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「Komagataella pastoris 132 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 pastoris132 株を利用して生産されたフィターゼ」（以下、

「AppA2 フィターゼ」とする。）について、令和元年 10 月 31 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：Komagataella pastoris 132 株を利用して生産されたフィターゼ 
製品名：OptiphosⓇ 
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  15 
申請者：HUVEPHARMA Japan 株式会社   
開発者：HUVEPHARMA EOOD 
 

AppA2 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 pastoris GS115 株（以下、「K.pastoris GS115 株」とす20 
る。）を宿主として、Escherichia coli B 株由来のフィターゼ遺伝子（以下、

「 appA2 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 pastoris 132 株（以下、「K. pastoris 132 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 6 件承25 

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

ミノ酸配列の相同性に関して差異がみられたものの、生化学的性質、活性部位及び立
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体構造の比較により、AppA2 フィターゼとの同等性が確認された。 
また、宿主である K. pastoris GS115 株、 appA2 遺伝子の供与体である

Escherichia coli B 株及び生産菌である K.pastoris 132 株の安全性、製造器材・製30 
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、AppA2 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35 
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。 

なお、K. pastoris は、以前は Pichia pastoris（以下、P. pastoris）と分類されて

いたが、分子系統解析を用いた Pichia 属の再分類により P. pastoris を Pichia 属か

ら独立させ、新属の Komagataella 属に移動する旨の提案に基づき、現在では K. 
pastoris と分類されている。 40 

 
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 
AppA2 フィターゼは、K.pastoris 132 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 2 品目を比較対象として、アミ45 
ノ酸配列の比較、生化学的解析（有効成分、酵素活性）、活性部位のアミノ酸残基

の比較、立体構造の比較を実施した。その結果、AppA2 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 50 
（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K.pastoris GS115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55 
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。 60 
組換え体のK.pastoris 132株は、非病原性であり、工業的利用の場において

宿主K.pastoris GS115株と同程度に安全であると考えられる。 
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以上のことから、K.pastoris 132株はGILSP組換え体に該当すると考えられ

た。 
 65 
（２）組換え体の利用目的及び利用方法に関する事項 

K. pastoris 132 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、AppA2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70 
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：Komagataella pastoris GS115株（本文中、「K.pastoris GS115 株」75 

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。） 
K. pastoris GS115 株は、分子生物学の分野で広く利用されている市販株

（Invitrogen 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80 
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まれて

いない。 
 

ウ  寄生性及び定着性に関する事項 85 
K. pastorisが、家畜等や他の生物に寄生又は定着するという報告はない。 

 
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 

K. pastoris GS115 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90 
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 

K. pastoris は樹木に生息する微生物群の中に存在しており、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。宿主であるGS115 株についても95 
同様である。 
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カ  有性又は無性生殖周期及び交雑性に関する事項 
K. pastoris 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、

遺伝子の伝播や交雑は起こらない。 100 
 

キ  飼料に利用された歴史に関する事項 
K. pastoris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。 
 105 

ク  生存及び増殖能力を制限する条件に関する事項 
K. pastoris GS115 株の生存及び増殖にはヒスチジンが必須である。 

 
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. pastoris が属するKomagataella 属には、病原性及び有害生理活性物質を110 
産生するとの報告はない 

 
（４）ベクターに関する事項 

ア  名称及び由来に関する事項 
K. pastoris 132 株の形質転換には、プラスミドpPIC9及びプラスミドpJAZ115 

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 

プラスミドpPIC9 の塩基数は8,023 bp、プラスミドpJAZ の塩基数は4,134 120 
bpである。 

 
（イ）制限酵素による切断地図に関する事項 

プラスミドpPIC9 及びpJAZの制限酵素による切断地図は明らかになってい 
る。 125 

 
（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pPIC9 及びpJAZ 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。 
 130 

ウ  薬剤耐性に関する事項 
プラスミドpPIC9 にはアンピシリン耐性を付与するAmpR遺伝子が、プラスミ
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ドpJAZ にはAmpR遺伝子及びゼオシン耐性を付与するSh Ble遺伝子が組み込ま

れている。 
 135 
エ  伝達性に関する事項 

プラスミドpPIC9及びpJAZ 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 140 
プラスミドpPIC9及びpJAZ にはE. coli 由来の複製起点が含まれているが、E. 

coli以外の菌で複製することは知られていない。 
 

カ  発現ベクターの作成方法に関する事項 
  プラスミドpPIC9及びpJAZにそれぞれappA2遺伝子を組み込むことにより発現145 

ベクターpPIC9-MF-appA2 及びpJAZ-MF-appA2 の2種類を作成した。 
 

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pPIC9-MF-appA2 及びpJAZ-MF-appA2は、電気穿孔法及び選択

培地を利用して2段階で順に宿主に導入されている。 150 
また、K. pastoris 132株についてillumina及びPacBioによる全シークエンスの

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。更にコピー数に

ついてはサザンハイブリダイゼーション法によっても確認しており、そのコピー

数及び培養中の安定性が維持されることも確認された。 
 155 
（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 
アルコール酸化酵素遺

伝子（AOX1遺伝子）プ

ロモーター 
K. pastoris 

メタノールの存在下でAOX1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。 

α因子シグナルペプチド

配列 

Saccharomyses 
cerevisiae 
（以下、S. cerevisiae） 

酵母のα因子を分泌させる。 

appA2コーディング領域 E.coli  B株 
AppA2フィターゼの23～432番目のアミノ

酸をコードする。 
AOX1転写終結末端 K. pastoris AOX1遺伝子由来の転写を終結させる。 
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His4遺伝子 K. pastoris 
ヒスチジン欠乏下で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）。 

AOX1遺伝子3’領域 K. pastoris 
AOX1遺伝子の下流側にある遺伝子配列

で、相同組換えを誘導する。 

アンピシリン耐性遺伝子

（AmpR遺伝子） 
pBR322 

βラクタマーゼをコードする遺伝子で、アン

ピシリンの加水分解を触媒し、E. coliにアンピ

シリン耐性を付与する（本遺伝子は、原核生

物由来のプロモーターにより発現が支配され

ているため、K. pastoris 132株細胞内では

発現しない）。 
大腸菌クローニングベク

ター（pBR322）複製開

始点 
－ 

E. coli中でベクターの複製開始点として機

能する。 

ゼオシン耐性遺伝子

（Sh ble遺伝子） ＊1 

Streptoalloteichus 
hindustanus （以下、

S. 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）。 
Translation 
elongation factor 1a
（TEF）プロモーター ＊

2 

Ashbya gossypii 
（ 以 下 、 A. 

gossypii）＊3 

挿入されたSh ble遺伝子を常時発現させ

る。 

TEF終結終了配列 A. gossypii 
挿入されたSh ble遺伝子の転写を停止さ

せる。 
 

イ  遺伝子の挿入方法に関する事項 160 
（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、pPIC9プラスミド及びpJAZプラスミドにそれぞ

れappA2遺伝子を組み込むことにより発現ベクターpPIC9-MF-appA2 及び

pJAZ-MF-appA2 の2種類を作成した。pPIC9プラスミドには、まず目的のフ

ィターゼの細胞外への分泌効率を上げるため、α因子シグナルペプチド配列を165 
挿入し、更にappA2遺伝子を挿入した。pJAZプラスミドには、α因子シグナル

ペプチド配列とappA2遺伝子を融合させた物を化学合成し、ライゲーションす

ることで挿入した。 
 

（イ）挿入遺伝子の宿主への導入方法に関する事項 170 
宿主K. pastoris GS115 株への発現ベクターpPIC9-MF-appA2 及びpJAZ-

MF-appA2の挿入は、2段階で行われている。いずれも、電気穿孔法を用いて

ベクターを導入し、相同組み換えによりゲノムに導入された。 
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ウ  構造に関する事項 175 
（ア）プロモーターに関する事項 

α因子シグナルペプチド配列とAppA2 フィターゼの発現は、K. pastoris由来

のメタノール誘発性アルコール酸化酵素遺伝子（AOX1）プロモーターにより

制御されている。 
 180 

（イ）ターミネーターに関する事項 
α因子シグナルペプチド配列とappA2コーディング領域のターミネーターは、

K. pastoris由来のAOX1遺伝子のターミネーター配列である。 
 

（ウ）既知の有害塩基配列を含まないことに関する事項 185 
   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。 

 
エ  性質に関する事項 
（ア）挿入DNAの機能に関する事項 

K. pastoris GS115 株に導入された挿入DNAの機能及び挿入DNAから190 
AppA2 フィターゼが産生される。 

 
（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。 
 195 

（ウ）制限酵素による切断地図に関する事項 
K. pastoris GS115 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。また、導入された遺伝子のコピー数は明らかとなっている。 
 

オ  純度に関する事項 200 
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 205 
使用した抗生物質耐性マーカー遺伝子等は、His4遺伝子とSh ble遺伝子であり、

His4遺伝子はヒスチジン非存在下での増殖を可能とさせる遺伝子である。また、

Sh ble遺伝子は、ゼオシン存在下における増殖を可能とさせるが、生産培養時に
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はゼオシンは添加していない。また、導入ベクターに存在するAmpR遺伝子はア

ンピリシン耐性遺伝子であるが、原核生物由来のプロモーターで発現が支配され210 
ているため、K. pastoris 132株の細胞内では発現しない。 

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

性に関する事項 
生産菌K. pastoris 132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、UniProtKB/Swiss-Prot をデー215 
タベースとしたSmartBlast 検索及び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、それらのたん白質が有害作用をもつとい

う文献及び報告はなく、有害性は確認されなかった。 
 

（６）組換え体に関する事項 220 
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。） 
K. pastoris 132 株は、AppA2フィターゼ 生成能とともに、ヒスチジン欠乏及

びゼオシン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

K.pastoris GS115 株の非病原性に変更を加えるものではない。なお、K. 225 
pastoris 132株には、pPIC-MF-appA2 及びpJAZ-MF-appA2 由来のAmpR遺伝

子及びE. coli 由来の遺伝子断片も挿入されている。AmpR遺伝子については、原

生生物由来のプロモーターで発現が支配されているため、K. pastoris 等の酵母

では発現しない。また、E. coli 由来の遺伝子断片についても、K. pastoris 等の

真核生物では機能しないと考えられ、発現しても有害性はないと考えられる。 230 
 

イ  宿主との差異に関する事項 
K. pastoris 132 株には、appA2 遺伝子を含むカセットを導入することにより 
AppA2 フィターゼの生成能が付与されるとともに、ヒスチジン欠乏及びゼオ

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. 235 
pastoris G115 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 

   K. pastoris 132株とK. pastoris GS115 株の外界における生存性及び増殖性に

相違はない。 240 
 

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. pastoris 132株は、宿主であるK. pastoris GS115株とは異な
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り、ヒスチジン欠乏下での増殖能が付与されている。 
 245 
オ  不活化法に関する事項 

製造工程中で回収されたK. pastoris 132 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。 
 250 
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 

AppA2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。 
 255 

（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 
AppA2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）
認証を受けている。 

 260 
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 

AppA2フィターゼ製造用原体中に、K. pastoris 132 株由来の残存ゲノムが含

まれていないことは、AOX1遺伝子、appA2遺伝子及びAmpR遺伝子指標とした

PCR 解析により確認されている。さらに、選択培地によりK. pastoris 132株の265 
増殖がないことも確認している。 

 
（２）製造に由来する不純物の安全性に関する事項 

AppA2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。 270 
 
（３）精製方法及びその効果に関する事項 

生産培養終了後、遠心分離又はろ過により培養液の菌体を除去し、精製工程で

得られたろ液を濃縮し、さらにろ過滅菌により濃縮液中の沈殿物を除去する。さ

らにPCR 解析により、最終製品中にK. pastoris 132 株が有している組換え遺伝275 
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91%以上であることを確認した。 
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（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 
AppA2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280 

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。 
 285 

（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（2018年11月時点）。 

地域 国名 承認日 

EU EU 域内の 28 ヶ国 
2012 年 2 月 
2016 年 3 月（種豚の追加） 

2017 年 12 月（魚の追加） 

EU 以外の欧州 
スイス 2012 年 10 月 17 日 

ウクライナ 2014 年 7 月 21 日 

北アメリカ 
米国 2005 年 7 月 25 日 

カナダ 2012 年 10 月 3 日 

中南米 

アルゼンチン 2013 年 10 月 9 日 

エクアドル 2015 年 9 月 2 日 

エルサルバドル 2012 年 5 月 11 日 

グアテマラ 2016 年 7 月 13 日 

コスタリカ 2010 年 3 月 4 日 

コロンビア 2009 年 10 月 5 日 

チリ 2011 年 8 月 12 日 

ドミニカ 2009 年 11 月 19 日 

ニカラグア 2010 年 10 月 5 日 

パナマ 2009 年 6 月 8 日 

ブラジル 2013 年 11 月 1 日 

ペルー 2009 年 12 月 29 日 



- １２ - 

ボリビア 2015 年 5 月 5 日 

ホンジュラス 2010 年 10 月 5 日 

メキシコ 2010 年 8 月 20 日 

オセアニア オーストラリア 2013 年 11 月 5 日 

 

タイ 2009 年 1 月 8 日 

トルコ 2012 年 2 月 7 日 

フィリピン 2009 年 12 月 19 日 

ベトナム 2017 年 6 月 27 日 

ヨルダン 2016 年 11 月 15 日 

アフリカ エジプト 2017 年 8 月 13 日 

 
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290 

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. pastoris 132 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295 
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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