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研究成果の概要（和文）：β-ラクタマーゼは、ペニシリンなどで知られるβ-ラクタム系抗生物質を失活させる
酵素の１種であり、薬剤耐性を示す細菌の多くがβ-ラクタマーゼを産生する。本研究では、病原細菌の薬剤耐
性に対処するために、抗生物質補助剤の創出を見据えて、メタロβ-ラクタマーゼに対する阻害化合物を見出し
た。薬物スクリーニングにより、３種類の阻害化合物を同定した。このうちの２種は、本研究で有機合成したも
のであり、同定された阻害化合物をさらに改良した。１種の化合物については、メタロβ-ラクタマーゼとのタ
ンパク質共結晶の作出に成功し、同定した阻害化合物と標的との結合構造をＸ線結晶解析から明らかした。

研究成果の概要（英文）：Beta-lactamase is one kind of enzymes which dissociate beta-lactam 
antibiotics such as penicillin and imipenem. Many bacteria that are resistant to antibiotics carry 
the genome of beta-lactamase and generate it for drug-resistance. In this study, we focused on the 
metallo-beta-lactamase that is high enzymatic activity among several types of beta-lactamases. As a 
consequence of the in silico and in vitro chemical screening, we identified three chemical compounds
 that block the action of metallo-beta-lactamase. Two of them were synthesized in our study and 
utilized as a fundamental skeleton of further chemical modification. The other one was purchased 
from a supplier. We successfully obtained the binding structure between metallo-beta-lactamase and 
one of the identified compounds. The information of the binding structure will be important for the 
rational design of the chemicals that have high inhibitory potency.

研究分野：物理化学
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１．研究開始当初の背景 
感染症は、医療の発達した現在でも、時に

健常人を死に至らしめる程の重篤な病状を

引き起こす。β-ラクタマーゼは、ペニシリ

ンなどで知られるβ-ラクタム系抗生物質を

失活させる酵素の１種であり、薬剤耐性を示

す細菌の多くがβ-ラクタマーゼを産生する。

特にメタロβ-ラクタマーゼ産生菌は、イミ

ペネムやカルバペネムなど抗生物質の切り

札とも言える薬剤を含めて、ほぼ全てのβ-

ラクタム系抗生物質に対する耐性を持つた

め、感染拡大が危惧されている。最近では、

メタロβ-ラクタマーゼの一種である New 

Delhi メタロβ-ラクタマーゼ（NDM-1）が問

題となっている。NDM-1 は、緑膿菌やアシネ

トバクターだけではなく、大腸菌や肺炎桿菌

にも取り込まれたことで、欧州では健常者か

らの死亡例が報告されている。従って、新規

の抗菌薬あるいは抗菌薬補助剤の開発は、緊

急の課題である。 

β-ラクタマーゼは、クラスＡ～Ｄに分類

される。メタロβ-ラクタマーゼは、このう

ちクラスＢに区分され、活性中心に２つの Zn

原子が存在することが大きな特徴である。２

つの Zn 原子が強い触媒作用を示し、既存の

β-ラクタム系抗生物質を幅広く分解してし

まう。従って、クラスＢβ-ラクタマーゼの

酵素活性を抑制しない限り多剤耐性菌には

対抗できないと思われる。 
 
２．研究の目的 
病原細菌の薬剤耐性に対処するために、作

用機序の異なる抗生物質あるいは抗生物質

補助剤の開発は緊急の課題である。本研究で

は抗生物質補助剤の創出を見据えて、メタロ

β-ラクタマーゼに対する阻害化合物を作出

する。 

 
３．研究の方法 
有機合成・生化学実験・理論計算を融合さ
せ、メタロβ-ラクタマーゼの阻害剤を創出
する。 

3-1．Ｘ線構造解析から得られた結合構造を

もとに計算機による薬物の分子設計を行

う。 

具体的には、Ｘ線共結晶構造解析から得

られた構造情報をもとに、化合物と標的タ

ンパク質との結合親和性を計算機で算出

した。官能基付加や官能基置換を施した修

飾化合物についても、結合親和性を予測し

た。この予測評価を繰り返して、有望な化

合物構造を探索し、活性増加の見込める分

子構造をデザインした。計算には申請者が

独自に開発したOrientationソフトウェア

を用いた。 

3-2．計算機解析により有望と判断された化

合物とその誘導体の有機合成を行う。 

  具体的には、計算機予測により有望と判

断された構造を持つ化合物とその周辺化

合物について、有機合成を行った。合成中

間体も活性測定に使用する。同定された 3

種類の化合物のいずれについても合成展

開をして、構造活性相関の手掛かりとした。 

3-3．化合物によるβ-ラクタム剤の分解阻害

能を、精製した酵素タンパク質で定量化す

る。 

  具体的には、NDM-1 も IMP-1 も、抗生物

質の１つであるセファロスポリン

（Cephalosporin C）を分解する。セファ

ロスポリンは、260nm に特徴的な吸収波長

を持つので、紫外線分光法により容易に、

β-ラクタム系抗生物質が分解する速度を

測定した。合成された化合物の存在下で、

NDM-1 あるいは IMP-1 によるセファロスポ

リンの分解速度の変化を測定し、合成化合

物の酵素活性阻害能を求めた。 

3-4．化合物と抗菌薬の存在下でβ-ラクタマ

ーゼ産生菌を培養し、薬物の阻害活性を確

認する。 

  具体的には、合成化合物の存在下で、細

菌が増殖する能力を定量化することで、細

菌レベルでの阻害剤の効果を確かめた。初

めにディスク法による阻止円の径の測定



から化合物の有効性を確認する。その上で

阻害化合物を混合させた液体培地を使っ

て、メロペネムやイミペネム等の抗生物質

の薬剤耐性菌に対する最小阻害濃度(MIC)

を算出した。阻害活性測定の結果を、化合

物の設計と合成に反映させて、候補薬物の

最適化を繰り返した。 

3-5．阻害活性測定の結果を、化合物の設計

と合成に反映させて、候補薬物の最適化を

繰り返す。既に同定済みのヒット化合物を

足掛かりに構造改変することで、阻害活性

の向上を目指す。ヒット化合物は、代表的

な メ タ ロ β - ラ ク タ マ ー ゼ で あ る

NDM-1(New Delhi Metallo-  beta- 

lactamase)ならびに IMP-1(imipenemase)

のいずれでも阻害活性があることが確認

されている。 

 
４．研究成果 

研究の初年度は、同定化合物からの合成展

開を中心に行った。同定された化合物と同程

度の阻害活性を持つ化合物は作成できたが、

より活性の増強した化合物は得られなかっ

た。また東京大学・創薬機構から化合物デー

タベースの提供を受けて、同定化合物と類似

構造を持つ化合物の計算機探索を行った。探

索結果を参考に、実際に創薬機構から 240 種

類の化合物の提供を受け、阻害活性の測定を

行った。提供を受けた化合物の中には、同定

化合物を超える強い活性の物質は見出せな

かったが、阻害活性を持つ化合物と持たない

化合物についての知見が蓄積された。 

次年度は、商用のデータベースから類似化

合物を検索し、13 種類の化合物を購入した。

幾つかの化合物で阻害効果が認められ、この

うち１種類については、強い活性が見られた。

また新規に設計し合成した周辺化合物の中

には、先導化合物と同程度の阻害活性を持つ

ものが得られたものの、同定された化合物よ

り活性の増強した化合物は得られていなか

った。そこで商用のデータベースより、類似

構造を持つ化合物を選出し、阻害活性を測定

した。その結果、今後の研究の足掛かりとな

る有望な化合物が得られた。さらにメタロβ

-ラクタマーゼについて、タンパク質結晶が

得られる条件が確立したことで、必要に応じ

て標的タンパク質と阻害化合物の結合構造

が解明できるようになった。現在、新規に同

定した化合物とメタロβ-ラクタマーゼの共

結晶化に取り組み始めた。結合構造から、阻

害活性の高い新規合成化合物を理論設計す

ることが可能になった。本研究では、先導化

合物を足掛かりに、理論計算・有機合成・生

化学実験を融合させ、標的タンパク質に対す

る阻害剤の開発を進めた。 

研究の最終年度には、化合物の更なる改良

を行った。また研究の取り纏めと、知的財産

権の取得を見据えた研究を遂行した。現在の

ところ報告されている中では、トップクラス

の活性を持つメタロβ-ラクタマーゼ阻害薬

の化学構造が見出せている。 
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