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1. 서론

안전성을위한동물실험은그타당성여부에대해오랫동안

논란이 있었다. 동물과 인간은 매커니즘이 달라 반드시 인간

에 미치는 영향을 완벽히 예측하는 것은 아니다. 동물 역시

생명이므로동물실험은인간의안전성을위해희생되는것이

라 여겨 동물실험에 대한 부정적 인식이 존재하고 있다.

현재는기술의발달로대체할대안이꾸준히개발되고있으

며, 이에 따라 제도적으로 동물실험을 최소화하는 방향으로

나아가동물대체시험법의개발도활발하게이루어지고있다.

최근 선진국을 중심으로 3R원칙에 따라 실험동물을 대체하

거나동물사용을최소화하고, 고통을감소시키는방향으로의

동물대체시험법 개발 추진 및 시험동물 사용에 대한 규제가

강화되고 있다.

따라서 본 연구에서는 인체 피부세포에서 유래한 인공피부

모델 KeraSkinTM을이용한피부자극시험과제브라피쉬배아

를 이용한 독성시험을 OECD 평가기준에 따라 실시하여, 비

교·분석하였다.

2. 실험 방법

2.1 시험물질

2023년 2월, 식품의약품안전처에서 m-Phenylenediamine을

포함한 염모제 성분 5종을 화장품에 사용할 수 없는 원료로

지정하였다. 위 성분들이 사람의 유전자에 손상이나 돌연변

이를일으킬수있는유전독성을가질가능성을배제할수없

다는평가에의해지정하였으며, 고시개정일의 6개월이후인

2023년 8월 22일부터 해당 성분이 포함된 제품은 제조·수입

이 금지된 상태이다. 식품의약품안전처에서는 보존제, 염모

제, 자외선 차단제등에들어가는사용제한원료총 352개 성

분을 5년주기로정기위해평가등을통해안전성을검토해왔

다. 염모제의경우, 유전독성정보가있거나, 해외에서금지된

사례가 있는 성분부터 차례로 검토했다. 그러나, 이미 제조·

수입한 제품은 고시 시행일로부터 2년간 판매할 수 있기 때

문에 2025년 8월 21일까지위성분들이포함된제품을판매할

수 있다.

따라서, 이미 유전독성이 있다고 검증되어있지만, 시중에서
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요 약
본 논문에서는 m-Phenylenediamine을 동물대체시험법에 해당하는 KeraSkin™을 이용한 피부자극시험과 제브라피쉬
배아를이용한급성독성시험법을이용하여독성을평가하였다. m-Phenylenediamine은 염모제로현재판매는가능하지
만제조가금지되어있어시험물질로선정하였다. KeraSkin™을이용한피부자극시험과제브라피쉬배아를이용한시험
을같은시험물질을사용하여 OECD TG에따라실험을진행하였으며, 시험결과와가이드라인에는명시되어있지않은
유의사항 및 실험방법을 비교하였다. KeraSkin™을 이용한 시험에서는 시험결과, 피부자극성이 있다고 판단되었으며,
제브라피쉬 배아를 이용한실험에서는 ~mg/L에서 LC50을 산출하였다. 각시험방법은실험자의 주관적인판단이필요
하거나, 수치적으로객관적인판단이가능하다는장·단점, 실험준비기간을포함한경제적인측면에서도차이점을기술
하였다. 또한 동물을 사용한 시험과 비교하여 동물대체시험법의 지속적인 개발 필요성을 제시하였다.



2024년 한국산학기술학회 추계 학술발표논문집

- 306 -

판매가 진행되고 있는 물질인 m-Phenylenedimine을 시험물

질로 선정하였다.

2.2 KeraSkinTM을 이용한 피부자극시험

KeraSkinTM은 사람의 정상 피부각질세포를 분화시켜서 제

조한 인공피부로 형질전환되지 않은 Stratum corneum,

Granular, Spinous 그리고 basal 총 4개의 층 구조로 인체표

피와동일한상피세포의다층구조로이루어져있다. 표피분화,

증식, 세포간결합관련표지자발현이되며, 필수지질성분을

포함한 기능적 다층각질층을 형성하고 있다. 12 mm의 외부

직경세포로 공급이 되며, 바이러스 미생물에 대한 안전성이

확보되어있다. KeraSkinTM은국내인체조직모델연구개발

기업인 바이오 솔루션이 개발하였다.

KeraSkinTM을 이용한 피부자극시험은 본시험의 반응성이

확인됨에 따라 추가로 동결사멸 보정시험을 진행한다. 군구

성은시험물질 마다 3개의 인체피부모델을 사용하며, 본시험

은양성대조군과음성대조군을두고, 보정시험은음성대조군

만포함한다. [표 1]은본시험과보정시험의군구성처리량에

대해 설명하고 있다.

[표 1] KeraSkinTM을 이용한 피부자극시험의
군 구성과 물질 처리량

시험종류 시험 군 반복 처리량

본시험
G1 음성대조군 1-3 40 μL
G2 시험물질군 1-3 40 μL
G3 양성대조군 1-3 40 μL

보정시험
G4 음성대조군 1-3 40 μL
G5 시험물질군 1-3 40 μL

KeraSkinTM을입수후, 인큐베이터에안정화시키고, 6 well

plate로 옮겨 액체와 고체의 처리방법을 다르게 하여 물질처

리를 진행했다. 물질처리 후, 인큐베이터에 적용시키고 세척

과 후배양을 진행했다. MTT assay 단계에서는 배지를 제거

한 후, MTT 용액을 내부에 처리했다. 그후, 차광상태로 인

큐베이터에서 배양을 진행한 후, MTT 용액 등 이물질을 제

거하고 Isopropanol을 100 μL 씩 처리한 상태로 차광시켜

shaker에서 처리하여 Fomazan을 추출하였다. Fomazan 추출

후, Spectrophotometer(Molecular devices, U.S.A.)를 이용하

여 570 mm파장으로 흡광도를측정하여 3개 well의 평균값

을 계산하여 최종 값으로 사용하였다. 보정시험은 입수 후

-80 ℃에서 48 시간 이상 동결시켰다. 그 후 실험 방법은 본

시험과 동일하게 진행했다.

2.3 제브라피쉬 배아를 이용한 급성독성시험

제브라피쉬는 잉어과에속하는열대어류로, 푸른색 몸에 흰

색줄무늬를가지고있는 4-5 cm의 전장을가지고있는어류

다. 성체의 크기가 작고 큰 집단을 형성하고 있어, 사육이 쉬

우며, 생애주기가짧고발달이빨라수정후 3-4개월이면번식

이 가능하다. 한 마리의 암컷이 일주일 간격으로 100개 이상

의 알을 낳아 실험 대상 확보가 용이하며, 배아가 투명해 쉽

게 발달 과정을 관찰할 수 있다. 또한, 중추신경계 뿐만 아니

라 포유류와 유사한 신경전달 시스템을 가지고 있어, 물질이

신경계에 변화를 일으키는 기전을 확인하기에 용이하다.

시험방법은 제브라피쉬의 배아를 채란하여 난막손상이나

세포분열의 비대칭성과 같은 증상을 보이지 않는 수정란을

선별하여실험에사용했다. 인큐베이터를이용하여 26±1℃에

서 배양하였으며, 예비시험을 거쳐 본시험의 농도를 결정하

였다. [표 2]는 본시험의 군 구성과 시험물질 농도에 대해 설

명하고 있으며, [그림 1]은 물질 처리 과정을 설명하고 있다.

[표 2] 제브라피쉬 배아를 이용한 급성독성시험의
군 구성과 물질 처리량

시험종류 군 구성 반복 농도

본시험

G1 음성대조군 1-3 1.75 mg/L
G2 시험물질군 1-3 2.5 mg/L
G3 양성대조군 1-3 5 mg/L
G4 음성대조군 1-3 10 mg/L
G5 시험물질군 1-3 20 mg/L

[그림 1] 제브라피쉬 배아를 이용한 급성독성시험
물질처리 과정

3. 실험결과 및 고찰

KeraSkinTM을 이용한 피부자극 시험 결과, 흡광도 값을 이

용하여 평균 세포생존율 산출한 값은 시험물질에서 11.13 %

로세포생존율이 50 %이하로기록되었다. 보정시험에서염색

비율이 5%미만으로기록되어본시험결과를보정하지않았

으며, 음성대조군과 양성대조군 시험결과에 따른 시험 성립

조건을만족하였다. 또한, 각군처리조직 3개의생존율표준

편차는 성립조건인 18% 이하를 만족하였다. 따라서 본 시험
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조건하에서 시험물질 m-Phenylenediamine은 <GHS

category 분류기준>에따라 ‘Category 2’인자극성물질로분

류되었다. [표 3]은본시험의 OD값과세포생존율을설명한다.

[표 3] KeraSkinTM을 이용한 피부자극시험의
본시험 OD값과 세포생존율

시험 군 반복 OD값 세포생존율(%)

D-PBS

1 1.148 103.33
2 1.172 105.49
3 1.013 91.18

Mean 1.11 100
S.D 0.07 6.30

m-PDA

1 0.119 10.74
2 0.123 11.10
3 0.128 11.55

Mean 0.12 11.13
S.D 0.00 0.33

5% SDS

1 0.018 1.65
2 0.022 2.01
3 0.022 2.01

Mean 0.02 1.89
S.D 0.00 0.17

제브라피쉬배아를이용한급성독성시험결과로반복시험

을진행한값을통해생존율을계산하여프로빗계수로환산

하였다. 그 결과, LC50은 0.51 mg/L 로 환산되었다.

채란한 모든 알의 수정률은 시험 배치에서 70 % 이상을 만

족하였고, 음성대조군과 플레이트대조군에서 생존율이 모두

90 % 이상을 만족하였다. 또한, 양성대조군(4.0mg/L

3,4-DCA)에서 치사율은 30% 이상을 기록하여 시험의 성립

조건을 모두 만족하였다.

[그림 2] 제브라피쉬 배아를 이용한 급성독성시험
LC50 산출

4. 결론

피부자극성을 시험할 수 있는 실험동물과 인간의 종 간 차

이로 인하여 실험결과가 인간에게 모두 동일하게 적용되지

않을수있으며, 동물의피부자극정도를측정하는점수가실

험자의주관적인견해에의해평가되어야한다. 또한, 실험동

물별로피부의민감도차이로인해실험결과의변동성이클

우려가있다. 또한, 고통을느끼는동물을이용하기때문에고

통을느끼는생명체와이에따른시험자또한스트레스를많

이 받게된다.

KeraSkinTM을이용한피부자극시험과같은 in vitro 피부자

극성시험법은시험물질을인체피부모델에적용한다음세포

생존율을 측정하여 자극성 유무를 판단한다. 이러한 시험법

은 인간피부의 생화학적, 생리학적 특성을 유사하게 나타낼

수 있고, 개체간 변동이 적다는 장점이 있다. 본 연구에서 최

종세포생존율을 구하는 방법은 음성대조군의 흡광도값을 기

준으로시험물질의흡광도값으로산출하였다. 이러한방법은

동물을 이용한 실험과는 다르게 시험자의 주관적인 판단이

따르지않고객관적인수치에따라결과를도출하는것이가

능하다. 또한, KeraSkinTM을이용한피부자극시험은우리나

라에서 개발된 동물대체시험법으로써 국외 제품의 인공피부

이용법과 비교하였을 때, 인공피부의 수급과 이송시 조직의

환경변화에 따른 문제점을 최소화할 수 있다.

어류독성시험 중 동물실험에 해당하는 시험은 일반적으로

성체또는발달된단계의어류를대상으로하며, 이러한실험

의 대상이 되는 종은 고통을 느낄 수 있는 상태이다. 동물실

험에서동물의정의는특정발달단계에있는생명체만을포

함한다. 많은 국가의 동물보호법이나 관련 법규에서는 척추

동물을동물실험의대상으로규정하지만발생초기의배아나

유생단계의동물은성체로간주하지않는다. 성체송사리, 잉

어 등을 이용한 실험은 일반적인 동물실험으로 분류되며, 동

물 대체실험법에 해당되지 않는다.

제브라피쉬배아의생명단계는포유류의태아발달초기단

계와유사한단계에있어, 감각기관이나신경계가완전히형

성되지 않은 상태다. 어류급성독성시험은 96시간 관찰기간

동안 실험을 진행하기 때문에 제브라피쉬 배아를 이용한 실

험방법이동물대체실험법의기준에적절하다. 또한, 제브라피

쉬는산란수가한마리당 200-300개이며, 메이팅케이지에서

산란을 준비시켰을 시 하루 뒤에는 채란이 가능하기 때문에

시험계의 수급이 원활하다는 장점이 있었다. 추가로, 실험진

행 기간동안 제브라피쉬 배아는 먹이를 공급할 필요가 없기

때문에먹이투여등으로인한사육환경오염의가능성을원

천차단할 수 있었다.

본 연구에서진행한실험인 KeraSkinTM을이용한피부자극

시험과제브라피쉬배아를이용한급성독성시험을비교한결

과는다음과같다. 시간적·경제적면에서는 KeraSkinTM을이

용한 피부자극 시험은 단점을 가지고 있다. 시험계의 이송시

온도유지로 인한 손상의 가능성과 높은 가격 때문에 재시험

을할경우매우큰경제적손실을가져올수있다. 반면에제

브라피쉬를이용한급성독성시험은경제적면에서매우좋은
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시험방법에 해당된다. 제브라피시 성체의 수급도 매우 쉬웠

으며, 메이팅 과정을 거치면 예상 시간에 채란작업을 진행할

수있었다. 이러한장점으로실험일정설계가매우원활하였

으며, 재시험에 대한 시간적, 경제적 우려가 없었다.

실험결과를 도출하는 방법을 비교하였을 때는 다음과 같다.

KeraSkinTM을 이용한 피부자극 시험은 흡광도값에 따라 결

과를 산출하기 때문에 시험자의 주관적인 판단이 들어가 있

지않은객관적이고수치적인결과를도출할수있었다. 반면,

제브라피쉬 배아를 이용한 급성독성 시험에서는 4가지 종말

점에따른관찰사항을실험자가판단해야하기때문에가이드

라인에 따르더라도 실험자의 주관적인 판단이 개입될 수 밖

에 없다. 또한, KeraSkinTM은 일정한 조제 방법에 따라 모든

시험계가 같은 조건으로 제작되었지만, 제브라피쉬 배아는

직접 사육과 메이팅과정을 거쳐 채란을 통해 얻어지는 시험

계이므로 유전적 편향성과 환경적인 변수가 개입될 수 있었

다. 또한, 사육과정에서여러가지변수와지속적인면에서는

꾸준한 관리가 필요했다. 이러한 면에서는 제브라피쉬 배아

를 이용한 급성독성시험의 단점을 발견하였다.
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