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研究成果の概要（和文）： ボツリヌス菌は、産生する神経毒素の抗原性の違いにより A〜G
型に分類される。このうち、C 型と D 型菌はウエルシュ菌の重要な病原因子であるα毒素と類
似の活性を示すホスホリパーゼ C(PLC)を産生する。今回、C型と D型菌のそれぞれの PLC 遺伝
子の全塩基配列を決定した。得られた配列情報を基に、組換え C型と D型 PLC を発現・精製し、
酵素活性（卵黄活性, 溶血活性など）, 生物活性（マウス致死活性）を測定した。 
 
研究成果の概要（英文）： Clostridium botulinum cultures are classified into seven types, 
types A to G, based on the antigenicity of the neurotoxins produced. Of these seven types, 
only types C and D produce phospholipase C (lecithinase, PLC) in addition to the neurotoxin. 
Phospholipase of C. perfringens is known as α-toxin, which is the best characterized 
of all clostridial phospholipases and is an important agent of gas gangrene. The toxin, 
which exhibits phospholipase C and sphingomyelinase (SMase) activities, causes hemolysis, 
necrosis, and death. Here we determined the PLC genes of C. botulinum type C and D (Cbotα 
and Dbotα) by using inverse PCR and primer walking, and expressed as a GST-fusion protein. 
We compare the enzymatic and biological activities (egg-yolk activity, hemolysis, and 
mouse lethality) of the purified protein of C. perfringens α-toxin, Cbotα, and Dbotα. 
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１．研究開始当初の背景  ボツリヌス菌は世界で最も強力といわれて

いる神経毒素を産生し、ヒトや家畜に強力な



致死作用を示す。本菌は産生する神経毒素の

抗原性の違いにより、A〜G型の7型に分類され

る。これらのうち、C型とD型菌のみホスホリ

パーゼC（PLC）を産生することを報告した。

一方、ウエルシュ菌α毒素はガス壊疽の病原

因子であり、PLCとスフィンゴミエリナーゼ

(SMase)の2つの酵素活性を有している。α毒

素は370アミノ酸残基からなるタンパク質で、

1〜250残基のNドメインと251〜370残基のCド

メインに分かれ、Nドメインは触媒領域、Cド

メインは血球や細胞への結合に関与する領域

である。Nドメインには2つのZn2+と2価の金属

イオン（Zn2+, Co2+, Mn2+など）が存在する。

また、毒素の構造維持や触媒作用、基質（ホ

スファチジルコリン（PC）, スフィンゴミエ

リン（SM））との結合に重要な働きをするア

ミノ酸残基も明らかとされている。最近、我々

は代表的なC型菌（C-Stockholm, C-ST）とD

型菌(D-1873)のそれぞれのPLC遺伝子(plc)の

全塩基配列を決定した。アミノ酸レベルで、

C-STとD-1873は98%とほとんど同じであり、

C-STとα毒素は53%の相同性を示した。また、

酵素活性に重要なZn2+結合モチーフであるア

ミノ酸残基もよく保存されていた。このこと

から、ボツリヌス菌PLCも病原性に関与してい

ることが推察される。 

 C型とD型菌の中でもD-4947とD-SAは、卵黄

活性を示さない。これらの株について、CST

のplcをプローブとしてサザンブロット解析

を行うと、いずれも強いシグナルが検出され

た。そこで、両株のplcの塩基配列を決定した

ところ、両株ともCSTのPLCとアミノ酸レベル

で91%と高い相同性を示した。PLC遺伝子が存

在するのにもかかわらず、卵黄活性を示さな

いことについても調べる。 

 

２．研究の目的 

  本研究では、ボツリヌス菌PLCの酵素活性

（卵黄活性, 生物活性, 基質の特異性など）, 

生物活性（マウス致死活性, 細胞毒性）を測

定し、α毒素の活性と比較する。また、本酵

素の結晶を作成し、構造解析を行い既知のα

毒素の構造と比較する。本酵素の活性に重要

な領域とアミノ酸残基を解析し、その病原性

における意義を解明することを目的としてい

る。 

 

３．研究の方法 

（1）C 型と D 型菌 PLC 遺伝子(plc)の塩基配

列の決定 

 インバース PCRとプライマーウォーキング

法の組み合わせにより、plc の全塩基配列の

決定を行った。 

（2）組換えC型とD型PLC（Cbotα, Dbotα）

の構築 

 CbotαまたはDbotαをGST 融合タンパク質

として発現するように遺伝子構築し、大腸菌

で大量発現を行い精製した。 

（3）酵素活性と生物活性 

1）組み換えCbotαとDbotαの卵黄活性, 溶血

活性（ウサギ, ヒツジ）の酵素活性を測定し

た。 

2）マウス（8週齢のBALB/c, 体重20〜25g）の

尾静脈内にα毒素, Cbotα, Dbotαをそれぞ

れ投与し、18時間の生死を観察した。 

3）ヒト胎児腎臓細胞（HEK293細胞）またはイ

ヌ腎尿細管上皮細胞株（MDCK細胞）, 神経細

胞モデルであるラット副腎髄質由来褐色細胞

腫（PC12細胞）,ヒト単球由来白血病細胞

（THP-1細胞）, サル腎臓細胞（Vero細胞）の

それぞれの細胞にα毒素, Cbotα, Dbotαを

添加し、37℃で16 時間後の細胞の形態変化を

観察した。 

（4）2）P C-またはS M-リポソームの破壊作

用 

 5(6)-カルボキシフルオレセイン(CF)を取

り込ませたホスファチジルコリン（PC）また

はスフィンゴミエリン（SM）のリポソームを

作成し、その破壊作用（リポソームから遊離

するCF）を測定した。また、ウサギまたはヒ



ツジ赤血球膜, PC-またはSM-リポソームに対

するα毒素, Dbotαの結合を調べた。 

（5）P C-またはS M-リポソームの相互作用 

 LiposoFast（リポソーム粒子を均一化する

装置）で処理したPC-またはSM-リポソームを

Sensior Chip L1（BIACORE）に固定させる。

CaCl2で調製したα毒素, Dbotαを機械に注入

し、Running buffer（0.15mM KCl, 1mM CaCl2）

を流速5μl/min で行い、時間依存的にPC-ま

たはSM-リポソームとの相互作用を分析し、

BIAevaluation (解析ソフト)で親和性を解析

した。 

（6）結晶化 

 ハンギングドロップ法に基づいて、シリコ

ナイズ処理したカバーガラスに精製した組み

換えDbotαと母液（30% (V/V) ポリエチレン

グリコール（PEG）とN-シクロヘキシル-3-ア

ミノプロパンスルホン酸（CAPS）(pH 10.5), 

0.2M (NH4)2SO4）をカバーガラス上で混ぜ合

わせる。そして、母液を注入した24 ウェルプ

レートのウェルにカバーガラスの下側に酵素

溶液がぶらさげた状態で被せる。その後、プ

レートを4℃でインキュベーションし、顕微鏡

で結晶の有無を観察した。 

 

４．研究成果 

 種々の C 型ボツリヌス有毒株、C-468, 

C-203, C-CB19, C-6813, C-CD6F または D 型

ボツリヌス有毒株, D-CB16 の PLC 遺伝子

（plc）の塩基配列を決定した。いずれの C

型と D 型 plc の塩基配列も 1,200-bp で、推

定アミノ酸から 399個のアミノ酸残基から構

成されていた。α毒素とはアミノ酸レベルで

高い相同性を示し、酵素活性に重要である

Zn2+結合モチーフもよく保存されていた。 

 以前に配列決定した C-Stockholm(C-ST)ま

たは D-1873 の PLC（Cbotα, Dbotα）を大腸

菌で GST 融合タンパク質として大量発現・精

製を行った。精製した Cbotαと Dbotαを用

いて、酵素活性および生物活性を測定した。 

 Cbotαと Dbotαの卵黄活性は、いずれも

1mM CoCl2存在下でα毒素と比べて 1/10 低い

活性を示した。溶血活性においては、4mM 

CoCl2存在下でウサギ赤血球を用いた場合、α

毒素と比べて 1/1,000 低い活性を示したが、

ヒツジ赤血球ではほとんど活性が認められ

なかった。ホスファチジルコリン（PC）-ま

たはスフィンゴミエリン（SM）-リポソーム

の破壊作用においては、Dbotαはα毒素と比

べ PC-リポソームでは 1/100、SM-リポソーム

では 1/60 低い活性を示した。また、ウサギ

またはヒツジ赤血球膜の結合を調べると、

Dbotαはα毒素に比べて強い結合を示した。

SM-または PC-リポソームを用いた場合でも

同様であった。BIAcore 解析により、基質（PC）

と Dbotαとの親和性を調べたところ、Dbot

αはα毒素に比べて PC に対する強い結合を

示した。一方、マウスの致死活性では, Dbot

αはα毒素に比べて 1/1,500低い活性であっ

た。Dbotαの種々の細胞に対する影響を調べ

たが、いずれの細胞においても変化が認めら

れなかった。従って、C 型と D 型菌 PLC は卵

黄活性を示し、良く血球に結合するが、溶血

および致死活性はα毒素と比較して著しく

低いことが結論された。 

 D-4947 または D-SA を培養し、遠心により

菌体と培養上清に分けた。菌体を壊し遠心に

より得た上清について SDS-PAGE を行い、ウ

サギ抗 Dbotα抗体を用いてウエスタンブロ

ッティング解析を行った。卵黄活性示す C型

および D型菌（C-ST, D-1873）では、推定し

た分子量（46kDa）の位置シグナルを示した

が、D-4947 と D-SA については、46kDa 以外

に約 30kDaの位置にもシグナルが検出された。

このことから、2 株については PLC を産生す

るが、菌体内のプロテアーゼにより分解を受

けていることが推察された。 

 今後、既知のα毒素の立体構造をもとに

Dbotαの構造解析を行い、酵素活性に重要な

アミノ酸残基を調べ、クロストリジウム属の



病原性の解明に大いに貢献したいと考えて

いる。  
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