
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

３２６０７

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

微生物の生産するメタロ-β-ラクタマーゼ阻害物質の探索

Search for metallo-beta-lactamase inhibitors produced by microorganisms

４０２３５５０２研究者番号：

塩見　和朗（Shiomi, Kazuro）

北里大学・感染制御科学府・教授

研究期間：

２６４５０１４２

平成 年 月 日現在２９   ５ ２３

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：メタロ-β-ラクタマーゼ（MBL）を産生する臨床分離大腸菌、肺炎桿菌および緑膿菌
を検定菌として、１万以上の放線菌や糸状菌の培養液からMBL耐性克服活性を示す試料のスクリーニングを行っ
た。スクリーニングはメロペネム含有培地と非含有培地における検定菌の阻止円径の差の大きいものを選択し
た。選択された培養液は大量培養を行い、そこからMBL耐性克服活性を示す化合物の精製を行った。その結果、
ペシロミセス属一糸状菌およびペニシリウム属一糸状菌の培養物よりそれぞれ1化合物を単離した。両者とも既
知化合物であったがMBL耐性克服活性は新知見であり、いずれもIMP-1型MBLを約20 μg/mlで阻害した。

研究成果の概要（英文）：We screened more than 10,000 cultured broths of actinomycetes and fungi that
 showed metallo-beta-lactamase (MBL) inhibition activity using MBL-producing clinically isolated 
strains of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa. The paper disc method
 with or without meropenem was used for the screening, and we selected samples that displayed larger
 inhibition zone in the presence of meropenem. Large-scale culture was carried out for the selected 
samples, and we isolated the MBL inhibitory compounds from cultured broths of a Penicillium strain 
and a Paecilomyces strain. Though the compounds were known ones, their MBL inhibition activity has 
not been reported. Both compounds inhibited IMP-1 type MBL at the IC50 values of 20 μg/ml.

研究分野：天然物化学、微生物化学

キーワード： 抗生物質　薬剤耐性　天然物化学　微生物化学
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１．研究開始当初の背景 
 2010 年に厚労省が「我が国における新た
な多剤耐性菌の実態調査」を約 3 ヶ月行い、
全国の医療機関の診療で確認された腸内細
菌科の多剤耐性菌について耐性の原因を解
析した。153 菌株を調べた結果、大腸菌 67
株中 23株、肺炎桿菌 35株中 19株、エンテ
ロバクター28 株中 22 株に国内で主流の
IMP-1 型メタロ-β-ラクタマーゼ（MBL）
の遺伝子が確認された他、肺炎桿菌 2 株に
国内としては 2 例目および 3 例目になる
NDM-1 型 MBL が確認された。MBL は耐
性菌に強い第 3 世代セフェムやカルバペネ
ムなども分解するので有効なβ-ラクタム薬
がなく、β-ラクタマーゼ阻害剤でも阻害さ
れないことから、大きな問題となっている。
したがってそれに対抗するために、MBL を
阻害して、第 3 世代セフェムやカルバペネ
ムなどのβ-ラクタム薬の耐性を克服する物
質の必要性が高まっていた。 
 
２．研究の目的 
 抗細菌薬として重要なβ-ラクタム薬に対
するグラム陰性細菌の主要な耐性機構はβ-
ラクタマーゼによる。その中でも既存のβ-
ラクタマーゼ阻害薬が効かない MBL産生菌
は大きな問題となっている。そこで MBL 産
生肺炎桿菌の薬剤耐性を克服する物質（阻
害する物質）をスクリーニングして発見す
ることにより、動物実験でβ-ラクタム薬と
併用して MBL 産生肺炎桿菌に治療効果を示
す新規物質を創製することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、微生物の採取・分離同定→培
養液の供給→スクリーニング→培養・精製
→構造決定→in vitro 活性評価→抗菌スペク
トル・作用機構の解析、の流れで進めた。 
 すなわち、土壌・植物・海洋などさまざ
まな環境から珍しい微生物を分離して培養
した培養液を用いて、MBL 耐性克服活性を
示すものスクリーニングを行った。スク
リーニングは、メロペネム含有培地と非含
有培地を用いて、両培地における臨床分離
MBL 産生菌に対する阻止円径の差の大きな
ものを選択した。たとえば MBLを阻害する
メルカプト酢酸は大きな阻止円径の差を示
すことがわかっている。 
 選択された培養液は MBL を阻害すること
が期待できるので、大量の再培養を行い、
培養液より活性物質を精製した。単離でき
た活性物質の構造は各種機器分析により決
定した。単離物質については、MBL 阻害活
性を in vitro で評価する。阻害活性はβ-ラ
クタマーゼで開環することにより色調の変
化するニトロセフィンを用いて、肺炎桿菌
の分泌する酵素活性の阻害を測定した。よ
りくわしくは、実験に用いる MBL産生肺炎
桿菌より酵素を大腸菌にクローニングして
発現させ、それを用いて定量を行った。 

 
４．研究成果 
（１）MBL 耐性克服活性物質のスクリーニ
ング 
 １万検体を超える放線菌および糸状菌の
培養液から MBL耐性克服活性を有する培養
液のスクリーニングを行った。スクリーニ
ングは臨床分離 MBL 産生菌である
Escherichia coli KB366 、 Klebsiella 
pneumoniae KB365 および Pseudomonas 
aeruginosa KB375を検定菌として、メロペ
ネム含有培地と非含有培地における阻止円
径の差の大きいものを選択した。選択され
た培養液は大量培養を行い、そこから MBL
耐性克服活性を示す化合物の精製を行った。 
 
（２）MBL遺伝子のクローニングと発現 
 IMP-1 型 MBL を得るため、大腸菌に
blaIMP-1 遺伝子をクローニングし、リコンビ
ナント IMP-1型MBLを大量発現させた。 
 
（３）単離したMBL耐性克服活性物質 
 糸状菌 Paecilomyces sp. FKI-6801 およ
び Penicillium sp. FKI-6957 の培養物から
活性物質を精製し、それぞれ 1 化合物を単
離した。 
 
①Paecilomyces sp. FKI-6801の活性物質 
 Paecilomyces sp. FKI-6801の培養液から
活性物質を精製し、1 化合物を単離した。各
種機器分析に基づき、その構造を 3Z,5E-
octa-3,5-diene-1,3,4-tricarboxylic acid 3,4-
anhydride と同定した。本化合物はすでに
糸状菌の生産物として報告されていた（J. 
Chem. Soc., Perkin Trans. 1 (1980) 2134）
が、MBL 耐性克服活性は新知見であった。
本化合物は MBL産生大腸菌および肺炎桿菌
に対して、陽性対照に用いた captopril と同
程度の MBL耐性克服活性を示した。本化合
物の IMP-1型MBL阻害活性の IC50値は 24 
µg/ml であり、拮抗阻害を示した。さらに本
化合物のアシル誘導体がより強力な阻害活
性を示すことも見いだした。 
 本化合物の MBL阻害活性の発表は、米国
微生物学会 ICAAC/ICC 2015 に採択された。
また現在、他大学医学部の MBL研究グルー
プと共同で、本化合物を用いたマウスによ
る感染治療実験の準備を行っている。なお
本化合物およびその誘導体については、特
許出願を行っている。 
 
②Penicillium sp. FKI-6957の活性物質 
 Penicillium sp. FKI-6957培養物から活性
物質を精製し、1 化合物を単離した。各種機
器分析より本化合物は、抗真菌活性で報告
されている anhydrofulvic acid と同定した
（特開平 4-66508）。Anhydrofulvic acid の
IMP-1 型 MBL 阻害活性の IC50 値は 20 
µg/mlであった。 
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