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研究成果の概要（和文）：高親和性受容体タンパクであるシナプトタグミンⅡ(StgII)を PC12
細胞にトランスフェクションし BoNT/B に感受性のある PC12 細胞を確立した。StgII 発現
PC12 細胞は BoNT/B 処理により基質である VAMP2 を切断した。また StgII 発現 PC12 細胞に
ガングリオシドを添加するとBoNT/Bの作用が増強された。ガングリオシドを添加したPC12
細胞は BoNT/B 処理により VAMP2 が切断され、StgI 欠損 PC12 細胞に StgII 遺伝子を発現す
ると、VAMP2 が切断された。StgI はガングリオシド存在下、StgII は単独で BoNT/B の受容
体として機能することが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：We generated StgII expressed PC12 cells 
transiently and applied to understand more precisely how 
BoNT/B recognizes the receptor and enters neurons. The 
functional entry of BoNT/B was determined by monitoring VAMP2 
amount in the cells. We examined the role of ganglioside, 
StgII-expressing cells were treated with ganglioside 
exogenously. The sensitivity of the cells was higher than of 
non-treated cells. These results support the notion that StgII 
and ganglioside cooperate to play a role in BoNT/B receptor. 
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ボツリヌス毒素の作用発現には、これま１．研究開始当初の背景 



で型特異性を決定する受容体タンパク質と
特定のガングリオシドの複合体と毒素の結
合が必要であると考えられてきた。最近、
毒素受容体の検索と機能解析が次々に行わ
れ、B 型神経毒素(BoNT/B)はシナプトタグ
ミン(Stg)IまたはStgIIのシナプス小胞内
腔に突出した N末端領域とガングリオシド
GT1b または GD1a の複合体であること、
BoNT/AはSV2(synaptic vesicle protein 2) 
のシナプス小胞内腔に突出した領域である
こと、BoNT/G は StgI または StgII 単独と
結合が可能であることが報告されている。
また BoNT/C はガングリオシド GT1b または
GD1a、BoNT/D の受容体は燐脂質フォスファ
チジルエタノールアミンであることも明ら
かになっている。申請者は BoNT/B の HC領
域の点変異体を用いて受容体結合部位を調
べ、ガングリオシド GT1b との結合に関与す
るアミノ酸残基は 1261 残基のトリプトフ
ァンを中心とした広範囲にわたり、StgII/
ガングリオシド GT1b 複合体を認識するア
ミノ酸残基は、これよりも限局した部位で
あることを見出した。また受容体結合部位
のうち、StgII/ガングリオシド GT1b 複合体
を認識するアミノ酸残基のみが BoNT/B の
毒性発現に深く関わっている知見を得てい
る。ガングリオシドは神経細胞表面に広く
存在し、受容体タンパク質と同様に毒素受
容体として必須な成分であると考えられて
いる。これまでの報告からガングリオシド
(GM2/GD2)合成酵素欠損マウスは BoNT/A, 
BoNT/B, 破傷風毒素に高い耐性を示し、共
結晶構造解析により BoNT/A, BoNT/B, 破傷
風毒素とガングリオシド結合部位の存在が
予想されている。また StgII N 末端領域と
BoNT/B の共結晶構造解析が行われ、BoNT/B
のガングリオシドと StgII の結合部位は一
致しないことが明らかになっている。しか
し、BoNT/A, BoNT/G は受容体タンパク質単
独でも毒素に結合するが、ガングリオシド
存在下で結合が増強される傾向があること、
BoNT/C や BoNT/D の受容体はタンパク質以
外のガングリオシドや燐脂質であることが
明らかになり、BoNT は型により異なる細胞
膜構成成分を認識し、多様な作用機構を有
することがわかってきた。  
BoNT の毒性発現機構を調べるために使

用できる株化細胞はなく、通常神経の初代
培養細胞が用いられる。BoNT に感受性のあ
る株化神経細胞を確立することは、受容体
成分と BoNT との毒性発現機構の解析には
不可欠であるため、BoNT/B の高親和性受容
体タンパクである StgII 発現神経細胞の作
製を試みた。PC12 細胞は 15 種類の Stg ア
イソフォームのうち、StgI、StgIX と StgIV
が発現し、NGF に応答して神経様に分化す
るため、伝達物質の開口放出の機構解明に

利用されているが、BoNT/B には感受性はな
い。 
２．研究の目的 

本研究では、BoNT/B に感受性のある PC12
細胞を確立し、毒素の細胞内侵入・移行、
毒性発現機構における受容体タンパク質
StgIおよびStgIIとガングリオシドの果た
す機能的な役割を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
(1) BoNT/B 感受性 StgII 発現 PC12 細胞の
作製 
 StgII 遺 伝 子 全 長 (aa:442) を
pENTR/D-TOPO(invitrogen)にクローニング
後、LR 反応により Gateway ディスティネー
ションベクター(pcDNA 3.2/V5-DEST)に移
入し(StgII/pcDNA3.2/V5-DEST)を作製した。
PC12細胞へのDNAのトランスフェクション
には Lipofectamine 2000(invitrogen)を用
いた。12 穴プレートに PC12 細胞(2 x 
105/ml/well)をまいた翌日、Opti-MEM で希
釈 し た DNA(1.6 g) と 4 l の
Lipofectamine 2000 を混合し、室温で 20
分間静値後、PC12 細胞に複合体を添加し、
4時間後、培地交換を行い、18-24 時間後に
アッセイを行った。PC12 細胞の StgII 発現
は immunoblot と免疫染色により行った。
StgI 欠損 PC12 細胞(StgI-PC12：北里大学 
高橋正身教授より分与) についても同様の
処理を行い StgII 発現 StgI-PC12 を得た。 
(2) StgII 発現 PC12 細胞に対する BoNT/B
及びガングリオシドの作用 
 StgII 発現 PC12 細胞および StgI-PC12 細
胞を PBS で 2 回洗った後、High K+ solution 
(50 mM KCl, 80 mM NaCl, 1.2 mM KH2PO4, 2.5 
mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 10 mM glucose, 
pH7.4)に交換し、各濃度の BoNT/B を室温で
15 分間反応させた。反応後、BoNT/B を取り
除き、Complete medium (RPMI-1640, 5% FCS, 
5% HS, 50 U/ml penicillin and 100 g/ml 
streptomycin)に交換し、37℃18 時間後、
細胞内基質である VAMP2 切断の程度を
immunoblot で解析した。 
 ガ ン グ リ オ シ ド と の 反 応 に は
Gangliosode Mixture (Calviochem)を用い、
BoNT/B と反応させる前日、Serum free 
medium (RPMI-1640, 50 U/ml penicillin 
and 100 g/ml streptomycin) で 25 
gNeuAc/ml となるように希釈し、PC12 細
胞に添加し、37℃一晩処理した。 
 
４．研究成果 
(1) PC12 細胞および StgI-PC12 細胞での
StgII の発現 
StgII を移入した pcDNA 3.2/V5-DEST を

トランスフェクションした PC12 細胞およ
び StgI-PC12 細 胞 を 集 め て 、 lysis 



buffer(PBS-0.5% Triton X-100, 0.05% SDS, 
Protease inhibitor)に懸濁し、SDS-PAGE
後 StgI認識mAbおよびStgII認識pAbを用
いて Immunoblotting を行った。陽性コント
ロールとして Rat P2 分画を用い、StgII 遺
伝子をトランスフェクションしない PC12
細胞および StgI-PC12 細胞についても同様
に調べた。また StgII 発現 PC12 細胞および
StgI-PC12 細胞を 4%パラフォルムアルデヒ
ド で 固 定 し 、 0.2% Triton-X100 で
permeabilization し、StgII 認識 pAb を用
いて免疫染色を行った。Immunoblotting に
より Rat P2 分画は StgI と StgII 両方が発
現し、PC12 細胞は StgI のみ、StgI-PC12 細
胞はStgIとStgIIともに発現していないこ
とを確認した。PC12 細胞および StgI-PC12
細胞はLipofectamine 2000を用いた遺伝子
導入方法により、StgII 全長が発現し、そ
の分子量は陽性コントロールと同じ約 65 
kDa であった（図 1A）。 
StgII 認識 pAb を用いて免疫染色を行っ

た。StgI-PC12 細胞に比べて PC12 細胞は
StgII 発現効率は低いが、PC12 細胞および
StgI-PC12 細胞はともに StgII の特異蛍光
が観察された（図 1B）。 

 
 

 
 
(2) StgII 発現 PC12 細胞および StgI-PC12
細胞の BoNT/B に対する効果 

各濃度に希釈した BoNT/B およびガング
リオシドを添加した後、BoNT/B を StgII 発
現PC12細胞およびStgI-PC12細胞に作用さ
せ、VAMP2 の切断の程度を比較した。BoNT/B

未処理の VAMP2 の density を 100%とし、
b-actin を内部標準とした。StgI-PC12 細胞
に StgII を発現した場合、BoNT/B による
VAMP2 の切断の程度はガングリオシド添加、
未添加でも差はほとんどなかったことから、
StgII 単独でも受容体になり得ることがわ
かった（図 2A）。しかし、StgI のみが発現
している PC12 細胞（野生型）は高濃度で
BoNT/B 処理した場合、VAMP2 の切断がみら
れ、ガングリオシド添加後 BoNT/B 処理する
と VAMP2 の切断の程度が高くなったことか
ら、StgI 単独では受容体にはなり得ないが、
ガングリオシド存在下では BoNT/B の受容
体になると考えられた。また、StgII 発現
PC12 細胞を BoNT/B 処理した場合、ガング
リオシドを添加した方が VAMP2 の切断の程
度が高いことから、BoNT/B の受容体構成要
素として StgI、StgII およびガングリオシ
ドが存在する場合、最も感度が高いことが
明らかになった（図 2B）。 
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