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要  約 

 
「Bacillus subtilis DTS1451(pHYT2G)株を利用して生産されたシクロデキストリ

ングルカノトランスフェラーゼ」について、申請者提出の資料を用いて食品健康影響

評価を実施した。 
 
 本添加物は、シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼの生産性及び品質を

高めるために、Bacillus subtilis DTS1451 株を宿主として、Bacillus clarkii 7364 株

由来の改変シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ遺伝子を含む発現プラス

ミド pHYT2G を導入して作製した DTS1451(pHYT2G)株を利用して生産されたシク

ロデキストリングルカノトランスフェラーゼである。本添加物は、デンプンを加水分

解し、α－1,4－グルコシド結合による環状化反応を触媒する酵素であり、シクロデキ

ストリンを含有する糖質を製造するために使用される。 
 
「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、「Bacillus subtilis DTS1451(pHYT2G)株を利用して生産されたシク

ロデキストリングルカノトランスフェラーゼ」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：Bacillus subtilis DTS1451(pHYT2G)株を利用して生産されたシクロデ

キストリングルカノトランスフェラーゼ 
用 途：デンプンを加水分解し、α－1,4－グルコシド結合による環状化反応を触

媒する酵素であり、シクロデキストリンを含有する糖質を製造するため

に使用される。 
申請者：日本食品化工株式会社 
開発者：日本食品化工株式会社 
 
本添加物は、シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼの生産性及び品質

を高めるために、Bacillus subtilis DTS1451 株を宿主として、Bacillus clarkii 7364
株由来の改変シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ遺伝子（改変 cgtrv
遺伝子）、B. subtilis ISW1214 株由来のトリプトファニル tRNA 合成酵素遺伝子

（trpS 遺伝子）、Bacillus sp. JAMB750 株由来のプロモーター及びシグナル配列

並びに Thalassomonas sp. JAMB-A33 株由来のターミネーター配列を含む発現プ

ラスミド pHYT2G を導入して作製した DTS1451(pHYT2G)株を利用して生産され

たシクロデキストリングルカノトランスフェラーゼである。 
 
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 

（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：CD アミラーゼ G 
基  原：Bacillus clarkii 7364 株 
有効成分：シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ 


IUB 分類命名法による酵素番号及び CAS 番号は以下のとおり。 

IUB No. : 2.4.1.19 
CAS No. : 9030-09-5 

 
（２）製造方法 

CD アミラーゼ G は、B. clarkii 7364 株を生産菌として用い、培養工程、製

剤化工程を経て製造される。生産菌は、製剤化工程で分離、除去される。 
 
（３）用途及び使用形態 

CD アミラーゼ G は、デンプンを加水分解し、α－1,4－グルコシド結合によ

る環状化反応を触媒する酵素であり、シクロデキストリン含有糖質を製造する

ために使用されている。
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（４）摂取量 
CD アミラーゼ G は、デンプンの加工に使用されるが、最終製品であるシク

ロデキストリン含有糖質の製造工程において除去され、最終製品には残存しな

い。 
最終製品であるシクロデキストリン含有糖質中の CD アミラーゼ G は、

ELISA 法を用いて測定した結果、1 ppm 未満であった。 
 
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、B. subtilis ISW1214 株より中性プロテアーゼ遺伝子、アルカリ性プ

ロテアーゼ遺伝子、芽胞形成に関与する spo0H 遺伝子及びトリプトファニル

tRNA 合成酵素遺伝子を欠失させた B. subtilis DTS1451 株である。 
 
（２）DNA 供与体の種名、株名又は系統名等及び由来 

改変 cgtrv 遺伝子の供与体は B. clarkii 7364 株、trpS 遺伝子の供与体は B. 
subtilis ISW1214 株、プロモーター及びシグナル配列の供与体は Bacillus sp. 
JAMB750 株並びにターミネーター配列の供与体は Thalassomonas sp. 
JAMB-A33 株である。 

 
（３）挿入 DNA の性質及び導入方法 

改変 cgtrv 遺伝子は、シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼを発

現し、trpS 遺伝子はトリプトファニル tRNA 合成酵素を発現する。 
これらの遺伝子を含む発現プラスミド pHYT2G を宿主に導入した。 

 
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 

B. subtilis は、食品製造用酵素の生産菌として数多くの利用経験があり、長期

にわたり食品製造に安全に使用されている。 
 

４ 宿主の構成成分等に関する資料 

B. subtilis が有害生理活性物質を生産するという報告はない。 
 
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 
   本添加物の製品名及び有効成分は以下のとおりである。 

製 品 名：CD アミラーゼ RV 
有効成分：シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼ 


IUB 分類命名法による酵素番号及び CAS 番号は以下のとおり。 

IUB No. : 2.4.1.19 
CAS No. : 9030-09-5 
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（２）製造方法 

CD アミラーゼ RV は、DTS1451(pHYT2G)株を生産菌として用い、製造さ

れる。製造方法は、従来の添加物と基本的には同様であり、培養工程、製剤化

工程を経て製造される。 
生産菌は、製剤化工程において分離、除去される。 

 
（３）用途及び使用形態 

CD アミラーゼ RV は、従来の添加物と同様にデンプンの加工に使用され、

用途及び使用形態は、従来の添加物と変わらない。 
 
（４）有効成分の性質及び従来の添加物との比較 

CD アミラーゼ RV は、従来の添加物と同じ反応を触媒する酵素であるが、

中性及びアルカリ性 pH 領域における酵素比活性が向上している。 
 

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 
CD アミラーゼ RV と従来の添加物との相違点は、アミノ酸配列及びアミノ

酸数が異なる点である。また、従来の添加物と比較して、中性及びアルカリ性

pH 領域における酵素比活性が向上している。 
 

（２）組換え体と宿主 
DTS1451(pHYT2G)株と宿主との相違点は、DTS1451(pHYT2G)株には改変

cgtrv 遺伝子及び trpS 遺伝子を含む発現プラスミド pHYT2G が導入され、シ

クロデキストリングルカノトランスフェラーゼ産生性及びトリプトファニル

tRNA 合成酵素産生性を獲得している点並びにテトラサイクリン耐性を獲得し

ている点である。 
 

以上１～６より、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。 
 
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 B. subtilis ISW1214 株の変異株 B. subtilis DTS1451 株であり、芽胞

形成能を欠失させている。 
B. subtilis は、広く自然界に存在し、食品製造用酵素の生産菌として数多くの

利用経験があり、ヒトは納豆等の食品を通じて多くの食経験がある。 
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２ 病原性及び有害生理活性物質等の生産に関する事項 

B. subtilis の病原性は知られておらず、有害生理活性物質を生産するという報

告はない。また、国立感染症研究所病原体管理規程のバイオセーフティレベル１

に該当する。 
 
３ 寄生性及び定着性に関する事項 

B. subtilis が腸管内に定着する可能性はあるが、ヒトは納豆等の食品を通じて

食経験を有することから、安全上問題はないと考えられる。 
 
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 

B. subtilis DTS1451 株は、病原性の外来因子の存在を示唆する事実は認めら

れていない。 
 
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 

B. subtilis の近縁種である Bacillus cereus 及び Bacillus anthracis は、毒性

物質を生産することが知られているが、B. subtilis とは明確に区別されている。 
 

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 

発現プラスミド pHYT2G の作製には Escherichia coli 由来のプラスミド

pACYC177 と Streptococcus faecalis 由来のプラスミド pAM1 から構築された

プラスミド pHY300PLK が用いられた（参照 1）。 
 
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 pHY300PLK の塩基数及び塩基配列は明らかになっている（参照

1）。 
 

（２）制限酵素による切断地図に関する事項 
プラスミド pHY300PLK の制限酵素による切断地図は明らかになっている

（参照 1）。 
 

（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 pHY300PLK 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 pHY300PLK にはテトラサイクリン耐性遺伝子及びアンピシリ

ン耐性遺伝子が含まれている。なお、B. subtilis 内において、アンピシリン耐

性遺伝子は発現しない（参照 1）。 
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（５）伝達性に関する事項 
プラスミド pHY300PLK には伝達を可能とする塩基配列は含まれていない。 

 
（６）宿主依存性に関する事項 

プラスミド pHY300PLK の複製開始配列は、Bacillus 属、Escherichia 属及

び Streptcoccus 属で機能することが知られている。 
 
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 

改変 cgtrv 遺伝子の供与体は B. clarkii 7364 株、trpS 遺伝子の供与体は B. 
subtilis ISW1214 株である。 

 
（２）安全性に関する事項 

B. clarkii 7364 株、B. subtilis ISW1214 株、Bacillus sp. JAMB750 株及び

Thalassomonas sp. JAMB-A33 株は、ヒトに対する病原性及び毒素産生性は知

られていない。また、これら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１に相当する（参照 2）。 
 
２ 挿入 DNA 又は遺伝子（抗生物質耐性マーカーを含む。）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 

改変 cgtrv 遺伝子は、B. clarkii 7364 株の cgtrv 遺伝子の塩基配列に基づき、

中性及びアルカリ性 pH 領域における発現量を高めるために成熟型タンパク質

をコードする領域をクローニングした後、塩基変異を導入し、人工合成した遺

伝子である。従来のシクロデキストリングルカノトランスフェラーゼと比較し

て、アミノ酸数は多くなっている。
trpS遺伝子は、B. subtilis ISW1214株の trpS遺伝子をクローニングした後、

塩基変異を導入し、人工合成した遺伝子である。 
 

（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 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。 
 

（３）挿入遺伝子の機能に関する事項 

・改変 cgtrv 遺伝子 

改変 cgtrv 遺伝子が発現するシクロデキストリングルカノトランスフェラー

ゼは、デンプンを加水分解し、α-1,4-グルコシド結合による環状化反応を触媒

する酵素であり、従来の添加物と比較して中性及びアルカリ性 pH 領域におい

て比活性が向上している。 
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  ・trpS 遺伝子 
trpS 遺伝子はトリプトファニル tRNA 合成酵素を産生し、宿主のトリプトフ

ァニル tRNA 合成酵素産生能の欠失を相補する。 
 

CD アミラーゼ RV は、従来の CD アミラーゼ G と同様の反応を触媒する酵素

であるが、アミノ酸配列が異なることから、アレルギー誘発性について「遺伝子

組換え食品（微生物）の安全性評価基準」（平成 20 年 6 月 28 日食品安全委員会

決定）の第 2 章第 5 の 5 に準じて、検討された。 
 

１）遺伝子産物の供与体のアレルギー誘発性に関する知見 
改変 cgtrv 遺伝子の供与体である B. clarkii 7364 株に関して、アレルギー誘

発性の報告はない。 
 

２）遺伝子産物についてのアレルギー誘発性に関する知見 
シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼに関して、アレルギー誘

発性を示唆するような知見は確認されていない。 
 

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 人工胃液に対する感受性 

CDアミラーゼRVの人工胃液中における消化性について確認するために、

SDS-PAGE 分析及びウェスタンブロット分析を行った。その結果、試験開

始後１分以内に消化されることが確認された（参照 3）。 
 

② 人工腸液に対する感受性 
CDアミラーゼRVの人工腸液中における消化性について確認するために、

ウェスタンブロット分析を行った結果、試験開始後 6 時間を経過しても消化

されなかった（参照 3）。 
 
③ 加熱処理に対する感受性 

CDアミラーゼRVの加熱による免疫反応性の変化をELISA法を用いて分

析した結果、酸性及び中性 pH 条件いずれでも 80℃の加熱処理により免疫反

応性が一時的に上昇したが、その後は経時的に低下した。したがって、CD
アミラーゼ RV の免疫反応性は長時間の加熱処理に不安定であることが確認

された（参照 4）。 
 

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

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 
CDアミラーゼRV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、
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Structural Database of Allergenic Proteins (SDAP)aデータベースを用いて

相同性検索を行った結果、Aspergillus oryzae 由来の Taka-amylase A 
precursor 及び Schizophyllum commune H4-8 由来 glucoamylase と 80 アミ

ノ酸配列で 35%以上の相同性を示す領域が認められた。これらの領域は、い

ずれも野生型シクロデキストリングルカノトランスフェラーゼにも存在する

配列であり、アミノ酸変異が導入されたことにより 35％以上の相同性を示す

領域が増加することはなかった（参照 5）。また、抗原決定基との相同性の有

無を確認するために、SDAP データベース aを用いて相同性検索を行った結果、

連続する 8 アミノ酸配列が既知のアレルゲン等と一致する配列は見いだされ

なかった（参照 5）。 
 

５）摂取量 
CD アミラーゼ RV は、デンプンの加工に使用され、最終製品であるシクロ

デキストリン含有糖質の製造工程において除去される。最終製品中の CD ア

ミラーゼ RV 含有量は、ELISA 法を用いて測定した結果、1 ppm 未満であっ

た。 
 

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 
改変 cgtrv 遺伝子のプロモーターは Bacillus sp. JAMB750 株のマンナナー

ゼ遺伝子のプロモーター配列由来である。Bacillus sp. JAMB750 株は、病原性

や毒素産生性などのヒトに対する有害性は知られていない。 
 
（２）ターミネーターに関する事項 

改変 cgtrv遺伝子のターミネーターはThalassomonas sp. JAMB-A33株由来

のα-アガラーゼ遺伝子のターミネーター配列由来である。 
 

（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 
改変 cgtrv遺伝子の上流には、本酵素を菌体外に分泌させるため、Bacillus sp. 

JAMB750 株由来のマンナナーゼのシグナル配列が付加された。また、相同性

検索の結果、当該アミノ酸配列と相同性を示す既知のタンパク質及び連続する

8 アミノ酸配列が既知のアレルゲンと一致する配列は見いだされなかった（参

照 5）。 
 
 

                                            
a FAO/WHO Allergenicity Rules based on Sequence Homology プログラムを用いて 2012 年 10

月 24 日に検索 
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４ ベクターへの挿入 DNA の組込方法に関する事項 

プラスミド pHY300PLK に、改変 cgtrv 遺伝子、プロモーター及びシグナル配

列並びにターミネーター配列及び trpS 遺伝子を挿入することによって、発現プ

ラスミド pHYT2G が作製された。 
 
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 
発現プラスミド pHYT2G 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 6）。 
 
（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 
発現プラスミド pHYT2G の全塩基配列について、六つの読み枠においてオ

ープンリーディングフレーム（ORF）検索を行った結果、終止コドンから終止

コドンで終結する連続する 30アミノ酸以上の目的以外のORFが挿入遺伝子領

域に 69 個見いだされた。これらの ORF についてタンパク質データベースbを

用いて blastp による相同性検索を行った結果、12 個の ORF に相同性が認めら

れたが、既知の毒性タンパク質との相同性は見られなかった。また、この 69
個の 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、SDAP デ

ータベースcを用いて相同性検索を行った結果、80 アミノ酸以上の配列で 35%
以上の相同性を示す ORF は見いだされなかった。また、抗原決定基との相同

性の有無を確認するために、SDAP 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 8 アミノ酸配列が既知のアレルゲンと一致する配列は見いださ

れなかった（参照 6）。 
 

（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、発現プラスミド pHYT2G の全塩基配列であり、宿主

においてはプラスミドの状態で保持される。 
 
（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 
発現プラスミド pHYT2G は目的外の遺伝子の混入がないように構築されて

いる。 
 
 

                                            
b UniProt (Swiss-Prot+TrEMBL) プログラムを用いて 2013 年 5 月 8 日に検索 
c FAO/WHO Allergenicity Rules based on Sequence Homology プログラムを用いて 2013 年 5 月

8 日に検索 
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６ DNA の宿主への導入方法に関する事項 

発現プラスミド pHYT2G をプロトプラスト法により宿主に導入後、テトラサ

イクリンを含む培地で選抜することによって DTS1451(pHYT2G)株を得た。 
 
７ 抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項 

（１）遺伝子及び遺伝子産物の特性に関する事項 
アンピシリン耐性遺伝子がコードするβ－ラクタマーゼは、アンピシリンの

β－ラクタム環を加水分解することによって活性を不活化する。また、テトラ

サイクリン耐性遺伝子がコードする膜タンパク質は、細胞内からテトラサイク

リンを能動的に排出することで耐性を付与する。これらの遺伝子産物の有害性

に関する報告はない（参照 7）。なお、アンピシリン耐性遺伝子は B. subtilis で
は発現しないことから、DTS1451(pHYT2G)株においてアンピシリン耐性遺伝

子は発現しない。 
 

（２）遺伝子及び遺伝子産物の摂取に関する事項 
アンピシリン耐性遺伝子及びテトラサイクリン耐性遺伝子の含有量を確認す

るために、ドットハイブリダイゼーション法で測定した結果、CD アミラーゼ

RV では 100 ppm のオーダーで含まれていたが、最終製品では検出限界（0.1 
ppm）未満であった（参照 8）。また、CD アミラーゼ RV に含まれるテトラ

サイクリン耐性遺伝子産物の含有量を ELISA 法で測定した結果、検出限界

（0.05 ppm）未満であった（参照 8）。 
 

以上のことから、これらの抗生物質耐性遺伝子及び遺伝子産物については、安全

上問題ないものと考えられる。 
 

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 

DTS1451(pHYT2G)株に導入された発現プラスミドpHYT2G中の改変 cgtrv
遺伝子がシクロデキストリングルカノトランスフェラーゼを発現すること、

trpS 遺伝子がトリプトファニル tRNA 合成酵素を発現すること及びテトラサ

イクリン耐性遺伝子の導入によってテトラサイクリン耐性を獲得していること

が宿主との差異である。 
 
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 

DTS1451(pHYT2G)株に導入された発現プラスミド pHYT2G の制限酵素に

よる切断地図は明らかになっている（参照 6）。 
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（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 

DTS1451(pHYT2G)株に導入された発現プラスミド pHYT2G の挿入遺伝子

領域のオープンリーディングフレーム（ORF）については、相同性検索の結果、

既知の毒性タンパク質及び既知のアレルゲンとの相同性は見いだされなかった

（第４の５（２）参照）。 
 

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 

CD アミラーゼ RV の製造原料は、食品又は食品添加物製造用として一般的に

用いられているものを使用し、製造器材は、従来から食品用酵素剤の製造に用い

られているものを使用する。 
 
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 

CD アミラーゼ RV の製造原料は、食品又は食品添加物製造用として一般的に

用いられているものを使用し、製造器材は、従来から食品用酵素剤の製造に用い

られているものを使用する。 
 
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 

CD アミラーゼ RV は、海外での販売及び使用実績はない。 
 

２ 組換え体の残存に関する事項 

CD アミラーゼ RV に生産菌の残存がないことを培養法により確認している

（参照 9）。 
 

３ 製造に由来する非有効成分の安全性に関する事項 

発酵培地原料は従来の食品用酵素の製造に用いられてきた原料である。また、

宿主 B. subtilis DTS1451 株の起源である B. subtilis ISW1214 株が有害生理活

性物質を生産するという報告はない。したがって、製造に由来する非有効成分の

安全性に問題はないと考えられる。 
 
４ 精製方法及びその効果に関する事項 

CD アミラーゼ RV の精製方法及びその効果は明らかであり、有害物質が混入

することは考えられない。 
 
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 

CD アミラーゼ RV 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、有害性はないと考えられる。 
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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までにより、安全性の知見が得られている。 
 
Ⅲ．食品健康影響評価結果 

「DTS1451(pHYT2G)株を利用して生産されたシクロデキストリングルカノトラ

ンスフェラーゼ」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）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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