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第１章 序論 

1. ボツリヌス菌およびボツリヌス毒素 

ボツリヌス菌（Clostridium botulinum）はグラム陽性、偏性嫌気性の桿菌であり、

耐熱性の芽胞を形成する。ボツリヌス菌は世界の多くの地域に分布しており、土

壌および水生環境では、芽胞として存在する。ボツリヌス菌の発見には保存食品

の普及が密接に関わっており、18 世紀末のヨーロッパにまで遡る。この時期は、

長期的な食品貯蔵を維持するために、塩漬ハムやソーセージなど肉を原料とし

た保存食品が一般人に普及し始めた時代であった。その頃、致命率の高い食中毒

が南ドイツを中心に多発し、この食中毒がボツリヌス中毒であったと考えられ

るとする報告が、ドイツの Justinus Kerner によって発表された。彼はボツリヌス

毒素をソーセージ毒素と呼んだ（Erbguth, F. J., & Naumann, M., 1999）。1897 年

Ghent 大学の van Ermengem 教授はベルギーの Ellezelles の町で起こった食中毒の

原因食である自家製のハムと患者から嫌気性有芽胞細菌を分離した。この細菌

は培養液中に極めて強力な毒素を産生した。この培養上清をマウス、モルモット

に投与すると、この中毒で死亡した患者と同様の神経麻痺の症状を呈して斃死

した。彼は、この細菌を Bacillus botulinus と命名した。ボツリヌス（botulinus）

はラテン語でソーセージを意味し、細菌の形状がソーセージの形に似ていたた

めではなく、先のソーセージ毒素と命名された経緯およびその病理学的関連の

ためである（Ermengem, E.V., 1897）。後に、アメリカ細菌学会の分類に関する

委員会で Clostridium botulinum に改名された（Winslow, C. E., et al., 1917）。 
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2. ボツリヌス菌の分類 

ボツリヌス毒素を産生するボツリヌス菌は抗原性の差異により A〜G 型に分け

られる一方、毒素型とは関係なく、タンパク質および糖分解性によりグループⅠ

〜Ⅳに分類されることもある（Hatheway, C. L., 1990）。 

ヒトのボツリヌス中毒に最も関連するボツリヌス菌株であるグループⅠはカゼ

インを分解し、ゼラチンを液化し、グルコースを分解する。すなわち、グループ

Ⅰに属する菌株は、タンパク質分解性の A、B および F 型菌である。また、グル

ープⅡはカゼインを分解せず、ゼラチンを液化し、グルコースを分解する。すな

わち、タンパク質非分解性の B、E および F 型菌がこのグループに含まれる。動

物のボツリヌス中毒に最も関連するグループⅢは C および D 型を含み、カゼイ

ンを分解せず、ゼラチンを液化し、グルコースを分解する。これまでに、ボツリ

ヌス中毒の発症例のないグループⅣは G 型菌のみで、カゼインを分解し、ゼラ

チンを液化するが、グルコースを分解しないことが知られている。 

 

3. ボツリヌス神経毒素について 

ボツリヌス神経毒素（botulinum neurotoxin: BoNT）と呼ばれる毒素成分は、全

ての型の菌体内で分子量 150 kDa の１本鎖ポリペプチドとして発現し、菌体融

解時に放出される。BoNT は同時に放出されるタンパク質分解酵素により、

Nicking を生じ（Felber, E. S., 2006）、ジスルフィド結合によって結合された 50 

kDa の軽鎖（Light chain）および 100 kDa の重鎖（Heavy chain）からなる 2本鎖

ポリペプチドに翻訳後修飾される（Li, B., et al., 2010）。BoNT の軽鎖は Zn依存

性エンドペプチターゼであり、アセチルコリン含有小胞が運動ニューロンの末
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端膜と融合するのを阻止し、弛緩性の筋肉麻痺を引き起こす（Nigam, P. K., & 

Nigam, A., 2010)。BoNT は神経細胞内でジスルフィド結合の還元を受け、軽鎖が

遊離することで毒性が発現する。しかし、還元処理によって分離された BoNT の

軽鎖あるいは重鎖をそれぞれの動物に投与しても毒性を示さない。すなわち、全

長 BoNT が動物に対して毒性を発現するために必要であることを示している。

BoNT は末梢神経で重鎖の C 末端領域を介して、神経細胞膜に結合し、エンドサ

イトーシスによって神経細胞内に侵入する（Li, B., et al., 2010）（Dressler, D., & 

Saberi, F. A., 2005）。BoNT はエンドソーム内で還元を受け（Montecucco, C., & 

Molgó, J., 2005)、軽鎖が神経細胞内に移行する。BoNT の軽鎖は SNARE タンパ

ク質の特異的なタンパク質を切断し、シナプス小胞のシナプス前膜への融合が

阻止され、アセチルコリンの放出を阻止する（Dressler, D., & Saberi, F. A., 2005）。

神経筋接合部でのアセチルコリンの放出は SNARE タンパク質（VAMP、SNAP-

25 およびシンタキシン）を媒介することで、シナプス小胞のアセチルコリンが

シナプス前膜と融合する（Barr, J. R., et al., 2005）。BoNT の軽鎖は、SNARE タ

ンパク質のいずれかを分解する。B、D、F および G 型は VAMP を切断し、A、

C および E 型は SNAP-25 を切断する。また、C 型はシンタキシンも切断する。

近年新たに見出された X 型 BoNT は VAMP1、VAMP3、VAMP2、VAMP4、VAMP5

および Ykt6 を切断することが示されている（Zhang, S., et al., 2017）。その結果、

アセチルコリンの放出が阻害され、筋肉麻痺を引き起こす。 
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4. ボツリヌス毒素複合体 

BoNT は自然界や培養液中では単独で存在せず、非毒非血球凝集素（nontoxic 

nonhemagglutinin: NTNHA）および血球凝集素（hemagglutinin: HA-33、HA-17 お

よび HA-70）の無毒タンパク質と会合した巨大な毒素複合体（progenitor toxin 

complex; PTC）として存在する。PTC は、主に 3種の形態を持つ。BoNT と NTNHA

が結合した 300 kDa の M-PTC（A-F 型）、M-PTC にさらに 3種の HA 成分が会

合した 750 kDa の L-PTC（A-D および G 型）さらに L-PTC が 2 分子重合したと

考えられる LL-PTC（A 型）の 3種類が存在する（Sugii, S., & Sakaguchi, G., 1975） 

（Yao, G., et al., 2014） （Inoue, K., et al., 1996） （Kalb, S. R., et al., 2015）。L-

PTC におけるそれぞれのタンパク質（BoNT:NTNHA:HA-70:HA-17:HA-33）の比

率は 1:1:3:3:6 である（Hasegawa, K., et al., 2007）。経口摂取された PTC は無毒タ

ンパク質によって消化管の酸性やプロテアーゼから保護され、毒素が消化管か

ら吸収される（Fujinaga, Y., et al., 2004）（Fujinaga, Y., et al., 1997）。 

 

5. ボツリヌス毒素の抗原性 

ボツリヌス神経毒素は抗原性の違いによりA〜Gの7型に分類される。ボツリヌ

ス神経毒素は型により動物の感受性は異なるが薬理作用は類似している。ヒト

ボツリヌス中毒は、主にA、B、EおよびF型毒素によって引き起こされ、Cおよ

びD型毒素は家畜や鳥類の中毒を引き起こす（Jahn, R., & Niemann, H., 1994）。G

型は南米の土壌中から分離されたボツリヌス菌の産生による毒素のもので麻痺

性疾患あるいは中毒による死亡は明確に報告されていない（Gimenez, D., & 

Ciccarelli, A. S., 1970）（Sonnabend, O. A., et al., 1981）。 
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Burkeらは、抗原的に識別可能なボツリヌス毒素をA型、およびB型と命名した

（Burke, G. S., 1919）。その後、タイプ特異的なモノクローナルボツリヌス抗毒

素によるマウスバイオアッセイにおける交差中和がないことを特徴とするいく

つかの毒素タイプの現在のアルファベット順の指定が確立された（National 

Center for Infectious Diseases (U.S.), Division of Bacterial and Mycotic Diseases., 1998）。

1922年〜1970年にかけてC、D、E、FおよびGの５種類が発見された（Bengtson, 

I. A., 1922） （Gunnison, J. B., & Meyer, K. F., 1929）（Hazen, E. L., 1937） （Gunnison, 

J. B., et al., 1936）（Moller, V., & Scheibel, I., 1960）（Gimenez, D., & Ciccarelli, A. 

S., 1970）。G型による中毒はA〜G型のBoNTは抗原性が異なるために異なるタン

パク質とされてきた。また、Ogumaらの研究により、CおよびD型BoNTの間には

多くの共通する抗原部位が存在すると報告し、CおよびD型BoNTの重鎖および軽

鎖を抗原として多数のモノクローナル抗体を作成した（Oguma, K., et al., 1985）。 

Melling らは、A型BoNTモノクローナル抗体がBおよびE型BoNTと明らかに反応

することを示した（Melling, J., et al., 1988）。近年、新たにH型が報告された。す

なわちIBCA10-7060株 は、H型BoNT を産生するとされた（Dover, N., et al., 2014） 

（Barash, J. R., & Arnon, S. S., 2014）。しかし、H型BoNTはのちにF型とA型のモ

ザイクBoNTとされ、A型BoNT抗体によって中和されることが報告された

（Maslanka, S. E., et al., 2016）。さらに近年、X型BoNTが発見され、X型BoNTは

既知の抗体によって認識されないことが報告されている（Zhang, S., et al., 2017）。 
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6. ボツリヌス毒素複合体の血球凝集活性 

ボツリヌス PTC のうち、HA 成分を有する L-PTC は血球凝集活性（HA 活性）

を持つ。一方、HA 成分を持たない M-PTC は HA活性を持たない。Inoue らによ

る研究で、C および D 型の L-PTC は HA活性を持つと報告されており、シアル

酸の 1種である N-acetylneuraminic acid（Neu5Ac）を介して血球に結合すること

を示した（Inoue, K., et al., 1999）。一方、Oguma らによる研究では、D 型菌 1873

株（D-1873）の培養上清は HA活性をほとんど持たないと報告されている（Oguma, 

K., et al., 1976）。同様に、Nakajima らは、D-1873 の培養上清から精製された L-

PTC は他の D 型 L-PTC と比較して HA 活性が著しく低いことを報告している

（Nakajima, H., et al., 1998）。Matsuo らもまた、北海道余市町で飼育されていた

ミンクの大量死の際に分離された C 型菌 Yoichi株（C-Yoichi）が産生する L-PTC

は他の C 型 L-PTC と比較して、HA 活性が顕著に低いことを報告している

（Matsuo, T., et al., 2011）（伊藤武., 1976）。Sagane らは、C-Yoichi および D-1873

の L-PTC の構成成分である HA-33 の C 末端アミノ酸配列分析の結果から、C-

Yoichi および D-1873 の L-PTC は翻訳後に HA-33 の C 末端側 31残基が欠損し

ていることを見出した（Sagane, Y., et al., 2001）。このことから、C-Yoichi L-PTC

による血球への凝集および結合の欠如は、HA-33 タンパク質の C 末端側 31 アミ

ノ酸残基の欠落によるものであると予測された。一方で、Sagane らによる研究

では、C-Yoichi HA-33 をコードする遺伝子配列の解析から HA-33 の C 末端側の

領域 140 アミノ酸残基中 76残基の変異が見られた。C-Yoichi HA-33 は一次構造

の C 末端ドメインにおいて、他の C 型菌および D 型菌 HA-33 と比べて 40.8％

の相同性を示した（Sagane, Y., et al., 2001）。また、Matsuo らの研究では、
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neuraminidase（NDase）処理した血球に対して C-Yoichi L-PTC が高い HA活性お

よび結合活性を示すことが示唆された。さらに、血球に galactose（Gal）あるい

は lactose（Lac）の存在下において完全に HA活性および結合活性を阻害するこ

とが明らかにされた。このことから、C-Yoichi L-PTC が他の C 型 L-TC とは異な

り、Gal を認識することが報告された（Matsuo, T., et al., 2011）。さらに、Matsuo

らは、NDase処理を行った IEC-6への結合試験を行い、C-Yoichi L-PTC の結合に

ついても NDase濃度依存的に増加したことを報告している。また、C-Yoichi HA-

33/HA-17 の結合量は、IEC-6 を NDase処理することによって結合量が劇的に増

加することを示した（Matsuo, T., et al., 2011）。以上の先行研究から、C-Yoichi株

由来の L-PTC は、他の C 型 L-PTC と比較し、特異的な細胞結合性を有すること

が明らかとなった。しかし、C-Yoichi HA-33 は、他の C 型 HA-33 タンパク質と

比較し、遺伝子変異と翻訳後修飾の 2 つの要因による一次構造の変化が生じて

いるため、これらと細胞結合との関連性が不明のままである。 

 

7. 本論文の構成 

以上述べてきたように、ボツリヌス菌、およびボツリヌス毒素タンパク質につ

いては、数多くの研究が行われてきた。そしてボツリヌス無毒タンパク質の構造

と機能についても研究が行われてきており、その中でも医学方面や美容方面で

の有効性が期待されている。本研究は C-Yoichi L-PTC の構成成分である HA-33

の構造と機能性の特徴を明らかにした。第 1 章ではボツリヌス菌および毒素タ

ンパク質の研究について述べ、第 2 章では組換え体 HA-33 の作製について述べ

た。第 3章は組換え体HA-33がC型菌培養上清成分で切断を受けるのかを試み、
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第 4 章では C-Yoichi と C-Stockholm L-PTC の細胞結合性の差異について検討し

た。第 5 章では C-Yoichi および C-Stockholm L-PTC のマウス経口毒性について

調べた。第 6 章ではそれぞれの章を総括し、第 7 章では結言を述べた。 
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第 2 章 組換え体 C-Yoichi HA-33 の作製 

第 1節 緒言 

ボツリヌス毒素複合体（PTC）とはボツリヌス菌によって産生される 750 kDa

のタンパク質である。PTC は、BoNT および NTNHA、3 種の血球凝集素（HA-

70、HA-33 および HA-17）と結合した複合体である（大山徹., 2006）。 

PTC を経口摂取した場合、無毒タンパク質は BoNT を酸やプロテアーゼから保

護し、小腸からの吸収を促進する。PTC は上皮細胞表面の糖鎖を認識すること

で小腸からの取り込みが起こり、ボツリヌス症を引き起こす。この際、PTC の

HA-33 が接着分子として機能する（Fujinaga, Y., et al., 1997）（大山徹., 2006）。 

Sagane らは C-Yoichi が産生する PTC は、他の C 型 PTC と比較し、HA活性を

示さないことを報告している（Sagane, Y., et al., 2001）。また、Sagane らは C-

Yoichi PTC の構成成分である HA-33 の C 末端アミノ酸配列を C 型菌 Stockholm

株（C-St） HA-33 と比較し、C-Yoichi PTC は HA-33 の C 末端側 31 アミノ酸残

基が欠落していることを明らかにした。さらに、C-Yoichi HA-33 の一次構造の C

末端領域において、他の C 型菌および D 型菌 HA-33 と比較し、40.8%の相同性

を示した（Sagane, Y., et al., 2001）。 

このことから C-Yoichi HA-33 は他の C 型菌が産生する HA-33 とは異なる構造

であることが予測される。Nakamura らは C 型菌 HA-33 の糖結合性を組換え

GST-HA1（HA-33）を用いて研究し、Neu5Ac、N-acetylgalactosamine（GalNAc）

および Gal によってムチンへの結合が阻害されることを示した。さらに、結晶構

造解析により、糖結合部位が二つあることを明らかにした。Site 1 が Neu5Ac、

GalNAc、Gal の糖に結合し、Site 2 が Gal のみに結合すること、さらに、Site 1 は
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HA-33 の C 末端 β-trefoil domain に位置することを示している（Nakamura, T., et 

al., 2008）。すなわち、C-Yoichi HA-33 の C 末端欠落が Site 1 の糖結合部位に影

響し、Site 2 の糖結合部位が残っていることが予測される。本章では、C-Yoichi 

HA-33遺伝子に Tag を付与し、C 末端 31 アミノ酸残基が欠落した HA-33 の組換

え発現系を構築することを目的とした。さらに、可溶タンパク質としての HA-

33 を得るため、数種の Tag や HA-17 タンパク質と複合体としての発現系の確立

を目指した。 
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第 2節 実験材料および方法 

1. 供試菌株 

タンパク質発現用大腸菌コンピテントセルとして Invitrogen社の BL21 （DE3） 

Star 株を使用した。遺伝子クローニング用の大腸菌コンピテントセルとして

Invitrogen社の DH5α 株、および New England Biolabs社の NEB10-beta株を使用

した。HA-33 のゲノム DNA抽出のために北海道立衛生研究所より供与された C. 

botulinum C-Yoichi株および C-St株を使用した。 

 

2. 供試試薬 

培地作成にはナカライテスク株式会社の Trypticase peptone、Yeast extract、プラ

スミド DNA の精製にはタカラバイオ社 NucleoSpin Plasmid EasyPure を用いた。

PCR には TOYOBO KOD FX を使用した。コロニーPCR にはニッポン・ジーン社

の Gene Taq を使用した。サイクルシーケンスには、ABI BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit、シーケンス解析には ABI 3130 を用いた。組換え体精製に

は Cytiva社の HisTrap HP、StrepTrap HP を用いた。ポリアクリルアミドゲル電気

泳動 （Polyacrylamide gel electrophoresis; PAGE） に、Wako社の Acrylamide-HG、

N,N’-Methylene-bis-（acrylamide）-HG、Ammonium persulfate、N,N,N’N’-Tetramethyl 

ethylenediamine および Sodium dodecyl sulfate （SDS） を用いた。 
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3. 供試培地 

3-1. Luria-Bertani （LB） 培地 

大腸菌を培養するために LB 培地を使用した。1% Trypticase Peptone、1% NaCl

および 0.5% Yeast Extract を含む培養液を、NaOH を用いて pH 7.0 に調整したも

のを試験管に 10 mLずつ分注し、121℃ で 20 分間オートクレーブ滅菌した。 

 

3-2. Terrific broth（TB） 培地 

大腸菌を培養するために TB 培地を使用した。1.2% Tryptone、2.4% Yeast Extract

および 0.5% Glycerol を含む培養液 900 mL に 0.17 M KH2PO4、0.72 M K2HPO4 を

含む 10× TB salts 100 mL を合わせ、121℃ で 20 分間オートクレーブ滅菌した。 

 

3-3. LB寒天培地 

形質転換体のスクリーニングには LB 寒天培地を使用した。1% Trypticase 

Peptone、1% Yeast Extract および 1% NaCl になるように超純水で溶解したものを

1 N の NaOH で pH 7.0 に調整後、1% になるように Bacto Agar を加え、121℃、

20 分間オートクレーブ滅菌をした。 
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4. 組換えタンパク質の作製 

4-1. 組換え C-Yoichi HA-33 プラスミドの精製 

先に Hayashi らによって作製された C-Yoichi HA-33 遺伝子を含むプラスミド

（pET200/D-TOPO-ha-33）が導入された大腸菌 BL21 株からプラスミドの抽出を

行った（Hayashi, S., et al., 2014）。菌体を、100 µg/mL Kanamycin を含む 10 mL

の LB 培地で 200 rpm、37℃ で 24 時間振盪培養し、NucleoSpin Plasmid EasyPure

のマニュアルに従いプラスミド DNA の精製を行った。 

 

4-2. HA-33遺伝子への stop codon の導入 

プラスミドに導入した C-Yoichi HA-33遺伝子（pET200/D-TOPO-ha-33）に stop 

codon を導入するため L18、L19 プライマー（Table 1）および TOYOBO KOD FX

を用い、PCR を行った。反応液は、2× KOD FX buffer 25 µL、プライマー（100 

pM）0.5 μL、2.5 mM dNTPs 10 μL、プラスミド DNA（2.5 ng/µL）14 μL、TOYOBO 

KOD FX 0.5 μL を混合し、滅菌超純水を加えて全量を 50 μL にした。反応条件

は、Pre-heat（94℃、2 分）、Denaturation（98℃、10 秒）、Annealing（55℃、30 

秒） 、Extension（68℃、1 分）のサイクルを 32 回繰り返し、Final extension（68℃、

30 秒）とした。増幅した DNA は、SMOBIO社 Fluoro Vue核酸染色試薬を含む

2％ アガロースゲルにて電気泳動によって分離し、Safe Imager により DNAバン

ドを検出した。得られた組換え遺伝子を vHA-33 とした。 
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4-3. HA-33遺伝子への dual-tag（HA-tag および FLAG-tag）の導入 

プラスミドに導入した C-Yoichi HA-33遺伝子（pET200/D-TOPO-ha-33）に HA-

tag および FLAG tag を導入するため、L31 および L32 プライマー（Table 1）お

よび TOYOBO KOD FX を用いて PCR を行った。反応液は、2× KOD FX buffer 25 

μL、プライマー（100 pM）0.5 μL、2.5 mM dNTPs 10 μL、プラスミド DNA （99.5 

µg/µL）0.5 μL、TOYOBO KOD FX 0.5 μL を混合し、滅菌超純水を加えて全量

を 50 μL にした。反応条件は、Pre-heat（94℃、2 分）、Denaturation（98℃、10 

秒）、Annealing（56℃、30 秒）、Extension（68℃、1 分）のサイクルを 32 回

繰り返し、Final extension （68℃、30 秒）とした。増幅した DNA は、SMOBIO

社 Fluoro Vue核酸染色試薬を含む 2％ アガロースゲルにて電気泳動によって分

離し、Safe Imager により DNAバンドを検出した。得られた組換え遺伝子を dual-

tag HA-33 とした。 

 

4-4. vHA-33 および dual-tag HA-33 のプラスミドベクターへの導入 

vHA-33 および dual-tag HA-33 をプラスミドベクター（pET28a）に組み込むた

めそれぞれの PCR 産物を制限酵素処理した。すなわち、vHA-33 と pET28a をそ

れぞれ Cutsmart 6 µL、NdeI 0.5 µL、XhoI 0.5 µL および滅菌超純水 3 µL と混合

した。一方、dual-tag HA-33 と pET28a をそれぞれ、Cutsmart 3 µL、BamHI 0.5 µL、

XhoI 0.5 µL および滅菌超純水 3 µL と混合した。それぞれの反応液を 37℃、

overnight で静置した。DNA の切断は、アガロースゲル電気泳動で確認した。切

断後の DNA断片は、切断部位同士をライゲーションにて結合させるために PCR
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産物 3 µL、pET28a 3 µL、NEB T4 Ligase 0.5 µL、NEB 5× T4 buffer 2 µL を混合し、

滅菌超純水を加えて全量を 9 µL にし、室温で 1 時間静置した。 

 

4-5. HA-tag を導入した HA-33遺伝子の作製 

dual-tag HA-33遺伝子を鋳型とし、L36 および L37 プライマー（Table 1）を用

いて HA-33 の上流に HA-tag を有する遺伝子の作製を PCR によって行った。す

なわち、2× KOD FX Buffer 25 μL、プライマー 各 0.5 μL、2.5 mM dNTPs 10 μL、

dual-tag HA-33 プラスミド （2.5 ng/µL）14 μL、TOYOBO KOD FX 0.5 μL を混

合し、滅菌超純水を加えて全量を 50 μL にした。反応条件は、Pre-heat（94℃、2 

分）、Denaturation（98℃、10 秒）、Annealing（60℃、30 秒）、Extension （68℃、

1 分） のサイクルを 32 回繰り返し、Final extension （68℃、30 秒）とした。

得られた DNA断片を HA-HA-33 とした。 

 

4-6. Strep-tag を導入した HA-17遺伝子の作製 

N 末端側に Strep-tag を導入した HA-17 遺伝子の増幅を行うため、C-Yoichi ゲ

ノム DNA と L38 および L39 プライマー（Table 1）を用いた PCR を行った。す

なわち、TOYOBO KOD FX Buffer 25 μL、プライマー 各 0.5 μL、2.5 mM dNTPs 

10 μL、C-Yoichi ゲノム DNA（2.5 ng/µL）14 μL、TOYOBO KOD FX 0.5 μL を混

合し、滅菌超純水を加えて全量を 50 μL にした。反応条件は、Pre-heat（94℃、2 

分）、Denaturation（98℃、10秒）、Annealing（55℃、30 秒）、Extension（68℃、

1 分 のサイクルを 32 回繰り返し、Final extension（68℃、30 秒） とした。得

られた断片を Strep-HA-17 とした。 
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4-7. pETduet1 plasmidへの HA-HA-33 および Strep-HA-17遺伝子の導入 

2 つのマルチプルクローニングサイト（MCS）をもつ pETduet1 plasmid に HA-

HA-33 および Strep-HA-17 遺伝子をそれぞれ導入した。すなわち、pETduet1 

plasmid 50 µL を制限酵素 NdeI および XhoI 0.5 µL ずつ、滅菌超純水 3 µL、

Cutsmart 6 µL と混合し、37℃、overnight で静置した。その後、Strep-HA-17遺伝

子 0.5 µL、pETduet1 plasmid 2 µL、Gibson Assembly master mix 2.5 µL を混合して

50℃、1 時間インキュベートした。目的の遺伝子が導入されたプラスミドを

pETduet HA-17 とした。さらに、pETduet HA-17 50 µL を制限酵素 NcoI および

NotI  0.5 µLずつ、滅菌超純水 3 µL、Cutsmart 6 µL と混合し、37℃、overnight で

静置した。得られた溶液のうち 2 µL を HA-HA-33 1 µL、2× Gibson Assembly master 

mix 3 µL を混合し 68℃、6 分インキュベートした。得られた DNA断片（pETduet1 

HA-33/HA-17）は、コンピテントセル BL21 に形質転換した。 

 

4-8. vHA-33への MBP-tag の導入 

MBP-tag を導入した vHA-33 の DNA を増幅させるために KOD FX polymerase 

（TOYOBO） を用いプロトコルに従って PCR を行った。反応液および反応時

間はプロトコルに従った。プライマーは L234 および L235（Table 1）を使用し、

鋳型として C-Yoichi ゲノム DNA を用いた。SMOBIO 社 Fluoro Vue 核酸染色

試薬を含む 2％ アガロースゲルにて電気泳動を行い、Safe imager により DNAバ

ンドを検出した。PCR により増幅された PCR 産物を pMAL-c6T に組み込むため

に、NotI、BamHI （各 20,000 U/mL） を用いて制限酵素処理を行った。pMAL-

c6T は 0.8％ アガロースゲルにて電気泳動を行った。そして、切断部位同士をラ
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イゲーションにて結合させるために、T4 DNA Ligase を用いた。反応液および反

応条件はプロトコルに従った。 

 

4-9. C-St HA-33 発現ベクターの構築  

C-St HA-33 の DNA を増幅させるために、KOD FX polymerase （TOYOBO）を

用いプロトコルに従って PCR を行った。反応液の調製および反応時間はプロト

コルに従った。プライマーは L18 および L35（Table 1）を使用し、鋳型として

C-St ゲノム DNA を用いた。SMOBIO社 Fluoro Vue 核酸染色試薬を含む 2％ ア

ガロースゲルにて電気泳動を行い、Safe imager により DNAバンドを検出した。

PCR により増幅された PCR 産物を pET28a に組み込むために NdeⅠ、XhoⅠ （各

20,000 U/mL） を用いて制限酵素処理を行った。反応液はプロトコルに従い、

37℃、一晩放置した。PCR 産物は SMOBIO社 Fluoro Vue 核酸染色試薬を含む

2％ アガロースゲル、pET28a は 1％ アガロースゲル電気泳動を行い、Safe imager

により DNAバンドを検出した。そして、切断部位同士をライゲーションにて結

合させるために、T4 DNA Ligase を用いた。反応液および反応条件はプロトコル

に従った。 

 

5. 形質転換 

ライゲーション後の反応液を DH5α 30 µLへ、エレクトロポレーションによっ

て形質転換した。それぞれのセルは、LB 培地 1 mL で 1 時間回復培養し、10,000 

rpm、1 分間の遠心分離後、上清を捨て 200 µL 程度の上清で沈殿を懸濁、100 
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µg/mL Kanamycin を含む LB寒天培地を用いてスクリーニングを行った。その後、

コロニーPCR により目的の遺伝子が導入された菌をさらにスクリーニングした。 

 

6. コロニーPCR 

目的の遺伝子が導入された菌体をスクリーニングするため、PCR に用いたプラ

イマーセットを用いてコロニーPCR を行った。10× Gene Taq Universal Buffer 5 

µL、2.5 mM dNTPs Mix 4 µL、Taq Polymerase 0.5 µL、プライマー各 0.5 µL、滅菌

超純水 38.5 µL を混合し、全量を 50 µL の Master mix を作製し、10 µLずつ分注、

採取したコロニーを分注した溶液に混入させた。反応条件は、Pre-heat（94℃、

5 分）の後、Denaturation（94℃、30 秒）、Annealing（60℃、30 秒）、Extension

（72℃、1 分）のサイクルを 35 回繰り返し、Final extension （72℃、5 分）と

した。増幅した DNA は、SMOBIO社 Fluoro Vue核酸染色試薬を含む 1％ アガ

ロースゲルにて電気泳動によって分離し、Safe Imager により DNAバンドを検出

した。 

 

7. プラスミド精製およびシーケンス解析 

コロニーPCR でバンドの確認ができたコロニーの塩基配列を確認するために、

シーケンス解析を行った。サイクルシーケンスには ABI BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit を使用した。シーケンス解析には ABI 3130 を用いた。ま

ず、コロニーを 100 µg/mL Kanamycin を含む 10 mL LB 培地で 200 rpm、37 ℃ 

で一晩振盪培養し、 NucleoSpin Plasmid EasyPure のマニュアルに従いプラスミ

ド DNA の精製を行った。その後、プラスミド DNA 1 µL、プライマー（表 1: 100 



 21 

pM）0.5 µL、Big dye 1 µL、Sequence buffer 2 µL、滅菌超純水 5.5 µL を混合し全

量を 10 µL とした。反応条件は Pre-heat（96℃、1 分）の後、Denaturation （96℃、

10 秒）、Annealing（50℃、5 秒）、Extension（60℃、4 分）のサイクルを 25 回

繰り返した。なお、プライマーはそれぞれの PCR に用いた forward および reverse

プライマーをそれぞれ用いた。得られた産物は、エタノール沈殿によって精製し

た。反応後の DNA溶液 10 µL に 3 M酢酸ナトリウム 1 µL、100% エタノール

25 µL の順で試薬を加えて混合し、室温で 10 分程度静置した。その後、遠心分

離（15,000 rpm、15 min）によって、DNA を回収した。回収した DNA は、70%

エタノールで 2 回洗浄した。得られた沈澱を 30 分間、室温で乾燥させ、Hi-Di 

15 µL で沈殿を溶解し、95℃ で加熱、加熱後すぐに冷却して DNAシーケンサー

で塩基配列を解析した。 

 

8. 発現用大腸菌への形質転換 

シーケンス解析で目的の塩基配列を確認できたプラスミドを、コンピテントセ

ル BL21 に形質転換した。すなわちプラスミド 1 µL をヒートショックにて

Invitrogen BL21 30 µLへ形質転換導入し、LB 培地 1 mL で 30 分、30℃ で回復

培養し、10,000 rpm、1 分遠心、上清を捨て 200 µL 程度の残った上清で沈殿を

懸濁、100 µg/mL Kanamycin を含む LB寒天培地を用いてスクリーニングを行っ

た。 
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9. 組換えタンパク質の調製 

形質転換体を 100 µg/mL Kanamycin を含む 10 mL LB 培地で 200 rpm、37℃ で

一晩振盪培養した。2,000 mL用 Baffle 型三角フラスコに TB 培地を 1,000 mL を

入れ、予備培養した培養液を加え 200 rpm、37℃ で O.D660 が約 0.5 に達するま

で振盪培養した。Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside（IPTG）を終濃度が 0.4 mM

になるように添加し、18℃、18 時間振盪した。また、この際に IPTG を添加し

ていない IPTG－（1 mL）を作製、遠心分離（10,000 rpm、1 min）し、-20℃ で凍

結した。振盪培養後、培養液を 1 mL採取、これを IPTG＋として IPTG－と同様に

回収し、-20℃で凍結した。菌体を室温で融解し、0.3 M NaCl を含む 50 mM 

Phosphate buffer（pH 7.5）+ 0.02 M Imidazole を 50 mL程度加え懸濁し、超音波破

砕を行った。破砕液を遠心分離（12,000 rpm、30 min、4℃）し、上清を可溶性画

分とした。タンパク質の精製は、アフィニティーカラムクロマトグラフィーで行

った。すなわち、あらかじめ 0.3 M NaCl を含む 50 mM Phosphate buffer（pH 7.5）

+ 0.02 M Imidazole で平衡化された His-trap あるいは Strep-trap カラムに負荷し、

吸着したタンパク質を 0.3 M Imidazole + 10% Glycerol を含む平衡化 buffer によ

り溶出させた。 

 

10. MBP-tag vHA-33 の精製 

MBP-tag vHA-33 を導入した菌体を室温で融解し、20 mM Tris buffer （pH 7.5）

＋200 mM NaCl＋1 mM EDTA を 30 ml程度と 0.1 M PMSF 300 μL を加え懸濁し、

超音波破砕を行った。破砕液を遠心分離 （10,000 rpm、20 min、4℃） し、上清

を可溶性画分とした。Amylose Resin （NEB） に負荷し、20 mM Tris HCl （pH7.5）
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＋200 mM NaCl＋1 mM EDTA＋10 mM maltose により溶出した。各溶出画分を

SDS-PAGE 分析し、vHA-33 に相当する画分を回収し、Amicon Ultra （Merck）

で濃縮した。MBP-tag を切断するために、450 μL のサンプルに 10×TEV Protease 

Reaction Buffer 50 μL と TEV Protease 1 μL を加え、4℃で一晩静置した。30℃、2

時間静置した後、SDS-PAGE に負荷し切断を確認した。 

 

11. SDS-PAGE  

SDS-PAGE は、Laemmli（Laemmli, U. K., 1970）の方法に従った。13.6% のポリ

アクリルアミド分離ゲルと、4.5% 濃縮用ゲルによって構成されたゲルを用いて

電気泳動を行った。各試料に 3% 2-Mercaptoethanol、3% SDS および 60% Glycerin

を含む 30 mM Tris-HCl buffer（pH 6.8）を加えて混合し、5 分間煮沸した後 SDS-

PAGE の試料とした。先行マーカーとして 0.05% Bromophenol blue（BPB）を含

む 60% glycerol 溶液を各サンプル孔に 2 µL ずつ注入し、分子量マーカー 

（Amersham LMW Calibration Kit For SDS Electrophoresis, GE Healthcare） および

試料をサンプル孔に注入した。泳動は濃縮ゲル 150 V、分離ゲル 180 V の定電流

で行った。泳動後のゲル上のタンパク質は 0.25% CBB染色液によって検出した。 

また、vHA-33 のみウエスタンブロットを行うため、分子量マーカーは 

DynaMarker Protein MultiColor Ⅲ（フナコシ株式会社）を使用した。 
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12. ウエスタンブロッティング  

Nitrocellulose膜（Amersham Hybond -ECL, GE Healthcare）1 枚と、濾紙（#1620262; 

Bio-Rad laboratories）を 2 枚使用した。電気泳動のゲルを semidry buffer （25 mM 

Tris, 192 mM Glycine, 20% Methanol, 0.38 g/L SDS） を用いてセミドライ式ブロッ

ティング装置 （BE-351w, Bio Craft） で Nitrocellulose膜へ 20 V の低電圧で 25 

分間エレクトロブロットした。その後、Nitrocellulose膜を取り出し、5% Skim milk

を含む TBST（5 mM Tris-HCl (pH 7.4), 13.8 mM NaCl, 0.27 mM KCl, and 0.05% 

Tween 20）により 1 時間室温でブロッキングした後、TBST で Nitrocellulose 膜

を洗浄（10 分 × 3 回）し、一次抗体として 5% Skim milk を含む TBST で 1,000 

倍希釈した Rabbit Anti-HA-33 に浸し、1 時間室温で振盪した。TBST で

Nitrocellulose膜を洗浄 （10 分×3 回） し、二次抗体として 5% Skim milk を含

むTBSTで1,000 倍希釈したGoat Anti-rabbit IgG-HRPにNitrocellulose膜を浸し、

1 時間室温で振盪した。再び TBST で洗浄 （10 分×3 回） し、Chemiluminescent 

HRP Substrate （Millipore） を用いてバンドを化学発光させた。化学発光を Light-

Caputure Ⅱ （AE-6981/2 型 C/FC、ATTO） を用いて検出した。 
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第 3節 実験結果 

1. vHA-33 の導入、形質転換およびシーケンス解析 

C-Yoichi が産生する HA33 は翻訳後に C 末端 31 アミノ酸残基が欠落すること

が示されている。C-Yoichi 培養上清から C 末端 31 アミノ酸残基が欠落した HA-

33 の分離・精製することは困難であるため、本研究では C 末端 31 アミノ酸残

基が欠落した HA-33（vHA-33）の作製を試みた。C-Yoichi HA-33 の C 末端側 31

アミノ酸残基を欠落させるために、vHA-33 の Plasmid DNA に Stop コドンを導

入する Primer を設計し、PCR を行なった。PCR 産物を DH5α 株に形質転換後、

LB 寒天培地でスクリーニングを行ない Gene Taq を使用し、コロニーPCR を行

なった。結果、予測されるバンドサイズである 748 bp付近にバンドが表れたた

め形質転換が行われていることが確認できた（Fig.1）。コロニーの塩基配列を確

認するために、Plasmid精製をし、シーケンス解析を行なった。 

 

2. vHA-33 の培養および精製 

塩基配列を確認したコロニーを採取し、LB 培地にて Pre 培養した。本培養を行

い、菌体を回収、超音波破砕し、affinity chromatography に負荷し、溶出した。溶

出画分、超音波破砕後の沈殿物を SDS-PAGE で泳動し、HA-33 抗体を用いたウ

エスタンブロットでバンドの検出を行なった。結果、溶出画分よりも、沈殿物の

バンドが強く検出され、C 末端欠落 HA-33 が封入体となっていることが示唆さ

れた（Fig.1）。 

 



 26 

3. HA-HA-33-FLAG（dual-tag HA-33）の導入、形質転換およびシーケンス解析 

Trypsin処理による HA-33 の切断部位の同定を行うために、N 末端側に HA Tag、

C 末端側に FLAG Tag を付与した HA-HA-33-FLAG の作製を行なった。FLAG 

Tag を C 末端側に付加した C-Yoichi HA-33 を、HA-Tag が組み込まれている

Plasmid に導入した。その後、DH5α に形質転換し、LB 培地でスクリーニングを

行なった。コロニーPCR を行なった結果、予測されるバンドサイズである 905bp

付近にバンドが確認できた（Fig.2）。コロニーの塩基配列を確認するため、Plasmid

を精製し、シーケンス解析を行なった。 

 

4. HA-HA-33-FLAG（dual-tag HA-33）の培養および精製 

塩基配列を確認したコロニーを採取し、LB 培地にて Pre 培養した。本培養を行

い、IPTG添加前、添加後の大腸菌を回収し、SDS-PAGE でタンパク質の発現を

確認した。その後、回収した菌体を His Trap HP に負荷し、溶出画分を作成、溶

出画分を SDS処理液で変性させ、SDS-PAGE に負荷し、精製を行なった。結果、

37.6 kDa付近にバンドが確認された（Fig.2）。 

 

5. HA-33/HA-17 の導入、形質転換およびシーケンス解析 

C-Yoichi から産生される HA-33 は HA-17 が結合した、HA-33/HA-17複合体と

して培養液中に存在することが確認されている（Sagane, Y., et al., 2017）。HA-

33/HA-17 は N 末端側に HA-17 が結合しており、Trypsin により N 末端側の切断

が受けにくい（Suzuki, T., et al., 2005） 。本研究では、HA-33 の N 末端側の欠落

が HA-17 によって阻害されるのかを解明することを目的とし、大腸菌を用いた

HA-33/HA-17複合体の大量培養発現系の構築を行なった。C-Yoichi genome を鋳
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型とし、HA-17遺伝子を PCR で増幅し、pET duet1 Plasmid （MCS2） に導入し

た。DH5α 株に形質転換後、LB 寒天培地でスクリーニングを行なった。コロニ

ーPCR を行なった結果、予測されるバンドサイズである 504bp 付近にバンドが

確認できた（Fig.3）。Plasmid精製し、シーケンス解析を行なった。HA-HA-33-

FLAG を Gibson assembly を用いて Plasmid の MCS1 に導入した。コロニーPCR

の結果、予測されるバンドサイズである 1021 bp付近にバンドを検出した。形質

転換、Gibson assembly が行われていることが確認された（Fig.3）。 

 

6. HA-33/HA-17 の培養および精製 

塩基配列を確認したコロニーを採取し、LB 培地にて Pre 培養した。本培養を行

い、菌体を回収、超音波破砕し、遠心後の上清を His Trap HP、Strep Trap HP に

負荷し溶出画分を得た。溶出画分を SDS 処理液で変性させ SDS-PAGE に負荷、

精製の確認を行なった。結果、37.8 kDa付近と 17.8 kDa付近にバンドを検出し

た。pET duet1 HA-33/HA-17複合体が精製されていることが確認された（Fig.3）。 

 

7. MBP-tag vHA-33 の作製および精製 

vHA-33 はタンパク質発現の際に封入体を形成することが確認された。そのた

め vHA-33のN末端側にマルトース結合タンパクであるMBP-Tagを付与し（Fox, 

J. D., & Waugh, D. S., 2003）、可溶化を試みた。IPTG添加前後でタンパク質の発

現を比較したところ、IPTG 添加後に約 70 kDa 付近に強くバンドが出ていたた

め、発現を確認した （Fig.4）。Amylose Resin にて精製したところ、約 70 kDa

付近にバンドが確認された （Fig.5） 。vHA-33 に相当する画分を回収し、TEV 
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Protease にて TEV site を切断し、SDS-PAGE に負荷したところ、約 30 kDa に

vHA-33単体の分子量のバンドを確認した（Fig.6）。 
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第 4節 考察 

PTC は経口摂取された時、胃での消化をまぬがれ小腸に到達し、体内に吸収さ

れる。PTC の構成成分である HA-33 は PTC の腸管上皮への結合量を増加させる

重要な働きがある。本研究では、C 型菌 Yoichi 株の構造と機能を解明すること

を目的に、組換え体 C-Yoichi HA-33 の構築を行なった。 

ウエスタンブロットの結果において vHA-33 は溶出画分と比べ、超音波破砕後

の沈殿側にバンドが強く検出された。この結果から vHA-33 はタンパク質発現の

際に封入体を形成していることが確認された。この理由として HA-33 の C 末端

31 アミノ酸残基は βシートの形成に重要な部分であり、タンパク質のフォール

ディング時に凝集してしまうことが考えられる。このことから、タンパク質変性

剤であるグアニジンや尿素を使用して封入体から vHA-33 をリフォールディン

グして精製する必要があると考えられた。PTC の最も外側に位置する HA-33 は

経口摂取時に消化管内のプロテアーゼから切断を受けることが予想される

（Hasegawa, K., et al., 2007）。しかし、プロテアーゼによる HA-33 の切断は N 末

端、C 末端のどちら側かは不明のままである。本研究では、Trypsin 処理による

HA-33 の切断部位の同定を行うために、N 末端側に HA Tag、C 末端側に FLAG 

Tag を付与した dual-tag HA-33 の作製を行なった。大腸菌による dual-tag HA-33

の大量培養発現系の構築を行い、高純度な dual-tag HA-33 タンパク質の精製法

を確立した。C-Yoichi から産生される HA-33 は HA-17 が結合した、HA-33/HA-

17 複合体になっており、HA-33/HA-17 は N 末端側に HA-17 が結合しているた

め、Trypsin により N 末端側の切断が受けにくいことが考えられる。本研究では、

HA-33 の N 末端側の欠落が HA-17 によって阻害されるのかを解明することを目
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的とし、大腸菌を用いた HA-33/HA-17複合体の大量培養発現系の構築を行なっ

た。その結果、高純度な HA-33/HA-17複合体タンパク質が精製され、精製法を

確立することに成功した。次に vHA-33 の機能を調べるために、vHA-33 の作製

を試みた。しかし、vHA-33 は封入体となり、精製が困難であった。そこで我々

は、可溶化を促すために、vHA-33 の N 末端に MBP-Tag を付与した。結果は、

MBP-Tag付与による vHA-33 の可溶化に成功した。vHA-33 を TEV-Protease によ

り MBP-Tag の分離を試みた。しかし、わずかに分離できていたが、TEV の切断

能力が低く、vHA-33 のみの精製は困難であった。今後、C-Yoichi HA-33 の組換

え体発現によって、構造と機能がさらに確かめられるであろう。 
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第 5節 要約 

本章では、様々な組換え体 C-Yoichi HA-33 の構築を目的とした。はじめに、C

末端 31 アミノ酸残基が欠落した vHA-33 の作製を試みた。しかし、ウエスタン

ブロットの結果、超音波破砕後の大腸菌沈殿物に組換え体 vHA-33 のバンドが検

出されたため、封入体を形成していることが確認できた。そこで、vHA-33 の可

溶化を試みるために、可溶化を促す MBP-tag を vHA-33 の N 末端側に付与し、

MBP-tag vHA-33 の作製を試みた。SDS-PAGE でタンパク質の確認を行ったとこ

ろ、66 kDa 付近にバンドが確認できたため可溶化に成功した。次に、プロテア

ーゼによる HA-33 の欠落は N 末端側、C 末端側どちら側から欠落するのか不明

である。そのため、N 末端、C 末端の両端に Tag を付与した dual-tag HA-33 の発

現系の構築を行なった。その結果、高純度な dual-tag HA-33 タンパク質の精製法

を確立した。次に、C-Yoichi から産生される HA-33 は N 末端側に HA-17 が結合

していると切断を受けにくいのかを確かめるために HA-33/HA-17 の作製を試み

た。その結果、高純度な HA-33/HA-17複合体タンパク質が精製され、精製法を

確立することに成功した。 
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A                              B 

vHA-33溶出画分    vHA-33 菌体 

 

 

 

 

 

Fig.1 vHA-33 のコロニーPCR および vHA-33 の発現  

A. 1% アガロースゲルに vHA-33 のコロニーPCR を附加し、784 bp付近にバン

ドを確認した。 

B. vHA-33 溶出画分および vHA-33 菌体をウエスタンブロットし Anti-PTC

抗体で検出した。溶出画分では HA-33 が検出されなかった。菌体ではバン

ドが濃く検出できた。 
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A                               B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2 dual-tag HA-33 のコロニーPCR およびタンパク質精製 

A. 1% アガロースゲルに dual-tag HA-33 のコロニーPCR を附加し、905 bp付近

にバンドを確認した。 

B. 13.6% SDSゲルに dual-tag HA-33 の可溶画分に附加し、37.6 kDa付近にバンド

を確認した。 
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    pETduet1 HA-33/HA-17                  pETduet1 HA-17 

 

Fig.3 pETduet1 HA-33、pETduet1 HA-17 のコロニーPCR 

1% アガロースゲルに pETduet1 HA-33/HA-17  pETduet1 HA-17 のコロニー

PCR を附加し、1021 bp 504 bp 付近にバンドを確認した。 
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Fig.3-2 HA-33/HA-17複合体のタンパク質精製 

13.6% SDSゲルに pETduet1 HA-33/HA-17 pETduet1 HA-17 の可溶画分を附加

し、37.8 kDa  17.8 kDa 付近にバンドを確認した。 
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Fig.4 vHA-33 発現チェック 

CBB染色した SDS-PAGE で vHA-33 の発現を確認した。IPTG（−）が IPTG添

加なし。IPTG（＋）が IPTG添加あり。IPTG （+） では、約 70 kDa にバンド

現れ、vHA-33 の発現を確認した。 
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Fig.5 vHA-33精製  

CBB染色した SDS-PAGE。vHA-33 の精製を確認した。フロースルー、溶出画

分ともに vHA-33 の分子量である約 70 kDa にバンドを確認した。 
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Fig.6 TEV Protease による vHA-33 の分離 

CBB染色した SDS-PAGE、TEV Protease による vHA-33 の分離を確認した。TEV 

Protease（-）が TEV Protease添加なし。TEV Protease（＋）が TEV Protease添加

あり。TEV Protease（＋）では、MBP-tag （約 40 kDa） および vHA-33 （約 30 

kDa） 付近にバンドを確認した。 
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第 3 章 組換え体 C-Yoichi HA-33 の切断試験 

第 1節 緒言 

ボツリヌス菌はグラム陽性偏性嫌気性の芽胞形成細菌であり、土壌や海底に存

在する。嫌気性条件下になることで発芽、増殖を経て、毒素を産生する。 

ボツリヌス菌は生物学的性状では、Ⅰ〜Ⅳのグループに分けられ、Ⅰ群は A、B お

よび F 型のうちタンパク質分解性の菌、Ⅱ群は B、E および F 型のうちタンパク

質非分解性の菌が含まれる。一方、Ⅲ群に分類される C および D 型菌は、その

タンパク質分解性に違いがあり、他の群に比べて生化学的性状が一定ではない。

Ⅳ群には G 型が分類されており、Ⅰ群に比べ弱いタンパク質分解性を有している

（Hatheway, C. L., 1990）（Suzuki, T., et al 2009）。BoNT はボツリヌス菌由来の

プロテアーゼにより、分子内切断が生じることが知られている（Suzuki, T., et al 

2009）。HA-70 はタンパク質分解により切断され、HA-22 および HA-50 の 2つ

に切断される（Oguma, K., et al., 1999） （Kouguchi, H., et al., 2001） （Fujinaga, 

Y., et al., 1994）。一般的なタンパク質は胃あるいは小腸で分解されるのに対し、

経口摂取された BoNT は NTNHA により保護され、その活性を保ったまま腸管

に到達する。さらに、PTC構成成分である HA-33 は小腸上皮細胞の糖鎖への結

合を増加させることで PTC の体内侵入を促進する（大山徹., 2006）（Fujinaga, Y., 

et al., 2000）。A、B 型の HA-33 は糖認識部位が 1つであり、Gal を認識する（Inoue, 

K., et al., 2001）（金英姫., 2007）。C、D 型の HA-33 は糖認識部位が 2つあり、

Site I が Neu5Ac 、GalNAc、Gal、site II が Gal を認識する（Inoue, K., et al., 1999）

（Oguma, K., et al., 1999）。Sagane らは C-Yoichi 培養上清中の HA-33 は C 末端

側 31アミノ酸残基が欠落 （variant HA-33 : vHA-33） することを見出した（Sagane, 
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Y., et al., 2001）。また、C-Yoichi HA-33 をコードする遺伝子配列の解析から HA-

33 の C 末端側 140 アミノ酸残基中 76 残基の変異がある事がわかっている。 

さらに C-Yoichi HA-33 は一次構造の C 末端ドメインにおいて、他の C 型および

D 型 HA-33 と比べて 40.8%の相同性を示した（Sagane, Y., et al., 2001）。C-Yoichi

の構成成分を C-St のアミノ酸配列と比較した研究では、BoNT、NTNHA、HA-

70、HA-17 は約 100%の相同性を示し、HA-33 のみ 74%の相同性を示していた。

また翻訳後修飾の入った vHA-33 は一般的な C 型 HA-33 とは異なり、Gal を認

識することが示唆されている（Matsuo, T., et al., 2011）（Miyata, K., et al., 2015）。

しかし、C-Yoichi vHA-33 の詳細な欠落メカニズムは明らかではない。本研究で

は C-Yoichi vHA-33 の欠落メカニズムと機能を明らかにすることを目的とした。 
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第 2節 実験方法・材料 

1. 供試菌株 

供試菌株は北海道立衛生研究所より分与された Clostridium botulinum  C 型菌

Yoichi株 （C-Yoichi） および C 型菌 Stockholm株 （C-St） を用いた。 

 

2. 供試試薬および装置 

供試試薬にはすべて特級を使用した。ボツリヌス菌培地作製用の Ammonium 

Sulfate 、D-(+)-glucose、L-cysteine hydrochloride monohydrate は Wako、Yeast Extract

および Polypeptone は Life Technologies、Tripticase Peptone は BBL、Lactalbumin

は Sigma-Aldorich、Peptone は極東製薬社、ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

（SDS-PAGE） 用の Sodium Dodecyl Sulfate （SDS）、Ammonium Persulfates 、

N, N, N’N'-tetramethylethylenediamine（TEMED）、2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-

propanediol （Tris）、N, N’-methylene-bis (acrylamide) -HG （BIS）、Coomassie Brilliant 

Blue R-250 （CBB）、EDTA・2Na は Wako の製品を用いた。ウエスタンブロッ

ト用の Tween 20 は関東化学、Skim Milk Powder は Wako、Anti-rabbit IgG-HRP は

Cell signaling technology の製品を用いた。ボツリヌス毒素精製の SP-Toyopearl 650 

S 陽イオン交換カラムクロマトグラフィーは TOSOH社、Mono S HR 5/50 陽イ

オン交換カラムクロマトグラフィーおよび HiLoad 16/60 Superdex 200 pg は GE 

Healthcare Bio Sciences社、High S（Bio-Rad laboratories）、HisTrap HP は Cytiva

社、Amylose Resin は、AE-6500 ラピダス・ミニスラブ電気泳動槽および AE-6401

ミニスラブゲル作製キットは ATTO社、ミニプロティアン® Tetra セルおよびミ
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ニプロティアン® Tetra セルキャスティングモジュールは BIO RAD、平板型転

写装置セミドライタイプは日本エイドーの製品を用いた。 

 

3. 供試培地 

3-1. 強化クックドミート培地 （FCM 培地） 

1 % Ammonium Sulfate、1 % Yeast Extract および 1 % D-(+)-glucose を純水で溶解

し、pH 7.0 に調整した。試験管に 1.25 g Cooked Meat Medium （Becton Dickson） 

を加え、調整した溶液を 10 mL ずつ分注し、オートクレーブ滅菌 （121℃、20

分間） した。 

 

3-2. TYG 培地 

3 % Tripticase Peptone、2 % Yeast Extract、0.5 % D-(+)-glucose および 0.1% L-cysteine 

hydrochloride monohydrate を含む 200 ml の液体培地を pH 7.4 に調整し、10 mLず

つ試験管に分注した後、オートクレーブ滅菌 （121℃、20 分間） した。 

 

3-3. 透析培養培地 

2% Polypeptone、2% Lactalbumin、1% Peptone および 1% Yeast Extract を含む pH 

7.6 に調整した培養液 （透析培養外液） を 1.2 L容試験管に 1 L 分注した。そ

こに 20% D-(+)-glucose、4% NaCl および 1% L-cysteine hydrochloride monohydrate

を含む培養液 （透析培養内液） 50 mL を注入した 8×80 cm のセルロースチュー

ブを挿入した後、オートクレーブ滅菌 （121℃、20 分間） した。 
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4. SDS-PAGE およびウエスタンブロッティング 

4-1. SDS-PAGE 

SDS-PAGE は Laemmli （Laemmli, U. K., 1970）の方法に従った。13.6% ポリア

クリルアミド分離ゲルと 4.5%ポリアクリルアミド濃縮ゲルにより構成されたゲ

ルを用いた。分子量マーカーに Amersham TM LMW Calibration Kit For SDS 

Electrophoresis （GE Healthcare） を用いた。4 × SDS処理液である 25% 1 M Tris-

HCl （pH 6.8）、8％ SDS、30% glycerol、20% Coomassie Brilliant Blue を加え、

100℃、5 分間加熱し、SDS-PAGE試料とした。電気泳動は 150 V濃縮ゲル、180 

V 分離ゲルの定電流で行った。泳動後のゲル上のタンパク質は CBB染色液によ

って検出した。 

 

4-2. ウエスタンブロッティング 

 13.6% ポリアクリルアミド分離ゲルと 4.5%ポリアクリルアミド濃縮ゲルによ

り構成されたゲルを用いた。分子量マーカーに DynaMarker® Protein MultiColor 

Stable II を用いた。泳動は 120 V 濃縮ゲル、分離ゲルの定電流で行った。SDS-

PAGE により分離後、Nitrocellulose 膜 （Amersham TM Hybond TM -ECL,GE 

Healthcare） および 6 × 9 cm の濾紙を用いた。電気泳動のゲルを Semi dry buffer 

（0.58% Tris、0.229% Glycine、0.038% SDS、20% Methanol） を用いてセミドラ

イブロッティング装置 で Nitrocellulose膜へ 20 V の定電圧で 25 分間エレクトロ

ブロットした。その後、Nitrocellulose膜を取り出し、5% Skim milk を含む TBST 

（5 mM Tris-HCl (pH 7.4), 13.8 mM NaCl, 0.27 mM KCl, and 0.05% Tween 20） を

ブロッキング液として、1 時間室温でブロッキングした。一次抗体（抗 HA-33 抗
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体）をブロッキング液で 1000倍希釈した抗体に浸し、一晩 4℃で振盪した。TBST

で Nitrocellulose膜を洗浄 （10 分 × 3回） し、二次抗体（Anti-rabbit IgG）をブ

ロッキング液で 5,000倍希釈した抗体に Nitrocellulose膜を浸し、1 時間室温で振

盪した。再び TBST で洗浄 （10 分 × 3回） し、Chemiluminescent HRP Substrate 

（Millipore） を用いてバンドを化学発光させた。化学発光を Light-Caputure Ⅱ 

（AE-6981/2 型 C/FC, ATTO） を用いて検出した。 

 

5. ボツリヌス菌の培養およびボツリヌス毒素の精製 

5-1. 透析培養法 

ボツリヌス菌の培養法は Syuto と Kubo の透析培養法に従った（Syuto, B., & 

Kubo, S., 1972）。強化クックドミート培地で培養した種菌を、白金耳を用いて

TYG 培地に植菌し、37℃ で一晩培養した。ボツリヌス菌が増殖した培養液約 10 

mLを透析培養培地の透析チュープに加え、37℃ で 5日間インキュベートした。 

 

5-2. C-Yoichi および C-St の PTC の精製 

 PTC の精製は、Mutoh らの方法に従い行った（Mutoh, S., et al., 2005）。透析培

養法で得られた透析培養液内液を集め、得られた透析培養内液を遠心分離 

（10,000×G、25 min、4℃） し、菌体と培養上清に分離した。得られた培養溶液

を 60%飽和になるように硫酸アンモニウムを加え、4℃で一晩静置した。遠心分

離（10,000×G、25 min、4℃） 後、沈殿を C-Yoichi は 50 mM Acetate buffer （pH 

4.0） および、C-Stockholm は 0.2 M NaCl を含む 50 mM Acetate buffer （pH 4.0） 

で溶解し、同 Buffer に対して一晩透析した。透析後、透析内液を遠心分離 
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（10,000×G、25 min、4℃） し、上清を粗毒素液とした。C-Yoichi および C-

Stockholm粗毒素液をそれぞれ 50 mM Acetate buffer （pH 4.0） もしくは 0.2 M

を含む 50 mM Acetate buffer （pH 4.0） で平衡化した SP-Toyopearl 650 S 陽イオ

ン交換カラムクロマトグラフィーに負荷した。陽イオン交換カラムクロマトグ

ラフィーに吸着した C-Yoichi および C-Stockholm 毒素をそれぞれ 0 M〜0.6 M 

NaCl もしくは 0.2 M〜0.8 M NaCl の直線濃度勾配により溶出した。各溶出画分

を Native-PAGE および SDS-PAGE 分析し、PTC に相当する画分を集め、80%飽

和になるように硫酸アンモニウムを加え濃縮した。PTC 硫酸アンモニウム沈殿

を 0.15 M NaCl を含む 50 mM Acetate buffer （pH 4.0）で溶解し、同 buffer で平

衡化した HiLoad 16/60 Superdex 200pg ゲルろ過カラムクロマトグラフィーに負

荷し、溶出させた。各溶出画分を Native-PAGE および SDS-PAGE 分析し、PTC

に相当する画分を集め、50 mM Acetate buffer （pH 4.0） で一晩透析した。透析

後、透析内液を遠心分離 （10,000×G、20 min、4℃） し、遠心上清を同 buffer で

平衡化した Mono S HR5/50 陽イオン交換カラムクロマトグラフィーに負荷し、

0 M〜1.0 M NaCl の直線濃度勾配により溶出した。各溶出画分を Native-PAGE お

よび SDS-PAGE 分析し、PTC に相当する画分を集め、精製標品とした。 

 

6. 組換え体 HA-33 とボツリヌス菌培養溶液の混合試験  

6-1. ボツリヌス菌培養溶液による組換え体 HA-33 の切断試験  

C-Yoichi HA-33 の C 末端切断要因を調べるために、Hayashi らが作製した組換

え体全長型 HA-33 とボツリヌス菌培養溶液の混合を行った（Hayashi, S., et al., 

2014）。強化クックドミート培地で培養した種菌を、白金耳を用いて TYG 培地
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に植菌し、37℃ で一晩培養した。ボツリヌス菌が増殖した培養液 10 mL を透析

培養培地の透析チュープに加え、37℃ で 2日間培養した。C-Yoichi 全長型 HA-

33 を 50 mM phosphate buffer （pH 7.0） +  150 mM NaCl にて 1 mg/mL に調整

し、0.22 μm滅菌フィルター （MERCK） に通し、10 mLずつ C-Yoichi透析培

養溶内液中に加え、37℃で 72 時間インキュベートした。C-Yoichi 全長型 HA-33

を含む透析培養液内液を遠心分離 （10,000 ×G、20 min、4℃） し、培養上清を

回収した。培養上清に対して硫酸アンモニウムを 60%飽和になるように加え、

4℃で一晩静置した。沈澱を遠心分離 （10,000×G、20 min、4℃） にて回収し、

50 mM Acetate buffer （pH 4.0） に溶解し、同 buffer にて一晩透析した。透析後、

50 mM Acetate buffer （pH 4.0）＋100 mM NaCl で 3 時間透析し、遠心分離 

（10,000×G、25 min、4℃） し、上清を 50 mM Acetate buffer （pH 4.0） ＋100 

mM NaCl で平衡化した High S 陽イオン交換クロマトグラフィーに負荷した。吸

着したタンパク質を 0.1 M〜1.0 M NaCl の直線濃度勾配により溶出した。HA-33

の C 末端切断は、SDS-PAGE とウエスタンブロットにより確認した。 

 

6-2. ボツリヌス菌菌体懸濁液による HA-33 の切断試験  

C-Yoichi 全長型 HA-33 に 50 mM phosphate buffer （pH 6.0） を加え、50 μg/50 

μl に調製した。C-Yoichi透析培養液内液を遠心分離し、得られた菌体 2.5 mg に

50 mM Phosphate buffer （pH 6.0） 5 μL加え、菌体懸濁液とし、C-Yoichi 全長型

HA-33 に添加し、37℃で 5日間インキュベートした。C-Yoichi 全長型 HA-33 切

断の確認のため、SDS-PAGE とウエスタンブロッティングを行った。 
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6-3. プロテアーゼ阻害剤による HA-33切断阻害試験  

 C-Yoichi HA-33 の最終濃度が 50 μg/50 μl および EDTA・2Na の最終濃度が 1、

10、100 mM になるように 50 mM Phosphate buffer （pH 6.0） を加え、6-2 で得

た菌体懸濁液を 5 μl添加した。C-Yoichi 全長型 HA-33 の切断確認は SDS-PAGE

およびウエスタンブロットを行った。 

 

7-1. C-Yoichi全長型 HA-33 の自己消化試験 

 C-Yoichi 全長型 HA-33 は自己消化により切断を受けるか調べた。C-Yoichi 全

長型 HA-33 を無菌条件下で 0.22 μm滅菌フィルター（Millex-GV）により無菌

処理を行い、37℃で 1、2、3 および 4日間インキュベートした。切断の確認のた

め SDS-PAGE を行った。 

 

7-2. Trypsin による組換え体 dual-tag HA-33切断試験 

 0.1、1、10、100 µM に調整した Trypsin と２章で作製した組換え体 dual-tag HA-

33 を混合し無菌処理をした後、37℃で 24 時間インキュベートした。その後ウエ

スタンブロットを行い、tag が切断を受けているかの確認のため Anti-His、Anti-

HA、Anti-FLAG 抗体を用いて、dual-tag HA-33 の検出を行なった。 
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第 3節 結果 

1. HA-33 の自己消化 

C-Yoichi 全長型 HA-33 を無菌処理した後、37℃で 1、2、3 および 4 日間イン

キュベートした。ポジティブコントロールとした無菌処理を行っていない C-

Yoichi 全長型 HA-33 を用いた。無菌処理をしていないポジティブコントロール

の HA-33 は切断が確認できた。無菌処理後、37℃インキュベートした HA-33 は

切断を受けていなかった（Fig.1）。 

 

2. Trypsin の組換え体 dual-tag HA-33切断能 

0.1、1、10、100 µM に調整した Trypsin と組換え体 dual-tag HA-33 を混合し無

菌処理をした後、37℃で 24 時間インキュベートした。その後ウエスタンブロッ

トを行い、tag が切断を受けているかの確認のため Anti-His、Anti-HA、Anti-FLAG

抗体を用いて、dual-tag HA-33 の検出を行なった。ネガティブコントロールとし

て Trypsin を添加していない dual-tag HA-33使用した。Trypsin 0.1 µM では全て

の抗体で検出された。1 µM では Anti-His の検出が弱くなった。さらに、コント

ロール HA-33 と比べると Trypsin 10、100 µM では分子量が減少していることが

確認できた （Fig.2）。 

 

3. ボツリヌス菌培養溶液成分による HA-33 の切断 

 ボツリヌス菌培養液内に C-Yoichi 全長型 HA-33 を切断するプロテアーゼが含

まれているかを調べた。C-Yoichi 培養溶液と組換え体 C-Yoichi 全長型 HA-33 を

混合し、SDS-PAGE に負荷したところ、C-Yoichi 全長型 HA-33 の分子量は C-

Yoichi PTC を構成する vHA-33 と同じ分子量となった （Fig.3）。また、組換え
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体 C-Yoichi 全長型 HA-33 を C-St 培養溶液と混合し、SDS-PAGE に負荷したと

ころ、C-Yoichi 全長型 HA-33 の分子量は C-Yoichi vHA-33 と同じ分子量となっ

た （Fig.4）。同様に組換え体 C-St HA-33 を C-Yoichi 培養溶液と混合し SDS-

PAGE に負荷したところ、組換え体 C-St HA-33 の分子量は His-Tag が欠落し、

培養溶液由来の C-St HA-33 と同じ分子量となった （Fig.5）。 

 

4. ボツリヌス菌 菌体成分による C-Yoichi HA-33 の切断 

 C-Yoichi 全長型 HA-33 の切断を引き起こすプロテアーゼが菌体あるいは培養

上清に含まれているかを調べるために、菌体と組換え体 C-Yoichi 全長型 HA-33

を混合した。SDS-PAGE に負荷したところ、組換え体 C-Yoichi 全長型 HA-33 の

分子量は C-Yoichi vHA-33 と同じとなった （Fig.6）。 

 

5. ボツリヌス菌体成分による C-Yoichi HA-33 の切断に対する EDTA の効果  

 菌体に含まれているプロテアーゼが金属プロテアーゼであるかを調べるため

に、EDTA・2Na、C-Yoichi 菌体、全長型 HA-33 と混合した。SDS-PAGE に負荷

したところ、組換え体 C-Yoichi 全長型 HA-33 の分子量の変化は低減した 

（Fig.7）。 
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第 4節 考察 

ボツリヌス毒素複合体は経口摂取されることにより、小腸まで到達し、ボツリ

ヌス毒素複合体の構成成分である HA-33 が小腸上皮細胞の糖鎖と結合を増加す

ることによって毒素の体内への侵入を促進する。Sagane らは、C-Yoichi HA-33 の

C 末端アミノ酸配列解析によって、C 末端 31 アミノ酸残基が欠落することを見

出した。同様に、HA-33 の C 末端欠落をしている D-1873 が知られている（Sagane, 

Y., et al., 2001）。しかし、C-Yoichi HA-33 の C 末端欠落を引き起こす要因は明

らかとなっていない。本研究では、C-Yoichi HA-33 の C 末端 31 アミノ酸残基欠

落を引き起こすメカニズムを調べた。HA-33 を無菌処理し、37℃、4日間インキ

ュベートを行ったところ、分子量は変化せず、自己消化によるものではないこと

が明らかとなった。そのため、C-Yoichi HA-33 の C 末端アミノ酸残基の欠落要

因をプロテアーゼと考えた。そこで C-Yoichi 培養溶液に組換え体 C-Yoichi 全長

型 HA-33 を混合したところ、C-Yoichi vHA-33 と同じ分子量となり切断を受けた

ことが明らかとなり、C-Yoichi 培養溶液には HA-33 を切断するプロテアーゼの

存在が考えられた（Fig.3）。また、C-Yoichi 培養溶液のみに C-Yoichi HA-33 を

切断するプロテアーゼが含まれているかを調べるため、組換え体 C-Yoichi 全長

型 HA-33 を C-St 培養溶液と混合した。組換え体 C-Yoichi 全長型 HA-33 は C-

Yoichi vHA-33 と同じ分子量となり、C-St 培養溶液でも同様に切断を受けた 

（Fig.4）。すなわち、C 末端を切断するプロテアーゼは C-Yoichi が特異的に産

生するプロテアーゼではないことが考えられる。C-Yoichi HA-33 がアミノ酸配

列特異的に切断を受けているかを確認するため、同様に組換え体 C-St HA-33 を

C-Yoichi 培養溶液と混合した。組換え体 C-St HA-33 は切断を受けなかった 
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（Fig.5）ことから、C-Yoichi および C-St の培養溶液中に C-Yoichi HA-33 の C 末

端を特異的に切断するプロテアーゼが含まれていることが考えられた。次に、C-

Yoichi 培養溶液を遠心分離し、培養上清および菌体に分離した。C-Yoichi 菌体と

C-Yoichi 全長型 HA-33 を混合したところ、C-Yoichi HA-33 の分子量の変化が見

られた （Fig.6）。そのため、菌体に含まれるプロテアーゼが C-Yoichi HA-33 を

切断することが考えられる。ボツリヌス菌が産生するプロテアーゼにはセリン

プロテアーゼである Clostripain があり、BoNT、HA-70 の分子内切断を引き起こ

す（Suzuki, T., et al., 2009）。しかし、C-Yoichi HA-33 を切断するプロテアーゼの

性状は明らかとなってない。そこで、C-Yoichi HA-33 の欠落は金属プロテアーゼ

によるものかを調べるために、キレート剤である EDTA を添加したところ、分

子量の変化は見られなかった （Fig.7）。この結果から、C-Yoichi 菌体に含まれ

るプロテアーゼは金属プロテアーゼ様であることが考えられた。今後、C-Yoichi 

vHA-33のプロテアーゼによる欠落メカニズムが明らかとなることで、vHA-33の

大量精製および vHA-33 の細胞特異的な機能を用いてガラクトース糖鎖が大量

に発現している癌細胞などの細胞診断に利用できると考える。 
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第 5節 要約 

ボツリヌス菌 C 型菌 Yoichi株が産生する vHA-33 の欠落メカニズムの解明を試

みた。C-Yoichi 全長型 HA-33 は無菌条件下、37℃インキュベートで切断を受け

ないことから自己消化ではないことが明らかとなった。C-Yoichi 培養液に全長

型 HA-33 を混合したところ、切断を受け vHA-33 に変化していることが確認で

きた。さらに、C-St 培養液に全長型 HA-33 を混合したところ、切断を受け vHA-

33 に変化していることが確認できた。C-Yoichi 培養液に C-St HA-33 を混合した

ところ、His-tag のみの切断が確認できた。すなわち、HA-33 はボツリヌス培養

液に含まれるプロテアーゼが要因で切断を受けていることが考えられた。そこ

で、ボツリヌス菌体を分離し、菌体と全長型 HA-33 を混合したところ切断を受

け vHA-33 に変化することが確認できた。EDTA・2Na、C-Yoichi 菌体、全長型

HA-33 と混合したところ切断を受けなかったことから、C-Yoichi 菌体が産生し

ているプロテアーゼは金属プロテアーゼ様であることが考えられた。 
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Fig.1 C-Yoichi HA-33 無菌条件下による自己消化試験 

左レーンから無菌処理をしたインキュベート0、1、2、3、4日の C-Yoichi 全長

型HA-33。 

右端のレーンは無菌処理をしていないインキュベート4日のC-Yoichi 全長型

HA-33。 
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Fig.2 Trypsin処理によるdual-tag HA-33の切断試験 

dual-tag HA-33 を使用した。左から Trypsin濃度 0、0.1、1、10、100 μM。 

上から Anti-His、Anti-HA、Anti-HA-33、Anti-FLAG 抗体を用いてウエスタンブ

ロットで検出した。 
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Fig.3 C-Yoichi 培養溶液による C-Yoichi HA-33 の切断 

左の図は CBB染色した SDS-PAGE、C-Yoichi HA-33 （＋）が混合した。（−）

が混合していない。C-Yoichi 培養液も同様。C-Yoichi PTC のレーンは C-Yoichi 

PTC のみを負荷した。真ん中の図は Anti HA-33 抗体で HA-33 を検出した。右の

図は Anti His-Tag 抗体で His-Tag を検出した。 
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Fig.4 C-St 培養溶液による C-Yoichi HA-33 の切断 

左の図は CBB染色した SDS-PAGE、C-Yoichi HA-33 （＋）が混合した。（−）

が混合していない。C-St 培養液も同様。Yoichi PTC のレーンは Yoichi PTC のみ

を負荷した。St PTC のレーンは St PTC のみを負荷した。真ん中の図は Anti HA-

33 抗体で HA-33 を検出した。右の図は Anti His-Tag 抗体で His-Tag を検出した。 
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Fig.5 C-Yoichi 培養溶液成分による組換え体 C-St HA-33 の切断 

左の図は CBB染色した SDS-PAGE、C-St HA-33 （＋）が混合した。（−）が混

合していない。C-Yoichi 培養液も同様。St PTC のレーンは St PTC のみを負荷し

た。真ん中の図は Anti HA-33 抗体で HA-33 を検出した。右の図は Anti His-Tag

抗体で His-Tag を検出した。 
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Fig.6 C-Yoichi 菌体成分による C-Yoichi HA-33 の切断 

左の図は CBB染色した SDS-PAGE、C-Yoichi 全長型 HA-33 （＋）が混合し

た。（−）が混合していない。菌体も同様。Yoichi PTC のレーンは Yoichi PTC の

みを負荷した。右の図は Anti HA-33 抗体で HA-33 を検出した。 
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Fig.7 C-Yoichi HA-33 の C 末端切断に対する EDTA の効果 

左の図は CBB染色した SDS-PAGE、C-Yoichi 全長型 HA-33 （＋）が混合し

た。（−）が混合していない。菌体、EDTA も同様。Yoichi PTC のレーンは Yoichi 

PTC のみを負荷した。右の図は Anti HA-33 抗体で HA-33 を検出した。 
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第 4 章 C-Yoichi および C-St 毒素複合体の細胞結合性 

第 1節 緒言 

ボツリヌス菌が産生するボツリヌス毒素は BoNT と、無毒タンパク質と結合し、

PTC を形成している。ボツリヌス血球凝集素である HA-70、HA-17 および HA-

33 にはボツリヌス神経毒素を体内に輸送する役割がある。HA-70 は細胞のシア

ル酸を認識し、さらには、E-cadherin を破壊し毒素の吸収を促進する（Matsumura, 

T., et al., 2008）（Jin, Y., et al., 2009） （Sugawara, Y., et al., 2010）（Lee, K., et al., 

2014）。HA-33 は細胞への結合にもっとも重要とされているタンパク質である

（Ito, H., et al., 2011）。A 型 HA-33 は糖鎖のガラクトースに結合する（Fujinaga, 

Y., et al., 2000）（Fujinaga, Y., et al., 2004）。C 型 HA-33 は Gal、Neu5Ac、GalNAc

に結合する。この他にも、HA-33 の構造と機能については多くの報告（Nakamura, 

T., et al., 2008） （Mutoh, S., et al., 2005）（Nakamura, T., et al., 2007） があり、

その全貌が徐々に明らかにされてきた。しかしながら、C-Yoichi が産生する HA-

33 についての情報は乏しく、その構造と機能についての解析は、他の血清型の

HA-33 に比べ著しく遅れていた。Sagane らは C-Yoichi PTC の HA-33 の C 末端

31 アミノ酸残基が欠落していることを明らかにした（Sagane, Y., et al., 2001）。

Matsuo らは C-Yoichi 由来 PTC の血球凝集活性が糖で阻害されることを明らか

にした（Matsuo, T., et al., 2011）。しかし、C-Yoichi由来 PTC の細胞結合におけ

る糖の関与は不明である。本章では C-Yoichi由来 PTC の細胞結合に寄与する糖

について検討した。 
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第 2節 実験方法 

1. 細胞の培養 

 細胞は、ラット小腸上皮株化細胞（Rat small intestine epithelial cells; IEC-6; Riken 

BioResource Center）を用いた。IEC-6 の培養液は次のように調製した。市販の

Dulbecco’s Modified Eagle Medium-low glucose に非働化した牛胎児血清（Fetal 

Bovine Serum; FBS, Thermo Scientific）58 mL および、Penicillin （10,000 U/mL, 

Sigma） 5.8 mL を Millex®-GS Syringe Driven Filter Unit で濾過滅菌し DMEM に

加えて、FBS を 10%含む DMEM を調整し、培養液とした。IEC-6 は 10 mL の培

養液を入れた Tissue Culture dish （直径 100 mm; Becton Dickinson） を用いて、

CO2濃度を 5％に保った CO2 インキュベーター （MCO-5AC, SANYO） 内で培

養した。IEC-6 がコンフルエントの状態に達したことを倒立型位相差顕微鏡 

（Axiovert 40, Carl Zeiss）で確認し、実験に用いた。 

 

2. 細胞結合試験 

IEC-6 に対する結合試験のために、IEC-6 を 24穴マルチウェルプレート （直径 

1.6 cm, Corning） に播種し、37℃でインキュベートを行い、コンフルエントにな

るまで培養した。プレートの培養液を捨て、PBS で洗浄し、C-St由来 PTC およ

び C-Yoichi 由来 PTC を牛胎児血清の含まない DMEM 150 μL に懸濁し、4℃で

培養皿に添加し、4℃で 45 分インキュベートした。 その後、PBS で３回洗浄し、

100 μl の SDS Sample Buffer を加え、細胞を溶解後、1.5 ml容エッペンチューブ

に回収し、10 分間煮沸した。細胞に結合したタンパク質は、SDS-PAGE に供し、

Western blot により検出した。 
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5. ノイラミニダーゼ（NDase）処理 

IEC-6 を、DMEM 培養液（pH 7.0）中で 0、5、10 および 50 mU の Clostridium 

perfringens neuraminidase （NDase; Sigma-Aldrich） と 37℃で 18 時間インキュベ

ートし、リン酸緩衝塩水で 3回洗浄し細胞結合試験に使用した。 

 

6. 糖による細胞結合阻害試験  

0、5、10 および 50 mM の糖類を室温で 15 分間、C-Yoichi由来 PTC と混合し

た。各混合物を NDase処理した IEC-6 に添加し、4℃で 45 分間インキュベート

した。結合した PTC は、ウエスタンブロットを用いて検出した。 
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第 3節 実験結果 

1. C-Yoichi および C-St由来 PTC の IEC-6 細胞結合性 

毒素濃度 3〜100 nM の C-Yoichi および C-St由来 PTC を用いて、IEC-6（ラッ

ト小腸上皮細胞株）で細胞結合能を検討した。Fig. 1 に示すように IEC-6 細胞に

結合した毒素の量は、C-Yoichi および C-St 由来 PTC のいずれにおいても濃度

依存的に増加した。また、C-St由来 PTC は C-Yoichi由来 PTC よりも多く細胞

に結合しており、C-St 由来 PTC は C-Yoichi 由来 PTC よりも IEC-6 細胞に対し

て相対的に高い親和性を有していることが示された。 

 

2. C-Yoichi および C-St由来 PTC の NDase処理を行なった IEC-6への結合性 

細胞に NDase処理をすることで、細胞の糖鎖末端の Neu5Ac（Sia）が切断され、

Gal が末端に露出する。これにより C-Yoichi由来 PTC の結合力が変化するのか

を確認した。細胞結合アッセイの前に、IEC-6 細胞に対し 0〜50 mU の NDase を

添加し、酵素処理を行った。Fig. 2 に示すように、C-Yoichi由来 PTC の細胞結合

能は有意に増加した。一方、C-St 由来 PTC の IEC-6 細胞への結合量は、NDase

処理による影響を受けなかった。すなわち、C-Yoichi由来 PTC は NDase処理さ

れた細胞の Gal 糖末端に結合することが確認できた。 

 

3. C-Yoichi および C-St由来 PTC の NDase処理を行なった IEC-6 細胞への糖結

合阻害試験 

C-Yoichi由来 PTC の細胞への結合に対する糖の阻害効果を検討した。C-Yoichi

由来 PTC の細胞糖結合阻害試験では Neu5Ac、Gal、Lactulose（LAU）および 

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside（IPTG）の糖を用い 0〜50 mM の濃度に分け、
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C-Yoichi由来 PTC と混合し、50 mU NDase処理した IEC-6 に対し結合するかを

確認した。Fig. 3 に示したように Neu5Ac の添加では細胞結合性に変化は見られ

なかった。しかし、Gal および Gal 糖を含む LAU および IPTG は 50 mM で細胞

結合性が著しく下がり 10 mM でも結合性が下がることが確認された。すなわち、

C-Yoichi由来 PTC の HA-33 はガラクトース糖と先に結合することで細胞結合能

を失うことが示唆された。一方、Neu5Ac は C-Yoichi 由来 PTC の細胞への結合

に影響を与えなかった。 
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第 4節 考察 

ボツリヌス C 型菌 Stockholm株が産生する PTC の HA-33 は糖結合 site が 2つ

ある。しかし、ボツリヌス C 型菌 Yoichi株が産生する PTC は C 末端 31 アミノ

酸残基が欠落し、HA-33 の構造が変化している。Matsuo らの研究により C-Yoichi

由来 PTC はガラクトースを特異的に認識することが知られている（Matuso, T., 

et al., 2011）。本研究では、C-Yoichi および C-St由来 PTC の細胞結合性を確認

した。C-Yoichi 由来 PTC は C-St 由来 PTC と比較して無処理の IEC-6 に対して

細胞結合能が低いことが確認できた。C 型 PTC は細胞表面のシアリルオリゴ糖

鎖を認識するためだと考えられる（Nakamura, T., et al., 2007）（Nishikawa, A., et 

al., 2004）。しかし、NDase処理濃度依存的に C-Yoichi由来 PTC の結合能は上

昇することが確認できた。Nakamura らは C 型 HA-33 の変異体を作製し、Neu5Ac

認識部位 site 1 を変異させた。変異体は、Neu5Ac認識を失い、Gal に対して高い

結合性を持つことを示した（Nakamura, T., et al., 2008）。すなわち、C-Yoichi由

来 PTC は C 末端欠落あるいは変異により、細胞の Gal 糖鎖を特異的に認識する

ことが考えられる。一方、C-St由来 PTC は NDase処理した IEC-6 に対しても結

合能に変化は見られなかった。これは C-St由来 PTC の糖認識部位が 2つあり、

それぞれ Neu5Ac、Gal を認識することができるため（Nakamura, T., et al., 2008）、

NDase 未処理あるいは処理後でも、細胞結合能に変化はなかったことが考えら

れる。C-Yoichi由来 PTC 細胞糖阻害試験では、Neu5Ac との反応では細胞結合性

に変化は見られなかったが、Gal を含む糖（LAU、IPTG）と反応させることで細

胞結合能が下がることが確認できた。このことは、C-Yoichi由来 PTC は Gal 糖

を含む糖に HA-33 の結合 site がブロックされることで細胞結合性を失ったこと



 67 

を示唆している。Nakamura らは等温滴定カロリメトリーにより C 型菌由来 HA-

33 の site1 ノックアウト変異体に対する糖結合性を調べたところ、C 型菌由来

HA-33 の site1ノックアウト変異体は Neu5Ac に結合せず、Kd値が高すぎて測定

不能になることを示している（Nakamura, T., et al., 2011）。すなわち、C-Yoichi

由来 PTC も同様に site1 に構造変異が入っているため Neu5Ac を認識できず、

Neu5Ac と混合しても細胞結合性に変化が見られなかったと考える。本研究によ

り、C-Yoichi由来 PTC は細胞のガラクトース糖に強く結合性を示すことが明ら

かとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 68 

第 5節 要旨 

C-Yoichi HA-33 は C 末端 31 アミノ酸残基が欠落し、構造が変化している。 

C 末端 31 アミノ酸残基が欠落した C-Yoichi HA-33 の機能を確かめるために、本

研究では C-Yoichi および C-St由来 PTC の細胞結合性を確認した。IEC-6（ラッ

ト小腸上皮株化細胞）に対して、C-Yoichi および C-St由来 PTC の細胞結合性を

比較した所、C-Yoichi由来 PTC は C-St由来 PTC よりも細胞結合能が低いこと

が確認できた。しかし、細胞のシアル酸糖鎖末端を切断し、糖鎖末端をガラクト

ースに変化させるNDase処理をした IEC-6に対してC-Yoichi由来 PTCはNDase

濃度依存的に結合能が上昇することが確認できた。このことから、C-Yoichi由来 

PTC は細胞の Gal 糖鎖を特異的に認識することが示唆された。細胞糖阻害結合

試験では、Sia で C-Yoichi HA-33 を前処理しても細胞結合性に変化は見られなか

ったが、Gal を含む糖（LAU、IPTG）と反応させることで細胞結合能が下がるこ

とが確認できた。本研究により、C-Yoichi由来 PTC は細胞のガラクトース糖鎖

に強く結合性を示すことが明らかとなった。 
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Fig.1 C-Yoichi および C-St由来 PTC の IEC-6 細胞結合性 

培養細胞を C-Yoichi または C-St由来 PTC とともに 4℃で 45 分間インキュベー

トした。細胞は PBS で洗浄し、溶解させた。細胞内の結合した PTC は、抗 HA-

33 抗体を用いて検出した。Tubulin をローディングコントロールとして使用した。

表示された PTC濃度での結合強度を示し、100 mM C-St由来 PTC で得られた強

度を 100％とする。実験は 3回繰り返し、エラーバーは平均の SE を表す。統計

解析は Sidak の検定を用いて行った（***P < 0.001, **P < 0.01）。 
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Fig.2 C-Yoichi および C-St由来 PTC の NDase処理を行なった IEC-6 細胞結合性 

細胞は、0〜50 mU濃度の NDase で 37℃、18 時間処理された。その後、細胞を

PBS で洗浄し、100 nM の C-Yoichi または C-St由来 PTC と 4℃で 45 分間インキ

ュベートした。HA-33 タンパク質の検出は、Fig.1 で述べたように行った。Fig.2

のローディングコントロールは Actin とした。示した NDase 濃度に対する結合

強度を示し、100%は C-St由来 PTC に対する NDase未処理細胞の結合強度を表

す。実験は 3回繰り返し行い、エラーバーは平均のSEを表す。統計解析は Tukey's 

test を用いた（***P < 0.001, *P < 0.1; NS: not significant）. 
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Fig.3 C-Yoichi 由来 PTC の NDase 処理を行なった IEC-6 細胞への糖結合阻害試

験 

 C-Yoichi由来 PTC を 0~50 mM濃度の糖と 15 分間混合した。NDase処理した細

胞（50 mU）をこの混合物と一緒に 4℃で 45 分間インキュベートした。Fig.3 の

ローディングコントロールは Actin とした。50 mU NDase 処理した、0 mM の

100%は糖類を含まない細胞結合試験で観察された強度を表す。実験は 3回繰り

返し行い、エラーバーは平均の SE を表す。統計解析は Tukey's test を用いて行

った（***P < 0.0001, **P < 0.01, *P < 0.1）。 
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第 5 章 C-Yoichi および C-St 毒素複合体のマウス腹腔内および経口毒性 

第 1節 緒言 

食品媒介性ボツリヌス症は、BoNT に汚染された食品を摂取することにより発

症する。BoNT は Zn依存性のメタロプロテアーゼ活性により神経伝達物質の放

出に関与する特定のタンパク質を切断し、筋麻痺を引き起こす（Rossetto, O., et 

al., 2014）。Clostridium botulinum が産生する BoNT は、培養液中では NTNHA と

結合し、BoNT/NTNHA複合体（M-PTC）を生成する。さらに、3種類の HA（3

分子の HA-70、3 分子の HA-17、6 分子の HA-33 が M-PTC と結合し、L-PTC を

形成している（Hasegawa, K., et al., 2007） （Kouguchi, H., et al 2002）。経口摂取

された BoNT は、いくつかのバリアに遭遇する。そのようなバリアの一つが腸

管壁である。BoNT は単独でも腸の上皮細胞を通って輸送されるが、HA タンパ

ク質は、その糖鎖結合部位を介して PTC の経上皮吸収を促進する。Tsuzuki らの

研究では、C-St 培養液から精製した HA-33/HA-55複合体が HA活性を示すこと

が報告された（Tsuzuki, K., et al., 1990）。さらに、Inoue らは、C および D 型の

HA 活性を示す PTC が Neu5Ac 部位を介して赤血球に結合することを報告して

いる（Inoue, K., et al., 2001）。Kouguchi らも、C 型から分離した HA-33 の赤血

球への結合を示している。また、C 型菌 6814株由来 PTC から分離された HA-33

は Neu5Ac の添加により赤血球への結合が阻害されることを示した（Kouguchi, 

H., et al., 2001）。すなわち、C 型の PTC では、HA-33 と Neu5Ac との相互作用

が赤血球凝集に関与している可能性が最も高い。Sagane らは、C-Yoichi が赤血

球凝集活性を示さない変異 PTC を産生することを見出した（Sagane, Y., et al., 

2001）。C-Yoichi由来 PTC のアミノ酸配列を、血球凝集能のある C-St由来 PTC
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と比較したところ、これら 2株の HA-33 は 74%の類似性しかないが、他の毒素

複合体成分は 99%〜100%の類似性を有していた（Fig.1）（Sagane, Y., et al., 2001）

（Fujinaga, Y., et al., 1994）（Tsuzuki, K., et al.,1990） （Sakaguchi, Y., et al., 2005） 

（Kimura, K., et al., 1990）。HA-33 のアミノ酸残基の置換は C 末端半分に限定さ

れており、C-Yoichi および C-St由来 HA-33 の C 末端側は 46%のアミノ酸配列

類似性と低い値を示している。さらに、C-Yoichi HA-33 の C 末端は 31 アミノ酸

残基が欠落しており（Sagane, Y., et al., 2001）、おそらく細菌が産生する内因性

プロテアーゼによるタンパク質分解に対して感受性が高いためであると考えら

れる（本論文第 3 章参照）。したがって、C-Yoichi由来 PTC の低い HA活性は、

HA-33 の C 末端ドメインの変異、C 末端残基の欠失、あるいはその両方に起因

している可能性がある。一方、Matsuo らは、C-Yoichi由来 PTC が NDase で処理

した赤血球の血球凝集を促進することを見いだし、C-Yoichi由来 PTC から分離

した HA-33/HA-17 の 3量体は、NDase で処理した IEC-6 細胞に結合することを

示している（Matuo, T., et al., 2011）。このように、いくつかの研究から、C-Yoichi

由来 PTC に見られる HA-33 のアミノ酸変異は、毒素と細胞との結合に関わる糖

認識の変化をもたらすことが示唆された。しかし、この変化が経口毒性に及ぼす

影響については不明である。本章では、HA-33 のアミノ酸変異による、PTC の

経口毒性が野生型毒素よりも向上することを明らかにした。 
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第 2節 実験方法 

1. 動物実験 

本実験におけるすべての動物実験プロトコルは、日本学術会議が公布した「動

物実験の適正な実施に向けたガイドライン」に記載されている内容に従って実

施され、東京農業大学の動物実験委員会の承認を受けた。 

 

2. 神経細胞培養 

妊娠中のラットは Charles River Laboratories から購入した。24 ウェルプレート

に poly-D-lysine（0.1 mg/mL） をコートし、37℃で 3 時間インキュベートした

後、滅菌超純水で 3 回洗浄した。ラット大脳皮質初代ニューロンは、生後 19 日

目の胚からパパイン解離キット（Worthington Biochemical Corporation）を用いて

調製した。妊娠ラットを CO2窒息により安楽死させ、胚を取り出した。解剖し

た大脳皮質組織をパパイン溶液で 37℃、60 分間解離させた。皮質神経細胞を

250,000 cells/well の密度で播種した。 

 

3. C-Yoichi および C-St由来 PTC のマウスに経口および腹腔内投与 

各試験には、雌の Crl:CD1（ICR）マウス（4〜5 週齢、19〜30g；Charles River 

Laboratories）を 4〜6匹セットで使用した。経口毒性試験では、リン酸-ゼラチン

緩衝液（10 mM リン酸緩衝液および 0.2% ゼラチン、pH 6.2）中の C-Yoichi お

よび C-St由来 PTC を 200 μLポッパー針を用いて経口投与し、マウスに投与し

た。腹腔内毒性試験では、注射器（26G 針）を用いて、リン酸-ゼラチン緩衝液
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（500 μL）中の C-Yoichi および C-St由来 PTC をマウスに投与した。投与後，

最大 5日間マウスを観察し，ボツリヌス中毒の症状の有無を確認した。 

 

4. C-Yoichi PTC と糖の混合 

リン酸-ゼラチン緩衝液を用いて C-Yoichi PTC を 0.05 μg に希釈し、250 mM ま

たは、500 mM の IPTG、LAU になるよう混合し、室温で 15 分静置し、マウス経

口毒性試験に用いた。 

 

5. ウエスタンブロッティング 

 ニューロンは、37℃で 12 時間、BoNT/C に曝露された。細胞を PBS で 1 回洗

浄し，200 μL の溶解バッファー［1% Triton X-100，0.05% SDS，プロテアーゼ阻

害剤カクテル（Nacalai Tesque）含有 PBS］で溶解した。ライセートを最高速度

で 4℃、10 分間遠心分離した。上清を使用するまで-80 ℃で保存し、SDS サンプ

ルバッファー [62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% SDS, 7.5% glycerol, and 0.005% 

bromophenol blue] と混合した。12.5% ポリアクリルアミド分離ゲルと 4.5%ポリ

アクリルアミド濃縮ゲルにより構成されたゲルを用いた。分子量マーカーに

DynaMarker® Protein MultiColor Stable II を用いた。泳動は 120 V濃縮ゲル、分離

ゲルの定電流で行った。SDS-PAGE により分離後、Nitrocellulose膜 （Amersham 

TM Hybond TM -ECL,GE Healthcare） および 6 × 9 cm の濾紙を用いた。電気泳動

のゲルを Semi dry buffer （0.58% Tris、0.229% Glycine、0.038% SDS、20% Methanol） 

を用いてセミドライブロッティング装置 で Nitrocellulose膜へ 20 V の定電圧で

25 分間エレクトロブロットした。その後、Nitrocellulose膜を取り出し、5% Skim 
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milk を含む TBST （5 mM Tris-HCl (pH 7.4), 13.8 mM NaCl, 0.27 mM KCl, and 0.05% 

Tween 20）をブロッキング液として、1 時間室温でブロッキングした。一次抗体

（抗 SNAP-25 抗体、抗 Syntaxin 抗体、抗 VAMP-2 抗体）をブロッキング液で

500倍希釈した抗体に浸し、一晩 4℃で振盪した。TBST で Nitrocellulose膜を洗

浄 （10 分 × 3回）し、二次抗体（Anti-rabbit あるいは Anti-mouse IgG）をブロ

ッキング液で 5,000倍希釈した抗体に Nitrocellulose膜を浸し、1 時間室温で振盪

した。再び TBST で洗浄 （10 分 × 3回） し、Chemiluminescent HRP Substrate 

（Millipore） を用いてバンドを化学発光させた。化学発光を Light-Caputure Ⅱ 

（AE-6981/2 型 C/FC, ATTO） を用いて検出した。 
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第 3節 実験結果 

1. 培養神経細胞 

C-Yoichi および C-St由来 PTC に含まれる BoNT が神経細胞に対して神経毒性

を示すか確認するため、BoNT の特異的基質である SNARE タンパク質に対す

るタンパク質分解活性を評価した。ラット大脳皮質培養神経細胞に、C-Yoichi お

よび C-St 由来の BoNT を種々の濃度で添加し、細胞内の SNARE タンパク質

量の変化をウエスタンブロットで確認した。その結果、C-Yoichi および C-St由

来 BoNT では、シンタキシンと SNAP-25 の用量依存的な分解が同程度に観察

された（Fig.2）。このことから、各株由来の BoNT は、標的タンパク質に対し

て同程度のタンパク質分解能を有していることが実証された。 

 

2. マウス腹腔内毒性試験 

毒素の非経口毒性を比較するため、C-Yoichi および C-St由来 PTC を 300 pg ま

たは 150 pg をマウスに腹腔内投与し、3 時間ごとに経過観察を行なった。C-

Yoichi および C-St由来 PTC 300 pg を腹腔内投与したマウスは、投与後 2日です

べてのマウスがボツリヌス中毒を発症し安楽死させた（Fig. 3）。また、C-Yoichi

および C-St由来 PTC 150 pg を腹腔内投与したマウスの半数がボツリヌス中毒を

起こし 3日目に安楽死させた。これらの結果から、C-Yoichi および C-St由来 PTC

の腹腔内毒性は同等であり、HA-33 の変異は非経口毒性に影響を及ぼさないこ

とを示した。 
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3. マウス経口毒性試験 

毒素の経口毒性を比較するため、C-Yoichi および C-St 由来 PTC をマウスに経

口投与し、3 時間ごとに経過観察を行なった（Fig. 4 および 5）。C-St由来 PTC 

5 μg および 10 μg 経口投与したすべてのマウスは投与後 1〜2日でボツリヌス中

毒を発症し、安楽死させた。また、C-St由来 PTC 2.5 μg を経口投与したマウス

の半数は、投与後 2 日でボツリヌス中毒を発症し安楽死させた。C-St 由来 PTC 

0.5 ug を経口投与したマウスでは、すべてのマウスが生存した（Fig. 4）。一方、

C-Yoichi由来 PTC を 0.5〜5 μg 経口投与したすべてのマウスは投与後 6〜12 時

間でボツリヌス中毒を発症し安楽死し、C-Yoichi由来 PTC 0.05 μg を経口投与し

たマウスの半数は 1〜2日でボツリヌス中毒を発症し安楽死させた。C-Yoichi由

来 PTC 0.005 μg を経口投与したマウスはすべて生存した（Fig. 5）。経口毒性半

数致死量（LD50）を比較したところ、C-St由来 PTC は LD50 が、2.287 µg であ

り、一方、C-Yoichi由来 PTC のそれは、0.025 μg であった（Fig. 6）。すなわ

ち、C-Yoichi由来 TC の経口毒性は C-St由来 PTC の約 90倍であった。 

 

4. C-Yoichi由来 PTC のマウス経口毒性糖阻害試験 

C-Yoichi由来 PTC（0.05 µg）に 500 あるいは 250 mM の IPTG および LAU を

混合したのち、混合液をマウスに経口投与し、経口毒性が阻害されるのかを確認

した。コントロールとして糖非添加 PTC を用いた。投与後、3 時間ごとに経過

観察を行なった。糖非添加 PTC を経口投与したマウスでは投与後 24〜30 h に半

数のマウスがボツリヌス中毒を起こし安楽死させた。250 mM IPTG を混合した

PTC 経口投与区では 28~30 h 半数のマウスがボツリヌス中毒を起こし安楽死さ



 79 

せた。500 mM IPTG を混合した区では 28 時間経過後に１匹のマウスがボツリヌ

ス中毒を起こし安楽死させた。250 mM LAU を混合した経口投与では 72 時間後

１匹のマウスがボツリヌス中毒を起こし安楽死させた。500 mM LAU を混合し

た経口投与ではすべてのマウスが生存した （Fig.7）。 
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第 4節 考察 

ボツリヌス C 型菌 Yoichi株が産生する PTC は C 型菌 Stockholm株が産生する

PTC とは HA-33 を除くすべての構成成分のアミノ酸配列の相同性が 99〜100%

である。一方、HA-33 のみ 74%の相同性を示す。本実験は HA-33 のアミノ酸配

列が異なることで経口毒性が変化することを明確に示した。マウス腹腔内実験

の結果では C-Yoichi および C-St 由来 PTC のマウス腹腔内毒性はほぼ同じであ

った。すなわち、C-Yoichi および C-St由来 PTC を構成する BoNT の毒性は同程

度だと考えられる。一方で、マウス経口毒性では C-St由来 PTC は 2.287 µg で半

数致死量であったが、C-Yoichi 由来 PTC では 0.025 µg が半数致死量であった。

すなわち、両者の間には、毒性に 90 倍もの差があった。C-Yoichi 由来 PTC は

C 末端 31 アミノ酸残基が欠落し、C-St由来 PTC とは異なる細胞結合性がある。

腸管上皮細胞はムチンで覆われており、細菌やタンパク質を吸着させる役割が

ある。Nakamura らは C 型 HA-33 はブタ胃ムチン（PGM）、ウシ顎下線ムチン

（BSM）に結合することを示している（Nakamura, T., et al., 2007）。すなわち、

HA-33 はムチンに結合し、トラップされる可能性がある（Kim, Y., et al., 2010）  

（Hattrup, C. L., & Gendler, S. J., 2008）。ムチン糖鎖は非還元末端にシアル酸糖

鎖を持つものが多く（芦田久., 2016）、C-St由来 PTC はムチンに吸着すること

で細胞内への侵入が防がれている可能性がある。C-Yoichi 由来 PTC はムチンへ

の吸着を免れ、細胞へ結合しやすいことが考えられる。しかし、HA 成分はムチ

ンへの結合を介して、PTC の HT-29 への取り込みに寄与しているという報告も

ある（Nishikawa, A., et al., 2004）（Uotsu, N., et al., 2006）。この相違は、実験に

使用されている細胞が正常細胞や腫瘍細胞などと実験ごとに異なっていること、
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あるいは、in vivo と in vitro でムチンの環境が異なることによるものだと考えら

れる。マウス経口毒性糖阻害試験では、C-Yoichi 由来 PTC はガラクトースを含

む難消化性の糖類 IPTG、LAU を混合することで、マウス経口毒性が少し弱まる

ことが確認された。A 型 PTC でも同じように HA-33 は末端に Gal を持つ糖鎖を

好むことが示されており（Yao, G., et al., 2014）、A 型 PTC でも IPTG および LAU

での糖阻害によって毒性が減少していることが報告されている。（Lee, K., et al., 

2013）（Lee, K., et al., 2015）。一般的な C 型 HA-33 は A 型 HA-33 とは異なる糖

認識をする（Fujinaga, Y., et al., 2000）（Kouguchi, H., et al., 2001）。しかし、C-

Yoichi 由来 PTC の HA-33 は A 型 PTC 同様 Gal 認識することから、IPTG また

は LAU と結合することにより、細胞への結合性が失われることでマウス経口毒

性が弱まったものと考えられる。本研究では、C-Yoichi 由来 PTC のマウス経口

毒性が C-St 由来 PTC と比べ約 90 倍もあることを明らかにし、C-Yoichi 由来

PTC は Gal を含む難消化性の糖類が結合することによりマウス経口毒性が弱ま

ることを明らかにした。 
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第 5節 要約 

食中毒の原因物質である BoNT は、嫌気性細菌である Clostridium botulinum に

よって産生される。培養液中では、BoNT は NTNHA および HA タンパク質の複

合体と会合し、毒素複合体（PTC）を形成する。HA複合体は 3つの HA-70 タン

パク質と、2つの HA-33 と 1つの HA-17 からなる HA-33/HA-17複合体の 3つの

腕状構造から構成されている。PTC は純粋な BoNT よりも高い経口毒性を示す

ので、食中毒には無毒のタンパク質が重要であると考えられている。C-Yoichiは、

HA-33 の C 末端領域に多くのアミノ酸置換を有する PTC を産生する。今回、C-

Yoichi 由来 PTC のマウス腹腔内毒性は、一般的な C 型菌である C-St 由来 PTC

とほぼ同じであるが、マウス経口毒性は約 90倍であることを明らかにした。C-

Yoichi由来 PTC の腸管上皮細胞株への細胞結合は NDase処理により増加し、Gal

と混合することにより阻害された。また、Gal を含む糖を C-Yoichi由来 PTC と

共投与すると、マウス経口毒性が軽減された。すなわち、C-Yoichi由来 PTC が

小腸上皮を介して体内に取り込まれる際には細胞表面糖鎖の Gal 部位に優位に

結合していることが考えられる。 
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Fig.1  C-Yoichi および C-St由来 PTC の構造比較 

ボツリヌス神経毒素（BoNT、赤）、無毒タンパク質（NTNHA、緑；HA-70、

黄；HA-17、水色；HA-33、青）。パーセントは PTC の各サブユニット間のタン

パク質配列の類似性を示す。C-Yoichi 由来 PTC の HA-33 におけるアミノ酸変異

は、下部にカラーボックスで示されている。青色のボックスは、C-Yoichi および

C-St由来 PTC の間で同一のアミノ酸配列を示し、マゼンタ色のボックスは、C-

Yoichi および C-St由来 PTC の間で不一致のアミノ酸配列を示す。赤い矢印は翻

訳後切断部位を示す。 
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Fig.2 培養細胞 BoNT活性試験評価 

培養神経細胞を C-Yoichi または C-St 由来 PTC に 12 時間暴露し、細胞を溶解

して SDS-PAGE に供した。SNARE タンパク質の切断は、western-blot を用いて

検出した。VAMP-2 はローディングコントロールとして用いた。 
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Fig.3 マウス腹腔内投与 BoNT評価試験 

マウスに C-Yoichi または C-St由来 PTC を腹腔内注射で投与した。マウスは 5

日間観察された（n = 4-5）。統計解析は、log-rank検定を用いて行った（P = 0.180; 

C-St由来 PTC 150 pg vs. C-Yoichi由来 PTC 150 pg, P = 0.708; 300 pg の C-St由来

PTC vs. 300 pg の C-Yoichi PTC）。 
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Fig.4  C-St由来 PTC のマウス経口毒性 

精製した C-St由来 PTC をマウスに経口投与し（n = 6）、5日間経過を観察し

た。（log-rank検定、**P < 0.01、*P < 0.1）。 
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Fig.5  C-Yoichi由来 PTC のマウス経口毒性試験 

C-Yoichi 由来 PTC をマウスに経口投与し（n = 6）、5 日間経過を観察した。

（log-rank検定、**P < 0.01、*P < 0.1）。 
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Fig.6 経口毒性用量曲線 

C-Yoichi および C-St 由来 PTC の経口毒性を比較するために、様々な濃度につ

いて注射後 5日の生存率をプロットした。 
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Fig.7 マウス経口毒性糖阻害試験 

マウスに C-Yoichi由来 PTC を 250 および 500 mM の IPTG および LAU の存在

下または非存在下で経口投与した。マウスを 5 日間観察した（n = 4）。統計解

析は、（-）糖および log lank検定を用いて行った（P = 0.128；500 mM LAU、P 

= 0.383；250 mM LAU、P = 0.508；500 mM IPTG、P = 0.940；250 mM IPTG）。 
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第 6 章 総括 

ボツリヌス菌はボツリヌス神経毒素（BoNT）を産生する。BoNT は単独では存

在せず、非毒非血球凝集素（NTNHA）および 3 種の血球凝集素（HA-70、HA-

17、HA-33）からボツリヌス毒素複合体（PTC）を形成する。このボツリヌス毒

素複合体の構成タンパク質のうち、BoNT のみが毒素活性を持ち、他のタンパク

質は無毒である。経口摂取された PTC は無毒タンパク質により胃での消化をま

ぬがれ、小腸まで到達する。HA-33 は小腸上皮細胞の結合に最も重要だとされ、

毒素の体内への侵入を促進させている。すなわち、HA-33 はボツリヌス食中毒

の発症に対し、極めて重要な存在である。C-Yoichi が産生する HA-33 は一般的

な C 型 HA-33 とは異なり、C 末端 31 アミノ酸残基が欠落していることがわか

っている。しかし、Yoichi PTC の HA-33 に見られる C 末端 31 アミノ酸残基の

欠落のメカニズムや経口毒性に与える HA-33 の変異の影響については分かって

いない。そこで Yoichi株が産生する PTC の構造変化と機能性との関連性を明ら

かにするための研究を行った。 

 

1. 組換え体 C-Yoichi HA-33 の作製 

 C-Yoichi が産生する PTC の HA-33 は C 末端 31 アミノ酸残基が欠落している。

本研究では、C 末端 31 アミノ酸残基がどのように欠落するのかを明らかにする

ために様々な組換え体 HA-33 の作製を試みた。N 末端側、C 末端側のどちら側

が切断を受けやすいかを調べるために、C-Yoichi HA-33 の N 末端、C 末端の両

端に tag を付与した組換え体 dual-tag HA-33 の作製を試みた。また、HA-33 が

HA-17 との複合体形成時に切断を受けにくくなるのかを調べるために組換え体
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HA-33/HA-17複合体の作製を試みた。さらに、C 末端 31 アミノ酸残基が欠落し

た C-Yoichi HA-33 の構造と機能を調べるために、大量にタンパク質発現が可能

な C-Yoichi HA-33（variant HA-33 : vHA-33）の組換え体の作製をした。本研究で

は、HA-33 の N 末、C 末の両端に tag を付与した dual-tag HA-33 の作製に成功し

た。次に HA-33/HA-17複合体は pETduet1 を用いることで作製が可能となった。

C 末端 31 アミノ酸残基が欠落している組換え体 vHA-33 は封入体を形成してし

まい、精製が困難であった。そのため、可溶化を促す MBP-tag を vHA-33 の N

末端側に付与し可溶化を試みた結果、可溶化に成功した。しかし、MBP-tag と

vHA-33 を TEV Protease による分離を試みたところ、MBP-tag の切断が困難であ

った。HA-33 の C 末端 31 アミノ酸残基は βシートの形成に重要な部分であり、

タンパク質のフォールディング時に凝集してしまうことが考えられる。そのた

め、vHA-33 は凝集体を形成していた可能性が考えられる。 

 

2. 組換え体 HA-33 の切断試験 

C-Yoichi が産生する HA-33 は C 末端 31 アミノ酸残基が切断される。しかし、

C-Yoichi HA-33 の切断機構は分かっていない。本研究は、ボツリヌス菌培養液を

用いて組換え体 HA-33 の切断機序を検討した。NTNHA はインキュベート中に

NTNHA の N 末端側が切断され自己消化を起こすことがわかっている。組換え

体 C-Yoichi 全長型 HA-33 もインキュベート中に自己消化を起こすのかを調べ

るために、無菌処理した全長型 HA-33 を 37℃でインキュベートした。全長型 

HA-33 を無菌条件化でインキュベートしても分子量に変化は見られなかったた

め、自己消化ではないことが確認できた。C-Yoichi HA-33 C 末端切断の要因をプ
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ロテアーゼと考え、C-Yoichi 培養溶液に組換え体 C-Yoichi 全長型 HA-33 を混合

したところ、SDS-PAGE 上で C-Yoichi由来 HA-33 と同じ分子量の位置にバンド

が現れたため、切断を受けた事が考えられた。次に、C-Yoichi 培養液のみに存在

するプロテアーゼなのかを調べるために、C-St 培養液を用いて同様の実験を行

った結果、組換え体 C-Yoichi 全長型 HA-33 は切断を受けた。次に、C-Yoichi HA-

33 がアミノ酸配列特異的に切断されるかを確認するために、組換え体 C-St HA-

33 と C-Yoichi 培養液を混合した所、切断を受けなかった。すなわち、HA-33 の

切断は C-Yoichi が特異的に産生するプロテアーゼによるものではないことが考

えられ、C-Yoichi HA-33 アミノ酸特異的であることが確認できた。次に、C-Yoichi

菌体にプロテアーゼが含まれているのかを調べるために、C-Yoichi 培養液を遠

心分離し、菌体と培養上清に分け、菌体と C-Yoichi 全長型 HA-33 を混合した。

菌体と混合することで全長型 HA-33 は切断を受けたため、菌体にプロテアーゼ

が含まれることが確認できた。また EDTA を菌体に添加すると切断阻害を受け

るかを確認した所、切断が阻害されたため、菌体に含まれるプロテアーゼは金属

プロテアーゼ様であることが考えられた。 

 

3. C-Yoichi および C-St 毒素複合体の細胞結合性 

ボツリヌス毒素複合体の構成成分である HA-33 は細胞への結合に最も重要で

あり、細胞の糖鎖を認識する。C-Yoichi PTC は細胞結合に重要だと考えられる

HA-33 の C 末端 31 アミノ酸残基が欠落している。本研究では、特異な C-Yoichi 

由来 PTC の細胞結合性および糖認識を調べるため、C-St 由来 PTC と比較を行

なった。IEC-6 を用いて、C-Yoichi 由来 PTC の結合性を確認したところ、C-St



 93 

由来 PTC より結合性が低いことが確認できた。一方、IEC-6 に NDase処理を行

なった所、NDase濃度依存的に C-Yoichi由来 PTC の細胞結合性が増加した。し

かし、C-St由来 PTC の結合量に変化はなかった。この結果から、C-Yoichi由来 

PTC は NDase処理された細胞のガラクトース糖鎖を特異的に認識することが示

唆された。次に、NDase処理済 IEC-6 に Sia、Galactose、Lactulose、IPTG と混合

した C-Yoichi由来 PTC を用いて、細胞糖阻害結合試験を行なった所、ガラクト

ースを含む糖で細胞結合能が低下することが確認できた。この結果から、C-

Yoichi PTC はガラクトース特異的に結合することが明らかとなった。 

 

4. C-Yoichi および C-St 毒素複合体のマウス腹腔および経口毒性 

 C-Yoichi由来 PTC は HA-33 の C 末端 31 アミノ酸残基が欠落し、その細胞結

合性が通常の C 型 PTC と異なっているが、生体に対する毒性の違いは明らかと

なっていない。本研究では、C-Yoichi由来 PTC と BoNT のアミノ酸配列が 100%

相同の C-St 由来 PTC のマウス毒性を比較した。まず、培養神経細胞を用いて

C-Yoichi由来 PTC および C-St由来 PTC の BoNT の活性を確認した。C-Yoichi

由来  PTC と  C-St 由来  PTC から分離した  BoNT では、シンタキシンと 

SNAP-25 の分解が同程度に観察された。次に、マウスを用いて、C-Yoichi由来 

PTC および C-St 由来 PTC の腹腔内毒性を比較した。腹腔内毒性は同程度であ

った。これらの結果から C-St と C-Yoichi の BoNT の毒性は同じであることが明

らかとなった。マウスに対する経口投与では C-St由来 PTC は 2.287 μg でマウ

ス半数致死量になり、C-Yoichi由来 PTC では 0.025 μg で半数致死量になった。

すなわち、90倍毒性に差があった。次に、ガラクトースを含む Lactulose (LAU)、
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IPTG を混合した C-Yoichi由来 PTC のマウス経口毒性糖阻害試験では、マウス

経口毒性が弱まることが確認された。４章でも述べたとおり、C-Yoichi由来 PTC

はガラクトースを特異的に認識する。C-Yoichi由来 PTC が小腸上皮を介して体

内に取り込まれる際には細胞表面糖鎖の Gal 部位に優位に結合していることが

考えられる。 

 

本研究では、ボツリヌス C 型菌 Yoichi 株が産生する毒素複合体の特異な翻訳

後修飾とその経口毒性に関する研究を行った。まず初めに、第２章、第３章でボ

ツリヌス C 型菌 Yoichi株の産生する毒素複合体の構成成分である HA-33 の発現

や、その特異的な C 末端の欠落機構の要因を明らかにした。第４章では C-Yoichi

由来 PTC の細胞結合性を C-St由来 PTC と比較し、結合能が低いことを明らか

にした。しかし、NDase 処理済細胞を用いると NDase 濃度依存的に結合能が上

昇し、糖阻害試験ではガラクトース含有糖で阻害されることを明らかにした。さ

らに、第５章では C-Yoichi由来 PTC および C-St由来 PTC を培養神経細胞あ

るいはマウス腹腔内注射によって BoNT の活性を決定した所、同程度であった。

これらの事柄を踏まえ、C-Yoichi 由来 PTC および C-St 由来 PTC をマウス経

口投与した所、C-Yoichi由来 PTC のマウス経口毒性が C-St由来 PTC と比べ約

90倍もの毒性があることを明らかにし、C-Yoichi由来 PTC はガラクトースを含

む難消化性の糖類でマウス経口毒性が弱まることを明らかにした。 
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第 7 章 結言 

本研究によって、C-Yoichi由来 PTC はガラクトース糖を認識する事がわかり、

HA-33 が経口毒性に関与している事が確認できた。この C-Yoichi 由来 PTC の

胃酸・プロテアーゼ耐性や細胞糖鎖特異性を利用し、機能性タンパク質の薬剤運

搬システムを開発することができるかもしれない。近年のがん治療では細胞表

面の受容体を標的とする単一特異性抗体による治療がある。しかし、がん細胞に

到達するまでの経路により単一特異性抗体の治療の有効性が制限される可能性

がある（Zhu, Y., et al., 2015）。近年、細胞の糖鎖を標的にする薬剤運搬が研究さ

れているが（Shimomura, O., et al., 2018）、これは主として静脈注射を念頭に置

いている。一方、PTC HA-33 は胃酸・プロテアーゼ耐性を有しているため経口

摂取が可能な薬剤の運搬体として利用できるかもしれない。また、がん細胞の表

面はシアリル化、フコシル化、O－グリカン切断、N-結合型および O-結合型グリ

カン分岐などのグリコシル化を伴うことが知られており、ガラクトースに強く

認識する HA はがん細胞を標的にできる可能性がある（Pinho, S. S., & Reis, C. A., 

2015） （Christiansen, M. N., et al., 2014）（Reticker-Flynn, N. E., & Bhatia, S. N., 

2015）。ボツリヌス神経毒素は神経麻痺を応用した医療や美容目的での利用・開

発（Erbguth, F. J., & Naumann, M., 1999） （Binder, W. J., et al., 2000） （Satriyasa, 

B. K., 2019）が進む一方、無毒タンパク質の機能を利用した開発は進んでいない。

本研究はボツリヌス無毒タンパク質が様々な疾患を治療する経口投与薬剤運搬

ツールとして利用される可能性を強く示したものである。 
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Abstract 

Botulinum toxin complex (PTC) is a 750 kDa protein produced by botulinum; PTC is 

a complex of BoNT and NTNHA, bound to three hemagglutinin (HA-70, HA-33 and 

HA-17).When PTC is ingested orally, the non-toxic protein protects BoNT from acids 

and proteases and facilitates its absorption from the small intestine; PTC recognizes 

sugar chains on the surface of epithelial cells, resulting in uptake from the small 

intestine and botulism. In this process, HA-33 of PTC functions as an adhesion 

molecule, and Sagane et al. found that the C-terminal 31 residues of HA-33, a 

component of C-Yoichi L-PTC, were deleted after translation from the results of C-

terminal amino acid sequence analysis [Sagane, 2001]. On the other hand, analysis of 

the gene sequence encoding C-Yoichi HA-33 revealed a mutation of 76 of 140 amino 

acid residues in the C-terminal region of HA-33, indicating that C-Yoichi HA-33 is 

40.8% homologous to other serotype C and D HA-33 in the C-terminal domain of the 

primary structure [Sagane, 2001]. In addition, Matsuo et al. suggested that C-Yoichi L-

PTC exhibited high HA activity and binding activity to neuraminidase (NDase)-treated 

blood cells. Furthermore, the presence of Galactose (Gal) or Lactose (Lac) in the blood 

cells completely inhibited hyaluronan activity and binding activity. Thus, it was 

reported that C-Yoichi L-PTC recognizes Gal, unlike other serotype C L-TCs [Matsuo, 

2011]. These previous studies revealed that L-PTCs from C-Yoichi strain have specific 

cell-binding properties compared to other serotype C L-PTCs. However, compared to 

other serotype C HA-33 proteins, the primary structure of C-Yoichi HA-33 is altered by 

two factors, genetic mutation and post-translational modification, and the relationship 
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between these factors and cell binding remains unclear. Therefore, the author focused 

on the structure and function of C-Yoichi HA-33 with the aim of characterizing the 

structure and functionality of HA-33.  

Chapter 1 of this dissertation describes the study of botulinum and the toxin protein, 

and Chapter 2 describes the preparation of recombinant HA-33. Chapter 3 attempts to 

determine whether recombinant HA-33 undergoes cleavage by supernatant components 

of serotype C cultures, and Chapter 4 discusses the differences in cell-binding properties 

of C-Yoichi and C-Stockholm L-PTC. In Chapter 5, we examined the oral toxicity of C-

Yoichi and C-Stockholm L-PTC in mice. 

 

Chapter 2: Construction of Recombinant C-Yoichi HA-33 

In this chapter, we aimed to construct various recombinant C-Yoichi HA-33. First, we 

attempted to create vHA-33 lacking the C-terminal 31 amino acid residues. However, 

Western blotting results showed that a band of recombinant vHA-33 was detected in E. 

coli precipitates after sonication, confirming that it formed an inclusion body. In order 

to attempt solubilization of vHA-33, MBP-tag vHA-33 was prepared by adding MBP-

tag, which promotes solubilization, to the N-terminal side of vHA-33. Next, it is unclear 

whether the deletion of HA-33 by protease occurs from the N-terminal side or the C-

terminal side. Therefore, we constructed a dual-tag HA-33 expression system with tags 

at both ends of the N- and C-termini. As a result, we established a purification method 

for highly purified dual-tag HA-33 protein. Next, HA-33 produced from C-Yoichi is 

bound to HA-17 in a HA-33/HA-17 complex, and we attempted to generate HA-33/HA-
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17 to see whether HA-17 bound to the N-terminal side of HA-33 is resistant to 

cleavage. As a result, highly purified HA-33/HA-17 complex protein was purified and a 

purification method was successfully established. 

 

Chapter 3: Cutting Test of Recombinant C-Yoichi HA-33 

We attempted to elucidate the deletion mechanism of vHA-33 produced by C. 

botulinum serotype C strain Yoichi, and found that C-Yoichi full-length HA-33 was not 

cleaved under aseptic conditions at 37°C incubation, indicating that it was not 

autodigested. The full-length HA-33 was mixed with C-Yoichi culture medium, and it 

was found to be cleaved and transformed into vHA-33. Furthermore, when full-length 

HA-33 was mixed with C-St culture medium, it was found to be cleaved and 

transformed into vHA-33. This suggests that HA-33 is cleaved by protease contained in 

botulinum culture medium. When the HA-33 was mixed with EDTA-2Na, C-Yoichi, 

and full-length HA-33, the HA-33 was not cleaved, indicating that the C-Yoichi 

protease was not responsible for the cleavage. protease was considered to be a 

metalloprotease-like enzyme. 
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Chapter 4: Cell Binding Properties of C-Yoichi and C-St Toxin Complexes 

C-Yoichi HA-33 lacks the C-terminal 31 amino acid residues and has an altered 

structure. 

To confirm the function of C-Yoichi HA-33 lacking the C-terminal 31 amino acid 

residues, the cell-binding properties of C-Yoichi- and C-St-derived PTCs were 

examined in this study. The cell-binding ability of C-Yoichi-derived PTC was lower 

than that of C-St-derived PTC. However, the binding ability of C-Yoichi PTC to IEC-6 

cells treated with NDase, which cleaves the sialic acid sugar chain ends of the cells and 

changes the sugar chain ends to galactose, increased in an NDase concentration-

dependent manner. This suggests that C-Yoichi PTC specifically recognizes cellular Gal 

sugar chains. In the cellular sugar inhibition binding test, pretreatment of C-Yoichi HA-

33 with Sia did not change its cell-binding ability, but reaction with Gal-containing 

sugars (LAU, IPTG) decreased the cell-binding ability. This study demonstrates that C-

Yoichi derived PTC exhibits strong binding to the galactose sugar chains of cells. 

 

Chapter 5: Intraperitoneal and Oral Toxicity of C-Yoichi and C-St Toxin Complexes 

in Mice 

BoNT, the causative agent of food poisoning, is produced by the anaerobic bacterium 

Clostridium botulinum. In the culture medium, BoNT associates with a complex of 

NTNHA and HA proteins to form the toxin complex (PTC). the HA complex consists 

of three HA-70 proteins and a three-armed structure of the HA-33/HA-17 complex 

consisting of two HA-33 and one HA-17. the PTC is Since PTC exhibits higher oral 
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toxicity than pure BoNT, a non-toxic protein is considered important for food poisoning 

C-Yoichi produces PTC with many amino acid substitutions in the C-terminal region of 

HA-33. In the present study, we found that the intraperitoneal toxicity of PTC from C-

Yoichi is almost the same as that from C-St, a common serotype C, but the oral toxicity 

in mice is about 90-fold higher. Gal. Co-administration of Gal-containing sugars with 

C-Yoichi derived PTC reduced oral toxicity in mice. This suggests that C-Yoichi PTC 

binds predominantly to the Gal moiety of cell surface sugar chains when it is taken up 

by the body via the small intestinal epithelium. 

 

Our study showed that C-Yoichi PTC recognizes galactose sugars, confirming that 

HA-33 is involved in oral toxicity. The author believes that this study will greatly 

increase the use and application of non-toxic proteins as oral drug delivery tools for the 

treatment of various diseases. 


