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§１．研究実施体制  

 

（１）「上田」グループ（東京工業大学） 

① 研究開発代表者：上田 宏 （東京工業大学 科学技術創成研究院、教授） 

② 研究項目 

・抗体提示パトロール酵母の構築 

・上記による各種抗原検出の条件検討 

・測定前に細胞破壊を必要としないパトロール酵母の構築 

 

（２）「三宅」グループ（麻布大学） 

① 主たる共同研究者：三宅 司郎 （麻布大学 生命・環境科学部、教授） 

② 研究項目 

・腸管出血性大腸菌認識単クローン抗体の取得 

・不活化大腸菌の調製と上記の結合活性評価 

 

（３）「小林」グループ（神戸薬科大学） 

① 主たる共同研究者：小林 典裕 （神戸薬科大学 薬学部、教授） 

② 研究項目 

・腸管出血性大腸菌認識抗体遺伝子の取得 

・上記遺伝子の特性評価 

 

 

§２．研究実施の概要  

 

本研究開発においては，細胞膜表面に食品中の各種有害物質を認識する抗体を発現させた酵母（以下パ

トロール酵母と称する）を構築し，これらの酵母を細胞内のレポーター酵素活性の上昇で検出可能なセ

ンサーとすることで，現場で利用可能な新たな食品安全技術として提案することを目的とした。 

これまで，同様のレポーター細胞を動物細胞あるいは大腸菌を用いて構築した例は数例報告されてい

るが，それらは培養と測定の条件設定が厳密である必要があったり，機能的な抗体発現には必ずしも向

いておらず汎用性に欠ける問題があった。今回は，安全で培養も容易な真核細胞である酵母を用いて，

その細胞膜上に抗体を発現させ，抗原結合時にそれらがクロスリンクされ転写因子が活性化される事で

レポーター遺伝子由来の蛍光・発光などが簡便に検出可能な系の構築を目指した。 

 本研究は大きく，1) 材料となる抗体遺伝子の準備（麻布大学，神戸薬科大学），2) 低分子（ペプチ

ド，カフェイン，アフラトキシン）検出用パトロール酵母の構築とその性能評価，3) 高分子（腸管出血

性大腸菌 O157）検出用パトロール酵母の構築とその性能評価，4)細胞破砕を要しない検出法の開発に分

けることが出来る。 

1)では，麻布大学と東工大にてアフラトキシン認識抗体遺伝子を，麻布大学と神戸薬科大学で O157 認

識抗体遺伝子を取得し，その抗原結合能が十分高く特異的である事を確認した。またその他の抗体遺

伝子については現有のものを利用した。 

2) 低分子検出用酵母は，抗体の二つの抗原認識断片(VH/VL, カフェイン検出系においては二つの VHH)
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が，抗原存在時に二量体を形成する現象（オープンサンドイッチ原理）を利用し，これらの膜上での

抗原依存的相互作用を，基本的には市販の細胞内ユビキチン再構成を利用して検出する系

(DUALmembrane Yeast two hybridシステム)を用いて検出した。なおこの際，低分子は細胞膜の外側

にあるペプチドグリカンからなる細胞壁を通過できると考えて検討を進めた。この結果，予想通り抗

原を添加し一晩培養した後，対応するパトロール酵母細胞内の LacZ 活性の上昇が認められた。特に

アフラトキシン認識抗体 VH/VLを用いた場合，エリスロポエチン受容体細胞外ドメイン D2 を付加し

たコンストラクトを用いた場合に 10 pM (アフラトキシン B1)という市販の ELISAキットの検出限界

を大きく下回る検出限界を得ることに成功した。 

3) 高分子検出用酵母は，大腸菌 O157 上の糖鎖抗原を認識する一本鎖抗体 scFv を，細胞膜上相互作用

検出系に融合して構築した。通常，抗体を酵母提示する際には抗原結合が容易な細胞壁上に提示する

場合が多い。しかしこの方法で信号伝達に成功した例は報告されていないため，今回は，酵母細胞培

養中に少量の細胞壁破壊酵素 Zymolyaseで処理することで，細胞壁を部分的に破壊しつつ O157 と共

培養し，細胞膜上の抗体受容体から信号伝達させる事を試みた。検出条件を最適化した結果， 最大

10 倍以上の O157 依存的 LacZ 活性上昇を得る事に成功した。これは酵母で外部から加えた高分子を

用いてレポーターの活性化に成功した初めての例と考えられる。 

4) 市販のレポーターを利用する場合，βガラクトシダーゼに対する膜透過性の発光基質の入手が困難

なため測定前に細胞を破砕する必要があり，これが実用上の問題となる問題があった。このため，よ

り短時間で測定が可能な細胞壁上へのカフェインセンサー抗体酵素の構築と発現，さらに分泌型発

光酵素レポーターの構築と発現，さらにこれらを利用したカフェイン検出を試み，これらいずれにも

成功した。 
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