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研究成果の概要（和文）：ボツリヌス菌（Clostridium botulinum）が産生するボツリヌス毒素は、神経毒素タンパク
質に4種の無毒タンパク質群が結合した巨大な複合体構造を形成している。無毒タンパク質のうち、血球凝集素（hemag
glutinin; HA）は腸管細胞への吸着や透過に重要とされている。また、HAは3種のサブコンポーネントで構成されてい
る。本研究では、HAサブコンポーネント間の相互作用部位やHA構造について研究した。

研究成果の概要（英文）：The large toxin complex (L-TC) produced by Clostridium botulinum is formed from 
neurotoxin and four non-toxic proteins. In particular, HA components appear to play a role in the 
transport of the TC across the intestinal epithelium. In this study, the binding regions between HA 
subcomponents were examined.

研究分野： 細菌学、生物化学
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１．研究開始当初の背景 
 ボツリヌス菌（Clostridium botulinum）は，
食中毒の原因ともなる致死性のボツリヌス
毒素を産生し，その神経毒素タンパク質
（Botulinum neurotoxin; BoNT， 150 kDa）の
血清型から，A～G 型の 7 型に分類される。
経口摂取された BoNT は消化管を経由して最
終的に神経・筋接合部に到達し，シナプス小
胞の融合を遮断して神経伝達物質の放出を
阻害する。この一連の過程がヒトや動物に神
経麻痺を引き起こし，死に至ると考えられて
いる。 
 自然界や培養液中で BoNT は無毒なタンパ
ク質群と結合し巨大な毒素複合体（M，L，
LL）を形成している。BoNT に非毒非血球凝
集素（Nontoxic nonhemagglutinin; NTNH， 130 
kDa）が結合して M 毒素となり，さらに血球
凝集素（Hemagglutinin; HA）が結合して L 毒
素や LL 毒素（L 毒素の 2 量体）が形成され
る。また，HA は HA-33，HA-17，HA-70（各々，
33，17，70 kDa）という 3 種のサブユニット
から構成されている 1)。 
 近年，ボツリヌス毒素の吸収機構が争点に
なっている 2-5)。細胞への結合や透過性には
HA が強く関与していることが示唆されてお
り，筆者は共同研究者らと共に毒素の構造や
腸管細胞への結合性・透過性に関する研究を
行い，薬物送達システムに応用しようという
研究を進めている 6-8)。安全かつ効果的な創薬
を行うためには，HA の構造と機能の解明が
必須である。しかし，L 毒素は非常に巨大か
つ複雑な構造ゆえ結晶構造解析が困難であ
り，HA 複合体構造も同様に未解明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，HA の複合体構造と機能を解
析し，L 毒素の立体構造の大部分を明らかに
することを目指す。ボツリヌス毒素の構造と
機能を理解する上で重要な知見を得ること
で，医療等への毒素の応用につながることが
期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 毒素複合体および HA の精製 
 従前の方法に従い，ボツリヌス D 型菌 4947
株を培養し，培養液から L 毒素の精製および
HA の単離精製を行った 9-12)。 
(2) Far-western blotting 
 単離した HA-70 および Staphylococcus 
aureus V8 プロテアーゼをタンパク質比で
100:1 になるように混合し，インキュベート
した（37℃，10 分間）。未処理の HA-70 およ
びプロテアーゼ処理したHA-70をSDS-PAGE
し，PVDF 膜にエレクトロブロッティングし
た。PVDF 膜をスキムミルク溶液（10 mM 
sodium phosphate buffer， pH 7.4， 0.15 M NaCl， 
10%skim milk and 0.05% Tween-20）でブロッ
キングした（室温，4 時間）。その後，プロー
ブとして HA-33/HA-17 を添加してインキュ
ベートした（室温，一晩）。PVDF 膜をブロッ

キング溶液で洗浄した後，0.5%ホルマリン
PBS に浸けてインキュベートし（室温，30 分
間），2%グリシン PBS でホルマリンを除去す
るための洗浄を行った（室温），10 分間）。
PVDF 膜をブロッキング溶液でリンスした後，
HA-33/HA-17 抗体と反応させた（室温，1 時
間）。PBS で洗浄した後，二次抗体としてウ
サギ IgG-HRP 抗体を反応させ（室温，1 時間），
POD Immunostain Set（Wako）で検出を行った。 
 
(3) N 末端アミノ酸配列解析 
 SDS-PAGE 後の PVDF 膜への転写は既報の
方法に従って行った 13)。タンパク質の N 末端
アミノ酸配列はプロテインシーケンサー
(model 492HT; Applied Biosystems， Foster City， 
CA， USA)で分析した。 
 
(4) ホモロジーモデリングおよびドッキング
シミュレーション 
 D-4947 HA-70 の構造モデルは Discovery 
Studio v3.1 (Accelrys Software Inc.， San Diego， 
CA)でホモロジーモデリングした。鋳型構造
にはC型HA-70（PDB ID: 4EN6）を使用した。
構 造 の エ ネ ル ギ ー 最 小 化 後 に
Swiss-PdbViewer ver. 3.9b2 (available at 
http://swissmodel.expasy.org/spdbv/) で の
Ramachandran plotでモデル構造の妥当性を検
証した。 
 HA-70/HA-33/HA-17 複合体構造モデルは，
ZDOCK を用いたドッキングシミュレーショ
ンによって予測した 14)。HA-33/HA-17 構造は
X 線結晶構造データを用いた（PDB ID: 
2E4M）。シミュレーションの前処理として，
HA-70 の C 末端領域（Glu367〜Ser623）が
HA-17との相互作用領域となるようマスキン
グ処理を行った。予測された複合体構造は，
ZDOCK のスコアリングおよび Far-western 
blot の結果から候補構造を選出した。立体構
造 は Discovery Studio Visualizer (Accelrys 
Software Inc.)を用いて可視化した。 
 
４．研究成果 
(1) PVDF 膜 上 の HA-70 に 対 す る
HA-33/HA-17 の結合試験 
 D-4947 の培養上清から精製した L 毒素は，
BoNT，NTNHA，HA-70，HA-33，HA-17 の 5
つのサブユニットから構成されており（図
1A），SDS-PAGE することでそれぞれ 150 kDa，
130 kDa，70 kDa，33 kDa，17 kDa のバンドと
して観察される（図 1B，レーン 1）。
HA-33/HA-17 抗体を用いた Western blot を行
うと，抗体は PVDF 膜上の HA-33 および
HA-17と特異的に反応する（図 1B，レーン 2）。
次に，HA-33/HA-17 をプローブタンパク質と
した Far western blot を行った。その結果，
HA-33 および HA-17 のバンド以外に，HA-70
のバンドも検出された（図 1B，レーン 3）。
一方で，BoNT や NTNHA は検出されていな
い。これらのことから，HA-33/HA-17 を用い
た Far-western blot は，PVDF 膜上の HA-70 に



HA-33/HA-17 が結合し，それに HA-33/HA-17
抗体が特異的に反応していると考えられる。
Mutoh らは，HA-70 と HA-33 の間に結合は認
められないことを報告している 10)。したがっ
て，HA-70 は HA-17 と結合していると考えら
れる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．L 毒素のサブユニット構造モデル（A）と
HA-33/HA-17 をプローブとした Far western blot の結果
（B） 
 
 
 (2) V8 プロテアーゼ処理した HA-70 断片に
対する HA-33/HA-17 の結合試験 
 HA-70とHA-17の相互作用部位を同定する
ために，HA-70 消化断片と HA-33/HA-17 の相
互作用を Far-western blot によって解析した。
L 毒素から単離した HA-70 を V8 プロテアー
ゼ処理し，SDS-PAGE を行い PVDF 膜へ転写
した。PVDF 膜を CBB 染色すると HA-70 断
片である 17 バンド観察された（図 2A，レー
ン 2）。これを HA-33/HA-17 抗体を用いた通
常の Western blot 解析を行った場合，バンド
は検出されなかった（図 2A，レーン 1）。し
かし，HA-33/HA-17 プローブタンパク質で処
理 し HA-33/HA-17 抗 体 で 検 出 す る
Far-western blot 解析を行った結果，10 バンド
が検出された（図 2A，レーン 3）。これら 10
バンドを含む 17 バンドの N 末端アミノ酸配
列分析を行った。N 末端アミノ酸配列，各バ
ンドの分子量および V8 プロテアーゼの切断
部位特異性（Glu のカルボニル側）から，17
バンドは図 2B の模式図に示すような断片で
あると推定された。図に示したように，HA-70

の C 末端側のおよそ半分の領域には
HA-33/HA-17 が結合しなかった。この結果は，
Kouguchi らが C-6814 株培養液中に HA-70 の
35〜38 kDa C 末端領域断片に HA-33 および
HA-17が結合した複合体の存在を報告したこ
とと一致する 12)。C-6814 および D-4947 の
HA-70 は 99%で配列が一致しており，D 型
HA-70のC末端領域もL毒素形成に重要であ
るといえる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．HA-70 の V8 プロテアーゼ消化断片に対する
HA-33/HA-17 をプローブとした Far western blot の結果
（A）と HA-70 全長に対する HA-70 断片の位置および分
子量を示した模式図（B） 
 
 
(3) HA-70 および HA-33/HA-17 のドッキング
シミュレーション 
 D 型 HA-70 の構造を，立体構造が既知の C
型 HA-70 を鋳型としてホモロジーモデリン
グ法によって予測した。Ramachandran plot に
よる検証では，モデリングした D 型 HA-70
構造の favored region は 88.3%，additionally 
allowed region は 8.1%となり，構造の妥当性
が示された。 
 HA-70およびHA-17の結合部位を予測する
ために ZDOCK プログラムを用いたドッキン
グシミュレーションを行った 14)。Far-western 
blot 解析の結果および Mutoh らの報告した



HA-17がHA-70と結合しているという報告 10)

に基づいて，HA-70 の C 末端領域（Glu367〜
Ser623）および HA-17 の全領域を結合可能な
領域として複合体構造予測計算を行った。図
3 に示したように，HA-17 の Phe7， Lys46， 
Ser51， Ser52， Asn65， Ser82，Asn83 と HA-70
の Gln420， Asn421， Glu464，Thr539， Phe544， 
Thr569， Glu570，Thr575 と相互作用してい
ると予測された。近年，Lee らは A 型毒素の
結晶構造解析において HA-17 と HA-70 の C
末端領域における相互作用を報告しており，
今回の結果と一致するものである 13)。しかし，
その報告における相互作用に関わる残基は，
HA-17 の Ile18， Arg54， Lys91， Ile92，Ala93， 
Val94， Thr96， Glu119， Ser137， Met140，
Lys142 および HA-70 の Asn546， Phe547， 
Asn549， Lys550， Arg570， Glu573，Ile575， 
Asp576，  Gly601 であり，今回の D 型
HA-70/HA-17 における相互作用部位の特徴
とは異なる。この相違は，D 型 HA と A 型
HA の構造の違いによるもの，もしくは，予
測の間違いによる可能性も考えられる。今後，
変異体を用いた実験などによって検証して
いく必要があると思われるが，今回の結果は
ボツリヌス毒素の三次元立体構造を理解す
る上で重要な知見になり得るものと思われ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．HA-70/HA-17 のドッキングシミュレーション結果

および結合に関与すると推定されるアミノ酸残基 
（L 毒素の全体像は Hasegawa ら 8）の電子顕微鏡解析像

を参考にしている） 
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