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ITS 접근법을 활용한 Unsaturated fatty acid의 in vitro 피부 감작성 평가
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ABSTRACT. The local lymph node assay (LLNA)는 기니피그를 이용한 화학물질의 감작성 평가의 대체법 
중 하나로 threshold dose를 정하는데 적합하다는 장점이 있다. 그러나 몇몇 물질에서 위양성 결과를 보인다
는 보고가 있는데, 대표적으로 unsaturated carbon-carbon double bond를 가진 화학물질이 LLNA에서 위양성
을 보이고 있다. In vitro 피부 감작 대체법들은 복잡한 생물학적 과정의 감작성 메커니즘 중 하나만 대변
하므로, 한 가지 시험법만으로 평가하기에는 한계가 있다. 그러므로 최근에는 예측력을 높이기 위해 대체
시험법들을 조합하는 방식인 Integrated Testing Strategies (ITS) 개념을 활용하고 있으며, 본 연구에서도 피부 
감작성을 평가하는 시험법들을 이용한 ITS접근법으로 Unsaturated fatty acid의 위양성 판정을 극복할 수 있
는지 알아보았다. 그 결과, GPMT결과와 비교시 LLNA결과는 33.33%의 accuracy를 보이는 반면 피부 감작
성 대체시험법들은 66.6∼83.3%의 accuracy로 더 높은 정확도를 보였다. 단일 시험법 외에도 두 가지 혹은 
세 가지 시험법을 조합한 ITS접근법으로 피부 감작성을 판정하였는데, Spectro-DPRA와 ARE-Nrf2 Luciferase 
Test를 조합한 ITS접근법과 세 가지 시험법 조합법 중 셋 다 양성을 양성으로 판단하는 조합법이 가장 높
은 accuracy를 보였다. 따라서 Unsaturated fatty acid와 유사한 단일 원료 혹은 이들 원료를 함유하는 복합 
물질의 평가시에는 이와 같은 ITS접근법으로 평가하는 것이 효과적일 것으로 판단된다.
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Ⅰ. 서   론1)

The local lymph node assay (LLNA)는 기니피그

를 이용한 화학물질의 감작성 평가의 대체법 중 하나

로 OECD 가이드라인에도 등재되어 있고 (OECD TG 

429) 현재 감작성 평가에 널리 사용되고 있는 시험법

이다. LLNA는 threshold dose를 정하는데 적합하다

는 장점이 있으나, 몇몇 물질에서는 위양성의 결과를 
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보인다는 보고가 있다 (Vohr H.E et al., 2005). 이는 

면역과정 중 비특이적 세포활성 (non-specific cell 

activation)으로 인해 나타나는 결과로 보여지며, 이러

한 현상은 unsaturated carbon-carbon double bond

를 가진 화학물질들도 GPMT와 비교시 LLNA에서 위

양성을 보인다는 연구 보고가 있다 (R.Kreiling et 

al., 2008; Thomas Armin Frohwein et al., 2015).

피부감작성과 관련된 다양한 동물실험 대체법들은 

유럽연합의 화장품 원료 및 완제품에 대한 동물실험 

금지에 따라 이를 평가하기 위해 개발되었다. 그러나, 

피부 감작반응은 복잡한 생물학적 과정을 거쳐 유발되

는 만큼 한 가지 시험법만으로 평가하기에는 한계가 

있다 (Corsini et al., 2009; dos Santos et al., 

2009). 이러한 이유로 최근에는 피부감작성의 예측력을 

높이기 위한 접근법으로 신뢰도 높은 대체시험법들을 
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조합하는 방식인 Integrated Testing Strategies(ITS) 

개념이 각광받고 있다 (Jaworska et al., 2011; Osamu 

Takenouchi, 2015).

본 연구에서는 LLNA에서 위양성을 보인다고 알려진 

unsaturated fatty acid를 피부감작성 메커니즘의 3가

지 key event인 단백질과의 반응성 (Spectro-DPRA: 

Direct Peptide Reactivity Assay), 피부세포의 활성

화 (ARE-Nrf2 Luciferase Test, LuSens), 면역세포

의 활성화 (h-CLAT) 측면에서 접근하여 각 key 

event에 해당하는 시험법들을 이용한 ITS 접근법으로 

평가하여 unsaturated fatty acid에 의한 위양성의 

한계를 극복할 수 있는지 연구하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험물질

Local Lymph Node Assay(LLNA)에서 위양성을 보

이는 unsaturated fatty acid 8종 (Oleic acid, 

Linoleic acid, a-Linolenic acid, 1-octyn-3-ol, 

Squalene, Maleic acid, Fumaric acid, Succinic acid) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)를 실험에 사용하였

다. 각 물질의 특성은 Table 1에 나열하였다.

2. 시험방법

1) ARE-Nrf2 Luciferase Test
기존 발표된 논문에 따라 HaCaT (Immortalized 

human keratinocyte) 세포주에 Human AKR1C2 유전

자 프로모터의 Antioxidant Response Element (ARE) 

부위와 발광유전자인 luc2 유전자가 형질 도입된 벡터

를 넣어 리포터 기반 세포주를 제작하였다 (코스모진텍, 

Seoul, Korea). 이 세포주를 10% heat-inactivated FBS 

(GIBCO, Grand Island, NY, USA), 0.1% gentamicin 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 이 포함된 DMEM 

(Lonza, Maryland, USA) 배지를 이용하여 37℃, CO2 

5%에서 배양하였다. 세포 밀도가 80∼90% 정도가 되면 

1:3 비율로 subculture를 실시하며, Passage number 

　 Chemical information (Unsaturated compound)
No. Name Chemical structure Cas # Chemical Formula Molar Mass Log P

1 Oleic acid 112-80-1 C18H34O2 282.47 g/mol 7.73

2 Linoleic acid 60-33-3 C18H32O2 280.45 g/mol 7.51

3 a-Linolenic acid 463-40-1 C18H30O2 278.44 g/mol 7.3

4 1-octyn-3-ol 818-72-4 C8H14O 126.20 g/mol 1.96

5 Squalene 111-02-4 C30H50 410.73 g/mol 14.12

6 Maleic acid 110-16-7 C4H4O4 116.07 g/mol 0.05

7 Fumaric acid 110-17-8 C4H4O4 116.07 g/mol 0.05

8 Succinic acid 110-15-6 C4H6O4 118.09 g/mol 0.75

Table 1. Unsaturated fatty acid 8종
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25이하의 세포만 실험에 이용하였다.

ARE-Nrf2 Luciferase Test는 기존에 개발된 유사 

시험법 (ARE-Nrf2 Luciferase TestTM)을 기반으로 

진행되었다 (Emter et al., 2010). 배양된 세포주는 3

개의 white 96-well plates와 1개의 clear 96-well 

plate에 각각 1 x 105 cells /120 μL /well씩 분주한 

후 37℃, CO2 5% 조건 하에서 24시간동안 배양하였

다. 배양 24시간 후 시험 물질을 2-fold serial 

dilution을 통해 0.98 μM∼2000 μM 의 12가지 농도

로 처리하였다. 이때 시험물질의 용매로 사용된 

DMSO의 최종 농도는 1%로 하였다. 이렇게 총 4개의 

plates가 동일한 조건으로 준비되었으며, 이 중 3개의 

plates은 발광 평가 목적, 1개의 plate는 세포생존율

을 평가하는 목적으로 사용되었다. 48시간 동안 물질 

처리 한 후 배지를 제거하고 멸균 PBS를 이용하여 한 

차례 세척하였다. Luciferase substrate (Promega, 

Germany) 처리 후 luminometer (Synergy II, BioTek 

Instruments, Inc., VT, USA)로 발광값을 측정하였

다. 또한 세포생존율의 경우 MTT assay를 수행하여 

UV-vis spectrophotometer (Spectra MAX 190TM, 

Molecular Device, CA, USA)로 570nm에서 흡광도를 

측정하였다. 시험물질에 의한 세포생존율이 70% 이상

이고, 발광 값의 증가가 대조군인 1% DMSO 대비 1.5 

배 이상 증가한 경우, 피부감작성 위험이 있는 것으로 

판정하였다. 

2) LuSens
LuSens 세포주는 BASF (Dr. Tzutzuy Ramirez)로

부터 분양을 받았으며 10% FBS, 1% penicillin/ 

streptomycin (Lonza), 0.005% puromycin (Sigma) 

를 함유한 DMEM 배지에 37℃, CO2 5%조건하에서 

배양하였다. 계대는 4∼5일 간격으로 수행하며, 4일 

주기시에는 0.68 X 106 cells/20 ml, 5일 주기시 0.4 

X 106 cells/20 ml의 밀도로 75T flask에 배양 하였다. 

시험은 BASF에서 제공한 프로토콜대로 수행하였다. 

물질 처리 농도를 정하기 위해 먼저 세포생존율을 평

가하는데, 본 시험시 최고 처리 농도는 예비 실험에서 

세포 독성이 관찰될 경우 1.2 X CV75 그리고 세포독

성이 없을 경우 2000 μM로 하였다. 

앞서 ARE-Nrf2 Luciferase Test와 마찬가지로 본 

시험시 luciferase의 발현과 세포생존율 두 가지를 평

가하였다. luciferase의 발현을 평가하기 위해 세포를 

white 96-well plate에 1 X 104 cells /200 uL /well

씩 분주하였고 세포생존율을 평가하기 위해 clear 

96-well plate에 동일한 숫자의 세포를 분주하였다. 

24시간 배양 후 물질별 6개의 농도로 시험물질이 함

유한 배지 200uL로 교환하였으며, 이때 용매로 사용

된 DMSO의 최종 농도는 1%가 넘지 않도록 하였다. 

시험은 triplicate로 실험하였다. 48시간 동안 물질 처

리 한 후 배지를 제거하고 PBS (with Ca2+/Mg2+) 

300 μL를 이용하여 두 번 세척하였다. 발광의 측정은 

Luciferase substrate (Promega, Germany) 처리 후 

luminometer (Synergy II, BioTek Instruments, Inc., 

VT, USA)로 발광값을 측정하였다. 또한 세포생존율의 경

우 MTT assay를 수행하여 UV-vis spectrophotometer 

(Molecular Device)로 570nm에서 흡광도를 측정하였

다. 시험물질에 의한 세포생존율이 70% 이상이고, 발

광 값의 증가가 대조군인 1% DMSO 대비 1.5배 이상 

증가한 경우, 피부감작성 위험이 있는 것으로 판정하

였다.

3) Human Cell Line Activation Test (h-CLAT)
THP-1 세포주 (Human monocytic leukaemia cell 

line, ATCC Rockville, MD, USA)를 10% Fetal bovine 

serum (GIBCO), 100 Unit/ml of Penicillin, 100 μg/ml 

Streptomycin (GIBCO), 0.05 mM 2-mercaptoethanol 

(GIBCO)이 포함된 RPMI 1640 medium (GIBCO) 배지

를 이용하여 37℃, CO2 5%에서 배양하였다. 계대는 

0.1 × 106∼0.2 × 106cells/mL의 밀도로 2∼3일 주기

로 수행하였으며, 세포 수가 최대 1 × 106 cells/mL

을 넘지 않도록 하고 시험시 passage number는 30을 

넘지 않도록 하였다.

시험은 기존에 보고된 프로토콜과 (Nukada et al., 

2012) OECD 442E를 기반으로 수행하였다. 세포를 

24-well plate에 1 x 106 cells/ml/well씩 분주하였

고, 시험물질에 24시간 노출 시킨 후, FACS buffer로 

두 번 세척하였다. 비특이적 항원의 결합을 막기 위해 

Blocking 용액 (0.01 % (w/v) globulin 이 포함된 

FACS buffer)를 4°C 에서 약 15분간 처리한 후, 

FITC-conjugated monoclonal mouse antibodies 

(anti-human CD54, ICAM-1/FITC (clone 6.5B5) 

(DAKO, Glostrup, Denmark); anti-human CD86 

(clone Fun-1) (BD-PharMingen, CA, USA) 를 사용

하여 제조회사가 권장한 농도 (6 μL/3 x 105 

cells/100 μL for the anti-human CD86 mAb, 3 μ

L/ 3 x 105 cells/100 μL for the anti-human CD54 

mAb, 3 μL/3 x 105 cells/100 μL for the anti- 

human IgG mAb)로 30분간 4°C 에서 처리하였다. 

FITC labeled-mouse IgG1 (clone DAK-G01; DAKO) 

은 isotype control 로 사용되었다. 세포를 FACS 
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buffer로 두 번 씻어낸 후, 죽은 세포를 가려내기 위

해 propidium iodide (Sigma–Aldrich, MO, USA)가 

포함된 용액을 이용하여 세포를 염색하였다. 세포 표

면 마커의 발현과 세포 생존율은 형광활성세포분류기 

(FACS; Fluorescence Activated Cell Sorter)를 이용

하여 측정하였고, CellQuest 소프트웨어 (BD Biosciences, 

USA)로 분석 하였다. 총 10,000개의 살아있는 세포를 분

석하였으며, 표면 마커의 발현에 대하여 isotype control

과 비교하여 아래의 식에 의해 Relative fluorescence 

intensity (RFI)를 계산하였다. 

시험물질에 의한 세포생존률이 75% 이상에서, 세포

표면 마커 CD68의 RIF 값이 150% 이상이거나, CD54

의 RFI 값이 200% 이상일 경우 피부감작성 위험이 

있는 것으로 판정하였다.

4) Spectro- Direct Peptide Reactivity Assay 

(DPRA)
Spectro-DPRA는 아모레퍼시픽에서 개발된 시험 방

법을 적용하였다 (Jeong et al., 2013; Cho et al., 

2014). 200 μM의 Cysteine 펩타이드 (Ac-RFAACAA, 

Peptron, Dajeon, Korea) 또는 100 μM의 Lysine 펩

타이드 (Ac-RFAAKAA, Peptron)를 1mM의 시험물질

과 24시간동안 반응시킨 후, 시험물질과 반응이 일어

나면 펩타이드가 감소하는 원리를 이용하였다. 시험물

질과 반응하지 않은 펩타이드의 정량은 검출물질인 

5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) (Dojindo 

Molecular Technologies, Inc., Japan) 또는 fluorescamine 

(Sigma–Aldrich, MO, USA)을 처리한 후 UV-vis 

spectrophotometer (Spectra MAX 190, Molecular 

Device, CA, USA; absorption wavelength: 412 nM)

와 fluorometer (Flexstation 3, Molecular Device; 

excitation: 390 nm, emission: 465 nm, 475 nm)를 

이용하여 정량하였다. 시험물질과 펩타이드와의 반응

성은 반응 이후 검출물질에 의해 탐지된 펩타이드가 

줄어든 비율로 나타내며, 식은 다음과 같다. 

펩타이드 감소비율 (%) = 
1 - Peptideunreacted

X 100
Peptidetotal

시험물질에 의해 cysteine펩타이드의 감소비율이 

10%를 초과하거나, lysine펩타이드의 감소비율이 30 

%를 초과하면, 피부감작성 위험이 있는 것으로 판정

하였다.

RFI = 
MFI of chemical-treated cells - MFI of chemical-treated isotype control cells

MFI of vehicle-treated cells - MFI of vehicle-treated isotype control cells

MFI = Geometric Mean Fluorescence Intensity

　
Chemical information 

(Unsaturated 
compound)

동물실험 결과 OECD QSAR toolbox LuSens
ARE-Nrf2 

Luciferase 
Test

Spectro-DPRA h-CLAT

No. Name log P LLNA class
GPMT 
(Y/N)
(기준)

OASIS 
algorithms

OECD 
algorithms

LuSens final - 
"1" indicates 
positive test 

results

ARE-Nrf2 
Luciferase 
Test final - 

"1" indicates 
positive test 

results

Spectro-DPRA 
final - "1" 
indicates 

positive test 
results

h-CLAT final - 
"1" indicates 
positive test 

results

1 Oleic acid 7.73 Weak None No alert No alert 0 0 0 log P >3.5

2 Linoleic acid 7.51 Weak inconcl
usive No alert No alert 1 1 1 log P >3.5

3 a-Linolenic 
acid 7.3 Moderate no 

data No alert No alert 0 1 1 log P >3.5

4 1-octyn-3-ol 1.96 Moderate None No alert No alert 1 1 0 1

5 Squalene 14.12 Moderate None No alert No alert 0 0 0 log P >3.5

6 Maleic acid 0.05 Moderate None No alert No alert 1 0 1 1

7 Fumaric acid 0.05 None None No alert No alert 0 0 0 0

8 Succinic acid 0.75 None None No alert No alert 0 0 0 석출, 불용성

Table 2. in vitro 피부감작성 대체 시험 결과와 in silico model 분석 결과
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Ⅲ. 결   과

1. in vitro 피부감작성 대체 시험법을 이용한 
Unsaturated fatty acid의 감작성 평가

각 시험법에서 시험물질에 대한 감작성 판정은 

Table 2와 같다. Spectro-DPRA에서는 3종 (Linoleic 

acid, a-Linolenic acid, Maleic aicd)가 양성이었고, 

ARE-Nrf2 Luciferase Test에서도 3종 (Linoleic 

acid, a-Linolenic acid, 1-octyn-3-ol), LuSens 3

종 (Linoleic acid, 1-octyn-3-ol, Maleic acid)이 양

성이었다. h-CLAT에서는 시험물질의 불용성 문제로 

인해 log P 값이 3.5이상인 Oleic acid, Linoleic 

acid, a-Linolenic acid, Squalene은 실험이 불가능

하였고, Succinic acid는 log P값은 3.5이하이나 석출

되고 용해되지 않았다. 결과적으로 8종 중 3종이 실험 

가능했고, 그 중 2종(1-octyn-3-ol, Maleic acid)이 

양성으로 판정되었다. 

2. ITS접근법과 in silico model을 종합한 위양
성 판별력 분석

각 물질의 피부감작성 판단은 GPMT 동물시험 결과

를 기준으로 하였으며 이를 LLNA, 데이터를 확보 할 

수 있는 데이터 단독 결과 (Spectro-DPRA, ARE-Nrf2 

Luciferase Test, LuSens) 2가지 시험법(Spectro-DPRA, 

ARE-Nrf2 Luciferase Test 또는 Spectro-DPRA, 

LuSens)를 활용한 ITS접근법 그리고 3가지 시험법 

(ARE-Nrf2 Luciferase Test, LuSens) 을 활용한 ITS 

접근법의 결과와 비교해보았다 (Table 2). 실제 인체에

서의 감작성 여부는 데이터가 없거나 (Linoleic acid, 

a-Linolenic acid, 1-octyn-3-ol, Maleic acid) 

non-sensitizer이거나 (Squalene, Fumaric acid, 

Succinic acid) 일부 실험에서 미약한 반응 (Oleic 

acid)이 있었다. (CIR Ingredient Status Report) 단독 

시험법으로 분석시 두 시험법 (Spectro-DPRA, ARE- 

Nrf2 Luciferase Test)의 accuracy는 83.33%를 보였

고, LuSens의 accuracy는 66.67%로 앞의 두 시험법보

다 낮은 정확도 (accuracy)를 보였다. Sensitivity와 

Positive Predictive Value는 GPMT상 양성인 물질이 

없어서, Specificity와 Negative Predictive Value예측

은 시험물질 중 GPMT결과가 없는 2종을 제외하면 시

험법간 유의미한 차이를 보이지 않아 본 연구에서는 계

산하지 않았다. In silico model에서는 8종 모두 no 

alert로 toolbox 내 관련된 alert가 존재하지 않아 독성 

판정이 불가능하였다.

일부 물질만 실험이 가능했던 h-CLAT을 제외한 나

머지 3가지 시험법의 결과를 여러 가지 방법으로 조합

해보아 각각 accuracy 를 비교해보았다 (Table 3). 단

일 시험법, 두 가지 시험법의 결과가 일치할 때 그 방

향으로 판정, 3가지 시험법 모두가 일치하는 방향으로 

판정, 3가지 시험법 중 2가지 결과가 일치하는 방향으

로 판정하는 방법으로 나누어 비교해보았을 시 GPMT 

결과와 비교하였을 때 accuracy는 두 가지 시험법을 

조합한 ITS와 세 가지 시험법을 조합한 ITS 중 모두 

양성일 때 양성으로 판정한 ITS접근법이 100%로 가장 

높았다. 

Ⅳ. 고   찰

기존 문헌에서 GPMT 결과에서 결론을 내릴 수 없

거나 데이터가 없는 2종 (Linoleic acid, a-Linolenic 

acid)을 제외한 나머지 음성 6종에 대한 분석시, 

LLNA 결과는 음성 2종, weak sensitization 2종, 

moderate sensitization 4종으로 판정하고 있으며 

33.33%의 accuracy를 보이고 있다. 이번 연구를 통해 

피부감작성 시험법별로 unsaturated fatty acid의 피

부감작 반응의 양⋅음성이 다르게 반응함을 확인할 수 

있었으며 전체적인 accuracy는 66.6∼83.3% 로 

LLNA에 비해 동물대체 시험법이 unsaturated fatty 

acid를 예측하는데 유리하였다. 특히 spectro-DPRA

와 ARE-Nrf2 Luciferase Test가 LuSens보다 정확도

가 높고 음성물질을 더 잘 예측했다. 유사한 시험법인 

LuSens와 ARE-Nrf2 Luciferase test는 시험물질 2

Spectro-DPRA ARE-Nrf2 
Luciferase Test

LuSens Spectro-DPRA + 
ARE-Nrf2 

Luciferase Test

Spectro-DPRA 
+ LuSenS

Spectro-DPRA + ARE-Nrf2 
Luciferase Test + LuSens

양성판정 기준 양성 양성 양성 둘 다 양성 셋 다 양성 두 개 이상 양성

Accuracy 83.33 
(5/6)

83.33 
(5/6)

66.67 
(4/6)

100
(6/6)

83.33
(5/6)

100
(6/6)

66.67
(4/6)

* Linoleic acid, a-Linolenic acid 2종은 GPMT 결과 판별불가와 no data이므로 Accuracy를 구하는 대상에서 제외하였음.

Table 3. 시험법 단독 및 조합별 ITS접근법의 Accuracy 비교(%)
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종에서 상이한 결과를 보였는데, 이 중 GPMT결과가 

없는 a-Linoleic aicd를 제외하면 Maleic acid에서만 

서로 다른 결과(LuSens 양성, ARE-Nrf2 Luciferase 

test 음성)를 보였다. ARE-Nrf2 Luciferase test를 

제외한 다른 시험법들에서는 양성으로 나온 것으로 미

루어보아 ARE-Nrf2 Luciferase test는 시험과정 중 

세포와 충분히 반응하지 않아 감작성 음성이 나온 것

으로 생각된다.

또한 log P가 3.5이상인 물질의 경우 h-CLAT을 이

용한 피부 감작성 판단 자체가 불가능 하였으므로 이

러한 특성을 가지는 물질에 대해서는 h-CLAT대신 다

른 시험법 (LuSens, ARE-Nrf2 Luciferase Test, 

DPRA)를 활용하여 최종 판정에 이용하는 것이 좋음

을 제안하는 바이다. 이번 연구에서는 시험물질의 데

이터가 in silico model에 없어 이를 활용하지 못했지

만, in silico model에 데이터가 있는 물질의 경우 이 

역시 고려하여 판정하는 것이 정확도를 높일 수 있을 

것이다. 그리고 다양한 수의 시험법을 조합한 ITS접근

법일수록 LLNA의 위양성을 잘 극복할 수 있을 것으

로 기대하였는데, 가장 높은 Accuracy를 갖는 ITS접

근법은 두 가지 시험법 (Spectro-DPRA와 ARE-Nrf2 

Luciferase Test)을 조합한 ITS접근법과 세 가지 시험

법을 조합하고 셋 다 양성일 경우 양성으로 판정한 

ITS접근법이었다. 세 가지 시험법 조합이지만 두 개 

이상 양성일 때 양성으로 판정하는 경우는 Accuracy

가 66.67%로 낮았다. 이러한 결과는 시험법별로 관찰

하는 감작의 경로가 다르고, 사용하는 세포도 다르며 

(유사한 시험방법인 ARE-Nrf2 Luciferase Test와 

LuSens가 결과에 차이를 보임) 사용 가능한 용매의 

양이 달라 log P로 인한 용해도 차이를 포함하여 다

양한 요인이 영향을 미치기 때문인 것으로 판단된다. 

세 가지 시험법 조합법 중 셋 다 양성을 양성으로 판

단하는 조합법의 Accuracy가 높은 이유는 세 개의 결

과가 일치할 경우에만 양성으로 판정함으로써 일부 위

양성결과로 인한 양성판정을 방지할 수 있기 때문으로 

생각되며, 그렇게 함으로써 위양성을 줄일 수 있는 접

근법이라고 생각된다. Spectro-DPRA와 ARE-Nrf2 

Luciferase Test ITS접근법 역시 100%의 Accuracy 

를 보이므로 Unsaturated fatty acid 평가시 위양성

을 줄여 GPMT결과와 일치율을 높일 효과적인 접근법

이라고 생각된다. 그러므로 이러한 물질들과 유사한 

단일 원료 혹은 이들 원료를 함유한 복합 물질 평가시 

이와 같은 ITS접근법으로 평가하는 것이 효과적일 것

이다.
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