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研究成果の概要（和文）：ボツリヌス D 型神経毒素は phosphatidylethanolamine（PE）に結

合するが、実際 PEを介して細胞内に侵入し、毒性を発現させているのかどうかについては明ら

かにされていない。そこで本研究では、毒素の細胞内侵入機構を調べるため、毒素受容体結合

領域の結晶構造を明らかにし、さらに神経分化させたマウス胚性腫瘍細胞株 P19 が本毒素に高

感受性であることを見出し、毒素の作用機序解明に有用であることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：Botulinum neurotoxin type D possesses binding activity to 

phosphatidylethanolamine (PE), however, it is not unclear whether PE could mediate the 

internalization of the toxin into neuronal cells. In this study, we determined crystal 

structure of the receptor binding domain of the toxin. Moreover, we found that mouse 

embryonic carcinoma P19 cells exhibited high sensitivity to botulinum neurotoxin type C 

and D/C mosaic toxin, thus making them a novel susceptible cell line for research into 

botulinum neurotoxins. 
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１．研究開始当初の背景 

 ボツリヌス神経毒素はシナプス前膜の存
在する受容体を認識し、結合する。我々はこ
れまで、ボツリヌス毒素の毒性発現機構につ
いて研究を行い、以下の成果を挙げてきた。
(1)ボツリヌス C 型毒素は他の型よりも毒作
用のガングリオシド依存性が高く、一方 D 型
毒素については新たな受容体として PE 発見
した(Tsukamoto 2005. J Biol Chem)。(2)ボ

ツリヌス C 型毒素および D 型毒素の受容体
結合に関わるアミノ酸残基を同定し、特に D

型については、非常に特殊な残基が結合に関
与していることを見出した（Tsukamoto 

2008. Microb Pathog）。(3)ボツリヌス C 型
および D 型毒素の受容体認識領域（HC）の
組換え体と受容体含有リポソームを用いて、
SPR を利用した新たな結合解析実験系を確
立した。  
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 毒素受容体に関しては多くの研究がなされ
たが、各毒素型によって異なる細胞内侵入機
構については未だ解明に至っていない。毒素
受容体として蛋白質成分が特異性を決定づ
ける重要な因子であると考えられてきたが、
我々は蛋白質成分以外に、細胞膜上の脂質分
子ガングリオシド、ホスファチジルエタノー
ルアミン（PE）に着目し、C 型および D 型
毒素については蛋白質成分よりこれら脂質
分子が重要であると指摘してきた。しかしな
がら、PE は全ての細胞に存在する脂質分子
であり、細胞膜の内層に多く存在しているた
め、どのようにして D 型毒素が認識し、神経
特異的な毒作用を発現させているのか、全く
解明されていなかった。 

 

２．研究の目的 

 ボツリヌス神経毒素（BoNT）は血清学的
に A から G 型に分類されており、いずれの
型も末梢神経終末に作用し、弛緩性麻痺を引
き起こす。本毒素は分子量約 150kDa の蛋白
毒素であり、C 末端の HC 領域が神経細胞膜
上の受容体に結合し、細胞内に侵入後、N 末
端領域の軽鎖が小胞の膜融合に関わる
SNARE 蛋白群を切断し、開口放出を阻害す
る。毒素受容体は毒素型特異的な蛋白質成分
と型間で共通したガングリオシドの二成分
から成ると考えられてきた。実際、A 型毒素
では SV2（synaptic vesicle protein 2）、B 型
毒素では Synaptotagmin I, II といった小胞
膜蛋白質が受容体成分として同定されてい
る。また、最近、E, F 型毒素も SV2 を受容
体として認識することが報告されており、毒
素型によって必ずしも異なる分子を認識す
るものではないことが徐々に明らかになっ
てきた。一方、我々はこれまで C 型および D

型毒素について受容体解析を行ってきた。そ
の結果、C 型毒素はガングリオシド GD1b, 

GT1b に、D 型毒素はホスファチジルエタノ
ールアミン（PE）に結合することを見出した。
これらの結合は蛋白質成分の介在無なしに
見られることから、先に述べた A, B, E, F 型
毒素とは異なった受容体認識機構、結合様式
を有していると考えられる。 

 本研究では、C 型および D 型毒素の受容体
認識機構を明確にし、毒素のもつ神経特異的
作用との関連を明らかにするため、C 型およ
び D 型 HC の結晶構造解析を試みた。また、
一方で、我々はこれまで最もよく用いられて
きた初代培養神経細胞に替わる毒素に感受
性を示す新たな細胞株を探索するため、胚性
腫瘍由来の P19 細胞に着目した。本細胞は、
胚性幹細胞の性質をもち、多分化能を示す。
神経細胞に分化誘導することが可能であり、
P19由来の神経細胞は初代培養に極めて遺伝
子発現を示すことが知られている。この P19

細胞が本毒素に感受性があるかどうかを調

べ、神経特異的な毒作用を研究する上での有
用性について検討した。 

 

３．研究の方法 

(1) 菌株及び毒素： C 型毒素（BoNT/C）産
生性ボツリヌス菌（CB-19 株）および DC モ
ザイク毒素（BoNT/DC）産生性ボツリヌス
菌（OFD05 株）由来の神経毒素および本毒
素の受容体結合ドメインのリコンビナント
蛋白を使用した。 

(2) C 型および D 型に分類される 4 種の HC

について結晶構造と結合特異性についての
解析を試みた。4 種の Hc のうち、DC モザイ
ク毒素由来の OFD05Hc の立体構造を
Se-SAD 法にて 2.8Åの分解能で決定した。 

(3) P19 細胞の培養： α-MEM で継代培養し
たマウス胚性がん細胞由来の P19 細胞をレ
チノイン酸で処理し、神経への分化誘導を行
った。分化誘導した細胞は Neurobasal 

medium で維持し、4 日目に毒素処理および
HC 処理をして、実験に用いた。 

(4) P19 細胞の毒素感受性： P19 細胞をボツ
リヌス毒素で処理し、毒素の細胞内基質であ
る SNARE 蛋白質群（BoNT/C は Syntaxin、
BoNT/DC は VAMP-2）の切断の有無をウエ
スタンブロッティングで調べた。 

(5) HC の細胞内局在性の解析：P19 細胞に侵
入したリコンビナント Hc の局在性について、
蛍光免疫染色を用いて検討した。Hc の抗体
はウサギのポリクローナル抗体を用い、二次
抗体として Alexa488 標識抗体を用いて、免
疫染色を行い、蛍光顕微鏡を用いて、HC の
細胞内局在を観察した。細胞内 HC の蛍光強
度は ZEN2009 ソフトウェアを用いて解析し
た。また、分化誘導後の P19 細胞を、グリコ
シルセラミド合成阻害剤である PPMP で処
理し、ガングリオシド合成を阻害した細胞、
さらにその細胞に GT1b、GD1b あるいは
GM1a を添加した細胞を作製し、HC の細胞
内取り込みについて変化の有無を調べるこ
とで、毒作用発現におけるガングリオシドの
役割についても検討を加えた。 
 
４．研究成果 

 4 種の Hc のうち、DC モザイク毒素由来の
OFD05Hc の立体構造を Se-SAD 法にて 2.8

Åの分解能で決定した。しかし、N 末端ドメ
インのフレキシビリティが高く、良好なモデ
ルを構築することが出来なかった。そこで、
N，C 末端の各ドメインを別々に調製し、そ
れぞれの構造を分子置換法により決定した
上、これらの構造を上記の Hc の構造に重ね
合わせることにより、全体構造を構築した
（図 1）。明らかになった構造を機知のボツリ
ヌス毒素の Hc と比較したところ，本 Hc に
は特徴的な長いループ領域の存在が確認さ
れた。このループには硫酸イオンが結合して



 

 

おり、機能発現における重要性が示唆された。
また、他のボツリヌス毒素と同様に C 末端領
域にはポケット構造が存在していた。次に、
立体構造をもとに 31 種類の Ala 残基置換体
とループ領域の欠失変異体を作製し、その受
容体結合活性を表面プラズモン共鳴と培養
細胞への結合アッセイにより評価した。その
結果、ループ領域とポケット周辺への変異導
入により、結合活性が著しく減少することが
明らかになった。更に、ガングリオシド中に
含まれる Sialyllactose との複合体の結晶構
造を 3.4Åの分解能で決定した。明らかにな
った構造において、単糖分子の電子密度が上
記のポケット中に確認された。この部位は、
他のボツリヌス毒素においてもガングリオ
シド結合ポケットとして機能することが報
告されており、OFD05Hc においても同様の
機構によりガングリオシドを認識すること
が示唆された。このことは、変異体解析の結
果からも強く裏付けられる。一方、長いルー
プ周辺には有意な電子密度は確認されず、こ
のループが直接ガングリオシドを認識して
いるかどうか明らかにするためには、より詳
細な解析が必要と考えられた。以上の成績は、
〔雑誌論文〕欄①及び③で発表している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 今回明らかにした DC モザイク神経毒
素受容体結合領域（OFD05HC）の結晶構造 

 

 

 一方、P19 細胞の毒素感受性については、

P19 細胞を毒素処理し、基質蛋白の切断をウ
ェスタンブロッティングで確認したところ、
BoNT/C 処理では、毒素濃度依存的に
Syntaxin の切断が見られ、BoNT/DC 処理で
は、毒素濃度依存的な VAMP-2 の切断が認め
られた。また、HC の細胞内局在性について、
P19 細胞内への C 型 HCおよび DC モザイク
型 HC の取り込みを検討したところ、両 HC

ともに細胞内に HC が侵入していることが確
認されたが、PPMP 処理した細胞では HCは
ほとんど認められなかった。また、PPMP 処
理した P19 細胞に対して、GT1b、GD1b を
添加すると C 型 HCの取り込みは回復したが、
DC モザイク型 HC は取り込まれなかった（図
2）。一方、GM1a を添加すると DC モザイク
型 HC が細胞内に認められたが、C 型 HC は細
胞内に侵入しなかった。以上の結果から、神
経に分化誘導した P19 細胞は本毒素に感受
性があることがわかった。また、BoNT/C お
よび BoNT/DC の毒作用の発現には、それぞ
れ特異的なガングリオシドへの結合が不可
欠であると示唆された。これまで、ボツリヌ
ス毒素の感受性細胞としては、海馬、小脳や
脊髄由来の初代培養神経細胞が用いられる
ことが多かったが、今回培養細胞系で新たな
感受性細胞を見出すことができた。本研究で
は、C 型および DC モザイク型毒素について、
感受性の検討を行ったが、受容体が既に同定
されている A 型、B 型などに対しても本細胞
が感受性を有しているかどうか、今後検討を
重ねていきたいと考えている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. BoNT/C-HC 及び BoNT/DC-HC の P19

細胞内への取りこみ（上）と、毒素処理によ
る基質蛋白の切断（下） 
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