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要  約 

 
「Rhodobacter sphaeroides 168 株を利用して製造された香料バレンセン」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実施した。 
本添加物は、Rhodobacter sphaeroides 35053 株を宿主として、発現ベクターp-m-

Pppa-MBP-ValC-mpmii alt を導入して作製した R. sphaeroides 168 株を利用して生

産された香料バレンセンである。発現ベクターは、Paracoccus zeaxanthinifaciens 
ATCC 21588 株由来のメバロン酸合成遺伝子群、Escherichia coli DH5α株由来のイ

ソペンテニル二リン酸イソメラーゼ等をコードする遺伝子及び Callitropsis 
nootkatensis 由来の改変バレンセン合成酵素遺伝子を導入して構築した。本添加物は、

香料の目的でジュース、チューインガムなどの飲食物に利用される。 
本添加物について、「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、「Rhodobacter sphaeroides 168 株を利用して製造された香料バレン

セン」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 

品 目：Rhodobacter sphaeroides 168 株を利用して製造された香料バレンセン 
用 途：香料 
申請者：アイソバイオニクス株式会社 
開発者：アイソバイオニクス株式会社 
 
本添加物は、Rhodobacter sphaeroides 35053 株を宿主として、発現ベクターp-

m-Pppa-MBP-ValC-mpmii alt を導入して作製した R. sphaeroides 168 株を利用し

て 生 産 さ れ た 香 料 バ レ ン セ ン で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 Paracoccus 
zeaxanthinifaciens ATCC 21588 株由来のメバロン酸合成遺伝子群、Escherichia 
coli DH5α株由来のイソペンテニル二リン酸イソメラーゼ等をコードする遺伝子及

び Callitropsis nootkatensis 由来の改変バレンセン合成酵素遺伝子を導入して構築

した。本添加物は、香料の目的でジュース、チューインガムなどの飲食物に利用さ

れる。 
 

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 

バレンセンは、柑橘類に含まれる香気成分で、食品添加物として、指定添加物

リストに含まれるテルペン系炭化水素類中の具体的品目に分類される。 
（１）名称、基原及び有効成分 
   従来の添加物の名称、基原、有効成分等は、以下のとおりである。 

名   称  ：バレンセン 
基  原  ：オレンジ 
有効成分  ：バレンセン 
CAS No.  ：4630-07-3 
 

（２）製造方法 
バレンセンは、オレンジ（ミカン科カンキツ属に属するバレンシアオレンジ

等、Citrus sinensis）の圧搾汁の濃縮過程で回収されたオレンジオイルからリ

モネンなどを蒸留により除去することによって得られる（参照 1）。 

 
（３）用途及び使用形態 

バレンセンは、香料として、ジュース、チューインガムなどの飲食物に使用

される。 
 

（４）摂取量 
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EFSA は、MSDIa法を用いて、バレンセンの推定摂取量を EU においては 53 
µg/人/日、米国においては、26 µg/人/日としており、これはバレンセンが分類

される構造クラス I の摂取許容値（1,800 µg/人/日）の 1/30～1/70 程度である

（参照 2）。 
国内で流通しているオレンジ精油はほぼ輸入品であることから、日本人のバ

レンセン摂取量を、2016 年のオレンジ精油（バレンセン濃度：0.04～0.15%）

の輸入量を基に MSDI 法により推定した結果、665 µg/人/日であり、構造クラ

ス I の摂取許容値の 1/2.7 であった（参照 3、4）。 
 
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、R. sphaeroides 35053 株である。R. sphaeroides は、非メバロン酸

経路のみによって、テルペン類生合成の中間生成物であるイソペンテニルピロ

リン酸（IPP）を生成する（参照 5、6）。 
 

（２）DNA 供与体の種名、株名又は系統名等及び由来 
メバロン酸合成遺伝子群の供与体は、P. zeaxanthinifaciens ATCC 21588 株

である。イソペンテニル二リン酸イソメラーゼ遺伝子及びファルネシル二リン

酸合成酵素遺伝子（ゲラニルトランストランスフェラーゼ遺伝子）の供与体は

E. coli DH5α 株である。改変バレンセン合成酵素遺伝子の供与体は、C. 
nootkatensis である。 

 
（３）挿入 DNA の性質及び導入方法 

メバロン酸合成遺伝子群は、メバロン酸合成経路に関与する酵素をコードし、

メバロン酸経路の生成物である IPP 及びジメチルアリル二リン酸（DMAPP）
の供給量を向上させる。 
イソペンテニル二リン酸イソメラーゼ遺伝子及びファルネシル二リン酸合

成酵素遺伝子は、それぞれの酵素をコードし、フェルネシル二リン酸（FPP）
の供給量を向上させる。改変バレンセン合成酵素遺伝子は、改変バレンセン合

成酵素をコードし、FPP からバレンセンを合成する。 
R. sphaeroides の形質転換は、細菌の接合現象を利用して行った（第４－６

に詳述）。 
 

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 

R. sphaeroides は従来 Coenzyme Q10 を生産する菌であり、食品の製造に利

用されている（参照 7）。 
 
 
                                            
a 香料の年間生産量を人口の 10%及び補正係数で割ることによる推計法である。 
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４．宿主の構成成分等に関する資料 

R. sphaeroides は、有害生理活性物質を生産するという報告はない b。 
 

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、有効成分等は、以下のとおりである。 
製 品 名 ：バレンセン 80 
基  原 ：R. sphaeroides 168 株 
有効成分 ：バレンセン 
CAS No．：4630-07-3 

 
（２）製造方法 

バレンセン 80 は、R. sphaeroides 168 株を生産菌として、培養、濃縮及び

ろ過等の工程を経て製造される。精製過程で、複数の蒸留及び濃縮工程を経る

ことで、濃度が 80％以上のバレンセンが生産される。 
 
（３）用途及び使用形態 

バレンセン 80 は、香料としてジュースやチューインガムなどの飲食物に使

用される。また、濃度 80 wt%の疎水性のオイル状製品として販売される。 
 
（４）有効成分の性質及び従来の添加物との比較 

バレンセンは、食品等に添加されることで柑橘系の芳香を付与する。バレン

セン 80 及び従来のバレンセンの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 
バレンセン 80 と従来のバレンセンの相違点は、バレンセン 80 は、生産菌

を用いて発酵後精製工程を経て得られる一方、従来のバレンセンは天然オレン

ジ果実由来のオレンジオイルを蒸留して得られることである。 
 

（２）組換え体と宿主 
R. sphaeroides 168 株と宿主との相違点は、R. sphaeroides 168 株がメバロ

ン酸経路の遺伝子群及び改変バレンセン合成酵素遺伝子の導入によりバレンセ

ン産生能を獲得している点である。 
 

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。 

                                            
b PubMed（検索日：2017 年 11 月） 
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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、R. sphaeroides 35053 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 

R. sphaeroides は、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

（参照 8）、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（以下「BSL」という。）1 に相当する（参照 9）。 
 

３．寄生性及び定着性に関する事項 

R. sphaeroides には、腸管内への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 

R. sphaeroides 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 

    R. sphaeroides が属する Rhodobacter 属に病原性及び有害生理活性物質を産

生するとの報告はない。 
 

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 

発現ベクターp-m-Pppa-MBP-ValC-mpmii alt の作製には、プラスミド

pBBR1MCS-2 が用いられた。 
 
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 pBBR1MCS-2 の塩基数及び塩基配列は、明らかになっている c。 

 
（２）制限酵素による切断地図に関する事項 

プラスミド pBBR1MCS-2 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）。 
 
（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 pBBR1MCS-2 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 pBBR1MCS-2 には、ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ

                                            
c GenBank Accession No. U23751 
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（NeoR/KanR）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 pBBR1MCS-2 には、接合伝達を可能とする mob タンパク質を

コードする Mob 遺伝子が含まれている。 
 

（６）宿主依存性に関する事項 
プラスミド pBBR1MCS-2 は広宿主域ベクターであり、E. coli 及び R. 

sphaeroides などの様々なグラム陰性菌で複製することが確認されている（参

照 10）。 
プラスミド pBBR1MCS-2 をベクター骨格要素として含む生産菌は、閉鎖系

タンクでの発酵に用いられ、発酵後は加熱処理、蒸留等が実施されることから、

菌の系外への漏出は防止されている。 
 

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 

メバロン酸合成遺伝子群の供与体は、P. zeaxanthinifaciens ATCC 21588 株

である。イソペンテニル二リン酸イソメラーゼ遺伝子及びファルネシル二リン

酸合成酵素遺伝子の供与体は E. coli DH5α株である。改変バレンセン合成酵素

遺伝子の供与体は、C. nootkatensis である。 
 

（２）安全性に関する事項 
P. zeaxanthinifaciens ATCC 21588 株は、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（参照 9）。 
E. coli DH5α株は、非病原性の K12 株由来であり、一般に非病原性に分類さ

れている。 
C. nootkatensis は、心材から抽出される油及びその成分が高い抗菌活性及び

防虫活性を示し、材の耐腐食性が高いことから船の甲板や寺社の建築材として

用いられており、病原性及び毒性については知られていない（参照 10）。 
 
２．挿入 DNA又は遺伝子（抗生物質耐性マーカー遺伝子を含む。）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 

ValC 断片（改変 lac プロモーター+MBP+valC）は、コドンを R. sphaeroides
用に最適化し、valC 遺伝子は酵素活性向上の目的で 2 アミノ酸が置換される

ように改変した（参照 11）。 
mev 断片（メバロン酸合成遺伝子群）は、プラスミド pBBR-K-mev-op-wt を

鋳型として PCR 法により得た。 
mpmii 断片（mvk+pmk+mvd+idi+ispA）は、コドンを R. sphaeroides 用に
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最適化し合成した。 
 

（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 断片の塩基数、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 12）。 
 

（３）挿入遺伝子の機能に関する事項 

 13 種類の遺伝子の機能を表 1に示した。 

 
表１ 挿入遺伝子の機能 
略号 名称 機能 
mvaA ヒドロキシメチルグル

タリル CoA レダクター

ゼ遺伝子 

ヒドロキシメチルグルタリル CoA を L-メバロン酸

と CoA-SH にする化学反応を触媒する酵素をコー

ド。 
hcs ヒドロキシメチルグル

タリル CoA 合成酵素遺

伝子 

アセチルCoA+水＋アセトアセチルCoA⇔(S)-3-ヒド

ロキシ－3－メチルグルタリル CoA+CoA-SH の化学

反応を触媒する酵素をコード。 
Idi 
Ec-idi-alt 

イソペンテニル二リン

酸イソメラーゼ遺伝子 
IPP を異性体である DMAPP に変換する化学反応を

触媒する酵素をコード。 
mvk* 
Pz-mvk-alt 

メバロン酸キナーゼ遺

伝子 
メバロン酸をホスホメバロン酸に変換するリン酸化

反応を触媒する酵素をコード。 
mvd* 
Pz-mvd-alt 

ジホスホメバロン酸カ

ルボキシラーゼ遺伝子 
ジホスホメバロン酸を IPP と二酸化炭素に変換する

化学反応を触媒する酵素をコード。 
pmk* 
Pz-pmk-alt 

ホスホメバロン酸キナ

ーゼ遺伝子 
ホスホメバロン酸をジホスホメバロン酸に変換する

リン酸化反応を触媒する酵素をコード。 
Ec-ispA-alt ゲラニルトランストラ

ンスフェラーゼ遺伝子

又はファルネシル二リ

ン酸合成酵素遺伝子 

2 段階の反応を触媒して FPP を合成する酵素をコー

ドする。①DMAPP と IPP を縮合してゲラニル二リ

ン酸（GPP）を生成。②GPP と IPP を縮合して FPP
を生成。 

valC 改変バレンセン合成酵

素遺伝子 
FPP をセスキテルペンであるバレンセンに環状化す

る化学反応を触媒する酵素をコード。 
MBP マルトース結合タンパ

ク質遺伝子 
酵素活性を向上させる目的で用いられるタグタンパ

ク質をコードする。MBP 及び ValC は融合タンパク

質として発現する。 
*: R. sphaeroides 用にコドンを最適化したものを重複して挿入 

 
導入された遺伝子が発現し、二次代謝産物としてバレンセンが合成される。

バレンセンは、揮発性の化合物で蒸留を繰り返して精製されるため、タンパク

質及び DNA は除去される。仮に全てのバレンセンを本添加物に置き換えて摂
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取した場合、製品中の窒素含有量を考慮しても、アレルギーを惹起しうる量で

あるとは考えられなかった。 
したがって、人工胃腸液消化試験等によるアレルギー誘発性の検討は行われ

ていない。 
 

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 
ValC 断片のプロモーターは、E. coli DH5α由来のラクトースオペロン遺伝

子のプロモーターで、リボソーム結合部位（RBS）を R. sphaeroides 用に改変

している（参照 13）。 
mev 断片には、メバロン酸オペロンの推定プロモーター領域が含まれている。 

 
（２）ターミネーターに関する事項 

ターミネーターは用いていない。 
 

（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 
該当する配列はない。 
 

４．ベクターへの挿入 DNAの組込方法に関する事項 

In-Fusion クローニング法を用いて mpmii 断片、ValC 断片及び mev 断片

をプラスミド pBBR1MCS-2 に導入して発現ベクターp-m-Pppa-MBP-ValC-
mpmii alt を作製した。 

 

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 
発現ベクターp-m-Pppa-MBP-ValC-mpmii alt 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 12）。 
 
（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 
生産菌を閉鎖系タンクで発酵させた後、生産物は蒸留等の工程により精製さ

れ、その際タンパク質等は除去されることから、オープンリーディングフレー

ム（以下「ORF」という。）解析は行わなかった。 
 

（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、発現ベクターp-m-Pppa-MBP-ValC-mpmii alt 全体で

ある。プラスミドとして導入されることから宿主ゲノムへは挿入されない。 
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（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 
発現ベクターp-m-Pppa-MBP-ValC-mpmii alt には、目的外の遺伝子の混入

がないことをシークエンス解析によって確認しており、導入した E. coli は、ネ

オマイシンを含む培地で、クローンの選抜を行った。 
 

６．DNAの宿主への導入方法に関する事項 

R. sphaeroides の形質転換は、細菌の接合現象を利用して行った（参照 14）。

発現ベクターp-m-Pppa-MBP-ValC-mpmii altを導入した中間宿主株E. coli S17-
1 を R. sphaeroides と共存させ、ネオマイシンを含む培地でクローンを選抜後、

PCR 法にて目的の発現ベクターが導入されていることを確認した。 
 

７．抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項 

発現ベクターp-m-Pppa-MBP-ValC-mpmii alt には、プラスミド

pBBR1MCS-2 に由来するネオマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子が含ま

れる。中間宿主株 E. coli S17-1 及び R. sphaeroides 168 株の選抜時並びにバレ

ンセン 80 製造における発酵時にネオマイシンを用いている。バレンセン 80 に

ネオマイシンの混入がないことを窒素含有量分析により確認している（第７－２

参照）。 
 

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 

R. sphaeroides 168 株は、発現ベクターp-m-Pppa-MBP-ValC-mpmii al をプ

ラスミド DNA として有し、メバロン酸経路に関わる遺伝子群及び改変バレンセ

ン合成酵素遺伝子が導入され、バレンセン産生能及びネオマイシン耐性を有する

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 

第４－２－（２）に記載のとおりである。 
 
（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 

第４－５－（２）に記載のとおり、ORF 解析は行わなかった。 
 

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 

バレンセン 80 の製造原料及び製造器材は、食品又は食品添加物の製造に安全

に使用されてきた実績がある。 
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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 
バレンセン 80 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 

バレンセン 80 は、米国では 2016 年に米国食品香料製造業者協会（FEMA）に

より GRAS として認証され（参照 12）、欧州では遺伝子組換え添加物の許可対象

外とされていることから、欧米では流通実績が認められている。 
 

２．組換え体の残存に関する事項 

バレンセン 80 中の組換え DNA の残存量を PCR 法により分析した結果、検出

限界（0.5 ng/ml）以下であった（参照 12）。 
バレンセン 80 中の残存タンパク質を、バレンセン 80 に含まれる窒素含有量か

ら残存タンパク質を推定する方法を用いて解析した結果、窒素は検出限界（0.01 
mg/l）以下であったことから、タンパク質含有量は 0.0625 mg/ld以下であると考

えられた。 
  

３．製造に由来する非有効成分の安全性に関する事項 

バレンセン 80 に含まれる成分をガスクロマトグラフ質量分析計（GC-MS）に

て分析した結果、バレンセンは、平均で 85.3（％Area）であった。本添加物には、

非有効成分として 8 つのピークが検出され、７つはいずれもバレンセンの構造異

性体（セスキテルペン化合物）と特定され、1 つは他の非有効成分との保持指標

RI 値の比較からセスキテルペン化合物の混合物と推察された（参照 12）。 
本添加物と 3 種類の市販品を GC-MS 及びガスクロマトグラフ水素炎イオン化

検出器（GC-FID）を用いて分析した結果、バレンセンの含量は他社市販品と同等

以上であった（参照 12、15）。 
他社市販品に含まれない又は含量が増加していた非有効成分は、導入した改変

バレンセン合成酵素遺伝子の供与体である C. nootkatensis の抽出液にも含まれ

ることから、導入した改変バレンセン合成酵素による副産物と推察された（参照

16）。また、申請者はこれらのうち 6 種類は Cramer の構造クラス eI 又はⅡに分

類されると考えられ、残る未知の混合物は仮に構造クラスⅢに分類されたとして

も推定摂取量は構造クラスⅢに対する摂取許容値 90μg/人/日を超えないとして

いる。 
香料バレンセンは JECFA 及び EFSA において、脂肪族炭化水素及び脂環式炭

化水素の化合物群として評価されており、これらの化合物群では、遺伝毒性を含

                                            
d 一般的な窒素－タンパク質換算係数（6.25）を用いた。 
e Toxtree(http://toxtree.sourceforge.net/)を用いた化学物質の構造に基づく分類 

http://toxtree.sourceforge.net/
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め安全性の懸念はないと判断されている。検出された非有効成分はバレンセンに

類似のセスキテルペン化合物と特定又は推定されることから、遺伝毒性の懸念は

ないと考えられる（参照 2、17～21）。このことに加え、それぞれの含有量を勘

案すると、バレンセン 80 の香料としての使用において、これらの非有効成分は

安全性の懸念をもたらす量ではないと考えられた。 
なお、バレンセン 80 中のバレンセン含有量をプロトン定量核磁気共鳴（1H-

qNMR）分析及び GC-MS 分析によりそれぞれ算出し、比較した結果、ほぼ一致

していることから、非揮発性及び低揮発性化合物がバレンセン 80 に存在する可能

性はないと推察された（参照 16）。 
以上のことから、バレンセン 80 に含まれる非有効成分について、安全性に問

題はないと考えられた。 
 
４．精製方法及びその効果に関する事項 

第１－５－（２）に記載のとおりである。 
 

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 

バレンセン 80 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 

「Rhodobacter sphaeroides 168 株を利用して製造された香料バレンセン」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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