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유전자재조합 옥수수 T25 안전성평가자료 심사결과 

1. 심사경위 
  - 아벤티스 크롭사이언스 코리아(주)(업체명 변경 : 바이엘 크롭사이언스 코리아(주))가 glufosinate ammonium 제초제에 저항성을 가지는 유전자재조합 옥수수 T25에 대하여 「유전자재조합식품․식품첨가물 안전성평가자료 심사지침」에 따라 안전성 평가가 이루어졌음을 확인 받기 위하여 2002년 9월 2일 식품의약품안전청장에게 관련 자료를 첨부하여 심사의뢰 함. 
  - 이에 식품의약품안전청장은 본 제품이 심사지침에 따라 안전성평가가 이루어졌는지 여부에 대하여 “유전자재조합식품 안전성평가자료 심사위원회”(이하 심사위원회라고 함)에 검토 의뢰 함. 
  - 심사위원회는 신청인이 제출한 자료에 근거하여 아래와 같이 심사지침에 따라 안전성 평가가 이루어졌음을 확인함. 

2. 심사경과 
 ○ 심사대상품목 
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 ○ 심사경과 
   - 2002년  9월  2일  안전성 평가자료심사의뢰 접수 
   - 2002년  9월  5일  유전자재조합식품 안전성평가자료 심사위원회에 전문분야별 평가 
                      자료의 타당성 검토의뢰 (1차 서면심사) 
   - 2003년  4월 29일  심사위원회 (2차) 
   - 2003년  5월 27일  심사위원회 (3차) 
   - 2003년  7월 11일  자료보완요구 
   - 2003년  9월 30일  자료보완 
   - 2003년  9월 30일  심사위원회 (4차) 
   - 2003년 11월  4일  심사위원회 (5차) 
   - 2003년 12월  5일  전문가 자문 
   - 2003년 12월 23일  심사위원회 (6차) 
   - 2003년 12월 30일  최종보고서 작성 

3. 심사방법 
  ○ 본 제품과 관련하여 심사 의뢰된 유전자재조합체가 심사지침의 적용대상인지를 검토하고 
  ○ 제출된 안전성 평가자료가 심사지침에서 요구하는 자료를 갖추었는지를 확인하여 미비한 부분에 대해서는 보완하도록 한 후 자료의 내용을 토대로 안전성 평가자료를 심사하였다. 

4. 심사의뢰 자료 검토 

4-1. 심사 의뢰된 식품의 개요 
  - 제초제내성(PAT) T25는 유전자재조합기술을 이용하여 옥수수(Zea mays L.)에 Streptomyces viridochromogenes로부터 유래한, glufosinate ammonium에 저항성을 갖는 pat 유전자를 삽입함으로써 glufosinate ammonium 제초제 저항성이 부여된 것이다. 
  - 유전자재조합옥수수인 T25는 미국을 포함하는 북아메리카에서 재배되고 있으며, 식용 및 동물 사료로 사용되고 있다. 

4-2. 식품으로서의 적합성 검토 
○ 본 제품과 관련하여 제출된 안전성 평가자료가 세부평가 흐름도에 따라 평가하여 「유전자재조합식품・식품첨가물안전성평가자료 심사지침」에서 요구하는 자료를 만족시키는지 여부를 검토하였으며, 
 ○ 심사지침 제8조 ②항 및 ③항에 규정에 따라 제출된 자료가 유전자재조합식품 안전성연구회 보고서(2000) 세부지침 ‘안전성 평가 흐름도’에 따라 심사가 가능한지를 확인한 후 
 ○ 자료의 내용을 토대로 식품으로서의 안전성이 확보되어 있는 지를 심사하였다. 
    
4-2-1 유전자재조합체의 안전성 
 가. 유전자재조합체의 개발목적 및 이용방법 
  - 제초제내성 옥수수 T25는 Phosphinothricin acetyltransferase 라는 효소를 생산토록 하는 pat 유전자를 가지게 하여 glufosinate ammonium 제초제에 저항성을 갖도록 한 것 외에는 재배방법, 이용목적, 이용방법이 기존의 옥수수와 동일하다. 

 나. 숙주 
   (1) 분류학적 특성 
- 학명: Zea mays 
- 일반명: maize or corn, 옥수수 
- 품종: Zea mays HE/89 
   (2) 식품에 이용된 역사 
   - 숙주인 옥수수 Zea mays L.은 광범위한 사람의 안전한 식경험이 있으며, 
       - 전분이나 식용유(옥수수기름)로 제빵, 유제품, 주류, 제과 및 육류의 구성요소로 광범위하게 사용되고 있다. 
   (3) 유해생리활성물질 생산성 
인체에 위험하다고 생각되는 물질들이 식량이나 사료로 사용되는 생산물에 포함되어 있다는 것은 잘 알려져 있지 않으나, 극소량의 항영양소인 trypsin inhibitor 나 chymotrypsin inhibitor 가 함유될 수 있다. 
   (4) 알레르기 유발성 
  옥수수에 기인하여 알려진 알레르기 발생은 지금까지 없다 
   (5) 병원성 및 외래인자(바이러스 등)에 오염여부 
  - 해당사항 없음 
   (6) 생존 및 증식능력과 이를 제한하는 조건 
  - 일반 옥수수 농작물의 생존・증식능력 및 그 제한과 같다. 

다. 벡터 
   (1) 명칭 
      - pUC/Ac 
   (2) 구성 
      - 벡터 pUC18배열, 35S terminator 및 35S promoter, β-lactamase 유전자(bla), pUC18의 복제 시작점     
   (2) 유래 
     - 벡터 pUC/Ac는 pDH51에서 유래한 것이다. 
     - 벡터 pDH51는 Cauliflower Mosaic Virus의 promoter와 terminator 유전자 배열을 벡터 pUC18 polylinker의 제한 부위(restriction site)에 삽입하여 만들어 졌다. 
     - pat 유전자는 Streptomyces viridochromogenes유래이며, 35S promoter와 terminator 사이에 위치한 Sal I site에 삽입하여 pUC/Ac를 얻어내었다. 
     - β-lactamase 유전자(bla)는 E. coli의 TnA3유래이다. 
   (3) 성질 
      (가) DNA의 분자량 
         - 3,982bp(구조유전자포함) 
      (나) 제한효소에 의한 절단지도 
         - 제시되었다. 
      (다) 유해염기배열 등의 유무 
         - 벡터내의 모든 유전자 기능이 명확하여 유해염기배열은 없다. 
      (라) 숙주에서의 복제수 및 안정성 
          - P35S-pat-T35S cassette의 1 copy로 존재하고, bla gene은 단편화되어 존재한다. Sourthern blot 분석 결과, 삽입된 유전자는 식물에 안정적으로 통합되어 있음이 확인되었다. 
   (4) 선발표지형질유전자의 특성 
- 선발표지형질 유전자로서 bla gene이 사용되었으며, 이는 penicillin, cephalosporin 등의 β-lactam항생제를 불활성화시키는 효소로, 벡터에 포함되어 선발표지유전자로 이용되었으나, T25에는 약 25% 정도가 잘려져 나간 상태로 도입되므로 옥수수내에서는 발현되지 않는다. 
   (5) 전달성 
       - Plasmid인 pUC18에서 유래되었고 다른 전달성을 나타내는 유전자 배열이 없으므로 전달성은 없다 
   (6) 숙주의존성 
       - ColE1 복제 개시점을 포함하고 있어 능동적인 복제가 가능한 것은 E. coli 관련 균주로 한정되어 있다. 
   (7) 벡터의 제작방법 및 구조 
       - 제시되었다 
   (8) 숙주에 발현 벡터의 삽입방법․위치 
     - 삽입방법 : Protoplast로 Polyethylene glycol을 이용한 직접 주입법  
     - 위치 : 옥수수의 genome내로 삽입됨 

 라. 삽입 DNA 관련 
   (1) 공여체 
      (가) 명칭 및 분류학적 특성 
- 형질전환에 사용된 유전적 구성성분들은 Cauliflower mosaic virus, E. coli, Streptomyces viridochromogenes에서 유래한다. 
- Cauliflower mosaic virus로부터 35S promoter와 terminator 유전자 서열이 유래되었고, 
- E. coli로부터 bla gene이 유래되었으며, 
- Streptomyces viridochromogenes로부터 분리된 pat gene을 인위적으로 합성하였다. 
      (나) 식품에 이용된 역사 및 섭취현황 
- CaMV는 자연상태에서 배추과 식물에 국한되어 감염하며, 사람에 대한 독성효과는 보고된 바 없다. 
- 대장균은 일부계통이 인간과 동물에 기회적 병원체이나 실험에 사용된 계통은 비병원성이다. 
- Streptomyces viridochromogenes는 생물 그 자체가 식용으로 이용된 적은 없으나, 충분히 씻지 않은 야채나 과일 등에서 흔히 발견되는 미생물이다 
      (다) 공여체 및 근연종의 병원성 및 유해생리활성물질 생산성 
          - 알려진 바 없다 
      (라) 알레르기 유발성 
- 알려진 바 없다 
      (마) 병원성 외래인자(바이러스 등)에 오염여부 
          - 해당사항 없음 

   (2) 삽입 DNA: 그림으로 제시됨 
      (가) 구조 
          1) 전사개시인자(Promotor) 
             35S promoter (P35S) 
          2) 전사종결인자(Terminator) 
             35S terminator (T35S) 
          3) 삽입염기서열 및 주변유전자 서열 
            - P35S-pat-T35S cassette의 1 copy가 삽입되었으며, bla gene은 일부가 삽입되었다 
            - 삽입된 염기서열과 주변염기 서열도 제시되었다 
      (나) 성질 
          1) 삽입 DNA의 기능에 관한 자료: 
- pat 유전자 : L-phosphinothricin은 세균이나 식물의 글루타민 합성효소에 대한 효과적인 저해제로서 식물에 독성을 발휘하는 LibertyⓇ와 같은 제초제의 유효성분이다. pat 유전자는 phosphinothricin acetyltransferase라는 효소를 코딩함으로써 전술한 제초제에 의한 식물 독성 작용에 저항성을 발휘한다.    
- bla 유전자 : bla 유전자 일부가 제거되어 삽입되므로 유전자재조합 옥수수 T25에 있는  는 기능하지 않는다. 
          2) 제한효소에 의한 절단지도 
             - 제시되었다. 
          3) 분자량: 4139bp 
          4) 유해염기서열의 유무 
             - 숙주는 오랫동안 안전하게 식품으로 사용되어 왔으며, 벡터내의 모든 유전자 기능이 명확하여 유해염기서열은 없다  
       (다) 안정성 
             - 여러 세대에 걸친 유전자재조합체 T25 옥수수를 Southern blot과 PCR 등의 분자생물학적 분석 결과 삽입형질이 안정되고 있음을 확인하였으며, 삽입된 제초제내성 형질이 6년간의 상업적 재배에도 변하지 않았다  
       (라) 유전자재조합체 내에서의 복제수 
             - P35S-pat-T35S expression cassette로서 pat 유전자 1 copy가 있고 단편화된 bla 유전자가 1 copy 존재한다. 그리고 35S promoter의 일부 단편이 bla gene에 연결되어 존재한다. 
       (마) 발현부위, 발현시기, 발현량 
             - PAT 단백질의 활성은 잎 41.3 mU/mg protein, 줄기 51.0 mU/mg protein, 뿌리 5 mU/mg protein, 및 종자 0.7 mU/mg protein이 검출되었으며, 꽃가루에서는 검출되지 않았다. 
             - PAT 단백질 함량은 성숙한 옥수수 잎, 6엽기의 옥수수, 옥수수 수염, 옥수수 껍질, 옥수수 속순으로 많고, 가공상태에서도 일부 검출이 되지만 전분이나 기름으로 가공한 제품에는 검출되지 않는다. 
       (바) 외래 전사해독프레임(open reading frame)의 유무와 그 전사 및 발현 가능성 
              - 삽입유전자, 삽입 DNA 등에 있어 목적하는 부분만이 삽입되었으며, 기타의 다른 ORF가 들어갈 가능성은 없으므로 전사 및 발현 가능성은 없다. 

 마.  유전자재조합체 
   (1) 재조합 조작에 의해 새로이 부과된 성질 
      - glufosinate ammonium계 제초제에 대한 저항성을 가진다. 
   (2) 유전자재조합체의 생존․증식에 대한 정보 
      - glufosinate ammonium계 제초제에 대한 저항성 이외에는 일반 옥수수와 동일하다. 
   (3) 유전자 산물의 독성 
- PAT 단백질은 열이나 산에 의한 물리적 처리에 의해 쉽게 분해되며, 인공위액에서도 5초내에 분해되고 활성은 2초 이내에 불활성화 된다.   
- PAT 단백질의 아미노산 염기서열은 아미노산 서열유사성 검색결과 근연 공여체생물의 유전자에서 암호화된 PAT 단백질 외에 유사성이 발견되는 단백질은 없었다. 
- PAT 단백질에 대한 14일간의 반복투여독성시험(사료내 혼합투여)을 랫드를 이용하여 수컷 7,619mg/kg, 암컷 7,965mg/kg의 용량까지 실시한 결과, 사망, 임상증상 사료섭취량, 체중, 혈청학적 검사, 뇨검사, 장기중량, 부검소견에 있어서 PAT 단백질에 의한 이상 소견이 관찰되지 않았다.  
   (4) 유전자 산물이 대사경로에 미치는 영향 
      - PAT 단백질은 글루포시네이트에 기질특이성이 높으며 다른 아미노산과 결합하지 않는다. 또한 글루포시네이트와 구조적으로 유사한 포유류의 글루타메이트에 대하여도 친화력이 없다.  
   (5) 숙주와의 차이 
      - T25 옥수수는 일반 옥수수와 비교시, 구성성분 및 영양학적인 면에서 차이가 없다. 
   (6) 알레르기성 
      (가) 공여체인 생물이 식품으로 이용된 역사에 관한 자료 
- 옥수수에 삽입된 pat 유전자는 방선균 Streptomyces viridochromogenes에서 유래하며, Streptomyces는 자연계에 광범위하게 분포하고 특히 토양에 많이 존재한다. 직접적인 식품으로 이용된 역사는 없으나 식품의 오염에 의한 섭취역사는 있다. 
      (나) 유전자산물이 알레르기 유발원으로 알려지고 있는가에 관한 자료 
- PAT 단백질 자체로는 알레르겐으로 알려져 있지 않다. 또한 PAT 단백질은 알레르기를 유발하는 단백질들의 일반적인 특성들을 가지고 있지 않다. 
      (다) 유전자산물의 물리화학적 처리에 대한 감수성에 관한 자료 
- PAT 단백질 활성은 열과 산에 매우 불안정하며, 인공위액에서 5초 내로 쉽게 분해되고, 활성은 2초 내에 완전히 파괴된다. 
      (라) 유전자산물 중 이미 알려져 있는 알레르겐과 구조적으로 같은 성질에 관한 자료 
- PAT 단백질의 아미노산 염기서열을 스위스 EMBL protien databank에 있는 알레르겐과 비교하였으며, 그 결과 알려진 알레르겐과의 유사성은 없었다. 
      (마) 유전자산물이 1일 단백질 섭취량의 유의한 양을 차지하고 있는지에 관한 자료 
- 유전자 산물인 PAT 단백질은 옥수수 알갱이에서 전체 단백질 대비 0.00002～0.00025 %이며, 가공식품에서는 가공되지 않은 식물 부위보다 더 낮은 함량이 검출되었다. 전반적으로 PAT 단백질은 옥수수나 옥수수 산물의 섭취시 1일 단백질 섭취량의 유의한 양을 차지하지 못하는 것으로 판단된다. 
   (7) 유전자재조합체의 불활성화방법 
- Glufosinate ammonium 제조체를 제외한 다른 제초제로 불활성화 또는 제거가 가능하다. 
   (8) 외국의 인가․식용 등의 현황 
미국(1995), 일본(1997), 캐나다(1997), 유럽연합(1998), 아르헨티나(1998), 호주(2002) 

4-2-2 유전자재조합 식품 등의 안전성 
 가. 일반자료 
   (1) 사용방법 
- 일반 옥수수와 같이 식용 및 가축사료용으로 이용된다 
   (2) 제조과정 
- 옥수수 가공에서 일반 옥수수와 T25는 동일하게 제조 가공된다. 

 나. 실질적동등성에 의한 안전성 평가자료 
   (1) 식품으로 사용된 역사 
- 옥수수는 전세계적으로 생산량이 가장 많은 세가지 작물중의 하나로 수백년간 인류의 식량작물로 재배 및 이용되어 왔으며, 식량이나 사료에서 유해한 물질은 알려져 있지 않다. 
   (2) 구성성분에 관한 자료 
      (가) 주요영양성분 
         - 수분, 조지방, 조단백질, 조섬유, 회분, 탄수화물에 대하여 분석한 결과 T25는 기존 종과 비교하여 유의성 있는 차이가 관찰되지 않았다. 
      (나) 미량영양성분 
         - 아미노산, 지방산, 비타민과 미네랄에 대하여 분석한 결과, 유의적인 차이가 없었다. 
      (다) 내재성독소 
          - 유의적인 차이가 없다. 
      (라) 영양억제인자 
          - 유전자 삽입에 의한 발현 단백질의 영양억제 인자나 항영양소의 생성은 발견되지 않았다. 
          - 옥수수내의 영양억제인자로서 trypsin inhibitor 및 피틴산이 열거되었으나, 기존의 옥수수와 다르지 않았다. 
      (마) 알레르기 유발성분 
          - 유전자재조합으로 인한 알레르기 유발성분의 생성은 발견되지 않았고, 기존의 옥수수와 다르지 않다  
      (바) 삽입된 유전자의 대사산물 
          - PAT 단백질은 Glufosinate ammonium에 기질특이성이 높아 동물이나 사람에게 비특이적인 반응을 일으켜 대사이상을 초래할 가능성이 없다. 
   (3) 예상섭취량 
- 2001년 미국에서 생산된 유전자재조합옥수수 T25에서 유래한 옥수수는 미국 전체 생산량의 2%로 추정된다. 사람의 옥수수 알갱이 1일 섭취량은 미국인의 경우 체중 kg 당 0.63g, 한국인의 경우 체중 kg 당 0.6g으로 추정된다. 따라서 T25의 섭취량은 12 mg/kg/day 정도로 추정된다. 
  
 다. 영양학적 실험자료(동물실험 결과 식이섭취량, 체중증가율 등) 
형질전환체 T25 옥수수와 일반 옥수수의 영양학적 가치를 비교하기 위하여 육계(broiler chicken)를 이용한 시험을 실시하였다. 생후 0일부터 42일 까지 사료내 옥수수 함량을 0-18일에는 56.88%, 18-32일에는 61.01%, 32-42일에는 66.10%로 급여하여 시험한 결과, 체중, 사료효율, 복부 지방 비율, 흉부 육류 무게, 일반 증상에 있어서 일반옥수수와의 차이점은 관찰되지 않았다. 

 라. 독성학적 실험자료 
- PAT 단백질은 옥수수 조단백질의 0.00025%가 최대로 함유되는 양이며, 조단백질은 옥수수 성분중 최대 10%에 해당한다. 따라서 옥수수 1g 당 PAT 단백질의 함유량은 1g x 10% x 0.00025% = 0.25 ㎍ 이다. 
- 한국인의 경우 1일 옥수수 섭취량은 0.6g/kg 체중/일 이므로 1일 PAT 단백질 섭취량은 0.15㎍/kg 체중/일 이다. 
- 14일간의 랫드에 대한 반복투여시험에서의 무영향량인 50000 ppm 군의 경우 PAT 단백질의 사료내 함량은 50000 mg/kg 사료이며, 랫드 한 마리당 하루 사료섭취량을 25g, 평균체중을 250g 이라고 가정하면, 랫드 체중 1kg 당 사료섭취량은 100g 이며, PAT 단백질 섭취량은 5,000 mg/kg (5,000,000 ㎍/kg)이된다. 
- 한국인의 1일 PAT 단백질 섭취량이 0.15㎍/kg 체중/일 이므로 랫드시험에 사용한 PAT 단백질의 순도가 100%라고 하면 랫드시험에서의 무해용량은 한국인 섭취량의 3.3 x 107 (5,000,000 ㎍/kg / 0.15㎍/kg) 배가되며, 단백질의 순도가 10%인 경우는 3.3 x 106 (5,000,000 ㎍/kg / 0.15㎍/kg /10) 배가된다. 
   
 마. 알레르기 유발성 실험자료 
- 데이터 수집 및 분석된 자료를 통해 이 단백질은 알려진 단백질과 알레르겐들의 특징을 가지고 있지 않으며, 또한 특성이 규정된 알레르기성 단백질과 어떤 유의한 상동성도 나타내지 않았다는 사실이 입증되었다. 

 바. 항생제내성 유전자 및 그 산물에 관한 실험자료 
- 유전자재조합옥수수 T25에 삽입된 항생제 내성 유전자는 조각난 단편의 bla 유전자가 있으나 발현/전사 실험결과, 발현되지 않는 것으로 증명되었다. 

5. 심사의뢰 자료 검토 결과 
  ○ 이상의 검토 내용과 같이 유전자재조합식품․식품첨가물 안전성평가자료 심사지침에 따라 제출된 자료의 안전성을 평가한 결과, 사용된 공여체, 숙주 및 삽입유전자 등이 식품으로 이용시 안전성 문제를 유발하지 않는다고 판단되었다. 
  ○ 유전자재조합체에 관해서도 알레르기 유발성, 독성 및 영양성 등에서 안전성 평가에 필요한 적절한 자료가 제출되었고, 이 자료를 토대로 검토한 결과 지금까지 섭취해온 옥수수와 차이가 없음을 확인하였다. 




