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研究成果の概要（和文）：本研究では、ボツリヌス毒素複合体のヘマグルチニン（HA）が上皮細胞のアドへレン
スジャンクション(AJ)に局在するE-cadherinにアクセスするための細胞外輸送経路を解析した。HAは細胞の底部
表面に結合した後、側部表面のAJへ移行することを明らかにした。HAのE-cadherin阻害活性はRhoA阻害剤、ROCK
阻害剤およびミオシンII阻害剤によって抑制されたことから、HAの細胞外輸送はアクチンフローに依存すること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have investigated that the extracellular trafficking 
pathway of hemagglutinin (HA) of botulinum toxin complex to reach adherens junctions (AJs). We 
demonstrated that HA binds to the basal cell surface and then moves to AJs where E-cadherin resides 
and forms cell-cell adhesion. In addition, we have revealed that RhoA inhibitor and myosin II 
inhibitor, which block actin-flow, inhibit the barrier disrupting activity of HA. These results 
suggest that HA is transported to AJs by actin-flow at the basal and lateral cell surfaces.   

研究分野：細菌毒素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ボツリヌス毒素複合体のヘマグルチニン（HA）はE-cadherinに結合して腸管上皮細胞間バリアを破壊することで
毒素の経口毒性を顕著に増大させる。本研究では、HAが腸管バリアを破壊するためにアドヘレンスジャンクショ
ンへ移動する細胞外輸送経路を解析した。その結果、in vitroにおいてアクチンフロー阻害剤はHAのバリア破壊
活性を阻害することを明らかにした。今後、マウスを用いた試験により上記の阻害剤がボツリヌス毒素の経口毒
性を低下させるのかを解析する予定である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  ボツリヌス毒素複合体は神経毒素（BoNT）、non-toxic non-HA（NTNHA）および
hemagglutinin（HA）から構成される。我々はこれまでに、HAが E-cadherinに結合すること
で細胞間接着を阻害し腸管上皮細胞間バリアを破壊することを見出した（Matsumura, et al. 
Cell Microbiol 2008; Sugawara, et al. J Cell Biol 2010）。HAはバリア破壊により毒素の腸管
吸収を顕著に増大させる。E-cadherinが細胞間接着を形成するアドへレンスジャンクション（AJ）
はタイトジャンクション（TJ）の直下に位置しており、HAは頂端部側から E-cadherinに結合
することができないが、側底部側に添加した HAは AJの E-cadherinに結合し腸管バリアを破
壊する（Matsumura, et al. 2008）。一方で我々は、HAは AJにアクセスするためには細胞の底
部細胞表面に結合した後、側部細胞表面へ細胞外輸送される必要があることを見出した
（Amatsu, et al. Microbiol Immunol 2018）。 
 
２．研究の目的 
  本研究では、ボツリヌス HAが AJにアクセスするために必要な細胞外輸送経路を同定し、
腸管バリア破壊の分子メカニズムを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（i）変異体解析 
  HA は糖鎖および E-cadherin に結合することが知られている。それぞれの結合活性が細胞外
輸送に及ぼす影響を解析するために、各結合を欠損する変異体を作成し細胞外輸送を pulse-
chase 法で解析した。 
 
（ii）コンフォーカル顕微鏡を用いた HAの動態観察 
  Transwell に単層培養した Caco-2 細胞または MDCK 細胞の側底部側に HA を添加し、蛍光免
疫染色法により側部細胞表面における E-cadherin と HA の局在を解析した。 
  Caco-2 細胞および MDCK 細胞に EGFP を融合した E-cadherin（E-cadherin-EGFP）を発現する
プラスミドをトランスフェクションし安定発現株を樹立した。細胞の側底部側に Alexa568 で蛍
光標識した HA（HA-Alexa）を添加し、顕微鏡用培養システムを用いたライブイメージングによ
り HA-Alexa と E-cadherin-EGFP の動態を観察した。 
 
（iii）阻害剤を用いた細胞外輸送経路の同定 
  HA のバリア破壊活性を、Caco-2 細胞を用いた経上皮電気抵抗値（TER）測定で評価した。各
種阻害剤の存在下でバリア破壊活性を測定した。 
 
４．研究成果 
（i）HA は E-cadherin 結合活性により AJへ移行する 
  HA の糖鎖に結合しない変異体は底部から側部へ移行したが、E-cadherin に結合しない変異
体は底部に結合するが側部へ移行しなかった。この結果から、HA は E-cadherin に結合して AJ
へ移行することが示唆された。新生された E-cadherin は底部または側部細胞表面の下部へ輸送
された後、細胞表面上をアクチンフローで移動し（カドヘリンフロー）AJ に集積することが知
られている（Kametani & Takeichi. Nat Cell Biol 2007）。以上の結果から我々は、HAは底部
細胞表面に輸送された E-cadherin に結合し供に AJ へ移行しているのではないかと仮説を立て
た。 
 
（ii）HA の底部から側部細胞表面への移行観察 
  上記の仮説を検証するために蛍光免疫染色法により HA と E-cadherin の局在を解析した。
HAと E-cadherin は、底部側から頂端部側までの側部細胞表面で共局在した（図 1）。この結果よ
り、HA は AJ へ移動する途中の E-cadherin に結合することが示された。HA と E-cadherin が底
部から側部細胞表面に供に移動することを直接観察するためにライブイメージングを試みたが、
まだ E-cadherin-EGFP 発現細胞でカドヘリンフローが観察できていない。現在、発現細胞の検討
および蛍光タンパク質の変更などにより直接観察の実験系の構築を試みている。 
 
（iii）アクチンフロー（カドヘリンフロー）の阻害は HA のバリア破壊活性を抑制する 
  アクチンフローは Y-27632（ROCK 阻害剤）、ML-7（MLCK 阻害剤）および Blebbistatin（Myosin 
II 阻害剤）により阻害されることが知られている（図 2）。各阻害剤の存在下で HA のバリア破壊
活性を測定した結果、Y-27632 および Blebbistatin は有意に活性を抑制した（図 2）。以上の結
果から、HAはアクチンフロー（カドヘリンフロー）を利用して AJ へ細胞外輸送されることが示
唆された。上記の阻害剤は輸送機能（アクチンフロー）だけでなく AJにおける HA の E-cadherin
機能阻害活性にも影響する可能性がある。今後、阻害剤存在下における HA の局在の変化を解析



することにより詳細な分子機構を明らかにしていく予定である。 
 
 
 

 
図 1. Caco-2 細胞と MDCK 細胞を用いた HA の動態解析 
 
 

 
図 2. アクチンフロー阻害剤存在下における HA のバリア破壊活性 
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