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研究成果の概要（和文）：本研究では，X線結晶構造解析および固体NMR解析により，Pradimicin A (PRM-A) の
マンノース (Man) 認識機構を解明するとともに，合成オリゴマンノースを用いた結合試験により，PRM-Aが真菌
マンナンの非還元末端Man残基が密集している箇所に選択的に結合することを見出した．さらにこれらの知見に
基づいて誘導体設計を行い，凝集性を抑えたPRM-Amideおよび真菌マンナンを蛍光染色するPRM-Azideを開発し
た．

研究成果の概要（英文）：This study uncovered the molecular basis of D-mannose (Man) recognition of 
Pradimicin A (PRM-A) by a combination of X-ray crystallography and solid-state NMR spectroscopy.  It
 is also suggested by binding studies using synthetic oligomannoses that PRM-A could recognize 
regions in fungal mannans where Man residues at the non-reducing ends are densely located.  Based on
 these findings, we developed two derivatives of PRM-A, PRM-Amide with a less aggregative property 
and PRM-Azide capable of fluorescently staining fungal mannans.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 抗生物質　糖鎖　pradimicin　分子認識
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 近年，抗菌薬に対する耐性菌の出現が医療

機関における重大な脅威となっている．現存

する抗菌薬が効かない「悪夢の耐性菌」カル

バペネム耐性腸内細菌をはじめ，様々な多剤

耐性菌が急激に増加しており，病原微生物の

薬剤耐性に対する対策が世界的規模で展開

されつつある．2011年に世界保健機構は「No 
Action Today, No Cure Tomorrow」のメッセー
ジとともに耐性菌の拡大を食い止める対策

を提唱している．また，日本学術会議も 2013
年の G8 サミットにおいて「病原微生物の薬
剤耐性問題：人類への脅威」という共同声明

を発表している．日本国内においても，2014
年に医学・薬学系の 6学会が新規抗菌薬開発
の重要性に関する提言書を厚労省，文科省，

経産省の 3大臣に提出している．病原微生物
の薬剤耐性がここ数年間で特に問題視され

るようになった主な理由としては，多くの製

薬企業が利益の少ない抗菌薬開発から撤退

していること，また大学や研究機関において

も抗菌薬の新たな標的となりうる分子の探

索研究が停滞していることが挙げられる． 
	 現在承認されている抗菌薬の大部分は「核

酸あるいはタンパク質」を標的分子としてい

るが， 1988 年に放線菌から単離された
Pradimicin A (PRM-A, Fig. 1) は，真菌類の細
胞壁に存在するマンナン  [D-マンノース 
(Man) を主成分とする多糖] に結合して抗真
菌活性を示す類稀な低分子化合物である [1]．
PRM-Aは「糖鎖」を直接の標的分子とする前
例のない抗菌薬リードとして期待を集めた

が，極めて高い凝集性を有するためにその糖

認識機構および抗菌メカニズムの解析研究

は十分に進展せず，PRM-Aをリードとした抗
菌薬開発は中断を余儀なくされていた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 1  PRM-Aおよび BMY-28864 

	 このような状況の中，本研究代表者らは

近年，PRM-A の糖鎖結合における最小認
識単位であるManと PRM-Aとの複合体を
凝集体として調製し，固体 NMR でその複
合体構造を解析するという全く新しい解

析戦略を実践した [2–4]．その結果，複合
体中における PRM-AとManの原子間距離
を網羅的に取得することに成功し，PRM-A
による糖認識機構を解明するための突破

口を見いだすに至っている． 
 
２．研究の目的 
	 PRM-A に基づいて抗菌薬リードを合理
的に設計するためには，Man認識機構を明
らかにするとともに，真菌における標的分

子であるマンナンとの結合解析が必要不

可欠である．そこで本研究では，(1) PRM-A
とManの結合様式を解明するとともに，(2)	
マンナンの構造上の特徴を有するマンノ

オリゴ糖を系統的に化学合成し，PRM-A
が高い結合親和性を示すマンナン部分構

造を特定することを目的とした．さらに，

これらの知見をもとに，(3) 合成が容易で，
かつ凝集性を示さない PRM-A アナログを
新たな抗菌薬リードとして設計開発する

ことを試みた． 
 
３．研究の方法 
(1) PRM-Aと Manの結合様式の解析 
	 PRM-A と Man の結合様式を解明するた
めには，PRM-A の Ca2+ 結合部位を特定す

る必要がある．そこで，PRM-A の水溶性
アナログである BMY-29964 (Fig. 1) の
Ca2+ 複合体の結晶を作成し，X線構造解析
によって Ca2+ 結合部位を特定するととも

に，これまでの固体 NMR 解析から得られ
た原子間距離情報をもとに密度汎関数法 
(DFT) 計算によって PRM-AとManの結合
様式の解析を行なった． 

(2) マンノオリゴ糖との結合解析 
	 Candida 属などの真菌の細胞壁マンナン
は，Man が α-1,6 結合で連結した主鎖に 
α-1,2 結合あるいは α-1,3 結合で連結した
マンノオリゴ糖が側鎖として付加した櫛

型構造を基本骨格としている．また，側鎖

の末端には，β-1,2結合で連結したマンノオ
リゴ糖が一部付加されており，このオリゴ

糖部分がコンパクトに折り畳まれたヘリ
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ックス様構造を形成していることも特徴と

して挙げられる [5]．さらに，側鎖の一部に
はリン酸基を介して Man が結合しているモ
チーフも存在する．そこで，これらの構造上

の特徴を有するマンノオリゴ糖 (Fig. 2) を
有機合成し，PRM-Aとの結合試験を行った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2  合成したマンノオリゴ糖 

 
(3) PRM-Aアナログの開発 
	 創薬リードとしての PRM-A の大きな欠点
の一つは，高い凝集性である．そこで，(1) で
得られた情報をもとに，Man結合特異性を保
持し，かつ凝集性を低めたアナログの設計を

行った． 
 
４．研究成果	

(1) PRM-Aと Manの結合様式の解析 
	 BMY-28864の Ca2+ 複合体の結晶は，CaCl2

を含む MOPS バッファー (pH 7.0) 中で作成
した．X 線構造解析の結果，二分子の

BMY-28864 が 13 位カルボニル基および 14
位水酸基部分で Ca2+ と結合した二量体構造

を形成していることが明らかになった (Fig. 
3; A)．さらに，二次元固体 NMR解析によっ
て，Man と結合した状態においても PRM-A
は結晶構造に対応する二量体を形成してい

ることが確認された．そこで，本結晶構造と

これまでの固体 NMR 解析から得られた知見
を基に，DFT計算によって PRM-A，Ca2+，お

よび methyl α-D-mannopyranoside (Man-OMe) 

の複合体モデルを構築したところ，PRM-A
は Man-OMeの 2, 3, 4位水酸基と水素結合
を形成する一方で，6 位水酸基とは相互作
用しないことが示唆された (Fig. 3; B)．本
結合様式は，PRM-A が 2-, 3-, あるいは
4-deoxy-Man-OMe と結合しないのに対し，
6-deoxy-Man-OMe とは結合するという知
見と完全に一致することから，本モデルが

妥当であることが確認された． 
	 本研究は，「低分子化合物による Man
認識」という類稀な現象を分子レベルで解

明した初めての例であり，天然物化学，創

薬化学，糖鎖科学における学術的意義は極

めて大きい． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3  (A) BMY-28864の Ca2+ 複合体の結

晶構造（赤および青：BMY-28864，緑：Ca2+）．

(B) PRM-A/Ca2+/Man-OMe 複合体モデル
（灰：C，赤：O，青：N，白：H，緑：Ca2+）. 
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(2) マンノオリゴ糖との結合解析 
	 PRM-A は真菌の細胞壁マンナンに結合す
ることにより抗真菌活性を示す．従って，マ

ンノオリゴ糖共存下で抗真菌試験を行った

場合，PRM-Aは真菌の細胞壁マンナンだけで
なくオリゴ糖とも結合することになり，オリ

ゴ糖との結合活性に応じて PRM-A の抗真菌
作用が阻害される．そこで，Candida rugosa
に対する PRM-A (32 µg/mL) の抗真菌作用を
阻害するマンノオリゴ糖の最小濃度を求め

ることにより，合成したマンノオリゴ糖 (Fig. 
2) と PRM-A の結合を評価した．その結果，
PRM-A は非還元末端を一つ有するオリゴ糖
よりも複数有するオリゴ糖に強く結合し，そ

の結合活性は非還元末端の数が多くなるほ

ど高くなることが明らかとなった．本結果よ

り，PRM-Aは真菌マンナンの非還元末端Man
残基が密集した部分に選択的に結合するこ

とが示唆された． 
	 本研究で得られた知見は，PRM-Aの抗真菌
メカニズムを解明する上で基盤となるもの

であり，PRM-Aに基づく抗真菌薬開発に貢献
することが期待される． 
 
(3) PRM-Aアナログの開発 
	 PRM-A/Ca2+/Man 複合体モデルに基づくと，
PRM-A のカルボキシ基をアミド化しても

Manの 2, 3, 4位水酸基と水素結合を形成でき
る可能性が示唆された。そこで，PRM-A と
2-aminoethanol を 縮 合 し た ア ナ ロ グ
PRM-Amide (Fig. 4; A) を合成し，その Man
結合活性を等温滴定カロリメトリー  (ITC) 
で評価した．その結果，結合活性は PRM-A
よりも 5 倍程度低いものの，PRM-Amide は
Man と特異的に結合することが確認された．
さらに，PRM-Amideは凝集性が極めて低いう
え，C. rugosa に対して顕著な抗真菌活性 
(MIC = 16 µg/mL) を示すことが明らかにな
った．本結果は，PRM-Amideが PRM-Aより
も優れた創薬リードであることを示唆する

ものであり，PRM-Aに基づく創薬研究再開の
突破口となりうるものである． 
	 さらに本結果に基づき，PRM-Aを利用した
糖鎖染色剤の開発も試みた．PRM-Aのカルボ
キ シ 基 に ア ミ ド 結 合 を 介 し て

11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amine を導入し
た PRM-Azide (Fig. 4; A) を合成したところ，
本誘導体は PRM-Amide と同程度の活性で

Manと結合し，他の主要な単糖には全く結
合しないことが明らかとなった。そこで，

PRM-Azideと蛍光基TAMRA-alkyneを用い
た ア ジ ド – ア ル キ ン 付 加 環 化 反 応 
(CuAAC) により C. rugosaの細胞壁マンナ
ンの蛍光染色を試みたところ，細胞表面に

顕著な蛍光が観察できた (Fig. 4; B)。本結
果は，PRM-Azideが糖鎖を蛍光染色するツ
ール分子として糖鎖生物学研究に利用で

きる可能性を示唆するものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4  (A) PRM-Amideおよび PRM-Azide．
(B) PRM-AzideとTAMRA-alkyneのCuAAC
反応を利用した C. rugosaの蛍光染色（上：
位相差画像，下：蛍光画像）． 
 
(4) が ん 細 胞 に 対 し て 毒 性 を 示 す
Quinocidinの単離 
	 放線菌 Actinomadura sp. TP-A0019 から
PRM-A を単離する過程で，ヒト子宮頸癌
由来 HeLa-S3 細胞に対して毒性 (IC50 = 
0.63 µM) を示す新規天然物Quinocidin (Fig. 
5) を単離同定した．Quinocidinは天然では
極めて稀は 3,4-dihydroquinolizinium 骨格を
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有しており，中性水溶液中，室温でチオール

と選択的に付加反応を起こすことが明らか

になった．これまで 3,4-Dihydroquionolizinium
環を母核とする天然物の報告はなく，また本

ヘテロ環へのチオールの付加反応も知られ

ていなかったことから，quinocidin は新たな
抗がん剤リードになるとともに，ケミカルバ

イオロジー研究への応用も期待できる． 
 
 
 
 
 
 

Fig. 5  Quinocidinとチオールの付加反応 
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