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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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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）> 

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 



145 

・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 
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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. 
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