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1. はじめに  

事業場排水の生物応答試験は、環境省において自

主管理制度として国内導入が検討されている。2017

年 2 月に国立環境研究所は、国内で用いられる生態

影響試験のうち、どのような手法が適切または有効

であるかを調べるため、共通の模擬事業所排水を用

いた生態影響試験（生態影響チャレンジテスト）の

実施機関を公募した。  

本発表では、環境省が提案している生物応答を用

いた排水試験を実施した結果を示すとともに、他の

試験機関の試験結果との比較から試験法の課題等に

ついて考察する。  

 

2. 試験方法  

(1) 被験試料  

国立環境研究所から 2017 年 3 月 14 日に送付され

た模擬事業所排水を被験試料とし、試料搬入から 28

日後に用いた。被験試料は 4℃で冷蔵保存した。目

開き 60 μm のナイロンメッシュ（ニッタル  DIN 

100-60、株式会社  田中三次郎商店）でろ過し、試験

溶液の調製に用いた。藻類試験用の被験試料は、ろ

過滅菌中の目詰まりを防止するために、孔径 0.7 μ

m のガラスフィルター（GF/F、GE ヘルスケア・ジ

ャパン）でろ過した。  

(2) 生態影響試験方法  

試験生物には、ムレミカヅキモ（藻類）、ニセネコ

ゼミジンコ（甲殻類）、ゼブラフィッシュ（魚類）を

用いた。「生物応答を利用した排水管理手法の活用に

ついて」（生物応答を利用した水環境管理手法に関す

る検討会報告書、平成 27 年 11 月）の参考資料「生

物応答を用いた排水試験法（検討案）」（試験法検討

案）に準拠し、藻類生長阻害試験（藻類試験）、ミジ

ンコ類繁殖試験（甲殻類試験）、魚類胚期仔魚期短期

毒性試験（魚類試験）を行った。  

藻類試験の試験条件を表 1 に示す。試験法検討案

では、2 種類の試験液の調製方法が記載されている。

OECD 培地で排水を希釈する調製法①では、対照区、

排水 5%、10%、20%、40%、80%区で OECD 培地の

濃度はそれぞれ、100%、95%、90%、80%、60%、

20%となり、試験区間で培地の濃度が異なる。培地

の濃厚液を添加する調製法②では、OECD 培地の濃

度はすべての試験区で 20%となる。本試験では、調

製法②で試験液を調製した。  

類試験から得られた生長速度、甲殻類試験から得

られた累積産仔数、魚類試験から得られた生存率、

ふ化率、ふ化後生存率および生存指標について、無

影響濃度（NOEC）を求めた。対照区と比較して統

計学的に有意な差がない試験濃度区のうち、最も高

い試験濃度区の排水濃度を NOEC とした。  

 

3. 試験結果  

(1) 藻類試験  

各試験区の試験期間を通じた平均生長速度を図 1 

に示す。平均生長速度は、対照区と比較して排水 5%

～80%において有意に低下した。NOEC は<5%、10%

生長阻害濃度（EC10）は 4.6%、50%生長阻害濃度（EC50）

は 32.9%であった。  

 

表 1 藻類試験の試験条件  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 藻類試験における各試験区の平均生長速度  

項目 条件

ばく露方式 止水式、振とう培養（100 rpm）

ばく露期間 3日間

試験区 排水5、10、20、40、80%区および対照区

連数 3連／試験濃度区、6連／対照区

供試生物 ムレミカヅキモ（Pseudokirchneriella subcapitata ）

供試生物数 5×103 cells/mL／試験容器

試験用水 OECD培地（全試験区20%濃度に統一）

試験液量 100 mL／試験容器

試験温度 23 ± 2 ℃

照明 白色蛍光灯、連続光、光量子束密度60-120 μmol·m-2·s-1

影響評価の指標 生長速度、生長阻害率
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(2) 甲殻類試験  

各試験区の平均産仔数を図 2 に示す。平均産仔数

は、対照区と比較して排水 10%～80%において有意

に低下した。NOEC は 5%、EC10 は 1.3%、EC50 は 9.9%

であった。  

(3) 魚類試験  

各試験区の生存指標を図 3 に示す。生存指標は、

対照区と比較して排水 10%～80%において有意に低

下した。NOEC は 20%、EC50 は 29.2%であった。  

 

4. 考察  

本試験では、藻類試験および魚類試験において国

立環境研究所の試験結果と異なる傾向がみられた。

藻類試験について、国立環境研究所の試験結果と比

較すると、特に排水 5%～40%において、曝露時間に

対する細胞密度（対数値）の直線の傾き（平均生長

速度）が小さくなる傾向がみられた 1)ため、この要

因を考察した。  

図 4 に金属類を含む事業場排水を、2 種類の希釈

方法で試験溶液を調製し、試験した結果を示す 2)。

調製法②で希釈調製した試験区の方が、排水 5%～

40%における平均生長速度が低くかった。OECD 培

地に含まれる EDTA は、金属類の藻類への取り込み

を抑制するため 3)、金属類が排水の毒性原因物質で

ある場合、OECD 培地の濃度が低い方が排水の毒性

が高くなる可能性がある。  

本試験は調製法②で試験を実施し、国立環境研究

所では調製法①で試験を実施したことから、図 4 に

示した事例と同様の傾向がみられたと考えられる。  

現在の試験法検討案では、調製法①および②の両

方が認められている。適切な調製法に統一すること

で、試験液の調製法に起因する試験結果の差は無く

なり、試験精度の向上につながると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 甲殻類試験における各試験区の平均産仔数  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 魚類試験における各試験区の生存指標  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 2 種類の調製法による平均生長速度の比較 2) 
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