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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

研究要旨  

食品添加物のうち微生物を基原とする酵素について，電気泳動法と MALDI-TOF MS による

ペプチドマスフィンガープリンティング（PMF）を組み合わせた基原同定法の開発を実施し

た．検討した添加物酵素の多くについて基原の情報を得ることができたが，一部の製品につ

いては製造者が公表している基原種と解析結果が一致せず，また，基原種の情報が全く得ら

れなかった製品も存在した．その理由として，分析手法による問題のほか，検索に用いるデ

ータベースの配列登録情報の不足，および微生物菌名の変更に伴うシノニム情報の不足もあ

ると考えられた．そこで，より多くの製品の基原種を正確に同定するために，本年度の検討

では，データベースの改良を伴う解析法の検討，およびデータベース有効的な改良を見据え

た分類学的情報の収集を行った．タンパク質のデータベースである UniProt から抽出したアミ

ノ酸配列を用いて独自に構築したデータベースを用いた Mascot サーチの結果，オンラインで

実施した場合には同定できなかった Bacillus circulans 由来のb-ガラクトシダーゼや Pycnoporus 
coccineus 由来のプロテアーゼの基原を決定することができた．また，複数種の消化酵素を用

いた解析では，トリプシンを用いた場合には同定できなった Aspergillus niger 由来のヘミセル

ラーゼや Trichoderma viride 由来のセルラーゼに含まれるタンパク質のバンドを同定すること

ができた．さらに，添加物酵素の基原として広く用いられる A. niger とその近縁種に関する分

類学的情報の収集することができた．以上の結果より，独自に構築したデータベースを用い

た Mascot サーチおよび複数種の消化酵素を用いた解析は，基原同定の精度を高めるために有

用であることが明らかとなった．さらに，データベースに登録する情報を精査すること，並

びに酵素製品の付帯情報についても最新の真菌分類学的情報を元に整理する必要があると言

える。 
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加物酵素の定義には，基原が一つの微生物種

に規定されておらず，すなわち，異なる種に

由来する製品であっても，酵素活性が同じで

あれば同一の酵素品目とみなされる．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が多いことが知られて

いる．微生物由来基原の品目の同定法として，

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の開発が望まれる．

添加物酵素は，分子量の大きいタンパク質で

あることから，HPLC や質量分析器による解析

に適していない．また，微生物の分泌物から

製造されていることから，核酸情報を基にし

たアプローチも難しい．この問題を解決でき

る手法として，質量分析器を用いたペプチド

マスフィンガープリンティング（PMF）法に

着目した．本手法はタンパク質の構造解析法

の一つとして頻繁に用いられている．PMF 法

は，まずポリアクリルアミドゲルを用いた電

気泳動法（SDS-PAGE）によってタンパク質を

分離した後，バンドを切り出してトリプシン

などのタンパク質分解酵素による消化を行う．

得られたペプチドをマトリクス支援レーザー

脱離イオン化飛行時間型質量分析器（MALDI-
TOF MS）により網羅的に分析する．複数のペ

プチドの質量情報からデータベース検索

（Mascot サーチ）により，元のタンパク質を

同定する． 
我々は，これまでに 36種（アミラーゼ 10種，

ガラクトシダーゼ 3 種，セルラーゼ 5 種，ヘミ

セルラーゼ 5 種及びプロテアーゼ 13 種）の既

存添加物酵素を対象に，SDS-PAGE と PMF を

組み合わせた方法によりそれぞれの基原種の

同定を試みた．その結果，30 製品について基

原の情報が得られ，そのうち 24 製品において，

製品に付帯する基原情報と解析から得られた

結果が一致した．残りの 6 製品については，製

品付帯の基原情報と一致した結果のみならず，

近縁種の基原情報も同時に得られた．これら

の結果より，電気泳動法と MALDI-TOF MS を

組み合わせた解析法は，酵素の基原の特定に

有効であり，製品の安全性の確保に貢献でき

ると考えられた 1)． 
しかし，一部の製品については製造者が公

表している基原種と解析結果が一致しなかっ

た．また，基原種の情報が全く得られなかっ

た製品も存在した．その理由として，上述の

試験法の問題の他にも，検索に用いるデータ

ベースの配列登録情報の不足，及び微生物菌

名の変更に伴うシノニム情報の不足，という

問題もあると考えられた． 
 そこで，より多くの製品の基原種を正確に

同定するために，本年度の検討では，データ

ベースの改良を伴う解析法の検討，及びデー

タベース有効的な改良を見据えた分類学的情

報の収集を行うこととした． 
 
B. 研究方法 
B-1) Mascot データベースの作成 
 タンパク質のアミノ酸配列データベース

UniProt（https://www.uniprot.org） か ら ，

「Bacilllus」，「Pycnoporus」，「Sphingomonas」，
又は「Trichoderma」の検索ワードにて抽出し

たアミノ酸配列を Mascot サーバーにアップロ

ードし，データベースを構築した．過去の研

究において取得した各酵素由来のバンドの

MALDI-TOF MS スペクトルと構築したデータ

ベースを照合し，タンパク質の同定を行った． 
 
B-2) MALDI-TOF MS による予測アミノ酸配列

を指標とした基原同定 
B-2-1) 分析機器 

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-2-2) 試料 
 既存添加物試料は，日本食品添加物協会か

ら分与された製品を用いた．各試料は国立医

薬品食品衛生研究所食品添加物部の管理番号

（DFA No.）で，b-ガラクトシダーゼは B572、
セルラーゼは B576及び B674、ヘミセルラーゼ

は B651、B653 及び B577、プロテアーゼは
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B591 及び B698 を用いた。 
 
B-2-3) 質量分析用検体の調製 
各試料は，検体のタンパク質含有量に応じ

て 5～100 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（1,000 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 50 mM 重炭酸アンモニウム水溶液 20 µL，
Arg-C（Sequence Grade; Roche Diagnostics社）5  
µg/mL を含む 100 mM Tris-HCl，10 mM  CaCl2

水溶液 20 µL（10×Activation solution を 2 µL
含む），Asp-N（Sequence Grade;富士フィルム和

光純薬（株））2 µg/mL を含む 25 mM重炭酸ア
ンモニウム水溶液 20 µL，キモトリプシン

（CHTR，Sequence Grade; Roche Diagnostics 社）

10 µg/mL を含む 100 mM Tris-HCl，10 mM CaCl2

水溶液 20 µL，又は Lys-C（Sequence Grade;富士
フィルム和光純薬（株））10 µg/mL を含む 50 
mM 重炭酸アンモニウム水溶液を加え，37°C

一晩インキュベートした．0.1% トリフロオロ

酢酸（TFA）を含む 50%アセトニトリル水溶液

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%TFA 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）

に酵素消化産物を吸着させ，0.1%TFA 水溶液
で洗浄後，0.1%TFA 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． 
 

B-2-4) ペプチドの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の質

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 Peptide Mass 
Fingerprint search 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，Enzyme：
各 消 化 酵 素 ，Allow up to：1，Fixed 
modification：Carbamydomethyl(C)，Peptide tol
±: 15 ppm，Mass values: MH+． 

 
B-3) 真菌基原種に関する分類学的情報の収集 
添加物酵素の基原として広く用いられ，かつ

分類体系の再構築に伴う菌名の変更の歴史が

複雑でありシノニムが多数存在することが知

ら れ る Aspergillus 属 真 菌 の A. niger，A. 
tubingensis，A. kawachii及びA. luchuensisとこれ

らの近縁種に関する分類学的情報を文献から

収集した． 
 
C. 結果及び考察 
C-1) 構築した Mascot データベースを用いた

PMF 
Bacillus circulans 由来b-ガラクトシダーゼ

（B572，図 1a）については，SwissProt のデー
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タベースを用いた Mascot サーチでは同定でき

なかった．そこで，UniProt において「Bacillus」
と検索して得られたアミノ酸配列を用いて構

築したデータベースを用いて Mascot サーチを

行った（表 1）．その結果，2 種のバンドについ

ていずれも B. circulas 由来のb-ガラクトシダー

ゼが最も高いスコアで同定された． 
Pycnoporus coccineus 由来のセルラーゼ

（B576，図 1b），ヘミセルラーゼ（B577，図
1c）及びプロテアーゼ（B591，図 1d）につい

ては，SwissProt のデータベースを用いた

Mascot サーチでは同定できなかった．そこで

UniProt において「Pycnoporus」と検索して得

られたアミノ酸配列を用いて構築したデータ

ベースを用いて Mascotサーチを行った（表 1）。
その結果，B576 の主要バンドは P. coccineus 由
来の酸性プロテアーゼと同定された．B577 の

バンドⅠは同定できなかったが，バンドⅡは P. 
coccineus の酸性プロテアーゼと同定された．

B591 の主要バンドは，P. coccineus の酸性プロ

テアーゼと同定された． 
Trichoderma longibrachiatum 由来のヘミセル

ラーゼ（B653，図 1e）は，SwissProt のデータ

ベースを用いた Mascotサーチでは Trichoderma 
reesei又は Trichoderma koningii 由来のセルラー

ゼ様タンパク質がヒットし，T. longibrachiatum
のタンパク質はヒットしなかった．そこで

UniProt において「Trichoderma」と検索して得

られたアミノ酸配列を用いて構築したデータ

ベースを用いて Mascot サーチを行った結果，

バンドⅡは T. reesei 及び Trichoderma parareesei
由来のキシログルカナーゼが，バンドⅢは

Trichoderma viride，T. koningii，T. 
longibrachiatum 及び Trichoderma orientale のグ

ルカナーゼが ，バン ドⅣは Trichoderma 
ghanense，T. reesei，Trichoderma parareesei，T. 
viride 及び T. jecorina 由来のグルカナーゼが，

バンドⅤは T. reesei，T. parareesei，T. jecorina, T. 
orientale 及び T. longibrachiatum のキシラナーゼ

が，バンドⅦは T. longibrachiatum，T. reesei，T. 
parareesei， T. pseudokoningii 及び T. orientale の
キシラーゼが高スコアでヒットした（表 1）． 

Sphigomonas paucimobillis 由来のプロテアー

ゼ（B698，図 1f）は，SwissProt のデータベー

スを用いた Mascot サーチでは同定できなかっ

た．そこで UniProt において「Sphingomonas」
と検索して得られたアミノ酸配列を用いて構

築したデータベースを用いて Mascot サーチを

行ったが，3 種のバンドいずれも同定すること

ができなかった（表 1）． 
4 種の微生物由来の添加物酵素について，デ

ータベースを構築して Mascot サーチを行った

結果，B. circulans 由来のb-ガラクトシダーゼに

ついては付帯情報と同一の微生物のb-ガラクト
シダーゼが高スコアでヒットし た ．P. 
coccineus 由来の酵素については，付帯情報と

同一の微生物由来のタンパク質が高スコアで

ヒットしたが，セルラーゼとヘミセルラーゼ

については他のタンパク質であった．UniProt
からアミノ酸配列情報を取得し，構築したデ

ータベースを用いることにより，オンライン

の SwissProt を用いる Mascotサーチよりも検索

対象を広げることができ，基原の特定に有用

であることが明らかとなった．しかし，T. 
longibrachiatum 由来のヘミセルラーゼについて

は，一部のバンドで付帯情報と同一の微生物

由来のヘミセルラーゼ様タンパク質が高スコ

アでヒットしたが，他の種由来のタンパク質

も多くヒットした．また，S. paucimobillis 由来

のプロテアーゼについては，構築したデータ

ベースを用いてもいずれのバンドも同定する

こ と が で き な か っ た ．UniProt に は ，S. 
paucimobillis 由来のプロテアーゼのアミノ酸配

列が 100 種以上登録されていることから，デー

タベースの情報量は十分と考えられる．今後，

まだ解析していないバンドの同定を試みる． 
 

C-2) 複数種の酵素消化を用いた解析 
トリプシンを用いた PMF の結果，複数種の

菌種のタンパク質がヒットした添加物酵素に

ついて，トリプシン以外の酵素を用いた解析

を実施し，菌種を限定することが可能か検討

した．Aspergillus niger 由来のヘミセルラーゼ

（B651，図 1g）については，トリプシンを用

いた場合はバンドⅠ，Ⅲ及びⅤを同定できた． 
Arg-C を用いた場合にはバンドⅠのみが，Asp-

155



N を用いた場合はバンドⅠ，Ⅱ及びⅢが，

CHTR を用いた場合はバンドⅠ，Ⅳ及びⅤが，

Lys-C を用いた場合はバンドⅠ，Ⅲ及びⅣが同

定できた（表 2）．トリプシン以外の消化酵素

を用いることにより，トリプシンでは同定で

きなかったバンドが同定できた．特にキモト

リプシンを用いた場合，トリプシンよりもヒ

ットタンパク質の由来菌種が少なく，基原を

限定することができた．T. viride 由来のセルラ

ーゼ（B674，図 1h）については，トリプシン

を用いた場合は 3 種の主要バンドはいずれも同

定できた（表 2）．Arg-Cを用いた場合はいずれ

のバンドも同定できず，Asp-N を用いた場合は

バンドⅡのみが，CHTR と Lys-C を用いた場合

は 3 種いずれのバンドも同定できた．バンドⅠ

とⅢの同定結果については，トリプシンを用

いた場合が最も coverageが高く，他の酵素を用

いる利点は見出せなかった．バンドⅡについ

ては，トリプシンを用いた際はバンドⅠと同

じタンパク質が同定されたが，Asp-N と CHTR
を用いた場合は異なるタンパク質が同定され

た．バンドⅠとⅡは非常に近接していること

から，SDS-PAGE のゲルから切り出す際に，バ

ンドⅡにⅠが混入した可能性が考えられた．  
 
C-3) 真菌基原種に関する分類学的情報の収集 
 添加物酵素の基原として広く用いられる A. 
niger とその近縁種は，Aspergillus属 Nigri節と

総称され，黒褐色の胞子を形成する胞子や分

生子頭等の形態が非常に酷似した麹菌のグル

ープである．それらの分類法をめぐり多くの

研究と改名が繰り返され，菌種の定義や名前

が混乱していたが 2,3)，近年では遺伝子を用い

た再分類が進んだが 3,4)，シノニムが多く，現

在でも，古い分類体系が一掃され完全に整理

されたとは言い難い．分類体系の再構築に伴

う菌名の変更の歴史として，A. niger・A. 
tubingensis・A. luchuensis の 3系統の変遷を図 2
に示した．真菌の分類学分野では 3 菌種にまと

める分類体系をとることが主流であるが，現

在でも，これら 3 菌種以外に，添加物基原種ま

たは SwissProt 等 DB 登録配列の由来種として

現在使用され続けている菌種は多く，A. 

awamori，A. kawachii，A. foetidus などがしばし

ば見られる．つまり，公的データベースであ

っても登録種名が最新でない可能性があり，

ヒット配列の由来または製品の付帯情報が「A. 
awamori」であっても，生物としては A. 
luchuensisまたは A. nigerのどちらの可能性も有

りうる．この問題を解決する方法の 1 つとして，

登録する情報を精査し，独自に構築したカス

タムデータベースを使用しての Mascot サーチ

を行うことが有効であると考えられた．さら

に，データベースの整備とともに，酵素製品

の付帯情報についても，最新の真菌分類学的

情報を元に整理する必要があると言える． 
 
D. 結論 
 電気泳動法と MALDI-TOF MS を組み合わせ

た添加物酵素の基原の解析法について，より

多くの製品の基原種を正確に同定するために，

改良を行った．独自に構築したデータベース

を用いた Mascot サーチの結果，オンラインで

実施した場合には同定できなかったタンパク

質を同定することができた．複数種の消化酵

素を用いた解析では，トリプシンを用いた場

合には同定できなったタンパク質を同定する

ことができた．これらの 2 種の方法は，基原同

定の精度を高めることに有用であることが明

らかとなったが，その効果は一部の添加物酵

素に限られていた．今後，より同定の精度を

高めるために，電気泳動法の工夫を行う． さ
らに，手法の開発だけに留まらず，データベ

ース構築に使用する真菌データの分類情報や，

酵素製品の付帯情報を，真菌分類学的情報を

元に整理して使用する必要があると考えられ

た． 
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図 1. 解析を行った添加物酵素の SDS-PAGE 像 
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表 2. 複数種の酵素消化を用いた PMF 解析の結果（B651）

 

バンドⅠ

トリプシン Arg-C Asp-N CHTR Lys-C
A. kawachii 68,743 20 11 9 10 9

A. usamii 68,659 18 11 7 10 7
A. awamori 68,837 14 11 9 - 9

A. niger 68,837 14 11 9 - 9

バンドⅡ

トリプシン Arg-C Asp-N CHTR Lys-C
A. kawachii 68,743 - - 13 - -

A. usamii 68,659 - - 13 - -
A. awamori 68,837 - - 8 - -

A. niger 68,837 - - 8 - -

バンドⅢ

トリプシン Arg-C Asp-N CHTR Lys-C
A. niger 41,319 24 - 27 - 20

A. phoenicis 41,387 24 - 27 - 20
A. awamori 41,266 18 - 20 - 20

バンドⅣ

トリプシン Arg-C Asp-N CHTR Lys-C
endoglucanase A A. kawachii 25,911 - - - 20 32

バンドⅤ

トリプシン Arg-C Asp-N CHTR Lys-C
A. kawachii 24,225 27 - - 26 -

A. niger 24,099 15 - - - -

種名 分子量
Coverage（％）

種名 分子量
Coverage（％）

種名 分子量
Coverage（％）

種名

種名 分子量
Coverage（％）

分子量
Coverage（％）

同定されたタンパク質

glucoamylase

aspergillopepsin-1

1,4-β-xylanase B

同定されたタンパク質

glucoamylase

同定されたタンパク質

同定されたタンパク質

同定されたタンパク質
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表 3. 複数種の酵素消化を用いた PMF 解析の結果（B674）
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