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１．目的 

 

現在製造輸入量が 1 トン/年超の新規化学物質について、化学物質の審査及び製造等

の規制に関する法律 (化審法) の審査には、蓄積性に関する試験データが必須要件とさ

れている。この要件において、疎水性の強さを示す 1-オクタノール/水分配係数(logPow)

が 3.5 以上の場合、魚類を用いた濃縮度試験が行われる。しかし従来の魚類を用いた濃

縮度試験では、生物を取り扱うため大規模な実験施設などの費用と時間を要する。また

個体差、実験条件、魚の種差等で試験値が左右され易く、動物愛護の観点からも試験生

物数を減らす必要がある。これらの点から、生物を用いた濃縮度試験に代替する試験方

法の開発が必要とされている。 

先行研究として九州大学大嶋雄治教授らは、化学物質の環境調査にも用いられてい

る Semi permeable membrane device (SPMD)を用いた生物を用いない代替法の検討を行っ

た。SPMD は半透膜チューブ中にトリオレインを封入した装置であり、疎水性化学物質

をSPMD内のトリオレインに環境濃度と比例して濃縮するため、生体への蓄積を模倣す

ることが可能である。したがって、logPow の高い化学物質の生物濃縮性の評価において、

生物の代わりにSPMDを用いる事で、費用等の軽減を計りつつばらつきを抑えた信頼性

の高いデータの取得が期待される。先行研究において、大嶋らはクロロベンゼン類４種

を用いて従来試験とSPMD試験のデータを比較した結果、両者は良好な相関性を持つこ

とが明らかになり、被験物質の logPowが 4から 5の間であれば、従来試験に置き換えて

SPMD で生物濃縮係数(BCF)を予測できる可能性が示された。しかし今後の課題として、

蓄積特性および logPowの異なる物質を使っての検証が必要であるとされた。 

そこで本研究では、先行研究で示された化学物質の生物濃縮度試験の代替法として

SPMD を用いた濃縮度試験の更なる有用性の検討を行った。一般的な汚染物質であり、

logPow が 3 から 6 の範囲にある多環芳香族炭化水素類(PAHs)について、コイ(Cyprinus 

carpio)および SPMDを用いた取込・排泄試験を実施した。得られた魚体中および SPMD

中化学物質の濃度変化より、各媒体における取込速度・排泄速度等を求めた。そこから

化学物質蓄積をモデル化し、従来法および SPMD 法から得られた各被験物質の BCF を

比較して SPMD法の有用性を検討した。 
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2．概要 

 

試験対象魚として、先行研究に引き続き過去の知見が比較的豊富でありかつ取り扱

いの容易なコイ(Cyprinus carpio)を用い、同時に Semi permeable membrane device (SPMD)

を用いて、流水条件下での水暴露を行い、各媒体での取込・排泄試験を実施した。化学

物質評価研究機構 (CERI) 久留米事業所にて、OECDTG305に準拠して流水式で取込・排

泄試験を実施した(試験期間 2021年 9月 14日-11月 9日：取込期間 28日間、排泄期間 28

日間)。試験で得られた試験水、試験魚及び SPMD 中の被験物質分析を実施し、取込・

排泄速度定数 (k1、k2)、生物濃縮係数(BCF)などを算出し、有用性を検討した。 

コイおよび SPMDの脂質補正 BCFの関係を比較検討した結果、logPow 4-5の間で比較

的良好な相関性を持つことが明らかになった。一方で、 Benz[a]anthracene や 

Benzo[a]pyrene等高 logPow (> 5)の物質では SPMDとコイの間で算出された BCFの値に乖

離があり、この原因として生体内の代謝を受けた、もしくは被験物質の一部がSPMDの

ポリエチレン膜へ吸着・脱着した影響と考えられた。 

これらの結果から、試験化学物質(3.5 < logPow < 5)に対して、代謝などの影響や分析

手法を更に検証していく事で、魚の試験に代替して SPMD で BCF を予測できる可能性

が高いことを示された。 

 

 

3．実施体制 

 

実施主体：金沢大学 環日本海域環境研究センター 

実施担当者：本田匡人 

研究協力：九州大学 農学研究院   

実施担当者：大嶋雄治、早稲田真未 

暴露試験外注先：一般財団法人化学物質評価研究機構(CERI) 

   実施担当者：井上義之、古賀由香 
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4．事業内容 

 

4-1．コイおよび SPMDでの濃縮試験 

試験施設 

名 称 一般財団法人化学物質評価研究機構 久留米事業所 

所在地 〒839-0801 福岡県久留米市宮ノ陣三丁目 2 番 7 号 

試験法 

以下の試験法に準拠して実施した。 

"305-I：Aqueous Exposure Bioconcentration Fish Test" stipulated in the OECD Guidelines 

for Testing of Chemicals, No. 305, October 2, 2012, "Bioaccumulation in Fish: Aqueous and 

Dietary Exposure" 

試験日程 

実験開始日 2021 年 9 月 14 日 

実験終了日 2021 年 11 月 9 日 

被験物質 

被験物質として以下の 4種を用いた。 

アントラセン (Anthracene、略称：Ant) 

CAS 番号  120-12-7 

純 度   >97.0% 

供給者   東京化成工業 

ロット番号  T5JKI 

水溶解度  1290 μg/L (25℃) 

log Pow   4.45 

ピレン (Pyrene、略称：Pyr) 

CAS 番号  129-00-0 

純 度   >97.0% 

供給者   東京化成工業 

ロット番号  6Y77D 

水溶解度  130～160 μg/L (25℃) 

log Pow   5.18 

ベンゾ[a]アントラセン (Benz[a]anthracene、略称：BaA) 

CAS 番号  56-55-3 

純 度   >98.0% 

供給者   東京化成工業 

ロット番号  J5UZN 



5 

 

水溶解度  9.4 μg/L (25℃) 

log Pow   5.91 

ベンゾ[a]ピレン (Benzo[a]pyrene、略称：BaP) 

CAS 番号  50-32-8 

純 度   >95.0% 

供給者   東京化成工業 

ロット番号  SRLQD 

水溶解度  1.61 μg/L (25℃) 

log Pow   6.04 

溶解補助剤 

試験原液の調製に、下記の溶剤を使用した。 

テトラヒドロフラン 

CAS 番号  109-99-9 

供給者   富士フイルム和光純薬 

等 級   和光一級 

N,N-ジメチルホルムアミド 

CAS 番号  68-12-2 

供給者   ナカライテスク 

等 級   EXTRA PURE REAGENT 

試験魚 

魚種  コイ Cyprinus carpio 

供給源  一般財団法人化学物質評価研究機構 久留米事業所 

じゅん化条件  水産用 OTC (塩酸オキシテトラサイクリン 10%含有 共立製薬)およ

び食塩(塩事業センター)を用いて薬浴した後に、以下の条件でじゅ

ん化した。じゅん化後、試験魚はじゅん化水槽(No. 7-7)から試験水

槽へ移した。 

期間 地下水で 24 日間飼育した後、脱塩素水道水で 14 日間じゅん化した。 

水温  25±2℃未満 

じゅん化期間中の全体の死亡率は 5%未満であった。 

ロット  TFC-210608 

体重 取込期間開始時の魚体重の最小値は最大値の 2/3以上であった。 

全長 6.8～8.7 cm (取込期間開始時 6.8～7.5 cm) 

年齢 1才魚 

餌料種類  錦鯉用飼料 

組成 たん白質含量 30%以上 
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脂質含量 4.0%以上 

製造元  キョーリンフード工業 

給餌方法  1 日 1～2 回給餌した。1 日当たりの給餌量は試験魚体重 2%相当量

とした。試験魚の採取前 24 時間は給餌を止めた。 

半透膜デバイス (Semi permeable membrane device、略称：SPMD) 

製造元   Environmental Sampling Technologies, Inc. 

ロット   071420 

SPMD は約 3 cm 幅にシーラーで圧着させたものを水槽に投入した。採取の際に圧

着箇所を切断して分析試料とした。 

濃縮度試験の実施 

試験用水  脱塩素水道水(水道水を活性炭ろ過装置(オルガノ)で処理した水) 

試験及び環境条件 

試験水供給方法 久留米事業所組立流水式装置 

試験水槽   ガラス製水槽 

試験第 1 水槽 70 L 容 (No. 1-5) 

試験第 2 水槽 100 L 容 (No. 1-6)  

取込期間においては、各試験水槽を設置し (Fig. 1)、第 1 試験水槽に SPMD、第 2 

試験水槽に試験魚を投入し、試験用水と試験原液を流水状態で水槽内に供給する

ことにより、被験物質を SPMD 及びコイに暴露した。 

排泄期間においては、各水槽に直接試験用水を供給した。 

試験濃度   1 μg/L 

試験水流量  

取込期間：試験原液 0.04 mL/分及び試験用水 1000 mL/分の割合で 1440 L/日を試験

水槽に供した。 

排泄期間：試験用水 1000 mL/分で 1440 L/日を試験水槽に供した。 

試験原液タンク  1 L 容ガラス製褐色びん 

調製頻度   1～2 回/2 週 

試験温度  24.0～25.0℃ 

溶存酸素濃度 6.8～8.3 mg/L 

pH   7.4～7.8 

全有機炭素濃度  

取込期間中 19.5～19.9 mgC/L 

排泄期間中 <1.0 mgC/L 

全硬度  47.3～48.7 mgCaCO3/L 
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ばっ気  試験第 2 水槽については、連続してエアレーションを行った。 

照光時間   14時間明/10 時間暗 (白色蛍光灯による人工照明) 

試験魚数   80尾 (取込期間開始時） 

取込期間   28日間 (2021 年 9 月 14 日～2021 年 10 月 12 日) 

排泄期間   28日間 (2021 年 10 月 12 日～2021 年 11 月 9 日) 

実施場所   アクアトロン室 A 

試験原液調製法 

供試試料(各 100 mg)をテトラヒドロフランに溶解して、被験物質濃度として 1000 

mg/L の被験物質溶液を 100 mL 調製した。これを 25 mL 分取し、N,N-ジメチルホル

ムアミドで希釈して被験物質濃度として 25.0 mg/L の試験原液を 1 L 調製した。被験

物質濃度は有効数字 2桁に丸めて表示した。 

観察、測定及び清掃 

各項目については、下記のとおり観察及び測定結果を記録した。さらに、必要に

応じて SPMD 表面の付着物やコイの排泄物等を 1 日に 1 回程度除去した。 

Fig. 1 試験水槽概略図 (取込期間) 
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Table 1 観察および測定項目 

項目 頻度 

試験魚の観察 取込期間及び排泄期間中に 1 日 2 回観察した。ただし、休日

は 1 回とした。 

試験温度 取込期間開始前及び取込期間並びに排泄期間中に 1 日に 1 回

測定した。 

試験水流量 取込期間開始前及び取込期間並びに排泄期間中に 1 日に 1 回

測定した。 

溶存酸素濃度 取込期間開始前に 1 回、取込期間及び排泄期間中に週 1 回測

定した。 

pH 取込期間開始前に 2 回、取込期間及び排泄期間中にそれぞれ

2 回測定した。 

全有機炭素濃度 取込期間開始前及び終了時、排泄期間終了時に 1 回測定し

た。 

全硬度 取込期間中に 1 回測定した。 
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4-2．検体分析 

 

試験水、試験魚及び SPMD の分析 

試験水、試験魚及び SPMD 中の被験物質の濃度分析は内部標準物質を添加後に、

ガスクロマトグラフィー－質量分析法(GC-MS)により行った。 

分析回数 

試験水 

取込期間：取込開始前、取込開始 3、7、14、21 及び 28 日後の計 6 回とした。1 回

当たりの分析試料は 2 点とし、1 点を分析に供した。 

排泄期間：排泄期間終了時に行った。1 回当たりの分析試料は 2 点とし、1 点を分

析に供した。 

試験魚 

取込期間：取込 3、7、14、21 及び 28 日後の計 5 回とした。1 回当たりの採取尾数

は 4 尾とし、2 群(2 尾 1 群)に分けて行った。試験魚は 2 日間以上の測定

間隔となるように採取し、最後の測定は 28 日後とした。 

排泄期間：排泄 1、2、3、5、7、14、21 及び 28 日後の計 8 回とした。1 回当たり

の採取尾数は 4 尾とし、2 群(2 尾 1 群)に分けて行った。 

SPMD 

取込期間：取込 1 日後及び試験魚分析と同時の計 6 回行い、1 回当たりの採取試料

数は 4 点とし、うち 2 点を分析に供した。 

排泄期間：試験魚分析と同時の計 8 回行い、1 回当たりの採取試料数は 4 点とし、

うち 2 点を分析に供した。 

分析試料の前処理法 

試験水中の被験物質 

試験水 1000 mL (メスシリンダー)を試験水槽から採取し、以下のフロースキー

ムによりろ過までの前処理操作を行い、以降の前処理操作までフィルター試料を

冷凍保管(約-30℃)した。解凍後、以下のフロースキームに従い前処理操作を行い

試験水分析試料とした。 
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フロースキーム 

 

*1 Empore 2315-C18 (Octadecyl) 90 mm Solid Phase Extraction Disk：メンブレンフィル

ターは、メタノール及び超純水各 100 mL で洗浄した。 

・細断(はさみ) 
←ヘキサン・クロロベンゼン(50/50)  

 20 mL (メスシリンダー) 
・超音波(約 15 分間) 
・遠心分離(2000 rpm, 10 分間) 
(抽出操作を繰り返し：計 2 回) 

上澄液 

・濃縮 約 0.5 mL (窒素吹付) 
←1M 水酸化ナトリウム/エタノール溶液 

6 mL 
・加熱(90℃、1 時間) 
←ヘキサン/エタノール (50/50) 10 mL 
・振とう(300 rpm, 15 分間) 
・遠心分離(2000 rpm, 5 分間) 
  

上澄液 

ヘキサン 10 mL (メスシリンダー) → 
・振とう(300 rpm, 15 分間) 
・遠心分離(2000 rpm, 5 分間) 

・脱水 (硫酸ナトリウム) 
←ヘキサン (約 5 mL) 
・精製 (簡易シリカゲルカラム) 
←ヘキサン (約 10 mL) 
←3%アセトン含有ヘキサン (約 10mL) 
・濃縮 0.5 mL (窒素吹付) 

・吸引ろ過(メンブレンフィルター) *
1 

フィルター試料 

残渣 

←超純水 20 mL (メスシリンダー) 
・振とう(300 rpm, 15 分間) 
・遠心分離(2000 rpm, 5 分間) 

残渣 

残渣 

上澄液 

GC-MS 試料 

試験水 

ろ液 

上澄液 

残渣 

残渣 上澄液 
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試験魚中の被験物質 

試験魚を試験水槽から採取し、水道水で魚体表面を洗浄後、イオン交換水で洗

浄した。その後、ろ紙等で魚体表面の水を吸い取り、体重及び全長測定後、1 尾

ずつ冷凍(約-30℃)し前処理操作まで保管した。解凍後、以下のフロースキームに

従い前処理操作を行い試験魚分析試料とした。 

・凍結乾燥(約 1 日間) 
・細断(はさみ) 

←ヘキサン・クロロベンゼン(50/50)  

 20 mL (メスシリンダー) 
・超音波(約 15 分間) 
・遠心分離(2000 rpm, 10 分間) 
(抽出操作を繰り返し：計 2 回) 

・脱水 (硫酸ナトリウム) 
←ヘキサン (約 5 mL) 
・精製 (簡易シリカゲルカラム) 
←ヘキサン (約 10 mL) 
←3%アセトン含有ヘキサン (約 10mL) 
・濃縮 0.5 mL (窒素吹付) 

←超純水 20 mL (メスシリンダー) 
・振とう(300 rpm, 15 分間) 
・遠心分離(2000 rpm, 5 分間) 

・濃縮 約 0.5 mL (窒素吹付) 
←1M 水酸化ナトリウム/エタノール溶液 

6 mL 
・加熱(90℃、1 時間) 
←ヘキサン/エタノール(50/50) 10 mL 
・振とう(300 rpm, 15 分間) 
・遠心分離(2000 rpm, 5 分間) 

GC-MS 試料 

上澄液 

ヘキサン 10 mL (メスシリンダー) → 
・振とう(300 rpm, 15 分間) 
・遠心分離(2000 rpm, 5 分間) 

上澄液 

残渣 

上澄液 残渣 

残渣 

試験魚 

上澄液 残渣 

上澄液 

残渣 
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SPMD 中の被験物質 

SPMD を試験水槽から採取し、水道水で SPMD 表面を洗浄後、イオン交換水で

洗浄した。その後、ろ紙等で SPMD 表面の水を吸い取り、冷凍保管(約-30℃)した。

解凍後、以下のフロースキームに従い前処理操作を行い SPMD分析試料とした。 

 

被験物質の定量分析 

定量方法 

被験物質の定量は内部標準法により行った。Ant に対して Phenanthrene d-10 

(Phe d-10)、Pyr および BaA に対して Pyrene d-10 (Pyr d-10)、BaP に対して

Benzo[a]pyrene d-12 (BaP d-12)を内部標準として使用した。試料分析の都度 5段

階以上の検量線作成用標準溶液を分析し、濃度比と応答比から検量線を作成し

た。このとき、検量線から算出した標準溶液の濃度と設定濃度の誤差が 20%以

内に収まる濃度 4点以上からなる検量線を被験物質の定量に用いた。 

分析条件 

機器   ガスクロマトグラフ－質量分析計 

GC部  HP 6890 (Agilent Technologies) 

MS部  HP 5973 (Agilent Technologies) 

ガスクロマトグラフ条件 

カラム  HP-5MS 

(30 m × 0.25 mm I.D.，膜厚 0.25 µm，Agilent Technologies) 

DB-5MS 

(30 m × 0.25 mm I.D.，膜厚 0.25 µm，Agilent Technologies) 

カラム温度プログラム  
 昇温速度(℃/min) 最終温度(℃) 保持 (min) 合計(min) 

初期温度  60 1.00 1.00 

Step1 15.00 190 3.00 12.67 

Step2 2.00 220 1.00 28.67 

Step3 5.00 300 20.00 64.67 

 

SPMD 

GC-MS試料 

・重量測定 

←アセトン 10 mL (メスシリンダー) 

・切断 (はさみ) 

・攪拌 (トリオレインの抽出) 

・試料風袋*3を取り除く(ピンセット) 

・定容 25 mL (アセトン，メスフラスコ) 

・ろ過 (メンブランフィルター 孔径 0.22 μm) 
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制御モード 流量 

カラム流量 1.2 mL/min 

注入口温度 270℃ 

導入モード スプリットレス 

注入量  1 µL 

パージ流量 50.0 mL 

パージ時間 2.00 min 

キャリアガス ヘリウム 

質量分析計条件 

イオン化法 電子イオン化法 (EI) 

検出法  選択イオンモニタリング (SIM) 

 定量イオン (m/z) 確認イオン (m/z) 

Ant 178 176 

Pyr 202 201 

BaA 228 226 

BaP 252 253 

Phe d-10 188 184 

Pyr d-10 212 211 

BaP d-12 264 263 

インタフェース温度 270℃ 

イオン源温度  280℃ 

MS四重極温度  150℃ 

イオン化電圧  70 V 

標準溶液の調製及び被験物質濃度の算出 

GC-MS 試料にはエタノールで希釈した内部標準溶液を水：40 ng/mL、魚：200 

ng/mL、SPMD：20 ng/mLの濃度で添加し、同様の内部標準物質濃度で検量線作成

用標準溶液を分析の都度作成した。ピーク面積比と濃度比から検量線を作成し、

GC-MS 試料中の被験物質濃度を内部標準物質との比例計算により算出した。クロ

マトグラム上における被験物質濃度の検出下限は、被験物質濃度として 5.00 

ng/mL または 10.0 ng/mL の標準溶液を 4 回分析し、得られた被験物質濃度の標準

偏差の 3倍として以下のとおりとした。 

Ant  0.36 ng/mL 

Pyr  1.1 ng/mL 

BaA  2.8 ng/mL 

BaP  4.4 ng/mL 
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添加回収試験 

魚試料の前処理操作における回収試験の結果は下表(Table 2)のとおりであった。 

Table 2 魚試料における添加回収試験結果 

被験物質 回収率 (100 ng添加) 

Ant 86-125% 

Pyr 85-96% 

BaA 128-142% 

BaP 96-119% 

 

試験魚の脂質含量 

取込期間開始前および終了後、並びに排泄期間終了後の脂質含量を測定した。

1 回当たりの採取尾数は 3 尾とした。採取した試験魚は以下のフロースキームによ

り前処理操作を行い、脂質含量測定用試料とした。測定はクロロホルム/メタノー

ル抽出による重量法で行った。 

フロースキーム 

分析試料中の被験物質濃度の算出及び検出下限 

試験水中の被験物質濃度の算出 

以下の計算式に従って計算し、計算結果は有効数字 2桁に丸めて表示した。 

試験水中被験物質濃度 = 
A×B

C
  

A： GC-MS試料中濃度 

B： 最終液量 

C： 試験水採取量 

 

 

・体重、全長測定 

・細切(はさみ) 

・微細化(ポリトロン、氷水中、2分間以上) 

脂質含量測定用試料 

微細化試料 

保存用試料 

試験魚 

・分取 1-2 g (電子分析天秤) ・分取 1-2 g (電子分析天秤) 
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試験水中の被験物質検出下限濃度 

上記で求めた被験物質濃度の検出下限より、試験水中の検出下限濃度*2 はそ

れぞれ以下のように算出された。計算結果は有効数字 2桁に丸めて表示した。 

Ant 0.00018 µg/L 

Pyr 0.00054 µg/L 

BaA 0.0014 µg/L 

BaP 0.0022 µg/L 

 

試験魚の被験物質濃度の算出 

被験物質濃度の検出下限値以上の場合、以下の計算式に従って計算し、計算

結果は有効数字 3桁に丸めて表示した。 

試験魚中被験物質濃度 = 
A×B

C×D
 

 A： GC-MS試料中濃度 (ng/mL) 

 B： 最終液量 (mL) 

C： 分取比 

D： 試験魚重量 (g) 

 

試験魚中の被験物質検出下限濃度 

被験物質濃度の検出下限より、試験魚中の検出下限濃度*2 は試験魚体重を 

10 g としたとき、以下のとおり算出された。計算結果は有効数字 2 桁に丸めて

表示した。 

Ant 0.14 ng/g 

Pyr 0.43 ng/g 

BaA 1.1 ng/g 

BaP 1.8 ng/g 

  

 *2 被験物質検出下限濃度 (ng/g) = 
A×B

C×D
     

A： 分析試料の検出下限濃度 (ng/mL) 

B： 最終液量 (mL) 

C： 分取比 

D： 試験水水量 (L) または試験魚重量 (g) 

 

SPMD中の被験物質濃度の算出 

被験物質濃度の検出下限値以上の場合、以下の計算式に従って計算し、計算

結果は有効数字 2桁に丸めて表示した。 
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SPMD中被験物質濃度 = 
A×B

C
 

A： GC-MS試料中濃度 

B： 最終液量 

C：トリオレイン重量 (g) 

 

SPMD中の被験物質検出下限濃度 

被験物質濃度の検出下限より、SPMD 中の検出下限濃度*3 は SPMD の媒体 

(トリオレイン)を 0.02 gとしたとき、以下のとおり算出された。計算結果は有効

数字 2桁に丸めて表示した。 

Ant 0.45 µg/g 

Pyr 1.4 µg/g 

BaA 3.5 µg/g 

BaP 5.5 µg/g 

 

 *3 被験物質検出下限濃度 (µg/g) = 
A×B

C
     

A： 分析試料の検出下限濃度 (µg/mL) 

B： 最終液量 

C：トリオレイン重量 (g) 

 

試験結果の算出法 

成長速度定数(kg)の算出 

試験魚の体重の自然対数とサンプリング日数から成長速度定数(kg)を算出した。

kg を算出するための試験魚体重のデータについては以下のとおりとした。また、

排泄期間開始時の試験魚体重については、取込期間終了後の試験魚体重のデータ

を用いた(Table 3)。計算結果は有効数字 3 桁に丸めて表示した。 

 

Table 3 成長速度算出および脂質測定用試験魚の採取 

 
取込期間開始前 

取込期間終了後 

(排泄期間開始時) 
排泄期間終了後 

試験区 取込期間開始前の脂質

含量測定用試験魚 3 尾+

追加 3 尾 

最後の測定日の試験区

の試験魚分析 4 尾+脂質

含量測定用試験魚 3 尾 

最後の測定日の試験区

の試験魚分析 4 尾+脂質

含量測定用試験魚 3 尾 
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脂質含量の算出法 

脂質含量は次式により算出した。計算結果は有効数字 3 桁に丸めて表示した。 

脂質含量 (%) = (T - T0) / S × 100 

T0 ： 容器の重量 (g) 

T ：10.5.3 の抽出操作後の試料 (容器+脂質) の重量 (g) 

S ： 試験魚微細化試料の分取量 (g) 

 

取込速度定数 (k1) および排泄速度定数 (k2) の算出 

Barkey Madonna v10.2.8を用いて、フィッティングにより算出した。 

 

速度論による生物濃縮係数 (BCFK)及び脂質含量標準化した速度論による生物濃縮係

数 (BCFKL)  の算出法 

BCFKの算出 

BCFK = k1 / k2 

BCFK： 速度論による生物濃縮係数 (L/kg) 

k1： 取込速度定数 (L/kg/day) 

k2： 排泄速度定数 (/day) 

BCFKLの算出 

BCFKL = BCFK × 5 / L 

BCFKL： 脂質含量 5%で標準化した速度論による生物濃縮係数 (L/kg) 

BCFK： 速度論による生物濃縮係数 (L/kg) 

L： 試験魚 取込開始前、終了後及び排泄終了後における平均脂質含量 (%) 

  SPMD  媒体はトリオレインのため、脂質含量は 100%とした。 

排泄半減期 (t1/2) の算出 

t1/2 = -ln (0.50) / k2 = 0.693 / k2 

t1/2： 排泄半減期 (day) 

k2： 排泄速度定数 (/day) 
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4-3．濃縮試験結果 

 

試験魚の外観観察等 

異常は認められなかった。 

試験魚の脂質含量 

試験魚の平均脂質含量は以下のとおりであった。 

取込期間開始前  4.65% 

取込期間終了後  4.95% 

排泄終了後   4.01% 

成長速度定数 (kg) 

試験区の kg は以下のとおりであった。 

取込期間   0.00475 /day 

排泄期間   0.00714 /day 

取込期間中における試験水中の被験物質濃度 

取込期間開始前および期間中における試験水中の被験物質濃度を Table 4 に示した。 
 

Table 4 取込期間中における試験水中の被験物質濃度 (単位：µg/L) 

被験物質 Ant Pyr BaA BaP 

3日後 0.49 0.48 0.41 0.42 

7日後 0.52 0.51 0.50 0.47 

14日後 0.51 0.49 0.43 0.38 

21日後 0.76 0.47 0.53 0.49 

28日後 0.52 0.49 0.67 0.57 

期間平均 0.56 0.49 0.51 0.47 

 

取込期間中における試験魚及び SPMD中の被験物質濃度 

取込期間中における試験魚及び SPMD中の被験物質濃度を Table 5および 6にそれ

ぞれ示した。 
 

Table 5 取込期間中における試験魚中の被験物質濃度 (単位：ng/g) 

 Ant Pyr BaA BaP 

3日後 342 85.8 4.51 1.50*4 

7日後 341 83.2 3.55 0.72*4 

14日後 263 75.8 3.17 0.23*4 

21日後 281 71.6 5.93 1.49*4 

28日後 255 74.4 4.19 0.92*4 

*4 検出下限値以下 
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Table 6 取込期間中における SPMD中の被験物質濃度 (単位：ng/g) 

 Ant Pyr BaA BaP 

1日後 7635 4683 25916 17581 

3日後 31565 16247 76103 69364 

7日後 45097 29069 65100 43977 

14日後 75841 55865 103540 40329 

21日後 110122 97775 179950 77365 

28日後 98606 98029 207981 104685 

 

排泄期間中における試験魚及び SPMD中の被験物質濃度 

排泄期間中における試験魚及び SPMD中の被験物質濃度を Table 7および 8にそれ

ぞれ示した。 

 

Table 7 排泄期間中における試験魚中の被験物質濃度 (単位：ng/g) 
 Ant Pyr BaA BaP 

1日後 117 29.6 1.46 0.09*5 

2日後 58.5 14.7 0.95*5 0.03*5 

3日後 16.9 10.4 0.61*5 0.01*5 

5日後 12.2 8.82 0.57*5 0.00*5 

7日後 1.31 2.98 0.44*5 0.00*5 

14日後 0.85 5.93 0.37*5 0.02*5 

21日後 0.67 5.07 0.28*5 0.09*5 

28日後 0.29 6.96 0.39*5 0.00*5 

*5 検出下限値以下 

 

Table 8 排泄期間中における SPMD中の被験物質濃度 (単位：ng/g) 
 Ant Pyr BaA BaP 

1日後 103599 146608 249205 167288 

2日後 69861 108497 173959 129178 

3日後 58811 88244 145984 91236 

5日後 53793 96926 153631 74089 

7日後 45503 92520 140124 78054 

14日後 20792 100891 208351 111824 

21日後 10440 75920 152248 81212 

28日後 4700 101604 219186 108998 
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各種係数の算出 

得られた結果を用いて各種係数を算出し、Table 9 にそれぞれ示した。なお BaA と

BaP の試験魚での各種係数に関しては、試験魚中濃度が検出下限値以下であったため参

考値として算出した。 

 

Table 9-1 各種係数 (Ant) 

 k1 k2 t1/2 BCFK BCFKL 

試験魚 543 1.012 0.69 537 542 

SPMD 13591 0.114 6.10 119639 5982 

 

Table 9-2 各種係数 (Pyr) 

 k1 k2 t1/2 BCFK BCFKL 

試験魚 155 0.957 0.72 162 164 

SPMD 9166 0.009 74.2 981370 49069 

 

Table 9-3 各種係数 (BaA) 

 k1 k2 t1/2 BCFK BCFKL 

試験魚 7.86 0.924 0.75 8.51 8.59 

SPMD 14169 0.003 226 4615309 230766 

 

Table 9-4 各種係数 (BaP) 

 k1 k2 t1/2 BCFK BCFKL 

試験魚 5.12 2.459 0.28 2.08 2.10 

SPMD 9539 0.008 89.0 1224519 61226 
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コイおよび SPMD を用いた取込・排泄試験結果と速度法によるフィッティングの結

果を以下に図示する。 

Antの結果を Fig. 2-1および 2-2に示す。取込期間において、コイでは暴露 7日目以降

濃度は飽和していたが、SPMD では 28 日目でも濃度の上昇傾向が見られた。排泄期間

において、コイでは急激な濃度の減少が見られ 3日目には排泄開始時の 10%以下まで減

少し、SPMDではコイと比較して緩やかな濃度の減少が見られ 21日目頃には排泄(溶出)

開始時の約 10％まで減少した。 

Fig. 2-1 コイにおける Antの濃度変化 

 

Fig. 2-2 SPMDにおける Antの濃度変化 
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Pyrの結果を Fig. 3-1および 3-1に示す。取込期間において、コイでは暴露 7日目以降

濃度は飽和していたが、SPMD では 28 日目でも濃度の上昇傾向が見られた。排泄期間

において、コイでは急激な濃度の減少が見られ 5日目には排泄開始時の約 10%まで減少

していたが、SPMD では非常に緩やかな排泄(溶出)の傾向が見られ定常状態まで達しな

かった。 

Fig. 3-1 コイにおける Pyrの濃度変化 

 

Fig. 3-2 SPMDにおける Pyrの濃度変化 
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BaAの結果を Fig. 4-1および 4-2に示す。試験魚中濃度が検出下限値以下であったた

め、コイでの解析は参考値として算出した。取込期間において、コイでは暴露 7日目以

降濃度は飽和していたが、SPMDでは 28日目でも濃度の上昇傾向が見られた。排泄期

間において、コイでは急激な濃度の減少が見られ 7日目には排泄開始時の約 10%まで

減少していたが、SPMDでは非常に緩やかな排泄(溶出)の傾向が見られ定常状態まで達

しなかった。 

Fig. 4-1 コイにおける BaAの濃度変化 

 

Fig. 4-2 SPMDにおける BaAの濃度変化 
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BaP の結果を Fig. 5-1 および 5-2 に示す。試験魚中濃度が検出下限値以下であったた

め、コイでの解析は参考値として算出した。取込期間において、コイでは低濃度ではあ

るが暴露 7 日目以降濃度は飽和していたが、SPMD では 28 日目でも濃度の上昇傾向が

見られた。排泄期間において、コイでは急激な濃度の減少が見られ 5 日目には排泄開始

時の 10%以下まで減少していたが、SPMD では非常に緩やかな排泄(溶出)の傾向が見ら

れ定常状態まで達しなかった。 

Fig. 5-1 コイにおける BaPの濃度変化 

 

Fig. 5-2 SPMDにおける BaPの濃度変化 
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4-4．試験結果の検討 

 

フィッティングによって算出された取込速度定数(k1)、排泄速度定数(k2)、排泄半減

期(t1/2)、および logPowを Table 10に示す。なお BaAと BaPの試験魚での各種係数に関し

ては、試験魚中濃度が検出下限値以下であったため参考値として算出した。コイでは

logPow の増加とともに k1 は減少する傾向が見られたが、k2 と t1/2 では明瞭な傾向は見ら

れなかった。SPMDでは logPowの増加とともに k1では明瞭な傾向は見られなかったが、

BaPを除いて k2では減少し t1/2では増加する傾向が見られた。 

 

Table 10 フィッティングから算出された各種係数 

 Ant Pyr BaA BaP 

k1 (コイ) 543 155 7.86 5.12 

k2 (コイ) 1.01 0.957 0.924 2.46 

k1 (SPMD) 13591 9166 14169 9539 

k2 (SPMD) 0.114 0.009 0.003 0.008 

t1/2 (コイ) 0.685 0.724 0.750 0.282 

t1/2 (SPMD) 6.100 74.20 225.7 88.96 

logPow 4.45 5.18 5.91 6.04 

 

さらに、魚および SPMD から得られた脂質含量で補正した BCF を算出し(BCFKL)、

logPowと比較を行った(Table 11)。なお BaA と BaP の試験魚での BCFKLに関しては、試

験魚中濃度が検出下限値以下であったため参考値として算出した。logPow の増加ととも

にコイでは減少し、SPMDでは BaPを除いて増加する傾向が見られた。 

 

Table 11 脂質含量で補正した生物濃縮係数 

 Ant Pyr BaA BaP 

BCFKL (コイ) 537 162 8.51 2.08 

BCFKL (SPMD) 5982 49069 230766 61226 

logPow 4.45 5.18 5.91 6.04 

 

取込・排泄試験から得られた魚および SPMD での脂質補正 BCF (BCFKL)の対数値

(log10)と logPowの関係をプロットした (Fig. 6)。その結果、両者は異なる増加減少の傾向

を示した。SPMDではBCFと logPowは正の相関を示し、y = 0.7849x + 0.4198，R² = 0.7731，

P = 0.121 であった。これに対して、コイでは BCF と logPow は負の相関を示し、y =    
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-1.4626x + 9.442，R² = 0.93，P = 0.036であった。PAH類において、BCFと logPowが負の

相関を示した原因として、PAH 類の取り込み経路の違いと生体内の代謝の影響が大き

く寄与していると考えられた。一般に logPow が 1 から 7 の範囲にある化学物質では、

BCFと正の相関があることが知られている。本研究で用いたコイを含む魚類においては

PAH 類、特に BaP は水酸化体などに比較的代謝されやすいと考えられ、このため魚体

内において BaP などの濃度が上昇しなかったものと推測された。また logPowが 5.5 を超

える疎水性の強い物質(BaA および BaP)においては、SPMD のポリエチレン膜への吸着

も寄与していると推測された。 

しかし、logPowが 5 以下である Ant では logPowと logBCFKLの間で比較的良好な正の

相関関係が保たれている事が、先行研究の結果と比較して示唆された。 

Fig. 6 各試験媒体での脂質補正-生物濃縮係数(BCFKL)と logPowの関係 

 

以上、本研究および先行研究での結果から被験物質 (クロロベンゼン類および多環芳

香族炭化水素類)の logPow が 4 から 5 の間であれば、SPMD を魚に代替して試験を行い

BCF を予測できる可能性が示された。一方で SPMD のポリエチレン膜への吸着・脱着

による影響も考慮する必要があり、ポリエチレン膜への吸脱着を考慮したモデル構築を

行い、今後代謝などの影響や分析手法を更に検証していく事が必要である。 
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5．調査結果の公表 

口頭発表予定 

第 28回 (2022年) 日本環境毒性学会研究発表会 

SETAC North America 43rd Annual Meeting 

 

論文発表 

Ecotoxicology and Environmental Safety (投稿予定) 

 

 

6．海外出張の内容 

海外出張は実施していない。 

 

 

7．今後の課題 

取込・排泄試験から得られた魚および SPMD での脂質補正 BCF (BCFKL)の対数値

(log10)と logPowの関係を検討した結果、両者は異なる増加減少の傾向を示した。今回の

結果は、先行研究においてクロロベンゼン類では logPowが 4から 5の間であれば両者に

非常に良好な相関性が得られた結果と異なる。これはまず PAH 類の取り込み経路の違

いと生体内の代謝の影響が大きく寄与していると考えられた。また logPowが 5.5 を超え

る疎水性の強い物質(BaA および BaP)においては、先行研究で示唆された SPMD のポリ

エチレン膜への吸着が大きく寄与している事が考えられた。 

本研究および先行研究での結果から、被験物質の logPow が 4 から 5 の間であれば、

SPMD が魚の試験に置き換えて BCF を予測できる可能性が示された。一方で主に疎水

性の強さ(logPow)に依存すると予想される SPMD のポリエチレン膜への吸着・脱着によ

る影響を考慮し、吸着および脱着を数値モデル化する必要もある。また今後代謝などの

影響や分析手法を更に検証していかねばならず、化学物質の代謝や蓄積に関与する酵素

や結合タンパク質をSPMD中に添加するなどによって手法を改良していくことが必要で

ある。 
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