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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、ボツリヌス神経毒素複合体中の無毒成分の一つである Hemagglutinin（HA）の持

つ腸管上皮細胞間バリア破壊作用について解析した。HA のバリア破壊作用を引き起こす基質分

子の探索において、Recombinant HA を用いた解析により、ヒト腸管上皮細胞から HA と特異的

に結合する標的分子が得られた。次に HAの作用メカニズムを解析する目的で、生体内における

動態を解析した結果、HA は特異的な細胞から取り込まれ、その細胞からバリア破壊を引き起こ

すことが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we analyzed the mechanism of disruption of epithelial paracellular 

barrier function caused by botulinum HA. Using recombinant HA, we purified HA-binding 

proteins from human intestinal epithelial cell lines. Next, we analyzed the 

localization of botulinum toxins in vivo. The HA bound and transcytosed to the 

basolateral side and disrupted the epithelial barrier at the specific cells.  
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１．研究開始当初の背景 
ボツリヌス神経毒素（150 kDa）は、エンド

ペプチダーゼ活性を持つタンパク質毒素で

ある。本毒素は神経細胞においてシナプス

小胞の fusion に必要な分子群（SNAREs）を

切断し、神経伝達物質の放出を抑制する。

本毒素を経口摂取して起こるボツリヌス食

中毒の発症には、神経毒素が腸管から吸収

され、血中に移行することが必要である。

しかし、中毒発症に必須な、最初の関門で

ある腸管上皮バリアの通過機構については

不明であった。一方で、本毒素は常に無毒

成分との複合体（12S 毒素および 16S 毒素）

として Clostridium  botulinumにより産生

される。12S 毒素は神経毒素と赤血球凝集活

性を持たない無毒成分であるNTNHとの複合

体であり、16S毒素は 12S 毒素に赤血球凝集

活性を持つ無毒成分であるHAが結合してい

る（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 ボツリヌス神経毒素複合体 

 

これまでに申請者は腸管上皮バリア機能を

in vitro の系で再現した Caco-2 細胞の

transwell 培養系を構築し、この系を用いて

無毒成分を含む毒素複合体と腸管上皮細胞

バリアとの相互作用について解析を行った。

その結果、HA に腸管上皮細胞間バリアを破

壊する強力な作用があることを発見し、そ

してこの作用が in vivo においても神経毒

素を含む巨大分子の吸収を促進することを

明らかにした。本研究では、HA の基質分子

の探索・同定および作用メカニズムについ

て検討する。 

 
２．研究の目的 
申請者はボツリヌス神経毒素複合体に含ま

れる無毒成分中の HA に細胞障害性を示さず

腸管上皮細胞間バリアを可逆的に破壊する

新規の作用があることを発見し、この作用に

より神経毒素複合体の吸収が促進されるこ

とを明らかにしている。腸管管腔（apical）

側に存在する HA は、apical 膜上に存在す

る 基 質 分 子 に 結 合 し 、 細胞 内 を 輸 送

（transcytosis）され、基底膜（basolateral）

上へ移行後、basolateral 膜上に存在する別

の基質分子に作用することにより細胞間バ

リアを破壊すると考えられる（図 2）。本研究

では、apical 膜上および basolateral 膜上

の基質分子の探索・同定、そして in vitro お

よび in vivo での本毒素複合体の輸送機構

の解明の ２ 点から、本毒素複合体が腸管上

皮バリアを透過する機構を明らかにするこ

とを目的とする。 

 

 

 

図 2 16S 毒素の腸管上皮細胞バリア通過機構 

1. apical 側からの細胞内 transcytosis 
2. basolateral 側からの細胞間バリア破壊 
3. 細胞間からの毒素複合体の流入 



 
３．研究の方法 
(1) recombinant HA の発現・精製およびバリ

ア破壊活性の確認 

標的分子の探索を行うためには多量の HA が

必要である。HA は HA1、HA2 および HA3 の 3

つの異なるサブコンポーネントから構成さ

れている。それぞれのサブコンポーネントを

recombinant タンパク質として大腸菌に発現

させ調整し、バリア破壊活性を測定する。 

 

(2) 標的分子の探索 

①  transwell 細 胞 培 養 系 を 用 い て

recombinat HA を 添 加 し 、 基 質 分 子 を

recombinant HA のタグを用いた pull down 法

により探索する。その際、細胞の種類（Caco-2、

MDCK 細胞など）・培養条件（日数・密度など）・

recombinant HA の添加時間・細胞の可溶化に

用いる界面活性剤などの条件検討を行い、

recombinant  HA と共沈する標的分子が最も

効率良く得られる条件を決定する。 

② recombinant HA を beads に固定化した

recombinant HAアフィ二ティーカラムを用い

た方法により、recombinant HA に結合する標

的分子を単離する。この際、細胞を可溶化す

る界面活性剤の条件検討を行い、必要に応じ

て細胞を分画する。 

 

(3) in vitroおよび in vivoにおける神経毒

素複合体の腸管粘膜上皮通過機構の解析 

① 神経毒素、神経毒素複合体および無毒成

分を蛍光ラベルし、バリア破壊活性が保持さ

れていることを確認する。transwell 培養系

を用いて、蛍光ラベルされた神経毒素複合体

もしくは無毒成分を細胞 apical 側もしくは

basolateral 側へ添加し、それぞれの traffic

経路を confocal 顕微鏡により観察する。 

② マウス結紮腸管に蛍光ラベルした神経毒

素もしくは神経毒素複合体を投与し、細胞特

異的なマーカーと共に蛍光免疫染色し、コン

フォーカル顕微鏡で観察する。 

 
４．研究成果 

（1）細胞間バリア破壊を引き起こす HAの標

的分子の探索及び同定 

HA の各サブコンポーネント HA1、2、3 を

recombinant タンパク質として発現し、再構

成することにより、native HA と同等の細胞

間バリア破壊活性を再現することに成功し

た。この recombinant HA をヒト腸管上皮細

胞（Caco-2 細胞）に添加し、recombinant HA

のタグを用いた pull down 法により、HAと特

異的に結合する標的分子の探索を行った。そ

の結果、HAと共沈する標的分子候補が得られ

た。現在、Western blot、質量分析などによ

り分子の同定を試みている。 

 

（2）in vitro および in vivo における神経

毒素複合体の腸管粘膜上皮通過機構の解析 
Caco-2 cell へ神経毒素もしくは 12S 毒素を

添加した場合、細胞への結合、取り込みは非

常に弱かった。それに対し、HA を持つ 16S 毒

素および HA + NTNH は apical 側へ添加した

場合、細胞表面に強く結合した後、特徴的な

小胞として細胞内に取り込まれていた。また

オルガネラマーカーであるEEA-1と共局在す

ることから、early endosome へと輸送されて

いることが明らかとなった（図 3）。さらに

16S毒素および HA + NTNH は細胞 basolateral

側へ添加した場合、基底膜に結合した後、細

胞間に集積することが明らかとなった。HAが

バリア破壊のための基質分子と結合してい

ることが示唆される（図 4）。 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 Caco-2 cell における HA + NTNH の

Traffic 機構（apical addition） 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 Caco-2 cell における HA + NTNH の

Traffic 機構（basolateral addition） 

 

 

次に、実際の生体内におけるボツリヌス毒素

の吸収メカニズムを明らかにするために、マ

ウス結紮腸管を用い、神経毒素、12S 毒素、

16S 毒素の局在を蛍光免疫染色により解析し

た。神経毒素および 12S 毒素は腸管上皮への

結合は非常に弱いが、16S 毒素は腸管上皮に

広く結合していた。さらに 16S 毒素は結合し

た後、小胞として取り込まれ、多くが細胞

apical 直下に存在しているのに対し、ある特

定の細胞からは積極的に取り込まれ、

basolateral 側へ移行（transcytosis）して

いる様子が観察された。またその細胞周辺か

ら paracellular marker の流入が確認でき、

HA による細胞間バリア破壊がこの細胞から

起こっていることが示唆された。腸管粘膜上

皮は多様な細胞により構成されていること

が知られているが、この細胞が 16S 毒素の侵

入門戸であることが考えられる。現在、細胞

特異的なマーカーを用いた共染色などによ

り、その細胞の同定を行っている。 

本研究で得られた結果は、ボツリヌス食中毒

の病態発現機構の解明および新規治療法の

開発に貢献できるだけでなく、腸管上皮細胞

のバリア形成・調節機構および生理的な小胞

輸送に関する新たな知見に繋がるものと考

えられる。 
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