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2013 年 9 月 12 日提出 

DSM ニュートリション ジャパン株式会社 

薬事 法規部 

 

平成 25 年 3 月 14 日付けの食品安全委員会からの「Aspergillus niger ASP-72 株を用い

て生産されたアスパラギナーゼの食品健康影響評価に必要な補足資料」のご請求に対し、

以下の通り回答申し上げます。 

 

１．以下に挙げる試験を実施し、結果を報告すること。また、これらの結果を踏まえ、

A. niger ASP-72 株のフモニシン産生性について考察すること。 

 

（１）A. niger ASP-72 株について、フモニシン合成にかかわる主要遺伝子の

有無を調べる試験 

A. niger CBS 513.88 株について、2007 年にその全ゲノム塩基配列解析が行われ

た結果、フモニシンの合成遺伝子クラスターの存在が認められた（添付資料 A）。

CBS 513.88株は本アスパラギナーゼ生産菌A. niger ASP-72株の祖先に当たること

から、ASP-72 株も同様にフモニシン合成にかかわる主要遺伝子群を持つと考えら

れる。 

 

（２）A. niger ASP-72 株の培養液中の、フモニシン群の存在の有無を調べる

試験 

本生産菌 ASP-72 株の培養液中の、フモニシン群の存在について試験した結果、

A. niger が生産するとされるフモニシン B2、B4及び B6は検出されなかった（添付

資料 B、C、D）。 

 

（３）最終製品中の、フモニシン群の存在の有無を調べる試験 

 本生産菌 ASP-72 株により生産されたアスパラギナーゼの最終製品中のフモニシ

ン群の存在について液体クロマトグラフィー質量分析法（LC-MS/MS）を用いて試

験した結果、フモニシン群の中でも一般的にフザリウム属菌が生産することで知ら

れ、発がん性があり最重要とみなされているフモニシン B1及び B2は検出されなか

った（添付資料 D、E、F、G、H）。 

 

考察：以上より、本生産菌 A. niger  ASP-72 株はフモニシンの合成に関わる遺伝子クラ

スターを保有するが、標準的な商業用の酵素生産に用いられる培養条件下ではフモニシン

群を産生することはなく、本生産菌により生産されるアスパラギナーゼは安全に食品に利

用することが可能である。 
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２．Aspergillus niger ASP-72 株を用いて生産されたアスパラギナーゼ（以下「本品目」

という。）が消化管内で分解して食品常在成分になることが科学的に明らかである場合に

該当することを確認するため、以下の事項について資料を整理し、提出すること。 

 

（１）本品目について、人口消化液による分子量又は免疫反応性の変化に関

する試験を実施し、その結果をもとに「食品添加物の指定および使用基準改

正に関する指針について（平成 8 年 3 月衛化第 29 号）」（以下平成 8 年厚生省

ガイドラインという。）の表 2 の 1～4 の検討事項が満たされることを確認す

ること。 

  

 本品について、人口消化液を用いた消化性を調査する試験を行った（添付資料 I）。こ

の結果を踏まえ、平成 8 年厚生省ガイドライン 表 2 の 1～4 に沿って検討した結果を

以下の通りまとめた。 

 

１．食品添加物の通常の使用条件下で、当該物質が容易に食品内又は消化管内で分解し

て食品常在成分と同一物質になること。 

 アスパラギナーゼについて、人工胃液による消化実験を行った。アスパラギナーゼを

5mg/mL の濃度に調整し、2 種類のサンプルを作成した。一つは 95℃で 5 分間加熱処理

したもので、もう一つは加熱処理をしていないものである。これらのサンプルをペプシ

ンを含む人工胃液中で、37℃にて反応を開始させた。0、0.5、2、5、10、20、30 及び

60 分後に反応を停止させたのち、SDS-PAGE により、アスパラギナーゼタンパク質の

分子量を測定した。その結果、両サンプルにおいて反応開始後 0.5 分以内に本品のバン

ドが消失し、ペプシンのバンド（36.5kD）とペプシン産物に由来するマイナーバンドの

みが確認された。これは本品が、SDS-PAGE の分子量マーカータンパク質である 3.5kDa

タンパク質より小さなペプチド又はアミノ酸レベルにまで分解されたためと考えられる。

反応開始後 0 分で反応を停止させたサンプルについては、あらかじめ 37℃に加温した人

工胃液中にアスパラギナーゼを添加し、混和し、37℃の水浴に浸したのち速やかに水浴

中から取り出し、反応を停止させたものである。SDS-PAGE においてペプシン及びアス

パラギナーゼタンパク質の２種類のバンドが検出されると予想されたが、結果としてペ

プシン及びペプシンに由来するマイナーバンドしか検出されなかったことから、ペプシ

ンによるアスパラギナーゼの分解は、非常に短時間で行われると考えられる。 

 以上の実験結果より、アスパラギナーゼは通常の使用条件下で、容易に消化管（胃）

で分解され、食品常在成分になると考えられる。 

 なお、以上の通り人工胃液における分解が確認されたため、人工腸液における分解性

の試験は行っていない。 
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２．消化管内での分解に関わる主要な因子（pH、酵素等）が明らかであること。 

 １．で示した通り分解に関わる主要な因子はペプシンであり、pH1.2 の酸性条件下で

小分子のペプチド又はアミノ酸レベルにまで分解されると考えられる。 

 

３．食品添加物の通常の使用条件下で適正な量を使用した場合、本品の体内への吸収が

食品常在成分と同程度であり、他の栄養成分の吸収を阻害しないこと。 

 本品は体内で食品常在成分であるアミノ酸として吸収される。糖質、ビタミン、ミネ

ラル等の他の栄養成分の吸収は阻害しないと考える。 

 

４．摂取された本品の未加水分解物又は部分加水分解物が大量に糞便中に排泄されない

こと。更に、未加水分解物又は部分加水分解物が生体組織中に蓄積しないこと。 

 １．に示した通り、本品は消化酵素によって分解されアミノ酸となり、通常の代謝経

路をたどると考えられ、未加水分解物や部分加水分解物が大量に糞便中に排泄されるこ

と、また生体内に蓄積することは考え難い。 

 

（２）本品目の我が国における推定一日摂取量をもとに、平成 8年厚生省ガイ

ドラインの表 2の 5の検討事項が満たされることを確認すること。 

 

５．本品を使用した食品を摂取したとき、当該食品の主成分の過剰摂取の問題が起きな

いこと。  

本品を使用した食品では、アスパラギンがアスパラギン酸とアンモニアに加水分解さ

れている。アスパラギン酸及びアンモニアは、様々な食品に元来含まれる成分である。

本品の使用目的は、高温で食品を加工する際、アスパラギンがブドウ糖、果糖などの還

元糖と反応して生じるアクリルアミドの生成を低減することであるため、その対象食品

は限定され、本品を食品添加物として適正に使用した場合、通常の食品を摂取した場合

と比較してもアスパラギン酸及びアンモニアの過剰摂取の問題はないと考えられる。 

本品の推定最大一日摂取量は、申請書 p14「(5)一日摂取量に関する資料」に示す通り

0.549 TOS mg/体重 kg/日であり、一人当たりの推定摂取量は 27.45 TOS mg/日である。

これは、日本人のたんぱく質の平均一日摂取量 67.8g（添付資料 J）の約 0.04%に過ぎな

い。従って、本品を使用した食品を摂取することによる、当該食品の主成分の過剰摂取

の可能性は低いと考えられる。 
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３．上記 2 (1) で実施した人工消化液による分子量又は免疫反応性の変化に関する試験

の結果をもとに、本品目のアレルゲン性について再考察すること。 

 

A. niger 由来の酵素は安全に食されてきた歴史がある。本品については、2007 年に

アメリカやヨーロッパをはじめとする諸外国で使用が開始されて以降、これまでに本品

を使用した食品を摂取後にアレルギー症状を発症したという報告はない。 

 

（１）既知のアレルゲンとの配列の相同性の比較  

既知のアレルゲンとの配列の相同性の比較（添付資 K）を、次の通り実施した。  

FAO/WHO のガイドライン（添付資料 L）に沿って、6、７及び 8 アミノ酸配列の連続一

致検索および 80 アミノ酸配列で 35％以上の相同性を示すものの検索を行った。検索に

は、FAO/WHO 専門家会議報告書において提案されている手順であり、網羅性の高いと考

えられているアレルゲン情報が収載されている SDAP(Structural Database of 

Allergenic Proteins)データベースを使用した（添付資料 M）。SDAP を用いた資料は、第

69 回 JECFA 会議の際に提出され、評価されている。検索の結果、連続６アミノ酸の一致

が２件認められたが、連続７及び８アミノ酸ではヒットは認められなかった。また、80

アミノ酸配列で 35％以上の相同性を示すものもヒットしなかった。一般的には、６アミ

ノ酸配列以下の連続一致は、ノイズ（擬陽性）の可能性が高いと言われている（添付資

料 N）。 

 

（２）人工胃液での分解試験 

  ２．に示す通り、本品は人工胃液により速やかに分解され、食品常在成分となるこ

とが明らかとなった。 

 

以上より、 A. niger 由来のアスパラギナーゼには、アレルギー反応を誘発する可能

性は無いもしくは非常に低いといえる。 

他の物理化学的処理による感受性に関する事項は実施していない。 
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４．13 週間反復投与毒性試験について 

 

（１）予備試験（TNO report V6998/RF, 9 June 2006）の詳細を提出し、用量設

定の根拠を明らかにすること。 

 

本 13 週間反復投与毒性試験は OECD のガイドライン 408 に則って行われており、この

ガイドラインによると、「16. 本ガイドラインに記載された方法で試験を行った結果、

1000 mg/kg 体重/day 以上に相当する 1 用量において有害作用がみられなかった場合、

および構造的に関連する化合物のデータから毒性がないと予想される場合には 3 段階の

用量を用いた完全な試験は不要と考えられ、ヒトの暴露量からより高い用量の必要性が

示唆されない限り、限度試験が適用される。」とされている。 

本 13 週間反復投与毒性試験の予備試験である、ラットを用いた 14 日間用量設定試験

（添付資料 O）を行うに当たり、2007 年 7 月に食品安全委員会にて評価されたプロテア

ーゼ(Aspergillus niger GEP-44 株由来のプロテアーゼ)（添付資料 P）を被験物質とす

る 13週間反復投与毒性試験（添付資料 Q）の結果を参考とした。本試験における NOAEL (No 

observed adverse effects level)は 20000 mg/kg 体重/日（5040 mg TOS/kg 体重/日）

であったことから、プロテアーゼと構造的に関連する化合物である本アスパラギナーゼ

が同用量で毒性を有する可能性は低いと予想された。また、本アスパラギナーゼは A. 

niger GEP-44 株と同系統に属する A. niger 生産菌株により生産されるものであること

から、培養液に由来するその他の物質が毒性を有する可能性も低いと予想され、5040 mg 

TOS/kg 体重/日を超える用量での毒性試験は不要と考えた。 

この結果を踏まえ、本アスパラギナーゼを被験物質とするラットを用いた 14 日間用量

設定試験における投与量を 0、0.2、0.6 又は 1.8%と設定し、ラットに経口投与したとこ

ろ、1000 mg TOS/kg 体重/日 以上に相当する最高用量 1.8％においても有害作用は認め

られなかった。これにより、本 13 週間反復投与毒性試験における投与量を、1038 mg 

TOS/kg 体重/日に相当する 1.8％を最高用量として設定した。 

 

（２）血液学的検査において投与開始 8日後の高用量群の雄で認められた単球

の増加及び 13 週目の全投与群の雄で認められた好塩基球の減少について、当該

試験項目に関する試験実施機関の背景データと、可能であれば当該試験項目の

背景データに関する文献的な資料を提出すること。 

  

当該試験項目の背景データを添付して提出する（添付資料 R）。 

この背景データによると、本 13 週間反復投与毒性試験の実施期間（2006 年 6 月から 9

月）を含む 2006 年 6 月から 2007 年 7 月における試験対照ラットの単球数及び好塩基球

数はそれぞれ::::::::::::::::::::::であり、本血液学的検査において投与開始 8日後
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の高用量群（1.8%）の雄で認められた単球の増加（下表 ＊1）及び 13 週目の全投与群の

雄で認められた好塩基球の減少（下表 ＊2）はこの背景データの範囲内であることから、

被験物質投与に起因するものではないと考察される。 

 

雄ラット 単球数 好塩基球数 

投与後 8日目 投与後91日目

投与量 0% :::: :::: 

0.2% :::: :::::::::: 

0.6% :::: :::::::::: 

1.8% :::::::::: :::::::::: 

 

 

５．上記 1～4に関連する資料や考察があれば、併せて提出すること。 

 特にございません。 
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