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「Trichoderma reesei RF8694 株を利用して生産されたフィターゼ」に係る         
安全性確認  

 
I はじめに  

「Trichoderma reesei RF8694 株を利用して生産されたフィターゼ」（以下、

「QPT2 フィターゼ」とする。）について、令和 4 年 1 月 19 日付けで遺伝子組換

え飼料添加物としての安全性確認の申請があったことから、「組換え DNA 技術応

用飼料及び飼料添加物の安全性に関する確認の手続」(平成 14 年 11 月 26 日農林水

産省告示第 1780 号)に基づき審議を行った。 
 
II 確認対象飼料添加物の概要  
 
添加物：Trichoderma reesei RF8694 株を利用して生産されたフィターゼ 
製品名：Quantum Blue🄬🄬 
有効成分概要  
一般名  化学名 (IUPAC) EC 番号  CAS 番号  

 
機能  

フィターゼ  
Phytase 

myo-inositol-
hexakisphosphate 

6-
phosphohydrolase 

(6-phytase) 

3.1.3.26 9001-89-2 フィチン酸

の分解  

用 途：飼料が含有している栄養成分の有効な利用の促進、環境負荷を低

減  
申請者：AB Agri Limited. 日本支社   
開発者：AB Agri Limited. 
 

QPT2 フィターゼは、フィチン酸の加水分解を触媒するフィターゼの生産性を高

めるため、Trichoderma reesei RF7727 株（以下、「T.reesei RF7727 株」とする。）

を宿主として、Escherichia coli 由来のフィターゼ遺伝子に変異を導入して得られ

た qpt2 遺伝子を宿主改変株の染色体へ導入して作成した Trichoderma reesei 
RF8694 株（以下、「T.reesei RF8694 株」とする。）により生産されたフィター

ゼである。 
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日本では、遺伝子組換え微生物により生産されたフィターゼが、これまでに 7 件

承認されている。これらのフィターゼのうち 2件を対象として比較を行なった結果、

アミノ酸配列において相同性が 94.4~95.9％と高く、QPT2 フィターゼとの同等性

が確認された。 
また、宿主である T.reesei RF7727 株、qpt2 遺伝子の供与体である Escherichia 

coli 株及び生産菌である T.reesei RF8694 株の安全性、製造器材・製造工程の

安全性並びに不純物を含めた生産物の安全性について確認したところ、飼料添加物

としての安全上の問題となる点は認められなかった。 
農業資材審議会飼料分科会遺伝子組換え飼料部会における審議の結果、QPT2 フ

ィターゼについて、「組換え DNA 技術応用飼料及び飼料添加物の安全性に関する

確認の手続」(平成 14 年 11 月 26 日農林水産省告示第 1780 号)に基づき、遺伝子組

換え飼料添加物として摂取する家畜等への安全上の問題はないと判断された。 
 

III 審議内容 
１  生産物の既存のものとの同等性に関する事項 

QPT2 フィターゼは、Trichoderma reesei RF7727 株 に導入された

Escherichia coli 由来の遺伝子によって産生される。既存のフィターゼを比較対

象として、アミノ酸配列の比較、生化学的性質（有効成分、酵素活性）の比較を

実施した。その結果、アミノ酸配列の相同性は 94.4~95.9％と高く、生化学的性

質に多少の違いはあるが、QPT2 フィターゼが既存のフィターゼと同等と考える

に十分であると確認された。 
 
２  組換え体等に関する事項 
（１）GILSP（Good Industrial Large-Scale Practice）組換え体又はカテゴリー１

組換え体を安全に取り扱うことができる作業レベルでの製造に用い得る非病

原性の組換え体であることに関する事項 
宿主T.reesei RF7727 株は、分子生物学の研究分野で広く利用されている市

販株で、全ゲノム配列が利用可能である。また、国立感染症研究所の病原体等

安全管理規定におけるバイオセーフティレベル2 あるいは3 に相当する病原体

等のリストには含まれていない。 
ベクター及び挿入遺伝子については、分子量及び制限酵素による切断地図等

が明らかにされており、既知の有害な塩基配列は含まれておらず、組換え体の

外界での安定性が増大するようなものではない。 
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組換え体のT.reesei RF8694株は、非病原性であり、工業的利用の場におい

て宿主T.reesei RF7727株と同程度に安全であると考えられる。 
以上のことから、T.reesei RF8694株はGILSP組換え体に該当すると考え

られた。 
 
（２）組換え体の利用目的及び利用方法に関する事項 

T.reesei RF8694 株は、飼料添加物フィターゼの生産効率を向上させる目

的で利用され、既存の添加物の生産菌と同様の方法で利用される。なお、QPT2
フィターゼは、豚、家禽（鶏及びウズラ）及び養殖水産動物用配合飼料に添加

することにより、飼料中に含まれるフィチンリンの利用効率を高めることがで

き、それに伴い排泄物中のリンが減少することにより、リンによる環境負荷を

低減することが出来る。  
 
（３）宿主に関する事項 
ア  学名、株名等の分類学上の位置付けに関する事項 

学名：Trichoderma reesei RF7727 株（本文中、「T.reesei RF7727 株」と

記載)  
 
イ  病原性及び有害生理活性物質の生産に関する事項 

T. reeseiは飼料添加物及び食品添加物酵素の製造において主にセルラーゼ生

産菌として広く使用されている糸状菌であり、その安全性が知られている。 
また米国環境保護庁(EPA)は、T.reesei RF7727 株の由来であるT. reesei 

QM6a株の安全性について評価を行っており、標準的な工業レベルの酵素生産

において毒性物質を産生することはないと報告している (Federal Register, 
2012)。 

 
ウ  寄生性及び定着性に関する事項 

T.reesei が、哺乳動物に対して寄生性又は定着性を持つとの報告はない。 
 
エ  ウイルス等の病原性の外来因子に汚染されていないことに関する事項 

T.reesei RF7727 株は、バイオセキュリティレベル 1 の微生物のみを取り扱

う工場内で閉鎖的に管理されており、病原性の外来因子に汚染されることはな

い。 
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オ  自然環境を反映する実験条件の下での生存及び増殖能力に関する事項 
T. reesei は木材腐朽菌であり、セルラーゼ及びキシラナーゼ等を産生するこ

とによって木材中のセルロースやヘミセルロースを分解し、栄養源としている。 
 
カ  有性又は無性生殖周期及び交雑性に関する事項 

T. reeseiは有性生殖を行う子のう菌Hypocrea jecorinaの無性世代であること

が知られている（Kuhls et al., 1996）。またEPAは、T. reesei QM6a株の安全

性についての評価において、交雑性についての安全性の懸念はないとしている

（Federal Register, 2012）。 
 

キ  飼料に利用された歴史に関する事項 
T. reesei は、セルラーゼ等の生産菌として広く利用されている。またT. 

reeseiは自然環境中に常在し、家畜は一般的に曝露していると考えられること

から、家畜が摂取しても健康に影響を及ぼすおそれはないと考えられた。 
 

ク  生存及び増殖能力を制限する条件に関する事項 
T.reesei RF7727株の生存及び増殖能力を制限する条件は、野生型の条件と変

わりない。 
 

ケ  類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 
Trichoderma属についてはヒトへの病原性を持つ種が報告されているが、免

疫不全の患者への日和見感染に限られており（Schuster and Schmoll, 2010）、
T. reeseiについてはこうした報告はなされていない。また一部のTrichoderma
属について、マイコトキシンの産生が報告されているが（Keswani et al., 2014、
Anitha and Murugesan, 2005）、T. reeseiについてはこうした報告はなされて

いない。 
 
（４）ベクターに関する事項 
ア  名称及び由来に関する事項 

T.reesei RF7727株の形質転換には、導入用プラスミドpAB600を用いてい

る。またqpt2遺伝子の導入にはpAB600-QPT2を用いている。 
 

イ  性質に関する事項 
（ア）DNAの分子量を示す事項 

pAB600の塩基数は4,583 bpである。pAB600-QPT2の塩基数は10,287 bpで
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ある。 
 
（イ）制限酵素による切断地図に関する事項 

pAB600及びpAB600-QPT2の制限酵素による切断地図は明らかになって

いる。 
 

（ウ）既知の有害塩基配列を含まないことに関する事項 
pAB600及びpAB600-QPT2の機能及び性質は明らかであり、既知の有害な

たん白質を産生する塩基配列は含まれていない。 
 
ウ  薬剤耐性に関する事項 

pAB600及びpAB600-QPT2 にはアンピシリン耐性を付与するAmpR遺伝子

が組み込まれている。 
 
エ  伝達性に関する事項 

pAB600及びpAB600-QPT2には、伝達を可能とする塩基配列は含まれていな

い。 
 
オ  宿主依存性に関する事項 

pAB600及びpAB600-QPT2 の複製にはE. coli が必要である。 
 

カ  発現ベクターの作成方法に関する事項 
  プラスミドpUC19にcbh1遺伝子プロモーターを含むフラグメントをライゲ

ーションすることで、導入用プラスミドpAB600を構築した。またpAB600に
qpt2遺伝子等をライゲーションさせることで、導入用プラスミドpAB600-
QPT2を構築した。 

 
キ  発現ベクターの宿主への挿入方法及び位置に関する事項 

発現ベクターは、pAB600-QPT2から調製された発現カセットを用いて

T.reeseiプロトプラストへの形質転換を行った後、選択培地を利用して形質転換

体を選抜した.。 
また、T.reesei RF8694株についてilluminaによる全ゲノムシークエンスの解

析を行い、挿入位置及びそのコピー数は明らかとなっている。 
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（５）挿入遺伝子及びその遺伝子産物に関する事項 
ア  供与体の名称、由来及び分類に関する事項 
  以下に詳細を示す。 

挿入断片 供与体の由来 性質・機能 

cbh1 遺伝子

プロモーター 

T. reesei QM6a 株 メタノールの存在下で cbh1遺伝

子の発現を誘導するプロモータ

ーであり、挿入遺伝子の発現誘

導に使用される。 

cbh2 シグナ

ル配列及び糖

鎖結合ドメイ

ン（CBM） 

T. reesei Vtt-D-80133 株 31 アミノ酸の cbh2 シグナル配

列、62 アミノ酸の CBM/リンカー

領域からなり、その間に 49bp の

イントロンⅠを有する。5‘末端

で cbh1 遺伝子プロモーターに融

合し、3’末端で qpt2遺伝子に融

合する。 

KexⅡ切断部

位 

Saccharomyces cerevisiae KexⅡプロテアーゼが当該部位

を認識し、タンパク質を切断す

る。 

qpt2 遺伝子 E. coli E.coli 酸性ホスファターゼ AppA
を基に 17 アミノ酸を置換した

QPT2 をコードする。 

cbh1遺伝子タ

ーミネーター 

T. reesei QM6a 株 cbh1 遺伝子プロモーターにより

発現された遺伝子の転写を終結

させる。 

amdS 遺伝子

プロモーター 

A. nidulans VH1-TRSX6 株 amdS 遺伝子の発現を誘導する 
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挿入断片 供与体の由来 性質・機能 

amdS 遺伝子 A. nidulans VH1-TRSX6 株 アセトアミダーゼをコードする

遺伝子で、アセトアミドを唯一の

窒素源としての増殖を可能とす

る（組換え株の選択マーカーとし

て使用） 

 

amdS 遺伝子

ターミネータ

ー 

A. nidulans VH1-TRSX6 株 

amdS 遺伝子の転写を終結させ

る 

 
イ  遺伝子の挿入方法に関する事項 
（ア）ベクターヘの挿入遺伝子の組込方法に関する事項 

２.（４）カに記載のとおり、プラスミド pUC19 に cbh1 遺伝子プロモータ

ーを含むフラグメントをライゲーションすることで、導入用プラスミド

pAB600 を構築した。また pAB600 に qpt2 遺伝子等をライゲーションさせる

ことで、導入用プラスミド pAB600-QPT2 を構築した。 
 

（イ）挿入遺伝子の宿主への導入方法に関する事項 
２．（４）キに記載のとおり、発現カセットを用いて、プロトプラスト化し

たT. reeseiに形質転換をおこなった。 
 

ウ  構造に関する事項 
（ア）プロモーターに関する事項 

qpt2遺伝子のプロモーターは、T. reesei QM6a株由来のcbh1遺伝子のプロ

モーター配列である。また、amdS遺伝子のプロモーターは、A. nidulans由来

のamdS遺伝子のプロモーター配列である。 
 

（イ）ターミネーターに関する事項 
qpt2遺伝子のターミネーターは、T. reesei QM6a株由来のcbh1遺伝子のタ 

ーミネーター配列である。また、amdS遺伝子のプロモーターは、A. nidulans
由来のamdS遺伝子のターミネーター配列である。 
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（ウ）既知の有害塩基配列を含まないことに関する事項 
   ORF検索を行ったところ、多くのたん白質との相同性が確認されたが、こ

れらたん白質は有害作用を持たないと判断された。 
 

エ  性質に関する事項 
（ア）挿入DNAの機能に関する事項 

T.reesei RF8694株に導入された挿入DNAの機能及び挿入DNAから産生さ

れるたん白質の性質、機能は明らかとなっている。 
 
（イ）DNAの分子量を示す事項 

挿入遺伝子の塩基数は明らかとなっている。 
 
（ウ）制限酵素による切断地図に関する事項 

T.reesei RF8694株に導入された遺伝子の制限酵素による切断地図は明ら

かとなっている。 
 
オ  純度に関する事項 

各挿入遺伝子の塩基配列、分子量及び由来は明らかとなっている。また、発

現プラスミドは構築の各操作段階でクローン化され、塩基配列及び大きさを確

認している。 
 

カ  抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項 
pAB600及びpAB600-QPT2には、宿主にアンピシリン耐性を有するAmpR遺

伝子が含まれているが、発現カセットでは、AmpR遺伝子は制限酵素により切

断除去されているため、生産菌T.reesei RF8694株にAmpR 遺伝子などの抗生

物質耐性遺伝子は導入されていない。 
 

キ  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 
T. reesei RF8694株の挿入遺伝子の近傍配列について、ORFfinderを用いて

ORF検索を行った。確認されたORFにおいて、Non-redundant protein 
sequences (nr) をデータベースとしたBLASTp 検索を行ったところ、既知のた

ん白質と相同性を示したものもあったが、有害作用を持つことが知られるたん
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白質はヒットしなかったことから、これらのORFから想定された、たん白質は

有害作用は持たないと判断された。 
 
（６）組換え体に関する事項 
ア  組換えDNA操作により新たに獲得された性質に関する事項 

T. reesei RF8694株は、QPT2フィターゼ 生成能とともに、アセトアミド存

在下での増殖能を獲得しているが、いずれの表現型も本来のT. reeseiの非病原

性に変更を加えるものではない。 
 
イ  宿主との差異に関する事項 

T. reesei RF8694 株には、qpt2遺伝子を含むカセットを導入することにより 
QPT2フィターゼの生成能が付与されるとともに、アセトアミドを唯一の窒素

源としての増殖を可能とするが、これら以外には、宿主であるT.reesei RF7727 
株との差異はない。 

 
ウ  外界における生存性及び増殖性に関する事項 

   生産菌であるT. reesei RF8694株とT. reesei野生株の外界における生存性及

び増殖性に相違はない。 
 
エ  生存及び増殖能力の制限に関する事項 

生産菌であるT. reesei RF8694株とT. reesei野生株の生存及び増殖能力に相

違はない。 
 
オ  不活化法に関する事項 

製造工程中で回収されたT. reesei RF8694株については、水酸化ナトリウム

を用いてアルカリ化（pH10）したのち、オートクレーブ処理（120℃、45 分間）

を行って滅菌し、不活化する。 
 
３  組換え体以外の製造原料及び製造器材に関する事項 
（１）飼料又は飼料添加物の製造原料としての使用実績及び安全性に関する事項 

QPT2フィターゼの製造に用いられる製造原料は、いずれも食品及び飼料に

使用される品質のものである。 
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（２）飼料又は飼料添加物の製造器材としての使用実績及び安全性に関する事項 
QPT2フィターゼの製造に用いる製造器材は、いずれも飼料添加物の製造に

長年安全に使用された実績があり、FAMIQ-S（飼料添加物製造に関する品質安

全管理システム）の認証を受けた工場で製造されている。 
 

４  生産物に関する事項 
（１）組換え体の混入を否定する事項 

QPT2フィターゼ製造用原体中に、T. reesei RF8694 株由来の残存ゲノムが含 
まれていないことは、qpt2遺伝子及びamdS遺伝子指標としたPCR 解析により

確認されている。 
 

（２）製造に由来する不純物の安全性に関する事項 
QPT2フィターゼの製造用原体3ロットについて、重金属及びカビ毒等を分析

し、飼料添加物成分規格の基準値に適合していることを確認している。 
 
（３）精製方法及びその効果に関する事項 

遠心分離又はろ過による菌体の除去、及び限外ろ過等により、非酵素成分が

除去される。さらにPCR 解析により、最終製品中にT. reesei RF8694 株が有

している組換え遺伝子は含まれていないことを確認している。 
 
（４）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資料 

QPT2フィターゼ製造用原体3 ロットについて、飼料添加物の成分規格への

適合性を確認した結果、酵素力単位、物理・化学的性質、純度試験、乾燥減量

及び強熱残分のいずれも規格値の範囲内であったことから、常成分の変動範囲

も従来の飼料添加物と同等であると考えられる。なお、これまでの製造実績に

おいて、有害性が示唆される常成分に関する事例はない。 
 

（５）組換え体によって製造された生産物の外国における認可及び使用等の状況に

関する事項 
   2020年12月現在、EU諸国、米国、オーストラリアを含む、世界73か国で承

認、販売されている。これらのうち、EUでは、2013年10月にEFSA（European 
Food Safety Authority）が、豚及び家禽用飼料添加物として安全性への懸念が

ない旨の評価を行い）、2014年3月にEUの指令書において認可されている。ま
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た、米国では、AAFCOのOfficial Publicationにも収載されている 
 
５  ２から４までにより安全性に関する知見が得られていない場合は次の試験の

うち必要な試験の成績に関する事項 
該当しない。 

 
IV  審議結果 

T. reesei RF8694 株を利用して生産されたフィターゼについて、「組換え DNA
技術応用飼料及び飼料添加物の安全性に関する確認の手続」に基づき審議した結果、

飼料添加物として摂取する家畜等への安全上の問題はないと判断された。 
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