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Abstract

　 Bioassay, directly based on evaluating toxicity effects on organisms, can reflect the cumu-
lative and synergistic effects of all the chemicals including unknown in environment. Among
various bioassays, rapid and simple bioassay for detecting toxicity must be developed in very
near future. We expect them to be employed in the future in environmental risk manage-
ment alongside chemical analysis. The Japanese Ministry of Environment has been support-
ing multi-center validation projects, aimed at assembling bioassay results based on over 20
kinds of bioassays. To examine the applicability of various bioassays in the practical use
in environment, cost, simplicity, rapidity and sensitivity of each bioassay are also compared
with each other. The feasibility of cost-effective bioassays to evaluate the toxicity of en-
vironmental water or waste material has been found. For evaluating the toxicity of solid
materials, such as solid wastes and polluted soils, leaching test and chemical analysis, which
aimed to decrease toxicity mainly in heavy metals, are conducted to estimate the impact
on environment. From a view of whole toxic evaluation, no bioassay and leaching test were
standardized for the waste management in Japan, and no system is available to evaluate the
toxicity in order to reduce toxic substances. More detailed methodology and technology on
bioassay should be developed to evaluate the toxicity of all the environment using bioassays.
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1 はじめに

今日，環境中には 1万種類を凌駕する多種多様な化学
物質が存在し，有害物質による環境汚染はヒトを含む生

物，生態系に重篤な被害を与えることがある 1）．このよ

うな被害を未然に防ぐため現行の環境管理体系では，主

に事前審査と事後審査という方法で対応している．事前

審査は，化審法で定められている様に，新規化学物質が

上市する前にその有害性を判定し，有害性が大きければ

その物質の販売，流通，使用に制限をかけることで有害

性による環境汚染を事前に防止する方法であり，事後審
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査は有害性が示されている化学物質について一定の環境

基準値を設け，環境分析・計測手法でその濃度を測定し，

基準値以上であれば水処理などの対策をとる方法である．

しかし，新規化学物質の増加速度の早さのみならず，処

理による副生成物の生成，微量有害物質，環境中変化体，

未知物質，有害性未評価な物質の存在や複数の化学物質

の相互作用による複合毒性の発現 2）など，既存の環境分

析・計測手法だけでは有害性の予測が困難になっている

状況がある 3）．加えて，環境中に存在する多種多様な化

学物質のうち，化学分析によって特定できる物質の割合

はわずかであり，例えば廃棄物処分場浸出水の場合，総

有機炭素量のうち特定できた有機物の量は 1%未満である
4）．大部分の化学物質は未知物質ということになり，事
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後審査として個別物質の濃度を規制する現行の環境管理

では，ヒトを含む生物，生態系に対する被害を未然に防

止することが困難な状況になってきている．特に，水環

境汚染の一原因として挙げられる廃棄物最終処分場の適

切かつ効率的なリスク管理のためには，有害な化学物質

が処分場の浸出水となって環境中に放出される前に，事

前に対策をとる必要性が叫ばれている．その対策として

浸出水の水処理や遮水工の整備の他，処分場に搬入され

る廃棄物の質を評価し，有害性ポテンシャルが大きけれ

ば処分場への直接搬入を認めず，焼却などの中間処理を

行うことが考えられる 5）．しかし，廃棄物試料の有害性

を評価する際に行われる溶出試験と重金属を主な対象と

する化学分析では，適切に有害性を見積もることは困難

である．

このような困難な状況に対し，有望な環境分析・計測手

法としてバイオアッセイが注目されている．バイオアッ

セイとは生物を用いてその応答性から化学物質や環境試

料の有害性を評価する手法である．バイオアッセイはヒ

トや生態系が被る有害性そのものを 100%評価可能である
と考えがちであるが，そういうことではない．人体実験

によるバイオアッセイは不可能であるし，水環境生態系

全体を使ってバイオアッセイするのであれば例えば川に

評価したい化学物質を意図的に流すしかないがこれも不

可能である．結局，バイオアッセイはヒト由来細胞 6）,7）

やげっ歯類による動物実験，生態系を構成する魚類や甲

殻類，藻類などの動植物を使用する 8），すなわちヒトや

生態系のごく一部を切り取って使用しているだけで，ヒ

トや生態系の全体の応答を再現することは不可能である

ためである．バイオアッセイは万能ではないので，環境

分析・計測にバイオアッセイを使う際には，その限界を

知る必要がある．最近ではダイオキシン・PCBをはじめ
とする極微量濃度でも発現する内分泌撹乱作用に注目が

集まっている 9）．その毒性の概念は広いが，女性ホルモ

ン受容体結合試験 10）など極めて一部のメカニズムを代

表するバイオアッセイが，先行して用いられている．こ

のような手法は濃度の計測手法としての利用 11）にとど

まるべきであり，生体に対する内分泌撹乱性作用の大小

を測定する手法として環境管理へ導入するには，科学的

知見の収集が更に必要であるといわれる 12）．

また，工場跡地土壌や廃止後の廃棄物処分場などが生

体に与える有害性を事前に評価するためには，それらの

汚染固体が降雨などによって溶出し，水溶液の状態にな

る前に，あらかじめそれらの固体試料の有害性を評価す

る必要性がある 5）．しかし，ほとんどのバイオアッセイ

は，その操作が簡便なことと生物を構成するのは主とし

て水であることから，主として試料は水溶液の状態であ

ることが前提となっている．固形試料のバイオアッセイ

による有害性評価を行う場合，溶出試験で水溶液の状態

にする必要が出てくるが，溶出試験の条件によって評価

の結果得られる有害性の大小は大きく異なる 5）ため，溶

出試験の条件の設定が難しい．どの生物がどれくらいの

期間と量と濃度に曝露されるのかを明確に仮定した上で，

実際の環境下において固形試料が生物に曝露される環境，

すなわち曝露のシナリオ全体を考慮し，溶出試験の条件

を設定する必要がある．この様な問題点を検証可能な範

囲で明らかにすることで，固形試料の有害性評価にバイ

オアッセイを適用することが可能になる．

わが国の環境管理においては，欧米と異なりヒト健康

影響のみが重要視されてきた 13）．しかし，生態系への影

響はヒトへの影響の前触れとみなすこともでき 14），ま

た次世代に快適かつ安全な環境を継承する必要性の観点

からも生態系への影響を評価することの必要性が認めら

れるようになってきている 15）．そこで，本稿ではバイオ

アッセイの種類を生態系影響評価のためのバイオアッセ

イに限定して論点を絞り，環境汚染の生態系全体に対す

る有害性を評価するために，どのようなバイオアッセイ

をどのように組み合わせるべきかについて，最新の研究

の動向を紹介するとともに，今後適用可能性が模索され

つつある固形試料のバイオアッセイのあり方について議

論する．

2 使えるバイオアッセイとは？

2002年 1月，OECDによる対日環境保全成果レビュー
16）において，化学物質規制の範囲に生態系保全を含むよ

うに勧告されたことを受け，化学物質審査規正法が 2003
年 5月に改正され 17），2004年 4月 1日から施行された．
これにより，環境中の生態系への影響を評価するため，

新規化学物質については藻類成長阻害試験，ミジンコ急

性遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験を行うことが義務

付けられた．加えて，OECDによる対日環境保全成果レ
ビュー 16）では，水環境における人の健康と生態系保存

のための有害物質管理の強化及び生態系保全に係る水質

目標の導入も勧告している．

このような背景から藻類成長阻害試験，ミジンコ急性

遊泳阻害試験，魚類急性毒性試験 18）は“OECD3点セッ
ト”として広く利用されつつある代表的なバイオアッセ

イ 8）となっている．藻類，ミジンコ，魚類は食物連鎖の

ピラミッドを構成する関係にあるため，この 3点セット
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を用いれば生態系全体に対する有害性を評価できるとさ

れる 8）．しかし，このような複数の生物を用いて同時並

行的にひとつの化学物質や環境試料を評価する方法では，

生物間相互作用は再現できない．生態系全体への影響を

評価するためには，複数以上の生物種が存在し，かつ生

産者捕食者分解者の存在する多種生物系での評価が必要

である．少なくとも“OECD3点セット”では分解者が
入っていない．土壌微生物やユスリカ毒性試験，活性汚

泥呼吸阻害試験など 19）分解者を組み込んだ生態毒性試

験の環境試料に対する有害性評価手法として確立する必

要があると考えられる．一方，マイクロコズムといって

模擬環境生態系を作成する方法もある 20）．単一種による

試験のみでは得ることのできない生物間相互作用，物質

循環に及ぼす群集レベルでの影響を予測できるという利

点がある．しかし，準備や測定の作業が煩雑かつ時間を

要すること，培養環境によって構成生物種に制限がある

こと，対照系の生物相が安定しない場合があることなど

の問題点があるため，実用に至っていない．

以上のように，化学物質によって生じる生態系全体に

対する有害性を評価するためには，どのような生物を用

いた生態毒性試験を何種類行えばよいのかについて，明

確な答えはいまだに出ていない状況にある．今後，化学

分析と両軸をなすべきバイオアッセイなどの計測技術を

環境現場における環境分析・計測手法として確立させて

いくためには，現場に適用可能な簡便迅速性と感度のよ

さ，安定性を有するバイオアッセイを取捨選択していく

ための科学的知見の収集が必要になる．

環境庁未来環境創造型基礎研究推進制度の「化学物質

の生物環境負荷の総合評価手法の開発」では，未来環境

の質的安全性を高めるため，化学物質による生物環境へ

の負荷をバイオアッセイを用いて総合的に評価する手法

の開発に向けた基礎研究が行われた 21）．生物影響と環境

曝露の観点で重要と思われる農薬 95種類，金属化合物 17
種類など合計 255種類の化学物質について，ヒト，哺乳
動物，水生生物由来の培養細胞や遺伝子組み換え細胞な

どを用いて，22種類の生物で 35項目のバイオアッセイで
有害性を評価した．その内訳は遺伝毒性・発ガン性試験

としてエームス試験，ウムテスト，プロモーター活性試

験，細胞機能障害試験として神経細胞進展阻害試験，抱

合体分解物毒性試験，リポタンパク質貪食試験，異物代

謝酵素発現試験，他に免疫毒性，酸化ストレス惹起性試

験などがヒト健康障害を対象とした試験とみなせる．ま

た，生態影響試験に区分されるものとして，魚鰓細胞呼

吸阻害試験，硝化菌呼吸阻害試験，海洋性発光細菌呼吸

阻害試験，鉄酸化細菌呼吸阻害試験，ミジンコ遊泳阻害

試験があり，内分泌撹乱性試験としてエストロジェン受

容体試験，ホルモン惹起性細胞増殖試験などが行われた．

多数のバイオアッセイによる化学物質の有害性のデータ

ベースとしては非常に貴重であるが，これら 22種類のバ
イオアッセイで得られた結果は主として単一化学物質に

基づくものにとどまった．これらの結果を今後環境評価

や環境管理のための環境分析・計測手法として適用する

ためには，複数の化学物質が共存する実際の環境試料に

対する応答を調べることが重要である．

このプロジェクトに対して，廃棄物処分場浸出水と処

理水を環境試料の例として，実際の環境試料について，

網羅的な化学分析と水生生物，甲殻類，藻類，高等植物，

細菌，培養細胞などより幅の広い 20種余りのバイオアッ
セイを適用した試みとして，環境省廃棄物処理等科学研

究費補助金による「最終処分場管理における化学物質リ

スクの早期警戒システムの構築」がある 22）．用いられた

20種あまりのバイオアッセイを供試生物，検出する有害
性の種類の観点よりまとめた生物試験法マップを Fig.1
に示す．評価の対象をヒトと生態系とし，有害性発現の
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Fig.1 生物試験法マップ 22）

時定数を短期と長期と区別した場合の試験法マップであ

るが，マップの偏りから分かるように主として生態系に

対する影響を評価するためのバイオアッセイによって構

成され，前述のOECDによる対日環境保全成果レビュー
16）によって提起された生態系影響評価が必要とされて

いる背景によく対応したバイオアッセイの組み合わせに

なっている．廃棄物処分場浸出水に特徴的な高濃度塩類

やアンモニア態窒素などの有害性原因が明らかになった

が，化学分析の結果では説明できない有害性も検出され，

バイオアッセイによる環境分析・計測手法の必要性が再
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確認された．加えて，大雑把にまとめると生物個体や生

態毒性試験系においては，有害性評価の結果に相関が見

られたが，遺伝毒性試験や急性毒性，内分泌撹乱性の間

ではほとんど相関が見られなかったことから，このプロ

ジェクトにおいて用いられたバイオアッセイの妥当性を

示すものとなった．同じようなバイオアッセイをいくつ

もやっては，各々のバイオアッセイの意味が相殺・半減

するので有害性発現機序が独立したバイオアッセイを組

み合わせて使用するのが妥当であるということである．

以上のような機関横断型の比較的大きなプロジェクト

の進行によって，環境分析・計測手法として“使えるバ

イオアッセイ”が具備するべき条件に関する知見が集ま

り，環境中に存在する化学物質の生態系全体に対する影

響の評価に最低限加えるべき生態影響試験が明らかにな

りつつある．結局，“使えるバイオアッセイ”とは，環境

分析・計測手法として 1© 現場において適用可能であるこ
と， 2© コストが安いこと， 3© 迅速・簡便であること，以
上の 3つの条件を満たすバイオアッセイである，とまと
められ，各バイオアッセイのマニュアルの整備，コスト

の削減，簡便化や迅速化が急がれる．

3 固形試料のバイオアッセイ

近年，廃棄物最終処分場浸出水の水圏生態系に対する

汚染が深刻な問題となっており 3），前述の環境省廃棄物

処理等科学研究費補助金による「最終処分場管理におけ

る化学物質リスクの早期警戒システムの構築」などの研

究プロジェクト 22）によって徐々にその汚染の実態が明

らかになりつつある．今後，廃棄物最終処分場の適切な

リスク管理のためには，処分場浸出水の処理や遮水工な

どに加えて，搬入される廃棄物の有害性ポテンシャルを

埋め立てる前に事前に評価することが求められるように

なる 5）が，現状では廃棄物試料の有害性を評価するのに

際し，溶出試験と重金属を主な対象とする化学分析しか

行われておらず，溶出化学物質量の情報だけでは，前述

のように生態系に対する影響を見積もることは困難であ

る．このような背景から，今後固形試料の有害性を評価

するためのバイオアッセイと前処理方法の確立が望まれ

ている．

水圏生態系の生態影響評価としては，前述のように使

えるバイオアッセイとその組み合わせによるシステムと

しての生態影響評価が可能になりつつあるが，陸圏生態

系の生態影響評価に関しては，環境分析・計測手法とし

てのバイオアッセイ自体がいまだに確立されたとはいえ

ない状況にある．生態影響評価のプロトコールが最もよ

くまとまっているOECDのテストガイドライン (TG) 8）

においても，陸圏生態系を構成する生物を用いた生態影

響評価試験として，両生類，鳥類，土壌微生物，ミミズ，

陸生植物による試験などが定められているが，そもそも

OECDのテストガイドラインは単一化学物質の生態影響
を評価するプロトコールとなっており，環境試料に対す

る生態影響を行う際には，プロトコールの多少の変更が

必要となることが多い．また，ほとんどのバイオアッセ

イは対象試料としては水溶液の状態であることが前提に

なっているため，特に環境試料が水溶液試料ではなく固

形試料である場合，直接有害性を評価することが困難に

なる．プロトコールから判断して，TG205, 206 におい
て鳥類毒性試験，TG207, 220においてミミズの急性ま
たは繁殖毒性試験，TG208において陸生植物生長試験，
TG216, 217において土壌微生物などが固形試料にも直
接対応できるバイオアッセイであると考えられる．培養

器内への給水の条件を実際の環境における降雨の量と頻

度に合わせることで，かなり実際環境に近い曝露状態が

再現できるため，これらのバイオアッセイは固形試料の

有害性評価に優れていると考えられる．

これら以外のバイオアッセイに固形試料を供する場合，

通常固形試料を溶出試験によって水溶液の状態にして，試

験に供することになるが，溶出試験の条件によって評価

の結果得られる有害性の大小は大きく異なるため，溶出

試験の条件の設定が難しい．例えば，固形試料に対して

溶出試験を行う際に，重要な実験条件の一つとして液固

比がある．固形試料 1gに対して，何 gの水を加えて溶出
させるかということである．これは何十年先の浸出水を

想定するのかということに依存し，長い期間を想定する

のであれば累積降雨量が大きくなるため液固比を大きく

取り，逆に短い期間を想定するのであれば小さく取るよ

うにするのが一般的である 23）．従って，液固比は曝露さ

れる生物の世代時間が大きく関与する．バイオアッセイ

のエンドポイントとして急性毒性を評価するのか，ある

いは繁殖試験の様な比較的長期間の毒性を評価するのか

によっても，設定するべき液固比は変化するべきである．

溶出試験に際しては，廃棄物試料や土壌試料については

それぞれ環境庁告示法 13号法と 46号法による溶出試験
が規定されているが，有害性評価のためにバイオアッセ

イを行使する際の前処理法として規定されている液固比

10で溶出試験を行うことが妥当なのか否か，今後の研究
結果を待ちたい．

また，環境庁告示法 13号法と 46号法による溶出試験
では溶出時間を 6時間と規定されている．しかし，例え
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ば廃棄物が搬入されてくる処分場の入り口監視の現場に

おいて，6時間の溶出試験を行いさらにバイオアッセイ
まで行うとなると多大な労力が必要になる．筆者らの最

新の研究 5）では，溶出時間は必ずしも 6時間でなくても，
例えば 1時間程度であっても 6時間の場合とほとんど同
程度の有機物溶出量と有害性を示すことが明らかとなっ

てきており，また溶出時間 6時間という数字そのものに
はあまり大きな意味を持っていない 24）こともあり，筆

者らはより迅速な溶出試験の開発の必要性を訴えている
25）．溶出時間を短縮し，迅速なバイオアッセイを用いて

6時間以内で有害性評価まで行えるような迅速な溶出試
験とバイオアッセイの組み合わせ利用によって，時間的

には労力を増大させずに，廃棄物の入り口監視に際して

バイオアッセイによる有害性評価指標を加えることが可

能になるという利点が生じうる．

少なくとも固形試料のバイオアッセイによる有害性評

価に際しては，種々の溶出実験条件のうち液固比や溶出

時間など考慮されるべき点が山ほどにあり，どの生物が

どれくらいの期間と量と濃度に曝露されるのかを明確に

仮定した上で，実際の環境下において固形試料が生物に

曝露される環境，すなわち曝露のシナリオ全体を考慮し，

溶出試験の条件を設定する必要がある．この様な問題点

を検証可能な範囲で明らかにすることで，固形試料の有害

性の評価にバイオアッセイを適用することが可能になる．

4 おわりに

本稿では，環境分析・計測手法としてのバイオアッセ

イが有する一定の限界，すなわち生物全体または生態系

全体のシステムとしての応答を再現することの難しさに

ついて述べ，これを補完することを目的として，環境分

析・計測手法として適用可能で有害性発現機構として独

立した複数のバイオアッセイの組み合わせによる環境分

析・計測が有効であることを述べた．また，バイオアッ

セイが今後適用されていくと考えられる固形試料の有害

性評価に際して，考慮するべき問題点を述べた．いずれ

にせよ，環境分析・計測に用いられるバイオアッセイが

具備する条件としては，簡便かつ迅速であることが第一

に挙げられる．これには生物反応の計測システムの迅速

化・簡便化がまず必要となり，有望な方法がいくつか提

案されている 26）−29）が，決定的なものはなく，環境試料

に対する適用事例に不足している．汚染土壌や廃棄物試

料の有害性評価に至っては，バイオアッセイのための前

処理方法すら確立されていない状況にある．しかし，水

環境の評価から始まった環境分析・計測手法としてのバ

イオアッセイは，今後汚染土壌や廃棄物試料などの固形

試料に加えて，大気汚染や室内大気汚染などの有害性評

価手法として，気体状試料へもその応用が検討されはじ

めている 30）．バイオアッセイは化学分析を主体とする環

境分析・計測手法を補完する有力な方法として大きな可

能性を秘めており，その簡便化・迅速化が大きな課題で

ある．
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