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要  約 
 
食品添加物である「XAS 株を利用して生産されたヘミセルラーゼ」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、ヘミセルラーゼの生産効率を高めるため、Bacillus subtilis Marburg 

168 株由来の突然変異株を宿主として、ヘミセルラーゼの分解に関与するプロテアー

ゼ遺伝子を欠失させ、B. subtilis Marburg 168 株由来のヘミセルラーゼ遺伝子（xynA
遺伝子）及びヘミセルラーゼ遺伝子のターミネーター（xynAt）並びに Bacillus 
amyloliquefaciens 由来のα-アミラーゼ遺伝子のプロモーター（PamyQ）を導入して

作製された XAS 株により生産されたヘミセルラーゼである。 

 

本添加物の評価では、B. subtilis 及び B. amyloliquefaciens の間において、自然に

遺伝子交換がなされていると考えられることから、XAS 株と同等の遺伝子構造を持つ

生細胞が自然界に存在すると考えられた。 
 
以上の結果から、「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、「組換え体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存

在する場合」に該当することから、本基準の対象ではなく、安全性評価は必要ないも

のと判断した。 



3 

Ⅰ．評価対象添加物の概要 
  名 称：XAS 株を利用して生産されたヘミセルラーゼ 
  用 途：パン生地の改良、コーヒー抽出率の向上など 
  申請者：DSM ニュートリションジャパン株式会社 
  開発者：DSM（オランダ） 
 

本添加物は、ヘミセルラーゼの生産効率を高めるため、Bacillus subtilis Marburg 
168 株由来の突然変異株（1-85 株及び DB102 株）を宿主として、ヘミセルラーゼ

の分解に関与する２種類のプロテアーゼ遺伝子を欠失させ、B. subtilis 168 株由来

のヘミセルラーゼ遺伝子（xynA 遺伝子）及びヘミセルラーゼ遺伝子のターミネー

ター（xynAt）並びに Bacillus amyloliquefaciens 由来のα-アミラーゼ遺伝子のプ

ロモーター（PamyQ）を導入して作製された XAS 株により生産されたヘミセルラ

ーゼである。 

ヘミセルラーゼは食品添加物であり、既存添加物名簿に収載されている。 

XAS株の宿主の由来であるB. subtilis及び挿入遺伝子の供与体であるB. subtilis
及び B. amyloliquefaciens は、発酵分野で安全に利用されてきた微生物であり、ま

た、B. subtilis を基原とする食品添加物についても、豊富な食経験及び使用経験が

ある（参照 1）。 

   

Ⅱ．評価対象添加物に該当するか否かについて 

 １．生産菌株 XAS 株の構築について 

宿主は、B. subtilis 168 株の突然変異株である DB102 株及び 1-85 株である。 
挿入遺伝子は、B. subtilis 168 株由来のヘミセルラーゼ遺伝子（xynA 遺伝子）

及 び ヘ ミ セ ル ラ ー ゼ 遺 伝 子 の タ ー ミ ネ ー タ ー （ xynAt ） 並 び に B.  
amyloliquefaciens 由来のα-アミラーゼ遺伝子のプロモーター（PamyQ）である。 
宿主であるDB102株のプロテアーゼ遺伝子を相同組換えにより欠失させ、1-85

株と融合した後、更にプロテアーゼ遺伝子を相同組換えにより欠失させ、BS154
株を構築した。 
発現ベクターpGBB01XAS-10 は、B. subtilis 由来のプラスミド pUB110 及び

Escherichia coli 由来のプラスミド pBR322 を基に作製したベクターpBHA1 に、

挿入遺伝子を導入し、最終的に E. coli に由来する塩基配列を除去して作製された。 

作製した発現ベクターpGBB01XAS-10 を BS154 株に導入し、生産菌株 XAS
株を得た。 

 

 ２．評価対象添加物に該当する否かについて 

（１）一般的に 16S rRNA が高い相同性を持つ微生物は分類学上近縁であるとされ

ており、B. subtilis 及び B. amyloliquefaciens の 16S rRNA の塩基配列は高い

相同性（＞99%）を有している（参照 2）。 
（２）1998 年までに International Journal of Systematic Bacteriology に収載さ

れた Bacillus 属の菌株について、16S rRNA の全塩基配列及び高度可変領域の
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配列（HV region）を用いた分類の結果、B. subtilis と B. amyloliquefaciens
は非常に近い種であることが報告されている（参照 3）。 

（３）B. subtilisは、報告されている細菌の中でも特に高い自然形質転換能（Natural 
competence）を有しており、物理化学的な処理を施すことなく、細胞外 DNA を
取り込むことが広く知られている（参照 4）。 

（４）B. subtilis を用いた種間形質転換実験で、B. amyloliquefaciens から単離し

た DNA を使用し、B. subtilis の栄養要求性を相補する形質転換株が得られる

ことが示されている（参照 5）。 
（５）B. amyloliquefaciens のプロトプラスト溶菌液を用いた種間形質転換実験で、

高い頻度でB. subtilisの栄養要求性を相補する形質転換株を得られることが示

されている。このプロセスでは、大きな染色体断片が取り込まれ、16kb 離れ

ている 2 つの形質を同時に形質転換できることが示されている（参照 6） 
（６）B. subtilis 及び B. licheniformis の種間において、プロトプラスト融合によ

る遺伝子交換が報告されており（参照 7, 8）、B. licheniformis よりも B. 
amyloliquefaciens の方が、B. subtilis と近種であることが報告されている（参

照 3）。 
（７）土壌環境中において 2 種類の遺伝的形質の異なる B. subtilis を混合し、培養

した結果、コロニーの 79％が、2 種類の表現形質を合わせ持つことが示されて

いる。また、単独の菌株に DNA を添加して土壌中で培養した場合、高い頻度

で形質転換株が得られることも示されている（参照 9）。 
   

以上、（１）～（７）に示される科学的知見から、B. subtilis 及び B. 
amyloliquefaciens の間では、自然に遺伝子交換がなされていると考えられ、XAS
株と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在しうると考えられることは妥

当である。 

 

Ⅲ．食品健康影響評価結果 

「XAS 株を利用して生産されたヘミセルラーゼ」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

体と同等の遺伝子構成を持つ生細胞が自然界に存在する場合」に該当することから、

本基準の対象ではなく、安全性評価は必要ないものと判断した。 
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