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研究成果の概要（和文）： 
Pradimicin (PRM) は，Ca2+ イオン存在下 D-マンノース (Man) と特異的に結合する天然抗生物

質群である．本研究では，「固相中での分子相互作用解析」という全く新しい解析戦略のもと，

PRM と Man との複合体の固体 NMR 解析を行なった．その結果，PRM が Ca2+ イオンを介して

Man と結合していることを明らかにするとともに，PRM における Man 結合部位を初めて特定

することに成功した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Pradimicins (PRMs) are natural antibiotics that recognize D-mannose (Man) in the presence of Ca2+ ion.  

In this study, a new strategy for analyzing molecular interaction of PRMs with Man in the solid state has 

been developed.  The solid-state NMR analyses of the complexes of PRMs with Man revealed that 

PRMs bind Man in a Ca2+-mediated manner, and successfully identified the Man binding site of PRMs. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年，糖鎖は多彩な生物学的機能を持つこ

とが明らかになり，核酸やタンパク質と並ぶ

第三の生命鎖として脚光を浴びている．それ

に伴い，創薬のリードあるいは糖鎖の役割を

解析するツール分子として，特定の糖を認識

する化合物 (糖レセプター) の需要が拡大

しつつある．特に，非ペプチド性低分子化合

物が水溶液中で糖を認識できることが実証

されて以来，供給面や化学的安定性の面で優

れている低分子型の糖レセプターに対する

興味と期待は急速に高まっている． 
 なかでも特に大きな注目を集めているの

が，Pradimicin (PRM) 類である．PRM は放線

菌由来の抗生物質であり，Ca2+ イオン存在下

で D-マンノース (Man) を認識する．現在の

ところ，水溶液中で Man を認識する人工レセ

プターは報告されておらず，PRM は「唯一の

非ペプチド性 Man レセプター」としてその学

術的価値は高い．さらに近年，PRM がヒト免

疫不全ウイルス (HIV) 上の糖鎖に結合する

ことにより，HIV の標的細胞への侵入を阻害

するとともに，宿主免疫機構を利用して HIV
を排除することが明らかにされた．この PRM
の類稀な「Man 認識能」と前例のない「二段

階抗 HIV 作用」は，天然物化学，糖鎖科学，

創薬化学など多くの研究分野から大きな関

心が寄せられている． 
 
２．研究の目的 
 「PRM がいかに Man を認識しているのか」

という問題は学術的に極めて重要なトピッ

クであるが，その全容は全く明らかにされて

いない．その主な原因は，PRM が凝集性を有

していること，また溶液中で Ca2+ イオンおよ

び Man と多数の複合体を形成することから， 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

一般的な X 線結晶構造解析や溶液 NMR 解析

を適用することができなかったことが挙げ

られる． 
 本研究では，機器分析には不利とされてい

る「凝集」という現象を逆に利用することに

より，「固相中での分子相互作用解析」とい

う全く新しい解析戦略のもと，PRM と Man
の結合様式を解析することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 PRM は，Ca2+ イオンを介して二量体ユニ

ットを形成し，この Ca2+ 複合体が 2 分子の

Man を結合して複合体 I [PRM2/Ca2+/Man2] と
なった後，さらに 2 分子の Man を結合して最

終的に複合体 II [PRM2/Ca2+/Man4] となると

考えられている (スキーム 1)．溶液中におい

ては，これらの複合体は互いに会合してオリ

ゴマーあるいは凝集体を形成するため，相互

作用解析は極めて困難となる．一方，固体状

態の凝集体においては，液相中のような平衡

は存在しない．本研究ではこの点に着目し，

凝集という現象を利用して単一成分の

PRM/Ca2+/ Man 複合体からなる固体試料を作

成し，その構造を固体 NMR で解析した． 
 
４．研究成果 

(1) 研究の主な成果 
① 凝集を利用した解析系の構築 
 PRM と Man は二段階で結合することが指

摘されているが (スキーム 1)，それぞれの段

階の結合定数は評価されていなかった．そこ

で，等温滴定カロリメトリー (ITC) を用いて

PRM の一種・PRM-A (図 1) と methyl α-D- 
mannopyranoside (Man-OMe) の結合を解析し

た．その結果，二段階結合に由来する特徴的

な滴定曲線が得られ，一段階目および二段階 
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図 1  Pradimicin A (PRM-A) の構造 
 
 
目の結合定数は，それぞれ 10,400 M-1，263 M-1

と見積もられた．本結果は，一段階目の Man
結合は二段階目よりも約 40 倍強いことを示

唆するものである． 
 そこで本知見に基づいて，PRM-A の凝集性

と Man 結合における一段階目および二段階

目の親和力の差を利用して，解析系の単純化

を試みた．まず，CaCl2 と Man-OMe を用いて

PRM-A/Ca2+/Man-OMe 複合体を固体の凝集体

として調製した．この凝集体を酸処理して分

解後，混合物中の Man-OMe/PRM-A 比を溶液

NMR で求めたところ，2.3 と算出され，凝集

体の成分は主に複合体 IIであることが確認さ

れた．一方，凝集体を水洗すると Man-OMe 
/PRM-A 比は洗浄回数依存的に減少し，最終

的に 1.1 に収束した．本結果は，二段階目に

低い親和力で結合した Man-OMe が水洗の過

程で解離し，凝集体中の成分が主に複合体 I
となったことを示唆している．つまり，凝

集・水洗の過程を経ることにより，複雑な平

衡状態の中から複合体 I の凝集体のみを選択

的に取り出せることになる．このようにして

調製した固体サンプルを用いれば，溶液中の

複雑な平衡関係を考慮することなく，PRM-A
と Man の 1:1 の相互作用を解析できることに

なる．そこで本研究では，複合体 I を構成成

分とする凝集体を用いて，PRM-A と Man と

の一段階目の結合を固体 NMR で解析するこ

とにした． 
 
② 固体 113Cd-NMR による Ca2+ 結合の解析 
 固相中での相互作用解析を行なう上で，ま

ず着目したのは Ca2+ イオンの役割である．こ

れまでの構造活性相関研究より，Ca2+ イオン

は PRM のカルボキシル基と結合しているこ

とが指摘されている．しかしながら，Ca2+ イ

オンが PRM とのみ結合するのか，あるいは

Man とも結合するのかは不明である．この点

を明らかにするため，Ca2+ イオンのサロゲー

ト と し て 113Cd2+ イ オ ン を 用 い た 固 体
113Cd-NMR 解析を試みた．113Cd2+ イオンは，

Ca2+ イオンと同程度のイオン半径を有する

うえ，NMR 測定および解析が容易な核種で

あることから，113Cd-NMR は Ca2+ イオンの化

学的環境を解析する上で広く用いられてい

る手法である． 
 まず，PRM-A と Man との結合において，

Cd2+ イオンが Ca2+ イオンのサロゲートとな

りうるかどうかを評価した．凝集・水洗によ

って PRM-A/Cd2+/Man-OMe 複合体を調製し

たところ，その凝集体内の Man-OMe/PRM-A
比は 0.88 であった．一方，methyl α-D-gluco- 
pyranoside (Glc-OMe) 存在下で PRM-A/Cd2+ 

凝集体を調製した場合には，凝集体中に

Glc-OMe はほとんど含まれていなかった．本

結果より，PRM-A は Cd2+ イオン存在下にお

いても Man-OMe と選択的に結合することが

明らかになった．さらに， PRM-A/Ca2+/ 
Man-OMe と PRM-A/Cd2+/Man-OMe 凝集体の

固体 13C-NMR スペクトルが互いに類似して

いたことから，Cd2+ イオンおよび Ca2+ イオ

ン存在下で PRM-A は同様の凝集構造を形成

することが確認された． 
 そこで，PRM-A/113Cd2+ および PRM-A/ 
113Cd2+/Man-OMe 凝集体をそれぞれ調製し，

固体 113Cd-NMR を測定した．その結果，

PRM-A/113Cd2+ 凝集体においては，Cd(OAc)2 

·2H2O [ –46 ppm] や

Cd(O2CCH2CH2CO2)·2H2O [ –52 ppm] などカ

ルボキシル基が結合した Cd 化合物のケミカ

ルシフト値に近い –50 ppm 付近にブロード

なシグナルを与え，113Cd2+ イオンが Ca2+ イ

オンと同様に PRM-A のカルボキシル基に結

合していることが支持された．一方，

Man-OMe 存在下では大幅な高磁場シフトが

認められ，–135 ppm にシャープなシグナルが

検出された．本結果は，Man-OMe の結合に

よって 113Cd2+ イオンの配位様式が変化する

ことを強く示唆するものである．さらに，
113Cd シグナルの大幅な高磁場シフトは酸素
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原子が 113Cd2+ イオンに結合した時に認めら

れることから，Man-OMe の水酸基が 113Cd2+ 

イオンに直接結合することにより，113Cd2+ イ

オンの配位様式の変化が引き起こされてい

る可能性が考えられた．以上の考察から，

PRM-A が Ca2+ イオンを介して Man と結合す

るという全く新しい結合様式を想定した． 
 
③ DARR 解析による結合様式の検証と Man
結合部位の同定 
 上述の結合様式に基づくと，PRM-A におけ

る Man 結合部位はカルボキシル基付近とい

うことになる．そこで，本結合様式の妥当性

を検証するため，PRM-A/Ca2+/Man-OMe 凝集

体 の dipolar assisted rotational resonance 
(DARR) 解析を行なった．DARR は，6 Å 以

内の距離にある 13C 間をクロスピークとして

検出する固体 NMR の方法論である． 
 PRM-A 産生菌の生合成反応を利用して標

識パターンが異なる 3 種の 13C 標識 PRM-A
を調製し，[13C6]Man-OMe との分子間 DARR
クロスピークを指標として Man 結合部位の

同定を試みた．その結果，PRM-A の D-アラ

ニン部分に対応する 17 位，17-Me，18 位と

[13C6] Man-OMeとのシグナル間に顕著な分子

間クロスピークが検出され (図 2)，PRM-A の

カルボキシル基と Man-OMe が空間的に近接

していることが実証された．さらに，PRM-A
の 3-Me，4，5，14 位においても分子間クロ

スピークが検出され，PRM-A の D-アラニン

部分 
と ABC 環で形成される溝が Man 結合部位で

あることが明らかになった．一方，11-O-Me 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  [13C6]Man-OMe との分子間 DARR クロ

スピークが検出された部位 (赤字) 
および 4’-N-Me においては，分子間クロスピ

ークは検出されなかった．本結果より，これ

らの部位が Man との一段階目の結合には直

接関与していないことが示されたと同時に，

固体中で非特異的に結合した Man-OMe はほ

とんどなく，検出されたクロスピークはすべ

て特異的結合に由来することが確認された． 
 以上の結果とこれまでの構造活性相関の

知見から推定される結合モデルを図 3 に示す．

非常に興味深いことに，PRM-A の Man 結合

様式は，超分子化学の研究分野で開発が進め

られている人工糖レセプターの設計コンセ

プトに合致する．すなわち，PRM-A の A 環

部分は CH/π 相互作用のための疎水性芳香環

部分，D-アラニン，アントラキノン，および

二糖部分が側鎖親水性ユニットと捉えるこ

とができる．これらの知見は，PRM による

Man 認識機構の全容解明のための糸口を与

えるだけでなく，人工 Man レセプターを設計

する上での有用な指針となりうる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  PRM-A と Man の推定結合モデル (上) 
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と人工糖レセプターの設計コンセプト (下) 
④ PRM-A の水溶性アナログ・BMY-28864 と

マンノースとの複合体の固体 NMR 解析 
 BMY-28864 (1) は，PRM-A の D-Ala 部分を

D-Serに置換した誘導体であり (図 4)，PRM-A
の水溶性アナログとして作用機構解析や各

種生物活性評価に広く用いられている．しか

しながら，1 が PRM-A と同様に Man を結合

することを直接示す実験的証拠はなかった．

そこで本研究では，上述の固体 NMR を用い

た解析戦略を 1 にも適用し，Ca2+ 配位様式と

Man 結合部位の両面から PRM-A と 1 との比

較を行なった． 
 まず，1 の Ca2+ 配位様式を調べるため， 
1/113Cd2+/Man-OMe 複合体を固体サンプルと

して調製し，固体 113Cd-NMR スペクトルを測

定した．その結果，PRM-A/113Cd2+/Man-OMe
複合体 [–135 ppm] に比べてわずかに低磁場

側の –129 ppm にシャープな 113Cd シグナル

が観測された．113Cd シグナルは，113Cd2+ イ

オンの化学的環境に敏感に反応し，800 ppm
以上にわたる広範囲のケミカルシフトを与

えることから，PRM-A と 1 のケミカルシフト

の僅かな差は 113Cd2+ イオンの化学的環境に

大きな違いがないことを示唆している．本結

果より，PRM-A と 1 の Ca2+ 配位様式はほぼ

同様であることが確認された． 
 一方，Man結合部位に関しては，1がPRM-A
と同様にカルボキシル基付近で Man を結合

するかどうかを DARR 解析により検証した．

カルボキシル基と N-メチル基を 13C 標識した

1 と[13C6]Man-OMe を用いて 1/Ca2+/Man-OMe
複合体を調製し，その DARR スペクトルを測

定した．その結果，1 のカルボキシル基が特 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4  BMY-28864 (1) の構造 

異的に Man-OMe と近接していることが確認

され，1 も PRM-A と同様にカルボキシル基付

近で Man を結合していることが確認された． 
 以上の結果より，1 は PRM-A と同様に Ca2+ 

イオンおよび Man を結合していることが初

めて実証された． 
 
(2) 得られた成果の国内外における位置づけ

とインパクト 
 PRM は，「唯一の低分子型 Man レセプタ

ー」として学術的に極めて興味深い分子であ

ることから，その発見以来 20 年以上に渡っ

て国内外の研究グループが PRM の Man 認識

機構の解明に挑戦してきた．しかしながら，

Man 結合部位に関する間接的な知見さえも

全く得られておらず，いずれも研究の断念を

余儀なくされている． 
 本研究は，PRMと Manの結合における Ca2+ 

イオンの役割を明らかにするとともに，Man
結合部位の特定に初めて成功し，PRM による

Man 認識機構を解明する上で大きな前進を

果たした．さらに本研究は，固体 NMR のみ

でレセプター中のリガンド結合部位を同定

した類稀な例として固体 NMR の研究分野に

も大きなインパクトを与えた． 
 
(3) 今後の展望 
 本研究によって PRM と Man との結合様式

を解析するための方法論が完全に確立され，

近い将来，「唯一の低分子型 Man レセプター」

の分子認識機構の全容が解明されることが

期待される．さらに，本研究によって得られ

た知見は，抗 HIV 薬としての PRM の構造最

適化を行なう上で必要不可欠であり，将来的

に新規作用機序を有する抗 HIV 薬の開発に

もつながることが予想される． 
 一方，現在のところ，超分子化学の最先端

の技術を持ってしても人工 Man レセプター

の開発は困難とされている．本研究は，PRM
の Man 認識機構が既存の人工糖レセプター

の設計コンセプトに合致することを示し，人

工 Man レセプターを設計するための大きな

手がかりを提示した．本研究で提唱した結合

モデルをさらに精密化することで，初の人工

Man レセプターの創製につながることが期

待される．  
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