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〈審議の経緯〉 
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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 由来であることから、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) 



 

 5

2. Identification service statement:Centraalbureau Voor Schimmelcultures(1994) 

3. Identification service statement:Centraalbureau Voor Schimmelcultures(2000) 

4. Boel E, Hjort I, Svensson B, Norris F, Norris KE, Fill NP. Glucoamylases G1 and G2 from 

Aspergilus niger are synthesized from two different but closely related mRNAs. The EMBO 

Journal(1984)3:1097-1102. 

5. Nunberg JH, Meade JH, Cole G, Lawyer FC, McCabe P, Schweickart V, Tal R, Wittman VP, Flatgaard 

JE, Innis M. Molecular Cloning and Characterization of the Glucoamylase Gene of Aspergilus 

awamori.Molecular and Cellular Biology(1984)4:2306-2315. 

6. van Dijk PWM, Selten GCM, Hempenius RA. On the safety of a new generation of DSM Aspergilus 

niger enzyme production strain. Regulatory Toxicology and Pharmacology(2003)38:27-35. 


