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A. 研究目的 

既存添加物酵素は，細菌，放線菌，真菌など

の微生物を基原とするものが多い．既存添加物

酵素の基原は一つの微生物種に規定されてお

らず，異なる種に由来する製品であっても，酵

素活性が同じであれば同一の品目とみなされ

る．微生物の中には二次代謝産物としてヒトへ

危害性を有する物質を産生するものがあるこ

とから，基原菌種の同定は重要である．その一

方で，既存添加物の流通製品を分析すると，基

原菌種の同定が難しい品目は多いことが知ら

れている．そこで，微生物由来基原の品目の同

定法の構築を目的とし，タンパク質アミノ配列

を指標とした分子生物学的手法を応用した試

験法に関する検討を行う． 

本研究課題におけるこれまでの研究成果か

ら，既存食品添加物酵素の LC-TOF-MS または

MALDI-TOF-MS を用いた分析でアミノ酸配列

を推定し Mascot サーチで基原菌種を検索する

と，①確からしい検索結果が得られたが製品付

帯情報による基原菌種と一致しなかった，②い

ずれの菌種もヒットせず同定できなかった，

③SDS-PAGE でのバンドパターンが複雑とな

り Mascot サーチの結果の解釈が難しかった，と

いった結果となった添加物が存在したことを

確認した．①については，昨年度，製品情報で

は Aspergillus foetidus 由来とされた α-アミラー

ゼについて，Mascot サーチによって Aspergillus 
shirousami と同定された．これらはシノニム同

士であるため，本研究の分析方法によって正し

く同定できたこと，及びシノニムであることが

認識できなかった場合には正確に同定できな

研究要旨 2020 年度に開発を行った SDS-PAGE と MALDI-TOF-MS による分析を組み合わせた

微生物由来酵素添加物の基原の解析法について，その適用範囲や問題点を明らかにするために

真菌由来の 9 種の製品の解析を行った．5 種の製品が Mascot サーチを用いた検索により，1 種

が NCBI のデータべースから取得したアミノ酸配列と MALDI-TOF-MSスペクトルを比較する

ことにより同定できた．その他の 3 種については，基原の菌種のタンパク質情報がデータベー

スに含まれていないため同定できなかった．検討した解析法は，簡便に精度高く多様な添加物

酵素の同定に対して適用可能であることが明らかになった．その一方で，同定の可否は検索に

用いるデータベースの情報量に依存するという限界も明らかになった．今後は，菌種の同定マ

ーカーの候補となったタンパク質アミノ酸配列の種内多型の有無を確認すること，及び細菌を

基原とした酵素を含めてさらに多くの酵素製品で同様の作業や分析を行い，本解析法の適用範

囲を調べるとともに，問題点を明らかにし，改善点の検証を継続する． 
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かったものと認識される可能性があるが，A. 
foetidus の複数のシノニムを整理することによ

って同一であることが明確となり正しく同定

できたことが示した．②については，データベ

ースに登録された配列の不足と考え，同定精度

は使用するデータベースに大きく依存するた

め，データベースを整備し登録情報の学術的な

正確性を向上させ，登録情報を厚くする必要が

あると考察した．そこで本年度は，Mascot サー

チに搭載されているアミノ酸配列データベー

スである SwissProt 以外から収集した配列デー

タを比較に使用することによって，同定が可能

となるかを確認した．③については，分析した

添加物に，分解や化学的変性や，製造工程に含

まれる別タンパク質の添加，コンタミネーショ

ンなどにより複数種類のタンパク質が含まれ

た状態であったためと考えた． 昨年度は，一昨

年度に同定できなかった酵素添加物を用いて

SDS-PAGE でタンパク質を分離し，個別のタン

パク質を分析し同定する方法の構築を行った．

SDS-PAGE で検出されたバンドを個別に酵素消

化し，得られたペプチドを MALDI-TOF-MS で

解析し，Mascot サーチで同定を行ったところ，

Aspergillus 属真菌を基原とするアミラーゼやガ

ラクトシダーゼの同定に成功した．そこで本年

度は，引き続きこれまでに同定できなかった添

加物を用いて，SDS-PAGE でのタンパク質単離

及び MALDI-TOF-MS 分析を組み合わせた方法

で，真菌基原のセルラーゼ，ヘミセルラーゼ及

びプロテアーゼの同定が可能かどうか検証を

行った．  

 

B. 研究方法 
B-1) 分析機器 

既存添加物の質量分析には，MALDI-TOF-

MS（Spiral TOF-plus JMS-S3000；日本電子株式

会社）を使用した． 

 
B-2) 試料 
 研究対象とした既存添加物試料には，過去の

研究 1)において分析した添加物酵素 9 種（セル

ラーゼ No.52＜B576＞，ヘミセルラーゼ 3 試料

No.101＜B652＞，102＜B653＞及び 103＜B575

＞，プロテアーゼ 5 試料 No.61＜B675＞，No.62

＜B676＞，No.63＜B677＞，No.64＜B678＞及び

No.65＜B679＞を用いた．なお，＜ ＞内は国立

医薬品食品衛生研究所食品添加物部の管理番

号を示す． 

 
B-3) 質量分析用検体の調製 
各試料は，いずれも 20 mg/mL の濃度となる

よう精製水に溶解した．それぞれ等量の

2×laemmli sample buffer（Bio-Rad社）と混合後，

SDS-PAGE に供した．ゲルからバンドを切り出

し，約 1 mm 立方に細かく切り刻み，1.5 mL容

のマイクロチューブに入れた．チューブに脱色

液（50%アセトニトリルを含む 25 mM 重炭酸ア

ンモニウム水溶液）150 µL を加え，10 分間振盪

（1000 rpm）後，溶液を除去した．同じ操作を

もう 1回繰り返した．アセトニトリル 100 µL を

加え，10 分間インキュベートした．アセトニト

リルを除去後，減圧容器を用いて乾燥させた．

還元用バッファー（10 mM DTT を含む 25 mM 

重炭酸アンモニウム水溶液）100 µL を加え，

56°C で 45 分振盪（1000 rpm）した．溶液を除

去後，アルキル化用バッファー（55 mM ヨード

アセトアミドを含む 25 mM 重炭酸アンモニウ

ム水溶液）100 µL を加え，暗所下で 30 分間振

盪（1000 rpm）した．溶液を除去後，チューブ

に脱色液（50%アセトニトリルを含む 25 mM 重

炭酸アンモニウム水溶液）150 µL を加え，10 分

間振盪（1000 rpm）後，溶液を除去した．同じ

操作をもう1回繰り返した．アセトニトリル 100 

µL を加え，10 分間インキュベートした．アセ

トニトリルを除去後，減圧容器を用いて乾燥さ

せた．トリプシン（Trypsin Sequencing Grade, 

modified; Roche Diagnostics社）10 µg/mL を含む

25 mM 重炭酸アンモニウム水溶液）20 µL を加

え，37°C 一晩インキュベートした．0.1% TFA を

100 µL 加え，15 分間インキュベート後に上清を

回収した．同様の操作を合計 3回行い，全ての

上清をまとめて，窒素気流で 20 µL程度まで濃

縮した．0.1% トリフロオロ酢酸を含む 50% ア

セトニトリル水溶液，続いて 0.1%トリフロオロ

酢酸水溶液で平衡化した ZipTip 0.2 µL-C18（ミ

リポア社製）にトリプシン消化産物を吸着させ，
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0.1%トリフロオロ酢酸水溶液で洗浄後，0.1%ト

リフロオロ酢酸と 10 mg/mL のマトリクス（4-

クロロ-α-シアノケイ皮酸；シグマアルドリッチ

社）を含む 50% アセトニトリル水溶液で

MALDI-TOF-MS のサンプルプレート上に直接

溶出した．完全に乾燥させた後，MALDI-TOF-

MS を用いてスパイラルモードでマススペクト

ルを測定した．キャリブレーションには，トリ

プシン由来の 2 種の自己消化ペプチド（m/z 

805.4163 及び 2163.0564）を用いた． 

 

B-4) ペプチド質量を指標としたタンパク質の

同定 
マススペクトルから得られたペプチド質量

を指標としたタンパク質の同定は，Matrix 

Science のウェブ上のプログラム Mascot Search 

Peptide Mass Fingerprint を用いて行った．主要な

ペプチドの質量を入力し，検索条件は以下のよ

うに設定した；Database：SwissProt，Taxonomy：

Other Fungi，Enzyme：Trypsin，Allow up to：1，

Fixed modification：Carbamydomethyl(C)，Peptide 

tol±: 0.5Da，Mass values: MH+．これによって確

からしい菌種とタンパク質が同定できなかっ

た 場 合 ，National Center for Biotechnology 

Information （NCBI；https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）

データベースの検索により該当する菌種のタ

ンパク質のアミノ酸配列を得て，酵素消化後の

ペプチド配列の予測ソフトウェア expasy

（https://web.expasy.org/peptide_mass/）によりト

リプシン消化後のペプチドの質量を算出し，こ

れとTOF-MS分析によって得られたマススペク

トルと目視により照合することによって，同定

を行った． 

 

C. 結果及び考察 
C-1) MALDI-TOF-MSによる予測アミノ酸配列

を指標とした基原同定 
Figure 1-3 に各試料の SDS-PAGE像と泳動量，

Figure 4-14 に，各試料由来のペプチドの

MALDI-TOF-MSスペクトル（タンパク質が同定

できたもののみ），Table 1 に各試料の由来，SDS-

PAGE 像から推定した分子量，及び MALDI-

TOF-MS による同定結果（タンパク質名，生物

種，質量，Coverage）を示した． 

試料 52；本試料の基原菌種は，製品の付帯情

報によるとヒイロタケ（Pycnoporus coccineus）
の α-アミラーゼである．SDS-PAGE像において，

35kDa 付近のメインのバンドの他、複数のバン

ドが検出された．3 本のバンドを切り出して解

析した結果，いずれも Mascot サーチにおいてタ

ンパク質が同定されなかった．そこで NCBI の

データベースから P. coccineus のシノニムであ

る Tramets coccinea のセルラーゼ様タンパク質

のアミノ酸配列 172 種を得て，全てのアミノ酸

配列のトリプシン消化後のペプチドの質量を

expasy によりそれぞれ算出した．その結果と

MALDI-TOF-MS 解析で得られたスペクトルを

比較した結果，バンド 52-1 がセルラーゼの 1 種

で あ る glycoside hydrolase family 79 protein 

[Trametes coccinea BRFM310] OSD01894.1 由来

のタンパク質と同定された。Mascot サーチで同

定できなかった原因は，SwissProt のデータベー

スにヒイロタケのタンパク質が登録されてい

ないためと推定された．NCBI のデータベース

には T. coccinea のタンパク質の情報があるため，

今後 SwissProt にも登録されれば，Mascot サー

チで同定可能になると考えられた． 

試料 101-103；101 と 102 の基原菌種は，

Trichoderma longibrachiatum，103 の基原菌種は，

Trichoderma viride である．いずれの酵素も SDS-

PAGE 像において複数のバンドが検出されたた

め，それぞれを切り出して解析を行った．101 に

ついては，5 種のバンドを解析した結果，2 種が

Mascot サーチによって同定され，それぞれ

Trichoderma harzianum 及び Hypocrea jecorina
（Trichoderma reesei の有性世代）のヘミセルラ

ーゼであった．酵素種は製品の付帯情報と一致

したが，菌種が一致しなかったため，同定され

たタンパク質の T. longibrachiatumにおける相同

タンパク質のアミノ酸配列を NCBI からアミノ

酸配列 1 種を得て，これらの全てのアミノ酸配

列のトリプシン消化後のペプチドの質量を

expasy によりそれぞれ算出した．これらと

MALDI-TOF-MSスペクトルを比較した結果，T. 
longibrachiatum の相同タンパク質からは生成さ

れず，T. harzianum のヘミセルラーゼからのみ生
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成されるペプチドがバンド 2 から，H. jecorina
のヘミセルラーゼからのみ生成されるペプチ

ドがバンド 4 から検出されていた．この結果か

ら，試料 101 の基原の菌種は少なくとも現在得

られているデータからは T. longibrachiatumとは

同定できず，T. harzianum または H. jecorina の

可能性もあると考えられた．  

102 については，7 種のバンドを解析した結

果，5 種が Mascot サーチによって同定され，い

ずれも H. jecorina 由来のヘミセルラーゼであっ

た．101 の解析結果と同様に，酵素種は製品の

付帯情報と一致したが，菌種が一致しなかった．

そ こ で ， 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の T. 
longibrachiatum における相同タンパク質のアミ

ノ酸配列をNCBIからアミノ酸配列1種を得て，

これらのアミノ酸配列のトリプシン消化後の

ペプチドの質量を expasy によりそれぞれ算出

した．その情報と MALDI-TOF-MSスペクトル

を比較した結果，T. longibrachiatum の相同タン

パク質からは生成されず，T. harzianum のヘミセ

ルラーゼからのみ生成されるペプチドがバン

ド 2 とバンド 4 から検出されていた．この結果

から，試料 102 の基原の菌種は少なくとも現在

得られているデータからは T. longibrachiatumと

は同定できず，T. harzianum の可能性もあると考

えられた． 

101 及び 102 で確認された現象は，製品の付

帯情報による菌種と，実際の製品で使用された

菌 種 が 異 な っ て い た可能性 の他に ，T. 
longibrachiatum，T. harzianum 及び T. ressei が極
近縁である 2)ことと関連してヘミセルラーゼの

アミノ酸配列に種内多型が生じている可能性

も考えられる．様々な生物種で，近縁な菌種間

では，同一の菌種の異なる菌株間で相同なタン

パク質のアミノ酸配列が異なると同時に，異な

る菌種間でそのタンパク質のアミノ酸配列が

一致している，つまり一部のアミノ酸配列が菌

種内で固定されていない種内多型が生じてい

ることが報告されている 3)．その場合，ヘミセ

ルラーゼのアミノ酸配列が菌種特異的でない

可能性がある．添加物酵素の分析から得たアミ

ノ酸配列が，基原菌種の同定にどの程度有効か

を評価するためには，今後，タンパク質の種類

ごとに，同種の複数菌株から得た配列間の一致

率を複数の近縁種にまたがって確認し，菌種特

異的であるかを評価する必要があることも確

認された．この作業を行うことによって，その

タンパク質のアミノ酸配列を菌種同定のマー

カーとすることが可能となる． 

103 については，5 種のバンドを解析した結

果，いずれも Mascot サーチにより同定すること

ができなかった．101 と 102 の解析結果から，

SwissProtのデータベースには 103の基原の菌種

である T. viride のプロテアーゼタンパクの情報

は登録されていると考えられる．しかし 103 で

だけ 5 種のバンドが同定されなかった原因は，

この製品の基原菌種は T. viride ではなく，真の

基原菌種の情報が SwissProt のデータベースに

登録されていない，または今回単離できたバン

ドのタンパク質は製造過程で培地などから混

入した夾雑物であり，そのアミノ酸配列がデー

タベースに含まれていない，といった理由によ

り同定できないことなどが考えられた．2019 年

度に LC-TOF-MS を用いて行われた解析結果に

おいては，小麦由来の 15kDa前後のアミラーゼ

インヒビターが同定されていた 1)．しかし今回

の MALDI-TOF-MS を用いた解析では小麦由来

のタンパク質は検出されなかった． 

試料 61-65；61 と 62 の基原菌種は Aspergillus 
melleus，63-65 の基原菌種は Aspergillus niger で
ある．SDS-PAGE による解析の結果，いずれも

主要なバンドが 1 種ずつ検出されたため，それ

らを解析した．その結果，61 と 62 のバンドは

いずれも Mascot search で同定できなかった。

SwissProt のデータベース中に A. melleus の情報

が含まれていないためと考えられた．63，64 及

び 65 のバンドについては， A. niger のプロテア

ーゼと同定され，これは製品付帯情報の基原菌

種と一致したことから，正確に同定できたこと

が確認された． 

今後は，これまでの検討において同定が不可

能であったような菌種で示されたように，真菌

を含む多くの添加物の基原となっている微生

物種のタンパクアミノ酸配列を決定し，

SwissProt またはローカルで検索可能なデータ

ベースに収録する作業を進めることが必要で
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あることが確認された．また，分析対象とする

酵素について，菌種の同定マーカーの候補とな

ったタンパク質のアミノ酸配列において種内

多型の有無を確認し，菌種特異的であるかを評

価する必要があることも示された．加えて，細

菌を基原とした酵素を含めて，さらに多くの酵

素製品で同様の作業や分析を行い，添加物の基

原菌種やタンパク質の種類の同定が困難なケ

ースの原因についての情報を蓄積していく必

要があると考えられた．これらを行うことで，

今後，TOF-MS 分析で得られたスペクトルパタ

ーンから，多くの既存添加物酵素基原を正確に

同定することが可能となると考えられた．基原

菌種の解析法の適用範囲を調べるとともに，問

題点を明らかにし，改善点の検証を継続してい

く． 

 
D. 結論 
昨年度に開発したSDS-PAGEによって添加物

に含まれる個々のタンパク質を単離した後に，

それぞれのタンパク質について MALDI-TOF-

MS による分析を行う手法を用い，真菌を基原

としたセルラーゼ及びプロテアーゼ製品の基

原菌種の特定を行った．その結果，いくつかの

酵素製品について基原菌種の特定に成功した．

また，付帯する基原菌種と解析結果が異なる可

能性のある製品が認められた．A. melleus 及び P. 
coccineus では，昨年度構築した SDS-PAGE での

タンパク質単離及び MALDI-TOF-MS での分析

を組み合わせた手法でも，Mascot search で用い

る SwissProt のデータベースに情報が一切含ま

れていないため，登録情報がまったくヒットせ

ず基原菌種もタンパク質の種類の同定も不可

能であった．しかしその場合には，さらに NCBI

データベースから収集したアミノ酸配列との

照合を行うことによって，正確に菌種を同定す

ることが可能となった．SDS-PAGE で分離した

シングルバンド由来のペプチドを MALDI-

TOF-MS で解析する基原菌種の解析法は，簡便

に精度高く多様な添加物酵素に対して適用可

能であることが明らかになった．その一方で，

検索に用いるデータベースの情報量に依存す

るという限界も明らかになった． 今後は，菌種

の同定マーカーの候補となったタンパク質の

アミノ酸配列の種内多型の有無を確認するこ

と，及び細菌を基原とした酵素を含めて，さら

に多くの酵素製品で同様の作業や分析を行い，

基原菌種の解析法の適用範囲を調べるととも

に，問題点を明らかにし，改善点の検証を継続

する． 
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Figure 1.  試料 52 の SDS-PAGE像 

同定できたバンドは赤色の矢印で示した． 
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Figure 2.  試料 101,102 及び 103 の SDS-PAGE像 

同定できたバンドは赤色の矢印で示した． 
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Figure 3.  試料 No.61-65 の SDS-PAGE像 

同定できたバンドは赤色の矢印で示した． 
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Figure 4.  試料 52 バンド 1 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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Figure 5.  試料 No.101 のバンド 2 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチドを示し，*は T. lognbrachiatum の相同タンパク質か

らは検出されないペプチドを示している．） 
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Figure 6.  試料 No.101 のバンド 4 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチドを示し，*は T. lognbrachiatum の相同タンパク質か

らは検出されないペプチドを示している．） 
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Figure 7.  試料 No.102 のバンド 2 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチドを示し，*は T. lognbrachiatum の相同タンパク質か

らは検出されないペプチドを示している．） 
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Figure 8.  試料 No.102 のバンド 3 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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Figure 9.  試料 No.102 のバンド 4 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチドを示し，*は T. lognbrachiatum の相同タンパク質か

らは検出されないペプチドを示している．） 
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Figure 10.  試料 No.102 のバンド 5 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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Figure 11.  試料 No.102 のバンド 7 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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Figure 12.  試料 No.63 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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Figure 13.  試料 No.64 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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Figure 14.  試料 No.65 の MALDI-TOF-MS クロマトグラム 

（赤字は同定されたタンパク質由来のペプチド） 
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