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지침서ᆞ안내서 제ᆞ개정 점검표

명칭
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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

  가이드라인에 대하여 알기 쉽게 설명하거나 식품의약품안전처의 입장을 기

술한 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)
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화장품 등 피부감작성 동물대체시험법

(국소림프절시험법) 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 GS 기준에 따라 시험물질의 피부감작성을 평가하는 국소림프절시험법 (Local

Lymph Node Assay, LLNA)이다.

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

측정하는 것으로 시험물질 적용 부위와 가까운 림프절 내에서 증식된 세포를 생

체내(in vivo) 방사능 표지법(radioactive labelling)을 이용해 정량적으로 측정하여 피부

감작물질을 구별한다.

LLNA 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 시험법의 기본 원리는 피부감작성 시험물질에 의한 적용 부위와 가까운 

림프절 내에서 유발되는 림프구의 증식을 평가하는 것이다. 이러한 림프구의 증식

은 시험물질 적용 후 이개 림프절(auricular lymph node)에서 증식된 세포의 증가를 나

타내는 방사성 동위원소로 표지된 티미딘(예: 3H-thymidine) 양을 측정하여 평가한

다. 3H-thymidine은 분열 중인 세포로 유입되며 섬광 계수기(scintillation counting)

를 사용하여 측정한다. 티미딘의 유입량은 세포 증식의 양에 비례한다. 시험결과는

부형제대조군의 평균 증식에 대한 시험물질군의 평균 증식의 비율인 감작지수

(Stimulation Index, SI)로 나타내며, 시험물질을 피부감작물질로 판정하기 위해서는 

SI 지수가 3 이상(SI ≥ 3)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 시험법이 해당 시험물질에

적합한지를 결정해야 한다.

특정 금속물질, 일부 계면활성제 유형의 물질(피부자극물질인 경우 빈번하게

위양성 결과가 나타남), 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.

IV. 시험방법

4.1 실험동물 및 시험물질 준비

실험동물은 CBA/Ca 또는 CBA/J 계통의 마우스를 사용하며 임신 및 출산

경험이 없는 8~12주령의 건강한 암컷 마우스를 사용하고, 마우스의 체중은 평균 체

중의 20%를 초과해서는 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

(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

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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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),

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

N,N-디메틸포름아미드(N,N-dimethylformamide)에 희석한 5% 머캅토벤조티아졸

(mercaptobenzothiazole)(CAS No 149-30-4)이 권장된다. 동시 양성대조군을 포함하는 

것을 권장하지만 LLNA 시험을 정기적으로 수행하고(한 달에 최소 한 번 이상), 양성대

조군의 재현성 있는 정확한 결과를 도출하는 능력을 보여주는 배경자료를 확립한 실

험실의 경우, 양성대조군의 주기적인 시험(예: 6개월 이하 간격)도 가능하다(별첨

1-12항 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 본시험과 동일한 조건에서 수행되며 단, 림프절 증식은 평가

하지 않고 투여용량군당 한 마리 또는 두 마리의 마우스를 사용한다. 모든 마우스

의 일반증상은 매일 관찰하고 체중은 시험 전 및 종료 전(6일차)에 측정하여 기록

한다(표 1). 또한 각 마우스 양쪽 귀의 홍반을 관찰하여 표 2에 따라 점수화한다. 본시

험의 최고 투여용량은 예비시험에서 사용된 농도 중 전신 독성이나 과도한 국소 피

부 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 각 귓등에 바른다. 2일차에는 1일차의 적용 절차를 반

복하고, 일반증상 및 홍반을 관찰한다. 3일차에는 1일차의 적용 절차를 반복하고, 귀두

께를 측정하며 일반증상 및 홍반을 관찰한다. 4일차 및 5일차에는 일반증상 및 홍반을 

관찰하고, 아무것도 처리하지 않는다. 6일차에는 (3H)-methylthymidine 20 μ

Ci(7.4×105 Bq)가 포함된 인산완충용액(PBS) 250 μL를 모든 시험군 및 대조군 마우

스의 꼬리 정맥에 주사한다. 또는 2 μCi(7.4×104 Bq) 125I-iododeoxyuridine및 10-5M

fluorodeoxyuridine가 포함된 PBS 250 μL를 꼬리 정맥에 주사한다. 5시간 후 마우

스를 안락사 시킨다. 또한 각 마우스의 체중, 귀두께, 홍반 및 일반증상을 관찰하여 

기록한다. 각 마우스에서 시험물질을 도포한 부위의 이개 림프절을 절개하고 각 동

물별로 PBS에 넣어 보관하거나(개별 동물 접근법) 각 투여군 별로 PBS에 넣어 보관한
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다(집단 투여군 접근법)(표 3).

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

방사성동위원소 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 기법

등을 이용하여 준비한다. 림프절 세포 현탁액에서 DNA는 5% trichloroacetic acid(TCA)로

침전시키며, (3H)-methylthymidine의 결합(incorporation)은 β-scintillation counting으

로 측정하고 125I-iododeoxyuridine의 결합은 125I 계수로 측정한다.

4.4 rLLNA

특정 상황에서 피부감작 가능성의 음성 예측을 확인하기 위한 규제적 요구가 

있는 경우, 더 적은 수의 동물을 사용하는 rLLNA(reduced LLNA) 시험법을 사용할 

수 있다. 그러나 rLLNA 시험법을 사용하기 위해서는 사용에 대한 명확한 타당성 

및 과학적 근거를 제시해야 한다. 또한 rLLNA는 용량-반응 정보를 제공하지 않기 

때문에 이러한 정보가 필요한 경우에는 rLLNA를 사용해서는 안 된다.

4.5 결과 평가 

각 시험물질군의 결과는 평균 감작지수로 나타낸다.

(1) 개별 동물 접근법을 사용하는 경우, 감작지수는 각 시험물질군과 양성대조군 

마우스의 평균 DPM(disintegrations per minute) 값을 부형제대조군의 평균 

DPM 값으로 나누어 계산한다.
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감작지수(SI) =
시험물질군 또는 양성대조군의 평균 DPM 값

부형제대조군의 평균 DPM 값

(2) 집단 투여군 접근법을 사용하는 경우, 감작지수는 각 시험물질군의 집단 

DPM 값을 집단 부형제대조군의 DPM 값으로 나누어 계산하며 이를 통해 

평균 감작지수 값을 산출한다.

V. 결과 판정

5.1 결과 판정 

판정기준은 평균 감작지수가 3 이상(SI ≥ 3)일 때 결과를 양성으로 간주한다.

하지만 경계값 결과에 대해서는 이러한 결과 값이 양성임을 확인하기 위해 SI 값과 

함께 용량-반응 상관성 정도, 전신 독성 또는 과도한 자극의 증거, 통계적 유의성(해

당되는 경우) 등의 추가 정보를 고려할 수 있다.

5.2 신뢰성 확인

양성대조군을 사용하여 재현성 있는 결과를 보여줌으로써 본 시험이 적절하게 

수행되었는지 확인한다. 양성대조군은 SI가 20을 초과하는(＞20) 과도한 피부자극

또는 전신독성을 나타내지 않는 농도에서 부형제대조군 대비 SI가 3 이상(≥3)으로

양성 반응을 나타내야 한다.

감작지수(SI) 판정

≥3 피부감작성

＜3 비감작성
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VI. 시험결과 및 보고

데이터는 표 형식으로 요약한다. 개별 동물 접근법을 사용하는 경우 개별 동물

DPM 값, DPM 값의 그룹 평균, 관련 오차(예: 표준편차(SD) 또는 표준오차(SEM)),

동시 부형제대조군 대비 각 투여군의 평균 SI를 나타낸다. 집단 투여군 접근법을 사

용하는 경우 DPM의 평균/중간 값, 동시 부형제대조군과 비교한 각 투여군의 평균 SI

를 나타낸다. 시험결과보고서에는 다음의 내용을 포함하도록 한다.

시험물질

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

– 물리적 성질 및 물리화학적 특성(예: 휘발성, 안정성, 용해도)

– 용매/부형제의 식별 데이터(예: 순도, 농도 등)

- 부형제 선정의 타당성에 대한 근거

실험동물

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

시험조건

– 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 마우스의 DPM 값 및 SI 값을 담은 표(개별 동물 접근법) 또는 DPM 값 및 

SI 값의 평균/중간 값을 담은 표(집단 투여군 접근법)

– 개별 동물 접근법을 사용하는 경우 각 처리군 마우스의 DPM 평균 및 관련 오

차(예: SD, SEM)와 각 처리군의 이상치(outliers) 분석 결과

– 용량-반응 상관성, 통계 분석(적절한 경우)
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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 429)

피부감작성: 국소림프절시험법

Skin Sensitization: Local Lymph Node Assay

개요

1. OECD 화학물질 시험 가이드라인은 과학 발전 및 규제 요구의 변화, 동물 복지 

등을 고려하여 주기적으로 검토되고 있다. 마우스에서 피부감작성을 확인하기 위한

최초의 시험 가이드라인인 국소림프절시험법(LLNA, TG 429)은 2002년에 채택되었

다(1). LLNA 시험법 검증의 세부 사항 및 관련 연구에 대한 검토 내용이 발표되었다

(2)(3)(4)(5)(6)(7)(8)(9)(10)(11). 개정된 LLNA 시험법은 경험 내용 및 과학적 데이터의

평가에 기반한다(12). 본 문서는 동물에서 화학물질의 피부감작 가능성을 평가하기 위해 

개발된 두 번째 시험 가이드라인이다. 다른 피부감작성 시험 가이드라인(TG 406)은 기

니픽 시험, 특히 기니픽 극대화 시험 및 Buehler 시험을 이용한다(13). LLNA 시험법은 

동물 복지 측면에서 TG 406(13)보다 장점을 가진다. 개정된 본 LLNA 시험 가이드라

인에 포함된 유사시험법평가기준(Performance Standards, PS)(부록 2)은 지침서 

34(14)의 원칙에 따라 LLNA와 기능적 및 기전적으로 유사한 신규 또는 개정된 시험법

의 유효성을 평가하는 데 사용될 수 있다.

2. LLNA 시험법은 피부감작성의 유도기(induction phase)를 다루며 용량-반응 평

가에 적절한 정량적 데이터를 제공한다. 기니픽 시험법(TG 406)(13)의 양성대조물질로 

권장되는 약한/중간의 피부감작물질도 LLNA를 사용하는데 적합하다는 점을 주목해

야 한다(6)(8)(15). rLLNA(reduced LLNA) 접근법은 실험동물의 수를 40%까지 줄일 수 

있으며 본 시험 가이드라인에서 선택사항으로 기술된다(16)(17)(18). rLLNA는 본 시험 

가이드라인에 기술된 바와 같이 다른 모든 LLNA 프로토콜 기준(specifications)을 준수

하고, 피부감작 가능성의 음성 예측을 확인하기 위한 규제적 요구가 있는 경우 사용할 

수 있다. 음성 결과의 예측은 4항에 기술된 모든 유효한 정보를 기반으로 이루어져야 

한다. rLLNA 접근법을 적용하기 전에 해당 접근법 사용에 대한 명확한 타당성 및 

과학적 근거를 제공해야 한다. rLLNA에서 예상과 달리 양성 또는 불분명한 결과가 

나오는 경우에는 결과를 해석하거나 명확하게 하기 위해 추가 시험이 필요할 수 있다.
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UN의 화학물질 분류 및 표시에 관한 국제조화 시스템(UN Globally Harmonized

System of classification and Labelling of Chemical, UN GHS)의 하위 카테고리처럼 

용량-반응 정보가 필요한 경우에는 피부감작성 시험물질의 유해성 식별을 위해 

rLLNA를 사용해서는 안 된다.

3. 용어정의는 부록 1에 수록되어 있다.

초기 고려사항 및 제한점

4. LLNA 시험법은 피부감작물질 식별을 위한 대체시험법이다. 이는 모든 경우에 

기니픽 시험(TG 406)(13)을 대신하여 LLNA 시험법을 사용해야 한다는 의미가 아니라,

LLNA 시험법이 동일한 기능을 가지며 양성 및 음성 결과에 일반적으로 더 이상 추가

적인 확인이 필요하지 않은 대체시험법으로 사용할 수 있는 것이다. 시험을 수행하는 

실험실은 시험 전 시험물질에 대해 모든 가능한 정보를 고려해야 한다. 이러한 정보에

는 시험물질의 특성 및 화학 구조, 물리화학적 성질, 생체외(in vitro) 또는 생체내(in

vivo) 독성시험 결과, 구조적으로 유사한 물질의 독성시험 결과 등이 포함된다.

LLNA 시험법이 해당 시험물질에 적합한지(일부 화학물질의 경우 LLNA 시험법을 사

용할 수 없음[5항 참조])를 결정하는 것과 투여용량을 설정하는데에 이러한 정보를 참

고해야 한다.

5. LLNA 시험법은 생체내 시험법으로서, 알레르기성 접촉 감작 활성(allergic

contact sensitising activity)의 평가에 동물 사용을 배제할 수 없지만 알레르기성 접촉 감

작 활성을 평가하는데 사용되는 동물의 수를 줄일 수 있다. 또한 LLNA 시험법은 알

레르기성 접촉 감작성 시험에서 동물의 사용 방식을 상당히 개선(통증 및 고통 경감)

한다. LLNA 시험법은 감작성의 유도기(induction phase) 동안 시험물질에 의해 활성

화된 면역반응에 기초하고 있다. LLNA 시험법은 기니픽 시험(TG 406)(13)과는 달리 

야기(challenge)에 의해 유도되는 피부 과민반응 유발이 필요하지 않다. 또한, LLNA

시험법은 기니픽 극대화 시험(13)처럼 보조제(adjuvant)를 사용하지 않기 때문에 동물

의 통증 및 고통을 줄여준다. TG 406(4)에 비해 LLNA 시험법의 이점이 있음에도 불

구하고, 일부 제한점으로 인해 TG 406 시험법이 필요한 경우가 있다(예: 특정 금속물질

의 LLNA 위음성 결과, 특정 피부자극물질의 위양성 결과[일부 계면활성제 유형의 물질

](19)(20) 또는 시험물질의 용해도)(13). 또한 잠재적 교란기능의 작용기를 포함하는 시

험물질류(test chemical classes) 또는 단일 시험물질(substances)의 경우(21) 기니픽 시험(TG

406)(13)이 필요할 수 있다. 또한 대부분 농약제제(formulations)로 구성된 제한된 
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LLNA 검증연구 데이터베이스에 근거하여 LLNA 시험법은 기니픽 시험보다 이러한 

제제의 시험물질에 대해 양성 결과를 나타낼 가능성이 더 높다(22). 그러나 제제를 

시험하는 경우 LLNA 시험법이 제대로 기능한다는 것을 입증하기 위해 결과가 알려

진 유사한 시험물질을 기준시험물질(benchmark test substances)로서 포함시키는 것을 

고려할 수 있다(16항 참조). 이와 같이 확인된 제한점을 제외하면 시험물질의 특성이 

LLNA 시험법의 정확도에 영향을 주지 않는 한, 모든 시험물질에 적용할 수 있다.

시험 원리

6. LLNA 시험법의 기본 원리는 감작성 시험물질이 적용 부위의 가까운 림프절 

내에서 림프구 증식을 유발하는 것이다. 이러한 림프구의 증식은 적용하는 알레르기 유발 

항원의 용량(dose) 및 감작능(potency)에 비례하기 때문에 감작성의 정량적 측정이 가

능하다. 림프구 증식은 각 시험물질군과 부형제대조군의 평균 림프구 증식을 비교하여 

측정한다. 부형제대조군의 평균 증식에 대한 시험물질군의 평균 증식의 비율(감작지수,

Stimulation Index, SI)을 계산하며, 시험물질을 피부감작물질로 판정하기 위해서는 SI

지수가 3 이상(SI ≥ 3)이어야 한다. 본 가이드라인의 시험법은 물질 적용 부위의 이개 

림프절(auricular lymph node)에서 증식된 세포수의 증가를 측정하기 위해 생체내(in

vivo) 방사능 표지법(radioactive labelling)을 활용하는 것에 기초한다. 그러나 유사시

험법평가기준의 요건을 완전히 충족하는 경우 증식된 세포수를 평가하기 위해 다른 

평가항목(endpoint)을 사용할 수 있다(부록 2).

시험 설명

동물종 선택

7. 실험동물로는 건강한 마우스를 사용한다. 임신 및 출산 경험이 없는 암컷 

CBA/Ca 또는 CBA/J 계통의 마우스를 사용한다. 시험 시작 시 마우스는 8~12주령이

어야 하며, 체중 편차는 최소로 하되 평균 체중의 20%를 초과해서는 안 된다. LLNA

시험법 결과에서 마우스의 계통이나 성별에 의한 차이가 없다는 것을 증명하는 데이터

가 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 
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그룹별로 사육(23)해야 한다. 실험동물실의 온도는 22 ± 3℃로 유지되어야 하고, 상대

습도는 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 설정

한다. 사료는 일반적인 실험동물용 사료를 사용하며 음용수는 무제한 공급한다.

실험동물 준비

9. 마우스는 무작위로 선별하고 개체 식별을 표시(단 귀에 표시하는 방법은 제외)

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

모든 마우스를 검사하여 육안상 피부 병변이 없음을 확인한다.

시험 용액의 조제

10. 고체시험물질은 마우스에 적용하기 전 적절한 용매/부형제에 용해시키거나

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

사용하거나 또는 희석하여 사용한다. 의료기기에서 일반적으로 나타나는 불용성 시험

물질들은 적용하기 전에 적절한 용매를 사용하여 용출 가능한 성분들이 모두 용출되도록

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

자료가 없는 경우 시험 당일에 조제해야 한다.

신뢰성 확인

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

는 민감도에 의해 본 시험이 적절하게 수행되었는지 증명하기 위해 사용한다. 실험실

의 수행능력을 확인하고 실험실내 및 실험실간 재현성과 유사성(comparability)을 평가

하기 위하여 동시 양성대조군을 포함할 것을 권고한다. 일부 규제 당국 또한 각 시험

마다 양성대조군의 사용을 요구하기 때문에 LLNA 시험법을 수행하기 전에 관계 당국

과 상의할 것을 권장한다. 따라서 양성대조군을 주기적으로 사용함에 따라 발생할 수 

있는 추가적인 동물실험이 필요(규제당국의 요구사항을 충족하기 위해)하지 않도록 

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

대비 3 이상(≥)으로 예상되는 노출 수준에서 LLNA 양성 반응을 나타내어야 한다. 양성

대조물질의 용량은 과도한 피부자극 또는 전신독성은 야기하지 않고, 유도반응을 재현

성 있고 과도하지 않게(예: SI > 20은 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 번
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호 101-86-0)와 N,N-디메틸포름아미드(N,N-dimethylformamide)에 희석한 5% 머캅토벤조

티아졸(mercaptobenzothiazole) (CAS No 149-30-4)이다(부록 2의 표 1 참조). 충분한 타당성

이 제시되는 경우, 위의 기준에 부합하는 다른 양성대조물질을 사용할 수 있다.

12. 동시 양성대조군의 포함을 권장하는 반면, LLNA 시험을 정기적으로 수행하고

(한 달에 최소 한 번 이상), 양성대조군 결과를 재현성 있고 정확하게 도출하는 능력

을 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 시험법의 숙련도를 보일 수 있다.

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

장비, 실험동물 공급처 등의 변경) 동시 양성대조군을 반드시 포함해야 하며 변경사

항은 시험보고서에 기록해야 한다. 이러한 시험 절차의 변경이 이전에 확립된 배경자

료의 적절성에 어떠한 영향을 주는지 고려하여 양성대조군 결과의 일관성을 문서화 하

기 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(12).

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

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

(임상적/화학적으로 관련 있는 제형)가 또한 필요할 수 있다(24). 만약 동시 양성대조

군을 시험물질과는 다른 부형제를 사용하여 시험하는 경우 동시 양성대조군에 대한 부

형제를 별도로 시험에 포함시켜야 한다.
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16. 특정 화학물질류(specific chemical class) 또는 특정 반응 범위의 시험물질을 평가

하는 경우에 있어서, 기준시험물질(benchmark test substance)을 사용하는 것은 본 시

험법이 이런 종류의 시험물질의 피부감작능을 식별하는 데 적절하게 기능한다는 것을 

입증하는데 유용할 수 있다. 적절한 기준시험물질은 다음의 특성을 가져야 한다.

• 시험물질군과 구조적 및 기능적 유사성

• 알려진 물리적/화학적 특성

• LLNA 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,

시험물질의 부형제만 처리한 동시 음성대조군 및 양성대조군(실험실 규정을 근거로,

11~15항에서 언급된 것을 고려하여 동시 또는 최근 사용된 양성대조군)을 준비한다. 특

히, 양성대조군 시험을 가끔씩(on an intermittent basis) 수행하는 경우, 양성대조군을 

여러 용량으로 시험하는 것을 고려해야 한다. 시험물질을 처리하지 않는 것을 제외하

고, 대조군(control group) 마우스는 시험물질군 마우스와 동일한 방식으로 처리 및 취

급해야 한다.

18. 투여용량 및 부형제 선택은 참고문헌 (3)과 (5)에 제시된 권고사항에 기초하여 적절

히 연속되는 농도를 선정한다(예: 100%, 50%, 25%, 10%, 5%, 2.5%, 1%, 0.5% 등). 시험

농도의 선정에는 충분한 과학적 근거가 뒷받침되어야 한다. 3개의 연속되는 농도 선정 

시 가능하면 시험물질과 관련된 기존의 모든 독성정보(예: 급성 독성 및 피부 자극),

구조 및 물리화학적 정보(또는 구조적으로 관련된 시험물질)를 고려하여 전신 독성 또

는 과도한 국소 피부 자극을 피하면서 가장 높은 농도로 노출을 최대화한다(3)(25).

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

틸포름아미드(N,N-dimethylformamide), 메틸에틸케톤(methyl ehtyl ketone), 프로필렌

글리콜(propylene glycol), 디메틸설폭사이드(dimethyl sulfoxide)(19)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

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(35항 참조). 또한, 양성대조

군 동물 수의 감소 가능 여부에 대한 평가는 개별 마우스의 자료가 수집된 경우에

만 가능하다(12). 뿐만 아니라 일부 국가의 규제 당국은 개별 마우스 데이터의 수집을 요

구한다. 그럼에도 불구하고 일부 규제당국은 집단 동물 데이터를 받아들일 수 있는 것

으로 고려할 수 있으며, 이러한 경우 시험자는 개별 또는 집단 동물데이터의 수집 중 

선택할 수 있다.

예비시험

21. 최고 투여용량을 결정하기 위한 정보가 없는 경우(18항 참조), LLNA 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 현탁액의 경우 용

해 가능한 최대 농도를 사용해야 한다.

22. 예비시험은 LLNA 본시험과 동일한 조건에서 수행되며 단, 림프절 증식은 평가

하지 않고 투여용량군당 한 마리 또는 두 마리의 사용이 제안된다. 모든 마우스의 전

신 독성 또는 적용 부위의 국소 자극 등 모든 일반증상을 매일 관찰한다. 체중은 시험 

전 및 종료 전(6일차)에 기록한다. 각 마우스 양쪽 귀의 홍반을 관찰하고, 표 1에 따라 

점수화한다(25). 두께측정기(예: 디지털 마이크로미터 또는 피코크 다이얼 두께 측정기)

를 사용하여 1일차(적용 전), 3일차(첫 번째 적용 약 48시간 후) 및 6일차에 측정한다.

또한 6일차의 귀 두께는 마우스를 안락사 시킨 후 귀 부위를 이어펀치로 뚫어 무게

를 측정하여 결정할 수 있다. 과도한 국소 자극은 홍반 점수 3 이상 또는 귀 두께가 

25% 이상 증가한 경우를 말한다(26)(27). LLNA 본시험의 최고 투여용량은 예비시험
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에서 사용된 농도(18항 참조) 중 전신 독성이나 과도한 국소 피부 자극을 유발하지 

않는 농도 중 두 번째로 높은 농도를 선택한다.

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(26)(27) 이외에도 부형제대조군 대비 시험물질군에서 귀 두께의 

통계적으로 유의한 증가는 LLNA에서 자극을 확인하는 데 사용된다(28)(29)(30)(31)(32)(33)(34).

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

특별하게 과도한 자극과 연관되지는 않는다(30)(32)(33)(34).

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(35)(36)의 징후일 수 있으며 따라서 LLNA 본시

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

경미하거나 일시적인 것 이상의 모든 일반증상, 1~6일 차 5% 초과의 체중감소 및 치

사율은 평가 시 고려되어야 한다. 빈사 상태의 마우스 또는 심한 통증과 고통을 보

이는 마우스는 안락사 시킨다(37).

본시험 일정

25. 시험 일정은 다음과 같다.

• 1일차(Day 1):
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각 마우스의 체중 및 모든 일반증상을 관찰하여 기록한다. 시험물질 희석액 

25 μL, 부형제 또는 양성대조물질(11~15항에서 고려된 것처럼 실험실 방침에 

근거한 동시 또는 최근에 사용된 양성대조물질)을 각 귓등에 바른다.

• 2일차 및 3일차(Day 2 and 3):

1일차의 적용 절차를 반복한다.

• 4일차 및 5일차(Day 4 and 5):

아무것도 처리하지 않는다.

• 6일차(Day 6):

각 마우스의 체중을 기록한다. (3H)-methylthymidine 20 μCi(7.4×105 Bq)가 

포함된 인산완충용액(PBS) 250 μL를 모든 시험군 및 대조군 마우스의 꼬리 

정맥에 주사한다. 대안으로, 125I-iododeoxyuridine 2 μCi(7.4×104 Bq) 및 

fluorodeoxyuridine 10-5M이 포함된 PBS 250 μL를 꼬리 정맥에 주사한다.

5시간 후 마우스를 안락사 시킨다. 각 마우스에서 시험물질을 도포한 부위의 

이개 림프절을 절개하고 각 동물별로 PBS에 보관하거나(개별 동물 접근

법) 절개한 이개 림프절을 각 시험물질군 별로 PBS에 보관한다(집단 투여군

접근법). 림프절의 확인과 절개에 대한 도표 및 세부 사항은 참고문헌(12)을 참

조한다. 본시험에서 국소 피부 반응의 관찰을 위해서는 귀 홍반의 점수화 또

는 귀 두께 측정(두께 측정기를 사용하거나 해부 시 이어펀치 무게 측정)과

같은 추가적인 항목들이 시험 프로토콜에 포함될 수 있다.

세포 현탁액의 준비

26. 개별 동물 접근법(individual animal approach) 또는 집단 투여군 접근법

(pooled treatment group approach)을 사용하여 200 마이크로 메쉬 스테인리스 스틸 

거즈를 통한 부드러운 물리적인 분해 또는 단일 세포 현탁액을 만들 수 있는 다른 기

법으로 각 마우스 양쪽에서 적출한 림프절의 단일 세포 현탁액을 준비한다. 림프절 세포 

현탁액은 PBS로 2회 추가 세척하고 DNA는 5% trichloroacetic acid(TCA)로 4℃에서 

18시간 동안 침전시킨다(3). 세포침전물(pellet)은 TCA 1 ㎖에 재현탁하고 3H 계수를 위

해 섬광 유체(scintillation fluid) 10 mL이 담긴 바이알로 옮기거나 125I 계수를 위해 감

마(gamma) 계수 튜브로 옮긴다.

세포증식 측정(결합된 방사성동위원소 측정)
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27. (3H)-methylthymidine의 결합(incorporation)은 β-scintillation counting으로 측정

하고 125I-iododeoxyuridine의 결합은 125I-계수(125I-counting)로 측정하며,

DPM(disintegrations per minute)으로 나타낸다. 사용된 접근법에 따라 결합

(incorporation)은 DPM/마우스(개별 동물 접근법) 또는 DPM/투여군(집단 투여군 접

근법)으로 표시한다.

rLLNA

28. 특정 상황에서 피부감작 가능성의 음성 예측을 확인하기 위한 규제적 요구가 

있는 경우, 본 시험 가이드라인의 다른 모든 LLNA 프로토콜 기준(specifications)을 준

수한다면 더 적은 동물을 사용하는 rLLNA 프로토콜(16)(17)(18) 옵션이 사용될 수 있

다. rLLNA 접근법을 적용하기 전에, 사용에 대한 명확한 타당성 및 과학적 근거를 제

시해야 한다. 양성 또는 불분명한 결과가 나타나는 경우에는 결과를 해석하거나 명확

하게 하기 위해 추가 시험이 필요할 수 있다.

29. 투여군 수의 감소가 LLNA와 rLLNA 시험법 프로토콜의 유일한 차이이며, 이

러한 이유로 rLLNA는 용량-반응 정보를 제공하지 않는다. 따라서 용량-반응 정보가 

필요한 경우 rLLNA를 사용해서는 안 된다. 다수 용량의 LLNA와 마찬가지로 rLLNA

에서 평가된 시험물질 농도는 마우스에서 명확한 전신독성이나 과도한 국소 피부 자극

을 유발하지 않는 최대 농도이어야 한다(18항 참조).

관찰

일반증상 관찰

30. 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(37).

체중
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31. 25항에서 언급한 바와 같이, 각 마우스의 체중은 시험 시작 시점과 예정된 안락

사 시 측정해야 한다.

결과의 계산

32. 각 시험물질군의 결과는 평균 감작지수로 나타낸다. 개별 동물 접근법을 사용

하는 경우, 감작지수는 각 시험물질군과 양성대조군 마우스의 평균 DPM을 부형제대조

군의 평균 DPM으로 나누어 계산한다. 부형제대조군에 대한 감작지수의 평균은 “1”이 

된다. 집단 투여군 접근법을 사용하는 경우, 감작지수는 각 시험물질군의 집단 방사능 

결합을 집단 부형제대조군의 방사능 결합으로 나누어 계산하며 이를 통해 평균 SI 값

을 산출한다.

33. 판정기준은 감작지수가 3 이상(SI ≥ 3)일 때 결과를 양성으로 간주한다. 하지

만 경계값 결과(borderline result)를 양성으로 판정할 때에는 용량-반응 상관 정도, 통

계적 유의성, 용매/부형제 및 양성대조물질 반응의 일관성을 또한 고려한다(4)(5)(6).

34. 도출된 결과를 명확히 할 필요가 있는 경우, 알려진 피부감작물질과 구조적인 

관계 여부, 마우스에서의 과도한 피부자극 유발 여부, 관찰된 용량-반응 상관성의 유형 

등을 포함하여 시험물질의 다양한 특성을 고려해야 한다. 이를 비롯한 기타 고려사항

에 대해서는 참고문헌(7)에서 자세히 논의된다.

35. 개별 마우스의 방사능 데이터 수집은 데이터의 용량-반응 상관성 여부 및 상관 

정도에 대한 통계적 분석을 가능하게 한다. 모든 통계적 평가는 적절하게 보정된 시험

군 간의 비교뿐 아니라 용량-반응 상관성에 대한 평가를 포함할 수 있다(예: 투여군 대

비 동시 부형제대조군 짝 비교(pair-wise comparison)). 통계 분석에는 용량-반응 상관

성 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 변

환이나 비모수 통계 분석을 필요로 하는 불균등한 분포의 가능성(possible inequalities

of variances) 및 문제 등을 파악하고 있어야 한다. 어떤 경우라도, 특정 데이터 포인

트(“이상치(outliers)”라고도 함)를 넣거나 넣지 않는 것을 모두 포함하여 SI 계산 및 

통계적 분석을 모두 수행해야 할 필요가 있다.
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시험자료 및 보고

데이터

36. 데이터는 표 형식으로 요약한다. 개별 동물 접근법을 사용하는 경우 개별 동물 

DPM 값, DPM 값의 그룹 평균, 관련 오차(예: 표준편차(SD), 표준오차(SEM)), 동시 부

형제대조군 대비 각 투여군의 평균 SI를 나타낸다. 집단 투여군 접근법을 사용하는 경

우 DPM의 평균/중간 값, 동시 부형제대조군에 대한 각 투여군의 평균 SI를 나타낸다.

시험 보고서

37. 시험 보고서에는 다음의 정보를 포함해야 한다.

시험물질 및 대조물질

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

– 물리적 성질 및 물리화학적 특성(예: 휘발성, 안정성, 용해도)

– 제제(formulation)의 경우, 구성 및 구성요소의 상대적 비율

용매/부형제

– 식별 데이터(순도, 농도(해당되는 경우), 사용 용량)

– 부형제 선정의 타당성에 대한 근거

실험동물

– CBA 마우스의 출처

– 마우스의 미생물 상태(알려진 경우)

– 마우스의 수와 주령

– 마우스의 출처, 사육 조건, 식이 정보 등

시험조건

– 시험물질의 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 
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주었는지에 대한 설명

신뢰성 확인

– 최근 실시한 신뢰성 확인 결과 요약(사용된 시험물질, 농도, 부형제에 대한 정보 

포함)

– 실험실의 동시 또는 과거 양성대조군과 동시 음성(용매/부형제)대조군 데이터

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

수행일자 및 보고서와 동시 양성대조군 미수행 근거가 되는 실험실의 양성대조

군 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 마우스의 DPM 값 및 SI 값을 담은 표(개별 동물 접근법) 또는 DPM 값 및 

SI 값의 평균/중간 값을 담은 표(집단 투여군 접근법)

– 개별 동물 접근법을 사용하는 경우 각 처리군 마우스의 DPM 평균 및 관련 오

차(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 측면임. 정확하게 맞춘 시험결과의 비율을 의미하는 

“일치성(concordance)”과 “정확도(Accuracy)”는 같은 의미로 쓰임(14).

기준 시험물질(Benchmark test substance): 시험물질의 비교 기준으로 사용되는 감작

성 및 비감작성 물질. 기준물질은 다음의 특성을 가져야 함. (i) 일관성 있고 신뢰할 수 

있는 공급원, (ii) 시험되는 물질과 구조적, 기능적 유사성, (iii) 알려진 물리적/화학적 

특성, (iv) 알려진 효과 입증 자료, (v) 원하는 반응의 범위 내 알려진 효력.

추정농도임계값(Estimated concentration threshold, ECt): 양성반응을 나타내는 자극지

수가 되는데 필요한 시험물질의 추정 농도.

추정농도3(Estimated concentration three, EC3): 자극지수가 3이 되는데 필요한 시험

물질의 추정 농도.

위음성(False negative): 양성 또는 활성 시험물질이 시험법에 의해 음성 또는 비활성 

시험물질로 잘못 식별되는 것.

위양성(False positive): 음성 또는 비활성 시험물질이 시험에 의해 양성 또는 활성 시

험물질로 잘못 식별되는 것.

유해성(Hazard): 건강 또는 생태계에 유해영향을 나타낼 수 있는 가능성. 충분한 수준

에 노출되어야만 유해영향이 나타남.

실험실간 재현성(Inter-laboratory reproducibility): 다른 실험실에서 동일한 시험절차

와 시험물질로 시험을 수행했을 때, 양적 및 질적으로 유사한 결과를 나타내는 정도.

실험실간 재현성은 사전검증 및 검증 단계에서 결정되고 실험실간에 시험이 성공적으

로 전수될 수 있음을 보여주며, between-laboratory reproducibility라고도 함(14).

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

람이 다른 시점에 특별한 시험절차로 같은 결과를 성공적으로 재현할 수 있는 정도.

또한 within-laboratory reproducibility라고도 함(14).

유사시험(Me-too test): 검증 및 승인된 참조 시험법과 구조적 및 기능적으로 유사한 

시험법에 대한 구어적 표현. 이러한 시험법은 추적 검증의 대상이 됨. 유사한 시험법과 
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교차 사용됨(14).

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

이는 것.

유사시험법평가기준(Performance standards, PS): 검증된 시험법을 기반으로 기능적 

및 기전적으로 유사하게 제시된 시험법의 비교 가능성을 평가하는 기준. 다음 사항을 

포함함 (i) 필수 시험법 구성요소, (ii) 검증된 시험법의 허용 가능한 수행도를 입증하는 

데 사용된 화학물질 중에서 선택된 참고 화학물질의 최소 목록, (iii) 검증된 시험법에

서 얻은 값을 기반으로 한 정확도 및 신뢰도의 유사성(참고 화학물질의 최소 목록을 

사용하여 평가할 때 제시된 시험방법이 입증되어야 함)(14)이 포함.

독점적 시험법(Proprietary test method): 특허 및 저작권, 상표 등에 의해 제조 및 유

통이 제한되는 시험법.

신뢰성보증(Quality assurance): 시험 수행과 독립된 개인이 실험실 시험 기준 및 요

건, 기록 보관 절차 준수, 데이터 전송 정확도 등의 관리 절차를 평가하는 것.

참고 화학물질(Reference chemicals): 생체외(in vitro)또는 생체내(in vivo)시험계의 반

응이나 관련 종이 알려진 경우, 검증 단계에서 사용하기 위해 선별된 화학물질. 이러한 

물질은 시험법이 사용될 것으로 예상되는 시험물질 종류를 대표해야 하며, 화학물질이 

일으킬 것으로 예상되는 반응의 모든 범위(강, 약, 음성)를 나타내야 함. 검증절차의 단

계, 시험법 및 시험목적에 따라 다른 참고물질 목록이 필요할 수도 있음(14).

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

지에 대한 설명. 상관성은 시험이 얼마나 생물학적 효과를 정확하게 측정하고 예측하

는지 나타내며, 시험법의 정확도(일치성)를 내포함(14).

신뢰도(Reliability): 동일한 시험방법에 따라 반복 시행하였을 때 동일 실험실과 다른 

실험실에서 시험 결과를 재현할 수 있는 정도. 신뢰도는 실험실내, 실험실간 재현성

(reproducibility)으로 평가됨(14).

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

기 유발 항원에 국소적으로 노출되었을 때 나타나며, 화학적 항원은 접촉성 감작성

(contact sensitization)을 발병시킬 수 있는 피부 면역반응을 촉발함.

자극지수(Stimulation Index, SI): 시험물질의 피부감작성을 평가하기 위해 산출된 값.
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동시 부형제대조군과 시험물질 처리군의 증식 정도의 비율.

시험물질(Test substance): 본 시험 가이드라인을 사용하여 시험한 물질, 단일화합물 

또는 복수 화합물(예: 최종제품, 제형)로 구성됨. 제형을 시험할 때, 특정 규제 당국에

서는 최종 제품 제형에 대한 시험만을 요구할 수 있다는 점을 고려해야 함. 단, 제품 

제형의 활성 성분에 대한 시험 요건이 있을 수 있음.

검증된 시험법(Validated test method): 특정 목적에 대한 상관성(정확도 포함) 및 신

뢰도를 판단하는 유효성 연구가 완료된 시험법. 검증된 시험법이 정확도와 신뢰도 측

면에서 제시된 목적에 부합한다고 여겨지는 수행도를 충분히 달성하지 못할 수도 있다

는 점에 유의해야 함(14).
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부록 2. 피부감작성에 대한 유사 또는 변형된 LLNA 시험법 평가를 위한 유사

시험법평가기준

개요

1. 유사시험법평가기준(PS)의 목적은 독점적(저작권, 상표, 등록) 및 비독점적 신규 

시험법이 특정 시험 목적에 충분한 정확도와 신뢰도를 가지는지에 대한 기준을 제시하

는 것이다. 검증되고 승인된 시험법을 바탕으로 하는 PS는 유사한 과학적인 원리에 기

초하여 유사한 시험법(구어적으로는 "유사"시험)의 신뢰도 및 정확도를 평가하는 데 사

용될 수 있고 동일한 생물학적 또는 독성 효과를 측정하거나 예측할 수 있다(14).

2. 변형된 시험법(승인된 시험법에 대한 잠재적인 개선안)의 채택에 앞서, 제안된 

변경 사항이 시험 수행에 미치는 영향 및 검증 과정의 다른 요소에 대해 이용 가능한 

정보에 미치는 영향의 정도를 평가해야 한다. 제안된 변경 사항의 수와 특성, 이러한 

변경을 위해 생성된 데이터 및 근거 자료에 따라, 새로운 시험에 대해 기술된 대로 동

일한 검증 과정을 진행하거나 또는 해당되는 경우 기존의 PS를 사용하여 신뢰도 및 

상관성을 제한적으로 평가해야 한다(14).

3. 본 시험 가이드라인에 따라 사용하도록 제안된 유사 또는 변형된 시험법은 

LLNA 점수의 전체 범위를 나타내는 화학물질을 사용하여 신뢰도 및 정확도를 평가해

야 한다. 불필요한 동물 사용을 방지하기 위해, 모델 개발자는 PS 및 본 시험 가이드

라인의 지침에 따라 검증연구를 시작하기 전에 OECD와 협의할 것을 강력하게 권고한

다.

4. 본 유사시험법평가기준은 미국-ICCVAM, 유럽-ECVAM, 일본-JaCVAM의 조화

된 유사시험법평가기준(12)에 기반하고 있으며 LLNA와 유사한 또는 변형된 시험법의 

유효성을 평가하는 데 사용된다. 유사시험법평가기준은 필수 시험법 구성요소, 권장되

는 참고물질, 제안된 시험법이 충족하거나 초과해야 하는 정확도 및 신뢰도의 기준으

로 구성된다.

I. 필수 시험법 구성요소

5. 유사 또는 변형된 LLNA 시험법이 기능적 및 기전적으로 LLNA와 유사하고,
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동일한 생물학적 영향을 측정하기 위해서는 시험법 프로토콜에 다음의 구성요소를 포

함시켜야 한다.

• 시험물질은 마우스의 양쪽 귀에 국소적으로 적용해야 한다.

• 시험물질 적용 부위와 가까운 림프절에서 림프구의 증식을 측정해야 한다.

• 림프구 증식은 피부감작성 유도기에서 측정해야 한다.

• 시험물질의 경우, 선택된 최고 투여용량이 마우스의 전신 독성이나 과도한 

국소 피부자극을 유발하지 않는 최대 농도이어야 한다. 양성 참고물질의 경

우, 최고 투여용량은 최소한 해당 참고 시험물질의 LLNA EC3 값만큼 높아

야 하며(표 1 참조), 마우스에 전신 독성이나 과도한 국소 피부자극이 나타

나지 않아야 한다.

• 각 시험마다 동시 부형제대조군을 포함해야 하며, 해당되는 경우 동시 양성

대조군도 사용해야 한다.

• 투여용량군 당 4마리 이상의 동물을 사용해야 한다.

• 개별 또는 집단 동물 데이터를 수집할 수 있다.

이러한 기준 중 하나라도 충족하지 않으면 본 유사시험법평가기준은 유사 또는 변형된 

시험법의 유효성에 사용될 수 없다.

II. 최소 참고물질 목록

6. US-ICCVAM, EC-ECVAM, 일본-JaCVAM의 조화된 유사시험법평가기준(12)에

서는 필수로 사용해야 하는 최소의 참고물질 18개와 LLNA 유사시험법평가기준에 포

함된 선택적인 참고물질 4개(인체 및 기니픽 시험 결과(TG406)(13)와 비교 시 LLNA에

서 위양성 또는 위음성 결과가 나온 물질이며 이에 따라 LLNA와 동일하거나 더 나은 

수행도를 보여주는 기회를 제공함)를 확인했다. 이러한 물질을 확인하는 선정 기준은 

다음과 같다.

• 참고물질 목록은 피부감작성에 일반적으로 시험되는 물질 유형 및 LLNA

시험법이 측정 또는 예측할 수 있는 반응 범위를 보여준다.

• 시험물질은 잘 정의된 화학구조를 가진다.

• 각 물질에 대한 기니픽 시험(TG 406)(13)의 LLNA 데이터 및 (가능한 경우)

인체 데이터가 있다.

• 상업적 공급원에서 물질을 구할 수 있다.

권장되는 참고물질은 표 1에서 확인한다. 제안된 참고물질을 사용하는 시험은 표 1에 
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있는 부형제를 이용하여 평가해야 한다. 목록의 물질을 사용할 수 없는 경우에는 언급

된 선정기준에 부합하며, 타당성이 충분한 다른 물질을 사용할 수 있다.
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번호 물질1 CAS No 형태 부형제2 EC3 %3 N4 0.5~2.0x

EC3

실제

EC3

범위

LLNA

vs GP

LLNA

vs

인체

1

5-Chloro-2-methyl-4-i

sothiazolin-3-one(CM

I)/2-methyl-4-isothia

zolin-3-one(MI)5

26172-55-4/

2682-20-4
액체 DMF 0.009 1

0.0045-0.0

18
NC +/+ +/+

2 DNCB 97-00-7 고체 AOO 0.049 15
0.025-0.09

9
0.02-0.094 +/+ +/+

3 4-Phenylenediamine 106-50-3 고체 AOO 0.11 6 0.055-0.22 0.07-0.16 +/+ +/+

4 Cobalt chloride 7646-79-9 고체 DMSO 0.6 2 0.3-1.2 0.4-0.8 +/+ +/+

5 Isoeugenol 97-54-1 액체 AOO 1.5 47 0.77-3.1 0.5-3.3 +/+ +/+

6
2-Mercaptobenzothia

zole
149-30-4 고체 DMF 1.7 1 0.85-3.4 NC +/+ +/+

7 Citral 5392-40-5 액체 AOO 9.2 6 4.6-18.3 5.1-13 +/+ +/+

8 HCA 101-86-0 액체 AOO 9.7 21 4.8-19.5 4.4-14.7 +/+ +/+

9 Eugenol 97-53-0 액체 AOO 10.1 11 5.05-20.2 4.9-15 +/+ +/+

10 Phenyl benzoate 93-99-2 고체 AOO 13.6 3 6.8-27.2 1.2-20 +/+ +/+

표 1: LLNA 유사시험법평가기준을 위한 권장되는 참고물질
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약어: AOO(acetone: olive oil) = 아세톤 : 올리브오일(4:1, v/v), CAS No(CAS 번호) = 화학초록서비스 번호, DMF(N,N-dimethylformamide) = N,N-디메틸포름아미드,

DMSO(dimethyl sulfoxide) = 디메틸설폭사이드, DNCB(2,4-dinitrochlorobenzene) = 2,4-디니트로클로로벤젠, EC3(estimated concentration needed to produce a stimulation

11 Cinnamic alcohol 104-54-1 고체 AOO 21 1 10.5-42 NC +/+ +/+

12 Imidazolidinyl urea 39236-46-9 고체 DMF 24 1 12-48 NC +/+ +/+

13 Methyl methacrylate 80-62-6 액체 AOO 90 1 45-100 NC +/+ +/+

14 Chlorobenzene 108-90-7 액체 AOO 25 1 NA NA -/- -/*

15 Isopropanol 67-63-0 액체 AOO 50 1 NA NA -/- -/+

16 Lactic acid 50-21-5 액체 DMSO 25 1 NA NA -/- -/*

17 Methyl salicylate 119-36-8 액체 AOO 20 9 NA NA -/- -/-

18 Salicylic acid 69-72-7 고체 AOO 25 1 NA NA -/- -/-

LLNA에 대해 향상된 수행도를 보여주는 추가 물질

19
Sodium lauryl

sulfate
151-21-3 고체 DMF 8.1 5 4.05-16.2 1.5-17.1 +/- +/-

20
Ethylene glycol

dimethacrylate
97-90-5 액체 MEK 28 1 14-56 NC +/- +/+

21 Xylene 1330-20-7 액체 AOO 95.8 1 47.9-100 NC +/** +/-

22 Nickel chloride 7718-54-9 고체 DMSO 5 2 NA NA -/+ -/+
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index of 3) = SI 3을 만드는 데 필요한 추정 노도, GP(guinea pig test result) = 기니픽 시험 결과(TG406)(13),HCA(hexylcinnamicaldehyde)=헥실시나믹알데히드, Liq = 액체,

LLNA(murine local lymph node assay result) = murine 국소림프절시험결과(TG429)(1),MEK(methylethylketone)=메틸에틸케톤, NA(not applicable) = SI < 3이므로 해당없

음, NC(not calculated) = 단일 시험의 데이터이므로 계산되지 않음, Sol(solid) = 고체, Veh(test vehicle) = 시험 부형제.

1 시험물질은 보관이 가능하다는 것을 증명하는 안정성 자료가 없는 경우 시험 당일에 조제해야 한다.

2 서로 다른 부형제가 LLNA의 수행도에 잠재적으로 영향을 미칠 수 있으므로, 각 참고물질에 대한 권장하는 부형제를 사용해야 한다(24)(32).

3 두 개 이상의 EC3 값이 가능한 평균값. 음성물질(자극지수 < 3)의 경우, 최대 시험 농도가 제공된다.

4 데이터가 수집된 LLNA 연구의 수.

5 카톤 CG(CAS No 55965-84-9)로 상용화, CMI:MI = 3:1 혼합물. 각 성분의 상대농도는 1.1~1.25%(CMI) 및 0.3~0.45%(MI)다. 비활성 성분은 마그네슘염(21.5~24%) 및 구리질

산염(0.15~0.17%)이며 나머지 제형은 물 74~77%다. 카톤 CG는 Sigma-Aldrich 및 Rohm & Haas(현재 Dow Chemical Corporation)에서 구입 가능하다.

* = 임상 패치 시험결과가 없고, 패치 시험 키트 알레르기 유발 항원으로 포함되지 않았으며, 인체 감작성에 대한 사례 보고가 없다는 것에 근거하여 인체에서는 감작물질이 

아닌 것으로 추정됨.

** = GP 데이터 없음.



- 41 -

III. 신뢰도 및 정확도 기준 정의

7. 유사 또는 변형된 LLNA 시험법의 정확도는 필수로 사용해야 하는 최소 참고

물질 18개를 사용하여 평가하는 경우 LLNA PS의 기준을 충족하거나 또는 초과해야 

한다. 신규 또는 변형된 시험법은 "예/아니오" 결정에 따라 올바른 분류가 이루어져야 

한다. 하지만 신규 또는 변형된 시험법이 필수로 사용해야 하는 최소 참고물질 모두를 

정확하게 분류하지 못할 수 있다. 예를 들어, 약 감작물질 중 하나가 잘못 분류되면,

잘못 분류된 근거 및 적절한 추가 데이터(예: 잘못 분류된 참고물질과 유사한 물리적 

및 화학적, 감작성 특성을 가지는 다른 물질에 대한 정확한 분류를 제공하는 시험결

과)를 고려하여 동등한 수행도를 설명할 수 있다. 이때는 신규 또는 변형된 LLNA 시

험법의 검증 상황은 사례별로 평가된다.

실험실내 재현성

8. 실험실내 재현성을 결정하기 위해서는 LLNA에서 잘 규명된 감작성 물질을 사

용하여 신규 또는 변형된 LLNA 시험법을 평가해야 한다. 따라서 LLNA PS는 

HCA(hexyl cinnamic aldehyde) 반복 시험결과의 변동성에 근거한다. 실험실내 재현성

을 평가할 때, HCA에 대한 임계 추정 농도(threshold estimated concentration, ECt)는 

1주일 이상의 간격으로 4번에 걸쳐 산출해야 한다. 허용 가능한 실험실내 재현성은 각 

HCA 시험에서 ECt 값을 5~20%로 얻을 수 있는 실험실의 역량으로 나타나며, 이는 

LLNA에서 HCA(10%)에 대한 평균 EC3의 0.5~2.0배 범위를 의미한다(표 1 참조).

실험실간 재현성

9. 신규 또는 변형된 LLNA 시험법의 실험실간 재현성은 LLNA에서 잘 규명된 감

작성 물질 두 가지를 사용하여 평가해야 한다. LLNA PS는 각기 다른 실험실의 HCA

및 DNCB(2,4-dinitrochlorobenzene) 검사 결과 변동성에 근거한다. ECt 값은 최소 3곳 

이상의 실험실에서 실시된 단일 시험에서 독립적으로 산출해야 한다. 허용 가능한 실

험실간 재현성을 입증하기 위해, 각 실험실은 ECt값이 HCA에 대해 5~20%, DNCB에 

대해 0.025~0.1%이어야 하며, 이는 LLNA에서 각각 HCA(10%) 및 DNCB(0.05%)에 대

한 평균 EC3의 0.5~2.0배 범위를 의미한다(표 1 참조).
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별첨 2. 원문(OECD TG 429)
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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


