
第一回生態影響試験チャレンジテストの結果
Part2;様々な生態影響試験

国立研究開発法人国立環境研究所
環境リスク・健康研究センター

生態毒性標準拠点

○鑪迫典久 、阿部良子



Å生物応答を用いた排水管理手法で推奨されている3種試験法以
外の試験法を排水（複合化学物質、環境水）の評価に使えない
か？

Å本法として、または代替法、簡易法としての可能性を探る。



ヒメダカのTG212(試験機関20, 24)
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20 11 17 >80 >80 >80 >80 <1.25

24 11.7 17 100 100 100 100 1

※14日までをふ化とする

まとめ
ゼブラフィッシュ以外にメダカも試験魚
として使用できるが、試験期間が長く、
試験が容易ではない。
ラボ20は、検出できなかった。
ラボ24は孵化遅延があり、ゼブラフィッ
シュと同じMOAが認められたた。
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ヒメダカOECDTG212(試験機関20, 24)



ジャワメダカ(Oryzias javanicus )ばく露比較
(試験機関24；鹿児島大学 宇野先生)

写真:NBDC HPより
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ジャワメダカばく露比較(試験機関24)

①27℃下で約8時間放置した胚を孵化するまで排水暴露
②産卵後5日間は人工海水で胚を飼育後、排水暴露（産卵後6日目より暴露開始）
③27℃下で約8時間放置した胚を10日間排水暴露後、人工海水で飼育
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ジャワ
メダカ①

24 17.6 28 33.3 33.3 33.3 33.3 3.00

ジャワ
メダカ②

24 17.6 28 33.3 33.3 33.3 33.3 3.00

ジャワ
メダカ③

24 17.6 28 66.6 66.6 66.6 66.6 1.50



0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

ふ
化

率
(%

)

日数

対照区

4.13%

8.25%

16.5%

33%

67%

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

ふ
化

率
(%

)

日数

対照区

4.13%

8.25%

16.5%

33%

67%

ジャワメダカ②

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

ふ
化

率
(%

)

日数

対照区

4.13%

8.25%

16.5%

33%

67%

ジャワメダカ①

排水ばく露期間

ジャワメダカ③

ジャワメダカのふ化遅延



ジャワメダカ(Oryzias javanicus )ばく露比較(試験機関24)
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まとめ
今回の排水の場合、孵化遅延物質が含まれていたこと、死
かもしれは胚初期に作用するらしいこと、孵化後に死亡が
見られたことから①の曝露プログラムが有効であった



ヒメダカとジャワメダカ比較(試験機関24)

※ヒメダカは14日まで、
ジャワメダカは25日までをふ化日で計算
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23

5,000 cells/mL
нлл˃[6

96

14hL:10hD 30 2 m˃ol m-2 s-1

22.4 0.5 3.4 0.4 %
60 rpm

72h

430 nm 680 nm
0, 24, 48, 72 h
Ź

Ź

MillQ

・Lyman and Fleming
・ SF-1

0, 6.25,12.5, 
25, 50, 100%

5 /2mL

24h
25.3 0.2 ϴ ( SD)

15
Ÿ

2
Skeletonema marinoi-dohrnii complexNIES-324

Chaetoceros neogracile Chaetoceros gracilis

SWM3
3 1 ( 0, 5, 10, 20, 40, 80%)

MillQ
3.0% 3 1

( 0, 5, 10, 20, 40, 80%)



10 %

80 % 10-20%

Lyman and Fleming

48

Lyman and Fleming

SF-1

72
15 30

SF-1

SF-1

EC50：57.5 (57.2-57.8)%
IC25：34.6 (34.4-34.8) %
EC10：20.8 (20.6-21.0)%

95%
LOEC： 20 % NOEC：10 %



ṇ ṇ ṇ in vivo

Pseudokirchneriella subcapitata

Navicula pelliculosa

96 ṇ ︡ ( ṇ)

¸ 0.2um ṇ

¸ CSi 20%צּ לּ

¸ ︡ 96 ṇ ṕ200uL/well Ṗ ḭ

¸ in vivo ︡

¸ 1-4d ︡ḭ 3 ︣ ︣
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Pseudokirchneriella subcapitata Navicula pelliculosa

96 ṇ ︡ ( ṇ)

EC50 = 95.8% (88.6 -103.6%)

EC10 = 43.1% (37.4 -49.5%)
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( 8 )



( 8 )

NOEC 
(%)

TU EC50 (%)EC10 (%)

40 2.5 >80 -

40 2.5 54.4 -



Microtox, , , 

LC50 (%)EC50 (%)EC10 (%)
3 Microtox N.D >80 N.C
11 (TG202) N.D >80 74.0
15 (TG202) N.D >80 >80
16 N.D >80 26.5
16 N.D >80 60.2
16 >80 11.4β N.C
19 (TG202) N.D >80 >80

Microtox N.D >80 >80
N.D >80 >80

β



Part2
NOE
C (%)

TU EC50(%) EC10(%)

3 Microtox N.D N.D >80 N.C
6 5 20 >80 22.3
8 40 2.5 >80 >80
8 40 2.5 54.4 N.C
11 (TG202) N.D N.D >80 74.0
12 <5 >20 23.5 3.0
12 <5 >20 N.C N.C
12 <5 >20 N.C N.C
13 <5 >20 23.7 7.0
15 (TG202) N.D N.D >80 >80
16 N.D N.D >80 26.5
16 N.D N.D >80 60.2
16 N.D N.D >80 >80
19 (TG202) N.D N.D >80 >80
19 <5 >20 5.2 0.5
20 >80 <1.25 >80 73.1
20 <5 >20 35.0 3.7
23 SF-1 10 10 57.5 N.C
23 Lyman and Fleming N.D N.D N.D N.D
23 SF-1 10 10 56.5 N.C
23 Lyman and Fleming N.D N.D N.D N.D
23 SF-1 N.D N.D N.D N.D
23 Lyman and Fleming N.D N.D N.D N.D
24 100 1.0 >80 <5

24 27ϴ8 33.3 3.0 17.1 <4.13

24 5 33.3 3.0 19.8 4.35
24 66.6 1.5 45.4 16.0
26 Pseudokirchneriella subcapitata NIES-35 N.C N.C >80 14.5
26 NaviculapelliculosaUTEX-B673 N.C N.C >80 43.1

EC50 EC10NOEC (%) TU

>80 >80 80 1.25

OECD TG203(100% ) N.D N.D N.D N.D

N.D N.D N.D N.D

60.8 9.75 <5 >20

( ) 19.5 3.5 <5 >20

( ) 25.9 8.4 10 10

Microtox >80 >80 >80 <1.25

RAPIDTOXKIT F<80 <80 <80 >1.25

THAMONOTOXKIT 
F

N.D N.D N.D N.D

Acute ROTOXKIT F <5 <5 <5 >20

Short-chronic ROTOXKIT F
N.D N.D N.D N.D

Chronic PROTOXKIT F N.D N.D N.D N.D

N.D N.D N.D N.D

MARINE ALGALTOXKIT
>80 >80 10 10

Acute ROTOXKIT M
18.8 7.98 N.D N.D



(ICP-AES)

:  ICPE-9820
)

:   ppm (˃ g/ml)

As B Cd Cr Cu Fe Mn Ni P Pb Se Zn

(nm) 193.759249.773214.438267.716324.754238.204259.373231.604178.287220.353196.090213.856

(ppm)
0.05 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.1 0.02 0.05 0.005

(ppm)
75 25 5 25 10 5 5 2 100 100 100 5

control N.D 0.035 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D 0.022

N.D 0.019 N.D N.D 0.62 0.0054 N.D N.D N.D N.D N.D 0.01

0.1 10 0.03 2 3 10 10 - 16 0.01 0.1 2

( )



hER ṇ ṕLC- TOFṖ

in vitro

hER medER AhR CAR TR RAR

(1/IC50;CR) ppt as E2 ppt as E2 ppt as b-NF ppt as OP ppt as T4 ppt as ATRA

0.041 n.d. 238 1,141 13,455 n.d. n.d.

0.021 n.d. n.d. n.d. 420 n.d. n.d.

üin vitro פּ ḭ CARṕךּ Ṗ צּ Ḯ
ü צּ ךּ ḭ נּ p-t- ṇ ḭp- ṇ ḭp- ṇ ,
ü Ḯ
ühER, RAR medER, AhR, CAR ︡ ḭ ṇ -3- ṇ ḭ ḭ2,2 - -4,4 -

ḭ1- ḭ2- ṇ צּ בֿ Ḯ
üֿכ לּ ḭ ︣ ṇ -3- ṇ 2- ṇ Ḯ
ü צּ ךּ ḭ Ḯ

Estrone

4-bromoestrone
Zearalenone

Estriol
4-chloroestriol
p-t-Octylphenol
Bisphenol A
2,4-dibromo-17h -ethynylestradiol

6,8-dichlorogenistein

üin vitro hER ḭצּ צּ אל ךּ לּ
נּ ḭhER ︡ LC-TOF ṇ Ḯ

ü ︣ טּצּ 9 Ḯ
üֿכ לּ p-t- ṇ 700 ppb Ḯin vitro CAR 13 ppb Ḯ
ü ︡ ךּ ḭ צּ Ḯ
ü ḭ ḭ￼קּ ṇ
ḭ ṇ ṇ צּ טּ כֿ

Ḯ



(GC-mass, LC-mass) 14

ug/L ug/L
3-&4- 680 678, 686 GC/MS

180 184, 182 GC/MS
A 440 473, 415 GC/MS

Cymoxanil 150
160, 144, 
149, 134

LC
/QTOF-MS

:
2,2-Dichloro-N-phenylacetamideҦ

2- 3.2 ug/L
N- - 52ug/L

0.038ug/L

4

1 GC/MS

рлƳ[Ҧ 15mL 10mL 10min
Ҧ Ҧ 10mL
Ҧ 5mL Ҧ5mL
Ҧ1mL Ҧ ҦGC/MS-Scan ҦAIQS

2 LC/QTOF-MS

рлƳ[Ҧ Oasis HLB Plus
Ҧ 10mLҦ 40min
Ҧ MeOH5mL
Ҧ5mL Ҧ1mL Ҧ
ҦLC/QTOF-MS ESI-Positive ModeҦ!Lv{
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