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지침서ᆞ안내서 제ᆞ개정 점검표

명칭
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가이드라인(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.

     2021년     8월     31일

담당자
확  인(부서장)

 강남희 

김광진



※ 본 안내서에 대한 의견이나 문의사항이 있을 경우 식품의약품안전평가원 

독성평가연구부 특수독성과에 문의하시기 바랍니다.

전화번호: 043-719-5153, 5155

팩스번호: 043-719-5150

  이 안내서는 화장품 등 피부감작성 동물대체시험법(국소림프절시험법: 

BrdU-ELISA) 가이드라인에 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 2021년 8월 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)



제·개정 이력

연번 제·개정번호 승인일자 주요내용

1 B1-2013-4-001 2013.3.
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가이드라인(Ⅳ) 제정

2 안내서-0751-01 2017.5.

「식약처 지침서등의 관리에 관한 규정」

개정에 따른 일괄 재분류

(규제개혁담당관실-3761호,2017.5.16)

3 안내서-1144-01 2021.8.
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정비 및 OECD 가이드라인 영문본을

추가하여 개정
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화장품 등 피부감작성 동물대체시험법

(국소림프절시험법: BrdU-ELISA) 가이드라인

Ⅰ. 개요

본 시험법은 피부감작성의 독성발현경로(AOP, Adverse Outcome Pathway) 중 

네 번째 핵심 단계(key event)인 T-세포의 활성화와 증식을 평가하는 방법으로서 

UN GHS 기준에 따라 시험물질의 피부감작성을 평가하는 국소림프절시험법

(LLNA: BrdU-ELISA)이다.

본 시험법은 피부감작성 반응 중 유도기(induction phase)에 나타나는 반응을 

측정하는 것으로 시험물질 적용 부위와 가까운 림프절 내에서 림프구의 증식 수준을

나타내는 5-Bromo-2-deoxyuridine(BrdU) 양을 ELISA 방법을 이용해 정량적으로 측정

하여 피부감작물질을 구별한다.

LLNA: BrdU-ELISA 시험법은 기니픽 시험(TG 406)과 비교 시, 사용되는 동물의 

수를 감소시킬 수 있으며 야기(challenge)에 의해 유도되는 피부 과민반응 유발이 

필요하지 않고, 보조제(adjuvant)를 사용하지 않기 때문에 동물의 고통을 줄일 수 

있는 장점이 있다.

Ⅱ. 시험원리

LLNA: BrdU-ELISA 시험법의 기본 원리는 피부감작성 시험물질에 의한 적용

부위와 가까운 림프절 내에서 유발되는 림프구의 증식을 평가하는 것이다. 이러한 

림프구의 증식은 시험물질 적용 후 이개 림프절(auricular lymph node)에서 증식된 세포

의 증가를 나타내는 BrdU 양을 측정하여 평가한다. BrdU는 티미딘(thymidine)의 유

사체로서 증식하는 세포의 DNA에 들어가 결합하며, BrdU의 결합(incorporation)

은 과산화효소로 표지된 BrdU를 특이적으로 인지하는 항체를 사용하는 ELISA 방법

으로 측정한다. 시험결과는 부형제대조군의 평균 증식에 대한 시험물질군의 평균 

증식의 비율인 감작지수(Stimulation Index, SI)로 나타내며, 시험물질을 피부감작물질

로 판정하기 위해서는 SI 지수가 1.6 이상(SI ≥ 1.6)이어야 한다.
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Ⅲ. 제한점 및 고려사항

시험을 수행하기 전 시험물질의 특성 및 화학 구조, 물리화학적 성질, 생체외

(in vitro) 또는 생체내(in vivo) 독성시험 결과, 구조적으로 유사한 물질의 독성시험 

결과 등 시험물질에 대해 모든 가능한 정보를 고려하여 LLNA: BrdU-ELISA 시험법이

해당 시험물질에 적합한지를 결정해야 한다.

특정 금속물질, 일부 계면활성제 유형의 물질(피부자극물질인 경우 빈번하게

위양성 결과가 나타남), 용해도가 매우 낮거나 불용성 물질, 잠재적 교란기능의 작용기를

포함하는 시험물질류(test chemical classes) 또는 단일 시험물질(substances) 등의 경우

LLNA 시험법 적용에는 제한이 있기 때문에 기니픽 시험(TG 406)이 필요할 수 있다.

본 시험법의 검증 데이터베이스에 따르면 LLNA: BrdU-ELISA 시험법에서 위양성

결과가 나온 비감작성 물질은 감작지수 1.6~1.9의 값을 나타냈다(예: 양성값 경계). 따

라서 감작지수 값이 1.6~1.9일 때, 비감작성물질에서 양성값 경계 결과가 나올 수 있

는 가능성을 고려해야 한다.

IV. 시험방법

4.1 실험동물 및 시험물질 준비

실험동물은 CBA/JN 마우스 계통이 선호되며 임신 및 출산 경험이 없는 8~12

주령의 건강한 암컷 마우스를 사용하고, 마우스의 체중은 평균 체중의 20%를 초과

해서는 안 된다. 마우스는 실험실 환경에 순화를 위해 최소 5일간 케이지에 키우고 

육안상 피부 병변이 없음을 확인한다.

고체시험물질은 마우스에 적용하기 전에 적절한 용매/부형제에 용해시키거나 

현탁액을 만들고, 필요한 경우 이를 희석해야 한다. 액체시험물질은 원물질 그대로 

사용하거나 또는 희석하여 사용한다. 의료기기에서 일반적으로 나타나는 불용성

시험물질들은 적절한 용매를 사용하여 용출 가능한 성분들이 모두 용출되도록 하는

과장용출법(exaggerated extraction)1)으로 추출한다. 용매/부형제는 아세톤 : 올리브 

오일(AOO, 4:1 v/v), N,N-디메틸포름아미드(N,N-dimethylformamide), 메틸에틸케톤

(methyl ethyl ketone), 프로필렌글리콜(propylene glycol), 디메틸설폭사이드

1) 과장용출법(exaggerated extraction): 모의 사용 용출법(simulated-use extraction)＊에서 용출되는 양과 비교하
여 더 많은 양의 화학적 조성물을 용출하기 위한 용출 방법. 

   * 제품의 사용방법을 모의한 용출법
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(dimethyl sulfoxide)가 권장되며 충분한 과학적 근거가 제시되는 경우 다른 용매/

부형제도 사용할 수 있다.

시험물질의 농도는 보통 적절히 연속되는 3개의 농도를 선정한다(예: 100%,

50%, 25%, 10%, 5%, 2.5%, 1%, 0.5% 등). 시험물질과 관련된 기존의 모든 독성정보

(예: 급성 독성 및 피부 자극), 구조 및 물리화학적 정보(해당 정보가 없는 경우 구조적

으로 유사한 시험물질의 정보) 등을 고려하여 투여용량을 설정해야 한다. 이와 같은 정

보가 없는 경우 예비시험을 실시해야 한다.

음성대조물질은 시험물질을 용해한 용매/부형제를 사용하고(부형제대조군), 양

성대조물질은 아세톤 : 올리브오일(acetone: olive oil, AOO, 4:1, v/v)에 희석한 25%

헥실시나믹알데히드(hexyl cinnamic aldehyde, HCA)와 25% 유제놀(eugenol)이 권

장된다. 동시 양성대조군을 포함하는 것을 권장하지만 LLNA: BrdU-ELISA 시험을 

정기적으로 수행하고(한 달에 최소 한 번 이상), 양성대조군의 재현성 있는 정확한 

결과를 도출하는 능력을 보여주는 배경자료를 확립한 실험실의 경우, 양성대조군의 

주기적인 시험(예: 6개월 이하 간격)도 가능하다(별첨1-12항 참조).

시험 시 마우스는 군당 최소 4마리를 사용하고, 매 시험마다 최소 3개 농도의 

시험물질군, 부형제대조군 및 양성대조군을 포함한다.

4.2 예비시험 

최고 투여용량을 결정하기 위한 정보가 없는 경우 본 시험법에서 적절한 투여용량을

결정하기 위해 예비시험을 수행해야 한다. 시험의 최대 투여용량은 액체 시험물질의 

경우 100% 농도를 사용하며, 고체 시험물질 또는 현탁액의 경우 용해 가능한 최대 

농도를 사용해야 한다.

예비시험은 LLNA: BrdU-ELISA 본시험과 동일한 조건에서 수행되며 단, 림프절

증식은 평가하지 않고 투여용량군당 한 마리 또는 두 마리의 마우스를 사용한다. 모

든 마우스의 일반증상은 매일 관찰하고 체중은 시험 전 및 종료 전(6일차)에 측정

하여 기록한다(표 1). 또한 각 마우스 양쪽 귀의 홍반을 관찰하여 표 2에 따라 점수화

한다. 본시험의 최고 투여용량은 예비시험에서 사용된 농도 중 전신 독성이나 과도

한 국소 피부 자극을 유발하지 않는 농도 중 두 번째로 높은 농도를 선택한다.
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1일 2일 3일 4일 5일 6일

일반증상 관찰 O O O O O O

체중 측정 O O

귀두께 측정 O O O

홍반 평가 O O O O O

물질 도포 O O O

안락사 O

표 1. 예비시험 일정

관찰 및 측정항목 점수

홍반이 없음 0

매우 가벼운 정도의 홍반(거의 인지하기 어려움) 1

명확히 나타나는 홍반 2

중등도 이상의 홍반 3

딱지가 생성되어 홍반 수준을 결정하기 어려운 심각한 

홍반(빨개짐)
4

표 2. 홍반에 따른 부여 점수

4.3 본시험 

1일차에는 각 마우스의 체중, 귀두께 및 모든 일반증상을 관찰하여 기록한다.

시험물질 희석액 25 μL, 부형제 또는 양성대조물질(실험실 방침에 근거한 동시 또는 

최근에 사용된 양성대조물질)을 양쪽 귀의 배면(귓등) 전체에 바른다. 2일차에는 1일차

의 적용 절차를 반복하고, 일반증상 및 홍반을 관찰한다. 3일차에는 1일차의 적용 절

차를 반복하고, 귀두께를 측정하며 일반증상 및 홍반을 관찰한다. 4일차에는 일반증상 

및 홍반을 관찰하고, 아무것도 처리하지 않는다. 5일차에는 BrdU(10 mg/mL) 용액(마

우스당 5 mg) 0.5 mL을 복강 내에 주사하고, 일반증상 및 홍반을 관찰한다. 6일차

에는 각 마우스의 체중, 귀두께, 홍반 및 일반증상을 관찰하여 기록하며, 5일차에 

투여한 BrdU 용액이 적용된 후 약 24시간이 경과하면 동물을 안락사 시킨다. 각 마

우스에서 시험물질을 도포한 부위의 이개 림프절을 절개하고 인산완충용액(PBS)에 

넣어 보관한다(표 3).
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1일 2일 3일 4일 5일 6일

일반증상 관찰 O O O O O O

체중 측정 O O

귀두께 측정 O O O

홍반증상 평가 O O O O O

물질 도포 O O O

BrdU 용액 주사 O

안락사 O

표 3. 본시험 일정

림프절 단일세포 현탁액은 200 마이크로 메쉬 스테인리스 스틸 거즈를 통한 부

드러운 물리적인 분해 방법이나 또는 단일 세포 현탁액을 만들 수 있는 다른 기

법 등을 이용하여 준비한다. 세포 현탁액을 anti-BrdU 항체와 반응시킨 후 마이크로

플레이트리더를 이용하여 370nm와 492nm(참조파장)에서 흡광도를 측정한다.

4.4 결과 평가 

(1) BrdU 표지 지수(BrdU labelling index)는 다음과 같이 계산한다.

BrdU 표지 지수 = (ABSem ― ABS blankem) ― (ABSref ― ABS blankref)

* ABS= 흡광도, em= 방출 파장, ref= 참조 파장

(2) 각 시험물질군의 결과는 평균 감작지수(SI)로 나타낸다. 감작지수는 각 시험

물질군과 양성대조군 마우스의 평균 BrdU 표지 지수를 부형제대조군의 

평균 BrdU 표지 지수로 나누어 계산한다.

감작지수(SI) =
시험물질군 또는 양성대조군의 평균 BrdU 표지 지수

부형제대조군의 평균 BrdU 표지 지수

V. 결과 판정

5.1 결과 판정 

판정기준은 평균 감작지수가 1.6 이상(SI ≥ 1.6)일 때 결과를 양성으로 간주한다.
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하지만 양성값 경계 결과(예: SI 값 1.6~1.9)에 대해서는 이러한 결과 값이 양성임을 

확인하기 위해 SI 값과 함께 용량-반응 상관성 정도, 전신 독성 또는 과도한 자극의 

증거, 통계적 유의성(해당되는 경우) 등의 추가 정보를 고려할 수 있다.

5.2 신뢰성 확인

양성대조군을 사용하여 재현성 있는 결과를 보여줌으로써 본 시험이 적절하게 

수행되었는지 확인한다. 양성대조군은 SI가 14를 초과하는(＞14) 과도한 피부자극 또는

전신독성을 나타내지 않는 농도에서 부형제대조군 대비 SI가 1.6 이상(≥1.6)으로 양성 

반응을 나타내야 한다.

VI. 시험결과 및 보고

데이터는 개별 마우스 BrdU 표지 지수 값, BrdU 표지 지수의 그룹 평균, 관련 

오차(예: 표준편차(SD) 또는 표준오차(SEM)), 용매/부형제대조군에 대한 각 투여군

의 평균 SI를 나타내는 표 형식으로 요약한다. 시험결과보고서에는 다음의 내용을 

포함하도록 한다.

시험물질

– 공급원, 로트 번호, 사용기한(가능한 경우), 시험 물질의 안정성(알려진 경우)

– 단일성분물질의 경우 화학물질 식별정보, 물리적 형태, 수용성, 추가적인 관련

물리화학적 특성

– 다성분물질, UVBCs 및 복합물질의 경우 구성성분의 화학물질 정보, 정량적 비율,

관련 물리화학적 특성 등 가능한 자세히 특성 규명

- 용매/부형제 및 대조군의 식별 데이터(예: CAS 번호, 순도 등)

- 부형제 선정의 타당성에 대한 근거

실험동물

– 마우스의 출처, 수와 주령, 사육 조건, 식이 정보, 미생물학적 상태(알려진 경우) 등

시험조건

감작지수(SI) 판정

≥1.6 피부감작성

＜1.6 비감작성
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– ELISA 키트의 공급원, 로트 번호, 제조자의 품질 보증/품질관리 데이터

– 시험물질 준비와 적용 등에 관한 세부사항

– 투여 용량 선정의 타당성에 대한 근거(수행된 경우, 예비시험에 대한 결과 포함)

– 사용된 부형제와 시험물질 농도, 적용된 시험물질의 총량

– 양성 또는 음성 판정 기준

신뢰성 확인

– 최근 실시한 신뢰성 확인 결과 요약(사용된 시험물질, 농도, 양성대조군, 부형제

대조군 등)

– 실험실의 동시 또는 과거 양성대조군과 동시 부형제대조군 데이터

결과

– 도포 시작 시점 및 예정된 안락사 시 개별 마우스 체중, 각 처리군의 평균 및 관련

오차(예: SD, SEM)

– 독성 증상(도포 부위의 피부 자극 등) 및 발생 경과

– 각 처리군의 개별 마우스 BrdU 표지 지수, SI 값, 평균 및 관련 오차

– 용량-반응 상관성, 이상치(outliers) 분석 결과, 통계 분석(적절한 경우)

결과 토의

– 시험 결과, 용량-반응 상관성 분석, 통계분석에 대한 간단한 해설과 시험물질의 

피부감작성 물질 분류에 대한 결론
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별첨 1. 번역본(OECD TG 442B)

국소림프절시험법: BrdU-ELISA

Local Lymph Node Assay: BrdU-ELISA

생체내(in vivo) 피부감작성: 국소림프절시험법: BrdU-ELISA 

초기 고려사항, 적용가능성 및 제한점

1. LLNA: BrdU-ELISA 시험법은 검증 및 검토가 이루어지고 독립적인 국제 전문

평가 위원단에 의해 일부 제한점을 가지면서 피부 감작성 및 비감작성 물질을 식별하

는데 유용한 시험법으로 추천되었다(1)(2)(3).

2. LLNA: BrdU-ELISA 시험법은 특정 제한점을 가지면서 잠재적인 피부 감작성 시험

물질을 식별하기 위한 변형된 비방사성 LLNA 시험법(a modified non-radioactive

LLNA method)이다. 이는 생체내(in vivo) 시험이 필요한 모든 경우에 방사성 

LLNA(TG 429) 또는 기니픽 시험(TG 406)(4)을 대신하여 LLNA: BrdU-ELISA 시험법

을 사용해야 한다는 의미가 아니라, LLNA: BrdU-ELISA 시험법이 동일한 기능을 가지

며 양성 및 음성 결과에 일반적으로 더 이상 추가적인 확인이 필요하지 않은 대체시험

법으로 사용할 수 있는 것이다(1)(2). 시험을 수행하는 실험실은 시험 전 시험물질에 대

해 모든 가능한 정보를 고려해야 한다. 이러한 정보에는 시험물질의 특성 및 화학 구

조, 물리화학적 성질, 생체외(in vitro) 및 생체내(in vivo) 독성시험 결과, 구조적으로 유

사한 물질의 독성시험 결과 등이 포함된다. LLNA: BrdU-ELISA 시험법이 해당 시험물질

에 적합한지(일부 화학물질의 경우 LLNA: BrdU-ELISA 시험법을 사용할 수 없음[3항 

참조])를 결정하는 것과 투여용량을 설정하는데에 이러한 정보를 참고해야 한다.

3. LLNA: BrdU-ELISA 시험법은 생체내 시험법으로서, 알레르기성 접촉 감작 활

성(allergic contact sensitising activity)의 평가에 동물 사용을 배제할 수 없다. 따라서 적

절한 in vitro, in chemico, in silico 시험법의 적용 가능 범위를 검토하여, 이에 따라 

동물 시험 대신에 이러한 접근방식의 사용 가능성을 고려해야 한다. 하지만 다른 
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LLNA 시험법과 마찬가지로, LLNA: BrdU-ELISA 시험법은 기니픽 시험(TG 406)(4)과 

비교 시, 알레르기성 접촉 감작 활성을 평가하는데 사용되는 동물의 수를 줄일 수 있다.

더욱이 LLNA: BrdU-ELISA 시험법은 TG 406 시험법과는 달리 야기(challenge)에 의

해 유도되는 피부 과민반응 유발이 필요하지 않기 때문에 알레르기성 접촉 감작성 시

험에서 동물의 사용 방식을 상당히 개선(통증 및 고통 경감)한다. 또한, LLNA:

BrdU-ELISA 시험법은 기니픽 극대화 시험(4)처럼 보조제(adjuvant)를 사용하지 않기 

때문에 동물의 고통을 줄여준다. TG 406(4)에 비해 LLNA: BrdU-ELISA 시험법의 이점

이 있음에도 불구하고, 일부 제한점으로 인해 TG 406 시험법이 필요한 경우가 있다(예:

특정 금속물질의 시험, 피부자극물질의 위양성 결과[일부 계면활성제 유형의 물질](5)(6),

시험물질의 용해도[거의 용해되지 않거나 불용성 물질 등]). 또한 잠재적 교란기능의 작

용기를 포함하는 시험물질류(test chemical classes) 또는 단일 시험물질(substances)(예:

지방산 글루타메이트, 올레산, 올레산 에스터, 지방알코올 1, 지방알코올 2, 폴리아미노

기능성 실록산(polyaminofunctional siloxane)(7))의 경우 기니픽 시험(TG 406(4))이 필

요할 수 있다. LLNA 시험에 대해 확인된 다른 제한점(6)은 LLNA: BrdU-ELISA 시험

법에도 적용하는 것을 권장한다(1). 이와 같이 확인된 제한점을 제외하면 시험물질의 

특성이 LLNA: BrdU-ELISA 시험법의 정확도에 영향을 주지 않는 한, 모든 시험물질에 

적용할 수 있다. 또한 감작지수(SI) 1.6~1.9 값이 얻어지는 경우(31~32항 참조) 양성 경계값 

결과의 가능성을 고려해야 한다. 이는 SI ≥ 1.6(6항 참조) 기준을 사용하는 43개 물질

의 검증 데이터베이스에 근거하고 있는데, LLNA: BrdU-ELISA 시험법은 모든 32개 

LLNA 감작성 물질을 정확하게 식별했지만 비감작성 물질 11개 중 2개는 잘못 식별하

였고, 그 물질들은 SI 1.6~1.9의 값을 나타냈다(예: 양성값 경계)(1). 하지만 SI 값을 설

정하고 시험의 예측력을 계산하는데 동일한 데이터세트가 사용되었으므로 이 결과는 

실제 예측력을 과대추정한 값일 수 있다.

4. 혼합물 또는 시험하기 어려운 화학물질(예: 불안정성) 및 본 가이드라인의 적용 

범위에 명확하게 포함되지 않는 시험물질에 대해서는 시험 전에 시험이 과학적으로 의미

있는 결과를 도출하는지 우선적으로 검토해야 한다.

5. 용어정의는 부록 1에 수록되어 있다.

시험 원리

6. LLNA: BrdU-ELISA 시험법의 기본 원리는 감작성 시험물질이 적용 부위의 가

까운 림프절 내에서 림프구 증식을 유발하는 것이다. 이러한 림프구의 증식은 적용
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하는 알레르기 유발 항원의 용량(dose) 및 감작능(potency)에 비례하기 때문에 감작

성의 정량적 측정이 가능하다. 림프구 증식은 각 시험물질군과 부형제대조군의 평균 

림프구 증식을 비교하여 측정한다. 부형제대조군의 평균 증식에 대한 시험물질군의 평

균 증식의 비율(감작지수, Stimulation Index, SI)을 계산하며, 시험물질을 피부감작물

질로 판정하기 위해서는 SI 지수가 1.6 이상(SI ≥ 1.6)이어야 한다. 본 가이드라인의 

시험법은 물질 적용 부위의 이개 림프절(auricular lymph node)에서 증식된 세포수의 

증가를 나타내는 BrdU 양의 측정을 기반으로 한다. BrdU는 티미딘(thymidine)의 유사

체로서 증식하는 세포의 DNA에 들어가 결합한다. BrdU의 결합(incorporation)은 

BrdU에 특이적인 과산화효소로 표지된 항체(antibody labelled with peroxidase)를 사

용하는 ELISA 방법으로 측정한다. 이때, 과산화효소의 기질을 첨가하면 기질과 반응하

여 특정 파장에서 정량 가능한 유색 결과물을 생성하고 이는 미량정량판 판독기

(microtiter plate reader)를 통해 측정된다.

시험 설명

동물종 선택

7. 실험동물로는 마우스를 사용한다. LLNA: BrdU-ELISA 시험법의 검증 연구가 

CBA/JN 계통으로 수행됨에 따라 해당 종이 선호되며(1)(3), 출산 및 임신 경험이 없는 

암컷 마우스를 사용한다. 시험 시작 시 마우스는 8~12주령이어야 하며, 체중 편차는 

최소로 하되 평균 체중의 20%를 초과해서는 안 된다. LLNA: BrdU-ELISA 시험법 결과

에서 마우스의 계통이나 성별에 의한 차이가 없다는 것을 증명하는 데이터가 충분히 

있는 경우 다른 계통이나 수컷을 대체하여 사용할 수 있다.

사육 및 사료조건

8. 마우스 개별 사육에 관한 과학적 근거가 별도로 제공되지 않는 한, 마우스는 

그룹별(8)로 바닥이 단단한 케이지(9)에서 적절한 바닥재(substrate) 및 깔짚(10)(11)(12)(13)을

사용하여 사육해야 한다. 실험동물실의 온도는 22 ± 3℃로 유지되어야 하고, 상대습도는

최소한 30%이상 단, 가급적 70%를 넘지 않아야 하며, 실험동물실 청소 시를 제외하고

50~60%의 범위에 있어야 한다. 조명은 명/암 주기를 12시간 간격으로 설정한다. 사료는

일반적인 실험동물용 사료를 사용하며 음용수는 무제한 공급한다.

실험동물 준비



- 16 -

9. 마우스는 무작위로 선별하고 가급적 비침습적인 제모(14)(15)로 개체 식별을

표시하며 실험실 환경에 순화를 위해 투여 시작 전 최소 5일간 케이지에 키운다. 투여 

시작 전 모든 마우스를 검사하여 육안상 피부 병변이 없음을 확인한다. 마우스는 모든 

검사 과정 중 비혐오적인(non-aversive) 방법(예: cupping, tunnel handling)으로 다루어야

한다(16).

시험 용액의 조제

10. 고체시험물질은 마우스에 적용하기 전 적절한 용매/부형제에 용해시키거나 현

탁액을 만들고, 필요한 경우 이를 희석해야 한다. 액체시험물질은 원물질 그대로 사용

하거나 또는 희석하여 사용한다. 의료기기에서 일반적으로 나타나는 불용성 시험물질

들은 적용하기 전에 적절한 용매를 사용하여 용출 가능한 성분들이 모두 용출되도록 

하는 과장용출법(exaggerated extraction)을 사용해야 한다(35). 시험물질 보관에 대한 

안정성 자료가 없는 경우 시험 당일에 조제 해야 한다.

신뢰성 확인

11. 양성대조군(PC)은 반응정도가 잘 알려진 감작성 물질의 적절하고 재현성 있는

민감도에 의해 본 시험이 적절하게 수행되었는지 증명하기 위해 사용한다. 실험실의

수행능력을 확인하고 실험실내 및 실험실간 재현성과 유사성(comparability)을 평가하기

위하여 동시 양성대조군을 포함할 것을 권고한다. 일부 규제 당국 또한 각 시험마다 양

성대조군의 사용을 요구하기 때문에 LLNA: BrdU-ELISA 시험법을 수행하기 전에 관계 당

국과 상의할 것을 권장한다. 따라서 양성대조군을 주기적으로 사용함에 따라 발생할 

수 있는 추가적인 동물실험이 필요(규제당국의 요구사항을 충족하기 위해)하지 않도

록 동시 양성대조군의 사용을 권장한다(12항 참조). 양성대조군은 감작지수가 부형제

대조군 대비 1.6 이상(≥)으로 예상되는 노출 수준에서 LLNA: BrdU-ELISA 양성 반응

을 나타내어야 한다. 양성대조물질의 용량은 과도한 피부자극 또는 전신독성은 야기하

지 않고, 유도반응을 재현성 있고 과도하지 않게(예: SI > 14은 과한 것으로 간주됨)

유발하는 농도를 선택해야 한다. 선호하는 양성대조물질은 아세톤 : 올리브오일(acetone:

olive oil, AOO, 4:1, v/v)에 희석한 25% 헥실시나믹알데히드(hexyl cinnamic aldehyde,

HCA) (CAS 번호 101-86-0)와 25% 유제놀(eugenol)(CAS 번호 97-53-0)이다. 충분한 타당

성이 제시되는 경우, 위의 기준에 부합하는 다른 양성대조물질을 사용할 수 있다.
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12. 동시 양성대조군의 포함을 권장하는 반면, LLNA: BrdU-ELISA 시험을 정기적

으로 수행하고(한 달에 최소 한 번 이상), 양성대조군 결과를 재현성 있고 정확하게  

도출하는 능력을 입증하는 배경자료(historical PC database)를 확립한 실험실의 경우,

양성대조군의 주기적인 시험(예: 6개월 이하 간격)도 가능하다. 실험자가 적절한 기간 

내에(1년 미만) 최소 10회의 독립적인 시험에서 양성대조군의 일관적인 양성 결과를 

도출함으로써 LLNA: BrdU-ELISA 시험법의 숙련도를 보일 수 있다.

13. LLNA: BrdU-ELISA 시험 과정에 변경이 있는 경우(예: 숙련된 직원, 시험재료 및

시약 , 시험장비 , 실험동물 공급처 등의 변경) 동시 양성대조군을 반드시 포함해

야 하며 변경사항은 시험보고서에 기록해야 한다. 이러한 시험 절차의 변경이 이전에 

확립된 배경자료의 적절성에 어떠한 영향을 주는지 고려하여 양성대조군 결과의 일관

성을 문서화 하기 위한 새로운 배경자료의 확립이 필요한지 결정해야 한다.

14. 시험자는 동시 양성대조군 시험 대신 주기적으로 시험하는 결정이 주기적 양성

대조군 시험 사이에 생성된 음성 시험 결과(동시 양성대조군 없이)의 적합성

(adequancy) 및 수용성(acceptability)에 영향을 준다는 것을 알아야 한다. 예를 들어,

주기적 양성대조군 시험에서 위음성 결과가 나왔다면, 주기적 양성대조군 시험결과가 

나온 마지막 시험과 위음성 결과가 나온 시험 사이에 수행된 시험의 음성 결과에 대해

서는 신뢰할 수 없다. 동시 양성대조군을 포함할 것인지 또는 주기적 양성대조군을 사

용할 것인지를 결정할 때에는 이러한 영향을 신중하게 고려해야 한다. 동시 양성대조

군에 사용되는 동물의 수를 줄이는 것이 과학적으로 타당하게 설명되고, 시험 기관이 

배경자료를 근거하여 적은 수의 동물 사용이 가능하다는 것을 보여주는 경우, 동시 양성

대조군의 동물 수의 감소를 고려해야 한다(17).

15. 양성대조물질의 용매는 일관된 반응을 유발하는 것으로 알려진 부형제(예:

아세톤 : 올리브오일, AOO, 4:1, v/v)를 사용해야 하지만, 규제 여건에 따라 비표준 부형제

(임상적/화학적으로 관련 있는 제형)가 또한 필요할 수 있다(23). 만약 동시 양성대조

군을 시험물질과는 다른 부형제를 사용하여 시험하는 경우 동시 양성대조군에 대한 부

형제를 별도로 시험에 포함시켜야 한다.

16. 특정 화학물질류(specific chemical class) 또는 특정 반응 범위의 시험물질을 평

가하는 경우에 있어서, 기준시험물질(benchmark test chemicals)을 사용하는 것은 본 

시험법이 이런 종류의 시험물질의 피부감작능을 식별하는 데 적절하게 기능한다는 것
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을 입증하는데 유용할 수 있다. 적절한 기준시험물질은 다음의 특성을 가져야 한다.

• 시험물질군과 구조적 및 기능적 유사성

• 알려진 물리적/화학적 특성

• LLNA: BrdU-ELISA 시험으로 얻은 근거 자료(supporting data)

• 다른 동물 종이나 인체 시험으로 얻은 근거 자료(supporting data)

시험 방법

동물 수 및 투여용량

17. 투여용량군당 최소 4마리의 마우스를 사용하며, 최소 3개 농도의 시험물질군,

동시 부형제대조군 및 양성대조군(실험실 규정을 근거로, 11~15항에서 언급된 것을

고려하여 동시 또는 최근 사용된 양성대조군)을 준비한다. 특히, 양성대조군 시험을 가

끔씩(on an intermittent basis) 수행하는 경우, 양성대조군을 여러 용량으로 시험하는 

것을 고려해야 한다. 시험물질을 처리하지 않는 것을 제외하고, 대조군(control group)

마우스는 시험물질군 마우스와 동일한 방식으로 처리 및 취급해야 한다.

18. 투여용량 및 부형제 선택은 참고문헌 2와 27에 제시된 권고사항을 기반으로 한다.

3개 연속 투여용량의 경우, 보통 적절히 연속되는 농도를 선정한다(예: 100%, 50%,

25%, 10%, 5%, 2.5%, 1%, 0.5% 등). 시험농도의 선정에는 충분한 과학적 근거가 뒷받침

되어야 한다. 3개의 연속되는 농도 선정 시 가능하면 시험물질과 관련된 기존의 모든 

독성정보(예: 급성 독성 및 피부 자극), 구조 및 물리화학적 정보(또는 구조적으로 관

련된 시험물질)를 고려하여 전신 독성 또는 과도한 국소 피부 자극을 피하면서 가장 

높은 농도로 노출을 최대화한다(19)(20). 이와 같은 정보가 없는 경우 사전 예비시험이 

필요하다(21~24항 참조).

19. 부형제는 시험 결과에 영향을 주지 않아야 하며, 시험물질 적용에 적합한 용액

/현탁액을 만들면서 가장 높은 농도를 얻기 위하여 용해도를 최대화 하는 것에 기반

하여 선정해야 한다. 권장되는 부형제는 아세톤 : 올리브 오일(AOO, 4:1 v/v), N,N-디

메틸포름아미드(N,N-dimethylformamide), 메틸에틸케톤(methyl ethyl ketone), 프로필

렌글리콜(propylene glycol), 디메틸설폭사이드(dimethyl sulfoxide)(5)이며 충분한 과학

적 근거가 제시되는 경우 다른 부형제를 사용할 수 있다. 특정 상황에서는 시판되는 

형태의 시험물질 또는 임상적으로 적절한 용매를 추가적인 대조군으로 사용할 수 있
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다. 친수성 물질인 경우, 적절한 용해제(예: 1% Pluronic® L92)를 사용해서 시험물질 

용액이 부형제에 혼합되어, 피부를 적시고 적용하는 즉시 흘러내리지 않도록 특별한 

주의를 기울여야 한다. 따라서 완전히 수용성인 부형제는 피한다.

20. 개별 마우스 림프절 결과의 처리는 마우스 간의 변동성 평가와 시험물질군과 

부형제대조군 간의 차이에 대한 통계적 비교가 가능하다(33항 참조). 또한, 양성대조군 

동물 수의 감소 가능 여부에 대한 평가는 개별 마우스의 자료가 수집된 경우에만 

가능하다(22). 뿐만 아니라 일부 국가의 규제 당국은 개별 마우스 데이터의 수집을 요구

한다. 향후 규제 당국이 원래의 방식으로 수집한 결과(예: 집단 동물 데이터)를 나중

에 다른 요구사항(예: 개별 동물 데이터)에 의해 고려하는 경우, 개별 동물 데이터를 수

집하는 것이 추후 필요한 중복 시험을 피함으로써 동물 복지 측면에서 이점을 제공한

다.

예비시험

21. 최고 투여용량을 결정하기 위한 정보가 없는 경우(18항 참조) LLNA: BrdU-ELISA

시험법에서 적절한 투여용량을 결정하기 위해 예비시험을 수행해야 한다. 예비시험의 

목적은 전신 독성(24항 참조)이나 과도한 국소 피부자극(23항 참조)을 유발하는 농도에 

대한 정보가 없는 경우 본시험의 최대 투여용량 선택에 대한 지침을 제공하는 것이다.

시험의 최대 투여용량은 액체 시험물질의 경우 100% 농도, 고체 시험물질 또는 현탁

액의 경우 가능한 최대 농도이어야 한다.

22. 예비시험은 LLNA: BrdU-ELISA 본시험과 동일한 조건에서 수행되며 단, 림프

절 증식은 평가하지 않고 투여용량군당 한 마리 또는 두 마리의 사용이 제안된다. 모

든 마우스의 전신 독성 또는 적용 부위의 국소 자극 등 모든 일반증상을 매일 관찰한

다. 체중은 시험 전 및 종료 전(6일 차)에 기록한다. 각 마우스 양쪽 귀의 홍반을 관찰

하고, 표 1에 따라 점수화한다(20). 두께측정기(예: 디지털 마이크로미터 또는 피코크 

다이얼 두께 측정기)를 사용하여 1일 차(적용 전), 3일 차(첫 번째 적용 약 48시간 후)

및 6일 차에 귀 두께를 측정한다. 또한 6일 차의 귀 두께는 마우스를 안락사 시킨 후 

귀 부위를 이어펀치로 뚫어 무게를 측정하여 결정할 수 있다. 과도한 국소 자극은 홍

반 점수 3 이상 또는 귀 두께가 25% 이상 증가한 경우를 말한다(21)(22). LLNA:

BrdU-ELISA 본시험의 최고 투여용량은 예비시험에서 사용된 농도(18항 참조) 중 전

신 독성이나 과도한 국소 피부 자극을 유발하지 않는 농도 중 두 번째로 높은 농도를 선

택한다.
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관찰 점수

홍반이 없음 0

매우 가벼운 정도의 홍반(거의 인지하기 어려움) 1

명확히 나타나는 홍반 2

중등도 이상의 홍반 3

딱지가 생성되어 홍반 수준을 결정하기 어려운 

심각한 홍반(빨개짐)
4

표 1: 홍반에 따른 부여 점수

23. 귀 두께의 25% 증가(21)(22) 이외에도 부형제대조군 대비 시험물질군에서 귀 두께의 

통계적으로 유의한 증가는 LLNA에서 자극을 확인하는 데 사용된다(22)(23)(24)(25)(26)(27)(28).

그러나 귀 두께의 증가가 25% 미만일 때 통계적으로 유의하게 나타날 수 있지만, 이는

특별하게 과도한 자극과 연관되지는 않는다(25)(26)(27)(28)(29).

24. 통합 평가의 일환으로 사용할 경우, 신경계 기능 변화(예: 입모, 운동실조, 떨림,

경련), 행동 변화(예: 공격성, 털 손질 행동의 변화, 활동 수준의 현저한 변화), 호흡 양상

변화(예: 호흡 곤란, 헐떡임, 수포음과 같이 호흡의 빈도 및 강도의 변화), 음수 및 섭

취량 변화 등의 일반증상은 전신 독성(30)의 징후일 수 있으며 따라서 LLNA: BrdU-ELISA 본

시험의 최대 투여용량을 시사할 수 있다. 또한 무기력 또는 무반응 증상, 통증과 괴로움, 경

미하거나 일시적인 것 이상의 모든 일반증상, 1~6일차 5% 초과의 체중감소 및 치사

율은 평가 시 고려되어야 한다. 빈사 상태의 마우스 또는 심한 통증과 고통을 보이는 마우

스는 안락사 시킨다(31).

본시험 일정

25. 시험 일정은 다음과 같다.

• 1일차(Day 1):

각 마우스의 체중 및 모든 일반증상을 관찰하여 기록한다. 시험물질 희석액 

25 μL, 부형제 또는 양성대조물질(11~15항에서 고려된 것처럼 실험실 방침에 
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근거한 동시 또는 최근에 사용된 양성대조물질)을 각 귓등에 바른다.

• 2일차 및 3일차(Day 2, 3):

1일차의 적용 절차를 반복한다.

• 4일차(Day 4):

아무것도 처리하지 않는다.

• 5일차(Day 5):

BrdU(10 mg/mL) 용액(마우스 당 5 mg) 0.5 mL을 복강 내에 주사한다.

• 6일차(Day 6):

각 마우스의 체중 및 모든 일반증상을 기록한다. BrdU 용액을 투여하고 약 

24시간 후, 동물을 안락사 시킨다. 각 마우스에서 시험물질을 도포한 부위의 

이개 림프절을 절개하고 인산완충용액(PBS)에 넣어 보관한다. 림프절의 확

인과 절개에 대한 도표 및 세부 사항은 참고문헌(17)을 참조한다. 본시험에

서 국소 피부 반응의 관찰을 위해서는 귀 홍반의 점수화 또는 귀 두께 측

정(두께 측정기를 사용하거나 해부 시 이어펀치 무게 측정)과 같은 추가적인 

항목들이 시험 프로토콜에 포함될 수 있다.

세포 현탁액의 준비

26. 200 마이크로 메쉬 스테인리스 스틸 거즈를 통한 부드러운 물리적인 분해 또는 

단일 세포 현탁액을 만들 수 있는 다른 기법(예: 일회용 플라스틱 막자를 사용하여 림

프절을 으깨고 #70 나일론 메쉬로 거름)으로 각 마우스 양쪽에서 적출한 림프절의 단

일 세포 현탁액을 준비한다. 이 시험에서는 림프절 세포 현탁액 준비 과정이 중요하므

로 모든 실험자는 사전에 숙달된 기술을 갖추고 있어야 한다. 부형제대조군 마우스의 

림프절은 크기가 작기 때문에 SI 값에 인위적인(artificial) 영향을 주지 않도록 세심한 작

업이 필요하다. 각 경우에 림프절 세포 현탁액의 목표량(target volume)은 결정된 최적의 양

(optimised volume)(약 15 mL)으로 맞춰야 한다. 최적의 양(optimised volume)은 부형제

대조군의 평균 흡광도를 0.1~0.2 이내로 얻는 것에 기반한다.

세포증식 측정(림프구 DNA의 BrdU 함량 측정)

27. BrdU는 상용 키트(검증연구에서는 Roche Applied Science, Mannheim, Germany,
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사용)를 사용하여 ELISA 방법으로 측정한다. 일치하는 결과를 주는 경우 다른 BrdU-ELISA

키트를 사용할 수 있다. 림프절 세포 현탁액 100 μL를 편평한 바닥을 가진 마이크로

플레이트의 웰(well)에 넣는다(3개 반복시료). 림프절 세포를 변성 및 고정한 후 페록시

다아제가 결합된 anti-BrdU 항체를 각 웰(well)에 넣어 반응을 유도한다. 이후 세척을 통해

결합되지 않은 anti-BrdU 항체를 제거하고 TMB(tetramethyl benzidine) 기질 용액을 

넣고 발색체(chromogen)가 생성되도록 한다. 그리고 370 nm와 참조 파장 492 nm에서 흡

광도를 측정한다. 모든 경우에 시험 조건을 최적화해야 한다(26항 참조).

관찰

일반증상 관찰

28. 각 마우스에서 적용 부위의 국소 자극이나 전신 독성에 대한 일반증상이 있는지

를 최소 하루에 한 번 주의 깊게 관찰해야 한다. 모든 관찰 사항은 각 마우스 별로 체

계적으로 기록하여 유지한다. 관찰(monitoring) 계획은 전신 독성 또는 과도한 국소 피

부 자극, 안락사가 필요한 피부 부식을 즉시 식별할 수 있는 기준을 포함해야 한다(31).

체중

29. 25항에서 언급한 바와 같이, 각 마우스의 체중은 시험 시작 시점과 예정된 안락사 시

측정해야 한다.

결과의 계산

30. 각 시험물질군의 결과는 평균 감작지수(SI)로 나타낸다. 감작지수는 각 시험물질군과

양성대조군 마우스의 평균 BrdU 표지 지수를 부형제대조군의 평균 BrdU 표지 지수로 

나누어 계산한다. 부형제대조군에 대한 감작지수의 평균은 “1”이 된다.

31. BrdU 표지 지수(BrdU labelling index)는 다음과 같이 정의된다.

32. BrdU 표지 지수 = (ABSem - ABS blankem) - (ABSref - ABS blankref)
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33. 여기서, em = 방출 파장, ref = 참조 파장

34. 판정기준은 평균 감작지수가 1.6 이상(SI ≥ 1.6)일 때 결과를 양성으로 간주한다(1).

하지만 경계값 결과(예: SI 값 1.6~1.9)를 양성으로 판정할 때에는 용량-반응 상관 정도,

통계적 유의성, 용매/부형제 및 양성대조물질 반응의 일관성을 또한 고려한다

(5)(32)(33).

35. SI 1.6~1.9의 양성반응 경계값에 대해서 그러한 결과 값이 양성임을 확인하기 

위해 SI 값과 함께 용량-반응 상관성, 전신 독성 또는 과도한 자극의 증거, 통계적 유

의성(해당되는 경우) 등의 추가 정보를 고려할 수 있다(1). 또한 알려진 피부감작물질

과 구조적인 관계 여부, 마우스에서의 과도한 피부자극 유발 여부, 관찰된 용량-반응 

상관성의 유형 등을 포함하여 시험물질의 다양한 특성을 고려해야 한다. 이를 비롯한 

기타 고려사항에 대해서는 참고문헌(34)에서 자세히 논의된다.

36. 개별 마우스의 데이터 수집은 데이터의 용량-반응 상관성 여부 및 상관 정도에 

대한 통계적 분석을 가능하게 한다. 모든 통계적 평가는 적절하게 보정된 시험군 간의 

비교뿐 아니라 용량-반응 상관성에 대한 평가를 포함할 수 있다(예: 투여군 대비 동시 

부형제대조군 짝 비교(pair-wise comparison)). 통계 분석에는 용량-반응 상관성 평가를 

위한 선형 회귀법(linear regression)이나 Williams’s test와 짝 비교를 위한 Dunnett’s test

등이 포함된다. 통계 분석의 적절한 방법을 정할 때 연구자는 데이터 변환이나 비모수 

통계 분석을 필요로 하는 불균등한 분포의 가능성(possible inequalities of variances) 및 

문제 등을 파악하고 있어야 한다. 어떤 경우라도, 특정 데이터 포인트(“이상치

(outliers)”라고도 함)를 넣거나 넣지 않는 것을 모두 포함하여 SI 계산 및 통계적 분석

을 모두 수행해야 할 필요가 있다.

시험자료 및 보고

데이터

37. 데이터는 개별 마우스 BrdU 표지 지수 값, BrdU 표지 지수의 그룹 평균, 관련 

오차(예: 표준편차(SD), 표준오차(SEM)), 용매/부형제대조군에 대한 각 투여군의 평균 

SI를 나타내는 표 형식으로 요약한다.
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시험 보고서

38. 시험 보고서에는 다음의 정보를 포함해야 한다.

시험물질

– 공급원, 로트 번호, 사용기한(가능한 경우)

– 시험 물질의 안정성(알려진 경우)

단일성분물질

– 물리적 형태, 수용성, 추가적인 관련 물리화학적 특성

– IUPAC 또는 CAS명, CAS 번호, SMILES 또는 InChI 코드, 구조식, 순도, 적절하고 

실질적으로 제공 가능한 불순물의 화학물질 정보 등의 화학물질 식별정보

다성분물질, UVBCs, 복합물질

– 구성성분의 화학물질 정보, 정량적 비율, 관련 물리화학적 특성 등 가능한 자세히

특성 규명

대조군

– 식별 데이터(예: CAS 번호, 가능한 경우 출처, 순도, 알려진 불순물, 로트 번호)

– 물리적 성질 및 물리화학적 특성(예: 휘발성, 안정성, 용해도)

용매/부형제

– 식별 데이터(순도, 농도(해당되는 경우), 사용된 용량)

– 부형제 선정의 타당성에 대한 근거

실험동물

– CBA 마우스의 출처

– 마우스의 미생물학적 상태(알려진 경우)

– 마우스의 수와 주령

– 마우스의 출처, 사육 조건, 식이 정보 등

시험조건

– ELISA 키트의 공급원, 로트 번호, 제조자의 품질 보증/품질관리 데이터(항체
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민감도, 특이도, 감지 허용치)

– 시험물질 준비와 적용에 관한 세부사항

– 투여 용량 선정의 타당성에 대한 근거(수행된 경우, 예비시험에 대한 결과 포함)

– 사용된 부형제와 시험물질 농도, 적용된 시험물질의 총량

– 사료와 음용수 품질에 관한 세부사항(식이 유형/공급원, 음용수원 등)

– 도포 및 샘플링 일정에 관한 세부사항

– 독성 측정 방법

– 양성 또는 음성 판정 기준

– 프로토콜 편차에 대한 세부사항 및 편차가 시험 설계와 결과에 어떻게 영향을 

주었는지에 대한 설명

신뢰성 확인

– 최근 실시한 신뢰성 확인 결과 요약(사용된 시험물질, 농도, 양성대조군, 부형제

대조군, 기준시험물질에 대한 정보 포함)

– 실험실의 동시 또는 과거 양성대조군과 동시 부형제대조군 데이터

– 동시 양성대조군이 포함되지 않은 경우, 가장 최근의 주기적 양성대조군에 대한 

수행일자 및 보고서와 동시 양성대조군 미수행 근거가 되는 실험실의 양성대조군

배경자료의 세부사항이 기술된 보고서 

결과

– 도포 시작 시점과 예정된 안락사 시 개별 마우스 체중 및 각 처리군의 평균과 

관련 오차(예: SD, SEM)

– 각 마우스 도포 부위의 피부 자극을 포함한 독성 증상 및 발생 경과

– 각 처리군의 개별 마우스 BrdU 표지 지수 및 SI 값의 표

– 각 처리군 마우스의 BrdU 표지 지수 평균 및 관련 오차(예: SD, SEM)와 각 처리군의

이상치(outliers) 분석 결과

– SI 계산 결과 및 변동성에 대한 적절한 측정값(시험물질군 및 대조군의 마우스 

간 변동성 고려)

– 용량-반응 상관성

– 통계 분석(적절한 경우)

결과 토의

– 결과, 용량-반응 분석, 통계분석(적절한 경우)에 대한 간단한 해설과 시험물질의 

피부감작성 물질 분류에 대한 결론 
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부록 1 – 용어 정의

정확도(Accuracy): 시험 결과와 허용된 참고치의 일치 정도. 시험 수행에 대한 평가 척

도이고 상관성(relevance)의 한 측면이다. 정확하게 맞춘 시험결과의 비율을 의미하는 

“일치성(concordance)”과 “정확도(Accuracy)”는 같은 의미로 쓰임 

독성발현경로(Adverse Outcome Pathway, AOP): 분자 수준의 시작단계를 거쳐 체내 

유해반응까지 표적 화학물질 또는 유사한 화학물질 그룹으로부터 일어나는 일련의 현

상 

기준 시험물질(Benchmark test chemical): 시험물질의 비교기준으로 사용되는 물질.

기준물질은 다음의 특성을 가져야 한다. (i) 일관성 있고 신뢰할 수 있는 공급원; (ii)

시험되는 물질과 구조적, 기능적 유사성; (iii) 알려진 물리/화학적 특성; (iv) 알려진 효

과 입증 자료; (v) 원하는 반응의 범위 내 알려진 효력 

위음성(False negative): 양성물질이 음성으로 판정되는 것 

위양성(False positive): 음성물질이 양성으로 판정되는 것 

유해성(Hazard): 물질이 생명체, 생태계 또는 특정 인구집단에 노출될 때, 유해영향을 

야기할 가능성이 있는 물질 또는 상황(situation)의 본질적 특성 

실험실 간 재현성(Inter-laboratory reproducibility): 다른 실험실에서 동일한 시험절차와 

시험물질로 시험을 수행하였을 떄 양적 또는 질적으로 유사한 결과를 생산할 수 있는지 

측정하는 것으로서 시험법이 실험실간 전수될 수 있는지 여부를 나타내는 것 

실험실 내 재현성(Intra-laboratory reproducibility): 동일한 실험실에서 자격을 갖춘 사

람이 다른 시점에서 특별한 실험절차로 같은 결과를 생산할 수 있는 정도 

혼합물질(Mixture): 서로 반응하지 않는 2가지 이상의 물질로 구성된 혼합물 또는 용

액 

단일성분물질(Mono-constituent substance): 정량적인 구성으로 정의되며, 하나의 주요

성분이 적어도 80% (w/w) 이상인 물질 

다성분물질(Multi-constituent substance): 두 가지 이상의 주요성분의 양이 ≥ 10%
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(w/w) 및 < 80% (w/w)인 물질. 다성분 물질은 생산과정의 산물임. 혼합물과 다성분 

물질의 차이는 혼합물은 두 가지 이상의 물질을 화학반응 없이 섞어서 얻고, 다성분 물

질은 화학반응의 산물임 

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

는 것

유사시험법평가기준(Performance Standards): 검증된 시험방법을 기반으로 기전적, 기

능적으로 유사하게 제시된 시험방법의 비교 가능성을 평가하는 기준. 다음 사항을 포

함함 

(1) 필수적 시험 방법 구성요소;

(2) 검증된 시험방법의 허용 가능한 수행 검증을 위해 사용된 화학물질들 중에서 선택된 

최소한의 기준 물질 리스트;

(3) 검증된 시험 방법에서 얻은 내용을 기반으로 정확성과 신뢰도의 비교 수준.

이는 제시된 시험 방법이 기준 화학물질의 미니멈리스트를 이용해 평가했을 때 증명되어

야 함

숙련도 물질(Proficiency chemicals(substances)): 표준화된 시험 방법의 기술적인 능력을 

증명하기 위해 실험실에서 사용되는 수행 기준에 포함된 기준물질. 이 물질의 선택 기

준은 일반적으로 반응 범위를 대표한다는 것과 시중에서 구할 수 있는 것, 그리고 고

품질의 유용한 시험자료가 있는 것 

신뢰성보증(Quality assurance): 시험 수행과 독립된 개인이 실험실 시험 기준, 장비, 기

록 보관 절차의 준수에 대한 관련 절차를 평가하는 것 

참고 물질(Reference chemicals(substances)): 관심의 대상이 되는 종(species)이나 참고

할 수 있는 in vitro 또는 in vivo 시험계(reference test system)에서의 반응이 이미 알

려져 있고, 검증과정에서 선택되어 이용된 시험물질, 이 물질들은 시험법이 사용될 것으

로 예상되는 시험물질 종류를 대표해야 하며, 시험물질이 일으킬 것으로 예상되는 반응의 

모든 범위(강, 약, 음성)를 나타내야 한다. 검증절차의 단계, 시험법 및 시험목적에 따라 다

른 참고물질 목록이 필요할 수도 있음 

상관성(Relevance): 시험과 효과의 관련성 및 시험이 특정 목적에 의미 있고 유용한 

지에 대한 설명. 상관성은 시험이 얼마나 생물학적 효과를 정확하게 측정하고 예측하는 지 

나타내며, 상관성은 시험법의 정확도(일치성)를 내포함 

신뢰도(Reliability): 동일한 시험방법에 따라 반복 시행하였을 때 동일 실험실과 다른 실
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험실에서 시험 결과를 재현할 수 있는 정도. 신뢰도는 실험실 내, 실험실 간 재현성

(reproducibility)과 실험실 내 반복성(repeatability)으로 평가됨 

재현성(Reproducibility): 동일한 방법으로 동일한 물질을 시험하였을 때 나온 결과의 

일치 

수신자 조작 특성(Receiver Operating Characteristic, ROC) 분석: 예측 모형에 대하여 

최적의 판정 기준값(cut-off value)을 설정하기 위한 분석. 판정 기준값을 사용한 예측 

모형을 통해, 시험물질이 양성 혹은 음성으로 분류될 수 있음. 판정 기준값의 모든 편

차는 민감도(sensitivity) 및 특이도(specificity)의 변화에 따라 반대 반향으로 변하는 결

과로 이어질 것임. ROC 분석은 대개 진단 시험에 대한 최적의 판정 기준값을 구하는 

데 사용함

민감도(Sensitivity): 시험법으로 모든 양성/활성 화학물질이 정확하게 분류되는 비율.

민감도는 시험법의 범주 결정에 대한 정확도의 척도이며 시험법의 상관성을 평가하는 

중요 고려사항 

피부감작성(Skin sensitization): 면역학적 과정으로 감수성 있는 사람이 화학적 항원에 국

소적으로 노출되었을 때 나타나며, 화학적 항원은 접촉성 감작성(contact sensitization)을 

발병시킬 수 있는 피부 면역반응을 촉발함 

특이도(Specificity): 시험법으로 모든 음성/비활성 화학물질이 정확하게 분류되는 비율.

특이도는 시험법의 범주 결정에 대한 정확도의 척도이며 시험법의 상관성을 평가하는 

중요 고려사항 

감작지수(Stimulation Index, SI): 시험물질의 피부감작 가능성을 평가하기 위해 산출

된 값. 부형제 대조군과 시험물질 처리군의 증식 정도의 비율 

물질(Substance): 생산과정을 통해 얻어지거나 또는 자연 상태로 얻어진 화학원소들

(elements)과 이들로 이루어진 구성물질(compounds). 생산품의 안정성을 유지시키는데 

필요한 첨가제와 생산과정에서 유래하는 불순물을 포함하지만, 해당물질의 안정성이나 

조성의 변화에 영향을 주지 않고 분리될 수 있는 용매는 제외함 

시험물질(Test chemical): 시험의 대상이 된 물질을 말함

UVCB: 알려지지 않은 물질이거나 가변적인 구조를 가지며, 복잡한 반응물이거나 생물학

적인 재료 
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별첨 2. 원문(OECD TG 442B)
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“화장품 등 피부감작성 동물대체시험법(국소림프절시험법: BrdU-ELISA)

가이드라인(민원인 안내서)”

발 행 일

발 행 인

편집위원장

편 집 위 원

도움주신분

문 의 처

주 소

2021년  8월

식품의약품안전평가원장 서경원

독성평가연구부장 정자영

윤혜성, 김광진, 윤소영, 강남희, 이정선, 이용선, 홍미혜,

차민희, 김수용

김규봉(단국대학교), 허용(대구가톨릭대학교),

정미숙(바이오톡스텍)

식품의약품안전평가원, 특수독성과

Tel : 043-719-5153, 5155 Fax : 043-719-5150

충청북도 청주시 흥덕구 오송읍 오송생명 2로 187,

오송보건의료행정타운 식품의약품안전처 식품의약품안전평가원

공익신고자 보호제도란?
- 공익신고자(친족 또는 동거인 포함)등이 공익신고 등으로 인하여 피해를 받지 않도록 비밀보장, 불이익보호조치, 

신변보호조치 등을 통하여 보호하는 제도

[공직자 부조리 및 공직신고안내]
▶ 부조리 신고 : 식약처 홈페이지 “국민신문고 〉공직자 부조리 신고” 코너
▶ 공익 신고 : 식약처 홈페이지 “국민소통 〉신고 센터 〉부패·공익신고 상담” 코너

♣ 보호조치 요구 방법
우편(30102) 세종특별자치시 도움5로 20 정부세종청사 7동, 국민권익위원회 공익보호지원과. 
전화 044-200-7773


