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제초제내성 및 병충해저항성 유전자재조합 옥수수 MON88017 안전성평가 심사결과보고서(안) 


1. 심사경위 

○ 몬산토(대표 :장태종)사가 제초제 내성과 병충해저항성을 동시에 가지는 유전자재조합 옥수수 MON 88017에 대하여 「유전자재조합식품의 안전성평가심사 등에 관한 규정」(식품의약품안전청 고시 제2003-37호, 이하 ‘심사규정’이라 함)에 따라 안전성 평가가 이루어졌음을 확인 받기 위하여 2005년 5월 11일 식품의약품안전청장에게 관련 자료를 첨부하여 심사의뢰 하였다. 
○ 이에 식품의약품안전청장은 본 제품이 심사지침에 따라 안전성 평가가 이루어졌는지 여부에 대하여 '유전자재조합식품 안전성평가자료 심사위원회'(이하 심사위원회라고 함)에 검토 의뢰하고, 
○ 심사위원회는 신청인이 제출한 자료에 근거하여 아래와 같이 심사규정에 따라 안전성 평가가 이루어졌음을 확인하였다. 

2. 심사경과 

○ 심사대상품목 
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○ 심사경과 
    - 2005. 05. 11 : 안전성 평가자료 심사의뢰 
    - 2005. 06. 01 : 심사위원회 심사요청(온라인 심사 
    - 2005. 08. 29 : 심사위원회 1차 심사 
    - 2005. 09. 01 : 자료보완 요청 
    - 2006. 01. 12 : 자료보완 
    - 2006. 02. 07 : 보완자료 심사위원회 검토요청 
    - 2006. 02. 28 : 심사위원회 2차 심사 
    - 2006. 03. 02 : 최종 심사 결과보고서(안) 작성 
    - 2006. 04. 07 : 최종 심사 결과보고서 
3. 심사방법 
○ 본 제품과 관련하여 심사 의뢰된 유전자재조합체가 심사지침의 적용대상인지를 검토하고 
○ 제출된 안전성 평가자료가 심사지침에서 요구하는 자료를 갖추었는지를 확인하여, 미비한 부분에 대해서는 자료를 보완하도록 한 후 심사규정에 따라 안전성평가를 수행하였다. 

4. 심사의뢰 자료 검토 

 4-1. 심사 의뢰된 식품의 개요 
  ○ 몬산토사가 개발한 MON88017옥수수는 제초제 내성과 병충해저항성을 모두 가지도록 개발되었다. 이 옥수수는 제초제(glyphosate)에 저항성을 가지도록 CP4 EPSPS 단백질 발현 유전자와 옥수수 병충해인 Corn Root Worm(CRW)에 선별적으로 저항성을 가지도록 Cry3Bb1단백질 발현유전자를 삽입하여 개발한 제품이다. CP4 EPSPS 및 Cry3Bb1 단백질은 이미 안전성평가를 받은 다른 유전자재조합 옥수수 제품에도 존재한다. 

 4-2. 식품으로의 적합성 검토 
  ○ 본 제품과 관련하여 제출된 안전성 평가 자료가 ‘심사규정’ 제12조 ①항의 규정에서 요구하는 자료를 만족시키는지 여부를 검토하고 미비한 부분에 대해서는 자료를 보완하도록 한 후 
  ○ 자료의 내용을 토대로 식품으로서의 안전성이 확보되어 있는지를 심사하였다. 

 4-2-1 유전자재조합체의 안전성 

 가. 유전자재조합체의 개발목적 및 이용방법에 관한 자료 
- MON88017 유전자재조합옥수수는 제초제내성과 병충해저항성을 모두 가지도록 개발되었다. 
- 본 유전자재조합옥수수의 재배를 통하여 glyphosate 제초제 살포를 통하여 잡초제거가 가능하고, 옥수수 자체가 CRW 병충해를 방제할 수 있는 영농 편이를 제공한다. 

나. 숙주에 관한 자료 
   (1) 분류학적 특성(일반명, 학명, 계통분류 등) 
과 : Gramineae 
속 : Zea 
종 : Zea mays 
일반명 : 옥수수 (Maize, Corn) 

   (2) 재배 및 품종개량의 역사 
      - 기원전 5000년경 멕시코 또는 과테말라가 원산지로 생각되고 있으며 1492년 유럽, 아프리카 대륙 및 아시아로 전파되어 식품 및 사료로 널리 이용되고 있다. 

   (3) 기지의 독성 또는 알레르기 유발성 
- 옥수수는 일반적인 알레르기 유발 식품이 아니며, 옥수수 제품의 섭취로 인한 알레르기 반응에 대한 보고는 없다. 

   (4) 안전한 식경험의 유무 
- 옥수수는 오랜 기간 안전하게 식품으로 사용된 역사가 있다.. 

다. 공여체에 관한 자료 

   (1) 분류학적 특성(일반명, 학명, 계통분류 등) 
     ○ cp4 epsps 유전자 공여체 Agrobacterium sp. 
계 : Bacteria 
문 : Proteobacteria 
강 : Alpha Proteobacteria 
목 : Rhizobiaceae group 
과 : Rhizobiaceae 
속 : Agrobacterium 
종 : stain CP4 
     ○ cry3Bb1 유전자 공여체 Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis 
계 : Bacteria 
문 : Firmicutes 
강 : Bacilli 
목 : Bacillales 
과 : Bacillaceae 
속 : Bacillus 
종: thuringiensis 
아종 : kumamotoensis 

   (2) 안전한 식경험의 유무 
      ○ Agrobacteriumsp. strain CP4 
        - 토양에 일반적으로 존재하는 토양세균으로 농산물에 많이 존재하는 미생물이므로 오염에 의한 섭취경험이 있음 
        - 본 균의 섭취로 인하여 위해성이 있었다는 보고는 없으며, 안전성심사가 완료된 많은 유전자재조합 작물의 CP4 EPSPS 유전자 공여체로 이용되었다. 
      ○ Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis 
       - 사람의 직접적인 식경험은 없으나, 토양미생물로 식품에 혼입되어 섭취해온 경험이 있으며, 이것을 이용하여 만든 생물 농약이 지금까지 세계 각 국에서 농업에 안전하게 사용하여 왔다. 
      - 이미 안전성평가가 완료된 MON863의 안전성 평가 시 미국(2002), 일본(2002), 캐나다(2003), 한국(2003)에서 공여체로서의 안전한 식경험이 검토된 바 있다. 

   (3) 공여체 및 근연종의 독성, 항영양성, 알레르기성(미생물의 경우 병원성 및 기지의 병원체와의 관련성) 
      ○ Agrobacterium sp. strain CP4 
        - 공여체인 Agrobacterium sp. strain CP4는 American Type Culture Collection(ATCC)에서 Agrobacterium 속으로 확인되었고, 
        - 본 균주는 알려진 병원성이 없으며, 알레르기성, 항영양성, 독성을 일으킨다는 보고는 없다. 
        - 아울러 본 균주의 근연종들도 잘 알려져 있으며 이들이 독성, 항영양성, 알레르기성을 일으킨다는 보고는 없다. 
      ○ Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis 
        - 생물농약으로 40년 이상 상업적으로 사용되는 과정에서 인체에 대한 부작용 보고는 없었다. 
        - Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis는 섭취에 의한 독성, 항영양성, 알레르기성이 보고된 사례는 없으며, 병원성을 나타낸다는 보고도 없다. 이들 근연종도 동일하다. 
        - 다만, 이들 성분의 생물농약에 대한 직업적 노출로 인하여 특이적 IgE 감작(알레르기 임상적 증상은 없으나 혈청 중 IgE 존재하는 것)에 대하여 최근까지 2건의 보고가 있으나, 
        - 직접적인 알레르기 유발과의 상관관계는 명확히 밝혀지지 않고, 추가 연구가 진행되어야 하는 보고서로 확인되었다. 

라. 유전자재조합에 대한 자료 

(1) 형질전환에 관한 정보 

     (가) 형질전환방법 (아그로박테리움법, 입자총법, 원형질체법 등) 
- 아그로박테리움법으로 형질전환하였다 

     (나) 재조합에 사용된 벡터에 대한 정보 
       1) 기원 
- 재조합에 사용된 벡터는  Agrobacterium tumefaciens 유래의 플라스미드 PV-ZMIR39로써, 식물 병원성을 일으키는 부위를 제거하여 T-DNA부위에 제초제내성과 병충해 저항성을 가지게 유전자를 재조합하여 제조한 벡터이다. 
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               그림 1  PV-ZMIR39 벡터 

   - Left border sequence : Octopine Ti plasmid pTi15955에서 유래. 
   - P-ract1 : 전사개시인자. Rice actin gene에서 유래. 
   - Intron : ract1 intron. Rice actin gene에서 유래 
   - ctp2 : Arabidopsis thaliana에서 유래 
   - cp4 epsps : Agrobacterium sp. strain CP4에서 유래됨 
   - NOS 3’ : 전사종결인자. Agrobacterium tumefaciens에서 유래 
   - P-e35S : 전사개시인자. Cauliflower mosaic virus 유래 
- cry3Bb1 : Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis에서 유래. 
- tahsp17 3’ : 전사종결인자. 밀(wheat) 유래 
- Right border sequence : Nopaline Ti plasmid pTiT37 유래 
- aad : transposon TN7 유래 
- ori-322 : E. coli 플라스미드 pBR322 유래 
- ROP : E. coli 유래 
- ori-V : Agrobacterium 플라스미드 RK2 유래 

       2) 숙주에서의 확인 
- 플라스미드 PV-ZMIR39의 염기수와 삽입DNA 염기수가 숙주에서 확인되었고, 숙주내의 복제시점이 존재하지 않음이 확인되었다. 
- 제한효소 지도가 명확하게 제시되어 있으며, 벡터의 DNA 단편 수 및 크기가 전기영동, southern blot등으로 확인되어 있다. 
  
       3) 숙주에서의 기능 
- 플라스미드 PV-ZMIR39에는 CP4 EPSPS 단백질을 생산하는 cp4 epsps 유전자를 가지고 있으며, glyphosate에 대한 내성을 전달한다. 또한 cry3Bb1 유전자를 포함하고 있어 CRW 유충에 대한 살충 작용이 있는 Cry3Bb1 단백질을 생산한다. 
- 기타조절인자들은 전사개시, 전사종결 등의 기능을 한다. 

     (다) 중간숙주에 대한 정보 
- 중간숙주는 Agrobacterium tumefaciens이며 형질전환에 보편적으로 이용되고, 유해 염기서열을 보유하고 있지 않다. 
     (라) 전달성에 관한 정보 
- PV-ZMIR39는 식물 세포 속으로 T-DNA를 전달하는 데 필요한 오른쪽 및 왼쪽 경계서열을 함유하고 있고, 유전자의 전달성에 관여하는 염기서열을 포함하지 않다. 

   (2) 도입 유전자에 대한 정보 

     (가) 구성 유전자의 특성 

       1) 선발표지유전자 
- 선발 표지 유전자는 add이며, 이것은 항생제 spectinomycin과 streptomycin에 대한 내성을 제공한다. add는 중간숙주의 선발에 사용되었으며, T-DNA 외부에 위치하고 있어 유전자재조합옥수수 MON 88017에는 삽입되지 않았다. 

       2) 조절인자 
Cp4 epsps발현 카세트 
- 전사개시인자 : P-ract1, Intron: ract1 intron, 
- 전사종결인자 : NOS 3’ sequence 

cry3Bb1발현카세트 
- 전사개시인자 : P-e35S, 
- 전사종결인자 : 밀의 heat-shock protein 유전자 중 tahsp17 3' 


       3) DNA의 기능에 영향을 주는 기타 인자 
- Promoter 및 terminator이외에는 삽입 유전자 발현 제어에 관계되는 다른 염기 서열이 존재하지 않음. 
- cpt2에 의해 발현되는 CPT2단백질은 발현단백질을 색소체로 전달하는 기능을 수행하고, 전달 후 분해된다. 

     (나) 크기 및 명칭 
   - Left border sequence : 12067-12090b 
   - P-ract1 : 전사개시인자. 13 - 946bp 
   - Intron : 947-1407. ract1 intron 
   - ctp2 : 1424-1651bp 
   - cp4 epsps : 1,652-3,019bp 
   - NOS 3’ : 전사종결인자. 3032-3287 
   - P-e35S : 전사개시인자. 3321-3933bp 
- cry3Bb1 : 4534-6495bp 
- tahsp17 3’ : 전사종결인자. 6511-6744bp 
- Right border sequence : 6841-6865bp 
- ori-322 : 8682-9310 
- ROP : 9728-9919 
- ori-V : 11431-11824 
     (다) 완성된 벡터내의 유전자 염기서열의 위치 및 방향성 
- PV-ZMIR39의 염기수는 12,368bp이며, 유전요소의 위치와 방향성이 제시되었다. 완성된 벡터의 유전자 염기서열은 제한효소를 이용한 southern blot과 PCR분석으로 확인되었다 

     (라) 구성 유전자의 기능 
○. cp4 epsps : 
 - 제초제의 활성 성분인 glyphosate에 저항성을 나타내는 CP4EPSPS를 발현한다. 
 - MON 88017의 CP4 EPSPS 단백질의 아미노산 배열은 천연 CP4 EPSPS의 배열과 동일하나 천연 배열에서의 serine이 leucine으로 대체되었고, 옥수수, 콩, 카놀라 및 면화를 비롯한 기타 Roundup Ready 곡물에서 생산된 CP4 EPSPS 단백질 배열과 동일하다. 

○. cry3Bb1 : 
 - Cry3Bb1단백질은 130 - 140 kDa의 단백질 전구물질로 결정형 (Cry) delta-endotoxins을 생산하는 B.t. 종의 일종이다. 
 - 병충해의 장 내에서 용해되어 단백질 분해를 일으킴으로써 55-65 kDa의 살충 활성 core 단백질들을 만들어 낸다. 
 - MON 88017의 Cry3Bb1 단백질과 야생형 Cry3Bb1 단백질은 >95%의 아미노산 상동성을 가지며, 여섯 개의 특정 아미노산 대체 물질을 암호화하기 위하여 야생형 B.t. 아종. kumamotoensis 계통 EG4691에서 나온 cry3Bb1 coding sequence를 변형 한 것이다. 

○. cpt2 : 
 - CTP2단백질을 발현하는 유전자로, CTP2 단백질은 단백질을 색소체로 이동하는 전달 기능만 수행 후 분해된다. 
 - 본 단백질은 숙주에 잔존하지 않으므로 추가적인 단백질의 안전성평가는 수행하지 않았다. 

○. 선발표지 유전자: 
 - 선발표지 유전자는 add이며, 항생제 spectinomycin과 streptomycin에 대한 내성을 나타낸다. 
 - 다만, T-DNA 외부에 위치하고 있어 옥수수 MON 88017에는 삽입되지 않고 발현되지도 않는다. 

     (마) 유해염기서열의 유무 
- 알려진 유해 염기서열을 포함하지 않으며, CP4EPSPS 및 Cry3Bb1단백질은 기지의 독소 단백질 및 인체 건강에 악영향을 주는 활성을 가지는 효소 및 아미노산 서열과 상동성을 가지지 않는 것이 확인되었다. 

     (바) 외래전사해독프레임의 유무와 그 전사 및 발현가능성 
- CPE EPSPS 단백질 및 Cry3Bb1 단백질을 암호화 하는 것 이외에, 플라스미드 PV-ZMIR 39로부터 MON 88017 내로 삽입되는 다른 외래전사해독프레임이 존재하지 않고, 그 전사 및 발현가능성도 없다. 
  
     (사) 목적하는 유전자 이외의 염기서열의 혼입(유전자의 순도) 
- 플라스미드 PV-ZMIR39에 포함된 모든 유전자는 그 성질이 분명하고 정제되어 있으며, southern blot으로 다른 유전자의 혼입여부를 확인한 결과 도입 유전자 외에 다른 유전자가 없음이 확인되었다. 

 마. 유전자재조합체의 특성에 관한 자료 

   (1) 유전자재조합체 내 도입된 유전자에 관한 정보 

        (가) 유전자재조합체의 게놈에 삽입된 유전자의 특성 및 기능 
  ○ cp4 epsps 
  - 455개의 아미노산으로 구성된 단일 polypeptide로 이루어진 47.6 kDa EPSPS 단백질을 암호화하며 제초제의 활성 성분인 glyphosate에 높은 저항력을 나타다. 
  ○ cry3Bb1 
  - 130 - 140 kDa의 단백질 전구물질들로써 결정형 (Cry) delta-endotoxins을 생산하는 B.t. 종의 일종. Cry단백질은 병충해의 장 내에서 용해되어 단백질 분해를 일으킴으로써 55-65 kDa의 살충 활성 core 단백질들을 만들어 낸다. 

     (나) 삽입부위의 수 
- PCR, Souther blot, 그리고 주변염기서열 분석 등에 의해서 MON88017의 유전자산물들을 확인한 결과, 플라스미드 PV-ZMIR39 의 T-DNA는 1 카피가 삽입되었음이 확인되었다. 

     (다) 각 삽입부위의 삽입유전자의 구성 

       1) 복제수, 염기서열(주변염기서열 포함) 
- Southern blot 분석한 결과, 1 카피가 삽입된 때에 발생하는 크기 및 수와 일치하여 모든 삽입 유전자는 각각 1 카피가 도입된 것으로 확인되었다. 
- cp4 epsps 및 cry3Bb1을 각각의 제한효소로 절단하여 southern blot분석한 결과, 예상했던 크기의 삽입 DNA의 띠가 확인되어서 유전자 카셋트의 구성이 완전하며, 관련된 유전자 외 어떠한 유전자도 삽입되지 않았음이 확인되었다. 
  
       2) 기지의 독성이나 항영양소를 암호화하는 유전자가 없음을 입증하는 자료 
- cp4 epsps 및 cry3Bb1은 플라스미드 PV-ZMIR39의 왼쪽 경계 및 오른쪽 경계 사이에 놓여 있으며, CP4 EPSPS 단백질 및 Cry3Bb1 단백질을 생산하도록 플라스미드 PV-ZMIR39에 암호화 염기서열들이 삽입되었다. 
- 플라스미드 PV-ZMIR을 제한효소로 절단하여 염기서열을 확인한 결과, 기대했던 크기의 band가 1개만 나타나 외래 염기서열이 삽입되지 않음을 확인하였다 
- EPSPS 및 Cry3Bb1을 기지의 독소 및 알레르겐과의 상동성을 확인한 결과, 상동성이 없음이 확인되었다. 

     (라) 삽입유전자 및 인접하는 숙주 게놈 유전자의 외래전사해독프레임의 유무와 그 전사 및 발현가능성 
- MON 88017에서는 플라스미드 PV-ZMIR39의 T-DNA 부분인 CP4 EPSPS 및 Cry3Bb1 단백질 발현을 암호화하는 것 이외에는 어떠한 다른 유전자도 삽입되지 않았고, 
- 아그로박테리움법 형질전환으로 인하여 발생한 외래전사해독프레임은 존재하지 않음이 확인되었다. 
- 플라스미드 PV-ZMIR을 제한효소로 절단하여 염기서열을 확인한 결과, 기대했던 크기의 band가 1개만 나타나 외래 염기서열이 삽입되지 않음을 확인하였다. 
- 주변염기서열도 제출되었으며 오래전사해독프레임의 생성가능성은 없으며, 그 전사 및 발편가능성도 없다. 

     (마) 안정성에 관한 사항 
       1) 복수세대에서 삽입된 유전자의 서열, 크기 
- 복수세대를 통해 삽입된 DNA의 안정성을 평가하기 위하여 여러 세대를 대상으로 southern blot 분석을 실시한 결과 예상했던 크기의 밴드를 나타냈으며, 
- 여섯 세대까지 확인한 결과 MON 88017은 앞에서 특성 규명하였던 세대 (~7.4 kb 및 ~5.5 kb)와 동일한 크기의 밴드들을 생산하였다. 
- 따라서 도입유전자가 후대에서도 원래의 염기서열과 크기를 일관되게 유지하는 것으로 확인되었다 
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그림 2. Mon 88017의 복수 세대 교배형태 
       ※ 진하게 표기된 것이 복수세대에서의 유전자 안정성 
          시료로 사용된 것임. 

       2) 복수 세대에서 발현부위, 발현시기, 발현량 
- 복수세대에서의 직접적인 발현량 자료는 제출되지 않았다. 
- 다만, 6세대까지 삽입된 유전자가 안정되게 유전됨이 확인되었고, 10세대까지 생물학적 활성인 옥수수 뿌리벌레 저항성 / glyphosate 내성 형질이 나타나고 있으며 
- CP4 EPSPS 단백질의 평균 수치는 어린 잎에서 220 µg/g dwt, 화분에서 390 µg/g dwt, forage에서 57 µg/g dwt, forage root에서 70 µg/g dwt, 그리고 알곡에서는 5.8 µg/g dwt이고, 
- Cry3Bb1 수치는 어린 잎에서 570 µg/g dwt, 화분에서 25 µg/g dwt, 옥수수 수염에서 380 µg/g dwt, 조사료에서 95 µg/g dwt, forage root 뿌리에서 130 µg/g dwt, 알곡에서 15 µg/g dwt, 그리고 stover에서 88 µg/g dwt 로 나타남 
- Cry3Bb1발현량은 대조군과 Western blot 비교한 결과 동일하게 발현됨이  입증되었다. 
- 이들을 종합적으로 검토한 결과 복수세대에서도 발현단백질이 동일하게 발현될 것으로 판단된다.. 

   (2) 유전자산물에 관한 정보 
     (가) 유전자산물의 화학적 성질(단백질이나 전사되지 않은 RNA) 
- SDS-PAGE, Western Blot 분석, 당단백질 검사, Maldi-TOF 분광광도분석, N-말단 배열분석, CP4EPSPS 효소활성 등의 분석을 통하여 유전자산물의 화학적 성질을 잘 알려져 있으며, 
- MON88017 유래 CP4EPSPS, Cry3Bb1단백질과 E.coli유래의 이들 단백질이 동등함이 입증되었다 

     (나) 유전자산물의 기능 
- CP4EPSPS는 제초제 활성성분인 glyphosate에 대한 내성이 매우 높은 효소 기능을 가지고 있고, Cry3Bb1는 초시류 병충해에 대한 살충성을 가지고 있다. 

     (다) 발현단백질의 아미노산 서열의 번역 후 변이 유무 
- SDS-PAGE, Western Blot 분석, 당단백질 검사, Maldi-TOF 분광광도분석, N-말단 배열분석, CP4EPSPS 효소활성 등의 분석 결과, 
- 아미노산 서열의 번역 후 변이는 없는 것으로 확인되었다. 

     (라) 발현단백질의 구조적 변화 여부 
- SDS-PAGE, Western Blot 분석, 당단백질 검사, Maldi-TOF 분광광도분석, N-말단 배열분석, CP4EPSPS 효소활성 등의 분석을 통하여 확인한 결과 발현단백질이 구조적으로 변화하지 않은 것으로 확인되었으며, 
- CP4 EPSPS 단백질은 천연의 CP4 EPSPS 배열과 거의 동일하지만 2번 위치의 serine 대신 leucine이 대체된 것만이 다른 점이며, 이미 안전성평가가 완료된 유전자재조합 옥수수, 콩, 카놀라 및 면화에서 생산되는 CP4 EPSPS 단백질의 배열과 일치한다. 
- MON 88017의 Cry3Bb1 단백질은 야생형 Cry3Bb1 단백질과 99.1%의 아미노산 배열 상동성을 공유하며 652개의 아미노산 가운데 여섯 개에서 차이가 난다. 그러나 이들 단백질의 생화학적 특성은 E.coli와 동등한 것으로 나타났다. 

     (마) 새로운 특성의 표현형 
- MON88017은 glyphosate에 대한 저항성을 가지는 CP4 EPSPS 단백질과 옥수수 뿌리 벌레에 저항성을 가지는 Cry3Bb1 단백질을 생산한다. 

     (바) 유전자산물의 발현부위 및 발현량 
- CP4 EPSPS 단백질의 평균 수치는 어린잎에서 220 µg/g dwt, 화분에서 390 µg/g dwt, forage에서 57 µg/g dwt, forage root에서 70 µg/g dwt, 그리고 알곡에서는 5.8 µg/g dwt이었다. 
- Cry3Bb1 수치는 어린잎에서 570 µg/g dwt, 화분에서 25 µg/g dwt, 옥수수수염에서 380 µg/g dwt, 조사료에서 95 µg/g dwt, forage root 뿌리에서 130 µg/g dwt, 알곡에서 15 µg/g dwt, 그리고 stover에서 88 µg/g dwt 로 나타났다. 

   (3) 독성 

     (가) 생산물이 단백질인 경우 

       1) 안전한 식경험의 유무 
- EPSPS는 식물과 미생물 내에 널리 존재하고, 식용 곡물 및 일반 미생물에서도 동일한 EPSPS 효소들이 널리 존재하고 있다는 사실은 EPSPS 단백질이 인간 소비에 있어서 위해가 없음을 나타낸다. 
- 제초제 내성 곡물들은 2004년에 전세계적으로 5,800만 헥타르에서 재배되었으며 MON88017에서 생산된 CP4 EPSPS 단백질의 아미노산 배열은 이미 안전성평가를 받은 콩을 비롯한 많은 유전자재조합작물(콩, 옥수수, 카놀라 등)에서 생산되는 CP4 EPSPS 단백질의 아미노산 배열과 일치하거나 99% 이상의 일치를 보여 안전한 식경험으로 인정된다 
- 미국의 EPA에서는 모든 곡물에서 CP4 EPSPS 단백질이 규제면제 대상으로 등록되어 있다. 
- Cry3Bb1 단백질 유전자 공여체 생물인 Bacillus thuringiensis는 오랜 기간 동안 식용식물의 미생물농약으로 사용되어 왔고, 유기농업에 일반적으로 사용되므로 오염에 의한 안전한 섭취경험이 있으며, 이 균에 의한 인체 위해성이 보고된 예는 없다. 
- Cry 단백질은 특성상 수용체와의 결합이 없이는 어떠한 독성 효과도 발휘될 수 없다. 현재까지 포유류의 장 세포에서 Cry 단백질에 대한 수용체가 확인된 바가 없기 때문에 표유류에는 독성이 있다는 보고는 없다. 따라서 B. kurstaki 와 같은 B.t. 아종 단백질의 d-endotoxins 이 비표적 생물체에는 그 독성이 발휘되지 않는다. 
- 공여체로써 B.t.의 안전성은 이미 안전성평가가 완료된 유전자 재조합 면화, 옥수수 및 감자제품에서 안전성이 확인되었다. 
- EPA는 CryBb1 단백질에 대한 광범위한 안전성 평가를 실시한 후, 이 단백질이 인간, 동물 또는 환경에 미치는 위험은 매우 경미하다는 결론을 내렸다 

       2) 기지의 독성 및 항 영양소와의 아미노산 서열 유사성 
- FASTA sequence alignment tool을 이용하여 CP4 EPSPS 단백질 및 Cry3Bb1 단백질과 ALLPEPTIDES 데이터베이스(독소 데이터베이스)에 포함되어 있는 단백질 간 서열 및 구조적 유사성을 평가한 결과 유사성이 없었다. 

       3) 유전자 산물의 물리화학적 처리에 대한 감수성(대체산물의 경우 유전자  산물과의 생화학적, 구조적, 기능적 동질성에 관한 자료 포함) 
- CP4 EPSPS 단백질은 인공위액에서 15초 이내에 신속하게 분해되어 본 단백질은 포유류의 소화 계통에서 신속하게 분해될 것으로 예상된다. 
- Cry3Bb1 단백질도 인공 위액에서 15초 만에 최소 98%가 분해되어 신속하게 분해되었으며, 인공 장액에서도 1분 이내에 99.5%가 분해되었다. 
- 실험에 사용된 시료는 E. coli 유래로 Mon88017 유래의 단백질과 생화학적, 구조적, 기능적으로 동일함이 증명되었다. 

       4) 안전한 식경험이 없는 단백질인 경우 경구독성실험 및 그 단백질을 가지  고 있는 것으로 알려진 식물에서 그 단백질의 생물학적 기능 
- 안전한 식경험은 확인되었으나 발현단백질에 대한 급성독성시험은 실시되었고, 사용된 단백질인 E.coli 유래 단백질은 Mon88017 유래의 단백질과 동일함이 증명되었다. 
- 생쥐에게 CP4 EPSPS를 572 mg/kg 경구 투여한 결과에서도 체중, 누적체중, 식품섭취량 등에서 대조군과 유의적인 차이는 없었다. 
- Cry3Bb1 단백질은 1,930 mg/kg 이상 투여한 결과에서도 대조군과 비교하여 유의적인 차이가 없어 급성 독성을 나타내지 않는 것으로 확인되었다. 

   (4) 알레르기성 

     (가) 유전자산물이 알레르겐으로 알려지고 있는가에 관한 자료 
- EPSPS 및 Cry3Bb1은 알레르겐으로 알려져 있지 않으며, 알려진 알레르겐과의 상동성 조사결과 면역학적, 구조적으로 유사성이 없음이 확인되었다. 
  
     (나) 유전자 산물의 물리화학적 처리에 대한 감수성(대체산물의 경우 유전자 산물과의 생화학적, 구조적, 기능적 동질성에 관한 자료 포함) 
- CP4 EPSPS 단백질은 인공 위액 (SGF: simulated gastric fluid)에서 98%가 15초 안에 분해되었으며, Western blot 분석에서는 CP4 EPSPS 단백질의 95% 이상이 15초 이내에 분해된다. 
- Cry3Bb1 단백질도 인공 위액에서 15초 만에 최소 98%가 분해되어 신속하게 분해되었으며, 인공 장액에서도 1분 이내에 99.5%가 분해되었다 
- 실험에 사용된 시료는 E. coli 유래로 Mon88017 유래의 단백질과 생화학적, 구조적, 기능적으로 동일함이 증명되었다. 

     (다) 유전자산물 중 이미 알려져 있는 알레르겐과 상동성에 관한 자료 
- FASTA sequence alignment 기법을 이용하여 CP4 EPSPS 단백질과 Cry3Bb1 단백질의 알려진 알레르겐과의 상동성 조사를 위하여 알레르겐 데이터베이스(AD4)를 이용한 상동성 비교평가 결과 
- CP4 EPSPS 단백질 및 Cry3Bb1 단백질은 기존에 알려진 알레르겐들과 면역학적으로 상관성 있는 염기서열은 없었다. 

     (라) 유전자산물이 1일 단백섭취량의 유의한 양을 차지하고 있는지에 관한자료 
- 곡물 내 CP4 EPSPS 단백질(5.8㎍/g)은 전체 단백질(12.51%)의 0.0046%로 극히 소량 존재한다. 따라서 본 단백질은 알곡에 함유되어 있는 총 단백질 중 매우 적은 부분을 차지하며, 인간에 대한 식이 노출량 역시 매우 낮고, 인간에 대한 노출한계(margin of exposure, MOE)는 364,331로 인간에 대한 위해는 극히 낮다 
- 곡물 내 Cry3Bb1 단백질(15㎍/g)은 전체단백질(12.51%)의 0.012%로 극히 소량 존재한다. 따라서 본 단백질은 알곡에 함유되어 있는 총 단백질 중 매우 적은 부분을 차지하며, 인간에 대한 식이 노출량 역시 매우 낮고, 인간에 대한 노출한계는 470,731로 인간에 대한 위해는 극히 낮다 
   (5) 숙주와의 차이 

     (가) 주요영양성분 
- 3개주(Iowa, Illinois, Nebraska)에서 MON 88017과 일반 옥수수를 재배하고 이들 옥수수의 주요 영양성분(일반영양성분, 아미노산, 지방산, 비타민 및 무기질)을 비교 분석해 본 결과, 
- 알곡에서 지역별로 몇 가지 영양성분(총 16개 항목)에서 유의적인 차이가 있었지만 모두 문헌범위에 속하였다. 

     (나) 미량영양성분 
- MON88017과 대조군간에 유의적인 차이를 보인 것은 알곡으로, Iowa에서는 palmitic, linoleic, linolenic, methionine, moisture, vitB1이며, Illinois에서는 oleic, linoleic, niacin, vitB1, 그리고 nebraska에서는 copper, serine, vitB1이었다. 그러나 이들 영양소들의 수치는 모두 문헌범위에 속하므로 MON88017알곡 및 사료의 영양학적 안전성에는 문제가 없는 것으로 판단된다. 

     (다) 내재성독소 
- 옥수수에는 내재성 독소가 알려져 있지 않다. 

     (라) 영양억제인자 (항영양소) 
- 옥수수에 알려져 있는 항영양소는 phytic acid와 raffinos이며, 이들 성분을 분석한 결과, 대조 곡물과 MON 88017의 곡물에 유의적인 차이가 없었다. 

     (마) 알레르기유발성분 
- 옥수수는 일반적으로 알레르기 유발성이 없다. MON 88017에서 생산된 두 개의 도입 단백질, CP4 EPSPS 및 Cry3Bb1은 알레르기를 유발하는 것으로 알려져 있지 않다. 

     (바) 삽입된 유전자의 대사산물 
- cp4 epsps 및 cry3Bb1 유전자는 CP4 EPSPS 단백질 및 Cry3Bb1 단백질 발현 외에는 다른 대사에 관여하지 않는다. 또한 일반 옥수수를 기준으로 했을 때 의도적으로 변형된 MON 88017성분은 없다. 따라서 MON 88017내 T-DNA의 삽입으로부터 어떠한 대사의 변화도 예상되지 않는다. 

     (사) 영양성 
- 유전자재조합 옥수수 MON88017과 다른 상업용 일반 옥수수의 주요 영양성분, 미량영양성분, 영양억제 인자 등에 대하여 비교분석한 결과 실질적으로 동등하므로 영양성도 동일하다. 

   (6) 유전자산물이 대사경로에 미치는 영향 (숙주가 함유한 고유의 성분을 기질로 하여 반응할 가능성) 
- EPSPS는 식물 및 미생물 내 방향성 아미노산 생합성을 위한 shikimate 경로의 효소이고, 유전자재조합옥수수 Mon88017의 EPSPS 효소와 비교할 때 그 작용은 제초제성분인 glyphosate에 대한 내성 외에는 서로 동일하여 새로운 단백질(효소)이 아니다. 
- Cry3Bb1 단백질은 병충해의 장내 특이 수용체에만 작용하는 특이성이 높은 단백질이다. 
- 따라서 도입된 CP4 EPSPS 단백질과 CryBb1 단백질들이 옥수수 식물에 존재하는 물질의 대사에 영향을 미치지 않으며, 두 단백질간의 상호 작용가능성은 없다. 

   (7) 유전자재조합체의 생존 증식에 대한 정보 
- 제초제 성분인 glyphosate에 대한 내성과 옥수수 뿌리벌레에 대한 저항성을 가지는 특성이외에는 일반옥수수와 생존 증식능력이 동일하다. 

   (8) 유전자재조합체의 불활성화 방법 
- 제초제 성분인 glyphosate에 대한 내성과 옥수수 뿌리벌레에 대한 저항성을 가지는 특성이외에는 일반옥수수의 불활성화 방법과 동일하다 

   (9) 외국의 식품유통 승인 및 식용 등의 이용 현황 
       일본(2005), 캐나다(2005) 

5. 심사의뢰 자료 검토 결과 

  ○ 이상의 검토 내용과 같이 심사규정에 따라 제출된 자료의 안전성을 평가한 결과, 사용된 공여체, 숙주 및 유전자재조합 과정 등이 식품으로 이용시 안전성 문제를 유발하지 않는다고 판단되었고, 
  ○ 유전자재조합체에 관해서도 도입된 유전자, 유전자산물, 알레르기 유발성, 독성 및 영양성 등에서 안전성 평가에 필요한 적절한 자료가 제출되었으며, 이 자료를 토대로 검토한 결과 지금까지 섭취해온 옥수수와 차이가 없음을 확인하였다. 
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