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食品安全委員会遺伝子組換え食品等専門調査会 

（第180回）議事録 
 
1．日時 平成30年11月30日（金） 14:00～15:42 
 
2．場所 食品安全委員会中会議室（赤坂パークビル22階） 
 
3．議事 
 （1）食品健康影響評価について意見を求められた遺伝子組換え食品等の安全性評価に

ついて 
・JPAN002株を利用して生産されたホスホリパーゼ 

 （2）その他 
 
4．出席者 
 （専門委員） 
  中島座長、岡田専門委員、小関専門委員、橘田専門委員、児玉専門委員 
  鈴木専門委員、柘植専門委員、山川専門委員、吉川専門委員 
 （食品安全委員会） 
  川西委員 
 （事務局） 
  小平事務局次長、吉岡評価第二課長、池田評価情報分析官、飯塚課長補佐、 
  森山評価専門官、山口係長、松井技術参与 
 
5．配布資料 
 資料 食品健康影響評価に関する資料 

①JPAN002株を利用して生産されたホスホリパーゼ 
 
6．議事内容 
○中島座長 それでは、定刻になりましたので、ただいまから、第180回「遺伝子組換え

食品等専門調査会」、開催いたします。 
 本調査会は、議事次第にありますように「食品安全委員会の公開について」に基づき、

非公開で行います。 
 本日、所用により、近藤専門委員、手島専門委員、樋口専門委員が御欠席です。 
 本日の議題ですが、新規品目であるJPAN002株を利用して生産されたホスホリパーゼの
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安全性についての審議です。 
 それでは、お手元の資料を確認いたします。事務局のほうからお願いいたします。 
○飯塚課長補佐 それでは、議事次第に基づき、配付資料の確認をさせていただきます。

配付資料は、議事次第、座席表、専門委員名簿、食品健康影響評価に関する資料となって

おります。 
 なお、これら以外の参考資料については、ファイルにとじまして、委員の皆様の机の上

に置かせていただいております。本ファイルについては調査会終了後、回収させていただ

き、次回、また配付いたします。不足等ございましたら、事務局までお知らせください。 
 また、本日は新規品目でありますJPAN002株を利用して生産されたホスホリパーゼの申

請者であるノボザイムズジャパン株式会社の方をお呼びしております。申請品目の審議の

際に質疑応答に対応していただくことを予定しております。 
○中島座長 それでは、事務局のほうから「食品安全委員会における調査審議方法等につ

いて」に基づき、必要となる専門委員の調査審議等への参加に関する事項について、報告

をお願いいたします。 
○飯塚課長補佐 本日の議事に関する専門委員の調査審議等への参加に関する事項につい

て、御報告いたします。 
 本日の議事に関しましては、専門委員の先生方からいただいた確認書を確認したところ、

平成15年10月2日委員会決定の2（1）に規定する調査審議等に参加しないこととなる事由

に該当する専門委員はいらっしゃいません。 
○中島座長 先生方、既に御提出いただいております確認書につきまして、その後、相違

等ございませんでしょうか。 
○中島座長 ありがとうございます。 
 それでは、新規品目であるJPAN002株を利用して生産されたホスホリパーゼについて審

議を行いたいと思います。 
 それでは、事務局のほうから説明をお願いいたします。 
○山口係長 申請書の説明に入ります前に、審議の進め方について御説明いたします。 
 冒頭で御説明いたしましたが、本日は申請者のノボザイムズジャパン株式会社の方をお

呼びしておりますので、申請書の御審議をいただいた後に申請者に対する質問事項等があ

れば整理していただきたいと思います。その後に説明者に入室していただき、質疑応答を

行います。質疑応答終了後、説明者には退室していただき、審議を再開していただくこと

としております。 
 それでは、申請者から提出されております申請書を説明させていただきます。 
 JPAN002株を利用して生産されたホスホリパーゼと記載されております黄色の紙ファ

イルの準備をお願いいたします。 
 まず、今回の品目なのですけれども、宿主ですとか遺伝子の供与体あるいは遺伝子の挿

入方法などは、今年の5月に審議を行っていただきましたグルコアミラーゼですとか6月の
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キシラナーゼとかなり共通する部分がございます。 
 まず1ページ目をお願いいたします。第1-1といたしまして従来の添加物の性質等に関す

る記載でございます。従来の添加物といたしましては、（1）ホスホリパーゼでございま

すが、反応特異性として、リン脂質の1位のエステル結合を加水分解いたします。 
 （2）製造方法についてですが、基原が微生物の場合は培養液からの抽出、除菌等の工

程を経て精製、製造されます。 
 （3）用途及び使用形態ですが、Aspergillus oryzaeを基原とするものとしまして、ホス

ホリパーゼA1がございまして、食品用途として植物油の精製及び製パンに使用されており

ます。 
 2ページに行きまして、（4）摂取量については記載のとおりでございます。 
 続いて、第1-2といたしまして、本申請品目における宿主等の項目になります。 
 （1）宿主の由来等ですが、宿主はAspergillus niger BO-1株でありまして、本株は自然

界からグルコアミラーゼ生産菌として分離されたA.niger C40-1株の突然変異株であり、グ

ルコアミラーゼ生産性が向上したものでございます。また、夾雑酵素であるα-1,6トラン

スグルコシダーゼ生産能を欠失しております。 
 （2）DNA供与体等の由来ですが、まずpla1/amdS遺伝子発現カセットについては、挿

入遺伝子としてpla1遺伝子、 amdS遺伝子があり、それぞれの供与体はTalaromyces 
leycettanus CBS 398.68株、Aspergillus nidulans Glasgow野生株でございます。その他、

プロモーター等の情報については表1に記載されているとおりです。また、DNAの欠失に

はpyrG遺伝子発現カセットを用いており、それぞれの供与体はA. nidulans NRRL 1092
株でございます。 
 （3）挿入DNAの性質及び導入方法ですが、生産菌であるJPAN002株の作製に当たり、

BO-1株染色体の●●●か所の遺伝子座に遺伝子発現カセットを挿入しております。その際

に、挿入領域でDNA置換が起こり、●●●つの遺伝子が欠失しております。 
 さらに、欠失導入用ベクターを用いて9つの遺伝子を欠失させております。 
 なお、これらのことについては、生産菌の作製は図1に、●●●か所の遺伝子座に挿入

した遺伝子発現カセットは図2に記載されているとおりでございます。 
 6ページをお願いいたします。ここでは表3といたしまして、生産菌を構築する過程にお

いて一度は染色体に挿入されたものの、最終的に染色体から脱落したDNAについて示して

おります。 
 7ページ目からのDNAの挿入方法、欠失方法でございますが、4カ所の遺伝子座に表3に
記載しております●●●遺伝子発現カセットを相同組換えによりBO-1株の染色体に挿入

しております。一方で、遺伝子導入用ベクターに組み込まれたFLP遺伝子がコードするFlp
インテグラーゼの発 現により、 Flp インテグラーゼがベクタ ー及び染色体上の

FRT-F/FRT-F3配列を認識することで、挟まれた領域を組換え、pla1/amdS遺伝子発現カ

セットを宿主の染色体に導入しております。概要については、次のページの図3に示され



4 

 

ております。 
 8ページ目の下をお願いいたします。ここからはDNAの欠失方法について記載されてお

ります。 
 1）DNA挿入時に起こる欠失については先ほど御説明したとおりです。 
 2）欠失導入用ベクターを用いたことによるDNAの欠失ですが、pyrG遺伝子発現カセッ

トを使用した相同組換えにより、9つの遺伝子を欠損させております。この欠失させた遺

伝子は9ページ目の表6に示してあるとおりでございます。 
 10ページをお願いいたします。第1-3、利用経験や食経験に関する事項ですが、A.niger
は食品用酵素や有機酸の生産菌として、長年安全に使用されてきた実績がございます。 
 第1-4、宿主の構成成分等についてですが、A.nigerは自然界に広く存在しており、他の

糸状菌と比べて特にアレルギー性や病原性で問題となる菌種ではないとされております。

A.nigerのマイコトキシン産生能については、アフラトキシン類産生能を有していないこと

は明らかにされておりますが、オクラトキシンAを産生するという報告はあり、A.nigerを
生産菌として食品添加物等を生産する場合には、その産生性を確認すべきだと指摘されて

おります。申請者によりますと、BO-1株がこれらのマイコトキシンを産生しないことは確

認されているということでございます。 
 第1-5ですが、当該GM添加物の性質等について記載されております。 
 （1）有効成分等はホスホリパーゼで、リン脂質の1位のエステル結合を加水分解します。 
 （2）製造方法の詳細ですが、11ページ、図5にあるとおりでございますが、生産菌は除

菌ろ過により、生産物である酵素から除去されているということでございます。 
 （3）用途につきましては、植物油の精製に使用されるということです。具体的にはPLA1
製剤は脱ガム工程に使用されますが、添加することによりリン脂質が水和性の高いリゾリ

ン脂質に変換され、不純物の水和除去の効率を高めることができる。加えて、PLA1の活

性の至適pHが4.0であり、70℃でも活性を示すことから、従来の工程で酵素活性を担保す

るために必要とされた水酸化ナトリウム添加による中和と70℃から55℃への温調を割愛

することができるというものです。 
 PLA1が全ての植物精製に用いられ、さらに100％残存すると仮定して、日本におけるヒ

ト体重1kg当たり1日最大摂取量の計算を行ったところ、0.06 ng TOS/日/kg体重という計

算結果になりましたが、PLA1は酵素反応により分離されたリン脂質とともに、水溶液画

分にとどまるため、不純物として脱ガム油から分離除去されることから、PLA1が最終植

物油製品に残存するとは考えがたいとしております。 
 （4）有効成分等の比較についてでございますが、ホスホリパーゼには加水分解する箇

所の違いに応じて幾つかございまして、今回のPLA1はこの中の1つであるホスホリパーゼ

A1であり、従来の添加物と同様リン脂質に反応し、リン脂質の1位のエステル結合を加水

分解いたします。 
 次のページをお願いいたします。第1-6といたしまして、従来品との比較についてでござ
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います。（1）従来の添加物との比較についてですが、相違点は表8に示したとおりでござ

いまして、PLA1の基質特異性及び70℃でも活性を保つことができる点は従来の添加物と

同様でありますが、至適温度及び至適pHが異なります。 
 また、アミノ酸残基数、分子量は、申請品目のほうは277と29.6kDaということですが、

従来品のほうは不明ということでございます。 
 16ページ（2）といたしまして、組換え体と宿主との相違点につきましては、表9に記載

のとおりでございますが、挿入DNAとしてpla1遺伝子が●●●コピー挿入されております。 
 続いて、第2の項目といたしまして宿主に関する事項について御説明いたします。 
 第2-1では、分類学上の位置づけについて記載しております。BO-1株の元株はA.niger 
C40-1株で、グルコアミラーゼ生産菌として1960年代にコペンハーゲン植物園の土壌より

単離されております。今回の宿主でありますBO-1株は、C40-1株の突然変異株であり、グ

ルコアミラーゼ生産性の向上及び夾雑酵素であるα-1,6トランスグルコシダーゼ生産能を

欠失しており、また、宿主としてさまざまな食品用酵素の生産菌の作製に用いられてきた

経緯がございます。 
 第2-2、19ページをお願いいたします。BO-1株の病原性については、宿主であります

A.nigerは自然界に広く存在しており、他の糸状菌と比べて特に病原性で問題となる菌種で

はないとされております。また、有害生理活性物質についてA.nigerのマイコトキシン産生

能について、アフラトキシン類の産生能を有しないことは明らかにされておりますが、オ

クラトキシンAを産生するという報告がなされております。 
 さらに、同菌種にはフモニシンの合成遺伝子クラスターも発見されておりますが、申請

者によれば、BO-1株はこれらのマイコトキシンを産生しないことを確認しております。 
 アレルギー性については、A.niger由来の酵素として3つの酵素がアレルゲンとしてデー

タベースに登録されております。この点について申請者は、A.niger由来のタンパク質とし

て報告されたアレルギーは基本的に特定職種での高頻度暴露によりもたらされるものと考

えており、適切な環境で使われている限り、BO-1株によるアレルギー誘発性の可能性は低

いとしております。 
 続いて、第2-3、2-4については記載のとおりでございます。 
 第2-5といたしまして近縁種の病原性について、日和見感染により肺炎の病原菌となるも

のが知られております。 
 有害生理活性物質の生産についてですが、宿主の近縁種は有害生理活性物質であるオク

ラトキシンの産生能を有するものが知られておりますと記載がされておりますが、A.niger
と同じ属種の中でアフラトキシン産生能を有するものは知られておりません。  
 22ページからベクターに関する事項が記載されておりますが、これは記載のとおりでご

ざいます。 
 24ページ、第4、挿入DNA等に関する事項について御説明いたします。 
 表11では、遺伝子発現カセットの挿入DNA及びその供与体がまとめられております。 
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 1-（1）については記載のとおりでございます。 
 1-（2）安全性に関する事項ですが、pla1遺伝子の供与体であるT.leycettanus CBS 398.68
株に関してですが、T.leycettanusについては特段の食経験は知られておりません。また、

その特性から、産業上、有用と思われる酵素遺伝子がクローニングされ、研究されてきて

おります。 
 amdS遺伝子の供与体であるA.nidulansは、食経験のほうは特に知られておりません。

amdS遺伝子は選択マーカーとして長年使われてきた実績があり、この遺伝子が導入され

た組換え微生物は食品用酵素の生産菌として広く用いられております。 
 26ページをお願いいたします。第4-2-（1）といたしまして、挿入遺伝子のクローニング

もしくは合成方法についてですが、pla1遺伝子、amdS遺伝子及びpyrG遺伝子はそれぞれ

供与体からPCRによってクローニングされております。 
 （2）については記載のとおりでございます。 
 （3）挿入遺伝子の機能の説明ですが、まずpla1遺伝子を説明させていただきます。 
 機能はリン脂質の1位のエステル結合を加水分解いたします。 
 安全性についてですが、1）供与体のアレルギー誘発性については、T.leycettanusはア

レルギー誘発性を示唆する報告はございません。 
 2）遺伝子産物のアレルギー誘発性ですが、PLA1を有効成分とする酵素製剤のアレルギ

ー誘発性については、それを示唆する報告はない旨が記載されております。 
 3）遺伝子産物の物理化学的処理の項目でございます。まず、人工胃液処理については

SDS-PAGE及びCBB染色で分析した結果、PLA1は30秒以内に消化される結果となりまし

たが、●●●で消化断片が生じております。これについても20分以内に完全に分解される

結果となりました。 
 ウエスタンブロット分析においては、PLA1は30秒以内に全て分解され、消化断片は抗

体が反応する部位が消化により消失したものと推測されるということから、断片が観察さ

れない結果となりました。 
 人工腸液処理についてですが、28ページをお願いいたします。SDS-PAGE及びCBB染色

で分析した結果、PLA1は6時間で全て消化されましたが、●●●で消化断片が生じ、これ

らのうち●●●は6時間でも消化されない結果となりました。 
 ウエスタンブロット分析においては、全長のPLA1は6時間以内に全て消化されましたが、

●●●では抗体が反応する部位が消失したものと推測されたことから、この部分について

は観察されない結果となっております。 
 結論といたしまして、以上の消化性試験から、人工腸液では6時間の消化反応でも消失

しない断片を生じておりますが、人工胃液において速やかに分解されることが示されたと

しております。 
 4）遺伝子産物と既知のアレルゲンとの構造相同性に関してです。PLA1と既知のアレル

ゲンとの相同性検索を①80アミノ酸残基で35％以上一致するアレルゲンの検索、②連続す
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る8アミノ酸配列が完全に一致するアレルゲンの検索の2条件で行った結果、いずれの条件

においても既知のアレルゲンは検出されない結果となりました。 
 続いて5）熱処理に対する感受性としまして、ガム質との遠心分離工程における典型的

な条件、85℃・pH3.8、10分間以上行うことで完全に熱失活すると考察をしております。 
 30ページをお願いいたします。amdS遺伝子、pyrG遺伝子についてですが、これまで長

年使われてきた実績があり、アレルギー誘発性や毒性を示唆する報告はないことから、と

もに問題はないと考えている旨、考察がされております。 
 第4-3、遺伝子の発現に関する事項でございます。 
 （1）プロモーター、（2）ターミネーターについては記載のとおりです。 
 （3）その他の配列についてですが、pla1遺伝子の転写を安定化させることを目的とし

まして、BO-1株由来のpayA遺伝子の5’側非翻訳領域であるpayA 5’-UTR配列、またpla1
遺伝子の転写産物を安定化させ、遺伝子発現量を向上させる機能を持たせるために

Tobacco mosaic virusのcoat protein遺伝子の3’側非翻訳領域のCP 3’UTR配列を用いてお

ります。 
 続いて、第4-4、第4-5-（1）については記載のとおりでございます。 
 35ページをお願いいたします。（2）といたしまして目的外のORFの有無についてでご

ざいますが、●●●つの遺伝子座にpla1/amdS遺伝子カセットを挿入しており、シークエ

ンス解析により確認しております。詳細については後ほど第5のところで御説明いたしま

す。 
 （3）（4）については記載のとおりです。 
 続いて、第4-6といたしましてDNAの宿主への導入方法についてでございますが、●●

●つの遺伝子座に対しまして●●●遺伝子、●●●遺伝子を挿入しております。この形質

転換体は、次に●●●遺伝子によるグルコアミラーゼ活性の測定により選抜を行っており

ます。次に、pla1/amdS遺伝子カセットを持つ導入用ベクターを菌体内に挿入し、amdS
遺伝子によるアセトアミドを唯一の窒素源とする最小培地の生育による選抜を行い、次に

PLA1の産生量を指標として最も産生量の高い形質転換体を選択しております。 
 少し飛びまして40ページをお願いいたします。第4-7といたしまして抗生物質耐性マー

カー遺伝子の安全性に関する事項ですが、導入用ベクターには抗生物質耐性マーカー遺伝

子が含まれておりますが、宿主の染色体には導入されていないということをシークエンス

解析により確認しております。 
 続いて、第5、組換え体に関する事項ですが、第5-1については記載のとおりです。 
 第5-2といたしまして遺伝子の導入に関してですが、まず（1）遺伝子導入用ベクターの

宿主への導入により、pla1/amdS遺伝子発現カセットを4つの遺伝子座に挿入しております。

次世代シークエンスによる解析ですが、各領域について最低50の冗長度を担保するため、

約1,000万のリードが生成され、平均リード長は100bp以上であったということでございま

す。 
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 また、サザンブロット解析においてコピー数を確認したとしております。 
 飛びまして46ページをお願いいたします。第5-2-（2）といたしまして、遺伝子導入にお

けるORFの有無について記載がされております。●●●つの遺伝子座に対しまして6通り

の読み枠で終止コドンと終止コドンに挟まれた長さ30アミノ酸以上の領域をORFと定義

として検索を行った結果、●●●のORFが検出される結果となりました。これらの検出さ

れたORFのアレルギー誘発性及び毒性の可能性を調べるために、既知のアレルゲン及び毒

性タンパク質との相同性検索を行っており、その結果が47ページ以降に記載されておりま

す。 
 まず既知のアレルゲンとの相同性検索ですが、①80アミノ酸残基で35％以上一致するア

レルゲンの検索では、一致するアレルゲンは検出されませんでした。 
 ②連続した8アミノ酸配列が完全に一致するアレルゲンの検索では、各遺伝子座に共通

のアレルゲンとして、Ara h 3が検出されまして、それに対する考察が同じページの15行
目から記載されております。 
 このAra h 3はピーナッツアレルギーに関連するアレルゲンとして報告されているもの

であり、legumin様の種子貯蔵タンパク質でございます。IgEにより認識される配列の解析

結果が得られておりますが、参考資料22とのアミノ酸配列を比較すると同一ではないため、

これだけでは検出されたORFの配列と完全に一致する8アミノ酸配列がエピトープである

かどうかが明らかにできなかったということから、AFDSに登録されているアレルゲンエ

ピトープと比較したところ、当該配列と一致するアレルゲンエピトープは認められず、し

たがって、万が一、これらのORFが翻訳されても当該翻訳産物がアレルギー性を示すこと

は考え難いとしております。 
 続いて、毒性タンパク質との相同性検索ですが、MvirDBデータベースを用いて

E-value0.02未満を指標にして検索を行った結果が49ページに示されております。●●●

検出される結果となりましたが、これらの重複をまとめると3個になります。 
 50ページに行きまして、それぞれをORFの1、2、3として、それ以降、考察を行ってお

ります。 
 まずORF1ですが、Hypothetical protein CE2154との相同性を示しております。これは

Corynebacterium efficiens YS-314株由来の機能未知のタンパク質であり、C.efficiens内
での発現が確認されたものではありません。申請者は、発現・機能ともに未知ではありま

すが、C.efficiensについて知られている限りの情報から判断すると、ORF1が翻訳された

としても毒性を有することは考え難いとしております。 
 続いて、ORF2ですが、Putative amidaseとの相同性を示しております。アミダーゼが

毒性を持つという報告はないことから、ORF2がこのタンパク質と同じ機能を持ったとし

ても、毒性を有することは考え難いとしております。 
 最後に、ORF3ですが、TssMとの相同性を示しております。これは類鼻疽を引き起こす

Burkholderia pseudomalleiに由来いたします。TssMは感染細胞内で脱ユビキチン化活性
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を示すことで何らかの抗炎症作用経路に関与するのみであり、単独での毒性は報告されて

おらず、したがって、ORF3がこのタンパク質と同じ機能を持ったとしても、毒性を有す

ることは考え難いとしております。 
 さらに51ページ下からですが、DNAの欠失を行い、異種遺伝子断片が染色体上に残存す

る5つの遺伝子座について、ORFの検索、そして、アレルゲンデータベース、毒性タンパ

ク質データベースを用いた相同性検索を行っております。検索の結果ですが、検出された

ORFと相同性を示す既知のアレルゲンは検出されない結果となりました。 
 既知の毒性タンパク質との相同性検索ですが、53ページの●●●。 
 以上の結果から、アレルギー誘発性及び毒性を持つことは考え難いと記載されておりま

す。 
 54ページ、第6といたしまして、製造原料等に関する事項が記載されております。製造

原料等は全て長年安全に使用された実績があるという旨、記載がされております。 
 55ページ、第7、遺伝子組換え食品添加物に関する事項ですが、第7-1として諸外国にお

ける認可等について記載されております。カナダでは承認を要さずに販売されております。

また、米国ではGRAS認定されております。EUではPLA1のように加工助剤として用いら

れる食品用の酵素は、現在、規制の対象とはなっておりません。 
 第7-2、ドットブロット解析により、結果は56ページに行きますが、製剤中に組換え体

由来のDNAが残存していないことを確認しております。 
 続いて、第7-3、非有効成分についてですが、表18にありますとおり、規格を満たすこ

とを確認しております。 
 第7-4でございますが、ここでは純度について●●●と推定している旨、記載をしており

ます。 
 第7-5については記載のとおりです。 
 第8ですが、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るとしております。 
 以上、60ページの結論でございますが、本品目については安全であると考えられる旨、

記載がされております。 
 説明は以上でございます。 
○中島座長 ありがとうございました。 
 それでは、本申請書につきまして、先生方から御意見をいただきたいと思います。 
 今回の申請品の宿主A. niger BO-1株、これは5月にグルコアミラーゼを審議いたしまし

た。これと同じ宿主でございます。また、遺伝子の供与体でありますT. leycettanus、こ

れは6月にキシラナーゼを審議いたしましたが、これの供与菌と同じものでございますの

で、本日は組換え体とホスホリパーゼそのものが審議の中心となろうかと存じますが、そ

れでは、1ページから23ページまでのベクターに関する事項までのところで御質問等ござ

いますでしょうか。 
 最初、「はじめに」のところの最初のパラグラフが終わるところ、リン脂質の1の位置
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にあるエステル結合を分解し、グリセロリン酸と脂肪酸を生成する酵素であるという記述

があるのですけれども、ホスホリパーゼA1ですから、2つついている脂肪酸のうち1つしか

切断しませんので、こういうのはグリセロリン脂質ではなくてリゾリン脂質と言いますの

で、その辺、本文の中でも11ページの記載とか多少混乱があります。これはわざわざ申請

者を呼んでどうこうという問題ではないと思うのですけれども、その辺、きちんと整理す

るように言っていただければと思うのです。 
○山口係長 その箇所については、申請者に適切に修正をしてもらおうと思います。 
○中島座長 どうぞ。 
○児玉専門委員 10ページから11ページ目の製造方法のところなのですけれども、このホ

スホリパーゼは菌体内に分泌されるという理解でよろしいですか。 
○山口係長 分泌シグナルはついていないので。 
○児玉専門委員 ついていないのですけれども、その製造の概略を見ると分泌しているの

かなみたいな感じに読み取れるのです。 
○山口係長 もしよろしければ、今日、申請者が来ているので聞いていただければと思う

のですが、よろしいでしょうか。 
○中島座長 ホスホリパーゼですから分泌しているだろうと思うのですけれども、これに

ついては、せっかく申請者が来ておるようなので質問してみたいと思います。 
○児玉専門委員 もう一点よろしいですか。これは修正だけしてもらえばいいのですけれ

ども、16ページ目の下から3行目のところに●●●みたいなのが書いてあるのですが、●

●●という話になりますので、●●●と思いますので、そこを修正していただければと思

います。 
○中島座長 もっともだと思いますので、そのように指摘してください。 
 どうぞ。 
○川西委員 私、まだこの食品の遺伝子組換えでこういう書類に関しては相場観がわから

ないのでどうなのだろうということで言わせていただくと、10ページ目とか14ページに、

このホスホリパーゼのものについて反応特異性という言葉を使っていて、この書き方はと

もかくとして、では、一体、これは何によって確認したのかということがこの中には書か

れていない。実は社内資料のほうでこの活性をどういう方法ではかっているかというのを

一応は記載されているのだけれども、反応特異性と書かれてしまうと、どこを見れば反応

特異性が証明されているのだというのはわからないのですが、この辺は通常はどういうよ

うに記載するのかというのが私もこういうケースがわからないので、こんなものでいいの

でしょうか。 
○中島座長 これは概要書ですので、今まで大体このくらいの記述であればよろしいかと。

それで特に異議とか変わった測り方とかそのようなものがあるときには、細かい添付の文

書も参照して、それでもおかしければ質問するなりと、大体そういった手順であったと思

います。私自身は、このくらいの記述でいいのかなという印象ではあるのです。 
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○川西委員 わかりました。 
○中島座長 ただ、せっかくの御指摘でしたので、11ページに脂質からホスホリルコリン

やホスホリルエタノールアミンといった水溶性のリンエステルを切り離しとPLA1につい

ての記述があるのですけれども、これは一般論なのか、それとも、このホスホリパーゼに

ついて、ホスホリルコリンやエタノールアミンなりホスファチジルセリンなりについて、

どの程度見ているかの記述がこれは記載がありませんので、できれば申請者が来るなら聞

いてみようかなとも思います。 
 ただ、実際のところ、ホスホリパーゼA1であれば、脂質成分については余り基質特異性

が高くないのが一般的なので、特に測っていないとか、そういう答えでもよろしいのかな

とは思うのですけれども、せっかくお呼びすることになりそうなので、そうしたら、私も

実は聞いてみたいかなと思います。 
 他に先生方、よろしいでしょうか。24ページから40ページまで、今度は挿入DNA遺伝子、

遺伝子産物、発現ベクターの構築等についてまで、御意見ございましたらお願いいたしま

す。 
 どうぞ。 
○川西委員 18ページの表10のところで、ペクチナーゼの下にホスホリパーゼの項があっ

て、さらに、本申請品というのが下のほうにあるのですけれども、宿主の欄が空欄になっ

ている。10年以上前に海外のみで出ている上に記載のものとの違いがこの表からはわから

ないと思いました。小さいことです。 
○中島座長 わかりました。せっかくですから聞いてみようかと思います。ありがとうご

ざいます。 
 それでは、最後の組換え添加物に関する事項から第8までで、また全般を通して御質問

等がございましたら、お願いいたします。 
 どうぞ。 
○児玉専門委員 27ページ目と28ページ目に胃液、腸液の消化性試験のところのデータは

出てくるのですけれども、これは申請者に聞いたほうが早いと思うのですが、●●●。一

応、推定分子量は29.6kDaだというように解説書のほうには書いてあるのですけれども、

●●●とは見えてしまうので聞いてみたいなと思います。 
○中島座長 やはり先生もそういうように見えましたか。私も少し気にはなりましたので、

申請者をお呼びいたしますので、そのときに聞いてみましょう。ありがとうございます。 
 ほかにございますでしょうか。 
 どうぞ。 
○川西委員 これは私、相場観がわからないので、こんなものでいいのかなと思わないわ

けでもないのですけれども、ただ、もう少し情報が聞きたいなと思っていることで、57ペ
ージの表18の試験バッチの分析値、社内規格値及び食品、添加物等の規格基準を定める規

格値ということで、これは通常の食品添加物の基準で考えたら、これで何が悪いのかとい
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うことになるのですが、実際にこの社内資料の24番目のものを読むと、活性をちゃんと測

っているし、それ以外の酵素活性を幾つか、4通りか5通り、測っているのです。そのあた

りが、この株での製造時には普通にあわせてチェックとしているものなのか。 
 これはノボぐらいの会社になるといろいろ考えてやっているはずなので、どういうスト

ラテジーで検査しているのか。それから、ここは非有効成分の安全性というところになっ

てしまいますけれども、製造管理という意味で言えば、活性ということに対してどういう

ように社内的に管理しているのかというあたりを聞いてみたいと思っています。 
 3つの代表的バッチが実は添付資料にありますけれども、●●●その辺、多分、今回の

この目的ではその程度でいいのだろうなと私は思わないわけではないのですが、だから、

実際にどういうように考えてやっているかというあたりを時間があれば聞いてみたいと思

います。 
○中島座長 ありがとうございます。 
 この●●●とかこういうものの値は添加物の部会ですと、この表は必ず出てきてよくす

るのですが、ここは遺伝子組換えですので、この表までつけてあって、実は結構親切だな

という。むしろ、この委員会ではそういう印象です。 
 できれば純度についてのデータは欲しいなというところなのですが、ここで●●●と記

載がございますので、本委員会で今までは大体このくらいの資料で安全性の審査をしてま

いりましたので、特にここに不足があるとか、そのような印象ではございません。ですが、

お呼びいたしますので、お気の済むまでお聞きになっていただければと思います。 
○川西委員 資料をプラスアルファするというとほかとのバランスがあるのだけれども、

これは世界的に見てもトップメーカーですから、どういう感じでその辺をやられているか。

私は●●●の製品は結構たくさん見ているのです。どういうように管理しているかを聞け

たらでいいです。 
○中島座長 聞いてみるのが早いと思いますので。 
 先生方、ほかにいかがですか。 
 どうぞ。 
○児玉専門委員 41ページ目のところですけれども、第5-2-（1）の制限酵素による切断地

図に関する事項ですが、その2行目に挿入領域の塩基配列はシークエンス解析で確認した

とあるのですが、これは何コピーも入れているので、次世代シークエンサーはやりにくい

はずで、多分PCRで増やしてサンガー法で読んでいるのではないかなと思うのですが、こ

ういうときはサンガー法で読んだのか、次世代で読んでいるのか、シークエンスという言

葉だけではなくて区別ができるように書いてもらえるとありがたいなというのが1つあり

ます。 
 もう一つ、その下のほうにサザンブロットというのが出てくるのですけれども、実際に

見てみると、このサザンブロットは少し厳しいかなというのが、研究データとして提出さ

れた場合であればやり直してよと言うようなサザンブロットなので、次世代シークエンサ
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ーをやっているのでやり直せとは言わなくてもいいのではないかと私も思っているのです

が、厳しいなと思ったところだけは指摘しておきたい。 
○中島座長 ありがとうございます。 
 今回のは●●●カ所の遺伝子座に●●●というようになっておりますので、●●●次世

代でショートリードのものでもよろしいかなと私は思ったのです。 
 このサザンで確かにこれは許しがたいと私も思いますけれども、だから、次世代シーク

エンサーでデータを補っているということなのかなと思っておりますので。でも、御指摘

はしてみてくださいと思います。 
 他によろしいでしょうか。 
 それでは、申請者をお呼びしたいと思いますけれども、アミラーゼとホスホリパーゼ、

これが分泌酵素であるかどうか。それから、これの基質特異性、反応特異性をどのように

はかっているのか。 
 18ページの表10の本申請品のそこの空欄のところ、これはどうなっておるのか。 
 27、28ページ、SDS-PAGEのデータですけれども、●●●点はどうなっているのか。 
 57ページ、規格基準のポリシーについて、これは先生のほうからお聞きいただければと

思います。 
 最後、41ページ、切断地図とサザンとシークエンスの関係のあたり、この辺を聞いてみ

たいと思います。 
 それでは、申請者をお呼びいただけますでしょうか。用意が整うまで一時休憩にいたし

ます。 
 

（休  憩） 
 

（申請者入室） 
○中島座長 本日、お忙しいところをお越しいただきまして、ありがとうございます。 
 自己紹介をお願いいたします。会社名とお名前だけで結構です。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（橋田氏） ノボザイムズの橋田でございます。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） 同じくノボザイムズの村戸でございます。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（高橋氏） 同じく高橋と申します。 
○中島座長 それでは、早速なのですが、本申請品のホスホリパーゼA1についてなのです

が、これは分泌酵素と考えてよろしいのでしょうか。本文の中では分かりにくくて、また、

アミノ酸の配列からは分泌シグナルらしいものはついていないように見えるのです。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） 分泌される仕組みにしているのですけれど

も、お示ししているアミノ酸配列は分泌シグナルを除いたものになっていますので、それ

で申請書をご覧になって分かりづらいという部分はそのあたりかと思いますので、シグナ

ルシークエンスをお示しすることは可能です。 
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○中島座長 それはわかれば結構ですので。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） よろしいですか。ありがとうございます。 
○中島座長 「はじめに」のところ、このホスホリパーゼA1の作用機作について書いてご

ざいますが、ここのリン脂質の1位にあるエステル結合を分解し、これでグリセロリン脂

質と脂肪酸を生成する酵素であるとありますが、ホスホリパーゼA1であれば、これで生成

するのはリゾリン脂質でして、ちゃんと書いてあるところもあれば、そうではないところ

もありますので、後ほど精査していただいて、その辺の記述を整理していただければと思

います。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） はい。申しわけございません。 
○中島座長 反応特性について11ページなどに書いてございますが、これは例えば基質特

異性、このホスホリパーゼA1がホスホリルエタノールアミンに効くのか、ホスホリルコリ

ンに効くのか、また、ホスファチジルセリンに効くのか、そういった点については特には

調べてはいないのか、そういったことがわかればで結構なのですが、情報をお持ちでしょ

うか。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） 情報があるかどうかも含めまして、持ち帰

って検討させていただきます。 
○中島座長 一般にこの手の酵素は余り基質特異性が高くなかったりもするので、きちん

と基質特異性が高くなければいけないとか、安全性が直接どうこうとか、そういう問題で

はございませんが、情報があればお願いしたいといったことで、また、基質に、これは最

後に反応させて分解させたときに切れ残りが出たりするのかとか、そういったことについ

て情報をお持ちならばお願いしたいと思います。 
 18ページ、表10になります。表が埋まっているのですが、1カ所、気になるところに空

欄がございまして、ホスホリパーゼ（本申請品）で宿主、供与体、ここのところが空欄に

なっているのですけれども、これは。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） 大変失礼いたしました。これはBO-1でござ

います。 
○中島座長  BO-1で、ということは、供与体はnigerではなくて本申請品であれば

Talaromycesなのですが、そこは。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） 申しわけございません。本申請品の供与体

は御指摘のとおり、Talaromycesになっておりますので、ここは供与体がA.nigerというの

は間違いでございます。宿主がBO-1株となります。 
○中島座長 では、ちゃんと直してください。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） 申しわけございません。 
○中島座長 27ページ、28ページ、電気泳動で人工胃液、人工腸液について見てございま

す。これは推定分子量の記載があるのですけれども、●●●という御指摘がございまして、

実は私にもそういうように見えるのですが、何か御説明はございますでしょうか。 
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○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） 詳しいことは帰って調べようと思うのです

けれども、●●●によるものと考えております。 
○中島座長 このアミノ酸の配列の中には、N糖鎖のつく配列というのはあるのですか。

予想配列はございますか。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） 確認させていただきます。 
○中島座長 よろしくお願いいたします。 
 それでは、57ページ、規格基準、こちらは先生のほうからお聞きいただけますか。 
○川西委員 これは食品添加物ということですので、これでは情報が不足しているとかと

いうことではなくて、御社がこの製品を製造するときにどういうように管理しているかと

いうことで参考までにお尋ねしたいのです。 
 実は、この社内文書の24番目の文書を見ると、結構どう管理しているかということが英

語で書かれている中で、酵素活性というのをもちろん有効成分としての酵素活性以外にも

幾つか測定されている。これは、1つは常識的なことなのかもしれませんけれども、どう

いうことが目的で、それぞれ10項目ぐらい。1項目は有効成分をはかるためのpHと温度が

違うところで恐らくベースで確認されていて、それ以外のものがどういう目的、不純物的

な扱いでやっているのか、どういう考え方でやられていて、どういう扱いをしているのか

と思っているのですけれども、今すぐわからなければ、また情報提供いただければと思う

のです。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） 詳細のほうは持ち帰ってまた書面で回答さ

せていただきたいのですけれども、1つには、今、まさに御指摘があったとおり、やはり

最終的にある単一の活性を目指した製品にしますので、それに対する夾雑活性がどれぐら

い入っているのかというのをあらかじめ確かめておくという意味で、品質の管理上の目的

での夾雑活性の確認というのは間違いなく目的として入っております。それ以外のことに

つきましてあるかどうかというのは、また改めまして御回答させていただきます。 
○川西委員 そういうことだと恐らく幾つ以上だと何らかアクションを起こすという製造

工程管理をしていると思いますけれども、その辺、概略を教えていただければ勉強になる

と思います。 
 もう一つ、今度、有効成分側の活性というのをどういうように数字を扱われているか。

これで57ページの下のほうに純度を●●●と推定されるということで、通常、こういう文

書としてはこれでいいのだろうなと思うのですけれども、●●●。一方で、純度●●●と

推定されると書いてあったり、その純度はどういう扱いで管理されているのかなというの

に興味を持ちましたので。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） 57ページに記載させていただいた純度とい

うのは、あくまで電気泳動上確認できるタンパク質の純度で、かつ、これはある1つのバ

ッチという形になりますので、実際のところは活性で管理をしておりまして、もちろん、

御指摘のようにバッチごとに差というのも出ますので、そのあたり、均質化した形で最終
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的には社内の規格として品質管理を行っていくということをやっておりますので、ここに

記載させていただいたタンパク質の純度と活性のばらつきというのは別のお話として御認

識いただけたらと思うのですけれども、よろしいでしょうか。 
○川西委員 わかりました。 
○中島座長 ありがとうございました。 
 サザンのお話は児玉先生のほうから。 
○児玉専門委員 41ページ目のところにシークエンスとサザンの話が出てくるのですけ

れども、これは同じ配列を●●●か所に入れているので、サザンと次世代シークエンサー

をペアにするとこういう感じで入っていますと言える形になるのですが、サザンのみとか

シークエンスのみだと厳しくなってしまうところがあるかと思うのです。 
 まずは確認ですけれども、41ページ目の5-2-（1）の上から2行目のシークエンス解析と

いうのは、もう次世代だけでサンガー法はやっていませんよということでいいのですか。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） はい。NGSだけを使っています。 
○児玉専門委員 そうすると、多分サザンブロットとペアでないと厳密な意味ではあのマ

ップがつくれないという形になるのではないかと思うのですけれども、そのサザンが社内

文書12というのを見ると、マーカーがあって、その隣に●●●か所、ここに入っています

よというバンドがあるように見えるのですが、これはマーカーが漏れ出てもこうなってし

まうよねというパターンになっていて、研究データとして提出された場合であればやり直

してよと言うような図なのですが、その点はどうしろというわけでもないのですがね。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） 本件の場合ですと、各座で遺伝子の配列と

いうのは●●●になっていないところもありますので、まずジャンクション、宿主側とプ

ラスミドの配列側とどちらにもつくリードを探して、そこからこのマップに基づいてリー

ドを組み合わせていくことで、ある程度、座の中での配列の検証というのはショートリー

ドのものを使っていますけれども、できているというように考えておりますので、サザン

は確かにデータとしてはお付けしておりまして御指摘の部分は品質に関してごもっともの

部分もあるのですが、このサザンがなければ、この座の遺伝子の配列の確定ができないと

は思っておりませんので、一応過渡期というか、徐々にNGSだけの解析に移行していって

いる途中もありますので、サザンのデータは参考のデータという形で私たちとしては考え

たいところもあるのですが、いかがでしょうか。 
○児玉専門委員 同じ配列をゲノムに●●●か所、相同組換えなので、早々、●●●は多

分ないのだろうと理解しているのですけれども、厳密に言うと、NGSはややそこら辺は苦

手にしているはずですね。読み方の特性上、●●●そこの部分をきれいにNGSだけで決め

るというのはやや苦手なはずです。 
 サザンと組み合わせていれば、当然、それはそれでいいのですけれども、通常、他社さ

んとかですと、やはり隣接配列からPCRで増やして読むなり、その推定のちゃんとした長

さが出てきますみたいなPCRの長さで導出して見せるなりして、そこの部分は担保します
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よという形をとるケースが多いと思うのですが、今回はこれでいいと思うのですが、サザ

ンのほうがこれだとやはり若干難しいかなと思うところもありますので、少しそこら辺、

気をつけて次回以降、何かつくってきていただけるとありがたいかなと思います。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（村戸氏） 承知しました。御指摘ありがとうございま

した。 
○中島座長 先生方、他にどうぞ。 
○川西委員 やはり社内資料を見ていると安定性のチェック、安定性の試験としてリザル

トの5で5.2という表に●●●。これだけやっているのですけれども、これというのは今ま

での経験上、安全性の確認としてはこれで大丈夫と考えていいのですか。タンパクの安定

性試験でこの程度で大丈夫だろうかと素朴に思うのです。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（橋田氏） バルクで使う産業用の酵素なので、いわゆ

る実験室で使うような冷蔵庫に保存してというのとはまたちょっと種類の違うものでして、

逆に、このぐらい安定でないと実際には使えないというものです。 
○川西委員 逆の意味です。もっと長い間とる。もちろん、目的からすると、実は私はそ

んなにうるさく言う必要はないと思うのです。この目的だから、活性がある程度あれば別

に構わないのだけれども、酵素の組換えタンパクで世界一と言っていいぐらいのメーカー

で、この程度のことしかしていないのかなという気がしました。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（橋田氏） 恐らく、これは決まったGLPで必ずやるタ

イプのレポートなので、実際にお客様に御紹介のときにはもう何か月、何年の単位での安

定性もちゃんとお示ししておりますので、これはあくまでも品質上のデータというように

御理解いただければ、実際、もっと安定に。 
○川西委員 自主基準としてのGMP管理でしょう。 
○ノボザイムズジャパン株式会社（橋田氏） はい。 
○川西委員 いいや、これ以上はやめておきましょう。 
○中島座長 ほかに先生方、ございますでしょうか。よろしいでしょうか。 
 お疲れさまでした。ありがとうございました。 

（申請者退室） 
○中島座長 それでは、再開したいと思います。 
 これはあくまでも、ここで審査に要るデータを要求しておりまして、何でもかんでもに

なりますと毎回、その何でもかんでもがないと審査できないということになっても困りま

すので、大体標準的なデータかなと思って見させていただいておりました。 
 先生方、何かございますでしょうか。 
 どうぞ。 
○児玉専門委員 非常に細かい話、細かくもないかもしれませんけれども、33ページのと

ころにプラスミドの図が出てきて、図15、制限酵素切断地図と書いてあるのですが、どこ

にも制限酵素がない。それはガイドラインにそういうものを書けと書いてあるのからあれ
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なのですけれども、だんだん次世代シーケンスを用いた解析が主流となってくると制限酵

素の意味も余りないと言えばないので、そこら辺もやがては考え方を整理してもいいかな

とは思っていたりするのです。 
○中島座長 ごもっともだと思いますので、確かにこれからの時代、制限酵素サイトをき

ちんと記載する必要があるかどうかという、そこからこの議論をする必要があるかと思い

ますが、これはこれでいいかと思うのです。特に制限酵素サイトを書き込んで提出しろと

いうわけでもない。 
○児玉専門委員 でも、制限酵素地図と書かれているのに酵素がないのは何とかしてくだ

さいという。 
○中島座長 多分、つけようと思えばすぐつくはずですので、これは要求していただけま

すか。やはりこういうタイトルでという要求事項には入っているはずでので、これは要求

してください。 
 他にありますでしょうか。 
 細かいところを注文つけましたが、全体として、この安全性には懸念がないと考えられ

ますので本件はよろしいかなと思うのですけれども、先生方、よろしいでしょうか。あり

がとうございます。 
 それでは、安全性については懸念がないということですので、評価書案の審議に入りた

いと思います。 
 事務局のほうから説明をお願いいたします。 
○山口係長 それでは、評価書案のほうについて御説明いたします。 
 食品健康影響評価に関する資料というホチキスどめされました資料をお願いいたします。 
 6ページをお願いいたします。Ⅰとしまして、本申請品目の概要でございますが、

Talaromyces leycettanus CBS 398.68株由来のホスホリパーゼA1遺伝子を宿主である

Aspergillus niger BO-1株に導入いたしまして、JPAN002株を作製しております。 
 本添加物は、リン脂質の1位のエステル結合を加水分解し、グリセロリン脂質、ここも

修正する必要があるかと思いますが、グリセロリン脂質と脂肪酸を生成する酵素であり、

植物油の精製工程において不純物除去を目的として使用される酵素ということでございま

す。 
 Ⅱ以降については、食品健康影響評価に関する個別の項目を記載しております。 
 まず第1の1ですが、（1）（2）は記載のとおりでございます。 
 「（3）用途及び使用形態」ですが、植物油の精製工程における不純物除去及び製パン

における小麦粉の物性改良を目的として使用されます。 
 （4）については記載のとおりでございます。 
 2の（1）宿主の種名等でございますが、宿主は、自然界からグルコアミラーゼの生産菌

として分離された菌株に突然変異誘導を行い、グルコアミラーゼの生産性を向上し、夾雑

酵素であるα-1,6-トランスグルコシダーゼの生産能を欠失したA.niger BO-1株となって
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おります。 
 （2）DNA供与体の種名等ですが、pla1遺伝子はT.leycettanus CBS 398.68株に、amdS
遺伝子及びpyrG遺伝子は、それぞれA.nidulans Glasgow野生株、A.nidulans NRRL 1092
株に由来いたします。 
 （3）挿入DNAの性質等ですが、pla1遺伝子は野生型のホスホリパーゼと同一のアミノ

酸配列を持つPLA1をコードいたします。amdS遺伝子及びpyrG遺伝子については、選択マ

ーカーとして用いられており、pla1遺伝子及びamdS遺伝子を含む発現カセットはインテ

グラーゼにより宿主ゲノムに導入されております。 
 なお、生産菌の作製に当たっては幾つかの遺伝子を欠失させておりまして、このうち4
つの遺伝子座ではセルフクローニングに該当するとしております。 
 続いて、3、食経験については記載のとおりです。 
 4、宿主の構成成分ですが、A.niger BO-1株はオクラトキシンA及びフモニシンB2を産生

しないことは分析により確認されております。 
 5、組換え添加物等の性質については記載のとおりでございます。 
 6、相違点についででございますが、従来の添加物との相違点は構造遺伝子の基原、至

適温度及びpHが異なる点となっております。 
 宿主との相違点は、pla1遺伝子が複数コピー導入され、ホスホリパーゼA1の高産生性を

獲得している点、amdS遺伝子、pyrG遺伝子を導入している点。並びにホスホリパーゼA1
の生産性を高めるため、幾つかの遺伝子を欠失させたことが相違点でして、以上から、本

品目と比較可能な既存の添加物があると記載をしております。 
 第2、宿主に関する事項について、1については記載のとおりです。 
 2、病原性等についてですが、宿主はバイオセーフティーレベル1に相当し、オクラトキ

シンA及びフモニシンB2を産生しないことが確認されている旨を記載しております。 
 また、A.niger由来の酵素として吸入性アレルゲンのものが知られておりますが、適切な

環境で扱われている限り、宿主によるアレルギー誘発性の可能性は低いと考えられる旨を

記載しております。 
 3及び4については記載のとおりです。 
 5、宿主の有害生理活性物質の生産についてですが、A.nigerの近縁種であるA.fumigatus
は日和見感染及び気管支アレルギーの原因であること、A.carbonariusについてはオクラト

キシン産生能を有することが知られている旨、記載をしております。 
 「第3.ベクターに関する事項」については記載のとおりです。 
 10ページをお願いいたします。第4、挿入DNA等に関する事項でございます。1の（1）
については記載のとおりです。 
 （2）安全性についてですが、T.leycettanusは、食経験は知られておりませんが、高い

耐熱性を有することから産業上有用と考えられる酵素遺伝子がクローニングされ、研究さ

れております。 
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 A.nidulansは、食経験は知られておりませんが、長年利用された実績がございます。 
 これら2つの菌はバイオセーフティーレベル1に該当する旨を記載しております。 
 続いて、2の（1）クローニングに関する事項についてですが、挿入遺伝子はそれぞれの

供与体によりPCRによって得られた旨を記載しております。 
 （2）については記載のとおりです。 
 （3）挿入遺伝子の機能に関する事項ですが、まずpla1遺伝子について御説明いたしま

す。ａでは、挿入遺伝子の供与体、ｂでは遺伝子産物のアレルギー誘発性について、それ

ぞれ示唆する報告はなかった旨を記載しております。 
 ｃですが、（ａ）人工胃液ですが、下線部を引いたところが以前、先生方にお配りした

ものからの修正点でございまして、ここは手島先生のほうから、こうしたほうが分かりや

すくなるのではないかというようなコメントとともに修正案としていただいたものでござ

います。 
 文章のほうを御説明いたしますと、人工胃液の試験の結果ですが、SDS-PAGE分析及び

ウエスタンブロット分析を行った結果、SDS-PAGE後のCBB染色では試験開始後部分分解

物は20分以内に、ウエスタンブロット分析では試験開始後完全長鎖は0.5分以内に分解さ

れることが示されたとしております。 
 （ｂ）人工腸液試験では、SDS-PAGE分析及びウエ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時間においても分解物が残存することが示された旨を記載

しております。 
 また、加熱処理に対する感受性では、85℃10分で失活することが確認されたとしており

ます。 
 ｄ、遺伝子産物と既知のアレルゲンとの構造相同性ですが、PLA1と既知のアレルゲン

との構造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を用いて相同性検索を

行った結果、既知のアレルゲンは検出されなかった旨を記載しております。 
 このほか、②amdS遺伝子、12ページに行きまして③pyrG遺伝子については記載のとお

り、これまで長年使用されてきた実績等により、問題ない旨を記載しております。 
 続いて、3ですが、（1）（2）については記載のとおりです。 
 （3）その他の配列ですが、pla1遺伝子の転写を安定化させる配列、また、転写物を安

定化させ、遺伝子発現量を向上させる配列などを用いております。 
 4については記載のとおりでございます。 
 13ページに行きまして、5、発現ベクターについては記載のとおりです。 
 6、DNAの導入方法ですが、あらかじめインテグラーゼ認識配列を導入した宿主に遺伝

子導入用ベクターを導入し、インテグラーゼの作用により、発現カセットを宿主ゲノムに

導入しております。 
 7、抗生物質耐性マーカー遺伝子に関しましては、シークエンス解析により、宿主の染

色体には含まれていない旨、記載をしております。 
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 続いて「第5.組換え体に関する事項」ですが、1については記載のとおりでございます。 
 14ページをお願いいたします。2の（1）ですが、サザンブロット解析及びシークエンス

解析を行った結果、各遺伝子座に1コピー導入されていることが確認されております。 
 続いて、（2）ORFの有無についての項目です。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の検索を行った結果、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が合計で725個、検出されてお

ります。 
 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

タベースを用いて相同性検索を行った結果、連続する80アミノ酸以上の配列に対して35％
以上の相同性を示す既知のアレルゲンは検出されませんでした。また、連続する8アミノ

酸配列が一致する既知のアレルゲンとしてAra h 3が検出されましたが、一致する配列につ

いてアレルゲンデータベースで検索した結果、エピトープとしては報告されておらず、ア

レルギー誘発性の可能性は低いと考えられております。 
 さらに、既知の毒性タンパク質との相同性検索、既知の毒性タンパク質の相同性の有無

を確認するために、MvirDBデータベースを用いてE-value<0.02を指標として検索を行い

ました。その結果、3個のORFがデータベース中のタンパク質と相同性を示しましたが、

いずれのタンパク質も毒性を有するとの報告はございませんでした。 
 また、欠失させた9つの遺伝子のうち、セルフクローニングを除く5つの遺伝子座におい

て検索を行ったところ、相同性を示す既知のアレルゲンはなかった旨、記載をしておりま

す。 
 毒性タンパク質の相同性についてですが、E-value<0.02を指標として検索を行った結果、

相同性を示す既知の毒性タンパク質は見出されなかったとしております。 
 15ページをお願いいたします。第6、製造原料等に関する事項ですが、記載のとおりで

ございます。 
 第7の1ですが、PLA1は2017年以降、カナダで使用されているほか、米国では2016年に

GRASとして認証されております。 
 第7の2、組換え体の残存についてはドットブロット解析の結果、組換え体DNAは検出さ

れないことを確認しております。 
 3、非有効成分の安全性。 
 4、精製方法。 
 そして、5、常成分の変動の各項目については記載のとおりでございます。 
 第8として、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としております。 
 評価書案の説明は以上でございます。 
○中島座長 ありがとうございました。 
 それでは、評価書案について御意見、コメントを賜りたいと思います。 
 どうぞ。 
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○山口係長 事務局のほうからよろしいでしょうか。 
 14ページの420行目なのですけれども、申請書をもとにこちらで案を作成したときはサ

ザンブロット解析及びシークエンス解析を行った結果と書いているのですが、先ほど申請

者の質疑を聞いている限りでは、シークエンス解析でも大丈夫で、サザンブロット解析は

あくまでも参考だというような発言があったのですが、ここはこのままでもよろしいでし

ょうか。 
○中島座長 申請者のほうの答弁は答弁として、評価書案は、私はこれでよろしいかと思

うのですけれども、先生方、よろしいですね。申請者がああいうように言ったからと、そ

れで合わせて評価書案を直す義理はないと考えますので、このままで。 
 今さらながら少々気になっているのですけれども、このもとのAspergillus nigerの宿主、

これはB0-1株なのか、BO-1株なのか。申請者からのこれを見ますとB0のように見えるし、

この評価書案では明らかにOになっていて、今さらなのですが、どちらなのでしょうね。 
○山口係長 恐らくOだと思うのですが、申請者に確認したいと思います。 
○中島座長 確認してみてください。私もOだと思うのです。 
 どうぞ。 
○小関専門委員 そこは実は申請者もフォントを間違えているところがあって、16ページ

の2行目のところ、B0-1と書かれていると読める。その下の表はBO-1というように紛らわ

しいのです。 
○中島座長 私も両方確かに迷った覚えがありますので、では、申請者にこの点も伝えて、

フォントをきっちり区別してわかるようにしてくださいとお伝えください。 
○小関専門委員 17ページのところ、さらにB0-95と書いてあるのです。だから、0のほう

が正しいのかもしれないです。 
○中島座長 それでは、申請者に確認をお願いいたします。この点については万が一、0
のほうが正しいのであれば、評価書案のほうも直す必要がございますので、その点につい

ては私に預からせていただければ、責任を持って確認いたします。 
○小関専門委員 お願いします。 
○中島座長 ほかにありますか。 
 細かい字句等の修正につきましては、後ほど訂正箇所を事務局までお伝えいただければ

と思いますが、よろしいでしょうか。ありがとうございます。 
 それでは、この修正について確認の上、事務局で修正後、私のほうでまた確認いたしま

して、食品安全委員会に報告し、パブリックコメント等の手続に入りたいと思います。 
 それでは、議題1については終わりたいと思います。 
 議題2、その他ですが、事務局のほうからございますでしょうか。 
○飯塚課長補佐 特にございません。 
○中島座長 ありがとうございました。 
 本日の議題についてはこれで終了いたしました。 
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 以上をもちまして第180回「遺伝子組換え食品等専門調査会」、閉会いたします。 


