


	[bookmark: #4a013a4d]유전자재조합 콩(GTS 40-3-2) 
안전성평가자료 심사결과







2000. 6. 



식 품 의 약 품 안 전 청 
유전자재조합식품안전성평가자료심사위원회 


1. 심사경위 

- 몬산토코리아(주)가 유전자재조합기술을 이용하여 개발된 제초제내성 콩(Glyphosate tolerant Soybean: GTS 40-3-2종)에 대해 「유전자재조합식품․식품첨가물 안전성평가자료 심사지침」(이하 심사지침이라함)에 따라 안전성 평가가 이루어졌음을 확인받기 위하여 1999년11월12일 식품의약품안전청장에게 관련자료를 첨부하여 심사의뢰함. 

- 이에 식품의약품안전청장은 동 제품이 심사지침에 따라 안전성 평가가 이루어졌는 지 여부에 대하여 '유전자재조합식품 안전성평가자료 심사위원회'(이하 심사위원회라고 함)에 검토의뢰하고, 

- 심사위원회는 별도의 '유전자재조합식품안전성연구회'를 통해 안전성평가에 필요한 평가흐름도를 만들어 이 흐름도에 따라 신청인으로부터 접수된 자료를 포함한 다수의 이용가능한 문헌과 지식을 동원한 심의의 결과, 다음과 같이 심사지침에 따라 안전성 평가가 이루어졌음을 확인함. 

2. 심사경과 

○ 심사대상품목 
	[bookmark: #4a013a4e]대상품종
	성질
	신청자
	개발자
	제외국의 안전성 확인 (승인)현황 (확인년도)

	콩
	제초제(glyphosate)내성
	몬산토코리아(주)
	미국 Monsanto Company
	미국(‘95), 영국(’95), EU ('96), 일본(‘96), 캐나다(’96), 멕시코(‘96), 아르헨틴(’96), 네덜란드(’96),  스위스(’96), 덴마크(’96), 브라질(‘98), 루마니아(’99), 러시아(‘99)



○심사경과 
- 1999년11월12일 안전성 평가자료심사의뢰 접수 
- 1999년11월16일 유전자재조합식품 안전성평가자료 심사위원회에 전문분야별 평가자료의 타당성 검토의뢰 (1차 서면심의, 12월10일 결과접수) 
- 2000년1월25일 1차 「안전성 평가 흐름도」작성회의 (유전자재조합식품안전성 연구회) 
                   ․의도적 변화에 대한 평가흐름도 검토 
-       2월 8일 2차 「안전성 평가 흐름도」작성회의 (유전자재조합식품안전성 연구회) 
                   ․독성 및 알레르기성 평가 흐름도 검토 
-       2월22일 3차 「안전성 평가 흐름도」작성회의 (유전자재조합식품안전성 연구회) 
                   ․비의도적 영향 평가 흐름도 검토 
-       3월21일 4차 「안전성 평가 흐름도」작성회의 (유전자재조합식품안전성 연구회) 
                   ․종합 검토 
-       2월25일 몬산토(주)에 심사지연통보. 
-       4월 4일  몬산토(주) 관계전문가 2인의 안전성 평가관련 토론회 
-       4월18일  ‘안전성 평가 세부흐름도’에 따른 2차 심사(서면심사요청) 
-       4월25일  3차 심사위원회 개최 
-       4월26일  몬산토코리아에 추가자료 요청. 
-       5월16일  4차 심사위원회 개최 
-       5월22일  몬산토코리아 추가 자료접수 및 설명 
-       5월26일  각 분과별 검토의견 접수 
-       6월 2일 5차 심사의뢰(서면심사의뢰) 
-       6월28일 최종보고서 완료 


3. 심사방법 

- 1999년11월16일  ‘심사위원회’는 식품의약품안전청장으로부터 심사지침에 따라 유전자재조합기술을 이용하여 개발된 농산물인 제초제내성 콩의 안전성 평가가 이루어졌는지 여부와 그 평가자료의 타당성에 대한 검토를 의뢰받은 바, 동 자료의 검토 및 심사를 행함. 
- 심사는 식품의약품안전청 예규 제1999-64호에 의해 전문가로 구성된 「유전자재조합식품안전성평가자료심사위원회」의 검토내용을 토대로 이루어짐. 
- 심사위원회는 검토의뢰된 유전자재조합식품의 안전성 평가가 심사지침에서 요구하는 자료를 만족시키면서 충분히 이루어졌는가를 검토함. 

4. 심사의뢰 자료 검토 

4-1. 심사의뢰된 식품의 개요 

- 제초제내성 콩은 제초제「Glyphosate (상품명 : 라운드업(Roundup), 일반명 : N-phosphonomethylglycine, 미국등록 : CAS등록번호 : 1071-83-6, 38641-94-0) (우리나라의 경우 12개 농약회사에서 제조판매되고 있음.)」의 영향을 받지않고 생육이 가능함. 
- Glyphosate는 식물이나 미생물의 특유한 방향족 아미노산 합성경로(shikimate pathway)의 한 효소인 5-enoyl-4-pyruvylshkimate-3-phosphate synthase (이하 EPSPS단백질이라 함)에 특이적으로 결합하여 그 활성을 저해하는 것으로, 이 농약을 살포하게 되면 필수아미노산 합성이 이루어지지 않아 거의 모든 식물이 고사하게됨. 
- 제초제인 glyphosate만을 탄소원으로 사용한 배지에서 분리해낸 Agrobacterium sp. CP4 균의 EPSPS 단백질(이하 CP4-EPSPS라 함)은 glyphosate에 영향을 받지 않는 insensitive target site를 가지므로 CP4 EPSPS 단백질을 발현시키는 유전자가 도입된 제초제내성 콩은 glyphosate를 살포해도 고사하지 않고 생육할 수 있음. 
- 또한 선발표지유전자로 대장균(Escherichia coli)에서 유래한 NPT II 단백질을 발현하는 npt II 유전자가 운반체에 도입되어 있음. NPT II단백질은 ATP 존재하에서 아미노배당체계 항생물질을 인산화하여 불활성화시킴. 

4-2. 지침의 적용 가부 

- 제초제내성 콩은 유전자재조합체 자체를 먹는 식품이므로, 안전성 평가 자료의 타당성검토의 가부에 대해서는 심사의뢰시 제출된 자료가 지침의 제8조 ② 및 ③항의 규정을 충족시키고 있는지, 또한 생략되거나 제출되지 않은 자료에 대해서는 제8조 ④항에서 의미하는 충분한 사유가 인정되거나 제8조 ⑤항의 적용이 가능한 지를 검토함. 

(1) 유전적 소재에 관한 자료 
   - 숙주는 콩 (Glycine max L. cv. A5403종)이며, 제초제내성유전자는 토양미생물인 Agrobacterium sp. CP4 균주에 유래하고, nptII유전자는 E. coli에서 유래함. 
   - CP4 EPSPS 단백질의 발현량은 종자 생조직 1mg당 0.239(0.179-0.303)㎍이며, 
   - NPTII와 GUS 단백질의 유전자는 심사대상인 몬산토 제초제내성콩의 개발을 위한 유전자운반체에 있으며, 이중 GUS와 glyphosate 내성을 통해 선발하였으나, 최종산물인 GTS(40-3-2)에 GUS는 없음이 확인됨. 
     ․유전자운반체 PV-GMGT04에 CaMV enhanced promoter의 일부와 페튜니아 EPSPS 유래 엽록체 transit peptide 유전자 및 Agrobacterium CP4 EPSPS 및 NOS terminator만 콩 염색체내에 삽입되어 발현됨. 
     ․유전자운반체를 유전자총으로 형질전환시킨 콩 40-3 계통은 GUS 단백질이 발현과 관련되어 2가지 DNA가 삽입됨. 그 후대에는 제초제엔 약하며 GUS활성이 높은 것과, 제초제내성이 강하며 GUS 활성이 없는 것이 분리되었는 데, 후자가 본 심사의 대상인 제초제내성 콩 (GTS 40-3-2)임. 
(2) 사람이 식품으로 이용한 역사에 관한 자료 
   - 오랫동안 콩은 그 자체뿐만 아니라 기름이나 단백질 추출물 형태로 식품원료로서 이용되어 왔으며, 콩단백질 함유식품으로 빵, 과자, 식육가공품, 이유식, 영양보충제 등이 있으며, 콩 섬유질을 함유한 식품으로 밀빵, 시리얼, 스넥가공품이 있고, 콩기름은 샐러드유, 샐러드 드레싱, 쇼트닝 등 다양한 형태의 식용으로 이용되어 이를 이용한 가공식품의 종류는 매우 다양함. 그밖에 콩에서 추출한 인지질인 레시틴은 천연유화제로서 가공식품의 원료로 사용됨. 
(3) 식품구성성분 등에 관한 자료 
   - 대두의 주요 영양성분 (단백질, 아미노산, 회분, 지방, 섬유질, 탄수화물, 지방산, 아미노산, 열량 등)과 영양억제성분(트립신효소 저해물질, lectin류, phytosterol, stachyose, raffinose, phytate 등)의 분석 결과, glyphosate 살포여부에 관계없이 기존의 대두와 차이가 없었음. 
   - 다만, 지방산중에서 C22:0는 대조구와 GTS사이에 유의적인 차이가 있었으나, 이 성분은 총 지방산의 0.6% 미만으로 미량이며, 일반적인 콩류의 지방산범위에 속했음. 

(4) 기존 종과 신품종의 사용방법의 차이에 관한 자료 
   - 제초제내성 콩의 식품으로서의 사용방법은 기존의 콩과 같으며, 기존의 콩과의 재배상의 차이는 glyphosate에 영향을 받지않고 생육이 가능한 점 때문에 재배기간중에 glyphosate가 사용된다는 점임. 따라서 일반 콩이 여러가지 선택성 제초제 처리를 받는 반면, 제초제내성 콩은 glyphosate 계열 제초제만 처리되므로 제초 및 재배가 쉽고, 제초제의 잔류농도 확인 및 절감이 기대됨. 

(5) 지침적용의 가부에 관한 결론 
   - 제초제내성 콩의 심사의뢰시 제출된 자료는 본 지침에 따른 평가내용을 포함하고 있어 적용이 가능하다고 판단됨. 


4-3. 지침에 따라 제출된 안전성자료에 따른 식품으로서의 적합성 검토 
- 제초제내성 콩은 유전자재조합체 자체를 먹는 식품이므로, 안전성 평가 자료의 타당성검토의 가부에 대해서는 심사의뢰시 제출된 자료가 지침의 제8조 ② 및 ③항에 규정한 자료의 범위를 충족시키고 있으며, 
- 4차에 걸친 연구회에서 합의하여 마련한 세부지침 ‘안전성평가 흐름도’에 의해 검토한 결과, 생략되거나 제출되자 않은 자료에 대해서는 제8조 ④항에 의한 충분한 사유가 인정되거나 제8조 ⑤항의 적용이 가능하여, 제초제내성 콩이 영양성이나 안전성면에서 식품으로 적합한지를 확인함. 
4-3-1 유전자재조합체의 안전성 
(1) 유전자재조합체의 개발목적 및 이용방법 
   - 제초제내성 콩은 glyphosate에 영향받지 않는 CP4 EPSPS 단백질을 발현하는 유전자가 도입되어 있기 때문에 재배기간 중에 glyphosate 사용이 가능함. 따라서 일반 콩은 잡초제거를 위해 선택적인 제초제를 여러 종류를 처리하여야 하지만, 제초제내성 콩은 glyphosate 계통만을 원하는 시기에 처리할 수 있어서 제초 및 재배의 생력화(노동력 등의 절약)와 제초제의 잔류 농도 확인 및 절감이 용이할 것으로 기대됨. 
(2) 숙주 
  가. 분류학적 특성(학명, 일반명, 품종, 계통명 등) 
[bookmark: #4a013a4f]     
	학  명
	일반명
	품종명
	비고

	Glycine max L.
	콩(대두)
	A5403
	 


  나. 식품에 이용된 역사 
   - 콩은 식품으로서 이용형태가 매우 다양하여, 콩 그 자체를 이용한 두부, 두유, 콩나물, 된장 등과, 콩단백질 함유식품으로 빵, 과자, 식육가공품, 이유식, 영양보충제 등이 있으며, 콩 섬유질을 함유한 식품으로 밀빵, 씨리얼, 스넥가공품이 있고, 콩기름은 샐러드유, 샐러드드레싱, 쇼트닝 등 다양한 형태의 식용으로 이용되어 이를 이용한 가공식품의 종류는 매우 다양할 뿐만 아니라, 그밖에 콩에서 추출한 인지질인 레시틴은 천연 유화제로서 가공식품의 원료로 사용됨. 
  다-라. 유해생리활성물질 생산성(근연종 포함) 
   - 콩에는 트립신효소 저해물질, lectin류, phytosterol, stachyose, raffinose, phytate 등의 유해생리활성물질이 생성되는 것이 알려져 있음. 
  마. 알레르기 유발성 
   - 콩은 우유, 계란 등과 더불어 알레르기 유발이 가능한 것으로 잘 알려진 식품으로, 우리나라 사람은 서구인과 달리 전통적으로 콩의 섭취량이 많아 콩 알레르기에 대하여 주의를 요함. 한 조사에 의하면 식품알레르기 환자의 14%에서 콩 단백질에 대한 IgE항체가 유의하게 검출되었다고 함.  콩의 주요 알레르겐은 7S와 2S의 단백질 성분이며, 7S에는 Gly m Bd 30k, Gly m Bd 28k, alpha subunit, beta subunit 등 여러 성분이 혼합되어 있음(Ogawa et al. 1991. J. Nutr. Sci. Vitaminol. 37:555-565). 
  바. 병원성 및 외래인자(바이러스 등)에 오염여부 : 제초제내성 콩(GTS)을 만들기 위해 사용된 모품종 A5403과 형질전환에 사용된 절편체(explant)의 병원성 오염여부의 직접적인 언급은 없었으나, 조직배양을 거쳤으므로 일반 미생물의 감염가능성은 극히 낮으며, 계속된 육성단계에서 생장과 결실 능력에 차이가 없으므로 바이러스의 오염이 낮을 것으로 판단됨. 
  사. 생존 및 증식능력과 이를 제한하는 조건 : 일부 보고에 따르면 토양온도가 45℃이상으로 높아질 경우, 생장 및 중량 감소가 일어나는 것으로 알려지고 있음. 

(3) 벡터 
  가. 명칭 
   - PV-GMGT04 
  나. 유래 
   - PV-GMGT04는 대장균, Agrobacterium 등에서 유래한 유전자로 이루어져 있으며, 
   - pUC119의 복제개시부분의 암피실린 내성유전자를 pKC7의 카나마이신 내성유전자로 바꾼 pUC-Kan을 기본으로 작성되었으며, 
   - Agrobacterium sp. CP4에 유래하는 CP4 EPSPS 유전자 카세트 
   ․promoter로 CaMV 35S enhancer부분을 포함한 promoter 
   ․EPSPS 단백질을 엽록체로 이동시키는 transit signal peptide를 발현시키기 위한 petunia의 CTP 유전자 일부 
   ․terminator로 Agrobacterium tumefaciens의 nopaline합성효소유전자의 terminator가 재조합됨.  
   - reporter 유전자인 GUS 유전자 카세트 
   ․promoter로 Agrobacterium의 mannopine 합성효소 promoter 
   ․GUS : 1.81kb β-glucuronidase coding region 
   ․terminator : 콩 7S 종자저장단백질의 α-subunit의 3'부분 
  다. 성질 
   1) DNA의 분자량 : 10,511bp 
   2) 제한효소에 의한 절단지도 : 제시됨. 
   3) 유해염기배열 등의 유무 : 보고된 바 없음. 
   4) 숙주에서의 복제수 및 안정성 : 
     ▷ 세균숙주: 개발 첫 단계인 재조합유전자의 대량생산단계에서는 숙주가 대장균이며,  본 벡터는 pUC origin을 갖고 있으므로 대장균 세포내에서 다수 존재하고 대량 증폭도 가능하며, 숙주(기주라고도 함)범위는 매우 좁을 것임. 
     ▷ 식물숙주: Agrobacterium에 의한 형질전환을 위한 구조가 없으므로 직접 형질전환에 적합함. 따라서 식물세포내 핵염색체, 미토콘드리아 염색체, 엽록체 염색체내로 삽입되어야만 복제 및 안정화 됨. 
  라. 선발표지형질유전자의 특성 : 
     ▷ 대장균에서는 항생제내성유전자를 선발지표로 사용하나 
     ▷ 콩에서는 제초제내성유전자 즉 CP4-EPSPS와 GUS유전자를 선발지표로 이용(제초제내성은 유용유전자인 동시에 선발표지형질로 사용) 
   1) 카나마이신 내성유전자 : nptII 유전자로서 일반 미생물에 대한 항생제내성 표지유전자로서 쓰이며, promoter와 terminator의 조합에 따라 식물에서의 발현도 가능하나, 본 건에서는 미생물에서의 발현에 국한됨. 
   가) 유전자 및 유전자산물의 구조 및 기능 
     - 미생물의 선발표지 유전자로서 널리 쓰이고 잘 알려짐. 카나마이신(kanamycin), 네오마이신(neomycin), G418 등에 내성을 부여함. 
   나) 내성발현의 기작과 사용방법, 관련 대사산물 : 
     - Kanamycin의 작용기작은 세균의 70S 리보솜(ribosome)에 결합하여 mRNA 해독에 착오를 일으켜 미생물은 죽게 함. 내성유전자산물인 단백질은 항생제를 변화(phosphotransferation)시켜 리보솜과의 결합을 방지하여 내성을 부여함. 
   다) 확인 및 정량방법  
     - NPT(neomycin phophotransferase) 활성, 항생제(카나마이신)에 대한 내성. 

2) 제초제내성유전자 CP4 EPSPS(aroA) 
- 제초제내성은 목표 유전자인 동시에 선발표지형질로 사용가능 함. 
   가) 유전자 및 유전자산물의 구조 및 기능 
     - 미생물(Agrobacterium sp. CP4)의 유전자를 사용함 
     - 47.6KDa, 455개 아미노산으로 이루어짐 
     - EPSPS 유전자는 다양한 생물종에 있으며, 매우 다양함. 
       아미노산 수준에서의 유사성(동일도)(%) : 콩 51(26), 옥수수 49(24), 페튜니아 50(23), 대장균 52(26), Bacillus 59(41), 효모 54(30) 
   나) 내성발현의 기작과 사용방법, 관련  대사산물 
      - EPSPS 아미노산 서열의 차이, glyphosate의 target site 변화 
   다) 확인 및 정량방법 
      - Southern blotting, PCR, ELISA 가능 
      - Glyphosate에 대한 내성 확인  
3) GUS 유전자 : 
   가) 유전자 및 유전자산물의 구조 및 기능 
     - 대장균의 베타-글루크로니다제(beta-glucuronidase) 유전자로 세균, 동물, 식물에서 reporter 유전자로 사용됨. 
   나) 내성발현의 기작과 사용방법, 관련  대사산물 
     - 내성과는 상관이 없으며, 베타-글루크로니다제를 생성함. 
     - X-GLUC이나 MUG 등의 화합물은 베타-글루크로니다제에 의해 청색침전을 형성하여 형광을 띄므로, 정성 및 정량적인 분석이 가능함. 
   다) 확인 및 정량방법 
     - Southern blotting, PCR, ELISA에 의한 확인과 정량이 가능함. 
     - 흡광도(spectrophotometer), 형광분석(fluorometer), 조직화학(histo chemistry)을 이용한 분석이 가능함. 
  마. 전달성 : pUC 벡터로서 전달성이 없을 것으로 판단됨. 
  바. 숙주의존성 
     ▷ 세균숙주: pUC origin을 갖고 있으므로 대장균의 세포내에서 다수 존재하며 대량 증폭도 가능하며, 숙주(기주)범위는 매우 좁을 것임. 
     ▷ 식물숙주: Agrobacterium에 의한 형질전환을 위한 구조가 없으므로 직접 형질전환에 적합함. 따라서 식물세포내 핵 염색체, 미토콘드리아 염색체, 엽록체 염색체내로 삽입되어야만 복제 및 안정화 됨. 
  사. 벡터의 제작방법 및 구조 : 제시됨(정확한 염기서열은 제시 안됨). 
  아. 숙주에 발현 벡터의 삽입방법․위치 
     - 삽입방법: particle bombardment(유전자총) 
     - 위치: 핵내 염색체 


(4) 삽입 DNA 관련 
  가. 공여체 
   1) 명칭 및 분류학적 특성(학명, 품종명, 계통명 등) 
   - 공여체는 토양에 일반적으로 존재하는 미생물인 Agrobacterium sp. strain CP4임. 
   - Agrobacterium의 종이나, biotype 등에 대한 언급 없이 계통명만 제시되어 있음. 
     ․Agrobacterium은 토양 미생물로서 식물병원균이 많이 포함되지만 인간에 대한 병이나 독소는 보고된 바 없음. 
   2) 식품에 이용된 역사 및 섭취현황 
   - 삽입된 유전자는 Agrobacterium sp. CP4에서 유래된 CP4 EPSPS이며, 삽입된 유전자와 유사한 EPSPS는 모든 식물과 세균류, 곰팡이류에 포함되어 있어, 식용되어 온 역사가 있으나, 이 공여체 생물 Agrobacterium sp. CP4이 식품으로 이용된 역사가 있다는 자료는 없음. 
   3) 공여체 및 근연종의 병원성 및 유해생리활성물질 생산성 
   - 병원성: Agrobacerium 속의 3개종은 식물 병원균이나 인체에 대한 위해의 보고는 없음. 
   - 유해생리활성물질: 동물이나 인체에 대한 성분은 보고된 바 없음. 
   4) 알레르기 유발성  
   - 본 제품에 삽입된 유전자 CP4 EPSPS의 산물이 포함된 식품이 외국에서 허가되어 식용되어 온 역사가 비교적 짧으나, 현재까지는 삽입된 유전자 산물이 알레르겐으로 작용한다는 보고는 없음. 
   5) 병원성 외래인자(바이러스 등)에 오염여부 : 자료 없음. 
  나. 삽입 DNA 
   1) 구조 
   - PV-GMGT04가 가진 2개(P-E35S, CaMV)의 CP4 EPSPS 유전자, KAN(NPTII) 및 GUS 유전자 중에서 P-E35S의 CP4 EPSPS 유전자만을 가짐 
   - 삽입 유전자는 E35S promoter - petunia EPSPS CTP - CP4 EPSPS - NOS terminator의 구조를 가진 것으로 알려져 왔으나, NOS terminator 뒤에 바로 CP4 EPSPS의 250bp와, 이와 별도로 CP4 EPSPS의 72bp를 부가적으로 갖고 있음이 확인됨. 그러나 이들 부가서열은 mRNA나 단백질로 발현되지 않음. 
      (가) 전사개시인자(Promoter) : CaMV 35S enhancer promoter 
      (나) 전사종결인자(Terminator) : NOS terminator 
      (다) 삽입염기서열 및 주변유전자배열 : 
        ․삽입된 DNA의 크기는 처음 자료에는 2128～2266bp 사이로 알려졌으나, 
        ․추가 제출된 자료로 primary insert로서 직접 제초제내성에 관여하는 부분이 CaMV promoter의 enhancer가 제거된 2347부터 NOS terminator의 160bp까지 및 PV-GMGT04의 16bp가 포함되어 있고, 다시 250bp의 EPSPS (1490-1739)부분과 별도로 72bp가 additional insert가 있어서, 현재 확인된 삽입염기서열은 활성을 보이는 2188bp와 부가적인 338bp로 합계 2526bp로 밝혀짐. 
        ․5'말단은 PV-GMGT04의 2241-2347bp에 해당하는 1-105bp의 서열이 제시되고 있으며, 
        ․3'말단은 PV-GMGT04의 160-353bp에 해당하는 1-194bp의 서열이 제시되고 있음. 
        ․부가적인 삽입서열(72bp)에 대한 주변염기서열은 제시되지 않음. 
   2) 성질 
       (가) 삽입 DNA의 기능에 관한 자료 : 제초제 내성에 대한 그림 제시 
       (나) 제한 효소에 의한 절단지도 : 제시 
       (다) 분자량 : 2526bp (2188+250+16+72) 
       (라) 유해염기서열의 유무(이미 알려진 유해염기서열을 포함하지 않을 것) : 모름 
   3) 안정성 (유전자재조합체내에서의 변화 포함) 
     - 교잡실험의 F2 분리비가 3:1로 나타나, 한 개의 핵내 우성유전자의 지배를 나타냄 
     - R3부터 R6까지의 4세대에 이르는 유전자 보유를  DNA 분석으로 확인함 
     - 핵내 염색체에 삽입됨 
      ․유전자재조합체 내에서의 변화: 유전자총을 이용한 형질전환에 사용된 유전자운반체는 GUS와 카나마이신내성(KAN) 유전자를 함께 갖고 있으며, 실제 형질전환체의 선발에 GUS와 CP4 EPSPS를 사용하였으나, 선발개체의 후대 분리과정 중에 GUS유전자가 배제된 계통을 확인함. 
     - Homo 개체의 후대에서 감수성 개체의 분리 등은 실시하지 않음. 
     - 제초제내성콩과 감수성개체(콩)의 후대교배종 중에서 유전자보유는 확인되나(PCR 등으로), 감수성 개체나 반대의 경우가 있었는지 여부 알 수 없음. 
   4) 유전자재조합체 내에서의 복제수 
     - 유전학적 분리비에서 볼 때 하나의 유전자자리(locus)를 차지함. 
     - 복제수(copy number)에 대한 자료는 없음. 
   5) 발현부위, 발현시기, 발현량 (유전자재조합체내에서의 변화 등에 대한 고찰) 
     - 지역간 및 지역내 변이가 있음. 
     - 잎 : 0.046～0.798 ㎍/mg fresh leaf 
     - 종자 : 0.179～0.395 ㎍/mg fresh seed 
   6) 외래 전사해독프레임(open reading frame)의 유무와 그 전사 및 발현가능성 
     - 삽입유전자의 염기배열 자료로 보아 CP4 EPSPS 유전자를 제외한 다른 ORF의 발생 가능성 없음. 

(5) 유전자재조합체 
  가. 재조합 조작에 의해 새로이 부과된 성질 (유전자산물) 
     - 제초제 glyphosate 내성: Roundup Ready 
  나. 유전자재조합체의 생존․증식에 대한 정보 : 
     - 제출자료에 따르면 생존증식에 대한 변화는 없을 것으로 판단됨. 그러나 일부보고에 따르면 토양온도가 45℃이상인 경우 생장과 중량이 감소되는 경향이 있다고 함. 
  다. 독성 (알레르기 유발성 제외) 
     - 동물실험에서 별도의 독성 소견 없음. 
  라. 유전자 산물이 대사경로에 미치는 영향 (숙주가 함유한 고유의 성분을 기질로 하여 반응할 가능성) : 
     - 유전자 산물이 대사경로에 영향을 미칠 경우 1차적으로 대사에 관여하는 효소의 변화가 일어날 것이 예상되나 제출된 자료로 보아 유의적인 변화가 일어난 것으로는 보이지 않음. 
  마. 숙주와의 차이 (영양성분․영양억제인자에 관한 자료 및 함유량의 변동에 의한 유해성이 나타나는 성분의 변동에 관한 자료) : 제초제내성 콩에 대한 영양성분 및 항영양성분에 대한 광범위한 실험 결과, 숙주와의 실질적인 차이가 없음이 확인됨. 
  바. 알레르기성 
   1) 공여체인 생물이 식품으로 이용된 역사에 관한 자료 
   - 삽입된 유전자는 Agrobacterium sp. CP4에서 유래하였으며, 삽입된 유전자와 유사한 EPSPS는 모든 식물과 세균류, 곰팡이류에 포함되어 있어 식용되어 온 역사가 있으나, 이 공여체 생물 Agrobacterium sp. CP4 가 식품으로 이용된 역사가 있다는 자료는 없음. 
   2) 유전자산물이 알레르겐으로 알려지고 있는가에 관한 자료 
   - 본 제품에 삽입된 유전자 CP4 EPSPS의 산물이 함유된 식품은 외국에서 허가되어 식용되어 온 역사가 비교적 짧으나, 현재까지는 삽입된 유전자 산물이 알레르겐으로 작용한다는 보고는 없음. 
   3) 유전자산물의 물리화학적 처리에 대한 감수성에 관한 자료 
   - CP4 EPSPS는 열 처리를 할 경우 효소 활성을 쉽게 잃는 것으로 조사되었으며, in vitro계에서 소화액에 쉽게 분해되는 것으로 보고되어 (Harrison et al. 1996. J.Nutr. 126:728-740)  물리화학적 처리에 대한 감수성이 매우 높다고 판단함. 
   4) 유전자산물 중 이미 알려져 있는 식품알레르겐과 구조적으로 같은 성질에 관한 자료 
   - 제출된 자료는 1999년까지 이미 알려져 있는 알레르겐과의 구조적 상동에 관한 조사 결과로, 상동성이 없음을 보임. 
   5) 유전자산물이 1일 단백섭취량의 유의한 양을 차지하고 있는지에 관한 자료 
   - 유전자산물인 CP4 EPSPS 단백질이 소량만 발현됨(콩 100g당 약 0.02g)에 관한 연구결과가 자료로 제출되어 있음. 제출된 자료에는 없으나, 우리나라 ‘95국민영양조사결과보고서(‘97.3)에 따르면 1일 대두 섭취량이 지역에 따라 3.2-4.6 g으로 차이는 있으나 평균 3.6g으로 보고되고 있으며, 그 가공품인 두부, 두유, 두유음료 및 기타 식품의 평균 섭취량은 29.3g(콩 환산시 5g이하)로, 콩 총 섭취량은 8.6g이하라고 볼 수 있음. 이들을 가공하지 않아 CP4 EPSPS 단백질의 분해가 전혀 없다고 했을 때, 이 단백질의 섭취량은 약 2mg으로 추정되며, 우리나라 사람의 1일 단백질 섭취량인 73.3g의 0.0027%에 해당함. 
   - 제초제내성 콩 중 CP4 EPSPS의 1인 1일 예상섭취량은 약 2mg이며, CP4 EPSPS는 물리화학적 변화에 민감하여 쉽게 분해, 변화되는 특성을 갖고 있음. 
   - 1인 1일 예상섭취량을 다른 식품알레르겐과 비교시 우유의 베타-락토글로블린(β-lactoglobulin)의 260mg보다 훨씬 낮음(약0.58%에 해당됨). 
   - 또한, 베타락토글로블린은 물리화학적 감수성이 낮지만 CP4 EPSPS는 그렇지 않음. 
   - 따라서, 섭취량을 고려한 CP4 EPSPS의 알레르기유발성은 문제를 일으킬 가능성이 매우 희박하다는 판단을 내릴 수 있음. 
  사. 유전자재조합체의 불활성화방법 
   - 생물체에 대한 불활성화법 : glyphosate계 이외의 비선택성 제초제나 선택성 제초제사용, 또는 수거 및 소각 
   - 유전자의 불활성법 : 소각 및 화학분해처리 
  아. 외국의 인가․식용 등의 현황 
   - 미국, 영국은 ‘95년에, 캐나다, 멕시코, 아르헨티나, 네덜란드, 일본, 스위스, 덴마크는 ‘96년에, 브라질은 ’98년에 루마니아와 러시아는 ‘99년에 안전성을 확인하고 사용을 승인했음. 
   - 미국에서 이미 여러 해 동안 식품가공원료인 soybean meal, soy protein isolate, soy protein concentrate, soy oil, soy flour 등을 생산하여 가공식품의 원료로 이용되고 있음. 

4-3-2 유전자재조합 식품 등의 안전성 

(1) 일반자료 : 사용방법 및 제조과정 
   - 사료로의 이용 및 기타 식품제조를 위한 1차적인 원료생산에 관한 사항을 상세하게 기술하였음. 그러나 콩나물, 간장 등의 발효식품에 관한 기술은 없음. 

(2) 실질적 동등성에 의한 안전성 평가 자료 
  가. 식품으로 사용된 역사 
   - 미국에서의 콩의 재배 및 이용에 대한 상세한 기록이 있고 콩의 분류학적 특성(taxonomy)도 기술되어 있음. 
  나. 구성성분에 관한 자료 
   1) 주요영양성분 
   - 일반성분 : 제초제내성 콩 (fresh seeds)의 단백질, 지방질, 섬유질, 회분, 탄수화물 함량과 기존 콩의 성분함량을 2년 동안 비교하였을 때, 다르게 나타나지 않음. 이와 같은 결과는 toasted meal, non-toasted meal, protein isolate, protein concentrate에서도 마찬가지로 나타나서 부분가공 후에도 기존 콩과 다르지 않음. 
   - 아미노산 : 제초제내성 콩과 기존 콩의 아미노산함량을 비교하였을 때도 차이가 없음. 
   - 지방산함량 : palmitic, stearic, oleic, linoleic, linolenic acid와 같은 주요 지방산 함량에 차이가 없었으며, 콩에 매우 적게(<0.6%) 들어있는 C22:0 지방산만이 통계적으로 유의할 만한 차이가 나타났으나, 일반적으로 문헌상 나타나 있는 콩 성분 분석결과의 편차범위는 벗어나지 않음. 정제유도 지방산함량에 차이가 없었으며, 각 인지질의 종류와 함량에도 차이가 없었음. 
   2) 미량영양성분 
   - 특기사항 없음 
   3) 내재성독소 
   - lectin : 제초제내성 콩과 기존 콩(fresh seeds)의 lectin 함량에 유의할 만한 차이가 없었음 (Toasted meal에서도 마찬가지임). 
   - Isoflavone : 총 genistein & deidzein의 함량에 있어서 유의한 차이가 없었음. 
   - Stachyose/raffinose : 제초제내성 콩과 기존 콩의 soybean meal에서 함량차이가 없었음. 
   - Phytate : 제초제내성 콩과 기존 콩 toasted meal에서 phytate 함량에 차이가 없었음. 
   4) 영양억제인자 
   - Trypsin inhibitor(TI) : 제초제내성 콩과 기존 콩 (fresh seeds)의 TI함량에 유의할 만한 차이가 없었음. toasted meal에서도 마찬가지였음. 
   5) 알레르기유발성분 
   - 기존 콩과 제초제내성 콩의 알레르기 유발성을 콩알레르기 환자의 혈청 및 땅콩알레르기 환자의 혈청을 blotting하여 조사한 결과 양자간에 차이가 없음을 조사한 연구결과가 첨부되어 있음. 따라서, 제초제내성 콩의 추가적인 알레르기 유발성분은 문제되지 않는 것으로 잠정적으로 판단함. 
   6) 삽입된 유전자의 대사산물 
   - 다음 내용으로 보아 삽입유전자산물은 안전한 것으로 평가됨. 
     ① 기존의 database를 검색하여도 EPSPS 단백질은 독소나 알레르기유발물질의 서열과 일치하거나 유사한 것이 없었음. 
     ② EPSPS 단백질의 독성시험: E. coli를 이용해 생산한 CP4 EPSPS 단백질을 정제하여 쥐에 경구투여(572mg/kg)하여도 독성효과가 나타나지 않았음. 572mg/kg은 제초제내성 콩에 들어있을 수 있는 CP4 EPSPS 단백질 최대량의 1300배에 해당하는 양임. 
     ③ CP4 EPSPS 단백질은 인공 소화액에서 급속히 분해되므로 소장점막에서 흡수될 가능성이 매우 적음.  위액에서 <15초, 장액에서 <10분. 
     ④ 제초제내성 콩에서 CP4 EPSPS 단백질의 발현량은 콩 무게의 약 0.02-0.03%이며 전체 콩 단백질의 ≤0.1%에 해당하여 사람이 하루에 섭취하는 단백질의 양에 영향을 주지 못하므로 문제가 될 것으로는 보지 않음. 
  다. 예상 섭취량 : 제출된 자료에는 없으나, 우리나라 ‘95국민영양조사결과보고서(‘97.3)에 따르면 1일 대두 섭취량이 지역에 따라 3.2-4.6g으로 차이는 있으나 평균 3.6g으로 보고되고 있으며, 그 가공품인 두부, 두유, 두유음료 및 기타식품의 평균 섭취량은 29.3g(콩 환산시 5g이하)임. 

(3) 영양학적 실험 자료 (동물실험 결과 식이섭취량, 체중증가율 등) 
   - 4주동안 쥐, 소, 가금류에 제초제내성 콩 및 기존의 콩(제초제감수성 콩)을 가열전과 가열후의 조건으로 사료로 사용한 결과 가축의 성장에 유의할만한 차이가 없었음 
(4) 독성학적 실험 자료 
   - 제초제내성 콩(GTS line 40-3-2)에 대한 영양성분 및 영양억제성분에 대한 광범위한 실험결과, 숙주와의 실질적인 차이가 없음이 확인되었으며, 동물급여시험(흰쥐, 육계, 젖소, 메기, 메추리 이용)의 결과 사료로서의 건전성(wholesomeness)에도 이상이 없었음. 
   - 삽입유전자 및 유전자 산물에 대한 안전성 평가(의도한 효과)에서 제초제내성 콩의 CP4 EPSPS 유전자에 대한 의도한 효과에 대하여 신청자는 다음과 같이 기술하고 있음. 
     1) CP4 EPSPS 유전자는 미생물과 식물에 존재함. 
     2) CP4 EPSPS는 기존의 알레르겐과 비교시 유사성이 없음. 
     3) CP4 EPSPS는 기존의 protein toxin과 비교시 유사성이 없음. 
     4) 인공장액 및 인공위액에서의 CP4 EPSPS는 신속히 파괴됨. 
     5) CP4 EPSPS는 다량영양소(macroconstitutent)가 아님. 
     6) 탄수화물 및 지질의 변화는 없었음. 
   - 이상과 관련되어 제출된 신청자의 실험자료들은 신뢰성을 인정할 만한 것으로 판단됨. 
   - 숙주로 사용된 대두는 오랜 기간동안 식품으로 사용된 역사를 가지고 있으며, 일부 유해물질을 갖는다는 것이 알려져 있지만, 특별한 독성학적인 문제점이 없는 식품임. CP4 EPSPS 단백질은 대두의 0.02-0.03%(0.288 ㎍/mg)을 차지하고 있으며, 대두 총 단백질의 0.1% 이하로서 식품 및 사료로서 섭취시 다량영양소가 되지는 않음. 
   - 공여체인 Agrobacterium CP4의 EPSPS는 식물, 박테리아, 곰팡이에 존재하는 단백질로서 tryptophan, phenylalanine 및 tyrosine과 같은 방향족 아미노산 합성과정에 관여하는 효소로, 포유류에는 존재하지 않으므로 이러한 필수 아미노산은 식품을 통하여 공급받고 있음. 
   - 한편 제초제인 glyphosate는 오랜기간 농약으로 사용되면서 포유류에는 독성도 없다고 알려져 있음. 
   - CP4 EPSPS와 기존의 알레르겐 단백질에 대해 amino acid sequence를 비교 분석한 결과, 유사성(homology)이 관찰되지 않았으며, 인공위액 및 인공장액에서 빠른 시간 내에 분해되어 불활성화되고 또한 65 ℃에서 15분간 처리시 활성이 파괴되므로 식품 또는 사료로서 섭취시 흡수되어 알레르기 반응을 야기시키기는 어려울 것으로 사료됨. 
   - GTS line 40-3-2의 영양소(protein, oil, fiber, ash, carbohydrates, calories, amino acids, fatty acids) 및 항영양소(trypsin inhibitor, lectin류, phytosterols, stachyose, raffinose, phytate)의 분석결과, 숙주인 A5403과 실질적인 차이가 없었음. 
   - 그리고 새로이 도입된 유전자 산물인 CP4 EPSPS와 기존의 1935종의 protein toxin의 amino acid sequence의 유사성(homology)을 분석하였을 때, 유사성이 관찰되지 않았으며, CP4 EPSPS의 임상예정용량의 1000배 이상의 용량으로 마우스에 단회투여 시험을 한 결과, 시험물질에 의한 이상소견이 관찰되지 않았음. 
   - 식품 및 사료로서의 건전성(wholesomeness)를 점검하기 위한 실험으로서 흰쥐, 육계(chicken), 메기, 젖소, 메추리에 대한 사양시험을 실시한 결과, 유전자재조합체인 제초제내성 콩은 숙주인 콩 line A5403과 비교시 체중변화, 사료섭취량, 장기중량 등의 여러 parameters에서 차이를 나타내지 않았음. 
   - 식품의약품안전청 고시 제 1999-46호 ‘유전자 재조합 식품․식품첨가물 안전성평가자료 심사지침제정고시’의 제 8조 ③항 4에 독성학적 실험자료로서 단회투여독성, 반복투여독성, 생식․발생독성, 유전독성, 발암성, 기타독성 자료를 요구하고 있으나, 일반적인 유전자재조합 식품에 대한 평가에 있어서 독성학적 실험(toxicological study)과 영양학적 실험(nutritional study)은 실질적 동등성(substantial equivalence)이 확인되지 않은 경우에 실시하는 것으로 알려져 있으며, 
     ․본 대상품목은 기존의 콩과 비교했을 때 실질적 동등성이 인정이 되고, 
     ․개발국(미국)에서 상용화되고 약 5년 이상이 경과하였으며, 
     ․개발국 이외의 11개국(영국, 캐나다, 일본 등)에서도 승인이 된지 1～5년이 경과한 현재까지 제초제내성 콩에 의한 위해성의 보고가 없는 점으로 보아 
   - 현재의 자료 이외의 단회투여독성, 반복투여독성, 생식․발생독성, 유전독성, 발암성, 기타 필요한 독성 (소화기계독성 등) 등의 in vivo 독성자료의 필요성은 없을 것으로 생각됨. 

(5) 알레르기 유발성 실험 자료 
   - 기존 콩과 제초제내성 콩의 알레르기 유발성을 콩 알레르기 환자의 혈청 및 땅콩알레르기 환자의 혈청을 blotting하여 조사한 결과 양자간에 차이가 없음을 조사한 연구결과가 첨부되어 있음.  따라서, 제초제내성 콩의 추가적인 알레르기 유발성분은 문제되지 않는 것으로 잠정적으로 판단함. 

(6) 항생제내성 유전자 및 그 산물에 관한 실험 자료 
   - 항생제내성 유전자는 nptⅡ 유전자가 유전자운반체에는 있었으나, 제초제내성 형질전환체를 선발하기 위한 선발표지형질로서 사용되지 않았으며, 제초제내성 콩 육성후 souther blot 등의 방법으로 확인하였을 때 검출되지 않아서 제초제내성 콩에는 항생제내성 유전자가 존재하지 않는 것으로 판단됨. 

(7) 영유아, 임신․수유부, 고령자, 만성질환자 등에 대한 영양학적 특성에 관한 자료 
   - 이상의 결과로 제초제내성 콩과 그 모종인 A5403종은 영양성이나 안전성면에서 동일하다고 판단되므로 본 자료를 별도로 요구할 필요는 없다고 판단됨. 
   - 다만, 영유아는 면역체계 등 신체가 미숙한 상태이어서 예기치 못한 문제를 일으킬 소지가 있으므로, 이들이 섭취하는 데에 대한 지속적인 모니터링을 실시할 필요가 있다고 봄. 

