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研究成果の概要（和文）：多剤耐性菌の出現が医療の現場で大きな脅威となっている。多剤耐性菌による問題を
克服するため、新たな抗菌薬の開発や治療法の確立が求められている。本研究では、細菌が産生する薬剤耐性蛋
白を標的とした阻害剤を開発することを目的とした。薬剤耐性タンパクの機能を阻害することができれば、本
来、それらの存在によって無効化してしまうはずだった抗菌薬の効果を十分に担保できるものと期待される。本
研究では、カルバペネム耐性に関与するメタロベータラクタマーゼ、アミノグリコシド耐性に関与する16S rRNA
 メチルトランスフェラーゼを標的とした。各種化合物について検討し、これらの薬剤耐性蛋白の阻害剤を発見
することができた。

研究成果の概要（英文）：Emergence of multidrug-resistant bacteria is becoming a major clinical 
threat. To overcome the problem of  multidrug-resistant bacteria, it needs to develop new 
antibacterial agents and treatment. In this study, we aimed to develop new agents targeting for 
antibiotic resistance proteins produced in bacteria. Inhibition of antibiotic resistance mechanism 
by chemical compounds is expected to revive the efficacy of already-existing antibiotics. We 
targeted metallo-beta-lactamases and 16S rRNA methyltransferases, which are involved in carbapenem 
and aminoglycoside resistance, respectively. we screened for chemical compounds using in silico and 
in vitro techniques and identified several inhibitor candidates of   metallo-beta-lactamases and 16S
 rRNA methyltransferases.
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１．研究開始当初の背景	

	 病原細菌の薬剤耐性化が深刻な事態とな

っている。このように薬剤耐性化した細菌

が感染症を引き起こした際には、その治療

に難渋する。したがって、薬剤耐性菌感染症

に著効する新たな抗菌薬の開発や治療法の

確立が強く望まれている。地球規模で拡散・

蔓延する薬剤耐性菌に対し、世界中でその

対策が急がれている。	

	

２．研究の目的	

	 本研究では、薬剤耐性菌感染症の治療に

資する新たな化合物を探索・創製すること

を目的としている。薬剤耐性菌感染症によ

る問題を克服するためには、薬剤耐性菌に

著効する新たな抗菌薬を開発することが１

つの手段としてある。しかし、新しい抗菌薬

の登場により、新しい耐性菌が生まれると

いうデメリットもあり、抗菌薬そのものの

開発は昨今敬遠される傾向にある。	

	 そこで本研究では、病原細菌が薬剤耐性

を獲得したことにより一度は効力が失われ

た既存の抗菌薬を、再度利用できるように

するための物質や手段を資することを目的

とした。細菌が持つ薬剤耐性機構を低分子

化合物に阻害・抑制することができれば、既

存の抗菌薬も薬剤耐性機構に妨害されず、

従来通りの静菌・殺菌性を担保することが

できるものと考えられる。このように薬剤

耐性菌に対し、従来の抗菌薬の効果を取り

戻すための薬剤耐性阻害剤を開発すること

が本研究の最終目的である。	

	 研究代表者はこれまでに病原細菌の薬剤

耐性タンパクについて研究を行ってきた。

本研究ではカルバペネム系薬耐性機構であ

るメタロ-β-ラクタマーゼ、アミノグリコ

シド耐性機構である 16S	 rRNA	 メチルトラ

ンスフェラーゼを標的に、それらの阻害剤

を開発することとした。それぞれの阻害剤

を開発することができれば、メタロ-β-ラ

クタマーゼによるカルバペネム耐性、16S	

rRNA	 メチルトランスフェラーゼによるア

ミノグリコシド耐性の問題を克服できるも

のと期待される。	

	 また、既知のβ-ラクタマーゼ阻害剤と、

研究代表者が発見した基質特異性拡張型β

-ラクタマーゼとの相互作用解析も行った。	

	

３．研究の方法	

⑴in	silico	Screening	

200 万種の化合物データベースと mypresto

を用い、SBDD による阻害剤候補化合物を探

索した。	

	

⑵Cell-based	Screening	

延べ 20000 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に

溶解し、実験に使用した。96 穴プレートに、

被検菌の 1/8MIC に相当する抗菌薬を含有

するミューラーヒントン液体培地を分注し

た。さらに、終濃度 100	μg/mL となるよう

に、化合物を添加した。被検菌をそれぞれ接

種し、35℃で一晩培養した。	

	

⑶薬剤耐性タンパクの発現・精製	

該当遺伝子を pET ベクターに連結し、

Escherichia	coli	BL21(DE3)にて発現させ

た。イオン交換カラム、アフィニティーカ

ラム、疎水相互作用カラム、ゲルろ過カラ

ムを用いて精製作業を行った。	

	

⑷酵素阻害活性測定	

β-ラクタマーゼについては化合物存在下

におけるニトロセフィンおよびイミペネム

の分解活性を指標に、酵素阻害活性を評価

した。16S	rRNA	メチルトランスフェラーゼ

については、トリチウムラベルされた S-

adenosyl-L-methionine のメチル基を基質

である 16S	rRNA	(30S	ribosomal	subunit)

に転移する活性を指標に、酵素阻害活性を

評価した。	

	

⑸X 線結晶構造解析	

β-ラクタマーゼや 16S	rRNA	メチルトラン



スフェラーゼの結晶を作製し、ソーキング

により阻害剤をタンパク結晶中に導入した。

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。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。	

	

４．研究成果	

⑴メタロ-β-ラクタマーゼの阻害物質探索

と創製	

サブクラス B1 メタロ-β-ラクタマーゼ

NDM-1 を産生する大腸菌を用い、Cell-based	

Screening を行った。化合物 100	μg/mL の

み含む培地、または、化合物 100	μg/mL お

よびメロペネム 1/8MIC 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、当該化合物は延べ 20000 化

合物中 87 個であった（0.4%）。	

	 サブクラス B3 メタロ-β-ラクタマーゼ

SMB-1 を産生する大腸菌を用い、同様に

Cell-based	Screening を行った。その結果、

当該化合物は延べ20000化合物中14個であ

った（0.07%）。	

		次に、Cell-based	Screening でヒットし

た化合物、精製 NDM-1、イミペネムを混和し、

酵素阻害アッセイを行った。その結果、

Cell-based	Screening でヒットした化合物

87 個中、3 個に強い酵素阻害効果が認めら

れた。精製 SMB-1 を用いて同様に酵素阻害

アッセイを行った。Cell-based	 Screening

でヒットした化合物 14 個中、5 個に強い酵

素阻害効果が認められた。	

	 さらに、先行研究にて発見された SMB-1

阻害剤 X の構造最適化とその評価を行った。

阻害剤 Xは IC50が 1.1	μMと酵素学的観点

からは強い阻害剤と考えられたが、細菌を

用いた評価においては、阻害効果が見られ

なかった。これは、阻害剤 X の菌体内への

流入量が少ないためと考えられた。阻害剤 X

および SMB-1 の複合体の構図から、阻害効

果に必要な官能基の種類や位置が特定でき

たので、それ以外の部分を化学修飾するこ

とで、阻害剤の菌体移行性を改善する工夫

を試みた。検討した結果、改変した阻害剤 Y

に改善傾向が見られた。阻害剤 Y の IC50 は

0.4μM と阻害剤 X と同程度であったが、64

μg/mL 化合物存在時における SMB-1 産生菌

に対するメロペネムの MIC（32	μg/mL）は、

化合物 X 存在時が 8	 μg/mL であったが、	

化合物 Y 存在時は<0.25	 μg/mL となった。

SMB-1 以外のメタロβ-ラクタマーゼを産生

する大腸菌に対しても MIC 値の改善が見ら

れた。	

	

⑵16S	 rRNA	 メチルトランスフェラーゼの

阻害剤探索	

in	silico	screening により 16S	rRNA	メチ

ルトランスフェラーゼ NpmA の阻害剤探索

を行った。化合物結合エネルギーを順位化

し、上位順位より購入可能であった化合物

32 種類について評価を行った。その結果、

2種類について阻害効果が確認された。その

うち１種類の化合物と 16S	 rRNA	 メチルト

ランスフェラーゼ NpmA との複合体結晶を

作製し、回折データの回収を終えた。	

	

⑶基質特異性拡張型β-ラクタマーゼ TLA-3

と diazabicyclooctane（DBO）との相互作用

解析	

TLA-3と avibactam(AVI)ならびにOP0595複

合体の構造解析を行った。TLA-3-AVI、TLA-

3-OP0595 の複合体構造をそれぞれ 1.6Å、

2.0Å分解能で決定した。AVI と OP0595 の

TLA-3 に対する阻害定数（Ki）は 1.71、1.49

μM であった。DBO のスルホン酸が S70、T235、

S237 と相互作用し、DBO のカルボン酸が、

S70 と共有結合していた。これらのアミノ酸

と DBO との結合様式は class	Aβ-ラクタマ

ーゼに普遍的であると考えられ、このこと

が DBO の class	Aβ-ラクタマーゼに対する

広汎な阻害効果を説明する理由になると考

えられた。	
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