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緒 言

　ボツリヌス神経毒素（ 7S 毒素，約150kDa のタンパク
質）はボツリヌス食中毒を引き起こす．本毒素はメタロエ
ンドペプチダーゼであり，神経細胞に取り込まれた場合シ
ナプス小胞とシナプス前膜の融合に関わるタンパク質群で
ある SNAREs (soluble Nﾝethylmaleimideﾝsensitive factor 
attachment protein receptors）を特異的に切断することに
より神経伝達物質の放出を抑制する1)．個体（ヒトあるい
は動物）においては，末梢運動神経の弛緩性麻痺を引き起
こし呼吸困難による致死をもたらす．本毒素は血清型によ

ってＡ～Ｇ型の７種類があるが，ヒトに中毒を起こすのは
主に，Ａ，Ｂ，Ｅ，Ｆ型である2)．本食中毒発症には，神
経毒素が消化管から吸収され，血中に移行し末梢神経に到
達することが必要である．このような巨大分子である神経
毒素が体内に侵入する際の最初の重要な関門は消化管上皮
細胞のバリアであるが，本毒素がどのように消化管上皮バ
リアを通過するのかは不明である．
　一方で神経毒素は常に無毒性のタンパク質群（無毒成分）
と結合した毒素複合体（progenitor toxin，12S，16S ある
いは19S 毒素）としてボツリヌス菌により産生される3)．
12S 毒素は神経毒素に無毒性かつ赤血球凝集活性のないタ
ンパク質である nontoxic nonﾝHA（NTNH）が結合してお
り，16S 毒素は12S 毒素に無毒性で赤血球凝集活性をもつ 
hemagglutinin component（HA）が結合している．19S 毒
素は16S 毒素が２分子結合したものである2)．Ａ型は12S，
16S，19S 毒素を，Ｂ，Ｃ，Ｄ型は12S と16S 毒素を，Ｅ，
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Ｆ型は12S 毒素のみ，Ｇ型は16S 毒素のみを産生する．神
経毒素複合体は神経毒素単独に比べて経口毒性が飛躍的に
高いことが知られている．その原因として以前に無毒成分
には神経毒素を消化液から保護する作用があり，そのため
に複合体毒素は経口毒性が強いことが示された3)．我々は
これに加えて無毒成分が腸管上皮細胞に積極的に作用を及
ぼしている可能性について検討することにした．

材料と方法

１. ボツリヌスＢ型各種毒素の精製
　Ｂ型 16S 毒素，12S 毒素，神経毒素は，既報 4)に従
い， C｡ botulinum type B strain lamanna より精製した．
２. 毒素の細胞結合活性の測定
　ヒト大腸がん由来細胞Ｔ84（米国ハーバード大学，W｡ I ｡ 
Lencer 先生より供与）を96 well plate に播き，８～10日後
に実験に使用した．細胞を氷冷 HBSSﾝHEPES（pH 6.0）
で洗浄し，２％ BSA 含有 HBSSﾝHEPES（pH 6.0）でブ
ロッキングを行った（４℃，1時間）．その後，各種の毒素
を添加し，４℃，1時間静置した．その後氷冷 HBSSﾝHEPES
（pH 6.0）で洗浄し，一次抗体としてウサギ抗神経毒素ポ
リクローナル抗体と４℃，1時間反応させ，氷冷 HBSSﾝ
HEPES（pH 6.0）で洗浄し，二次抗体として HRP ラベル
抗ウサギ IgG 抗体（Jackson Immuno Research）と４℃，
1時間反応させた．氷冷 HBSSﾝHEPES（pH 6.0）で洗浄
し，ABTS 溶液（Roche）と37℃，20分反応させた後，

405ﾌの吸光度を測定した．図の縦軸は毒素処理をしていな
い細胞を同様に処理して得られた吸光度を blank として差
し引いた値である．糖の結合阻害活性は毒素と各種の糖（０
ﾝ100ﾋ）を混合し，４℃，40分インキュベートし，その後
結合活性を測定した．
　biotin ラベルしたＢ型16S 毒素（BiotinﾝB16S）の細胞へ
の結合は，HRPﾝstreptavidin（Jackson Immuno Research）
と反応させて測定した．
３. 細胞の neuraminidase 処理
　Ｔ 84細胞の培地を除去し，４％（ｗ/ｖ) parafor-
maldehyde (in HBSSﾝHEPES pH 6.0）にて室温20分処理
し，固定した．その後１M glycine (in HBSSﾝHEPES pH 
6.0）で室温１時間処理し，洗浄後，0.1Ｕ/㎖ neuraminidase 
(in 0.2M sodium acetate buffer pH 5.0，Nakarai）で 37
℃，16時間処理した．細胞を洗浄後，各種毒素の結合実験
に用いた．
４. コンフォーカル顕微鏡観察
　Transwell（Corning）で培養したＴ84細胞を用いた．細
胞を氷冷 HBSSﾝHEPES (pH 6.0）で洗浄後，Alexa 488で
ラベルしたＢ型神経毒素，12S 毒素，および16S 毒素各５ﾑ 
を上皮細胞の apical から添加し，４℃，１時間静置した．
その後細胞を洗浄し，４％（ｗ/ｖ) paraformaldehyde (in 
HBSSﾝHEPES pH 6.0）で室温20分固定した．細胞の観察
は，コンフォーカル顕微鏡（CSU 21横河，IX 71オリンパ
ス）で行った．

結 果

　ヒト大腸がん由来細胞株であるＴ84細胞を用い，Ｂ型各
種毒素の結合を定量的に解析した（図１）．その結果，12S 
毒素と神経毒素はほとんど結合活性を示さなかったが，
16S 毒素は用量依存的に結合活性の増加を示した．16S 毒
素の結合親和性は，12S 毒素と神経毒素に比べ，約103～104

倍高いことが示された．
　図１で観察されたＢ型各種毒素のＴ84細胞への結合の状
態を免疫細胞染色にて可視化した（図２）．B 7S 毒素（神
経毒素）（５×10-9M），および B12S 毒素（５×10-9M）の
結合はほとんど観察されなかったが，B16S 毒素（５×
10-9M）は細胞表面に点状に結合していることが観察され
た．
　次に BiotinﾝB16S（１×10-9M）を用い，B16S 毒素およ
びＢ型毒素の HA コンポーネント（BHA）の競合阻害効果
について検討した（図３）．約1,000倍高いモル濃度の16S 
毒素により，BiotinﾝB16S の結合は10％程度まで阻害され
た．また約 600倍高いモル濃度の HA によっても 
BiotinﾝB16S の結合は20％程度まで阻害された．一方，陰
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図１　Ｂ型16S，12S および 7S 毒素のＴ84細胞への結合活性
Ｔ84細胞に各種毒素を添加して４℃１時間インキュベートし
た．その後，抗Ｂ型神経毒素抗体，HRP ラベルウサギ抗 IgG 抗
体で反応させ，吸光度を405ﾌで測定した．実験結果は blank 値
を差し引いた405ﾌの吸光度（材料と方法の項参照）を神経毒素
の結合量として示した．（means±SD，n＝３)
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性コントロールの IgY を1,000倍高いモル濃度添加した場
合はほとんど阻害しなかった．以上の結果より B16S 毒素
（１×10-9M）の結合は特異的結合であり，その結合活性は 
HA が担っていることが明らかとなった．
　次に B16S 毒素のＴ84細胞への結合様式について検討し
た．16S 毒素中の HA は糖鎖を認識することが知られてい
る．そこで各種の単糖および二糖で B16S 毒素を前処理し

た後，Ｔ84細胞に添加し，各種糖の結合阻害効果について
解析した（図４）．その結果，galactose，lactose，Nﾝ
acetylﾝgalactosamine，Nﾝacetylﾝlactosamine で，濃度依存

　 ボツリヌス16S 毒素のヒト腸管上皮細胞への結合：金　英姫 　
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図２　Ｂ型16S（パネルａ），12S（パネルｂ）および 7S 毒素（パネルｃ）のＴ84細胞への結合のイメージング解析
Ｔ84細胞に Alexa 488でラベルした各種毒素を添加して４℃１時間インキュベートした．その後４％ paraformaldehyde で固定してコ
ンフォーカル顕微鏡で観察した．
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図３　BiotinﾝB16S のＴ84細胞への結合におけるＢ型16S 毒素，
Ｂ型 HA および IgY の阻害効果

BiotinﾝB16S（１×10-9M）を B16S 毒素（１×10-6M），BHA
（5.9×10-7M），IgY（１×10-6M）と混合し，T84細胞に添加し
て４℃，１時間インキュベートし，その後毒素の結合量を HRPﾝ
streptavidin を用いて測定した。実験結果は BiotinﾝB16S 毒素
（１×10-9M）単独の結合量を100％として換算した．（means±
SD，n＝３）
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図４　Ｂ型16S 毒素のＴ84細胞への結合における各種糖の阻害
効果

B16S 毒素（１×10-9M）を各種糖《ｄﾝgalactose（Gal）（０ﾝ100
ﾋ），lactose（Lac）（０ﾝ100ﾋ），Nﾝacetylﾝdﾝgalactosamine
（GalNAc）（０ﾝ100ﾋ），Nﾝacetylﾝdﾝlactosamine（LacNAc）
（０ﾝ10ﾋ），d-glucose（Glc）（０ﾝ100ﾋ），Nﾝacetylﾝdﾝglucosamine
（GlcNAc）（０ﾝ100ﾋ）》と混合して４℃40分インキュベートし
た．その後Ｔ84細胞に添加し，毒素の結合量を抗神経毒素抗体
を用いて測定した．実験結果は B16S 毒素（１×10-9M）（０ﾋ 
糖）の結合量を100％として換算した．（means±SD，ｎ＝３）
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的に阻害効果が認められた．galactose， lactose，Nﾝ
acetylﾝlactosamine の阻害効果はほぼ同等であったが， Nﾝ
acetylﾝgalactosamine の阻害効果は他の galactose 含有糖
に 比 し て 若 干 低 か っ た ．一 方 ， glucose と Nﾝ
acetylﾝglucosamine は全く阻害効果を示さなかった．
　T84細胞を neuraminidase 処 理することにより，
B16S 毒素の結合における細胞膜表面の糖鎖末端のシアル
酸の関与について検討した（図５）．neuraminidase 処理に
より糖鎖末端のシアル酸を除去すると，B16S 毒素の細胞
への結合量は無処理細胞に比して約４倍増加した．
neuraminidase 処理により増加した B16S 毒素の結合は，
galactose により用量依存的に阻害された．10ﾋ galactose 
ではほぼ完全に neuraminidase 処理による増加分の 
B16S 毒素の結合が阻害された．

考 察

　今回の解析により，ヒト腸管上皮細胞Ｔ84細胞において 
HA を持つＢ型16S 毒素は HA を持たない12S 毒素および
神経毒素に比べ，約103～104倍高い結合親和性で結合する
ことが明らかになった．以前より他の血清型（Ａ型及びＣ
型）の毒素において HA にモルモット小腸上皮への結合活
性があることが，腸管切片の免疫組織染色により示唆され
ていたが定量性が乏しく，その結合様式の生化学的解析が
困難であった5ﾝ7)．本研究では，Ｂ型各種毒素を比較してヒ
ト由来の腸管上皮細胞における結合を定量的に明らかにし
た．
　Ａ型およびＢ型はヒトのボツリヌス症で多く，Ｃ型は齧
歯類などの動物で多く見られる2)．このような血清型によ

るボツリヌス食中毒発症頻度の動物種差が起こる原因はよ
く分かっていない．今回確立したヒト腸管上皮細胞の 
assay 系に基づき，今後は齧歯類などの腸管上皮由来の培
養細胞と比較することにより，各血清型の毒素複合体の種
特異的な毒素の腸管吸収機構についての解析が可能になる
と考えられる．
　B16S 毒素のＴ84細胞への結合は，B16S 毒素中の HA コ
ンポーネント（BHA）が担っていることが競合阻害実験よ
り明らかになった．以前より BHA には lactose (Galｹ１ﾝ
４Glc）に結合する活性が有ることが示されていた4)．今回
の検討により HA が腸管上皮細胞に結合する活性がある
ことが明らかになった．この腸管への結合は，galactose や 
lactose などの galactose を含有する糖鎖により結合の阻
害がみられたことから，B16S 毒素のＴ84細胞への結合に
は，細胞表面上の galactose 残基含有糖鎖が存在すること
が重要であると考えられる．Ａ型16S 毒素とヒト腸管細胞
の結合には，細胞表面の Nﾝacetylﾝlactosamine が強く関与
していることが示されている8)．Ｂ型16S 毒素の場合は， 
Nﾝacetylﾝlactosamine と galactose および lactose の競合
阻害効果がほぼ同等であったことから，Ｂ型16S 毒素とＡ
型16S 毒素で認識する galactose 含有糖鎖の部分が若干異
なると考えられる．
　Ｃ型16S 毒素は，腸管上皮細胞膜上の mucin にシアル酸
を介して結合すること9)，そして毒素の internalization が
起こること10)が報告されている．Ｃ型16S 毒素の腸管上皮
細胞への結合は neuraminidase 処理によりほぼ完全に消
失する 5,6)．Ｂ型 16S 毒素はＣ型 16S 毒素と異なり，
neuraminidase 処理細胞でその結合量が著しく増加し，
galactose で結合が著しく阻害された．このことから，腸管
上皮細胞に結合したＢ型16S 毒素は，Ｃ型16S 毒素と異な
り，galactose を含む糖タンパク質あるいは糖脂質に結合
し，異なる経路で internalization されると考えられる．本
研究は，ヒトに食中毒を引き起こすＡ型およびＢ型ボツリ
ヌス神経毒素複合体の腸管吸収機構の解明の糸口になると
期待される．

結 論

　ボツリヌスＢ型16S 毒素のＴ84細胞への結合はＢ型
16S 毒素中の HA が担っていること，およびこの結合は細
胞表面の galactose 含有糖鎖を認識して行われていること
が示唆された．
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図５　Ｂ型16S 毒素の neuraminidase 処理したＴ84細胞への結
合と galactose による結合阻害

Ｔ84細胞を４％ paraformaldehyde で固定後，neuraminidase 処
理した．B16S 毒素（１×10-9M）を galactose（０ﾝ100ﾋ）と混
合して４℃40分インキュベートした．その後毒素溶液をＴ84細
胞に添加し，毒素の結合量を抗神経毒素抗体を用いて測定した．
実験結果は B16S 毒素（１×10-9M）（neuraminidase 無処理，
galactose０ﾋ）の結合量を100％として換算した．（means±SD，
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