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新規抗菌剤開発を指向した MraY 阻害天然物ムライマイシン類の合成研究
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This review describes the synthesis and structure-activity relationship (SAR) study of muraymycins (MRYs),
which are potent antibacterial nucleoside antibiotics. The key elements of our synthetic approach include the prepara-
tion of L-epi-capreomycidine via a C-H amination reaction and a convergent assemblage to construct of the framework
of MRYs using Ugi four component reaction. With this approach the ˆrst total synthesis of MRY D2 and its epimer, epi-
MRY D2, which does not have lipophilic substituents, has been accomplished. The fact that MRY D2 and it's epimer did
not show any antibacterial activity indicated the lipophilic substituents of MRYs plays an important role in membrane-
permeability. Hence, MRY analogues with lipophilic substituents were designed and synthesized simply by altering the
aldehyde component in Ugi four-component assemblage. The MRY analogues with lipophilic substituents exhibited im-
proved antibacterial activity against anti drug-resistant bacteria. It was also suggested that the accessory urea-dipeptide
motif might contribute to MraY inhibitory and antibacterial activity. Our synthetic approach would eŠectively provide a
variety of MRY analogues and resultant SAR information brings us directions to create further MRY analogues.

Key words―muraymycin; MraY; Ugi four-component reaction; C-H amination reaction; antibacterial; drug-
resistanse

1. はじめに

1935 年の Domagk らのスルホンアミドの発見や

1940 年の Fleming らによるペニシリンの発見を皮

切りに，今日まで多くの抗菌剤が開発され，“奇跡

の薬（Miracle Drugs）”として多くの人々を感染症

の脅威から救ってきた．1,2)その陰で，ペニシリンの

発見からわずか 2 年後の 1942 年には，既にペニシ

リンに耐性を獲得した薬剤耐性黄色ブドウ球菌

（penicillin-resistant Staphylococcus aureus）の存在

が確認され，1960 年代までには 80％以上の黄色ブ

ドウ球菌がペニシリンに対して耐性を獲得していた

と考えられている．1961 年にペニシリンの耐性機

構である b-ラクタマーゼで分解されない抗菌剤で

あるメチシリンが開発されたが，1974 年にはメチ

シリンやその他多くの抗菌剤に対して多剤耐性を獲

得した黄色ブドウ球菌である MRSA（methicillin-

resistant Staphylococcus aureus）が出現し，瞬く間

に薬剤耐性を有する黄色ブドウ球菌が広まった．

MRSA の治療薬として広く用いられているバンコ

マイシンにも，VRE（vancomycin-resistant Entero-

cocci）や VRSA（vancomycin-resistant Staphylococ-

cus aureus）などの耐性菌が出現している．さら

に，抗菌剤の最終兵器と言われたリネゾリドでさえ

も 2000 年の承認からわずか 1 年で耐性菌が確認さ

れている．3)このように薬剤耐性菌と人類の戦いは

常に“いたちごっこ”であり，われわれは絶えず新
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Fig. 1. Biosynthesis of Peptidoglycan
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しい作用機序を有する抗菌剤を開発する必要がある．

2. 新たなターゲット

抗菌剤を開発する上で，抗菌剤が細菌に対する選

択毒性を有することは必須である．細菌は真核生物

とは異なり細胞膜外に細胞壁を有しており，これに

よって外界からの異物の混入や浸透圧による溶菌か

ら自身を守っている．したがって細菌固有である細

胞壁の生合成を阻害する薬物の開発は，安全な抗菌

剤の開発につながるために，これまで生合成に関与

する酵素を標的として様々な抗菌剤が開発されてき

た．4,5)細菌細胞壁であるペプチドグリカンは Fig. 1

に示すように生合成される．まず細胞内で合成され

た糖ペプチドであるウリジンジホスフェート-N-ア

セチルムラミルペンタペプチド（UDP MurNAc-

pentapeptide）が膜内在タンパク質である転位酵素

MraY（translocase I）によってウンデカプレニル

リン酸（C55-P）へ転位され膜脂質である lipid I が

合成される．続いて lipid I は N-アセチルグルコサ

ミンの付加を受けたのちに細胞膜外へ転移され，ト

ランスグリコシラーゼによって糖部が，またトラン

スペプチダーゼによってペプチド部が複雑に架橋さ

れることで網目状構造を有するペプチドグリカンの

生合成が完了する．69)

臨床で広く用いられている b-ラクタム系抗生物

質やバンコマイシンなどはペプチド架橋過程を阻害

することで抗菌活性を示す．しかし MRSA や VRE

などの薬剤耐性菌は，b-ラクタム薬が結合し難い細

胞壁合成酵素（penicillin binding Protein-2′＝PBP-

2′）の産生あるいはバンコマイシンの作用点である

ペプチドグリカン前駆体（ムレインモノマー）の

D-Ala-D-Ala 部を D-Ala-D-Lac へと変異させてバン

コマイシンの結合を防ぐなど様々な機構によって既

存の抗菌剤に耐性を獲得している．

そこで，抗菌剤開発の新たな標的として生合成上

流の酵素 MraY が注目されている．MraY は，多く

の細菌間で高度に保存されている 10 回膜貫通型の

膜内在性タンパク質であり，その欠損は細菌の生存

に致死的であることが知られている．10) MraY 阻害

剤の開発は薬剤耐性菌に有効な抗菌剤の開発につな

がると考えられることから，われわれは MraY 阻

害剤の開発を通じた新規抗菌剤の創製に着手した．

3. ムライマイシン類

筆者らは MraY 阻害活性を有する天然物である

ムライマイシン類（MRYs, Fig. 2）に注目した．

MRYs は，2002 年に米国 Wyeth 社（現 Pˆzer 社）

によって放線菌（Streptomyces sp.）から単離され
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Fig. 2. Structure of Muraymycins
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た抗菌抗生物質であり，11,12) in vitro の活性試験で

MraY を強力に阻害し（IC50 for MraY＝0.027 mg/

ml），黄色ブドウ球菌を含むグラム陽性菌に対して

優れた抗菌活性を示す（MIC for Staphylococcus

aureus＝4.0 mg/ml）．また，黄色ブドウ球菌感染マ

ウスを用いた in vivo 活性試験でも顕著な治療効果

を示し，新規抗菌剤開発の格好のリード化合物であ

ると言える．

MRYs をリード化合物として新規抗菌剤の開発

を行うためには，詳細な構造活性相関研究に基づく

ファーマコフォアや活性コンフォマーの同定など誘

導体の設計指針が必要になるとともに，優れた抗菌

活性及び MraY 阻害活性を有する質のよい誘導体

ライブラリーの構築が必要である．これらを達成す

るためには，化合物の大量かつ迅速な供給が必要で

ある．しかし MRYs の全合成はいまだ達成されて

いないことから，13,14)まず誘導体合成が容易に行え

る合成法により MRYs の全合成及び誘導体の合成

経路の確立を行い，それを用いた構造活性相関研究

を通した新規抗菌剤の開発研究に着手した．

4. 逆合成解析

効率的に誘導体合成が行える合成法を確立する上

で，筆者らは多成分反応を合成過程に用いることを

計画した．多成分反応を用いる場合，一工程で複雑

な骨格を構築できるのみならず，用いる成分を交換

することで容易に多様な誘導体展開が期待できる．

そのような方法の 1 つとして，Ugi-4 成分反応（U-

4CR)15)を選択し，MRYs の Fig. 3 点線部のペプチ

ド骨格を合成終盤で一挙に構築することにした．

U-4CR に用いるイソニトリルユニット 4 は，カ

プラゾールの合成中間体であるアミノリボシド体

11618) から誘導できると考えた．また U-4CR では

一般にアンモニアを用いた場合収率が低下すること

が知られているため，アンモニア等価体として U-

4CR 後に酸処理によって保護基を除去することが

できる 2,4-ジメトキシベンジルアミンを選択した．

さらに，MRYs の特徴の 1 つである環状グアニジ

ノ基を有する非天然アミノ酸の L-エピカプレオマ

イシジン（epi-Cpm）は，サルファマートを基質と

する C-H アミノ化反応を鍵として合成することに

した．1922)

5. MRY D2 及びそのエピマー体の全合成

アミノリボシド体 1 に対して 3-アミノプロパ

ナール誘導体を用いる還元的アルキル化反応を行い

化合物 2 を得た．続いて 2,2,2-トリクロロエトキシ

カルボニル基を除去後，生じたアミノ基を選択的に

ホルミル化し 3 へと誘導した．最後に 3 に対してト

リホスゲンを作用させイソニトリルユニット 4 を合

成した（Scheme 1）．

近年，Du Bois らは化合物 5 のようなサルファ

マート体に対して C-H アミノ化反応を行った場

合，高い立体，位置選択性で 4S 体が得られること

を報告している（Scheme 2）．23)筆者は同様にして

化合物 6 のようなサルファマート体に対して C-H

アミノ化反応を行うことで目的の 4S 体が選択的に

合成できると考えた．

C-H アミノ化反応に用いるサルファマート体 8

は，市販の L-オルニチン誘導体をメチルエステル

へ変換後，リチウムボロヒドリドで還元し，生じた

水酸基をスルファモイル化することで 3 工程，結晶

化収率 66％で合成した（Scheme 3）．そこで次に，

サルファマート 8 に対して C-H アミノ化反応を検
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Fig. 3. Retrosynthetic Analysis

Scheme 1. Synthesis of Isonitrile Unit 4
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Scheme 2. Working Hypothesis of C-H Amination Reaction

Scheme 3. Synthesis of Sulfamate 8

Scheme 4. C-H Amination Reaction of 8

Table 1. Optimization of C-H Amination Reaction of 8

Entry Catalyst Solvent Yield of 9
(％)

Ratio
(9a/9b)

1 Rh2(OAc)4 CH2Cl2 21 1：1.6

2 Rh2(esp)2 CH2Cl2 47 1：2.0

3 Rh2(esp)2 (CH2Cl)2 27 1：2.0
4 Rh2(esp)2 benzene 35 1：1.9

5 Rh2(esp)2 CF3Ph 45 1：1.5

6 Rh2(esp)2 MeCN 45 1：2.0

339No. 3

討した（Scheme 4 and Table 1）．まずジクロロメ

タン中，ヨードベンゼンジアセテート存在下でロジ

ウムアセテートを作用させたところ，3 位に挿入反

応が進行して得られる化合物 9 が 21％の収率で得

られた．このとき，望みとしない 4R の絶対立体配

置を有する 9b が 1.6 : 1.0 の主生成物として得られ

た（Entry 1）．なお化合物の絶対立体配置は 9a の

tert-ブトキシカルボニル基をベンジルオキシカルボ

ニル基に変換した化合物 10 及び 9b の X 線結晶構

造解析により決定した（Fig. 4）．次に Du Bois ら
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Fig. 4. X-ray Crystal Structures of 9b and 10

Fig. 5. Proposed Transition-state during C-H Amination Reaction

340 Vol. 131 (2011)

が C-H アミノ化反応において効率的な触媒と報告

している24,25)ビスロジウム（a,a,a′,a′-テトラメチ

ル-1,3-ベンゼンジプロピオニックアシッド）（Rh2

(esp)2）を触媒として反応を行ったところ，化合物

9 の収率は 47％まで向上した．しかし，立体選択性

はほとんど変化しなかった（Entry 2）．また，各種

溶媒を検討した場合にも収率及び立体選択性の改善

はみられなかった（Entry 36）．

筆者が行った C-H 挿入反応では 4 位の立体選択

性が Du Bois らの報告は異なる結果が得られた．

その原因の 1 つを以下のように考えた．予想される

立体選択性は，フタルイミド基及び置換基 R がと

もにエクアトリアル位に配向した安定な遷移状態 1

（TS1）を通って反応が進行することで発現し，そ

の結果 4S 体が優先して得られると考えられる

（Fig. 5）．しかし実際には，化合物 4R 体が優先し

て得られた．これはベンジルオキシカルボニルアミ

ノ基の NH プロトンが，サルファマートの酸素原

子と水素結合することで，本来不安定である置換基

R がアキシアル配向する遷移状態を安定化し，その

結果，遷移状態 3（TS3）を経た反応が有利になり

立体選択性が逆転したと考えられる．一方，Du

Bois らの基質では 5 位アミノ基の保護基がフタロ

イル基であるため，このような相互作用は起きな

い．また，Du Bois らの報告では R 置換基がより

かさ高いインドリル基を有しているため遷移状態 1
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Scheme 5. Synthesis of Carboxylic Acid Unit 17
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（TS1）がさらに有利になっていると考えられる．

収率及び立体選択性については改善の余地がある

が，SAR 研究を行う上で L-epi-Cpm 及び L-Cpm を

含むいずれの誘導体も興味深いため MRYs の合成

経路の確立を先に進めた（Scheme 5）．

化合物 9a の Boc 基を酸処理により除去後，化合

物 1126)で処理することでイソチオウレア体 12 へ誘

導した．続いてトリエチルアミン存在下で臭化水銀

（II）で処理し環状グアニジノ基を構築した．得ら

れた二環式化合物に対してテトラブチルアンモニウ

ムアセテートを作用させてジオキソオキサチアジナ

ン環を開環してアセチル体 13 を得た．化合物 13 の

アセチル基を除去後，トリクロロ酢酸（TCA）存

在下で接触還元を行い Cbz 基を選択的に除去して

アミン体 14 とし，L-Val の S-メチルチオカーバメー

ト体 15 と臭化水銀（II）を用いるウレア化反応に

よりアルコール体 16 を合成した．最後に得られた

アルコール体を酸化することでカルボン酸 17 を合

成した．27)

以上のように，イソニトリル 4，カルボン酸 17

が合成できたため，これら 2 成分と 2,4-ジメトキシ

ベンジルアミン，イソバレルアルデヒドを用いて鍵

である U-4CR を行った（Scheme 6）．エタノール

中室温で反応を行ったところ反応の進行が非常に遅

かった．U-4CR では一般に高濃度条件で反応が加

速することが知られているため，無溶媒条件で反応

を行ったところ 54％の収率で U-4CR 成績体が Leu

部の 1 : 1 のジアステレオ混合物として得られた．

その後亜鉛処理により 2,2,2-トリクロロエトキシス

ルホニル基（Tces 基）を除去後，酸処理により残

るすべての保護基を除去し，HPLC 精製により epi-

MRY D2 とともに MRY D2 を得た．28)なお，化合

物の絶対立体配置は天然物との NMR スペクトルの

比較及び Scheme 7 に示すようにアミノ酸分析によ

り決定した．29)すなわち，化合物を塩酸処理により

構成アミノ酸に分解し，Marfey's 試薬を作用させ

アミノ酸を各ジアステレオマーへと誘導した．その

後，L-Leu 及び D-Leu から調製した標品と HPLC

の保持時間を比較することで決定した．これにより

MRY D2 の初の全合成が達成できたことを確認し

た．

6. 脂溶性誘導体の合成とその生物活性

第 2 章で MraY が細胞内で合成された UDP-

MurNAc-pentapeptide を C55-P へ転位し lipid I を

合成する反応を触媒する酵素であることを述べた．

合成した MRY D2 とそのエピマー体の MraY 阻害

活性を，B. Subtilis から単離，精製した MraY と基

質として放射性同位体標識した UDP-MurNAc-pen-

tapeptide を用いて測定した．30)その結果，MRY D2

は MraY を強力に阻害し（IC50＝0.01 mM），エピマー

体も良好な MraY 阻害活性（IC50＝0.09 mM）を有

することが明らかとなった（Table 2）．一方，これ

らの抗菌活性を細菌の最小発育阻止濃度（mini-

mum inhibitory concentration, MIC）によって評価
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Scheme 6. Completion of Total Synthesis

Scheme 7. Amino Acid Analysis by Marfey's Reagents

Table 2. Inhibitory Activity of Synthesized Compounds
against the MraY Enzyme

MRY D2 19 20a 21a 22

IC50(mM) 0.01 0.09 0.33 0.74 5.0

The activities of the compounds were tested against puriˆed MraY from
B. subtilis. The assay was performed in a reaction mixture of 10 ml con-
taining, in ˆnal concentrations, 100 mM Tris-HCl, pH 7.5, 40 mM MgCl2,
1.1 mM C55-P, 250 mM NaCl, 0.25 mM UDP-MurNAc-[14C]pentapeptide
(337 Bq), and 8.4 mM N-lauroyl sarcosine. The mixture was incubated for
30 min at 37°C. The radiolabeled substrate UDP-MurNAc-pentapeptide
and reaction product (lipid I, product of MraY) were separated by TLC
on silica gel plates. The radioactive spots were caluculated with respect to a
control assay without the inhibitor. Data represent the mean of independ-
ent triplicate determinations.

342 Vol. 131 (2011)

したところ，31)いずれの化合物も全く抗菌活性を示

さなかった（MIC＝＞64 mg/ml）．MraY は 10 回膜

貫通型タンパク質であり，その活性中心は細胞内領

域に存在することが知られていることから，9,32,33)

これら化合物は細菌細胞膜を透過することができな

いため抗菌活性を示さなかったと考えられた．優れ

た抗菌活性を有する MRY A1 や B5 はその構造中

に長鎖脂溶性側鎖を有しているが（Fig. 2），抗菌

活性を全く示さなかった MRY D2 は長鎖脂溶性側

鎖を有しておらず，化合物の脂溶性，膜透過性が抗

菌活性発現に大きな影響を与えていることが示唆さ

れた．
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Scheme 8. Synthesis of Lipophilic MRY Analogues
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そこで筆者は MRYs の誘導体展開の手始めとし

て，MRYs に脂溶性側鎖を導入することで膜透過

性を向上させることにした．

MRY A1 や MRY B5 などの脂溶性側鎖は b-ヒド

ロキシロイシンに対してエステル結合しているが，

この b-アシルオキシカルボニル構造は b-脱離によ

る分解や，エステラーゼによる脂溶性側鎖の除去が

懸念される．そこで，脂溶性側鎖を化学的，生物学

的に安定な炭素炭素結合に変換した誘導体群

（Scheme 8, 20a20d, 21a21d）を設計した．

U-4CR に種々の置換基を有するアルデヒドユニ

ットを用いて反応を行った後に，保護基を除去し，

2 つのジアステレオマーを分離することで 8 種の脂

溶性 MRY 誘導体を合成した．なお，化合物 20a と

21a の絶対立体配置は天然物と同様にアミノ酸分析

によって決定した．また S 体の L-Leu を含む天然

物，S 体のペンタデシルグリシンを含む天然型の

20a のいずれもが，非天然型の R 体 21a よりも

HPLC の保持時間が長い傾向にあったことから，

その他の化合物の絶対立体配置も保持時間が長い化

合物を天然型，短い化合物を非天然型と推定した．

次にこれら誘導体の抗菌活性を評価した（Table

3）．予想したように脂溶性側鎖の導入が抗菌活性に

与える影響は非常に大きく，20a-d 及び 21a-d のい

ずれの化合物も MRSA や VRE などの薬剤耐性菌

を含むすべての菌に対して抗菌活性を示した．ビフ

ェニル基の導入による顕著な抗菌活性の向上はみら

れなかったが，ペンタデシル基を有する化合物

20a, 21a は MRY A1 を上回る抗菌活性を示し，特

に薬剤耐性菌である VRE に対しても非常に優れた

抗菌活性を示した．また，非天然型の 20a の抗菌活

性が天然型の 21a を上回ったことは，SAR 研究の

情報として興味深く，U-4CR を用いる筆者らの合

成法が SAR 研究に有用であることを示していると

考えられる．さらに，最も優れた抗菌活性を示した

20a, 21a の MraY 阻害活性を測定したところ，20a

の IC50 値が 0.33 mM, 21a が 0.74 mM と天然物には

劣るものの中程度の MraY 阻害活性を示したこと

から，これら化合物は MraY 阻害によって抗菌活

性を示していることが明らかとなった．脂溶性側鎖

部のさらなる検討の余地はあるが，化合物の脂溶性

向上に基づく，膜透過性が抗菌活性発現に非常に大

きな影響を与えることが分かった．

MRYs や筆者が合成した MRY 誘導体は，ウラシ
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Table 3. Antibacterial Activity

compound
MIC (mg/ml)

S. aureus ATCC
29213 (MSSA)

S. aureus
SR3637 (MRSA)

E. faecalis
ATCC 29212

E. faecalis
SR7914 (VRE)

E. faecium
ATCC 19434

E. faecium
SR7917 (VRE)

MRY D2 ＞64 ＞64 ＞64 ＞64 ＞64 ＞64

19 ＞64 ＞64 ＞64 ＞64 ＞64 ＞64

20a 2 4 4 4 4 2
21a 2 4 2 4 0.5 0.25

20b 4 4 4 16 4 8

21b 8 16 8 16 4 4

20c 16 32 16 64 16 32
21c 64 64 32 64 4 8

20d 4 8 8 8 4 4

21d 16 16 16 16 4 8

22 ＞64 ＞64 32 64 64 64
vancomycin 1 1 1 ＞64 0.5 ＞64

MICs were determined by a microdilution broth method as recommended by NCCLS with cation-adjusted Mueller-Hinton broth (CA-MHB). Serial 2-fold di-
lutions of each compound were made in appropriate broth, and the plates were incubated with 5×104 CFU of each strain in a volume of 0.1 ml. Plates were incu-
bated at 35°C for 20 h, and then, MICs were scored.

Scheme 9. Synthesis of the Urea-dipeptide Truncated Analogues

344 Vol. 131 (2011)

ル塩基やアミノ基，カルボキシル基などの高極性な

官能基と長鎖脂溶性側鎖を有しており，このような

構造を有する化合物は一般に水溶液中でその脂溶性

側鎖部で会合しミセルを形成するため界面活性剤と

して働くと考えられる．形成したミセルは，生体内

では赤血球膜などの細胞膜を溶解する可能性があり

細胞毒性が発現することが懸念される．そこで天然

物を含む筆者が合成したすべての化合物の細胞毒性

を肝細胞がん HepG2 細胞を用いて測定したとこ

ろ，いずれの化合物も全く細胞毒性を示さなかった

（IC50＞100 mg/ml）．

一方，MRYs のウレアジペプチド部が MraY 阻

害活性及び抗菌活性に与える影響を検討するため

に，脂溶性側鎖を有し，かつウレアジペプチド部が

欠如した誘導体 22 を合成した（Scheme 9）．

化合物 22 の MraY 阻害活性を測定したところ，

IC50 値が 5 mM であり MRY D2 と比較して大きく

減弱した．また 22 は，薬剤耐性菌を含む菌に対し

てほとんど抗菌活性を示さなかった（Table 3）．こ

の結果 MRY 誘導体の抗菌活性発現には化合物の脂

溶性，膜透過性が重要であり，またウレアジペプチ

ド部も重要な役割を担っていることが明らかとなっ

た．34)

7. おわりに

筆者は，誘導体合成を視野に入れた合成法により

U-4CR を鍵として MRY D2 の初の全合成を達成し

た．文献記載の通り MRY D2 は MraY を強力に阻

害し，エピマー体も優れた MraY 阻害活性を有す

ることを見い出した．また，脂溶性側鎖を導入した

MRY 誘導体を合成，活性評価したところ，ペンタ

デシル基を有する化合物 20a, 21a が MraY 阻害活

性を有し，薬剤耐性菌を含む細菌に対して優れた抗
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菌活性を有することを見い出した．したがって

MRY 誘導体の抗菌活性発現には化合物の脂溶性，

膜透過性が重要な要因であることが明らかとなっ

た．脂溶性側鎖を有し，ウレアジペプチド部を欠如

した誘導体であると考えられる化合物 22 は，

MraY 阻害活性が大きく減弱し，抗菌活性をほとん

ど示さなかったことから MRYs のウレアジペプチ

ド部は抗菌活性発現に重要な役割を果たしているこ

とが示唆された．今後はウレアジペプチド部の

SAR 研究とともにさらなる詳細な SAR 研究を行う

ことで薬剤耐性菌に有効な新規抗菌剤開発を行って

いきたいと考えている．
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