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지침서ᆞ안내서 제ᆞ개정 점검표

명칭 화장품 등 광독성 동물대체시험법(In vitro 3T3 NRU 시험법) 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   8 월   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 광독성 동물대체시험법(In vitro 3T3 NRU 시험법) 

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 과학적ㆍ기술적 

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

체적인 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)
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화장품 등 광독성 동물대체시험법

(In vitro 3T3 NRU 시험법) 가이드라인

Ⅰ. 개요

본 시험법은 BALB/c 3T3 세포를 이용하여 시험물질을 적용한 후 빛 노출에 의해 

나타나는 시험물질의 광독성(phototoxicity)을 평가하는 생체외(in vitro) 광독성 시험법

(3T3 NRU)이다.

본 시험법은 BALB/c 3T3 세포에 시험물질을 적용하고 인공 태양광을 조사하거나

조사하지 않았을 때의 세포독성을 비교하여 광독성을 평가한다. 세포독성은 neutral

red1)
를 사용하여 측정하며, PIF (photo irritation factor)2)

및 MPE (mean photo effect)3)

값을 이용하여 광독성 유무를 판정한다.

본 시험법을 일상적으로 사용하기 전에 가이드라인에 제시된 모든 숙련도 물질

(별첨 1-표 1)을 시험하여 기술적 숙련도를 입증해야 한다.

Ⅱ. 시험원리

In vitro 3T3 NRU 광독성 시험은 세포독성을 유발하지 않는 수준의 인공 태양광에

노출되었을 때 시험물질에 의한 세포독성을 측정하는 것에 기초한다. 세포독성은 시험

물질 적용 후 생체 염료인 neutral red(NR)의 세포 내 축적 정도를 측정하여 평가한다.

NR은 약한 양이온성 염색시약으로 비이온성 확산에 의해 세포막을 통과하여 리소좀에

축적된다. NR은 세포질(중성에 가까운 pH)에서는 전하를 띠지 않지만 리소좀 공간 내

(lumen)(낮은 pH)에서는 양전하를 띠며 갇혀있게 된다. 광독성물질은 활성산소종의 생성,

리소좀 막의 투과도 증가 및 pH 기울기(gradient) 감소 등을 통해 세포 손상을 유도

하고, 결과적으로 NR의 흡수를 감소시킨다. 본 시험법은 이러한 원리를 바탕으로 시험

물질 적용 및 광조사 유무에 따른 NR 흡수 정도를 측정하여 광독성물질을 구별할 수 있다.

1) Neutral red : 비확산방법으로 세포막을 통과하여 라이소좀 안에 축적되는 양이온성 염색시약
2) PIF (광자극지수) : 시험물질 처리 후 자외선 조사유무에 따른 IC50 값을 비교하여 생성된 지수
3) MPE (평균 광효과) : 시험물질 처리 후 자외선 조사유무에 따른 농도 반응곡선을 계산하여 얻은 값
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Ⅲ. 제한점 및 고려사항

광독성시험을 수행하기 전 OECD TG 101에 따라 시험물질의 자외/가시부 흡수

스펙트럼(UV/vis absorption spectrum)을 측정하여 광반응 유발 가능성을 확인할 수

있다. 시험물질의 몰 흡광계수(MEC)가 1000 L mol-1 cm-1 미만이면 광반응을 일으킬 

가능성이 낮아 광독성시험을 수행할 필요가 없다.

본 시험법은 광유전독성, 광알레르기, 광발암성과 같이 시험물질과 빛이 결합된 

작용을 예측하기 위한 시험법은 아니지만, 경우에 따라 본 시험법의 음성 결과에 따

라 추가적인 다른 시험(예: 광유전독성)이 필요하지 않을 수 있다.

IV. 시험방법

4.1 세포 준비

BALB/c 3T3 clone A31(ATCC 또는 ECACC) 세포주가 권장되며, 전체 계대수가

가급적 100 미만인 세포를 사용한다. 세포배양배지는 10% NBCS (new-born calf

serum), 4 mM 글루타민, 페니실린(100 IU) 및 스트렙토마이신(100 μg/mL) 등이 포함된 

DMEM을 사용하며, 37℃, 5~7.5% CO2 조건(사용된 완충용액에 따라 조절)에서 배양한다.

시험물질 당 2개의 96-well 플레이트에 1×104 cells/well로 배양하여 준비한다.

세포는 정기적으로(예: 6개월에 한 번) UV 조사량에 따른 민감도를 점검해야 한다.

세포의 UV 민감도는 계대수에 따라 증가할 수 있으므로 계대수가 높은 세포를 사용하는 

경우 본 시험에서 사용되는 광량보다 높은 용량이 포함된 여러 광량을 사용하여 UV 민감

도를 입증해야 한다. 세포를 96-well 플레이트에 배양한 후 다음날 광조사하고, 3일차에 

NR 흡수 정도를 측정한다.

4.2 시험물질 준비

시험물질은 UV 조사 중 간섭을 피하기 위해 단백질 성분이나 광 흡수 성분(예: 페놀

레드와 같은 pH-지시약, 비타민) 등이 없는 완충용액(예: EBSS 또는 HBSS)에 용해해야 

한다. 수용성 물질이 아닌 경우 사용하는 용매는 DMSO 또는 에탄올이 권장된다. 물질이 

물, DMSO, 에탄올에 잘 녹지 않는 경우, 세포독성이 약한 다른 용매를 사용할 수 있다.
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사용하기 전 모든 용매에 대해서 시험물질과의 반응성, 광독성 유발, 광독성 영향의 방해,

라디칼 제거 특성 및 용매에 녹였을 때의 화학적 안정성 등의 특성을 평가해야 한다.

DMSO 또는 에탄올에 용해된 시험물질의 경우, 동일한 용매에 연속 희석하여 

8개 농도의 희석액을 조제한 후 수용성 용매(예: EBSS 또는 HBSS)에 옮겨서 세포에 

적용한다. 수용성 용매에서의 시험물질 최고 농도가 1000 μg/mL이 되도록 조제한다.

UV 조사(+Irr) 및 UV 비조사(-Irr) 시 시험물질의 농도 범위는 용량설정시험을 

통해 결정하며, 최고 농도는 생리적 시험 조건(예: 삼투압 및 pH 스트레스는 피해야 함)

내에 있어야 하고, 1000 μg/mL을 초과해서는 안 된다.

시험물질은 보관 시 안정성을 입증할 수 있는 자료가 없다면 시험 당일에 준비하며,

시험물질이 광활성화되거나 분해되지 않는 조건 하에서 처리 및 취급한다. 또한 CO2 배양기

밖에서 50분간 세포에 UV를 조사하는 동안 알칼리화가 되지 않도록 주의를 기울

여야 한다.

매 시험마다 양성대조군 및 용매대조군을 동시에 시험해야 하며, 양성대조물질은

잘 알려진 광독성물질인 Chlorpromazine(CPZ)을 주로 사용하고, 시험물질을 용해한 

용매를 용매대조군으로 사용한다.

4.3 UV 조사 조건

생체내(in vivo) 광독성 반응은 UVA 및 가시광선과 관련되며, UVB는 광독성 반응

과는 관련이 적지만 세포독성이 매우 강하기 때문에 UVA와 가시광선은 투과할 수 있

으면서 UVB는 줄이는 필터를 사용하여 스펙트럼을 조절한다. 인공광원으로는 인공태

양광조사기(solar simulator)를 사용하는 것이 적절하다. 필터를 장착한 인공태양광조

사기의 광도 분포는 한낮의 야외 광도 분포와 유사해야 한다. 세포 배양용 플라스틱 제

품들은 UV 안정화제를 포함하기 때문에 시험에 사용하는 96-well 플레이트 뚜껑을 통

과하는 스펙트럼을 측정에 사용해야 한다.

광독성시험을 수행하기 전에 적절한 UVA 측정기를 사용하여 광세기를 정기적으로

점검해야 한다. 광세기는 시험에 사용하는 96-well 플레이트 뚜껑을 통과하여 측정하며

UVA 측정기는 광원에 대해 보정되어 있어야 한다.
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UVA 영역에서 5 J/cm2의 광량은 Balb/c 3T3 세포에 대해 독성이 없으면서 시험

물질을 활성화 시켜 광독성 반응을 일으키기에 충분하며, 50분 내에 5 J/cm2에 도달

하기 위한 광세기는 1.7 mW/cm2이다. 아래의 수식을 이용하여 광량이 5 J/cm2에 도달

하도록 하는 노출 시간 및 광세기 값(irradiance values)을 계산할 수 있다.

t(분) =광세기mwcm×
광조사량Jcm×

J  Wsec

마찬가지로, 만약 다른 세포주 또는 광원을 사용하는 경우, 세포에 무해하면서 광독성

참고물질을 활성화하는데 충분한 광량을 선정하기 위해 조사량을 보정해야 한다.

4.4 시험물질 및 대조물질 적용

시험 1일차에 세포배양배지 100 μL를 96-well 플레이트 주변 well에 넣어 공시료

(blank)를 준비하고, 나머지 well에는 1×105 cells/mL의 세포 현탁액 100 μL를 넣는다

(=1×104 cells/well). 각 시험물질군(8개 농도), 양성대조군 및 용매대조군 당 2개의

플레이트를 준비한다(UV 조사 및 비조사). UV를 조사하지 않은(-Irr) 플레이트는 세포

독성을 결정하기 위해 사용하고, 다른 1개는 UV조사 시(+Irr) 광독성을 결정하기 위해

사용한다. 세포는 플레이트 바닥의 반 정도가 단층으로 채워지도록 18-24시간 동안 

배양한다.

시험 2일차에 배양이 끝난 세포는 완충용액으로 세척하고, 시험물질 또는 용매를 

각 well에 100 μL씩 넣어 빛을 차단한 상태로 60분 간 배양한다. 플레이트의 뚜껑을 덮은 

채로 세포독성이 없는 최대 조사량(예: 5 J/cm2)으로 실온에서 약 50분 동안 광조사 

한다. 나머지 플레이트는 실온에서 빛이 차단된 곳에 50분 동안 둔다. 이후 시험물질 

용액을 제거하고 완충용액(시험물질이 포함되지 않음) 150 μL로 두 번 세척한 다음 세

포배양배지를 넣고 18-24 시간 동안 배양한다.

4.5 세포생존율 측정

배양이 끝나면 위상차 현미경으로 세포의 성장, 형태, 단층배양 정도를 확인하고

세포 형태 변화와 세포 성장에 대한 영향을 기록한다. 시험 3일차에 37℃로 미리

가온한 완충용액 150 μL로 세포를 조심스럽게 세척하고, NR 배양배지(혈청을 함유

하지 않은 세포배양배지에 NR을 50 μg/mL로 녹임) 100 μL를 첨가한 후 CO2 배양

기에서 3시간 동안 배양한다. 배양 후 NR 배양배지를 제거하고 완충용액 150 μL로 
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세척한다. NR 추출액(물:에탄올:아세트산 = 49:50:1) 150 μL를 각 well에 첨가한 후 

마이크로타이터 플레이트 교반기 위에서 최소 10분 동안 천천히 교반시킨다. 분광광

도계를 사용하여 540±10 nm에서 NR 추출액의 흡광도를 측정한다.

4.4 결과 평가

(1) 광조사 유무에 따라 농도-반응을 나타내는 적절한 농도를 선정하며, 가능한 

경우 시험물질의 IC50(세포생존율이 50%로 감소되는 농도) 값을 구한다.

(2) PIF 값은 아래의 수식을 이용하여 계산한다. 광조사 유무로 IC50를 계산할 수

없는 경우 시험물질에 대한 PIF 값은 결정할 수 없다.

PIF =
IC50(-Irr, 비조사조건)

IC50(+Irr, 조사조건)

(3) MPE 값은 아래의 수식으로 계산한다.

MPE =

i  

n

wi


i  

n

wi PEc i

* PEc = REc × DEc

: 농도 c에서의 PE(photo effect, 광효과)

* REc = Rc(-Irr)-Rc(+Irr)

: 농도 c에서의 RE(response effect, 반응효과)로 광조사 유무 시 관찰되는 반응 값의 차이

* DEc : 농도 c에서의 DE(Dose Effect, 용량효과)

DEc = CC 
CC  

* C*(equivalence concentration)

: UV 조사(+Irr) 시 반응과 UV 비조사(-Irr) 시 반응이 같은 시험물질 농도

* Wi(가중치 값) = MAX {Ri(+Irr), Ri(-Irr)}

: UV 조사 시(+Irr)와 UV 비조사(-Irr) 시 반응 값의 최대 값

(4) PIF 및 MPE 값은 소프트웨어(Phototox 2.0, ZEBET at the BfR, Berlin Germany)를

사용하여 계산할 수 있다(Source: http:/www.oecd.org).
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V. 결과 판정

5.1 결과 판정 

판정기준은 시험물질의 PIF 값 2 미만 또는 MPE 값이 0.1 미만인 경우 “광독성 없음”

으로 판정한다. PIF 값이 2 이상, 5 미만 또는 MPE 값이 0.1 이상, 0.15 미만인 경우

“불확실한 광독성”으로 판정하며, PIF 값이 5 이상 또는 MPE 값이 0.15 이상인 경우

“광독성 있음“으로 판정한다.

판정 PIF 값 MPE 값

광독성 없음
(No phototoxicity) PIF < 2 또는 MPE < 0.1

불확실한 광독성
(Equivocal phototoxicity)* PIF ≥ 2 및 < 5 또는 MPE ≥ 0.1 및 < 0.15

광독성 있음
(Phototoxicity) PIF ≥ 5 또는 MPE ≥ 0.15

시험된 농도 중 최고농도에서만 광독성이 나타나는 경우 위험성 확인을 위해 피부

흡수·피부 내 시험물질 축적 관련 자료 및 기타 시험자료(ROS assay, in vitro 동물피

부 또는 인체피부시험, 피부모델 시험 등)를 고려할 필요가 있다.

1차 시험에서 명백한 양성 또는 음성 결과를 나타내는 경우 1회 이상의 용량설정 

예비시험으로 충분하다. 모호하거나 경계선에 있거나 불명확한 결과들은 추가 시험을

해야 한다. 이와 같은 경우 농도 범위, 농도 간격, 배양시간, 광조사 시간 등의 시험

조건 변경을 고려할 수 있다. 물에 불안정한 화학물질의 경우 광조사 시간을 줄이는 

것이 적절할 수 있다.

5.2 인정 요건

각 시험에서 다음의 조건을 만족하는 경우에만 시험결과가 인정된다.

(1) 양성대조물질로 CPZ를 사용한 경우 UV 조사 조건에서 IC50 = 0.1-2.0 μg/mL,

UV 비조사 조건에서 IC50 = 7.0-90.0 μg/mL, 광자극 지수(PIF) > 6이어야 한다.

(2) 용매대조군의 UV 조사 시 세포생존율은 비조사 시 세포생존율 대비 80% 이상

이어야 하며, 용매대조군의 NR 절대 흡광도값(OD540±10 NRU)은 0.4 이상이어야 한다.
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VI. 시험결과 및 보고

시험결과보고서에는 다음의 내용을 포함하도록 한다.

시험물질 및 용매

– 시험물질의 식별자료, 일반명, IUPAC, CAS 번호(알려진 경우)

– 물리적 성상 및 순도, 물리화학적 특성

– 자외/가시부 광선의 흡수스펙트럼

- 안정성, 광안정성(알려진 경우)

- 용매 선택사유, 용매에 대한 시험물질의 용해도, 시험 배양배지에서 용매의 백분율

세포

– 세포의 종류, 근원, 계대수, 마이코플라스마 및 그 외 오염인자 존재 여부, In

vitro 3T3 NRU 광독성시험에 사용한 인공태양광조사기로 측정한 특정 계대 

범위에서 세포의 광조사 민감도 

시험조건

– 시험물질 처리 전후의 배양조건(배양배지의 종류 및 조성, CO2 농도, 온도, 습도,

처리 전후의 배양기간)

– 시험물질 농도 설정 근거(UV 조사 및 비조사시), 시험물질 최고농도의 근거(시험

물질의 용해도 제한이 있는 경우 및 세포독성이 없는 경우)

– 시험물질 처리 배양배지의 종류 및 조성(완충용액), 시험물질 처리기간

– 광원의 선택 이유, 광원과 인공태양광조사기의 제조사 및 종류

– 광원의 스펙트럼 특성, 필터의 투과 및 흡수 특성, 인공태양광조사기의 특성 

및 보정, UVA 광세기, 자외선/가시광선 노출 기간, UVA 광량 등 

– Neutral red 처리 배양배지의 조성, 배양기간, 배양조건(CO2 농도, 온도, 습도),

추출 조건(추출액, 기간) 등

결과

– 각 시험물질 농도 및 용매대조군의 세포생존율(평균값)

– 광조사 유무에 따른 농도 반응 곡선(시험물질 농도에 따른 상대 세포생존율)

– 농도-반응 곡선 분석: 가능하면 IC50 계산[IC50(+Irr), IC50(-Irr)]

– PIF 또는 MPE의 계산을 이용하여 광조사 유무에 따른 두 농도 반응 곡선 비교

– 용매대조군의 시험 허용 기준, 평균, 표준편차

– 세포의 광조사 유무에 따른 절대생존율(Neutral red 흡광도)
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– 양성대조군의 IC50(+Irr), IC50(-Irr), PIF/MPE, 평균, 표준편차
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별첨 1. 번역본(OECD TG 432)

생체외(in vitro) 3T3 NRU 광독성시험법

In Vitro 3T3 NRU Phototoxicity Test

서론

1. 광독성은 인체가 환경적인 빛에 노출 후 국소 또는 전신에 적용된 광반응 물질에 

의해 유발되는 독성반응을 말한다.

2. 생체외(in vitro) 3T3 NRU(Neutral Red Uptake) 광독성시험은 빛 노출에 의해 

활성화된 시험물질의 광독성을 확인하는데 사용된다. 본 시험법은 빛의 유무에 따라 

시험물질에 노출된 세포의 상대적인 생존율 감소를 측정함으로써 광독성을 평가한다.

본 시험법에서 양성으로 확인된 화학물질들은 국소 또는 전신 적용 후 피부 및/또는 

눈에 분포됨에 따라 생체내(in vivo)에서 광독성 반응을 일으킬 수 있다.

3. 본 시험 가이드라인에서 사용된 용어 정의는 부록 A에 기술되어 있다.

초기 고려사항

4. 많은 종류의 화학물질이 광독성을 유발하는 것으로 보고되고 있다(1)(2)(3)(4). 이들

의 공통적인 특징은 태양광 내의 빛에너지를 흡수한다는 것이다. 광반응이 일어나기 위

해서는 충분한 광양자(light quanta)를 흡수해야 한다. 따라서 광독성시험을 실시하기 

전에 시험물질의 자외/가시부 흡수스펙트럼(UV/vis absorption spectrum)을 OECD

시험 가이드라인 101에 따라 측정할 수 있다. 만약 화학물질의 몰 흡광계수(molar

extinction/absorption coefficient, MEC)가 1000 L mol-1 cm-1 미만인 경우(메탄올로 측

정), 그 화학물질은 광반응을 일으킬 가능성이 낮다(5)(6). 이러한 화학물질들은 광독성

평가를 위한 생체외(in vitro) 3T3 NRU 광독성시험이나 다른 생물학적 시험을 할 필요
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가 없다(1)(7). 일반적으로 이 원칙은 모든 시험물질에 적용되지만, 화학물질의 의도적인 

사용 용도 또는 잠재적인 노출 조건에 따라 더욱 구체적인 지침이 적용될 수 있다(예:

의약품의 경우 ICH S10)(부록 B 참고).

5. 본 시험법의 신뢰성(reliability)과 상관성(relevance)이 평가되었으며(8)(9)(10)(11), 생

체내(in vivo) 급성 광독성 영향을 예측할 수 있음이 밝혀졌다. 본 시험법은 화학물질과 

빛의 결합된 작용(combined action)으로 나타날 수 있는 기타 부작용을 예측하기 위해 

고안된 시험법은 아니다(예: 광유전독성, 광알레르기, 광발암성은 그 자체로 다루지 않

음). 또한 본 시험법은 광독성의 간접적 기전, 시험물질의 대사산물 및 혼합물의 영향 

등을 보기 위하여 고안된 시험법은 아니다. 그러나 경우에 따라 본 시험법의 결과가 

음성이면 다른 시험(예: 광유전독성)이 필요하지 않을 수 있다(메모 2 참고(6)(12)(13)).

6. In vitro 3T3 NRU 광독성시험은 대사 활성계가 없음에도 불구하고 현재까지 

모든 광독성물질을 식별하지 못했다는 증거가 없기 때문에 대사 활성계를 이용하여 

수행할 필요가 없다(13).

시험원리 

7. 본 시험법의 기본 원리는 세포독성을 나타내지 않는 수준의 인공 태양광

(simulated solar light)에 노출되었을 때와 노출되지 않았을 때의 화학물질에 의한 세

포독성을 비교하는 것이다. 본 시험법에서 세포독성은 시험물질 처리 및 자외선 조사 

18-24시간 후 생체염료(vital dye)인 neutral red(NR) 흡수의 농도의존적 감소 정도로 

나타낸다(14). NR은 비이온성 확산에 의해 쉽게 세포막을 통과하고 리소좀 내에 축적되

는 약한 양이온성 염색시약이다. NR은 세포질의 중성에 가까운 pH에 전하를 띠지 않

지만 리소좀 루멘(lumen)의 낮은 pH에서 양전하를 띠며 갇혀 있다. 리소좀 공간 내

(lumen)의 낮은 pH는 능동적으로 유지되고, ATP를 필요로 하며, 리소좀 막의 온전성

(integrity)에 의존한다. 광독성물질은 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)의 생성 

및 리소좀 막의 증가된 투과도, pH 기울기(gradient) 감소와 점차 비가역적이 되는 기

타 변화로 이어지는 다른 메커니즘을 통해 세포 손상을 유도한다(15)(16). 생체이물

(xenobiotics) 작용에 의해 유도된 변화는 결과적으로 NR의 흡수와 결합을 감소시켜 살

아있는 세포와 손상되거나 죽은 세포를 구별할 수 있게 한다.
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8. BALB/c 3T3 세포를 96-well 플레이트 2개에 18-24시간 동안 단층배양

(monolayer)하고, 시험물질을 8가지 농도로 1시간 동안 전처리한다. 2개의 플레이트 중 

1개는 빛(irradiation)을 조사하고, 다른 플레이트는 어두운 곳에 둔다. 두 플레이트 모

두 새로운 세포 배양 배지로 교환하고 18-24시간 동안 배양한 후 NR 흡수 정도로 세

포생존율을 확인한다. 세포생존율은 용매대조군 대비 농도별 시험물질 처리군의 NRU

값을 백분율(%)로 나타내고 각 시험농도에 대하여 계산한다. 광독성을 예측하기 위해 

빛(irradiation)을 조사한 것과 하지 않은 것에서 얻어진 IC50 값(용매대조군과 비교하여 

세포생존율이 50%로 감소되는 농도)을 비교한다.

시험준비

세포

9. 불멸화된 마우스 섬유아세포(fibroblast) 세포주인 BALB/c 3T3 clone

A31(ATCC 또는 ECACC)이 검증연구에 사용되었으므로 공인된 세포 기관에서 얻은 

세포주의 사용을 권장한다(23). 다른 세포나 세포주를 사용할 수 있으나 지침 문서 No.

34의 원칙에 따라 본 시험법에 사용하는 세포주와 동등함을 반드시 입증하여야 한다

(즉, 참고물질에 대한 적절한 반응)(22).

10. 세포의 마이코플라스마(mycoplasma) 오염은 실험실 도착시 검사하며(권고사항

에 대해 참고문헌(17) 참고) 오염되지 않을 때만 사용해야 한다(18).

11. 세포의 UV 민감도는 본 가이드라인에 기술된 품질 관리 과정에 따라 정기적으

로 점검하는 것이 중요하다. 세포의 UVA에 대한 민감도는 계대수(passage number)에 

따라 증가할 수 있으므로, 전체 계대수가 가급적 100 미만인 BALB/c 3T3 세포를 시험

에 사용해야 한다(29항 및 부록 C 참고). 높은 계대수의 세포를 사용한 경우, 세포가 

본 가이드라인의 품질 지침(parameter)을 준수하는 것을 입증하기 위한 데이터가 있어

야 한다.

배양 배지 및 배양 조건
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12. 일상적인 세포 계대와 시험 절차 동안 적절한 배양 배지와 배양 조건을 사용해

야 한다. BALB/c 3T3 세포의 경우 10% new-born calf serum, 4 mM 글루타민, 페니

실린(100 IU) 및 스트렙토마이신(100 μg/mL) 등이 포함된 Dulbecco's Modified Eagle's

Medium(DMEM)을 사용하며 37℃, 완충용액에 따라 5-7.5% CO2 조건에서 배양한다. 사용

된 완충용액에 따라 CO2 수치는 조절될 수 있다. 세포 배양 조건은 사용한 세포주의 일

반적인 배경 범위(historical range)안에서 세포분열주기를 보장하여야 한다.

배양 준비

13. 냉동 보관된 세포는 적절한 밀도로 배양 배지에 분주하고 본 시험법에 사용하

기 전에 최소 한 번 계대배양을 한다.

14. 광독성시험에 사용할 세포는 적절한 밀도로 배양 배지에 분주하여 시험 종료 

시(세포배양 48시간 후 세포생존율을 결정하는 시기)에도 세포가 플레이트 바닥 전체

를 덮지 않도록 한다. 96-well 플레이트에서 배양하는 BALB/c 3T3 세포에 대해 권고

하는 배양 밀도는 1 × 104 cells/well이다.

15. 시험물질 1개당 각각 2개의 96-well 플레이트에 동일한 조건으로 세포를 배양한

다. 1개의 플레이트에는 UV를 조사하고(+Irr) 다른 1개는 UV를 조사하지 않으며(-Irr),

나머지 조작과정은 동시에 동일하게 진행한다.

시험물질 조제

16. 보관시 시험물질의 안정성을 입증할 수 있는 자료가 없다면 시험 당일에 준비한

다. 시험물질 취급과 처리는 시험물질이 광활성화되거나 분해되지 않는 조건 하에서 

수행하도록 한다.

17. 이상적으로는 시험물질은 UV 조사 중 간섭을 피하기 위해 단백질 성분이나 광 

흡수 성분(예: 페놀 레드와 같은 pH-지시약, 비타민) 등이 없는 완충용액(예: Earle’s 또

는 Hank’s Balanced Salt Solution(EBSS 또는 HBSS))에 용해되어야 한다. CO2 배양기 
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밖에서 50분간 세포에 UV를 조사하는 동안 알칼리화가 되지 않도록 주의를 기울여야 

한다. 5% CO2 조건에서 배양하는 경우 강한 완충용액을 선택해야 한다.

18. 물에 잘 녹지 않는 시험물질은 적절한 용매에 녹인다. 만약 용매를 사용하면 모

든 농도의 시험군과 용매대조군에서 같은 용량이어야 하고, 그 농도에서 세포독성이 

없어야 한다.

19. 수용성 물질이 아닌 경우, 용매로는 디메틸설폭사이드(dimethyl sulphoxide,

DMSO) 또는 에탄올(EtOH)이 권장된다. 물질이 물, DMSO, 에탄올에 잘 녹지 않는 경

우, 세포독성이 약한 다른 용매가 적절할 수 있다. 사용하기 전에 모든 용매에 대해서 

시험물질과의 반응성, 광독성 유발, 광독성 영향의 방해, 라디칼 제거 특성 및/또는 용

매 속에서의 화학적 안정성에 대한 특성이 평가되어야 한다. 유기용매인 DMSO 또는 

에탄올에 용해된 시험물질의 경우, 동일한 용매에 8가지 연속 희석액을 준비하고, 연속 

희석한 8가지 저장용액(stock solution)은 세포 적용을 위해 수용성 용매(예: EBSS 또는 

HBSS)로 옮긴다. 시험물질 저장용액은 수용성 용매에서 최고 농도 1000 μg/mL가 되

도록 DMSO 또는 에탄올에 가장 높은 농도로 용해시켜 준비한다. 수용성 용매에서 유

기용매의 최종 농도는 8개 시험농도 모두에서 일정하게 유지(일반적으로 1%(v/v))되어

야 한다.) 유기 용매에 용해된 시험물질은 수용성 용매로 옮겨질 때 침전될 수 있어 수

용성 희석액의 용해도를 평가해야 하며 관찰된 것을 기록해야 한다.

20. 시험물질의 안정성에 영향을 주지 않는다면 용해에 도움이 되는 와류혼합

(vortex mixing), 초음파 처리, 가온 등을 이용할 수 있다.

UV 조사 조건

21. 광원 : 광독성시험에서 적절한 광원(예: 인공태양광조사기(solar simulator))과 필

터의 선택은 중요한 요소이다. 보통 생체내(in vivo)에서 UVA와 가시광선이 광독성 반

응과 관련이 있으며(3)(19) UVB는 광독성 반응과는 관련이 적지만 세포독성이 매우 강하

다. 파장이 313 nm에서 280 nm(20)로 바뀌면 세포독성은 1000배 증가한다. 허용가능한 

광원은 전체 태양 스펙트럼(290-700 nm)을 방출한다. UVA와 가시광선의 투과가 가능

하도록 하면서 UVB를 줄이는 필터를 사용하여 스펙트럼을 조절할 수 있다(부록 C 참
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고). 또한, 사용된 파장, 광량, 광원 장비(예: 개방 또는 폐쇄 시스템)가 시험계에 지나

치게 해로운 영향(예: 적외선 영역에서 열/파장의 방출)을 주어서는 안 된다.

22. 인공태양광조사기가 적절한 인공광원으로 인정된다. 필터를 장착한 인공태양광

조사기의 광도 분포는 한낮의 야외 광도 분포와 유사하여야 한다(21). 제논 아크(xenon

arc)와 수은-할로겐 아크(mercury-metal halide arc)는 둘 다 인공태양광조사기에 사용된

다(22). 후자는 열이 좀 덜 나고 값이 싼 장점이 있지만 제논 아크에 비해 태양광과의 

유사도는 낮다. 모든 인공태양광조사기는 상당량의 UVB를 방출하며, 세포독성이 매우 

강한 UVB 파장을 줄이기 위하여 필터를 장착해야 한다(부록 A). 세포 배양용 플라스

틱 재료들이 UV 안정화제를 포함하기 때문에 시험에 사용하는 것과 같은 96-well 플

레이트 뚜껑을 통과하는 스펙트럼을 측정하여야 한다. 장착된 필터 또는 장비의 불가

피한 필터 효과에 의해 스펙트럼의 일부를 줄이기 위해 취한 조치와 관계없이, 이러

한 필터 아래에 기록된 스펙트럼은 표준화된 실외광을 벗어나지 말아야 한다(21). 국제

적으로 공인된 실외광의 방출 표준인 옥외조명 표준 D65는 ISO DIS 18909:2006에서 

제공된다. 생체외(In vitro) 3T3 NRU 광독성 시험법의 검증 연구에 사용되었던 필터를 

사용한 인공태양광조사기의 스펙트럼 광세기 분포도(10)(23)는 부록 C의 그림 1과 같다.

23. 광량 측정 : 광세기는 적절한 UVA 측정기를 사용하여 광독성시험 전에 정기적으

로 점검하여야 한다(부록 A). 광세기는 시험에 사용하는 것과 같은 96-well 플레이트 

뚜껑을 통해 측정하여야 한다. UVA 측정기는 광원에 대하여 보정되어 있어야 한다. 더 

큰 간격에서, 외부에서 보정된 참조용 UV-vis 분광복사계(spectroradiometer)는 현장에서 

필터된 스펙트럼 광세기를 측정하고, 필요시 광대역 UVA 측정기를 보정하기 위해 사용

된다. 그렇지 않은 경우 동일한 광원/필터 조합을 갖추고 있다는 전제하에 중앙 교정 실

험실에서 UVA 측정기를 정기적으로 보정할 수 있다.

24. UVA 영역에서 5 J/cm2의 광량은 BALB/c 3T3 세포에 대해 독성이 없으면서 화학

물질을 활성화시켜 광독성 반응을 일으키기에 충분한 것으로 밝혀졌으며(6)(24), 50분 

내에 5 J/cm2에 도달하기 위한 광세기는 1.7 mW/cm2이었다(부록 C 그림 2 참고). 다

음의 수식을 이용하여 광량이 5 J/cm2에 도달하도록 하는 다른 노출 시간 및/또는 광

세기 값(irradiance values)이 사용될 수 있다.
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25. t(분) =광세기mwcm×
광조사량Jcm×

J  Wsec

26. 마찬가지로, 만약 다른 세포주 또는 광원을 사용하는 경우, 세포에 무해하면서 광독

성 참고물질(예: Table 1에 제시된 숙련도 물질)을 활성화하는데 충분한 광량을 선정하기 

위해 조사량을 보정하여야 한다(28).

시험조건

시험물질 농도

27. UV 조사(+Irr) 및 UV 비조사(-Irr) 시 시험물질의 농도 범위는 용량설정시험을 

통해 결정한다. 화학물질의 용해도는 노출 과정동안 변화할 수 있기 때문에 처음과 60

분 후(또는 계획된 일정 처리 시간)에 용해도를 평가해 보는 것이 좋다. 또한 부적절한 

배양조건, 강산성, 강알칼리성 화학물질에 의해 유도되는 독성을 피하기 위해 세포배양 

시 pH는 6.5-7.8 범위 내에 있어야 한다.

28. 시험물질의 최고 농도는 생리적 시험 조건(예: 삼투압 및 pH 스트레스는 피해

야 함) 내에 있어야 한다. 시험물질에 따라 최고 농도를 제한하는 요소로서 다른 물리

화학적 특성들이 고려될 수도 있다. 상대적으로 불용성이며 포화농도에서 무독성인 물

질의 경우, 도달할 수 있는 최고 농도를 시험해야 한다. 세포독성이 없는 화학물질(침

전되기까지 IC50 값이 없음)의 경우, 시험 조건에서 용해도 한계를 확인하는 것이 유용

하다. 이 경우에 시험에서 침전을 나타낼 수 있는 2~3개 농도를 포함하는 것이 좋으며,

이 후 광독성 분석에서 이 농도들은 제외시킨다. 시험물질의 최대농도는 1000 μg/mL을 

초과해서는 안 된다. 대부분의 경우 1000 μg/mL까지 명확한 세포독성(광조사 하에)이 

없는 화합물(compounds)은 광독성이 없는 것으로 간주될 수 있기 때문에 최대 농도를 

100 μg/mL로 낮출 수 있다(5). 광자극 지수(Photo Irritation Factor, PIF) 산출을 위한 

IC50 값을 설정하기 위해 광 비조사 조건에서는 더 높은 최대농도를 고려할 수 있다. 일

정한 희석비율로 8개의 시험물질 농도를 정한다(47항 참고).

29. UV 비조사시에는 세포독성이 없지만 UV 조사 시에 강한 세포독성이 나타나는 
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시험물질에 대한 정보(농도설정시험 등으로부터 얻어진)가 있다면, UV 조사 시의 농도 

범위를 UV 비조사시의 농도 범위와 다르게 하여 유용한 시험결과를 얻을 수 있다.

대조군(controls)

30. 세포의 광조사 민감도 및 축적데이터(historical data) 확립 : 시험에 사용하는 

세포에 대하여 UV 조사량 증가에 따른 민감도를 최소 한 번 점검한다. 가장 높은 계

대수의 세포를 사용하는 경우 UV 민감도를 입증해야 하며, 본 시험법에서 사용되는 광

량보다 높은 여러 광량을 사용해야 한다. 이 광량은 광원의 UV 부분을 측정하여 쉽게 

정량된다. 세포는 3T3 NRU 광독성시험에서 사용된 동일한 밀도로 배양한 후 다음날 

광조사한다(“다. 시험방법” 참고). 3일차에 NR 흡수 정도로 세포생존율을 결정한다. 세

포독성이 없는 최대 광량(예: 검증연구 시 UVA 5 J/cm2)은 표 1의 숙련도 물질들을 

정확히 구별하는데 충분한 양이어야 한다.

31. 광조사 민감도, 시험 점검 : 조사시 용매대조군의 세포생존율은 비조사시 세포생존

율의 80% 이상이어야 한다.

32. 용매대조군의 생존율 : 용매대조군에서 얻어진 NR의 절대 흡광도값(OD540±10

NRU)은 각 well에 분주된(1 × 104 cells/well) 세포가 2일간의 시험기간 동안 정상적으

로 분열하면서 성장했음을 보여주는 지표이다. 용매대조군의 OD540 NRU은 ≥ 0.4 이어

야 한다(즉 배경(background)용매 흡광도의 약 20배).

33. 세포와 함께 NR을 배양하는 동안 NR 용액의 결정화(crystallisation)의 결정

(crystal)으로 인해 변동성이 증가(high variability)할 수 있으므로 주의해야 한다. NR

용액의 pH 변화는 NR 결정(crystal)형성을 유발할 수 있다. pH 안정제(예: HEPES)를 

세포 배양 배지에 첨가하면 결정화(crystallisation)를 방지할 수 있다(29). 공급업체

(suppliers)에 따라 NR의 품질이 다를 수 있으므로 시험에 사용하기 전에 NR을 사전 

점검해야 한다. 세포 배양 배지에서 NR 용액의 여과 또는 원심분리를 권장한다.

34. 양성대조군 : 매 시험마다 chlorpromazine(CPZ)과 같은 이미 알려진 광독성물
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질을 양성대조물질로 하여 동시에 시험해야 한다. CPZ를 이용하여 표준 프로토콜에 

따라 시험하였을 경우 다음과 같은 시험결과가 얻어져야 한다. UV 조사 조건에서 IC50

= 0.1-2.0 μg/mL, UV 비조사 조건에서 IC50 = 7.0-90.0 μg/mL, 광자극 지수(PIF) > 6이

어야 한다. 또한 양성대조군에 대한 시험결과를 지속적으로 모니터링 한다. 각 실험실

은 시간 경과에 따른 시험 수행능력(performance) 점검을 위해 평균 광효과(Mean

Photo Effect, MPE)를 포함하는 축적 데이터베이스(historical databases)를 확립해야한

다(표 1).

35. 시험물질의 종류나 용해도의 특성을 고려하여 CPZ 대신 다른 광독성물질도 양

성대조물질로 사용할 수 있다(표 1).

시험 방법(8)(9)(10)(22)(23)(24)

시험 1일차

36. 배양 배지 100 μL를 96-well 플레이트 주변 well에 넣어 공시료(blank)를 준비

하고, 나머지 well에는 배양 배지에 현탁한 1×105 cells/mL의 세포 현탁액 100 μL를 

넣는다(=1×104 cells/well). 각 시험물질 당 용매대조군을 포함하여 2개의 플레이트를 

준비한다. 마찬가지로, 양성대조군에 대해 용매대조군을 포함하여 2개의 플레이트를 준

비한다.

37.

38. 세포는 플레이트 바닥의 반 정도가 단층으로 채워지도록 18-24시간 동안 배양한다

(12항 참고). 이 배양 기간 동안 세포의 회복, 부착 및 기하급수적인 성장이 가능하다.

39.

시험 2일차
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40. 배양 후 배양 배지를 제거하고 배양에 사용된 완충용액 150 μL로 조심스럽게 세

척한다(17항 참고). 적절한 농도의 시험물질 또는 용매(용매대조군)를 포함하는 완충용

액 100 μL를 넣는다. 8개 농도의 시험물질을 2개의 플레이트에 적용한다. 시험물질을 

처리한 세포를 빛이 차단된 곳에 60분 동안 배양한다.

41. 각 시험물질의 8개 농도 및 대조군 당 2개의 플레이트를 준비하고, 1개는 광조

사를 하지 않고(-Irr) 세포독성을 결정하기 위해 사용하고(대조군 플레이트), 다른 1개는 

광조사시(+Irr) 광독성을 결정하기 위해 사용한다(처리군 플레이트).

42. 광조사(+Irr)를 위해 세포독성이 없는 최대의 조사량으로 96-well 플레이트의 뚜

껑을 덮은 채로 실온에서 약 50분 동안 조사한다(예: 5 J/cm2, 부록 C 참고). 광조사를 

하지 않은(-Irr) 플레이트는 실온에서 빛이 차단된 곳에 50분(빛 노출 시간) 동안 둔다.

43. 시험물질 용액을 제거하고 배양에 사용된 완충용액(시험물질이 포함되지 않음)

150 μL로 조심스럽게 두 번 세척한다. 완충용액을 배양 배지로 교환하고 하룻밤(18-24

시간, 12항 참고) 동안 배양한다.

시험 3일차

- 현미경 관찰

44. 위상차 현미경(phase contrast microscope)을 사용하여 세포의 성장, 형태, 단층

배양 정도를 확인하고 세포 형태 변화와 세포 성장에 대한 영향을 기록해 둔다.

- Neutral red 흡수 시험

45. 37℃로 미리 가온한 완충용액 150 μL로 세포를 조심스럽게 세척하고, 세척액을 

제거한 후, NR(3-amino-7-dimethylamino-2-methylphenazine hydrochloride, CAS

number 553-24-2; C.I. 50040) 배양 배지(혈청을 함유하지 않은 배양 배지에 NR을 50 μ

g/mL로 녹임) 100 μL를 첨가하여(23) CO2 배양기에서 12항에 기술된 바와 같이 3시간 
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동안 배양한다.

46. 배양 후 NR 배양 배지를 제거하고 완충용액 150 μL로 세척하며 완충용액은 빨

아들이거나 원심분리하여 제거한다.

47. NR 추출액 150 μL(물:에탄올:아세트산 = 49:50:1)를 각 well에 첨가한다.

48. 세포로부터 NR이 추출되어 균질한 용액이 형성될 때까지 마이크로타이터 플레

이트 교반기(microtiter plate shaker) 위에서 최소 10분 동안 천천히 교반시킨다.

49. 분광광도계(spectrophotometer)를 사용하여 540±10 nm에서 NR 추출액의 흡광

도를 측정한다(기준을 잡기 위해 공시료(blank)를 사용한다). 다음 분석을 위하여 적절

한 전자 파일 형식으로 데이터를 저장한다.

시험자료 및 보고

데이터

50. 광조사 유무에 따라 농도-반응을 나타내는 적절한 농도를 선정하여 분석하며,

가능한 경우 시험물질의 IC50(세포생존율이 50%로 감소되는 농도) 값을 구한다. 만약 

세포독성이 나타나면 시험 농도 범위는 농도-반응 범위를 확보하기 위해 업데이트할 

수 있다(예: 세포생존율이 50%를 초과하거나 이하로 나타나는 농도).

51. 1차 시험에서 명백한 양성 또는 음성 결과를 나타내는 경우(53항 참고) 1회 이상 

용량설정 예비시험으로 충분하다.

52. 모호하거나 경계선에 있거나 불명확한 결과들은 추가 시험을 통해 명확히 해야한

다(56항 참고). 이와 같은 경우 농도 범위, 농도 간격, 배양시간, 광조사 시간 등의 시험
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조건 변경을 고려해 볼 수 있다. 물에 불안정한 화학물질의 경우 광조사 시간을 줄이는 

것이 적절할 수 있다.

결과 평가

53. PIF 값 또는 MPE 값을 계산하여 시험결과를 평가한다.

54. 연속 농도-반응 곡선을 이용하여 불연속적인 용량 반응 값을 측정하고 광 세포독성 측정

값을 구한다. 데이터는 보통 비선형 회귀 방법으로 구하며(25), 데이터의 변동성의 영향을 평가하

기 위해 부트스트랩(bootstrap) 과정을 권장한다.

55. PIF 값은 다음과 같은 수식을 이용하여 계산한다.

PIF=
IC50(-Irr, 비조사조건)

IC50(+Irr, 조사조건)

광조사 유무로 IC50를 계산할 수 없다면, 시험물질에 대한 PIF 값은 결정할 수 없다.

56. MPE 값은 농도 용량 반응 곡선의 비교를 기초로 하고 있다(26). MPE는 n개의 

PE 값 가중평균으로 정의된다.

MPE =

i  

n

wi


i  

n

wi PEc i

- PEc = REc × DEc

: 농도 c에서의 PE(photo effect, 광효과)

- REc = Rc(-Irr)-Rc(+Irr)

: 농도 c에서의 RE(response effect, 반응효과)로 광 조사 유무 시 관찰되는 반응값의 차이

- DEc : 농도 c에서의 DE(Dose Effect, 용량효과)

DEc = CC 
CC  
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- C*(equivalence concentration)

: UV 조사(+Irr) 시 반응과 UV 비조사(-Irr) 시 반응이 같은 시험물질 농도

- Wi(가중치 값) = MAX {Ri(+Irr), Ri(-Irr)}

: UV 조사 시(+Irr)와 UV 비조사(-Irr) 시 반응 값의 최대 값

DEc (용량효과)는 C (실제농도)와 C*가 비슷하면 0에 가까운 값이 되고 C*가 C (실제농도)

보다 상대적으로 매우 크거나 작을 때는 1이 된다. UV 조사 시 반응 값이 UV 비조사 시

의 반응 값보다 매우 크거나 작으면 용량효과는 1로 한다. 농도 그리드 Ci는 실험에 사용

된 농도 값에 의해 정의된 각 농도 간격에 동일한 수의 포인트가 포함되도록 선택된다.

MPE의 계산은 두 곡선 중 적어도 하나가 여전히 최소 10%의 반응 값을 나타내는 최대 

농도 값으로 제한된다. 이 최대 농도가 +Irr 실험에서 사용된 최고 농도보다 높으면 +Irr

곡선의 잔여 부분이 응답 값 “0”으로 설정된다. MPE값이 0.15(cut-off value) 이상이면 시

험물질은 광독성으로 분류한다.

57. PIF 값 및 MPE 값은 소프트웨어(Phototox 2.0, ZEBET at the BfR, Berlin

Germany)를 사용하여 계산할 수 있다(27). (Source: http:/www.oecd.org)

시험결과 해석

58. 검증 연구를 기반으로(10), 시험물질은 PIF 값 2 미만 또는 MPE 값이 0.1 미만인 

경우 “광독성 없음”으로 판정한다. 그리고 PIF 값이 2 이상, 5 미만 또는 MPE 값이 

0.1 이상, 0.15 미만인 경우 “불확실한 광독성”로 판정하며, PIF 값이 5 이상 또는 MPE

값이 0.15 이상인 경우 광독성 있음“으로 판정한다. 의약품 화학물질에 적용되는 추가 

지침이 도움이 될 수 있다(6).

판정 PIF 값 MPE 값

광독성 없음
(No phototoxicity) PIF < 2 또는 MPE < 0.1

불확실한 광독성
(Equivocal

phototoxicity)*
PIF ≥ 2 및 < 5 또는 MPE ≥ 0.1 및 < 0.15

광독성 있음
(Phototoxicity) PIF ≥ 5 또는 MPE ≥ 0.15

* 이 카테고리의 화학물질은 의약품 분야에서 전신 약물(systemic drugs)과의 연관성은 확

실하지 않으며, 일반적으로 추가적인 광안전성 평가가 필요함을 의미하는 것은 아니다(6).
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59. 시험을 확립하기 위해서는 광독성 평가를 일상적으로 수행하기 전에 먼저 표 1

의 숙련도물질을 이용하여 숙련도를 입증해야 하며, PIF나 MPE 값이 표 1에 언급된 

값에 근접해야 한다(9)(10)(11).

표 1. 숙련도 물질

출처: Spielmann et al. 1998(9)

결과 해석

61. 최고농도에서만 광독성이 나타나면(특히 화학물질이 수용성인 경우), 위험성 평

가를 위해 피부 흡수 및 피부 내 화학물질 축적 관련 자료 및/또는 다른 시험자료(예:

ROS assay, in vitro 동물피부 또는 인체피부 시험, 피부모델 시험) 등을 고려할 필요가 

있다.

시험 보고서

62. 시험보고서에는 다음과 같은 정보를 포함해야 한다.

시험물질

– 시험물질의 식별자료, 일반명, IUPAC, CAS 번호(알려져 있을 경우)

– 물리적 성상 및 순도

화학물질명 CAS No. PIF MPE 광독성
Absorption

Peak
용매

Amiodarone HCL 19774-82-4 >3.25 0.27-0.54 예
242 nm
300 nm

(shoulder)
Ethanol

Chlorpromazine HCL 69-09-0 >14.4 0.33-0.63 예 309 nm Ethanol

Norfloxacin 70458-96-7 >71.6 0.34-0.90 예 316 nm Acetonitrile

Anthracene 120-12-7 >18.5 0.19-0.81 예 356 nm Acetonitrile

Protoporphyrin IX, Disodium 50865-01-5 >45.3 0.54-0.74 예 402 nm Ethanol

L-Histidine 7006-35-1 no PIF 0.05-0.10 아니오 211 nm Water

Hexachlorophene 70-30-4 1.1-1.7 0.00-0.05 아니오
299 nm
317 nm

(shoulder)
Ethanol

Sodium sulfate 151-21-3 1.0-1.9 0.00-0.05 아니오
no

absorption Water
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– 시험 수행과 관련된 물리화학적 특성

– 자외/가시부 광선의 흡수스펙트럼(UV/vis absorption spectrum)

– 안정성, 광안정성(알려져 있을 경우)

용매

– 용매 선택사유

– 용매에 대한 시험물질의 용해도

– 시험 배양 배지에서 용매의 백분율

세포

– 세포의 종류 및 근원

– 마이코플라스마 및 다른 오염인자 존재 여부

– 세포 계대수

– In vitro 3T3 NRU 광독성시험에 사용한 인공태양광조사기로 측정한 특정 계대 

범위에서 세포의 광조사 민감도

시험 조건 (1); 시험물질 처리 전후의 배양조건

– 배양 배지의 종류 및 조성

– 배양조건(CO2 농도, 온도, 습도)

– 배양기간(처리 전, 처리 후)

시험 조건 (2); 시험물질 처리조건

– 시험물질 농도 설정 근거(UV 조사 및 비조사시)

– 시험물질의 용해도 제한이 있는 경우와 세포독성이 없는 경우, 시험물질 최고농도에 대한 

근거

– 시험물질 처리 배양 배지에 대한 종류 및 조성(완충용액)

– 시험물질 처리 기간 

시험 조건 (3); 광조사

– 광원의 선택이유

– 광원과 인공태양광조사기의 제조사 및 종류

– 광원의 스펙트럼 특성

– 필터의 투과 및 흡수 특성

– 인공태양광조사기의 특성 및 보정
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– 광원과 시험계간의 거리

– 이 거리에서의 UVA 광세기: mW/cm2로 표시

– 자외선/가시광선 노출 기간

– UVA 광량 (조사 x 시간): J/cm2로 표시

– 광조사 시 세포 배양 온도 및 어두운 곳에서의 세포배양 온도 

시험 조건 (4); Neutral red 생존율 시험

– Neutral red 처리 배양 배지의 조성

– Neutral red 배양기간

– 배양조건(CO2 농도, 온도, 습도)

– Neutral red 추출 조건(추출액, 기간)

– Neutral red 광도를 읽는 분광광도기의 파장

– 이차파장(사용한 경우)

– 분광광도기 공시료(blank) 내용물(사용한 경우)

결과

– 시험물질 각각의 농도와 용매대조군에서의 세포생존율(평균값으로 표시)

– 농도-반응 곡선 분석: 가능하면 IC50 계산[IC50(+Irr), IC50(-Irr)]

– PIF 또는 MPE의 계산을 이용하여 광조사 유무에 따른 두 농도 반응 곡선 비교 

– 용매대조군의 시험 허용 기준

– 세포의 광조사 유무에 따른 절대생존율(Neutral red 흡광도)

– 음성대조군과 용매대조군의 기록(평균, 표준편차)

– 양성대조군의 시험 적용기준

– 양성대조군의 IC50(+Irr), IC50(-Irr), PIF/MPE

– 양성대조군의 기록: IC50(+Irr), IC50(-Irr), PIF/MPE, 평균, 표준편차

결과 토의

결론
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부록 1. 용어 정의

혼합물(Mixture) : 서로 반응하지 않는 두 개 이상의 물질로 구성된 혼합물 또는 용액(4)

광세기(복사 조도, Irradiance): 자외선(UV)이나 가시광선이 표면에 작용하는 세기

(W/m2 또는 mW/cm2)

광량(Dose of light): 자외선(UV) 또는 가시광선이 표면에 작용하는 양(광세기 x 시간)

으로 표면적 당 Joules(W x s) 로 표현됨(예: J/m2 or J/cm2)

자외선 파장대(UV light wavebands) : CIE(commission internationale de L'Ecalairage)

권고에 따라 UVA(315-400nm), UVB(280-315nm), UVC(100-280nm)로 구분함. UVA와 

UVB를 320nm에서 구분하기도 하고 UVA를 340nm에서 UVA-1과 UVA-2로 나눌 수도 

있음

세포생존율(Cell viability) : 세포 전체 활성을 측정하는 지표로서, 시험에 사용된 종말

점과 시험설계에 따라 총 세포수 및 세포 생명력과 관련됨(예: 세포 라이소좀으로 

neutral red 염색액이 흡수되는 정도)

상대 세포생존율(Relative cell viability) : 용매대조군(또는 음성대조군)에 대한 세포생존

율을 표시하는 것으로 시험물질을 처리하지 않은 전체 시험과정(Irr +/-)을 거쳐서 나온 

결과

몰 흡광계수(Molar Extinction Coefficient, MEC): 몰 흡광계수(몰 흡광도라고도 함)는 특

정 조건(예: 용매, 온도 및 파장)에 있는 분자의 상수이며 그 분자가 얼마나 광자를 흡수하

는지에 대한 효과를 반영함(주로 L⋅mol-1⋅cm-1로 표시)

PIF(Photo-irritation-factor, 광자극 지수) : 시험물질 처리 후 자외선 조사유무에 따른 

IC50 값을 비교하여 생성된 지수

IC50 : 세포의 생존율이 50%로 감소되는 시험물질의 농도 

MPE(Mean photo effect, 평균 광효과) : 시험물질 처리 후 자외선 조사유무에 따른 농

도 반응 곡선을 수학적으로 계산하여 얻은 값 
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광독성(Phototoxicity) : 화학물질이 피부에 적용되거나 전신투여 된 후 피부가 빛에 노출

되었을 때 나타나는 급성 독성 반응
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부록 2. 화학물질 광독성 시험의 흐름도

일부 규제 가이드라인에서 이전 임계값(MEC 값)이 사용되고 있을 수 있다.

MEC > 1000 L mole-1cm-1는 과학적 데이터에 근거하지만(5), 확실하지 않는 경우

규제당국과 상의해야 한다.

비흡수

[즉 , MEC < 1000 L mol-1cm-1(5)]

적절한 용매에서 

자외(UV)/가시부(vis) 흡수스펙트럼

(예: 화장품원료기준 흡광도측정법,

OECD TG 101)

흡수     [즉 , MEC > 1000 L mol-1cm-1(5)]

시험물질의 물리, 화학, 독성학적 평가

Ÿ 물리화학적 성상

Ÿ 화학구조, 구조적인 고려

Ÿ 자외(UV)/가시부(vis) - 흡수

Ÿ QSAR – 광화학 

Ÿ 일반독성(동태 및 대사 포함)

광독성시험 불필요

In Vitro 3T3 광독성시험 및/또는 필요시 다른 방법 병행
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부록 3.

그림1. 필터를 장착한 광조사기의 스펙트럼 광세기 분포도

그림 1은 필터를 사용한 광조사기의 여과된 스펙트럼 분포도의 한 예이다. 이 

그림은 in vitro 3T3 NRU 광독성시험법 검증을 위해 사용되었던 광조사기(doped

metal halide source)로부터 얻은 결과이다(6)(8)(17). 2개의 다른 필터(H1 필터, H2

필터)와 플레이트 뚜껑을 닫았을 때의 추가적인 여과 효과(filtering effect)를 보여준

다. H2 필터는 많은 양의 UVB에 견딜 수 있는 시험계(피부모델시험, RBC 광용혈

시험)에서만 사용되었고, 3T3 NRU 광독성시험에는 H1 필터가 사용되었다.

96-well 플레이트 뚜껑의 추가 여과기능이 UVB 범위에서 주로 관찰되며,

Amiodarone과 같은 화학물질이 자극하기에 충분한 UVB가 여전히 남아있음을 보

여준다(Table 2 참고).
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그림 2. BALB/c 3T3 세포 광조사 민감도(UVA로 측정)

그림 2는 7개의 실험실에서 3T3 NRU 광독성시험법 검증을 위해 UVA 범위에서 측

정된 세포에 대한 광조사 민감도이다(1). Open symbol로 표시된 2개의 곡선은 나이든 

세포(계대가 많이 이루어진 세포)에서 얻어진 값으로, 새로운 세포주로 교체되어야 한다.

Bold symbol로 표시된 곡선은 광조사 내성이 있는 세포를 나타낸다. 이 그림에서 세

포독성이 없는 최고 조사량은 UVA 영역에서 5 J/cm2(수직점선)이다.



- 38 -

별첨 2. 원문(OECD TG 432)



- 39 -



- 40 -



- 41 -



- 42 -



- 43 -



- 44 -



- 45 -



- 46 -



- 47 -



- 48 -



- 49 -



- 50 -



- 51 -



- 52 -



- 53 -



- 54 -



- 55 -



- 56 -

“화장품 등 광독성 동물대체시험법(체외 3T3 NRU 시험법)

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,

윤남희, 차민희

임경민(이화여자대학교), 배옥남(한양대학교),

안수선(아모레퍼시픽)

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


