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1   はじめに 
トリコスタチン A（TSA）は、放線菌が生産する

ポリケタイド化合物で、エピジェネティックな抗が

ん剤の標的分子であるヒストン脱アセチル化酵素

（HDAC）の阻害剤として知られる [1]。TSA は、そ

の末端ヒドロキサム酸基を介して活性中心にある亜

鉛イオンをキレートすることで、HDAC の働きを阻

害する。実際、ボリノスタットやパノビノスタット、

ベリノスタットといった抗がん剤にも末端ヒドロキ

サム酸基は使用されており、最近は末端ヒドロキサ

ム酸基をもつペプチドを使った特定の HDAC のみに

働く阻害剤の開発も行われている。 
TsnB9 は、放線菌 Streptomyces sp. RM72 におけ

るTSA 生合成の最後の反応を担う酵素である。この

反応では、基質の trichostatic acid（TS acid）のカル

ボキシ基を ATP 依存的にヒドロキサム酸基に変換す

る [2]。そのメカニズムはアスパラギン合成酵素の

反応とよく似ていると考えられるが、TsnB9 におけ

る基質の認識機構は謎のままであった。そこで、本

研究では TsnB9 の結晶構造解析を行い、その基質認

識機構を明らかにすることを目指した。 

 
2 実験 

TsnB9 は C 末端に His タグを付けた形で放線菌
Streptomyces albus G153 にて異種発現させ、Ni カ
ラムとゲルろ過カラムによって精製した。タンパク
質溶液［5 mg/mL TsnB9, 2 mM TS acid, 2 mM ATP, 
4 mM MgCl2, 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 
and 10% (v/v) glycerol］とリザーバー溶液［30% 
(w/v) PEG 8,000, 0.2 M ammonium sulfate, 0.1 M 
sodium cacodylate trihydrate (pH 6.5) ］を 1：1 で混
合し、20℃にてシッティングドロップ蒸気拡散法で
結晶化させた（図 1）。得られた結晶を液体窒素で
凍結し、Photon Factory AR-NE3A のラピッドアク
セスビームタイムを利用して回折データを収集した。

位相の決定は、AlphaFold [3]で作成した TsnB9 の予
測構造を用いた分子置換法によって行った。 

 

図１：TsnB9 結晶の写真。 
 

3   結果および考察 
TsnB9 の構造を 2.72 Å 分解能で決定することに成

功した。TsnB9 の全体構造は N 末の glutaminase 
domain と C 末の synthetase domain に分けられ、

synthetase domain の一部は結晶構造中ではディス

オーダーしていた。また、結晶化は基質の存在下で

行ったが、結晶構造では基質 TS acid の電子密度は

観察されなかった。 
TsnB9 の構造は大腸菌由来のアスパラギン合成酵

素 AsnB [4]とよく似ているが（RMSD 2.8 Å）、

TsnB9 は AsnB にはない 3 つの挿入領域を有してい

る。挿入領域 I は glutaminase domain にあるが、立

体構造的には synthetase domain の一部を形成して

いる。挿入領域 II と III は synthetase domain にあ

り、synthetase domain の一部を形成している。よ

って、 3 つの挿入領域は、 TsnB9 の大きな

synthetase domain を形作っている。 
さ ら な る詳細な 構 造比較よ り 、 AsnB の

synthetase domain における基質結合部位が溶媒に

大きく露出しているのに対して、TsnB9 の同じ部位
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には挿入領域 I と III によって大きな疎水性ポケット

が形成されていることを見出した。この疎水性ポケ

ットの奥には 5 つの芳香族性アミノ酸残基 Phe187, 
Phe188, Trp351, Trp407, Phe466 が位置しており、

基質 TS acid のジメチルアニリン部位を認識すると

予想された（図 2）。 
 

 
図 2：TsnB9 の疎水性ポケットの構造。挿入領域 I
と III をそれぞれシアンとマゼンタで示す。AMP は

AsnB 構造から重ね合わせたものを表示した。 
 
我々は、5 つの芳香族性アミノ酸残基の変異体解

析や TsnB9 と基質 TS acid とのドッキングシミュレ

ーションを行い、その結果からこれらの残基が基質

認識に重要な残基だと結論づけた。BLAST検索で見

つかる TsnB9 のホモログは、3 つの挿入領域を持つ

ものの、5 つの芳香族性アミノ酸残基を保存してい

ない。そのため、今後ゲノムマイニングによって

TSA とは異なる HDAC 阻害剤を合成する酵素が見

つかる可能性がある。 
 

4   まとめ 
本研究では、末端ヒドロキサム酸の合成を担う酵

素 TsnB9 の結晶構造を決定し、類縁酵素にはない挿

入領域によって大きな疎水性ポケットが形成されて

いることを明らかにした。そこに位置する 5 つの芳

香族性アミノ酸残基は基質の TS acid のジメチルア

ニリン部位の認識に重要であるため、これらの残基

を持たない TsnB9 のホモログ酵素が TSA 以外の

HDAC 阻害剤を合成する可能性が示唆された。これ

らの成果は、Biochemistry にて 2023 年に誌上発表

した [5]。 
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