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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに血清型A型ボツリヌス毒素が生体防御を担う細胞である腸管M細胞の
機能を利用することにより体内に侵入し、中毒を引き起こすことを明らかにした。本研究では、他の血清型(B
型)毒素との比較解析から腸管吸収に寄与する因子を同定し、各血清型の吸収機構を利用した新しい薬物送達シ
ステム・粘膜ワクチンの開発を目指す。B型毒素複合体はマウスにおいてA型と比較して数十倍経口毒性が高く腸
管内局在が異なることから、腸管吸収機構が異なることが示唆される。我々はこの吸収機構の違いに関与する候
補因子としてムチン層に着目し、毒素複合体中のHAとムチンとの相互作用の違いが毒素の吸収に影響しているこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that type A BoNT complex (BoNT and non-toxic 
component) exploits intestinal microfold (M) cells to breach the intestinal epithelial barrier. In 
this study, we analyzed the intestinal absorption mechanism of other serotype BoNT (type B) 
complexes, and aimed to develop a novel delivery system for vaccines and drugs using the invasion 
mechanism of BoNT. Type B BoNT complex showed potent oral toxicity and different intestinal 
localization in mice compared with type A, suggesting that type B BoNT has a different intestinal 
absorption mechanism. We focused on the mucin layer as a possible factor leading to the different 
intestinal absorption mechanism, and analyzed the interactions of type A and type B BoNT complexes 
with mucin. As the result, it was found that a difference in the interaction of hemagglutinin (HA) 
in the toxin complex with mucin affects the intestinal absorption of BoNT.

研究分野： 細菌学

キーワード： ボツリヌス　神経毒素　食中毒　腸管吸収　M細胞　ムチン　HA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、不明であった血清型B型毒素の腸管吸収機構について解析し、M細胞特異的に侵入するA型とは異な
る吸収機構を持つことを明らかにした。さらに吸収機構の違いを規定している宿主側の因子としてムチン層、毒
素側の因子としてHAを明らかにし、これらの因子の相互作用の違いが毒性や種特異性に寄与している可能性が考
えられた。本研究成果はボツリヌス食中毒発症機構の全貌解明だけでなく新規治療法や予防法の開発へと繋がる
可能性がある。またA型およびB型のHAを輸送担体として用いることにより、それぞれの特徴（A型：M細胞特異
的、B型：腸管上皮全体）を活かした粘膜ワクチンの開発へ応用が可能である。

※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 
ボツリヌス食中毒の発症には、経口摂取された神経毒素が活性を保持したまま腸管から吸収

され、血中へ移行する事が必要であるが、巨大分子（分子量 150 kDa）である本毒素が腸管上皮

を通過する部位および機構については長年不明であった。一方で、本毒素は常に無毒成分（NTNHA

および hemagglutinin：HA）との複合体として産生され（図 1）、無毒成分が結合することにより

その経口毒性が飛躍的に高まることが知られていた（文献 1）。 

 

 我々は、マウスを用いた in vivoの解析から、血清型A型毒素が無毒成分の一種hemagglutinin

（HA）を介して腸管パイエル板に存在する Microfold cell（M細胞）上の glycoprotein 2（GP2）

と結合し、腸管上皮細胞バリアを突破する、他の毒素にはない巧妙な体内侵入機構を持つことを

明らかにした（文献 2）。M細胞は抗原を取り込み免疫細胞に受け渡し抗原特異的免疫応答を誘導

させる生体防御において重要な細胞である。我々は、この HA はワクチン抗原を免疫細胞に輸送

し、効率的に免疫応用を誘導させることができる輸送担体へ応用できるのではないかと考えた。 

 一方で、我々は、A型と同様にヒトに中毒を引き起こす B型神経毒素複合体が A型と比較して

数十倍経口毒性が高く、腸管内局在が異なることも明らかにしている。これは B型毒素が A型と

は異なる機構で腸管上皮細胞バリアを突破できることを示唆している。本機構を明らかにする

ことにより、A型とは異なる経路をもつ経粘膜薬物送達システムへの応用が可能である。 

  
２．研究の目的 
高い致死活性を持つボツリヌス毒素は食中毒だけでなく、バイオテロの手段としても注目さ

れている。中毒発症機構を解明することは、治療法や予防法の開発につながり、世界的に見ても

非常に重要な課題である。我々は長年不明であったボツリヌス毒素の腸管上皮通過機構を世界

に先駆けて明らかにしている（文献 1）。前述した通り、本来 M 細胞は抗原特異的な免疫応答を

誘導させるきっかけとなる重要な役割を担っている。このように宿主の生理的な機能を利用し

た侵入機構を持つ毒素は他に報告がない。一方で、A型〜G 型の 7種類存在する毒素は種特異性

や毒素活性が異なるが、それが何に起因しているのかは不明である。我々は A型と B型毒素の腸

管内局在が異なることを明らかにしている。この局在〜吸収機構の違いが毒素活性や種特異性

に寄与している可能性がある。腸管吸収に関与する宿主側および毒素側の因子を明らかにする

ことにより、ボツリヌス食中毒発症機構の全貌解明へと繋がる。また、本毒素無毒成分 HA は M

細胞標的輸送担体としての応用が可能である。M細胞を介した粘膜免疫システムは、抗原特異的

免疫応答を全身に加えて消化器、呼吸器等の粘膜に局所的に誘導することができる。また HA は

レクチン活性（糖鎖結合能）があるため、HA自身がアジュバント活性を持つ可能性あり、M細胞

配向性に加えてアジュバント能を持つ新規輸送担体となり得る。感染症の多くは粘膜感染型で

あり、この HAを利用した粘膜免疫ワクチンが最適な予防法となることが期待できる。 

 
３．研究の方法 
(1)  毒素の腸管吸収に関与する宿主側の因子としてムチン層に着目し、血清型 A型および B型
間での相互作用の違いについて解析する。 
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① 粘液溶解剤（ムチン除去剤、NAC）をマウスへ前投与後、毒素複合体（L-PTC）を投与し、中

毒発症や毒素の局在に対するムチン層の影響を確認する。 

② 毒素複合体や HAとムチンとの結合を ELISA で解析する。また Transwell を用いて毒素複合

体のムチン透過を解析する。ムチンはマウス腸管より単離、もしくは市販されている BSM

（ウシ顎下腺ムチン）や PGM（ブタ胃ムチン）を用いる。 

③ HA は 3 つのサブコンポーネント（HA1、HA2、HA3）から構成される。各血清型 HA サブコン

ポーネントを組換えタンパク質として発現させ、それぞれを再構成させることによりキメ

ラ HA を作成し、②と同様にムチンとの相互作用を解析する。 

④ HA1 および HA3 の持つ糖鎖結合活性を消失させた変異体を作成し、②と同様にムチンとの相

互作用を解析する。 

(2) B 型 HA と抗原 OVA を混合しマウス腸管内・鼻腔内に投与した際のそれぞれの局在を免疫蛍

光染色にて解析する。 

 
４．研究成果 
ボツリヌス毒素複合体もしくは HAとムチンとの相互作用の解析 

腸管上皮は厚いムチン層で覆われており、この物理的バリアが血清型間の腸管内局在や経口

毒性の違いに影響している可能性がある。毒素複合体の経口毒性（中毒発症）に対するムチンの

影響を確認するために、ムチン除去剤（NAC）を前投与した後、L-PTC を投与し、中毒の発症を確

認した。その結果、A 型毒素複合体を投与した群においては、NAC を前投与することにより発症

が増強された。一方で、B型毒素複合体投与群は NAC 投与の影響はなかった。すなわち A型の中

毒発症においてムチンが抑制的に働いていることが示唆される。次にマウス腸管ムチン、BSM（ウ

シ顎下腺ムチン）、PGM（ブタ胃ムチン）を用いて毒素複合体との結合を解析した。その結果、B

型がA型と比較してムチンとの結合が低いことが明らかとなった。また、無毒成分hemagglutinin

（HA）を持つ毒素複合体 L-PTC がムチンと強く結合し、HA を持たない毒素複合体 M-PTC は結合

しないことから、ムチンとの結合は毒素複合体中の HA が担っていることも明らかとなった(図

2)。さらに Transwell を用いて L-PTC のムチン層の透過を比較した結果、結合性の低かった B型

が A 型と比較して効率よくムチン層を透過した（図 3）。これらの結果より、ムチン層を効率よ

く透過できることが B型の腸管内局在や高い経口毒性に寄与していることが示唆された。 
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次に、ムチンとの相互作用に重要な HA サブコンポーネントを同定するために、A 型 HA と B 型

HA のそれぞれのサブコンポーネント（HA1、HA2、HA3）を用いて再構成したキメラ HA を用いて

マウスムチンとの結合を解析した。その結果、HA1 が結合の違いに大きく寄与していることが示

唆された（図 4）。次にムチンの透過を比較した結果、HA1 が B 型のキメラ HAが効率よくムチン

を透過した。さらにマウス腸管内局在を解析した結果、HA1 もしくは HA3 が B 型のキメラ HA が

絨毛上皮に結合している様子が観察された。これらの結果から、HA1 及び HA3 がムチンとの相互

作用に関与しており、その寄与度は HA1 が大きいことが示唆された。 

 

 
 

HA1 及び HA3 は糖鎖結合活性を持つことが知られている。その結合活性を消失させた変異体を

作成し、ムチンとの相互作用を解析した結果、HA1 糖鎖結合変異体でムチンとの相互作用が消失

した。この結果から、HA（特に HA1）の糖鎖認識の違いが A型と B型神経毒素複合体のムチンと

の相互作用の違い、すなわち腸管吸収の違いに関与していることが考えられた。 

HA の粘膜ワクチンへの応用（抗原と HA の局在解析） 

我々は過去に抗原（OVA）を HA と共にマウスへ経鼻投与することにより、OVA 特異的な抗体産

生誘導が増強されることを見出している。今回、HA と OVA を混合し、経鼻投与した際の局在を

解析した。その結果、HA と OVA が M 細胞マーカーである GP2 陽性細胞に局在している様子が一

部観察された。また、腸管内において HA と OVA が共局在し M細胞から取り込まれている様子も

確認された。今後、より効率よく抗原を取り込ませ抗原特異的免疫応答を誘導するために抗原

（OVA 等）と HAを連結させた組換えタンパク質を発現する系を構築する予定である。また、M細

胞特異的な A型 HA、上皮全体から吸収される B型 HA、さらにはムチンや上皮との相互作用を変

化させた変異型 HA を作成し、それぞれの担体としての効果を比較解析することにより、より効

果的な粘膜ワクチンの開発へ繋げたい。 
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