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研究成果の概要（和文）：本研究では、SMB-1メタロβ-ラクタマーゼ（MBL）のX線結晶構造解析を行った。SMB-1の構
造は他のサブクラスB3 MBLであるAIM-1、L1、BJP-1と似ていた。活性中心には２つの亜鉛があり、その間に水分子が１
つ存在した。この水は、β-ラクタム環の加水分解に利用されるものと考えられた。SMB-1の持つQ157アミノ酸はβ-ラ
クタム薬との結合に重要であると考えられた。また、SMB-1－メルカプト酢酸の複合体構造を決定した。メルカプト酢
酸のチオール基とSMB-1の持つ亜鉛との結合が観察された。最後に、in silico screeningによる阻害剤探索を行い、４
つの阻害剤を発見した。

研究成果の概要（英文）：We determined the crystal structure of SMB-1 using 1.6A diffraction data, and 
revealed that the overall structure of SMB-1 was quite similar to those of the other subclass B3 MBLs, 
AIM-1, L1, and BJP-1. The electron density map corresponding to a water molecule (wat1), which is assumed 
to contribute as the attacking nucleophile on the carbonyl carbon of the beta-lactam ring, was observed. 
SMB-1 possesses a unique amino acid residue, Q157, which probably plays a role in recognition of 
beta-lactams via the hydrogen bond interaction. In addition, we determined the mercaptoacetate 
(MCR)-complexed SMB-1 structure and revealed that the mode of its inhibition by MCR: the thiolate group 
bridges to two zinc ions (Zn1 and Zn2), and occupy the space to which beta-lactams originally bind. 
Finally, we performed in silico screening to find effective inhibitors of SMB-1 and found four agents 
which could behave as inhibitors of SMB-1.

研究分野： 病態検査学

キーワード： 薬剤耐性菌
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１．研究開始当初の背景 
 多剤耐性菌による院内感染症の発生が大
きな社会問題となり始めている。医療機関に

おいて、多剤耐性菌の拡散を防止するために

は、細菌検査室が多剤耐性菌の存在をいち早

く察知し、広がるまえに対策を講ずることが

極めて重要である。したがって、多剤耐性菌

の蔓延防止に際し、細菌検査室の果たす役割

は大きく、細菌検査室は多剤耐性菌を迅速且

つ簡易に識別する検査法を確立しておく必

要性がある。 
 昨今、新型の多剤耐性菌が医療の現場で出
現し始めおり、それらの検査法の確立が火急

の課題となっている。特に、カルバペネム系

薬に耐性を獲得した腸内細菌科細菌（以下

CRE）による感染症は、その発生が法的に届
け出の対象となるなど、監視体制が強化され

つつある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上述 CRE の主要なカルバペ
ネム耐性因子であるメタロβ-ラクタマーゼ
（以下 MBL）の産生性を識別する検査法を
開発することを目的とした。MBL について
は IMP型や VIM型など数種類の亜型がこれ
までに報告されているが、今回は、研究代表

者らが発見した SMB型MBLを標的とした。 
	 検査法を開発するにあたり必要なのは、

SMB 型 MBL の活性を抑制する阻害剤であ
る。そこで、SMB型MBLの立体構造を決定
し、得られた構造情報から、有効な阻害剤を

見つけることを目的とした。有効な阻害剤を

発見できれば、それを MBL 産生菌の検査法
開発等に応用することができる。 
 
３．研究の方法 
（１）SMB 型 MBL の発現系の構築及び精
製：SMB-1 MBL 遺伝子を pET 系ベクター
に連結し、大腸菌に導入した。大腸菌内で

SMB-1 MBLを発現させ、菌体破砕後、陽イ
オン交換カラム-ゲルろ過カラムにて精製し

た。	 

	 

（２）タンパク質の結晶化と構造解析：市販

のスクリーニングキットを用い、結晶化の初

期条件を探索した。出現した結晶がタンパク

質由来であることを確認し、さらに至適な結

晶化条件を探索した。得られた結晶を放射光

施設に持ち込み、回折データの回収を行った。

回折データを処理し、SMB-1の立体構造を決
定した。	 

	 

（３）β-ラクタム薬の最小発育阻止濃度

（MIC）の測定：MICの測定は寒天平板希釈
法にて行った。	 

	 

（４）変異体 SMB-1 の作製：部位特異的変
異導入法により変異体 SMB-1を作製した。	 
	 

（５）阻害剤探索：SMB-1の構造情報を基に、
in silico screeningによる阻害剤探索を行っ
た。阻害効果が期待される化合物について、

in vitroの試験により、阻害効果を検証した。	 
	 

４．研究成果	 

	 

（１）SMB-1 の立体構造の決定：最終的に
1.6Å分解能で構造を決定することができた。
SMB-1 の全体像は、AIM-1、BJP-1、L１と
いった他のサブクラス B3 MBL のものと似
ていた。しかし、SMB-1 の N 末端は、他の
ものに比べて極端に短く、そのことが SMB-1
の加水分解活性に一部影響を及ぼしている

ものと考えられた（図１）。	 

	 

SMB-1の活性中心には２つの亜鉛があり、そ
の間には水分子が１つ存在した。この水分子

はβ-ラクタム環の加水分解に利用されるも

のと考えられた。	 

	 

（２）Q157 アミノ酸の意義：活性中心方向
に側鎖が位置する 157 番目のグルタミンは、
SMB-1に特異的なアミノ酸であり、他のサブ



クラス B3 MBLである L1や BJP−1にはな
い（図２）。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

そこで、この Q157の役割を評価するために、
アラニン置換体を作製した。Q157A	 変異体
SMB-1を産生する大腸菌の各β-ラクタム薬
に対するMICは、野生型 SMB-1を産生する
大腸菌のものより低値であった。また、変異

体SMB-1の各β-ラクタム薬に対する加水分
解活性は野生型のものより低かった。したが

って、Q157アミノ酸がβ-ラクタム薬の加水
分解活性に影響を及ぼしていることがわか

った。しかし、完全に酵素活性が失われなか

ったため、Q157 は酵素活性に必須なアミノ
酸ではないことがわかった（表１）。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

（３）メルカプト酢酸―SMB-1複合体構造解
析：MBL の阻害剤であるメルカプト酢酸と
の複合体構造を 2.2Åで決定した。複合体構造

を酵素単独の構造と比較した場合、大きな違

いは見られなかった。メルカプト酢酸のチオ

ール基は、SMB-1の活性中心に位置する２つ
の亜鉛に結合していた。また、カルボン酸と

S221や T223との結合も観察された。メルカ
プト酢酸は SMB-1 の活性中心に結合するこ
とで、SMB-1の阻害剤となっていることがわ
かった（図３）。	 

（４）カプトプリル―SMB-1 複合体構造解
析：カプトプリルはアンジオテンシン変換酵

素阻害剤で、SH 基を有する。そこで、カプ

トプリル―SMB-1複合体結晶を作製し、構造
解析を行った。その結果、1.8Å分解能の回折

データの処理により得られた電子密度マッ

プ中に、カプトプリルに相当する電子密度を

確認することができた。予測通り、カプトプ

リルの SH基と SMB−１活性中心の亜鉛との
結合が観察された。	 

	 

（５）in silico	 スクリーニングによる阻害剤
探索：決定した SMB-1 の構造情報を利用し
て、SMB-1の阻害剤探索を in silico スクリ
ーニングにより行った。具体的には、400 万

種の化合物のデータベースを活用し、SMB-1
へのドッキングシミュレーションを行った。

良好なスコアを示した化合物の中から、市販

品として入手可能な 15 個を選び出し、それ

らの阻害効果を試験管内で検討した。その結

果、4 つの化合物については SMB−１に対す
るあきらかな阻害効果が確認された。4 つの

化合物については、MBL 産生菌検出法の開発

等に応用できる可能性がある。	 
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