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研究成果の概要（和文）：次世代のバイオエタノール開発のための未利用植物バイオマスの分解

に寄与するエステラーゼの構造と機能を明らかにすることを目的とした。A. oryzae ゲノム情

報を基盤とした新規フェルラ酸エステラーゼの特徴付けを行い、また、フェルラ酸エステラー

ゼとアラビノース結合モジュールとのキメラ酵素を造成し、その特性を解析した。さらに、本

研究の過程でパラベンエステラーゼが糸状菌では初めて明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study we report the relationship between structure and function of the 
esterases involved in the degradation of plant cell wall.  Based on the Aspergillus oryzae genomic 
database, we characterized a novel ferulic acid esterase and a chimeric enzyme comprising ferulic acid 
esterase and family 42 carbohydrate-binding module.  Moreover, we characterized a novel A. oryzae 
esterase that hydrolyzes 4-hydroxybenzoic acid esters. 
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１．研究開始当初の背景 
ヘミセルロースの主要なアラビノキシラン
は側鎖が非常に複雑で、その分解酵素も主鎖
を加水分解するエンド及びエキソ型のキシ
ラナーゼに加えて、α-L-アラビノフラノシダ
ーゼ、α-グルクロニダーゼ、アセチルキシラ
ンエステラーゼ、フェルラ酸エステラーゼな
どアクセサリー酵素と呼ばれる側鎖を加水
分解する酵素が必要とされている。フェルラ

酸はまた、細胞壁中でヘミセルロース・リグ
ニン間などの架橋を形成し、細胞壁の機能に
重要な働きをしている。一方、麹菌は多様な
酵素を生産し、酵素の宝庫と言われており、
麹菌 Aspergillus oryzae のゲノムデータベース
には植物細胞壁分解エステラーゼと相同性
を有する ORF が複数存在するが、酵素タンパ
ク質としての報告はない。 
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２．研究の目的 
植物細胞壁の側鎖分解酵素（アクセサリー

酵素）はこれまであまり注目されず、主鎖を
分解する酵素が主に解析されてきた。側鎖構
成成分のフェルラ酸は抗酸化性や血圧降下
を有することが知られており、フェルラ酸エ
ステラーゼはバイオマスの高度利用、再資源
化、および健康食品素材の開発などに期待さ
れている。A. oryzaeにはゲノム情報により、
他のAspergillus属のフェルラ酸エステラー
ゼと若干の相同性を持つが、機能が未同定な
遺伝子が複数存在する。タンニン酸加水分解
酵素タンナーゼなどもフェルラ酸エステラ
ーゼと若干の相同性を有する。本研究では新
規なエステル分解酵素相同遺伝子の異種発
現系による発現、リコンビナント酵素の性質
などを解析し、特に、フェノール酸のエステ
ル分解酵素の構造機能相関を明らかにする。
その情報からジフェルラ酸エステルを高度
に分解するエステラーゼの創成を目指すこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)A. oryzae の typeC フェルラ酸エステラー
ゼ様遺伝子をコードするタンパク質の発現
と解析 
A. oryzae のゲノムデータベースでは A. 

niger および Talaromyces stipitatus の
typeC フェルラ酸エステラーゼ（AniFAEC お
よびTsFAEC）と50%程度の相同性を有するORF
が数個存在し、これらは A. nidulans の
AndFAEB とも 50%程度の相同性があり、それ
ぞれの遺伝子を酵母 Pichia pastoris での発
現を試みる。本発現系では酵母 α-factor の
シグナル配列を利用した菌体外発現系で行
った。発現したタンパク質は HPLC により精
製し、精製したリコンビナント酵素を用いて、
酵素の特徴付けを行った。特に、それぞれの
リコンビナント酵素のフェノール酸エステ
ルに対する基質特異性について詳細な解析
を行った。 
 
(2)フェルラ酸エステラーゼとアラビノース
結合モジュールとのキメラ酵素のキシラン
分解に及ぼす影響 
 Aspergillus kawachii の α-L-アラビノフ
ラノシダーゼ C末端に見出されたキシラン側
鎖のアラビノフラノースに特異的に結合す
る新規なアラビノース結合モジュール
(AkCBM42)を A.awamori フェルラ酸エステラ
ーゼに融合させたキメラ酵素を造成し、未利
用植物バイオマスの効率的酵素分解を行う
ことを目的とした。A. awamoriNBRC4033 株由
来フェルラ酸エステラーゼ遺伝子と
AkCBM42(Gly336-Ser499)をコードする遺伝
子とのキメラ酵素遺伝子を PCR法により構築
し、酵母 Pichia pastoris により発現させキ

メラ酵素を取得した。培養上清中に分泌され
たキメラ酵素を精製し、精製酵素を用いてキ
シラン分解特性等を調べた。 
 
(3)糸状菌由来の新規パラベンエステラーゼ
の同定 
 フェルラ酸エステラーゼは同じく糸状菌
タンナーゼ(EC 3.1.1.20)とアミノ酸レベル
でそれほど高くはないものの類似性があり、
同じファミリーに分類されている。タンナー
ゼは茶飲料やワインの混濁防止に欠かせな
い酵素である。Aspergillus oryzae のゲノム情
報から上記フェルラ酸エステラーゼやタン
ナーゼの活性中心であるセリン残基近傍の
モチーフが一致した遺伝子配列を見いだし
た。この遺伝子配列は A. niger など他の糸状
菌にも類似配列が存在し、アミノ酸配列全体
の相同性はフェルラ酸エステラーゼやタン
ナーゼとは 20%程度と機能的に別個な酵素の
可能性が示唆された。そこで、この遺伝子の
クローン化と高生産が期待できる Pichia 
pastoris によるリコンビナント酵素の取得、
リコンビナント酵素の特性解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)A. oryzae 由来 2つのフェルラ酸エステラ
ーゼの特徴付け 
フェルラ酸エステラーゼは、フェルラ酸メ

チル(MFA)、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)に対する特異性で分類されてき
た。タイプ A 酵素は 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
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 およびタイプ
D 酵素は広い特異性を示すことで分類され、
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二量体フェル
ラ酸の遊離能があることでも分類されてい
る。しかしながら、その後、アミノ酸配列は
タイプ C に類似しているものの、MSA が分
解できない酵素がいくつか報告された。A. 
oryzae ゲノム情報を基にタイプ C 酵素のアミ
ノ酸配列に相同性のある 2 つの遺伝子
(AofaeB および AofaeC)をクローニングし、酵
素機能を解析した。その結果、AoFaeB の基
質特異性はタイプ B 酵素のように MSA を分
解できなかったが、AoFaeCはMSAを分解し、
アミノ酸配列は類似しているものの、その基
質特異性は異なることが分かった。また、両
酵素は A. oryzae 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、クロロゲン酸(カフェオ
イルキナ酸)に対する特異性を示した。 
 
(2)フェルラ酸エステラーゼとアラビノース



 

 

結合モジュールとのキメラ酵素のキシラン
分解に及ぼす影響 
①AwFaeA-CBM42 の発現および精製  

P. pastoris 培養上清中のエステラーゼ活性
は野生型 AwFaeA と同程度を示し、培養上清
から陰イオン交換およびゲル濾過クロマト
グラフィーにより精製した。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 抗体用いたウ
ェスタン解析によりキメラ酵素タンパク質
が確認された。 
②AwFaeA-CBM42 のキシランへの結合 

AwFaeA はほとんどがアラビノキシラン非
結合画分から確認されたが、AwFaeA-CBM42
はアラビノキシラン結合画分に顕著なバン
ドが見いだされ、アラビノキシランへの結合
性が増大した。CBM42 がアラビノキシラン
側鎖のアラビノースに結合し、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。 
③フェルラ酸加水分解活性に及ぼす影響 
AwFaeA-CBM42 では反応開始とともに高い
フェルラ酸遊離活性を示し、12 時間後には野
生型に対して比活性で約 3 倍高いフェルラ酸
遊離活性を示した。CBM42 によるキシラン
のアラビノース側鎖への結合により AwFaeA
の触媒効率が高まったこと、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、基質から解離し易いことも要因
の一つと考えられる。 
④キシラン分解に及ぼす影響 
α-L-アラビノフラノシダーゼおよびフェル

ロイルエステラーゼにより前処理した基質
では前処理なしの基質に比べて、反応後期か
らキシラナーゼによる分解が高まった。これ
は前処理なしの基質ではキシラナーゼによ
る分解は反応初期には十分作用するものの
徐々に側鎖による立体障害を受け、キシラナ
ーゼによる分解が限定されてしまうが、前処
理を施した基質ではキシラナーゼによる分
解が進むことを示唆している。また、キシラ
ンは主鎖を分解する酵素のみでは 50％程度
の分解率であるが、側鎖分解酵素との併用に
より分解率は 100％に近づくことが報告され
ており、本結果はこれを裏付けるものである。
AkAbf54+AwFaeA-CBM42 あるいは
AkAbf54+AwFaeA により前処理した基質と
を比較した場合、キシラナーゼによる分解は
反応初期においてキメラ酵素を用いた方が
高い傾向が見られたものの、反応後期では違
いはほとんどなくなった。これはキメラ酵素
を用いた場合フェルラ酸の分解率が高まり、
AkAbf54 による脱アラビノースが進み、キシ
ラナーゼによる反応初期の分解率が向上し
たと考えられた。 
 

(3) 糸状菌由来の新規パラベンエステラーゼ
の同定 

Aspergillus oryzaeのゲノム情報からフェル
ラ酸エステラーゼやタンナーゼの活性中心で
あるセリン残基近傍のモチーフが一致した遺
伝子配列を見いだした。この遺伝子配列はA. 
nigerなど他の糸状菌にも類似配列が存在し、
アミノ酸配列全体の相同性はフェルラ酸エス
テラーゼやタンナーゼとは20%程度と機能的
に別個な酵素の可能性が示唆された。そこで
、この遺伝子のクローン化と高生産が期待で
きるPichia pastorisによるリコンビナント酵素
の取得、リコンビナント酵素の特性解析を行
った。その結果、基質特異性はフェルラ酸エ
ステラーゼ基質、タンナーゼ基質には活性を
示さず、4-ヒドロキシ安息香酸エチル、4-ヒド
ロキシ安息香酸プロピル、4-ヒドロキシ安息
香酸ブチルに対して活性を示した。これらは
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。糸状菌由来
のパラベンエステラーゼは初めて見出され、
本酵素はAoPrbAと命名した。パラベンからア
シル基が加水分解された４－ヒドロキシ安息
香酸は抗菌性が無くなり、パラベン加水分解
酵素はパラベンの抗菌性に対して微生物の防
御機構の一つと考えられた。 
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