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遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物「ジェランガム K3B646」 

に係る食品健康影響評価に関する審議結果 

 
 

Ⅰ はじめに 

食品安全委員会は食品安全基本法に基づき、厚生労働省より、「ジェランガム K3B646」の安全性の

審査に係る食品健康影響評価について意見を求められた。(平成 17年 9月 30日、関係書類を受理) 

 

Ⅱ 申請添加物の概要 

品 目 ： ジェランガム K3B646 

性 質 ： 品質向上 

申請者 ： 三栄源エフ・エフ・アイ株式会社 

開発者 ： CP Kelco社 

 

ジェランガム K3B646は、Sphingomonas elodea S60株由来のアリルスルファターゼ及びβ－グル

クロニダーゼをコードする atsA 遺伝子及び gusA 遺伝子のコード領域のほとんどを欠失させた DNA

を、S. elodea S60 のサブクローンである S.elodea S60wtc 株に、相同組換え法を用いて導入して

得られた GBAD-1株を生産菌として製造されるジェランガムである。ジェランガム K3B646の製造方

法は、従来からの生産菌株を用いた場合と同様な方法で抽出・精製される。 

   ジェランガムは、S.elodeaの培養液から得られたグルコース・グルクロン酸・グルコース・ラム

ノースの四つの糖を繰り返した構造をもつ直鎖上の多糖類であり、食品添加物（増粘安定剤）とし

て幅広い食品に使われている。ジェランガムは食品添加物公定書に収載され、成分規格が設定され

ている。（引用文献①②） 

現行の生産株(S.elodea S60株)から生産されるジェランガムは微量のアリルスルファターゼ及び

β－グルクロニダーゼを産出するため、乳製品等（例：ミルクプリン、ハードヨーグルト）の乳タ

ンパクの安定化・分散や食感の改良等に用いた際に UHT(超高温)殺菌処理を行うと、乳製品中の p

－クレゾール硫酸抱合体及び p－クレゾールグルクロン酸抱合体から、アリルスルファターゼ及び

β－グルクロニダーゼの作用により p－クレゾールが生成し、異臭味の原因となっている。この問

題を解決するために、アリルスルファターゼ及びβ－グルクロニダーゼをコードする atsA 遺伝子

及び gusA遺伝子を不活性化することを目的として GBAD-1株が開発された。GBAD-1株は、アリルス

ルファターゼ活性及びβ－グルクロニダーゼの活性を欠失している。 

    

GBAD-1 株の宿主は、現在のジェランガム生産株の S.elodea S60 株の接合効率を高めた（プラス

ミド DNAの取り込み能を向上させた）自然単離株 S.elodea S60wtc であり、S.elodeaについては、

動物やヒトに対する毒素や病原性を持つことは知られていない。（引用文献③④） 

また、2つの挿入 DNA の供与体は、現行のジェランガム生産株の S.elodea S60株である。 

 

Ⅲ 対象添加物に該当するか否かについて 

１．生産菌 S.elodea GBAD-1株の構築について 
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宿主は、S.elodea S60wtc株である。 

S.elodea S60株から atsA遺伝子及び gusA遺伝子のコード領域のほとんどをそれぞれ欠失させた

DNA を調製し、E. coli 由来のプラスミド pLO2 に組み込み、発現ベクターpLO2－Asdeln 及び pLO2

－Bglucdelnを調製した。両プラスミドには、目的外の遺伝子の存在は確認されていない。 

第一段階は pLO2－Asdeln を用いて宿主 S.elodea S60wtc 株を相同組換え法で形質転換し、atsA 遺

伝子欠失の菌株を選抜した。第二段階は pLO2－Bglucdelnを用いて、第一段階で選抜された atsA遺

伝子欠失の菌株を相同組換え法で形質転換し、atsA 遺伝子及び gusA 遺伝子が欠失したジェランガ

ム K3B646の生産菌株 S.elodea GBAD-1株を選抜した。 

 

２．「組換え体株 GBAD-1」が「組換え DNA 技術によって最終的に宿主に導入された DNA が、当該微生

物と分類学上同一の種に属する微生物の DNAのみである場合」に該当することについて 

 

(1) 組換え体株 GBAD-1中から遺伝子挿入に用いたベクターが除去されていることの確認について 

PCR 分析法により組換え体株 GBAD-1 中からベクター由来の DNA が除去されているかを確認する

ために、ｐLO2 由来の 2 種類のプライマーを用いて確認したところ、組換え体株 GBAD-1 中にはベ

クター由来の DNA が存在していないことが確認された。（引用文献⑤） 

 サザンブロット分析により組換え体株 GBAD-1中からベクター由来の DNAが除去されているかを

確認するために、ｐLO2ベクターの線状化 DNAをプローブとして用いて確認したところ、組換え体

株 GBAD-1 中にはベクター由来の DNA が存在していないことが確認された。（引用文献⑥）また、

ｐLO2ベクターの ori付近を増幅するプライマーを用いて PCRを行った結果でも、ベクター由来の

DNA は検出されなかった。（引用文献⑤） 

 

(2) 組換え体株中における目的遺伝子(アリルスルファターゼ遺伝子及びβ－グルクロニダーゼ遺伝

子)の欠失数及び欠失サイズについて 

① 部分欠失 atsA遺伝子について 

  atsA 遺伝子の欠失状態を確認するために、atsA 遺伝子の DNA 配列を含むプローブを用いて、

組換え体株 GBAD-1 のサザンブロット分析を行った結果、atsA 遺伝子及び近傍の塩基配列より

想定される塩基サイズと同じサイズのバンドが観察され、染色体の正しい位置の１箇所のみで

欠失が起きていることが確認された。（引用文献⑩） 

② 部分欠失 gusA遺伝子について 

  gusA 遺伝子の欠失状態を確認するために、gusA 遺伝子の DNA 配列を含むプローブを用いて、

組換え体株 GBAD-1 のサザンブロット分析を行った結果、gusA 遺伝子及び近傍の塩基配列より

想定される塩基サイズと同じサイズのバンドが観察され、染色体の正しい位置の１箇所のみで

欠失が起きていることが確認された。（引用文献⑩） 

 

(3) 既存生産株と組換え体株の塩基配列の比較について 

① atsA遺伝子について 

  GBAD-1 株の atsA 遺伝子断片を含む周辺領域の塩基配列を決定した結果、atsA 遺伝子断片の

終止コドンを含む 24bpのみを残し、開始コドンを含む 1,632bpが欠失されていることが確認さ

れた。（引用文献⑦）） 

 3 



 

  また、atsA 遺伝子欠失部位の近傍配列が、既存の生産株と一致していることが確認された。

（引用文献⑦⑧） 

② gusA遺伝子について 

  GBAD-1 株の gusA 遺伝子断片を含む周辺領域の塩基配列を決定した結果、gusA 遺伝子の終止

コドンの 3bp のみを残し、開始コドンを含む 1,860bpが欠失されていることが確認された。 

また、gusA遺伝子欠失部位の近傍配列が、既存の生産株と同一であることが確認された。（引

用文献⑨） 

  

以上に示された科学的知見から、本組換え体生産株 GBAD-1株は遺伝子挿入に用いたベクターを含

んでいないこと、atsA 遺伝子と gusA 遺伝子のほとんどを欠失していること、遺伝子の欠失部位の

近傍塩基配列が宿主である S.elodea S60wtc株と一致していることが確認された。 

        

Ⅳ 食品健康影響評価について 

「GBAD-1株由来のジェランガム K3B646」については、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された

添加物の安全性評価基準」の第１章 総則 第３ 対象となる添加物及び目的のうち、「組換え DNA 技術

によって最終的に宿主に導入された DNAが、当該微生物と分類学上同一の種に属する微生物の DNAの

みである場合」に該当することから、本基準の対象ではないと判断される。 

 

Ⅴ 引用文献 

 

① 第７版 食品添加物公定書 厚生省復刻版 日本食品添加物協会 PP:272. 

② 第７版 食品添加物公定書解説書 廣川書店 D-565-D570. 

③ 遺伝子組換え Sphingomonas elodea GBAD-1 株により製造されるジェランガムの食品添加物として

の GRAS に関する専門家研究班の見解 Sphingomonas elodea及びジェランガムに対し懸念される毒性

に関する文献調査（社内報告書） 

④ 遺伝子組換え Sphingomonas elodea GBAD-1 株により製造されるジェランガムの食品添加物として

の GRAS に関する専門家研究班の見解 Sphingomonas elodea GBAD-1株のマウスにおける毒性試験（社

内報告書） 

⑤ 遺伝子組換え Sphingomonas elodea GBAD-1 株により製造されるジェランガムの食品添加物として

のGRASに関する専門家研究班の見解 UHT殺菌乳製品におけるジェランガムに起因するp-クレゾール

発生を減少させる Sphingomonas elodea欠失株の構築（社内報告書） 

⑥ 遺伝子組換え Sphingomonas elodea GBAD-1 株により製造されるジェランガムの食品添加物として

の GRAS に関する専門家研究班の見解 サザン分析による被験菌 GAS-1、PAS-1、GBAD-1 及び PBAD-1

株におけるベクターDNA存在／非存在の検査（社内報告書） 

⑦ GBAD-1 株の atsA欠失部位近傍の塩基配列（CP Kelco社資料） 

⑧ Supplementary sequencing of atsA deletion region of GBAD1（CP Kelco社資料） 

⑨ GBAD-1 株の gusA欠失部位近傍の塩基配列（CP Kelco社資料） 

⑩ サザンブロットによる遺伝子欠失のサイズ及び領域の確認（CP Kelco社資料） 
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〈審議の経緯〉 
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  同日付で食品安全委員会委員長から厚生労働大臣へ通知 

 

〈食品安全委員会委員〉 

平成 18年 12月 21日から 

   委員長    見上  彪 

   委員長代理＊１ 小泉直子 

          長尾  拓 
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要 約 

 

Ⅰ はじめに 

食品安全委員会は食品安全基本法に基づき、厚生労働省より、「プロテアーゼ」(Aspergillus niger 

GEP-44 株由来のプロテアーゼ)の安全性の審査に係る食品健康影響評価について意見を求められた。 

 

Ⅱ 申請添加物の概要 

品 目 ： プロテアーゼ（A.niger GEP-44株由来のプロテアーゼ） 

性 質 ： 生産性向上 

申請者 ： DSM ニュートリション ジャパン株式会社 

開発者 ： DSM 社 

 

A.niger GEP-44 株由来プロテアーゼは、A.niger GAM-53 株由来の 7 箇所のグルコアミラーゼを

コードする glaA遺伝子を欠失させ、欠失させた箇所に、プロテアーゼをコードする gepA遺伝子を

相同組換え法を用いて導入して得られた GEP-44株を生産菌として製造されるプロテアーゼである。

A.niger GEP-44株由来プロテアーゼの製造方法は、従来からの生産菌株を用いた場合と同様な方法

で抽出・精製される。 

 

Ⅲ 食品健康影響評価結果 

「GEP-44 株由来のプロテアーゼ」については、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加

物の安全性評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日 食品安全委員会決定）の第１章 総則 第３ 対象とな

る添加物及び目的のうち、「組換え DNA 技術によって最終的に宿主に導入された DNA が、当該微生

物と分類学上の同一の種に属する微生物の DNAのみである場合」に該当することから、本基準の対

象ではないと判断される。 
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遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物「プロテアーゼ」 

に係る食品健康影響評価に関する審議結果 

 
 

Ⅰ はじめに 

食品安全委員会は食品安全基本法に基づき、厚生労働省より、「プロテアーゼ」(Aspergillus niger 

GEP-44 株由来のプロテアーゼ)の安全性の審査に係る食品健康影響評価について意見を求められた。

(平成 19年 1月 29日、関係書類を受理) 

 

Ⅱ 申請添加物の概要 

品 目 ： プロテアーゼ（A.niger GEP-44株由来のプロテアーゼ） 

性 質 ： 生産性向上 

申請者 ： DSM ニュートリション ジャパン株式会社 

開発者 ： DSM 社 

 

A.niger GEP-44 株由来プロテアーゼは、A.niger GAM-53 株由来の 7 箇所のグルコアミラーゼを

コードする glaA遺伝子を欠失させ、欠失させた箇所に、プロテアーゼをコードする gepA遺伝子を

相同組換え法を用いて導入して得られた GEP-44株を生産菌として製造されるプロテアーゼである。

A.niger GEP-44株由来プロテアーゼの製造方法は、従来からの生産菌株を用いた場合と同様な方法

で抽出・精製される。 

   従来からの生産菌株を用いたプロテアーゼは、A.niger の培養液から得られる酵素であり、各種

たん白質の分解等に用いられ、食品添加物（既存添加物）として幅広い食品に使われている。（参

考文献 1） 

  GEP-44 の宿主は、A.niger 野生株 NRRL3122 から化学的変異処理により、グルコアミラーゼをコ

ードする glaA遺伝子のコピー数を多重化(7コピー)させた A.niger GAM-53株である。なお、A.niger 

GAM-53 株は、オランダ菌株コレクション Centraalbureau voor Schimmelcultures(CBS)(菌類培養

中央研究所)において、A.nigerと同定されている。（参考文献 2） 

また、挿入 DNA の供与体は、従来型プロテアーゼ生産株の A.niger G-306 株である。(参考文献

3) 

 

Ⅲ 対象添加物に該当するか否かについて 

１．組換え体 A.niger GEP-44株の構築について 

宿主は、A.niger 野生株 NRRL3122由来の GAM-53株である。 

宿主 A.niger GAM-53 株から、同株由来の 7箇所のグルコアミラーゼをコードする glaA遺伝子及

びプロモーターのコード領域のほとんどを欠失させたΔgla座を有する 502株を構築した。(参考文

献 4,5)  これらの 7 箇所のΔgla 座は、各々異なる制限酵素部位で標識した。(参考文献 6)  この

7箇所のΔgla座は、「プラグ部位」とよばれ、種々の遺伝子を含む発現ユニットを組み込むことが

可能である。得られた 502株を化学的に処理し 508株を構築した。 

構築された 508 株に、プロテアーゼをコードする gepA 遺伝子カセット及びアセトアミダーゼを

コードしている amdS 遺伝子カセットを混合した DNA 溶液を混合し形質転換を行った。得られた形
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質転換株の中から、BamHI-Δgla 座に amdS と gepA 遺伝子カセットが直列に組み込まれている状態

で多重化して存在する株を gla 及びΔgla の特異的プライマーを用いる PCR 分析により選抜し、

712-1株を構築した。 

 構築された 712-1株を１回交差相同組換えすることにより、amdS遺伝子が除去された 712-2株を

構築した。 

構築された712-2株に存在する多重化したgepA遺伝子カセットを有するBamHI-Δgla座全体が、更

に菌体内で自然に起こった遺伝子変換により、他の制限酵素部位を有するΔgla座を置換していき、

結果としてgepA遺伝子が更に多重化され、生産株であるGEP-44株が得られた。(参考文献6) 

 

２．「組換え体株 GEP-44 株」が「組換え DNA 技術によって最終的に宿主に導入された DNA が、当該微

生物と分類学上の同一の種に属する微生物の DNAのみである場合」に該当することついて 

 

(1) 712-2 株中から遺伝子挿入に用いたベクター由来の DNA 及び amdS 遺伝子が除去されていることの

確認について 

サザンブロット分析により、712-2 株から、発現ベクターである pTZ18R ベクター由来の DNA 及

び amdS 遺伝子が除去されているかを確認するために、pTZ18Rベクターの線状化 DNA 及び amdS 遺

伝子をプローブとして用いて確認したところ、712-2 株中にベクター由来の DNA 及び amdS 遺伝子

が含まれていないことが確認された。 

 

(2) 組換え体株 GEP-44株に存在する塩基配列について 

712-2 株に存在する多重化した gepA 遺伝子カセットを有する BamHI-Δgla 座全体が、更に菌体

内で自然に起こった遺伝子変換により、他の制限酵素部位を有するΔgla座を置換していき、結果

として gepA遺伝子が更に多重化され、生産株である GEP-44株が得られた。（参考文献 6） 

従って、その塩基配列は全て A.niger 由来である。また、目的以外のタンパク質を組換え体株

内で発現するオープンリーディングフレームは含まれていない。 

  

以上に示された科学的知見から、本組換え体生産株 GEP-44 株は発現ベクター及び amdS 遺伝子を

含んでいないこと、宿主及び挿入遺伝子の供与体は、いずれも A.niger 由来であることが、オラン

ダ菌株コレクション(CBS)により確認された。 

        

Ⅳ 食品健康影響評価結果 

「GEP-44 株由来のプロテアーゼ」については、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物

の安全性評価基準」（平成 16年 3月 25 日 食品安全委員会決定）の第１章 総則 第３ 対象となる添加

物及び目的のうち、「組換え DNA技術によって最終的に宿主に導入された DNAが、当該微生物と分類学

上の同一の種に属する微生物の DNA のみである場合」に該当することから、本基準の対象ではないと

判断される。 

 

Ⅴ 参考文献 

 

1. 既存添加物名簿収載品目リスト注解書.日本食品添加物協会(1999) 
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要  約 

 
「LU11439 株を利用して生産されたリボフラビン」について申請者提出の資料を

用いて食品健康影響評価を行った。 

 
本添加物は、リボフラビンの生産性を高めるため、Ashbya gossypii LU3178 株の突

然変異株 LU8907 株を宿主として、A. gossypii ATCC10895 株由来のリボフラビンの

生合成に関与する遺伝子の導入を行った LU11439 株を利用して生産されたリボフラ

ビンである。 
 
本添加物を生産するLU11439株には遺伝子挿入に用いられたベクター由来のDNA

は検出されず、導入された目的遺伝子は宿主と同じ A. gossypii に由来する。 
 
本添加物については、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物の安全性

評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日 食品安全委員会決定）の第１章 総則 第３ 対象と

なる添加物及び目的に規定される「組換え DNA 技術によって最終的に宿主に導入さ

れた DNA が、当該微生物と分類学上の同一の種に属する微生物の DNA のみである

場合」に該当することから、本基準の対象ではなく、安全性評価は必要ないと判断し

た。 
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Ⅰ．評価対象添加物の概要 

  名 称：LU11439 株を利用して生産されたリボフラビン 
  用 途：栄養強化剤及び着色料 
  申請者：BASF ジャパン株式会社 
  開発者：BASF SE（ドイツ） 
 

本添加物は、リボフラビンの生産性を高めるため、Ashbya gossypii LU3178 株

の突然変異株 LU8907 株を宿主として、A. gossypii ATCC10895 株由来のリボフラ

ビン生合成に関与する遺伝子を導入して作製された LU11439 株を利用して生産さ

れたリボフラビンである。 
リボフラビンは、食品添加物として指定され、成分規格が食品添加物公定書に収

載されている。 
A. gossypii の病原性は知られておらず、有害生理活性物質を生産するという報告

はない。また、A. gossypii は、国立感染症研究所病原体管理規程のバイオセーフテ

ィレベル１に該当し、リボフラビンの生産菌として工業的に用いられている。 
また、LU11439 株は、抗生物質耐性マーカー遺伝子を有さない。 

 
Ⅱ．食品健康影響評価 

１．A. gossypii LU11439 株の作製について 

宿主は A. gossypii LU3178 株由来の LU8907 株である。 
挿入 DNA は A. gossypii ATCC10895 株由来のリボフラビン生合成に関与する

rib 遺伝子群である。これにプロモーター及びターミネーターを含む遺伝子群並

びにカナマイシン耐性遺伝子を結合した DNA 断片を作製した。DNA 断片をエレ

クトロポレーション法で宿主に導入し、REMI（Restriction Enzyme-Medicated 
Integration）法及び相同組換え法により宿主ゲノムに挿入した後、相同組換え法

でカナマイシン耐性遺伝子を除去し、 A. gossypii LU11439 株を得た。 
構築された DNA 断片の塩基数及び塩基配列は明らかになっている。 
 

２．  LU11439 株が「組換え DNA 技術によって最終的に宿主に導入された DNA
が、当該微生物と分類学上の同一の種に属する微生物の DNA のみである場合」

に該当することについて 

(1)  LU11439株中から遺伝子挿入に用いたベクター由来のDNAが除去されてい

ることの確認について 

  LU11439 株に挿入 DNA 断片の作製に用いたベクタープラスミド由来の

DNA が混入していないことを確認するために、サザンブロット分析により、ベ

クターとして用いられた pBluescript KS(-)及び pUC18 を認識するプローブを

用いて確認したところ、これらの配列由来の DNA は検出されなかった。 

 
(2)  LU11439 株に存在する塩基配列について 
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LU11439 株に導入された目的遺伝子の塩基配列は A. gossypii 由来である。  
LU11439 株には、挿入 DNA 断片の作製に用いられたマルチクローニングサ

イト等に由来する配列が複数残存しており、ノーザンブロット分析及び挿入

DNA 等の塩基配列の情報を検討した結果が提出された。ノーザンブロット分析

が行われた配列については、転写されていないことが確認されており、塩基配

列の情報等も含めて検討した結果、問題はないと判断した。 
 

以上、１及び２の結果から、「LU11439 株を利用して生産されたリボフラビン」

については、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物の安全性評価基準」

（平成 16 年 3 月 25 日 食品安全委員会決定）の第１章 総則 第３ 対象となる添加

物及び目的に規定される「組換え DNA 技術によって最終的に宿主に導入された

DNA が、当該微生物と分類学上の同一の種に属する微生物の DNA のみである場

合」に該当することから、本基準の対象ではなく、安全性評価は必要ないと判断し

た。 
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要  約 
 

「Aspergillus niger ASP-72 株を利用して生産されたアスパラギナーゼ」につい

て、申請者提出の資料を用いて食品健康影響評価を実施した。 
 
 本添加物は、アスパラギナーゼの生産性を高めるため、Aspergillus niger 

NRRL3122 株由来の GAM-53 株を宿主として、A. niger GAM-8 株由来のアスパラギ

ナーゼ遺伝子を導入して作製された ASP-72 株を利用して生産されたアスパラギナー

ゼである。アスパラギナーゼは、アクリルアミド生成の起因となるアスパラギンをア

スパラギン酸とアンモニアに加水分解する酵素であり、食品の加熱加工におけるアク

リルアミドの生成を抑制することができるとされている。 
 
本添加物の生産菌である ASP-72 株には、宿主である A. niger に由来する DNA の

みが導入されていることを確認した。 
 
本添加物については、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物の安全性

評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）の第 1 章総則第 3「対象とな

る添加物及び目的」に規定する「組換え DNA 技術によって最終的に宿主に導入され

た DNA が当該微生物と分類学上の同一の種に属する微生物の DNA のみである場合」

に該当する微生物を利用して製造されたものであることから、本基準の対象ではなく、

安全性評価は必要ないと判断した。 
 
なお、アスパラギナーゼは食品衛生法（昭和 22 年法律第 233 号）第 10 条に基づく

食品添加物としての指定がなされていないことから、厚生労働省から同指定に係る食

品健康影響評価の要請もなされており、厚生労働省における本添加物の取扱いについ

ては、添加物としての食品健康影響評価の結果も踏まえる必要がある。 
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Ⅰ．評価対象添加物の概要 
名 称：Aspergillus niger ASP-72 株を利用して生産されたアスパラギナーゼ 
用 途：アクリルアミドの生成抑制 
申請者：DSM ニュートリションジャパン株式会社 
開発者：DSM 社（オランダ） 
 
本添加物は、アスパラギナーゼの生産性を高めるため、Aspergillus niger 

NRRL3122 株由来の A. niger GAM-53 株を宿主として、A. niger GAM-8 株由来の

アスパラギナーゼ遺伝子（aspA 遺伝子）を導入して作製された ASP-72 株を利用

して生産されたアスパラギナーゼである。 
アスパラギナーゼは、アクリルアミド生成の起因となるアスパラギンをアスパラ

ギン酸とアンモニアに加水分解する酵素であり、食品の加熱加工におけるアクリル

アミドの生成を抑制することができるとされている。 
また、A. niger 由来の α-アミラーゼやプロテアーゼ等が既存添加物として幅広い

食品に安全に使用されている。 
 
Ⅱ．食品健康影響評価 
１．ASP-72 株の構築について 

ASP-72 株の宿主は、A. niger GAM-53 株である。 
ASP-72 株に導入された DNA 断片は、Escherichia coli 由来のプラスミド

pTZ18R に A. niger GAM-8 株由来の aspA 遺伝子、A. niger GAM-53 株の glaA
遺伝子由来のプロモーター領域及びターミネーター配列を含む領域を組み込むこ

とによって作製されたプラスミドから、プラスミド pTZ18R に由来する塩基配列

を除去することによって作製された。 
本 DNA 断片をプロトプラスト法を用いて A. niger GAM-53 株のゲノムに挿入

し、自然遺伝子多重化により aspA 遺伝子が多重化された菌株（ASP 528-17 株）

を大量培養することによって、本添加物の生産菌である ASP-72 株が作製された。 
なお、ASP-72 株の作製過程において選択マーカーとして利用するために

Aspergillus nidulans NRRL194 株由来のアセトアミダーゼ遺伝子（amdS 遺伝

子）が導入されたが、ASP-72 株は amdS 遺伝子を有さない。 
 
２．ASP-72 株が「組換え DNA 技術によって最終的に宿主に導入された DNA が、

当該微生物と分類学上の同一の種に属する微生物の DNA のみである場合」に該

当することについて 
（１）ASP-72 株において遺伝子導入に用いたベクター由来の DNA 及び amdS

遺伝子が除去されていることの確認について 
DNA 断片の作製に使用した E. coli 由来のプラスミド pTZ18R の塩基配列

及び A. nidulans 由来の amdS 遺伝子が含まれていないことが確認された。 
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（２）ASP-72 株に存在する塩基配列について 
ASP-72 株に導入された遺伝子は、A. niger GAM-8 株及び GAM-53 株に

由来し、GAM-8 株に由来する aspA 遺伝子を多重化したものである。 
したがって、その塩基配列は、全て A. niger 由来である。 

 
以上の１及び２から、「Aspergillus niger ASP-72 株を利用して生産されたア

スパラギナーゼ」については、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物

の安全性評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）の第 1 章総則第 3
「対象となる添加物及び目的」に規定する「組換え DNA 技術によって最終的に宿

主に導入された DNA が、当該微生物と分類学上の同一の種に属する微生物の DNA
のみである場合」に該当する微生物を利用して製造されたものであることから、本

基準の対象ではなく、安全性評価は必要ないと判断した。 
なお、アスパラギナーゼは、食品衛生法（昭和 22 年法律第 233 号）第 10 条に基

づく食品添加物としての指定がなされていないことから、厚生労働省から同指定に

係る食品健康影響評価の要請もなされており、厚生労働省における「Aspergillus 
niger ASP-72 株を利用して生産されたアスパラギナーゼ」の取扱いについては、添

加物としての食品健康影響評価の結果も踏まえる必要がある。 

4 





（別添）                                       ⑤ 

組換えＤＮＡ技術を利用して製造された添加物「PLA2」(ホスホリパーゼ A2) 

に係る食品健康影響評価 

 
 

Ⅰ はじめに 

食品安全委員会は食品安全基本法に基づき、厚生労働省より、「PLA2」(Streptomyces violaceoruber 

AS-10 株由来のホスホリパーゼ A2)の安全性の審査に係る食品健康影響評価について意見を求められ

た。(平成 15年 10月 30日、関係書類を接受) 

 

Ⅱ 対象添加物の概要 

品 種 ： PLA2（Streptomyces violaceoruber AS-10株由来のホスホリパーゼ A2） 

性 質 ： リン脂質加水分解酵素 

申請者 ： ナガセケムテックス株式会社 

開発者 ： ナガセケムテックス株式会社 

 

本 PLA2 は、宿主 Streptomyces violaceoruber 1326 株に、プロトプラスト法を用いて、

Streptomyces violaceoruber IFO15146株由来の pla2遺伝子のコーディング領域に、Streptomyces 

cinnamoneus IFO12852株由来のホスホリパーゼ D遺伝子（pld遺伝子）のプロモーター及びターミ

ネーター領域を結合した遺伝子を導入して得られた Streptomyces violaceoruber AS-10 株から得

られるホスホリパーゼ A2である。 

   ホスホリパーゼ A2 は、ホスファチジルコリンを加水分解して 1-acylglycerophosphocholine と

脂肪酸を生成する酵素である。用途は、卵黄の改質及びレシチンの加水分解であり、液体又は粉末

のホスホリパーゼ A2 を卵黄液またはレシチン液に一定量添加して用いられている。 

   なお、宿主菌株が有害生理活性物質を生産することは知られていない。宿主、供与体に用いられ

た Streptomyces属が基原となる添加物については、β-アミラーゼ、キチナーゼ、グルコースイソ

メラーゼ、ビタミン B12、トランスグルタミナーゼ、リパーゼ等があり（引用文献①）、いずれも既

に豊富な食経験または食品添加物としての使用経験があるものである。 

Streptomyces属はグラム陽性芽胞形成性土壌細菌（放線菌）であり、ヒトによる直接的な食経験

はないが、病原性等の問題は報告されていない。また、Streptomyces violaceoruber 1326 株、

Streptomyces violaceoruber IFO15146株、Streptomyces cinnamoneus IFO12852株には、病原性、

毒素産生は報告されていない。（引用文献②、③、④） 

 

Ⅲ 対象添加物に該当するか否かについて 

１．生産菌 Streptomyces violaceoruber AS-10株の構築について 

宿主は、Streptomycetaceae 科 Streptomyces 属 violaceoruber 種(旧名：lividans)の 1326 株で

ある。 

挿入 DNAは、Streptomyces violaceoruber IFO15146株から分離されたホスホリパーゼ A2の遺伝

子のコーディング領域に、その転写に必要なプロモーター及びターミネーター領域として、ホスホ



リパーゼ Dを産生する Streptomyces cinnamoneus IFO12852株から分離された pld遺伝子のプロモ

ーター領域及びターミネーター領域を結合したものである。 

 発現ベクターpIJ702-EX-PLA2は、これら挿入 DNAを Sreptomyces violaceoruber ATCC35287株由

来のプラスミド pIJ702にプライマー由来の SphⅠのリンカーとともに導入したものであり、pIJ702

及び発現ベクターpIJ702-EX-PLA2の塩基数、塩基配列及び制限酵素切断地図は明らかとなっており、

目的外の遺伝子の混入はない。 

 この pIJ702-EX-PLA2 を用いて宿主 Streptomyces violaceoruber 1326 株をプロトプラスト法で

形質転換し、PLA2の生産菌株 Streptomyces violaceoruber AS-10株を選抜した。 

 

２．自然界における Streptomyces属間での染色体 DNAの交換について 

一般的に、16S rRNA が高い相同性を持つ微生物は分類学上近縁であるとされているが、

Streptomyces violaceoruber と Streptomyces cinnamoneus の 16S rRNA の塩基配列は高い相同性

（>95%）を示している。(引用文献⑤) 

Streptomyces 属の多くの菌株は、自然界において接合により遺伝子の交換を行うことが知られて

いる。このプロセスでは、細胞と細胞が接触した結果として、大きな染色体断片が取り込まれるこ

とが示されている。（引用文献⑥） 

また、寒天培地及び土壌環境中において Streptomyces violaceoruber由来の接合プラスミド及び

派生プラスミドは、Streptomyces属間で転移することが知られている。(引用文献⑦) 

土 壌 中 で 、 Streptomyces violaceolatus と Streptomyces lividans （ ＝ Streptomyces 

violaceoruber）の生活環を追跡し、プラスミドと Phage-Born 遺伝子の推移を調べたところ、自然

界において、プラスミドの転移、ファージの感染及び細胞の接合が生じていることが確認されてい

る。（引用文献⑧） 

滅菌土壌において、水銀耐性遺伝子をエンコードする２つの Streptomyces由来巨大線型プラスミ

ド（pRJ3L(322kb)、pRJ28(330kb)）が、プラスミドを含有しない水銀感受性菌である Streptomyces 

lividans（Streptomyces violaceoruber）TK24株に転移することが確認されている。（引用文献⑨） 

土壌より分離された 99 株の Streptomyces 属菌株（Streptomyces cinnamoneus と Streptomyces 

violaceoruberの系統が含まれている）について、これらの 16S rRNA情報の元に得られた系統樹を

比較したところ、芳香ポリケチド生合成に関わる遺伝子が分類学上近縁でない Streptomyces属に存

在することが示されている。(引用文献⑩) 

ストレプトマイシン生合成に関わる遺伝子を持つと思われる２種類の菌株を土壌より分離したと

ころ、そのうちの１つの菌株は、ストレプトマイシン生合成に関わる遺伝子クラスターを構成する

全遺伝子を持ち、もう一つの菌株は同じクラスターを構成する遺伝子の一部分を持っていたが、こ

れら２種の菌株は分類学上近縁でないことが示されている。（引用文献⑪） 

 

以上に示される既報の科学的知見から、Streptomyces violaceoruberと Streptomyces cinnamoneus

との間では自然に遺伝子の交換がなされていると考えられ、本件の Streptomyces violaceoruber 

AS-10株について、自然界に存在しうると考えることは妥当である。 

        

Ⅳ 結果 

「Sreptomyces violaceoruber AS-10 株由来のホスホリパーゼ A2」については、「遺伝子組換え微



生物を利用して製造された添加物の安全性評価基準」の第１章 総則 第３ 対象となる添加物及び目的

のうち、「組換え体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在する場合」に該当することから、

本基準の対象ではないと判断される。 
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要 約 
 

食品安全委員会は、食品添加物「Streptomyces violaceoruber（pNAG）株を利

用して生産されたキチナーゼ」について申請者提出の資料を用いて食品健康影響評

価を行った。 
本添加物は、その品質を高めるため、Streptomyces violaceoruber 1326 株を宿

主として、Streptomyces avermitilis ATCC31267 株由来のキチナーゼ構造遺伝子

（nag 遺伝子）に Streptomyces cinnamoneus IFO12852 株由来のホスホリパーゼ

D 遺伝子のプロモーター及びターミネーター領域を結合した遺伝子をプロトプラス

ト法で形質転換して作製された S. violaceoruber（pNAG）株により生産されたキ

チナーゼである。 
 

本添加物の評価では、S. avermitilis、S. cinnamoneus 及びS. violaceoruberと
の間において、自然に遺伝子交換がなされていると考えられることから、

S. violaceoruber（pNAG）株と同等の遺伝子構造を持つ生細胞が自然界に存在する

と考えられた。 
 

以上の結果から、「Streptomyces violaceoruber（pNAG）株を利用して生産され

たキチナーゼ」については、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物の

安全性評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）の第 1 章総則第 3 対

象となる添加物及び目的のうち、「組換え体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自

然界に存在する場合」に該当することから、本基準の対象ではないと判断される。 
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Ⅰ．評価対象遺伝子組換え添加物の概要 
 

添加物 ： Streptomyces violaceoruber（pNAG）株を利用して生産された

キチナーゼ 
用 途 ： キチン又はキチンオリゴ糖の加水分解酵素 
申請者 ： 長瀬産業株式会社 
開発者 ： 長瀬産業株式会社 

 
本添加物は、その品質を高めるため、S. violaceoruber 1326 株を宿主として、

S. avermitilis ATCC31267 株由来のキチナーゼ構造遺伝子（nag 遺伝子）に

S. cinnamoneus IFO12852 株由来のホスホリパーゼ D 遺伝子のプロモーター及び

ターミネーター領域を結合した遺伝子を導入して作製されたS. violaceoruber
（pNAG）株により生産されたキチナーゼである。 
キチナーゼは、カニ殻やエビ殻から調製されたキチン又はキチンオリゴ糖の加水

分解に使用されている既存添加物である。 
宿主であるS. violaceoruber 及び挿入遺伝子の供与体であるS. avermitilis 及

びS. cinnamoneus は、植物、動物に対する病原性、毒性は知られておらず、国立

感染症研究所病原体等安全管理規定において、バイオセーフティレベル１に相当す

る（参照 1, 2, 3）。また、S. violaceoruber による有害生理活性物質の生産は知ら

れておらず、抗菌活性物質を生産しないことも確認されている (参照 4, 5) 。 
宿主、供与体が属する Streptomyces 属を基原とする食品添加物については、既

に豊富な食経験又は使用経験がある（参照 6）。 
 

Ⅱ．食品健康影響評価 
 
１．生産株 S. violaceoruber（pNAG）株の構築について 
  宿主は、S. violaceoruber 1326 株である。 
  挿入 DNA は、S. avermitilis ATCC31267 株由来のキチナーゼ構造遺伝子（nag

遺伝子）に S. cinnamoneus IFO12852 株由来のホスホリパーゼ D 遺伝子のプロモ

ーター及びターミネーター領域を結合したものである。 
  発現プラスミド pNAG は、S. violaceoruber ATCC35287 由来のプラスミド

pIJ702（参照 7）を基に作成されたものであり、塩基数、塩基配列、制限酵素によ

る切断地図は明らかとなっている。 
  上記で得られた発現プラスミド pNAG を用いて宿主 S. violaceoruber 1326 株を

プロトプラスト法で形質転換し、生産株 S. violaceoruber（pNAG）株を得た（参

照 8, 9, 10）。 
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２．評価対象添加物に該当するか否かについて 
(1) 一般的に、16S rRNA が高い相同性を持つ微生物は分類学上近縁であるとされて

お り 、 S. cinnamoneus  IFO12852 株 、 S. violaceoruber  1326 株 及 び

S. avermitilis ATCC31267 株の 16S rRNA の塩基配列は高い相同性（96%以

上）を示している（参照 11）。 
 

(2) Streptomyces 属の多くの菌株には、接合性プラスミドが存在し、菌と菌の接合に

より遺伝子交換を行うことが報告されている。このプロセスでは、菌と菌が接触

した結果として、大きな染色体断片が取り込まれることが示されている（参照

12）。 
 
(3) 寒天培地及び土壌環境中において、S. violaceoruber（旧名 S. lividans）由来の接

合プラスミド pIJ101 及びその派生プラスミド pIJ211 は、Streptomyces 属間で

転移することが示されている。このような転移は、通常、自然に起こることが報

告されている（参照 13）。 
 
(4) 土壌中の S. violaceolatus とS. violaceoruber（旧名 S. lividans）の生活環を調査

し、特定の段階でプラスミドの転移、ファージの感染及び細胞の接合が生じてい

ることが確認されている（参照 14）。 
 
(5) 滅菌土壌において、水銀耐性遺伝子をエンコードする Streptomyces 由来巨大線

型プラスミドが、プラスミドを含有しない水銀感受性菌であるS. violaceoruber
（旧名 S. lividans）に転移することが確認されている（参照 15）。 

 
(6) 土 壌 よ り 分 離 さ れ た Streptomyces 属 の 99 株 （ S. cinnamoneus 及 び

S. violaceoruber の系統を含む。）について、これらの 16S rRNA 情報を元に得

られた系統樹を比較したところ、芳香ポリケチド生合成に関わる遺伝子が分類学

上近縁でない Streptomyces 属に存在することが示されている。また、

S. cinnamoneus、S. violaceoruber 及び S. avermitilisは、菌糸の色素に関する

同等の遺伝子を持っていることが示されている（参照 16）。 
 
(7) ストレプトマイシン生合成に関わる遺伝子を持つと思われる２種類の菌株を土壌

より分離したところ、そのうちの１つの菌株は、ストレプトマイシン生合成に関

わる遺伝子クラスターを構成する全遺伝子を持ち、もう一つの菌株は同じクラス

ターを構成する遺伝子の一部分を持っていたが、これら２種の菌株は分類学上近

縁でないことが示されている（参照 17）。 
 
(1)～ (7)に示される科学的知見から、S. cinnamoneus、S. violaceoruber及び
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S. avermitilis の間では、自然に遺伝子交換がなされていると考えられ、

S. violaceoruber（pNAG）株と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在しうる

と考えることは妥当である。 
 
以上の結果から、「Streptomyces violaceoruber（pNAG）株を利用して生産され

たキチナーゼ」については、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物の安

全性評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）の第 1 章総則第 3 対象

となる添加物及び目的のうち、「組換え体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界

に存在する場合」に該当することから、本基準の対象ではないと判断される。 
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要  約 
 
食品添加物である「XAS 株を利用して生産されたヘミセルラーゼ」について申請者

提出の資料を用いて食品健康影響評価を行った。 
本添加物は、ヘミセルラーゼの生産効率を高めるため、Bacillus subtilis Marburg 

168 株由来の突然変異株を宿主として、ヘミセルラーゼの分解に関与するプロテアー

ゼ遺伝子を欠失させ、B. subtilis Marburg 168 株由来のヘミセルラーゼ遺伝子（xynA
遺伝子）及びヘミセルラーゼ遺伝子のターミネーター（xynAt）並びに Bacillus 
amyloliquefaciens 由来のα-アミラーゼ遺伝子のプロモーター（PamyQ）を導入して

作製された XAS 株により生産されたヘミセルラーゼである。 

 

本添加物の評価では、B. subtilis 及び B. amyloliquefaciens の間において、自然に

遺伝子交換がなされていると考えられることから、XAS 株と同等の遺伝子構造を持つ

生細胞が自然界に存在すると考えられた。 
 
以上の結果から、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物の安全性評価

基準」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）の第 1 章 総則、第 3 対象とな

る添加物及び目的のうち、「組換え体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存

在する場合」に該当することから、本基準の対象ではなく、安全性評価は必要ないも

のと判断した。 

2 



Ⅰ．評価対象添加物の概要 
  名 称：XAS 株を利用して生産されたヘミセルラーゼ 
  用 途：パン生地の改良、コーヒー抽出率の向上など 
  申請者：DSM ニュートリションジャパン株式会社 
  開発者：DSM（オランダ） 
 

本添加物は、ヘミセルラーゼの生産効率を高めるため、Bacillus subtilis Marburg 
168 株由来の突然変異株（1-85 株及び DB102 株）を宿主として、ヘミセルラーゼ

の分解に関与する２種類のプロテアーゼ遺伝子を欠失させ、B. subtilis 168 株由来

のヘミセルラーゼ遺伝子（xynA 遺伝子）及びヘミセルラーゼ遺伝子のターミネー

ター（xynAt）並びに Bacillus amyloliquefaciens 由来のα-アミラーゼ遺伝子のプ

ロモーター（PamyQ）を導入して作製された XAS 株により生産されたヘミセルラ

ーゼである。 

ヘミセルラーゼは食品添加物であり、既存添加物名簿に収載されている。 

XAS株の宿主の由来であるB. subtilis及び挿入遺伝子の供与体であるB. subtilis
及び B. amyloliquefaciens は、発酵分野で安全に利用されてきた微生物であり、ま

た、B. subtilis を基原とする食品添加物についても、豊富な食経験及び使用経験が

ある（参照 1）。 

   

Ⅱ．評価対象添加物に該当するか否かについて 

 １．生産菌株 XAS 株の構築について 

宿主は、B. subtilis 168 株の突然変異株である DB102 株及び 1-85 株である。 
挿入遺伝子は、B. subtilis 168 株由来のヘミセルラーゼ遺伝子（xynA 遺伝子）

及びヘミ セルラーゼ遺伝子 のターミネーター （ xynAt ）並び に B.  
amyloliquefaciens 由来のα-アミラーゼ遺伝子のプロモーター（PamyQ）である。 
宿主であるDB102株のプロテアーゼ遺伝子を相同組換えにより欠失させ、1-85

株と融合した後、更にプロテアーゼ遺伝子を相同組換えにより欠失させ、BS154
株を構築した。 
発現ベクターpGBB01XAS-10 は、B. subtilis 由来のプラスミド pUB110 及び

Escherichia coli 由来のプラスミド pBR322 を基に作製したベクターpBHA1 に、

挿入遺伝子を導入し、最終的に E. coli に由来する塩基配列を除去して作製された。 

作製した発現ベクターpGBB01XAS-10 を BS154 株に導入し、生産菌株 XAS
株を得た。 

 

 ２．評価対象添加物に該当する否かについて 

（１）一般的に 16S rRNA が高い相同性を持つ微生物は分類学上近縁であるとされ

ており、B. subtilis 及び B. amyloliquefaciens の 16S rRNA の塩基配列は高い

相同性（＞99%）を有している（参照 2）。 
（２）1998 年までに International Journal of Systematic Bacteriology に収載さ

れた Bacillus 属の菌株について、16S rRNA の全塩基配列及び高度可変領域の
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配列（HV region）を用いた分類の結果、B. subtilis と B. amyloliquefaciens
は非常に近い種であることが報告されている（参照 3）。 

（３）B. subtilisは、報告されている細菌の中でも特に高い自然形質転換能（Natural 
competence）を有しており、物理化学的な処理を施すことなく、細胞外 DNA を
取り込むことが広く知られている（参照 4）。 

（４）B. subtilis を用いた種間形質転換実験で、B. amyloliquefaciens から単離し

た DNA を使用し、B. subtilis の栄養要求性を相補する形質転換株が得られる

ことが示されている（参照 5）。 
（５）B. amyloliquefaciens のプロトプラスト溶菌液を用いた種間形質転換実験で、

高い頻度でB. subtilisの栄養要求性を相補する形質転換株を得られることが示

されている。このプロセスでは、大きな染色体断片が取り込まれ、16kb 離れ

ている 2 つの形質を同時に形質転換できることが示されている（参照 6） 
（６）B. subtilis 及び B. licheniformis の種間において、プロトプラスト融合によ

る遺伝子交換が報告されており（参照 7, 8）、B. licheniformis よりも B. 
amyloliquefaciens の方が、B. subtilis と近種であることが報告されている（参

照 3）。 
（７）土壌環境中において 2 種類の遺伝的形質の異なる B. subtilis を混合し、培養

した結果、コロニーの 79％が、2 種類の表現形質を合わせ持つことが示されて

いる。また、単独の菌株に DNA を添加して土壌中で培養した場合、高い頻度

で形質転換株が得られることも示されている（参照 9）。 
   

以上、（１）～（７）に示される科学的知見から、B. subtilis 及び B. 
amyloliquefaciens の間では、自然に遺伝子交換がなされていると考えられ、XAS
株と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在しうると考えられることは妥

当である。 

 

Ⅲ．食品健康影響評価結果 

「XAS 株を利用して生産されたヘミセルラーゼ」については、「遺伝子組換え微

生物を利用して製造された添加物の安全性評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日 食品安

全委員会決定）の第 1 章 総則、第 3 対象となる添加物及び目的のうち、「組換え

体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在する場合」に該当することから、

本基準の対象ではなく、安全性評価は必要ないものと判断した。 
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要  約 
 

食品添加物である「pCHI 株を利用して生産されたキチナーゼ」について申請者提

出の資料を用いて食品健康影響評価を行った。 
本添加物は、キチンの加水分解を触媒するキチナーゼの生産性を高めるため、

Streptomyces violaceoruber 1326 株を宿主として、S. violaceoruber NBRC 15146
株由来のキチナーゼ構造遺伝子（chi 遺伝子）に Streptomyces cinnamoneus TH-2
株由来のメタロエンドペプチダーゼ遺伝子のプロモーター領域及び S. cinnamoneus 
NBRC 12852 株由来のホスホリパーゼ D 遺伝子のターミネーター領域を結合した遺

伝子をプロトプラスト法で形質転換して作製された pCHI 株により生産されたキチナ

ーゼである。 
本添加物の評価では、S. violaceoruber 及び S. cinnamoneus との間において、自

然に遺伝子交換がなされていると考えられることから、pCHI 株と同等の遺伝子構造

を持つ生細胞が自然界に存在すると考えられた。 
以上の結果から、「pCHI 株を利用して生産されたキチナーゼ」については、「遺

伝子組換え微生物を利用して製造された添加物の安全性評価基準」（平成 16 年 3 月

25 日食品安全委員会決定）の第 1 章総則第 3 対象となる添加物及び目的のうち、「組

換え体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在する場合」に該当することか

ら、本基準の対象ではないと判断した。 
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Ⅰ．評価対象添加物の概要  
名 称：pCHI 株を利用して生産されたキチナーゼ  
用 途：キチンの加水分解  
申請者：長瀬産業株式会社  
開発者：長瀬産業株式会社 
 
本添加物は、キチンの加水分解を触媒するキチナーゼの生産性を高めるため、

Streptomyces violaceoruber 1326 株を宿主として、S. violaceoruber NBRC 15146
株由来のキチナーゼ構造遺伝子（chi 遺伝子）に Streptomyces cinnamoneus TH-2
株由来のメタロエンドペプチダーゼ遺伝子のプロモーター領域及びS. cinnamoneus 
NBRC 12852 株由来のホスホリパーゼ D 遺伝子のターミネーター領域を結合した

遺伝子を導入して作製された pCHI 株により生産されたキチナーゼである。 
キチナーゼは、カニ殻やエビ殻から調製されたキチン又はキチンオリゴ糖の加水

分解に使用されている既存添加物である。 
宿主である S. violaceoruber 及び挿入遺伝子の供与体である S. violaceoruber 

及び S. cinnamoneus は、植物、動物に対する病原性、毒性は知られておらず、国

立感染症研究所病原体等安全管理規定において、バイオセーフティレベル１に相当

する（参照 1, 2, 3）。また、S. violaceoruber による有害生理活性物質の生産は知

られておらず、抗菌活性物質を生産しないことも確認されている (参照 4, 5) 。 
宿主、供与体が属する Streptomyces 属を基原とする食品添加物については、既

に豊富な食経験又は使用経験がある（参照 6）。 
 

Ⅱ．食品健康影響評価 
 １．生産株 pCHI 株の構築について 

宿主は、S. violaceoruber 1326 株である。 
挿入 DNA は、S. violaceoruber NBRC 15146 株由来のキチナーゼ構造遺伝子

（chi 遺伝子）に S. cinnamoneus TH-2 株由来のメタロエンドペプチダーゼ遺伝

子のプロモーター領域及び S. cinnamoneus NBRC 12852 株由来のホスホリパー

ゼ D 遺伝子のターミネーター領域を結合したものである。 
発現プラスミド pCHI は、S. violaceoruber ATCC35287 株由来のプラスミド

pIJ702（参照 7）を基に作成されたものであり、塩基数、塩基配列、制限酵素に

よる切断地図は明らかとなっている。 
上記で得られた発現プラスミド pCHI を用いて宿主 S. violaceoruber 1326 株

をプロトプラスト法で形質転換し、生産株 pCHI 株を得た（参照 8, 9, 10）。 
 
 ２．評価対象添加物に該当するか否かについて 
（１）一般的に、16S rRNA が高い相同性を持つ微生物は分類学上近縁であるとさ

れており、S. cinnamoneus TH-2 株、S. violaceoruber NBRC 15146 株及び

S. violaceoruber NBRC 12852 株の 16S rRNA の塩基配列は高い相同性（96%

 3 



 

以上）を示している（参照 11）。 
（２）Streptomyces 属の多くの菌株には、接合性プラスミドが存在し、菌と菌の

接合により遺伝子交換を行うことが報告されている（参照 12）。 
（３）寒天培地及び土壌環境中において、S. violaceoruber（旧名 S. lividans）由

来の接合プラスミド pIJ101 及びその派生プラスミド pIJ211 は、Streptomyces
属間で転移することが示されている。このような転移は、通常、自然に起こる

ことが報告されている（参照 13）。 
（４）土壌中の S. violaceolatus と S. violaceoruber（旧名 S. lividans）の生活環を

調査し、特定の段階でプラスミドの転移、ファージの感染及び細胞の接合が生

じていることが確認されている（参照 14）。 
（５）滅菌土壌において、水銀耐性遺伝子をエンコードする Streptomyces 由来巨

大線状プラスミドが、S. violaceoruber（旧名 S. lividans）に転移することが

確認されている（参照 15）。 
（６）土壌より分離された Streptomyces 属の 99 株（S. cinnamoneus 及び S. 

violaceoruber の系統を含む。）について、これらの 16S rRNA 情報を元に得

られた系統樹を比較したところ、芳香ポリケチド生合成に関わる遺伝子が分類

学上近縁でない Streptomyces 属に存在することが示されている。また、S. 
cinnamoneus 及び S. violaceoruber は、菌糸の色素に関する同等の遺伝子を

持っていることが示されている（参照 16）。 
（７）ストレプトマイシン生合成に関わる遺伝子を持つと思われる２種類の菌株を

土壌より分離したところ、そのうちの１つの菌株は、ストレプトマイシン生合

成に関わる遺伝子クラスターを構成する全遺伝子を持ち、もう一つの菌株は同

じクラスターを構成する遺伝子の一部分を持っていたが、これら２種の菌株は

分類学上近縁でないことが示されている（参照 17）。 
 

以上、（１）～（７）に示される科学的知見から、S. violaceoruber 及び S. 
cinnamoneus の間では、自然に遺伝子交換がなされていると考えられ、pCHI 株
と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在しうると考えることは妥当であ

る。 
 

以上、１及び２の結果から、「pCHI 株を利用して生産されたキチナーゼ」につ

いては、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物の安全性評価基準」（平

成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）の第 1 章総則第 3 対象となる添加物及び

目的のうち、「組換え体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在する場合」

に該当することから、本基準の対象ではないと判断した。 
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要  約 
 

食品添加物である「pGlu 株を利用して生産されたグルカナーゼ」について申請者

提出の資料を用いて食品健康影響評価を行った。 
 
本添加物は、グルカナーゼの品質を高めるために、Streptomyces violaceoruber 

1326 株を宿主として、S. violaceoruber NBRC 15146 株由来のグルカナーゼ構造遺伝

子に Streptomyces cinnamoneus TH-2 株由来のメタロエンドペプチダーゼ遺伝子の

プロモーター領域及びS. cinnamoneus NBRC 12852株由来のホスホリパーゼD遺伝

子のターミネーター領域を結合した挿入 DNA を含む発現プラスミドを導入して作製

した pGlu 株を利用して生産されたグルカナーゼである。 
 
S. violaceoruber 及び S. cinnamoneus との間において、自然に遺伝子交換が行わ

れていると考えられることから、pGlu 株と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界

に存在すると考えられる。 
 
「pGlu 株を利用して生産されたグルカナーゼ」については、「遺伝子組換え微生

物を利用して製造された添加物の安全性評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委

員会決定）の第 1 章総則第 3 対象となる添加物及び目的のうち、「組換え体と同等の

遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在する場合」に該当することから、本基準の対

象ではないと判断した。 
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Ⅰ．評価対象添加物の概要  
名 称：pGlu 株を利用して生産されたグルカナーゼ  
用 途：β-D-グルカンの加水分解  
申請者：長瀬産業株式会社  
開発者：長瀬産業株式会社 
 
本添加物は、グルカナーゼの品質を高めるために、Streptomyces violaceoruber 

1326 株を宿主として、S. violaceoruber NBRC 15146 株由来のグルカナーゼ構造遺

伝子に Streptomyces cinnamoneus TH-2 株由来のメタロエンドペプチダーゼ遺伝

子のプロモーター及び S. cinnamoneus NBRC12852 株由来のホスホリパーゼ D 遺

伝子のターミネーターを結合した挿入 DNA を含む発現プラスミドを導入して作製

した pGlu 株を利用して生産されたグルカナーゼである。 
グルカナーゼは、β-D-グルカンの加水分解に使用されている既存添加物である。 
宿主及び構造遺伝子の供与体である S. violaceoruber 並びにプロモーター及びタ

ーミネーターの供与体である S. cinnamoneus は、毒素産生性及び病原性は知られ

ておらず、国立感染症研究所病原体等安全管理規定においてバイオセーフティレベ

ル１に分類されている。 
 

Ⅱ．食品健康影響評価 
 １．pGlu 株の作製について 

宿主は、S. violaceoruber 1326 株である。 
挿入 DNA は、S. violaceoruber NBRC15146 株由来のグルカナーゼ構造遺伝

子に、S. cinnamoneus TH-2 株由来のメタロエンドペプチダーゼ遺伝子のプロモ

ーター及び S. cinnamoneus NBRC12852 株由来のホスホリパーゼ D 遺伝子のタ

ーミネーターを結合したものである。 
発現プラスミド pGlu は、S. violaceoruber ATCC35287 株由来のプラスミド

pIJ702 を基に作製されたものであり、塩基数、塩基配列及び制限酵素による切断

地図は明らかになっている。 
pGlu株は、発現プラスミドpGluをプロトプラスト法を用いてS. violaceoruber 

1326 株を形質転換することによって作製された。 
 

２．評価対象添加物に該当するか否かについて 
S. violaceoruber 及び S. cinnamoneus の間では、自然に遺伝子交換が行われて

いると考えられる。この根拠となる科学的知見については、「pCHI 株を利用し

て生産されたキチナーゼ」の評価において既に確認されている（平成 21 年 9 月 3
日府食第 853 号）。 
したがって、pGlu 株と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在すると

考えられる。 
 
以上、１及び２の結果から、「pGlu 株を利用して生産されたグルカナーゼ」に
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ついては、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物の安全性評価基準」

（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）の第 1 章総則第 3 対象となる添加物及

び目的のうち、「組換え体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在する場

合」に該当することから、本基準の対象ではないと判断した。 
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要  約 
 

「pCol 株を利用して生産されたプロテアーゼ」について申請者提出の資料を用い

て食品健康影響評価を行った。 
 
本添加物は、プロテアーゼの品質を高めるために、Streptomyces violaceoruber 

1326 株を宿主として、S. violaceoruber NBRC 15146 株由来のプロテアーゼ構造遺

伝子に Streptomyces avermitilis ATCC31267 株由来のプロモーター及び 
Streptomyces cinnamoneus NBRC 12852 株由来のターミネーターを結合した挿入

DNA 並びに Streptomyces azureus 由来のチオストレプトン耐性遺伝子を含む発現

プラスミドを導入して作製された pCol 株を利用して生産されたプロテアーゼであ

る。 
 
S. violaceoruber、S. avermitilis、S. cinnamoneus 及び S. azureus との間におい

て、自然に遺伝子交換が行われていると考えられることから、pCol 株と同等の遺伝

子構成を持つ生細胞が自然界に存在すると考えられる。 
 
本添加物については、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物の安全性

評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）の第 1 章総則第 3 対象とな

る添加物及び目的のうち、「組換え体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存

在する場合」に該当することから、本基準の対象ではなく、安全性評価は必要ないと

判断した。
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Ⅰ．評価対象添加物の概要  
名 称：pCol 株を利用して生産されたプロテアーゼ  
用 途：タンパク質の加水分解  
申請者：長瀬産業株式会社  
開発者：長瀬産業株式会社 
 
本添加物は、プロテアーゼの品質を高めるために、Streptomyces violaceoruber 

1326 株を宿主として、S. violaceoruber NBRC 15146 株由来のプロテアーゼ構造

遺伝子に Streptomyces avermitilis ATCC31267 株由来のプロモーター及び

Streptomyces cinnamoneus NBRC12852株由来のターミネーターを結合した挿入

DNA 並びに Streptomyces azureus 由来のチオストレプトン耐性遺伝子を含む発

現プラスミドを導入して作製された pCol 株を利用して生産されたプロテアーゼで

ある。 
宿主及び構造遺伝子の供与体である S. violaceoruber、プロモーターの供与体で

ある S. avermitilis、ターミネーターの供与体である S. cinnamoneus 並びにチオス

トレプトン耐性遺伝子の供与体である S. azureus は、毒素産生性及び病原性は知

られておらず、国立感染症研究所病原体等安全管理規程においてバイオセーフティ

レベル１に該当する。 
 
Ⅱ．食品健康影響評価 
 １．pCol 株の作製について 

宿主は、S. violaceoruber 1326 株である。 
挿入 DNA は、S. violaceoruber NBRC15146 株由来のプロテアーゼ構造遺伝

子に、S. avermitilis ATCC31267 株由来のプロモーター及び S. cinnamoneus 
NBRC12852 株由来のターミネーターを結合したものである。 

発現プラスミド pCol は、S. azureus 由来のチオストレプトン耐性遺伝子を含

む S. violaceoruber ATCC35287 株由来のプラスミド pIJ702 を基に作製された

ものであり、塩基数、塩基配列及び制限酵素による切断地図は明らかになってい

る。なお、プラスミド pIJ702 は、ヒトに対して有害ではないことが知られてい

る。 
pCol株は、発現プラスミドpColをプロトプラスト法を用いてS. violaceoruber 

1326 株に導入し、形質転換することによって作製された。 
 

２．pCol 株と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在するか否かについて 
pCol 株の作製に使用された S. violaceoruber、S. avermitilis、S. cinnamoneus

及び S. azureus の間では、自然に遺伝子交換が行われていると考えられる。こ

の根拠となる科学的知見については、「Streptomyces violaceoruber（pNAG）

株を利用して生産されたキチナーゼ」の評価において既に確認されている（平成

20 年 8 月 7 日府食第 867 号）。 
したがって、pCol 株と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在すると

3 
 



考えられる。 
 
以上１及び２の結果から、本添加物については、「遺伝子組換え微生物を利用し

て製造された添加物の安全性評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）

の第 1 章総則第 3 対象となる添加物及び目的のうち、「組換え体と同等の遺伝子構

成を持つ生細胞が自然界に存在する場合」に該当することから、本基準の対象では

なく、安全性評価は必要ないと判断した。 
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要  約 
 

「pLPL 株を利用して生産されたホスホリパーゼ」について申請者提出の資料を用

いて食品健康影響評価を行った。 
 
本添加物は、ホスホリパーゼの品質を高めるために、Streptomyces violaceoruber 

1326 株を宿主として、Streptomyces avermitilis ATCC31267 株由来のホスホリパー

ゼ構造遺伝子にS. avermitilis ATCC31267株由来のプロモーター及びStreptomyces 
cinnamoneus NBRC 12852 株由来のターミネーターを結合した挿入 DNA 並びに

Streptomyces azureus 由来のチオストレプトン耐性遺伝子を含む発現プラスミドを

導入して作製された pLPL 株を利用して生産されたホスホリパーゼである。 
 
S. violaceoruber、S. avermitilis、S. cinnamoneus 及び S. azureus の間において、

自然に遺伝子交換が行われていると考えられることから、pLPL 株と同等の遺伝子構

成を持つ生細胞が自然界に存在すると考えられる。 
 
本添加物については、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物の安全性

評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）の第 1 章総則第 3「対象とな

る添加物及び目的」に規定する「組換え体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界

に存在する場合」に該当することから、本基準の対象ではなく、安全性評価は必要な

いと判断した。
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Ⅰ．評価対象添加物の概要  
名 称：pLPL 株を利用して生産されたホスホリパーゼ  
用 途：リン脂質の加水分解  
申請者：長瀬産業株式会社  
開発者：長瀬産業株式会社 
 
本添加物は、ホスホリパーゼの品質を高めるために、Streptomyces violaceoruber 

1326 株を宿主として、Streptomyces avermitilis ATCC31267 株由来のホスホリパ

ーゼ構造遺伝子に S. avermitilis ATCC31267 株由来のプロモーター及び

Streptomyces cinnamoneus NBRC 12852 株由来のターミネーターを結合した挿

入DNA 並びにStreptomyces azureus 由来のチオストレプトン耐性遺伝子を含む

発現プラスミドを導入して作製された pLPL 株を利用して生産されたホスホリパ

ーゼである。 
宿主である S. violaceoruber、構造遺伝子の供与体である S. avermitilis、プロモ

ーターの供与体である S. avermitilis 、ターミネーターの供与体である S. 
cinnamoneus 並びにチオストレプトン耐性遺伝子の供与体である S. azureus は、

毒素産生性及び病原性は知られておらず、国立感染症研究所病原体等安全管理規程

においてバイオセーフティレベル１に該当する。 
 
Ⅱ．食品健康影響評価 
 １．pLPL 株の作製について 

宿主は、S. violaceoruber 1326 株である。 
挿入 DNA は、S. avermitilis ATCC31267 株由来のホスホリパーゼ構造遺伝子

に、S. avermitilis ATCC31267 株由来のプロモーター及び S. cinnamoneus 
NBRC12852 株由来のターミネーターを結合したものである。 

発現プラスミド pLPL は、S. azureus 由来のチオストレプトン耐性遺伝子を

含む S. violaceoruber ATCC35287 株由来のプラスミド pIJ702 を基に作製され

たものであり、塩基数、塩基配列及び制限酵素による切断地図は明らかになって

いる。なお、プラスミド pIJ702 は、ヒトに対して有害ではないことが知られて

いる。 
pLPL 株は、発現プラスミドをプロトプラスト法を用いて S. violaceoruber 

1326 株に導入し、形質転換することによって作製された。 
 

２．pLPL 株と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在するか否かについて 
pLPL株の作製に使用された S. violaceoruber、S. avermitilis、S. cinnamoneus 

及び S. azureus の間では、自然に遺伝子交換が行われていると考えられる。こ

の根拠となる科学的知見については、「Streptomyces violaceoruber（pNAG）

株を利用して生産されたキチナーゼ」の評価において既に確認されている（平成

20 年 8 月 7 日府食第 867 号）。 
したがって、pLPL 株と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在すると

3 
 



考えられる。 
 
以上１及び２の結果から、本添加物については、「遺伝子組換え微生物を利用し

て製造された添加物の安全性評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）

の第 1 章総則第 3「対象となる添加物及び目的」に規定する「組換え体と同等の遺

伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在する場合」に該当することから、本基準の対

象ではなく、安全性評価は必要ないと判断した。 
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要  約 
 

「pPDN 株を利用して生産されたホスホリパーゼ」について申請者提出の資料を用

いて食品健康影響評価を行った。 
 
本添加物は、ホスホリパーゼの品質を高めるために、Streptomyces violaceoruber 

1326 株を宿主として、Streptomyces cinnamoneus NBRC 12852 株由来のホスホリ

パーゼ構造遺伝子に S. cinnamoneus NBRC 12852 株由来のプロモーター及び S. 
cinnamoneus NBRC 12852 株由来のターミネーターを結合した挿入 DNA 並びに

Streptomyces azureus 由来のチオストレプトン耐性遺伝子を含む発現プラスミドを

導入して作製された pPDN 株を利用して生産されたホスホリパーゼである。 
 
S. violaceoruber、S. cinnamoneus 及び S. azureus の間において、自然に遺伝子交

換が行われていると考えられることから、pPDN 株と同等の遺伝子構成を持つ生細胞

が自然界に存在すると考えられる。 
 
本添加物については、「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物の安全性

評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）の第 1 章総則第 3「対象とな

る添加物及び目的」に規定する「組換え体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界

に存在する場合」に該当することから、本基準の対象ではなく、安全性評価は必要な

いと判断した。

2 
 



Ⅰ．評価対象添加物の概要  
名 称：pPDN 株を利用して生産されたホスホリパーゼ  
用 途：リン脂質の加水分解及び転移反応の触媒  
申請者：長瀬産業株式会社  
開発者：長瀬産業株式会社 
 
本添加物は、ホスホリパーゼの品質を高めるために、Streptomyces violaceoruber 

1326 株を宿主として、Streptomyces cinnamoneus NBRC 12852 株由来のホスホ

リパーゼ構造遺伝子に S. cinnamoneus NBRC 12852 株由来のプロモーター及び

S. cinnamoneus NBRC 12852 株由来のターミネーターを結合した挿入 DNA 並び

に Streptomyces azureus 由来のチオストレプトン耐性遺伝子を含む発現プラス

ミドを導入して作製された pPDN 株を利用して生産されたホスホリパーゼである。 
宿主である S. violaceoruber 及び構造遺伝子、プロモーター、ターミネーターの

供与体である S. cinnamoneus 並びにチオストレプトン耐性遺伝子の供与体である

S. azureus は、毒素産生性及び病原性は知られておらず、国立感染症研究所病原体

等安全管理規程においてバイオセーフティレベル１に該当する。 
 
Ⅱ．食品健康影響評価 
 １．pPDN 株の作製について 

宿主は、S. violaceoruber 1326 株である。 
挿入 DNA は、S. cinnamoneus NBRC 12852 株由来のホスホリパーゼ構造遺

伝子に、S. cinnamoneus NBRC 12852 株由来のプロモーター及び S. 
cinnamoneus NBRC12852 株由来のターミネーターを結合したものである。 
発現プラスミド pPDN は、S. azureus 由来のチオストレプトン耐性遺伝子を

含む S. violaceoruber ATCC35287 株由来のプラスミド pIJ702 を基に作製され

たものであり、塩基数、塩基配列及び制限酵素による切断地図は明らかになって

いる。なお、プラスミド pIJ702 は、ヒトに対して有害ではないことが知られて

いる。 
pPDN 株は、発現プラスミドをプロトプラスト法を用いて S. violaceoruber 

1326 株に導入し、形質転換することによって作製された。 
 

２．pPDN 株と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在するか否かについて 
pPDN 株の作製に使用された S. violaceoruber、S. cinnamoneus 及び S. 

azureus の間では、自然に遺伝子交換が行われていると考えられる。この根拠と

なる科学的知見については、「Streptomyces violaceoruber（pNAG）株を利用

して生産されたキチナーゼ」の評価において既に確認されている（平成 20 年 8
月 7 日府食第 867 号）。 

したがって、pPDN 株と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在すると

考えられる。 
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以上１及び２の結果から、本添加物については、「遺伝子組換え微生物を利用し

て製造された添加物の安全性評価基準」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）

の第 1 章総則第 3「対象となる添加物及び目的」に規定する「組換え体と同等の遺

伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在する場合」に該当することから、本基準の対

象ではなく、安全性評価は必要ないと判断した。 
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