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「ASP595-1 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 

「ASP595-1 株を利用して生産されたフィターゼ」（以下、「PhyzymeXP フィタ

ーゼ」とする。）について、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5 
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：ASP595-1 株を利用して生産されたフィターゼ 
製 品 名：PhyzymeXP 
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- inosito l -

hexakisphosphate 

6-phosphohydro lase 

(6-phytase ) 

3 .1 .3.26 9001-89-2 フィチン酸の分解  

用 途：飼料の栄養成分その他の有効成分の補給  
申 請 者：ダニスコジャパン株式会社  15 
開 発 者：Verenium Corporation、Danisco UK Ltd 
 

PhyzymeXP 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、分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe ATCC 38399 株（以下、

「ASP000 株」とする。）を宿主として、Escherichia coli B 株由来のフィターゼ遺20 
伝子（以下、「appA 遺伝子」とする。）を導入して作成した ASP595-1 株により生

産されたフィターゼである。 
我が国では、遺伝子組換え微生物により生産されたフィターゼが、平成 12 年に 2

件承認されている。構造解析や生化学的解析により、これらのフィターゼと

PhyzymeXP フィターゼの同等性が確認された。 25 
また、宿主である ASP000 株、appA 遺伝子の供与体である E.coli B 株及び生産菌

である ASP595-1 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。 
なお、PhyzymeXP フィターゼは、海外で製造され日本に輸入される予定である。 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、

PhyzymeXP 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。 
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 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 

PhyzymeXP フィターゼは、ASP595-1 株に導入された E.coli B 株由来の appA
遺伝子によって産生される。既存のフィターゼであるナツフォス（飼料及び飼料添

加物の成分規格等に関する省令（昭和 51 年 7 月 24 日農林省令第 35 号）別表第 240 
の 8 フィターゼ（その 2 の（2）））及びロノザイム P（同フィターゼ（その 2 の

（1）））を比較対象として、成分、構造解析、生化学的解析（酵素活性、至適 pH、

至適温度及びグルコシル化パターン）、機能的解析（鶏及び豚を用いた試験）を実

施した。その結果、アミノ酸配列の相同性に関して差異が認められたが、立体構造

の相同性、pH 特性等の生化学的性質の同等性、摂取時の機能の同等性などから45 
PhyzymeXP フィターゼが既存のフィターゼと同等であることが確認された (Bush 
et al., 1991、Kessler et al., 1992、Sisk et al., 1994、Casey et al., 1995、Wojczyk 
et al., 1996、Noji  et al., 1997、Panchal and Wodzinski, 1998、Matthey et al., 
1999、Sheibani, 1999、Wyss et al., 1999、Ziegler et al., 1999、Farrell et al., 
2000、Lim et al., 2000、Dilger et al., 2004、Brana et al., 2006、Sands and Kay, 50 
2007、 Santos et al., 2008、Jones et al., 2010、参考資料 1、2、3)。 

 
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55 
組換え体であることに関する事項 

S. pombeは、自然界に広く存在する酵母で、古くから様々な飲料の発酵に利用

されており、人や動物は曝露した経験を有している (小崎, 1992、Adejemilua, 
1995、吉沢, 1995、大塚, 2006) ことから、毒性及び病原性を有さない、安全性

の明らかな微生物であると考えられる。また、S. pombeに関する遺伝子及び表現60 
型の特性は十分に解明されており (Gutz et al., 1974)、安全性を疑う報告はなく、

S. pombeは取扱い及び保存に関して最小限の安全処置で十分なバイオセーフティ

ーレベル1の微生物に分類される。 
挿入遺伝子及びベクターは、分子量及び制限酵素による切断地図等が明らかと

なっており、既知の有害な配列を含んでおらず、組換え体の外界での安定性を増65 
大させるものでなく、遺伝子の伝達性を有さない。 

組換え体のASP595-1株は、非病原性であり、工業的利用の場において宿主と

同程度に安全であると考えられる。 
以上のことから、ASP595-1株はGILSP組換え体に該当すると考えられた。 

 70 
（２）組換え体の利用目的及び利用方法に関する事項 

ASP595-1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、ASP595-1株によ

り生産されるPhyzymeXPフィターゼは、家禽及び豚の飼料に添加することによ

り、飼料中に含まれるリンの利用効率を高め、糞便中に排泄されるリン濃度を減75 
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少させ、環境への負荷を抑えることができるとされている (Dilger et al., 2004、
Brana et al., 2006、Sands and Kay, 2007、Santos et al., 2008、Jones et al., 
2010)。 

 
（３）宿主に関する事項 80 

ア  学名、株名等の分類学上の位置付けに関する事項 

学名：Schizosaccharomyces pombe ATCC38399株 (本文中、「ASP000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（非病原性であること。） 85 
Parizaら (Pariza and Foster, 1983、Pariza and Johnson, 2001)、国際食品バ

イオテクノロジー委員会のガイドライン並びにOECDガイドラインに準拠した評

価により、S.pombeは宿主微生物として病原性及び毒性のない微生物としての基

準を満たしていると考えられた。 
また、S.pombeが有害生理活性物質を産生するという報告はない (Hurley et 90 

al., 1987)。 
 

ウ  寄生性及び定着性に関する事項 

Schizosaccharomyces属は種々の発酵飲料中から分離されているが、一般にヒ

トの腸管に定着し、害を与える微生物ではないとされており (Skinner et al., 95 
1964)、ASP000株もヒト及び家畜に対しては寄生性や付着性は有していないと考

えられた。 
 

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 

ASP000株は、病原性の外来因子により汚染されていないことが確認されてい100 
る。 

 
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 

S. pombe は、50%グルコース－酵母エキス培地中で増殖が可能であり、グル

コース、スクロース、マルトース及びラフィノースを発酵する (Slooff, 1970)。105 
また、S. pombe は多糖デキストリンも発酵でき、一般的なビール酵母とは異な

る。酢酸に対して高い増殖耐性を示す (Adejemilua, 1995)。 
 

カ  有性又は無性生殖周期及び交雑性に関する事項 

出芽によって増殖するSaccharomyces cerevisiaeと異なり、S. pombe は分裂110 
によって増殖する。 

S.pombeは、単細胞の二形性酵母であり、特定の条件下では真性菌糸が形成さ

れる。S.pombeは2つの接合型を持ち、融合して二倍体接合体を形成する。一般

に、接合体は減数分裂によって4～6個の球形～楕円体の一倍体子嚢胞子を形成す

る (Slooff, 1970、Gutz, 1974、Sabatinos and Forsburg, 2010)。 115 
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キ  飼料に利用された歴史に関する事項 

S.pombe は、家畜用の飼料として利用された歴史はないが、自然環境中に常

在し (小崎, 1992、Adejemilua, 1995、吉沢, 1995、大塚, 2006)、家畜は一般的

に曝露していると考えられること、 S. pombe及びS. pombeの培養成分を鶏に6120 
日間与えた成長試験において、それらの投与に起因する影響が認められていない

こと (参考資料4) 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 125 
S. pombeは、50％グルコース－酵母エキス培地中で増殖が可能であり、増殖の

最適温度は30～32°C付近、増殖可能な最高温度は40～42°Cである。接合と胞子

形成の適温は25°Cであり、29°C以上では接合及び胞子形成は起こらない 
(Sabatinos and Forsburg, 2010、Slooff, 1970)。アルコール産生は42°Cでも緩や

かに進行するが、有機酸産生は34～38°Cで抑制される (Ferreira, 1959)。最少培130 
地による研究では、イノシトール、パントテン酸、ニコチン酸及びビオチンが不

可欠な成長因子であることが明らかにされている (Slooff, 1970)。また酵母エキ

ス－糖培地においては酵母エキス：グルコース比が1：5を超えると増殖に抑制が

見られ、この場合の制限要因が酵母エキスであることが示唆されている (Perez-
Guevara and Strehaiano, 1994)。 135 

 
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 

S. pombeは、一般的な酵母病原体とは分類学的に異なる (Berbee and Taylor, 
1993)。Schizosaccharomyces属は上記（3）のイのとおり、病原性及び有害生理

活性物質の生産に関する安全性上の懸念はないと考えられた。 140 
 
（４）ベクターに関する事項 

ア  名称及び由来に関する事項 

挿入遺伝子の宿主への導入に用いられた2つの発現プラスミドは、E. coli B 由
来の appA 遺伝子のクローニングベクターとしてプラスミド pQE60(The 145 
QIAexpressionist, 2003)、大腸菌/酵母用シャトルプラスミドとしてプラスミド

pTL2P3M5、プラスミドpTL2M5-XL及びプラスミドpTL2M5S-XUを使用して作

成されている。これらのプラスミドは全て大腸菌由来のバックボーンを持ち、ク

ローニングのホストとして大腸菌を使用している。 
 150 

イ  性質に関する事項 

（ア）DNAの分子量を示す事項 
プラスミドpQE-60の分子量は3.4kbpである (The QIAexpressionist, 2003)。

プラスミドpTL2P3M5、プラスミドpTL2M5-XL及びプラスミドpTL2M5S-XU
の分子量はそれぞれ5.14kbp、8.4kbp及び6.5kbpである (参考資料5)。 155 
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（イ）制限酵素による切断地図に関する事項 
プラスミドpQE60、プラスミドpTL2P3M5、プラスミドpTL2M5-XL及びプ

ラスミドpTL2M5S-XU の制限酵素による切断地図は明らかとなっている (参
考資料5)。 160 

 
（ウ）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pQE60、プラスミドpTL2P3M5、プラスミドpTL2M5-XL及びプ

ラスミドpTL2M5S-XU に、病原性又は感染性をコードする有害な塩基配列は

持たないことが明らかとなっている (The QIAexpressionist, 2003、参考資料165 
6)。したがって、2つの発現プラスミドにも、病原性又は感染性をコードする

有害な塩基配列は含まれない。 
 

ウ  薬剤耐性に関する事項 

プラスミドpQE60は、抗生物質アンピシリンに対する耐性を付与するbla遺伝170 
子を有する。またプラスミドpTL2P3M5、プラスミドpTL2M5-XL及びプラスミ

ドpTL2M5S-XUは、bla遺伝子及び抗生物質ネオマイシンに対する耐性を付与す

るNeoR遺伝子を有する。NeoR遺伝子は2つの発現プラスミドの構築途中で除去

され (参考資料5)、bla遺伝子は発現プラスミドが形質転換に用いられる前に、制

限酵素によって切断除去されている (参考資料7)。生産菌ASP595-1株のゲノムに175 
bla遺伝子が存在しないことは、PCR法によって確認されている (参考資料8)。 

 
エ  伝達性に関する事項 

プラスミドpQE60、プラスミドpTL2P3M5、プラスミドpTL2M5-XL及びプラ

スミドpTL2M5S-XU は複製起点 (ori) を有し、E. coli 株内で複製する能力を有180 
しているが、これらのプラスミドより構築された2つの発現プラスミドが形質転

換に用いられる前に、複製起点は除去されているため、生産菌ASP595-1株中の

導入遺伝子は自己複製することはできず、水平伝搬の可能性もない (参考資料7)。 

 
オ  宿主依存性に関する事項 185 

プラスミドpQE60、プラスミドpTL2P3M5、プラスミドpTL2M5-XL及びプラ

スミドpTL2M5S-XU はE. coli 由来であり、これらのプラスミドの複製にはE. 
coli が必要であることから、宿主依存性は高いと考えられている。 

 
カ  発現ベクターの作成方法に関する事項 190 

E. coli からPCRにより単離、増幅したappA遺伝子、プラスミドpQE60、プラ

スミドpTL2P3M5、プラスミドpTL2M5-XL及びプラスミドpTL2M5S-XU を用

い、制限酵素処理及びライゲーションにより2つの発現プラスミドを作成した(参
考資料5)。 

なお、2つの発現プラスミド構築過程において、挿入遺伝子に変異が生じてい195 
ないことがDNAシーケンシングにより確認されている (参考資料9、11)。 
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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 

２つの発現プラスミドは酢酸リチウム法 (Okazaki et al., 1990) により宿主に

導入されている（参考資料７）。 200 
２つの発現プラスミドに由来する発現カセットの生産菌ASP595-1株への挿入

位置は、サザンプロッティング法、PCR法及び挿入部近傍配列のDNAシーケン

シングにより、明らかとなっている。 
 
（５）挿入遺伝子及びその遺伝子産物に関する事項 205 

ア  供与体の名称、由来及び分類に関する事項 

appA 遺伝子の供与体は、E.coli B株である。 
供与株は、1930年代後半～1940年代前半に分離され、American Type Culture 

CollectionにE.coli B ATCC 11303として保管されており、病原性及び有害物質の

産生がないことが証明されている (Federal Register, 2001)。 210 
 

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 

挿入遺伝子は、制限酵素処理及びライゲーションにより発現プラスミドに組

み込まれている。 215 
 

（イ）挿入遺伝子の宿主への導入方法に関する事項 

酢酸リチウム法により2つの発現プラスミドが宿主へ導入された後、相同組

換えにより発現カセットがS. pombeゲノムに部位特異的に組み込まれている。 
 220 

ウ  構造に関する事項 

（ア）プロモーターに関する事項 

各発現カセットのプロモーターは、ヒトCMV (サイトメガロウイルス) 初期

即時型プロモーター断片 (561 bp) である。このプロモーターは、薬物療法及

び遺伝子療法のためのプロモーターとして広く使用されている。 225 
 

（イ）ターミネーターに関する事項 

各発現カセットのターミネーターは、ヒトリポコルチン1のターミネーター

と3’非翻訳領域 (217 bp) である (Chung et al., 1999、Idiris et al., 2010)。 
 230 

（ウ）既知の有害塩基配列を含まないことに関する事項 

２つの発現プラスミド由来である挿入DNAの配列には、既知の病原性又は感

染性をコードする配列を含まない (参考資料7)。 
 

エ  性質に関する事項 235 
（ア）挿入DNAの機能に関する事項 

宿主ASP000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 (参考資料6)。 
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（イ）DNAの分子量を示す事項 240 

挿入遺伝子の塩基数は明らかとなっている (参考資料6)。 
 

（ウ）制限酵素による切断地図に関する事項 

宿主ASP000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にな

っている(参考資料7)。 245 
また、導入された遺伝子の挿入位置及びコピー数は明らかとなっている(参考

資料9、10、12)。 
 

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(参考資料6)。250 
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が確

認されており、目的外の遺伝子の混入がないよう純化されている。 
 

カ  抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項 

２の（４）のウに記載のとおり、2つの発現プラスミドに含まれるbla遺伝子は、255 
発現プラスミドが形質転換に用いられる前に、制限酵素により切断除去されてい

る(参考資料７)。生産菌ASP595-1株のゲノムにbla遺伝子が存在しないことは、

PCR法によって確認されている (参考資料8)。 
 

キ  オープンリーディングフレーム（ORF）の有無並びにその転写及び発現の可能260 
性に関する事項 

生産菌ASP595-1株における挿入遺伝子の近傍配列について、DNAシークエン

ス及びGenenious Pro 5.5.6 プログラム (Biomatters Inc, New Zealand) を用い

てORFの検索を行った結果、遺伝子導入による未知のORFの形成を含む意図しな

い変化は発生していないことが確認されている (参考資料9)。 265 
また、Phyzyme XPフィターゼの製造用原体によるSDS-PAGE分析の結果、ほ

ぼPhyzymeXPフィターゼのみが検出され、他の酵素活性を調べた結果、フィタ

ーゼ活性と比べ非常に低い活性しか測定されなかった (参考資料13)。 
 

（６）組換え体に関する事項 270 
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（非病原性であるこ

と。） 
生産菌ASP595-1株に導入されたのはフィターゼの生合成に関与する遺伝子群

であり、病原性等を付与するものはない。 
 275 

イ  宿主との差異に関する事項 

生産菌ASP595-1株は、appA遺伝子を含む発現カセットが導入されることによ

りフィターゼ生成能が付与されていること以外に、宿主ASP000株との差異はな

い。 
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 280 
ウ  外界における生存性及び増殖性に関する事項 

宿主ASP000株と生産菌ASP595-1株の生存及び増殖能力に相違はなく、生存及

び増殖が可能となるのは温度、pH、栄養素等の条件が揃う場合に限られる。 
 

エ  生存及び増殖能力の制限に関する事項 285 
生産菌ASP595-1株は生存及び増殖能力に関し、宿主ASP000株と相違はなく同

じ制限を受ける。 
 

オ  不活化法に関する事項 

0.1% w/v NaOHで処理する、又は90ºCで10分間加熱することにより、宿主290 
ASP000株同様、生産菌ASP595-1株を完全に死滅させる事が可能である。最終製

品中に生産菌ASP595-1株は存在しないことが確認されている(参考資料15)。 
 
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 295 
PhyzymeXPフィターゼの製造には、生産菌ASP595-1株以外に、飼料添加物

の製造原料としての使用実績を有する原料が使用される (参考資料14)。また、

すべての原料について社内規格 (該当するFood Chemicals Codex (FCC) 基準と

一致) に沿って、使用前に品質の検査を行なっている。 
フィターゼの回収工程では、クエン酸、クエン酸ナトリウム及び水酸化ナトリ300 

ウムを状況に応じて使用する。回収工程の細胞分離、清澄化及び仕上げろ過にお

いてプレート＆フレームろ過を行う場合には、食品グレードの珪藻土を使用する。 
回収した濃縮物のpH調整の緩衝剤として、クエン酸、クエン酸ナトリウム及

び水酸化ナトリウムを用い、さらに塩化ナトリウム及びソルビトールを加えて製

剤化する。これらはいずれも食品添加物の規格を満たしている。 305 
 
（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 

添加物の製造で長年の使用実績がある飼料添加物の製造器材を用いている。 
PhyzymeXPフィターゼの製品化までのいずれの工程も適正な工程管理と品質

管理が実施されている。 310 
 

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 

設定した製造方法により製造したPhyzymeXPフィターゼに生産菌ASP595-1株
が含まれていないことは、ドットブロットハイブリダイゼーション法により確認315 
されている(参考資料15)。また、PhyzymeXPフィターゼの規格検査に、生産菌

ASP595-1株が含まれていないことを確認する項目が設定されている(参考資料16)。 
 
（２）製造に由来する不純物の安全性に関する事項 

生産菌ASP595-1株を用いて製造されたPhyzymeXPフィターゼの製造用原体3320 
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ロットについて、自社規格への適合性を確認し、異常は認められなかった (参考

資料16)。また、ラットを用いた毒性試験を実施した結果、経口LD50はフィチン

酸分解力単位として5万単位以上/kg体重であり、in vitro 及びin vivo の遺伝毒

性試験（復帰突然変異試験、前進突然変異試験及び小核試験）の結果はいずれも

陰性であった (参考資料17)。さらに、鶏及び豚を用いた飼養試験においても、畜325 
産物の生産に悪影響を及ぼす事象は認められなかった (Dilger et al., 2004、
Brana et al., 2006、Sands and Kay, 2007、 Santos et al., 2008、Jones et al., 
2010、参考資料17)。したがって、PhyzymeXPフィターゼに含まれる、製造に由

来する不純物が家畜の健康に影響を及ぼすことはないと考えられた。 
なお、Phyzyme XPフィターゼは、確立された規格基準  (Food Chemical 330 

Cordex (FCC) に記載されている酵素製剤に関する純度基準を含む ) を有し 
(Food Chemical Cordex, 1996、参考資料16)、FAO/WHO合同食品添加物専門家

会 議  (JECFA) が 提 案 し た 食 品 加 工 に 使 用 す る 酵 素 製 剤 の 一 般 規 格 
(Compendium of Food Additive Specifications Addendum 9) に適合しているほ

か、FCC及びJECFAに記載されている重金属、鉛、生菌数、大腸菌群数、サル335 
モネラ菌及び大腸菌に関する規格を満たしている。抗菌活性及びマイコトキシン

の規格はJECFA規格に適合している (参考資料16)。 
 
（３）精製方法及びその効果に関する事項 

遠心又は回転真空ろ過による細胞分離工程、及び限外ろ過等による精製工程に340 
より、非酵素成分が除去される。これらの工程の工程管理及び品質管理によって

最終製品中に生産菌ASP595-1株及び有害な不純物が存在しないことが確認され

ている (Food Chemical Cordex, 1996、参考資料16)。 
 
（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事項 345 

均一な機能を示す製品を供給するため、Phyxyme XPフィターゼのすべてにつ

いて、販売に供する製剤化前にフィターゼ活性及びその他の品質管理項目につい

て分析を行っている。 
また、PhyzymeXPフィターゼの製造用原体3ロットについて、飼料添加物成分

規格（酵素力単位、性状、純度試験及び強熱残分）への適合性を確認した結果、350 
すべて規格値の範囲内であったことから、本添加物の常成分の変動の範囲も従来

の添加物と同じであると考えられた (参考資料18)。 
なお、これまでのPhyzymeXPフィターゼ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報告はない (参考資料16)。 
 355 
（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 

Phyzyme XPフィターゼは、米国、EU等の53カ国で飼料添加物として承認・

販売されている。このうち、米国、EU、カナダ及びオーストラリアでは、遺伝

子組換え微生物を用いた飼料添加物としての安全性評価が行われ、その安全性が360 
確認されている。 
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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。 365 
 
IV  審議結果 

ASP595-1 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。 370 
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