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応用糖質科学第2巻第2号 111-116(2012) 

1. はじめに

Ferulic Acid Esterase of Aspergillus Origin* 

麹菌由来のフェルラ酸エステラーゼについて*

(2012年 1月1213受付;2012年2月29日受理)
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要量:フェルラ酸は植物細胞壁に存在する最も豊富なヒドロキシ桂皮酸の lつで，ヘミセルロー

スのキシランにおいては側鎮のアラピノフラノ…スの 0δ あるいは 0-2の位置に，ベクチンに

おいては側鎖のアラピノフラノースの 0-2あるいはガラクトどラノースの 0-6の位置でエステ

ル結合している O また，フェルラ酸は 5，5二， 8，5二， 8，8'-および8-0-4'-結合によるダイマーを形成

し，キシラン，ベクチン， 1)グニンとの架橋を形作っている O 趨iiAspergillus oryzae RIB 40の
ゲノム記列清報を基に，ヘミセルロースの効率的分解に寄与Aするフェルラ酸エステラーゼと類似

する遺伝子配列をいくつか見出し，それら遺伝子‘をクローンイヒし，Pichia pastorisで発現させたO

それぞれのリコンビナント酵素のうち AoFaeBとAoFaeCはタンナーゼファミリーのブエルラ酸
エステラーゼで，一次構造と一般的性貿は似ていたが，いずれもタンナーゼ活性は検出されず，

また，それぞれの酵素はシナピン酸エステルに対する特異性が異なっていたo AoPrbAは
AoFaeBおよびAoFa巴Cと一次帯造は類叙しているものの，フェルラ酸エステラーゼ、活性やタン

ナーゼ活性は検出されず，ふヒドロキシ安息、香酸エステル特異的なエステラーゼで，タンナーゼ

ファミ 1)ーに分類されるエステラーゼ、は，その多様性が示唆された。

キーワード:麹iLブェルラ般エステラーゼ¥タンナーゼ村本

植物糖質素材はバイオ燃料，パルプ，食品そして錦料な

ど，多くの工業分野に応用可能である O 槌物糖質のうち，

イネ科植物の細胞壁の構成成分はへミセルロースの割合が

20~40% と比較的高く，バイオマスを酵素糖イとする I授に

へミセルロ…スを効率よく分解することが必要である O ヘ

ミセルロースの lつであるキシランは 1，4-βキシロースの

ボ 1)マーを主鎖として側鎖にアラピノフラノース， 0-メ

チルグルクロン酸，フェルラ酸および、p クマール酸を含

み，また，一部のキシロースはアセチルイとされている O ヘ

ミセルロースを効率よく分解するには主鎖を加水分解する

に加えて側鎖の基質を分解するアクセサリー酵素と呼

ばれる αーしアラピノフラノシダーゼ， αーグルクロニダー

ゼ，フェルラ酸エステラーゼ，アセチルキシランエステ

ラーゼの存在が不可欠である IJ。実際に，キシラナーゼと

アクセサ 1)_酵素とを混合するとへミセルロースの分解が

加速されることが知られている九

，食品機能の面でもフェルラ酸エステラーゼは重要

な役割をもっている。たとえば乳酸菌などの細菌が腸内に

フェルラ酸エステラーゼを分泌することで食物繊維が分解

されてフェルラ酸が遊離する。フェルラ酸は血圧降下，コ

レステロール低下，血糖値低下などの作用を有しヘヒト

の腸管から吸収されたフェルラ酸は生活習積病の予防・改

*本原稿はー日本応用糖質科学会平成23年度大会糖質関連醇素化学シンポジウムで一部発表された。

*本連絡先 (Tel.0235-28-2949， Fax. 0235-28-2820， E-mail: tkoseki@tds1，tr.yamagata-u.ac.jp) 

キキキKeywords: koji mold， ferulic acid esterase， tannase 
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Fig. 1. Substrate for feruloyl巴st巴raseactivity. 

Table 1. Classification of feruloyl esterases based on primary amino acid sequence similarity and specificity for hydroxycinnamic acid 
methyl esters 

Parameter Type A Type B Type C Type D 

Hydrolysis of methyl巴sters
MpCA MpCA MCA MpCA孔1CA MpCA MCA 
MFA MSA MFA MFA MSA MFA MSA 

ESTHER Database Lipase_3 Esterase PHB Tannase α戸_hydrolase

Release of diferulic acid Yes (5-ゲ) No No Yes (5-5') 

AnFa巴A PfFae-l AnFaeB NcFaeD 
Publication AwFa巴A AwAxeA TsFaeC PfFaeA 

etc. etc. etc. etc. 

善が期待される九このようにフェルラ酸エステラーゼは ど，穀類の開料由来の香り物質の生成に大きく関わってい

バイオ燃料生産に重要で、あるばかりでなく，生理活性物質 ることが見出されたことから，泡盛麹菌A.awamori由来

として有用なフェルラ酸を生産するため，産業上興味深い のタイプAのフェルラ酸エステラーゼ (AwFaeA)の特性

酵素の lっと考えられる。本稿ではAspergilllls01穴aeで

見つかったフェルラ酸エステラーゼの多様性を l十1心に紹介

する O

2. Aspergillus属由来のフェJレラ駿エステ
ラーゼ

A:‘spρer玄g♂il的ltμtσs()ω1)穴y吃之aeのフエルラ酸エステラ一ゼゼ、の最初の報

告は l円99引l年でで、ヘそのf設走As伊:peωrがllllωllSIηlIなgerにおいて報f告苦さ
れ6ヘまた遺玄伝子クロ一ニングに関するi最設初の幸報Il告は

l円99抑7年でで、あるs九)」O フエルラ酸エステラ一ゼゼ、は合成恭笠の

フエルラ酸メチル (MFA幻)， p-クマール酸メチル (MpCA)，

カフェ酸メチル (MCA)およびシナピン酸メチル (MSA)

に対する特異性 (Fig.1)とアミノ酸配列の栴間性に基づ

いてタイプA心の 4つの分類が報告された (Tab1e1)91。ま

た，エステル加水分解酵素を分類している ESTHEIミデー

タベース (http://bioweb.巴nsam.inra.frゾESTHER)において

はタンナーゼファミリーに，炭水化物エステラーゼ、を分類

している CAZyデータベース (http://www.cazy.org)にお

いてはファミリー 1(CEl)に分類される。 しかしながら，

CE1には代表的なフェルラ酸エステラーゼの多くが含ま

れていない。さらに，カピのゲノム'1害報に基づいた分子系

統角引汗からフェルラ酸エステラーゼはサブファミリー

(SF)1から 7に分類され， その多様性が示唆されている I九

その中で趨萄のフェルラ酸エステラーゼ、は泡盛や麦焼酎な

を明らかにしたl1)O

3.麹菌A.oryzae由来フェルラ駿エステ
ラーゼの基質特異性と多様性

フェルラ酸エステラーゼは， 2004年の時点で， Tabl巴l

に示すようにアミノ故配列の柏向性と 4つの合成基質に対

する特異性で分類されている九タイプA酵素はアミノ酸

配列がリバーゼと類似し，基質特異性は MCAは分解せ

ず， MSAに対し高い活性を示すこと，タイプB酵素はア

ミノ按配列がアセチルキシランエステラーゼと類似し，基

質特異性は MSAは分解せず， MpCAおよびMCAに対し

高い活性を示すこと，タイプC酵素はアミノ酸配列がタ

ンナーゼと類似し，タイプD群素とともに広い特異性を

示すことで分類されている O また，タイプAおよびタイ

プD酵素はヘミセルロース架橋を形成しているこ景体

フェルラ酸の遊離能がある。しかしながら，その後，アミ

ノ駿配列はタイプCに類似しているものの， MSAを分解

できない酵素がいくつか報告された1司 15)。

清酒麹菌A.OIyzaeのゲノム配列情報を基に前記の SF1

には複数のフェルラ酸エステラーゼ遺伝子が存在するとさ

れており l~) そのうち 2 つのフェルラ酸エステラーゼ、遺伝

子をクローン化し Pichiapastorisを用いて発現させた11}O

SF1 はタイプCのフェルラ酸エステラ…ゼでタンナーゼ

とも類似性がある。それぞれのリコンビナント酵素の特徴
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付けを行ったところ，一方の酵素の基質特異性はタイプB

酵素のように羽SAを分解できなかった (Table2)。また，

両酵素はA.0ηzaeのタンナーゼと類似しているが，タン

ナーゼ活性はなく，しかしながら，既知のクロロゲン酸エ

ステラーゼとの類似性はなかったもののへクロロゲン酸

(カフェオイルキナ酸)に対する分解性を示した (Table2)。

Table 2. Substrate specificity of the AoFAEB and AoFAEC for 
the hydrolysis of methyl cinnamates， chlorogenic acid 
(CGA) and α-naphthyl esters (C 2~C 8). 

Specific activity (U/mg-protein) 
Substrate 

AoFAEB AoFAEC 

MFA 0.57 :t 0.003 1.5 士0.20
MCA 3.2 土0.06 34.9 :t 1.03 
MpCA 30.6 土2.1 14.3 :t 0.28 
MSA ND 0.072士0.002
CGA 1.3 :t 0.06 6.0 土1.2

C2 0.042 :t 0.003 0.071士0.003
C4 1.2 :t 0.01 1.5 土0.56
C6 3.7 土0.¥3 2.¥ 士0.037
C8 1.4 :t 0.02 0.23 土0.008

Values are given as m巴ans:t standard d巴viations.ND， not de-
tected. 

Aspergillus oryzae FaeC 

Talaromyces stipitatus FaeC 

Aspergil/uso叩芝aeFaeB 

Aspergi/lus niger FaeB 

Botrytis cinerea CH476869 

901 

Aspergilluso叩zaeA0090166000079 

Aspergill悶 nigerTanAni

品内…0.1
Fusan'um oxyspo問mFaeC司12213

Phylog巴neticrelationship among paraben esterase and its 
related hypothetical prot巴ins，feruloyl巴ster百S巴sand tan-
nases in fungi. 

Phylogenetic relationships were ca1culated using the ClustalW 
software program. The phylogen巴tictree was construct巴dbased on 
the neighborてjoiningmethod且ndViSl叫izedusing th巴Tre巴Viewver. 
1.6.6 software program. The bar indicates 0.1 substitutions per site 
The numbers given in the Figure ar巴 bootstrapvalues. Bootstrap 
values are an indication of splitting the巴nzymesinto different 
branches; a valu巴1，000means th註tthe split is certain; th巴lowerthe 
value， the higher the probability that the enzyme actually belongs in 
one branch. 

Fig.2. 

したがって，フェルラ酸エステラーゼの基質特異性による

分類は，必ずしもアミノ酸配列の相向性による分類とは対

花、しないことが分かる。

4. A.oryzae由来の新規エステうーゼ

筆者らはフェルラ酸エステラーゼやタンナーゼの活性中

心セリン残基近接のアミノ酸配列が保存されているもの

の，それらとは異なるクラスターに分類される酵素遺伝子

が存在することが分かり， A.oη'zae由来の遺伝子をゲノ

ム情報を利用して探索し，機能未知な AO090023000615 

(BAE 59141)およびAO090166000079 (BAE 61730)を見

いだした (Fig.2)0 AO 090023000615発現産物の最適pH

は7.0，pH 5~9 において安定で，最適温度は 45
0

C ， 50
0
C 

まで安定であった。特に，基費特異性はフェルラ酸エステ

ラーゼ基質の MFA，MpCA， MCA， MSA，タンナーゼ基

質の没食子酸メチル(3ムテト 1)ヒドロキシ安息香酸メチ

ル)およびエピカテキンガレートならびにエピガロカテキ

ンガレート，さらには 3，4伽ジヒロドキシ安息香酸メチルに

は活性を示さず，興味深いことに，ふヒドロキシ安息香酸

エチル (EHBA)，ふヒドロキシ安息、香酸プロピル

(PHBA)，ふヒドロキシ安息香酸ブチル (BHBA)に対して

活性を示した (Table3)。これら 4ヒドロキシ安息香酸エ

ステル類はパラベンと称され，抗菌剤として食品，日用

品，化粧品等に配合されている。糸状蘭由来のパラベンエ

ステラーゼは初めて見出され，本酵素を AoPrbAと名付け

た17)。本酵素はパラベンを加水分解するが，フェルラ酸エ

ステラーゼ活性やタンナーゼ活性は示さず，基質特異性の

狭いエステラーゼであり パラベンの lつであるブチル

ιヒドロキシ安患、香酸エステルのカどに対する抗菌性は本

酵素の作用により消失した (Fig.3)。パラベンの微生物に

対する作用機序の研究は細菌を指標に報告されているが，

カピに対する報告は見あたらない。本酵素の生物学的意義

を明らかにすることは，パラベンの抗微生物活性の分子機

構の解明につながると期待される。

5. フェルラ酸工ステラーゼと CBM42との
キメラ酵素

糖質加水分解酵素 (GH)ファミ 1)- 54に分類される α-

L-アラピノフラノシダーゼの構造は N末端側の触媒ドメ

インと C末端側のアラピノース結合ドメインとからなる

Table 3. Specific activity and kinetic param巴tersof AoPrbA for ethyl 4-hydroxybenzoic acid， propyl 4-hydroxybenzoic acid and butyl 4-
hydroxybenzoic acid 

Substrate 
Specific activity 
(U mg-I) VmaxメKm

Km  

(mM) 
Vmax 

(μmol min-I mg-I) 
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0.094士0.004
0.280 :t 0.029 
0.420土 0.015

0.12士0.03
0.17 :t 0.03 
0.18土 0.04

0.037 :t 0.004 
0.074士0.001
0.107 :t 0.009 

0.30 
0.43 
0.60 

Values are given as means :t standard deviations. 
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Fig.3. 

A B C 

Effi巴ctof AoPrbA on antimicrobial activity of BHBA 
against A. 0/ヲ'zae.

An antifungal paper disk was loaded with 1.0 μM of BHBA (A)， 
1.0 μM of BHBA supplemented with 5.0 Jlg of AoPr・bA(B) and 1.0 
JlM of BHBA suppl巴mentedwith 10.0 Jlg of AoPrbA (C) on a PD 
agar plate inoculat巴dwith A. O/yzae and was incubated at 30

0

C for 
4 days. The antifungal activity was estimated on the bぉisof th巴di-
ameter of the inhibition zone formed on th巴agar

Fig.4. 

15，00 

10，00 

AwFAEA胎

AwFA忘A CBM42 

Binding of native and chimeric enzymes to insoluble wheat 
arabinoxylan. 

Th巴supernatant(non-bound) prot巴infractions (NB) and the pre-
cipitated and solubilized (bound) prot巴infractions (B) were sub-
jected to SDS-P AGE. Lane M， standard proteins 

ことが趨菌AspergilluskawachiiNBRC 4308株自来の欝素タ

ンパク質 (AkAbf54)のx*泉結品f1iJj圭19手十斤により明らかに
されたへまた，アラピノース結合ドメイン (AkCBM42)

はへミセルロース 1nlj~j~のアラピノフラノースに:持異的に結

合し，アラピノフラノースの加水分解に寄与する炭水化物

結合モジュール (CBM42)として分類されたヘ AkCBM42

をAspe/がllusawamoriNBRC4033株由来のフェルラ酸エス

テラーゼ (AwFaeA)に連結したキメラ酵素 (AwFaeA-

CBM42)を造成し，その特性を検討した。遺伝子導入し

たP.pastoris 培養上液中のキメラ酵素のエステラーゼ活性

は野生型 AwFaeAと伺程度のエステラーゼ活性を示し，

培養上清から陰イオン交換およびゲル諸過クロマトグラ

フイーにより卒寿製した。 SDS-PAGEより AwFaeA-CBM42

の分子量は 53，000で， AwFaeAの35，000より大きく，ま

た，抗AwFaeA抗体および抗AkAbf54抗体を用いたウエ

スタン解析によりキメラ酵素タンパク質であると確認され

た。 SDS“PAGEを手り用した19卒オ斤から AwFaeAはほとんど

がアラピノキシラン非結合商分から顕著なタンパク質バン

ドが五在認されたが， AwFaeA司CBM42はアラビノキシラン

Fig.5. 
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6 8 10 12 14 

Incubation time (h) 

The time course of th巴r巴leas巴offerulic acid from insoト
uble wheat arabinoxylan by native (open triangle) and chト
meric (op巴ncircle) enzymes. 

結合随分にバンドが見出され，アラピノキシランへの結合

f生カf増ブミした (Fig.4)0 CBM42カfアラピノキシラン側鎖

のアラピノースに結合し，結合性が増大したと考えられ，

キメラタンパク質でも CBM42が機能していると示唆され

た。 AwFaeA-CBM42は民正、開始とともに高いフェルラ酸

遊離活性を示し， 12 時間後には野生~に対してよヒ活性で

約 3倍高いフェルラ酸遊離活性を示した (Fig.5)0 CBM42 

によるキシランのアラピノース側鎖への結合により Aw佃

FaeAの触媒効惑が高まったこと，また， CBM42の結合定

数はこれまで報告されている CBMと比べ低く，基質から

解剖tし易いことも要因の iっと考えられる O

6. フェルラ酸エステラーゼの構造

フェルラ酸エステラーゼの触媒残基はセ 1)ン，アスパラ

ギン酸，ヒスチジンの catalytictriadで構成主れ，リパーゼ

およびセリンプロテアーゼと同様の触媒機構である。その

構造はα/日とドロラーゼブオールドを有し2()) A. niger由

来タイプAフェルラ酸エステラーゼの立体構造が2つの

グループから 1995年に報告された21，2九本酵素の構造は

Rhizol1lucor lIlieheiなど糸状菌由来の 1)パーゼ、に類似して

いるが，本酵素はリバーゼ活性を有しないことからフェル

ラ酸を認識するアミノ酸残基が解析され，フェルラ酸の水

酸基やカルボキシル基と水素結合を形成することが可能な

触媒残基近慢のチロシン残基などが関わっていることが示

されたヘまた， lidとl呼ばれるドメインがリバーゼやフェ

ルラ酸エステラーゼには存在し リバーゼでは lidが関関

することで水油界面における活性発現に重要な役割を演じ

ている O 一方，フェルラ酸エステラーゼではリバーゼのよ

うな機能は lidドメインにはない。ところが，フェルラ酸

エステラーゼには lidドメイン中に N糖鎖修飾部位があ

り， N糖鎖修飾により lidが常に聞いた状態にあると考え

られている。また， N糖鎖修飾ができないアミノ酸置換変

異酵素で、は酵素活性や熱安定性が低下した山)。

ごく最近，A.OIyzaeのフェルラ酸エステラーゼ (AoFaeB)

のX線結品構造解析による立イ木構造が明らかにされ，こ
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れまで報告のない大きなIidドメインが存在するととも

に，触媒残基のセリン，ヒスチジン残基の|鋳のシステイン

残基向ことがジスルフィド結合を形成するユニークなモチー

フをもつことがわかり， CS-D-HCモチーフと名付けられ

た2刷。 Tabl巴 lに示すタイプBフェルラ駿エステラーゼの

構造解析に関する報告はまだないが，類似性のあるA.

awamori由来のアセチルキシランエステラーゼは X線結

晶構造が解明されへ今後，麹菌ゲノム情報を基にした酵

素の構造解析が一段と進むものと考えられる。

7.おわりに

麹菌のキシラン分解酵素の中でキシラナーゼやキシロシ

ダーゼは解析例が多い。A.kawachiiのキシラナーゼ、は好

酸性日t披性を有する酵素として特故村けられ，その構造
解析からへ好酸性・耐費支性機構が提唱されている 29，30)。本

稿で、はこれまで投目されなかったアクセサリ…酵素の構造

と機誌について紹介してきたが これらの群素はバイオマ

スの効率的分解に寄与するとともに，食品素材の開発の面

からも重要で、あることが分かつてきた。麹苗のゲノム情報

を活用し，酵素の構造と機能解明が一段と進むことによ

り，今後の応用展開が期待される O
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質疑応答

[質問] キッコ…マン小熊

フェルラ酸エステラーゼのi舌i生チェックにクロロゲン国交

を用いているが，すでにクロロゲン酸エステラーゼは報告

されている O これらは向じ酵素に属すると考えているの

か。

応用糖質科学第2巻第2号 (2012)

[回答l

Aη?ergillus oryzaeフェルラ駿エステラーゼBはアミノ自主

記列がタンナ…ゼと類似し，タンナーゼファミリーに分類

され，フェルラ酸エステルに加えて，カフェ酸エステルお

よび、p-クマール酸エステルも加水分解します。一方，A.

mgerクロロゲン酸エステラーゼはアミノ酸配列から

巳STEHRデータベースではカルボキシエステラ…ゼ B

ファミリーに分類され，フェルラ酸のエステルは加水分解

しないと報告されておりますので，同じ酵素に属するもの

ではないと考えております。

{質問] 大阪市工研中野

タンナーゼの Lidの機能が分かっていれば教えてくださ

し'0

[@]答]

糸状菌リパーゼ、で分かっている Lidの機能(開閉するこ

とによる水油界面での活性制御)は，フェ jレラ酸エステ

ラーゼを含めてタンナーゼファミリーの酵素では報告があ

りません。構造がリバーゼと類似しているタイプAの

フェルラ駿エステラーゼも Lidを備えていますが，常に聞

いた状態にあると報告されております。ご指摘のように，

タンナーゼファミリーのフェルラ駿エステラーゼの Lidに

ついて機能は分かつておりませんので，明らかにしていき

たいと考えております。
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