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研究成果の概要（和文）：環境中に排出される化学物質による汚染を防ぐために、個々の化学物質を規制する方法が行
われてきた。しかしながら、化学物質は現在約7,000万種類が生産・登録されており、今もなお次々と新しい化学物質
が日々生み出され、使用されている。それら全ての毒性を把握し、管理するのは容易なことではない。そこで、生物を
用いて排水の毒性を直接評価するWET手法の考え方が近年注目されている。本研究では、生態系の一次生産者である藻
類を用いた生態毒性試験の開発を試みた。光合成阻害試験は藻類の光合成に対する影響をほぼリアルタイムに観測でき
、また、1 mL以下の少ないサンプル量での試験が可能であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：For the proper management of effluents and environmental water bodies, the evaluat
ion of their toxicity is essential. As a variety of chemicals may be contained, it is however difficult to
 come up with the overall toxicity of those samples with identifying the concentration and toxicity of ind
ividual chemicals. The specific objectives of this research were set to the development and actual applica
tion of algal photosynthesis inhibition assay for the detection of whole toxicity of water samples, which 
requires only small volume of test solution with being one of the fast and reliable bioassays. In this res
earch, two useful photosynthetic algae were eventually selected, its appropriate and detail methodology wa
s investigated and developed, and its applicability was confirmed with the effluent of a municipal wastewa
ter treatment plant and the NOM (Natural Organic Matter) of Lake Biwa in Japan and Suwanee River in USA.
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１．研究開始当初の背景 
これまで化学物質の規制については、個別

の化学物質に注目して規制を行う方法が用

いられてきたが、7000 万もの種類の化学物質

が存在していると言われる中で、それらの化

学物質に対して個別に対応するのはただ数

の問題だけでなく、複数の化学物質が関係し

あって生まれる複合影響や毒性が未知であ

る化学物質について考慮することも難しい。 

そんな中、近年では WET（Whole Effluent 

Toxicity）手法に注目が集まっている。WET

手法は、水生生物を用いたバイオアッセイに

より、排水中の様々な化学物質の影響を総合

的に評価することのできる生態毒性評価の

方法である。WET 手法では、複数の化学物質

による複合影響を評価することも可能とな

る。 

本研究では、WET 手法でも用いられ、
OECD テストガイドラインの生態毒性試
験にも含まれている藻類を用いた新しい生

態毒性試験の開発とその適用を試みた。藻

類を用いた生態毒性試験は、OECDテスト
ガイドラインにも示されている藻類の増殖

速度に対する影響を評価する生長阻害試験

が一般的である。しかし、藻類生長阻害試

験は試験期間として少なくとも 72 時間を
必要としており、現場での迅速な対応が求

められる水質のモニタリングには適してい

るとは言い難い。そこで、本研究では藻類

の光合成（電子伝達）がどれだけ阻害され

たか（光合成阻害率）に基づいた生態毒性

評価である光合成阻害試験方法の開発を実

施した。光合成阻害試験は藻類の光合成に

対する影響をほぼリアルタイムに観測でき、

また、1 mL 以下の少ないサンプル量での
試験が可能である。さらに、測定パルス光

と飽和パルス光を用いた特殊な蛍光測定に

より、非常に高い精度での生態毒性評価が

可能となっている。一方で、光合成阻害試

験は未だ実験、解析、評価方法が確立され

ておらず、適用例が少ないため、試験生物

や化学物質による影響の違いなども明らか

にされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では以下のような目的を設定した。 

1) 光合成阻害試験について、より感受性の
高い結果が得られるように試験の手順

や条件について検討を行う。 

2) 光合成阻害試験において、結果結果の安
定性に影響を与えると考えられる条件

について検討試験を行い、試験の安定性

を確認する。 
3) 数種類の藻類について光合成阻害作用
を持つ化学物質を用いて光合成阻害試

験を行い、光合成阻害への感受性が高い

藻類を絞り込み、現場における水質モニ

タリングシステムの適用に向けた試験

に用いる。 
4) 排水としての排出や環境水中の存在が
懸念される化学物質（農薬、重金属、医

薬品）などに対して光合成阻害試験を行

い、その化学物質による汚染の予防とし

ての利用可能性について検討する。 
5) 現場での適用を想定して、光合成阻害試
験を様々な環境サンプルに対して適用

し、利用の可能性を検討・評価する。 
 
3. 研究の方法 
本研究では、環境バイオ社（大韓民国）の

水質モニタリング装置である WEMS（Water 

Ecotoxicological Monitoring System：生物

監視システム）のうち、測定部が独立した PAF

（Portable Algae Fluorometer）を用いて光

合成阻害試験を行った。PAF における蛍光量

の測定方法は、光合成色素であるクロロフィ

ルの励起波長が 440 nm 付近、蛍光波長が 680 

nm 付近に存在することを利用して行った。

Reference には超純水と藻類を、Sample には

検水と藻類を注入し、Sample と Reference の

それぞれに 440 nm の測定パルス光を当て、

藻類が発する蛍光を 680 nm で検出する。計

測は数十秒ごとに行い、得られた蛍光量を数

値化し、Sample および Reference について、

次式により量子収率を算出した。 

毒性指標は、Sample および Reference の量

子収率を用いて、光合成阻害率（%）で表わ

した。 

本研究では、増殖速度と、化学物質に対す

る感受性を考慮した結果、水質モニタリング

システムとしての光合成阻害試験に適して

いると考えられる淡水藻類の C.ehrenbergii、

C.vulgaris、C.moewusii の 3 種に加えて、光

合成阻害試験に推奨される藻類として非常

に 多 く 用 い ら れ て い る 海 産 珪 藻 の

P.tricornutum の 4 種を用いることとした。 

 なお、本研究に用いた上記の藻類は、



C.ehrenbergii、C.vulgaris、C.moewusii の

3 種については独立行政法人国立環境研究所

微生物系統保存施設から分譲された株を、

P.tricornutum については UTEX The Culture 

Collection of Algae at the University of 

Texas at Austin から分譲された株を用いた。 
 
４．研究成果 

(1) 試験方法の決定 

光合成阻害試験方法は OECD テストガイド

ラインにて方法が定められている生長阻害

試験とは異なり、その試験方法が定められて

いない。したがって、より高い感受性と精度

で毒性が検出できるための試験方法の検討

を行った。 

光合成阻害試験を水質モニタリングシステ

ムとして用いる際には、信頼できる結果を得

るために、試験で得られる結果が安定してい

る必要があると考えられる。したがって、本

研究では光合成阻害試験の安定性について

も確認を行った。その結果、各試験で得られ

た結果に重大な影響を及ぼすほどばらつい

ていないことを確認し、光合成阻害試験が他

の生態毒性試験に比べて非常に安定した試

験であることを確認した。 

 

(2) 光合成阻害試験の水質モニタリングシ

ステムとしての適用性評価 

環境水中に比較的高濃度で含まれているこ

とが多く、様々な作用機序を持つ農薬のうち、

植物に対して様々な作用をもつ除草剤、多く

の場面で利用される反面、様々な公害の原因

にもなった重金属、環境水中での分解性や生

物影響の懸念が高まっている医薬品につい

て光合成阻害試験を行い、現場での検出可能

性について検討した。エンドポイントとして

は、化学物質の検出という観点から考えると、

低濃度において有意な光合成阻害が観測さ

れることが重要であると考えられるため、

EC10（10%影響濃度）を求めて評価を行った。 

この結果、P.tricornutum よりも

C.moewusiiの方が低いEC10の値を示した物質

が多く、化学物質の検出については

C.moewusii の方がより適していることが分

かった。 

下水処理水は、様々な生活過程から使用さ

れる化学物質が含まれており、放流先の河川

水を汚染するおそれがある。A処理場にて採

水した下水二次処理水試料を凍結乾燥機

（EYELA、FDU-1200）を用いて粉末状にし、

100 倍濃縮になるよう超純水で溶解させた。

下水試料の暴露濃度の調整は、藻類と検水の

注入比を調整することにより行った。この結

果から、下水二次処理水試料に対しては、

C.moewusiiよりもP.tricornutumの方が感受

性が高いことが明らかとなった。 

近年、琵琶湖をはじめ多くの湖沼において

難分解性有機物の増加・蓄積現象が懸念され

ているが、難分解性有機物自身の生態毒性

影響についてはまだ明らかにされていない。

1 mL以下の少ないサンプル量での試験を短期

間で行うことができるという光合成阻害試

験の特徴を利用して、濃縮した琵琶湖水およ

びスワニー川のNOM試料に対して光合成阻害

試験を行い、生態毒性の有無が未知である試

料の生態毒性評価を行った。 

琵琶湖水に関しては、C.moewusii では 10

倍濃縮で光合成阻害が観られ、

P.tricornutum では 5倍濃縮で光合成阻害が

観られた。この結果より、琵琶湖水は 5倍か

ら 10 倍近く濃縮することで初めて光合成に

対する影響が観測されることが分かった。ス

ワニー川 NOM についても同様に、原水に近い

濃度では生態毒性はほとんど観られないが、

原水の数倍の濃度で藻類の光合成に対する

影響が観られることが分かった。 
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