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研究成果の概要（和文）：ボツリヌス毒素複合体は，複合体を構成する糖結合性タンパク質の作

用により消化管上皮細胞バリヤーを巧みに通過し毒素を体内循環系に移行する機構を有してお

り、この仕組みを解明すれば新たなドラッグデリバリーシステムやワクチン開発への応用が期

待される．本研究では，C型毒素複合体の糖結合性タンパク質 HA1，HA3 に関して，コラーゲン

結合性という HA3 の新たな性質の発見と共に，HA1 の変異体ごとに異なる認識糖への結合性の

詳細を立体構造も含めて明らかにし，新たな性質を持つ複合体創製への基盤を確立した． 
 
 
研究成果の概要（英文）：The botulinum toxin complex has the clever mechanism of the 
neurotoxin transit across the intestinal epithelial barrier using the lectin components. 
So it seems that the elucidation of this mechanism can be applied to the new drug delivery 
system and the vaccine development. In this study, we demonstrate that the type C HA3 can 
bind to the collagen. We also show the architecture and the properties of sugar-binding 
site of each HA1 mutants. These results yield new insights into the experimental planning 
of the creation of new complexes. 
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１．研究開始当初の背景 
ボツリヌス菌の産生する神経毒素（NTX）

はその抗原性の違いにより A～G 型に分けら
れ，何れも分子量約 15 万でプロテアーゼ活
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性を持ち，標的神経細胞に到達して侵入し，
強い中毒を引き起こす．コレラ毒素やベロ毒
素をはじめ多くの細菌由来タンパク性毒素
は，宿主細胞表面への結合部位と毒性を発揮
する部位の二つの部分から構成されたいわ
ゆる A-B 構造をとっており，近年それぞれの
作用機構の解明が進んでいる．ボツリヌス菌
の産生する NTX も A-B 構造をしているが，本
毒素が持つ他と異なる大きな特徴は，菌の培
養上清や食品中でNTXに機能未知の無毒タン
パク質や糖鎖結合活性を持つ二種類の HA タ
ンパク質が複数個結合して，分子量 30 万
（12S），50 万（16S）や 90 万（19S）といっ
た巨大な毒素複合体となって存在している
ことである．これまでこれら毒素複合体構成
成分は，食品と共に経ロ摂取され消化管を通
過する際にNTXをプロテアーゼの作用から守
る役割と，消化管内から上皮細胞層バリヤー
を通過して体内循環系に神経毒素を送り込
むいわゆるトランスサイトーシスに関与し
ているのではないかと考えられていた．そし
てＡ型やＢ型の毒素複合体では実際上皮細
胞によるトランスサイトーシスが観察され
たが，そのメカニズム，移行経路については
全く不明で詳細な解明が待たれていた．最近，
我々はＣ型の毒素複合体（C16S）が，ヒト結
腸癌由来培養細胞HT-29の細胞表面ヘムチン
様糖タンパク質糖鎖のシアル酸を介して結
合し，エンドサイトーシスの機構で細胞内に
取り込まれ，エンドソームからゴルジ装置に
まで達していることを見いだした．ゴルジ装
置は細胞内輸送の選別センターといわれて
おり，上皮細胞内で apical 側と basolateral
側へのタンパク質輸送の起点となっている．
これより，現在毒素がゴルジ装置からいかに
して細胞外（basolateral 側）ヘ分泌される
かについて検討を加えており，細胞内トラン
スサイトーシス機構の全容が明らかにされ
つつある． 
 また，細胞表面への結合においては，毒素

複合体や複合体構成成分 HA１，HA3 が親和性

を示す細胞表面糖鎖構造の解析を，精製ムチ

ン糖タンパク質や各種合成糖鎖を用いて検

討し，HA１はシアル酸の他，ガラクトースや

N-アセチルがラクトサミン等の中性糖にも

親和性を示すことを推定した．さらに，リコ

ンビナント HA１の結晶化に成功し，Ｘ線結晶

構造解析を行ったところ，HA１はタンパク上

の同一の部位でシアル酸，ガラクトース，N-
アセチルガラクトサミンなど複数の種類の

糖と結合できることが確認でき，その結合部

位(サイトⅠ)クレフト内の特定のアミノ酸

を別のものに置換すると親和性を示す糖の

種類や糖への結合力が変化することも発見

した．また，別の部位のアミノ酸を置換して

新たな糖結合サイト(サイトⅡ)の創出にも

成功し，それらもまた糖の結合特異性を変化

させられる可能性を見いだした．このことは，

アミノ酸置換により結合する糖の種類や数

を自在にデザインした多様なリコンビナン

ト HA１を創製できることを意味している． 
一方，HA3 については，シアル酸にのみ強
く結合することが判明したが，結晶構造解析
から複合体内において３枚羽根のプロペラ
様のユニークな構造をしており，未知の機能
を持つ可能性も考えられる． 
 もう一点，ボツリヌス毒素複合体の特徴は，

C型，D型ボツリヌス毒素複合体構成成分の

モノマー化と複合体の再構築が試験管内で

行えることにある（Microbiology，2005,151，

1475-1483）．これにより，複合体 1分子に含

まれる 6分子の HA1 と 3分子の HA3を任意の

割合で変異体の HA1 や HA3 に替えれば，認識

する糖鎖の種類や構造が異なる新規複合体

を多種類創製することが可能と思われる． 

 
２．研究の目的 
ボツリヌス毒素複合体は，上皮細胞の基本
的な生理作用を巧みに利用し，上皮細胞バリ
ヤー層を通過してNTXを体内循環系に送り込
んでいる．そこで，我々はこの機構を利用し
て NTX の換わりに有用高分子物質を目的細
胞・組織或いは体内に送達・移行させるドラ
ッグデリバリーベクターを創製することを
最終の目的とし，一連の研究の端緒として，
まず HA1や HA3のより詳細な性質や機能を解
析するとともに，新しく作製した変異 HA1 の
構造と性質も詳細に明らかにして，多種類の
糖認識 HA1 を取りそろえ，細胞種ごとに異な
り複雑多様な細胞表面糖鎖構造を的確に識
別する複合体の創製を準備する． 
 
３．研究の方法 
（１）HA3 の性質の検討 
大腸菌で発現させた GST 融合 HA3 やマルト
ース結合タンパク融合HA3を各種クロマトグ
ラフィーで精製したものを性質の検討に用
いた． 
コラーゲンへの結合性を見るためには，96
ウエルマイクロタイタ－プレートにⅠ型コ
ラーゲンをコーティングし，結合した HA3 量
をウサギ抗HA3抗体，HRP標識抗ウサギ抗体，
ルミノールによる発光で定量した． 
（２）HA1 ミュータントの性質と構造の検討 
 HA1 に 2 カ所ある糖結合部位サイト 1，サ
イト2のクレフト内アミノ酸を置換した変異
HA1（W176A, NQ278AA, F179I, W176A/D271F，
WT 他）を大腸菌で大量に発現させ精製し，等
温滴定カロリメトリー(機種:iTC200 Micro 
Calorimeter，20 mM Tris-HCl 緩衝液ｐH7.4，
30℃の条件)で種々の糖に対する結合力を検
討した．また，それぞれをハンギングドロッ



プ蒸気拡散法で結晶化し，糖結合部位の構造
と糖との相互関係をソーキング法により解
析した． 
 
４．研究成果 
 

 
図１ C型ボツリヌス毒素複合体の推定構造 
3枚羽根状の HA3―3分子（黄，オレンジ，黄
土色）に HA1(青，水色)が 2分子ずつ結合し
ており，糖結合サイト(黄：HA1 サイトⅠ，赤：
HA1 サイトⅡ，ピンク：HA3 の糖結合サイト)
を大きく外に伸ばしたような形をとる
（J.Biol.Chem. 282, 24777-83, 2007，J. 
Mol. Biol. 385, 2009, 1193-1206，参照）． 
 
（１）HA3 の性質の検討 
Dali server を用いて，HA3 の立体構造と

相同性の高いタンパク質を検索したところ，
Clostridium histolyticum由来コラゲナーゼ
のコラーゲン結合ドメインとHA3のｂドメイ
ン-Ⅱ，ｂドメイン-ⅢにそれぞれZスコア7.7
と 9.4 で相同性があることが判明した． 

 
図２ HA3 と立体構造の相同性の高いコラゲ
ナーゼの立体構造．   左のコラゲナーゼ
のコラーゲン結合ドメインには緑で示した
チロシン残基，青で示したアルギニン残基等
がコラーゲンとの結合に重要な役割を果た
しているとされており，右の HA3b ドメイン
－Ⅲにも同様な位置にチロシン，アルギニン
が存在している． 
 

そこで，コラーゲン固相化マイクロタイタ
ープレートでコラーゲンへの結合能を測定
したところ，非常に強く結合することが確認
できた．しかし，Ⅰ型コラーゲンの分解活性
は見られなかった．小腸上皮細胞からの毒素
複合体体内移行機構に於いては，上皮細胞の
トランスサイトーシスやタイトジャンクシ
ョン破壊による進入経路などが考えられる
が，今回我々の見いだした HA3 のコラーゲン
への結合能は，未だ判明していない毒素の体
内侵入経路の解明に大変有用な知見を与え
るもので，今後は上皮細胞等の足場となって
いるⅣ型コラーゲン等への作用も詳細に検
討し，HA3 や毒素複合体の巧みな侵入機構の
全容解明につなげたい． 
 
（２）HA1 ミュータントの性質と構造の検討 
C 型ボツリヌス毒素複合体構成成分である
HA1 の２カ所ある糖結合クレフト内の特定ア
ミノ酸を別のアミノ酸に置換することによ
りムチンに対する結合性が変化したミュー
タントを複数種調整し，各々で異なる糖結合
特異性の違いをX線結晶構造解析の面から考
察を加えた． 
一例を挙げて具体的に述べると，シアル酸，
ガラクトース，N－アセチルガラクトサミン
に結合するサイト１のミュータントF179Iは，
シアル酸を多く含むウシ顎下腺ムチン（BSM）
に対する結合能が低下しているが，シアル酸
含量の低いムチンブタ胃ムチン（PGM）に対

図３ HA1―F179I の糖結合力と構造 
A:BSM(グレー)，PGM(シロ)に対する F179I の
結合性．B，C: WT，変異体と Neu5Ac, Gal, 
GalNAc との結合に伴う発熱量の変化を等温
滴定カロリメトリーで測定しプロットした
もの．D:WT-Neu5Ac（オレンジ）, WT-Gal
（緑）,WT-GalNAc(ピンク)の HA1－糖結合部
位の部分構造にF179Iの立体構造(青)を重ね
たもの．細い線が糖を表す． 



しての結合能に変化はなかった(図３A)．ま
た，ムチンに対する結合能はシアル酸で阻害
がかからなくなっていた．等温滴定カロリメ
トリーで N－アセチルノイラミン酸，ガラク
トース，N－アセチルガラクトサミンに対す
る解離定数(Kd)を求めたところ，N－アセチ
ルノイラミン酸に対する値のみ大きく変化
していた(図３B，C)．F179I の X 線結晶構造
解析による立体構造は解像度 1.48Åで得ら
れ，WTと比較して立体構造にはほとんど変化
はなかった．F179I の結晶に単糖はソーキン
グできなかったため，WTに単糖が結合したモ
デルを利用してF179Iのモデルをスーパーイ
ンポーズして，WT と 179I のサイトⅠの構造
変化と，リガンド糖との相互作用の変化を検
証してみた．その結果，F179I のサイトⅠと
WTの構造に大きな変化は生じておらず，もと
もと F179 が存在していた空間にちょうどイ
ソロイシンが入り込んだ構造になっていた．
そして，イソロイシンと最も近接している
Neu5Ac の炭素原子でも，その距離が 2.78 Å
であったことから，フェニルアラニンからイ
ソロイシンへの置換によるシアル酸結合能
の低下は，イソロイシン側鎖が立体障害を起
こしているのではなく，Neu5Ac の 7位，9位
の炭素に対し，フェニルアラニンの環状構造
全体での強い疎水性相互作用に比べ，イソロ
イシンは弱い疎水性相互作用しか取り得な
いために起きているのではないかというこ
とが考えられた． 
その他の変異体についても，例えば二箇所

変異を入れたW176A/D271Fではガラクトース，
N－アセチルガラクトサミンに対する解離定
数が WTの 10～20 倍に強くなっている等それ
ぞれの HA1 変異体の各糖に対する Kd値を等
温滴定カロリメーターにより測定し，X線結
晶構造解析から結合部位構造と結合糖との
立体的相互関係を検討する等同様な検証を
行った．そして，これらの情報の蓄積は，創
製を目指す DDS やワクチン開発に於いて，対
象となる臓器や細胞を識別するために必要
な認識糖の異なるレクチンライブラリーの
充実につながり，さらに，これらを基に，現
在HA1の二箇所の糖結合サイトを立体構造の
コンピュータシミュレーションから改変し，
新たな糖結合能を持つ変異体のさらなる創
作も試みている． 
 今後は，HA3 のコラーゲンへの結合性他諸
性質をさらに詳細に解明すると共に，新たな
HA1 変異体の作製とそれらの組み合わせによ
る複合体を創製し，種，組織，細胞ごとに異
なる多種多様な糖鎖構造に対応した個別の
DDS,ワクチン作製ベクターの開発を目指す． 
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