


被験物質が単一成分で難水溶性であり、再現性よく水溶解液を調製するこ
とが困難と予想される場合 生態毒性試験で使用が許可されている助剤とが困難と予想される場合、生態毒性試験で使用が許可されている助剤
（有機溶剤）を用いて、溶解度*以下での試験液調製を行ってもよいで
しょうか。

（回答の要点）

しょうか。

（回答の要点）

助剤により、高い再現性が得られるのであれば、少なくと
も溶剤に関してはその使用は科学的な根拠があり 容認さも溶剤に関してはその使用は科学的な根拠があり、容認さ
れる。

（留意点）多成分である場合は判断の観点が異なる（留意点）多成分である場合は判断の観点が異なる。



・藻類試験での対照区は試験法では6連を設けることが推奨さ
れておりますが、助剤を使用して試験を行った場合、対照区
及び助剤対照区のどちらも6連設けることが推奨されるでしょ
うか

（回答の要点）

うか。

（回答の要点）

原則として用いる助剤は試験結果に影響を与えないことが
必要です 背景デ タでその点が示されているのであれば必要です。背景データでその点が示されているのであれば、
当該試験の無処理（希釈水）対照区を６連とする必然性は
ないない。

（留意点）上記の背景データが無い場合は、当該試験に助剤
使用の妥当性を組み込む必要があるため ６連とすること使用の妥当性を組み込む必要があるため、６連とすること
が望ましい。



飽和液で生物影響が認められ、試験は飽和液を最高に濃度区を設けるのですが、分析感度が
不十分で全濃度区で定量下限値未満となることがあります。例えば定量下限値が0.1mg/L不十分で全濃度区で定量下限値未満となることがあります。例えば定量下限値が0.1mg/L
を上回る場合、藻類試験での三監判定基準NOECが0.1mg/Lを下回るかを判定できない状
況が予想されます。より分析感度が良好な濃度分析方法がない場合、どのように試験を進
めればよいでしょうか。

回答の要点

めればよいでしょうか。

回答の要点
分析できない場合、曝露濃度の確認は手順でしか示すことができません。
そのため、試験溶液の調製手順を正確に記録願います。

算（留意点）この場合、毒性値算出の根拠は「設定濃度（添加濃度）」となります。
飽和溶液の調製では、試験困難性に関するガイダンス文書（No.23,OECD 
2000)では、便宜的に48時間の攪拌で飽和に達しているものとみなします。)では、便宜的に 時間の攪拌で飽和に達して るものとみなします。
単一物質であれば、この飽和溶液を希釈することで、目的の溶液が得られ
ますが、多成分物質の場合は、WAF（Water Accommodate Fraction)の試験
となります。となります。
非生物分解などの情報も重要です。



・最大無作用濃度（NOEC）は定義上「最小作用濃度（LOEC）より一段階下の
試験濃度で 」となっている 最高濃度で影響がみられずLOECは得られな試験濃度で、･･･」となっている。最高濃度で影響がみられずLOECは得られな
い場合は、最高濃度をNOECとするが、その場合の表記は「**.* mg/L」とし
て問題ないか（定義上は「**.* mg/L」）。もしくは、LOECが得られていな
い とを示すために「 ** * /L とすべきか

（回答の概要）

いことを示すために「>**.* mg/L」とすべきか。

（回答の概要）

不等号を付けて、影響が観察された場合と、試験上限（または限度試験）で、
影響が観察されなかったNOEC値を区別して下さい。

（留意点）試験の上限の濃度は、試験法で規定されています。水溶解度を上限と
する場合には、既存の水溶解度データを考慮した対応が求められます。



・感受性試験結果の平均およびＳＤの算出において使用するデータは期間
限定（過去５年間のもの等）したほうがよいでしょうか限定（過去５年間のもの等）したほうがよいでしょうか。
・感受性試験物質を変更する際にバックグランドデータとして使用するた
めには最低何回分のデータが必要と考えられているでしょうか。

（概要）

めには最低何回分のデ タが必要と考えられているでしょうか。

（概要）
急性毒性試験のGLP試験では基準物質での確認試験を1回／
半年で行い、当該試験がその試験所の平均の範囲である・・・試
験系が正常に働 る とを示すとし ます験系が正常に働いていることを示すとしています。
そのため、その試験結果は、その試験所にとって平均的な範囲
を示していることが必要であり 年数で期間を特定するのでなくを示していることが必要であり、年数で期間を特定するのでなく、
質的に同じであることが期待される期間のデータを示すべきだと
考えます。
最低回数は、統計学的にその平均値と標準偏差に意味がある
ため、3回以上と考えることが妥当でしょうが、その回数に満たな
い場合は無効であるとは決めていませんい場合は無効であるとは決めていません。



・試験法通知で魚類試験では顕著な変化が認められる場合 、試験法通 魚類試験 顕著 変 認 場合、
ｐHを調整することが望ましいとしているが、pH6.0～8.5
の範囲外の場合は調整すると理解してよいか？

回答の概要回答の概要
OECD試験ガイドラインの内、急性毒性試験に該当する魚類急性毒性試
験とミジンコ遊泳阻害試験は、農薬散布や流出事故などの「急性暴露シ
ナリオ」に対応した急性影響をエンドポイントとしている そのため 被験ナリオ」に対応した急性影響をエンドポイントとしている。そのため、被験
物質の物理化学的影響（ｐH変化、DO変動・・・）を含めているため、被験
物質に起因する影響すべてを対象としています。そのため、ｐHの調整は
原則行いません原則行いません。
化審法は、化学物質の平常使用時の「慢性暴露シナリオ」を想定環境の
緩衝作用でｐHやDOが変化することはないことから、多くの慢性毒性試験
がそうであるように H影響を考慮した試験実施を推奨していますがそうであるようにｐH影響を考慮した試験実施を推奨しています。
化審法のスクリーニング試験法の魚類試験の場合、ｐH6-8.5を影響のな
い範囲と想定していますので、この範囲を超える場合には、真の毒性で

響 確あるのか、ｐHの影響であるか明確にすることをお願いしたい。



・｢通常の測定法で溶解限度を求めることができない場合であって、溶解限度以下の濃
度でLC50等の毒性値が求めることが出来ない場合｣とあるが 溶解限度が分からな度でLC50等の毒性値が求めることが出来ない場合｣とあるが、溶解限度が分からな
いのに、溶解限度以下で毒性値が求めることができないということをどのように示せ
ばいいのか？

溶解限度が不明であっても 48時間攪拌（低エネルギー

また、分散可能とは、何を示して分散可能と判断すればいいのか？

溶解限度が不明であっても、48時間攪拌（低エネルギ
の攪拌が推奨される）により、飽和溶液を調製したと見な
し、その溶液（機械的分散液）に暴露して

(1)悪影響が見られない場合は、「溶解限度で影響が見られ
ない」と判断できる。

(2)50%以下の死亡率（魚類）、遊泳阻害率（ミジンコ）、生長
阻害率（藻類）であれば、急性毒性値は算出できないと
判断される判断される。

(3)50%以上の影響が見られる場合は、不溶分画による物理
的影響であるかどうか検討する的影響であるかどうか検討する。



(4) WAF（添加濃度）による暴露試験から毒性値を算出する。

(5) WSF（Water Soluble Fraction）；WAFにより調製した溶液から、
遠心分離、ガラスフィルターろ過で不溶分（粒子）を除去する。こ
の分散溶液に暴露した試験結果と(4)を比較して、不溶分の物理
的影響の寄与分を明らかにする。

（留意点）

WAFの調製法は、OECD-ガイダンス文書No.23を参照のこと。WAFの調製法は、OECD ガイダンス文書No.23を参照のこと。

分散可能とは、被験物質が溶解または微粒子として一定の時間
（半止水にあっては24時間程度）に渡り水中に懸濁した状態（一（半止水にあっては24時間程度）に渡り水中に懸濁した状態（
様な分布）を維持できることをいう。



1. 難水溶性の液体の被験物質の溶解度測定において、比重が1に近い場合は不
溶解分の分離が困難であるが どのようにして測定すればよいか溶解分の分離が困難であるが、どのようにして測定すればよいか。

2. 難水溶性や揮散性のある被験物質の場合、溶解度測定の際にバラツキが生
じる（例えばn=3の場合など）ことがある。このような場合のバラツキの
許容範囲はどの程度であると考えればよいか

測定法や許容範囲の目安は設けていない・・・

許容範囲はどの程度であると考えればよいか。

測定法や許容範囲の目安は設けていない・・・

１．水溶解度の測定が物質によっては困難であることは理解してお
り そのために正確な数値を求めることを必須としていない 生り、そのために正確な数値を求めることを必須としていない。生
態毒性試験の目的に合う程度の現実的な方法を、ラボで検討し
て戴きたいて戴きたい。

２．物性により再現性のある測定が困難である場合があることは理
解できるが バラツキの原因を報告戴き 報告書の提出先でや解できるが、バラツキの原因を報告戴き、報告書の提出先でや
むを得ないと判断されるよう努力されたい。



環境省主催の説明会の説明及び資料 （試験手順例） では、 「可能な限り0％ と
100％影響する濃度が其々１濃度、 一部影響する濃度が3濃度含まれるようにする」、
公比は「通常1.3～2.2」 としている。一部影響する濃度が含まれない、或は3濃度未
満の場合、 公比を1 3にして試験をやり直すべきか？

(回答の概要）

満の場合、 公比を1.3にして試験をやり直す きか？

(回答の概要）

どの程度の公比まで小さくするかは、ラボの判断にゆだねられ
るる。

化審法スクリーニング試験では、L(E)C50を求めることが目的な
ので必ずしも100%影響濃度は必須ではないので必ずしも100%影響濃度は必須ではない。

（留意点）基本は試験委託者の試験目的に合致することが求めら
れようれよう



密閉容器を使用し、換水しながら試験を行っても溶解限度の
濃度維持が困難（例えば開始時の10 ％程度まで低下する場合
など）で、しかも、供試生物に影響が見られなかった場合、
ど う 試験を行うべきか

密閉容器を用いる試験を行うことでよい。敢えて

どのように試験を行うべきか。

密閉容器を用いる試験を行うことでよい。敢えて、
流水式で試験を行う必要がないし、流水式がそのよ
うな物質に有効であるとは考えられない。
また、濃度低下を見込んで溶解度以上の濃度設定を
行うことで、有害性影響が観察されないことを示す
場合は が 有害 ある とを す場合は解釈が場合はよいが、有害であることを示す場合は解釈が
困難となる。

（留意点） のような物質の試験は 可能な限り試験（留意点）このような物質の試験は、可能な限り試験
法とOECD-ガイダンス文書No.23に従った手順で試
験を実施すべきである験を実施すべきである。



魚類試験において、供試魚を割付ける際に、意図的な選択操作をせずに成
り行きで捕獲した割付け法は 「無作為 と考えてよいか また 自家り行きで捕獲した割付け法は、「無作為」と考えてよいか。また、自家
繁殖等で母集団自体にある程度の均質性が担保されている場合はどうか

（回答の概要）（回答の概要）

感受性に関与する全要因について（例えば、体のサイズ；体長、
体重 齢 代謝機能を含む生理状態）均質である場合は 無作体重、齢、代謝機能を含む生理状態）均質である場合は、無作
為な割付自体は必要がないはずである。

ところが １つの水槽から魚をすくいあげて 順次試験容器に投ところが、１つの水槽から魚をすくいあげて、順次試験容器に投
入するので、「すくいあげられ易い」個体と「難しい」個体、最初に
すくいあげられた個体と最後にな た個体 は全く同じとは言すくいあげられた個体と最後になった個体・・・は全く同じとは言
えないと考えられる。

そのため すくい上げられた順に 対照区 第1濃度区 第2濃そのため、すくい上げられた順に、対照区→第1濃度区→第2濃
度区・・・のように割付るのは正しくない。



・ 2006年11月に開催された環境省主催の「生態毒性試験実施施設からの
質問事項と説明会」において 「120時間まで延長するのは 96時間で質問事項と説明会」において、「120時間まで延長するのは、96時間で
も毒性症状が出ない場合である。」との説明であったが、その後の説明
とは異なる。正確にはどうなのか？

回答の概要

とは異なる。正確にはどうなのか？

回答の概要
魚類急性毒性試験で試験期間の延長が検討されたのは、96
時間の時点で死亡はしていないが、 LC50値が判断根拠であ
るため瀕死の個体の取扱いを慎重を期すことが目的であった。
１２０時間まで延長した結果、瀕死個体が死亡すれば、その
点を毒性値の決定の参考にする意図であ た点を毒性値の決定の参考にする意図であった。

（留意点）
魚類の毒性症状の分類については 致死を免れない（時間が魚類の毒性症状の分類については、致死を免れない（時間が
たてば死ぬであろう） 「重篤な影響」の場合には、致死と同等
に扱うことがある事を念頭に観察を行って欲しい。に扱うことがある事を念頭に観察を行って欲しい。



流水式で揮散性が強い物質の試験を行う場合、被験物質原液を24時間ごと
に交換しても 原液の濃度が交換直後に比較して低下する その結果に交換しても、原液の濃度が交換直後に比較して低下する。その結果、
暴露水槽中の被験物質濃度は周期的に変動する。被験物質濃度の平均値
をどのように算出すべきか。

回答の概要

をどのように算出す きか。

回答の概要
定期的に交換する場合は、目的は暴露濃度の平均値を算出
するためであるので、最高濃度が期待される新しい原液への

グ交換の後（タイムラグを考慮）と、交換直前の濃度の幾何平均
値を最低週1回求め、全体としてはさらにその算術平均を暴
露濃度とする露濃度とする。

（留意点）
原液から直接揮散する場合と 試験用水との希釈時および試験原液から直接揮散する場合と、試験用水との希釈時および試験

溶液からの揮散と失われるプロセスが異なる。いずれにして
も平均をとるので、試験期間を通じてどのプロセスでも一定の
条件であることが求められる。


