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研究成果の概要（和文）： IMP-6とIMP-1の構造をX線結晶構造解析により明らかにした。さらに、すでに構造が
明らかになっている3種のIMP型β－ラクタマーゼに対し、基質結合に関与する、フレキシブルループ(L1)と呼ば
れる部分の柔軟性と、酵素学的性質（Km）とを比較した。その結果、L1の柔軟性がより高い酵素ほど、メロペネ
ムに対するKmが低く、基質特異性が高い傾向があることを明らかにした。 
　また、IMP-6にメロペネム、イミペネムを結合させた状態の構造を分子動力学的シミュレーションにより決定
し、基質との相互作用の違いを解析した結果、R2側鎖が大きい基質だと、L1の動きが大きくないと結合、脱離で
きないことを推測した。

研究成果の概要（英文）： The structures of IMP-6 and IMP-1 were revealed by X-ray crystallography. 
Furthermore, we compared the flexibility of the flexible loop (L1), which is involved in substrate 
binding, and the enzymatic parameter (Km) of IMP-type β-lactamases whose structures have already 
been solved. The results revealed that enzymes with higher L1 flexibility tended to have lower Km 
for meropenem and higher substrate specificity. 
 In addition, we determined the structure of IMP-6 bound to meropenem and imipenem using molecular 
dynamics simulations and analyzed the differences in interactions with substrates. As a result, we 
found that substrates with a larger R2 side chain tend not to bind and release from enzyme which 
have a small movement of L1 loop.

研究分野： タンパク質工学

キーワード： メタロ―βーラクタマーゼ　基質特異性　X線結晶構造解析　分子動力学的シミュレーション

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本邦で問題となっているカルバペネマーゼ産生菌の多くはIMP-6 メタロ―β―ラクタマーゼを産生する。本酵
素はIMP-1と１アミノ酸しか異ならないにもかかわらず、治療に使用されるメロペネムに対する活性が高いこと
が問題である。本研究の学術的意義は、この基質特異性の違いの原因をX線結晶構造解析により明らかにしたこ
とである。
　また、分子動力学的シミュレーションにより、基質結合に関与するループの柔軟性が大きくないと、メロペネ
ムのようなR2側鎖の大きな基質に対する活性が低いことを明らかにした。社会的意義は、今後R2側鎖の大きな抗
菌薬の開発が、IMP-6産生菌に対して有効である可能性を示唆したことである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

カルバペネム系抗菌薬は、細菌感染症の治療に用いられる抗菌薬の中でも”last resort”と位置付
けられる薬剤である。しかしながら近年では、カルバペネムを含むほぼすべての β-ラクタム系
抗菌薬を分解して耐性を示す、カルバペネム耐性腸内細菌科細菌(CRE)のアウトブレイクが世界
中の医療機関で発生し、大きな問題となっている(World Health Organization 2017)。特に本邦では、
応募者（矢野）が 2001 年に発見した IMP-6 を産生する菌が大きな問題となっている(Yano et al., 
A. A.C. 2001)。その理由は、IMP-6 はイミペネムに対する分解活性が低く、IMP-6 保有菌は通常
感受性試験に用いられるイミペネムに対しては感性(S)を示す。しかし、治療に多く使用される
メロペネムに対する加水分解活性はイミペネムに対する活性の７倍と高いため、メロペネムで
は IMP-6 産生菌は除去できず、感染が拡大するためである。 
 これまでの研究より、IMP-6 は先に分離されていた IMP-1 に対し、１アミノ酸置換

（S262→Gly）が生じたことにより、メロペネムに対する高い分解活性を獲得したものと考えら
れている。しかし、IMP-1、IMP-6 ともに、原子レベルで比較できるような X 線結晶構造解析が
行われていなかったため、両者の基質特異性の違いは構造学的に解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、IMP-1, IMP-6 の高分解能での X 線結晶構造解析を行い、基質特異性を決定して
いる要因を構造学的に解明する。さらに、メロペネム、イミペネムを結合させた状態の構造を分
子動力学的シミュレーションにより決定し、基質結合部位と２つの基質との相互作用の違いを
解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 大腸菌で高発現させた IMP-6、IMP-1 を高度に精製し、IMP-6 については沈殿剤 0.1 M sodium 
acetate pH 4.6, 0.2 M ammonium acetate, 17% polyethylene glycol 8000)、IMP-1 については沈殿剤(0.1 
M sodium acetate pH 5.0, 0.2 M ammonium acetate, 22% polyethylene glycol 8000)を用い、15℃で結晶
化した。得られた結晶を用い、SPring-8 の BL44XU において、X 線回折データを収集した。既に
構造が知られている IMP-1 (PDB entry 1DDK)の座標データを用いて、分子置換法で初期位相を決
定し、CCP4 の Refmac5 を用いて構造の精密化を行った。基質との複合体は、イミペネム（PDB 
ID 6RZS）、メロペネム（PDB ID 6RZR）を IMP-6 の構造に重ね合わせたのち、分子動力学的シ
ミュレーションにより構造を推定した。 
 
４．研究成果 
 IMP 型 β－ラクタマーゼの X 線結晶構造解析では、結晶内の分子パッキングによって、L1 の
構造が変化することが知られている。そこで本研究では、IMP-6、IMP-1 をそれぞれ同一の空間
群、格子定数を持つ結晶を作成し、SPring-8 の BL44XU において、IMP-6、IMP-1 の X 線回折デ
ータを収集した。このデータを用い、それぞれ 1.70, 1.94 Å 分解能での立体構造を決定した。デ
ータ収集、及び構造精密化の統計値を表 1 に示す。 
 結晶の非対称単位中には、タンパク質 4 分子が含まれていた。この 4 分子の構造間にはほぼ差
が見られなかったので等価であると考え、以降 chain A を用いて議論を行った。 
 
（１）IMP-1 と IMP-6 の構造比較 
 図 1 に示すように、IMP-1 と IMP-6 の全体構造はほぼ同一であり、主鎖の RMSD は 0.15Å で
あった。 IMP-1 の既に報告された結晶構造（PDB IDs 1DDK、5EV6）では、L1 ループは開いた
コンフォメーションであるが、我々の IMP-6 と IMP-1 の構造ではループは閉じたコンフォメー
ションである。したがって、遊離酵素の L1 ループは柔軟であり、そのコンフォメーションは周
囲の分子の影響を受けていると考えられた。 
（２）IMP-6 と IMP-1 の Gly(Ser)262 周辺の構造の比較 

図 2 は、IMP-6 と IMP-1 の Gly(Ser)262 近傍の構造を示す。Gly(Ser)262 のカルボニル酸素
は、β3 に位置する His70 のアミド窒素と水素結合を形成している。この 2 つの原子間の距離
は、IMP-6 では 2.73Å、IMP-1 では 2.65Å である。Gly(Ser)262 の隣接残基である His263 は Zn2
と配位し、Pro68（β3 に位置する）および Asp120 と水素結合を形成する。水素結合をしている
原子間の距離は以下の通りである：His263ND1 と Pro68O、2.68Å（IMP-6）、2.74Å（IMP-1）；
His263NE2 と Asp120OD2、2.83Å（IMP-6）、2.80Å（IMP-1）。IMP-1 と IMP-6 間の Ser262 から
Ser264 への Cα 原子の平均変位は 0.44Å 以下であった。従って、Ser262 周辺の全体構造は 2 つ
の酵素間で大きな変化はないと考えられた。  

 
 
 



表 1 データ収集と構造精密化の統計値 
 IMP-6 IMP-1 
Data collection   

Space group P212121 P212121 
a (Å) 49.156 49.321 
b (Å) 78.340 78.332 
c (Å)  260.225 259.945 

Resolution range a (Å) 50.00–1.70 (1.79–1.70) 50.00–1.94 (2.06–1.94) 
Observed reflections a 758783 (124620) 497008 (76149) 
Unique reflections a 112203 (17827) 75269 (11934) 
Completeness a (%) 100.0 (99.9) 99.8 (98.9) 

Redundancy a 6.76 (6.99) 6.60 (6.38) 
Average I/σa 13.73 (2.46) 6.89 (1.05) 
CC1/2 0.997 (0.941) 0.993 (0.937) 
Rmerge 

a (%) 0.069 (0.512) 0.124 (0.783) 
Refinement   

Resolution limit (Å) 48.3–1.70 46.1–1.94 
Rwork / Rfree 0.205/ 0.238 0.249/ 0.292 
No. of protein atoms 6756 6764 
No. of water molecules 377 128 
No. of zinc ions 8 8 
RMSD   
Bond length (Å) 0.010 0.075 
Bond angle (˚) 1.569 1.43 

Average B factor (Å2)   
Main-chain 37.5 53.0 
Side-chain 43.8 59.8 
Water molecules 39.0 44.9 

Ramachandran plot statistics (%)  
Most favored 96.5 95.7 
Allowed 2.3 3.1 
Outliers 1.2 1.2 

a Values for the highest resolution shells are given in parentheses 
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図１IMP-6、IMP-1、IMP-1（オ
ープンコンフォメーション）の
重ね合わせ。 
IMP-6 は緑、IMP-1 はシアンで
示している。2 つの亜鉛イオン
はピンクの球で表されている。
IMP-1 (PDB ID 1DDK)はマゼン
タで示している。 

図２Gly(Ser)262 周辺の構造。 
IMP-6 は緑色、IMP-1 はシアン色で
示している。水素結合は赤い点線
で表している。2 つの亜鉛イオンは
ピンクの球で示している。残基
W64、P68、H70、S/G262、H263 の
側鎖は stick model で表す。 
 



 
（３）L1 の柔軟性の比較 
 L1 ループはフラップ領域、あるいは loop1 とも呼ばれ、クラス B1 MBL に特徴的な構造であ
る。この領域は柔軟で、基質／阻害剤の結合に関与している。Gly(Ser)262 は β11 の末端に位置
し、主鎖はこの位置で急激に折れ曲がっている（図 2）。従って、Ser262 をグリシンで置換する
と、このループ領域、特に His263 の移動度が増大すると考えられる。His263 は Pro68 と水素結
合を形成し、阻害剤／基質が結合するとそこから L1 が曲がる。さらに、阻害剤／基質が結合す
ると、His263 は Pro68 の方向に移動する。従って、IMP-6 の L1 ループは IMP-1 のそれよりも柔
軟であると予想される。その理由は、262 位のグリシンは Pro68 の変位を容易にするためである。
温度因子（B factor）の解析はこの仮説を裏付けている。B factor は柔軟性の指標であり、結晶中
の原子の揺らぎの程度を表し、一般に分解能が高くなるにつれて減少するが、その可動部分と非
可動部分の比は構造的柔軟性の良い指標となる。我々の結晶構造と Protein Data Bank で入手可能
な結晶構造に基づく IMP 型 β-ラクタマーゼの B 因子を表 2 に示す。L1 の B 因子とタンパク質
の他の領域の B factor の比は、IMP-1 よりも IMP-6 の方が高く、IMP-6 の L1 が IMP-1 よりも柔
軟であることを示唆している（表 2）。IMP-6 と IMP-1 の主鎖を B 因子の値によって色分けした
（図 3）。IMP-6 の L1 部分（図 3A）は IMP-1 のそれ（図 3B）よりも太く、これはその部分の柔
軟性が高いことを示している。 
 
表２ IMP 型 β－ラクタマーゼの L1 (residues 60–66)の B 因子 (Å2) とそれ以外の部分の B factor

の比較. 

 

  B factor (Å2) 

 IMP-1 IMP-6 IMP-2 IMP-13 IMP-18 

Loop region (x)  58.964 45.267 42.694 68.668 29.712 

Other regions (y)  44.616 30.436 31.074 44.804 26.060 

Ratio (x/y)  1.321 1.487 1.374 1.533 1.140 

 
 
 
 
 
  

図３ IMP-6 と IMP-1 の主鎖を B factor によって色分けしている。 

(A) IMP-6 , (B) IMP-1。カラーバーは右側に示した。 
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（４）IMP-1 と IMP-6 の基質親和性の違いの構造学的基盤 
イミペネムとメロペネムに対する IMP-1 の kcat /Km 比はほぼ同じであるが、メロペネムに対する
IMP-6 の kcat /Km 比は、イミペネムのそれよりも 7 倍高い。この差は、メロペネムとイミペネム
に対する IMP-1 の Km がほぼ同じであるのに対し、IMP-6 のイミペネムに対する Km が 14 倍高
いことに起因する。ミカエリス・メンテン型の酵素反応を仮定すると、Km が低いほど基質に対
する親和性が高いことを示す。すなわち、IMP-6 ではイミペネムに対する親和性が大幅に低下し
ている。IMP-6 と加水分解基質とのドッキングモデルを図 4 に示す。メロペネムとイミペネムは
R2 側鎖の構造が異なり、メロペネムの R2 はイミペネムのそれよりも大きい。メロペネムとイ
ミペネムの R2 側鎖は同じ方向を向いており、L1 ループ、特に Trp64 と相互作用する。IMP-6 で
は、L1 の大きな柔軟性がメロペネムの活性部位への結合を促進し、大きな R2 側鎖を基質結合部
位に収容する。さらに、メロペネムは IMP-6 との複数の相互作用によって安定化されている。こ
れらの構造的な説明は、IMP-6 におけるメロペネムの Km が低いことを裏付けていると考えられ
る。これに対し、イミペネムは R2 が小さく、L1 ループとの相互作用が少ない。つまり、分子間
相互作用が少なく、L1 ループがより柔軟であるため、イミペネムは IMP-6 で安定に認識されに
くく、Km が高くなると考えられる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの結果から、IMP 型β－ラクタマーゼに対して有効な抗菌薬の開発に際しては、より大
きな R2 側鎖を導入した抗菌薬を開発することが有効であると考えられる。 

L1 L1 

Trp64 Trp64 

Zn1 Zn1 

Zn2 Zn2 

A B 

図 4 IMP-6 と基質とのドッキングモデル。 

(A) IMP-6 と加水分解されたイミペネムとの複合体の構造。 

(B) IMP-6 と加水分解されたメロペネムと複合体の構造。 

基質と Trp64 の側鎖を stick model で表す。基質の R2 側鎖は赤で示している。 
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