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　人類の生活の向上に計り知れない貢献をしてきた化学物質は，いま広範に環境を汚染し

ており，様々な環境媒体を介して野生生物や我々人類に対し悪影響を及ぼす可能性が指摘

され，負の面がクローズアップされています。化学物質は，もはや我々の生活にとって欠

くことのできないものとなっており，その使用を取り止めることは不可能である以上，化

学物質によるベネフィットとリスクを正確に評価して，最小のリスクで最大のベネフィッ

トが得られる使用形態を目指すことが理想でしょう。環境を汚染する化学物質のリスクを

評価するためには，化学物質による汚染の実態を正確に把握することは必須です。しかし，

１０万種類にのぼるといわれる化学物質が環境中に存在しているというような状況のもとで

は，個々の物質の化学分析による評価では，到底すべてをカバーすることはできません。

　そのような状況の中で，本特別研究は，化学分析に替わる方法として，生物学的な反応

を利用した評価試験（バイオアッセイ）を用いて，化学物質に由来する有害性・リスクを

総合的に評価する手法の開発を試みたものです。さらに，環境中に存在する化学物質を総

体として，総括的に評価することを目指しており，次世代の化学物質環境リスク管理に道

を拓く可能性を秘めたものであります。

　本特別研究がきっかけとなって，暫定的ではあっても生物学的な有害性総合評価指標を

用いた信頼性，再現性のある環境モニタリングデータの蓄積が始まれば，そう遠くない将

来これらのデータが，例えば水質に関して言えば���，���と並ぶような指標値として規

制を含む様々な分野で利用されるようになることが期待されます。

平成１３年９月�

独立行政法人�国立環境研究所　　�　　�

理事長　合�志�陽�一

序
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１�１　研究の目的

　化学物質は，人類の生活の質の向上に計り知れないほ

どの大きな貢献をしたが，一方で環境中に放出された化

学物質がヒトの健康や生態系に対して様々な有害影響を

もたらしている。現在では，いわゆる「公害」のような

特定の化学物質による重篤な環境汚染はみられなくなっ

たものの，汚染の実態はますます複雑化，深刻化してい

る。多くは微量ではあるが無数の化学物質による複合汚

染であり，ダイオキシン類のように非意図的に生成され

たもの，さらには環境中で変換されたものも存在しう

る。したがって，化学分析によってこれらすべてを検

出，同定し，定量するのは事実上不可能であり，現実に

は環境基準，要監視項目等に指定された一部の化学物質

が化学分析によってモニタリングされているのみであ

る。このため，極めて重大な有害性を持つ物質が見過ご

されてしまっている可能性も存在しうるわけであり（例

えば図１の化学物質α，β等），実際，昨今大きな社会

的関心を集めている内分泌撹乱化学物質は，その典型例

であるといえよう。それらを検出・評価できる試験系の

開発が待たれている。環境基本計画にも示されているよ

うに，環境を汚染しヒトの健康や生態系への有害な影響

を及ぼすおそれのある化学物質のリスク評価は，環境リ

スク対策の重要な柱である。

　比較的早くから環境モニタリングに使われてきている

変異原性試験は，ヒトや実験動物での発ガンとの関連が

かなり明らかにされているうえ，試料中に存在する化学

物質の種類に関係なく変異原性という指標で判定し，通

常の化学分析では漏れてしまうものまで網羅しうる。本

特別研究では，様々な生物学的評価試験法（バイオアッ

セイ）を用いて，この変異原性試験に相当するような，

試料中に存在するいわゆる一般毒性（急性，亜慢性毒

性）の総量を反映しうる新たな有害性総合評価指標を確

立することを目的とした。

１�２　研究の経緯

　人間活動に伴って環境中に放出されたり，環境中で非

意図的に生成された化学物質は，無数に存在しさらにそ

の数は増大しつつある中，環境媒体の安全性評価は極め

１　研究の目的と経緯

図１　化学物質による環境の汚染とバイオアッセイ
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て重要な課題である。毒性試験の中心となってきた動物

実験は現在でも最も重要で信頼性の高いものであるが，

多種類の化学物質を迅速に評価するのには様々な制約が

あり，また動物愛護の観点からも，動物実験に代わる方

法の開発が急がれている。現在までにほ乳類細胞を用い

た多くの��������（試験管内）試験が開発・提案されて

きたが，����毒性試験ガイドラインでは遺伝毒性試験

としていくつかリストされているだけで，遺伝毒性以外

の一般毒性の試験法では皆無である（表１）。これは，

生体内での吸収，分布，代謝等の毒物動態学的過程まで

も取り入れた試験系がまだ確立されていないためであ

る。もう一つの大きな問題点は現在のところ試験方法に

統一的基準がなく，結果の相互比較が不可能に近いこと

である。化学物質の評価指標として利用されるために

は，何等かの基準の設定と組織的な取り組みが必須であ

る。これらを解決するための試みが国際的な枠組みの中

で数多くなされている。

　また，化学物質による環境リスクの評価とその削減の

試みは活発に行われてきているが，そのほとんどすべて

は個別の化学物質についてのものである。現実の環境中

では，化学物質が単独で存在することはない。冒頭でも

述べたように，微量ではあっても無数の化学物質の混合

物として存在している。複数の化学物質が共存する場

合，それらの毒性作用は相加的に現れる場合，相乗的に

現れる場合もあれば，拮抗的，相殺的に現れる場合もあ

る。したがって，このような複合影響を，個別物質の毒

性データに基づいて予測することは極めて困難である。

　米国���では，��������	
��	���������	������	����	

������������	�
���������������を作成（１９８６年の�

����������	
��	��	�����	����	��������������	
������

��������の補遺として１９９９年に発行）しているが，こ

こでは“��������	
������”を「標的集団における毒

性に協同的に寄与する可能性のある複数の化学物質（同

定不可能なものも含む）の組み合わせ」と定義してい

る。想定されている混合物は，ディーゼル排ガス，水道

水消毒副生成物，廃棄物処分場浸出水，農薬製品等であ

る。混合物そのものを評価する手法と，単純な混合物中

の構成成分に基づいて評価する方法が採り上げられてい

るが，いずれの方法にも問題点が指摘されており，科学

の進歩に応じて適宜改訂される予定となっている。米国

では，構成成分の毒性に基づいた混合物のリスク評価は

比較的多く試みられているようであるが，複雑な混合物

そのものについて健康リスク評価が試みられた例は，

ディーゼル排ガスのみである。

　実際の環境試料（廃棄物処分場浸出水等）の場合，通

常その構成成分が明らかにされるのは抽出濃縮等の過程

を経た後で，しかも機器分析可能なものに限られ，重量

ベースでは試料中成分の１０％に満たない場合が多いと

いう。未知物質を含む化学物質の混合体である環境試料

の有害性を，総合的に評価できる試験系の開発が待たれ

表１　����毒性試験ガイドライン項目
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ている。

　環境試料中に存在する一群の化学物質を総体として総

合的に評価できる化学的及び生物学的試験系としては，

既に実際に用いられているものもある。これらの方法に

よって，特定の物質群（例えばダイオキシン類，内分泌

撹乱化学物質等）の総量が個別成分の化学分析をするこ

となく推定可能となり，その物質群についての総合的な

リスク評価に道を開くものと考えられる。

　これまでに我々は，ヒトを含む様々なほ乳動物細胞培

養系を用いて，環境試料や各種有害化学物質の毒性評

価，特に既知毒性物質の作用機構の解析を行ってきた。

さらに，��������毒性試験法の有用性評価のための国際

的プログラムの一つ����（����������	
��������
��


���������������������）に参加し，試験法の標準化と���

����（生体内）での毒性値との関連づけを模索してき

た。

　本特別研究開始前に実施した関連研究課題は以下のと

おりである。

「環境中の毒性化学物質を検出するための遺伝子導入動

物の開発」

（科学技術庁振興調整費重点基礎研究，平成７年度）

「環境水の安全性評価のための培養細胞を用いたバイオ

アッセイ系の簡便化と高度化に関する研究」

（総合健康推進財団研究助成，平成７年）

「��������系を用いたリスクアセスメント手法の開発」

（科学技術庁振興調整費国際共同研究，平成８年度）

１�３　研究の概要

　本特別研究では，培養細胞を用いた��������毒性試験

をはじめとする各種バイオアッセイ法を用いて，環境媒

体の有害性を総体として評価できる指標の確立を目指し

た。したがって，これらのアッセイ系は，個別物質の毒

性評価に用いられる毒性試験法とは，当然求められる条

件が異なってくる。その条件としては，安価にかつ迅速

に再現性のよいデータが得られること，未知物質を含む

混合物試料にも対応可能であること，そしてできればヒ

トでの毒性値を反映しうること等が挙げられる。そのた

めに踏むべきステップとしては，（１）環境試料への適

用を前提とした現行の各種バイオアッセイ法の����������	

（有用性，妥当性の評価）　（２）環境試料への適用に伴

う問題点の洗い出しと対策法の検討　（３）化学分析に

匹敵するような高感度なバイオアッセイの確立が考えら

れる。そこで本特別研究では，以下のサブテーマを中心

として研究を進めた。

　１）��������毒性試験値の毒性学的意義付け

　国際的な��������毒性試験の����������プログラムであ

る����（前述）との共同で行っているが，これまで

に，各細胞に共通の基本機能に対する毒性，基礎細胞毒

性（���������	�	
�����）と，ヒトで急性毒性が発現する

際の血中濃度との間の相関が見いだされつつあり，短期

一般毒性の指標としての基礎細胞毒性の利用の可能性が

示唆されている。ほ乳類細胞を用いた毒性試験値の毒性

学的意義付け，すなわちヒトでの毒性との関連づけをさ

らに進めた。

　２）バイオアッセイ法の標準化と簡便化

　将来発展性のある試験法の確立と，より利用価値が高

い試験データの蓄積のための第一歩として，特に環境試

料への適用を念頭に置いて，��������細胞毒性試験をは

じめとする各種バイオアッセイ法の����������を行った。

具体的には，環境中でその影響が危惧されている化学物

質を約３０種類リストアップし，研究所内外の研究者に

それぞれの試験系で毒性評価を行ってもらい，提供され

た試験データについての解析，評価を行った。その結果

と，����プログラム等ほかの����������プログラムで

の成果並びにその勧告等を参考にして，主として用いる

べき試験法の組み合わせを策定してその利用を呼びか

け，それらに必要な材料（細胞，培地等）のキット化と

供給体制の確立も試みた。

　３）混合物試料を対象とする毒性試験の毒性学的意義

付け

　未知物質を含む混合物試料という現実の環境試料に対

処するため，数種類の化学物質からなる人工的な混合物

試料を１０種類程度調製し，それらについて��������毒性

試験を実施し，化学物質単独の場合の毒性試験結果との

比較解析を行った。さらに，一部の実験生物を用いた

�������試験も実施した。

　４）環境試料を対象とする際の技術的問題点の洗い出

しと対応法の検討

　環境試料を対象とする際の技術的問題点（例えば試料

の��，浸透圧の影響等）を洗い出して，それらへの対

応法を検討した。さらに，低毒性の環境試料をも評価可

能にするために，有害性の定量的な回収が可能な減圧濃

縮法の確立と，細胞変性の初期段階の変化を高感度に検

出できるバイオマーカーの検索を試みた。
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　化学物質による環境汚染を把握する簡易モニタリング

系としてのバイオアッセイ法は，未だ完全なものはでき

あがっていない。しかし，いつまでも手をこまねいてい

るわけにもいかないし，各研究者が個別に単発的に毒性

試験を行ってもその利用価値は残念ながら決して高いも

のとはなり得ない。本特別研究によって，この分野にか

かわる研究者による組織的な����������と試験法の標準

化が達成されれば，暫定的ではあっても基礎細胞毒性の

ような簡易毒性評価指標を用いた信頼性，再現性のある

データの蓄積が始まる。そう遠くない将来これらのデー

タが，例えば水質に関して言えば���，���と並ぶよ

うな指標値として規制を含む様々な分野で利用されるよ

うになることが期待される。

�
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２�１　��������毒性試験値の毒性学的意義付け

　生体，特にヒトに対する毒性の評価を行う際に，毒性

試験の中心となってきた動物実験は現在でも最も重要で

信頼性の高いものである。しかし，多種類の化学物質を

迅速に評価するのには様々な制約があり，また動物愛護

の観点からも，動物実験に代わる方法の開発が急がれて

いる。現在までにほ乳類培養細胞を用いた多くの���

�����試験が開発・提案されてきたが，����毒性試験ガ

イドラインでは遺伝毒性試験としていくつかリストされ

ているだけで，遺伝毒性以外の一般毒性の試験法では皆

無である（表１）。これは，生体内での吸収，分布，代

謝等の毒物動態学的過程までも取り入れた試験系がまだ

確立されていないためである。もう一つの大きな問題点

は現在のところ試験方法に統一的基準がなく，結果の相

互比較が不可能に近いことである。化学物質の有害性評

価指標として利用されるためには，何等かの基準の設定

と組織的な取り組みが必須である。これらの解決のため

に，組織的な試験法の有用性評価（����������）が全世

界で数多く行われている。その一つ，����（����

��������������	��
���	��
����	���	����）を中心とする

����（����������	
��������
��
���������������������）

プログラムに参加した。

　����では，ヒトでの急性毒性発現用量が判明してい

る化学物質を５０種類参照化学物質として選定し（表

２），��������での毒性試験を実施している各国の研究機

関にそれらの毒性試験を依頼し，提供された５０％毒性

発現濃度データの解析・評価を行っている。このプログ

ラムでは，多様な試験法（ほ乳動物由来の初代培養細

胞，株化細胞，ヒト由来の株化細胞，初代培養細胞を用

いた系から，ミジンコ，植物，酵母，バクテリアを用い

た系まで）が参加して，様々な毒性エンドポイントでの

結果が集積された。

　６８種類の試験法による，参照化学物質５０種類につい

ての試験結果がとりまとめられ，以下の結論が得られて

いる����。１）多くの化学物質の毒性は曝露時間に応じ

て上昇する。２）一般にヒト細胞への毒性はほ乳動物細

胞に対する毒性と良く相関するが，生態毒性学的試験法

の結果とはさほど良い相関ではない。３）試験法が似

通っている場合，細胞種が異なっていても似通った毒性

値が得られる。４）細胞種が同じ場合，試験のエンドポ

イントによらず似通った毒性値が得られる。なお，２）

の結論では，ヒト細胞を用いた試験と生態毒性学的試験

法（例えばミジンコでの急性遊泳阻害試験）との相関

は，ほ乳動物細胞を用いた試験法との相関程良くはない

とされているが，それでも相関係数��　値は０．６前後であ

り有意な相関である。しかも，３種類程度の化学物質に

ついての結果を除外すればその値は０．８前後にまで上昇

する。

　本特別研究期間中，さらに解析が進められ，血液脳関

門を通過する物質について補正を行うことにより，ヒト

由来の培養細胞での２４時間曝露における５０％阻害濃度

（����）の平均値と，ヒトでの５０％致死血中ピーク濃度

との間に非常に高い相関（��　＝０．８８）が認められること

が明らかになった（図２）��。そして，わずか３種類のヒ

２　研究の成果

表２　����プロジェクトにおける参照化学物質
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ト由来株化培養細胞を用いた細胞毒性試験系の組み合わ

せ（バッテリー）によって，ヒトでの急性毒性発現血中

濃度が予測可能と結論された。

　ある化学物質が細胞に対し毒作用を及ぼす場合，その

作用点は極めて多様であり得るが，その細胞の由来した

臓器に特異的な成分，機能，過程（例えば神経組織由来

の神経細胞であれば，軸索タンパク質，神経伝達物質の

合成と放出等）と，各細胞に共通に存在する基本的な成

分，機能，過程（細胞膜，核酸合成等）の二つに大きく

分けることができる（図３）。����プログラムでの結

果からも明らかなように，細胞種の違いによらず多くの

化学物質で似通った毒性値が得られている。このことは，�

多くの化学物質の細胞毒性が，各細胞に共通の成分，機

能，過程に対する毒作用を反映していることを意味して

おり，����プログラムではこれを���������	�	
�����

（基本的細胞毒性あるいは基礎細胞毒性）と呼んでいる。

この基礎細胞毒性は化学物質が有する最小限の細胞毒性

とも言え，これに加えて，物質によっては臓器に特異的

な機能に対する毒性（臓器特異的毒性）を有しており，

これはより低濃度で発現する。

　米国���では，高生産量化学物質リスク評価プログ

ラム（通称���������	
�	）において，基本的毒性デー

タがそろっていない化学物質の毒性試験を実施するにあ

たって，試験法の選定を行っているが，急性毒性試験

（����毒性試験ガイドライン　４０１号（表１）に相当）

に代替する方法の候補として，この����プログラムの

基礎細胞毒性試験を最優先に考えるとしている。

　基礎細胞毒性試験は，安価に，かつ迅速に再現性のよ

いデータを得ることが可能であり，またヒトでの急性毒

性発現血中濃度を反映するものであることも示された。

したがって，基礎細胞毒性試験は有害性総合評価指標と

してきわめて有力な候補であるといえよう。

２�２　各種バイオアッセイの比較

２�２�１　参照化学物質の選定

　各バイオアッセイ系の感度と特異性を知るため，参照

化学物質を用いた比較試験を計画した。環境基準項目，

要監視項目，要調査項目等にリストアップされており，

環境での汚染が問題となっている化学物質１８０種類余り

を対象として，ヒト神経芽細胞腫���１　細胞を用いた基

礎細胞毒性試験による予備的スクリーニングを行った。

その結果と，各種毒性試験で広く使われていること，毒

性の種類と強弱の多様性，入手の容易さ等を考慮し，

����プロジェクトの結果などを踏まえて，参照化学物

質として溶媒対照の����も含めた３２物質を選定した

（表３）。これら参照化学物質は，選定した。参照化学物

質と入手先は以下のとおりである。��������	
��，��

�����������（以上は東京化成より），����������	��


��������，��������	
	����	�，������（以上は半井化学

より），�������（�γ�����），����������	��
�（以上は�

��������	��
�����よ�り），��������	（�������）（�����

��������	
���より），２�����������	�
���，�����（�）������，�

���２����������������	�	��，２．�５�����������	
��，２，�４��

����������	
�����	�������，��������	
��，４��������������	
�

�������，��������	�
���
，�������，�����������	
������，�

�����������	
��，������２（�������），��������，��������

��������，���������，�����，����������	
���，���������	

��������	
，��������	���
��	����，��������	
�，���������

��������，���������	
�����（以上は和光純薬より入

手）。なお，水に対して難溶な物質に対しては，�

��������	
������（����，和光純薬）に最終濃度０．５��図３　基礎細胞毒性の概念

図２　化学物質によるヒトでの急性毒性と細胞毒性の関
係
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以下の濃度で溶解した原液を希釈して用いた。

２�２�２　参照化学物質を対象とした各バイオアッセイ及

び実験生物毒性試験の実施

　ヒト由来細胞並びに齧歯類由来細胞１０数種類を用い

た毒性試験系で参照化学物質の毒性評価を行った。ま

た，実験生物としてヒメダカ，ミジンコ，線虫，ゾウリ

ムシ，酵母を用いた毒性試験（表４）も一部実施した。

さらに，ヒトあるいは齧歯類での毒性発現濃度に関する

データの収集も行った。各試験系で得られた５０％毒性

発現濃度（�μ��）を，表５に示したが，細胞活性を指標

としたような試験系（ペルオキシゾームの増殖，細胞の

遊走・浸潤等）をはじめとして数値化の困難な試験系も

多くあり，単純な比較は不可能であった。

２�２�３　バイオアッセイデータの比較

　ヒト由来培養細胞を用いた細胞毒性試験では，参照化

学物質のうち，毒性が弱いために����を算出できなかっ

た�����（�）������と���������	
�����の２種を除いた，

２８種の化学物質で����を算出できた。�������のみ，細

胞種により����に１００倍以上の差が見られたものの，残

りの２７種の化学物質では，細胞種間で����に５倍以上の

差は見られなかった。図４には，細胞種間（���１，

�８７��，���７）での����（対数表記）の相関関係を示

した。ここで得られた相関係数 ��　は，���１　と���７�

では０．９７，���１　と�８７��では０．８８，���７　と�８７��

表４　本特別研究で実施したバイオアッセイとその実施機関

表３　本特別研究における参照化学物質
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表５　参照化学物質の各種バイオアッセイでの毒性値（����，������������（�μ��））
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では０．８４と，概ね高い値であった。これらの結果は，

前項の����プロジェクトの結論でも述べられているよ

うに，多くの化学物質の毒性が，生物・細胞にとって共

通の構造・機能への作用によって発現する「基礎細胞毒

性」（図３）を反映したものであるためと考えられる。

　比較的簡易な試験系として，上記の基礎細胞毒性試験

（���７　細胞の増殖阻害）と，海洋性発光細菌を用いた

発光阻害試験（��������	１００），並びにミジンコ急性遊

泳阻害試験（��������	�
�
����）での結果の比較を

行った。化学物質に対する各バイオアッセイの結果から

５０％阻害濃度（����）を算出し，それぞれのアッセイ系

の間の関係を比較したところ（図５），３種の試験系の

間で有意な相関関係が見られた。特に，ミジンコと海洋

性発光細菌の間では，相関係数�＝０．８３（�＜０．０１）と，

ほかと比べて強い相関が見られた。また，今回用いた参

照化学物質に対する感受性は，培養細胞（���７），海

洋性発光細菌，ミジンコの順に高くなっていた。

　ミジンコ急性遊泳阻害試験や海洋性細菌発光阻害試験

（��������）は，欧米において排水管理等の現場ですで

に導入されている例もあり，基礎細胞毒性試験が，それ

らと相関性のある試験値を与えたということは，有害性

総合評価指標としての利用の可能性をさらに高めるもの

である。なお，今回用いた参照化学物質３２種類に対す

る感受性の比較では，ミジンコ急性遊泳阻害試験＞海洋

性細菌発光阻害試験≒���７　基礎細胞毒性試験の順に

高かった。

２�３　バイオアッセイによる化学物質混合物の毒性評価

２�３�１　化学物質混合物の組み合わせおよび用量の設定

　すでに述べてきたように，環境試料は未知物質を含む

図５　参照化学物質の毒性影響のバイオアッセイ間での比較

図４　参照化学物質の細胞毒性の細胞種間での比較
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無数の化学物質の混合物である。化学物質の複合影響評

価の試みの第一歩として，個別物質についてすでに毒性

試験を実施した前記参照化学物質の混合物についての毒

性試験を策定した。その組み合わせについては，化学物

質のカテゴリー（重金属，農薬，内分泌撹乱化学物質な

ど），個別試験での毒性の強弱等を判断基準として，表６ 

に示した１３種類の混合物を作成した。用量は，混合液

原液中での濃度が個別試験で得られた����　値の１００倍と

なるように調整した。ただし，����　値が得られなかっ

た物質については，実験可能な最高濃度に調整した。

２�３�２　化学物質混合物試料を対象としたバイオアッセ

イの実施

　上記の参照化学物質混合物試料を対象として，ヒトお

よび齧歯類由来培養細胞を用いた毒性試験，並びに線

虫，酵母，ミジンコを用いた毒性試験を実施した。しか

し，多くの試験系では個別物質の試験の場合よりもさら

に数値化が困難であり，相互比較はほとんど不可能で

あった。そこで，ヒト由来の株化細胞３種類（���１，

�８７��，���７）を用いた試験での結果についてのみ，

詳細な解析を行った。

　図６には，１３種類の化学物質混合物試料並びに溶媒

対照としての����の基礎細胞毒性試験の結果を示し

た。暴露の最高濃度を，各構成化学物質の����　となる

ように調整し，その後×　１���２　の段階希釈で暴露を行った

ものである。用量が相加的であると仮定される（作用点

が同一）場合には，用量反応曲線は����　＝０．４前後（約

５倍希釈程度）を与えるはずであるが，実際多くの混合

物試料の����　はそのあたりに集約している（図７）。も

表６　化学物質混合物の組合せ

図６　参照化学物質混合物試料の細胞毒性試験
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ちろん，いくつかの混合物試料では，相乗的な効果，相

殺的な効果が認められているが，����　値が相加的と仮

定される場合の１０倍以上，あるいは１０分の１以下に

なったものはなく，基本的には混合物の毒性作用は相加

的と仮定し，不確実係数（����������	
������）として１０

をみておけば，大きな支障は生じないものと考えられ

た。

　米国���では，化学物質混合物のリスク評価を行う

際のガイドラインを最近改訂したが，その中で化学物質

混合物の毒性は，デフォルトとしては各構成化学物質の

毒性が相加的（用量の相加性もしくは効果の相加性）で

あると仮定するとしており，今回得られた結果もそれを

支持するものであった。

　以上のことから，ヒト由来培養細胞を用いた基礎細胞

毒性試験は，化学物質混合物の有害性評価にも利用可能

であり，環境試料中の有害性を総合的に評価するための

試験系としての利用に道が開かれた。

２�４　環境水試料の有害性評価へのバイオアッセイの適

用

　最近，河川水等の低毒性環境水試料の有害性が，様々

なバイオアッセイ系によって評価されている。しかし，

多くの試験系では，樹脂吸着や抽出操作等によって事前

に試料を高倍率で濃縮するため，試料の本来持っている

毒性が定量的に回収されていない恐れがある。また，仮

に試料中の毒性を高感度に検出できる試験系であって

も，毒性学的意義が明確化していない場合，得られた結

果の解釈が困難となる。

　これらのことから，試料中の毒性を定量的に回収でき

る濃縮法と，毒性学的意義が明確になっているバイオ

アッセイ系とを組み合わせれば，低毒性環境水試料の有

害性をより正確に評価できると考えられた。

　そこで，これらの条件を満たす試験法として，試料の

減圧濃縮と，ヒト由来細胞を用いた基礎細胞毒性試験と

を組み合わせる方法を採用し，その有用性について検討

した。

２�４�１　基礎細胞毒性試験の簡便化

　通常細胞毒性試験では，継代培養で維持された細胞を，�

計数後適宜希釈したものをプレートに播種して試験を実

施する。しかし，この場合継代に伴って細胞の性質（化

学物質への感受性等）が変化する場合があり，また継代

培養には多くの労力，費用に加え，微生物汚染のリスク

も伴う。試験法の簡便化と，再現性を高める目的で，同

一ロットで大量に作成した凍結保存細胞を解凍・培養後

そのまま細胞毒性試験に用いることを試みた。継代培養

で維持した細胞との感受性・特異性の違いについて参照

化学物質の一部を用いて比較検討したところ，少なくと

も基礎細胞毒性のようなエンドポイントで評価する場合

には，両者にほとんど差がないことが明らかになった

（図８）。そこで，以降の細胞毒性試験は，以下のように

実施した。液体窒素中で凍結保存しておいたヒト由来培

養細胞を解凍し，９６穴プレートに播種した（初期濃度

はおよそ５×１０�������・�������（５×１０�������・����））。

図７　参照化学物質混合物試料における細胞毒性の相加性の検証



―　１２　―

２４時間（���１　では４８時間）細胞を前培養した後，培地

混合試料を添加し，希釈系列を作成した。４８時間の暴

露後，クリスタルバイオレット染色法により，超純水に

対する各試料の相対細胞生存率を求めた。

２�４�２　減圧濃縮による毒性回収率の検討

　����������	
����（�����），��������	
��（����）の�

２種の化学物質を用いて，減圧濃縮による毒性成分の回

収率を検討した。それぞれの化学物質について，非濃縮

試料（暴露時の試料最高濃度が�����　で１００�μ��，�����

で１��となるよう調製した試料）と濃縮試料（減圧濃

縮操作による化学物質の回収率が１００％のとき，濃度が

非濃縮試料と等しくなるよう調製した試料）を作成し

た。減圧濃縮を行う際には，ポリプロピレン製マイクロ

チューブ（１．５���）に試料を分注し，遠心濃縮器（ト

ミー精工���１８１）によりチューブ内の容量が　１���８　以下

になるまで減圧濃縮を行った後，超純水を加えて重量が

濃縮前の　１���８　となるよう調製した（濃縮倍率８倍）。作

成した試料は，２．５に示した基礎細胞毒性試験に供し

た。ここで得られた用量反応曲線から����（５０％増殖阻

害濃度）を算出し，��（���������	
���
��：毒性回収

率）とその　���（���������	��
������������
：相対

標準偏差）を以下の式から求めた。

　　��（％）

　　　＝１００×（非濃縮試料の����）／（濃縮試料の����）

　　���（％）

　　　＝（��の��）／（��の平均値）

　各化学物質について，３種の細胞を用いて非濃縮試料

と濃縮試料，４回ずつ試験を行い，そこで得られた����

の平均値と��から両群（非濃縮試料と濃縮試料）の等

分散検定（�検定）と有意差検定を行った（�検定の結

果，すべての結果で等分散性が確認されたため，２標本

�検定による有意差検定を行い，得られた�値が０．０５未

満であるときに，両群に有意差があると判定した）。

　表７には，各細胞種につき４回繰り返し行った基礎細

胞毒性試験から得られた４種の化学物質の毒性回収率

（��）の平均値（％）と相対標準偏差（���（％）），有

意差検定の結果（�値）を示した。この表に示すとお

り，���７　を用いた����の試験を除いては，濃縮試

料と非濃縮試料とで，得られた細胞毒性に有意差は見ら

れなかった。また，有意差の見られた���７　を用いた

����の試験に関しても，��の平均値は９０％以上と高

い回収率が得られた。

２�４�３　環境水試料の前処理と細胞毒性試験

　霞ヶ浦湖水試料は１９９９年４月～２０００年１２月にかけて

月１回１０地点より採取した（図９a）。諏訪湖湖水は

２０００年４～１０月（５月除く）を月１回６地点より採取

した（図９b）。また，琵琶湖湖水は２０００年５，８，１１

月に５地点より採取した（図９c）。綾瀬川及び信濃川

の河川水試料は，環境庁平成１０年度公共用水域等にお

けるダイオキシン類等調査の重点水域に指定された２０

地点で採取されたものを用いた��。採取した試料は，孔�

径　０．２２�μ��　の　����（�����������	�	
������	）フィルター�

でろ過滅菌した後冷蔵保存した。また，試験前に減圧濃

縮によって濃縮倍率を８倍に調整した後，２倍調製培地

と１：１の割合で混合して試料濃度を４００％（４倍）と

した。その後，試料は０．２２�μ��の����フィルターでろ

過滅菌し，細胞基礎細胞毒性試験に供した。得られた細

胞毒性の強さは，試料最高濃度（濃縮試料では４００％，

非濃縮試料では５０％）での超純水に対する相対細胞生

存率として表した。

　非濃縮試料の試験（試料最高濃度５０％）で得られた

環境水試料の相対細胞生存率は，霞ヶ浦湖水試料の一部

図８　凍結保存細胞と継代培養細胞での細胞毒性値の比
較

表７　減圧濃縮過程での毒性回収率
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を除いたほとんどの試料で１００％前後の値を示し，細胞

毒性は検出されなかった。一方で，濃縮試料の試験（試

料最高濃度４００％）では，試料によって有意な相対細胞

生存率の低下が検出可能となった。図１０には，濃縮試

料の試験で得られた用量反応曲線の一例（１９９９年８月，

９月に霞ヶ浦���　１　で採取された試料の���１　の試験に

おける用量反応曲線）を示した。９月の試料から得られ

た曲線（���　１�����）のように，試料濃度５０％（非濃縮

試料の試験での最高濃度）では有意な低下が見られな

かった相対細胞生存率（平均値±��＝９９．８％±

７．２％，�＝０．９８）が，試料濃度４００％（濃縮試料の試

験での最高濃度）では有意に低下する（平均値±��＝

図９　霞ヶ浦での湖水試料採取地点

a b

c
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７０．２％±２．０％，�＜０．００１），という場合が多く見られ

た。したがって，以下には濃縮試料の試験で得られた結

果を示す。

　図１１には綾瀬川水系試料と信濃川水系試料の相対細

胞生存率（試料濃度４００％）を示した（ともに横軸は試

料名を表す）。綾瀬川水系試料では，��９　試料で，信濃

川水系試料では，河口付近の��４，��１５試料（��１５は

���１　細胞のみ）で，２０％以上の細胞生存率の低下が見

られた。

　１９９９年と２０００年に採取した霞ヶ浦湖水試料の相対細

胞生存率（試料濃度４００％）の月変動を代表的な３つの

水域（高浜入；���　２，土浦入；���　６，湖心；���　９）に

分けて，それぞれ図１２と図１３に示した。１９９９年，２０００

年ともに，高浜入水域で他の水域に比べ頻繁かつ強い細

胞毒性が検出された。また，湖全体として，５月頃より

細胞毒性が検出され始め８月にピークを示すという季節

変動性が確認された。

　諏訪湖湖水試料の相対細胞生存率を図１４aに，琵琶

湖湖水試料の相対細胞生存率を図１４bにそれぞれ示し

た。両湖水試料とも霞ヶ浦に比べ弱いものの，夏季に一

部の水域で有意な細胞毒性が検出された（�＜０．００１）。

図１０　減圧濃縮による湖水試料細胞毒性試験の高感度化

図１１　綾瀬川および信濃川河川水試料の細胞毒性試験 図１２　霞ヶ浦湖水試料の細胞毒性試験結果（１９９９年）
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２�４�４　水質データとの比較

　霞ヶ浦湖水試料では，細胞毒性試験の結果と，重金

属，農薬，���：全有機炭素，���：溶存態有機炭素，

���：吸着性全有機ハロゲン，���：全窒素，���：

溶存態窒素，�����：亜硝酸態窒素，�����：硝酸態窒

素，�����：アンモニア態窒素，���：全リン，���：

溶存態リン，�����：リン酸態リン，�����：全化学的

酸素要求量，�����：溶存態化学的酸素要求量，��：

浮遊物質量，クロロフィル�，フィコシアニン，��，浸

透圧，��：電気伝導度，の各種水質データとの比較を

行った。一方，綾瀬川水系試料，信濃川水系試料では，

細胞毒性試験の結果と，重金属，���，���，��，

��，浸透圧，��の各種水質データとの比較を行った。

　その結果，��を含む多くの水質データについては，

両者に明確な関連性は見られなかった。しかし，一部の

水質データにおいて，細胞毒性と類似の変動を示したこ

とから以下に挙げる。

　２０００年の霞ヶ浦湖水の水質データ一部を図１５に示し

た。霞ヶ浦湖水試料では，富栄養化の指標となる����

�や�����が，細胞毒性と同様，８月にピークを示すも

のが多かった。また，藍藻類量の指標となるフィコシア

ニンが一時期細胞毒性と類似の変動を示した。しかし，

これらの水質データと細胞毒性とは，完全に対応してい

るわけではなかった。また，代表的な藍藻毒であるミク

ロキスチン��，��，��に関しては，環境中での検出

レベルでは細胞毒性への寄与が無視できるレベルであっ

た。また，重金属などの毒性物質は検出下限値以下であ

図１３　霞ヶ浦湖水試料の細胞毒性試験結果（２０００年） 図１５　霞ヶ浦湖水試料の水質データ（２０００年）

図１４　諏訪湖および琵琶湖湖水試料の細胞毒性試験結果�
（２０００年）
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り，浸透圧では濃縮試料で最大２４����（�����������・�

���），��についても７．６～８．２と細胞毒性試験に影響を

与えるような値は見られなかった。

　綾瀬川水系試料で細胞毒性が検出された��９　試料で

は，他の試料に比べて���が高い値（２９０����・����）

を示し，定量下限値以上の��（５５�μ��・����）が検出され

た（重金属で唯一定量下限値以上の濃度を示した）。

　信濃川水系試料で細胞毒性が検出された��４，��１５�

試料では，浸透圧が高い値を示した（��４　では　６６　����，�

��１５では２７����）。

２�４�５　農薬量との比較

　農薬は霞ヶ浦で通常検出される２８種（除草剤１２種，

殺虫剤７種，殺菌剤７種，その他２種）について測定し

た。そのうち実際に頻繁に検出された６種（���，�

�����������，����������	，���������	�
��，��������	
，�

���������	
）について基礎細胞毒性試験を行い，比較

を行った。

　２０００年の霞ヶ浦で検出された農薬量を３つの水域に

分けて図１６に示した。高浜入水域で他の水域より高い

値を示しており，夏季にピークを示していた。

　また，頻繁に検出された６種の農薬について細胞毒性

試験を行い算出した����（最大無影響濃度）は，０．５�

８．７×１０�μ��・����　と，検出された最大濃度（０．１�０．７�μ��・�

���）に比べ１万倍程度高い値を示しており，個別の農

薬による細胞毒性への影響は無視できるものであった。

２�４�６　細胞毒性の由来の解析

　霞ヶ浦湖水試料（２０００年８月，���　１）を限外ろ過

フィルター（分子量３，０００）（���������製），陽イオン交

換樹脂カートリッジ，陰イオン交換樹脂カートリッジ，

���カートリッジ（いずれも�����製），活性炭充填

カートリッジ（������製）によってそれぞれ処理を

行った試料の基礎細胞毒性試験を実施し，毒性因子の物

質特性の解析を行った。

　各種処理を行った試料の相対細胞生存率（試料濃度

４００％）を図１７に示した。���，陰イオン交換，陽イ

オン交換，活性炭充填カートリッジの処理を行った試料

では，無処理の試料に比べ大幅に毒性が低減されてい

た。それに対し，限外ろ過フィルターによる処理を行っ

た試料ではほとんど毒性が低減されていなかった。ま

た，本試験で用いたカートリッジのイオン交換樹脂が疎

水性物質吸着能を有していることを考慮すると，湖水試

料中の毒性因子の多くは疎水性で分子量３，０００以下の物

質であろうと推察された。

２�４�７　減圧濃縮法と組み合わせた基礎細胞毒性試験の

有用性

　環境水中の有害性を総合的に評価するために，霞ヶ

浦，諏訪湖，琵琶湖湖水試料について基礎細胞毒性試験

を行った。霞ヶ浦湖水試料では１９９９年，２０００年ともに

夏季に毒性がピークを示し，北の水域である高浜入で他

の水域と比較し強い細胞毒性が確認されるという毒性の

季節変動性および水域間での相違が確認された。諏訪

湖，および琵琶湖について同様の試験を行った結果，

霞ヶ浦と比較し弱いものの夏季に一部の水域で有意な細

図１６　霞ヶ浦湖水試料中の農薬レベル（２０００年）
図１７�霞ヶ浦湖水試料（２０００年８月，����１）の細胞�

毒性に対する各種前処理の影響
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胞毒性が確認された。

　また，霞ヶ浦湖水試料で確認された毒性について解析

を行った結果，��，浸透圧の影響は確認されず何らか

の有害化学物質による影響が示唆されたが，農薬，重金

属などの有害性化学物質の単独での影響はないことが確

認された。また，多くの水質データとの関連は見られな

かったがフィコシアニンについては細胞毒性と類似した

変動を示していたが，これらの関係は不明確であった。

　以上の結果より，基礎細胞毒性試験によって環境水中

の有害性を総合的に評価し，季節，水域間の変動性が確

認された。しかしながら毒性由来の解析においては明確

な関連性を得ることができなかった。今後はより詳細な

試験データを蓄積し，比較検討を行っていくことが重要

である。

　以上，減圧濃縮法と組み合わせた基礎細胞毒性試験を

実際の環境水試料に適用した結果，減圧濃縮操作を行わ

ない場合に比べて，より高感度に試料中の細胞毒性を検

出できた。霞ヶ浦湖水の細胞毒性は，８月にピークを示

すとともに，特定の水域で高くなる傾向が見られた。河

川水では，浸透圧の高い河口付近の試料で細胞毒性が検

出された。今回の対象試料では，浸透圧以外の各種水質

データと細胞毒性との間に明確な関連性は見られなかった。

　以上の結果から，本試験法は低毒性環境水試料の有害

性総合評価に有用であることが示された。しかし，この

ような指標を環境管理に利用するためには，各種水質

データと比較・検討した環境水試料の試験データを体系

的，継続的に蓄積することが必須である。

２�５　排水試料へのバイオアッセイの適用

　３種のバイオアッセイ（培養細胞毒性試験，発光細菌

発光阻害試験，ミジンコ遊泳阻害試験）を３０種の参照

化学物質並びに浸透圧標準溶液に対して適用し，各アッ

セイ系の反応の特徴とそれら相互の関係を明らかにした

のち，これらを実際の排水試料に適用し，その有害性の

評価とそれに伴う問題点の検討を試みた。排水試料や埋

め立て処分場浸出水試料などは，高浸透圧を示すものが

多いことが知られているため��，特に浸透圧の影響を中

心に解析を行った。

２�５�１　排水試料採取と前処理

　一般廃棄物焼却施設２９施設（試料番号���　１　～２９）

および産業廃棄物焼却施設７施設（試料番号���　３０～

３６）の洗煙廃水等の処理排水を用いた。これらは環境庁

の平成１０年度ダイオキシン排水実態調査として採取さ

れたものである��。なおバイオアッセイにおいては，簡

便に，しかも出来るだけ試料の持つ毒性を変化させるこ

となく評価するため，濃縮等の前処理は行わずに各試験

系に供した。

２�５�２　排水試料の化学分析等

　化学的分析項目としては，吸着性有機ハロゲン量

（���），ダイオキシン類（���������	
�を含む），��，

そして誘導結合プラズマ発光分光分析法（�������）に

よる金属濃度を測定した。なお，吸着性有機ハロゲン

量，ダイオキシン類濃度は環境庁の平成１０年度ダイオ

キシン排水実態調査報告��から引用した。物理的分析項

目である浸透圧は，������社製浸透圧計（����１）を

用いて測定した。

　���は，検出限界以下（＜０．００５��・����）から１．６�

��・����　を示した����２７まで，試料によってかなりのば

らつきがあった。ダイオキシン類は，ほとんどの試料で

２４������・����（����２２）以下であったが，一部３９０����

���・����（����３０），１３０　������・����（����３２）と高い値�

を示した。��はほとんどの試料で６～８の間にあった

が，一部の試料は弱アルカリ性を（８．１（����１９），８．３

（����２２），８．２（����３２）），一試料がやや強い酸性（３．６

（����３４））を示した。�������の結果，いくつかの試

料においてナトリウム，カリウム，カルシウムが特に多

く，����２６，２７，２９ではナトリウムが１０，０００～２０，０００�

��・����　と高値を示した。カリウム，カルシウムはほと

んどの試料でそれぞれ１，０００，２，０００��・����　以下であ

り，マンガン，亜鉛，ホウ素，アルミニウム，カドミウ

ム，クロム，銅等は多くの試料で検出されなかった。浸

透圧は試料間のばらつきが大きく，２（����２８，３３，３４）

から約１，５００����（����２７）の範囲にあった（図１８）。

　なお，一般廃棄物焼却施設と産業廃棄物焼却施設との

間では，各測定値に特徴的な差違は認められなかった。

２�５�３　排水試料のバイオアッセイ

　生物に対する広範な影響をみるために，３種のバイオ

アッセイ，培養細胞毒性試験，海洋性発光細菌発光阻害

試験，並びにミジンコ遊泳阻害試験を実施した。

　結果の表記にあたっては，排水試料に対する各バイオ

アッセイデータから����を算出，さらに原液濃度１００
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（％）をこの����（％）で除した値を毒性単位（��）と

し，その各試験系での値を図に示した。この毒性単位

は，����に至るまでの試料原液の希釈倍率を表し，試料

原液の持つ毒性の大きさを間接的に表している。

　培養細胞毒性試験は，前述の３種類のヒト由来株化細

胞，ヒト神経芽細胞腫細胞���１，ヒト神経膠芽細胞腫

�８７��，及び乳ガン細胞���７　を用いた。試験方法は

前述と同様に実施した。また，３種類の細胞でほぼ同様

の結果が得られたので，以下���７　細胞の結果のみに

ついて示した。

　海洋性発光細菌発光阻害試験は，�����社製

��������	１００を用いて実施した。付属の液体乾燥した

����������	
���と再溶解液を用いて菌体懸濁液を作成後，

最終濃度２％となるように��������	
�����を加えた試

験試料と１対１の割合で混合し暴露開始とした。暴露開

始時と開始１５分後に発光量を測定し，その減少量を発

光阻害量とした。

　ミジンコ遊泳阻害試験は，ミジンコ毒性試験キット

��������	�
�
����（ベルギー�������社）を用いて実

施した。キット付属の����������	��の休眠卵を２０℃，

１０，０００���照射下で培養し，試験開始前２４時間以内にふ

化したミジンコに試験試料を添加して暴露開始とした。

暴露開始４８時間後に動かなくなったミジンコを計数し，

遊泳阻害率を求めた。

　各試験系で検出された排水試料の有害性を毒性単位

（��）の大きさとして図１８に示した。培養細胞（���７）�

とミジンコに対しては，強い毒性を示した排水試料が数

多くあり，毒性単位１以上の検出率は，ミジンコと培養

細胞（���７）それぞれ５３％，３９％であった一方で，

発光細菌においては１４％であった。なお，毒性単位の

大きさにおいても，一般廃棄物焼却施設と産業廃棄物焼

却施設（図１８においてサンプル番号が枠付きで表示）

との間では，特徴的な差違は認められなかった。

図１８　事業所排水試料の３種類のバイオアッセイにおける毒性値
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２�５�４　化学分析等の結果とバイオアッセイでの毒性値

との比較

　排水試料についての各バイオアッセイで得られた毒性

値と化学分析結果との比較を試みた。図１９には，���７�

細胞を用いた細胞毒性試験での毒性値（毒性単位で表

示）と���，ダイオキシン類，��，並びに浸透圧との

比較をした結果を示した。毒性値と���，ダイオキシ

ン類，および��との有意な相関は見られなかったが，

浸透圧との間には有意な相関（�＝０．７５，�＜０．０１）が

認められた（図１９）。

２�５�５　排水試料の浸透圧の影響の解析

　アッセイ系への浸透圧の影響を解析するため�������

��������と�������を用いて浸透圧標準溶液を調製した。

図２０には，調製した浸透圧標準溶液に対する各バイオ

アッセイ系の浸透圧－反応曲線を示した。海洋性発光細

菌は浸透圧に対して比較的耐性であり，負荷浸透圧約

４６０����でもほとんど阻害が認められなかった（図

２０）。一方ミジンコ，培養細胞（���７）は浸透圧に対

して感受性が高く，それぞれ負荷浸透圧約６０����，

約１１０����から阻害が認められた。浸透圧に対する感

受性はミジンコ，培養細胞（���７），海洋性発光細菌

の順に高かった。なお，��������	
�����溶液と�������

溶液を用いた試験結果に違いは見られなかったことか

ら，これらの結果が純粋に浸透圧のみの物理的影響によ

るものであると考えられた。

　次に，排水試料で検出された毒性についても浸透圧に

よる物理的影響を考察するため，排水試料と�������

��������溶液に対する浸透圧－反応曲線を比較，分析し

た結果，排水試料の毒性には大まかに２通りのパターン

があることが明らかになった。一つは，����３６のよう

図２０　３種類のバイオアッセイにおける浸透圧の影響

図１９　事業所排水試料のバイオアッセイデータと化学分析データとの比較
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に浸透圧標準溶液と試料の浸透圧－反応曲線が大変よく

一致する場合であり，これは物理的毒性としての浸透圧

がその毒性の主要因であることが考えられた（図２１a）。

もう一つは高希釈倍率での����２７のように，浸透圧標

準溶液でまだ毒性が現れていない比較的低い浸透圧下で

毒性が認められる場合であり，ここでは毒性化学物質に

よる影響が推察された（図２１b）。

　このようにして，排水試料の物理的，化学的毒性要因

の判定を行った後，毒性単位の結果を浸透圧の順に並べ

ところ，特に高浸透圧の試料においては物理的要因であ

る浸透圧が主な毒性要因となっているものが多くある一

方で，毒性化学物質の存在が大きな毒性要因となってい

る試料（実試料の����が浸透圧の影響のみによる����の�

１���４　以下）も相当数（����７，１６�２０，２７，３０，３３�３５等）

存在した（図１９）。なお，高浸透圧の要因としては，

�������の結果から，ナトリウムが浸透圧の２５～５９�

％，さらにこれにカリウム，カルシウムを加えると，そ

の４４～６７％をそれらの物質が占めていた。なお，排水

試料の浸透圧と，焼却炉の型，排水処理方式の関連につ

いても検討したが，高浸透圧を示す排水上位５試料にお

いては，焼却炉はすべて全連続型であり，排水処理方式

は４試料が凝集沈殿，砂ろ過，キレートを組み合わせた

ものであった。しかし，同じ焼却炉の型と排水処理方式

の試料でも低浸透圧の試料もあり，明確な関連は見いだ

せなかった。また，一般廃棄物焼却施設と産業廃棄物焼

却施設との間でも，特徴的な違いはみられなかった。

　浸透圧の影響を除く方法としては，毒性物質の固相抽

出を行うこと等が考えられるが，煩雑な操作が要求され

毒性成分の回収率の問題も存在する。したがって，一次

スクリーニングとしては，本研究で行ったように，浸透

圧の陽性対照を用いた比較試験を行うのが最も簡便で現

実的であると考えられる。高浸透圧でありながら，毒性

化学物質による影響が示唆された試料については，固相

抽出等を組み合わせて毒性成分の同定等を行えば，さら

に正確な評価も可能となる。

　また����７　や����３４の排水試料のように，二つの試験

系で非常に強い毒性が検出された一方で，一つの試験系

ではほとんど毒性が検出されない場合や，����３５や

����３３のようにある一つの試験系でのみ有意な毒性を

検出する場合もあった。これらの試料には，ある試験系

に特異的に働く毒性化学物質の存在が推察された。これ

らの結果は，単一の試験系でのみ有害性を評価すること

は，不十分であることを示唆している（図１９）。

　毒性単位は試料原液のもつ毒性を５０％阻害まで低減

するための希釈倍率であるから，３種類のバイオアッセ

イでの毒性単位のうち最大のものをとれば，他の２種類

のバイオアッセイでの阻害は５０％以下に抑えられるこ

とになる。多くの排水試料は約８倍以上に希釈されれば

毒性が５０％阻害以下まで低減されるが，いくつかの試

料は，数十倍に希釈されても今回のアッセイ系を５０％

図２１　事業所排水試料のバイオアッセイデータと試料の浸透圧との比較
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以上阻害しうる毒性を有しており，注意が必要である。

　排水や，海水の影響を受ける河川下流では，浸透圧の

高い状況が特に引き起こされやすいと考えられるため，

このような調査対象にバイオアッセイを適用する場合，

浸透圧による物理的影響と毒性化学物質の影響の見極め

が非常に重要となろう。もちろん，高浸透圧自体も排出

先環境の生物相にとっては重大な有害因子である。今回

測定されたもっとも高い浸透圧は約１，５００����であ

り，これは日本の一般的海水の１．５倍に相当する。した

がって，排出先での希釈倍率を考慮した排水の浸透圧調

整も検討されなければならない。

２�５�６　排水試料の有害性総合評価におけるバイオアッ

セイの有用性

　排水中に存在する有害性を簡易かつ多角的に評価する

ために，３種のバイオアッセイ（ヒト株化培養細胞を用

いた��������細胞毒性試験，発光細菌を用いた生物発光

阻害試験，並びにミジンコ急性遊泳阻害試験）を，廃棄

物焼却施設排水試料原液に適用し，得られたバイオアッ

セイのデータと，化学的分析および物理的分析の結果を

比較検討した。バイオアッセイで得られた排水試料の毒

性値と，���，ダイオキシン類濃度，重金属濃度，��

との間には有意な相関は認められなかった。しかし，

��������細胞毒性試験およびミジンコ急性遊泳阻試験で

の毒性値と，排水試料の浸透圧値との間には相関が認め

られた。さらに，その浸透圧－反応曲線は�������

��������あるいは�������で調製した浸透圧標準溶液で

のものとよく一致し，これらの排水試料の毒性発現にお

いて浸透圧が主要な寄与をしていることが示唆された。

したがって，��������細胞毒性試験やミジンコ急性遊泳

阻害試験のようなバイオアッセイを無処理の排水試料に

適用する際には，浸透圧の影響を充分に考慮する必要が

あり，毒性化学物質の影響を評価するためには，浸透圧

標準溶液を用いた浸透圧－反応曲線との比較を行うこと

が簡便かつ有効であることが示された。

２�６　バイオアッセイのキット化の試み

　本特別研究でも一部用いているが，ミジンコ急性遊泳

阻害試験（��������	�
�
����），海洋性発光細菌発光

阻害試験（��������，��������）等，一部のバイオアッ

セイはキット化され，市販されていて，コストの問題は

あるが，我が国でも入手可能である。

　一方，有用性が示唆された細胞毒性試験は，キット化

されたものはなく，また細胞培養には厳密な無菌室と熟

練が必要と考えられており，一部の研究者が研究レベル

で実施しているという状況である。つまり，前述のよう

に，通常細胞毒性試験では，継代培養で維持された細胞

を，計数後適宜希釈したものをプレートに播種して試験

を実施する。しかし，この場合継代に伴って細胞の性質

（化学物質への感受性等）が変化する可能性があり，ま

た継代培養には多くの労力，費用に加え，微生物汚染の

リスクも伴う。本特別研究では，同一ロットで大量に作

成した凍結保存細胞を解凍・培養後そのまま細胞毒性試

験に用いることを試み，少なくとも基礎細胞毒性のよう

なエンドポイントで評価する場合には，実用上問題ない

ことが示された。これによって，継代培養の労力・費用

が省け，しかも試験間でのばらつきも最小化することが

可能となった。

　この試験法をさらに多くの機関で，しかも実務レベル

でも利用されるようにするためには，キット化が有効で

あると考えられる。すでに，凍結保存細胞を用いること

が可能であることも示されており，技術的にはさほど困

難ではない。凍結細胞の入ったセラムチューブは，ドラ

イアイス中で輸送が可能であり，他の試薬類も，冷蔵も

しくは室温での輸送が可能であることから，図２２に示

したような，基礎細胞毒性試験キットの供給はすぐにで

も実現可能である。

　実際，本特別研究の研究分担者である岡山大学環境理

工学部小野研究室では，国立環境研究所より供給された�

図２２　基礎細胞毒性試験キット（想像図）

� � �
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プロトタイプの「基礎細胞毒性試験キット」を用いて，参�

照化学物質の試験と廃棄物埋立処分場浸出水試料の毒性�

評価試験が実施されており，良好な成果が得られている。

２�７　今後の課題と展望

　平成１０年度より１２年度まで実施した本特別研究「環

境中の化学物質総リスク評価のための毒性試験系の開発

に関する研究」によって，基礎細胞毒性試験をはじめと

するいくつかのバイオアッセイ系が，環境（水）中に存

在する有害性を総合的に評価する試験法として有用であ

り，実利用可能であることが示された。

　今後は，これらの簡易なバイオアッセイ系のバッテ

リー（組み合わせ）を実用化し，実際の環境管理への導

入と活用を試みる必要がある。具体的には，以下のよう

な項目について，さらに検討を加える必要があろう。

（１）各種バイオアッセイのキット化と供給体制の確立

　本特別研究で得られた成果を基にして，新規のバイオ

アッセイ法としてヒト由来培養細胞を組み合わせ用いた

細胞毒性試験法をキット化する。さらに，環境試料の前

処理法を含めた操作方法をマニュアル化する。一部キッ

ト化されている既存の試験法を含む，これらの実利用可

能なバイオアッセイ系バッテリーの供給体制を整える。

（２）バイオアッセイ適用対象の選定と評価

　実利用可能なバイオアッセイ系の適用対象として，湖

水・河川水，各種事業所排水（廃棄物処分場，焼却処理

施設，下水処理施設等）が候補として挙げられるが，適

用に際しての有用性評価と問題点についての検討を行

う。特に，検出される有害性の分類とそれらの低減対策

（処理方法）に重点を置く。

（３）バイオアッセイ指標のスコア化

　前項に関連して，低減対策の優先取組施設を設定し，

低減目標を定めるためにも，バイオアッセイ指標のスコ

ア化が必要となる。管理対象に応じた，各バイオアッセ

イ値の重み付けを行い，数値化する。

（４）自治体の協力を得たパイロット事業の実施

　各自治体の環境研究所等の協力を得て，キット化され

たバイオアッセイ系の供給と環境試料の有害性評価への

適用に関するパイロット事業を実施し，環境管理システ

ムへの導入の方向性と実現可能性を探索する。

（５）バイオアッセイを導入した新たな環境管理システ

ムの提案

　現時点で実施可能なバイオアッセイを導入した環境管

理システムを提案する。バイオアッセイ限界が見えつつ

ある現行の個別物質の規制に基づく環境管理システムで

カバーできない部分を補うものとして位置づけられる。

　以上の検討により，図２３に示したようなバイオアッ

セイを導入した新たな環境管理システムが構築され，実

施されることを望むものである。

図２３　環境管理とバイオアッセイ
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２�８　終わりに

　人間活動に伴って環境中に放出されたり，環境中で非

意図的に生成された化学物質は，無数に存在しさらにそ

の数は増大しつつある中，環境媒体の安全性評価は極め

て重要な課題である。毒性試験の中心となってきた動物

実験は現在でも最も重要で信頼性の高いものであるが，

多種類の化学物質を迅速に評価するのには様々な制約が

あり，動物実験に代わる方法の開発が急がれている。さ

らに，未知物質を含む混合物という環境中での化学物質

の存在形態を考えれば，従来の毒性学，リスク科学には

とらわれない新たな発想と戦略が必要となる。

　現段階では，環境化学物質によるヒトの健康に対する

有害性を総合的に評価するためのバイオアッセイ系は，

未だ完全なものはできあがっていない。しかし，いくつ

かのバイオアッセイを組み合わせ用いることにより，ヒ

トに対する急性毒性を反映した評価も可能となる。これ

らの試験法は，限界が見えつつある現行の個別物質の規

制に基づく環境管理システムでカバーできない部分を補

うものであり，米国で既に導入されている���（������

���������	
�����）プログラム，���（���������	
������������

���������	）����（���������	
����������������）プロ

グラムと並ぶ次世代の環境管理システムとなりうるもの

である。バイオアッセイで得られた値が，例えば排水管

理に関して言えば���，���と並ぶような総合指標値

として利用されるようになることが期待される。
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１２．１２横　浜環境ホルモン学会第３回
研究発表会

内分泌攪乱物質の暴露によるヒト神経細
胞の遺伝子発現変動の系統的解析

ロキプラマニキ，
石堂正美，国本　学，
梅澤嘉夫
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年月開催都市名学会等名称題　　　　　目発　表　者

１３．�１東　京第１２回ビタミン�研究
会

ビタミン�等抗酸化剤による神経細胞死
抑制効果

国本　学

１３．�１名古屋第２３回日本学術会議ト
キシコロジー研究連絡委
員会シンポジウム

���������試験系を用いた環境化学物質の
神経発生毒性評価の試み

国本　学

１３．�３岐　阜第３４回日本水環境学会
年会

培養細胞を用いた湖水試料の毒性評価と
その解析

福島寿和，
大久保卓也，
杉浦則夫，国本　学

１３．�３岐　阜第３４回日本水環境学会
年会

ヒト由来細胞を用いた処分場浸出水の毒
性評価

長島　寛，宮原康明，
小野芳朗，国本　学

１３．�３札　幌日本薬学会第１２１年会グリア細胞の発達に及ぼす甲状腺ホルモ
ンの影響

足立達美，高永博実，
石堂正美，国本　学，
阿相皓晃
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