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약어 및 줄임말 

3Rs(replacement, reduction, or refinement of animal use): 실험동물을 사용하지 않는 방식으로 
대체하거나 사용되는 실험동물의 수 감소 또는 실험동물의 고통개선 

AOP(adverse outcome pathway): 독성발현경로 

C&E(cause-and-effect): 인과 관계 

COU(context of use): 적용 분야 

CPSC(U.S. Consumer Product Safety Commission): 미국 소비자제품안전위원회  

DA(defined approach): 정의된 접근법 

EPA(U.S. Environmental Protection Agency): 미국 환경보호청 

EURL ECVAM(European Union Reference Laboratory for the Validation of Alternative 
Methods): 유럽동물대체시험법검증센터 

FDA(U.S. Food and Drug Administration): 미국 식품의약국 

GD(guidance document): 지침서 

GHS(Globally Harmonized System for Classification and Labelling of Chemicals): 화학물질의 
분류 및 표시에 관한 국제조화시스템 

GIVIMP(Guidance Document on Good In Vitro Method Practices): 생체외 시험법 관리 기준에 
관한 지침서 

GLP(Good Laboratory Practices): 비임상시험관리기준 

IATA(Integrated Approaches to Testing and Assessment): 통합독성평가 

ICATM(International Cooperation on Alternative Test Methods): 동물대체시험법 국제협력 
협의체 

ICCVAM(Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods): 
미국동물대체시험법검증센터 

ICH(International Council for Harmonization of Technical Requirements for Pharmaceuticals for 
Human Use): 국제의약품규제조화위원회 
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IQ/OQ/PQ(Installation Quality/Operation Quality/Performance Quality): 설치 품질/운영 
품질/성능 품질 

JaCVAM(Japanese Center for the Validation of Alternatives Methods): 
일본동물대체시험법검증센터 

MTS(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium): (3-(4,5-디메틸티아졸-2-일) -5- (3-카르복시메톡시페닐) -2- (4-설포페닐) -2H-
테트라졸륨) 

NAMs(new approach methodologies): 첨단 대체시험 방법론(또는 새로운 접근 방법론) 

NCATS(National Center for Advancing Translational Sciences): 미국 중개연구발전센터 

NICEATM(National Toxicology Program Interagency Center for the Evaluation of Alternative 
Toxicological Methods): 미국 대체독성시험방법평가 부처 간 센터 

NIEHS(National Institute of Environmental Health Sciences): 미국 환경보건과학연구소 

OD(optical density): 흡광도 

OECD(Organisation for Economic Co-operation and Development): 경제협력개발기구 

SOP(standard operating procedure): 표준작업지침서 

TG(test guideline): 시험가이드라인 

Tox21(Toxicology in the 21st Century): 21세기 독성학 시험 

TSAR(Tracking System for Alternative methods towards Regulatory acceptance): 대체시험법 
규제 승인을 위한 추적 시스템 
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고지 사항 

본 문서는 시험에서 실험동물의 사용을 대체하거나 사용되는 실험동물의 수 감소 또는 
고통개선을 위해 개발된 첨단 대체시험에 대한 신뢰를 구축하고자 하는 미국 연방기관 및 
이해관계자를 위한 자료로 개발되었습니다. 본 문서에 설명된 원칙은 17 개 연방기관의 
구성원, 여러 기관 간 실무그룹, 대중 및 대체독성시험법 과학자문위원회(Scientific 
Advisory Committee on Alternative Toxicological)의 의견을 바탕으로 개발되었습니다. 
따라서 본 문서는 특정 기관이나 실무그룹의 의견 또는 정책을 반드시 반영하지는 
않습니다. 또한, 본 문서는 일체의 개인이나 당사자에게 권리를 부여하지 않으며 어떠한 
연방기관의 약속으로 간주되어서도 안 됩니다. 본 문서는 법적으로 집행 가능한 어떠한 
책임도 규정하지 않습니다. 그 대신 특정 주제에 대한 
미국동물대체시험법검증센터(ICCVAM)의 현재 견해를 설명하고 있으므로, 구체적인 
규제 또는 법적 요구사항이 거론되지 않는 한 권장사항으로만 간주해야 합니다. 본 문서의 
‘해야 한다(should)’라는 단어의 사용은 제안되거나 권장되지만 ‘필수(required)’는 아니라는 
것을 의미합니다. 

핵심 요약 

첨단 대체시험 방법론(새로운 접근 방법론, new approach methodologies, NAMs)은 점점 더 
높은 빈도로 개발되고 있으며 화학물질 및 제품이 인체건강과 환경에 미치는 잠재적 
독성영향에 대한 규제 및 비규제 평가를 제공하는데 활용되고 있습니다. 이러한 NAMs는 
독성학적 과정(toxicological processes)의 기초가 되는 생물학적 기전(메커니즘)을 조사하고, 
신규·기존 제품의 평가를 지원하며, 보건·환경 유해성 분류 및 위험성 평가를 목적으로 
유해성 식별 및 용량-반응 관계 정보를 생성하는데 사용됩니다. 본 문서는 개발자와 
시험법의 최종 사용자로 하여금 NAMs 에 대한 신뢰를 구축할 수 있도록 하기 위한 
목적으로 ICCVAM 에서 개발했습니다. 이러한 신뢰는 해당 NAMs 의 의도된 적용 
분야(context of use, COU)를 고려한, 유연하고 목적에 적합한 검증 전략을 구현함으로써 
성취할 수 있습니다. 본 문서는 NAMs의 적용 분야, 생물학적 상관성 및 기술적 특성 규명과 
같은 개념을 설명함으로써 신뢰 구축에 기여합니다. NAMs에 대한 미국 연방기관의 규제 
승인 및 국제적 조화 가능성을 살펴보고 NAMs의 품질 도구 및 기술적 평가에 대한 모범 
사례를 검토합니다. 또한, 이 문서에서는 개발자, 최종 사용자 및 규제 기관 간의 의사소통의 
필요성을 강조하고 있습니다. 시대에 뒤떨어진 획일적인 검증 전략은 NAMs와 같은 선진 
분야에서는 통하지 않습니다. ICCVAM은 검증 작업을 조정하고 연구 협력을 위한 기회를 
마련하는 등의 자문 역량을 통해, 보다 현대적인 접근방식으로의 전환을 지원할 수 있는 
조직입니다. 따라서 ICCVAM은 개발자, 최종 사용자 및 규제 기관이 NAMs에 대한 신뢰를 
구축하여 규제 및 비규제 목적의 동물 시험을 보완하거나 대체하는 용도로 NAMs를 수행할 
수 있도록 하고자, 본 문서를 17개 연방 규제기관 및 연구소와 협력하여 개발했습니다. 
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1.0 소개 

미국동물대체시험법검증센터(Interagency Coordinating Committee on the Validation of 
Alternative Methods, ICCVAM)는 독성학 및 안전성 시험 정보를 요구, 사용, 생성 또는 
보급하는 17개 미국 연방 규제기관 및 연구기관의 대표로 구성됩니다. ICCVAM은 규제 
적용 가능성을 지닌 신규· 개정 시험법, 및 대체 안전성 시험법과 통합시험전략에 대한 기술 
평가를 수행합니다. 또한, ICCVAM 은 실험동물의 사용을 대체하거나 사용되는 
실험동물의 수 감소 또는 고통개선(동물복지를 향상시키고 실험동물의 통증 ·고통 경감 
또는 방지)을 위한 노력의 일환으로 관련 제품의 화학적 안전성과 유해성을 정확하게 
평가할 수 있는 시험법에 대한 과학적 검증(validation)·규제 승인(regulatory acceptance) 또는 
적격성 확인(qualification)을 촉진하고 있습니다.  

ICCVAM은 1997년 상임 위원회로 설립된 직후, 신규 및 대체시험법의 검증과 규제 승인을 
위한 기준을 제시한 ‘독성 시험법의 검증 및 규제 승인(Validation and Regulatory Acceptance 
of Toxicological Test Methods)(ICCVAM, 1997)’이라는 보고서를 발표했습니다. 이후 
2003 년 간행물 ‘신규·개정 시험법 및 대체시험법의 지정 및 제출을 위한 ICCVAM 
가이드라인(ICCVAM Guidelines for the Nomination and Submission of New, Revised, and 
Alternative Test Methods)’ (ICCVAM, 2003)에 추가적인 지침이 제공되었습니다.  

이 문서에 설명된 원칙은 경제협력개발기구(Organisation for Economic Co-operation and 
Development, OECD)의 ‘유해성 평가를 위한 신규 또는 개정 시험법의 검증 및 국제적 
승인에 관한 지침서(GD) No. 34(Guidance Document on the Validation and International 
Acceptance of New or Updated Test Methods for Hazard Assessment, OECD series on testing and 
assessment No. 34)’(OECD, 2005)에 설명된 국제적 시험법을 개발하기 위한 지침이 
적용되어 있습니다. 이들 문서는 원론적으로는 유연하나, 실제로는 시간이 많이 걸리고 
자원을 많이 소모하는 등의 다양한 한계가 있음이 드러난 검증 절차(프로세스)가 기술되어 
있습니다. 일부 적용 분야(COU)에서는, 시험법이 연방기관에 가치 있는 정보(데이터)를 
제공하기 위해 이 검증 절차의 모든 단계를 거칠 필요가 없을 수 있습니다 . 또한, 이들 
문서는 생체내(in vivo) 시험을 단일(single) 대체시험법으로 대체(replacement) 하는것에 
중점을 두기보다는 생체외(in vitro) 시험법, 화학적(in chemico) 분석법 및 인실리코(in silico) 
접근법(예: 전산 기반 모델, computational models)의 결과들을 통합하는 것에 더욱 중점을 
두고 있어, 독성시험을 위한 수많은 현대적 접근법들에 항상 적용되지는 않습니다. 2018년 
ICCVAM 간행물인 ‘미국 내 화학제품 및 의약품 안전성 평가를 위한 첨단 대체시험법 
확립을 위한 전략적 로드맵(A Strategic Roadmap for Establishing New Approaches to Evaluate 
the Safety of Chemicals and Medical Products in the United States)’(ICCVAM, 2018)은 첨단 
대체시험법이 특정 응용 분야 또는 적용 분야(COU)에 대해 검증된 후 연방기관 및 규제 
대상 산업에서 첨단 대체시험법을 채택할 수 있도록 하고자, 기관과 시험법 개발자 간의 더 
나은 의사소통을 촉진하고 신뢰 구축에 있어 보다 유연한 접근방법을 사용하는 개념적 
프레임워크를 제공합니다. 본 문서는 2018년 ICCVAM 로드맵에 설명된 원칙을 기반으로 
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첨단 대체시험 방법론(새로운 접근 방법론, new approach methodologies, NAMs)에 대한 신뢰 
구축에 관한 보다 구체적인 통찰력을 제공합니다. 

본 문서의 맥락에서 NAMs 라는 용어는 화학적 유해성 및 위험성 평가에 대한 정보를 
제공하고 실험동물을 사용하지 않는 방식으로 대체(replacement) 하거나 사용되는 
실험동물의 수 감소(reduction) 또는 실험동물의 고통개선(refinement)이라는 3Rs 원칙 
지원에 사용할 수 있는 모든 기술, 방법론, 접근방식 또는 이들의 조합을 의미합니다. 이 
문서는 NAMs에 대한 신뢰 구축을 위한 보다 유연한 접근방식을 지지하기 위해 미국 및 
국제적으로 승인된 기존 지침 및 문서(표 1)에 명시된 원칙을 기반으로 합니다. 여기에서는 
생물학적 시스템(예: 생체외, 특정 화학적, 소형 모델 유기체)에서의 시험을 포함한 
NAMs에 적용되는 검증, 적격성 확인 및 규제 승인의 주요 개념을 제시하며, 전산 기반 
모델(computational models) 예측과 같은 다른 유형의 NAMs에 대해서는 추가 고려 사항이 
필요할 수 있습니다(OECD, 2007) . 

표 1. NAMs의 검증, 적격성 확인 및 규제 관련 사용과 관련된 기존 미국 및 국제 문서의 예 

문서 제목 참고문헌 

독성시험법의 검증 및 규제 승인(Validation 

and Regulatory Acceptance of 

Toxicological Test Methods) 

(본 보고서 발행 시점 기준 폐지됨) 

ICCVAM, 1997 

신규·개정 시험법 및 대체 시험법의 지명 

및 제출에 관한 ICCVAM 

가이드라인(ICCVAM Guidelines for the 

Nomination and Submission of New, 

Revised, and Alternative Test Methods) 

ICCVAM, 2003 

시험 및 평가에 관한 OECD 시리즈 번호 

34: 유해성 평가를 위한 신규 또는 개정 

시험법의 검증 및 국제적 승인에 관한 

지침서 (OECD Series on Testing and 

Assessment No. 34: Guidance 

Document on the Validation and 

International Acceptance of New or 

Updated Test Methods for Hazard 

Assessment) 

OECD, 2005 

CPSC 동물 시험 정책에 관한 권장 

절차(Recommended Procedures 

Regarding the CPSC’s Policy on Animal 

Testing) 

CPSC, 2012 

https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://www.cpsc.gov/Business--Manufacturing/Testing-Certification/Recommended-Procedures-Regarding-the-CPSCs-Policy-on-Animal-Testing
https://www.cpsc.gov/Business--Manufacturing/Testing-Certification/Recommended-Procedures-Regarding-the-CPSCs-Policy-on-Animal-Testing
https://www.cpsc.gov/Business--Manufacturing/Testing-Certification/Recommended-Procedures-Regarding-the-CPSCs-Policy-on-Animal-Testing
https://www.cpsc.gov/Business--Manufacturing/Testing-Certification/Recommended-Procedures-Regarding-the-CPSCs-Policy-on-Animal-Testing
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문서 제목 참고문헌 

FDA 예측 독성학 로드맵(FDA Predictive 

Toxicology Roadmap) 
FDA, 2017a 

의료 기기 개발 도구의 적격성 확인: 산업 

분야, 도구 개발자 및 식품의약국 

관계자를 위한 지침(Qualification of 

Medical Device Development Tools: 

Guidance for Industry, Tool Developers, 

and Food and Drug Administration 

Staff) 

FDA, 2017b 

TSCA 프로그램 내에서 대체 시험법의 

개발 및 구현을 촉진하기 위한 EPA 전략 

계획(EPA Strategic Plan to Promote the 

Development and Implementation of 

Alternative Test Methods Within the 

TSCA Program) 

EPA, 2018 

미국 내 화학 제품 및 의약품 안전 평가를 

위한 첨단 동물대체시험법 확립을 위한 

ICCVAM 전략적 로드맵(ICCVAM 

Strategic Roadmap for Establishing New 

Approaches to Evaluate the Safety of 

Chemicals and Medical Products in the 

United States) 

ICCVAM, 2018 

생체외 시험법 관리에 대한 

지침서(GIVIMP) 
OECD, 2018 

산업 분야 및 시험법 개발자용 지침: FHSA 

라벨 표시 요건을 지지하기 위한, 

대체시험법 및 통합시험접근법과 그러한 

방법으로 생성된 데이터에 대한 CPSC 

관계자 평가(Guidance for Industry and 

Test Method Developers: CPSC Staff 

Evaluation of Alternative Test Methods 

and Integrated Testing Approaches and 

Data Generated from Such Methods to 

Support FHSA Labeling Requirements) 

CPSC, 2020 

https://www.fda.gov/science-research/about-science-research-fda/fdas-predictive-toxicology-roadmap
https://www.fda.gov/science-research/about-science-research-fda/fdas-predictive-toxicology-roadmap
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://doi.org/10.1787/9789264304796-en
https://doi.org/10.1787/9789264304796-en
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
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문서 제목 참고문헌 

산업 분야 및 FDA 관계자를 위한, 의약품 

개발 도구 지침에 대한 적격성 확인 

프로세스(Qualification Process for Drug 

Development Tools Guidance for 

Industry and FDA Staff) 

FDA, 2020 

EPA 첨단 대체시험법 실무 계획(EPA New 

Approach Methods Work Plan) 
EPA, 2021a 

화학 시험에서의 척추동물 사용 감소를 

위한 EPA 전략 계획(EPA Strategic Plan 

to Reduce the Use of Vertebrate 

Animals in Chemical Testing) 

EPA, 2021b 

FDA의 첨단 대체시험 방법론 

개발(Advancing New Alternative 

Methodologies at FDA) 

FDA, 2021a 

2.0 유연하고 목적에 적합한 NAMs 검증의 주요 개념 

OECD GD 34에 설명된 검증의 기본 원칙은 여전히 필수적입니다. 그러나 검증에 적용되는 
절차는 시험법의 목적에 적합하고 신뢰할 수 있으며 시험 적용 대상(인간, 동물 등 대상 
생물 종)과 관련된 정보를 제공하는 NAMs 의 효율적이고 시기적절한 개발을 가능하게 
해야 합니다. 특히 OECD GD 34는 ‘신규 시험법이 과학적 타당성이 있고 규제 요구 사항을 
충족하는지 확인하기 위해 검증을 거친다’라고 명시하고 있습니다. 즉, 해당 시험법이 
목적에 적합한지를 확인하기 위함으로, 규제 관련 결정에 대한 정보를 제공하는 것 외에도 
선별평가(스크리닝)나 사용 사례의 우선 순위 결정 등이 포함될 수 있습니다. 또한, 이 
지침은 ‘검증 절차는 유연하고 조정 가능해야’하며 ‘일련의 참고 화학물질을 사용하여 
성능을 입증’하고 ‘기존 관련 독성 데이터와 비교하여 평가’해야 한다고 명시하고 
있습니다(OECD, 2005). 따라서 NAMs 에 대한 신뢰는 특정 절차가 완료된 후 부여되는 
보편적인 지위로 간주되어서는 안됩니다(예: 실험실 간 비교시험(ring trial study)을 
성공적으로 완료한 후 NAMs를 ‘검증된’ 것으로 간주하는 등). 대신 NAMs에 대한 신뢰 
구축은 시험법 개발자, 규제 의사 결정자 및 검증기관 간의 의사소통을 필요로 하는 
점진적이고 반복적인 과정으로 보아야 합니다(ICCVAM, 2018). 

https://www.fda.gov/media/133511/download
https://www.fda.gov/media/133511/download
https://www.fda.gov/media/133511/download
https://www.fda.gov/media/133511/download
https://www.fda.gov/media/133511/download
https://www.epa.gov/system/files/documents/2021-11/nams-work-plan_11_15_21_508-tagged.pdf
https://www.epa.gov/system/files/documents/2021-11/nams-work-plan_11_15_21_508-tagged.pdf
https://www.epa.gov/assessing-and-managing-chemicals-under-tsca/strategic-plan-reduce-use-vertebrate-animals-chemical
https://www.epa.gov/assessing-and-managing-chemicals-under-tsca/strategic-plan-reduce-use-vertebrate-animals-chemical
https://www.epa.gov/assessing-and-managing-chemicals-under-tsca/strategic-plan-reduce-use-vertebrate-animals-chemical
https://www.epa.gov/assessing-and-managing-chemicals-under-tsca/strategic-plan-reduce-use-vertebrate-animals-chemical
https://www.fda.gov/media/144891/download
https://www.fda.gov/media/144891/download
https://www.fda.gov/media/144891/download
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그림 1. 유연하고 목적에 적합한 NAMs 검증 전략의 개발 및 구현 과정에서 고려해야 할 
주요 개념. van der Zalm et al.(2022)에서 인용.   

유연하고 목적에 적합한 검증 전략을 설계하고 구현할 때 고려해야 할 몇 가지 주요 개념이 
그림 1에 나와 있습니다. 이러한 개념은 다양한 용도의 NAMs 사용에 광범위하게 적용할 
수 있으나 구체적인 시나리오와 적용 분야에 맞게 필요에 따라 조정해야 합니다. 고려해야 
할 가장 중요한 개념 중 하나는 COU, 다시 말해 NAMs의 목적(예: 선별평가, 유해성 식별, 
역가 평가, 정량적 위험성 평가를 위한 출발점 등)입니다. COU는 검증 절차의 유연성과 
특정 COU에 대해, 해당 NAMs의 적합성이 어떻게 입증되는지를 결정하는 것에 중요한 
기준이 됩니다. 이러한 유연하고 목적에 적합한 검증 절차에 고려되는 주요 개념은 
생물학적 상관성, 기술적 특성 규명, 데이터 무결성 및 정보 투명성입니다. 그림에서 볼 수 
있듯이 이러한 요소들은 서로 연관되어 있고 상호 의존적입니다. 마지막으로, 검증 절차의 
모든 단계는 독립적인 검토를 거쳐야 합니다. 이러한 주요 개념은 van der Zalm et al.(2022)이 
‘NAMs에 대한 과학적 신뢰 구축을 위한 프레임워크’에서 제안한 필수 요소와 유사하나, 
본 문서에서는 더욱 다양한 NAMs적용 분야에 유용하도록 조정하여 제시하였습니다. 각 
주요 개념은 단락 3.0에 자세히 설명되어 있습니다. 
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3.0 주요 개념을 적용한 NAMs의 신뢰 구축 

검증은 NAMs 가 특정 COU 에 적합한지를 판단함으로써 과학적 신뢰를 구축하는 
강건(견고)하면서도 유연한 절차여야 합니다. 가능하고 적절한 경우, 대체시험법의 사용이 
기존 시험법과 동등하거나 더 나은 정보를 제공할 수 있다는 점, 그리고 그 정보를 바탕으로 
한 규제 검토가 인체 건강을 보호 측면에서 기존 시험법과 동등한 수준의 결정을 도출할 수 
있다는 근거가 제시되어야 합니다. 주요 개념들의 세부 기준과 구현은 COU 에 의해  
결정됩니다. NAMs 가 특정 목적에 적합한지를 판단하기 위해서는 COU 와 함께 해당 
NAMs 가 다루고자 하는 관련 생물학적 특성이 명확하게 정의되어야 합니다. NAMs 는 
명확하게 기술되어야 하며, 해당 평가항목(종말점, endpoint) 또는 생물학적 과정과 
관련하여, 생물학적으로 의미 있고/또는 건강 보호에 기여할 수 있는 기술적으로 신뢰할 수 
있는 정보를 제공해야 합니다. NAMs를 통해 제공되는 정보의 구성은 무결성과 신뢰성 
확보를 위한 독립적인 검토가 가능할 정도로 충분히 투명해야 합니다. 적절하고 가능한 
경우, 기존의 동물시험법이 제공하는 정보와 비교하여, NAMs 가 규제 의사결정을 위해 
동등하거나 더 우수한 품질과 시험 적용 대상과의 관련성을 지닌 정보를 제공한다는 점을 
입증함으로써 NAMs 에 대한 신뢰를 구축할 수 있습니다. 기존 방식에 얽매이지 않기 
위해서는 NAMs 가 기존의 동물시험법보다 규제 의사 결정에 있어 더욱 우수한 품질과 
관련성 높은 정보를 제공할 수 있다는 가능성을 인정해야 합니다. 이를 위해서는 이러한 
가능성을 수용하고, 기존의 동물시험법의 데이터와의 비교가 어려운 상황까지도 고려할 
수 있는 검증 절차(또는 프레임워크)가 필요합니다. 

3.1 적용 분야 

어떠한 NAMs 의 COU 를 설정하는 것은 해당 NAMs 가 사용될 방식(용도)과 그 규제 
목적(해당하는 경우)을 완전하고 명확하게 설명하는 진술문을 작성하는 것을 포함합니다. 
미국 연방기관들은 각 기관별로 고유한(특정) 법령 및 규정 하에 운영되므로(예: Shaffer, 
2021 참조)  NAMs 가 각 기관의 개별 요구사항에 부합하고 적용 가능하다고 판단되는 
기준이 서로 다를 수 있습니다. 경우에 따라 하나의 기관 내[예: 미국 식품의약국(FDA)내 
여러 센터, 미국 환경보호청(EPA) 내 여러 사무소] 에서도 규제 대상 분야(또는 품목)에 
따라 요구 사항이 다를 수 있습니다. 국제적으로는 이 문제가 더욱 복잡해질 수 있는데, 다른 
국가의 규정이 미국 규정과 다를 수 있어 특정 COU에 대해 한 국가에서 허용되는 시험법이 
다른 국가에서는 허용되지 않을 수 있습니다. 따라서 어떠한 NAMs 가 특정 지침/규정 
하에서는 하나(또는 여러 개)의 COU에 대해 특정 평가항목을 다루는 것으로 검증될 수 
있겠으나, 다양한 기관, 규제 관할 구역 및 국가 간에 다른 지침/규정 하에서는 허용되는 
것으로 간주되지 않을 수 있습니다. 이러한 다양한 규제 환경을 보다 잘 이해하기 위해, 
ICCVAM은 국내∙외 여러 기관으로부터 정보를 수집하여 특정 독성 평가항목에 대한 기관 
별 요구사항을 특성화 하였습니다(NIEHS, 2023a, 표 2에 표시된 예). 
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표 2. ICCVAM 실무그룹에서 작성한, 선정된 주제별 기관의 시험 요구 사항에 관한 세부 
정보를 제공하는 문헌 

시험 요구 사항의 초점 참고문헌 

급성 독성시험 Strickland et al., 2018 

생태 독성시험 Ceger et al., 2022 

생체외(in vitro)에서 생체내(in vivo)로의 
외삽을 통한 추정  Chang et al., 2022 

NAMs를 적용한 나노물질 시험 Petersen et al., 2022a 

피부 감작성 Daniel et al., 2018; Strickland et al., 2019 

피부 및 안 자극 시험 Choksi et al., 2019 

선별평가/우선 순위 설정 및 유해성 식별과 같은 다양한 COU를 지닌 NAMs는 독성학적 
기전에 대한 특정 질문에 답하거나 정량적 위험성 평가를 지원하도록 설계된 NAMs와는 
다를 수 있으므로, 각 목적에 맞는 NAMs의 평가 및 검증에 적용할 수 있는 기준이 서로 
다르게 개발되고 적용될 수 있습니다. 본질적으로 구체적이거나 탐색적일 수 있는 기본 
연구 문제들을 해결하고자, 학문적 환경에서 많은 첨단 대체시험법이 개발되었습니다. 
때때로 이러한 방법 중 하나가 기초연구 이외의, 예를 들어 규제 의사 결정과 같은 보다 
응용된 분야에서의 역할을 수행할 가능성이 있음을 인정받기도 합니다. NAMs를  개발하는 
개발자는 이를 검증하기 전에 연방기관 및/또는 대상 사용자나 이해관계자와 협의하여, 
신뢰성을 구축하기 위한 검증연구가 의도된 COU에 적절하게 설계되었는지 확인하는 것이 
중요합니다. 

다른 NAMs들은 제품 발견 및 개발에 더 유용할 수도 있습니다. 이러한 NAMs는 새로운 
화합물을 바람직한(예: 약리학적) 또는 잠재적으로 바람직하지 않은(독성) 활성에 대한 
선별평가(스크리닝)를 위해 채택될 수 있습니다. 이러한 데이터는 어떤 화합물을 향후 개발 
대상으로 선정할지에 대한 결정을 위해 사용될 수 있습니다. 시험법의 표준화는 시험법 
개발이나 시험 수행보다는 새로운 기술 또는 치료 기술 발견에 노력과 자원을 집중하도록 
함으로써 혁신을 지원할 수 있습니다. 이러한 NAMs의 사용은 대부분의 연방기관의 규제 
권한 범위를 벗어나는 경향이 있습니다. 그럼에도 NAMs에 대한 과학적 신뢰를 구축하기 
위한 주요 개념을 적용하여 고품질 데이터를 확보 하는 것이 권장됩니다. 이러한 NAMs의 
사용은 3Rs을 직접 지원할 뿐만 아니라, 잠재적으로 해당 NAMs가 규제 목적으로의 사용될 
수 있도록 NAMs 의 추가 개발을 뒷받침하는 예비 데이터 및 경험을 제공할 수 있다는 
점에서도 중요합니다. 
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3.2 생물학적 상관성 

NAMs의 상관성은 해당 시험법과 시험 적용 대상(대상 생물 종)에 미치는 영향 간의 관계, 
그리고 대상 시험법이 정의된 목적에 대해 의미 있고 유용한지를 평가하는 것을 
의미합니다. 이때 시험법의 제한(한계) 사항 또한 포함되어야 합니다. NAMs의 상관성이 
충분히 입증되는 것은 해당 NAMs에 대한 신뢰 구축에 중요한 역할을 합니다. 생물학적 
상관성은 사용 가능한 정보에 따라 다양한 방식으로 입증될 수 있으며, 이에 대한 자세한 
내용은 아래에 설명되어 있습니다.  

이어지는 하위 단락에서 자세히 설명하는 생물학적 상관성에 대한 고려 사항은 다음과 
같습니다. 

• 해당 NAMs는 어떤 유형의 정보를 제공합니까? 해당 결과 또는 평가항목에 이르는 
생물학적 작용 및 기전에 대한 이해가 있습니까? 

• NAMs을 통해 알아내고자 하는 결과를 벤치마킹할 수 있는 참고 데이터(reference 
data)에는 무엇이 있습니까? 

• NAMs을 통한 결과를 기존에 확립된 실험실 시험법과 비교하여 벤치마킹할 수 
있는지, 그렇다면 그 시험법에 대한 고려 사항은 무엇입니까? 

이 외에도, 검증 진행 신청의 특정 상황에 따라 생물학적 상관성과 관련된 추가적인 
고려사항 또한 중요할 수 있습니다. 

3.2.1 기전에 대한 이해 

NAMs의 관련성을 평가할 때는 시험 적용 대상(일반적으로 인간이이지만 종종 다른 종)의 
생물학적 작용을 고려하는 것이 중요합니다. NAMs가 제공하는 정보를 생체내 생물학적 
작용과 비교하는 것은, 가능한 한 이미 존재하는 기전에 대한 지식[예: 독성발현경로(AOP) 
또는 독성학적으로 관련 있는 생물학적 과정]에 의해 뒷받침되어야 합니다. 분자적 초기 
현상 또는 하나 이상의 주요 사건을 통해 NAMs 를 이미 확립된 AOP 에 연결하는 것은 
NAMs 의 생물학적 상관성을 입증하는 데 도움이 될 수 있습니다. 반면, NAMs 에 의해 
예측되는 결과에 대한 확립된 AOP 가 없다고 해서 NAMs 의 잠재적 유용성이 반드시 
배제되지는 않으며, 그러한 뒷받침 정보는 생체내 데이터를 통해 제공되는 기전적 통찰과 
시험 적용 대상의 생물학적 작용에 대한 이해로부터 비롯할 수 있습니다. NAMs 는 
포괄적으로 특성화되어야 하며, 측정되는 생물학적 사건이 무엇인지, 그리고 그것이 독성 
발현이나 우려되는 유해성과 어떤 관련이 있는지를 명확하게 설명하는 것이 중요합니다. 

NAMs에 대한 설명은 생체내 결과를 예측하기 위한 모델의 생물학적 타당성을 다루거나, 
생물학적 프로세스, 기전 또는 AOP 에 대한 기전적 연결을 제공해야 합니다. 예를 들어 
NAMs 를 이용하여 인체 의약품의 태아 기형 또는 배·태자 치사율 유발 가능성을 
예측하려는 경우, 배·태자 발생의 기전(예: 세포 이동, 분화, 혈관형성, 신경형성, 
위장형성)과 이에 뒤 이은 발생독성과 해당 NAMs  간의 연관성을 이해할 수 있어야 합니다 
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(FDA, 2021b). 예측되는 생체내 효과와의 관계가 본질적으로 상관 관계를 가질 수 있지만, 
상관 관계 또는 경험적 관계만으로 NAMs 예측에 대한 신뢰를 구축하는 것은 상대적으로 
더 어려울 수 있습니다. 따라서 평가 대상 프로세스와 생물학적 관련성이 분명한 시험이 
선호됩니다. NAMs의 생물학적 및 기전적 관련성에 대한 이해 부족은 NAMs 적용 범위를 
해당 NAM의 검증에 사용된 데이터로 정의되는 범위로 제한할 수 있으며, NAMs확립 및 
검증에 사용된 화학물질 등급 외의 범주로 NAMs의 범위를 확장하는 데 어려움을 겪을 수 
있습니다. 

AOP는 분자 및 세포 교란을 인체독성발현과 연결하는 유용한 체계화된 프레임워크이며, 
중요한 독성학적 프로세스를 나타내는 NAMs를 개발하고 연결하는 데 사용될 수 있습니다. 
피부 감작성과 같이 AOP가 잘 정립된 평가항목의 예시도 존재합니다(Kleinstreuer et al., 
2018). 잘 정립된 AOP 가 존재하지 않는 평가항목의 경우, 대신 생물학적 경로 또는 
프로세스와 같은 요소들을 기반으로 NAMs의 기전적 관련성을 고려할 수 있습니다(표 3). 

표 3. NAMs의 생물학적 및 기전적 상관성이 입증된 평가항목의 예시* 

평가항목 요약 참고문헌 

피부 감작성 

해당 평가항목(종말점, endpoint)에는 
여러 NAMs를 결합한 정의된 접근 
방식이 적용되어 있으며 OECD 
가이드라인 497에 설명되어 있는 잘 
개발된 인체 관련 AOP가 존재 

Kleinstreuer et al., 2018; 
OECD, 2021a 

내분비교란 

에스트로겐 및 안드로겐 수용체 활성에 
대해, 통합 전략의 일환으로 상호 
보완적인 NAMs를 사용하는 확립된 경로 
모델이 사용 가능하다. EPA에서는 
이러한 NAMs을 내분비교란물질 
스크리닝 프로그램의 1단계 
스크리닝으로 인정 

Judson et al., 2015; 
Kleinstreuer et al., 2017; 
EPA, 2023 

발생신경독성 

이 복잡한 평가항목에 대해서는 존재하는 
AOP가 제한적이다. 그 대신 인체 
신경발생의 결정적 과정들을 다루는 
NAMs 배터리(battery)가 개발되었다. 이 
배터리에 대해 통합독성평가(IATA) 사례 
연구가 포함된 OECD GD가 이용 
가능하다. 

Crofton and Mundy, 2021; 
OECD, 2022a; OECD, 2023 
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평가항목 요약 참고문헌 

흡입독성 

생체외 인간 세포 기반 시험법 및 전산 
모델링을 사용한 대체 접근법을 사용하여 
EPA 인체 건강 위험성 평가에 사용할 
독성기준값(Point of Departure, POD)이 
도출되었다. 이 접근법은 OECD IATA 
사례 연구로도 발표되었다. 

Corley et al., 2021; EPA, 
2021c; OECD, 2022b 

안 자극 

살충제 및 살충제 제품의 안 자극 
가능성을 평가하기 위한 대체 시험 
프레임워크를 설명하는 지침서이다. 사용 
가능한 생체내(in vivo), 생체외(in vitro) 및 
체외(ex vivo) 시험법을 인간 안구 해부학 
및 독성기전과의 관련성을 고려하여 
검토했다.  

EPA, 2015; Clippinger et al., 
2021 

피부 자극 

기존 정보, 물리화학적 특성 및 기타 
비시험 방법을 사용한 피부 부식성 및 
자극에 대한 IATA를 제안하는 
지침서이다. 

OECD, 2014년 

* 각 NAMs의 승인에 대해서는 기관별 지침을 참조하십시오. 

NAMs가 평가하고자 하는 생물학적 영향과의 관계는 시험 적용 대상의 평가항목과 관련된 
생물학적 또는 작용기전에 대한 가용한 정보를 바탕으로 설명하는 것이 가장 바람직합니다. 
그러나, 어떤 경우에는 이것이 불가능할 수 있으며, 시험 적용 대상 외의 다른 종의 정보가 
비교를 위한 유일한 근거가 될 수도 있습니다. 그럼에도 시험 적용 대상의 생리학이 기존에 
존재하는 대리 시험 종(시험 적용 대상의 생리학적 반응을 모사하기 위해 사용되는 종)과는 
다를 수 있으며, 이는 NAMs 평가에 기전적 이해를 통합할 필요성을 더욱 강조 합니다. 예를 
들어, 토끼 눈의 해부학 및 생리학적 측면은 인간과 차이를 보이며(Clippinger et al., 2021), 
뇌 발달 중의 독성에 취약한 시기(window of susceptibility)는 생물종마다 다릅니다(Smirnova 
et al., 2014; Tsuji and Crofton, 2012). 따라서 NAMs 와 기존 참고 시험법 모두 시험 적용 
대상과의 생물학적 상관성 및 노출과 관련된 주요 고려사항을 반영하여 평가해야 합니다. 
생물학적 및 기전적 상관성에 대한 평가에서는 예를 들어, 사용된 세포 유형의 적합성, 연구 
중인 관련 장기/조직의 생리학적 특성 또는 시험 물질과 연관된 종 특이적 대사산물의 존재 
여부를 고려할 수 있습니다(하나의 종에서 발견되는 대사산물이 다른 종에서 발견된 것과 
다를 수 있거나  NAMs에서 생성되는 것과 다를 수 있음에 유의). 또한, 특정 종에 특화된 
작용 방식 또는 기전을 평가하는 시험법의 성능을 조사할 수도 있습니다(Hartung, 2010; 
Madia et al., 2021; Parish et al., 2020). 
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종간 전환을 넘어 개체 간 차이(예: 생체외 분석에 사용되는 세포 또는 조직의 기증자) 는 
측정된 반응에 영향을 줄 뿐만 아니라 개체 전반에 걸친 개체간 변이성을 더 잘 이해할 수 
있게 해주는 생물학적 차이(biological variation)의 기초가 될 수 있습니다(Harrill, 2020). 본 
문서에서는 이 내용이 광범위하게 다뤄지지 않았으나, NAMs 사용자와 개발자는 어떠한 
효과에 대한 관찰(효과의 크기와 경우에 따라 관찰되는 효과의 존재)에 있어, 그리고 효과가 
발생하는 독성기준값(POD) 또는 투여량이 여러 종류의 세포주 간의 유전자 염기서열 
변이에 의해 조절될 수 있음을 알고 있어야 합니다(Chiu et al., 2017). 세포 기반 검사에서 
유전적으로 다양한 세포주를 사용하는 것은 독성 및 표현형 반응의 개체군 역학을 
이해하는 것에 장점을 제공할 수 있으며(Harrill and McAllister, 2017), 감수성(민감성)을 
부여하는 유전자 염기서열 변이를 밝혀내고(Frick et al., 2015), 독특하게 고유한 감수성을 
지닌 하위 개체군을 식별하고(Church et al., 2015), 독성동태학 및 독성역학적 변이성을 측정 
하는 데(Rusyn et al., 2022) 이점을 제공할 수 있습니다. 때때로 생체외 모델에서 종양 유래 
세포주가 사용되지만, 그들의 유전자 구성은 해당 개체군의 유전적 변이를 적절히 
대표하지 않을 수 있습니다. NAMs 의 다양성을 통합하기 위한 구체적인 권장 사항은 
상황에 따라 달라집니다. 따라서, 목적에 적합한 연구 설계를 개발할 때는 유전학자와 
협력하여 시험 적용 대상의 변이를 충분히 반영할 수 있도록 해야 하며, 인간의 유전적 
변이를 조사할 경우 생명윤리학자 및 관련 이해관계자그룹과도 협력해야 합니다(예시는 
ICCVAM, 2022 참조). 개체 간 변이를 평가하기 위한 구체적인 권장 사항은 본 문서의 
범위를 벗어나며 해당 분야에 새로 등장하는 과학과 함께 계속 발전할 것입니다. 

경우에 따라, 복합적인 AOP 또는 하나 이상의 AOP로 인해 발생하는 결과의 경우 해당 
결과에 대한 적절한 예측을 얻기 위해서 독성발현 기전의 여러 측면을 평가해야 할 수도 
있습니다. 일반적으로 NAMs 에는 모든 화학물질 범주에 대해 예측하거나 기술적으로 
적용할 수 없는 한계가 존재합니다. 또한, NAMs는 해당 NAMs가 나타낼 수 있는 생물학적 
작용의 복잡성에 대해서도 제한을 가질 수도 있습니다. 성능, 적용 가능성 및 생물학적 적용 
범위가 서로 다른 둘 이상의 NAMs를 정의된 접근법(DA)으로 결합하면 결과 예측 능력을 
향상시킬 수 있습니다(OECD, 2017). 이는 적절한 NAMs 를 AOP 상의 핵심단계에 
적용(매핑)함으로써 시험 적용 대상에 대한 독성발현을 예측하기에 충분한 기전적 표현을 
보장함으로써 달성할 수 있습니다. AOP 상의 핵심단계에 NAMs 를 적용하여 규제 관련 
평가항목을 해결하기 위한 DA의 예시가 ‘OECD 가이드라인 No. 497: 피부 감작성에 대한 
정의된 접근법(Guideline No. 497: Defined approaches on skin sensitisation)”(OECD, 2021a)’에 
나와 있습니다. 

3.2.2 참고 화합물 

참고 화합물은 표 4에 제시된 바와 같이 분석을 수행하는 것부터 기술적 품질 및 생물학적 
상관성 평가에 이르기까지 광범위한 잠재적 목적을 지닐 수 있습니다. 참고 화합물은 한 
가지 목적에는 효과가 있을 수 있으나 다른 목적에는 적절하지 않을 수 있습니다. 예를 들어, 
어떠한 참고 화합물은 특정 시험법에서는 양성대조군으로서 원활히 작용할 수 있지만(예: 
발생신경독성 시험법), 시험 적용 대상에서 관련된 독성을 초래하지 않을 수 있습니다(예: 
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혈액-뇌 장벽을 통과할 수 없기 때문에). 따라서 생물학적 평가항목을 위한 참고 화합물로는 
적합하지 않을 수 있습니다. COU에 따라 참고 화합물은 단일 성분 화학물질, 혼합물 또는 
복합 추출물(예: 의료 기기에서 추출한 것)이 포함될 수 있습니다. 

표 4. 참고 화합물의 선택된 용도 

개별 화합물 
세트* 목적 화합물 선택 기준 

양성대조군 시험법이 예상대로 작동하는지 
확인한다. 

시험법의 조건 하에서 특정 시험법 
판독값에 대해 신뢰할 수 있고 
측정 가능하며 통계적으로 유의한 
변화를 일으키는 것으로 확인된 
화합물. 

성능 화합물 

첨단 동물대체시험법이나 수정된 
시험법이 유사한 확립된 시험법과 
어느 정도 비교되는지 평가한다 – 
‘유사시험법(me-too)’. 

이미 확립된 시험법에서 반응(또는 
무반응)을 확실하게 유도하는 
화합물 세트. 

숙련도 화합물 확립된 시험법을 사용하여 신규 
실험실의 수행능력을 평가한다. 

확립된 시험법에서 반응(또는 
무반응)을 확실하게 유도하는 
화합물. 성능 화합물의 하위 
집합일 수 있음. 

생물학적 
평가항목 참고 
화합물 

1) 시험법의 생물학적 관련성을 
평가한다. 

2) 동일한 생체내 평가항목과 
관련이 있지만 서로 다른 맥락(예: 
다른 종, 시험법 또는 측정 방식)을 
사용하는 결과를 측정하도록 
설계된 시험법에 대한 일치 여부를 
비교한다. 

1) 관심 평가항목에 대해 생체내 
효과(양성) 또는 효과 없음(음성)의 
증거가 있는 화합물(이상적으로는 
관심 대상 유기체 또는 적절한 
비교 대상 종에서 유래한). 

2) 적어도 하나의 신뢰할 수 있는 
시험법으로 관심 평가항목에 대해 
시험이 이루어진 공통적 화합물 
세트. 

 

* 이들 세트 간에 적격 화합물이 중복될 수 있습니다. 

NAMs 의 과학적 타당성을 입증하는 주요 개념은 사용 중인 기존 시험법과 비교하여 
NAMs의 성능을 평가하는 것으로, 주로 생물학적 활성이 잘 특정화되고 규명되어 이해되는 
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생물학적 평가항목을 위한 참고 화합물을 사용하여 시험합니다. 일반적으로 생물학적 
평가항목을 위한 참고 화합물은 유해한 영향을 일으키는 것으로 입증된 화합물 
(이상적으로는 다양한 역가를 가진 화합물) 또는 그러한 독성을 일으키지 않는 화합물을 
포함합니다(Browne et al., 2019). 

생물학적 평가항목을 위한 특정 독성 결과에 대해 영향이 있는 것으로 알려진 참고 
화합물을 식별하는 것은 어려울 수 있습니다. 독성학 분야는 잠재적 유해 화학물질에 대한 
인체 노출을 방지하기 위해 적용되어 왔기 때문에, 인체에 대한 독성 정보가 부족한 경우가 
많습니다. 잠재적 유해 화학물질에 대한 인체 노출을 막기위한 노력으로 인해, 인체에 대한 
독성 정보는 부족하거나 이러한 물질들이 인간 집단에 대해 적절하게 특성화되거나 
측정되지 않는 경우가 많습니다. 인체 독성 정보를 이용할 수 있는 경우라면, 그것은 보통 
우발적인 노출이나 낮은 수준의 노출에서 비롯된 것일 수 있으며, 이 두가지 경우 모두 노출 
수준 또는 결과에 대해 제한된 정량적 데이터를 제공하는 경우가 많습니다. 사례연구는 
유해성의 징후를 제공할 수 있지만 명확한 인과관계 확립에는 적합하지 않은 경우가 
많습니다. 

이러한 문제에도 불구하고, 개발 중인 NAMs 가 예측하고자 하는 결과 또는 기전과 
관련하여 인체에 영향을 미치는 화합물을 식별하기 위한 노력은 이루어져야 합니다. 비록 
이러한 인체 데이터가 시험법의 정량적 평가를 뒷받침하기에는 제한적일 수 있지만, 
NAMs 의 적합성을 질적으로 확인하는 것에 활용될 수 있습니다. 고품질의 인간 역학 
정보는 확보 자체가 어렵고, 독성학 데이터와 일치시키는 것이 어려울 수 있습니다. 
그럼에도 불구하고 역학 정보는 인체 건강에 부정적인 영향을 미칠 가능성이 높은 환경 
화학물질을 식별하는 데 유용한 정보를 제공합니다. 이러한 방대한 양의 정보를 
체계적으로 수집하고, 그 중에서 관련성이 높은 정보를 투명하고 객관적으로 선별하여 
데이터의 접근성을 높일 수 있도록 증거 기반 프레임워크들이 개발되어 왔습니다(Wikoff 
et al., 2020). 이러한 프레임워크에는 증거 기반 전체에 대한 포괄적인 개요를 제공하는 
‘체계적인 증거 지도’와 특정 연구 질문에 대해 보다 구체적이고 심층적인 평가를 제공하는 
‘체계적 문헌고찰’이 포함되어, 인간 역학 정보를 기존의 다양한 정보 출처와 보다 신속하고 
효율적으로 통합할 수 있게 합니다(Wolffe et al., 2019). 이러한 인체 데이터를 기전 기반 
증거나 기존 동물실험 정보와 함께 조합하여 활용하면, NAMs 에 대한 과학적 신뢰성 
구축에 활용할 수 있는 생물학적 평가항목을 위한 참고 화합물을 정의하는 데 도움이 될 수 
있습니다(예시는 Krishna et al., 2021 참조). 

가능한 경우, 시험 적용 대상에서 관련된 영향을 유발하는 것으로 입증된 화합물은 
NAMs 의 강건성 및 상관성을 평가할 때 양성대조군으로 사용되어야 합니다. 
Petersen(2021)은 양성대조군[예: 시험법이 수행될 때 마다 과정 내(in-process) 대조군 
측정으로 시험되는 물질]을 선택할 때 고려해야 할 특성을 설명한 바 있으며, NAMs 를 
평가하기 위한 참고 화합물에 대해서도 동일한 고려사항 중 상당수가 적용 될 수 있습니다. 
양성 및 음성의 생물학적 평가항목을 위한 참고 화합물, 성능 평가를 위한 화합물 및 숙련도 
평가 화합물이 모두 포함되어야 하며, 동일한 수준의 주의를 기울여 선택되어야 합니다. 
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문헌에서 양성 결과를 더욱 강조해 온 역사적 편견(historical bias)이 존재해 왔기 
때문에[문헌에 보고된 모든 양성이 실제양성(true positive)인 것은 아님을 인식하면서도], 
목표 평가항목에 대해 음성인 신뢰할 수 있는 참고 화합물을 식별하는 것이 더 어려울 수 
있습니다. 음성 결과에 초점을 맞춘 데이터 선별 및 정리 노력(data curation efforts)이 
학술적으로 발표될 수 있도록 적극 검토되어야 하며, 다양한 표적에 대해 비교적 높은 
농도까지 화합물을 시험하는 노력은 이 문제를 해결하는 데 도움이 되는 유용한 정보를 
제공할 수 있습니다. 

모든 COU를 단 하나의 확정적인 참고 화합물 목록으로 포괄하는 것은 어려울 수 있으며, 
따라서, 참고 화합물을 선택할 때는 해당 COU에 대한 특정 규제적 요구를 고려해야 합니다. 
경우에 따라, 하나의 배터리(시험군, battery) 내 각 NAMs 에서 평가되는 기전(최종 
평가항목이 아닌)에 따라 생물학적 평가항목을 위한 참고 화합물의 하위 집합을 정의하는 
것이 적절할 수도 있습니다. 예를 들어, 발생신경 독성에 대한 참고 화합물로 적합한 물질은 
거의 없으며, 대신 배터리 내에서 평가되는 각 과정(예: 증식 또는 신경돌기 성장)에 대해 
고유한 시험법별 생물학적 평가항목을 위한 참고 화합물이 설정됩니다. 따라서, 하나의 
생물학적 평가항목을 위한 참고 화합물이 어떤 시험법에서는 양성이지만 다른 기전 또는 
과정을 평가하는 또 다른 시험법에서는 음성일 수 있습니다. 

OECD에서 제시한 공식 검증 절차에서는 참고 화합물 목록(예: 전수가능성 평가를 위한)이 
요구됩니다. 그러나 신뢰할 수 있는 참고 화합물을 구축하는 것은 시간과 자원이 많이 
소요되는 작업입니다. 가능한 경우, 철저한 체계적 문헌고찰 및 자동화 절차를 통해 선별된 
참고 화합물 목록을 신속하게 개발하려는 노력은, NAMs 의 민감도 및 특이도를 보다 
견고하게 평가할 수 있게 하였습니다(Judson et al., 2019; Thomas et al., 2019). NAMs 적격성 
평가를 위한 생물학적 평가항목을 위한 참고 화합물 목록의 예시는 2021년 미국 FDA가 
개정한 ‘국제의약품규제조화위원회(International Council for Harmonization of Technical 
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, ICH) 의 S5(R3) 인간 의약품에 대한 생식 및 
발생독성 검출에 대한 산업용 지침(Detection of Reproductive and Developmental Toxicity for 
Human Pharmaceuticals Guidance for Industry)(FDA, 2021b)’에서 확인할 수 있습니다. 이 
목록에는 양성 및 음성 결과를 나타내는 화합물들이 포함되어 있습니다. 해당 지침에서는 
이러한 화합물뿐만 아니라 다른 화합물 또한 특정 COU에 맞는 대체시험법 또는 일련의 
시험법의 적격성을 뒷받침하는 데 사용될 수 있다고 명시하고 있습니다. 

3.2.3 기존 동물시험법과의 비교 

NAMs 에 대한 과학적 신뢰를 구축하고 규제 승인을 얻기 위한 기준에는 일반적으로 
NAMs가 기존의 규제 의사 결정에 사용되는 시험법(각 기관의 규제 프레임워크 내에서 
적절한)과 비교하여 동등하거나 더 나은 유용성, 과학적 품질 및/또는 상관성에 대한 정보를 
제공할 수 있는지에 대해 고려하는 것을 포함해 왔습니다. 예를 들어, OECD GD 34에서 
새로운 시험법을 검증하기 위한 기준 중 하나는 다음과 같은 것이 있습니다. ‘해당 시험법이 
위험성 평가 목적에 있어 기존 시험법을 사용하여 얻은 데이터와 최소한 동등하게 유용한, 
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바람직하게는 더 유용한 데이터를 생성해야 한다. 이는 인체 건강이나 환경에 대해 
동등하거나 더 나은 수준의 보호를 제공 할 수 있다’(OECD, 2005). 미국의 개정된 독성물질 
관리법(Toxic Substances Control Act )(제 4 조(h)(1)(B))에는 NAMs 에 대한 구체적인 
고려사항이 포함되어 있으며 EPA 는 ‘과학적으로 타탕한 시험법 및 전략을 사용하되, 
척추동물의 사용을 줄이거나 대체하면서도, 규제 결정을 뒷받침할 수 있는 동등하거나 더 
나은 과학적 품질 및 상관성에 대한 정보를 제공해야 한다’를  장려하고 촉진할 것을 
의무화하고 있습니다(15 USC §2601, 2016). 

역사적으로 ‘동등하거나 더 나은’이라는 개념은 전통적인 동물시험 데이터와의 직접적인 
비교에 의존해 왔습니다. 그러나 ‘더 나은’ 정보를 제공한다는 목표를 달성하기 위해서는, 
NAMs 가 전통적인 동물시험법에서 생성된 것과 동일한 정보를 제공하지 않을 수 있고 
NAMs 의 결과가 전통적인 동물시험 결과와 직접적으로 일치하지 않을 수 있다는 점을 
인정해야 합니다(예시는 Clippinger et al., 2021; Hoffmann et al., 2018, 2008; ICCVAM, 2018; 
Kolle et al., 2017; Petersen et al., 2022b; Piersma et al., 2018; Prior et al., 2019; Sewell et al., 2017 
참조). 경우에 따라, NAMs는 규제 의사 결정 프로세스에 적합한 생물학적으로 관련된 정보, 
기전적 통찰 또는 충분히 민감한 평가항목을 제공할 수도 있으며, 전통적인 동물시험법의 
데이터와의 비교가 반드시 필요하지 않을 수 있습니다. 예를 들어, 일부 약리학적 또는 
독성학적 표적은 인간이 아닌 종(nonhuman species)에는 존재하지 않을 수 있으므로, 그러한 
표적을 매개로한 잠재적인 인체의 영향을 평가하는 데 동물시험은 상관성이 없을 수 
있습니다. 이러한 경우, 인체 기반 NAMs 가 생물학적으로 관련 있는 정보를 제공할 수 
있습니다. 더 나아가, NAMs는 동물시험법에서 측정되는 평가항목에 대한 데이터보다는 
기전 중심의 정보를 제공하는 경우가 많습니다(예: 동물에서 관찰된 체중 감소는 독성의 
근본적인 기전을 설명하지 못할 수 있으나, NAMs는 이러한 기전적 통찰을 제공할 수 있음). 
또한 경우에 따라서는, 동물모델이 COU에 관련된 복잡한 생물학적 평가항목을 측정할 수 
있지만, 해당 NAMs는 그 평가항목을 충분히 다루지 못할 수도 있습니다. 이러한 경우, 특히 
기전이 완전히 이해되지 않은 경우에는 전통적인 동물 시험법과의 비교가 가장 편리한 
대안일 수 있습니다. NAMs 평가의 궁극적인 목적은 기존 시험법에 근거하여 도출되는 
규제 결정과 유사한 규제 결정을 이끌어내는 정보를 NAMs가 제공한다는 것을 입증하는 
것입니다. 

적절한 경우, NAMs 와 기존의 실험동물 시험법 간의 비교는 기준 동물 참고시험법의 
신뢰성과 재현성을 고려해야 하며, 가능하다면 두 가지 시험법 모두에서 관찰되는 
변동성(편차)의 원인을 이해하는 것도 포함되어야 합니다. 사용 가능한 경우, 시험대상의 
참고 데이터를 사용하면 해당 NAMs가 그 생물종에 관련된 반응(species-relevant respons)을 
얼마나 잘 재현하는지 평가할 수 있습니다. 만약 생체내 시간 경과(in vivo time-course) 
데이터를 사용할 수 있는 경우, 미세생리학시스템(microphysiological systems)과 같은 
NAMs 를 활용하여 독성동태학을 시뮬레이션할 수 있고, 그 다음 미세생리학시스템의 
전산적 외삽(computational extrapolation)을 동물 또는 인체 데이터와 비교할 수 있습니다. 
생리학적 기반 약물동태학(PBPK) 모델링은  참고 투여량으로부터 내부 농도를 추정하고, 
이를 시험관 내(in vivo) 활성 농도와 비교할 수 있게 해줍니다. 또한, 이러한 모델은 역방향 
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용량 추정 접근법(reverse dosimetry approach)에도 적용될 수 있으며, 시험관 내에서 
생체내로의 변환(IVIVE)를 수행하고, NAMs 에서 생물학적 활성이 관찰되는 혈장 또는 
표적 조직 내 농도를 유도할 수 있는 동등한 투여량을 예측할 수 있습니다. 시험대상이 
인간일 경우, 고품질의 역학적, 임상적 또는 관찰적 효과 증거가 NAMs 에 대한 과학적 
신뢰를 구축함에 있어 통찰을 제공하는 데 유용할 수 있습니다. 그러나 이러한 인체 참고  
데이터는 대부분의 평가항목과 화학물질에 대해 드물게 이용 가능하며, 비교는 종종 다른 
생물종의 데이터를 사용하여 이루어져야 합니다. 동물 연구에서 얻은 데이터는 정리 및 
비교되어 재현 가능하고 강건(견고)하며 상관성이 높은 결과를 얻기 위해 참고 표준품 
목록을 만들 수 있습니다. 일부 맥락에서는, 생태학적 응용 분야와 같은 분자적 표적의 
염기서열 상동성 또는 생물학적 기전의 보존이 다른 생물종에서 유래된 데이터와의 비교를 
지원하는 데 유용할 수 있습니다(Farmahin et al., 2013; LaLone et al., 2016). 

여러 출판물에서 다양한 평가항목에 대한 동물 기반 참고 시험법의 결과를 평가한 바 
있으며, 이러한 시험에서 도출된 결과들은 다양한 수준의 재현성을 보인다고 보고했습니다 
(Browne et al., 2018; Dumont et al., 2016; Karmaus et al., 2022; Kleinstreuer et al., 2018; 
Luechtefeld et al., 2016; Pham et al., 2020; Rooney et al., 2021). 예를 들어, 관찰된 변동성은 
고유한 생물학적 요인, 보고 오류, 시험방법 차이 또는 시험물질 순도 차이 등을 반영할 수 
있습니다. 참고 동물시험법과 NAMs 데이터 간의 상반된 결과는 가능한 설명되어야 하며, 
시험대상의 생물학적 작용과 관련된 참고자료를 포함해야 합니다. 이는 실험동물 데이터의 
역량에 대한 현실적인 활용 가능성을 제공하기 위해 필요하며, 따라서 참고 시험법과 
비교되는 NAMs의 최대 성능 수준(maximum performance capacity)에 대한 적절한 기대를 
설정하는 데 중요합니다(Browne et al., 2019). 

NAMs 를 기존 동물시험과 비교하는 상대적인 가치는 이용 가능한 데이터의 품질을 
기준으로 고려되어야 하며, NAMs 의 생물학적 및 기전적 상관성은 시험대상에 맞게 
검토되어야 합니다. 현실적으로 많은 경우 NAMs에 대한 신뢰를 구축하고자 하는 사람들은 
동물 연구의 역사적 사용과 기존 시험법과의 비교 요구 사항을 중요한 증거 중 하나로 
고려해야 합니다. 많은 법적 및 규제 요구 사항 하에서, NAMs에서 도출된 정보는 기존 
시험법보다 보호성이 떨어져서는 안 됩니다. 이상적으로 이 시험법은 더 예측 가능하고, 
데이터가 부족하거나 없는 많은 화학물질에 대해 보다 신속하고 포괄적인 관련 데이터를 
생성할 수 있어야 하며, 규제 기관 및 이해관계자 커뮤니티 간에 신뢰를 구축할 수 있습니다. 
이 규칙에 대한 예외를 허용하는 특정 COU가 있을 수 있습니다. 그러나 이러한 NAMs를 
적격한 방법으로 승인하기 위해서는 관련 기관 또는 규제 기관의 특이적인 요구 사항들에 
달려있습니다. 이러한 비교의 범위는 이용 가능한 데이터의 양과 질, 그리고 NAMs 및 참고 
시험법 모두에 대한 시험대상과의 상관성에 대한 이해의 깊이에 따라 달라질 수 있습니다. 
NAMs 성능이 참고 동물시험법을 기준으로 평가될 때, NAMs에서 허용 가능한 변동성의 
범위는 생체내 데이터에서 관찰된 변동성과 비교, 그리고 의도된 COU를 기준으로 하여 
고려해야 합니다. 
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3.3 기술적 특성 규명 

NAMs의 광범위한 적용을 위한 개발에 있어, 기술적 특성 규명은 핵심 요소입니다. 이는 
NAMs 에서의 변동성 원인에 대한 평가, 관련 있는 대조군 측정을 포함하도록 하는 
시험법의 설계, 해당 시험법을 사용할 수 있는 시험물질의 범위(즉, 적용 범위) 평가, 그리고 
적절한 통계적 데이터 분석 접근법을 개발하는 것을 포함합니다. NAMs의 과학적 타당성을 
입증하는 핵심적인 측면은, 해당 시험법이 기술적 관점에서 충분히 특성화되어 있어 
강건(견고)하고 신뢰할 수 있으며 재현 가능함을 보장하는 것입니다. NAMs 은 시험계 
자체와 평가항목의 측정 방법 양쪽을 모두 포함합니다. 기술적 특성 규명에는 생물학적 
상관성과 같은, 앞서 언급된 주요 개념들과 겹치는 측면도 있으며, 이는 다양한 목적에 따라 
참고 화합물을 선택하는 데 영향을 줍니다(표 4). 생물학적 평가항목에 대해 생물학적 
활성을 가진 참고 화합물 집합을 바탕으로 NAMs 의 성능을 평가하는 내용은 이미 
제시되었으므로(단락 3.2.2), 이 단락에서는 품질 도구(Ishikawa, 1985), 시험법 개발, 문서화 
및 표준과 같은 기술적 측면에 중점을 둘 것입니다. 

3.3.1 선별된 품질 도구의 통합 

전반적으로 NAMs의 기술적 특성 규명은 1) NAMs의 과학적 상관성에 대한 초기 심사, 2) 
개념 평가, 3) 실험실 내 평가, 4) 통계 데이터 분석 및 보고, 5) 실험실 간 평가(필요한 경우)와 
같은 주요 단계를 포함하는 프레임워크에 적합합니다(그림 2).1 2~5 단계까지의 결과는 
상호 연관되어 있으며, 각 단계의 결과는 다른 모든 단계에 영향을 미칠 수 있습니다. 예를 
들어, 실험실 간 평가 결과를 통해 추가적인 실험실 내 시험을 수행해야 하거나 새로운 
대조군 측정을 포함하도록 시험방법을 수정해야 한다는 사실이 드러날 수도 있습니다. 

 

 

 

1이러한 방법 중에는 실험실 간 평가가 필요하지 않거나 실현 불가능한 방법의 사례로, 대규모의 로봇화된 
고처리량 스크리닝 분석법 및 기계 학습 기반의 인실리코(in silico) 접근법과 같은 방법들이 있을 수 
있습니다. 
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그림 2. 강건한 NAMs을 개발하기 위한 프레임워크. 실선은 제안된 순서대로 수행해야 하는 
단계를 나타냅니다. 점선은 필요한 경우 이전 단계 중 어느 것이든 재평가하기 위해 선택할 
수 있는 방향을 나타냅니다. Petersen et al.(2022b)의 허가를 받아 각색하여 게재하였습니다. 

초기 심사 단계에는 시험법의 생물학적 상관성, 잠재적 COU 및 충분한 수준의 기술적 
품질에 도달할 가능성에 대한 평가가 포함됩니다. NAMs이 명확한 COU 또는 생물학적 
상관성이 부족하거나, 잠재적으로 해결이 어려운 중대한 기술적 품질 문제가 있는 
경우에는 해당 NAMs는 규제 목적으로 적합하지 않을 수 있습니다. 개념 평가 단계에서는 
NAMs은 예상되는 변동성의 원인을 평가하고, 대조군 측정을 설계하기 위해 검토됩니다. 
실험실 내 평가에서는, 실험을 수행하여 시험법의 강건성을 평가하고, 대조군 측정값의 
일반적인 범위(예: 음성, 부형제 및 양성대조군)를 설정하며, 대조군 측정값과 시험 결과 
간에 상호작용이 있는지 확인할 수 있습니다. 개념 평가 및 실험실 내 평가에서 얻은 정보를 
통해 분석 결과의 평균을 평가하고, 변동성의 특성을 규명하여, 양성 또는 음성 반응에 대한 
판정 기준과 이 판정에 대한 통계적 신뢰도를 설정하기 위한 통계 모델을 설계하는 데 
활용될 수 있습니다. 

마지막으로, 일부 NAMs의 경우 실험실 간 시험을 통한 전수가능성 평가를 수행하는 것이 
필요할 수도 있습니다. 실험실 간 시험은 통해서는 실험실마다 다르게 해석되는 
실험방법의 절차나 NAMs 의 기술적 품질을 개선하기 위해 수정할 수 있는 사항을 
잠재적으로 확인할 수 있습니다. 또한, 전수가능성 평가는 시험방법의 기술적 구현 또는 
수행방식에서의 차이(예: 한 실험실에서는 수동 파이펫팅을 사용하고 다른 실험실에서는 
자동화 시스템 사용)로 인해 발생하는 문제들을 식별하고, 그러한 문제로 인해 변경이 
필요한 부분들을 파악할 수 있습니다. 

NAMs의 기술적 특성 규명에 도움이 될 수 있는 몇 가지 품질 도구가 표 5에 나열되어 
있습니다. 이 주제에 대한 보다 자세한 내용은 Petersen et al.(2022b)에서 확인할 수 있습니다. 
이러한 도구를 통해 생성된 정보 중 일부는 시험법 개발자 내부에 남아 있을 수 있으며, 
반면에 다른 정보는 기관의 검토를 뒷받침하기 위해 요청 될 수 있습니다. 

표 5. NAMs의 기술적 특성 규명에 자주 사용되는 품질 도구* 

품질 도구 설명 이점/유용성 

순서도 시험방법의 모든 단계를 
도식화함. 

제어 측정으로 모니터링 가능한 
시험방법 단계의 식별 및 적용 
범위 최적화. 
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품질 도구 설명 이점/유용성 

인과 관계 분석 
문헌 및 분석법 배경 검토. 
모든 예상되는 변동성 원인을 
도식화함. 

변동성의 주요 원인과 시험법의 
표준화하기 어려울 수 있는 면을 
식별함. 강건성 시험 및 제어 측정 
항목 선택에 도움을 제공함.  

관리도 

기술적 성능을 평가하기 위한 
대조군 측정(일회성 예비 실험, 
미리 정해진 빈도의 주기적 
측정, 시험법이 수행될 때마다 
실시되는 과정 내 제어 측정 
포함). 관리도는 시간 경과에 
따른 제어 측정치를 
모니터링함. 

잠재적 편향을 시험하고, 기기 
성능 및 교정을 평가하고, 시간 
경과에 따른 변동성 및 실험 간 
변동성의 주요 원인을 측정함. 

점검표 주요 데이터, 메타데이터 및 
제어 측정을 기록함. 

시험과정 내 측정을 모니터링하고 
문제 발생 시 문제 해결을 
지원하며 데이터 분석 및 
재현성을 지원함. 

산점도 
제어 측정 및 시험 물질 결과의 
모든 데이터를 플롯으로 
작성함. 

서로 다른 과정 내 대조군 측정 간 
또는 대조군 측정과 시험물질 
결과 간에 상호작용 유무를 
평가함. 

*세부 정보 및 예시는 부록 B에서 확인할 수 있습니다. 

3.3.2 품질 관리에 대한 모범 사례 

이 단락에서는 DA 및 통합독성평가(Integrated Approaches to Testing and Assessment, 
IATA)을 포함하여, 연방기관이 NAMs 평가의 모범 사례로 고려할 수 있는 기술적 요소에 
대해 설명합니다. 여기에 나열된 요소는 모든 NAMs에 적용될 수도 있고 적용되지 않을 
수도 있습니다. 또한, 기관이 NAMs 을 평가할 때, 추가적인 정보 또는 시험과 같은 지침에 
명시되지 않은 기타 요소가 필요할 수도 있습니다. 시험법이나 데이터를 제출하려는 
연방기관과 직접 소통함으로써, 검토에 필요할 수 있는 추가 요소들을 확인하는 것이 
개발자 및/또는 의뢰자에게 권장된다. 

NAMs 을 규제 평가를 위해 제출할 때, 제안서에는 실험실 내 또는 실험실 간 평가(수행한 
경우)에 대한 설명이 포함되어야 합니다. NAMs이 참고 시험법(다른 NAMs, 생체내 동물 



NAMs의 검증, 적격성 확인 및 규제 승인 2024년 3월 

21 

 

데이터 또는 인체 데이터)과 비교되었는지를 명시해야 합니다. 비교를 위해 사용된 기준 
참고 시험법(즉, 참고 데이터 세트)에 대한 정보도 평가 시에 필요할 수 있습니다. NAMs 
평가는 다양한 절차를 통해 이루어지며, 여기에는 의도한 응용 분야에 대해 시험법의 성능 
특성이 적합하고 신뢰할 수 있다는 것을 문서화하는 구체적인 실험실 조사 작업이 
포함됩니다. 데이터의 수용 가능성은 해당 시험법을 평가하는 데 사용되는 기준과 
직접적인 관련이 있습니다. 

NAMs 의 성능을 문서화하고 적용 가능성을 특성화하는 역할 외에도, 우수한 과학적, 
기술적 및 품질 관리 기준의 적용은 전체 평가 절차를 효율적이고 효과적이도록 보장하며, 
제안된 시험법에 대한 신뢰 상승으로 이어집니다. 개발자는 장비를 교정, 운영 및 유지 
관리하는 데 필요한 모든 정보를 보관해야 하는데, 여기에는 장비 및 소프트웨어 매뉴얼, 
품질 및 안전성 확인서 및 보증서, 소프트웨어 버전 문서, 모델링 알고리즘, 정리된 
데이터베이스, 교육 세트 등의 문서가 포함됩니다. 개발자는 NAMs의 평가와 관련이 있는 
경우에는 재료, 세포 및 시약의 공급업체에 대한 문서도 보관해야 합니다(단락 3.3.3에서 
상술). 품질 관리 기준, 장비 관련 절차 및 보존해야 할 문서에 대한 추가적인 세부사항은 
생체외 시험법 관리기준에 대한 OECD 지침서(OECD Guidance Document on Good In Vitro 
Method Practices)(GIVIMP, OECD, 2018)를 참조하십시오. 사용된 각 기기에 대한 설치 
품질/운영 품질/성능 품질(Installation Quality/Operation Quality/Performance Quality, 
IQ/OQ/PQ) 보고서가 권장되며, 비임상시험관리기준(GLP) 준수를 목표로 하는 연구의 
경우에는 필수 사항입니다. 

3.3.2.1 세포/조직 시험법 관련 정보 

모든 시험법에 사용되는 세포 및 조직의 출처에 대한 기록문서가 반드시 보관되어야 
합니다. 검토를 위해 보관되는 정보에는 다음이 포함되는 것이 이상적입니다(단, 이에 
국한되지 않음). 

• 윤리적, 법적 및 안전성 고려 사항 
• 생물종/계통/성별 
• 인구통계학적 정보(해당하는 경우) 
• 출처/공급업체 
• 공여자 수 
• 장기/조직의 기원 
• 분리된 세포 유형 
• 적용 가능한 경우, 조작된 표적 분자의 (염기)서열 
• 분리 기법 및 날짜 
• 생물안전성 등급 
• 세포주의 식별 및 인증 정보 
• 감염원에 대한 혈청학적 시험(예: 마이코플라스마 검사) 
• 세포 배양 계대(passage)/세포군 두배수 횟수 
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• 세포 두배 증가 시간 
• 유전적 안정성 
• 유전자 및 단백질 발현 정보(해당하는 경우) 
• 전처리 정보 

세포 및 조직 배양 관리 기준에 관한 보다 자세한 내용은 GD 2.0(GD on Good Cell and Tissue 
Culture Practice 2.0)(Pamies et al., 2022) 및 OECD GIVIMP 문서(OECD, 2018) 를 
참조하십시오. 

시험에 사용하기 전 실험실에서 새로운 세포 및 조직을 적절한 보관 조건 하에 격리하는 
것에 관한 문서화가 필요합니다. 살아있는 세포 또는 조직을 이용한 시험에는 세포 생존율 
분석이 포함되어야 합니다. 

모든 참여 실험실에서는 모든 실험실 장비(플레이트 리더, 배양기, 냉장고/냉동고 등)의 
성능에 대한 기록 및 문서를 관리해야 합니다. 

세포를 세포 은행에 등록하면 추적 가능성과 장기적 가용성에 도움이 될 수 있습니다. 
세포은행에는 세포 밀도와 계대 수에 대한 기록문서가 포함되어야 합니다. 시약 준비 
과정에 대한 기록을 유지해야 합니다(예: 사용된 시약 또는 소모품을 추적하기 위한 
점검표 작성 등). 이는 세포/조직을 사용하지 않는 생체외 시험법의 경우에도 해당되는 
사항입니다. 기록 항목의 예시에는 다음이 포함됩니다(이에 국한되지는 않음). 

• 공급업체 
• 제품 번호 
• 배치/로트 번호 
• 준비된 날짜 
• 유효기간 
• 분석자 이름 

시험법 또는 방법론을 개발하는 연구의 의뢰자 또는 개발자는, 개발 중인 시험법과 관련된 
모든 안전 정보와 더불어 모든 유해물질의 사용, 운송 및 폐기에 관한 모든 관련 규정을 
제공해야 합니다. 

3.3.2.2 NAMs에 사용되는 분석 방법의 평가 

개발자는 검출되거나 정량된 물질이 의도한 화학물질 또는 분석 대상임을 명확히 입증하는 
데이터를 제공해야 합니다. 표 6에서는 분석 방법과 관련된 품질관리 모범 사례를 나열하고 
설명합니다. 
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표 6. 분석 방법의 평가* 

분석 방법의 
평가 설명 이점/유용성 

검출 및 
정량한계 

분석 대상 물질의 가장 낮은 양 또는 
농도는, 공시료 값을 초과, 표준 곡선 
내에서 신뢰성 있게 검출되거나 정량 
될 수 있는 수준을 의미합니다. 
표준곡선상의 최고 농도값은 
정량한계의 상한을 결정합니다. 

분석 방법의 범위를 설정. 

간섭에 대한 
식별 

감지되는 신호를 분석 방법의 구성 
요소가 잘못 변경하는 경우를 식별함. 

분석 방법의 구성 요소 간에 
상호 작용이 있는지 확인하고 
인공적인 결과가 보고되는 
것을 방지함. 

분석 정밀도 
평가 

사용된 분석 방법의 정밀도 및 다른 
정밀도 시험(예: 제안된 방법을 서로 
다른 관계자가 사용하거나, 해당 
방법에 다른 기기를 사용하는 경우 
등의 성능 변동성 평가 시험)의 
특성을 규명함. 이는 실험실 간 비교 
연구를 통해 평가가 가능함. 

분석 방법의 신뢰도를 높이고 
실험실 변동성의 원인을 
평가함.  

NAMs에 
사용되는 
재료의 안정성 

NAMs에 사용되는 재료(예: 시험 
물질, 시험 기구, 노출 시스템, 시약 및 
분석 물질)가 주어진 환경에서 일정 
기간 동안 유사하고 허용 가능한 
결과를 생성할 수 있는 능력. 

분석 방법 재료의 특성을 
규명하고 특정 방법에 있어 
신뢰할 수 있는 데이터를 
일관되게 얻을 수 있도록 함. 

강건성 시험 

도출된 결과에 예상치 못한 차이가 
발생하지 않고 다양한 조건이나 
상황에서 분석 방법을 재현할 수 
있는지 시험함. 

분석법이 허용 가능한 
방식으로 작동하는 
매개변수의 범위를 판단함. 
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분석 방법의 
평가 설명 이점/유용성 

회수율 분석 

추출된 시료의 결과를 유사한 기질의 
스파이크 샘플 및/또는 스파이크 
공시료의 결과와 비교하여 추출 
방법을 시험함. 

추출 방법의 효율성 및 
재현성을 확인함. 

적용 범위의 
기술적 분석 

해당 시험 제안이 목적으로 하는 특정 
COU와 관련된 화학 물질 및/또는 
제품에 대한 적절한 시험법 데이터를 
확보하고 적용 범위의 물리화학적 
특성을 명확하게 기술함. 

다양한 화학 물질 및/또는 
제품과 함께 사용할 시의 
분석법의 성능에 관한 
불확실성을 줄이고, 어떠한 
화학 물질이 적용 범위 내에 
있는지를 판단하기 위한 방법 
및 기준을 제공함. 

양성대조군 
말단점과 관련이 있고 해당 분석법의 
검출 구간 내에 있는 양성 대조군 
화합물(들)을 식별함. 

시험 물질 결과 비교를 위한 
일관되고 신뢰할 수 있는 기준 
제공. 

기기 교정을 
위한 표준품 

교정 표준 및/또는 품질 관리 시료를 
사용하여 기기를 교정하는 데 사용됨. 

신뢰할 수 있는 측정치를 
보장하고 불확실성의 잠재적 
원인을 식별함. 

사양 설정 

통계적 접근법을 사용하여 실험실 내 
및/또는 실험실 간 시험 결과를 
기반으로 공정 내 제어 측정의 사양을 
설정함. 

제어 측정에 대해 충분히 
엄격한 기준을 보장하여 
강건한 시험 물질 결과 및 편향 
방지를 보장함. 

*세부 정보 및 예시는 부록 C에서 확인할 수 있습니다. 

3.3.2.3 유사시험법평가기준을 통한 NAMs의 정확도 및/또는 일치도 평가 

정확도(accuracy) 와 일치도(concordance)는 그 정의상 매우 유사하며 주어진 문서나 구절의 
문맥에 따라 상호 대체 가능한 것으로 간주되는 경우가 많습니다. 일치도는 도출된 결과를 
기반으로 두 가지 방법 또는 시험결과를 비교하는 것으로 자주 정의되는 반면 정확도는 
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일반적으로 시험방법 또는 시험을 어떠한 참고 시험법 또는 시험결과와 비교하는 것으로 
정의되는 경우가 많습니다. 정확도 및/또는 일치도 평가는 시험법 및 관련 데이터의 통계적 
평가에 자주 사용됩니다. 해당 맥락에서 정확도는 전체 결과 수 중 정확한 예측의 비율로 
정의됩니다. 시험법의 정확도 또는 일치도를 논할 때 사용되는 다른 통계적 매개변수에는 
민감도, 특이도, 양성 및 음성예측도, 위양성 및 위음성률이 포함됩니다. 

가능한 경우, 잘 정의된 유사시험법평가기준(예: 양성 결과 및 음성 결과를 산출하는 것으로 
알려진, 균형이 맞추어진 참고 시험물질 세트)을 사용하여 반응 및 방법의 유효성을 확인할 
수 있습니다. 일치도에 대한 정량적 측정(예: 민감도, 특이도, 양성 및 음성예측도, 위양성, 
음성 비율)에 대한 보고가 이루어져야 합니다. 제안된 시험법을 기능적으로나 기전적으로 
유사한 데이터를 생성하는 확립된 유사시험법평가기준[예: OECD 시험가이드라인(TG)의 
유사(‘me-too’)시험법]이 있는 방법과 비교할 때는 두 방법 모두 일치도(불일치 데이터 
포함)를 서로 비교하고 참고 시험법과 비교하여 평가되어야 합니다. 

3.3.2.4 표준작업지침서 및 시험법 세부 정보 

제안된 시험법은 시험계 취급 및 장비 교정과 같은 관련 실험실 활동 및 시험법의 일관된 
성능을 지원하기 위해서 잘 문서화된 표준작업지침서(standard operating procedures, SOP)를 
마련하는 것이 권장됩니다. SOP는 시험 및 시험법의 모든 측면을 포함해야 하며,  SOP에는 
다음이 포함되어야 합니다. 

• 시험항목의 무결성을 보장하는 책임 시스템(예: 기록 유지, 보안 및 시료 관리의 
연속성). 

• 시험방법, 시약(해당하는 경우 제조업체, 제품번호, 로트 번호 등 포함), 장비 및 
기기와 같은 시료 준비 및 분석 도구. 

• 품질 관리 및 결과 확인을 위한 절차. 
• 완전한 제품 설명 및 제형, 노출 시스템, 시험물질의 부피/중량/용해도/투여 
절차, 적절한 노출/투여량 범위를 포함한 시험법 세부 정보. 

제출 당사자는 시험법의 성능 및 결과 판정을 위해 시험 수행 특성과 시험 수행 기준의 
목록도 제공해야 합니다. NAMs을 구성하는 기술적 시스템의 작업 정보 및 기준은 다양할 
수 있겠지만 기준에는 모든 대조군, 표준물질, 노출(용량 및 시간) 및 실험군에 대한 품질 
관리 차트 또는 기타 성능 평가 기준이 포함될 수 있습니다. 데이터를 평가하는 데 사용되는 
통계적 방법에 대한 설명도 포함되어야 합니다. 또한, 개발자는 실험적 불확실성, 통계적 
불확실성, 간섭 및 배경값이 어떻게 평가되었는지를 설명해야 합니다. 

3.3.3 문서화 

이 단락에서는 NAMs 문서화에 대한 모범 사례를 설명합니다(DA 및 IATA 포함). 여기에 
나열된 요소는 모든 NAMs 에 적용될 수도 있고 적용되지 않을 수도 있습니다. 또한, 
NAMs을 평가하기 위해 규제기관에서 추가 문서를 요구할 수 있습니다. 개발자 및/또는 
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의뢰자는 시험법이나 데이터를 제출하려는 연방기관과 직접 소통하여, 검토를 위해 추가로 
필요한 요소가 있는지를 확인하는 것이 권장됩니다. 일부 기관의 경우, 해당 기관의 검토에 
앞서 NAMs및 관련 데이터에 대한 독립적인 전문평가를 요구할 수 있습니다. 

새로운 시험법의 경우, 제안된 시험법에 대한 설명과 해당 방법이 규제 목적과 어떻게 
관련이 있는지 또는 특정 COU에 적합한지에 대한 설명을 문서에 포함해야 합니다. 관련 
정보에는 시험법의 기전적 정보 및 생물학적 상관성과 제안된 COU(예: 위험성 평가에 
적용)가 포함되지만 이에 국한되지는 않습니다. 인간 또는 적절한 분류군에 대한 적용 가능 
범위가 문서에 포함되어야 합니다. 문서화와 관련된 기타 중요한 사항들이 아래에 자세히 
설명되어 있습니다. 

문서화에 대한 지침을 제공하는 추가 자료들도 이용할 수 있습니다. 생체외 시험법의 
경우에 개발자는 OECD GIVIMP 문서(OECD, 2018) 를 참고할 수 있습니다. 

3.3.3.1 시험물질 식별 및 순도 

NAMs 에서 시험된 모든 물질(예: 대조군, 참고 화합물, 기타 시험물질)에 대해, 최소한 
공급업체에서 제공한 물질의 식별정보, 이상적으로는 고유 식별자(예: CASRN, SMILES, 
InChiKey), 그리고 물질의 순도에 관한 정보를 보고해야 합니다. 실험실이 필요한 역량을 
갖추고 있는 경우, 분석 방법을 사용하여 물질의 순도 및 식별정보를 평가하는 추가적인 
품질 관리 조치를 수행하면 부가적인 이점이 있습니다. 일부 시험물질[조성이 
불분명하거나 가변적인 복합 혼합물을 나타내는 일부 시험물질 (예: 환경 시료)]은 충분히 
특성 규명이 되지 않을 수도 있기 때문에, 이러한 정보를 수집하는 능력은 COU에 따라서도 
달라질 수 있습니다. 

3.3.3.2 시험법 개발 

시험법에 대한 구체적이고 상세한 설명은 해당 시험법에서 생성된 데이터를 기반으로 
기술해야 합니다. 이는 시험방법, 연구 계획, 보고서 및/또는 SOP의 형식일 수 있습니다. 
시험법의 각 단계는 환경적, 기질 또는 절차적 변수가 분석물질의 검출 및/또는 정량에 미칠 
수 있는 영향을 파악하기 위해 조사되어야 합니다. 

개발 과정에는 다음과 같은 요소에 세심한 주의를 기울여야 합니다. 

• 시약 선택(적절한 생물학적 상관성, 특이성 및 안정성을 갖출 것). 
• 검출 방법 또는 기기(즉, 성능 및 교정 절차가 쉽게 이용 가능 할 것). 
• 시험 측정값 및 시험물질에 영향을 주지 않는 일회용품(즉, 마이크로타이터 
플레이트 및 기타 플라스틱)의 적절성 또는 호환성 

• 분석 방법/통계 방법. 
• 시험법의 변동성을 유발할 수 있는 단계 또는 절차 
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시험법의 적용 전반에 걸쳐 외부 영향 또는 기질의 영향을 최소화하기 위해(또는, 적어도 
이러한 영향의 특성을 규명) 적절한 조치를 취해야 하며, 개발 중에 사용된 화합물, 기질 
또는 장비가 해당 시험법의 기술적 특성 규명 과정에서 사용된 것과 다른 경우 그 영향을 
신중히 다뤄야 합니다. 

3.3.3.3 평가항목 및 매개변수 측정 

각 평가항목 또는 분석대상의 측정은 충분히 시험되고 문서화되어야 합니다.  NAMs에 
대한 시험법 개발에는 해당 시험법이 모든 관련 매개변수를 성공적으로 측정할 수 있음을 
입증하는 과정이 포함되어야 합니다. 각 실험에 대한 메타데이터(metadata)는 정량적 
데이터를 실험 조건, 시험 화학물질 및 농도와 같은 정성적 정보와 연결짓고 시험법의 
변동성이나 배치(batch)별로 영향을 줄 수 있는 외부요인(예: 실험을 수행한 날짜 또는 담당 
실험자)을 추적하기 위해 수집 및 기록되어야 합니다. 이러한 데이터 및 메타데이터는 
검증에 대한 독립적 검토 과정에서 참고 가능하도록 접근 가능한 형식으로 내보내고 
저장해야 합니다. 이 주제는 부록 B의 관리도 및 점검표 단락에서도 설명됩니다. 

3.3.3.4 사용의 제한점 

시험법의 구체적인 강점과 한계를 명확하게 식별하고 설명해야 합니다. 잠재적인 간섭 
원인을 모두 나열하고 시험에 간섭을 초래할 가능성이 있는 화학물질 또는 화학물질군을 
식별해야 합니다. 또한, 문서에는 NAMs을 사용하여 시험할 수 있는 물질에 대한 알려진 
제한 사항도 명시해야 합니다. 

3.3.3.5 잘 정의된 평가항목 

시험법을 통해 생성된 데이터는 대상이되는 평가항목을 적절하게 측정하거나 예측해야 
하며, 단락 3.2 에 설명된 대로 생물학적 상관성에 대한 설명과 함께 해당 평가항목을 
명확하게 정의해야 합니다. 이러한 예시로는 AOP 의 특정 핵심단계에 대한 정보를 
제공하는 NAMs이 있을 것입니다. 해당 데이터는 또한 첨단 동물대체시험법과 기존 시험법 
간의 연관성 또는 새로운 시험법과 대상 종에 미치는 영향 간의 연관성을 설명해야 합니다. 
NAM의 양성, 음성 또는 명확한 예측이 불가능한 결과 등에 대한 기준을 명확하게 정의하고 
시간이 지남에 따라 평가를 수행해 시스템의 안정성을 보장해야 합니다. 

3.3.3.6 통계 모델 구축 

실험실 내 시험 데이터를 사용하여 통계 모델을 구축할 수 있습니다. 이러한 모델은 
베이지안(Bayesian) 또는 빈도주의적 통계 접근법(frequentist statistical approaches)을 
사용하여 구축할 수 있습니다. 시험과정 내 대조군 측정에 대해 도출된 데이터의 분포를 
평가하고 어떤 유형의 분포(예: 정규 분포)가 데이터에 부합하는지 평가하는 데 
히스토그램을 활용할 수 있습니다(자세한 내용은 Petersen et al., 2022b 참고). 
시험물질로부터의 변동성 데이터만 사용하는 대신 시험물질과 시험과정 내 대조군 측정 
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모두에서 NAMs의 누적 변동성을 계산하는 모델을. 개발하는 것이 도움이 됩니다 해당 
정보는 판정(예: 시험물질의 양성 또는 음성 여부)과 해당 판정에 대한 통계적 신뢰도를 
얻을 수 있는 통계 모델을 구축하는 데 사용될 수 있습니다. 시험물질 평가의 평균값을 
임계값과 단순 비교하는 것은 시험결과의 변동성을 고려하지 않아 판정에 대한 통계적 
신뢰도를 제공할 수 없습니다. 

NAMs에 대한 통계 모델을 개발할 때의 주요 관심사 중 하나는 ‘음성’결과와 ‘약한 양성’ 
결과를 구별하는 방법입니다. 통계 모델의 임계값은 생체내 데이터가 사용 가능한 경우 
해당 데이터를 통해 결정할 수 있습니다(Friedman et al., 2023; Karmaus et al., 2022; Pham et 
al., 2020). 이를 위해서는 NAMs의 재현성을 평가하기 위해 ‘경계선’ 화합물에 대한 반복 
시험이 필요할 수 있습니다. 예시는 OECD 시험가이드라인 No. 497(OECD, 2021a) 을 
참고하십시오. 예를 들어, 어떠한 정의된 효과를 유발하는 출발점 또는 농도(예: EC50 값) 및 
해당 값에 대한 데이터 기반 신뢰 구간을 평가하는 용량-반응 관계를 평가하기 위해 통계 
모델을 사용할 수 있습니다. T-검정(T-test), Z-요인(Z-factor) 또는 기타 적절한 통계 기준과 
같은 통계적 접근법을 사용하여 NAMs의 품질을 평가하는 것도 적절할 수 있습니다(Zhang 
et al., 1999; Zhang, 2011). 

3.3.3.7 분석 결과의 재현성 

기술적 재현성에 대한 문서는 해당되는 경우, 제출된 정보와 함께 포함되어야 합니다. 
시험법의 재현성은 품질 관리 및 시료를 포함한 반복 측정을 통해 평가할 수 있습니다. 이 
평가는 재현성을 평가하는 데 사용된 물질 선택의 근거와(가능하다면 실시된 모든 실험실 
내 및 실험실 간 평가에 대해) 이러한 물질이 도출 가능한 시험결과의 범위를 얼마나 잘 
대표하고 있는지에 대한 논의가 포함되어야 합니다. 이상값(outlier)에 대한 식별 및 논의가 
이루어져야 합니다. 실험실 내 및/또는 실험실 간 변동성 또는 변동 계수 분석의 범위에 대한 
정량적 통계 분석이 포함되어야 합니다. 과거 대조군 데이터(해당하는 경우 음성, 양성 및 
부형제)에 대한 중심경향치(measures of central tendency) 및 분산도 측정치를 요약해야 
합니다. 동일한 화합물을 여러 번 시험할 때 그 비교는 정량적(예: 도출되는 EC50 값) 또는 
정성적(예: 유해성 분류)으로 이루어질 수 있습니다. 제안하는 시험법이 기존 
유사시험범평가기준(예: OECD TG 로부터)을 사용하는 확립된 시험법과 기전적 및 
기능적으로 유사한 경우, 두 시험법의 신뢰성을 비교하고 차이에 대해 그 잠재적 영향을 
논의해야 합니다. 

3.3.3.8 데이터 해석 절차 

각 NAMs 에 대해 양성 및 음성 반응의 기준을 포함하여 데이터 해석 절차를 명확하게 
기술해야 합니다. NAMs을 DA로 결합하는 경우, 서로다른 집단이 적용하더라도 동일한 
결과를 도출할 수 있도록, 전문가의 판단을 포함하지 않고 객관적인 고정된 데이터 해석 
절차가 필요합니다(OECD, 2017). 머신 러닝 모델 및 소프트웨어(버전 번호 포함)와 같은 
계산 알고리즘의 사용은 결론의 재현성을 보장하기 위해 잘 문서화되어야 합니다. 



NAMs의 검증, 적격성 확인 및 규제 승인 2024년 3월 

29 

 

3.4 데이터 무결성 

데이터 무결성은 NAMs에서 도출된 정보가 신뢰할 수 있고 믿을 만한 것임을 보장하는 
핵심적인 요소입니다. 시험법 개발자는 데이터 무결성과 결과의 신빙성을 보장하기 위해, 
시험 기초자료를 외부 독립 기관에 평가 및 전문평가를 위해 제출하기에 전에, 시험 
기초자료의 수집, 전송 및 처리 과정에 대한 내부 평가를 수행할 것이 권유됩니다. 요구되는 
경우,  시험법은 가능한 한 GLP 원칙(21 CFR § 58; 40 CFR § 160; 40 CFR § 792; OECD, 
1998)에 따라 시험을 수행해야 합니다. 또한, 국립 대체독성시험방법평가 부처 간 
센터(National Toxicology Program Interagency Center for the Evaluation of Alternative 
Toxicological Methods, NICEATM)와 같은 평가기관에서 NAM 개발 과정의 품질 및 
무결성에 대한 평가를 용이하게 해줄 수 있습니다(NIEHS, 2023b). 데이터 무결성을 
극대화하기 위한 지침을 제공하는 다른 자료들도 이용할 수 있습니다. 생체외 시험법의 
경우, 개발자는 OECD GIVIMP 문서(OECD, 2018)를 참고할 수 있습니다. 디지털 도구 및 
디지털 데이터 관리에 대해서는 개발자는 2016년에 발표된 ‘과학적 데이터 관리 및 보존을 
위한 FAIR 지침 원칙(FAIR Guiding Principles for scientific data management and 
stewardship)’을 따를 수 있습니다(Wilkinson et al., 2016). 

3.5 정보 투명성 

투명성은 NAMs 사용에 대한 신뢰를 촉진시키며, 규제 기관의 규제 의사 결정 과정과 
잠재적인 규제 승인 또는 적격성 확인의 속도를 가속화합니다. NAMs의 시험대상, COU 및 
기술적 특성 규명에 대한 관련성은 전문평가자, 과학 커뮤니티 및 대중에게 투명하게 
전달되어야 합니다. 적절한 경우, COU, 생물학적 상관성 및 기술적 특성을 설명하는 
전문평가를 거친 논문 및 정보는 누구나 자유롭게 접근하고 이용할 수 있는 저널에 게재 
및/또는 대중에게 공개되는 규제 문서에 요약되어야 합니다. 이상적으로는, NAMs의 원칙, 
시험방법, 데이터 분석 및 시각화에 사용된 시험 기초자료 파일 및 문서, 보고 기준이 
대중에게 공개되는 것이 가장 좋습니다. 지적재산권이 포함된 NAsM 의 경우에는 
OECD 에서 라이선스 약정에 대한 합리적이고 차별 없는 조건을 포함하여 투명성을 
유지하기 위한 도구를 제공합니다(OECD, 2021b). 시험법에서 독점 또는 특허 받은 
기술이나 장비의 사용은 시험 요구사항을 충족하는 데 사용될 수 있습니다. 일부 
규제기관의 경우, NAMs의 규제 승인 또는 적격성 확인을 지원하기 위해, 개발자가 독점 
또는 특허 정보를 제공해야 할 필요가 있을 수 있으며, 각 기관의 지침은 시험법 개발자에게 
해당 기관이 요구하는 정보에 대해 안내할 수 있습니다. 

대체시험법 국제협력(International Cooperation on Alternative Test Methods, ICATM; NIEHS, 
2023c)의 회원국들은 규제 승인을 위한 대체시험법 추적 시스템(Tracking System for 
Alternative methods towards Regulatory acceptance, TSAR)(EURL ECVAM, 2021)을 통해 
NAM 평가 및 전문평가에 관한 정보를 게시합니다. TSAR은 NAMs의 요약설명, 프로토콜 
및 SOP와 함께, NAMs이 규제 분야에서 사용할 수 있는 공인 표준으로 승인됨에 있어 어느 
단계에 도달했는지를 보여줍니다. 가능한 경우 TSAR 에는 전체 과정의 서로 다른 
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단계(제출, 검증, 전문평가, 권장 사항, 규제 승인 또는 적격성 확인)에 연결된, NAMs과 
관련된 기록 및 문서도 포함되어 있습니다. 최종 사용자가 프로세스를 이해하고 실제 
환경에 적용할 수 있도록, NAMs이 생성하는 데이터를 해석하는 방법과 관련 허용 기준을 
명확하게 전달해야 합니다. 

3.6 독립적 검토 

NAMs의 COU, 생물학적 상관성 및 기술적 특성을 뒷받침하는 정보 및 데이터는 독립적인 
제 3 자(구성원이 이해상충을 일으키지 않음)에 의해 과학적으로 검토될 수 있습니다. 
그러나 필요한 검토 수준은 각 규제기관의 규정 및 정책에 따라 달라질 수 있습니다. 

NAMs 평가는 여러가지 서로 다른 절차를 통해 수행될 수 있으며, 여기에는 시험법의 성능 
특성을 문서화하여 시험법이 의도된 응용 분야에 적합하고 신뢰할 수 있는지를 판단하는 
작업이 포함됩니다. 시험법의 신뢰성에는 재현성, 반복성 및 강건성이 포함되는 경우가 
많지만 이에 국한되지는 않습니다. 그러나 이 문서에 나열되지 않은 추가 정보가 일부 
시험법의 검토에 필요할 수 있습니다. NAMs의 성능 및 적용 가능성 외에도, 우수한 과학적, 
기술적 및 품질 관리 기준의 적용은 독립적인 검토과정이 효율적이고 효과적이도록 
보장해주어 제안된 시험법의 신뢰를 높여줄 수 있습니다. 실험실은 NAMs 수행에 사용된 
장비를 운영 및 유지관리하는 데 필요한 정보(예: 장비 및 소프트웨어 매뉴얼, 품질 및 
안전성 준수 인증서)와 더불어 재료, 세포 및 시약에 대한 공급업체 문서 등과 같이 
NAMs평가와 관련된 모든 정보를 보관해야 합니다. GLP 준수를 목표로 하는 연구의 경우 
사용된 각 장비에 대한 IQ/OQ/PQ 보고서도 적절한 관련 자료가 될 수 있습니다. GLP 
비적용(non-GLP) 연구의 경우 장비가 의도한 대로 작동하는지 보여주는 적절한 설치 및 
시험 관련 문서를 보관해야 합니다. 

NAMs의 시험 기초자료 및 설명 정보는 독립적인 제 3자 및/또는 규제기관 의사 결정권자가 
검토할 수 있도록 접근 가능해야 합니다. NAMs 에 대한 평가 및 독립적인 전문평가는 
NICEATM, 유럽연합동물대체시험법검증센터(European Union Reference Laboratory for 
Alternatives to Animal Testing, EURL ECVAM) 및 그 과학 자문위원회, 일본대체시험법검증 
센터(Japanese Center for the Validation of Alternative Methods, JacVAM)와 같은 검증 기관에 
의해 조직될 수 있습니다. NAMs 을 독립적으로 검토할 수 있는 기타 기관 또는 국제 
기구로는 미국 연방 살충제∙살균제∙살서제법의 과학 자문패널(U.S. Federal Insecticide, 
Fungicide, and Rodenticide Act Scientific Advisory Panel), 유럽 식품안전청 
과학위원회(European Food Safety Authority Scientific Committee) 및 OECD등이 있습니다. 
그 밖에 개발자가 해당 시험법의 독립적인 검토를 위해 자금 지원을 할 수 있으나, 검토의 
관리를 직접 주도할 수는 없습니다. 전문평가를 거친 출판물은 과학 커뮤니티에 시험법 
정보를 공유하는 데 유용하며, 보다 공식적인 독립 제 3 자의 검토를 보완하여 규제 
맥락에서 해당 시험법의 승인 및 사용을 뒷받침 할 수 있습니다. 
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독립적인 검토의 범위는 COU, 규제 프레임워크, 그리고 평가 대상이 되는 구체적인 
시험법에 따라 달라질 수 있습니다. 개발자가 독립적인 검토를 위해 제출하는 정보에는 
해당 NAMs의 다른 NAM, 생체내 동물자료 또는 인체 데이터와 비교를 거쳤는지의 여부를 
포함하여 실험실 내 또는 실험실 간 평가의 모든 기록이 포함됩니다. 이러한 평가는 
NAMs의 실험실 간 전수가능성에 잠재적으로 도움이 될 수 있습니다. 

4.0 미국 연방기관의 NAMs 승인 
4.1 규제 요구 사항 및 의사결정 맥락에 대한 이해 

연방기관마다 독성학 데이터를 요청, 입수 및 사용할 수 있는 권한이 서로 다릅니다. 이는 
법령, 규정 및 제품 범주에 따라 다릅니다. 어떠한 NAsM 은 일부 법적 또는 규제적 
맥락에서는 유용하고 적절할 수 있지만 다른 상황에서는 유용하지 않을 수 있습니다. 
따라서 NAMs의 개발자와 사용자는 NAMs이 적용될 맥락을 고려해야 합니다. 가능성 있는 
맥락으로는 DA, IATA 또는 단독 시험법(standalone method)이 포함되나 이에 국한되지는 
않습니다. 

NAMs이 규제 목적 또는 기타 목적에 적합한지는 내려져야 하는 결정의 성격, 의도된 사용 
목적에 대한 NAMs의 적절성, 그리고 안전성, 유효성 및/또는 위험성 판단을 뒷받침하는 
해당 규제 제출 자료가 NAMs 결과에 어느 정도까지 의존하는지에 따라 달라집니다. 높은 
민감도와 낮은 특이도를 가진 NAMs는 관심 대상 반응(신호)을 식별할 수 있기 때문에, 
다수의 화합물을 선별하여 추가 평가의 우선순위를 지정하기 위한 응용 분야에 유용할 수 
있습니다. 이러한 NAMs 는 어떠한 단일 화합물에 대해 노출에 있어 안전한 용량을 
결정해야 하는 상황에서는 그 유용성이 제한적일 수 있습니다. 경우에 따라, 규제기관 
데이터가 부족한 상황에서 주의 신호(주의 깊게 살펴봐야할 신호)를 찾고자 할 수 
있습니다(유해성 식별). 다른 경우에는 규제기관에서 화합물에 대해 보다 정량적인 
결정(위험성 평가)을 내려야 하며, 이러한 결정을 내리는 데 사용되는 NAM의 산출물에 
대해 높은 수준의 불확실성이 존재하는 것을 허용하지 않을 수 있습니다. 따라서, 성능 
특성의 구현에는 해당 NAMs 가 어떻게 사용되고 각 NAMs 및 해당 COU 에 맞게 
개별적으로 적용되어야 합니다. 

이러한 절차를 용이하게 하기 위해 일부 기관에서는 NAMs를 규제 관련 의사결정 과정에 
사용하기에 앞서 평가하고자 할 수 있습니다. 이 평가는 잘 정의된 COU를 갖춘 NAMs에 
초점이 맞춰질 가능성이 높습니다. 평가의 목적 중 하나는 규제기관이 NAMs 를 통해 
생성된 모든 데이터를 적용할 수 있도록 하여, NAMs를 위한 모든 기초적인 지원 데이터를 
다시 검토할 필요가 없도록 하는 것입니다(표 1에 인용된 문서 참고). 
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4.2 적용 분야 고려 사항 

NAMs의 목적은 명확하게 전달되어야 하며(예: 유해성 식별, 유효성 평가, 정량적 위험성 
평가를 위한 출발점 등) NAMs는 해당 목적을 기반으로 평가되어야 합니다. 새로 개발된 
NAMs는 단일 COU에 집중하여 적용하는 것이 적절합니다. 그러나 추후에 적절한 뒷받침 
데이터를 사용하여 COU를 추가할 수 있습니다. 하나의 COU는 일반적으로 특정 규제 요구 
사항에 초점을 맞춰야 합니다. NAMs 적격성 확인을 위한 초기 시도는 COU가 좁을 경우에 
가장 성공적일 수 있습니다. 적절한 경우 추가 데이터를 통해 COU를 확장할 수 있습니다. 
규제 요구 사항은 기관마다 다르므로 특정 NAMs에 대한 COU도 다를 수 있습니다. 전체 
적격성 확인을 수행하기에 앞서, 제안된 NAMs 에 대한 적절한 COU 를 설정하는 것이 
필수적입니다. 

적절한 COU에 대한 판단은 일반적으로 NAM s개발자와 해당 COU와 관련된 규제기관 
간에 논의되어야 합니다. 허용 가능한 COU가 정의되기까지 여러 번의 COU 반복 작업이 
필요 할 수도 있습니다. NAMs 의 적용 가능성과 제한 사항이 추가로 정의됨에 따라, 
데이터를 수집하는 동안에도 COU가 변경될 수 있습니다. 

4.3 경험을 바탕으로 한 신뢰도의 증가 

규제 용도로의 NAMs의 편입은 해당 시험법에 대한 규제 기관 및 규제 대상 산업분야의 
충분한 신뢰를 필요로 합니다. 검증 및 적격성 확인은 이러한 신뢰를 지원하지만 이를 
기반으로 한 구현을 보장하기는 충분하지 않을 수 있습니다. NAMs가 해당하는 목적에 
있어 널리 수용되기 위해서는 일반적으로 먼저 NAMs에 대한 교육과 경험을 쌓는 것이 
필요합니다. 비용, 복잡성, 시약의 가용성, NAMs 의 수행 및 해석에 훈련된 인력이 
필요하다는 점 등은 NAMs에 대한 검증 및 적격성 확인 데이터가 사용 가능한 경우에도 
NAM s채택을 제한할 수 있는 몇 가지 요인입니다. 

기존 접근법(방법)을 보완하거나 대체하려는 NAMs 의 성능은 일반적으로 해당 기존 
접근법과 비교해야 합니다. 상당한 경험이 쌓인 기존 접근법은 신뢰가 높은 경우가 
많습니다. 이러한 기존 접근법은 공식적인 검증을 거치지 않았을 수도 있으나, 기존 
접근법의 반복적인 성공적 사용과 더불어 동물실험이 가진 고유한 유효성으로 인해 해당 
접근법에 대한 상당한 신뢰가 형성되는 경우가 많습니다. 결과를 바탕으로 안전에 대한 
결정을 내릴 때, 사용자는 NAMs이 기존 접근법과 동등하거나 더 우수하다는 것을 알 수 
있어야 합니다. COU에 따라 허용될 수 있는 불확실성의수준의 다를 수 있으며, 예를 들어, 
우선순위 선정 및 스크리닝을 거쳐 유해성 특성 규명 및 위해성 평가로 나아감에 따라 
COU에 대한 더 높은 신뢰가 필요합니다.  

NAMs 에 대한 신뢰를 높이는 한 가지 방법은 사용자가 해당 NAMs 가 대체하거나 
보완하려는 기존 접근법의 데이터와 함께 NAMs 의 데이터를 제공하는 것입니다. 산업 
내에서 및 산업 간에 NAMs 에 대한 정보를 자발적으로 공유하는 것은 시험법에 대한 
신뢰를 뒷받침할 수 있는 충분한 양의 데이터를 구축하는 데 도움이 될 수 있습니다. 시간이 
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지나면 NAMs가 안전성 기준에 대해 타협하지 않으면서 기존 평가 체계에 어떻게 적합할 
수 있는지 기관 및 업계에서 알게 될 것입니다. 

5.0 미국 및 국제 조화 

미국 연방기관 간의, 그리고 보다 폭넓게는 국제 규제 당국과의 조율을 통해 NAMs 검증을 
위한 접근방식을 조화시키고 NAMs의 적용 및 이행을 지원할 수 있습니다. ICCVAM과 
NICEATM은 미국 내 및 전 세계적으로 의사소통 및 협업을 도모하는 데 중요한 역할을 
합니다. 

5.1 미국 내 조화: ICCVAM 및 NICEATM의 역할 

ICCVAM 인가법(ICCVAM Authorization Act)에는 ICCVAM 의 목적이 다음과 같이 
제시되어 있습니다(42 U.S.C 285l-3, 2000; NIEHS, 2023d). 

• 미국 연방기관 시험법 검토의 효율성 및 효과를 증진한다. 
• 불필요한 중복 업무를 제거하고 미국 연방 규제 기관 간의 경험을 공유하도록 한다. 

o 이는 월간 회의, 실무그룹, 공개 회의(공개 포럼) 및 
과학자문그룹(대체독성시험방법에 관한 과학 자문위원회)과 같은 여러 
수단을 통해 이루어진다. 

• 미국 연방 정부 외부의 과학 전문 지식 활용을 최적화한다. 
o 이는 많은 경우 ICATM 파트너와의, 그리고 학회에서 수많은 과학자들과의 
회의 및 워크숍을 개최함으로써 달성된다. 

• 신규 및 개정된 시험법이 미국 연방 기관의 요구 사항을 충족하도록 검증되었는지 
확인한다. 

o 연방 기관의 과학자 및 규제 기관으로 하여금 개발자와의 협력을 통해, 
산출되는 시험법이 규제 요구 사항을 충족하는지 확인하도록 한다. 

• 가능한 경우 시험에서 동물 사용을 줄이거나, 개선하거나, 대체한다. 

ICCVAM은 동물시험법의 감소, 개선 또는 대체를 장려하는 대체시험의 개발, 규제 승인 
또는 적격성 평가, 사용을 증진하는 기관 간 및 국제 협력을 촉진합니다. ICCVAM은 시험법 
개발자에게 지침을 제공하고, 대체 독성 시험법에 대한 전문평가(peer review)의 권장 
사항을 평가하고, 검토된 시험법 사용에 대한 권장 사항을 해당 연방 기관에 제공합니다. 
동물 시험에 대한 대안 개발 또는 검증에 중요한 특정 작업들을 수행함에 있어, ICCVAM은 
NICEATM에서 관리하는 임시 기술 실무 그룹을 통해 그 기능을 수행합니다. 진행 중인 
사례 중 하나로는 화학물질 스크리닝을 위한 생체외 인간 갑상선 미세조직 분석법을 
기반으로 EPA 에서 개발한 NAMs 에 대한 실험실 간 사전 검증 연구 조정과 관련한 
ICCVAM의 지원이 있습니다(Deisenroth et al., 2020). 
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국립환경보건과학연구소(National Institute of Environmental Health Sciences, NIEHS) 중개 
독성학 부서 내 사무국인 NICEATM은 ICCVAM에 대한, 그리고 ICCVAM 실무 그룹 활동, 
동료 평가 패널, 전문가 패널, 워크숍 및 검증 작업에 대한 기술적, 과학적 및 운영 지원을 
제공합니다. ICCVAM을 지원하는 것 외에도 NICEATM은 다음과 같은 일을 합니다. 

• 시험법 분석 및 평가를 수행하고 신규 및 우선순위가 높은 대체 시험 접근법에 대한 
독립적인 검증 연구를 조정합니다. 

• NICEATM 웹 사이트, Integrated Chemical Environment, 관심 주제에 대한 워크숍을 
통해 시험법 개발자, 규제 기관 및 규제 산업 분야에 정보를 제공합니다. 

• NIEHS 중개 독성학 부서의 활동, 특히 미국 정부의 부처 간 21세기 독성학 
시험(Toxicology in the 21st Century, Tox21) 컨소시엄에 기여하는 활동을 
지원합니다. 

ICCVAM 에서 제공하는 기관 간 소통 포럼과 NICEATM 에서 제공하는 지원은 제한된 
자원이 효과적으로 활용되도록 보장해 규제 관련 신청에 있어 NAMs를검증하고 적격성을 
확인하기 위한 미국 연방 기관의 노력을 조정하는 데 도움이 됩니다. 

5.2 미국 내 조화: 3Rs 발전을 위한 추가적인 연방 협력 

미국 연방기관은 ICCVAM 에 참여하는것 외에도 다양한 방식으로 NAMs 에 대해 
협력합니다. 예를 들어, Tox21(Tox21, n.d.) 은 EPA, NIEHS 중개 독성학 부서, 국립 보건원 
내 국립 중개연구 발전 센터(National Center for Advancing Translational Sciences, NCATS) 및 
FDA 간의 연방협력 입니다. Tox21 의 목표는 특정 화합물이 인체의 생물학적 과정을 
방해하고 건강에 부정적인 영향을 미칠 수 있는지 여부를 효율적으로 시험하기 위해 더 
나은 독성평가법을 개발하는 것입니다. Tox21 은 EPA 의 내분비교란물질 스크리닝 
프로그램(EPA, 2023)과 같이 규제 용도로 사용되는 다수의 중요한 간행물 및 분석결과를 
발행했습니다. 또한 NICEATM과 EPA는 규제 목적의 시험에서 동물 사용을 감소 또는 
대체하기 위한 여러 연구를 긴밀히 진행해 왔습니다. 여기에는 1) 살충제 및 살충제 제제에 
대한 피부 급성 독성(EPA, 2020), 2) 생체외 데이터를 사용하는 것만으로도 농약의 인체 
건강 위험성 평가를 위한 피부 흡수 인자 도출에 충분한지 여부의 판단(Allen et al., 2021), 3) 
3종 미만의 어종에 대한 생체내 급성 독성 시험으로 비표적 수생 척추동물에 대한 동일한 
수준의 보호를 달성할 수 있는지 여부의 판단(Ceger et al., 2023)과 관련한 동물 사용을 
제거하기 위한 후향적 분석이 포함됩니다. FDA는 또한 NCATS와 협력하여 미세생리학적 
시스템 기술을 계속해서 개발하여 미세생리학적 시스템 기술의 발전을 촉진하고 중개적 
사용을 가속화합니다(FDA, 2023). 

5.3 국제적 조화 

ICCVAM을 통해 촉진되는 국제적 협력 노력 외에도 미국 내 기관들은 독자적으로 국제적 
협력을 통해 NAMs 수용을 촉진합니다. 예시로는 ICATM, 미국의 UN 전문가 소위원회와의 
화학물질 분류표시 국제조화시스템(Globally Harmonized System for Classification and 
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Labelling of Chemicals, GHS)에 관한 협력, NAMs 사용을 설명하는 지침 개발을 위한 
ICH 와의 협력, OECD 시험지침프로그램 및 유해성 평가 실무 당사자(Test Guidelines 
Programme and Working Party on Hazard Assessment)에 대한 참여 등이 있습니다. 

ICATM 은 미국(ICCVAM), 일본(JacVAM), 유럽연합(EURL ECVAM) 및 캐나다(캐나다 
보건부 내 환경 보건 과학 및 연구국)의 검증 조직 간의 파트너십으로 설립되었습니다. 다른 
참여 조직으로는 한국동물대체시험법검증센터(KoCVAM), 브라질대체시험법검증 
센터(BraCVAM), 중국 식품의약국 및 광동 질병 통제 및 예방 센터가 있습니다. 이 그룹의 
가장 중요한 목표는 다음과 같습니다. 

• 대체 시험법/전략이 전 세계적으로 보다 쉽게 받아들여질 수 있도록 하고자 검증 
연구, 독립적인 전문평가 및 조화된 권장 사항 개발 등 중요한 영역에서 국제 
협력을 구축합니다. 

• 규제 용도로 채택된 첨단대체시험법/전략이 인간, 동물 및 환경에 대해 
동등하거나 향상된 보호 기능을 제공하도록 보장하는 동시에 과학적으로 가능할 
경우마다 실험동물 사용의 대체, 감소 또는 개선(통증 및 고통 감소)하도록 하는 
데 필요한 국제 협력을 구축합니다. 

UN 내에서 GHS 소위원회는 다양한 유해성 등급(예: 피부 자극/부식, 안 자극/심한 안손상, 
피부 감작성)에서 NAMs 의 사용을 위한 구체적인 기준을 정립하기 위해 GHS 의 여러 
장(chapters)을 개정하는 실무그룹을 구성하였습니다. 이러한 노력은 국제적 수준에서 
NAMs 을 발전시키는 데 있어 성과를 도출하였으며, DAs 를 유해성 판단을 위한 허용 
가능한 방법으로 정립하는데 기여하였습니다. 이러한 국제적 노력은 NAMs의 발전뿐만 
아니라, 해당 분야에 대해 충분한 자원이 없는 국제 지역에 전문 지식을 제공하는 

측면에서도 중요합니다. 

NAMs 활용에 대한 접근방식을 조화시키는 것의 중요성은 ICH 활동을 통해서도 확인할 

수 있습니다. ICH가 개발한 여러 지침에는 전 세계 여러 규제 당국과 산업 집단이 수용 
가능한 접근방식으로 간주되는 대체시험법의 사용이 명시되어 있습니다. 이러한 
접근방식들은 ICH 절차 내의 전문가 실무그룹에 의한 평가를 거쳐, 적절한 방식으로 

지침에 반영되었습니다. 예시로는 광독성 평가를 위한 화학적 방법(in chemico) 및 
생체외(in vitro) 방법의 활용이 포함됩니다(ICH, 2013). 또한, 생식 및 발생독성에 관한 ICH 
지침에는 대체시험법의 일부 적용 분야와 해당 시험법의 적합성 평가 접근법에 대한 

권고사항, 그리고 생물학적 평가항목 기준 참고 화합물 목록 등이 포함되어 

있습니다(FDA, 2021b). 

OECD는 규제 시험지침 및 지침서를 조화시키기 위한 국제적 협의의 장(또는 협력 플랫폼) 
역할을 한다. 최근에는 NAMs의 검증 및 활용에 더욱 집중하고 있다. ICCVAM은 OECD 
건강 영향 시험지침프로그램(Health Effects Test Guidelines Programme)에 대한 미국의 
입장을 조정하고 이에 기여하는 데 중요한 역할을 합니다.  이 역할을 수행하면서, 미국 
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국가조정자(National Coordinator)는 국가조정자 실무그룹(Working Group of National 
Coordinators)의 연례회의 및 기타 시험가이드라인 개발 활동에서 미국을 대표합니다. 해당 
역할에 있어, 미국 국가조정자는 3Rs 의 모든 측면을 포함하는 OECD TG 활동에 대해 
ICCVAM 기관의 의견을 요청합니다. ICCVAM 기관의 주제별 전문가는 여러 OECD 전문가 
그룹(expert group)에서 활동하며 시험가이드라인, DAs 및 지침서와 같은 OECD 산출물의 
개발에 대한 과학적 자문을 제공합니다. OECD 시험가이드라인은 38개 OECD 회원국의 
이해관계자들이 화학물질의 안전성을 평가하는 데 활용되고 있습니다. OECD 
데이터상호인정(Mutual Acceptance of Data, MAD) 조항은 OECD 시험가이드라인을 
사용하여 생성된 안전성 자료는 모든 회원국이 수용하도록 함으로써 중복시험을 피하도록 
보장합니다. ICCVAM  소속 기관들은 또한 OECD IATA 사례연구 프로젝트에도 참여하고 
있으며, 이 프로젝트를 통해 각국은 규제 맥락에서 화학적 안전성을 평가하기 위한 IATA의 
새로운 방법론을 공유하고 이에 협력할 수 있습니다. 

6.0 NAMs 활용 장려를 위한 의사소통 및 교육 

특정 NAMs의 수용 가능성에 대한 기관의 의사 소통과 NAMs에 대한 교육을 통해 NAMs의 
활용을 촉진시킬 수 있습니다. 가능하고 적절한 경우, 각 기관은 해당 기관의 규정과 
정책에 따라 NAMs가 어떤 상황에서, 어떤 방식으로 수용 가능한지를 대중에 알릴 수 

있습니다. 예를 들어, NAMs는 GDs나 일반에 공개된웹 사이트에 기술될 수 있습니다. 규제 
기관은 기존 교육 프로그램을 활용하거나 직원을 위한 새로운 프로그램을 도입하고 가능한 
경우 첨단 대체시험 방법론에 대해 공개적으로 이용 가능한 교육을 제공할 수 있습니다. 
새로운 접근법에 대한 신뢰 구축은 어떠한 NAMs에 대해 검증이 이루어지거나 적격성이 
확인되기 전에도 과학 커뮤니티의 교육을 통해 시작할 수 있습니다. 이러한 조기 교육 
노력은 새로운 접근법의 기초가 되는 과학에 초점을 맞출 수 있습니다. 접근법이 발달하고 
해당 접근법의 타당성을 뒷받침하는 데이터가 축적되면, 교육의 초점은 이러한 데이터를 

과학계가 숙지하고 이해할 수 있도록 돕는 방향으로 전환될 수 있습니다. 특정 COUs에 
대해 NAMs 가 평가를 받은 경우, 그 사용 및 결과 해석에 대한 구체적인 교육도 

가능합니다. OECD, ICCVAM 및 기타 검증 기관과 같은 독립체 및 과학 학회 등에서 NAMs 
활용에 대한 신뢰 구축을 지원하기 위해 교육 및 정보 접근 기회를 제공할 수 있습니다. 

NAMs 개발자, 산업계 사용자 및 규제 기관 간의 상호작용은 시험법의 개발 및 채택을 
촉진할 수 있습니다. 이러한 상호작용은 해당 시험법들에 대한 논의가 진행되는 과학 
회의에 모든 당사자가 참여함으로써 이루어질 수 있으며, 각 기관의 절차에 따른 보다 
공식적인 규제 관련 상호작용을 통해 이루어질 수 있습니다. 위에서 언급한 바와 같이, 
적절한 COUs 및 적격성 확인 데이터 세트를 개발하는 것은 반복적인 과정을 통해 이루어질 

수 있습니다. NAMs을 개발하고 탐색하는 동안 데이터가 축적됨에 따라 COUs 와 적용 가능 
범위가 변경될 수 있습니다. 이 과정에서 모든 당사자 간의 지속적인 의사소통은 NAMs의 
승인을 위한 적절한 경로 마련에 도움이 될 수 있습니다. 
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어떠한 평가항목에 대해 NAMs이 사용 가능하고 규제 기관의 승인을 받은 경우에도 신청 
의뢰자는 종래의 동물 시험과 같은 다른 접근법을 사용하기로 할 수도 있으며, 따라서 
NAMs이 규제 관련 신청서에 항상 제출되는 것은 아닙니다. 여기에는 규제 당국의 통제 
밖인 사유가 몇 가지 있을 수 있습니다. 규제 기관이 종래의 시험에 대해 하나 또는 여러 
개의 NAMs으로 대체할 것을 제안하거나 권장할 수 있지만, 어떠한 화합물의 의뢰자가 
항상 해당 제안을 따를 의무가 있는 것은 아닙니다. NAMs 채택에 대한 충분한 신뢰를 
구축하기 위해서는 모든 이해관계자에게 NAMs에 대해 교육이 이루어지고 잘 알려지는 
것이 필요합니다. 

7.0 결론 및 이행 

본 문서는 과학적으로 타당한 NAMs의 개발, 검증, 적격성 확인 및 승인에 있어 시험법 
개발자, 규제 대상 산업 이해관계자 및 연방기관을 지원하기 위한 것입니다. 본 문서는 

목적에 부합하고 신뢰할 수 있으며 시험 적용 대상과 관련된 정보를 제공하는 NAMs을 
효율적이고 시기 적절하게 개발할 수 있도록 고려해야 하는 주요 개념을 여기에 
설명했습니다. 이 정보들이 특정 시험법, DA 또는 IATA에 적용될 수도 있고 적용되지 않을 
수도 있습니다. 또한, 본 문서에서 설명하지 않았지만, 특정 시험법이나 DA 또는 IATA에 
적용될 수 있는 다른 개념들도 있을 수 있습니다. 개발자는 특히 규제 검토 시의 위험성 
평가 신청서에 있어 NAMs 의 사용 목적을 염두에 두고 연방기관 및 최종 사용자와 
긴밀하게 협력하는 것이 중요합니다. NAMs에 대한 과학적 신뢰를 확립하고 특정 목적 및 
COUs 에 맞게 시험법을 검증 또는 적격성 확인을 하는 것은 이해관계자 간의 다방향적 
의사소통을 통해 발전해 가는 반복적인 과정이어야 합니다. 

NAMs 분야는 지속적으로 발전하고 있으며, 이 문서를 작성할 당시에는 예상하지 못했던 
NAMs 검증 및 적격성 확인에 대한 새로운 고려 사항이 나타날 수도 있습니다. 따라서 
NAMs 개발, 검증 및 적격성 확인에 관여하는 이해관계자들은 여기에 설명되지 않은 고려 
사항을 유연하고 개방적으로 통합해야 할 수도 있습니다. 이 문서는 정기적으로 그리고 
필요에 따라 개정될 예정입니다. 
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부록 A: 용어집 

고지 사항: 이 용어집은 본 보고서의 용어 사용을 지원하기 위한 것입니다. 특정 용어의 
의미나 용도는 규제 기관마다 다를 수 있습니다. 

3Rs: 인도적 실험 기법의 원칙으로, 특히 연구 및 화학 안전성 시험에서 동물 사용의 
감소(reduction, 즉, 사용되는 동물 수의 최소화), 대체(replacement, 즉, 하위 종 또는 비동물 
시험의 사용) 또는 개선(refinement, 즉, 특정 기법으로 인해 연구 동물이 겪어야 할 수도 
있는 통증이나 고통의 최소화)에 관한 것. 

정확도(Accuracy): 시험법의 결과와 허용되는 기준값 간의 합치 근접도. 

독성발현경로(Adverse outcome pathway, AOP): 유기체가 물질에 노출되었을 때 
생물학적 체계의 다양한 수준에서 발생하는, 유해효과를 초래하는 순차적 사건을 
구조적으로 표현한 것. 

적용 범위(Applicability domain): 시험법을 사용하여 시험할 수 있는 화학 물질의 유형 
또는 해당 시험법으로 생성된 결과가 허용 가능한 것으로 간주되는 화학 물질의 유형. 

분석법(Assay): 사용되는 실험 시스템. “시험(test)” 및 “시험법(test method)”과 상호 대체 
가능한 의미로 자주 사용. 

균형 정확도(Balanced accuracy): 하나의 “계열(class)”이 다른 “계열”보다 훨씬 더 많이 
나타나는 불균형적인 데이터 세트를 설명하는 데 사용되는 통계 지표(예: 양성에 비해 더 
높은 음성의 수). 균형 정확도는 민감도와 특이도의 산술 평균으로 계산. 

생물학적 상관성(Biological relevance): 관심 분류군 내에서 어떠한 화학물질의 영향 
평가에 대한 적절성 척도. 

일치도(Concordance): 두 변수 간의 합치 또는 일관성의 근접도. 일치도는 가능한 경우 
참고 동물 시험법 및/또는 인체 참고 데이터와 비교하여 NAM의 생물학적 관련성을 
질적으로 설명하는 데 사용될 수 있다. 일치도는 시험한 모든 화학 물질 중 양성 또는 
음성으로 정확하게 분류되는 비율을 정량적으로 설명하는 데에도 사용될 수 있으며, 
이러한 맥락에서 이 용어는 종종 “정확도”와 상호 대체 가능한 의미로 사용. 

적용 분야(Context of use, COU): 특정 시험법, 접근 방식 또는 응용 분야에 대한 사용 
양식과 목적을 명확하게 기술하는 설명. 

정리된 데이터베이스/목록(Curated database/list): 신중하게 편집 및 유지 관리되는, 잘 
특성이 규명되고 신뢰할 수 있는 구조화된 정보의 집합. 
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정의된 접근법(Defined approach, DA): 정의된 정보원 세트 및 고정적인 데이터 해석 
절차를 사용해 생성된 입력 데이터로 구성되며, 단독으로 사용하거나 특정 규제 요구 
사항을 충족하기 위해 IATA 내에서 다른 정보원과 함께 사용할 수 있는 결과를 도출. 시험 
및 평가에 대한 정의된 접근법을 사용하여 화학물질의 유해성 식별, 유해성 특성 규명 
및/또는 안전성 평가를 지원할 수 있음(OECD, 2017). 

불일치(Discordance): 시험한 모든 화학 물질 중 양성 또는 음성으로 잘못 분류된 것의 
비율. 

평가항목(종말점, Endpoint): 어떠한 시험법을 통해 평가된 생물학적 또는 화학적 
프로세스, 반응 또는 효과. 

위음성(False negative): 지정된 참고 데이터를 기준으로, 시험법을 통해 음성으로 잘못 
식별된 물질. 

위양성(False positive): 지정된 참고 데이터를 기준으로, 시험법을 통해 양성으로 잘못 
식별된 물질. 

목적에 적합한(Fit-for-purpose): NAM(또는 NAM 세트)에서 제공하는 정보의 유형 및 
확실성을 주어진 결정에 필요한 정보의 유형 및 확실성과 일치시키는 것(EPA, 2021a). 

세포배양품질관리기준(Good Cell Culture Practice, GCCP): 생체외(세포 기반) 작업의 
재현성을 보장하고 과학적 데이터의 품질을 향상시키기 위해 실험실에서 실용적으로 
사용하도록 개발된 일련의 원칙(Pamies et al., 2022). 

생체외 시험법 관리 기준(Good In Vitro Method Practices, GIVIMP): 생체외 시험법 관리 
기준에 관한 OECD 지침서(OECD, 2018)에 설명된 포괄적인 프레임워크로, 생체외 
시험법의 개발, 검증, 규제 승인 또는 적격성 확인 및 사용에 대한 권장 사항을 제공함.  

비임상시험관리기준(Good Laboratory Practices, GLP): 미국 EPA, 미국 FDA, OECD와 
같은 기관에서 공포한 규정으로서 국가 규제 기관에 대한 데이터 제출의 기반이 되는 
실험실 기록에 대한 기록 보관 및 품질 보증 절차를 설명함. 

유해성(Hazard): 건강 또는 생태학적으로 부정적이거나 유해한 영향을 미칠 수 있는 
가능성. 

유해성 분류(Hazard classification): 특정 독성 평가항목(종말점)에 대한 표준 시험법의 
결과를 기반으로 화학물질 또는 제품의 유해성을 어떠한 범주에 할당하는 것. 가장 
일반적으로 라벨링 목적으로 사용. 
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유해성 식별(Hazard identification): 위험성 평가의 일부로서 특정 물질에 대한 노출이 
건강이나 생태학적으로 부정적인 영향을 미치는지 또는 그와 연관될 수 있는지 여부에 
대한 판단. 

통합독성평가(Integrated Approach to Testing and Assessment, IATA): 화학물질의 유해성 
식별, 유해성 특성 규명 및/또는 안전성 평가에 사용되는, 여러 정보 출처를 기반으로 하는 
접근 방식(OECD, 2017). 

실험실 간 재현성(Integrated Approach to Testing and Assessment): 적격성이 확인된 여러 
실험실에서 동일한 시험방법 및 시험 대상 화학 물질을 사용해 질적 및 양적으로 유사한 
결과를 생성할 수 있는지 여부에 대한 척도. 실험실 간 재현성은 사전 검증 및 검증 절차 
동안에 판단하며, 시험법을 실험실 간에 성공적으로 전수할 수 있는 정도를 나타냄. 

기전적 상관성(Mechanistic relevance): 어떠한 화학물질이 영향을 일으킬 수 있는 
생화학적 과정 또는 경로를 평가하기 위한 적절성의 척도. 

음성예측도(Negative predictivity): 어떠한 시험법으로 음성 판정을 받은 물질 중 정의된 
참조 데이터와 비교하여 올바른 음성 반응의 비율. 시험법의 정확도 지표 중 하나. 
음성예측도는 시험법의 특이도와 시험 대상물질 중 음성 반응이 나타나는 빈도의 함수. 

첨단 대체시험 방법론(새로운 접근 방법론; New approach methodology, NAM): 화학적 
유해성 및 위험성 평가에 대한 정보를 제공하는 데 사용할 수 있고 실험동물을 사용하지 
않는 방식으로 대체하거나 사용되는 실험동물의 수 감소 또는 고통개선(3Rs)을 지원하는 
모든 기술, 방법론, 접근법 또는 이들의 조합에 대한 광범위한 방법론. 

성능(Performance): 시험법의 정확도 및 신뢰성 특성[‘정확도(accuracy)’, ‘신뢰성(reliability)’ 
참조). 

유사시험법평가기준(Performance standards): 기전적으로나 기능적으로 유사한 제안된 
시험법의 비교동등성을 평가하기 위한 기준을 제공하는, 검증된 시험법을 기반으로 하는 
표준. 여기에는 (1) 필수 시험법 구성 요소, (2) 검증된 시험법의 허용 가능한 성능을 
입증하기 위해 사용된 화학물질 중에서 선택한 참고 화학물질 목록, (3) 검증된 시험법에 
대해 얻은 결과를 기반으로, 참고 화학물질의 최소 목록을 사용하여 평가할 때 제안된 
시험법이 입증해야 하는 비교동등한 수준의 정확도 및 신뢰성 포함. 

양성예측도(Positive predictivity): 어떠한 시험법으로 양성 판정을 받은 물질 중 정의된 
참고 데이터와 비교하여 올바른 양성 반응의 비율. 시험법의 정확도 지표 중 하나. 
양성예측도는 시험법의 민감도와 시험 대상물질 중 양성 반응이 나타나는 빈도의 함수. 

역가(Potency): 물질의 상대적인 생물학적 또는 화학적 활성 측정치. 어떠한 단일 물질의 
역가가 생물학적 효과 또는 생화학적 효과에 대해 다를 수 있음. 
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정밀도(Precision): 주로 단일 시료에 대한, 여러 분석 후에 분석 물질의 개별 측정치의 
근접도. 정밀도는 종종 변동 계수로 표현된다. 

시험방법(Protocol): 시험 데이터 생성 및 평가를 위해 필요한 모든 시약 목록과 모든 기준 
및 절차를 포함하여 시험법에 대한 정밀한 단계별 설명. 

적격성 확인(Qualification): 검증된 모델 또는 분석법을 사용한 어떠한 평가 결과가 제품 
개발 및 규제 의사 결정에 있어 구체적으로 해석 및 적용될 수 있는 신뢰성을 지니고 
있다는 결론. 

품질 관리(Quality control): 제품 또는 시험법의 품질이 의도한 대로 유지되고 있는지 
확인하는 데 사용되는 일련의 활동 또는 시료. 

참고 화합물(Reference compounds): 참고 시험법 또는 시험대상(대상 생물종)에서의 
반응이 알려져 있음에 따라, 제안된 시험법의 연구, 개발 또는 평가 과정에서 사용하기 
위해 선택된 화학물질[‘참고 시험법(reference test method)’참조]. 

참고 시험법(Reference test method): 시험물질이 시험대상(대상 생물종)에 유해할 
가능성을 평가하기 위한 규제 목적으로 사용되는 승인된 시험법. 

신뢰성(Reliability): 시간이 지남에 따라 실험실 내에서 또는 실험실 간에 시험법을 재현 
가능하게 수행할 수 있는 정도의 측정치. 실험실 내 및 실험실 간 재현성과 실험실 내 
반복성을 계산하여 평가. 

반복성(Repeatability): 특정 기간 내에 동일한 조건에서 동일한 물질에 대해 절차를 
수행했을 때 얻어지는 시험결과의 일관성. ‘...동일한 시험법(또는 물체 또는 시험 물질)에 
대해 동일한 조건 하에서, 동일한 시험법으로 얻은 독립적인 결과 간의 합치 
근접도’(Slezák and Waczulíková, 2011). 

재현성(Reproducibility): 동일한 시험방법 및 시험 시료를 사용하여 얻은 독립적인 시험 
결과의 일관성. ‘...동일한 시험법(또는 물체 또는 시험 물질)에 대해 서로 다른 조건 
하에서(다른 관찰자, 실험실 등), 동일한 시험법으로 얻은 독립적인 결과 간의 합치 
근접도’(Slezák 과 Waczulíková, 2011). 

회수율(Recovery): 추출된 시료의 결과를 유사한 기질(matrix)의 스파이크 샘플(표준 
물질을 일정량 첨가한 시료) 및/또는 스파이크 공시료의 결과와 비교하여 추출 방법의 
효율성 및 재현성을 확인하는 정량적 방법. 

위험성 평가(Risk assessment): 외인성 물질 노출로 인한 시험대상(대상 생물종)에 대한 
잠재적 건강 및 환경적 영향의 평가. 
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강건성(Robustness): 도출된 결과에 예상치 못한 차이가 발생하지 않고 다양한 조건이나 
상황에서 시험법을 재현할 수 있는 능력. 

민감도(Sensitivity): 어떠한 시험법에서 양성으로 올바르게 분류된 모든 양성 화학물질의 
비율. 검출한계의 맥락에서 민감도는 허용 가능한 정확도 및/또는 정밀도로 측정될 수 
있는 최저 분석물질 농도로 정의할 수도 있음. 

특이도(Specificity): 어떠한 시험법에서 음성으로 올바르게 분류된 모든 음성 화학물질의 
비율. 시험법 정확도의 척도. 이 단어는 특정 분석 물질을 검출하는 분석 방법의 능력을 
설명하는 데에도 사용. 

안정성(Stability): 시험 재료(예: 시험 물질, 시험 장치, 시약 또는 분석 물질)가 주어진 
환경에서 일정 기간 동안 유사하고 허용 가능한 결과를 산출하는 능력. 

표준 곡선(Standard curve): 알려지지 않은 시료를 알려진 농도의 표준 샘플과 비교(많은 
경우 양성 대조군 물질 사용)하여 알려지지 않은 시료 내의 어떠한 물질의 농도를 
판단하기 위해 분석 데이터를 플롯으로 제시하는 정량적 방법. 

표준작업지침서(Standard operating procedures, SOP): 특정 실험실 작업을 수행하는 
방법을 설명하는 공식 서면 절차. GLP 가이드라인에서 요구하는 사항. 

표적장기(Target organ): 어떠한 화학물질의 잠재적 독성에 대한 정보를 얻고자 하는 대상 
장기. 

시험대상(대상 생물종, Target species): 어떠한 화학물질의 잠재적 독성에 대한 정보를 
얻고자 하는 생물종. 

시험(Test): 사용된 실험 시스템. ‘시험법(test method)’ 및 ‘분석법∙시험법(assay)’과 상호 
대체 가능한 의미로 사용된다. 

시험법(Test method): 물질 또는 제제의 특성에 대한 정보를 얻는 데 사용되는 프로세스 
또는 절차. 독성 시험법은 어떠한 물질 또는 제제가 특정 조건에서 특정 생물학적 효과를 
내는 능력에 관한 정보를 생성한다. ‘시험(test)’ 및 ‘분석법∙시험법(assay)’ 과 상호 대체 
가능한 의미로 사용된다. ‘검증된 시험법(validated test method)’ 및 ‘참고 시험법(reference 
test method)’ 참고. 

시험법 개발자(Test method developer): 시험법을 최초로 고안하고, 그 사용 목적에 맞는 
재현성 및 적합성을 보장하는 조직 또는 개인. 

시험법 의뢰자(Test method sponsor): 검토 대상으로서 시험법 제안서를 제출하는 조직 
또는 개인. 시험법 개발자와 동일한 조직 또는 개인일 수도 있음. 
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시험법 제안서(Test method submission): 규제 또는 기타 정의된 응용 분야에 관해 제안된 
시험법에 대한 지원 문서 개요서. 일반적으로 시험법 제안서에는 제안된 특정 규제 시험 
요구 사항 또는 응용 분야에 대한 해당 시험법의 유용성 및 한계점 특성을 규명하기 위해 
완료한 검증 연구 기록과 더불어 시험법 제안 가이드라인에 따라 작성된 과학적 타당성에 
대한 기타 적절한 문서가 포함. 

전수가능성(Transferability): 어떠한 시험법 또는 절차가 능력을 갖춘 다른 실험실에서도 
정확하고 안정적으로 수행될 수 있는 능력. ‘실험실 간 재현성(interlaboratory 
reproducibility)’ 항목 참조. 

검증된 시험법(Validated test method): 제안된 특정 용도에 대해 해당 시험법의 정확도, 
신뢰성 및 상관성을 판단하기 위해 검증 연구가 완료된 승인된 시험법. 

검증(Validation): 특정 목적에 관해 어떠한 절차의 정확도, 신뢰성 및 관련성을 확립하는 
과정. 하나의 특정 목적을 위한 검증이 곧 다른 특정 목적을 위한 검증을 의미하지는 않음. 
어떠한 구체적인 적용 분야에 대해서는 추가적인 적격성 확인이 필요할 수 있음. 
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부록 B: 품질 도구 

1.0 순서도 

순서도에는 시험방법의 각 단계가 도표로 표시됩니다(예시는 그림 S1 참조). 이는 가능한 
경우 각 단계를 다루고 추적할 수 있도록 보장해주어 실험의 제어 측정을 설계하는 데 
도움이 될 수 있습니다. 단일 단계를 두 개 이상의 제어 측정으로 다룰 수도 있고, 반대로 
하나의 제어 측정이 여러 단계를 포함할 수도 있습니다. 또한 NAMs 간의 제어 측정을 
비교하 서로 다른 NAMs 간에 유사한 단계가 나타날 수 있습니다. 이러한 단계의 경우 
변동성의 원인도 유사할 수 있습니다. 

 

보충 그림 1. 실험실 간 평가를 위한 수정된 MTS(3-(4,5-디메틸티아졸-2-일)-5-(3-
카르복시메톡시페닐)-2-(4-설포페닐)-2H-테트라졸륨) 시험방법을 설명하는 순서도. 이 
그림은 Elliott et al.(2017)으로부터 허가를 받아 재출판 되었습니다. 



NAMs의 검증, 적격성 확인 및 규제 승인 2024년 3월 

56 

 

2.0 인과 관계 분석 

인과 관계(Cause-and-effect, C&E) 분석은 가능한 주요 변동성의 원인을 식별하고, 이를 
피쉬본 다이어그램이라고도 불리는 C&E 다이어그램을 통해 표시하는 데 사용할 수 있는 
개념적 도구입니다(예시는 그림 S2 참조). 이러한 도표를 개발하는 과정은 시험에 대한 
브레인스토밍과 해당 분석법에 관한 문헌 검토가 포함될 수 있습니다. C&E 다이어그램의 
각 가지는 예상되는 주요 변동성의 원인을 나타냅니다. C&E 다이어그램은 새로운 
NAMs개발도 지원할 수 있습니다. 왜냐하면, C&E 다이어그램의 공유된 가지(예: 동일한 
유형의 세포독성 분석법을 사용한 측정 수행)는 더 빠르게 만들 수 있고, 유사한 제어 
측정이 필요할 가능성이 높으며, 유사한 변동성 완화 전략을 사용할 가능성이 높기 
때문입니다. C&E 다이어그램을 분석하면 시험법에서 표준화하기 어려울 수 있는(예: 
교정이 어려운 기기 또는 불안정한 분석 시약) 측면을 식별하는 데 도움이 될 수 있습니다. 
C&E 다이어그램은 강건성 시험 및 제어 측정 선택을 진행하는 데 도움이 될 수 있으므로, 
이상적으로는 C&E 다이어그램의 각 가지 및 하위 가지 내 변동성 원인을 분석하도록 
합니다. 

 

보충 그림 2. 조작된 나노물질과 함께 사용하도록 설계된 MTS 세포독성 시험법의 인과 
관계 다이어그램. Rösslein et al.(2015)로부터 허가를 받아 재출판 되었습니다. 
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3.0 관리도 

제어 측정은 일회성 예비 실험(예: 잠재적 편향 시험), 미리 정해진 빈도로 수행되는 주기적 
측정(예: 기기 성능 평가 및 기기 교정), 그리고 시험법이 수행될 때마다 실시되는 시험과정 
내 제어 측정일 수 있습니다. 제한된 수의 시료를 동시에 분석할 수 있는 일부 분석법(예: 
플로우스루 노출 시스템을 사용하여 에어로졸화된 화학물질에 노출되는 흡입 분석)의 
경우, 주기적인 측정이 도움이 될 수 있습니다. 예를 들어, 일회성 예비 실험은 나노입자가 
주요 분석 시약을 흡착할 수 있는지 등과 같이 어떠한 시험물질이 편향을 일으킬 수 
있는지를 평가하는 데 도움이 될 수 있습니다. 시험과정 내 제어 측정은 시험법이 수행될 
때마다 주요 변동성 원인을 측정하는 데 사용할 수 있습니다. 예를 들어, 흔히 사용되는 
시험과정 내 제어 측정 중 하나는 양성대조군입니다. 이 제어 측정은 최대 반응(100% 
효과)에 도달했는지 확인시켜 수 있으며, 그보다 낮은, 중간 정도의 반응을 산출하는 화학 
농도에 대한 시험법의 반응 민감도를 입증하는 데에도 사용할 수 있습니다. 양성대조군 
선택에 대한 주요 고려 사항은 Petersen et al.(2021)에서 설명된 바 있습니다. 또 다른 흔히 
사용되는 시험과정 내 제어 측정으로는 세포 및 추가 분석 시약이 없는 대조군과 세포 및 
추가 분석 시약이 추가되었지만 시험물질은 없는 대조군이 있습니다. 모든 잠재적 
시험과정 내 제어 측정을 포함하는 것은 불가능할 수 있으며, 포함시키게 되는 시험과정 내 
제어 측정 측면에서 절충이 발생할 수 있습니다. 

시험과정 내 제어 측정치의 평균값 및 변동성을 표시하는 관리도를 사용하면 시간 경과와 
실험 간 변동성의 주요 원인을 모니터링할 수 있습니다(예시는 그림 S3 참조). 이는 시간 
경과에 따른 평균 또는 변동성 값에 있어 시험법에서 어떠한 부분이 변경되었을 수 있음(예: 
시약의 불안정성)을 시사하는 체계적인 변화가 있는지를 평가하는 데 도움이 될 수 
있습니다. 변경이 발생한 이유를 파악하는 데는 점검표를 검토하는 것이 도움이 될 수 
있습니다. 
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보충 그림 3. 친전자성 알레르겐 스크리닝 분석 형광시험법에서 음성대조군에 대한 
관리도 데이터: 수행 날짜에 따른 모든 실험의 (A) 평균 및 (B) 변동계수. 그래프 B에서 
변동계수 값 한 건은 이상값이며 본 연구의 사양을 벗어납니다(전체 평균 ± 3 곱하기 평균 
표준 편차 값). 또한 평균이나 변동계수 값에서 시간 경과에 따른 체계적인 추세가 
나타나지 않습니다. 해당 그림은 Petersen et al.(2022c)로부터 허가를 재출판 되었으며, 
그림의 설명문은 Petersen et al.(2022b)로부터 허가를 받아 재출판되었습니다. 
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4.0 점검표 

주요 메타데이터(metadata)를 기록하고 GLP 요구사항을 충족하기 위해서는 검검표를 
사용할 수 있습니다. 시험법을 개발할 때 GLP를 적용하지 않는 경우, 규제기관 제출 목적의 
NAM이 GLP 준수를 요구할 수 있으므로, 점검표를사용하여 주요 데이터를 기록하는 등의 
GLP원칙을 따르는 것이 중요할 것입니다. 시험법 개발과정에서 사용할 수 있는 관련 대체 
자료는 세포 기반 작업에 특화된 GCCP 2.0(Pamies et al., 2022) 및 GIVIMP(OECD, 2018) 의 
지침서들이 있으며, 재현성 및 고품질 과학 데이터를 보장하기 위한 추가적인 품질 관리 
목록이 포함됩니다. 점검표는 시험과정 내 제어 측정을 모니터링하고 문제 발생 시 문제 
해결을 지원하는 데도 유용할 수 있습니다. 예를 들자면, 시약 및 소모품(예: 피펫 및 
마이크로웰 플레이트)의 로트 번호 변경을 문서화하는 데에도 사용할 수 있습니다. 이는 
특정 사양이 다른 사양에 비해 충족되지 않는 일이 잦은 경우 문제 해결에 유용할 수 
있습니다. 또한, 데이터 계산기가 포함된 점검표를 사용하여 시험법 실시를 통해 얻은 
데이터가 모든 사양을 충족하는지 평가하고 시험결과에 대한 통계적 평가를 수행할 수 
있습니다. 서면 점검표 대신 전자 노트 및 실험실 정보 관리 시스템을 사용할 수도 
있습니다(보관의 용이성, 실험실 간 전수가능성 및 검색 용이성과 같은 이점이 있음). 

5.0 산점도 

산점도를 사용하여 서로 다른 시험과정 내 제어 측정치 간에 상호작용이 있는지 또는 제어 
측정치와 시험물질의 결과 간에 상호작용이 있는지 평가할 수 있습니다(예시는 그림 S4 
참조). 시험물질의 결과는 규정된 범위 내에서 시험과정 중 제어 측정 결과와 독립적이어야 
합니다. 
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보충 그림 4. MTS 분석법을 사용하여 측정된 황산카드뮴(CdSO4)의 EC50 값과 시험물질 
또는 양성대조군에 노출되지 않은 A549 세포의 평균 흡광도(OD) 값의 상관관계. 해당 
데이터는 평균 OD 값의 범위에 따른 EC50 값의 상호작용 부재(파트 A) 또는 상호 작용(파트 
B)을 보여줍니다. 실선은 선형 회귀 적합선입니다. 파트 B의 기울기는 통계적으로 0과 
다르며, 이는 EC50 값이 OD 값과 상관관계가 있음을 나타냅니다. Petersen et 
al.(2022b)로부터 허가를 받아 재출판되었으며, 그림의 설명문은 Petersen et 
al.(2022b)로부터 허가를 받아 재출판 되었습니다. 
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부록 C: 시험법의 평가 

부록 C의 정보는 ‘독성학 시험법의 검증 및 규제 승인(Validation and Regulatory Acceptance 
of Toxicological Test Methods)’(ICCVAM, 1997), ‘생물분석 방법 검증의 산업용 
지침(Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry)’(FDA, 2018), OECD GD 
34(OECD, 2005) 및 OECD GIVIMP 문서(OECD, 2018)를 포함한 여러 참고문헌에서 도출된 
것입니다. 부록 C의 정보는 시험법의 평가를 위한 일반적인 프레임워크를 제공하기 위한 
것입니다. 일부 측면은 모든 시험법에 적용될 수도 있고 적용되지 않을 수도 있습니다. 

1.0 검출 및 정량한계 

검출 및 정량한계는 시험법의 범위를 정의합니다. 시험법은 정량 하한 또는 검출한계 중 
해당 시스템에 더 적합한 한계에서 시험되는 경우가 많습니다. 이 과정은 시약 공시료 
초과 또는 표준곡선 내에서 안정적으로 검출(검출한계) 또는 정량화(정량 하한)할 수 있는 
분석 물질의 최저 양 또는 농도를 정립하여 해당 시험법 범위의 하한선을 결정합니다. 
표준곡선에서 가장 높은 농도가 정량 상한을 결정합니다. 

2.0 간섭에 대한 식별 

시험법 개발자는 해당 시험법의 검출된 신호(예: 형광/흡광도, 루시페레이스, 효소 
신호)와의 간섭을 포함하여, 시험법의 중요 구성 요소 및 중요하지 않은 구성 요소에서 
발생할 수 있는 간섭 물질을 문서화해야 합니다. 내분비교란물질 시험법에 사용되는 특정 
플라스틱과 해당 시험법에 사용된 다른 시약들과 같은 소모품에 의해서도 간섭이 발생할 
수 있습니다. 잠재적 간섭 물질에는 내인성 기질 구성 요소, 대사산물, 분해 산물 및 기타 
생체이물이 포함되며 이에 국한되지 않습니다. 둘 이상의 분석 물질을 정량화하도록 
의도된 시험법이라면 모든 의도된 시험물질을 시험하여 간섭이 없는지 확인해야 합니다. 
간섭을 시험하는 데는 공시료가 종종 사용됩니다. 

3.0 분석 정밀도 평가 

사용된 시험법의 정밀도 및 다른 정밀도 시험(예: 제안된 방법을 서로 다른 관계자가 
사용하거나, 해당 방법에 다른 기기를 사용하는 경우 등의 성능 변동성 평가 시험)에 대한 
설명을 포함하고 가능하면 실험실 간 비교 연구에 참여하는 것이 유용합니다. 

4.0 재료의 안정성 

NAMs에 사용되는 재료(예: 시험물질, 시험 기구, 시약 및 분석 물질)와 관련된 안정성이란, 
주어진 환경에서 일정 기간 동안 유사하고 허용 가능한 결과를 생성할 수 있는 재료의 
능력을 의미합니다. NAMs자체의 안정성에 대해서는 시간 경과에 따른 관리도 평가와 함께 
앞서 설명한 바 있습니다(부록 B, 단락 3.0). 시료 채취, 취급 및 보관 조건이 미치는 영향에 
대한 평가가 이루어져야 합니다. 안정성 문제의 영향을 받을 수 있는 재료는 적절히 
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유효기간을 지정해야 합니다. 분해산물로 인한 간섭과 적용되는 실제 투여량의 변동을 
방지하기 위해 시험물질, 시약 및 시험 기구(예: 플라스틱 마이크로플레이트)의 안정성을 
보장해야 합니다. 구성 요소에 대해 수행한 모든 안정성 연구를 보고서에 포함해야 합니다. 
연구 당일 이전에 준비하게 되어 있는 화학 혼합물 또는 준비된 시료의 안정성은 개발, 검증 
또는 적격성 확인 연구에서 사용되기 전에 안정성을 평가해야 합니다. 

주어진 혼합물 또는 기질의 화학적 안정성은 특정 시간 간격 동안 특정 조건에서 여러 가지 
방법으로 평가합니다. 연구 전 안정성 평가에는 시험 장소, 배송 중 및 기타 모든 2 차 
현장에서의 조건을 포함하여 연구 수행 중 예상되는 시료 취급 및 보관 조건이 포함되어야 
합니다. 특정 혼합물, 기질 및 용기 시스템에서 분석 물질의 안정성은 해당 혼합물, 기질 및 
용기 시스템에 대해서만 유관하며 다른 시스템으로 외삽해서는 안 됩니다. 안정성 시험은 
장기 보관(의도한 보관 온도에서 동결) 및 단기 보관(벤치탑, 실온), 그리고 동결 및 해동 
주기 후 및 분석 과정 후에 대한 분석 물질의 안정성을 평가해야 합니다. 안정성 실험에 
사용되는 조건은 실제 시료 취급 및 분석 중에 발생할 가능성이 높은 상황을 반영해야 
합니다. 만약 연구를 위한 시료 분석 과정에서 보관 조건이 변경되는 경우 및/또는 해당 분석 
방법의 기술적 특성 규명 동안 평가된 시료 보관 조건이 초과된 경우, 이러한 새로운 
조건에서 안정성을 확립해야 합니다. 독립적인 안정성 연구를 수행하여 중요한 시약이 
처하게 될 수 있는 모든 조건을 포함하도록 합니다. 시약이나 재료의 안정성 시험은 동결-
해동 주기 동안, 벤치탑에서의 사용, 저장용 용액 내, 가공된 시료 내, 장기 연구 등 다양한 
상황에서 고려되어야 합니다. 

5.0 강건성 시험 

강건(견고)성은 도출된 결과에 예상치 못한 차이가 발생하지 않고 다양한 조건이나 
상황에서 시험법을 재현할 수 있는 능력입니다. NAMs의 강건성 중 한 측면은 부록 B, 단락 
3.0에 설명된 바와 같이 시간 경과에 따른 관리도 결과의 일관성입니다. 강건성 시험은 시약 
또는 시험방법의 의도하지 않은 변동으로 인한 결과 변화를 감지하는 데 자주 사용됩니다. 
시험방법의 모든 측면에 있어 강건성 시험을 권장하며, 모든 매개변수 및 측정치의 범위는 
가능한 한 모든 시점, 모든 상황에서 정립하도록 해야 합니다. 

예를 들어, 5분의 배양 시간이 어떠한 연구에 최적인 것으로 정립되어 있었으나 강건성 
시험 후 데이터는 5분 ± 30초에서 모든 품질 관리 요구 사항을 통과했습니다. 따라서 강건성 
시험을 거친 허용 가능한 배양 시간은 5분 ± 30초가 됩니다. 

정립된 허용 범위가 있어야 하는 연구 매개변수 일부는 다음과 같습니다. 

• 배양 시간 

• 배양 온도 

• pH 

• 시약의 공급원 
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• 세포 밀도(해당하는 경우) 

• 실험적 조건 

• 분석 소프트웨어 

모델의 설계에 따라 허용 범위가 필요한 실험 조건이 결정됩니다. 예를 들어, 유동 배지를 
사용하는 모델의 경우, 유동과 관련된 매개변수의 허용 범위가 필요합니다. 모델이 
복잡할수록 제어가 필요한 연구 매개변수가 존재할 가능성이 높습니다. 

해당하는 경우, 중요 시약과 중요하지 않은 시약에 대한 강건성 시험결과도 보고해야 
합니다. 시약을 한 공급업체로부터 구매해야 하는지 아니면 여러 공급업체를 이용해도 
되는지 판단하기 위해서는 가능한 경우 여러 공급업체의 시약을 시험해야 합니다. 이는 
공급망 중단 방지 측면에서나 제조업체가 특정 제품 생산을 중단하는 경우에도 도움이 될 
수 있습니다. 

기기 관련 강건성 시험도 해당되는 경우에는 실시해야 합니다. 실험실 간 평가에는 성능 
매개변수 및 능력이 서로 다른 여러 브랜드의 기기가 포함되는 경우가 많으며, 이로 인해 
데이터의 변동성이 증가하거나 수행되는 방법의 매개변수가 변경될 수 있습니다. 

6.0 회수율 분석 

특정 기질로부터 추출된 시료를 대상으로 시험을 수행하는 연구에서는 해당 추출 방법의 
효율성 및 재현성을 확인하기 위한 회수율 연구를 수행해야 합니다. 회수율 연구는 추출된 
시료의 결과를 유사한 기질에 분석 물질을 첨가한 시료 (spiked sample) 및/또는 첨가한 
공시료(spiked blank)와 추출된 시료의 결과를 비교하는 방식으로 수행되는 경우가 
많습니다. 

7.0 적용 범위의 기술적 분석 

제안된 시험이 적용될 특정 COU와 관련된 화학물질 및/또는 제품에 대한 적절한 시험법 
데이터가 있어야 합니다. NAMs, DA 또는 IATA에 대한 문서에는 적용 범위의 물리화학적 
특성이 명확하게 설명되어야 합니다. 여기에는 예를 들어 특정 분자량 범위, 휘발성, 용해도 
또는 안정성을 띄는 화학물질과 같은, 해당 시험법의 제한 사항이 포함됩니다. 

적용 범위는 시험법의 초기 개발 과정에서 분석적으로 평가되어야 하나, 해당 시험법의 
광범위한 사용을 통해 추가 데이터가 사용 가능하게 될 수 있습니다. 이러한 데이터가 
기술적으로 추가적인 해결이 필요할 수 있는 간섭을 발견할 수 있습니다(Petersen et al., 
2022a). 어떠한 시험법을 특정 물리화학적 특성을 지닌 화학물질과 관련하여 평가하지 않는 
경우, 이러한 화학물질에 있어 해당 시험법의 성능에 대한 불확실성이 분석(예:시험법의 
성능에 영향을 미치는 편향이 존재하는지 여부)과 잠재적 일치도(예: 해당 시험법이 생체내 
시험과 유사한 결과를 산출하는지 여부) 고려 사항 모두에서 커집니다. 따라서 다양한 
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물리화학적 특성을 가진 화학물질 간의 분석 일치도를 평가하여 광범위한 화학물질에 대한 
해당 시험법의 적용 가능성에 대한 신뢰를 높이는 것도 유용할 수 있습니다. 

8.0 양성대조군 

적어도 하나의 양성대조군이 시험법 개발 과정에 포함되어야 합니다. 이러한 대조군은 
표준 곡선과 함께 사용하거나 양성대조군 단독으로 사용될 수 있습니다. 양성대조군은 
해당 시험법에 있어 검출 평가항목과 관련이 있어야 합니다. 양성대조군의 농도는 해당 
시험법의 검출 구간 내에 있어야 합니다. 단일 농도만 시험하고 최대 용량의 분해능에 
대한 데이터가 사용 가능한 경우, 최대 검출 범위의 50 %~80 % 사이의 반응을 산출하도록 
양성대조군 농도를 선택하는 경우가 많습니다. 표준곡선은 종종 해당 시스템에 적합한 
양성댜조군을 사용하여 작성되며, 이는 분석반응과 분석 대상물질의 알려진 농도 간의 
관계를 나타냅니다. 표준곡선은 시간이 지나도 재현될 수 있어야 합니다. 표준곡선은 
연구의 대상 시험 시료와 동일한 운반체 또는 용매 조건에서 작성되어야 합니다. 동일한 
혼합물 또는 기질을 확보할 수 없는 경우, 적절한 문서화 및 정당성을 갖춘 대체 혼합물 
또는 기질을 사용할 수 있습니다. 

9.0 기기 교정을 위한 표준품 

해당하는 경우, 교정 표준품 및/또는 품질 관리 시료를 사용하여 기기를 교정해야 합니다. 
순도, 안정성, 출처, 로트 번호, 분석 인증서 및 유효기간을 포함하여 표준품 또는 품질 관리 
시료의 출처를 문서화해야 합니다. 미국 약전 표준물질 및 순도가 문서화된 평판이 좋은 
상업적 출처에서 확보된 상업적으로 공급되는 재료 등 여러 유형의 표준품이 있습니다. 

이상적으로는 일부 기기(예: 질량분석기)의 경우, 시험에 사용되는 분석 대상 물질과 
동일한 물질이 기준 표준물질로 사용되어야 합니다. 이것이 불가능한 경우가 많음에 따라, 
순도가 확인된 검증된 화학적 형태를 사용할 수 있습니다. 

10.0 사양 설정 

실험실 내 또는 실험실 간 시험결과를 기반으로 시험과정 내 제어 측정에 대한 사양을 
설정할 수 있습니다. 사용할 수 있는 접근법에는 여러 가지가 있습니다. 예를 들어, 
일반적으로 사용되는 방법은 시험과정 내 제어 측정치에 95 % 신뢰 구간을 적용하거나 
평균 ± 표준 편차 값의 2배 또는 3배를 사용하는 것이지만, 다른 통계적 접근법도 자주 
사용됩니다. 사양 설정에는 서로 다른 목표의 균형을 맞추는 작업이 포함됩니다. 시험법이 
예상대로 작동하지 않거나, 시험 과정에서 제어 측정 데이터를 기반으로 시험물질 결과에 
영향을 줄 수 있는 범위 내에 있는 경우 충분히 엄격한 사양을 갖추는 것이 중요합니다. 또한, 
정상 범위로 간주될 수 있는 범위 내의 시험 데이터가 있을 경우 사양 충족에 실패하는 분석 
실행 횟수가 지나치게 높게 나타날 정도로 사양을 너무 엄격하게 설정하지는 않도록 하는 
것도 중요합니다.  
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