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研究成果の概要： 

ボツリヌス菌や毒素、抗毒素抗体の検出方法と毒素の治療への応用を検討した。菌の検出法とし

ては、A〜F型毒素遺伝子を増幅できるPCRを開発した。毒素の検出法としてはイムノクロマト法

を開発したが、現在、改良中である。抗体の検出法としては、毒素の一部を結合させたカラムを

用いて抗体を濃縮して検出する方法を開発した。治療への応用としては、三叉神経痛と前立腺肥

大症に適用できることをとラットを用いて実証した。 
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研究開始当初の背景 

近年、感染症の変遷およびバイオテロ対策の

強化に伴い、新たなる感染症法が施行された。

ボツリヌス菌および毒素は、この感染症新法

ではバイオテロに悪用されうる代表的なも

のの一つとして挙げられている。また、ボツ

リヌス中毒は致命率の高い毒素型食中毒の

代表例である。近年、発生数は少なくなった

が、レトルト類似食品等を介した食中毒や原

因不明の乳児ボツリヌス症は散発している。

バイオテロ対策および中毒の際の診断の為

には、簡単に短時間で菌や毒素を証明できる

方法が必須である。本研究ではこの点を検討

した。他方、ボツリヌス毒素の致死量以下を

皮下や筋肉内に注射し、眼瞼や顔面の痙攣、

斜視、斜頸、その他の筋肉が過剰に興奮して

いるために生じる各種の疾患を治療するこ

とが試みられている。しかし、毒素の効果は

数ヶ月であり、治療効果を継続するためには

毒素を再注射しなければならない。現在治療 
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に用いられているのは神経毒素に無毒成分

の結合した複合体である。私達は複合体毒素

は神経毒素に比較し安定であるが、無毒成分

の一つである赤血球凝集素(HA)にはアジュ

バント活性があり、この毒素を接種し続ける

と抗毒素抗体が産生する可能性が高いこと

を認めた。従って治療には、複合体毒素より

も神経毒素単独で行う方が良いと考え、A お

よび B 型神経毒素を簡単に精製する方法や、

毒素活性を低下させずに長期に保存出来る

方法を開発した。さらには、この A型神経毒

素を他の薬では治療出来ない尿失禁の患者

数十名に接種すると、複合体毒素と同様に良

い効果が得られることを認めた。今回はその

他の疾患に対する応用を動物実験を中心に

して検討した。 

 
 
２．研究の目的 
背景の項で記載したように、本研究では簡単

に短時間で菌や毒素を証明できる方法、特に

A〜F型の菌（毒素遺伝子）や毒素を一度に検

出できる方法の開発を試みた。 

また、治療中に産生される微量の抗毒素抗体

の検出方法の開発も試みた。さらには、毒素

の治療への応用としては、前立腺肥大症と三

叉神経痛に対して主にラットを用いて解析

した。 

 

 

３．研究の方法 

(1) A〜F型毒素遺伝子を検出する PCRの開発 

 ボツリヌス菌の DNA 塩基配列は AT リッチ

で、各型の神経毒素（ntx）遺伝子の配列の

相同性が低いことから、A〜F型毒素遺伝子を

一度に検出する PCR の開発は困難であった。

しかし、相同性の高い領域も一部は認められ

ることから、① ntx 遺伝子に対するミックス

プライマーを用いて全型の ntx遺伝子を検出

する、および、 ② ntx 遺伝子とポリシスト

ロニックに転写されると考えられている

non-toxic non-HAの遺伝子（ntnh）を指標に、

ntx 遺伝子の有無を確認する試みを行った。

ClustalW 解析ソフトにより、A-F 型ボツリヌ

ス菌の ntx 遺伝子及び ntnh 遺伝子のアライ

メントを作成し、相同性の高い領域に対して

forward 及び reverse プライマーを数種類設

計し、異なるプライマーペアで PCR の条件を

検討した。鋳型に用いた DNA は、A 型菌（3

株）、B型菌（3株）、C型菌（有毒：3株、無

毒：4 株）、D 型菌（3 株）、E 型菌（1 株）、F

型菌（5 株）、G 型菌（1 株）、E 型菌 の近縁

の C. butyricum（有毒：1 株、無毒：1 株）

より単離した。 

 

(2) 毒素検出用イムノクロマト法の開発 

イムノクロマトに使用する抗体を得るため

に、型間で比較的相違性に富んだ領域である

Hc の C-末端 50 kDa（Hc-50）のリコンビナン

トタンパク質を A-F 型について作製し、これ

を抗原としてウサギに免疫した。得られた抗

血清から、硫安沈殿と DEAE-陰イオンクロマ

トグラフィーにより IgG を粗精製した後、こ

れを検出用（金コロイド標識）抗体及びキャ

プチャー用（固相化）抗体として用いたイム

ノクロマトテストストリップを作製した。そ

して、それぞれのテストストリップの検出感

度を、各型のボツリヌス菌培養液及び精製ボ

ツリヌス progenitor毒素を用いて測定した。 

 

(3) 抗毒素抗体を検出する ELISA 法の開発 

A 型毒素の Hc の C-末端約 50 kDa (A-Hc-50) 

の遺伝子を pET-32 Ek/LIC 発現ベクターにク

ローニングして、大腸菌内で A-Hc-50 リコン

ビナントタンパク質を発現させた。可溶性タ

ンパク質として得られた His-trx（チオレド

キシン） タグ融合 A-Hc-50 を、Ni-キレート



クロマトグラフィーと DEAE-陰イオンクロマ

トグラフィーにより精製した。この His-trx

融合A-Hc-50を baitとしてNi-カラムに結合

させ、これに抗毒素抗体を含む血清をアプラ

イし、吸着・濃縮した後、イミダゾールによ

り抗毒素抗体を His-trx 融合 A-Hc-50 との複

合体として溶出した。その後は結果の項に示

したように ELISAを用いて抗体量を測定した。 

 

(4) 毒素の治療への応用 

毒素は末梢の運動神経の末端である神経・筋

接合部、及び、副交感神経のシナプスで、そ

れらの部位の伝達物質であるアセチルコリ

ンの遊離を阻害する。しかし、最近では知覚

神経を阻害するという報告もみられる。今回

は三叉神経痛への効用を検討した。まずラッ

トの三叉神経節を取り出しカバーグラス上

で培養した後、KCl(75mM)の刺激により小胞

か ら 放 出 さ れ る 伝 達 物 質 量 を 、

membrane-uptake marker である FM4-64 の蛍

光を測定することにより解析した。次いでこ

れに及ぼす A 型神経毒素（10 ng/60μl）の

効果を観察した。さらに、三叉神経痛への毒

素の効用を、眼窩下の神経を圧迫して起こし

た三叉神経障害モデル（ラットは痛みの為、

顔面への弱い圧刺激に対しても反応し逃れ

ようとする）を使用し、圧迫した神経の末梢

皮下に毒素（100 pg/100μl）を接種した後

の、三叉神経節よりの小胞性伝達物質の放出

状態と、圧刺激に対する顔面逃避閾値を観察

することにより判定した。 

泌尿器科領域では、前立腺肥大症に効果があ

るとの報告もあるので、その点を検討した。

A型神経毒素 5 単位（5MLD）をラットの前立

腺に接種した後、１週と 4週目に前立腺を摘

出し、組織切片を HE染色の他、synaptophysin

陽性細胞の数を特異抗体を用いた免疫染色

により、また、アポトーシスの有無を TUNEL

法により観察した。さらには、α—ブロッカ

ー剤が効かない 10 名の軽度の前立腺肥大症

の患者に投与し、その効果を観察した。 

 

 

４．研究成果 

(1) A〜F型毒素遺伝子を検出する PCRの開発 

 A〜F型毒素遺伝子を増幅できるPCR用のプ

ライマーを２種類（２セット）開発した。１

つは non-toxic non-HA の特定の配列を利用

し 500〜600bp のプロダクトを得るものであ

るが、これでは F型菌の一部において増幅さ

れないものが認められた。２つ目は神経毒素

の軽鎖と重鎖の配列を利用し約 2,000bpのプ

ロダクトを得る方法であるが、両領域は多少

塩基配列が異なることから mix primer を開

発したところ、上記の F型菌も含め全ての菌

でプロダクトが得られた。 

 

 (2) 毒素検出用イムノクロマト法の開発 

Western 解析により各抗 Hc-50 抗体の特異性

を調べたところ、型特異的に神経毒素を認識

することが確認出来たので、これらの抗体を

検出及びキャプチャー抗体として用いたイ

ムノクロマトテストストリップを作製し、そ

れらの検出感度を調べた。A型用では 150 ng、

C 型用では 150 ng、また D型毒素用イムノク

ロマトは 100 ng の progenitor 毒素を検出

することが出来た。また、A 型用では、キャ

プチャー用抗体として抗 A 型 16S・19S 

progenitor 毒素抗体を用いることで、検出感

度を 50 ng まで上げることが出来た。一方、

ELISA で測定された E 型及び F 型の抗 Hc-50

抗体のスペックは他の型と同程度であるに

もかかわらず、E 型及び F 型毒素用イムノク

ロマトは感度が悪く、現在改良を検討中であ

る。 

 



(3) 抗毒素抗体を検出する ELISA 法の開発 

抗毒素抗体を含む血清を、His-trx 融合

A-Hc-50 リコンビナントタンパク質を固定化

した Ni-NTA ビーズにアプライした後、イミ

ダゾールにより抗毒素抗体を His 融合

A-Hc-50 との複合体として溶出した。次いで、

抗 IgG 抗体をコーティングした ELISA プレー

トにこの溶出液を反応させた後、HRP 標識抗

His 抗体を用いて検出を行った。 

段階希釈した 2 種類のウサギ抗血清、i) 抗

A-Hc 抗血清、ii) 抗 A-16S/19S 抗血清を用い

て実験を行ったところ、抗毒素抗体は、

His-trx タグ固定化 Ni-NTA（ネガティブコン

トロール）には結合せず、His-trx タグ融合

A-Hc 固定化 Ni-NTA にのみ特異的に結合する

ことが示された。また、ELISA の結果は、ア

プライ量に応じて、抗毒素抗体をアフィニテ

ィーキャプチャー出来ることが判明した。 

 

(4) 毒素の治療への応用 

 ラ ッ ト の 三 叉 神 経 節 を 取 り 出 し 、

KCl(75mM)の刺激により小胞から放出される

伝達物質量を測定したところ、コントロール

神経節では刺激により遊離が観察され、刺激

開始 40 秒後においては、蛍光輝度で 22％の

低下が記録された。それに対して、ボツリヌ

ス毒素で処理することにより蛍光輝度の変

化は 8％と有意に減少することが認められた。

また、三叉神経障害ラットモデルでも、毒素

接種により小胞性の伝達物質の放出量が刺

激開始 40 秒後において、27％から 15％に低

下した。また、毒素接種により、14 日後の圧

刺激に対する顔面部の逃避反射閾値が、23g

から 30g に改善された。  

 前立腺への応用研究では、摘出されたラッ

ト の 前 立 腺 の 上 皮 中 に 存 在 す る

synaptophysin 陽性細胞が減少し、前立腺が

小さくなることを認めると共に、実際に 10

名の軽度の前立腺肥大症の患者に投与した

ところ、前立腺が縮小し症状の改善が認めら

れた。 

従って、毒素は三叉神経痛や前立腺肥大症に

効果があると結論された。 

 

(5) その他、 

 毒素や無毒成分、毒素の C端側５万の領域

の性状や、赤血球凝集素(HA)の構成成分であ

る HA3の３次構造やレセプターへの結合様式

の解析や、ボツリヌス C2 毒素遺伝子が存在

するプラスミドの全塩基配列の決定を行っ

た。 
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