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지침서ᆞ안내서 제ᆞ개정 점검표

명칭 화장품 독성시험 동물대체시험법 가이드라인(Ⅶ) (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
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  이 안내서는 화장품 독성시험 동물대체시험법 가이드라인(Ⅶ)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 2015년 9월 11일 현재의 과학적

ㆍ기술적 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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「화장품 독성시험 동물대체시험법 가이드라인」(VII) 제정

I. 서론

1. 배경

화장품 안전성 평가에 있어 국제적으로 동물대체시험법의 요구가 증가하고

있으며, 유럽에서는 화장품 안전성 평가에 동물실험이 사용되는 것을 법으로

금지하고 있다. 또한 화장품 산업이 급속하게 과학화, 국제화가 추진되고

있어 화장품에 대한 과학적이고 효율적인 안전성 평가방법 가이드라인이

요구되고 있다. 이에 따라 화장품의 안전성 평가 시 사용활 수 있는 표준화된

동물대체시험법의 제정이 필요하게 되었다.

2. 목적

본 가이드라인은 시험물질의 급성경구독성을 평가하는 방법을 기술하고

있으며, 동물시험에 있어 필요한 동물의 숫자를 최소화하는데 그 가치가

있다. 이 시험법으로 LD50과 그 신뢰구간을 계산할 수 있으며, 그 결과는

급성독성을 유발하는 물질을 국제조화시스템(Globally Harmonized System

for the classification of chemicals)에 따라 등급을 매기고 분류하는데 활용될

수 있다. 본 가이드라인을 통해 과학적이고 표준화된 동물대체시험법을

제시함으로써 화장품업계의 화장품 개발에 편의를 제공하고 독성시험 기관의

국제 경쟁력을 향상시키는데 도움을 주고자 한다.

※ 본 가이드라인은 경제협력개발기구(OECD) 시험법 가이드라인 425번(Acute Oral Toxicity

- Up-and-down-Procedure (UDP)에 근거하며 마련되었다.
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II. 개 요

1. 용량고저법(up-and-down procedure: UDP)의 개념은 Dixon과 Mood가 처음으로

제안하였다(1)(2)(3)(4). 1985년 Bruce는 화학물질의 급성독성을 평가하는데 UDP를

사용하자고 제안하였다(5). LD50을 계산하는 UDP 실험설계에는 몇 가지 방식이

존재하는데, 본 가이드라인은 Bruce가 제안한 방식을 따르고 있으며

i) 화학물질의 분류를 위한 조화된 LD50의 판정값(cut-off)에 대한 국제적인

동의가 이루어졌고, ii) 한 쪽 성별(대개 암컷)에서 시험하는 것이 전반적으로

충분하다고 여겨졌으며, iii) 점추정(point estimate)이 의미가 있으려면,

신뢰구간(confidence interval, CI)을 계산하는 것이 필요하였기 때문에

마련되었다.

2. 본 가이드라인에서 설명하고 있는 시험절차는 시험물질의 급성경구독성을

평가하는데 필요한 동물의 숫자를 최소화하는데 그 가치가 있다. LD50와 신뢰구간의

계산에 추가하여, 이 시험은 독성의 징후를 관찰하는 것을 가능하게 한다.

3. 특정한 목적에 맞는 가장 적절한 시험법을 선택하기 위한 지침은 경구독성시험에

대한 지침문서(Guidance Document on Oral Toxicity Testing)(6)를 참고한다. 이

지침문서는 본 가이드라인의 수행과 해석에 관한 추가적인 정보도 수록하고 있다.

4. 본 가이드라인에서 사용된 용어의 정의는 X 항에 기술되어 있다.

III. 유의사항

1. 시험을 시작하기에 앞서 시험물질에 대하여 가능한 모든 정보를 고려해야 한다.

이런 정보에는 시험물질명(identity)과 화학구조, 물리화학적 성질, 해당물질의

모든 in vitro 또는 in vivo 독성시험 결과, 구조적으로 연관이 있는 물질 또는

유사한 복합물질의 독성자료, 시험물질의 예상용도 등을 포함한다. 이러한

정보는 인류의 건강과 환경의 보호를 위하여 시험의 타당성을 결정하는데

유용하며, 적절한 시작용량을 정하는데 도움을 준다.

2. 이 시험법으로 LD50와 그 신뢰구간을 계산할 수 있으며, 그 결과를 가지고

급성독성을 유발하는 물질의 분류를 위한 국제조화시스템(Globally Harmonized

System for the classification of chemicals)에 따라 물질의 등급을 매기고

분류할 수 있다(7).

3. LD50 및 용량-반응 곡선의 기울기에 관한 예비추정을 할 수 있는 정보가 없을 때,



- 3 -

첫 번째 투여용량은 175 mg/kg으로 시작할 것을 권고한다. 약 175 mg/kg

에서 시작하고 용량과 용량 사이는 half-log 단위(공비 3.2에 해당)를 사용하면

최적의 결과가 나온다. 만약 어떤 물질의 독성이 매우 높을 것으로 예상되면,

시작용량을 조정해야 한다. Half-log 간격은 실험동물을 더 효율적으로 이용할

수 있도록 하고 LD50 값을 예측하는데 있어 정확성을 높인다. 이 시험법은

시작용량 선정이 중요하므로, 시작용량은 예상되는 LD50 값보다 낮게 설정해야

한다(용량순서 그리고 시작용량에 대해서는 VII-3-나항 및 부록 1 참조). 그러나

다른 급성독성시험법과 마찬가지로, 변동성이 큰 화학물질(즉, 낮은 용량-반응

기울기)의 경우 치사율의 계산에 여전히 편차가 생길 수 있으며, LD50 값은

통계적 큰 오류를 갖게 된다. 이것을 교정하기 위하여, 본시험(main test)은

고정된 횟수의 시험관찰보다는 추정치의 특성에 맞춘 시험종료기준(stopping

rule)을 이용한다(VII-3-다항 참조).

4. 본 시험법은 하루 또는 이틀 안에 사망을 유발하는 물질에 가장 용이하게

적용된다. 본 시험법은 사망이 상당히 지연될 것으로 예상되는 경우(5일 이상)에는

실용적이지 못하다.

5. 동물별로 시험순서를 정하고 최종 추정치를 빠르게 산출하기 위해서 컴퓨터를

사용한다.

6. 부식성이나 심각한 자극성이 있어서 과도한 통증이나 고통을 일으키는

용량에서는 시험물질을 투여할 필요가 없다. 시험물질의 독성에 의해 실험동물이

빈사상태이거나, 확연한 통증이 있거나, 심각하고 지속적인 고통의 징후를

보이는 동물은 인도적으로 폐사 시켜야 한다. 이들은 시험에서 사망한 동물로

해석한다. 빈사상태이거나 심각하게 고통 받는 동물을 폐사시킬 때의 결정기준,

예상되는 사망에 대한 안내는 별도의 OECD 지침문서를 참고한다(8).

7. 한계시험(limit test)은 낮은 독성을 가질 것으로 예상되는 시험물질을 식별하는데

유용하게 사용될 수 있다.

IV. 한계시험의 원리

1. 한계시험(limit test)은 최대 5마리의 동물을 순차적으로 사용하는 시험이다.

2000 mg/kg, 또는 특수한 경우 시험용량으로 5000 mg/kg를 사용할 수 있다.

2000 mg/kg과 5000 mg/kg를 시험하는 절차는 약간 다르다(2000 mg/kg의

한계시험은 VII-2-가항, 5000 mg/kg의 한계시험은 VII-2-나항 참조). 순차적
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시험계획을 선택함으로 통계적 검정력(statistical power)은 증가되며, LD50 값이

한계용량에 가까운 화학물질인 경우 안전성 관점에서 의도적으로 한계시험을

하지 않는 방향으로 돌릴 수 있다. 다른 모든 한계시험법과 마찬가지로, 어떤

시험물질의 실제 LD50 값이 한계용량과 가까워질수록 시험물질을 올바로

분류할 확률은 감소한다.

V. 본시험의 원리

1. 본시험(main test)은 시험물질의 투여용량을 한 단계씩 증감하는 시험으로,

시험물질을 한 번에 한 마리 씩, 최소 48시간 간격을 두고 동물에 투여한다.

첫 번째 동물에는 예상 LD50 값보다 한 단계 낮은 용량을 투여한다. 만약 첫

번째 동물이 살아남으면, 두 번째 동물에는 첫 번째 용량의 3.2배 증가한

용량을 투여한다. 만약 첫 번째 동물이 죽는 경우 그 다음 동물에는 동일한

공비로 감소시킨 용량을 투여한다(주의: 3.2는 기본설정값(default factor)로서

용량변화에 있어서 half-log 단위에 상응한다. VII-3-나항은 용량간격의 계수

선택에 대한 자세한 설명을 기술하고 있다).

2. 다음 동물에 투여를 할지, 얼마나 투여할지 결정을 내리기 전에 동물을 최대

48시간까지 주의 깊게 관찰하여야 한다. 이런 결정은 48시간 동안 모든 동물의

생존양상을 보고 내려진다(투여간격의 선택에 관해서는 VII-3-가항 및 VII-3-마항

참조). 시험종료기준은 실험동물의 수를 줄이기 위해 사용되며, 또한 부적절한

초기용량이나 또는 낮은 기울기의 영향을 줄일 수 있도록 투여패턴을 조정해

준다(VII-3-라항 참조).

3. 시험종료기준 중 하나를 충족하면 (VII-3-다항 및 IX-2-가항 참조) 투여를 중단하며,

이 때 LD50의 추정치와 신뢰구간은 시험종료 시점에서의 모든 동물의 상태에 따라

계산한다. 대부분의 경우, 동물시험의 결과 처음으로 역전반응이 일어난 이후, 단

4마리의 동물로 시험은 완결된다. LD50는 최대가능도추정치(maximum likelihood)

방법으로 계산한다(9)(10)(IX-2-가항 및 IX-2-다항 참조).

4. 본시험의 결과는 신뢰구간을 계산하는 컴퓨터모델의 시작점으로 이용된다.

신뢰구간에 대해서는 IX-3-가항에서 설명한다.

VI. 시험준비
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1. 동물 종의 선정

가. 다른 설치류도 사용할 수 있지만, 선호하는 설치류는 랫드이다. 일반적으로

암컷이 사용된다(6). 기존의 LD50 시험에 관한 문헌조사에서 성별간의 민감도의

차이가 거의 없지만, 차이가 있는 경우에 암컷이 약간 더 민감한 것으로

나타나기 때문이다(11). 그러나 만약 구조적으로 관련이 있는 시험물질들의

독성학적 또는 독성동력학적인 성질을 보아 수컷이 더 민감하다면 수컷을

이용해야 한다. 수컷을 사용할 경우 타당한 사유를 제시해야한다.

나. 실험실에서 흔히 사용하는 계통으로 젊고 건강하고 성숙된 동물을 이용하며,

암컷은 임신과 출산의 경험이 없는 것을 사용한다. 시험물질 투여를 시작할 때,

동물의 주령은 8-12 주, 체중은 동물들의 평균 체중의 ± 20% 이내에 들어야

한다.

2. 사육 및 식이조건

실험동물 사육실의 온도는 22℃ (± 3℃)로 유지한다. 상대습도는 최소 30% 그리고

청소할 때를 제외하고는 70%를 넘지 않아야 하지만 최적습도는 50 ~ 60%이다.

인공조명을 사용하고, 12시간 주기의 명암순환이 되도록 조절한다. 동물은 각자

개별 케이지에서 사육한다. 일반적인 설치류 먹이를 사용하고 음수는 무제한

제공한다.

3. 동물 준비

동물은 무작위로 선발하고 개체식별을 위해 표식을 한다. 시험물질 투여 최소

5일 전부터 케이지에 넣어서 실험실 환경에 적응하게 한다. 다른 순차적

실험설계와 마찬가지로, 실험동물의 수 및 주령이 적당한 범위 안에 있는지

주의를 기울여야 한다.

4. 시험물질의 준비

일반적으로 시험물질은 시험하고자 하는 용량범위에서 투여농도를 조정하여

투여액량을 일정하게 고정하여 투여한다. 그러나 액상제품 또는 혼합물을 시험할

때, 일정한 농도에서 희석하지 않은 시험물질을 사용하는 것이 해당 물질의

위험성을 평가하는데 더 적절할 수 있다. 어떤 경우에서든 최대 투여액량을

초과하지 않도록 한다. 한 번에 투여할 수 있는 액체의 최대 투여액량은

실험동물의 체중에 따라 달라진다. 설치류에서 투여액량은 1 mL/100 g (체중)을

넘지 않아야 한다; 그러나 수용액인 경우에는 2 mL/100 g (체중)까지도 가능하다.

투여할 시험물질은 우선 물을 사용한 수용액/현탁액/유화액이 선호되며, 그
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다음으로 오일(예: 옥수수 오일)을 사용한 액상/현탁액/유화액, 그 다음으로

적합한 용매를 사용하여 조제하도록 한다. 물 이외의 다른 용매를 사용하는

경우에는 그 용매 자체에 독성학적 특성이 있는지를 알아야한다. 실험기간 동안

조제물의 안정성이 확보되지 않는다면 투여직전에 조제하도록 한다.

VII. 시험방법

1. 투여

가. 위관이나 적당한 삽입관을 사용하여 경구투여(gavage)방식으로 단일용량의

시험물질을 투여한다. 또한, 한번에 투여하는 것이 곤란한 시험물질인 경우

24시간이내에 분할투여할 수 있다.

나. 투여 전 동물을 절식시켜야 한다(예, 랫드의 경우 하룻밤 동안, 마우스의

경우는 3-4시간 사료를 공급하지 않고 음용수만 제공한다). 절식 후, 동물의

체중을 재고, 그 다음 시험물질을 투여한다. 절식 후 동물의 체중에 따라

용량을 계산한다. 시험물질을 투여한 후 랫드는 3-4시간, 마우스는 1-2시간 동안

추가로 절식시킬 수도 있다. 분할 투여할 경우에는 그 기간에 따라 사료와

물을 동물에게 공급할 필요가 있을 수 있다.

2. 한계시험

한계시험은 실험자가 기존의 독성정보를 통해 시험물질이 독성이 없거나 규제

한계용량 이하의 독성을 가질 것으로 예상되는 경우에 주로 실시한다. 시험물질의

독성정보는 이미 시험이 완료된 유사한 화학물질(compounds), 혼합물(mixtures)

또는 제품에 대한 정보로부터 얻을 수 있다. 이 때 독성학적으로 중요하다고

알려진 구성요소의 함유율 및 성분명(identity)을 고려해야 한다. 시험물질에 대한

독성학적 정보가 충분하지 않거나 독성이 강할 것으로 예측되는 경우에는

본시험을 실시한다.

가. 2000 mg/kg에서 한계시험

(1) 해당용량의 시험물질을 한 마리의 동물에 투여한다. 동물이 사망하는 경우,

본시험을 수행하여 LD50 값을 구하고, 동물이 생존하는 경우, 추가로 4마리의

동물에 순차적으로 투여한다. 즉, 총 5마리의 동물을 사용한다. 만일, 5마리

실험동물 중 3마리의 동물이 사망하면 한계시험을 종료하고 본시험을

수행한다. 그러나, 세마리 이상의 동물이 살아남으면 LD50는 2000 mg/kg
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이상으로 판단한다. 동물 한 마리가 예상치 못하게 시험진행 후기에 갑자기

사망하고 다른 동물들이 살아남는 경우에는, 투여를 중단하고 생존한 다른

동물들에 대해서 비슷한 관찰기간내에 사망이 발생하는지를 관찰한다(초기

관찰기간에 대하여 VII-3-가항 참조). 시험진행 후기에 사망한 동물은 다른

사망과 동일한 것으로 처리하여 평가한다. 결과는 다음과 같이 평가한다(O =

생존, X = 사망).

(2) 세마리 이상의 동물이 사망하면 LD50 값은 시험용량(2000 mg/kg)보다 작다.

O XO XX

O OX XX

O XX OX

O XX X

만약 세 번째 사망한 동물이 나오면, 본시험을 수행한다.

(3) 다섯마리의 동물을 실험한다. 세마리 이상의 동물이 살아남으면 LD50 값은

시험용량(2000 mg/kg)보다 크다.

O OO OO

O OO XO

O OO OX

O OO XX

O XO XO

O XO OO/X

O OX XO

O OX OO/X

O XX OO

나. 5000 mg/kg에서 한계시험

(1) 예외적으로, 특별한 규제가 필요하다고 판단되는 경우, 5000 mg/kg 용량을

고려할 수도 있다(부록 3 참조). 동물복지 차원에서 GHS Category 5

범위(2000-5000 mg/kg)에서 동물실험은 권장하지 않으나, 시험결과가 인간과

동물의 건강 또는 환경을 보호하는 것과 직접적인 관련이 있을 것으로

예측되는 경우에는 고려될 수 있다.
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(2) 해당용량의 시험물질을 한 마리의 동물에 투여한다. 만약 동물이 사망하면

본시험을 시행하여 LD50 값을 정한다. 만약 동물이 살아남으면, 추가로 다른

두 마리의 동물에 투여한다. 만약 두 마리 모두 살아남으면, LD50 값은

한계용량(5000 mg/kg)보다 높은 것으로 판단하고 시험은 종료된다(즉, 더

이상의 동물투여 없이 14일간 관찰을 실시함).

(3) 첫 번째 동물이 살아남은 후, 한 마리 또는 두 마리 모두 사망하면,

시험물질을 순차적으로 추가로 다른 두 마리에 투여한다. 만약 한 동물이

예상치 못하게 시험 진행 후기(투여 후 48시간 이후)에 사망하고 다른

동물들이 살아남으면, 투여를 중단하고 다른 동물들이 같은 비슷한 관찰기간

내에 사망이 발생하는 지 관찰한다(초기 관찰기간에 대해서는 III-6항 참조).

시험 진행 후기에 사망한 동물은 다른 사망과 동일한 것으로 평가한다.

결과는 다음과 같이 평가한다(O = 생존, X = 사망).

(4) 세마리 이상의 동물이 사망하면 LD50 값은 시험용량(5000 mg/kg)보다 작다.

O XO XX

O OX XX

O XX OX

O XX X

(5) 세마리 이상의 동물이 살아남으면 LD50 값은 시험용량(5000 mg/kg)보다 크다.

O OO

O XO XO

O XO O

O OX XO

O OX O

O XX OO

3. 본시험

가. 한 마리씩 순차적으로 48시간 간격을 두고 투여한다. 그러나 투여간격은

독성증상의 시작시점, 지속시간, 심각성을 고려하여 결정한다. 투여한 동물의 생존

여부에 대한 확신이 설 때까지는 다음 단계의 투여를 보류해야한다. 모호한 반응을

보이는 경우, 투여간격은 적절하게 조정할 수도 있다. 단일시간 간격을 사용하여

순차적인 투여를 한다면 시험은 단순해진다. 그럼에도 불구하고 투여간격이 시험
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중간에 바뀐다고 해서 투여용량 또는 가능도비추정치(likelihood-ratio)를 재계산할

필요는 없다. 시작용량을 결정하기 위해서는, 구조적으로 관련된 물질에 대한 정보,

시험물질에 대한 다른 독성시험의 결과 등 활용 가능한 모든 정보를 이용하여

LD50와 용량-반응 곡선의 기울기를 추정해야한다.

나. 첫 번째 동물은 LD50의 사전예상 값보다 한 단계 낮은 용량을 투여한다. 만약

첫 번째 투여동물이 살아남으면, 두 번째 동물은 한 단계 더 높은 용량의

시험물질을 투여한다. 만약 첫 번째 동물이 사망하거나 빈사상태를 나타내면,

두 번째 동물은 한 단계 낮은 용량의 시험물질을 투여해야 한다. 공비는

1/(용량-반응 곡선의 기울기 추정치)의 antilog로 설정하고 시험기간 동안

이 값을 계속 유지한다(공비 3.2는 기울기 2에 해당).

시험물질의 기울기에 대한 정보가 없을 때에는, 공비는 3.2로 설정한다. 내정값

진행계수(default progression factor)를 이용하여 투여용량을 1.75, 5.5, 17.5, 55,

175, 550, 2000(또는 특별한 규제가 필요한 경우 1.75, 5.5, 17.5, 55, 175, 550,

1750, 5000)의 순서로 선택한다. 시험물질의 치사율을 추정할 수 없는 경우

첫 번째 투여용량은 175 mg/kg으로 시작하는 것을 원칙으로 한다. 대부분의

경우, 이 용량은 치사량에 미치지 못하는 용량이므로 통증과 고통을 감소시킬 수

있다.

만약 시험물질에 대한 실험동물의 내성의 변동성이 클 것으로 예상되는 경우(즉,

기울기가 2.0 미만으로 예상되는 경우), 시험을 시작하기 전에 공비를 log-dose

scale에서 내정값인 0.5(즉, 진행계수 3.2)보다 더 큰 값으로 설정해야한다.

마찬가지로 기울기가 클 것으로 예상되는 시험물질인 경우, 공비를

내정값(default)보다 작게 잡아야 한다(시작용량이 175 mg/kg일 때, 1에서

8까지의 기울기를 갖는 각각의 시험물질에 대한 투여용량 진행표는 부록 1에

수록됨).

다. 일정시간 간격(예, 48시간)에 따라 모든 동물의 상태를 고려하면서 투여를

지속하며 다음 시험종료기준 중 하나라도 만족하면 시험을 종료한다.

(a) 연속 3마리의 동물이 상한용량에서 생존하는 경우

(b) 연속적으로 투여한 6마리의 실험동물에서 5차례 역전반응이 일어나는 경우

(c) 첫 번째 역전반응 이후, 최소한 4마리의 동물실험이 더 진행되고 특정한

가능도비추정치가 기준값을 초과하는 경우 (IX-2-라항 및 부록 2 참조. 계산은 첫

번째 역전반응 이후, 4번째 동물을 진행한 후 각각의 투여용량에서 이루어진다)
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LD50와 기울기의 다양한 조합을 갖는 경우라 하더라도 시험종료기준 (c)는

첫 번째 역전반응 이후에 4 - 6마리의 실험동물을 사용하면 충족될 수 있다.

그러나 일부 낮은 기울기의 용량-반응 곡선을 갖는 시험물질인 경우는

동물 수가 추가적으로(최대 15마리) 필요할 수도 있다.

라. 시험종료기준이 달성되면, LD50는 시험 종료시점에서 동물결과로부터 계산한다.

IX-1-가항 및 IX-2-가항에 설명된 방법을 사용한다.

마. 인도적인 차원에서 안락사 시킨 동물은 시험에서 사망한 동물과 동일한 것으로

처리한다. 만약 동물이 시험 후기에 갑자기 죽고, 동일한 용량 또는 더 높은

용량에서 생존한 다른 동물들이 있는 경우, 투여를 중단하고 이들 동물들도

비슷한 관찰기간 내에 사망이 일어나는 지를 관찰해야 한다. 만약 생존동물들이

이후에 사망하고 모든 투여용량이 LD50보다 높은 것으로 나타나면, 사망을

유발하는 가장 낮은 투여용량보다 최소한 두 단계 낮춘 용량에서 시험을 다시

시작해야한다(관찰기간도 늘린다). 왜냐하면 이 시험법은 시작용량이 LD50보다

낮을 때 가장 정확하기 때문이다. 만약 동물이 사망을 일으키는 용량이나

더 높은 용량에서 이후의 실험동물들이 생존하더라도 공비를 변경할 필요는

없다. 왜냐하면, 사망한 동물들은 이후에 생존한 동물의 용량보다 더 낮은

용량에서 사망한 것으로 계산되어져 LD50 값을 떨어뜨리기 때문이다.

VIII. 관찰

1. 투여 후, 안락사 시키거나 사망한 동물을 제외하고는, 처음 30분 동안은 적어도

한번, 처음 24시간 동안 일정한 시간 간격으로(처음 4시간에 특별한 주의를

요함) 관찰하고, 그 이후 적어도 14일까지는 매일 1회 이상 관찰한다. 그러나

위의 관찰기간을 절대적으로 고정시킬 필요는 없다. 독성반응, 회복시점,

회복기간을 고려하여 필요한 경우에는 관찰기간을 연장할 수 있다. 독성증상이

나타나는 시점과 회복되는 시점이 중요하며, 독성증상이 지연되어 나타나는

경우에 특히 그렇다(12). 모든 관찰은 동물별로 체계적으로 기록한다.

2. 만약 동물이 지속적으로 독성징후를 보인다면 추가적인 관찰이 필요하다. 이 때

피부, 털, 눈, 점막, 호흡기, 순환기, 활동, 행동양상, 자율 및 중추신경계 등의

변화를 관찰한다. 떨림, 경련, 타액분비, 설사, 무기력, 수면, 혼수 등의 관찰에

주의를 기울인다. 인도적 종료시점 지침문서(Humane Endpoints Guidance

Documents)(8)에 수록된 원칙과 기준을 고려한다. 빈사상태의 동물과 극심한
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통증 또는 심한 스트레스를 겪고 있는 동물들은 인도적으로 안락사를 시켜야

한다. 동물을 인도적으로 안락사를 시키거나 동물이 사망한 상태로 발견되었을

경우, 가능한 동물의 사망시간을 최대한 정확하게 기록한다.

3. 체중

개별 동물의 체중은 시험물질을 투여하기 직전에 측정하고, 그 다음에는

일주일에 최소한 한번 측정하여 체중변화를 계산하고 기록한다. 시험 종료시에는

생존동물의 체중을 측정하고 인도적으로 안락사 시킨다.

4. 병리

모든 동물(시험 도중에 사망한 동물이나 동물복지 차원에서 시험도중에

안락사 시킨 동물을 포함)은 부검해서 육안병변을 관찰한다. 각각의 동물에

대하여 모든 육안적 병리소견을 기록한다. 첫 번째 투여 이후 24시간 이상

생존한 동물 중에서 육안적으로 병리학적 징후를 보이는 동물들은 부검하여

장기의 조직병리학적 검사를 고려하고, 이를 통하여 유용한 정보를 얻는다.

IX. 결과보고

1. 데이터

각 동물별로 데이터를 제공해야 한다. 또한 모든 데이터를 도표형식으로 정리하여야

한다. 표에는 시험용량별 사용한 전체 동물의 수, 독성징후를 보인 동물의 수(12),

시험 도중 사망한 동물과 인도적으로 안락사 시킨 동물의 수, 동물별 사망시점,

독성반응과 회복성에 대한 설명과 경과, 부검결과를 기술하며, 공비 및 시작용량

선정에 대한 근거와 이러한 선택을 뒷받침하는 모든 데이터를 제시하여야 한다.

2. 본시험에서 LD50의 계산

가. LD50는 최대가능도추정치(maximum likelihood) 방법을 이용하여(9)(10) 계산한다.

예외적인 경우는 IX-2-나항을 참고한다. 아래는 최대가능도추정치(가정된 σ 

값을 사용하여) 계산을 수행하는데 도움이 되는 통계적 설명이다. 즉시사망,

지연사망, 또는 인도적 안락사 같은 모든 사망이 최대가능도추정치 분석을

위하여 이용된다. Dixon(4)에 의하면 가능도함수는 다음과 같이 쓸 수 있다:

L = L1 L2....Ln,
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여기서 L은 μ와 σ가 주어졌을 때, 시험결과의 가능도이다, 그리고 n은 시험한

동물의 총 수이다.

Li = 1 – F(Zi) (i 번째 동물이 생존하는 경우 적용), 또는

Li = F(Zi) (i 번째 동물이 사망하는 경우 적용)

여기서

F = 표준정규누적분포

Zi = [log(di) - μ] / σ

di = i 번째 동물에 투여한 용량

σ = log 단위의 용량에서 표준편차(log 표준편차가 아님)

참 LD50 값의 추정치는 가능도 L을 최대화하는 μ 값에 의하여 결정된다.

(IX-2-다항 참조). 더 나은 일반적 또는 특정 경우의 값이 없다면 σ 값으로

0.5를 사용한다.

나. 어떤 경우는 통계계산이 불가능할 수도 있고 오류가 있는 결과를 낼 수도 있다.

이런 경우, 다음과 같은 특별한 방법을 사용하여 LD50 값을 결정/보고할 수 있다.

(a) 시험이 VII-3-다항의 기준 (a)에 의하여 종료되었을 때(즉, 경계치의 용량이

반복적으로 사용될 때), 또는 상한용량에서 시험이 종료될 때, LD50는

상한용량보다 높은 것으로 평가한다. 이러한 근거에 의하여 분류가 완료된다.

(b) 사망한 모든 동물이 생존한 모든 동물보다 높은 용량을 투여 받은

경우(또는 실제적으로는 일어나지 않겠지만 만약 모든 생존한 동물들이

모든 사망한 동물보다 높은 용량을 투여 받은 경우), LD50는 생존 동물과

사망한 동물이 투여 받은 용량 사이의 값으로 추정하지만, 이러한 경우

정확한 LD50 값에 대한 자세한 정보를 제공하지 못한다. 그러나 σ 값이

주어진다면, LD50의 최대가능도추정치를 얻을 수 있다. VII-3-다항의

시험종료기준 (b)가 이런 경우에 해당한다.

(c) 한 용량에서 투여 받은 동물이 생존하거나 사망할 때, 높은 용량에서

나머지 동물이 모두 사망하고, 낮은 용량에서 모두 생존한다면(반대의

경우도 마찬가지), LD50는 그 용량과 일치한다. 만일, 매우 유사물질을

시험하는 경우 투여용량을 좁은 간격으로 진행하여야 한다.
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만약 위의 어떤 경우에도 해당하지 않는다면, LD50는 최대가능도추정치

방법으로 계산한다.

다. 최대가능도추정치는 SAS(9) (예, PROC NLIN) 또는 BMDP(10) (예, AR

프로그램) 컴퓨터 프로그램 패키지를 이용하여 계산할 수 있다. 방법은

참고문헌(3)의 부록 1D에 설명되어 있으며, 다른 컴퓨터 프로그램도 이용하여

계산할 수 있다. 프로그램 패키지에 대한 일반적인 설명은 ASTM Standard E

1163-87의 부록에 실려 있다(13). [BASIC 프로그램에서(13) 사용하는 σ 값은 본

OECD 가이드라인 TG 425의 매개변수를 반영하여 수정이 필요하다].

이 프로그램의 출력값은 log(LD50) 및 표준오차이다.

라. VII-3-다항 (c)에 나와 있는 가능도비추정치 시험종료기준은 3개의 측정값을

기반으로 한다. 이 측정값들은 IX-1-가항에 나와 있는 것처럼 각각 다른

μ 값에서의 가능도의 형태를 한다. VII-3-다항의 기준 (a) 또는 (b)를

충족시키지 못하는 6번째 동물 이후, 사용되어진 각각의 실험동물에 대하여

비교가 이루어진다. 가능도비추정치 기준에 대한 방정식은 부록 2에 설명한다.

이런 비교는 예를 들어, 부록 3에서 설명한 것과 같은 컴퓨터 프로그램의

스프레드시트 작업에 의하여 자동화된 방법으로 반복적으로 신속하게 실행할

수 있다. 만약 기준이 충족되면 시험을 종료하고 LD50 값은 최대가능도추정치

방법에 의해 계산된다.

3. 신뢰구간의 계산

가. 본시험 및 LD50 계산 후에, LD50에 대한 신뢰구간을 계산할 수 있다.

신뢰구간은 수행한 본시험의 신뢰도와 유용성에 대한 정보를 제공한다.

신뢰구간이 넓으면 계산된 LD50 값의 불확실성이 크다는 것을 나타내며,

LD50 값의 신뢰도는 낮아지고 추정된 LD50 값에 대한 유용성은 낮아진다.

신뢰구간이 좁으면 계산된 LD50 값의 불확실성이 상대적으로 작다는

의미이다. 즉, LD50 추정치의 신뢰도는 높아지고 추정된 LD50 값에 대한

유용성은 좋아진다. 이는 본시험을 반복한다면 새로운 LD50 추정치가 원래의

LD50 추정치에 가깝고, 이 추정값들은 참 LD50 값에 가깝다는 의미이다.

나. 본시험의 결과에 따라, 참 LD50 값의 두 종류의 신뢰구간 값 중 하나를 계산한다.

(a) 최소 3 개의 용량을 시험하고 중간 용량에서 최소 한 마리가 생존하고

한 마리가 죽으면, 프로파일가능도에 기반을 둔(profile-likelihood-based)

계산방식을 이용하여 참 LD50 값의 95% 신뢰구간을 구한다. 그러나 적은

수의 동물이 이용될 것으로 예상되기 때문에, 실제의 신뢰수준은
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일반적으로 정확하지 않다(14). 무작위 시험종료기준은 다양한 기본조건에

반응하는 시험의 전반적인 능력을 개선시키지만, 실제 신뢰수준과 보고된

신뢰수준이 다소 다른 결과를 낳을 수 있다(15).

(b) 만약 특정 용량 또는 그 이하의 용량에서 모든 동물이 생존하고 한 단계

높인 용량에서 모든 동물이 사망하면, 신뢰구간은 모든 동물이 생존한

최고용량을 하한으로 하고 모든 동물이 사망한 용량을 상한으로 한다.

이 구간은 ‘근사값’으로 표시한다. 이 구간에 대한 정확한 신뢰수준은

계산할 수 없다. 그러나 이러한 종류의 반응은 용량-반응의 기울기가

가파를 때만 일어나기 때문에, 대부분의 경우 참 LD50 값은 계산된

신뢰구간 안에 있거나 그 구간과 매우 근접하게 있게 될 것으로 예상된다.

이 구간은 상대적으로 좁으며 대부분의 실제 사용에 있어서 충분히 정확한

편이다.

다. 어떤 경우에는 신뢰구간이 무한으로 기록될 수 있다. 즉, 0을 하한으로,

무한대를 상한으로 하거나, 둘다 포함되었을 때 신뢰구간을 무한으로 계산한다.

이런 경우는, 동물들이 모두 사망하거나 모두 생존할 때 일어날 수 있다.

이러한 경우에는 USEPA 또는 OECD에서 개발한 전용 프로그램을 사용하거나,

개발된 특별한 계산방법이 요구되어진다(16). 이 구간에 대한 설명과 전용

프로그램의 특성은 USEPA를 통해 이용 가능한 참고문헌에(17) 기술되어 있다.

4. 시험보고서

시험보고서는 반드시 다음의 정보를 포함하여야 한다.

❍ 시험물질

- 물리적 특징, 순도, 그리고 시험과 관련된 물리화학적 특성(이성질체 포함)

- 물질명과 CAS 번호

❍ 용매(필요하다면)

- 물이 아닌 용매를 사용했다면, 선택한 이유

❍ 실험동물

- 종과 계통

- 동물의 미생물 상태(알려져 있다면)
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- 사용한 동물의 수, 주령, 성별(암컷 대신 수컷을 사용한 이유)

- 동물의 공급처, 사육조건, 사료, 기타

❍ 시험조건

- 시작용량, 공비 및 후속용량 선정 근거

- 시험물질의 물리적 성상과 시험물질 조제에 대한 상세한 설명

- 투여용량 및 투여시간을 포함한 시험물질 투여에 관한 상세설명

- 사료와 물의 품질에 대한 상세설명(식이형태/공급처, 물 공급처 등 포함)

❍ 시험결과

- 체중 및 체중의 변화

- 개체별 동물의 독성, 반응 데이터 및 투여용량의 도표화(즉, 성상, 강도,

영향지속시간 및 치사율을 포함한 독성징후를 보이는 동물)

- 투여를 시작한 날, 투여 후 매주, 그리고 사망 또는 희생된 날의 개별

동물의 체중

- 독성증상 유발시점 및시간에 따른 경과 및 회복성 여부

- 동물의 부검결과 및 각각의 동물에 대한 조직병리학적 소견(가능한 경우)

- LD50 값

- 시험결과의 통계처리(컴퓨터 작업과정 설명 및 계산값 스프레드시트 도표화)

❍ 시험결과의 고찰 및 해석

❍ 결론
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X. 용어정의

1. 급성경구독성(acute oral toxicity): 시험물질을 단회 경구투여하거나, 또는

24시간 이내에 다회 경구투여 후 나타나는 이상반응.

2. 지연사망(delayed death): 동물이 48시간 내에 사망에 도달하지 않거나

빈사상태이다가 이후 14 일 관찰기간 동안 사망.

3. 용량(dose): 투여한 시험물질의 양. 용량은 중량(g, mg) 또는 실험동물의

단위체중 당 시험물질의 중량(예, mg/kg)으로 표시함.

4. 공비(dose progression factor): 용량간격계수(dose spacing factor)로도 쓰인다.

시험물질을 투여한 후, 동물이 생존할 경우 용량을 증가시키는 배수 또는 동물이

사망했을 때 용량을 감소시키는 계수를 뜻함. 공비는 1/(용량-반응 곡선의 기울기

추정치)의 antilog를 권장하며, 공비의 내정값은 3.2 = antilog 0.5 = antilog 1/2을

권장함.

5. GHS (Globally Harmonized Classification System for Chemical Substances

and Mixtures, 화학물질과 혼합물의 분류에 관한 국제조화시스템): OECD

(사람건강 및 환경), UN 위험물품운송에 관한 전문가위원회(Committee of Experts

on Transport of Dangerous Goods) (이화학적 특성), ILO (위험요소 정보교환)이

공동으로 추진하는 프로그램이며, 화학물질관리기구간 프로그램(Interorganisation

Programme for the Sound Management of Chemicals, IOMC)에서 조정함.

6. 임박한 죽음(impending death): 다음 관찰시간 이전에 빈사상태 또는 사망이

예상될 때를 말함. 설치류에서 이러한 상태를 나타내는 증상은 경련, 옆으로 누운

자세, 누움, 발작 등이다. (자세한 내용은 인도적 종료시점 지침문서(Humane

Endpoints Guidance Documents)(8) 참조).

7. LD50 (median lethal oral dose): 경구투여시에 50% 동물이 사망할 것으로

예상되는 통계적으로 도출되는 단일용량을 의미한다. LD50 값은 실험동물의

단위체중 당 시험물질의 중량(mg/kg)으로 표시한다.

8. 한계용량(limit dose): 시험에 사용되는 상한한도에 해당하는 용량(2000 또는

5000 mg/kg).
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9. 빈사상태(moribund status): 생존가망이 없거나 죽어가는 상태(자세한 내용은

인도적 종료시점 지침문서(8) 참조).

10. 명목표본크기(nominal sample size): 실험동물의 총수에서 시리즈 시작부의

같은 반응을 보이는 동물 숫자보다 하나 적은 수, 또는 처음으로 역전반응을

시작하는 한 쌍 직전까지의 동물의 숫자를 뺀 수를 의미한다. 예를 들어, X와

O가 서로 반대 결과를 나타내는(예, X는 “48시간 이내에 사망”, O는 “생존”)

다음과 같은 시리즈에서: OOOXXOXO, 실험동물의 총수(또는 통상적인 의미에서

표본크기)는 8이고 명목표본크기는 6이다. 이 예에서는 역전반응 후에 4마리의

동물이 있다. 가이드라인에서 명목표본크기를 나타내는지 또는 총수를 나타내는지

주의해야 한다. 예를 들어 실제로 최대 실험동물의 수는 15마리이다. 시험이

최대숫자에서 정지하면 명목표본크기는 15와 같거나 작다. 명목표본은 (r-1) 번째

동물(역전반응 쌍의 첫 동물)부터 시작한다(아래 역전 참조).

11. 예견된 죽음(predictable death): 계획한 시험 종료시점 이전에 사망을 예측할 수

있는 임상징후가 나타나는 경우. 예: 사료나 물에 접근 불가(자세한 내용은 인도적

종료시점 지침문서(8) 참조).

12. 프로빗(probit): “확률통합변환(probability integral transformation)”의 약자.

프로빗 용량-반응 모델은 용량(일반적으로 log-scale)에 대한 예상되는 반응들이

표준정규분포(즉, 평균을 중심으로 표준편차 σ를 가짐)을 따르도록 만들어주며,

그 분포는 σ의 역수의 기울기를 갖는 직선처럼 보여진다. 표준정규치사율분포는

대칭분포를 한다: 따라서 평균값은 참 LD50 값 또는 중앙값이다.

13. 역전(reversal): 어떤 용량에서 무반응이 관찰되고 다음 용량에서 반응이

관찰될 때, 또는 그 반대 상황(즉, 반응 다음에 무반응)을 의미한다. 따라서 역전은

무반응과 반응의 쌍으로 나타난다. 이런 첫 번째 쌍은 r-1과 r로 매겨진

동물들에서 일어난다.

14. σ: Log 정규곡선의 표준편차이며, 시험물질에 대한 내성의 범위를 설명

(시험물질의 용량이 시험대상의 내성을 초과하면 그 실험동물은 반응할 것으로

예상). 산출된 σ 값은 모든 범위의 용량에 대한 반응에 있어서 실험동물들 사이의

독성반응에 대한 편차를 나타낸다. 기울기와 프로빗 참조.
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15. (용량-반응 곡선의) 기울기(Slope (of the dose-response curve)): 용량-반응

곡선이 용량 축에서 상승할 때 생성되는 각도와 관련된 값. 프로빗 분석의 경우,

log-scale 상에서 투여용량에 대한 반응들이 프로빗 척도로 분석 되어질 때,

이 곡선은 직선으로 나타나고 그 기울기는 σ의 역수가 된다. σ는 실험동물의

내성들에 대한 표준편차이며 이러한 내성들은 정규분포를 따른다고 가정한다.

프로빗과 σ 참조.

16. 시험종료기준(stopping rule): 본 가이드라인에서 시험종료기준은 1) 구체적인

종료기준과 2) 시험종료를 결정하는 모든 기준들의 집합과 같은 뜻으로 쓰인다.

특별히 본시험의 경우, 시험종료기준은 임계값(critical value)값에 대한 비율비교에

의존하며 그 종료기준에 대한 예는 III-3항에서 제시되었다.
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부록 1. 투여방법: 본시험에서 투여순서

1. 용량고저법: 매회 실험에서 48시간 간격을 두고 한 번에 한 마리씩 동물에

투여한다. 첫 번째 동물은 LD50 추정치보다 한 단계 낮은 용량을 투여한다.

이런 선택은 최종추정에 있어서 시작용량이 LD50 값으로부터 멀어지는 경향을

보완하기 위함이다(가이드라인의 III-3항 참조). 투여용량이 각각의 동물에게

순차적으로 조정되어짐에 따라 전반적인 결과양상은 안정될 것으로 예상된다.

아래 3항은 공비의 선택에 대한 안내이다.

2. 내정값 용량진행: 시작용량과 용량간격이 정해지면, 독성학자는 상한(대개 2000

또는 5000 mg/kg)을 포함한 모든 가능한 용량을 기록한다. 상한에 가까운

용량은 용량진행에서 제외한다. 가이드라인 TG 425의 계단식 방법에서는 처음

몇 개의 용량이 자체조절 기능을 하도록 짜여 있다. 양성 편파성 때문에,

물질에 대한 아무런 정보가 없을 때, 시작용량을 175 mg/kg로 하도록

권장한다. 본시험에서 내정값 방식을 이용한다면, 용량은 175 mg/kg에서

시작하고 log-scale에서 0.5의 계수로 간격을 둔다. 사용용량은 1.75, 5.5, 17.5,

55, 175, 550, 2000으로 하고, 특별한 규제가 필요한 경우 1.75, 5.5, 17.5, 55,

175, 550, 1750, 5000으로 한다. 매우 독성이 강한 물질에 대해서는 용량순서를

낮은 값 쪽으로 확대할 필요가 있다.

3. 내정값이 아닌 다른 공비가 더 적절하다고 판단되는 경우에는, 1부터 8까지

정수의 기울기를 갖는 시험물질에 대한 용량진행은 표 1에서 제시된다.
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표 1: OECD 가이드라인 TG 425의 용량진행

기울기를 선택하고, 선택한 열의 아래방향으로 읽음. 용량단위는 mg/kg 체중

기울기 = 1 2 3 4 5 6 7 8

0.175
*

0.175
*

0.175
*

0.175
*

0.175
*

0.175
*

0.175
*

0.175
*

0.24 0.23

0.275 0.26

0.31 0.34 0.31

0.375 0.375

0.41

0.44 0.47

0.55 0.55 0.55 0.55

0.69 0.65

0.73

0.81 0.82

0.99 0.91 0.97

1.09 1.2

1.26 1.29

1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75

2.4 2.3

2.75 2.6

3.1 3.4 3.1

3.75 3.75

4.4 4.1

4.7

5.5 5.5 5.5 5.5

6.9 6.5

7.3

8.1 8.2

9.9 9.1 9.7

10.9 12

12.6 12.9

17.5 17.5 17.5 17.5 17.5 17.5 17.5 17.5

24 23

27.5 26

31 34 31
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표 1: 계속

기울기 = 1 2 3 4 5 6 7 8

37.5 37.5

44 41

47

55 55 55 55

65

69 73

81 82

99 91 97

109 120

126 129

175 175 175 175 175 175 175 175

240 230

275 260

310 340 310

375 375

440 410

470

550 550 550 550

650

690 730

810 820

990 910 970

1090 1200

1260 1290

1750 1750 1750 1750 1750 1750 1750 1750

2400 2300

2750 2600

3100 3100

3750 3400

4100

5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000

* 
만약 더 낮은 용량이 필요하면 더 낮은 용량으로 계속 진행한다.
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부록 2. 시험종료기준의 가능도비추정치(likelihood-ratio) 계산

1. 가이드라인 VII-3-다항에서 설명한 바와 같이 세 가지 시험종료기준 중 어느

하나라도 먼저 충족하면 본시험을 종료할 수 있다. 어떤 경우든지,

시험종료기준 중 어느 하나도 충족시키지 못하더라도, 15마리의 동물이

사용되면 더 이상의 투여를 중단한다. 표 2-5는, 시험물질에 대한 아무런

정보없이 시험을 시작하는 예들을 설명한다. 여기서 권장 내정값 시작용량

값인 175 mg/kg을 사용하였고, 권장 공비 3.2 또는 half-log 단위를

사용하였다. 이 표들의 형식은 단지 예시일 뿐임을 주의해야한다.

2. 표 2는 한계용량 2000 mg/kg에서 3마리의 동물이 살아남았을 때 본시험을

종료하게 되는 경우를 보여준다. 표 3은 한계용량으로 5000 mg/kg을

사용하였을 때의 비슷한 상황을 보여준다. (이 표들은 한계시험이 적절하지

않은 상황을 제시한 것이다). 표 4는 6마리의 실험동물에서 연속적으로 5차례의

역전반응이 일어나고 시험 종료되는 것을 보여준다. 마지막으로 표 5는 기준

(a)와 기준 (b)를 충족시키지 못한 상황에서, 처음 역전반응이 일어난 후

4마리의 동물들에서 역전반응이 일어났고, 최종적으로 종료기준 (c)를 충족한

사례를 나타낸다.

3. 종료기준 (c)는 역전반응 이후에 4번째 실험동물을 시작으로 각각의 동물들을

실험한 후에 시험종료기준의 가능도비추정치를 평가하도록 요구한다. 세 개의

‘시험진행의 측정’을 계산한다. 엄밀히 말하면, 이러한 측정은 가능도비추정치를

나타내며, 그들은 LD50의 최대가능도추정치를 추정하기 위해 요구된다. 이 방법은

가능도추정치를 바탕으로 한 방법에 의해 신뢰구간을 계산하는 것과 밀접하게

관련된다.

4. 이 방법의 기본원리는 충분한 데이터가 모였을 때, LD50의 점추정치는 점추정치의

위 또는 아래의 값보다 실측값에 더 근접하게 되고, 가능도를 사용하여 통계적

지지는 정량화된다. 따라서 세 가지 가능도 값이 계산된다: LD50의

점추정치(어림추정 또는 예에서 용량-평균 추정이라고 불림)에서의 가능도,

점추정치 아래 값에서의 가능도, 점추정치 위 값에서의 가능도. 구체적으로 말하면,

낮은 값은 점추정치를 2.5로 나눠주고, 높은 값은 점추정치에 2.5를 곱한다.

5. 가능도의 비율을 계산하여 가능도 값을 비교한 다음 가능도비추정치(likelihood-

ratio, LR)가 기준값(critical value)을 초과하는지 결정한다. 점추정치에 대한

가능도비추정치가 각각 다른 가능도비추정치들에 대해 2.5배(점추정치에 대하여

상대적으로 강한 통계적 지지를 나타내기 위해 취해진 값)를 초과하면 시험을
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종료하게 된다. 따라서 두 개의 가능도비추정치가 계산된다. 즉, 점추정치와

점추정치를 2.5로 나눈 값에 대한 가능도의 비율과, 점추정치와 점추정치를

2.5로 곱한 값에 대한 가능도의 비율이다.

6. 단순히 LD50 만을 계산할 때는 정규확률함수로 스프레드시트에서 쉽게 수행할 수

있다. 계산법은 표 5에 설명되어 있고 스프레드시트처럼 구성되어 있다. 계산

과정은 상한용량이 5000 mg/kg인 경우를 예로 하였지만, 상한용량이 2000

mg/kg인 경우에도 동일한 방법으로 수행할 수 있다. 다른 방법으로는 동물 데이터

입력창과, LD50와 신뢰구간의 계산에 필요한 계산식을 갖춘 전용 소프트웨어를

사용할 수 있다. 이 소프트웨어는 OECD와 US EPA의 웹 사이트에서 다운로드할 수

있다. 표 6은 이 소프트웨어의 스크린 이미지를 보여준다.

7. 상한용량 5000 mg/kg를 이용한 가상 예(표 5)

가. 상한용량 5000 mg/kg를 이용한 가상 예에서, 가능도비추정치(LR) 시험종료기준은

9마리의 동물을 시험한 후에 충족되었다. 첫 번째 ‘역전반응’은 3번째

실험동물에서 일어났다. 역전반응 후, 4마리의 동물에 대한 시험이 끝난 후에

가능도비추정치 시험종료기준을 평가한다. 본 예에서, 첫 번째 역전반응 이후

4번째 동물은 실제적으로는 7번째 동물이다. 따라서 본 예에서 스프레드시트

계산은 7번째 동물의 시험이 끝난 후에만 필요하고 그 때 데이터를 입력할 수

있다. 따라서 가능도비추정치 시험종료기준은 7번째 동물, 8번째 동물, 9번째

동물의 시험이 끝난 후에 평가되어진다. 본 예에서, 가능도비추정치

시험종료기준은 9번째 동물이 실험된 후 처음으로 충족되었다.

나. 동물별로 용량-반응 정보를 입력

1열: Step에 1-15의 번호를 차례로 입력. 실험동물의 수는 15마리를 초과하지

않는다.

2열: 각각의 동물이 시험될 때마다 I를 입력

3열: i 번째 동물이 투여 받은 용량을 입력

4열: 동물이 반응하였는지(X로 표시) 또는 무반응인지(O로 표시) 입력

다. 명목표본크기와 실제표본크기

명목표본은 역전반응을 나타낸 두 동물(여기에서는 두 번째와 세 번째 동물)과

그 후의 시험에 사용된 동물들로 구성된다. 여기에서 5열은 그 동물들이

명목표본에 해당하는지 아닌지를 나타낸다.

명목표본크기(명목 n)는 16행에 표시하였다. 명목표본크기는 명목표본의 동물
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숫자이다. 본 예에서, 명목 n은 8이다. 실제표본크기는 17행에 표시하였다.

라. LD50의 어림추정치

현재 명목표본의 동물들에 대한 용량기하평균값은 LD50의 어림추정치로

사용되어진다. 본 표에서, 이것을 “용량-평균 추정치(dose-averaging

estimator)”이라고 부른다. 이 수치는 동물시험이 진행될 때마다 갱신된다.

이 평균은 처음 시작용량을 잘못 선택으로 인해 처음부터 반응이 계속

이어지거나 또는 처음부터 무반응이 계속 이어지는 경우를 감안하여

명목표본에 한정된다. (그러나 아래와 같이 최종 LD50의 가능도를 계산할

때는 모든 동물들의 결과를 이용한다). n수들에 대한 기하평균값은 n수의

곱에 대한 1/n의 제곱이라는 점을 기억한다.

용량-평균 추정치는 18행에 나타낸다

(예, (175*550*...*1750)1/8 = 1292.78).

19행은 18행의 값에 대한 상용로그(log 10)값을 나타낸다

(예, log101292.8 = 3.112).

마. 어림추정 LD50의 가능도

1) 가능도는 LD50 또는 다른 매개변수의 추정치를 데이터가 얼마나 강력하게

뒷받침하느냐 하는 통계적인 추정값이다. 가능도비추정치는 그 데이터가

LD50에 대한 다른 추정치에 대해 얼마나 잘 뒷받침 하는지를 파악하는데

사용할 수 있다.

2) 8열에는 ‘라’ 항에 나온 어림추정 LD50의 가능도를 계산한다. 가능도(21행)는

각 동물의 가능도기여의 곱이다(가이드라인의 IX-2-가항 참조). i 번째 동물의

가능도기여는 Li로 표시한다.

3) 7열에는 용량 di에 대한 반응확률의 추정치(Pi로 표시)를 입력한다. Pi는

용량-반응 곡선으로부터 계산한다. 프로빗 용량-반응 곡선의 매개변수들은

기울기와 LD50이기 때문에 각각의 변수들에 대한 값들이 요구된다. 따라서

각각의 매개변수를 위한 값이 필요하다는 것을 명심한다. LD50는 18행의

용량-평균 추정치를 이용한다. 본 예에서 기울기는 내정값으로 2를

사용하였다. 반응확률 Pi를 계산하기 위해 다음 단계를 이용할 수 있다.

① 용량 di의 상용 log 값을 계산한다(6열).

② 각각의 동물에 대하여 다음 공식을 이용하여 Zi로(표에는 제시되지 않음)
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표시되는 z-점수를 계산한다.

σ = 1/기울기

Zi = (log10(di) - log10(LD50))/σ

예를 들어 첫 번째 동물에서는(1행)

σ = 1/2

Zi = (2.243 – 3.112)/0.500 = -1.738

③ i 번째 용량에 대한 추정반응확률(estimated response probability)은

Pi = F(Zi)

여기서 F는 표준정규분포(즉, 평균 0과 분산 1를 갖는 정규분포)를

위한 누적분포함수이다.

예를 들어(1행)

P1 = F(-1.738) = 0.0412

함수 F(또는 매우 근접한 것)는 보통은 통계표에서 정규분포인 경우에

주어지지만, 스프레드시트 함수로 널리 쓰인다. 이 함수의 이름은 여러

개인데, 예를 들면 Lotus 1-2-3에서는 @NORMAL 함수(1)와 Excel에서는

@NORMDISRT 함수(2)이다. 사용자가 소프트웨어의 함수를 올바르게

사용했는지 확인하려면, 예를 들어 F(1.96) ≈ 0.975 또는 F(1.64) ≈ 0.95

와 같이 잘 알려진 값으로 확인한다.

4) 8열에서는 가능도기여의 자연 log (ln(Li))를 계산한다. Li는 i번째 동물에서

실제로 관찰되는 단순한 반응확률이다.

반응 동물: ln(Li) = ln(Pi)

무반응 동물: ln(Li) = ln(1 – Pi)

다른 곳에서는 밑이 10(상용)인 log를 사용하였지만 여기서는 자연 log (ln)를

사용한다는 것에 주의한다. 이러한 선택은 이런 종류의 작업에서 보통

일어나는 일이다.
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위 단계의 작업을 각각의 동물에 대하여 시행한다. 마지막으로:

20행: 8열의 log-가능도기여를 더한다.

21행: 20행의 log-가능도 값에 지수함수를 적용하여 가능도를 계산한다

(예, exp(-3.389) = e-3.389 = 0.0337).

바. 어림추정의 위와 아래의 두 용량에 대한 가능도를 계산

만약 데이터가 정확한 추정치이고, 그 추정치가 LD50에 합당한 추정치라면

이 추정치에서 떨어진 값들의 가능도들보다 상대적으로 가능도는 높다고

예상할 수 있다. 용량-평균 추정치(1292.8, 18행)에 대한 가능도와 용량-평균

추정치(1292.8, 18행)에 2.5 배를 곱하거나 나누어 얻어진 값들(즉, 1292.8*2.5

및 1292.8/2.5)에 대한 가능도를 비교한다. 계산(9-12열에 표시)은 위에

설명한 것과 비슷한 방식으로 진행한다. 단지 다른 것은 1292.8 대신에

517.1(=1292.8/2.5)과 3232.0(=1292.8*2.5)을 LD50로 사용한다. 가능도와

log-가능도는 20-21행에 표시하였다.

사. 가능도비추정치의 계산

세 개의 가능도 값(21행)으로부터 두 개의 가능도비추정치(likelihood ratio,

LR)를 계산한다(22행). 추정치 1292.8을 뒷받침하는 통계데이터를 517.1 및

3232.0을 뒷받침하는 통계데이터와 비교하기 위해서 가능도비추정치를

이용한다. 따라서, 두 개의 가능도비추정치는 다음과 같다:

LR1 = [1292.8의 가능도] / [517.1의 가능도]

= 0.0337 / 0.0080

= 4.21

또한,

LR2 = [1292.8의 가능도] / [3232.0의 가능도]

= 0.0337 / 0.0098

= 3.44

아. 가능도비추정치가 기준값(critical value)을 초과하는지 결정

높은 가능도비추정치는 LD50의 점추정에 대하여 상대적으로 높은 통계적 지지를

나타낸다. ‘사’ 항에서 계산한 두 개의 가능도비추정치(4.21과 3.44)는 기준
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가능도비추정치인 2.5를 초과한다. 따라서 가능도비추정치 시험종료기준이

충족되었고 시험은 종료된다. 이것은 24행에 TRUE로 표시되고 LR 기준이

충족되었다는 것이 스프레드시트 상단에 표시되었다.
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표 2: 2000 mg/kg의 용량을 사용할 때 시험종료기준 (a)의 예

표 3: 5000 mg/kg의 용량을 사용할 때 시험종료기준 (a)의 예
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표 4: 시험종료기준 (b)의 예

표 5: 시험종료기준 (c)의 예
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표 6: OECD 가이드라인 TG 425의 전용 소프트웨어에서 시험종료기준 (c)의 예
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부록 3. 동물시험을 수행하지 않고 LD50가 2000 mg/kg를 초과할 것으로 예상되는

시험물질의 분류 기준

1. 위험물 Category 5의 기준은 급성독성 위해도가 상대적으로 낮지만

특정 상황에서 취약한 인구집단에 위험이 될 수 있는 시험물질을 식별하는데

목적이 있다. 이 물질들은 경구 또는 경피 LD50가 2000-5000 mg/kg 범위이고

다른 경로인 경우에도, 이와 동등한 용량으로 예상된다. 다음과 같은 경우

시험물질은 2000 mg/kg<LD50<5000 mg/kg (GHS Category 5)로 규정된

위험성 범주로 분류한다;

가. 만약 LD50가 Category 5의 범위 안에 있다는 신뢰성 있는 증거가 이미

확보되어 있을 경우; 동물시험 또는 사람에 대한 독성 연구자료에 근거하여

사람의 건강에 급성적인 문제를 일으킬 것으로 나타나는 경우.

나. 데이터의 외삽, 추정 또는 측정을 통하여 더 높은 위험성 범주로 할당되는 것이

보장되지 않고, 이에 더하여:

Ÿ 인간에게서 현저한 독성이 있다는 신뢰성 있는 정보가 있는 경우

Ÿ 경구투여로 Category 4 값까지 시험했을 때 사망이 관찰되는 경우

Ÿ 전문가의 판단으로, Category 4 값까지 시험하였을 때, 설사, 털세움, 더러움을

제외한 현저한 독성의 임상증상을 확인한 경우

Ÿ 다른 동물시험에서 현저한 급성증상을 일으킬 잠재력이 있다는 정보를

전문가들이 확증하였을 경우

2. 2000 mg/kg 이상의 용량 시험:

동물복지를 고려하여 Category 5 범주에서 동물시험을 하는 것을 권장하지 않으며,

시험의 결과가 인간의 건강을 보호하는데 직접적이 관련이 있을 것이라는 강한

확신을 갖는 경우에는 시험을 고려한다.
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