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研究成果の概要：ボツリヌス菌は産生する神経毒素の抗原性から、A〜G型に分類される。今回、

E 型ボツリヌス毒素遺伝子の由来と伝達機構を明らかにする手がかりとして、C 型菌において

C2 毒素遺伝子をコードするプラスミド（pC2C203U28）の解析を行った。本毒素は C2I と C2II

からなる 2成分毒素で、両者の共存下で生物活性を示す。本プラスミドの解析を進めることで、

伝達機構の解明につながる可能性があると考え、C2 遺伝子の由来を明らかにすることを目的と

して、pC2C203U28 の全塩基配列を決定し、様々な特徴を明らかとした。 
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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。このため、生物兵器の対

象として本毒素が挙げられている。また、本

毒素は無毒成分と結合しているため、胃液や

腸液に強く、毒素型中毒を引き起こす。ボツ

リヌス菌はその抗原性の違いにより A〜G 型

に、A型と B型は A1〜A4, B1〜B3, bivalent 

B, bivalent (Ab, Ba, Bf 型)に分類される。

近年、G型菌の性状は他の菌とは異なるため、

Clostridium argentinenseという新種に独立



された。 

 A〜F 型ボツリヌス菌は、1種類以上のファ

ージより感染（溶原化）されている。これら

の菌型の中で、毒素遺伝子は C型と D型菌に

おいてのみ宿主特異性バクテリオファージ

のゲノム上に存在し、A, B, E, F 型菌におい

ては染色体上に、C. argentiense はプラスミ

ド上にコードされている。興味深いことに、

ボツリヌス菌以外のブチリカム菌は E型ボツ

リヌス毒素と類似した神経毒素を産生し、乳

児ボツリヌス症の原因菌とされてきたが、近

年、本菌による食中毒事例も世界中（イタリ

ア、中国など）で報告されている。以前に、

我々は E型ボツリヌス毒素とブチリカム菌の

毒素遺伝子の塩基配列を比較したところ、ア

ミノ酸レベルで 97%の相同性を示すこと、ま

た、制限酵素未処理のゲノム DNA を PFGE（パ

ルスフィールド電気泳動）後、E 型毒素遺伝

子をプローブにしてサザンブロット解析を

行い、毒素遺伝子はどちらの菌株においても

染色体上に存在することを明らかとした。こ

のことは、ボツリヌス毒素遺伝子がバクテリ

オファージまたはプラスミドを介してブチ

リカム菌に伝達され、宿主内で巨大プラスミ

ドまたは insertion sequence (IS)を介して

ゲノム DNA内に挿入された可能性が考えられ

る。一方、その他の菌として、A 型ボツリヌ

ス菌とスポロゲネス菌、C 型, D 型ボツリヌ

ス菌とノビイ菌においては、毒素産生性以外

の性状は非常に類似していることが報告さ

れていた。また、バラチ菌においても F型ボ

ツリヌス毒素を産生し、乳児ボツリヌス症を

起こす事例も報告されている。 

 

２．研究の目的 

 最近、A, B, F 型菌の全ゲノム塩基配列が

報告された。現在、Bf, C, D, E 型菌のゲノ

ム配列の決定が進められている。これらの中

で、A3, B1, Ba4 型菌はプラスミド上に毒素

遺伝子がコードされている。E 型ボツリヌス

毒素遺伝子の由来と伝達機構を明らかにす

る手がかりとして、今回、C 型と D 型菌が産

生する C2 毒素(C2)をコードする遺伝子がプ

ラスミドに局在している可能性を示唆する

結果を得た。本毒素は C2I と C2II からなる 2

成分毒素で、両者の共存下で生物活性を示す。

本プラスミドの解析を進めることで、伝達機

構の解明につながる可能性があると考え、C2

遺伝子の由来を明らかにすることを目的と

して、C 型菌プラスミド（pC2C203U28）の全

塩基配列を決定し、本ゲノムの様々な特徴を

明らかとした。 

 

３．研究の方法 

(1)PFGE とサザンブロット解析 

 C 型と D 型ボツリヌス菌をパルスフィール

ドゲル電気泳動（PFGE）用プラグに包埋し、

塩化リゾチウムとプロテアーゼ処理するこ

とによって、全ゲノム DNA を調整した。作成

したプラグの PFGE を行い、分離した DNA に

ついて c2I または c2II をプローブとして、

サザンハイブリダイゼーション解析を行っ

た。 

（2）プラスミドの全塩基配列の決定 

 C 型無毒株（C203U28 株）からゲノム DNA

を精製し、Acl I または Bgl II, Bsp106 I, 

BspH I, BsrG I, EcoR I, Mfe I, Nsi I, Pci 

I, Spe I で消化後、セルフライゲーションに

より環状化させ、それぞれの環状化DNAをPCR

の鋳型とした。作成した鋳型 DNA を用いて、

既知の C2 遺伝子配列を基にプライマー対を

作成し、インバース PCR（IPCR）を行った。

得られた PCR産物の配列をプライマーウォー

キング法により、DNA シークエンサー

（Applied Biosystem）を用いて、シークエ

ン ス 解 析 を 行 っ た 。 得 ら れ た 配 列 を



SEQENCHER DNA sequencing software（Gene 

Codes)により編集し、多数の配列断片をアセ

ンブラーで結合編集させた。 

（３）アノテ−ション解析 

 プラスミド上のそれぞれの Potential 

protein-coding regions（ORF）を In Silico 

MolecularCloning (IMC) software により確

定した。得られた ORF と種々の生物における

既知のアミノ酸配列の相同性を公共のデー

タ ベ ー ス （ DDBJ ：

http://www.ddbj.nig.ac.jp/Welcome-j.htm

l）に対して BLASTP などにより、配列の相同

検索を行った。 

 

（4）PCR スキャニング解析 

 他の C 型と D 型有毒株の C-Stockholm 株, 

C-468 株, D-1873 株, D-4947 株, C 型無毒株

の (C)-AO2 株のゲノム DNA を精製し、それぞ

れのゲノム DNA を PCR の鋳型として用いた。

C-Stockholm 株, C-468 株, D-1873 株は C2 を

産生するが, (C)-AO2 株と D-4947 株は C2 を

産生しない。 

 プライマーは、配列決定した(C)-203U28 株

のプラスミド（pC2C203U28）の塩基配列を基

に作成したものを用いた。それぞれの鋳型

DNA とプライマー対を用いて、本プラスミド

上のそれぞれの遺伝子について、各菌株の

PCR を行い、遺伝子の有無を調べた。 

 

４．研究成果 

  pC2C203U28 の全塩基配列は、106,981bp

の環状 2本鎖 DNA で、GC 含量は 26.7%であっ

た。本プラスミド上には、C2 を含む 123 個の

タンパク質をコードする領域（ORF）を同定

したが、tRNA 遺伝子は存在していなかった。

また、核酸代謝に関与する多数の遺伝子が存

在し、その並びが保存されていた。さらに、

3つの RNA polymerase s 因子が存在し、いず

れも s70 ファミリーの extracytoplasmic 

function（ECF）s 因子のグループに属してい

た。一方、本プラスミド上には、新しいタイ

プの insertion sequence (IS)とその残骸が

存在し、IS としての構造を確定することがで

きた。 

 他の C 型（C-Stockholm 株と C-468 株）と

D型菌（D-1873 株）について、プラスミド上

の各遺伝子が保存されているかを調べるた

め、PCR スキャニング解析を行った。C型と D

型菌とも C2 遺伝子を含む下流領域（70kb）

においては、ほとんどの遺伝子が保存されて

いたが、C2 遺伝子の上流領域（35kb）では、

C 型菌のみ保存されていない遺伝子が多かっ

た。そこで、C 型と D 型菌のプラスミドの構

造を比較するため、その上流領域の塩基配列

の決定を行ったところ、C 型と D 型菌とも、

非常にゲノム構造のバリエーションが認め

られた。 

 現在、G 型毒素遺伝子をコードするプラス

ミドの全塩基配列の決定も進めている。本プ

ラスミドのサイズは、PFGE（パルスフィール

ド電気泳動）から、約 140kb である。既知の

毒素遺伝子を基に、インバース PCR により配

列決定を進め、約 100kbの配列が決定できた。

今後、残りのギャップ領域の配列決定を行い、

本プラスミドの種々の特徴を明らかとし、毒

素遺伝子の伝達機構（ファージ変換や接合伝

達を含む）を解明することで、分類学上の混

乱も解消されることが大いに期待される。 
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