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研究成果の概要：ボツリヌス神経毒素（A~G 型）は型特異的な受容体に結合する。そのうち、

ボツリヌス D 型毒素は他の型とは異なり、グリセロリン脂質の一つ PE に結合する。本研究で

は、ボツリヌス D 型神経毒素と PE の分子間相互作用について調べ、毒素分子内の PE 認識に

関わるアミノ酸残基を特定した。さらに表面プラズモン共鳴による結合解析の実験系を構築し、

蛋白質-脂質の分子間相互作用について定量的に解析することを可能にした。 
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研究分野：細菌学 
科研費の分科・細目：基礎医学・細菌学 
キーワード：Clostridium botulinum、ボツリヌス毒素、受容体、ガングリオシド、 
      ホスファチジルエタノールアミン、表面プラズモン共鳴 
 
１．研究開始当初の背景 
 ボツリヌス神経毒素は、A～G型からなり、

極めて致死性が高い毒素である。毒素は型間

で共通のドメイン構造をもつが、細胞内に侵

入する際の受容体は毒素型によって異なる。

毒素受容体として蛋白質成分が特異性を決

定づける重要な因子であると考えられてき

たが、すべての型では同定されていない。

我々は蛋白質成分以外に、細胞膜上の脂質分

子ガングリオシド、ホスファチジルエタノー

ルアミン（PE）に着目し、C型および D型毒

素については蛋白質成分よりこれら脂質分

子が重要であると指摘してきた (Tsukamoto 

et al. 2005. J. Biol. Chem. 280: 35164)。
また最近の成績からはガングリオシド、PE

以外の脂質分子に結合する毒素も発見した。

以上のことからボツリヌス毒素は型間で異

なる膜構成成分を認識する機構を有してい

ると考えられる。 

 
２．研究の目的 
 ボツリヌス菌の産生する神経毒素（A～G



型）は強力な弛緩性麻痺を起こす。平成 19

年、感染症法の部分改正で、バイオテロ対策

の観点からボツリヌス菌・毒素が「二種病原

体等」に指定されている一方で、本毒素は痙

性麻痺治療薬としても利用されている。これ

らの社会的重要性から、病原性発現機構の解

明は急務とされているが、解決に至っていな

い。特に最重要課題である受容体に関し多く

の研究がなされたが、全毒素型について同定

及び機能解析は完了していない。 

 研究代表者らはこれまで C、D 型毒素受

容体の検索と機能解析を行ってきた。その

結果、 C型ではガングリオシド GD1b、GT1b、

そして D型ではホスファチジルエタノール

アミンが受容体であることを発見した

（JBC, 2005）。これらは、本毒素が各血清

型により異なる細胞膜構成成分を認識し、

多様な作用機構を有している事を示す。一

方、機能解析が進行しない最大の原因とし

て、これら個々の受容体成分と毒素との分

子間結合を in vitro で定量的に解析する

実験系が確立されていないことが挙げら

れる。 

 本研究ではこれらの毒素受容体分子の結

合を定量的に解析する実験系を確立するこ

とで、毒素と受容体の相互作用を明確にする

ことを目的とした。現在、多くの受容体研究

は蛋白質に主眼がおかれているが、本研究の

最大の特徴は、蛋白質以外にも毒素と相互作

用する脂質分子を発見し、毒素受容体として

人工脂質膜上で再構築後、分子間の相互作用

を解析する点にある。このような試みは未だ

なされていない。 

 
３．研究の方法 
 ボツリヌス毒素の作用過程における膜脂

質分子の役割を解明するため、以下に焦点を

当て、解析した。 

（1） ボツリヌス毒素が結合する脂質分子の

解析 

 マウス脳から抽出した総脂質画分に対す

る毒素の結合を TLC オーバーレイアッセイ

により検討する。プローブには毒素の代わり

に HCを用いるが、従来の方法では非特異結合

が見られたため、ブロッキング法や基質の変

更などを試み、新たな実験系を構築した。 

（2） 毒素と膜構成分子の結合親和性の解

析 

 種々の毒素結合分子を含有するリポソー

ムを作製し、各型 HCとの結合親和性を表面プ

ラズモン共鳴（SPR）を利用した生体分子相

互作用解析装置（BIACORE 2000）を用いて分

析した。センサーチップには、リポソームを

二重膜構造を保持したまま固定化する L1 チ

ップ用いた。 

（3） 毒素の脂質認識に関与するアミノ酸残

基の特定 

 ボツリヌス毒素の受容体認識はこれまで

毒素分子の C末端数十残基内にあると考えら

れてきた。実際 A 型、B 型毒素では C 末端領

域に結合に関与するアミノ酸残基が集中し

ている。しかしながら、他の型では詳細な解

析はされておらず、特に D 型毒素は PE に結

合し、他型とは異なる受容体認識領域を有し

ていることが予想される。この点を明らかに

するため、種々のキメラ変異体や、点変異体

を作製し、結合活性を測定することで、各受

容体特に脂質分子の認識に関わるアミノ酸

の特定を試みた。 

 
４．研究成果 
（1）これまで行ってきた TLC オーバーレイ
アッセイにおいて、ブロッキング剤を変更し、
検出に化学発光基質とルミノイメージアナ
ライザーを用いることで、従来よりも高感度
な検出を可能とした。その結果、牛ボツリヌ
ス症から分離された OFD05 株の産生する DC
モザイク毒素の結合分子を検索した結果、
GQ1b および複数のリン脂質に結合すること
がわかった。 

（2）ボツリヌス神経毒素と脂質受容体の相

互作用を検討するため、A, B, C, D, E 型毒

素の受容体結合領域の組換え体（HC）を作製

し、GD1b, GT1b 及びホスファチジルエタノ

ー ル ア ミ ン （ PE ） へ の 結 合 に つ い て

BIACORE2000 を用いて検討した。その結果、

GD1b, GT1bに対してはC型Hcのみが結合し、

PE に対しては D 型 Hc のみが結合した。A, B, 

E 型毒素の結合にもガングリオシドが関与

すると考えられているが、本実験では結合が

認められなかったことから、C 型毒素は他の

型に比べてガングリオシドへの親和性が特

に高いことがわかった。また、牛ボツリヌス

症から新たに分離された菌が産生する DC モ

ザイク毒素の結合特異性を調べた。DC モザイ

ク毒素由来 Hc は C 型 Hc と 77%の相同性をも

つことから、各種ガングリオシドへの結合活

性 を 比 較 検 討 し た 結 果 、 C 型 Hc は

GD1b>GT1b>GQ1b の強さで結合したのに対し、

D/C モザイク Hc は GQ1b>GT1b>GD1b の強さで

結合した。このことから、C 型毒素及び D/C

モザイク毒素と各ガングリオシドの親和性

には、糖鎖末端のシアル酸が関与しており、

この末端シアル酸は C型毒素では結合を弱め、

D/C モザイク毒素では逆に結合を強める働き

があると考えられた。一方、D 型 Hc は PE 含

有リポソームに対してわずかに結合し、この



相互作用は GD1b や GT1b 共存下で増強される

ことがわかった。D型HcはGD1bあるいはGT1b

だけを含有させたリポソームには結合しな

いため、これらのガングリオシドは D型毒素

と PE の結合に対して補助的に働いていると

考えられる。 

（3）C型および D型神経毒素と脂質受容体と

の結合様式を明らかにするため、CD モザイク

毒素分子内の 1112 番目から 1279 番目（C 末

端）のアミノ酸を C型に置換したキメラ変異

体（HC/DC1）、1223 番目から 1279 番目を置換

した変異体（HC/DC2）、1264 番目から 1279 番

目を置換した変異体（HC/DC3）を作製した。

これらキメラ変異体の結合能を TLC overlay 

assayで調べると、HC/DC1は GD1bおよび GT1b

に、HC/DC3 は PE に結合した（図 1）。 
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 他の毒素型でガングリオシド結合モチー

フと報告されている C 型 HC領域内の 1257 番

目のトリプトファン (W1257)、1258 番目のチ

ロシン (Y1258) 、1270 番目のグリシン 

(G1270) をアラニンに置換した点変異体、

W1257A、Y1258A、G1270A を作製した。さらに

C 型にのみ特異的に存在する正電荷を持つア

ミノ酸残基 H1282 の変異体 H1282A、H1282E

および全ての型で保存されている W1283の変

異体を作製し、ラット脳シナプトソームに対

する結合阻害実験を行い、未標識 HC/C および

変異体の IC50を算出した (図 2)。未標識 HC/C

の IC50は 21 nM であった。W1283A、W1283F の

IC50はそれぞれ 56 nM,14 nM であり、125I-HC/C

のラット脳シナプトソームへの結合を阻害

するために、HC/C と同程度の濃度が必要であ

った。W1257F、G1270A、H1283A、H1283E の

IC50は 151～448 nM で、HC/C に比べて 7倍以

上高い濃度が必要であった。W1257A、Y1258A

は125I-HC/Cのシナプトソームへの結合を阻害

しなかった。 
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図2. C型点変異体の結合活性

0

20

40

60

80

100

WT
W1257A
W1257F
Y1258A
G1270A
H1282A
H1282E
W1283A
W1283F

Competitor (nM)
0 100 101 102 103 10410-1

HC/C
W1257A
W1257F
Y1258A
G1270A
H1282A
H1282E
W1283A
W1283F

HC IC50 (nM)

21
>1000

297
>1000

448
151
267
56
14

12
5 I-

H
c/

C
 B

in
di

ng
 (%

 o
f c

on
tro

l)

図2. C型点変異体の結合活性  
 

 D型毒素産生菌である1873株とC/Dモザイ

ク毒素産生菌である 003-9 株の HC領域は 92%

の相同性を持ち、PE との結合活性は 003-9 株

由来の方が数十倍高い。両者とも PE に結合

すること、ガングリオシド結合モチーフが保

存されていないことから、結合に関与する部

位を調べるための指標となるアミノ酸残基

が推測できなかったため、HC/D1と HC/D2のキ



メラ体を作製し受容体認識領域の検索に用

いた。HC/D2の C 末端領域を HC/D1の配列に置

換したキメラ体 4 つ(HC/DD1～HC/DD4)を作製

した。ラット脳シナプトソームに対する結合

阻害実験を行い、未標識 HC/D1および HC/D2、

DD キメラ体の IC50を算出した (図 3)。 
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図3. DDキメラ変異体の結合活性  
 
未標識 HC/D1 の IC50 は 0.3 nM、未標識 HC/D2

の IC50は 49 nM であった。HC/DD1、HC/DD2 の

EC50 はそれぞれ 178 nM、165 nM で、HC/D2 よ

りも結合活性が低下していた。一方 HC/DD3 で

は IC50が 0.7 nM、HC/DD4 では 0.4 nM であ

り、HC/D1と同程度の濃度で 125I-HC/003-9 のラ

ット脳シナプトソームへの結合を阻害した。

以上の成績より HC/DD2 と HC/DD3 のオーバー

ラップする領域が受容体との結合に関与し

ていることが示された。さらにこの領域内で

結合に関与するアミノ酸残基を特定するた

めに、点変異体を作製し、結合阻害実験を行

った結果、HC/D1 の点変異体 K1135G、K1117E

の結合活性が低下していた。これらの結果か

ら、HC/D1分子内の 1117 番目と 1135 番目のリ

ジンが結合親和性に関与していることが示

された。 

 本研究により、ボツリヌス C型および D型
神経毒素は他の型とは異なる受容体認識様
式を有することが示された。今後、毒素分子
内の受容体結合領域の構造を明らかにし、毒
素-受容体間の分子間結合について、さらに
詳細な検討を加える予定である。 
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