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「Komagataella phaffii BSY0007 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  

「Komagataella phaffii BSY0007 株を利用して生産されたフィターゼ」（以下、

「A2P フィターゼ」とする。）について、令和 3 年 10 月 7 日付けで遺伝子組換え飼5 

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  10 

添加物：Komagataella phaffii BSY0007 株を利用して生産されたフィターゼ 

製品名：Optiphos� Plus 

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：HUVEPHARMA Japan 株式会社   15 

開発者：HUVEPHARMA Japan 株式会社  

 

A2P 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、Komagataella phaffii BG10 株（以下、「K.phaffii BG10 株」とする。）を宿

主として、Escherichia coli B 株由来の appA2 遺伝子に変異を導入した遺伝子（以下、20 

「 appA2P 遺伝子」とする。）を宿主改変株の染色体へ導入して作成した

Komagataella phaffii BSY0007 株（以下、「K. phaffii BSY0007 株」とする。）

により生産されたフィターゼである。 

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 1 件を対象として比較を行なった結果、ア25 

ミノ酸配列の相同性は 96％と高く、A2P フィターゼとの同等性が確認された。 

また、宿主である K. phaffii BSY0007 株、appA2P 遺伝子の供与体である
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Escherichia coli B株及び生産菌である K.phaffii BSY0007 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。 30 

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、A2P 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。 

 35 

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 

A2P フィターゼは、K.phaffii BSY0007 株に導入された Escherichia coli B 株

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、40 

アミノ酸配列の相同性は 96％と高く、生化学的性質に多少の違いはあるが、A2P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45 

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K.phaffii BG10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50 

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。 

組換え体のK.phaffii BSY0007株は、非病原性であり、工業的利用の場にお55 

いて宿主K.phaffii BG10株と同程度に安全であると考えられる。 

以上のことから、K.phaffii BSY0007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 60 

K. phaffii BSY0007 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、A2Pフィ
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ターゼは、豚及び家禽（鶏及びウズラ）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。  65 

 

（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：Komagataella phaffii BG10株（本文中、「K.phaffii BG10 株」と記載)  

 70 

イ  病原性及び有害生理活性物質の生産に関する事項 

K. phaffii BG10 株は、分子生物学の分野で広く利用されている市販株

（BioGrammatics 社、米国カリフォルニア州）であり、有害生理活性物質を生

産するという報告はない。また、国立感染症研究所の病原体等安全管理規定にお

けるバイオセキュリティレベル2 あるいは3 に相当する病原体等のリストには含75 

まれていない。 

 

ウ  寄生性及び定着性に関する事項 

K. phaffii 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。 

 80 

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 

K. phaffii BG10 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。 

 

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 85 

K. phaffii BG10株の原株は、樹液や分解された樹木に生息する野生株であり、

グルコース及びメタノールの存在下で増殖する能力を有する。 

 

カ  有性又は無性生殖周期及び交雑性に関する事項 

K. phaffii は窒素飢餓等の限られた条件以外では1倍体にとどまることから、通90 

常の培養条件では遺伝子の伝播や交雑は起こらない。 

 

キ  飼料に利用された歴史に関する事項 

K. phaffii 自体は、米国において、ブロイラー用のたん白質原料として、10%

を超えない配合量での使用が認められている。 95 

 

ク  生存及び増殖能力を制限する条件に関する事項 
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K. phaffii BG10 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。 

 100 

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 

K. phaffii が属するKomagataella 属には、病原性及び有害生理活性物質を産

生するとの報告はない 

 

（４）ベクターに関する事項 105 

ア  名称及び由来に関する事項 

K. phaffii BG10 株の形質転換には、導入用プラスミドpBSYPDF-MF-

AppA2Pを用いている。 

 

イ  性質に関する事項 110 

（ア）DNAの分子量を示す事項 

pBSYPDF-MF-AppA2P の塩基数は4,583 bpである。 

 

（イ）制限酵素による切断地図に関する事項 

pBSYPDF-MF-AppA2Pの制限酵素による切断地図は明らかになっている。 115 

 

（ウ）既知の有害塩基配列を含まないことに関する事項 

pBSYPDF-MF-AppA2P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。 

 120 

ウ  薬剤耐性に関する事項 

pBSYPDF-MF-AppA2P にはゼオシン耐性を付与するZeoR 遺伝子が組み込ま

れている。 

 

エ  伝達性に関する事項 125 

pBSYPDF-MF-AppA2P 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 

pBSYPDF-MF-AppA2P の複製にはE. coli が必要である。 

 130 

カ  発現ベクターの作成方法に関する事項 

  pBSYPDF_blunt1とMF-AppA2領域をギブソン・アセンブリ法で繋ぎ合わせ、
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導入用プラスミドpBSYPDF-MF-AppA2P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 135 

直線化したpBSYPDF-MF-AppA2Pは、電気穿孔法により導入し、選択培地で

K. phaffii BSY0007株を選択した。 

また、K. phaffii BSY0007株についてillumina及びPacBio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。 

 140 

（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 

ギ酸デヒドロゲナー

ゼプロモーター領域

（PDF） 

Hansenula 

polymorpha 

（以下、H. 

polymorpha とす

る。） 

H. polymorpha のギ酸デヒドロ

ゲナーゼのプロモーターであ

り、A2P フィターゼの発現誘

導に使用される。 

α 因子シグナルペプ

チドコーディング領

域（MF） 

Saccharomyses 

cerevisiae 

（ 以 下 、 S. 

cerevisiae と す

る。） 

A2P フィターゼに細胞外への分

泌を誘導する。 

A2P コーディング領

域（AppA2P） 
E. coli   

A2P フィターゼのコーディング

領域である。 

アルコールオキシダ

ーゼ AOX1 転写終結

末端（AOX1TT） 

K. phaffii 
A2P フィターゼの転写を終結さ

せる。 

ILV5 プロモーター領

域（PIVL5） 
K. phaffii 

ILV 遺伝子のプロモーターであ

り、K. phaffii における ZeoR

遺伝子の発現誘導に使用され

る。 
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挿入断片 供与体の由来 性質・機能 

EM72 プロモーター

領域（PEM72） 
E. coli 

E. coli におけるプロモータであ

り、E. coli における ZeoR 遺伝

子の発現誘導に使用される。 

ゼオシン耐性遺伝子

コーディング領域 

（ZeoR） 

Streptoalloteichus 

hindustanus 

産生するたん白質がゼオシンと

結合することにより、ゼオシン

と DNA の結合を阻害すること

で、宿主にゼオシン耐性を付与

する。（組換え株の選択マーカ

ーとして使用）。 

アルコールオキシダ

ーゼAOD転写終結末

端（AODTT） 

K. phaffii 
K. phaffii における ZeoR 遺伝

子の転写を終結させる。 

pUC プラスミド複

製起点（pUC ori） 
E.coli 

E. coli における pUC プラスミ

ドの複製起点である。 

 

イ  遺伝子の挿入方法に関する事項 145 

（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、MF-AppA2 領域を除く pBSYPDF_blunt1 と人

工遺伝子合成サービスを用いて合成したMF-AppA2領域をギブソン・アセンブ

リ法で繋ぎ合わせた。 

 150 

（イ）挿入遺伝子の宿主への導入方法に関する事項 

宿主K. phaffii BG10 株への発現ベクターpBSYPDF-MF-AppA2Pの挿入は、

電気穿孔法及び選択培地を利用して2段階で行われている。 

 

ウ  構造に関する事項 155 

（ア）プロモーターに関する事項 

α因子シグナルペプチドとA2P フィターゼの発現は、H. polymorphaのギ酸

デヒドロナーゼのプロモーターにより制御されている。 

 

（イ）ターミネーターに関する事項 160 

α因子シグナルペプチドとA2Pコーディング領域のターミネーターは、K. 

pahaffii 由来のAOX1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165 

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 

K. phaffii BG10 株に導入された挿入DNAの機能及び挿入DNAから産生され170 

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。 

 175 

（ウ）制限酵素による切断地図に関する事項 

K. phaffii BG10 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 180 

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、

pBSYPDF-MF-AppA2Pはクローン化されている。 

 

カ  抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項 

使用したマーカー遺伝子は、ZepR 遺伝子であり、ゼオシン存在下における増185 

殖を可能とさせるが、A2Pフィターゼの生産培養時にはゼオシンは添加していな

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 190 

生産菌K. phaffii BSY0007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白質

はヒットしなかったことから、これらのたん白質は有害作用を持たないと判断さ195 

れた。 
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（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 

K. phaffii BSY0007 株は、A2Pフィターゼの生成能とともに、ゼオシン存在下200 

での増殖能を獲得しているが、いずれの表現型も本来のK.phaffii 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 

K. phaffii BSY0007 株には、A2Pフィターゼコーディング領域を含むカセット205 

を導入することによりA2P フィターゼの生成能が付与されるとともに、ゼオシ

ン存在下における増殖能が付与されているが、これら以外には、宿主であるK. 

phaffii BG10 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 210 

   生産菌であるK. phaffii BSY0007株とK. phaffii 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K. phaffii BSY0007株とK. phaffii 野生株の生存及び増殖能力に215 

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K. phaffii BSY0007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）220 

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 

A2P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225 

される品質のものである。 

 

（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 

A2P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、その製造工程はFCA（Feed Chain Alliance）認証230 

を受けている。 
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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 

A2Pフィターゼ製造用原体中に、K. phaffii BSY0007株由来の残存DNAが含ま235 

れていないことは、ZeoRコーディング領域及びPDF-A2P-AOX1TTに跨る領域の

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 

A2P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、240 

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K. phaffii BSY0007株が有し245 

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。また、SDS-ポリアク

リルアミドゲル電気泳動解析により純度は98%以上であることを確認した。 

 

（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 

A2P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250 

性を確認した結果、酵素力単位、物理的・化学的性質、純度試験及び強熱残分の

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。 

 255 

（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 

  以下に外国における認可状況を示す（2021年2月時点）。 

 国名 

EU 域内の 27 か国（アイルランド、イタリア、エストニア、オーストリ

ア、オランダ、キプロス、ギリシャ、クロアチア、スウェーデン、ス

ペイン、スロバキア、スロベニア、チェコ、デンマーク、ドイツ、ハ

ンガリー、フィンランド、フランス、ブルガリア、ベルギー、ポーラ

ンド、ポルトガル、マルタ、ラトビア、リトアニア、ルーマニア、ル

クセンブルク） 

中南米 アルゼンチン、グアテマラ、コスタリカ、ニカラグア、パナマ、ブラ

ジル、ペルー 
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 国名 

大洋州 オーストラリア、ニュージーランド 

アジア タイ 

アフリカ 南アフリカ 

中東 ヨルダン 

 

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260 

必要な試験の成績に関する事項 

該当しない。 

 

IV  審議結果 

K. phaffii BSY0007 株を利用して生産されたフィターゼについて、「組換え DNA265 

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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