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研究成果の概要（和文）：経口的に摂取されたボツリヌス神経毒素は、消化管および血管を経て、最終的に神経細胞へ
と輸送される。この際、毒素は、腸管細胞や血管細胞を透過することになる。一方、ボツリヌス神経毒素は単独では存
在せず、少なくとも1種類の無毒タンパク質”非毒非血球凝集素（NTNHA）”と複合体を形成する。本研究では、D型NTN
HAが、ラット腸管細胞およびウシ血管細胞の層を透過するが、イヌの腎臓やヒトの腸管細胞は透過しないことを明らか
にした。すなわち、NTNHAタンパク質が特定の細胞を透過することが明らかとなった。すなわち、ボツリヌス神経毒素
はNTNHAによって体内を運搬されている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Botulinum toxin (BoNT) complex (TC) traverses the gastrointestinal tract and 
circulation, eventually becoming localized in neuromuscular junctions. During this process, BoNT must 
pass through cells, thus from the intestinal lumen to the cells of the intestinal tract and blood 
vessels. The botulinum TC is formed by association of the BoNT with at least one nontoxic protein, 
nontoxic nonhemagglutinin (NTNHA). In the present work, we examined the binding and transcytosis of 
serotype D NTNHA protein in epithelial and endothelial cells to clarify the role played by the protein in 
toxin delivery. Our studies showed that NTNHA bound to and transcytosed across IEC-6 and BAEC cells. 
While NTNHA also bound to MDCK or Caco-2 cells, but did not traverse across MDCK or Caco-2 cells. Such 
specificity of NTNHA protein transcytosis may explain why only some animals are sensitive to botulinum 
toxin. The sensitivity depends on the toxin serotype in play, and the route of toxin delivery.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 ボツリヌス神経毒素（BoNT）は、ボツリヌ
ス食中毒の原因物質であり、地球上で最も強
い毒性を示す。 
 自然界で、BoNT は単独ではなく、無毒タン
パク質と結合した毒素複合体として存在す
る（図 1）。毒素複合体は、汚染された食物と
一緒に摂取されることで体内に侵入する。
BoNT は、胃や腸などの消化管を通過するが、
無毒タンパク質に保護されているため、消化
液で分解されることなく、毒素としての機能
を保持したまま小腸へ運ばれる（図 1）。 

 2012 年、申請者らは、無毒タンパク質のう
ち非毒非血球凝集素（NTNHA）が、BoNT と共
通の先祖タンパク質から進化したタンパク
質であることを明らかにした（Inui, Sagane 
et al., BBRC, 2012）。NTNHA と BoNT は、溶
液中で分子の一部が柔軟に変形し、互いに
“組み合う”ように結合することで安定な
複合体となる（Sagane et al., BBRC, 2012）。
この BoNT と NTNHA の複合体は酸やプロテア
ーゼによる分解に対して著しく高い耐性を
示す。 
  
２．研究の目的 
 BoNT は、小腸上皮細胞の細胞層を透過する
ことができる（Ito, Sagane et al., FEMS Med. 
Immunol. Microbiol. 2010）。しかし、NTNHA
の細胞への作用については検討されておら
ず、細胞層透過性についても、未解明のまま
であった。申請者らは、BoNT と NTNHA が共通
の先祖から進化した類似タンパク質である
という知見から、NTNHA が小腸上皮細胞層を
透過することを予測した。そして、実際に
NTNHA も単独で小腸上皮細胞層を透過するこ
とを見出した。 
 このことは、NTNHA が BoNT を消化液から保
護するだけでなく、小腸から血管内へと毒素
を輸送する働きを持つことを示している。し
かし、NTNHA タンパク質の細胞層透過のメカ
ニズムについては、不明のままであった。そ
こで、申請者は、NTNHA タンパク質の細胞層
透過のメカニズムを解明することを目的と
し、本研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
(1) ボツリヌス毒素複合体の産生及び精製 

 ボツリヌス D 型菌 4947 株（D-4947）を透
析培養法によって培養し、毒素複合体を含む
培養上澄み液を得た。培養上澄み液中の毒素
タンパク質は 60%飽和硫酸アンモニウムによ
って沈殿させた。さらに毒素タンパク質は各
種カラムクロマトグラフィーによって精製
した。 
 
(2) 組換え NTNHA タンパク質の調製 
 NTNHA タンパク質およびそのドメインを単
位とした各種の部分タンパク質は、発現ベク
ターpET200-D/TOPO（Invitrogen）を用いた
組換えタンパク質発現系によって作製した。
His タグが連結された各種組換えタンパク質
は Ni アフィニティーカラムを用いて精製し
た。 
 
(3)細胞培養 
 NTNHAとBoNTの結合および透過試験に用い
た細胞は、ラット小腸上皮細胞株（IEC-6）、
ヒト結腸ガン細胞株（Caco-2）、イヌ腎臓尿
細管上皮細胞株（MDCK）、およびウシ大動脈
血管内皮細胞（BAEC）である。細胞の培養は、
それぞれ常法にしたがい行った。 
 
(4)細胞への結合試験 
 NTNHAとBoNTの細胞への結合試験は以下の
通り実施した。NTNHA あるいは BoNT を培養細
胞に添加し、一定時間インキュベートした。
細胞に結合したタンパク質は、SDS-PAGE によ
って分離し、NTNHA あるいは BoNT に対する抗
体によってそれぞれのタンパク質を検出し
た。 
 
(5)細胞内への取り込み試験 
 NTNHAおよびBoNTをCy5によって標識した。
標識したそれぞれのタンパク質を培養細胞
に加え、4℃で 10分間インキュベートした後、
37℃で 30 分間インキュベートした。細胞内
に取り込まれたタンパク質は、共焦点顕微鏡
によって観察した。 
 
(6)細胞層に対する透過試験 
 NTNHAとBoNTの細胞層に対する透過試験は
以下の通り実施した。上層と下層が半透膜で
仕切られた培養槽に各種細胞を播種した。細
胞層で仕切られた槽の上部側にNTNHAあるい
は BoNT を加え、37℃で一定時間インキュベ
ートした。その後、下層部に透過したタンパ
ク質を回収し、SDS-PAGE によって分離した後、
ウエスタンブロットによって検出した。 
 
４．研究成果 
（1）NTNHA タンパク質が透過する細胞の種類 
 NTNHA が結合及び透過する細胞種を明らか
にするため、ラット小腸上皮細胞株（IEC-6）、
ヒト結腸ガン細胞株（Caco-2）、イヌ腎臓尿
細管上皮細胞株（MDCK）、およびウシ大動脈
血管内皮細胞（BAEC）を用い、細胞に対する
結合試験、取り込み試験、透過試験を実施し



た。 
 その結果、NTNHA は、すべての細胞に対し
て結合することが示された（図 2）。一方、細
胞内への取り込み試験の結果、NTNHA は、
IEC-6およびBAECの細胞内に侵入しているこ
とが確認された（図 3）。 

 
 さらに、細胞層に対する透過試験の結果、
取り込み試験と同様 IEC-6 および BAEC の細
胞層を透過することが示された（図４）。し
かしながら、MDCKおよびCaco-2に対しては、
取り込みおよび透過のいずれも観察されな
かった。以上の結果から、NTNHA は、透過す
る細胞への特異性があることが明らかとな
った。ボツリヌス毒素は、経口的に摂取され
た後、小腸、血管を経て、循環器内に侵入し、
最終的には神経細胞に達する。本研究の結果
は、NTNHA が動物種特異的に、また、組織特
異的に透過することを示し、毒素の体内輸送
に何らかの役割を果たしていることが示さ
れた。 
 
(2)NTNHA の細胞透過に関わる細胞膜上分子
の特定 
 NTNHA が、細胞に結合・透過する際、細胞
膜上のどの分子を認識しているのかを明ら
かにするため、本実験を実施した。NTNHA の
細胞結合試験において、N-アセチルノイラミ
ン酸を添加したところ、細胞への結合が低下
した。一方、細胞をノイラミニダーゼによっ
て処理しても、細胞への NTNHA の結合量は変
化しなかった。以上の結果から、NTNHA と細
胞の結合には糖鎖に含まれる N-アセチルノ
イラミニン酸が関与しているが、通常のノイ
ラミニダーゼによって除去される末端の N-
アセチルノイラミニン酸以外の部分に結合
している可能性が示された。 
 
(3)NTNHA の細胞内輸送に関わる細胞内分子 

 NTNHA が細胞に取り込まれ、透過する際の
細胞内輸送に関わる分子を明らかにするた
め、細胞内で NTNHA と共局在する分子を共焦
点顕微鏡によって確認した。その結果、NTNHA
分子はアクチンと共存していることが示さ
れた。すなわち、NTNHA はアクチンを介した
細胞内輸送によって細胞を透過している可
能性が示された。 
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