  MBL/CRD の塩基配列情報（372 bp） 

 

3.3 MBL/CRD インサート dsDNA の合成 

 MBL/CRD の ssDNA を鋳型として，PCR により dsDNA 鎖を

合成し，その反応液を電気泳動により確認した結果を図

7に示した． 400 bp付近にバンドが確認されたことから，

dsDNA の合成に成功したと判断した． 

 

 

図 7  MBL/CRD の PCR 増幅結果(右側 2 レーン) 

 

3.4 In-Fusion 反応と大腸菌への形質転換 

3.1 で合成が確認された線状の pMW ベクターに 3.2 で

合成が確認された MBL/CRD 遺伝子を In-Fusion 法を用い

て挿入し， MBL/CRD 酵母表層発現用プラスミド

pMW-MBL/CRD を構築した．  

次に大腸菌への形質転換を行うとともに，12 のコロニ

ー か ら ア ル カ リ ミ ニ プ レ ッ プ に よ り 抽 出 し た

pMW-MBL/CRD に対して，インサート挿入配列の両外側(ベ
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クター側)から PCR 増幅を行い，反応後溶液のアガロース

ゲル電気泳動を行った結果を図 8 に示した．670 bp 付近

（MBL/CRD インサートの両外側にあるプロモーターとア

グルチニン遺伝子領域から増幅している）にバンドが確

認でき、目的とする pMW-MBL/CRD が完成したと判断した． 

 

図 8 pMW MBL/CRD プラスミドのインサートチェック 

 

さらに pMW-MBL/CRD の塩基配列シークエンスを業者

（eurofin プラスミド丸読みサービス）に委託し，挿入

配列に変異がないことを確認した［補足資料 1］．  

 

3.5 pMW-MBL/CRD構築プラスミドのS. cerevisiae 

MT8-1株への形質転換 

3.4で構築に成功したpMW-MBL/CRDをFast Yeast 

Transformation Kit（Takara）を用いて，S. cerevisiae 

MT8-1株に形質転換し，SD-W寒天選択培地上で，25℃で

培養した結果，コロニーの形成に成功した．  

 

3.6 MBL/CRD酵母表層提示の確認 

pMW-MBL/CRD形質転換S. cerevisiae MT8-1をSD-W培地

で培養し，非形質転換S. cerevisiae MT8-1株はSD培地を

用いてそれぞれ培養したものを，最終的に等濃度になる

ようにPBSに懸濁した（濁度を等しくすれば，懸濁液中に

含まれる酵母細胞数は等しいとみなした）． 

さらに，蛍光ラベル化オリゴマンノース糖鎖で処理し

た後，各反応液の一部を逆円錐台型ウェル配置アレイ上

に滴下してから，倒立蛍光顕微鏡を用いて観察した結果

を図9(a:非形質転換酵母，b:pMW-MBL/CRDM形質転換酵母)

に示した．pMW-MBL/CRD形質転換体に対して，明瞭な蛍光

が観察(Ex：360 nm, Em：420 nm)されたことからMBL/CRD

の表層提示に成功したと判断した． 

 

 

a：非形質転換S. cerevisiae MT8-1酵母の 

位相差像（上）と蛍光像（下） 

 

 

b: pMW-MBL/CRD形質転換S. cerevisiae MT8-1 

酵母の位相差像（上）と蛍光像（下） 

 

図9 蛍光ラベル化オリゴマンノース糖鎖処理した各酵

母に対する位相差並びに蛍光顕微鏡観察結果(Ex：360 nm, 

Em：420 nm) 



J.Technology and Education, Vol.33, No.1 (2026) 

 

- 15 - 

 

4. 結論 

本研究では，酵母細胞表層工学技術を用いることによ

って，ヒトマンノース結合レクチン（MBL）の糖鎖認識ド

メイン（CRD）を酵母細胞表層に発現するためのプラスミ

ドを構築し, その細胞表層提示に成功した．ここで，

MBL/CRDはGPIアンカーを介して細胞表層に発現している． 

開発されたCRD表層提示酵母は，マンノースやN-アセチ

ルグルコサミンからなる分岐オリゴ糖鎖を細胞表面に持

つサルモネラや大腸菌などの細菌に対する吸着剤として

の可能性が期待できる． 
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補足資料 1：pMW ベクターへの MBL/CRD 遺伝子断片

の挿入部位前後の塩基配列シークエンス結果 

  

上段（黄色の塩基配列を含むもの）がシーケンス結果

であり，下段（黒の塩基配列のみのもの）は理論配列で

ある． 

黄色の配列部分は CRD 配列(372bp)であり，上段と下

段の塩基配列が一致しており，CRD 配列がベクターの分

泌シグナル配列と FLAG 配列の間に正確に挿入された

ことが証明された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 


