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オオミジンコのTG211という生殖試験は、生まれて24時間以内の仔を50mlの
水にいれて、3週間で産む仔の数を数えて、化学物質影響を見る試験です。私た
ちは、この試験法を用いて、2003年に、幼若ホルモンをばく露すると単為生殖

でメスしか産まないオオミジンコがオスの仔を産むことを見つけていました。そ
こで、化学物質のばく露により、オスが産まれれば、その化学物質に幼若ホルモ
ン作用が有ると考えられますので、産まれた仔の性比を見ることをOECDに提案
しました。



オスを産むか否かを見るだけに、３週間の試験は長すぎるので、１週間で試験
が終わる方法を鑪迫先生のグループと開発しました。生後24時間以内の幼生を
用いるのを、成体からの化学物質ばく露に変え、ばく露から2度目の産仔した仔
の性比を見る方法が適当であることが分かりました。
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（前スライドと同様）

先ほどの説明を時間スケールで表した模式図です。
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ここまでのところで、第一段階試験のレポーターアッセイと短期の動物試験に
ついてお話ししました。

ここから第２段階の確定試験についての紹介です。エストロゲンやアンドロゲ
ン作用については、メダカの拡張１世代生殖試験を行います。それまではメダカ
多世代試験と呼ばれていました。この試験法は、われわれ日本のグループとアメ
リカの環境保護庁（US EPA）の研究所のグループで開発したもので、現在は
OECDの上位の委員会（WNT）で審査してもらっています。うまく通れば2015
年4月にはテストガイドラインとして認められることになります。

カエルの方は、幼生期の両生類成長試験、これはLAGDAと称していますが、
これもUS EPAと一緒に開発して、これも12月にVMG-ecoというところでは通っ
ていますので、さらに上のWNTというところが今評価をしています。うまくい
けば2015年の４月にテストガイドラインとして認められる予定です。

ミジンコの多世代試験の開発は、国立環境研で行われています。
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メダカの拡張1世代試験については、Primaryとある欄を右にたどっていただけ

ば分かりますが、親にばく露して、産まれた卵から育てた仔を交配し、産まれた
卵を育てて１週間ぐらいまで観察することになります。当初は、多世代試験とし
て、Optionalと書いた欄を右にたどっていただけば分かるように、より長期の試

験を計画しておりました。これは経費がかかりすぎることや、今までの結果、親
ばく露によって子どもの反応性があがるような例が見出せていないということか
ら、2世代目は短くてよいとの意見が多く、短期の試験となります。EPAの
Office of Waterから、こういった確定試験にはどういう魚を使ったらいいかと相
談を受けまして、メダカがよいと宣伝して、それが採用されたものですから、私
にも責任がありますので、完成してよかったと安心しています。
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メダカ拡張1世代試験は、19週にわたる短い試験になっています。F0にばく露

して、ずっとばく露は続けます。その過程で、図の右下の欄にも書き込んでいま
すが、いろんなエドポイントを評価することになります。
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メダカ拡張1世代試験を作成する時に行った実験結果をまとめた論文です。エ

ストロンを試験物質として用いました。これは鑪迫先生を中心に、にばく露試験
をして得られた結果です。
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45

両生類の変態試験ではOECD TG231ができています。

正常発生では、オタマジャクシの尾は短くなって手足が伸びて、カエルに変態
しますので、この試験では、幼生期のアフリカツメガエルに甲状腺ホルモンの作
用を邪魔する物質をばく露して、変態への影響を調べて、抗甲状腺ホルモン作用
を見ようとする、両生類変態試験です。
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当初は、8ヶ月で成体になるニシツメガエルを用いて、世代試験を行うことを
考えていたのですが、2年以上の歳月をかけると、費用も膨大になることから、
幼生期両生類成長・発達試験に落ち着きました、Larval Amphibian Growth and
Development Test（LAGDA）と呼ばれています。性の遺伝子マーカーが確立し
ているアフリカツメガエルを用いて、発生段階NF8の幼生から16週間程度かかる
試験です。試験物質の濃度は4群使います。
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LAGDAの試験を時間の流れに沿ってまとめたものです。試験終了までに16週
程度かかります。
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発生段階、変態時、実験終了時にどのような項目を調査するのか、エンドポイ
ントをまとめた図です。



これまでに、図に記載してある物質を用いたLAGDA試験を行っています。
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ミジンコの多世代試験については、詳細に話す時間がないので、図を読んでい
ただければ、おおよそ理解していただけると思います。
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（発表では説明を省略）

生殖期間の短いニセネコゼミジンコを用いた多世代試験の例です。F2への影
響を見る場合に、F1では化学物質ばく露しなかったグループを2つ準備し、その
ひとつに化学物質をばく露することにより、F1, F2と連続で化学物質をばく露し
たグループで見られる影響と比べることができます。
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オオミジンコでも同様に、鑪迫先生のところでは、コントロールをF2でその

まま飼っていって、これを分けて、さらにコントロールとして飼っていくもの
と、F2から化学物質をばく露する群を作ります。右下のようにF1で親にばく露
して生まれた子どもに、さらにF2でも同じ濃度でばく露を続けたらどうなるか

をしらべています。右側の図の上下のデータを比較することにより、親ばく露の
仔の方が低濃度で悪影響が出てくるかどうかということで、世代を超えた影響が
判断できるという考え方です。
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ということで、以上、環境省のEXTEND2010の中の評価系で使おうとしている
各種の試験を御紹介しました。
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今後は、第２段階試験にはどういう物質を使って試験するのかという重要な課
題も残されています。

簡単ですが、これで試験法の概要のお話を終わりたいと思います。
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