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研究成果の概要（和文）：ボツリヌス神経毒素（抗原性により A-G 型に分類）は、食餌性中毒を

引き起こす過程において腸管より吸収されなければならない。本研究では、ボツリヌス毒素の

腸管吸収機構を利用した新規の薬物送達システムを開発するために、A 型ボツリヌス毒素複合

体を構成する無毒成分 HA を指向性リガンドとして表面に結合させた薬物内包リポソームを作

製した。また、腸管吸収機構が未解明の E型ボツリヌス毒素について、神経毒素の Hc ドメイン

（E-Hc）が腸管細胞への結合に重要であることを明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： In food-borne botulism, the orally ingested botulinum neurotoxins, 
which could be classified into seven types (A to G) based on their antigenicity, must be 
absorbed from the small intestine. In this study, we produced the liposomes modified with 
HA, which is a non-toxic component of the type A botulinum toxin complex, in order to 
develop novel intestine-targeted drug delivery systems. On the other hand, we showed that 
the type E botulinum toxin might bind to the intestinal cells via the Hc domain of 
neurotoxin. 
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１．研究開始当初の背景 

 タンパク質医薬品がその市場を拡大する

一方で、その投与は依然として注射により行

われており、患者さんに苦痛や負担を強いて

いる。タンパク質医薬品の経口投与が可能に

なれば、患者さんの QOL が著しく向上するこ



とは言うまでもないが、それを困難にしてい

るのは、消化管のタンパク質分解酵素の作用

である。 

 ところで、ボツリヌス菌 Clostridium 

botulinumは極めて強力な神経毒素（7S毒素: 

抗原性により A-G 型に分類）を産生し、ヒト

や家畜に食餌性中毒を引き起こす。食品中で

は、ボツリヌス神経毒素は無毒成分と結合し

て、12S 毒素（7S 毒素に赤血球凝集活性を示

さない無毒成分 NTNH が結合）、16S 毒素（12S

毒素に赤血球凝集素HAが結合）、19S毒素（16S

毒素のダイマー）の progenitor 毒素として

存在する。経口摂取された分子質量約150 kDa

のタンパク質であるボツリヌス神経毒素が

血行性にシナプスや神経筋接合部に作用し

麻痺を引き起こす過程において、ボツリヌス

毒素は消化液の作用を免れ、腸管より吸収さ

れなければならない。無毒成分には神経毒素

の保護作用があることが古くから知られて

いたが、申請者の研究室では、無毒成分のう

ち HA1、HA3b サブコンポーネントが、(1) 小

腸上皮細胞上のガラクトースやシアル酸に

結合し、(2) 神経毒素の腸管吸収を亢進させ

るという、HAの多面的な機能などを明らかに

して、HA の腸管ターゲッティング薬物送達シ

ステムへの応用の可能性を示した。他方、E

型と F 型ボツリヌス菌には HA のない 12S 毒

素しか存在せず、E 型と F 型ボツリヌス毒素

の腸管からの吸収機構は未解明のままであ

る。 

 
２．研究の目的 

 HA の腸管ターゲッティング薬物送達能を

検証するために、HA を用いたドラッグデリバ

リーシステムを作製し、in vitro および in 

vivo の系において評価することを目的とす

る。 

 また、HA を利用しない腸管へのドラッグデ

リバリーシステムの開発も目指して、E 型ボ

ツリヌス毒素の腸管吸収機構の一端を解明

することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

(1) 薬剤内包リポソームの作製 

① A型ボツリヌス菌62AΔNTNH変異株からの

HA 複合体の精製 

 純度の高い HA 複合体を大量に得るため、

ボツリヌス神経毒素と NTNH の遺伝子発現が

抑制された A型ボツリヌス菌 62AΔNTNH 変異

株から HA 複合体を精製した。 

 62AΔNTNH 変異株の培養液を酸沈殿、プロ

タ ミ ン 処 理 、 硫 安 沈 殿 に 供 し た 後 、 

SP-Toyopearl 650S 陽イオン交換カラムと

HA1 がガラクトースに結合することを利用し

たラクトースゲルアフィニティーカラムに

より精製した。 

② HA リコンビナントタンパク質の作製 

 HAは、HA1、HA2、HA3a、HA3bの4つのサブコ

ンポーネントより構成される。このうちHA1

とHA3bが小腸上皮細胞への結合に重要な役割

を果たしている。そこで、pGEX-6P-3ベクター

とpET-32 Ek/LICベクターを用いて、A-C型HA1

およびHA3（HA3b）リコンビナントタンパク質

を発現するためのコンストラクトを作製した。

大腸菌内でGST融合またはHis融合HAタンパク

質を大量発現させた後、グルタチオンアフィ

ニティークロマトグラフィーまたはNi-キレ

ートアフィニティークロマトグラフィーで精

製した。 

(2) E 型ボツリヌス毒素の Caco-2 細胞に対す

る結合性の解析 

① 毒素の精製 

 E 型ボツリヌス菌 E-岩内株より、E 型 12S

毒素を精製した。次いで、12 毒素をアルカリ

条件（pH8.0）におくことにより7S毒素とNTNH

に解離させて、DEAE-陰イオン交換カラムク

ロマトグラフィーで 7S毒素と NTNH を精製し

た。 



 また、A 型ボツリヌス菌 62A 株より、A 型

16S/19S毒素と12S毒素を精製した。次いで、

16S/19S 毒素をアルカリ条件（pH8.0）におく

ことにより 7S 毒素と無毒成分を解離させた

後、ラクトースゲルカラムクロマトグラフィ

ーで 7S 毒素を精製した。 

② Caco-2 細胞への結合実験 

 24-well プレートに培養した Caco-2 細胞

（ヒト結腸癌由来）に、各毒素を添加して、

4˚Cで1時間反応させた。細胞をPBS（pH 6.5）

で洗浄した後、SDS-PAGE サンプルバッファー

に溶解して、SDS-PAGE と western 解析により

細胞に結合した毒素を検出した。検出された

バンドは、Image Gauge Ver. 4.0 で定量化さ

れた。 

 

４．研究成果 

(1) 薬剤内包リポソームの作製 

 指向性リガンドとしてA型ボツリヌス菌62A

ΔNTNH変異株から精製したHA複合体（HA1、HA2、 

HA3a、HA3b）またはA型HA1リコンビナントタ

ンパク質をHSA（ヒト血清アルブミン）を介し

て表面に結合させた薬物（シスプラチン）内

包リポソームを作製した。平均粒子径195 nm

のリポソーム表面にHA複合体またはHA1が結

合していること、リポソームから薬物の流出

がないことを確認したので、今後は、これら

のリポソームをマウスに経口投与して、HA結

合リポソームの腸管への集積、リポソーム上

のHAの小腸上皮細胞への結合、薬剤の血中移

行性等を解析して、HAの腸管ターゲッティン

グ薬物送達能を検証する予定である。また、

トランスウェルに培養したCaco-2細胞を用い

たin vitroの系でもHAの薬物送達能を評価す

るとともに、HAや薬物の細胞内吸収後の動態

を解析する予定である。さらに、今回精製し

た他の血清型のHAサブコンポーネントについ

てもリポソームを作製して、腸管ターゲッテ

ィング能を比較検討したい。 

(2) E 型ボツリヌス毒素の Caco-2 細胞に対す

る結合性の解析 

 E型ボツリヌス毒素のCaco-2細胞への結合

性を解析するにあたり、先ず、対照として A

型 7S 毒素、12S 毒素、16S/19S 毒素の Caco-2

細胞への結合性を調べた。HA が毒素の腸管吸

収に重要であるというこれまでの結果と一

致して、HA-positive の 16S/19S 毒素のみが

Caco-2 細胞に結合、7S 毒素と 12S 毒素では

細胞への結合を検出できなかった。神経毒素

重鎖のバンドの濃さから算出された 16S/19S

毒素の結合量は、最終濃度 50、100、200 nM

でそれぞれ 1.74 pmol、2.55 pmol、4.38 pmol

であった。 

 次いで、A型と同様の条件で E型 7S 毒素と

12S 毒素の結合性を解析したところ、両毒素

とも Caco-2 細胞に結合できるが、7S 毒素の

方が 12S 毒素よりも約 5倍高い結合性を示す

ことが明らかとなった。そして、無毒成分

NTNH 単独では Caco-2 細胞に結合しないこと

も明らかとなった。さらに、それぞれの毒素

を E型 7S毒素神経細胞結合ドメイン（E-Hc）

に対する抗体とプレインキュベーションし

たところ、7S 毒素の Caco-2 細胞への結合は

約 50%阻害されたが、12S 毒素の結合は全く

阻害されなかった。これらのことから、E 型

では、7S 毒素の Hc ドメインが腸管細胞への

結合に重要な役割を果たしており、7S 毒素が

NTNH と複合体を形成することにより、結合ド

メインの一部が覆われる可能性が示唆され

た。ところで、E型 7S 毒素は、トリプシンの

作用により 50kDa の軽鎖と 100kDa の重鎖に

切断されて（ただし両鎖は S-S 結合により連

結）、活性が数百倍上昇する。そこで、トリ

プシン処理を行った 7S 毒素と 12S 毒素につ

いても Caco-2 細胞に対する結合性を解析し

たが、未処理の場合と同様、7S 毒素の方が



12S 毒素よりも高い結合性を示した。 

 今後は、腸管細胞上の E型毒素のレセプタ

ーの同定を行うとともに、NTNH の役割、腸管

細胞吸収後の毒素の動態などを解析して、E

型ボツリヌス毒素の腸管吸収機構の全貌を

明らかにしたい。 
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