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研究成果の概要（和文）：ボツリヌス菌が産生するボツリヌス神経毒素(BoNT)は、重篤な食中毒である食餌性ボ
ツリヌス症を引き起こす。BoNTは無毒タンパク質(NAPs）と複合体を形成し、NAPの機能によって宿主腸管から効
率よく吸収される。本複合体はpH 7.0以上の緩衝液中でBoNTとNAPsに解離することから、弱アルカリ性である宿
主腸管でも解離すると考えられてきた。
本研究では、宿主腸管に存在する宿主由来因子が、弱アルカリ性環境下で本複合体の解離を阻害することを明ら
かにした。このことは、宿主腸管内でも本毒素複合体が解離しないことを示唆しており、本研究によってボツリ
ヌス食中毒の発症機構における重要な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Clostridium botulinum neurotoxin (BoNT) exists as progenitor toxin complexes
 (PTCs) with nontoxic components such as hemagglutinin (HA) and non-toxic non-HA (NTNHA). In PTC 
molecules, BoNT associates with NTNHA noncovalently. NTNHA protects BoNT from digestion and HA 
facilitates BoNT absorption in host digestive tract.
BoNT dissociates from NTNHA in weak alkaline buffer (pH > 7.0) in vitro, so that BoNT is assumed to 
be present as a released form in host intestine. Meanwhile, it is reported that the BoNT does not 
dissociate in rat intestinal fluid (pH 7.0) by sucrose gradient ultracentrifugation analysis. 
However, further studies were not performed. 
In this research, we found that the mouse intestinal fluid fraction, which contains heat-resistant 
small molecular weight compounds, inhibits the dissociation between BoNT and NAPs in alkaline 
conditions. This result suggests that BoNT does not dissociate from NAP in host intestinal tract.

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 
	 ボツリヌス神 経 毒 素 (botulinum	
neurotoxin,	 BoNT) は 	 Clostridium	
botulinum	などによって産生される 150	kDa
のタンパク質性毒素で、弛緩性麻痺を惹起す
る。本毒素は、常に無毒成分（neurotoxin	
associated	 proteins,	 NAPs）との複合体
（progenitor	toxin	complex、	PTC）として
菌体外に放出される。PTC には、含有する NAPs
の構成により M-PTC、L-PTC といった分子サ
イズのことなるものが存在する（図 1）。ボツ
リヌス食中毒において、BoNT が小腸上皮を通
過することは必須である。本毒素は複合体を
形成することでより高い経口毒性を示す[1]。
その理由として、NTNHA	が胃酸や消化酵素群
の分解作用から	BoNT を保護すること[1]、HA	
が腸管上皮細胞への接着作用（レクチン活
性）を示し腸管上皮間バリア破壊作用を示す
こと[2,3]が明らかになっている。	複合体の
各構成成分は非共有結合によって会合して
いるが、およそpH	7.0	以上の弱アルカリ性条
件下では	BoNT	と	NAP	の境界面アミノ酸残
基のチャージが変化することにより	BoNT	
が速やかに解離する[4]。腸液が弱アルカリ
性であることから、宿主小腸上部では本複合
体は解離していると考えられてきた。一方、
1970	年代に	Sakaguchi	らがラット腸液中
（pH	7.0）では解離せず複合体を形成したま
まであることを報告している[1]が、詳細な
解析は行われていない。		
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1、ボツリヌス神経毒素および複合体のモデル図 
 
 
 
２．研究の目的 
	
	 BoNT が宿主腸管から吸収されること、すな
わち、BoNT が腸管上皮を通過することには、
NAP（特に HA）が示す活性が重要であること
が明らかになってきている。また、NAP と解
離した BoNT はプロテアーゼなどの分解作用
に対して非常に脆弱であり、速やかに失活さ
せられてしまうことが知られている。これら
のことから、宿主腸管中で、BoNT が NAP と複
合体を形成しているか否かは本食中毒の発
症機構において非常に重要なポイントであ
る。	
	 本研究では、宿主腸液中で BoNT と NAP が
解離しないという Sakaguchi らの報告を追試

するとともに、最近の分子生物学的手法を用
いて本現象を詳細に解析し、解離阻害作用を
示す責任分子を同定することを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
	
（1）マウス腸液による解離阻害活性の解析	
	
採取したマウス腸液を用いて、解離阻害活性
の有無を解析した。次いで、マウス腸液を
種々の方法で分画し、どのような画分が解離
阻害活性を示すかを解析した。マウス腸液に
含まれる宿主由来の分子 X合成標品を購入し、
その解離阻害活性を解析した。	
	
	
（2）毒素分子と分子 X の相互作用	
	
NMR 解析によって、L-PTC と分子 X が相互作
用を示すかどうかを調べた。7	µM	L-PTC と
700	µM	分子 Xを 50	mM	リン酸緩衝液（pH	6.0）
中に混合し、25ºC で NMR 解析を行った。	
	
	
（3）分子 X の有無による、エンドプロテア
ーゼ溶液中での毒素の安定性への影響	
	
L-PTC または BoNT をトリプシン・キモトリプ
シン、エラスターゼを含む	50	mM	リン酸緩
衝液	±	2	mM	分子 X（pH	7.8）中	で 37ºC、
30 分間インキュベートした。	
反応後の毒素をラット（SPF,	SD,	メス,	8 週
令）の腓腹筋に投与し、CMAP 法によって残存
毒素活性を調べた。各試験データは、無処理
の BoNT または L-PTC を同様の容量でラット
腓腹筋に投与した時に得られた筋電位の減
衰量で標準化した。	
	
	
	
４．研究成果	
	
（1）分子 X による解離阻害作用	
	
	 マウス腸液を含む弱アルカリ性緩衝液中
では、L-PTC から BoNT が解離しないことが明
らかとなった。種々分画によって、マウス腸
液中に存在する耐熱性低分子 Xが本解離阻害
活性の責任分子であることがわかった。	
	 ゲルろ過クロマトグラフィーによって分
子 X の解離阻害作用を確認した。分子 X を含
まない弱アルカリ性緩衝液（pH	7.8）を移動
相として L-PTC,	M-PTC を分析すると、それ
ぞれ BoNT と無毒成分に分離していることを
示すピークが得られた。分子 X を含む弱アル
カリ性緩衝液	(pH	7.8)を移動相として分析
を行った場合、それぞれの複合体を形成して
いることを示すピークが得られた（図 2）。	
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BoNT は 150	kDa、	NTNHA は 130	kDa、NTNHA+HA
は 600	kDa である。例えば M-PTC について分
析した結果を見ると、pH	6.0 の条件下では会
合状態であるため、およそ 300	kDa を示すピ
ーク（保持容量	1.6	mL 付近）が検出される。
pH	7.8・分子 X 非存在下の条件では、およそ
150	kDa を示すピーク（保持容量	1.8	mL 付
近）が検出された。これは M-PTC が BoNT と
NTNHA に解離し、それらの分子サイズが近似
しているためシングルピークとして検出さ
れたと考えられた。これに対し pH	7.8・分子
X 存在下の条件では、M-PTC は 300	kDa を示
すピーク（保持容量	1.6	mL 付近）として検
出され、会合状態を維持していることが示さ
れた。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

図 2、ゲルろ過クロマトグラフィーの結果	

	
	
（2）L-PTC と分子 X は弱い相互作用を示す	
	
本実験で行った NMR 解析は、生体高分子とそ
のリガンドが弱く相互作用していることを
検出するために用いられる手法である(Kd	=	
10-4〜10-3	M 程度の相互作用の検出に用いら
れる)。これらの分子が弱く相互作用してい
る場合、生体高分子からリガンドへと負の
NOE が伝播し、結果的にリガンド分子を示す
化学シフト値が得られる。L-PTC と分子 X を
50	mM	リン酸緩衝液（pH	6.0）中に混合して
NMR 解析に供したところ、分子 X を示す化学

シフト値が得られた（図 3、＊部で示すシグ
ナル）。このことから、L-PTC と分子 X は弱く
相互作用していることが明らかとなった。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 3、NMR 解析の結果	

	
	
（4）分子 X が示す解離阻害作用が、弱アル
カリ性エンドプロテアーゼ溶液中での BoNT
の分解に及ぼす影響	
	
分子 X の非存在下で 3 種エンドプロテアーゼ
混合溶液中で BoNT および L-PTC をインキュ
ベートしたとき、どちらの分子の場合も反応
後の毒素活性はおよそ 50%程度に低下した
（図 4）。分子 X 存在下で同様の反応を行った
とき、BoNT のみをインキュベートした場合は
毒素活性はおよそ 20%に低下したが、L-PTC
の場合はほぼ未処理と同等の活性を示した
（図 4）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 4、分子 X による解離阻害作用が、毒素の

弱アルカリ性環境下における対エンドプロ

テアーゼ耐性に及ぼす影響	

	
	
本研究では、マウス腸管中に存在する宿主由
来分子が弱アルカリ性環境におけるボツリ
ヌス毒素複合体の解離を阻害することを明
らかにし、その因子を世界に先駆けて同定し
た。本結果は、宿主腸管においても同様に本
毒素複合体が解離しないことを示唆してお
り、食餌性ボツリヌス症の病態発現機構に新
たな説明を加えるものである。	
本研究で得られた知見を応用して腸管から
の毒素吸収を抑制することが可能になれば、
増悪の抑制、早期快復を目的とした新規治療
法の開発が見込まれる。	
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