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要  約 

 

「JPBL015 株を利用して生産されたトランスグルタミナーゼ」について、食

品健康影響評価を実施した。 

本添加物は、Bacillus licheniformis Ca63 株を宿主として、Streptomyces 

mobaraensis NBRC 13819 株由来のトランスグルタミナーゼ遺伝子を導入する

ことで作製した JPBL015 株を利用して生産されたトランスグルタミナーゼで

ある。本添加物は、タンパク質間で架橋構造を形成することによるゲル化及び

接着等の性質から、蒲鉾のような水産加工品、ハム・ソーセージなどの畜肉加工

品などのタンパク質を含む多くの食品で食感の改良、保水性向上、歩留まり向

上などの多岐にわたる目的のために用いられる。 

「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。 

以上のことから、「JPBL015 株を利用して生産されたトランスグルタミナー

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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Ⅰ．評価対象添加物の概要 

（申請内容） 

名 称 ： JPBL015 株を利用して生産されたトランスグルタミナーゼ 

用 途 ： タンパク質を含む食品の食感の改良、保水性向上、歩留まり向

上など 

申請者 ： ノボザイムズ ジャパン株式会社 

開発者 ： Novozymes A/S（デンマーク） 

 

本添加物は、Bacillus licheniformis Ca63 株を宿主として、Streptomyces 

mobaraensis NBRC 13819 株由来のトランスグルタミナーゼ遺伝子を導入

することで作製した JPBL015 株を利用して生産されたトランスグルタミナ

ーゼである。本添加物は、タンパク質又はペプチド中のグルタミン残基のγ

－カルボキシアミド基をアシル供与体とし、アミン化合物の第 1 級アミノ基

又はタンパク質若しくはペプチド中のリジン残基のε－アミノ基をアシル受

容体とするアシル転移反応を触媒する酵素であり、タンパク質を含む食品の

食感の改良、保水性向上、歩留まり向上などのために使用される。 

 

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 

（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 ： トランスグルタミナーゼ 

生 産 菌 ： Streptomyces mobaraensis 

有効成分 ： トランスグルタミナーゼ 

IUB No. ： EC 2.3.2.13 

CAS No. ： 80146-85-6 

 

（２）製造方法 

トランスグルタミナーゼは、培養、ろ過等の工程を経て製造される。生

産菌は、除菌ろ過により除去される。 

 

（３）用途及び使用形態 

トランスグルタミナーゼは、タンパク質又はペプチド中のグルタミン

残基のγ－カルボキシアミド基をアシル供与体とし、アミン化合物の第

1 級アミノ基又はタンパク質若しくはペプチド中のリジン残基のε－ア

ミノ基をアシル受容体とするアシル転移反応を触媒する酵素である。 

トランスグルタミナーゼは、タンパク質間で架橋構造を形成すること

によるゲル化及び接着等の性質から、蒲鉾のような水産加工品、ハム・ソ
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ーセージなどの畜肉加工品などのタンパク質を含む多くの食品で食感の

改良、保水性向上、歩留まり向上などの多岐にわたる目的のために用いら

れる。なお、加熱を伴う食品の製造工程において、トランスグルタミナー

ゼは活性を失うが、従来の添加物と同様に失活した酵素タンパク質は最

終食品に残存する。 

 

（４）摂取量 

既存のトランスグルタミナーゼ製品が全て本添加物を用いた tgsSM-1

製品に置き換わり、かつ最終製品中に 100％残存すると仮定した場合a、

最大一日摂取量は 36 µg TOS（Total Organic Solids）/ kg 体重/日であ

る。 

 

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. licheniformis Ca63 株である。B. licheniformis Ca63 株は、

自然界から分離された菌株である。 

 

（２）DNA 供与体の種名、株名又は系統名等及び由来 

トランスグルタミナーゼ（tgsSM-1）遺伝子の供与体は、S. 

mobaraensis NBRC 13819 株である。 

 

（３）挿入 DNA の性質及び導入方法 

tgsSM-1 遺伝子は、S. mobaraensis NBRC 13819 株由来のトランスグ

ルタミナーゼをコードする。  

宿主ゲノムの標的遺伝子座に相同組換えにより FRT-F/FRT-F3 配列

を含むマーカー遺伝子発現カセットをあらかじめ挿入した。そして

tgsSM-1 遺伝子発現カセットをインテグラーゼにより宿主ゲノムのこれ

ら標的遺伝子座に相同組換えにより導入した。その際、標的遺伝子の欠失

が確認された。 

 

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. licheniformis は、食品や食品用酵素の製造において、長年にわたり安

全に使用されている（参照 1）。また、B. licheniformis Ca63 株は、50 年

以上にわたり食品用酵素の生産菌として安全に用いられている。 

 

  

 
a 令和元年国民健康・栄養調査（厚生労働省、公表 2020 年）第 5 表の 1（食品群別摂取量－

食品群，年齢階級別，平均値，標準偏差，中央値－総数，１歳以上）魚介（練り製品）、魚肉

ハム及びソーセージ、畜肉ハム及びソーセージ（食品群番号 59、60、63）  



 

7 

 

４．宿主の構成成分等に関する資料 

B. licheniformis が有害生理活性物質及び栄養阻害物質を生産するとい

う報告はなく、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。）1 に相当する（参照 1、2、3）。 

 

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 ： tgsSM-1 

有効成分 ： トランスグルタミナーゼ 

IUB No. ： EC 2.3.2.13 

CAS No. ： 80146-85-6 

 

（２）製造方法 

tgsSM-1 製品は、JPBL015 株を生産菌として、培養、ろ過、製剤化等

の工程を経て製造される。生産菌は、除菌ろ過により分離・除去される。 

 

（３）用途及び使用形態 

tgsSM-1 製品は、従来の添加物と同様に、タンパク質を含む多くの食

品で食感の改良、保水性向上、歩留まり向上などの多岐にわたる目的のた

めに用いられる。 

 

（４）有効成分の性質及び従来の添加物との比較 

tgsSM-1 製品は、従来の添加物と同様に、食品用加工助剤として用い

られる。 

 

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 

tgsSM-1 と従来のトランスグルタミナーゼの相違点は、生産菌である。

なお、tgsSM-1 と従来のトランスグルタミナーゼのアミノ酸配列は同一

である。 

 

（２）組換え体と宿主 

JPBL015 株と宿主との相違点は、JPBL015 株は、tgsSM-1 遺伝子が

導入されておりトランスグルタミナーゼの高産生性を獲得している点及

び tgsSM-1 遺伝子導入の過程で複数の遺伝子を欠失している点である。 

 

１から６までから、本添加物並びに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
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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. licheniformis Ca63 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 

B. licheniformis が有害生理活性物質及び栄養阻害物質を生産するとい

う報告はなく、国立感染症研究所病原体等安全管理規程における BSL1 に

相当する（参照 1、2、3）。 

 

３．寄生性及び定着性に関する事項 

B. licheniformis 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。 

 

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. licheniformis 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 

B. licheniformis の近縁種には、Bacillus subtilis 及び Bacillus pumilus

が知られているが、毒性物質を産生する Bacillus cereus 等とは明確に区別

されている（参照 4）。 

 

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 

遺伝子導入用ベクターpJPV057 の作製には、Staphylococcus aureus 由

来のプラスミド pE194 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 pE194 の塩基数及び塩基配列は明らかになっている。 

 

（２）制限酵素による切断地図に関する事項 

プラスミド pE194 の制限酵素による切断地図は明らかになっている。 

 

（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 pE194 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。 
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（４）薬剤耐性に関する事項 

プラスミド pE194 には、エリスロマイシン耐性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 pE194 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 pE194 の複製開始配列は、Bacillus 属で機能する。 

 

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 

tgsSM-1 遺伝子の供与体は、S. mobaraensis NBRC 13819 株である。 

 

（２）安全性に関する事項 

S. mobaraensis は、放線菌である Streptomyces 属の一種であり（参

照５）、従来の食品添加物であるトランスグルタミナーゼの生産菌として

知られている（参照 6）。 

 

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又は合成方法に関する事項 

tgsSM-1 遺伝子は、S. mobaraensis NBRC 13819 株より PCR 法によ

り取得した。また、B. licheniformis Ca63 株由来の α-アミラーゼのシグ

ナル配列をコードする遺伝子配列が付加されている。 

 

（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 

・ tgsSM-1 遺伝子 

tgsSM-1 遺伝子がコードする tgsSM-1 は、タンパク質又はペプチ

ド中のグルタミン残基のγ－カルボキシアミド基をアシル供与体と

し、アミン化合物の第 1 級アミノ基又はタンパク質若しくはペプチド

中のリジン残基のε－アミノ基をアシル受容体とするアシル転移反応

を触媒する酵素である（参照 7）。 

ａ．挿入遺伝子の供与体のアレルギー誘発性に関する知見 

S. mobaraensis のアレルギー誘発性の可能性を調べるために文献
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検索b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。 

 

ｂ．遺伝子産物についてそのアレルギー誘発性に関する知見 

tgsSM-1を有効成分とする酵素製剤について、アレルギー誘発性

を示唆する報告はない。S. mobaraensis由来のトランスグルタミナ

ーゼのアレルギー誘発性の可能性を調べるために文献検索 b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。 

 

ｃ．遺伝子産物の物理化学的処理に対する感受性に関する知見 

（ａ）人工胃腸液に対する感受性 

tgsSM-1 と同一のアミノ酸配列を有する従来のトランスグル

タミナーゼは我が国において 20 年以上の使用実績があること

から、tgsSM-1 の消化性試験は実施しなかった。 

（ｂ）加熱処理に対する感受性 

tgsSM-1 の加熱処理に対する感受性を調べる目的で、pH6.0、

7.0 及び 8.0 の３つの条件で、各温度帯で 30 分処理した後の活

性を測定した。その結果、70℃の処理によって完全に失活する

ことが示された。 

 

ｄ．遺伝子産物と既知のアレルゲンとの構造相同性に関する知見 

遺伝子組換え tgsSM-1 タンパク質と既知のアレルゲンとの構造相

同性の有無を調べるため、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

同性を示す既知のアレルゲンは検出されなかった。また、連続する 8

アミノ酸配列が完全に一致する既知のアレルゲンは検出されなかっ

た。 

 

以上のことから、遺伝子組換え tgsSM-1 タンパク質がアレルギー誘発

性を有する可能性は低いと考えられた。 

 

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 

tgsSM-1 遺伝子発現カセットのプロモーターは、amyL4199 プロモー

ター、amyQsc プロモーター及び cryIIIA プロモーターで構成される P3

 
b PubMed、検索日：2022 年 12 月  
c ネブラスカ大学アレルゲンデータベース (The Food Allergy Research and Resource 

Program; FARRP, version 21) 
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プロモーター配列である。amyL4199 プロモーター及び amyQsc プロモ

ーターは、それぞれ B. licheniformis Ca63 株由来の amyL プロモーター

及び Bacillus amyloliquefaciens DSM7 株由来の amyQ プロモーターに

変異を導入したものである。 cryIIIA プロモーターは、 Bacillus 

thuringiensis subsp. tenebrionis DSM5525 株に由来する cryIIIA 遺伝

子の野生型プロモーター配列である。 

 

（２）ターミネーターに関する事項 

tgsSM-1 遺伝子発現カセットのターミネーターは、Bacillus clausii 

DSM 8716 株由来の aprH ターミネーター配列及び B. licheniformis 

Ca63 株由来の amyL ターミネーター配列である。 

 

（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 

tgsSM-1 遺伝子発現カセットにおいて、B. thuringiensis subsp. 

tenebrionis DSM5525 株由来の cryIIIA mRNA 安定化配列、B. subtilis 

ATCC6051a 株の 16S rRNA 由来の RBS 配列及び B. amyloliquefaciens 

DSM 7 株由来の aprQ 遺伝子に存在する RBS 配列を用いている。 

 

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 pE194 に、aprQ RBS/tgsSM-1 遺伝子断片並びに FRT-F 及

び FRT-F3 配列断片を挿入することにより、遺伝子導入用ベクター

pJPV057 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 

遺伝子導入用ベクターpJPV057 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 8）。 

 

（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 

pJPV057 において、相同組換えにより宿主に導入される領域は明ら

かであり、挿入遺伝子座のシークエンス解析により確認されている。

pJPV057 の全配列を対象としたオープンリーディングフレーム（以下

「ORF」という。）解析は実施していない。宿主ゲノムとの境界部位を

含む遺伝子導入座位の ORF 解析については、第５－２－（２）に記載

のとおりである。 
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（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 

遺伝子導入用ベクターpJPV057 上の意図する挿入領域は、明らかであ

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 

遺伝子導入用ベクターpJPV057 は、構築の過程において精製されてい

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。 

 

６．DNA の宿主への導入方法に関する事項 

宿主ゲノムの標的遺伝子座及び特定の遺伝子座に、それぞれマーカー遺

伝子発現カセット（P3 プロモーター、改変 cryIIIA mRNA 安定化配列、マ

ーカー遺伝子（dsRED 遺伝子、YFP 遺伝子、GFP 遺伝子、neo 遺伝子）、

amyL もしくは aprH ターミネーターを含む）を相同組換えにより挿入し、

形質転換体を選抜した。 

次に、欠失導入用ベクターを菌体内に導入することにより、特定の遺伝子

座のマーカー遺伝子を除去した。さらに、標的遺伝子座のマーカー遺伝子

を部位特異的組換えにより別のマーカー遺伝子及び FRT-F/FRT-F3 配列に

置換した。最後に、tgsSM-1 遺伝子発現カセットをもつ遺伝子導入用ベク

ターpJPV057 を菌体内に導入し、インテグラーゼの作用により、標的遺伝

子座に tgsSM-1 遺伝子発現カセットを挿入した。 

 

７．抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項 

遺伝子導入用ベクターpJPV057 は、エリスロマイシン耐性遺伝子を持つ

が、生産菌株の染色体には存在しない。生産菌株に抗生物質耐性マーカー

遺伝子は存在しないことをシークエンス解析により確認している。 

 

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 

JPBL015 株は、tgsSM-1 遺伝子発現カセットが導入され、また、複数の

遺伝子を欠失している。 

 

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 

JPBL015 株の染色体上への tgsSM-1 遺伝子発現カセットの導入位置

を確認する目的で、シークエンス解析を行った。その結果、標的遺伝子座

に全長の発現カセットが挿入されたことが確認された（参照 9）。また、

挿入領域の各構成要素及び制限酵素による切断地図は明らかになってい

る。 
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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 

挿入 DNA と宿主ゲノムの接合部位に生じる ORF の有無を調べる目

的で、各標的遺伝子座における挿入 DNA 並びにこれらの 5’近傍配列領

域を含む領域、3’近傍配列を含む領域及び異種遺伝子断片が残存する遺

伝子座領域について ORF 検索を行った（参照 10～14）。その結果、6

つの読み枠において、終止コドンから終止コドンまでで終結する連続す

る 30 アミノ酸以上の ORF が合計 306 個検出された。 

次いで、上記の ORF と既知のアレルゲンとの相同性の有無を調べる

目的で、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、新たに生じる ORF の中で、連続する 80 アミノ酸配列に対して

35％以上の相同性を示す既知のアレルゲンは検出されなかった（参照

10～14）。なお、一つの ORF が、マツの一種である Pinus koraiensis

が有する既知のアレルゲンと相同性を示した。しかしながら、当該

ORF は宿主染色体の塩基配列から得られた ORF であり、遺伝子導入に

より新たに生じたものではないことから、食物アレルギー誘発性の懸念

は小さいと考えられた。 

また、連続する 8 アミノ酸配列が完全に一致する既知のアレルゲンは

認められなかった（参照 10～14）。 

さらに、これらの ORF と既知の毒性タンパク質との相同性の有無を

調べる目的で、タンパク質データベースdを用いて E-value< 1.0 × 10-5

を指標として相同性検索を行った。その結果、新たに生じる ORF の中

で、データベース中の既知のタンパク質と相同性を示した ORF は認め

られなかったことから、毒性を有する可能性は低いと考えられた（参照

10～14）。なお、特定の遺伝子座において 1 つの ORF が、硝酸細菌の

一種であるシノリゾビウム属由来のトキシン－アンチトキシン系タンパ

ク質に相同性を示した。しかしながら、当該 ORF は宿主染色体の塩基

配列から得られた ORF であり、遺伝子導入により新たに生じたもので

はない（参照 13）。 

 

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 

tgsSM-1 製品の製造原料及び製造器材は、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。 

 

  

 
d NCBI データベース（検索：2021 年 12 月）  
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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 

tgsSM-1 製品の製造原料及び製造器材は、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 

トランスグルタミナーゼ製品は、日本を含む世界各国で 20 年以上にわた

り販売され、食品用加工助剤として用いられている。tgsSM-1 製品は欧州

で販売が開始されており、デンマークで食品用加工助剤として承認されて

いる。 

 

２．組換え体の残存に関する事項 

tgsSM-1 製品中に組換え DNA の残存がないことを PCR 分析により確認

した（参照 15）。 

 

３．製造に由来する非有効成分の安全性に関する事項 

tgsSM-1 の製品化前の酵素サンプルは、食品衛生法の規格基準を満たし

ている（参照 6、参照 16）。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 

tgsSM-1 は、生産菌の培養物が、粗ろ過、除菌ろ過、限外ろ過等の精製工

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 

tgsSM-1 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。 
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Ⅲ．食品健康影響評価結果 

「JPBL015 株を利用して生産されたトランスグルタミナーゼ」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。 

以上のことから、「JPBL015 株を利用して生産されたトランスグルタミナ

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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