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（令和3年2⽉16⽇）

OECD 試験法に係る最近の動向について

国⽴環境研究所 環境リスク・健康研究センター

⼭本 裕史



2

簡単な自己紹介

• 専門は生態毒性学、環境化学、環境工学
•現職は国立環境研究所、環境リスク・健康研究セン
ター・生態毒性研究室長、生態毒性標準拠点長、副
センター長 （http://www.nies.go.jp/index-j.html）
•東京大学大学院新領域創成科学研究科自然環境学
専攻客員教授

•環境省の化審法、農取法、
内分泌かく乱、医薬品による
環境汚染、土壌汚染、海洋
プラスチックごみ等の約30の
委員を担当

http://www.nies.go.jp/index-j.html
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COVID-19に伴う変化

• 環境省関連の会議は概ねWeb会議（昨
年3月以降）

•OECDの試験法関係の会議も軒並みWeb 
(Zoom開催）
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• 化学品の試験のためのOECDテストガイドライン
（テストガイドラインの開発ならびに試験方法
の検証の円滑化及び調和化を含む）

• 試験の諸問題に関するガイダンス文書
• 特定の有害性領域の先端科学に関する詳細レ
ビュー文書

に関する作業の指揮・監督をおこなう。

WNT: Working Group of National Co-ordinators of the TGs programme

OECDテストガイドライン作業グループ

WNT-32は2020年4月21～24日に開催、各種試験法・
ガイダンス文書や新規プロジェクト提案の承認ならびに
作業を実施：本年はREACTIVアッセイの新規提案や、名
の粒子のガイダンス文書承認のみ
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WNT傘下の組織
• VMG-eco（生態毒性試験バリデーション管理グ
ループ）において、200シリーズ関連の専門家
会合を開催し、バリデーションを実施

• ほかにVMG-NA（非動物試験バリデーション管
理グループ）など

15th VMG-ecoは2020年10月22～23日にWebで開催、
日本からは内分泌かく乱関係の試験法のバリデーション結果
ほか、①TG203改訂に伴うメダカの診断症状、②ヨコエビ
試験法提案、 ③TG201の改訂に向けた提案等の情報提供を
発表
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①TG203改訂に伴うメダカ診断症状

uTG203の改訂版（2019）では、Moribund（瀕死）症状を致
死の代替とする案は⾒送られたが、ガイドラインでは将来的
なMoribundityの採⽤に向けて、新たに症状診断の項⽬が設
けられている。また、欧州を中⼼にMoribundityの採⽤に向
けた活発な動きがある。

uこのような背景から、国環研では以下の項⽬について対応
を検討・検証中である。

II. メダカ症状観察の統⼀化を⽬的とした、症例動画、観察・記録のための
ガイダンス作成
• メダカの症例分類と定義の再検討
• メダカ症例の動画作成

I. Moribund（瀕死）症状を致死の代替とする案の採⽤に向けた知⾒の
収集
• メダカにおける個体識別法を⽤いた症状診断法の確⽴
• メダカにおける瀕死症状の基準策定に向けた症状の重篤度分類
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I. Moribund（瀕死）症状を致死の代替とする案の採⽤に向
けた知⾒の収集

• メダカにおける個体識別法を⽤いた症状診断法の確⽴
• メダカにおける瀕死症状の基準策定に向けた症状の重篤度分類
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⽔中での識別性 動物愛護 経費 難易度 識別に要する時間

Mutilation:
ヒレや⿂体⼀部へのクリッピン
グやパンチング

++ - +++ ++ ++

Freeze branding:
⿂体⼀部分への凍傷 + + +++ ++ +

Attachment tags:
筋⾁組織へのタグ +++ + +/+++ + +++

Tattooing:
⼊れ墨 ++ + ++ + ++

Pigments:
⽪膚への⾊素注⼊ ++ ++ +++ ++ ++

Visible Implant Elastomer:
重合軟材性ポリマーの⽪下注⼊ ++ ++ ++ ++ +++

Morphometric marking:
形態または体表⾊素による識別 + +++ ++ ++ +

個別飼育 +++ +++ ++ +++ +++

提案されている個体識別手法

⾚枠︓国環研で検証した個体識別法

I. Moribund（瀕死）症状を致死の代替とする案の採⽤に向けた知⾒の収集

u瀕死症状の基準策定には、観察された症状が致死にリンクしているかや、症状が観察されてから
死にいたるまでの時間を明らかにする必要があり、そのためには、なるべく⿂体へのダメージが
少ない最適な個体識別法の検証が必要となる。

個体識別法を⽤いた症状診断法の確⽴
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uインプラント法など複数の個体識別⼿法の検証を⾏い、メダカにおいては、
⿂体へのダメージが最も少ない個別飼育法を採⽤することとした。

•仕切り板（アクリル製）•オールガラス水槽（溶接）容量：8.46 L
600 x 120 x 120

u 個別飼育法を⽤いたメダカ急
性毒性試験を実施し、観察さ
れた症状が死に移⾏する割合
（Death / Clinical signs⽐）
の算出及び死に移⾏するまで
の時間を計測した。

I. Moribund（瀕死）症状を致死の代替とする案の採⽤に向けた知⾒の収集
個体識別法を⽤いた症状診断法の確⽴
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症状のうち40%が
致死に移行する。

症状のうち10%
が致死に移行する

症状が100%
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緩慢な動き

着底

平衡喪失

嗜眠

uグラフの縦軸は、Death / Clinical signs（症状）⽐を⽰し、1の場合は観察
された症状が100%の割合で致死に移⾏したことを意味する。<1の場合は、
回復等で観察された症状が100%致死に移⾏しなかったことを意味する。

Death / Clinical signs⽐に基づいた症状の重篤度分類

uDeath / Clinical signs（症状）⽐が1の症状を瀕死（Moribund）症状と
なり得る重篤症状と定義し、<1の場合は中軽度症状と定義した。

I. Moribund（瀕死）症状を致死の代替とする案の採⽤に向けた知⾒の収集
メダカにおける瀕死症状の基準策定に向けた症状の重篤度分類
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症状分類 症状名 症状の定義 Death/Clinical signs比 重篤度分類

遊泳異常

着底 底に腹部をつけ遊泳しない（ヒレの動きは
みられる）。 0.43* ��

過活発（興奮） 方向不定の激しい動き。 0.52* ��

平衡失調

・平衡感覚が失われており、背泳、スパイ
ラル（鉛直方向）、コークスクリュー（水
平方向）遊泳などを行う。
・背泳、スパイラル遊泳、コークスク
リュー遊泳は複合的に観察される場合が多
い。

0.87* ��
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1* $�

泳力低下

・ヒレの動きは見られるが、泳力が低下し
ており、浮上しようとするが浮上できない。
着底してもなんらかの刺激で浮上する。
・泳力低下は多くの場合、平衡喪失症状を
合併している。
・底面で平衡喪失症状を呈し遊泳している
もの、あるいはヒレの動きはみられるが遊
泳を停止しているものも泳力低下とする。

1* $�

遊泳不能

横転
・水槽の底面で横倒しになる。
・鰓蓋の動きはみられるが、ヒレの動きは
見られない。

1* $�

水面不動
・水面に口を出している。
・鰓蓋の動きはみられるが、ヒレの動きは
みられない。

1* $�

症状の重篤度分類のまとめ（一部抜粋） ＊複数の化学物質における試験で得られた値の平均値
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症状分類 症状名 症状の定義 Death/Clinical signs比 重篤度分類

遊泳異常

着底 底に腹部をつけ遊泳しない（ヒレの動きは
みられる）。 0.55 (0.48)* ��

過活発（興奮） 方向不定の激しい動き。 0.52* ��

平衡失調

・平衡感覚が失われており、背泳、スパイ
ラル（鉛直方向）、コークスクリュー（水
平方向）遊泳などを行う。
・背泳、スパイラル遊泳、コークスク
リュー遊泳は複合的に観察される場合が多
い。

0.93 (0.87)* ��
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1* $�

泳力低下

・ヒレの動きは見られるが、泳力が低下し
ており、浮上しようとするが浮上できない。
着底してもなんらかの刺激で浮上する。
・泳力低下は多くの場合、平衡喪失症状を
合併している。
・底面で平衡喪失症状を呈し遊泳している
もの、あるいはヒレの動きはみられるが遊
泳を停止しているものも泳力低下とする。

0.97 (1)* $�

遊泳不能

横転
・水槽の底面で横倒しになる。
・鰓蓋の動きはみられるが、ヒレの動きは
見られない。

1* $�

水面不動
・水面に口を出している。
・鰓蓋の動きはみられるが、ヒレの動きは
みられない。

1* $�

症状の重篤度分類のまとめ（一部抜粋） ＊複数の化学物質における試験で得られた値の平均値
括弧内は前年度の値
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症状分類 症状名 症状の定義 Death/Clinical signs比 重篤度分類

遊泳異常

着底 底に腹部をつけ遊泳しない（ヒレの動きは
みられる）。 0.55 (0.48)* ��

過活発（興奮） 方向不定の激しい動き。 0.52* ��

平衡失調

・平衡感覚が失われており、背泳、スパイ
ラル（鉛直方向）、コークスクリュー（水
平方向）遊泳などを行う。
・背泳、スパイラル遊泳、コークスク
リュー遊泳は複合的に観察される場合が多
い。

0.93 (0.87)* ��
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1* $�

泳力低下

・ヒレの動きは見られるが、泳力が低下し
ており、浮上しようとするが浮上できない。
着底してもなんらかの刺激で浮上する。
・泳力低下は多くの場合、平衡喪失症状を
合併している。
・底面で平衡喪失症状を呈し遊泳している
もの、あるいはヒレの動きはみられるが遊
泳を停止しているものも泳力低下とする。

0.97 (1)* $�

遊泳不能

横転
・水槽の底面で横倒しになる。
・鰓蓋の動きはみられるが、ヒレの動きは
見られない。

1* $�

水面不動
・水面に口を出している。
・鰓蓋の動きはみられるが、ヒレの動きは
みられない。

1* $�

症状の重篤度分類のまとめ（一部抜粋） ＊複数の化学物質における試験で得られた値の平均値
括弧内は前年度の値
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症状分類 症状名 症状の定義 Death/Clinical signs比 重篤度分類

遊泳異常

着底 底に腹部をつけ遊泳しない（ヒレの動きは
みられる）。 0.43* ��

過活発（興奮） 方向不定の激しい動き。 0.52* ��

平衡失調

・平衡感覚が失われており、背泳、スパイ
ラル（鉛直方向）、コークスクリュー（水
平方向）遊泳などを行う。
・背泳、スパイラル遊泳、コークスク
リュー遊泳は複合的に観察される場合が多
い。

0.87* ��
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1* $�

泳力低下

・ヒレの動きは見られるが、泳力が低下し
ており、浮上しようとするが浮上できない。
着底してもなんらかの刺激で浮上する。
・泳力低下は多くの場合、平衡喪失症状を
合併している。
・底面で平衡喪失症状を呈し遊泳している
もの、あるいはヒレの動きはみられるが遊
泳を停止しているものも泳力低下とする。

1* $�

遊泳不能

横転
・水槽の底面で横倒しになる。
・鰓蓋の動きはみられるが、ヒレの動きは
見られない。

1* $�

水面不動
・水面に口を出している。
・鰓蓋の動きはみられるが、ヒレの動きは
みられない。

1* $�

症状の重篤度分類のまとめ（一部抜粋） ＊複数の化学物質における試験で得られた値の平均値
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Death / Clinical signs⽐を⽤いた重篤度分類の例
Death / Clinical signs≒1の症状が死に移⾏するまでの時間
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I. Moribund（瀕死）症状を致死の代替とする案の採⽤に向けた知⾒の収集
メダカにおける瀕死症状の基準策定に向けた症状の重篤度分類
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症状分類 症状名 症状の定義 Death/Clinical signs比 重篤度分類

遊泳異常

着底 底に腹部をつけ遊泳しない（ヒレの動きはみ
られる）。 0.43* 異常

過活発（興奮） 方向不定の激しい動き。 0.52* 異常

平衡喪失

・平衡感覚が失われており、背泳、スパイラ
ル（鉛直方向）、コークスクリュー（水平方
向）遊泳などを行う。
・背泳、スパイラル遊泳、コークスクリュー
遊泳は複合的に観察される場合が多い。

0.87* 異常

嗜眠

・水槽の底面で横倒しになる。
・鰓蓋の動き及びヒレの動きがみられない。
・水槽を叩くなどの刺激で動き出すが、再び
動きが止まり、沈降し着底する。

1* 重篤

泳力低下

・ヒレの動きは見られるが、泳力が低下して
おり、浮上しようとするが浮上できない。着
底してもなんらかの刺激で浮上する。
・泳力低下は多くの場合、平衡喪失症状を合
併している。
・底面で平衡喪失症状を呈し遊泳しているも
の、あるいはヒレの動きはみられるが遊泳を
停止しているものも泳力低下とする。

1* 重篤

遊泳不能

横転（横臥）
・水槽の底面で横倒しになる。
・鰓蓋の動きはみられるが、ヒレの動きは見
られない。

1* 重篤

水面不動
・水面に口を出している。
・鰓蓋の動きはみられるが、ヒレの動きはみ
られない。

1* 重篤

メダカ症状の重篤度分類のまとめ（一部抜粋） ＊複数の化学物質における試験で得られた値の平均値
赤文字：Moribundity候補

（異常な遊泳方法）

u Death / Clinical signs⽐の確度を増やす⽬的で本年度も新規3物質について試験中である。

I. Moribund（瀕死）症状を致死の代替とする案の採⽤に向けた知⾒の収集
メダカにおける瀕死症状の基準策定に向けた症状の重篤度分類
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メダカのMoribundity（候補︓Death / Clinical signs ⽐＝１）をエ
ンドポイントとした⿂類急性毒性試験のリングテスト

試験概要

u OECDテストガイドラインのNo. 203（2019）に従い、NIESから送付された
3物質について急性毒性試験を⾏った。

uエンドポイントは従来どおり致死とするが、同時に瀕死症状（候補）の診断
を⾏い記録した。

u致死および瀕死症状を致死として扱った場合の半数致死濃度
（50％ Lethal Concentration: LC50）と従来どおり致死のみをエンドポイントとした
場合のLC50値との⽐較検証を⾏った。

I. Moribund（瀕死）症状を致死の代替とする案の採⽤に向けた知⾒の収集
メダカにおける瀕死症状の基準策定に向けた症状の重篤度分類
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3,5-DCP

クロルピリホス

GLP2機関における症状診断のリングテスト結果

I. Moribund（瀕死）症状を致死の代替とする案の採⽤に向けた知⾒の収集
メダカにおける瀕死症状の基準策定に向けた症状の重篤度分類
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ジクロフェナクNa

u致死のみをエンドポイントにした場合の結果と瀕死症状を致死の代替とした場
合の結果に⼤きな違いはみられなかった。

uわずかにみられた違いは、試験終了の直前に症状が確認されたため。

I. Moribund（瀕死）症状を致死の代替とする案の採⽤に向けた知⾒の収集
メダカにおける瀕死症状の基準策定に向けた症状の重篤度分類
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• メダカにおいて個体識別法を⽤いた症状診断法を確⽴した。

まとめ

• Death / Clinical signs⽐を⽤いた重篤度分類法を確⽴した。

• 瀕死症状の4候補（泳⼒低下、嗜眠、横臥、⽔⾯不動）を提案し
た。

• 致死のみをエンドポイントにした場合の結果と瀕死症状を致死の
代替とした場合の結果に⼤きな違いはみられなかった。 2GLP機
関におけるリングテストの結果も同様であった。

I. Moribund（瀕死）症状を致死の代替とする案の採⽤に向けた知⾒の収集
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II. メダカ症状観察の統⼀化を⽬的とした、症例動画、観察・
記録のためのガイダンス作成。

• メダカの症例分類と定義の再検討
• メダカ症例の動画作成
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TABLE 1: Clinical signs observed in fish, compiled from publications (CCAC, 20015; Rufli, 2012; 
Drummond et al, 1986 and Midtlyng et al, 2011) and TG203 score sheets provided by individual 
laboratories. Non-shaded rows are the major categories of visible abnormality for which recording has 
been mandatory in TG203 since 1992. Shaded rows are optional explanatory sub-categories.  

 
 

Clinical sign Definition Synonyms
LOSS OF EQUILIBRIUM (sub-categories below)

Abnormal horizontal orientation Loss of balance displaying as abnormal horizontal 
orientation/posture in water column

Keeling, lost righting reflex

Abnormal vertical orientation Head-up or head-down posture
Loss of buoyancy control Floating at surface or sinking to the bottom

Hypoactivity Decrease in spontaneous activity Torpid, apathy, lethargy, weak, immobility, inactivity, ceased 
swimming, quiescent

Hyperactivity Increase in spontaneous activity Erratic swimming, skittering

Corkscrew swimming Rotation around long axis; erratic movements, often in 
bursts

Rolling, spirall ing, spiral swimming, tumbling, circling 
movements

Convulsions Abnormal involuntary and uncontrolled contraction of 
muscles

Seizures, twitching, muscle spasms, shaking, shuddering, 
vibration

Tetany Rigid body musculature (intermittent or permanent) Paralysis
Irritated skin behaviours Flashing, scraping, rubbing
Abnormal surface 
distribution/behaviour

Abnormal depth selection, close to water/air interface Jumping, surfacing; on/at/near/just below surface/top

Abnormal bottom 
distribution/behaviour Abnormal depth selection, close to base of tank

Diving, sounding; Lying on/ orientation to /  collecting at / near / 
just above bottom

Over-reactive to stimulus Hyperexcitabil ity; hyperactivity after stimulus/threat

Under-reactive to stimulus Not responsive to external stimulation; inactivity after stimulus/ 
threat 

Loss of schooling / shoaling behaviour Individual fish show loss of aggregating and social 
interactions

Isolation, social isolation

Dense schooling / shoaling behaviour Increase in clumped association of fish Crowding

Hyperventilation
Increased frequency of opercular ventilatory movements, 
with possible open mouth and extended operculae

Rapid/strong respiratory rate/ function. Heavy gil l  movements, 
strong ventilation, strongly extended gil ls, abnormal opercular 
activity, operculae spread apart, mouth open

Hypoventilation Decreased frequency of (and possibly shallow) opercular 
ventilatory movements

Reduced/laboured/weak/slow respiration/respiratory 
action/ventilation

Irregular ventilation Irregular opercular ventilatory movements Sporadic / spasmodic respiration / gil l  movement

Coughing Fast reflex expansion of mouth and operculae not at water 
surface - assumed to clear ventilatory channels

Gasping, abnormal opercular activity, yawn

Gulping Mouth (and opercular) movements at water surface, 
resulting in intake of water and air

Piping

Head shaking Rapid lateral head movements

Darkened Changed / increased / dark(ened) colour / pigmentation / 
melanistic markings 

Lightened Pallor, pale/changed/weak pigmentation
Mottled Discoloured patches

Exophthalmia Swelling within orbital socket(s) resulting in  bulging of one 
or both eyes

Exophthalmos, exophthalmus, popeye, protruding eyeball

Oedema Abdominal swelling due to accumulation of fluid. May 
cause protruding scales and/or fissure in abdominal wall

Distended/swollen/bloated abdomen/gut area; dropsy

Haemorrhage Petechias (pinhead sized spots) and/or haematoma (area of 
blood) due to intradermal or sub-mucus bleeding

Mucus secretion Excess mucus production Mucus build-up (pay close attention to eyes); increased 
secretion (mucus on skin or in water); mucus loss

Faecal (anal) casts String of faeces hanging from anus or on tank floor

Aggression and/or cannibalism Aggression, direct attack, domination of choice tank locations, 
pick at or eat bodies of dead fish

ABNORMAL SWIMMING BEHAVIOUR (sub-categories below)

ABNORMAL VENTILATORY (RESPIRATORY) FUNCTION (sub-categories below)

ABNORMAL SKIN PIGMENTATION (sub-categories below)

OTHER VISIBLE (APPEARANCE & BEHAVIOUR) ABNORMALITIES (sub-categories below)

Flight (startle) or avoidance response to: visual (hand 
passing over top of tank, l ight beam), tactile (touch) or 
vibration (tank rapped lightly) stimulus

TG203における症状分類と定義
（Annex 4, Table 1より）

TG203の定義と分類に従い、メダカの症例の定義とそ
れらがどの分類にあてはまるかの検討が必要である。

症 状
分 類 症 状 名 症状の定義

平 ⾏
喪 失

バ ラ ン ス
喪 失

バランスを失う。上下・⽔平感覚を失う、頭部を上⼜は下に向けた体勢

浮 ⼒ 喪 失 着底・横転するか表⾯に浮上

遊 泳
及 び
⾏ 動
異 常

不 活 発 ・
嗜 眠

⾃発運動の低下、刺激への反応が鈍った状態、嗜眠状態。

過 活 発 ⾃発運動の上昇、刺激等により不定⽅向への激しい動き。

異 常 な 遊
泳 ⽅ 法

背泳、スパイラル（らせん運動）、コークスクリュー（ドリル状の回転運
動）遊泳
これらの症例は多くの場合、複合的に観察

け い れ ん 遊泳中に筋⾁が強く収縮することで起こるビクッとした動き

硬 直 ヒレがたたまれて硬直して遊泳不能

⿐ 上 げ ⽔⾯に⼝を出す呼吸異常⾏動

着 底 ⽔槽の底⾯に腹部をつけ遊泳不能

孤 ⽴ 集団と離れた⾏動

密 集 密な状態で集団を形成

呼 吸
機 能
異 常

過 呼 吸 呼吸頻度の増加と頻繁な開⼝と鰓蓋を開く⾏動

低 呼 吸 呼吸頻度と鰓蓋を開く⾏動の低下

深 呼 吸 ・
飲 み 込 み

⼤きく⼝を膨らませて⽔を吸い込む、あるいは⽔⾯での呼吸⾏動、及び過
度な逆洗(coughing)運動

そ の
他

体 ⾊ 変 化 脱⾊、⽩化、鮮明化等

眼 球 突 出 眼窩の腫れのよる眼球の突出

浮 腫 腹部の膨張とそれに伴う鱗の突出と腹部の⻲裂

出 ⾎ ⽪下出⾎等

曲 り ⾻折などによる背⾻の曲り等

攻 撃 性 他の個体を追い回すなどの異常⾏動

糞 便 異 常 異常な糞便状況（偽糞、排泄⾏動の増加等）

TG203における症状分類と定義
（局⻑通知別紙1, 付表3より）

II. メダカ症状観察の統⼀化を⽬的とした、症例動画、観察・記録のためのガイダンス作成
メダカの症例分類と定義の再検討
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TG203症状分類 メダカ症状分類
症 状 分 類 症 状 名 症状の定義 症状⼩名 症状の定義 重篤度 映像コード

平 ⾏ 喪 失

バ ラ ン ス
喪 失

バランスを失う。
上下・⽔平感覚を
失う、頭部を上⼜
は下に向けた体勢

浮 ⼒ 喪 失 着底・横転するか
表⾯に浮上。

着底・横転 例︓横臥
l ⽔槽の底⾯で横倒しになる。鰓蓋
の動きは⾒られるが、ヒレの動き
は⾒られない。

重篤 01_0201

表⾯浮上 例︓⽔⾯不動
l ⽔⾯で⼝を出して動かない。鰓蓋
の動きは⾒られるが、ヒレの動き
は⾒られない。

重篤 01_0202

遊 泳 及 び ⾏ 動 異 常

不 活 発 ・
嗜 眠

⾃発運動の低下、
刺激への反応が
鈍った状態、嗜眠
状態。

⾃発運動および刺激反応性の低
下

例1︓活動量の低下
l ヒレの動きが鈍く遊泳速度が遅い。
l 刺激に対する反応性が鈍い。

異常 02_0101

例2︓低層遊泳
l ⽔槽底⾯で遊泳する。

異常 02_0102

例3︓泳⼒低下
l ヒレの動きは⾒られるが、泳⼒が
低下しており、浮上しようとする
が浮上できない。着底してもなん
らかの刺激で浮上する。

l 底⾯で異常遊泳を呈しているもの、
あるいはヒレの動きは⾒られるが
横倒しになり遊泳を停⽌している
もの。

重篤 02_0103

嗜眠 l ⽔槽の底⾯で横倒しになり、鰓蓋
およびヒレの動きは⾒られない。
⽔槽を叩くなどの刺激で動き出す
が、再び動きが⽌まり、沈降する。

重篤 02_0104

メダカ症状分類表（案）⼀部抜粋

重篤度︓Death / Clinical signs⽐（症状が死に移⾏する割合）をもとに設定
映像コード︓それぞれの症例を収録した動画のコード

uメダカの症状診断を確実にするために、症状⼩名の例を挙げるとともにそれらの定義を記載した。

II. メダカ症状観察の統⼀化を⽬的とした、症例動画、観察・記録のためのガイダンス作成
メダカの症例分類と定義の再検討
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01_0201: 浮⼒喪失_例1 横臥
01_0202: 浮⼒喪失_例2 ⽔⾯不動
02_0102: 不活発・嗜眠_例2 底層遊泳
02_0103: 不活発・嗜眠_例3 泳⼒低下①
02_0103: 不活発・嗜眠_例3 泳⼒低下②
02_0104: 不活発・嗜眠_例3 嗜眠
02_0201: 過活発
02_0301: 異常な遊泳⽅法
02_0401: けいれん
02_0601: ⿐上げ
02_0701: 着底

メダカ症例動画（暫定版）の紹介

II. メダカ症状観察の統⼀化を⽬的とした、症例動画、観察・記録のためのガイダンス作成
メダカ症例の動画作成
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01_0201: 浮⼒喪失_例1 横臥
01_0202: 浮⼒喪失_例2 ⽔⾯不動
02_0102: 不活発・嗜眠_例2 底層遊泳
02_0103: 不活発・嗜眠_例3 泳⼒低下①
02_0103: 不活発・嗜眠_例3 泳⼒低下②
02_0104: 不活発・嗜眠_例3 嗜眠
02_0201: 過活発
02_0301: 異常な遊泳⽅法
02_0401: けいれん
02_0601: ⿐上げ
02_0701: 着底

メダカ症例動画（暫定版）の紹介

II. メダカ症状観察の統⼀化を⽬的とした、症例動画、観察・記録のためのガイダンス作成
メダカ症例の動画作成
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01_0201: 浮⼒喪失_例1 横臥
01_0202: 浮⼒喪失_例2 ⽔⾯不動
02_0102: 不活発・嗜眠_例2 底層遊泳
02_0103: 不活発・嗜眠_例3 泳⼒低下①
02_0103: 不活発・嗜眠_例3 泳⼒低下②
02_0104: 不活発・嗜眠_例3 嗜眠
02_0201: 過活発
02_0301: 異常な遊泳⽅法
02_0401: けいれん
02_0601: ⿐上げ
02_0701: 着底

メダカ症例動画（暫定版）の紹介

II. メダカ症状観察の統⼀化を⽬的とした、症例動画、観察・記録のためのガイダンス作成
メダカ症例の動画作成
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01_0201: 浮⼒喪失_例1 横臥
01_0202: 浮⼒喪失_例2 ⽔⾯不動
02_0102: 不活発・嗜眠_例2 底層遊泳
02_0103: 不活発・嗜眠_例3 泳⼒低下①
02_0103: 不活発・嗜眠_例3 泳⼒低下②
02_0104: 不活発・嗜眠_例3 嗜眠
02_0201: 過活発
02_0301: 異常な遊泳⽅法
02_0401: けいれん
02_0601: ⿐上げ
02_0701: 着底

メダカ症例動画（暫定版）の紹介

II. メダカ症状観察の統⼀化を⽬的とした、症例動画、観察・記録のためのガイダンス作成
メダカ症例の動画作成
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各観察時間における記録

試験⽇／観察時間 0⽇⽬ 2-3 時間 0⽇⽬ 5-6 時間 1⽇⽬午前 1⽇⽬午後 2⽇⽬午前 2⽇⽬午後 3⽇⽬午前 3⽇⽬午後 4⽇⽬午前

暴露開始からの概算経過時間 2.5時間 5.5時間 24時間 30時間 48時間 54時間 72時間 78時間 96時間

⽇付／時間

⽔槽内の⽣存⿂数

⽔槽内の瀕死⿂数

取り除かれた死亡⿂数

症 例 記 録 欄
異常がない場合は「ND」を記⼊

平衡喪失 バランス喪失
浮⼒喪失 5 (⿐上げ4)＊

遊泳および⾏動
異常

不活発・嗜眠
過活発
異常な遊泳⽅法
けいれん
硬直
⿐上げ
着底
孤⽴
密集

呼吸機能異常 過呼吸
低呼吸
深呼吸・飲み込
み

その他 体⾊変化
眼球突出
浮腫
出⾎
曲り
攻撃性
糞便異常

＊症状が観察された個体数を記⼊する。
症状の記⼊は1個体1症状とし、複数の症状が観察された場合は括弧内に記⼊する。

症状の記録表（局⻑通知別紙2、3. 試験材料及び⽅法より）

u 観察は、ばく露開始後24時間までは少なくても3時間おきに2回以上、
24時間以降は1⽇2回とする。

u ばく露開始時間が遅れると観察スケジュールが厳しくなる。

II. メダカ症状観察の統⼀化を⽬的とした、症例動画、観察・記録のためのガイダンス作成
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まとめ

II. メダカ症状観察の統⼀化を⽬的とした、症例動画、観察・記録のため
のガイダンス作成

u現在、メダカ症状観察の統⼀化に向けたガイダンス⽂書作成およ
び動画の編集作業中である。

u今後、改めてメダカ症状観察の統⼀化に向けた試験機関との意⾒
交換会の場が必要であると考えている（パブコメ形式を検討中）。
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②ヨコエビ試験法提案

Test species Class
Relevant 
guidelines Test condition Habitat Feeding mode

Chironomus sp. insect OECD, USEPA, ASTM 10/28 d
S, G, Em Endobenthic Suspension and deposit 

feeder

Lumbriculus variegatus oligochaete OECD 10/14/28 d
S, G, R Endobenthic Sediment ingestor

Myriophyllum spicatum Submerged 
macrophyte plant OECD 14 d

G Rooted Uptake from root or 
shoot.

Hyalella azteca amphipod USEPA, ASTM, ISO 10/14/28/42 d
S, G, R Epibenthic

Detrivore, some 
subsurface deposit 
feeding

Diporeia spec. amphipod ASTM 10d
S, G Endobenthic Deposit feeder

Gammarus sp. amphipod ISO 10d
S

Epibenthic 
(estuarine) Grazer, detritivore

Hexagenia sp. insect ASTM 21 d
S, G, Ec Endobenthic Surface particle 

collector

Tubifex tubifex oligochaete ASTM 28d
S, R Endobenthic Sediment ingestor

Caenorhabiditis elegans nematode ASTM, ISO 48 d
S Endobenthic Bacterial ingestor

Lampsilis siliquoidea bivalve ASTM draft 28d
S, G Epibenthic? Suspension and deposit 

feeder

Heterocypris incongruens ostracod ISO 6 d,
S, G Epibenthic Omnivorous

Rana sp. Amphibian USEPA, ASTM 10d
S, G

Epibenthic
/pelagic

Suspension/benthic/de
posit feeder

Buro americanus amphibian USEPA 10d
S, G

Epibenthic
/pelagic

Suspension and detritus 
feeder

S: Survival, G: Growth, R: Reproduction, Em: Emergence, Ec: Ecdysis

底質リスク評価において、より正確な評価には、⽔⽣⽣物と同様
に３⽣物種(異なる属、棲息域、摂餌形態）が必要（欧州化学品庁

ガイダンス等）

ECHAガイダンスで推奨
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なぜヨコエビか︖

l異なる棲息域: Epibenthic (表在性), 底質と接触
l異なる摂餌形式: Detrivore (デトリタス摂餌), ⼀部は底質中の堆積物
も摂餌

l底⽣⽣物の中では⽐較的⾼感受性 (毒性データベースあり)
• 感受性: Hyalella azteca ≒ Chironomus sp. > Lumbriculus variegatus
• H. aztecaはChironomus sp. よりもピレスロイド類に鋭敏

l 多くの標準的な試験法が整備済(USEPA, ASTM, ISO, OSPAR)
• リングテストの実績あり: H. azteca.
• 試験条件は各試験法によって少しずつ異なる

l 実験室での飼育が容易

l ⽣態学的な重要性(⿂類他の餌となる)

l 世界的に広く分布

l 異なる物理化学的性状の底質に対応可

Ref) ASTM E1706-05, Table 1

なぜOECD TGに追加しないのか?
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42 d

試験法の標準化・調和の必要性

スパイク底質の準備

試験容器の
設定

エージング

慢性試験︓28 d

環境底質
⼈⼯底質

エンドポイント︓
⽣存、成⻑

⼀晩~7d (曝露形
式による)

2-4 weeks

平衡化 開始 終了

OECD TGでは記
載が不⼗分.

付録: 繁殖

底質: ⽔ = 1: 4 (底質: 
≥55mL or 深さ≥ 2.0 cm)

試験種: Hyalella azteca推奨だが、
他の淡⽔種 (Gammarus pulex, 

Gammarus pseudolimnaeus, Gammarus 
fossarum等)も利⽤可能

⽇齢: 2-10 d (体⻑で⽇齢を決定)

試験期間: 28 d (急性なら10 d or 
14 d)

曝露形式: ⽌⽔、半⽌⽔、流
⽔式のいずれも可. ただ、曝露
形式が異なれば、異なる結果
になる︖

曝気

OECD, 
ISO

リングテストで
の検証が必要
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ヨコエビ試験法の提案に向けて

l VMG-ecoでの話題提供の前後に北⽶（⽶国、カナダ）や欧州（スイス、フ
ランス、英国など）の専⾨家へのアンケートを実施した。

l 各国が試験法提案に協⼒的な⼀⽅で、現状の試験法の条件は少しずつ異
なっており、調和には課題が⼭積している。

l 次回の提案書提出締切（11⽉）に向けて情報交換をさらに進めていくこと
が必要である。
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③TG201の改訂に向けた提案

I: TG201推奨種３種の種名の変更に伴う改訂について
l Pseudokirchneriella subcapitata

l Anavaena flos-aquae

l Navicula pelliculosa

II: UTEX 664 (Navicula pelliculosa) の代替種（株）の提案につ
いて
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n 世界中のすべての株のオリジナルは NIVA-CHL1.

n これは1959年にノルウェーの Nitelva river, Akershusにおいて
Skulberg⽒が採取、単離したもの

Pseudokirchneriella subcapitata
(以前の名称:Selenastrum capricornutum)

ノルウェー

スウェーデン
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1950

1960

1970

1980

1990

2000

2010

l NIVA-CHL1の単離 (1959)

l Selenastrum capricornutumと同定(1964)

l Raphidocelis subcapitata (1986)1964

1984

1988

OECD が藻類⽣⻑阻害試験の⽣物種に選定（1981）
OECD TG201（1984）

OECD TG201（2006）

OECD TG201（2011）

l Kirchneriella subcapitata (1988)

l Pseudokirchneriella subcapitata (1990)

l Raphidocelis subcapitata (2011)
分⼦系統学的解析に基づく

Pseudokirchneriella subcapitata
(以前の名称: Selenastrum capricornutum)

NIVA-CHL1の学名の変遷
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Raphidocelis clade

Acutodesmus obliquus
Desmodesmus communis
Bracteacoccus minor

Bracteacoccus aerius

Monoraphidium clade

Selenastrum clade

Kirchneriella (Pseudokirchneriella) clade

Monoraphidium sp.

Monoraphidium terrestre

Tetranephris clade
Monoraphidium clade

Ankistrodesmus clade
Monoraphidium neglectum

Podohedriella falcata
Quadrigula closterioides

Rhombocystis clade

Monoraphidium like-1 clade

Monoraphidium like-2 clade

Monoraphidium pusillum
Monoraphidium contortum

Nephrochlamys clade
Akistrodesmus like-1 clade

Akistrodesmus like-2 clade

NIVA-CHL 1

outgroup

＊

1986, 2001). Therefore, herein, we describe in detail
only Nephrochlamys subsolitaria (G. S. West) Korshikov
and A. nannoselene. The two strains of Nephrochlamys
were characterized by crescent-shaped cells with
rounded, asymmetric ends (Fig. 4). The trough-
shaped chloroplasts filled only ! 50% of the cell
lumen and were situated on the ventral side.
Already under LM, naked pyrenoids were visible
within the chloroplasts as pale-green spheres near
the apices of the cells (Fig. 4A). We observed
mother cells with two or four serially arranged au-
tospores (Fig. 4B). The cell wall was widened before
autospore release. Under TEM, the pyrenoid matrix
was covered by thylakoids, but not by starch grains;
however, thylakoids penetrated the pyrenoid
(Fig. 4C). A. nannoselene was characterized by half-
moon-shaped or croissant-shaped solitary cells
(Fig. 5). Under LM, no pyrenoids were discernible.
However, under TEM one or two spherical or com-
pound naked pyrenoids were visible in the central
part of the chloroplast (Fig. 5, B and C).

In the ML tree, Rhombocystis complanata Komárek
was sister to a clade of several needle-shaped
ankistrodesmacean taxa, but its position could not
be clarified to due to the lack of statistical support.
The cells of Rhombocystis were solitary or grouped
with parallel arrangement in loose two-celled or
four-celled clusters covered by mucilage and con-
nected by mother cell wall remnants (Fig. 6, A and
B). The cell shape was rhomboidal or flattened, and

curved on one side. The cells were heteropolar, with
one end rounded and the other pointed. Propaga-
tion took place by release of two or four autospores,
which were produced with parallel arrangement in
the mother cells. During liberation of spores, the
mother cell wall ruptured and spread out to flat,
irregular mat-shaped remnants, which gelatinized
soon. The autospores were often seen attached to
these remnants. Under LM, pale areas in the central
parts of the elongated, mantle-shaped chloroplasts
were visible as pyrenoid matrix. The TEM revealed
few starch grains surrounding the pyrenoid matrix
(Fig. 6C); some pyrenoids, however, were naked
(Fig. 6D).

Within a large assemblage of different needle-
shaped taxa of Ankistrodesmus and Monoraphidium,
three clades of crescent-shaped Selenastraceae
evolved: the Selenastrum, Kirchneriella, and Tetraneph-
ris clades. The Kirchneriella and Selenastrum strains
were characterized morphologically in an earlier
paper (Krienitz et al. 2001). The three strains of
Tetranephris were similar to each other and were des-
ignated as Tetranephris brasiliensis C. R. Leite et C. E.
M. Bicudo. The cells were solitary, or two or four
crescent-shaped cells were attached to each other
(Fig. 7, A and B). Often they were attached to
mother cell wall remnants (Fig. 7, B–D). Propaga-
tion proceeded by two or four serially oriented
autospores, which were liberated through a long
dorsal rupture of the mother sporangia. The

FIG. 3. LM and TEM micrographs of Raphidocelis subcapitata in culture. Scale bars: (A, B) 10 lm; (C–E) 1 lm. (A–C, E) Strain ‘‘Selena-
strum capricornutum’’ NIVA-CHL 1. (D) Strain KR 1991 ⁄ 19. (A–C) Old culture; the cells contain numerous starch grains. Arrowheads indi-
cate empty mother cell wall remnants. (D, E) Fresh cultures; the vegetative cells exhibit pyrenoids (star). (C, D) Longitudinal section.
(E) Cross-section. c, chloroplast; n, nucleus; s, starch grain.
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mother cell wall remnants were flanked by two
triangular lobes. Pyrenoids were visible both under
LM and TEM at the end of one cell pole (Fig. 7, B,
E, and F). One or few starch grains were situated
on the periphery of the pyrenoid.

Following the designation of the clades in the
Trebouxiophyceae according to Pröschold et al.
(2011), we found three lineages that contained cres-
cent-shaped (slightly bent, at least in juvenile stage)
or bean-shaped morphotypes: the Elliptochloris and
Watanabea clades, and the here newly designated
Neocystis clade (Fig. 2). In the Elliptochloris clade, our
new sequence of Coccomyxa sp. was congruent to sev-
eral other strains of Coccomyxa. Our new sequence
of Watanabea reniformis Hanagata, Karube, Chihara
et P. C. Silva was identical to a sequence from Gen-
Bank (X73991). The Neocystis clade was established,
containing Neocystis brevis (Vischer) Kostikov et L.
Hoffm. and a new species, Neocystis mucosa. Closely
related to N. brevis was an uncultured clone
(EF023670). N. mucosa was differentiated from the
edaphic N. brevis by the planktonic life strategy and
by the cell size (N. mucosa 7–20 · 3–15 lm, N. brevis
8–11 · 2.5–6 lm).

The morphology and ultrastructure of Coccomyxa
sp. and W. reniformis were characterized in other
papers (Krienitz and Scheffler 1994, Hanagata
et al. 1998). Therefore, herein, we characterized

FIG. 4. LM and TEM micrographs of Nephrochlamys subsolitaria
strain SAG 243-2a in culture. Scale bars: (A, B) 10 lm; (C) 1 lm.
(A) Vegetative cells; (B) mother cell with four autospores. (C)
Longitudinal section through the apical region of a vegetative
cell showing the pyrenoid (star), which is partly overlayed by thy-
lakoids; the outer cell wall is loosening from the cell. c, chloro-
plast.

FIG. 5. LM and TEM micrographs of Ankistrodesmus nannoselene
strain SAG 202-6 in culture. Scale bars: (A) 10 lm; (B, C) 1 lm.
(A) Young cells; the arrowhead indicates the empty mother cell
wall remnants. (B) Longitudinal section showing the naked
spherical pyrenoid (star) in the central part of the chloroplast;
(C) diagonal section showing the naked multiformed pyrenoid
(stars). c, chloroplast; m, mitochondrion.
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n 当該株については、R. subcapitata を使う
のが最適(Kreinitz et al. 2011)

Pseudokirchneriella subcapitata
(以前の名称: Selenastrum capricornutum)
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Anabaena variabilis ATCC 29413 

564 Standards in Genomic Sciences 

Figure 1. 16S phylogenetic tree highlighting the position of Anabaena variabilis ATCC 29413 relative to other 
cyanobacterial strains. Strains in blue have been sequenced and the 16S rRNA IMG locus tag is shown in parenthe-
ses after the strain. GenBank accession numbers are provided for 16S rRNA genes in strains that do not have a 
complete genome sequence (shown in black). The tree was made with sequences aligned by the RDP aligner, with 
the Jukes-Cantor corrected distance model, to construct a distance matrix based on alignment model positions, 
without alignment inserts, and uses a minimum comparable position of 200. The tree is built with RDP Tree Builder, 
which uses Weighbor [26] with an alphabet size of 4 and length size of 1,000. Bootstrapping (100 times) was used 
to generate a majority consensus tree [27]. Bootstrap values over 60 are shown. Gleothece violaceus PCC 7421 was 
used as the outgroup. 

 
Figure 2. Scanning electron micrograph of filaments of A. variabilis. Heterocysts are 
the larger cells with extracellular polysaccharide visible (indicated by the white ar-
rows). Slender fibers are an artifact caused by the use of a glass fiber filter to support 
the cells on the membrane filter during washing. The length of the line is 20 μm. 
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Anabaena flos-aquae（ATCC 29413）

n ATCC 29413 は1964年にTischer⽒により Mississippiから採取、単離し、Anabaena 
flos-aquaeと同定

n 後に1973年にAnabaena valiabilisと同定

n 分⼦系統学的解析により、ATCC 29413 はAnabaena flos-aquaeと同じグループにならないこと
が判明

n Anabaena flos-aquae はATCC 29413の名称として不適当.

Thiel et al. 2014
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Navicula pelliculosa (UTEX 664)
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n UTEX664 はLewin⽒らにより、1951年にAlaska で採取・単離し、
Navicula pelliculosaと同定

n Navicula pelliculosaはLange-Bertalot⽒らにより1997年にFistulifera属に移動

n 現在は、Fistulifera pelliculosaと呼ぶのが適当

n UTEX 664 はUTEX カルチャーコレクション等からの⼊⼿困難な
状態になっている。



36

TG201の改訂提案の概要
n OECD TG201の推奨種の学名変更を提案中

Pseudokirchneriella subcapitata = Raphidocelis subcapitata

Navicula pelliculosa = Fistulifera pelliculosa

Anabaena flos-aquae = Anabaena variabilis

n OECD推奨株であるFistulifera pelliculosa
(= Navicula pelliculosa) UTEX 664の代替株として、
UTEX661 = NIES-4280 およびUTEX B673 = NIES-4281
を候補として検討中
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さいごに

• TG203の改訂に伴うメダカの診断症状に関する情報収集は、
Death/Clinical sign比の利用可能性が明らかになり、動画
の撮影など進めたが、TG203記載の診断症状は全てカバー
できておらず、さらなる情報収集が必要である

• 難水溶性物質の底質リスク評価は重要であるが、ユスリカ
に加えてヨコエビ試験法の標準化や、水とは異なり多種多
様な性質を有する底質の評価の標準化が必要である

• TG201の推奨株にはいくつかの課題があり、OECD試験法
の改訂提案を提出中で、議論が進められる

• 世界の標準的な試験法作成・改訂の中心であるOECDにお
いて、日本（生態影響試験では国立環境研究所）が積極的
な国際貢献を継続することが重要である
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平衡分配法

底生生物に対する曝露経路と生物利用性を考
慮した包括的な底質リスク評価手法の構築

底⽣⽣物を⽤いた
底質-⽔曝露による有

害化学物質の
毒性評価

底質中有害化学
物質の分配挙動と
⽣物利⽤性の評価

平衡分配法の最適化と
包括的な底質リスク評価⼿法

の構築

国⽴環境研究所

サブテーマ１ サブテーマ２

サブテーマ３

東京⼤学・国⽴環境研
究所

国⽴環境研究所暫定リスク
評価

試験対象化
学物質

平衡分配式
の補正

底質毒性試験中
の分配・挙動

パッシブサンプリ
ング⼿法⽣物利⽤性

と毒性

PNECおよび
PECの換算

⽔曝露と
底質-⽔曝露

底質
毒性
試験

化学
分析

評価
体系

上層⽔

底質粒⼦
間隙⽔

PNEC底質=Kd・PNEC⽔

底質/⽔分配係数

⽔⽣⽣物の予測毒性値

𝑪𝐟𝐫𝐞𝐞 =
𝑪$%&'
𝑲$%&'/𝐰

Kpw︓シリコン/⽔
分配係数

環境省環境研究総合推進費(H31-R3)
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海産･汽水生物を用いた慢性毒性短期試験法の開発

サブ１︓
国⽴環境研究所
• 海産微細藻類の試験法開発
• リングテストの主宰・遂⾏、試験
法案のとりまとめ

• 実験⽣物分譲システムの確⽴

サブ２︓

⽔産技術研究所廿⽇市拠点
• 海産⿂類（マダイ、シロギ
ス等）⼤型藻類（ワカメ
等）の試験法開発

サブ３︓

海洋⽣物環境研究所
• 海産甲殻類（シオダマリミジン
コ等）・海産⾙類（アワビ・バ
イ等）の試験法開発

サブ４︓
⿅児島⼤
• 汽⽔⿂類（ジャワメダカ・マミチョグ等）
と汽⽔甲殻類（アミ等）の試験法開発

外部機関
（いであ株
式会社）リング

テストの依頼

リングテストの共同実施

試験法、試験生物等の情
報・資材の共有

環境省環境研究総合推進費（H30-32）
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水生生物分譲業務について

https://www.nies.go.jp/kenkyu/yusyo/suisei/index.html

化審法対象の試験生物種の販売

実験水生生物の有償分譲の対象種・系統

① ② ③

④

⑤
⑥⑦

⑧

⑨

⑪

⑩

①セスジユスリカ Chironomus yoshimatsui
②ヨコエビ Hyalella azteca
③オオミジンコ Daphnia  magna
④タマミジンコ Moina macrocopa
⑤ニセネコゼミジンコ Ceriodaphnia dubia

⑥ヌカエビ
Paratya compressa
improvisa

⑦ヒメダカ Orizias latipes
⑧ゼブラ Danio  rerio

⑨
ファッドヘッドミ
ノー

Pimephales promelas

⑩アカルチア Acartia tonsa
⑪アミ Americamysis bahia
⑫ミジンコ6種 Daphnia  pulex 他 5種
⑬コウキクサ Lemna minor

⑬


