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要  約 

 
「RFESC02 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に Bacillus subtilis 168 株の突然

変異株である B. subtilis RB50 株を宿主として、変異型トランスケトラーゼ遺伝子の

導入、改変リボフラビン生合成遺伝子群（改変 rib オペロン）の導入、自然変異型フ

ラボキナーゼ遺伝子の再導入及びポリグルタミン酸生合成遺伝子群の一部欠失を行っ

て作製された RFESC02 株を利用して生産されたリボフラビンである。改変 rib オペ

ロンは、B. subtilis のバクテリオファージ SP01 由来のプロモーター及び改変 5’リー

ダー配列並びにリボフラビン生合成遺伝子から構成される。本添加物は、栄養強化又

は着色の目的で、菓子類及びスポーツ飲料等の食品に利用されている。 
 
「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、「RFESC02 株を利用して生産されたリボフラビン」については、ヒ

ト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 

名 称：RFESC02 株を利用して生産されたリボフラビン 
用 途：菓子類、スポーツ飲料等の栄養強化又は着色  
申請者：DSM 株式会社 
開発者：DSM（オランダ） 
 
本添加物は、リボフラビンの生産性を高めるために Bacillus subtilis 168 株の突

然変異株である B. subtilis RB50 株を宿主として、変異型トランスケトラーゼ遺伝

子の導入、改変リボフラビン生合成遺伝子群（改変 rib オペロン）の導入、自然変

異型フラボキナーゼ遺伝子の再導入及びポリグルタミン酸生合成遺伝子群の一部

欠失を行って作製された RFESC02 株を利用して生産されたリボフラビンである。

改変 rib オペロンは、B. subtilis のバクテリオファージ SP01 由来のプロモーター

及び改変 5’リーダー配列並びにリボフラビン生合成遺伝子から構成される。本添加

物は、栄養強化又は着色の目的で、菓子類及びスポーツ飲料等の食品に利用されて

いる。 
 
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：リボフラビン（ビタミン B2） 
基  原：化学合成又は Eremothecium ashbyii、Ashbya gossypii 等の発酵 
有効成分：リボフラビン 
CAS No.：83-88-5 

 
（２）製造方法 

ブドウ糖から D リボースを合成し、3,4-キシリジンとの縮合により生成した

1-D-リビチルアミノ-3,4-ジメチルベンゼンをジアゾカッブリングし、さらにバ

ルビツール酸と縮合することにより製造される。また、Eremothecium ashbyii
及び Ashbya gossypii 等の微生物を培養し、精製することにより製造される。 

 
（３）用途及び使用形態 

ビタミン B2として栄養強化又は着色の目的で、パン類、菓子類、スポーツ飲

料、マヨネーズ等の食品に使用される。 
 

（４）摂取量 
一日当たりの平均摂取量は1.17 mg 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 RB50 株である。B. subtilis RB50 株は、野生株 B. subtilis 

168 株のリボフラビン及びプリンの生産調節が解除された突然変異株である。 
 

（２）DNA 供与体の種名、株名又は系統名等及び由来 
変異型トランスケトラーゼ（tkt）遺伝子及び自然変異型フラボキナーゼ（ribC）

遺伝子の供与体は、いずれも B. subtilis 168 株由来の株である。改変 rib オペ

ロンのプロモーターPspo15及び 5’リーダー配列（Pspo15-改変リーダー配列）の供

与体は、それぞれバクテリオファージ SP01 及び B. subtilis168 株由来の株で

ある。 
 
（３）挿入 DNA の性質及び導入方法 

変異型 tkt 遺伝子は、アミノ酸残基１つが置換された低活性型トランスケト

ラーゼを発現する。自然変異型 ribC 遺伝子は、自然変異により宿主中に存在

し、野生型フラボキナーゼのアミノ酸残基が 1 つ置換された変異型フラボキナ

ーゼを発現する。Pspo15-改変リーダー配列 は、バクテリオファージ SP01 由来

のプロモーターPspo15 に改変 5’リーダー配列を連結させ、下流のリボフラビン

生合成遺伝子（rib G、rib B、rib A、rib H 及び rib T）を恒常的に発現させる。 
中間株である B. subtilis BS5596 株（2001 年に遺伝子組換え添加物として

安全性審査が終了しているリボフラビンの生産菌）の rib オペロン領域及びバ

チロペプチターゼ F（bpr）遺伝子領域に導入されていた、プロモーターPspo15

を野生型プロモーターと置換又は追加挿入した rib オペロン（修飾型 rib オペ

ロン）を含むプラスミド pRF69 及び pRF93 由来の挿入 DNA 断片は、相同組

換えにより宿主ゲノムから除去し、同領域を野生型に回復した。目的 DNA 配

列は、形質転換法及び PBS1 ファージによる形質導入法により、宿主ゲノムに

導入した（参照 2、3、4）。 
 

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、長期にわたり食品や食品添加物の製造に安全に使用されてきた

経験がある。 
 

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く、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（BSL）1 に相当する

（参照 5）。 
 

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。 



 

7 

製 品 名：リボフラビンユニバーサル 
有効成分：リボフラビン 
CAS No.：83-88-5 
 

（２）製造方法 
リボフラビンユニバーサルは、RFESC02 株を生産菌として、培養、滅菌、

結晶化、ろ過等の工程を経て製造される。生産菌は熱処理による滅菌後、分離・

除去される。なお、最終製品の純度は、98.0%以上 101.0%以下である（参照 6）。 
 
（３）用途及び使用形態 

リボフラビンユニバーサルの用途及び使用形態は、従来のリボフラビンと同

様である。 
 
（４）有効成分の性質及び従来の添加物との比較 

リボフラビンユニバーサルは、従来のリボフラビンと有効成分は同一である。 
 

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 
リボフラビンユニバーサルと従来のリボフラビンとの相違点はない。 
 

（２）組換え体と宿主 
RFESC02 株と宿主との相違点は、リボフラビン生合成遺伝子の 5’リーダー

配列が、プロモーターPspo15により恒常的に発現するように改変されている点、

野生型 tkt 遺伝子が変異型 tkt 遺伝子に置換され、リボフラビン生合成の中間

体の代謝が抑制されている点及びポリグルタミン酸生合成遺伝子群が不活化さ

れ、発酵中における粘度削減が図られている点である。 
 

以上１～６から、本添加物及び本添加物の生産菌の比較対象となり得る従来の添

加物及び宿主があると判断し、第２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 RB50 株である。B. subtilis は、自然界に広く存在している。 
 
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 が病原性及び有害生理活性物質を生産するという報告はなく、国立

感染症研究所病原体等安全管理規程において BSL1 に相当する。 
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３．寄生性及び定着性に関する事項 

B. subtilis には、ヒトに対する寄生性及び定着性の報告はない。 
 
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 には、病原性の外来因子の存在を示唆する報告はない。 
 
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 は、毒性物質を生産することが知られている B. cereus 及び B. 
anthracis とは明確に区別されている。 

 
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 

中間株である BS5596 株へ導入された pRF69 及び pRF93 の構築には、E. coli
由来のプラスミド pUC19 が、BS5596 株の作製過程で一時的に用いられたプラ

スミド pKT2-tet 及び pRF82 の構築には、E. coli 由来のプラスミド pUC18 がそ

れぞれ用いられた（参照 7）。なお、いずれのプラスミドの配列も生産菌中には

残存していない。 
 

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pUC19及びpUC18の塩基数及び塩基配列は明らかになっている。 

 
（２）制限酵素による切断地図に関する事項 

プラスミド pUC19 及び pUC18 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 pUC19 及び pUC18 の構造及び性質は明らかであり、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 pUC19 及び pUC18 には、E. coli 由来のアンピシリン耐性遺伝

子が含まれている。 
 

（５）伝達性に関する事項 
プラスミド pUC19 及び pUC18 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 pUC19 及び pUC18 の複製開始配列は、E. coli で機能する。 
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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 

変異型 tkt 遺伝子及び自然変異型 ribC 遺伝子の供与体は、いずれも B. 
subtilis 168 株由来の株である。改変 rib オペロンのプロモーター及び 5’リーダ

ー配列の供与体は、それぞれバクテリオファージ SP01 及び B. subtilis 168 株

由来の株である。 
 

（２）安全性に関する事項 
B. subtilis は国立感染症研究所病原体等安全管理規程において BSL1 に相当

する。B. subtilis バクテリオファージ SP01 のファージ DNA は、B. subtilis の

内在性 DNA と考えられている（参照 8）。 
 

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若しくは合成方法に関する事項 

変異型 tkt 遺伝子は、B. subtilis 168 株由来の株の染色体 DNA を鋳型とし

て変異導入 PCR 法により得た。Pspo15-改変リーダー配列は、改変 rib リーダー

配列及び野生型 rib オペロンを有する B. subtilis 168 株由来の株を鋳型として

PCR にて合成した。自然変異型 ribC 遺伝子は、B. subtilis 168 株由来の株が

有するバクテリオファージ PBS1 を感染させることで得た。 
 

（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。 
 

（３）挿入遺伝子の機能に関する事項 

  ① 変異型 tkt 遺伝子 

アミノ酸残基が 1 つ置換した低活性型トランスケトラーゼが発現することに

より、リボフラビン生合成の中間体の代謝が抑制され、その結果、リボフラビ

ン生合成を増加させる。 
 

② Pspo15-改変リーダー配列  
バクテリオファージ SP01 由来の強力なプロモーターPspo15 に改変 5’リーダ

ー配列が連結され、下流のリボフラビン生合成遺伝子の恒常的発現を誘導する。 
 

③ 自然変異型 ribC 遺伝子 
アミノ酸残基が 1 つ置換した変異型フラボキナーゼが発現することにより、

リボフラビン生合成の抑制機構が解除され、リボフラビンの生合成が増加する。

生産菌の構築過程で野生型に回復した ribC 遺伝子を再置換する。 
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これらの挿入遺伝子の産物が有害作用を持つという報告はない。また、これ

らはリボフラビンの生合成又は代謝経路で働くものであり、それらの産物がそ

のまま添加物として使用されるものではない。 
 

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 
改変 rib オペロンのプロモーターは、バクテリオファージ SP01 の Pspo15 プ

ロモーター配列である。 
 
（２）ターミネーターに関する事項 

新たなターミネーターは挿入されていない。 
 

（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 
リボフラビン生合成遺伝子の発現を増強するため、改変 5’リーダー配列が挿

入されている。 
 

４．ベクターへの挿入 DNAの組込方法に関する事項 

中間株である BS5596 株の構築過程で、プラスミド pRF69 及び pRF93 を用い

たが、生産菌からはpRF69及びpRF93由来の挿入DNA断片は除去されている。

BS5596 株以降の構築過程においては、PCR により合成された挿入 DNA 配列を、

形質転換法及び PBS1 ファージによる形質導入法により宿主に導入した。 

 

５．構築された発現ベクターに関する事項 

 発現用ベクターは使用されていない。 
 
６．DNAの宿主への導入方法に関する事項 

宿主の rib オペロン領域及び bpr 遺伝子領域に、修飾型 rib オペロンを含むプ

ラスミド pRF69 及び pRF93をそれぞれ複数コピー導入し、中間株である BS5596
株を得た。BS5596 株をランダム変異処理し、黄色を呈するコロニーを選択する

ことにより、リボフラビン高生産株を得た後、抗生物質耐性マーカー遺伝子カセ

ットを用いた形質転換法及び PBS1 ファージによる形質導入法により、野生型 tkt
遺伝子の変異型 tkt 遺伝子への置換、プラスミド pRF69 及び pRF93 に由来する

挿入 DNA 断片の除去（rib オペロン領域及び bpr 遺伝子領域の野生型への回復）、

リボフラビン生合成遺伝子上流への Pspo15-改変リーダー配列の導入、ポリグルタ

ミン酸生合成遺伝子群の一部欠失、野生型 ribC 遺伝子の自然変異型 ribC 遺伝子

への再置換及び抗生物質耐性マーカー遺伝子の除去を行い、RFESC02 株を得た。 
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７．抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項 

生産株構築の過程で、クロラムフェニコール、テトラサイクリン、ネオマイシ

ン及びエリスロマイシン耐性遺伝子が使用されたが、全て生産菌からは除去され

ている。サザンブロット分析により、生産菌中にこれら抗生物質耐性マーカー遺

伝子が存在していないことを確認している（参照 9）。 

 

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 

RFESC02 株は、rib オペロン領域への Pspo15-改変リーダー配列の導入、tkt 遺
伝子の変異導入及びポリグルタミン酸生合成遺伝子群の一部欠失により、リボフ

ラビンの高生産能を有する点で宿主と異なる。 
 
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 

挿入 DNA の制限酵素による切断地図は明らかになっている（参照 10）。ま

た、サザンブロット分析及びゲノムシークエンス解析の結果、宿主ゲノム上で

意図した変化が生じていることを確認している（参照 11、12）。 
 
（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 

   挿入 DNA と宿主ゲノムとの接合部位に新たに生じるオープンリーディング

フレーム（ORF）の有無を調べるために、挿入 DNA の 5’近傍配列を含む領域

及び 3’近傍配列を含む領域における ORF 検索を行った。その結果、6 つの読み

枠において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

ORF は、変異型 tkt 遺伝子及び自然変異型 ribC 遺伝子のアミノ酸変異を導入

した部位を跨ぐ領域で、それぞれ 4 個及び 3 個、Pspo15-改変リーダー配列の挿

入領域で 7 個見いだされた。 
これらの ORF 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 aを用いて相同性検索を行った結果、80 アミノ酸残基で

35％以上及び連続した8アミノ酸配列が完全に一致する既知のアレルゲンは認

められなかった。さらに、これらの ORF と既知の毒性タンパク質との相同性

の有無を確認するためにタンパク質データベース bを用いて相同性検索を行っ

た結果、相同性を示す既知の毒性タンパク質は認められなかった（参照 13、14）。 
 

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 

リボフラビンユニバーサルの製造原料及び製造器材は、食品及び食品添加物規

                                            
a Allergen Online, Version 16 
b SWISS-PROT Release 2016_01 
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格に適合したものであり、長期間にわたり安全に使用されてきた実績を有する。 
 
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 

リボフラビンユニバーサルの製造原料及び製造器材は、上記のとおり安全に使

用されてきた実績を有することから、有害性はないと考えられる。 
 

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 

リボフラビンユニバーサルは、2010 年に米国において GRAS として認証され

ているほか、EU、カナダ、オーストラリア及びニュージーランドにおいて使用が

認められている。 
 

２．組換え体の残存に関する事項 

リボフラビンユニバーサル中の組換え DNA の残存を定量 PCR により分析し

た結果、検出限界（1 ppb）以下であった（参照 15）。 
  
３．製造に由来する非有効成分の安全性に関する事項 

リボフラビンユニバーサルは、欧州薬局方で規定されている不純物（リボフラ

ビンの類縁物質 4 種、類縁物質以外の不特定の不純物及び類縁物質を含む総不純

物）の規格値に適合することを確認している（参照 6）。 
 

４．精製方法及びその効果に関する事項 

リボフラビンユニバーサルは、培養液中に分泌され、粗ろ過、結晶化、除菌ろ

過、濃縮等の精製工程を経て製造されるため、安全性に問題のある物質が混入す

ることは考えにくい。 
 

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 

リボフラビンユニバーサルにおいて、含有量の変動により有害性が示唆される

常成分は知られていない。 
 
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までの事項により安全性の知見は得られている。 
 

Ⅲ．食品健康影響評価結果 

「RFESC02 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）に基づき評価した結果、ヒトの健康を損なうおそれはないと判断した。  
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