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1

国内外での生物応答（生態毒性）試験法の利用状況等 

１．国内外で主に用いられている淡水生物に係る生物応答試験 

（１）慢性毒性試験

淡水生物に係る慢性毒性試験について、国内及び海外（主として米国、カナダ、ド

イツ）で用いられている主な生物応答試験の概要として、

・対象としている毒性

・根拠となる法制度や規格等

・試験の期間

・試験実施中の測定、試験結果の算出・評価等

・試験条件等

を、試験生物種（藻類、無脊椎動物、魚類）毎に整理した。

また、水生生物保全環境基準を含めた国内及び諸外国における生態毒性試験に関連

する法制度等においては、OECD テストガイドラインとして作成された急性毒性試験

法（及びそれにより得られた結果）が考慮・利用されていることが少なくないことか

ら、同ガイドラインの急性毒性試験法についても情報整理の対象とした。（別添１）

（２）急性毒性試験

淡水生物に係る急性毒性試験について、（１）の慢性毒性試験に関する整理に準じ

て情報整理を行った。（別添２）

なお、様々な既存の急性毒性試験法（又はこれらをベースにした試験法）を事業場

排水に対して用いた場合にどのような技術的課題があるかについては、専門的な見地

からの議論が必要と考えられる。

２．国内外における海産生物を用いた生物応答試験に関する取組の事例 

（１）国内での研究等の事例

  国内では、海産生物を用いた生態毒性試験が実施されている事例は淡水生物の場合

に比べて少ない。これまでに行政等が行った研究、検討等の取組事例としては以下①、

②がある。なお、この他、４．に示す船舶バラスト水管理条約の枠組みの下で、海産

生物に係る生物応答試験が国内で実施されている事例がある。

①国立環境研究所における海産魚類及び海産エビ類の急性毒性試験法案

水生生物保全環境基準は、水生生物の保全に係る環境基準の設定について（答申）」

（平成 15 年９月中央環境審議会）を受けて平成 15 年 11 月に初めて設定された。こ

うした環境基準の設定には化学物質の淡水・海水中の水生生物に対する影響に関す

る知見が必要だが、淡水生物については OECD テストガイドラインとして国際的に

参考１ 
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2

認定された試験法が存在するものの、海産生物についてはこうした試験法が策定さ

れていないという状況があった。

   こうした状況を踏まえ、環境省からの依頼を受けた国立環境研究所（化学物質環

境リスク研究センター（当時））では、海産魚類と海産エビ類を対象とする急性毒性

試験法の検討を行い、試験法案をとりまとめ、平成 17 年 11 月に公表している。（別

添３）

 ②水産庁の海産生物毒性指針

   水産庁では、平成 22 年３月に「海産生物毒性試験指針」を作成している。同指針

では、５種の海産生物に係る急性毒性試験法（藻類１種、無脊椎動物３種（ミジンコ

１種、エビ類２種）、魚類１種）と、４種の海産生物に係る慢性毒性試験法（無脊椎

動物１種（ミジンコ）、魚類３種）を提案している。（別添４）

（２）諸外国等で用いられている海産生物に係る生物応答試験／WET 試験の例

  WET 試験を排水管理に係る制度の一環として導入している諸外国の中には、海産

生物を用いたWET試験を淡水生物に係る試験とともに導入している国がある。また、

OCED テストガイドライン等の国際機関が作成した生態毒性試験法の中にも、海産

生物を用いる（ことができる）ものがある。（下記①～⑦、詳細は別添５）

  なお、事業場排水以外の排水を対象とした試験としては、４．に示す船舶バラスト

水管理条約の枠組みの下で行われる生物応答試験がある。

  ①米国環境保護庁（US EPA）が定める

・WET 試験（水質浄化法の枠組み）（別添６）

・有害物質規制法（Toxic Substances Control Act : TSCA）等の化学物質管理制

度の下で用いられているテストガイドライン（Office of Chemical Safety and
Pollution Prevention（OCSSP（旧 OPPTS））等が作成）

  ②米国材料試験協会（ASTM）規格における生物応答試験

  ③カナダ環境省（Environmental Canada）が定める WET 試験

  ④英国環境庁（Environment Agency）が Direct Toxicity Assessment（DTA）に

おいて作成している試験法

  ⑤OECD テストガイドライン

  ⑥国際標準化機構（ISO）規格

  ⑦北東大西洋の海洋環境保護に関する条約1の下で作成された試験法   

1 北東大西洋沿岸 15 カ国と EU が参加。実施機関は OSPAR Commission。
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３．公共用水域を対象に生物応答試験を実施した研究等の事例 

（１）文献調査の対象・収集方法

公共用水域を対象にした生物応答試験については、排水を対象としたものに比べ、実

施事例が相対的に少ないと考えられた。このため、平成 28 年度の環境省の文献調査に

際しては、国内外の研究等の文献を幅広くカバーしていると考えられる民間のデータベ

ースサービス2を利用し、1981 年以降の文献を対象に、「バイオアッセイ」、「公共用水

域」等の基本用語を用いたキーワード検索を行うことで、網羅的な調査を試みた。

この平成 28 年度調査では、このようにして収集した文献のうち、その題名、抄録（概

要）の内容等から具体的に内容を調査すべきと考えられる文献をピックアップし、さら

にそのうち、研究等の内容が本件検討と関連すると考えられ、かつ一定の具体的内容を

含むものについて、生物応答試験の実施方法等の概要を整理した。

（２）調査結果（※事務局における暫定的な整理。今後精査が必要。）

○抽出文献数

 上記方法により抽出された文献数は、「生物応答を利用した排水管理手法の活用につ

いて」（平成 27 年 11 月、生物応答を利用した水環境管理手法に関する検討会）におい

て言及（引用）された公共用水域を対象とした生物応答試験に係る 5 件の研究事例の文

献（別添８）の他、30 件あった。（別添７）

○抽出された研究等の事例において用いられた生物応答試験の種類等

・国内/海外の別

 30 件の文献のうち、国内の文献が 23 件、海外の文献が 7 件あった。

・対象水域

 河川が 29 件、湖沼が 1 件だった。（海域は 0 件）

・生物応答試験において使用された試験法

 （試験対象毒性）

30 件中、急性毒性試験が 24 件、慢性毒性試験が 10 件、その他（細菌等を用い

た試験）が 7 件あった（重複あり）。また、少なくとも 9 件で、試験水中の化学物

質濃度を高めるための濃縮をしてから試験を実施していた（一部の試験のみで実施

している場合を含む）。

（試験生物種等）

藻類を用いたものが 21 件、無脊椎動物（主にミジンコ）を用いたものが 19 件、

2 データベースとしては、J DreamⅢ（http://jdream3.com/）を用いた。
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魚類を用いたものが 11 件あった（重複あり）。また、２種以上の（２つ以上の栄養

段階にある）生物種を用いているものは 30 件中 16 件だった。

○生態影響の原因、試験実施時の課題等について

30 件中、27 件で原因不明を含めて生態影響の検出又はその原因への言及があった。

ただし、各事例において用いられている試験法の再現性や信頼性、試験結果の妥当性

等については、生物応答試験等に関する専門的な検証を経なければ評価が困難であり、

現時点では評価が行えていない。また、このため、公共用水域を対象として生物応答試

験を実施する場合の技術的な課題等についても、現時点では整理することが困難であっ

た。

４．船舶バラスト水規制管理条約における生物応答（ＷＥＴ）試験について（詳細は別

添９） 

○事業場排水に係るものではないが、船舶から排水されるバラスト水を介した有害水生

生物等の国際的な移動の防止、最終化、最終的には除去することにより、海洋環境保

護、生物多様性保持等を図ることを目的に、国際海事機関（IMO）においては、平成

16 年（2004 年）に船舶バラスト水規制管理条約※（以下「条約」という。）が作成さ

れている。

※正式名称：2004 年の船舶バラスト水及び沈殿物の規制及び管理のための国際条約

○我が国は、条約の枠組みを国内法に取り入れるため、平成 26 年に海洋汚染等防止法

の一部を改正する等の所要の法整備を行い、同年 10 月に IMO に対し条約への加入

書を寄託し、条約を締結している。なお、条約は、既に発効要件を満たし、平成 29 年

９月に発効。

○条約の枠組みの下では、船舶からの有害なバラスト水の排出が禁止されており、条約

の対象となる一定の船舶においては、締約各国の当局が審査を行い、IMO が承認し

たバラスト水処理設備（条約の排出基準を満たせる処理装置）を条約発効後は搭載す

ることが義務化。

○上記の有害バラスト水処理設備の審査・型式承認は、IMO が作成するガイドライン

を考慮して行うこととされており、当該ガイドラインにおいては、申請者は、処理後

のバラスト水の生態毒性について、複数の試験生物種（魚類、無脊椎動物及び植物（藻

類））に関して急性・慢性両方の毒性試験を実施することとされている。なお、試験

生物種は、淡水生物と海産生物のいずれかとされており、急性・慢性毒性試験法とも

OECD テストガイドライン等に定められた試験法が推奨されている。）
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均

値
が

3
5
％

を
超

え
て

は
な

ら
な

い
。

（
３

）
対

照
区

に
お

い
て

、
各

繰
り

返
し

毎
に

試
験

期
間

中
（
０

～
３

日
）
の

平
均

生
長

速
度

を
求

め
、

そ
の

変
動

係
数

が
７

％
を

超
え

て
は

な
ら

な
い

。

③
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

 F
re

sh
w

at
e
r 

A
lg

a 
an

d
C

ya
n
o
b
ac

te
ri
a,

 G
ro

w
th

In
h
ib

it
io

n
 T

e
st

藻
類

生
長

阻
害

試
験

指
数

増
殖

期
経

済
協

力
開

発
機

構
（
O

rg
an

is
at

io
n
 f

o
r

E
c
o
n
o
m

ic
 C

o
-

o
p
e
ra

ti
o
n
 a

n
d

D
e
ve

lo
pm

e
n
t：

O
E
C

D
）
テ

ス
ト

ガ
イ

ド
ラ

イ
ン

2
0
1
（
2
0
1
1
）

7
2
時

間
生

物
量

：
毎

日
測

定
pH

：
試

験
開

始
時

、
終

了
時

。
1
.5

 以
上

変
動

し
て

は
な

ら
な

い
。

被
験

物
質

の
濃

度
：
試

験
開

始
時

と
ば

く
露

状
態

を
捉

え
る

た
め

に
測

定
設

定
値

か
ら

2
0
%
未

満
の

場
合

は
、

E
C

5
0
付

近
の

試
験

濃
度

、
初

期
濃

度
と

最
終

濃
度

を
測

定
す

る
こ

と
濃

度
が

設
定

の
8
0
-
1
2
0
%
以

内
に

残
ら

な
い

場
合

、
初

期
濃

度
と

最
終

濃
度

を
す

べ
て

の
濃

度
区

で
行

う
こ

と
が

望
ま

し
い

。
揮

発
性

物
質

、
不

安
定

な
試

験
物

質
あ

る
い

は
強

く
吸

着
す

る
試

験
物

質
に

つ
い

て
は

、
暴

露
期

間
中

の
2
4
時

間
間

隔
で

追
加

の
サ

ン
プ

リ
ン

グ
を

行
う

こ
と

が
望

ま
し

い
。

藻
類

の
生

長
に

対
す

る
試

験
物

質
の

影
響

を
測

定
す

る
こ

と
。

生
長

阻
害

は
２

つ
の

反
応

変
数

に
よ

る
。

①
平

均
生

長
速

度
：
 1

日
当

た
り

の
値

を
し

て
表

現
、

試
験

期
間

で
の

生
長

の
対

数
増

加
に

基
づ

き
算

出
②

収
量

：
最

終
的

な
生

物
量

か
ら

初
期

の
生

物
量

を
差

し
引

い
た

値
こ

れ
ら

の
値

は
比

較
で

き
な

い
。

平
均

生
長

速
度

か
ら

、
x%

阻
害

、
例

え
ば

5
0
%
の

阻
害

を
引

き
起

こ
す

濃
度

、
E
rC

x(
例

え
ば

E
rC

5
0
)と

し
て

表
現

。
最

低
観

察
影

響
濃

度
(L

O
E
C

)お
よ

び
無

影
響

濃
度

(N
O

E
C

)は
、

統
計

的
に

測
定

・
対

照
区

の
生

物
量

は
、

試
験

開
始

7
2
時

間
後

に
お

い
て

、
試

験
開

始
時

に
お

け
る

生
物

量
の

1
6
倍

以
上

に
増

加
し

て
い

な
け

れ
ば

な
ら

な
い

。
こ

れ
は

、
0
.9

2
da

y-
1
に

該
当

す
る

。
推

奨
種

の
生

長
速

度
は

通
常

こ
の

値
よ

り
高

い
が

、
生

長
速

度
が

遅
く
種

類
に

つ
い

て
は

、
1
6
倍

以
上

で
な

け
れ

ば
な

ら
な

い
。

そ
の

場
合

、
1
6
倍

を
満

足
す

る
た

め
、

試
験

機
関

を
延

長
す

べ
き

で
あ

る
。

1
6
倍

に
達

し
て

お
り

、
ま

た
、

指
数

関
数

的
な

生
長

を
維

持
す

る
た

め
、

試
験

期
間

を
4
8

時
間

に
し

て
も

よ
い

。

④
海

外
（
米

国
）

S
ta

n
d
ar

d
 G

u
id

e
 f

o
r

C
o
n
du

c
ti
n
g 

S
ta

ti
c
 9

6
-
h

T
o
xi

c
it
y 

T
e
st

s 
w

it
h

M
ic

ro
al

ga
e

微
細

藻
類

を
用

い
た

9
6
時

間
の

止
水

式
毒

性
試

験
を

行
う

た
め

の
標

準
ガ

イ
ド

A
S
T
M

 1
2
1
8
-
9
7

9
6
時

間
細

胞
数

ま
た

は
ク

ロ
ロ

フ
ィ

ル
aを

測
定

す
る

。
→

IC
5
0
の

計
算

の
際

、
現

存
量

に
基

づ
く
場

合
→

試
験

終
了

時
に

生
物

量
を

測
定

。
生

長
率

も
し

く
は

生
長

曲
線

の
面

積
に

基
づ

く
場

合
→

試
験

期
間

中
毎

日
測

定
。

pH
：
試

験
開

始
時

・
終

了
時

に
測

定
(コ

ン
ト

ロ
ー

ル
、

最
高

、
中

間
、

最
低

濃
度

区
)。

室
内

温
度

：
一

時
間

お
き

に
測

定
、

も
し

く
は

毎
日

最
高

温
度

と
最

低
温

度
を

測
定

。
光

フ
ル

エ
ン

ス
率

：
試

験
前

に
測

定
。

被
験

物
質

濃
度

：
試

験
開

始
と

終
了

後
に

測
定

。

IC
5
0
及

び
IC

1
0
/
2
0

対
照

区
の

細
胞

数
が

、
試

験
開

始
時

の
1
6
倍

以
上

に
増

加
し

て
い

る
こ

と
。

イ
カ

ダ
モ

属
（
D

es
m

od
es

m
us

su
bs

pi
ca

tu
s、

旧
名

Sc
en

ed
es

m
us

su
bs

pi
ca

tu
s）

（
緑

藻
）

⑤
国

内
藻

類
生

長
阻

害
試

験
指

数
増

殖
期

化
学

物
質

の
審

査
及

び
製

造
等

の
規

制
に

関
す

る
法

律
（
化

審

新
規

化
学

物
質

で
の

評
価

に
用

い
て

も
よ

い
7
2
時

間
①

と
同

じ
①

と
同

じ
①

と
同

じ

⑥
国

内
藻

類
生

長
阻

害
試

験
指

数
増

殖
期

農
薬

取
締

法
水

産
動

植
物

登
録

保
留

基
準

策
定

に
お

い
て

、
培

養
及

び
試

験
に

都
合

が
よ

く
、

試
験

の
妥

当
性

を
満

た
す

場
合

は
用

い
て

も
よ

い

7
2
時

間
②

と
同

じ
②

と
同

じ
②

と
同

じ

⑦
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

 F
re

sh
w

at
e
r 

A
lg

a 
an

d
C

ya
n
o
b
ac

te
ri
a,

 G
ro

w
th

In
h
ib

it
io

n
 T

e
st

藻
類

生
長

阻
害

試
験

指
数

増
殖

期
O

E
C

D
 T

G
2
0
1

7
2
時

間
③

と
同

じ
③

と
同

じ
③

と
同

じ

⑧
海

外
（
米

国
）

微
細

藻
類

を
用

い
た

9
6
時

間
の

止
水

式
毒

性
試

験
を

行
う

た
め

の
標

準
ガ

イ
ド

A
S
T
M

 1
2
1
8
-
9
7

9
6
時

間
④

と
同

じ
④

と
同

じ
④

と
同

じ

*
1
)国

内
で

用
い

ら
れ

て
い

る
試

験
法

に
つ

い
て

は
、

一
部

項
目

の
番

号
等

の
み

を
変

更
し

た
上

で
、

根
拠

文
書

の
規

定
の

ま
ま

掲
載

し
て

い
る

。

国
内

外
で

主
に

用
い

ら
れ

て
い

る
淡

水
生

物
に

係
る

慢
性

毒
性

試
験

根
拠

法
制

度
・
規

格
等

番
号

制
度

等
で

の
位

置
付

け
試

験
期

間
測

定
、

結
果

の
算

出
・
評

価
等

*
1

国
内

/
海

外
生

物
種

試
験

対
象

毒
性

等

別添1

7



試
験

方
式

試
験

媒
体

助
剤

の
使

用
試

験
濃

度
生

物
数

/
密

度
給

餌
連

数
試

験
温

度
照

明
ム

レ
ミ

カ
ヅ

キ
モ

（
Ps

eu
do

ki
rc

hn
er

ie
lla

su
bc

ap
ita

ta
 、

旧
名

Se
le

na
st

ru
m

ca
pr

ic
or

nu
tu

m
）
（
緑

藻
）

①
国

内
止

水
式

O
E
C

D
培

地
（
O

E
C

D
ﾃ
ｽ

ﾄｶ
ﾞｲ

ﾄﾞ
ﾗ
ｲ
ﾝ

2
0
1
 F

re
sh

w
at

e
r 

A
lg

a 
an

d
C

ya
n
o
ba

c
te

ri
a，

G
ro

w
th

In
h
ib

it
io

n
 T

e
st

(2
0
0
6
))

又
は

A
A

P
(A

G
P

）
培

地
(U

.S
.E

P
A

:A
lg

a
A

ss
ay

 P
ro

c
e
du

re
:B

o
tt

le
 T

e
st

，
N

at
io

n
al

 E
n
vi

ro
n
m

e
n
ta

l
R

e
se

ar
c
h
 C

e
n
te

r，
 C

o
rv

al
lis

，
O

re
go

n
(1

9
7
1
))

を
用

い
る

こ
と

が
望

被
験

物
質

の
原

液
は

助
剤

を
使

用
せ

ず
に

調
製

す
る

こ
と

が
望

ま
し

い
。

験
物

質
を

直
接

水
又

は
培

地
等

に
溶

解
し

て
原

液
を

調
製

す
る

こ
と

が
困

難
な

場
合

に
は

、
超

音
波

等
の

機
械

的
な

分
散

に
よ

る
か

、
あ

る
い

は
、

低
毒

性
の

有
機

溶
剤

等
の

助
剤

（
溶

剤
又

は
分

散
剤

を
い

う
。

以
下

同
じ

。
）
を

使
用

し
て

も
よ

い
。

た
だ

し
、

原
則

と
し

て
界

面
活

性
作

用
の

あ
る

分
散

剤
は

使
用

し
な

い
。

少
な

く
と

も
 5

濃
度

区
を

等
比

級
数

的
に

と
る

。
こ

の
濃

度
範

囲
で

、
0

～
7
5
%
の

生
長

阻
害

を
起

こ
す

範
囲

が
含

ま
れ

る
こ

と
が

望
ま

し
い

。

乾
燥

重
量

が
 0

.5
m

g/
L
 を

超
え

な
い

よ

う
に

設
定

す
る

。
5
×

 1
0

3
 ～

１
×

1
0

4
c
e
lls

/
m

L

ｰ
各

試
験

濃
度

区
に

つ
い

て
 3

連
と

す
る

。
対

照
区

に
つ

い
て

は
６

連
（
助

剤
対

照
区

を
設

け
て

い
る

場
合

に
は

、
対

照
区

に
つ

い
て

は
３

連
、

助
剤

対
照

区
に

つ
い

て
は

６
連

）
で

試
験

を
実

施
す

る
こ

と
が

望
ま

し
い

。

2
1
 ～

2
4
℃

の
範

囲
内

で
設

定
し

、
培

養
器

又
は

培
養

室
内

の
変

動
は

±
2
℃

以
内

と
す

る

6
0
-
1
2
0
m

E
/
m

2
/
s（

白
色

又
は

昼
光

色
の

蛍
光

灯
を

用
い

、
連

続
的

か
つ

均
一

に
照

射
す

る
。

）

②
国

内
止

水
式

同
上

難
水

溶
性

原
体

の
場

合
、

以
下

の
い

ず
れ

か
の

方
法

に
よ

り
試

験
培

地
を

調
整

す
る

。
ア

　
被

験
物

質
を

有
機

溶
剤

等
の

助
剤

に
溶

か
し

た
試

験
原

液
を

用
い

て
試

験
培

地
を

調
整

す
る

。
こ

の
場

合
、

助
剤

は
、

試
験

生
物

に
対

し
て

毒
性

が
弱

く
使

用
濃

度
で

供
試

生
物

に
対

し
て

有
害

性
が

認
め

ら
れ

ず
、

か
つ

、
被

験
物

質
の

性
質

を
変

え
な

い
も

の
を

用
い

る
。

助
剤

の
試

験
液

中
濃

度
は

、
原

則
と

し
て

全
試

験
濃

度
区

で
一

定
と

し
、

1
0
0
m

g/
L
（
又

は
0
.1

m
l/

L
)を

超
え

な
い

こ
と

が
望

ま
し

い
。

①
 等

比
級

数
的

に
少

な
く
と

も
５

濃
度

区
を

設
け

る
。

②
 試

験
濃

度
及

び
濃

度
公

比
は

、
予

備
試

験
の

結
果

か
ら

定
め

る
。

公
比

は
3
.2

を
超

え
な

い
こ

と
が

望
ま

し
い

。
③

 濃
度

範
囲

に
は

、
供

試
藻

類
の

生
長

が
7
5
％

以
上

阻
害

さ
れ

る
濃

度
と

全
く
阻

害
さ

れ
な

い
濃

度
を

少
な

く
と

も
そ

れ
ぞ

れ
１

濃
度

ず
つ

、
藻

類
の

生
長

が
一

部
阻

害
さ

れ
る

濃
度

が
少

な
く
と

も
２

濃
度

含
ま

れ
る

こ
と

が
望

ま
し

い
。

初
期

生
物

量
は

0
.5

m
g/

L
を

超
え

な
い

も
の

と
し

、
試

験
培

地
の

初
期

細
胞

濃

度
は

、
5
×

1
0

3
 ～

１
×

1
0

4
 c

e
lls

/
m

lが
適

当
で

あ
る

。

ｰ
各

試
験

濃
度

区
は

３
連

以
上

と
し

、
対

照
区

（
助

剤
を

使
用

し
た

場
合

は
、

助
剤

対
照

区
）

に
つ

い
て

は
試

験
濃

度
区

の
２

倍
の

連
数

が
望

ま
し

い
。

設
定

温
度

は
2
1
～

2
4
℃

と
し

、
暴

露
期

間
中

の
変

動
範

囲
は

±
２

℃
以

内
と

す
る

。

連
続

的
に

均
一

照
射

す
る

こ
と

と
し

、
液

面
付

近
で

波
長

4
0
0
～

7
0
0
n
m

の
測

定
範

囲
で

6
0
～

1
2
0

μ
E
/
m

 /
s（

4
4
4
0
～

8
8
8
0
lu

x）
程

度
の

照
度

が
望

ま
し

い
。

③
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

止
水

式
同

上
・
試

験
濃

度
及

び
濃

度
公

比
は

、
予

備
試

験
の

結
果

か
ら

定
め

る
。

公
比

は
3
.2

を
超

え
な

い
こ

と
が

望
ま

し
い

。
等

比
級

数
的

に
少

な
く
と

も
５

濃
度

区
を

設
け

る
。

・
濃

度
範

囲
に

は
、

供
試

藻
類

の
生

長
が

7
5
％

以
上

阻
害

さ
れ

る
濃

度
と

全
く
阻

害
さ

れ
な

い
濃

度
を

少
な

く
と

も
そ

れ
ぞ

れ
１

濃
度

ず
つ

、
藻

類
の

生
長

が
一

部
阻

害
さ

れ
る

濃
度

が
少

な
く
と

も
２

濃
度

含
ま

れ
る

こ
と

が
望

ま
し

い
。

5
 ×

 1
0

3
 -

 1
0

4
 c

e
lls

/
m

L
ｰ

対
照

区
（
助

剤
対

照
区

）
少

な
く
と

も
3
連

と
す

る
が

、
理

想
的

に
は

濃
度

区
の

2
倍

（
6
連

）
で

あ
る

こ
と

、
濃

度
区

3
連

2
1
-
2
4
℃

±
2
℃

で
維

持
連

続
照

明
、

一
定

の
蛍

光
性

を
有

す
る

照
明

。
c
o
o
lw

h
it
e
か

da
yl

ig
h
t

タ
イ

プ
。

種
類

に
よ

り
強

度
は

異
な

る
。

±
1
5
％

を
維

持
す

る
こ

と
。

・
緑

藻
類

の
推

奨
種

：
6
0
-
1
2
0
 μ

E
・
m

2
・
s-

1
 （

c
o
o
lw

h
it
e
 で

4
4
4
0
 –

8
8
8
0
 l
u
xに

相
当

）

④
海

外
（
米

国
）

止
水

式
濾

過
、

脱
イ

オ
ン

水
、

ま
た

は
蒸

留
水

に
適

当
量

の
成

分
を

加
え

る
。

試
験

目
的

に
応

じ
て

、
天

然
水

を
用

い
る

こ
と

が
で

き
る

。

試
験

生
物

に
影

響
を

与
え

な
い

、
最

小
限

の
量

に
抑

え
る

。
有

機
溶

剤
の

濃
度

は
0
.5

m
L
/
L
以

下

2
4
±

2
℃

最
初

に
植

種
す

る
細

胞
密

度
。

S
e
le

n
as

tr
u
m

 c
ap

ri
c
o
rn

u
tu

m
 及

び
そ

の
他

の
緑

藻
類

:1
-
2
×

1
0

4
 c

e
lls

/
m

L

N
av

ic
u
la

 p
e
lli

c
u
lo

sa
: 
1
-
2
×

1
0

4

c
e
lls

/
m

L

M
ic

ro
c
ys

ti
s 

ae
ru

gi
n
o
sa

: 
5
×

1
0

4

c
e
lls

/
m

L

A
n
ab

ae
n
a 

fl
o
s-

aq
u
ae

: 
1
-
2
×

1
0

4

c
e
lls

/
m

L

S
al

tw
at

e
r 

S
pe

c
ie

s:
 1

-
2
×

1
0

4

c
e
lls

/
m

L

ｰ
2
4
±

2
℃

白
色

蛍
光

灯
に

よ
る

連
続

照
明

。
　

淡
水

珪
藻

及
び

緑
藻

の
推

奨
種

：
6
0
μ

m
o
l 
m

-
2
 s

-
1
(4

3
0
0
lm

/
m

2
)

　
淡

水
藍

藻
の

推
奨

種
：
3
0
μ

m
o
l

m
-
2
 s

-
1
(2

1
5
0
lm

/
m

2
)

イ
カ

ダ
モ

属
（
D

es
m

od
es

m
us

su
bs

pi
ca

tu
s、

旧
名

Sc
en

ed
es

m
us

su
bs

pi
ca

tu
s）

（
緑

藻
）

⑤
国

内
①

と
同

じ
①

と
同

じ
①

と
同

じ
①

と
同

じ
2
 ～

 5
 ×

1
0
3
c
e
lls

/
m

L
ｰ

①
と

同
じ

①
と

同
じ

①
と

同
じ

⑥
国

内
②

と
同

じ
②

と
同

じ
②

と
同

じ
②

と
同

じ
初

期
生

物
量

は
0
.5

m
g/

L
を

超
え

な
い

。
細

胞
数

に
関

す
る

具
体

的
な

記
載

な
し

ｰ
②

と
同

じ
②

と
同

じ
②

と
同

じ

⑦
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

③
と

同
じ

③
と

同
じ

③
と

同
じ

③
と

同
じ

初
期

生
物

量
は

0
.5

m
g/

L
を

超
え

な
い

。

2
～

5
×

1
0

3
 c

e
lls

/
m

L

ｰ
③

と
同

じ
③

と
同

じ
③

と
同

じ

⑧
海

外
（
米

国
）

④
と

同
じ

④
と

同
じ

④
と

同
じ

④
と

同
じ

④
と

同
じ

ｰ
④

と
同

じ
④

と
同

じ
④

と
同

じ

*
1
)国

内
で

用
い

ら
れ

て
い

る
試

験
法

に
つ

い
て

は
、

一
部

項
目

の
番

号
等

の
み

を
変

更
し

た
上

で
、

根
拠

文
書

の
規

定
の

ま
ま

掲
載

し
て

い
る

。

国
内

/
海

外
そ

の
他

試
験

実
施

に
係

る
技

術
的

条
件

等
*
1

生
物

種
番

号

8



毒
性

試
験

成
長

段
階

観
測

ま
た

は
測

定
結

果
の

算
出

試
験

の
有

効
性

フ
ナ
ガ
タ
ケ
イ
ソ
ウ
属
（
N

av
ic

ul
a

pe
lli

cu
lo

sa
 ）
（
珪
藻
）

⑨
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

 F
re

sh
w

at
e
r 

A
lg

a 
an

d
C

ya
n
o
b
ac

te
ri
a,

 G
ro

w
th

In
h
ib

it
io

n
 T

e
st

藻
類

生
長

阻
害

試
験

指
数

増
殖

期
O

E
C

D
 T

G
2
0
1

7
2
時

間
③

と
同

じ
③

と
同

じ
③

と
同

じ

ア
ナ
ベ
ナ
属
（
An

ab
ae

na
 fl

os
-

aq
ua

e 
）
（
藍
藻
）

⑩
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

 F
re

sh
w

at
e
r 

A
lg

a 
an

d
C

ya
n
o
b
ac

te
ri
a,

 G
ro

w
th

In
h
ib

it
io

n
 T

e
st

藻
類

生
長

阻
害

試
験

指
数

増
殖

期
O

E
C

D
 T

G
2
0
1

7
2
時

間
③

と
同

じ
③

と
同

じ
③

と
同

じ

シ
ネ
コ
コ
ッ
ク
ス
属

（
Sy

ne
ch

oc
oc

cu
s l

eo
po

lie
ns

is
）

（
藍
藻
）

⑪
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

 F
re

sh
w

at
e
r 

A
lg

a 
an

d
C

ya
n
o
b
ac

te
ri
a,

 G
ro

w
th

In
h
ib

it
io

n
 T

e
st

藻
類

生
長

阻
害

試
験

指
数

増
殖

期
O

E
C

D
 T

G
2
0
1

7
2
時

間
③

と
同

じ
③

と
同

じ
③

と
同

じ

ク
ロ
レ
ラ
属

（
C

hl
or

el
la

 v
ul

ga
ri

s）
（
緑
藻
）

⑫

ミ
ク
ロ
キ
ス
チ
ス
属
（
M

ic
ro

cy
st

is
ae

ru
gi

no
sa

）
（
藍
藻
）

⑬

ア
ナ

ベ
ナ

属
（
An

ab
ae

na
 fl

os
-

aq
ua

e 
）
（
藍

藻
）

⑭

フ
ナ

ガ
タ

ケ
イ

ソ
ウ

属
（
N

av
ic

ul
a

pe
lli

cu
lo

sa
 ）

（
珪

藻
）

⑮

*
1
)国

内
で

用
い

ら
れ

て
い

る
試

験
法

に
つ

い
て

は
、

一
部

項
目

の
番

号
等

の
み

を
変

更
し

た
上

で
、

根
拠

文
書

の
規

定
の

ま
ま

掲
載

し
て

い
る

。

9
6
時

間
④

と
同

じ
④

と
同

じ
④

と
同

じ

試
験

対
象

毒
性

等
根

拠
法

制
度

・
規

格
等

制
度

等
で

の
位

置
付

け
試

験
期

間
測

定
、

結
果

の
算

出
・
評

価
等

*
1

番
号

A
S
T
M

 1
2
1
8
-
9
7

海
外

（
米

国
）

微
細

藻
類

を
用

い
た

9
6
時

間
の

止
水

式
毒

性
試

験
を

行
う

た
め

の
標

準
ガ

イ
ド

生
物

種
国

内
/

海
外

9



試
験

方
式

試
験

媒
体

助
剤

の
使

用
試

験
濃

度
生

物
数

/
密

度
給

餌
連

数
試

験
温

度
照

明
フ
ナ
ガ
タ
ケ
イ
ソ
ウ
属
（
N

av
ic

ul
a

pe
lli

cu
lo

sa
 ）
（
珪
藻
）

⑨
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

③
と

同
じ

③
と

同
じ

③
と

同
じ

③
と

同
じ

初
期

生
物

量
は

0
.5

m
g/

L
を

超
え

な
い

。

1
0

4
 c

e
lls

/
m

L

ｰ
③

と
同

じ
③

と
同

じ
連

続
照

明
、

一
定

の
蛍

光
性

を
有

す
る

照
明

。
c
o
o
lw

h
it
e
か

da
yl

ig
h
t

タ
イ

プ
。

種
類

に
よ

り
強

度
は

異
な

る
。

±
1
5
％

を
維

持
す

る
こ

と
。

ア
ナ
ベ
ナ
属
（
An

ab
ae

na
 fl

os
-

aq
ua

e 
）
（
藍
藻
）

⑩
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

③
と

同
じ

③
と

同
じ

③
と

同
じ

③
と

同
じ

初
期

生
物

量
は

0
.5

m
g/

L
を

超
え

な
い

。

1
0

4
 c

e
lls

/
m

L

ｰ
③

と
同

じ
③

と
同

じ
光

強
度

が
高

い
場

合
に

阻
害

を
受

け
る

種
類

：
平

均
4
0
-
6
0
μ

E
・
m

2
・

s-
1

シ
ネ
コ
コ
ッ
ク
ス
属
（
Sy

ne
ch

oc
oc

cu
s

le
op

ol
ie

ns
is
）
（
藍
藻
）

⑪
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

③
と

同
じ

③
と

同
じ

③
と

同
じ

③
と

同
じ

初
期

生
物

量
は

0
.5

m
g/

L
を

超
え

な
い

。

5
×

1
0

4
 ～

1
0

5
c
e
lls

/
m

L

ｰ
③

と
同

じ
③

と
同

じ
連

続
照

明
、

一
定

の
蛍

光
性

を
有

す
る

照
明

。
c
o
o
lw

h
it
e
か

da
yl

ig
h
t

タ
イ

プ
。

種
類

に
よ

り
強

度
は

異
な

る
。

±
1
5
％

を
維

持
す

る
こ

と
。

ク
ロ
レ
ラ
属

（
C

hl
or

el
la

 v
ul

ga
ri

s）
（
緑
藻
）

⑫

ミ
ク
ロ
キ
ス
チ
ス
属
（
M

ic
ro

cy
st

is
ae

ru
gi

no
sa

）
（
藍
藻
）

⑬

ア
ナ

ベ
ナ

属
（
An

ab
ae

na
 fl

os
-

aq
ua

e 
）
（
藍

藻
）

⑭

フ
ナ

ガ
タ

ケ
イ

ソ
ウ

属
（
N

av
ic

ul
a

pe
lli

cu
lo

sa
 ）

（
珪

藻
）

⑮

*
1
)国

内
で

用
い

ら
れ

て
い

る
試

験
法

に
つ

い
て

は
、

一
部

項
目

の
番

号
等

の
み

を
変

更
し

た
上

で
、

根
拠

文
書

の
規

定
の

ま
ま

掲
載

し
て

い
る

。

生
物

種
番

号
国

内
/

海
外

そ
の

他
試

験
実

施
に

係
る

技
術

的
条

件
等

*
1

海
外

（
米

国
）

④
と

同
じ

④
と

同
じ

④
と

同
じ

④
と

同
じ

④
と

同
じ

ｰ
④

と
同

じ
④

と
同

じ
④

と
同

じ

10



２
．

無
脊

椎
動

物
に

係
る

主
な

慢
性

毒
性

試
験

の
概

要

毒
性

試
験

成
長

段
階

観
測

ま
た

は
測

定
結

果
の

算
出

試
験

の
有

効
性

オ
オ

ミ
ジ

ン
コ

（
D

ap
hn

ia
 m

ag
na

）
②

に
準

ず
る

①
国

内
ミ

ジ
ン

コ
の

繁
殖

に
及

ぼ
す

影
響

に
関

す
る

試
験

（
ミ

ジ
ン

コ
繁

殖
試

験
）

※
原

則
と

し
て

 O
E
C

D
テ

ス
ト

ガ
イ

ド
ラ

イ
ン

２
１

１
で

定
め

ら
れ

た
方

法
に

準
じ

て
実

施
。

ふ
化

後
2
4
時

間
未

満
化

学
物

質
の

審
査

及
び

製
造

等
の

規
制

に
関

す
る

法
律

（
化

審
法

）

新
規

化
学

物
質

の
審

査
に

お
け

る
推

奨
種

(必
須

）

2
1
日

間
②

と
同

じ
②

と
同

じ
②

と
同

じ

D
ap

hn
ia

 m
ag

na
 S

tr
au

sを
用

い
る

。
他

の
ク

ロ
ー

ン
は

妥
当

性
基

準
を

満
た

す
の

で
あ

れ
ば

、
採

用
可

能
。

ま
た

、
他

の
ミ

ジ
ン

コ
も

同
様

。

②
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

D
ap

h
n
ia

 m
ag

n
a

R
e
pr

o
d
u
c
ti
o
n
 T

e
st

ふ
化

後
2
4
時

間
未

満
（
最

初
の

産
仔

は
用

い
な

い
）

経
済

協
力

開
発

機
構

（
O

rg
an

is
at

io
n
 f

o
r

E
c
o
n
o
m

ic
 C

o
-

o
p
e
ra

ti
o
n
 a

n
d

D
e
ve

lo
pm

e
n
t：

O
E
C

D
）
テ

ス
ト

ガ
イ

ド
ラ

イ
ン

2
1
1
（
2
0
1
2
）

化
審

法
で

は
、

当
該

試
験

法
に

準
拠

す
る

こ
と

と
さ

れ
て

い
る

。

2
1
日

間
（
１

）
観

察
・
産

仔
さ

れ
た

仔
虫

は
速

や
か

に
除

去
し

、
異

常
な

卵
/
仔

や
死

亡
し

た
仔

虫
は

係
数

す
る

こ
と

・
死

亡
し

た
親

の
数

は
毎

日
記

録
す

る
か

、
頻

繁
に

計
数

さ
れ

る
べ

き
・
試

験
後

に
親

の
長

さ
を

測
定

す
る

こ
と

が
望

ま
し

い
・
そ

の
他

、
最

初
の

産
仔

数
、

親
1
頭

当
た

り
の

仔
虫

の
サ

イ
ズ

と
数

、
異

常
な

仔
虫

の
数

、
雄

仔
虫

又
は

卵
皮

膜
の

数
、

内
因

性
の

増
加

率
等

（
２

）
親

の
死

亡
の

取
り

扱
い

・
ば

く
露

期
間

中
に

親
が

死
亡

し
た

場
合

は
、

そ
れ

が
濃

度
反

応
に

よ
る

も
の

か
を

考
慮

す
べ

き
・
死

亡
が

濃
度

反
応

に
従

わ
な

い
場

合
は

、
そ

の
連

は
結

果
か

ら
除

外
さ

れ
る

べ
き

。
・
濃

度
反

応
に

従
っ

た
死

亡
の

場
合

、
親

の
死

亡
は

被
験

物
質

の
影

響
に

よ
る

も
の

と
し

て
、

試
験

結
果

か
ら

除
外

す
べ

き
で

は
な

い
（
２

）
分

析
及

び
測

定
頻

度
＜

被
験

物
質

濃
度

の
測

定
＞

①
試

験
期

間
中

、
等

間
隔

で
測

定
す

る
こ

と
②

半
止

水
式

で
は

、
被

験
物

質
濃

度
は

設
定

濃
度

の
±

2
0
％

範
囲

内
が

要
求

さ
れ

る
　

○
設

定
濃

度
の

±
2
0
％

を
維

持
で

き
な

い
と

判
断

さ
れ

た
場

合
は

、
換

水
前

後
に

全
て

の
濃

度
区

で
の

測
定

が
必

要
　

○
設

定
濃

度
の

±
2
0
％

を
維

持
で

き
な

い
が

初
期

濃
度

の
8
0
-
1
2
0
％

で
あ

る
こ

と
が

証
明

さ
れ

る
場

合
は

、
最

低
及

び
最

高
濃

度
区

で
の

週
2
又

は
3
回

測
定

に
減

ら
す

こ
と

が
で

き
る

③
流

水
式

で
は

、
半

止
水

式
で

の
対

応
に

準
ず

る
が

、
試

験
濃

度
の

安
定

性
を

確
認

す
る

た
め

に
、

最
初

の
週

の
サ

ン
プ

リ
ン

グ
頻

度
を

増
や

す
（
例

え
ば

、
3
セ

ッ
ト

）
こ

と
が

望
ま

し
い

。
希

釈
水

や
被

験
物

質
の

流
量

は
毎

日
測

定
す

る
こ

と
。

＜
環

境
条

件
の

測
定

＞
①

 各
試

験
区

に
お

け
る

試
験

液
の

水
温

、
溶

存
酸

素
濃

度
、

pH
、

硬
度

を
、

対
照

区
と

最
高

濃
度

区
で

、
少

な
く
と

も
週

1
回

、
換

水
前

後
に

測
定

す
る

こ
と

＜
分

析
結

果
＞

①
試

験
期

間
中

の
試

験
物

質
濃

度
が

設
定

濃
度

や
初

期
濃

度
の

±
2
0
％

に
維

持
さ

れ
る

こ
と

い
う

証
拠

が
あ

る
場

合
は

、
設

定
値

や
初

期
濃

度
に

基
づ

く
こ

と
が

で
き

る
②

設
定

濃
度

や
初

期
濃

度
の

±
2
0
％

を
超

え
る

場
合

は
、

分
析

結
果

は
時

間
加

重
平

均
値

で
算

出
さ

る
る

べ
き

繁
殖

影
響

E
C

ｘ
N

O
E
C

/
L
O

E
C

対
照

区
に

お
い

て
、

次
の

基
準

に
対

応
し

な
け

れ
ば

な
ら

な
い

。
①

 親
ミ

ジ
ン

コ
(雌

の
ミ

ジ
ン

コ
)の

死
亡

は
試

験
終

了
時

に
2
0
%
を

超
過

し
て

は
い

け
な

い
;

②
テ

ス
ト

の
終

わ
り

に
生

き
残

っ
て

い
る

親
ミ

ジ
ン

コ
に

つ
き

産
出

さ
れ

た
、

平
均

生
残

産
仔

数
は

、
6
0
個

体
超

で
あ

る
こ

と
注

）
妥

当
性

基
準

(2
0
%
)は

、
テ

ス
ト

濃
度

の
各

々
と

同
様

に
対

照
区

の
群

発
的

な
親

の
死

亡
に

も
用

い
る

③
国

内
1
5
. 
ミ

ジ
ン

コ
類

繁
殖

試
験

ふ
化

後
2
4
時

間
未

満
（
初

産
の

幼
体

は
用

い
な

い
。

）

農
薬

取
締

法
水

産
動

植
物

の
被

害
防

止
に

係
る

農
薬

登
録

保
留

基
準

の
設

定
に

お
け

る
対

象
生

物

2
1
日

間
　

（
１

）
供

試
生

物
の

一
般

状
態

の
観

察
・
親

ミ
ジ

ン
コ

の
生

死
を

計
数

し
、

死
亡

個
体

は
取

り
除

く
。

こ
れ

は
毎

日
行

う
こ

と
が

望
ま

し
い

が
、

少
な

く
と

も
4
8
 時

間
毎

に
行

わ
な

け
れ

ば
な

ら
な

い
。

親
ミ

ジ
ン

コ
の

大
き

さ
と

状
態

、
育

房
内

の
卵

の
有

無
、

堕
胎

卵
及

び
休

眠
卵

の
有

無
等

を
定

期
的

に
観

察
し

、
記

録
す

る
こ

と
が

望
ま

し
い

。
・
産

出
幼

体
に

つ
い

て
は

生
存

数
を

計
数

し
、

死
亡

幼
体

の
有

無
及

び
肉

眼
的

に
判

定
し

た
状

態
を

記
録

す
る

。
こ

れ
は

毎
日

行
う

こ
と

が
望

ま
し

い
が

、
少

な
く
と

も
週

に
３

回
は

行
わ

な
け

れ
ば

な
ら

な
い

。
計

数
及

び
観

察
後

の
幼

体
は

取
り

除
き

、
継

続
し

て
飼

育
す

る
必

要
は

な
い

。
（
２

）
被

験
物

質
濃

度
の

測
定

①
 測

定
用

試
料

は
、

そ
れ

ぞ
れ

の
試

験
濃

度
区

の
各

試
験

液
か

ら
等

量
を

採
取

し
、

混
和

後
、

測
定

用
試

料
に

供
す

る
こ

と
が

望
ま

し
い

が
、

予
備

試
験

等
の

結
果

か
ら

各
試

験
液

の
均

一
性

が
確

認
で

き
れ

ば
、

例
え

ば
各

試
験

濃
度

区
１

つ
の

容
器

か
ら

採
取

し
て

測
定

用
試

料
と

す
る

こ
と

が
で

き
る

。
②

 測
定

用
試

料
は

試
験

液
の

中
層

か
ら

採
取

す
る

。
被

験
物

質
の

一
部

が
沈

殿
し

て
い

る
場

合
や

表
層

に
浮

い
て

い
る

場
合

で
あ

っ
て

も
原

則
と

し
て

撹
拌

は
行

わ
な

い
。

③
 半

止
水

式
の

場
合

は
、

全
て

の
試

験
濃

度
区

に
つ

い
て

測
定

す
る

。
た

だ
し

、
暴

露
開

始
時

の
被

験
物

質
濃

度
が

継
続

さ
れ

て
安

定
で

あ
る

（
す

な
わ

ち
、

暴
露

開
始

濃
度

の
8
0
～

1
2
0
％

の
範

囲
内

）
こ

と
を

示
す

十
分

な
証

拠
が

あ
る

試
験

の
場

合
、

２
回

目
以

降
の

被
験

物
質

濃
度

の
測

定
は

、
最

高
濃

度
区

及
び

最
低

濃
度

区
だ

け
に

減
ら

す
こ

と
が

で
き

る
。

測
定

は
、

少
な

く
と

も
１

週
間

に
１

回
程

度
の

頻
度

で
換

水
前

及
び

換
水

後
に

行
う

こ
と

。
④

 流
水

式
の

場
合

は
、

半
止

水
式

の
サ

ン
プ

リ
ン

グ
方

法
に

準
じ

て
行

う
が

、
被

験
物

質
の

安
定

性
確

認
の

た
め

に
第

１
週

目
の

測
定

回
数

を
増

や
す

（
例

え
ば

３
回

／
週

）
こ

と
は

、
有

益
で

あ
る

。
（
３

）
環

境
条

件
の

測
定

①
 各

試
験

区
に

お
け

る
試

験
液

の
水

温
、

溶
存

酸
素

濃
度

、
硬

度
及

び
ｐ
Ｈ

を
測

定
す

る
こ

と
が

望
ま

し
い

が
、

少
な

く
と

も
水

温
は

対
照

区
、

そ
れ

以
外

は
対

照
区

及
び

最
高

濃
度

区
で

測
定

す
る

。
②

測
定

は
、

少
な

く
と

も
１

週
間

に
１

回
程

度
の

頻
度

で
行

う
。

繁
殖

影
響

E
C

ｘ
N

O
E
C

/
L
O

E
C

親
ミ

ジ
ン

コ
１

頭
当

た
り

の
平

均
累

積
産

仔
数

が
6
0
 頭

以
上

の
種

を
用

い
る

国
内

/
海

外
生

物
種

番
号

試
験

対
象

毒
性

等
根

拠
法

制
度

・
規

格
等

制
度

等
で

の
位

置
付

け
試

験
期

間
測

定
、

結
果

の
算

出
・
評

価
等

*
1
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試
験

方
式

試
験

媒
体

助
剤

の
使

用
試

験
濃

度
生

物
数

/
密

度
給

餌
連

数
試

験
温

度
等

照
明

オ
オ

ミ
ジ

ン
コ

（
D

ap
hn

ia
 m

ag
na

）
①

国
内

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

③
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

半
止

水
式

：
少

な
く
と

も
週

に
3
回

換
水

す
る

こ
と

流
水

式

・
不

確
定

の
添

加
物

を
含

ん
で

い
る

培
地

が
使

用
さ

れ
る

場
合

、
こ

れ
ら

の
添

加
物

を
明

示
す

る
こ

と
。

・
藻

類
添

加
前

の
培

地
の

T
O

C
の

レ
ベ

ル
は

2
m

g/
l未

満
で

あ
る

こ
と

が
推

奨
さ

れ
る

。
・
オ

オ
ミ

ジ
ン

コ
の

長
期

培
養

に
適

し
て

い
る

培
地

は
、

E
le

n
dt

 M
4
お

よ
び

M
7
で

あ
る

が
、

こ
れ

ら
は

金
属

と
の

キ
レ

ー
ト

作
用

を
有

す
る

E
D

T
A

（
エ

チ
レ

ン
ジ

ア
ミ

ン
④

酢
酸

）
を

含
ん

で
い

る
た

め
、

金
属

を
対

象
と

し
た

試
験

で
は

推
奨

し
な

い
。

他
の

キ
レ

ー
ト

剤
を

含
む

試
験

も
同

様
。

そ
の

場
合

は
A

S
T
M

が
推

奨
し

て
い

る
様

な
代

替
培

地
を

用
い

る
。

・
可

能
な

限
り

、
溶

剤
あ

る
い

は
分

散
剤

は
利

用
し

な
い

。
・
助

剤
の

使
用

は
ガ

イ
ダ

ン
ス

文
書

２
３

に
従

う
。

・
適

切
な

溶
剤

と
し

て
は

、
例

え
ば

ア
セ

ト
ン

、
エ

タ
ノ

ー
ル

、
メ

タ
ノ

ー
ル

、
ジ

メ
チ

ル
ホ

ル
ム

ア
ミ

ド
お

よ
び

ト
リ

エ
チ

レ
ン

グ
リ

コ
ー

ル
お

よ
び

、
分

散
剤

と
し

て
は

例
え

ば
C

re
m

o
ph

o
r 

R
H

4
0
、

メ
チ

ル
セ

ル
ロ

ー
ス

0
.0

1
%
お

よ
び

H
C

O
-

4
0
が

挙
げ

ら
れ

る
・
助

剤
濃

度
は

、
0
.1

m
L
/
L
を

超
え

な
い

こ
と

・
少

な
く
と

も
5
濃

度
区

を
等

比
級

数
的

に
と

る
。

公
比

は
3
.2

を
超

え
な

い
こ

と
が

望
ま

し
い

。
5
濃

度
区

以
下

に
設

定
す

る
場

合
は

妥
当

性
を

証
明

す
る

こ
と

。
・
溶

解
度

以
上

の
濃

度
区

を
設

定
し

な
い

こ
と

。
・
濃

度
区

の
設

定
に

は
以

下
を

考
慮

す
る

こ
と

　
○

E
C

xを
算

出
す

る
場

合
は

、
信

頼
で

き
る

E
C

x　
を

算
出

す
る

ら
め

、
有

効
な

濃
度

レ
ベ

ル
と

す
る

こ
と

、
内

挿
で

算
出

で
き

る
よ

う
に

す
る

こ
と

　
○

N
O

E
C

/
L
O

E
C

を
算

出
す

る
場

合
、

対
照

区
と

の
有

意
差

を
考

慮
し

て
最

低
濃

度
区

は
低

く
、

最
高

濃
度

区
は

高
く
設

定
す

る
こ

と
・
別

に
対

照
区

を
お

く
。

や
む

を
得

ず
助

剤
を

使
用

し
た

場
合

は
、

対
照

区
に

加
え

助
剤

対
照

区
を

設
け

る
。

・
半

止
水

式
試

験
で

は
、

各
試

験
濃

度
区

及
び

対
照

区
で

少
な

く
と

も
1
0
頭

を
使

用
す

る
。

流
水

式
試

験
で

は
4
0
頭

の
試

験
生

物
を

4
連

に
分

け
て

試
験

。
試

験
生

物
数

は
そ

れ
よ

り
少

な
く
て

も
よ

く
、

ま
た

、
2
0
頭

用
い

る
場

合
は

、
頭

数
を

2
つ

以
上

の
連

に
分

け
て

用
い

る
（
例

え
ば

、
5
頭

4
連

）
。

・
オ

オ
ミ

ジ
ン

コ
や

そ
れ

に
類

似
し

た
他

の
ミ

ジ
ン

コ
の

場
合

、
1
頭

当
り

通
常

5
0
-

1
0
0
m

L
の

試
験

溶
液

を
用

い
る

。
た

だ
し

、
ニ

セ
ネ

コ
ゼ

ミ
ジ

ン
コ

（
C

er
io

da
ph

ni
a 

du
bi

a
）
の

場
合

は
、

そ
れ

よ
り

少
な

く
て

も
よ

い
。

・
半

止
水

式
の

場
合

は
毎

日
行

わ
れ

る
べ

き
で

あ
り

、
少

な
く
と

も
週

3
回

給
餌

さ
れ

る
こ

と
。

・
親

動
物

の
飼

料
は

、
以

下
の

藻
類

を
1
種

以
上

用
い

る
こ

と
:

ク
ロ

レ
ラ

（
C

hl
or

el
la

 s
p.

）
、

ム
レ

ミ
カ

ヅ
キ

モ
（
P

se
ud

ok
ir
ch

ne
ri
el

la
su

bc
ap

it
at

a
)お

よ
び

D
es

m
od

es
m

us
 s

ub
sp

ic
at

us
・
給

餌
量

は
、

有
機

体
炭

素
(C

)
の

量
に

基
づ

く
べ

き
で

あ
り

、
オ

オ
ミ

ジ
ン

コ
で

は
、

0
.1

～
0
.2

m
g

の
C

/
頭

/
日

で
あ

れ
ば

試
験

の
妥

当
性

基
準

を
満

た
す

の
に

十
分

で
あ

る

半
止

水
式

：
1
0
頭

（
少

な
く

と
も

対
照

区
で

の
環

境
条

件
で

順
化

さ
れ

た
個

体
）

流
水

式
：
4
0
頭

（
1
0
頭

×
4

連
）

な
お

、
試

験
生

物
数

は
上

記
よ

り
少

な
く
て

も
よ

い
。

そ
の

場
合

は
、

2
連

以
上

で
2
0
頭

（
例

え
ば

、
4
連

で
各

5
頭

）
の

試
験

生
物

の
使

用
が

推
奨

さ
れ

る
。

水
温

：
1
8
 ～

2
2
℃

の
範

囲
内

に
設

定
し

、
各

試
験

容
器

間
の

変
動

は
±

 1
.0

℃
以

内
と

す
る

。
pH

：
6
～

9
の

範
囲

で
、

試
験

期
間

中
は

1
.5

以
上

変
動

し
な

い
こ

と
溶

存
酸

素
：
試

験
期

間
を

通
し

て
3
m

g/
L
以

上
で

あ
る

こ
と

。
曝

気
し

な
い

こ
と

。
硬

度
：
1
4
0
m

g/
L
(C

aC
O

3
と

し
て

)以
上

が
推

奨

暗
周

期
を

1
6
時

間
、

試
験

容
器

表
面

で
光

強
度

1
5
-
2
0
 μ

E
•m

-
2
•s

-
1

（
1
0
0
0
-
1
5
0
0
lu

x）
の

白
色

光
を

用
い

る
こ

と
が

推
奨

さ
れ

る
。

③
国

内
半

止
水

式
又

は
流

水
式

・
人

工
調

製
水

と
し

て
は

、
O

E
C

D
 ﾃ

ｽ
ﾄｶ

ﾞ
ｲ
ﾄﾞ

ﾗ
ｲ
ﾝ
2
1
1
 D

ap
hn

ia
 m

ag
na

R
e
pr

o
du

c
ti
o
n
 T

e
st

(1
9
9
8
)で

は
E
le

n
dt

M
4
 ま

た
は

M
7
 を

提
案

し
て

い
る

。
・
人

工
調

製
水

を
使

用
す

る
場

合
、

そ
の

調
製

に
は

特
級

又
は

分
析

用
特

級
の

試
薬

を
用

い
、

調
製

に
用

い
る

蒸
留

水
又

は
脱

ｲ
ｵ

ﾝ
水

の
電

気
伝

導
度

は
1
0
 μ

S
c
m

-
1
以

下
と

す
る

。
・
用

い
た

希
釈

水
に

関
し

て
は

、
水

道
水

及
び

天
然

水
の

場
合

は
入

手
先

及
び

前
処

理
法

を
、

人
工

調
製

水
の

場
合

は
組

成
を

明
記

す
る

。

・
現

在
一

般
的

に
用

い
ら

れ
て

い
る

助
剤

と
し

て
は

N
,N

-
ｼ
ﾞﾒ

ﾁ
ﾙ

ﾎ
ﾙ

ﾑ
ｱ

ﾐﾄ
ﾞ、

ﾄﾘ
ｴ
ﾁ
ﾚ
ﾝ
ｸ
ﾞﾘ

ｺ
ｰ

ﾙ
、

ｱ
ｾ

ﾄ
ﾝ
、

ｴ
ﾀ
ﾉｰ

ﾙ
、

ﾒ
ﾀ
ﾉｰ

ﾙ
、

硬
化

ﾋ
ﾏ
ｼ

油
等

が
あ

る
。

・
助

剤
は

２
種

類
以

上
を

組
み

合
わ

せ
て

使
用

し
て

も
よ

い
が

、
そ

の
場

合
は

、
用

い
た

助
剤

の
試

験
液

中
濃

度
は

原
則

と
し

て
全

試
験

濃
度

区
で

一
定

と
し

、
1
0
0
m

g/
L
(又

は
0
.1

m
l/

L
）
を

超
え

な
い

こ
と

が
望

ま
し

い
。

・
通

常
、

濃
度

公
比

は
公

比
1
.3

 ～
 3

.2
で

行
う

。
・
急

性
遊

泳
阻

害
試

験
の

結
果

を
参

考
に

す
る

場
合

は
、

当
該

急
性

遊
泳

阻
害

試
験

の
E
C

5
0
 を

最
高

濃
度

、
E
C

5
0

の
1
0
0
 分

の
１

を
最

低
濃

度
の

目
安

と
す

る
と

よ
い

。

・
各

試
験

区
で

の
個

体
数

は
多

い
方

が
望

ま
し

い
が

、
少

な
く
と

も
1
0
 頭

を
使

用
す

る
こ

と
。

・
必

要
に

応
じ

て
観

察
が

可
能

な
個

体
数

に
分

割
す

る
。

各
試

験
区

で
1
0
 頭

ず
つ

使
用

し
た

場
合

、
１

頭
ず

つ
個

別
の

容
器

に
分

割
す

る
こ

と
が

望
ま

し
い

。
な

お
、

O
E
C

D
 ﾃ

ｽ
ﾄｶ

ﾞｲ
ﾄﾞ

ﾗ
ｲ
ﾝ
2
1
1
D

ap
h
n
ia

m
ag

n
a 

R
e
pr

o
du

c
ti
o
n
 T

e
st

(1
9
9
8
)で

は
、

半
止

水
式

で
は

1
0
 頭

（
1
0
 頭

別
々

の
容

器
で

試
験

）
を

使
用

し
、

流
水

式
で

は
4
0
 頭

（
1
0
 頭

×
４

グ
ル

ー
プ

）
又

は
そ

れ
以

下
の

場
合

、
例

え
ば

2
0
 頭

（
1
0
 頭

×
２

ｸ
ﾞﾙ

ｰ
ﾌ
ﾟ若

し
く
は

５
頭

×
４

グ
ル

ー
プ

）
を

提
案

し
て

い
る

。

＜
親

ミ
ジ

ン
コ

の
飼

育
＞

・
親

ミ
ジ

ン
コ

に
は

、
餌

と
し

て
ク

ロ
レ

ラ
な

ど
の

単
細

胞
緑

藻
類

等
を

与
え

る
。

給
餌

量
は

有
機

炭
素

量
で

、
0
.1

 ～
 0

.2
m

gC
/
ミ

ジ
ン

コ
/
日

程
度

と
す

る
。

＜
給

餌
＞

餌
は

、
培

養
し

た
ク

ロ
レ

ラ
な

ど
の

単
細

胞
緑

藻
類

等
を

与
え

る
。

給
餌

量
は

親
ミ

ジ
ン

コ
が

必
要

と
す

る
有

機
炭

素
量

を
基

本
と

し
、

0
.1

 ～
 0

.2
m

gC
/
ミ

ジ
ン

コ
/
日

程
度

と
す

る
。

給
餌

は
毎

日
行

う
こ

と
が

望
ま

し
い

。

1
連

全
硬

度
は

1
0
 ～

2
5
0
m

gC
aC

O
3
 /

L
 で

、
pH

6
.0

 ～
 9

.0
 の

水
が

望
ま

し
い

。

照
度

は
約

1
2
0
0
 ル

ク
ス

を
超

え
な

い
こ

と
を

目
安

と
す

る
。

O
E
C

D
 ﾃ

ｽ
ﾄｶ

ﾞｲ
ﾄﾞ

ﾗ
ｲ
ﾝ
2
1
1

D
ap

hn
ia

 m
ag

na
R

e
pr

o
du

c
ti
o
n

T
e
st

(1
9
9
8
)で

は
光

強
度

は
1
5
-
2
0
 μ

E
.m

-
2
.s

-
1
を

超
え

な
い

こ
と

と
さ

れ
て

い
る

が
、

測
定

の
簡

便
さ

等
か

ら
目

安
と

な
る

照
度

を
示

す
。

光
の

質
は

特
に

規
定

し
な

い
。

番
号

そ
の

他
試

験
実

施
に

係
る

技
術

的
条

件
等

*
1

生
物

種
国

内
/

海
外
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④
海

外
（
米

国
）

S
ta

n
d
ar

d
 G

u
id

e
fo

rC
o
n
du

c
ti
n
g

D
ap

h
n
ia

 m
ag

n
a 

L
if
e
-

C
yc

le
 T

o
xi

c
it
y 

T
e
st

s
（
オ

オ
ミ

ジ
ン

コ
ラ

イ
フ

サ
イ

ク
ル

試
験

）

2
4
時

間
齢

未
満

A
S
T
M

 1
1
9
3
-
9
7

2
1
日

間
生

活
環

全
体

へ
の

被
験

物
質

の
影

響
・
試

験
生

物
は

1
0
頭

/
濃

度
区

、
4
連

未
満

・
試

験
生

物
は

2
4
時

間
例

未
満

、
少

な
く
と

も
2
産

仔
以

上
・
試

験
期

間
2
1
日

間
・
対

照
区

の
第

1
世

代
の

死
亡

は
3
0
％

未
満

・
2
1
日

間
に

6
0
頭

以
上

産
仔

す
る

こ
と

・
対

照
区

で
は

卵
皮

膜
が

で
き

な
い

こ
と

・
試

験
区

で
の

温
度

、
D

O
測

定
す

る
こ

と
・
濃

度
区

で
の

平
均

D
O

は
3
.0

m
l/

L
以

上
で

あ
る

こ
と

（
あ

る
い

は
、

い
ず

れ
の

測
定

値
も

1
.5

m
g/

L
を

下
回

ら
な

い
こ

と
）

・
平

均
水

温
は

1
8
-
2
2
℃

の
範

囲
内

で
あ

る
こ

と
（
い

ず
れ

の
水

温
も

1
7
℃

未
満

、
2
3
℃

超
に

は
な

ら
な

い
こ

と
）

・

*
1
)国

内
で

用
い

ら
れ

て
い

る
試

験
法

に
つ

い
て

は
、

一
部

項
目

の
番

号
等

の
み

を
変

更
し

た
上

で
、

根
拠

文
書

の
規

定
の

ま
ま

掲
載

し
て

い
る

。
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④
海

外
（
米

国
）

半
止

水
式

（
少

な
く
と

も
週

3
回

換
水

）
流

水
式

（
少

な
く
と

も
4

回
/
日

交
換

）

＜
希

釈
水

＞
・
全

有
機

体
炭

素
(T

O
C

)お
よ

び
粒

子
状

物
質

の
両

方
の

濃
度

は
5
m

g/
L
未

満
で

あ
る

べ
き

・
井

戸
水

は
河

川
表

流
水

よ
り

望
ま

し
い

・
塩

素
が

除
去

さ
れ

た
希

釈
水

は
推

奨
さ

れ
な

い
・
以

下
の

項
目

は
、

毎
年

少
な

く
と

も
2
度

測
定

さ
れ

る
べ

き
　

硬
度

、
ア

ル
カ

リ
度

、
伝

導
性

、
pH

、
粒

子
状

物
質

、
T
O

C
、

有
機

リ
ン

系
農

薬
、

ポ
リ

ク
ロ

ロ
ビ

フ
ェ

ニ
ル

(P
C

B
)、

塩
素

化
さ

れ
た

フ
ェ

ノ
キ

シ
除

草
剤

、
ア

ン
モ

ニ
ア

、
シ

ア
ン

化
物

、
硫

化
物

、
塩

化
物

、
臭

化
物

、
フ

ッ
化

物
、

ヨ
ウ

化
物

、
硝

酸
塩

、
リ

ン
酸

塩
、

硫
酸

塩
、

カ
ル

シ
ウ

ム
、

マ
グ

ネ
シ

ウ
ム

、
ナ

ト
リ

ウ
ム

、
カ

リ
ウ

ム
、

ア
ル

ミ
ニ

ウ
ム

、
ヒ

素
、

ベ
リ

リ
ウ

ム
、

ホ
ウ

素
、

カ
ド

ミ
ウ

ム
、

ク
ロ

ム
、

(銅
、

鉄
、

鉛
、

マ
ン

ガ
ン

、
水

銀
、

モ
リ

ブ
デ

ン
、

ニ
ッ

ケ
ル

、
セ

レ
ン

、
銀

お
よ

び
亜

鉛
)

・
希

釈
水

以
外

の
溶

剤
が

使
用

さ
れ

る
場

合
、

被
験

液
で

の
そ

の
濃

度
は

最
小

限
に

抑
え

ら
れ

る
べ

き
で

あ
り

、
D

.m
ag

n
aの

生
存

、
増

殖
あ

る
い

は
生

殖
に

影
響

し
な

い
こ

と
・
ジ

メ
チ

ル
ホ

ル
ム

ア
ミ

ド
お

よ
び

ト
リ

エ
チ

レ
ン

グ
リ

コ
ー

ル
は

、
原

液
の

準
備

に
よ

い
有

機
溶

媒
で

あ
る

・
メ

タ
ノ

ー
ル

、
エ

タ
ノ

ー
ル

お
よ

び
ア

セ
ト

ン
の

よ
う

な
他

の
水

混
和

性
有

機
溶

媒
も

、
キ

ャ
リ

ア
ー

と
し

て
使

用
さ

れ
て

も
よ

い
。

し
か

し
、

そ
れ

ら
は

、
微

生
物

の
不

適
当

な
増

殖
を

促
す

可
能

性
が

あ
る

。
ま

た
、

ア
セ

ト
ン

は
全

く
揮

発
性

で
あ

る
。

・
有

機
溶

媒
が

使
用

さ
れ

る
場

合
、

そ
の

濃
度

は
0
.1

 m
L
/
L
を

超
過

す
る

べ
き

で
は

な
い

被
験

物
質

の
毒

性
に

影
響

す
る

か
も

し
れ

な
い

の
で

、
界

面
活

性
剤

は
原

液
の

準
備

の
中

で
使

用
さ

れ
る

べ
き

で
は

な
い

・
被

験
物

質
は

、
試

薬
レ

ベ
ル

が
望

ま
し

い
、

試
験

前
に

主
要

な
成

分
、

不
純

物
を

調
べ

る
べ

き
・
希

釈
係

数
0
.5

で
、

5
濃

度
区

、
慢

性
毒

性
の

評
価

が
難

し
い

場
合

は
、

6
又

は
7
濃

度
区

が
望

ま
し

い
・
対

照
区

は
精

度
を

高
め

る
た

め
、

必
要

に
応

じ
て

増
や

す

少
な

く
と

も
1
0
頭

/
濃

度
区

を
用

い
る

（
4

連
×

5
頭

　
2
0
頭

で
も

よ
い

）
試

験
前

の
飼

育
期

間
中

に
は

マ
ス

用
餌

料
、

イ
ス

ー
ト

、
ア

ル
フ

ァ
ル

フ
ァ

、
ま

た
藻

類
（
A

n
ki

st
ro

de
sm

u
s

c
o
n
vo

lu
tu

s、
A

n
ki

st
ro

de
sm

u
s

fa
lc

at
u
s、

C
h
lo

re
lla

 v
u
lg

ar
is

、
C

h
la

m
yd

o
m

o
n
as

 r
e
in

h
ar

dt
ii、

ま
た

R
ap

h
id

o
c
e
lis

su
bc

ap
it
at

a、
S
e
le

n
as

tr
u
m

c
ap

ri
c
o
rn

u
tu

m
)の

混
合

液

1
連

D
O

:飽
和

度
で

1
0
0
％

、
3
m

g/
L
以

上
水

温
2
0
℃

光
強

度
6
0
0
lx

あ
る

い
は

1
 w

/
m

2
の

フ
ル

エ
ン

ス
率

明
暗

周
期

 1
6
時

間
明

：
8
時

間
暗

*
1
)国

内
で

用
い

ら
れ

て
い

る
試

験
法

に
つ

い
て

は
、

一
部

項
目

の
番

号
等

の
み

を
変

更
し

た
上

で
、

根
拠

文
書

の
規

定
の

ま
ま

掲
載

し
て

い
る

。
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毒
性

試
験

成
長

段
階

観
測

ま
た

は
測

定
結

果
の

算
出

試
験

の
有

効
性

オ
オ

ミ
ジ

ン
コ

（
D

ap
h
n
ia

 m
ag

n
a
）

⑤
海

外
（
米

国
）

W
at

e
r 

qu
al

it
y 

-
D

e
te

rm
in

at
io

n
 o

f 
lo

n
g

te
rm

 t
o
xi

c
it
y 

o
f

su
bs

ta
n
c
e
s 

to
D

ap
h
n
ia

 m
ag

n
aS

tr
au

s
(C

la
do

c
e
ra

,
C

ru
st

ac
e
a)

(オ
オ

ミ
ジ

ン
コ

の
長

期
毒

性
の

決
定

)

2
4
時

間
齢

未
満

（
3
世

代
以

上
飼

育
さ

れ
た

親
か

ら
第

２
～

５
産

仔
さ

れ
た

仔
虫

）

IS
O

1
0
7
0
6

2
1
日

間
試

験
生

物
：

・
死

亡
、

卵
皮

膜
、

雄
の

出
現

を
記

録
す

る
こ

と

環
境

条
件

：
・
光

強
度

を
報

告
す

る
こ

と
・
水

温
、

D
O

、
硬

度
、

pH
を

試
験

開
始

時
、

換
水

前
後

、
終

了
時

の
対

照
区

と
最

高
濃

度
区

で
毎

週
測

定
す

る
こ

と

被
験

物
質

の
測

定
・
被

験
物

質
は

試
験

開
始

時
と

終
了

時
に

測
定

し
、

ま
た

、
安

定
性

に
準

じ
て

測
定

頻
度

を
増

や
す

こ
と

・
半

止
水

式
：
設

定
濃

度
の

8
0
-
1
2
0
％

の
場

合
は

、
換

水
前

後
に

最
低

濃
度

区
と

最
高

濃
度

区
で

測
定

、
維

持
さ

れ
な

い
場

合
は

全
て

の
濃

度
区

で
少

な
く
と

も
毎

週
測

定
す

る
こ

と
。

・
実

測
濃

度
が

±
2
0
％

を
維

持
で

き
な

い
場

合
は

、
時

間
加

重
平

均
値

を
用

い
る

こ
と

繁
殖

影
響

E
C

ｘ
N

O
E
C

/
L
O

E
C

・
実

測
濃

度
が

±
2
0
％

を
維

持
で

き
な

い
場

合
は

、
時

間
加

重
平

均
値

を
用

い
る

こ
と

・
試

験
終

了
時

の
成

体
又

は
雄

は
2
0
％

以
下 ・
対

照
区

で
の

生
残

産
仔

数
は

6
0
頭

以
上

・
対

照
区

で
の

1
日

当
た

り
の

産
仔

数
の

変
動

係
数

は
2
0
％

未
満

⑥
海

外
（
欧

州
連

合
）

C
.2

0
　

D
ap

h
n
ia

 M
ag

n
a

re
pr

o
d
u
c
ti
o
n
 t

e
st

(オ
オ

ミ
ジ

ン
コ

繁
殖

試
験

)
T
h
is

 R
e
pr

o
du

c
ti
o
n

to
xi

c
it
y 

te
st

 m
e
th

o
d 

is
a 

re
pl

ic
at

e
 o

f 
th

e
O

E
C

D
 T

G
 2

1
1
 (

1
9
9
8
).

※
O

E
C

D
試

験
法

に
準

じ
て

い
る

が
、

1
9
9
8
版

の
た

め
、

②
と

異
な

る
部

分
の

み
記

載
。

2
4
時

間
齢

未
満

2
1
日

間
・
試

験
を

通
し

て
生

残
し

て
い

る
親

の
産

仔
数

に
よ

り
評

価
②

と
同

じ
②

と
同

じ

*
1
)国

内
で

用
い

ら
れ

て
い

る
試

験
法

に
つ

い
て

は
、

一
部

項
目

の
番

号
等

の
み

を
変

更
し

た
上

で
、

根
拠

文
書

の
規

定
の

ま
ま

掲
載

し
て

い
る

。

試
験

期
間

測
定

、
結

果
の

算
出

・
評

価
等

*
1

生
物

種
試

験
対

象
毒

性
等

根
拠

法
制

度
・
規

格
等

国
内

/
海

外
番

号
制

度
等

で
の

位
置

付
け

15



試
験

方
式

試
験

媒
体

助
剤

の
使

用
試

験
濃

度
生

物
数

/
密

度
給

餌
連

数
試

験
温

度
照

明
オ

オ
ミ

ジ
ン

コ
（

D
ap

h
n
ia

 m
ag

n
a
）

⑤
海

外
（
米

国
）

半
止

水
式

（
少

な
く
と

も
週

3
回

換
水

、
は

じ
め

の
換

水
後

の
濃

度
が

設
定

濃
度

の
8
0
％

下
回

る
場

合
は

、
換

水
頻

度
を

増
す

或
い

は
流

水
式

に
す

る
こ

と
）

流
水

式

<
培

地
＞

a)
 O

E
C

D
 M

4
お

よ
び

M
7
メ

デ
ィ

b)
A

S
T
M

調
整

水
＜

条
件

＞
・
溶

存
酸

素
濃

度
が

9
5
%
の

飽
和

に
達

し
て

、
pH

が
安

定
す

る
ま

で
、

希
釈

水
が

通
気

さ
れ

た
も

・
必

要
に

応
じ

て
、

水
酸

化
ナ

ト
リ

ウ
ム

(N
aO

H
)溶

液
あ

る
い

は
塩

酸
(H

C
l)
に

よ
り

、
pH

8
.0

±
0
.5

に
調

整
こ

の
よ

う
に

準
備

さ
れ

た
希

釈
水

は
、

使
用

の
前

に
さ

ら
に

通
気

さ
れ

な
い

も
の

・
藻

類
の

追
加

の
前

の
T
O

C
は

5
m

g/
l未

満 ・
キ

レ
ー

ト
化

が
化

合
物

の
毒

性
を

縮
小

す
る

か
も

し
れ

な
い

の
で

、
金

属
を

含
ん

で
い

る
化

合
物

を
テ

ス
ト

す
る

場
合

、
E
D

T
A

(例
え

ば
M

4
と

M
7
)を

含
ん

で
い

る
希

釈
水

の
使

用
は

推
奨

さ
れ

な
い

。

・
溶

剤
が

使
用

さ
れ

る
場

合
、

原
液

中
の

溶
剤

の
濃

度
は

、
最

高
濃

度
区

で
濃

度
が

0
.1

m
l/

lを
超

過
し

な
い

こ
と

・
有

機
溶

媒
の

使
用

は
回

避
さ

れ
る

べ
き

そ
れ

ら
が

ア
セ

ト
ン

、
エ

タ
ノ

ー
ル

、
メ

タ
ノ

ー
ル

、
ジ

メ
チ

ル
ホ

ル
ム

ア
ミ

ド
、

ト
リ

エ
チ

レ
ン

グ
リ

コ
ー

ル
あ

る
い

は
C

re
m

o
ph

o
r 

R
H

4
0

の
よ

う
な

分
散

剤
の

よ
う

な
要

求
さ

れ
た

有
機

溶
媒

で
あ

る
場

合
、

メ
チ

ル
セ

ル
ロ

ー
ス

0
.1

%
お

よ
び

H
C

O
-
4
0
は

適
切

に
濃

縮
原

液
を

生
産

す
る

た
め

に
使

用
さ

れ
て

も
よ

い
。

そ
れ

ら
は

、
0
.1

m
l/

lの
濃

度
の

D
.m

ag
n
aに

有
毒

で
は

あ
り

ま
せ

ん
。

・
助

剤
を

用
い

た
場

合
は

、
助

剤
対

照
区

を
追

加
す

る
こ

と
・
少

な
く
と

も
5
濃

度
区

、
公

比
は

3
.2

を
超

え
な

い
こ

と

半
止

水
式

で
は

少
な

く
と

も
1
0
頭

の
試

験
生

物
が

必
要

・
C

h
lo

re
lla

 s
pp

,
P

se
u
do

ki
rc

h
n
e
ri
e
lla

su
bc

ap
it
at

a 
(f
o
rm

al
ly

 k
n
o
w

n
as

 S
e
le

n
as

tr
u
m

c
ap

ri
c
o
rn

u
tu

m
) 
o
r

S
c
e
n
e
de

sm
u
s 

su
bs

pi
c
at

u
s.

・
1
日

当
た

り
0
.1

-
0
.2

ｍ
ｇ
C

/
頭

を
給

餌

・
水

温
1
8
-
2
2
℃

±
2
℃

・
D

O
は

3
m

g/
L
以

上
・
pH

6
-
9
の

範
囲

で
、

試
験

期
間

中
1
.5

4
以

上
変

動
し

な
い

・
硬

度
1
4
0
m

g/
L
（
C

aC
O

3
と

し
て

）

・
明

暗
周

期
：
1
6
時

間
明

、
8
時

間
暗

・
光

強
度

6
0
0
-

8
0
0
lu

x、
1
2
0
0
lu

xは
超

え
な

い

⑥

海
外

（
欧

州
連

合
）

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

*
1
)国

内
で

用
い

ら
れ

て
い

る
試

験
法

に
つ

い
て

は
、

一
部

項
目

の
番

号
等

の
み

を
変

更
し

た
上

で
、

根
拠

文
書

の
規

定
の

ま
ま

掲
載

し
て

い
る

。

そ
の

他
試

験
実

施
に

係
る

技
術

的
条

件
等

*
1

生
物

種
番

号
国

内
/

海
外
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３
．

魚
類

に
係

る
主

な
慢

性
毒

性
試

験
の

概
要

毒
性

試
験

成
長

段
階

（
推

奨
全

長
c
m

）
観

測
ま

た
は

測
定

結
果

の
算

出
試

験
の

有
効

性
①

国
内

魚
類

の
初

期
生

活
段

階
に

お
け

る
生

息
又

は
生

育
に

及
ぼ

す
影

響
に

関
す

る
試

験 （
魚

類
初

期
生

活
段

階
毒

性
試

験
）

※
原

則
と

し
て

O
E
C

D
テ

ス
ト

ガ
イ

ド
ラ

イ
ン

２
１

０
で

定
め

ら
れ

た
方

法
に

準
じ

て
実

施
。

受
精

卵
化

学
物

質
の

審
査

及
び

製
造

等
の

規
制

に
関

す
る

法
律

（
化

審
法

）

新
規

化
学

物
質

の
審

査
に

お
け

る
推

奨
種

、
メ

ダ
カ

は
必

須

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

F
is

h
, 
E
ar

ly
-
lif

e
S
ta

ge
 T

o
xi

c
it
y

T
e
st

（
魚

類
成

長
段

階
試

験
）

受
精

卵
経

済
協

力
開

発
機

構
（
O

rg
an

is
at

io
n
 f

o
r

E
c
o
n
o
m

ic
 C

o
-
o
pe

ra
ti
o
n

an
d
 D

e
ve

lo
p
m

e
n
t：

O
E
C

D
）
テ

ス
ト

ガ
イ

ド
ラ

イ
ン

2
1
0
（
2
0
1
3
）

ゼ
ブ

ラ
フ

ィ
ッ

シ
ュ

：
　

ふ
化

後
3
0
日

間
フ

ァ
ッ

ト
ヘ

ッ
ド

ミ
ノ

ー
：

試
験

開
始

後
3
2
日

間
（
ふ

化
後

2
8
日

間
）

メ
ダ

カ
：

ふ
化

後
3
0
日

間
ニ

ジ
マ

ス
：

対
照

区
の

魚
体

が
自

由
遊

泳
し

た
後

2
週

間
（
又

は
ふ

化
後

6
0
日

間
）

＜
観

察
＞

胚
の

発
生

段
階

：
被

験
物

質
に

曝
露

を
始

め
る

と
き

の
胚

の
発

生
段

階
は

で
き

る
だ

け
正

確
に

確
認

す
る

。
こ

れ
は

適
切

に
保

存
し

、
透

明
に

し
た

卵
の

代
表

試
料

を
用

い
て

行
う

こ
と

が
で

き
る

。
ふ

化
と

生
存

：
ふ

化
と

生
存

に
関

す
る

観
察

は
少

な
く
と

も
1
日

1
回

行
い

、
そ

の
数

を
記

録
す

る
。

死
亡

し
た

胚
、

仔
魚

及
び

稚
魚

は
分

解
が

早
く
、

他
の

魚
の

活
動

に
よ

っ
て

壊
さ

れ
る

場
合

も
あ

る
た

め
、

観
察

後
で

き
る

だ
け

早
く
取

り
除

く
。

死
亡

し
た

個
体

を
取

り
除

く
と

き
は

近
く
に

あ
る

非
常

に
繊

細
で

感
受

性
が

高
い

卵
・
仔

魚
を

突
い

た
り

物
理

的
な

打
撃

を
与

え
な

い
よ

う
に

特
に

注
意

す
る

。
死

亡
の

判
断

基
準

は
成

長
段

階
に

よ
っ

て
異

な
る

：
外

観
の

異
常

：
体

形
の

異
常

な
仔

魚
や

魚
の

数
を

試
験

期
間

と
異

常
の

性
質

に
応

じ
て

、
適

切
な

間
隔

で
記

録
す

る
。

異
常

な
胚

と
仔

魚
は

自
然

発
生

的
に

起
こ

り
、

い
く
つ

か
の

生
物

種
で

は
対

照
区

で
数

％
オ

ー
ダ

ー
に

な
る

こ
と

に
注

意
が

必
要

で
あ

る
。

異
常

な
生

物
は

死
亡

し
た

と
き

に
だ

け
試

験
容

器
か

ら
取

り
除

く
。

異
常

な
行

動
：
例

え
ば

、
過

度
の

鰓
の

換
水

、
同

調
し

な
い

遊
泳

、
非

定
常

的
な

休
止

及
び

非
定

常
的

な
摂

取
行

動
の

よ
う

な
異

常
は

そ
の

試
験

期
間

に
対

し
て

適
切

な
間

隔
で

記
録

す
る

。
こ

れ
ら

の
影

響
は

定
量

化
が

困
難

で
あ

る
が

、
観

察
し

た
場

合
は

死
亡

デ
ー

タ
の

解
釈

、
推

奨
さ

れ
る

期
間

以
上

に
曝

露
期

間
を

延
長

す
る

こ
と

を
決

定
す

る
上

で
参

考
と

な
る

。
体

重
：
試

験
終

了
時

に
す

べ
て

の
生

存
魚

は
体

重
を

測
定

し
な

け
れ

ば
な

ら
な

い
。

個
体

別
の

体
重

が
望

ま
し

い
が

、
魚

が
特

に
小

さ
い

場
合

、
試

験
容

器
毎

に
群

で
体

重
を

測
定

し
て

も
よ

い
。

乾
燥

重
量

（
6
0
℃

で
2
4
時

間
）
が

湿
重

量
（
体

表
水

を
拭

い
取

っ
た

も
の

）
よ

り
望

ま
し

い
。

体
長

：
試

験
終

了
時

に
、

個
体

の
長

さ
の

測
定

が
推

奨
さ

れ
る

；
標

準
体

長
、

尾
又

体
長

あ
る

い
は

全
長

を
用

い
て

も
よ

い
。

し
か

し
、

尾
鰭

が
腐

っ
て

い
た

り
た

だ
れ

て
い

る
場

合
は

標
準

体
長

を
使

う
。

＜
被

験
物

質
の

測
定

＞
・
試

験
期

間
中

、
被

験
物

質
の

濃
度

を
一

定
間

隔
で

調
べ

、
有

効
基

準
に

適
合

し
て

い
る

か
を

確
認

。
・
少

な
く
と

も
5
回

の
測

定
が

必
要

で
あ

る
。

・
測

定
値

が
設

定
値

の
8
0
-
1
2
0
％

を
満

た
さ

な
い

場
合

は
、

流
水

式
で

の
分

析
結

果
に

つ
い

て
は

算
術

平
均

す
る

等
の

措
置

が
必

要
で

あ
る

。
半

止
水

式
の

場
合

は
幾

何
平

均
す

る
。

＜
環

境
条

件
の

測
定

＞
・
試

験
期

間
中

、
溶

存
酸

素
、

pH
、

温
度

は
す

べ
て

の
容

器
で

少
な

く
と

も
毎

週
測

定
す

る
・
塩

分
と

硬
度

は
試

験
開

始
時

と
終

了
時

に
測

定
す

る
・
温

度
は

少
な

く
と

も
一

つ
の

容
器

で
連

続
的

に
監

視
す

る
こ

と
が

望
ま

し
い

。

致
死

お
よ

び
亜

致
死

的
な

影
響

を
算

定
し

、
対

照
区

の
値

と
比

較
す

る
こ

と
に

よ
り

最
小

影
響

濃
度

を
求

め
、

そ
れ

に
よ

っ
て

無
作

用
濃

度
を

決
定

す
る

。
ま

た
は

、
回

帰
モ

デ
ル

を
用

い
て

、
X
％

（
例

え
ば

1
0
％

或
い

は
2
0
％

）
の

影
響

濃
度

（
E
C

x/
1
0
/
2
0
%
）
を

求
め

る
。

• 
試

験
期

間
を

通
じ

て
、

溶
存

酸
素

濃
度

は
空

気
飽

和
濃

度
の

6
0
％

を
超

え
な

け
れ

ば
な

ら
な

い
。

• 
試

験
を

通
じ

て
、

水
温

は
常

に
試

験
水

槽
間

あ
る

い
は

連
続

し
た

日
の

間
で

±
1
.5

℃
以

上
違

っ
て

は
な

ら
ず

、
そ

の
試

験
魚

種
に

決
め

ら
れ

た
温

度
範

囲
内

と
す

る
。

• 
対

照
区

及
び

助
剤

対
照

区
を

設
け

た
場

合
、

そ
こ

で
の

全
期

間
中

の
受

精
卵

の
生

存
率

は
付

録
２

に
定

め
た

限
界

値
か

そ
れ

以
上

で
な

け
れ

ば
な

ら
な

い
。

• 
被

験
物

質
は

分
析

す
る

こ
と

ニ
ジ

マ
ス

（
O

nc
or

hy
nc

hu
s 

m
yk

is
s

）
ゼ

ブ
ラ

フ
ィ

ッ
シ

ュ
（
B

ra
ch

yd
an

io
 r

er
io

）
コ

イ
（
C

yp
ri
nu

s 
ca

rp
io

）
メ

ダ
カ

（
O

ry
zi

as
 la

ti
pe

s
）

フ
ァ

ッ
ト

ヘ
ッ

ド
ミ

ノ
ー

（
P

im
ep

ha
le

s
pr

om
el

as
）

以
上

、
推

奨
種

（
こ

こ
で

は
推

奨
種

の
み

の
条

件
等

を
記

載
）

③
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

F
is

h
, 
S
h
o
rt

-
te

rm
T
o
xi

c
it
y 

T
e
st

 o
n

E
m

br
yo

 a
n
d 

S
ac

-
fr

y 
S
ta

ge
s（

魚
類

胚
・
仔

魚
期

短
期

毒
性

試
験

）

受
精

卵
（
可

能
で

あ
れ

ば
、

受
精

後
3
0
分

以
内

、
少

な
く
と

も
受

精
後

8
時

間
以

内
）

経
済

協
力

開
発

機
構

（
O

rg
an

is
at

io
n
 f

o
r

E
c
o
n
o
m

ic
 C

o
-
o
pe

ra
ti
o
n

an
d
 D

e
ve

lo
p
m

e
n
t：

O
E
C

D
）
テ

ス
ト

ガ
イ

ド
ラ

イ
ン

2
1
2
（
1
9
9
8
）

ニ
ジ

マ
ス

胚
3
0
-
6
5
日

、
仔

魚
2
5
-
3
0
日

ゼ
ブ

ラ
フ

ィ
ッ

シ
ュ

胚
3
-
5

日
、

仔
魚

8
-
1
0
日

コ
イ

胚
5
日

、
仔

魚
>
4
日

メ
ダ

カ
胚

8
-
1
1
日

、
仔

魚
4
-

8
日

フ
ァ

ッ
ト

ヘ
ッ

ド
ミ

ノ
ー

胚
4
-
5

日
、

仔
魚

5
日

＜
観

察
＞

胚
の

発
生

段
階

：
被

験
物

質
に

曝
露

を
始

め
る

と
き

の
胚

の
発

生
段

階
は

で
き

る
だ

け
正

確
に

確
認

す
る

。
こ

れ
は

適
切

に
保

存
し

、
透

明
に

し
た

卵
の

代
表

試
料

を
用

い
て

行
う

こ
と

が
で

き
る

。
ふ

化
と

生
存

：
ふ

化
と

生
存

に
関

す
る

観
察

は
少

な
く
と

も
1
日

1
回

行
い

、
そ

の
数

を
記

録
す

る
。

死
亡

し
た

胚
、

仔
魚

及
び

停
止

欠
如

等
、

仔
魚

＝
呼

吸
運

動
の

停
止

、
不

動
、

刺
激

に
対

す
る

無
反

応
等

外
観

の
異

常
：
体

形
の

異
常

な
仔

魚
や

魚
の

数
を

試
験

期
間

と
異

常
の

性
質

に
応

じ
て

、
適

切
な

間
隔

で
記

録
す

る
。

異
常

な
胚

と
仔

魚
は

自
然

発
生

的
に

起
こ

り
、

い
く
つ

か
の

生
物

種
で

は
対

照
区

で
数

％
オ

ー
ダ

ー
に

な
る

こ
と

に
注

意
が

必
要

で
あ

る
。

異
常

な
生

物
は

死
亡

し
た

と
き

に
だ

け
試

験
容

器
か

ら
取

り
除

く
。

異
常

な
行

動
：
例

え
ば

、
過

度
の

鰓
の

換
水

、
同

調
し

な
い

遊
泳

、
非

定
常

的
な

休
止

及
び

非
定

常
的

な
摂

取
行

動
の

よ
う

な
異

常
は

そ
の

試
験

期
間

に
対

し
て

適
切

な
間

隔
で

記
録

す
る

。
こ

れ
ら

の
影

響
は

定
量

化
が

困
難

で
あ

る
が

、
観

察
し

た
場

合
は

死
亡

デ
ー

タ
の

解
釈

、
推

奨
さ

れ
る

期
間

以
上

に
曝

露
期

間
を

延
長

す
る

こ
と

を
決

定
す

る
上

で
参

考
と

な
る

。
体

重
：
試

験
終

了
時

に
す

べ
て

の
生

存
魚

は
体

重
を

測
定

し
な

け
れ

ば
な

ら
な

い
。

乾
燥

重
量

（
6
0
℃

で
2
4
時

間
）
が

湿
重

量
（
体

表
水

を
拭

い
取

っ
た

も
の

）
よ

り
望

ま
し

い
。

対
照

区
の

変
動

係
数

は
＜

2
0
％

。
体

長
：
試

験
終

了
時

に
、

個
体

の
長

さ
の

測
定

が
推

奨
さ

れ
る

；
標

準
体

長
、

尾
又

体
長

あ
る

い
は

全
長

を
用

い
て

も
よ

い
。

し
か

し
、

尾
鰭

が
腐

っ
て

い
た

り
た

だ
れ

て
い

る
場

合
は

標
準

体
長

を
使

う
。

対
照

区
の

変
動

係
数

は
＜

2
0
％

。
＜

被
験

物
質

の
測

定
＞

・
試

験
期

間
中

、
被

験
物

質
の

濃
度

を
一

定
間

隔
で

調
べ

、
有

効
基

準
に

適
合

し
て

い
る

か
を

確
認

。
・
少

な
く
と

も
3
回

の
測

定
が

必
要

で
あ

る
。

試
験

が
7
日

間
の

場
合

は
毎

日
測

定
す

る
こ

と
。

そ
れ

以
上

の
場

合
で

濃
度

が
安

定
し

て
い

る
こ

と
を

確
か

め
る

た
め

、
頻

度
を

増
す

こ
と

が
望

ま
し

い
。

・
設

定
値

の
2
0
％

以
内

と
証

明
さ

れ
た

場
合

は
、

設
定

値
ま

た
は

初
期

実
測

値
か

ら
毒

性
値

を
算

出
す

る
こ

と
が

可
能

。
＜

環
境

条
件

の
測

定
＞

・
試

験
期

間
中

、
溶

存
酸

素
、

pH
、

温
度

は
す

べ
て

の
容

器
で

測
定

す
る

・
塩

分
と

硬
度

は
、

少
な

く
と

も
対

照
区

、
1
濃

度
区

、
最

高
濃

度
区

で
測

定
す

る
こ

と
。

・
D

O
と

塩
分

は
試

験
開

始
時

、
試

験
中

、
試

験
終

了
時

の
3
回

は
測

定
す

る
こ

と
。

・
半

止
水

式
で

は
、

換
水

前
後

或
い

は
週

1
回

に
D

O
を

測
定

す
る

こ
と

が
望

ま
し

い
。

・
pH

は
半

止
水

式
で

は
試

験
開

始
時

・
終

了
時

、
換

水
前

後
、

流
水

式
で

は
少

な
く
と

も
週

1
回

測
定

す
べ

き
。

・
温

度
は

少
な

く
と

も
一

つ
の

容
器

で
連

続
的

に
監

視
す

る
こ

と
。

亜
致

死
的

な
影

響
を

算
定

し
、

対
照

区
の

値
と

比
較

す
る

こ
と

に
よ

り
最

小
影

響
濃

度
を

求
め

、
そ

れ
に

よ
っ

て
無

作
用

濃
度

を
決

定
す

る
。

ま
た

は
、

回
帰

モ
デ

ル
を

用
い

て
、

影
響

濃
度

（
E
C

x）
を

求
め

る
。

・
対

照
区

の
生

残
率

等
が

以
下

を
満

足
す

る
こ

と
ニ

ジ
マ

ス
　

ふ
化

6
6
％

仔
魚

7
0
％

ゼ
ブ

ラ
フ

ィ
ッ

シ
ュ

ふ
化

8
0
％

仔
魚

9
0
％

コ
イ

ふ
化

8
0
％

仔
魚

7
5
％

メ
ダ

カ
ふ

化
8
0
％

仔
魚

8
0
％

フ
ァ

ッ
ト

ヘ
ッ

ド
ミ

ノ
ー

ふ
化

6
0
％

仔
魚

7
0
％

・
酸

素
飽

和
度

が
6
0
-
1
0
0
％

・
水

温
の

変
動

は
±

1
.5

℃

*
1
)国

内
で

用
い

ら
れ

て
い

る
試

験
法

に
つ

い
て

は
、

一
部

項
目

の
番

号
等

の
み

を
変

更
し

た
上

で
、

根
拠

文
書

の
規

定
の

ま
ま

掲
載

し
て

い
る

。

国
内

/
海

外
試

験
対

象
毒

性
等

根
拠

法
制

度
・
規

格
等

制
度

等
で

の
位

置
付

け
試

験
期

間
測

定
、

結
果

の
算

出
・
評

価
等

*
1

生
物

種
番

号

ゼ
ブ

ラ
フ

ィ
ッ

シ
ュ

（
B

ra
ch

yd
an

io
 r

er
io

）
フ

ァ
ッ

ト
ヘ

ッ
ド

ミ
ノ

ー
（
P

im
ep

ha
le

s
pr

om
el

as
）

メ
ダ

カ
（
O

ry
zi

as
 la

ti
pe

s
）

ニ
ジ

マ
ス

（
O

nc
or

hy
nc

hu
s 

m
yk

is
s

）
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試
験

方
式

試
験

媒
体

助
剤

の
使

用
試

験
濃

度
生

物
数

/
密

度
給

餌
連

数
試

験
温

度
（
℃

）
照

明
①

国
内

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

②
と

同
じ

③
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

流
水

式
が

望
ま

し
い

が
、

半
止

水
式

で
も

よ
い 流

水
式

：
試

験
期

間
中

、
保

存
溶

液
と

希
釈

水
の

流
量

を
一

定
間

隔
で

調
べ

、
試

験
期

間
を

通
じ

て
1
0
％

以
上

の
変

動
が

な
い

よ
う

に
す

る
。

試
験

生
物

種
の

対
照

区
の

生
存

率
が

高
け

れ
ば

、
ど

の
よ

う
な

水
で

も
試

験
用

水
と

し
て

適
し

て
い

る
。

水
質

は
試

験
期

間
中

一
定

に
保

つ
。

希
釈

水
を

定
期

的
に

採
取

し
、

分
析

し
、

試
験

結
果

に
影

響
し

な
い

（
例

え
ば

被
験

物
質

の
錯

体
形

成
に

よ
る

も
の

）
あ

る
い

は
群

の
蓄

養
に

有
害

な
影

響
を

及
ぼ

さ
な

い
も

の
で

あ
る

こ
と

を
確

認
す

る
。

重
金

属
（
例

え
ば

、
C

a、
 M

g、
 N

a、
K
、

 C
l、

 S
O

4
）
、

農
薬

、
全

有
機

炭
素

と
験

濁
物

質
の

測
定

を
行

う
。

例
え

ば
希

釈
水

の
水

質
が

比
較

的
変

化
す

る
こ

と
が

明
ら

か
な

場
合

は
、

頻
繁

に
測

定
す

る
こ

と

・
原

液
は

、
機

械
的

な
手

段
(例

え
ば

攪
拌

や
超

音
波

処
理

)の
使

用
に

よ
り

、
準

備
さ

れ
て

い
る

べ
き ・
溶

解
助

剤
は

推
奨

で
き

な
い

が
、

用
い

る
場

合
は

助
剤

対
照

区
を

設
定

す
る

こ
と

・
助

剤
の

濃
度

は
1
0
0
µ
L
/
L
未

満
で

あ
る

こ
と

・
5
濃

度
の

被
験

物
質

区
が

必
要

で
、

公
比

は
通

常
3
.2

を
超

え
な

い
・
急

性
毒

性
試

験
に

お
け

る
L
C

5
0
値

と
曝

露
期

間
と

の
関

係
の

曲
線

を
参

考
に

し
て

、
試

験
濃

度
範

囲
を

決
め

る
・
5
濃

度
よ

り
少

な
い

試
験

区
数

で
行

う
場

合
は

正
当

な
理

由
が

必
要

で
あ

る
・
9
6
時

間
L
C

5
0
値

あ
る

い
は

1
0
m

g/
L
の

ど
ち

ら
か

低
い

方
の

比
験

物
質

濃
度

以
上

で
試

験
す

る
必

要
は

な
い

・
試

験
開

始
時

の
受

精
卵

は
統

計
上

の
要

求
を

満
た

す
の

に
十

分
な

数
と

す
る

。
・
卵

は
処

理
区

の
間

で
無

作
為

に
配

分
し

、
各

試
験

濃
度

で
は

最
低

8
0
個

の
卵

を
用

い
、

少
な

く
と

も
4
連

の
試

験
水

槽
に

均
等

に
分

割
す

る
。

・
流

水
式

試
験

に
つ

い
て

は
、

2
4
時

間
当

り
0
.5

g/
L
を

超
え

ず
、

そ
し

て
常

に
5
g/

L
を

超
え

な
い

収
容

密
度

が
推

奨
さ

れ
る

・
餌

料
と

給
餌

は
極

め
て

重
要

で
あ

り
、

各
成

長
段

階
に

対
し

適
切

な
餌

料
を

、
適

切
な

時
期

か
ら

、
正

常
な

成
長

の
維

持
に

十
分

な
料

を
与

え
る

こ
と

が
必

須
で

あ
る

・
餌

は
飽

食
量

を
与

え
る

が
、

残
餌

は
で

き
る

だ
け

少
な

く
す

る
・
残

餌
や

糞
は

必
要

な
頻

度
で

除
去

し
、

排
泄

物
が

蓄
積

し
な

い
よ

う
に

す
る

・
胚

期
：
4
連

ゼ
ブ

ラ
フ

ィ
ッ

シ
ュ

：
2
6
±

1
.5

フ
ァ

ッ
ト

ヘ
ッ

ド
ミ

ノ
ー

：
2
5
±

1
.5

メ
ダ

カ
：
2
5
±

2
ニ

ジ
マ

ス
：
1
0
±

1
.5

照
明

時
間

と
水

温
は

そ
の

試
験

生
物

種
に

適
し

た
も

の
と

す
る

ニ
ジ

マ
ス

（
O

n
c
o
rh

yn
c
h
u
s 

m
yk

is
s）

ゼ
ブ

ラ
フ

ィ
ッ

シ
ュ

（
B

ra
c
h
yd

an
io

 r
e
ri
o
）

コ
イ

（
C

yp
ri
n
u
s 

c
ar

p
io

）
メ

ダ
カ

（
O

ry
zi

as
 l
at

ip
e
s）

フ
ァ

ッ
ト

ヘ
ッ

ド
ミ

ノ
ー

（
P

im
e
ph

al
e
s

pr
o
m

e
la

s）
以

上
、

推
奨

種
（
こ

こ
で

は
推

奨
種

の
み

の
条

件
等

を
記

載
）

③
国

内
・
海

外
（
Ｏ

Ｅ
Ｃ

Ｄ
）

半
止

水
式

流
水

式
試

験
生

物
種

の
対

照
区

の
生

存
率

が
高

け
れ

ば
、

ど
の

よ
う

な
水

で
も

試
験

用
水

と
し

て
適

し
て

い
る

。
水

質
は

試
験

期
間

中
一

定
に

保
つ

。
試

験
結

果
に

影
響

し
な

い
こ

と
を

確
認

す
る

た
め

、
希

釈
水

を
定

期
的

に
採

取
し

、
分

析
す

る
こ

と
。

重
金

属
（
例

え
ば

、
C

u
、

P
b、

Z
n
、

C
d、

N
）
や

主
た

る
イ

オ
ン

（
例

え
ば

、
C

a、
M

g、
N

a、
K
、

C
l、

S
O

4
）
、

農
薬

、
全

有
機

炭
素

と
験

濁
物

質
の

測
定

を
行

う
。

例
え

ば
3
ヶ

月
毎

。
希

釈
水

の
水

質
が

１
年

以
上

変
化

し
な

い
の

で
あ

れ
ば

、
希

釈
水

の
測

定
を

6
ヶ

月
ご

と
と

す
る

こ
と

が
で

き
る

。

・
原

液
は

、
機

械
的

な
手

段
(例

え
ば

攪
拌

や
超

音
波

処
理

)の
使

用
に

よ
り

、
準

備
さ

れ
て

い
る

べ
き ・
可

能
な

限
り

溶
剤

や
分

散
剤

は
使

用
し

な
い

こ
と

・
た

だ
し

、
必

要
な

場
合

の
溶

剤
の

例
と

し
て

は
、

ア
セ

ト
ン

、
エ

タ
ノ

ー
ル

、
メ

タ
ノ

ー
ル

、
ジ

メ
チ

ル
ホ

ル
ム

ア
ミ

ド
、

ト
リ

エ
チ

レ
ン

グ
リ

コ
ー

ル
等

が
あ

る
。

分
散

剤
の

例
と

し
て

は
、

 C
re

m
o
ph

o
r

R
H

4
0
、

T
w

e
e
n
 8

0
、

m
e
th

yl
c
e
llu

lo
se

 0
.0

1
%
 と

H
C

O
-
4
0
が

挙
げ

ら
れ

る
。

・
5
濃

度
の

被
験

物
質

区
が

必
要

で
、

公
比

は
通

常
3
.2

を
超

え
な

い
・
急

性
毒

性
試

験
に

お
け

る
L
C

5
0
値

と
曝

露
期

間
と

の
関

係
の

曲
線

を
参

考
に

し
て

、
試

験
濃

度
範

囲
を

決
め

る
・
5
濃

度
よ

り
少

な
い

試
験

区
数

で
行

う
場

合
は

正
当

な
理

由
が

必
要

で
あ

る
・
9
6
時

間
L
C

5
0
値

あ
る

い
は

1
0
m

g/
L
の

ど
ち

ら
か

低
い

方
の

比
験

物
質

濃
度

以
上

で
試

験
す

る
必

要
は

な
い

・
試

験
開

始
時

の
受

精
卵

は
統

計
上

の
要

求
を

満
た

す
の

に
十

分
な

数
と

す
る

。
・
卵

は
処

理
区

の
間

で
無

作
為

に
配

分
し

、
各

試
験

濃
度

で
は

最
低

3
0
個

の
卵

を
用

い
、

少
な

く
と

も
3
連

の
試

験
水

槽
に

均
等

に
分

割
す

る
。

・
流

水
式

試
験

に
つ

い
て

は
、

2
4
時

間
当

り
0
.5

g/
L
を

超
え

ず
、

そ
し

て
常

に
5
g/

L
を

超
え

な
い

収
容

密
度

が
推

奨
さ

れ
る

・
給

餌
な

し
（
開

口
前

に
試

験
は

終
了

）
・
3
連

ニ
ジ

マ
ス

胚
1
0
±

1
℃

、
仔

魚
1
2

±
1
℃

ゼ
ブ

ラ
フ

ィ
ッ

シ
ュ

2
5
±

1
℃

コ
イ

2
1
-
2
5
℃

メ
ダ

カ
胚

2
4
±

1
℃

、
仔

魚
2
3
±

2
℃

フ
ァ

ッ
ト

ヘ
ッ

ド
ミ

ノ
ー

2
5
±

2
℃

ニ
ジ

マ
ス

暗
黒

状
態 ゼ

ブ
ラ

フ
ィ

ッ
シ

ュ
照

明
時

間
：
1
2
-

1
6
時

間
コ

イ
照

明
時

間
：

1
2
-
1
6
時

間
メ

ダ
カ

照
明

時
間

：
1
2
-
1
6
時

間
フ

ァ
ッ

ト
ヘ

ッ
ド

ミ
ノ

ー
照

明
時

間
：

1
6
時

間

*
1
)国

内
で

用
い

ら
れ

て
い

る
試

験
法

に
つ

い
て

は
、

一
部

項
目

の
番

号
等

の
み

を
変

更
し

た
上

で
、

根
拠

文
書

の
規

定
の

ま
ま

掲
載

し
て

い
る

。

生
物

種
番

号
国

内
/

海
外

ゼ
ブ

ラ
フ

ィ
ッ

シ
ュ

（
B

ra
c
h
yd

an
io

 r
e
ri
o
）

フ
ァ

ッ
ト

ヘ
ッ

ド
ミ

ノ
ー

（
P

im
e
ph

al
e
s

pr
o
m

e
la

s）
メ

ダ
カ

（
O

ry
zi

as
 l
at

ip
e
s）

ニ
ジ

マ
ス

（
O

n
c
o
rh

yn
c
h
u
s 

m
yk

is
s）

そ
の

他
試

験
実

施
に

係
る

技
術

的
条

件
等
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毒
性

試
験

成
長

段
階

（
推

奨
全

長
c
m

）
観

測
ま

た
は

測
定

結
果

の
算

出
試

験
の

有
効

性
ゼ

ブ
ラ

フ
ィ

ッ
シ

ュ
（
B

ra
ch

yd
an

io
 r

er
io

）
④

海
外

（
米

国
）

W
at

e
r 

qu
al

it
y 

-
D

e
te

rm
in

at
io

n
 o

f
to

xi
c
it
y 

to
e
m

br
yo

s 
an

d
la

rv
ae

 o
f

fr
e
sh

w
at

e
r 

fi
sh

 –
S
e
m

i-
st

at
ic

m
e
th

o
d

（
水

質
　

淡
水

魚
の

胚
及

び
幼

生
へ

の

受
精

卵
1
時

間
以

内
に

産
卵

し
た

個
体

を
集

め
、

採
卵

か
ら

さ
ら

に
2
～

３
時

間
後

に
試

験
を

開
始

す
る

（
2
～

3
時

間
齢

）

IS
O

 1
2
8
9
0

標
準

的
ば

く
露

期
間

は
1
0

日
間

で
あ

る
が

、
1
4
日

ま
で

延
長

し
て

も
よ

い
。

・
試

験
開

始
時

（
0
日

目
）
：
対

照
区

/
濃

度
区

の
D

O
と

pH
、

水
温

を
測

定
・
ふ

化
は

通
常

２
～

４
日

後
に

起
こ

る
た

め
、

ふ
化

時
間

へ
の

影
響

を
み

る
た

め
、

２
～

4
日

目
の

午
前

/
午

後
に

胚
と

ふ
化

数
を

観
察

致
死

又
は

影
響

濃
度

E
C

ｘ
N

O
E
C

/
L
O

E
C

・
対

照
区

の
D

O
が

2
6
℃

で
7
0
-
1
1
0
％

飽
和

度
で

あ
る

こ
と

・
換

水
が

pH
7
.5

±
0
.2

で
あ

る
こ

と
・
温

度
は

2
6
±

2
℃

に
維

持
さ

れ
て

い
る

こ
と ・
対

照
区

の
胚

は
2
4
時

間
後

に
7
0
％

以
上

生
残

し
て

い
る

こ
と

・
対

照
区

の
ふ

化
ま

で
の

日
数

（
中

央
値

）
が

2
～

4
日

で
あ

る
こ

と
・
1
0
日

後
の

対
照

区
の

生
残

稚
仔

が
9
0
％

を
超

え
て

い
る

こ
と

・
試

験
を

延
長

し
た

場
合

、
対

照
区

の
生

①
サ

ケ
類

等
サ

ケ
類

（
O

n
c
o
rh

yn
c
h
u
s 

sp
.）

マ
ス

類
（
S
al

m
o 

sp
. 

）
イ

ワ
ナ

類
（
S
al

ve
lin

us
 s

p.
）

②
ノ

ー
ザ

ン
パ

イ
ク

（
E
so

x 
lu

c
iu

s)
③

フ
ァ

ッ
ト

ヘ
ッ

ド
ミ

ノ
ー

（
P

im
ep

ha
le

s
pr

om
el

as
 ）

④
w

h
it
e
 s

u
c
ke

r 
(C

at
o
st

o
m

u
s

c
o
m

m
e
rs

o
n
i)

⑤
ア

メ
リ

カ
ナ

マ
ズ

属
（
 I
ct

al
ur

us
pu

nc
ta

tu
s

）

⑤
海

外
（
米

国
）

S
ta

n
da

rd
 g

u
id

e
 f
o
r

c
o
n
du

c
ti
n
g 

e
ar

ly
lif

e
-
st

ag
e
 t

o
xi

c
it
y

te
st

s 
w

it
h
 f
is

h
e
s

（
魚

類
初

期
生

活
段

階
試

験
の

標
準

的
な

ガ
イ

ド
)

受
精

卵
A

S
T
M

E
1
2
4
1

①
サ

ケ
類

等
：

　
少

な
く
と

も
ス

イ
ム

ア
ッ

プ
後

3
0
日

②
ノ

ー
ザ

ン
パ

イ
ク

:
　

3
2
日

間
③

フ
ァ

ッ
ト

ヘ
ッ

ド
ミ

ノ
ー

:
　

少
な

く
と

も
2
8
日

間
④

w
h
it
e
 s

u
c
ke

r:
　

3
2
日

間
⑤

ア
メ

リ
カ

ナ
マ

ズ
属

:
　

3
2
日

間

・
被

験
物

質
は

設
定

値
の

±
3
0
％

以
内

＜
観

察
＞

・
未

受
精

、
死

亡
胚

（
心

拍
等

に
よ

り
）
を

計
数

・
死

亡
個

体
は

計
数

さ
れ

、
除

去
・
ふ

化
魚

を
計

数
し

、
死

亡
個

体
(突

く
な

ど
し

て
判

定
）
は

除
去

＜
水

質
＞

希
釈

水
が

使
用

さ
れ

る
場

合
、

そ
の

硬
度

、
ア

ル
カ

リ
度

、
伝

導
性

お
よ

び
pH

は
、

テ
ス

ト
の

始
め

お
よ

び
終

わ
り

、
お

よ
び

毎
週

測
定

D
O

は
試

験
は

じ
め

、
終

了
時

、
毎

週
測

定
（
6
0
%
未

満
の

場
合

は
適

切
に

措
置

す
る

こ
と

）
非

イ
オ

ン
ア

ン
モ

ニ
ア

、
粒

子
状

物
質

T
O

C
（
又

は
C

O
D

)は
毎

週
測

定
す

る
こ

と
が

望
ま

し
い

温
度

は
毎

日
測

定
＜

被
験

物
質

＞
被

験
物

質
濃

度
は

全
濃

度
区

で
頻

繁
に

測
定

す
る

こ
と

不
純

物
が

あ
る

場
合

は
そ

れ
を

測
定

す
る

こ
と

が
望

ま
し

い

生
残

と
成

長
に

対
す

る
N

O
E
C

/
L
O

E
C

・
試

験
容

器
は

す
べ

て
同

一
で

あ
る

こ
と

・
処

理
が

不
作

為
で

あ
る

こ
と

・
試

験
生

物
の

成
長

段
階

が
適

切
な

こ
と

・
生

残
と

成
長

に
関

す
る

デ
ー

タ
が

得
ら

れ
る

こ
と

・
温

度
、

D
O

が
測

定
さ

れ
て

い
る

こ
と

・
D

O
は

6
0
-
1
0
0
％

の
範

囲
で

あ
る

こ
と

　
　

　
　

　
　

　
　

　
　

　
　

　
　

　
　

　
　

　
　

等

ニ
ジ

マ
ス

（
O

n
c
o
rh

yn
c
h
u
s 

m
yk

is
s 

）
⑥

海
外

（
カ

ナ
ダ

）
B

io
lo

gi
c
al

 T
e
st

M
e
th

o
d:

 T
o
xi

c
it
y

T
e
st

s 
U

si
n
g 

E
ar

ly
L
if
e
 S

ta
ge

s 
o
f

S
al

m
o
n
id

 F
is

h
(R

ai
n
bo

w
T
ro

u
t)

t(
ニ

ジ
マ

ス
初

期
生

活
段

階
試

験
）

3
段

階
に

分
け

た
試

験
①

胚
試

験
（
E
試

験
）

②
胚

-
仔

魚
試

験
（
E
A

試
験

）
③

胚
-
仔

魚
ー

稚
魚

試
験

（
E
A

F
試

験
）

 E
P

S
1
/
R

M
/
2
8

①
E
試

験
：
受

精
後

7
日

間
②

E
A

試
験

：
対

照
区

の
胚

が
半

数
ふ

化
し

た
後

7
日

間
③

E
A

F
試

験
：
対

照
区

の
生

残
個

体
が

半
数

ス
イ

ム
ア

ッ
プ

後
、

3
0
日

間

生
残

と
成

長
に

対
す

る
E
C

5
0
/
E
C

2
5
等

①
E
試

験
：
対

照
区

の
生

残
3
0
％

超
②

E
A

試
験

：
対

照
区

の
生

残
3
5
％

超
③

E
A

F
試

験
：
ス

イ
ム

ア
ッ

プ
5
0
％

時
の

対
照

区
の

生
残

4
0
％

超

*
1
)国

内
で

用
い

ら
れ

て
い

る
試

験
法

に
つ

い
て

は
、

一
部

項
目

の
番

号
等

の
み

を
変

更
し

た
上

で
、

根
拠

文
書

の
規

定
の

ま
ま

掲
載

し
て

い
る

。

根
拠

法
制

度
・
規

格
等

測
定

、
結

果
の

算
出

・
評

価
等

*
1

制
度

等
で

の
位

置
付

け
試

験
期

間
国

内
/

海
外

試
験

対
象

毒
性

等
生

物
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海産魚類及び海産エビ類の急性毒性試験法（案）の公開について

平成15年9月に中央環境審議会より「水生生物の保全に係る環境基準の設定について（答申）」

がなされ、同年11月にはこれを受けて初めて水生生物保全を目的とする環境基準が亜鉛につい

て告示されました。このような環境基準の設定には化学物質の淡水及び海水中の水生生物に対

する影響に関する知見が必要ですが、淡水生物についてはOECDテストガイドラインとして国

際的に認知された試験法が存在するものの、海産生物についてはこれに対応する試験法は策定

されていません。

このような状況を踏まえ、環境省から依頼を受け、国立環境研究所化学物質環境リスク研究

センターでは、「海生生物テストガイドライン検討会」（座長：若林明子淑徳大学教授）を設

置し、海産魚類と海産エビ類を対象とする急性毒性試験法の検討を行ってきました。この中で、

海産生物に関する米国ASTM（American Society for Testing and Materials）の標準試験法や独立

行政法人水産総合研究センター瀬戸内海区水産研究所による検討の成果をもとに、淡水生物に

関するOECDテストガイドライン等を参考としながら試験法（案）を構成し、16年度には３機

関においてこれを検証するための試験（リングテスト）を行ってきたところです。

 この検証試験の成果を反映させることにより、同検討会により「海産魚類及び海産エビ類の

急性毒性試験法（案）（第１版）」がとりまとめられ、関係者の了解の下で当センターより公

開することとなりました。わが国では海産生物を用いた試験の実績がまだあまりありません

が、今後さまざまな機関で種々の条件の下で試験が行われ、その経験が蓄積されていくことに

より、今回とりまとめた試験法の改善が図られることが期待されます。

別添１ 海産魚類及び海産エビ類の急性毒性試験法（案）（第１版）

別添２ 海生生物ガイドライン検討会名簿
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<海産魚類及び海産エビ類の急性毒性試験法（案）（第１版）>

平成 17 年 11 月

Ⅰ.適用範囲

ここでは、化学物質の海産魚類急性毒性試験及び海産エビ類急性毒性試験の標準とな

るべき方法について規定する。

Ⅱ.定義

・半止水式試験とは、試験容器中の試験溶液を、ある期間（例えば、24時間）経過ご

とにバッチ式に交換して行う試験をいう。

・流水式試験とは、試験容器中の試験溶液を、自動的に絶えず交換し、交換液は排水

して行う試験をいう。

・LC50とは、このガイドラインでは半数致死濃度を示す。すなわち、ある特定期間内

（記載しなければならない）に供試生物の50％を死亡させたと算定される試験溶

液中の被験物質濃度をいう。

Ⅲ.総則

1.試験実施に当たっての基本的な考え方

 海産魚類又は海産エビ類を用いた試験は、試験溶液を通じて供試生物を被験物質に

暴露させ、その毒性を明らかにすることを目的とするものであり、原則として被験物

質を希釈水に溶解させて実施するものである。そのため、試験の実施に当たり、被験

物質の試験条件下での希釈水への溶解性を確認する必要がある。また、試験溶液中の

被験物質を定量するための信頼性のある分析法が必要である。試験は暴露期間中可能

な限り一定条件を維持して行われるべきである。例えば、被験物質の濃度については、

暴露期間中、初期濃度（設定濃度又は暴露開始時の実測濃度をいう。以下同じ。）の

少なくとも80%を維持できることが望ましい。

 各被験物質ごとの試験条件の検討に当たっては、構造式、純度、水及び光に対する

安定性、解離定数（pKa）、オクタノール水分配係数（Pow）、蒸気圧及び微生物等に

よる分解度に関する情報をできるだけ収集する。被験物質は蒸気圧が大きい場合には

暴露期間中に損失することが考えられることから、損失の有無の指標となるヘンリー

定数を求めておくことが望ましい。ヘンリー定数は溶解度と蒸気圧から計算により求

めることができる。

２.試験溶液の調製（助剤の使用）

各濃度の試験溶液の調製は、必要量の被験物質を希釈水で直接溶解するか、あるい

は、適切な濃度の被験物質の原液を調製し、原液を希釈水で希釈することにより行う。

被験物質の原液は助剤を使用せずに調製することが望ましいが、被験物質を直接水又

は希釈水等に溶解して原液を調製することが困難な場合には、超音波等の機械的な分
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散によるか、あるいは、低毒性の有機溶剤等の助剤（溶剤又は分散剤をいう。以下同

じ。）を使用してもよい。ただし、界面活性作用のある分散剤は、当該被験物質が分

散剤や乳化剤とともに使用されるものである場合を除いて、原則として使用しないこ

ととし、試験濃度は被験物質の試験条件下での希釈水への溶解度（以下「溶解限度」

という。）以下に設定することとする。助剤を使用した場合は、試験濃度区で使用し

た助剤と同じ濃度の助剤対照区を追加して設けなければならない。また、助剤の濃度

は100mg/Lを超えてはならない。なお、助剤の濃度は、原則として全試験濃度区で一定

とする。試験結果の評価においては、試験の結果は被験物質そのものと助剤との複合

作用による可能性があることに留意しなければならない。

Ⅳ.海産魚類急性毒性試験

１ 目的

 本試験は、海産魚類を被験物質に96時間暴露し、死亡率を測定することにより、魚

類に対する被験物質の毒性を明らかにすることを目的とする。

２ 供試生物

 マダイが推奨されるが、他の魚種を用いてもよい。ただし、推奨種以外を用いる場

合には、その種を用いた理由を明記するとともに、「12 試験の有効性」に掲げた項

目を満足しなければならない。マダイは飼育が容易であり、又周年広く入手できるも

のである。供試生物は病気や寄生虫を抑制した状態で繁殖・飼育している養魚場等か

ら健康な魚体を入手したものを用いることが望ましい。輸送による死亡率が10％を超

える群は用いない。魚は良好な健康状態にあり、外見上の奇形があってはならない。

また、各試験に使用する魚の全長と体長を測定し、大きさはできるだけ均一であるこ

とが望ましい。また、取扱いには十分留意し、網等を用いて作業を行う。

     表１

推奨種 推奨試験

温度

℃

推奨試験

塩分

試験魚の

推奨体長（1）

Pagrus major

Japanese red sea bream

マダイ

20±1 32±2 30±10mm程度

の稚魚

(1)上記で奨励した大きさ以外の魚を用いる場合は、その旨を理由とともに報告すること。

３ 試験容器及び機器

  本試験では次に示す試験容器及び機器を用いる。

 ３－１ 試験容器

   試験溶液と接触する試験容器等の器具はすべてガラス製又はテフロン製等不活性

な材質でできたものを用いる。試験容器は、推奨収容量に対し適切な大きさのもの

を用いる。水の蒸発及び試験溶液へのほこりの混入を防ぐため、試験容器は緩く蓋
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をする。

被験物質が揮散しやすい場合は、密閉系で試験を行うこととし、溶存酸素不足を

防ぐために十分な大きさの試験容器を用いる。

３－２ 機器

 本試験には、塩分計、溶存酸素計、温度調節のための適切な器具及び分析に必要

な装置を用いる。

４ 希釈水

魚の飼育及び試験に適した水ならば、天然海水又は人工海水（付録1）のいずれを用

いてもよいが、天然海水中には供試生物に影響を及ぼす寄生虫や被験物質の毒性を変

化させる化学物質等が含まれている可能性も考えられるため、10μm以下のフィルター

でろ過した後、活性炭による処理を行うこと。なお、キレ－ト剤を含む人工海水は金

属を含む物質の試験には使用しない。

希釈水には次の基準を適用する。

・試験魚が死亡あるいは異常な行動を引き起こさないこと。

・塩分が10%以上変動しないこと、塩分の調整には人工海水や脱塩素水道水を用い

てもよい。

・全有機炭素量（TOC）が5mg/Lを超えないこと。

・pH値が6.0～8.5の範囲であること。

・飽和酸素濃度の80％以上であることが望ましい。

試験に用いる天然海水は、少なくとも半年に１回、次に示す項目を測定する。また、

採水した地点の近傍に環境基準点がある場合はその値を利用できる。人工海水の調製

には原則として伝導度が10μS/cmを超えない脱イオン水又は蒸留水を用いるべきであ

るが、活性炭で処理した脱塩素水道水又は地下水でも代用できるとし、以下の項目の

存在状況について水質分析を行うこととする。

一般項目：pH、粒子状物質、全有機炭素量（TOC）、塩分あるいは塩素イオン濃度

有害性関連項目：有機リン系農薬、有機塩素（有機塩素系農薬とPCBｓ）、クロロ

フェノキシ系除草剤、アンモニア、 シアン化物、硫化物、 臭化物、フッ化物、ヨ

ウ化物、硝酸塩、 リン酸塩、 硫酸塩、カルシウム、マグネシウム、カリウム、ア

ルミニウム、ヒ素、ベリリウム、ホウ素、カドミウム、クロム、コバルト、 銅、鉄、

鉛、マンガン、水銀、 モリブデン、 ニッケル、セレン、銀、亜鉛.

５ じゅん化

すべての供試魚は、暴露開始前に少なくとも7日間、試験で使用する希釈水で以下の

条件下においてじゅん化する。じゅん化期間前に発病した個体群は原則として用いな

い。

・じゅん化方式 じゅん化は試験と同様の条件（生息密度、流水式・半止水式等）で

行うことが望ましい。じゅん化期間中は給餌の頻度・種類等を考慮し、飼育水水質

を悪化させないようにする。

・照明 一日当たり12～16時間、なお、光分解の可能性のある被験物質を供する場合
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は、濃度の低下を踏まえて照度、明暗周期を設定する。

・温度 供試魚の適温(表１参照)

・酸素濃度 飽和酸素濃度の少なくとも80%。

・給餌 暴露開始の24時間前まで、週当たり3回以上体重の2～4％程度を目安とする。

・じゅん化期間中の死亡率を記録し、供試魚に以下の基準を適用する。

・じゅん化期間中の連続した7日間で全体の死亡率が10%を超えた場合、試験に使用

しない。

・発病した個体群は試験に用いない。

６ 試験溶液

６－１ 試験溶液の調製

 各濃度の試験溶液の調製は、必要量の被験物質を希釈水で直接溶解するか、あるい

は、適切な濃度の被験物質の原液を調製し、原液を希釈水で希釈することにより行う。

被験物質が海水に溶けにくい場合は、総則（Ⅲ .2）に掲げた考え方に従って、助剤等

を用いて原液を調製する。また、助剤を使用した場合には、試験濃度区で使用した助

剤と同じ濃度の助剤対照区を追加して設けなければならない。

６－２ pHの調整

試験はpHの調整をせずに行う。ただし、被験物質を添加後、試験溶液のpHが6.0～

8.5の範囲から逸脱する場合には、pHを被験物質添加前の希釈水の値に調整して追加試

験をすることが望ましい。このpHの調整は被験物質の濃度変化がなく、被験物質の化

学反応又は沈殿が起こらないような方法で行う。pHの調整には塩酸又は水酸化ナトリ

ウムを用いることが望ましい。

７ 試験条件

７－１ 試験方式

試験は流水式又は半止水式で行うことが望ましい。また、被験物質の濃度が安定

しない際には流水式を用いることが望ましい。

７－２ 暴露期間

96時間が望ましい。

７－３ 収容量と供試魚の数

・収容量 半止水式では0.3g/L未満が推奨される。流水式であれば多くすることがで

きる。

・供試魚の数 各試験濃度区及び対照区で少なくとも7尾の供試魚を用いる。

７－４ 試験濃度

少なくとも5濃度区を等比級数的にとる。濃度の設定には予備的な試験を実施し、

公比2.2を超えないで設定することが望ましい。最高試験濃度区では、すべての魚に

致死影響が起こることが望ましいが、100mg/L以上の濃度で試験を行う必要はない。

最低試験濃度区では影響が観察されないことが望ましい。

別に対照区をおく。やむを得ず助剤を使用した場合は、対照区に加え助剤対照区
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を設ける。

７－５ 飼育方法

・温度 供試魚の適温(表1参照)で、20±1℃の範囲内で一定に保つ。

・照明 一日当たり12～16時間、なお、光分解の可能性のある被験物質を供する場

合は、濃度の低下を踏まえて照度、明暗周期を設定する。

・溶存酸素濃度 飽和酸素濃度の60%を下回ってはならない。被験物質の顕著な消

失がなければエアレーションを行ってもよい。

・給餌 給餌は行わない。

・かく乱 魚の行動を著しく変化させるようなかく乱は避ける。

８ 被験物質への暴露の開始

 各試験容器に、７－３に基づき設定した供試数のじゅん化された魚を移して暴露を

開始する。

９ 観察

暴露開始後少なくとも24、48、72、96時間後に魚の様子を観察する。観察可能な動

き(例えば、鰓蓋の動き等)がなく、尾柄部に触れて反応がない場合には魚は死亡してい

るとみなす。死亡魚は速やかに取り除き死亡率を記録する。暴露開始後、3時間と6時

間後にも観察することが望ましい。平衡、遊泳行動、呼吸、体色等に異常が観察され

た場合は記録しておく。

１０ 被験物質濃度等の測定

１０－１ 被験物質濃度の測定

被験物質の濃度は、原則として少なくとも最低及び最高試験濃度区について暴

露開始時及び終了時に測定する。また、暴露期間中に初期濃度より20%以上低下

することが予測される場合は、すべての試験濃度区について暴露開始時及び終了

時に測定することが望ましい。さらに、揮発性あるいは吸着性の強い物質など、

暴露期間中に著しく濃度が低下することが予測されるものについては、暴露期間

中24時間間隔で分析を追加することが望ましい。

半止水式試験の場合は、換水直後と次の換水の直前を１セットとして、少なく

とも２セット測定を行うことが望ましい。

１０－２ 試験環境の測定

水温、塩分、pH、溶存酸素濃度は少なくとも毎日1回測定する。なお、半止水式

では、pHは換水の前後に測定することが望ましい。

１１ 限度試験

100mg/L又は溶解限度のより低い方の濃度で被験物質が致死を示さないことが予想

される場合等には、この濃度で限度試験を行い、LC50がこの濃度より大きいことを示

すことができる。限度試験は最少で7尾を用い、対照区においても同数を用いる。暴露

終了時までに死亡が観察された場合、正規の試験を行う。また、亜致死的な影響が観
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察された場合は記録する。

１２ 試験の有効性

次の条件が満たされる場合、試験は有効とみなされる。

・対照区の死亡率が暴露終了時に10%(10尾より少ない数を使った場合は1尾)を超えな

いこと。

・溶存酸素濃度が暴露期間中少なくとも飽和酸素濃度の60%を維持していること。

・被験物質の濃度が暴露期間中十分維持されていることが明らかであること。

１３ 結果の算出方法

 結果の算出は、原則として被験物質の実測濃度の幾何平均値に基づいて行う。暴露

期間中、被験物質濃度が初期濃度の±20%以内に保たれていたことが証明できる場合

には、初期濃度に基づいて結果の算出を行うことができる。

 各試験濃度区と対照区の累積死亡率を暴露期間と被験物質濃度とともに表にする。

対数正規確率紙に各試験濃度区に対する各暴露期間における累積死亡率をプロットす

る。次にプロビット法等の適切な統計手法を用い、95%信頼限界における回帰直線の

傾き及び暴露期間96時間におけるLC50を算出する。さらに、観察時毎のLC50を算出する

ことが望ましい。

 得られたデータが統計計算を行うのに不十分な場合、全く死亡を起こさない最高試

験濃度と100%死亡を起こす最低試験濃度の幾何平均をLC50の近似値とみなす。

１４ 結果のまとめ

 試験報告書には、以下の情報を記載しなければならない。

被験物質

・物性、必要に応じて物理化学的性状

・同定デ－タ

供試生物

・学名、大きさ（体長及び全長、体重）、購入先等

試験条件

・試験手法(例えば、半止水式・流水式、エアレーションの有無、魚の収容量等)

・水質(TOC、その他関連項目等)

・24時間毎の試験溶液の水温、塩分、溶存酸素濃度、pH

・保存及び試験溶液の調製法

・試験濃度

・試験溶液の被験物質の濃度に関する情報

・各試験での供試魚数

 結果

・試験期間内に死亡率0%であった最高濃度

・試験期間内に死亡率100％であった最低濃度

・各観察時における各濃度での累積死亡率
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・LC50値(95％信頼限界を含めて)、可能なら各観察時間のもの

・試験終了時での濃度・死亡率曲線のグラフ

・LC50を求めるために用いた統計的手法

・対照区における死亡率

・試験の結果に影響したかもしれない付帯事項

・魚の異常な反応

結果の考察
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Ⅴ.海産エビ類急性毒性試験

１ 目的

本試験は、海産エビ類を被験物質に96時間暴露し、死亡率を測定することにより、

エビ類に対する被験物質の毒性を明らかにすることを目的とする。

２ 供試生物

クルマエビが推奨されるが、他のエビ類を用いてもよい。ただし、推奨種以外を用

いる場合には、その種を用いた理由を明記するとともに、「12 試験の有効性」に掲

げた項目を満足しなければならない。推奨種のクルマエビは飼育が容易であり、又周

年広く入手できるものである。試験に供する個体は良好な健康状態にあり、外見の奇

形があってはならない。試験に用いるクルマエビの例を表2に示す。クルマエビの場合、

試験に際して、その感受性が脱皮の有無により変化することも考えられることから、

脱皮した群とそうで無い群を分けて扱うことが望ましい。

表2

推奨種 推奨試験

温度

℃

推奨試験

塩分

試験エビの

推奨全長（1）

Penaeus japonicus 

kuruma prawn  

クルマエビ

20±1 32±2 ポストラーバ

期以後で

30±10mm 
(1)上記で奨励した大きさ以外のエビを用いる場合は、その旨を理由とともに報告すること。

３ 試験容器及び機器

 本試験では次に示す試験容器及び機器を用いる。

３－１ 試験容器

エビ類は、個体間の活力に極端な差が生じるような状況下におかれると共食いが

起こることが知られている他、対照区や低濃度側の濃度区で共食いが起きなくても、

死亡率が50%付近の濃度区では共食いが起こる場合がある。また脱皮個体が出現して

も共食いが起こる場合がある。したがって、試験に用いる容器は、共食いを防止し、

1個体毎の試験期間中の脱皮を調べるため、エビが1個体ずつ隔離でき、推奨収容量

に対し適切な大きさのものを用いる。また、試験溶液と接触する試験容器等の器具

はすべてガラス製又はテフロン製等不活性な材質でできたものを用い、水の蒸発及

び試験溶液へのほこりの混入を防ぐため、試験容器は緩く蓋をする。

被験物質が揮散しやすい場合は、密閉系で試験を行うこととし、溶存酸素不足を

防ぐために十分な大きさの試験容器を用いる。

３－２ 機器

本試験には、塩分計、溶存酸素計、温度調節のための適切な器具又は分析に必要

な装置を用いる。
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４ 希釈水

エビ類の飼育及び試験に適した水ならば、天然海水又は人工海水（付録1）のいずれ

を用いてもよいが、天然海水中には供試生物に影響を及ぼす寄生虫や被験物質の毒性

を変化させる化学物質等が含まれている可能性も考えられるため、10μm以下のフィル

ターでろ過した後、活性炭処理を行うこと。なお、キレ－ト剤を含む人工海水は金属

を含む物質の試験には使用しない。

 希釈水には次の基準を適用する。

・試験個体が死亡あるいは異常な行動を引き起こさないこと。

・塩分が10%以上変動しないこと、塩分の調整には人工海水や脱塩素水道水を用い

てもよい。

・全有機炭素量（TOC）が5mg/Lを超えないこと。

・pH値が6.0～8.5の範囲であること。

・飽和酸素濃度の80％以上であることが望ましい。

試験に用いる天然海水は、少なくとも半年に１回、次に示す項目を測定する。また、

近傍に環境基準点がある場合はその値を利用できる。人工海水の調製には原則として

伝導度が10μS/cmを超えない脱イオン水及び蒸留水を用いるべきであるが、活性炭で

処理した脱塩素水道水又は地下水でも代用できるとし、以下の項目の存在状況につい

て水質分析を行うこととする。

一般項目：pH、粒子状物質、全有機炭素量（TOC）、塩分あるいは塩素イオン濃度

有害性関連項目：有機リン系農薬、有機塩素（有機塩素系農薬とPCBｓ）、クロロ

フェノキシ系除草剤、アンモニア、 シアン化物、硫化物、 臭化物、フッ化物、ヨ

ウ化物、硝酸塩、 リン酸塩、 硫酸塩、カルシウム、マグネシウム、カリウム、ア

ルミニウム、ヒ素、ベリリウム、ホウ素、カドミウム、クロム、コバルト、 銅、鉄、

鉛、マンガン、水銀、 モリブデン、 ニッケル、セレン、銀、亜鉛.

５ じゅん化

すべての供試生物は、暴露開始前に少なくとも7日間、試験で使用する希釈水で以下

の条件下においてじゅん化する。じゅん化に際しては、脚の損傷を防ぐため底面に砂

利等を敷き飼育する。じゅん化期間前に発病した個体群は原則として用いない。

・じゅん化方式 じゅん化は試験と同様の条件（生息密度、流水式・半止水式等）で

行うことが望ましい。じゅん化期間中は給餌の頻度・種類等を考慮し、飼育水水質

を悪化させないようにする。

・照明 一日当たり12～16時間、なお、光分解の可能性のある被験物質を供する場合

は、濃度の低下を踏まえて照度、明暗周期を設定する。

・温度 供試生物種の適温(表2参照)

・酸素濃度 飽和酸素濃度の少なくとも80%。

・給餌 暴露開始の24時間前まで、毎日。体重の3～4％程度を目安とする。

・じゅん化期間中の死亡率を記録し、供試生物に以下の基準を適用する。

・じゅん化期間中の連続した7日間で全体の死亡率が10%を超えた場合、試験に使用

しない。
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・発病した個体群は試験に用いない。

６ 試験溶液

６－１ 試験溶液の調製

 各濃度の試験溶液の調製は、必要量の被験物質を希釈水で直接溶解するか、あるい

は、適切な濃度の被験物質の原液を調製し、原液を希釈水で希釈することにより行う。

被験物質が海水に溶けにくい場合は、総則（Ⅲ .2）に掲げた考え方に従って、助剤等

を用いて原液を調製する。また、助剤を使用した場合には、試験濃度区で使用した助

剤と同じ濃度の助剤対照区を追加して設けなければならない。

６－２ pHの調整

 試験はpHの調整をせずに行う。ただし、被験物質を添加後、試験溶液のpHが6.0～

8.5の範囲から逸脱するに場合は、pHを被験物質添加前の希釈水の値に調整して追加試

験をすることが望ましい。このpHの調整は被験物質の濃度変化がなく、被験物質の化

学反応又は沈殿が起こらないような方法で行う。pHの調整には塩酸又は水酸化ナトリ

ウムを用いることが望ましい。

７ 試験条件

 ７－１ 試験方式

   試験は流水式又は半止水式で行うことが望ましい。また、被験物質の濃度が安定

しない際には流水式を用いることが望ましい。

 ７－２ 暴露期間

   96時間が望ましい。

 ７－３ 収容量と供試生物の数

  ・収容量 半止水式では0.3g/L未満が推奨される。流水式であれば多くすることがで

きる。

  ・供試生物の数 各試験濃度区及び対照区で少なくとも20個体のエビ類を用いる。

 ７－４ 試験濃度

   少なくとも5濃度区を等比級数的にとる。濃度の設定には予備的な試験を実施し、

公比は2.2を超えないで設定することが望ましい。最高試験濃度区では、すべてのエ

ビ類に致死影響が起こることが望ましいが、100mg/L以上の濃度で試験を行う必要は

ない。最低試験濃度区では影響が観察されないことが望ましい。

   別に対照区をおく。やむを得ず助剤を使用した場合は、対照区に加え助剤対照区

を設ける。

 ７－５ 飼育方法

  ・温度 供試生物の適温(表2参照)で、20±1℃の範囲内で一定に保つ。

  ・照明 一日当たり12～16時間、なお、光分解の可能性のある被験物質を供する場

合は、濃度の低下を踏まえて照度、明暗周期を設定する。

  ・溶存酸素濃度 飽和酸素濃度の60%を下回ってはならない。被験物質の顕著な消

失がなければエアレーションを行ってもよい。

  ・給餌 給餌は行わない。
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８ 被験物質への暴露の開始

 各試験容器に、７－３に基づき設定した供試数のじゅん化されたエビ類を移して暴

露を開始する。

９ 観察

暴露開始後少なくとも24、48、72、96時間後に観察を行い、死亡、横転あるいは狂

奔等の異常行動、体色の変化や刺激に対する反応を記録する。また毎朝、1個体毎に脱

皮の有無を確認し、個体別に記録する。観察可能な動き（例えば、鰓の動き等）がな

い場合は死亡しているとみなす。死亡したエビは速やかに取り除き死亡率を記録する。

試験開始後、3時間と6時間後に観察することが望ましい。遊泳行動、呼吸（鰓の動き）、

体色等に異常が観察された場合は記録しておく。

１０ 被験物質濃度等の測定

１０－１ 被験物質濃度の測定

被験物質の濃度は、原則として少なくとも最低及び最高試験濃度区について暴

露開始時及び終了時に測定する。また、暴露期間中に初期濃度より20%以上低下

することが予測される場合は、すべての試験濃度区について暴露開始時及び終了

時に測定することが望ましい。さらに、揮発性あるいは吸着性の強い物質等、暴

露期間中に著しく濃度が低下することが予測されるものについては、暴露期間中

24時間間隔で分析を追加することが望ましい。

半止水式試験の場合は、換水直後と次の換水の直前を１セットとして、少なく

とも２セット測定を行うことが望ましい。

１０－２ 試験環境の測定

水温、塩分、pH、溶存酸素濃度は少なくとも毎日1回測定する。なお、半止水式

では、pHは換水の前後に測定することが望ましい。

１１ 限度試験

100mg/L又は溶解限度のより低い方の濃度で被験物質が致死を示さないことが予想

される場合等には、この濃度で限度試験を行い、LC50がこの濃度より大きいことを示

すことができる。限度試験は最少で20個体を用い、対照区においても同数を用いる。

暴露終了時までに死亡が観察された場合、正規の試験を行う。また、亜致死的な影響

が観察された場合は記録する。

１２ 試験の有効性

次の条件が満たされる場合、試験は有効とみなされる。

・対照区の死亡率が暴露終了時に10%を超えないこと。

・溶存酸素濃度が暴露期間中少なくとも飽和酸素濃度の60%を維持していること。

・被験物質の濃度が暴露期間中十分維持されていることが明らかであること。
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１３ 結果の算出方法

 結果の算出は、原則として被験物質の実測濃度の幾何平均値に基づいて行う。暴露

期間中、被験物質濃度が初期濃度の±20%以内に保たれていたことが証明できる場合

には、初期濃度に基づいて結果の算出を行うことができる。

 各試験濃度区と対照区の累積死亡率を暴露期間と被験物質濃度とともに表にする。

対数正規確率紙に各試験濃度区に対する各暴露期間における累積死亡率をプロットす

る。次にプロビット法等の適切な統計手法を用い、95%信頼限界における回帰直線の

傾き及び暴露期間96時間におけるLC50を算出する。さらに、観察時毎のLC50を算出する

ことが望ましい。

 得られたデータが統計計算を行うのに不十分な場合、全く死亡を起こさない最高試

験濃度と100%死亡を起こす最低試験濃度の幾何平均をLC50の近似値とみなす。

１４ 結果のまとめ

 試験報告書には、以下の情報を記載しなければならない。

被験物質

・物性、必要に応じて物理化学的性状

・同定デ－タ

供試生物

・学名、大きさ（全長、体重）、購入先等

試験条件

・試験手法(例えば、半止水式・流水式、エアレーションの有無、エビ類の収容量等)

・水質(TOC、その他関連項目等)

・24時間毎の試験溶液の水温、塩分、溶存酸素濃度、pH

・保存及び試験溶液の調製法

・試験濃度

・試験溶液の被験物質の濃度に関する情報

・各試験での供試生物数

 結果

原則として脱皮、未脱皮及び全個体に分けて記載する。

・試験期間内に死亡率0%であった最高濃度

・試験期間内に死亡率100％であった最低濃度

・各観察時における各濃度での累積死亡率

・LC50値(95％信頼限界を含めて)、可能なら各観察時間のもの

・試験終了時での濃度・死亡率曲線のグラフ

・LC50を求めるために用いた統計的手法

・対照区における死亡率

・試験の結果に影響したかもしれない付帯事項

・エビ類の異常な反応

結果の考察

49



151 

参考文献）

・ASTM 1996：Standard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests on Test Materials

with Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians, E729－96.

・堀英夫・山田久 2001 ：海産エビ類による急性毒性試験法、瀬戸内海区水産研究所調査研

究叢書 第２号 有害物質の水域生態系影響評価と生態毒性試験法、（独）水産総合研究

センター瀬戸内海区水産研究所：77-83

・角埜彰・小山次朗 2001 ：海産魚類急性毒性試験法、瀬戸内海区水産研究所調査研究叢書

 第２号 有害物質の水域生態系影響評価と生態毒性試験法、（独）水産総合研究センタ

ー瀬戸内海区水産研究所：57-61. 

・厚生労働省医薬食品局長、経済産業省製造産業局長、環境省総合環境政策局長（平成15年11

月21日：薬食発第1121002号、平成15・11・13製局第２号、環保企発第031121002号） 新

規化学物質等に係る試験の方法について、＜藻類生長阻害試験、ミジンコ急性毒性試験及

び魚類急性毒性試験＞

・OECD 2004： OECD Guideline for testing of chemicals 202 Daphnia sp., Acute Immobilisa-

tion Test.

・OECD 1992： OECD Guideline for testing of chemicals 203 Fish Acute Toxicity Test.

50



152 

付録1

適切な人工海水の例（Lyman and Flemingが提案した人工海水の調製方法をもとに設定）
KCl 660mg/L 
CaCl2 1,120mg/L 
Na2SO4 3,912mg/L 
MgCl2 4,981mg/L 
NaCl 23,477mg/L 
NaHCO3 192mg/L 

 人工海水を希釈水として用いる場合は、被験物質の毒性が変化してはならない。

EDTAのようなキレ－ト剤を用いた場合、重金属の毒性が変化することから、キレ－ト

剤を含む人工海水を使用することは適当でない。また、有機被験物質において、pHの

変化により存在形態が変化し、毒性試験結果に影響を及ぼす可能性があるものを使用

する場合、試験中のpH変動をできるだけ小さくすることが必要である。人工海水を半

止水式試験に用いる場合、試験溶液のpHの変動することが考えられるため、pH緩衝能

の低いものは使用しない。

出典）

・堀英夫・立石晶浩・高柳和史・山田久 1996 ：海産魚を用いる有害物質の毒性試験におけ

る人工海水の試験海水としての適正評価、日水誌、62(4):614-622.

・角埜彰・小山次朗 2001 ：海産魚類急性毒性試験法、瀬戸内海区水産研究所調査研究叢書

第２号 有害物質の水域生態系影響評価と生態毒性試験法、（独）水産総合研究センター

瀬戸内海区水産研究所：57-61.

・Lyman, J. and Fleming, R.H. 1940: Composition of Sea Water, J. Mar. Res., 3:134-146.
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in

hi
bi

tio
n

te
st

(2
00

9)

b:
Sh

or
t-t

er
m

M
et

ho
ds

fo
rE

st
im

at
in

g
th

e
C

hr
on

ic
To

xi
ci

ty
of

Ef
flu

en
ts

an
d

R
ec

ei
vi

ng
W

at
er

st
o

M
ar

in
e

an
d

Es
tu

ar
in

e
O

rg
an

is
m

s3
rd

Ed
iti

on
O

ct
ob

er
20

02

諸諸
外

国
等

で
用

い
ら

れ
て

い
る

海
産

生
物

に
係

る
生

物
応

答
試

験
／

W
E
T
試

験
の

例

別添５

54



【
２
．
無
脊
椎
動
物
（
甲
殻
類
・
⾙
類
・
棘
⽪
動
物
・
環
形
動
物
）
】

試
験
法
規
格
（
国
）

試
験
法
名

試
験
区
分

⽣
物
種
（
分
類
）

⽣
物
種
（
種
名
）

試
験
期
間

エ
ン
ド
ポ
イ
ン
ト

備
考

IS
O

IS
O

14
66

9:
19

99
:カ
イ
ア
シ
急
性
試
験

急
性

カ
イ
ア
シ
類

Ac
ar

tia
to

ns
a

Ti
sb

e
ba

tta
gl

ia
i

N
ito

cr
a

sp
in

ip
es

48
時
間

⽣
存

供
試
齢
：
第

5コ
ペ
ポ
デ
ィ
ド
期
ま
た
は
成
体
（

Ac
ar

tia
to

ns
a
）
、
コ
ペ
ポ
デ
ィ

ド
期

:6
±2
⽇
齢
（

Ti
sb

e
ba

tta
gl

ia
i）
、
成
体

:3
-4
週
齢
（

N
ito

cr
a

sp
in

ip
es
）

EA
（
英
国
）

D
TA

:カ
イ
ア
シ
急
性
試
験

a
急
性

カ
イ
ア
シ
類

Ti
sb

e
ba

tta
gl

ia
i

48
時
間

⽣
存

供
試
齢
：

5-
6⽇
齢
（
第
⼀
コ
ペ
ポ
デ
ィ
ド
期
）

IS
O

IS
O

16
77

8:
20

15
:カ
イ
ア
シ
初
期
⽣
活
段

階
試
験

慢
性

カ
イ
ア
シ
類

Ac
ar

tia
to

ns
a

5-
6⽇

⽣
存
、
発
⽣
阻
害

供
試
齢
：
受
精
卵

O
EC

D
G

ui
da

nc
e

do
cu

m
en

tN
o.

20
1:
カ
イ
ア
シ

成
⻑
・
繁
殖
試
験

慢
性

カ
イ
ア
シ
類

Am
ph

ia
sc

us
te

nu
ir

em
is

36
⽇

⽣
存
、
繁
殖

幼
体
（

<2
4h
齢
）
を
マ
イ
ク
ロ
プ
レ
ー
ト
で
１
頭

/⽳
ず
つ
（

60
-1

20
頭

/濃
度
区
）

曝
露
し
、
成
熟
後

(1
5-

18
⽇
後
）
、
性
判
定
・
ペ
ア
リ
ン
グ
し
て

7-
14
⽇
間
繁
殖
を

観
察
す
る
。

A
ST

M
（
⽶
国
）

E2
31

7-
04

:カ
イ
ア
シ
・
ラ
イ
フ
サ
イ
ク

ル
試
験

慢
性

カ
イ
ア
シ
類

Am
ph

ia
sc

us
te

nu
ir

em
is

約
24
⽇

⽣
存
、
繁
殖

幼
体
（

<2
4h
齢
）
を
マ
イ
ク
ロ
プ
レ
ー
ト
で
１
頭

/⽳
ず
つ
（

14
4頭

/プ
レ
ー
ト
）

曝
露
し
、
成
熟
後

(1
2-

15
⽇
後
）
、
性
判
定
・
ペ
ア
リ
ン
グ
し
て
産
卵
・
ふ
化
を
観

察
す
る
（
約

12
⽇
）

A
ST

M
（
⽶
国
）

E1
46

3-
92

:ア
ミ
類
急
性
試
験

急
性

ア
ミ
類
（
⻄
海
岸
）

H
ol

m
es

im
ys

is
co

st
at

a
N

eo
m

ys
is

m
er

ce
di

s
96
時
間

⽣
存

供
試
齢
：

3-
7⽇
齢
（

H
.c

os
ta

ta
）
、

1-
5⽇
齢
（

N
.m

er
ce

di
s）

U
S

EP
A
（
⽶
国
）

O
C

SP
P

85
0.

10
35

:ア
ミ
急
性
試
験

急
性

ア
ミ
類

M
ys

id
op

si
sb

ah
ia

96
時
間

⽣
存

供
試
齢
：
幼
体
（

<2
4h
齢
）
ま
た
は
亜
成
体
（

5-
6⽇
齢
）

A
ST

M
（
⽶
国
）

E1
19

1-
03

a:
ア
ミ
類
フ
ル
ラ
イ
フ
サ
イ
ク

ル
試
験

慢
性

ア
ミ
類

M
ys

id
op

si
sb

ah
ia

M
ys

id
op

si
sb

ig
el

ow
i

M
ys

id
op

si
sa

lm
yr

a

第
⼀
世
代
が
死
亡
す
る
ま
で

⽣
存
、
成
⻑
、
繁
殖

供
試
齢
：
幼
体
（

<2
4h
齢
）

U
S

EP
A
（
⽶
国
）

O
PP

TS
85

0.
13

50
:ア
ミ
繁
殖
試
験

慢
性

ア
ミ
類

M
ys

id
op

si
sb

ah
ia

28
⽇

繁
殖

供
試
齢
：
幼
体
（

<2
4h
齢
）

U
S

EP
A
（
⽶
国
）

EP
A

-8
21

-R
-0

2-
01

4b
慢
性

ア
ミ
類

M
ys

id
op

si
sb

ah
ia

7⽇
⽣
存
、
成
⻑
、
繁
殖

有
性
⽣
殖
、
容
器
か
ら
脱
⾛
す
る

O
EC

D
D

ra
ft

te
st

gu
id

el
in

e:
ア
ミ
⼆
世
代
試
験

慢
性

ア
ミ
類

M
ys

id
op

si
sb

ah
ia

約
2ヶ
⽉
（
す
べ
て
の

2世
代
⽬
が

2腹
⽬
を
産
む
ま
で
、
ま
た
は
対

照
区
が

2腹
⽬
を
産
ん
だ

7⽇
後
ま

⽣
存
、
成
⻑
、
繁
殖

U
S

EP
A
が
内
分
泌
か
く
乱
物
質
の
試
験
と
し
て
開
発
。
検
証
試
験
の
結
果
が
良
好

で
は
な
か
っ
た
た
め
承
認
さ
れ
な
い
ま
ま
、
研
究
開
発
凍
結
。

A
ST

M
（
⽶
国
）

E1
49

8-
92

(2
00

4)
A

nn
ex

:ワ
ム
シ
急
性
試

験
急
性

ワ
ム
シ

Br
ac

hi
on

us
ca

ly
ci

flo
ru

s（
推
奨
種
）

B.
pl

ic
at

ili
s

24
時
間

⽣
存

淡
⽔
種
で
あ
る
が
、
卵
を

15
‰
の
海
⽔
で
ふ
化
さ
せ
て
試
験
す
る
。

U
S

EP
A
（
⽶
国
）

O
C

SP
P

85
0.

10
45

:ク
ル
マ
エ
ビ
急
性
試

験
急
性

ク
ル
マ
エ
ビ

Fa
rf

an
te

pe
na

eu
sa

zt
ec

us
,

Fa
rf

an
te

pe
na

eu
sd

uo
ra

ru
m

Li
to

pe
na

eu
ss

et
ife

ru
s

96
時
間

⽣
存

供
試
齢
：
後
幼
体
（

0.
4

m
m

-約
25

m
m
）

IS
O

IS
O

17
24

4:
20

15
:マ
ガ
キ
・
イ
ガ
イ
胚
・

幼
⽣
発
⽣
試
験

急
性

⼆
枚
⾙

C
ra

ss
os

tr
ea

gi
ga

s（
マ
ガ
キ
）

M
yt

ilu
se

du
lis
（
ヨ
ー
ロ
ッ
パ
イ
ガ
イ
）

M
yt

ilu
sg

al
lo

pr
ov

in
ci

al
is

24
/4

8時
間

⽣
存
、
発
⽣
異
常

供
試
齢
：
受
精
胚

A
ST

M
（
⽶
国
）

E7
24

-9
8（

20
12
）

:⼆
枚
⾙
急
性

急
性

⼆
枚
⾙

C
ra

ss
os

tr
ea

vi
rg

in
ic

a
(セ
イ
ヨ
ウ
カ
キ

)
C

ra
ss

os
tr

ea
gi

ga
s

(マ
ガ
キ

)
M

er
ce

na
ri

a
m

er
ce

na
ri

a
(ホ
ン
ビ
ノ
ス
ガ
イ
）

M
yt

ilu
se

du
lis

(ヨ
ー
ロ
ッ
パ
イ
ガ
イ
）

48
時
間

⽣
存
、
発
⽣
異
常

供
試
齢
：
受
精
後

4時
間
以
内
の

2-
8c

el
lsの

も
の

U
S

EP
A
（
⽶
国
）

O
C

SP
P

85
0.

10
55

:⼆
枚
⾙
胚
・
幼
⽣
発

⽣
試
験

急
性

⼆
枚
⾙

C
ra

ss
os

tr
ea

vi
rg

in
ic

a
(セ
イ
ヨ
ウ
カ
キ

)
C

ra
ss

os
tr

ea
gi

ga
s

(マ
ガ
キ

)
M

er
ce

na
ri

a
m

er
ce

na
ri

a
(ホ
ン
ビ
ノ
ス
ガ
イ
）

M
yt

ilu
se

du
lis

(ヨ
ー
ロ
ッ
パ
イ
ガ
イ
）

48
時
間

⽣
存
、
発
⽣
異
常

供
試
齢
：
受
精
後

4時
間
以
内
の

2-
8c

el
lsの

も
の

U
S

EP
A
（
⽶
国
）

O
C

SP
P

85
0.

10
25

:カ
キ
成
⻑

急
性
？

カ
キ

C
ra

ss
os

tr
ea

vi
rg

in
ic

a
（
セ
イ
ヨ
ウ
カ
キ
）

96
時
間

⽣
存
、
⾏
動
、
成
⻑
（
外
殻
⻑
）
試
験
開
始

24
時
間
前
に
外
縁
部
を

3-
5m

m
削
る

EA
（
英
国
）

D
TA

:カ
キ
胚
・
幼
⽣
発
⽣
試
験

c
急
性

カ
キ

C
ra

ss
os

tr
ea

gi
ga

s（
マ
ガ
キ
）

24
時
間

発
⽣
阻
害

供
試
齢
：
受
精
胚

A
ST

M
（
⽶
国
）

E1
56

3-
98

:ウ
ニ
胚
発
⽣
試
験

急
性

ウ
ニ

試
験
時
に
⼊
⼿
可
能
な
も
の
：

東
海
岸

:A
rb

ac
ia

pu
nc

tu
la

ta
,S

tr
on

gy
lo

ce
nt

ro
tu

s
dr

oe
ba

ch
ie

ns
is

⻄
海
岸

:S
.p

ur
pu

ra
tu

s,
S.

dr
oe

ba
ch

ie
ns

is
,a

nd
D

en
dr

as
te

re
xc

en
tr

ic
us

48
-9

8時
間

⽣
存
、
発
⽣
異
常

供
試
齢
：
受
精
後

4時
間
以
内
の

2-
8c

el
lsの

も
の

U
S

EP
A
（
⽶
国
）

EP
A

-8
21

-R
-0

2-
01

4a
急
性

ウ
ニ

Ar
ba

ci
a

pu
nc

tu
la

ta
(ｱ
ｽﾅ
ﾛｳ
ﾆ属
）

精
⼦

60
分
曝
露

+2
0分
受
精

受
精
率

養
殖
業
者
か
ら
成
熟
個
体
を
⼊
⼿
し
、
精
⼦
を

1時
間
曝
露
後
、
卵
を
加
え
て

20
分

間
で
受
精
さ
せ
る

En
vi

ro
nm

en
t

C
an

ad
a

EP
S

1/
R

M
/2

7:
ウ
ニ
綱
受
精
試
験

急
性

ウ
ニ
、
カ
シ
パ
ン
の
⼀
種

St
ro

ng
yl

oc
en

tr
ot

us
dr

oe
ba

ch
ie

ns
is

St
ro

ng
yl

oc
en

tr
ot

us
pu

rp
ur

at
us
（
ｱﾒ
ﾘｶ
ﾑﾗ
ｻｷ
ｳﾆ
）

Ar
ba

ci
a

pu
nc

tu
la

ta
(ｱ
ｽﾅ
ﾛｳ
ﾆ属
）

Ly
te

ch
in

us
pi

ct
us

D
en

dr
as

te
re

xc
en

tr
ic

us
（
カ
シ
パ
ン
の
⼀
種
）

①
精
⼦

10
分
曝
露

+1
0分
受
精

②
精
⼦

20
分
曝
露

+2
0分
受
精

③
精
⼦

60
分
曝
露

+2
0分
受
精

供
試
齢
：
精
⼦
と
卵
⼦

A
ST

M
（
⽶
国
）

E1
56

2-
00

:ゴ
カ
イ
急
性
・
慢
性
・
フ
ル

ラ
イ
フ
サ
イ
ク
ル
試
験

急
/慢
性

ゴ
カ
イ
類

N
ea

nt
he

sa
re

na
ce

od
en

ta
ta

C
ap

ite
lla

ca
pi

ta
ta

O
ph

ry
ot

ro
ch

a
di

ad
em

a
D

in
op

hi
lu

sg
yr

oc
ili

at
us

急
性
：

96
時
間

慢
性
：

96
時
間
〜

10
-2

8⽇
フ
ル
ラ
イ
フ
：

10
⽇
〜

3か
⽉

⽣
存
、
成
⻑
、
繁
殖

a:
Th

e
di

re
ct

to
xi

ci
ty

as
se

ss
m

en
to

fa
qu

eo
us

en
vi

ro
nm

en
ta

ls
am

pl
es

us
in

g
th

e
m

ar
in

e
co

pe
po

d
Ti

sb
e

ba
tta

gl
ia

il
et

ha
lit

y
te

st
(2

00
7)

b:
U

S
EP

A
(2

00
2)

Sh
or

t-t
er

m
M

et
ho

ds
fo

rE
st

im
at

in
g

th
e

C
hr

on
ic

To
xi

ci
ty

of
Ef

flu
en

ts
an

d
R

ec
ei

vi
ng

W
at

er
st

o
M

ar
in

e
an

dE
st

ua
rin

e
O

rg
an

ism
s3

rd
Ed

iti
on

,
c:

Th
e

di
re

ct
to

xi
ci

ty
as

se
ss

m
en

to
fa

qu
eo

us
en

vi
ro

nm
en

ta
ls

am
pl

es
us

in
g

th
e

oy
st

er
(C

ra
ss

os
tr

ea
gi

ga
s)

em
br

yo
-la

rv
al

de
ve

lo
pm

en
tt

es
t(

20
07

)

55



【
３
．
⿂
類
】

試
験
法
規
格
（
国
）

試
験
法
名

試
験
区
分

⽣
物
種
（
分
類
）

⽣
物
種
（
種
名
）

試
験
期
間

エ
ン
ド
ポ
イ
ン
ト

備
考

U
S

EP
A
（
⽶
国
）

O
C

SP
P

85
0.

10
75

:⿂
類
急

性
試
験

急
性

シ
ル
バ
ー
サ
イ
ド

シ
ー
プ
ス
ヘ
ッ
ド
ミ
ノ
ー

M
en

id
ia

m
en

id
ia
（
ｱﾄ
ﾗﾝ
ﾃｨ
ｯｸ
ｼﾙ
ﾊﾞ
ｰｻ
ｲﾄ
ﾞ）

M
en

id
ia

be
ry

lli
na
（
ｲﾝ
ﾗﾝ
ﾄﾞ
ｼﾙ
ﾊﾞ
ｰｻ
ｲﾄ
ﾞ）

M
en

id
ia

pe
ni

ns
ul

ae
（
ﾀｲ
ﾄﾞ
ｳｫ
ｰﾀ
ｰｼ
ﾙﾊ
ﾞｰ
ｻｲ
ﾄﾞ
）

C
yp

ri
no

do
n

va
ri

eg
at

us
（
ｼｰ
ﾌﾟ
ｽﾍ
ｯﾄ
ﾞﾐ
ﾉｰ
）

96
時
間

⽣
存

供
試
齢
：
稚
⿂
（
体
⻑
は
⿂
種
に
よ
っ
て
異
な
る
）

A
ST

M
（
⽶
国
）

E7
29

-9
6:
⿂
類
・
⼤
型
無
脊

椎
動
物
・
両
⽣
類
急
性
毒
性

試
験

急
性

シ
ル
バ
ー
サ
イ
ド
、

シ
ー
プ
ス
ヘ
ッ
ド
ミ
ノ
ー
、

マ
ミ
チ
ョ
グ
、
カ
ダ
ヤ
シ
、

イ
ト
ヨ
、
カ
レ
イ
な
ど

C
yp

ri
no

do
n

va
ri

eg
at

us
（
ｼｰ
ﾌﾟ
ｽﾍ
ｯﾄ
ﾞﾐ
ﾉｰ
）

,F
un

du
lu

sh
et

er
oc

lit
us
（
ﾏﾐ
ﾁｮ

ｸﾞ
）

,F
un

du
lu

ss
im

ili
s
（
ﾛﾝ
ｸﾞ
ﾉｰ
ｽﾞ
ｷﾙ
ﾌｨ
ｯｼ
ｭ）

,M
en

id
ia

sp
.
（
ｼﾙ
ﾊﾞ
ｰｻ
ｲ

ﾄﾞ
）

,G
as

te
ro

st
eu

sa
cu

le
at

us
（
ｲﾄ
ﾖ）

,L
ag

od
on

rh
om

bo
id

es
（

Pi
nf

is
h
）

,
Le

io
st

om
us

xa
nt

hu
ru

s（
Sp

ot
),

C
ym

at
og

as
te

ra
gg

re
ga

ta
（

Sh
in

er
pe

rc
h
）

,O
lig

oc
ot

tu
sm

ac
ul

os
us
（

Ti
de

po
ol

sc
ul

pi
n
）

, 
C

ith
ar

ic
ht

hy
s

st
ig

m
ae

us
（

Sa
nd

da
b
）

,P
ar

al
ic

ht
hy

sd
en

ta
tu

s,
P.

le
th

os
tig

m
a,

St
ar

ry
flo

un
de

r,
Pl

at
ic

ht
hy

ss
te

lla
tu

s,
Pa

ro
ph

ry
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（
ｶﾚ
ｲ⽬
）

,C
lu
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a

ha
re

ng
us
（
ﾋﾚ
ﾒ）

96
時
間
（

+2
-8
⽇
回
復
期
）

⽣
存

供
試
齢
：
稚
⿂
（
体
⻑
は
⿂
種
に
よ
っ
て
異
な
る
）

曝
露
後
、
清
澄
⽔
に
移
し
て

2-
8⽇
観
察
し
、
後
遺
症
の
有
無
を
⾒

る
こ
と
が
望
ま
し
い
。
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M
（
⽶
国
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脊
椎
動
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・
両
⽣
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た
環
境
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排
⽔
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毒

性
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験

急
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上
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上
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a
急
性

タ
ー
ボ
ッ
ト
（
カ
レ
イ
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⼀
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）

シ
ー
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ス
ヘ
ッ
ド
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ー
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（
タ
ー
ボ
ッ
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（
推
奨
種
）

C
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va
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ga
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s（
ｼｰ
ﾌﾟ
ｽﾍ
ｯﾄ
ﾞﾐ
ﾉｰ
）

96
時
間

⽣
存

供
試
齢
：
稚
⿂
（
体
⻑
は
⿂
種
に
よ
っ
て
異
な
る
）

O
EC

D
TG

21
0:
⿂
類
初
期
⽣
活
段

階
試
験

慢
性

記
載
な
し

記
載
な
し

36
-4

0⽇
ふ
化
、
⽣
存
、
成
⻑

受
精
卵
か
ら
稚
⿂
期
ま
で
流
⽔
式
に
て
曝
露

A
ST

M
（
⽶
国
）

E1
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1-
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:⿂
類
初
期
⽣
活

段
階
試
験

慢
性

ア
ン
コ
ウ

シ
ー
プ
ス
ヘ
ッ
ド
ミ
ノ
ー

シ
ル
バ
ー
サ
イ
ド

O
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be
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（

G
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ft
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df
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C

yp
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do

n
 

va
ri

eg
at

us
（
ｼｰ
ﾌﾟ
ｽﾍ
ｯﾄ
ﾞﾐ
ﾉｰ
）

M
en
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ia

m
en

id
ia

,M
.p

en
in

su
la

e等
（
ｼﾙ
ﾊﾞ
ｰｻ
ｲﾄ
ﾞ）

42
⽇
（

G
ul

ft
oa

df
is

h）
28
⽇
（

Sh
ee

ps
he

ad
m

in
no

w
）

28
⽇
（

Si
lv

er
si

de
s）

ふ
化
、
⽣
存
、
成
⻑

受
精
卵
か
ら
稚
⿂
期
ま
で
流
⽔
式
に
て
曝
露

U
S

EP
A
（
⽶
国
）

O
C
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P
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0.

14
00

:⿂
類
初

期
⽣
活
段
階
試
験

慢
性

シ
ー
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ス
ヘ
ッ
ド
ミ
ノ
ー

シ
ル
バ
ー
サ
イ
ド

C
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n
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（
ｼｰ
ﾌﾟ
ｽﾍ
ｯﾄ
ﾞﾐ
ﾉｰ
）

M
en
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ia

m
en

id
ia

,M
.p

en
in

su
la

e等
（
ｼﾙ
ﾊﾞ
ｰｻ
ｲﾄ
ﾞ）

28
⽇

ふ
化
、
⽣
存
、
成
⻑

受
精
卵
か
ら
稚
⿂
期
ま
で
流
⽔
式
に
て
曝
露

O
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D
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21
2:
⿂
類
胚
・
仔
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期

毒
性
試
験

亜
慢
性

シ
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ー
サ
イ
ド

ニ
シ
ン
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シ
ー
プ
ス
ヘ
ッ
ド
ミ
ノ
ー

M
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ｳｫ
ｰﾀ
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ﾆｼ
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ﾀﾞ
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C
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n
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ri
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ﾌﾟ
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ｯﾄ
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ﾉｰ
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ふ
化
後
卵
⻩
吸
収
ま
で
（
対
照
区
に
お
い
て

餓
死
が
⾒
ら
れ
な
い
時
点
ま
で
）

ふ
化
、
⽣
存
、
発
⽣
異
常

供
試
齢
：
受
精
後

8時
間
以
内
（

30
分
以
内
が
望
ま
し
い
）

U
S
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A
（
⽶
国
）
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A
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・
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⿂
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C
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n
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ｯﾄ
ﾞﾐ
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9⽇
（
ま
た
は
ふ
化
後
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間
ま
で
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⽣
存
、
ふ
化
、
催
奇
形
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供
試
齢
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精
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内

U
S
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A
（
⽶
国
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A
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⽣
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7⽇
⽣
存
、
成
⻑

供
試
齢
：
ふ
化
後

24
時
間
以
内
（
ｼｰ
ﾌﾟ
ｽﾍ
ｯﾄ
ﾞﾐ
ﾉｰ
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、

7-
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⽇
齢

（
ふ
化
後
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ｼﾙ
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ｯﾄ
ﾞﾐ
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ル
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開
始
時
と
同
じ
⽣

活
段
階
ま
で
）
、
例
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の
卵
か
ら
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卵
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⽣
存
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サ
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：
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⽣
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WET  

Method 1006.0 Method 1004.0 
Method 1005.0 

(Menidia beryllina) (Cyprinodon variegatus) 

USGS 

7-11
24-96
24  

24  24  

8-10

7-11 a 

b

48
25

24
c 

7  7  9 4

80 1
0.50 mg d 

80 1
0.60 mg d 

80  

5-32  20-32  5-32  

500-750 mL 500-750 mL 250-400 mL  
10  10  10 15  

4  4  3 4  
2 5  

100 5  
6 L 6 L 5 L 

25±1  25±1  25±1  
16 : 8  
10-20 μmol/m2/s 

16 : 8  
10-20 μmol/m2/s 

16 : 8  
10-20 μmol/m2/s 

a: 7 8-10
 

b: 24
3-5

4  
c: 8

d: 4 70 7 Sheepshead minnow 0.43mg
Silverside 0.50mg  
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Method 1007.0 Method 1008.0 Method 1009.0 
 (Mysidopsis bahia, 

Americamysis bahia) 

Marinco bioassay laboratory, Inc.

(Arbacia punctulata)  

NOAA 

(Champia parvula) 

algaeBASE 

7  

8

e

f 
7  1

20  
2 5-7

80 0.2 
mg 50%

70-90% 80 1
10  

20-30  30  30  

150 mL 5 mL  100 mL  

5  500 200 5
1  

8  4  3 4  

2 5  
100 5  

3 L 1 1 L 1 2 L 

26±1  20±1  23±1  
16 : 8  
10-20 μmol/m2/s 

16 : 8  
10-20 μmol/m2/s 

16 : 8  
75 μmol/m2/s 

e: 1000 μm
f: 1 4 4  
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藻
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：
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○
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-
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2
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イ
オ
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ッ
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を
用

い
た

河
川

の
汚

濁
評

価
  
降

雨
時

に
お

け
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化
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物
質
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河
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現
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国
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他
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胞
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殖
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-
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ジ
ン
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○

有

3
水

圏
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デ
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生
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系
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イ
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ロ
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ズ
ム
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用

い
た

農
薬

散
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後
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水
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価
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森
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境
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村
崇
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川
博
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大
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央
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(茨
城

県
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○

○
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○
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5
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藻
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す
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○
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1－
2,

Pa
ge

.4
8-

57
20

14
海

外
河

川
急

性
毒

性
-

-
○

（
ミ

ジ
ン

コ
）

-
-

有

27
イ

タ
リ

ア
国

内
Sa

rn
o川

流
域

の
土

壌
に

混
入

す
る

芳

香
族

縮
合

炭
化

水
素

や
有

機
塩

素
系

農
薬

濃
度

の
測

定
や

D
ap

hn
ia

m
ag

na
に

よ
る

生
態

毒
性

試
験

AR
IE

N
ZO

M
ic

he
le

,A
LB

AN
ES

E
St

ef
an

o,
LI

M
A

An
na

m
ar

ia
,C

AN
N

AT
EL

LI
Cl

au
di

a,
D

E
VI

VO
Be

ne
de

tto
,A

LI
BE

RT
I

Fr
an

ce
sc

o,
CI

CO
TT

IF
la

vi
a,

Q
IS

hi
uh

ua

En
vi

ro
n

M
on

it
As

se
ss

Vo
l.1

87
,N

o.
2,

Pa
ge

.5
2,

1-
14

20
15

海
外

河
川

急
性

毒
性

-
-

○
（
ミ

ジ
ン

コ
）

-
-

有

28
D

on
川

(ロ
シ

ア
)下

流
で

採
取

し
た

表
層

堆
積

物
に

混
入

す
る

芳
香

族
縮

合
炭

化
水

素
の

分
布

と
細

菌
lu

x式
バ

イ
オ

セ
ン

サ
に

よ
る

生
態

毒
性

試
験

SA
ZY

K
IN

I.
S.

,S
AZ

YK
IN

A
M

.A
.,

K
H

AM
M

AM
IM

.I
.,

K
O

ST
IN

A
N

.V
.,

K
H

M
EL

EV
TS

O
VA

L.
E.

,T
RU

BN
IK

R.
G

.

En
vi

ro
n

M
on

it
As

se
ss

Vo
l.1

87
,N

o.
5,

Pa
ge

.2
77

,1
-1

2
20

15
海

外
河

川
そ

の
他

（
細

菌
試

験
）

-
-

-
-

○
有

29
ブ

ラ
ジ

ル
国

内
で

採
取

し
た

地
表

水
や

飲
用

水
に

混
入

す
る

ホ
ル

モ
ン

類
の

検
出

や
D

ap
hn

ia
m

ag
na

に
よ

る
生

態
毒

性
試

験

TO
RR

ES
N

ad
ia

H
or

te
ns

e,
TO

RN
IS

IE
LO

Va
ld

em
ar

Lu
iz

,A
G

U
IA

R
M

ar
io

M
am

ed
e,

FE
RR

EI
RA

Lu
iz

F.
R.

,C
AV

AL
CA

N
TI

El
ia

ne
Be

ze
rr

a,
AM

ER
IC

O
Ju

lia
na

H
el

oi
sa

Pi
ne

,M
AC

H
AD

O
An

ge
la

M
ar

ia

En
vi

ro
n

M
on

it
As

se
ss

Vo
l.1

87
,N

o.
6,

Pa
ge

.3
79

,1
-1

3
20

15
海

外
河

川
急

性
毒

性
-

-
○

（
ミ

ジ
ン

コ
）

-
-

有

30
水

生
生

物
に

お
け

る
泡

消
火

剤
の

生
態

毒
性

か
ら

学
ぶ

:組
成

の
異

な
る

水
で

飼
育

さ
れ

た
ミ

ド

リ
ゾ

ウ
リ

ム
シ

及
び

メ
ダ

カ
に

対
す

る
ア

ル
キ

ル
ス

ル
ホ

ン
酸

ナ
ト

リ
ウ

ム
生

態
毒

性
の

変
動

G
O

TO
K

ai
sh

i,
TA

K
AI

CH
IH

iro
sh

i,
K

AW
AN

O
To

m
on

or
JD

is
as

te
rR

es
Vo

l.1
0,

N
o.

4,
Pa

ge
.6

04
-6

12
20

15
国

内
河

川
急

性
毒

性
-

○
-

○
-

有

3
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※
本

資
料

で
は

、
「
生

物
応

答
を

利
用

し
た

排
水

管
理

手
法

の
活

用
に

つ
い

て
」
（
平

成
2
7
年

1
1
月

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

）
で

紹
介

さ
れ

て
い

る
標

題
の

事
例

に
つ

い
て

整
理

し
て

い
る

番
号

文
献

名
著

者
、

発
行

年
等

生
物

応
答

試
験

の
概

要
試

験
対

象
水

域
試

験
結

果
の

概
要

備
考

1
水

生
生

物
３

種
を

用
い

た
全

国
一

級
河

川
の

短
期

慢
性

毒
性

試
験 （
土

木
学

会
論

文
集

G
（
環

境
）
，

6
8
(7

):
Ⅲ

2
1
7
-
Ⅲ

2
2
5
）

森
田

隼
平

，
安

田
侑

右
，

駕
田

啓
一

郎
，

田
村

生
弥

，
鑪

迫
典

久
，

山
本

裕
史

（
2
0
1
2
）

（
著

者
の

所
属

：
徳

島
大

学
大

学
院

又
は

国
立

環
境

研
究

所
）

【
試

験
対

象
毒

性
（
試

験
項

目
）
】

・
短

期
慢

性
毒

性
試

験

【
試

験
生

物
種

・
試

験
方

法
】

・
藻

類
（
ム

レ
ミ

カ
ヅ

キ
モ

）
成

長
阻

害
試

験
・
甲

殻
類

（
ニ

セ
ネ

コ
ゼ

ミ
ジ

ン
コ

）
繁

殖
阻

害
試

験
・
魚

類
（
ゼ

ブ
ラ

フ
ィ

ッ
シ

ュ
）
胚

・
仔

魚
期

短
期

毒
性

試
験

【
希

釈
の

有
無

等
】

有
（
３

濃
度

区
：
2
5
%
、

5
0
%
、

9
5
%
（
藻

類
）
又

は
1
0
0
%
（
ミ

ジ
ン

コ
、

魚
類

）
）

河
川

水
（
一

級
河

川
の

環
境

基
準

点
２

８
地

点
）

・
北

海
道

２
地

点
・
東

北
４

地
点

・
関

東
５

地
点

・
中

部
３

地
点

・
近

畿
５

地
点

・
中

国
、

四
国

６
地

点
・
九

州
３

地
点

【
生

態
毒

性
試

験
結

果
】

・
藻

類
生

長
阻

害
試

験
４

地
点

の
試

料
で

影
響

を
検

出
・
ミ

ジ
ン

コ
繁

殖
阻

害
試

験
８

地
点

の
試

料
で

影
響

を
検

出
・
魚

類
胚

・
仔

魚
期

短
期

毒
性

試
験

５
地

点
の

試
料

で
孵

化
率

や
致

死
率

へ
の

影
響

を
検

出

【
毒

性
原

因
に

つ
い

て
の

推
定

】
・
原

因
物

質
及

び
発

生
源

は
未

特
定

【
採

水
時

期
】

・
平

成
2
3
年

1
0
月

～
平

成
2
4
年

４
月

2
バ

イ
オ

ア
ッ

セ
イ

に
よ

る
河

川
水

の
生

態
影

響
評

価
(第

3
4
回

神
奈

川
県

市
環

境
・
公

害
研

究
合

同
発

表
会

（
平

成
2
2

年
6
月

4
日

開
催

）
)

三
島

聡
子

，
大

塚
知

秦
，

齋
藤

和
久

（
2
0
1
0
）

（
著

者
の

所
属

：
神

奈
川

県
環

境
科

学
セ

ン
タ

ー
）

【
試

験
対

象
毒

性
（
試

験
項

目
）
】

・
短

期
慢

性
毒

性
及

び
急

性
毒

性

【
試

験
生

物
種

・
試

験
方

法
】

・
藻

類
生

長
阻

害
試

験
・
ミ

ジ
ン

コ
繁

殖
阻

害
試

験
・
魚

類
（
メ

ダ
カ

）
急

性
毒

性
試

験
（
※

藻
類

、
ミ

ジ
ン

コ
は

生
物

種
情

報
な

し
）

【
希

釈
の

有
無

等
】

無
（
無

希
釈

）

河
川

水
・
ス

ク
リ

ー
ニ

ン
グ

調
査

：
神

奈
川

県
内

河
川

下
流

域
１

８
地

点
・
詳

細
調

査
：
２

河
川

（
多

種
多

様
な

化
学

物
質

の
流

入
が

想
定

さ
れ

る
河

川
：

８
地

点
、

流
域

に
水

田
の

多
い

河
川

：
５

地
点

。
）

※
１

８
地

点
の

ス
ク

リ
ー

ニ
ン

グ
調

査
地

点
の

結
果

、
銅

、
亜

鉛
の

藻
類

及
び

ミ
ジ

ン
コ

毒
性

値
が

環
境

中
化

学
物

質
濃

度
/
毒

性
値

≧
0
.1

で
あ

っ
た

河
川

に
お

い
て

詳
細

調
査

を
実

施
。

【
生

態
毒

性
試

験
結

果
】

・
ス

ク
リ

ー
ニ

ン
グ

調
査

結
果

：
影

響
な

し
・
詳

細
調

査
結

果
：
２

河
川

と
も

ミ
ジ

ン
コ

遊
泳

阻
害

を
検

出
。

【
毒

性
原

因
に

つ
い

て
の

推
定

】
・
原

因
物

質
及

び
発

生
源

は
未

特
定

（
重

金
属

及
び

農
薬

を
合

計
し

た
Σ

(環
境

中
化

学
物

質
濃

度
/
毒

性
値

）
の

影
響

が
認

め
ら

れ
、

う
ち

銅
の

環
境

中
濃

度
/
毒

性
値

が
大

き
な

割
合

を
占

め
て

い
る

と
考

察
。

）

【
採

水
時

期
】

・
ス

ク
リ

ー
ニ

ン
グ

調
査

：
平

成
1
9
年

1
1
～

1
2
月

、
平

成
2
0
年

７
月

・
詳

細
調

査
：
８

地
点

（
平

成
2
0
年

1
2
月

、
平

成
2
1
年

７
月

）
、

５
地

点
（
平

成
2
1
年

６
月

（
農

薬
散

布
期

）
）

【
同

時
化

学
分

析
】

・
有

機
ス

ズ
、

ア
ル

キ
ル

フ
ェ

ノ
ー

ル
類

、
農

薬
（
3
9
物

質
）
、

重
金

属
（
1
1
物

質
）
、

界
面

活
性

剤
等

（
5
物

質
）

3
河

川
水

中
化

学
物

質
に

よ
る

生
態

影
響

の
評

価
（
神

奈
川

県
環

境
科

学
セ

ン
タ

ー
研

究
報

告
第

3
5
号

（
2
0
1
3
）
）

三
島

聡
子

，
大

塚
知

秦
，

長
谷

川
敦

子
，

齋
藤

和
久

（
2
0
1
3
）

（
著

者
の

所
属

：
神

奈
川

県
環

境
科

学
セ

ン
タ

ー
）

【
試

験
対

象
毒

性
（
試

験
項

目
）
】

・
短

期
慢

性
毒

性
及

び
急

性
毒

性

【
試

験
生

物
種

・
試

験
方

法
】

・
藻

類
生

長
阻

害
試

験
・
ミ

ジ
ン

コ
繁

殖
阻

害
試

験
・
魚

類
（
メ

ダ
カ

）
メ

ダ
カ

急
性

毒
性

試
験

（
※

藻
類

、
ミ

ジ
ン

コ
は

生
物

種
情

報
な

し
）

【
希

釈
の

有
無

等
】

無
（
無

希
釈

）

河
川

水
・
ス

ク
リ

ー
ニ

ン
グ

調
査

：
神

奈
川

県
内

河
川

下
流

域
１

８
地

点
（
文

献
２

と
同

じ
）

・
詳

細
調

査
：
２

河
川

（
文

献
２

と
同

じ
）

【
生

態
毒

性
試

験
結

果
】

・
ス

ク
リ

ー
ニ

ン
グ

調
査

結
果

：
影

響
な

し
・
詳

細
調

査
結

果
２

河
川

で
ミ

ジ
ン

コ
遊

泳
阻

害
を

検
出

１
河

川
で

藻
類

生
長

阻
害

を
検

出

【
毒

性
原

因
に

つ
い

て
の

推
定

】
・
多

種
多

様
な

化
学

物
質

の
流

入
が

想
定

さ
れ

る
河

川
：
不

明
（
毒

性
試

験
と

Σ
（
環

境
中

化
学

物
質

濃
度

/
毒

性
値

）
の

相
関

な
し

）
・
流

域
に

水
田

の
多

い
河

川
：
ミ

ジ
ン

コ
遊

泳
阻

害
は

殺
虫

剤
、

藻
類

生
長

阻
害

は
除

草
剤

の
影

響
を

推
定

【
採

水
時

期
】

・
ス

ク
リ

ー
ニ

ン
グ

調
査

：
平

成
1
9
年

1
1
～

1
2
月

、
平

成
2
0
年

７
月

（
文

献
２

と
同

じ
）

・
詳

細
調

査
：
小

出
川

８
地

点
（
平

成
2
0
年

1
2
月

、
平

成
2
1
年

７
月

）
、

金
目

川
４

地
点

（
平

成
2
1
年

６
月

（
農

薬
散

布
期

）
）

【
同

時
化

学
分

析
】

ア
ル

キ
ル

フ
ェ

ノ
ー

ル
類

、
界

面
活

性
剤

（
5
物

質
）
、

農
薬

（
3
8
物

質
）
、

重
金

属
（
1
1

物
質

）

公公
共

用
水

域
を

対
象

と
し

た
生

物
応

答
試

験
に

関
す

る
報

告
事

例
（
平

成
2
7
年

1
1
月

報
告

書
紹

介
分

）

別添８
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番
号

文
献

名
著

者
、

発
行

年
等

生
物

応
答

試
験

の
概

要
試

験
対

象
水

域
試

験
結

果
の

概
要

備
考

4
バ

イ
オ

ア
ッ

セ
イ

に
よ

る
目

久
尻

川
の

水
質

評
価

（
第

3
8
回

神
奈

川
県

市
環

境
研

究
合

同
発

表
会

）

大
塚

知
秦

，
石

割
隼

人
，

三
島

聡
子

，
長

谷
川

敦
子

（
2
0
1
4
）

（
著

者
の

所
属

：
神

奈
川

県
環

境
科

学
セ

ン
タ

ー
）

【
試

験
対

象
毒

性
（
試

験
項

目
）
】

・
短

期
慢

性
毒

性
試

験

【
試

験
生

物
種

・
試

験
方

法
】

・
藻

類
生

長
阻

害
試

験
（
※

生
物

種
情

報
な

し
）

・
ミ

ジ
ン

コ
繁

殖
阻

害
試

験

【
希

釈
の

有
無

等
】

無
（
無

希
釈

）

河
川

水
（
過

去
に

原
因

不
明

の
魚

の
斃

死
の

水
質

事
故

が
発

生
し

た
神

奈
川

県
内

の
河

川
（
文

献
２

及
び

３
と

は
異

な
る

河
川

）

【
生

態
毒

性
試

験
結

果
】

・
藻

類
：
阻

害
影

響
検

出
な

し
・
ミ

ジ
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ml

O1 O139)

250 cfu/100ml
100 cfu/100ml

cfu : colony forming unit 
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28

28 1

29 11

1 28
http://www.env.go.jp/press/102994.html

http://www.env.go.jp/water/seibutsu/conf/05/mat01.pdf

• 14 A N

• 80%

2

48h 1/ 10
24

1

LC50 ISO15088
48h
15 4

48h 5/
4 LC50

WET
OECD TG202

48h
10

72h 5000 
cells/mL EC50

OECD TG201 50%
EC50 2

1

2 EC50 NOEC
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ID

Day2 Day 8
LC50 
(%)

TUa
=100/LC50

80% NOEC 
(%)

TUc
=100/NOEC

A >80 NA 0 80 1.25
B >80 NA 0 40 2.5
C >80 NA 0 80 1.25
D >80 NA 0 80 1.25
E >80 NA 0 80 1.25
F >80 NA 2% 80 1.25
G >80 NA 0 80 1.25
H >80 NA 3% 80 1.25
I >80 NA 0 80 1.25
J >80 NA 2% 80 1.25
K >80 NA 2% 80 1.25
L >80 NA 0 80 1.25
M >80 NA 0 80 1.25
N >80 NA 0 80 1.25

80% 80%
20% TUc 1.25

ID
Day 2 48h

LC50
(%)

95%
(%) TUa

80% LC50
(%)

95%
(%) TUa NOEC 

(%)
TUc

=100/NOEC
A >80 - NA 0% >80 - NA 80 1.25
B 80 58.8 109 1.25 50% 43.3 2.3 5 20
C >80 - NA 0% >80 - NA 40 2.5
D >80 - NA 0% >80 - NA 40 2.5
E >80 - NA 0% 18.9 13.6 26.2 5.3 5 20
F >80 - NA 0% >80 - NA 5 20
G >80 - NA 20% 67.8 1.5 10 10
H 80 58.8 109 1.25 50% 22 8.0 60.8 4.5 <5 >20
I >80 - NA 0% >80 - NA 20 5
J >80 - NA 0% >80 - NA 5 20
K 56.6 47.6 67.3 1.8 100% 57 1.8 20 5
L >80 - NA 0% >80 - NA 80 1.25
M >80 - NA 20% >80 - NA 40 2.5
N >80 - NA 0% >80 - NA 80 1.25

4

TUa=100/LC50 NA: Not available
80% 80% 20%

TUc 1.25 68



ID EC50
(%)

95%
(%)

TUa
=100/EC50

NOEC 
(%)

TUc
=100/NOEC

A 58.7 57.5-59.9 1.7 10 10
B 65.6 63.7-67.6 1.5 5 20
C >80 NA <1.3 >20
D >80 NA 5 20
E >80 NA <5 >20
F >80 NA 80 1.25
G (7.16) (7.11-7.21) 14.0 <5 >20
H >80 NA 20 5
I >80 NA 80 1.25
J >80 NA 80 1.25
K >80 NA 10 10
L >80 NA 5 20
M >80 NA <5 >20
N >80 NA 5 20

5

NA: G 5% 10%
TUa 1 TUc 1.25

0/14 (0%) 1/14 (7%)

5/14 (36%) 11/14 (79%)

3/14 (21%) 11/14 (79%)

6

/ 14

80%
• 80% 20%

TUa 100/EC50 1
• TUc 100/NOEC 1.25 NOEC 80%
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水生生物保全環境基準に関する中央環境審議会答申の関連記述（抜粋）

※特に関連すると思われる箇所は下線を付している。

１．水生生物の保全に係る水質環境基準の設定について（答申）（平成 15 年９月

12 日中央環境審議会）（抜粋） 

 

４．水生生物の保全に係る水質目標 

この項では、環境基準等の水質目標の設定にあたり、その基本的考え方をまず示した

上で、目標値導出についての詳細を述べる。 

（１） 水質目標の設定に当たっての基本的考え方

水生生物保全の観点からの水質目標の設定は、諸外国の環境保全行政において採用さ

れている考え方を参考に、我が国の水生生物を保全する環境管理施策を適切に講じる観

点から行うこととする。

① 目指すべき保全の水準

水生生物の保全に係る水質目標では、公共用水域における水生生物の生息の確保とい

う観点から世代交代が適切に行われるよう、水生生物の個体群レベルでの存続への影響

を防止することが必要であることから、特に感受性の高い生物個体の保護までは考慮せ

ず、集団の維持を可能とするレベルで設定するものとする。

また、目標値は、水質による水生生物への影響（リスク）を未然に防止する観点から

環境水中の濃度レベルを導出するものとし、水生生物にとっての「最大許容濃度」や「受

忍限度」といったものではなく、維持することが望ましい水準として設定することが適

当である。

目標を最大許容限度及び受忍限度として採る場合には、その限度までは汚染すること

もやむを得ない、あるいは、その限度まで我慢しなければならない水準となるし、また

その限度を超えるならば直ちに水生生物にある程度以上の影響を及ぼすという性格を

持つ。環境基準等の水質目標は、水生生物の集団維持の最低限度としてではなく、より

積極的にこの保護を図るという観点の性格を持つべきである。

このため、この数値を超える水域であっても、直ちに水生生物にある程度以上の影響

を及ぼすといった性格をもつものではない。

② 目標値の導出

水生生物の生息は、開発行為による生息場の消失等の多様な要因によって影響を受け

参考３ 
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ることから、化学物質の生態系への影響の程度を実環境において定量的に分離・特定す

ることは困難である。したがって、目標値を導出するためには、個別物質ごとに代表的

な生物種について、半数致死濃度等（毒性値）に係る再現性のある方法によって得られ

たデータをもとに、試験生物への毒性発現が生じないレベルを確認し、その結果に、種

差等に関する科学的根拠を加味して演繹的に求めることが適当である。

化学物質については、毒性の程度はもとより、その数や環境への排出の形態、環境中

の挙動、影響に至るメカニズム、発現する影響の内容が物質ごとに大きく異なるため、

環境中に排出されうる物質ごとに検討するものとする。

水生生物の保全の観点からは、当該水域に生息する魚介類の餌となる生物の個体数に

影響が出れば、当該水域に生息する魚介類の生息にも影響が生じることから、評価対象

とする生態影響は、魚介類及び餌生物双方の生息に直接関係する、死亡、成長・生長、

行動、忌避、繁殖、増殖等の影響内容に関するものとする。

また、公共用水域において通常維持されるべき水質の水準を検討するものであること

から、基本的に慢性影響の観点から目標値を導出することが妥当である。また、科学的

知見に基づき、同一区分内の生物種による感受性の相違等を考慮することにより、同一

区分内で最も感受性が高い生物種に影響を及ぼさない濃度を目標値として導出するこ

ととする。

③対象とする試験生物及び水域区分

目標値は科学的根拠に基づいて設定する必要があることから、我が国に生息する魚介

類及びその餌生物等に係る化学物質の用量反応関係に関する既存試験結果の中から、科

学的に信頼性のおける文献のみを収集・評価し、利用することが妥当である。また、魚

介類のみならず、餌生物についても評価の対象とする。

水生生物については、淡水域及び海域でそれぞれ生息する種も異なり、また、化学物

質の毒性発現についても異なると考えられることから、まず大きく主たる生息域によっ

て淡水域と海域に区分するものとする。

淡水域については、河川と湖沼での生息種を明確に区分することは困難であるため、

河川と湖沼と区別せず淡水域として一括するものとする。他方、淡水域に生息する魚介

類が冷水域と温水域では異なっていることから、淡水域の生息域を水温を因子として２

つに区分することが適当である。ただし、通し回遊魚については、主たる生息域で区分

することが適当である。
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海域については、生息域が広範にわたり、生息域により水生生物をグルーピングする

ことは困難であることから、当面、一律の区分とすることが適当である。

なお、淡水域・海域とも、特に、産卵場及び感受性の高い幼稚仔等の時期に利用する

水域についてはより厳しい目標をあてはめることがあり得るものである。

（２）目標値の導出方法

エ．目標値導出の手順等

評価対象となる毒性試験結果を、水域区分ごとに魚介類とその餌生物に分類し、魚介

類に慢性影響を生じないレベルとして算出される「最終慢性毒性値（魚介類）」と餌生

物が保全される「最終慢性毒性値（餌生物）」の小さい方の数値を採用し、目標値とす

る。

目標値は、慢性影響の観点から設定するものであることから、原則として信頼できる

慢性毒性値のみを目標値の導出に用いるものとし、信頼できる慢性毒性値が得られない

場合には、米国ＥＰＡにおいて利用されている手法と同様に、信頼できる急性毒性試験

結果に、急性慢性毒性比（急性毒性値と慢性毒性値との比）を用いて慢性毒性値を求め

るものとする。

急性慢性毒性比は、魚類、甲殻類及び藻類の急性慢性毒性比に係るこれまでの知見、

当該評価対象物質について得られている毒性試験結果から導出可能な急性慢性毒性比

等を総合的に勘案し、専門家の判断により、適切な値を用いることとする。

また、急性毒性及び慢性毒性双方の信頼できる試験結果が得られている場合は、急性

毒性試験結果は用いない。なお、目標値の導出にあたっては、魚介類は水産資源として

の重要性があることから、少なくとも淡水域・海域それぞれについて１種以上の魚介類

の信頼できる毒性値が得られていることを必要条件とする（魚介類の信頼できる毒性値

がいずれの水域においても得られない場合には、目標値は導出しない）。

i)最終慢性毒性値（魚介類）の算出

同一水域区分内の魚介類に係る毒性試験結果から得られる慢性毒性値の最小値に着

目して最終慢性毒性値を導出する。

毒性試験結果が得られた魚介類が、当該水域区分において最も感受性が強いとは限ら

ないことから、最終慢性毒性値に種比を用いて目標値を導出するものとする。

種比は、最終慢性毒性値の導出に用いた毒性試験の生物種、信頼できる毒性試験結果

の数、試験結果間のばらつき（例：ＯＥＣＤテストガイドライン推奨種等、毒性データ

が多い種の毒性値のばらつき）、対象物質の蓄積性等を総合的に勘案し、専門家の判断

の上で決定する。

なお、脆弱な個体までの保護を目的とするものではないことから、いわゆる安全係数
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は適用しない。

２．水生生物の保全に係る水質環境基準の項目追加等について（第１次答申）（平

成 24 年３月中央環境審議会）（抜粋） 

２ 基本的考え方

（３）水生生物の保全に係る水質目標の設定の考え方

２）目標値の導出方法

エ．目標値の導出

評価対象となる試験結果を、類型区分ごとに魚介類とその餌生物に分類し、魚介類

に慢性影響を生じないレベルとして算出される「無影響導出値（魚介類）」と餌生物

が保全される「無影響導出値（餌生物）」を算出する。

「無影響導出値」の算出には、原則として、慢性影響の観点から信頼できる試験よ

り得られた影響を生じない濃度（以下、「無影響濃度」という。）を用いるものとする。

ただし、慢性影響の観点での信頼できる試験結果がない場合は、適切な推定法を用

いて無影響濃度を推定するものとする。無影響濃度を推定する場合は、魚介類及びそ

の餌生物に係るこれまでの知見、検討対象物質について得られている毒性試験結果等

を総合的に勘案し、専門家の判断により、急性慢性毒性比（急性毒性値と慢性毒性値

との比）など適切な値（推定係数）を用いることとする。

i) 無影響導出値（魚介類）の算出

各類型区分内において魚介類に係る無影響濃度の最小値に着目して「無影響導出値

（魚介類）」を算出する。

なお、得られた無影響濃度の最小値が、当該類型区分において最も感受性が高い魚

介類を代表するものとは限らないことから、専門家の判断の上で、無影響濃度の導出

に用いた試験法の種類、試験の生物種、試験結果のばらつき、対象物質の蓄積性等を

総合的に勘案し、「無影響導出値（魚介類）」を算出するものとする。

なお、個体群の存続への影響を防止することを目指して設定するものであることか

ら、いわゆる個体差を考慮した安全係数は適用しない。

ii)無影響導出値（餌生物）の算出

餌生物については、一般的に魚介類が単一の生物のみを餌生物としているとは考え

がたいこと等を考慮し、主たる生息域（淡水域と海域）において同属種ごとに無影響

濃度の幾何平均値を算出し、その幾何平均値の最小値を「無影響導出値（餌生物）」

とする。この際、慢性影響の観点から信頼できる試験より得られた無影響濃度の幾何

平均値を優先する。
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iii）目標値の導出

「無影響導出値（魚介類）」と「無影響導出値（餌生物）」の小さい方の数値を「無

影響導出値」として採用する。

一般域の無影響導出値が特別域の値に比べて小さい場合においては、特別域の無影

響導出値が慢性影響から得られたものであり、かつ、一般域の無影響導出値がその他

の影響から推定された値の場合は特別域の値を一般域の無影響導出値とし、それ以外

は一般域の値を特別域の無影響導出値として、目標値の導出に用いる。

３ 検討結果

（１） 目標値

ノニルフェノールの水質目標値の導出に当たっては、２の（３）の基本的考え方及び

導出方法に則った。

ノニルフェノールの各類型での水質目標値と導出の根拠データは表１の通りである

（有害性評価及び水質目標値導出過程は別紙参照）。
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３．水生生物の保全に係る水質環境基準の項目追加等について（第２次答申）（平

成 24 年 12 月中央環境審議会）（抜粋） 

３ 検討結果

（２）環境基準項目等の検討

目標値を導出した 4 物質及び要監視項目 3 項目について、公共用水域要調査項目等

の水質調査結果を用いて検討を行った。

１）新たに目標値を導出した物質

①直鎖アルキルベンゼンスルホン酸及びその塩

（略）全国的な環境管理施策を講じて、公共用水域における濃度の低減を図ることが

必要であり、環境基準項目として設定することとする。

②4-t-オクチルフェノール

（略）当面監視を行うこととし、その結果をもって全国的な環境管理施策の必要性を

検討することが妥当であると考えられることから、要監視項目として設定することとす

る。

③アニリン

（略）当面監視を行うこととし、その結果をもって全国的な環境管理施策の必要性を

検討することが妥当であると考えられることから、要監視項目として設定することとす

る。

④2,4-ジクロロフェノール

（略）当面監視を行うこととし、その結果をもって全国的な環境管理施策の必要性を

検討することが妥当であると考えられることから、要監視項目として設定することとす

る。

別紙１－１ 直鎖アルキルベンゼンスルホン酸及びその塩(LAS) の水質目標値の導出

根拠 

３．水質目標値の導出

本項では、平成 24 年第一次答申「（参考５）水質目標値の導出手順について」に従

い、目標値の導出に利用できるとされた毒性値（表５）に基づいて、LAS の水質目標

値を検討した。
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３）水質目標値の導出

各類型において、類型毎無影響導出値を水質目標値とする（表９）。

別紙１－２ 4-t-オクチルフェノール（4(1,1,3,3-テトラメチルブチル)フェノール）

の水質目標値の導出根拠 

３．水質目標値の導出

本項では、平成 24 年第一次答申「（参考５）水質目標値の導出手順について」に従

い、目標値の導出に利用できるとされた毒性値（表４）に基づいて、4-ｔ-オクチルフ

ェノールの水質目標値を検討した。

（３）水質目標値の導出

各類型において、類型毎無影響導出値を水質目標値とする（表８）。
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別紙１－３ アニリンの水質目標値の導出根拠 

３．水質目標値の導出

本項では、平成 24 年第一次答申「（参考５）水質目標値の導出手順について」に従

い、目標値の導出に利用できるとされた毒性値（表５）に基づいて、アニリンの水質目

標値を検討した。

淡水域生物 A 及び生物特 A 並びに生物 B 及び生物特 B の水質目標値については、

平成 15 年答申において、オオミジンコの慢性影響に対する毒性値から 20μg/L とい

う水質目標値が導出されている。今般の見直しにおいて、新たに信頼できる毒性情報と

して、オオミジンコの繁殖に対する毒性値（21 日 NOEC 24.6μg/L）が得られたが、

現行の水質目標値に比べて大きな値となっていることから、平成 15 年答申の水質目標

値を引き続き目標値とすることが適当である。

海域生物 A 及び生物特 A の水質目標値については、新たに収集した信頼できる毒性

情報から以下のとおり水質目標値を導出した。

（３）水質目標値の導出
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生物特 A の無影響導出値が生物 A を上回っていること、これらの値はいずれもその

他の試験法から得られた値であることから、（参考５）の手順２から、生物特 A の水質

目標値は生物 A の値を採用する（表９）

別紙１－４ 2,4-ジクロロフェノールの水質目標値の導出根拠 

３．水質目標値の導出

本項では、平成 24 年第一次報告「（参考５）水質目標値の導出手順について」に従

い、目標値の導出に利用できるとされた毒性値（表５）に基づいて、2,4-ジクロロフェ

ノールの水質目標値を検討した。

水質目標値の検討は、魚介類による毒性値が得られていない「生物 B」と毒性情報

が得られなかった海域の生物 A 及び特 A について行った。

（３）水質目標値の導出

各類型において、無影響導出値を水質目標値とする（表９）。
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諸外国における WET 試験の活用等に関する事例 

 

 

 

別添１ 諸外国における WET 試験の活用事例について 

 

別添２ 諸外国の排水に対する生物応答試験の結果の評価方法、試験頻度

等の例 

 

別添３ 米国における WET 試験を活用した排水改善（TRE）手法について 

 

別添４ 米国 WET に係る制度を評価した文献の例 
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諸外国の排水に対する生物応答試験の結果の評価方法、試験頻度等の例 
 
 

１．諸外国における試験結果の影響評価基準の例 

諸外国における試験結果の影響評価基準は、国等により制度等は様々であるが、設定の

考え方は概ね次の 2 通りに分類される。（事例の一覧は「別紙」参照） 

（１）受水域（Mixing zone 周縁）での希釈を主に考慮する 

（２）利用可能な最善技術（BAT：Best Available Technology）を主に考慮する 

なお、いずれのアプローチにおいても、上記の判定とは別に、排出制限値（Permit Limit）
を算出する際に、排水の変動および試験の変動を考慮した換算が行われている。 

 

（１）受水域での希釈を主に考慮するアプローチ（米国等） 

米国に代表されるアプローチで、受水域（Mixing zone 周縁）で希釈された状態で「毒性

がない」ように基準を設定する。「毒性がない」という定義は急性毒性試験と慢性毒性試験

でそれぞれ異なる。以下では米国の事例について述べる。 

 

米国環境保護庁（EPA）では LC50 や NOEC の逆数である毒性単位 TU（Toxic Unit）等

を用いて、次の２つの場合に、排水の「毒性がある」とする評価基準を設けている1。 

• 急性毒性試験：RWC>0.3 TUa (TUa=100/LC50)  

• 慢性毒性試験：RWC>1.0 TUc (TUc=100/NOEC) 

 
ここで、「RWC (Receiving water concentration)」は受水域（Mixing zone 周縁）で希釈され

た状態の毒性を表す指標であり、単位は TU （Toxic unit: 毒性値（LC50、NOEC など）の

逆数）である。 
 
（補足）急性毒性試験における 0.3 とは、半数致死濃度である LC50 を致死影響のない LC1 に換算するための

値で、EPA が収集した 496 の排水試料における LC1／LC50 比の 91%点値から導出された。0.3TUa とはすな

わち、LC50 が 300%排水濃度未満になることを意味し、実際の水環境の条件では評価できない。 

このため、実質的には上記の条件を換算し、排水の LC50 や NOEC と、受水域で希釈された状態の排水濃

度(%) を表す IWC（Instream Waste Concentrations、受水域で希釈された状態の排水濃度）を比較する。ただ

し、IWC が 30%を越える場合、LC50＜100%超になってしまうため、そのような場合は、100%排水における

生存率と、対照区における生存率に有意差があるかどうか検定することで判定する。 

なお、IWC は下記の式により算出される2。 

 

                                                      
1 EPA Technical support document for water quality-based toxics control (1991TSD) 
2 Qe: 排水量 Qs: 受水域の水量 f: 受水域の水量から排水量を引く割合 

別添２ 
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【排水の希釈を考慮した米国ウィスコンシン州の例】 

 ウィスコンシン州では、デフォルトとして Qs: Qe =10:1、または IWC=9%が適用。 

 又は Qs として、「10 年に一度の低水量時の 7 日間平均値」である Q7,10 の 1/4 が適用。 

 排水の希釈率を考慮した化学物質の排出制限値（Water Quality Based Effluent Limit）を決定するときと同じ

Qs を適用。 

 例えば魚類や水生生物が生息している河川に直接又は間接的に排出する場合、Q7,10:Qe と IWC の状況に応

じて試験法や頻度が設定（参考図参照）。なお、Q7,10:Qe＝排水の流量（Qe）に対する河川での低水流量（Q7,Q10）

の比で、流出水の希釈率を判断する上で用いる。通常は急性あるいは慢性毒性試験の必要性を決める際に利

用。 

 

 

（参考図）ウイスコンシン州において試験法等を決

定する際の要件（魚類と水生生物が生息している河

川への直接排出する場合） 

 

 

 

 
 

（２）利用可能な最善技術（BAT）を主に考慮するアプローチ（ドイツ等） 

ドイツや韓国に代表されるアプローチで、（１）のように受水域における希釈率によるの

ではなく、業種などに応じて利用可能な最善技術（BAT）を考慮した評価基準（TU 値で表

現される）を設定するアプローチである。 

 
２．諸外国における試験頻度の例 

国等により様々であるが、例としては次のものがある（詳細は「別紙」参照）。 
・ 排水量：多いほど高頻度で実施（カナダ） 

・ 放流先の河川水量に対する排水量の割合：高いほど高頻度で実施（米国） 

・ バイオアッセイの種類：急性毒性試験は月 1 回の頻度で実施（カナダ、ドイツ、韓国） 

・ 受水域環境：利水区分、水質、生態系の状態など（例：生態系保護区の水域では厳しい管

理が適用） 

・ 業種：製紙業、金属採鉱業は、下水処理場と比べて高頻度で実施（カナダ） 

・ 過去の試験結果に基づいて増減措置が取られている：基準を超過した場合、確認のため

頻度を上げて追加試験が実施される（米国・カナダ） 
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（例） 

 排水変動が著しい場合は月 1 回実施。ただし、影響がない状態が継続している場合は、年 1 回や排

出認可更新時のみ（5 年に一度）に軽減する措置が取られている。（米国バージニア州） 

 排水量等の各要素をポイント化し、それらの総得点に応じてモニタリング頻度（5 年間中 2 回（隔

年）から年 6 回（2 ヶ月に 1 回）の間）を決定。（米国ウィスコンシン州） 

 

３．影響評価基準と試験頻度（回数）の関係の例 

１．の諸外国における影響評価基準と試験頻度（回数）の関係については、以下のよう

な事例がある。（詳細は「別紙」参照） 
 

（米国） 
・ 複数の試験結果から認可制限値（Permit Limit）を算出し、基準超過があった場合はモ

ニタリング回数を増やす。そして、一定以上継続的に基準超過がみられた場合（基準

超過率が高い場合）に当局から事業者に TRE の開始が求められる。 
・ 排水改善が必要とされる「基準超過率」の条件は州によって異なるが、多くの州で、

複数回の試験結果による基準超過率が 25%以上（=75%未満の試験で影響なし、25%以

上の試験の際に影響がある）のとき、TRE/TIE の実施が事業者に求められる。 
・ なお、この「25%」は生物応答試験の変動を考慮に入れたものである。 

 
（韓国） 
・ 評価基準を超過した時点で、排水改善命令が（段階的に）出される。 
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ら
な
い

 
• 

8回
中

6回
、
ま
た
は

75
%
の
試

験
で
影

響
が

な
い
と
き
、
最
も
感
受
性
の
高
い
生
物
種
で
年

1
回

試
験

に
軽

減
さ
れ

る
。

 
公
共
下
水
処
理
場
： 

 
排
水
量

V
(t/
日

)≧
3,

78
5 

 
Pr

et
re

at
m

en
t p

ro
gr

am
お
よ

び
SI

U
s実

行
・
準

備
中
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D
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. (
20

10
) 
米
国
に
お
け
る

W
ET

シ
ス
テ
ム
に
関
す
る
セ
ミ
ナ
ー
（
平
成

21
年
度
）

講
演
資
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別
紙
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2 
 国
等

 
対
象
事
業
場

 
試
験
頻
度

 
影

響
判

定
（
下
記

の
と
き
影

響
な
し
） 

試
験
頻
度
の
増
減
措
置
と
排
水
改
善

 
 
そ
の
他
、
様
々

な
化
学
物
質
が

含
ま
れ
て
い
る
、
受
水
域
の
環

境
な
ど
考
慮

 
米
国

 
ウ

ィ
ス

コ
ン

シ
ン

州
3 

排
水

量
、
河

川
水

量
、
受

水
域

環
境

、
業

種
、
過

去
デ

ー
タ
な
ど
の

区
分

で
加

点
し
て
い
き
、
総

得
点

で
分

類
 

総
得

点
に
よ
り

 
• 
な
し
、

5
年
間
中

2
回
（
隔

年
）
、

5
年
間
中

3
回
（
隔

年
）
、
年

1
回
、
年

2
回
、
年

4
回
、
年

6
回
（2

ヶ
月
に

1
回
） 

• 
た
だ
し
、

W
ET

 li
m

it
が

あ
る

場
合
、
最
低
年

4
回
試
験
す

る
こ
と
が
推
奨
さ
れ
る

 
• 
大
規
模
な
下
水
処
理
場
お
よ

び
主
要
産
業
の
場
合
、
最
低

年
1
回
、
急
性
及
び
慢
性
試

験
の
実
施
が
推
奨

 

• 
受
水
域
の
水
量

Q
7,

 1
0：
排

水
量
が
①

10
00
：

1
以
上
の
時
、

W
ET

は
要
求
さ

れ
な
い
、
②

10
00
：

1
未
満
、

10
0：

1
以

上
の
時
、
急
性
試
験
の
み
推
奨
、
③

10
0：

1
以
下
の
時
、
急
性
及
び
慢
性
試

験
の

実
施

が
推

奨
（
受

水
域
が

河
川

か
支
流
か

 
• 

LC
50
≧

10
0%

 
• 

N
O

EC
≧

IW
C
→

TU
 c

（
=I

W
C

/N
O

EC
）
＜

1 
• 

ZI
D

 (z
on

e 
of

 in
iti

al
 d

ilu
tio

n)
が
認

め
ら
れ
る
場
合
は
補
正
を
行
う
。

rT
U

=
（

3.
3×

ZI
D

%
）/

LC
50

。
ZI

D
=1

00
/(希

釈
率

+1
) 

• 
影
響
が
出
た
（

Te
st

 fa
ile

d）
場
合

、
90

日
以
内

に
2
回
追
加
試
験
す
る
こ
と

 
 

米
国

 
R

eg
io

n 
9&

10
 4 

排
水
量

V
(t/
日

)≦
3,

78
5 

(1
M

G
) 

年
4
回

 
• 

EP
A
技
術
指
針
と
同
様

 
• 
希
釈
倍
率
が

3
未
満
の
と
き
は
、
急
性

毒
性
は

10
0%

排
水
濃
度
に
お
け
る
生

存
率
と
対
照
区
に
お
け
る
生
存

率
の

統
計

的
有

意
差

の
有

無
に
よ
っ
て
判

定
す
る

 

EP
A
技
術
指
針
、

N
PD

ES
ガ
イ
ダ
ン
ス
に
従
う
。

 
V

>3
,7

85
 (1

M
G

) 
月

1
回

 

カ
ナ

ダ
（
下

水
施

設
排
水
規
制

5 ）
 

排
水
量

V
(t/
日

) 
25

00
＜

V
≦

5,
00

0 
年

4
回
、
た
だ
し

60
日
以
上
間

隔
を
空

け
る
こ
と

 
魚

類
急

性
毒

性
試

験
に
お
い
て
、

10
0%

排
水

で
生

存
率

50
%
以
上
（
毒
性
な
し
） 

• 
致
死
毒
性
が
見
ら
れ
た
場
合
、
月

2
回
（7

日
以
上
お
き
に
）
追
加
試
験
を
行
い
、
毒
性
を
確

認
す
る
こ
と

 
• 

追
加
試
験
に
お
い
て

3
回

連
続

で
毒

性
が

な
か
っ
た
場
合
、
通
常
の
試
験
頻
度
に
戻
る
。

 
• 

排
水
量

25
00
＜

V
≦

5,
00

0
の
場
合
：

4
回
連

続
で
毒
性
が
な
い
場
合
、
年

1
回
（
た
だ
し

6
ヵ

月
お
き
）
に
減
ら
し
て
よ
い

 
• 

排
水
量

V
>5

,0
00

の
場
合
：

12
回

連
続

で
毒

V
> 

5,
00

0 
月

1
回
、
た
だ
し

21
日
以
上
間

隔
を
空

け
る
こ
と

 

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

3  W
D

N
R

 (2
00

5)
 W

ET
 g

ui
da

nc
e 

do
cu

m
en

t, 
ht

tp
://

dn
r.w

i.g
ov

/to
pi

c/
w

as
te

w
at

er
/W

ET
gu

id
an

ce
.h

tm
l 

4  D
eb

ra
 L

 D
en

to
n 

(2
01

0)
 米

国
に
お
け
る

W
ET

シ
ス
テ
ム
に
関
す
る
セ
ミ
ナ
ー
（
平
成

21
年
度

）
講
演
資
料

 
5  C

an
ad

a 
(2

01
2)

 W
as

te
w

at
er

 S
ys

te
m

s E
ffl

ue
nt

 R
eg

ul
at

io
ns

 

99



3 
 国
等

 
対
象
事
業
場

 
試
験
頻
度

 
影

響
判

定
（
下
記

の
と
き
影

響
な
し
） 

試
験
頻
度
の
増
減
措
置
と
排
水
改
善

 
性
が
な
い
場
合
、
年

4
回

に
減
ら
し
て
よ
い

 

カ
ナ

ダ
（

PP
ER

, 
定

期
モ

ニ
タ
リ
ン

グ
）6  

オ
オ
ミ
ジ
ン
コ
遊
泳
阻
害
試
験

 
月

1
回
、
た
だ
し

21
日
以
上
の

間
隔
を
空
け
る
こ
と

 
 

生
存
率

50
%
以
上
（

19
92

年
改
正
） 

（
オ
オ
ミ
ジ
ン
コ
の
場
合
）

 
• 

致
死

毒
性

が
見

ら
れ

た
場

合
、
毎

週
追

加
試

験
を
行

う
 

• 
連

続
し
て

3
回

、
毒

性
が

み
ら
れ

な
く
な
っ
た

ら
、
元

の
試

験
頻

度
（
月

1
回
）
に
戻
る
。

 

魚
類

（
ニ
ジ
マ
ス
）
急

性
毒

性
試

験
 

10
0%

排
水
で
生
存
率

50
%
以
上

 

カ
ナ
ダ
（

EE
M
）

13
, 

7 
EE

M
要

件
の
亜

致
死

（
慢

性
）
毒

性
試

験
。
主

に
無

脊
椎

動
物

と
藻

類
試
験
に
つ
い
て
実
施
す
る

13
。

 

年
2
回
、
た
だ
し
、
サ
イ
ク
ル

3
年
目
は
年

1
回

 
 

• 
稼
働
期
間
が

12
0
日
未
満
の
事
業
場
は
年

1
回
で
よ
い

 
• 

8
か
月
以
上
工
場
を
稼
働
し
て
い
な
い
場
合

は
、
試

験
を
実

施
・
報

告
し
な
く
て
よ
い

 
• 

規
制
適
用
か
ら

6
カ
月

以
内
に
、

6
回
の
試
験

結
果
が
提
出
さ
れ
た
場
合
は
、
そ
の
後
は
年

1
回
で
よ
い

 

韓
国

8  

下
水
処
理
場

 
月

1
回

 
TU

 (=
10

0/
EC

50
) <

1 
• 

基
準

を
超

過
し
た
時

点
で
改

善
命

令
と
な
る

（
段

階
的

に
下
さ
れ

る
、
最

大
8
カ
月

未
満

）
。

 
• 

改
善
効
果
が
み
ら
れ
な
っ
た
場
合
は
最
大

20
日

間
の

操
業

停
止

と
な
る
場

合
が

あ
る
（

20
13

年
1
月
ま
で
に
操
業
停
止
と
な
っ
た
施
設
は
な

し
） 

• 
塩
類
が
原
因
で
、
排
出
先
が
海
域
の
場
合
、

専
門
委
員
会
の
承
認
を
得
ら
れ
れ
ば
、
改
善

命
令
は
免
除
さ
れ
る
。
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1

毒性削減評価
(TRE: Toxicity Reduction Evaluation)

情報およびデータ収集
施設及びプロセス概要
用水・排水の監視データ
処理方法

施設の運転管理
方法の評価

使用化学薬品
の評価

処理システムの
評価

TRE終了
フォローアップ

毒性物質が検出される処理プロセス,
発生源を特定する(化学分析など)

毒性削減方法の選択と実施

効果の確認、TIE終了
フォローアップ

１
段
階

２
段
階

３
段
階

４
段
階

５
段
階

6
段
階

生物応答試験の結果
影響あり

効果なし 効果あり

毒性要因評価
(TIE: Toxicity Identification Evaluation)

Phase1 : 毒性物質の特徴化(物理化学的な前処理 ＋生物応答手法)
Phase2 : 毒性物質の絞込み(化学分析,追加の前処理＋生物応答手法)
Phase3 : 毒性物質の確認(生物応答手法など)

毒性発生源調査

毒性削減方法の評価

処理手法改善の評価 発生源制御の評価

事
業
所
内
で
実
施

実
験
室
ス
ケ
ー
ル
で
実
施

事
業
所
内
で
実
施

毒性の削減・効果の確認

毒性原因物質群を
特定

毒性原因物質群が
不明

米国における WET 試験を活用した排水改善（TRE）手法について 

 

 

１ 排水改善手法の概要 

生物応答手法を用いた排水管理の運用においては、生物応答手法を用いて排水を評

価した後、影響があると判定された排水に対し、適切な改善措置を実施することも重

要な管理の一環となる。米国や韓国では、排水改善が義務づけられており、改善手法

に関するガイダンス文書が作成されている。この手法は米国で毒性削減評価（TRE：

Toxicity Reduction Evaluation）と呼ばれる手法で、米国環境保護庁（US EPA）に

よって、手法の概要や標準的な手順を解説し、適用事例を紹介したマニュアルが公表

されている*1～3。また、これらのマニュアルでは、産業系事業場と下水処理施設を区

別しつつ、WET 試験を活用した排水改善等の事例も紹介している（別紙）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 毒性削減評価（TRE）の概要と手順 

 

米国の TRE マニュアルに基づいた TRE の実施手順について図 1に示す。主に 6段階

から構成され、第 1段階では、使用化学物質や処理方法等の情報収集を行い、第 2 段

TRE の効果の確認と

フォローアップ

別添３ 
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階では、収集した情報を基に施設の運転管理方法、使用化学薬品及び処理システムの

評価・見直しを行い、適切な低減対策を実施し、その効果を確認する。影響が低減さ

れた場合、TRE は終了するが、影響低減が図れなかった場合、毒性原因を特定するた

め、第 3 段階の毒性同定評価（TIE: Toxicity Identification Evaluation）へと進

む。ここでは、生物応答手法と化学分析を併用するなどして、排水影響の原因となる

化学物質（群）を実験室レベルで明らかにし、あるいは削減手法を特定する。第 4 段

階では、第 3段階で原因化学物質（群）が特定されている場合、その物質を使用して

いる工程の洗い出しや処理方法の検討を行うが、特定できなかった場合には、生物応

答試験を用いて生物への影響が最も大きい排水路（工程）の特定を行う等して、原因

物質が使用されている発生源を特定すべく努力する。第 5段階では、特定された原因

物質や発生源に対して適切な改善方法の検討を行い、削減を実行する。最後に、第 6

段階で削減の確認を行う流れとなっている。 

 

２ 排水改善手法の標準的な手順 

［第 1段階］情報及びデータ収集 

第 1段階では生物影響が検出された排水について、用水・排水の水質モニタリング

データ、生産品目やその製造方法および使用化学物質についての情報、排水処理施設

に関するデータ、排水規制に関する情報などを収集する。 

 

［第 2段階］処理工程の最適化 

第 2段階では第 1段階で得られた情報を基に、使用化学物質と現行の排水処理につ

いて評価し、以下の 3つの負荷削減対策のいずれか（またはすべて）を実施する。 

・使用化学物質の見直し 

代替品への変更や使用量の削減 

・処理手法の見直し 

既存の処理システムの処理性能が最大になるよう改善する。例えば、粉末活性

炭投入量の変更、活性汚泥法の汚泥滞留時間の延長などが挙げられる。 

・処理施設の運転管理方法の改善 

施設清掃や廃棄物管理の方法、化学物質を取り扱う機具やエリアの管理方法、

排水経路の見直しや、漏水の確認などを行う。 

この段階で問題となった排水の影響を削減できた場合 TRE は終了となる。しかし、

削減できない場合は第 3段階の毒性同定評価（TIE）を実施する。 

 

［第 3段階］毒性同定評価（TIE） 

第 3 段階では、排水影響の原因となる化学物質（群）やそれらを削減することがで

きる処理手法を特定する。原因推定の基本的な考え方は、排水に実験室レベルで物理

化学的な前処理を行った後に生物応答試験に供し、未処理の排水に対して影響が低減

した場合、処理によって除去・分画された物質（群）を原因と推定するというもので

ある。例えば金属のキレート処理後の排水の生物影響が低減した場合は、金属類が主

要な原因物質群として推定される。具体的には以下の 3 つの手順 Phase 1～3 により
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構成される。 

Phase 1 では、どのような物理的・化学的特性の化学物質群が生物影響に寄与して

いるのか、排水影響や原因物質の特徴を整理する。排水処理を模した物理化学的な処

理や特定の物質群を除去できる前処理（pH 調整、エアレーション、活性炭・吸着剤・

イオン交換樹脂処理、チオ硫酸ナトリウム添加等）を実験室レベルで行い、未処理排

水とともに生物応答試験に供して、生物影響が低減されるかを評価する。生物影響が

低減された場合、処理によって除去・分画された化学物質群を主要原因と推定する。 

Phase 2 では、Phase 1 において主要原因と推定された化学物質群が広範囲にわた

る場合に、さらに絞り込みを行う。Phase 1 と同様に排水の物理化学的な前処理と生

物応答試験により、排水中の特定の物質群の生物影響を確認するとともに、化学分析

を併用して物質の同定を試みる。このとき、検出された化学物質について、各試験生

物に対する感受性データが入手可能な場合は、最大無影響濃度等と排水中濃度を比較

し、排水中濃度の方が高い場合は原因物質候補とする。ただし、個別物質では毒性レ

ベルに達していなくても、複数の物質と合わさることで相乗的な影響を引き起こして

いる場合や、反対に毒性が相殺されている場合があるため、Phase 3 における確認が

必要不可欠である。 

Phase 3 では、Phase 2 で推定された原因物質（群）候補が、排水の生物影響に寄

与しているかどうか確認試験を行う。確認方法は物質により様々であるが、主に、生

物影響のない処理排水や試験用水等に原因物質（群）候補を添加して生物応答試験に

供し、元の排水と同程度の生物影響を示すか否かで判断する。 

TIE で大切なことは、排水が有する毒性の原因物質（群）の名前を明らかにするこ

とではなく、原因物質（群）の特性すなわち生物への影響の度合い（毒性負荷）を把

握することである。具体的には、TRE/TIE 手法では、排水に対してまず何らかの処理

を行い、その処理後に生物影響が削減された場合、その処理によって削減された物質

の中に原因物質が含まれていたと考える。この時に把握した削減方法は、第 5段階で

実施する効果的な排水改善方法のヒントになる。 

例えば、キレート処理によって金属を除去して毒性が削減された場合、原因物質

（群）は金属の可能性が高く、金属を除去するような排水処理方法を導入すれば毒性

が低減されることが期待できる。また、排水の pH を一度アルカリ側にして沈殿処理

を行い、もう一度中性に戻して試験した結果毒性が削減された場合、アルカリ側で分

解または沈殿する物質群が原因物質の可能性がある。ただし、この場合はアルカリで

分解する物質としては様々な有機化合物が、沈殿する物質としては様々な重金属類が

考えられるため、これだけで原因物質を推定できるわけではない。しかし、処理工程

に pH 調整の工程を加えることで、特定の原因物質は分からなくても、影響を低減す

ることは可能となる。 

 

［第 4段階］発生源評価 

第 4段階では、第 3段階で原因物質（群）が特定された場合、ピンポイントでその

最適な処理を行うため、その物質（群）がどの工程で発生しているか特定を試みる。

発生源であると疑われる工程の排水を用いて、原因物質（群）の化学分析または生物
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応答試験を実施し、影響を及ぼしている工程を特定する。第 3段階で原因物質（群）

が特定されていない場合は、生物応答試験のみを用いて、最も生物影響が大きい排水

経路の特定を試みる。発生源の見当がつかない場合は、最終放流口から排水経路をさ

かのぼり、生物応答試験または化学分析の結果から発生源を特定する。 

 

［第 5段階］排水改善方法の選択と実施 

第 5段階では、第 3段階、第 4段階で特定された原因物質や発生源に対して、排水

改善方法を検討・実行する。原因物質の発生源の処理プロセスを見直し、原因物質が

生成されないようにする方法と、発生した原因物質を適切な処理により除去する方法

の 2通りのアプローチがある。現実に原因物質を除去するためにどのような手法を選

択するかは TIE の結果を参考にした上で利用可能な最善の手法（BAT：Best Available 

Technology/Technique）を事業者が判断する。 

 

［第 6段階］確認とフォローアップ 

第 6段階では、生物応答試験による定期的なモニタリングを実施して、排水の生物

影響が規制基準等を達成するレベルまで改善したかを確認する。特定した原因物質の

モニタリングを行うこともある。削減効果が確認されれば TRE は終了となる。 

 

*1)US EPA, Generalized Methodology for Conducting Industrial Toxicity Reduction 

Evaluations (TREs), EPA/600/2-88/070(1989) 

*2)US EPA, Toxicity Reduction Evaluation Guidance for Municipal Wastewater 

Treatment Plants, EPA/833B-99/002(1999) 

*3)US EPA, Clarifications Regarding Toxicity Reduction and Identification 

Evaluations in the National Pollutant Discharge Elimination System 

Program(2001) 
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米国WETに係る制度を評価した文献の例

●1995年に、米国のWET試験に係る制度の運用状況等をレビューする専門家のワークショッ
プが開催。その中でWET試験については、「紛れもなく有効だが（他のツールと同様に）多く
の不完全性がある」*として、次のとおり有効性、課題等が整理されている。

＊原文：Current WET testing is undeniably useful but has a number of imperfections (as does any tool).

概要

0（出典）Ausley, Environmental Toxicology and Chemistry, Vol. 19, No. 1, pp. 1–2, 2000
Chapman, Environmental Toxicology and Chemistry, Vol. 19, No. 1, pp. 3–13, 2000

項目 主な課題 米国ＥＰＡでの対応

有効性 変動性 • WET試験には試験内変動、試験機関内および試験機関間
の変動があり、2倍程度の差は許容されているため、規制
で明確な線引きをするのは適当ではない。

• NPDESでWET試験結果を用いる場合は、認可制限値を平

均値で表すか、より変動の小さい試験を用いることを提案
（Mountら、1998）。

• あるいは標準物質試験と同じようにControl chartを用いて

管理し、許容可能な反応レベル、変動レベルを決めて、許
容可能な(変動)下限値を決める。

• 1つの試験結果ではなく、非達成率に基づくべき（Diamond
ら、1999, 2000）の提案に一致。

• 結果表記にECxを用いるか仮説検定（NOEC）を用いるか？

ガイダンス等を改訂し、排水の変
動を考慮したLimitやTriggerの設
定方法や直近10回の結果の
Limitからの逸脱を評価する
等、”Step-wise approach”の評価
方法や、PMSD等を用いた精度基
準などを記載

（運用評価方法関連）
・USEPA, EPA 832-B-04-003, 2004
（試験法関連）
・Federal register 40 CFR Part
136.3, 2002
・USEPA, EPA-821-B-00-004, 2000.

別添４

米国WETに係る制度を評価した文献の例（続き)

1

項目 主な課題 米国ＥＰＡでの対応

有効性 生物種による違い • 試験生物と生息生物の感受性は同じではない。
• 試験生物間でも感受性や耐性は異なる（→複数

種の利用、ミジンコとして何を使うか？）
• 遺伝系統による差もある。

• 地域固有種（カゲロウ、西海岸海産
生物種など）の試験の確立（USEPA,
1995 など）

実験室と受水域の
違い

• 受水域では環境条件や生物の状態によって影
響を受けるが、実験室では制御されている。

• 特に餌の影響を受けるのでニセネコゼミジンコの
試験では厳しく標準化されている。

• 個別曝露と集団曝露で違いが出ることもある。

• 希釈に実験室の飼育水を用いる場
合、水質（pHや硬度）を受水域の水
に合わせてもよい (USEPA, 2000)

• 生物調査との併用 (USEPA, 2010)

保護のレベル 過大保護 • WET試験は以下の4つの理由からワーストケー
スの試験である。

• ①試験環境が通常の生息環境と異なる、②曝
露・毒性を低減させる環境プロセスが存在しない、
③生物の馴化や適応がない、④必須元素が不
足している恐れ（＝感受性が高い可能性）

• また自然由来の汚染域での評価を想定していな
い（上流域より低いレベルでラボで影響が出る）。

• 非汚染物質以外の要因（例：硬度）に弱い恐れ。

特になし

過小保護 • WET試験は4つの理由から過小保護にもなりうる。

• ①最も感受性の高い生物は飼育・試験できない、
②受水域での環境ストレスを受けない、③水経
由の曝露のみ想定（餌経由曝露が重要な時あ
り）、④行動異常などすべてのエンドポイントを見
ていない

USEPA, 1995 EPA/ 600/R-95/136, 1995. USEPA, EPA-821-B-00-004, 2000。
USEPA, National Pollutant Discharge Elimination System (NPDES) Permit Writers’ Manual, EPA-833-K-10-001, 2010.113



米国WETに係る制度を評価した文献の例（続き)

2（出典）Chapman, Environmental Toxicology and Chemistry, Vol. 19, No. 1, pp. 3–13, 2000.
USEPA, EPA-833-K-10-001, 2010; USEPA, EPA-821-B-00-004, 2000

項目 主な課題 米国ＥＰＡでの対応

保護のレベル 保護レベルの不確実
性

• WET試験では保護レベルが過大なのか過小なの
か5つの理由からはっきりしない可能性がある。

• ①生物的および非生物的要因、②間欠曝露、③
環境中の混合物と様々な反応を生じる可能性、④
環境中での適応（エネルギー消費）、⑤ホルミシス
（対照区より応答が増強）

• 環境中での影響は野外生物モ
ニタリングによって評価する
(USEPA, 2010)

• 濃度依存性のない結果に関す
る解釈ガイドラインを提供
(USEPA, 2000)

実環境との比較 • 1980年代に実施した排水影響を受けた河川の

調査では、排水の魚類ミジンコに対する影響と
下流の生物相への関連性が示されたが、河川
水毒性が高く生物相影響が知られた事例に限ら
れているとの批判あり。

• 河川水毒性が十分高くない場所での定量的な比
較はあまりなく、WET試験や野外生物調査の結
果の不確実性により複雑になる。

• Diamondらの250排水のWETと河川生物調査の
結果によると、河川中排水濃度が80%以上で、
影響が明確なとき以外、両者は一致しない。

• Sarakinos and Rasmussenらによると、野外調査の

結果から推測した排水の影響は、実験室で得ら
れた排水の影響より大きく、野外への外挿に安
全係数（欧州では8程度）が必要。

• In site毒性試験または生態系レベルの試験は長

期に行えば、最も実環境に近い条件を提供でき
る。

米国WETに係る制度を評価した文献の例（続き)

3
（出典）USEPA, EPA 832-B-04-003, 2004; Federal register 40 CFR Part 136.3, 2002; USEPA, EPA 833-R-10-003, 2010.

項目 主な課題 米国ＥＰＡでの対応

リスク評価 有害性（ハザード）
評価とリスク評価

• WETは生態リスク評価の第一段階のハザード評価に当たる。
• 1つのWET試験が基準を超過したからと言って、環境影響の

潜在的可能性が大きいわけではない。

• WET試験、化学分析、生物

調査の結果は原則、独立に
評価する（どれか1つでも非

遵守ならば非遵守）が、例
外もあり

• 化学物質のLimitで基準が
十分達成できる場合、WET
試験のLimitを化学物質の
Limitで代替しても良い
(USEPA, 2004)

• 深刻な生態影響が起きるか
もしれない前に予測・防止す
るため、排水を管理する方
法としてWET試験を用いる
(USEPA, 2004)

適切でないWET試
験の使い方

• WETだけではハザードは特定できてもリスクは特定できない。
• USEPAの「毒性試験、化学分析、野外群集」をそれぞれ独立

にハザード評価に使い、リスク評価に移行しないのは誤った
使い方。

リスク評価（Risk
assessment）

• リスク評価は独立ではなく協同で適用するべき。

• 試験生物へのリスクは定量化できるが、実環境情報なしに、
直接、受水環境リスクにつなげることはできない。

適切なWET試験の
使い方

• WETは問題のある排水を特定・描出するのに適切（ハザード
ランキング）。

• 正式なリスク評価のスクリーニングとして使うなら、一度詳細
試験で排水の特徴が分かったら、限界試験（100%排水と対
照区のみ）を多くやるほうが良い。

• 受水域でのワーストケースの希釈濃度より、採水・試験時の
希釈濃度を使うべき。

• WET試験は将来の低水量時での排水毒性を予測し、確実な
予防方法（TRE/TIE）を提供するもの（Marshall、1999）。

• WET試験は意思決定のWeight of evidenceアプローチの一
部で、化学分析と受水域の生物調査と併用すべき。

• 3種の生物で試験後、最も

感受性の高い種で継続モニ
タリングしてよい (USEPA,
2004)

• 限度試験での適切な統計手
法の開発 (USEPA, 2010)
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LOEC Lowest observed effect concentration

p<0.05
NOEC No observed effect concentration LOEC

p<0.05
p

p<0.05

ICx x% Inhibition concentration
x% LC EC

L: Lethal, E: Effect
%

1
CV coefficient of variation

3

4

DAY0 DAY3~4 DAY5                DAY8~16**4

*

10 (15 )
50mL
4

26 1
12~16h

OECD Test guideline 
212

Danio rerio Oryzias latipes

* : 5
14

**

5
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5

1 1
24

1
15mL
10

or 3

10

DAY0 DAY3~4 DAY8

3 3

8

6 3 3

15
20

Environment Canada
US-EPA WET

25 1
16h 8h
+YCT

Ceriodaphnia dubia

6

DAY-4 DAY-2 0h 24h   48h   72h

5000cells/mL
24h

5000cells/mL
100mL
3
6

100rpm
23 1
24h

60~120 mol/m2/s)

OECD Test guideline 
201

Psuedokirchneriella subcapitata

2~4

Control
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NOEC

7

LOEC: Lowest observed effect 
concentration (

LOEC LOEC

NOEC: No observed effect concentration (
LOEC 1

NOEC

1 2 3 4

*

** 
** 

LOECNOEC

LC50 Icx

log

LC50 50
Lethal concentration X% ICx X Inhibition 
concentration

8Log

(
)

50

0

100

g

LC50 IC50
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9

9 1 9

1 9
( ) ( )

( ) ( ) ( )
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9
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11

100%
80%

40% 20% 10% 5%

2011 10~12

12

0.7 m Whatman 60L

5L 

0.22 m

120



NOEC IC25

13

NOEC No observed 
effect concentration

IC25 25% inhibition 
concentration

US-EPA WET
US-EPA, 2002

IC25 CV
US EPA (2002) EPA-821-R-02-013

25%

R
Rstudio

Log

25 IC25

1 2 3 4

*

* 

* 

LOECNOEC

Bartlett Dunnett

Steel

14

80%

70%

60%

6 3
3

15

20

16 

35%

7%
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15

NOEC ( %)

T1* 80 80 80 80
T2* 40 80 40 40
T4* 80 80 80 80
T5* 40 80 40 40
T6* 80 80 80 80
T7* 80 80 80 80
T8 40 80 40 40
T9 80 80 80 80

65 80 65 65
80 80 80 80

CV (%) 30 0 30 30

* GLP

16

NOEC
40% 1

1/2 2
IC25 =65 CV=42% (n=5)

GLP T8 T9
IC25 = 67% CV=19%

NOEC IC25

80% 25%
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17

WET
10 (2001 ) USEPA

NOEC
30% 1

IC25 =42 CV=36% (n=8)

NOEC

30%

IC25

USEPA
1991 WET

IC25 CV=73%(n=155)
2001

IC25 CV=35%(n=34)

18

USEPA

NOEC
20% 1/2 2

IC25 =70 CV=20% (n=8)

NOEC IC25

USEPA
IC25 CV=34% n=21)

( )USEPA 96
72
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23

9
NOEC 1

1/2 2

23

19

2011 23 11

(%)
(%)a

(CV%)b

95.2 0.00 29.0

82.0 3.70 35.0

100 0.00 20.0

98 4.35 20.9

63.6 0.00 34.3

97.7 0.00 41.3

100 0.00 26.0

100 0.00 10.5

94.4 0.00 38.5

100 0.00 43.8

a b 
(CVs) LC0 IC25 CVs

US 40 CFR Part 136, 2002.WET
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24

21

A

A
NOEC (%) 5 5
EC50 (%)

(95% )
18

(17-20)
40 

(38-42)
NOEC (%) <5 <5
EC50 (%)

(95% )
0.89 

(0.59-2.3)
4.2

(2.7-7.8) 

NOEC (%)

80 80
80 80
80 80
80 80

22

3
NOEC 5%
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B

NOEC (%) 80 <5 
EC50 (%)

(95% ) >80 >80

NOEC (%) 5 10
EC50 (%)

(95% )
15

(11-22)
23

(16-35)

NOEC (%)

80 40
80 40
80 40
80 40

23

pH

C

C
NOEC (%) 5 <5
EC50 (%)

(95% )
16

(14-17)
11

(10-12)
NOEC (%) 5 <5
EC50 (%)

(95% )
8.3

(6.0-11)
4.5

(1.1-6.6)

NOEC (%)

5 <5
20 20
5 20
5 <5

24

3
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25

25

25 10

USEPA
*

L1 L10
( ) ( ) ( ) ( ) 

( ) ( ) 
( ) ( ) ( ) ( )

NaCl
NaCl

K2Cr2O7

26
*USEPA (2000) EPA 833-R-00-003127



MSD (Minimum of significant difference)

Dunnett

d: Dunnett 5%
MSw: 
n1: n: 

PMSD (Percent of minimum significant difference) MSD

Dunnett
US EPA PMSD 10

90 PMSD 

CV

90% US EPA 27

NaCl

28

IC25: 0.72 4.10 g/L
(Mean) 2.25 g/L

(SD) : 1.09 g/L
(CV): 48%

Mean 2SD: 0.07 4.43 g/L

IC25

US EPA
IC25 73 6 )
: 2.6 g/L

CV: 25%
CV: 11%

IC20 NOEC

NOEC IC20

0.72

4.10
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PMSD CV

ID PMSD Control 
CV

L1 14% 3%
L2* 19% 4%
L3* 21% 4%
L4 11% 7%
L5* 34% 10%
L6 18% 6%
L7* 21% 8%
L8* 20% 4%
L9* 37% 16%
L10 9% 0%

Mean 21% 6%

29

US EPA
205

PMSD 10% 9.4% 90% 35%
CV 10 3.5 90

20

PMDS L9 37% US
EPA 90%

Control CV US EPA 90%

CV=48%
*GLP

NaCl

30

IC25: 0.47 1.48 g/L
(Mean) 0.87 g/L

(SD) : 0.39 g/L
(CV): 45%

Mean 2SD: 0.09 1.65 g/L

IC25

US EPA 23 292
IC25

: 0.92 g/L
CV: 32%
CV: 29%

IC25 NOEC/LOEC
IC25 NOEC
LOEC
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PMSD CV

ID PMSD Control 
CV

L1 14% 22%
L2* 35% 40%
L3* 32% 42%
L4 17% 29%
L5* 27% 47%
L6 24% 37%
L7* 17% 25%
L8* 14% 14%
L9* 21% 24%
L10 18% 9%

Mean 22% 29%

31

US EPA 393

PMSD 10% 11% 90% 37%
CV 10 9 90

42

PMDS US EPA 90%

Control CV L5(47%) US
EPA 90%

*GLP

K2Cr2O7

32

IC25: 0.45 1.01 mg/L
(Mean) 0.64 mg/L

(SD) : 0.18
(CV): 28%

IC50: 0.78 1.53 mg/L

IC25

US EPA 7 a

CV: 21%
GLP5 IC50b

0.96 mg/L
CV: 10%

IC5 LOEC

NOEC IC5

a: USEPA (2001) EPA 821-B-01-004 b: 2006 18 11
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PMSD CV

ID PMSD Control 
CV

L1 3% 1%
L2* 3% 1%
L3* 5% 2%
L4 2% 1%
L5* 4% 2%
L6 7% 4%
L7* 3% 2%
L8* 3% 2%
L9* 6% 0%
L10 2% 1%

Mean 4% 2%

33

US EPA 85
( )

PMSD 10% 9.3% 90% 23%
CV 10 3.4 90

17

PMDS US EPA 90%

Control CV US EPA 90%

( )USEPA 96 72
*GLP

25

US EPA 

WET 8 1999
34 10

34
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35

36

23.2 SD 1.4 CV 6%
2SD 20.5 26.0

CV 6 37% 14% USEPA CV 42%

25 30 18 20
NOEC IC25

USEPA, 2000

<20

+2SD

-2SD
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PMSD %

37

LOECNOEC

5% 10%       20% 40% 80%

*

* 

* 

* 

MSD

C0 MSD

PMSD MSD C0 100

PMSD

C0

C0 MSD

C0

C0 MSDS

MSD

PMSD
PMSD

38

5% 10%  20% 40% 80%

* 
* * 

5% 10%   20% 40% 80%

*
* 

* * 

NOEC NOEC
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40

a The precision of the data warrants only three significant figures. When determining agreement with these values, one may round off values to two 
significant figures (e.g., values >3.45000... and #3.5000... are rounded to 3.5). Method 1009.0 (red macroalga) is not reported because it is inadvisable to 
characterize method variability using only 23 tests from just two laboratories.
b EPA did not assign method numbers for acute methods in EPA/600/4-90/027F. The numbers assigned here were created for use in this document and in 
related materials and data bases.
c G = growth, R = reproduction, S = survival. d CVs were calculated using untransformed control means for each test.
e An MSD of zero will not occur when the EPA flow chart for statistical analysis is followed. In this report, MSD was calculated for every test, including those 
for which the flow chart would require a nonparametric hypothesis test. EPA recommends using the value 4.2 (the 10th percentile shown for the fathead 
minnow acute test) in place of zero as the 10th percentile PMSD (lower PMSD bound) for the sheepshead minnow acute test.

USEPA (2000) 
EPA 833-R-00-003
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Calabrese EJ (2013) 
Environ. Pollut. 182, 452-460
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USEPA (2000) Method Guidance and Recommendations for Whole Effluent Toxicity 
(WET) Testing (40 CFR Part 136), EPA 821-B-00-004

What are some patterns of concentration-response relationships 
typically seen in WET test data?
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http://www.nies.go.jp/kenkyu/yusyo/suisei/index.html
70 US EPA 1994

NIES-R
HP

http://mcc.nies.go.jp/index.html

Daphnia magna
CloneA

OECD
3,4

EC50 ( /L)EC50 ( /L)
OECD (1997) Report of the Final Ring Test of 

the Daphnia magna Reproduction test
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環境基準と排水基準の関係
（平成 29年 11 月末時点） 

 ０．はじめに

○環境基準：環境基本法に基づく政策上の目標。水質環境基準では、概ね年間平均値で評価。
○排水基準：水濁法に基づく原則最大値として定められる超過には罰則等を伴う法的拘束力のある基準。

 １．健康項目

項目名（注１） 
環境基準（注２） 排水基準（水質汚濁防止法） 関係（倍率） 

（排水基準値／環境基準値 等） 対象：公共用水域 対象：排出水 

カドミウム 
【カドミウム及びその化合物】 

0.003mg/L 以下 0.03mg/L  10 倍 

全シアン 
【シアン化合物】 検出されないこと １mg/L  

環境基準に係る公定法の定量限
界（0.1mg/L）の 10 倍 

【有機燐化合物】 ―（注３） １mg/L （注４） 
－ 

（環境基準が設定されていた間は、公
定法の定量限界（0.1mg/L）の 10 倍） 

鉛 
【鉛及びその化合物】 0.01mg/L 以下 0.1mg／L 10 倍 

六価クロム 
【六価クロム化合物】 

0.05mg/L 以下 0.5mg/L  10 倍 

砒
ひ

素 
【砒素及びその化合物】 

0.01mg/L 以下 0.１mg /L  10 倍 

総水銀 
【水銀及びアルキル水銀その
他の水銀化合物】 

0.0005mg/L 以下 0.005mg/L  10 倍 

アルキル水銀 
【アルキル水銀化合物】 

検出されないこと 検出されないこと －（生物濃縮等を考慮） 

PCB 
【ポリ塩化ビフェニル】 

検出されないこと 
（公定法の定量限界：

0.0005mg/L） 
0.003mg/L 

生物濃縮等を考慮しても問題がない
環境水中濃度（0.0003mg/L）の 10 倍 

ジクロロメタン 0.02mg/L 以下 0.2mg/L 10 倍 

四塩化炭素 0.002mg/L 以下 0.02mg/L 10 倍 

1，２-ジクロロエタン 0.004mg/L 以下 0.04mg/L 10 倍 

1，1-ジクロロエチレン 0.1mg/L 以下 １mg/L 10 倍 

シス-1，2-ジクロロエチレン 0.04mg/L 以下 0.4mg/L  10 倍 

1，1，1-トリクロロエタン １mg/L 以下 3mg/L  
3 倍 

(排水基準設定当時の水道水質基準
(0.3mg/L)の 10 倍) 

1，1，2-トリクロロエタン 0.006mg/L 以下 0.06mg/L 10 倍 

トリクロロエチレン 0.01mg/L 以下 0.1mg/L 10 倍 

テトラクロロエチレン 0.01mg/L 以下 0.1mg/L 10 倍 

1，3-ジクロロプロペン 0.002mg/L 以下 0.02mg/L 10 倍 

チラウム 0.006mg/L 以下 0.06mg/L 10 倍 

シマジン 0.003mg/L 以下 0.03mg/L 10 倍 

チオベンカルブ 0.02mg/L 以下 0.2mg/L 10 倍 

ベンゼン 0.01mg/L 以下 0.1mg/L 10 倍 

セレン 
【セレン及びその化合物】 

0.01mg/L 以下 0.1mg/L 10 倍 

硝酸性窒素及び亜硝酸性窒素【ア
ンモニア、アンモニウム化合物、亜
硝酸化合物及び硝酸化合物】 

10mg/L 以下 
１L につき、アンモニア性窒素に
0.4 を乗じたもの、亜硝酸性窒素
及び硝酸性窒素の合計量 100mg 

10 倍 

ふっ素 
【ふっ素及びその化合物】 

0.8mg/L 以下 
（海域を除く） 

8mg/L 
（海域への排出は 15 mg/L）（注５） 

10 倍 
（海域：－） 

ほう素 
【ほう素及びその化合物】 

1mg/L 以下 
（海域を除く） 

10mg/L 
（海域への排出は 230mg/L）（注６） 

10 倍 
（海域：－） 

1,4-ジオキサン 0.05mg/L 以下 0.5mg/L 10 倍 

（注１）環境基準に合わせたもの。環境基準と排水基準で項目名が異なる場合、【】内が排水基準のもの。（生活環境項目も同様）
（注２）全シアン（最大値で評価）を除き、評価は年間平均値。
（注３）有機燐に係る環境基準は、現在は設定されていないが、昭和 45 年から平成５年までの間は設定されており、当時の基準は「検出され

ないこと」とされていた。
（注４）パラチオン、メチルパラチオン、メチルチルトン及びＥＰＮに限る。
（注５）現行基準の見直し前（生活環境項目とされていたとき）の値を考慮。
（注６）関係業種の排水実態、適用可能な排水処理技術、耐用摂取量等を考慮。

参考６ 
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 ２．生活環境項目

※BOD など、実際には地域に応じ上乗せ基準が設定されている場合が多い項目があることに注意。 

※環境基準設定項目をベースに記載。 

項目名 
環境基準（注１、注２） 

排水基準 
（水質汚濁防止法） 

関係（倍率） 
（排水基準値／環境

基準値） 水域 対象：公共用水域 対象：排出水 項目毎の考え方等 

水素イオン濃度 
(ｐＨ) 

河川 6.0～8.5 
5.8～8.6 

一般家庭下水を簡
易な沈殿法処理して
得られる数値と同等
のもの（地域毎に上
乗せ基準を設定） 

― 
（排水基準そのものに 

幅がある） 
湖沼 6.0～8.5 

海域 7.0～8.3 5.0～9.0 

生物化学的酸素要
求量(ＢＯＤ) 河川 ≦1～10mg/L 

160mg/L 
（日間平均 120mg/L） 同上 16～160 倍（最大値で） 

化学的酸素要求量
(CＯＤ) 

湖沼 ≦1～8mg/L 160mg/L 
（日間平均 120mg/L） 同上 

20～160 倍（最大値で） 

海域 ≦2～10mg/L 16～80 倍（最大値で） 

浮遊物質量(ＳＳ) 河川 ≦25～100mg/L 等（注３） 200mg/L 
（日間平均 150mg/L） 同上 

2～8 倍（最大値で） 

湖沼 ≦25～100mg/L 等（注３） 2～8 倍（最大値で） 

溶存酸素量(ＤＯ) 河川 2～7.5mg/L≦ 

― ― ― 湖沼 2～7.5mg/L≦ 

海域 2～7.5mg/L≦ 

大腸菌群数 河川 ≦50～5,000MPN/100mL 

日間平均 3000 個/cm3 

下水道法の技術上
の基準に準じて塩
素殺菌法によって確
保し得る数値 

― 
（評価単位が異なる） 

湖沼 ≦50～5,000MPN/100mL 

海域 ≦1,000MPN/100mL 

n-ヘキサン抽出物
質(油分等) 
【ノルマルヘキサン
抽出物質含有量】 海域 検出されないこと 

（鉱油類）5mg/L 

環境基準に係る公
定法の定量限界の
10 倍（定量限界以
下でも着臭の場合
があるため） 

10 倍 

（動植物油脂類）
30mg/L 

汚水処理技術等を
考慮 

60 倍 

全窒素 
【窒素含有量】（注４） 

湖沼 ≦0.1～1mg/L 120mg/L 
（日間平均 60mg/L） 

一般家庭下水を簡
易な沈殿法処理して
得られる数値と同等
のもの（地域毎に上
乗せ基準を設定） 

120～1200 倍（最大値で） 

海域 ≦0.2～1mg/L 120～600 倍（最大値で） 

全燐 
【燐含有量】（注４） 

湖沼 ≦0.005～0.1mg/L 16mg/L 
（日間平均 8mg/L） 

160～3200 倍（最大値で） 

海域 ≦0.02～0.09mg/L 177～800 倍（最大値で） 

全亜鉛（注５） 

【亜鉛含有量】 河川 ≦0.03mg/L 

2mg/L 

一般的な排水処理
技術で現実的に適
用可能な濃度水準、
諸外国の排水規制
動向、自治体の上
乗せ基準の適用状
況等を考慮 

約 67 倍 

湖沼 ≦0.03mg/L 約 67 倍 

海域 ≦0.01～0.02mg/L 100～200 倍 

ノニルフェノール（注

５） 
河川 ≦0.0006～0.002mg/L 

― ― ― 湖沼 ≦0.0006～0.002mg/L 

海域 ≦0.0007～0.001mg/L 

アルキルベンゼン
スルホン酸及びそ
の塩（LAS）（注５） 

河川 ≦0.02～0.05mg/L 

― ― ― 湖沼 ≦0.02～0.05mg/L 

海域 ≦0.006～0.01mg/L 

底 層 溶 存 酸 素 量
（底層 DO） 

湖沼 2.0～4.0mg/L≦ 
― ― ― 

海域 2.0～4.0mg/L≦ 

（注１）生活環境項目では、具体的な環境基準の値は水域に応じてあてはめられる類型によるが、ここでは排水基準との比較をしやすくするた
め、全ての類型における環境基準の範囲等を記載している。

（注２）全窒素、全燐、全亜鉛、ノニルフェノール及び LAS は年間平均値、他は日間平均値で評価。
（注３）値以外で表現される基準があるため、「等」としている。
（注４）排水基準は、環境大臣が定める湖沼、閉鎖性海域及びこれらに流入する公共用水域に限り適用。
（注５）水生生物保全環境基準。なお、ノニルフェノール及び LAS については、中央環境審議会水環境部会排水規制等専門委員会において、

必要な排水対策について検討中。（平成 29 年 11 月末時点）
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