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Evaluation of the transferability of in vivo Pig-a gene mutation assay across three laboratories
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ABSTRACT. In order to establish a pig-a gene mutation assay as a regulatory test for evaluating in vivo 
genotoxicity in Korea, the transferability study as a stage II validation was performed using the test substance, 
N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) across three laboratories. The lead laboratory (KIT) standardized the protocol using 
Rat MutaFlow® Kit and transferred the methodology to two participating laboratories (Hoseo University and 
Biotoxtech Co. Ltd.). Sprague Dawley rats were treated with vehicle or three dose levels of ENU (10, 20, 
40mg/kg) by oral gavages on the 3 consecutive days. On the day 15 after the first treatment, bloods were 
collected and analyzed to estimate the percentage of reticulocytes (%RETs), mutant type of RETs and 
erythrocytes (RBC) using flowcytometer. In results, the exposure of ENU induced the dose-dependent increases 
in the mutant frequencies of RBCCD59- and RETCD59-, while %RETs were not affected. Data comparisons among 
three participating laboratories indicated the good transferability with the high correlation coefficients (0.97-0.99) 
between the lead and participating laboratories. In conclusion, the pig-a gene mutation assay may be the 
effective test for the estimation of in vivo gene mutation and the validation studies may be needed using more 
test substances in Korea.
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Introduction 

Pig-a 유전자는 당인지질 중 하나인 glycosylphosphatidy 

linositol (GPI)를 합성하는 데 관여하는 N-acetyl 

glucosamine transferase의 subunit A를 발현하는 유전
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자이며, GPI의 인지질은세포막 속에 끼어있고 당 부위가 

세포막 밖으로 돌출되어 surface marker들이 결합할 수 

있는 anchor를 제공한다(Kinoshita et al., 2008). Pig-a 

유전자에돌연변이가 유발되면 anchor가 부족하여 

surface marker들(CD24, CD55, CD59 등)이 결합하지 

못함으로 인해RBC가 기능을 잃게 된다(Hu et al., 2009). 

항체를 사용하여 RBC 또는 RET의 surface marker를 평가

함으로써 pig-a gene 돌연변이 유발 여부를 예측하는 생체

내 유전자돌연변이 시험법을 설치류에서 개발하여 보고하

였다(Bryce et al., 2008; Miura et al., 2008; Dertinger 

et al., 2010). 

In vitro 유전독성시험의 시험결과를 in vivo 시험

에서 다시 확인하고자 할 때, 일차적으로 마우스 골수
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를 이용한 소핵시험(Mammalian erythrocyte micronucleus 

test, OECD TG484)을 수행하는데, 소핵시험은 유전

자돌연변이 보다는 염색체이상 유발물질(clastogen)을 

평가할 수 있는 시험 방법이며, OECD에 등재 된 형

질전환 설치류(“Transgenic Rodent Somatic and 

Germ Cell Gene Mutation Assays”, OECD TG488)

를 사용하여 유전자돌연변이를 측정할 수 있으나 비용 

및 시간적인 측면에서 선호되는 시험이 아니다. 

“Hypoxanthine phosphoribosyl transferase (Hprt) 

lymphocyte assay”(Aidoo et al., 1997)를 사용하여 

in vivo 유전자돌연변이를 측정할 수 있으나 지속적인 

사용을 위해 시험법의 최적화가 필요한 실정이다(ICH, 

1995, 1996). 따라서, in vivo 유전자 돌연변이를 평

가할 수 있는 pig-a gene mutation assay에 세계적

인 관심이 집중되고 있다(Miura, 2014; Gollapudi et 

al., 2015). 

Pig-a gene mutation assay는 분석을 위한 생체 

시료로 말초 혈액을 소량(ul 용량) 사용하므로 동물을 

희생시키지 않는 장점이 있고, 반복독성시험 또는 다

른 유전독성시험(in vivo 소핵시험 또는 comet 

assay) 등과 통합하여 동일한 동물에서 평가함으로써 

실험동물 수를 줄일 수 있으므로 동물 윤리에 적합한 

것으로 평가되고 있다(Dobrovolsky et al., 2010). 

Pig-a 유전자는 염기서열에 있어서 종간에 매우 보존

적이므로 실험동물 결과의 인체 예측력이 높고, 설치

류 뿐 아니라 대동물 및 인체에서도 말초 혈액 시료에

서 Pig-a gene mutation assay가 가능한 것으로 평

가되고 있다(Horibata et al., 2016; Cao et al., 

2016). Pig-a 유전자가 성염색체인 X-염색체에 위치

하고 있어 유전자 돌연변이로 인한 RBC/RET mutant 

출현 민감도가 크며(Dobrovolsky et al. 2010), 반복

투여에 대하여 반응이 증가하므로 누적 영향을 평가할 

수 있다(Shi et al., 2011; Stankowski et al., 2011). 

Flowcytometer를 사용하여 wild & mutant type의 

분리가 빠르고 정확하며 분석에 걸리는 시간이 길지 

않고 background 결과가 매우 낮고(< 5 x10-6 세포), 

돌연변이원성 물질에 대한 반응이 커서 결과평가에 용

이하다(Gollapudi et al., 2015). 

이러한 장점들로 인하여, pig-a gene mutation 

assay 시험법이 2008년 처음 보고된(Bryce et al., 

2008) 이래 빠르게 Stage II & III 시험법의 밸리데이션

이 진행되었고(Dertinger et al., 2011a,c; Cammerer 

et al., 2011; Lynch et al., 2011; Bhalli et al., 

2011), immunomagnetic separation을 사용하여 시험

법을 개선함으로써 신뢰성, 정확성, 재현성 등을 높였

다(Dertinger et al., 2011b). 미국 및 유럽을 중심으

로 pig-a assay의 개발과 일본을 중심으로 PIGRET 

시험법(Kimoto et al., 20012, 2013) 개발이 진행 중

이다. 

Pig-a gene mutation assay는 Lympholyte®-Mammal

을 사용하여 혈액에서 적혈구를 수집하고 PE-표지 된 

CD59 항체를 사용하여 CD59 항체와 결합력이 있는 

wild type RBC/RET (RBCCD59/RETCD59)와 항체 결합

력이 없는 CD59 결핍 mutant type (RBCCD59-/RETCD59-)

을 flowcytometer를 사용하여 평가한다(Bryce et al., 

2008). 또한, SYTO®13로 핵산을 염색함으로써 RBC

와 RET를 분석한다(Dertinger et al., 2010). 

PIGRET 시험법은 CD71 항체를 사용하여 RBC와 RET

를 분리하고 각각 HIS49와 CD59 항체를 사용하여 

wild type과 mutant type의 erythrocytes를 분석하

여 평가한다(Kimoto et al., 2012, 2013). 정상 생체

는 RBC/RET의 돌연변이 세포수가 1x106 세포 중 5개 

이하로 존재하므로 1x106 이상의 RBC/RET 세포를 분

석하기 위해 immunomagnetic separation을 활용하

여 RBC/RET 돌연변이 세포를 농축하는 과정을 도입

하여 정확성 및 재현성을 확보하고 있다(Dertinger et 

al., 2011b). 

Pig-a gene mutation assay 개발을 위한 국제적 

노력은 신규화학물질 또는 의약품 인증을 위한 독성 

규격시험으로 사용하기 위한 것이며(Gollapudi et 

al., 2015), OECD 시험법으로 등재하기 위한 계획을 

세우고 pig-a assay를 다양한 물질 또는 다수의 물질

에 적용하여 시험법의 특성을 파악하고자 하는 노력으

로 이어지고 있다(Dertinger et al., 2012; Bhalli et 

al., 2013; Labash et al., 2016; Muto et al., 

2016). 따라서, 국내에서도 본 시험법의 검증연구가 

필요한 것으로 사료되어 본 연구를 수행하게 되었다. 

본 연구는 국제적으로 개발중인 pig-a gene mutation

assay를 국내에서도 확립하고 검증하기 위해 세 기관, 

안전성평가연구소(KIT), 호서대학교 생명공학과 독성

학연구실(HOBT), 바이오톡스텍(BTT)이 참여하여 시

험법 밸리데이션 2단계인(Stage II) 전수가능성 평가

시험을 수행하고 결과 일치도를 확인하는 것을 목표로 

하였다. 본 연구를 통하여 국내에서 최적화 된 시험법 

및 표준작업지침서(SOP)를 제정하였으며 다양한 물질

을 사용한 시험법 밸이데이션 stage III 단계 실험을 

진행할 수 있을 것으로 판단된다. 
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Materials and Methods 

1. 시험물질 및 재료

본시험에 사용된 시험물질과 시약은 대부분 한 기관

에서 구입하여 다른 두 기관에 보내어 동일한 것을 사

용하였다. N-ethyl-N-nitrosourea (Cas no. 

759-73-9, 59%)은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, 

MO, USA)에서 구입하였고, Ca & Mg free PBS (pH 

7.2)는 Gibco (Gaithersburg, MD, USA)에서 구입하

였다. Pig-a assay 시약 중 Anti-CD59-PE 

solution, Anti-CD61-PE solution, Nucleic Acid 

Dye solution (contains SYTO® 13)은 Rat 

MutaFlow® Kit (Litron laboratories, Rochester, 

NY, USA)으로 사용하였고, Lympholyte®-Mammal은 

CedarLane (Burlington, NC, USA)에서, Anti-PE 

MicroBeads, LS columns and Quadro- MACSTM 

separato는 Mitenyi Biotec (Bergisch, Gladbach, 

Germany)에서, CountBrightTM Absolute count bead

는 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)에서 구입하였다. 

FBS는 각 기관에서 구입하여 사용하였다. 

2. 전수 가능성 평가시험

전수도 시험에 참여한 세 기관의 명칭은 Table 1에 

기재하였다. 리드랩(KIT)에서 N-ethyl-N-nitrosourea 

(ENU)를 시험물질로 사용하여 채혈, 시험법 및 보관 

등의 조건을 통해 pig-a assay 시험법을 최적화하였

고 워크샵을 통해 두 참여기관(HOBT & BTT)에 시험

법을 전수하였으며, 시험법을 전수받은 참여기관은 

ENU를 사용하여 각각의 기관에서 pig-a assay 시험

을 수행하였고 세 기관의 결과를 비교하였다. 

3. 동물 사육조건 

동물실험을 수행하기 위하여 각 기관의 동물실험윤

리위원회에서 IACUC 기준에 따른 시험계획서 사전승

인절차를 따라 시험계획서 승인(KIT, 1603-0095; 

HOBT, HTRC-16-21; BTT, 160539)을 받은 후 실험

동물을 구입하였다. Sprague-Dawley rats (7∼8주

령, male, SPF)을 사용하였고 구입처와 origin은 

Table 1에 제시하였다. 사육 조건은 명암주기 08:00∼

20:00 조명(12시간 점등/ 12시간 소등), 온도 22±3 

℃, 습도 55±20 %, 환기회수 10∼20 회/시간, 조도 

150∼300 Lux를 유지하였다. 실험동물 케이지는 폴리

프로필렌 재질을 사용하였고 사료와 물은 자유 급이 

시켰다. 5∼7일간 순화시킨 후 군당 6마리씩 4군(부형

제 1군, 시험물질 ENU 투여 3군)으로 분리하였다. 

4. 시험물질 투여 및 채혈

시험물질 ENU는 PBS (pH 6.0)를 사용하여 투여 

당일 사용시 조제하였고, 참고문헌에 따라 3개 농도, 

10, 20, 40 mg/kg을 사용하였으며 (Dertinger et 

al., 2011c) 음성대조군(부형제군)은 PBS (pH 6.0)를 

사용하였고 경구로 강제 투여하였다. 첫 투여 일을 

day1으로 하고 24시간 간격으로 3회 투여하였다. 첫 

투여 후 15일에 채혈을 위하여 rats를 warminig 

cabinet 또는 적외선을 조사기를 사용하여 혈관을 확

장시킨 후 보정기에 고정하였고, 항응고제로 코팅한 

25G needle을 꼬리 정맥에 삽입하고 흐르는 전혈 

300ul (7∼9방울)를 K2EDTA tube에 수집하였다. 

5. Pig-a assay 

Pig-a assay는 Dertinger에 의해 개발된 시험방법

을 사용하였으며(Dertinger et al., 2010, 2011b) 상

세 방법은 다음과 같다. 혈액 샘플(80ul)을 항응고용

액과 혼합하여 Lympholyte®-Mammal 용액 상층에 

Laboratory
(abbreviation) Role for study Rat Origin

Distributor
Flowcytometer model; 

software
Korea Institute of Toxicology
(KIT) Lead laboratory Crl:SD

OrientBio
BD FACS Calibur;

Cell Quest Pro 
Hoseo University
Department of Biotechnology
(HOBT)

Participant Hsd:SDⓇ™
KOATECH

BD AccuriC6;
AccuriC6 pro

Biotoxtech Co., Ltd.
(BTT) Participant Crl:SD

OrientBio
Beckman Coulter, Cytomics FC50; 

AK39260 ver. CXP

Table 1. Animals and flowcytometers in participating laboratories
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올려놓고 원심분리(2000rpm)하여 상층액의 lymphocytes

를 제거하였다. 침전물을 buffer에 용해하여 일부는 

flowcytometer를 calibration 하기 위한 ICS (instrument 

calibration standard) 제조에 mimic mutant 시료로 사

용하였고 일부는 working antibody 용액(PE-conjugated 

anti-CD59와 PE-conjugated anti-CD61)과 반응시켜 

anti-CD59로 wild type erythrocytes를 표지하고 

anti-CD61로 잔여 platelets를 표지 하였다. Anti-CD59

와 anti-CD61로 표지 된 시료를 anti-PE conjugated 

beads (100 ul)와 반응시켜 일부 시료는 pre-column 

시료로 wild type RBC와 RET 분석에 사용하였고, 일

부는 magnetic field에서 LS column을 통과시켜 

post-column 시료로 mutant type RBC와 RET 분석

에 사용하였다. Pre-와 post-column 시료 각각은 

flowcytometer 분석을 수행하기 전 SYTO® 13와 반응

시켜 RET를 표지하고 Countbright beads를 첨가하여 

magnetic separation에 의한 농축 비율 산출에 활용

하였다. 

Mimic mutant와 wild type erythrocytes를 혼합하

여 ICS를 제조하였고 flowcytometer의 calibration에 

사용하였다. PMT voltage와 compensation을 조절하

여 4분면을 구획하였고, y-축은 FITC 형광파장

(SYTO® 13)으로 RET와 RBC를 분리하고 x-축은 PE 

형광파장(anti-CD59-PE)으로 mutant RET와 RBC를 

분리하였다. 따라서, 4분면의 좌측상단으로부터 시계

방향으로 mutant RET, wild type RET, wild type 

RBC, mutant RBC로 계수하였다. Flowcytometer 분

석을 통하여 4가지 종류 세포 수 및 Countbright 

beads의 수를 계수하였고, 계산식을 사용하여 %RET 

및 1x106 세포 중 mutant RET와 mutant RBC의 수를 

산출하여 유전자 돌연변이 유발 여부를 평가하였다. 

6. 통계 처리

체중, %RET, RBC & RET의 mutant frequency 

data의 통계처리를 위하여 Levene’s test를 사용하여 

등분산성을 분석하였고 등분산성인 경우, one-way 

analysis of variance (ANOVA) test를 실시하였다. 

유의차가 확인 되면 Dunnett’s t-test의 다중검정을 

수행하여 음성대조군 대비 시험물질 투여군의 통계 유

의적 차이(at p<0.05 or at p<0.01)를 분석하였다. 등

분산성이 기각되는 경우, Steel’s test를 사용하였다

(at p<0.05 or at p<0.01).

통계처리는 SPSS ver. 17.0을 사용하여 분석하였다. 

전수도 평가를 위하여 리드랩과 두 참여기관의 결과 

상관성과 일치성을 확인하였다. 상관성은 concordance 

correlation coefficient (CC) 및 Pearson correlation 

coefficient를 사용하여 평가하였고, Wilcoxon rank 

sum test를 사용하여 농도별, 리드랩과 각 기관 간 

평균값의 일치도를 분석하였다. 

Results

1. 일반증상 관찰 및 체중 변화

ENU 투여 1일과 채혈 시(day 15), rats의 체중과 

체중 변화를 Table 2에 제시하였다. 채혈 시 체중은 

세 기관 모두 음성대조군과 비교하여 고용량군에서 낮

은 경향이 관찰되었고 BTT의 경우 통계적인 유의성이 

관찰되었다(p<0.05). 시험기간 동안 체중 증가도 고용

량군에서 통계 유의적으로 작은 것으로 평가되었다

(HOBT at p<0.05; BTT at p<0.01). 

Laboratories Dose levels
(mg/kg/day)

Body weight (g) Body weight change (g)
(percentage of control)day 1 day 15

KIT 0
10
20
40

223±6.4
226±6.1
224±9.1
222±6.1

322±15.0
316±18.8
315±19.8
304±21.1

100±10.8 
91±15.8 
90±13.2 
81±16.3 

(100)
(91)
(91)
(81)

HOBT 0
10
20
40

201±4.1
201±7.4
201±7.5
201±4.5

294±16.5
282±11.8
284± 6.5
277±13.5

93±12.7 
81± 5.7 
83± 1.5 
76±10.2 

(100)
(87)
(89)
(82) *

BTT 0
10
20
40

264±8.2
264±7.4
263±7.2
264±6.9

377± 7.7
362±12.4
373±18.2
353±12.5*

113± 9.8 
98±12.2 

110±12..9 
88.9± 8.6 

(100)
(87)
(97)
(78) **

* Significant difference from the vehicle control group (p<0.05) 
** Significant difference from the vehicle control group (p<0.01) 

Table 2. The effects of ENU exposure on body weights during experimental period in each participating 
laboratories
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2. ENU 노출에 의한 유전자 돌연변이

Pig-a assay 결과 측정을 위하여 각 기관의 flowcytometer 

표준화(calibration)를 위하여 ICS를 사용하여 calibration 

수행하였고, 결과를 Figure 1에 제시하였다. 세 기관

의 실험 조건을 동일하게 하기 위하여 24마리의 혈액

시료를 1일 냉장 보관하였고 그 후 24시간 내에 세 

사이클의 pig-a mutant 표현형 분석을 실시하였으

며, 각 사이클마다 ICS를 준비하여 calibration을 수

행하였다. 

세 기관의 ENU에 대한 Pig-a assay 결과를 %RET 

및 1x106 세포 중 mutant RET와 mutant RBC의 세

포 수로 나타내었고 Figure 2에 제시하였다. 세 기관

에서 %RET 결과 값은 ENU 투여군 간에 유의적인 차

이가 없었으며, 리드랩(KIT)과 두 참여기관 HOBT, 

BTT에서 4개 실험군의 평균값은 각각 3.7∼4.1%, 4.7∼

5.3%, 4.7∼5.4% 범위로 참여기관과 비교하여 리드랩

에서 유의적으로(p<0.01) 낮았고 참여기관 간에는 유

의적인 차이가 관찰되지 않았다. 세 기관에서 모두 

mutant RET 와 mutant RBC의 발생빈도는 ENU 투

여에 의하여 유사한 정도의 농도 의존적 증가를 보였

고, 20, 40 mg/kg 투여 군에서 통계적 유의성이 관

찰되었다(p<0.01). 또한 ENU 모든 농도군에서 mutant 

RBC의 발생빈도보다 mutant RET의 발생빈도가 3∼4

배 정도 더 높았다. 음성대조군에서의 mutant RET는 

세 기관, KIT, HOBT, BTT에서 각각 0.4±0.3, 

3.4±1.5, 1.3±1.1로 평가되었고 mutant RBC는 각각 

0.3±0.1, 1.4±0.4, 1.2±0.5로 산출되어 모두 5x10-6 

보다 적기 때문에 각 기관에서 수행한 본 시험의 타당

성이 입증되었다. 

Figure 1. Flowcytometric calibration using ICS including mutant-mimic and wild type erythrocytes in three 
participating laboratories; (A) KIT, (B) HOBT, and (C) BTT. X-axis and Y-axis are FITC-H and PE-H, respectively. 
Upper-left quadrant is for mutant RET, upper-right for wild type RET, lower-left for mutant RBC, and lower-right 
wild type RBC.

Figure 2. End points profiles of the pig-a assay in 
comparison among participating laboratories; (A) 
the percentage of reticulocytes (%RET), (B) 
mutant phenotype of reticulocytes (RETCD59-) and 
(C) mutant phenotype of erythrocytes (RBCCD59-). 
*, ** Significant difference from the vehicle 
control group (p<0.05, p<0.01, respectively).
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3. Pig-a assay의 전수 가능성 평가 시험

리드랩과 참여기관의 전수가능성을 평가하기 위하여 

리드랩과 각 참여기관 간의 mutant RET와 mutant 

RBC 값의 상관성을 Figure 3에 나타내었다. Pearson 

correlation coefficients는 0.97이상으로(p<0.05) 그

리고 concordance correlation coefficients는 0.99로

(p<0.05) 리드랩과 각 참여기관의 간의 상관성이 높게 

나타났다. ENU 농도별 리드랩과 각 기관의 평균값의 

일치도를 Wilcoxon rank sum test로 검정한 결과 

mutant RBC는 모든 농도에서 p>0.05 였으며 mutant 

RETs는 20mg/kg에서만 p<0.05로 평가되어 mutant 

RET & RBC 결과 값의 일치도가 높은 것으로 판정되

었다.

Discussion

본 연구는 최근 국제적으로 개발되고 있는 pig-a 

유전자 돌연변이시험법을 국내에서도 규격시험으로 사

용할 수 있을 지를 평가하기 위하여 국내 다기관이 참

여하여 시험법을 최적화하고 검증하고자 검증연구 2단

계 전수가능성 평가연구를 수행하였다. 리드랩에서 

Bryce (2008) and Dertinger (20011c)의 방법을 사용

하여 시험법을 최적화하였고 Rat MutaFlow® Kit을 

기반으로 하였다. 채혈방법, 혈액시료 운반, 저장 및 

분석 시점, 상등액 진공흡입법, flowcytometry 표준

화 등을 최적화하였고 최종 프로토콜 및 SOPs를 제정

하였다. 전수 가능성 시험을 위한 세 기관의 시험수행

에 있어서 결과의 신뢰성을 확보하기 위하여 동일한 

종의 동물을 사용하였고, 한 기관에서 시험물질 및 시

험수행에 필요한 핵심 시약들을 구입하여 세 기관에 

공급하였다. 시험 방법은 리드랩에서 최적화한 프로토

콜을 동일하게 사용하였다.

ENU는 alkylating 화학물질로써 유전자변이 유발물

질이며, 국제적으로 pig-a 시험법 검증 물질 및 양성

대조물질로 사용하고 있어 사용된 용량과 보고된 결과

들이 많으므로 본 연구에서 시험물질로 사용하였다

(Cammerer et al., 2011; Dertinger et al., 2011b,c; 

Dobo et al., 2011; Labash et al., 2016). 혈액에서 

총 RBC 대비 RET의 비율(%RET)은 7주령 rats에 음

성대조물질 투여 시 10% 정도이며, 첫 투여 후 day15

에 낮아지고 29일에 더 낮아져서 지속된다고 보고되

었다(Dertinger et al., 2011c). 이러한 감소는 말초혈

액의 소핵 함유 RET 분석 시에도 관찰되는 결과로 시

험물질의 농도와는 관계가 없으며 age에 따른 감소

로 보고되었다(Dobo et al., 2011; Dertinger et al., 

2012). 다만, 몇몇 시험물질에서는 day15에 시험물질 

농도에 따른 %RET 의 감소경향이 관찰되었고, day29

에 시험물질 최고 농도에서 유의적으로 높아지기도 하

였다(Bhalli et al., 2013). 본 시험 결과는 첫 투여 

후 day15일의 혈액시료 분석결과로 %RET에 있어서 

세 기관 모두 시험물질에 의한 유의적 차이는 관찰되

지 않았고, 단지 KIT의 %RET 값이 낮은 것은 

flowcytometry 분석의 사분면 구획에 있어서 FITC 

형광 값(y-axis) 구분을 다소 높게 결정한 탓으로 

ENU는 %RET 값에 영향을 주지 않은 것으로 평가되

었다. 세 기관의 %RET 값이 시험물질 농도에 영향을 

받지 않은 결과는 기존의 pig-a assay 결과 보고와 

Figure 3. Correlation plots in the mutant frequencies 
of RET (A) and RBC (B) induced with ENU and 
vehicle between lead (x-axis) and participant 
laboratories (y-axis) 
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일치하는 것으로 본 시험의 타당성을 입증하는 것으로 

사료된다. 

본 연구에서 mutant RET 발생빈도가 mutant RBC 

발생빈도 보다 높게 관찰된 것은 ENU가 골수의 적혈

구 생성 과정에 유전자 돌연변이를 발생시켜 미성숙 

적혈구인 RET에 돌연변이가 먼저 나타났고 RET가 성

숙 RBC가 되면서 mutant RBC가 증가하는 것으로 설

명될 수 있으며 이러한 결과도 ENU를 사용한 다른 

보고에서도 동일하게 확인된다. ENU 처리 시 mutant 

RET는 day 15 또는 29에 최고에 도달하여 계속 유지

되거나, 다소 감소하는 경향을 보이기도 하였다. 그러

나, mutant RET가 정상으로 회복되는 보고는 없었

고, mutant RBC는 day 15부터 증가하여 계속 증가하

는 것으로 보고되었다(Dobo et al., 2011; Phonethepswath 

et al., 2010). 다른 시험물질의 경우도 mutant RET 

& RBC 증가 pattern이 유사하여 mutant RET가 

pig-a gene 돌연변이에 민감하며, mutant RBC는 안

정적인 증가를 보여 두 가지 측정치를 모두 사용하는 

것을 권장하고 있다(Gollapudi et al., 2015). 또한, 

ENU는 강한 돌연변이원성이므로 본 연구에서 day 15

에 혈액을 채취하여 분석하였으나, 약한 변이원성인 

경우는 day 29에 측정하는 것을 더 권장한다(Gollapudi 

et al., 2015). 

국가의 14개 기관에서 진행한 전수도 시험에서 상관

성을 평가하기 위하여 concordance correlation 

coefficient (CC) 값을 평가하였고 mutant RET는 

0.91 이상의 상관성을 그리고 mutant RBC는 0.87 이

상의 상관성을 보고하였다(Dertinger et al., 2011c). 

실험동물은 Sprague-Dawley, Wistar, Fishcer 344 

rats를 사용하였다. 본 연구에서는 리드랩과 두 참여

기관 각각의 상관성을 평가하기 위하여 CC 값을 평가

하였고 data의 수가 적어 Pearson correlation 

coefficient를 함께 비교하였으며 pig-a assay의 전수 

가능성이 높은 것으로 평가되었다. 기관 간 평균값의 

일치도 분석에서도 절대 수치에 있어서 일치도가 높은 

것으로 나타나 전수가능성, 반복성 및 정확성이 높은 

것으로 평가되었다. 본 연구에서는 모두 동일한 

Sprague-Dawley rats을 사용하였으나 flowcytometer

는 서로 다른 brand를 사용하였다. 대부분의 연구에

서 BD사의 flowcytometer를 사용하였으며, 다른 

brand를 사용한 연구는 본연구가 처음으로 다양한 제

조사의 flowcytometer라도 calibration을 통해 정확한 

결과 도출이 가능한 것으로 평가되었다. ENU를 사용

한 밸리데이션 연구에서도 Pfizer, FDA-NCTR, 

Litron의 시험 결과에 있어서 유사한 결과를 제시하여 

pig-a assay의 신뢰성을 시사하였으며(Cammerer et 

al., 2011), ENU외에 N-methyl-N-nitrosourea, 

4-nitroquinoline 1-oxide, 1,3-propanesultone 등

의 물질의 pig-a assay 밸리데이션 연구에서도 높은 

일치도를 보고하였다(Lynch et al., 2011; Stankowski 

et al., 2011; Dertinger et al., 2011a).

결론적으로 국내 세 기관에서 ENU의 3일 연속 투

여 후 수행한 pig-a gene mutation assay에서 ENU

에 의한 mutant RET와 mutant RBC의 뚜렷한 증가

가 확인 되었고, 용량의존적인 결과로 ENU의 돌연변

이원성에 대한 신뢰성 있는 판정이 가능하였다. 또한, 

세 기관의 결과가 일치도가 높은 것으로 평가되어 전

수가능성 및 정확성이 높은 시험으로 평가되어 밸리데

이션 stage III 국내 연구에 기초 자료로 사용될 수 

있을 것으로 사료된다. 
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