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要  約 

 
「Bacillus subtilis NTI04 (pHYT2TD)株を利用して生産されたα-グルコシルトラ

ンスフェラーゼ」について、食品健康影響評価を実施した。 
 本添加物は、Bacillus subtilis  ISW1214 株を宿主として、Tepidibacillus 
decaturensis 由来のα-グルコシルトランスフェラーゼ遺伝子を含む発現プラスミド

pHYT2TD を導入して作製した B. subtilis NTI04(pHYT2TD)株を利用して生産され

たα-グルコシルトランスフェラーゼである。本添加物は、デンプン加水分解物に作用

し、α-1,6-グルコシル転移反応を触媒する酵素として、α-1,6-グルカンの製造に用いら

れる。 
「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）に基づき、挿入遺伝子の安全性、挿入遺伝子から産生

されるタンパク質の毒性、アレルギー誘発性等について確認した結果、従来の添加物

と比較して新たに安全性を損なうおそれのある要因は認められなかった。 
したがって、「Bacillus subtilis NTI04(pHYT2TD)株を利用して生産された α-グ

ルコシルトランスフェラーゼ」については、人の健康を損なうおそれはないと判断し

た。 
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Ⅰ．評価対象添加物の概要 

（申請内容） 
品 目：Bacillus subtilis NTI04(pHYT2TD)株を利用して生産されたα-グルコシ

ルトランスフェラーゼ 
用 途：デンプン加水分解物に作用し、α-1,6-グルコシル転移反応を触媒する酵素と

して、α-1,6-グルカンの製造に用いられる 
申請者：日本食品化工株式会社 
開発者：日本食品化工株式会社 
 
本添加物は、Bacillus subtilis  ISW1214 株を宿主として、Tepidibacillus 

decaturensis 由来のα-グルコシルトランスフェラーゼ（tdda）遺伝子を含む発現プ

ラスミド pHYT2TD を導入して作製した B. subtilis NTI04(pHYT2TD)株を利用し

て生産されたα-グルコシルトランスフェラーゼである。 
 
Ⅱ．食品健康影響評価 

第１ 安全性評価において比較対象として用いる添加物及び宿主等の性質並びに遺

伝子組換え添加物及び組換え体との相違 

１ 従来の添加物の性質及び用途等に関する資料 

（１）名称、基原及び有効成分 
   従来の添加物の名称、基原及び有効成分は、以下のとおりである。 

名  称：DDase-GO 
基  原：Gluconobacter oxydans 
有効成分：α-グルコシルトランスフェラーゼ 
IUB No. :  2.4.1.2 
CAS No. : 9032-13-7 

 
（２）製造方法 

DDase-GO は、G. oxydans を生産菌として用い、培養、精製、製剤化等の工

程を経て製造される。生産菌は、精製工程で分離、除去される。 
 
（３）用途及び使用形態 

α-グルコシルトランスフェラーゼは、デンプン加水分解物に作用し、α-1,6-
グルコシル転移反応を触媒する酵素であり、α-1,6-グルカンを製造するために

使用されている。 
 

（４）摂取量 
DDase-GO を用いて製造された糖化品を添加する食品（その他の嗜好飲料、

牛乳・乳製品、うどん・中華めん類等）において、その食品中に本酵素が 100％
残存すると仮定した場合の最大一日摂取量は、4.7 mg / kg 体重/日である（参照

1）。 
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２ 宿主及び導入 DNA  

（１）宿主の種名（学名）、株名等及び由来 
宿主は、B. subtilis ISW1214 株である。 

 
（２）DNA 供与体の種名、株名又は系統名等及び由来 

tdda 遺伝子の供与体は T. decaturensis、trpS 遺伝子の供与体は B. subtilis 
ISW1214 株である。クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（cat）
遺伝子の供与体は Staphylococcus aureus である。 

 
（３）挿入 DNA の性質及び導入方法 

tdda 遺伝子は、α-グルコシルトランスフェラーゼ（TDDA）をコードし、

trpS 遺伝子はトリプトファニル tRNA 合成酵素をコードする。 
これらの遺伝子を含む発現プラスミド pHYT2TD を宿主に導入した。 
cat 遺伝子は、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（CAT）

をコードし、二重交差相同組換えによりゲノムに導入された。 
 

３ 宿主の添加物製造への利用経験又は食経験に関する資料 

B. subtilis は、食品製造用酵素の生産菌として数多くの利用経験があり、長期

にわたり食品製造に安全に使用されている（参照 2）。 
 

４ 宿主の構成成分等に関する資料 

B. subtilis が有害生理活性物質を生産するという報告はない。 
 

５ 遺伝子組換え添加物の性質及び用途等に関する資料 

（１）製品名及び有効成分 
   本添加物の製品名及び有効成分は以下のとおりである。 

製 品 名：DDase-TD 
有効成分：α-グルコシルトランスフェラーゼ（TDDA） 
IUB No. : 2.4.1.2 
CAS No. : 9032-13-7 

 
（２）製造方法 

DDase-TD は、B. subtilis NTI04(pHYT2TD)株を生産菌として用い、製造さ

れる。製造方法は、従来の添加物と同様であり、培養、精製、製剤化等の工程

を経て製造される。生産菌は、精製工程において分離、除去される。 
 
（３）用途及び使用形態 

DDase-TD の有効成分である TDDA は、従来の添加物と同様にα-1,6-グルカ

ンの製造に使用され、用途及び使用形態は、従来の添加物と変わらない。 
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（４）有効成分の性質及び従来の添加物との比較 

TDDA は、従来の添加物と同じ反応を触媒する酵素であるが、熱安定性が向

上しており、反応生成物であるα-1,6-グルカンの組成が異なる（参照 3）。 
 

６ 安全性評価において検討が必要とされる遺伝子組換え添加物と従来の添加物

及び組換え体と宿主等の相違点 

（１）遺伝子組換え添加物と従来の添加物 
TDDA と従来の添加物との相違点は、アミノ酸残基数、至適 pH 及び温度、

熱安定性が向上している点並びに反応生成物の組成が異なる点である（参照 3）。 
 

（２）組換え体と宿主 
B. subtilis NTI04(pHYT2TD) 株 と 宿 主 と の 相 違 点 は 、 B. subtilis 

NTI04(pHYT2TD)株はα-グルコシルトランスフェラーゼ産生能、テトラサイ

クリン耐性及びクロラムフェニコール耐性を有している点である。 

 
１から６までより、本添加物と従来の添加物及び本添加物の生産菌と宿主は、そ

れぞれ比較可能であると判断し、以下の各事項について評価を行った。 
 
第２ 宿主に関する事項 

１ 分類学上の位置付け（種名（学名）・株名等）に関する事項 

宿主は B. subtilis ISW1214 株である。 
 

２ 病原性及び有害生理活性物質等の生産に関する事項 

B. subtilis 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、国立感染症研究所病原体等安全管理規程に定めるバイオセーフ

ティレベル（以下「BSL」という。）１に該当する。 
 
３ 寄生性及び定着性に関する事項 

B. subtilis ISW1214 株に寄生性や定着性は報告されていない。 
 
４ 病原性の外来因子(ウイルス等)に汚染されていないことに関する事項 

B. subtilis ISW1214 株は、病原性の外来因子の存在を示唆する事実は認めら

れていない（参照 4）。 
 
５ 宿主の近縁株の病原性及び有害生理活性物質の生産に関する事項 

B. subtilis の近縁種である Bacillus cereus 及び Bacillus anthracis は、毒性

物質を生産することが知られているが、B. subtilis とは明確に区別されている。 
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第３ ベクターに関する事項 

１ 名称及び由来に関する事項 

発現プラスミド pHYT2TD の作製には Escherichia coli 由来のプラスミド

pACYC177 と Streptococcus faecalis 由来のプラスミド pAMα1 から構築された

プラスミド pHY300PLK が用いられた（参照 5）。 
 
２ 性質に関する事項 

（１）DNA の塩基数及びその塩基配列を示す事項 
プラスミド pHY300PLK の塩基数及び塩基配列は明らかになっている（参照

5）。 
 

（２）制限酵素による切断地図に関する事項 
プラスミド pHY300PLK の制限酵素による切断地図は明らかになっている。 

 
（３）既知の有害塩基配列を含まないことに関する事項 

プラスミド pHY300PLK の塩基配列は明らかになっており、既知の有害塩基

配列は含まれていない。 
 

（４）薬剤耐性に関する事項 
プラスミド pHY300PLK にはテトラサイクリン耐性遺伝子及びアンピシリ

ン耐性遺伝子が含まれている。（参照 5）。 
 

（５）伝達性に関する事項 
プラスミド pHY300PLK には伝達を可能とする塩基配列は含まれていない。 

 
（６）宿主依存性に関する事項 

プラスミド pHY300PLK の複製開始配列は、Bacillus 属、Escherichia 属及

び Streptcoccus 属で機能することが知られている。 
 
第４ 挿入 DNA、遺伝子産物、並びに発現ベクターの構築に関する事項 

１ 挿入 DNAの供与体に関する事項 

（１）名称、由来及び分類に関する事項 

tdda 遺伝子の供与体は T. decaturensis、trpS 遺伝子の供与体は B. subtilis 
ISW1214 株である。cat 遺伝子の供与体は S. aureus である 

 
（２）安全性に関する事項 

T. decaturensis 及び B. subtilis ISW1214 株は、ヒトに対する病原性及び毒

素産生性は知られていない。また、これらは国立感染症研究所病原体等安全管

理規程に定めるバイオセーフティレベル（BSL）１に相当する（参照 6）。 
S. aureus は、毒素産生能を有しており BSL2 に分類されている。ただし、
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cat 遺伝子に毒素産生に関する報告は確認されておらず、遺伝子産物である

CAT に病原性は知られていない。 
 
２ 挿入 DNA又は遺伝子（抗生物質耐性マーカーを含む。）及びその遺伝子産物の

性質に関する事項 

（１）挿入遺伝子のクローニング又は合成方法に関する事項 

tdda 遺伝子は、T. decaturensis のα-グルコシルトランスフェラーゼ遺伝子

の塩基配列に基づき、B. subtilis での発現を最適化するための塩基変異を導入

し、人工合成した遺伝子である。 
trpS 遺伝子は、B. subtilis ISW1214 株の trpS 遺伝子をクローニングした

後、塩基変異を導入した遺伝子である。 
cat 遺伝子は、pC194 プラスミド上の配列を使用した。 

 

（２）塩基数及び塩基配列と制限酵素による切断地図に関する事項 

挿入 DNA の塩基数、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（参照 7）。 
 

（３）挿入遺伝子の機能に関する事項 

tdda 遺伝子がコードする TDDA は、デンプン加水分解物に作用し、α-1,6-グル

コシル転移反応を触媒する酵素である。 
 

① 遺伝子産物の供与体のアレルギー誘発性に関する知見 
tdda 遺伝子の供与体である T. decaturensis に関して、アレルギー誘発性に

ついて検索 aした結果、その報告はない。 
 

② 遺伝子産物についてのアレルギー誘発性に関する知見 
α-グルコシルトランスフェラーゼに関して、アレルギー誘発性について検

索 aした結果、その報告はない。 
 

③ 遺伝子産物（タンパク質）の物理化学的処理に対する感受性に関する事項 
ａ．人工胃液に対する感受性 

TDDAの人工胃液中における消化性について確認するために、SDS-PAGE
分析及びウェスタンブロット分析を行った。その結果、試験開始後 15 秒以

内に消化されることが確認された（参照 8）。 
ｂ．人工腸液に対する感受性 

 TDDA の人工腸液中における消化性について確認するために、SDS-PAGE
分析及びウェスタンブロット分析を行った結果、両試験において試験開始後

6 時間を経過しても消化されないことが示された（参照 8）。 

                                            
a Google Scholar 及び PubMed（検索日：2020 年 10 月） 
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ｃ．加熱処理に対する感受性 
TDDA の加熱による免疫反応性の変化について ELISA 法を用いて分析し

た結果、酵素失活条件である pH 4.0、80℃の加熱処理により 1 時間で抗

TDDA 抗体への相対結合能が加熱前の 10%以下にまで低下した（参照 9）。 
 

④ 遺伝子産物（タンパク質）と既知のアレルゲン（グルテン過敏性腸疾患に関

するタンパク質を含む。以下「アレルゲン等」という。）との構造相同性に

関する事項 
 TDDA と既知のアレルゲンとの相同性の有無を確認するために、アレルゲ

ンデータベース bを用いて相同性検索を行った結果、既知アレルゲンと 80 ア

ミノ酸配列で 35%以上の相同性を示す配列及び連続する 8 アミノ酸配列が既

知のアレルゲンと一致する配列は見いだされなかった（参照 10）。 
 

以上から、TDDA のアレルギー誘発の可能性は低いと考えられた。 
 
３ 挿入遺伝子及び抗生物質耐性マーカー遺伝子の発現に関わる領域に関する事

項 

（１）プロモーターに関する事項 
tdda 遺伝子のプロモーターは Bacillus sp. JAMB750 株のマンナナーゼ遺伝

子のプロモーター配列由来である。 
 
（２）ターミネーターに関する事項 

tdda 遺伝子のターミネーターは Thalassomonas sp. JAMB-A33 株由来のα

-アガラーゼ遺伝子のターミネーター配列由来である。 
 

（３）その他、挿入遺伝子の発現制御に関わる塩基配列を組み込んだ場合には、そ

の由来、性質等が明らかであること 
本酵素を菌体外に分泌させるため、Bacillus sp. JAMB750 株由来マンナナ

ーゼのシグナル配列に変異を導入して tdda 遺伝子の上流に付加した。 
 

４ ベクターへの挿入 DNAの組込方法に関する事項 

シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼの発現プラスミド pHYT2G のシクロデキ

ストリングルカノトランスフェラーゼ遺伝子及びシグナル配列を tdda 遺伝子及び上記シ

グナル配列に置換することによって、発現プラスミド pHYT2TD が作製された。 
 
５ 構築された発現ベクターに関する事項 

（１）塩基数及び塩基配列と制限酵素による切断地図に関する事項 
発現プラスミド pHYT2TD の塩基数、塩基配列及び制限酵素による切断地図

                                            
b AllergenOnline version 21（検索日：2021 年 6 月） 
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は明らかになっている（参照 7）。 
 
（２）原則として、最終的に構築された発現ベクターには、目的以外のタンパク質

を組換え体内で発現するオープンリーディングフレームが含まれていないこと 
発現プラスミド pHYT2TD の全塩基配列について、6 つの読み枠においてオ

ープンリーディングフレーム（以下「ORF」という。）検索を行った結果、終

止コドンから終止コドンで終結する連続する 30 アミノ酸以上の目的以外の

ORF が挿入遺伝子領域に 84 個見いだされた。これらの ORF についてタンパ

ク質データベース cを用いて blastp による相同性検索を E-value<10 を指標に

て行った結果、29 個の ORF に相同性が認められたが、既知の毒性タンパク質

との相同性は見られなかった。また、既知のアレルゲンとの相同性の有無を確

認するために、アレルゲンデータベース b を用いて相同性検索を行った結果、

80 アミノ酸配列で 35%以上の相同性を示す ORF 及び連続する 8 アミノ酸配

列が既知のアレルゲンと一致する配列は見いだされなかった（参照 7）。 
 

（３）宿主に対して用いる導入方法において、意図する挿入領域が発現ベクター上

で明らかであること 
意図する挿入領域は、発現プラスミド pHYT2TD の全塩基配列であり、宿主

においてはプラスミドの状態で保持される。 
 
（４）導入しようとする発現ベクターは、目的外の遺伝子の混入がないよう純化さ

れていること 
発現プラスミド pHYT2TD は目的外の遺伝子の混入がないように構築され

ている。 
 

６ DNAの宿主への導入方法に関する事項 

発現プラスミド pHYT2TD をプロトプラスト法により宿主に導入後、テトラサ

イクリン耐性及びカナマイシン感受性を示す形質転換体を選抜することによって

B. subtilis NTI04(pHYT2TD)株を得た。 
 

７ 抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項 

（１）遺伝子及び遺伝子産物の特性に関する事項 
発現プラスミド pHYT2TD 上にアンピシリン耐性遺伝子及びテトラサイク

リン耐性遺伝子が存在し、B. subtilis NTI04 (pHYT2TD) 株のゲノム DNA 上

にクロラムフェニコール耐性遺伝子である cat 遺伝子が存在する。アンピシリ

ン耐性遺伝子は B. subtilis では発現しない。テトラサイクリン耐性遺伝子がコ

ードする膜タンパク質は、細胞内からテトラサイクリンを能動的に排出するこ

とで耐性を付与する。cat 遺伝子は CAT をコードし、アセチル CoA のアセチル基

                                            
c NIH Non-redundant protein sequences (nr) （検索：2019 年 12 月検索） 
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をクロラムフェニコールの水酸基へ転移させることで宿主にクロラムフェニコール耐性

を付与する。これらの遺伝子産物の有害性に関する報告はない（参照 11）。 
 

（２）遺伝子及び遺伝子産物の摂取に関する事項 
DDase-TDに含まれるテトラサイクリン耐性遺伝子産物及びクロラムフェニ

コール耐性遺伝子産物の含有量を ELISA 法で測定した結果、それぞれ 0.125 
μg/mL未満及び 0.025 μg/mL未満であった（参照 12）。 

 

第５ 組換え体に関する事項 

１ 宿主との差異に関する事項 

 B. subtilis NTI04(pHYT2TD)株と宿主の相違点は、TDDA 産生能、テトラサイ

クリン耐性およびクロラムフェニコール耐性を獲得している点である。 
 
２ 遺伝子導入に関する事項 

（１）制限酵素による切断地図に関する事項 

発現プラスミド pHYT2TD の制限酵素による切断地図は明らかになってい

る（参照 7）。 
 

（２）オープンリーディングフレームの有無並びにその転写及び発現の可能性に関

する事項 

宿主のゲノムに挿入された cat 領域および宿主ゲノムの接合領域について、

ORF 検索を行った結果、23 個検出された。これらの ORF と既知の毒性タンパク質

との相同性を検索するためタンパク質データベース dを用いて E-value<10 を指標

にて検索した結果、既知の毒性物質との相同性は認められなかった。また、既知の

アレルゲンとの相同性の有無を確認するために、アレルゲンデータベース b を

用いて検索を行った結果、80 アミノ酸配列で 35%以上の相同性を示す ORF 及

び連続する 8 アミノ酸配列が既知のアレルゲンと一致する配列は見いだされな

かった（参照 13）。 
 

第６ 組換え体以外の製造原料及び製造器材に関する事項 

１ 添加物の製造原料又は製造器材としての使用実績があること 

DDase-TD の製造原料は、食品又は食品添加物製造用として一般的に用いられ

ているものを使用し、製造器材は、従来から食品用酵素剤の製造に用いられてい

るものを使用する。 
 
２ 添加物の製造原料又は製造器材としての安全性について知見が得られている

こと 

DDase-TD の製造原料は、食品又は食品添加物製造用として一般的に用いられ

                                            
d NIH Non-redundant protein sequences (nr) （検索：2021 年 6 月検索） 
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ているものを使用し、製造器材は、従来から食品用酵素剤の製造に用いられてい

るものを使用する。 
 
第７ 遺伝子組換え添加物に関する事項 

１ 諸外国における認可、食用等に関する事項 

DDase-TD は、海外での販売及び使用実績はない。 
 

２ 組換え体の残存に関する事項 

DDase-TD に生産菌の残存がないことを培養法により確認している（参照 14）。 
 

３ 製造に由来する非有効成分の安全性に関する事項 

発酵培地原料は従来の食品用酵素の製造に用いられてきた原料である。また、

宿主である B. subtilis ISW1214 株が有害生理活性物質を生産するという報告は

ない。したがって、適切な製造管理の下で製造が行われるならば、製造に由来す

る非有効成分の安全性に問題はないと考えられる。 
 

４ 精製方法及びその効果に関する事項 

DDase-TD は、生産菌の培養物から、ろ過、濃縮等の精製工程を経ることで得

られる。適切な製造管理の下で製造が行われるならば、これらの工程において、

安全性に問題のある物質が混入することはないと考えられる。 
 
５ 含有量の変動により有害性が示唆される常成分の変動に関する事項 

DDase-TD の製造原料及び製造方法は、従来の食品用酵素の製造に使用されて

いるものと同様であり、適切な製造管理の下で製造が行われるならば、含有量の

変動により有害性が示唆される常成分の変動はないと考えられる。 
 
第８ 第２から第７までの事項により安全性の知見が得られていない場合に必要な

事項 

第２から第７までにより、安全性の知見が得られている。 
 
Ⅲ．食品健康影響評価結果 

「Bacillus subtilis NTI04(pHYT2TD)株を利用して生産されたα-グルコシルトラ

ンスフェラーゼ」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）に基づき評価した結

果、人の健康を損なうおそれはないと判断した。 
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「Bacillus subtilis NTI04 (pHYT2TD) 株を利用して生産されたα-グルコシルト

ランスフェラーゼ」に係る食品健康影響評価に関する審議結果（案）についての意

見・情報の募集結果について 

 
 
１．実施期間 令和４年１月２６日～令和４年２月２４日 
 
 
２．提出方法 インターネット、ファックス、郵送 
 
 
３．提出状況 １件 
 
 
４．意見・情報及び食品安全委員会遺伝子組換え食品等専門調査会の回答 

 

意見・情報※ 
食品安全委員会遺伝子組換え食品

等専門調査会の回答 
・わずか数十年程度の知見に限

られている遺伝子組換品につい

ては、中・長期的な影響はまだ

まだ判断できないはず。遺伝子

組換品は、100％の安全性が断

言できるまで、使用を禁止すべ

き。 

・にもかかわらず、本件のよう

に「デンプン加水分解物に作用

し、α-1,6-グルカンを製造す

るために使用」のために、遺伝

子技術を使うのは論外。伝統的

な製法に回帰すれば済む話。 

・日本ではすでに５００種以上

の遺伝子組換成分［飼料用含

む］が承認されており、この数

字はダントツの世界一のレベル

と思われるが、これ以上増やす

のはやめていただき、いったん

すべての遺伝子組換品の流入を

停止いただきたい。 

・これだけ多くの遺伝子組換品

を流入させているのに、健康影

響を見るときは、いつも単品で

食品安全委員会は、国民の健康の

保護が最も重要であるという基本

的認識の下、規制等のリスク管理を

行う行政機関から独立して、科学的

知見に基づき客観的かつ中立公正

に食品健康影響評価を行っていま

す。この食品健康影響評価は、食品

安全基本法第 11条第 3項に基づき、

その時点において到達されている

水準の科学的知見に基づいて行う

こととしております。 

また、食品健康影響評価は、申請

者の提出した資料をもとに行いま

すが、これまでの科学的知見や海外

での評価結果も踏まえ、資料の内容

についての問題点、疑問点について

は説明や再提出を求めるとともに、

調査会の審議において、資料の内容

が不足していると判断された場合

は、追加試験等のデータを含め必要

な追加資料の提出を求めています。 

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

参考 



しか見ていない。（残留農薬や

添加物も含めた）複合影響も確

認すべき。複合影響を検証でき

ないなら、検証できるまで認め

るべきではない。 

・審査にあたっては、申請者が

提出した資料に基づいており、

14 資料のうち 9 が社内資料で

ある。申請者に有利なものに偏

るのは当然であり、検証は、全

て第三者によって実施されたも

のに限定して審査すべき。 

年 3 月 25 日食品安全委員会決定）

に基づき、挿入遺伝子の安全性、挿

入遺伝子から産生されるタンパク

質の毒性、アレルギー誘発性等につ

いて確認した結果、人の健康を損な

うおそれはないと判断しました。 

また、遺伝子組換え食品を摂取す

ることによる複合影響に関しまし

ては、従来品との同等性を踏まえ、

安全性を個々に確認することで、食

品としての安全性は担保されるも

のと考えております。 

なお、本添加物の使用、遺伝子組換

え品の流入についての御意見は、リ

スク管理に関するものと考えられ

ることから、厚生労働省へお伝えし

ます。 

※ 頂いた意見・情報はそのまま掲載しています。 
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