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要  約 

 

「Escherichia coli K-12 W3110（pWKLP2）株を用いて生産されたプシコースエピ

メラーゼ」について、食品健康影響評価を実施した。 

本添加物は、Escherichia coli K-12 W3110 株を宿主として、Arthrobacter 

globiformis M30 株に由来する変異導入型プシコースエピメラーゼ遺伝子（DPE2）を

導入して作製した Escherichia coli K-12 W3110（pWKLP2）株を用いて生産された

プシコースエピメラーゼである。本添加物は、フルクトースとプシコースを相互にエ

ピマー化する異性化酵素であり、フルクトースからプシコースを生産する酵素として

用いられる。  

「遺伝子組換え微生物を利用して製造された添加物に関する食品健康影響評価指

針」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）に基づき、食品健康影響評価を実施

した。具体的には、導入遺伝子の供与体、導入される塩基配列が明らかであること等

の導入遺伝子の安全性、導入遺伝子から産生されるタンパク質の毒性及びアレルギー

誘発性等について確認した。その結果、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。 

以上のことから、「Escherichia coli K-12 W3110（pWKLP2）株を用いて生産さ

れたプシコースエピメラーゼ」については、人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 

（申請内容） 

名 称 ： Escherichia coli K-12 W3110（pWKLP2）株を用いて生産されたプシ

コースエピメラーゼ 

用 途 ： プシコースの生産における製造用剤 

申請者 ： 松谷化学工業株式会社（日本） 

開発者 ： 松谷化学工業株式会社（日本） 

 

本添加物は、Escherichia coli K-12 W3110 株を宿主として、Arthrobacter 

globiformis M30 株に由来する変異導入型プシコースエピメラーゼ遺伝子（DPE2）を

導入して作製した E. coli K-12 W3110（pWKLP2）株を用いて生産されたプシコース

エピメラーゼである。本添加物は、フルクトースとプシコースを相互にエピマー化す

る異性化酵素であり、フルクトースからプシコースを生産する酵素として用いられる。 

 

Ⅱ．食品健康影響評価 

第１．食品健康影響評価において比較対象として用いる添加物、宿主等の性質並びに

遺伝子組換え添加物及び遺伝子組換え体との相違に関する事項 

１．従来の添加物の性質、用途等に関する事項 

（１）名称、基原及び有効成分 

従来の添加物の名称、基原及び有効成分は、以下のとおりである。 

名 称 ： マツラーゼ FE 

生 産 菌 ： Escherichia coli K-12 W3110（pWKLP）株 

有効成分 ： プシコースエピメラーゼ 

EC No. ： EC 5. 1. 3. 30 

CAS No. ： 1618683-38-7 

 

（２）製造方法 

マツラーゼ FE は、培養、溶菌、ろ過及び除菌等の工程を経て製造される。 

 

（３）用途及び使用形態 

マツラーゼ FE は、フルクトースとプシコースを相互にエピマー化する異性

化酵素であり、フルクトースからプシコースを生産する目的で使用される（参

照 1）。 

 

（４）摂取量 

マツラーゼ FE はプシコースの製造用剤として使用される。プシコースは、

砂糖や異性化糖を代替あるいは一部代替することから、砂糖や異性化糖が使用

されている食品群に使用されるプシコースの最大添加量の総和として 1日摂取

量は、19.02 g／人／日と推計された。マツラーゼ FE がこのプシコースの製造

に使用され、最終製品中に最大限残存すると仮定した場合、最大一日摂取量は、
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310.5 µg TOS（Total Organic Solids）/kg 体重/日である。 

 

２．宿主に関する事項  

（１）宿主の種名（学名）、株名等及び由来 

宿主は、E. coli K-12 W3110 株である。本菌株は、E. coli K-12 株の誘導体

であり（参照 2）、GILSP 微生物リストに収載されている（参照 3）。 

 

（２）宿主の添加物製造への利用経験又は食経験に関する事項 

E. coli K-12 W3110 株は宿主として添加物製造への安全な利用経験があり、

第 10 版食品添加物公定書に収載されたプシコースエピメラーゼの宿主として

利用されている（参照 4）。安全性に懸念を生じるような報告はこれまでにな

い。 

 

（３）宿主の構成成分等に関する事項 

E. coli K-12 株の誘導体は、国立感染症研究所病原体等安全管理規程におけ

るバイオセーフティレベル（以下「BSL」という。）2 及び３に分類されてお

らず、有害な影響を及ぼす生理活性物質等の産出は知られていない（参照 5）。  

  

（４）寄生性及び定着性に関する事項 

E. coli K-12 株誘導体には、腸管内への寄生性及び定着性を示唆する報告は

ない。 

 

（５）ヒトの健康に影響を及ぼす外来因子に関する事項 

E. coli K-12 株誘導体には、ヒトに対して病原性を示すウイルス等の外来因

子の存在を示唆する報告はない。 

 

（６）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 

E. coli には、毒性の強いベロ毒素を産生する腸管出血性大腸菌や小腸に感染

して腸炎等を起こす腸管病原性大腸菌、コレラ様のエンテロトキシンを産生す

る腸管毒素原性大腸菌などが知られている。E. coli K-12 株及びその誘導体に

おいては、病原性を示したという報告はない。 

 

３．挿入 DNAに関する事項 

（１）挿入 DNA の供与体の種名、株名又は系統名等及び由来 

DPE2 遺伝子の供与体は、A. globiformis M30 株である。プシコース生産酵

素を産生する微生物として土壌から単離された微生物である（参照 6）。  

 

（２）挿入 DNA の性質及び導入方法 

DPE2 遺伝子は、A. globiformis M30 株の野生型プシコースエピメラーゼに

耐熱性向上を目的として改変を施した変異導入型プシコースエピメラーゼをコ
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ードする。 

 

４．遺伝子組換え添加物の性質、用途等に関する事項 

（１）製品名及び有効成分 

本添加物の製品名及び有効成分は、以下のとおりである。 

製 品 名 ： マツラーゼ FE2 

有効成分 ： 変異導入型プシコースエピメラーゼ 

EC No. ： EC 5. 1. 3. 30 

CAS No. ： 登録なし 

 

（２）製造方法 

マツラーゼ FE2 は、培養、溶菌、ろ過及び除菌等の工程を経て製造される。 

 

（３）用途及び使用形態 

マツラーゼ FE2 は、従来のマツラーゼ FE と同様に、フルクトースとプシコ

ースを相互にエピマー化する異性化酵素であり、フルクトースからプシコース

を生産する目的で使用される。なお、食品であるプシコースの製造においてプ

シコースエピメラーゼは固定化酵素として使用されるため、プシコースエピメ

ラーゼが反応水溶液中に溶出する可能性は低い。プシコースエピメラーゼが反

応水溶液中に溶出したとしてもイオン交換樹脂及び活性炭処理により吸着除去

されるため、プシコース製品に残存する可能性は低い。 

 

（４）推定摂取量 

従来のマツラーゼ FE が全てマツラーゼ FE2 に置き換わった場合、マツラー

ゼ FE2 はプシコース生産に用いる酵素量がマツラーゼ FE よりも少なく、残存

する本品目由来の TOS が低いため、マツラーゼ FE2 の推定一日摂取量は、マ

ツラーゼ FEの推定一日摂取量よりも低い 137.6 µg TOS／kg体重／日である。 

 

（５）有効成分の性質及び従来の添加物との比較 

変異導入型プシコースエピメラーゼは、従来のプシコースエピメラーゼと同

様に、フルクトースとプシコースを相互にエピマー化する酵素であるが、耐熱

性が向上している。 

 

５．食品健康影響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

加物及び遺伝子組換え体と宿主等の相違点に関する事項 

（１）遺伝子組換え添加物と従来の添加物の相違点 

マツラーゼ FE2 と従来のマツラーゼ FE との相違点は、生産菌、アミノ酸残

基数と組成、至適温度、変性転移温度等である。 
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（２）遺伝子組換え体と宿主の相違点 

Escherichia coli K-12 W3110（pWKLP2）株と宿主との相違点は、E. coli K-

12 W3110（pWKLP2）株には遺伝子導入用ベクターpWKLP2 が導入され、変

異導入型プシコースエピメラーゼ産生能及びアンピシリン耐性能を有する点で

ある。  

 

以上１．から５．までから、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、以下の各事項について評価を行った。 

 

第２．遺伝子導入に用いる塩基配列（挿入 DNA、遺伝子産物及びコンストラクトの構

築）に関する事項 

１．ベクターの名称及び由来に関する事項 

遺伝子導入用ベクターpWKLP2 の作製には、Escherichia coli 由来のプラスミ

ド pBR322 に由来するプラスミド pKK223-3 が用いられた（参照 3、参照 7）。 

 

２．ベクターの性質に関する事項 

（１）ベクターの塩基数及びその塩基配列を示す事項 

プラスミド pKK223-3 の塩基数及び塩基配列は明らかになっている（参照 

参照 8）。 

 

（２）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 pKK223-3 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。 

 

（３）遺伝子組換え体の選抜に関わる遺伝子に関する事項 

プラスミド pKK223-3 には、アンピシリン耐性遺伝子が含まれている（参照 

9）。 

 

（４）伝達性に関する事項 

プラスミド pKK223-3 には、伝達を可能とする塩基配列は含まれていない

（参照 8）。 

 

（５）宿主依存性に関する事項 

プラスミド pKK223-3 の複製開始配列は、pBR322 に由来し、E. coli のみで

機能する。プラスミド pKK223-3 の E.coli 内でのコピー数は 57 コピー程度

であるとの報告があり、pKK223-3 のコピー数も同程度と考えられる（参照 10）。 

 

３．挿入 DNAの供与体に関する事項 

DPE2 遺伝子の供与体は、A. globiformis M30 株である。 

A. globiformis は第 10 版食品添加物公定書のプシコースエピメラーゼの基原
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として掲げられている（参照 4）。また、DSMZ 及び ATCC のリスク分類による

と BSL 1（ヒトに疾病を起こすことが知られていないもの）に分類されている（参

照 11）。国立感染症研究所の病原体等管理規程別冊１「病原体等のＢＳＬ分類等」

（参照 5）において BSL2 及び３に分類されておらず、ヒトに対する病原性及び

毒素産生性は知られていない。 

アレルギー誘発性に関して 2 件報告されているが、吸入によるアレルギー反応

であり、摂食によるアレルギー反応ではない（参照 12、13）。 

 

４．導入遺伝子（遺伝子組換え体の選抜に関わる遺伝子を含む。）及びその遺伝子

産物の性質に関する事項 

（１）DPE2 遺伝子 

DPE2 遺伝子がコードする変異導入型プシコースエピメラーゼは、フルクト 

ースとプシコースを相互にエピマー化する酵素である。 

 

（２）アンピシリン耐性遺伝子 

アンピシリン耐性遺伝子は細菌の細胞壁合成を阻害するアンピシリンを分

解するβ-ラクタマーゼをコードする E. coli K-12 株由来の遺伝子である（参照

14）。 

 

５．導入遺伝子及び遺伝子組換え体の選抜に関わる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 

DPE2 遺伝子のプロモーターは、tac プロモーターである。tac プロモーター

は、E. coli に由来する trp プロモーター及び lac プロモーターのそれぞれ一

部を連結させたハイブリッドプロモーターである（参照 15）。 

 

（２）ターミネーターに関する事項 

DPE2 遺伝子のターミネーターは、E. coli に由来する rrnB オペロンに存在

するターミネーター配列である（参照 16）。 

 

（３）そのほかの事項 

DPE2 遺伝子の翻訳効率を向上させるため、シャイン・ダルガノ（SD）配列

を DPE2 遺伝子の上流に挿入した（参照 17）。また、E. coli 由来の改変 lacI 

遺伝子を導入して、プシコースエピメラーゼ遺伝子の転写を適切に制御した（参

照 18）。 

 

６．ベクターへの挿入 DNAの組込方法等に関する事項 

（１）挿入 DNA のクローニング又は合成方法に関する事項 

DPE2 遺伝子は、変異を導入したアミノ酸配列を設計し、A. globiformis M30

株由来のプシコースエピメラーゼ遺伝子を基に耐熱性の向上を目的とした変異
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を導入し合成した。 

 

（２）ベクターへの挿入 DNA の組込方法に関する事項 

発現ベクターpWKLP2 は、プラスミド pKK223-3 に改変 lacI 遺伝子を挿

入して中間ベクターを作製し、DPE2 遺伝子及び SD 配列を挿入することによ

り作製された。また、E. coli 由来の改変 lacI 遺伝子を導入することで、DPE2

遺伝子の転写を適切に制御した（参照 19）。 

 

７．構築されたコンストラクトに関する事項 

（１）塩基数及び塩基配列並びに制限酵素による切断地図に関する事項 

発現ベクターの塩基数、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 20）。 

 

（２）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コンストラクト

上で明らかであること。 

意図する挿入部位は、発現ベクターpWKLP2 の全塩基配列である（参照 20）。 

 

（３）導入しようとするコンストラクトは、目的外の遺伝子が混入しないよう純化

されていること。 

発現ベクターpWKLP2 は、E. coli で増幅され複製され精製されていること

から、目的外の遺伝子の混入がないように純化されている。 

 

第３．遺伝子組換え体に関する事項 

１．宿主との差異に関する事項 

E. coli K-12 W3110（pWKLP2）株は、発現ベクターpWKLP2 が導入されてお

り変異導入型プシコースエピメラーゼ産生能及びアンピシリン耐性能がある点で

宿主と異なる。 

 

２．遺伝子導入に関する事項 

（１）コピー数及び挿入近傍配列に関する事項 

発現ベクターpWKLP2 は、E. coli K-12 W3110（pWKLP2）株の染色体には

導入されず染色体外にプラスミドとして存在している。 

 

（２）ORF の有無並びにその転写及び発現の可能性に関する事項 

発現ベクターpWKLP2 について、オープンリーディングフレーム（以下

「ORF」という。）の有無を確認するため、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 25 アミノ酸以上の ORF を検索した結

果、123 個の ORF が検出された。それらの ORF のうち、挿入 DNA 領域を含

む ORF は 20 個、挿入 DNA 領域を含まない ORF は 103 個であった（参照

21）。 
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① 既知のアレルゲンとの構造相同性 

検出された ORF について、アレルゲンデータベース aを用いて相同性検

索を行った。その結果、１つの ORF が、タイヘイヨウサケ由来のコラーゲ

ン I と連続する 80 アミノ酸配列で 35%以上の相同性を示した（参照 22）。

これは改変 lacI 遺伝子の配列内にあるが、改変 lacI 遺伝子とは読み枠が異

なり（参照 21）、またこれを転写するための機能的なプロモーター配列は存

在しなかったことから、タンパク質に翻訳される可能性は低いと考えられる。 

また、連続する８アミノ酸配列が一致する ORF は確認されなかった。 

 

② 既知の毒性タンパク質との構造相同性 

検出された ORF について、タンパク質データベースbを用いて E-value<1 

x 10-5を指標として BLAST 解析を行った。その結果、9 個の既知のタンパク

質が検出されたが、いずれも毒性タンパク質との報告はなかった（参照 23）。 

 

３．遺伝子組換え体の選抜に関わる遺伝子の安全性に関する事項 

本生産菌株の製造には、アンピシリン耐性遺伝子を使用している。アンピシリ

ン耐性遺伝子はこれまで安全に使用されてきた実績がある（参照 24）。本品目中

のアンピシリン耐性遺伝子の DNA は、製造工程における清澄工程で凝集ろ過さ

れて除去され、最終製品に検出されないことを確認している（検出下限 1 ppb（参

照 25））。なお、本品目の製造のための生産株培養過程においてアンピシリンは

使用されていない。 

 

４．遺伝子産物（タンパク質）のアレルギー誘発性に関する事項（遺伝子組換え体

の選抜に関わる遺伝子を用いている場合には、その遺伝子産物（抗生物質代謝酵

素等）についても評価すること。） 

（１）導入遺伝子の供与体（遺伝子組換え体の選抜に関わる遺伝子の供与体を含む。）

のアレルギー誘発性（グルテン過敏性腸炎誘発性を含む。以下同じ。）に関す

る知見が明らかであること。 

A. globiformis のアレルギー誘発性に関して 2 件報告されているが、吸入に

よるアレルギー反応であり、摂食によるアレルギー反応ではない（参照 12、13）。 

 

（２）遺伝子産物（タンパク質）についてそのアレルギー誘発性に関する知見が明

らかであること。 

変異導入型プシコースエピメラーゼについて文献検索を行った。その結果、

アレルギー誘発性を示唆する報告はなかった。 

 

  

 
a AllergenOnline（AllergenOnline Database ver.23 )（検索日：2025 年 6 月） 
b UniProtKB/Swiss-Prot（検索日：2025 年 7 月） 
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（３）遺伝子産物（タンパク質）の物理化学的処理に対する感受性に関する事項 

① 変異導入型プシコースエピメラーゼ 

ａ．人工胃液に対する感受性 

人工胃液処理では、試験開始 5 分後までに、変異導入型プシコースエピ

メラーゼの全長タンパク質は消化された。また試験開始 2 分後程度には分

子量 3kDa 周辺の複数のタンパク質断片が生じ、この断片は 30 分後まで

に増加して残存した。 

 

ｂ．人工腸液に対する感受性 

人工腸液処理では、試験開始後 3 時間を経過しても、変異導入型プシコ

ースエピメラーゼ全長タンパク質は完全に消化されず残存した。分子量

3kDa 周辺の複数のタンパク質断片は確認されなかった。 

 

ｃ．加熱処理に対する感受性 

加熱処理では、90℃、15 分の処理で変異導入型プシコースエピメラーゼ

の酵素活性が 68％程度まで低下し、100℃、30 分の処理で完全に失活する

ことが確認された（参照 26）。 

 

② β-ラクタマーゼ 

アンピシリン耐性遺伝子が産生するβ-ラクタマーゼは、既に食品安全委員

会の食品健康影響評価が終了している品目で発現するβ-ラクタマーゼとア

ミノ酸配列が同じであることから、物理化学的処理に対する感受性試験は実

施しなかった。 

 

（４）遺伝子産物（タンパク質）と既知のアレルゲン（グルテン過敏性腸疾患に関

与するタンパク質を含む。以下「アレルゲン等」という。）との構造相同性に

関する事項 

変異導入型プシコースエピメラーゼ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、アレルゲンデータベースcを用いて相同性検索を行った。

その結果、連続する 80 アミノ酸配列で 35%以上の相同性を示す既知アレルゲ

ンは認められなかった（参照 27）。また、連続する 8 アミノ酸配列が一致する

既知のアレルゲンは認められなかった（参照 27）。その他の詳細は、第３の２

（２）①に記載のとおりである。 

 

以上のことから、変異導入型プシコースエピメラーゼがアレルギー誘発性を

有する可能性は低いと考えられた。 

 

  

 
c AllergenOnline（AllergenOnline Database ver.22）（検索日：2024 年 2 月） 
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第４．遺伝子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 

マツラーゼ FE2 の製造原料は全て食品原料あるいは食品添加物を用いており、

製造器材は食品用酵素の製造において長年安全に利用されてきた実績がある。 

 

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 

マツラーゼ FE2 の製造原料は全て食品原料あるいは食品添加物製造用原料を

用いており、製造器材は食品用酵素の製造において長年安全に利用されてきた実

績を有することから、有害性はないと考えられる。 

 

第５．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 

マツラーゼ FE2 は諸外国で認可されていない。 

 

２．遺伝子組換え体の残存に関する事項 

マツラーゼ FE2 中に遺伝子組換え体生産菌の残存がないことが、寒天培地で

生産菌が生育しないことにより確認された（参照 28）。 

 

３．製造に由来する非有効成分の安全性に関する事項 

マツラーゼ FE2 は、食品添加物公定書に掲載された成分規格、FAO/WHO 合

同食品添加物専門家会議（JECFA）の食品用酵素の規格値及び Food Chemicals 

Codex の規格に適合している。 

また、製造原料は、食品用酵素への使用が認められた品質のものが用いられ、

適切な製造管理の下で製造が行われるならば、安全性に問題のある非有効成分が

含まれるとは考えにくい。 

 

４．精製方法及びその効果に関する事項 

マツラーゼ FE2 は、生産菌の培養物から溶菌、ろ過、除菌ろ過等の精製工程を

経ることで得られる。適切な製造管理の下で製造が行われるならば、これらの工

程において、安全性に問題のある物質が混入することはないと考えられる。 

 

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 

マツラーゼ FE2 の製造原料及び製造方法は、従来の食品用酵素の製造に使用

されているものと同様であり、適切な製造管理の下で製造が行われるならば、含

有量の変動により有害性が示唆される常成分の変動はないと考えられる。  

 

第６．第１から第５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１から第５までの事項により安全性の知見は得られている。 
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Ⅲ．食品健康影響評価結果 

「Escherichia coli K-12 W3110（pWKLP2）株を用いて生産されたプシコースエ

ピメラーゼ」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に関す

る食品健康影響評価指針」（平成 16 年 3 月 25 日食品安全委員会決定）に基づき、

導入遺伝子の供与体、導入される塩基配列が明らかであること等の導入遺伝子の安

全性、導入遺伝子から産生されるタンパク質の毒性及び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。 

以上のことから、「Escherichia coli K-12 W3110（pWKLP2）株を用いて生産さ

れたプシコースエピメラーゼ」は、人の健康を損なうおそれはないと判断した。  
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