
藻類生長阻害試験に係る化審法子ストガイドラインの変更について  

1．基本的考え方   

TG201の改訂内容は、最新の科学的知見に基づく内容面での修正から形式的な修正まで多岐にわたるが、それを踏まえて化審法テストガイ  

ドライン（以下「化審法TG」という。）を変更するに当たっては、まずは現行の化審法TGを基本としつつ、TG201改訂版に照らして修正が  

必要な点について改定を行うこととする。   

具体的な化審法TGとTG201の相違点及び化審法TGの改定案については以下の表のとおり。また、化審法TGの改定案全文については別  

紙のとおり。  

2．化蕃法TGとTG201の相違点及び化審法TG改定案 ノ「  

目   琴行め化奉駄二TG   TG抑故紆版   漉蕃療改軒凍） 

目的等  ANNEXl  

expressedintermSOfaglVenVOlume；  

e．g．，mgalgaenitertestsolution．  

Usually“biomass”isdefinedasa  

mass，butinthistestthiswordisused  

toreftrtomasspervolume．AIsoin  

thistest，SurrOgateSfbrbiomass，SuCh  

ascellcounts，fluorescence，etC．are  

typicallymeasuredandtheuseofthe  

termりbiomassりthusreftrstothese  

SurrOgatemeaSureSaSWell．  



るため、新しい種名に変更。  

珪藻（Diatoms）、ラン藻2種  

他の種を用いてもよい。   （CyanObacteria）については、「他の  

・上k∫椚0鹿∫椚描∫〟み甲fcαJ描  種を用いてもよい。」から読み取れる  

（formerlyknownassbene（おsmus  ため、特に追記はしない。  

鱒血甲ね融M）  

Diatoms  ※ただし、珪藻、ラン藻について  

・脇Ⅴわ〟ねクe〟わ祝わぶ仇  は、これまでこれらを用いて評価  

CYanObacteria  がなされたことが無く、その試験  

・A〝α∂αe乃α．伽∫－α曾〟αe，  結果を用いて緑藻と同様に評価を  

・旦叩eC力ococc描わ甲OJfe那ね，   できるか検討が必要。   

19、ANNEX3   3  培地  3  
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の組成の培地が推奨される。   OECD andthe AÅPmedium，are  あってAAP培地等他の培地を用い  

（OECD培地のみの記載）   ても構わないム但し、OECD培地  

は、AAP培地と比較して①被験物  

質とのインターラクションが少な  

く、②bu脆ー作用のあるNaHCO3  

が多く含まれ（APP：15mg／L、  

OECD：50mg几）密閉系での試験が  

しやすいことから、化審法では  

OECD培地のみの記載とする。  

リン酸永素ニカリウム1．6mg几  KH2PO4  1．60 mg几   リン酸需水素カリウム1・6耶几  TG201に合わせて修正  

塩化鉄（Ⅲ）六水和物 0．08mg几  FeC13・6（H20）   0．0640mg几  

これらを混合の上、塩酸又は水酸  ThepHofthemediumisobtainedat  この培地は大気との平衡状態でpH  TG201に合わせて修正  

化ナトリウム水溶液を用いてpH  

を8．3に調整し、滅菌する。   SyStemOfthemediumandthepartial  注）pH調整に塩酸や水酸化ナトリ  

PreSSureOfCO2inatmosphericair・  ウム水溶液は使用してはならな  

Anq）PrOXimaterelationshipbetween  い。  

PHat250Candthemolarbicarbonate  

concentrationis：  

pHeq＝11・30＋log［HCO3］  

（中略）andwith50mgNaHCO3几，  

PHeq＝8・l（OECDmedium）・   



指数増殖期の前培養液   より適切な語句に修正  

exponential growth phase 

と同条件で前培養を行う。   

sbれOfthetest．   

However，Shorterorlongertest  が短い或いは長いものについて  

durationsmaybeusedprovidedthat  も、試験の有効性（11）を満た  

allvaliditycriteriainparagraphll  していれば問題ない。   
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タ∫e〟（わお打力〃grねJわ∫〟占c（甲〟αね：  追加。珪藻、ラン藻2種について  

5xlO3＿104cells／ml  

加∫椚0鹿∫∽描∫〟占甲わαね∬  

肋vわ〟ねpe眈〟わ∫α104cells′血  

加血e〃α伽－α那此柁104cells〟山  

砂〝gC／王OCOCC〟∫Je（pOJね”∫ね  

5Ⅹ104＿105cells／ml   

試験濃度  6－3   22   6－3  

0～90％の生長阻害を起こす範囲が  The concentration series should  0～鮒の生長阻害を起こす範囲が  化審法ではNOECを求める必要が  

含まれることが望ましい。   Preftrablycovertherangecauslng  あるため、「5」は採用せず、「0」  

5－75％inhibitionofalgalgrowthrate二   のままとする。「75」はTG201に合  

わせて修正。   

連数  6－4   23   6－4  

対照区については6連で   Thenumberofcontrolrepli云atesmus  

tbeatleastthree，andideallyshould  

betwicethenumberofreplicatesused  

fbreachtestconcentration．   

被験物質  9－1   37   9－1  
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TG201に合わせて語句を補足   

andtreatmentgroupmaybeanalysed  

uslngaStatisticaltesttocompare  

meanS，e．g．aStudent－st－teSt．   

は有効とみなされる。   

条件か満たされる場合、試験は有  

‘
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72－hourtestperiod．  

Thetestperiodmaybeshortenedtoat  注）48hの試験であっても、指数増  

1east48htomaintainunlimited，  殖をしており、1占倍に到達してい  

exponentialgrowthduringthetestas  れば試験は有効である。  

longastheminimummultiplication  

factorof16isreached．   

対照区の繰り返し間の生長速度の  Thecoe疏cientofvariationofaverage  対照区（または助剤対照区）の繰  TG201に合わせて修正  

変動係数が1’5％を超えないこと。  SpeCificgrowthratesduringthewhole  

testperiodinreplicatecontroIcultures  

mustnotexceed7％intestswith  

乃e批わ最Ⅳ加erfe肋∫〟ゐc呼加ゎ弧d  

上kぶ椚0（お∫∽∽∫〟ゐ甲fcαJ∽・   

結果の  46   12  

算出方法   TG201で面積法が不採用とされた  

算することが望ましい。   （a）AveragespeciBcgrowthr？te：this  ことに合わせて面積法に関する記  

responsevariableis云alculatedonthe  載は削除。  

basisofthelogarithmicincreaseof  なお、収量法（Ⅵeld）については、  

biomassduringthetestperiod，  特定の国（アメリカ）における運  

expressedperday  用のためにTG201に盛り込まれた  



thestartingbiomass．  は採用しない。（なお、アメリカで  

は速度法と収量法の両方が提出さ  

結果の取  39   

扱い   正しい語句に修正  

初期濃度に基づいて結果の算出を  tested has been satisfactori1y  

行うことができる。   maintainedwithin土20％ofthe  

nominalormeasuredinitial  

COnCentrationthroughoutthetest，  

analysisoftheresultscanbebasedon  

nominalormeasuredinitialvalues．   

生長速度  48   12－2  

の比較   TG201に合わせて修正  
1n   1n   1n  

〝り＝ 八一ノ＝ 〃り＝ 

試験の有効性を調べるためには、  削除   11と内容が重複しているため削  

対照区の1日ごとの生長速度を求  除  

め、毎日の生長速度の変動係数が  

暴露期間を通じて35％を超えない  

ことを確認する。  



下線部が挿入部分、二重取消線が削除部分を示す。  

＜別紙＞  

Ⅳ 藻類生長阻害試験（改定案）  

目的  

本試験は、指数増殖期の藻類を被験物質に暴露し、対照区に対する生長阻害率を測定すること   

により、藻類の生長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。なお、本試験に   

おいて生長とは暴粛期間中の生塑暮細胞濃度（培地1山L当たりの細品の最）の増加をいう。  

1 供試生物   

Pβelユ血止血血刀ede鮎澤血明地由（旧名βeJenag血mcapdcornt止u皿）が推奨されるが、  

βcel】ed郎皿uβ5血s如eat甲Lなど、他の種を用いてもよい。  Desmodesmus subs  icatus（旧名   

なお、これらの2種以外の種を使用する場合には、暴露期間中、指数増殖期が維持されることが  

確認されていなければならない。  

2 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。   

2－1 試験容器  

試験容器等、試験溶液と接触する器具はすべてガラス製又は化学的に不活性な材質でで  

きたものを用いる。試験容器は、空気に接する面が十分確保できるものを用いる。例えば、   

100mLの容量の試験溶液には250mLの三角フラスコが適している。  

被験物質が拝散しやすい物質の場合は、密栓付フラスコを使用するなど適切な対応を行う。   

2－2 培養装置  

培養は、温度、照明条件を一定に維持できる培養器又は培養室において行う。   

2－3 生塾畳語芸濃ま計剋数装置  

生塾量完品濃まの計塾数は、例えば、粒子計数装置、顕微鏡下での血球計算盤の佳凧、蛍   

光光度計、分光光度計又は比色計を用いて行う。なお、分光光度計を使用して低濃度の細胞濃   

度を測定する場合は、少なくとも4皿の光路長のセルを使用する。  

3 培地   

次の組成の培地又はこれと同程度の組成の培地が推奨される。  

・塩化アンモニウム15mg几  

・塩化マグネシウム六水和物12mg几  

・塩化カルシウムニ水和物18mg几  

・硫酸マグネシウムセ水和物15ng几  

・リン酸三水素童カリウム1・6皿g几  

・塩化鉄（Ⅲ）六水和物 生旦塑8痍熔瑚几  

・エチレンジアミン四酢酸ニナトリウムニ水和物 0．1皿g几  

・ホウ酸 0．185mg几  

・塩化マンガン四水和物 0．415Ⅰ嘘几  
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下線部が挿入部分、二重取消線が削除部分を示す。  

塩化亜鉛 0．003刀鳩几  

塩化コバルト六水和物 0．0015耶几  

塩化銅二水和物 0．00001刀培几  

モリブデン酸ニナトリウムニ水和物 0．007喝几  

炭酸水素ナトリウム 50耶几  

こ里草地は大気との平衡状態でれらを甑缶の」  

は書8．1となる＄に調整し、滅菌する。  計てpH   

4 前培養   

藻類を試験条件にじゆん化させ、試験に用いる指数増殖期の重畳芸者養芸を得るため、暴露   

開始前に2～隻舎日間襲圭、試験と同条件で前培養を行う。前培養液に接種する藻類の生物量   

を調整し、暴露開始時に指数増殖期になるようにする。  

5 試験溶液   

各濃度の試験溶偏の調製は、必要量の被験物質を培地で直接溶解するか、あるいは、   

適切な濃度の被験物質の原液を調製し、原液を培地で希釈することにより行う。この他、   

試験溶彼の調製に関しては、Ⅲ総則の2 試験溶液の調製によるものとする。  

6 試験条件   

6－1 暴露期間  

原則として72時間辣圭とする。   

6－2 初期生塑量窟品濃ま  

試験での初期生盟畳語芸濃度は、藻類が暴露期間中指数関数的な増殖を維持できるように   

十分低くする。乾煉重量が0．5mg几を超えないように設定する。例えば、  

放eudo女加血ede上Ja5血capぬtaでは5×1ぴ～1×10▲cells血L、  Desmodesmus  

icatusでは2～5×103cells／mLととすることが推奨される。他の種を使う時は乾   

煙重量生物量で同程度となるようにする。  

6－3 試験濃度   

少なくとも5濃度区を等比級数的にとる。この濃度範囲で、0～嬰紳％の生長阻害を起   

こす範囲が含まれることが望ましい。なお、100mg几以上の濃度で試験を行う必要はな   

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。  

6－4 連勢（繰り返し）  

各試験濃度区について3連とする。対照区（または助剤対照区）については6連で試   

験を実施することが望ましい。  

6－5 培養方法  

・温度 21～24℃の範囲内で設定し、培養器又は培養室内の変動は±2℃以内とする。  

・照明 60－120トLE／m2／s（白色又は昼光色の蛍光灯を用い、連続的かつ均一に照射する。）  

・培養方法 振とう培養（被験物質が拝発性でない場合は、試験容器は通気性のよい蓋を  

10   



下線部が挿入部分、  二重取消線が削除部分を示す。  

用いる。暴露期間中、藻類は懸濁状態にしておく必要がある。）  

7 被験物質への暴露の開始   

各拭験容掛こ、6－2に基づき世定した皇塑豊初期細胞濃度＝になるように前培養した   

藻類を接種して暴露を開始する。  

8 生壁＿量完芸濃霊の測定   

各試験容器の生数量完詰濃度は、少なくとも暴露開始後24、48及び72時間後に測定する。   

滅菌した培地を粒子計測装置のバックグラウンドや分光光度計等のブランクとして用いる。  

9 被験物質濃度等の測定   

9－1 被験物質濃度の測定  

被験物質の濃度は、少なくとも最低及び最高試験濃度区並びに予測されるEC帥付近の試   

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とする。また、暴露期間中に塾亙籾   

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、拝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鱒ミ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。   

9－2 試験環境の測定  

試験溶液のpHを暴東関始時及び終了時に測定する。暴露期間中、対照区のpHは通常   

の場合、1．5以上変動してはならない。  

10 限度試験   

100mg几又は水容解限度のより低い方の濃度で被験物質が毒性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、NOEC等がこの濃度より大きいこと   

を示すことができる。前述の試験条件および有効性の基準は、限度試験にも適用するが、  

試験の連数は2倍に増やすこととする。対照区と試験濃度区の生長塗度量の平均値を   

比較するために・、t検定等の統計解析を行う。  

11 試験の有効性  

Pseudokirchneriella subca icatusでは、次の条件が満た  itata及びDesmodesmussubs   

される場合、試験は有効とみなされる。  

ア此udu且止血u山u山川山根叫山血では、対照区  （または助剤対照区）  の生物量細胞数  

が暴露期間中に少なくとも16倍に増殖すること。  

対照区（または助剤対照区）の毎日の生長速度の変動係数が暴露期間を通じて  

35％を超えないこと。  

対照区（または助剤対照区）  の繰り返し間の生長速度の変動係数が準％を超え  

ないこと。   
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下線部が挿入部分、二重取消線が削除部分を示す。  

12 結果の算出方法  

12－1 結束の取扱い  

結果の算出は、原則として被験物質の実測濃度の適切な平均値に基づいて行う。暴   

露期間中、被験物質濃度が琴定演度または初期塞激浪度の±20％以内に保たれてい   

たことが証明できる場合には、設定濃度または初期茎数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生数量諾浩濃芝を暴露期間と被験物質濃度とともに表にする。各   

試験濃度と対照区の皇塾量諾意濃まの平均値を時間に対してプロットし、生長曲線を措く。   

このとき、対照区の生長曲線が、暴露期間を通じて指数増殖期にあることを確認する。  

被験物質濃度と影書の関係は、12－2及び12一壬＝こ示す言方〇方法を用いて計算する   

こと去！望ましし㌧。  

12－2 生長速度の比較   

指数関数的に増殖しているときの生長速度は次のようにして計算される。  

hズノーh∬f  
牲－ノ  

JノーJf  

ここで、  

〟り＝も時からち時までの期間の生長速度。通常、日当たり（ので表す。  

墨縄 ＝も時の生塾主宰測細胞濃度（伽鮎血け。試験開始時（も）の生塑豊締  

芸濃羞については設定値を用いる。  

茎輯 ＝ち時の皇塑豊実測締胞濃度（血鮎血止）」  

も ＝暴露開始後i回目に生塑畳語忠霊度を軌定した時間（の  

ち ＝暴露開始後j画 

EC50を算出する場合は、暴露開始時から72時間後までの暴露期間を通じた生長速  

度を求める。  

なお、生耳遠度は、生塑＿豊実測無胞濃度の対赦を時間に対してプロットし、その回  

帰直線の傾きから導くこともできる。   

各試験濃度区における生長（速度）阻害率（J〃）は、対照区の生長速度の平均値  

（〝¢）と各試験濃度区での生長速度の平均値（〝T）との間の差として次のように計  

算する。  

仇‾〃丁・  ×100   

牲  

上L－ E Ju一品 一h｝一h T亡應」」Lヽ止＿′h＿■ゝl－ノ⊂ゝ上  
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叫－〃。、ノ▲t〃，＋Ⅳ2－2〃0  爪＿，＋〃”－2〃。  
×（ち－ち）＋   ×（J搾－f”＿l）  d＝  

d。－d－  
×100  

d¢   

12一旦ヰ 毒性値の算出   

J〟又；ま去＝の値を被験物質濃度の対数に対してプロットする。その回帰式等を用いて50％   

阻害濃度を求める。J．より導かれたEC抑はErC■一、ムより導かjtたEC加はEbC仙 と表す。  

また、対照区と各試験濃度区の〟“は文法エの値について、分散分析と多重比較を   

行い、それぞれの場合についてNOECを求める。  

13 結果のまとめ   

試験の結呆は様式7によりまとめ、最終報告書を添付するものとする。  
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下線部が挿入部分、二重取消線が削除部分を示す。  

［様式7］  

藻類生長阻害試験結果報告書   

1．一般的事項  

新規化学物質等の名称  

（IUPAC命名故による）  

別  名  

C  A  S  番  号  
構造式又は示性式  

（いずれも不明な瘍合は、  

その製法の概要）  

分  子  量  

試験に供した新規  

化学物質の純度（％）  

試験に供した新規  

化学物質のロット番号  

不純物の名称  

及び含有率  

蒸  気  圧  

対  水  溶 解 度  

1－オクタノール／水分配係数  

融  点  

沸  点  

常温 に お け る 性状  

安  定  性  

蒋媒に対する蒋解度等   溶媒  溶解度  溶媒中の安定性  

［備 考］物理化学的性状は、可能な限り記入すること。  

1．「蒸気圧」の欄には、被験物質の蒸気圧を記入すること。  

2．「安定性」の欄には、温度、光等に対する安定性を記入すること。  

3．「溶媒に対する溶解度等」の欄には、被験物廣の溶媒に対する溶解度及びその溶媒中  

での安定性を記入すること。  
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下線部が挿入部分、二重取消線が削除部分を示す。  

2．試験溶液の被験物質濃度の分析方法  

項 目   方  法   

分析方法  

前処理法  

定量条件   

［備 考］  －  

1．「分析方法」の欄には、実測した分析法を具体的に記入すること。  

2．「前処理法」の欄には、分析を行う前に実施した処理の概要を記入すること。藻類に  

おいては細胞の分離手法を明記すること。  

3．「定量条件」の欄には、分析に用いた機器や温度・溶離液等の分析の条件を記入する  

こと。  
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下線部が挿入部分、二重取消線が削除部分を示す。  

3．試験材料及 び方 法  

項  目  内容   

試験方法  

試験生物   種（学名・株名）  

入手先  

対照物質への感受催  

（EC5。）  

（対照物質名）  

前培養   前培養の期間  

培地名  

環境条件（水温、光強度）  

試験条件   試験容器  

培地名  

暴露期間  年 月 日～ 年 月 日  

試験濃度（設定値）  （公比）  

初期細胞濃度  cells／mL  

連数   試験湊度区  

対照区  

試験溶液量  

助剤の有無  

助剤  種類  

濃度  

助剤対照区申達数  

培養方式（振とう培養、  

静置培養、連続培養等） 

水温又は培養温度  

照明（光強度・．時間等）  

結果の算出  速度法  

方法  面積凄  

［備 考］  

1．「対照物質への感受性」の欄には、試験生物の感受性検定の結果を記入（対照物質を明   

記した上でEC80を記入）すること。  

2．「試験濃度（設定値）」の欄には、試験に用いた被験物質の濃度をすべて掲げ、その公   

比も記入すること。  

3．「試験条件」の「試験容器」の欄には、材質及び容量を記入すること。なお、被験物質   

が挿発性を有する場合は「密閉の有無」を記載すること。  

4．「結果の算出方法」の欄には、毒性値（EC5。及びNOEC）の算出に用いた統計解析手法（例   

えば、prObit駄、ANOVA等）を記入すること。  

16   



下線部が挿入部分、  二重取消線が削除部分を示す。  

4．試験結果及 び考 察  

項  目   内容   

毒性値   0－72hErCs。＝  mg／L  

／▼   〉 l】▲▲▲ノlハ′Bq       ▲山B′ ▲J  

NOEC（速度法）＝  mg／L  

1T′ヽ▼－1■【  ′－▼－■－r±b ヽ」＿ヽ                ノ▼   ▲▼ヽ′】〉 ＼トl：Ll’l只l－′         ▲山15／▲」   

試験濃度   1．設定値 2．実測値   

考察及び  

特記事項  

［備 考］  

i舎．「試験濃度」の欄には、毒性値（EC6。及びNOEC）を算出するために用いた濃度が「設定   

値」か、あるいは「実測値」かを明記すること。  

旦寺．「考察及び特記事項」の欄には、被験物質の物理的化学的特性を踏まえて、毒性値の   

特徴や試験の有効性に関して考察すること。また、試験における異常な事項や本試験法   

から逸脱した事項等については、試験結果への影響等を記載すること。  

5．藻類 の 生長 曲 線及 び濃 度 一 生長 阻害率 曲線   

暴露期間中の①生長曲線（例図1）及び②各試験濃度での生長阻害率を示した図（例図  

2）を添付すること。  
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下線部が挿入部分、二重取消線が削除部分を示す。  

例図1 藻類の生長曲線  
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例図2 藻類の濃度一生長阻害串曲線（生長速度又は生長曲線下の面積）  
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6． そ の 他  

試験実施施設  名  称  

所 在 地   電話  （ ）  

FAX  （ ）   

試験責任者  職  氏 名  

経 験 年 数  

試 験 番 号  

試 験 期．間   年  月  日  から  年  月  日  まで   

［備 考］  

1．本様式への記載は、最終報告書より転記して作成すること。  

2．最終轟告書と同じ試験番号を記入すること。  

3．本様式の作成責任者は、本様式の欄外に、所属及び氏名を記載すること。  
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