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「JPTR003 株を利用して生産されたムラミダーゼ」に係る安全性確認  

I はじめに  
「JPTR003 株を利用して生産されたムラミダーゼ」（以下、「JPTR003 ムラミダ

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：JPTR003 株を利用して生産されたムラミダーゼ 
製 品 名：Balancius 
有効成分概要

一般名 化学名 (IUPAC) EC 番号  CAS 番号  機能

ムラミダーゼ

Muramidase 

Muramidase 3.2.1.17 9001-63-2 ペプチドグリカン

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：ノボザイムズジャパン株式会社15 
開 発 者：Novozymes A/S 

JPTR003 ムラミダーゼは、ペプチドグリカンを加水分解するムラミダーゼの生産

性を高めるため、Trichoderma reesei QM6a 株（以下、「T. reesei QM6a 株」とす

る。）を宿主として、Acremonium alcalophilum CBS 114.92 株由来のムラミダーゼ20 
遺伝子（以下、「lyzAA 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 JPTR003 株により生産されたムラミダーゼである。 
現在、遺伝子組換え微生物により生産されたムラミダーゼは飼料添加物として指定

されていないため、食品添加物として指定されているムラミダーゼを対象として比較

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25 
質、活性部位及び立体構造の比較により、JPTR003 ムラミダーゼとの同等性が確認

された。

また、宿主である T. reesei QM6a 株、 lyzAA 遺伝子の供与体である A. 
alcalophilum CBS 114.92 株及び生産菌である JPTR003 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30 
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、JPTR003
ムラミダーゼについて、「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 
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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

JPTR003 ムラミダーゼは、T. reesei QM6a 株に導入された A. alcalophilum 
CBS 114.92 株由来の lyzAA 遺伝子によって産生される。食品添加物のムラミダー40 
ゼを比較対象として、アミノ酸配列の比較、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、JPTR003
ムラミダーゼが食品添加物のムラミダーゼと同等と考えるに十分であると確認され

た。

45 
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株は、OECD の優良工業製造規範（GILSP）に準拠しているこ50 
とが認められ、工業的使用を許可されるなどして、これまで安全に利用されてき

ている（参考資料3）。 
挿入遺伝子及びベクターは、塩基数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

大させるものでなく、遺伝子の伝達性を有さない。55 
組換え体のJPTR003株は、非病原性であり、工業的利用の場において宿主T. 

reesei QM6a株と同程度に安全であると考えられる。 
以上のことから、JPTR003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 
JPTR003株は、ムラミダ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、JPTR003株により生産される

JPTR003ムラミダーゼは、家禽の飼料に添加することにより、消化管内に滞留す

る難消化性の細菌由来ペプチドグリカンが分解され、他の栄養素の消化吸収が促

進されることによって家畜の増体性を高めることができるとされている。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：Trichoderma reesei QM6a株 (本文中、「T. reesei QM6a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（非病原性であること。）

T. reeseiが病原性及び有害生理活性物質を生産することは知られていない。

国立感染症研究所の病原体等安全管理規程（国立感染症研究所, 2010a）におい

ては、T. reeseiはバイオセーフティーレベル（BSL）2 及びBSL3 の実験室や施

設を要する病原体等に分類されていない。またヒトあるいは動物に疾病を起こす75 
見込みがなく、病原体等のリスク群分類のリスク群1に分類される。 
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ウ  寄生性及び定着性に関する事項 

T. reesei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。 
 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 
T. reeseiがウイルス等の外来因子に汚染されたという報告はない。また、T. 

reesei QM6a株は当社の安全管理規定に基づく実験室及び製造設備内で取り扱わ

れているため、ウイルス等の外来因子に汚染されることはない。 
 85 

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は自然界に広く分布する糸状菌であり、自然環境下において生存及び

増殖する能力を有する。宿主であるT. reesei QM6a株についても同様である。 
 

カ  有性又は無性生殖周期及び交雑性に関する事項 90 
T. reeseiは、一般的に、分類学上近縁種同士の微生物の交雑は起こり得るとさ

れているが、自然界においてT. reeseiとその近縁種間で交雑が起きたという報告

はない。 
 

キ  飼料に利用された歴史に関する事項 95 
T. reeseiは、家禽及び家畜の飼料用のセルラーゼの生産菌として、長年利用さ

れてきた。 
 

ク  生存及び増殖能力を制限する条件に関する事項 
T. reeseiは自然界に広く分布する糸状菌で、至適増殖温度は24－26℃であり、100 

増殖可能最高温度は35℃である。また、80℃付近で死滅する。 
 

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 
T. reeseiの近縁種の病原性については、T. citrinoviride、T. harzianum及びT. 

longibrachiatumは、免疫機能が極度に抑制されている場合において日和見感染105 
することが知られているが、いずれも分類学的にT. reeseiと独立した種であり

（参考資料9）、T. reeseiが日和見感染の原因菌として単離された報告はない。 
また有害生理活性物質の生産について、T. reeseiの同属のT. brevicompactum、

T. arundinaceum、T. turrialbense及びT. protrudensの４種は、有害生理活性物

質であるマイコトキシンを産生するが、T. reeseiとは系統的に離れた種である110 
（参考資料11）。 
 

（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発現ベクターpJPV025は、E. coli 由 115 
来のプラスミドpUC19を基に作製されている。 
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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pUC19の塩基数は2686bpである。 120 
 

（イ）制限酵素による切断地図に関する事項 
プラスミドpUC19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 125 
プラスミドpUC19の機能及び性質は明らかであり、これらに病原性又は感染

性を持つ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 
プラスミドpUC19は、アンピシリン耐性を付与するamp遺伝子を有する。amp130 

遺伝子はE. coli 由来であり、この遺伝子がコードするβラクタマーゼによってア

ンピシリン耐性が付与される。なおamp遺伝子は発現ベクターを作製する際に脱

落するため、生産菌 JPTR003株には挿入されない。この遺伝子が生産菌

JPTR003株に存在しないことは、シークエンス解析により確認されている。 
 135 

エ  伝達性に関する事項 
プラスミドpUC19が伝達性を有するという報告はない。 

 
オ  宿主依存性に関する事項 

プラスミドpUC19はE. coli 由来の複製起点を含み、複製が可能な生物種はE. 140 
coliのみである。 

 
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1コピーのlyzAA遺伝子及びその他の挿入DNAを組み込む

ことにより発現ベクターpJPV025を作成した。 145 
 

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 
DNA挿入は遺伝子導入用ベクターpJPV025を用いた。pJPV025に組み込まれ 

たFLP遺伝子がコードするFlpインテグラーゼの発現によりlyzAA/amdS遺伝子発 
現カセットを宿主の複数カ所の遺伝子座に挿入した。DNA挿入方法の詳細は２ 150 
−（５）－イに記載した。 

 
（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 
lyzAA遺伝子の供与体は、A. alcalophilum CBS 114.92株である。 155 
A. alcalophilumはアルカリ性の条件でセルロースを分解する唯一のカビとして

知られ、その最適生育条件は30℃、pH 9.0～9.2である（参考資料14）。 
A. alcalophilumは国立感染症研究所の病原体等安全管理規程 別冊１「病原体



- ６ - 

等のBSL分類等」（平成22年6月）の細菌の項目において（参考資料5）、バイオ

セーフティーレベル（BSL）2及びBSL3の実験室や施設を要する病原体等に分類160 
されていない。また、A. alcalophilumはヒト又は動物に疾病を起こす見込みがな

いと考えられるので、A. alcalophilumは病原体等のリスク群分類（参考資料6）
のリスク群1に分類される。 

なお、宿主にはlyzAA遺伝子以外に、宿主菌株であるT. reesei QM6a株由来の

セロビオヒドロラーゼ遺伝子のプロモーター及びターミネーター、Aspergillus 165 
nidulans Glasgow野生株由来のamdS遺伝子（プロモーター及びターミネーター

を含む）、Saccharomyces cerevisiae S288C株由来のFRT-F/FRT-F3配列（部位

特異的組換え関連因子）が挿入されている。 
 

イ  遺伝子の挿入方法に関する事項 170 
（ア）ベクターヘの挿入遺伝子の組込方法に関する事項 

pUC19プラスミドに、FRT-F配列断片、セロビオヒドロラーゼ遺伝子のプロ

モーター断片、lyzAA遺伝子断片、セロビオヒドロラーゼ遺伝子のターミネー

ター断片、amdS遺伝子断片（プロモーター及びターミネーターを含む）、

FRT-F3配列断片、FLP遺伝子断片並びにその他プロモーター及びターミネー175 
ター断片を挿入し、遺伝子導入用ベクターpJPV025を作製した。 

 
（イ）挿入遺伝子の宿主への導入方法に関する事項 

     宿主ゲノムの各標的遺伝子座に、あらかじめマーカー遺伝子発現カセット 
（マーカー遺伝子及びインテグラーゼ認識配列などを含む。）を相同組換えに 180 
より導入し、マーカーにより形質転換体を選択した。 その後、遺伝子導入用 
ベクターpJPV025上のlyzAA/amdS遺伝子発現カセットをインテグラーゼの作 
用によって各標的遺伝子座に導入した。 

 
ウ  構造に関する事項 185 
（ア）プロモーターに関する事項 

lyzAA遺伝子のプロモーターには、セロビオヒドロラーゼ遺伝子のプロモー

ターを用いた。このプロモーターは、宿主であるT. reesei QM6a株由来のセロ

ビオヒドロラーゼをコードする遺伝子のプロモーターである。 
 190 

（イ）ターミネーターに関する事項 
lyzAA遺伝子のターミネーターは、セロビオヒドロラーゼ遺伝子のターミネ

ーターを用いた。このターミネーターは、T. reesei QM6a株由来のセロビオヒ

ドロラーゼをコードする遺伝子のターミネーター配列である 
 195 

（ウ）既知の有害塩基配列を含まないことに関する事項 
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 
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（ア）挿入DNAの機能に関する事項200 
宿主T. reesei QM6a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。205 

（ウ）制限酵素による切断地図に関する事項

宿主T. reesei QM6a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。

210 
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。発現プラス

ミドは陰イオン交換樹脂のカラムにより精製されたものが用いられており、目的

外の遺伝子の混入がないよう純化されている。

215 
カ 抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項

プラスミドに含まれるamp遺伝子は導入する過程で脱落しており、生産菌

JPTR003株はアンピシリン耐性を示さない。生産菌JPTR003株のゲノムにamp
遺伝子が存在しないことは、宿主菌の挿入部位の塩基配列の解析及びゲノムDNA
をサンプルとしたシークエンス解析により確認されている。220 

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JPTR003株における挿入遺伝子の近傍配列について次世代シークエンス

技術を用いて決定し、EMBOSSのORF検索プログラム「Getorf」によるORFの225 
検索を行った。その結果、7つのORFについてMvirDBデータベース(※)上のたん

白質と相同性を示したが、いずれも単独での毒性が報告されているたん白質はひ

とつもなく、生産菌において毒性を示す可能性は考えにくい。

(※) MvirDBデータベースは毒性たん白質だけでなく、薬剤耐性遺伝子が発現す

るたん白質及び病原性細菌が発現する全てのたん白質を含んでいる。230 

（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（非病原性であるこ

と。）

JPTR003株は新に目的たん白質であるlyzAA産生能を獲得した。 235 
その他の形質の獲得及び欠失に関しては、二次代謝産物を産生する遺伝子を欠

失しているが、病原性又は有害性生理活性物質に関するものではない。この二次

代謝産物を産生する遺伝子の欠失は、有害生理活性物質産生のリスクを下げるも

のと考えられる。

240 
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イ 宿主との差異に関する事項

生産菌JPTR003株は、lyzAA遺伝子が導入されることによりムラミダーゼ産生

能が付与されている。またセロビオヒドロラーゼ及びエンドグルカナーゼの生産

能を欠失している。これらの他、導入された形質は病害性または有害生理活性物

質に関するものではなく、T. reesei QM6a株の非病原性及び有害生理活性物質の245 
非産出性に影響することはないと考えられた。

ウ 外界における生存性及び増殖性に関する事項

JPTR003株が属するT. reeseiは自然界に広く分布する糸状菌であり、外界にお

ける生存性及び増殖性を有すると考えられる。250 

エ 生存及び増殖能力の制限に関する事項

JPTR003株及びT. reesei QM6a株の至適増殖温度は24－26℃であり、増殖可

能最高温度は35℃である。また、80℃付近で死滅する。 
255 

オ 不活化法に関する事項

宿主T. reesei QM6a株同様、生産菌JPTR003株は90ºCの加熱及び生石灰(CaO)
を用いたアルカリ処理（pH11以上）によって、不活化する事が可能である。 

３  組換え体以外の製造原料及び製造器材に関する事項260 
（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

JPTR003ムラミダーゼの製造に用いられる発酵原料、精製・ろ過助剤、安定

化及び製剤化原料を含むすべての製造原料は、いずれも食品に使用される品質の

も の で あ る 。 ま た 、 す べ て の 原 料 に つ い て 社 内 規 格 は 米 国 Federal 
Communications Commission(FCC) に沿って、設定されている。 265 

（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

JPTR003ムラミダーゼの製造に用いる発酵器材及びその他の設備（精製、製剤

化）は、いずれも食品用酵素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ISO 9001 適合の認証を受けている。 270 

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

製造されたJPTR003ムラミダーゼ製品に生産菌 JPTR003株が含まれていない

ことは、ドットブロット解析により確認されている(社内文書11)。またJPTR003275 
ムラミダーゼ製品の社内規格として、生産菌JPTR003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。

（２）製造に由来する不純物の安全性に関する事項

JPTR003ムラミダーゼの製造用原体3ロットについて、重金属等の飼料添加物280 
成分規格収載書の規格への適合性を確認している。
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9. Sequence homology of ORFs in the  locus on the genome of JPTR003 to
allergens and toxins

10.  Sequence homology of ORFs in the  locus on the genome of JPTR003 to 325 
allergens and toxins 

11. Sequence homology of ORFs in the  locus on the genome of JPTR003 to
allergens and toxins

12. Sequence homology of ORFs in the  locus on the genome of JPTR003 to
allergens and toxins330 

13. The analysis of residual DNA in a lyzAA product formulation by means of dot
blot hybridization
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