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研究成果の概要（和文）：破傷風毒素（TeNT）は中枢神経系に特異的に作用する強力な神経毒であり、その活性
化機構の解明が求められている。本研究では、膜透過に際してTeNTが還元状態へ移行し、S-S結合の乖離に伴う
膜通過時の構造変化に着目し、クライオ電顕による解析を試みた。膜上での構造は多様であったものの、対応す
るサンプル調製技術と観察条件の蓄積が進み、今後の高分解能解析での解析に繋がる成果を得た。一方、蛍光変
異体による可視化系の構築や、抗体複合体の解析により、TeNT活性化の抑制機構の一端を明らかにした。これら
は、TeNTの中枢神経特異的活性化機構解明のみならず、中和抗体の開発に貢献することが期待される。

研究成果の概要（英文）：Tetanus toxin (TeNT) is a potent neurotoxin that selectively targets the 
central nervous system, and elucidating its activation mechanism remains an important challenge. 
This study focused on the structural changes during membrane translocation, particularly the 
transition to a reduced state and the dissociation of disulfide bonds, and employed cryo-electron 
microscopy (cryo-EM) for analysis. Although the membrane-associated structures were diverse, the 
accumulation of sample preparation techniques and imaging conditions led to promising groundwork for
 future high-resolution studies. In parallel, the development of a visualization system using 
fluorescently labeled mutants and analysis of antibody-toxin complexes revealed part of the 
mechanism by which TeNT activation is suppressed. These findings are expected to contribute not only
 to the understanding of the CNS-specific activation mechanism of TeNT, but also to the development 
of effective neutralizing antibodies.

研究分野：構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
破傷風毒素（TeNT）は中枢神経特異的に作用する強力な神経毒である。本研究では、S-S結合の乖離を伴う膜透
過時の構造変化に注目し、クライオ電顕での解析を進めた。膜上構造の多様性に対応する技術的基盤を整備し、
今後の高分解能解析に繋がる成果を得た。さらに、蛍光変異体による局在可視化系の構築や、抗体複合体解析に
より活性化阻害機構の一端を明らかにした。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
破傷風毒素（TeNT）はごく微量で致死的な作用を示す最強クラスの神経毒であり、ボツリヌ
ス毒素と同様に Clostridium属に由来するが、中枢神経系に特異的に作用する点で異なる。この
特異性の分子機構は未解明であり、特に細胞膜透過の際の酸化還元状態の変化や構造再編成が
鍵を握ると考えられていた。 
破傷風毒素（TeNT）が中枢神経系の細胞でのみ作用する膜透過の分子機構について還元状態
から S-S結合の形成に伴って膜透過ドメイン(Hn) が回転し、TeNTが活性型に変化する様子に
ついて、クライオ電顕を用いた低温トラップ法による時分割構造解析によって明らかとするこ
とを目的として いる。また、ヒト由来の機能性抗体のエピトープも解析して、活性化メカニズ
ムと抗体による不活化機構との相関を明らかとし、細胞膜侵入の分子機構解明を行う。 
 
 
２．研究の目的 
 
膜結合、膜透過、膜切断の３つのドメインから成る破傷風毒素（TeNT）の細胞膜透過の分子
機構の詳細を構造化学的に明らかとし、TeNT が中 枢神経系で、BoNT が末梢神経系で作用す
るという特異性の違いについて解明することを目的としている。本研究では、TeNTが還元状態
から酸化状態へと変化する際に、膜透過ドメイン（Hn）が大きく回転し、S-S 結合の形成とと
もに活性型へと変化するという仮説のもと、クライオ電子顕微鏡（cryo-EM）を用いた「時分割
構造解析」により、活性化
機構を構造レベルで解明
することを目的とした。ま
た、取得済みのヒト由来機
能性抗体との複合体解析
を通じて、抗体がどのよう
にTeNTの活性化を阻害す
るかの構造的基盤を明ら
かにし、中和抗体設計への
応用を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
破傷風毒素（TeNT）とボツリヌス毒素は膜透過の分子機構が共通であるにも関わらず、TeNT は
中枢神経系、ボツリヌス毒素は全身の末梢神経 系で作用することが知られており、作用する神
経細胞の特異性については未解明な部分が多い。我々は破傷風毒素（TeNT）が中枢神経系の細胞 
でのみ機能する理由について、還元体の TeNT の構造解析に成功して、膜透過ドメイン(Hn)の回
転と S-S 結合の形成によって TeNT が活性型に変化するからではないかと考察していた（J. 
Struct. Biol.,2021）。 
そこで本申請では、特異性の違いを酸化-還元に伴う膜透過ドメイン(Hn)の大きな回転と S-S
結合の形成にあるとの仮説を実証することを目的として、クライオ電顕を用いた「時分割構造解
析」によって検証する。また、既に取得しているヒト由来の機能性抗体のエピトープを解析して、
活性化を抑制する抗体の機能の詳細を明らかとし、細胞膜侵入の分子機構の 完全理解を目指す
ことを目的とする。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究の遂行には、中核となるクライオ電子顕微鏡の安定稼働が不可欠であった。しかし、導
入当初より原因不明のトラブルが断続的に発生し、測定装置の制御装置の部品交換や、カメラと
その制御ボードの総入れ替えなど、約 3年間を装置の調整と安定化に費やした。このため、当初
計画していた破傷風毒素の構造変化を詳細に追うという主要な研究課題は、残念ながら大きく
遅れることとなった。 
しかし、装置の安定稼働がようやく実現したことで、CryoARM200®を用いた本研究の本格的な
着手が可能となった。pH 条件や酸化還元状態を精密に制御した凍結試料の作製系を確立し、タ
ンパク質の効率的な固定化条件についても最適化を進めることができた。 
限られた時間ではあったが、この期間に、既に取得済みのヒト由来機能性抗体と TeNT の複合
体について、抗原結合による構造変化を解析した。これにより、抗体が TeNT の活性化を阻害す
る分子機構の一端を明らかにすることができた。また、膜透過ドメインの一部を蛍光プローブで



置換した変異体を作製し、酸化条件下での局在変化を可視化する実験系の確立にも着手してい
る。これらの初期的な知見は、TeNT が中枢神経特異的に活性化される構造的理由について、酸
化によるドメイン再編成や抗体による構造拘束の観点から新たな仮説を提示する可能性を示唆
しており、今後の研究の重要な足がかりとなる。 
なお、主要課題の進捗が困難な中でも、並行してクライオ電顕用の新規グラフェングリッド
「EG-Grid®（Epoxidized Graphene grid）」の開発については大きな成果が得られた。これは、
グラフェンに気相反応で酸素官能基を導入する革新的な酸化反応を利用し、ヒドロキシ基とそ
の後のエポキシ基導入によって実現したものである。EG-Grid®を用いることで、グラフェン膜上
に様々なタンパク質を効率よく固定化し、クライオ電顕でのデータ収集におけるサンプル調製
時間を大幅に短縮できることを実証し、この成果は欧文雑誌（Fujita, J. et al., Scientific 
Reports, 2023）に発表しているが、これをさらに改良し、His タグやマルトース結合タンパク
質を認識する次世代型 EG-Grid の開発にも成功している。 
 これらのグリッド技術は、今後の TeNT の低温トラップ実験における効率的なタンパク質固定
化に大きく貢献すると期待される。また、導入したヒドロキシ基への化学修飾による脂質膜形成
実験では、エポキシ基のみを導入した場合とは異なる粒子の形を反映した TEM 画像が得られる
ことも実証し、日本薬学会での学生優秀発表賞を初め、高い評価を得ている。 
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