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Ⅰ 요약문

1 개요

  본 시험법은 인체피부모델(Reconstructed human Epidermis, RhE) 조직에 시험물질을 국소 

적용한 후 인공태양광의 조사 유무에 따른 광독성 유발 가능성을 식별하는 것으로 인공태양광을 

조사하지 않은 조건과 비교하여 인공태양광을 조사하였을 때 시험물질에 노출된 세포생존율의 

상대적 감소율로 광독성 물질과 비광독성물질을 평가하는 in vitro 인체피부모델을 이용한 

광독성시험법(Reconstructed human Epidermis Phototoxicity Test, RhE PT)이다. 

  본 시험법은 인체피부의 최상층부(outermost layer)인 표피(epidermis)의 생화학적 및 생리학적 

특성을 매우 유사하게 모방하여 재구성한 인체피부모델(RhE)의 생체외(in vitro) 시험계를 기반으로 

하며 MTT 분석법으로 확인된 세포생존율을 흡광도(OD) 또는 HPLC/UPLC-spectrophotometry로 

측정한다.

  본 시험에서 양성으로 식별되는 시험물질은 피부, 눈 등 기타 상피(epithelia)에 국소적으로 

적용한 후 외부 빛에 노출되면 생체내(in vivo)에서 광독성을 일으킬 수 있으며 ‘In vitro 

피부자극시험: 인체피부모델을 이용한 시험법(OECD TG439)’에 기술된 시험물질의 노출 및 

세포생존율 측정방법과 ‘In vitro 3T3 NRU 광독성시험법(OECD TG432)’에 기술된 표준조사 

(irradiation) 절차를 조합하여 사용한다. 

  본 시험법을 사용하는 실험실은 가이드라인에 제시된 숙련도 물질을 사용하여 기술적 숙련도를 

입증해야 하고, 가이드라인에서 제시하고 있는 인정요건 모두를 만족시키는 결괏값만 유효한 것으로 

인정된다.
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2 시험원리

  광반응성물질(photoreactive chemicals)이 피부에 국소 노출된 후 자연광(environmental 

light)에 노출되면서 유발하는 급성독성반응을 광독성(광자극: photoirritation)이라고 한다. RhE 

PT에서 광독성은 RhE 조직에 시험물질을 노출시킨 후 세포독성이 없는 양의 인공태양광을 조사할 때 

세포생존율의 상대적 감소를 인공태양광이 없을 때와 비교하여 평가한다. 

  다층의 고도로 분화·배양된 3차원 인체피부모델(RhE) 조직에 여러 농도의 시험물질을 국소적으로 

적용하고 표준배양조건에서 18~24시간 동안 배양하여 생체조직에 침투시킨 후 광조사를 하지 

않은 그룹과 비교한 광조사 그룹 세포생존율의 상대적 감소를 평가하여 광독성을 결정한다.

3 제한점 및 고려사항

  광반응성은 충분한 광양자(light quanta) 흡수를 필요로 하므로 시험 전 「UV-VIS Absorption 

Spectra에 대한 OECD TG101」에 따라 시험물질의 자외(UV)/가시부(vis) 흡수 스펙트럼을 

확인하여야 한다. 몰 흡광계수(molar extinction/absorption coefficient, MEC)가 1000 L mol-1 cm-1 

미만인 물질은 광반응을 일으킬 가능성이 낮으므로 광독성 시험이 필요하지 않을 수 있다. 

  또한, 혼합물, 시험하기 어려운 물질(예: 불안정한 물질) 또는 본 시험가이드라인의 적용가능 

범위에 포함되는지 명확하지 않은 물질 등은 본 시험법의 적용이 어려울 수 있으며, 화학물질과 

빛의 결합 작용(combined action)으로 나타날 수 있는 기타 부작용(예: 광유전독성, 광알레르기, 

광발암성 등)을 예측하기 위해 고안된 시험법은 아니다.

4 시험방법

4.1 시험물질 및 대조군 준비

1) 시험물질

보관 시 안정성을 증명하는 데이터가 있는 경우를 제외하고 시험 당일 조제해야 한다. 

시험물질 관리 및 조직의 초기 처리 과정은 광조사 전 시험물질이 광활성화되거나 분해
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되지 않는 조건에서 수행되어야 한다. 시험물질이 UV를 흡수하여 UV 필터와 같은 

역할을 하므로 시험물질의 최대 권장 조제 농도는 10%를 초과해서는 안 된다. 일반적

으로 유효한 예측을 하기 위해서는 최소 하나의 시험물질 농도에서 인정 가능한 시험

결과를 확보할 수 있도록 3~5개 농도별 두 개의 반복군(replicate)을 시험하는 것이 

적절하다.

  ⦁ 수용성 시험물질: 초순수(ultra-pure water) 또는 완충용액(예: DPBS 또는 페놀레드가 

포함되어 있지 않은 HBSS)으로 조제한다. 사용되는 완충용액에는 광조사 과정에서 간섭이 

일어나지 않도록 단백질 성분 및 광흡수 성분(예: 페놀레드 또는 비타민 등의 pH 지시약)이 

없어야 한다.

  ⦁ 지용성 시험물질: 참기름 또는 기타 적합한 오일(UV 흡수가 낮으면서 RhE 조직에 사용 

가능성이 증명된 미네랄 오일 등)에 조제한다. 물과 오일에서 용해도가 낮은 시험물질의 

경우 순수 에탄올 또는 아세톤:올리브 오일 혼합액(4:1 v:v)을 사용할 수 있다.

  다른 용매를 사용하는 경우 용매의 안정성과 시험계와의 호환성 확인을 위해 선정된 용매로 

사전시험을 수행할 것을 권장하며, 시험물질의 안정성을 해치지 않는 수준에서 용해를 돕기 위해 

볼텍스 혼합, 초음파 및/또는 적절한 온도로 가온하는 등의 방법이 사용될 수 있다. 

2) MTT 간섭 

살아있는 인체피부모델에 시험을 수행하기 전 측정되는 평가항목(MTT 분석법)에 대한 

시험물질의 간섭을 평가할 것을 권장한다. 시험물질의 MTT 분석법에 대한 간섭 가능성이 

확인되는 경우 “MTT 환원물질 및 유색 물질의 보정” 단락에 기술된 것과 같이 변형된 

대조군의 적용을 권장한다(59~66단락 참조). 

3) 용매대조군(음성대조군) 및 양성대조군(PC)

각 반복시험(run)에서 동시에 시험하여야 한다. 

  ⦁ 용매대조군: 초순수(수용성 물질 용매) 또는 참기름(지용성 물질 용매) 및/또는 기타 시험물질 

용해에 사용되는 용매가 추천된다.

  ⦁ 양성대조군: 초순수(또는 DPBS 및 페놀레드가 포함되지 않은 HBSS)에 최종 농도 

0.01~0.02%가 되도록 용해한 클로르프로마진(chlorpromazine)이 추천된다. 숙련도 입증을 
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위한 시험 확립에 앞서 클로르프로마진의 용량 반응 평가를 위해 추가적인 농도를 시험할 수 

있다.

4.2 조사(Irradiation) 조건

1) 광원

적절한 광원(예: 인공태양광 조사기) 및 필터의 선택은 광독성 시험에서 중요한 요소

이며 인정 가능한 광원은 전체 태양광 스펙트럼(290~700 nm)을 방출할 수 있어야 

한다. 세포독성과 관련있는 UVB를 약화시키면서 in vivo 광독성 반응과 관련있는 

UVA와 가시광선을 투과시키기 위해 필터를 사용하여 스펙트럼을 조정할 수 있다(부록 2 참조).

인공태양광 조사기로 태양광을 모방하는 것을 바람직한 인공 광원으로 간주한다. 모든 

인공태양광 조사기는 상당한 양의 UVB를 방출하며 UVB 파장을 약화시키도록 필터가 

장착되어 있어야 한다(부록 2). 필터를 장착한 인공태양광 조사기의 분광 조사강도

(spectral irradiance)는 야외 일광과 유사해야 한다. 세포배양용 플라스틱 기구가 

UV 안정화제(stabilizer)를 함유하고 있기 때문에 방출되는 스펙트럼은 시험법에서 사용

되는 것과 동일한 종류의 플라스틱 덮개를 통해 측정되어야 한다. 

4.3 시험절차

1) 조직 순화(tissue conditioning)

RhE 조직을 수령하면 모든 키트 구성품의 무결성을 점검한다. 멸균 상태에서 well 당 

0.9 mL 배지가 들어 있는 6-well 플레이트로 조직을 옮긴다. 플레이트를 표준배양조건

(37 ± 1℃, 5 ± 1% CO2, 90 ± 10% RH) 배양기에 최소 60분간 둔다. 전배양은 

하룻밤 동안 가능하지만 배지는 처음 60분이 지나면 교체해야 한다.

최소 60분의 전배양 후 6-well 플레이트의 조직을 배양기에서 꺼내 조직 아래 배지를 

37℃로 가온한 새 배지로 교체한 후 바로 조직에 시험물질을 적용한다. 시험물질을 

바로 적용하지 않은 경우, 시험물질 적용 전까지 배양기에 넣어 놓는다. 각 처리 조건 및 

처리 그룹별로 네 개 조직을 처리하는데, 두 개는 조사없이 시험물질만 적용하는 

세포독성 평가에 사용하고, 두 개는 시험물질 적용 및 광조사 후 광독성 여부를 평가하기 

위해 사용한다.
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2) 시험물질 적용

RhE 조직에 시험물질을 국소 적용한다. 초순수 또는 수용성 완충용액에 용해한 시험

물질의 경우 용액 50 µL를 RhE 조직에 국소 적용하고 가볍게 펴주는데, 필요한 경우 

멸균한 둥근 헤드 파스퇴르 피펫 또는 유사한 장비를 사용한다. 오일에 용해한 시험

물질의 경우 용액 25 µL를 RhE 조직에 국소 적용하고 고르게 펴주는데, 필요한 경우 

멸균한 둥근 헤드 파스퇴르 피펫을 사용한다. 조직 위에 고르게 펴주는 것이 용이하지 

않다면 멸균한 나일론 메쉬(둥근 형태)를 추가적인 분배 도구로 조직에 국소적으로 사용

할 수 있다. 피부에 자극이 갈 수 있는 용매의 경우 처리 용량은 용매에 의한 세포

독성을 피하도록 제한되어야 한다. 예컨대, 에탄올 또는 아세톤 : 올리브 오일 혼합액

(4:1)에 용해한 적용 용액은 20~25 µL를 넘지 않아야 하는데, 이보다 높은 용량은 

세포독성을 일으킬 수 있기 때문이다.

물질을 처리한 후 조직을 배양기에 넣고 표준 배양조건에서 하룻밤(18~24시간) 동안 

배양한다.

다음 날 완충용액(예: DPBS 또는 페놀레드가 포함되어 있지 않은 HBSS) 0.9 mL를 

채운 6-well 플레이트 또는 완충용액 0.3 mL를 채운 24-well 플레이트로 조직을 

옮긴다.

3) 조사(Irradiation) 조건

광조사 그룹(+Irr)에 인공태양광 6 J/cm2 달성을 위해 실온에서 60분간 1.7 mW/cm2 

(또는 그 상당)로 덮개로 덮은 플레이트에 조사한다. 광원이 과도한 열을 생산하여 

플레이트 덮개 아래에 물방울이 생기는 경우 팬을 사용하여 플레이트를 환기시킨다. 

광조사를 하지 않은 그룹(-Irr)의 플레이트는 실온에서 빛을 차단한 채 두고(예: 박스 안) 

광조사 하는 조직과 동일한 노출 공간에 두는 것이 좋다. 물질 적용에 나일론 메쉬가 

사용되었다면 광조사 또는 빛 차단 전에 이를 조심스럽게 제거해야 한다.

광조사가 완료되면 멸균 DPBS without Ca++ & Mg++(CMF-DPBS)가 든 세척병으로 

각 조직을 세척한다. 조직 표면에서 물질을 효과적으로 제거하기 위해 약 20회의 

세척이 필요하다. 조직에 적용된 현탁액을 제거하는데 수행된 절차는 문서로 기록하고 

최종보고서에 포함시켜야 한다. 세척한 모든 조직을 가온한 0.9 mL의 새 배지가 든 
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새로운 플레이트로 옮긴다. 각 조직의 표면은 멸균 면봉의 끝부분으로 조심스럽게 

물기를 제거한다.

시험물질이 광조사를 방해하거나 막는 경우(예: 짙은 유색이나 불투명한 물질 등) 

광조사 또는 빛을 차단하기 전 조직에 적용된 현탁액을 제거해야 한다. 시험 조건하에서 

18~24시간의 노출 기간 동안 RhE 조직으로 침투하는 시험물질은 광조사 때에 조직 

내부에서 생물학적으로 이용 가능(bioavailable)하다. UVA/가시광선에 노출하거나 빛을 

차단하기 전 시험물질을 제거하기 위해 세척 배지(예: CMF-DPBS)에 적신 멸균 면봉을 

사용할 수 있다. 광조사 전 적용된 시험물질을 세척하는 타당한 이유를 시험보고서에 

제시해야 한다. 

광조사 전 18~24시간 노출은 광조사 동안 활성광독성종(reactive phototoxic species)이 

유발되는 조직모델 내부의 가장 가까운 표적세포까지 시험물질을 확산시키기에 충분한 

시간을 보장한다. 광조사 후 표준배양조건에서 조직을 하룻밤(18~24시간) 배양한다.

4) MTT 세포생존율 시험

표준배양조건에서 18~24시간 배양한 조직 인서트를 6-well 플레이트에서 꺼낸 다음 

인서트 바닥을 멸균 거즈 또는 종이 타올로 찍어 물기를 제거하고 라벨을 붙인 

24-well MTT 플레이트의 해당 well로 옮긴다. 37℃로 가온된 1 mg/mL MTT 용액을 

라벨이 붙은 24-well 플레이트의 해당 well에 피펫을 이용하여 300 µL씩 넣는다. 

24-well 플레이트를 표준 배양조건에서 3시간 동안 배양한다. 

MTT 배양이 끝나면 인서트를 24-well 플레이트에서 꺼낸 다음 인서트 바닥을 멸균 

거즈 또는 종이 타올로 찍어 물기를 제거하고 라벨을 붙인 새로운 24-well MTT 

플레이트의 해당 well로 옮긴다. 이소프로판올(추출 용액) 2 mL로 조직을 추출한다. 

24-well 플레이트를 밀봉(파라필름 이용)하고 실온에서 최소 2시간 동안 플레이트 

교반기를 이용하여 부드럽게 흔들어 포르마잔을 추출한다. 또 다른 방법으로 하룻밤 

동안 추출하는 것도 가능하다. 위에 설명한대로 플레이트를 밀봉한 후 흔들지 않고 

실온에서 빛을 차단한 채 추출한다. 추출 용액을 취하기 전 플레이트 교반기에서 

최소 15분간 흔들어 준다.

추출이 끝나면 조직 인서트를 well에서 들어 올리고 추출 용액을 인서트가 있던 well에 
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따라주거나 조직에 구멍을 뚫어(20 게이지 주사바늘 사용) 추출 용액이 인서트를 꺼낸 

well에 흘러내리도록 한다. 추출 용액이 균일해질 때까지 피펫으로 추출 용액을 최소 

3회 위아래로 피펫팅하여 혼합해 준다. 각 조직 별로 추출 용액을 200 µL씩 분취하고 

라벨을 붙인 96-well flat bottom microtiter 플레이트에 피펫으로 옮겨 준다. 끝으로 

이소프로판올 200 µL를 blank well에 넣는다.

96-well 플레이트의 흡광도(OD)는 540~595 nm 파장에서 microtiter-plate 분광

광도계를 사용하여 측정하는데, 최대 ± 30 nm 필터 밴드 패스에서 570 nm 파장을 

사용하는 것이 좋다. 참조 필터(reference filter) 판독은 필요하지 않다. 또 다른 방법

으로 포르마잔 추출물 샘플의 흡광도를 HPLC/UPLC-spectrophotometry로 판정할 

수도 있다.

4.4 세포생존율

  각 시험물질별로 측정된 OD 값은 용매대조군(세포생존율 100%로 설정) 대비 세포생존율(%)을 

계산하는데 사용된다. HPLC/UPLC-spectrophotometry를 사용한 경우 조직 세포생존율(%)은 

동일한 용매를 사용한 용매대조군(음성대조군)에서 얻은 MTT 포르마잔 피크 면적 대비 시험물질에 

노출된 살아있는 조직에서 얻은 MTT 포르마잔 피크 면적의 비율(%)로 계산된다.

  광조사 그룹에서의 각 시험물질 또는 양성대조군 처리 조직(+Irr)의 상대적 세포생존율(또는 

대조군 대비 %)은 해당하는 용매대조군(음성대조군) 처리 조직(+Irr)의 평균과 비교하여 계산된다. 

마찬가지로, 광조사를 하지 않은 그룹에서 각 시험물질 또는 양성대조군 처리 조직(-Irr)의 상대적 

세포생존율(또는 대조군의 세포생존율(%))은 해당하는 용매대조군(음성대조군) 처리 조직(-Irr)의 

평균과 비교하여 계산된다. 대조군의 개별 세포생존율(%)을 평균하여 각각의 +Irr과 -Irr 농도 별 

평균 대조군 세포생존율(%)을 구한다. 공식은 다음과 같다.

대조군 세포생존율 음성용매대조군의 보정한 
각 시험물질 또는 양성대조군 처리 조직의 보정한 

×
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4.5 MTT 환원물질 및 유색 물질 보정

  시험물질의 광학적 특성 또는 MTT에 대한 화학적 반응(색 발현을 유발할 뿐만 아니라 이를 

막거나 복귀시키기도 함)은 시험을 간섭하여 세포생존율을 잘못 측정하게 한다. 이런 현상은 특정 

시험물질이 세척을 통해 조직에서 완전히 제거되지 않거나 시험물질이 표피에 침투하였을 때 

발생한다. 시험물질이 MTT에 직접 작용하거나(예: MTT 환원제), 원래 색을 띄거나, 조직 

처리과정에서 발색 된다면 시험물질의 세포생존율 측정 시의 색간섭을 검출하고 보정하기 위해 

추가적인 대조군을 설정하여야 한다(59~66단락 참조). 직접적인 MTT 환원 및 유색 시약으로 

인한 간섭을 보정하는 방법에 대한 자세한 설명은 피부·안자극 및 부식에 대한 OECD 검증 시험법에 

대한 표준작업지침서(SOP)들을 참조한다.

  직접적인 MTT 환원제를 식별하기 위해 각 시험물질의 최고 농도를 새로 준비한 MTT 용액에 

넣는다. 시험물질을 포함한 MTT 혼합액이 청색 또는 자색으로 변하면 해당 시험물질은 직접적으로 

MTT를 환원시키는 것으로 간주하며, 흡광도(OD) 측정 또는 HPLC/UPLC-spectrophotometry를 

사용하는 것과는 별개로 사멸된 RhE 조직을 이용한 추가적인 기능 점검이 수행되어야 한다. 이러한 

추가 기능 점검은 잔여 대사활성만을 가진 사멸된 조직을 이용하는데, 이 조직에서도 살아있는 

조직과 유사한 방식으로 시험물질을 흡수하게 된다. 최소 2개의 죽은 조직 반복군(광조사군과 

비조사군 각 한 개씩)에 MTT 환원성을 평가할 시험물질을 각각 최고 농도로 적용한 다음, 비특이적 

MTT 환원성(NSMTT)을 평가하기 위해 전체 시험절차를 진행한다. MTT 환원제에 노출된 살아있는 

조직에서 얻은 세포생존율(%)에서 동일한 MTT 환원제에 노출된 죽은 조직에서 얻은 비특이적 

MTT 환원값을 빼서 실제 조직 세포생존율을 계산하는데, 보정되는 시험과 동시에 수행된 

용매대조군(음성대조군)과 비교하여 계산한다(%NSMTT).

  유색 시험물질 또는 초순수·이소프로판올과 만났을 때 발색되는 시험물질로 인한 간섭 가능성을 

확인하고, 추가적인 대조군의 필요성을 결정하기 위해 물(노출 시 환경) 및/또는 이소프로판올(추출 

용액)에 용해된 시험물질을 분석해야 한다. 초순수 및/또는 이소프로판올에 용해된 시험물질이 

570 ± 30 nm 범위에서 빛을 흡수하는 경우 추가적인 발색 대조군이 사용되어야 한다. 

  MTT 시험을 강하게 간섭하여 표준 흡광도(OD)를 측정할 수 없는 유색 시험물질의 경우 MTT 

포르마잔 측정을 위한 대안으로 HPLC/UPLC-spectrophotometry를 사용할 수 있다(65~66단락 

참조). HPLC/UPLC-spectrophotometry는 MTT 포르마잔을 정량하기 전에 시험물질로부터 

MTT 포르마잔을 분리할 수 있게 해준다. HPLC/UPLC-spectrophotometry는 MTT 포르마잔 

측정을 위해 모든 종류의 시험물질(유색, 무색, MTT 환원제, 비환원제)에 사용될 수 있다.
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4.6 숙련도

  본 시험법을 본격적으로 사용하기 전 실험실은 표 1에 제시된 6가지 숙련도 물질을 올바르게 

분류하여 기술적 숙련도를 입증해야 한다. 제시된 물질의 이용이 가능하지 않거나 기타 합당한 

사유로 사용할 수 없는 경우 표 1에 기술된 것과 동일한 선정 기준이 적용되었다는 전제하에 충분한 

in vivo 및 in vitro 데이터가 있는 다른 물질(예: 참고물질)을 사용할 수 있다. 제시된 것과 다른 

숙련도 물질을 사용하는 경우 타당한 이유가 있어야 한다.

<표 1> 숙련도 물질1

숙련도 물질 CAS RN In vivo2 용매3 일반적인 광독성 범위

[% w/v 또는 % v/v]

광독성 물질

1 Chlorpromazine 50-53-3 PT 물 0.003% – 0.01%

2 Anthracene 120-12-7 PT
에탄올

(EtOH
4
)

0.01% – 0.03%

3 Bergamot oil
6 8007-75-8 PT 오일

5 0.0316% – 3.16%

비 광독성 물질

4 Sodium dodecyl sulphate 151-21-3 NPT 물
시험된 최고농도까지 

비 광독성(1%)

5 Octyl salicylate 118-60-5 NPT 오일
5 시험된 최고농도까지 

비 광독성(10%)

6 4-Aminobenzoic acid(PABA) 150-13-0 NPT
오일 또는 

에탄올

시험된 최고농도까지 

비 광독성(10%)

Note: 1. 숙련도 물질은 사전검증과 후속 연구에 사용된 물질의 일부(subset)이며 다음의 기준에 

근거하여 선정되었다. (ⅰ) 상업적으로 이용 가능할 것, (ⅱ) 광독성 영향의 전체 범위(비 광독성부터 

강한 광독성까지)를 나타낼 것, (ⅲ) 잘 정의된 화학구조를 가질 것, (ⅳ) 검증과정에 사용된 화학적 

기능(chemical functionality)을 나타낼 것, (ⅴ) 다수의 시험과 실험실에서 재현 가능한 

in vitro 결과를 제공할 것, (ⅵ) in vitro에서 올바르게 예측될 것, (ⅶ) 극심한 독성 프로파일 

(예: 생식계에 발암성 또는 독성을 가짐)이나 과도한 폐기 비용이 없을 것, (ⅷ) 선정된 물질에 

대한 결과 및 프로토콜 세부사항이 문헌에 있을 것.
2. PT−Phototoxic, NPT−Non-Phototoxic(note: in vivo 분류는 3T3 NRU PT test(OECD 

TG432)의 검증연구에서 도출되었으며, 해당 평가항목(endpoint)에 대해 검증된 in vivo 

시험법이 없기 때문에 대부분 임상데이터에 근거한다).
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3. 용매는 사전검증연구와 후속 연구를 기반으로 제안된다.
4. EtOH−에탄올(Ethanol)
5. 오일−참기름 
6. 광독성 반응의 변동성은 불순물에 영향을 받으므로 특히 이러한 이유 때문에 상업적으로 이용 

가능한 비정제한 베르가모트 오일(Bergamot oil)을 사용할 것을 권장한다. 정제하지 않은 

Bergamot oil은 태양 스펙트럼의 UVA와 UVB 영역에서 상당한 흡광도를 가진다.

5 인정요건

  인체피부모델을 이용한 광독성 시험법은 아래의 인정기준을 충족해야 한다.

  ⦁ 용매(음성) 또는 양성대조군으로 처리한 두 개의 반복 조직 간에 상대적 세포생존율 차이는 

20%를 초과하지 않아야 한다.

  ⦁ 광조사를 하지 않고 시험된 용매대조군(음성대조군)의 세포생존율은 표 2에 제시된 인정 

범위 내에 있어야 한다.

<표 2> 본 시험가이드라인에 포함된 MTT 시험법의 용매(즉, 음성) 대조군 OD 값 인정 범위

인정 하한값 인정 상한값

EpiDerm
™

(EPI-200) 0.8 2.8

  ⦁ 광조사 상태에서 시험된 용매대조군(음성대조군)의 세포생존율은 광조사를 하지 않고 시험된 

용매대조군(음성대조군)과 비교하여 80% 이상(≥)이어야 한다. 이러한 대조군은 세포에 과도한 

방사선민감성(radiation sensitivity)이 없음을 보여준다.

  ⦁ 양성대조군은 양성예측 결과가 나와야 한다.

  광독성 가능성 평가에 사용되는 각 시험물질 처리 그룹은 아래의 기준을 충족해야 한다. 

  ⦁ 광조사를 하지 않은 시험물질 처리 조직의 세포생존율은 최대 권장 농도인 10%[또는 

세포독성으로 최대 농도가 제한적인 경우 최대허용용량(maximum tolerated dose)]에서 

광독성과 비광독성 예측이 모두 가능할 만큼 충분히 높아야 한다(예: 세포생존율 > 35%).
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6 결과 해석 및 예측 모델

  광조사 상태에서 처리한 하나 이상의 시험농도의 상대적 세포생존율이 광을 조사하지 않고 처리한 

동일 농도의 상대적 세포생존율과 비교하여 30% 이상(≥) 줄어든 물질은 광독성(또는 광독성 

가능성)이 있는 것으로 예측된다.

  광조사 상태에서 처리한 모든 시험농도의 상대적 세포생존율이 광을 조사하지 않고 처리한 동일 

농도의 상대적 세포생존율과 비교하여 30% 이상(≥) 줄어들지 않은 물질은 광독성(또는 광독성 

가능성)이 없는 것으로 예측된다.

  모든 농도가 광독성이 없는 것으로 예측되고, 최소 하나의 농도가 절사 값(cut-off)인 5% 

이하이며(또는 이거나), 반복군(replicate)에서 얻은 결과가 불일치 하는 경우 두 번째 

반복시험(run)을 수행해야 한다. 두 번의 반복시험 결과가 불일치하는 경우 세 번째 반복시험을 

수행해야 한다. 이러한 경우 광독성 가능성이 있다면 광독성이 나타날 것으로 예상되는 농도 범위로 

시험할 것을 권장한다. 

7 시험결과 및 보고

  시험보고서는 다음의 사항을 포함한다.

시험물질 및 대조군(양성대조군 및 용매대조군)

  ⦁ 단일성분 물질: IUPAC 또는 CAS 명, CAS 번호, SMILES 또는 InChl 코드, 구조식, 순도, 

불순물의 화학적 정보(가능한 수준까지) 등의 화학물질 식별정보

  ⦁ 다성분 물질, UVCB 및 혼합물: 가능한 많은 화학적 정보(위의 내용 참조)를 통한 화학물질 

특성, 구성성분의 정량적 형태 및 관련 물리화학적 특성

  ⦁ 물리적 성상, 수용성 및 추가적인 모든 물리화학적 특성

  ⦁ 공급원, 로트 번호(있는 경우)

  ⦁ 시험 전 시험물질/대조군 물질의 준비 방법(예: 가온, 분쇄)

  ⦁ 시험물질의 안정성, 유통기한, 재분석을 위한 데이터(알고있는 경우)

  ⦁ 용매(용매 선정의 타당성, 용매에서 시험물질의 용해도)
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사용된 RhE 모델 및 프로토콜(가능하면 선정의 근거 포함)

  ⦁ 사용된 RhE 모델(배치 번호 포함)

  ⦁ 수행능력을 포함한 사용된 특정 RhE 모델에 대한 모든 근거 자료. 이 자료는 조직 

개발사/공급사가 『분석증명서』 또는 『QC 출하 보고서』의 형태로 제공해야 하며 다음의 

정보를 포함해야 한다(단, 이에 국한되지는 않음).

ⅰ) 세포생존율

ⅱ) 장벽기능

ⅲ) 형태학적 특징

ⅳ) 해당 모델의 품질관리(QC)

  ⦁ 사용되는 모델의 과거 데이터에 대한 참고자료. 이 자료는 과거 배치 데이터에 대한 참고자료와 

함께 QC 데이터의 인정가능성을 포함해야 한다(단, 이에 국한되지 않음). 

  ⦁ 숙련도 물질의 시험을 통한 시험법 수행의 숙련도에 대한 기술

시험 조건

  ⦁ 측정장비(예: 분광광도계)의 보정 정보, MTT 포르마잔 정량화에 사용된 파장 및 밴드 패스(있는 

경우), 측정장비의 직선성의 범위, MTT 포르마잔 정량화에 사용된 방법의 설명

  ⦁ HPLC/UPLC-spectrophotometry의 적격성에 대한 설명(가능한 경우)

  ⦁ 광원-조사 조건

  ⦁ 사용된 광원의 선정 근거

  ⦁ 광원 및 복사계(radiometer)의 제조사와 종류

  ⦁ 광원의 모든 분광복사조도(spectral irradiance) 관련 특성

  ⦁ 사용된 필터의 방출 및 흡수 특성

  ⦁ 복사계(radiometer)의 특성 및 보정에 대한 설명

  ⦁ 시험계와 광원 간의 거리

  ⦁ 위의 거리에서 mW/cm2로 표기한 UVA 조도

  ⦁ 조사 노출의 기간

  ⦁ J/cm2로 표기한 UVA 광량(조도×시간)

  ⦁ 광조사 동안의 세포 배양물 및 이와 동시에 수행되는 빛을 차단한 세포 배양물의 온도
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시험절차

  ⦁ 사용된 시험절차의 세부사항(노출 기간 후 사용된 세척절차 포함)

  ⦁ 사용된 시험물질 및 대조군 물질의 용량

  ⦁ 광조사가 있을 때와 없을 때 사용된 시험물질의 농도 선정에 대한 근거

  ⦁ 용매의 종류 및 구성

  ⦁ 노출 및 사후 노출 배양의 기간 및 온도

  ⦁ 직접적인 MTT 환원제 및/또는 발색 시험물질에 사용된 대조군 표시(해당하는 경우)

⦁ 시험물질 및 대조군(해당하는 경우 양성, 용매(음성)대조군)NSMTT, NSCliving) 별로 사용된 

조직 반복군(replicate)의 개수 

  ⦁ 사용된 RhE 모델을 기반으로 적용된 결정기준/예측모델에 대한 설명

  ⦁ 시험절차의 모든 변경사항에 대한 설명(세척 절차 포함)

반복시험(run) 및 시험 인정기준

  ⦁ 양성대조군과 용매(음성)대조군의 조직 반복군 간 변동성의 인정기준

  ⦁ 용매(음성)대조군 OD 값의 인정기준 

⦁ 광을 조사하지 않은 조건과 비교하여 광을 조사하였을 때 용매(음성)대조군의 세포생존율 

인정기준 

  ⦁ 양성대조군의 인정기준

결과

⦁ OD 또는 MTT 포르마잔 피크 면적, 세포생존율(%), 평균 조직 세포생존율(%), 조직 간 차이 등 

각 시험물질별 반복시험(run)과 반복군(replicate)의 측정값 데이터의 도표

⦁ 해당하는 경우, MTT 환원제 및/또는 발색 물질에 사용된 대조군의 결과(OD 또는 MTT 

포르마잔 피크 면적, %NSMTT, %NSCliving, 보정된 최종 상대적 세포생존율)

⦁ 정해진 반복시험(run) 및 시험 인정기준과 관련하여 시험물질 및 대조군 물질로 얻은 결과

⦁ 관찰된 기타 영향에 대한 설명

⦁ 사용된 예측모델 또는 결정기준을 참고하여 산출한 화학물질 등급 
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Ⅱ 번역문(OECD TG498)

생체외 광독성: 인체피부모델을 이용한 광독성 시험법

In vitro Phototoxicity: Reconstructed Human Epidermis Phtotoxicity test method

서론

1. 광독성(광자극: photoirritation)은 인체의 국소 또는 전신에 적용된 광반응성물질(photoreactive 

chemicals)이 자연광(environmental light)에 노출되면서 유발되는 급성독성반응이다. 피부가 

광독성물질(phototoxic chemicals)에 노출될 경우, 광독성 반응은 광반응성물질에 의한 

급성피부노출 이후 추가적인 빛 노출에 의해 유발된다. 본 시험법에서는 피부에 면역 매개 반응을 

유발할 수 있는 광반응성물질, 즉 광감작성물질은 다루지 않는다.

2. 본 시험가이드라인(Test Guideline, TG)은 광독성의 인체 건강 평가항목, 특히 광독성물질에 

대한 피부의 국소 노출에 대해 다룬다. In vitro 인체피부모델을 이용한 광독성시험법(reconstructed 

human epidermis phototoxicity test, RhE PT)은 인체피부모델에 시험물질을 국소 적용한 후 

인공태양광의 유무에 따른 해당 시험물질의 광독성 유발 가능성을 식별하기 위해 사용된다 

(인공태양광의 정의는 37~38단락 참조). 광독성 유발 가능성은 인공태양광이 없을 때와 비교하여 

인공태양광이 있을 때 시험물질에 노출된 세포생존율의 상대적 감소율로 평가한다. 본 시험에서 

양성으로 판정되는 시험물질은 피부, 눈 등 기타 상피(epithelia)에 국소적으로 적용한 후 외부 

빛에 노출되면 생체내(in vivo)에서 광독성을 일으킬 수 있다.

3. 본 시험가이드라인은 인체피부의 최상층부(outermost layer)인 표피(epidermis)의 생화학적 및 

생리학적 특성을 매우 유사하게 모방하여 재구성한 인체피부모델(RhE)의 생체외(in vitro) 시험계를 

기반으로 한다. RhE 시험계는 전형적인 조직구조(histology) 및 세포구성(cytoarchitecture)을 가진 

표피 모델을 재현하기 위해 인체유래의 각질세포(keratinocyte)를 세포원으로 사용한다. 본 

시험법은 ‘In vitro 피부자극시험: 인체피부모델을 이용한 시험법(OECD TG439)(1)’에 기술된 

시험물질의 노출 및 세포생존율 측정방법과 ‘In vitro 3T3 NRU 광독성시험법(OECD TG432)(2)’에 

기술된 표준조사(irradiation) 방법을 조합하여 사용한다. 본 시험가이드라인에서는 광조사 시간 
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동안 활성광독성종(reactive phototoxic species)의 생성을 유발할 수 있는 조직모델 내부의 

가장 가까운 표적세포까지 시험물질을 확산시키기에 충분한 시간을 확보하기 위해 TG439에 기술된 

노출시간보다 훨씬 더 긴 시간을 이용한다.

4. 전반적인 수행능력은 민감도 86.7% 및 특이도 93.3%(Phase Ⅲ, 3개 실험실에서 총 10종의 

시험물질을 두 번 시험)로 평가되는데, 이는 1999년에 보고된 초기 시험법을 이용한 

사전검증보고서(4)를 포함한 개별 인용문헌들(3)(4)(5)(6)(7)(8)(9)(10)에 대한 사후평가(ad hoc 

evaluation)를 근거로 한다. 이러한 데이터는 1999년 COLIPA 광독성 전담그룹(task-force)에게 

공개되었다. COLIPA 광독성 전담그룹은 3차원 RhE 피부모델이 시험물질의 생체이용률 

(bioavailability)을 다루는 유용한 도구가 될 수 있다고 결론내렸다. 급성 광독성의 예측값이 

경곗값을 나타내는 경우, 본 시험법을 3T3 NRU PT의 보충 시험으로 조합하여 사용한다면 분명한 

판정 결과를 도출할 수 있다. 또한, 3차원 RhE 피부 모델 시험은 광독성 유발능(phototoxic 

potency)에 대한 평가를 도울 수 있는 것으로 평가되었다. 2003년부터 2006년까지 수행된 광독성 

유발능에 대한 후속연구는 ECVAM의 지원을 받았다(12).

5. 신규 OECD 광독성 가이드라인의 개발을 지원하기 위해 OECD 광독성 전문가그룹은 3차원 

인체피부모델(RhE)을 이용하는 in vitro 급성 광독성 평가 방법의 예측력에 대한 사전검증연구 

결과와 기타 문헌의 사후평가를 실시하였다. 문헌 검토에서 EpiDerm™ 피부모델로 평가된 60개 

이상의 시험물질 데이터베이스를 확보하였다. 총 데이터세트는 사전검증연구에서 산출된 값보다 

높은 특이도와 민감도를 보였는데(4), 이는 이전 민감도 값이 용매 사용에 대한 잘못된 지시사항의 

영향을 받았기 때문이다(10). 초기 사전검증연구 이후에 수행된 다른 연구는 동일한 SOP를 

사용하였지만 공식적인 검증연구로써 수행된 것은 아니다.

6. 본 시험가이드라인에 사용된 용어에 대한 정의는 부록 1에서 제공한다.

초기 고려사항 및 제한점

7. 다양한 종류의 화학물질이 광독성을 유발하는 것으로 보고되었다(13)(14)(15)(16). 이들 물질의 

공통적인 특징은 태양빛 방출 스펙트럼 내에서 빛 에너지를 흡수할 수 있다는 것이다. 광반응성은 

충분한 광양자(light quanta) 흡수를 필요로 한다. 그러므로 시험 전에 「UV-VIS Absorption 

Spectra에 대한 OECD TG101」에 따라 시험물질의 UV/가시광선 흡수 스펙트럼을 결정하여야 
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한다(17). 몰 흡광계수(molar extinction/absorption coefficient, MEC)가 1000 L mol-1 cm-1 

미만인 물질은 광반응을 일으킬 가능성이 낮다(18)(19). 이러한 물질은 광독성 반응을 확인하기 

위해 in vitro RhE PT 또는 기타 생물학적 시험을 통한 추가시험이 필요하지 않을 수 있다(3)(20). 

일반적으로 이러한 원칙은 모든 시험물질에 적용되지만 화학물질의 사용용도 또는 잠재적인 노출 

조건에 따라 더 구체적인 가이드라인이 적용될 수 있다. RhE PT 시험은 단독 시험법으로 사용될 

수 있으며, 구체적 가이드라인(예: ICH S10 for pharmaceuticals)에 따른 국소 적용 물질의 

경우 단계적 시험전략으로도 사용될 수 있다. 본 시험가이드라인에서 ‘시험물질(test chemical)’ 

이라는 용어는 시험에 사용되는 물질을 지칭하기 위해 사용되며 물질 및/또는 혼합물의 시험에 

대한 RhE PT의 적용가능성과는 관련이 없다. 현재 조성이 알려진 혼합물에 대한 RhE PT의 

적용가능성 및 수행능력 관련 정보는 제한적이다. 혼합물, 시험하기 어려운 물질(예: 불안정한 

물질) 또는 본 시험가이드라인에 기술된 적용가능 범위에 포함되는지 명확하지 않은 물질 등을 

시험하려 한다면 이러한 시험의 결과가 과학적으로 유의미할지를 먼저 고려해보아야 한다.

8. In vitro RhE PT의 신뢰성(reliability) 및 적합성(relevance)은 다수의 연구에서 

평가되었다(3)(4)(5)(6)(7)(8)(9)(10). 본 시험가이드라인에 제시된 절차 및 예측모델은 광독성 물질과 

비광독성 물질을 구별하기 위해 설계되었다. 그러나 국소적으로 적용되는 물질 및 혼합물의 광독성 

유발능을 다루기 위한 구체적인 절차와 예측모델이 문헌에 존재한다. 본 시험가이드라인은 

화학물질과 빛의 복합작용으로 일어날 수 있는 기타 부작용을 예측하기 위해 설계되지는 않았다

(예: 광유전독성, 광알레르기 또는 광발암성 등을 다루지 않음). 나아가 본 시험가이드라인은 광독성을 

유발하는 간접적 메커니즘, 시험물질의 대사산물 영향, 또는 혼합물 내 개별 화학물질의 광독성 

가능성을 평가하기 위해 설계되지는 않았다.

9. 비록 RhE 조직의 대사활성이 제한적이기는 하지만 in vitro RhE PT는 대사활성계와 함께 

수행될 필요는 없다(21). 현시점에서 대사활성계가 없다고 하여 광독성 화합물을 검출하지 못한다는 

증거는 없다(22).

10. MTT 포르마잔과 동일한 파장에서 빛을 흡수하는 시험물질(유색물질) 또는 생체염료 MTT를 

MTT 포르마잔으로 직접 환원할 수 있는 시험물질의 경우 세포생존율 평가 시 시험계에 잔존해 

있다면 세포생존율 측정을 간섭할 수 있기 때문에 ‘MTT 환원물질 및 색간섭의 보정’ 섹션에서와 

같이 이러한 간섭을 보정하기 위해 변형된 대조군을 사용해야 할 수 있다(59~66단락 참조). 



Ⅱ. 번역문(OECD TG498)

17

또 다른 대안으로 MTT 포르마잔을 측정하기 위해 HPLC/UPLC-spectrophotometry가 사용될 수 

있다(65~66단락 참조).

11. RhE PT로 수행된 연구의 대부분이 태양 스펙트럼의 UVA/가시광선 영역을 활용하였지만 

일부 연구는 RhE 조직이 통제된 조건하에서 UVB 노출도 견딜 수 있다는 것을 확인하였다(5)(23)(24). 

이는 태양 스펙트럼의 UVB 영역을 견디지 못하는 대부분의 세포주 기반 시험법(2)과 비교하여 

장점으로 작용한다(25).

12. 분류가 명백한 경우 하나의 시험물질에 한 번의 시험(run)만으로 충분하다. 그러나 

반복군(replicate) 조직으로부터 얻어진 결과가 불일치 하는 등 경계선 결과를 나타낼 경우 

두 번째 반복시험이 고려되어야 하며 처음 두 번의 반복시험 결과가 서로 불일치 하는 경우 

세 번째 반복시험이 수행되어야 한다. 두 번째 및 세 번째 반복시험을 수행할 때 시험물질의 농도는 

경계선 또는 모호한 농도에서의 반응 범위를 더 잘 확인하기 위해 수정될 수 있다(‘결과 및 예측모델 

해석의 세부사항’ 참조).

13. 시험물질의 광독성 유발 가능성은 인공태양광을 조사할 때와 조사하지 않을 때 RhE 조직에 

다양한 농도를 시험하여 결정된다. 일반적으로 유효한 예측을 하기 위해서는 최소 하나의 시험물질 

농도에서 인정 가능한 시험결과를 확보할 수 있도록 3~5개 농도별 두 개의 반복군(replicate)을 

시험하는 것이 적절하다. 구체적인 시험결과에 대한 인정기준은 예측모델에서 제시된다.

시험법의 원칙 

14. RhE PT에서 광독성 유발 가능성은 세포독성이 없는 양의 인공태양광을 조사할 때 시험물질에 

노출된 RhE 조직의 세포생존율의 상대적 감소를 인공태양광이 없을 때와 비교하여 평가한다.

15. 시험물질은 다층의 고도로 분화된 인체표피모델을 형성하도록 배양된 인체유래 표피 각질세포로 

이루어진 3차원 RhE 조직에 국소 적용한다. 3차원 RhE 조직은 체계적인 기저층(basal layer), 

유극층(spinous layer), 과립층(granular layer)과 체내에 존재하는 주요 지질류와 유사한 세포간 

판상형 지방층(intercellular lamellar lipid layer)을 포함하는 다층의 각질층(stratum corneum) 

으로 이루어져 있다. 따라서 RhE 조직은 실제 피부에서의 화학물질의 노출을 직접적으로 모방하기에 

적합하며 시험물질을 희석하지 않고 화학물질 및 혼합물의 피부자극 및 피부부식 유해성을 예측하기 

위해 검증되어 왔다(1)(26).



화장품 등 광독성 동물대체시험법(인체피부모델을 이용한 광독성 시험법) 가이드라인

18

16. 요약하면, 용매에 조제된 여러 농도의 시험물질을 RhE 조직에 국소적으로 적용하고 표준 

배양조건(37 ± 1℃, 5 ± 1% CO2, 90 ± 10% RH)에서 18~24시간 동안 배양하여 생체조직에 

침투시킨다. 일반적으로 3~5개 농도의 시험물질군과 양성대조군 및 적합한 용매대조군 또한 RhE 

조직에 국소 적용하고 병행하여 시험한다. 각 물질처리 그룹 내 조직의 절반은 6 J/cm2 의 인공태양광 

으로 조사하고(+Irr), 나머지 절반은 빛을 차단하여 실온에 둔다(-Irr)(세부사항은 37~38단락 참조). 

18~24시간 동안의 사후 노출 배양 후 효소에 의해 청색 포르마잔염으로 전환된 생체염료 

MTT(3-[4,5 dimethylthiazol 2 yl] 2,5-diphenyltetrazolium bromide, thiazolyl blue(CAS 

번호 298-93-1))를 조직에서 추출한 뒤 흡광도를 측정하여 광조사 그룹(+Irr)과 광조사를 하지 

않은 그룹(-Irr)에서 상대적 세포생존율을 판정한다.

17. 광독성 유발 가능성은 물질처리 후 광조사를 하지 않은 그룹에 대한 광조사 그룹 세포생존율의 

상대적 감소를 비교하여 결정한다.

18. 시험 설계는 ZEBET에서 수행한 사전검증연구(4)(27) 및 본 프로토콜로 수행된 후속연구에 

기반한다. 후속연구에서 시험의 재현성과 민감도를 향상시키는 약간의 수정사항이 제안되었으며 

개정된 프로토콜은 2017년 발간되었다(10). 본 시험가이드라인에 기술된 절차는 개정된 프로토콜을 

기반으로 한다.

19. 본 시험법은 광독성을 다루는 단독 시험법으로 사용될 수 있는데, 특히 시험물질의 용해도가 

제한적이거나 광독성을 위한 OECD TG432(2)와 OECD TG495 ROS Assay의 평가항목(종말점, 

endpoint)으로 광독성을 판정할 수 없을 때 사용할 수 있다. 또한 본 시험법은 OECD TG432 및/또는 

OECD TG495와 조합하여 단계적 시험전략에서 사용될 수 있다(8)(11)(22)(29).

숙련도 시험

20. 본 시험법을 본격적으로 사용하기 전 실험실은 표 1에 제시된 6가지 숙련도 물질을 올바르게 

분류하여 기술적 숙련도를 입증해야 한다. 제시된 물질이 이용 가능하지 않거나 기타 합당한 사유로 

사용할 수 없는 경우 표 1에 기술된 것과 동일한 선정 기준이 적용되었다는 전제하에 충분한 

in vivo 및 in vitro 데이터가 있는 다른 물질을 사용할 수 있다. 제시된 것과 다른 숙련도 물질을 

사용하는 경우 타당한 이유가 있어야 한다.
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21. 시험시설 내 실험자들이 RhE 모델을 처음 사용하는 경우 실험자는 생산자가 명시한 방법에 

따라 RhE 모델의 장벽기능을 확인할 필요가 있다. 이는 조직이 장거리 또는 장시간에 걸쳐 배송되는 

경우 특히 중요하다. 그러나, 시험법을 성공적으로 확립하고 시험법 사용에 대한 숙련도를 입증한 

경우 이러한 확인절차를 정기적으로 할 필요는 없다.

<표 1> 숙련도 물질1

숙련도 물질 CAS RN In vivo2 용매3

일반적인 광독성 범위

[% w/v 또는 % v/v]

(참고문헌)

광독성 물질

1 Chlorpromazine 50-53-3 PT 물
0.003% – 0.01%

(4)

2 Anthracene 120-12-7 PT
에탄올

(EtOH
4
)

0.01% – 0.03%

(5)(30)

3 Bergamot oil
6 8007-75-8 PT 오일

5 0.0316% – 3.16%

(4)(8)

비 광독성 물질

4 Sodium Dodecyl Sulphate 151-21-3 NPT 물

시험된 최고농도까지 

비 광독성

(1%)

(4)

5 Octyl salicylate 118-60-5 NPT 오일
5

시험된 최고농도까지 

비 광독성

(10%)

(4)

6 4-Aminobenzoic acid(PABA) 150-13-0 NPT
오일 또는 

에탄올

시험된 최고농도까지 

비 광독성

(10%).(27)(30)

Note: 1. 숙련도 물질은 사전검증과 후속 연구에 사용된 물질의 일부(subset)이며 다음의 기준에 

근거하여 선정되었다. (ⅰ) 상업적으로 이용 가능할 것, (ⅱ) 광독성 영향의 전체 범위(비 광독성부터 

강한 광독성까지)를 나타낼 것, (ⅲ) 잘 정의된 화학구조를 가질 것, (ⅳ) 검증과정에 사용된 화학적 

기능(chemical functionality)을 나타낼 것, (ⅴ) 다수의 시험과 실험실에서 재현 가능한 

in vitro 결과를 제공할 것, (ⅵ) in vitro에서 올바르게 예측될 것, (ⅶ) 극심한 독성 프로파일 

(예: 생식계에 발암성 또는 독성을 가짐)이나 과도한 폐기 비용이 없을 것, (ⅷ) 선정된 물질에 

대한 결과 및 프로토콜 세부사항이 문헌에 있을 것.
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2. PT−Phototoxic, NPT−Non-Phototoxic(note: in vivo 분류는 3T3 NRU PT test(OECD 

TG432)의 검증연구에서 도출되었으며, 해당 평가항목(endpoint)에 대해 검증된 in vivo 

시험법이 없기 때문에 대부분 임상데이터에 근거한다).
3. 용매는 사전검증연구와 후속 연구를 기반으로 제안된다.
4. EtOH−에탄올(Ethanol)
5. 오일−참기름 
6. 광독성 반응의 변동성은 불순물에 영향을 받으므로 특히 이러한 이유 때문에 상업적으로 이용 

가능한 비정제한 베르가모트 오일(Bergamot oil)을 사용할 것을 권장한다. 정제하지 않은 

Bergamot oil은 태양 스펙트럼의 UVA와 UVB 영역에서 상당한 흡광도를 가진다(8).

절차

22. 다음은 광독성 시험을 위한 RhE 시험법의 구성요소 및 절차에 대한 기술이다. 본 

시험가이드라인을 준수하는 RhE 기반 시험법의 표준작업지침서(SOP)가 이용 가능하다(27). 약간의 

기술적 향상, 용해도에 대한 지침, 용매 권장사항 및 EpiDerm 프로토콜로 시험한 물질에 대한 

자세한 정보를 담은 표준작업지침서(SOP)는 2017년 발간되었다(10). 본 시험가이드라인을 

준수하는 RhE 기반 시험의 SOP는 실험실에서 본 시험법을 적용 및 활용할 때 사용되어야 한다.

일반적인 시험계 특성 규명(General Test System Characterisation)

23. 상피조직(epithelium)을 재구성(reconstruct)하기 위해서는 인체 각질세포가 사용되어야 한다. 

다층의 살아있는 상피세포(기저층, 유극층, 과립층)가 제 기능을 하는(functional) 각질층 아래에 

존재해야 한다. 각질층은 세포독성을 가진 기준물질(benchmark chemicals)(계면활성제인 

sodium dodecyl sulphate(SDS)와 Triton®-X-100이 장벽기능을 시험하는데 주로 사용됨)의 

빠른 침투를 견딜 수 있는 견고한(robustness) 기능적 장벽을 생산하기 위한 필수 지질성분이 

포함된 다층의 구조여야 한다. RhE 조직은 박테리아, 바이러스, 세균 및 곰팡이에 오염되지 않아야 

한다.
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기능적인 조건(Functional conditions)

생존율(Viability)

24. 세포생존율 정량화에는 MTT 시험법이 사용된다(31). RhE 조직의 살아있는 세포들은 생체염료 

MTT를 청색 MTT 포르마잔 침전물로 환원할 수 있고, 이 침전물을 이소프로판올(또는 이와 유사한 

용매)을 사용하여 조직으로부터 추출한다. 추출 용매 자체의 흡광도(OD)는 충분히 낮아야 한다(OD 

< 0.1). 추출된 MTT 포르마잔은 흡광도(OD) 측정 또는 HPLC/UPLC-spectrophotometry를 

이용하여 정량화할 수 있다(32). RhE 모델 개발자 또는 공급업자는 각각의 RhE 모델 배치(batch)가 

음성대조군에 대한 정해진 품질관리기준을 충족하는지 확인해야 한다. 음성대조군 OD값(56 단락에 

제시되어 있는 조건 참조)의 인정기준(상한 및 하한 값)은 RhE 모델 개발자 및 공급업자에 의해 

확립되었으며 표 2에 제시되어 있다. RhE 모델 사용자는 용매대조군(음성대조군)의 결과가 시험법 

인정기준을 충족하는지 확인해야 한다. HPLC/UPLC-spectrophotometry 사용자는 표 2에 제시된 

음성대조군 OD 범위를 용매대조군(음성대조군)의 인정기준으로 사용해야 한다.

<표 2> 본 시험가이드라인에 포함된 MTT 시험법의 용매(즉, 음성) 대조군 OD 값 인정 범위

인정 하한값 인정 상한값

EpiDerm
™

(EPI-200) 0.8 2.8

장벽기능(Barrier function)

25. RhE 모델 개발자 또는 공급업자는 각 RhE 모델 배치가 장벽기능에 대한 정해진 품질관리기준을 

충족하는지 확인해야 한다. 장벽기능은 정해진 노출시간을 적용한 후, 기준물질[예: sodium dodecyl 

sulphate(SDS) 또는 Triton®-X-100]이 조직의 세포생존율을 50% 감소시키는 농도(IC50)를 

측정하거나, 구체적으로 정해진 농도의 기준물질을 적용한 후 세포생존율이 50% 감소하는데 필요한 

노출시간(ET50)을 측정하여 평가할 수 있다. 본 시험가이드라인에 포함된 시험법의 인정범위는 

표 3에 제시되어 있다.

<표 3> 본 시험가이드라인에 포함된 RhE 모델의 장벽기능에 대한 QC 배치 출하 기준

인정 하한값 인정 상한값

EpiDerm
™

(EPI-200) ET50 = 4.00 h ET50 = 8.72 h
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형태학적 특성(Morphology)

26. 형태학적 특성이 RhE 모델 개발자 또는 공급업자의 QC 출하 프로그램에 사용되는 경우 

인체 표피와 유사한 구조(다층의 각질층 포함)임을 입증하기 위해 RhE 모델의 조직학적 검사가 

제공될 수 있다.

재현성(Reproducibility)

27. RhE 모델 개발자 또는 공급업자는 시간 경과에 따른 재현성을 점검하기 위해 세포생존율 및 

장벽기능 시험 등 QC 출하 시험 결과의 데이터베이스를 보유해야 한다. RhE 모델 사용자는 시험법 

실행 후부터의 재현성을 점검하기 위해 광독성 시험법 양성 및 용매(음성)대조군 결과의 

데이터베이스를 보유할 것을 권장한다.

품질관리(Quality control)

28. RhE 모델 개발자 또는 공급업자에서 RhE 모델의 각 배치가 정해진 생산품 출하 기준을 

충족한다는 것을 증명한 경우에만 사용되어야 한다. 세포생존율(24단락), 장벽기능(25단락), 

형태학적 특성(26단락) 등이 가장 대표적인 출하 기준이다. 시험법 사용자에게 해당 QC 데이터를 

제공하여 시험보고서에 이와 같은 내용을 포함시킬 수 있도록 해야 한다. 품질관리 기준을 충족하는 

조직을 이용하여 생산된 광독성 시험결과만 신뢰할 수 있는 광독성 예측 결과로 인정될 수 있다.

시험물질 및 대조군 준비

29. 시험물질은 보관 시 안정성을 증명하는 데이터가 있는 경우를 제외하고 시험 당일 조제해야 

한다. 시험물질 관리 및 조직의 초기 처리 과정은 광조사 전 시험물질이 광활성화되거나 분해되지 

않는 조건에서 수행되어야 한다. 시험물질이 UV를 흡수하여 UV 필터와 같은 역할을 할 수 있으므로 

시험물질의 최대 권장 농도는 10%를 초과해서는 안 된다(10)(27).

30. 시험결과의 광독성 유발 가능성 평가 요건을 충족하기 위해 최소 한 개의 시험물질 농도에서 

인정 가능한 시험 결과를 얻을 수 있도록 용매에 용해한 시험물질 3~5개 농도를 시험하는 것이 

적절하다(69~71단락 참조). 원칙적으로 시험물질 농도는 광조사가 없는 조건에서 세포독성에 대한 

용량 반응을 일으키도록 선정되어야 한다. 적절한 농도 범위 선정을 위한 지침은 표준작업지침서 

(SOPs)에 제공된다(10)(27).
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31. 수용성 시험물질은 초순수(ultra-pure water) 또는 완충용액(예: DPBS 또는 페놀레드가 

포함되어 있지 않은 HBSS)으로 조제한다. 사용되는 완충용액은 광조사 과정에서 간섭이 일어나지 

않도록 단백질 성분 및 광흡수 성분(예: 페놀레드 등의 pH 지시약 또는 비타민)이 없어야 한다.

32. 지용성 시험물질은 참기름 또는 기타 적합한 오일(UV 흡수가 낮으면서 RhE 조직에 사용 

가능함이 입증된 미네랄 오일 등)에 조제한다. 물과 오일에서 용해도가 낮은 시험물질의 경우 순수 

에탄올 또는 아세톤:올리브 오일 혼합액(4:1 v:v)을 사용할 수 있다.

33. 다른 용매의 사용을 고려할 수 있지만, RhE 조직과의 호환성, 시험물질과의 반응성, 광독성 

유발가능성, 광독성 영향의 차단 가능성(potential for quenching of the phototoxic effect), 

라디칼 소거 특성(radical scavenging properties), 및/또는 용매 내 화학물질의 안정성 등을 

포함한 구체적 특성이 사용 전에 평가되어야 한다(33). 다른 용매를 사용하는 경우 용매의 안정성과 

시험계와의 호환성 확인을 위해 선정된 용매로 사전시험을 수행할 것을 권장한다(부록 3 참조).

34. 시험물질의 안정성을 해치지 않는 수준에서 용해를 돕기 위해 볼텍스 혼합, 초음파 및/또는 

적절한 온도로 가온하는 등의 방법이 사용될 수 있다. 시험물질 처리 용액의 조제에 사용된 절차는 

문서로 기록하여야 한다.

35. 살아있는 인체피부모델에 시험을 수행하기 전 측정되는 평가항목(MTT 분석법)을 사용하여 

시험물질의 간섭을 평가할 것을 권장한다. 이러한 절차는 표준작업지침서(SOPs)에 자세히 기술되어 

있다. 시험물질의 MTT 분석법에 대한 간섭 가능성이 확인되는 경우 “MTT 환원물질 및 유색 

물질의 보정” 섹션에 기술된 것과 같이 변형된 대조군의 적용을 권장한다. 

36. 용매대조군(음성대조군) 및 양성대조군(PC)은 각 반복시험(run)에서 동시에 시험되어야 한다. 

추천되는 용매대조군은 초순수(수용성 물질 용매) 또는 참기름(지용성 물질 용매) 및/또는 기타 

시험물질 용해에 사용되는 용매이다. 추천되는 양성대조군은 초순수(또는 DPBS 및 페놀레드가 

포함되어 있지 않은 HBSS)에 최종 농도 0.01%~0.02%가 되도록 용해한 클로르프로마진 

(chlorpromazine)이다. 숙련도 입증을 위한 시험 확립에 앞서 클로르프로마진의 용량 반응 평가를 

위해 추가적인 농도를 시험할 수 있다.
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광조사 조건

37. 광원: 적절한 광원(예: 인공태양광 조사기) 및 필터의 선택은 광독성 시험에서 중요한 요소이다. 

UVA 및 가시광선 영역의 빛은 보통 in vivo 광독성 반응과 관련있는 반면 UVB는 일반적으로 

광독성 반응과 관련이 없지만 세포독성이 높다. 파장이 313 nm에서 280 nm로 바뀌면 세포독성은 

1,000배 증가한다(28). 인정 가능한 광원은 전체 태양 스펙트럼을 방출해야 한다(290~700 nm). 

UVB를 약화시키면서 UVA와 가시광선을 투과시키기 위해 필터를 사용하여 스펙트럼을 조정할 수 

있다(부록 2 참조). 나아가 파장, 사용되는 광 조사량, 광원 장비(예: 개방형 또는 폐쇄형 시스템)가 

시험계에 부적절한 해로운 영향을 주어서는 안 된다(예: 적외선 영역에서 열/파장 방출로 인한 

영향).

38. 인공태양광 조사기로 태양광을 모방하는 것을 바람직한 인공 광원으로 간주한다. 필터를 장착한 

인공태양광 조사기의 분광 조사강도(spectral irradiance)는 야외 일광과 유사해야 한다. 제논 

아크(xenon arc)와 수은 메탈 할라이드 아크((doped) mercury metal halide arc) 두 가지 

모두가 인공태양광 조사기로 사용된다. 수은 메탈 할라이드 아크는 열을 덜 방출하면서 가격이 

저렴하다는 장점이 있지만 태양광과의 유사성은 제논 아크보다 낮다. 모든 인공태양광 조사기는 

상당한 양의 UVB를 방출하며 UVB 파장을 약화시키도록 필터가 장착되어 있어야 한다(부록 2). 

세포 배양용 플라스틱 기구는 UV 안정화제(stabilizer)를 함유하고 있기 때문에 방출되는 스펙트럼은 

시험법에서 사용되는 것과 동일한 종류의 플라스틱 덮개를 통해 측정되어야 한다. 필터를 장착하거나 

기기 자체의 필터 효과로 스펙트럼의 일부 영역을 약화시키는 방법과는 별개로 이러한 필터를 

통과한 뒤에 측정되는 스펙트럼은 표준 야외 일광에서 벗어나지 않아야 한다(34). 야외 일광 방출량에 

대한 국제 표준인 D65는 ISO DIS 18909:2006에서 제공된다. EpiDerm™모델을 이용한 사전검증과 

후속 연구에서 사용된 필터 장착 인공태양광 조사기의 분광 조사 분포의 예시는 (10)(30)(23)에서 

제공된다. 또한, 부록 2의 그림 1을 참조한다.

39. 선량측정(dosimetry): 광도(조도)는 각 광독성 시험을 수행하기 전 보정된 적절한 광대역 

UVA미터를 사용하여 정기적으로 점검해야 한다. 조도는 시험법에 사용되는 것과 동일한 종류의 

플라스틱 덮개를 통해 측정되어야 한다.

40. 대략 6 J/cm2의 광량(UVA 영역에서 측정)이 RhE 조직에 세포독성이 없으면서 광독성 반응을 

일으키도록 화학물질을 들뜬상태(excite)로 전환시키기에 충분한 양으로 판정되었다(4)(10)(30). 
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60분 내에 6 J/cm2를 달성하기 위해 광세기는 1.7 mW/cm2의 UVA/가시광선으로 조정되었다(부록 2 

그림 2 참조). 또 다른 대안으로, 아래의 공식을 활용하여 6 J/cm2 달성을 위한 다른 노출시간 및/또는 

광 세기 값이 사용될 수 있다.

min 광세기㎠×
광량㎠×

  

41. RhE 모델은 UVB 조사를 견딜 수 있으며(5)(23)(24), 어떤 경우(시험물질의 흡광도가 UVB 

파장 영역에서 높은 경우 등)에는 UVB 조사를 포함시키는 것이 적절할 수 있다. 스펙트럼에서 

UVB 영역이 있는지 점검하고 조도의 변화와 함께 최종보고서에 기록해야 한다.

42. 마찬가지로 만약 다른 광원이 사용된다면 세포에는 유해하지 않으면서 표준 광독성 물질을 

들뜬상태로 전환시키기에 충분한 광량을 선정할 수 있도록 광조사를 보정해야 한다. 표 1과 그림 2의 

숙련도 물질 시험을 통해 기능 점검을 수행해야 한다.

43. 세포의 광조사 민감도: UVA 민감도 실험은 본 시험법을 해당 실험실에서 처음 실시하고자 

할 때 1회 수행하여야 한다. 시험법에 대한 간략한 내용과 예상 결과는 SOP에 제공된다. 6 J/cm2에 

노출된 조직의 세포생존율은 비조사군과 비교하여 80% 이상(≥)이어야 한다.

시험절차

44. 조직 순화(tissue conditioning): RhE 조직을 수령하면 모든 키트 구성품의 무결성을 점검한다. 

멸균 상태에서 well 당 0.9 mL 배지가 들어 있는 6-well 플레이트로 조직을 옮긴다. 플레이트를 

표준배양조건(37 ± 1℃, 5 ± 1% CO2, 90 ± 10% RH) 배양기에 최소 60분간 둔다. 전배양은 

하룻밤 동안 가능하지만 배지는 처음 60분이 지나면 교체해야 한다.

45. 최소 60분의 전배양 후 6-well 플레이트의 조직을 배양기에서 꺼내고 조직 아래 배지를 37℃로 

가온한 새 배지로 교체한다. 그런 다음 바로 조직에 물질을 적용하며, 그렇지 않은 경우 물질 

적용 전까지 배양기에 넣어 놓는다. 각 처리 조건 및 처리 그룹별로 4개 조직을 처리하는데, 

두 개는 시험법의 세포독성 부분(조사 없이 물질만 적용)에 사용되며 두 개는 시험법의 광독성 

부분(광조사 + 물질 적용)에 사용된다.
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46. 물질 적용: RhE 조직에 물질을 국소 적용한다. 초순수 또는 수용성 완충액에 용해한 용액의 

경우 적용 용액 50 µL를 RhE 조직에 국소 적용하고 가볍게 펴주는데, 필요한 경우 멸균한 둥근 

헤드 파스퇴르 피펫(한쪽 끝을 불로 녹여 둥글게 만든 파스퇴르 피펫) 또는 유사한 장비를 사용한다. 

오일에 용해한 용액의 경우 적용 용액 25 µL를 RhE 조직에 국소 적용하고 가볍게 펴주는데, 

필요한 경우 멸균한 둥근 헤드 파스퇴르 피펫을 사용한다. 펴주는 것이 용이하지 않다면 멸균한 

나일론 메쉬(둥근 형태)를 추가적인 도포 도구로 조직에 국소적으로 사용할 수 있다[모세관 

현상(capillary action)으로 조직 표면을 덮는 역할]. 피부에 자극이 갈 수 있는 용매의 경우 처리 

용량은 용매에 의한 세포독성을 피할 수 있는 범위 이내로 제한되어야 한다. 예컨대, 에탄올 또는 

아세톤:올리브 오일 혼합액(4:1)에 용해한 적용 용액은 20~25 µL를 넘지 않아야 하는데, 이보다 

높은 용량은 세포독성을 일으킬 수 있기 때문이다.

47. 물질을 처리한 후 조직을 배양기에 넣고 표준 배양조건에서 하룻밤(18~24시간) 동안 배양한다.

48. 다음 날 완충용액(예: DPBS 또는 페놀레드가 포함되어 있지 않은 HBSS) 0.9 mL를 채운 

6-well 플레이트 또는 완충용액 0.3 mL를 채운 24-well 플레이트로 조직을 옮긴다. 세포배양 

배지에 대한 광조사로 인해 변동성이 일어나거나 또는 세포독성 광 생성물(photo-products)이 

생길 수 있으므로 페놀레드가 포함되어 있지 않은 염류 완충액의 사용을 권장한다(35).

49. 광조사: 인공태양광량 6 J/cm2 달성을 위해 실온에서 60분간 1.7 mW/cm2(또는 그 상당)로 

+Irr 플레이트(덮개로 덮음)를 조사한다. 광원이 과도한 열을 생산하여 플레이트 덮개 아래 물방울이 

생기는 경우 팬을 사용하여 플레이트를 환기시킨다. -Irr 플레이트를 실온에서 빛을 차단한 채 

두는데(예: 박스 안) UVA를 조사하는 조직과 동일한 노출 공간에 두는 것이 좋다. 물질 적용에 

나일론 메쉬가 사용되었다면 광조사 또는 빛 차단 전에 이를 조심스럽게 제거해야 한다(미세 포셉 

등을 이용). 각 well 당 가온(37℃)한 새 시험 배지 0.9 mL를 채운 6-well 플레이트를 준비한다.

50. 광조사가 완료되면 멸균 CMF-DPBS가 들어있는 세척병으로 각 조직을 세척한다. 조직 표면에서 

물질을 효과적으로 제거하기 위해 약 20회의 세척이 필요하다. 조직에 적용된 현탁액을 제거하는데 

사용된 절차는 문서로 기록하고 최종보고서에 포함시켜야 한다. 모든 세척한 인서트를 새 배지가 든 

새 플레이트로 옮긴다. 각 조직의 표면은 멸균 면봉의 끝부분으로 조심스럽게 물기를 제거한다.
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51. 시험물질의 특성이 광조사를 방해하거나 막는 경우(예: 짙은 유색 또는 불투명한 물질) 광조사 

유무에 따른 시험 전 적용했던 시험물질 용액을 제거해야 한다. 시험 조건하에서 18~24시간의 

노출 기간 동안 RhE 조직으로 침투하는 시험물질은 광조사 처리 과정 동안 조직 내부에서 

생물학적으로 이용 가능(bioavailable)하다. 광조사 전 시험물질 노출시간인 18~24시간은 TG439 

피부자극시험(1)에 적용되는 노출시간보다 현저히 길며, 광조사 동안 조직 내부에서 

활성광독성종(reactive phototoxic species)을 유발하는 조직모델 내부의 가장 가까운 

표적세포까지 시험물질을 확산시키기에 충분한 시간을 보장한다. UVA/가시광선에 노출하거나 

빛을 차단하기 전 시험물질을 제거하기 위해 세척 배지(예: DPBS without Ca++ & Mg++(CMF-DPBS))에 

적신 멸균 면봉을 사용할 수 있다. 광조사 전 적용된 시험물질을 세척하는 타당한 이유를 시험보고서에 

제시해야 한다.

52. 표준배양조건에서 조직을 하룻밤(18~24시간) 배양한다.

53. MTT 세포생존율 시험: 1 mg/mL MTT 용액을 준비하여 37℃로 가온하고 라벨을 붙인 24-well 

플레이트의 적합한 well에 피펫을 이용하여 300 µL씩 넣는다. 18~24시간 배양 후 조직 인서트를 

6-well 플레이트에서 꺼낸 다음 인서트 바닥을 멸균 거즈 또는 종이타올로 찍어 물기를 제거하고 

라벨을 붙인 24-well MTT 플레이트의 해당 well로 옮긴다. 24-well 플레이트를 표준 배양 조건에서 

3시간 동안 배양한다.

54. MTT 배양이 끝나면 인서트를 24-well 플레이트에서 꺼낸 다음 인서트 바닥을 멸균 거즈 

또는 종이 타올로 찍어 물기를 제거하고 라벨을 붙인 새로운 24-well MTT 플레이트의 해당 well로 

옮긴다. 이소프로판올(추출 용액) 2 mL로 조직을 추출한다. 24-well 플레이트를 밀봉(예. 파라필름 

이용)하고 실온에서 최소 2시간 동안 플레이트 교반기를 이용하여 부드럽게 흔들어 포르마잔을 

추출한다. 또 다른 방법으로 하룻밤 동안 추출하는 것도 가능하다. 위에 설명한 대로 플레이트를 

밀봉한 다음 흔들지 않고 실온에서 빛을 차단한 채 추출하고, 추출액을 취하기 전에 플레이트 

교반기에서 최소 15분간 흔들어 준다.

55. 추출이 끝나면 조직 인서트를 well에서 꺼낸 후 조직 인서트 내의 추출 용액을 인서트가 있던 

well에 따라주거나, 조직에 구멍을 뚫어(20 게이지 주사바늘 사용) 추출 용액이 인서트가 있던 

well 내로 흘러내리도록 한다(인서트는 폐기 가능). 추출 용액이 균일해질 때까지 피펫으로 추출 
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용액을 최소 3회 위아래로 피펫팅하여 혼합해 준다. 각 조직별로 추출 용액을 200 µL씩 분취하고 

라벨을 붙인 96-well flat bottom microtiter 플레이트에 피펫으로 옮겨 준다. 끝으로 이소프로판올 

200 µL를 blank well에 담아준다.

56. 96-well 플레이트의 흡광도(OD)는 540~595 nm 파장에서 microtiter-plate 분광광도계를 

사용하여 판정하는데, 최대 ± 30 nm 필터 밴드 패스에서 570 nm 파장을 사용하는 것이 좋다. 

참조 필터(reference filter) 판독은 필요하지 않다. 또 다른 방법으로 포르마잔 추출물 샘플의 

흡광도를 HPLC/UPLC-spectrophotometry로 측정할 수 있다(32).

세포생존율

57. 세포생존율 계산: 각 시험물질별로 측정된 OD 값은 용매대조군(세포생존율 100%로 설정) 

대비 세포생존율(%)을 계산하는데 사용된다. HPLC/UPLC-spectrophotometry를 사용한 경우 

조직 세포생존율(%)은 동일한 용매를 사용한 용매대조군(음성대조군)에서 얻은 MTT 포르마잔 

피크 면적 대비 시험물질에 노출된 살아있는 조직에서 얻은 MTT 포르마잔 피크 면적 비율(%)로 

계산된다.

58. 각 시험물질 또는 양성대조군 처리 조직(+Irr)의 상대적 세포생존율(또는 대조군 대비 %)은 

해당하는 용매대조군(음성대조군) 처리 조직(+Irr)의 평균과 비교하여 계산된다. 마찬가지로, 각 

시험물질 또는 양성대조군 처리 조직(-Irr)의 상대적 세포생존율(또는 대조군의 세포생존율(%))은 

해당하는 용매대조군(음성대조군) 처리 조직(-Irr)의 평균과 비교하여 계산된다. 대조군의 개별 

세포생존율(%)을 평균하여 각각의 +Irr과 -Irr 농도 별 평균 대조군 세포생존율(%)을 구한다. 공식은 

다음과 같다.

대조군 세포생존율 음성용매대조군의 보정한 
각 시험물질 또는 양성대조군 처리 조직의 보정한 

×

MTT 환원물질 및 유색 물질 보정

59. 시험물질의 광학적 특성 또는 MTT에 대한 화학적 반응(색 발현을 유발할 뿐만 아니라 이를 

막거나 복귀시키기도 함)은 시험을 간섭하여 세포생존율을 잘못 측정하게 한다. 이런 현상은 특정 

시험물질이 세척을 통해 조직에서 완전히 제거되지 않거나 시험물질이 표피에 침투하였을 때 
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발생한다. 시험물질이 MTT에 직접적으로 작용하고(예: MTT 환원제), 원래 색을 띄고 있으면서 

조직 처리동안 발색 된다면 시험물질의 세포생존율 측정 간섭을 감지하고 보정하기 위해 추가적인 

대조군이 사용되어야 한다. 직접적인 MTT 환원 및 유색 시약으로 인한 간섭을 보정하는 방법에 

대한 자세한 설명은 피부/안자극 및 부식에 대한 OECD 검증 시험법 표준작업지침서(SOPs)를 

참조한다(5)(25).

60. 직접적인 MTT 환원제를 식별하기 위해 각 시험물질의 최고 농도를 새로 준비한 MTT 용액에 

넣는다. 시험물질을 포함한 MTT 혼합액이 청색/자색으로 변하면 해당 시험물질은 직접적으로 

MTT를 환원하는 것으로 간주하며, 흡광도(OD) 측정 또는 HPLC/UPLC-spectrophotometry를 

사용하는 것과는 별개로 비활성 RhE 조직을 이용한 추가적인 기능 점검이 수행되어야 한다. 이러한 

추가 기능 점검은 잔여 대사활성만을 가지지만 살아있는 조직과 유사한 방식으로 시험물질을 

흡수하는 죽은 조직을 이용한다. 각 MTT 환원 시험물질을 최소 2개의 죽은 조직 반복군(광조사군과 

비조사군 각 한 개씩)에 최고 농도로 적용한 다음, 비특이적 MTT 환원성(NSMTT)을 판단하기 

위해 전체 시험절차를 진행한다.

61. 수행된 시험/반복시험(run)의 횟수와는 별개로 시험물질 한 개당 하나의 NSMTT 대조군이면 

충분하다. 그런 다음 MTT 환원제에 노출된 살아있는 조직에서 얻은 세포생존율(%)에서 동일한 

MTT 환원제에 노출된 죽은 조직에서 얻은 비특이적 MTT 환원값을 빼서 실제 조직 세포생존율을 

계산하는데, 보정되는 시험과 동시에 수행된 용매대조군(음성대조군)과 비교하여 계산한다 

(%NSMTT).

62. 유색 시험물질 또는 초순수/이소프로판올과 만났을 때 때 발색되는 시험물질로 인한 간섭 

가능성을 식별하고, 추가적인 대조군의 필요성을 결정하기 위해 물(노출 시 환경) 및/또는 

이소프로판올(추출 용액)에 용해된 시험물질을 분석해야 한다. 초순수 및/또는 이소프로판올에 

용해된 시험물질이 570 ± 30 nm 범위에서 빛을 흡수하는 경우 추가적인 발색 대조군이 사용되어야 

한다. 그렇지 않은 경우 HPLC/UPLC-spectrophotometry가 사용되어야 한다.

63. 흡광도(OD)를 측정할 때에는 각각의 색간섭 시험물질을 최소 두 개의 살아있는 조직(광조사군과 

비조사군 각 한 개씩)에 최고 시험농도로 적용하고 전체 시험절차를 적용하되 비특이적 색상(NSCliving) 

대조군을 설정하기 위해 MTT 배양 단계에서 MTT 용액 대신 배지로 배양한다. NSCliving 대조군은 



화장품 등 광독성 동물대체시험법(인체피부모델을 이용한 광독성 시험법) 가이드라인

30

유색 시험물질의 시험과 동시에 수행되어야 하며, 다수의 시험을 수행하는 경우 살아있는 조직 

고유의 생물학적 변동성으로 인해 각 반복시험(run)의 개별 시험별로 NSCliving 대조군이 

수행되어야 한다. 그런 다음 색간섭 시험물질에 노출되고 MTT 용액에 배양된 살아있는 조직에서 

얻은 세포생존율에서 색간섭 시험물질에 노출되고 MTT 없이 배지로만 배양된 살아있는 조직에서 

얻은 비특이적 색상(%)을 빼서 실제 조직 세포생존율을 계산하는데, 이는 보정되는 

시험(%NSCliving)과 동시에 수행된다.

64. 비특이적 MTT 환원과 비특이적 색간섭은 분광광도계의 직선성의 범위 이상으로 조직 추출물의 

판독 값을 향상시킬 수 있다. 이를 기반으로 각 실험실은 규제적 목적으로 시험물질에 대한 시험을 

시작하기에 앞서 시판되는 MTT 포르마잔(CAS # 57360-69-7)을 사용하여 분광광도계의 직선성의 

범위를 결정해야 한다. 직접적인 MTT 환원 및/또는 색간섭을 보정하지 않은 시험물질로 얻은 

조직 추출물의 흡광도(OD)가 분광광도계의 직선성의 범위 내에 있는 경우, 분광광도계를 사용한 

흡광도(OD) 측정이 직접적 MTT 환원제와 색간섭 시험물질을 평가하기에 적절하다.

65. MTT 시험을 강하게 간섭하여 표준 흡광도(OD)를 측정할 수 없는 유색 시험물질의 경우 

MTT 포르마잔 측정을 위한 대안으로 HPLC/UPLC-spectrophotometry가 사용될 수 있다. 

HPLC/UPLC-spectrophotometry는 MTT 포르마잔을 정량하기 전에 시험물질로부터 MTT 

포르마잔을 분리할 수 있다(32). 이러한 이유로 시험에 사용되는 물질과 상관없이 HPLC/UPLC- 

spectrophotometry를 사용할 때에는 NSCliving 또는 NSCkilled 대조군이 필요하지 않다. 그러나 

시험물질이 직접적으로 MTT를 환원하거나 직접적 MTT 환원능의 평가를 방해하는 색깔을 지닌 

경우 NSMTT 대조군이 사용되어야 한다. MTT 포르마잔을 측정하는 HPLC/UPLC-spectrophotometry를 

사용할 때에는 시험물질과 동시에 수행된 용매(음성) 대조군에서 얻은 MTT 포르마잔 피크 면적 

대비 시험물질에 노출된 살아있는 조직에서 얻은 MTT 포르마잔 피크 면적의 비율로 조직 

세포생존율(%)을 계산한다. MTT를 직접적으로 환원할 수 있는 시험물질의 경우 실제 조직 

세포생존율은 시험물질에 노출된 살아있는 조직에서 얻은 세포생존율(%)에서 %NSMTT를 빼서 

계산한다. 마지막으로 직접적인 MTT 환원제이면서 처리 후 조직에 잔존하며 매우 강하게 MTT를 

환원하여 시험되는 조직 추출물의 흡광도(OD)(표준 OD 측정 이용) 또는 피크 면적(HPLC/UPLC- 

spectrophotometry 이용)을 분광광도계 직선성의 범위를 벗어나게 하는 색간섭 물질은 이 시험법을 

적용할 수 없지만, 이는 극히 일부의 경우에 해당한다.
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66. HPLC/UPLC-spectrophotometry는 MTT 포르마잔 측정을 위해 모든 종류의 시험물질(유색, 

무색, MTT 환원제, 비환원제)에 사용될 수 있다. HPLC/UPLC-spectrophotometry는 다양하므로 

조직 추출물의 MTT 포르마잔 정량에 사용하기 전 미국 FDA의 생체분석법 검증 산업계 지침에 

근거한 일련의 표준 적격성 매개변수(standard qualification parameters)의 인정기준을 

충족함으로써 HPLC/UPLC-spectrophotometry의 적격성을 증명해야 한다.

시험의 인정기준

67. 유효한 반복시험(run)은 아래의 인정기준을 충족해야 한다.

  ⦁ 용매(음성) 또는 양성대조군으로 처리한 두 개의 반복 조직 간에 상대적 세포생존율 차이는 

20%를 초과하지 않아야 한다.

  ⦁ 광조사를 하지 않고 시험된 용매대조군(음성대조군)의 세포생존율은 표 2에 제시된 인정 

범위 내에 있어야 한다.

  ⦁ 광조사 상태에서 시험된 용매대조군(음성대조군)의 세포생존율은 광조사를 하지 않고 시험된 

용매대조군(음성대조군)과 비교하여 80% 이상(≥)이어야 한다. 이러한 대조군은 43단락에 

기술된 것과 같이 세포에 과도한 방사선민감성(radiation sensitivity)이 없음을 보여준다. 

  ⦁ 양성대조군은 양성 예측 결과가 나와야 한다.

68. 광독성 가능성 평가에 사용되는 각 시험물질 처리 그룹은 아래의 기준을 충족해야 한다. 

  ⦁ 광조사를 하지 않은 시험물질 처리 조직의 세포생존율은 최대 권장 농도인 10%[또는 

세포독성으로 최대 농도가 제한적인 경우 최대허용용량(maximum tolerated dose)]에서 

광독성과 비광독성 예측이 모두 가능할 만큼 충분히 높아야 한다(예: 세포생존율 > 35%).

결과 해석 및 예측 모델

69. 광조사 상태에서 처리한 하나 이상의 시험농도의 상대적 세포생존율이 광을 조사하지 않고 

처리한 동일 농도의 상대적 세포생존율과 비교하여 30% 이상(≥) 줄어든 물질은 광독성(또는 광독성 

가능성)이 있는 것으로 예측된다.

70. 광조사 상태에서 처리한 모든 시험농도의 상대적 세포생존율이 광을 조사하지 않고 처리한 

동일 농도의 상대적 세포생존율과 비교하여 30% 이상(≥) 줄어들지 않은 물질은 광독성(또는 광독성 

가능성)이 없는 것으로 예측된다.
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71. 모든 농도가 광독성이 없는 것으로 예측되고, 최소 하나의 농도가 절사 값(cut-off)인 5% 

이하이며(또는 이거나), 반복군(replicate)에서 얻은 결과가 불일치 하는 경우 두 번째 

반복시험(run)을 수행해야 한다. 두 번의 반복시험 결과가 불일치하는 경우 세 번째 반복시험을 

수행해야 한다. 이러한 경우 광독성 가능성이 있다면 광독성이 나타날 것으로 예상되는 농도 범위로 

시험할 것을 권장한다. 

데이터 및 보고서 작성

데이터

72. 데이터의 품질 및 양: 데이터의 유의미한 분석을 위해 광조사를 할 때와 하지 않을 때 농도 

반응을 포착하는 적절한 농도를 선정해야 한다. 모호하거나, 경계선에 있거나 불확실한 결과는 

추가시험을 통해 명확히 해야 한다. 이 경우 실험 조건(예: 시험되는 농도)의 변경이 고려되어야 

한다.

73. 각 반복시험(run) 별로 연속실험(repeat experiments)으로 얻은 데이터 등을 포함한 각각의 

조직 반복군(replicate)에서 얻은 데이터(예: OD 값, 물질 분류를 포함한 각 시험물질의 

세포생존율(%)을 계산한 데이터)를 보고서에 기입해야 한다. 나아가 ‘세포생존율 평균 ± 

각 반복시험의 조직 반복군 간 차이’를 보고서에 기입해야 한다. MTT 시약과 유색 시험물질 

간에 상관관계가 관찰되는 경우 시험물질별로 보고서에 기입해야 한다.

시험보고서

74. 시험보고서는 다음의 정보를 포함해야 한다.

시험물질 및 대조군(양성대조군 및 용매대조군)

  ⦁ 단일성분 물질: IUPAC 또는 CAS 명, CAS 번호, SMILES 또는 InChl 코드, 구조식, 순도, 

불순물의 화학적 정보(가능한 수준까지) 등의 화학물질 식별정보

  ⦁ 다성분 물질, UVCB 및 혼합물: 가능한 많은 화학적 정보(위의 내용 참조)를 통한 화학물질 

특성, 구성성분의 정량적 형태 및 관련 물리화학적 특성

  ⦁ 물리적 성상, 수용성 및 추가적인 모든 물리화학적 특성
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  ⦁ 공급원, 로트 번호(있는 경우)

  ⦁ 시험 전 시험물질/대조군 물질의 준비 방법(예: 가온, 분쇄)

  ⦁ 시험물질의 안정성, 유통기한, 재분석을 위한 데이터(알고있는 경우)

  ⦁ 용매(용매 선정의 타당성, 용매에서 시험물질의 용해도)

사용된 RhE 모델 및 프로토콜(가능하면 선정의 근거 포함)

  ⦁ 사용된 RhE 모델(배치 번호 포함)

  ⦁ 수행능력을 포함한 사용된 특정 RhE 모델에 대한 모든 근거 자료. 이 자료는 조직 

개발사/공급사가 『분석증명서』 또는 『QC 출하 보고서』의 형태로 제공해야 하며 다음의 

정보를 포함해야 한다(단, 이에 국한되지는 않음).

ⅰ) 세포생존율

ⅱ) 장벽기능

ⅲ) 형태학적 특징

ⅳ) 해당 모델의 품질관리(QC)

  ⦁ 사용되는 모델의 과거 데이터에 대한 참고자료. 이 자료는 과거 배치 데이터에 대한 참고자료와 

함께 QC 데이터의 인정가능성을 포함해야 한다(단, 이에 국한되지 않음). 

  ⦁ 숙련도 물질의 시험을 통한 시험법 수행의 숙련도에 대한 기술

시험 조건

  ⦁ 측정장비(예: 분광광도계)의 보정 정보, MTT 포르마잔 정량화에 사용된 파장 및 밴드 패스(있는 

경우), 측정장비의 직선성의 범위, MTT 포르마잔 정량화에 사용된 방법의 설명

  ⦁ HPLC/UPLC-spectrophotometry의 적격성에 대한 설명(가능한 경우)

  ⦁ 광원-조사 조건

- 사용된 광원의 선정 근거

- 광원 및 복사계(radiometer)의 제조사와 종류

- 광원의 모든 분광복사조도(spectral irradiance) 관련 특성

- 사용된 필터의 방출 및 흡수 특성

- 복사계(radiometer)의 특성 및 보정에 대한 설명

- 시험계와 광원 간의 거리

- 위의 거리에서 mW/cm2로 표기한 UVA 조도
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- 조사 노출의 기간

- J/cm2로 표기한 UVA 광량(조도 × 시간)

- 광조사 동안의 세포 배양물 및 이와 동시에 수행되는 빛을 차단한 세포 배양물의 온도

시험절차

  ⦁ 사용된 시험절차의 세부사항(노출 기간 후 사용된 세척절차 포함)

  ⦁ 사용된 시험물질 및 대조군 물질의 용량

  ⦁ 광조사가 있을 때와 없을 때 사용된 시험물질의 농도 선정에 대한 근거

  ⦁ 용매의 종류 및 구성

  ⦁ 노출 및 사후 노출 배양의 기간 및 온도

  ⦁ 직접적인 MTT 환원제 및/또는 발색 시험물질에 사용된 대조군 표시(해당하는 경우)

⦁ 시험물질 및 대조군(해당하는 경우 양성, 용매(음성)대조군)NSMTT, NSCliving) 별로 사용된 

조직 반복군(replicate)의 개수 

  ⦁ 사용된 RhE 모델을 기반으로 적용된 결정기준/예측모델에 대한 설명

  ⦁ 시험절차의 모든 변경사항에 대한 설명(세척 절차 포함)

반복시험(run) 및 시험 인정기준

  ⦁ 양성대조군과 용매(음성)대조군의 조직 반복군 간 변동성의 인정기준

  ⦁ 용매(음성)대조군 OD 값의 인정기준 

⦁ 광을 조사하지 않은 조건과 비교하여 광을 조사하였을 때 용매(음성)대조군의 세포생존율 

인정기준 

  ⦁ 양성대조군의 인정기준

결과

⦁ OD 또는 MTT 포르마잔 피크 면적, 세포생존율(%), 평균 조직 세포생존율(%), 조직 간 차이 등 

각 시험물질별 반복시험(run)과 반복군(replicate)의 측정값 데이터의 도표

⦁ 해당하는 경우, MTT 환원제 및/또는 발색 물질에 사용된 대조군의 결과(OD 또는 MTT 

포르마잔 피크 면적, %NSMTT, %NSCliving, 보정된 최종 상대적 세포생존율)

  ⦁ 정해진 반복시험(run) 및 시험 인정기준과 관련하여 시험물질 및 대조군 물질로 얻은 결과

  ⦁ 관찰된 기타 영향에 대한 설명

  ⦁ 사용된 예측모델/결정기준을 참고하여 산출한 화학물질 등급
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부록 1. 용어 정의

혼합물(Mixture): 서로 반응하지 않는 두 가지 이상의 물질로 구성된 복합물질 또는 용액(14)

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 × 시간)으로 

표면적 당 줄(Joule = W × s)로 표현됨(예: J/m2 또는 J/cm2)

UV 광 파장대(UV light waveband): CIE(Commission Internationale de L’Eclairage)가 

권장하는 파장대는 UVA(315~400 nm) UVB(280~315 nm) 및 UVC(100~280 nm)이다. 이 외의 

파장대도 사용될 수 있다. UVB와 UVA는 보통 320 nm를 경계로 나뉘며, UVA는 대략 340 nm를 

기준으로 UV-A1 과 UV-A2로 나뉠 수 있다. 

상대적 조직 세포생존율(relative tissue viability): 전체 시험절차(+Irr 또는 –Irr 중 하나)를 

거치지만 시험물질 처리를 하지 않은 용매(음성)대조군과 비교하여 표시한 조직 세포생존율

MEC(Molar Extinction/Absorption Coefficient): 특정한 일련의 조건(예: 용매, 온도, 파장 등) 

에서 주어진 분자의 상수이며 분자가 광자(photon)를 흡수할 수 있는 효율(efficiency)을 나타낸다 

(주로 Lㆍmol-1ㆍcm-1로 표시).

광독성(phototoxicity): 화학물질이 피부에 적용되거나 전신투여 된 후 피부가 빛에 노출되었을 때 

나타나는 급성 독성 반응

정확도(Accuracy): 시험 결과와 허용된 참고치의 일치 정도. 시험수행에 대한 평가 척도이고 상관성

(relevance)의 한 측면이다. 정확하게 맞춘 시험결과의 비율을 의미하는 “일치성(concordance)”과 

“정확도(Accuracy)”는 같은 의미로 쓰인다(20).

세포생존율(Cell viability): 세포 미토콘드리아 탈수소효소가 생체염료 MTT(3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl) 

-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Thiazolyl blue)를 환원시키는 능력 등과 같이 세포 군집의 

총 활성도를 측정하는 지표로, 측정된 평가 변수 및 시험 설계에 따라 살아있는 세포의 총 숫자 및/또는 

활성도에서 상관관계가 나타난다.
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화학물질(Chemical): 단일 물질 또는 복합물질을 의미한다.

일치성(Concordance): 시험법의 수행도에 대한 척도로 각 카테고리에 해당하는 결과를 제공하며 

상관성의 한 측면이다. 이 용어는 정확도와 교차 사용이 가능하며, 양성 또는 음성으로 정확하게 

분류되는 모든 시험물질의 비율로 정의된다. 일치성은 시험물질 유형에서 양성 비율에 따라 크게 

달라진다(20).

HPLC(High Performance Liquid Chromatography): 고성능액체크로마토그래피.

IATA: 통합독성평가(Integrated Approach on Testing and Assessment).

MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue 

tetrazolium bromide.

음성대조군: 용매대조군 참조 

NSCkilled(non-Specific Colour in killed tissue): 죽은 조직의 비특이적 색상

NSCliving(non-Specific Colour in living tissue): 살아있는 조직의 비특이적 색상

NSMTT(Non-Specific MTT reduction): 비특이적 MTT 환원.

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

으로 유사하게 제시된 시험법의 비교 가능성을 평가하는 기준. 여기에는 (ⅰ) 필수 시험법 구성요소, 

(ⅱ) 검증된 시험법의 허용 가능한 수행도를 입증하는 데 사용된 화학물질 중에 선택된 참고 

화학물질의 최소 목록, (ⅲ) 검증된 시험법에서 얻은 값을 기반으로 한 정확도 및 신뢰도의 유사성

(참고 화학물질의 최소 목록을 사용하여 평가할 때 제시된 시험방법이 입증되어야 함)이 포함된다(20).

양성대조군(Positive Control, PC): 시험 시스템의 모든 구성요소를 포함한 복제군으로 양성

반응을 유발한다고 알려진 화학물질로 처치된다. 양성대조군의 변동성을 보장하기 위해 시간별 

반응이 평가될 수 있도록 양성 반응 정도가 과하지 않아야 한다.
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상관성(Relevance): 시험과 관심 효과의 관련성 및 시험이 특정 목적에 의미 있고 유용한지에 

대한 설명. 상관성은 시험이 얼마나 관심 생물학적 효과를 정확하게 측정하고 예측하는지 나타내며, 

시험법의 정확도(일치성)를 내포한다(20).

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

시험 결과를 재현할 수 있는 정도. 신뢰도는 실험실 내·실험실 간 재현성(reproducibility)으로 

평가된다(20).

대체 시험(Replacement test): 유해성 식별 및/또는 위험 평가를 위해 일반적으로 사용 및 

승인된 시험을 대체하도록 설계된 시험, 모든 가능한 시험 상황 및 화학물질에 대해 승인된 시험과 

비교하여 인체 또는 동물의 건강, 환경을 이에 상응하거나 더 좋은 방법으로 보호할 수 있다고 

확인된 경우(9).

반복시험(Run): 용매(음성)대조군 및 양성대조군과 함께 하나 이상의 시험물질로 구성된 시험

민감도(Sensitivity): 시험에 의해 올바르게 분류된 양성/활성 시험물질의 비율. 카테고리적 결과를 

나타내는 시험법 정확도의 척도이며 시험법의 상관성을 평가하는 주요 고려사항이다(20).

용매대조군: 시험물질을 제외한 시험계의 모든 구성성분을 포함하지만 사용되는 용매는 포함하는 

반복군. 동일 용매에 용해된 시험물질로 처리한 시료의 기저반응을 확립하는데 사용되며 본 시험법

에서는 데이터 분석의 음성대조군으로 사용된다. 용매대조군은 시험물질을 처리한 시료 및 기타 

대조군 시료와 함께 처리한다. 

특이도(Specificity): 시험에 의해 올바르게 분류된 음성/비활성 시험물질의 비율. 카테고리적 

결과를 나타내는 시험법 정확도의 척도이며 시험법의 상관성을 평가하는 주요 고려사항이다(20).

시험물질(Test chemical): 시험 대상 물질.

UPLC(Ultra-High Performance Liquid Chromatography): 초고성능액체크로마토그래피.

UVCB: 조성이 알려져 있지 않거나 다양한 조성으로 이루어진 화합물, 복잡한 반응산물 또는 
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생물학적 물질.

부록 2. 광원의 분광분포(spectral power distribution)의 예시 및 RhE의 조사 민감도

그림 1. 필터가 장착된 인공태양광 조사기의 분광분포

출처: Spielmann, H. et al (1998)(37)

  그림 1은 필터가 장착된 인공태양광 조사기의 인정가능한 분광분포 예시를 제공한다. 이는 3T3 

NRU PT의 검증시험과 Epiderm 광독성 시험의 사전검증 및 대부분의 후속연구에서 사용된 수은 

메탈 할라이드 아크((doped) mercury metal halide arc)에서 유래하였다. 위 그림은 두가지 

다른 필터의 영향 및 96-well 세포배양 플레이트의 덮개로 인한 추가적인 필터 효과를 보여준다. 

H2필터는 더 높은 양의 UVB를 견딜 수 있는 시험계에만 사용되었다(피부모델 시험 및 적혈구 

광용혈(photohemolysis)). 3T3 NRU-PT에서는 H1 필터가 사용되었다. 위 그림은 플레이트 

덮개로 인한 추가적인 필터 효과가 주로 UVB 범위에서 관찰되지만, 조도 스펙트럼(irradiation 

spectrum)에서 Amiodarone과 같이 UVB 범위를 주로 흡수하는 물질을 들뜬상태(excite)로 

전환시키기에 충분한 UVB가 남아 있음을 보여준다. 
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그림 2. RhE의 조사 민감도(UVA 영역에서 측정)

  Liebsch et al(1998)(38)에 제시된 위 그림은 광조사를 하지 않은 조직과 비교하여 UVA 광조사의 

농도가 점차 증가했을 때 조직의 반응을 보여준다. 상대적 세포생존율은 MTT 전환 assay로 

판정되었다. 각 네모상자는 4회의 실험을 통해 평가된 12개 조직의 평균을 나타낸다. 사용된 조직은 

과도한 세포독성 영향 없이 6 J/cm2의 조사량을 견디는 것으로 나타났다. 조사량은 1.7 mW/cm2(UVA) 

였으며, 10분간 조사했을 때 결과는 1 J이었다. 
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부록 3: 시험물질 용매 선정의 고려사항

용매

  개발과 사전검증연구 과정에서(3)(38) 참기름이 물에 충분히 용해되지 않는 물질의 용매로 

선정되었다. 사전검증연구 참여실험실에서 몇몇 다른 용매를 실험하였지만(그림 3) 참기름이 최종 

실험에서 선정되었다. 오일성 용매와 더불어 에탄올 및 아세톤:올리브 오일의 혼합액이 물이나 

오일에 제대로 용해되지 않는 물질의 용매로 제안되었다(5)(30). 

  인공태양광의 전체 스펙트럼을 충분히 전달할 수 있는 용매를 선정하는 것이 중요하다(즉, 용매가 

인공태양광 스펙트럼 내에서 뚜렷한 흡수를 보여서는 안 됨). 더불어 권장 용량인 50 µL를 초과해서는 

안 되는데 조직 표면에 과도한 용매를 적용할 경우 광보호막(photo-protective layer)이 형성될 수 

있기 때문이다. 

  나아가 대안으로 사용되는 용매에 대한 3D 조직의 생물학적 반응을 평가해야 한다. 대안으로 

사용되는 용매는 조직의 세포생존율을 물을 처리한 조직의 70% 미만으로 낮추지 않아야 한다. 

  화학물질의 광역가(photopotency)(즉, 광독성 강도)는 오일 및 수용성 용액에 용해한 

클로프로마진(Chlopromazine)(3) 또는 오일 및 에탄올 용액에서 시험한 안트라센(Anthracene)(3)(30) 

으로 얻은 실험에서 나타난 바와 같이 용매에 의해 바뀔 수 있다.

그림 3. 세 가지 오일류 및 DMI의 흡수/방출(%) 스펙트럼
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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

화장품 등 광독성 동물대체시험법 

(인체피부모델을 이용한 광독성 시험법)

가이드라인(민원인 안내서)


