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지침서ᆞ안내서 제ᆞ개정 점검표

명칭
화장품 피부감작성 동물대체시험법(IL-8 루시퍼라아제 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    9월    17일

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 피부감작성 동물대체시험법(IL-8 루시퍼라아제 시험법) 

가이드라인에 대하여 알기 쉽게 설명하거나 식품의약품안전처의 입장을 기술

한 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 9월 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)
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화장품 피부감작성 동물대체시험법

(IL-8 루시퍼라아제 시험법) 가이드라인

Ⅰ. 개요

IL-8 루시퍼라아제(Interleukin-8 luciferase) 시험법은 글리세르알데하이드 3-인산 

탈수소효소(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) 대비 IL-8의 발현량을 

측정하여 피부감작물질을 구별하는 시험법이다.

본 시험법은 IL-8과 GAPDH의 발현량을 측정하기 위해 형질주입(transfection) 된 

세포에 피부감작성 물질을 적용한 후 발광측정장치(luminometer)로 정량하여 비감작물질과

피부감작물질을 구별하는데 활용되는 시험법이다.

Ⅱ. 시험원리

본 시험법은 독성발현경로(Adverse Outcome Pathway, AOP)에서 세 번째 핵심 

단계인 수지상 세포(Dendritic Cells, DC)의 활성화와 관련된 사이토카인(cytokine) IL-8

발현의 변화를 정량화하는 시험으로 피부감작성 물질을 적용한 후 THP-G8 세포의 

SLO(Stable Luciferase Orange, SLO) 및 SLR(Stable Luciferase Red, SLR)과 

반딧불이(firefly) D-루시페린이 반응하여 발생하는 주황색(SLO)과 적색(SLR)의 발현량이 

대조군에 비해 증가된 정도를 측정하여 비감작물질과 피부감작물질을 구별한다.

Ⅲ. 제한점 및 고려사항

본 시험법은 화학물질의 유해성 분류와 표시를 위해 비감작성물질로부터 

피부감작성 물질을 구별하기 위한 통합독성평가(IATA)의 일부로서 충분히 유용하다고 

간주된다.

IL-8 루시퍼라아제 시험법은 다양한 유기작용기(organic functional group), 반응 

메커니즘(reaction mechanism) 및 피부감작능을 가진 시험물질에 적용 가능한 것으로 

간주된다. 반면에 계면활성제, 무수화합물 및 루시퍼라아제 간섭 물질은 본 시험법의 

적용범위에서 벗어난다.
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IL-8 루시퍼라아제 시험법은 높은 수준의 피부감작능(skin sensitisation potency)을 

나타내는 화학물질(UN GHS subcategory 1A)에 비해 낮거나 중간 수준의 피부감작능을 

나타내는 화학물질(UN GHS subcategory 1B)에서 위음성 예측 발생 가능성이 높다.

본 시험법의 결과는 피부감작성 물질의 유해성 확인에 대한 정보를 제공하며,

통합독성평가(Integrated Approach to Testing and Assessment, IATA)의 맥락 내에서 

OECD TG 442E의 총론(General introduction)에 따라 다른 시험 결과와 조합(별첨 1의 참고

문헌(4)(5)(6) 참조)하여 고려되어야 한다.

IV. 시험방법

4.1. 세포 준비 

본 시험법은 GPC Lab. Co. Ltd.(Tottori, Japan)에서 구매한 THP-G8 세포주를 

사용한다. 세포 수령 후 계대배양(2~4 계대)하고 균일한 stock으로 냉동 보관하며, 최대 12

계대(passage) 또는 최대 6주까지 시험에 사용한다.

먼저 세포의 적격 여부를 확인하기 위해 세포를 해동하고 1~2주 또는 2~4 계대 

배양한 후 양성대조물질 4-nitrobenzyl bromide(4-NBB)와 음성대조물질 젖산(Lactic Acid,

LA)으로 반응성 시험을 수행한다. 4-NBB는 Ind-IL8LA*에 대해 양성 반응(≥ 1.4)을  

LA는 Ind-IL8LA에 대해 음성 반응(< 1.4)을 나타내야 하며 그 세포만을 IL-8

루시퍼라아제 시험에 사용한다.

본 시험을 위해 THP-G8 세포는 배양 플라스크(T-75 등)에 2~5×105 cells/mL

밀도로 분주(seeding)하고 48~96시간 동안 전배양(pre-culture)한다. 시험 당일에 

채취한(harvest) 세포를 항생제가 함유되지 않은 10% FBS(Foetal Bovine Serum) 함유 

RPMI-1640으로 세척하고 동일한 배지를 사용하여 1×106 cells/mL로 재현탁한 후 바닥이 

평평한 검은 96-well 플레이트의 각 well에 50 μL(5 × 104 cells/well)씩 세포 현탁액을 

분주한다.

4.2. 시험물질 및 대조물질의 조제 

시험물질 및 대조물질은 시험 당일에 준비하며 시험물질을 X-VIVOTM 15에 최종 

농도 20 mg/mL가 되도록 용해한다. 다른 용매를 사용할 경우 과학적 근거를 제시해야 

* nIL8LA의 유도값(the induction of nIL8LA); 시험물질 처리 THP-G8 세포의 nIL8LA / 시험물질 미처리 세포의 nIL8LA
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한다.

첫 번째 시험(run)은 세포독성 농도를 결정하고 물질의 피부감작 가능성(potential)을

확인하기 위하여 수행한다. 시험물질의 X-VIVOTM 15 저장 용액(stock solution)을 

X-VIVOTM 15로 2배씩 연속 희석 하고 11개 농도(4 mg/mL부터 2배씩 연속 희석)의 시험

물질 희석액(50 μL/well)을 바닥이 평평한 검은 96-well 플레이트에 담긴 50 μL의 세포 

현탁액에 처리한다. 플레이트를 밀봉 및 교반한 후 37℃, 5% CO2에서 16시간 동안 배양

한다.

첫 번째 시험을 수행한 후, 두 번째, 세 번째, 네 번째 반복시험(replicate)에서 

시험물질의 X-VIVOTM 15 저장 용액 농도는 첫 번째 시험의 CV05(Cell Viability 05:

Inh-GAPLA*가 0.05 미만이 되는 최저 농도)보다 4배 높게 조제한다(4×CV05). 단, 첫 

번째 시험에서 최고농도의 Inh-GAPLA가 0.05 이상인 경우, 시험물질의 X-VIVOTM 15

저장 용액은 첫 번째 시험의 최고 농도로 조제한다. 이후 시험물질의 X-VIVOTM 15 저장 

용액을 1.5배씩 연속 희석 후 11개 농도(4XCV05부터 1.5배씩 연속 희석)의 시험물질 

희석액(50 μL/well)을 각각 플레이트에 담긴 세포 현탁액에 처리한다. 플레이트를 밀봉 및 

교반한 후 37℃, 5% CO2에서 16시간 동안 배양한다.

양성대조물질은 X-VIVOTM 15로 4-NBB 20 mg/mL를 조제 한 후 원심분리하여 

상층액(×1)을 X-VIVOTM 15로 4배 희석하고 희석된 상층액을 X-VIVOTM 15로 2배씩 연속 

희석하여 3개 농도의 희석액(×1/4, ×1/8, ×1/16)을 준비한다. 음성대조물질은 X-VIVOTM

15로 LA 20 mg/mL를 조제한다. 조제된 LA 용액을 X-VIVOTM 15로 5배 희석(4 mg/mL)

한 후, 희석된 LA 용액을 X-VIVOTM 15로 2배씩 연속 희석하여 3개 농도의 희석액(1, 2, 4

mg/mL)을 준비한다. 준비된 4-NBB 및 LA의 각 3개 희석액과 용매대조군(X-VIVOTM

15)을 플레이트에 담긴 세포 현탁액에 처리한다. 플레이트를 밀봉 및 교반한 후 37℃, 5%

CO2에서 16시간 동안 배양한다.

4.3. 루시퍼라아제 활성 측정

루시퍼라아제의 발광은 광학 필터가 장착된 96-well 마이크로플레이트 

발광측정장치(luminometer)를 사용하여 측정한다. Tripluc® Luciferase 분석 시약(Tripluc)

100 μL를 시험물질 처리 또는 미처리한 세포현탁액에 넣은 후 10분간 흔들어준다. 이를 

발광측정장치에 넣고, 광학 필터를 장착하지 않은 상태(F0)와 장착한 상태(F1)에서 각 3초간 

생체발광(Bioluminescence)을 측정한다.

측정된 값으로부터 각 농도에 대한 매개변수(parameter)를 구한다(예: IL8LA,

* GAPLA 억제(the inhibition of GAPLA); 시험물질 처리 THP-G8 세포의 GAPLA / 시험물질 미처리 세포의 GAPLA
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GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, IL8LA의 평균 ± 표준편차, GAPLA의 평균 ±

표준편차, nIL8LA의 평균 ± 표준편차, Ind-IL8LA의 평균 ± 표준편차, Inh-GAPLA의 평균 

± 표준편차 및 Ind-IL8LA의 95% 신뢰구간)(용어 설명은 표 1 참고).

약어 설명

GAPLA GAPDH 프로모터 활성을 나타내는 SLR 루시퍼라아제 활성도

IL8LA IL-8 프로모터 활성을 나타내는 SLO 루시퍼라아제 활성도

nIL8LA IL8LA / GAPLA

Ind-IL8LA 시험물질 처리 THP-G8 세포의 nIL8LA / 시험물질 미처리 세포의 nIL8LA

Inh-GAPLA 시험물질 처리 THP-G8 세포의 GAPLA / 시험물질 미처리 세포의 GAPLA

표 1. IL-8 루시퍼라아제 시험법 매개변수(parameter) 용어 설명

4.4. 데이터 평가

- 시험물질이 Ind-IL8LA ≥ 1.4 및 Ind-IL8LA의 95% 신뢰구간의 하한(lower limit) 값이 

≥ 1.0 인 경우 양성으로 판정한다.

- 시험물질이 Ind-IL8LA < 1.4 및/또는 Ind-IL8LA의 95% 신뢰구간의 하한 값이 < 1.0 인 

경우 음성으로 판정한다.

4.5. 예측모델

첫 번째, 두 번째, 세 번째 또는 네 번째 시험에서 두 번의 양성 결과를 나타내는 

시험물질은 양성으로 판정하는 반면, 첫 번째, 두 번째, 세 번째 또는 네 번째 시험에서 

세 번의 음성결과를 나타내는 시험물질은 음성 추정(supposed negative)으로 판정한다(표 

2). 음성추정 물질 중 X-VIVOTM 15에 20 mg/mL 농도로 용해되는 물질은 음성으로 

판정하나, 20 mg/mL로 용해되지 않는 물질은 음성결과를 고려하지 않는다(그림 1).
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그림 1. 최종 판정을 위한 예측모델

V. 인정요건

IL-8 루시퍼라아제 시험법을 사용하는 경우 다음의 인정요건을 충족해야 한다.

- 각 시험마다 양성대조군(4-NBB)의 최소 한 개 농도에서 Ind-IL8LA는 5.0 초과이어야 한다.

- 각 시험마다 모든 농도의 음성 대조군(LA)에서 Ind-IL8LA는 1.4 미만이어야 한다.

- 시험물질 없이 세포와 Tripluc만 함유한 대조군 well의 GAPLA가 시험배지(50 μL/well의

10% FBS(Foetal Bovine Serum) 함유 RPMI-1640 및 50 μL/well의 X-VIVOTM 15)만을 포함한

well의 GAPLA보다 5배 미만인 플레이트에서 얻은 데이터는 사용하지 않아야 한다.

- 시험물질 또는 대조물질 모든 농도의 Inh-GAPLA가 0.05 미만인 플레이트의 데이터는 

사용하지 않아야 한다. 이러한 경우, 첫 번째 시험부터 다시 수행해야 하며 이전 시험의 

최종 농도 중 가장 낮은 농도가 다시 수행되는 시험의 최종 농도 중 가장 높은 농도가 

되도록 한다.

첫 번째 시험 두 번째 시험 세 번째 시험 네 번째 시험 최종 예측

양성

양성 - - 양성

음성

양성 - 양성

음성
양성 양성

음성 음성 추정

음성

양성

양성 - 양성

음성
양성 양성

음성 음성 추정

음성
양성

양성 양성

음성 음성 추정

음성 - 음성 추정

표 2. 양성 및 음성 추정 확인을 위한 기준 
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VI. 시험결과 및 보고

시험 보고서

시험 보고서는 시험의 수행과 관련된 다음의 정보를 포함해야 한다.

시험물질

단일성분 물질

Ÿ 화학물질 식별정보(IUPAC 혹은 CAS명칭, CAS번호, SMILES 혹은 InChI 코드, 구조

식 및/혹은 기타 식별자 등)

Ÿ 물리적 성상, 물에 대한 용해성, 분자량 및 추가적인 물리화학적 특성(가능한 자세히)

Ÿ 순도, 불순물의 물질 정보(적절하고 가능한 경우)

Ÿ 시험 전 처리(예: 가온, 분쇄)(해당되는 경우)

Ÿ X-VIVOTM 15에서의 용해성. X-VIVOTM 15에서 불용성인 물질은 원심분리 후 물질의

침전 혹은 부유가 관찰되는지 여부 

Ÿ 시험 농도

Ÿ 보관 조건 및 안정성(가능한 자세히)

Ÿ X-VIVOTM 15이 사용되지 않는 경우 각 시험물질에 대한 용매/부형제 선택의 타당성

다성분 물질, UCVB 및 혼합물

Ÿ 화학물질 정보(위의 내용 참고), 순도, 구성성분의 정량적 비율(quantitative

occurrence) 및 관련된 물리화학적 특성(위의 내용 참조) 등 가능한 자세한 물질의

화학적 정보 규명 

Ÿ 물리적 성상, 물에 대한 용해성, 및 관련된 물리화학적 특성(가능한 자세히)

Ÿ 조성이 알려진 혼합물/중합체의 분자량(또는 겉보기 분자량), 또는 시험 수행 관

련 기타 정보

Ÿ 시험 전 처리(예: 가온, 분쇄)(해당되는 경우)

Ÿ X-VIVOTM 15에서의 용해성. X-VIVOTM 15에서 불용성인 물질은 원심분리 후 물질의

침전 혹은 부유가 관찰되는지 여부 

Ÿ 시험 농도

Ÿ 보관 조건 및 안정성(가능한 자세히)

Ÿ X-VIVOTM 15이 사용되지 않는 경우 각 시험물질에 대한 용매/부형제 선택의 타

당성
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대조군

양성대조군

Ÿ 화학물질 식별정보(IUPAC 혹은 CAS명칭, CAS번호, SMILES 혹은 InChI 코드,

구조식 및/혹은 기타 식별자 등)

Ÿ 물리적 성상, 수용성, 분자량 및 추가적으로 관련된 물리화학적 특성(가능한 자세히)

Ÿ 순도, 불순물의 물질 정보(적절하고 가능한 경우)

Ÿ 시험 전 처리(예: 가온, 분쇄)(해당되는 경우)

Ÿ 시험 농도

Ÿ 보관 조건 및 안정성(가능한 자세히)

Ÿ 적용되는 경우, 적합한 수용기준을 입증하는 과거 양성 대조군 결과에 대한 참고

문헌

음성대조군

Ÿ 화학물질 식별정보(IUPAC 혹은 CAS명, CAS번호, SMILES 혹은 InChI 코드, 구조식

및/혹은 기타 식별자 등)

Ÿ 순도, 불순물의 물질 정보(적절하고 가능한 경우)

Ÿ 물리적 성상, 분자량 및 추가로 관련된 물리화학적 특성(본 시험가이드라인에 언급된

것과 다른 음성대조군을 사용한 경우, 가능한 자세히)

Ÿ 보관 조건 및 안정성(가능한 자세히)

Ÿ 각 시험물질에 대한 용매/부형제 선택의 타당성

시험법 조건

Ÿ 시험의뢰자, 시험시설 및 시험 담당자의 이름과 주소

Ÿ 시험법에 대한 설명

Ÿ 세포주, 보관조건 및 출처(예: 세포주 획득 시설)

Ÿ 로트 번호 및 FBS(Foetal Bovine Serum)의 출처, 공급자 명, 96-well flat-bottom

black plate의 로트번호, 및 Tripluc 시약의 로트번호 

Ÿ 계대번호 및 시험에 사용된 세포밀도

Ÿ 시험전 세포 분주에 사용된 세포 카운팅 방법 및 동질 세포 수 분배를 위해 사용된

방법 

Ÿ 사용된 발광측정장치(예: 모델명), 기기 설정, 사용된 루시퍼라아제 기질 및 부록 

II에 기술된 control test를 기반으로 하는 적합한 발광 측정 입증 등  

Ÿ 실험실의 시험법 수행에 대한 숙련도 입증에 사용된 절차(예: 숙련도 물질 시험 등)

혹은 시간 경과에 따른 시험법의 재현성을 입증하는데 사용된 절차
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시험절차

Ÿ 반복시료 및 수행된 시험의 수

Ÿ 시험물질 농도, 적용 절차 및 노출 시간(권장 시간과 다른 경우)

Ÿ 평가 및 결정 기준에 대한 설명

Ÿ 시험 인정요건에 대한 설명

Ÿ 시험절차의 모든 변경사항에 대한 설명

결과

Ÿ IL8LA 및 GAPLA의 측정값

Ÿ nIL8LA, Ind-IL8LA, 및 Inh-GAPLA에 대한 계산값

Ÿ Ind-IL8LA의 95% 신뢰구간

Ÿ 루시퍼라아제 활성 유도와 세포생존율에 대한 용량-반응 곡선을 보여주는 그래프

Ÿ 기타 관련된 관찰사항에 대한 설명(해당되는 경우)

결과 고찰

Ÿ IL-8 루시퍼라아제 시험 결과의 논의

Ÿ 피부감작성 통합독성평가(IATA)의 맥락에서 시험 결과 고찰

결론
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별첨 1. 번역본(OECD TG 442E 부속서 III)

생체외 피부감작성: IL-8 루시퍼라아제 시험법

In Vitro Skin Sensitisation: IL-8 Luc assay

시험 전 고려사항 및 제한점

1. IL-8 루시퍼라아제 시험법(IL-8-Luc assay)은 세포 표면 표지자(cell surface markers)의 

발현을 분석하는 시험법들과 달리 수지상 세포(Dendritic Cells, DC)의 활성화와 관련된 

사이토카인(cytokine) IL-8 발현의 변화를 정량화 한다(1). THP-1 유래 IL-8 리포터 

세포주(THP-G8, 인체 단핵구 백혈병 세포주인 THP-1로부터 확립)에 감작성 물질을 

처리한 후 IL-8 발현을 측정한다(1). 루시퍼라아제의 발현은 피부감작성 물질과 비감작성 

물질을 구별하는데 사용된다.

2. IL-8 루시퍼라아제 시험법은 일본 동물대체시험법검증센터(Japanese Centre for the

Validation of Alternatives Methods, JaCVAM), 경제산업성(Ministry of Economy, Trade

and Industry, METI) 및 일본대체법학회(Japanese Society for Alternatives to Animal

Experiments, JSAAE)에 의해 수행된 검증연구(2)를 통해 평가되었고,

동물대체시험법국제협력(International Cooperation on Alternative Test Methods, ICATM)의 

지원과 함께 일본 동물대체시험법검증센터와 일본 후생노동성(Ministry of Health, Labour

and Welfare, MHLW)의 후원 하에 독립적인 전문 평가(peer review)(3)가 이루어졌다.

규제 기관과 이해 당사자들의 의견과 수집된 모든 자료를 근거할 때 IL-8 루시퍼라아제

시험법은 화학물질의 유해성 분류와 표시를 목적으로 비감작성 물질로부터 피부감작성 

물질을 구별하기 위한 통합독성평가(Integrated Approach to Testing and Assessment,

IATA)의 일부로서 유용한 것으로 간주 된다. IL-8 루시퍼라아제 시험 데이터를 다른 시험 

결과들과 조합하여 사용한 예시가 문헌으로 보고되어 있다(4)(5)(6).

3. IL-8 루시퍼라아제 시험법은 세포배양과 루시퍼라아제 측정 경험이 있는 실험실에 

전수가 가능한 것으로 입증되었다. 실험실 내 재현성과 실험실 간 재현성은 각각 87.7%와 

87.5% 였다(2). 검증연구(2) 및 발표 논문(1)(6)의 데이터에 따르면 본 시험법은 LLNA와 비교 시 

143개 물질 중 118개 물질은 양성 및 음성으로 판정하였고, 25개 물질에 대해서는 

예측하지 못하였으며(inconclusive) 비감작성 물질(UN GHS No Cat.)로부터 피부감작성 
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물질(UN GHS Cat. 1)을 구별했을 때 정확도 86%(101/118), 민감도 96%(92/96), 특이도 

41%(9/22)으로 나타났다. 아래(5항)에 기술된 적용범위를 벗어나는 물질(7개 물질)을 

제외하면, IL-8 루시퍼라아제 시험법은 136개 물질 중 113개 물질을 양성 및 음성으로 

판정하였고 23개 물질을 예측하지 못하여 정확도 89%(101/113), 민감도 96%(92/96),

특이도 53%(9/17)를 나타낸다. Urbisch et al.(7)의 인체 데이터를 인용하면 IL-8

루시퍼라아제 시험법은 90개 물질 중 76개 물질을 양성 및 음성으로 판정하였고 14개 

물질을 예측하지 못하여 정확도 80%(61/76), 민감도 93%(54/58), 특이도 39%(7/18)를 

나타낸다. 적용범위 밖에 물질을 제외하면(6개 물질) 본 시험법은 84개 물질 중 71개 물질을 

양성 및 음성으로 판정하였고, 13개 물질을 예측하지 못하여, 정확도 86%(61/71), 민감도 

93%(54/58), 특이도 54%(7/13)를 나타낸다. 본 시험법에서 위음성 예측은 피부감작능이 

높은 수준을 나타내는 화학물질(UN GHS subcategory 1A) 보다 피부감작능(skin

sensitisation potency)이 낮거나 중간 수준을 나타내는 화학물질(UN GHS subcategory

1B)에서 발생할 가능성이 높다(6). 종합해 볼 때, 이러한 시험 결과는 피부감작성 물질의 

유해성 확인을 위한 IL-8 루시퍼라아제 시험법의 기능을 지원한다. IL-8 루시퍼라아제 

시험법은 통합독성평가(IATA)의 맥락과 OECD TG 442E의 총론(General introduction) 내 7항 

및 8항의 규정(provision)에 따라 다른 시험 결과 출처와 조합하여 고려되어야 하기 때문에

단독 시험법으로서 본 시험법의 정확도는 단지 참고 지침(guidance)일 뿐이다. 나아가, 피부 

감작성을 비(非)동물 피부감작성 시험법으로  평가하는 경우, LLNA 및 기타 동물실험도 

인체의 상황을 완전히 반영하지 못할 수 있다는 점을 기억해야 한다.

4. 현재 이용 가능한 데이터를 근거할 때, IL-8 루시퍼라아제 시험법은 다양한 유기 

작용기(organic functional group), 반응 메커니즘(reaction mechanism), 피부 감작 

정도(생체내(in vivo) 연구에 의해 판정) 및 물리화학적 특성을 아우르는 시험물질에 적용 

가능한 것으로 나타났다(2)(6).

5. IL-8 루시퍼라아제 시험법은 X-VIVOTM 15를 용매로 사용하지만, Log Ko/w 3.5를 

초과하는 화학물질과 EPI SuiteTM*에서 예측된 약 100 μg/mL 정도의 물에 대한 용해도를 

갖는 화학물질을 정확하게 평가하였으며, 물에 대한 용해도가 낮은 감작성 물질을 

감지하는 능력은 dimethyl sulfoxide(DMSO)를 용매로 사용하는 IL-8 루시퍼라아제 

시험법보다 우수하다(2). 하지만 20 mg/mL로 용해되지 않는 시험물질의 음성 결과는 

X-VIVOTM 15 용매에 용해되지 않기 때문에 위음성 결과를 나타낼 수 있다. 따라서 

이러한 시험물질의 음성 결과는 고려하지 않는다. 검증연구에서는 무수화합물(anhydride)의

위음성율이 높게 나타났다. 또한 세포주의 낮은 대사능력(8)과 실험 여건으로 인해 

* 미국 환경보호청(Environmental Protection Agency, EPA)과 Syracuse Research Corporation(SIC)이 개발한 물리화학적
특성과 환경학적 경로를 예측하는 윈도우 기반 프로그램



- 16 -

pro-hapten(대사활성을 필요로 하는 물질)과 pre-hapten(공기 산화에 의해 활성화된 

물질)은 음성 결과를 나타낼 수 있다. 비록 pre/pro-hapten으로 간주되는 물질의 음성 

결과의 해석에는 주의가 필요하지만, IL-8 루시퍼라아제 시험 데이터세트에서 11개의 

pre-hapten 과 6개의 pro-hapten 모두를 정확히 예측하였으며 8개의 pre/pro-hapten 중 

6개를 정확하게 예측하였다(2). Pre-hapten과 pro-hapten를 감지해내는 3가지 비동물 

시험법(DPRA, KeratinoSensTM, 및 h-CLAT)에 대한 최근의 종합적인 검토와 IL-8

루시퍼라아제 시험법에 사용되는 THP-G8 세포가 h-CLAT에 사용된 THP-1 유래 

세포주라는 사실에 근거할 때, IL-8 루시퍼라아제 시험법은 다른 시험법과 조합 시 비동물 

시험법의 pre/pro-hapten 감지에 대한 민감도의 향상에 기여할 수 있다. 현재까지 시험된 

계면활성제는 종류(예: 양이온성, 음이온성 혹은 비이온성)에 상관없이 (위)양성 결과를 

나타냈다. 또한 루시퍼라아제를 간섭하는 물질은 발광(luminescence)을 명백하게 억제시키거나 

증가시켜 루시퍼라아제 활성/측정을 방해할 수 있다(10). 예를 들어, 1 μM 이상의 식물성 

에스트로겐(phytoestrogen) 농도는 다른 루시퍼라아제 기반 리포터 유전자 시험법에서 

루시퍼라아제 리포터 유전자의 과활성화(over-activation)에 의해 루시퍼라아제의 발광 

시그널을 간섭하는 것으로 보고되었다. 결론적으로 높은 농도의 식물성 에스트로겐 또는 

루시퍼라아제 리포터 유전자에 식물성 에스트로겐과 같은 활성을 나타내는 것으로 

추정되는 혼합물(compounds)에서 얻은 루시퍼라아제 발현 결과는 주의 깊게 검토해야 

한다(11). 위의 내용에 근거할 때, 계면활성제, 무수화합물 및 루시퍼라아제 간섭 물질은 본 

시험법의 적용범위 밖에 있다. 다른 특정 범주의 시험물질에 대해 본 시험법을 적용할 수

없다는 근거가 있는 경우, 본 시험법을 그 시험물질에 사용해서는 안 된다.

6. 위에 설명한 바와 같이 IL-8 루시퍼라아제 시험법은 비감작성 물질로부터 

피부감작성 물질을 구별하는 것을 지원한다. 다른 실험 결과와 조합하여 고려할 때 IL-8

루시퍼라아제 시험 결과가 감작능(potency) 평가에 기여할 수 있는지를 결정하기 

위해서는 추가 연구(인체 데이터 기반 연구 선호)가 요구된다.

7. 용어정의는 부록 I에 제공된다.

시험 원리

8. IL-8 루시퍼라아제 시험법은 American Type Culture Collection(Manassas, VA,

USA)에서 얻은 인체 단핵구 백혈병 세포주인 THP-1를 이용한다. 일본 도호쿠 의과대학 

피부과(Tohoku University School of Medicine, Dept. of Dermatology)에서 이 세포주를 

이용하여 IL-8과 글리세르알데하이드 3-인산 탈수소효소(glyceraldehyde 3-phosphate
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dehydrogenase, GAPDH) 프로모터에 각각 조절을 받는 안정적 루시퍼라아제 

오렌지(Stable Luciferase Orange, SLO)와 안정적 루시퍼라아제 레드(Stable Luciferase

Red, SLR)가 도입된 THP-1 유래 IL-8 리포터 세포주인 THP-G8 세포를 확립하였다(1).

이는 감작성 물질에 노출된 후 IL-8 및 GAPDH의 활성 지표로서 잘 확립된 발광 

루시퍼라아제 기질로부터 발광을 감지하여 루시퍼라아제 유전자 발현(induction)의 정량적 

측정을 가능하게 한다.

9. 이중색(dual-color) 분석 시스템은 IL-8 프로모터(promoter)의 유전자 발현에 대한 

주황색 발광 루시퍼라아제(SLO; λmax = 580 nm)(12)와 내부 대조 프로모터(internal

control promoter)인 GAPDH의 유전자 발현을 나타내는 적색 발광 루시퍼라아제(SLR;

λmax = 630 nm)(13)로 구성된다. 이 두 개의 루시퍼라아제는 반딧불이(firefly)

D-루시페린(D-luciferin)과 반응하여 서로 다른 색을 발광하며, 이러한 발광은 광학 필터를 

이용하여 두 가지 루시퍼라아제로부터 발광량(emission)을 나누어서 한 실험(one-step

reaction)에서 동시에 측정된다(14)(부록 II).

10. THP-G8 세포에 시험물질을 16시간 처리한 후 IL-8 프로모터 활성 및 GAPDH

프로모터 활성을 각기 반영하는 SLO 루시퍼라아제 활성(SLO-LA) 및 SLR 루시퍼라아제 

활성(SLR-LA)을 측정한다. 약어의 이해를 돕기 위해 SLO-LA 및 SLR-LA는 각각 IL8LA

및 GAPLA로 나타낸다. 표 1은 IL-8 루시퍼라아제 시험법의 루시퍼라아제 활성과 관련된 

용어를 설명한다. 측정된 값은 다음을 계산하는데 사용되며 세포독성의 지표로 쓰인다; i)

보정된 IL8LA(the normalised IL8LA: nIL8LA), 즉 GAPLA 대비 IL8LA의 비율(the ratio

of IL8LA to GAPLA), ii) nIL8LA의 유도값(the induction of nIL8LA: Ind-IL8LA), 즉 

시험물질 미처리 THP-G8 세포에서 4개 측정값의 nIL8LA 산술 평균에 대한 시험물질 

처리 THP-G8 세포에서 4개 측정값의 nIL8LA 산술 평균 비율(the ratio of the arithmetic

means of quadruple-measured values of the nIL8LA of THP-G8 cells treated with a

test chemical and the values of the nIL8LA of untreated THP-G8 cells), iii) GAPLA

억제(the inhibition of GAPLA: Inh-GAPLA), 즉 시험물질 미처리 THP-G8 세포에서 4개 

측정값의 GAPLA 산술 평균에 대한 시험물질 처리 THP-G8 세포에서 4개 측정값의 

GAPLA 산술 평균 비율(the ratio of the arithmetic means of quadruple-measured values

of the GAPLA of THP-G8 cells treated with a test chemical and the values of the

GAPLA of untreated THP-G8 cells)
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약어 설명

GAPLA GAPDH 프로모터 활성을 나타내는 SLR 루시퍼라아제 활성도

IL8LA IL-8 프로모터 활성을 나타내는 SLO 루시퍼라아제 활성도

nIL8LA IL8LA / GAPLA

Ind-IL8LA 시험물질 처리 THP-G8 세포의 nIL8LA / 시험물질 미처리 세포의 nIL8LA

Inh-GAPLA 시험물질 처리 THP-G8 세포의 GAPLA / 시험물질 미처리 세포의 GAPLA

CV05 Inh-GAPLA가 0.05 미만(<)이 되는 시험물질의 최저 농도 

표 1. IL-8 루시퍼라아제 시험법의 루시퍼라아제 활성과 관련된 용어 설명

11. 유사시험평가기준(Performance standard, PS)은 IL-8 루시퍼라아제 시험법과 

유사하게 변경된 생체외(in vitro) IL-8 루시퍼라아제 시험법의 검증을 용이하게 하고 

시험법 추가를 위한 본 시험 가이드라인의 적시 개정(timely amendment)을 가능하게 

한다. 데이터 상호인정(Mutual Acceptance of Data, MAD)은 PS에 따라 검증이 

이루어지고 OECD에 의해 검토되어 시험 가이드라인에 포함된 시험법에 대해서만 

보장된다.

숙련도 확인

12. 실험실은 본 시험 가이드라인 442E의 부속서에 기술된 시험법을 일상적으로 

사용하기 전에 생체외 우수 시험법(Good in vitro Method Practice)(17)을 준수하여 부록 

III의 9개 숙련도물질을 가지고 기술적 숙련도를 입증해야 한다. 아울러 시험 수행자는 

반응성 시험(15항 참조), 양성 및 용매/부형제 대조군(21~24항 참조)으로 생성된 데이터의 

과거 데이터베이스(historical database)를 보존해야 하며, 이러한 데이터는 오랜 기간에 

걸쳐 실험실 내 재현성이 유지되고 있음을 확인하기 위해 사용한다.

시험 절차

13. IL-8 루시퍼라아제 시험법에 대한 표준작업지침서(Standard Operating Procedure,

SOP)가 이용 가능하며 시험 수행 시 활용한다(18). 시험을 수행하고자 하는 실험실은 

OECD 탬플릿(OECD template)의 조건에 따라 물질 이전 계약서(Material Transfer

Agreement, MTA)에 서명하고 GPC Lab. Co. Ltd.(Tottori, Japan)로부터 

재조합(recombinant) THP-G8 세포주를 구매할 수 있다. 다음은 시험법의 주요 구성 

요소와 절차에 대해 설명한다.
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세포 준비

14. GPC Lab. Co. Ltd.(Tottori, Japan)에서 얻은 THP-G8 세포주를 IL-8 루시퍼라아제 

시험법에 사용한다(8항 및 13항 참조). 세포를 수령하면 계대배양(2~4 계대)하고 균일한 

stock으로 냉동 보관한다. 이 stock의 세포는 최대 12 계대(passage) 또는 최대 6주까지 

배양할 수 있다. 세포 증식에 사용되는 배지는 10% FBS(Foetal Bovine Serum),

항생제/항진균제(antibiotic/antimycotic) 용액(100 U/mL 페니실린 G, 100 μg/mL

스트렙토마이신 및 0.25 μg/mL 암포테리신 B를 함유한 0.85% 생리식염수)(GIBCO

Cat#15240-062), 0.15 μg/mL 퓨로마이신(CAS:58-58-2) 및 300 μg/mL G418(CAS:108321-42-2)을

함유한 RPMI-1640 배양 배지이다.

15. 세포를 시험에 사용하기 전, 세포 반응성 시험을 수행하여 세포의 적격 여부를 

확인한다. 반응성 시험은 세포를 해동하고 1~2주 또는 2~4 계대 배양한 후에 수행하며 

양성대조물질 4-nitrobenzyl bromide(4-NBB)(CAS:100-11-8, ≥ 99% 순도)와 음성대조물질 

젖산(Lactic Acid, LA)(CAS:50-21-5, ≥ 85% 순도)을 사용한다. 4-NBB는 Ind-IL8LA에 대한 

양성 반응(≥ 1.4)을 나타내야 하며, LA는 Ind-IL8LA에 대해 음성 반응(< 1.4)을 나타내야 

한다. 반응성 시험을 통과한 세포만이 시험에 사용된다. 반응성 시험은 22~24항에 기술된 

절차에 따라 수행해야 한다.

16. 시험을 위해 THP-G8 세포는 2~5×105 cells/mL 밀도로 분주(seeding)하고 배양 

플라스크(T-75 등)에서 48~96시간 동안 전배양(pre-culture)한다. 시험 당일에 배양 플라스크에서

채취한(harvest) 세포를 항생제가 함유되지 않은 10% FBS(Foetal Bovine Serum) 포함 

RPMI-1640으로 세척한 다음 동일한 배지를 이용하여 1×106 cells/mL로 재현탁한다. 이후 

바닥이 평평한 검은 96-well 플레이트(예: Costar Cat#3603)에 세포현탁액을 50 μL(5 × 104

cells/well)씩 분주한다.

시험물질 및 대조물질의 조제

17. 시험물질 및 대조물질은 시험 당일에 준비한다. IL-8 루시퍼라아제 시험법의 경우 

시험물질을 X-VIVOTM 15(상업적으로 구매 가능한 무혈청 배지(Lonza, 04-418Q))에 최종 

농도 20 mg/mL가 되도록 용해한다. 소형원심분리기 튜브에 담긴 시험물질 20 mg(물질의 

용해도와 무관)에 X-VIVOTM 15 용매 1ml을 넣고 격렬하게 볼텍스(vortex) 한후 약 20℃의 

실온에서 최대 8 rpm의 속도로 30분간 로터(rotor) 위에서 섞는다. 고체물질이 여전히 
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용해되지 않는 경우 물질이 완전히 용해되거나 안정적으로 분산될 때까지 튜브에 

초음파를 가한다. X-VIVOTM 15에 용해되는 시험물질의 경우, X-VIVOTM 15를 사용하여 

용액(20 mg/mL)을 5배 희석하고 이를 시험물질의 X-VIVOTM 15 저장 용액(stock

solution)으로 사용한다(4 mg/mL). X-VIVOTM 15에 용해되지 않는 시험물질의 경우, 약 

20℃의 실온에서 최대 8 rpm의 속도로 30분간 로터(rotor) 위에서 최소 30분간 다시 섞은 

후 15,000 rpm(≈20,000 g)에서 5분간 원심분리하고 분리된 상층액을 시험물질의 

X-VIVOTM 15 저장 용액으로 사용한다. DMSO, 물 또는 배양배지 등 기타 용매를 

사용하는 경우 과학적 근거가 제시되어야 한다. 시험물질 용해에 대한 자세한 절차는 

부록 V(Appendix V)에 나와 있다. 18~23항에 기술된 X-VIVOTM 15 용액은 바닥이 평평한 

검은 96-well 플레이트에 준비된 세포현탁액(16항 참조)과 1:1(v/v)의 비율로 혼합한다.

18. 첫 번째 시험(run)의 목적은 세포독성 농도를 결정하고 물질의 피부감작성에 대한 

가능성(potential)을 확인하는 것이다. X-VIVOTM 15를 사용하여 96-well assay block(예:

Costar Cat#EW-01729-03)에서 시험물질의 X-VIVOTM 15 저장 용액을 2배 연속 희석하여 

조제한다(부록 V 참조). 다음으로 시험물질 희석액(50 μL/well)을 바닥이 평평한 검은 

96-well 플레이트에 담겨있는 50 μL의 세포 현탁액에 넣는다. 이에 따라 X-VIVOTM 15에 

용해되는 시험물질의 최종 농도 범위는 0.002~2 mg/mL가 된다(부록 V). X-VIVOTM 15에 

20 mg/mL로 용해되지 않는 시험물질의 경우 시험물질의 실제 최종 농도가 불확실하고 

X-VIVOTM 15 저장 용액에서 시험물질의 포화농도에 따라 달라지지만 2~210 범위의 

희석배수로 결정한다.

19. 이어지는 시험들(예, 두 번째, 세 번째, 네 번째 반복시험(replicate))에서 X-VIVOTM 15

저장 용액은 첫 번째 시험의 CV05(Cell Viability 05: Inh-GAPLA가 0.05 미만이 되는 

최저 농도)보다 4배 높게 조제한다. 첫 번째 시험의 최고농도에서 Inh-GAPLA이 0.05

미만으로 감소하지 않는 경우, X-VIVOTM 15 저장 용액은 첫 번째 시험의 최고농도로 

조제한다. CV05의 농도는 첫 번째 시험에서의 저장용액의 농도를 CV05의 

희석배수(X)(dilution factor CV05(X): 저장 용액을 CV05로 희석하는데 필요한 희석배수)로 

나누어 계산한다(부록 V 참조). X-VIVOTM 15에 20 mg/mL로 용해되지 않는 시험물질의 

경우 CV05는 저장 용액 농도 × 1/X로 결정한다. 두 번째에서 네 번째 시험(run 2 to

4)에서의 두 번째 저장 용액(a second stock solution)은 4 × CV05가 되도록 

조제한다(부록 V 참조).

20. X-VIVOTM 15 두 번째 저장 용액의 연속 희석액은 96-well assay block을 사용하여 

1.5배씩 연속 희석하여 조제한다. 다음으로 시험물질 희석액(50 μL/well)을 바닥이 평평한 
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검은 96-well 플레이트에 담겨있는 50 μL의 세포 현탁액에 넣는다. 각 시험물질의 농도 당 

4개의 well을 사용하여 시험한다. 그 후 교반기를 이용하여 시험물질과 세포현탁액을 

섞어 주고 37℃, 5% CO2에서 16시간 동안 배양한 후 아래에 기술된 방법으로 

루시퍼라아제 활성을 측정한다.

21. 용매대조군은 X-VIVOTM 15(50 μL/well)과 세포 현탁액(50 μL/well, 10%

FBS(Foetal Bovine Serum) 함유 RPMI-1640)의 혼합물이다.

22. 권장되는 양성대조물질은 4-NBB이다. 4-NBB 20 mg를 1.5-mL 소형원심분리기 

튜브에 준비하고 여기에 X-VIVOTM 15를 넣어 1 mL이 되도록 한다. 튜브를 격렬하게 섞고 

로터 위에서 최대 8 rpm의 속도로 최소 30분간 용해한다. 20,000 g에서 5분간 원심분리한 

다음 상층액을 X-VIVOTM 15로 4배 희석하고, 희석된 상층액 500 μL를 96-well assay

block의 well에 넣는다. 희석된 상층액은 X-VIVOTM 15를 사용하여 추가로 2배와 4배 

희석하며, 각 용액 50 μL를 바닥이 평평한 검은 96-well 플레이트에 담긴 THP-G8 세포 

현탁액 50 μL에 넣는다(부록 VI 참조). 양성대조군의 각 농도는 4개의 well에서 시험한다.

교반기로 플레이트를 흔들어주고 16시간 동안 CO2 배양기(37°C, 5% CO2)에 배양한 다음,

29항에 기술된 방법으로 루시퍼라아제 활성을 측정한다.

23. 권장되는 음성대조물질은 LA이다. LA 20 mg를 1.5-mL 소형원심분리기 튜브에 

준비하고 여기에 X-VIVOTM 15를 넣어 1 mL(20 mg/mL)이 되도록 한다. 20 mg/mL의 

LA 용액을 X-VIVOTM 15로 5배 희석한다(4 mg/mL). 4 mg/mL의 LA 용액 500 μL를 

96-well assay block의 well에 넣는다. 이 용액을 X-VIVOTM 15로 2배 희석한 다음 다시 

2배 희석하여 2 mg/mL 용액과 1 mg/mL 용액을 만든다. 이 3개의 용액들과 

용매대조군(X-VIVOTM 15) 50 μL를 바닥이 평평한 검은 96-well 플레이트 각 well에 

담겨있는 THP-G8 세포 현탁액 50 μL에 넣는다. 음성대조군의 각 농도는 4개의 well에서 

시험한다. 교반기로 플레이트를 흔들어 주고 16시간 동안 CO2 배양기(37°C, 5% CO2)에 

배양한 다음, 29항에 기술된 방법으로 루시퍼라아제 활성을 측정한다.

24. 유사 시험 인정요건(run acceptable criteria)을 도출하는 과거 데이터(historical

data)가 있는 경우, 다른 적절한 양성대조군 또는 음성대조군을 사용할 수 있다.

25. 휘발성 시험물질의 증발과 시험물질로 인한 well 간의 교차오염을 피하기 위해 
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주의가 필요하다(예: 시험물질과 배양하기 전 플레이트의 밀봉).

26. 시험물질과 용매대조군에 대한 음성 또는 양성 예측을 얻기 위해 두 번에서 네 번의

시험이 필요하다(표 2 참조). 각 시험은 시험물질의 새로운 X-VIVOTM 15 저장 용액을 

사용하여 다른 날에 수행하며 각각 따로 세포를 채취한다. 세포는 동일한 계대에서 

채취할 수 있다.

루시퍼라아제 활성 측정

27. 발광(luminescence)은 광학 필터(예: Phelios(ATTO, Tokyo, Japan), Tristan

941(Berthold, Bad Wildbad, Germany) 및 ARVO 시리즈(PerkinElmer, Waltham, MA,

USA)가 장착된 96-well 마이크로플레이트 발광측정장치(luminometer)를 사용하여 측정한다.

발광측정장치는 재현성을 위해 매 시험마다 교정되어야 한다(19). 이러한 교정(calibration)에는

주황색 및 적색 발광의 재조합 루시퍼라아제가 이용 가능하다.

28. 사전에 가온한 Tripluc® Luciferase 분석 시약(Tripluc) 100 μL를 시험물질을 

처리한 또는 미처리한 세포 현탁액이 담긴 플레이트의 각 well에 넣은 다음 플레이트를 

약 20℃의 실온에서 10분간 흔들어 준다. 루시퍼라아제 활성을 측정하기 위해 플레이트를 

발광측정장치에 넣는다. 광학 필터를 장착하지 않은 상태(F0)와 장착한 상태(F1)에서 각 

3초간 생체발광(Bioluminescence)을 측정한다. 다른 설정(예: 사용된 발광측정장치에 

따라)이 사용되는 경우 타당성이 제시되어야 한다.

29. 측정된 값으로부터 각 농도에 대한 매개변수(parameter)를 구한다(예: IL8LA,

GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, IL8LA의 평균 ± 표준편차, GAPLA의 평균 ±

표준편차, nIL8L의 평균 ± 표준편차, Ind-IL8LA의 평균 ± 표준편차, Inh-GAPLA의 평균 

± 표준편차 및 Ind-IL8LA의 95% 신뢰구간). 각 매개변수의 정의는 부록 I와 IV에 나와 있다.

30. 다색(multi-colour) 리포터 시험(assay)에서 색 구별(color discrimination)은 

일반적으로 sharp-cut(long-pass 또는 short-pass) 필터 또는 band-pass 필터와 같은 광학 

필터와 함께 장착된 검출기(detector)(발광측정장치 및 플레이트 판독기)를 사용하여 

이루어진다. 각 생체발광 신호 색(bioluminescence signal colour)에 대한 필터의 

투과계수(transmission coefficient)는 부록 II에 따라 시험 전에 교정되어야 한다.
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시험자료 및 보고

데이터 평가

31. 각 시험에서 양성/음성 결정을 위한 기준은 다음과 같다.

- IL-8 루시퍼라아제 시험 예측은 시험물질이 Ind-IL8LA ≥ 1.4 및 Ind-IL8LA의 95%

신뢰구간의 하한(lower limit) 값이 ≥ 1.0 인 경우 양성으로 판정한다.

- IL-8 루시퍼라아제 시험 예측은 시험물질이 Ind-IL8LA < 1.4 및/또는 Ind-IL8LA의 95%

신뢰구간의 하한 값이 < 1.0 인 경우 음성으로 판정한다.

예측모델

32. 첫 번째, 두 번째, 세 번째 또는 네 번째 시험에서 두 번의 양성 결과를 나타내는 

시험물질은 양성으로 판정하는 반면, 첫 번째, 두 번째, 세 번째 또는 네 번째 시험에서 

세번의 음성 결과를 나타내는 시험물질은 음성 추정(supposed negative)으로 판정한다(표 2).

음성추정 물질 중 20 mg/mL X-VIVOTM 15에 용해되는 물질은 음성으로 판정되는 반면,

20 mg/mL X-VIVOTM 15에 용해되지 않은 물질은 고려하지 않는다(그림 1).

첫 번째 시험 두 번째 시험 세 번째 시험 네 번째 시험 최종 예측

양성

양성 - - 양성

음성

양성 - 양성

음성
양성 양성

음성 음성 추정

음성

양성

양성 - 양성

음성
양성 양성

음성 음성 추정

음성
양성

양성 양성

음성 음성 추정

음성 - 음성 추정

표 2. 양성 및 음성 추정 확인을 위한 기준 
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그림 1. 최종 판정을 위한 예측모델

인정요건

33. IL-8 루시퍼라아제 시험법을 사용하는 경우 다음의 인정요건을 충족해야 한다.

- 각 시험마다 양성대조군(4-NBB)의 최소 한 개 농도에서 Ind-IL8LA는 5.0 초과이어야 한다.

- 각 시험마다 모든 농도의 음성 대조군(LA)에서 Ind-IL8LA는 1.4 미만이어야 한다.

- 시험물질 없이 세포와 Tripluc만 함유한 대조군 well의 GAPLA가 시험배지(50 μL/well의

10% FBS(Foetal Bovine Serum) 함유 RPMI-1640 및 50 μL/well의 X-VIVOTM 15)만을 포함한

well의 GAPLA보다 5배 미만인 플레이트에서 얻은 데이터는 사용하지 않아야 한다.

- 시험물질 또는 대조물질 모든 농도의 Inh-GAPLA가 0.05 미만인 플레이트의 데이터는 

사용하지 않아야 한다. 이러한 경우, 첫 번째 시험부터 다시 수행해야 하며 이전 시험의 

최종 농도 중 가장 낮은 농도가 다시 수행되는 시험의 최종 농도 중 가장 높은 농도가 

되도록 한다.

시험 보고서

59. 시험 보고서는 시험의 수행과 관련된 다음의 정보를 포함해야 한다.

시험물질

단일성분 물질

Ÿ 화학물질 식별정보(IUPAC 혹은 CAS명칭, CAS번호, SMILES 혹은 InChI 코드, 구조식

및/혹은 기타 식별자 등)

Ÿ 물리적 성상, 물에 대한 용해성, 분자량 및 추가적인 물리화학적 특성(가능한 자세히)

Ÿ 순도, 불순물의 물질 정보(적절하고 가능한 경우)
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Ÿ 시험 전 처리(예: 가온, 분쇄)(해당되는 경우)

Ÿ X-VIVOTM 15에서의 용해성. X-VIVOTM 15에서 불용성인 물질은 원심분리 후 물질의

침전 혹은 부유가 관찰되는지 여부 

Ÿ 시험 농도

Ÿ 보관 조건 및 안정성(가능한 자세히)

Ÿ X-VIVOTM 15이 사용되지 않는 경우 각 시험물질에 대한 용매/부형제 선택의 타당성

다성분 물질, UCVB 및 혼합물

Ÿ 화학물질 정보(위의 내용 참고), 순도, 구성성분의 정량적 비율(quantitative

occurrence) 및 관련된 물리화학적 특성(위의 내용 참조) 등 가능한 자세한 물질의

화학적 정보 규명 

Ÿ 물리적 성상, 물에 대한 용해성, 및 관련된 물리화학적 특성(가능한 자세히)

Ÿ 조성이 알려진 혼합물/중합체의 분자량(또는 겉보기 분자량), 또는 시험 수행 관련

기타 정보

Ÿ 시험 전 처리(예: 가온, 분쇄)(해당되는 경우)

Ÿ X-VIVOTM 15에서의 용해성. X-VIVOTM 15에서 불용성인 물질은 원심분리 후 물질의

침전 혹은 부유가 관찰되는지 여부 

Ÿ 시험 농도

Ÿ 보관 조건 및 안정성(가능한 자세히)

Ÿ X-VIVOTM 15이 사용되지 않는 경우 각 시험물질에 대한 용매/부형제 선택의 타당성

대조군

양성대조군

Ÿ 화학물질 식별정보(IUPAC 혹은 CAS명칭, CAS번호, SMILES 혹은 InChI 코드,

구조식 및/혹은 기타 식별자 등)

Ÿ 물리적 성상, 수용성, 분자량 및 추가적으로 관련된 물리화학적 특성(가능한 자세히)

Ÿ 순도, 불순물의 물질 정보(적절하고 가능한 경우)

Ÿ 시험 전 처리(예: 가온, 분쇄)(해당되는 경우)

Ÿ 시험 농도

Ÿ 보관 조건 및 안정성(가능한 자세히)

Ÿ 적용되는 경우, 적합한 수용기준을 입증하는 과거 양성 대조군 결과에 대한 참고

문헌

음성대조군

Ÿ 화학물질 식별정보(IUPAC 혹은 CAS명, CAS번호, SMILES 혹은 InChI 코드, 구조식
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및/혹은 기타 식별자 등)

Ÿ 순도, 불순물의 물질 정보(적절하고 가능한 경우)

Ÿ 물리적 성상, 분자량 및 추가로 관련된 물리화학적 특성(본 시험가이드라인에 언급된

것과 다른 음성대조군을 사용한 경우, 가능한 자세히)

Ÿ 보관 조건 및 안정성(가능한 자세히)

Ÿ 각 시험물질에 대한 용매/부형제 선택의 타당성

시험법 조건

Ÿ 시험의뢰자, 시험시설 및 시험 담당자의 이름과 주소

Ÿ 시험법에 대한 설명

Ÿ 세포주, 보관조건 및 출처(예: 세포주 획득 시설)

Ÿ 로트 번호 및 FBS(Foetal Bovine Serum)의 출처, 공급자 명, 96-well flat-bottom

black plate의 로트번호, 및 Tripluc 시약의 로트번호 

Ÿ 계대번호 및 시험에 사용된 세포밀도

Ÿ 시험전 세포 분주에 사용된 세포 카운팅 방법 및 동질 세포 수 분배를 위해 사용된

방법 

Ÿ 사용된 발광측정장치(예: 모델명), 기기 설정, 사용된 루시퍼라아제 기질 및 부록 

II에 기술된 control test를 기반으로 하는 적합한 발광 측정 입증 등  

Ÿ 실험실의 시험법 수행에 대한 숙련도 입증에 사용된 절차(예: 숙련도 물질 시험 등)

혹은 시간 경과에 따른 시험법의 재현성을 입증하는데 사용된 절차

시험절차

Ÿ 반복시료 및 수행된 시험의 수

Ÿ 시험물질 농도, 적용 절차 및 노출 시간(권장 시간과 다른 경우)

Ÿ 평가 및 결정 기준에 대한 설명

Ÿ 시험 인정요건에 대한 설명

Ÿ 시험절차의 모든 변경사항에 대한 설명

결과

Ÿ IL8LA 및 GAPLA의 측정값

Ÿ nIL8LA, Ind-IL8LA, 및 Inh-GAPLA에 대한 계산값

Ÿ Ind-IL8LA의 95% 신뢰구간

Ÿ 루시퍼라아제 활성 유도와 세포생존율에 대한 용량-반응 곡선을 보여주는 그래프

Ÿ 기타 관련된 관찰사항에 대한 설명(해당되는 경우)
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결과 고찰

Ÿ IL-8 루시퍼라아제 시험 결과의 논의

Ÿ 피부감작성 통합독성평가(IATA)의 맥락에서 시험 결과 고찰

결론
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부록 Ⅰ. 용어 정의

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

이고 "상관성(relevance)"의 한 측면이다. 정확도는 정확하게 맞춘 시험결과의 비율을 의미

하는 "일치도(concordance)"와 흔히 같은 의미로 쓰임(16).

독성발현경로(Adverse Outcome Pathway, AOP): 분자 수준의 시작 단계를 거쳐 생체내

(in vivo) 결과에 이르는 표적 화학물질 또는 유사한 화학물질 그룹으로부터 일어나는 

일련의 현상(20).

CV05: 세포생존율(Cell Viability) 05. 화학물질이 0.05 미만의 Inh-GAPLA을 나타내는 최소

농도

FInSLO-LA: IL-8 Luc 시험법 관련 검증연구보고서와 이전의 논문에서 Ind-IL8LA를 지칭

하기 위해 사용된 약어. Ind-IL8LA의 정의 참고.

GAPLA: 안정적 루시퍼라아제 레드(Stable Luciferase Red, SLR)의 루시퍼라아제 활성(λ

max = 630 nm)으로 GAPDH에 의해 조절되며 세포생존율과 살아있는 세포수를 입증한다.

유해성(Hazard): 해당 물질에 생명체, 생태계, 또는 특정 인구집단에 노출되었을 때 위해한

영향을 줄 가능성이 있는 물질 또는 상황(situation)의 본질적인 특성 

통합독성평가(Integrated Approach to Testing and Assessment, IATA): 화학물질 또는 

화학물질 그룹의 유해성 확인(가능성), 유해성 특성규명(효력) 및/혹은 안전성 평가(가능성

/효력 및 노출)를 위해 사용되는 구조적 접근방식으로 잠재적 유해성 및/또는 위해성

(risk) 및/또는 추가 시험(표적시험으로 시험을 최소화 함)의 필요성과 관련한 규제 결정에 

정보를 제공하기 위해 모든 관련 정보를 전략적으로 통합하고 가중치를 측정한다.

II-SLR-LA: IL-8 루시퍼라아제 시험법 관련 검증연구보고서와 이전의 논문에서 

Inh-GAPLA를 지칭하기 위해 사용된 약어. Inh-GAPLA의 정의 참고.

IL-8(Interleukin-8): 호중구(neutrophils) 및 T-세포 림프구의 화학주성(chemotaxis)을 유발

하는 내피세포, 섬유아세포, 각질세포, 대식세포(macrophage)와 단핵구로부터 유래한 사이토

카인(cytokine)

IL8LA: IL-8 프로모터에 의해 조절되는 안정적 루시퍼라아제 오렌지(Stable Luciferase

Orange, SLO)의 루시퍼라아제 활성(λmax = 580 nm)
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Ind-IL8LA: IL8LA의 유도배수. 시험물질을 처리한 THP-G8 세포의 nIL8LA를 비활성화 

THP-G8 세포의 nIL8LA로 나누어 계산하며 시험물질의 IL-8 프로모터 활성의 유도를 나

타낸다.

Inh-GAPLA: GAPLA의 억제. 시험물질을 처리한 THP-G8 세포의 GAPLA를 처리하지 않은

THP-G8 세포의 GAPLA로 나누어 계산하며 시험물질의 세포독성을 나타낸다.

최소유도한계(Minimum induction threshold, MIT): 물질이 양성기준을 충족하는 최소 

농도

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

단일성분물질(Mono-constituent substance): 한 개의 주요 구성성분이 최소 80%(w/w) 이상

이며, 정략적인 구성(composition)으로 정의되는 물질.

다성분물질(Multi-constituent substance): 한 개 이상의 주요 구성성분이 ≥ 10% (w/w)

및 < 80% (w/w)이며 정략적인 구성으로 정의되는 물질. 다성분 물질은 제조과정의 산물

이다. 혼합물과 다성분물질의 차이는 혼합물의 경우 화학반응 없이 두 개 이상의 물질을 

혼합하여 얻고 다성분물질은 화학반응의 산물이다.

nIL8LA: GAPDH 프로모터 활성을 반영하는 SLR 루시퍼라아제 활성에 의해 정상화된 

IL-8 프로모터 활성(IL8LA)을 나타내는 SLO 루시퍼라아제 활성으로 세포생존율 또는 세포 수를

감안한 후의 IL-8 프로모터 활성을 나타낸다.

nSLO-LA: IL-8 루시퍼라아제 시험법 관련 검증연구보고서와 이전의 논문에서 nIL8LA를 

지칭하기위해 사용된 약어. nIL8LA의 정의 참고.

양성대조군(Positive control): 시험계의 모든 요소를 포함하며 양성반응을 유도하는 것으로

알려진 물질로 처리한 군(replicate). 시간 경과에 따른 양성대조군 반응의 변동성 평가를 

보장하기 위해 양성반응의 정도는 과도하지 않아야 한다.

Pre-haptens: 비생물전환(abiotic transformation)을 통해 감작성 물질이 되는 화학물질.

Pro-haptens: 피부감작성 가능성 발현을 위해 효소 활성화를 필요로 하는 화학물질.

상관성(Relevance): 시험과 원하는 영향(effect of interest)의 관계 및 이 같은 관계가 특정 
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목적에 유의미하고 유용한지 여부에 대한 설명. 상관성은 시험이 원하는 생물학적 영향을 

올바르게 측정 혹은 예측하는 정도를 나타낸다. 상관성에는 시험법의 정확도(일치도)에 대한

고려를 포함한다(16).

신뢰도(Reliability): 시험법이 동일한 프로토콜을 사용하여 수행되었을 때 시간이 지남에 

따라 실험실 내/실험실 간 재현성을 나타낼 수 있는 정도의 척도. 신뢰도는 실험실 내/

실험실 간 재현성(reproducibility)과 실험실 내 반복성(repeatability)으로 평가된다(16).

시험(Run): 용매/부형제 대조군 및 양성대조군과 동시에 시험된 하나 이상의 시험물질로 

구성된다.

민감도(Sensitivity): 시험에 의해 정확하게 분류되는 모든 양성/활성 화학물질의 비율.

민감도는 카테고리 결과를 산출하는 시험법의 정확도에 대한 척도이며 시험법의 상관성을 

평가하는데 중요한 요소이다(16).

SLO-LA: IL-8 루시퍼라아제 시험법 관련 검증연구보고서와 이전의 논문에서 IL8LA를 

지칭하기 위해 사용된 약어. IL8LA의 정의 참고.

SLR-LA: IL-8 루시퍼라아제 시험법 관련 검증연구보고서와 이전의 논문에서 GAPLA를 

지칭하기 위해 사용된 약어. GAPLA의 정의 참고.

용매/부형제 대조군(Solvent/vehicle control): 시험물질을 제외한(단, 사용된 용매/부형제

는 포함) 시험계의 모든 성분을 포함하는 처리하지 않는 시료. 용매/부형제 대조군은 동

일한 용매/부형제에서 용해되거나 안정적으로 분산되는 시험물질로 처리한 시료에 대한 

기준 반응(baseline response) 확립에 사용된다. 또한 동시 배지대조군과 함께 시험하는 경

우 용매/부형제가 시험계와 상호작용하는지 여부를 보여준다.

특이도(Specificity): 시험으로 정확하게 분류되는 모든 음성/비활성 물질의 비율. 특이도

는 카테고리 결과를 산출하는 시험법의 정확도에 대한 척도이며 시험법의 상관성을 평가

하는데 중요한 요소이다.

물질(Substance): 자연 상태 또는 기타 생산과정을 통해 얻은 화학적 성분 및 이들의 혼합

물. 생산품의 안정성을 유지시키기 위해 필요한 첨가물 및 사용된 제조과정으로부터 발생

하는 불순물을 포함하지만 물질의 안정성에 영향을 주거나 구성을 바꾸지 않고 분리되는 

용매는 제외된다.

계면활성제(Surfactant): 표면활성제(surface-active agent)라고도 불리며 액체의 표면 장력
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을 낮춰 거품을 일으키거나 고체를 뚫고 들어간다. 계면활성제는 습윤제(wetting agent)라

고도 알려져 있다(TG 437).

시험물질(Test chemical): “시험물질“이라는 용어는 시험되는 것을 일컫기 위해 사용된다.

THP-G8: IL-8 루시퍼라아제 시험법에 사용되는 IL-8 리포터 세포주. 인체 대식세포 유사 

세포주인 THP-1은 IL-8 및 GAPDH 프로모터 각각의 조절 하에 SLO와 SLR 루시퍼라아

제 유전자를 형질주입되었다.

UN의 화학물질의 분류 및 표시에 관한 국제조화시스템(United Nations Globally

Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals, UN GHS): 물리적,

보건적 및 환경적 유해성의 표준화된 유형과 정도에 따른 화학물질(물질 및 혼합물)의 분

류체계로, 그림문자(pictogram), 신호어(signal words), 유해성문구(hazard statement), 예방

조치문구(precautional statement) 및 안전성 데이터 시트(safety data sheet)와 같이 대응하

는 커뮤니케이션 요소를 다루어 사람(직원, 근로자, 운송업자, 소비자 및 응급처치자 포함)

및 환경 보호라는 관점에서 이 같은 화학물질의 부작용에 대한 정보를 전달하는 체계(21)

UVCB: 알려지지 않거나 가변적인 조성, 복잡한 반응 결과물 또는 생물학적 재료를 가진 

물질

검증된 시험법(Validated test method): 특정 목적에 충분한 상관성과 신뢰성이 있다고 간

주되고 과학적으로 타당한 원리에 근거한 시험법. 시험법은 절대적인 의미에서 검증된 것

은 결코 아니며 정의된 목적과 관련되어 있다.
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부록 II. 루시퍼라아제 활성 측정의 원리 및 SLO와 SLR에 대한 광학 필터의 투과 

계수(transmisson coefficient)의 결정

MultiReporter Assay System(Tripluc)이 다색 감지 시스템을 가진 마이크로플레이트

유형의 발광측정장치와 함께 사용될 수 있으며, 다색 감지 시스템에 광학필터(예: Phelios

AB-2350(ATTO), ARVO(PerkinElmer), Tristar LB941(Berthold))가 장착될 수 있다. 측정에 

사용되는 광학필터는 600–620 nm long/short pass 필터 또는 600–700 nm band pass

필터이다.

(1) 광학 필터를 통한 이중색 루시퍼라아제 측정

본 예시는 Phelios AB-2350(ATTO)를 사용한다. 이 발광측정장치는 SLO(λmax =

580 nm) 및 SLR(λmax = 630 nm) 발광을 분리하기 위해 600 nm long pass 필터(R60

HOYA Co.)(600 nm LP, Filter 1)가 장착되어 있다.

600 nm LP의 전달계수를 결정하기 위해 먼저 정제된 SLO와 SLR 루시퍼라아제 

효소를 사용하여 i) 필터 없이(F0) SLO와 SLR의 생물발광 강도, ii) 600 nm LP (Filter 1)

를 통과하는 SLO와 SLR의 생물발광 강도를 측정하고, iii) 아래와 같이 SLO 및 SLR에 대

한 600 nm LP의 전달 계수를 계산한다.

시험 샘플에서 SLO 및 SLR의 강도가 각각 O와 R로 정의되는 경우, i) (모든 광학)

필터 없이 측정한 빛의 강도인 F0 및 ii) 600 nm LP(Filter 1)를 통해 전달되는 빛의 강도인

F1이 아래에 기술되어 있다.

F0 = O+R

F1 = κOR60 × O + κRR60 × R

이 공식들은 아래와 같이 바꿀 수 있다.

전달 계수 약어 정의

SLO Filter 1 투과계수 κOR60 SLO에 대한 필터의 전달계수

SLR Filter 1 투과계수 κRR60 SLR에 대한 필터의 전달계수
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그런 다음 계산된 투과지수(transmittance factor)(κOR60 및 κRR60)과 측정된 F0 및 

F1을 사용하여 아래와 같이 O 값과 R 값을 계산할 수 있다.

투과지수 결정을 위한 재료 및 방법

(1) 시약

· 단일 정제된 루시퍼라아제 효소

- 동결건조한 정제된 SLO 효소

- 동결건조한 정제된 SLR 효소

(검증연구를 위해 GPC Lab. Co. Ltd.(일본, 돗토리)에서 THP-G8 세포주와 함께 얻음)

· 시험 시약 

- Tripluc® 루시퍼라아제 시험 시약(예: TOYOBO Cat#MRA-301)

· 배지

- 루시퍼라아제 시험용 배지(30 mL, 2~8℃에서 보관)

시약 농도
배지에서의   

최종 농도
필요 용량

RPMI-1640 - - 27 mL

FBS(Foetal

Bovine Serum)
- 10% 3 mL

(2) 효소 용액의 준비 

동결건조한 정제된 루시퍼라아제 효소에 10%(w/v) 글리세롤 함유 10 ~ 100 mM

Tris/HCl 또는 Hepes/HCl(pH 7.5~8.0) 200 μL를 넣어 튜브에서 용해하고, 효소 용액을 

10 μL씩 1.5 mL 일회용 튜브에 분주한 후 영하 80℃ 냉동고에 보관한다. 냉동 보관한 효소

용액은 최대 6개월까지 사용 가능하다. 사용 시에는 효소 용액이 담긴 각 튜브에 루시퍼

라아제 시험용 배지 1 mL[10% FBS(Foetal Bovine Serum) 함유 RPMI-1640]을 넣고, 불활

성화를 방지하기 위해 얼음 위에 보관한다.
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(3) 생물발광 측정

Tripluc® 루시퍼라아제 시험 시약(Tripluc)을 해동하고 항온수조 또는 주변 공기 온도

에서 실온 보관한다. 광전자증배관(photomultiplier)의 안정화를 위해 측정 시작 30분 전에 

발광측정장치의 전원을 켠다. 희석한 효소 용액 100 μL를 검은 96-well 플레이트(바닥이 

평평한 형태)로 옮긴다(SLO 참조 샘플은 #B1, #B2, #B3, SLR 참조 샘플은 #D1, #D2,

#D3). 그런 다음 사전에 가온한 Tripluc 100 μL를 파이펫을 사용하여 희석한 효소 용액이 

담긴 플레이트의 각 well로 옮긴다. 쉐이커로 플레이트를 실온(약 25℃)에서 10분간 흔들어

준다. Well 속 용액에 기포가 생긴 경우 제거한다. 루시퍼라아제 활성 측정을 위해 발광측정

장치에 플레이트를 놓는다. 생물발광은 광학필터를 장착하지 않은 상태(F0)와 장착한 상태

(F1)에서 각 3초간 측정한다.

투과 계수는 다음과 같이 계산된다.

- 투과 계수(SLO(κOR60)) = (F1의 #B1 + F1의 #B2 + F1의 #B3) / (F0의 #B1 + F0의 

#B2 + F0의 #B3)

- 투과 계수(SLR(κRR60)) = (F1의 #D1 + F1의 #D2 + F1의 #D3) / (F0의 #D1 + F0의 

#D2 + F0의 #D3)

계산된 투과지수는 동일한 발광측정장치를 사용하여 수행된 모든 측정에 사용된다.

장비의 품질 관리

IL-8 루시퍼라아제 프로토콜에 기술된 절차가 사용되어야 한다(18).
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부록 III. 숙련도 물질 

시험가이드라인 442E의 본 부속서에 기술된 시험법의 정기적 사용에 앞서 실험실은

표 1에서 권고하는 9개 물질에 대해 예상되는 IL-8 루시퍼라아제 시험 예측을 얻고, 9개

(피부감작성 유해성의 반응 범위를 대표하기 위해 선정됨) 중 최소 8개 숙련도 물질에 대해

각각의 참조 범위 내에 들어가는 값을 얻음으로써 기술적 숙련도를 입증해야 한다. 다른 

선정 기준으로는 물질이 상업적으로 구매 가능하며, 고품질의 생체내(in vivo) 참조 데이터와

IL-8 루시퍼라아제 시험법으로 생산한 고품질의 생체외(in vitro) 데이터가 있어야 한다. 또한

IL-8 루시퍼라아제 시험법에 대해 출간된 참조 문헌 데이터가 있다(1)(6).

약어: CAS no. = Chemical Abstracts Service Registry Number
1 생체내(in vivo) 예측력(potency)은 ECETOC(19)가 제안한 기준을 사용하여 산출된다.
2 과거 관찰된 값에 근거(1)(6)

3 CV05 및 IL-8 루시퍼라아제 MIT는 Epi SuiteTM이 제시한 물에 대한 용해성을 사용하여 계산되었다.
4 CV05: 화학물질이 0.05 미만의 Inh-GAPLA을 보이는 최소 농도
5 MIT: 화학물질이 양성 기준을 충족시키는 최소 농도

숙련도물질 CAS no. 성상

20 mg/mL의

X-VIVO15

에서의 

용해성

생체내

(in vivo)

예측1

IL-8

루시퍼라아제

예측2

참조 범위

(μg/mL)3

CV054

IL-8

루시퍼라

아제 MIT5

2,4-Dinitrochlorobenzene 97-00-7 고체 불용성
감작성  

(매우 강함)
양성 2.3-3.9 0.5-2.3

Formaldehyde 50-00-0 액체 용해성
감작성 
(강함)

양성 9-30 4-9

2-Mercaptobenzothiazole 149-30-4 고체 불용성
감작성 
(보통)

양성 250-290 60-250

Ethylenediamine 107-15-3 액체 용해성
감작성 
(보통)

양성 500-700 0.1-0.4

Ethyleneglycol dimethacrylate 97-90-5 액체 불용성
감작성 
(약함)

양성 > 2000 0.04-0.1

4-Allylanisole (Estragol) 140-67-0 액체 불용성
감작성 
(약함)

양성 > 2000 0.01-0.07

Streptomycin sulphate
3810-74-

0
고체 용해성 비감작성 음성 > 2000 > 2000

Glycerol 56-81-5 액체 용해성
비감작성 
물질

음성 > 2000 > 2000

Isopropanol 67-63-0 액체 용해성 비감작성 음성 > 2000 > 2000

표 1. IL-8 루시퍼라아제 시험법의 기술적 숙련도 입증을 위해 권장되는 물질 
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부록 IV. 지표(index) 및 판정 기준 

nIL8LA (nSLO-LA)

i 농도(i = 0-11)의 j차 반복(j = 1-4)은 IL8LA(SLO-LA)와 GAPLA(SLR-LA)에 대해 

각각 측정된다. 정상화된 IL8LA는 nIL8LA(nSLO-LA)라고도 하며, 다음과 같이 정의된다.

nIL8LA ij = IL8LA ij / GAPLA ij.

이는 본 시험법의 기본 측정 단위이다.

Ind-IL8LA (FInSLO-LA)

0 농도 대비 I 농도의 반복에 대한 평균 nIL8LA(nSLO-LA)의 증가를 나타내는 

Ind-IL8LA는 본 시험법의 주요 평가항목이다. 이 비율은 다음의 공식으로 쓰여 진다.

선도 실험실은 1.4의 값이 시험된 물질에 대한 양성 결과와 일치한다고 제안하였다.

이 값은 선도 실험실의 과거 데이터(historical data) 조사에 기반한다. 그 후 데이터 관리팀은

모든 검증연구 단계에서 이 값을 사용하였다. 주요 평가항목인 Ind-IL8LA는 아래의 방정식과

같이 2배 산술평균의 비율이다.

95% 신뢰구간(95% Confidence interval, 95% CI)

이 주요 평가항목의 정확성을 보여주기 위해 2배 산술평균의 비율에 기반한 95%

신뢰구간(95% CI)을 추산할 수 있다. 95% CI ≥ 1의 하한(lower limit)은 i 농도의 nIL8LA이

용매대조군의 nIL8LA보다 훨씬 더 크다는 것을 나타낸다. 95% CI를 구성하기 위해 다양한

방법이 있다. 우리는 본 연구에서 피엘러의 정리(Fieller’s theorem)라고 알려진 방법을 

사용하였다. 이 95% 신뢰구간 정리는 다음의 공식으로 얻어진다.



- 40 -

t0.975(v): 자유도(degree of freedom)의 v와 중앙 t 분배의 97.5 백분위.

Inh-GAPLA(II-SLR-LA)

Inh-GAPLA는 용매대조군 대비 i 농도의 반복에 대한 평균 GAPLA(SLR-LA)의 비율

이며, 다음과 같이 쓰인다.

GAPLA는 nIL8LA의 분모이므로 극소값(extremely small value)은 nIL8LA에서 

큰 변동성을 유발한다. 그러므로 Inh-GAPLA(0.05 미만)의 극소값을 가진 Ind-IL8LA 값은 

정확성이 낮은 것으로 간주될 수 있다.
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부록 Ⅴ. IL-8 루시퍼라아제 시험법 관련 물질 용해 방법에 대한 도식(scheme)

(a) X-VIVOTM 15에 20 mg/mL로 용해되는 물질의 경우
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(b) X-VIVOTM 15에 20 mg/mL로 용해되지 않는 물질의 경우
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부록 Ⅵ. IL-8 루시퍼라아제 시험법의 양성대조군인 4-NBB 용해 방법에 대한 도식(scheme)

양성대조군 : 4-NBB(X-VIVOTM 15에 용해되지 않음)
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별첨 2. 원문(OECD TG 442E ANNEX Ⅲ)
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