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【総 説】

Extended-spectrum β -lactamase，構造生物学的見地からみた基質特異性拡張戦略

井 深 章 子
山形大学理学部物質生命科学科＊

（平成 25年 4月 1日受付・平成 25年 4月 5日受理）

薬剤耐性菌が生産する β ―ラクタマーゼは，アミノ酸配列の相同性に基づいて Aから Dの 4クラスに
分類され，各クラスの酵素は基質特異性にも特徴があるとされてきた。しかし，より広い範囲の薬剤に
対して分解活性を示す基質特異性拡張型 β ―ラクタマーゼ（Extended-spectrum β -lactamases：
ESBL）が報告されている。クラス A酵素は一般にペニシリン系薬に対する分解活性が高いとされてきた
が，オキシイミノセファロスポリン系薬分解能を有する ESBLが現在までに数多く出現した。さらに
“last resort”と称されるカルバペネム系薬に対する分解活性を有するクラス A酵素も複数報告されてお
り，使用薬剤に対応する酵素の“分子進化”が顕著である。本総説では特にクラス A β ―ラクタマーゼを
対象とし，β ―ラクタマーゼの ESBL，カルバペネマーゼ活性獲得のメカニズムを立体構造の面から紹介
する。
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薬剤耐性菌が生産する β―ラクタマーゼは，そのアミノ酸配
列から Amblerらによって Aから Dの 4クラスに分類され
る１）。クラス A，C，Dに属する酵素はセリン残基を活性触媒
基とするセリン β―ラクタマーゼであり，一方クラス B酵素
は亜鉛要求性の金属 β―ラクタマーゼである。4つのクラスは
基質特異性の面でも特徴があるとされ，クラス Aはペニシリ
ン系薬に対し高い分解活性を示すペニシリナーゼ，クラス B
はカルバペネム分解性，クラス Cはセファロスポリン系薬に
対し高い特異性を示すセファロスポリナーゼ，クラス Dはオ
キサシリナーゼとして知られてきた。しかしながら，より広い
範囲の薬剤に対して分解活性を示す基質特異性拡張型 β―ラ
クタマーゼ（Extended-spectrum β -lactamases：ESBL）が出
現し，世界中で数多く報告されてきた。クラス Aでは ESBL
に加えてカルバペネム系薬を分解する酵素も複数報告され問
題視されている２，３）。
一般に酵素の触媒機能や基質認識機構を論じるうえで，酵

素の立体構造情報を得ることは大きなアドバンテージとな
る。薬剤の作用・分解に関連する酵素の場合，ドラッグデザイ
ンにつながる重要な情報を提供することにもなる。β―ラクタ
マーゼについては現在までに多くの X線結晶構造解析が行
われており，Aから Dの各クラスに属する複数の β―ラクタ
マーゼに加え，β―ラクタム剤の本来のターゲット酵素である
細胞壁合成酵素トランスペプチダーゼ（ペニシリン結合タン
パク質，PBP）の結晶構造も解明されており，立体構造と基質
特異性・触媒能の関係，多様な酵素群の分子進化過程につい
て議論がなされている。クラス A，C，Dおよび PBPでは，

全体構造のトポロジーが共通であることが確認できる（Fig.
1）４，５）。これらのタンパク質群は，共通の全体構造を保ちつつ多
様な基質特異性を有しているのである。

I． クラス A ESBL

クラス Aの ESBLには，大きく分けて 2つのタイプが
存在する。まず 1つ目は，TEM-1や SHV-1など非 ESBL
型の親酵素にアミノ酸変異が起きたことで基質特異性が
拡張した酵素群である６）。この酵素群では多くの場合，基
質結合に関与するアミノ酸の置換により基質認識に変化
が起き，結果として基質特異性が広がったと考えられ
る７）。一般に，これらのアミノ酸置換による酵素全体ある
いは基質結合部位の立体構造にはほとんど変化がみられ
ない。
2つ目のグループは，従来のペニシリン分解酵素との

アミノ酸配列相同性が低い酵素群である。細菌の染色体
上にコードされていた基質特異性の広い β ―ラクタマー
ゼがプラスミド伝達性となることで広く伝搬し，その過
程においてアミノ酸置換を起こしてバリエーションを生
じたと考えられる８）。このタイプの代表例としては，高い
セフォタキシム分解活性を有する CTX-M型酵素群が挙
げられ，このファミリーに属する酵素はすでに 100種類
以上が報告されている６，９）。1つ目のグループとの間の一
次構造（アミノ酸配列）の同一性はおおよそ 40％前後か
それ以下であり，分子として構造面で明確な違いを有す
ると予想された。

＊山形県山形市小白川町 1―4―12



288 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 M A Y 2 0 1 3

Fig.　1.　Three-dimensional structure of β-lactamases. PDB accession numbers are in 

the parentheses. A: class A β-lactamase Toho-1 (1IYS)12), B: class B β-lactamase 

VIM-4 (2WHG)24), C: class C β-lactamase AmpC (1KE4)25), D: class D β-lactamase 

OXA-10 (1K4F), E: PBP2 from Neisseria gonorrhoeae (3EQU)26). In A, C to E, active-

site Ser residue is indicated as stick model with black arrow. In B, Zn atoms are in-

dicated as grey spheres.
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1．CTX-M型 ESBL Toho-1（CTX-M-44）における基質
特異性拡張メカニズム

β ―ラクタマーゼ Toho-1（CTX-M-44）は，東邦大学医
療センター大森病院において患者の尿より単離された薬
剤耐性大腸菌が生産する β ―ラクタマーゼであり，高いセ
フォタキシム分解活性を有する ESBLとして 1995年に
報告された１０）。その立体構造が従来の酵素とどのように
異なるのか興味がもたれたが，結晶構造解析の結果，
Toho-1の全体構造は非 ESBLの酵素の構造と非常に類
似しており，明らかな差異は確認できなかった１１，１２）。そこ
でわれわれのグループでは Toho-1の基質特異性拡張メ
カニズムとして，以下の 2つの仮説を立て実験的に検証
した。
第一に，Toho-1の基質結合部位は非 ESBLよりも柔軟

性が高く，それゆえに大きな置換基を有する基質を結
合・加水分解することができると予想した。結晶構造解

析により得られる立体構造は，あくまでも結晶タンパク
質分子の平均像，静止画像であり，“柔軟性”の情報を結
晶構造解析から直接得ることはできない。そこで基質結
合部位に共有結合（ジスルフィド結合）を導入し，人為
的に酵素の一部を固定することでこの仮説を検証した。
基質結合部位に存在する 238番目のグリシン残基をシス
テイン残基に置換した変異型酵素 G238Cにおいては，新
たに導入した 238番目のシステイン残基と既存の 69番
目のシステイン残基との間にジスルフィド結合が形成さ
れた。結晶構造解析から，このジスルフィド結合導入に
よる基質結合部位の構造変化は生じないことが確認され
た（Fig. 2）。この変異型酵素では，オキシイミノセファロ
スポリン系薬に対して選択的に活性が低下した。一方，
基質結合部位から離れた箇所にジスルフィド結合を導入
した変異型酵素 A77C�G123Cではこのような基質特異
性の変化はみられず，基質結合部位の柔軟性の重要性が
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Fig.　2.　Substrate-binding site of Toho-1 mutant G238C 

(PDB accession number: 1WE4). It is superimposed 

on the structure of Toho-1 acyl-intermediate with 

cefotaxime (PDB accession number: 1IYO), shown 

in dark grey.
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Fig.　3.　Substrate-binding cleft of carbapenemase KPC-

2 compared with that of TEM-1 (grey). In KPC-2, 

several amino acid residues shift to the direction in-

dicated with arrows23).
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示唆される結果となった１３）。
第二の仮説として，Toho-1と非 ESBL型酵素のアミノ

酸の同一性が 40％であり，60％のアミノ酸は異なるこ
とから，CTX-M型酵素のみにおいて保存されているア
ミノ酸残基が基質認識・結合に重要である可能性が考え
られた。実際に薬剤を結合したアシル化酵素の結晶構造
から，Toho-1において基質結合に関与するアミノ酸残基
の候補を絞ることができた１４）。それらのアミノ酸残基を
置換した変異型酵素の速度論的解析を行った結果，変異
型酵素における基質特異性は TEM型や SHV型の
ESBLでみられたほど劇的には変化せず，CTX-M酵素で
保存されている基質結合部位の一つ一つのアミノ酸残基
の基質特異性拡張への影響は限定的であった１５）。
以上の結果から，CTX-M型酵素における基質特異性

拡張は，基質結合部位の高い柔軟性と，基質結合部位付
近のアミノ酸置換の総合的な効果によるものと推測され
た。
2．酵素の熱安定性が細菌の薬剤耐性に与える影響
基質結合部位から離れた箇所にジスルフィド結合を導

入した Toho-1変異型酵素 A77C�G123Cは，野生型
Toho-1と速度論的性質にはほとんど差がみられない。こ
のことは A77C�G123Cと野生型酵素では触媒能に差が
ないことを意味する。しかし，A77C�G123Cを生産する
大腸菌においては，野生型 Toho-1生産菌よりも複数の
抗生物質に対してMIC値が大きくなる傾向がみられた。
A77C�G123Cのタンパク質分子としての熱安定性は野

生型酵素より有為に高いことから，細菌の薬剤耐性には，
細菌が生産する酵素の熱安定性向上も寄与することが示
唆された１６）。酵素の安定化による生産菌の薬剤耐性向上
は，TEMなど他の β ―ラクタマーゼにおいても起きてい
る可能性があると考えられる。

II． クラス Aカルバペネマーゼ
カルバペネムは β ―ラクタマーゼに分解されにくく

“last resort”と称されるが，近年はカルバペネム分解能
をもつ酵素（カルバペネマーゼ）の出現が相次いでいる。
クラス B β ―ラクタマーゼの IMP，VIM，NDM-1，一部の
クラス D酵素に加え，クラス Aにおいても複数のカル
バペネマーゼが報告されており，カルバペネム分解機構
の解明は急務である１７，１８）。
1．クラス Aカルバペネマーゼ
現在，複数のクラス A β ―ラクタマーゼがカルバペネ

ム分解能をもつと報告されている。KPC（Klebsiella pneu-

moniae carbapenemase）ファミリーは 10以上の酵素が
データベースに登録されており，互いに 1から数アミノ
酸が異なる６）。GES（Guiana extended-spectrum）ファミ
リーには 20以上の酵素があるが，カルバペネム分解活性
が非常に低い酵素が混在する。SME（Serratia marcescens

enzyme）には 3つの酵素があり，それぞれ 1―2アミノ
酸が置換されている１９）。IMI（imipenemase）には 2つ
の酵素があり，2アミノ酸が異なる。NMC-A（non-
metallocarbapenemase-A）は IMI酵素と 8アミノ酸が
異なる酵素である。これに加え，SHV-38，Serratia fonticola
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由来 SFC-1もカルバペネム分解能をもつと報告されて
いる１８）。KPC，IMI，SME，NMC-Aはアミノ酸配列の相
同性が非常に高い一方，他のカルバペネマーゼとの相同
性はカルバペネム非分解性の酵素との相同性と同程度で
ある。
クラス Aカルバペネマーゼ共通の特徴として早くか

ら指摘されたのは，Cys69-Cys238間のジスルフィド結合
であった２０）。SME-1では Cys69および Cys238部分のコ
ドンにランダム変異が導入され，このジスルフィド結合
はカルバペネムだけではなくアンピシリンやセフォタキ
シムなどすべての β ―ラクタム剤分解に必須であること
が示唆された２１）。この結果から，カルバペネマーゼのジス
ルフィド結合は活性触媒部位の構造維持に重要であると
考えられる。
2．GESファミリーの特徴
GESカルバペネマーゼでは，カルバペネム分解活性に

関与する可能性のある特徴として次の点が挙げられてい
る。カルバペネム分解活性をもたない GES-1においては
170番目の残基がグリシンであり，カルバペネム分解能
を有する GES-4および GES-5についてはセリン残基で
あることから，170番目のアミノ酸残基がカルバペネム
分解に重要であると考えられる。基質とのドッキングシ
ミュレーションからは，GES-1の場合はイミペネムのカ
ルボニル基の炭素原子と Ser70側鎖の酸素原子間の距離
が大きすぎて求核反応には好ましくないのに対し，GES-
2においては 170番目のアスパラギン残基が活性触媒部
位の水分子を安定化する可能性が示唆されている２２）。
3．クラス Aカルバペネマーゼの立体構造上の特徴
X線結晶構造解析により，すでに KPC-2，GES-1，SME-

1，NMC-Aの立体構造が明らかになっている。GESファ
ミリーでは，カルバペネム分解活性が低い GES-1の立体
構造が解析されている。
これらの酵素と非カルバペネム分解性クラス A β ―ラ

クタマーゼの全体立体構造はよく類似している。しかし
基質結合部位を詳細に解析すると，いくつかの特徴があ
ることが確認された。KPC-2，SME-1，NMC-Aでは，Ser70
の位置がシフトすることで，活性部位のクレフト（溝）が
浅くなる。次に，Asn132と Asn170のシフトにより，そ
の間の距離が遠くなり，抗生物質の 6α 置換基の結合す
るスペースが広くなる傾向がみられた（Fig. 3）２３）。これら
の残基位置が従来の酵素とはわずかに異なることで，こ
れらのクラス A β ―ラクタマーゼはカルバペネム分解活
性を獲得したと考えられる。GES-1の結晶構造解析に基
づいたシミュレーションにおいても，GES-1と比較して
カルバペネム分解能を有する GES-2では，基質結合クレ
フトにおけるイミペネム結合位置が GES-1よりも 1.5Å
溶媒側に動くことが示された２２）。クラス Aカルバペネ
マーゼにおいては，以上に述べたクレフトの形状変化，
クレフトへの基質結合位置のシフトが共通して起きてい

る可能性が高いと考えられる。
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Extended-Spectrum β -Lactamase: a strategy to expand substrate specificity
from the viewpoint of structural biology
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β -Lactamases are bacterial hydrolytic enzymes that inactivate β -lactams. They are classified into four
classes from A to D, based on the amino acid sequence. With the clinical use of many different β -lactams, β -
lactamases that can hydrolyze a broad range of β -lactams have emerged. These enzymes with broad sub-
strate specificity are called “Extended-spectrum β -lactamases (ESBL)”. In class A, many ESBLs that can hy-
drolyze third-generation cephalosporins have been reported. Moreover, several enzymes with hydrolyzing
activity toward carbapenems, the β -lactam antibiotics that are stable to most of the β -lactamases and are
therefore known as the “last resort”, have also emerged. Thus, the molecular evolution against new antibiot-
ics seems to be ongoing. In this review, I focus on the structural features of class A enzymes, and introduce
how these protein molecules acquire hydrolytic activity toward a broader range of β -lactams.


