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研究成果の概要（和文）：ボツリヌス神経毒素（BoNT）は、筋肉の麻痺を引き起こす。しかし、ボツリヌス食中
毒においては、胃腸障害や血管病変を引き起こすことがあり、その原因は不明である。一方、BoNTは、無毒タン
パク質を会合し、毒素複合体を形成する。本研究では、無毒タンパク質の複合体がラット小腸上皮細胞に対し、
細胞質内の空胞形成を伴う、細胞毒性を示すことを初めて明らかにした。本研究では、さらに、ボツリヌス毒素
の無毒タンパク質複合体が、他の空胞化毒素とは異なるメカニズムで細胞内の空胞を形成することを明らかにし
た。本研究の成果は、まだ不明な点が多いボツリヌス中毒発症メカニズムの解明につながることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Botulinum neurotoxin (BoNT) causes muscle paralysis. Botulism food poisoning
 may cause gastrointestinal disorders and vascular lesions, and the cause of these symptoms is 
unclear. On the other hand, BoNT associates non-toxic proteins and forms a toxin complex. In this 
study, for the first time, we demonstrated that a nontoxic protein complex shows cytotoxicity, 
accompanied by formation of vacuoles within the cytoplasm, to rat small intestinal epithelial cells.
 In this study, furthermore, it was revealed that the nontoxic protein complex of botulinum toxin 
forms vacuoles within the cell by a mechanism different from other vacuolating toxins. The results 
of this research are expected to lead to the elucidation of the mechanism of botulism intoxication, 
which is still unclear.

研究分野： タンパク質化学
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１．研究開始当初の背景 
ボツリヌス神経毒素（BoNT）はボツリヌス
菌が産生するタンパク質毒素である。ボツリ
ヌス毒素は自然界で最も毒性が高く、致死性
の神経疾患を引き起こす。BoNT は抗原性の
差異により A～G型に分類され、ヒトには主
に A、B、E、F型 BoNT、ウシなどの家畜で
は主に C、D型 BoNTによる中毒が報告され
ている。 
BoNT は自然界では、無毒タンパク質複合体
（Nontoxic-protein complex; NC）と結合した
毒素複合体として存在する（図 1）。NCは、
非毒非血球凝集素（NTNHA）および血球凝
集素（HAs）から構成され、BoNT を効果的
に神経細胞まで送達する機能がある（Ito et al, 
2011）。経口的に摂取された毒素複合体は小
腸上皮細胞から吸収され、最終的に神経筋接
合部に到達する。 
 

図 1. ボツリヌス毒素複合体 
 
 
ヒトボツリヌス症では、初期症状として下痢
や嘔吐など消化器への異常が見られる。現在
のところ、これらの症状の原因は、ボツリヌ
ス毒素に起因するものではなく、混合感染し
た他の菌などの影響と考えられているが詳
細は不明のままである。また、ウシボツリヌ
ス症でも小腸や血管に病変が見られている
が、これも他の菌が関与しているものと考え
られており原因は明らかにされていない。 
申請者らは、ボツリヌス NCが、胃の細胞に
空胞化および細胞死をもたらすピロリ菌由
来の VacA毒素と同様に pore構造を有するこ
とから、ボツリヌス NCが細胞に対し何らか
の毒性を示すものと予測し、予備的な試験を
試みた。その結果、D型菌の NCがラット小
腸上皮株化細胞 IEC-6を細胞死させること、
また VacA 毒素様の空胞を形成することを明
らかにした。このことから申請者は、NC は
BoNT を送達するだけではなく、それ自身に
VacA と同様の細胞毒性があり、ボツリヌス
症における胃腸障害や血管病変などの症状
と何らかの関与があるものと推測した。 
 
２．研究の目的 
ボツリヌス食中毒の主な症状は神経毒素
（BoNT）による筋肉麻痺である。しかし、
胃腸障害や血管病変を引き起こすことがあ
り、その原因は現在のところ不明である。一
方、BoNT は、自然界において、無毒タンパ
ク質複合体（NC）と結合し、毒素複合体を形
成する。先に、我々は NCの立体構造が胃の

細胞に障害をもたらす VacA 毒素と類似して
いることを見出し、NCが VacA同様の細胞毒
性を示すものと予測した。そして、NC が実
際に腸管上皮や血管内皮培養細胞に空胞を
形成し、細胞毒性を示すことを明らかにした。
本研究では、NC による細胞毒性のメカニズ
ムを解明し、NC と胃腸障害や血管病変との
関連性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ボツリヌス毒素複合体の産生及び精製 
	 ボ ツ リ ヌ ス B 型 菌 Lammana 株
（B-Lammana）C 型菌 Stockholm 株（C-St）
および D型菌 4947株（D-4947）を透析培養
法によって培養し、毒素複合体を含む培養上
澄み液を得た。培養上澄み液中の毒素タンパ
ク質は 60%飽和硫酸アンモニウムによって
沈殿させた。さらに毒素タンパク質は各種カ
ラムクロマトグラフィーによって精製した。 
 
(2) 細胞培養 
	 本研究で用いた細胞は、ラット小腸上皮細
胞株（IEC-6）である。細胞の培養は、それぞ
れ常法にしたがい行った。 
 
(3)細胞毒性および細胞生存率の計測 
	 細胞を、96ウェル培養プレート（Corning）
において培養した。 培養 1 日後、細胞 10％
FBS を含有する DMEM で洗浄し、試験試料
を含む 100µL の培地中で 24 時間インキュベ
ートした。Cytotoxicity detection kit（LDH; 
Roche）を用いて細胞毒性を評価した。一方、
細胞生存率は、Cell Counting Kit-8（CCK-8、）
を用いて測定した。 
 
(4) 免疫染色 
8穴 Lab-Tek Chamber Slideに細胞を播種し、
細胞を定着させた。 次いで、細胞を、50nM
毒素複合体の存在下または非存在下におい
て、37℃で 24時間インキュベートした。細胞
は、室温で 15分間 4％ホルムアルデヒドで固
定し、0.3％Triton-X-100 および 5％ヤギ血清
（Wako）を含む PBSで RT、1時間ブロック
した。 次に、細胞を、0.3％Triton-X を含有
する PBS 中で 1：200（EEA1 および Rab5）、
1：100（Rab7、Rab9 Rab11、GM130 および
Lamp1）または 1:50（Calnexin）に希釈した
一次抗体とともにインキュベートした。 二
次抗体としてAlexa Fluor 647ヤギ抗ウサギま
たは抗マウス IgG 抗体を、0.3％Triton-X-100
および 1％BSAを含む PBS中で RT、1時間静
置した。 DAPI（Life Science Technology）を
含む ProLong Diamondとともにをスライドガ
ラス上に載せ、レーザースキャン共焦点顕微
鏡下で観察した。 
 
(5)ラット小腸における傷害試験 
すべての動物実験プロトコールは、日本学
術会議が公布した「動物実験の適正な実施に
向けたガイドライン」と東京農業大学の実験
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動物委員会の認可を受けた。 本実験では、
雄 Sprague-Dawleyラット（7〜10週齢）を使
用した。 ラットは絶食し、水は、自由に摂
取させた。 12 時間後、PBS に溶解した無毒
タンパク質複合体を、経口カテーテル（200µg/ 
100g 体重）を介してラットの胃に投与した。 
24時間後に投与を繰り返した。 さらに 12時
間後、ラットを適切な手法で絶命させ、幽門
から 25〜30cm に位置する空腸の部分を除去
した。 組織を 4％ホルマリンで固定し、パラ
フィンに包埋した。 切片（厚さ 4µm）を切
断し、再水和し、ヘマトキシリンおよびエオ
シンで染色した。  粘膜を顕微鏡（Zeiss 
Axiovert 40 CFL）で観察した。 
 
４．研究成果 
(1) D型「無毒」タンパク質複合体による細胞
毒性と腸管への傷害活性 
ボツリヌスCおよびD型菌によって産生され
た毒素複合体（LT）、BoNT、および無毒タン
パク質複合体（NC）の細胞傷害性を IEC-6
ラット腸管上皮細胞において試験した。図 2
に示すように、生存細胞の数は、L-TC およ
び NCの存在下において、濃度依存的に減少
した。さらに、細胞内の乳酸デヒドロゲナー
ゼ（LDH）の漏出は、L-TCおよび NCの添加
により増加した（図 3）。 一方で、BoNT は
生存細胞数および LDH の漏出に影響しなか
った（図 2および 3）。これらの結果は、BoNT
ではなく L-TCの NC が IEC-6 細胞における
細胞死を誘導することを示唆している。一方、
B 型由来 L-TC は IEC-6 に対して細胞毒性を
示さなかった。Cおよび D型 NCの構成成分
は、高いレベルのアミノ酸配列類似性（87〜
97％同一性）を示す。したがって、以下の実
験では、D型 NCを使用した。 
 
 

図 2. LT、NCおよび BoNTの細胞生存率への
影響 
 

図 3. LT、NCおよび BoNTの細胞傷害性 
 
 

NC が in vivo における腸管細胞に対して
細胞傷害性効果を有するかどうかを明らか

にするために、ラットに NCを経口的に腸管
内へ投与した。投与してから 36 時間後、空
腸組織切片をラットから調製した。その結果、
NC で処理したラットでは、空腸上皮細胞が
剥離し、絨毛上部の粘膜表面の著しい破壊を
示した（図 4）。したがって、今までは無毒で
あると考えられていたNCが in vivoにおいて
も細胞毒性を有することが示唆された。 

 

図 4. in vivoにおける NCの腸管への影響 
 
 
(2) NCによる細胞の形態変化と空胞の形成 
図 5 に示すように、IEC-6 細胞を NC に晒す
と、細胞質において空胞の形成が誘導された。
その一方で、BoNT で処理しても細胞内に空
胞は形成されなかった。また、図 5に示すよ
うに、NC は、空胞内部に侵入するのではな
く、空胞の周辺を取り囲んでいることから、
オートファジー作用による NCの分解現象で
はないことを示している。 
 

図 5. NC添加によって引き起こされた細胞内
空胞 
 
(3) NCによって形成される空胞の起源 
次に、NCによって誘導された空胞の起源を
明らかにするために、NC による空胞化が発
生した細胞内の Rab GTPase およびマーカー
タンパク質を免疫染色した。抗 Rab7 を用い
た免疫染色では、空胞を取り囲むようにシグ
ナルを生じた（図 6上）。また、抗 Rab9染色
の際にも、いくつかの空胞がシグナルを示し
た（図 6中）。 Rab7および Rab9 GTPアーゼ
は、後期エンドソームに特異的であるが、異
なる生物学的機能を有する。さらに、免疫染
色は、すべての液胞が、後期エンドソームお
よびリソソームに関連するリソソーム関連
膜タンパク質 1（LAMP1）によって取り囲ま
れていることを示した（図 6 下）。一方、初
期エンドソーム特異的 EEA-1 および Rab5、
リサイクルエンドソーム特異的 Rab11、ゴル
ジ特異的 GM130、および小胞体特異的カルネ
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キシンとの共局在は観察されなかった（data 
not shown）。したがって、免疫染色の結果は、
NC が後期エンドソームおよびリソソームと
選択的に会合し、空胞の形成をもたらすこと
を示唆した。 

	
図 6. NC によって生じた空胞と Rab GTPase
および LAMP1との共局在 
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