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ABSTRACT - Tomato is a widely distributed, cultivated, and commercialized vegetable crop. Recently, an

increasing trend has been observed in the consumption of transgenic crops with enhanced functional components.

However, consumer concerns regarding genotoxicity have been increasing. This study examined the genotoxicity of

transgenic tomato (LTT) using the CRISPR/Cas9 system through a bacterial reverse mutation assay, chromosomal

aberration assay, and mammalian micronucleus test. In the bacterial reverse mutation assay, LTT did not induce muta-

genicity in Salmonella typhimurium strains TA98, TA100, TA1535, and TA1537, or Escherichia coli WP2uvrA, irre-

spective of the presence or absence of S9. LTT did not cause clastogenic or aneugenic chromosomal abnormalities

during metaphase in CHL cells. Moreover, LTT did not increase the frequency of micronucleated polychromatic

erythrocytes in the polychromatic erythrocytes. These findings can be used as a foundation to assess the genotoxicity

of transgenic crops using the CRISPR/Cas9 system in the future.
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토마토(Solanum lycopersicum L.)는 가지과(Solanaceae)

에 속하는 작물로 전세계적으로 널리 분포되어 재배되며,

생으로 먹거나 소스, 주스, 통조림 등 여러 형태로 가공되

어 다양한 요리 및 식단에 필수적인 재료로 소비되고 있

다1,2). 이처럼 토마토가 널리 사용되는 이유는 풍부한 영

양소와 건강상의 이점 때문이다. 토마토에는 라이코펜, 베

타카로틴, 비타민 C와 E, γ-aminobutyric acid (GABA), 플

라보노이드 등 다양한 항산화 물질이 다량 함유되어 있어

항암, 항염증, 심혈관질환 예방 등 여러 면에서 건강에 도

움을 준다3,4). 특히, 토마토의 주요 카로티노이드 성분인

라이코펜은 과육에 붉은 색을 부여하며, 토마토 품질의 중

요한 지표로 여겨진다5). 따라서, 토마토의 품질을 향상시

키기 위해서는 과일 내 라이코펜 함량을 늘리는 것이 중

요하다6). 최근에는 식물유전자 교정기술의 상당한 발전으

로 라이코펜 대사경로의 주요 유전자 발현조절이 토마토

중의 라이코펜 함량을 증가시키는 효과적인 방법으로 부

각되고 있다7,8). 한편, 토마토의 기능성물질 중 하나인

GABA는 네 개의 탄소 원자로 구성된 비단백질 아미노산

으로 L-glutamate와 glutamic acid decarboxylase (GAD)의

탈카복실화에 의해 생성된다. GABA는 중추신경계에서 억

제성 신경전달물질로 면역력향상, 성장호르몬 분비조절,

통증완화, 혈압강하 등의 다양한 생리활성을 가지고 있다9,10).

식물유전자 교정기술인 CRISPR/Cas9 시스템은 특정 유

전자 부위를 타겟팅하여 교정할 수 있기 때문에 기존 방
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식에 비해 높은 정확성과 효율성을 가진 장점으로 인해

광범위하게 사용되고 있다11). 기존 genetically modified

organism (GMO) 방법은 새로운 외래 유전자를 무작위로

삽입하여 예측하지 못한 위치에서 변화를 일으킬 수 있는

반면에, CRISPR/Cas9 시스템을 이용한 변이는 자연적으

로 발생할 수 있는 돌연변이와 유사한 방식으로 이루어지

며, 외래 유전자의 비삽입(Non-GMO)으로 간주된다12). 해

외에서는 CRISPR/Cas9 시스템을 이용한 작물 개발이 활

발하게 이루어지고 있다13-15). 일본에서는 Sanatech Seed라

는 회사가 스트레스완화 효능을 가진 GABA 함량이 증가

된 가바토마토를 개발하여 2021년에 세계 최초로 상업화된

CRISPR/Cas9 시스템을 이용한 작물이 판매되고 있다16). 미

국에서는 USDA가 CRISPR/Cas9 시스템을 이용한 식물을

기존 GMO와 동일하게 규제하지 않기로 결정하였고, FAD2-

1A와 FAD2-1B 유전자의 감소를 통해 육성한 oleic acid

함량이 높은 대두유를 승인하는 등 CRISPR/Cas9 시스템

을 이용한 작물개발 및 연구가 활발하게 진행 중이다17).

본 연구팀에서는 그동안 토마토의 항산화성분인 라이코펜

과 GABA 함량을 늘리기 위한 목적으로 CRISPR/Cas9 시

스템을 이용한 유전자교정 토마토를 개발하였다18). 하지만

다양한 이점에도 불구하고 유전자교정 작물에 대한 과장

된 정보로 인한 막연한 불안감과 부정적 시각이 있어 이

에 대한 사회 전반에 걸친 수용 및 합의가 필요한 실정이

다19). 이를 위해서는 CRISPR/Cas9 시스템을 이용한 유전

자교정 작물의 안전성에 관한 과학적이고 객관적인 자료

확보 및 정보 공유에 대한 인프라가 구축되어야 한다.

본 연구에서는 CRISPR/Cas9 시스템을 활용한 유전자교

정 토마토가 DNA나 염색체에 직접적인 손상을 일으키고

형태적 또는 기능적 이상을 유발하는지 여부를 확인하기

위해 유전독성 평가를 수행하였다. 이를 위하여 미생물 복

귀돌연변이시험, 염색체이상시험, 골수세포를 이용한 체내

소핵시험을 국제적으로 표준화된 OECD Guidelines에 따

라 시험을 진행하였다. 이러한 연구를 통해 CRISPR/Cas9

시스템을 이용한 유전자교정 토마토의 안전성을 검증하고,

이를 기반으로 한 기능성 식품의 개발에 기여하고자 한다.

Materials and Methods

유전자교정 토마토 동결건조물의 제조 및 멸균

유전독성 평가에 사용된 토마토(S. lycopersicum L.)는

토마토 품종인 동유250 육종을 CRISPR/Cas9 시스템을 활

용하여 다음과 같은 방법으로 유전자 교정하였다18). CRISPR/

Cas9 시스템을 이용하여 라이코펜의 생합성에 관여하는

SISGR1 유전자의 3, 5번째 엑손영역에서 single guide RNA

(sgRNA)를 작성하였고, GABA의 생합성에 관여하는

SlGAD2 유전자의 8번째 엑손 영역에서 sgRNA를 각각 작

성하였다. 각각의 sgRNA를 식물형질전환용 벡터인 pKAtC

binary Vector로 도입한 다음, Agrobacterium-mediated

transformation 방법을 사용하여 재조합벡터 pKAtC를 식

물체에 전달하였다. Kanamycin 및 zeatin이 포함된 MS 배

지에서 선발된 토마토 식물체는 PCR 분석을 통해 T-DNA

삽입 여부를 확인하였다. 염기서열 분석결과, 염기의 삽입

으로 인해 frameshift가 발생하여 이에 따라 생성되는 아

미노산 서열이 달라져 조기종결 코돈을 생산하였다. 따라

서, 라이코펜 생합성 관련 유전자인 SlSGR1의 기능을 상

실시켜 PSY1의 효소 활성이 증가하였고, 그 결과 라이코

펜의 생성 및 축적량이 증가시켰다. 한편, glutamate에 결

합하는 GAD2 효소의 C-terminal 부분을 제거하여 GABA

의 생성 및 축적량을 증가시켰다. 라이코펜과 GABA 함

량이 각각 증가된 유전자교정 토마토(각각 sgr1 #1-6, sgr1

#2-4와 gad2 #1-5 null 계통)를 확보하였다18).

위와 같이 유전자교정된 토마토를 LMO온실로 허가받

은 LML23호-659 격리시설(한경대학교 육종연구실)에서

25±3oC, 습도 60-80% 조건하에서 재배하였다. 일반적으로

소비자가 소비하는 토마토의 숙성 단계인 red ripe stage

의 토마토[색이 붉게 변하기 시작하고 7일 후와 10일 후

(breaker stage after 7 days and 10 days, 2022년 7월)를 수

확하여 혼합한 뒤 사용하였다. 채취한 과육을 즉시 믹서

기로 곱게 갈아서 -80oC 냉장고에서 하루정도 얼린 후 이

틀동안 동결건조하여 유전자교정 토마토 동결건조물

(lyophilized transgenic tomato, LTT)을 얻었다. 유전독성의

평가에는 LTT에 멸균증류수를 가한 후 Centrifuge 5430R

(Effendorff, Hamburg, Germany) 기기에서 2,000 ×g로 5분

간 원심 분리하여 가라앉히고, 5분간 초음파 처리로 기포

를 제거해주었다. 다음으로, microwave를 사용하여 700 W

조건에서 40초간 멸균하였다. 조제한 용액을 실온에서 일

정 시간동안 식히고 멸균증류수로 희석하여 각 농도별로

실험에 사용하였다.

LTT 중의 기능성성분 분석

LTT 중의 라이코펜을 비롯한 카로티노이드 성분 분석

을 위하여 기존에 보고된 방법을 이용하여 LTT 250 mg을

0.01% BHT가 첨가된 아세톤 10 mL로 추출하였다20,21).

HPLC를 이용한 기능성 성분 분석은 Agilent 1260 HPLC

system (Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany)을 사용하

여 이전에 보고된 방법을 따라 수행하였으며, 용매는

gradient 조건 하에서 일부 수정하여 전개하였다. 컬럼은

YMC C30 카로티노이드 컬럼(3 μm, 4.6×250 mm, YMC

Co., Kyoto, Japan)을 사용하여 30oC에서 실험을 진행하였

다. 이동상 용매로는 메탄올: methyl-tert-butyl ether (MTBE):

물(81:15:4)을 A용액으로, 메탄올:MTBE:물(6:90:4)을 B용

액으로 사용하였다. 전개조건은 유속 0.7 mL/min으로 하

여, A용액을 100%로 하여 15분간 흘려주었고, 이후 35분

동안 서서히 B용매가 100%가 되도록 흘려준 다음, 10분
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간 100% 조건을 유지하였다. 카로티노이드 표준물질인

lutein, all-trans-β-carotene 및 all-trans-lycopene은 Carotenature

(Münsingen, Switzerland)에서 구매하였고, 450 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 각 표준물질 피크의 머무름 시간은

violaxanthin, 11.1분; chlorophyll b, 18.8분; lutein, 20.9분;

zeaxanthin, 25.8분; chlorophyll a, 26.8분; 13Z-β-carotene,

35.7분; all-trans-β-carotene, 38.4분; 9Z-β-carotene, 39.6분;

all-trans-lycopene, 52.6분; 5Z-lycopene, 53.3분이었다.

LTT 중의 GABA 성분분석은 이전에 보고된 분석방법

을 응용하여 분석하였다22). 즉, LTT 250 mg에 70% 에탄

올로 10 mL를 넣고 10분간 초음파 처리를 3번하여 추출하

였다. 추출물은 실온에서 10분 동안 Centrifuge 5430R 기기

에서 5,700 ×g로 원심분리하였고, 상등액 1 mL를 0.22 μm

필터로 여과하였다. 여과된 추출물은 아미노산 분석기기인

Biochorm 30 plus 아미노산 분석기(Biochrom Ltd., Cambridge,

UK)와 Lithium accelerated Resin H-1649 칼럼(Biochrom Ltd.)

을 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

반복실험으로 얻은 실험결과를 평균값±표준편차(mean

±SD)로 표기하였으며, 그룹간의 차이는 Microsoft Excel 2019

software (Microsoft, Redmond, WA, USA)의 Student’s t-

test로 분석하였다.

미생물복귀돌연변이시험

미생물복귀돌연변이 유발 여부의 평가는 OECD Guidelines

에 따라 진행하였으며23), 히스티딘 요구성 균주인 Salmonella

typhimurium TA98, TA100, TA1535 및 TA1537 4개 균주

와 트립토판 요구성 균주인 Escherichia coli WP2 uvrA를

사용하였다24). 이들 균주는 Molecular Toxicology, Inc.

(Boone, NC, USA)에서 구입 후 형질확인 후 계대배양한

것을 시험에 사용하였다. S9 mix의 조성은 8 µmol

MgCl2·6H2O, 33 µmol KCl, 5 µmol G-6-P, 4 µmol NADPH,

4 µmol NADH, 100 µmol sodium phosphate buffer (pH

7.4) 및 50 µL S9 (Molecular Toxicology Inc., Boone, NC,

USA)으로 하였으며, 조제한 S9 mix는 얼음에 채워 사용

하였다. 미생물복귀돌연변이를 유도하는 각 균주에 적합

한 변이원성 양성대조물질로 사용한 2-aminoanthracene (2-

AA), benzo(α)pyrene (B[α]P), sodium azide (SA), 2-

nitrofluorene (2-NF), 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO), acridine

mutagen ICR 191 (ICR-191)는 Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, USA)에서 구매하였고, 음성대조군으로는 멸균 증류

수를 사용하였다. LTT를 농도별로 멸균 증류수에 50, 150,

500, 1500, 5000 µg/mL 농도로 현탁시켜 direct plate

incorporation 시험방법을 실시하였다. 시험균주는 master

plate로부터 20 mL의 액체배지(2.5% Oxoid Nutrient Broth

No. 2)에 접종해 shaking incubator (37±2oC, 120 rpm)에서

10 시간 전배양하였으며, 전배양을 마친 균주는 600 nm에

서 흡광도를 측정하여 생균수를 산출한 후 시험에 사용할

때까지 냉장보관하였다. 온도 45±2oC를 유지하는 heating

block에 꽂은 멸균튜브에 고압증기멸균한 top agar를 2 mL

씩 분주한 다음, S9 mix 0.5 mL [대사활성계 비적용 시

에는 0.5 mL의 sodium-phosphate buffer (pH 7.4)]를, 균배

양액 0.1 mL, LTT 용액 0.1 mL를 혼합하고 즉시 vortex

mixer로 2-3초간 진탕하여 minimal glucose agar plate에

부어 여러 방향으로 기울여 고루 퍼뜨려 굳게 하였다. 음

성대조군은 멸균증류수 0.1 mL를, 양성대조군은 각각의

양성대조물질 용액을 동일한 방법으로 가하여 실시하였다.

처리가 끝난 후 top agar가 굳으면 평판을 뒤집어 37±2oC

에서 50±2시간 배양한 후 복귀돌연변이집락(이하 집락)을

육안으로 계수하였다. 시험결과값은 각 농도군당 3개의 평

판으로부터 얻은 집락수의 평균±표준편차 및 음성대조군

에 대한 증가배수로 나타내었다.

염색체이상시험

전체적인 염색체이상시험은 OECD guideline에 따라 진

행하였다25). 염색체이상 유발을 평가에는 Chinese hamster

lung (CHL)유래 세포를 American Type Culture Collection

(Manassas, VA, USA)에서 구입하여 사용하였다(Cat. No.

CRL-1935). CHL 세포는 10% fetal bovine serum을 포함

한 minimum essential medium (Gibco, Grand Island, NY,

USA)를 사용하여 37oC, CO2 5% 조건에서 배양하였다. 시

료는 멸균증류수에 현탁시켜 농도를 단계별로 희석하여

사용하였으며, 양성대조군은 대사활성계 적용(+S9 mix)시

에는 B[α]P를, 대사활성계 비적용(-S9 mix)시에는 4NQO

를 사용하였다. 염색체이상시험은 3 그룹[그룹-1: 대사활

성계 적용, 6시간 처리 후 -18시간 회복(6+S), 그룹-2: 대

사활성계 비적용, 6시간 처리 후 -18시간 회복(6-S), 그룹

-3: 대사활성계 비적용, 24시간 처리 후 -0시간 회복(24-

S)]으로 나누어 진행하였다. 배양면적 25 cm2 플라스크당

5×104 개의 세포를 5 mL의 배양액에 파종하여 약 3 일간

배양하였다. 그 후, 각 플라스크의 기존배양액을 제거하고

배양액 4.0 mL, 각 농도의 LTT 용액 0.5 mL 및 S9 mix

0.5 mL를 분주하였다. 대사활성계의 비적용군(-S9 mix)은

배양액 4.5 mL와 LTT 용액 0.5 mL만을 첨가하였다. 6시

간 후 PBS로 세포 표면을 2-3회 세정하고 새로운 배지

5 mL 첨가하여 18시간 추가 배양하였다. 24시간 처리군은

배양액 4.5 mL, LTT 용액 0.5 mL을 첨가하여 24시간동

안 배양하였다. 양성대조군에는 50 μL의 B[α]P 및 4NQO

를 각각 처리하여 총 합계액의 용량을 동일하게 조정하였

다. LTT 용액 처리한 시점으로부터 약 22 시간 후에 모든

플라스크에 50 μL의 콜히친액(Sigma-Aldrich)을 처리(최종농

도 1 µM)한 다음, 2시간 경과 후 진탕법으로 중기세포를

수거하였다. 중기세포를 포함한 배양액을 원심분리한 후,

저장액(75 mM KCl액)으로 처리하고 고정(메틸알콜:빙초

산=3:1) 단계를 거쳐 공기건조법으로 염색체 검체를 제작
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하고, 5% Giemsa액으로 염색하였다. 중기세포 수거 후 플

라스크에 남아있는 세포를 0.1% 트립신액으로 분리 및 계

수하여 relative increase in cell counts (RICC, %) 값을 산

출하였다. 구조적이상은 동원체 수가 23-27인 중기상에 대

하여 동원체 수 및 염색체이상의 유무를 관찰하였고, 염

색체이상이 관찰되면 이상의 종류 및 수를 기록하였다. 염

색체이상은 크게 염색체형 절단 및 교환[chromosome break

(csb)와 chromosome exchange (cse)]과 염색분체형 절단

및 교환[chromatid break (ctb)와 chromatid exchange (cte)]

으로 구별하여 계수하였으며, gap을 포함한 경우와 제외

한 경우를 나누어 기록하였다26). 염색체이상이 10개 이상

(gap 포함, multiple aberration)인 경우와 단편화(fragmentation)

의 경우는 기타로 분류하여 1개의 이상으로 계수하였다.

수적이상은 150 개의 중기상을 계수하면서 동원체의 수에

따라 diploid (23-36 동원체), polyploid (37≤동원체) 및 핵

내배화(endoreduplication)로 분류하고, 그 수를 기록하였다.

마우스 골수세포를 이용한 소핵시험

OECD guideline에 따라 LTT의 생체내 염색체이상의 유

발 또는 유사분열기구에 대한 이상 유발 여부를 수컷 ICR

마우스의 체내 골수세포에서 소핵유발성을 지표로 하여

평가하였다27). 실험동물윤리규정에 따라 2010년 AAALAC

International의 인증을 얻은 코아스템켐온(주) 비임상연구

소 실험동물운영위원회의 승인(승인번호: CHEM-2023-

IA0067-00)을 얻은 후 실험을 진행하였다. 동물은 온도

22±3oC, 상대습도 55±15 %, 조명시간 12시간(08:00-20:00),

조도 150-300 Lux로 사육하였다. 사료는 Teklad certified

irradiated global 18% protein rodent diet (2918C, Envigo,

Indianapolis, IN, USA)를 자유롭게 섭취하도록 하였다. LTT

용액의 투여량은 1250, 2500, 5000 mg/kg/day로 2일간 경구

투여용 존데를 장착한 주사기를 이용하여 위 내에 직접 투

여하였고, 양성대조군인 cyclophosphamide monohydrate

(CPA, Sigma-Aldrich)는 70 mg/kg bw/day 농도로 단회 복

강투여하였다28). 골수검체는 보고된 방법에 따라 제작하였

으며29), 최종투여로부터 24시간 후 대퇴골을 적출하여 Fetal

Bovine Serum (FBS, Gibco)으로 골수를 씻어내어 세포현

탁액을 220 ×g로 5분간 원심분리하여 상등액을 제거한 후

침전된 골수세포를 slide glass에 도말하여 메탄올에 5분간

고정한 후 사용하였다. 형광염색액은 보고된 방법을 응용하

여 제작하였으며30), 0.05% acridine orange base 수용액

(Sigma-Aldrich)을 Sorensen buffer (pH 6.8)로 희석하여 염색

에 사용하였다. 형광현미경 하에서 다염성적혈구(polychromatic

erythrocyte, PCE)는 적색으로 보이고, 정염성적혈구(normo-

chromatic erythrocyte, NCE)는 형광이 거의 없으며 어두

운 회색으로 보인다. 소핵이 있을 경우 적색 바탕에 녹색

점으로 나타난다30). 동물당 4000개의 PCE를 계수하면서

그 중 micronucleated polychromatic erythrocyte (MNPCE,

소핵을 가진 다염성적혈구)의 수를 계수하였다. 소핵출현

빈도는 개체당 4000개의 PCE에서 관찰되는 MNPCE 수

의 평균±표준편차로 나타내었다. 소핵유무에 상관없이 500

개의 RBC (red blood cell, PCE+NCE)를 계수하여 PCE/

RBC(%, 평균±표준편차)를 산출해 세포독성의 지표로 하

였다. 통계분석에는 SPSS 28 프로그램을 사용하였으며,

P<0.05일때 통계적으로 유의미하다고 판정하였다. 소핵유

발빈도는 비모수적 Kruskal-Wallis H-test를 실시하여 얻었

다. 음성대조군과 양성대조군의 자료는 Mann-Whitney U-

test로 유의성을 검정하였다. 농도의존성은 카이제곱검정의

선형대선형결합으로 검정하였다. PCE/RBC에는 One-way

ANOVA를 적용하였고, 분산의 동질성은 Levene test로 검정

하였으며, 음성대조군과 양성대조군 평균의 차이는 Student’s

t-test로 분석하였다.

Results and Discussion

LTT 중의 기능성성분 분석

LTT 중의 기능성성분의 함량을 분석한 결과 총 카로티

노이드 함량이 728.7±23.6 μg/g DW이었으며, 그 중 lycopene

이 424.5±13.5 μg/g DW로 가장 많은 양을 함유하고 있었

다(Fig. 1). 그 외에는 β-cartoene (30.3±1.6 μg/g DW), lutein

(6.4±0.3 μg/g DW)을 함유하고 있었다(Table 1). 유리아미

노산을 분석한 결과, 총 아미노산 함량(51.1±0.4 mg/g DW)

중에 GABA의 함량이 18.7±0.1 mg/g DW로 높은 비중을

차지하고 있는 것을 확인하였다. 이들의 함량은 유전자교

정 전의 wild type인 동유 250호 중의 라이코펜 함량

340.6±21.5 μg/g DW와 GABA 함량 7.8±0.1 mg/g DW에

비해 라이코펜 함량이 1.3배, GABA 함량이 2.4배 증가하

였다. 이러한 결과는 이전에 보고된 라이코펜과 GABA 함

Table 1. Antioxidant constituents in the wild type tomato and

LTT

Items
Dongyu 250ho

(wild type)
LTT

Lutein (µg/g) 9.2±0.1 6.4±0.3***

β-Carotene (µg/g) 36.4±2.7 30.3±1.6*

Lycopene (µg/g) 340.6±21.5 424.5±13.5**

Other carotenoids (µg/g) 266.5±20.4 267.5±8.2

Total carotenoids (µg/g) 652.7±44.7 728.7±23.6*

GABA (mg/g) 7.8±0.1 18.7±0.1***

Total amino acids (mg/g) 44.4±1.1 51.1±0.4***

Data are expressed as the mean (the average value of content for

dry weight) and SD (the standard deviation value) of three inde-

pendent experiments.

* Significantly different from the wild type at P<0.05

** Significantly different from the wild type at P<0.01

*** Significantly different from the wild type at P<0.001
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량이 늘어난 유전자교정 토마토의 함량 분석과 유사한 결

과를 나타내었다18).

미생물복귀돌연변이시험

복귀돌연변이시험은 염기쌍 치환 돌연변이로 변형된 균

주(Salmonella typhimurium TA100, TA1535, Escherichia

coli WP2 uvrA)와 틀밀림 돌연변이(frameshift)로 변형된

균주(S. typhimurium TA98, TA1537)를 이용하여 히스티딘

및 트립토판 요구성 균주로 되돌아가는 복귀변이원을 확

인하는 방법으로, 다양한 화학물질의 변이원성을 민감하

게 검출할 수 있다. 살모넬라 TA균주의 rfa 돌연변이는 세

포벽의 지질다당체 장벽의 합성에 관련된 유전자에 일어

난 돌연변이로서, 이 돌연변이로 인한 장벽의 손상은 일

부 큰 분자량의 화학물질에 대한 세포벽의 투과성을 높여

준다. DNA 손상의 절제회복에 관련된 유전자에 일어난 uvrA

혹은 uvrB 돌연변이는 일부 돌연변이원에 대한 감수성을 높

여준다. 또한, 대사활성계인 설치류 간의 S9를 사용하여 시

험물질과 그 대사물의 유전독성을 확인할 수 있다31).

Fig. 1. HPLC chromatograms of standard solution (a, 20 μg/mL) and the LTT (b) (450 nm).
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Table 2. Reverse mutagenicity assay with transgenic tomatoes (LTT)

Strain Chemical treated Dose (μg/plate)
Colonies/plate

Without S9 mix With S9 mix

S. typhimurium 

TA 100

Negative control 0 96±3 96±4

LTT

50 89±9 85±9

150 92±4 103±7

500 89±7 104±5

1500 106±6 98±9

5000 120±2 111±5

2-AA1) 1.0 1885±101 -

SA2) 0.5 - 391±23

S. typhimurium 

TA 1535

Negative control 0 14±1 12±2

LTT

50 16±2 12±1

150 12±2 13±2

500 12±2 10±3

1500 13±1 10±1

5000 15±1 15±2

2-AA 1.0 281±17 -

SA 0.5 - 443±30

S. typhimurium 

TA 98

Negative control 0 32±4 25±2

LTT

50 25±5 21±2

150 28±5 20±3

500 30±5 20±4

1500 28±4 20±4

5000 27±5 23±2

B[α]P3) 1.0 202±15 -

2-NF4) 0.5 - 443±24

S. typhimurium 

TA 1537

Negative control 0 15±3 15±2

LTT

50 13±2 13±1

150 14±2 12±1

500 12±2 12±2

1500 14±6 12±1

5000 12±4 13±2

2-AA 1.0 276±19 -

ICR-1915) 0.5 - 143±13

E. coli

WP2 uvrA

Negative control 0 19±2 19±2

LTT

50 22±2 21±1

150 20±2 17±2

500 20±3 18±2

1500 19±3 21±3

5000 17±2 15±2

2-AA 1.0 171±18 -

4NQO6) 0.5 - 132±13

1)2-AA: 2-aminoanthracene, 2)SA: sodium azide, 3)B[α]P: benzo[α]pyrene, 4)2-NF: 2-nitrofluorene, 5)ICR-191: acridine mutagen ICR 191,
6)4NQO: 4-nitroquinoline-1-oxide.
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LTT의 최고농도(5000 μg/mL)와 S9 mix 용액의 무균성

을 확인하기 위한 예비실험에서 agar plate 상에 미생물 오

염으로 인한 집락이 관찰되지 않았으므로 해당 농도를 최

고 농도로 하여 복귀돌연변이 시험에 사용하였다. 시험 결

과, LTT 처리군은 모든 시험 균주에서 대사활성계 적용

및 비적용 시 음성대조군에 비해 통계학적으로 유의한 집

락 수의 증가를 나타내지 않았고, 농도 의존적으로 집락

수가 증가하지 않았다(Table 2). 한편, 대사활성계 적용시

양성대조군으로 사용한 2-AA, B[α]P 처리군에선 음성대

조군에 비해 약 6-20배의 분명한 복귀돌연변이 집락이 관

찰되었다. 또한, 대사활성계 비적용시 양성대조군으로 사

용한 SA, 2-NF, ICR-191, 4NQO처리군에서는 음성대조군

에 비해 약 4-35배의 분명한 복귀돌연변이 집락이 관찰되

었다. 시험에 사용한 5개 균주는 흡광도 600 nm 파장에서

생균수를 측정한 결과 1.35-1.68×109 (TA균주) 및 1.38×109

(E. coli) CFU/mL이었으며, 모든 플레이트당 처리된 생균

수는 0.5×108 CFU 이상이었다. 따라서, 이전의 연구논문

결과32)와 비교하여 본 연구에 사용된 유전자교정토마토인

LTT는 Salmonella typhimurium과 Escherichia coli에 대한 복

귀돌연변이를 유발하지 않는 것으로 판단하였다.

표유류 배양세포를 이용한 염색체이상시험

LTT의 염색체이상시험 시험은 대사활성계 적용 및 비

적용 하에서 염색체형과 염색체분형의 교환 및 절단이 확

인되는 염색체이상의 계수를 통한 염색체 수나 구조의 변

화를 보이는 중기상의 빈도를 평가하였다. 염색체이상시

험에 앞서, LTT의 CHL 세포에 세포독성을 확인하였다.

그 결과 대사활성계 적용 여부와 관계없이 LTT 처리군 모

든 농도군에서 RICC 86-106% 이내로 세포독성은 관찰되

지 않았으며, 혼탁 및 침전이 관찰되는 500 µg/mL을 최

고농도로 결정하였다(Table 3).

구조적이상 중기상은 염색체형 절단 및 교환(csb, cse)과

염색분체형 절단 및 교환(ctb, cte), 기타(염색체이상이 10

개 이상인 경우와 단편화)를 합친 값이며, 수적이상 중기상

은 PP+ER를 계수하였다. 단시간처리법 시험(6+S와 6-S)에

서, 대사활성계 적용시(6+S)에 LTT 125, 250 및 500 µg/mL

의 구조적이상 중기상의 빈도는 각각 0.33, 0.00, 0.00 및

0.00%였으며, 수적이상 중기상의 빈도는 0.00, 0.00, 0.33

및 0.00%였다(Table 4). 대사활성계 비적용시(6-S)에 LTT

125, 250 및 500 µg/mL의 구조적이상 중기상의 빈도는 각

각 0.33, 0.00, 0.00 및 0.00%였으며, 수적이상 중기상의

빈도는 0.00, 0.00, 0.00 및 0.33%였다. 연속처리법 시험

(24-S)에서 LTT 125, 250 및 500 µg/mL의 구조적이상 중

기상의 빈도는 각각 0.00, 0.00, 0.00 및 0.00%였으며, 수

적이상 중기상의 빈도는 0.00, 0.33, 0.00 및 0.00%였다.

모든 계열의 LTT 처리군에서 염색체의 구조적 및 수적

이상을 가진 중기상의 출현빈도가 음성대조군에 비해 통

계적으로 유의미한 증가를 나타내지 않았다. 한편, 양성대

조군으로 사용한 B[α]P와 4NQO 한 처리군에서는 분명한

구조적 이상중기상 (6+S: 10.67%, 6-S: 6.33%, 24-S:

Table 3. Cytotoxicity activity of transgenic tomatoes (LTT) on CHL cell line

Chemical treated Dose (μg/mL) S9 mix Trt-Rec Time RICC1) (%)

Negative control 0

+ 6-18

100

LTT

125 101

250 105

500 106

B[α]P2) 20 75

Negative control 0

- 6-18

100

LTT

125 97

250 96

500 98

4NQO3) 0.4 70

Negative control 0

- 24-0

100

LTT

125 92

250 88

500 86

4NQO 0.4 72

1)RICC (%): 

2)B[α]P: benzo[α]pyrene (positive control), 3)4NQO: 4-nitroquinoline-1-oxide (positive control).

relative increase in cell count %( )
cell count of treated flask initial cell count–

cell count of control flask initial cell count–
--------------------------------------------------------------------------------------------------------- 100×=
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6.33%)을 관찰하였다. 따라서, 이전의 연구논문 결과33)와

비교하여 본 연구에 사용된 유전자교정토마토인 LTT는

CHL 세포에 염색체이상을 유발하지 않는 것으로 판단하였다.

마우스 골수세포를 이용한 소핵시험

적혈모세포는 마우스 골수 내에서 탈핵 과정을 지나 다

염성 적혈구(PCE)가 되며, 이후 성숙 적혈구가 되어 혈관

으로 이동하게 된다. 이 과정에서, 돌연변이 유발원이 있

다면 핵이 있는 적혈모세포의 염색체 변이가 발생하여 더

이상 분화하지 못하고 유전자 조각이 파편으로 다염성적

혈구 내에 남게 된다. 이렇게 생성된 작은 핵을 소핵이라

하며, 소핵은 암 등을 유발할 수 있어 유전독성의 측정방

법으로 사용된다. 소핵이 많이 관찰될수록 시험물질이 돌

연변이를 유발한다고 평가한다34).

소핵시험은 개체당 4000개의 다염성적혈구에서 관찰된

소핵을 가진 다염성 적혈구(MNPCE)의 발생빈도를 확인

하였다(Table 5). 음성대조군에서 MNPCE가 관찰되지 않

았으며, LTT 1250, 2500 및 5000 mg/kg/day 처리군에서

의 MNPCE 값은 각각 1.17, 0.83 및 0.67이었다. 모든 LTT

처리군에서 음성대조군과 비교하여 소핵의 발생빈도가 통

계적으로 유의미한 증가를 나타내지 않았다. 양성대조군

인 CPA 처리군에서는 소핵 발생빈도가 86.33으로, 음성대

조군에 비해 분명한 증가가 관찰되었다(P<0.01).

세포독성의 지표인 다염성적혈구/적혈구(PCE/RBC)의 비

율은 500개의 적혈구를 계수하여 산출되었다. PCE/RBC

비율은 LTT 1250, 2500 및 5000 mg/kg/day 처리군에서는

각각 52.0, 49.5 및 50.3%로, 모든 LTT 처리군에서 음성

대조군과 비교하여 통계적으로 유의미한 변화는 없었다.

양성대조군에서는 PCE/RBC 비율이 47.5%로, 음성대조군

에 비하여 통계적으로 유의미한 감소가 나타났다(P<0.05).

따라서, LTT는 마우스 체내 골수세포에 소핵을 유발하지

않는 것으로 확인되었다. 이전에 보고된 연구에 따르면,

토마토와 라이코펜은 HepG2 세포에서 소핵을 발생시키지

않았다35).

이상으로 CRISPR/Cas9 시스템을 이용하여 라이코펜과

GABA 함량을 증가시킨 유전자교정 토마토(LTT)는 복귀

돌연변이시험, 염색체이상시험, 소핵시험에서 유전독성을

유발하지 않는 것으로 평가되었다. 이러한 결과는 CRISPR/

Cas9 시스템을 이용한 새로운 유전자교정작물이 기존 농

작물과 비교해서 인체에 위험을 일으키지 않는다는 Nicolia

등36)의 연구결과와 일치한다. 일본에서는 CRISPR/Cas9 시

스템을 이용하여 GABA 함량이 증가된 가바토마토를 개

발하여 2021년에 세계 최초로 상업화되었고, 미국과 영국,

캐나다 등에서도 CRISPR/Cas9 시스템을 이용한 작물이

Table 4. Chromosome aberration assay with transgenic tomatoes (LTT)

Chemical treated
Dose 

(μg/mL)
S9 mix

Trt-Rec 

Time1)

Number of structural aberrations PP2)+ER3) Number of aberrant 

metaphases

csb4) cse5) ctb6) cte7) Others8) Gaps9) No. +Gaps -Gaps

Negative control 0

+ 6-18

0 0 0 1 0 0 0 0.5 0.5

LTT

125 0 0 0 0 0 0 0 0 0

250 0 0 0 0 0 0 0 0 0

500 0 0 0 0 0 0 0 0 0

B[α]P10) 20 0 1.5 1.5 18 0 0 0.5 16 16

Negative control 0

- 6-18

0 0 0 0 0 0 0 0 0

LTT

125 0 0 0 0 0 0 0.5 0 0

250 0 0 0 0 0 0 0.5 0 0

500 0 0.5 0 0 0 0 0 0.5 0.5

4NQO11) 0.4 0 2 0 13 1 0 1 9.5 9.5

Negative control 0

- 24-0

0 0 0 0 0 0 0 0 0

LTT

125 0 0 0 0 0 0 0.5 0 0

250 0 0 0 0 0 0 0 0 0

500 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4NQO 0.4 0 2.5 5.0 9.5 1.0 0 0.5 9.5 9.5

1)Treat recovery time, 2)PP: polyploid, 3)ER: endoreduplication, 4) csb: chromosome type break, 5)cse: chromosome type exchange, 6)ctb:

chromatid type break, 7)cte: chromatid type exchange, 8)Others: metaphases with more than 10 aberrations (inclusive of gaps) or with

chromosome fragmentation, 9)Gaps: chromosome type + chromatid type gaps, 10)B[α]P: benzo[α]pyrene (positive control), 11)4NQO: 4-

nitroquinoline-1-oxide (positive control)
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판매되고 있다. 하지만 우리나라는 CRISPR/Cas9 시스템

을 이용하여 개발된 작물에 대한 안전성문제로 아직까지

허가가 나고 있지 않은 실정이다. CRISPR/Cas9 시스템도

off-targets과 같은 극복해야 할 문제가 있기는 하지만, 막

연한 불안보다는 안전성에 대한 과학적 자료를 뒷받침하

는 것이 필요하다. 이러한 측면에서 본 연구결과는 향후

CRISPR/Cas9 시스템을 활용한 유전자교정 작물의 유전독

성을 평가하는 기초 자료로 사용될 수 있을 것이다.

CRISPR/Cas9 시스템을 이용한 고기능성 항산화물질함유

토마토는 향후 단회투여독성시험, 4주 및 13주 반복투여

독성시험 등의 추가적인 독성평가를 통해 안전성이 확보

된다면 기능성 소재로서의 활용을 기대할 수 있다.
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국문요약

최근 전세계적으로 기능성 성분이 강화된 유전자교정 작

물의 생산 및 소비가 증가하고 있다. 하지만 유전자교정

작물의 유전독성에 관한 소비자의 우려도 증가하고 있어

과학적인 자료 확보 및 정보 공유에 대한 인프라가 필요한

실정이다. 본 연구에서는 CRISPR/Cas9 시스템을 활용한 유

전자교정 토마토 동결건조물(LTT)이 DNA나 염색체에 직접

적인 손상을 일으키고 형태적 또는 기능적 이상을 유발하

는지 여부를 확인하기 위해 유전독성 평가를 수행하였다.

이를 위하여 미생물 복귀돌연변이시험, 염색체이상시험, 골

수세포를 이용한 체내 소핵시험을 국제적으로 표준화된

OECD Guidelines에 따라 시험을 진행하였다. 복귀돌연변이

시험에서 LTT는 S9의 존재 여부와 관계없이 Salmonella

typhimurium 균주 TA98, TA100, TA1535 및 TA1537, 그리

고 Escherichia coli WP2 uvrA에서 복귀돌연변이를 유발하

지 않았다. LTT는 CHL 세포의 수적이상 중기상과 구조적

이상 중기상 등의 염색체 이상을 유발하지 않았다. 또한,

LTT는 다염성 적혈구에서 소핵화된 다염성 적혈구의 빈도

를 증가시키지 않았다. 이러한 연구를 통해 CRISPR/Cas9

시스템을 활용한 유전자교정 토마토의 안전성을 검증하고,

향후 CRISPR/Cas9 시스템을 활용한 유전자교정 작물의 유

전독성을 평가하는 기초 자료로 사용될 수 있을 것이다.
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