
資料2－3  

藻類生長阻害試験法改定に伴う第三種監視化学物質の判定基準の見直しについて  

1．背 景   

（1）現行の試験法と判定基準設定の経緯  

現行の化学物質審査規制法に基づく藻類生長阻害試験法（化審法TG）においては、改  

訂前のOECDテストガイドライン201（TG201）に従い、毒性値を面積法及び速度法  

で求めることとされている（両法の概要については別紙1参照）。   

また、現行の藻類の急性毒性値に関する第三種監視化学物質の判定基準は、面積法で求  

めた半数影響濃度（EC50）と無影響濃度（NOEC）より算出した急性慢性毒性比（以下「ACR」  

という。）に関する検討結果（別紙2。「生態毒性の急性毒性値と慢性毒性値の比較」平成  

16年1月30日開催三省合同審議会参考資料）に基づき設定されている。   

この中では、環境庁が平成7～10年度に実施した藻類試験データから面積法により算出  

された毒性値を用い、解析対象とした145物質のうち約92％の物質（133物質）のACRが  

10以下となることが示されている。  

（2）再検討の必要性   

資料2－1及び2－2のとおり、今般、TG201の改訂に伴い化審法TGについても適宜  

修正することが必要となっている。当該修正では、急性毒性値（EC50値）の算出方法に  

ついて、TG201の改訂に従い、従来利用可能であった面積法を廃止し、速度法を基本とす  

ることとなる。一方、上述のとおり現在の第三種監視化学物質の判定基準は、面積法により  

算出された毒性値に基づき設定されているため、新た 

する必要がある。  

2．今回の検討に使用したデータ   

前回の検討においてさま平成7～10年度に実施された試験データを用いたが、その後得られ  

ている試験データ（環境省及び旧環境庁が平成7～15年度に実施したもの）も含め、計225物  

質を用いて改めて検討を行った1。検討に当たっては、各物質について面積法及び速度法の両方  

に基づくEC50値とNOECを求め、それぞれに係るACRを算出した。  

1なお、0－72時間の速度法による毒性値が算出されていない場合は、生データに基づき半数影響濃  

度EC5。及び無影響濃度NOECを算出した。また、限度試験等のため毒性値が確定できないもの等  

信頼性の低いデータを除いている。   



3．速度法と面積法による急性毒性、慢性毒性及び急性慢性毒性比（ÅCR）  

速度法及び面積法により求められた毒性値の平均は以下のとおりである。  

0－72時間   0－72時間  

速度法   面積法   

EC50（算術平均値）   62．4   35．5   

EC50（幾何平均値）   7．25   4．49   

NOEC（算術平均値）   15．2   12．4   

NOEC（幾何平均値）   1. 17 1．25  

速度法及び面積法により算出した藻類のACRを比較すると表のとおりとなる。また、  

両者の累積度数分布は図のとおりとなる。  

表 速度法及び面積法により算出した藻類の急性慢性毒性比（ÅCR）の比較  

統計量   
0－72時間   0－72時間  

速度法   面積法   

算術平均値   12．62   4．64   

幾何平均値   6．21   3．58   

50パーセンタイル値   5．44   3．29   

90パーセンタイル値   22．44   8．74  
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囲 速度法と面積法による藻類の急性慢性毒性比（ACR）の累積度数分布   

面積法により算出したACRの算術平均値が4．6、幾何平均値が3．6であり、90パーセンタ  

イル値は約10となったのに対し、速度法により算出したACRでは算術平均値が13、幾何  

平均値が6．2、90パーセンタイル値は約20となった。  

以上のように面積法により算出されたACRと速度法により算出されたACRでは異なる傾  

向を示すこと、から、藻類の急性毒性備に基づく第三種監視化学物質の判定基準は、速度法を  

前提として改定する必要があると考えられる。   



4．判定基準（案）  

以上のとおり、速度法に基づく藻類の急性毒性（EC5。）と慢性毒性（NOEC）の比（ACR）   

は概ね20以下（物質によってはそれ以上の場合もある）である。  

現行の判定基準の考え方と同様に、少なくとも慢性毒性値であるNOECが0．1以下となる   

可能性がある物質を第三種監視化学物質に指定しておく必要があるとの考え方から、判定基   

準として以下のとおりとすることが適当と考えられる。  

現  行   改 定 案   

藻類の試験結果から得られるEC5。値が、  藻類の試験結果から得られる速度法   

概ね1mg／L以下であれば第三種監視化   
に基づくEC50塵が、   

学物質と判定し、   概ね2mg／L以下であれば第三種監視   

概ね1mg／L超であれば第三種監視化学  化学物質と判定し、   
物質とは判定しない。   概ね2mg／L超であれば第三種監視化  

学物質とは判定しない。  

これを踏まえた判定基準の改定案は別紙3のとおり。   

なお、過去に行われた試験成績で、面積法に基づく急性毒性値のみが示されており、かつ速  

度法に基づく急性毒性値の算出が困難な場合があれば、面積法に基づく急性毒性値をこれま  

での判定の考え方に照らして第三種監視化学物質の該当性について判断することとする。  
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（別紙1）  

OECDテストガイドライン201（藻類生長阻害試験）における  

面積法と速度法について  

1．藻類生長阻害試験の毒性値の算出方法について   

現行のOECDテストガイドライン201（1984年6月7日採択、以下「TG201」という。）  

では、化学物質濃度と藻類の生長に対する影響との関係を決定するため、面積法と速度法  

の2つの方法を規定している。   

藻類生長阻害試験では、指数増殖期の藻類で試験を行うことから、その生長は指数増殖  

モデルで近似できる．  

dN／dt＝l▲N  （式1）  

（1）面積法（areasunderthegrowthcurveS） 

面積法は図1に示す生長曲線下の面積（A）から毒性値を算出する方法である。面積（A）は  

式2、各試験濃度区における生長阻害率IAは式3から算出される。  

叫－Ⅳ。．＿⊥． 叫＋Ⅳ2－2Ⅳ。   Ⅳ”＿1＋Ⅳ”－2Ⅳ0  
d＝  ×（J2－り＋…‥＋   ×（J刀－J”＿1）（式2）  

2  

dc一月－  ×100 （式3）  

一Jr  

Ni：ち時の実測細胞濃度；ち：時間（日）；IA：面積法で求めた生長阻害率  

Ac：対照区の生長曲線下の面積；At‥各試験濃度区における生長曲線下の面積  

（2）速度法（許OW也rates）   

速度法は図2に示す生長曲線の傾き（〃）から毒性値を算出する方準である。傾き（〃）は式  

4、各試験濃度区における生長阻害率Ⅰ〝は式5から算出される。  

1nⅣノーh叫  
（式4）  〃り＝  

JノーJi  

〃c‾〃r  ×100 （式5）  J‘∫＝  

〟c  

Ⅰ〝＝速度法で求めた生長阻害率  

〝C：対照区の生長速度；〟t：各試験濃度区における生長速度   



図1生長曲線①  図2 生長曲線②（縦軸は対数）  

2．面積法と速度法の比較   

速度法は、指数増殖モデル（式1）に直接対応する生長曲線の傾き〃（式4）から生長阻  

害率を求めるものであり、面積法では生長曲線下の面積A（式2）から生長阻害率を求める  

ものである。当初、速度法に比べ面積法の方が物質の性状、試験条件等によらず安定的な  

影響濃度が得られると認識されていた。   

しかし、面積法は指数増殖モデルとは数学的に関係のない生長曲線下の面積A（式2）か  

ら生長阻害率を求めるものであり、毒性値が試験期間、対照区の生長速度の大小および阻  

害率一濃度の回帰式の傾きの大小に依存するなどの問題があることが明らかとなった。   

そのため、OECDでは平成16年5月のナショナルコーディネーター会合において、指数  

関数的に増殖する生物に対する毒性評価のための反応変数としては生長速度が科学的に妥  

当であることから速度法を採用し、面積法は採用しないとする考え方を盛り込んだ藻類生  

長阻害試験に係る改定ドラフトについて議論のうえ合意がなされ、さらに同年11月には同  

案が化学品合同会合で合意されている。   

なお、面積法より得られる毒性値は、速度法から求めたものより小さい値を示す傾向が  

ある。  
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（別紙2）  

第三種監視化学物質の判定の考え方について（案）  

（第三種監視化学物質の判定の考え方（案））  ，   

難分解性かつ高濃縮性でないと判定された物質については、藻類生長阻害試験、ミジ  

ンコ急性遊泳阻害試験及び魚類急性毒性覿験の結果かち以下のよ，う■に判断する。  

0．3種の試験結束から得られるL（E）c50値の最小値が概ね1mg／1以下である場合には、原  

即として第三種堅視化学物質と判定すろ。  

03種の試験帝展から得られるL（E）C50値の最d、借が概ね1mg／1超L・iomg／1以下である場   

合には、・物質の化学構造、生物鱒の特性等を考慮して個別に判断する。  

P芦種の試験結束から轟られるL（E）C50借の最小値が概ね10mg／1超である蓼合に臥原則   

として第三種監視化学物質とは判定しな・い。  

（参考）判 

1．上記 

され即ヒ学物質を特定し、第三種監視化学物質への措定を行うこととミなるが、・この場  

合、葡験結果は急性毒性偉で挙ると同時に慢性毒性の推定も可能な値で奉り、化審払  

の規制内容を考慮すれば、急性毒性催そのも・のに加え、推定される慢性毒性の強さも   

考慮に入れる必要がある。  

2．これまでの簡験結果を解析した結果く審嵩会資料（参考資軋1－）参照）によれば、．急  

性毒性（L（E）c50）と慢性毒性蜘OEC）との比仏CR）臥生物種によって異なり、癖ね以下   

のとおりである。  

○魚掛こぅいては平均で約10、概ね100以下（ただし物質の疇遁との関係は不明）  

○ミジンコについては、平均で約10、概ね100以下（脂肪族、芳香族アミンな■ど特定の  

構造を持つ物質についてACRが大きい）   

○藻類については平均で釣4、概ね10以下（物質によってはそれ以上の場合もある）  

3．第三種監視化学物質についでは、・第二種特定化学物質の候補物質を適切にカバーす   

る必要がある。二特の判定基準は現時点では未定であるが、少なくとも慢性毒性値で  

あるNbECが0．1mg／1以下となる可能性がある物質は第三種監視化学物質に指定しておく  

ち必要があると考えられる（※）。このため、  

（※）このこと軋第二種特定化学物質に係る慢性毒性の要件を直ちに0．1mg／脳下と定めること  

を意味するものではない。  
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03種の試験結果から得られるL（E）C50催の最小値が概ね1mg／1以下である場合には、   

原則として第三種監視化学物質と判草するとともに、概ね10mg／1超である場合には、   

原則として第三種監視化学物質とは判定しない。  

03種の試験結果から得られるL（E）C50値の最小値が概ね1几g／1超．・10mg／1以下である   

場合には、上記の生物種ごとの特性を考慮すれば∴概ね以下のよう●な判断が可能と  

考えられる。   

①魚類の試験結果が当該範囲（1mg／L・ん1伽g／L）である場合には、魚類への毒性iこつ  

いては物質の構造によらずACRが概ね100以下であることから、第三種監視化学物  

質と判定。 
②ミジンコの試験結果が当該範囲（1mg／L■～10mg／L）である場合には、物質め構造式  

を見てACRが大きいかどうかを考慮してケースバイケースで判定。  

■③藻類の帯験結集が当該範囲（1mg／Lへノ10mg／L）である場合には、原則と・して第三種   

監視化学物質とは判定しない。ただし，物質の構造等からACRが10より■大きいとと   

が予謝される場合には、第三種監視化学物質と軸定することもありうる。  

！′）   

4．なお、最初の審査において何らかの慢性毒性試験結果（藻類生長阻害試験で得られ  

るⅢ児Cも含む）・が添付されていた場合に臥第三種監視化学物質が急性寿性・慢性毒  

性を区別．して判定するものではないこ◆と・を考慮し、急性毒性試験藤東と併せて判定を   

行う。 
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（参考1）◆農本調査結果による化学物質の水質からの検出結果 

環境省では昭和49年度より化学物質環境汚染実態調査（いわゆる農本開封を実施している。  

平壌4年度γ13年度の最近10年間の調査結果では、水質については2■90物質について一般環  

境（発生源近傍を含まない）において調査がなされ、その▲うち58物質が検出されている。検出さ  

れた物質に？いて、これまでの最大検出値の頻度分布を図1に示す。   

これを見ると、最大検出値が10再れを超える物質はわずか2物質であり、ほとんどの鱒質につ  

いては環境中濃度が10〃g几を超えることはない。したがって、郎   

几を超える物質についてはリスク削減が必要になるケースはほとんど想定でき 化審法に基  

聯もの．と考 

0．1mg瓜に相当する。  

■．∵J≒ご■  

’ ∴ ・  ■T・  ー 

0．001〉  0．001－0．           01 0．01－0．1   0十1   ト10   10－100  100く＝  

轟大検出値のランク（〟g／L）   

（資料：平成4年度ヤ13年度黒木調査・）  

囲1化学物質環境汚染実態調査における最大検出値の頻度分布（平成4年度～18年度）  

（参考2）・Eリの新規化学物質の分類結果 

EUで 

67／548侶EC）により、新規化学物質については屑出を求めている。新規化学物質として届け   

出られた物質はE皿CS（欧州届出化学物質リスト）として取りまとめられており、逐次更新   

されてきている。EL即qSはこれまで笹第5次リスト（1．990年6月15日分までの届出を   

取りまと・めたもの。1461物質掲載。）まで発出されており．、さらに現在第6次リス・トの案（EU   

加盟国と欧州化学品局Ⅰ妃Bが1998年6月30日までの届出を取りまとめたもの。2396物   



質掲載。）が公表されているd昇6’次の実については、近いうちに正式■なリストとして公表さ  

れるものと考えられるため、ここでは、第6次リストの秦について整理を行づた。 

E弧dsでは、欧州共同体レベルで了承されている分類たっいてのみ、リストに分類情報を  

記載しているb専業者より届け出られたデータから毒性と分類される場合であって、ま、だ欧州  

共同体レベルで分類が了承されていないものに臥分類欄に印が付されてtYる。第6次リスト  

により、新規のイヒ学物質であって、欧州共同俸により分類がなされているものユ細物餐のう  

ち、水生生物への毒性値がImが▲以下と分類されたもの鱒ほ7物質（9％）、1mがから10mが  

であるものは177物質イ13％）・であり、本資料め考え方によれば第三痩監視化学物質に判定  

される物質は全体の9－22％の圃となる。な軌・平成13－14年に届出があった新規化学物質亜6  物質のうちJ螢定イ卿とな  
っている。  

その他  分類未了  ≦1mg／L  

（R50／53）  

1ひ－1恥ng／L  

（R5之／53）  

毒性分類  

1－10爪g／L  

（R引／5釦  

図2 EV ELⅣCS第6次リストによ・る新規化学物質に関する水生生物人の毒性償の分布  

（参考3） 環境省生態リスク初期評価の結果  

環境省リスク評価塞が平成1．5年1月までに公表した化学物質の環境リスク初期評価の結   

果で軋生態リスグの観点からA相対的に◆リスクが高い可能性があり「詳細な評価を舞う候軌   

として22物質、B．リスクはAより低いと考えられるが「関連情報の収集が必要」として14   

吻質を選定している。  

これら36物質のうち、軍資料の考え方によれば纂≡種監視化学物質に該当±を重昭連垂±   

るものは30物質（昭二していることがわかる。  
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凄料今  

生態毒性の急性毒性値と慢性毒性値の比較  

本資料では・、生態毒性試験の3点ベ一丁スセットである甲殻憩（ミジンコ）、魚類、藻  

類について、それぞれの試験における急性毒性値と慢性毒性倦め比率を行った。ここ  

では、甲殻類と藻類については、環境省た率いて平成．7γ10年度に実施トた生態毒性  

試験結束を用いた。魚類については、衆境省における燥性毒鹿試験（魚類の初期生括  

段階試験）データは魂時点で十分得られていないため、既往の知見によ－るデータを基  

に検討を待った。  

1・甲殻類・（ミジンコ）の急性毒性と慢性毒性の比故  

＿、．） 毒1 
いる。ここでは、これらみ試験結果を用いて、甲殻類における急性毒性値（48時間  

EC5。）と慢性革性値（21・目NPEC）の相関を検許した。  

環境省では、平成7～1．9年慶事でに1鱒物質での蘇験を実施している。ここでは、  
両方の．エンドポイントの値が特定できるEC印とNOEC（物質準度）が1000喝／L未満又  

は水溶廃度を越えない134物質を対象として比較を行った。  

甲殻類申急性毒性と慢性毒性の相関図を図1に示した。園中にはNOECの1，10  

倍に相当する凝も参考として併せて示した。  

図から明らかなようちこ、甲殻類の急性毒性と慢性毒性は相関係数 ド0．843、有  
意水準ユ％で、有意な相関が得ら捏㌔ただ、急瞳産性と慢性毒性の比には、物質  

による′ヾラツ如富みられる。そこで、急性毒性と慢性毒性の払いわゆる急性慢性  

・毒性比（ACR：Acute Chronic Ratio）を算出し、t頻度分布図を作成した（図2）。  

ACRが▲1～10の’ものは58物資で全体の約43％を占めて最も多く、100倍を下回  

）  っているものは全体の約90％◆（120物質）を占・める。ACRが100倍以上の物質は14  

あり、脂肪族及び芳香族アミン類が多い（表1）＿。   
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図1 甲殻類（ミジンコ）における急性毒性値と慢性毒性値の相関図  
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図2．甲殻類（ミジンコ）における急性慢性毒性比（ACR）の頻度分布  

（環境省 平成7～10年度 生態毒性試験結果より作成）  
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