
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４６０１

挑戦的萌芽研究

2015～2013

立体構造情報に基づいたCTX-M型β―ラクタマーゼの基質特異性拡張機構の解明

Analysis of enlargement mechanism of substrate specificity of CTX-M type 
beta-lactamase based on protein crystallography.

９０２５４４９０研究者番号：

山本　惠三（YAMAMOTO, Keizo）

奈良県立医科大学・医学部・准教授

研究期間：

２５６７０２７６

平成 年 月 日現在２８   ６   ３

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）： DNA配列、及び構造の比較から、CTX-M型β－ラクタマーゼの基質特異性の変化に関与する
のは、３つのループ部分、Ωループ、VNYNPループ、α／βドメインを繋ぐループに生じたアミノ酸置換であることが
示唆された。α／βドメインを繋ぐループ中に存在するAla-219に対し、A219V、A219L、 A219F、の変異型酵素を作成
し構造を解析した。その結果、野生型に対し、A219Lの主鎖は最大0.42 nmという大きな変位を示したことから、CTX-M
型β－ラクタマーゼの構造は潜在的に柔軟性があり、ループ部分のアミノ酸置換により、全体構造と活性が大きく変化
することが示された。

研究成果の概要（英文）： Plasmid-mediated extended spectrum beta-lactamases (ESBLs) named CTX-M causes 
hospital- and community-acquired infections in Japan. Comparison of DNA sequences and structures of 
CTX-Ms showed that amino acid substitution in the three loop regions, omega-loop, VNYNP-loop, and a loop 
connecting alpha/beta domain mast be important to change of substrate specificity. Ala-219 which locates 
in a loop connecting alpha/beta domain is considered as a key residue to substrate specificity. Thus, the 
structures of three mutant enzymes, A219V, A219L, A219F, and wild type CTX-M-2 were solved. Although the 
structural difference among wild type, A219V, and A219F were very small, maximum XYZ-difference between 
wild type and A219L were 0.42 nm. It reveals that the structure of CTX-Ms is latently flexible and 
mutation in the loop region raises changes of overall structure and substrate specificity.

研究分野： タンパク質工学

キーワード： βーラクタマーゼ　X線結晶構造解析　基質特異性　構造変化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 基質特異性拡張型β－ラクタマーゼ
（ Extended Spectrum -Lactamase: 
ESBL）は、ペニシリン系と第３世代セファ
ロスポリン、モノバクタム系薬剤までに耐性
を示すβ－ラクタマーゼである。1980 年代
には、ESBL 産生菌はヨーロッパにおいて、
院内感染の起因菌として多く検出されるよ
うになった。これらの耐性菌はプロトタイプ
である TEM-1, SHV-1, OXA-1 のβ－ラクタ
マーゼのアミノ酸の１～数か所が置換する
ことにより広い基質特異性を有するように
なった ESBL を保有するものであった。 
 欧米では TEM 型、SHV 型を始め、様々な
ESBL が検出されるが、日本では 1990 年代
より CTX-M 型と呼ばれる ESBL が主として
検出されている。CTX-M 型は現在まで６種
のサブグループ、130 種類以上のバリアント
が確認されている。TEM 型、SHV 型 ESBL
については多くの立体構造や変異型酵素の
解析例が報告されており、研究は非常に進ん
でいる、しかしながら、CTX-M 型 ESBL に
ついては、研究開始当初に構造が解明されて
いたバリアントはわずか５種であり、基質特
異性の拡張を説明するための構造学的情報
は非常に乏しかった。そこで CTX-M 型β－
ラクタマーゼについて、網羅的な配列解析、 
及び複数のタンパク質についてＸ線結晶構
造解析による立体構造の決定を着想した。 
 
２．研究の目的 
 当初の研究目的は、以下の４項目である。 
（１） CTX-M 型 ESBL のサブグループの

鑑別。 
（２） 大腸菌における CTX-M 型 ESBL の

高発現化と高純度なタンパク質の精
製方法の確立。 

（３） CTX-M 型 ESBL の結晶化と複数の
タンパク質についてのＸ線結晶構造
解析による立体構造決定。 

（４） 立体構造の比較による基質特異性の
拡張機構の解明。 
 

３．研究の方法 
（１） CTX-M 型 ESBL のサブグループの

鑑別。 
 CTX-M 型の各サブグループに特異的な配
列を認識するプライマーを用いて、PCR によ
り、奈良県立医科大学附属病院で分離された
ESBL発現菌が保有するESBL遺伝子の鑑別
を行う。 
（２） 大腸菌における CTX-M 型 ESBL の

高発現化と高純度なタンパク質の精
製方法の確立。 

 ESBL 発現菌よりプラスミドを単離し、コ
ードされている CTX-M 型 ESBL 遺伝子の配
列を決定する。その結果を用いて CTX-M 型
ESBL 遺伝子を PCR により取得して、大腸
菌の発現ベクターに組み込み、発現条件を検
索する。得られた菌体破砕液より、迅速かつ

高純度な精製タンパク質を得る方法を確立
する。 
（３） CTX-M 型 ESBL の結晶化と複数の

タンパク質についてのＸ線結晶構造
解析による立体構造決定。 

 精製したタンパク質に対し、結晶化条件検
索キットを用いて、結晶化条件を検索する。
単結晶が得られた条件を精密化し、結晶構造
解析が可能な大きさの単結晶が得られる条
件を決定する。得られた単結晶を用いて放射
光施設（SPring-8）においてＸ線回折データ
を収集し、立体構造を決定する。 
（４） 立体構造の比較による基質特異性の

拡張機構の解明。 
 決定した複数の CTX-M 型 ESBL の構造を
比較し、どのようにして基質特異性が拡張さ
れてきたかを推論する。 
 
４．研究成果 
（１） CTX-M 型 ESBL のサブグループの

鑑別。 
 平成２４年度に奈良県立医科大学附属病
院で単離された ESBL 保有菌株について、
PCR を用いた鑑定を行った。その結果を表１
に示す。 
表１ 平成２４年度菌株サーベイの結果 

Sample 

No. 
TEM SHV 

CTX 

-M1 

CTX 

-M2 

CTX 

-M9 

1 - - - - + 

2 + - - - + 

3 + - - - + 

4 - - + - - 

5 + - - - + 

6 - - - + + 

7 - - - - + 

8 + - - - + 

9 - - + - - 

10 - - - - + 

11 - - - - + 

12 + - + - - 

13 - - - - + 

14 - - - - + 

 本学附属病院においては、平成２４年度に
単離された菌株が保有する ESBL は主とし
て CTX-M-9（１１検体）であり、CTX-M-1、
CTX-M-2 と TEM 型が散見される結果を得
た。 
 研究に先立って、平成２５年時点で得られ



ていた CTX-M 型 ESBL のアミノ酸配列デー
タ、立体構造データの網羅的解析を行い、基
質特異性を変化させる領域の抽出を試みた。
その結果、Asn170 を中心とするΩループに
生じたアミノ酸置換がセフタジジムに対す
る活性を増加させる、Val103 – Pro107 で構
成される VNYNP ループに生じたアミノ酸
置換がセフォタキシムに対する活性に影響
を与える、活性中心の上部に位置し、α/βド
メインをつなぐループ中に存在する Ala219
の変異がセフォタキシムに対する活性に影
響を与える、という知見を得た。これらのア
ミノ酸の中には、直接基質との相互作用に関
わっていないアミノ酸が含まれていること
から、CTX-M 型 ESBL の構造は柔軟性に富
んでおり、ループ部分に生じたアミノ酸置換
により大きく構造を変化させる可能性があ
ることが予想された。そこで、立体構造が解
明されていない CTX-M-2 をターゲットとし、
Ala219 にループの柔軟性が制限されるよう
なアミノ酸置換を系統的に導入して解析す
ることを目的とした。 
（２） 大腸菌における CTX-M 型 ESBL の

高発現化と高純度なタンパク質の精
製方法の確立。 

 奈良県立医科大学附属病院で分離された
大腸菌 58-132 株より ESBL をコードするプ
ラスミドを単離し、CTX-M-2 遺伝子を保有
することを DNA の配列を決定することで確
認した。そのデータを基にプライマーを設計
し、PCR により遺伝子全長を増幅した。この
断片を pET28a の Nco I-BamH I 間に挿入し、
発現プラスミドを構築した。得られたプラス
ミドで大腸菌 BL21(DE3)を形質転換し、
CTX-M-2 発現株を得た。 
 大腸菌の通常の培養温度である 37℃で培
養し、OD600=0.5～0.6 で終濃度 1 mM の
IPTG を添加して発現誘導をかけたところ、
CTX-M-2 の発現は見られたが、ほぼ全量が
不溶性画分に存在していた。そこで、可溶化
した CTX-M-2 を得るため、培養条件（温度、
IPTG 濃度）の最適化を行った。その結果、
培養温度 20℃、OD600=0.5～0.6 で終濃度
0.02 mM の IPTG を添加することで、可溶性
の CTX-M-2 を得ることに成功した。 
 精製条件についても検討を行った結果、大
腸菌破砕液の遠心上清を 20 mM MES、pH 
6.5 で平衡化した CM-Toyopearl に添加し、
0-0.2 M NaCl 直線勾配で溶出させることに
よって、電気泳動的に単一の CTX-M-2 が得
られた。収量は 1L 培養あたり約 70 mg であ
った。 
（３） CTX-M 型 ESBL の結晶化と複数の

タンパク質についてのＸ線結晶構造
解析による立体構造決定。 

 Hampton Research 社の結晶化条件検索
キットを用いて単結晶が作成できる条件を
検索した。いくつかの条件で微結晶が得られ
たため、結晶化条件の最適化を行った。その
結果、0.1 M sodium citrate pH 5.6, 1.9 M 

ammonium sulfate, 0.2 M potassium 
sodium tartrate を沈殿剤として使用するこ
とにより、約 0.1 mm 角の bi-pyramidal 型の
結晶を得た。この結晶を用い、SPring-8 
BL44XU において、Ｘ線回折データを収集し
たところ、分解能 1.3Å、空間群 P3221、格
子定数 a=b=72.49, c=97.48Åの非常に良好
な回折データを収集することができた。 
 既 に 構 造 が 決 定 さ れ て い る Toho-1 
(CTX-M-44)の構造(PDB code: 1iyo)を初期
モデルとした分子置換法によって、野生型
CTX-M-2 の構造を決定した（図１）。 

図１ CTX-M-2 の全体構造 
 Ala219 を赤色で示している。 
 
 CTX-M-2 は５本のアンチパラレルβ-sheet
を両側からα-helix からなるドメインが挟ん
でいる構造をとっていた。活性部位は左のα
-helix からなるドメインとβ-sheet からなる
ドメインとの間にあり、Ωループ、VNYNP
ループ、Ala219 を含むループが覆う形をと
っていた。この構造は、モデルとした Toho-1
とよく似た形であった。 
（４） 立体構造の比較による基質特異性の 

拡張機構の解明。 
 Ala219 を含むループ部分にアミノ酸置換
を導入すると、全体の構造にどのような変化
が生じるのかを解明するために、PCR を用い
て、Ala219 に対し Val, Leu, Phe のアミノ酸
置換を導入した。野生型 CTX-M-2 と同様に 
大腸菌 BL21(DE3)を形質転換し、変異型酵
素発現株を作成し、そこから変異型酵素を精
製した。A219V, A219F については、タンパ
ク質濃度 20 mg/mL で 0.1 M sodium citrate 
pH 5.6, 1.9 M ammonium sulfate, 0.2 M 
potassium sodium tartrate を沈殿剤として
使用することにより、約 0.1 mm 角の
bi-pyramidal 型の結晶を得た。A219L につ
い て は 、 10% PEG200, 0.1 M bis-Tris 
propane pH 9.0, 17% PEG8000 を沈殿剤と
して使用することにより、約 0.1 mm 角の直
方体型の結晶を得た。得られた結晶を用いて
SPring-8 BL44XU において、Ｘ線回折デー
タを収集した。A219V は分解能 1.3Å、空間
群 P3221、A219L は分解能 1.7Å、空間群
P212121、A219Fは分解能1.7Å、空間群P3221
の良好な回折データが収集できた。 

VNYNPloop 

Ωloop 



 既に構造を決定した野生型 CTX-M-2 をモ
デルとした分子置換法で変異型酵素の立体
構造を決定し、野生型のそれと比較した。そ
の結果、A219V, A219F と野生型との主鎖の
r.m.s.d は 0.1~0.2Åであり、最大でも 0.5Å
程度の変位しか生じていなかったのに対し、
A219Lでは r.m.s.d が 0.5Åで最大 4.2Åもの
変位が生じていることがわかった。図２に
A219L と野生型の構造の比較を示す。 

図 ２  野 生 型 CTX-M-2(cyan) と
A219L(magenta)の比較 
 
 変異を導入した位置の構造はほとんど変
化していないのに対し、その他の部分で大き
な主鎖の変位が生じていた。このことから、
CTX-M 型β－ラクタマーゼの構造には潜在
的な柔軟性があり、ループ部分にアミノ酸置
換が生じることにより、全体の構造が変化し、
基質特異性に影響を与えることが示唆され
た。 
 この現象がβ－ラクタマーゼに一般的で
あるのかを調べるため、IMP 型β－ラクタマ
ーゼを用いて検証を行った。IMP-6 は IMP-1
から１アミノ酸置換（Ser196→Gly）で生じ
た酵素であり、IMP-1 に比べ、メロペネムに
対する活性が大きく増大した酵素である。
IMP-6 遺伝子を大腸菌にクローニングし、精
製した酵素を用いて結晶を作製、立体構造を
決定し、両者の構造を比較した（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ IMP-1(cyan)と IMP-6(magenta)の構
造比較 
 
 Sre196 はβ-シートからα-へリックスに

至るループ中に存在する。この位置の構造は
両者でほとんど変化していないが、反対側の
ドメインに存在するループ22-32の部分で大
きく構造が変化していることがわかった。こ
のループは基質の結合に関与することがわ
かっているため、この構造変化が基質特異性
に大きな影響を与えていることが考えられ
た。 
以上のことから、β－ラクタマーゼの構造

は潜在的な柔軟性に富んでおり、ループ部分
に生じたアミノ酸置換によって、全体の構造
が変化し、酵素活性に変化をもたらすことが
示唆された。 
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