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緒論 

 

ボツリヌス菌（Closrtridium botulinum）の産生する神経毒素はヒトや動物に弛緩

性麻痺を引き起こす極めて致死性の高い毒素である。神経毒素は、抗原性の違いに

より A から G 型に分類され、毒素型により罹患する動物種が異なる。A, B, E, F 型は

ヒトのボツリヌス中毒を引き起こし、C, D 型は家畜・家禽のボツリヌス症の原因因子と

考えられている。ボツリヌス菌は毒素の血清型以外に、タンパク質や糖分解性、発育

至適温度など生化学的な性状により分類され、Ⅰ群には蛋白分解性の A、B および

F 型菌、Ⅱ群には蛋白非分解性の B、E および F 型菌、Ⅲ群には C および D 型菌、

Ⅳ群には G 型菌が属している。B 型菌はⅠ群とⅡ群に分かれるが、ほとんどの B 型

菌は蛋白分解性のⅠ型菌に属する[58, 68]。 

すべての型の神経毒素(BoNT：150 kDa)は、無毒成分との複合体として産生され、

分子量の違いにより LL 毒素（900 kDa）、L 毒素（500 kDa）、M 毒素（300 kDa）を

形成し、菌体が融解する際に放出される。A 型菌は 3 種類の毒素、B・C・D 型菌は L

および M 毒素、E・F 型菌は M 毒素、G 型菌は L 毒素を産生する。M 毒素は BoNT

と無毒成分、L 毒素は M 毒素と血球凝集素(HA)から構成され、LL 毒素は L 毒素の

重合体である。複合体毒素は経口摂取された後、腸管から吸収されて血液により運

ばれ、アルカリ条件下で BoNT と無毒成分に解離する[31, 47, 58, 68]と考えられて

いる。腸管から吸収されるメカニズムについてはこれまで不明であったが、最近 B 型

複合体毒素を構成する HA が表皮カドへリンと直接結合し、上皮バリアを破壊し侵入
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することが明らかになった。また、HA はヒト・ウシ・マウスの表皮カドへリンとは結合す

るが、ラットやニワトリの表皮カドへリンとは結合せず種特異性があることも明らかにな

った[67]。複合体毒素は強酸性条件下やプロテアーゼ処理でも安定であることから

無毒成分は胃や腸管内で BoNT を保護していると考えられている[58, 68]。 

BoNT は毒素型に共通した 3 つのドメイン軽鎖(L：50 kDa)、重鎖 N 末端領域

(HN：50 kDa)、重鎖C 末端領域(HC：50 kDa)から構成される(Fig. 1)[41]。BoNT は

一本鎖のポリペプチドで産生され、トリプシンなどの蛋白分解酵素により分子内に解

裂が起こり、L 鎖と重鎖(HN+HC)がジスルフィルド結合した 2 本鎖となる。この毒素分

子の構造変化により、毒性が数倍から数百倍に上昇する[35]。BoNT はシナプス前

膜に HC を介して結合し、エンドサイトーシスによりエンドソーム内に侵入後、H+ポン

プの働きにより、酸性条件になったエンドソーム膜に HNで孔を形成する。メタロエンド

ペプチダーゼ活性をもつ L 鎖は細胞質内に移行し、神経伝達物質の遊離に関する

SNARE(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein 

receptor)蛋白群の特異部位を切断することにより、神経伝達物質の遊離を阻害し、

弛緩性麻痺を引き起こすと考えられている。L 鎖の活性は還元により H 鎖と解離した

と き 出 現 す る [38] 。 SNARE 蛋 白 群 の う ち 、 A ・ E 型 は

SNAP-25(synaptosomal-associated protein of 25 kDa)、B 型は VAMP(vesicle 

associated membrane protein) 2、D、F および G 型は VAMP1 と VAMP2、C 型

は SNAP-25 とシンタキシンの特異部位を切断する[81]。VAMP はシナプス小胞に、

SNAP-25 と Synｔaxin はシナプス前膜に存在し、直接神経伝達物質の遊離に関与
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していることから BoNT の毒作用の本態が明らかになった [4, 25, 48, 59, 79]。さら

に BoNT が神経細胞に特異的な結合をすることから、すべての型の毒素受容体の検

索が行われ、B 型神経毒素(BoNT/B)は HC を介してシナプトタグミン(Stg)I または

StgII のシナプス小胞内腔に突出した N 末端領域とガングリオシド GT1b または

GD1a の複合体に結合することが明らかになった［49］。Stg には 13 種類のアイソフォ

ームが存在し、N 末端領域をシナプス小胞内腔に、1 カ所の膜貫通ドメインを介して

C 末端領域を細胞質に突出した構造をしている[9, 23, 43, 52, 69, 76]。StgI と StgII

の相同性は C 末端領域(88%)よりも N 末端領域(46%)の方が低い。Stg アイソフォー

ム間では細胞内の局在や発現パターンが異なり、StgI は中枢神経系に多く発現し、

StgII は小脳以下の末梢神経系に多く発現している[22,]。BoNT/B に対して StgI は

低親和性、StgII は高親和性の結合を示し[50]、他のアイソフォームとは結合しない

こともわかっている[14, 55]。BoNT/B と比較的相同性が高い BoNT/G も StgI およ

び StgⅡを受容体として認識する［55, 56］。また BoNT/A、BoNT/E および BoNT/F

の BoNT の受容体は 12 回膜貫通ドメインをもつシナプス小胞糖蛋白質 (synaptic 

vesicle protein：SV) 2 のシナプス小胞内腔に突出したドメイン 4 領域であること［15, 

17, 21］、C 型 BoNT はガングリオシド GT1b または GD1a［75］、D 型 BoNT は燐脂

質フォスファチジルエタノールアミンであることも明らかになった［75］。  

このように特異な多様性に富んだ BoNT 受容体は末梢の神経筋接合部だけでなく、

中枢神経のシナプスにも存在していることから[1, 2, 78]、BoNT をシナプス伝達の調

節・制御に応用することにより医薬品としての利用開発も行われている[11, 26, 45, 
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74]。 

本研究では BoNT/B の詳細な毒性発現機構を解明するために、第 1 章ではシナ

プトソームを用いて、BoNT/B による神経伝達物質遊離阻害とシナプス小胞蛋白であ

る VAMP2 の切断が密接に関連していることを確認した。またシナプトソーム表面に

存在する受容体に結合後、シナプス小胞に取り込まれたBoNT/Bの動態について詳

細に解析した。第 2 章では BoNT/B の受容体への結合部位をアミノ酸レベルまで解

析するために、HC 領域の点変異体を作製し、点変異体のガングリオシドおよび

StgII/ガングリオシド GT1b 複合体への結合活性を調べた。ラット小脳顆粒細胞を用

いて、高カリウム溶液による脱分極刺激によるグルタミン酸の遊離を指標に HC 点変

異体と BoNT/B の競合実験を行い、受容体認識に必須な HC 領域のアミノ酸残基の

特定を行った。第 3 章では、Stg 発現株化細胞を用て、BoNT/B の結合および特異

基質に対する酵素活性の程度を比較することにより Stg およびガングリオシドが担う

BoNT/B 受容体としての機能的役割について調べた。これらの成績を基にして

BoNT/B と宿主側の受容体との相互関係を詳細に明らかにした。 
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第 1 章 ボツリヌス B 型神経毒素のラット脳シナプトソームへの侵入 

 

Ⅰ. 緒言 

 シナプトソームは BoNT に対して高い親和性をもつことから、シナプス前膜を含む

実験材料として用いられ、脱分極刺激時の BoNT または軽鎖による神経伝達物質

放出の阻害活性が確認されてきた[3 ]。一方、BoNTと直接的な結合を示さないウシ

クロマフィン細胞のような分泌系細胞は、ジギトニン処理すると BoNT による脱分極

刺激時の神経伝達物質放出の阻害活性が確認されること[6, 18]から、BoNT 感受

性細胞として開口放出阻害のメカニズムを解明するためのツールとして用いられてき

た。BoNT/B は亜鉛依存性プロテアーゼ活性をもち、SNARE 蛋白質の VAMP2 の

特異部位を切断することから、神経伝達物質の開口放出に直接作用することが予想

された。その後、シナプトソームから精製したシナプス小胞や基質となる SNARE 蛋

白群のリコンビナント蛋白の BoNT や L 鎖による切断が調べられてきた[70]。また、

BoNT/B の受容体がシナプス小胞蛋白である StgII の N 末端領域とガングリオシド

GT1b の複合体であることが明らかになり、BoNT/B は神経伝達物質の開口放出を

利用して細胞内に侵入し、細胞内基質蛋白である VAMP2 を切断することが示唆さ

れた。本章ではシナプトソームから取り込まれた BoNT/B の動態と基質蛋白である

VAMP2 切断について、詳細な検討を行った。 

 

Ⅱ. 材料および方法 
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1. BoNT/B の精製        

 ボツリヌス B 型菌(Okra 株)の複合体毒素は既報の方法に従い精製した[34]。保

存菌株をクックドミート培地(12.5%クックドミート、0.3%グルコース、0.2%可溶化デン

プン)で前培養した上清を、PYG 培地(2%ペプトン、0.5%酵母エキス、0.5%グルコー

ス、0.025%チオグリコール酸ナトリウム、pH 7.0)で、30℃3 日間静置培養した。酸沈

殿、プロタミン処理、陽イオンクロマトグラフィーおよびゲルろ過を行い、複合体毒素

(L および M 毒素)を得た。M 毒素を 10 mM リン酸緩衝液(pH 7.5)に透析後、同緩

衝液で平衡化した RESOURCE Q (GE healthcare)に吸着させ、AKTA prime 

(GE healthcare)を用いて、0～0.3 M NaCl の直線濃度勾配で無毒成分を BoNT

から分離し、溶出した。BoNT は 50 mM リン酸緩衝液に置換、濃縮し、使用時まで

-80℃で保存した。 

 

2. シナプトソームの調製 

Whitaker らの方法[84]に従いラット大脳 P2 分画を調製した。Wister 系ラット 8

週齢の (日本 SLC)の脳を素早く取り出し湿重量を測定後、氷冷した 0.32 M スクロ

ース-5 mM MOPS (3- morpholion-propanesulfonic acid : Dojindo)-NaOH 緩

衝液 pH 7.4 を 50 ml 加え、テフロンホモジナイザーを用いて氷中下で軸回転 900

回転/分、軸の上下を 10 回繰り返し磨砕した。ホモジネートに 0.32 M スクロース-5 

mM MPOS-水酸化ナトリウム緩衝液 pH 7.4 を 20 ml 加え 8,000 x g, 10 分間遠

心(Tomy, RS-18FII)し、上清(S1 分画)を回収した。上清をさらに 10,200 x g 15 分
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間遠心し、その沈渣を同緩衝液に再懸濁し、10,200 x g 15 分間遠心したものを粗

シナプトソーム(P2 分画)とした(Fig. 2)。 

 

3. BoNT/B によるノルアドレナリンの遊離阻害活性の測定 

 粗シナプトソームを 95%酸素 5%二酸化炭素混合ガス(太陽酸素)で十分通気した

5 mM HEPES(4-[2-hydroxyethyl]-1-piperazine-ethanesulfonic acid : Nacalai 

tesque) 緩衝液(125 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM 

KH2PO4, 10 mM glucose, 5 mM KCl2, 2 mM CaCl2 , pH 7.5)に最終濃度が 3 

mg/mlになるように再懸濁した。P2分画の懸濁液に 3H 標識ノルアドレナリン(3H-NA, 

GE healthcare)を最終濃度が 0.1 mM(1 mCi/ml)になるように加えた。同時に種々の

濃度の毒素を加えた後、95%酸素 5%二酸化炭素混合ガスを通気し 37℃で 90 分間

穏やかに振とうしながら反応させた。反応後 3H-NA 処理 P2 分画は、9,000 x g, 1 分

間遠心し、氷冷した塩化カルシウムを含まない(Ca2+不含)HEPES 緩衝液[Ca2+(-)緩

衝液]で再懸濁した。再懸濁した 3H-NA 処理 P2 分画から十分に遊離 3H-NA を取り

除くために 9,000 x g, 1 分間の遠心(Hitachi, CR15D)し、次いで Ca2+(-)緩衝液に

懸濁する操作を 2 回繰り返した。最後に 3H-NA 処理 P2 分画を 1.3 ml の Ca2+(-)

緩衝液に懸濁し 1.5 ml の遠心管に 0.3 ml ずつ分注した。高 K+溶液で脱分極する

場合には最終濃度が 105 mM NaCl, 1.2 mM CaCl2, 25 mM KCl になるように調

製した HEPES 緩衝液(25 K+溶液)を 0.6 ml 加えた。対照として最終濃度が 105 

mM NaCl, 1.2 mM CaCl2, 5 mM KCl になるように調製した HEPES 緩衝液(5K+
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溶液)を 0.6 ml 加えた。 

30℃5 分間処理後、9,000 x g, 1 分間の遠心を行い、上清中に含まれる放射活性を

測定した。遊離 3H-NA は処理 P2 蛋白量(mg)当たりの放射活性(d. p. m) に換算し

た後、毒素による 3H-NA 遊離阻害の割合は次の式で計算した [1]。 

 阻害率(%)={(d)-(c)}/{(b)-(a)} x 100 

 (a) 毒素未処理 5 K+ (5 min), (b) 毒素未処理 25 K+ (5 min),  

(c) 毒素処理   5 K+ (5 min), (d) 毒素処理    25 K+ (5 min) 

 

4. BoNT/B 処理シナプトソームの連続スクロース密度勾配遠心による分画 

粗シナプトソーム分画(15 mg/5 ml)に最終濃度 100 nM になるように BoNT/B を

加え、95%酸素5%二酸化炭素混合ガスで通気し、37℃ 90分間穏やかに振とうしな

がら、反応させた。反応後 12,000 x g 5 分間遠心し、混合ガスで十分通気した

HEPES 緩衝液に再懸濁した。さらに同じ操作を 2 回繰り返した後、再遠心し、沈殿

を 10 mM スクロース添加 5 mM MOPS-NaOH 緩衝液、pH 7.4 に懸濁した。氷上

に 20 分間放置後、続いて 25,000 x g 10 分間遠心 (沈渣は粗細胞膜分画：LP1) し、

上清を回収した(LS1)。上清は、165,000 x g 60 分間遠心(上清は細胞質分画：LS2)

し、その沈渣を 0.2 ml の 10 mM スクロース添加 5 mM MOPS-NaOH 緩衝液、pH 

7.4 に懸濁(粗シナプス小胞分画：LP2)し、5～30%のスクロース連続密度勾配溶液

(5 ml)に 0.1 ml 重層し、150,000 x g 2 時間,遠心した。遠心後、遠心管の底から 18

滴ずつ分画し、各分画に含まれる BoNT/B の作用に関わる蛋白の動態について
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SDS-PAGE 後 Western blotting により調べた。 

 

5. SDS 電気泳動と Western blotting 

 SDS 電気泳動は 10%または 12.5%濃度ゲルを用い Laemmli の方法に従った

[41]。Western blotting は SDS 電気泳動後、分離された試料をポリビニリデンジフ

ルオリド(PVDF)膜(Immobilon-P, Millipore)に電気転写して固定化し[10]、5%スキ

ムミルク-TBST (25 mM Tris-HCl, pH 7.5-0.14 M NaCl-0.05% Tween 20)で 1 時

間ブロッキングを行った。1 次抗体としてウサギポリクローナル抗体 (pAb)、マウスモノ

クローナル抗体 (mAb)と室温で 1 時間反応させ、2 次抗体としてアルカリフォスファタ

ーゼまたはペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギまたはマウス IgG(Bio-Rad)と室温 1

時間反応させた。発色基質として、ProtoBlot Western blot AP system (Thermo)

または化学発光キット(GE healthcare)を用いた。発色したバンドの濃度はデンシトメ

ータ (Shimazu CS-9000)でスキャンし、数値化した。 

 

6. 使用抗体 

 ウサギ pAb には StgI または II の N 末端 20 残基のペプチド抗体、SNAP-25 の

C 末端 11 残基のペプチド抗体、VAMP2 の N 末端 20 残基のペプチド抗体を用い、

マウス mAb にはシナプトフィジン、シンタキシン、Na+/K+-ATPase（北里大学 高橋

正身 教授より分与）を用いた。BoNT/B の H 鎖認識抗体(B17)および L 認識抗体

(B101) は、当研究室保存の各ハイブリドーマを接種したマウス腹水からプロテイン A
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または G(GE healthcare)を用いて精製した。 

 

7. その他 

 毒素量は Lowry らの方法に従って測定し[44]、牛血清アルブミン相当量として示

した。各種抗体およびシナプトソーム量は Bradford らの方法で測定し[7]、牛γグロ

ブリン相当量として示した。 

 

 

Ⅲ. 結果 

1. BoNT/B のラット脳シナプトソームに対する効果 

 3H-NA を取り込ませたシナプトソームに対し、種々の濃度の BoNT/B(～100 nM) 

は高カリウム溶液の脱分極刺激による 3H-NA 放出量を減少させた。3H-NA 放出量

は BoNT/B 未処理を 100%としたとき、100 nM BoNT/B で約 70%に低下した。

BoNT/B処理と未処理のシナプトソームを直接SDS 電気泳動し、細胞内基質蛋白で

ある VAMP2 の切断を調べたが差はなかった(Fig. 3)。シナプトソームを低張処理後、

低速遠心によって得た上清(S1)から超遠心によって得た粗シナプス小胞分画(LP2)

の VAMP2 は BoNT/B 未処理の 3H-NA 放出量を 100%としたとき、100 nM 

BoNT/B 処理で約 60%に減少していた(Fig. 4)。 

 

2. 粗シナプス小胞分画の連続スクロース密度勾配遠心による解析 
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 VAMP2 の切断が認められた LP2 をさらに連続スクロース密度勾配遠心し、各分

画の BoNT/B や SNARE 蛋白群について BoNT/B 処理前後での変化を Western 

blotting により詳しく調べた。BoNT/B 処理と未処理で VAMP2 以外の SNARE 蛋

白群 StgI および II、シナプトフィジン、シンタキシン、SANP-25、Na+/K+-ATPase

には変化がなかった。シナプス小胞構築蛋白であるシナプトフィジンが豊富に存在す

るシナプス小胞分画で BoNT/B 処理による VAMP2 切断が最も認められ、この分画

に未還元 BoNT/B が顕著に局在していた(Fig. 5)。 

 

3. シナプトソームの各分画における BoNT/B の動態について 

BoNT/B 処理(100 nM) したシナプトソームから細胞膜分画(LP1)および細胞質

分画(LS2) を調製し、各分画に含まれる BoNT/B を非還元条件下で調べた。LP1

には未還元 BoNT/B と還元され 2 本鎖になった H 鎖と L 鎖が存在した(Fig. 6B)。

また濃縮した LS2 には、微量の L 鎖が検出された(Fig. 6A)。Western blotting によ

って検出された LP1 および LP2 に含まれる BoNT/B のバンド強度をデンシトメータ

ーにより測定した。反応に用いた BoNT/B の量に対し、LP1 および LS2 に含まれる

BoNT/B は、それぞれ 0.2%、0.001%であると推測された。 

 

Ⅳ. 考察 

本章で得られた BoNT/B によるシナプトソームからの 3H-NA 放出阻害活性は、

BoNT/A によるジギトニン処理したアドレナリン作動性クロマフィン細胞でみられた
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3H-NE 放出と同程度であった [6]。しかし、初代培養マウス脊髄細胞を高 K+溶液中

で BoNT/A 処理し、高 Ca2+溶液刺激により放出される 3H-グリシン放出阻害活性と

細胞内基質蛋白 SNAP-25 切断活性の 50%阻害 BoNT/A 濃度はそれぞれ 40 pM

と 589 pM であったと報告されている[30]。シナプトソームを用いた BoNT/B による

3H-NA 放出阻害は比較的高濃度の毒素量を要した。BoNT は毒素活性を発揮する

ために、シナプトソーム上の受容体に結合後、シナプス小胞にある基質まで到達しな

ければならないが、BoNT は本来末梢神経に作用するため、シナプトソーム膜上には

BoNT/B の特異受容体が少ないことが推察された。また、脱分極刺激は結果として

BoNT の作用を周辺の神経細胞に波及させることが知られている[64]。培養神経細

胞において、高K+溶液処理は、シナプス小胞の開口放出を促進し、BoNTの特異受

容体への結合を促し、少量の毒素量で高い効果を発揮する可能性がある。このため、

シナプトソームと培養神経細胞の効果が異なると考えられた。シナプス小胞分画で検

出された BoNT/B は主として未還元の毒素であったが、シナプス小胞に侵入した

BoNT/B の一部が還元され、遊離された L 鎖がシナプス小胞上の VAMP2 を切断し

たと考えられた[53]。毒素未処理シナプトソームと BoNT/B を混合して、同一条件下

で連続スクロース密度勾配遠心しても BoNT/B はシナプス小胞と挙動を共にしてい

なかった。これらの結果から、BoNT/B は受容体に結合後、シナプス小胞のリサイクリ

ングを利用して細胞内に侵入することが示唆された。これは BoNT/B 処理したシナプ

トソームの細胞質分画に L 鎖が検出された結果と一致する。シナプス細胞膜分画に

結合していた BoNT には、還元されて 2 本鎖になった BoNT が存在していた。さらに
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BoNT/B は細胞膜上で完全には還元されていないことも示した。細胞膜はこの分画

に含まれるメルカプト基のため、通常還元条件を提供することが知られている[46]。

BoNT/B の一部がこの作用により還元を受け、2 本鎖となったと考えられた。さらに重

鎖 N 末端領域が、人工脂質に pH チャネルを形成することが多数報告されている[28, 

33, 62]。シナプス小胞膜のプロトンポンプの作用により、小胞内のpH が低下すること

が、HC によるチャネル形成の引き金となり、軽鎖が膜外へ露出すると考えられる。一

方、H 鎖がシナプス小胞分画にも細胞質分画にも検出されなかったことは、検出限界

以下であったかシナプトソーム内で分解された可能性があり、今後検討を要する課題

である。 
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Fig. 6. Detection of light chain in the cytosol fraction (A) 
and plasma membrane (B) obtained from BoNT/B treated 
synaptosomes. The positions of molecular mass (kilodaltons) 
are indicated on the left. The migration positions of BoNT/B 
(T), the heavy chain (H), and the light chain (L) are shown 
on the light.
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第 2 章 ボツリヌス B 型神経毒素の受容体結合部位の同定 

 

Ⅰ. 緒言 

 BoNT/A および BoNT/B の結晶構造解析により、HC は N 末端領域(HCN)が

jelly-roll サブドメイン、C 末端(HCC)はb-trefoil サブドメインから構成されている[40, 

72, 73]。ガングリオシドのアナログ、シアルラクトースと BoNT/B との共結晶構造解析

により、ガングリオシドとの結合に関与するアミノ酸残基が調べられ[19]、立体構造に

基づくアミノ酸配列の比較から BoNT/D を除く、A から G 型 BoNT と破傷風毒素の

HCC にガングリオシドが結合するモチーフ(H・・・SxWY)が保存されていることが明ら

かになった[24, 39, 54, 66]。しかし、ガングリオシドの結合部位のみでは、蛋白成分

との複合体を形成した受容体と BoNT/B 分子の結合様式は明らかでない。 

本章では Okra 株 HC の受容体認識部位を結晶構造解析の結果を基に、ガングリ

オシドと結合する 1261 番目のトリプトファン(W)とその周辺に存在するアミノ酸残基を

主にアラニンに置換した単アミノ酸変異型 HC を作製した。またシアル酸と結合する

E1188 周辺でループを形成し、111 株[37, 80]HC 領域で Okra 株 HC と異なるアミノ

酸残基を主にアラニン置換した単アミノ酸変異型HCを作製した。これら2つの領域の

点変異体のガングリオシド GT1b または StgII/ガングリオシド GT1b 複合体に対する

結合活性を比較することにより、BoNT/B 分子の受容体との結合様式を明らかにする

ことを目的とした。またラット小脳顆粒細胞を用いて、高カリウム溶液による脱分極刺

激によるグルタミン酸の遊離を指標に単アミノ酸変異型 HC と BoNT/B の競合実験を
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行い、BoNT/B の毒性発現に関わる BoNT/B の受容体認識部位を特定した。 

 

Ⅱ. 材料および方法 

1. Okra 株 HC(Okra/HC)、111 株 HC(111/HC)および Okra 株単アミノ酸変異型 HC

のクローニング 

 重鎖 C 末端領域(HC：854～1291 残基)をコードする遺伝子を増幅できるように 5’

末端および 3’末端にそれぞれ、BamHI と HindIII サイトを付加したプライマーを設

計 し た 。 増 幅 し た DNA を 制 限 酵 素 BamHI(New England Biolabs) と

HindIII(TaKaRa)で切断し、同じ制限酵素で切断した pQE30 ベクター(Qiagen)へ

ライゲーションし pQE30/Okra HC を構築した。pUC18 ベクター(TaKaRa)のマルチ

クローニングサイトに BglII サイトと NotI サイトを導入した pUC18/ BglII-NotI を作

製した。pQE30/Okra HC から BglII と HindIII を用いて HCC 領域(1139～1291 残

基)を取り出し、pUC18/ BglII-NotI にライゲーションした(pUC18/HCC)。単アミノ酸

変異型 HC の構築には、この pUC18/HCC を鋳型とし、目的とする点変異部位を含む

プライマー(Table. 1)を用いて Pfu ポリメラーゼ(STRATAGENE)により、点変異を含

んだ DNA を増幅した。PCR は熱変性(95℃5 分間)、30 サイクルの増幅反応(熱変

性 95℃ 30 秒間、アニーリング 47℃ 30 秒間、伸張反応 68℃ 7 分間)で実施した。

PCR 産物は鋳型プラスミド DNA を分解するために DpnI エンドヌクレアーゼで処理

し、大腸菌 JM109 を形質転換後、プラスミドを抽出し、シークエンスを確認した。点変

異を確認できた HCC は pUC18/HCC から BglII、HindIII で切断し、同酵素で切断し
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た発現用ベクターpQE30/Okra HC にライゲーションを行い、大腸菌を形質転換し

た。 

 

2.  リコンビナント蛋白の発現と精製 

 pQE30 に挿入された Okra/HC、1111/HC および Okra 株 HC 点変異体遺伝子を

含む発現ベクターで(pQE30/Okra HC、pQE30/111 HC および pQE30/点変異

Okra HC) 大腸菌 M15(Qiagen)を形質転換した。発現した各リコンビナント蛋白は

Ni-NTA Superflow (Qiagen)を使用しアフィニティー精製した後、50 mM リン酸緩

衝液 (pH 6.8) に一晩透析し、CM-Sepharose Fast Flow (GE healthcare)を用

いてさらに精製した。リコンビナント蛋白質は 50 mM リン酸緩衝液 (pH 6.8)に再度

透析後、使用時まで-80℃で保存した。 

 

3. 円偏光二色性(CD)スペクトルの測定 

各リコンビナント HC を脱気した 50 mM リン酸緩衝液(pH 6.8) を用いて、0.1 

mg/ml に希釈し、で 1 mm 幅キュベットを用い CD スペクトルを測定した(J-720w 

spectropolarimeter, Jasco)。測定条件は 25℃、波長 185～260 nm、間隔 0.2 

nm、速度 50 nm/min、反応時間 2 秒、感度 100 mdeg とし、10 回の平均を結果と

した。50 mM リン酸緩衝液 (pH 6.8)で行った波形をベースラインとした。モル濃

度(2.0x10-6) にアミノ酸残基数をかけたものを濃度(M)とし、リコンビナント HC の結

果からベースラインを引いた各波長の CD スペクトルを J700 標準解析ソフトを用い
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てモル楕円率(θ)を算出した[82]。 

 

4.  StgII N 末端領域の調製 

 ラット StgII の膜貫通領域を含む N 末端領域 (1～87 残基：Stg2N)を

pMAL-c2(New England Biochem)に挿入し、pMAL-c2/Stg2N で大腸菌 DH5a

を形質転換した。発現したリコンビナント StgIIN は N 末端領域にマルトース結合蛋

白を融合し発現し、 (MBP-StgIIN)はアミロースレジン(New England Biochem)

でアフィニティー精製を行った。溶出は 10 mM マルトース含有 20 mM トリス塩酸緩

衝液(20 mM Tris-200 mM NaCl-1 mM EDTA-1 mM DTT-0.1 mM PMSF-10 

mM Maltose, pH 7.4)を用いて行い、MBP-StgIIN 溶出分画には非イオン界面活

性剤 MEGA-9 (n-Nonanoyl-N-mrthylglucamide、Dojin)を最終濃度 20 mM に

なるように添加し、室温に 30 分放置後、100,000 x g 60 分間遠心し、上清を回収し

使用時まで-80℃で保存した。 

 

5.  Okra/HC と点変異 Okra/HC の受容体への結合 

5-1. 再構成リポソームおよびラット脳シナプトソームへの結合 

 クロラミン-T 法を用いて BoNT/B および Okra/HC を Na125I(PerkinElmer)で標

識した。Schneider らの方法 [61] に従い再構成リポソームを作製した。精製

MBP-StgIIN(0.1 mg/ml)に同量のガングリオシド GT1b(50 mg/ml, Sigma.)を加え、

さらに 3 mM HEPES 緩衝液(HBS：3 mM Hepes-NaOH (pH 7.4)-120 mM NaCl、
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2.5 mM KCl、2 mM MaCl2、2 mM CaCl2)に懸濁したフォスファチジルコリン(10 

mg/ml、Sigma)を同量加えた。十分攪拌した後、-20℃に冷却した 2 倍量のアセトン

を加え氷上で 2 分間静置し、10,000 x g 10 分間-10℃で遠心し、沈渣を 0.1% ウシ

血清アルブミン(BSA：Sigma)を含む HBS(HBS-BSA)で再懸濁し、反応に使用し

た。 

 96 穴 Microscreen-HA plate (Millipore)を 0.5%BSA を含む HBS で 37℃、

30 分間ブロッキングした。吸引ろ過によりブロッキング溶液を取り除き、再構成リポソ

ーム(StgIIN 50 ng/ml、ガングリオシド GT1b 25 ng/ml)またはラット脳シナプトソー

ム(5 mg/ml)0.1 ml と未標識 Okra/HC または点変異体 Okra/HC を添加し 37℃15

分間静置した。さらに 125I-HC または 125I-BoNT/B(最終濃度 0.5 nM)を加えて 37℃

30 分間反応後、吸引ろ過により、0.25 ml の氷冷した HBS-BSA でフィルターを 6

回洗浄した。乾燥後、各フィルターを切り抜き、γ-カウンター(Model Cobra 5003, 

Packard Insturmental Co.)で放射活性を測定した。各点変異体の受容体への結

合活性は 125I-HC との 50%結合阻害濃度(IC50)を GraphPad PRISM version 

4(GraphPad SOFTOWARE)を用いて算出し、各アミノ酸残基の受容体結合への

関与の程度を比較した。 

 

5-2. ガングリオシド GT1b への結合 

ガングリオシド GT1b を 1 mg/ml になるようにメタノール(Wako)で希釈し、Multi 

Well Plate for ELISA H type Plate (Sumitomo Bakelite Co.)に 1 ウエル当たり
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50 ml加え、デシケーター内に入れ30分間脱気した後、37℃、30分間静置し、固相

化した。0.5%BSA を含む HEPES 緩衝液(3 mM HEPES-NaOH buffer, pH 

7.0--120 mM NaCl、2.5 mM KCl、2 mM MaCl2、2 mM CaCl2：HEPES-BSA)

で 37℃、1 時間ブロッキングを行った。HEPES 緩衝液で 6 回洗浄し、種々の濃度

の未標識 Okra/HC または点変異体 Okra/HC と 125I-HC (最終濃度 1 nM)を加えて

37℃、1 時間反応した。反応液を取り除き、HEPES で 2 回洗浄後、0.1 N NaOH

をウエル当たり 0.1 ml 加えた中の 50 ml を回収し、γ-カウンターで放射活性を測定

した。 

 

6.  ラット小脳顆粒細胞からのグルタミン酸遊離測定 

6-1. ラット小脳顆粒細胞の調製 

  約 8 日齢の Wister ラット系(日本 SLC)の小脳 3-4 匹分を採取し、氷上の 0.1%

グルコースを含む PBS(PBSG)に浸した。小脳は実体顕微鏡で毛細血管や軟膜を取

り除いた後 50 ml 遠心管に移し替え、ハサミで細かく細切し、10 ml の PBSG を加え

静置した。上清を取り除き、沈渣に 5 ml のトリプシン溶液(PBS-1%トリプシン

(w/v)-27.8 mM グルコース)を加え 37℃、20 分間振とうした。5 ml の馬血清と

0.025% DNase(w/v)を加え、200 x g、5 分間遠心し、上清を取り除いた。沈渣に 10 

ml の CF-HBSS-G (12 mM MgSO4-ハンクス平衡塩類溶液-0.25%グルコース)を添

加し、室温で 10 分間静置後、200 x g 5 分間遠心し、上清を除去した。この操作を 2

回繰り返した後、沈渣に 10 ml の CF-HBSS-G-0.015% DNase (w/v)を加え、ゆる
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やかにピペッティングを繰り返した。細胞懸濁液を静置し、2～3 ml の上清をセルスト

レイナー(70 mm, BD Falcon)に通し、沈渣の細胞塊に 5 ml の CF-HBSS-G を加え、

再度ゆるやかなピペッティングを行った後、再度セルストレイナーを通した。10 ml の

HK-MEM(MEM-12 mM グルコース-20 mM KH2PO4-50 mg/ml ペニシリン-100 

mg/ml ストレプトマイシン)を加えて遠心管に残った小脳を回収しセルストレイナーに

通 し た 。 200 x g 5 分 間 遠 心 し 、 上 清 を 除 去 し た 。 沈 渣 を 10 ml の

HK-MEM-5%FCS でピペッティングし細胞数を計測した。細胞数が 2 x 106/ml と

なるように HK-MEM-5%FCS を加え、1 cm2 あたり、約 0.4 ml の細胞懸濁液をポリ

エチレンイミンコーティングした 4 穴プラスティックプレート(Nunc)にまき、37℃、5% 

CO2 条件下で一晩培養した。翌日、5 mM Ara-C を含む HK-MEM/B27 培地

[MEM-2% B27(Invitrogen)]で 37℃、5% CO2 条件下で 7 日間培養を行った。 

 

6-2. ラット小脳顆粒細胞に対する BoNT/B のグルタミン酸遊離阻害活性の測定 

培養 7 日後のラット小脳顆粒細胞の培地を HK-MEM/B27 培地に替え、1 nM 

BoNT/B と 500 nM 単アミノ酸変異型 Okra/HC または Okra/HC を加え、細胞に添

加し、37℃、30 分間反応後させた。反応液を取り除き、細胞を HK-MEM/B27 培地

で 2 回洗浄し、37℃、5% CO2 条件下で 18 時間培養した。脱分極刺激によるグルタ

ミン酸遊離にはあらかじめ 37℃に温めておいた低濃度カリウム溶液(128 mM NaCl, 

1.9 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 2.5 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 10 mM 

glucose, 10 mM HEPES-NaOH, pH 7.4)で細胞を 4 回洗浄後、0.4 ml の低濃度
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カリウム溶液を添加し 2 分後に回収しベースラインとした。細胞に 0.4 ml の高濃度カ

リウム溶液(80 mM NaCl, 50 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 2.5 mM CaCl2, 1.2 

mM MgSO4, 10 mM glucose, 10 mM HEPES-NaOH, pH 7.4)を添加し 2 分後、

回収した。グルタミン酸量を測定は、o-phtaladephyde (Wako)を誘導体とした逆相

クロマトグラフィーを HPLC(FP-2020, Jasco)で行い、蛍光を測定した[20]。 

 

7. その他 

ガ ン グ リ オ シ ド の 定 量 は Synnerholm の 方 法 に 従 い シ ア ル 酸

(N-Acetylneuraminic acis：NeuAc)相当量で表した[71]。 

 

Ⅲ. 結果 

1. Okra/HC、111/HC および単アミノ酸変異型 Okra/HC の性状 

本研究で 14 残基を対象とした 18 種類の単アミノ酸変異型 HC を調製した(Fig. 7,)。

Okra/HC、111/HC およびすべての単アミノ酸変異型 Okra/HC はいずれも同一の方

法で精製することが可能で、SDS-PAGE では約 50 kDa の位置に単一のバンドとし

て泳動された（Fig. 8.）。Okra/HC と 111/HC との間に構造的な違いあるいは単アミノ

酸変異導入による構造変化が認められるかどうか調べるために、4 つ(Okra、111、

H1240A、P1196A)の単アミノ酸変異型 HC の CD スペクトルの測定を行った。P1196

は Okra 株と 111 株で異なるアミノ酸残基の一つであり、H1240 はガングリオシド結

合モチーフの一つである。P1196A は 210 nm から 215 nm 付近が上昇しており、
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単アミノ酸変異により構造変化が生じた可能性が示唆された。Okra/HC、111/HC、

H1240A のモル楕円率には差がなく、構造が維持されていた(Fig. 9)。 

125I-Okra/BoNT の シナプトソームに対する結合は未標識の BoNT/B および変異

型 HC で同程度に阻害されたことから、HC は BoNT/B と同じ受容体認識部位を有し

ていると考えられた (Fig.10)。さらに 125I-Okra/BoNTの再構成リポソームへの結合

量を 100 %とし、未標識 Okra/BoNT および Okra/HC の 50 %結合阻害濃度(IC50)

を算出したところ、未標識 Okra/BoNT および Okra/HC の IC50 はそれぞれ 0.37 

nM、0.32 nM であった。Okra/HC は Okra/BoNT と同等の結合活性を保持してい

ると考えられた。同様に 125I-Okra/BoNT の再構成リポソームへの結合に対する未

標識 111/HC および Okra/HC の IC50 はそれぞれ、0.79 nM、2.49 nM で(Fig.11)、

111/HC は Okra/HC よりも低い結合活性を示した。これらの結果は Okra/BoNT お

よび 111/BoNT の受容体結合活性と一致した。 

 

2. W1261 周辺アミノ酸残基の点変異体の受容体への結合活性 

BoNT/B とシアルラクトースとの共結晶構造解析により、シアルラクトースが

H1240 と W1261 のくぼみに位置することが明らかとなっている[19]。また W1261 と

BoNT/A で 同 位 置 に 相 当 す る W1265 の ロ イ シ ン 変 異 型 (W1261L/B 、

W1265L/A)BoNT のマウス横隔膜筋標本(MPN)に対する毒性は、劇的に減少す

ることから、BoNT の機能においても重要であることが示されている[56]。 

アラニン変異型 HC H1240A と K1260A は 125I-Okra/HC の StgII/ガングリオシ
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ド GT1b 再構成リポソームへの結合に影響を与えなかったが、ガングリオシド GT1b

への結合は阻害された(Table 2, Fig.12A, Fig.13A)。これらの結果から、K1260 は

BoNT/B とシアルラクトースとの共結晶構造解析からは予想されていなかった新たな

ガングリオシド結合部位であることが示唆された。S1259A, W1261A および

Y1262A は 125I-Okra/HC の StgII/ガングリオシド GT1b 再構成リポソームまたはガ

ングリオシド GT1b への結合を阻害した(Table 2, Fig.13A, Fig.14A)。L1263A は

125I-Okra/HC の StgIIN/ガングリオシド GT1b 再構成リポソームとガングリオシド

GT1b の結合いずれにも影響を与えなかった(Table 2, Fig.12A, Fig.13A)。 

K1260 の性状をさらに詳細に調べるために E および R に置換した K1260E、

K1260R を作製した。K1260E は 125I-Okra/HC の StgIIN/ガングリオシド GT1b 再

構成リポソームおよびガングリオシド GT1b への結合を阻害したのに対し、K1260R

は Okra/HC 同様、StgIIN/ガングリオシド GT1b 再構成リポソームおよびガングリオ

シド GT1b のどちらにも結合活性を保持していた(Table 2)。 

 

3. E1188 付近のアミノ酸残基の点変異体の受容体への結合活性 

BoNT/B とシアルラクトースとの共結晶構造解析より、E1188 と E1189 は、それぞ

れシアル酸とガラクトースに水素結合することから、W1261 近傍のガングリオシド結合

部位であることが予想されている。また BoNT/B の立体構造解析により、K1186～

K1191 は BoNT/B 分子表面でループを形成している。この領域に Okra/BoNT と

111/BoNT 間で配列が異なることから E1188 付近の 7 つのアミノ酸残基について単
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アミノ酸変異型HCを作製した。単アミノ酸変異により構造変化が生じた可能性が示唆

された P1196A は、予想どおり、受容体との結合活性を消失していた(Table 2)。6 つ

のアラニン変異体 K1186A, K1187A, E1188A, E1189A、E1190A および K1191A

は再構成リポソームへの結合活性を保持していた(Table 2)。ガングリオシド GT1b と

の結合活性を消失していたのは K1186A、K1187A、E1189A および K1191A であ

った。Okra/HC を 111/HC の持つアミノ酸残基に置換した K1187E と E1190K は

StgIIN/ガングリオシド GT1b 再構成リポソームおよびガングリオシド GT1b との結合

活性を消失していた(Table 2, Fig.12B, Fig.13B)。 

Fig. 14 に StgII/GT1b 複合体あるいはガングリオシド GT1b との結合に関与する

アミノ酸残基をプロットした。BoNT/B のガングリオシド GT1b の認識部位は S1259, 

W1261, Y1262, K1186, K1187, E1189, K1191, K1260 および H1240 と周辺に広

く存在しているが、StgII/GT1b複合体認識部位はW1261周辺の限局した位置に存

在することが考えられた。 

 

4. BoNT/B のラット小脳顆粒細胞におけるグルタミン酸放出阻害活性に対する単ア

ミノ酸変異型 HC の効果 

小脳顆粒細胞を用いて、高カリウム溶液の脱分極刺激によるグルタミン酸遊離を

指標に StgIIN/ガングリオシド GT1b 複合体認識に関与することが予想されたアミノ

酸残基の単アミノ酸変異型 HC と BoNT/B との競合実験を行った。1 nM BoNT/B

処理でグルタミン酸の遊離は 75 %阻害されたが、500 nM Okra/HC 存在下でグル
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タミン酸遊離阻害の程度は 20 %であった。StgIIN/ガングリオシド GT1b 複合体を

認識するアミノ酸残基の点変異体のうち、W1261A、Y1262A はグルタミン酸遊離阻

害に影響を与えなかった。111 株 HC と同じアミノ酸残基に置換した K1187E、

E1190K もグルタミン酸遊離阻害に影響を与えなかった。これらの結果はいずれの

単アミノ酸変異型 HC も細胞膜に存在する受容体への結合活性を消失していること

を示している。一方、ガングリオシド認識に関与していることが示唆された K1260 の

アラニン置換体 K1260A は BoNT/B によるグルタミン酸遊離阻害の程度 60 %であ

った(Fig. 15)。このことは、BoNT/B のガングリオシド認識部位は毒作用発現に直接

的な関与が少ないことを示している。 

 

Ⅳ. 考察 

 立体構造に基づく受容体結合部位のアミノ酸配列の結果から A～G 型毒素

(BoNT/D は除く)と破傷風の HCC にガングリオシド結合モチーフが保存されているこ

とが明らかになり[57, 60]、ガングリオシドのアナログ、シアルラクトースと BoNT/B との

共結晶構造解析から H1240 と Y1262 がシアル酸と水素結合し、W1261 は疎水結

合し、E1188 はガラクトースと水素結合している [19]。 

これまで BoNT/A の蛍光標識したトリプトファン残基がガングリオシド存在下で消

光すること[29]、GT1b を含む主要なガングリオシド GM2/GD2 合成酵素欠損マウス

は、破傷風毒素、BoNT/A および BoNT/B に耐性を示すことから[32]、ガングリオシ

ドの BoNT の活性発現に果たす役割が注目されてきた。しかし、BoNT/B は StgII と
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ガングリオシド GT1b(StgII/GT1b)複合体によく結合することから、BoNT/B のガング

リオシド結合に関する部位と StgII/GT1b 複合体認識部位との関係を明らかにする必

要がある。本章では、まずガングリオシド結合モチーフを含む W1261 周辺について

アラニン変異型 HC を作製し、125I-Okra/HC の StgIIN/ガングリオシド GT1b 再構成

リポソームおよびガングリオシドGT1b の結合に対する各単アミノ酸変異型HCの50% 

結 合 阻 害 濃 度 (IC50) を 調 べ た 。 H1240, S1259, W1261 お よ び Y1262 は

StgII/GT1b 複合体認識に関与するアミノ酸残基と考えられた。ラット小脳顆粒細胞

を用いた単アミノ酸変異型 HC と BoNT/B の競合実験から、StgII/GT1b 複合体認識

に関わるアミノ酸残基は、毒性発現に必須であることが考えられた。K1260A は

StgII/ST1b 複合体への結合には全く関与せず、ガングリオシド GT1b への結合のみ

が低下していた。K1260 のもつ塩基性側鎖の役割を調べるために、K1260 を同じ塩

基性側鎖をもつアルギニン残基(R)と酸性側鎖をもつグルタミン酸残基(E)に置換し、

受容体結合活性を調べた結果から、ガングリオシドとの結合には塩基性側鎖が関与

していると考えられた。K1260 をガングリオシド結合部位と考え、立体構造上、周辺に

存在するアミノ酸残基を検索したところ、近傍にはシアル酸結合部位への関与が予

想されている E1188 が存在し、K1186 から K1191 までループを形成する領域を含

んでいた。この領域には Okra 株と比較して、毒素活性が低く、受容体との感受性が

低い 111 株の異なるアミノ酸残基が存在していた[37, 77]。E1188 周辺のアミノ酸残

基の単アミノ酸変異型 HC (ループ周辺変異体)を用いた受容体結合活性を調べたと

ころ、予想どおり、ガングリオシド GT1b の結合に関与するが、StgII/GT1b の結合に
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関与しないアミノ酸残基が多いことがわかった。K1187 と E1190 が 111 株では異なる

ことに注目し、111 株のアミノ酸残基に置換した K1187E と E1190K は StgII/GT1b

複合体へ結合が低下していた。この 2 つのアミノ酸残基の電荷の逆転が 111 株と

Okra 株の受容体認識に影響を与え、結果として毒素活性の差に結びついていると

考えられた。特に E1190 はアラニン変異型 HC のガングリオシド GT1b の結合低下が

穏やかなのに対し、リジン変異型 HC の StgII/GT1b 複合体へ結合が大きく低下して

いることから、StgII 認識部位であることが示唆された。これら結果は、StgIIN 末端領

域と BoNT/B の共結晶構造解析により明らかになった BoNT/B 分子の StgII 結合部

位[12, 27]を支持するものであった。 
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Mutant name

H1240A Fw: GGATTGATTGGTATTGCTCGTTTCTACGAATC
Rv: GATTCGTAGAAACGAGCAATACCAATCAATCC

S1259A Fw: GATTATTTTTGTATAGCTAAATGGTACCTAAAAGAGGTAAAAA
Rv: TTTTTACCTCTTTTAGGTACCATTTAGCTATACAAAAATAATC

K1260A Fw: TATTTTTGTATAAGTGCATGGTACCTAAAAGAGGTAAAAA
Rv: TTTTTACCTCTTTTAGGTACCATGCACTTATACAAAAATA

K1260E Fw: TGTATAAGTGAATGGTACCTAAAAGAGGT
Rv: ACCTCTTTTAGGTACCATTCACTTATACA

K1260R Fw: TGTATAAGTAGATGGTACCTAAAAGAGGT
Rv: ACCTCTTTTAGGTACCATCTACTTATACA

W1261A Fw: TATTTTTGTATAAGTAAAGCGTACCTAAAAGAGGTAAAAAGGA 
Rv: TCCTTTTTACCTCTTTTAGGTACGCTTTACTTATACAAAAATA

E1190K Fw: TAAGAAAGAGGAAAAAAAATTGTTCTTAGCTCCTATAAGT
Rv: ACTTATAGGAGCTAAGAACAATTTTTTTTCCTCTTTCTTA

Y1262A Fw: TGTATAAGTAAATGGGCCCTAAAAGAGGTAAAAA
Rv: TTTTTACCTCTTTTAGGGCCCATTTACTTATACA

L1263A Fw: ATAAGTAAATGGTACGCAAAAGAGGTAAAAAG
Rv: CTTTTTACCTCTTTTGCGTACCATTTACTTAT

K1186A Fw: TATAAATATTTCGCGAAAGAGGAAG
Rv: CTTCCTCTTTCGCGAAATATTTATA

K1187A Fw: AATATTTTAAAGCAGAGGAAGAAAAATTGT
Rv: ACAATTTTTCTTCCTCTGCTTTAAAATATT

K1187E Fw: AATATTTTAAGGAAGAGGAAGAAAATTGTTCTTAGCTCCTA
Rv: TAGGAGCTAAGAACAATTTTTCTTCCTCTTCCTTAAAATATT

E1188A Fw: CTATAAATATTTTAAAAAAGCGGAAGAAAAATTGT
Rv: ACAATTTTTCTTCCGCTTTTTTAAAATATTTATAG

E1189A Fw: AAAATATTTTAAAAAAGAGGCAGAAAAATTGT
Rv: ACAATTTTTCTGCCTCTTTTTTAAAATATTT

E1190A Fw: AATATTTTAAAAAAGAGGAAGCAAAATTGTTTTTAG
Rv: CTAAAAACAATTTTGCTTCCTCTTTTTTAAAATATT

K1191A Fw: TATATTTTAAAAAAGAGGAAGAAGCATTGTTTTTAG
Rv: CTAAAAACAATGCTTCTTCCTCTTTTTTAAAATATA

P1196A Fw:TGTTTTTAGCTGCTATAAGTGACTCTGATGAGT
Rv:ACTCATCAGAGTCACTTATATAGCAGCTAAAAACA

G1235A Fw: AGATAGGATTAATTGCTATTCATCGT
Rv: ACGATGAATAGCAATTAATCCTATCT

Table 1. Mutants of HC constructed 

PrimersMutant name

H1240A Fw: GGATTGATTGGTATTGCTCGTTTCTACGAATC
Rv: GATTCGTAGAAACGAGCAATACCAATCAATCCH1240A Fw: GGATTGATTGGTATTGCTCGTTTCTACGAATC
Rv: GATTCGTAGAAACGAGCAATACCAATCAATCC

S1259A Fw: GATTATTTTTGTATAGCTAAATGGTACCTAAAAGAGGTAAAAA
Rv: TTTTTACCTCTTTTAGGTACCATTTAGCTATACAAAAATAATCS1259A Fw: GATTATTTTTGTATAGCTAAATGGTACCTAAAAGAGGTAAAAA
Rv: TTTTTACCTCTTTTAGGTACCATTTAGCTATACAAAAATAATC

K1260A Fw: TATTTTTGTATAAGTGCATGGTACCTAAAAGAGGTAAAAA
Rv: TTTTTACCTCTTTTAGGTACCATGCACTTATACAAAAATAK1260A Fw: TATTTTTGTATAAGTGCATGGTACCTAAAAGAGGTAAAAA
Rv: TTTTTACCTCTTTTAGGTACCATGCACTTATACAAAAATA

K1260E Fw: TGTATAAGTGAATGGTACCTAAAAGAGGT
Rv: ACCTCTTTTAGGTACCATTCACTTATACAK1260E Fw: TGTATAAGTGAATGGTACCTAAAAGAGGT
Rv: ACCTCTTTTAGGTACCATTCACTTATACA

K1260R Fw: TGTATAAGTAGATGGTACCTAAAAGAGGT
Rv: ACCTCTTTTAGGTACCATCTACTTATACAK1260R Fw: TGTATAAGTAGATGGTACCTAAAAGAGGT
Rv: ACCTCTTTTAGGTACCATCTACTTATACA

W1261A Fw: TATTTTTGTATAAGTAAAGCGTACCTAAAAGAGGTAAAAAGGA 
Rv: TCCTTTTTACCTCTTTTAGGTACGCTTTACTTATACAAAAATAW1261A Fw: TATTTTTGTATAAGTAAAGCGTACCTAAAAGAGGTAAAAAGGA 
Rv: TCCTTTTTACCTCTTTTAGGTACGCTTTACTTATACAAAAATA

E1190K Fw: TAAGAAAGAGGAAAAAAAATTGTTCTTAGCTCCTATAAGT
Rv: ACTTATAGGAGCTAAGAACAATTTTTTTTCCTCTTTCTTAE1190K Fw: TAAGAAAGAGGAAAAAAAATTGTTCTTAGCTCCTATAAGT
Rv: ACTTATAGGAGCTAAGAACAATTTTTTTTCCTCTTTCTTA

Y1262A Fw: TGTATAAGTAAATGGGCCCTAAAAGAGGTAAAAA
Rv: TTTTTACCTCTTTTAGGGCCCATTTACTTATACAY1262A Fw: TGTATAAGTAAATGGGCCCTAAAAGAGGTAAAAA
Rv: TTTTTACCTCTTTTAGGGCCCATTTACTTATACA

L1263A Fw: ATAAGTAAATGGTACGCAAAAGAGGTAAAAAG
Rv: CTTTTTACCTCTTTTGCGTACCATTTACTTATL1263A Fw: ATAAGTAAATGGTACGCAAAAGAGGTAAAAAG
Rv: CTTTTTACCTCTTTTGCGTACCATTTACTTAT

K1186A Fw: TATAAATATTTCGCGAAAGAGGAAG
Rv: CTTCCTCTTTCGCGAAATATTTATAK1186A Fw: TATAAATATTTCGCGAAAGAGGAAG
Rv: CTTCCTCTTTCGCGAAATATTTATA

K1187A Fw: AATATTTTAAAGCAGAGGAAGAAAAATTGT
Rv: ACAATTTTTCTTCCTCTGCTTTAAAATATTK1187A Fw: AATATTTTAAAGCAGAGGAAGAAAAATTGT
Rv: ACAATTTTTCTTCCTCTGCTTTAAAATATT

K1187E Fw: AATATTTTAAGGAAGAGGAAGAAAATTGTTCTTAGCTCCTA
Rv: TAGGAGCTAAGAACAATTTTTCTTCCTCTTCCTTAAAATATTK1187E Fw: AATATTTTAAGGAAGAGGAAGAAAATTGTTCTTAGCTCCTA
Rv: TAGGAGCTAAGAACAATTTTTCTTCCTCTTCCTTAAAATATT

E1188A Fw: CTATAAATATTTTAAAAAAGCGGAAGAAAAATTGT
Rv: ACAATTTTTCTTCCGCTTTTTTAAAATATTTATAGE1188A Fw: CTATAAATATTTTAAAAAAGCGGAAGAAAAATTGT
Rv: ACAATTTTTCTTCCGCTTTTTTAAAATATTTATAG

E1189A Fw: AAAATATTTTAAAAAAGAGGCAGAAAAATTGT
Rv: ACAATTTTTCTGCCTCTTTTTTAAAATATTTE1189A Fw: AAAATATTTTAAAAAAGAGGCAGAAAAATTGT
Rv: ACAATTTTTCTGCCTCTTTTTTAAAATATTT

E1190A Fw: AATATTTTAAAAAAGAGGAAGCAAAATTGTTTTTAG
Rv: CTAAAAACAATTTTGCTTCCTCTTTTTTAAAATATTE1190A Fw: AATATTTTAAAAAAGAGGAAGCAAAATTGTTTTTAG
Rv: CTAAAAACAATTTTGCTTCCTCTTTTTTAAAATATT

K1191A Fw: TATATTTTAAAAAAGAGGAAGAAGCATTGTTTTTAG
Rv: CTAAAAACAATGCTTCTTCCTCTTTTTTAAAATATAK1191A Fw: TATATTTTAAAAAAGAGGAAGAAGCATTGTTTTTAG
Rv: CTAAAAACAATGCTTCTTCCTCTTTTTTAAAATATA

P1196A Fw:TGTTTTTAGCTGCTATAAGTGACTCTGATGAGT
Rv:ACTCATCAGAGTCACTTATATAGCAGCTAAAAACAP1196A Fw:TGTTTTTAGCTGCTATAAGTGACTCTGATGAGT
Rv:ACTCATCAGAGTCACTTATATAGCAGCTAAAAACA

G1235A Fw: AGATAGGATTAATTGCTATTCATCGT
Rv: ACGATGAATAGCAATTAATCCTATCTG1235A Fw: AGATAGGATTAATTGCTATTCATCGT
Rv: ACGATGAATAGCAATTAATCCTATCT

Table 1. Mutants of HC constructed 

Primers
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Table 2. Mutation sites and each IC50 of mutations

IC50* (nM)
Recombinant HC StgII/GT1b GT1b
Okra/Hc 0.5 190
K1186A 1.0 >1000
K1187A 1.1 >1000
K1187E 7.7          >1000
E1188A 0.3            156 
E1189A 1.3          >1000
E1190A 0.3 300
E1190K 6.2 885
K1191A 1.9 >1000
P1196A 23.4            852
G1235A 1.9 >1000
H1240A 2.4 >1000
S1259A 34.9 >1000 
K1260A 0.7          >1000
K1260E 1.4 >1000
K1260R 0.4 537
W1261A >100 >1000
Y1262A >100 >1000
L1263A 0.5            203

*Data are the concentration of 50% binding inhibition and 
presented as the mean ±S.D. (n=3)
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Okra 1138 LYIGEKFIIRRKSNSQSINDDIVRKEDYIYLDFFNLNQEWRVYTYKYFKKEEEKLFLAPI 1197
111  1138 LYIGEKFIIRRKSNSQSINDDIVRKEDYIYLDFFNSNREWRVYAYKDFKEEEKKLFLANI 1197

*********************************** * ***** ** ** ** ***** *

Okra 1198 SDSDEFYNTIQIKEYDEQPTYSCQLLFKKDEESTDEIGLIGIHRFYESGIVFEEYKDYFC 1257
111  1198 YDSNEFYKTIQIKEYDEQPTYSCQLLFKKDEESTDEIGLIGIHRFYESGIVLKDYKNYFC 1258

** *** *******************************************   ** ***

Okra 1258 ISKWYLKEVKRKPYNLKLGCNWQFIPKDEGWTE                     1291
111  1259 ISKWYLKEVKRKPYNPNLGCNWQFIPKDEGWIE                     1291

***************  ************** *

Fig. 7. Amino acid sequence alignment of Okra and 111 HCC 
fragments from GeneBank accession number M81186 for Okra/NT 
and AB084152 for 111/NT. An asterisk indicates strict 
sequence conservation. Residues of mutation analysis in 
this chapter are indicated by a box.
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Fig. 8. SDS-PAGE profile of recombinant HC. The 
sample(1 µg) was applied to a 10% polyacrylamide
gel in the presence of 50 mM DTT.
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Fig. 9. CD spectroscopy of the recombinant Okra/HC and 
its mutants P1196A、G1235A、H1240A and 111/HC. Far-
ultraviolet CD emission spectra were recorded in 50 mM
phosphate buffer,pH 6.8 at 25℃.
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Fig. 9. CD spectroscopy of the recombinant Okra/HC and 
its mutants P1196A、G1235A、H1240A and 111/HC. Far-
ultraviolet CD emission spectra were recorded in 50 mM
phosphate buffer,pH 6.8 at 25℃.
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Fig. 10. Competition binding assay of 125I-BoNT/B to 
synaptosome with BoNT/B and recombinant Okra/HC
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Fig. 11. Competition binding assay of 125I-Okra/BoNT to 
stgII/ganglioside GT1b complex with recombinant 
Okra/HC and 111/HC
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Fig. 12. Competition binding assays of 125I-HC to StgII/GT1b 
with unlalabeled representative HC mutants. 125I-HC (0.5 nM) 
was added to the recombinant StgII (5 ng/ml) reconstituted 
into lipid vesicles with ganglioside GT1b (2.5 ng NeuAc) in 
presence of increasing concentration of unlabeled HC mutants. 
Each point represents the mean of three determinations. The 
bar shows standard error.   
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the mean of three detteminations. The bar shows standard error.
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HCC. Red residues are StgII/GT1b and ganglioside GT1b binding 
site, green residues are ganglioside GT1b binding sites and 
yellow residues may be determination of the different binding 
affinities between Okra/NT and 111/NT.

W1261

S1259

K1260

K1187

Y1262

K1186

H1240

E1189

K1191

E1190

Figure 14. Three-dimensional structure of b-trefoil subdomain of 
HCC. Red residues are StgII/GT1b and ganglioside GT1b binding 
site, green residues are ganglioside GT1b binding sites and 
yellow residues may be determination of the different binding 
affinities between Okra/NT and 111/NT.

W1261W1261

S1259S1259

K1260K1260

K1187

Y1262Y1262

K1186K1186

H1240H1240

E1189

K1191K1191

E1190E1190

Figure 14. Three-dimensional structure of b-trefoil subdomain of 
HCC. Red residues are StgII/GT1b and ganglioside GT1b binding 
site, green residues are ganglioside GT1b binding sites and 
yellow residues may be determination of the different binding 
affinities between Okra/NT and 111/NT.



 44 
 

Recombinant HCC HCC K1187E E1190K K1260A W1261A Y1262A
BoNT/B + + + + + + +

- -
-

0

%
 in

hi
bi

tio
n 

of
 g

lu
ta

m
at

e 
re

le
as

e

25

50

75

100

*

*

Fig. 15. Effects of BoNT/B with competitor on the depolarized-
evoked glutamate release from rat cerebellar cells. Inhibition 
of potassium-stimulate glutamate release from rat cerebellar
granule cells was determinated in the presence of BoNT/B and 
competing HC mutants. One nanomolar BoNT/B was added to rat 
cerebellar granule cells with 500 nM HC mutants. Each point 
represents the mean of three determinations. The bar shows 
standard error.(* = P＜0.05 as compared to BoNT/B treated cells) 
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第 3 章 シナプトタグミン II 発現 PC12 細胞を用いたボツリヌス B 型神経毒素の作用

機構の解析 

 

Ⅰ. 緒言 

これまで BoNT/B の受容体認識機構を解明する中で、BoNT/B 分子にはガングリ

オシドを認識する部位と StgII/ガングリオシド GT1b 複合体認識に関する部位が多少

異なることを明らかにしてきた。しかしながら、Stg の機能的な受容体としての働きに

ついての実験的な確証は十分には得られていない[51]。元来 StgI と StgIX、微量の

StIV が発現している PC12 細胞に StgII 遺伝子を導入すると、BoNT/B 処理により

VAMP2 の分解が観察されているが[14]、2 つの Stg が同時に毒作用に関与するた

め、これらが機能的受容体としてどの程度関与しているのかを区別して理解すること

はできない。StgI ノックアウトラット由来初代海馬培養細胞を用いて、StgI または

StgII 遺伝子を挿入し、脱分極刺激によるシナプス小胞の開口放出と BoNT/B、

BoNT/G および BoNT/A の取り込みを蛍光免疫染色で比較した報告はある[16]が、

定量的には解析が不十分と思われる。本章では、これまでの実験成績を基にして、

StgII を導入した StgI 欠損 PC12 細胞[63]と野生型 PC12 細胞の BoNT/B に対す

る感受性をガングリオシド GT1b の有無で調べることにより、StgI と StgII それぞれの

BoNT/B の機能的受容体としての役割を調べた。また、リコンビナント点変異 StgIIN

蛋白を用いた BoNT/B の結合活性や共結晶構造解析により予想された StgIIN の

BoNT/B 認識部位について、単アミノ酸変異 StgII を導入し StgI 欠損 PC12 細胞を
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BoNT/B 処理することにより、StgII の受容体蛋白として機能するために必要なアミノ

酸残基の特定を試みた。 

 

Ⅱ. 材料および方法 

1. 単アミノ酸変異型 StgIIN および部分欠損変異 StgIIN の作製と精製 

単アミノ酸変異型 StgIIN の作製には、pMAL-c2 に挿入されている膜貫通ドメイ

ンを含むN末端領域(1～87残基) (pMAL-c2/Stg2N) をコードしている遺伝子から

SacIとBamHIを用いてStg2N を切り出し、pBluescript II (SK-) vector (Toyobo)

にライゲーションした。これを鋳型とし、標的とする単アミノ酸変異を含むプライマー

を用いて(Table 3) Pfu ポリメラーゼ(STRATAGENE)により PCR を行い、単アミノ

酸変異を含んだ DNA を増幅した。PCR 産物を DpnI エンドヌクレアーゼ処理し、

大腸菌を形質転換後、プラスミドを抽出しシークエンスを確認した。単アミノ酸変異

StgIIN 遺伝子は単アミノ酸変異 StgIIN を含む pBluescript II (SK-) vector から

SacI と BamHI で切断し、同制限酵素で切断した pMAL-c2 vector にライゲーショ

ンを行い、大腸菌を形質転換した。部分欠失変異 StgIIN は点変異 StgIIN 作製時

に使用した StgIIN 遺伝子を含む pBluescript II (SK-) vector を鋳型として N 末

端 1 から 30 残基 (Δ1-30)あるいは 40 残基(Δ1-40)を欠失するように設計したプラ

イマー(Table 3) を使用し、部分欠失 StgIIN を PCR により増幅した。PCR 産物は

SacI、BamHI 処理後、pBluescript II (SK-) vector にライゲーションし、シークエ

ンスを確認した。部分欠失 StgIIN は発現用ベクターpMAL-c2 ベクターに挿入後、
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大腸菌 DH5 aを形質転換した。点変異型 StgIIN および部分欠失変異型 StgIIN

の精製は MBP-StgIIN と同様の方法で行った。点変異 StgIIN および MBP-欠損

変異型 StgIIN(Δ1-30, Δ1-40)の性状は MBP-StgIIN と同様にガングリオシド共

存下でリポソームに組み込み、反応に使用した。 

 

2. StgII 遺伝子発現クローンの作製 

 ラット脳 cDNA ライブラリーから StgII 遺伝子全長(442 残基)を PCR により増幅し、

pENTR/D-TOPO(Invitrogen)にクローニングした(StgII/pENTR/D-TOPO)。ガ

ングリオシド共存下でStgIIN リポソームに組み込んだ 125I-BoNT/Bとの結合活性を

100 %としたとき、単アミノ酸変異型 StgIIN の結合活性が 50%以下に低下したアミ

ノ酸残基をアラニンに置換した単アミノ酸変異型 StgII を作製した。点変異体

StgIIN 遺伝子をもつディスティネーションベクターの構築には、StgIIN/pMAL-c2

を制限酵素 NotI、NdeI で切り出し、pCR4-TOPO (Invitrogen)に挿入した。シー

クエンスを確認した後、単アミノ酸変異を含む StgII を pCR4-TOPO から制限酵素

NotI、NdeI で切断し、同じ制限酵素で切断した StgII/pENTR/D-TOPO とライゲ

ー シ ョ ン を 行 い 単 ア ミ ノ 酸 変 異 StgII/pENTR/D-TOPO を 作 製 し た 。

StgII/pENTR/D-TOPO または単アミノ酸変異 StgII/pENTR/D-TOPO から StgII

遺 伝 子を LR 反応 により Gateway デ ィステ ィネ ーシ ョ ンベ ク ター pcDNA 

3.2/V5-DEST(Invitrogen)に挿入し(発現クローン：StgII/pcDNA3.2/V5-DEST)、

大腸菌 JM109 を形質転換した。発現クローンを含む大腸菌をアンピシリン 100 
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mg/ml を含む LB 培地で 37℃6 時間振とう培養後、菌体を遠心により回収し、

GeneElute Endotoxin-free Plasmid midiprep kit (Sigma Aldrich)を用いてそ

れぞれの DNA を精製した。 

 

3. StgII または単アミノ酸変異型 StgII 発現 PC12 細胞の作製 

蛍光免疫染色には各ウエルにカバーガラスを入れた 24 穴プラスティックプレート

(0.5 ml/well)、Western blotting には 12 穴プラスティックプレート(1 ml/well)を用

い、ポリエチレンイミンでコートした。StgI 欠損 PC12 細胞(北里大学 高橋正身教授

よ り 分 与 ) (2 x 105/ml) を 抗 生 剤 を 除 く 維 持 培 地 (RPMI-1640-5% horse 

serum-5 % fetal bovine serum)で一晩培養した。Opti-MEM I (Invitrogen)で希

釈した DNA(1.6 mg/100 ml)と Lipofectamine 2000(4 ml/100 ml：Invitrogen) [42]

を混合し、室温で 20 分間静置後、200 ml の DNA と Lipofectamine の複合体を

StgI 欠損 PC12 細胞に添加した。4 時間静置後、維持培地(RPMI-1640, 50 U/ml 

penicillin and 100 mg/ml streptomycin-5% horse serum-5 % fetal bovine 

serum)に交換し、18～24 時間後に実験に供した。 

 

4. StgII 発現 PC12 細胞の蛍光免疫染色 

StgII発現 PC12細胞の培地を取り除き、PBS(-)で2回洗浄した(0.5 ml/well)後、

4 %パラホルムアルデヒド-PBS(0.4 ml/well)で 25 分間固定後 PBS(-)を用いて 3 回

洗浄した(0.5 ml/well)。PC12 細胞を透過性にして観察する場合は、0.2 % Triton 
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X-100-PBS で室温 5 分間処理後、PBS(-)を用いて 3 回洗浄した(0.5 ml/well)。ブ

ロックエース(大日本薬品工業)で 2 時間または一晩ブロッキングを行った(0.3 

ml/well)。細胞を 1 回 PBS で洗浄した後、Can Get Signal Solution 1 (TOYOBO)

で希釈した 1 次抗体を細胞に加え(0.2 ml/well)4℃で一晩、室温で 2 時間反応させ

た。TBST(25 mM Tris-HCl, pH 7.5-137 mM NaCl-0.05 %v/v Tween20)で 5 分

間 4 回洗浄後 (0.7 ml/well)、2 次抗体 Alexa488 標識 Goat Anti-Mouse 

IgG(Invitorojen)または Cy3 標識 Goat Anti-1Mouse IgG(Bio-Rad)を TBST で希

釈し、室温で 1 時間処理後、TBST で 5 分間 4 回洗浄後、カバーガラスを取り出し、

スライドガラス上に PermaFlur Aqueous Mounting Medium(Thermo)でマウントし

た。細胞の観察は BIOREVO (KEYENCE)を用いて行った。 

 

5. 野生型 PC12 細胞および StgII 発現 PC12 細胞の BoNT/B に対する反応性 

野生型 PC12 細胞および StgII 発現 PC12 細胞の維持培地を取り除き、PBS(-)で

2 回洗浄後、高カリウム溶液 (50 mM KCl, 80 mM NaCl, 1.2 mM KH2PO4, 2.5 

mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 10 mM glucose, pH 7.4)に交換した(800 ml/well)。高

カリウム溶液で最終濃度の 100 倍に希釈した BoNT/B を 1/100 量(8 ml/well)添加し、

37℃15 分間静置した。ガングリオシド GT1b の添加は BoNT/B 処理と同時に行った。

高カリウム溶液を取り除き、維持培地に交換し、さらに 18 時間培養後、PBS(-)に交換

しセルスクレイパー(グライナー)を用いて回収した。点変異体 StgII 発現 PC12 細胞も

同様の方法で BoNT/B 処理を行った。それぞれの細胞は可溶化溶液(PBS-0.5% 
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Triton X-100, 0.05% SDS, Protease inhibitor)で懸濁し、氷上で 1 時間静置後、遠

心(13,000 x g, 10 分間)により、上清を回収した。4 倍濃縮 SDS-Sample buffer を添

加し、SDS-PAGE を行い PVDF 膜に Western blotting 後、VAMP2 の切断の程度

は化学発光基質を用いて検出した。 

 

6. 使用抗体 

ウサギ pAb にはラット StgII の N 末端 20 残基のペプチド抗体(StgIIN)、VAMP2

の N 末端 20 残基のペプチド抗体を用い、細胞内標準蛋白としてマウス mAbb-アク

チン(Sigma)を、マウス mAb StgI(1D12：北里大学 高橋 正身教授から分与)を用

いた。 

 

7. その他 

SDS 電気泳動は 15 %濃度ゲルを用い Laemmli の方法に従った。細胞の可溶

化上清の蛋白量は BCA 法(Thermo)[65]に従って測定し、牛γグロブリン相当量と

して示した。Western blotting の発色には SuperSignal West Femto Maximum 

Sensitivity Substrate (Thermo)を用いて行い、ルミノイメージアナライザー

LAS-3000(GE healthcare)で撮影した。 

 

Ⅲ. 結果 

1. StgI および StgII の野生型 PC12 細胞および StgI 欠損変異型 PC12 細胞で
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の発現 

PC12 細胞と StgII 発現 PC12 細胞における StgI あるいは StgII の発現をラット

脳シナプトソーム(P2) 分画を陽性コントロールとし各 Stg 抗体(pAb StgIIN および

mAb 1D12)Western blotting で調べた。野生型 PC12 細胞には StgI が発現し、

StgI 欠損 PC12 細胞は StgI、StgII いずれも発現はなかった。StgII 発現 PC12 細

胞の StgII 発現量は、野生型 PC12 細胞における StgI よりも少なかった(Fig. 16)。

各 Stg に対する特異抗体を用いて PC12 細胞、StgI 欠損 PC12 細胞および StgII

発現 PC12 細胞について Stg の発現を免疫蛍光染色法で確認した。TritonX-100

未処理 StgII 発現 PC12 細胞では、StgIIN 抗体を用い免疫蛍光染色したところ、細

胞膜に強い StgII の発現がみられたことから、StgII の N 末端領域が細胞膜上に存

在することを確認した(Fig. 17)。 

 
2.  BoNT/B の StgII 発現 PC12 細胞に対する感受性 

StgII 発現 PC12 細胞の BoNT/B に対する感受性の変化を野生型 PC12 細胞と

比較して調べた。毒素処理したそれぞれの細胞を可溶化し、Western blotting を行

い、StgIIN(65 kDa)または StgIN(65 kDa)、b-アクチン(42 kDa)および VAMP2(18 

kDa)抗体を用い検出した。高濃度の BoNT/B でのみ、野生型 PC12 細胞の

VAMP2 に切断がみられた。BoNT/B 処理と同時に 15 NeuAc mg/ml ガングリオシド

GT1b 処理すると、VAMP2 切断は促進された。StgII 発現 PC12 細胞は、BoNT/B

濃度に依存して VAMP2 の切断が認められたが、ガングリオシド GT1b の添加により
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低濃度の BoNT/B でも VAMP2 の切断は観察された(Fig. 18)。 

 

3. 単アミノ酸変異型 StgII 発現 PC12 細胞に対する BoNT/B の作用 

ガングリオシド GT1b 共存下で単アミノ酸変異型 StgIIN を組み込んだリポソーム

に対する 125I-BoNT/B の結合活性では 5 つのアミノ酸残基のアラニン変異型(F47A、

F54A、F55A、E57AおよびK60A)に毒素結合能の低下が認められたが、△1-30お

よび△1-40StgIIN 欠損変異型の毒素の結合活性は野生型とほほ同等であった(Fig. 

19)。これらのことは、StgIIN の BoNT/B 結合部位は比較的狭い領域(40～60 残基)

に存在することを示している。この結果は、BoNT/B と StgIIN(40-59 残基)の共結晶

構造解析から予想された結果と一致していた[12, 27]。これら 5 つのアミノ酸残基のう

ち、F55 以外は StgI と共通して存在していた(Fig. 20)。アラニン変異型(F47A、

F54A、F55A、E57A および K60A)StgII を StgI 欠損 PC12 細胞に導入し、単アミ

ノ酸変異型 StgIIPC12 細胞を作製した。各細胞における単アミノ酸変異型 StgII の

発現は Western botting と蛍光免疫染色で確認した。4 種の単アミノ酸変異 StgII

発現 PC12 細胞(F47A、F54A、F55A、および K60A)では BoNT/B の結合が確認

できず、同時に VAMP2 の切断も認められなかった(Fig. 21A, 21B)。単アミノ酸変異

型 E57A 発現 PC12 細胞に BoNT/B が結合し、この細胞の VAMP2 が切断された

(Fig. 21A, 21B)。これらの結果から、StgII に特異なアミノ酸残基 F55 は StgII の

BoNT/B 認識を決定するために必須であることを示している。 
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Ⅳ. 考察 

一般にStgIIは末梢神経系に、StgIは中枢神経系に発現していることが知られて

いる。BoNT/B の結合部位である N 末端領域の 2 つの Stg の相同性は 46 %であり、

カルシウム結合部位が存在する C 末端領域の 88 %に比べて低い[22]。StgI および

StgII は BoNT/B の受容体構成成分であり、C 末端領域は BoNT/B 結合には関与

せず、膜貫通領域はガングリオシドの疎水部分であるセラミドとの結合に必須と考えら

れている[38]。BoNT/B に対し StgI は低親和性蛋白であり、StgII は高親和性蛋白

であると報告されている[50]。StgIIのN末端領域から膜貫通領域(60残基)内でガン

グリオシドと相補的に働き、受容体として BoNT/B との結合に直接関与する部位を点

変異体および欠失変異体を用いてアミノ酸レベルまで調べた。StgII の N 末端から

30 残基、40 残基まで欠損させた変異型は wild type と同様の BoNT/B への結合

活性を有したことから、StgII 分子内 41～60 番目の領域内に受容体として機能する

ために必要なアミノ酸残基が集約されていることが明らかになった。さらにこの 20 残

基のアミノ酸残基を対象として、単アミノ酸変異型 StgIIN を作製し、その結合活性を

調べた結果、BoNT/B 結合に関与するアミノ酸残基は 5 つの残基(F47, F54, F55, 

E57, K60)であった。これらの結果を基にして、StgII の機能的な受容体としての働き

を調べるために、StgI 欠損 PC12 細胞に StgII 遺伝子を導入した。野生型 PC12 細

胞は高濃度条件以外では VAMP2 が認められないが、ガングリオシド添加により

VAMP2 が認められた。高濃度の BoNT/B による VAMP2 の切断は、PC12 内在性

のガングリオシドによるものであると考えられた[83]。一方、StgII は単独でも受容体と
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して機能的に働き、VAMP2 を毒素濃度依存性に分解した。さらにガングリオシド

GT1b を添加することにより、VAMP2 の切断は促進された。この結果は StgII/ガング

リオシド GT1b 複合体を形成することが、受容体としての機能を発揮するために必要

であることを示している。 

 BoNT/B と結合することが予想された StgII 分子内の F47、F54、F55、E57、K60

をアラニン変異した変異型 StgII 発現 PC12 細胞を BoNT/B 処理し、BoNT/B の単

アミノ酸変異型 StgII に対する結合と VAMP2 の切断の程度を調べた。E57A を除く、

F47A、F54A、F55A および K60AStgII 発現 PC12 細胞には BoNT/B が結合せず、

VAMP2 の分解も観察されなかった。F47、F54、K60 は StgI および StgII で良く保

存されているが、F55 は StgI ではメチオニン残基に相当 StgII とは異なるアミノ酸残

基であった。StgII と StgI の BoNT/B に対する結合活性の差に関して、GST 融合

StgII 点変異体と BoNT/B のプルダウンアッセイの結果から、StgII の I58, N59 を

StgI の同位置に相当するアミノ酸残基に置換した I58L, N59H は、StgI の性状をも

つと報告されている[12]。本研究では、I58A および N59A 変異体は BoNT/B 結合

活性を低下させなかったが、それぞれのアミノ酸残基を StgI と同一にすることで結合

能に変化を及ぼす可能性が考えられた。一方、本研究では StgII 特異なアミノ酸残

基 F55 は BoNT/B 結合に重要な働きを担っていると考えられた。 
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Mutant name

T34I Fw: GCCGATAACTCTATAGAGTCGACGGGCACCGGGG
Rv: CCCCGGTGCCCGTCGACTCTATAGAGTTATCGGC

S33R Fw: CCCGCCGCACCCGCGGATAACGCTACAGAGAGCAC
Rv: GTGCTCTCTGTAGCGTTATCCGCGGGTGCGGCGGG

E35A Fw: CCGATAACTCTACAGCTAGCACGGGCACCGG
Rv: CCGGTGCCCGTGCTAGCTGTAGAGTTATCGG

S36A Fw: AATTCTACAGAGGCCACGGGTACCGGGGAGAGC
Rv: GCTCTCCCCGGTACCCGTGGCCTCTGTAGAGTT

E41A Fw: CACGGGCACCGGCGCCAGCCAAGAAGACATG
Rv: CATGTCTTCTTGGCTGGCGCCGGTGCCCGTG

S42A Fw: GCACGGGCACCGGTGAGGCCCAAGAAGACATG
Rv: CATGTCTTCTTGGGCCTCACCGGTGCCCGTGC

T17I Fw: GCCCATTGTGGCGCCGGCCATCACCACTGCCAC
Rv: GTGGCAGTGGTGATGGCCGGCGCCACAATGGGC

Q43A Fw: CGGGCACCGGGGAGTCTGCAGAAGACATGTTCG
Rv: CGAACATGTCTTCTGCAGACTCCCCGGTGCCCG

E44A Fw: CCGGGGAGAGCCAAGCAGACATGTTCGCC
Rv: GGCGAACATGTCTGCTTGGCTCTCCCCGG

R2A Fw: ATCGAGGGTCGTATGGCAAACATCTTTAAAAGGAACCAGGAGCCC
Rv: GGGCTCCTGGTTCCTTTTAAAGATGTTTGCCATACGACCCTCGAT

N3V Fw: GCTCGATCGAGGGTCGCATGCGAGTCATCTTCAAGAGGAACC
Rv: GGTTCCTCTTGAAGATGACTCGCATGCGACCCTCGATCGAGC

K6A Fw: ATGAGAAACATCTTCGCGAGGAACCAGGAGCCC
Rv: GGGCTCCTGGTTCCTCGCGAAGATGTTTCTCAT

R7A Fw: CGTATGAGAAACATCTTTAAAGCGAACCAGGAGCCCATTGTG
Rv: CACAATGGGCTCCTGGTTCGCTTTAAAGATGTTTCTCATACG

N8V Fw: CGTATGAGAAACATCTTTAAAAGGGTCCAGGAGCCCATTGTGG
Rv: CCACAATGGGCTCCTGGACCCTTTTAAAGATGTTTCTCATACG

E10A Fw: CAAGAGGAACCAGGCGCCAATTGTGGCTCCGG
Rv: CCGGAGCCACAATTGGCGCCTGGTTCCTCTTG

T18I Fw: GCCCATTGTGGCGCCGGCCACCATCACTGCCACAATG
Rv: CATTGTGGCAGTGATGGTGGCCGGCGCCACAATGGGC

T21I Fw: ACCACCACTGCCATAATGCCTCTGGCACCC
Rv: GGGTGCCAGAGGCATTATGGCAGTGGTGGT

N32V Fw: CGCCGCACCTGCCGACGTCTCTACAGAGAGCACG
Rv: CGTGCTCTCTGTAGAGACGTCGGCAGGTGCGGCG

Table 3. Mutants of StgII constructed 

PrimersMutant name

T34I Fw: GCCGATAACTCTATAGAGTCGACGGGCACCGGGG
Rv: CCCCGGTGCCCGTCGACTCTATAGAGTTATCGGCT34I Fw: GCCGATAACTCTATAGAGTCGACGGGCACCGGGG
Rv: CCCCGGTGCCCGTCGACTCTATAGAGTTATCGGC

S33R Fw: CCCGCCGCACCCGCGGATAACGCTACAGAGAGCAC
Rv: GTGCTCTCTGTAGCGTTATCCGCGGGTGCGGCGGGS33R Fw: CCCGCCGCACCCGCGGATAACGCTACAGAGAGCAC
Rv: GTGCTCTCTGTAGCGTTATCCGCGGGTGCGGCGGG

E35A Fw: CCGATAACTCTACAGCTAGCACGGGCACCGG
Rv: CCGGTGCCCGTGCTAGCTGTAGAGTTATCGGE35A Fw: CCGATAACTCTACAGCTAGCACGGGCACCGG
Rv: CCGGTGCCCGTGCTAGCTGTAGAGTTATCGG

S36A Fw: AATTCTACAGAGGCCACGGGTACCGGGGAGAGC
Rv: GCTCTCCCCGGTACCCGTGGCCTCTGTAGAGTTS36A Fw: AATTCTACAGAGGCCACGGGTACCGGGGAGAGC
Rv: GCTCTCCCCGGTACCCGTGGCCTCTGTAGAGTT

E41A Fw: CACGGGCACCGGCGCCAGCCAAGAAGACATG
Rv: CATGTCTTCTTGGCTGGCGCCGGTGCCCGTGE41A Fw: CACGGGCACCGGCGCCAGCCAAGAAGACATG
Rv: CATGTCTTCTTGGCTGGCGCCGGTGCCCGTG

S42A Fw: GCACGGGCACCGGTGAGGCCCAAGAAGACATG
Rv: CATGTCTTCTTGGGCCTCACCGGTGCCCGTGCS42A Fw: GCACGGGCACCGGTGAGGCCCAAGAAGACATG
Rv: CATGTCTTCTTGGGCCTCACCGGTGCCCGTGC

T17I Fw: GCCCATTGTGGCGCCGGCCATCACCACTGCCAC
Rv: GTGGCAGTGGTGATGGCCGGCGCCACAATGGGCT17I Fw: GCCCATTGTGGCGCCGGCCATCACCACTGCCAC
Rv: GTGGCAGTGGTGATGGCCGGCGCCACAATGGGC

Q43A Fw: CGGGCACCGGGGAGTCTGCAGAAGACATGTTCG
Rv: CGAACATGTCTTCTGCAGACTCCCCGGTGCCCGQ43A Fw: CGGGCACCGGGGAGTCTGCAGAAGACATGTTCG
Rv: CGAACATGTCTTCTGCAGACTCCCCGGTGCCCG

E44A Fw: CCGGGGAGAGCCAAGCAGACATGTTCGCC
Rv: GGCGAACATGTCTGCTTGGCTCTCCCCGGE44A Fw: CCGGGGAGAGCCAAGCAGACATGTTCGCC
Rv: GGCGAACATGTCTGCTTGGCTCTCCCCGG

R2A Fw: ATCGAGGGTCGTATGGCAAACATCTTTAAAAGGAACCAGGAGCCC
Rv: GGGCTCCTGGTTCCTTTTAAAGATGTTTGCCATACGACCCTCGATR2A Fw: ATCGAGGGTCGTATGGCAAACATCTTTAAAAGGAACCAGGAGCCC
Rv: GGGCTCCTGGTTCCTTTTAAAGATGTTTGCCATACGACCCTCGAT

N3V Fw: GCTCGATCGAGGGTCGCATGCGAGTCATCTTCAAGAGGAACC
Rv: GGTTCCTCTTGAAGATGACTCGCATGCGACCCTCGATCGAGCN3V Fw: GCTCGATCGAGGGTCGCATGCGAGTCATCTTCAAGAGGAACC
Rv: GGTTCCTCTTGAAGATGACTCGCATGCGACCCTCGATCGAGC

K6A Fw: ATGAGAAACATCTTCGCGAGGAACCAGGAGCCC
Rv: GGGCTCCTGGTTCCTCGCGAAGATGTTTCTCATK6A Fw: ATGAGAAACATCTTCGCGAGGAACCAGGAGCCC
Rv: GGGCTCCTGGTTCCTCGCGAAGATGTTTCTCAT

R7A Fw: CGTATGAGAAACATCTTTAAAGCGAACCAGGAGCCCATTGTG
Rv: CACAATGGGCTCCTGGTTCGCTTTAAAGATGTTTCTCATACGR7A Fw: CGTATGAGAAACATCTTTAAAGCGAACCAGGAGCCCATTGTG
Rv: CACAATGGGCTCCTGGTTCGCTTTAAAGATGTTTCTCATACG

N8V Fw: CGTATGAGAAACATCTTTAAAAGGGTCCAGGAGCCCATTGTGG
Rv: CCACAATGGGCTCCTGGACCCTTTTAAAGATGTTTCTCATACGN8V Fw: CGTATGAGAAACATCTTTAAAAGGGTCCAGGAGCCCATTGTGG
Rv: CCACAATGGGCTCCTGGACCCTTTTAAAGATGTTTCTCATACG

E10A Fw: CAAGAGGAACCAGGCGCCAATTGTGGCTCCGG
Rv: CCGGAGCCACAATTGGCGCCTGGTTCCTCTTGE10A Fw: CAAGAGGAACCAGGCGCCAATTGTGGCTCCGG
Rv: CCGGAGCCACAATTGGCGCCTGGTTCCTCTTG

T18I Fw: GCCCATTGTGGCGCCGGCCACCATCACTGCCACAATG
Rv: CATTGTGGCAGTGATGGTGGCCGGCGCCACAATGGGCT18I Fw: GCCCATTGTGGCGCCGGCCACCATCACTGCCACAATG
Rv: CATTGTGGCAGTGATGGTGGCCGGCGCCACAATGGGC

T21I Fw: ACCACCACTGCCATAATGCCTCTGGCACCC
Rv: GGGTGCCAGAGGCATTATGGCAGTGGTGGTT21I Fw: ACCACCACTGCCATAATGCCTCTGGCACCC
Rv: GGGTGCCAGAGGCATTATGGCAGTGGTGGT

N32V Fw: CGCCGCACCTGCCGACGTCTCTACAGAGAGCACG
Rv: CGTGCTCTCTGTAGAGACGTCGGCAGGTGCGGCGN32V Fw: CGCCGCACCTGCCGACGTCTCTACAGAGAGCACG
Rv: CGTGCTCTCTGTAGAGACGTCGGCAGGTGCGGCG

Table 3. Mutants of StgII constructed 

Primers
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Mutant name

E57A Fw: CAAATTCTTCAATGCGATTAATAAGATCCCTTTGCCCCCC
Rv: GGGGGGCAAAGGGATCTTATTAATCGCATTGAAGAATTTG

I58A Fw: ATTCTTCAATGAGGCCAACAAGATCCCTTTGCCC
Rv: GGGCAAAGGGATCTTGTTGGCCTCATTGAAGAAT

N59A Fw: CTTCAATGAGATCGCGAAGATCCCTTTGCCCCCC
Rv: GGGGGGCAAAGGGATCTTCGCGATCTCATTGAAG

N59V Fw: GGACAAATTCTTCAATGAGATCGTCAAGATCCCTTTGCCCCCC
Rv: GGGGGGCAAAGGGATCTTGACGATCTCATTGAAGAATTTGTCC

K60A Fw: ATTCTTCAATGAGATTAATGCGATCCCTTTGCCCCC
Rv: GGGGGCAAAGGGATCGCATTAATCTCATTGAAGAAT

K53A Fw: GCCAAGCTGAAGGACGCGTTCTTCAATGAGATC
Rv: GATCTCATTGAAGAACGCGTCCTTCAGCTTGGC

D1-30 Fw: AATTCGAGCTCGATCGAGGGTCGTGATAACTCTACAGAGAGCACGGGC
Rv: CTAGAGGATCCTATTAACAGATGCAGAAGC

D1-40 Fw: AATTCGAGCTCGATCGAGGGTCGTGAGAGCCAAGAAGACATGTTCGCC
Rv: CTAGAGGATCCTATTAACAGATGCAGAAGC

D45A Fw: GAGCCAAGAAGCCATGTTCGCGAAGCTGAAGGAC
Rv: GTCCTTCAGCTTCGCGAACATGGCTTCTTGGCTC

M46A Fw: GAGAGCCAAGAAGATGCATTCGCCAAGCTGAAGG
Rv: CCTTCAGCTTGGCGAATGCATCTTCTTGGCTCTC

F47A Fw: CCAAGAAGACATGGCCGCCAAGCTTAAGGACAAATTC
Rv: GAATTTGTCCTTAAGCTTGGCGGCCATGTCTTCTTGG

K49A Fw: GAAGACATGTTCGCCGCTTTAAAGGACAAATTCTTC
Rv: GAAGAATTTGTCCTTTAAAGCGGCGAACATGTCTTC

K51A Fw: CATGTTCGCCAAGCTAGCGGACAAATTCTTCAATG
Rv: CATTGAAGAATTTGTCCGCTAGCTTGGCGAACATG

D52A Fw: CATGTTCGCCAAGCTTAAGGCCAAATTCTTCAATGAGATC
Rv: GATCTCATTGAAGAATTTGGCCTTAAGCTTGGCGAACATG

F54A Fw: CCAAGCTGAAGGACAAGGCCTTCAATGAGATCAAC
Rv: GTTGATCTCATTGAAGGCCTTGTCCTTCAGCTTGG

F55A Fw: GCTGAAGGACAAATTCGCGAATGAGATCAACAAGATCCC
Rv: GGGATCTTGTTGATCTCATTCGCGAATTTGTTCTTCAGC

N56V Fw: GAAGGACAAATTCTTCGTTGAGATTAATAAGATCCCTTTGCCCCC
Rv: GGGGGCAAAGGGATCTTATTAATCTCAACGAAGAATTTGTCCTTC

Table 3. Mutants of StgII constructed (continued) 

PrimersMutant name

E57A Fw: CAAATTCTTCAATGCGATTAATAAGATCCCTTTGCCCCCC
Rv: GGGGGGCAAAGGGATCTTATTAATCGCATTGAAGAATTTGE57A Fw: CAAATTCTTCAATGCGATTAATAAGATCCCTTTGCCCCCC
Rv: GGGGGGCAAAGGGATCTTATTAATCGCATTGAAGAATTTG

I58A Fw: ATTCTTCAATGAGGCCAACAAGATCCCTTTGCCC
Rv: GGGCAAAGGGATCTTGTTGGCCTCATTGAAGAATI58A Fw: ATTCTTCAATGAGGCCAACAAGATCCCTTTGCCC
Rv: GGGCAAAGGGATCTTGTTGGCCTCATTGAAGAAT

N59A Fw: CTTCAATGAGATCGCGAAGATCCCTTTGCCCCCC
Rv: GGGGGGCAAAGGGATCTTCGCGATCTCATTGAAGN59A Fw: CTTCAATGAGATCGCGAAGATCCCTTTGCCCCCC
Rv: GGGGGGCAAAGGGATCTTCGCGATCTCATTGAAG

N59V Fw: GGACAAATTCTTCAATGAGATCGTCAAGATCCCTTTGCCCCCC
Rv: GGGGGGCAAAGGGATCTTGACGATCTCATTGAAGAATTTGTCCN59V Fw: GGACAAATTCTTCAATGAGATCGTCAAGATCCCTTTGCCCCCC
Rv: GGGGGGCAAAGGGATCTTGACGATCTCATTGAAGAATTTGTCC

K60A Fw: ATTCTTCAATGAGATTAATGCGATCCCTTTGCCCCC
Rv: GGGGGCAAAGGGATCGCATTAATCTCATTGAAGAATK60A Fw: ATTCTTCAATGAGATTAATGCGATCCCTTTGCCCCC
Rv: GGGGGCAAAGGGATCGCATTAATCTCATTGAAGAAT

K53A Fw: GCCAAGCTGAAGGACGCGTTCTTCAATGAGATC
Rv: GATCTCATTGAAGAACGCGTCCTTCAGCTTGGCK53A Fw: GCCAAGCTGAAGGACGCGTTCTTCAATGAGATC
Rv: GATCTCATTGAAGAACGCGTCCTTCAGCTTGGC

D1-30 Fw: AATTCGAGCTCGATCGAGGGTCGTGATAACTCTACAGAGAGCACGGGC
Rv: CTAGAGGATCCTATTAACAGATGCAGAAGCD1-30 Fw: AATTCGAGCTCGATCGAGGGTCGTGATAACTCTACAGAGAGCACGGGC
Rv: CTAGAGGATCCTATTAACAGATGCAGAAGC

D1-40 Fw: AATTCGAGCTCGATCGAGGGTCGTGAGAGCCAAGAAGACATGTTCGCC
Rv: CTAGAGGATCCTATTAACAGATGCAGAAGCD1-40 Fw: AATTCGAGCTCGATCGAGGGTCGTGAGAGCCAAGAAGACATGTTCGCC
Rv: CTAGAGGATCCTATTAACAGATGCAGAAGC

D45A Fw: GAGCCAAGAAGCCATGTTCGCGAAGCTGAAGGAC
Rv: GTCCTTCAGCTTCGCGAACATGGCTTCTTGGCTCD45A Fw: GAGCCAAGAAGCCATGTTCGCGAAGCTGAAGGAC
Rv: GTCCTTCAGCTTCGCGAACATGGCTTCTTGGCTC

M46A Fw: GAGAGCCAAGAAGATGCATTCGCCAAGCTGAAGG
Rv: CCTTCAGCTTGGCGAATGCATCTTCTTGGCTCTCM46A Fw: GAGAGCCAAGAAGATGCATTCGCCAAGCTGAAGG
Rv: CCTTCAGCTTGGCGAATGCATCTTCTTGGCTCTC

F47A Fw: CCAAGAAGACATGGCCGCCAAGCTTAAGGACAAATTC
Rv: GAATTTGTCCTTAAGCTTGGCGGCCATGTCTTCTTGGF47A Fw: CCAAGAAGACATGGCCGCCAAGCTTAAGGACAAATTC
Rv: GAATTTGTCCTTAAGCTTGGCGGCCATGTCTTCTTGG

K49A Fw: GAAGACATGTTCGCCGCTTTAAAGGACAAATTCTTC
Rv: GAAGAATTTGTCCTTTAAAGCGGCGAACATGTCTTCK49A Fw: GAAGACATGTTCGCCGCTTTAAAGGACAAATTCTTC
Rv: GAAGAATTTGTCCTTTAAAGCGGCGAACATGTCTTC

K51A Fw: CATGTTCGCCAAGCTAGCGGACAAATTCTTCAATG
Rv: CATTGAAGAATTTGTCCGCTAGCTTGGCGAACATGK51A Fw: CATGTTCGCCAAGCTAGCGGACAAATTCTTCAATG
Rv: CATTGAAGAATTTGTCCGCTAGCTTGGCGAACATG

D52A Fw: CATGTTCGCCAAGCTTAAGGCCAAATTCTTCAATGAGATC
Rv: GATCTCATTGAAGAATTTGGCCTTAAGCTTGGCGAACATGD52A Fw: CATGTTCGCCAAGCTTAAGGCCAAATTCTTCAATGAGATC
Rv: GATCTCATTGAAGAATTTGGCCTTAAGCTTGGCGAACATG

F54A Fw: CCAAGCTGAAGGACAAGGCCTTCAATGAGATCAAC
Rv: GTTGATCTCATTGAAGGCCTTGTCCTTCAGCTTGGF54A Fw: CCAAGCTGAAGGACAAGGCCTTCAATGAGATCAAC
Rv: GTTGATCTCATTGAAGGCCTTGTCCTTCAGCTTGG

F55A Fw: GCTGAAGGACAAATTCGCGAATGAGATCAACAAGATCCC
Rv: GGGATCTTGTTGATCTCATTCGCGAATTTGTTCTTCAGCF55A Fw: GCTGAAGGACAAATTCGCGAATGAGATCAACAAGATCCC
Rv: GGGATCTTGTTGATCTCATTCGCGAATTTGTTCTTCAGC

N56V Fw: GAAGGACAAATTCTTCGTTGAGATTAATAAGATCCCTTTGCCCCC
Rv: GGGGGCAAAGGGATCTTATTAATCTCAACGAAGAATTTGTCCTTCN56V Fw: GAAGGACAAATTCTTCGTTGAGATTAATAAGATCCCTTTGCCCCC
Rv: GGGGGCAAAGGGATCTTATTAATCTCAACGAAGAATTTGTCCTTC

Table 3. Mutants of StgII constructed (continued) 

Primers
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Fig. 16. StgII expressed in PC12 and StgI- cells. Cells were 
harvested in PBS plus 0.5 % triton X-100, 0.05 % SDS, and  
were incubated for 30 min on ice. Sample were centrifuged 
and subjected to SDS-PAGE and western blotting analysis. 
Blots were developed using ECL.
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Fig. 17. StgII transfected in StgI- PC12 cells.
Full-length rat StgII gene was used to transfect 
StgI- PC12 cells (B, C). Permeabilized (A, B) or 
intact (C) cells were immunostained with pAb StgIIN
and Cy3-conjugated goat anti rabbit IgG.
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Fig. 18. Intoxicated PC12 and StgII expressed PC12 cells. 
Cells were harvested  and incubated with lysis buffer 
(PBS plus0.5 % Triton X-100, 0.05 % SDS, and protease 
inhibitor cocktail), for 1 h on ice. Samples were 
centrifuged at 2,000 x g for 10 min, and the proteins in 
the supernatant were subjected to SDS-PAGE and immunoblot
analysis were developed using ECL.
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(PBS plus0.5 % Triton X-100, 0.05 % SDS, and protease 
inhibitor cocktail), for 1 h on ice. Samples were 
centrifuged at 2,000 x g for 10 min, and the proteins in 
the supernatant were subjected to SDS-PAGE and immunoblot
analysis were developed using ECL.
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Fig. 19. Binding of 125I-BoNT/B to MBP-StgIIN (-87aa) deletion 
and site-directed mutants in the presence of ganglioside GT1b.
The reconstituted lipid vesicles containing MPB-StgIIN(wild
type) or deletion or point mutants (5 ng) and GT1b (1.25 
NeuAc ng) were used for 125I-BoNT/B binding at a final 
concentration of 0.25 nM.  
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Fig. 19. Binding of 125I-BoNT/B to MBP-StgIIN (-87aa) deletion 
and site-directed mutants in the presence of ganglioside GT1b.
The reconstituted lipid vesicles containing MPB-StgIIN(wild
type) or deletion or point mutants (5 ng) and GT1b (1.25 
NeuAc ng) were used for 125I-BoNT/B binding at a final 
concentration of 0.25 nM.  
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Fig. 20. The crystal structure of the cytosolic
region of StgIII (PDB entry 1DQV) was added with 
remaining region. The blue box indicate the five 
residues that are mutated in StgII.
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Fig. 21. A) Wild-type and mutants in the binding site of 
StgII+ cells. Binding and entry of BoNT/B were visualized 
using anti-BoNT/B and StgIIN.
B) Effect of BoNT/B on VAMP2 degradation in StgII mutant 
expressed PC12 cells. PC12 cells treated with 30 nM BoNT/B in 
exostense of 15 mg NeuAc/ml of ganglioside GT1b. 
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総合考察 

 

BoNT は自然界で最も強力な細菌毒素であり、バイオテロに使われる可能性の高

い毒物に分類される。BoNT は過剰に緊張している神経終末を緩和する作用をもつ

ことから、硬直性麻痺等の種々の疾病の治療薬としての適用が増加している。さらに

運動神経系への使用だけでなく、中枢神経系への使用も試みられている[1, 2, 78]。

BoNT がどのようなメカニズムで毒性発現するのかを明らかにするために、神経細胞

への侵入機構、細胞内での動態等様々な研究が展開されている。その中で、BoNT

の神経特異性を理解するために、BoNT 受容体の検索と受容体に結合した BoNT

の経路を明らかにすることに焦点が当てられてきた。初めて BoNT/B の特異受容体

がシナプス小胞開口放出時の Ca2+センサーである StgI および II とガングリオシド

GD1a および GT1b の複合体であることが報告された[49]。StgI および II はシナ

プス小胞膜蛋白質であり、基質蛋白も同じシナプス小胞膜蛋白 VAMP2 であること

から、BoNT/B がシナプス小胞のリサイクリングを利用し、神経細胞に侵入し毒作用

を発揮することが明らかになった。本研究ではシナプトソームを用いて神経伝達物

質遊離阻害とシナプス小胞の基質蛋白の分解が同時に起こることを示し、細胞質内

で毒作用の本態である軽鎖が単独で存在していることを実証した。型特異受容体と

BoNT との結合様式をアミノ酸レベルで明らかにするために、BoNT/B の受容体認

識領域である HCの単アミノ酸変異型を用いて受容体との結合試験を試み、これと共

結晶構造解析の報告を比較しながら、BoNT/B の受容体部位の特定を試みた。ガ
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ングリオシドGT1b認識に関与するアミノ酸残基は、結晶構造解析から予想された領

域より広範囲に存在し、ガングリオシド GT1b/StgII 複合体認識部位 (S1259、

W1261、Y1262) は W1261 を中心とした限局した領域であった。これらの単アミノ

酸変異型 HC は、BoNT/B による小脳顆粒細胞からの神経伝達物質阻害を抑制し

なかったことから、これらのアミノ酸残基は受容体認識に機能的な役割を担っている

と考えられた。 

BoNT/B 標準株である Okra 株と乳児ボツリヌス症由来 111 株の HC 間でアミノ

酸残基の変異が存在する。その中で、Okra 株 HC の K1187 と E1190 が重要であ

り、これらを 111 株 HC と同様の K1187E あるいは E1190K に置換した Okra 株 HC

の結合活性は低下し、その程度は GT1b 単独への結合よりガングリオシド

GT1b/StgII 複合体の結合能への影響が大きかった。これらの結果は、K1187、

E1190 は StgII 認識に必須なアミノ酸であることを示唆している。 

StgII(40～60 残基)と BoNT/B の共結晶構造解析から、StgII は 45～59 残基間

でa-ヘリックス構造を形成することで BoNT/B と結合すると報告されている[27]。この

構造の変化により、StgII の BoNT/B 認識ドメインと BoNT/B を疎水結合することが

示唆された。このようなa-ヘリックス構造への変化は BoNT/A の L 鎖とその基質であ

る SNAP-25 の結合でも起こることが共結晶構造解析より明らかになっている[8]。 

a-ヘリックス構造内に存在する I58, N59 は StgII に特異なアミノ酸残基であり、こ

の 2 つのアミノ酸残基を、StgI で相同な位置に存在するアミノ酸残基に置換した変

異型 I58L/N59H StgII は StgI と同等の結合様式を持つことが報告されている[12]。
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また StgII の I58 は Okra 株 BoNT の E1190 と直接結合することが報告されてい

るが、このアミノ酸残基は 111 株 BoNT ではリジンに置換しており、この違いが結合

活性の低下を反映していると考えられる。本研究で新たに F55 が BoNT/B との結合

で重要であることがわかった。このアミノ酸残基は共結晶構造解析では BoNT/B の

Y1182 と F55 結合することが報告された。 

BoNT/B の受容体への結合活性を評価するために、StgII およびガングリオシド

をリポソームに組み込んだ in vitro 法が簡易法として用いられている。しかし、この

方法で得られる結果は、膜上に存在している受容体とBoNTとの結合様式を十分に

反映していないことも事実である。本研究では PC12 細胞に受容体蛋白 Stg を発現

し、BoNT/B に対する機能的な受容体としての働きを明らかにすることを目的とした。

StgII 遺伝子を導入した StgI 欠損 PC12 細胞は BoNT/B に対して感受性であった

ことから、StgII は単独で受容体となり得ることが明らかになった。この成績は、

BoNT が、まず神経膜に存在するポリシアルガングリオシドに結合し、その後、型特

異的な受容体蛋白に結合するという Two step binding モデルとは異なる。さらに

野生型 PC12 細胞はガングリオシド添加で BoNT/B に感受性を示し、StgII 発現

PC12 細胞に対してガングリオシドは BoNT/B の毒性を増加させた。これらの事実は、

BoNT が神経細胞に作用する際に、ガングリオシドは Stg に代表されるような蛋白受

容体と相補的に働き、同時に必要であることを示している。 

従って、BoNT と受容体との相互関係は受容体蛋白とガングリオシドの分布状況

に左右されると予測された。B 型以外他の毒素受容体の性状も次第に明らかになる
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つつあるが、BoNT 分子の持つ受容体結合様式を詳細に調べることが、毒作用の

全貌を明らかにするために必要な今後の課題であると思われる。 

今後、分子レベルで明らかになってきた BoNT と受容体との相互作用を利用し、

神経科学分野や臨床医療現場での BoNT の作用機序に基づいた利用の幅が広が

ることが期待される。 
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結論 

 

１． BoNT はシナプトソーム膜上の受容体に結合し、シナプス細胞膜で一部の

BoNT が還元され、シナプス小胞に侵入後、L 鎖だけが細胞質に遊離し、毒素

活性を発揮することが示唆された。 

２． BoNT/B 分子のガングリオシド GT1b の認識部位は W1261 周辺に広く存在し

ているが、StgII/GT1b 複合体認識部位は W1261 限局した位置に存在し、毒性

発現に必須な結合部位であると考えられた。 

３． StgI はガングリオシド GT1b 共存下で StgII は単独で BoNT/B の受容体として

機能することが明らかになった。またBoNT/Bの受容体としてStgII分子上で必須

なアミノ酸残基は F47, F54, F55, K60 であることを明らかにした。特に StgII 特異

なアミノ酸残基 F55 は BoNT/B 結合に重要な働きを担っていると考えられた。 
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