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「CRC2836-13885 LVS_ETD MB#2 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  

「CRC2836-13885 LVS_ETD MB#2 株を利用して生産されたフィターゼ」（以下、

「CRC2836 フィターゼ」とする。）について、令和 4 年 1 月 17 日付けで遺伝子組換5 
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  10 

添加物： CRC2836-13885 LVS_ETD MB#2 株を利用して生産されたフィターゼ

製品名：Axtra® PHY GOLD 
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  
申請者：ダニスコジャパン株式会社   15 
開発者：DANISCO US, INC. 
 

CRC2836 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 RL-P37 株（以下、「RL-P37 株」とする。）を宿

主として、化学合成遺伝子である CRC2836-13885 遺伝子を宿主改変株の染色体へ導20 
入して作成したCRC2836-13885 LVS_ETD MB#2株（以下、「13885 LVS_ETD株」

とする。）により生産されたフィターゼである。 
我が国においてこれまでに安全性が確認された遺伝子組換え微生物により生産され

たフィターゼのうち、1 件を対象としてアミノ酸配列の比較や生化学解析により比較

を行った結果、CRC2836 フィターゼとの同等性が確認された。 25 
また、宿主である RL-P37 株、CRC2836-13885 遺伝子の供与体である糸状菌や大

腸菌及び生産菌である 13885 LVS_ETD 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



- ３ - 

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、CRC283630 

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 35 
１  生産物の既存のものとの同等性に関する事項 

CRC2836フィターゼは、13885 LVS_ETD株に導入された糸状菌や大腸菌由来の

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、生化学的解析（酵素活性、グリコシル化効果）を実施した。その結果、

CRC2836 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40 
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45 
組換え体であることに関する事項 

宿主であるT.reesei は、国立感染症研究所が発行する病原体等のBSL分類にお

けるバイオセーフティレベル2及び3いずれにも収載されていない。 
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50 
での安定性が増大するようなものではない。 

組換え体の13885 LVS_ETD株は、非病原性であり、工業的利用の場において

宿主RL-P37株と同程度に安全であると考えられる。 
以上のことから、13885 LVS_ETD株はGILSP組換え体に該当すると考えられ

た。 55 
 
（２）組換え体の利用目的及び利用方法に関する事項 

13885 LVS_ETD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、CRC2836
フィターゼは、鶏、うずら及び豚用配合飼料に添加することにより、飼料中に含60 
まれるフィチンリンの利用効率を高めることができる。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できる。  
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（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 65 

学名：Trichoderma reesei RL-P37株 
RL-P37株は、野生株であるT.reesei QM6a株に由来する突然変異株である。 

 
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、セルラーゼなどの飼料添加物及び食品添加物酵素の生産菌として70 
広く使用されており、安全性について報告されている。一方、T.reesei 以外の

Trichoderma 菌によるマイコトキシンの生産性が報告されているため、RL-P37 
株のマイコトキシン生産性も調査したが、検出されなかった。 

これらの知見と試験結果から、RL-P37 株は適切な液体培養条件で安全に使用

できる生産菌である。 75 
 

ウ  寄生性及び定着性に関する事項 
Trichoderma 属は、多種の気候域で土中に観察される。T.reesei は木材腐朽

菌であり、繊維分解酵素の大量生産に用いられている。米国環境保護庁（EPA）

は、T.reesei QM6a株の安全性について評価しているが、寄生性についての懸念80 
は示されていない。また、CRC2836フィターゼ生産菌株はセルラーゼ生産能力

が欠損しているため、木材を腐朽させる能力を持たず、環境中への定着は有さな

いと考えられる。 
以上のことから、ヒトや動物に対して寄生性や定着性の懸念はないと考えられ

る。 85 
 

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 
全工程で生産菌株を無菌的に取扱うと共に、品質管理検査によって外来因子に

汚染されていないことを確認しているため、ウイルスなどの感染性の外来性因子

の混入はないと考えられる。 90 
 

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、セルラーゼ及びキシラナーゼを分泌する木材腐朽菌であるが、生

産菌13885LVS_ETD株は複数のセルラーゼの生産能力を欠損しており、自然環

境における生存競争に弱い。 95 
 

カ  有性又は無性生殖周期及び交雑性に関する事項 
T.reesei は有性生殖を行う熱帯系子のう菌Hypocrea jecorinaの無性世代であ
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る。また、米国環境保護庁（EPA）は、T.reesei QM6a株の安全性をヒト、動物

や植物等について評価しているが、交雑性に関連した安全性の懸念は示されてい100 
ない。 
 

キ  飼料に利用された歴史に関する事項 
T.reesei が生産する飼料用酵素は日本や米国、EUで広く用いられている。日

本においては、セルラーゼやムラミダーゼ、フィターゼの生産菌としてT.reesei 105 
が用いられている。 

 
ク  生存及び増殖能力を制限する条件に関する事項 

T.reesei は、25～37℃の条件下で増殖可能であることが確認されており、推

奨温度は25℃前後で、より高い温度では増殖しにくいと考えられる。また、110 
pH4.5～7.5の条件下で長期培養した際には、pH7.5で増殖速度が低下することが

示されており、より高いpHでは増殖しにくいと考えられる。 
また、低分子物質による増殖抑制は、2g/L酢酸や0.5g/Lフルフラール、0.05%

バニリンによるものが報告されている。 
産業界では、蒸気加熱や漂白剤などの化学処理による不活化が知られている。 115 

 
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 

T.reesei が属するTrichoderma 属の中には、免疫不全のヒトへの日和見感染

が報告されている種もあるが、同様の症例はT.reesei では報告されていないこと

から、安全性に懸念をもたらすものではない。 120 
また、Trichoderma 属の中には、マイコトキシンを生産する種もあるが、こ

れらの種はすべてT.reesei と離れた単系統群に属するため、T.reesei との関連性

は低いと考えられる。申請品を含む最終製品についても、マイコトキシンは検出

限界以下であることを確認している。マイコトキシン以外では、Trichoderma 
属の複数の種が抗菌ペプチドを生産することが知られているが、ヒトを含む脊椎125 
動物への影響は報告されていない。 

 
（４）ベクターに関する事項 

ア  名称及び由来に関する事項 
CRC2836-13885 遺 伝 子 発 現 ユ ニ ッ ト を 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー130 

pTTTpyr2_PhyBを用いてPCR増幅によって作成し、生産菌13885LVS_ETD株へ

導入している。mpg1 遺伝子とseb1 遺伝子の遺伝子破壊ユニットは、クローニ

ングベクター と を用いてPCR増幅によって作成した。 
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イ  性質に関する事項 
（ア）DNAの分子量を示す事項 135 

クローニングベクターpTTTpyr2_PhyB、 及び の塩基

数は明らかとなっている。 
 

（イ）制限酵素による切断地図に関する事項 
pTTTpyr2_PhyB、 及び の制限酵素による切断地図は明140 

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 
pTTTpyr2_PhyB、 及び は、いずれも市販のベクター

を基に作成したベクターpTrex3gへサブクローニングして作成したが、既知の145 
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 

pTTTpyr2_PhyB、 及び 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。しかし、形質転換では、目的遺伝子を含150 
むDNA領域のみをPCR増幅して用いているため、生産菌13885LVS_ETD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。 
 
エ  伝達性に関する事項 

pTTTpyr2_PhyB、 及び は、伝達性はない。 155 
 

オ  宿主依存性に関する事項 
pTTTpyr2_PhyB、 及び は、大腸菌宿主での複製開始領

域が含まれるが、T.reesei では機能せず、また、生産菌13885LVS_ETD株には

含まれていない。 160 
 

カ  発現ベクターの作成方法に関する事項 
ベクターpTrex3及びpTrex3gを経てサブクローニング用ベクターpTrex3gMを

作成した。pTTTpyr2_PhyB、 及び はこのサブクローニン

グ用ベクターpTrex3gMを用いて作成した。また、CRC2836-13885 遺伝子は、165 
pTTTpyr2_PhyB へGateway®技術を用いたLR反応によって組み込んだ。 

 
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 
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ベクターpTTTpyr2_PhyB から、CRC2836-13885 遺伝子発現ユニットをPCR
により増幅し、プロトプラスト化した中間株にPEG法により導入し、生産菌170 
13885LVS_ETD株を得た。 

CRC2836-13885 遺伝子発現ユニットの生産菌13885LVS_ETD株上の挿入位

置は、次世代シーケンサーを用いた解析により明らかになっている。 
 
（５）挿入遺伝子及びその遺伝子産物に関する事項 175 

ア  供与体の名称、由来及び分類に関する事項 
CRC2836フィターゼをコードするCRC2836-13885遺伝子は、腸内細菌

Buttiauxella（ブティオウクセラ）種を含む細菌のフィターゼ（機能）における

共通アミノ酸配列もとに、たん白質工学によって設計された化学合成遺伝子であ

る。 180 
 

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、CRC2836-13885 遺伝子発現ユニットは、LR
反応によってクローニングベクターに組込まれている。 185 

 
（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、CRC2836-13885 遺伝子発現ユニットを導入

した形質転換株を選択して生産菌13885LVS_ETD株を得た。また、生産菌

13885LVS_ETD株に目的遺伝子以外のDNA配列が含まれていないことを確認190 
した。 

 
ウ  構造に関する事項 
（ア）プロモーターに関する事項 

CRC2836-13885 遺伝子の発現には、T.reesei のcbh1 遺伝子のプロモータ195 
ー配列を用いた。 

 
（イ）ターミネーターに関する事項 

CRC2836-13885 遺伝子の発現には、T.reesei のcbh1 遺伝子のターミネー

ター配列を用いた。 200 
 

（ウ）既知の有害塩基配列を含まないことに関する事項 
ORF検索の結果、有害なたん白質が生産されることは考え難いこと、ラット

を用いた90日間反復経口投与毒性試験などで、有害性を示す結果がなかったこ
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とから、挿入DNA配列は安全性の懸念につながるものはないと考えられる。 205 
 

エ  性質に関する事項 
（ア）挿入DNAの機能に関する事項 

RL-P37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。また、CRC2836フィターゼの物理化210 
学処理に対する感受性を評価するため、人工胃液に対する耐性を検討した結果、

360分までに分解されなかった。 
 

（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。 215 

 
（ウ）制限酵素による切断地図に関する事項 

RL-P37株に導入されたクローニングベクターの制限酵素による切断地図は

明らかとなっている。 
 220 

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、

CRC2836フィターゼをコードするCRC2836-13885 遺伝子発現ユニットに含まれ

ている遺伝子配列を確認している。 
 225 

カ  抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項 
生産菌13885LVS_ETD株には、抗生物質耐性遺伝子を導入していない。した

がって、申請品について抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する懸念はな

いと考えられる。 
 230 

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 
CRC2836-13885 遺伝子発現ユニット、その両端の隣接DNA配列、mpg1 遺伝

子及びseb1 遺伝子について、Geneious prime®配列情報解析ソフトウェアを用

いてORF検索を行った。確認されたORFのうち、既知の毒性たん白質とアミノ酸235 
配列の相同性を示したものがあったものの、ORFから推定されたこれらのたん白

質は有害作用を持たないと判断された。 
 

（６）組換え体に関する事項 
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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 240 
最終的に得られた生産菌 13885LVS_ETD株が新たに獲得した形質は、

CRC2836フィターゼ生産能であり、安全性に懸念を生じるものではない。 
 

イ  宿主との差異に関する事項 
生産菌13885LVS_ETD株は上述した酵素生産能獲得のほか、セルラーゼ、糖245 

たん白質糖鎖遊離酵素、マンノース-1-リン酸グアニリルトランスフェラーゼ及び

ストレス応答因子結合たん白質生産能が欠失している。 
 

ウ  外界における生存性及び増殖性に関する事項 
生産菌13885LVS_ETD株はセルロースを分解する能力に欠陥があるため、野250 

生型のT.reesei に比べて生存能力が劣るため、外界における生存性及び増殖性は

低いと考えられる。 
 

エ  生存及び増殖能力の制限に関する事項 
ウで述べたように、生産菌13885LVS_ETD株はセルロースを分解する能力を255 

著しく損なっているため、天然における生存競争下では著しく不利である。 
 
オ  不活化法に関する事項 

生産菌13885LVS_ETD株は、蒸気加熱、漂白剤などによる化学処理など、

T.reesei に有効な方法で不活化できる。CRC2836フィターゼの製造工場では、260 
50w/v%－水酸化ナトリウム溶液によるアルカリ処理で不活化を行っている。 

 
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 

CRC2836フィターゼを配合する製剤製品に使用する酵素以外の原材料には、265 
食品あるいは飼料として指定されているもの、またはそれと同等の品質のものを

用いている。 
 

（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 
製造用原体や製剤製品製造は長年使用実績のある飼料添加物製造工場及び製造270 

器材を用いている。同工場はFAMI QS、ISO9001:2015、14001:2015並びに

22000:2005及びフィンランド政府から認証を受けている。 
 

４  生産物に関する事項 
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（１）組換え体の混入を否定する事項 275 
CRC2836フィターゼ製品に、生産菌13885LVS_ETD株及び組換え体遺伝子の

混入がないことを、生産菌に特異的なプライマーを用いたPCR増幅法で確認した。 
 

（２）製造に由来する不純物の安全性に関する事項 
CRC2836フィターゼの製剤製品について、JECFA（FAO/WHO合同食品添加280 

物専門会議）の食品加工に用いる酵素の一般規格の中の純度規格に適合している

ことを確認した。さらに、ヒ素、カドミウム及び水銀についても検出限界程度ま

たは検出限界以下であることを確認した。 
 
（３）精製方法及びその効果に関する事項 285 

酵素の回収と生産菌株の除菌は機械を用いて、同時に行われる。精製効果を評

価するため、製造用原体の純度をSDS-PAGEで評価した結果、純度は85～95％
であり、製造工程には十分な精製効果があると考えられる。 

 
（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 290 

CRC2836フィターゼ製品は、GMPによって製造され、一定の品質が保たれて

いる。また、製品の製造工場ではHACCPを導入している。 
製造した最終製品は10製造ロットごとにJECFA規格適合試験を実施している

ほか、すべてのロットでJECFA微生物規格適合性と生産菌株が含まれていない

ことを確認している。 295 
以上の品質管理体制から、含有量の変動により有害性が示唆される常成分の変

動に関する懸念はないと考えられる。 
 

（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 300 
CRC2836フィターゼは、米国、EU、中南米等で飼料添加物として承認・販売

されている。このうちEUにおいては、2022年9月に欧州食品安全機関（EFSA）

から家きん及び豚への使用について安全性への懸念は無いと評価され、2023年6
月のEU官報において認可されている。また、カナダにおいては、カナダ食品検

査庁（CFIA）から家きん及び豚の飼料として評価され、2023年10月に登録され305 
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 
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該当しない。 310 
 
IV  審議結果 

CRC2836-13885 LVS_ETD MB#2 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315 
た。 
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