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研究成果の概要（和文）：β-ラクタマーゼは細菌によるβ-ラクタム剤耐性の主要因である。近年、制圧困難で
ある、カルバペネム耐性腸内細菌が世界的に問題となっている。本研究ではカルバペネムを分解するカルバペネ
マーゼとそれを阻害可能であるアビバクタムに関連して以下の3つの研究を行った。
(1) 代表的クラスAカルバペネマーゼであるPenAβ-ラクタマーゼとアビバクタムとの複合体構造解析。(2) 
Fox-4クラスCβ-ラクタマーゼとアビバクタムとの複合体の構造解析。(3) Enterobacter cloacae P99クラスCβ
-ラクタマーゼとイミペネム、ビアペネム複合体のX線結晶解析。

研究成果の概要（英文）：beta-Lactamases are the main cause of bacterial beta-lactams resistant.
However, the emergence of novel beta-lactamases with direct carbapenem-hydrolyzing activity 
(carbapenemase) has contributed to an increased prevalence of carbapenem-resistant 
Enterobacteriaceae (CRE). In this study, we studied three subjects, which are  concerned with 
beta-lactamase inhibition mechanism by carbapenems or carbapenemase inhibitor, avibactam.
(1)  PenA class A carbapenemase PenA complex with avibactam. (2) Fox-4 plasmid mediated class C 
beta-lactamase in complex with avibactam. (3) Enterobacter cloacae P99 class C beta-lactamase in 
complex with biapenem.

研究分野：構造生物学

キーワード： 薬剤耐性　抗生物質　感染症　蛋白質　構造生物学　X線結晶解析
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１．研究開始当初の背景	
現在の医療には抗生物質の利用は欠かせな
い。一方で、薬剤耐性（AMR）菌と呼ばれる
抗生物質が効かない菌の発生の問題が日々、
大きくなっており、特に、最近では既存の抗
生物質のほぼすべてが効かない、スーパー耐
性菌と呼ばれる細菌まで出現し、世界的な問
題となっており、研究期間中の伊勢志摩サミ
ットでもとりあげられたほどである。その一
方、抗生物質には他の医薬品とは異なり、い
わゆる寿命があるということで、製薬会社に
よる研究が少なくなっている事実もある。本
研究では、特に利用頻度の高いβ-ラクタム系
抗生物質を対象に研究を行う。 
β-ラクタマーゼは細菌が産生するβ-ラクタ
ム系抗生物質加水分解酵素であり、ラクタム
環を構成するアミド結合を加水分解、開裂さ
せ抗菌活性を失わせる細菌のβ-ラクタム系
薬耐性の主要因である。β-ラクタマーゼはさ
まざまな菌種の細菌が染色体やプラスミド
上にその遺伝子をもち、数多くの種類が存在
している。一般的にはアミノ酸配列の相同性
によりクラス A, B, C, D の 4 つのクラスに
分類している。 
これらのβ-ラクタマーゼによる耐性菌に対
抗するためにさまざまなβ-ラクタム系薬が
つくられ、使われてきた。その代表例、かつ
現在最もよく効く抗生物質のひとつである
のは”Last Resorts” と形容されることもあ
るカルバペネム系薬である。この薬剤に対し
ては、カルバペネマーゼといった新型β-ラク
タマーゼが報告されこれらの薬剤が有効で
ない耐性菌が出現し、この酵素遺伝子をもつ
耐性菌の一種は、他の多くの薬剤耐性因子も
同時に持ち、スーパー耐性菌として認知され
ている。 
 
２．研究の目的	
本研究では、抗生物質の中でも特に使用頻度
の高いβ-ラクタム系抗生物質をとりあげ、そ
の主たる耐性要因であるβラクタマーゼの
作用機序をX線結晶解析の手法を用いて解析
し、新規抗菌剤開発の基礎データとすること
を目指した。 
①	 代表的な抗生物質であるβ-ラクタム剤

あるいはβ-ラクタマーゼ阻害剤の作用
メカニズムを分子のレベルで解明する。 

②	 上を基礎として新たな阻害剤開発の参
考とする。 

今回は特に上述カルバペネム系薬を分解す
るカルバペネマーゼにも効果があるアビバ
クタムの作用機序と、カルバペネム系薬の作
用メカニズムについての研究を行った。 
 
３．研究の方法	
（１）βラクタマーゼ遺伝子の入手と発
現系構築	
今 回 は 、 Enterobacter	 cloacae	 P99,	 E.	
cloacae	GC1 の生産する染色体性クラス Cβ
ラクタマーゼ、Fox-4	プラスミド性クラス C

β-ラクタマーゼ、Burkholderia	multivorans
由来 PenA	クラス A	β-ラクタマーゼ（カル
バペネマーゼ）を材料に研究を行った。その
遺伝子は過去に発現系として準備されてい
たが、PenA 遺伝子のみ、十分な量を得ること
ができなかったので、pET50b を利用した高発
現システムを作成した。	
（２）酵素タンパク質の発現と精製	
3 から 9L の培養液より、菌を回収、破砕し、
粗酵素抽出液とした。これに対し、イオン交
換、Ni アフィニティ、ゲル濾過などの各種ク
ロマトグラフィーを行った。それぞれのβ-
ラクタマーゼが精製度が 99%以上になるまで、
精製ステップを繰り返し、高純度の精製タン
パク質を得た。	
（３）結晶化と X 線結晶解析	
今回の研究では、既にアポ酵素の結晶化条件
は決定されていた。回折実験はつくば、高エ
ネルギー加速器研究機構のフォトンファク
トリーで行った。回折実験の直前に、必要に
応じて結晶をアビバクタムやカルバペネム
剤などの阻害剤溶液に浸し、酵素阻害剤複合
体を形成させた。(ソーキング)	結晶を 20％
グリセロール（クライオプロテクタント）に
数十秒浸したあと、マウントし数秒の照射時
間で 180	から 400	枚程度のデータを収集、
指数づけ、スケーリングを行ない、回折デー
タを得た。	
今回は、全ての場合で、アポ酵素の結晶解析
を行っていたので、直接既知構造から位相を
決定した。マニュアルによるフィッティグと
精密化プログラムによる計算を繰り返し行
ない、最終モデルを構築していった。	
（４）分子動力学計算	
本申請で購入した Nvidia 製 K80GPU を利用し、
Linux 上で Amber16 を利用できるようにセッ
トアップを行った。	
	
４．研究成果	
（１）PenA:アビバクタム複合体の構造解
析	
アビバクタムは、クラス A,C,D のセリンβ-
ラクタマーゼに対する強力な阻害剤であり、	

図１：アビバクタムの構造	
	
一般的にはセフタジジムなどと合剤として
利用されている。カルバペネム耐性腸内細菌
科細菌(CRE)にも有効であるため、特にアメ
リカで多く利用されている。本研究では、カ
ルバペネムが効かない代表的な菌種である
Burkholderia	multivorans由来の PenAβ-ラ
クタマーゼとアビバクタム複合体の X線結晶
解析を 1.6Å解像度で行った。	
	 アビバクタムが PenAβ-ラクタマーゼの活



 

 

性中心に結合した様子を図２に示した。アビ
バクタムは、PenA のアミノ酸残基のコンフォ	
メーションにほとんど影響を与えずに活性
中心に結合していた。アビバクタムはクラス
Aβ-ラクタマーゼに対して図 3の反応機構に
従って、図 2の状態から、元のアビバクタム
分子に戻ってリサイクルされる反応と、この
まま、加水分解されて分解されてしまう反応
が考えられている。(図３)しかしながら、こ
の反応が起こらないことが、アビバクタムの
阻害活性が高いことと関係している。その理
由を立体構造から明らかとした。	
	 図２の構造中、脱アシル化水とアビバクタ
ム分子との相互作用により求核性の低下が
予想され、アビバクタム加水分解反応が進み
にくいことが明らかとされた。また、同時に
Lys73 がプロトン化された状態であることが
示唆され、Lys73 が Ser130 の水素原子を引き
抜くことができない可能性を示すことがで
きた。すなわち、アビバクタムのリサイクル
反応も起こりにくい構造をとっていた。この
2 点により、PenA：アビバクタム複合体の安
定性が保たれ、強力な阻害剤としての性質を
示していた。	
	

図２：PenA：アビバクタム複合体の活性
中心	
	

	
図３クラス Aβ-ラクタマーゼによる	
アビバクタムのリサイクル及び加水分解	
反応機構	

（２）Fox-4:アビバクタム複合体の構造
解析	
Fox-4 はプラスミド性のクラス Cβ-ラクタマ
ーゼであり、セファマイシンを分解できる基
質特異性拡張型のβ-ラクタマーゼのひとつ
である。（１）と同様、Fox-4：アビバクタム
複合体の X線結晶解析を行った。	
	

図４：Fox-4：アビバクタム複合体の X 線
結晶解析	
3.0σレベルのオミットマップ（左上）。
活性中心に結合したアビバクタム（左下）。
ア ビ バ ク タ ム と Fox-4 の 相 互 作 用
（LigPlot 図、右）	
	
図４に示したように、Fox-4β-ラクタマーゼ
の活性中心セリンに結合したアビバクタム
が非常にきれいな電子密度マップと共に観
察された。これは、アビバクタム分子の動き
が少なく安定して存在する事を示唆してい
る。既に解析されているアポ酵素と比較して
も、活性中心残基が、ほとんど変化が無かっ
た。しかしながら、アビバクタムの結合形体
は、次節で報告するカルバペネム複合体と同
様、水分子の求核攻撃をスルホン酸基がブロ
ックしていることが示唆された。	
	 これを確認するため、Fox-4：アビバクタ
ム複合体の分子動力学計算を行っている。
Amber16 を利用し、3D-RISM 法にて、複合体
近傍の水分子の位置を予想した後、分子動力
学計算をはじめた。結果がで次第、論文など
で発表する予定である。	
	 また、これまでに P99、GC1 クラス Cβ-ラ
クタマーゼとアビバクタムとの複合体のデ
ータ収集を終えて、活性中心にアビバクタム
が結合していることを確認している。これら
の結果とともに、アビバクタムのクラス Cβ-
ラクタマーゼ阻害機構を明らかにする。	
	
（３）P99:ビアペネム複合体の構造解析	
Enterobacter	cloacae	P99 が産生するクラス
Cβ-ラクタマーゼは、約 30 年前に構造が明
らかになって以来多くの阻害剤との複合体
が研究されている。以前より構造解析を行っ
ていた各種カルバペネム系薬との複合体解
析を行ってきた中、新たにビアペネム複合体



 

 

の構造を明らかにした。イミペネム、パニペ
ネム、ドリペネムなどでは、オキシアニオン
ホールが形成されるのにも関わらずその後
の脱アシル化反応が起こりにくい構造が観
察されたのに対して、ビアペネムではオキシ
アニオンホールが形成されない状態のアシ
ル中間体が観察された。全く異なるタイプの
阻害形態ではあるが、両方とも、少なくとも
X 線結晶解析が可能であるほどには安定な阻
害作用がある。この２つの阻害形態が全ての
カルバペネム系薬で可能なのか、また、それ
ぞれの安定性に差があるのかを検討するた
めに現在、分子動力学計算を行っている。	
	
	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

図５：P99：イミペネム複合体（左）とビ
アペネム複合体（右）の 2.5σレベルのオ
ミットマップ	
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