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研究成果の概要：家畜腸管からのボツリヌス毒素の吸収機構を明らかにするため、ラット小腸

上皮細胞 IEC-6 を用いて、ボツリヌス D 型菌 4947 株が産生する 750 kDa 毒素複合体 (L-TC; 
神経毒素と他の無毒タンパク複合体) の結合・透過に関与する糖鎖を解析した。L-TC はその構

成成分である HA-33 分子を介して小腸上皮細胞膜上の糖鎖であるシアル酸に結合して透過す

ること、また L-TC は神経毒素単独よりも効率よく細胞を透過することが明らかとなった。本

研究から、給餌成分にシアル酸様の糖類を添加することで、ウシなどの家畜ボツリヌス症を予

防できる可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 日本においてウシボツリヌス症が増加傾
向にあり、その予防法の確立が望まれている。
ボツリヌス症はボツリヌス菌が産生する神
経毒素 (150 kDa, BoNT)による神経麻痺を主
徴とし、BoNT は通常他の無毒タンパク質と
会合した毒素複合体 (TC)として産生される。 
 TC が腸管上皮細胞の糖鎖に結合すること
が近年知られるようになった。しかし、この
結合が実際に腸管からの吸収に直接繋がる

か否かは分かっていない。さらに、TC は
BoNT のほか非毒非血球凝集素 (NTNHA) 、
および 3 種の血球凝集素 (HA) 成分 (HA-17、
HA-33、HA-70) より構成されているが、この
うちのどの成分が TC の結合・透過に寄与し
ているかは不明である。 
 
２．研究の目的 
 TC の小腸上皮細胞から血中への移行機序
については未だ不明な点が多い。本研究では
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以下の点を調べることでボツリヌス毒素複
合体である L-TC (750 kDa)の腸管からの吸収
機構を解明し、家畜ボツリヌス症予防法の開
発に寄与することを目的とした。 
(1)  L-TC は小腸上皮細胞細胞膜上の糖鎖
に結合して透過するのか、またその結合・透
過に寄与する糖は何か 
 
(2)  L-TC の構成成分 HA (HA70、HA33、
HA17)のうち小腸上皮細胞と結合するものは
何か 
 
３．研究の方法 
(1) ボツリヌス D 型菌 4947 株 (D-4947) を
透析培養し、培養上清中の 750 kDa TC (L-TC) 
および 150 kDa BoNT をカラムクロマトグラ
フィーにより精製して用いた。 
 
(2) ラット小腸上皮細胞株である IEC-6を培
養し、毒素の結合実験および透過試験を行っ
た。透過試験は、IEC-6 をトランスウェルの
多孔質膜上に播種し、膜を透過した毒素を回
収して検出した (Fig. 1) 。細胞同士がどの程
度密に結合しているかを調べるために、専用
のテスター (Millicell-ERS) を用いて細胞層
を介した電気抵抗値 (TER) を測定した。 
 
(3) 細胞に結合した毒素、およびトランスウ
エルで細胞層を透過した毒素は抗 BoNT 抗体
を用いたウエスタンブロットにより検出し、
バンド強度を数値化した。 
 
(4) 細胞に結合した毒素の可視化は、抗
BoNT 抗体および Alexa Flour 488 標識二次抗
体を用いて蛍光顕微鏡下で行った。 
 
４．研究成果 
(1) 毒素の IEC-6 への結合 
 BoNT あるいは L-TC を細胞に播種し、4�
で１時間インキュベートして抗 BoNT 抗体お
よび Alexa Flour 488 標識二次抗体を用いて、
可視化した。同時に Alexa Fluor 546 ファロイ
ジンによるアクチンの染色も行った。BoNT
およびL-TC (50 nM)を播種した細胞では鮮明
に蛍光が認められ、また、蛍光染色強度は

BoNT より L-TC の方が明らかに高い傾向に
あった (Fig. 2)。 
 Western blot により細胞に対する毒素の結
合量を定量的に観察したところ、L-TC は
BoNT に比べ、バンド強度がおよそ 5 倍高く、
L-TC は BoNT より細胞に多く結合すること
が明らかとなった。 
 
(2) 毒素の結合に関与する糖鎖 
 IEC-6 に対する L-TC の結合における糖鎖
の役割を調べるために、L-TC (最終濃度 20 
nM) に、1 mM、10 mM あるいは 100 mM の 
Galactose (Gal) 、 Lactose (Lac) 、 N-Acetyl 
galactosamine (GalNAc)およびシアル酸であ
る N-Acetyl neuraminic acid (Neu5Ac) を添加
して結合実験を行った。Neu5Ac は濃度依存
的に L-TC の結合を阻害したことから、細胞
表面のシアル酸が L-TC の細胞への結合に関
与していることが示唆された。他の糖では結
合の阻害は殆ど見られなかった。この結果は、
L-TC の IEC-6 への結合には共にシアル酸が
必須であることを示唆している。 
 L-TC の結合にシアル酸が関与しているこ
とが示唆されたため、シアル酸を切断するノ
イラミニダーゼを用いて、さらに詳しくシア
ル酸の関与を調べた。ノイラミニダーゼが 
16.7 mU/mL となるように調製した培養液を
用いて、細胞を 37� において 1 時間、2 時
間および 18 時間インキュベートした。その
後、L-TC (最終濃度 20 nM)の結合実験を行っ
た。L-TC の細胞への結合は、ノイラミニダ
ーゼ処理時間に比例して抑制された。以上の
結果から、L-TC の細胞への結合はシアル酸
を介していることが強く示唆された。 
 
(3) 透過性のある IEC-6 細胞層の作製 
 本実験では、多孔膜の孔径が 0.4 μm の膜
のトランスウェルを使用して透過性のある
一層の細胞層を作製した。細胞がトランスウ
ェルの半透膜上で密な結合を形成する条件
を調べるためにトランスウェルに播種した
細胞層の電気抵抗値 (TER)を Millipore-ERS
により測定した。37 � における TER を培養
開始から 1 日毎に 7 日間測定し、透過性を
検討した。培養開始から徐々に TER が上昇し、

Fig. 1. トランスウェルを用いた細胞培
養の模式図。 

Fig. 2. IEC-6 に結合した BoNT および
L-TC の蛍光顕微鏡写真 (×320)。 



培養 4 日目には TER が 35 (Ω×cm2) で最大
となり、その後、TER はほぼ一定となった。
そこで以降の毒素透過実験では、細胞播種後
5 日目のトランスウェルを使用した。 
 BoNT および L-TC が細胞を能動的な輸送
により透過するかどうか確かめるために、
37�あるいは 4�で毒素の透過試験を行った。
毒素は 100 nM になるように調製し、37 �あ
るいは 4�で、6 時間インキュベーションし
た。その後、下室の培養液を採取し、BoNT
あるいは L-TC の透過量を測定した。37�で
は BoNT、L-TC ともに透過が見られたが、4�
ではいずれの毒素も透過量は 37�のときの
10%以下であった。このことは、BoNT およ
び L-TC がいずれも細胞を能動的な輸送によ
り透過したことを示唆している。 
 
(4) 毒素の IEC-6 に対する透過性 
 IEC-6に対するBoNTおよびL-TCの透過性
を比較するために、20 nM となるように
BoNT あるいは L-TC を調製し、トランスウ
ェルの上室に各毒素を入れ、37 � で 1 時間、 
6 時間あるいは 24 時間インキュベーション
した。下室より培養液を回収し、BoNT ある
いは L-TC を Western blot により検出した。
BoNT および L-TC はいずれも細胞を透過し、
その量は経時的に増加した。また、BoNT よ
りも L-TC のほうが透過量は 5 倍多かった 
(Fig. 3.)。 
 

(5) 毒素の透過に関与する糖鎖  
 IEC-6 に対する L-TC の透過における糖鎖
の役割を検討するために、L-TC (最終濃度 20 
nM) に、1 mM、10 mM あるいは 100 mM の 
Gal、Lac、GalNAc あるいは Neu5Ac を混合し
た培養液を用いて毒素の透過実験を行った。
結合試験と同様、Neu5Ac は濃度依存的に
L-TC の透過を阻害したが、Gal、Lac、GalNAc
はほとんど影響を及ぼさなかった (Fig. 4)。
このことから、細胞表面のシアル酸は L-TC

の細胞への透過に関与していることが示唆
された。 
 L-TC の透過におけるシアル酸の役割をさ
らに調べるため、ノイラミニダーゼ処理した
細胞を用いて毒素の透過実験を行った。培養
液中のノイラミニダーゼを 16.7 mU/mL とな
るように調製した培養液を用いて、細胞を
37�で 1 時間、2 時間あるいは 18 時間イン
キュベートし、その後、L-TC (最終濃度 20 nM)
の透過実験を行った。結合試験と同様に、細
胞をノイラミニダーゼで処理した時間に比
例して、BoNT および L-TC の透過が抑制さ
れた (Fig. 5)。このことから、細胞表面のシ
アル酸は L-TC の細胞に対する透過に関与し
ていることが強く示唆された。 
 
(6) IEC-6に対するHA-33/HA-17複合体の結
合および透過性 
 L-TC の構成成分である HA-33 が小腸上皮
細胞との相互作用に重要な役割を果たして
いることが報告されている。そこで、単離し
たHA-33/HA-17複合体の IEC-6に対する結合
および透過試験を実施した。結合試験には 20 
nM、透過試験には 40 nM の HA-33/HA17 複
合体を用いた。HA-33/HA-17 複合体の IEC-6
に対する結合および透過におけるノイラミ
ニダーゼ処理の影響を調べた結果、L-TC の

Fig. 3. IEC-6 細胞層を透過した BoNT お
よび L-TC のウエスタンブロット。n = 3、
平均値 + SE。 

Fig. 4. BoNTおよびL-TCの透過に対する
糖添加の影響。n= 3、平均値 + SE。 

Fig. 5. BoNTおよびL-TCの透過に対する
細胞のノイラミニダーゼ (NDase)処理の
影響。n = 3、平均値 + SE。 



結合および透過試験で得られた結果と同様
に、HA-33/HA-17 複合体の結合および透過は
ノイラミニダーゼ処理による時間経過に依
存して抑制された。このことから、HA-33 も
しくは HA-17 のシアル酸への結合が L-TC の
IEC-6 に対する結合ならびに透過に寄与して
いることが示唆しされた。 
 現在提唱されている L-TC の立体モデルで
は、HA-17 は HA-33 と内側にある HA-70 の
中間に位置していおり、HA-33 が TC の最も
外側に位置していると考えられている。この
ことから、L-TC の細胞への結合および透過
は、HA-33 のシアル酸への結合が重要な役割
を果たしていることが考えられた。 
 
(7) L-TC の細胞-細胞間結合に対する効果 
 A、B および C 型の L-TC には、小腸上皮
細胞同士の結合を破壊する機能があること
が報告されている。そこで、D 型の L-TC も
同様の機能を有するか調べた。毒素を添加す
る前に、細胞を播種したトランスウェルの
TER を測定した。その後、100 nM BoNT ある
いは 100 nM L−TC をトランスウェルの上室
に添加して 6 時間インキュベーションし、再
度 TER を測定した。コントロールとして毒素
を添加していないトランスウェルを用いた。
BoNTを添加したときには TERに変化は見ら
れなかったが、L-TC を添加したときは TER
がおよそ半分に減少した。このことは、D 型
L-TC に細胞間の結合を破壊し、細胞間隙を
経る物質透過を促進する機能があることを
示唆している。L-TC が BoNT よりも細胞を
より多く透過するのは、細胞への結合量が多
いことのほか、細胞間の間隙が拡がることで
拡散による透過が増加することが一因とな
っている可能性がある。 
 
(8) まとめ 
 本研究により、D 型ボツリヌス毒素の小腸
からの吸収機序について以下のことが明ら
かとなった。1) L-TC は小腸上皮細胞のシア
ル酸に結合して透過する。2) L-TC はその構
成成分である HA-33 を介して小腸上皮細胞
に結合し、BoNT よりも効率的に細胞を透過
する。 
 今回得られた知見から、ボツリヌス毒素複
合体である L-TC はシアル酸によく結合する
こと、遊離シアル酸に結合したボツリヌス毒
素は腸管から吸収されにくいことが示唆さ
れた。ウシの給餌成分にシアル酸様の糖を添
加することで、ボツリヌス毒素の経口感染を
抑制できる可能性が考えられ、本研究結果は
ウシボツリヌス症の発症・蔓延の予防法の実
用化に寄与する極めて重要な知見である。 
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