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지침서ᆞ안내서 제ᆞ개정 점검표

명칭 화장품 독성시험 동물대체시험법 가이드라인(Ⅳ) (민원인 안내서)

아래에 해당하는 사항에 체크하여 주시기 바랍니다.

등록대상

여부

□ 이미 등록된 지침서ㆍ안내서 중 동일ㆍ유사한 내용의 

지침서ㆍ안내서가 있습니까? 
□ 예
■ 아니오

☞ 상기 질문에 ‘예’라고 답하신 경우 기존의 지침서ㆍ안내서의 개정을 우선적

으로 고려하시기 바랍니다. 그럼에도 불구하고 동 지침서ㆍ안내서의 제정이 

필요한 경우 그 사유를 아래에 기재해 주시기 바랍니다.

(사유 :                                                                 )

□ 법령(법ㆍ시행령ㆍ시행규칙) 또는 

행정규칙(고시ㆍ훈령ㆍ예규)의 내용을 단순 편집 또는 

나열한 것입니까? 

□ 예
■ 아니오

□ 단순한 사실을 대외적으로 알리는 공고의 내용입니까?
□ 예
■ 아니오

□ 1년 이내 한시적 적용 또는 일회성 지시ㆍ명령에 해당하는 
내용입니까?

□ 예
■ 아니오

□ 외국 규정을 번역하거나 설명하는 내용입니까?
□ 예
■ 아니오

□ 신규 직원 교육을 위해 법령 또는 행정규칙을 알기 쉽게 
정리한 자료입니까? 

□ 예
■ 아니오

☞ 상기 사항 중 어느 하나라도 ‘예’에 해당되는 경우에 지침서ㆍ안내서 등록 대상이 아닙니다. 

   지침서ㆍ안내서 제ㆍ개정 절차를 적용하실 필요는 없습니다.

지침서ㆍ안내서 

구분

□ 내부적으로 행정사무의 통일을 기하기 위하여 반복적으로 행정
사무의 세부기준이나 절차를 제시하는 것입니까? (공무원용)

□ 예(☞지침서) 
■ 아니오

□ 대내외적으로 법령 또는 고시ㆍ훈령ㆍ예규 등을 알기 쉽게 풀어서 
설명하거나 특정한 사안에 대하여 식품의약품안전처의 입장을 기술
하는 것입니까? (민원인용)

■ 예(☞안내서) 
□ 아니오

기타 확인

사항

□ 상위 법령을 일탈하여 새로운 규제를 신설ㆍ강화하거나 
민원인을 구속하는 내용이 있습니까?

□ 예 
■ 아니오

☞ 상기 질문에 ‘예’라고 답하신 경우 상위법령 일탈 내용을 삭제하시고 지침서ㆍ

안내서 제ㆍ개정 절차를 진행하시기 바랍니다.

상기 사항에 대하여 확인하였음.

     2017년     5월     31일

담당자
확  인(부서장)

고 경 육

이 종 권



  이 안내서는 화장품 독성시험 동물대체시험법 가이드라인(Ⅳ)에 대하여 

알기 쉽게 설명하거나 식품의약품안전처의 입장을 기술한 것입니다. 

  본 안내서는 대외적으로 법적 효력을 가지는 것이 아니므로 본문의 기술방식

(‘∼하여야 한다’ 등)에도 불구하고 민원인 여러분께서 반드시 준수하셔야 하는 

사항이 아님을 알려드립니다. 또한, 본 안내서는 2013년 3월 현재의 과학적ㆍ기술

적 사실 및 유효한 법규를 토대로 작성되었으므로 이후 최신 개정 법규 내용 및 

구체적인 사실관계 등에 따라 달리 적용될 수 있음을 알려드립니다. 

 ※ “민원인 안내서”란 대내외적으로 법령 또는 고시ㆍ훈령ㆍ예규 등을 알기 쉽게 
풀어서 설명하거나 특정한 사안에 대하여 식품의약품안전처의 입장을 기술하는 것
(식품의약품안전처 지침서등의 관리에 관한 규정 제2조)

※ 본 안내서에 대한 의견이나 문의사항이 있을 경우 식품의약품안전평가원 

독성평가연구부 특수독성과에 문의하시기 바랍니다.

전화번호: 043-719-5152

팩스번호: 043-719-5150
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개정에 따른 일괄 재분류
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서론

1. 배경

가. 화장품 안전성 평가에 있어 국제적으로 동물대체시험법의 요구가 높아지고

있으며, 유럽에서는 화장품 안전성 평가 시 동물실험을 금지시키는 법안이 통과됨

나. 화장품 산업이 급속하게 과학화, 국제화가 추진되고 있어 화장품에 대한

과학적이고 효율적인 안전성 평가방법 가이드라인이 요구됨.

다. 이에 따라 화장품의 안전성 평가 시 국제적으로 대두되고 있는 동물대체시험법을

고려하여 동물대체시험법에 대한 가이드라인을 제정하고자 함.

2. 목적

가. 국제적 추세에 맞는 과학적이고, 객관적인 동물대체시험법을 제시함으로써

화장품 안전성 평가에 기여하고,

나. 표준화된 동물대체시험법 가이드라인의 제시로 화장품업계 및 독성시험

연구기관의 국제 경쟁력을 향상시키고자 함.
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제1장 DA법을 이용한 국소림프절시험
Local Lymph Node Assay: DA
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Ⅰ. 개  요

1. 마우스를 이용한 피부감작성 시험인 국소림프절시험(Local Lymph Node Assay,

LLNA)은 2002년 OECD에 의해 가이드라인으로 채택되었다.(1) LLNA는 방사선 동위원소인

티미딘(thymidine) 또는 요오드(iodine)를 사용하여 림프세포 증식을 측정하는 방법으로

방사능 물질의 획득, 사용, 폐기를 위한 별도의 시설이 필요하다는 제한점이 있었다.

2. Daicel Chemical Industries, Ltd에서 개발한 DA법을 이용한 국소림프절시험법

(LLNA:DA)은 LLNA를 변형한 시험법으로 bio-luminescence법을 이용한 ATP

(adenosine triphosphate) 정량을 통해 림프세포 증식을 측정한다.

3. 이 시험법은 동물을 이용하는 시험이나 기존 시험법에 비해 사용동물 수가 적고,

동물에 가해지는 고통을 경감시킨 시험법이라는 장점이 있다.

4. 이 시험법은 기존의 LLNA와 같이 피부감작성 반응 중 유도기(induction phase)에

나타나는 반응을 측정한 시험법으로 용량반응평가에 적절한 정량적 자료를 제공한다.

또한 방사성동위원소를 사용하지 않고 피부감작성을 확인하기 때문에 실험자가 방사성

동위원소에 노출될 가능성이 없으며, 방사성폐기물을 발생시키지 않는다는 장점이 있다.

(10).

Ⅱ. 용어정의

1. 정확성(Accuracy) : 측정치가 참값에 근접해 있는 정도

2. 기준물질(Benchmark substance) : 이 물질은 비교의 기준으로 사용한다. 기준물질로

갖춰야 할 속성은 다음과 같다. (i) 반응의 일관성 (ii) 구조적, 기능적 유사성 (iii) 물리ㆍ

화학적 특성 (iv) 효과 입증 자료 (v) 충분한 효력

3. 위음성(False negative) : 양성물질이 음성으로 판정되는 것

4. 위양성(False positive) : 음성물질이 양성으로 판정되는 것

5. 위해성(Hazard) : 인체 또는 생태학적으로 위해를 가할 수 있는 가능성. 위해는

충분한 수준에 노출되었을 때만 나타남

6. 실험실간 재현성(Inter-laboratory reproducibility, Between-laboratory reproducibility) :
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다른 실험실에서 동일한 시험절차와 시험물질로 시험을 수행하였을 때 양적 또는 질적으로

유사한 결과를 생산할 수 있는지 측정하는 것으로서 시험법이 시험실간 전수될 수 있는지

여부를 나타내는 것

7. 실험실내 재현성(Intra-laboratory reproducibility, Within-laboratory reproducibility) :

동일한 실험실에서 자격을 갖춘 사람이 다른 시점에서 특별한 실험절차로 같은 결과를

생산할 수 있는 정도

8. 이상치(Outlier) : 집단에서 무작위로 채취한 샘플이 다른 수치와 상당히 다른 값을

보이는 것

9. 신뢰성 보증(Quality assurance) : 시험 수행과 독립된 개인이 실험실 시험 기준, 장비,

기록 보관 절차의 준수에 대한 관련 절차를 평가하는 것

10. 신뢰성(Reliability) : 동일한 실험절차를 사용하여 시험하였을 때 실험실 또는 실험

실간 시험법 재현성 정도. 시험실내와 실험실간 재현성을 및 실험실내 반복성으로 평가

11. 피부 감작성(Skin sensitization) : 면역학적 과정으로 감수성 있는 사람이 화학적 항

원에 국소적으로 노출되었을 때 나타나며, 화학적 항원은 접촉성 감작성(contact

sensitization)을 발병시킬 수 있는 피부 면역반응을 촉발함.

12. 자극지수(Stimulation Index, SI) : 시험물질의 피부 감작 가능성을 평가하기 위해

산출된 값. 용매 대조군과 시험물질 처리군의 증식 정도의 비율.

13. 시험물질 (Test substance) : 단일물질 또는 여러 성분의 복합체(예: 완제품, 처방)로

서 이 가이드라인에 따라 시험된 모든 물질.

Ⅲ. 유의사항

1. LLNA:DA는 피부감작성물질을 규명하기 위해 LLNA를 변형한 시험법이다.

LLNA:DA가 LLNA나 기니픽을 이용한 시험법을 완전히 대체할 수는 없지만 양성이나

음성 결과에 대해서 추가 확인 시험을 수행하지 않아도 된다 (6, 7). 시험 수행에 앞서

시험물질에 대한 모든 자료를 고려해야 한다. 이 자료는 시험물질의 확인, 구조, 물리

화학적 성질, in vivo 또는 in vitro 독성시험 결과, 구조적으로 유사한 화학물질의 독성

시험 자료 등을 포함한다. LLNA:DA가 시험물질에 적절한 시험법인지와 시험물질
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ATP +Luciferin + O2
Luciferase

Oxyluciferin+AMP+PPi+CO2+Light

처리농도 선택을 위하여 이 자료를 고려해야 한다.

2. LLNA:DA는 in vivo 시험법이지만, 기니픽을 이용한 기존 감작성 시험보다 적은

수의 동물을 사용한다. 또한 LLNA:DA는 기존 기니픽 시험과 다르게 야기(challenge)를

통한 피부 과민반응을 유발하지 않으므로 동물의 고통을 경감시킨 방법이다. 하지만

LLNA:DA의 이런 장점에도 불구하고 기니픽을 이용한 시험을 수행해야하는 경우가

있으며, LLNA의 제한점은 LLNA:DA에도 적용된다. 또한 ATP 수준에 영향을 주거나

정확한 세포내 ATP 측정을 방해하는 물질의 경우 본 시험법을 적용할 수 없다. 이와

같이 알려진 제한점 외에 시험의 정확성에 영향을 줄 수 있는 물질 특성에 대한 고려가

시험 전에 이루어져야 한다. 또한 자극지수(SI, Stimulation Index)가 1.8에서 2.5사이

값을 나타낼 때 결과 해석에 주의해야 한다. SI≥1.8을 양성판정 기준으로 적용하였을

때 검증연구에 사용된 44개 물질 중 32개의 감작성 물질은 LLNA와 같이 감작성 물질

로 판정되었으나, 12개의 비감작성 물질 중 3개는 SI값 1.8과 2.5값 사이 값을 보이며

LLNA와 달리 감작성 물질로 판정되었다 (6). 그러나 SI값을 산출하고 시험법의 정확

성을 계산하기 위해 LLNA와 같은 data set을 사용했기 때문에 기술된 결과는 실제 정

확성에 비해 과대평가되었을 것이다.

Ⅳ. 시험원리

LLNA:DA는 감작성 물질이 적용 부위 림프절 내 림프세포 증식을 유도한다는 것을

기본 원리로 한다. 림프세포 증식은 물질의 농도와 감작능에 비례한다. 림프세포 증식은

감작성을 정량적으로 측정할 수 있는 방법이다. 용매 대조군(VC, Vehicle treated

control)의 평균 증식 정도를 각 시험군의 평균 증식 정도와 비교하여 림프세포 증식

정도를 측정한다. 각 VC에 대한 시험군의 림프세포 증식 비율을 자극지수(SI)라고 하며,

SI≥1.8이면 감작성 물질로 판정한다. 이 시험법은 bio-luminescence법에 의한 ATP 양

측정을 통해 도포 부위 주변 이개(耳介)림프절(auricular lymph node)내에 증식된 림프세

포 수를 평가한다 (11-13). Bioluminescence법은 ATP와 luciferin을 분해하여 빛을 내는

luciferase enzyme을 이용한다. Bioluminescence 반응은 다음과 같다.
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방출되는 빛의 세기는 ATP 농도와 비례하며, luminometer를 사용하여 측정한다.

Luciferin-luciferase 시험법은 ATP를 정량하는 민감한 방법으로 다양하게 적용된다 (14).

Ⅴ. 시험개요

1. 동물 종 선택

본 시험법은 마우스를 사용한다. LLNA:DA 검증연구는 LLNA 시험에 선호되는 종인

CBA/J 종으로 수행되었다 (8, 9). 출산 경험이 없고 임신하지 않은 젊은 성체 암컷

마우스를 사용하였다. 시험시작 시 마우스는 8-12주령이어야 하고, 동물의 체중 차이는

최소화해야하며 체중 차이가 평균 체중의 20%를 넘지 말아야 한다. LLNA:DA 반응에서

동물 종이나 성별에 의한 차이가 없다는 것을 증명할 충분한 결과가 있다면 CBA/J 종

대신에 다른 종이나 수컷도 사용할 수 있다.

2. 사육조건

마우스는 개별 사육해야하는 충분한 과학적 근거가 없다면 집단 사육한다 (15).

시험동물 사육실의 온도는 22 ± 3℃로 유지해야 한다. 상대습도는 최소 30%이상이여야

하며 70%를 넘지 않아야 하지만, 사육실 청소 시 외에는 50-60%로 조절해야 한다. 빛은

인공적으로 조절하며 명/암 주기를 12시간간격으로 설정한다. 일반적인 실험동물용

사료를 사용하며 사료와 물은 자유롭게 공급한다.

3. 실험동물 준비

무작위로 선택한 동물은 이표(耳標)외의 방법으로 개별 식별 표시를 하고 실험

환경에 순응시키기 위하여 시험물질 처리 전 최소 5일 이상 순화한다. 모든 동물은

물질 처치 전에 피부 병변 유무를 검사한다.

4. 시험물질 조제

고체 시험물질은 시험동물에 적용하기 전에 적절한 용매에 녹이거나 부유시켜야 한다.
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액체 시험물질은 농도에 맞게 칭량하거나 희석하여 적용한다. 조제 시험물질에 대한

안정성 자료가 없다면 매일 조제해야 한다.

5. 신뢰성 확인

양성대조물질(PC, Positive control)은 본 시험이 적절히 수행되었는지를 확인하기

위하여 사용된다. 실험실의 시험수행 능력을 확인하고 실험실 내와 실험실간 재현성

비교를 위하여 적절한 양성대조물질을 포함하여 실험할 것을 권고한다. 주기적인 양

성대조물질 시험 수행에 따른 추가 동물실험을 피하기 위하여 매 실험마다 양성대조군을

포함할 것을 권장한다. 양성대조군은 음성대조군과 비교하여 SI가 1.8이상 증가할 것

으로 기대하는 농도에서 LLNA:DA 양성 반응을 야기해야한다. 양성대조군은 과도한

피부자극 또는 전신 독성을 나타내지 않고 재현성 있지만 SI≥10의 과도한 반응을

유발하지 않는 농도를 선택해야 한다. 아세톤:올리브 오일 (4:1, v/v)에 희석한 25%

헥실 신나믹 알데하이드 (CAS No 101-86-0)와 25% 유게놀 (CAS No 97-53-0)을 양성

대조물질로 선호하지만 상황에 따라 정확한 판정을 위해 위에 조건에 부합하는 다른

양성대조물질을 사용할 수도 있다.

시험마다 양성대조군을 포함할 것을 권장하지만, 최소 한 달에 한번 이상 정기적으로

시험을 수행하거나 양성대조군에 대한 재현성 있고 정확한 결과를 생산해 낸다는

historical 데이터베이스를 확립하고 있는 실험실에서는 양성대조물질에 대한 주기적

시험(예: 6개월 미만 간격)도 가능하다. 일정 기간 동안 최소 10회의 양성대조물질에

대하여 독립적인 시험을 통한 일관된 양성 결과를 생산함으로써 LLNA:DA에 대한

숙련도를 증명할 수 있다.

LLNA:DA 시험절차를 변경할 때는 적절한 양성대조군이 항상 포함되어야 하고,

변경사항은 반드시 시험 보고서에 기록되어야 한다. 시험법 변경에 따라 양성대조물질에

대한 새로운 historical 데이터베이스 확립이 필요한가를 결정하기 위해서는 변경사항이

이전에 확립된 양성대조물질의 historical 데이터베이스에 미치는 영향에 대하여 고려해야

한다.

시험자가 양성대조군에 대하여 주기적으로 시험수행을 결정할 때에는 양성대조군의

시험 수행 간격 동안 적절한 양성대조군 없이 수행된 시험에서 산출된 음성 결과의

적절성과 수용가능성에 대한 영향을 고려하여야 한다. 예를 들어, 주기적인 양성대조군

시험에서 위음성 결과가 나왔다면, 최근에 양성 결과가 나온 양성대조물질에 대한 시험과
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위음성 결과가 나온 양성대조물질에 대한 시험 간격 사이에 수행되고 음성으로 판정된

시험 결과에 대해 의문이 있을 수 있다. 매 실험마다 양성대조물질을 포함할 것인가

양성대조물질에 대한 주기적인 시험을 수행할 것인가를 결정할 때에는 이러한 시험결과에

미치는 영향에 대하여 고려해야 한다. 매 시험마다 양성대조군을 포함하여 수행할 때

더 적은 수의 동물을 사용하는 것을 고려해야 한다. 과학적으로 합당하고 historical

자료로 증명이 가능하면 양성대조군은 적은 수의 마우스를 사용하여 실험할 수 있다 (16).

양성대조물질은 일관된 반응을 유발한다고 알려진 용매를 사용하여 시험을 수행해야

하지만, 규제 상황에 따라 다른 용매를 이용한 실험이 요구될 수도 있을 것이다 (17).

만약 양성 대조물질을 시험물질과 다른 용매에 녹여 시험을 수행하였다면 양성대조물질에

대한 별도의 용매 대조군을 시험에 포함시켜야 한다.

특정한 화학 분류나 반응범위의 시험물질을 평가할 경우, 기준 시험물질은 해당 시험이

대상물질과 유사한 종류의 물질의 피부감작성을 평가하는데 적절하다는 것을 증명하는데

유용할 것이다. 적절한 기준 물질은 다음과 같은 특성을 가져야 한다.

⦁ 구조적과 기능적으로 시험물질 군과 유사할 것

⦁ 물리적/화학적 특성이 알려져 있을 것

⦁ LLNA:DA 시험자료가 있을 것

⦁ 다른 동물 모델이나 인체 시험 자료가 있을 것

Ⅵ. 시험방법

1. 동물 수와 농도

최소한 군당 4마리 동물을 사용하고 시험물질군과 용매만을 처리한 음성대조군,

양성대조군을 포함하여 실험한다. 양성대조군은 실험실내 규정에 따라 매 시험마다

수행하거나 주기적으로 실험을 실시할 수 있다. 다양한 농도의 양성대조군에 대하여

시험을 할 것인가를 고려해야 하며, 특히 양성대조군에 대하여 간헐적으로 시험을 할 때

이를 고려해야한다. 대조군의 동물은 시험군과 동일하게 다루어야 한다.

시험물질 농도와 용매는 참고문헌(2, 18)에 근거하여 선택하여야 한다. 농도는
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100%, 50%, 25%, 10%, 5%, 2.5%, 1%, 0.5% 등의 농도에서 연속되는 농도를 선택해야

한다. 농도 선택 시에는 충분한 과학적 근거가 수반되어야 한다. 최고 농도는 전신독성

이나 과도한 국소 피부 자극을 유발하는 농도를 피해야하기 때문에 시험물질 농도

선택 시 물질에 대한 모든 독성학적, 구조적, 물리화학적 정보를 고려해야하며(18, 19)

이런 정보가 없을 때에는 예비실험이 필요할 것이다.

용매는 시험결과에 영향을 주지 않고, 용해도가 가장 높은 용매를 선택하여야 한다.

아세톤:올리브 오일 (4:1 v/v), N,N-디메틸포름아마이드, 메틸에틸케톤, 프로필렌글라이콜과

디메틸 설폭사이드를 용매로 권장하며, 충분한 과학적 근거가 있다면 권장하는 용매

외에 다른 용매도 사용할 수 있다 (5). 어떤 경우 시험물질의 임상시험에서 사용하는

용매나 시험물질의 판매에 사용되는 상업적 조성물을 추가 대조군으로 두고 시험을

수행할 필요가 있다. 1% PluronicⓇ L92와 같은 가용화제가 포함된 용매에 녹인 친수성

물질은 도포할 때 피부가 젖고 즉시 스며들지 않기 때문에 특별한 주의가 필요하며,

완전한 수용성 용매는 피해야 한다.

개별 동물에 대한 시험결과를 수집함으로써 동물 간 편차를 평가할 수 있고, 시험

물질과 용매대조군간의 차이의 통계학적 비교가 가능하며, 양성대조군에 사용되는 동물

수를 줄일 수 있는지를 평가할 수 있다 (16).

2. 예비시험

최고 농도를 결정하기 위한 다른 자료가 없다면, 예비시험을 통해 본 시험 농도를

결정해야 한다. 예비시험은 전신독성이나 과도한 국소 자극을 유발하지 않는 농도에

대한 정보가 없을 때 본 시험 최고 농도를 선택하기 위하여 실시된다. 예비시험에

사용되는 최고 농도는 액체 시험물질일 경우 100%이며, 고체 또는 부유액일 때는 용해

되는 최대 농도이다.

예비시험은 본 시험과 동일한 조건으로 수행되지만 림프절 증식 측정은 하지 않으며

군당 동물 수가 적다. 이 가이드라인에서는 군당 한 마리 또는 두 마리 동물을 사용할

것을 제시한다. 매일 모든 동물에 대하여 전신 독성이나 적용부위에 과도한 국소독성이

나타나는 지 관찰해야하며 시험시작 전과 종료 전(Day 8)에 체중을 측정해야 한다.

각 동물의 양쪽 귀를 관찰하고 표 1에 따라 귀 부위의 홍반 반응을 점수화한다 (19).

귀 두께는 thickness gauge (예: digital micrometer 또는 Peacock Dial thickness

gauge)를 이용하여 Day 1 (시험물질 적용 전), Day 3 (최초 시험물질 도포 약 48시간
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후), Day 7 (시험 종료 24시간 전)과 Day 8에 측정한다. 또한, Day 8에 안락사한 동

물의 귀를 펀치하여 무게를 측정할 수 있다. 관찰 일에 홍반 점수 (erythema score)≥

3 이거나 귀 두께 증가율 (ear thickness)≥25%이면 과도한 국소 자극으로 판정한다

(20,21). 본 시험의 최고 농도는 예비시험에서 사용된 농도 중 전신독성이나 과도한 국

소독성을 유발하지 않은 농도보다 한 단계 낮은 농도를 선택한다.

표 1. 홍반 평가표

평가 기준 점수

홍반이 나타나지 않음 (No erythema) 0

매우 미세한 홍반 [Very slight erythema (barely perceptible)] 1

뚜렷한 홍반 (Well-defined erythema) 2

중등도 이상의 홍반 (Moderate to severe erythema) 3

가피를 형성하는 새빨간 심각한 홍반 [Severe erythema (beet

redness) to eschar formation preventing grading of erythema]
4

귀 두께가 25% 증가하는 것과 더불어, 대조군과 비교하여 처리군의 귀 두께가 통계

학적으로 유의한 증가하는 것 또한 자극성 판정 지표로 사용할 수 있다 (22-27). 그러나

귀두께 증가가 25%보다 적을 때 통계학적으로 유의하더라도 과도한 국소자극과 관련이

없을 것이다 (23-27).

전신독성을 평가하기 위해 다음의 임상증상을 관찰해야 한다: 신경계 기능 변화 (예:

입모, 운동실조, 진전, 경련); 행동 변화 (예: 공격성, 털손질 행동 변화, 행동의 특이적

변화); 호흡 패턴 변화 (예: 호흡곤란, 헐떡임, 수포음과 같은 호흡 주기와 강도의 변화)와

음수 사료 섭취량 변화. 또한, 무기력 또는 무반응 증상과 통증 반응, Day 1과 Day 8에

측정된 체중의 5%이상 감소와 치사율을 고려해야 한다. 빈사 동물 또는 심한 고통을

느끼는 동물은 인도적으로 안락사 해야 한다 (28).



- 10 -

3. 본 시험 일정

시험일정은 다음과 같다:

⦁ Day 1:

개별동물에 표식을 하고 체중을 측정하며 임상 증상을 관찰한다. 1% 라우릴황산

나트륨(sodium lauryl sulfate, SLS) 용액을 붓을 이용하여 마우스 귀 배측 전체에

4~5회 도포한다. SLS 처치 1시간 후 시험물질, 용매, 그리고 양성대조물질을 귀 배측에

각각 25 μL씩 적용한다.

⦁ Days 2, 3, 7:

Day 1과 같이 1% SLS를 전처치 하고 시험물질을 도포하는 것을 반복한다.

⦁ Days 4, 5, 6:

시험물질을 처치하지 않는다.

⦁ Day 8:

각 동물의 체중과 관찰된 임상 증상을 기록한다. Day 7째 시험물질을 적용하고

약 24~30시간 후 동물을 안락사 한다. 각 마우스의 이개림프절 (auricular

lymph node)를 적출하고, 마우스 별로 PBS (phosphate buffered saline)에서 이후

시험을 수행한다. 림프절의 모식도와 해부학적 위치는 참고문헌에서 확인할 수

있다 (16). 본 시험에서 국소 피부 반응을 더 관찰하기 위해서는 귀의 홍반이나

두께와 같은 지표가 시험 프로토콜에 포함되어야 할 것이다.

4. 세포현탁액 준비

각 동물에서 적출한 양쪽 림프절을 두 개의 유리 슬라이드 사이에 넣고 약하게

압력을 가해 으깨어서 단일세포 (LNC; lymph node cell)로 만든다. 조직이 얇게 퍼진

것을 확인 후 슬라이드를 분리한다. 슬라이드 한 쪽은 페트리디쉬에 넣고 다른 한 쪽은

잡아 고정 후 PBS로 세척하면서 cell scraper로 슬라이드에 남아 있는 조직을 긁어낸다.

음성대조군 마우스의 림프절은 작기 때문에 자극지수에 미치는 영향을 최소화하기

위하여 조심스럽게 조작해야 한다. 총 PBS 1 mL로 두 슬라이드 세척한다. Cell

scraper로 페트리디쉬의 LNC 현탁액을 균질화한다. 피펫으로 림프절의 막을 취하지
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않도록 주의하면서 LNC 현탁액 20 μL를 조심스럽게 취하여 PBS 1.98 mL에 혼합하여

2 mL 시료를 만든다. 각 동물마다 두 개의 시료를 준비한다.

5. 세포증식 확인

ATP 측정 키트를 이용한 luciferin/luciferase 방법으로 림프절 내 ATP 양을 증가를

측정한다. ATP 측정 키트는 Relative Luminescence Units (RLU)으로 bioluminescence를

측정한다. 동물에서 ATP 양을 측정까지 걸리는 시간은 동일해야한다. ATP 양은

동물사망 후 점차적으로 감소하므로 사망 30분 이내 ATP 양을 측정해야 한다 (8).

그러므로 사전에 시험에 소요 시간을 확인해야 하며, 이개림프절 채취부터 ATP 측정까지

20분 이내로 완료하여야 한다. 각 동물로부터 만든 2 mL 샘플에서 ATP luminescence

를 측정해야한다. 평균 ATP luminescence를 산출하고 자극지수를 구한다.

Ⅶ. 관찰 항목

1. 임상증상

각 동물은 적용부위에 국소 자극 또는 전신독성이 나타나는지 최소 하루에 한 번

임상증상을 주의 깊게 관찰해야한다. 모든 관찰사항은 각 동물에 대하여 체계적으로

기록되어야한다. 관찰 계획에는 안락사를 위한 전신독성, 피부의 과도한 국소 자극 또는

부식을 확인하기 위한 기준이 포함되어야 한다 (28).

2. 체 중

시험 시작과 부검 전에 개별 동물의 체중을 측정해야한다.

Ⅷ. 결과 산출

각 시험군의 결과는 평균 자극지수(mean SI)로 표현한다. 자극지수는 시험군과

양성대조군의 평균 RLU(mean RLU/mouse)를 용매대조군의 평균 RLU로 나눈 값이다.

용매대조군의 평균 SI값을 1로 정한다.

SI≥1.8이면 양성으로 간주한다 (6). 그러나 용량-반응 관계가 확실하고 통계학적으로
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유의하며 용매대조군과 양성대조군이 일관된 반응을 나타낸다면 경계범위(1.8≤SI≤2.5)의

결과를 양성으로 판정할 수 있을 것이다 (2, 3, 29).

SI값이 1.8에서 2.5사이의 경계값을 보일 때 시험결과를 양성으로 판정하기 위해서

실험자는 용량-반응관계, 전신 또는 과도한 국소독성 반응, SI값의 통계학적 유의성과

같은 추가적인 정보를 고려해야한다 (6). 또한 알려진 감작성 물질과의 구조적 유사성,

피부자극 유발 정도, 관찰된 용량-반응 관계 등 시험물질의 다양한 특성에 대한 고려도

함께 이루어져야한다. 그 외에 고려사항에 대하여 (4)에 자세하게 논의되어 있다.

개별 동물에 대한 자료를 수집함으로써 용량-반응관계가 존재하는지와 그 정도의

통계학적 분석이 가능하다. 통계학적 평가는 용량-반응관계와 시험군의 적절성(예: 용매

대조군에 대한 시험 용량군) 평가를 포함할 수 있다. 용량-반응 관계 평가를 위한

통계학 분석 방법으로는 선형회귀(linear regression), William's test를 사용할 수 있고,

쌍대비교(pair-wise comparison)를 위하여 Dunnett's test를 사용할 수 있다. 적절한

통계학 분석 방법 선택에 있어 자료 변환이나 비모수통계학(non-parametic statistical

analysis)이 필요할 수 있는 분산의 부등식이나 다른 관련 문제의 가능성을 항상 인식해

야한다. 어떤 경우 “이상치(outlier)”라고 부르는 특정 값을 포함 또는 포함하지 않고

SI 값을 계산하거나 통계학적 분석을 수행할 필요가 있다.

Ⅸ. 자료보고

1. 자료

자료는 표 형식으로 요약되어야 하며, 각 동물의 RLU 값, 군별 평균 RLU값과 오차

(예: SD, SEM), 용매대조군에 대한 각 시험군의 평균 SI값이 포함되어야 한다.

2. 시험보고서

시험보고서에는 다음과 같은 정보가 포함되어야 한다:

❍ 시험물질과 대조시험물질

- 물질 식별 정보 (예, CAS 번호, 가능하다면 원료; 순도; 알려진 불순물; lot 번호에
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대한 정보);

- 물리적 성질과 물리화학적 특성 (예, 휘발성; 안정성; 용해도);

- 제제물(formulation)형태일 경우, 구성(composition)과 구성요소(component)의

상대적 분율

❍ 용매

- 물질 식별 정보 (순도; 농도; 적절성; 사용된 용량)

- 용매 선택의 정당성

❍ 시험 동물

- 마우스의 기원

- 동물의 미생물학적 상태

- 동물 수와 연령

- 동물 기원, 사육 환경, 사료 등

❍ 시험조건

- ATP 키트의 lot 번호와 제조자의 품질보증(QA; Quality assurance)/품질관리

(QC; Quality control) 자료

- 시험물질 제조와 적용에 대한 자세한 사항

- 용량 선택의 정당성 (예비시험 수행 시 예비시험 결과 포함)

- 용매와 사용된 시험물질 농도, 적용된 시험물질 총량

- 사료와 음수 품질에 대한 자세한 정보 (사료 형태/원료, 수원포함)

- 물질 처치와 샘플링의 자세한 일정

- 독성 평가 방법

- 양성 또는 음성으로 고려할 시험 기준 (criteria for considering studies as

positive and negative)

- 시험 프로토콜 이탈에 대한 자세한 기록과 이탈이 시험 설계나 시험 결과에

미치는 영향에 대한 구체적인 설명
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❍ 신뢰성 확인

- 사용된 시험물질, 농도, 용매에 대한 정보를 포함한 신뢰성 확인을 위한 최근 시험

결과 요약

- 시험과 동시에 수행하거나 또는 historical 양성대조군과 음성 대조군 자료

- 양성대조군을 포함하여 시험하지 않았을 경우, 정당성을 뒷받침하기 위한 가장

최근 수행된 양성대조군 결과와 양성대조군의 자세한 historical 자료

❍ 결과

- 투여 시작과 부검시점의 개별 동물 체중; 각 투여군의 평균 체중과 오차(예: SD,

SEM)

- 투여 부위의 피부 자극을 포함한 개별 동물의 독성 증상과 발현 시점

- 개별 동물의 부검 시점과 ATP 측정 시간

- 개별 동물의 RLU값과 각 시험군의 SI값의 표

- 각 시험군의 RUL/mouse의 평균, 오차와 각 시험군의 이상치 분석 결과

- 시험군과 대조군에서 동물간 편차를 고려한 편차와 SI값

- 용량반응 관계

- 적절한 통계학 분석

❍ 결과 고찰

- 시험물질을 피부감작성 물질 또는 비감작 물질로 고려하기 위한 결론과 결과, 용량

반응관계 적절한 통계 분석에 대한 간략한 해설
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제2장 ELISA법을 이용한 국소림프절시험
Local Lymph Node Assay: BrdU-ELISA
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Ⅰ. 개요 

1. 마우스를 이용한 피부감작성 시험인 국소림프절시험(Local Lymph Node Assay,

LLNA; TG429)은 2002년 OECD에 의해 처음 가이드라인으로 채택되었고, 그 이후 한

차례 개정되었다 (1). LLNA 검증과 검토의 자세한 내용은 논문과 보고서의 형태로

발간되었다 (2-9). LLNA는 방사선 동위원소인 티미딘(thymidine) 또는 요오드(iodine)를

사용하여 림프세포 증식을 측정하는 방법으로 방사능 물질의 획득, 사용, 폐기를 위한

별도의 시설이 필요하다는 제한점이 있었다.

2. LLNA:BrdU-ELISA는 LLNA를 비방사선 방법으로 변형한 시험법으로 비방사선

물질인 5-브로모-2-데옥시우리딘 (BrdU) (CAS No 59-14-3)를 ELISA로 측정하여 림프세포

증식을 평가하는 방법이다. (10-12).

3. 이 시험법은 동물을 이용하는 시험이나 기존 시험법에 비해 사용동물 수가 적고,

동물에 가해지는 고통을 경감시킨 시험법이라는 장점이 있다.

4. 이 시험법은 기존의 LLNA와 같이 피부감작성 반응 중 유도기(induction phase)에

나타나는 반응을 측정한 시험법으로 용량반응평가에 적절한 정량적 자료를 제공한다.

또한 방사성동위원소를 사용하지 않고 피부감작성을 확인하기 때문에 실험자가 방사성

동위원소에 노출될 가능성이 없으며, 방사성폐기물을 발생시키지 않는다는 장점이 있다. (13).

Ⅱ. 용어정의

1. 정확성(Accuracy) : 측정치가 참값에 근접해 있는 정도

2. 기준물질(Benchmark substance) : 이 물질은 비교의 기준으로 사용한다. 기준물질로

갖춰야 할 속성은 다음과 같다. (i) 반응의 일관성 (ii) 구조적, 기능적 유사성 (iii) 물리ㆍ

화학적 특성 (iv) 효과 입증 자료 (v) 충분한 효력

3. 위음성(False negative) : 양성물질이 음성으로 판정되는 것

4. 위양성(False positive) : 음성물질이 양성으로 판정되는 것

5. 위해성(Hazard) : 인체 또는 생태학적으로 위해를 가할 수 있는 가능성. 위해는

충분한 수준에 노출되었을 때만 나타남

6. 실험실간 재현성(Inter-laboratory reproducibility, Between-laboratory reproducibility) :
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다른 실험실에서 동일한 시험절차와 시험물질로 시험을 수행하였을 때 양적 또는 질적으로

유사한 결과를 생산할 수 있는지 측정하는 것으로서 시험법이 시험실간 전수될 수 있는지

여부를 나타내는 것

7. 실험실내 재현성(Intra-laboratory reproducibility, Within-laboratory reproducibility) :

동일한 실험실에서 자격을 갖춘 사람이 다른 시점에서 특별한 실험절차로 같은 결과를

생산할 수 있는 정도

8. 이상치(Outlier) : 집단에서 무작위로 채취한 샘플이 다른 수치와 상당히 다른 값을

보이는 것

9. 신뢰성 보증(Quality assurance) : 시험 수행과 독립된 개인이 실험실 시험 기준, 장비,

기록 보관 절차의 준수에 대한 관련 절차를 평가하는 것

10. 신뢰성(Reliability) : 동일한 실험절차를 사용하여 시험하였을 때 실험실 또는 실험

실간 시험법 재현성 정도. 시험실내와 실험실간 재현성을 및 실험실내 반복성으로 평가

11. 피부 감작성(Skin sensitization) : 면역학적 과정으로 감수성 있는 사람이 화학적 항

원에 국소적으로 노출되었을 때 나타나며, 화학적 항원은 접촉성 감작성(contact

sensitization)을 발병시킬 수 있는 피부 면역반응을 촉발함.

12. 자극지수(Stimulation Index, SI) : 시험물질의 피부 감작 가능성을 평가하기 위해

산출된 값. 용매 대조군과 시험물질 처리군의 증식 정도의 비율.

13. 시험물질 (Test substance) : 단일물질 또는 여러 성분의 복합체(예: 완제품, 처방)로

서 이 가이드라인에 따라 시험된 모든 물질.

Ⅲ. 유의사항

1. LLNA:BrdU-ELISA는 피부감작성물질을 규명하기 위한 LLNA를 변형한 시험법이다.

LLNA:BrdU-ELISA가 LLNA나 기니픽을 이용한 시험법을 완전히 대체할 수는 없지만

양성이나 음성 결과에 대해서 추가 확인 시험을 수행하지 않아도 된다 (10, 11). 시험

수행 전 시험물질에 대한 모든 자료를 고려해야 한다. 이 자료는 시험물질의 확인, 구조,

물리화학적 성질, in vivo 또는 in vitro 독성시험 결과, 구조적으로 유사한 화학물질의

독성시험 자료 등을 포함한다. LLNA:BrdU-ELISA가 시험물질에 적절한 시험법인지와

시험물질 처리농도 선택을 위하여 이 자료를 고려해야 한다.
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2. LLNA:BrdU-ELISA는 in vivo 시험법이지만, 기니픽을 이용한 기존 감작성시험

(13)보다 적은 수의 동물을 사용한다. 또한 LLNA:BrdU-ELISA는 기존 기니픽 시험과

다르게 야기(challenge)를 통한 피부 과민반응을 유발하지 않으므로 동물의 고통을

경감시킨 방법이다. LLNA:BrdU-ELISA의 이런 장점에도 불구하고 금속, 계면활성제와

같이 위양성으로 판정하는 특정 피부자극 물질(1)(6), 난용성 시험물질 등은 기니픽을

이용한 시험으로 평가해야한다. 또한 결과에 혼동을 줄 수 있는 물질 군이나 기능기를

포함하는 물질은 기니픽을 이용한 시험이 필요하다 (13)(15). LLNA:BrdU-ELISA에도

LLNA와 동일한 제한점이 적용된다 (10). 시험법의 알려진 제한점 이외에

LLNA:BrdU-ELISA의 정확성을 교란할 수 있는 시험물질은 이 시험법을 적용할 수 없다.

또한 자극지수(SI)가 1.6에서 1.9 사이 값을 나타낼 경우 결과 해석에 주의해야 한다. SI≥

1.6을 양성판정 기준으로 적용하였을 때 검증연구에 사용된 43개 물질 중 32개의 감작성

물질은 LLNA와 같이 감작성 물질로 판정되었으나, 11개의 비감작성 물질 중 2개는 SI값

1.6과 1.9값 사이 값을 보이며 LLNA와 달리 감작성 물질로 판정되었다 (10). 그러나

SI값을 산출하고 시험법의 정확성을 계산하기 위해 LLNA와 같은 data set을 사용했기

때문에 기술된 결과는 실제 정확성에 비해 과대평가되었을 것이다.

Ⅳ. 시험원리

LLNA:BrdU-ELISA는 감작성 물질이 적용 부위 림프절 내 림프세포 증식을 유도한다는

것을 기본 원리로 한다. 림프세포 증식은 물질의 농도와 감작능에 비례한다. 림프세포

증식은 감작성을 정량적으로 측정할 수 있는 방법이다. 용매 대조군(VC, Vehicle treated

control)의 평균증식정도를 각 시험군의 평균증식정도와 비교하여 림프세포 증식을 측정

한다. 각 VC에 대한 시험군의 림프세포 증식 비율을 자극지수(SI)라고 하며, SI≥1.6이면

감작성 물질로 판정한다. 이 시험법은 이개(耳介)림프절(auricular lymph node)내의 BrdU

양을 측정하여 증식 세포 정도를 확인한다. BrdU는 방사선동위원소인 티미딘(thymidine)

의 유사체(analogue)로 티미딘과 유사하게 증식하는 세포의 DNA에 결합한다. DNA에 결

합한 BrdU는 peroxidase가 표지된 BrdU 특이적인 항체를 이용한 ELISA 방법으로 측정한

다. 기질을 넣어주면, 기질은 peroxidase과 반응하여 발색하며 microtitier plate reader기를

이용하여 특정 파장에서 발색정도를 정량한다.
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Ⅴ. 시험개요

1. 동물 종 선택

실험동물로는 마우스를 사용한다. LLNA:BrdU-ELISA 검증연구는 LLNA에 선호되는

종인 CBA/JN 종으로 수행되었다 (10, 12). 출산 경험이 없고 임신하지 않은 젊은 암컷

마우스를 사용하였다. 시험시작 시 마우스는 8-12주령이어야 하고, 동물의 체중 차이는

최소화해야하며 체중 차이가 평균 체중의 20%를 넘지 말아야 한다.

LLNA:BrdU-ELISA 반응에서 동물 종이나 성별에 의한 차이가 없다는 것을 증명할

충분한 결과가 있다면 CBA/JN 종 대신에 다른 종이나 수컷도 사용할 수 있다.

2. 사육조건

마우스를 개별 사육해야하는 충분한 과학적 근거가 없다면 그룹 사육한다 (16).

시험동물 사육실의 온도는 22 ± 3℃로 유지해야 한다. 상대습도는 최소 30%여야 하며

70%를 넘지 않아야 하지만, 사육실 청소 시 외에는 상대습도를 50-60%로 조절해야 한다.

빛은 인공적으로 조절하며 명/암 주기를 12시간간격으로 설정한다. 일반적인 실험동물

사료를 사용하며 사료와 물은 자유롭게 공급한다.

3. 실험동물 준비

무작위로 선택한 동물은 이표(耳標)외의 방법으로 개별 식별 표시를 하여 실험 환경에

순응시키기 위하여 시험물질 처리 전 최소 5일간 순화한다. 모든 동물은 물질 처치 전에

피부 병변 유무를 검사한다.

4. 시험물질 조제

고체 시험물질은 시험동물에 적용하기 전 적절한 용매에 녹이거나 부유해야 한다.

액체 시험물질은 농도에 맞게 칭량하거나 희석하여 적용해야 한다. 조제 시험물질은

보관이 가능하다는 것을 증명할 안정성 자료가 없다면 매일 조제해야 한다.
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5. 신뢰성 확인

양성대조물질(PC, Positive control)은 본 시험이 적절히 수행되었는지를 확인하기

위하여 사용된다. 실험실의 시험수행 능력을 확인하고 실험실내와 실험실간 재현성

비교를 위하여 적절한 양성대조물질을 포함하여 실험할 것을 권고하고 있다. 주기적인

양성대조물질 시험 수행에 따른 추가 동물실험을 피하기 위하여 매 실험마다 양성대조

군을 포함할 것을 권장한다. 양성대조물질은 음성대조군과 비교 시 SI가 1.6이상 증가할

것으로 기대하는 농도에서 LLNA:BrdU-ELISA 양성 반응을 야기해야한다. 양성대조군은

과도한 피부자극 또는 전신 독성을 나타내지 않고 SI≥14의 과도한 반응을 유발하지

않는 농도를 선택해야 한다. 아세톤:올리브 오일 (4:1, v/v)에 희석한 25% 헥실 신나믹

알데하이드 (CAS No 101-86-0)와 25% 유게놀 (CAS No 97-53-0)을 양성대조물질로

선호하지만 상황에 따라 정확한 판정을 위해 위에 조건에 부합하는 다른 양성대조물질을

사용할 수도 있다.

시험마다 양성대조군을 포함할 것을 권장하지만, 최소 한 달에 한 번 이상 정기적으로

시험을 수행하거나 양성대조군에 대해 재현성 있는 정확한 결과를 생산해 낸다는

historical 데이터베이스를 확립하고 있는 실험실에서는 양성대조물질에 대한 주기적 시

험(e.g. 6개월 미만 간격)도 가능하다. 일정 기간 동안 최소 10회의 양성대조물질에 대

하여 독립적인 시험을 통한 일관된 양성 결과를 생산함으로써 LLNA:BrdU-ELISA에 대한

숙련도를 증명할 수 있다.

LLNA:BrdU-ELISA 시험절차를 변경할 때는 적절한 양성대조군이 항상 포함되어야

하고, 변경 사항은 반드시 시험 보고서에 기록되어야 한다. 시험법 변경에 따라 양성대조

물질에 대한 새로운 historical 데이터베이스 확립이 필요한가를 결정하기 위해서는

변경사항이 이전에 확립된 양성대조물질의 historical 데이터베이스에 미치는 영향에

대하여 고려해야 한다.

시험자가 양성대조군에 대하여 주기적으로 시험 수행을 결정할 때에는 양성대조군의

시험 수행 간격 동안 적절한 양성대조군 없이 수행된 시험에서 산출된 음성 결과의 적절성과

수용가능성에 대하여 고려하여야 한다. 예를 들어, 주기적인 양성대조군 시험에서

위음성 결과가 나왔다면, 최근에 양성 결과가 나온 양성대조물질시험과 위음성 결과가

나온 양성대조물질 시험 간격 사이에 수행되고 음성으로 판정된 시험 결과에 대해

의문이 있을 수 있다. 매 실험마다 양성대조물질을 포함할 것인가 양성대조물질에 대한

주기적인 시험을 수행할 것인가를 결정할 때에는 이와 같이 시험결과 해석에 미치는
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영향에 대하여 고려해야 한다. 매 시험마다 양성대조군을 포함하여 수행할 때 더 적은

수의 동물을 사용하는 것을 고려해야 한다. 과학적으로 합당하고 historical 자료로

증명이 가능하면 양성대조군은 적은 수의 마우스를 사용하여 실험할 수 있다 (17).

양성대조물질은 일관된 반응을 유발한다고 알려진 용매를 사용하여 시험을 수행해야

하지만, 규제 상황에 따라 다른 용매를 이용한 실험이 요구될 수도 있을 것이다 (18).

만약 양성 대조물질을 시험물질과 다른 용매에 녹여 시험을 수행하였다면 양성대조물

질에 대한 별도의 용매 대조군을 시험에 포함시켜야 한다.

특정한 화학 분류나 반응범위의 시험물질을 평가할 경우, 기준 시험물질은 해당 시험이

대상물질과 유사한 종류의 물질의 피부감작성을 평가하는데 적절하다는 것을 증명하는데

유용할 것이다. 적절한 기준 물질은 다음과 같은 특성을 가져야 한다.

⦁ 구조적과 기능적으로 시험물질 군과 유사할 것

⦁ 물리적/화학적 특성이 알려져 있을 것

⦁ LLNA:BrdU-ELISA 시험자료가 있을 것

⦁ 다른 동물 모델이나 인체 시험 자료가 있을 것

Ⅵ. 시험방법

1. 동물 수와 농도

최소한 군당 4마리 동물을 사용하고 시험물질군과 시험물질 용매만을 처리한 음성

대조군과 양성대조군이 포함되어야 한다. 다양한 농도의 양성대조군 시험을 고려해야하며

특히 양성대조군에 대하여 주기적으로 시험을 할 때 이를 고려해야한다. 대조군의

동물은 시험군과 동일하게 다루어야 한다.

시험물질 농도와 용매는 참고문헌(2, 19). 농도는 100%, 50%, 25%, 10%, 5%, 2.5%,

1%, 0.5% 등의 농도에서 연속되는 농도를 선택해야 한다. 농도 선택 시에는 충분한

과학적 근거가 수반되어야 한다. 전신독성이나 과도한 국소 피부 자극을 유발하지 않는

농도를 최고 농도로 선택한다. 시험물질 농도 선택 시 물질에 대한 모든 독성학적,

구조적, 물리화학적 정보를 고려해야하며(19, 20) 이런 정보가 없을 때에는 예비실험을

수행하여야 한다.
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용매는 시험결과에 영향을 주지 않고, 용해도가 가장 높은 것을 선택하여야 한다.

아세톤:올리브오일 (4:1 v/v), N,N-디메칠포름아마이드, 메칠에칠케톤, 프로필렌글라이콜과

디메칠 설폭사이드를 용매로 권장하며, 충분한 과학적 근거가 있다면 다른 용매도

사용할 수 있다 (6). 임상시험에서 사용하는 용매나 판매에 사용되는 상업적 조성물을

추가 대조군으로 두고 시험을 수행할 필요가 있는 경우도 있다. 1% PluronicⓇ L92와

같은 가용화제가 포함된 용매에 녹인 친수성 물질은 도포할 때 피부가 젖고 즉시 스며

들지 않기 때문에 특별한 주의가 필요며, 완전한 수용성 용매는 피해야 한다.

개별 동물에 대한 시험결과를 수집함으로써 동물 간 편차를 평가할 수 있고, 시험물질과

용매대조군간 차이의 통계학적 비교가 가능하며, 양성대조군에 사용되는 동물 수를

줄일 수 있는지를 평가할 수 있다 (17).

2. 예비시험

최고 농도를 결정하기 위한 자료가 없다면, 예비시험을 통해 본 시험 농도를 결정해야

한다. 예비시험은 전신독성이나 과도한 국소 자극을 유발하지 않는 농도에 대한 정보가

없을 때 본 시험 최고 농도를 선택하기 위하여 실시된다. 예비시험에 사용되는 최고

농도는 액체 시험물질일 경우 100%이며, 고체 또는 부유액일 때는 용해되는 최대 농도

이다.

예비시험은 본 시험과 동일한 조건에서 수행되지만 림프절 증식 측정은 하지 않으며

군당 동물 수가 적다. 이 가이드라인에서는 군당 한 마리 또는 두 마리 동물을 사용할

것을 제안한다. 매일 모든 동물에 대하여 전신 독성이나 적용부위에 과도한 국소

독성이 나타나는 지 관찰해야하며, 시험시작 전과 종료 전(Day 6)에 체중을 측정해야

한다. 각 동물의 양쪽 귀의 홍반을 관찰하고 표 1에 따라 귀 부위의 홍반 반응을 점

수화한다 (20). 귀 두께는 thickness gauge (e.g. digital micrometer 또는 Peacock Dial

thickness gauge)를 이용하여 Day 1 (시험물질 적용 전), Day 3 (최초 시험물질 도포 약

48시간 후)와 Day 6에 측정한다. 또한, Day 6에 안락사한 동물의 귀를 펀치하여 무게를

측정할 수 있다. 관찰일에 홍반 점수 (erythema score)≥3 이거나 귀 두께 증가율 (ear

thickness)≥25%이면 과도한 국소 자극으로 판정한다.(21,22). 본 시험의 최고 농도는

예비시험에서 사용된 농도 중 전신독성이나 과도한 국소독성을 유발하지 않은 농도보다

한 단계 낮은 농도를 선택한다.
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표 1. 홍반 평가 점수표

평가 기준 점수

홍반이 나타나지 않음 (No erythema) 0

매우 미세한 홍반 [Very slight erythema (barely perceptible)] 1

뚜렷한 홍반 (Well-defined erythema) 2

중등도 이상의 홍반 (Moderate to severe erythema) 3

가피를 형성하는 새빨간 심각한 홍반 [Severe erythema (beet

redness) to eschar formation preventing grading of erythema]
4

귀 두께가 25% 증가하는 것과 더불어, 대조군과 비교하여 처리군 귀 두께의 통계학

적으로 유의한 증가 또한 자극성 판정을 위해 사용될 수 있다 (21-28). 그러나 귀두께

증가가 25%보다 적을 때는 통계학적으로 유의하더라도 과도한 국소자극과 관련이 없을

것이다 (25-29).

전신독성을 평가하기 위해 다음의 임상증상을 관찰해야 한다 (30): 신경계 기능 변화

(예, 입모, 운동실조, 진전, 경련); 행동 변화 (예, 공격성, 털손질 행동 변화, 활동의

특이적 변화); 호흡 패턴 변화 (예, 호흡곤란, 헐떡임, 수포음과 같이 호흡 주기와 강도의

변화)와 음수 사료 섭취량 변화. 또한, 무기력 또는 무반응 증상, 통증반응, Day 1과

Day 6에 측정된 체중의 5%이상 감소와 치사율이 평가에 고려되어야 한다. 빈사 동물

또는 심한 고통을 느끼는 동물은 인도적으로 안락사 해야 한다 (31).

3. 본 시험 일정

시험일정은 다음과 같다:

⦁ Day 1:

개별동물에 표식을 하고 체중을 측정하며 임상 증상을 관찰한다. 시험물질, 용매,

그리고 양성대조물질을 귀 배측에 각각 25 μL씩 적용한다.

⦁ Days 2, 3:

Day 1과 같이 시험물질을 도포하는 것을 반복한다.

⦁ Days 4:

휴지기. 시험물질을 처치하지 않는다.
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⦁ Days 5:

10 mg/mL로 조제된 BrdU 액을 0.5 mL 복강투여한다.

⦁ Day 6:

각 동물의 체중과 관찰된 임상 증상을 기록한다. BrdU를 투여하고 약 24시간 후

마우스를 안락사한다. 각 마우스에서 물질을 도포한 부위에 이개림프절을 적출하고,

마우스 별로 적출한 이개림프절을 PBS에서 단일세포로 만드는 과정을 수행한다.

림프절의 모식도와 해부학적 구조는 참고문헌에서 확인할 수 있다 (17). 본 시

험에서 국소 피부반응을 관찰하기 위하여 귀의 홍반이나 두께와 같은 추가적인

지표가 시험 프로토콜에 포함되어야할 것이다.

4. 세포현탁액 준비

각 동물에서 적출한 양쪽 림프절은 200 ㎛ mesh stainless steel gauze를 통과시키

거나 다른 방법(예, 70 ㎛ 나일론 메쉬)을 이용하여 단일세포로 만든다. 림프절 단일세포

현탁액을 준비하는 것은 본 시험법에서 중요한 과정이므로 시험 전 시험자의 훈련이

필요하다. 음성대조군 마우스의 림프절은 작기 때문에 자극지수에 산출에 미치는 영향을

최소화하기 위하여 조심스럽게 조작해야 한다. 림프절단일세포 현택액의 총량은 약 15

mL로 맞춰야 한다. 음성대조군에서 0.1-0.2 사이의 흡광도를 보인다.

5. 세포증식 확인

BrdU는 상용화된 ELISA 키트를 사용하여 측정한다 (예, Roche Applied Science,

Mannheim, Germany, Catalogue Number 11 647 229 001). 림프절단일세포현탁액 100 μL를

마이크로 플레이트에 세 개 well에 각각 넣는다. 고정(fixation)과 변성(denaturation) 반응

후 항체를 넣고 반응시킨다. 이후에 세척하여 항체를 제거하고 기질을 첨가하여 발색시킨다.

흡광도 370 nm(참조파장 492 nm)에서 측정한다. 모든 경우 시험 환경은 최적화되어야 한다.
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Ⅶ. 관찰항목

1. 임상증상

각 동물은 최소 하루에 한 번 임상증상을 관찰하여 적용부위에 국소 자극 또는 전

신독성이 나타나는지를 확인해야 한다. 모든 관찰사항은 각 동물에 대하여 체계적으로

기록되어야한다. 관찰 계획에는 안락사를 위한 전신독성, 피부의 과도한 국소 자극 또는

부식을 확인하기 위한 기준이 포함되어야 한다 (31).

2. 체 중

시험 시작과 부검 전에 개별 동물의 체중을 측정해야한다.

Ⅷ. 결과 산출

각 시험군의 결과는 평균 자극지수(mean SI)로 표현된다. 자극지수는 시험군 또는

양성대조군의 평균 BrdU labelling index를 용매대조군의 평균 BrdU labelling index로

나눈 값이다. 용매대조군의 평균 SI값을 1로 정한다.

BrdU 표지 지수는 아래과 같이 정의된다:

BrdU labelling index = (ABSem-ABSblank)-(ABSref-ABSblankref)

em=emission wavelength, ref= reference wavelength

SI≥1.6이면 양성으로 간주한다 (10). 그러나 용량-반응 관계가 확실하고 통계학적으로

유의하며 용매대조군과 양성대조군이 일관된 반응을 나타낸다면 경계범위(1.6≤ SI≤

1.9)의 결과를 양성으로 판정할 수 있을 것이다 (3, 6, 32).

SI값이 1.6에서 1.9사이의 경계값을 보일 때, 시험결과를 양성으로 판정하기 위해서

실험자는 용량-반응관계, 전신 또는 과도한 국소독성 반응, SI값의 통계학적 유의성과

같은 추가적인 정보를 고려해야한다 (10). 또한 알려진 감작성 물질과의 구조적 유사성,

피부자극을 유발 정도, 관찰된 용량-반응 관계 등 시험물질의 다양한 특성에 대한 고려도

함께 이루어져야한다. 그 외에 고려사항에 대하여 (4)에 자세하게 논의되어 있다.
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개별 동물에 대한 자료를 수집함으로써 용량-반응관계가 존재하는지와 정도에 대한

통계학적 분석이 가능하다. 통계학적 평가로 용량-반응관계와 시험군의 적절성(예, 용매

대조군에 대한 시험 용량군)을 평가할 수 있다. 용량-반응 관계 평가를 위한 통계학 분석

방법으로는 선형회귀(linear regression), William's test를 사용할 수 있고, 쌍대비교

(pair-wise comparison)를 위하여 Dunnett's test를 사용할 수 있다. 적절한 통계학 분석

방법 선택에 있어 자료 변환이나 비모수통계분석(non-parametic statistical analysis)이

필요할 수 있는 분산의 부등식이나 다른 관련 문제의 가능성을 항상 인식해야한다.

어떤 경우 “이상치(outlier)”라고 부르는 특정 값을 포함하거나 포함하지 않고 SI 값을

계산하거나 통계학적 분석을 수행할 필요가 있다.

Ⅸ. 자료보고

1. 자료

자료는 표 형식으로 요약되어야 하며, 각 동물의 BrdU labelling index, 군별 평균

BrdU labelling index와 오차(예, SD, SEM), 용매대조군과 비교한 각 군의 평균 SI값이

포함되어야 한다.

2. 시험보고서

시험보고서에는 다음과 같은 정보가 포함되어야 한다:

❍ 시험물질과 대조시험물질:

- 물질 식별 정보 (예, CAS 번호, 가능하다면 원료; 순도; 알려진 불순물; lot 번호에

대한 정보);

- 물리적 성질과 물리화학적 특성 (예, 휘발성; 안정성; 용해도);

- 제제물(formulation)형태일 경우, 구성(composition)과 구성요소(component)의

상대적 분율

❍ 용매
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- 물질 식별 정보 (순도; 농도; 적절성; 사용된 용량)

- 용매 선택의 정당성

❍ 시험 동물

- 마우스의 기원

- 동물의 미생물학적 상태

- 동물 수와 연령

- 동물 기원, 사육 환경, 사료 등

❍ 시험조건

- ELISA 키트의 기원, lot 번호와 제조자의 품질보증(QA; Quality assurance)/품질

관리(QC; Quality control) 자료;

- 시험물질 제조와 적용에 대한 자세한 사항;

- 용량 선택의 정당성 (예비시험 수행 시 예비시험 결과 포함);

- 용매와 사용된 시험물질 농도, 적용된 시험물질 총량;

- 사료와 음수 품질에 대한 자세한 정보 (사료 형태/원료, 수원포함);

- 물질 처치와 샘플링의 자세한 일정

- 독성 평가 방법

- 양성 또는 음성으로 고려할 시험 기준 (criteria for considering studies as

positive and negative)

- 시험 프로토콜 이탈에 대한 자세한 기록과 이탈이 시험 설계나 시험 결과에 미

치는 영향에 대한 구체적인 설명

❍ 신뢰성 확인

- 사용된 시험물질, 농도, 용매에 대한 정보를 포함한 신뢰성 확인을 위한 최근 시

험결과 요약

- 시험수행 기관에서 시험과 동시에 수행하거나 또는 historical 양성대조군과 음성

대조군 자료
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- 양성대조군을 포함하여 시험하지 않았을 경우, 정당성을 뒷받침하기 위한 가장

최근 수행된 양성대조군 결과 보고와 양성대조군의 자세한 historical 자료

❍ 결과

- 투여 시작과 부검시점의 개별 동물 체중; 각 투여군의 평균 체중과 오차(예, SD,

SEM)

- 투여 부위의 피부 자극을 포함한 개별 동물의 독성 증상과 발현 시점

- 개별 동물의 BrdU labelling index와 각 처치 군의 자극지수 값의 표

- 각 시험군의 BrdU labelling index/mouse의 평균, 오차와 각 시험군의 이상치

분석 결과

- 시험군과 대조군에서 동물간 편차를 고려한 편차와 SI값

- 용량반응 관계

- 적절한 통계학 분석

❍ 결과 고찰

- 시험물질을 피부감작성 물질 또는 비감작 물질로 고려하기 위한 결론과 결과, 용량

반응관계 적절한 통계 분석에 대한 간략한 해설
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