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研究成果の概要（和文）：薬剤耐性菌の拡散が医療の現場で問題となっている。したがって、薬剤耐性菌問題を
克服するために新しい抗菌薬や化合物の開発が必要とされている。本研究では、メタロ-β-ラクタマーゼ（以下
MBL）の阻害剤の開発を目的とした。MBL阻害剤はMBL産生菌に対するカルバペネム系薬の効果を復帰させるもの
と考えられる。我々は臨床的に問題となっているMBLの１つであるIMP-1を標的に阻害剤探索を行った。2107化合
物を評価した結果、8化合物を阻害剤候補として特定した。この８つの化合物はIMP型MBL産生によるカルバペネ
ム耐性の問題を克服するのに役立つものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Emerging of drug-resistant bacteria is a major clinical concern. Thus, it is
 essential to develop new antibiotics and agents to overcome the problem of drug-resistant bacteria.
 To respond to the aforementioned urgent and unmet needs, we have screened for 
metallo-beta-lactamase (MBL) inhibitor. MBL inhibitor can revive the efficacy of carbapenem 
antibiotics. We have screened 2107 small molecule compounds  to identify IMP-1 inhibitor, IMP-1 is 
the dominant MBL in clinically isolated Enterobacteriaceae. Enzymatic and biological analyses 
revealed that 8 compounds would be candidates of IMP-1 inhibitor. These 8 compounds would be a great
 help to overcome carbapenem resistance caused by production of IMP-type MBL.
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１．研究開始当初の背景	

	 近年、病原細菌の薬剤耐性化が著しく進

行し、薬剤耐性菌の治療に難渋するケース

が見受けられる。また、多様な抗菌薬に広範

な耐性を獲得したいわゆる多剤耐性菌も出

現・拡散し始めており、医療や畜産の現場に

おいて、極めて深刻な問題となっている。	

	 上述のように薬剤耐性菌の増加と蔓延が

進行する中、薬剤耐性菌に著効する新たな

抗菌薬開発など、薬剤耐性菌への対策は遅

れている。国際機関による推計では、2050

年には薬剤耐性菌感染症により 1 千万人が

死亡するとの試算もある。したがって、薬剤

耐性菌に著効する新たな抗菌薬の開発や新

たな治療法の提供など、薬剤耐性菌への対

策が全世界で喫緊の課題となっている。	

	 	

２．研究の目的	

	 本研究では、アカデミアの視点から、薬剤

耐性菌感染症の治療に利用できる新たな化

合物を創製することを最終目的としている。

薬剤耐性菌感染症克服のためには、これら

に著効する新たな抗菌薬を開発することが

１つの手立てとして挙げられる。しかし、実

際の開発となると、基礎研究から臨床研究

を辿り、実用化までの期間は長く、また、開

発できたとしても、これまで同様、新たな耐

性菌が生じる可能性もあり、新たな抗菌薬

の開発にも幾つかのデメリットがあること

は周知の事実である。	

	 そこで本研究では、病原細菌が薬剤耐性

機構を獲得したことにより一度は効力が失

われた既存の抗菌薬の効果を、再度復帰さ

せる新たな化合物を探索・創製することを	

目的とした。細菌が持つ薬剤耐性機構さえ

抑制することができれば、既存の抗菌薬も

十分に活用できる余地がある。既存の抗菌

薬と薬剤耐性機構を抑制する化合物（薬剤

耐性阻害剤）を同時投与し、細菌の薬剤耐性

機構を抑えることができれば、薬剤耐性機

構の存在によって失われるはずだった抗菌

薬の効果を人体内で十分維持できると考え

られる。本研究では、薬剤耐性菌に有効な治

療法開発の一助として、薬剤耐性機構阻害

剤の開発を行うこととした。	

	 我々の研究グループでは、細菌の主要な

β-ラクタム薬耐性機構であるβ-ラクタマ

ーゼについてこれまで研究を行ってきた。

特に、メタロ-β-ラクタマーゼについて重

点的に基礎研究を行ってきた。メタロ-β-

ラクタマーゼは腸内細菌科細菌を始めとし

たグラム陰性菌による感染症の治療に重用

されるカルバペネム系薬をも分解する性質

を持つ。したがって、メタロ-β-ラクタマー

ゼは細菌が産生する β-ラクタマーゼの中

でも、特に問題視されている。しかし、この

メタロ-β-ラクタマーゼに対し、既知のβ-

ラクタマーゼ阻害剤は効果がなく、これま

でに上市された阻害剤も存在しない。そこ

で本研究では、メタロ-β-ラクタマーゼに

対する阻害剤の開発を目指すこととした。

メタロ-β-ラクタマーゼの中でも、研究代

表者が世界に先駆けて発見し、我が国の医

療現場においは特に問題視されている IMP

型メタロ-β-ラクタマーゼを標的とし、そ

の阻害剤の開発研究を行う。	

	

３．研究の方法	

⑴化合物ライブラリー	

延べ 2107 種類の化合物について検討を行

った。各化合物をジメチルスルホキシドま

たはバッファーに溶解し、実験に供した。	

	

⑵Cell-based	Screening	

96 穴プレートに、1/8 から 1/4MIC 値に相当

するメロペネムを含有するミューラーヒン

トン液体培地を分注し、さらに、終濃度 100	

μg/mL となるように、化合物を添加した。

IMP-1、NDM-1、VIM-2 メタロ-β-ラクタマー

ゼを産生する臨床分離大腸菌や肺炎桿菌を

それぞれ接種、35℃で一晩培養した。	

	

⑶メタロ-β-ラクタマーゼの発現・精製	

IMP-1 メタロ-β-ラクタマーゼ遺伝子を



pET ベクターに連結し、Escherichia	coli	

BL21(DE3)にて IMP-1 を発現させた。IMP-1

の精製には陽イオン交換カラム、疎水相互

作用カラム、ゲルろ過カラムを用いた。

NDM-1 および VIM-2 メタロ-β-ラクタマー

ゼについても同様に行った。	

	

⑷IC50 の測定	

各化合物の濃度を振り、化合物存在下おい

て、メタロ-β-ラクタマーゼ(10	nM)による

イミペネム分解活性(298nm)を測定した。イ

ミペネムの初期濃度は 150	 μM、測定温度

は 30℃とした。	

	

⑸X 線結晶構造解析	

IMP-1 の結晶を作製し、ソーキングにより阻

害剤を IMP-1 結晶中に導入した。阻害剤の

濃度は、結晶ドロップ中で最終濃度が 1-10	

mM となるように調整した。本作業により、

IMP-1－阻害剤複合体結晶を作製した。回折

データの回収は愛知シンクロトロン光セン

ターおよび PF で行った。NDM-1 の結晶につ

いても同様に作製し、解析を行った。	

	

⑹構造活性相関解析	

ヒット化合物の各種誘導体を用意し、酵素

活性阻害効果を指標に構造活性相関解析を

行った。	

	

４．研究成果	

IMP-1 および NDM-1 メタロ-β-ラクタマー

ゼについては最終純度 95%以上で精製でき、

実験に必要な十分量を確保することができ

た。	

まず、IMP-1 産生大腸菌を用いた Cell-

based	Screening を行った。化合物 100	μ

g/mL のみ含む培地、または、化合物 100	μ

g/mL およびメロペネム 1/8-1/4MIC 値濃度

を含む培地で、それぞれ菌の発育を観察し

た。前者で発育が確認され、後者で発育が確

認されなかった化合物を１次ヒット化合物

として抽出した。その結果、当該化合物は

2107 化合物中 21 個であった（0.1%）。	

さらに、NDM-1 産生大腸菌を用いた Cell-

based	 screening も同様に行った。その結

果、当該化合物は 2107 化合物中 11 個であ

った（0.5%）。	

		これらヒット化合物の詳細を見てみると、

これまでにメタロ-β-ラクタマーゼ阻害剤

として報告のあるもの、またはそれらの誘

導体がいくつか含まれることがわかった。

これらの化合物は新規性および発展性に乏

しいため、その後の検討からは外すことと

した。最終的に、８化合物（シード化合物）

についてさらに検討を行うこととし、２つ

のシード化合物（化合物 Xおよび化合物 Y）

について初期検討を終えた。	

	 化合物 X の IMP-1 に対する IC50 は 100	

μM 程度であった。酵素学的視点からはそれ

ほど強い化合物とはいえないものであった。

しかし、IMP-1 産生株に対する生物学的阻害

効果を調べたところ、100	μg/mL 存在下で、

IMP-1 産生大腸菌のメロペネムの MIC が 1	

μg/mL から 0.03125	μg/mL まで低下した。

上記の結果から、酵素学的な阻害効果と生

物学的な阻害効果に一部乖離が見られた。

化合物 X は IMP-1 以外の他のメタロ-β-ラ

クタマーゼにも阻害効果を示し、さらに、そ

れらを産生する細菌に対しても阻害効果を

示した。また、IMP-1 と化合物 X の複合体結

晶を作製し、データ回収を終えた。	

	 化合物 Y の IMP-1、NDM-1、VIM-2 に対す

る IC50 は 30-70	 μM 程度であった。IMP-1

産生株に対する化合物 Y の生物学的阻害効

果を調べたところ、100	 μg/mL 存在下で、

IMP-1 産生大腸菌のメロペネムの MIC は１

管しか低下しなかった。一方、NDM-1 産生株

に対する化合物 Y の阻害効果を調べたとこ

ろ、100	 μg/mL 存在下で、NDM-1 産生大腸

菌のメロペネムの MIC が 64	 μg/mL から 2	

μg/mL まで低下した。VIM-2 産生株に対し

ても同程度の阻害効果が確認された。	

	 化合物 Y の誘導体を７種類用意し、構造

活性相関解析を行った。その結果、酵素活性



阻害に必要な官能基、原子位置等を特定す

ることができた。また、NDM-1 と化合物 Y の

複合体結晶を作製し、データ回収を終えた。	

	 本研究によりIMP-1およびNDM-1に対し、

酵素および細菌レベルで阻害効果を示すシ

ード化合物を特定することができた。特に、

化合物 X および Y は有望なシード阻害化合

物として発展性が期待されるものであった。	
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