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We investigated the mutagenicity of methiozolin, newly developed herbicide, in vitro reverse mutation test 
using Salmonella typhimurium and Escherichia coli, chromosome aberration test using chinese hamster lung 
(CHL) cells and in vivo micronucleus test of mice. In the reverse mutation test, the methiozolin did not induce 
mutagenicity in Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537, Escherichia coli WP2uvrA with 
and without metabolic activation at 5,000 ㎍/plate. In the chromosome aberration test, the results showed no 
incidence of increased structural and numerical chromosome abberrations at any doses tested (80, 40, 20 ㎍
/mL). In micronucleous test, the ratio of micronuclei was measured in polychromatic erythrocytes with treated 
methiozolin for ICR mice. No incidence of increased micronuclei were observed in polychromatic erythrocytes 
(1,500, 1,000, 500 mg/kg). Based on these results, we concluded that methiozolin has no mutagenic toxicity 
in vitro and in vivo systems.
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서  론

1894년 DDT의 개발 이후 농약의 오남용으로 인한 생태

계 파괴 및 환경오염등의 문제가 야기될 뿐만 아니라, 식품 

위해성에 대한 인식 변화로 인해 보다 안전한 농약의 개발이 

절실하다(Ashton 등, 1981; Brown 등, 1978; Chun 등, 1996; 
황 등, 2001). 제초제는 잡초를 제거하여 노동력 절약과 수확

량 증대를 위한 농약으로 특정 제초제의 경우 인체독성이 강

하여 사회적문제가 되거나 환경생물에 위해성이 나타나 규제

된 바 있으나, 일반적으로 제초제는 인체독성이나 환경생물

에 대한 독성이 낮은 것으로 알려져 있다. 유효성, 편이성 및 

높은 제초 효과를 갖는 제품 개발의 역사 40 여년 중에서 최

근 15년 사이에 등장한 새로운 제초제는 기존의 제초제 보다 

안전하고 유용한 제품으로 알려져 있다(권 등, 1986; Lyga 등, 
1991; Kearney와 Kaufman, 1988; Hay, 1999; Yogo, 2000).

Methiozolin은 기존 다른 제초제와는 전혀 다른 화학계통

에 속할 뿐만 아니라 작용특성 또한 새로운 물질로 식물세포

벽 생합성 저해활성을 갖는 다는 사실이 밝혀져 있다(구 등, 
2010; Lee 등, 2007). Methiozolin은 이속사졸린계통의 신

물질로 이에 대한 연구가 진행된 것이 거의 없다. Methiozolin
과 구조적으로 유연관계에 있는 화학물질로는 Rheinheimer 
등(1991)이 최초로 합성 및 보고 하였는데, 생물활성에 대한 

상세한 자료제시 없이 일부 화합물이 유채에 대해서 안전성

이 있고 발아전처리로 잡초들을 방제한다고 보고한바 있다.
이후 Munro와 Patel(1993)은 isoxazolin에 nitro 기를 포

함하는 benzene 환을 도입한 유도체에 대해 보고하였다. 그
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리고 Morida 등은 isoxazoline에 각종 alkyl, alkoxy 및 allyl
기를 포함하는 유도체를 합성하였고, Uehara 등은 isoxazoline
에 Pyrazole 치환제를 도입한 유도체의 합성과 벼 제초제로

서의 생물활성에 대해 보고하였다(구 등, 2010). 그러나 이들 

화합물에서는 특기할 만한 활성이 없었으므로 Ryu 등(2002)
은 isoxazoline환에 치환된 thiophene환을 도입한 유도체에 

대해 보고하였으며, Hwang 등(2005)은 이중 5-(2,6-Difluoro-
benzyloxymethyl)-5-methyl-3-(3-methyl-thiophen-2-yl)-4,
5-dihydro-isoxazole의 벼 제초제로서 이용을 시도하였고, 구
와 황(2007)은 methiozolin이 온실 발아조건에서 발아 전 처

리 시 100~500 g ha-1 
약량으로 콩, 옥수수, 목화, 밀, 벼 등 

주요작물에 대해 높은 안전성을 가지면서 피, 강아지풀, 미국

개기장, 바랭이 등 화본과 잡초만을 선택적으로 방제해 잔디 

제초제로서 유효하다고 보고하였다.
Methiozolin에 대한 독성 연구는 현재까지 미미한 실정이

다. 따라서 새로 개발된 제초제의 경우 사용 전 인체 독성에 

대한 연구는 매우 중요하다. 유전독성의 평가에는 전통적으

로 박테리아를 이용한 복귀돌연변이 시험과 Chinese hamster 
lung(CHL) cell을 이용하는 염색체 이상시험 및 마우스 골수 

세포를 이용한 소핵시험이 사용되고 있다. 유전독성 시험은 

발암성을 예측 할수 있는 시험으로 농약의 개발을 위한 시험

에서 가장 먼저 선행되어야 할 시험이다. 그동안 새로 개발된 

methiozolin에 대한 독성의 자료가 없어서 유전독성 시험은 

인체 안전성을 위해 시급히 수행해야할 시험이다.
따라서 본 연구는 methiozolin에 대한 유전독성 여부를 검

토하기 위해서 수행되었다. 

재료 및 방법
 

시험물질 및 시약

시험물질은 목우연구소에서 제공 받아 냉장보관하면서 시

험에 사용하였다. 양성대조물질인 2-aminoanthracene(2-AA 
sodiumazide(NaN3), 9-aminoacridine(9-AA), 2-(2-furyl)-3-
(5-nitro-2-furyl)acrylamide(AF-2), mitomycin C(MMC) 및 

cyclophosphamide(CPA) 및 대조물질 DMSO는 Sigma사
에서 구입하여 사용하였다.

복귀돌연변이 시험

본시험에 사용된 균주는 Salmonella typhimurium TA98, 
TA100, TA1535, TA1537, Escherichia coli WP2uvrA로 

Molecular toxicology Inc에서 입수하여 사용하였다. 시험물

질 methiozolin은 DMSO에 현탁시켜 제조하였다. 처리농도

는 TA100 균주를 이용하여 5,000 ㎍/plate를 최고농도로 제

조하여 직접법과 S9 mixture를 이용한 대사활성법을 실시하

였다. 예비독성시험결과 5,000 ㎍/plate의 농도에서 시험물질

에 대한 세포독성을 보이지 않아 본시험 농도로 설정하였다. 
용매대조군으로는 DMSO를 사용하였으며, 직접법에 의한 

양성대조물질로는 TA98과 TA100은 AF-2, TA1535균주는 

NaN3, TA1537균주는 9-AA를 WP2urvA는 AF-2를 대사

활성법에서는 모든 균주에 2-AA를 사용하였다. Salmonella 
typhimurium 및 Escherichia coli 각균주는 10 mL의 nutrient 
broth에 접종하여 37℃에서 약 16시간 회전식 진탕배양기에

서 배양하였다. 조제액 100 μl 및 대사활성계 비적용일 때에

는 0.1 mol/L 인산완충용액(pH 7.4) 500 μl를, 대사활성계 

적용일 때에는 S9 mix 500 μl를, 이미 건열멸균된 시험관에 

넣고, 균 현탁액 100 μl를 첨가하여, 37℃ 진탕배양기에서 20
분간 선회배양한 다음, 45℃에 보관된 top agar 2 mL을 첨가하

여 잘 혼합한 후 Vogel-Bonner 최소 Glucose 한천평판배지 위

에 중층한 후 37℃ 배양기에서 48시간 배양하였다. 배양 후 페

트리디쉬에 발생한 복귀변이 콜로니수는 콜로니카운터(ProtoCOL, 
SYNBIOSIS, UK)로 자동 계측 하였다. 용량설정시험 및 본

시험에서 얻어진 복귀변이 콜로니수는 실측치로 기록하였으

며 용량군당 평균과 표준편차를 구하였다. 결과는 복귀돌연변

이 콜로니수의 실측치로 표시하며 각 농도군 당 복귀돌연변이 

콜로니수의 평균과 표준편차를 구하였다. 대사활성계 존재 유

무에 관계없이 복귀변이콜로니수가 음성대조군에 비하여 한 

개 이상의 용량에서 명확히 증가하고, 2배 이상이면서, 용량

의존성을 가지며, 그 작용에 재현성이 인정될 경우 양성으로 

판정하였다. 그 외에는 음성으로 판정하였다(농촌진흥청, 2009).

염색체 이상시험

사용한 포유동물세포는 Chinese hamster lung fibroblast
(CHL) 세포주로 American Type Culture Collection(ATCC)
에서 입수한 후 사용하였다. 세포는 Eagle’s minimum essential 
medium(EMEM, Cambrex Bio Science Walker sville, Inc., 
USA)을 사용하여 온도 37℃, 습도 95%, CO2농도가 5%로 설

정된 CO2 인큐베이터 (Mco-20AIC, SANYO, Japan)에서 배

양하였다. 
사용배지는 EMEM에 heat inactivation시킨 Fetal Bovine 

Serum(FBS, Gibco, USA)을 10%가 되도록 첨가하고, Penicillin- 
streptomycin(Gibco, USA)을 100 : 1의 비율로 넣어 사용하였다.

세포증식억제시험(MTT assay)은 0, 10, 20, 39, 78, 156, 
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313, 625, 1,250, 2,500 및 5,000 ㎍/mL의 용량으로 실시하

였다. 세포증식억제시험 결과에 따라서, 본시험은 단시간처

리법 및 연속처리법의 경우 대사활성계 적용유무에 관계없이 

20, 40 및 80 μg/mL의 시험물질군과 음성대조군 및 양성대

조군으로 실시하였다. 염색체이상시험은 75 cm2 세포배양용 

플레이트(Nunc, USA)에 계대배양된 세포부유액의 세포수

를 혈구계수판을 이용하여 계수한 후 5×104 cells/mL의 세포

농도로 60 mm 세포배양용 페트리디쉬(Nunc, USA)에 5 mL
씩 분주한 다음, 3계열(단시간처리법의 비대사활성화, 대사

활성화 및 연속처리법)로 구분하고, 음성대조군, 시험물질군 

및 양성대조군으로 나누었다. 각 시험군은 각각 2매의 페트

리디쉬를 사용하였다. 단시간처리법은 각 페트리디쉬에 음성

대조물질, 각 용량의 시험물질조제액을 첨가하였다. 대사활

성화계열에는 S9의 최종농도가 5% 되도록 S9 mix를 첨가하

였다. 비대사활성화계열에는 S9 mix와 동일한 양의 0.1 mol/L 
인산완충액(pH 7.4)을 첨가하였다. 그리고 양성대조물질로

는 비대사활성화 및 대사활성화 모두에 MMC를 0.05 ㎍/mL 
첨가하였다. 모든 계열을 6시간 배양한 후 신선한 배지로 교

환하고 다시 18시간 더 배양하였다. 연속처리법은 각 페트리

디쉬에 음성대조물질, 각 농도의 시험물질조제액을 첨가하였

다. 그리고 양성대조물질 MMC를 0.05 ㎍/mL 첨가하여 24
시간 배양하였다. 각 계열의 배양은 온도 37℃, 습도 95%, 
5% CO2로 설정된 CO2 인큐베이터에서 배양하였다. 배양종

료 2시간 전에 Colcemid 용액(Gibco, USA)을 최종농도가 

0.25 ㎍/mL되게 첨가하였다. 배양종료 후 37℃로 가온한 0.25% 
Trypsin-EDTA로 처리하여 15 mL 원심분리관에 넣고 1000 
rpm에서 5분간 원심분리하여 세포를 모은 후 37℃의 저장액

(0.075M KCl) 5 mL에 잘 현탁시킨 후, 37 ℃에 30분간 방

치하고, 냉각 고정액(methanol : acetic acid = 3 : 1)을 1 
mL를 가하여 5분간 원심분리하여 상층액을 버리고, 5 mL의 

냉각 고정액으로 고정하고 원심분리(2,000 rpm, 4℃, 5분)
하였다. 이와 같은 처리를 2회 반복하고, 얻은 세포현탁액을 

잘 부유시켜 슬라이드글래스 2군데에 1-2방울씩 떨어뜨려 

검체를 제작하였다. 하룻밤을 건조한 슬라이드글래스를 5% 
Giemsa(0.1M Sorenson 인산완충액, pH 6.8)로 30분간 염

색, 수세하여 건조해 맹검법으로 검체에 번호를 매겼다. 각 슬

라이드 중에서 잘 흩어진 100개(1개 용량당 200개)의 분열중기

상을 1,000배의 현미경(BX51, OLYMPUS, Japan)에서 관찰

하였다. 염색체 이상을 가진 분열중기상의 세포수의 출현율

이 음성대조군에 비하여 확실히 증가하고 또, 용량 의존성이 

인정되는 경우, 또한 한 개의 용량에서 확실히 증가되고 재현

성이 인정되는 경우는 양성으로 판정하고 그 외는 음성으로 

판정하였다. Gap은 구조이상에 포함하지 않는 결과로 표기

하고 종합판단에도 gap을 포함시키지 않고 결과를 평가하였

다. 시험물질의 염색체이상유발성에 대한 최종판정은 Toshio 
Sofuni 등의 판정기준에 따라 염색체이상을 가지는 세포의 

빈도가 5% 미만을 음성, 5%이상 10%미만을 의양성, 10%
이상을 양성으로 하였다(농촌진흥청, 2009).

소핵시험

6주령의 암수 특정병원체 부재 ICR 마우스 각 52마리를 

㈜오리엔트바이오로부터 구입하여 1주일간 동물 사육실 환

경에 적응시켜 시험에 사용하였다. 동물사육실은 온도 20 ±
3℃, 상대습도 50 ± 10%, 환기횟수 10∼15회/시간, 조명시간 
12시간(오전 8시∼오후 8시), 조도 200∼300 Lux로 유지하

였다. 실험동물은 마우스용 와이어 케이지(72×240×120 mm, 
대종기기 제작)에 2마리씩 넣어 사육하였고, 음수와 사료는 

자유로이 급여하였다. 500, 1,000 및 2,000 mg/kg의 용량으

로 독성예비시험을 실시한 결과, 수컷의 경우 2마리가 독성이 

발현되어 최고용량을 1,500 mg/kg 으로 하여 1,000 및 500 
mg/kg을 중용량 및 저용량으로 하였고, 암컷의 경우 모든 투여

군에서 특이한 일반증상 및 사망례가 관찰되지 않았다. 따라서 

암컷의 본시험의 용량은 2,000 mg/kg을 최고용량으로 설정하

고, 그 이하 1, 000 및 500 mg/kg을 중용량 및 저용량으로 선정

하였으며 투여액량은 10 mL/kg으로 하였다. 투여기간동안 1
일 1회 일반증상 관찰을 실시하였으며, 일반상태의 변화, 운동

성, 외관, 자율신경 등의 일반증상 및 사망동물을 관찰하였다. 
체중측정은 투여전과 골수채취 직전 2 회에 걸쳐 체중을 측정하

였다. 독성예비시험에서 결정된 최고용량을 투여한 후, 24, 48 
및 72시간에 골수세포를 채취하여 소핵이 증가되는 시간대를 

본시험에서의 골수세포 채취시간으로 결정하였다. 골수세포의 

채취는 시험물질 투여 후, 본시험에 앞서 수행된 소핵유발빈도

시험에서 결정된 골수세포채취 시간에 경추탈골법으로 마우스

를 도살하고 대퇴골을 적출하여 근육질을 깨끗이 제거한 후, 그 

양끝 단을 가위로 절단하여 200 μl의 우태아혈청(Fetal bovine 
serum, Hyclone, USA)을 관류시켜 채취하였다. 채취한 골수

를 4℃로 설정된 1,000 rpm에서 약 5분간 원심분리하고 상층액

을 버린 후, 침전된 골수세포를 잘 부유시켜 슬라이드글래스에 

낙하하고 도말하여 개체당 2매의 골수도말검체를 제작하였다. 
공기 중에서 충분히 건조한 다음 5% Giemsa액으로 염색하여 

배율이 1,000배의 현미경으로 관찰하였다. 코드화된 검체에 대

하여 동물개체별로 다염성적혈구(PCE, Polychromatic erythrocyte)
와 정염성적혈구(NCE, Normochromatic erythrocyte)의 합
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이 1,000개가 되도록 계수하여 총적혈구 중 다염성적혈구의 비 

[PCE/(PCE+NCE)]를 구했다. 이어서 PCE가 2,000개가 되도

록 계수하여 다염성적혈구 중 소핵다염성적혈구(MNPCE, 
Micronucleated Polychromatic erythrocyte) 의 비 [MNPCE/
(10,000 PCE)]를 구하였다. 소핵을 지닌 다염성 적혈구의 유발

빈도가 음성대조군 또는 historical data와 비교하여 통계적으

로 유의하게 상승하고 용량에 의존적으로 증가하거나 적어도 1
개 이상의 용량군에서 통계적으로 유의한 재현성이 관찰될 때 

양성으로 판정하였다. 소핵의 유발빈도에 대해서는 Kastenbaum 
& Bowman의 표를 이용하여 5% 유의수준에서 검증하였다. 
다염성 적혈구의 출현비율에 대해서는 t-test법을 이용하여 5% 
유의수준에서 통계적 유의성을 검증하였으며, 체중의 변화는 

ANOVA test를 실시하여 5% 유의수준에서 통계적인 유의성

을 검증하였다(농촌진흥청, 2009).

결과 및 고찰

복귀돌연변이시험

Salmonella. typhimurium 및 Escherichia coli를 이용한 

복귀돌연변이시험에서 시험물질 methiozolin은 TA98, TA100, 
TA1535, TA1537 및 WP2uvrA등 5종의 시험균주에서 S-9
을 적용하지 않은 직접법의 경우 전용량단계에 걸쳐 음성대

조군과 비슷한 정도의 복귀돌연변이 수를 나타내어 통계학적

으로 유의성을 보이지 않았으며, S-9을 첨가한 대사활성화법

에서도 S9 부재와 마찬가지로 유의적인 변화를 나타내지 않

았다. 그러나 양성대조물질의 복귀돌연변이 빈도는 S9 첨가 

및 부재 모두 복귀 돌연변이 집락수가 대조군에 비해 유의성 

있는 증가를 나타내었다(Table 1).

염색체이상 시험

시험물질에 대해 CHL cell을 이용한 in vitro 염색체 이상

시험은 S9을 mixture를 첨가하지 않은 직접법과 S9 mixture
를 첨가한 대사 활성화법으로 수행하였다. 처리농도는 80, 
40, 20 ㎍/mL 농도로 설정하였다. 직접법과 S9 mixture를 

첨가한 대사활성시험결과 모두 시험농도에서 음성대조군과 

비교시 통계학적 유의성 및 용량 의존성을 보이지 않았으며, 
또한 chromosome에 대한 이상은 관찰되지 않았다(Table 2). 
양성대조군 MMC는 음성 대조군에 비해 유의성 있는 증가를 

나타내었다. 이와 같은 결과는 methiozolin이 염색체에 영향

을 미치지 않는 물질로 판단된다(Table 2, 3, 4).

소핵시험

수컷 마우스를 이용한 시험물질의 소핵시험결과, 시험 물

질 투여후 특이한 임상증상은 관찰되지 않았으며, 소핵 다염

성 적혈구와 총 적혈구대비 다염성 적혈구수의 계수 결과를 

Table 5에 나타내었다. 음성 대조군에서의 다염성 적혈구 

1,000개당 소핵 다염성 적혈구수의 관찰 빈도는 0.09% 였으

며, 양성 대조군은 5.03%으로 음성 대조군에 비해 유의하게 

증가하였다. 고용량, 중간용량 및 저용량군이 각각 0.07%, 
0.06%, 0.08%로 음성대조군에 비해 시험물질 투여군 모두 

통계학적 유의성은 없었다. 또한 총 적혈구 대비 다염성 적혈

구수의 관찰 빈도를 조사한 결과(Table 5), 고용량군, 중간 

용량군 및 저용량군의 빈도가 각각 55%, 57%, 57% 으로 음

성대조군의 56%와 비교해볼 때 유의적인 차이가 없었다. 또
한 자연 소핵발생율이 0.2% 내외이고, 음성 대조군과 비교하

여 볼 때 차이가 없어 시험물질이 마우스의 골수적혈구아세

포의 분화과정에서 염색체 이상은 발현하지 않은 것으로 사

료된다. 
새로 개발된 제초제인 methiozolin의 유전독성 영향을 평

가하기 위하여 Salmonella typhimurium과 Escherichia coli
를 이용한 복귀돌연변이 시험, CHL 세포를 이용한 염색체 

이상시험 및 mouse 골수 세포에서의 소핵시험을 수행한 결

과, 모두 음성으로 판정되었다. 양성대조군은 음성대조군과 

비교시 유의적인 증가가 관찰되어 본시험이 적정히 수행되었

음을 나타내었다. 유전독성물질의 유전자 손상으로 나타나는 

암발생에 대한 관심이 높아지면서 변이원성 시험은 돌연변이

원성 및 발암물질을 단기적으로 쉽게 검색할 수 있도록 개발

된 시험법으로 유전자, 염색체 및 DNA등에 미치는 영향을 

평가하고 그 결과를 토대로 발암성을 예측하는 시험법으로 

널리 이용되고 있다(Maron과 Ames, 1983). 사용된 Salmonella 
균주는 histidine 요구성 이었고, Escherichia coli 균주는 

tryptophan 요구성 이었다. 복귀 돌연변이의 검토는 histidine
과 tryptophan이 적은 배지에서 자라난 colony의 계수에 의

해서 평가된다. 번역틀 돌연변이(frameshift mutation)와 염

기쌍 치환 돌연변이(base-pair substitution mutation)를 알

아내기 위해 적절한 균주들이 선택되었다. 벤조피렌 같은 원

래 유전독성이 없으나 대사될 경우 유전독성을 나타내는 시

험물질을 확인하기 위해 랫드 간장의 추출물(S9 mix)을 첨가

하는 것은 가이드라인에서 규정하는 표준적인 방법이다. 대
사활성화를 시킨 경우에 colony의 수가 전체적으로 대사활성

화가 없는 경우와 비교할 때 차이를 관찰할 수 없는 것으로 

보아 methiozolin은 그 자체나 체내 대사를 통해 활성화가 되
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Table 1. Result of bacterial reverse mutation assay (group summary)

Colonies/plate (Mean ± S.D.) [Factor]a)

Tester Strain Chemical Treated Dose (μg/plate) Without S-9 mix With S-9 mix
TA98 Test 0 19 ± 2 24 ± 8

Article 312.5 21 ±  5 [ 1.1 ] 26 ±  7 [ 1.1 ]
625 18 ±  5 [ 0.9 ] 28 ±  3 [ 1.2 ]

1250 14 ±  5 [ 0.7 ] 23 ± 11 [ 1.0 ]
2500 17 ±  5 [ 0.9 ] 25 ±  8 [ 1.0 ]
5000 18 ±  1 [ 0.9 ] 25 ±  1 [ 1.0 ]

TA100 Test 0 92 ± 13 85 ±  9
Article 312.5 95 ± 11 [ 1.0 ] 97 ± 11 [ 1.1 ]

625 83 ±  6 [ 0.9 ] 95 ±  7 [ 1.1 ]
1250 95 ±  6 [ 1.0 ] 88 ±  4 [ 1.0 ]
2500 90 ±  4 [ 1.0 ] 96 ±  8 [ 1.1 ]
5000 98 ± 13 [ 1.1 ] 95 ± 15 [ 1.1 ]

TA1535 Test 0 12 ±  3 13 ±  2
Article 312.5 10 ±  2 [ 0.8 ] 15 ±  3 [ 1.1 ]

625 10 ±  4 [ 0.8 ] 11 ±  4 [ 0.9 ]
1250 10 ±  1 [ 0.9 ] 13 ±  3 [ 1.0 ]
2500 10 ±  5 [ 0.8 ] 13 ±  2 [ 1.0 ]
5000 11 ±  4 [ 0.9 ] 13 ±  2 [ 1.0 ]

TA1537 Test 0  8 ±  3 12 ±  3
Article 312.5  6 ±  2 [ 0.7 ] 13 ±  2 [ 1.1 ]

625 10 ±  4 [ 1.2 ] 13 ±  5 [ 1.1 ]
1250 11 ±  2 [ 1.3 ] 14 ±  2 [ 1.2 ]
2500  8 ±  2 [ 0.9 ] 13 ±  2 [ 1.1 ]
5000  8 ±  2 [ 0.9 ]  9 ±  1 [ 0.8 ]

WP2uvrA Test 0 27 ±  6 39 ±  9
Article 312.5 26 ± 12 [ 0.9 ] 41 ±  2 [ 1.1 ]

625 25 ±  3 [ 0.9 ] 35 ± 13 [ 0.9 ]
1250 23 ±  3 [ 0.8 ] 38 ±  2 [ 1.0 ]
2500 31 ± 10 [ 1.1 ] 32 ±  9 [ 0.8 ]
5000 22 ±  7 [ 0.8 ] 32 ±  8 [ 0.8 ]

Positive controls
TA98 AF-2 0.1 426 ± 27 [22.1 ]
TA100 AF-2 0.01 513 ± 19 [ 5.6 ]
TA1535 NaN3 0.5 252 ± 23 [21.0 ]
TA1537 9-AA 80.0 789 ± 20 [94.7 ]

WP2uvrA AF-2 0.01 188 ± 18 [ 6.9 ]
TA98 2-AA 0.5 409 ± 37 [17.1 ]
TA100 2-AA 1.0 630 ± 39 [ 7.4 ]
TA1535 2-AA 2.0 208 ± 18 [15.6 ]
TA1537 2-AA 2.0 245 ± 22 [21.0 ]

WP2uvrA 2-AA 10.0 223 ± 15 [ 5.7 ]
a) No. colonies of treated plate/No. of colonie of negative control plate

NaN3 : sodium azide, AF-2 : 2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide
9-AA : 9-Aminoacridine, 2-AA : 2-Aminoanthracene

어도 복귀돌연변이를 유발하지 않는 것으로 판단된다. 
염색체 이상시험에서는 직접법 및 대사활성법에서 24시간 

투여후 각 농도별 염색체 이상 세포의 출현빈도를 조사한 결

과 음성대조군과 유의차가 없었으며 용량의존적 증가도 관찰

되지 않았으며, 이상세포의 평균 출현율이 5% 미만으로 시험

물질은 염색체 이상 유발성에 대해 음성으로 판단되었다. 염
색체이상시험은 배양된 포유류의 세포에서 염색체의 구조적 

이상을 확인하는 시험이다. 염색체의 변이는 인간의 유전적 

질병의 원인이며 체세포에서 암을 발생시키는데 관여하는 암

유발유전자와 암 억제 유전자의 변화를 확실하게 알 수 있는 
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Table 2. Result of chromosome aberration test - Without metabolic activation (-S9, 6 hours)

Treatment Treatment 
Time (h)

Concen-
tration 

(ug/mL)

Observed 
Cells

Numbers 
and 

percents 
(%) of 
cells 

showing 
polyploid

Judge-
ment

Numbers and percent (%) of cells showing strcutural aberration

Gap Chromatid
type

Chromosome 
type

Others

Total

Judge-
ment

g ctb cte csb cse -g +g

Not
Treated

0 0
100
100
200

1
0

1(0.5)
-

1
0

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

1
0

1(0.5)
-

Negative 
Control

6 0
100
100
200

0
1

1(0.5)
-

0
1

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
1

1(0.5)
-

Test item 6

20
100
100
200

0
0

0(0.0)
-

0
1

1(0.5)

1
0

1(0.5)

0
1

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

1
1

2(1.0)

1
2

3(1.5)
-

40
100
100
200

0
0

0(0.0)
-

1
0

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
1

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
1

1(0.5)

1
1

2(1.0)
-

80
100
100
200

0
1

1(0.5)
-

3
1

4(2.0)

0
1

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
1

1(0.5)

3
2

5(2.5)
-

Positive 
Control
(MMC)

6 0.5
100
100
200

1
0

1(0.5)
-

7
6

13(6.5)

16
11

27(13.5)

57
61

118(59.0)

0
0

0(0.0)

4
1

5(2.5)

0
0

0(0.0)

77
73

150(75.0)

84
79

163(81.5)
+

Table 3. Result of chromosome aberration test - Without metabolic activation (+S9, 6 hours)

Treatment Treatment 
Time (h)

Concen-
tration 

(ug/mL)

Observed 
Cells

Numbers 
and 

percents 
(%) of 
cells 

showing 
polyploid

Judge-
ment

Numbers and percent (%) of cells showing strcutural aberration

Gap Chromatid type Chromosome 
type

Others

Total

Judge-
ment

g ctb cte csb cse -g +g

Not
Treated

0 0
100
100
200

1
0

1(0.5)
-

1
0

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

1
0

1(0.5)
-

Negative 
Control

6 0
100
100
200

0
1

1(0.5)
-

0
1

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
1

1(0.5)
-

Test item 6

20
100
100
200

0
0

0(0.0)
-

0
1

1(0.5)

1
0

1(0.5)

0
1

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

1
1

2(1.0)

1
2

3(1.5)
-

40
100
100
200

0
0

0(0.0)
-

1
0

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
1

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
1

1(0.5)

1
1

2(1.0)
-

80
100
100
200

0
1

1(0.5)
-

3
1

4(2.0)

0
1

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
1

1(0.5)

3
2

5(2.5)
-

Positive 
Control
(MMC)

6 0.5
100
100
200

1
0

1(0.5)
-

7
6

13(6.5)

16
11

27(13.5)

57
61

118(59.0)

0
0

0(0.0)

4
1

5(2.5)

0
0

0(0.0)

77
73

150(75.0)

84
79

163(81.5)
+
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Table 4. Result of chromosome aberration test - Without metabolic activation (-S9, 24 hours)

Treatment Treatment 
Time (h)

Concen-
tration 

(ug/mL)

Observed 
Cells

Numbers 
and 

percents 
(%) of 
cells 

showing 
polyploid

Judge-
ment

Numbers and percent (%) of cells showing strcutural aberration

Gap Chromatid type Chromosome 
type

Others

Total

Judge-
ment

g ctb cte csb cse -g +g

Not
Treated

0 0
100
100
200

1
0

1(0.5)
-

2
0

2(1.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

2
0

2(1.0)
-

Negative 
Control

24 0
100
100
200

0
1

1(0.5)
-

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)
-

Test item 24

20
100
100
200

1
0

1(0.5)
-

3
2

5(2.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

3
2

5(2.5)
-

40
100
100
200

1
0

1(0.5)
-

0
1

1(0.5)

0
0

0(0.0)

1
0

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

1
0

1(0.5)

1
1

2(1.0)
-

80
100
100
200

0
1

1(0.5)
-

1
1

2(1.0)

1
0

1(0.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
1

1(0.5)

2
1

3(1.5)
-

Positive 
Control
(MMC)

24 0.05
100
100
200

0
0

0(0.0)
-

1
3

4(2.0)

17
10

27(13.5)

29
32

61(30.5)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

0
0

0(0.0)

46
42

88(44.0)

47
45

92(46.0)
+

Table 5. Micronucleus test of methiozolin in ICR mice (group summary)

Sex Chemical
Treated

Dose
(mg/kg)

No. of 
Animal

MNPCE/10000PCE's
(Mean ± S.D., %)

PCE/(PCE+NCE)
(Mean ± S.D., %)

Male

Vehicle
Test items
Test items
Test tiems

CPA

0
500
1000
1500
70

6
6
6
6
6

0.09 ± 0.07
0.07 ± 0.06
0.06 ± 0.06
0.08 ± 0.05
5.03 ± 0.34*

55.57 ± 3.25
55.07 ± 2.32
57.29 ± 3.12
56.99 ± 2.56
40.60 ± 2.15*

Female

Vehicle
Test items
Test items
Test tiems

CPA

0
500
1000
2000
70

6
6
6
5
6

0.10 ± 0.06
0.09 ± 0.04
0.06 ± 0.04
0.04 ± 0.05
5.60 ± 0.49*

55.97 ± 1.66
57.25 ± 3.22
55.58 ± 1.68
55.66 ± 2.21
42.84 ± 1.88*

근거이다. Methiozolin의 chinese hamster lung 세포에서의 

세포증식억제시험의 결과 세포 독성이 관찰되었고, 고용량은 50% 
이상이 생존이 가능한 80 μg/mL으로 설정되었다. Methiozolin의 

작용기전은 잘 알려져 있지 않지만, 수경상태에서 옥수수 뿌

리에 [14C] glucose를 이용하여 세포벽 생합성 저해 정도를 

측정한 결과 1 μM 농도에서 cellulose 및 hemicellulose의 

생합성을 50% 이상 저해하는 것을 볼때 식물세포벽 생합성 

저해활성을 갖는 다고 한다(Lee 등, 2007). Methiozolin의 

chinese hamster lung 세포에서의 세포 독성 기전은 알려진 

것이 없으나, 많이 사용되는 제초제 Glyphospate는 인간의 

제대, 발생, 태반 세포에서 세포 사멸사와 괴사를 야기하는 

것으로 보고 되었다(Benachour 등, 2009). 또한 랫드 고환 

세포에서 괴사 및 세포사를 야기하였는데 테스토스테론의 저

하를 일으킨다고 한다(Clair 등, 2011). 원제와 유제(시험물

질)의 피부에 대한 시험 결과를 비교 해본 결과 유제에서만 

피부 자극이 나온 것으로 보아 methiozolin의 약한 독성은 

용매에 의한 영향으로 사료된다. 염색체의 변이는 없지만, 세
포독성이 나타났으므로 피부 또는 안점막에 대한 자극이 예
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상되며, 실제로 내부에서 실시한 급성 독성 평가에서 피부자

극과 안자극성이 나타나 본 시험의 결과와 일치되는 결과라

고 할 수 있다. 
마우스 골수세포를 이용한 소핵시험에서 소핵 다염성 적

혈구의 관찰빈도가 음성 대조군에 비해 유의성 있는 변화를 

나타나지 않아 시험물질은 소핵 유발성이 없는 것으로 판단

되었다. 시험물질 투여후 24시간 동안 사망동물은 없었으며 

특이한 임상증상도 관찰되지 않았다. 골수에서의 소핵의 유

발은 독성물질이 간에서 대사되어 혈류를 통해서 골수에 도

달하여 적혈구의 염색체 이상을 유발하는 것을 의미 한다. 대
사물이 빠르게 그 활성을 잃게 되면 복귀 돌연변이나 염색체 

이상시험에서 양성이 나올 경우에도 소핵시험에서 음성을 나

타내게 된다. Methiozolin의 토양에서의 대사는 미생물에 의

해 빠르게 소실된다. 마우스 체내에서의 대사에 대해서는 보

고 된 바가 없지만, 원제의 만성독성시험의 경우 5,000 ppm 
까지 독성이 없는 것으로 보아 대사 산물에 대한 독성이 없는 

것으로 사료된다.
이상의 시험에서 시험물질은 유전독성이 없는 물질로 사

료되며 만성 독성 등을 통해 인체에 대한 안전성에 대한 보다 

다양한 자료를 확보하는 것이 필요하다고 사료된다.
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요 약  제초제인 methiozolin에 대한 유전독성 영향을 평가하기 위하여 in vitro 시험으로 복귀돌연변이시험과 염색체 

이상시험을 수행하였고, 그리고 in vivo 시험으로 소핵시험을 수행하였다. Salmonella typhimurium, 균주 TA98, TA100, 
TA1535 및 TA1537 및 Escherichia coli WP2uvrA를 이용한 복귀 돌연변이 시험에서 직접법과 대사활성화법(S9 mixture) 
모두 5,000 ㎍/plate에서 돌연변이 수는 음성 대조군과 유의차가 없었다. Chinese hamster lung(CHL) 세포를 이용한 구조

적, 숫적 염색체 이상시험결과 직접법과 대사활성화법의 경우 methiozolin을 투여한 모든 군(80, 40, 20 ㎍/mL)의 세포에서 

염색체 이상이 관찰되지 않았다. ICR 마우스를 이용한 소핵시험에서는 methiozolin의 복강투여가 골수세포에서 다염성 적

혈구(polychromatic erythrocytes) 및 소핵(micronucleous)을 가진 다염성 적혈구의 출현율을 조사하였는데, 모든 농도

(1,500, 1,000, 500 mg/kg)에서 음성대조군과 유의한 차이가 나타나지 않아 소핵을 유발하는 독성이 없는 것으로 판단된다. 
이상의 결과로부터 제초제인 methiozolin은 세균, 세포 및 동물체내에서 유전독성을 유발하지 않는 물질로 사료된다.

색인어 유전독성, 제초제, Methiozolin




