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研究成果の概要：鳥類や家畜のボツリヌス症由来菌の産生する「C・D モザイク」毒素の特徴

について、毒性と抗原性状を典型的な C 型および D 型神経毒素と比較することにより明らかに

した。特に最近、本邦で散発的に発生している牛ボツリヌス症由来菌について疫学的解析を行

うとともに毒素の免疫学的手法を用いた迅速な特異検出方法の確立を試みた。 
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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（A〜G；分

子量150kDa）はヒトに対する食中毒ばかりで

なくウシ・ウマなどの哺乳動物および鳥類の

ボツリヌス症の病原因子として知られている。

ヒトのボツリヌス中毒は主としてA、B、E、F

型菌で起こり、C、D型菌は鳥類や家畜のボツ

リヌス症の原因菌となっている。神経毒素は

標的部位である神経細胞に存在する受容体に

結合し、細胞内侵入・移行を経て細胞内で毒

性発現を担う3つの機能的なドメイン構造（L、

HN, HC）を持つ。神経毒素の軽鎖（L;50kDa）

は亜鉛依存性蛋白分解酵素の活性を持ち、毒

素型特異的にシナプス小胞と前膜との融合に

関与するSNARE蛋白（シナプトブレビン、シン

タキシン、SNAP-25）の一つを特異的に分解す

ることで神経伝達物質の遊離を阻害する。神

経毒素を構成するもう一方の成分である重鎖

（H;100kDa）のN末端領域（HN）は毒素型間で

も比較的相同性が高く、毒素の細胞内移行を



担っていると考えられている。重鎖C末端領域

（HC）は毒素型間で相同性が最も低く、型特

異的な受容体への結合を担っている。自然界

で最も高い毒性を有するボツリヌス毒素は、

その神経に対する特異的作用から神経化学領

域では常に注目されている蛋白毒素であり、

神経伝達物質の遊離に直接関与することから

試薬としての利用価値も高い。神経に対する

作用の特異性を決定するボツリヌス毒素受容

体の研究は、報告者らが世界的に牽引役とな

って進めており、これまで実証したB型毒素受

容体の性状から毒作用は神経活動と密接に連

動し、シナプス小胞のリサイクリングにより

毒素が細胞内に取り込まれることが明らかに

なった。さらに最近、報告者らはC型毒素受容

体がガングリオシドGT1b、GD1bであり、D型毒

素受容体にフォスファチジルエタノールアミ

ン（PE）が関与していることを明らかにした。

これら毒作用における分子生物学的知見が集

積される一方、毒素型と疾病との基本的な基

盤は十分解決をされているとは言えない。 

鳥類ボツリヌス症はC型菌によるとされて

きたが、報告者は種々の鳥類ボツリヌス症由

来菌の神経毒素遺伝子を調べた結果、受容体

結合を担うHC領域がD型神経毒素と非常に類

似した「C/Dモザイク」構造をもっていること

がわかった。また、我が国ではこれまで発生

が皆無であった牛ボツリヌス症が、昨年来多

発し本症の分離菌の産生する毒素は中和試験

の結果からD型抗毒素で中和される毒素が検

出されたが、実際分離菌の持つ毒素遺伝子塩

基配列を解析した結果、牛ボツリヌス症由来

菌はすべてHC領域がC型神経毒素に類似した

「D/Cモザイク」構造を有し、鳥類ボツリヌス

症由来菌の神経毒素遺伝子とは全く逆の構造

を持つことがわかった。これまで、これら２

つの「C・Dモザイク」毒素の存在は知られて

いたが、ボツリヌス症との関連性については

全く調べられておらず、それらの毒性および

抗原性状などの基礎的知見も乏しく、世界的

に「C・Dモザイク」毒素の研究を進めている

ところはない。また、C、D型毒素間の相同性

は他の型と比べて高く、毒素型間で最も免疫

交差性が高いと考えられているが、鳥類およ

び牛ボツリヌス症由来菌の持つ毒素遺伝子の

性状から、原因菌が「C・Dモザイク」毒素を

産生する可能性が高く、これがC、D型菌によ

るボツリヌス症の診断で混乱を生じさせてい

ると考えられる。さらに、ボツリヌス毒素は

バイオテロの対象毒素として注目され、吸引

によるサルに対する致死活性はA、B、E、F型

毒素と比べC、D型毒素は同程度の活性を有す

ることから、ヒトに対する危害については型

に差がないと考えられている。 

 
２．研究の目的 

本研究では「C・Dモザイク」神経毒素の分

子構造と活性発現機構を典型的なC型およびD

型神経毒素と比較しながら分子レベルで解析

することで、動物・家禽ボツリヌス症の発症

機序と特異な構造を持つ「モザイク」型毒素

の特徴との関係を明らかにし、さらに各「C・

Dモザイク」神経毒素の遺伝学的および免疫学

的特異迅速検出法の確立を目指す。 

 
３．研究の方法 

（１）牛ボツリヌス症由来神経毒素の精製と

抗原性および遺伝子の解析 

 既報の C型、C/D モザイクおよび D型神経

毒素の精製方法を参考にしながら、複数の牛

ボツリヌス症由来菌株から、毒素産生の高い

菌株を選別し、D/C モザイク神経毒素

(BoNT/DC)を精製し、他の毒素と致死活性を

比較した。トキソイド化した BoNT/DC をマウ

スおよびウサギに免疫し、モノクローナル

(mAb)およびポリクローナル抗体(pAb)を作

製し、特異抗原部位の検索を試みた。発生場



②mAb は培養上清から protein G カラムを用

いて IgG 分画に調製した。pAb は抗血清から

IgG 分画を調製し、BoNT/DC 結合カラムを用

いてアフィニティ抗体を精製した。さらに C, 

D 型神経毒素に対する IgG を吸収し特異

IgG(抗 BoNT/DC 特異 IgG)を得た。C、D型お

よび BoNT/DCに対する反応性をブロティング

で調べたところ、抗 BoNT/DC 特異 IgG は

BoNT/DC の重鎖のみに反応し、BoNT/DC の特

異抗原決定基は重鎖に存在することがわか

った（図 1）。 

所が異なる分離菌 5株の神経毒素遺伝子全長

を PCR で増幅し、全塩基配列を決定するとと

もに、パルスフィールドゲル電気泳動(PFGE)

による DNA の切断パターンを比較した。 

（２）リコンビナント重鎖 C末端(HC)領域と

受容体分子の相互作用の解析 

 C 型および D型の HC領域のリコンビナント

蛋白を調製し、結合活性を指標に受容体結合

活性を指標に受容体結合部位に関わるアミ

ノ酸の同定と表面プラズモン共鳴解析系を

用いて受容体との相互作用を解析した。 

（３）遺伝子学的および免疫学的特異検出法

の確立 

図１．抗BoNT/DC 特異IgGの各型神経毒素に対する反応性
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 神経毒素の遺伝子配列から C型、D型およ

び C・Dモザイク毒素を識別するためのプラ

イマーセットを設計した。牛ボツリヌス症由

来菌の産生する BoNT/DCを特異的に検出する

ためのイムノクロマトキットのプロトタイ

プを mAb および pAb の組み合わせにより作製

し、その有効性について調べた。 

 

 ４．研究成果 

BoNT/DC を完全中和する抗体は抗 BoNT/DC

特異IgG と 3種類の重鎖C末端領域を認識す

る mAb であった。BoNT/DC の中和活性に関与

する特異的な抗原決定基は重鎖 C末端領域に 

（１）①牛ボツリヌス症由来菌から既報の方

法に従い、分子量約 50 万の複合体毒素（L毒

素）を得た。さらに高食塩濃度、アルカリ条

件下でゲルろ過により神経毒素を精製した。

この神経毒素は他型と比較して最も高い毒

力を有していた（表１）。 

少なくとも 3カ所存在することが明らかにな

った。 

6.2×107003-9C/D

OFD05

1873

CB-19

Okra

62A

strain

1.1×108A

1.2×108B

5.4×107C

2.8×108D

toxicity 
(ip LD50/mg protein)type

1.1×109D/C

6.2×107003-9C/D

OFD05

1873

CB-19

Okra

62A

strain

1.1×108A

1.2×108B

5.4×107C

2.8×108D

toxicity 
(ip LD50/mg protein)type

1.1×109D/C

表1. BoNT/DCおよび他の型のBoNTのマウス致死活性 ③発生場所が異なる分離菌 5株の神経毒素遺

伝子の全塩基配列を解析した結果、4株の塩

基配列は一致していたが、D/C モザイク神経

毒素の標準株(South African)とは一部異な

っていた。4株と比較して HC領域に複数の変

異が存在する残りの菌株は PFGE による解析

でも標準株と比較して最も低い相同性を示

した（図 2）。 

 



（２）C型 HCは A 型および B型の受容体結合

にも関与すると考えられているW1257, Y1258, 

G1270 と C 型特異的に存在する H1282 が受容 

体であるガングリオシド GT1b への結合に関

与していた。PE に対して親和性が異なる 2種

の D 型 HCから種々のキメラ体、あるいは C型

と D型のキメラ体を調製し、PE に対する結合

活性および親和性を詳細に調べた。PE への結

合に関与するHC領域はC型のガングリオシド

認識部位よりも上流にあり、その親和性を決

定する部位に 2つのリジン残基が関与してい

ることがわかった。 

（３）①神経毒素受容体の遺伝子配列から新

たに設定した 4種のプライマーセットを用い

ることにより、PCR で C 型、D型および C・D

モザイク毒素を識別することが可能になっ

た（図 3）。 

 

②2 種類の BoNT/DC に対する mAb の組み合わ

せで作製したイムノクロマトキットが最も

高感度で BoNT/DC(100 LD50/ml)を検出するこ

とができた。L毒素の検出のために、BoNT/DC 

と同様に希釈液を pH6.2で行うと感度は下が

った。複合体毒素はアルカリ条件下で

BoNT/DC と無毒成分に解離することから、

pH8.0 で希釈を行ったところ、1,000 LD50/ml

の L 毒素が検出可能であった。 
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図2. D/Cモザイク神経毒素産生株のPFGEに基づくデンドログラム
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図3. PCRによるC型およびD型神経毒素遺伝子の識別
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