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유전자변형 면화 DAS-81910-7

안전성 심사 결과 보고서

□ 요약

다우아그로사이언시스 인터내쇼널리미티드는 제초제 내성 면화 DAS-81910-7에 대해

식품의약품안전처에 안전성 심사를 신청하였고, 유전자변형식품등 안전성 심사위원회

(이하 ‘심사위원회’라 한다)는「유전자변형식품등의 안전성 심사등에 관한 규정」(이하

‘심사규정’이라 한다)에 따라 안전성을 심사하였다.

DAS-81910-7은 aad-12 및 pat 유전자가 도입된 것으로 2,4-D(2,4-dichlorophenoxyacetic

acid)와 글루포시네이트(glufosinate)에 대해 내성을 가진다.

DAS-81910-7에는 각 한 개의 aad-12 및 pat 유전자가 도입되었으며, Southern blot을

통해 5세대에 걸쳐 안정적으로 유지되는 것이 확인되었다.

기존에 알려진 독소와의 유사성을 알아보기 위해 Genebank와 RefSeq nucletide

translation의 모든 엔트리를 포함하고 SWISS PROT, PIR, PRF, PDB의 단백질 서열을 포함

하고 있는 non-redundant protein dataset(2012)를 이용하여 AAD-12 및 PAT 단백질의

아미노산 서열을 생물정보학적으로 비교 분석한 결과, 서열 상동성이 없는 것으로 확인

되었다. 또한, AAD-12 및 PAT 단백질에 대한 마우스 단회투여독성 평가 자료를

검토한 결과, 독성이 없는 것으로 확인되었다.

기존에 알려진 알레르겐과의 유사성을 알아보기 위해 FARRP(2013)과 bioinformatics

tool을 활용하여 기존의 알려진 알레르기 유발물질을 대상으로 80개 이상의 아미노산

서열에서 35% 이상 상동성을 가지는지 여부와 8개의 연속적인 아미노산이 일치하는지

여부를 검색한 결과, 기존 알레르기 유발 물질과 상동성이 없음이 확인되었다.

DAS-81910-7과 기존 면화의 주요영양성분, 미량영양성분, 항영양소 등의 함량을 비교한

결과, 생물학적 차이가 없었다. 육계를 대상으로 DAS-81910-7 면실박을 42일 동안

급이한 결과, 기존 면화와 영양성에 차이가 없는 것이 확인되었다.

결론적으로 DAS-81910-7 면화는 지금까지 식품으로 섭취해온 면화와 비교하여

안전성에 문제가 없음이 확인되었다.
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□ 심사경위

○ 다우아그로사이언시스 인터내쇼널리미티드는 제초제 내성 면화 DAS-81910-7에

대해 식품위생법 제18조에 따른 안전성 심사를 받기 위하여 2014년 12월 22일

식품의약품안전처에 심사규정에 따른 관련 자료를 첨부하여 심사를 신청하였다.

○ 이에 식품의약품안전처장은 본 품목이 심사규정에 따라 안전성 평가가 이루어

졌는지 여부에 대하여 심사위원회에 심사 의뢰하고,

○ 심사위원회는 신청인이 제출한 자료에 근거하여 다음과 같이 심사규정에 따라

안전성 평가가 이루어졌는지 여부를 확인하였다.

□ 심사경과

○ 심사대상품목

대상품목 신청자 개발자
제외국의 안전성 승인

현황

유전자변형 면화

DAS-81910-7

다우아그로

사이언시스

인터내쇼널리미티드

Dow AgroSciences

LLC

미국(2014),
호주/뉴질랜드(2014),
캐나다(2015), 일본(2015)

○ 심사경과

- 2014년 12월 22일 : 안전성 심사 신청

- 2015년 3월 17일 : 1차 심사위원회 개최

- 2015년 4월 23일 : 2차 심사위원회 개최

- 2015년 5월 19일 : 3차 심사위원회 개최

- 2016년 2월 16일 : 4차 심사위원회 개최

- 2016년 5월 17일 : 5차 심사위원회 개최

- 2016년 6월 21일 : 6차 심사위원회 개최

□ 심사방법

○ 본 품목과 관련하여 심사 신청된 유전자변형농축수산물이 심사규정의 적용대상

인지를 검토하였고,

○ 제출된 안전성 평가 자료가 심사규정에서 요구하는 자료를 갖추었는지를 확인
한 후 자료의 내용을 토대로 안전성 평가 자료를 심사하였다.
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□ 심사 신청 자료 검토

○ 심사 신청된 식품의 개요
- 다우아그로사이언시스 인터내쇼널리미티드에서 심사 신청한 면화 DAS-81910-7는

aad-12 및 pat 유전자가 도입된 것으로 2,4-D(2,4-dichlorophenoxyacetic acid)와

글루포시네이트(glufosinate)에 대해 내성을 가진다.

○ 식품으로의 적합성 검토

- 본 품목과 관련하여 제출된 안전성 평가 자료가 심사규정 제12조에서 요구하는

자료를 만족시키는지 여부를 검토하였으며,

- 자료의 내용을 토대로 다음과 같이 식품으로서의 안전성이 확보되어 있는지를

심사하였다.

1. 유전자변형농축수산물의 개발목적 및 이용방법

- 다우아그로사이언시스인터내쇼널리미티드가 심사 신청한 유전자변형 면화

DAS-81910-7은 aad-12 및 pat 유전자를 가져 2,4-D(2,4-dichlorophenoxyacetic

acid)와 글루포시네이트(glufosinate)에 대해 내성을 가진다.

- 재배방법 및 이용방법은 기존의 면화와 동일하다.

2. 숙주

가. 분류학적 특성

- 과명(Family) : Malvaceae

- 속명(Genus) : Gossypium
- 종명(Species) : hirsutum
- 일반명(Common Name) : 면화, 목화

나. 재배·사육 및 품종개량의 역사

- Gossypium 속은 전세계적으로 50여 종이 존재하고 있으나, 가장 널리 경작되고

있는 종은 G. hirsutum 이다. 면화는 원래 다년생 식물이지만 일부 지역에서

선택적 품종개량을 통해 일년생 작물로 육성되었다.

- 면화는 오랜 이용 역사를 가지는 주요 섬유 작물 중 하나로서, B.C. 3,000년경

파키스탄 인더스 강 계곡에서 경작한 면화로부터 실을 뽑아 천을 제작

하였다는 기록이 남아있다.

다. 이미 알려져 있는 독성, 알레르기 유발성 또는 병원성 외래인자와 관련성

- 면화는 독성 물질인 고시폴(gossypol)과 싸이클로프로페노이드 지방산

(cyclopropenoid fatty acid, CPFA)을 생산한다. 이 물질은 면실유 가공 중

정제, 탈취, 수소화 등을 통해 대부분 제거되거나 불활성화 된다(OECD, 2009).

최종적으로 면실유에는 단백질이 존재하지 않으며(OECD, 2009), 사람의 면실유

섭취로 인한 알레르기 반응 및 병원성 외래인자와 관련성은 보고된 바가 없다.
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라. 안전한 식경험의 유무

- 면실은 식용이나 사료용으로 이용되는데 주로 면실유, 면실박, 면실피, 린터로

가공되며 면실로부터 추출된 면실유와 린터만 식용으로 사용되고, 나머지

부산물은 가축의 사료로 이용된다. 면실유는 주로 샐러드유, 제빵, 튀김용

등으로 사용되며, 일부 아이스크림이나 샐러드드레싱의 점성도를 높이는

용도로 사용되기도 한다.

3. 공여체

가. 분류학적 특성

1) aad-12

- 계(Kingdom) : Bacteria

- 문(Phylum) : Proteobacteria

- 강(Class) : Beta Proteobacteria

- 목(Order) : Burkholderiales

- 과(Family) : Comamonadaceae

- 속(Genus) : Delftia

- 종(Species) : Delftia acidovorans

2) pat

- 계(Kingdom) : Bacteria

- 문(Phylum) : Actinobacteria

- 강(Class) : Actinobacteria

- 목(Order) : Actinomycetales

- 과(Family) : Streptomycetadaceae

- 속(Genus) : streptomyces

- 종(Species) : Streptomyces viridochromogenes

나. 안전한 식경혐의 유무, 식품용 이외의 노출 경로

- aad-12 유전자가 유래된 Delfitia acidovorans의 직접 섭취 경험은 보고된 바가

없으나, 페룰산을 바닐린 및 향 관련 대사물질로 변화시키는 등 식품 가공에

안전하게 사용된 이력이 있다(Toms 등, 1970; Rao 등, 2000; Shetty 등, 2006)

- pat 유전자가 유래된 Streptomyces viridochromogenes는 이미 pat 유전자의 공여

생물체로 유전자변형 작물에 수차례 사용되었으며, 한국을 포함한 여러 국가

에서 유전자변형 작물의 공여체로 안전성 평가를 마쳤다(OECD, 1999)

다. 공여체 및 근연종의 독성, 항영양성, 알레르기성

- 공여체인 Delfitia acidovorans 및 Streptomyces viridochromogenes가 유독물질이나

항영양성분, 알레르기를 일으키는 물질을 생산한다는 보고는 없다.



- 5 -

4. 유전자변형

가. 형질전환 과정에 대한 정보

1) 형질전환 방법

- 아그로박테리움 매개 형질전환법을 사용하였다.

- 병원성이 제거된 A. tumefaciens LBA4404에 운반체인 pDAB4468을 이용하여

형질전환에 사용하였다. 숙주인 면화 종자를 발아시킨 후 배축(hypocotyls)

절편을 분리하여 pDAB4468을 가지고 있는 A. tumefaciens로 감염시켰다.

이후 배축 절편을 아그로박테리움과 형질전환되지 않은 세포의 성장을 억제

하기 위해 각각 카르베니실린과 글루포시네이트를 함유하고 있는 배지에서

배양하여 선별한다. 선발된 형질전환체에 대해 목표유전자(aad-12, pat) 특이

적인 PCR 분석을 실시하여 두 유전자를 모두 가진 형질전환 조직으로부터

뿌리와 줄기를 분화시켜 식물체를 선발하였다.

2) 벡터에 대한 정보

가) 기원

- 형질전환에는 pDAB4468 플라스미드 벡터를 사용하였으며, 이는 이미 승인

받은 유전자변형 콩 DAS-68416-4에서도 동일하게 사용되었다.

< 플라스미드 벡터 pDAB4468 >

나) 숙주에서의 확인

- pDAB4468은 크기가 12,154bp이고, T-DNA border A와 B를 양끝으로 하는

한 개의 T-DNA를 포함하고 있다. 형질전환 과정 중 실제 면화에 삽입되는

T-DNA는 6,794bp이다.
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- T-DNA 외부에 존재하는 pDAB4468 골격부위에는 세균 내에서 플라스미드

벡터가 유지될 수 있도록 하는 두 개의 복제원점(Ori Rep과 TrfA)과 선발

표지유전자로 항생제 스펙티노마이신 저항성 유전자 SpecR이 존재한다.

하지만 최종적으로 유전자변형 면화에는 pDAB4468의 T-DNA 부위만 삽입된다.

다) 숙주에서의 기능

- pDAB4468은 E.coli와 중간 숙주인 A. tumefaciens에서만 증식될 수 있는 바이너리

벡터(binary vector)로 숙주인 면화 내에서 독립적으로 증식할 수 없으며

T-DNA를 면화 식물체에 도입시키는 기능을 제외한 다른 기능은 없다.

라) 제한효소 절단 지도

- 4. 가. 2) 가)에 제시되었다.

마) 유해염기 서열 유무

- 유해염기서열은 존재하지 않는 것으로 나타났다.

바) 전달성에 관한 정보

- 벡터 플라스미드 pDAB4468은 전달성과 관련된 유전자를 포함하고 있지 않으므로

숙주 외의 다른 생물체로 스스로 이동할 수 있는 전달성은 없다.

3) 중간숙주에 대한 정보

- 플라스미드 pDAB4468을 유전자변형 면화로 전달하는데 사용한 중간 숙주는

Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404로 병원성이 제거된 것이다.

나. 도입유전자에 대한 정보

1) 구성 유전자의 특성, 염기서열, 제한효소 절단지도

가) 선발표지유전자

- 선발표지유전자로 비선택성 제초제 글루포시네이트에 내성을 부여하는 pat

유전자를 사용하였다.

나) 조절인자

- 도입유전자의 aad-12의 발현은 애기장대(Arabidopsis thaliana)에서 유래한

AtUbi10 프로모터에 의해 조절되며, 이것은 상시 프로모터이다. 전사종결인자

AtuORF23 3' UTR은 Agrobacterium tumefaciens 플라스미드 pTi15955에서 유래

하였다.

- 유전자 pat의 발현은 CsVMV(Cassava vein mosaic virus) 유래의 CsVMV 프로

모터와 A. tumefaciens 플라스미드 pTi15955에서 유래한 AtuORF1 3' UTR

전사종결인자에 의해 발현이 조절된다. CsVMV 프로모터는 상시 프로모터

이다.
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다) DNA의 기능에 영향을 주는 기타 인자

- Nicotiana tabacum에서 유래한 RB7의 matrix attachment region(MAR) 서열이

삽입 부위인 T-DNA 의 5‘ 말단에 포함되어 있다. MAR 서열은 유전자 발현

카세트의 주변에서 도입유전자의 발현을 증가시키며, gene silencing을 감소

시키는 것으로 알려져 있다(Abranches 등, 2005; Han 등, 1997; Verma 등,

2005). 또한 유전자 발현을 불안정하게 하는 이웃한 염색체상의 서열로부터

완충역할을 한다고 보고되어 있다(Allen 등, 1993; Allen 등, 2000).

2) 크기 및 명칭

- 벡터 내 유전적 요소의 크기 및 명칭이 제시되었다.

3) 완성된 발현 벡터내의 유전자 염기서열의 위치 및 방향성

- 벡터 내 유전자 서열의 위치 및 방향은 4. 가. 2) 가)에 제시되었다.

4) 구성 유전자의 기능

- 구성 유전자의 기능이 제시되었다.

5) 유해염기서열의 유무

- 유해염기서열은 존재하지 않는다.

6) 외래전사해독프레임의 유무와 그 전사 및 발현 가능성

- 목적하는 단백질의 발현과 관련된 서열 이외의 전사 및 발현 가능성이 있는

새로운 외래전사해독프레임이 존재하지 않는 것으로 나타났다.

7) 목적하는 유전자 이외의 염기서열의 혼입

- 목적하는 유전자 이외의 염기서열은 혼입되지 않았다.

- DNA 표적 서열화를 실시하여 DAS-81910-7 삽입체 인자들의 온전성 및

구성을 평가하였다. PCR을 DNA 염기서열 결정 분석에 이용한 결과, 삽입체

내의 각 유전자는 온전함이 확인되었다.

5. 유전자변형농축수산물의 특성

가. 유전자변형농축수산물 내 도입된 유전자에 관한 정보

1) 유전자변형농축수산물의 게놈에 삽입된 유전자의 특성 및 기능

- 삽입된 aad-12에 의해 293개 아미노산으로 이루어진 분자량 약 32kDa의

AAD-12 단백질이 발현되며 2,4-D에 대한 내성을 가지게 된다. 유전자 pat은

183개 아미노산으로 구성된 분자량 약 20kDa의 PAT 단백질이 발현되며 글루

포시네이트에 대해 내성을 갖도록 한다.

2) 삽입부위의 수

- aad-12 및 pat은 단일 사본으로 삽입되었으며, 플라스미드 backbone은 존재하지

않음이 확인되었다.
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3) 각 삽입부의의 삽입유전자의 구성

가) 복제수, 염기서열

- Southern 분석 결과, DAS-81910-7 면화에는 aad-12 및 pat이 단일 사본으로

도입되었음이 확인되었다. 5‘ 경계부위 1,373bp, 3' 경계부위 1,071bp, 플라

스미드 pDAB4468의 삽입 유전자 6,390bp를 분석한 결과 DAS-81910-7 면화

에는 RB7 MAR 서열 , aad-12 및 pat 유전자 카세트가 각각 한 카피씩

단일 부위에 온전하게 삽입되어 있었으며, 도입 유전자의 염기 서열은

pDAB4468의 T-DNA 상에 존재하는 개별 유전요소의 염기서열과 동일하였다.

비유전자변형 면화 Coker 310과 유전자변형 면화 DAS-81910-7의 염기서열을

비교한 결과, 형질 전환 과정 중 삽입 부위에서 159bp 염기 서열의 삭제가

일어났다. 따라서 염기 서열의 삭제로 인해 주요 조절 요소 등이 영향을

받았는지 여부를 확인하기 위해 해당 염기 서열에 대해 BLAST 검색 알고

리즘을 이용하여 GenBank nucleotide 데이터베이스와 단백질 데이터베이스에

대해 분석을 실시한 결과 대부분이 면화 관련 염기 서열이거나 pDAB4468의

T-DNA 유래 서열로 주요한 코딩 서열이나 조절요소는 검색되지 않아 삽입

유전자의 도입으로 인해 면화의 주요 유전자나 조절 요소가 영향을 받지 않음이

확인되었다.

나) 이미 알려져 있는 독소나 항영양소를 암호화하는 유전자와의 상동성

- 기지의 독성이나 항영양소를 암호화하는 것으로 알려진 유전인자는

DAS-81910-7 면화의 삽입 DNA에 존재하지 않는다.

(1) AAD-12

- AAD-12 단백질의 기존에 알려진 독소와 유사성을 알아보기 위해

Genebank와 RefSeq nucletide translation의 모든 엔트리를 포함하고

SWISS PROT, PIR, PRF, PDB의 단백질 서열을 포함하고 있는

non-redundant protein dataset(2012)를 이용하여 BLASTp 검색하였으며, 기존의

독소 단백질과 유의한 상동성을 나타내지 않았다.

- AAD-12 단백질의 기존에 알려진 알레르기 유발 물질과의 아미노산 상동성은

CODEX에서 제안된 단계별, weight-of-evidence 접근법을 사용하였다. 최신

버전의 FARRP(2013)과 bioinformatics tool을 활용하여 기존의 알려진 알레르기

유발물질을 대상으로 80개 이상의 아미노산 서열에서 35% 이상 상동성을

가지는지 여부와 8개의 연속적인 아미노산이 일치하는지 여부를 검색한 결과,

기존 알레르기 유발 물질과 상동성을 나타내지 않았다.

(2) PAT

- PAT 단백질의 기존에 알려진 독소와 유사성을 알아보기 위해 Genebank와

RefSeq nucletide translation의 모든 엔트리를 포함하고 SWISS PROT, PIR,

PRF, PDB의 단백질 서열을 포함하고 있는 non-redundant protein
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dataset(2012)를 이용하여 BLASTp 검색하였으며, 기존의 독소 단백질과 유의한

상동성을 나타내지 않았다.

- PAT 단백질의 기존에 알려진 알레르기 유발 물질과의 아미노산 서열 유사

성은 FAO/WHO 및 CODEX 권고사항에 따라 유사성 분석을 실시하였다.

1,630개의 알레르겐 정보를 가지고 있는 FARRP Allergen DB(2013)를 이용

하여 기존 알레르기 유발물질을 대상으로 80개 이상의 아미노산 서열에서

35% 이상의 상동성을 가지는지 여부와 8개의 연속적인 아미노산이 일치하

는지 여부를 검색한 결과, 기존 알레르기 유발 물질과 상동성을 나타내지

않았다.

4) 삽입유전자 및 인접하는 숙주 게놈 유전자의 외래전사해독프레임의 유무와

그 전사 및 발현가능성

- T-DNA 삽입 부위와 5‘ 말단과 3’ 말단의 경계부위를 포함한 총 8,834 bp

서열에 대해 외래전사해독프레임의 형성 여부를 분석하였다. 시작코돈과 종결

코돈까지 6-frame translation을 검색하여 잠재적인 외래전사해독프레임을

분석하였으며, 얻어진 결과 중 8개 이상의 아미노산 서열로 이루어진 외래

전사해독프레임에 대해 생물정보학적 기법을 이용하여 이미 알려진 독소와

알레르겐에 대한 유사성을 분석하였다.

- 분석 결과, 아미노산 26개를 넘지 않는 4개의 잠재적인 외래전사해독프레임이

확인되었다. 검색된 외래전사해독프레임에 대해 FARRP Allergen

dataset(2014)으로 유사성을 검색한 결과 8개 이상의 인접한 아미노산이 일치

하는 경우가 없었다. 또한 FASTA 프로그램을 이용한 검색에서도 80개 이상의

아미노산 서열에서 35% 이상 상동성을 보이는 결과가 없었으며, GenBank

non-redundant protein dataset에 대한 BLASp 검색 결과에서도 E-value<1

조건에서 일치하는 결과가 없었다.

5) 안정성에 관한 사항

가) 복수세대에서 삽입된 유전자의 서열, 크기

- DAS-81910-7에 존재하는 삽입 DNA의 안정성을 평가하기 위해 5세대에 걸친

Southern blot 분석을 실시한 결과, 5세대에 걸쳐 도입 DNA가 유지되는 것이

확인되었다.

나) 복수 세대에서 발현부위, 발현시기, 발현량

- 유전자변형 면화 DAS-81910-7에서 발현되는 AAD-12 및 PAT 단백질의 발현

수준을 복수 세대(3세대) 잎, 뿌리, 면실에 대해 ELISA 방법으로 측정한 결과,

AAD-12 단백질의 발현량은 잎에서 30.45~33.11ng/mg, 뿌리에서

20.78~28.02ng/mg, 면실에서 11.53~13.31ng/mg이었다. PAT 단백질의 발현량은

잎에서 6.04~9.54ng/mg, 뿌리에서 2.84~4.02ng/mg, 면실에서

3.61~3.80ng/mg이었다.
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나. 유전자산물에 관한 정보

1) 유전자산물의 화학적 성질

- AAD-12 단백질은 293개 아미노산으로 이루어져 있으며 분자량은 32kDa이다.

그람 음성 토양세균인 Delfitia acidovorans에서 유래하였으며 두 번째 아미

노산 서열에 알라닌이 추가된 것을 제외하면 자연계에서 발견되는 AAD-12

아미노산 서열과 99% 이상 동일하다. 제한효소 NcoI의 인식 부위 도입 및 발현

증진을 위하여 알라닌이 추가되었다. AAD-12 단백질은 심사가 완료된

유전자변형 콩 DAS-68416-4와 DAS-44406-6에서 발현되는 단백질과 동일하다.

- PAT 단백질은 183개 아미노산으로 구성되어 있고 분자량은 ~20kDa이다.

DAS-81910-7에서 발현되는 단백질은 자연계에서 발견되는 PAT 단백질과 아미노산

서열이 동일하며, 심사가 완료된 유전자변형 콩 DAS-68416-4와

DAS-44406-6에서 발현되는 단백질과 동일하다.

2) 유전자산물의 기능

- AAD-12 단백질은 제초제 2,4-D(2,4-dichlorophenoxyacetic acid)를 제초제

활성이 없는 2,4-dichlorophenol(DCP)로 분해하여 2,4-D에 대한 내성을

가지게 한다.

- PAT 단백질은 글루포시네이트의 유효 성분인 phosphinothricin(PPT)

L-isomer가 식물체 내의 글루타민 합성효소(glutamine synthetase; GS)를

저해하여 세포 내에 암모니아가 축적되게 하여 광호흡이 중지되게 하고,

결과적으로 식물 세포의 사멸을 가져오게 하는 경로를 차단하여 글루포시

네이트에 대한 내성을 가지게 한다.

3) 발현단백질의 아미노산 서열의 번역 후 변이 유무

- AAD-12 및 PAT 단백질의 번역 후 변이 유무를 확인하기 위해 당화분석이

수행되었으며, DAS-81910-7에서 발현되는 AAD-12 및 PAT 단백질과 미생물

유래 단백질의 아미노산 서열은 서로 동일하였고, 발현된 단백질에서 당화

반응은 일어나지 않아 번역 후 변이가 일어나지 않음이 확인되었다.

4) 발현단백질의 구조적 변화 여부

- Psuedomonas fluorescens 생산 AAD-12 및 PAT 단백질과 DAS-81910-7에서

생산된 단백질의 동등성은 SDS-PAGE, western blot, 당화분석, N-말단 분석,

MALDI-TOF MS/MS 질량분석을 통하여 확인하였다. SDS-PAGE 분석결과, 두

단백질 모두 분자량이 32kDa 및 ~20kDa으로 확인되었고, western blot 분석결과,

특이 항체에 면역반응성이 확인되었으며, 당화분석결과, 두 단백질 모두 당화가

일어나지 않은 것이 확인되었고, N-말단과 C-말단의 아미노산 서열을 비교한

결과에서도 두 단백질이 동등함이 확인되었다. MALDI-TOF MS/MS에 의해

식물체 유래 단백질의 아미노산 서열의 88% 및 91.3% 이상을 확인하였다.
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5) 새로운 특성의 표현형

- 새롭게 도입된 aad-12 및 pat 유전자는 2,4-D 및 글루포시네이트에 내성을

나타내며, 제초제 내성을 제외한 다른 부분은 기존 면화와 동등하다.

6) 유전자산물의 발현부위 및 발현량

- DAS-81910-7의 생장단계별 잎, 스퀘어(squares), 다래(bolls), 화분(pollen),

꽃, 식물 전체, 뿌리, 면실 시료의 단백질 수준을 효소면역측정법(ELISA)으로

평가하였다. 시료는 미국 6개 포장시험 장소에서 난괴법에 따라 각각 4개

반복구로부터 수집하였다.

- AAD-12는 잎에서 평균 76.22ng/mg으로 가장 많이 발현되었으며, 면실에서는

19.61ng/mg(제초제 무처리) 및 17.89ng/mg(제초제 처리)이 발현되었다.

- PAT은 잎에서 평균 13.64ng/mg으로 가장 많이 발현되었으며, 면실에서는

3.74ng/mg(제초제 무처리) 및 3.96ng/mg(제초제 처리)이 발현되었다.

다. 독성

1) 유전자산물이 단백질인 경우

가) 발현단백질의 안전한 식경험의 유무

- AAD-12에 대한 직접적인 식경험은 없으나, 공여체인 Delfitia acidovorans의

경우 자연계에 널리 분포되어 있으며 이를 이용하여 식품가공에 사용한 예가

있다. DAS-81910-7에서 발현되는 AAD-12 단백질은 국내외에서 승인된 유전자

변형 콩 DAS-68416-4 및 DAS-44406-6에서 발현되는 단백질과 동일하다.

- PAT 단백질의 안전성 관련 평가는 이미 보고되어 있다(OECD, 1999;

Herouet 등, 2005). PAT 단백질이 도입된 작물은 대두, 옥수수, 면화 등 8종

식물에 대해 38품목이 승인되어 있으며(CERA-ILSI Research Foundation,

2011) 국내에서도 9품목이 승인되어 있다.

나) 발현단백질의 이미 알려져 있는 독소 및 항영양소와의 아미노산 서열 유사성

- AAD-12 및 PAT 단백질과 독성 및 항영양소와의 서열 유사성을 확인하기

위해 BLASTp 검색결과, 알려진 독소 단백질과 유사성이 없는 것으로 확인

되었다.

※ 사용된 데이터베이스는 SWISS-PROT, PIR, PDB의 단백질 서열과 Gene Bank와 RefSeq

nucleotide translation의 모든 non-redundant entry를 포함하는 데이터베이스를 사용하였다.

다) 발현단백질의 물리화학적 처리에 대한 감수성

(1) AAD-12

- P. fluorescens 유래 생산 AAD-12의 인공위액 및 장액에서의 소화성을

SDS-PAGE 및 western blot 분석을 통해 확인하였다.

· 인공위액 안정성 : AAD-12 단백질은 인공위액에서 30초 이내에 분해되는

것으로 확인되었다.

· 인공장액 안정성 : AAD-12 단백질은 인공장액에서 5분 이내에 분해되는 것
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으로 확인되었다.

- P. fluorescens 유래 생산 AAD-12의 열 안정성 평가 결과 50℃ 이상, 30분 열처리

결과, 기능활성이 100% 손실되었다.

(2) PAT

- P. fluorescens 유래 생산 PAT의 인공위액 및 장액에서의 소화성을 SDS-PAGE

및 western blot 분석을 통해 확인하였다.

· 인공위액 안정성 : PAT 단백질은 인공위액에서 1분 이내에 분해되는 것

으로 확인되었다.

· 인공장액 안정성 : PAT 단백질은 인공장액에서 10분 이내에 분해되는 것으로

확인되었다.

- P. fluorescens 유래 생산 PAT의 열 안정성 평가 결과, 55℃ 이상, 30분 열처리 결과

기능활성이 99% 손실되었다.

라) 발현단백질의 단회투여독성

- DAS-81910-7에서 발현되는 AAD-12 및 PAT 단백질을 이용하여 단회투여

독성을 평가하였다.

- CD-1 마우스(암, 수 각 5마리)를 대상으로 AAD-12 및 PAT 단백질을 각각

2,000mg/kg 용량으로 투여하고 2주 동안 관찰한 결과 생존율, 임상 관찰 소견,

체중증가, 사료 섭취량 또는 육안 병리소견에 특이사항은 없었다.

라. 알레르기성

1) 유전자산물이 알레르겐으로 알려져 있는지 여부

- AAD-12 및 PAT 단백질이 사람에 대해 알레르기를 유발한다는 보고는 없다.

aad-12의 공여체인 토양 미생물 Delftia acidovorans의 경우 직접적인 식경험은

없으나, 자연계에 널리 분포되어 있고 식품 산업에서 많이 이용되고 있다. 또한

심사 완료된 유전자변형 콩 DAS-68416-4와 DAS-44406-6에서 발현되는 단백질과

동일하다. pat의 공여체인 Streptomyces viridochromogenes의 병원성, 알레르기

유발성에 대한 보고는 없다. PAT 단백질이 도입된 유전자변형 작물은 콩,

옥수수, 면화 등을 포함하여 11개 국가에서 8종의 식물에 대해 38품목이 승인

되어 있으며 국내에서 승인된 유전자변형 콩 DAS-68416-4와 DAS-44406-6,

옥수수 TC1507, DAS-59122-7, 면화 281/3006에도 동일하게 삽입되어 있다.

2) 유전자산물의 물리화학적 처리에 대한 감수성

- AAD-12 및 PAT 단백질은 인공위액, 인공장액에서 쉽게 소화되며, 당화 반응을

일으키지 않고, 열처리할 경우 기능 활성이 손실되므로 이 단백질을 섭취

하는 사람의 소화에 영향을 미칠 가능성이 매우 낮을 것이다.

3) 유전자산물 중 이미 알려져 있는 알레르겐과의 상동성

- AAD-12 및 PAT 펩티드 내 80개의 연속적인 아미노산과 알레르겐과의 상동성을

비교하기 위하여 데이터베이스(FARRP, 2014)를 이용하여 생물정보학적
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분석이 수행되었으며, 유의적인 상동성이 발견되지 않았다. 또한, AAD-12 및

PAT 단백질과 8개의 연속 아미노산의 서열간 유사성을 분석한 결과, 알려진

알레르겐과 구조적 상동성을 나타내지 않았다.

4) 유전자산물이 1일 단백질섭취량의 유의한 양을 차지하고 있는지 여부

- 식용으로 사용되는 면화 부위는 면실뿐이며, 면실은 대부분의 상업종이 항영양

물질인 고시폴과 싸이클로프로파노이드 지방산을 함유하고 있어 직접 섭취

하지 않는다. 면실은 주로 정제된 면실유 형태로 가공되며 정제된 면실유에는

단백질이 검출되지 않는다(OECD, 2009).

- 식품수급표 2011년(한국농촌경제연구원, 2012)의 자료를 통해 1인 1일 단백질

섭취량 및 면실유 공급량을 조사한 결과 평균 단백질 공급량은 102.1g 및 면실유

섭취량은 0.01g 이었다.

- DAS-81910-7에서 발현되는 AAD-12 및 PAT 단백질의 평균 발현량은

18.74ng/mg dw 및 3.85ng/mg dw이다. 식품수급표의 면실유 1일 공급량

0.01g을 유전자변형 면화 DAS-81910-7로 대체한다고 가정할 경우, 1인

AAD-12 단백질 섭취량은 187.4ng 이고 PAT 단백질 섭취량은 38.5ng으로

각각 단백질 1일 공급량의 1.84×10-7% 및 3.8×10-8% 수준이다. 더구나 면실유의

영양소 구성에서 단백질 비율이 0%이고 지방이 100%(한국농촌경제연구원,

2012년)인 것을 고려할 경우 AAD-12 및 PAT 단백질을 사람이 섭취하는

경우는 없다고 판단된다.

마. 숙주와의 차이

- 2012년 미국 내 8개 포장에서, 시험장소당 4개 반복시험구를 난괴법으로 배열

하여 재배하였으며, 유전자변형 면화(제초제 처리구 및 미처리구), 근동질계

비유전자변형 대조군, 비유전자변형 참조군 면화 6종을 동시 재배하여 시료로

사용하였다.

- 면화의 성분 특성은 OECD 고려사항에 따라 주요영양성분, 섬유소(9종), 미네랄

(12종), 아미노산(18종), 지방산(22종), 비타민(7종), 항영양소(5종)으로 총 73개의

성분에 대해 분석하였다. 통합 지역 성분 분석 결과는 mixed model(SAS

Institute Inc., 2009)을 이용하여 ANOVA 분석을 실시하였다. F-검정으로 전체

처리효과의 유의성을 평가하였으며, 95% 신뢰 구간에서 유의성을 검증하였고

결과의 50% 이상에서 LOQ 미만 값을 보인 14개 성분은 통계분석에서 제외

하여 총 59개의 성분에 대해 통합지역 결과 분석을 실시하였다.

1) 주요영양성분

(가) 일반성분

- 수분, 단백질, 지방, 탄수화물, 회분, 총식이섬유, 조섬유, NDF, ADF 등 총 9가지

성분에 대해 분석하였다. 그 중 회분, 탄수화물, 단백질 성분에서 유의차가 있었으나,

평균값이 참조범위와 문헌범위 내에 포함되어 생물학적으로는 유의차가 없었다.
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(나) 아미노산

- 18개 아미노산 성분을 분석한 결과, 아르기닌에서 유의적인 차이가 있었으나

분석치의 평균값이 참조범위와 문헌범위 내에 포함되어 생물학적으로 유의차가

없었다.

(다) 지방산

- 22개 지방산 성분을 분석한 결과 13개 성분(8:0 카프릴릭산, 10:0 카프르산,

12:0 라우르산, 14:1 미리스트올레산, 15:0 펜타데칸산, 15:1 Pentadecenoic,

17:0 헵타데칸산, 17:1 Heptadecenoic, 18:3 γ-리놀렌산, 20:1 Eicosenoic, 20:2

이코사디엔산, 20:3 에이코사트리엔산, 20:4 아라키돈산)은 정량한계 미만으로

분석에서 제외하였다. 14:0 미리스트산, 16:1 팔미톨레산, 18:1 올레산, 18:2

리놀레산 등 4개 성분에서 유의적인 차이가 있었으나, 분석치의 평균값이 참조

범위와 문헌범위 내에 포함되어 생물학적으로 차이가 없었다.

2) 미량영양성분

(가) 무기질

- 12개 성분에 대해 분석한 결과, 칼슘, 구리, 망간에서 유의적인 차이가 있었으나

분석치의 평균값이 참조범위와 문헌범위 내에 포함되어 생물학적으로 차이가

없었다.

(나) 비타민

- 7개 성분에 대해 분석한 결과, 비타민 A의 경우 정량한계 미만으로 분석에서

제외하였고, 나머지 6개 성분에 대해서는 유의적인 차이가 없어 생물학적으로

차이가 없었다.

3) 내재성독소

- 면실에는 고시폴과 싸이클로프로파노이드지방산(CPFAs)이 자연 독성 물질로

존재하는데 면실유 가공 과정에서 대부분 제거된다(OECD, 2009).

4) 항영양소

- 총고시폴과 유리고시폴, 디하이드로스테르쿨린산, 스테르쿨린산, 말발산 등 항

영양소에 대한 성분 분석결과, 말발산, 유리고시폴, 총고시폴에서 유의적인

차이가 있었으나, 분석치의 평균값이 참조범위와 문헌범위 내에 포함되어

생물학적으로 차이가 없었다.

5) 알레르기 유발성분

- 면화에서 유래된 알레르기 유발성분은 알려져 있지 않다.

6) 삽입된 유전자산물의 대사산물

- AAD-12 단백질은 제초제 2,4-D를 제초제 활성이 없는 DCP로 분해함으로써

2,4-D 에 대한 내성을 부여한다. DCP는 식물에서 제초제 2,4-D의 주요 분해

산물이다(Roberts, 1998). 미국 EPA는 제초제 2,4-D 에 대한 식물 잔류정의에
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DCP를 포함시키지 않고 있지만, 가축의 육류와 우유(livestock meat and

milk)에서는 포함된 적이 있다. 그런데, 2004년 미국 EPA의 Health Effects

Division(HED) Metabolism Assessment Review Committee(MARC)에서는

DCP를 가축의 육류의 잔류정의에서 제외할 것을 권고하였다. MARC 위원회는

DCP는 가축의 조직이나 독성을 고려했을 때 안전하다고 판단하였다(EPA,

2003). 이는 Codex, 일본 및 유럽의 잔류정의에 DCP를 포함시키지 않는

국제적인 기준과도 부합된다. 유전자변형 면화 DAS-81910-7에서 발현되는

AAD-12 단백질은 심사가 완료된 유전자변형 콩 DAS-68416-4와

DAS-44406-6에서 발현되는 AAD-12 단백질과 동일하다.

- 유전자변형 면화 DAS-81910-7에서 발현되는 PAT 단백질은 기존의 유전자변형

작물들에 도입되어 이용된 PAT과 동일한 단백질이며, 비선택성 제초제인

glufosinate ammonium을 아세틸화시켜 활성이 없는 형태로 변환하는 것으로

알려져 있다(OECD, 1999). PPT(phosphinothricin)의 L-isomer는 식물에서

GS(glutamine synthetase)를 억제하는 단백질(potent inhibitor)로 비선택성

제초제(non-selective herbicide; 글루포시네이트는 PPT의 합성형태)로 사용되고

있다(OECD, 1999). PPT에 의한 GS의 억제는 세포내 암모니아의 빠른 축적을

가져와 광호흡(photorespiration)이 중단되어 결국 식물세포가 죽게 된다

(Duan 등, 2009). PAT 단백질은 제초제 글루포시네이트에 대해 높은 기질

특이성을 가지고 있다. 또한 주요대사산물인 N-아세틸글루포시네이트는 글루

포시네이트보다 낮은 독성을 가지는 것으로 확인되었다. 또한, 유전자변형

면화 DAS-81910-7에서 발현되는 PAT 단백질은 심사가 완료된 유전자변형

콩 DAS-68416-4 와 DAS-44406-6에서 발현되는 PAT 단백질과 동일하다.

7) 영양성

- 영양성 확인을 위하여 육계사양실험을 실시하였다. 육계의 사료에 유전자변형

면화 DAS-81910-7 면실박, 비유전자변형 근동질유전자계통(near-isogenic) 면화의

면실박, 그리고 세 종류의 상업종 면화의 면실박을 혼합하여 급이하며 육계의

성장 및 건강상태 관련 반응을 6주간 관찰하였다. 각각의 면실박을 10% 수준

으로 포함시켜 Starter(어린 짐승을 위한 사료), grower(성장기 사료),

finisher(비육완료기 사료)를 준비하여 난괴법으로 시험을 실시하였고, 0일차,

14일차, 28일차, 42일차에 체중과 사료 소비율을 측정하고, 건강상태, 행동,

사망률(fatality)을 매일 관찰하였다. 시험결과, 유전자변형 면화 DAS-81910-7의

면실박이 혼합된 사료가 급이된 육계는 생존, 사료소비, 전체 체중 증가,

가공된 조직과 도체(carcass)의 무게, 사료요구율(feed conversion ratio), 일반

행동양상(behavior) 등에서 비유전자변형 면화의 면실박이 혼합된 사료급이

육계와 비교하여 차이점이 없었다. 따라서 유전자변형 면화 DAS-81910-7은

비유전자변형 면화와 영양적으로 동등한 것을 확인하였다.
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바. 유전자산물이 대사경로에 미치는 영향

- AAD-12 단백질이 숙주가 함유한 고유의 성분을 기질로 하여 반응할 가능성을

분석하였다. AAD-12 단백질에 대한 식물체 내 기질 탐색을 위해 AAD-12

단백질의 기질 특이적인 화합물 골격구조를 가진 “aryl-oxy-alkane-carboxylic acid”에

대해 천연물 데이터베이스(http://www.molecular-networks.com/biopath/index.html)(2010)를

검색한 결과, 일치되는 천연물 기질 후보물질을 찾을 수 없었다. 또한

Chemical Abstracts 데이터베이스(2012)에 대해 핵심구조인 phenoxyacetate

및 alkoxyacetate에 대해 90,000 화합물 이상을 검색했지만, 식물의 천연물에

서는 기질 후보물질을 찾을 수 없었다.

- 알려진 생화학적 대사경로에 대한 검색에서도 식물 유래 천연물에서는 기질

후보 화합물을 찾을 수 없었다. 총 9개의 화합물이 도출되었는데, 이 중 3개

화합물은 제초제로 자연계에 없는 합성물질(2,4,5-trichlrophenoxyacetic acid,

2,4-dichlrorophenoxyacetate 및 4-chlrophenoxyacetea)이었고, secalonic acid D는

곰팡이 독소(mycotoxin)이고, 나머지 5개 화합물은 세균에서

methylnaphthalene의 xenobiotic degradation에 관련된 화합물로 AAD-12

단백질의 식물유래 기질 후보 화합물이 아니었다. 따라서, 식물체 내재물질이

AAD-12 단백질의 기질로 사용될 가능성은 매우 낮다고 판단되었다.

사. 식품용으로서의 저장 및 가공에 관한 설명

- 면화는 다래(cotton boll)만 식품으로 이용된다. 면화는 조면 과정을 거쳐 씨와

면화를 분리해 내는데, 이때 분리된 씨를 면실유 제조에 사용한다. 린터를

분리한 씨는 겉껍질을 벗긴 후 껍질은 동물 사료로 사용하고, 나머지는 압착

하거나 용매추출 방법을 사용하여 기름을 짠다. 원유는 추가적인 정제(가열,

원심분리, 여과 등) 과정을 거쳐 식용유로 가공된다.

아. 외국의 식품유통 승인 및 식품용 등의 이용 현황

- 미국(2014), 호주/뉴질랜드(2014), 캐나다(2015), 일본(2015)에서 승인되었다.

6. 심사신청 자료 검토 결과

가. 이상의 검토 내용과 같이 심사규정에 따라 제출된 안전성 심사 자료를 심사한

결과, 사용된 공여체, 숙주 및 유전자변형 과정 등이 식품으로 이용시 안전성

문제를 유발하지 않는다고 판단되었다.

나. 유전자변형농축수산물에 관해서도 도입된 유전자, 유전자산물, 알레르기성, 독성

및 영양성 등에서 안전성 심사에 필요한 자료를 검토한 결과, 지금까지 식품

으로 섭취해온 면화와 비교하여 안전성에 문제가 없음이 확인되었다.
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7. 기타

가. 「유전자변형생물체의 국가간 이동 등에 관한 법률」에 의하여 유전자변형

면화 DAS-81910-7의 작물재배환경, 자연생태계, 해양생태계에 대한 환경

위해성은 농촌진흥청, 환경부, 국립수산과학원에서 심사 완료하였다.

나. 유전자변형 면화 DAS-81910-7의 안전성 심사결과보고서(안)을 식품의약품안전처

홈페이지 및 정책고객서비스(PCRM)에 2016년 6월 24일 ~ 7월 23까지 공개하여

의견을 수렴한 결과, 접수된 의견은 없었다.

붙임 : 영양성분 분석 자료
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[붙임] 영양성분 분석 자료

1) 일반성분
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2) 아미노산
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3) 지방산
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4) 무기질
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5) 비타민
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6) 항영양소


