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분광광도법을 이용한 간단한 in Chemico 피부감작성 시험법의 개발

차동호, 네팔마헤시, 김건호, 강미정, 정태천*

영남대학교 약학대학

A Simple Spectrophotometric Test to Identify Skin Sensitizers and Non-Sensitizers in Chemico

Dong-Ho Cha, Mahesh Raj Nepal, Geon-Ho Kim, Mi-Jeong Kang, Tae-Cheon Jeong*

College of Pharmacy, Yeungnam University, Gyeongsan, Korea

ABSTRACT. For the key event No. 1 in skin sensitization, a hapten should react with endogenous proteins 
for the initiation of immune reaction. Although Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA) has been developed 
as an alternative method for key event 1, artificially synthesized peptides and HPLC should be employed in 
performance, which are somewhat inconvenient. In the present study, a simple spectrophotometrical method to 
identify skin sensitizers in chemico was developed by using cysteamine, an endogenous substance that contains 
amino and thiol groups. To quantitate remaining cysteamine following the reaction with skin sensitizers, 
5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) was selected for the derivatization. The conditions optimized 
included: incubation time of cysteamine with test substances, molar ratios of cysteamine to test substances, 
stability of derivatized products of test substances with optimal concentration and incubation time of DTNB, 
and spectrophotometrical characteristics of the derivatized product. With the optimized conditions, 11 skin 
sensitizers and non-sensitizers were tested to know whether the method is feasible or not. Although further 
optimization is required, it would be a useful screening tool for determining skin sensitization potential of 
small molecules, because the present method employs simple endogenous cysteamine as an acceptor for 
sensitizers with a spectrophotometric detection system,.
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5)Introduction

화장품 및 그 성분에 대한 동물실험 금지와 화학물

질의 등록, 평가, 허가 및 제한에 대한 유럽규정의 시

행으로 인해 동물의 사용을 제한한 대체시험법이 널리 

연구되고 있다. OECD에서 채택한 시험 중 국소림프

절시험이 가장 예측력이 좋은 시험법으로 알려져 있어 

널리 보급되어 사용되고 있으며 (Basketter et al., 

1992; 1999; 2000; Cockshott et al., 2006; Kimber 
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et al., 2000; 2002; 2010), 그 외 다양한 in vitro 

시험법이 개발되어 있다 (Jousey et al., 2006; Ryan 

et al., 2001; 2005). 그러나 현재 이용할 수 있는 대

부분의 대체시험법은 여전히 여러 문제점을 가지고 있

다. 예를 들면, 감작성 물질에 노출된 후 배출 림프절

에서 T-세포의 증식을 측정하는 표준 방법인 LLNA는 

여전히 동물의 사용이 요구되고(Anderson et al., 

2011; Gerberick et al., 2007a; 2007b), 또한 일부 

시험에서는 HPLC나 유세포 분석기와 같이 고가의 

복잡한 분석기기가 요구되거나, 포유동물의 조직이

나 세포배양이 필수적이어서 동물실험자들이 대체시

험법을 이용한 연구를 수행하기가 어려운 것이 현실

이다. 

대체시험법을 보편적으로 널리 확산시키기 위해서는 

실험 단계를 최소화해서 가능한 한 간단하게 실험하면

서도 시험의 예측력을 유지하는 것이 필요하다. 이러
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한 관점에서, 화학물질에 의해 유발되는 피부감작성

의 경우 저분자 감작성물질과 단백질 간의 합텐화 과

정인 첫 번째 주요반응(key event)을 모사할 수 있는 

시험법의 개발이 주목을 받아왔다(Gerberick et al., 

2007a; 2007b). 즉, 피부감작성동물이나 포유동물의 

세포배양이 필요하지 않은 직접 펩타이드 반응성 분

석법(DPRA)은 세포배양계나 동물을 사용하여 주요반

응 2 – 4를 모사한 기타 피부감작성시험들과 비교하

여 현재 사용 가능한 가장 간단한 방법 중 하나이다 

(Dimitrov et al., 2016). 이 시험에서는, 피부감작 초

기 단계인 합텐화 과정을 모방하여, 리신 및 시스테인

이 함유된 헵타-펩타이드와 시험물질의 화학적 반응

성을 평가한다. 하지만 인공적으로 합성한 헵타-펩타

이드 2종과 고가의 HPLC를 이용한 분석과정이 반드

시 필요한 단점이 있다 (Gerberick et al., 2004; 

2009; Urbisch et al., 2016). 또한, 시험법의 예측력

은 세포배양을 이용한 다른 방법들에 비해 상대적으

로 낮았다. 신물질 개발과정에서 피부감작 가능성을 

가진 다양한 화합물을 대상으로 신속하고 간단하게 

조기 선별을 하기 위해서는 예측력을 유지하면서 기

존의 시험법보다 더욱 단순하고 경제적인 시험법이 

필요하다. 

합텐 형성 단계에서 결합 단백질에 존재하는 리신 

및 시스테인 잔기가 피부감작성 물질과 결합하는 수용

체인 것으로 알려져 있으며, 화학적인 반응성의 정도

가 DPRA를 통한 피부감작성 시험의 주요 근거이다 

(Gerberick et al., 2009). 따라서, 반응성이 큰 감작

성 물질의 경우 합텐 형성이 일어나는 단백질 외에 세

포 내 아미노 또는 치올기를 가진 저분자량의 방어 물

질 등과도 상호작용할 수 있다고 예상할 수 있다. 이

러한 관점에서 시스테아민(cysteamine)은 피부감작 

반응과는 무관할지라도 감작성 물질이 존재할 때 상호

작용할 수 있는 훌륭한 후보물질이 될 수 있을 것이

다. 사실 시스테아민은 인체에 풍부하게 존재하는 물

질로, 산화-환원 전위의 조절 기능 뿐 아니라, 시스테

아민 구조는 단백질, 탄수화물, 지질대사 등 각종 생

화학 반응에 사용되는 코엔자임 A에도 존재한다. 

즉, 반응성 작용기는 친핵성을 보일 뿐만 아니라, 친

전자성 물질과 잘 반응하는 것으로 증명되었는 바 

(Lepoittevin and Benezra, 1991; Ahlfors et al., 

2003), 본 연구에 앞서 시스테아민과 글루타치온과 같

은 내인성 저분자 물질과 30여종의 시험물질을 이용

한 본 연구진의 연구에서는 dapsyl chloride와의 유도

체 생성을 HPLC 방법으로 평가한 경우 100%의 민감

도와 82%의 특이도 및 93%의 정확도를 보이는 것이 

확인되어 시스테아민을 이용한 좀더 간편한 시험법을 

개발할 수 있을 것으로 판단되었다 (Nepal et al., 

2018). 

따라서, 본 연구에서는 좀더 많은 연구실에서 시

험이 가능하도록 고가의 HPLC 대신에 분광광도계

를 사용할 수 있는 시험이 가능한지를 본 연구에서 

살펴보고자 하였다. 또한 시험 플랫폼은 시험관이 

아닌 96-well plate를 적용하여 시간과 시험물질 

사용량을 줄여보고자 하였다. 시스테아민의 피부감

작성 물질 검출 가능성을 확인하기 위하여 각종 실

험조건을 최적화한 다음 11종의 시험물질 (감작성 

물질 8종과 비감작성 물질 3종)을 대상으로 평가해 

보았다. 

Materials and Methods

1. 재료

시험물질로 사용한 화합물은 Table 1에 나타내었다. 

시스테아민(98%, CAS No. 60-23-1)과 5,5’-dithiobis 

(2-nitrobenzoic acid) (DTNB, 98%, CAS No. 69-78- 

3)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 미국)에서 구

입하였다. 다음의 화합물은 Duksan Pure Chemicals

(서울, 한국)에서 구입하였다: glacial acetic acid 

(99%, CAS No. 64-19-7); potassium phosphate 

monobasic (99%, CAS No.7778-77-0); potassium 

phosphate dibasic (98%, CAS No. 7758-11-4). 

Acetonitrile (CAS No. 75-05-8)은 J.T. Baker 

(Phillipsburg, NJ, 미국)에서, sodium acetate 

trihydrate (99%, CAS No. 6131-90-4)는 Tokyo 

Chemical Industry(동경, 일본)에서 각각 구입하였다. 

각 화합물은 별도의 정제과정 없이 그대로 실험에 사

용하였다.

2. 시스테아민과 DTNB 간의 반응 최적화: 
농도 및 반응시간

시스테아민을 0.1 M sodium acetate 완충용액(pH 

4.0)에 녹여 0-1500 mM을 제조한 다음 100 mL를 취

하여 감작성 또는 비감작성 물질의 용매인 acetonitrile 

50 mL와 혼합하고, 0.1 M potassium phosphate 완

충용액(pH 7.4)에 제조한 DTNB(100-500 mM) 50 

mL를 가하여 반응을 유도하였다. 이후 실온에서 20 

분이 지난 다음 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시

스테아민과 DTNB 간의 반응시간을 최적화하기 위하
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여, 600 mM 시스테아민 100 mL와 acetonitrile 50 

mL 및 500 mM DTNB 50 mL를 혼합한 뒤 실온 조

건에서 10 분 간격으로 1 시간 동안 415 nm에서 흡광

도를 측정하였다.  

3. 시스테아민의 안정성 평가: 
시간, 용매, pH 및 온도 의존성

pH에 따른 시스테아민의 안정성을 평가하기 위하여 

0.1 M sodium acetate 완충용액(pH 4.0), 0.1 M 

potassium phosphate 완충용액(pH 7.0) 그리고 0.1 

M ammonium acetate 완충용액 (pH 10.0) 등 3종의 

완충용액을 준비한 다음, 각각에 600 mM 시스테아민 

100 mL와 용매로 사용한 acetonitrile 또는 dimethyl 

sulfoxide (DMSO) 50 mL를 혼합하고, 0, 3, 6, 18, 

24 시간 동안 냉장 조건 (4℃)과 실온 조건 (25℃)으

로 시료를 구분하여 일정시간 보관하였으며, 특정 시

간에 0.1 M potassium phosphate 완충용액에 녹인 

500 mM의 DTNB 50 mL를 혼합하여 20 분 간 반응

시킨 후 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 시간

에 따른 용액의 용적 감소를 최소화하기 위해 밀봉용 

접착 테이프와 파라필름으로 96-well plate를 외기로

부터 차단하였다.

4. 시스테아민과 시험물질의 반응농도 및 
반응시간의 최적화

시험물질과 시스테아민의 반응 농도비를 최적화하기 

위하여 0.1 M sodium acetate 완충액 (pH 4.0)에 녹

인 600 mM 시스테아민 100 mL와 대표적인 감작성 

물질인 cinnam aldehyde와 비감작성 물질인 methyl 

salicylate를 각각 acetonitrile에 녹여 32 mM (1:30) 

또는 72 mM (1:60)로 혼합한 용액 50 mL씩을 96- 

well plate에서 3, 6, 18 및 24 시간 동안 반응 시킨 

뒤, 0.1 M potassium phosphate 완충액에 녹인 

500 mM DTNB 50 mL를 가하여 20 분 후에 415 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 시간에 따른 용

액의 용적 감소를 최소화하기 위해 밀봉용 접착 테이

프와 파라필름으로 96-well plate를 외기로부터 차

단하였다.

5. 본실험

Fig. 1에 제시된 최적화된 조건 하에서 11종의 시험물

질을 대상으로 본실험을 진행하였다. Sodium acetate 

완충액 (0.1 M)에 녹인 600 mM 시스테아민 100 mL를 

먼저 각 well에 분주하고, 각 시험물질을 acetonitrile

에 녹여 32 mM (1:30) 및 72 mM (1:60)로 제조한 

용액을 50 mL씩 분주하고 24 시간 동안 반응 시킨 

다음, 500 mM DTNB 50 mL를 가하여 20 분 간 반

응시킨 후에 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시스

테아민의 감소정도를 Fig. 1에 제시된 방법에 준하여 

계산하여 결과를 나타내었다. 한편, 시스테아민과 시

험물질의 반응을 비롯한 모든 시험은 96-well plate

에서 진행하였으며, 휘발 또는 증발로 인해 반응액의 

용적이 반응시간 동안 줄어드는 문제를 해소하기 위하

여 반응 시에는 각 well을 밀봉할 수 있는 접착 테이

프와 파라필름을 사용하였다.

No. Chemical name CAS No. Chemical 
supplier Purity (%) Physical 

state
Solvent 

used
EC3 

value
In vivo 

category (LLNA)

1 2,4-Dinitrochlorobenzene 97-00-7 Sigma-Aldrich 97 Solid Acetonitrile 0.08 Extreme

2 p-Benzoquinone 106-51-4 Sigma-Aldrich > 98 Solid Acetonitrile 0.01 Extreme

3 p-Hydroquinone 123-31-9 Sigma-Aldrich - Solid Acetonitrile 0.11 Strong

4 Glutaraldehyde 111-30-8 Alfa Aesar 50 Liquid Acetonitrile 0.20 Strong

5 Cinnamaldehyde 105-55-2 Sigma-Aldrich 95 Liquid Acetonitrile 2.00 Moderate

6 Citral 5392-40-5 Sigma-Aldrich 95 Liquid Acetonitrile 5.70 Moderate

7 Diethyl maleate 141-05-9 Sigma-Aldrich 97 Liquid Acetonitrile 2.10 Moderate

8 2,3-Butanedione 431-03-8 Sigma-Aldrich - Liquid Acetonitrile 11.00 Weak

9 Lactic acid 50-21-5 Sigma-Aldrich 85 Liquid Acetonitrile NC Non-sensitizer

10 Isopropanol 67-63-0 Sigma-Aldrich - Liquid Acetonitrile NC Non-sensitizer

11 Methyl salicylate 119-36-8 TCI 99 Liquid Acetonitrile NC Non-sensitizer

CAS No., Chemical Abstracts Service Number; NC, not calculated.
-, purity not specified by suppliers.

Table 1. Information on tested chemicals



42⋅Journal of Alternatives to Animal Experiments

Fig 1. Experimental steps for testing reactivity of 
cysteamine with test chemicals

6. 결과의 처리

시험물질에 의한 시스테아민의 고갈 정도는 Fig. 1

에 나타낸 바와 같이 시험물질의 처리 없이 시스테아

민과 용매만을 반응시킨 다음 DTNB를 반응시켜 얻은 

415 nm에서의 흡광도를 기준으로 시험물질과 반응시

켜 얻은 흡광도의 비율로 산출하였다. 예비실험과 본

실험의 결과는 평균 시스테아민의 고갈 정도(%) + 표

준편차로 표시하였다. 한편, 고갈 정도가 0% 이하인 

경우 0%로 표시하였다.

Results

시스테아민을 피부감작성 물질과의 반응성을 통해 

시험법으로 사용하기 위해서는 시스테아민을 정량적

으로 검출할 수 있는 방법이 필요하였다. 시스테아민

의 검출을 위해 몇 가지 치올기 검출시약들인 2,4- 

dinitrofluorobenzene, dabsyl chloride 및 DTNB에 

대한 예비시험을 실시하였고, 그 중 DTNB가 가장 효

율적이었다(결과는 보이지 않았음). 생성되는 시스테아

민-DTNB 복합체가 개별 물질과는 명확히 구분되어야 

하기 때문에 350 nm에서 550 nm까지의 파장에서 흡

광도를 측정한 결과 시스테아민-DTNB 복합체는 415 

nm 부근에서 최대 흡광도를 나타냄이 관찰되었다 

(Fig. 2.). 반면, DTNB 단독 용액은 325 nm 부근에서 

최대 흡광도를 보였고, 시스테아민 자체는 시험한 파

장 범위에서 유의미한 흡광도를 나타내지 않았다. 만

일 DTNB 농도를 너무 높이면 시스테아민-DTNB 복합

체가 보이는 415 nm에서의 피크에 간섭이 있을 수도 

있어 각 물질의 농도를 최적화하는 작업이 필요하였다. 

먼저 DTNB와의 반응의 특성을 살펴 보았다. 시스

테아민과 DTNB의 최적 반응농도를 찾기 위하여 여러 

조건의 농도에서 반응성을 실험한 결과, 시스테아민은 

DTNB와의 반응 전에 시험물질의 용매로 사용할 

acetonitrile을 포함하여 400 mM로 최종농도를 설정

하였고, 정해진 반응시간이 지난 뒤 500 mM의 DTNB를 

혼합하고 20분 후 415 nm에서 흡광도를 측정하는 조건

이 가장 적절하였다. 위 용액의 반응비는 총 200 mL 기

준으로 2:1:1이 적절하였으며, 그 결과 시스테아민의 농

도가 증가함에 따라 415 nm에서의 흡광도가 증가하는 

결과를 얻었다 (Fig. 3.). 또한 시스테아민과 DTNB의 

반응시간은 10 분부터 포화 양상을 보였고, 1 시간 동

안 유지되었다. 따라서, 반응의 안정성을 고려하여 20 

분 동안 반응을 시키기로 결정하였다 (Fig. 4). 

농도 최적화 실험에 이어서 각 물질을 용액으로 만

든 상태에서의 안정성을 판단하기 위해, 반응시간, 시

스테아민 용액의 pH, 시험물질을 녹일 용매 및 시험

물질과 시스테아민의 반응에 적용할 온도 등의 조건변

화에 따른 반응의 안정성을 평가해 보았다 (Fig. 5). 

시스테아민을 sodium acetate 완충액 (pH 4.0)에 녹

여 냉장과 실온의 두 가지 조건으로 나눠서 보관한 다

음, 일정 시간 뒤에 새로 제조한 DTNB와 20 분간 반

응시키고 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 우선 pH

의 경우 어떠한 조건이더라도 산성 조건(pH 4.0)이 

가장 안정성이 좋았고, 염기 조건(pH 10.0)에서는 시

간이 지날수록 시스테아민의 안정성이 감소되었다. 

중성 조건(pH 7.0)에서는 시스테아민-DTNB 복합체

가 검출되지 않았다. 온도조건의 경우 용매 후보인 

acetonitrile을 사용한 경우 산성 조건에서는 온도와 

무관하게 24 시간 동안 시스테아민의 안정성이 유지

되는 경향을 보였고, 염기 조건에서는 시간이 지날수

록 감소하였으며, 실온 조건에서는 감소의 폭이 더욱 

컸다. 반면 용매 후보인 DMSO를 사용한 경우 모든 

pH 조건에서 시간이 지날수록 시스테아민의 안정성

이 감소했으나, 냉장조건에서는 비슷하게 감소하는 

반면 실온조건에서는 더 크게 안정성이 감소하는 결

과를 보여 주었다. 위의 결과를 토대로 시스테아민의 

반응성을 평가하기 위한 최적 조건은 i) 시스테아민을 

sodium acetate 완충액 (pH 4.0)에 녹이고, ii) 시험

물질의 용매는 acetonitrile을 사용하며, iii) 냉장조건 

또는 실온조건에서 시스테아민을 시험물질과 반응시키

는 것이 가장 적절한 것으로 판단되었다 (Fig. 5). 실

제 본실험에서는 시스테아민 자체가 냉장보관 시약이

므로 냉장조건에서 실험을 진행하기로 결정하였다. 

다음에는 시스테아민과 시험물질 간 최적의 반응비

를 결정하기 위하여 감작성 물질인 cinnam aldehyde
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와 비감작성 물질인 methyl salicylate를 사용하여 살

펴보았다(Fig. 6). Cinnam aldehyde와 치올기와의 반

응성은 이미 보고된 바가 있어 본실험 전에 반응조건

의 최적화 연구에 사용하였다(Autelitano et al., 

2017). 시스테아민:시험물질을 1:30과 1:60의 두 가지 

조건에서 반응시간을 달리하여 24 시간까지 실험한 

결과, 두 조건 모두 감작성 물질과 비감작성 물질 간

의 차이가 뚜렷하였으며, 반응 시간이 지날수록 반응 

정도의 차이를 볼 수 있었고, 반응시간을 18 및 24 시

간으로 하는 경우 감작성 물질과 비감작성 물질이 잘 

구분이 되었지만, 실험자의 편의를 위해 24 시간의 반

응시간을 최종 조건으로 결정하였다. 

Fig 2. Detection of cysteamine complex with 5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). (A) Absorption spectra 
of cysteamine. At 400 μM prepared in 0.1 M sodium acetate buffer, pH 4.0. (B) Absorption spectra of DTNB 
at 500 μM prepared in 0.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.4. (C) Absorption spectra of cysteamine- 
DTNB complex following 20 min incubation. (D) Depletion of cysteamine by 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB) 
at 72 mM. The percent depletion of cysteamine by a test chemical was calculated by following formula: 
100-(Y/X×100), where X is the absorbance at 415 nm for control without test chemical but acetonitrile, a 
vehicle, and Y is the absorbance at 415 nm for test chemical

Fig. 3. Reactivity of cysteamine with DTNB. (A) Reactivity of cysteamine with various concentrations of DTNB. Each
value represents the mean ± S.D. of triplicate determinations. (B) Concentration dependency of cysteamine 
with 500 μM DTNB
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Fig. 4. Optimization of reaction time for cysteamine 
with DTNB. Cysteamine at 400 μM was reacted with 
500 μM DTNB at room temperature. Each value 
represents the mean ± S.D. of six determinations.

다음에는 시스테아민과 시험물질 간 최적의 반응비

를 결정하기 위하여 감작성 물질인 cinnam aldehyde

와 비감작성 물질인 methyl salicylate를 사용하여 살

펴보았다(Fig. 6). Cinnam aldehyde와 치올기와의 반

응성은 이미 보고된 바가 있어 본실험 전에 반응조건

의 최적화 연구에 사용하였다(Autelitano et al., 

2017). 시스테아민:시험물질을 1:30과 1:60의 두 가지 

조건에서 반응시간을 달리하여 24 시간까지 실험한 

결과, 두 조건 모두 감작성 물질과 비감작성 물질 간

의 차이가 뚜렷하였으며, 반응 시간이 지날수록 반응 

정도의 차이를 볼 수 있었고, 반응시간을 18 및 24 시

간으로 하는 경우 감작성 물질과 비감작성 물질이 잘 

구분이 되었지만, 실험자의 편의를 위해 24 시간의 반

응시간을 최종 조건으로 결정하였다. 

최적화 과정을 모두 진행한 다음 11종의 피부감작성 

및 비감작성 물질을 선정하여 본실험을 진행하였는

데, 시험물질은 LLNA 시험결과를 바탕으로 extreme 

2종, strong 2종, moderate 3종, weak 1종, 및 

non-sensitizer 3종을 사용하였다. 모든 시험물질은 

acetonitrile을 용매로 사용하였고, 시스테아민과 시험

물질의 반응비는 1:30과 1:60의 두 조건으로 진행하였

고, 반응은 24 시간 동안 진행하였다. 그 결과, Fig. 7

에 나타낸 바와 같이, 모든 비감작성 물질 3종은 시스

테아민과의 반응성이 매우 약함을 알 수 있었고, 대부

분의 감작성 물질은 비감작성 물질과 상당한 차이를 보

이며 시스테아민과 반응함을 알 수 있었다. 그러나, p- 

hydroquinone과 diethyl malate는 차이는 있지만 비감

작성 물질과의 구분이 쉽지 않은 결과를 보여 주었다.

Fig. 5. Optimiztion of vehicle solvents and reaction temperatures in 3 different pHs of reaction mixtures. 
Cysteamine at 600 mM was incubated with either acetonitrile or DMSO for the given times and temperatures 
in 3 pH conditions. And then, 500 mM DTNB was incubated at room temperature for 20 min. (A) Incubation of 
cysteamine with acetonitrile at 4℃. (B) Incubation of cysteamine with acetonitrile at 25℃. (C) Incubatione of 
cysteamine with DMSO at 4℃. (D) Incubation of cysteamine with DMSO at 25℃. Each bar represents the 
mean + S.D. of triplicate determinations.
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Discussion

본 연구는 실험동물과 동물세포 배양을 사용하지 않

는 조건에서 피부 감작성 물질을 구별하기 위한 기존

의 시험법들 보다 더욱 간편하고 경제적인 방법을 개

발하기 위해 수행하였다. 즉, 다수의 후보물질에 대하

여 신속하게 다음 연구를 진행할 지에 대한 스크리닝 

개념의 시험법으로 활용할 수 있는 시험법의 개발이 1

차적인 목표이었다. 친핵성 펩타이드에 대한 화학물

질의 반응성을 측정함으로써 화학물질이 유발하는 피

부 감작성 유발의 가능성을 평가할 수 있는 것은 저

분자 감작성물질의 합텐화 과정이 존재하기 때문이다

(Gerberick et al., 2004). 시스테아민은 내인성의 저

분자 물질이지만, 단백질 또는 glutathione과 같이 –

Fig. 6. Optimization of concentration and time for the reaction of 2 test chemicals with 
cysteamine. Cysteamine at 600 μM was incubated with 32 mM (1:30) and 72 mM (1:60) of 
test chemicals up to 24 hr at 4℃. Each bar represents the mean percent of cysteamine 
depletion + S.D. of triplicate determinations. The percent depletion < 0 was regarded as 0. 

Fig. 7. Depletion of cysteamine by 11 test chemicals. Cysteamine at 600 μM was incubated with 
30-fold and 60-fold of test chemicals for 24 hr at 4℃. And then, the reactant was incubated with 
500 μM DTNB for 20 min at 25℃, followed by UV absorption at 415 nm. The percent depletion of 
cysteamine by a test chemical was calculated as mentioned in Fig. 1. Each bar represents the 
mean percent of cysteamine depletion + S.D. of six determinations. The percent depletion < 0 was 
regarded as 0. DNCB, 2,4-dinitrochlorobenzene; p-BQ, p-benzoquinone; p-HQ, p-hydroquinone; GA, 
glutaraldehyde; DM, diethyl maleate; 2,3-BTD, 2,3-butanedione; CA, cinnamaldehyde; CTL, citral; 
LA, lactic acid; IPA, isopropyl alcohol; MS, methyl salicylate.
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SH 기를 가지고 있어 반응성이 높은 감작성 물질과 

쉽게 반응할 수 있을 것이라는 가정이 가능하였는 바

(Nepal et al., 2018), 본 연구의 결과를 살펴 보면, 

어느 정도 이 가정이 사실임을 알 수 있었다. 즉, 시

스테아민은 DTNB와 결합 시 415 nm에서 흡수 극대

를 보여 시험물질의 흡광도와 구별이 되었을 뿐 아니

라, 정량적으로 반응하여 시험물질에 의한 시스테아민

의 고갈 정도를 분광광도법으로 정량할 수 있음을 알 

수 있었고, 반응생성물의 안정성도 1시간까지 확보되

었다(Fig. 2 - Fig. 4). 이와 관련하여 최근 DPRA의 

변법으로 HPLC 사용없이 시스테인 함유 헵타펩타이

드의 시스테인 잔기를 본 연구에 사용한 DTNB와 반

응시킨 연구에서도 정량성이 인정된 바 있다 (Cho 

et al., 2019). 또한, 여러 반응 조건에 대한 최적화 

과정을 통하여, 시스테아민은 산성의 냉장 조건에서 

acetonitrile을 용매로 사용할 때 가장 안정하였고

(Fig. 5), 시스테아민:시험물질의 비는 1:30과 1:60에

서 24 시간 반응 시 모두 비감작 물질과 뚜렷한 차이

를 보여주었다(Fig. 6). 시험물질과의 농도비는 기존 

문헌을 참고하여 선정하였으며, 시험물질의 사용을 최

소화하기 위하여 추후 좀더 농도비에 대한 최적화 연

구를 수행할 예정이다(Nepal et al., 2018). 산성 조

건에서 시스테아민과 시험물질의 반응성이 가장 좋게 

나타난 것은 일반적인 피부감작성 물질의 노출과는 차

이가 있는 상황으로 보이며, 피부 노출 시와 유사한 

시험조건을 찾기 위한 최적화 과정이 더 필요한 것으

로 판단되었다. 

본실험에서는 총 8종의 감작성 물질과 3종의 비감

작성 물질을 대상으로 시스테아민의 고갈 정도를 평

가하였다. 그 결과, 모든 감작성 물질이 비감작성 물

질과 비교하였을 때 시스테아민의 고갈 정도가 더 큰 

결과를 보여주었으나, 상대적으로 p-hydroquinone과 

diethyl maleate는 시스테아민의 고갈 정도가 적어 

이에 대한 추가적인 최적화 과정도 필요함을 알 수 있

었다. 특히, p-hydroquinone의 경우, 자체는 반응성

이 적고 대사 후 반응성이 커지는 pro-hapten에 해

당하여 본 시험계에 대사활성화계를 접목한 시험법으

로의 개선이 필요할 것으로 판단되었다. 실제로, 감작

성 물질의 약 25% 정도는 감작성 유발 시 대사과정이 

요구되는 물질인 것으로 보고되어 있어, 예측력을 높

이기 위해서는 이들 물질의 검출을 위한 대사활성화계

와의 접목이 필요한 것으로 판단되었다(Nepal et al., 

2019; Patlewicz et al., 2016). 

본 연구의 진행 초기에는 시험관에서 각각의 반응을 

진행하였는데, 시약의 사용량도 많고, 반응 종말에 대

한 과정이 없어 흡광도를 측정하는 동안 처음 시험관

과 마지막 시험관 간의 측정 시간 차이가 있어 결과에 

영향을 줄 수 있는 문제점이 있었다. 따라서 실험방법

을 개선하여 96-well plate에서 반응을 진행함으로써 

실험 과정을 좀더 단순화시키고자 하였으며, 필요한 

시험물질의 양도 감소시킬 수 있었다. 또한 96-well 

plate를 사용함으로써 동시에 흡광도를 측정하게 되어 

반응 시간차에 의한 영향을 최소화할 수 있었다. 96 

well plate를 사용하면서 반응액의 용적이 매우 적은 

가운데24 시간 동안 반응을 시키게 되므로 용액의 증

발 또는 휘발 가능성이 있어 밀봉용 테이프로 변수를 

반드시 사용해야 하며, 밀봉이 되지 않으면 용액의 흡

광도를 측정하기 때문에 결과에 오차를 유발할 수 있

는 단점이 있었다. 부피의 변화는 주로 96-well plate

의 가장자리에 배열된 곳에서 발생하였는데, 이는 파

라필름으로 가장자리를 밀봉함으로써 차단할 수 있었

다 (결과는 보이지 않았음). 

본 시험의 또 다른 단점으로 시험물질의 용해도를 

들 수 있다. 대부분의 시험물질은 acetonitrile에 녹았

으나 sodium acetate 완충액에 녹인 시스테아민과의 

반응 중에 용액 자체가 혼탁해지는 현상이 보였고, 이 

때에 흡광도 측정에 문제가 생기므로 결과에 영향을 

줄 수 있다. 따라서, 시험물질 자체가 415 nm에서 흡

광하는 물질이나 혼탁 현상을 보이는 물질의 경우 감

작성 판단이 어려운 한계를 보였다.

향후 추가적인 최적화 연구와 다수의 시험물질에 대

한 평가를 통해 본 시험법의 예측력을 확인하고 검증

연구도 진행되어야 하지만, 성공적으로 시험법으로서

의 가능성을 입증하게 된다면 본 시험법은 실험동물의 

사용이나 동물세포 배양을 완전히 배제할 수 있을 뿐 

아니라 기존의 합텐 형성과정을 모방하는 DPRA 시험

과 비교하여 HPLC 분석 대신 UV 분광계로 분석이 

가능하고, 사용 시약의 양을 절감하며, 합성 펩타이드 

대신 시스테아민을 사용함으로써 경제적인 장점도 있

고, 96-well plate를 사용하므로 1회에 여러 시험물질

에 대한 평가도 가능해지므로 지금까지 개발된 피부감

작성 시험 중 가장 간편하고 경제적인 시험이 될 수 

있다고 판단되며, 다수의 물질에 대하여 스크리닝 단

계에서 피부감작성 여부를 판단할 때 활용이 가능할 

것으로 판단되었다. 
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