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안정성시험 데이터의 풀링과 유효기간 추정

  

세포배양의약품, 세포치료제, 유전자치료제 등 생물의약품의 안정성 시험에 있어서, 

모든 인자 또는 인자조합에서 추정된 유효기간 중 적어도 1개 이상이 제안한 기간 보

다 짧게 추정된 경우, 유효기간을 더 길게 추정하기 위하여 모든 배치의 데이터를 하

나로 통합할 수 있는지를 결정하기 위하여 풀링테스트를 실시한다. 

하나의 유효기간을 추정하기 위하여 여러 배치의 데이터를 풀링하기 전에 예비 통

계분석(검정)을 하여 여러 배치의 회귀직선이 공통의 기울기와 공통의 절편을 갖는 지

를 결정한다. 배치들 간의 회귀직선의 기울기와 절편의 차이를 검정하기 위하여 시간

을 공변량으로 하는 공분산분석(ANOCOVA)을 적용할 수 있다. 통상 상대적으로 제한

된 샘플 크기를 갖는 안정성시험 설계에 기인한 작은 검출력을 보상하기 위하여, 기울

기(Time항)의 유의성과 절편(Batch항)의 유의성 기준은 0.25의 p값을 기준으로 한다. 

공분산분석(ANOCOVA = ANOVA + Regression Analysis)은 실험의 정밀도 

(Precision)를 높이기 위한 방법으로 어떤 실험에서 반응변수 y외에 반응변수와 선형 관

계(Linear Relationship)를 갖는 x가 존재 하는 경우, x는 통제할 수 없는 변수

(Uncontrollable Variable)이며, x에 따라 y가 관측된다. 이러한 x를 공변량(Covariate 또

는 Concomitant Variable)이라 부른다. 공분산분석 (Analysis of Covariance, 

ANOCOVA)는 이러한 공변량의 영향을 고려하여, 관측된 반응변수 y를 조정해 준다. 이

러한 조정(Adjustment)이 수행되지 않으면 공변량이 MSE(Mean Squares for Errors)를 

변질시켜, 처리(Treatments)에 기인한 반응(Response) 간의 차이(True Differences)를 검

출하기 어렵게 만든다. 결국 공분산분석은 통제할 수 없는 잡음 변수(Uncontrollable 

Nuisance Variable)의 영향을 조정해 주는 방법이라 할 수 있다.

예를 들어, 3개의 서로 다른 기계로 생산하는 섬유의 강도 차를 검출하는 것을 가

정하자. 그런데, 섬유의 강도는 그것의 두께에 영향을 받기 때문에(일반적으로 두꺼운 

섬유가 얇은 섬유보다 강도가 높다), 기계간의 순수한 강도의 차이를 검출하기 위해서

는 공분산분석을 사용하여 섬유의 강도(y)에 대한 두께(x)의 영향을 제거시켜야 한다.
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공분산분석을 위하여 하나의 공변량이 존재하는 단일인자(Single Factor) 설계

(Design)에 국한하여 설명하기로 하자. 1개의 반응변수만이 존재하는 경우, 반응치 y에 

대한 모형은 다음과 같이 쓸 수 있다.

yij: i 번째 Treatment(어떤 인자의 특정수준 i)하에서의 j번째 반응치

xij: yij 에 대응하는 공변량

τi : i 번째 Treatment의 효과. 단, xij는 Treatement의 영향을 받지 않음

μ : 전체 평균

X : xij의 평균 

여기서, 처리(Treatment)의 효과인 τi 만을 따로 분리해서 평가해야만 처리의 효과를 

참되게 평가했다고 할 수 있다.

위의 (1)의 반응치 모형을 가정하고, 실험에 의해 반응치를 얻은 경우, 각 변수에 대

한 제곱합을 정리하면 아래와 같다. 아래의 제곱합 식에서 알 수 있듯이, 일반적으로 S 

= T + E이다.

위와 같은 제곱합이 주어졌을 때, 회귀계수에 대한 최소 제곱 추정치를 구하면 아

래와 같다. 

이 때, 회귀식으로 설명될 수 없는 y의 변동인 SSE는 다음의 식으로 계산된다.

SSE = Eyy – (Exy)2/Exx
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위 제곱합에 대한 자유도는 a(n-1)-1이며, (Exy)2/Exx 는 얼마나 회귀식이 y를 설명하

는데 적절한 가에 대한 하나의 지표이다. 참고적으로, 위의 식은 일반적인 회귀분석 실

시 시 계산되는 오차항에 대한 제곱합과 유사한 형태를 갖게 된다. 따라서, 오차항에 

대한 평균 제곱합은 다음과 같이 계산된다.

처리(Treatment), 즉 인자의 유의성 판정 방법을 살펴보기로 하자. (1)의 모형에서 y

에 대한 처리의 영향, 즉 효과가 없다고 가정하면 아래의 식으로 다시 쓸 수 있다.

이 때, 회귀식의 기울기에 대한 최소 제곱 추정치는 앞서 소개한 식과는 달리 다음

의 식으로 계산된다.

아울러, 오차항의 제곱합 SSE’ = Syy – (Sxy)2/Sxx로 계산될 수 있다. 여기서, SSE < 

SSE’ 임을 알 수 있다. 

SSE’-SSE는 처리의 효과 τi가있고 없고의 차이이므로, 이 값이 크면 처리의 효과 τi

가 없다고 할 수 없다. 즉 처리가 유의하다고 할 수 있다. 이에 대한 통계적 검정을 위

해 아래의 검정 통계량을 사용한다.

여기서, F0의 계산치가 Fα, a-1, a(n-1)-1 보다 크면 (SSE’ - SSE)는 무시할 수 없을 

정도로 크다고 할 수 있으며, 결국 τi =0 이다라고 할 수 없다. 안정성시험에서의 기울

기(공변량: 시간)의 유의성 판단 기준값인 p값은 F0값을 확률로 변환한 값으로, p값이 

0.25보다 큰 경우, 기울기는 유의하지 않다고 볼 수 있다. 아래 표1은 F0를 이용한 처

리의 유의성 검정을 위한 분산 분석표이다. 

<표 1> 공분산분석표
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공분산분석의 예로서, 다음 <표 2>와 같은 3배치의 안정성시험 결과 2번째 배치의 

안정성이 제안한 유효기간 보다 짧다고 가정하자. 

<표 2> 18개월의 의약품의 안정성 데이터

이 경우 좀 더 긴 유효기간을 추정하기 위하여 다른 배치로부터 선택된 데이터가 

단일의 유효기간의 추정을 위해 모아질 수 있는가를 판단하기 위하여 다음 <표 3>과 

같이 공분산분석을 실시하였다. 

<표 3> 공분산분석표

기울기(Time항)의 p값이 0.621로 0.25보다 크므로 세 배치를 통합하여 공통의 기울
기를 사용할 수 있으나, 절편(Batch항)의 p값은 0.049로 0.25보다 작으므로 절편은 통
합할 수 없다. 따라서, 공통의 기울기와 각각의 절편을 사용한 95% 신뢰한계가 허용기
준(규격값)과 교차되는 시기를 재시험기간 또는 유효기간으로 추정하여야 한다.  

6개월 가속시험에서 유의적인 변화가 없는 원료의약품의 예로, 공통의 기울기와 
절편의 적용 가능성, 시간에 따른 경시적 변화와 데이터 변동을 측정하여 재시험기간 
유도를 위한 통계분석의 필요성 결정, 재시험기간 추정 등을 살펴보자. 그림1은 
25±2℃, 60%RH 조건에 보관한 원료의약품 3배치의 장기안정성 데이터이다. 

[그림 1] 배치 A, B, C의 장기안정성 데이터
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Batch
Time Point (Month)

0 3 6 9 12 18

Batch 1 100 101 101 100 99 98
Batch 2 99 100 100 99 99 97
Batch 3 101 100 99 99 98 97

 Source DF SS MS F P
Time 1 0.1587 0.1587 0.26 0.621

Batch 2 4.8150 2.4075 3.90 0.049
Batch*Time 2 0.4413 0.2206 0.36 0.706
Error 12 7.4000 0.6167
Total 17 21.7778
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각 배치에 회귀분석을 적용하기 보다는 우선, 대표적인 재시험기간을 유도하기 

위하여 3 배치의 안정성 데이터를 통합할 수 있는지 풀링테스트 실시한다. <표 4>는 

풀링테스트를 위하여 실시한 공분산분석표이다. 3개의 기울기간의 차이(p값=0.67)와 

3개의 절편간의 차이(p값=0.48)는 모두 p값이 0.25보다 크므로 통계적으로 유의하지 

않음을 알 수 있다. 따라서, 모든 배치의 데이터를 단일 배치의 데이터로 취급하여 

공통의 기울기와 공통의 절편을 가진 모델을 상정할 수 있다. 공통의 기울기와 공통의 

절편으로 상정한 회귀직선과 공정능력분석을 [그림 2]에 나타냈다. 

<표 4> 공분산분석표

위의 [그림 2]의 분석에서 보듯이 기울기의 p값은 0.66으로 0.25보다 크므로 시간에 

따른 경시적 변화는 없다고 판단할 수 있다. 그러나, 공정능력지수는 0.8로 2.5보다 

작으므로 데이터의 변동은 유의하다. 즉 데이터의 변동이 존재한다고 볼 수 있다. 

이러한 상황에서는 통계분석에 의한 재시험기간의 추정이 요구된다. 이러한 통계적 

외삽에 의한 재시험기간 추정을 [그림 3]과 같이 실시하였다. 여기서 95% 편측 신뢰 

하한선이 45개월에서 규격하한인 98.0과 교차하는 것을 볼 수 있다. 그러나, ICH 

Q1E에 따라 최대로 제안할 수 있는 재시험기간은 24+12=36개월을 초과할 수 

없으므로, 식약처에 품목허가 시 제안할 수 있는 재시험기간은 36월로 한다.

Source DF SS MS F P

Month 1 0.1258 0.1258 0.19 0.6727

Batch 2 1.0352 0.5176 0.76 0.4831

Month *Time 2 0.6253 0.3176 0.46 0.6390

Error 15 10.1633 0.6776

Total 20 11.9496

[그림 2] 배치 A, B, C 통합 데이터의 
회귀분석 및 공정능력분석
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[그림 3] 배치 A, B, C 통합 데이터를 
이용한 재시험기간의 추정
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