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緒　　　言

　ボツリヌス菌（Clostridium botulinum）は，グラム陽
性・偏性嫌気性の大桿菌であり，食中毒の原因となる致死
性のボツリヌス毒素を産生している．産生する神経毒素タ
ンパク質（neurotoxin；NTX, 150kDa）の血清型から，菌
はＡ～Ｇ型の７型に分類される1)．NTXは胃から腸管を経
由して最終的に神経・筋接合部に到達し，シナプス小胞と
シナプス前膜の融合を阻止して神経伝達物質の放出を阻害
する．この一連の過程によって，ヒトや動物は神経麻痺を
引き起こし，死に至ると考えられている2,3)．
　自然界や培養液中において，NTXは無毒なタンパク質
群と結合して複合体（progenitor toxin）を形成している．
NTXに非毒非血球凝集素（nontoxic nonhemagglutinin；

NTNH, 130kDa）が結合したＭ毒素（12S），さらに血球凝
集素（hemagglutinin；HA）が結合したＬ毒素（16S），Ｌ
毒素の二量体とされる LL毒素（19S）がある4)．Ａ型菌は
３種類の毒素を，Ｂ～Ｄ型菌はＬ毒素とＭ毒素を，Ｅおよ
びＦ型菌はＭ毒素のみを，Ｇ型菌はＬ毒素のみを産生する．
近年，HA成分にはHA１，HA２，HA３（各々，33，17，
70kDa）があり，HA３は内因性のプロテアーゼによってＮ
末端側のHA3a（23kDa）およびＣ末端側のHA3b（53kDa）
に分子内切断されること，HA１およびHA3b は赤血球や小
腸上皮細胞の表面に存在するガラクトースやシアル酸にそ
れぞれ結合することが判明した5)．
　無毒タンパク質群は，胃での酸性条件とペプシン，さら
には小腸でのタンパク分解酵素に強い耐性があり，上記の
ようにHAは小腸上皮細胞への結合能をもつことから，経
口摂取されたNTXは消化されることなく効率的に生体内
に吸収されるようになり，ボツリヌス毒素の複合体構造が
毒性に深く関与していると言える．
　最近，毒素の生体内への吸収機構におけるHAの機能が
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注目され，小腸上皮細胞への結合メカニズムに関する研究
が進んでいる6ﾝ8)．さらにＤ型菌が産生する毒素複合体構造
のサブユニット構造に関する研究も進んでいる9,10）．他方，
ヒトへの毒性が強く，治療薬としても応用されるＡ型菌の
Ｌおよび LL毒素に関しては，その構造が明らかでない部
分が多い．そこで本研究では，Ａ型菌が産生するHA成分
の構造に関して検討することとした．

材料と方法

１. 菌株および培養
　パスツール研究所（France, Paris）のDr. Popoff より
分与されたＡ型62Ant 株を培養した．本菌は，ntnh 遺伝子
ノックアウトにより，NTNHおよび転写領域下流にある
NTXの発現も抑制された無毒変異株である．培地や培養
条件は既報に従い行った11)．
２. カラムクロマトグラフィーによる精製
　培養上清からの粗分画は既報に従い行った11)．粗分画液
を50mM酢酸緩衝液（pH4.2）で平衡化したTOYOPEARL 
SP-650S（東ソー）カラム（1.4×26㎝）に負荷し，同様の
緩衝液で非吸着タンパク質を溶出させた．吸着したタンパ
ク質は，NaCl 濃度が０～0.5Ｍの直線濃度勾配になるよう
に調製した50mM酢酸緩衝液（pH4.2）で溶出させた．
　得られた部分精製毒素液を10mMリン酸緩衝液（pH6.0）
で平衡化した lactose gel（EY Laboratories）を充填したカ
ラム（0.5㎝×６㎝）に負荷し，同様の緩衝液で非吸着タン
パク質を溶出させた．吸着したタンパク質は，0.2M lactose
を含む10mMリン酸緩衝液（pH6.0）で溶出させた．
　次に，遠心濃縮器で濃縮したサンプル溶液を，0.15M 
NaCl を含む50mMリン酸緩衝液（pH6.0）で平衡化したゲ
ル濾過カラム Superdex 200 10/30GL カラム（GEヘルスケ
アジャパン）へ負荷し，同様の緩衝液で溶出させた．SDS-
PAGEおよび native-PAGEで検定後，HA複合体標品とした．
３. 電気泳動および染色強度解析
　SDS-PAGEは，Laemmli12)の方法に従って，2-メルカプ
トエタノール（2-ME）を含む12.5％ポリアクリルアミドゲ
ルを用いて行った．分子量マーカーには 10-250kDa 
Precision Plus ProteinTM All Blue Standards（BIO-RAD）
を用いた．非変性条件下での電気泳動（native-PAGE）は，
SDS および 2-MEを含まない7.5％ポリアクリルアミドゲ
ルを用いた．ゲル上で分離したタンパク質のバンドはクマ
シーブリリアントブルーR-250（CBB）によって染色し，検
出した．CBB染色したバンド強度の測定には，ImageJ 
ver.1.43（http://rsb.info.nih.gov/ij/）を用いた．
４. ゲル濾過クロマトグラフィーによる分子量測定
　HA複合体（10～20㎍）をゲル濾過カラム Superdex 200 

10/300GL にアプライし，0.15M NaCl を含む50mMリン酸
緩衝液（pH6.0）で溶出させて，その溶出液量を測定した．
分子量サイズマーカーには，thyroglobulin（670kDa），
bovine globulin（158kDa），chicken ovalbumin（44kDa），
horse myoglobin（17kDa），vitamin B-12（1.3kDa）を用
い，検量線を作成した．測定は３回以上行い，その平均値
からHA複合体の分子量を計測した．
５. 赤血球凝集活性（HA活性）の測定
　96穴Ｕ底プレートのウェルに10mM PBS（pH7.4）を50
ﾗ入れた後，HA複合体またはＬ毒素溶液を50ﾗ（300㎍/
㎖）添加し，同 PBS で２倍段階希釈した．希釈液の入った
各ウェルに50ﾗの１%ヒト赤血球浮遊液を添加した．室温
で２時間反応させ，HA活性が観察された希釈段階を２n と
し，それをHA titer とした．

結　　　果

　ボツリヌス菌A-62Ant 株の培養上清からタンパク質を
粗精製し，TOYOPEARL SP-650S カラムクロマトグラフ
ィーを用いてHAタンパク質を精製した．その結果，複数
のタンパク質ピークが検出された（図１）．各フラクション
のHA活性を測定した結果，フラクションNo.64～76にか
けて非常に高いHA活性が検出された．このフラクション
帯のクロマトグラムの形状や電気泳動解析から，複数種の
タンパク質がわずかに位置を変えながら溶出されていると
考えられたため，Frac-SP1およびFrac-SP2に分けて回収
した（図１Ａ）．両フラクションの SDS-PAGEのバンドパ
ターンは非常に類似しており，分子量の大きい方から順に，
HA3b，HA１，HA3a，HA２のタンパク質バンドを確認す
ることができた（図１Ｂ）．しかしながら，native-PAGEの
バンドパターンでは，主に３本のタンパク質バンドが見ら
れた（図１Ｃ）．これらのバンドをゲルから切り出し，SDS
および 2-MEによる変性処理後に SDS-PAGEに供した結
果，いずれのバンドからも４種のHAバンドが確認された
（データ未掲載）．このことから，いずれのバンドもHAを
構成成分としたタンパク質複合体であると考えられたた
め，分子量の高い方から順に，L-HAs，M-HAs，S-HAs と
した．
　さらに精製を行うために，Frac-SP1およびFrac-SP2の
両フラクションについて，lactose gel を用いたアフィニテ
ィーカラムクロマトグラフィーを行った．このクロマトグ
ラフィーはHA１が lactose に結合能を有することを利用
した精製法である13)．実験の結果，Frac-SP1からは，主に
M-HAs が含まれる吸着画分Frac-Lac1を得た（図２Ａ）．
一方，非吸着画分には S-HAs が含まれていたため回収し
た．また，Frac-SP2からは，主に L-HAs が含まれる吸着
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図１　HA複合体のイオン交換カラムを用いた精製
Ａ：TOYOPEARL SP-650S イオン交換カラムによる精製のクロマトグラムを示した．カラム平衡化および非吸着タンパク質の洗浄は
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A
0.4

0.3

0.2

0.1

0
0 2 4 6 8 10

A
bs
 (
28
0n
m
)

Fraction number (1 ml)

Frac-Lac1

B
1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
0 2 4 6 8 10 12

A
bs
 (
28
0n
m
)

Fraction number (1 ml)

Frac-Lac2

150

50
37

25

20

15

HA3b

HA1

HA3a

HA2

SDS-PAGE

M.W.
(kDa) Fr

ac
-L
ac
1

非
吸
着
画
分

Fr
ac
-L
ac
1

非
吸
着
画
分

1048

720
480

242

146

L-HAs
M-HAs

S-HAs

Native-PAGE

M.W.
(kDa)

150

50
37

25

20

15

HA3b

HA1

HA3a

HA2

SDS-PAGE

M.W.
(kDa) Fr

ac
-L
ac
2

Fr
ac
-L
ac
2

1048

720
480

242

146

L-HAs

M-HAs

Native-PAGE

M.W.
(kDa)
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カラムに供した．他は上記と同様に行った．
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画分Frac-Lac2を得た（図２Ｂ）．次に，Frac-Lac1および
Frac-Lac2を遠心濃縮チューブで濃縮した後，Superdex 
200 10/300GL カラムを用いたゲル濾過カラムクロマトグ
ラフィーを行った（図３）．その結果，どちらのサンプルも
L-HAs とM-HAs のピークが非常に近接して溶出されたた
め，クロマトグラムの形状や電気泳動解析でマイナータン
パク質を除外するようにして回収し，Frac-G1をM-HAs
標品として，Frac-G2を L-HAs 標品として回収した．
　各種クロマトグラフィーを用いて精製した結果，図４Ａ
およびＢに示すように，SDS-PAGEでは同様のバンドパタ

ーンを示すが， native-PAGEでは異なる分子量を示す３種
のHA複合体標品を得ることができた．S-HAs について
は，少量の低分子量タンパク質とM-HAsが夾雑するが分離
困難なため，これを以降の実験に用いるS-HAs 標品とした．
　各HA複合体の分子量を Superdex 200 10/300GL カラ
ムを用いたゲル濾過カラムクロマトグラフィーによって測
定した結果，L-HAs が500kDa，M-HAs が338kDa，S-HAs
が276kDa と測定された（図４Ｃ，表１）．また，SDS-PAGE
バンドパターンにおいて，サブユニット間の染色強度に違
いが見られたため（図４Ａ），画像解析ソフトを用いて染色

A
0.016

0.012

0.008

0.004

0

0.06

0.04

0.02

0
5 10 15 20 5 10 15 20

A
bs
 (
28
0n
m
)

Elution volume (ml) Elution volume (ml)

Frac-G1 Frac-G2
B

A
bs
 (
28
0n
m
)

図３　HA複合体のゲル濾過カラムを用いた精製
Ａ：lactose アフィニティーカラムによる精製で得たFrac-Lac1画分を Superdex 200 
10/30GL カラムに供した．カラム平衡化および溶出は0.15M NaCl を含む50mMリン酸緩衝
液（pH6.0）で行った．Ｂ：Frac-Lac2画分を上記と同様にゲル濾過カラムに供し溶出させた．

670 158 44 17

A

150

50
37

25

20

15

HA3b

HA1

HA3a

HA2

SDS-PAGE

11.13 ml(500kDa)

11.43 ml(338 kDa)

11.88 ml(276 kDa)

Size marker(kDa)

M.W.
(kDa)

L-
HA
s

M
-H
As

S-H
As

L-
HA
s

M
-H
As

S-H
As

B C

1048

720

480

242

146

L-HAs

M-HAs
S-HAs

L-HAs

M-HAs

S-HAs

Native-PAGE

M.W.
(kDa)

図４　HA複合体の分子構成と分子量測定
Ａ，Ｂ：精製したHA複合体の電気泳動パターンを示した．SDS-PAGEは2-MEを含む12.5%ポリアクリルアミドゲル，native-PAGE
は変性剤を含まない7.5%ポリアクリルアミドゲルを用いた．Ｃ：Superdex 200 10/300GL カラムを用いたゲル濾過カラムクロマトグ
ラフィーの溶出プロファイルを示した．
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強度を数値化した．各複合体中のHA3b バンドの染色強度
を基準に比率を検証した結果，複合体の分子量が大きくな
るに従って，HA１およびHA２のバンドの染色強度が強く
なっており，おおよその比率は S-HAs：M-HAs：L-HAs
＝１：２：３であった（表１）．HA活性は，複合体の分子
量とともに上昇し，L-HAsが２10という最も高い活性を示し，
Ａ型野生株が産生するＬ毒素と同等のHA活性であった．

考　　　察

　ボツリヌス毒素複合体を構成するサブユニットタンパク
質の遺伝子群はゲノム上で隣接して存在し14ﾝ18)，各々発現
したサブユニットが順次結合して毒素複合体を形成すると
考えられている．ボツリヌスＡ型毒素の場合，３種の毒素
複合体（Ｍ毒素，Ｌ毒素，LL 毒素）が知られているが，そ
の形成機構については不明である．今回の実験で，３種の
HAタンパク質で構成される新規の複合体を見出した．す
なわち，HAのみでも複合体を形成できるということであ
り，NTXと NTNHで構成されたＭ毒素にHA複合体が結
合して L毒素になる形成機構が推察される．近年，Ｍ毒素
/HA３複合体やHA１/HA２複合体がＤ型毒素研究におい
て報告されており9,10,19,20)，毒素複合体の形成機構における
HAの結合機序には数パターン存在し得る可能性も考えら
れる．
　今回の実験で，サブユニットの種類は同じだが，分子量

が異なる３種類のHA複合体を見出した．Nakamura らは
Ｃ型HA３が三量体を形成することを報告している21)．ま
た，Hasegawa らは２分子のHA１と１分子のHA２が結合
したＤ型HA１/HA２複合体をＸ線結晶構造解析で報告す
るとともに，電子顕微鏡解析および種々の毒素複合体の構
造特性を比較することでヘテロ14量体のＬ毒素構造モデル
を提唱している10)．これら既報と今回の実験結果に基づい
て，本研究で見出した３種のＡ型HA複合体のサブユニッ
ト構造を図５のように推定した．すなわち，３分子で構成
されたHA３複合体をベースに，２分子のHA１と１分子の
HA２で構成されるHA１/HA２複合体が１セット結合する
ことで S-HAs（HA１：HA２：HA３＝２：１：３）が形成
され，さらにHA１/HA２複合体が結合してM-HAs（HA１：
HA２：HA３＝４：２：３）となり，最終的に３セットの
HA１/HA２複合体が結合した12量体の L-HAs（HA１：
HA２：HA３＝６：３：３）が形成されると考えられる．
Ａ型HAと高い配列相同性をもつＢ型HAについて，
Arimitsu らは HA２が複合体の分子内部に内包されている
と考察している22)．またＤ型HAの研究では，HA１とHA３
は結合できず20)，HA１とHA２が結合し10,20)，HA２を介し
て３種のHAが結合していると推察されている9)．図５は，
これらの報告も反映したモデルであるが，Ａ型毒素構造の
相互作用部位に関する検証は今後の課題である．
　HA１は細胞表面の糖鎖を認識し，HA活性にも関与す
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表１　HA複合体の分子量，HA活性およびサブユニット開の SDS-PAGE染色強度比

分子量
HA力価

数値化した染色強度＊3 HA3b を基準とした染色強度比

detd＊1(kDa) cald＊2(Da) HA3b HA1 HA3a HA2 HA1/HA3b HA3a/HA3b HA2/HA3b

L-HAs 500 468093 210 2859.4 4448.5 1442.9 1182.5 1.56 0.50 0.41

M-HAs 340 383313 28 2262.3 2650.1 1093.6  763.9 1.17 0.48 0.34

S-HAs 280 298533 26 8452.5 4437.1 4516.1 1422.2 0.52 0.53 0.17
＊１ゲル濾過法で計測した分子量．
＊２遺伝子配列から推定したアミノ酸配列を基に各HAの分子量を算出し，図５に示した分子数に基づいて各複合体の分子量を計算した．
＊３SDS-PAGE後，各タンパク質バンドの染色強度を画像解析ソフト Image J を用いて数値化した値．

HA1
HA2
HA3

S-HAs
(HA1 : HA2 : HA3=2 : 1 : 3)

M-HAs
(HA1 : HA2 : HA3=4 : 2 : 3)

L-HAs
(HA1 : HA2 : HA3=6 : 3 : 3)

図５　HA複合体のサブユニット構造模式図
表１に示したサブユニット比からHA複合体をモデル化した．サブユニットの向きなどは，
Hasegawa10)ら，Arimitsu ら22)，Nakamura ら21)の報告を参考とした．
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る23ﾝ25)．これを支持するように，今回のHA複合体もHA１
の分子数が増加するに従ってHA活性が高くなっていた
（表１）．また，精製過程で S-HAs が lactose カラムに結合
できなかった現象も，複合体中のHA１が少ないことで結
合力が低かったことが要因の一つであったと考えられる．
また，A-62A株（野生株）の培養液中に，従前のＬ毒素や
LL毒素と同じ SDS-PAGEバンドパターンを示すが，分子
量が異なる複合体を認めており（データ未掲載），今回の解
析で見出したようなHAのサブユニット比が異なる新規
のＡ型毒素複合体が存在していると思われる．HA１や
HA3b はアジュバントとして働きNTX抗体が産生されや
すいという結果がＢ型毒素研究で報告されている26)．Ａ型
およびＢ型の毒素複合体は既に製剤として利用されてお
り，今回の結果をもとにＡ型だけでなくＢ型の毒素複合体
についても詳細に解析していく必要があると思われる．
　ＡおよびＢ型NTXのＸ線結晶構造が解析されて以
降27,28)，Protein Data Bank には活性ドメインを中心に90以
上ものNTX構造データが登録されている．一方，無毒タ
ンパク質群については，数例のHA立体構造があるのみで
ある10,21,23,29)．このように，毒性本体であるNTXを中心に
毒素の構造が研究されているが，毒素の構造と機能の関係
を理解するには複合体レベルでの研究が必要不可欠であ
る．現在，Ａ型毒素は製剤化され眼瞼痙攣や斜頸などの治
療や美容整形に用いられている30)．その応用範囲は今なお
広がっているが，毒素構造に関しては不明な点が非常に多
い．本研究で構造に関する知見が多数得られたことは，よ
り安全な医療にも繋がると期待できる．

結　　　論

　ボツリヌスＡ型菌が産生するHAは，NTXや NTNHが
存在しなくても複合体を形成すること，およびHA３に
HA１やHA２が結合して最大12量体のHA複合体となる形
成機構が示唆された．
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