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  概要 

 本報告書集は、平成17年度に独立行政法人土木研究所において実施された下水道に関係

する調査研究の成果を集約して資料としてとりまとめたものである。 
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下水汚泥中内分泌かく乱物質の汚泥処理過程 

および土壌環境中での挙動に関する調査 
 

リサイクルチーム  室   長 尾崎 正明 
主任研究員 山下 洋正 

 
１． はじめに 
近年、資源の有効利用の観点から下水汚泥の再利用が進んでいるが、下水中のノニルフェノール類（NP

類）やエストロゲン等の内分泌かく乱物質、微量化学物質が，再利用される下水汚泥中に移行し、環境汚染

につながることが懸念される。このため、下水汚泥中および下水汚泥リサイクル製品中に含まれるこれら物

質の制御技術の開発が求められている。本調査は，下水汚泥中のNP 類、エストロゲン等の内分泌かく乱物

質、微量化学物質を分析するための方法を提案し、下水汚泥コンポストの施用時の土壌環境での挙動を把握

するとともに、下水汚泥処理過程における挙動および運転条件との関係を解明することを目的としている。 
平成１７年度は，下水汚泥処理過程のうちコンポスト化過程におけるノニルフェノールエトキシレート

（NP1EO，NE2EO）およびノニルフェノールエトキシ酢酸（NP1EC，NP2EC）類の挙動把握のための室

内実験，液体クロマトグラフ－タンデム型質量分析装置（LC/MS/MS）を用いた下水汚泥中のエストロゲン

類（E1，E2，E3，EE2 および抱合体）の分析法の開発および実処理場のコンポスト中のエストロゲン類の

存在実態の調査を行った。 
 
２． コンポスト化過程におけるノニルフェノール関連物質の挙動把握 
下水道に流入するノニルフェノールエトキシレート(NPnEO)は、下水処理過程で短鎖化・分解され、n が

より小さい NPnEO、ノニルフェノールエトキシ酢酸(NPnEC)及びノニルフェノール(NP)を生じる。これら

は低極性の物質が多く、大部分が下水汚泥に吸着されて下水処理場外に排出されていると考えられる。特に，

嫌気性消化を経ないで排出される下水汚泥（生・余剰汚泥）では，NP が生成されず，NPnEOs および NPnECs
の状態で存在していると推測される。これらの汚泥を緑農地利用のためにコンポスト化する場合における

NPnEOs および NPnECs の挙動は十分に把握されていない。そこで，実験室規模のコンポスト化装置を用

いたコンポスト化実験を行い，下水汚泥のコンポスト化におけるこれら物質の挙動を調査した 
２．１ 実験方法 
嫌気性消化を行っているK処理

場の生脱水汚泥（最初沈殿池汚泥）

および副資材（おがくず）を用い

てコンポスト化実験を行った。脱

水汚泥および副資材等の性状について表－１に示し，運

転温度等の実験条件について表－２に示す。 
NP1EO または NP2EO に関する実験は，容量 4L の

ガラス製カラム３本に，脱水汚泥（生汚泥），副資材およ

び返送コンポストの混合物にNP1EOまたはNP2EOを

それぞれ約 190mg/kg 相当添加して所定量添加したもの

表－１ 脱水汚泥および副資材等性状 
含水率 強熱減量 ｐH EC N C
（％） （％） (-) (ms/cm) （％） （％）

 生汚泥      82.6 74.2 8.3 32.4 2.58 44.9
おがくず(桧) 18.3 97.9 6.4 0.6 0.29 47.3
 種コンポスト  76.6 81.3 8.6 4.2 2.0 49.4

表－２ 実験条件 
１回目 ２回目(再添加)

（種または返送コンポスト：おがくず：下水汚泥）
NP1EO 190 125

設定添加濃度 NP2EO 190 120
(mg/kg) NP1EC 160 145

NP2EC 80 77

実験

期間（日）
混合比率

温度（℃） 35
14

50%:10%:40%
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を約 2000g-湿重ずつ充填し，恒温室に設置して温度を管理し，カラム下部より強制通気して好気性条件下で

連続運転を行った。実験期間中は０，４，９，１４日目に試料を採取した。２週間経過時にコンポストの引

き抜き，返送(50%)および新規材料の投入を行い，返送および新規材料投入時にも NP1EO または NP2EO
をそれぞれ約 120mg/kg および約 125mg/kg 相当添加して２回目の実験を行った。 

NP1EC または NP2EC を添加したコンポスト化実験は，容量 200mL 程度のアルミ製容器（シャーレ型）

に，脱水汚泥，副資材および返送コンポストの混合物に NP1EC または NP2EC をそれぞれ約 160mg/kg お

よび約 80mg/kg 相当添加したものを約 80g ずつ薄く充填し，恒温槽に設置して温度を管理し，好気性条件

下で連続運転を行った。０，４，９，１４日目にランダムに選定した容器のコンポストを試料として全量回

収した。２週間経過時に返送用試料と新規材料を混合して（各 50%）NP1EC または NP2EC をそれぞれ約

77mg/kg および約 145mg/kg 相当添加したものを同様に容器に約 80g ずつ充填して２回目の実験を行った。 
２．２ 測定 
ノニルフェノールおよび関連物質として，NP，NPnEOs（n=1～15），NPnECs（n=1～10）を LC/MS/MS

により既報 1)の通り測定した。一般項目として，含水率および強熱減量（下水試験方法による），pH および

EC（肥料分析法による）ならびに TC・TN（下水試験方法による，CHN コーダーを使用）を測定した。 
２．３ 結果および考察 

NP1EO，NP2EO，NP1EC ，NP2EC を添加した実験の結果をそれぞれ図―１～図－４に示す。ここで，

NP3EO～NP10EO ならびに NP3EC～NP10EC はほとんど検出されなかったため，NP1EO ，NP2EO，

NP1EC ，NP2EC および NP について示している。 NP1EO，NP2EO 添加の０日目のデータは n=1 であ

り値のみを示している。NP1EC および NP2EC 添加の２回目（再添加後）の０日目は n=2 であり，算術平

均および範囲で示している。それ以外のデータは全て n=3 であり，中央値および範囲で示している。 
n=3 のデータについては，ばらつきが大のものが多く見られた。これは，コンポスト試料においては，比

較的粒径が大である団粒構造などがみられ，液体試料のような完全な均質化が難しいため，サンプリング段

階におけるばらつきが大であるためと考えられる。このため，各測定値が正規分布に従うとの仮定の下で

Grubbs の外れ値検定（統計量 G＝｜検定対象値－平均値｜／標準偏差）を行ったが，外れ値と判定された

データはなかった（n=3 の場合に統計量 G＝1.55 が P=0.05 に相当するが，全て G<1.55 で P>0.05 であっ

た）。従って，n=3 のデータについて，算術平均±標準偏差（または標準誤差）として示すことも不可能で

はないが，データ数が少なくばらつきが大である場合は，算術平均よりも中央値の方がより良い推定値を与

えると考えて，中央値を用いることとした。 
個々のデータにばらつきはあるものの，全体として経時的な減少傾向が観察され，特に添加後０日目と１

４日目を比較すると，明らかに減少していることが把握できた。無添加（対照系）は n=1 で実験を行ったが， 
実験期間中のNPおよび関連物質の総計は7～9.9mg/kgでほとんど存在せず変化もみられなかったことから，

添加実験における各物質の挙動は，人為的に添加した物質の分解等を反映しているものと考えられた。また，

各添加実験において NP がわずかに検出されているものの顕著な増加が見られないことから，コンポスト化

実験においてはほぼ好気状態が保たれており，各添加物質の減少が NP 生成によるものでないことが分かる。

設定添加濃度と実測濃度との差異は，下水汚泥コンポストからの回収率の低さおよびサンプリング・測定誤

差によるものと考えられた。以下，各実験について結果および考察を示す。 
（１）NP1EO 添加実験では，１回目（初回添加後）に NP1EO の減少と NP1EC の一時的増加およびその

後の減少が見られ，その他の物質についてはほとんど変化がなかった。２回目（再添加後）も同様の挙動が

再現されたことから，NP1EO→NP1EC→分解という経路が想定された。 
（２）NP2EO 添加実験では，１回目に NP2EO の減少と NP2EC の増加が見られ，その他の物質について
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はほとんど変化がなかった。２回目の０日目で高濃度の NP1EO が特異的に検出されたが，４日目以降は

NP1EO はほとんど検出されず，NP2EO および NP2EC の減少が見られた。２回目の０日目に検出された

高濃度の NP1EO が NP2EO から生成されたものか，あるいは，試料のコンタミネーションや分析ミス等に

よる異常値であるのかは断定できないが，１回目には NP1EO の増加が見られていないことおよび NP1EO
添加実験においても４日目以降にかなりNP1EOが残存しており本実験でのみ速やかに不検出となることは

考えにくいことから，何らかの原因による異常値の可能性が高いと想定される。２回目の０日目のデータを

異常値として除外すると，NP2EO→NP2EC→分解という経路が想定された。 
（３）NP1EC 添加実験では，１回目に NP1EC が減少がみられ，その他の物質についてはほとんど変化が

なかった。２回目も同様の挙動が再現されたことから，NP1EC→分解という経路が想定された。 
（４） NP2EC 添加実験では，１回目に NP2EC が減少がみられ，その他の物質についてはほとんど変化が

なかった。２回目も同様の挙動が再現されたことから，NP2EC→分解という経路が想定された。NP1EC の

生成が見られなかったことについては，NP1EC が中間分解物として生成された後に速やかに分解されてい

る可能性も否定できないが，それを積極的に支持するデータは得られなかった。 
これらの結果より，下水汚泥中の NP1EO，NP2EO，NP1EC および NP2EC のコンポスト化過程におけ

る挙動としては，2EO→2EC→(1EC)→分解または1EO→1EC→分解という経路が主要なものと考えられた。    
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図－１ NP1EO 添加コンポストにおける NP 関連物質の挙動；(a)添加後 0～14 日，(b)50%引き抜き，原料

追加，再添加後 0～14 日；n=3（a の 0 日目は n=1），プロットは中央値，バーは範囲を示す 
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図－２ NP2EO 添加コンポストにおける NP 関連物質の挙動；(a)添加後 0～14 日，(b)50%引き抜き，原料

追加，再添加後 0～14 日；n=3（a の 0 日目は n=1），プロットは中央値，バーは範囲を示す 

(a)１回目 (b)２回目 

(a)１回目 

(b)２回目 



－ 4 － 

0

25

50

75

100

0 5 10 15

経過日数(日)

N
P
n
E
O
・

N
P
n
E
C
濃

度
(
m
g
/
k
g
)

NP2EO NP2EC
NP1EO NP1EC

NP

125 ≈

0

25

50

75

100

0 5 10 15

経過日数(日)

N
P
n
E
O
・

N
P
n
E
C
濃

度
(
m
g
/
k
g
) NP2EO NP2EC

NP1EO NP1EC

NP

101 ≈

 
図－３ NP1EC 添加コンポストにおける NP 関連物質の挙動；(a)添加後 0～14 日，(b)50%引き抜き，原料

追加，再添加後 0～14 日；n=3，プロットは中央値，（b の 0 日目は n=2，プロットは平均値），バーは範囲

を示す 
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図－４ NP2EC 添加コンポストにおける NP 関連物質の挙動；(a)添加後 0～14 日，(b)50%引き抜き，原料

追加，再添加後 0～14 日；n=3，プロットは中央値，（b の 0 日目は n=2，プロットは平均値），バーは範囲

を示す 
 
３． 液体クロマトグラフ－タンデム型質量分析装置（LC/MS/MS）を用いた下水汚泥中のエストロゲン類

（E1，E2，E3，EE2 および抱合体）の分析法の開発 
下水汚泥等の試料中のエストロゲン類の機器分析については，HPLC による定量が困難であり，GC/MS

またはLC/MS以上の高度な分析が必要である。また，ELISA法等による簡易な測定法も開発されているが，

エストロゲン類の内訳を把握することが難しい上に高精度の定量は困難である。従って，下水汚泥中に含ま

れる多様な物質およびコンポスト副資材のおがくず等の共存物質の妨害ピーク等を回避してエストロゲン類

を高精度に測定可能な方法として， LC/MS/MS による測定方法を開発することとした。 
測定対象は，E1（エストロン），E2（17βエストラジオール），E3（エストリオール）および EE2（エチ

ニルエストラジオール）ならびにこれらの硫酸抱合体およびグルクロン酸抱合体とした。 
３．１ 分析方法 
抽出は高速溶媒抽出を用い，クリーンアップ方法は，環境庁「外因性内分泌かく乱物質調査暫定マニュア

ル」2），日本下水道協会「下水道における内分泌かく乱物質調査マニュアル（案）」3）等を参考にした。検討

した測定のフローについて図－５に示し，測定方法については表－３にそれぞれ示した。 

(a)１回目 (b)２回目 

(a)１回目 

(b)２回目 
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0.1g

サロゲート物質(E1-d2,E2-d3,E3-d2,EE2-d4,E2-3S-d4) 0.1ng/μlアセトニトリル溶液 400μl

IPC試薬 0.5M 2ml

20%酢酸 0.5ml

アセトニトリル：水(9:1,v/v)  or　メタノール：pH5.0酢酸緩衝液(9:1,v/v) 

(5min × 2)

（ロータリーエバポレーターで5ml程度まで）

精製水　195ml（全量が200mlになるように）

(15min)

Oasis HLB , Sep-Pak Plus C18(360mg/カートリッジ）

(10ml/min 20min)

精製水 5ml

(1ml/min)

(3000rpm 10min)

(15min)

メタノール6ml

(1ml/min)溶出

カラムの装着

通水

カラムの洗浄

遠心脱水

N２ガス下乾固

固相抽出

N２ガスパージ

試料

濃縮

超音波で均一

高速溶媒抽出

凍結乾燥

分取

へキサン/ジクロロメタン(1:1) 1ml

(3min)

Sep-Pak Plus Florisil(910mg/カートリッジ)

(1ml/min 1min)

へキサン/ジクロロメタン

(1:1,v/v) 1ml (3min)

(1ml/min 9min)

 アセトン 6ml

へキサン/ジクロロメタン

(1:1) 9ml 0.5%水酸化アンモニウム

/アセトン 6ml

メタノール 1.0ml

(3min)

Sep-Pak Plus NH2(360mg/カートリッジ)

(1ml/min)

メタノール 5.0ml 0.5%水酸化アンモニウム
/メタノール 6.0ml

(1ml/min) (1ml/min)

メタノール 0.5%水酸化アンモニウム
6ml /メタノール 6.0ml

内標準物質(E2－13C4, E3－13C4,
E1－13C4, EE2－13C4)

溶解 溶解

LC/MS/MS測定

（遊離体） （抱合体）

アセトニトリル/水(6:4,v/v)
1.0ml

アセトニトリル/水(6:4,v/v)
1.0ml

分画　１

通液

LC/MS/MS測定

N２ガス下乾固

溶解(超音波均一）

廃棄

カラム負荷

通液

N２ガス下濃縮

分画　０

通液

溶解(超音波均一）

廃棄 カラム負荷

ヘキサン：ジクロロメタン(1:1,v/v)
4ml＋5ml

溶解(超音波均一）

クリーンアップ-１

カラム負荷

溶出(1ml/min 6min) 溶出(1ml/min 6min)

分画　２ 分画　３

クリーンアップ-２

分画１ 分画2

N２ガス下濃縮

 
 

図―５ 高速溶媒抽出および LC/MS/MS によるエストロゲン類の測定フロー 
 

表－３ LC/MS/MS によるエストロゲン類測定法 
HPLC装置 アジレント社製HPLC（1100 HPLCモジュール）
カラム Agilent HP Zorbax Eclipse XDB-C18 2.1mm x 150mm
カラム温度 40℃
注入量 10μl
分析時間 イソクラティック溶離法（17分）
溶離液 アセトニトリル：蒸留水（55：45）0.5mM酢酸アンモニウム
流速 0.15ml/min
MS/MS装置 ABI社製4000QTRAPシステム
イオン化法 ESI（TurboSpray)
測定モード MRM
極性 Negative  

 
 
３．２ 結果および考察 
表－３に示した測定条件では，測定対象物質およびサロゲートのうち，E2-3S&17S および EE2-d4 のピ

ークが検出できなかった。その他の測定イオンについては表－４に示すとおりの条件で測定可能であった。

一部のイオンをうまく測定できない理由については未解明であるが，測定フローは図－１のままで，測定法

の LC/MS/MS を ThermoQuest TSQ API-2 に変更した場合は全イオンが測定できたため，後述の下水汚泥

コンポスト試料の分析についてはその方法で測定した。この方法では，E1-3G および E3-3G の Product イ
オンがそれぞれ 269(m/e)，287(m/e)に変更となった。 
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表－４ LC/MS/MS によるエストロゲン類測定における測定イオン 

Target Product Target Product
E1 269 145 E1-13C4 270 148
E2 271 145 E2-13C4 272 147
E3 287 171 E3-13C4 288 173
EE2 295 145 EE2-13C4 296 145
E1-3S 349 269 E1-d2 271 147
E2-3S 351 271 E2-d3 274 145
E3-3S 367 287 E3-d2 289 173
E2-3S&17S 431 (351) E2-3S-d4 355 275
E2-S&G 527 351 EE2-d4 299 (147)
E1-3G 445 113(269)
E2-3G 447 271
E3-3G 463 84.9(287)

測定イオン(m/e) 測定イオン(m/e)

 
４． 実処理場の下水汚泥コンポスト中のエストロゲン類（E1，E2，E3，EE2 および抱合体）の存在実態 
実処理場に流入したエストロゲン類については，水処理における挙動に関する調査報告がなされているが，

下水汚泥に移行した後にコンポスト化過程でどのような挙動を示すかについては，十分なデータがない。そ

こで，実処理場の下水汚泥コンポストを収集してエストロゲン類の分析を行い，その存在実態を把握した。 
４．１ 調査方法 

2003 年秋に国内 17 道県で製造された下水汚泥コンポスト（肥料及び土壌改良材）を収集し、高速溶媒抽

出及び LC/MS/MS 法により、エストロゲン類（E1，E2，E3，EE2 および抱合体）を n=3 で分析した。分

析法の詳細は図－１に示すとおりである。収集した下水汚泥コンポストの種類・性状については既報 1）の通

りであり，１７種類の下水汚泥コンポストのうち，５種類は嫌気性消化汚泥を原料としており，７種類は生

余剰汚泥を原料としており，残り５種類については原材料について十分な情報が得られなかった。 
４．２ 結果と考察 
下水汚泥コンポスト 17 試料中のエストロゲン類の濃度はほとんどが検出下限値未満であった。E1，E2，

E3，EE2，E2-3S，E3-3S，E2-S&G，E1-3G，E2-3G および E3-3G は全て検出下限値未満であり，E1-3S
は 1 試料（原材料について十分な情報が得られないもの）1 回測定のみ 0.20mg/kg-dry であり，その他は全

て定量下限値未満であった。E2-3,17S は２試料（生余剰汚泥を原料とするものおよび上述の E1-3S を含有

していたもの）計５回測定で 1.5～2.7mg/kg-dry であり，その他は検出下限値未満または定量下限値未満で

あった。このように，下水汚泥コンポスト中には抱合体も含めてエストロゲン類がほとんど残存していなか

ったことから，下水汚泥を好気的にコンポスト化する過程において，エストロゲン類が比較的容易に分解さ

れるものと推定された。また，緑農地利用においても環境影響は想定されないと考えられた。 
 
５． まとめ 
（１）下水汚泥コンポスト過程における NP1EO，NP2EO，NP1EC および NP2EC の挙動は，2EO→2EC
→(1EC)→分解または 1EO→1EC→分解という経路が主要なものと考えられた。 
（２）下水汚泥中のエストロゲン類の分析方法を開発し，実処理場の下水汚泥コンポスト試料 17 種類を分

析した結果，エストロゲン類のほとんどが検出下限値未満であったことから，これらは下水汚泥コンポスト

化過程で比較的容易に分解され，緑農地利用においても環境影響は想定されないと考えられた。 
参考文献 
１）尾崎正明，山下洋正，下水汚泥中内分泌かく乱物質の汚泥処理過程および土壌環境中での挙動に関する

調査，平成 16 年度下水道関係調査研究年次報告書集，独立行政法人土木研究所他，pp-45-50，2005.7 
２）（社）日本下水道協会，下水道における内分泌かく乱物質調査マニュアル（案），2002.2 
３）環境庁水質保全局水質管理課，外因性内分泌かく乱物質調査暫定マニュアル，1998.10 
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 下水汚泥を活用した有機質廃材の資源化・リサイクル技術に関する調査 

研究予算 ： 受託業務費 

研究期間 ： 平 14～平 17 

担当チーム ： 材料地盤研究グループ（リサイクル） 

研究担当者 ： 尾崎正明，落修一，庄司仁，牧孝憲 

 
【要旨】 

本調査は、草木系のバイオマスと下水処理から発生する下水汚泥の利活用の推進に寄与するために、双方の特性を

活かした効果的な利活用技術を開発すべく、草木と下水汚泥の混合嫌気性消化、木質からの有機酸生産、液状汚泥の

コンポスト化、木質材の下水汚泥脱水助材化、木質材の緑化資材化について取り組んだ。その結果、木質材に蒸煮爆砕

を施したものと下水汚泥との混合嫌気性消化法と液状汚泥をそのままの状態でコンポスト化する液体コンポスト化法を開

発した。また、摩砕加工した木質材の脱水助材化と爆砕木質材の園芸資材化の可能性、有効性が高いことを確認した。

木質材からの有機酸生産に関しては最適な pH 制御値や安定発酵を司る因子について更なる研究が必要とされた。酸

発酵や液体コンポスト化については発酵を担う細菌群集解析を行い、特に液体コンポスト化には詳細な生物学的評価を

加えた。 

キーワード：バイオマス、下水汚泥、嫌気性消化法、酸発酵、コンポスト、脱水、緑化資材、微生物群集解析 
 
 

1．はじめに 

土木工事をはじめ、道路や河川、海岸、空港、公園な

どの緑地管理からは、大量の廃木材や刈草が発生してい

る。現状では、これらの草木系バイオマスの利活用手法

は限られており、資源としての利用につながる技術開発

が必要である。一方、下水処理の過程では多くのエネル

ギーや薬品を必要としているが、草木系バイオマスによっ

て代替できる可能性がある。また、下水汚泥は多様な微

生物群と豊富な無機分を含むことから、草木系バイオマス

の生物学的な加工や改質に貢献できると思われる。 

本調査は、草木系バイオマスを中心とした有機質廃材

と下水汚泥との混合により資源化を行う技術、および有機

質廃材を加工して下水処理に活用する技術を開発し、草

木系バイオマスと下水汚泥の利活用の推進に寄与するこ

とを目的とする。 

 

2．調査方法 

 下水処理場では、下水汚泥をメタン発酵する嫌気性消

化法を行っている所が多い。このために、既設の消化槽

を活用する下水汚泥と草木との混合嫌気性消化を行う方

法について調べた。また、下水処理場では栄養塩類の除

去を図る高度処理の必要性が高まっていることから、高度

処理に必要な有機酸を木質から生産する酸発酵につい

て調べた。さらに、これらの発酵液残渣の利用のための

液体コンポスト化法について調べた。 

下水汚泥は微粒子群で構成される典型的な難脱水性

の汚泥であり、実際の脱水には多くの薬品とエネルギー

を必要としていることから、木質破砕物を脱水助材として

活用する可能性について調べた。 

木質材は爆砕処理により構造的に良好な緑化資材とな

るものであったが、成分的に発芽障害があることが難点で

あった。このために、木質爆砕物の効果的な安定化手法

として、下水汚泥を添加してコンポスト化する方法の効果

について調べた。 

これらの調査は全て室内実験により行った。なお、実験

で採用した測定や分析の方法は、特別の記載がない限り

下水試験方法(1997)１）に従った。また、機器分析では揮

発性脂肪酸（VFA）は高速液体クロマトグラフ（HITACHI 

La Chrom Elite L-2000）を、ガス分析はガスクロマトグラフ

（TCD：㈱島津製作所製 GC-3BT）を、固形物の元素分析

は元素分析計（㈱アムコ製 FLASH EA 1112）を用いた。 

 

3 調査結果 

3．1 草木と下水汚泥の混合嫌気性消化法 

木質材や乾燥した草類は、そのままの有機質の性状で

は発酵されにくく、発酵に係わる微生物に利用され易い

性状に改質する必要がある。本調査では、このための改

質方法として蒸気加圧爆砕法２）を検討することとした。蒸

気加圧爆砕法は、試料を圧力容器中で高温高圧の水蒸

気により短時間蒸煮後、瞬時に圧力を解放・減圧する方

法であり、草木に蒸気加圧爆砕を施すと、草木は改質・低

分子化と同時に微細化される。調査では、草木に蒸気加

圧爆砕を施したものと下水汚泥とを混合してメタン発酵す

る技術を確立するために、蒸気加圧爆砕方法に関する実

験、混合メタン発酵方法に関する実験、発酵液の粘性お

よび脱水性を調べる実験を行った。 
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3．1．1 実験方法 

(1) 蒸気加圧爆砕方法に関する実験 

 実験に用いた爆砕装置の概要を図－１に示す。実験で

は、堤防管理から発生した刈草の乾燥物と、広葉樹チッ

プ（ブナとナラの混合物）及び針葉樹（スギ）チップを用い、

蒸気による圧力とその蒸煮時間をそれぞれ 1～3MPa、1

～30 分に変え、瞬時解放して爆砕処理した。得られた爆

砕物について水溶性成分を調べた。表－１に水溶性有

機物組成の分析方法を示す。 

(2) 混合嫌気性消化法に関する実験 

下水汚泥と爆砕物の混合嫌気性消化法を実施設へ適

用するに際しては、メタンガスの生産性もさることながら、

既存の消化槽が過負荷となり系全体が酸発酵に陥ること

が最も懸念されることから、許容される負荷条件を連続実

験により把握しておく必要がある。 

実験は、予備的な実験から易分解性と認められ、最も

実用性が高いと思われた［広葉樹チップを２MPa－15 分

の強度で爆砕した物］を用い、下水汚泥への混合比を変

え、１日１回の引き抜きと投入を行う連続式のメタン発酵実

験を、35℃にて 50 日間行った。 

実験は、タイマー付きマグネチックスターラー（15 

min-ON／３hr）を装備した10Lの密閉ガラス瓶6台を設置

して、これに消化汚泥の初期量を６L として、休日を除き 1

日 1 回 300mL づつ消化汚泥の引き抜きと基質の投入を

行う方法を取った。投入する基質は、固形物量比で下水

汚泥に対して爆砕物がそれぞれ０、0.25、0.5、0.75、1.0、

1.25 倍量混合することを目標に調整した。 

(3) 消化汚泥の粘性に関する実験 

実際の消化槽に蒸煮・爆砕木質を投入することを想定

して、その場合の消化槽内の撹拌に係わる槽内消化汚泥

の粘性評価に主眼を置き、これに必要な試料を得るため

の下水汚泥と蒸煮・爆砕木質の混合比率を変えた35℃に

よる回分式の嫌気性消化実験を行った。 

実験は、マグネチックスターラ（15min－ON／2hr）を装

備した空容積が 10L のガラス瓶 5 台に、表－２に示す条

件で仕込み、初発液量8L で開始し、定期的に試料採取・

分析を行いながら延べ 41 日間行った。粘度はリオン㈱製

粘度計 VISCOTESTER VT-04 で測定した。 

(4) 消化汚泥の脱水性に関する実験 

実験は、下水汚泥のみと、下水汚泥と爆砕物を固形物

比で１：１に混合したものを、表－３の条件で 91 日間連続

実験した消化汚泥に対して、凝集剤にポリシリカ鉄

(PSI-050)、塩化第Ⅱ鉄及び高分子凝集剤(ﾍﾙｽﾌﾛｯｸ

C809)を用い、次の操作を行った。 

① 試料 250mL を 250mL 用のポリビン計量する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－１ 実験に用いた爆砕装置の概要 

 

表－１ 爆砕物・水溶性有機物組成分析方法 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表－２ 粘性に関する嫌気性消化の実験条件 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表－３ 脱水性に関する嫌気性消化の実験条件 

 

 

 

 

 

 

 

 

② 鉄系凝集剤の所定量を滴下して手動にて急速撹拌する。 

③ 高分子凝集剤の所定量を加えて手動にて緩速撹拌する。 

④ 脱水用濾布を装着したロート加工の 250mL ポリビンに注ぎ、濾過す

る。 

⑤ 200～300mL 用の遠心分離管の底部にガラスビーズを敷き詰め、そ

の上部を飛散防止のために濾紙(ﾜｯﾄﾏﾝ GF/B)で覆う。 

⑥ ④にて、ポリビンの濾布上に残った凝集汚泥の全量を２枚重ねした 

試料投入

蒸気 　→ 加圧容器 サイレンサー
３０ L

爆砕物

→ 排蒸気

　項 　目 　　操 　作 　及 　び 　方　　法

①　爆砕物 100g-湿重に精製水２Lを加え、35℃にて１hr振盪
②　遠心分離にて上澄液を回収し、ろ紙 GF/B にてろ過
③　ろ液の pH を 1N-NaOH で 7.5 に調整
④　ロータリーエバポレータで 200mL に濃縮

　固形分 凍結乾燥法
　総　糖 フェノール硫酸法
　多糖類 アルコール沈殿法
低分子糖質 HPLC(ｶﾗﾑ：Shodex KS-802)法
（単～六糖）
　単・二糖 ゲル濾過，PMP誘導体化、HPLC(ｶﾗﾑ：Waters Symmetry ODS 300A)法

（同定定量） 重水置換、1H，13C-NMRスペクトル測定法
揮発性脂肪酸 HPLC（ｶﾗﾑ：昭和電工RSpak KC-811×２）法
　タンパク BCAタンパク測定キット（PIERCE製 No.23227）適用
　TOC 燃焼酸化－赤外線式分析法
　T-N 総和法（アンモニア化・蒸留・インドフェノール青吸光光度法）

　　　硝酸，亜硝酸 ： デバルタ合金還元蒸留法
　　　アンモニア，有機態 ： 硫酸銅－硫酸カリウム－硫酸分解法

　T-P 硝酸－硫酸・加熱蒸発分解・モリブデン青吸光光度法

水抽出試料
作成方法

B-0 B-0.25 B-0.5 B-0.75 B-1.0

  消化汚泥 volume （L） 4 4 4 4 4

TS （g/L） 20 25 30 35 40

  投入汚泥 volume （L） 4 4 4 4 4

下水汚泥 TS （g） 160 160 160 160 160

蒸煮・爆砕木質 TS （g） 0 40 80 120 160

固形物 濃度 TS （g/L） 40 50 60 70 80

 全体・固形物濃度 TS （g/L） 30 37.5 45 52.5 60

実 験 ケ ー ス 

基質

番号 C-20 C-30 C-40 B-20 B-30 B-40

200 130 100 200 130 100

[下水汚泥] [下水汚泥] ＋ [爆砕物] 
実験ケース

３５　℃

槽 容 積　：　５  L，　　　　液　量　：　４ L

１日１回の引抜き・投入　（休祭日を除く）

タイマー作動によるマグネチックスターラー撹拌　（15min-ON／３hr）

　発酵温度

　発 酵 槽

　投入・引抜き量

　投入・引抜き方法

　撹拌方法
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表－４ 水溶性有機物組成の分析結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

薄紙(㈱ｸﾚｼｱ製ﾜｨﾊﾟｰ S-200)に移し、それを⑤で準備した遠心分離

管内にセットする。 

⑦ 1,500G-10min の遠心分離を施す。 

⑧ 脱水された汚泥部のみを回収して、含水率を測定する。 

3．1．2 実験結果 

(1) 蒸気加圧爆砕方法に関する実験 

爆砕は容易且つ円滑に実施できた。観察からは、広葉

樹の爆砕物は総じて糖蜜臭を呈していた。針葉樹は広葉

樹よりも堅固な繊維質のものが得られた。雑草は、爆砕強

度をチップ破砕と同レベルとすると堅固な繊維質と泥状

物との混合体を呈した。 

水溶性の有機物組成の一例を表－４に示す。大きな特

徴として３つが挙げられる。１つは、溶解性の有機物を多

量に含み、中でも広葉樹系での含有量が多いこと。２つ

目は、揮発性脂肪酸を多く含み、それが酢酸とギ酸に限

られていること。３つ目は、雑草系の窒素とリンの含有量

は木質系の 10 倍以上となっていることである。本調査で

は、これらの特徴を生かした用途開発を進める必要があ

る。 

(2) 混合嫌気性消化法に関する実験 

実験は、全ての系が酸発酵に陥ることなく、円滑に進行

した。実験系が実験条件に対して定常状態となっていると

思われる期間における平均的なガス発生量の結果を図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－２ 爆砕物と下水汚泥の混合比とガス発生倍率の関係 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－３ 爆砕物と下水汚泥の混合比とメタン発酵液中の 

TOC，NH4-N，PO4-P の関係 

 

－２に、消化汚泥中の溶解性の TOC、NH4-N、PO4-P の

結果を図－３に示す。 

ガスの発生は爆砕物と下水汚泥との混合比に比例して

いた。一方、消化汚泥中では、爆砕物の混合量の増加に

伴って溶解性の TOC と PO4-P が大幅に残存する傾向を

示し、逆に NH4-N は著しく低減する傾向を示した。これよ

り、消化汚泥中の TOC と PO4-P が低減できれば実用性

は非常に高いと思われる。 

(3) 消化汚泥の粘性に関する実験 

消化汚泥の固形物（TS）濃度の経日変化を図－４に、

粘度の経日変化を図－５に示す。蒸煮・爆砕木質が混合

しているケースでは、混合の比率が高いほどに仕込み初

期の粘度も高いものとなっているが、20 日が経過した時

点では既に相当に低下し、一般的な消化汚泥の粘度の

範疇３）に入るものとなっている。そして、20 日以降の粘度

は、各ケース間において消化汚泥の固形物濃度には大

きな差異が生じたままとなっているにも拘わらず、蒸煮・爆

砕木質の混合比率に関係なく殆ど類似した値を維持して

いる。この結果から、実際の連続式の消化槽では、常時、

図－４に示された経過日数が 20 日以降における何れか

　固 形 分 226.6 101.5 147.3
　総     糖 149.6 61.8 75.9
　多 糖 類 4.9 1.3 61.0
　低分子（単～六糖）糖質 82.2 20.1 7.8

六 糖 5.0
五 糖 5.2
四 糖 7.9
三 糖 9.9

二 糖 16.0 ＊ 2.3 ＊＊ 0.8
単 糖 38.1 15.6 3.4

マンノース 2.6 6.1 0.3
ラムノース 0.0
グルコース 2.4 6.3 1.1
ガラクトース 2.5 1.5 0.4
キシロース 29.5 1.5 1.1
アラビノース 1.0 0.2 0.4

　フルフラール 3.0 15.5
　揮発性脂肪酸 54.6 23.4 11.2

コハク酸 0.9 0.2 0.4
乳　酸 n.d n.d n.d
ギ　酸 8.4 7.0 4.0
酢　酸 45.3 16.2 6.8
プロピオン酸 n.d n.d n.d
イソ酪酸 n.d n.d n.d
酪　酸 n.d n.d n.d
イソ吉草酸 n.d n.d n.d
吉草酸 n.d n.d n.d

　タンパク 152.1 77.8 76.7
　TOC 88.4 38.6 65.4
　T-N 0.26 0.14 5.09
　T-P 0.067 0.039 0.820

* 15種類の二糖が確認され、その内の１種が約70％を占めた。

この１種は、主にキシロースで構成される二糖と推定された。

** 11種類の二糖が確認され、その約42％を占める１種類が存在した。

この１種は、主にグルコースとマンノースで構成される二糖と推定された。

組　成　項　目 含 有 率　（mg／g-DS・爆砕物）
広葉樹 系 針葉樹 系 雑草 系
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の固形物濃度に維持されているものであり、蒸煮・爆砕木

質の混合による消化槽内の固形物濃度の上昇が槽内の

撹拌設備に対して大幅な負荷増大に繋がる危険性は少

ないと言える。 

 (4) 消化汚泥の脱水性に関する実験 

脱水汚泥の含水率の結果を下水汚泥のみの系につい

て図－６に、爆砕物混合系について図－７に示す。下水

汚泥の脱水では、汚泥の凝集・調質に高分子凝集剤の

みを用いるケースが多く、その添加率は 0.8～1.2 ％

（Polymer 重／汚泥固形物重）が一般的である。実験の

結果は、通常の添加率の範囲で、高分子系凝集剤に鉄

塩を併用するだけで良好な脱水成績が得られることを示

している。特に、爆砕物を混合した系の脱水汚泥の含水

率は下水汚泥単独系の場合よりも低くなり、これには、消

化汚泥中に木質由来の未分解の粗繊維が存在すること

が有効に作用した要因と思われる。また、脱水時のろ液

中の TOC や PO4 も効果的に減少していた。 

 

3．2 木質材からの有機酸の生産 

3．2．1 実験方法 

実験は、基質に精製セルロースを用いたｐH の影響を

調べる基礎的な実験と、蒸煮爆砕木質からの有機酸生成

を調べる回分式実験と連続式実験を行った。これらの実

験では共通して表－５に示す組成の液体培地を用いた。 

 (1) セルロースを用いた酸発酵実験 

実験は、2L のガラス瓶を培養器とし、マグネチックスタ

ーラと pH 制御装置およびガス捕集袋を装備したものを用

い、35℃恒温室において回分式で行った。pH 制御の目

標値は、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0 とした。また、

pH 制御用の試薬には 0.1 N と 1 N の NaOH 水溶液を用

いた。 

実験は、表－５の液体培地中でセルロースパウダーの

濃度が２０g/L となるよう初期値を設定し、極少量の嫌気

性消化汚泥を植種して仕込み、窒素ガスでパージした後、

連続撹拌、pH 制御しながら 36 日間行った。 

 

 

表－５ 酸発酵用培地の培養液組成 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－４ 消化汚泥固形物(TS)濃度の経日変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－５ 消化汚泥の粘度の経日変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－６ 下水汚泥のみの系の脱水汚泥の含水率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－７ 爆砕物混合系脱水汚泥の含水率 
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CH3COONa 0.1  g FeSO4・7H2O 10  mg

グルコース 0.1  g NiCl2・6H2O 5  mg

デンプン 0.1  g MnSO4・4-6H2O 1  mg

酵母エキス 0.1  g CuSO4・5H2O 0.5  mg

CoCl2・6H2O 0.1  mg
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(2) 蒸煮爆砕木質を用いた酸発酵実験 

 1) 回分実験 

 実験は、培養器に 10Ｌのガラス瓶を用い、表－６に示す

培養条件で、撹拌しながら pH 制御用の NaOH 水溶液が

消費されなくなった時点の３２日間行った。各系列の３２日

目の試料は、真正細菌（メタン細菌は含まない）の 16S 

rRNA遺伝子を標的とするPCR-DGGE法の解析に供した。

DGGE で検出されたバンドは、塩基配列の解読までを行

い、系統的な位置を整理した。 

2) 連続実験 

実験は、２L のガラス瓶４個を培養器とし、セルロースパ

ウダー：10g、下水汚泥：50mL、液体培地（表－５に

NaHCO3:0.7g/L 混合したもの）：1.5L を混合して、それぞ

れの培養器に密封し、35℃において、0.25N-NaOH 水溶

液を用いてｐH を 5.5、6.0、6.5、7.0 に自動制御しながら

57 日間行った。 

実験では、酸発酵の進行状況を確認しながら、セルロ

ースパウダーを基質とする連続培養の成立を図ってから

培養後42日目に爆砕木質の投入に切り替えた。なお、本

実験における連続培養は、引き抜きと投入の操作を１週

間に１回の頻度で行うことを意味している。 

3．2．2 実験結果 

(1) セルロースを用いた酸発酵実験 

可溶化がピークに達した時点の諸物質の存在量を培

養液中の炭素濃度で表し、培養液の平均的なｐH との関

係を図－８に示す。図において、[全・炭素量]から[固形物

量]を引いた量がセルロースの可溶化量である。これより、

可溶化が最も進行したのは pH 7.5 近傍であり、ここの可

溶化率は 92 %に達していた。 

培養液の平均的な pH における揮発性脂肪酸の内訳

の濃度分布を図－９に示す。揮発性脂肪酸の中で最も多

く産したのは、酢酸であり、次いでプロピオン酸、n-酪酸

の順であった。この他に i-酪酸、乳酸、ぎ酸、コハク酸な

ども pH 制御のケースによっては検出される場合もあった

が、その濃度は僅かであった。pH 6.5 以上では、生成し

た揮発性脂肪酸のうち酢酸が約 80％を占めていた。また、

最大の揮発性脂肪酸濃度 13、000 mg／L が得られ、その

セルロースからの収率は 650 mg-VFA／g-cellulose であ

った。これらの値を、前掲の図－８における[揮発性脂肪

酸量]と[ガス化量]から考察すると、ガス化量の大部分は

その組成からメタン発酵に起因するものであったことから、

これは元来、揮発性脂肪酸、中でも酢酸を経由して産せ

られ、実際は、得られた最大の揮発性脂肪酸濃度や収率

よりも高い値となっていたものであり、得られたこれらの値

は実現可能な値とみなせるだろう。 

表－６ 回分式酸発酵実験条件 

 

 

 

 

 

 *1：蒸煮・爆砕物を水洗したもの  *2：表－５液体培地 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－８ 培養液の平均的なｐH と可溶化ピーク時における 

存在形態別の炭素構成 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－９ 培養液の平均的なｐH と可溶化ピーク時に生成された

揮発性脂肪酸濃度の関係 

 

 

 

 

 

 

図－１０ 回分実験における有機酸濃度の測定結果 

 

微生物の活動には窒素やリンなどの栄養塩を必要とす

る。本実験からは、セルロースの可溶化量にともなう NH4

および PO4 の摂取・減少量の比として、それぞれ次の N- 

NH4／C-cellulose＝0.059、P- PO4／C-cellulose＝0.0055

が得られた。この値が、実際の酸発酵プロセスを構築する

際に必要とする N と P の量を決定付けるものであり、セル

ロース質バイオマスへの下水汚泥の混合比率の基になる。

 発酵基質 総投入量 培地*２ 消化汚泥

Ａ系 セルロース 240 gDS 9 L 75 mL 

Ｂ系 蒸煮・爆砕物 194 gDS 9 L 75 mL 

Ｃ系 Ｂの固形分*1 243 gDS 9 L 75 mL 

共通な設定：pH 制御目標値7.0，温度35℃（恒温室） 
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図－１１ 連続実験における揮発性脂肪酸生成量の経日変化 

 

 (2) 蒸煮爆砕木質を用いた酸発酵実験 

 1) 回分実験 

 主な有機酸濃度の測定結果を図－１０に示した。いず

れの基質を投入した場合も、３２日時点での有機酸濃度

は同程度で、その主成分は酢酸である。したがって、蒸

煮・爆砕木質とセルロースは、有機酸生産という目的に対

しては同等に活用できると考えられる。一方、累積ガス発

生量を加味した溶解性成分生成量、即ち可溶化量は炭

素量換算でセルロース基質（A 系）：29.9 C-g、蒸煮・爆砕

物（B 系）：12.8 C-g、蒸煮・爆砕物の固形分（C 系）：18.5 

C-g であったことから、精製品であるセルロースパウダー

の方が天然系の爆砕木質よりも酸発酵し易かったといえ

る。 

DGGE の結果は、基質の違いによりバンドパターン（細

菌群集構造）が異なり、それぞれの基質に応じて異なる

塩基配列を持つ（＝異なる種類の）細菌が存在しているこ

とを示した。しかし解読したバンドの塩基配列を既存のデ

ータベースと照らし合わせると、大部分が Clostridium 属も

しくは Bacteroides 属と近縁なものであった。これは、どの

基質を与えた場合も、属としては同じような細菌によって

群集が形成されていたことを意味する。また近縁種として

名前の挙がった Clostridium 属や Bacteroides 属の細菌は、

草食動物の腸内に存在するような高い酸発酵能力（セル

ロースの嫌気的分解能力）を持ち、そして非常に一般的

なものである。これは、蒸煮・爆砕木質の分解には、通常

の発酵性細菌だけで十分であることを意味している。 

2) 連続実験 

揮発性脂肪酸生成量の経日変化を図－１１に、可溶化

した有機物の形態別の経時変化を図－１２に示す。日常

観察からは、酸発酵自体は順調に進んでいたかのように

思われたが、結果は前掲項(1)や(２）の 1)の実験結果と異

なった。一つは、これまでと異なり pH が低い領域で酸発

酵が進行する傾向を示した。pH6.5 や pH7.0 のケースで

は 28 日経過時点までメタン発酵によると思われるガス発

生が確認され、炭素量 C で評価した場合、この時点まで

は全て同等の成績を示していたが、その後は pH 5.5 の成

績が卓越する結果となった。もう一つは、固形有機物から

の可溶化量としては殆ど差異がないものの、可溶化した

有機物（TOC）から有機酸（揮発性脂肪酸）への転換が

pH 7 で制限されていたことである。なお、図－１２の TOC

には揮発性脂肪酸の分は含まれない。 

以上の結果から、もしpHが5.5近傍の低い領域での酸

発酵が可能ならば工学的にはｐH 制御に必要なアルカリ

剤が少なくて済み好都合となる。しかし、前掲項(1)の実験

から得られた結果は中性付近が旺盛となっており更に追

究、確認が必要である。また、実験からは週１回の「引き

抜き」と「投入」による連続運転ではあったが、比較的安定

した発酵が維持され、連続運転が困難視されていた酸発

酵に可能性がでてきた。しかし、その連続性を保証する

制御因子を確定するまでには至っていないことから今後
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図－１２ 連続実験における可溶化した有機物の形態別の経時変化 

 

の課題である。 

 

3．3 液体コンポスト化法 

下水汚泥をはじめとする各種のスラリー状有機質を緑

農地還元するためには、脱水により含水率を低減させて

からコンポスト化することが一般的である。本調査では、

発酵液残渣を有効利用に資するために、スラリー状の有

機質に対して汎用的に適用できる液体コンポスト化法の

開発を目的に余剰汚泥および消化汚泥を用いた実験を

行った。 

3．3．1 実験方法 

 実験は、液体コンポスト化における反応過程を調べる実

験と反応過程に関与する微生物群を解析する実験から構

成され、反応過程を調べる実験はそれぞれの現象把握の

ために Run-1 から Run-4 まで行われた。 

(1) 反応過程に関する実験 

実験は、回分式で行い、汚泥試料が入った１Ｌのガラス

ビーカーを２L のステンレス製耐圧容器に密閉し、２気圧

分の純酸素を充填して、ガス組成を測定しながら必要に

応じて酸素を追加供給する方法を取った。実験期間中は、

耐圧容器内の汚泥試料はマグネチックスターラーで連続

撹拌し、耐圧容器は温度制御のために必要に応じて恒温

水槽内にセットした。実験では、事前に温度条件に馴致し

た種汚泥を得るために、２種類の余剰汚泥と下水汚泥コ

ンポストを混合して、20，35，50，60，70℃の各温度条件

で約１ヶ月間培養した。 

 実験は、Run-1 として、余剰汚泥（基質）に少量の種汚

泥を混合して温度条件：20，35，50，60，70℃で３週間培

養した。次に、Run-2 として、消化汚泥（基質）に Run-1 か

ら得られた汚泥を種汚泥として少量混合し、同様の温度

条件で３週間培養した。Run-2の途中からは、70℃のケー

スについてのみ、更にそれぞれの温度で馴致した汚泥を

植種して 20，35℃で培養する Run-3 を２週間行った。最

後に、Run-4 として、液体コンポストの保全性を調べるた

めに、余剰汚泥を 35℃－５週間の条件で液体コンポスト

化したものを 20℃と５℃に約２ヶ月間静置して、その間の

成分変動を調べた。 

(2) 微生物群集解析に関す実験 

Run-1からRun-4までの実験から得られた液体コンポス

トについて、PCR-DGGE法によるバンドパターンから反応

を担う細菌群集構造を調べた。また、次の方法により細菌

の同定・定量の詳細検討を行い、液体コンポスト化法を生

物学的に評価した。 

① 試料を FastDNA Spin Kit for Soil で DNA を抽出した。この抽出液を

MonoFas キットで精製して PCR 反応に供した。使用したプライマーは、

真正細菌の16S rRNA遺伝子のほぼ全長を標的とする8fおよび1492r

である。 

② PCR 産物を再び MonoFas で精製した後、TaKaRa Blunting Kination 

Ligation Kit によるライゲーション反応、E. coli JM109 Competent Cell

による形質転換を、それぞれ付属のプロトコルに従って行った。 

③ LB 培地に塗布して、37℃で一晩の培養後、白色のコロニーを無作

為に選び、滅菌した爪楊枝で少量を採取した。このコロニーと PCR 混
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合液、ベクターの M13 を標的とするM13-M4 およびM13-Rvプライマ

ーを用いて、同様に PCR 反応を行った。得られた PCR 産物は、アガ

ロースゲル電気泳動によってインサートのサイズを確認した後、適切

と判断された各試料の約 50 個について、MonoFas で精製を行った。 

④ 得られたクローンを対象に、付属のプロトコルに従って、BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit によるシーケンシング反応、お

よびオートシーケンサーABI377での解析を行った。すべてのクローン

について、341f をシーケンシングプライマーとする解析から約 600bp

の塩基配列を得た。異なる塩基が 4bp までを同一の OTU（operational 

taxonomic unit）として、各 OTU に 518r プライマーを用いた解析も行

い、合わせて約 1000bp の塩基配列を得た。これらの近縁配列を、相

同性検索プログラム BLAST で検索した。 

3．3．2 実験結果 

(1) 反応過程に関する実験 

1) 余剰汚泥の液体コンポスト化過程（Run-1) 

コンポスト化過程の進行状況の評価は、有機物の安定

化（酸化分解）にともなう二酸化炭素の発生量を指標とし、

投入 MLVSS 当たり二酸化炭素発生量を図－１３に示し

た。 

 既存の研究４）では、60℃の条件であれば、熱分解によ

る汚泥の可溶化が数時間程度で進むとされている。一般

的に、有機物の分解反応では固形分の可溶化が律速段

階となっているので、高温条件は反応の高速化を促す要

因の一つである。今回の実験で用いた植種源（活性汚泥

や安定化後のコンポスト）には、その馴致条件から考えて、

超好熱性の細菌がほとんど含まれていないはずである。

これらのことから、70℃で分解が進まないのは生物反応

が起きないため、60℃以下の条件で温度順の分解速度と

なっているのは熱分解後に生物反応が起きているためと

考えられる。 

結果は、いずれの温度でも 15 日程度で二酸化炭素の

発生が頭打ちとなっており、この時点でコンポスト化が完

了しているとみなせる。なお、得られた液体コンポストは次

の性状を有していた。 

① 色調：色の変化は少なく、余剰汚泥と同じ好気的な汚泥の色を呈し

ている。ただし高温では、若干の白色化が見られる。遠心分離後の上

澄み液は、どの温度でも腐植質のような茶褐色となっている。 

② 粘性：MLＳＳとして１０g/L 程度が残存していても、粘度はかなり低下

する。 

③ 臭気：７０～８０℃では、高圧蒸気滅菌器のような熱分解にともなう臭

気が強い。それ以下の温度では、高温ほど通常のコンポスト臭が、低

温ほど汚泥臭が強いものの、両者を混合したような臭気である。 

2) 消化汚泥の液体コンポスト化過程（Run-2） 

 Run-1 の場合と同様に、二酸化炭素発生量の変化を図

－１４に示した。ここで、生物分解の寄与が小さいと予想

された 70℃については、二酸化炭素発生の頭打ちを確

認した 14 日目で実験を打ち切り、得られた汚泥試料は

Run-3 の基質とした。 

 消化汚泥を基質とする場合では、温度条件が異なって 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－１３ 余剰汚泥基質における MLVSS 当たりの 

二酸化炭素発生量の推移 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－１４ 消化汚泥基質における MLVSS 当たりの 

二酸化炭素発生量の推移 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－１５ 消化汚泥基質の 70℃可溶化における 

二酸化炭素発生量の推移 

 

も、分解速度や量の差があまり大きくない。また、70℃を

除いて考えても、高温条件から順に分解速度や量が並ん

でいるわけではない。この原因としては、原料汚泥の馴致

過程と本プロセスとの「条件の近さ」が考えられる。たとえ

ば好気条件かつ常温で馴致された活性汚泥は、同様の

条件（Run１の 20℃）を続けても分解が遅い。しかし、熱分

解や異なる細菌群集（好熱細菌）の生物反応となる条件
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AS-0W：Run１への植種汚泥、AS-3W：Run１の２２日目かつ Run２の植種汚泥、DS-1,2,3W：Run２の７日，１４日，２２日目、AS mix：Pre-Run の植種汚泥、

AS：Run１の基質（余剰汚泥）、DS：Run２の基質（消化汚泥）       <左図 DS はバンドが検出できていないが，右図 DS と同じものである。> 

図－１６ Run-1，2 における基質および植種汚泥と 60℃までの条件における経時変化の細菌群集解析結果 

 

（Run１の 60℃）では分解が速い。これに対して消化汚泥

は、嫌気的な環境での生物分解を経ている。したがって、

好気的な液体コンポスト化過程では、温度によらず別の

細菌群集（好気性細菌）の生物反応となるため、分解は常

温でも速い（Run２の 20℃）。実際、嫌気／好気条件の繰

り返しによって、常温で汚泥の可溶化が促進されるという

研究事例も報告されている５）。 

 これらの結果は、本手法を他のスラリー状有機質に適用

する際の留意点として以下を示唆している。 

・ し尿や畜産廃水のように主に嫌気的な環境（動物の消化管）を経て

いるものは、容易に安定化が進む。 

・ 活性汚泥（余剰汚泥）のように好気的な環境を経ているものは、高

温条件による熱分解が必要となる。 

なお、液体コンポストの性状は次のとおりであった。 

① 色調：好気的な汚泥の色を呈しているが、高温では若干の白色化が

見られる。遠心分離後の上澄み液は、どの温度でも腐植質のような茶

褐色となっている。 

② 粘性：元の粘性が低かったので、変化は少ない。 

③ 臭気：７０℃では、高圧蒸気滅菌器のような熱分解にともなう臭気が

強い。それ以下の温度では、高温側では通常のコンポスト臭が、低温

側では腐葉土に近い臭気がある。 

3) 高温条件の前処理としての効果（Run-3） 

 本実験は、70℃での可溶化－常温での生物分解という

手法を念頭に行ったものでありる。Run-1，2 と同様に二酸

化炭素発生量の変化を図－１５に示した。 

結果は、70℃で分解した後でも常温～中温で生物分

解される有機物が多量に残存していたことを示している。

測定された二酸化炭素の発生量は、溶解性 TOC の減少

量とほぼ等しかったので、熱分解によって可溶化された

成分が生物分解されたものと考えられた。また二酸化炭

素の発生で評価すると、70℃での熱分解には３日程度、

その後の生物分解には10日弱しか必要ないことが分かる。

この日数の合計は、Run-1，2 で得られた単一の温度条件

で安定化までに要した日数の約１５日より短い。したがっ

て、加温の費用を抑えつつ安定化を促すためには、熱分

解のための高温条件と、生物分解のための常温～中温

条件を組み合わせることが有効である。なお、臭気は、本

実験により元の熱分解臭から腐葉土臭へと変化してい

た。 

4) 液体コンポストの保存性 

 溶解性の TOC は 2 ヶ月で 4 割ほど減少したが、肥料成

分として重要なアンモニア性窒素は、常温・冷蔵とも 8 割

以上が残存していた。これらの結果から、一定の成分変

動は見られるものの、肥料としての質には大きく影響しな

いと考えられる。また、冷蔵保存する必要性は低く、常温

での保存に耐えられることも分かった。 

 なお、懸念される腐敗については、外見および臭気的

にも問題なく、同時期に採取して冷蔵保存した実験用原

料汚泥（濃縮汚泥）に見られた「黒色化」や「腐敗臭（硫化

水素臭）」といった現象は液体コンポストでは見られなか

った。したがって、液体コンポスト化を行うことで、2 ヵ月程

度の常温保存で成分的・外見的な問題が発生しない程度

に、汚泥の安定化が達成されていたものである。 

(2) 微生物群集解析に関す実験 

1) 液体コンポスト化過程における細菌群集構造 

Run-1，2 における基質および植種汚泥と、60℃までの

条件における経時変化の解析結果を図－１６に示した。

全体的な傾向として、温度や基質によってバンドパターン
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がまったく異なる。バンドパターンにこれほどの違いが見

られるならば、実際の細菌群集構造も異なっている。また、

コンポスト化の進行した 22 日目のバンドパターンが、植種

源および基質のどちらとも異なっていた。 

2) 細菌の同定・定量結果 

余剰汚泥、嫌気性消化汚泥、可溶化汚泥を原料とする

液体コンポストについて、検出されたクローンを図－１７に

整 理 し た 。 余 剰 汚 泥 で は Bacteroidetes 門 （ 特 に

Flexibacter属やChitinophaga属）およびFirmicutes門（特

にClostridium目）に近縁なクローンが大部分であり、複数

の Bacteroidetes および Firmicutes 近縁細菌による多様な

群集が形成されていた。消化汚泥でも、大部分が

Firmicutes、Bacteroidetes に近縁であった。さらに後者で

は、42％相当がOTU-d01（余剰汚泥のOTU-e01と同じも

の）に集中していた。細菌群集の多様性を残しながらも、

Firmibutes 近縁クローンの減少と、それにともなう特定の

Bacteroidetes 近縁クローンへの集中が特徴であった。可

溶化汚泥では、Bacteroidetes に近縁な OTU-s01（e01 や

d01 とは異なる）が 61％を占めており、他の系列に比べて

多 様 性 が 低 か っ た 。 次 に 多 か っ た の は 、 α

-Proteobacteria に近縁なもので、余剰汚泥や消化汚泥で

多く検出された Firmicutes グループの割合は 6％のみで

あった。 

 このように、原料汚泥ごとの細菌群集の特徴は、

Bacteroidetes と Firmicutes の比率に現れている。嫌気性

消化や可溶化など分解過程を経た汚泥ほど、Firmicutes

の割合が低下して Bacteroidetes の割合が高まった。この

傾向には、汚泥の性状（固形分量）の影響が考えられる。

一般に Clostridium 目やその近縁種は、高分子有機物を

嫌気的に分解（加水分解、発酵）する特性を持つ。したが

って、液体コンポストのように酸素を供給した場合には、

固形分の近傍または内部といった局所的な嫌気条件に

存在する可能性が高い。本研究での固形分負荷量は、

消化汚泥が余剰汚泥の4割ほど、可溶化汚泥は1割強で

あった。このような固形分負荷の差異が、局所的な嫌気条

件の実現状況を通じて、Clostridium 目の優占度に影響を

及ぼしていると考えられる。 

 一方で、Flexibacter 属や Chitinophaga 属に近縁なもの

（OTU-d01、s01）は、Clostridium 目との対照的な挙動か

ら、好気的な環境条件で溶解性有機物を基質として利用

する可能性が高い。すなわち、Clostridium 目に近縁な細

菌が汚泥の（嫌気的な）可溶化を、Flexibacter 属や

Chitinophaga 属に近縁な細菌が好気分解を、それぞれ分

担しているという仮説が立てられる。クローニング法だけ

では細菌の機能を推定することができないという限界があ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－１７ 余剰汚泥、嫌気性消化汚泥、可溶化汚泥を原料 

       とする液体コンポストにおいて検出されたクローン 

 

るため、このような仮説の実証は今後の課題として残され

る。 

本研究で優占していた Firmicutes（Clostridium 目）や

Bacteroidetes は、多くのコンポストでも検出例が報告され

ている。これに対して、活性汚泥での優占が知られている

α、β、γ-Proteobacteria は、余剰汚泥系列の液体コン

ポストにおいてさえも 2 割以下しか検出されなかった。こ

の結果は、液体コンポスト化を経ることによって、投入した

下水汚泥の細菌群集が大きく変化したことを示唆している。

このような細菌群集の変化が、有機物分解過程で一般的

に観察されるならば、細菌群集を有機物安定化の評価指

標とすることも可能だろう。ただし、既存の研究では細菌

群集に関する情報に乏しく、Firmicutes（Clostridium 目）

や Bacteroidetes などの重要と考えられる細菌群の定量的

な情報の蓄積が必要である。 

 

3．4 木質材の脱水助材性 

3．4．1 実験方法 

実験は、木質材に街路樹管理から発生した枝材を機械

的にチップ化した後、更に摩砕したものを譲り受け適用し

た。その形状は長さが最大でも 1cm ほどの粉砕物であり、

強さはハダに刺激を感じないほどに柔らかく解された状
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図－１８ Polymer の添加率と脱水汚泥の含水率の関係 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－１９ 木質材の混合率と Polymer 添加率を一定とした場合のポリシリカ鉄添加率と脱水成績 

 

態のものである。下水汚泥には、脱水に供するまえの混

合生汚泥を譲り受け適用した。 

実験は、下水汚泥に対する木質材の混合率を固形物

比で 0，0.25，0.5，0.75，1，1.25，1.5，2 と成るよう混合し、

これに下水汚泥を譲り受けた下水処理場で使用されてい

た高分子凝集剤（Polymer)を作用させ脱水性を調べた。

また、木質材由来の溶解性物質の低減効果をみるために、

鉄系凝集剤（ポリシリカ鉄：PSI 025）をも作用させた。脱水

性は、前掲 3.1.1 の(4)項に示した操作①～⑧と同様（但し、

④では500mL ロート加工ポリビンを適用した。）に行った。 

3．4．2 実験結果 

下水汚泥に木質材を混合し、Polymer の添加率を変え

た脱水実験における脱水汚泥の含水率の結果を図－１８

に示す。（ａ）図の含水率は実際に脱水汚泥の含水率を分

析した結果を表示したものであり、（ｂ）図は、木質混合に

よる下水汚泥の脱水性改善効果をみるために、混合した

木質材持ち込み分を差し引いた下水汚泥のみの含水率

として算出、表したものである。 

結果は、木質材の混合により下水汚泥の脱水性が格段

に改善されることを示し、その効果は下水汚泥に対する

混合率が１よりも低い領域で顕著に現れるものとなってい

る。 

図－１９は、木質材の混合率と Polymer添加率を一定と

し、ポリシリカ鉄の添加率を変えた結果である。ポリシリカ

鉄添加はリン以外への効果は少ない。 

図－２０は、木質材の混合率とポリシリカ鉄の添加率を

一定とし、Polymer の添加率を変えた結果である。鉄塩と

Polymer 併用は、適度な添加率の組合せを取ることで脱
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図－２０ 木質材の混合率とポリシリカ鉄の添加率を一定とした場合の Polymer の添加率のと脱水成績 

 

水ろ液から TOC や NH4、PO4を効果的に削減できる可能

性を示し、また、その効果は木質を混合した場合に大きい

ものとなっている。 

以上の結果は、木質材の混合は下水汚泥の脱水性改

善に大いに効果があることを示した。実際の下水処理場

に適用する場合は、その木質材の入手が容易、或いは担

保できることの他に、下水処理場そのものに大きなメリット

が生じる必要がある。例えば、脱水後のコンポスト化や乾

燥、炭化、燃焼等において大幅なエネルギー改善と品質

向上が図れることなどが考えられる。さらには、下水処理

場を地域に於ける資源化基地と位置付け、下水処理には

負担増となっても地域全体で大幅な改善ができれば適用

の価値は大きい。 

 

3．5 爆砕木質の緑化資材化 

緑化資材に天然のピートモスが用いられており、これに

替わる資材を土木工事や緑地管理由来の伐採・抜根材を

原料に開発している。そこでは、構造的には発生材に蒸

煮爆砕を施す方法が有効であり、法面等の厚層吹付け材

として実用できることが分かっている６）。しかし、ピートモス

は園芸用としても用いられており、直接の使用に耐え得る

には木質の蒸煮爆砕物が有する発芽障害を取り除く必要

がある。このために、木質蒸煮爆砕物に生物学的な安定

化を図るコンポスト化の実験を行った。 

3．5．1 実験方法 

実験は、最初に、種コンポストを作るために、針葉樹系

と広葉樹系の爆砕物のそれぞれ 5L に対して、活性汚泥

200mL、下水汚泥コンポスト 250g、炭酸カルシウム 15.6g

を混合し、保温材で覆ったアクリル樹脂製の発酵カラム

（φ10cm×H65cm）に仕込み約１ヶ月間のコンポスト化を

図った。 

次に、これを種コンポストとして、植種（返送コンポスト）

率および種子の発芽生育状況を調べるために、試験区１

～６を設定し、それぞれ植種率を 1，5，10，20，30，0％と

して仕込み、35℃の恒温室において針葉樹および広葉

樹試験区について、それぞれ 20 日間と 21 日間のコンポ

スト化を行った。仕込みでは、中和資材として炭酸カルシ

ウムを 3g/L となるように混合し、それらに種コンポストを加

え、十分混合した後に発酵カラムに充填した。このときの

含水率は針葉樹系：72～74％、広葉樹系：66～70％であ

った。発酵カラムは、種コンポストを準備したものと同じで

あり、発酵カラムの下部から空気を供給、発酵温度をモニ

ターしながら１週間経過毎に切り返しを行った。 

種子の発芽生育状況は、コンポスト化過程で得られた

発酵物にコマツナ、メドハギ、トールフェスクを播種したも

のを 20℃の恒温室に静置して調べた。その播種方法は、

コンポストを滅菌シャーレ（φ90mm×H15mm）に敷き、表

面を均した上に各種子3粒ずつ播種、その上にコンポスト

を覆土として表面を均し、イオン交換水を適当量滴下して

シャーレ上蓋で覆った。 

3．5．2 実験結果 

発酵温度の経時変化を図－２１と２２に示す。針葉樹
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図－２１ 針葉樹系における発酵温度の推移                 図－２２ 広葉樹系における発酵温度の推移 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図－２３ 醗酵過程における揮発性脂肪酸量の変化と、それぞれの時点の醗酵物に播種したコマツナの 

10 日間生長量の関係（一例） 

 

および広葉樹を用いた試験区ともに実験開始直後から温

度が上昇し、最も速く温度が上昇したのは当然のことなが

ら試験区 5 で次いで植種率が高い順に試験区 4、3、2、1、

6 であった。この順番は最高温度についても同様で、最も

温度が高かったのも試験区 5 であった。到達温度は針葉

樹よりも広葉樹の方が高く、生物分解性の有機物を多く含

んでいることを示した。醗酵温度は、温度が高くなったケ

ースでも３週間ほどで低下、安定化する傾向を示し、醗酵

の終了を示唆した。 

醗酵物中の溶解性有機物の推移も醗酵温度に追従し

た傾向を示し、発芽障害要因と考えられた揮発性脂肪酸

も効果的な減少を示した。また、いずれの資材、試験区に

おいてもpHやECは発酵の進行にともない安定する傾向

を示し、値自体も植物生育に支障ない範囲にあった。 

播種した３種の植物は、植物種による違いはあるもの醗

酵の進行とともに発芽率の向上とより大きな成長を示し

た。 

ここで、図－２３は、醗酵過程における揮発性脂肪酸量

の変化と、それぞれの時点で醗酵物に播種したコマツナ

の 10 日間生長量の関係の一例である。図の(ａ)，(ｂ)，(ｃ)

に見られるように針葉樹系においては植種率が高くなる

ほどに揮発性脂肪酸も効果的に減少し、さらにコマツナ

の生長量も向上している。しかし、図(ｄ)の広葉樹の結果と

比較すると、広葉樹では酢酸が多量に存在している時点

でも、揮発性脂肪酸が殆ど存在しない針葉樹の図(ｃ)より

も大きな成長を示し、針葉樹系にはコマツナ成長を阻害

する揮発性脂肪酸以外の物質が存在することを示唆して

いる。この現象は他の播種植物でも確認されたことから、

針葉樹系ではより長い醗酵期間、安定期間が必要と思わ

れる。一方、広葉樹系は、前掲の図－２２からも示された
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ように、効果的な温度上昇が図れるよう植種率を５％以上

とし、そのもとで高温醗酵期を経験するとともに連続醗酵

の過程で常温近くまで自然に温度降下したものであれば、

ピートモス代替としての園芸資材化が可能と思われる。 

 

4．まとめ 

草木と下水汚泥の混合嫌気性消化法に関して以下が

得られた。 

(1) 草木は爆砕により効果的に微細化、低分子化され、

その程度は原料の種類により異なる。 

(2) 広葉樹系の爆砕物には溶解性の有機物が多量に含

まれる。 

(3) 広葉樹系爆砕物と下水汚泥との混合メタン発酵は円

滑に進行し、双方の固形物混合比で１：１以上でも酸発

酵に陥ることはなかった。 

(4) 蒸煮・爆砕された木質が発酵槽に投入されることによ

る槽内撹拌動力への影響を発酵液の粘性から調べた

結果、蒸煮・爆砕木質の混合比の増加に比して発酵液

の粘性増加は相当に低く、蒸煮・爆砕木質と下水汚泥

との固形物混合比が 1：1 以内までは、槽内撹拌設備へ

の大幅な負荷増大に繋がる危険性は少ないと思われ

た。 

(5) メタン発酵液中には溶解性の TOC と PO4 が多く残存

する傾向を示したが、これは鉄系の凝集剤で効果的に

除去され、実際には脱水工程で鉄塩を併用すればよ

いものであった。また、メタン発酵液中の NH4 は爆砕物

の混合比が増すごとに大幅に減少していた。 

(6) 爆砕物と下水汚泥との混合メタン発酵系の発酵液の

脱水では下水汚泥単独の場合より低い含水率が得ら

れた。 

 

有機酸発酵に関して以下が得られた。 

(7) セルロースの可溶化・酸発酵は pH の影響を大きく受

け、pH 6 を境にそれより低い領域と高い領域における

発現傾向に違いが認められた。 

(8) 可溶化が最も進行した pH は 7.5 近傍にあり、そこで

の可溶化率は 92 %であった。また、酸発酵活性は pH 

6.5～8 の中性領域で高く、そこでの主成分は酢酸であ

り、その濃度は 10、000 mg／L を越えるものであった。

揮発性脂肪酸全体の最大の濃度として 13、000 mg／L

が得られ、そのセルロースからの収率は 650 mg-VFA

／g-cellulose であった。 

(9) セルロースの可溶化・酸発酵にともなう NH4 および

PO4 の摂取に関して、炭素の可溶化量と窒素およびリ

ンの量の比としてそれぞれ、N-NH4／C-cellulose＝

0.059、P-PO4／C-cellulose＝0.0055 が得られた。 

(10) 蒸煮・爆砕処理した木質廃材は、純粋なセルロース

と同様に、酢酸を主成分とする有機酸発酵の原料とし

て使用可能であった。ただし副成分には相違があり、

セルロース基質に比べてプロピオン酸が少なく、酪酸

が多かった。 

(11) 有機酸の回収率を高めるためには、メタン発酵まで

進行させないような運転管理手法、具体的には反応時

間の設定が重要である。 

(12) いずれの基質を用いた場合でも、反応系内に存在

していたのは Clostridium 属と Bacteroides 属に近い種

類の細菌であった。ただしPCR-DGGE法で検出された

バンドパターンは異なっており、種で見れば群集構造

に違いがあった。 

(13) pH を 5.5，6.0，6.5，7.0 に制御した週１回の「引き抜

き」と「投入」による連続実験からは、各 pH 間において固

形有機物からの可溶化量には殆ど差異がなかったが、可

溶化した有機物から揮発性脂肪酸への転換が pH7 で制

限されていた。実用化までには、これまでの結果に反する

中性近傍よりも酸性側で旺盛な酸発酵が現れたことや安

定した連続発酵を維持できた支配因子が不明であること

から、これらについて更なる追究が必要である。 

 

液体コンポスト化法に関して以下が得られた。 

(14) 余剰（濃縮）汚泥、消化汚泥とも、酸素を加圧充填し

た液体コンポスト化手法によって、２週間程度で安定化

させることができた。７０℃以上では熱分解が、６０℃以

下では生物分解が主要な反応であった。 

(15) 高温での熱分解は、主に固形分の可溶化反応であ

った。可溶化された成分は生物に利用されるので、短

期間の高温条件の後に常温～中温条件を設定すれば、

熱分解と生物分解を効率よく組み合わせられる。 

(16) 液体コンポストには、温度や原料汚泥に応じた多様

な細菌群集が形成されていた。余剰汚泥を原料とした

場 合 は Bacteroidetes 門 （ 特 に Flexibacter 属 や

Chitinophaga 属）および Firmicutes 門（特に Clostridium

目 ） に 近 縁 な ク ロ ー ン が 大 部 分 で あ り 、 複 数 の

Bacteroidetes および Firmicutes 近縁細菌による多様な

群集が形成されていた。 

(17)  消 化 汚 泥 を 原 料 と し た 場 合 で も 、 大 部 分 が

Firmicutes 、 Bacteroidetes に 近 縁 で あ り 、 特 に

Bacteroidetesでは42％相当がOTU-d01に集中してい

た。余剰汚泥の場合と同様に細菌群集の多様性を残し

ながらも、Firmibutes 近縁クローンの減少と、それにとも

なう特定の Bacteroidetes 近縁クローンへの集中が特徴
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図－２４ 下水処理場を核とした有機質廃材の地域的な資源化・リサイクルシステムの構想図 

 

的であった。 

(18) 70℃を経験した可溶化汚泥を原料とした場合は、

Bacteroidetes に近縁な OTU-s01（e01 や d01 とは異な

る）が 61％を占めており、他の系列に比べて多様性が

低かった。 

(19) 原料汚泥ごとの細菌群集の特徴は、Bacteroidetes と

Firmicutes の比率に現れ、嫌気性消化や可溶化など分

解過程を経た汚泥ほど、Firmicutes の割合が低下して

Bacteroidetes の割合が高まった。これには供試汚泥の

固形分量の影響が考えられた。 

 

木質材の脱水助材性に関して以下が得られた。 

(20) 木質材に街路樹管理から発生した枝材を機械的に

チップ化後、更に摩砕したものを下水汚泥（混合生汚

泥）に混合して脱水性を調べた結果、木質材の混合は

下水汚泥の脱水性を大幅に改善した。 

(21) その改善効果は下水汚泥に対する混合比率が１より

も低い領域で顕著に現れた。 

(22) 木質材混合による脱水ろ液の水質悪化に対しては、

鉄塩と高分子凝集剤の併用で対応できる可能性が高

い。 

 

爆砕木質の緑化資材化に関して以下が得られた。 

(23) 木質爆砕物において、成長阻害要因であると考えら

れる揮発性脂肪酸は、コンポスト化を行うことで効果的

に減少する。また、コンポスト化により植物の発芽率や

成長量も向上する。 

(24) 広葉樹系爆砕物は５％以上の返送コンポスト率（実

験では植種率と称した）の基で、旺盛な高温醗酵を経

験し、醗酵温度が低下、安定してきたならば植物への

障害は大部分取り除かれたと判断してよく、ピートモス

代替となり得る可能性が高い。 

(25) 針葉樹系爆砕物中には揮発性脂肪酸以外の植物

成長阻害物質を含有していると思われ、その障害を除

去するためにはコンポストの醗酵期間を広葉樹系よりも

より長く取る必要がある。具体的には、旺盛な高温醗酵

期が終了した後も、堆積等により、ある程度の常温醗酵

期間（安定期間）を取る必要がある。 

 

５．総 括 

本調査は、図－２４に示す下水処理場を核とした有機

質廃材の地域的な資源化・リサイクルシステムを構築する

ために必要な資源化技術を整備する一環として実施した

ものである。 

調査結果は、木質廃材の利用に関して、爆砕木質と下

水汚泥の混合嫌気性消化法は実用可能と判断され、資

源としてのメタンガス生産に大きく寄与できる。また、発酵

液残渣に関しては緑地・農地利用に資するための液体コ

ンポスト化法の有用性を見出した。これらの実用化は機械

設備的な検討を待つのみにあると言える。 
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木質廃材を摩砕したものは下水汚泥の脱水助材として

有効であることが示された。また、爆砕木質に少量の下水

汚泥を添加してコンポスト化を施せば、ピートモスに替わ

る園芸資材と成り得ることが示された。これらは直ちに実

用可能と思われる。 

有機質廃材からの有機酸発酵に関しては、発酵そのも

のを確認、維持することができたが、それを維持・持続さ

せる制御因子が不明であり、実用化には更なる追究が必

要である。 
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下水汚泥焼却灰の無機質特性に着目した有効利用方法に関する調査 
 

土木研究所 リサイクルチーム 上席研究員 尾﨑 正明 
主任研究員 山下 洋正 

宮本 綾子 
 

1. はじめに 
下水汚泥の約８割が焼却されて焼却灰が多量に生成されているが、その無機質特性は十分に解明されてお

らず、系統立てた有効利用方法が研究されていない。そのため、含有リンを資源として回収する場合に処理

コストの面で問題があり、建設資材利用の安定的かつ有効な技術も限られている。本研究では、下水汚泥焼

却灰のリン資源回収および建設資材利用の観点から、無機質の存在・分布状態や反応特性を明らかにすると

ともに、新たな資源回収方法と建設資材利用方法の提案および開発を行う。 

汚泥からのリンの回収にどのような方法か有効であるかを検討するために、下水汚泥中でリンがどのよう

な形態で存在し、処理過程でどのような変化をしているかを調査することが有効であると考えられる。この

ため、平成 17 年度は水および汚泥の処理方式が異なる処理場で採取した各処理段階の汚泥およびを対象とし、

SEM-EDS を用いた観察、逐次抽出試験を行い、各試料中のリンの化合状態および分布について調査した。 

また、下水汚泥の建設資材への有効利用としては、2002 年に溶融スラグについて「一般廃棄物、下水汚泥

等の溶融固化物を用いたコンクリート用細骨材」(TR A 0016)と「一般廃棄物、下水汚泥等の溶融固化物を用、

いた道路用骨材」(TR A 0017)の 2 つの TR が公表されており、今後、JIS として標準化される見通しとなっ

ている。コンクリート用骨材 JIS には、利用の際、金属鉄を含有する場合は発錆による着色および密度変化

の原因となる可能性があるとされ、含有量の基準値が設定されている。今年度は、金属鉄の新たな測定方法

として JIS に追加されることとなったメスバウアー分光分析法による溶融スラグ中の金属鉄を定量し、従来

の分析方法との比較を行った。 

 

2. 調査内容 
2.1 下水汚泥の逐次抽出試験 

処理場に流入した後、下水中に含有されるリンの存在形態は水および汚泥の処理過程で変化すると考えら

れる。リンの回収を行う場合にどの処理過程で回収すれば効率がよいか、また、どのような回収方法が適用

できるかを検討するにあたって、その化学形態を明らかにすることが有効となる。ここでは、水および汚泥

の処理方式が異なる汚泥を対象に、汚泥や底質に含まれる元素の形態別定量手法として用いられている逐次

抽出試験を適用し、処理過程におけるリンの形態の変化を調査した。本実験では、表 1 に示すように標準活

性汚泥法あるいは A2O 法の処理系をもつ処理場を対象として、流入水、活性汚泥（エアレーションタンクあ

るいは好気槽終端より採取）、濃縮汚泥、消化汚泥を採取し、試料とした。使用している凝集剤は表 1に示し

たとおりである。 

2.1.1 試験方法 

焼却灰以外の試料は 3000rpm/20min にて遠心分離し、1g-DS にあたる量を使用した。 

無機態の詳細な分画を行うために、逐次抽出試験は川崎らの方法によった。これらの分画試験による形態

分別は底質を対象として最適化されているため、本実験の供試試料である下水汚泥から抽出された形態が必

ずしも同じであるとは限らず、むしろそれぞれの操作によって結合力の強さを分画している。5 つの画分の
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うち第 1 から第 3の画分は比較的易溶性であり、第 1画分交換性、第 2画分は弱酸に溶解する形態であり、

第 3画分は還元状態になると可溶化するとされている 1),2)。 

抽出試験後の試料の一部は 110℃-2h で炉乾燥したのち、エネルギー分散型 X 線分析装置（SEM-EDS）を用

いた元素分析を行った。 

2.1.2 分析結果 

逐次抽出試験に用いた汚泥の 1g-DS あたりのリンを王水分解して ICP-AES で計測した結果を表 1 にあわせ

て示す。なお、サンプリング時の聞き取りによれば、処理場 Bは A2O 法で処理を行っているものの、リンの

ほとんどはポリ鉄によって除去されており、嫌気槽でのリンの吐き出しは A2O 法を用いている他の処理場の

約 1/10 とのことであった。 

 

 

A B C

凝集剤 PAC ポリ鉄 なし

処理方式 A2O A2O 標準活性汚泥法

流入水 4.8 2.9 6.9 mg/L

活性汚泥 22.8 32.0 13.8

濃縮汚泥 - 16.3 16.4
消化汚泥 28.3 32.2 21.9
焼却灰 82.0 - -

mg/g・DS

   

A B C

活性汚泥 49.0 78.2 74.4
消化汚泥 46.4 91.4 72.5
焼却灰 75.5 76.1 75.9  

 

2.1.3 分析結果 

リンの逐次抽出試験結果について計算した回収率を表 2 に示す。これは、第 1～第 4 画分および残渣態で定

量されたリンの総量と全量分解で得られたリンの総量との比である。A 処理場では 50%以下と非常に低く、そ

の他の汚泥では 75%前後のものが多かった。A処理場の回収率が低かった原因としては、試料の採取から試験

の開始までの時間が他の 2つと比較して長かったことから、その間に固相中のリンが液中に移動したことが

原因と考えられた。 

主要元素の逐次抽出試験の結果を図 1に示す。汚泥中のリンは残渣、ついで第４画分（有機態）に分画され

る割合が高く、DS1g あたりの含有量としては焼却灰で他の 3 倍以上となっていた。また、A処理場の汚泥は

他の処理場のものと比較して活性汚泥、消化汚泥で易溶性に分画される割合が高く、それぞれ 34%、24%とな

った。この実験に先立って行った試薬の逐次抽出試験では、リン酸アルミニウム、リン酸鉄等に含まれるリ

ンは 85-100%が残渣態に分画されていた。この結果と A および C 中の鉄、カルシウム、アルミニウムの分画

結果をあわせると、第４画分中にはリン酸カルシウムが含まれ、ポリ鉄を添加した Bのリンは高い割合でリ

ン酸鉄として存在している可能性があった。また、Bは活性汚泥および消化汚泥で残渣態の割合が 90%前後で

あったことから、アルミニウムにより凝集されたリンよりもポリ鉄によって凝集したほうが結合が強いこと

が示唆された。しかしながら焼却後は A もほとんどが残渣態となっていることから、焼却の過程を経ること

で難溶性の鉄・アルミ等との化合物に変化するとみられた。 

逐次抽出の結果のうち、重金属類の結果の一例を図 2 に示す。元素ごとに特徴のある挙動をしているが、

残渣態以外に分画される割合が高いものも多く、焼却灰以外では特に Cu、Se では 75-85%程度が第４画分に

抽出された。また、As、Se などでは、焼却後に易溶性画分の占める割合が急激に増加していることがわかっ

た。例えば As や Se では、焼却の際に揮発して灰粒子表面に再付着する可能性も指摘されていることから、

粒子中の位置的な分布も溶出特性に影響を与えるとみられる。これらの結果から、仮にリン回収を灰から行

う場合、たとえば資源回収の前処理として灰の洗浄などをすることで重金属類の有価物側への移行を制御す

表 1 各試料の詳細とリン含有量 

表 2 逐次抽出試験の回収率 
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ることができる可能性もある。 
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図 1 逐次抽出試験結果 

図 2 逐次抽出試験結果 
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Cu Cr 
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一方で、逐次抽出試験後の残渣を電子線マイクロアナライザ(EPMA)で分析したところ、第４分画で抽出で

きると考えていたリン酸カルシウムとみられる化合物が残っている箇所もみられた。また、粒子ごとの成分

組成は、全量分解による元素分析の結果とは大きく異なっており、多くの粒子は複数の化合物からなってい

たが、一部には特定の元素濃度の高い粒子もみられた。これらのことから、この方法の逐次抽出試験の結果

のみでリンの存在形態について判断することは困難であり、異なる逐次抽出試験との比較、あるいは分析方

法もあわせて考えていく必要がある。 

今回の結果から、汚泥に含有されるリンのうち、この分画方法での易溶性に分画されるものはどの処理段

階でも限られた量であり、ポリ鉄を添加した場合は PAC 添加あるいは凝集剤非添加の場合と比較して消化汚

泥での残渣態の割合が増加するなど、凝集剤が大きく影響していることがわかった。 

有効なリンの回収方法として１）濃縮汚泥・消化汚泥の有機態からの回収 ２）残渣態からの回収 の２

点があげられるが、実処理場を想定すると、規模が小さく集約的に処理を行う場合には処理までの成分の安

定していることが望ましい。また、焼却灰には有機物が含まれないことからリンが高度に濃縮されている。

現在、焼却灰からのリン回収手法としては酸/アルカリ抽出などが検討されているが、これらの方法は焼却灰

中の残渣態からリンが抽出されていることになる。 

 

2.3 下水汚泥溶融スラグの分析 
2.3.1 金属鉄の分析 

下水汚泥溶融スラグ中の金属鉄含有量の分析は、これまでフェロニッケルスラグに適用される金属鉄分析

法と同様の化学分析（湿式分析）が行われることとされていた。しかし、この分析方法では下水汚泥溶融ス

ラグに特有であるリン鉄なども金属鉄として定量されてしまい、測定値が基準値の 1%を超える場合があり、

このままでは JIS 規格適用の支障となる可能性が高い。一方、メスバウアー分光分析では化合物中の鉄を価

数ごとに定量できるため、より精度の高い金属鉄の分析が可能と考えられ、コンクリート用溶融スラグ JIS

の付属書に記載されることとなった。今回の調査では、メスバウアー分析によるスラグ中金属鉄の定量を行

うとともに、湿式分析の結果と比較した。また、鉄化合物の試薬について同様の湿式分析を行い、妨害とな

っている可能性のある化合物を調べた。 

2.3.2 試験方法 

溶融スラグは処理場で採取した後約１週間以内に 100μm 以下に粉砕して各試験に用いた。粉砕後のスラグ

は、酸化を防ぐために真空状態で保存した。なお、スラグ B は生成時に分離したメタルも参考のために測定

したが、このメタルは前述の粒度まで粉砕できなかったため、2mm 程度のものを用いた。主要元素の分析は、

S は有機元素分析計、それ以外の元素は ICP-AES を使用して王水マイクロウェーブ分解後に測定した。 

金属鉄分析は湿式分析とメスバウアー分光分析を行った。湿式法は JIS5011-2 付属書に規定された臭素メ

タノール分解による方法であり、メスバウアー法は Cr 担持の 57Co を線源とし、室温で測定した。 

2.3.3 結果  

試薬の湿式分析の結果を表 3 に示す。ここで溶解率とは、試料の式量から求めた全鉄に対する湿式法で得

られた金属鉄の割合である。酸化鉄は溶解率が 0-1.7%となっており湿式分析が有効であることが確かめられ

た。スラグ中の鉄は P,S と化合している可能性があるため、それらとの化合物についても同様に分析した。

リン酸鉄 n水和物は溶解率が 3.7%であったが、900℃・2h の加熱後に測定した結果 0%となった。スラグ中に

存在する可能性のあるリン化鉄と硫化鉄はいずれも溶解率が高く、それぞれ 30.5%、72.1%であった。スラグ

の主要元素分析結果から Sの含有量はすべての試料で 1%以下であったものの、仮にその全量が硫化鉄となっ

ていた場合は湿式分析による金属鉄の分析値が 1%を超過することになる。 
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スラグの主要元素および金属鉄の湿式分析結果を表 4 にあわせて示す。サンプル A の 6.96%以外はすべて

基準を満たす結果となった。スラグ C は ICP-AES による分析では Fe 含有量が高かったものの湿式分析の金属

鉄定量結果は 0.46%と低くなった。スラグ C は水処理過程で PAC を添加しているためリン鉄の含有量が少な

いことに起因している可能性がある。X 線回折（XRD）の結果から、スラグに含まれる鉄化合物は、スラグ A

および Bではリン化鉄・硫化鉄とみられるピークが存在したが、スラグ C は鉄化合物のピークが検出されず

非晶質中に含有されているとみられた。 

メスバウアー分析の結果から得られたパラメータを表 5 に示す。スラグ A では金属鉄を示すスペクトルが

得られ、その面積強度は 1.6%となった。スラグ A の全鉄含有量が 10.9％であったことから金属鉄含有量は

0.17%と求められた。その他のスラグからは金属鉄は検出されなかった。XRD の結果とあわせると Fe のほと

んどは 2 価あるいは 3 価とみられ、2 価あるいは 3 価の化合物もしくはガラス構造中に含まれていると推定

された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

partial area[%]
ISOMER
SHIFT

Q. SPLITTING LINE WIDTH
MAGN.

FIELD [T]
PHASE

A DOUBLET (1) 22.0% 0.21 -0.28 0.73 Fe3+

DOUBLET (2) 22.3% 1 1.71 0.73 Fe2+
DOUBLET (3) 9.0% 0.4 1.09 0.73 Fe3+
MIXED M+Q (1) 1.6%※ 0 0 0.35 33.2 α-Fe
MIXED M+Q (2) 27.5% 0.32 0.06 1.44 18.1
MIXED M+Q (3) 17.6% 0.32 0 0.81 25.5

B DOUBLET (1) 33.7% 0.42 0.85 0.83 Fe3+
DOUBLET (2) 66.3% 1.04 2.1 0.83 Fe2+

C DOUBLET (1) 81.1% 0.29 1.19 0.73 Fe3+
DOUBLET (2) 18.9% 1.03 2.01 0.73 Fe2+

※1.6±0.4%

Fe3P

 

 

 

湿式分析（％）
金属鉄 Fe P S Al

A 6.96±0.02 10.9±0.22 4.65±0.02 0.89±0.03 6.99±0.05

B 0.64±0.01 2.51±0.02 14.63±0.07 0.05±0.01 6.90±0.02
B(メタル) 21.14±0.04 93.7±2.0 12.21±0.04 - 0.23±0.09

C 0.46±0.02 7.58±0.02 2.63±0.01 0.11±0.01 4.45±0.02

含有量（Wt％）

試料 測定結果 (%) Fe含有量（wt％） 含有Fe中の溶解率(%)

酸化鉄（Ⅱ） 1.3 77.7 1.7

酸化鉄（Ⅲ） 0.0 69.9 0.0

四三酸化鉄 0.0 72.3 0.0

α‐酸化鉄（Ⅲ） 0.0 69.9 0.0

リン化３鉄 25.6 84.4 30.4

硫化鉄（Ⅱ） 22.9 63.5 36.1

表 5 メスバウアー分析結果 

表 3 試薬の湿式分析結果 

表 4 湿式分析と含有量試験結果 
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これらの結果から、湿式分析では金属鉄以外のリン鉄あるいは硫化鉄等の鉄化合物が金属鉄として検出さ

れていることがわかった。しかし、メスバウアー法で金属鉄が検出されなかったスラグでも発錆とみられる

事例があることから、今後は発錆が起きる要因あるいは原因となる化合物を同定し、対策を講ずる必要があ

る。 

 

３. まとめ 
① 下水汚泥を対象とした逐次抽出試験を行った結果、汚泥中のリンは第４分画あるいは残渣態に分画され

る割合が高かった。残渣態に分画される割合に与える凝集剤の影響は大きく、ポリ鉄を添加した場合で

残渣態に分画される割合が特に高くなった。 

② 凝集剤を添加していない汚泥および PAC を使用している汚泥では、リン酸カルシウムとみられる化合物

の割合が高かったが、焼却することで残渣態の割合が増加し、鉄あるいはアルミニウムとの化合物に変

化した可能性がある。その他の重金属は逐次抽出の結果、元素ごとに特徴のある挙動をしており、汚泥

からの有価物回収に際してはこれらの結果も考慮する必要がある。 

③ 下水汚泥溶融スラグおよびスラグ中に含まれる可能性のある鉄化合物について、湿式分析とメスバウア

ー分析の結果を比較した。この結果、湿式分析ではリン鉄などの化合物を金属鉄として測定しているこ

とがわかった。また、メスバウアー分析の結果、基準値の 1%をオーバーする金属鉄が検出される試料は

なかった。 
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 下水道における微量化学物質の評価に関する調査 

 

研究予算：受託経費（下水道事業調査費） 
研究期間：平 13～平 17 
担当チーム：水循環研究グループ（水質） 
研究担当者：鈴木 穣、小森行也、岡安祐司 

 
【要旨】 
本調査は、下水中のエストロゲンの迅速測定法の提案、および下水処理過程でのエストロゲン、ノニルフェノー

ル類の挙動の解明を目的とするものである。 
平成 17 年度は、エストロゲンの下水処理過程での挙動把握を行った。具体的には、下水処理の好気工程におけ

る溶解性エストロゲンの遊離体や抱合体の挙動特性を、ベンチスケールの実下水処理連続実験装置で馴養した活性

汚泥による回分実験において検討した。連続実験では、有機物除去に加えて、硝化も促進する程度の長い SRT に

設定した。この連続実験で得られた活性汚泥を用いて、活性汚泥処理のエアレーションタンクでの流下を再現した

好気回分実験では、曝気工程終了時の MLDO を 3mg/L 以下に設定した場合には溶解性エストロゲン遊離体（エス

トロン）の減少が見られたが、曝気工程終了時の MLDO を 0.5mg/L 以下に設定した場合には明確な減少がみられ

なかった。さらに、連続実験のエアレーションタンクの後段部分を無酸素条件に設定した連続実験では、溶解性エ

ストロゲン（エストロン）の増加が観察された。このことから、溶解性エストロゲンの挙動は、エアレーションタ

ンク末端での溶存酸素濃度の設定に大きく依存することが明らかとなった。 
キーワード：内分泌かく乱物質、エストロゲン、下水処理、エアレーションタンク、溶存酸素濃度 

 
１．はじめに 

下水道施設へ流入する内分泌かく乱作用が懸念さ

れる化学物質の多くは、未規制であり、下水道に流

入する可能性があるが、下水処理施設での挙動・運

命についての知見は不十分な状況である。下水中の

内分泌かく乱作用が懸念される化学物質は、機器分

析に基づく手法により測定されるが、高価な機器、

熟練した技術等が必要であり、幅広く下水中での挙

動を把握できる状況ではない。そのため、簡易かつ

迅速に測定できる手法の開発が求められている。 
さらに、これらの物質は、下水処理工程において、

大部分が除去されることが判明してきている。しか

し、詳細な下水処理工程における挙動、運転条件と

除去率の関係についての知見は限られている。将来

的に、これらの微量化学物質対策に下水道が取り組

む場合には、下水処理場における運転条件が化学物

質の環境への排出に及ぼす影響を予測、評価するこ

とが必要となる。本研究では、このような背景を受

け、以下の課題を目的とする。 
・下水道における内分泌かく乱物質の簡易・迅速測

定法を確立し、監視を行う。 
・下水道に流入している内分泌かく乱作用が懸念さ

れる微量化学物質（エストロゲンおよびノニルフェ

ノール類）の挙動把握とその評価技術をまとめ、下

水道における微量化学物質の対策に資する。 
２．研究内容 

２．１．はじめに 

既往の調査によれば、① 内分泌撹乱作用が疑わ

れる物質の中に、河川水中や下水道に広く存在する

ものがあり、② 下水処理場の放流先河川の一部の雄

コイの血清中からビテロジェニンが検出されている。

現在のところ、下水処理水とビテロジェニン誘導の

因果関係は、完全には確認されていないが、下水処

理水の in vivoの試験系による評価は検討されている

ところである。一方で、in vitro の試験系（Yeast 
Estrogen Screen Assay）によるエストロゲン様活性の

測定手法と水中の化学物質の分画手法を用いた、下

水中の内分泌かく乱化学物質の同定に関する調査結

果によれば、下水処理水のエストロゲン様活性は下

水処理場ごとに大きく異なっており、その大部分は

E2 やエストロン E1 などの遊離体エストロゲンの寄

与によるものであることが判明している。このため、

下水処理場の放流先河川における魚類のビテロジェ

ニンの誘導を抑える対策として、下水処理場におけ

るE2やE1などの遊離体エストロゲンを削減するこ

とが有効である可能性が大きいと考えられる。 
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本研究では、下水処理水中の遊離体エストロゲン

を安定的に削減できる運転条件を発見するため、下

水処理工程におけるエストロゲン関連物質の変化の

特性を把握することを目的とした。なお、日本の下

水処理場の大部分は標準活性汚泥法で運転されてい

るため、本法における DO 濃度の条件とエストロゲ

ン関連物質の除去との関係を把握することとした。 
２．２．エアレーションタンク流下過程を再現した

回分実験 

１）分析対象物質の分析方法 
本調査で測定対象としたエストロゲンは、女性ホ

ルモンの E2、その代謝生成物である E1、エストリ

オール（E3）、合成エストロゲンの EE2、(以上の 4
物質を総して遊離体エストロゲンと呼ぶこととす

る)、また、E2、E1、E3 それぞれの硫酸抱合体であ

る、estrone-3-sulfate（E1-S）、β-estradiol-3-sulfate（E2-S）、
estriol-3-sulfate（E3-S）、estradiol 3,17-disulfate（E2-diS）
の 8 化合物である。これらの対象物質は、固相抽出

－液体クロマトグラフ質量分析法（LC/MS/MS）に

より測定した。測定条件、検出下限値、標準物質の

添加回収率などの詳細は文献 10）のとおりである。 
２）調査内容 

 下水処理場の生物処理工程（エアレーションタン

ク）におけるエストロゲン関連物質の変化を考察す

るために、押し出し流れ型のエアレーションタンク

における流下過程を再現する好気回分実験（実験時

間：8h）を、最初沈殿池流出水と返送汚泥を用いて

実施した。最初沈殿池流出水および返送汚泥は、茨

城県霞ヶ浦流域下水道湖北処理場の流入下水を用い

た標準活性汚泥法パイロットプラント（エアレーシ

ョンタンク規模 10m3）より入手した。実験装置は、

攪拌機を備えた容量 150L のステンレス製容器を 3
系列準備し、各系列に均等となるように、最初沈殿

池流出水 55L と返送汚泥 25L を注入し攪拌した。3
系列のうち 1 系列は攪拌のみを実施する嫌気系とし

た。また、他の 2 系列では、エアストーンを通じて

エアポンプにより曝気し、併設した溶存酸素計の指

示値と連動して曝気風量を調整することにより、1
系列を溶存酸素濃度が最終的にほぼ 0.5mg/L 以下に

なるように、また、残りの 1 系列を溶存酸素濃度が

最終的にほぼ 3.0mg/L 以下になるように制御した。 
各系列において、実験前後のMLSSおよびMLVSS

（ガラス繊維ろ紙法）を測定するとともに、2 時間

間隔で活性汚泥混合液を採取し、20 分間程度静置後、

上澄水を GF/B ろ紙によりろ過した。ろ液は、エス

トロゲン関連物質を測定するための試料として 1L
分取し、酸化防止のために 1g のアスコルビン酸を添

加後直ちに冷蔵・保存した。分析は 2 日以内に固相

抽出までを実施した。また、ろ液の一部は回分実験

の進行状況を観察するため、DOC、NH4
+-N、NO2

- -N
および、NO3

- -N を併せて測定した。なお、本検討

は 8 月に実施した。実験実施時の反応水槽の水温は

27-29℃であった。また、実験日以前の 3 日間は、降

雨は無かった。 
３）結果と考察 

① 嫌気系 

 図Ⅰ-1 に反応槽溶液の pH、MLDO の変化を、図

Ⅱ-1 に反応槽溶液の DOC および溶解性窒素の形態

の変化を示す。遊離体エストロゲン（図Ⅲ-1）は、

実験開始時に E2（6.2ng/L）、E1、E3 が検出され、

E2 は実験期間中に検出下限値（2.2ng/L）以下にまで

低下したが、E1、E3 に関しては減少せず、むしろ増

加する傾向であった。活性汚泥への吸着態の再溶解

や、抱合体の脱抱合、それ以外の要因などの可能性

が考えられる。なお、EE2（検出下限値 0.5ng/L）は

いずれの試料においても検出されなかった。エスト

ロゲン硫酸抱合体（図Ⅳ-1）については、いずれも

大きな変化は見られなかった。 
② 曝気工程終了時のMLDOを0.5mg/Lに制御した系

列 

 図Ⅰ-2に反応槽溶液のpH、MLDOの変化を示す。

本系列では攪拌に加えて曝気を実施したが、曝気開

始当初は供給した溶存酸素が直ちに消費され、見か

け上嫌気状態となった。1 時間経過後以降 MLDO が

上昇し始め、曝気開始後 6 時間後には、設定値であ

る 0.5mg/L に到達した。以降はほぼ 0.5mg/L となる

よう風量を制御した。図Ⅱ-2 に反応槽溶液中の DOC
および溶解性窒素の形態の変化を示す。MLDO が

0.5mg/L 以下であったが硝化は進行した。遊離体エ

ストロゲン（図Ⅲ-2）は、E2、E3 が疑似嫌気条件下

においても減少し、2 時間後には検出下限値（E2：
2.2ng/L、E3：0.4ng/L）以下になった。一方 E1 は、

実験期間中を通じて大きな変化は見られなかった。

なお、EE2（検出下限値 0.5ng/L）はいずれの試料に

おいても検出されなかった。エストロゲン硫酸抱合

体（図Ⅳ-2）は、E1-S、E3-S は遊離体エストロゲン

のレベルより低く、E2-S はほぼ同等、E2-diS は高い

濃度で検出され E1-S、E2-S、E3-S は実験初期段階で

減少したが E2-diS はほぼ変化しない傾向であった。 
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③ 曝気工程終了時のMLDOを3.0mg/Lに制御した系

列 

 図Ⅰ-3に反応槽溶液のpH、MLDOの変化を示す。

本系列でも２）と同様に曝気開始当初は供給した溶

存酸素が直ちに消費され、疑似的な嫌気状態となっ

たが、1 時間経過後以降 MLDO が観測され始め、曝

気開始後 7 時間後には、設定値である 3.0mg/L に到

達し、以降はほぼ 3.0mg/L となるよう風量を制御し

た。図Ⅱ-3 に反応槽溶液中の DOC および溶解性窒

素の形態の変化を示す。２）に比べてやや早く硝化

は進行した。遊離体エストロゲン（図Ⅲ-3）につい

ては、E2 は疑似嫌気条件下においても減少し、2 時
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間後には検出下限値以下になった。一方E1濃度は、

実験開始後 6 時間後までは大きな変化が見られなか

ったが、MLDO が上昇した時点で急激な低下が観測

された。以上より、E1 の減少速度は、硝化の進行の

有無にかかわらず、溶存酸素濃度に大きく依存する

と推定された。EE2（検出下限値 0.5ng/L）はいずれ

の試料においても検出されなかった。エストロゲン

硫酸抱合体（図Ⅳ-3）は、②と同様の傾向を示した。 
２．３．エアレーションタンク後段を無酸素条件に

設定した連続実験 

１） 実験方法 

連続実験は、茨城県霞ヶ浦流域下水道湖北処理場

内の実験施設室内に設置した標準活性汚泥法実験プ

ラント（有効水深 2m、最初沈殿池容量 0.5m3、反応

槽容量 2m3、最終沈殿池容量 0.5m3、HRT＝8 時間、

SRT＝約 10 日、返送比＝0.4）を用いて実施した。

なお、本報告の連続実験は、夏季の 3 週間に行われ

たものであり、期間中の水温は 25～27℃程度であっ

た。また、本実験では、4 つに区切った反応槽の末

部の送風を、最低限撹拌が行える程度に絞り、擬似

的な無酸素状態とした。 
２） 測定方法 

 測定対象物質は、遊離体エストロゲンの E2、E1、
E3（エストリオール）、合成エストロゲンの EE2 の

計 4 化合物である。これらの物質の分析計量は週１

回、反応槽の 4 箇所および二次処理水でスポット採

取した試料のろ液について実施した。分析方法は、

下水試験方法 11) によった。一般項目（MLSS/VSS、
DOC、NH4

+-N、NO2
- -N、NO3

- -N）の分析計量は、

週 2 回、エストロゲン分析用試料と流入水および最

初沈殿池流出水試料をそれぞれスポットサンプリン

グして実施した。 
３） 実験結果と考察 

実験期間中の反応槽の平均汚泥濃度は MLSS/VSS
＝1575/1230mg/L であった。図 1 に示すように、二

次処理水中の溶解性窒素の形態は98%以上を硝酸性 
窒素が占め、概ね硝化が進行していた。また、反応

槽末部の無酸素条件（図 2）下では、わずかに内生

脱窒が観察された。遊離体エストロゲンは、E2 およ

び EE2 は、いずれの試料においても検出されなかっ

た。E3 は好気槽前段では検出されたが、後段および

二次処理水では検出されなかった。E1 は、図 3 に示

すように、好気条件下では流下方向に沿って減少す

る傾向が見られたが、無酸素槽および最終沈殿池で

は増加する傾向が見られた。このことから、易分解 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
性有機物が分解された後の無酸素条件下で、E1 が増

加する何らかの機構が存在する可能性が考えられた。

E1 は、抱合体エストロゲンの脱抱合、活性汚泥から

の脱着・放出、分解代謝物の還元等により生じると

考えられる。今後は E1 が増加する機構の詳細につ

いて検討を行っていく予定である。 
 

３．まとめ 

 本研究の達成目標と、それに対応する主な研究成

果は、以下のとおりである。 
１） 下水中のエストロゲンの迅速測定法の提案 

① ELISA法による17β-エストラジオールの測定 

下水試料中の 17β-エストラジオール（E2）の抽出

方法として、 
１）C18 固相抽出＋メタノール溶出 
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２）C18 固相抽出＋ジクロロメタン溶出 
の２つの設定方法を比較した。両手法とも、E2 の回

収率は確保されていた。結果は、武田薬品工業製の

ELISA キット、Assay Design 社製の ELISA キットと

も、 
[機器分析による測定結果]＜[C18 固相抽出＋ジク

ロロメタン溶出による測定結果]＜[C18 固相抽出＋

メタノール溶出による測定結果] 
となり、ジクロロメタン溶出の場合の方が、交差反

応・妨害を示す他の物質を分離することが可能であ

ると推定された。武田薬品工業製 ELISA キットと

Assay Design 社製の ELISA キットを比較すると、武

田薬品工業製 ELISA キットの測定結果の方が、機器

分析による測定結果に近い傾向がみられた。しかし、

依然として、ELISA 法による測定結果は、機器分析

のそれを大きく上回っているため、さらに一層のク

リーンナップ等を実施する必要があると考えられた。 

② ELISA法によるエストロンの測定 

水中のエストロン（E1）を定量する ELISA キット

を開発し、下水試料の前処理法として、①冷蔵保存、

C18 固相抽出（ジクロロメタン溶出）②採水時にア

スコルビン酸による固定化、冷蔵保存、C18 固相抽

出＋フロリジル固相抽出＋アミノプロピル固相抽出

の２つの設定方法について、ELISA 法による測定結

果と LC/MS/MS 法による測定結果を比較した。 
二次処理水では、①、②のいずれの方法でも、

ELISA 法による測定結果は、LC/MS/MS 法による

測定結果の 1.5 倍程度以内であった。 

③ 下水試料中の ELISA 法測定妨害物質除去に関す

る検討 

下水試料中のE2、E1測定用ELISA法における、

交差反応及び妨害物質を除去する簡易な前処理法と

して、SS 除去、ヒューミン分画の分離およびフミ

ン酸分画の分離について検討し、特に生物処理を受

ける前の段階の下水試料に関しては、フミン酸分画

の分離が効果的であることが推察された。 
２）微量化学物質の下水道での挙動把握 

① エストロゲンの下水処理過程での挙動の解明 

・下水処理プロセスでのE2、E1は、初沈での減少は

なく曝気槽内で減少しており活性汚泥により容易に

分解された。 
・流入水、二次処理水中のエストロゲン抱合体の濃

度は、遊離体の濃度に比べ数倍から100倍程度高い

ことが分かった。 

・20 箇所の下水処理場においてエストロゲン及びエ

ストロゲンの遊離体及び抱合体の実態調査を実施し

た。この結果、E2、E3 は、下水処理で高い除去が認

められたが、E1 は 50％程度の除去であった。また、

これまで報告例が少ないエストロゲン抱合体の流入

下水、二次処理水中の存在濃度を明らかにし、これ

らにはエストロゲン抱合体として存在するエストロ

ゲンがかなり多いことが明らかになった。従って、

遊離体だけではなく抱合体を含めたエストロゲンの

挙動解析が必要と考えられる。また、エストロゲン

抱合体の一部は下水処理を受けることにより増加す

る場合が見られ、流入下水中には測定対象以外の形

態のエストロゲンが存在していることも考えられる。

しかし、エストロゲン抱合体の分析においては、回

収率が低いため、改善が必要である。 

・下水処理の好気工程におけるエストロゲンの遊離

体及び抱合体の挙動特性をラボスケールの実下水を

用 い た 連 続 実 験 装 置 に お い て 検 討 し た 。

MLDO>5mg/L、SRT=60 日という好気的生分解に

有利な処理条件においては、遊離体エストロゲンの

除去は完全に行われ、エストロゲン硫酸抱合体も減

少を示したが、依然、抱合体は二次処理水に残留す

る結果となった。好気条件下では、エストロゲン硫

酸抱合体の難分解性が強いことが明らかになった。 
・下水処理場の生物処理工程（エアレーションタン

ク）におけるエストロゲン関連物質の変化を考察す

るために、エアレーションタンクにおける流下過程

を再現した MLDO 制御の好気回分実験を実施した。

① 嫌気条件下では、E1 はやや増加する傾向が見ら

れたが、吸着態の再溶解、E2 からの生成、硫酸抱合

体の脱抱合やそれ以外の要因により生成が生じてい

ると推定された。② 曝気工程終了時の MLDO を

0.5mg/L に制御した系列では、硝化が進行し、E2 の

減少は観察されたが、E1 については実験期間中を通

じて大きな変化は見られなかった。③ 曝気工程終了

時の MLDO を 3.0mg/L に制御した系列では、硝化が

進行し、E2 の減少は見られたが、MLDO が低い段

階では E1 については変化が見られなかった。しか

し、MLDO が 3mg/L 程度に達した時点で急激に減少

した。以上より、E1 の減少速度は、硝化の進行の有

無にかかわらず、溶存酸素濃度に大きく依存するこ

とが明らかとなった。 
・連続実験のエアレーションタンクの後段部分を無

酸素条件に設定した連続実験では、硝化が進行し、

無酸素条件下ではわずかながら内生脱窒が観察され

た。溶解性 E1 の濃度は、無酸素条件下および最終
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沈殿池での増加が観察された。 
以上から、溶解性エストロゲンの挙動は、エアレ

ーションタンク末端での溶存酸素濃度の設定に大き

く依存することが明らかとなった。E1 は、E2 やエ

ストロゲン抱合体の代謝生成物であると考えられ、

これらの物質からの生成速度と、E1 の減少速度との

差によって E1 濃度が決まると考えられるため、こ

れらの点に配慮した検討も進めていく必要があると

考えられる。 
・10 ヶ所の下水処理場において合成エストロゲンの

エチニルエストラジオール（EE2）の実態を調査し

た。HR-GC/MS、LC/MS/MS の機器分析と ELISA
により測定したところ、流入水、処理水中の EE2
濃度は極微量であることが分かった。最も高感度で

検出可能な HR-GC/MS によれば、流入水ではすべ

て nd、処理水では nd から 0.28ng/l であった。 
② ノニルフェノール類の下水処理過程での挙動の

解明 

・ノニルフェノールポリエトキシレート（NPnEO）

は、活性汚泥処理ではNPまでは分解されず、NPnEO，

ノニルフェノキシ酢酸（NPnEC）のどちらの形態に

おいてもEO付加モル数1～4までの分解にとどまる傾

向が見られた。 
・NPnEO を、唯一の炭素源として、DO を 1mg/L 程

度の下水処理のエアレーションタンクと同様な条件

の下で、好気的に連続系で処理した際に、鎖長 n=1
～4のNPnEOの活性汚泥への蓄積とNP の生成が観

察された。この活性汚泥を用いて、飽和溶存酸素濃

度の条件下で、短鎖長の NPnEO の好気回分分解試

験を実施したところ、ノニルフェノール（NP）の生

成は見られなかった。このため、短鎖長の NPnEO
から NP の生成反応には、高濃度の溶存酸素濃度は

阻害的に働き、低 DO 濃度が必要であると考えられ

た。 
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下水道による水環境への影響に関する調査 

水環境研究グループ水質チーム   上席研究員 鈴木 穣   

                                      主任研究員 宮島 潔 

                                      主任研究員 阿部千雅 

                                      主任研究員 岡安祐司 

 

第１章  汚濁物質の循環機構に関するモデルの構築 

 

１．はじめに 

下水道の整備に伴い河川水に占める下水処理水の割合が変化し、下水処理水が放流先河川の水生生態系に与える

影響が大きなものとなっている可能性がある。また、これらの整備により都市排水の排出形態が変化し河川の流量

や水質そのものにも変化を及ぼしていると考えられる。特に都市域では水資源の再利用に伴い、下水処理水の河川

へ占める割合は大きくなっており、再利用比率が 90％を超えるような河川も報告されている。しかしながら、こう

した都市河川の実態を明らかにするための実証的調査はほとんど行われていない。  

本調査では、下水道の整備が河川流域の変化に与える影響（河川水量、有機物、栄養塩類等の物質の循環等）を

把握するとともに、このような変化が河川水質や水生生態系といった水環境に及ぼす影響や、下水処理水中に存在

している化学物質、特に女性ホルモン作用を持つ物質（内分泌攪乱物質）が魚類を始めとした水生生物に及ぼす影

響について検討するものである。 

平成 17年度は、下水道整備等の流域条件が水・物質循環に与える影響を検討するため、下水道整備途上の千葉県

の手賀沼流入河川である大津川を対象に、過年度までに構築した汚濁解析モデルを用いて、既往の水質実態調査結

果をもとにキャリブレーションを行い、年間の汚濁負荷流出の実態を推定した。 

 

２．水量・水質の循環機構に関するモデルのキャリブレーション 

 平成 16年度に大津川流域を対象に構築した Wallingford 社の InfoWorks（HydroWorks の機能を含む上位版ソフト

ウェアでいくつかの機能が付加されている）を使用した流出解析モデルを用いて、汚濁負荷流出解析を行った。キ

ャリブレーションに際しては、平成 16 年度報告書にて報告した既往の実態調査結果（流量、水質について、晴天時

５回、雨天時３回調査を実施）、河道情報、土地利用状況などの流域情報を利用した。 

 

３ 汚濁負荷量収支の検討 

 キャリブレーションを実施した後の汚濁流出解析モデルを用いて、平成 15 年度に関して、年間汚濁負荷流出量を

推定した。 

３－１ 水収支 

  大津川流域の水収支の推定結果を図―１に示す。水収支としては、上水道給水系の排水、降水による表面流出、

地下水に大別される。晴天時には、事業系排水や浄化槽等の人工系排水が河川に流入するが、下水道などによって

系外へ放流されるものがある。雨天時には、表面流出する雨水が河川に流入し、河川流量を大きく変動させる。雨

水の一部は地下への浸透と蒸発散などにより消失する。地下水の収支については、他にも地下水揚水による利用や

生活系排水の漏水や散水による地下への浸透などが考えられるが、実態が把握できないことから、モデル上では、

すべて人工系流出に含ませるものとして計算した。また、農水の収支については省略している。なお、雨天時にお

いて、降雨初期に表面を濡らして水溜まりを作ったり、一部地下へ浸透して消失したりする量、および雨水管など

の人工系に流入し系外放流される量は、初期損失値としてモデル上に組み込んである。また、蒸発散で消失する分

は流出係数に反映させ、表面流出量を算出している。地下浸透と蒸発散を除いた残りが表面流出し、河川に流入す
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ることになる。なお、年間降水量は、気象庁我孫子観測所（千葉県我孫子市）における平成 15年度のデータを用い

た。（年間総降水量 1,751mm） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３－１ 負荷量収支 

 大津川流域の負荷量収支としては、生活系汚濁負荷量、事業系汚濁負荷量、自然系汚濁負荷量および畜産系汚濁

負荷量に大別される。小流域内での汚濁負荷量を算定する原単位は、平成 16年度にとりまとめた値（表―１、２）

を用いた。年間の負荷量収支は、年間の水収支をベースにシミュレーションを行い、大津川河口の手賀沼へ流達す

る負荷量として整理した。 

 

表―１ 排出原単位 

形態 単位      BOD 備考 

単独浄化槽 g/人・日 35 ① 

合併浄化槽 g/人・日 4 ① 

生活系 

 

し尿処理場 g/人・日 30 ① 

水田 g/ha・日 88 ② 

畑地・雑地 g/ha・日 88 ② 

山林 g/ha・日 8.42 ② 

自然系 

市街地 g/ha・日 8.42 ② 

牛 g/頭・日 12.8 ② 畜産系 

豚 g/頭・日 6.0 ② 

        出典）① 環境庁「生活雑排水対策指針」 

           ② 千葉県公害防止計画水域別汚濁負荷量（BOD）の作成 

 

農水

上水道
給水系

地下水
流入

表層土層

降水 蒸発散

1,751
（100%）

524
（30%） 635

（36%）

表面流出

系外放流

人工系流

系外放流

地下水 地下水流

102
（6%）

浸透

490
（28%）

流入

農水

基底流量
548

（31%）

晴天時
280

（16%）

雨天時
915

（36%）
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表―２ 汚濁負荷量 

小流域 No. 生活系 事業系 自然系 畜産系 合計 小流域 No. 生活系 事業系 自然系 畜産系 合計 

OT-01 

OT-02 

OT-03 

OT-04 

OT-05 

OT-06 

OT-07 

OT-08 

OT-09 

OT-10 

OT-11 

OT-12 

OT-13 

OT-14 

OT-15 

OT-16 

OT-17 

OT-18 

OT-19 

OT-20 

OT-21 

16.7 

1.7 

11.2 

11.6 

87.3 

2.9 

5.1 

8.0 

11.6 

1.3 

26.2 

0.7 

28.3 

5.0 

122.5 

0.5 

29.5 

63.4 

51.5 

97.3 

112.4 

0.7 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.1 

0.4 

1.9 

1.8 

0.7 

8.8 

3.7 

1.1 

5.2 

0.0 

0.9 

0.4 

1.8 

9.6 

5.4 

7.0 

1.1 

1.2 

1.9 

1.4 

1.9 

1.3 

1.8 

2.8 

1.9 

6.0 

3.1 

2.7 

1.0 

2.6 

1.8 

2.4 

8.7 

4.3 

4.3 

2.5 

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.4

0.0

0.0

0.0

24.4

2.8

12.4

13.5

88.7

4.8

6.5

10.2

16.3

5.0

32.9

12.6

34.7

7.1

130.3

2.3

32.8

72.9

57.6

111.2

120.3

OT-22 

OT-23 

OT-24 

OT-25 

OT-26 

OT-27 

OT-28 

OT-29 

OT-30 

OT-31 

OT-32 

OT-33 

OT-34 

OT-35 

OT-36 

OT-37 

OT-38 

OT-39 

OT-40 

OT-41 

OT-42 

75.0

196.8

2.6

29.5

62.2

57.6

26.8

31.5

139.5

55.4

49.8

38.8

14.6

7.7

14.1

113.1

231.3

21.5

10.8

266.9

162.9

2.8

0.8

0.0

0.4

3.2

3.9

0.0

0.0

0.8

0.6

0.2

0.0

0.7

0.1

0.0

1.0

4.4

2.2

0.2

10.8

17.9

3.7 

4.4 

1.7 

3.3 

8.1 

1.2 

1.5 

0.4 

2.4 

2.0 

5.2 

5.2 

1.0 

1.0 

2.1 

6.1 

2.3 

3.9 

1.3 

3.2 

10.7 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.9 

81.5

202.0

4.3

33.2

73.5

62.7

28.3

31.9

142.7

58.0

55.2

44.0

16.3

8.8

16.2

120.2

238.0

27.6

12.3

280.9

192.4

    合計 2303.1 92.8 132.7 1.3 2529.9

 

年間の負荷量収支を模式的に描くと、図―２のとおりとなる。原単位法による年間総排出負荷量は、約 923tBOD/

年と算出された。一方、シミュレーション結果による流達する負荷量は、晴天時が約 121tBOD/年、雨天時が約

1,054tBOD/年と算出された。流達率は、晴天時で 13.1％, 雨天時は 114.1％となり、総流達率は合計で 127.2％と

なった。これらの結果から、大津川流域では、晴天時には、排出された負荷が河道などの流域内に留まり、雨天時

に掃流される機構が存在することが示唆された。原単位法により積算した排出負荷量に比べて、推定総流達量がや

や大きな値をとっているのは、原単位は幅広い分布の中の平均的な数値を採用していることから、やや過小評価に

なったり、過大評価になったりする側面があることが考えられる。河川の基底負荷量も加味したシミュレーション

結果から大津川の水質（BOD 年平均）を算定すると、晴天時で約 9mg/L、雨天時で約 23mg/L となった。 
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表―３ シミュレーション結果による水質の推定 

 

 

負荷量 

t/年 

流量 

m3/年 

水質（BOD） 

mg/L 

晴天時 

雨天時 

289.2

1,343.1

33,897,270

57,369,478

9 

23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図―２ 年間負荷量収支図 

 

４．まとめ 

下水道整備等の流域条件が水・物質循環に与える影響を検討するため、下水道整備途上で比較的単独浄化槽やし

尿処理場等からの排出負荷量の割合が大きい千葉県の手賀沼流入河川である大津川を対象に、過年度までに構築し

た汚濁解析モデルを用いて、既往の水質実態調査結果をもとにキャリブレーションを行い、年間の汚濁負荷流出の

実態を推定した。BOD 流達率は、晴天時では 13.1％, 雨天時を含めた総流達量を考えると 127.2％となった。これ

らの結果から、大津川流域では、晴天時に排出された BOD 負荷が河道などの流域内に留まり、雨天時に掃流される

機構が存在することが示唆された。 

単位
　上段　t/年
　下段  年間総排出負荷量に対する割合 %

（生活系） （事業系） （畜産系） （自然系）
排出負荷量 排出負荷量 排出負荷量 排出負荷量
単独浄化槽 事業場等 牛 水田

556.8 33.9 0 7.4
60.3% 3.7% 0.0% 0.8%

合併浄化槽 豚 畑地・雑地
34.2 0.5 33.6
3.7% 0.1% 3.6%

し尿処理場等 山林
249.6 1.1
27.0% 0.1%

市街地
6.3
0.7%

排出負荷量計 排出負荷量計 排出負荷量計 排出負荷量計
840.6 33.9 0.5 48.4
91.0% 3.7% 0.1% 5.2%

晴天時流達負荷量
121.1
13.1%

雨天時流達負荷量
1054.0
114.1%

単位
　上段　t/年
　下段  年間総排出負荷量に対する割合 %

（生活系） （事業系） （畜産系） （自然系）
排出負荷量 排出負荷量 排出負荷量 排出負荷量
単独浄化槽 事業場等 牛 水田

556.8 33.9 0 7.4
60.3% 3.7% 0.0% 0.8%

合併浄化槽 豚 畑地・雑地
34.2 0.5 33.6
3.7% 0.1% 3.6%

し尿処理場等 山林
249.6 1.1
27.0% 0.1%

市街地
6.3
0.7%

排出負荷量計 排出負荷量計 排出負荷量計 排出負荷量計
840.6 33.9 0.5 48.4
91.0% 3.7% 0.1% 5.2%

晴天時流達負荷量
121.1
13.1%

雨天時流達負荷量
1054.0
114.1%
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第２章  水質と水生生物との関連性の検討 

 その１ 下水処理水に含まれる栄養塩がノリの品質に与える影響に関する調査 

 

１．はじめに 

 ダム開発，森林荒廃や都市化の進展など流域の変化，また水利用の高度化等に伴い，流域から河川を経由し海域

へ供給される栄養塩の物質収支が変化し，沿岸海域生物に影響を与えているとの指摘がある。本研究では，都市域

から海域に供給される下水処理水中に含まれる栄養塩が，ノリの生長に与える影響について平成 16年度から継続的

に調査している。H16 年度には，実際にノリ養殖の行われている海域の流域内２箇所の異なる処理場の処理水を用

いたノリの室内培養実験を行い，実験の濃度範囲内においては下水処理水がノリの生長を阻害しないこと，処理水

中の栄養塩がノリに利用されること等を確認した。平成 17 年度も平成 16 年度と同じ海域の流域内処理場の処理水

とノリ養殖が実際に行われている時期の現地海水とを用いて室内培養試験を行い，処理水中の栄養塩類がノリの品

質（色，味等）に与える効果について調査するとともに，対象地先海域において処理水の拡散状況を把握するため

の現地観測及び水質調査を行ったので，結果について報告する。 

 

２.室内培養試験 

2.1 調査方法 

2.1.1 実験材料 

1) 対象下水処理場と処理水 

 実際にノリ養殖の行われている海域の沿岸部に位置する処理場を対象とした。処理能力 14,200m3/日(H16 年度末

時点），標準活性汚泥法の処理場である。実験では最終沈殿池越流水を平成 18 年 2 月の晴天時の一日間，1 時間間

隔で 24回採水したものを，管路圧送を一部区間で採用していることを勘案して等量比により混合して処理水試料と

した。 

2) 現地海水 

 現地海水は，処理水やノリ養殖の影響が直接ないと考えられる近傍の海岸（対象処理場から約 20km 南）の海水を

用いた。採水は 2月の晴天時に行った。 

3)河川水 

 処理水が放流先河川でまず河川水と混合しその後海域に流入することを再現するため，近傍海域に最も大きな影

響を与えている直近一級河川の順流域最下端で採水したものを河川水試料とした。 

3) 供試ノリ 

ノリは一般に養殖に用いられるスサビノリ品種を用い，冷凍網に着生している葉体を用いた。 

2.1.2 実験方法 

1) 試験区設定と培養液の作成 

 表１に実験条件の設定を示す。ノリ養殖が行われている海域の現状を勘案し，海水と淡水（河川水及び処理水の

混合液）の混合割合は一定とし，淡水中の河川水と処理水の割合を変化させた実験区を設定した。海水と淡水の混

合割合は別途実施した現地海域の塩分濃度観測結果から算出し,4.4%に設定した。また淡水中の処理水割合について

は，河川流量の季節変動等を考慮して，60%から 0%までの間で設定した。また，河川水に人工的に窒素(NaNO3)及び

リン(K2HPO4)を添加した対象区も設定した。培養液の水質を表 2に示す。 

 2) 培養方法及び測定項目 

 各条件とも培養液を水槽に満たし，培養液攪拌のためにエアレーションを施して、これに全長 5cm 程度以 
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下のノリ葉体が付着しているノリ網を目合いの 3 辺ずつに切り取って入れ、8 日間培養した。水槽内の栄養塩濃度

が下がりすぎないよう，培養液は 4日間毎に水質測定し、その後培養液の交換を行った。 

培養条件は，水温 15～18℃，照度 5,000～7,000 lx（3 波長型昼白昼蛍光灯による人工照明），光周期 11 時間明

期 13 時間暗期に設定した。 

全試験区の実験開始時と培養液交換時，実験終了時及び下水処理水原液を対象として各態窒素，各態りんを分析

した。また，ノリ葉体の葉長・葉幅・湿重量を４日に１回測定するとともに，開始時及び終了時の葉体について，

吸光光度の測定，窒素，炭素，リン含有量のＣＨＮコーダによる測定，アミノ酸含有量のアミノ酸自動分析計によ

る測定を行った。各条件３連ずつ培養し結果は平均値とした。なおアミノ酸測定のみ分析の制約上 12 日間の培養後

の葉体を用いている。 

2.2 調査結果と考察 

2.2.1 生長比 

実験終了時の生長比を図 1に示す。湿重量の増加率（開

始時重量に対する比）を生長比として算出したところ，

全ての実験区でノリの生長がみられ，8 日間培養後の湿

重量は開始時の 7.3 倍～10.3 倍となった。培養水の窒素

濃度によって若干の生長差が見られるが、今回実験で設

定された処理水添加率の範囲においては、栄養塩濃度に

よる生長の顕著な違いは認められなかった。また実験区

①と対象区②の生長比の比較においてほとんど違い

が見られなかったことから，ノリの生長に対して処

理水中の栄養塩以外の成分による悪影響はないと考

えられる。 

2.2.2 葉体のアミノ酸含有量 

各試験区の培養後葉体の遊離アミノ酸量を比較し

た結果を図 2に示す。実験区①～③と対象区①の４

試験区の比較では，培養液中の処理水濃度が高いほ

どアミノ酸量が多い結果となった。アミノ酸生成に

は窒素などの栄養塩が不可欠であり，今回の実験に

おいては処理水中の栄養塩がアミノ酸生成に利用さ

れたと推測される。また遊離アミノ酸の中でもアラニン(甘味)、グルタミン酸(旨み)、アスパラギン酸(酸味)、グ

リシン(甘味)の 4 つのアミノ酸量が多いほどノリはおいしくなるとされる。4 種のアミノ酸組成を比較すると特に

アラニンの含有量の変動が大きいことが示された。ノリは窒素源としてアンモニア体窒素を用いた場合にはその吸

収は速やかで、吸収された窒素の相当量がアラニンに合成されるといわれている。処理水比率が高い試験区はアン

モニア態窒素濃度が高かったことがこの理由と考えられる。また処理水を添加せず栄養塩のみ人工的に添加した対
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図１ 培養水の初期 DIN濃度とノリの生長比 
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 図 2 ノリ葉体の遊離アミノ酸量 

表２ 培養液の水質      (単位:mg/L) 

D-TN NH4-N NO3-N D-TP PO4-P

実験区① 1.00 0.36 0.13 0.06 0.038

実験区② 0.77 0.27 0.14 0.06 0.035

実験区③ 0.57 0.16 0.16 0.06 0.036

対照区① 0.41 0.04 0.17 0.04 0.023

対照区② 0.91 0.04 0.73 0.06 0.039

表１ 試験区の設定      (単位:%)

自然海水 栄養塩

下水処理水 河川水 添加

実験区① 2.6 1.8 95.6 -

実験区② 1.8 2.6 95.6 -

実験区③ 0.9 3.5 95.6 -

対照区① 0 4.4 95.6 -

対照区② 0 4.4 95.6 ○

淡水
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象区②において栄養塩濃度が同程度である実験区①と比較してアミノ酸量がかなり低い値となっていたが，硝酸態

窒素を添加したことでアンモニア態窒素濃度が低くアラニン合成量が少なかったことが大きく影響していると考え

られる。処理水中の窒素，特にアンモニア態窒素はノリの味を良くする可能性があると考えられる。 

2.2.3  葉体色調 

 培養後の葉体の色調を吸光度により比較した。ノリ

葉体の属する紅藻類に含まれる主な光合成色素の吸収

極大波長を表 3に、また培養後の各試験区のノリ葉体

の特定波長における吸光度を図 3に示す。ノ

リの色調はノリの持つそれぞれの色素の割合

と量で決まるとされ，色素の生成にはアミノ

酸が不可欠であるが，栄養塩が不足するとア

ミノ酸合成が不十分となり，葉体の生長にア

ミノ酸が優先的に使われる結果色素が充分に

生成されず，ノリの色調が低下する。実験区

①～③と対象区①の４試験区の比較では培養

液中の処理水濃度が高いほど吸光度が高く，

処理水中の栄養塩が色素の生成に利用された

ことが推察された。ノリは色調が濃いほど品

質が良いと評価されるため，処理水による栄

養塩の供給はノリの品質を高める可能性がある。 

 

３．処理水拡散状況調査 

3.1 調査方法 

 ノリ期前(10 月）及びノリ期中（2月）に有

明海域において現地海域調査を行った。潮周

りは中潮前後を選び，下げ潮時、干潮時、上

げ潮時、満潮時の時間帯に採水、観測等を行

った。対象とした処理場、放流先河川、地先

海域及びノリ網の位置関係図を図-4 に示す。 

 また，比較のため，近辺の流入河川及び対

象処理場処理水についても水質分析を行った。 

 水質分析は、T-N 、NO3-N、NO2-N、NH4-N 、

T-P 、PO4-P （以上の項目はろ過サンプルを

用いる）と窒素安定同位対比（ろ過しないサ

ンプルを用いる）とした。                図-4  地先海域調査地点関係図 

3.2 調査結果 

3.2.1 塩分濃度の観測による淡水の海域での拡散状況 

 ノリ期前の現地海域調査では処理水混じりの河川水が潮汐により海域でどのような拡散状況を示すか把握した。

満潮時に河川水（処理水混じり）は河口奥に停滞するが引き潮にのって表層付近をあまり上下混合せずに沖へ運ば

れる。次に上げ潮にのって，かなり上下混合しながら岸側へ戻ってくる。(図-5）このため引き潮時の表層塩分濃度

はかなり下がることが明らかになった。また干潮時の塩分濃度から，地先海域での海水への淡水混合率は 4.4%と推

定された。 

色素 性状 色 吸収極大波長
クロロフィルa 脂溶性 緑色 440、680nm付近
カロテン 脂溶性 黄色 450nm付近
フィコエリスリン 水溶性 紅色 495、565nm付近
フィコシアニン 水溶性 青色 620nm付近

表３ 紅藻類に含まれる主な光合成色素  
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図 3 特定波長におけるノリ葉体の吸光度 
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              図-5 塩分濃度観測結果 

 

3.2.2 アンモニア体窒素濃度の観測による河川水中での処理水の拡散状況 

 図-4 の中の河川Ｂの河口において，図-6.1，6.2 にしめすように横断方向，垂直方向にアンモニア態窒素を測定

し，下水処理水の放流先河川中での拡散状況を把握した。 

 表 4のとおり処理水は横断方向にはあまり拡散せず，鉛直方向に厚みのある水塊となって存在し，潮汐によって

そのまま流下方向に移動することが分かった。 
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表-4 河川 B 河口部における河川断面上の水質分析結果（アンモニ

ア態窒素） 

上げ潮、下げ潮時　調査地点　（Ｌｉｎｅ-Ａ）

河口部

100m
116m

A1 A2 A3 A4 A5

20m 20m 20m 20m 20m 16m

干潮時　調査地点　（Ｌｉｎｅ-Ｂ）

河口部

100m
116m
Ｂ１ Ｂ２ Ｂ３

28ｍ

43ｍ

45ｍ 7ｍ 8ｍ14ｍ 14ｍ

図-6.2 潮汐毎の水質観測点の配置 

【下げ潮】

調査点 A1 A2 A3 A4 A5

採取層 左岸 右岸

 0cm 0.10 0.08 0.09 0.15 0.63

 5cm 0.09 0.07 0.07 0.14 0.47

10cm 0.10 0.09 0.06 0.20 0.56

20cm 0.11 0.11 0.10 0.12 0.55

30cm 0.18 0.07 0.06 0.05 0.13

50cm 0.03 0.03 0.05 0.03 0.06

70cm - - - 0.03 -

【干潮】

調査点 B1 B2 B3

採取層 左岸 右岸

 0cm - 0.36 0.35 0.54 -

 5cm - 0.28 0.35 0.57 -

10cm - 0.32 0.55 0.58 -

20cm - 0.23 0.19 0.31 -

【上げ潮】

調査点 A1 A2 A3 A4 A5

採取層 左岸 右岸

 0cm 0.12 0.08 0.04 0.03 0.04

 5cm 0.07 0.08 0.04 0.03 0.04

10cm 0.07 0.07 0.04 0.03 0.04

20cm 0.05 0.07 0.04 0.02 0.03

30cm 0.04 0.04 0.04 0.02 0.02

50cm 0.03 0.03 0.04 0.02 0.02

塩分濃度(psu)

図-6.1 河川 B河口部での水質観測点 

処理場 
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3.2.3 窒素同位体の測定結果  

 本調査では，海域における下水処理水の拡散状況を把握するトレーサーとして窒素同位体を用いることの可能性

を確認するために分析を行った。今回の結果では、淡水の安定同位体の分析結果は通常いわれている値の範囲にあ

ると考えられたが、海域側との比較において及び処理水の値をみると、通常いわれる関係は認められなかった。こ

の理由は不明であるが、放流後処理水の挙動を知るためのトレーサーとしては利用できないものと考えられた。 

 

４．まとめと今後の課題 

本調査は，下水処理水に含まれる栄養塩類がノリの質（色，味）にどのような効果があるかを，なるべくノリ養

殖現場に近い条件の中で検証する目的で実施したものである。本調査の結果から，下水処理場から放流される処理

水中の栄養塩は、実際の海域で想定される範囲の濃度においてはノリの生長を阻害することはなく，品質を高める

ことに大きく寄与する可能性が高いことが示された。 

しかし処理水が淡水であることや水温が高めであることなど，成分以外の要素の中にはノリの生長に悪影響を与

える可能性のあるものもあり，今後はこれらの要素のノリへの影響等について検討する必要がある。さらに，ノリ

の養殖が行われる海域が閉鎖性水域である場合には，処理水による栄養塩の海域への供給が富栄養化を助長しかね

ないという指摘もあり，ノリへの栄養塩の供給という目的での処理水の活用にあたってはこれらの指摘について充

分検討した上で対応する必要がある。 
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第２章 その２ 環境ホルモン関連物質の生物への蓄積 

 

1. はじめに 

近年では様々な微量物質が生物に及ぼす影響が懸念されるようになってきている。その中の一つとして、

化学物質が次世代に影響を及ぼすという内分泌攪乱化学物質（いわゆる環境ホルモン物質）問題が世界的に

も大きな問題として取り上げられた。  
これらの化学物質が実際の環境中において生物へ与える影響は、水からの直接暴露だけでなく、餌を通じ

た化学物質の取り込みによる部分もあり、正確な影響評価を行う上では、餌を含めた評価が必須である。し

かし河川環境中でエストロゲン様物質やエストロゲンがどの程度生物に蓄積されているかという情報につい

ては、アルキルフェノールを中心に報告 1-4)があるが、エストロゲンについては魚類の体内に女性ホルモンが

存在していることもあり、その濃縮性については調査した事例が殆ど見られない。また河川生態系を構成す

るその他の生物(付着藻類、底生生物)については、Ahel らの報告 5)や Takahashi らの報告 6)などを数えるに過

ぎない。 
そこで本研究では、下水処理水を放流する実験水路を用いて微量物質の一つである環境ホルモン関連物質

の生物相への移行について、基礎情報を得ることを目的とした。 
 

2. 方法 

河川では自然的攪乱によって日常的に藻類の増殖環境が大きく変化している。藻類の増殖段階によって、

エストロゲン様物質およびエストロゲン類の藻類への取り込み速度が変化することも、考えられるが、増殖

段階を考慮した研究例は殆ど見られない。そこで河床へのエストロゲン様物質及びエストロゲン類の移行量

を評価することを目的に、人工水路を用いた実験系を利用し実験を行った。 
 

(1) 実験水路 
水中から河床の付着藻類へのエストロゲン類の蓄積について、流

量変化や水質の変動をできるだけ抑制した条件下で試験するために、

茨城県霞ヶ浦浄化センター（湖北処理場）内に高度処理水を流下さ

せる人工水路を設置して実験を行った。 
実験に使用した人工水路を図 1 に示す。この水路は幅約 30cm、

長さ約5mで、河床にφ3～5cmの礫を敷き詰めた構造である。また、

水路内に素焼き板（9×9cm）を設置し、単位面積あたりの生物量の

把握に用いた。 
なお、実験水路の物理環境は、流速は平均で 0.16m/s（n=3，0.14

～0.18）、水温はロガーにより記録した結果、変動幅はおよそ 15～
18℃の範囲内であった。 

 
(2) 藻類回収作業 
試験は平成 18 年 1 月 20 日から 2 月 16 日の期間で実施し、藻類の回収は藻類の増殖速度を考慮しながら行

った。その結果、実験開始から 3(1/23)、11(1/31)、20(2/9)、27 日(2/16)後に採取を行った。 
藻類の回収操作は、人工水路内に設置した小石を手で静かに掬いとり、Milli-Q 水を約 1～2Ｌ程度ステン

レスバケツに移し、手で付着した藻類を擦り落とした。また人工水路の最下流部にプランクトンネット

（NXX13：オープニングメッシュ 100μm）を設置しておき、藻類を水路から掬い取った際に剥離した藻類

の回収を行い、合わせて藻類をステンレスバケツに移した。 
また、人工水路内に設置したトンプラットについては、静かに手で持ち上げ、バットの上に持っていき、

ハブラシを用いて一定面積の付着藻類を擦り落とした。この試料を蒸留水を用いてポリビンに移した。この

作業は２回繰り返し、1 検体についてはクロロフィルａの検体とし、もう一検体については、グルタルアル

デヒド溶液を用いて藻類を固定し、顕微鏡観察用の検体とした。 
 

図 1 実験用人工水路 
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3. 結果 

 (1) 付着藻類の状態 
付着板から一定面積量回収した付着藻類について、

クロロフィルａの測定結果及び藻類の全出現細胞数

を整理した結果を図 2 に示す。また藻類優占種の推

移を表 1 に示す。 
出現した実験期間中に出現した種は 2 綱 4 目 8 科

10 属 26 種であり、種数としては珪藻類の出現種が

多かった。特に出現の多い種は、Synedra rumpens や 
Gomphonema parvulum，Nitzchia palea，Stigioclonium 
sp.であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 

(2) 供給水の水質 
①一般項目（SS, BOD, 窒素, リン, D-TOC） 
実験期間中の一般項目の経時変化を図 3 に示す。ＳＳについては実験期間中 0.5mg/L 以下の低い値で推移

した。Ｄ・ＴＯＣについては 2/3 に 6.5mg/L を示したのを除くと、4～5mg/L の範囲で推移した。またＢＯＤ

については 2/9 の値が実験期間中最も高い値を示した。窒素については硝酸態窒素が占める割合が高かった

が、1/24 調査時にはアンモニア態窒素の占める割合が高くなった。総リンについては 0.121～0.217mg/L で推

移しており、総リンに占めるオルトリン酸態リンの割合は、26～79％（平均：61％）であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
藻類の増殖制限因子としては一般に窒素及びリンであり、藻類への取り込み比は N:P＝16：1（Redfield ratio）

目安として利用される。ここで藻類の取り込みに直接関係のある無機の形態について整理すると、ＤＩＮ／

ＩＰ比は 46～152（平均：78）となっており、リンが制限因子であることが推測された。ただし下水処理水

には藻類の増殖には十分なオルトリン酸態リンが存在しており、栄養塩類によって藻類増殖が制限されてい

る可能性は低いものと考えられる。 
②エストロゲン類及び合成エストロゲン 
エストロゲン類として遊離態のエストロゲン（エストロン：Ｅ1、17βエストラジオール：Ｅ２、エストリ

オール：Ｅ３）及び抱合態のエストロゲン（グルクロン酸抱合態、硫酸抱合態）について分析を行った。ま
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PO4-P その他の形態のリン

種　　名 出現細胞数 種　　名 出現細胞数 種　　名 出現細胞数 種　　名 出現細胞数

第１優占種 Aulacosira varians 21 Synedra rumpens 3,436 Gomphonema parvulum 699,150 Gomphonema parvulum 3,495,750

第２優占種 Synedra rumpens 18 Gomphonema parvulum 2,722 Synedra rumpens 142,200 Nitzschia palea 2,488,500

第３優占種 Synedra ulna 18 Synedra ulna 481 Synedra ulna 116,130 Stigeoclonium sp. 2,014,500

第４優占種 Navicula confervacea 12 Gomphonema clavatum 481 Nitzschia palea 68,730 Synedra rumpens 1,244,250

第５優占種 Stigeoclonium sp. 2 Gomphonema pseudoaugur 100 Navicula seminulum 54,510 Gomphonema pseudoaugur 1,007,250

2月16日1月23日 1月31日 2月9日

表 1 実験水路における付着藻類の優占種推移 

図 3 人工水路における水質の変化（一般項目） 
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た合成エストロゲン（エチニルエストラジオール：ＥＥ２）についても併せて分析を行った。その結果、Ｅ

３、エストロン-3 グルクロニド（Ｅ１－３Ｇ）、βエストラジオール－3、17 グルクロニド(Ｅ２－3＆17Ｇ)、
エストリオール－3、17 グルクロニド（Ｅ３－3＆17Ｇ）ＥＥ２については実験期間を通じて検出されなかっ

た。 
実験期間中のエストロゲン類の経時変化を図 4 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
エストロゲン類の内、検出濃度が高いのは、抱合態のエストロゲンであり、特に硫酸抱合態の検出頻度が

高いことが確認された。また硫酸抱合態の中でも、βエストラジオール－3 サルフェイト(Ｅ２－3S)、 βエ

ストラジオール－3、17 サルフェイト(Ｅ２－diS)は、他の検出されたエストロゲン類に比べ高い値であった。 
③ノニルフェノール関連物質 
ノニルフェノールエトキシレート（ＮＰnＥＯ）及びその分解生成物であるノニルフェノールフェノキシ酢

酸（ＮＰnＥＣ）、ノニルフェノール（ＮＰ）について分析を行った。実験期間中のノニルフェノール関連物

質の経時変化を図 4 に示す。ＮＰｎＥＯについては、実験開始の 1/17～2/9 までの期間はＥＯ付加モル数が

5 以下のものを中心として検出されたが、2/16、3/1 の調査ではＥＯ付加モル数が 5 以上の占める割合が高く

なった。ノニルフェノールフェノキシ酢酸については、実験期間を通じ、ＥＣ付加モル数が 6 以上のものは

検出されなかった。また実験開始の 1/17～1/23 にかけてＮＰｎＥＣは減少する傾向が見られたが、1/31 の調
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図 4 環境ホルモン関連物質の水中濃度変化 
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付着藻類中のノニルフェノールの濃度変化
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査時には実験当初の 1/17 と同じ程度の濃度となった。その後は大きな変動は見られず安定した推移を見せた。

ノニルフェノールについては 0.03～0.10μg/L で推移し、実験期間中を通じ大きな変動は確認されなかった。 
④エストロゲン様活性 
遺伝子組み換え酵母法によるエストロゲン様活性の測定結果と、ＮＰ、Ｅ１、Ｅ２の結果を比較し、これ

ら３物質がエストロゲン様活性にどの程度寄与しているか推定した。なおＮＰｎＥＣについてはエストロゲ

ン様活性がないことが確認されている。またＮＰｎＥＯについてはＮＰ１ＥＯ、ＮＰ2ＥＯに非常に弱いエス

トロゲン様活性が確認されているが、そのＥ２理論換算値がＮＰやＥ１、Ｅ２に比べ非常に低くなることか

らここでは活性の寄与について議論しないこととした。各物質の比活性値については、矢古宇らの方法 7)に

従いＮＰ=0.001、Ｅ１=0.3、Ｅ２=1.0 とした。その結果を同じく図 4 に示す。1/23,1/31 の調査時については、

エストロゲン様活性はＥ２、Ｅ１でほぼ説明できたが、1/17、1/20 の調査時についてはＥ１、Ｅ２ではエス

トロゲン様活性の半分程度しか説明できなった。また 2/16 の調査についてはエストロゲン様活性の殆どがＮ

Ｐ、Ｅ１、Ｅ２では説明できない結果となった。 
 

(3) 藻類中の環境ホルモン関連物質 
①エストロゲン類 
付着藻類中のエストロゲン類の濃度変化を図 5 に示す。遊離態のエストロゲン類についてはＥ１、Ｅ２が

検出された。また抱合態については硫酸抱合態（Ｅ１－３Ｓ、Ｅ２－３Ｓ、Ｅ３－３Ｓ）のみが検出され、

グルクロン酸が抱合したエストロゲン類は検出されなかった。経時的な変化に着目すると、特徴的な変化が

確認されたのはＥ１－３Ｓであり、藻類の増殖量の増加につれ、藻類への蓄積濃度が高くなる傾向が確認さ

れた。 
一方、Ｅ２－３ＳやＥ３－３Ｓについては、調査時における変動が大きく明瞭な傾向が得られなかった。

またＥ１、Ｅ２についても特徴的な変化は確認されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②ノニルフェノール関連物質 
付着藻類中のＮＰの濃度変化を図 6 に示す。ＮＰ濃度は調査開始時の 1/23 に 1100μg/kg-dry を示したが、

1/31 日調査では 340μg/kg-dry に減少した。その後の 2/9 調査時には同じ値を示したが、翌 2/16 調査時には

570μg/kg-dry となり、再び増加傾向となった。 
付着藻類中のＮＰｎＥＯの濃度変化を図 7 に示す。ＮＰｎＥＯについては付加モル数が 1～５の物質につ

いては、同じ傾向が得られ 1/31 調査時に最も高くなり、その後減少傾向となった。一方、付加モル数が６以

上の物質についての検出濃度は、付加モル数が 1～５の物質に比べ高い値であったが、経時的な変動はなく、

概ね実験期間を通じ安定した値で推移した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 付着藻類中のエストロゲン類濃度 

図 6 付着藻類中の NP濃度 
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付着藻類中のＮＰｎＥＣの濃度変化を図 7 に示す。ＮＰｎＥＣについてはＮＰ２ＥＣが最も高い濃度を示

した他、実験期間を通じて蓄積濃度が上昇する傾向が確認された。このような傾向はＮＰ３ＥＣについても

確認されたが、ＮＰ１ＥＣやＮＰ４ＥＣ、ＮＰ５ＥＣについては確認されなかった。一方、ＮＰＥＯでは付

加モル数が６以上の物質の検出濃度は、付加モル数が 1～５の物質に比べ高い結果であったが、ＮＰｎＥＣ

については付加モル数が６以上の物質は殆ど検出されなかった。 
 

4. 考察とまとめ 

本実験の結果から、エストロゲン類は藻類の生育段階に応じて蓄積量に若干の変動はみられるものの、そ

の差は小さく、概ね一定であった。従って、付着藻類の生物量および種構成が変化する遷移段階においても

エストロゲン類の蓄積量に大きな違いはないといえる。 
一方、ノニルフェノール関連物質については、藻類の生育段階に応じて蓄積量に大まかな傾向として次の

ような変化がみられた。 
供給水質については実験期間を通してほぼ一定であったことから、付着藻類中の環境ホルモン関連物質蓄

積量に変化が生じた場合の要因は、水質変化ではなく、付着藻類相への移行効率の変化とみなすことができ

るため、物質ごとの特徴は以下のようにまとめられる。 
 
・NP：藻類の生物量の増加（または種構成の変化）に対応して低下 
・NPEO：藻類の対数増殖期に上昇し、その後低下（付加モル数が小さいほど傾向大） 
・NPEC：藻類の生物量の増加（または種構成の変化）に対応して上昇（付加モル数が小さいほど傾向大） 
 
なお、種構成については細胞数からみると、いずれの生育段階においても基本的に珪藻類が優占していた

が、容積からみると実験後期には緑藻類の糸状体が多くみられるようになり、これらの違いがＮＰやＮＰＥ

Ｃの変化の要因である可能性が考えられる。 
また、付着藻類群集への環境ホルモン関連物質の蓄積に関するメカニズムとしては、「取り込み」と「吸着」

が考えられる。特にＮＰＥＯの場合は細胞数が短期間に急激に増加する対数増殖期に蓄積濃度が高くなって

いることから、取り込みによる作用が大きい可能性もうかがわれる。 
一方、環境ホルモン関連物質の影響把握や対策等を検討する際には、河川における物質収支の面からデー

タを整理する必要が生じる。この際、水中から河床への移行量を把握することが求められるが、河川の中で

は付着藻類等の生物群集が常に遷移していることから、現地調査からのデータをそのまま全ての時点に適用

付着藻類中のノニルフェノールエトキシレート（ｎ＝1～5）関連物質濃度の変化

付着藻類中のノニルフェノールエトキシレート（ｎ≧6）関連物質濃度の変化
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付着藻類中のノニルフェノールフェノキシ酢酸（ｎ＝1～5）関連物質濃度の変化

付着藻類中のノニルフェノールフェノキシ酢酸（ｎ≧6）関連物質濃度の変化
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図 7 付着藻類中の NP関連物質濃度 
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できるかどうかが課題となるが、今回の試験結果から、本実験でみられた傾向が有意な変化だとすれば、実

際の河川における環境ホルモン関連物質の収支計算を行う場合の河床への蓄積量（移行量）を見積もる際に

はノニルフェノール関連物質については、藻類量だけではなく、その遷移段階や構成種等を考慮する必要が

あるといえる。 
なお、今回の実験における課題としては、(i)実験が１回のみのため、これらの傾向を確認するためのデー

タの積み重ねが必要，(ii)含有量の経時的な変化が、バイオフィルムの質的な変化（シルト含有率や藻類群集

の変化）による影響であるかどうかまでは特定できない、といった点があげられる。 
従って、今後はさらにデータを積み重ねるとともに、シルト成分への吸着を評価する実験系を別途考える

など、新たな試験手法も取り入れていく必要がある。 
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第３章  生物検定法の高度化に関する検討 

   下水処理水による魚類曝露試験とその影響評価 

１  はじめに 

精巣内に卵を生成している雌雄同体魚の発見に端を発し、英国では、河川における雄魚の

雌性化という現象について 1980 年代後半から研究が進められてきた。フィールド調査と被疑

物質による曝露試験によって得られた研究成果として、雄魚の雌性化を引き起こす要因は、

主として下水処理場から放流される人畜由来の天然エストロゲンである 17β-エストラジオー

ルとエストロン、そして医薬品（ピル）として使用されている合成エストロゲンの 17α-エチ

ニルエストラジオールであることが明らかにされた。また、エストロゲン様構造をもつノニ

ルフェノール（非イオン界面活性剤の分解産物の一つ）が羊毛洗浄工場から多量に排出され

た河川では、同様の魚類影響が引き起こされたことも明らかにされた。 

日本の河川において雄魚の雌性化が引き起こされているのかを調べるため、国土交通省は、

平成 10 年（1998 年）から、全国の一級河川を対象とした水質、底質および魚類実態調査、

さらに下水処理場を対象とした下水処理実態調査に着手してきた。その結果、下水処理場で

高率に除去しているけれども、除去し切れなかったエストロゲンおよびエストロゲン様物質

が排出されていることが明らかにされた。 

また、河川における雄魚の雌性化については、平成 10 年から平成 13 年（2001 年）にかけ

て実施された上記魚類実態調査によって、29 河川 69 地点（ともにのべ数）における雄コイ

のエストロゲン影響が明らかにされた。雌性化の指標であるビテロジェニン（エストロゲン

の作用によって肝臓で生成される雌特異的な卵黄タンパク前駆物質）を血清中に 0.1µg/mL

以上生成している雄個体は 551 匹のうち 144 匹（26.1％）にみられ、エストロゲン作用によ

る影響が引き起こされていると疑われた。このうち、3～4 回の調査によって 30 匹以上の雄

コイを採捕することのできた 9 地点のデータをみると、各地点におけるビテロジェニン生成

雄個体の出現率は、当該地点の河川水のエストロゲン活性平均値に対しある程度の相関があ

る（相関係数 r=0.69）ことが判明した。 

しかしながら、河川に生息する雄コイがビテロジェニンを生成する可能性として、餌由来

の植物性エストロゲンや底質に存在するエストロゲン類が関わっているなどの疑問が残され

ている。さらに、日本では養殖コイが各地で放流されていることやコイの移動性など、水質

との相関を不明確にする要因が残されている。このため、下水処理場放流水のエストロゲン

作用と魚類の雌性化との影響要因の関係は依然として明らかになっていない。 

 

下水道の急速な普及によって下水処理水等の都市排水が都市河川に占める割合は急速に大

きくなりつつある。よって、下水処理水の比率が高い都市河川に存在するエストロゲンやエ

ストロゲン様物質が、魚類にどの程度影響を及ぼしているのか明確にする必要がある。さら

に、その状況によって下水道や都市排水の対策をとる必要があると考えられる。 

この問題に対処するため、土木研究所水質チームでは下水処理水による雄魚の雌性化につ

いて調べることとした。エストロゲン類の標準物質による魚類影響の解明は、他の研究機関

が進めているが、日本の水環境で起きている現象を知るためには、実際の下水処理水を対象

とすることが重要と考えられる。 
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２  本テーマの研究経過と本年度研究内容 

下水処理水が雄コイに及ぼすエストロゲン影響の有無、およびその程度を明らかにするた

め、下水処理水への直接的なコイ曝露試験法について検討し、曝露試験を繰り返し実施した。

その結果、早春に雌雄のコイを同所的に曝露した場合に限り、雄コイのビテロジェニン生成

が認められた。コイ曝露試験を継続的に実施している間、処理水のエストロゲン活性に変動

はみられなかったため、雄コイのビテロジェニン生成は、下水処理水のエストロゲン作用が

直接関与した可能性のほか、早春に始まる生殖活動の活性化にともなって、雄の体内で多量

に分泌されるアンドロゲン（男性ホルモン）をもとに酵素によってエストロゲンが合成され、

この内因性のエストロゲンが雄コイのビテロジェニン生成を誘導した可能性もあると考えら

れた。 

コイは、定期的に採血することが可能であるため、各個体の経時的変化を追跡することの

できる実験魚である。しかし、成熟に 2 年～3 年を要し、また成熟後の生殖周期も一年単位

であることから、実験魚として活用するには不便な点があった。さらに、コイヘルペスによ

ってわが国の水環境中および養殖中のコイが激減する現象が顕在化し、コイに生じる魚類影

響の判定がより複雑なものとされた。と同時に、実験用のコイの入手が困難となった。 

そこで、魚類試験で一般的に用いられているメダカを用いて、下水処理水のエストロゲン

影響を調べることとした。 

平成 15 年度は、コイ曝露試験を実施した下水処理場にて、同じ処理水（塩素消毒後に砂ろ

過処理をした場内用水）を用いてメダカ曝露予備試験を実施した。しかしながら、雄メダカ

ではビテロジェニン生成はみられず、この下水処理場の砂ろ過水では、メダカにエストロゲ

ン影響を及ぼさないほどに処理が進められていることが想定された。そこで、平成 16 年度は、

同処理場において、塩素消毒前の二次処理水を用いた曝露試験を追加し、砂ろ過水曝露試験

との比較を行った（Test A，B）。Test A では、2 週間の曝露によって、二次処理水試験区で

雄メダカのビテロジェニン生成を確認することができた。そこで、Test B は曝露期間を延長

して、両試験区における差異をもとに魚類影響要因を探ることとした。この結果、下水処理

水による魚類影響の主要因はエストロンであると考えられたが、砂ろ過水においてエストロ

ゲンが急激に上昇する現象がみられ、この場合に雄メダカのビテロジェニン生成も大きくな

る現象が確認された。 

 

本年度は二次処理水および砂ろ過水でのメダカ曝露試験を継続して、それぞれの処理水の

エストロゲン作用と雄メダカのビテロジェニン生成との関係を明らかして、処理レベルと魚

類影響との関係を明らかにすることとした。さらに、外因性の影響要因に感受性の高い稚魚

を用いて、稚魚期から若魚期での下水処理水の影響を明らかにすることとした。 

 

３  方法 

3.1  試験実施地点 

本研究での魚類曝露試験は、コイ曝露試験から協力を得ている下水処理場にて、コイ試験

と同じ場内用水（二次処理水に塩素消毒および砂ろ過処理を加えたもの）および塩素消毒前



－ 52 － 

の二次処理水を用いることとした。 

この下水処理場は、おもに家庭系排水を処理しており、処理および消毒方式は、一般的な

標準活性汚泥処理および塩素消毒が行われている。 

 

3.2  試験魚と現地魚類曝露試験システム 

試験対象魚は、過年度試験に継続してメダカ

Oryzias latipes を選定した。 

メダカは、成熟に要する時間が 3 ヶ月と短く、さ

らに、次世代を得ることが容易なため、わが国にお

ける魚類研究の中心となっている魚種である。エス

トロゲン作用による魚類影響の試験対象魚として、

環境省や OECD で確立が急がれている標準試験法と

しても採用が考えられており、データの蓄積が図ら

れている。 

 

メダカ曝露試験に用いる試験水槽は、水質チーム

が考案・作製した現場型魚類曝露試験システムを継

続して用いることとした（写真 1 参照）。 

この装置の特徴は、現地試験において新鮮な環境

水を導水するとともに、水温、流量、日照時間等の

試験条件を制御可能とするものである。試験水

を除いたその他の試験条件を統一することが可

能なので、複数の曝露試験において、水質と魚

類影響との関係を比較検討することが可能とな

る。メダカ曝露試験における試験条件を表 1 に

示した。これは、環境省の室内試験に整合させ

たものであり、現地試験としての変更点は、餌

を市販の粉末餌とし、自動給餌器を用いて与え

ることとした。 

 

3.3  曝露試験（Test C、Test D） 

Test C として、過年度と同様に成魚を対象とした曝露試験を実施した。今回は、二次処理

水試験区および砂ろ過水試験区ともに、雄メダカ 60 匹と雌メダカ 10 匹を投入し、6 週間の

曝露試験を行うこととした。続いて、6 週後にその水槽内で得られた卵を用いて Test D を行

うこととした。Test D では、孵化仔魚の初期減耗を考慮し、およそ 300 卵を試験開始時に準

備することを目標とした。 

 

 

項 目 条 件

 試験魚  ヒメダカ Oryzias latipes

 試験水  間欠流水式

 流量  0.5 L/min （30 L/h）

 試験温度  水温 26 ℃

 日長条件  16 時間－明， 8 時間－暗

 餌  粉末餌、一日あたり 3回の給餌

表1  メダカ現地曝露試験  条件一覧

写真 1  現地魚類曝露試験水槽 
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3.4  魚類影響指標 

魚類の雌性化を判定する指標（バイオマーカー）として、この分野の研究では一般的な指

標であるビテロジェニンを継続することとした。なお、この測定はメダカビテロジェニン－

ELISA キットを用いた。 

回収した雄メダカのビテロジェニン測定は、下記のとおり実施した。メダカを氷冷麻酔し、

動きの停止したメダカを 1 個体ずつピンセットで取り上げ、ペーパータオルで体表面の水分

を除去した後、電子天秤で体重を測定し、デジタルノギスで全長・体長を測定した。 

体重・体長などの測定後、解剖バサミで腹面の胸鰭基部を切開し、さらに腹面正中線上を

肛門の直前まで切り開いた。実態顕微鏡下でピンセットを用いて腹腔壁を押し広げて肝臓を

露出させ、消化管や胆嚢を破損しないように注意して肝臓を摘出した。肝臓に付着した脂肪

組織などは完全に除去した。摘出した肝臓はマイクロチューブ（容量 1.5mL）を風袋として、

電子天秤で重量を測定した。採取後の肝臓は直ちに冷却して、前処理に供するまで-80℃で凍

結保存した。 

肝臓が入ったマイクロチューブに氷冷した Buffer（メダカビテロジェニン－ELISA キット

の検体希釈液）を肝臓 1mg あたり 50µL 添加し、清浄なマイクロホモジナイザーでホモジネ

ートした。ホモジネート後、冷却遠心機で遠心処理（4℃、13,000ｇ、10 分間）し、肝臓組

織および脂肪などを分離して、マイクロチューブの中層に分離された肝臓抽出液を ELISA 測

定の試料として分取した。前処理操作はすべて氷冷下で行った。マイクロチューブに分注し

た肝臓抽出液は、ELISA での測定に供するまで-80℃で凍結保存した。 

肝臓抽出液は、メダカビテロジェニン-ELISA キットの検体希釈液を用いてさらに 10 倍以

上に希釈して測定に供した。ELISA の手順および条件等は、キットの説明書に従った。測定

はすべて二重測定で行った。試料（希釈した肝臓抽出液）中のビテロジェニン濃度は、二重

測定した吸光度の平均値を基に標準曲線から算出した。これに肝臓抽出液の希釈倍率を乗じ

て、肝臓抽出液中のビテロジェニン濃度を算出した。ビテロジェニン標準溶液の濃度系列は

100、50、25、12.5、6.25、3.13 および 1.56ng/mL とした。ただし、標準曲線の作成にあた

っては、安定した測定値の得られた 3.13ng/mL 以上を用いることとした。したがって、肝臓

中のビテロジェニン濃度の定量下限値は、3.13ng/mL に肝臓抽出液の希釈倍率 10 倍およびホ

モジナイズに用いた Buffer 量 0.05mL/mg-liver を乗じて算出される 1.56ng/mg-liver とした。 

3.5  水質分析 

個体数 開始月齢

Test C 二次処理水 2週間 平成17年 8月3日～8月17日 20 3
4週間 8月3日～8月31日 20 3
6週間 8月3日～9月14日 20 3

砂ろ過水 2週間 8月3日～8月17日 20 3
4週間 8月3日～8月31日 20 3
6週間 8月3日～9月14日 20 3

Test D 二次処理水 8週間 平成17年 9月28日～11月9日 20 0.5
砂ろ過水 8週間 9月14日～11月9日 20 0

表2   下水処理場におけるメダカ曝露試験の実施状況

メダカ
曝露試験 曝露期間 実施期間
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メダカ曝露試験水のエストロゲン作用を明らかにするため、エストロゲンおよびエストロ

ゲン様物質の濃度を 2 週間ごとに測定した。 

エストロゲンの測定項目は、遺伝子組換え酵母によるエストロゲン活性、天然エストロゲ

ンの 17β-エストラジオール（E2）、エストロン（E1）、エストリオール（E3）、合成エストロ

ゲンの 17α-エチニルエストラジオール（EE2）、さらにエストロゲン抱合体を対象とした。ま

た、エストロゲン様物質の測定項目は、ノニルフェノール（NP）およびノニルフェノールエ

トキシレート（NPnEO,1≦n≦15）とした。 

水試料の前処理および測定は、既報の調査研究と同様の方法を採用した。 

 

４  試験結果 

4.1  成魚曝露試験（Test C） 

6 週間のメダカ成魚曝露試験において、2 週ごとに雄メダカのビテロジェニン生成状況を観

察した結果、二次処理水曝露試験区および砂ろ過水曝露試験区のいずれにおいてもビテロジ

ェニンを生成した雄メダカを確認した。しかしながら、これを生成していない個体も多くみ

られた（表 3 参照）。 

二次処理水曝露試験区では、曝露開始から 2 週後に 2 匹（10％）、6 週後に 4 匹（20%）の

雄メダカでビテロジェニンが確認された。陽性個体のビテロジェニン生成最大値は、2 週後

および 6 週後で、それぞれ 3.9 および 2.4ng/mg-Leverd であった。 

この試験区でのエストロゲン活性は、試験開始時に 23.9ng/L-E2 であったが、その後徐々

に低下し、6 週後では 1.5ng/L-E2 であった（表 4 参照）。 

一方、砂ろ過水曝露試験区では、曝露開始から 2 週後に 8 匹（40％）、4 週後に 1 匹（10％）、

6 週後に 5 匹（25%）の雄メダカにビテロジェニンが確認された。陽性個体のビテロジェニン

生成最大値は、2 週後、4 週後および 6 週後で、それぞれ 99.0、3.5、および 3.8 ng/mg-Lever

であった。 

この試験区でのエストロゲン活性は、試験開始時に 32.3ng/L-E2 であったが、二次処理水

と同様にその後徐々に低下し、6 週後では 1.0ng/L-E2 であった。 

 

4.2  稚魚－若魚期曝露試験（Test D） 

稚魚期から若魚期まで 8 週間曝露した雄メダカでは、二次処理水曝露試験区の生残雄 7 匹

中 2 匹（29%）にビテロジェニン生成が認められた。一方、砂ろ過水曝露試験区の生残雄 13

匹ではこれを生成している個体は検出されなかった。 

二次処理水のエストロゲン活性を 2 週間ごとに測定した結果、0.3～24.0 ng/L-E2 であっ

た。砂ろ過水試験区では 0.3～6.1 ng/L-E2 であった。 
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表3    下水処理場におけるメダカ曝露試験結果

メダカ ビテロジェニン

曝露試験 個体数 体長 湿重量 肝重量 陽性 出現比 平均値 最小－最大

(mm) (mg) (mg) 個体 (%) (ng/mg-liver) (ng/mg-liver)

Test C

二次処理水 2週間 20 23.5 ± 1.6 161.3 ± 37.8 2.7 ± 1.1 2 10.0 1.02 ± 0.76 ND - 3.85
4週間 10 23.1 ± 0.9 165.9 ± 16.2 2.6 ± 0.5 0 0.0 - -
6週間 20 24.4 ± 1.2 246.1 ± 33.1 6.8 ± 2.4 4 20.0 1.03 ± 0.54 ND - 2.40

砂ろ過水 2週間 20 23.2 ± 1.8 160.0 ± 46.3 1.8 ± 0.9 8 40.0 6.99 ± 21.78 ND - 99.01
4週間 10 24.7 ± 1.3 222.1 ± 30.1 4.5 ± 1.1 1 10.0 1.06 ± 0.87 <1.56 - 3.53
6週間 20 24.4 ± 1.3 341.4 ± 42.2 5.6 ± 1.9 5 25.0 1.33 ± 1.05 ND - 3.78

Test D
二次処理水 8週間 7 19.6 ± 2.4 127.8 ± 42.7 4.6 ± 0.6 2 28.6 2.51 ± 3.80 ND - 10.98
砂ろ過水 8週間 13 21.2 ± 1.8 160.2 ± 41.3 4.7 ± 1.9 0 0.0 - -

曝露
期間

 

表 4   曝露試験水の水質分析結果 （抜粋）

Test C 試験開始 第2週 第4週 第6週

Test D 試験開始 第2週 第4週 第6週 第8週 検出限界 定量限界

二次処理水

エストロゲン活性 (ng/L-E2) 23.87 5.32 5.41 1.51 0.30 8.22 24.01 12.94 0.05 0.08

E2 (ng/L) 1.2 0.7 0.5 Tr(0.08) Tr(0.14) ND 1.2 1.5 0.05 0.16

E1 (ng/L) 27.5 5.4 4.2 1.8 0.3 12.4 2.1 11.7 0.02 0.08

EE2 (ng/L) 1.6 0.91 ND 0.9 ND ND 1.1 0.3 0.04 0.12

E3 (ng/L) ND Tr(0.20) ND 0.5 ND ND 2.3 0.4 0.07 0.25

NP (µg/L) 0.140 0.040 0.022 0.350 0.092 0.160 0.540 0.370 0.0029 0.0096

砂ろ過雑用水

エストロゲン活性 (ng/L-E2) 32.29 4.24 2.32 1.01 0.55 0.25 2.10 6.10 0.05 0.08

E2 (ng/L) 2.60 0.33 0.50 ND ND ND 2.80 0.79 0.05 0.16

E1 (ng/L) 32.60 3.26 1.57 0.70 Tr(0.07) ND 21.30 4.88 0.02 0.08

EE2 (ng/L) ND 1.53 ND Tr(0.07) ND ND 2.70 ND 0.04 0.12

E3 (ng/L) ND ND 1.73 ND ND ND 2.52 ND 0.07 0.25

NP (µg/L) 0.160 0.072 0.012 0.430 0.130 0.073 0.590 0.440 0.0029 0.0096

ND ： 検出下限値未満
Tr ： 検出下限値以上，定量下限値未満

下限値

 

 

５  考察 

雄メダカのビテロジェニン生成に関わるエストロゲン類の濃度 

成魚を曝露した Test C では、両試験区で雄メダカのビテロジェニン生成が確認されたが、

その生成状況に大きな差異は認められなかった。この理由として、両試験区の処理水のエス

トロゲン活性およびエストロンは、いずれもほぼ同様の傾向を示しながら推移したことによ

ると考えられた（図 1 参照）。また、両試験区とも試験開始時のエストロゲン活性は 20 

ng/mL-E2 を越えていたが、その後は Test C が終了するまでエストロゲン活性が 10 ng/mL-E2

を超えることはみられなかった。このことから、試験開始時にみられたエストロゲン作用の

強さが雄メダカのビテロジェニン生成に関与したと推定され、一度生成されたビテロジェニ

ンは、代謝されるまで体内に蓄積されているのではないかと考えられた。Test D では、第 6

週に 20ng/mL-E2 を超えるエストロゲン活性の上昇がみられた二次処理水試験区において、第

8 週で雄メダカのビテロジェニン生成がみられた。 

雄メダカのビテロジェニン生成に関与するエストロゲン類の濃度として、われわれ水質チ



－ 56 － 

ームは、17β-エストラジオールの最小作用濃度は 12.6 ng/L（曝露 2 日後および 7 日後）、最

大無作用濃度は 5.0 ng/L（曝露 2 日後および 7 日後）と報告した。このことから、10ng/L

を超える 17β-エストラジオールに曝露されると、2 日後にはビテロジェニンを生成している

可能性があり、これは、今回下水処理場での試験で得られた Test C および D の結果と整合す

るものと考えられる。 

 

 

 

 

雄メダカのビテロジェニン生成に必要な時間 

本研究では、試験水のエストロゲン作用を 2 週間ごとに追跡することとした。しかし、過

年度の Test B での二次処理水試験区でみられたように、雄メダカが高濃度のビテロジェニン

を生成しているにも関わらず、水質の影響要因は把握できないことがある。 

われわれは、14 日間曝露における 17β-エストラジオールの最小作用濃度は 5.0ng/L と報告

した。このことから、試験水のエストロゲン作用とメダカの反応との関係は、エストロゲン

濃度が高いほど短時間に影響が出現することや、たとえ低濃度でも長時間曝されることによ

って影響が表れてくることは明らかである。 

Test B の二次処理水試験区での試験開始時および 2 週間後のエストロゲン類の濃度は、雄

メダカに高濃度ビテロジェニンを生成させるような要因はみあたらない。この現象を生じさ
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図 1  下水処理場におけるメダカ曝露試験結果（Test A～D） 

（上：二次処理水曝露試験区、下：砂ろ過水曝露試験区）  
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せた要因として、エストロゲン類の濃度が短時間に上昇・下降したものと考えられる。この

ため、水質の影響要因を追跡するためには、より短時間での水質変動を把握する必要がある

と考えられる。 

 

 

 

６  まとめ 

本研究において、次のとおり成果を得た。 

(1) 下水処理水のエストロゲン作用は、その大部分をエストロンが占めると考えられる。 

(2) 下水処理場から排出される水のエストロゲン活性が 10ng/L-E2 を超えるレベルになる

と、雄メダカのビテロジェニンが生成される可能性がある。 

下水処理場での二次処理水試験区および砂ろ過水試験区での雄メダカの比較試験を実施し

てきた。これらの試験区を設定した理由は、予備試験において砂ろ過水試験区では雄メダカ

のビテロジェニン生成がみられなかったため、この試験区を対照試験区と位置づけることが

可能であり、二次処理水試験区（塩素消毒前）において得られる結果を用いて処理過程によ

る影響の低減効果を比較検討することが可能になると期待したものであった。しかしながら、

両試験区のエストロゲン作用は同レベルの時期があることや、さらには逆転現象のあること

も判明した。これらは、処理水を排水するという点で、検討すべき課題でもあると考えられ

る。 
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効率的な下水道整備に関する研究 
（２）下水道管渠の補修方法選定のための作用土圧の評価に関する調査 

 
独立行政法人土木研究所材料地盤研究グループ（土質） 上席研究員 小橋 秀俊 

主任研究員 桑野 玲子 
交流研究員 堀井 俊孝 

 
１．はじめに 
 下水道整備の拡大とともに既存施設が増大するにつれて、耐用年数を超過した管渠も増え始めており、今後

老朽化は急速に進むと予測される。しかし、補修工法を選定する重要な要素となる、補修時における既設管渠

に作用する外力等の状態は不明な点が多く、管渠に予想以上の作用土圧が発生し構造上の問題が生じる可能性

や、場合によっては管渠に想定以下の土圧しか作用せず、補修が過剰となる場合もある。そこで、合理的な下

水道管渠の維持、補修を進めるにあたっては、管渠に作用する土圧の経年変化や管渠周辺地盤の乱れやゆるみ

の状態を明らかにし、的確な土圧評価をする必要がある。本研究は、下水管渠に作用する土圧の経年変化を調

べるとともに、その作用土圧に乱れやゆるみを発生させるような外部撹乱要因について調査し、管渠更新時を

念頭においた合理的管渠埋設方法の提案をめざすものである。 
 
２．研究のアウトライン 
 本研究に先駆けて実施した“下水道管渠の補修工法選定のための作用土圧の評価に関する調査（平成１３～

１５年度）”で、管渠に作用する土圧変化には管渠及び周辺地盤の変形が重要な影響要因である事がわかった。

管渠埋設材料に固結性をもたない通常の土質材料を用いた場合、十分に締固めを行い良好な施工状態でかつ管

渠の健全性が保たれていれば、時間経過に伴う周辺地盤の変形は顕著でなく土圧も変化しないと考えられるが、

管に劣化や破損が生じると破損部からの土砂流出により周辺地盤に乱れやゆるみが発生しやすい。一方、改良

土など自硬性のある材料で埋戻すと、埋設後の時間経過により周辺地盤は安定し、管の変形も抑制される傾向

にある。現地の発生土や砂質土等の埋め戻し材料を管渠埋設に使用している場合は、補修工法選定において、

周辺地盤に変形を及ぼさない（ゆるませない）方法の選択が有効であると共に、今後は“ゆるみにくい”適切

な埋戻し材料の選定が効果的であることがわかった。 
 本研究では、埋設管渠の作用土圧の長期挙動を調査すると共に、作用土圧の攪乱要因を調べることにより“ゆ

るみにくい”埋設条件を明らかにし、管渠の合理的維持・補修に資することを目的とする。昨年度は、まず下

水管渠の状況が周辺地盤に与える影響の実態を把握するため、道路陥没と下水管渠状況の関連の実態調査を行

った。管渠のわずかな破損や継ぎ目ズレからの土砂流出により地盤内空洞・ゆるみが形成され道路陥没を引き

起こす可能性がある事、またそのような現象には降雨が強く関連する事がわかった。また、移動床土槽を用い

た矩形埋設構造物模型の土圧測定実験を行い、周辺地盤の沈下に伴う埋設構造物作用土圧の変化を検討した。

土砂流出による空洞・ゆるみで埋設地盤が損傷した場合、周辺地盤の密度低下が起こらなくても沈下などの変

形を受けた場合は、それぞれ性格は異にするが、長期の埋設環境において作用土圧に攪乱を与える重要な要因

となりうる。本年度は、実態調査をふまえた各種地盤材料の土砂流出実験、管模型を使用した移動床土槽によ

る土圧測定実験を実施し、これらの作用土圧の主たる“攪乱要因”について実験的検討・考察を進めた。 
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３．更新に配慮した埋設手法に関する検討 －地盤材料の土砂流出特性－ 
３．１ 調査概要 
下水管の破損等に起因する道路陥没は、春から秋の多雨の季節に、降雨後に起こることが多く、降雨と深く

関連していると思われる。そこで、降雨による地下水位上昇、あるいは集中豪雨時に下水管渠内の雨水が破損

部等から周辺に溢れ出す現象を想定し、小型土槽を用いた土砂流出実験を実施した。 
 薄型の小型土槽底版の開口部から水の給排水を繰り返すことにより、上記の現象をシミュレーションした。

砂、細粒分まじり砂、細粒土、レキ混じり砂を用い、空洞形成における地盤材料の影響を考察した他、画像解

析と実験時の流出排土量測定から、ゆるみの定量評価を試みた。 
 
３．２ 実験装置 
 図－１に実験装置概要図を示す。 
 前面及び背面からの観察が可能なア

クリル製の小型土槽の底面に管渠破損

部を模擬した幅 5mm のスリット状の

開口部を設け、排水・排土することに

よってモデル地盤内に空洞・ゆるみを

発生させた。地盤の変形が奥行き方向

になるべく一様となるように薄い形状

とした。モデル地盤への水の給水時は、

外水槽と実験土槽の水頭差により流入

水圧を管理した。また、外水槽には目

盛りを付け、給水量を管理した。モデ

ル地盤上にはベロフラムシリンダーに

より土被り 80cm 相当の上載荷重を載

荷した。 
 
３．３ 実験方法 
３．３．１ 実験手順 
 図－２に実験フローを示す。地盤高 20cm
のモデル地盤は、１層 2.5cm で 8 層とし、所

定の相対密度（Dr=80%）となるように 1 層

毎に計量して突固めにより作成した。ビデオ

撮影画像によるゆるみ領域算定のため、色砂

を 2.5cm ピッチで薄く敷設した。モデル地盤

作成時、開口部には砂糖を詰め、開口部から

の土砂流出を防止した。この砂糖は、初回の

水流入時に速やかに溶け、その後の土砂排出

には障害とならない。また、地盤作成後、下
図－２ 実験フロー 
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図－１ 実験装置概要図 
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水道管渠の土被り圧を想定し、ベロフラムシリンダーにより土被り厚 80cm 相当の上載荷重を載荷した。 
 実験では、100cc の水を 10kPa（水頭差Δh=100cm）の流入水圧で開口部から給水した。予定量の水が流入

したところで給水バルブを閉じ、一定の停止時間（1 分間）を設けた後、排水バルブを開けて排水・排土した。

これらの一連の動作を１サイクルとし、給排水サイクルの繰返しに伴う空洞・ゆるみの進展を土槽前面からの

ビデオ撮影により記録した。また、1 サイクルごとの排土量を測定した。ただし、モデル地盤内の空洞が大き

く成長すると、給水量が 100cc では空洞内が水で満たされず、ゆるみや空洞がそれ以上進展しなくなる。よっ

て、空洞が大きくなった場合は、空洞内が水で満たされる程度の給水量を確保することとした。なお、水の給

水時に地盤上面より水が溢れだす場合は吸水ポンプにより汲み出した。給排水サイクルは地盤上面まで空洞が

拡がったのを目視により確認した時点で終了とした。 
  
３．３．２ 実験条件と地盤材料 
本実験の実験条件を表－１に示す。 

表－１ 実験条件 
No. 地盤材料 密度 開口幅 上載荷重 流入水圧

（kPa） 
給排水サイクル 

１ 豊浦砂 10 
２ 山砂 10 
３ シルト 10～20 
４ 豊浦砂＋シルト５％ 10 
５ 豊浦砂＋シルト１０％ 10 
６ 豊浦砂＋シルト２０％ 

相対密度

８０％*1) 
５mm 

土被り厚 
80cm 
相当 

10 

空洞・ゆるみが

モデル地盤表面

に到達するまで

繰り返す。*2) 

*1) シルト地盤では相対密度 80%では水が流入した直後に地盤が収縮し地盤内にクラックが発生したため、相

対密度を高く設定し（114％）クラックの発生を抑制した。 
*2) 山砂地盤では 15 サイクル目に色砂部分が浸食され水みちが出来たため、この時点で実験終了とした。ま

た、シルト地盤では、水の給水，停止，流出を 20 サイクル繰り返した時点でゆるみや空洞に大きな進展が見

られなかったため実験終了とした。 
 
本実験では６種類の異なる地盤材料を使用し、

空洞形成における地盤材料の影響を調べた。各地

盤材料の物理特性を表－２に、粒度を図－３に示

す。山砂の最大粒径は 2mm とし、シルトについ

ては、石材を加工する際に発生する石材粉を 75
μm ふるいでふるい分けしたものを使用した。 
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図－３ 地盤材料の粒度 
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表－２ 地盤材料及びモデル地盤の物理特性 
モデル地盤 （相対密度 80%に調整） 地盤材料 最大密度 

ρdmax 
（g/cm3） 

最小密度 
ρdmin 

（g/cm3） 
乾燥密度 

ρd（g/cm3）

初期含水比 
ｗ (%) 

透水係数 
ｋ（cm/s） 

豊浦砂 １．６５ １．３２ １．５７ １４．０ ９．６×10-3

山砂 １．５６ １．１８ １．４６ １７．５ ５．０×10-4

シルト* １．４４ ０．９３ １．５５ ２１．４ ― 
豊浦砂＋シルト５％ １．７２ １．３７ １．６４ １３．８ １．３×10-3

豊浦砂＋シルト１０％ １．７９ １．４１ １．７０ １３．１ ９．２×10-4

豊浦砂＋シルト２０％ １．９０ １．４９ １．８０ １３．０ １．５×10-4

* シルト地盤の乾燥密度、初期含水比、透水係数は、相対密度 114％に調整した時の値 
 
３．４ 空洞・ゆるみの形成、及び進展過程とゆるみの定量評価 
 流入時（開口部からモデル地盤へ水を給水している時）、停止時（給水を停止し開口部を閉じて 1 分間静置

している時）、流出時（開口部を開放し排水・排土させる時）のそれぞれの段階を観察した。空洞内部及び周

辺が水で満たされると、空洞内部へ周辺の土が落下・崩壊し、ゆるみが進展する。その度合は停止時が最も著

しかった。 

 
 図－４に、開口部からモデル地盤への水の流入・流出の繰り返しの結果形成された空洞と周辺地盤のゆるみ

の典型的パターンを示す。白の実線で囲んだのは目視で確認できる空洞範囲（目視空洞領域）、破線で囲まれ

ているのは色砂の変位から推定した推定全ゆるみ領域（目視空洞部を含む）である。また、推定全ゆるみ領域

から目視空洞領域を差し引いた範囲を推定ゆるみ領域と定義する。 
 ここで、累積排土量とは、当該サイクルまでに排出された土の乾燥重量、排土率とは、モデル地盤全体（た

だし、対象領域は幅 25cm、高さ 20cm とする）に対する排出土量の割合を示す。同様に、目視空洞領域及び

推定全ゆるみ領域に対しても対象領域に対する割合を示す。各地盤材料の空洞・ゆるみ領域の範囲や、ゆるみ

の度合を定量的に把握するために設定した指標を表－３に示す。 

目視空洞領域

推定ゆるみ領域
（目視空洞領域を含む部分）

累積排土量：139g
排土率 ：3.5%
目視空洞率：1.8%
推定ゆるみ領域：16.7%

目視空洞領域目視空洞領域

推定ゆるみ領域
（目視空洞領域を含む部分）
推定ゆるみ領域

（目視空洞領域を含む部分）

累積排土量：139g
排土率 ：3.5%
目視空洞率：1.8%
推定ゆるみ領域：16.7%

累積排土量：139g
排土率 ：3.5%
目視空洞率：1.8%
推定ゆるみ領域：16.7%

累積排土量：623g
排土率 ：16.7%
目視空洞率：10.3%
推定ゆるみ領域：22.2%

目視空洞領域

推定ゆるみ領域
（目視空洞領域を含む部分）

累積排土量：623g
排土率 ：16.7%
目視空洞率：10.3%
推定ゆるみ領域：22.2%

累積排土量：623g
排土率 ：16.7%
目視空洞率：10.3%
推定ゆるみ領域：22.2%

目視空洞領域目視空洞領域

推定ゆるみ領域
（目視空洞領域を含む部分）
推定ゆるみ領域

（目視空洞領域を含む部分）

ａ）豊浦砂（3 サイクル）         ｂ）山 砂（13 サイクル） 
図－４ 空洞およびゆるみ発生状況 
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表－３ 空洞・ゆるみの定量評価のための指標 
図－４に示す具体例における

各指標の値（参考） 
指標 定義 

ａ）豊浦砂 
3 サイクル 

ｂ）山砂 
13 サイクル

排土率 
対象領域*地盤全体の乾燥重量に対する累積排

出土の乾燥重量の割合 
３．５％ １６．７％ 

目視空洞領域（率） 対象領域に対する、空洞領域の割合 １．８％ １０．３％ 
推定全ゆるみ領域

（率） 
対象領域に対する、目視から推定したゆるみ領

域の範囲（空洞部を含む）の割合 
１６．７％ ２２．２％ 

推 定 ゆ る み 領 域

（率） 

対象領域に対する、目視から推定したゆるみ領

域の範囲（空洞部を含まない）の割合 
【推定全ゆるみ領域－目視空洞領域】 

１４．９％ １１．９％ 

空洞に対するゆる

み領域の割合 

空洞領域に対する、ゆるみ領域の拡がり度合 
【推定ゆるみ領域／目視空洞領域】 
主に空洞上方へのゆるみの到達度合を示す 

８．３ １．２ 

ゆるみ程度 
推定ゆるみ領域の地盤部のゆるみ度合 
【（排土率－目視空洞率）／推定ゆるみ領域】 

１１％ ５４％ 

* 対象領域は、モデル地盤のうち開口部を中心として幅 25cm、高さ 20cm 
 
３．５ まとめ 

 降雨に伴う下水道破損部周辺の水位上昇、及び管内から地盤へ水が溢れる現象を想定し、平面ひずみ土槽を

用いた給排水繰返しに伴う土砂流出実験を行った。空洞・ゆるみの形成過程を詳細に観察した他、ゆるみの定

量評価を試み、土砂流出に関する地盤材料の影響を考察した。本検討で得られた主な知見は以下の通りである。 
• 開口部からの給排水の繰返しに伴い、開口部から土砂が流出し空洞・ゆるみが進展する。特に、開口部

や空洞周辺が飽和している時に土砂流出が起こりやすい。 
• 空洞、及びゆるみ範囲（地盤変位が目視により確認できる範囲）の大きさ、及び排土量の測定から、ゆ

るみ領域の地盤のゆるみの程度（密度の減少量）の評価が可能である。 
• 地盤材料によって、ゆるみや空洞の進展速度、およびゆるみ領域の形状やゆるみ程度が異なる。細粒分

が少なく粒度の悪い砂では、土砂流出及びゆるみは急速に進展し全体崩壊に至る。また、ゆるみ領域内

のゆるみ程度（密度減少）は 15～20%程度であるが、ゆるみ領域は空洞の上部に大きく広がる。軽微

なゆるみが鉛直方向に急速に進展して地盤崩壊に至りやすい。また、ゆるみ程度が小さいため、地中レ

ーダー等で地盤のゆるみ調査を行った場合、ゆるみが発見されにくい可能性がある。細粒分を含み粒度

のよい地盤材料では、土砂流出及びゆるみ進展速度は比較的遅く、空洞周辺のゆるみ領域は比較的小さ

いが、ゆるみ程度は 50%程度で、ゆるみ領域内では初期地盤の半分程度しか土が残留していない。 
• 給排水サイクルの初期段階から最終段階に至るまで、ゆるみ領域の空洞領域に対する大きさの割合、及

びゆるみ程度はほぼ一定である。すなわち、空洞の大きさにかかわらず、周辺のゆるみ程度はほぼ一定

で推移する。 
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４．下水道管渠の作用土圧の評価 －移動床土槽による埋設構造物模型の土圧測定実験－ 
埋設管の変形に伴う地盤との相互作用による土圧変化とその時間依存性について、平成１３～１５年度に土

槽中央部の底版を降下させる移動床実験で検討したところ、埋設後一旦安定した作用土圧は、その後の埋設管

周辺地盤に相対変位（乱れ）が生じると変化する可能性があるが、乱れが生じない程度の上載荷重の変化であ

れば大きな影響を与えないことがわかった。これは、埋設管頂部の変形(陥没)または溝型の埋設形式を模擬し

ているといえる。 
平成１６年度には、移動床土槽中央部に矩形の埋設構造物模型を設置し左右の底版を降下させることにより

周辺地盤の沈下、あるいは突出型の埋設形式を模擬し、作用土圧及びその時間経過による変化特性を調べた。

今年度は、実験装置や実験方法は昨年度と同様とし、さらに埋設構造物模型に管形模型を用いて土圧測定実験

を実施したところ、以下のような知見が得られた。 
・ 周辺地盤の沈下によって土圧の作用形態が突出型になると、わずかな沈下で埋設構造物に作用する土圧は

増大する。 
・ 一旦発生した土圧増分は、その後の時間経過や上載などによって解消することなく逐次累積する。 
・ 裏込材によって土圧増分特性は異なる。裏込材自体が良好に施工されていても、埋設構造物の基礎部以深

が沈下すると、かえって大きな土圧増分が発生する可能性がある。 
・ 上記のような土圧の変化割合は、矩形模型よりも管模型の方が大きい。 

 
 

５．まとめ 
長期間にわたる埋設環境において“ゆるみにくい”地盤の埋設条件を明らかにすることを目的として、地盤

または土圧に乱れを生じさせる２つの代表的な状態について実験的に検討した。管渠の破損部から周辺土砂が

管内に流出する様子を模型実験により再現し、種々の地盤材料の土砂流出特性について調べた。また、移動床

土槽による埋設構造物模型の土圧測定実験を行い、周辺地盤の変形に伴う作用土圧の変化について調べた。そ

れぞれの検討から得られた主要な知見は以下の通りである。 
・ 空洞やゆるみの進展は、地盤が飽和している状態で急速に進展する 
・ 地盤材料によって、ゆるみや空洞の進展速度、形状、ゆるみの程度などが異なる。細粒分の少ない砂では、

１０～１５％程度の密度低下が生じたゆるみ領域が空洞上部に大きく広がり崩壊に至りやすい。細粒分を

含み粒度のよい地盤材料では、土砂流出および空洞・ゆるみの進展速度は比較的遅い。 
・ 周辺地盤のわずかな不同沈下により埋設構造物に作用する土圧は増大する。一旦発生した土圧増分はその

後も残留し累積する。このような土圧増分は管頂部で著しい。 
・ 地盤材料によって不同沈下に伴う土圧増分特性は異なる。 
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危機管理を考慮した効率的な下水道整備に関する研究 

（１）下水道施設の変形量を考慮した液状化対策工の設計法に関する調査 

 

(独)土木研究所 耐震研究グループ(振動) 上席研究員 杉田 秀樹 

主任研究員 佐々木哲也 

研 究 員 石原 雅規 

 

１. はじめに 

2003年十勝沖地震や2004年新潟県中越地震では、埋戻し土の液状化による下水道管路やマンホールの浮上がり、

路面沈下等の被害が多発した。下水道管路施設が上記のような被害を受けた場合、下水道の使用が不可能になる

ほか、道路交通機能にも支障をきたし、汚水の漏洩による水質の悪化等の２次的な被害が生じる恐れがある。ま

た、下水処理施設においては、過去の地震において下水処理施設周辺地盤の液状化に伴う沈下により、下水処理

施設本体と取り付け管路等との不同沈下による管のズレ、継ぎ手の破損による被害が生じている。最近の地震に

よる下水道施設の被害をふまえ、下水道施設の「地震対策の現状と既存施設の地震対策への提言」1)がまとめられ

る等、下水道施設の耐震性の向上が求められてきており、これを踏まえて、「下水道施設の耐震対策指針と解説」

2)、「下水道地震対策マニュアル」3)の改訂作業が進められているところである。 

管路施設の被害の主な要因は周辺地盤および埋戻し部の液状化であり、その発生には周辺地盤の条件が強く影

響していると考えられているが、必ずしも合理的な説明がなされていない。この関係を明確にすることによって、

対策区間の合理的な選定が可能となるものと考えられる。そこで 17 年度は、管路施設の被害原因に関して、過去

の下水道被害事例をもとに、下水道管路施設の被害の有無と周辺地盤条件について検討するとともに、微地形分

類および地盤条件に基づく液状化被害の可能性の判断基準について検討した。また、処理場施設と取り付け管路

の不同沈下に関しては、埋戻し部の液状化に伴う沈下量の予測手法について検討を行った。 

 

２. 管路施設の被害原因に関する検討 

 

２．１ 微地形区分に基づく下水道管路の液状化被害の可能性の判断基準に関する検討 

下水道管路施設の液状化被害の可能性を評価するための１次スクリーニングとして、微地形区分に基づく下水

道管路施設の液状化被害の可能性の簡易判定基準について検討した。 

 

（１）検討手法 

過去の地震における被害路線を土地条件図あるいは治水地形分類図上にプロットし、周辺地盤および埋戻し土

の液状化による被害か生じやすい微地形区分をまとめ、微地形区分に基づく液状化被害の可能性の判定基準を検

討した。 

 検討対象として、文献 4)～10)を参考に過去の地震において液状化により被害を受けた地域のうち、土地条件図

あるいは治水地形分類図が整備されている地域を対象とした。検討対象を表１に示す。これらの地震における被

害は、主に周辺地盤および埋戻し土の液状化による浮上がりである。 

 

（２）検討結果 
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 図１～３に過去地震における被害路線を土地条件図あるいは治水地形分類図上にプロットしたものの例を示す。 

 

表１ 微地形区分に基づく液状化被害の可能性の判定基準の検討対象 

対象地震 対象区域 

1965 年新潟地震 新潟市 

1983 年日本海中部地震 能代市 

1993 年釧路沖地震、1994 年北海道東方沖地震、2003

年十勝沖地震 

釧路市 

2004 年新潟県中越地震 長岡市、小千谷市 

図１ 新潟県中越地震（長岡）による被害路線 9) 

 

これらと、地震被害調査に関する文献など 4)～9)から、過去の地震における被害･無被害管路の主なの微地形分類と

被害形態をまとめると表２のようになる。 

表２の結果と、文献 10),11)により提案されている「微地形区分に基づく液状化被害の可能性の判定基準」にお

ける液状化の可能性の高い微地形区分と比較すると、液状化の可能性の高い微地形区分においては下水道管路の

周辺地盤および埋戻し土の液状化による被害が多いといえるが、それに加えて緩勾配扇状地、湿地、後背湿地、

台地･段丘低位面等においても多数の被害が生じていることが分かる。これらの地形においては、周辺地盤の液状

化の可能性は高くはないが、埋戻し土の液状化の可能性が高い微地形区分であるといえる。 

これらの結果から、文献 10),11)による「微地形区分に基づく液状化被害の可能性の判定基準」に加えて、緩勾 
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図２ 新潟県中越地震（小千谷）による被害路線 9) 

 
図３ 釧路沖地震、北海道東方沖地震、十勝沖地震（釧路市）における被害路線 
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配扇状地、湿地、後背湿地、台地･段丘低位面等の地形区分における被害の可能性の判定基準に修正を加えること

で、周辺地盤および埋め戻し土の液状化による管路被害の可能性の判定が可能になると考えられる。なお、液状

化の可能性の高い微地形区分においては、液状化の可能性の高い緩い砂質土地盤に加えて、液状化の可能性の低

い粘性土地盤も含まれていると考えられるため、これらの微地形においては周辺地盤の液状化および埋戻し土の

液状化の双方の可能性が高い地形である考えられる。以上より、微地形区分に基づく周辺地盤および埋戻し土の

液状化の可能性の判定基準をまとめると表３のようになる。 

この表により、下水道管路施設の周辺地盤および埋戻し土の液状化による被害の可能性を概略推定することが

可能となる。 

 

表２ 過去の地震による被害･無被害管路の主な微地形分類と被害形態 

地　震 箇所 被害管路の微地形 被害形態 無被害管路の主な微地形

新潟地震 新潟市
旧河道、旧湿地、砂丘末端緩斜面、埋立
地、砂丘間低地

管渠の折損、屈曲、沈下、浮上り、破断。
砂丘、自然堤防、氾濫平
野、盛土地

秋田市 埋立地 マンホールの突出、路面の陥没。

能代市 砂丘間低地、砂丘末端緩斜面、氾濫平野
管渠の沈下、蛇行。マンホールの突出、破
損。

砂丘

釧路町 旧湿地、旧河道
管渠の浮上がり、折損、蛇行。マンホールの
突出。

釧路市
旧湿地、旧河道、砂丘末端緩斜面、盛土
造成地

管渠の浮上がり、蛇行。マンホール突出、管
渠の破損。

砂丘

釧路町 旧湿地、旧河道
管渠の浮上がり、折損、蛇行。マンホールの
突出。

釧路市
旧湿地、旧河道、砂丘末端緩斜面、盛土
造成地

管渠の浮上がり、蛇行。マンホール突出、管
渠の破損。

砂丘

標津町 旧湿地、後背湿地 管渠の浮上がり、マンホール突出 砂丘

兵庫県南部 神戸市 埋立地
管渠のクラック、継ぎ手の離脱、不等沈下、
管渠の閉塞。マンホール側塊のずれ、突出。

扇状地

鳥取県西部
境港市、米
子市

埋立地、旧河道、旧湖沼 マンホールの突出。管渠の破断。路面の陥没。 砂丘

釧路町 旧湿地、旧河道
管渠の浮上がり、折損、蛇行。マンホールの
突出。

釧路市 旧湿地、旧河道、盛土造成地
管渠の浮上がり、蛇行。マンホール突出、管
渠の破損。

砂丘

鵡川町 旧湿地 路面沈下 氾濫平野

長岡市
自然堤防周辺部、氾濫平野、緩扇状地、
盛土造成地

マンホール突出、管路浮上がり、路面沈下、
管渠の破損

自然堤防、扇状地、台地

小千谷市 段丘低位面、緩扇状地 マンホール突出、管路浮上がり、路面沈下 台地

日本海中部地
震

釧路沖地震

新潟県中越地
震

北海道東方沖

十勝沖地震

 

 

２．２ 地盤条件に基づく埋戻し土の液状化の可能性の判定基準の検討 

過去に下水道管路施設の被害が生じた地震のうち、比較的地盤柱状図、管路情報が整備されているものを対象

として、管路浮上がり量と、地下水位、周辺地盤 N 値、周辺地盤土質等との関係を検討し、周辺地盤条件から埋

戻し土の液状化による被害の可能性の判定基準を提案する。 

図４，５に、十勝沖地震、新潟県中越地震における埋戻し土の液状化による被害路線および無被害路線近傍の

地盤柱状図をそれぞれ示す。十勝沖地震の豊頃町の例では、被害箇所の周辺地盤には N 値 0～1 程度の非常に軟弱

な泥炭層がみられるが、無被害箇所の周辺地盤は N 値 50 以上の締まった礫質土になっている。また、新潟県中越

地震における長岡市、小千谷市の被害箇所の周辺地盤では、N 値 10 以下の粘性土～シルト層が 10m 程度堆積して

いる一方で、無被害箇所の周辺地盤は礫～砂礫層であり、また N 値 50 以上の砂礫層が比較的浅い位置に存在して

いることが分かる。これらより、埋戻し土の液状化による被害には周辺地盤の条件が密接に関わっていることが

推測される。これらを踏まえて、過去の地震による管渠の浮上がり量と、周辺地盤の土質、地下水位、周辺地盤 N

値、周辺地盤土質等との関係を検討した。 
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表３ 微地形分類に基づく周辺地盤および埋戻し土の液状化による被害の可能性の判定基準 

区分 細区分
扇状地型谷底平野 小 －
デルタ型谷底平野 中 新潟県中越地震

急勾配扇状地・沖積錘 小 －

緩勾配扇状地* 中～大 新潟県中越地震

自然堤防 中 新潟県中越地震
比高の小さい自然堤防

自然堤防周辺部
大 新潟地震、新潟県中越地震

ポイントバー（蛇行州） - 大 －

後背湿地* - 大 釧路沖地震、北海道東方沖地震、新潟県中越地震

新しい（明瞭な）旧河道 大 釧路沖地震、北海道東方沖地震、十勝沖地震
古い（不明瞭な）旧河道 中～大 釧路沖地震、北海道東方沖地震、十勝沖地震

旧池沼 - 大 日本海中部地震、鳥取県西部地震

湿地
* - 大 釧路沖地震、北海道東方沖地震、十勝沖地震

砂礫質の河原 小 －
砂泥質の河原 大 －

デルタ（三角州） - 中 －
砂州 中 －

砂礫州 小 －
砂丘 小 －

砂丘末端緩斜面 大 新潟地震、日本海中部地震
海浜 小 －

人工海浜 大 兵庫県南部地震、鳥取県西部地震
砂丘間低地・堤間低地 - 大 日本海中部地震

干拓地 - 中 日本海中部地震
埋立地 - 大 兵庫県南部地震、鳥取県西部地震

湧水地点（帯） - 大 －
砂丘と低地の境界付近の盛土地 大 新潟県中越地震

崖・急斜面に隣接した盛土地 大 新潟県中越地震
谷底平野上の盛土地 大 －
低湿地上の盛土地 大 釧路沖地震、北海道東方沖地震
干拓地上の盛土地 大 日本海中部地震
その他の盛土地 元の地形に準ずる －

上位面 小 －
中位面 小 －
下位面 小 －

低位面* 中～大 新潟県中越地震

台地・段丘

自然堤防

旧河道

河原

砂州

被害地震

砂丘

海浜

盛土地

微地形 液状化被害の可能性

谷底平野

扇状地

 
 

図４ 十勝沖地震における代表的な被害・無被害箇所の地盤柱状図（豊頃町） 
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図５ 新潟県中越地震における被害・無被害箇所周辺の地盤柱状図（長岡市）9) 

 

表４ 検討対象とした地震と地盤柱状図数 

地震名 柱状図数 

1993 年釧路沖地震 32 

1994 年北海道東方沖地震 56 

2000 年鳥取県西部地震 12 

2001 年芸予地震 3 

2003 年宮城県北部地震 27 

2003 年十勝沖地震 84 

2004 年新潟県中越地震 79 

 

検討対象とした地震と地盤柱状図数を表 4 に示す。これらの地震による被害は埋戻し土の液状化によるものが

ほとんどである。 

管路の浮上がり量と周辺地盤の地下水位から管渠埋設深さまでの平均 N 値、地下水位、管渠中心から地下水位

までの距離、埋設深さ（土被り厚）の関係を図６に示す。また、浮上がり量の平均値とこれらの関係を図７示す。 

これらの図より以下のことがいえる。 

①周辺地盤が礫質土の場合には周辺地盤のＮ値、地下水位、土被り等の大きさに関わらず、ほとんど浮き上がり

被害は生じていない。 

②周辺地盤が粘性土地盤では周辺地盤の平均 N 値が 7 以下で浮き上がりが生じており、N 値 3 以下で浮上がり量

が大きくなる傾向がある。また、砂質土地盤では平均 N 値が 15 以下で浮き上がりが生じており、N 値 10 以下で

浮上がり量が大きくなる傾向がある。 

③周辺地盤が粘性土、砂質土の場合、地下水位が G.L.-3m 以深では、浮上がり量が小さい傾向がある。 

④周辺地盤が粘性土、砂質土の場合、土被りが 2m 以下では浮上がり量は小さく、土被り 2m 以上で浮き上がり量

が大きくなる傾向がある。 

⑤周辺地盤が粘性土、砂質土の場合、管渠中心から地下水位までの距離が長い、すなわち管渠上方の飽和した埋

戻し土層厚が厚いほど、浮上がり量が大きくなる傾向がある。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

被害                    無被害 
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(3)管渠中心から地下水位までの距離      (4)土被り（管渠埋設深度） 

図６ 浮上がり量と各種地盤条件の関係 

 

以上より、以下の全てに該当する場合に埋戻し土の液状化による被害の可能性が高いと考えられる。 

1)地下水位が高い場合（G.L.-3m 以浅） 

2)埋設深度が深い場合(管渠布設位置 G.L.-2m 以深かつ地下水位以下) 

3)周辺地盤が軟弱な場合（緩い砂地盤（N 値 15 以下）、軟弱粘性土地盤（N 値 7 以下）等） 

 

３．不同沈下予測手法の検討 

地震時に処理場施設周辺地盤が液状化すると、地盤沈下により杭基礎で支持されている処理場施設と取り付け

管路に不同沈下が生じ、管路施設にズレ、クラック等被害が生じる。周辺地盤の液状化に伴う沈下量の予測手法

については、「下水道耐震対策指針と解説」2)において液状化した層の沈下率は 5%とされているが、これらは埋立

地における地震後の地盤沈下量と液状化層厚から求められたものである。しかし、処理場施設周辺は開削後に砂

質土で埋め戻されていることが多く、このような場合の沈下量は 5%よりも大きいことが懸念される。そこで、過

去の地震における埋戻し部の地表面沈下量と掘削深さの関係を整理し、液状化による埋戻し部の沈下率を検討し

た。 

 

３．１ 検討方法 

検討対象とした地震および地域は表５のとおりである。北海道庁、長岡市から提供頂いた地震後の路面沈 



－ 71 － 

24.8
23.6

16.9

7.5

0.0 0.0 0.0 0.0

12.2

19.1

8.3

0.0 0.0 0.0 0.0 0.00.0 0.0 0.0

4.7
6.6

1.4
0.0 0.0

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 2 5 10 15 20 30 50

地下水位-管路上面深さの平均N値

平
均

浮
き

上
り

量
(c

m
)

砂質土

粘性土

礫質土

2.4

7.3

22.5

18.0

15.3

3.2

19.4

0.0 0.0

9.5 10.4

17.8

34.5

24.5

67.4

32.0

5.3
7.2

8.4

0.0 0.0
1.5 1.4

2.8

0.0 0.0 0.0

3.0

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6

地下水位G.L.-(m)

平
均

浮
上

が
り

量
(c

m
)

砂質土

粘性土

礫質土
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(3)管渠中心から地下水位までの距離    (4)土被り（管渠埋設深度） 

図７ 平均浮上がり量と各種地盤条件の関係 

 

表５ 検討対象ととした地震と地域 
対象地震 地域 

2003年十勝沖地震 釧路町、音別町、阿寒町 
2004年新潟県中越地震 長岡市 

 

下量と掘削深さのデータから、埋戻し部の沈下率を整理した。 

 各自治体より提供頂いた路面沈下量（地震前後の地盤高）と掘削深の関係をプロットするとともに、沈下率(=

路面沈下量/地下水以下の埋戻し土の層厚)を求めた。ただし、ここでは埋戻し部の液状化による沈下率を算定す

る目的から、路面沈下量が負のデータ（隆起）および液状化の発生が不明瞭と考えられる路面沈下量が 0 のデー

タは検討対象から除外した。また、本来埋戻し部の液状化は地下水以下で生じるため、沈下率の算定には地下水

位に関する情報が必要である。しかし、いずれのデータにも地下水位に関する情報が無いため、沈下率の検討に

当たっては、地下水位を-0.5mと仮定した地下水以下の埋戻し土の層厚を用いた。なお、地下水位を深く設定する

ほど、沈下率は大きく求まることになる。 

 

３．２ 検討結果 

 図８に路面沈下量と掘削深の関係を示す。ばらつきが多いが、阿寒町を除くと自治体毎の違いは明瞭ではない。
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図８ 事例に基づく掘削深と路面沈下量の関係 
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図９ 沈下率の頻度分布             図１０ 沈下率の累積相対頻度 

 

これは、阿寒町は2003年十勝沖地震の震源から比較的遠いため、被害程度が小さかったことが推測される。した

がって、以後の検討では対象から除外した。図８より、掘削深が大きくなるほど沈下量が大きくなる傾向がみら

れるが、データのばらつきが大きい。これは、地震動の大きさ、掘削深、地下水位、埋戻し材料、埋戻し程度が

沈下量に大きく影響すると考えられるが、これらのデータが不明であることが影響していると考えられる。 

図９，１０に、地下水位を-0.5mと仮定した場合の沈下率の頻度分布および累積相対頻度をそれぞれ示す。これ

より、液状化による埋戻し部の沈下率は現行指針の 5%より大きい場合が 3 割程度となり、1 割程度が沈下率 10%

以上となっている。実際の地下水位が G.L.-0.5m より深かった場合には、さらに大きくなる可能性もある。した

がって、埋戻し部の液状化による沈下率としては、現行指針の5%よりも大きめに設定し、例えば7～10%程度を目

安にするのがよいと考えられる。 

 

４．まとめ 

 管路施設の被害原因に関する検討および不同沈下予測手法の検討をおこなった。管路施設の被害原因に関する
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検討では、過去の地震被害を分析することにより、微地形区分に基づく周辺地盤および埋戻し土の液状化による

被害の可能性の判定基準、および地盤条件等に基づく埋戻し土の液状化による被害の可能性の判定基準を検討し

た。また、不同沈下予測手法の検討では、過去の地震における埋戻し部の地表面沈下量と掘削深さの関係を整理

し、液状化による埋戻し部の沈下率を検討した。検討結果をまとめると以下のとおりである。 

①過去の地震により、文献 10),11)の「微地形区分に基づく液状化被害の可能性の判定基準」における液状化被害

の可能性の高い微地形に加えて、緩勾配扇状地、湿地、後背湿地、台地･段丘低位面等において、埋戻し土の液

状化による管路の被害が生じている。 

②文献 10),11)の「微地形区分に基づく液状化被害の可能性の判定基準」に加えて、緩勾配扇状地、湿地、後背湿

地、台地･段丘低位面等の地形区分における判定基準に修正を加えることで、周辺地盤および埋め戻し土の液状

化による管路の被害の可能性の判定が可能になると考えられる。 

③周辺地盤が礫質土の場合には周辺地盤のＮ値、地下水位、土被り等の大きさに関わらず、ほとんど浮き上がり

被害は生じていない。一方で、粘性土地盤では周辺地盤の平均 N 値が 7 以下で浮き上がりが生じており、3 以下

で浮上がり量が大きくなっている。また、砂質土地盤では平均 N 値が 15 以下で浮き上がりが生じており、10 以

下で浮上がり量が大きくなっている。 

④周辺地盤が粘性土、砂質土の場合、地下水位が G.L.-3m 以深、かつ土被り 2m 以上で浮き上がり量が大きくなる

傾向がある。 

⑤上記の結果を踏まえて、微地形区分による周辺地盤および埋戻し土の液状化による判定基準、および地盤条件

等に基づく埋戻し土の液状化による被害の可能性の判定基準を提案した。 

⑥地下水位を G.L.-5m と仮定した場合の液状化による埋戻し部の沈下率は、現行指針の 5%より大きい場合が 3 割

程度となり、1割程度が沈下率10%以上であった。 
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病原微生物の同定方法および挙動に関する研究 

 
研究予算：運営費交付金（一般勘定） 
研究期間：平11～平17 
担当チ－ム：材料地盤研究グル－プ（リサイクル） 
研究担当者：尾﨑正明、諏訪守、陶山明子 

 
【要旨】 
 17年度は、PCR法によるクリプトスポリジウムの検出において流入下水からのオ－シストの回収率を向上させ

ることを目的に、試料の前処理法を変更し、その回収率の評価を行った。その結果、流入下水からのオ－シスト

の回収では、前処理として 100Ｇの粗遠心処理を行うことで回収率は向上するため、検出感度は従来法よりも若

干高くなるものと考えられた。ウイルスに関しては低濃度試料に対応した安定した測定値を得るため、現状のウ

イルスの定量・検出限界値を明らかにするとともに、検出感度を向上させるため濃縮試料中から抽出したウイル

ス遺伝子の逆転写効率の検討を行った。その結果、逆転写反応に関しては、添加するプライマ－濃度を 10μM、

鋳型となる遺伝子量を0.5μgとすることで逆転写効率は向上し、検出感度が従来法よりも高くなった。 
 

キ－ワ－ド：クリプトスポリジウム、オ－シストの回収率、ノロウイルス、リアルタイムPCR法 
 
１.はじめに 
下水処理水が関与した病原微生物による集団感染

を未然に防止するため、下水処理水の病原微生物に関

する安全性確保が求められている。下水処理水の衛生

学的安全性を評価するためには、下水中の極低濃度の

病原微生物を、迅速・簡便・安全に検出できる方法の

開発と、下水処理過程や環境水中での病原微生物の挙

動を解明することが重要である。 
本課題では上記の要請を踏まえ、分子生物学的手法

（特にPCR (Polymerase Chain Reaction) 法）により、

下水中・環境水中のウイルスおよび原虫を、迅速かつ

高感度に検出できる手法を提案し、また下水処理過程

や環境中でのウイルスおよび原虫の挙動を解明するこ

とを目的としている。本研究で研究対象としている病

原ウイルスはノロウイルス、原虫はクリプトスポリジ

ウムであり、17年度は以下の研究を行った。 
１） 流入下水からのオ－シスト回収率を向上さ           

せるための試料の前処理法に関し検討を行っ

た。 
２） 現状のウイルスの定量・検出限界値を明らかに

し、測定値に関し信頼性を評価した。 
３） 低濃度試料に対応したウイルス測定法を確立

するために、抽出遺伝子の逆転写効率の向上手

法を評価した。 
 

 

２．研究目的 

２．１ 流入下水からのオ－シスト回収率の向上実験 

リアルタイムPCR法によるオ－シストの測定感度は

１オ－シストであるが、試料中のオ－シストを測定す

る場合には濃縮・回収・精製プロセスが必要であるた

め、実際に含まれる個数に対する測定個数は低くカウ

ントされる。これら回収割合を把握するための回収率

試験結果では、流入下水試料20％、処理水20～50％、

精製水 40～70％程度と特に流入下水では低レベルで

あった。このため検出感度の向上を目的に測定試料の

前処理法を見直し、回収率改善のための検討を行った。 
 

２．２ ウイルス 

  下水中のウイルスは処理過程の進行や河川水などへ

の放流により希釈され低濃度となるため、その測定値

にバラツキが生ずる可能性がある。特に抽出遺伝子の

逆転写効率は、安定した測定値を得る上で重要な測定

プロセスの１つと考えられる。また、細胞培養法で検

出ができないノロウイルスは、リアルタイムPCR法に

より下水処理過程での消長を含めその実態を明らかに

することが求められている。 
 本研究の目的は、下水処理水や河川水などの環境水

中に低濃度に存在するウイルスの測定法を確立するた

め、現状のウイルスの定量・検出限界値を明らかにし

て信頼性の評価を行うとともに、抽出遺伝子の逆転写

効率の向上手法を検討するものである。 
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３．研究方法 

３．１流入下水からのオ－シスト回収率の向上実験 

従来の測定法では、オ－シストとともに濃縮された

夾雑物などが超音波剥離やビ－ズによる精製に悪影響

を及ぼしている可能性が推定された。このため、夾雑

物の影響を極力回避するため、流入下水の前処理法と

して 100Ｇ、200Ｇの 10分間の粗遠心処理を行った。

遠心処理後、上澄液をポリカ－ボネ－ト製メンブラン

フィルタ－（公称孔径2μm）でろ過し超音波剥離させ

免疫磁気ビ－ズで分離精製の後、PCR 法により定量を

行い回収率を算出した。併せて従来の測定法や顕微鏡

観察による定量法によっても回収率試験を行い、その

割合を比較して向上率を把握した。PCR法においては、

凍結融解とDNeasy Tissue Kit（QIAGEN）を組み合わせた

方法により、オ－シストDNA を抽出し、Roche 社製の

Real Time PCR装置(LightCycler)でオ－シスト数の定

量を行った。顕微鏡観察法においては、免疫磁気ビ－

ズで分離精製したオ－シストを染色キットを用いて蛍

光染色を行い、顕鏡によりオ－シスト数を定量した。 
 

３．２ ウイルス 

３．２．１ ウイルス遺伝子の抽出 

流入下水500 ml、二次処理水1 L、高度処理水（砂

ろ過水）2 Lを試料水として用いた。試料水中のウイル

スはポリエチレングリコール（PEG）沈殿法により濃縮

した。すなわち試料水1 Lに対してPEG#6000（終濃度

8 %）およびNaCl（終濃度0.4 M）を添加して撹拌し完

全に溶解させた。4℃で一夜静置した後、10,000×g, 30
分遠心分離して沈殿を回収し、RNase-free水0.5～1 ml
に再浮遊させてウイルス濃縮液とした。ウイルス濃縮

液からのウイルスのゲノム RNA の抽出には QIAamp 

Viral RNA Kit（QIAGEN）を使用した。抽出した RNA

に微量に含まれているDNAを除去するためDNase I処

理し、RNeasy MinElute Clean up Kit（QIAGEN）を用

いてRNAを精製した。 
 

３．２．２ リアルタイムPCR法 
内部蛍光プロ－ブを用いるTaqManTM PCR法を用いて

ウイルスのゲノムRNAを定量した。すなわち上記で抽

出したウイルスRNA 1μgからランダムプライマ－（ヘ

キサマ－）、Omniscript RT Kit（QIAGEN）を用いた逆

転写反応によりcDNAを作製し、2 μlをリアルタイム

PCRに供した。リアルタイムPCRはQuantiTect Probe 

PCR Kit（QIAGEN）を用いて行った。使用したプライマ

－およびプロ－ブを表－１に示す。 

ファ－ジ Qβの検出は、片山らの報告 1 ）に準じた。

またノロウイルスの検出に用いたプライマ－、プロ－

ブおよび反応条件は、食安監発第1105001号「ノロウ

イルスの検出法について」に準じ、エンテロウイルス

の検出はNijhuisらの報告 2 ）に準じた。リアルタイム

PCR装置はLightCycler（ロシュ・ダイアグノスティッ

クス社）を使用した。 

 

３．２．３ 定量・検出限界 

リアルタイムPCRによるウイルス濃度測定では、低

濃度(10コピ－/リアルタイム PCR 反応溶液)では測定

値のばらつきが大きい。下水処理水中のウイルス濃度

は低濃度であるため、定量・検出限界を把握し、検出

感度の向上を図る必要がある。 

検出限界の検討では、陰性コントロ－ル（水、すな

わちノロウイルス0コピ－）を用いて、同一人、同一

装置、同時測定でリアルタイムPCRによる多重測定（20

重）を行った。 

定量限界の検討では、2、5、10、20 コピ－/リアル

タイムPCR反応液のノロウイルスGI型およびGII型遺

伝子（DNA）を用いて、同一人、同一装置、同時測定で

リアルタイムPCRによる多重測定（18重）を行い、相

対標準偏差（RSD）を調べた。 

使用したノロウイルス遺伝子は、260 nmの吸光度を

測定し、次式から濃度を算出した。 

 

ノロウイルス遺伝子濃度（コピ－数/μl）=[260 nm

の吸光度]×50×10-9×6.02×1023/ノロウイルス遺伝

子の塩基数/660 

＊今回使用したノロウイルス遺伝子の塩基数は、ノロウイル

スGI型：85塩基、ノロウイルスGII型：98塩基である。 

 

表－１ 使用したプライマーおよびプローブ 

対象ウイルス プライマー プローブ 

ファージQβ Qβ+ Qβ－ Qβ probe 

GI型 COG1F COG1R RING1-TP(a)と 

RING1-TP (b)を混合 
ノロウイルス

GII型 COG2F
COG2Rと 

ALFPを混合 
RING2AL-TP 

FEV1 REV1 EVP1 
エンテロウイルス 

FEV1 REV2 EVP2 
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３．２．４ 抽出遺伝子の逆転写効率の向上 

リアルタイムRT-PCRでは、ランダムプライマ－(ヘ

キサマ－、ノナマ－など)またはオリゴdTプライマ－

を逆転写反応に使用することができる。従来法ではラ

ンダムプライマ－(ヘキサマ－)を 1 μM(終濃度)添加

していたが、①ランダムプライマ－の添加量は 10 μ

M(終濃度)を推奨する、②ランダムプライマ－(ノナマ

－)あるいはオリゴdTランダムプライマ－を使用する

と逆転写効率が向上する、という報告 3)があった。そ

こで、逆転写効率の向上を目的として、同一試料を用

いてプライマ－の種類および濃度の違いによる逆転写

反応の効率を評価した。さらに、逆転写反応に関与す

る逆転写酵素の反応効率を向上させるため、反応基質

として添加する抽出遺伝子濃度の最適化を検討した。 

プライマ－の検討実験では、Ａ下水処理場二次処理

水から抽出したウイルス遺伝子1 μgと各プライマ－、

Omniscript RT Kit（QIAGEN）を用いた逆転写反応を行

い、cDNAを作製し、３．２．２のとおりリアルタイム

PCR を行い、ノロウイルス濃度を測定し、ノロウイル

ス濃度が高いものほど逆転写効率が良いと判定した。

各プライマ－は①ランダムプライマ－（ヘキサマ－）

（終濃度 1 μM）、②ランダムプライマ－（ヘキサマ－

（終濃度 10 μM）、③ランダムプライマ－（ノナマ－）

（終濃度 10 μM）、④ オリゴdT プライマ－（終濃度 

1 μM）⑤ランダムプライマ－（ヘキサマ－）（終濃度 

10 μM）＋オリゴ dT プライマ－（終濃度 1 μM）⑥

ランダムプライマ－（ノナマ－）（終濃度 10 μM）＋

オリゴ dT プライマ－（終濃度 1 μM）である。 

抽出遺伝子最適濃度の検討実験では、Ａ下水処理場

二次処理水から抽出したウイルス遺伝子0.05μg、0.1

μg、0.5μg、1μg、とランダムプライマ－（ヘキサマ

－）（終濃度 1 μM）、Omniscript RT Kit を用いた逆

転写反応によりcDNAを作製し、３．２．２のとおりリ

アルタイムPCRを行い、ノロウイルス濃度を測定した。 

 

４．研究結果と考察 
４．１ 流入下水からのオ－シスト回収率の向上実験

結果 

オ－シスト回収率の向上実験結果を表－２に示す。

従来法は目開きが20μｍのふるいで夾雑物を除去、フ

ィルタ－でろ過濃縮を行い、超音波剥離させた後、夾

雑物とオ－シストを免疫磁気ビ－ズで分離精製させ

PCR 法あるいは顕微鏡観察により測定を行った。その

平均回収率は20％程度であったが、前処理として100

Ｇ、200Ｇの10分間の粗遠心処理を行った流入下水試

料では、各 4々0、33％程度と回収率は従来法と比較し

て 10～20％向上しており、100Ｇの前処理の回収率で

は約1.5倍となり、以前の回収率試験で得られた処理

水の回収率とほぼ同等となった。これは、祖遠心処理

による夾雑物の除去量がふるいよりも多くかつ前処理

の遠心力が100Ｇあるいは200Ｇと比較的低く、オ－シ

スト自体が沈降せず夾雑物との分離が比較的良好に行

えたため、測定プロセス後段の分離、精製に及ぼす影

響が少なくなったものと考えられる。 

よって、本前処理法を適用することで流入下水から

のオ－シストの回収率が向上するため、検出感度を高

めることができるものと考えられた。 

 

表－２ 流入下水からのオーシストの回収率 

(%)

      前処理法 

検出法 

ふるい 

（従来法） 

遠心処理 

（100 G） 

遠心処理 

（200 G） 

リアルタイムPCR法 26 40 33 

顕微鏡における検鏡 33 43 27 

 

４．２ ウイルス 

４．２．１ 定量・検出限界 

低濃度試料に対応した安定した測定値を得るため

に、まず現行法における定量・検出限界を明らかにし

た。検出限界値は、陰性コントロ－ル（水、すなわち

ノロウイルス0コピ－）を用いて、同一人、同一装置、

同時測定でリアルタイムPCRによる多重測定（20重）

を行い求めた。その結果を表－３に示す。 

ノロウイルス GI 型検出用プライマ－およびプロ－ブ

を使用した場合、20個の測定値のうち5個が0より大

きい値（0.7695から2.607）を示した。ノロウイルス

GII 型検出用プライマ－およびプロ－ブを使用した場

合は、20 個の測定値のうち 15 個が 0 より大きい値

（0.2710から2.148）を示した。 

 

表－３ 陰性コントロール（0コピー) の多重測定結果

(n=20)

使用したﾌﾟﾗｲﾏｰ及び 

ﾌﾟﾛｰﾌ  ゙
測定値平均（コピー） 

[ ]内は測定値の範囲 
標本標準偏差 

ノロウイルスGI型 

検出用 
0.375 

[ 0 –  2.607] 
0.75 

ノロウイルスGII型 

検出用 
0.595 

[ 0 –  2.148] 
0.62 
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検出限界値は下水試験方法 4 ）を参照して、以下の式

から算出した。 

 

ｘL＝ｘb＋kσB （k=3） 

 検出限界値ｘL、平均値ｘb、標準偏差σB 

 

測定結果から得られた平均値、標準偏差（表－３）

を上の式に代入し、ノロウイルスGI型の検出限界値：

2.63 コピ－/リアルタイムPCR 反応液、ノロウイルス

GII 型の検出限界値：2.46 コピ－/リアルタイム PCR

反応液、が得られた。 

よって上記濃度がリアルタイムPCRでの検出限界値

である。 

次に、定量限界値の検討を行った。2、5、10、20コ

ピ－/リアルタイムPCR反応液のノロウイルスGI型お

よびGII型遺伝子（DNA）を用いて、同一人、同一装置、

同時測定でリアルタイムPCRによる多重測定（18重）

を行い、相対標準偏差（RSD）を算出することで測定値

のばらつきを評価した。評価結果を表－４に示す。ノ

ロウイルスGI型およびGII型とも10コピ－の場合に

最小のRSD値(29％)を示すことを明らかにした。 

検出限界はリアルタイムPCR反応液あたりノロウイ

ルスGI型で2.63コピ－、ノロウイルスGII型で2.46

コピ－、定量限界はリアルタイムPCR反応液あたり10

コピ－であることから、定性的な評価では2.63コピ－、

定量的評価では 10 コピ－以上の濃度が必要であると

考えられた。 

以上の知見から、安定した測定値を得るために必要

な遺伝子量を明らかにすることができた。 

 

 

４．２．２ 抽出遺伝子の逆転写効率の向上 

リアルタイムRT-PCRでは、ランダムプライマ－(ヘ

キサマ－、ノナマ－など)またはオリゴdTプライマ－

を逆転写反応に使用することができる。従来法ではラ

ンダムプライマ－(ヘキサマ－)を 1 μM(終濃度)添加

していたが、ランダムプライマ－の添加量を増加させ

ることにより逆転写効率が向上する、またランダムプ

ライマ－(ノナマ－)あるいはオリゴ dT ランダムプラ

イマ－の使用により逆転写効率が向上する、という報

告 3 )があった。そこで、同一試料を用いて、プライマ

－の種類および濃度の違いによる逆転写反応の効率を

評価した。その結果を表－５に示す。 

従来法ではノロウイルス GII 型が 1.48×102コピ－

/L検出されたが、同一試料を用いてランダムプライマ

－(ヘキサマ－)を10倍量（終濃度10μM）添加して逆

転写反応を行った場合、ノロウイルス GII 型は 3.30

×102コピ－/L検出され、従来法より検出感度は約2.2

倍向上した。またランダムプライマ－(ノナマ－)を終

濃度 10μM 添加して逆転写反応を行った場合も 2.90

×102コピ－/L 検出され、従来法より検出感度は約 2

倍向上した。これは添加量が多いほど、ランダムプラ

イマ－が抽出遺伝子と効率よく結合して逆転写反応を

開始できるためであると考えられる。 

一方、オリゴdTプライマ－(終濃度 1μM)を使用し

た場合は 2.30×101コピ－/Lと従来法の 16％程度のウ

イルス量しか検出できなかった。これは、ランダムプ

ライマ－を用いた逆転写反応ではRNA分子の数箇所で

逆転写反応が開始されるが、オリゴdTプライマ－を用

いると 3’末端のみから逆転写反応が開始されるため、

反応効率に差が生じたと考えられる。 

 よって今回の実験結果から、終濃度10μMのランダ

ムヘキサマ－を逆転写反応に用いることで反応効率が

向上することから、検出感度を高めることができた。 
 

表―５ 逆転写反応に及ぼすプライマーの影響 

逆転写反応に使用したﾌﾟﾗｲﾏｰ 
ﾉﾛｳｲﾙｽ濃度 

(ｺﾋﾟｰ/L) 

ﾗﾝﾀﾞﾑﾌﾟﾗｲﾏｰ(ﾍｷｻﾏｰ)（終濃度 1 μM） 

(従来法) 
1.48×102 

ﾗﾝﾀﾞﾑﾌﾟﾗｲﾏｰ(ﾍｷｻﾏｰ)（終濃度 10 μM） 3.30×102 

ﾗﾝﾀﾞﾑﾌﾟﾗｲﾏｰ(ﾉﾅﾏｰ）（終濃度 10 μM） 2.90×102 

ｵﾘｺﾞ dT ﾌﾟﾗｲﾏｰ（終濃度 1 μM） 2.30×101 

ﾗﾝﾀﾞﾑﾌﾟﾗｲﾏｰ(ﾍｷｻﾏｰ)（終濃度 10 μM） 

＋ｵﾘｺﾞ dT ﾌﾟﾗｲﾏｰ（終濃度 1 μM） 
3.47×101 

ﾗﾝﾀﾞﾑﾌﾟﾗｲﾏｰ(ﾉﾅﾏｰ）（終濃度 10 μM） 

＋ｵﾘｺﾞ dT ﾌﾟﾗｲﾏｰ（終濃度 1 μM） 
8.83×100 

表－４ リアルタイムPCRによるノロウイルス遺伝子

測定のRSD           (n=18) 

使用したﾌﾟﾗｲﾏｰ及び 

ﾌﾟﾛｰﾌﾞ 

ﾉﾛｳｲﾙｽ遺伝子ｺﾋﾟｰ数 

（ｺﾋﾟｰ/ﾘｱﾙﾀｲﾑPCR反応液） 
RSD(%) 

2 107 

5 68 
ノロウイルスGI型 

検出用 
10 29 

2 63 

5 42 
ノロウイルスGII型 

検出用 
10 29 
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次に、逆転写酵素の反応基質となる抽出遺伝子濃度

の最適化を検討した。その結果を図－１に示す。従来

法（抽出遺伝子を1.0μg添加）ではノロウイルスGII
型は 9.55×101コピ－/L検出されたが、添加する抽出

遺伝子の濃度を0.05μg、0.1μg、0.5μgとした場合、

それぞれ 1.02×102 コピ－/L、1.88×102 コピ－/L、
4.13×102コピ－/L検出された。抽出遺伝子濃度の増加

に伴い逆転写効率が向上し、抽出遺伝子濃度 0.5μg
で逆転写効率が最大となり、1.0μgでは逆転写効率が

低下することが明らかとなった。一般に酵素反応にお

いては基質濃度の増加とともに反応速度が増加するが、

基質濃度が過剰になると反応速度は平衡に達し減少す

る。逆転写反応も逆転写酵素による酵素反応であるた

め、同様の傾向を示した。 
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1.88E+02
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9.55E+01

0.0E+00

1.0E+02
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5.0E+02

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

添加した遺伝子濃度
（μg/逆転写反応液）

ノ
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図－１ 逆転写反応に及ぼす鋳型遺伝子濃度の影響 

 
今回の結果から、添加する抽出遺伝子の最適濃度を

0.5μgとすることで検出感度が約4.3倍向上させられ

ることを明らかにした。 

 

５．まとめ 

  17年度は、流入下水からクリプトスポリジウムのオ

－シストの回収率を向上させることを目的に、試料の

前処理法を変更しその回収率の評価を行った。ウイル

スに関しては低濃度試料に対応した安定した測定値を

得るため、濃縮試料中から抽出したウイルス遺伝子の

逆転写効率の向上手法を評価した。さらに、現状のウ

イルスの定量・検出限界値を明らかにし、その向上手

法についても検討を行った。以下に結果を示す。 
１） 流入下水からのオ－シストの回収では、前処理

として 100Ｇの粗遠心処理を行うことで回収率は

向上するため、検出感度を高めることができるも

のと考えられた。 
２） リアルタイム PCR によるノロウイルスの現

出・定量限界値を求め、安定した定量値を得るた

めには 10 コピ－以上の濃度（反応溶液あたりの

コピー数）が必要であることを明らかにした。 
３） 逆転写反応において終濃度 10μM となるよ

うランダムヘキサマ－またはランダムノナマ－

を添加することで抽出遺伝子の逆転写効率を向

上できる、また鋳型となるウイルス遺伝子を0.5

μg を添加することで抽出遺伝子の逆転写効率

を向上できるため、低濃度試料に対応したウイ

ルスの測定法を確立できた。 
 

 
今後の課題 
現在のところノロウイルスに関しては生死判定を

行うことができないため、今後はリアルタイムPCR法

を適用した消毒による不活化効果の判定手法の構築、

さらに、冬季の感染流行期における下水処理場での対

策手法の構築などが必要である。 

 

 なお、本研究は、運営費交付金（一般勘定）により

実施されたものである。 
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 底泥中の有機性有害物質の実態および挙動に関する研究 

研究予算：運営費交付金（治水勘定） 
研究期間：平 14～平 17 
担当チーム：材料地盤研究グループ 

（リサイクル） 
研究担当者：尾崎正明，山下洋正 

 

【要旨】 
 近年，有機性有害物質による環境汚染が懸念されている。閉鎖性水域には，その流域内で発生・使用された有

機性有害物質が河川等を経由して集まることが予想されるため，それらの物質による汚染が懸念されている。特

に，多環芳香族炭化水素類（ＰＡＨｓ）による底泥の汚染が指摘されている。文献調査によると，ＰＡＨｓは水

試料での検出頻度は低い一方で底泥試料からの検出頻度が高い。また，ＰＡＨｓの中には閉鎖性水域の河川流入

部近傍での局所的な高濃度域の存在が報告されている物質もある。これらのことから，本研究は，閉鎖性水域内

の底泥におけるＰＡＨｓの分布状況の把握等，存在実態を明らかにすることを目的としている。17 年度は，閉鎖

性水域の底泥中のＰＡＨｓ等の有機性有害物質の存在実態に関する研究および閉鎖性水域の底泥中の有機性有害

物質の挙動に関する研究を引き続き行うとともに，最終年度として，全体のとりまとめを行った。その結果，大

気降下物による湖面への直接負荷よりも河川等の流入がＰＡＨｓの主要な負荷源と考えられた。  
キーワード：多環芳香族炭化水素類，底泥，実態調査 

 

 
１．はじめに 
 近年，有機性有害物質による環境

汚染が懸念されている。閉鎖性水域

には，その流域内で発生・使用され

た有機性有害物質が河川等を経由し

て集まることが予想されるため，そ

れらの物質による汚染が懸念されて

いる。特に，多環芳香族炭化水素類

（Polycyclic aromatic hydrocarbons，
以下，ＰＡＨｓ）による底泥の汚染

が我が国の湖沼においても指摘され

ており１，２），底泥中でのＰＡＨｓの

存在実態の解明が必要である。２～

６環の主なＰＡＨｓの構造を図－1
に示す。17 年度は，達成目標①「底

泥中の多環芳香族炭化水素の存在実

態の解明」のうち，アルキル化 PAHs
の存在実態を調査し，発生源の推定

を行った。また，達成目標②「底泥

中のベンゾ[a]ピレン等の挙動の解

明」のうち，ベンゾ[a]ピレン等の大

気降下物による負荷，流入・流出河

川による移動および底泥浚渫による

除去について調査を行った。 
 

 

naphthalene

acenaphthyleneacenaphthene fluorene phenanthreneanthracene

fluoranthene pyrene benz[a]anthracene chrysene

benzo[k]fluoranthenebenzo[a]pyrene dibenz[a,h]anthracenebenzo[b]fluoranthene

benzo[ghi]perylene indeno[1,2,3-cd]pyrene

naphthalene

acenaphthyleneacenaphthene fluorene phenanthreneanthracene

fluoranthene pyrene benz[a]anthracene chrysene

benzo[k]fluoranthenebenzo[a]pyrene dibenz[a,h]anthracenebenzo[b]fluoranthene

benzo[ghi]perylene indeno[1,2,3-cd]pyrene

図－1 多環芳香族炭化水素類(ＰＡＨｓ)の例 
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２．底泥中の多環芳

香族炭化水素の存在

実態の解明 
 閉鎖性水域の底泥

中のＰＡＨｓの存在

実態の把握のため，

関東地方の比較的人

為的な汚染が進んで

いる水域である手賀

沼の底泥，河川水 SS，
大気降下物を採取し，

アルキル化ＰＡＨｓ

の含有量を調査した。 
 
2．1 調査方法 
 調査対象とした手賀沼は 14 年度～16 年度にも調

査を行った水域である。 
17 年度は，湖沼底泥，河川水 SS，大気降下物を

採取し，アルキル化 PAHｓの含有量を調査し，アル

キル化 PAHｓと通常の PAHｓの比率を指標として，

発生源の分類を試みた。 
手賀沼の概略と調査点を図－2 に示す。調査はい

ずれも晴天時に行い，河川水試料は夏期および冬期

に採取し，底泥試料は冬期に，浚渫底泥試料は秋期

に，大気降下物試料は秋期～冬期にそれぞれ採取し

た。河川水試料は，主要な流入河川３（ＡＡ：大堀

川，ＡＢ：大津川，ＡＥ：染井入落）および流出河

川１（ＡＤ：手賀川）について，ポイントＡＡ１，

ＡＢ１，ＡＤ１，ＡＥ１において，河川水中のＳＳ

をろ過により収集した。これは，PAHｓが疎水性物質

であり，主として固形分に吸着した形で水系を移動

すると考えられるためである。また，手賀沼では富

栄養化による水質悪化を改善するために相当量の河

川水を導水しており，PAHｓの収支に影響があると考

えられることから，この導水（ＡＦ：北千葉導水）

についても同様に測定を行った。底泥は○で示した

４点で表層試料を採取した。ポイントＡＣ１は，道

路橋より約 300ｍ上流の地点，ポイントＡＣ３は道

路橋直下，ポイントであり，ポイントＡＡ１は河川

流入部地点，ポイントＡＤ１は河川流出部地点であ

る。大気降下物試料は，道路橋に近い湖岸のポイン

ト AG にて２ヶ月に渡り連続採取した。採取装置は，

ダイオキシン測定用の SUS 製連続ろ過装置を用い

て，固形性及び溶解性の成分は，連続的にろ紙およ

びウレタンフォームに補足して，光分解による影響

を最小限に抑えた。 

 底泥試料中のＰＡＨｓおよびアルキル化 PAHｓ

の分析は，環境庁マニュアル３）のＢＡＰの分析方法

を一部変更して15年度に用いた方法を採用した。こ

の方法は，底泥試料を加熱還流アルカリ分解し，液々

抽出した後，シリカゲルを用いてクリーンアップし，

ガスクロマトグラフ質量分析計（ＧＣ／ＭＳ）で検

出する方法である。手賀沼の試料について用いた分

析方法の主な流れを図－3 に示す。 
 定量対象物質は図－1に示した16種のＰＡＨｓお

よびベンゾ[e]ピレン，ペリレンならびに図－4 に示

した８種のアルキル化 PAHｓ（メチル化フェナント

レン，ジメチル化フェナントレン）とした。 
 

図－3 ＰＡＨｓの分析フロー 
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2．2 調査結果 
 各試料におけるＰＡＨｓおよびアルキル化ＰＡＨ

ｓの測定結果より，メチル化フェナントレンとフェ

ナントレンの比（MP/PHE）およびジメチル化フェナ

ントレンとフルオレンの比（DMP/FLU）を計算して，

整理した結果を図－5に示す。これは，PAHsの発生

源の指標として，MP/PHEが有効と報告されており４），

燃焼由来では MP/PHE が 0.5～1.0，非燃焼（油流出

等）由来ではMP/PHEが2～6程度とされていること，

DMP/FLU も発生源の推定に寄与するとされている４）

ことから検討したものである。同図より，流入河川

(AA,AB,AE)については，AAの夏期データがFLU欠測

により不明であることを除けば，夏期・冬期いずれ

もMP/PHEが 0.7～1.0，DMP/FLUが 1.4～2.5の範囲

にあり，類似した流域特性を持つ流入負荷源として

分類可能であることが分かる。一方，導水(AF)につ

いては，流入河川とは全く異なる分類であり，別の

流域特性と考えられる。流出河川(AD)については，

夏期データは流入河川と同グループであるが，冬期

データは大きく異なっていた。これは，夏期と冬期

でPHE濃度に大きな差異が見られたことによるもの

と考えられる。底泥については，流入河川とは異な

るグループに分類された。また，大気降下物試料に

おいては，懸濁態およびTotalの両方でMP/PHEおよ

び DMP/FLU が他の試料より低いことがわかる。

MP/PHEが低いことについては，大気降下物は燃焼由

来のものがほとんどであることを考えれば説明でき

る。河川水ＳＳや湖沼底泥においては，油流出等の

非燃焼由来のＰＡＨｓも含まれることから，相対的

にMP/PHEが高くなると考えられる。DMP/FLUについ

ても同様の理由で，大気降下物において低いものと

考えられる。これらの結果より，手賀沼に流入する

ＰＡＨｓ負荷は，燃焼により発生したＰＡＨｓの大

気降下物に加えて，路面等からの雨天時流出で油流

出由来等のＰＡＨｓが混在するものと考えられる。 

 

3．底泥中のベンゾ[a]ピレン等の挙動の解明 
閉鎖性水域の底泥中の有機性有害物質の挙動を解明

するために，残留性が高く発ガン性が指摘されてい

るベンゾ[a]ピレン（ＢＡＰ）等の大気降下物による

負荷，流入・流出河川による移動および底泥浚渫に

よる除去について調査を行った。 
 
３．１ 調査方法 
 河川水および導水ならびに大気降下物に関する

試料採取は，２．１と同様の方法で行った。

1-methyl phenanthrene
(1-MP)

2-methyl Phenanthrene
(2-MP)

3-methyl Phenanthrene
(3-MP)

9-methyl Phenanthrene
(9-MP)

1,5-Dimethyl Phenanthrene
(1,5-DMP)

1,7-Dimethyl Phenanthrene
(1,7-DMP)

2,6-Dimethyl Phenanthrene
(2,6-DMP)

3,5-Dimethyl Phenanthrene
(3,5-DMP)         

図－４ アルキル化 PAHｓ 
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図－５ アルキル化 PAHｓを指標とした発生源分

類 

浚渫底泥の試料については，秋期の浚渫事業の際に，

浚渫プラントにて採取した。ＢＡＰ等の測定は，前

述した図－3に示すフローに従って行った。 

 

３．２ 調査結果 
（１）河川水および導水の調査結果 

流入河川３地点，導水及び流出河川各１地点の晴

天時の水中の懸濁態 PAHs 濃度を夏期及び冬期に測
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定した結果を図－6 に示す。同図より、晴天時にお

いては，夏期及び冬期で流出河川(AD1)の濃度が流入

河川(AA1,AB1,AE1)及び導水(AF1)の濃度を上回って

いることが分かる。これは，流入河川及び導水の流

量が晴天時に低く SS 濃度も低いため（夏期 2～

13mg/L，冬期 0.5～7.3mg/L)，懸濁態PAHsがあまり

輸送されない状態であるのに対して，流出河川のSS

濃度は手賀沼の湖水水質を反映して晴天時でも高め

であり（夏期 35mg/L，冬期 40mg/L)，懸濁態 PAHs

が流出していることによるものと考えられる。冬期

で欠測のINPを除いた15PAHsの総和で比較すると，

AA1 は冬期でより高濃度であったが，他の河川及び

導水では夏期の方が高濃度であり，全体として明確

な季節影響の傾向は見いだせなかった。 
 （２）大気降下物および浚渫底泥の調査結果 
大気降下物の測定結果（図－7）より，４環以下で

は，溶解性画分の負荷量が多いが，５環以上では粒

子性画分の負荷量が多くなっていることがわかる。

粒子性画分における PHE と５環以上の PAHｓの存

在比率は，底泥における同比率よりも高いことから，

５環以上の PAHｓと比較して PHE の方がより分解

されやすいため，底泥において分解が進んだ結果と

して比率が下がっているものと考えられる。浚渫底

泥については，図－8 に示すとおり，これまでの底

泥の調査結果とほぼ同様であり，BAP 濃度は約 19
μg/kg であった。 
（３）挙動の試算結果 
上述の数値より，ベンゼン環数５のＢＡＰについ

て，前年度に試算した物質収支を再計算することと

した。収支計算に当たり考慮した要因を図－9 に示

し，試算結果を表－1 に示す。前年度の計算との相

違点は，大気降下物および浚渫底泥の実測値を用い

たこと，河川水濃度を夏期および冬期の平均値を用

いたことである。ここで，(1)流入については河川流

量はＨ－Ｑ式により，導水の流量は実績値より設定

した（2002 年）。河川水および導水中の濃度につい

ては，夏期および冬期の調査結果より，ＳＳあたり

のＢＡＰ濃度の平均値を求め，前年度と同様に年間

平均ＳＳ濃度を乗じて求めた。表面流出水中ＢＡＰ

濃度は未測定であるため，控えめの推定値として，

最も低濃度であった河川ＡＥの値を用いた。(2)湖面

への大気降下については，秋～冬期における実測値

11.8µg/(m2･y)を用いた。(3)道路橋からの路面流出は

前年度と同様に交通量は年間 11.1 百万台･km，単位

発生量を 0.2µg/km として計算し，(4)地下水の影響お

よび(8)水中での内部変化（内部生産等）は微小と

 
図－６ 河川および導水における PAHs 濃度 

 (a)夏期，(b)冬期 
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図－７ 大気降下物による PAHs 負荷量 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

NAP
ACL

ACN
FL

U
PH

E
ANT

FL
R

PY
R

BA
A

CHR

B(b
jk
)F

BEP
BAP DBA

IN
P

BPR

PAHs species

P
A

H
s 

(μ
g/

kg
)

dredging

図－８ 浚渫底泥の PAHｓ濃度 
考えて無視した。また，(6)巻き上げは，(5)堆積に

含める（相殺）形とした。(7)流出については，河川

流量は(1)流入の総計と等しいとみなし，湖面への降

雨および蒸発散による水量変化は微小と考えて無視

した。(9)底泥浚渫は，前年度と同様に実績値より年

間 8 万 m3と設定した。(10)底泥での内部変化は，前

年度と同様に，水中から湖底へ沈降するＳＳ中のＢ

ＡＰの約 11%が分解され，残り約 89%が底泥化する

ものとした。(5)堆積については，水中ＢＡＰの増加

要因(1)(2)(3)から，減少要因(7)を差し引いた値とし，
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水中ＢＡＰの収支が差引ゼロとなるようにした。 
試算結果として，年間に511.0gのＢＡＰが水域に

流入して453.0g(流入の 88.7%，以下同じ）が河川よ

り流出し，残り58.0g(11.3%)は湖底へ沈降するが，

そのうち6.1g(1.1%)が湖底で分解され，

51.8g(10.1%)が底泥に堆積する。浚渫が行われる場

合は，728.2g (142.5%)が水域外へ搬出され，結果と

して676.4g(132.3%)が余分に除去されることから，

ＢＡＰ収支は大幅にマイナスとなり，底質が改善さ

れたことになる。このことから，十分な量の浚渫が

行われる場合はBAP対策としても有効と考えられた。

また，湖内におけるBAPの分解は，流入量の1.1%程

度であり，除去機構としては期待できないと考えら

れた。全体のBAP流入負荷量のうち，大気降下物に

よる湖面への直接流入負荷は9.9%程度であり，導水

による負荷が約45.4%，流域内からの負荷が約44.1%

であることから，河川・導水による流入負荷が大半

であると考えられた。 

３．３ 考察 

河川水の調査結果より晴天時の流入河川より流出

河川のBAP濃度が高いこと，および，湖面への大気

降下物による直接負荷の割合は小さいことから，流

入河川の河口部や道路橋路面排水の落下部に沈積し

たBAPが，巻き上がりにより湖水へ再浮遊して，流

出河川まで移動していることが推察される。しかし，

湖内における底泥中の濃度分布が確認されているこ

とから，完全に均一になるほどの移動量ではないと

考えられる。 

手賀沼（手賀川より上流側）の流域面積89.23km2

への大気降下物によるBAP負荷量は1054.7gと推定

されるが，今回の試算では流域内からの負荷量（３

河川流入，表面流出および湖面への大気降下物）は

276.4gであり，流域内への降下負荷量の約26.2%に

過ぎない．今回の流入河川からのBAP負荷量は，晴

天時の調査に基づいて計算しており，雨天時の高濃

度の濁質輸送を考慮できておらず，例えば，河川水

によるダイオキシン類の輸送量の９割以上が降雨時

によるものとの報告５）もあることから，流入負荷量

が過小評価になっている可能性がある。大津川の河

口部沖合ポイントＡＢ３におけるコアサンプルの年

代測定の結果から推定される近年のＢＡＰの堆積速

度は，400～600μg/m2/年程度であり６），そこから 

算出される湖内への沈積負荷量は1720～2580gと

なるが，これは高負荷流入地点における堆積速度を

全湖底面積へ当てはめたため過大な推定値となって

いると考えられ，実際には，大気降下物以外の負荷

源も含めて雨天時の輸送量も含めた年間の負荷量は，

およそ280gから2600gまでの範囲にあると推定され

る。 

国内では底泥中のＰＡＨｓに関する環境基準は定

められていないが，海外で提示されている基準およ

び基準案７）と比較すると，ほぼ無影響とされる閾値

（例えばＢＡＰ30μg/kg）を超えた測定値は若干見

受けられたものの，高い可能性で影響が予想される

閾値（例えばＢＡＰ3600μg/kg）を超えた地点はな

かった。また，上述のコアサンプルの年代測定の結

果６）から，大気汚染の著しかった 1960 年代と比較

して近年のＰＡＨｓの堆積速度が低下していること

も分かっている。 

図－９ BAP の収支計算の概要 

(1) Inflow (7) Outflow

(2) Air deposition

(9) Sediment
dredging

(5) Sedimentation

(6) Raise

River
Water channel
Surface runoff

(4) Groundwater

River

(3) Bridge runoff

(10) Internal change

(8) Internal change

表－１ BAP の挙動に関する試算結果
(1) Inflow Flow rate Concentration Mass flux

(m3/y) (μg/m3) (g/y)
Total 2.1.E+08 457.9

AA 3.0.E+07 2.9 86.7
AB 1.4.E+07 6.3 86.2
AE 6.5.E+06 2.7 17.8
AF 1.5.E+08 1.6 232.3

Surface runoff 1.3.E+07 2.7 34.9
(2) Lake surface air depositio Area Deposition Mass flux

(km
2
) (μg/m

2
/y) (g/y)

Total 50.8
Air Deposition 4.3 11.8 50.8

(3) Bridge runoff Traffic Emission Mass flux
(car km/y) (μg/km) (g/y)

Total 2.2
AC 1.E+07 0.2 2.2

(4) Groundwater Neglected
(5) Sedimentation Area Sedimentation rate Mass flux

(km2) (μg/m2/y) (g/y)
Total 58.0

Net sedimentation 4.3 13.5 58.0
(6) Raise
(7) Outflow Flow rate Concentration Mass flux

(m3/y) (μg/m3) (g/y)
Total 453.0

AD 2.1E+08 2.15 453.0
(8)  Internal change Neglected
(9) Sediment dredging Dredging rate Concentration Mass flux

(m3/y) (g/m3) (g/y)
Total 728.2

Dredging 8.0E+04 0.00910 728.2
(10) Internal change Half-life Degradation rate Mass flux

(y) (1/y) (g/y)
Total 6.1

Surface layer degradation 6.2 0.106 6.1
Water body balance 0
Sediment balance without sediment dredging 51.8
Sediment balance with sediment dredging -676.4

Included in net sedimentation
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これらのことから，今後も，定期的なモニタリン

グ調査等により，ＰＡＨｓ等の底泥中に堆積しやす

い有機性有害物質の実態および挙動に注意を払うこ

とが望ましいと考えられた。 
 

4．17 年度調査のまとめ 
 本研究は，閉鎖性水域内の底泥中の有機性有害物

質の実態および挙動を把握するために，ＰＡＨｓの

存在実態を明らかにするとともに，ベンゾ[a]ピレン

等の挙動を解明することを目的としている。 
17 年度は，達成目標①「底泥中の多環芳香族炭化

水素の存在実態の解明」のうち，アルキル化 PAHs
の存在実態を調査して発生源の推定を行い，次の結

果を得た。 
（１）流入河川，導水，底泥，大気降下物は，それ

ぞれ異なる流域特性または発生源特性を持つ負荷源

として分類可能と考えられた。 
（２）水域に流入するＰＡＨｓ負荷は，燃焼により

発生したＰＡＨｓの大気降下物に加えて，路面等か

らの雨天時流出で油流出由来等のＰＡＨｓが混在す

るものと考えられた。 
また，達成目標②「底泥中のベンゾ[a]ピレン等の

挙動の解明」のうち，ベンゾ[a]ピレン等の大気降下

物による負荷，流入・流出河川による移動および底

泥浚渫による除去について調査を行った結果，以下

のことが明らかとなった。 
（３）大気降下物由来の PAHs においては，４環以

下では，溶解性画分の負荷量が多いが，５環以上で

は粒子性画分の負荷量が多いことがわかった。水域

への BAP 流入負荷量のうち，湖面への直接降下によ

るものは，10%程度と推定された。 
（４）晴天時には流入河川より流出河川のＢＡＰが

高濃度であることから，流入して堆積したＢＡＰが

底泥から巻き上がりにより再浮遊していると考えら

れたが，湖内の濃度分布を均一にするほどの移動量

ではないと考えられた。 
 
５．調査全体のまとめ 
１４年度～１７年度までの調査全体で判明したこ

とは以下の通りである。 
達成目標①「底泥中の多環芳香族炭化水素の存在

実態の解明」については， 
（１）流入河川の河口部や道路橋の路面排水流入部

において，ＰＡＨｓ負荷が底泥に堆積しており，湖

内でも汚染の影響をあまり受けていない部分とで濃

度分布が生じていた。特に，４環以上のＰＡＨｓの

含有量が高くなっていた。 

（２）比較的人為的な汚染が進んでいないと予想さ

れた閉鎖性水域の底泥中のＰＡＨｓの定量を行った

ところ、山間部の水域であっても底泥のＰＡＨｓ含

有量が少ないわけではないことが明らかとなった。 
また，達成目標②「底泥中のベンゾ[a]ピレン等の

挙動の解明」については， 
（３）人工内湖等の設置により、河川河口部近傍で

の積極的な沈殿除去の可能性が示唆された。 
（４）大気降下物由来の PAHs においては，５環以

上では粒子性画分の負荷量が多く，水域への BAP
流入負荷量のうち，湖面への直接降下によるものは，

14%程度と推定された。 
（５）湖内に堆積しているＢＡＰが晴天時にも底泥

から巻き上がりにより再浮遊しているが，湖内の濃

度分布を均一にするほどの移動量ではないと考えら

れた。 
 
なお、本調査研究は、運営費交付金（治水勘定）に

より実施されたものである。 
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 下水処理水再利用のための残存物質の高度除去手法に関する研究 

研究予算：運営費交付金（一般勘定） 

研究期間：平14～平 17 

担当チーム：材料地盤研究グループ(リサイクル) 

研究担当者：尾崎正明，落修一，牧孝憲，庄司仁 
 

【要旨】 

下水処理水の再利用を推進するために，生物膜処理による残存有機物の除去について検討を行った。各種の微生

物固定化資材に下水処理水を通水する実験を行ったところ，硝化反応はすべての固定化資材で確認されたが，有

機物の低減は化成炭と活性炭のみで見られた。すなわち，固定化資材の表面形状は大きな影響を与えておらず，

個々の資材を細かくすることで処理性能の向上が見られた。また，生物膜を構成する細菌は，有機物負荷の低い

環境に特徴的なAcidobacteria門や Bacteroidetes門，硝化細菌の一種（Nitrospira属）であった。 

キーワード：下水処理水，溶解性有機物，固定化資材，生物膜，細菌群集解析 

 

 

１．はじめに 

 下水処理水中に残存する溶解性有機物は，放流先

水域や処理水の再利用に悪影響を及ぼすことが指摘

されている。このような残存有機物に対しては，現

在のところ，オゾン処理や活性炭吸着などの物理化

学的な処理手法が適用されている。下水処理水の再

利用を積極的に推進するためには，より安価かつ省

エネルギーな手法の開発が望まれる。 

 本課題では，有機物を除去する手法として生物膜

処理に注目した。14 年度および 15 年度に行った室

内実験から，生物膜処理によって微生物の再増殖に

つながる残存有機物を低減させられることが示され

た 1)。そこで16年度より，各種の固定化資材に下水

処理水を通水する実験を開始した。その目的は，各

資材の特性と処理性能との関係を把握すること，な

らびに，有機物除去機構を解明することである。本

年度は，1)資材表面に形成された生物膜の様子，2)

運転期間中（約500日間）の処理性能，3)生物膜を

形成する細菌群集，などの調査を行った。 

 

２．研究方法 

2.1 実験装置の概要 

2.1.1 装置の構成 

 円筒形（内径20cm×高さ100cm）のアクリル樹脂

製カラムに資材を充填した（図－１）。カラムの上部

から，二次処理および急速ろ過した高度処理水を毎

分130mlの流量で通水した。カラム内部は散水濾床

の形態であり，上部から流入した処理水は，内部に

貯留されることなく開口部（直径30mm）から流出す

る。開口部は外気の流入口も兼ねている。カラムお

よび配水チューブの周囲は，アルミ箔で遮光した。 

2.1.2 固定化資材 

 微生物の固定化資材は，表面積が大きいこと，安

価であることといった条件が求められる。本研究で

は，安価な鉱物であるゼオライトと坑火石，また木

質のリサイクル材である木炭（ダム流木原料），化成

炭（間伐材とCaCO3の複合炭），活性炭（市販品）を

用いた。資材の詳細と充填量は表－１に示した。 

表－1：使用した固定化資材 

担体 性状概要 充填量 

活性炭 粒状(10mm) 12.8kg

坑火石 原石(30～80mm篩) 3.8kg

ゼオライト 同上 18.5kg

木炭 原料：流木，大きさ：同上 19.2kg

化成炭 間伐材＋CaCO3，数 mm 6.1kg

図－１ 固定化資材を充填した反応装置 



－ 87 － 

2.1.3 植種 

 実験開始時における微生物の植種源は，複数の土

壌（畑地，水田，山林，蓮田），底泥（河川，湖沼），

活性汚泥の混合物である。カラム最上部に設置した

容器にガーゼで包んだ混合物を入れて，高度処理水

を通水した後，１週間で容器を取り外した。 

2.2 水質測定項目 

 週１回の頻度で，装置の流入水（高度処理水）と

処理水の水質分析を行った。試料は，ガラス繊維ろ

紙（GF/B）でろ過した後，ろ液の TOC（TOC-5000，

島津製作所），PO4-P・NH4-N・NO2-N（TRAACS オート

アナライザー，Bran+Luebbe）を測定した。 

2.3 固定化資材の観察 

 固定化資材の表面に形成された生物膜を，走査型

電子顕微鏡（VE7800，キーエンス）によって観察し

た。生物膜を光学顕微鏡でも観察して，その性状お

よび原生動物や微小後生動物の有無を確認した。 

2.4 生物膜の細菌群集解析 

 化成炭の生物膜を超音波処理によって回収して，

FastDNA Spin Kit for Soil（Q-BIOgene）で DNAを

抽出した。抽出液をMonoFas（GLサイエンス）で精

製してPCR反応に供した。増幅部位は，真正細菌の

16S rRNA遺伝子のほぼ全長に相当する8fから1492r

までである。PCR 産物を再精製した後，Blunting 

Kination Ligation Kit，E.coli JM109 コンピテン

トセル（タカラバイオ）によるライゲーション反応

と形質転換を行った。反応液を LB 培地に塗布して

37℃で一晩の培養後，白色のコロニーを無作為に選

び，滅菌爪楊枝で少量を採取した。コロニーと PCR

混合液，ベクター用のM13-M4，M13-Rvプライマーを

用いてPCR反応を行った。得られたPCR産物は，ア

ガロースゲル電気泳動でインサートのサイズを確認

して，約70個の適切なクローンを得た。 

 得られたクローンをMonoFasで精製して，BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitでのシーケ

ンシング反応，ABI377 での塩基配列解読を行った

（いずれも Applied Biosystems）。全クローンにつ

いて，341fを開始位置とする約600bpの塩基配列を

得た。相違が数塩基対までのクローンを同一の OTU

（operational taxonomic unit）とみなして，各OTU

に M13-M4，M13-Rv，518r，1099fを開始位置とする

解析も行い，対象部位の全塩基配列を解読した。得

られた配列に対して，DNA Data Bank of Japanの提

供する相同性検索（BLAST）を行った。 

 

３．研究結果と考察 

3.1 顕微鏡による観察結果 

3.1.1 走査型電子顕微鏡による観察結果 
 未使用の固定化資材を電子顕微鏡で観察したとこ

ろ，図－２に示すような表面形状であることが明ら

かとなった。形状のみに注目すると， 

• 粉末状の凹凸が見られる活性炭・ゼオライト 

• 滑らかな坑火石 

• 細胞の痕跡を残す木炭・化成炭 

 
 

図－２ 使用前の固定化資材表面（操作型電子顕微鏡・200倍） 

上段左：化成炭，中：活性炭，右：木炭，下段左：ゼオライト，右：坑火石 



－ 88 － 

の３種類に分けられる。ただし，固定化資材として

重要な表面積は，個々の資材の大きさにも影響され

る。つまり，表－１に示した「大きさ」と表面形状

を組み合わせて考える必要がある。 

 使用後（開始から17ヵ月）の表面は，図－３のよ

うに変化した。表面の全体を覆うような，何らかの

堆積物が存在している。特に「粉末状の凹凸」の見

られた固定化資材では，凹凸の埋まっている様子が

良く分かる。電子顕微鏡の画像からは，この堆積物

が無機物のスケールなのか生物膜なのかを判断する

ことができない。しかしながら，表面に堆積物が見

られる傾向は，すべての資材で共通していた。 

3.1.2 光学顕微鏡による観察結果 

 前述の堆積物を詳しく調べるため，圧搾したり（炭

化物），表面をかき取ったり（鉱物）して，光学顕微

鏡による観察を行った。その結果，図－４のような

フロック状・茶褐色の物体や，その近傍に原生動物

や微小後生動物が生息する様子などが数多く見られ

た。この結果と走査型電子顕微鏡での観察結果を合

わせて，すべての固定化資材には，一定量の生物膜

が形成されていたと考えられる。 

 なお，観察された原生動物は肉質虫類の Arcella

属，微小後生動物は線虫類のDiplogaster属と推定

された。前者は，硝化の進行を示す（硝化細菌を捕

食する）微生物として知られている 1）。後者は，生

物膜の更新が速い状態を示す微生物として知られて

いる 1）。これらの情報も，固定化資材に生物膜が形

成されていたことを支持するものである。 

3.2 処理水質の推移 

 平均的な流入および処理水質は表－２のとおりで

ある。また流入水・化成炭・木炭については，経時

変化を図－５に示した。 

 処理の主目的である有機物は，化成炭と活性炭で

10％程度の低減が見られたものの，その他の資材で

はほとんど変化が見られなかった。この数字は決し

て高いものではないが，通水するだけで一定の効果

が得られたという意味では，処理技術としての可能

性を示す結果である。 

表－２ 流入水および処理水の水質測定結果 

 流入水 化成炭 活性炭 木炭 ゼオライト 坑火石 

TOC [mg/l]       

 平均 (標準偏差) 5.47 (1.25) 4.78 (1.14) 4.92 (1.19) 5.42 (1.20) 5.39 (1.24) 5.41 (1.19)

 対 流入水 － 13％減 10％減 1％減 2％減 1％減 

NO3-N [mg/l]       

 平均 (標準偏差) 5.98 (1.53) 6.19 (1.51) 6.30 (1.56) 6.00 (1.49) 6.06 (1.52) 6.04 (1.52)

 対 流入水 － 3％増 5％増 0％増 1％増 1％増 

NH4-N [mg/l]       

 平均 (標準偏差) 0.10 (0.28) 0.03 (0.06) 0.04 (0.03) 0.05 (0.11) 0.04 (0.06) 0.04 (0.06)

 対 流入水 － 70％減 61％減 50％減 64％減 62％減 

PO4-P [mg/l]       

 平均 (標準偏差) 0.17 (0.20) 0.17 (0.19) 0.21 (0.22) 0.18 (0.21) 0.19 (0.21) 0.19 (0.21)

 対 流入水 － 1％減 19％増 6％増 7％増 7％増 

図－３ 使用後の固定化資材表面 

上：活性炭（湿潤），下：ゼオライト（風乾）

図－４ フロック状生物膜と原生動物（左） 

      微小後生動物（右） 
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 窒素に関しては，すべての資材でアンモニア性窒

素の減少が観察されており，減少率も50％以上の高

い値となった。図－５からは，流入水に見られる突

発的なアンモニアのピークが，処理水では目立たな

くなっていることが分かる。アンモニア性窒素の減

少に対応するように，硝酸性窒素も増加傾向を示し

ている。これらの結果は，本装置において硝化反応

が活発であった一方，脱窒反応は活発でなかったこ

とを示唆している。 

 リン酸は，化成炭を除いて増加した。個々の測定

値も，実験開始当初から終盤に至るまで定常的にリ

ン酸の増加傾向を示した。したがって，資材からの

溶出も否定できないが，流入水からも，オルトリン

酸以外の形で定常的に供給された可能性が高い。本

装置でリンの収支を正確に評価する場合には，全リ

ンの測定が必要であった。 

3.3 細菌群集構造の解析結果 

3.3.1 生物膜の細菌群集構造 

 解析に成功した 68 個のクローンを門／綱で分類

したところ，図－６のようになった。主要な細菌と

しては，Acidobacteriaと Bacteroidetesが 20％程

度，β-およびα-proteobacteria と Nitrospira が

12～15％などであった。以下では，既存の知見を踏

まえて，それぞれの特徴を整理する。 

 最も多く検出されたAcidobacteriaは，極めて難

培養性の細菌であり，単離された菌株はほとんど存

在しない。遺伝子の検出例は土壌を中心に豊富であ

り，土壌において多様な機能を担っていると推定さ

れている 3)。水圏での検出例も見られるが，活性汚

泥からの検出例は稀である。 

 同様に高い比率で検出されたBacteroidetesは，

土壌や水圏で広く見られる種類である。水処理との

関係では，酢酸やアミノ酸といった低分子の有機物

よりも，細菌の細胞構成成分のような高分子有機物

を利用する傾向が報告されている 4）。 

 β-およびα-proteobacteriaは，いずれも活性汚

泥中で標準的に見られる細菌群である。多様な機能

を持つ細菌で構成されているが，特に本実験と関連

の深いものとして，硝化細菌（アンモニア酸化細菌）

であるNitrosospira属に近縁なクローン（1個）が

検出された。 

 Nitrospirae に属しているものは，いずれも亜硝

酸酸化細菌であると推定された。このことと，前述

のアンモニア酸化細菌の存在から，硝化能力の高さ

が微生物学的にも確認できたと言える。 
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図－５ 流入水質および処理水質の経時変化

●：TOC，○：NO3-N（右軸） 

▲：NH4-N，△：PO4-P（左軸） 

図－６ 検出されたクローンの分類 
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 なお，全体的な細菌群集構造が類似していた報告

例として，Martinyらの解析結果 5）がある。彼らは，

浄水の配水管を模した実験装置に形成された生物膜

からNitrospira属（25％）やAcidobacteria（14％）

に近縁な遺伝子を多く検出している。 

3.3.2 細菌群集構造と有機物の流れ 

 下水処理水（二次処理水）の溶解性・残存有機物

は，その由来によって以下のように分類できる。 

• 流入下水に含まれる生分解性の低い有機物 

• 基質利用や増殖にともなう代謝産物（UAP：

utilisation associated products6)） 

• 死滅や溶菌にともなう有機物（BAP：biomass 

associated products6）） 

活性汚泥処理の後段である本研究の処理対象は，主

にUAPと BAPになる。 

 前述のとおり，処理性能の比較的良好だった化成

炭の生物膜では，Acidobacteria と Bacteroidetes

が優占的な従属栄養細菌であった。Kindaichi ら 4)

は，細胞壁の主要成分であるN-アセチルD-グルコサ

ミンを，Bacteroidetes に属する細菌が優先的に摂

取すると述べている。また Martiny ら 5)は，有機物

濃度の極めて低い環境で存在したAcidobacteria門

の細菌は，硝化細菌の代謝産物を利用している可能

性が高いと述べている。これらの知見から，本研究

においても，UAP や BAP を利用する細菌を多く含む

生物膜が形成されたものと判断できる。 

 一方，生物膜を有機物の除去装置として考えた場

合，硝化細菌の存在が機能の低下につながる可能性

もある。たとえばKindaichiらは，炭酸塩を唯一の

炭素源とする生物膜において，培養開始から３ヶ月

が経過した後でも，硝化細菌と従属栄養細菌の存在

比率が半々であったと報告している 4)。これは，硝

化細菌によって，多数の従属栄養細菌が生育できる

ほどのな有機物（UAPや BAP）が供給されていたこと

を意味する。したがって，硝化細菌と見られるクロ

ーンが多数（13％）を占めていた本実験でも，生物

膜における有機物の挙動については，従属栄養細菌

による分解だけでなく，硝化細菌や従属栄養細菌に

よるUAP・BAPの生成も考慮する必要がある。 

3.4 処理性能と固定化資材との関係 

3.4.1 材質の影響 

 本実験に使用した固定化資材は，大きく分けて炭

化物と鉱物である。特に木炭とゼオライト・坑火石

は同程度の大きさであるため，材質の影響に特化し

た検討が可能である。これらの資材では，一定かつ 

表－３ 実験終了時におけるカラム内平均流下時間 

 

 

 

 

 

 

 

同程度の硝化能力は発揮されるものの，有機物濃度

の低減は見られなかった。したがって，本実験で使

用した資材については，処理性能への影響は小さい

ものと結論付けられる。 

3.4.2 大きさ・表面形状の影響 

 ３種類の炭化物は，それぞれ大きさと表面形状（粉

末状／細胞の痕跡）が異なっている。一方，処理水

質については，有機物濃度が低下した化成炭・活性

炭と，ほとんど低下しなかった木炭に分けられる。

このことから，個々の資材が小さければ，表面形状

によらず，ある程度の処理性能を発揮できると考え

られる。 

表－３は，実験終了時にトレーサ試験を行い，生

物膜形成下におけるカラム内の流下時間を測定した

結果である。本実験結果は全てこのような流下時間

が極めて短いところでの現象であり，この結果は，

例えば，水質的に大きな改善が見られなかったとし

ても，リアクターの流況，形式を工夫することによ

り，より大きな改善が望める可能性があることを示

唆している。 

したがって，本研究のように安価な生物膜処理法

を目指す場合には，表面の加工を工夫したり特殊な

材質を選んだりするよりも，適切な大きさ（砕き方）

と，その適用，敷設方法を検討すべきである。 

 

４．まとめ 

 本研究では，各種の微生物固定化資材に下水処理

水を通水する実験から，資材の特性と処理性能との

関係，ならびに有機物除去機構について検討を行っ

た。その結果，以下のことが分かった。 

1） 実験に用いた固定化資材の表面には，全体を覆

う生物膜が形成されていた。その近傍には，生

物膜や特定の細菌（硝化細菌）を捕食する，原

生動物や微小後生動物が観察された。 

2） 化成炭と活性炭を用いた生物膜処理では，溶解

性有機物濃度を約10％低減できた。一方，木炭

やゼオライト，坑火石では，有機物の低減が見

流量 平均流下時間
( mL/min ) ( min )

化成炭 142 4.00
活性炭 140 3.96
木炭 140 0.92

ゼオライト 145 1.05
坑火石 135 1.14

ケース
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られなかった。 

3） このような相違は，主に資材の大きさに影響さ

れており，表面形状の影響は小さいものと考え

られた。 

4） すべての固定化資材には，硝化能力を有する生

物膜が形成されていた。 

5） 化成炭に形成された生物膜は，Acidobacteria

と Bacteroidetes（約 20％），Nitrospiraとβ-

およびα-proteobacteria（12～15％）などの細

菌で構成されていた。 

6） 既存の知見との比較から，生物膜を構成する細

菌は，硝化（Nitrospira）や，代謝産物のよう

な高分子系有機物を利用する（Acidobacteria

とBacteroidetes）といった特徴を有していた。

これらは，活性汚泥法とは異なり，有機物負荷

の低い環境で見られるものであった。 

 本研究の結果からも分かるように，現状の生物膜

処理は，安価という利点の一方で，処理能力の上限

という問題点も抱えている。この「上限」の理由を

解明する，あるいは処理能力向上の可能性を見極め

るためには，生物学的な観点から有機物の挙動を明

らかにすることが重要だろう。すなわち，流入水に

由来する有機物に加えて，独立栄養細菌（硝化細菌）

が固定する有機物や，従属栄養細菌の産生／放出す

る有機物を対象に，化学的な組成と細菌群集との対

応，細菌同士の有機物を介した相互作用といった機

構の解明が，今後の課題として挙げられる。 
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ADVANCED REMOVAL OF RESIDUAL ORGANIC MATTER IN SECONDARY EFFLUENT FOR WASTEWATER REUSE 

 

In order to promote the reuse of effluent of wastewater treatment plant, the advanced removal of residual organic matter by biofilm was 

studied. Although nitrification was observed in all the reactor using some kinds of fixed media, the decrease of organic matter (TOC) was 

occured in the reactor using either chemo-treated or activated carbon as media. This suggests that the treatment ability depends on not the 

sureface characteristics but the size of media. Moreover, from the PCR-cloning analysis of the biofilm, the proliferation of phylum 

Acidobacteria, Bacteroidetes, and Nitrospirae was observed. These groups are known to autotrophic bacteria (Nitrospirae) or heterotrophic 

bacteria utilizing soluble microbial products (Acidobacteria and Bacteroidetes). 

 

Key words: secondary effluent of wastewater, residual organic matters, fixed media, biofilm, microbial community analysis 
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 草木廃材の緑化資材としての有効利用技術に関する研究 
 

研究予算：運営費交付金（一般勘定） 
研究期間：平 15～平 17 
担当チーム：材料地盤研究グループ(リサイクル) 
研究担当者：尾崎正明、落修一、宮本綾子、牧孝憲 

 
【要旨】 
土木工事や公共緑地の管理から発生している草木廃材の資源化・利用に寄与するために、草木の発生量に係わ

るデータベース化の基礎的知見を得る調査をダムの流木を中心に行うとともに、資源化利用技術として、土木工

事から発生する伐採・抜根材の緑化・吹付資材化、園芸資材化技術と、緑地管理由来草材の炭化技術の開発に関

する研究を行った。その結果、ダムにおける流木発生現象が明らかとなるとともに、全国レベルの発生量の大要

を把握できるようになった。また、木質材に爆砕を施したものは法面吹付資材化が可能であり、更に、それにコ

ンポストを施すとピートモス代替としての園芸資材化も可能であった。草材を用いた基礎的な炭化実験から低

温・短時間炭化法が有望となることが示唆された。 
キーワード：草木、流木、ダム、緑化、爆砕、ピートモス、コンポスト、炭化 
 
 
1．はじめに 

土木工事をはじめ、道路や河川、海岸、空港、公

園、ダム等の緑地管理から伐採木や抜根材、流木、

刈草が大量に発生している。しかし、これらの有機

質廃材のリサイクル手法は限られており、資源とし

ての利用拡大が求められている。一方、掘削や盛土

などの土木工事にともなう法面緑化工や緑地造成の

ために多くの有機質資材が投入されており、そこで

は一部を海外天然材に依存している場合もある。 
本研究は、大量に発生する草木廃材を法面緑化、

緑地造成・保全のための資材化技術を開発し、地域

や流域などにおける広域的な資源化・循環システム

の構築に資することを目的とする。 
 
２．研究方法 
本研究では、発生する草木廃材を資源として捉え、

発生量および発生形態から資源化利用に繋げるデー

タベース構築の基礎的知見を得るための調査を行う

とともに、資源化利用技術として、土木工事から発

生する伐採木や抜根材の現地における完全利用・還

元を図るための緑化・吹付資材化技術および園芸資

材化技術と、公園や緑地などから定期的に、恒常的

に発生する除草材を対象とした炭化技術の開発に関

する研究を行った。平成 17 年度は、ダム流木発生

量調査を継続するとともに、緑化資材化開発のため

に行っている法面吹付試験フィールドの追跡調査、

木質爆砕物の園芸資材化のためのコンポスト化実験

および緑地除草材（雑草刈草）を対象とした大量炭

化技術を開発するための基礎的な実験を行った。 
 

３．研究結果 
3.1 ダム流木発生量調査 

3.1.1 調査方法 

全国の貯水池に流入する流木量を把握するために、

全国196箇所のダムを対象にアンケート調査を行い、

平成 15 年度までの実績値に基づき流木の発生量の

概略が推測できるようになった１）。平成 16 年度に大

型台風の頻繁な上陸を経験したことから、このとき

の大規模出水時の実態を把握するために、これまで

と同様の 196 箇所のダムに、上陸した 10 個の台風

による流木発生量を主体としたアンケート調査を行

った。また、流木発生量評価や予測の精度向上のた

めに、ダム堆砂量との関係を調べた。 
3.1.2 調査結果 

1) 流木の発生量 
平成 15 年度より過去５年間の年度毎流木発生量

と平成16年度における主に10個の台風来襲に起因

する流木発生量をアンケート収集した196箇所のデ

ータ集計値として表－１に示す。平成 16 年度は特

異的に相当量の流木が発生していたものであり、特

に台風の通り道に位置した県管理のダムでは例年に

ない発生量があったものである。 
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表－１ 調査した全国196箇所の流木発生量実績 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図－１ 流木発生量実績（その１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図－２ 流木発生量実績（その２） 
 
図－１と図－２に管理主体別に調査したダム毎の

流木量データを流木流入面積基準で示した。これら

から共通して言えることは、流木の発生量が流域面

積のみに依存している訳ではなく、年毎の流木発生

はその地域が見舞われる豪雨の影響を大きく受けて

いることが伺われる。各ダムにおける年度毎発生量

の一律表示はデータ数が多く明瞭表示が困難であっ

たことから過去５カ年の一括表示としたが、特筆す

る現象として次の２つが読み取れるものであった。

１つは、これらの図中で流域・流入面積とは関係な

く流木発生量が多くなっているダムの特徴は、或る

年度のみの発生量が特異的に多くなってケースが多

い。これは地域不特定して起こる台風や梅雨前線等

による集中豪雨が大量の流木発生をもたらしている

ことにある。もう１つの特徴は、毎年度コンスタン

トな発生が見られるダムが存在することである。流

木の発生現象を考えた場合、不法投棄を別として、

土壌流亡や斜面崩壊に起因する倒木・流出木が大部

分と考えられる。地盤が通常経験しない集中豪雨が

起こす斜面崩壊は避けようもない現象であるが、

少々の豪雨でも生じている土壌流出に起因して安易

に生じる倒・流木現象は森林管理の不備にある。特

に、この現象は次項 2)で触れる流砂・堆砂と強く関

係していると思われ、毎年コンスタントな流木発生

があるダムは、流域の地勢調査に基づく植生管理に

も関与して行く必要があると思われる。 
2) 流木発生量と堆砂量 
流木発生とダム堆砂は、風雨や斜面崩壊などとい

った類似の要因によって引き起こされると考えられ

ることから、双方には高い相関性があるものと推察

調査ダム数 全・流入面積 流木発生量　（ｍ
３
）

（箇所） （ｋｍ
２
） （平成１１年度） （平成１２年度） （平成１３年度） （平成１４年度） （平成１５年度） （平成１６年度）

国・水機構管理 99 27,419 28,895 55,796 32,722 28,206 82,954 51,727

県管理 97 10,914 10,899 4,911 9,033 5,870 8,103 36,903
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される。個々のダム毎に流木発生量とダム堆砂量と

の相関係数を求めた結果の階級区分を図－３に示す。

縦軸は各階級に属するダムの数を示し、NA は有効

サンプル数の不足などにより相関係数算定ができな

かったことを示す。本解析では 80 を超えるダムが

算定不能であった。また、相関係数の階級区分のピ

ークが 0 付近にあり、相関性が見出せないケースが

多かった。しかし、結果は、有力な相関性を示す事

例も相当数存在することを示しており、現象解明に

繋がる可能性が高い。 
図－４は、昭和 53 年度から平成 16 年度の間の各

年度における196箇所の全てのダムの堆砂量と流木

流入量の合計値を求め、全国総計をベースにした双

方の関係を示したものである。結果は、相当に高い

相関を示し、全国レベルで見た場合、堆砂量と流木

の発生量は一体として捉えるべき事象であることを

示している。 
これらを踏まえ、今後より精度の高いデータを得

るために以下の項目を検討していく必要がある。 
ⅰ） 降雨データの収集 
ⅱ） 森林施業状況と流木発生量の関連性 
ⅲ） 森林の健全性と流木発生量の関連性 
ⅳ） ダム流域に関する GIS データ作成 
ⅴ） 流木計測方法の検討 
ⅵ） 流木利活用に関するガイドラインの作成 
ⅶ） 流木インベントリーの整備 
ⅷ） 近接ダムとの連携による効率的な利用の可

能性検討 
ⅸ） 地域の需要ポテンシャルマップの作成 
これらは、ⅰ）～ⅴ）をより詳細に調査、充実す

ることにより流木発生要因を明らかにすることがで

きる。また、ⅵ）とⅶ）によって流木利用者側へ有

用な情報を提供することができ、流木利用が促進さ 

表－２ 吹付・緑化試験の配合 

 
 
 
 
 
 
 
れると考えられる。更に、ⅷ）とⅸ）により効率的

な流木の利用、需要の喚起が期待できる。 
ダム管理において流木は招かざるものである。し

かし、過去の多くの事例が示しているように、ダム

が大量の倒木流出から下流域の社会資本はじめ社会

活動を守っているのは事実である。これからは、発

生する流木の資源化利用を図りつつ、流域の森林管

理の在り方までに関与し、その発生抑制策を土砂流

亡と合わせて追求して行く必要がある。 
3.2 緑化・園芸資材の開発 

3.2.1 木質爆砕物を用いた法面緑化の植生追跡調

査 

これまでの研究２）、３）から、木質材は爆砕処理の

強度（温度、圧力、蒸煮時間）を調節することによ

りピートモスと類似した性状に改質できることが示

され、平成 16 年 3 月には、当研究所内の盛土法面

において広葉樹爆砕物を法面緑化資材とした表－２

に示す配合による吹付・緑化試験を開始した。この

試験フィールドにおいて、木質爆砕物を用いた法面

緑化技術を確立するための植生の追跡調査を行った。 
各試験区生育基盤の pH およびフェノール性物質

量の経時変化を図－５および図－６に示す。造成初

期は、中和資材の添加によってアルカリ性を呈して

いたが、降雨による溶脱等の影響により pH７近傍

まで低下した。電気伝導率も同様に中和資材や肥効

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

N
A

-
1
.0

～
-
0
.8

-0
.8

～
-0

.6

-
0.

6
～

0
.4

-

-
0
.4

～
0
.2

-

-
0
.2

～
0
.0

0
.0

～
0
.2

0
.2

～
0
.4

0
.4

～
0
.6

0
.6

～
0
.8

0
.8

～
1
.0

相関係数：R

相
関

係
数

の
ヒ

ス
ト

グ
ラ

ム
（
ダ

ム
数

）
 n=21～

　　16～20

　　11～15

　　 6～10

　　 0～ 5

0

20,000

40,000

60,000

80,000

100,000

-5,000 0 5,000 10,000 15,000 20,000

年間堆砂量　（１０３ ｍ３ ）

年
間

流
木

量
　

（
 ｍ

３
 ）

図－３ 堆砂量と流木発生量における 

相関係数のヒストグラム 

図－４ 全国196箇所ダム合計値による 

   年間堆砂総量と年間流木発生量の関係 

広葉樹
爆砕物(L)

バーク
堆肥(L）

接合剤
（kg）

肥料
（L）

中和資材
（kg）

爆3 510 1,190 0.85 170 0.85

爆3中多 510 1,190 0.85 170 2.55

爆5 850 850 0.85 170 0.85

爆7 1,190 510 0.85 170 0.85

0.85 170 －

－ 1,700 0.85 170 －

仕上がり1 m3あたり（圧密量は59 %とした）
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1,700 L
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爆砕
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成分などが溶脱したため低下し、同様に発芽・生育

阻害物質であるフェノール性物質および有機酸も施

工後 20 週までに大きく減少した。これには、微生

物による分解も大きく関与しているものと思われる。 
施工後20ヵ月の試験区の全景を写真－１に示す。

爆砕試験区および対照区では、施工直後には導入し

た緑化草本植物が発芽・生育していたが、徐々に枯

死した。これは、造成初期に多量に含有していた発

芽・生育阻害物質が影響していたためと考えられる。

一方、発芽・生育阻害物質含有量が少ない標準区で

は、導入した緑化草本植物の生育は良好に推移し、

それによって 90 %以上の全体被覆率を示した。 
爆砕試験区および対照区では、導入した緑化草本

植物の発芽・生育による十分な法面の被覆はみられ

なかったが、その空間に周辺環境から侵入・定着し

た植物が観察され、それらによって法面は十分に緑

化された。外部から定着した植物は主にイネ科植物

やキク科植物の 10 種程度の草本植物であり、それ

らによる被覆率は全体被覆率の約 9割を占めていた。

一方、標準区では侵入植物は殆ど観察されなかった。

本試験でも観察されたように、有機質系植生基材吹

付工は、生育の早い緑化草本植物を導入することで

急速緑化を可能にしている。一方で、導入した緑化

草本植物による植生、すなわち一次植生が持続して

植生遷移が停滞する問題が以前から指摘されている。

爆砕試験区では、多量の発芽・生育阻害物質が含有

されていたために導入した緑化草本植物による十分

な緑化は達成できなかったが、それらの物質は造成

後のすみやかな分解・溶脱により生育基盤環境が改

善されたと評価できる。そこに周辺からの侵入草本

植物が定着したことを考えると、爆砕試験区および

対照区では今後、遅滞なく適切な植生遷移が進行す

ると推察される。 
図－７は、苗木によって導入したアカメガシワの

樹高の経時変化である。爆砕試験区および対照区で

は良好な生育が観察されたが、標準区では大きな生

育はみられなかった。ヤマハギも同様に標準区では

生育が劣っていた。これらは、植物種の特性によっ

て最適な生育環境が異なることに起因すると考えら

れる。一般に、木本植物は緑化草本植物より貧栄養

環境に生育すると考えられ、二見ら４）も未分解木質

チップを用いた法面緑化において同様の調査報告を

している。 
以上の結果から、木質爆砕物を用いた法面緑化は、

緑化草本植物による急速緑化は困難であるが、貧栄 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図－５ 生育基盤のpH (H2O)の経時変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図－６ 生育基盤のフェノール性物質量の経時変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   写真－１ 施工後２０ヶ月目の全景 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  図－７ アカメガシワ樹高の経時変化 
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養であるため木本植物の生育には適しており、山中

で多く実施される法面緑化工の特徴を考慮すれば、

周辺環境に調和した緑化が期待できると考えられる。

また、周辺からの侵入植物および木本植物によって

植生が成立するまでには時間を要するが、木質爆砕

物によって造成された生育基盤は、十分な耐侵食性

能を有していることから造成法面の侵食・流亡は回

避できると考えられる。 
本研究によって、木質爆砕物の有効利用はピート

モスの採取および廃木材の最終処分による環境負荷

の軽減、すなわちリサイクルや省資源の面で効果的

である可能性が示唆された。今後は、法面緑化工が

本来の植物群落の植生となるまでに一般的に最低で

も５，６年を必要とするため、さらに継続した追跡

調査を行い評価していく必要がある。 
3.2.2 木質爆砕物コンポスト化実験 

1) 実験方法 
本研究により、木質に爆砕処理を施すと爆砕物中

に酸性物質や植物の発芽・生育阻害物質が生成され

ることが分かっている。このために、天然資材であ

るピートモスの代替品としての木質爆砕物の園芸資

材化を目指したコンポスト化実験を行った。 
実験は、原料に針葉樹と広葉樹爆砕物を、中和資

材に炭酸カルシウムを、また、事前に作製した種コ

ンポストを用いて内径 30 cm、高さ 85 cm の塩化ビ

ニル製発酵カラムに仕込み 35℃の恒温室において

行った。実験は、醗酵温度の低下、安定が認められ

た 14 日間行った。また、そこから得られたコンポ

ストは樹木種子の発芽試験に供した。 
発芽試験には、ヤマハギ、コマツナギ、ヌルデ、

アキグミ、アカメガシワ、コナラ、ネズミモチ、シ

ャリンバイ、シラカシおよびアラカシを用いた。コ

ンポスト化前後の試料をそれぞれ 30 cm×40 cm の

プラスティック製バットに敷き均し、各供試植物を

20 粒ずつ播種、室内に静置した。対照区にはバーク

堆肥を用いた。散水は試料の乾燥の程度によって適

宜おこなった。試験は平成16年 12月より開始した。 
2) 実験結果 

シャリンバイの発芽・生育状況を写真－２に示す。

シャリンバイでは、コンポスト化を実施することで

対照区とほぼ同等の発芽・生育が可能となった。一

方で、本実験結果は植物種間の差異が大きく、例え

ば養分要求性の低い植物では対照区と比べコンポス

ト区の方が発芽・生育率が高く、また、本来発芽率

が低い植物ではコンポスト区、対照区ともに発芽率 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

写真－２ シャリンバイの発芽・生育状況 

（左：コンポスト化区、右：対照区） 

 
が低い結果もみられた。しかしながら、概してコン

ポスト化を実施することで、供試植物の発芽・生育

は改善する傾向が認められた。 
以上の結果から、木質爆砕物はコンポスト化過程

を経ることで植物生育が改善されることが示された

ことから、木質爆砕物はコンポスト化を施すことに

よりピートモスの代替物としての園芸資材化が可能

となることが分かった。 
 

3.3 草類炭化技術の開発 

緑地管理の除草から発生する雑草刈草の中には、

収集前の飛散を回避するために、発生場所での自然

乾燥（風乾）ができない現場もある。この場合、収

集される刈草は生材であることから、それを利用す

るにしても、それまでの間に大量に堆積貯蔵するこ

とは、腐敗進行や乾燥が中途に進んだものでは醗酵

が生じて発酵熱火災の可能性もあることから生草は

大量貯蔵に向かない性状である。この生の草材を効

果的に資源化利用に繋げるためには、一時的に大量

発生する生草を生物学的に短期間に安定化させる必

要がある。さらに、その安定化されたものが直ちに

利用できる形態であれば最も望ましい資源化技術で

ある。 
本研究では生草の望ましい資源化技術は炭化にあ

ると考えている。発生、生産される地域の地勢条件

により、得られる炭化物は有用な資材として農地利

用初め燃料利用、発電利用、工業利用など様々な利

用形態が考えられることから、用途を特別に開発、

追究する必要がない。ここで重要なことは、これま

でに困難視されてきた草材の炭化、中でも大量炭化

技術を開発することである。このために、草材の大
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量炭化を目指した基礎的な実験を行った。 
3.3.1 実験方法 

実験は、幅 500 mm×高さ 1,200 mm×長さ 1,200 
mm の容積を有する熱風炉に、内径 400 mm×高さ

400 mm の 50 L 容のステンレス容器内に試料を密

封してセットし、間接加熱方式による炭化の実験を

行った。熱風には灯油バーナーを用い、炉内空間温

度を制御する方式を取った。試料には所内雑草管理

から発生した除草干草（含水率：8.3 ％）と、つく

ば市内で発生したモミガラ（含水率：9.2 ％）と街

路樹管理発生材をチップ化して更に摩砕したもの

（含水率：25.1 ％）を用いた。干草は 50 L 容器に

揺るく 0.4 kg の重量を詰めるケースと密に 1.75 kg
の重量を詰めるケースを設定した。実験外観を写真

－３に示す。 
これら４種類の試料の炭化は、表－３に示す炭化

条件で全 56 ケース行った。表中の炭化時間で〔容

器中心到達まで〕とあるのは容器中心部の温度が設

定温度に到達するまでの時間を意味している。炭化

の排ガスラインは間接水冷により排出液を回収する

とともに、排ガスコンポジット試料の成分分析を行

った。また、炭化物は元素分析の他に、炭化試料に

水を重量比1：10で加え撹拌（120 rpm－1 hr(20℃)）
した水抽出液の分析も行った。 
3.3.2 研究結果 

1) 観察 
得られた炭化物は、含水率が低かった干草やモミ

ガラのケースは、低温－短時間の処理でも良好に黒

色に呈色し、さらに炭化時間が増す毎に形状保持強

度（パリパリ感）が増し手揉みにより容易に（心地

よくサクサクと）崩れ易くなった。同じ干草の間で

は密詰めのケースでは中心部まで均一に黒色を呈す

るまでに熱伝導の関係から揺る詰めのケースよりも

時間を要した。摩砕木質のケースでは、他のケース

よりも更に時間を要し、その原因は含有水分の排除

に多くを要することにあった。 
2) 排ガス 
炭化の過程で排ガス中から回収された液量の結果

を図－８に示す。炭化温度や炭化時間と排出液量の

間には有意な関係は見出せず、本実験に用いた試料

性状では200～400 mL／kg－原料の範囲にあった。

なお、一般的な傾向として高温条件で炭化するほど

に排出液中にタール状質が多く含まれるようになっ

た。 
排ガス成分の分析からは可燃性ガスとして水素や 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

写真－３ 炭化実験装置の外観 

 
表－３ 炭化実験条件 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図－８ 排ガスから回収された液量の分布 

 
一酸化炭素、メタンが検出された。エタンやプロパ

ンは検出されなかった。水素とメタンの発生は少な

いものであったが、一酸化炭素は比較的高濃度に検

出された。また、メタンについては摩砕木質を高温

炭化したケースで高濃度化する傾向にあった。 
3) 炭化物 
炭化前後の固形物量変化から固形物の残存率を求

めて図－９に示した。炭化温度と固形物残存率の関

係には原料毎に異なる明瞭な関係が現れた。本研究

目的は草材の炭化を資源量回収技術と位置付けるこ

とから、固形物残存率は高いほど良い。残存率＝１

原　　料 　　炭化条件　〔温度〕×〔時間〕

干草・揺詰め
干草・密詰め

〔300℃〕　×　〔1hr，2hr，3hr，4hr〕
〔350℃〕　×　〔1hr，2hr，3hr，4hr〕
〔400℃〕　×　〔0.5hr，1hr，2hr，3hr〕
〔450℃〕　×　〔0.5hr，1hr，2hr，3hr〕

モミガラ
摩砕木質

〔300℃〕　×　〔2hr，4hr，容器中心到達まで〕
〔350℃〕　×　〔2hr，4hr，容器中心到達まで〕
〔400℃〕　×　〔2hr，4hr，容器中心到達まで〕
〔450℃〕　×　〔2hr，4hr，容器中心到達まで〕
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は炭化していない状態に近いと言え、炭化の進行が

あったことを認めるためには、幾分かの固形物減少

が生じている必要がある。前 1)項での観察結果をも

考慮すると、モミガラ炭化のケースが参考となり、

固形物残存率を 0.8 以上、可能ならば 0.9 前後を草

材の炭化技術開発の目標に置くのが妥当と思われる。

これに基づくと、干草原料のケースは、実験した

300 ℃よりも更に低い炭化温度が実用的との傾向

を示しており、炭化時間そのものも低い炭化温度の

もとで、１時間以内の短時間炭化が可能となる可能

性が高い。 
炭化物の水抽出液の分析からは、pH は干草系で

は 9.1～10.9 と平均的であるのに対して、モミガラ

と摩砕木質の系では高温炭化となるほどにそれぞれ

4.1～10.9、4.3～10.5 と上昇する傾向を示した。電

気伝導度は炭化条件により大きく変わらず、干草

系：1.4～2.4 mS/cm、モミガラ系：0.37～0.82 mS/cm、

摩砕木質系：0.31～0.93 mS/cm であった。TOC と

Mg2＋、Ca2＋はいずれの原料でも高温炭化となるほ

ど減少した。PO43ーと NH4＋および K＋は高温炭化と

なるほどに干草系では増加し、逆にモミガラ系と摩

砕木質系では減少した。 
 
４．まとめ 
本研究では、全国のダムからの流木発生量を把握

するためのアンケート調査、木質爆砕物の法面緑化

資材への適用試験、木質爆砕物を園芸資材として利

用するためにコンポスト化実験および草類を対象と

した炭化実験を行い、以下の結果を得た。 
1) 台風が上陸最多記録を更新した平成 16 年にお

ける全国のダム流木発生量を調査したところ、平

成 15 年までの平年と比較してより多くの流木が

発生していた。さらに過去の流木の大量発生も台

風や梅雨前線等により起こる地域的、年次的な特

異現象と認められた。 
2) 過去の流木発生量からは、毎年コンスタントに

比較的多くの発生があるダムも存在した。これら

は流域の地勢や植生の管理に影響される土壌流亡

による倒・流木発生にあると思われた。 
3) 流木発生量と堆砂量との関係を調べたところ、

各ダムで生じていたそれぞれの総量の間には良好

な相関関係が認められ、ダム管理における流域の

土砂流出対策と流木発生抑制対策は共通している

ものである。 
4) 木質爆砕物を法面緑化資材に適用すると、人為 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図－９ 炭化温度と固形物残存率 

 
的に導入した緑化草本植物の発芽・生育は良好で

はなかったが、それらによる土壌表面が被覆され

なかったために、その表面空間に周辺環境より自

生の草本植物種子の侵入・定着が可能となってい

た。また、貧栄養の生育基盤であるために、導入

した木本植物の発芽・生育は良好であった。中和

資材を一定量添加し、木質爆砕物配合比率が 3 ~ 7
割程度であれば周辺環境に調和した緑化が達成で

きると思われた。 
5) 発芽・生育阻害物質を生じる木質の爆砕にかん

して、その爆砕物にコンポスト化を施した、木本

植物の発芽・生育実験をおこなったところ、植物

の発芽・生育障害を軽減でき、木質爆砕物はピー

トモス代替の園芸資材化が可能と思われた。 
6) 炭化実験からは原料の含水率が低い場合は短時

間での炭化が可能であったが、含水率が高い場合は

水分排除に時間を要した。また、炭化過程で排出さ

れる液量は 200～400 mL／kg－原料の範囲にあっ

た。 
7) 生草材の炭化による資源回収を目指す場合、炭

化物の固形残存率：0.9 を目標とすることが妥当と

思われ、それを達成する炭化温度は実験で実施した

300℃よりも更に低い領域にあり、且つ炭化時間も

１時間以内が可能となる可能性が示された。 
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アジア･モンスーン地域の下水処理施設における病原微生物の消長に関する研究 

 
 独立行政法人 土木研究所 

 尾﨑正明、諏訪 守、陶山 明子 

 
１．要約 

発展途上国では、一般的にラグ－ンにより下水処理が行われている。本研究では、アジア・モンス－ン地域に

属するタイにおいて、下水中の病原微生物の実態や現地で採用されているラグ－ンでの除去特性の解明を目的に

実態調査を行った。タイでの調査は、コンケンおよびバンコクのアジア工科大学（AIT）に隣接するラグ－ンを

対象としたが、16年度の報告デ－タが限られたものであったため、17年 3月までのデ－タを補完した。また、コ

ンケンではラグ－ンに流入する都市河川において、降雨時の汚濁負荷上昇時に実態調査を行い病原微生物の汚濁

状況を把握した。 
コンケンとAITでは下水の排除方式が異なることから、各々流入下水中の病原微生物の濃度に違いが見られた。

15年度に沖縄県で行ったラグ－ンの調査結果と比較すると、特にAITの流入下水ではジアルジアのシスト濃度、

ノロウイルス濃度は2～3オ－ダ－高かった。クリプトスポリジウムは検出割合は比較的高いが、検出濃度はジア

ルジアに比較して低濃度であった。コンケンの流入下水の病原微生物濃度はAITと比較してそれ程高濃度ではな

いが、沖縄県の流入下水のノロウイルス濃度と比較すると、最大検出濃度は 2オ－ダ－高かった。クリプトスポ

リジウムは全ての試料で不検出であった。ラグ－ンによる各々の病原微生物の除去率は 1log 程度から 3log 以上

の平均除去率が得られているが、大腸菌群、ジアルジアの除去率に比較してウイルス除去率の変動は比較的大き

かった。 
コンケンの都市河川における調査結果では、降雨時の汚濁負荷上昇時においてノロウイルスは雨水により希釈

され検出濃度・割合は低下したが、ジアルジアはその傾向は明らかでなかった。 
 

２．研究目的 
アジア・モンス－ン都市部においても都市化の進展、人口集中などに伴いヒトからの排泄物により、病原微生

物の汚染による水環境の悪化が懸念されている。水環境の改善、水資源の確保は重要であり、下水道整備により

その対応を講ずることが望まれる。発展途上国では一般的にラグ－ンなどにより下水処理が行われているが、処

理方法や放流水系状況の違いによって病原微生物の消長は変化するものと考えられ、水環境の改善、水資源の確

保の観点からその実態を解明する必要がある。 

 本研究の目的は、病原微生物を細菌、原虫、ウイルスに分類し、各々の分類毎に指標となる微生物の評価を行

い実態を把握するとともに、ラグ－ン施設の運転条件が病原微生物の除去に及ぼす影響を調査し、水系での消長

を解明するものである。 

 

３．研究計画 

15 年度は、沖縄県のラグ－ン実験施設において、降雨、流出 SS、日間変動などが病原微生物の消長に及ぼす

影響を把握するとともに、植生浄化法による病原微生物の消長を調査した。 
16年度は、アジア・モンス－ン地域に属するタイのバンコクとコンケンにおいて、流入下水の病原微生物の実

態やラグ－ンにおける消長調査を実施した。 
17年度は、上記調査の16年度の報告デ－タが限られたものであったため、17年3月までのデ－タを補完した。

また、コンケンの下水道システムは合流式で雨季に下水の量が増加しラグ－ンの容量を超えた場合には、その越

流水が河川に直接放流されるため、雨季における市街地河川の病原微生物調査は重要であると考えられる。この
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ため、コンケンではラグ－ンに流入する都市河川において、降雨時の汚濁負荷上昇時に実態調査を行い病原微生

物の汚濁状況を把握した。 

18年度は、コンケンの各家庭に設置されているセプティクタンクなどが病原微生物の流出抑制に果たす効果

などを把握するとともに、各年度に実施した調査結果についてとりまとめる予定である。 

 
４．研究方法および対象微生物 

本研究では、アジア・モンス－ン地域に属するタイにおける下水中の病原微生物の実態や現地で採用されてい

るラグ－ンでの除去特性の解明を目的に実態調査を行った。タイでの調査は、コンケンおよびバンコクのアジア

工科大学（AIT）に隣接するラグ－ンを対象とした。コンケンは個々の家庭でセプティプタンクあるいは浸透式

トイレが設置されており、その上澄流出水や家庭雑排水がラグ－ンに流入するものと考えられる。AITでは水洗

トイレにより下水はラグ－ンに排出される。各々のラグ－ン施設の概要を図－１、2に示す。コンケンは 3池の 

 
ラグ－ンから構成されており、第 2池で間欠曝気を行い、総容量は 46,000m３、平均水深は 2m である。AIT は

2池のラグ－ンから構成されており、容量は2,125m３、3,360m３、水深は 1.7m、0.7ｍである。AITでは流入下

水、第 1、2池流出水、コンケンでは流入下水、第 2、3池流出水の各々3試料について月 1回程度の採水を行っ

た。分析対象とした病原微生物は大腸菌群数、ジアルジア、クリプトスポリジウム、ノロウイルスとした。 
コンケンの都市河川における実態調査箇所の概略を図－3 に示す。降雨時の越流水が河川に流入する複数地点

の最終位置で採水を行った。降雨時の汚濁負荷上昇時に 4回、比較対照として晴天時に 3回の採水を行った。試

料の分析検体数は雨天時調査 22検体、晴天時 15検体とし、ジアルジア、クリプトスポリジウム、ノロウイルス

の他に濁度、河川流量の測定を行った。 
各調査で分析対象とした病原微生物の測定法を以下に示す。大腸菌群数法は、MPN 法あるいは平板培養法と

した。原虫類のジアルジア、クリプトスポリジウムは試料を遠心濃縮、免疫磁気ビ－ズによる分離の後、間接蛍

光抗体染色による顕微鏡観察とした。免疫磁気ビ－ズはダイナル社製のダイナビ－ズGC－コンボキット、間接 

    図-1コンケンのラグーン施設           図-2  AITのラグーン施設 
 (1:流入下水，2:第2池流出水，3:第 3池流出水)   (1:流入下水，2:第 1池流出水，3:第 2池流出水) 
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図－３ コンケンの都市河川の調査地点 

 
蛍光抗体染色にはHYDORO-FLUOR-Comboキット、ENSYS INC.を用いた。ウイルスの濃縮法は、ポリエチ

レングリコ－ル（PEG）沈殿法によるもので、試料中にPEG6000（終濃度 8％）およびNaCl（終濃度 0.4M）

を添加・撹拌し完全に溶解させた。４℃で一夜静置した後、10,000×ｇ、30 分間遠心分離して沈査を回収した。

この沈査を RNase-free 水（遺伝子分解酵素を除去した水）に再浮遊させてウイルス濃縮液とした。濃縮液中の

ウイルスは、リアルタイム PCR 法により定量を行った。また、リアルタイム PCR 法によるウイルスの定量感度

を把握するため、ノロウイルスG１型１．２）G２型１．２）について各々の高度保存領域をクロ－ニングしたコント

ロ－ル cDNA を作製し、TaqMan プロ－ブを用いて、その希釈系列に対してリアルタイムPCRを行った。ウイ

ルス遺伝子の抽出は、ウイルス濃縮液からQIAamp Viral RNA Kit(QIAGEN社)を用いたグアニジン法とした。

抽出した RNA に微量に含まれている DNA を除去するため DNaseI 処理し、RNeasy MinElute Clean up 
Kit(QIAGEN社)でウイルスRNAを精製した。上記で抽出したウイルスRNA試料1μgをランダムプライマ－、

Omniscript RT Kit (QIAGEN社)を用い全量 20μl の系で逆転写反応を行い cDNA を作製し2μl をリアルタイ

ム PCR に供した。使用したプライマ－およびプロ－ブ

を表－1に示した。 
ノロウイルスの検出に用いたプライマ－、プロ－ブお

よび反応条件は、食安監発第 1105001号「ノロウイルス

の検出法について」に準じた。リアルタイム PCR は

QuantiTect Probe PCR Kit (QIAGEN社)を用い、リア

ルタイムPCR装置はLightCycler（ロシュ・ダイアグノ

スティックス社）を使用した。 
 

表－１ 使用したプライマーおよびプローブ 

対象ウイルス プライマー プローブ 

G1型 COG1F COG1R 
RING1-TP(a) 

RING1-TP(b) ノロウイ

ルス 
G2型 COG2F 

COG2R 

ALFP 
RING2AL-TP 

Lagoon

Second pump

First pump
Survey   point

Lagoon

Second pump

First pump
Survey   point
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５．研究結果および考察 

調査結果を表－2、3および図－4～6 に示す。各々コンケンとAIT において下水の排除方式が異なることから

流入下水の病原微生物の濃度に大きな違いが見られた。特にAIT の流入下水ではジアルジアのシスト濃度の最大

検出濃度は 1.8×10４（cysts／L）、ノロウイルス（G1 型）濃度は 1.8×10７（copies／L）となっており、15 年

度に行った沖縄県でのラグ－ンの調査結果との比較となるが、その流入下水と比較すると 2～3オ－ダ－高い。大 
 

表－２ 各病原微生物の検出濃度範囲と除去率 

原虫類の欄〔 〕内：下段検体数，上段検出検体数 
 

表－３ コンケンの都市河川の調査結果 

 
腸菌群の濃度レベルは同程度であった。クリプトスポリジウムは我が国の流入下水での調査結果３）と比較すると

検出割合は比較的高かったが、検出濃度は同レベルであった。コンケンの流入下水の病原微生物濃度はAITと比

較してそれ程高濃度ではないが、沖縄県でのラグ－ンの流入下水のノロウイルス濃度と比較すると、最大検出濃

度は 2オ－ダ－高い。クリプトスポリジウムは全ての試料で不検出であった。 
環境水に大きな影響を及ぼすと考えられるラグ－ン処理水の病原微生物濃度は各々低レベルとなっている。ラ

グ－ンによって各病原微生物とも 1log 程度から 3log 以上の平均除去率が得られており、ラグ－ンの滞留時間が

10日間での沖縄県で行った調査結果と比較すると大腸菌群、ジアルジアの除去率は高い。除去率が高い要因はラ

グ－ンの配置が多段であることや、推定ではあるが滞留時間が異なることに起因するものと考えられる。しかし、

ノロウイルスの除去率に関しては比較的大きな変動を示した。ラグ－ン内の溶存酸素濃度とコリファ－ジの藻類

等の浮遊状粒子への吸脱着現象についての報告４）があることから、ウイルス除去率と溶存酸素濃度や他の水質項

目との関係を整理したが、有意な相関関係は見られなかった（図－4～6）。 

                         項 目 

各調査時の 

平均流量範囲(m3/s) 

大腸菌 

(MPN/100 ml) 

クリプトスポリジウム

(oocysts/L) 

ジアルジア 

(cysts/L) 

ノロウイルスG1 

(copies/L) 

ノロウイルスG2

(copies/L) 

検出濃度範囲 5.1E+3～3.5E+4 ND 5.0E+0～2.0E+2 1.6E+2 5.3E+2 降雨時流量 

1.6～12.6 検出／分析検体数 10/10 0/22 10/22 1/22 1/22 

検出濃度範囲 1.2E+3～9.2E+5 ND 2.0E+0～2.6E+1 4.6E+2～9.3E+2 1.3E+2～1.1E+4晴天時流量 

0.32～1.56 検出／分析検体数 10/10 0/15 11/15 2/15 15/15 

大腸菌群
(cfu or MPN/ml)

ノロウイルスG1
(copies/L)

ノロウイルスG2
(copies/L)

ジアルジア
(cysts/L)

クリプトスポリジウム
(oocysts/L)

H16.6月～H17.2,3月

流入下水 4.4E+2～2.3E+5 8.6E+3～9.7E+5 4.1E+2～1.6E+5 ND～1.5E+2  〔13/16〕 ND  〔0/16〕

第2池流出水 4.0E+1～3.0E+4 ND～1.7E+4 ND～1.7E+4 ND～2.2E+1  〔4/16〕 ND  〔0/16〕

第3池流出水 3.8E+1～2.2E+4 ND～6.9E+3 ND～1.0E+4 ND～1.0E+0  〔1/16〕 ND  〔0/16〕

除去率の範囲(％) 0～99.6 82.4～100 0～100 99.3～100 ―

平均除去率(％) 83.2 95.2 89.0 99.9 ―

流入下水 2.1E+4～9.0E+6 2.7E+4～1.8E+7 1.1E+4～2.0E+6 2.6E+2～1.8E+4  〔21/21〕 ND～1.6E+1  〔14/21〕

第１池流出水 4.6E+3～1.6E+6 6.2E+4～2.2E+6 1.3E+4～1.3E+6 1.1E+1～4.1E+2  〔13/13〕 ND～2.0E+0  〔2/13〕

第2池流出水 7.0E+1～5.0E+3 3.6E+1～4.2E+5 ND～6.0E+4 ND～5.6E+1  〔20/21〕       ND         〔0/21〕

除去率の範囲(％) 98.1～99.9 0～99.9 56.2～100 94.6～100 100

平均除去率(％) 99.6 74.1 92.1 99.4 100

H16.6月～H17.3月

コ
ン
ケ
ン

A
I
T

記載データ H16.6月～H17.3月

微生物

地点



－ 105 － 

 コンケンの都市河川での実態調査結果について

表－3に示す。調査は17年8月～9月の間の降雨

時に 4回、晴天時に 3回実施した。降雨時にノロ

ウイルスの検出濃度・割合は低下しており、雨水

により希釈されるものと考えられた。また、大腸

菌に関しても降雨時には最大検出濃度は晴天時に

比較して低くなっている。しかし、ジアルジアに

ついては検出濃度は、晴天時に比較して最大濃度

は 10 倍程度となっており、ノロウイルスとの傾

向とは異なるものがあった。今後、これらの違い

についてデータの蓄積を図り、解明を行なう必要

があろう。 
 

６．おわりに 
17年度は、16年度にタイのコンケンおよびバ

ンコク（AIT）で行った実態調査の報告デ－タが

限られたものであったため、17年 3月までのデ－

タを補完した。また、コンケンではラグ－ンに流

入する都市河川において、降雨時の汚濁負荷上昇

時に実態調査を行い病原微生物の汚濁状況を把握

した。 
その結果、各々コンケンとAITにおいて下水の

排除方式が異なることから、流入下水の病原微生

物濃度に大きな違いが見られた。ラグ－ンによる

病原微生物の除去では、大腸菌群、原虫類に比較

してウイルス除去率の変動は比較的大きかった。

放流先の水質リスクを低減させるために、除去率

の変動要因を解明するとともに、安定した除去を

行うための対策を講じる必要があるものと考えら

れた。 
また、降雨時の汚濁負荷上昇時においてノロウイルスは雨水により希釈され検出濃度・割合は低下したが、ジ

アルジアはその傾向は明らかでなかった。 
 
本実態調査は、アジア工科大学のシピン博士、コンケン大学のパイラヤ博士と共同で実施した。 
 
なお、本研究は文部科学省による人・自然・地球共生プロジェクト「アジアモンス－ン地域における水資源の

安全性に関わるリスクマネジメントシステムの構築」により実施されたものである。 
 

参考文献 
１）篠原美千代,影山努 (2002)蛍光プローブを用いたRT-PCR法 日本臨床,60(6),1181-1187. 

２）影山努,小嶋慈之,福士秀悦,片山和彦(2001)蛍光プローブを用いた Norwalk virus (NV) の高感度検出法の開

図－４　pH とノロウイルス除去率の関係
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図－５　DO とノロウイルス除去率の関係
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図－６　COD 除去率とノロウイルス除去率の関係
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水環境中における薬剤耐性菌の実態に関する研究

リサイクルチ－ム 上席研究員 尾崎正明

主任研究員 諏訪 守

１．はじめに

我が国でも抗生物質の多量使用により薬剤耐性菌が発生し、病院内などを中心に感染事

例が多く報告されており社会問題となっている。またヒトが服用した抗生物質は最終的に

は体外へ排出されることから、下水処理場などを経て環境水中に放流される。現在、下水

処理場や環境水中において、これら抗生物質や薬剤耐性菌などの調査、研究が徐々に行わ

れてきている 下水道の普及率も向上し環境水中に占める下水処理水の割１）２）３）４）５）。

合も向上しているため、下水処理場はこれらの薬剤耐性菌や抗生物質の新たな汚染源とな

りうる可能性があることから、その詳細な実態解明を求められることが今後予想される。

また、下水処理過程において薬剤耐性菌の選択や耐性遺伝子の伝達の可能性を指摘する報

告 、下水中の抗生物質濃度と耐性遺伝子との関連性についての報告例 もあるが、６）７ ８））

調査･研究事例は現在のところ少ない。

本研究では、環境水中における薬剤耐性菌の汚染実態を明らかにするとともに､環境水

に大きな影響を及ぼすと考えられる下水処理場を含めた各種排水処理施設などからの耐性

菌排出量を把握し、環境水への影響の大きさを検討する。さらに、河川環境を含めた微生

物の混在系における耐性遺伝子の伝達特性や、薬剤耐性菌の消長と消毒耐性の解明を目的

としている。

年度は、流域に畜産系汚濁負荷の存在するＡ河川およびその流域内にあるＢ下水処理17

場において、大腸菌を対象に河川･下水試料の薬剤耐性試験、薬剤感受性試験を行った。ま

た、比較対照として河川流域に人畜由来汚濁負荷の無いＣ河川水試料についても併せて実

、 、 。施し 各試料の薬剤耐性菌濃度 検出株の各種抗生物質に対する耐性割合を明らかにした

２．研究方法

２．１ 薬剤耐性試験

薬剤耐性試験では、薬剤耐性菌の対象を大腸菌とした。大腸菌の測定法は、クロモカル

ト培地による平板培養法である。対象抗生物質は （レボフロキサシン 、 （アLVFX ABPC）

ンピシリン）、 （テトラサイクリン）の 種類とし の場合は最終濃度が になTC LVFX mg/L3 8

るようクロモカルト培地に添加、 では 、 では とし、添加系と無添ABPC mg/L TC mg/L32 16

加系における大腸菌の検出濃度の違いにより耐性割合を把握した。 は我が国におけLVFX
る出荷量･額および尿排泄率から推定した体外排出量が多いヒト用の抗生物質の一種であ

り 、また、 は既存の調査･研究事例で比較的多く報告、 は畜産系の動物用医薬１） ABPC TC
品で販売量が多い とともに、腸内細菌科の大腸菌に対して各薬剤とも抗菌作用を有する９）

ことから薬剤耐性試験の対象抗生物質として選定した。

、 、調査対象とした 下水処理場は現在の処理人口が約 万人 処理方式は標準活性汚泥法B 4

放流水は次亜塩素酸ナトリウムによる塩素消毒を行っている。下水処理水放流先の 河A
37 1 4川は、流域面積約 、流域では下水処理水放流口より上流でウシ約 千頭、ブタ約km ２

千頭（推定値）の畜産が行われている。その他、人畜由来の汚濁負荷が無い比較対照 河C
川は流域面積が約 、流域のほぼ ％が森林である。3.2 100km ２

採取試料は流入下水と二次処理水、塩素消毒後の放流水、放流口より上流の河川水、放

流水の混合された下流河川水の 種類とし試料の採取は 回、Ｃ河川水試料の採取は 回であ5 2 1

平成 17 年度 下水道関係調査研究年次報告書集 
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る。放流水、下流河川水では試料採取後直ちにチオ硫酸ナトリウムを添加し残留塩素の中

和処理を行った。なお、 河川水試料は大腸菌の濃度が極めて低いと想定されたことからC
分析水量を 、 添加培地による薬剤耐性試験では分析水量を とした。1 1.5L ABPC L

２．２ 薬剤感受性試験

薬剤感受性試験は、上記 の抗生物質無添加培地によって検出された大腸菌の典型コ2.1

ロニ－を釣菌、トリプトソイブイヨン培地に接種の後 ℃で 時間程度培養を行い、培35 3

養液を平板に固めたミュラ－ヒントン 寒天培地に塗布し、平板上に抗生物質の含有されS
たディスクを置いた。この平板を ℃で ～ 時間培養した後、平板上に形成された阻止35 16 18

円の直径を測定し耐性、中間、感受性の判定を行い、各抗生物質に対する感受性を調査し

た。対象抗生物質は （レボフロキサシン：キノロン系 、 （アンピシリン：ペLVFX ABPC）

ニシリン系 、 （セフジニル：経口セフェム系 、 （テトラサイクリン：テトラサ） ）CFDN TC
イクリン系）、 （カナマイシン：アミノグリコシド系）、 （スルファメトキサゾ－ル･トKM ST
リメトプリム：合成抗菌薬）、 （ゲンタマイシン：アミノグリコシド系）、 （イミペGM IPM
ネム：カルバペネム系）の 種類とした。これら抗生物質の選定理由は、我が国における出8

荷量･額および尿排泄率から推定した体外排出量などの報告例 を参考とし、併せて過去１）

の調査･研究事例での報告が多く、腸内細菌科の大腸菌に対して抗菌作用を有するためで

ある。薬剤感受性試験における抗生物質含有ディスクは ディスク（栄研化学）を利用KB
し、感受性試験の判定基準などはＫＢディスクの手引き を参照した。１０）

３．研究結果および考察

３．１ 薬剤耐性試験結果

薬剤耐性試験結果を表－ に示す。 下水処理場における流入下水の 耐性大腸菌1 B ABPC
LVFX TC ABPC LVFX TCの割合は平均 ％、 ％、 ％程度、二次処理水では ％､ ％、20 1 9 12 0.5

％程度であり、大腸菌に占める各々の薬剤耐性大腸菌割合は活性汚泥処理法により若干4

低下している。放流水では塩素消毒により大腸菌、各々の薬剤耐性大腸菌の濃度は大幅に

減少しているが、二次処理水･放流水中の大腸菌に占める薬剤耐性大腸菌の割合は、各々比

較して大差はない。ヒト由来の汚染が主となる下水試料では、 ＞ ＞ の順でABPC TC LVFX
耐性菌の割合が高かった。 年度に行った処理区域が異なる ヶ所の下水処理場の調査結果16 2

表－１ 薬剤耐性試験結果

E.coli E.coli抗生物質 濃度 耐性 耐性 ＴＣ耐性ABPC LVFXE.coli E.coli
( ) 濃度( ％) 濃度( ％) 濃度( ％)試 料 cfu/mL cfu/mL, cfu/mL, cfu/mL,

( ) ( ) ( )Ｂ流入下水( 月)11 1.7 2.4 1.4 9.0E+5 E+4 E+3 E+314.1 0.8 5.3
( ) ( ) ( )Ｂ流入下水( 月)2 5.2 1.3 8.0 6.9E+4 E+4 E+2 E+325.0 1.5 13.3
( ) ( ) ( )Ｂ二次処理水( 月)11 7.0 1.0 3.0 2.2E+2 E+2 E+0 E+114.3 0.4 3.1

)Ｂ二次処理水( 月)2 4.0 3.6 2.5 1.8E+2 E+1 E+0 E+1( ) ( ) (9.0 0.6 4.4
99.4 99.7 99.8 99.8活性汚泥での除去率(％)

( ) ( ) ( )Ｂ放流水( 月)11 5.0 0.7 2.5 2.5E+0 E+0 E-2 E-114.0 0.5 5.0
( ) ( )Ｂ放流水( 月)2 4.1 6.7 1.7E-1 E-2 N.D. E-216.3 4.1

99.6 99.6 99.6 99.4消毒での不活化率(％)
( ) ( ) ( )Ａ上流河川水( 月)11 2.6 0.7 2.0 1.8E+1 E+0 E-1 E-12.8 0.8 0.7
( ) ( ) ( )Ａ上流河川水( 月)2 2.2 1.9 8.7 4.0E+1 E+0 E-1 E-18.4 4.0 1.8
( ) ( ) ( )Ａ下流河川水( 月)11 3.5 1.0 1.5 2.8E+1 E+0 E-1 E-12.9 0.4 0.8
( ) ( ) ( )Ａ下流河川水( 月)2 1.3 1.7 7.3 1.5E+1 E+0 E-1 E-113.1 5.6 1.2
( ) － －比較対照Ｃ河川水 不検出7.4E-2 0.0

でも同様に に対する耐性菌は に比較して高い割合で検出されており、また、他ABPC LVFX
の下水処理場における調査例 でも処理水中の耐性菌は や に耐性示すものが多６） TC ABPC
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いとの報告もある。これらの結果から、下水中には や に対して耐性を持つ大腸ABPC TC
菌が広範囲、恒常的かつ高濃度に存在しているものと考えられた。

活性汚泥処理法での大腸菌を含む薬剤耐性大腸菌の平均除去率は （ ）、塩素99.6 2.4% log
消毒での平均不活化率は （ ）であり、最終的に塩素消毒を行うことで放流水99.5 2.3% log
中の大腸菌･薬剤耐性大腸菌濃度は大幅に減少している。よって、消毒による不活化の徹底

により、水環境中におけるこれら薬剤耐性菌汚染の拡大を防ぐことができるものと示唆さ

11 0.09 0.01 2れた。なお、放流水の残留塩素濃度は 月の試料で結合型 、遊離型 、mg/L mg/L
月は結合型 、遊離型 であった。0.15 0.02mg/L mg/L

流域に家畜由来の汚濁負荷が存在する 上･下流河川水試料でも ＞ 、 のA ABPC LVFX TC
。 、順で耐性菌の割合が高かった 畜産系ふん尿の 河川への流入実態は不明であるもののA

（ ）農林水産省の統計資料 によれば我が国における動物用医薬品の中で ペニシリン９） PCs
系、 （テトラサイクリン）系の抗生物質は、その販売量に占める割合が比較的多いこTCs

TCs PCsとから それらを反映しているものと考えられる しかし 系抗生物質の販売量は、 。 、

系に比較して 倍以上にも及んでいるが、 耐性大腸菌濃度は のそれよりも高いも4 ABPC TC
のとなっており、各薬剤耐性大腸菌濃度と抗生物質販売量との関連性は薄いものと考えら

れた。 上･下流河川水の各々の薬剤耐性大腸菌濃度は二次処理水よりも低いが、塩素消毒A
後の放流水と比較すると若干高かった。金目川、多摩川、鶴見川を対象とした河川水の調

査例 では畜産由来の汚濁負荷により 、 に対する耐性大腸菌が高率に分離され２） ABPC TC
るという報告もあり、河川流域にこれらの汚濁負荷が存在することは、普遍的かつ恒常的

な薬剤耐性大腸菌汚染を示唆するものである。

河川水試料では分析水量を とし大腸菌を測定したが、人畜由来の汚濁負荷が無いたC L1
めその濃度は極めて低くまた、 のみの耐性評価ではあるが、分析水量を としてABPC L1.5

も薬剤耐性大腸菌は検出されなかった。このため人畜由来の汚濁負荷の影響を受けなけれ

、 。ば 水環境中における薬剤耐性大腸菌の汚染の可能性はかなり低くなるものと考えられた

３．２ 薬剤感受性試験結果

薬剤感受性試験結果について各々の採水毎に整理を行ったものを表－ に示す。流入下水2

ABPC TC CFDNから検出された株の耐性割合は で ～ ％程度 で ～ ％程度 次いで20 60 15 30、 、

が ％程度であり採水毎にその割合は異なるが、この 種類の抗生物質に対して耐性を示す10 3

株の割合は高かった。 年度に行った処理区域が異なる ヶ所の下水処理場の調査結果でも16 2

ABPC TC同様な傾向を示した。二次処理水･放流水に関しては若干割合は異なるものの 、

表－２ 薬剤感受性試験結果

Ｃ河川水試料 Ｂ流入下水 Ｂ放 流 水Ｂ二次処理水 Ａ上流河川水 Ａ下流河川水
27 43 28 40 22, 44 28, 47 45株数 ， ， 26 44，

月 月 月 月 月 月抗生物質 11 2 11 2 2 11 2 11 2 2， ， ， ， ，(平均) (平均) (平均) (平均) (平均)11
19 58 14 45 27 14 29 28 62 27 0ＡＢＰＣ , , , , ,( ) ( ) ( )39 30 21 29 45( ) ( )
11 12 4 5 5 5 7 13 0 11 2ＣＦＤＮ , , , , ,（ ) ( ) ( )12 5 5 10 6( ) ( )

0 0 7 5 0 0 4 0 4 0 0ＬＶＦＸ ( ) ( ), , , , ,( ) ( ) ( )0 6 0 2 2
15 30 7 25 5 16 21 11 19 32 4ＴＣ , , , , ,( ) ) ( )23 30 11 16 26( ( ) ( )

4 0 4 8 0 2 4 4 0 5 0ＫＭ ( ) ( ), , , , ,( ) ( ) ( )2 6 1 4 3
4 14 11 3 5 5 4 4 8 16 0ＳＴ ( ) ( ), , , , ,( ) ( ) ( )9 7 5 4 12
0 12 0 3 0 0 0 0 0 0 0ＧＭ ( ) ( ), , , , ,( ) ( ) ( )6 2 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0ＩＰＭ ( ) ( ), , , , ,( ) ( ) ( )0 0 0 0 0

100表中の数値（％ ：耐性株数の割合＝（耐性株／被検株数)×）

に耐性を示す株の割合が高かった。しかし､出荷量･額および体外排出量が比較的多いと推

定されるヒト用の抗生物質である 、 に耐性を示す株の割合は、 、 に耐LVFX IPM ABPC TC
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性を示す株の割合と比較してかならずしも高いものではない。特に 月の流入下水･二次処2

理水試料を除けば 、 対しては耐性を示す株は検出されなかった。 年度に処理区IPM GM 16

域の異なる下水処理場で行った調査でも に対して耐性を示す株はほとんど検出されなIPM
かった。

河川水試料では特に 、 に対して耐性を示す株の割合は、下水試料と同様にA ABPC TC
。 、 、高いものとなっている 先にも述べたが動物用医薬品の中で 系 系の抗生物質はPCs TCs

その販売量の割合が比較的多いためと考えられる。 、 に関しては全ての株で耐性GM IPM
を示したものは検出されなかった。金目川、多摩川、鶴見川を対象とした河川水の調査結

果 では 、 に対して耐性を示した株の割合は高く、 に関しても感受性試２） ABPC TC LVFX
験を行っているが、その割合は や と比較すると低いとの報告もある。都内の下ABPC TC
水処理場における調査結果 でも処理水中の耐性株は や に耐性を示すものが６） TC ABPC
多かったとされる。今回の調査結果を含め流域･調査箇所、時期が異なっても同様な結果

が得られるということは、広範囲かつ恒常的に 、 に対して耐性を持つ大腸菌がABPC TC
下水･河川水中に存在しているものと考えられた。しかし、人畜由来の汚濁負荷が存在しな

、 。 、い 河川では 各抗生物質に対して耐性を示した株の検出割合は極めて低かった 特にC
、 。ABPC Cに耐性を示す株は各試料で多く検出されるのに対し 河川水では不検出であった

このため、人畜由来の汚濁負荷が無ければ、薬剤耐性菌の汚染の可能性は極めて低くなる

ものと考えられた。

、16 2年度に行った処理区域が異なる ヶ所の下水処理場の調査を含め今回の調査結果でも

ヒト用抗生物質の出荷量などと下水中における薬剤耐性大腸菌濃度･検出耐性株の感受性

には関連性が薄い可能性が伺えた。また、動物用医薬品の 系の抗生物質は 系にTCs PCs
比較して販売量は 倍以上にも及んでいるが、 上･下流河川水とも 系の抗生物質であ4 A PCs
る に対して耐性を示した大腸菌濃度･耐性株は最も高率に検出された。ABPC

種類以上の抗生物質に対し2

表－３ 多剤耐性株の割合耐性を示す株を多剤耐性株と定

義し、それらを整理したものを 剤 剤 剤 剤 剤 剤試料 多剤 2 3 4 5 6 7

0 0 1 0 0 0表－ に示す。薬剤耐性･感受性3 Ｂ流入下水(11月)

9 1 0 3 0 0試験の結果を反映して 月のほ2 Ｂ流入下水(２月)

0 1 1 0 0 0とんどの試料で多剤耐性株数が Ｂ二次処理水(11月)

7 0 1 1 0 0増加している。各試料とも 剤2 Ｂ二次処理水(２月)

0 1 0 0 0 0に対して耐性を示した株が最も Ｂ放流水(11月)

4 0 0 0 0 0多かった。下水試料では最大で Ｂ放流水(２月)

3 0 0 0 1 05 6剤、河川水試料では最大で 剤 Ａ上流河川水(11月)

5 1 0 0 0 0に耐性を示した株が検出された Ａ上流河川水(２月)

4 1 0 0 0 0が､ 河川水からは多剤耐性株C Ａ下流河川水(11月)

7 3 1 0 0 0は検出されなかった。 Ａ下流河川水(２月)

0 0 0 0 0 0検出された多剤耐性株の感受 対 照 Ｃ 河 川 水

性について整理したものを表－

に示す。なお、 年度に実施し4 16

た別の下水処理場の調査結果についても参考までに追記した。耐性株に占める多剤耐性株

の割合は流入下水試料で平均 ％、二次処理水 ％、放流水 ％であり活性汚泥処理を37 48 22

経ることで割合は若干高くなっているが、放流水では二次処理水に比較して半減している

ため、消毒の徹底を計ることで多剤耐性株を低減できることを示唆している。放流先の河

川水試料では、流入下水の薬剤耐性大腸菌濃度と比較して大きな違いはあるが、多剤耐性

株の割合は平均 ％であり、流入下水と同レベルであった。この内、 と にのみ35 ABPC TC
耐性を示した多剤耐性株の割合は河川水試料で平均 ％であり、その割合は流入下水の47

約 倍であった。これは 系、 系の抗生物質は動物用医薬品の中でその使用量の割2 PCs TCs
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合が多いためと推定される。 その他の抗生物質に対して耐性を示した株の割合ABPC+TC+
は全試料の平均で約 ％、 その他では ～ ％（放流水試料を除く）を占めてお70 80 96ABPC+
り、下水･河川水試料ともに多剤耐性株の大部分は に対して耐性を示した株であった。ABPC
グラム陰性桿菌では などの耐性遺伝子のほとんどが プラスミド上にあるとされるABPC R
ことから 活性汚泥処理後の多剤耐性株の割合増加や水環境中における多剤耐性株の１１）

、 。 、存在は プラスミドによる耐性遺伝子の伝達が一因であるものと考えられる このためR
抗生物質の販売量などとの関連性よりも 耐性に関わる プラスミドの伝達特性なABPC R
どが、これらの薬剤耐性大腸菌の消長に大きな影響を及ぼしている可能性があるものと推

定された。

表－４ 多剤耐性株の感受性

多剤耐性株割合 そ感 受 性 (%) ABPC+TC ABPC+TC A B P C +
(%) (%) (%)年度 (多剤耐性株／耐性株) 耐性のみ その他 の他試 料 +

17 9 0 100 100Ｂ流入下水( 月)11 ( )1/11
43 46 69 92Ｂ流入下水(２月) ( )13/30

16 47 28 60 88Ｄ流入下水(平均) ( )25/53
47 26 48 87病院下水(平均) ( )23/49

37 25 69 92流入下水平均

25 0 50 50Ｂ二次処理水( 月)11 ( )2/ 8
17 41 44 67 100Ｂ二次処理水(２月) ( )9/22
16 64 32 64 79Ｄ二次処理水(平均) ( )47/74

60 30 73 91病院二次処理水(平均) ( )33/55
48 27 64 80二次処理水平均

14 0 100 100Ｂ放流水( 月)11 ( )1 /7
17 29 25 25 25Ｂ放流水(２月) ( )4/14

22 13 63 63放流水平均

36 50 75 100Ａ上流河川水(11月) ( )4/11
17 30 33 50 100Ａ上流河川水(２月) ( )6/20

28 60 80 100Ａ下流河川水(11月) ( )5/18
17 46 45 73 82Ａ下流河川水(２月) ( )11/24

35 47 70 96河川水平均

－ － －17 0比較対照Ｃ河川水 ( )0/ 3

４．まとめ

年度は、流域に畜産系汚濁負荷の存在する河川およびその流域内にある下水処理場に17

おいて大腸菌を対象に河川･下水試料の薬剤耐性試験、薬剤感受性試験を行った。また、比

較対照として河川流域に人畜由来汚濁負荷の無い河川水試料についても併せて実施し、各

試料の薬剤耐性菌濃度、検出株の各種抗生物質に対する耐性割合を明らかにした。調査結

果を以下に示す。

ヒト由来の汚染が主となる下水試料では、 ＞ ＞ の順で大腸菌に占め１） ABPC TC LVFX
る薬剤耐性大腸菌の割合が高かった。流域に家畜由来の汚濁負荷が存在する河川水

試料では ＞ 、 の順であった。ABPC TC LVFX
活性汚泥処理法や塩素消毒により放流水中の大腸菌や薬剤耐性大腸菌は大幅に減少２)

する。

） 、 。３ 下水・河川水試料とも に対して耐性を示した株が最も多く検出されたABPC TC
）人畜由来汚濁負荷の無い河川水では、薬剤耐性菌の汚染の可能性は極めて低くなる４

ものと考えられた。

）下水･河川水試料から検出された多剤耐性株の大部分は、 に対して耐性を示５ ABPC
した株であった。このため、 耐性に関わる プラスミドの伝達特性などが、ABPC R

－ 111 －



これらの薬剤耐性大腸菌の消長に大きな影響を及ぼしている可能性があるものと推

定された。
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 In recent years, there have been many reports of the occurrence of PPCPs (Pharmaceuticals 
and Personal Care Products) in water environments and of concerns about environmental 
problems they cause. These chemicals such as antibiotics, synthetic antimicrobials, and 
antipyretics are diverse and consumed in large quantities. They are released from sources such 
as urban areas and stockbreeding widely distributed in watersheds. Analysis methods are not yet 
developed for some chemicals and their actual status in water environments is not clarified. The 
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reports already published include those concerning the occurrence of chemicals in water 
environments, their impact on ecosystems, emergence of antibiotic resistant bacteria, concerns 
with their influence on human health, interference with the biological treatment of wastewater 
and so on. There is a need for urgent research in this field. The object of this research is to 
perform sequential research from the mid/long term perspective by first listing various 
important PPCP chemicals then developing analysis methods, and clarifying the quantity of 
release, transport and change to clarify the fate of PPCPs in the watershed  
In FY2005, we carried out the following research. 
1. The quantities of released PPCPs were estimated by quantitatively estimating their 
occurrence according to the production and consumption quantity statistics and by clarifying the 
excretion ratio of unchanged PPCPs in human and animals according to past research and 
several databases. Although it was difficult to obtain enough excretion ratio data and toxicity 
information such as PNEC, predicted non effect concentration, for each chemical, important 
chemicals assumed to require countermeasures and to be target of research are listed according 
to the estimated PEC (predicted environmental concentration) and PEC / PNEC ratio.  
2. The methods necessary to quantitatively detect PPCPs in water samples by LC/MS/MS (high 
performance Liquid Chromatograph / Mass Spectrometry / Mass Spectrometry) and GC/MS 
(Gas Chromatograph / Mass Spectrometry) such as sample pretreatment and analysis by 
LC/MS/MS and GC/MS have been developed. 
 
１． 序 

近年、医薬品や日用品などに由来する多様な化学

物質（PPCPs: Pharmaceuticals and Personal 

Care Products）が水環境中に存在することが報告

されており、環境影響が懸念されている。これら

は、抗生物質、合成抗菌剤、鎮痛解熱剤など多様

かつ使用量が膨大であり、また都市域、畜産など

流域で広く発生しており、分析方法が未確立の物

質もあり、実態の解明が十分ではない。これまで

に報告されているだけでも，水環境中での存在，

生態系への影響，薬剤耐性菌の出現，ヒト健康影

響の懸念，排水の生物処理への影響等が挙げられ、

早急な調査を必要としている。 

 本研究は、多様な PPCPs の中から重要物質をリ

ストアップする作業から始めて、分析方法の開発、

環境への放出・移行・変化量の把握により、流域

での挙動把握につなげる一連の研究プロセスを

中・長期的な視点で実施するものである。 

 

２． 研究方法 

２－１．重要物質のリストアップ 

（１） 調査方法の概要 

重要物質のリストアップについては，各医薬品類

の生産量等（生産量，出荷量または消費量）に関

する情報により，第一段階のスクリーニングを行

い，生産量等が一定量（年間 2,000kg）以上の医薬

品類を抽出した。次に，ヒトおよび動物で使用し

た場合の排泄率等（尿中および糞中の未変化体・

活性体の排泄割合）に関する情報により，第二段

階のスクリーニングを行い，環境中への放出量が

一定量（年間 20,000kg）以上の医薬品類を選定し

た。最後に，これらの医薬品類について，下水処
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理場における除去率，環境毒性に関する情報を収

集して，環境影響について検討して，第三段階の

スクリーニングを行った。PEC（環境中予測濃度）

および PEC／PNEC（予測無影響濃度）に基づい

て，環境毒性が疑われる重要物質，環境中の存在

量が大と推定される要検討物質などを選定した。 

（２） 対象物質 

我が国で利用されている主要な PPCPs として，

人用医薬品，動物用医薬品および飼料添加物，化

粧品その他日用品が考えられる。これらの物質の

多くは「化学物質の審査及び製造等の規制に関す

る法律」（化審法）や「特定化学物質の環境への排

出量の把握および管理の改善の促進に関する法

律」（PRTR 法）の対象となっておらず，環境影響に

関する規制・監視が十分に行われていないもので

ある。人用医薬品は「薬事法」により規制されて

いるものであり，例えば解熱鎮痛消炎剤や血圧降

下剤など様々な薬効に分類されている。動物用医

薬品は「薬事法」および「動物用医薬品の使用の

規制に関する省令」の対象となっており，人用医

薬品と同様に様々な薬効分類がある。動物用の飼

料添加物は，「飼料の安全性の確保及び品質の改善

に関する法律」により規制されており，飼料が含

有している栄養成分の有効な利用の促進の用途で

添加される抗生物質 19種・合成抗菌剤 6種のうち，

抗生物質は特定添加物として肥飼料試験所の検定

を受ける必要があるとされている。化粧品その他

日用品としては，「薬事法」で規定する化粧品，医

薬部外品（薬用化粧品，育毛剤など）などがあり，

「化粧品基準」により配合禁止成分リスト（ネガ

ティブリスト）および配合可能成分リスト（ポジ

ティブリスト）が示されている。本報告では，こ

れらの化学物質のうち，物質ごとの生産・販売量

などに関する統計情報が整備されている人用医薬

品および動物用医薬品ならびに飼料添加物につい

て検討を行った。医薬品類の中で，炭酸水素ナト

リウムなどの単純な無機化合物およびビタミン類

ならびに遺伝子組み換えによるタンパク質製剤な

どは環境影響の可能性が低いと考えて除外した。 

（３） 生産・販売量に関する調査 

統計情報として，行政による各種統計，業界誌・

団体などによる集計などを用いた。人用医薬品に

ついては，厚生労働省の薬事工業生産動態統計１）

（以下，「薬事統計」とする）の特掲医薬品出荷

金額数量より各医薬品の年間出荷量を算出した。

また，業界誌による医薬品売上高の集計情報２）（以

下，「売上順位」とする）より，2004 年度国内売

上高 100 億円以上の医薬品約 100 点について，薬

価を用いて年間出荷量を算出した。動物用医薬品

および飼料添加物については，社団法人日本動物

医薬品協会の「各種抗生物質・合成抗菌剤・駆虫

剤・抗原虫剤の販売高と販売量」３）（以下，「抗

生物質販売高等」とする）および肥飼料試験所の

検定結果より，抗生物質などの年間販売量を算出

した。 

（４） 環境への放出量に関する調査 

環境への放出量については，使用された PPCPs が

ヒトや動物の排泄を経て，あるいは直接に，下水

道や水環境へ移行する量として算出した。人用医

薬品に関しては，医薬品の添付文書４）などより，

人体における医薬品の排泄率に関する情報を用い

た。動物用医薬品および飼料添加物については，

動物用医薬品に関する出版物 5）6）に基づいて動物

における医薬品および試料添加物の排泄率に関す

る情報を収集し，人用医薬品としての情報も参考

にした。排泄率に関しては十分な情報が得られな

い医薬品類が多く，それらについては未変化体・

活性体が尿中に 80％，糞中に 10%放出されるとい

う仮定で計算した。また，主として糞中に排泄さ

れるという定性的情報のみが得られている場合は

排泄率を糞中 80％，尿中 10％とした。 

（５） 環境中濃度および環境毒性に関する調査 
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人用医薬品の PEC（環境中予測濃度）は，下水処

理水の量約 140 億 m3／年，下水道普及率約 70％

として，環境中への放出量の 7 割が 140 億 m3中に

存在し，下水処理場を経て放流され，河川で 10 倍

に希釈されるという単純な仮定を行って，環境中

への放出量（ここでは尿中排泄量）1000kg が

PEC0.005μg/L に相当するとした。本手法は，米

国や EU の医薬品の環境影響予測に関するガイド

ラインの手法 7）8）と同様のものである。下水処理

場における除去率については，報告がある一部の

物質については反映し，不明の物質については

０％と仮定した。オキシテトラサイクリンなど動

物用医薬品としての使用割合が多い物質について

は，下水処理場とは別の経路で環境中に放出され

ていると考えられるが，放出量の定量的な推定は

困難であるため，人用医薬品と並べて統一的に評

価できるように，同じ手法で PEC を試算した。

PNEC（予測無影響濃度）については，報告 21）～

23)がある一部の物質については反映し，不明の物

質については n.a.とした。 

 

２－２．分析方法の開発 

（１） 分析方法の概要 

水試料中の PPCPs の分析方法の開発を行った。水

試料をろ過して，固形性成分については，高速溶

媒抽出により回収を行うものとした。溶解性およ

び固形性成分のそれぞれについて，物質性状に応

じて，固相抽出および濃縮・精製を行い，

LC/MS/MS または GC/MS により行う方法を開発

した。 

（２） 分析対象物質 

LC/MS/MS による分析方法の開発の対象とした物

質は，人用及び動物用医薬品及びその代謝物（141

物質）、紫外線吸収剤（6 物質）、X 線造影剤及び代

謝物質（4 物質）、防腐剤（6 物質）、エストロゲン

物質（4 物質）の計 161 物質である。分析対象物

質の選定にあたっては，海外および国内での報告

事例 9）～20）や物質としての重要性などを考慮して，

可能な限り多くの物質を効率よく分析できるよう

にした。 

GC/MS による分析方法の開発の対象とした物質

は，表－１に示すとおり，主として香料および紫

外線吸収剤の 25 物質である。また、これらの物質

のサロゲート物質の候補として 7 物質を加え、同

時分析手法の開発を行った。分析対象物質の選定

条件は、海外での報告例 9）～19）があり測定が容易

と考えられる香料（No.1～6、8～10、12～17）お

よび紫外線吸収剤（No.21、23、35）及び国内の使

用報告 20）があるものの国内外含めて分析事例のな

い紫外線吸収剤(No.7、18～20、22、24)とした。 

表－１ GC/MS による分析対象物質 
No. 分析対象物質 使用用途

1 Benzyl acetate
ジャスミン系調合香料、化粧品用調合香料、食
品用調合香料

2 Terpineol 合成精油、化粧品、食品
3 Methyl salicylate 消炎鎮痛剤、化粧品、香料
4 isobornyl acetate 森林調調合香料
5 iso methyl ionone 香料
6 DPMI (Cashmeran) 香料
7 Benzophenone（BP) 医薬品中間体、紫外線吸収剤

8 Methyl dihydrojasmonate
ジャスミン系代表的合成香料（シャンプー、リン
ス、石鹸等）

9 ADBI (Celeostolide) 香料
10 AHMI (Phantolide) 香料
11 caffeine カフェイン
12 ATII　(Traseolide) 香料
13 HHCB (Galaxolide) 香料
14 AHTN (Tonalide) 香料
15 Musk xylene ニトロムスク
16 Musk ketone ニトロムスク
17 Benzyl salicylate 香料原料、医薬中間体
18 OS(Octyl salicylate） 紫外線吸収剤（UVA/B)
19 Homosalate（HMS) 紫外線吸収剤（UVB)
20 Benzophenon-3(BP-3) 医薬品中間体、紫外線吸収剤
21 4-MBC (4-Methoxybenzylidene Camphor 紫外線吸収剤（UVB)
22 Menthyl anthranilate 紫外線吸収剤（UVA/B)
23 EHMC（Octyl methoxycinnamate) 紫外線吸収剤（UVA/B)
24 Octyl PABA (Octyl aminobenzoic acid) 紫外線吸収剤（UVA/B)
25 OC(Octocrylene） 紫外線吸収剤（UVA/B)
26 Terpineol-d3 サロゲート物質
27 Benzophenone-d10(BP-d10) サロゲート物質
28 Caffeine-d9 サロゲート物質
29 Musk xylene-d15 サロゲート物質
30 Metalochlor-d6 サロゲート物質
31 Fluoranthene-d10（Ft-d10) サロゲート物質
32 Benzyl cinnamate サロゲート物質  

（３） 質量分析条件の検討 

１） LC/MS/MS による質量分析条件の検討 

質量分析における Q１イオン（precursor ion）、Q3

イオン(product ion)およびイオンモード（negative, 

positive）を決定するために，内径 4.61mm、容量

1mL のマイクロシリンジを用いて，流速 10μ

L/min にてインフュージョンを行った。各対象物

質はメタノールまたはアセトニトリルに 100～

1000μg/L の濃度で溶解させて用いた。次に，決

定したイオンモードごとに対象物質の混合溶液を
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作成し、表－２に示す操作条件で FIA（Flow 

Injection Analysis）を行うことでイオン化の条件

等の MS/MS のパラメータの最適化を実施した。 

 

表－２ LC/MS/MS の FIA 操作条件 

FIA（初期イオンソース条件）Gas1：50

Gas2：80

Curtain Gas (CUR)：40

Ion Spray (IS)：5000(Negativeは-4000)

Temperature (TEM)：600

Collision Gas (CAD)：4

Interface Heater (ihe)：On

 

２）GC/MS による質量分析条件の検討 

質量分析におけるモニタリングイオン及び保持時

間の把握を行うために，各物質の標準物質の 1ppm

ヘキサン溶液もしくはメタノール溶液を GC/MS

のスキャンモードで分析した。これによりフラグ

メントのマスプロファイルを把握するとともにピ

ークの保持時間を確認した。 

（４） 前処理および測定条件の検討 

１）LC/MS/MS の条件の検討 

各対象物質の保持時間の把握及び定量性の確認の

ために，イオンモードごとの対象物質混合液につ

いて、1、5、10、25、50、100、250、500、1000 

ppb の 9 段階の混合液を作成し、LC/MS/MS によ

る分析を繰り返し 3 回行った。 

また，検量線について線形性の確認を行った。 

２）GC/MS の条件の検討 

 前処理に用いる最適な固相カートリッジを選択

するため、国内で使用頻度が高く入手が容易な

Oasis®HLB（200mg, Waters 社製）、inertsep RP-1

（250mg, GL science 社製）、Sep-Pak plus NH2

（200mg, Waters 社製）、EDS-1（昭和電工社製）、

Lichlorut EN（200mg, Merck）の 5 種の汎用固相

カートリッジについて，ミリ Q 水からの回収率を

簡易的に検討した（n=1）。実験方法はミリ Q 水に

上記対象物質及びサロゲート物質をぞれぞれ 1μg

添加し、各固相カートリッジに 10mL/min で通水

したのち、ジクロロメタン 10mL で溶出した。そ

の後、加熱せず窒素パージを行って穏やかに濃縮

した後、ジクロロメタン 1mL に転溶し、GC/MS

で分析した。 

次に濃縮方法の最適化を行うため，対象物質の一

部を調整した 1ppm ジクロロメタン混合液につい

てさまざまな条件化で窒素パージを行い、濃縮前

後の回収率を検討した。 

また，非汎用固相カートリッジ及びタンデム式固

相カートリッジの適用可能性を検討するため，ミ

リ Q 水からの添加回収試験を行った。使用した固

相カートリッジは，国内での使用例は少なく入手

が困難であるが、海外では使用事例の多い C18 

polar Plus(bakerbond 社製、充填量 500mg；以下

polar と記す)、C18 standard(bakerbond 社製、充

填量 500mg；以下 Oct と記す )、C18 Light 

Load(bakerbond 社製、充填量 500mg；以下 light

と記す)、Bond Elut ENV(Varian 社製、充填量

200mg；以下 env と記す)の 4 種とした。 

 

３． 研究結果および考察 

３－１．重要物質のリストアップ 

（１） 生産・販売量に関する調査 

各医薬品類の生産量等（生産量または出荷量）

に関する情報により，第一段階のスクリーニング

を行い，生産量等が一定量（年間 2,000kg）以上の

医薬品類を選定した結果を表－３に示す。 

上位に位置した医薬品類は，アミノエチルスル

ホン酸，スクラルファ－ト，アセトアミノフェン，

L-カルボシステイン，メフェナム酸，オキシテト

ラサイクリン，ウルソデオキシコール酸，イオパ

ミドール，イオヘキソール，アロプリノールなど

であった。 

ここで「売上順位」に基づく集計では剤形の違

いにより薬価に幅があるため，最低および最高薬

価を用いて，最高および最低出荷量(kg)を推定した。 
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表－３ 生産量等が年間 2,000kg 以上の医薬品類 

売 薬 動 飼
1 アミノエチルスルホン酸 2790.1 ○
2 スクラルファ－ト 2465.4 ○
3 アセトアミノフェン 909.0 ○
4 L-カルボシステイン 659.0 ○ ○
5 メフェナム酸 407.7 ○
6 オキシテトラサイクリン 317.8 ○ ○
7 ウルソデオキシコール酸 247.8 ○
8 イオパミドール 180.2 ○
9 イオヘキソール 176.7 ○

10 アロプリノール 172.8 ○ ○
11 塩酸クロルテトラサイクリン 167.5 ○
12 イコサペント酸エチル 153.9 ○
13 バルプロ酸ナトリウム 147.1 ○ ○
14 硫酸コリスチン 86.0 ○ ○
15 インドメタシン 83.2 ○
16 イブプロフェン 82.8 ○
17 テオフィリン 81.4 ○ ○
18 トラネキサム酸 80.2 ○
19 テプレノン 76.8 ○
20 クラリスロマイシン 76.0 ○
21 塩酸エカラジン 69.8 ○
22 ロキソプロフェンナトリウム 68.1 ○
23 タイロシン 67.9 ○ ○
24 フェルビナク 61.8 ○
25 アンピシリン 59.3 ○ ○
26 スルファメトキサゾール 52.9 ○
27 ケトプロフェン 47.7 ○ ○
28 バルサルタン 45.2 ○
29 カルバマゼピン 42.6 ○
30 アモキシシリン 42.6 ○ ○
31 スルピリド 42.5 ○
32 塩酸セフカペンピボキシル 42.2 ○
33 エリスロマイシン 41.1 ○ ○
34 ベザフィブラート 40.4 ○
35 塩酸チクロピジン 37.7 ○
36 ストレプトマイシン 37.6 ○
37 塩酸セフォチアム　ヘキセチル 37.0 ○
38 アルジオキサ 35.8 ○
39 スルファモノメトキシン 35.4 ○
40 プランルカスト水和物 33.6 ○
41 サリノマイシンナトリウム 32.1 ○
42 塩酸ジルチアゼム 32.0 ○
43 塩酸ラニチジン 31.1 ○
44 スルファジメトキシン 29.2 ○
45 レボフロキサシン 24.0 ○
46 モネンシンナトリウム 22.8 ○
47 ファモチジン 22.3 ○
48 塩酸フラボキサ－ト 22.0 ○
49 塩酸ドキシサイクリン 21.5 ○
50 セフジトレン　ピボキシル 20.9 ○
51 ラサロシドナトリウム 20.2 ○
52 ベンジルペニシリン 20.1 ○
53 センノシド 19.9 ○
54 セフジニル 19.8 ○
55 セファレキシン 19.1 ○
56 カルバミン酸クロルフェネシン 18.5 ○
57 ロサルタンカリウム 17.6 ○
58 リンコマイシン 17.2 ○
59 スルフイソゾールナトリウム 16.0 ○
60 チアンフェニコール 15.0 ○
61 アビラマイシン 14.4 ○
62 塩酸テルビナフィン 14.1 ○
63 トリメトプリム 13.8 ○
64 ナラシン 13.8 ○
65 硝酸イソソルビド 13.7 ○
66 メシル酸カモスタット 12.9 ○
67 塩酸バラシクロビル 12.6 ○
68 塩酸ベラパミル 12.4 ○
69 メチルドパ 12.0 ○
70 セファドロキシル 12.0 ○
71 ジメチコン 11.9 ○
72 アシクロビル 11.1 ○
73 ジピリダモ－ル 11.1 ○
74 塩酸ニカルジピン 10.3 ○
75 亜鉛バシトラシン 10.2 ○
76 トラピジル 10.1 ○
77 ベシル酸アムロジピン 9.8 ○
78 エチルコハク酸エリスロマイシン 9.6 ○
79 フロモキセフナトリウム 9.4 ○
80 クロモグリク酸ナトリウム 9.1 ○
81 塩酸アマンタジン 9.1 ○
82 スルピリン 8.4 ○
83 塩酸サルポグレラート 8.1 ○
84 硝酸イソソルビド 7.9 ○
85 塩酸ジラゼプ錠 7.7 ○
86 リファンピシン 7.6 ○
87 プラジクアンテル 7.6 ○
88 フマル酸チアムリン 7.5 ○
89 フロセミド 7.5 ○
90 デストマイシンＡ 7.5 ○
91 フマル酸クエチアピン 7.4 ○
92 ジクロフェナクナトリウム 7.4 ○ ○
93 エンラマイシン 7.2 ○
94 グリセオフルビン 6.9 ○
95 カルバゾクロムスルホン酸ナトリウム 6.9 ○
96 塩酸ミノサイクリン 6.8 ○
97 リン酸チルミコシン 6.7 ○
98 塩酸アンブロキソール 6.6 ○
99 エパルレスタット 6.6 ○
100 塩酸チアラミド 6.5 ○

情報源　売:「売上順位」，薬:「薬事統計」，動:「抗生物質販売高等」，飼:「肥飼料試験所検定結果」

情報源
No. 和名

推定生産・出荷量
（1000kg）

 
薬価に幅がある医薬品では，最高と最低で１０

倍以上開きがある推定値となった。薬事統計にも

収録されている医薬品（L-カルボシステイン，ア

ロプリノール，ケトプロフェン，ジクロフェナク

ナトリウム，テオフィリン，バルプロ酸ナトリウ

ム，フルルビプロフェンおよび塩酸ジルチアゼム）

については，出荷量のデータが直接得られたため，  

表－３（続） 
売 薬 動 飼

101 ドキシフルリジン 6.4 ○
102 酒石酸イフェンプロジル 6.4 ○
103 ナリジクス酸 6.4 ○
104 局）ブロムワレリル尿素 6.3 ○
105 マレイン酸レボメプロマジン 6.2 ○
106 アスピリン 6.1 ○
107 ニトラゼパム 6.1 ○
108 硫酸カナマイシン 5.9 ○
109 フロルフェニコール 5.9 ○
110 ランソプラゾール 5.8 ○
111 トルブタミド 5.7 ○
112 ジソピラミドカプセル 5.7 ○
113 プラバスタチンナトリウム 5.7 ○
114 テルミサルタン 5.7 ○
115 ニフルスチレン酸ナトリウム 5.5 ○
116 局）塩酸モルヒネ 5.5 ○
117 塩酸クロルプロマジン 5.4 ○
118 アトルバスタチンカルシウム水和物 5.4 ○
119 メシル酸ベタヒスチン 5.2 ○
120 ベンズブロマロン 5.2 ○
121 塩酸ピルジカイニド 5.0 ○
122 フェノバルビタ－ル 4.3 ○
123 カンデサルタン　シレキセチル 4.3 ○
124 スルファジミジン（スルファメサジン） 4.0 ○
125 ピペラジン 3.9 ○
126 ノシヘプタイド 3.9 ○
127 ゲファルナ－ト 3.9 ○
128 局）アミノフィリン 3.7 ○
129 イソニアジド 3.6 ○
130 メロペネム　三水和物 3.4 ○
131 塩酸パロキセチン水和物 3.2 ○
132 アセタゾラミド 3.2 ○
133 センデュラマイシンナトリウム 3.2 ○
134 クエン酸モサプリド　 3.1 ○
135 塩酸スペクチンマイシン 3.1 ○
136 エンロフロキサシン 3.0 ○
137 ナプロキセン 3.0 ○
138 塩酸バンコマイシン 2.9 ○
139 エフロトマイシン 2.8 ○
140 イトラコナゾール 2.7 ○
141 フェンベンダゾール 2.6 ○
142 ブフェキサマック 2.5 ○
143 スピロノラクトン 2.5 ○
144 塩酸Ｌ－エチルシステイン 2.5 ○
145 シチコリン 2.5 ○
146 ニコランジル 2.4 ○
147 ニトログリセリン 2.4 ○
148 デキストラン硫酸ナトリウム 2.4 ○
149 オキソリン酸 2.4 ○
150 オフロキサシン 2.3 ○
151 塩酸ピオグリタゾン 2.3 ○
152 フルバスタチンナトリウム 2.2 ○
153 塩酸ブホルミン 2.2 ○
154 塩酸プロメタジン 2.1 ○
155 塩酸テトラサイクリン 2.1 ○
156 ノスカピン 2.1 ○
157 セデカマイシン 2.0 ○

情報源　売:「売上順位」，薬:「薬事統計」，動:「抗生物質販売高等」，飼:「肥飼料試験所検定結果」

No. 和名
推定生産・出荷量

（1000kg）
情報源

 
 

より信頼できる推定値としてそちらを用いた。

それ以外の医薬品については，安全側の推定値と

して最高値を用いることとした。動物用医薬品の

抗生物質等については，アモキシシリン，アンピ

シリン（および同ナトリウム），エリスロマイシン，

スルファジメトキシン，ナリジクス酸，ホスホマ

イシン（カルシウムおよび同ナトリウム），塩酸ド

キシサイクリンが薬事統計にも収録されていたが，

そのデータは重複していないため，別集計として

加算した。 

「売上順位」および「薬事統計」についてそれ

ぞれの集計結果を比較すると，出荷量上位の医薬

品に違いが見られたが，これは用いた情報の特徴

の違いによるものと考えられた。「売上順位」によ

る集計では，出荷量が少なくとも薬価の高い医薬

品（例えば新規開発の降圧薬など）が売上高上位

に入る傾向も見られるため，使用量の多いものを

スクリーニングする目的には必ずしも適していな
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い面があるが，各薬効分類で最近よく売れて使用

されている医薬品を知ることができるため重要で

ある。一方，「薬事統計」では特掲医薬品として

あらかじめ選定された対象について情報収集して

いるため，大量に使用されているが薬価が安いた

め売り上げ順位では上位に現れない医薬品（例え

ば総合感冒薬成分の鎮痛解熱剤など）についても

情報を得ることができる上に，薬価による計算な

しで出荷量を直接知ることができるので有用であ

るが，選定されている特掲医薬品は各薬効分類で

現在最も使用されているとは限らないので，最新

の状況を把握するには必ずしも十分でない面があ

る。従って，「薬事統計」と「売上順位」による

集計の両方の情報を用いて，それぞれの長所を生

かして現時点で使用量の多い医薬品を選定するこ

とが適切と考えられた。 

「抗生物質販売高等」による動物用医薬品の集

計結果と肥飼料試験所の検定結果による飼料添加

物（抗生物質）の集計結果を比較すると，動物用

医薬品の２割程度（総量比較）の抗生物質が飼料

添加物として使用されていると推定された。コリ

スチンやタイロシン，オキシテトラサイクリンの

ように両方で使用されている物質もあるが，サリ

ノマイシンなど飼料添加物としての使用しか統計

がない物質もあった。 

人用医薬品および動物用医薬品における抗生物質

などの総出荷・販売量を比較すると，人用医薬品

が「薬事統計」と「売上順位」の合計で 200～350 

t 程度と推定されるのに対して，動物用医薬品では

約 1000 t と 3～5 倍程度大であり，抗生物質など

に関しては動物用医薬品の挙動の把握も重要と考

えられた。 

（２） 環境への放出量に関する調査 

ヒトおよび動物で使用した場合の排泄率等（尿中

および糞中の未変化体・活性体の排泄割合）に関

する情報により，第二段階のスクリーニングを行

い，環境中への放出量が一定量（年間 20,000kg）

以上の医薬品類を抽出した。結果を表－４に示す。 

 

表－４ 第二段階スクリーニング（環境放出量）

の結果 

尿 糞 尿 糞
1 アミノエチルスルホン酸 2734 56 98 2 2790.1
2 L-カルボシステイン 646 0 98 0 659.0
3 アセトアミノフェン 619 0 68.1 0 909.0
4 メフェナム酸 326 41 80 10 407.7
5 オキシテトラサイクリン 254 32 80 10 317.8
6 イオパミドール 180 0 100 0 180.2
7 イオヘキソール 175 0 99 0 176.7
8 塩酸クロルテトラサイクリン 134 17 80 10 167.5
9 アロプリノール 110 35 63.8 20 172.8

10 トラネキサム酸 56 0 70 0 80.2
11 塩酸エカラジン 56 7 80 10 69.8
12 スクラルファ－ト 54 1849 2.2 75 2465.4
13 スルファメトキサゾール 43 0 82 0 52.9
14 インドメタシン 40 13 48 16 83.2
15 クラリスロマイシン 38 0 50 0 76.0
16 ロキソプロフェンナトリウム 34 0 50 0 68.1
17 エリスロマイシン 33 4 80 10 41.1
18 アルジオキサ 29 4 80 10 35.8
19 ベザフィブラート 28 0 69.1 0 40.4
20 ストレプトマイシン 28 0 75 0 37.6
21 塩酸ラニチジン 28 0 89.2 0 31.1
22 サリノマイシンナトリウム 26 3 80 10 32.1
23 スルファモノメトキシン 25 3 70 8.5 35.4
24 アンピシリン 23 0 39.4 0 59.3
25 スルファジメトキシン 23 3 80 10 29.2
26 塩酸ジルチアゼム 22 5 69 17 32.0
27 レボフロキサシン 22 1 92 3.9 24.0
28 ファモチジン 22 0 96.4 0 22.3
29 モネンシンナトリウム 18 2 80 10 22.8
30 アモキシシリン 17 0 40 0 42.6
31 塩酸セフカペンピボキシル 17 0 40 0 42.2
32 塩酸セフォチアム　ヘキセチル 17 0 47 0 37.0
33 スルピリド 13 0 30 0 42.5
34 硫酸コリスチン 9 69 10 80 86.0
35 テオフィリン 7 65 8 80 81.4
36 タイロシン 7 54 10 80 67.9
37 バルサルタン 6 32 14 71 45.2
38 イコサペント酸エチル 4 26 2.7 16.7 153.9
39 バルプロ酸ナトリウム 4 0 3 0 147.1
40 フェルビナク 4 0 6.6 0 61.8
41 セフジトレン　ピボキシル 4 0 20 0 20.9
42 ウルソデオキシコール酸 3 69 1.1 27.7 247.8
43 塩酸ドキシサイクリン 2 17 10 80 21.5
44 テプレノン 1 0 0.93 0 76.8
45 ケトプロフェン 1 0 2.7 0 47.7
46 カルバマゼピン 1 0 3 0 42.6
50 イブプロフェン 0 0 0 0 82.8
47 塩酸チクロピジン 0 0 0.02 0 37.7
48 プランルカスト水和物 0 33 0.24 98.9 33.6
49 塩酸フラボキサ－ト 0 0 0.002 0 22.0

排泄率に関する情報がないものは，尿中80%：糞中10%（または尿中10%：糞中80%）と仮定。

順位 和名
推定生産・出荷量

（1000kg）
環境放出量（1000kg） 排泄率（％）

 
 

排泄率の情報が得られず尿中に 80％，糞中に 10%

放出されるという仮定で計算したものが多く，推

定の精度の点で問題が残るが，医薬品の薬効の観

点からは，できるだけ体内では代謝・不活化され

ず，尿中の未変化体回収率が高い医薬品が好まし

いようであるため，排泄率などに関する十分な情

報が得られない医薬品については，未変化体の尿

中排泄率が高いとみなして安全側の集計を行うの

もやむを得ないと考えられる。しかし，このため

に情報が得られない医薬品については高めの推定

値となる傾向があり，排泄率が低いという情報が

ある医薬品についてのみ放出量の推定値が低くな

るという，不統一な結果とならざるを得なかった。

従って第二段階のスクリーニングの結果は，順位

はあくまでも目安であり，放出量のオーダーを示

すものと考える必要がある。また，人用医薬品の
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場合，排泄された医薬品は下水処理場等を経て，

水環境中に移行すると仮定できるが，動物医薬品

および飼料添加物の場合は，排泄物が堆肥化され

て土壌に施用される場合が多いため（水産を除く），

水環境への移行経路としては，堆肥－土壌施用－

浸透・流出または堆肥－直接流出（雨天時など）

などが考えられるが，その移行率の推定は難しい。

従って排泄物として環境への放出量を推定しても，

そこから水環境中の濃度を正確に推定するのは現

時点では困難と考えられた。また，人用医薬品に

ついても，尿中および糞中に排泄されたものがそ

のまま溶解性および固形性画分にとどまるとは限

らず，抱合体から遊離体への変化などにより，変

動することが考えられる。さらに，未変化体がグ

ルクロン酸または硫酸に抱合されたものなどは，

未変化体ではないが，環境中でふたたび遊離体に

もどることもありうることから，これらの形態で

排泄される医薬品類をどう評価すべきかは一律に

決めがたい。これらの不確定要素をふまえて，現

時点の第二段階のスクリーニングとしては，生産

量等の多い医薬品類の中から，排泄率が低いもの

を除外して，尿中および糞中にそれぞれ多く排泄

される可能性がある物質を把握することが重要と

考えられた。 

 

（３） 環境中濃度および環境毒性に関する調査 

PEC および環境毒性に関する検討結果を表－５に

示す。PEC>0.01μg/L となったものは，アミノエ

チルスルホン酸(13.7)からドキシサイクリン(0.01)

までの 50 物質となった。 

PEC/PNEC≧1 と推定されたものは，メフェナム

酸，オキシテトラサイクリン，クロルテトラサイ

クリン，スルファメトキサゾール，エリスロマイ

シン，ストレプトマイシン，クラリスロマイシン，

アモキシシリンであった。 

 

表－５ 第三段階スクリーニング（PEC および

PEC/PNEC）の結果 
PEC PEC/PNEC PNEC

(μg/L) (-) (μg/L)
1 アミノエチルスルホン酸 13.67 n.a. n.a. 0 2734
2 スクラルファ－ト 12.08 n.a. n.a. 0 2416
3 アセトアミノフェン 3.10 0.34 9.2 0 619
4 L-カルボシステイン 2.64 n.a. n.a. 0 527
5 メフェナム酸 1.63 3.8 0.43 0 326
6 オキシテトラサイクリン 1.59 6.9 0.23 0 318
7 ウルソデオキシコール酸 1.23 n.a. n.a. 0 245
8 イオパミドール 0.72 n.a. n.a. 0 144
9 塩酸クロルテトラサイクリン 0.54 10.7 0.05 0 107
10 アロプリノール 0.61 0.0075 80.8 0 121
11 バルプロ酸ナトリウム 0.59 n.a. n.a. 0 118
12 イオヘキソール 0.02 n.a. n.a. 0 4
13 テオフィリン 0.34 0.0022 155 0 67
14 トラネキサム酸 0.19 n.a. n.a. 0 38
15 テプレノン 0.19 n.a. n.a. 0 38
16 ロキソプロフェンナトリウム 0.17 n.a. n.a. 0 34
17 フェルビナク 0.25 n.a. n.a. 0 49
18 塩酸エカラジン 0.28 n.a. n.a. 0 56
19 タイロシン 0.26 n.a. n.a. 0 51
20 バルサルタン 0.20 n.a. n.a. 0 40
21 硫酸コリスチン 0.30 n.a. n.a. 0 59
22 アモキシシリン 0.17 21.8 0.0078 0 34
23 クラリスロマイシン 0.15 47.0 0.0031 45 53
24 スルファメトキサゾール 0.21 7.0 0.03 0 42
25 カルバマゼピン 0.085 n.a. n.a. 0 17
26 塩酸チクロピジン 0.13 n.a. n.a. 0 26
27 ストレプトマイシン 0.18 1.4 0.133 0 36
28 塩酸セフォチアム　ヘキセチル 0.17 n.a. n.a. 0 34
29 アンピシリン 0.24 n.a. n.a. 0 47
30 スルピリド 0.19 n.a. n.a. 0 38
31 塩酸セフカペンピボキシル 0.10 n.a. n.a. 0 20
32 ベザフィブラート 0.040 n.a. n.a. 50 16
33 エリスロマイシン 0.080 3.5 0.0227 0 16
34 ケトプロフェン 0.062 n.a. n.a. 69 40
35 アルジオキサ 0.15 n.a. n.a. 0 29
36 プランルカスト水和物 0.14 n.a. n.a. 0 27
37 インドメタシン 0.057 n.a. n.a. 83 67
38 スルファモノメトキシン 0.055 n.a. n.a. 0 11
39 塩酸ラニチジン 0.015 0.000026 582 0 3
40 イコサペント酸エチル 0.26 n.a. n.a. 0 51
41 サリノマイシンナトリウム 0.015 n.a. n.a. 0 3
42 塩酸ジルチアゼム 0.015 n.a. n.a. 0 3
43 レボフロキサシン 0.008 0.0026 3.1 46 3
44 モネンシンナトリウム 0.005 n.a. n.a. 0 1
45 塩酸ドキシサイクリン 0.020 n.a. n.a. 0 4

下水処理場の除去率が不明のものについては，0%と仮定した

下水処理場
の除去率(%)

環境放出量
（尿中1000kg）

順位 和名

 
PEC/PNEC が 0.1～1 と推定されたものはアセト

アミノフェン(0.34)のみであった。PEC/PNEC<0.1

と推定されたものは，アロプリノール，ラニチジ

ン，ファモチジン，レボフロキサシン，テオフィ

リン，ロサルタンで，レボフロキサシン(0.019)以

外はいずれも 0.01 以下であった。その他の医薬品

類は，PNEC が不明であり PEC/PNEC が算出で

きなかった。放出量が多い医薬品類の中では，ア

ミノエチルスルホン酸，カルボシステイン，イオ

パミドール，イオヘキソール，トラネキサム酸，

トドララジン，スクラルファートなどがあった。

イオパミドールおよびイオヘキソールについては，

同じ非イオン性 X 線造影剤のイオプロミドについ

て PNEC が 137μg/L と報告されており 21)，毒性

が同程度と仮定すると PEC/PNEC<0.01 となるた

め，環境毒性が低い可能性が高いが断定はできな

い。このように，第三段階のスクリーニングでは，

PEC/PNEC により環境毒性の観点からの評価を

行ったが，PNEC の値は報告例でも大きく異なっ

ている場合が見受けられた。これは，算出の元と

なる急性毒性値としてどの値を採用するかの違い

によるものと考えられたが，同じ PEC でも PNEC

の違いにより，PEC/PNEC が異なり，環境毒性に

ついての評価に影響を与える。例えば，アセトア
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ミノフェンについては，英国の調査結果 22）,23）で

は PNEC として 9.2μg/L を採用しているため

PEC/PNEC が約 40 で最大となっているが，別の

報告 21）では PNEC が 500μg/L とされており，こ

ちらを採用すると英国でも PEC/PNECが約 0.7と

かなり低くなる。本調査結果でも 9.2 の代わりに

500を採用すると，PEC/PNECが 0.34から 0.0062

と大きく低下して，要検討物質から詳細調査不要

の対象へと区分が変更されてしまう。このように，

PEC の推定の不確実性に加え，PNEC の選択の問

題もあり，PEC/PNEC によるリスク評価に基づく

スクリーニングも決定的なものではないと言わざ

るを得ない。従って，重要物質の PEC/PNEC>1

の医薬品類については詳細な調査を行うとともに， 

0.1≦PEC/PNEC<1 の物質であっても，PEC が大

と推定されている物質については，可能な限り調

査対象に追加することが望ましいと考えられる。

PNEC はあくまでも各物質が単独で作用した場合

の毒性を推定しているに過ぎず，現実の極めて多

種類の医薬品類およびその他の化学物質が混在し

ている中での毒性については，明らかではない。

物質間の相互作用（相加的，相乗的，拮抗的）も

ありえるため，特に PEC が大である物質について

は，他の物質の毒性に影響を与える可能性も否定

できないことから，調査対象とすることが望まし

いであろう。また，PEC が比較的大と推定されて

いるものの PNEC が不明で PEC/PNEC が算出で

きなかった物質については，引き続き毒性情報の

入手につとめ，PEC/PNEC が判明した時点で，あ

らためて判断するのが適切と考えられた。以上よ

り，現段階のスクリーニング結果として重要物質

および要検討物質ならびに保留物質は以下のとお

りである。 

１．環境毒性が疑われる重要物質（８物質）

（PEC/PNEC≧1） 

メフェナム酸，オキシテトラサイクリン，クロル

テトラサイクリン，スルファメトキサゾール，エ

リスロマイシン，ストレプトマイシン，クラリス

ロマイシン，アモキシシリン 

２．環境中の存在量が大と推定される要検討物質

（ １ ６ 物 質 ）（ PEC ≧ 0.1 μ g//L ， た だ し

PEC/PNEC<0.1 は除外） 

アセトアミノフェン，アミノエチルスルホン酸，

カルボシステイン，イオパミドール，イオヘキソ

ール，トラネキサム酸，トドラジン，スクラルフ

ァート，ロキソプロフェン，アルジオキサ，サリ

ノマイシン，スルファモノメトキシン，スルファ

ジメトキシン，アンピシリン，ジルチアゼム，フ

ァモチジン 

３．環境中の存在量が比較的大と推定されるが環

境毒性が不明である保留物質（２１物質）（0.01≦

PEC<0.1μg//L，ただし PEC/PNEC<0.1 は除外） 

モネンシン，セファレキシン，セフォチアムヘキ

シチル，セフカペンピボキシル，カルバミン酸ク

ロルフェネシン，センノシド，ベンジルペニシリ

ン，ラサロシド，ベザフィブラート，スルピリド，

コリスチン，セフジニル，タイロシン，インドメ

タシン，バルサルタン，イコサペント酸エチル，

セフジトレンピボキシル，フェルビナク，バルプ

ロ酸，ウルソデオキシコール，ドキシサイクリン 

 

３－２．分析方法の開発 

（１） 質量分析条件の検討 

１） LC/MS/MS による質量分析条件の検討 

インフュージョンの結果より得られた，物質ごと

の Q1 イオン、Q3 イオン、イオンモード（ポジテ

ィブモードあるいはネガティブモード）及び測定

条件（DP、EP、CE、CXP）を表－６に示す。 

多くの対象物質について既往の報告と同じ結果と

なったが一部の対象物質においてイオンが大きく

異なる結果となった。これは報告例と本分析機器

における使用機器の違いであると考えられた。 
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表－６ LC/MS/MS のインフュージョン結果 

（１）positive モード 

No. 物質名
Infusion
溶媒

　Infusion
濃度

（μg/L)

流速(μ
L/min)

分子量
precurso
r ion　強
度(cps)

Q1 mass
(amu)

Q3 mass
(amu)

DP
(volts)

EP
(volts)

CE
 (volts)

CXP
(volts)

1 Amoxicillin trihydrate M 1000 10 419.45 1.E+06 366.102 113.9 56 10 27 10 1.825 ± 0.28

2 Ciprofloxacin A 500 10 331.35 5.E+05 332.174 231.2 66 10 53 18 7.555 ± 0.19

3 Lincomycin hydrochloride A 100 10 443 1.E+06 407.233 126.1 86 10 39 10 6.33 ± 0.27

4 Ofloxacin A 500 10 361.37 5.E+05 362.147 318.3 81 10 27 16 7.58 ± 0.07

5 Clarithromycin A 100 10 747.95 748.494 158.1 101 10 37 10 10.485 ± 0.09

6 Erythromycin A 100 10 733.92 1.E+06 734.468 158.1 106 10 41 8 9.595 ± 0.06

7 Spiramycin A 500 10 843.05 2.E+06 843.543 174.2 131 10 51 12 8.445 ± 0.11

8 Cyclophosphamide monohydrate A 100 10 5.E+05 260.991 139.9 91 10 33 10 8.965 ± 0.02

9 Oleandomycin phosphate A 100 10 785.86 4.E+05 688.439 158.2 81 10 37 12 9.34 ± 0.04

10 Oxitetracyclin hydrochloride A 100 10 496.89 1.E+05 461.148 426.1 76 10 27 12 7.495 ± 0.08

11 Tilmicosin A 500 10 869.13 9.E+05 869.632 174.1 176 10 65 14 9.435 ± 0.36

12 Tylosin A 100 10 916.1 5.E+05 916.574 174.2 121 10 55 14 9.77 ± 0.05

13 Atenolol A 500 10 266.34 8.E+05 267.168 190.1 86 10 27 14 1.935 ± 0.25

14 Enalapril A 100 10 376.45 5.E+05 377.173 234.1 71 10 29 14 9.365 ± 0.04

15 Omeprazole A 100 10 345.42 6.E+05 346.101 198 51 10 19 16 8.48 ± 0.03

16 Ranitidine hydrochloride A 100 10 350.86 5.E+05 315.103 176 46 10 27 14 2.17 ± 0.44

17 Salbutamol (free base) A 500 10 239.31 4.E+05 240.1 148.1 66 10 27 28 1.685 ± 0.29

18 Carbamazepine A 100 10 236.27 2.E+06 237.118 194 96 10 25 16 9.915 ± 0.02

19 Alubuterol-d3 A 500 10 242.33 3.E+05 243.195 151.1 61 10 31 26 1.63 ± 0.25

20 Octocrylene A 1000 10 361.5 2.E+05 362.202 250.1 136 10 13 8 14.85 ± 0.02

21 Benzophenone-3 A 100 10 1.E+06 229.092 151.1 71 10 31 10 12.645 ± 0.02

22 MBC A 500 10 254.367 9.E+05 255.176 105.1 121 10 45 6 11.03 ± 0.01

23 EHMC A 1000 10 290.397 1.E+05 291.257 179 101 10 13 14 15.065 ± 0.03

24 (-)-Nicotine A 100 10 162.23 8.E+05 163.149 132 71 10 21 10 0.835 ± 0.02

25 Metolachlor-d6 A 100 10
283.8
(289.8) 6.E+05 290.128 258.1 71 10 23 26 12.415 ± 0.02

26 Caffeine-d1 M 100 10
194.19
(195.19) 1.E+06 196.128 139.1 76 10 29 8 6.31 ± 0.24

27 Methyl dihydrojasmonate M 100 10 226.31 6.E+05 227.159 153.1 66 10 19 12 12.22 ± 0.02

28 Ampicillin M 1000 10 349.4 1.E+06 350.078 106 66 10 31 6 7.22 ± 0.09

29 Benzophenone M 100 10 182.22 1.E+06 183.134 105 61 10 23 6 12.145 ± 0.02

30 Benzophenone-d10 M 100 10 192.28 8.E+05 193.166 110 66 10 25 6 12.08 ± 0.01

31 alpha-Isomethyl ionone M 1000 10 206.33 4.E+05 207.187 111.1 66 10 17 8 13.835 ± 0.01

32 Methotrexate M 1000 10 454.44 7.E+05 455.151 308 101 10 29 8 7.195 ± 0.09

33 Propranolol hydrochloride M 100 10 295.81 2.E+06 260.194 116.1 91 10 25 20 9.425 ± 0.04

34 Allopurinol M 1000 10 136.11 1.5.E+06 137.059 110 76 10 29 6 1.165 ± 0.02

35 Sotalol hydrochloride M 1000 10 308.3 2.4.E+06 273.103 255.3 71 10 17 48 2.185 ± 0.22

36 Fenofibrate M 1000 10 360.83 8.0.E+05 361.087 233.1 96 10 25 4 14.025 ± 0.02

37 Acetophenetidine M 1000 10 179.22 1.2.E+06 180.163 110.2 76 10 35 20 9.07 ± 0.02

38 Levofloxacin M 1000 10 361.36 2.4.E+05 362.127 318.2 71 10 31 10 7.58 ± 0.07

39 Chlortetracyclin M 1000 10 515.35 6.5.E+05 479.106 444.1 56 10 31 12 8.73 ± 0.03

40 (+-)-Fluoroxetine hydrochloride M 1000 10 345.79 1.4.E+05 310.11 148.2 36 10 13 12 10.895 ± 0.12

41 Norfluoxetine M 1000 10 295.3 1.7.E+05 296.127 134.3 36 10 11 4 10.67 ± 0.10

42 Carbamazepine 10,11-epoxide M 1000 10 252.1 253.028 180.1 66 10 37 4 9.105 ± 0.01

43 Monensin sodium M 1000 10 692.9 1.1.E+06 693.417 675.4 16 10 45 8 17.42 ± 0.18

44 2-Ethoxy benzamide M 1000 10 165.2 6.0.E+05 166.051 121.1 66 10 25 10 8.9 ± 0.02

45 HMS(Homosalate) M 1000 10 262.35 2.5.E+05 263.144 139 26 10 11 22 17.855 ± 0.86

46 Ampicillin-d5 M 1000 10 354.4 1.0.E+06 355.171 111.1 56 10 29 8 7.19 ± 0.09

47 Canamycin A-disulfate dihydrate M 1000 10 716.67 2.2.E+05 485.214 163.2 91 10 35 14 0.75 ± 0.08

48 Cefazolin sodium M 1000 10 476.49 4.0.E+05 477.059 406.9 96 10 15 16 7.885 ± 0.08

49 Dihydrostreptomycine 1.5sulfate M 1000 10 730.75 1.2.E+05 584.216 263.4 196 10 43 42 0.715 ± 0.03

50 OTC hydrochloride-13C1-d3 M 1000 10 500.9 1.2.E+05 465.137 430.2 81 10 29 12 7.41 ± 0.14

51 Penicillin G potassium-d5 M 1000 10 377.5 6.0.E+05 340.101 217.1 111 10 21 10 9.705 ± 0.04

52 Tetracycline hydrochloride M 1000 10 480.9 3.2.E+05 445.123 410.2 91 10 29 12 7.815 ± 0.06

53 Verapamil hydrochloride M 1000 10 491.07 7.0.E+06 456.189 164.9 136 10 39 12 10.615 ± 0.11

54 Diltiazem hydrochloride M 1000 5 450.98 7.5.E+06 415.177 150.2 81 10 55 4 9.925 ± 0.06

55 Metoprolol M 1000 10 267.36 7.0.E+06 268.155 73.8 81 10 41 2 8.19 ± 0.04

56 Roxithromycin M 1000 1.75 837.04 4.9.E+06 838.111 680.5 36 10 25 8 10.54 ± 0.09

57 Atenolol-d7(Isopropyl-d7) M 1000 5 273.38 4.3.E+06 274.153 190.1 91 10 29 18 1.7755 ± 0.35

58 Carbamazepine-d10 M 1000 10 246.33 1.4.E+06 247.109 204.3 106 10 31 34 9.855 ± 0.01

59 Doxycycline hydrochloride M 1000 10 512.94 1.1.E+06 445.136 428.2 76 10 27 12 8.945 ± 0.03

60 Fenbendazole M 1000 10 299.35 6.5.E+05 300.066 268 111 10 29 42 10.77 ± 0.04

61 Ketoprofen M 1000 10 254.28 1.6.E+06 255.086 209.1 86 10 21 20 11.015 ± 0.01

62 Praziquantel M 1000 10 312.41 5.5.E+05 313.156 203.1 106 10 25 4 10.955 ± 0.02

63 Pyrantel pamoate※ M 1000 10 594.68 5.0.E+05 207.105 150 86 10 43 28 10.83 ± 0.08

64 Sulfamethoxazole-d4 M 1000 10 257.3 1.4.E+06 258.111 160.1 71 10 23 14 8.835 ± 0.02

65 Sulfamonomethoxine M 1000 10 298.32 1.1.E+06 281.027 155.9 76 10 25 16 8.32 ± 0.03

66 Ticlopidine hydrochloride M 1000 10 300.25 6.0.E+05 265.049 125 71 10 45 20 8.87 ± 0.05

67 1,3,9-Trimethylxanthine M 1000 10 194.19 4.5.E+05 195.035 138.2 86 10 27 4 1.645 ± 0.23

68 Norfloxacin M 1000 10 319.33 1.5.E+06 320.147 302.2 81 10 27 14 7.555 ± 0.07

69 Norfloxacin-d5 M 1000 10 324.34 5.9.E+05 325.109 307 96 10 33 6 7.49 ± 0.12

70 Antipyrine-d3(N-methyl-d3) M 1000 10 191.25 3.4.E+06 192.128 59 96 10 53 10 7.645 ± 0.06

71 (-)-Cotinine M 1000 10 176.22 1.2.E+06 177.081 79.9 76 10 33 6 0.85 ± 0.02

72 Cotinine-d3(N-methyl-d3) M 1000 10 179.24 1.0.E+06 180.036 80 106 10 33 14 0.86 ± 0.03

73 Famotidine M 1000 10 337.45 5.0.E+05 338.102 259.3 51 10 17 16 1.875 ± 0.35

74 Orbifloxacin M 1000 10 395.4 5.0.E+05 396.134 352.1 91 10 29 4 8.02 ± 0.05

75 Triclabendazole M 1000 10 359.66 7.0.E+05 360.97 346 136 10 37 18 12.58 ± 0.01

76 Betaxolol hydrochloride M 1000 7 348.89 6.9.E+06 308.336 55.2 86 10 65 8 9.565 ± 0.06

77 CPE(Cefditoren) M 1000 10 620.73 3.5.E+06 621.07 241 151 10 35 14 10.8 ± 0.02

78 Enrofloxacin M 1000 10 359.39 1.0.E+06 360.119 316 96 10 27 14 7.94 ± 0.05

79 Famotidine-13C3 M 1000 10 340.43 9.4.E+05 341.027 191.9 61 10 31 12 1.87 ± 0.35

80 Ormetoprim M 1000 10 274.32 4.5.E+05 275.045 259.2 86 10 37 24 7.62 ± 0.06

81 Spectinomycin hydrochloride M 1000 10 368.81 1.5.E+06 332.961 98 101 10 39 8 0.78 ± 0.02

82 Terbinafine hydrochloride M 1000 4.5 327.89 6.9.E+04 292.18 141 31 10 49 8 11.785 ± 0.21

83 Terbinafine hydrochloride-d7 M 1000 10 334.93 3.5.E+05 299.258 148.2 76 10 37 10 11.74 ± 0.21

84 Thiabendazole-13C6 M 1000 10 207.3 3.3.E+05 208.089 181 91 10 39 16 6.5 ± 0.19

85 Trimethoprim M 1000 10 290.32 9.0.E+05 291.002 274.9 101 10 35 6 7.285 ± 0.09

86 Acetaminophen M 100 10 151.16 152.149 110.1 31 10 23 18 2.23 ± 0.15

87 Disopyramide M 100 10 339.47 340.268 239.2 56 10 25 12 8.58 ± 0.04

88 Diazepam M 1000 10 284.74 1.5.E+06 286.085 194.1 96 10 41 12 11.225 ± 0.01

89 Hexylcinnamaldehyde M 1000 10 216.32 4.0.E+05 217.149 129 76 10 25 8 14.255 ± 0.02

infusion溶媒　M：メタノール，A：アセトニトリル

保持時間（分）

 

また，FIA（フローインジェクションアナリシス）

によって得られた各パラメータ（イオンソース条

件）の最適値を表－７に示す。 

これらの結果より対象物質の一斉同時分析の

LC/MS/MS 条件を決定した。 

２） GC/MS による質量分析条件の検討 

（２）negative モード 
No. 物質名

Infusion
溶媒

Infusion
濃度

（μg/L)

流速(μ
L/min)

分子量
precurso
r ion　強
度(cps)

Q1 mass
(amu)

Q3 mass
(amu)

DP
(volts)

EP
(volts)

CE
(volts)

CXP
(volts)

1 Sulfamethoxazole A 100 10 253.28 2.E+05 251.979 155.9 -65 -10 -22 -25 0.81 ± 0.02

2 Ibuprofen A 100 10 206.28 2.E+05 205.053 161.1 -55 -10 -10 -9 8.23 ± 0.02

3 Ibuprofen-d3 A 100 10 209.28 2.E+05 208.049 164 -50 -10 -10 -7 8.24 ± 0.03

4 17beta-Estradiol M 1000 10 272.38 2.E+06 271.044 144.9 -155 -10 -54 -15 10.525 ± 0.02

5 Estron(E1) M 100 10 270.37 7.E+04 268.975 144.9 -115 -10 -54 -5 11.025 ± 0.02

6 Bezafibrate A 100 10 361.8 7.E+04 359.919 273.8 -65 -10 -22 -5 7.965 ± 0.03

7 Clofibric acid-d4 A 100 10 218.65 217.077 130.8 -50 -10 -24 -7 6.4 ± 0.04

8 Furosemide A 100 10 330.74 6.E+05 328.96 284.9 -65 -10 -24 -9 6.885 ± 0.02

9 Hydrochlorothiazide A 100 10 297.74 6.E+05 295.928 268.8 -95 -10 -28 -7 0.82 ± 0.01

10 17alpha-Ethinylestradiol M 1000 10 296.41 7.E+05 295.107 144.9 -125 -10 -52 -9 10.945 ± 0.02

11 Propyl paraben A 100 10 180.2 6.E+05 179.03 91.9 -70 -10 -34 -5 6.85 ± 0.02

12 Buthyl paraben A 100 10 194.23 6.E+05 193.05 92 -80 -10 -34 -5 7.725 ± 0.02

13 Ethyl paraben A 100 10 166.17 1.E+05 164.942 91.8 -65 -10 -34 -7 2.705 ± 0.14

14 Methyl paraben A 100 10 152.15 1.E+05 150.901 91.9 -65 -10 -30 -5 1.34 ± 0.02

15 Triclosan M 1000 10 289.54 2.E+06 286.847 141.8 -75 -10 -46 -5 9.455 ± 0.07

16 Iothalamic acid M 1000 10 613.92 6.E+05 612.8 126.7 -45 -10 -30 -19 0.745 ± 0.05

17 5-Amino-2,4,6-triiodoisophathalic acid M 1000 10 558.84 2.E+05 557.741 513.6 -30 -10 -8 -13 0.63 ± 0.05

18 Iopromide A 1000 10 791.15 9.E+05 789.974 126.8 -110 -10 -60 -9 1.37 ± 0.05

19 Iopamidol A 1000 10 777.12 1.E+06 775.886 126.7 -115 -10 -46 -21 0.815 ± 0.02

20 Salicylic acid A 1000 10 138.12 2.E+06 136.945 92.8 -50 -10 -22 -5 1.11 ± 0.06

21 Acetylsalicylic acid M 1000 10 180.16 5.E+05 178.864 136.9 -45 -10 -10 -7 0.795 ± 0.03

22 Sodium-17beta-Estradiol-2,4,16,16-d4-3-sulfate M 100 10 378.45 2.E+06 355.126 275.1 -80 -10 -50 -1 8.235 ± 0.02

23 3,4,4-Trichlorocarbanilide M 100 10 315.59 8.E+05 314.949 161.8 -75 -10 -18 -11 13.1 ± 0.01

24 Clofibric acid M 1000 10 214.65 8.E+05 212.922 126.9 -45 -10 -22 -7 6.42 ± 0.06

25 Sodium valproate M 1000 10 166.2 5.4.E+06 142.937 71.2 -55 -10 -52 -1 0.825 ± 0.02

26 Indomethacin M 1000 10 357.79 2.0.E+06 356.09 311.8 -35 -10 -16 -15 8.645 ± 0.02

27 Indomethacin-d4 M 1000 10 361.79 1.5.E+05 360.007 316.1 -45 -10 -10 -5 8.635 ± 0.02

28 Gemfibrozil M 1000 10 250.3 2.2.E+06 249.055 120.8 -45 -10 -18 -19 8.655 ± 0.01

29 Phenytoin M 1000 10 252.27 8.9.E+05 250.978 102 -65 -10 -38 -7 7.005 ± 0.01

30 Ivermectin M 1000 10 874.5 873.541 229.3 -110 -10 -40 -1 15.83 ± 0.03

31 N-(4-hydroxyphenyl-2,3,5,6-d4)-acetamide M 1000 10 155.17 153.742 110.9 -30 -10 -18 -19 1.24 ± 0.02

32 Fenoprop(2,4,5-TP) M 1000 10 269.35 8.4.E+05 268.76 196.8 -45 -10 -24 -11 8.02 ± 0.02

33 Abamectin M 1000 10 873.1 2.5.E+05 871.468 229.1 -100 -10 -44 -1 14.395 ± 0.02

34 Benzylpenicillin sodium M 1000 10 356.4 1.0.E+06 332.174 268.2 -70 -10 -38 -47 10.1 ± 0.03

35 Diatrizoic acid M 1000 10 613.91 4.5.E+05 612.737 126.6 -35 -10 -16 -17 0.745 ± 0.05

36 Iohexol M 1000 10 821.1 6.0.E+05 819.908 126.9 -115 -10 -94 -21 1.265 ± 0.03

37 Oxolinic acid M 1000 10 261.23 1.4.E+05 261.036 79.8 -135 -10 -70 -1 9.775 ± 0.27

38 Piperazinecitrate pentahydrate M 1000 10 732.74 448.246 286.1 -105 -10 -42 -13 10.35 ± 0.06

39 Thiamphenicol M 1000 10 356.22 1.5.E+06 354.95 185.9 -85 -10 -28 -13 7.375 ± 0.05

40 Tiamulin fumarate M 1000 10 609.81 1.6.E+05 608.395 114.8 -60 -10 -22 -19 13.26 ± 0.09

41 13C12-Triclosan M 1000 10 303.57 1.2.E+06 302.923 254.7 -60 -10 -12 -17 3.675 ± 0.31

42 4-Aminobenzoic-2,3,5,6-d4 acid M 1000 10 141.6 2.1.E+06 139.943 95.9 -40 -10 -18 -5 0.705 ± 0.05

43 Cefalexin monohydrate BP M 1000 10 365.4 8.0.E+05 345.954 267.8 -50 -10 -18 -19 0.815 ± 0.02

44 Diclofenac sodium M 1000 10 318.13 4.3.E+05 293.97 250 -40 -10 -10 -13 8.605 ± 0.01

45 Flubiprofen M 1000 10 244.26 5.0.E+05 242.915 198.9 -20 -10 -8 -13 8.215 ± 0.05

46 (S)-(+)-Naproxen M 1000 10 230.26 4.0.E+05 228.932 169.9 -75 -10 -22 -5 7.23 ± 0.02

47 Fenoprofen M 1000 10 242.27 2.5.E+06 241.039 196.7 -40 -10 -10 -27 7.98 ± 0.02

48 Sulfadimethoxine-d4 M 1000 10 314.33 3.0.E+06 312.958 65.8 -125 -10 -76 -9 0.81 ± 0.01

49 Diclofenac-d4 M 1000 10 300.8 2.5.E+06 300.34 255.8 -55 -10 -20 -1 8.59 ± 0.01

50 4-Hydroxybenzoic acid M 1000 10 138.12 2.1.E+06 136.654 92.8 -70 -10 -20 -3 1.11 ± 0.07

51 N-(4-Hydroxyphe)-acet-2,2,2-d3 M 1000 10 154.18 1.0.E+05 152.906 106.8 -60 -10 -26 -7 0.81 ± 0.01

52 Losartan potassium M 1000 10 422.91 6.5.E+06 421.983 126.9 -85 -10 -38 -11 8.375 ± 0.02

53 Losartan-d3 M 1000 10 425.93 2.0.E+05 425.171 126.7 -85 -10 -42 -21 8.38 ± 0.02

54 Triclabendazole metabolite M 1000 10 329.6 3.5.E+05 328.836 181.9 -395 -10 -28 -33 10.835 ± 0.01

55 Ursodeoxycholic acid M 1000 10 392.57 1.2.E+06 391.246 373.1 -165 -10 -44 -3 8.335 ± 0.04

56 Sulfadimethoxine M 1000 10 310.33 1.6.E+06 309.081 65.6 -80 -10 -52 -7 1.165 ± 0.01

57 Sulfamethazine M 1000 10 278.33 2.4.E+06 276.854 122.1 -100 -10 -34 -7 1.16 ± 0.04

58 Benzoic acid M 1000 10 122.12 1.6.E+06 120.901 77.1 -35 -10 -16 -3 0.76 ± 0.04

59 p-Hydroxybiphenyl M 1000 10 170.21 2.0.E+06 168.872 141 -85 -10 -32 -15 8.765 ± 0.01

60 4-Hydroxybiphenyl-d9 M 1000 10 179.27 1.0.E+06 178.017 98 -100 -10 -40 -1 8.74 ± 0.01

61 (+-)-Thiopental M 1000 10 242.3 1.8.E+06 240.994 58.1 -40 -10 -36 -7 6.665 ± 0.03

62 3,4,5-Trichlorophenol M 1000 10 197.45 1.2.E+06 196.861 160.7 -65 -10 -28 -31 7.985 ± 0.04

63 Ursodeoxy acid -d5 M 1000 10 397.6 1.0.E+06 396.386 378.6 -115 -10 -42 -3 8.35 ± 0.04

64 Valsartan M 1000 10 435 2.6.E+05 434.235 350.1 -80 -10 -24 -25 7.115 ± 0.02

65 Salinomycin M 1000 10 751 4.7.E+04 749.536 241.1 -105 -10 -46 -1 9.515 ± 0.01

66 Sodium nifurstyrenate M 1000 10 281.2 9.0.E+05 258.055 184.1 -35 -10 -20 -29 7.355 ± 0.02

67 Theophylline M 1000 10 180.16 3.7.E+06 179.044 163.8 -85 -10 -26 -13 1.155 ± 0.04

68 Valsartan-d3 M 1000 10 438.54 2.2.E+06 437.172 349.9 -95 -10 -28 -11 7.115 ± 0.02

69 Theophylline 2-13C M 1000 10 183.164 2.8.E+06 182.044 167.3 -85 -10 -28 -7 0.785 ± 0.02

70 Mefenamic acid M 100 10 241.28 239.998 196 -75 -10 -24 -13 8.735 ± 0.02

71 Phenobarbital sodium M 1000 10 254.22 1.5.E+06 231.972 189.1 -50 -10 -16 -15 0.805 ± 0.02

72 Pyrantel pamoate※ M 1000 10 594.68 1.5.E+06 387.03 143.2 -55 -10 -54 -9 7.11 ± 0.04

73 17beta-Estradiol M 1000 10 272.38 2.E+06 271.044 144.9 -155 -10 -54 -15 10.525 ± 0.02

74 Estron(E1) M 100 10 270.37 7.E+04 268.975 144.9 -115 -10 -54 -5 11.025 ± 0.02

75 17alpha-Ethinylestradiol M 1000 10 296.41 7.E+05 295.107 144.9 -125 -10 -52 -9 10.945 ± 0.02

76 Sodium-17beta-Estradiol-2,4,16,16-d4-3-sulfate M 100 10 378.45 2.E+06 355.126 275.1 -80 -10 -50 -1 8.235 ± 0.02

infusion溶媒　M：メタノール，A：アセトニトリル

保持時間（分）

 

条件の検討結果を表－８および表－９に示す。各

物質について，保持時間，測定イオンおよび確認

イオンの条件を決定できたため，本条件で 42 分で

全対象物質を検出可能と考えられた。 

（２） 前処理および測定条件の検討 

１） LC/MS/MS の条件の検討 

各対象物質の保持時間は表－６に示した通りであ

る。多くの対象物質において保持時間の変動は 0.1

分以内と小さかったが、例えば Ranitidine 

hydrochloride のように変動が 0.44 分と大きな物

質がいくつかあった。今後この原因を検討する必

要がある。オフロキサシン，ジヒドロストレプト

マイシン，ドキシサイクリン塩酸塩およびイブプ
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ロフェンについて作成した検量線を図－１に示す。 

 

表－７ LC/MS/MS の FIA による最適化結果 

（１）positive モード 

Positiveモード
イオンソース条件 Gas1：40

Gas2：60

Curtain Gas (CUR)：50

Ion Spray (IS)：4500

Temperature (TEM)：500

Collision Gas (CAD)：6

Interface Heater (ihe)：Off

カラム Imtakt Candenza CD-C18(3μm, 2.0mm×50mm)

溶離液 A：アセトニトリル　B：0.1%ぎ酸水

流速 200μL/min

分析時間 20分

0 min B：100% A：0% 

↓グラディエント通液

10 min B：0% A：100% 

↓アイソクラティック通液

12 min B：0% A：100% 

↓グラディエント通液

14 min B：100% A：0% 

↓アイソクラティック通液

20 min B：100% A：0% 

 

（２）negative モード 

Negativeモード
イオンソース条件 Gas1：30

Gas2：80

Curtain Gas (CUR)：20

Ion Spray (IS)：-4500

Temperature (TEM)：400

Collision Gas (CAD)：6

Interface Heater (ihe)：Off

カラム Imtakt Candenza CD-C18(3μm, 2.0mm×50mm)

溶離液 A：アセトニトリル　B：0.05%TEA水

流速 200μL/min

分析時間 20分

0 min B：100% A：0% 

↓グラディエント通液
10 min B：0% A：100% 
↓アイソクラティック通液
12 min B：0% A：100% 
↓グラディエント通液
14 min B：100% A：0% 
↓アイソクラティック通液
20 min B：100% A：0% 

※Estrogen4物質
カラム Imtakt Candenza CD-C18(3μm, 2.0mm×50mm)
溶離液 A：アセトニトリル　B：0.05%TEA水
流速 200μL/min
分析時間 22分

0 min B：100% A：0% 
↓グラディエント通液
6 min B：70% A：30% 
↓グラディエント通液
13 min B：0% A：100% 
↓アイソクラティック通液
15 min B：0% A：100% 
↓グラディエント通液
16 min B：100% A：0% 
↓アイソクラティック通液
22 min B：100% A：0% 

 
 

表－８ GC/MS 質量分析条件（１） 
使用機器 HP5890/HP MSD 5973 (Agilent社製）
使用カラム 30m, 0.25 mm i.d. HP-5MS (J&W)
測定条件 35℃→200℃（5℃/分）→285℃（20℃/分)5分保持

スプリットレス注入（1μL）  
 

表－９ GC/MS 質量分析条件（２） 
保持時間(分） 確認イオン(m/z) 定量イオン(m/z)

Benzyl acetate 11.21 150 108
Terpineol-d3 11.7 139 62
Terpineol 11.79 136 59
Methyl salicylate 11.97 152 120
Isobornyl acetate 14.31 136 95
Iso methyl ionone 19.11 206 150
DPMI 19.51 206 191
BP-d10 22.47 192 110
BP 22.55 182 105
Methyl dihydrojasmonate 23.16 156 83
ADBI 24.51 244 229
AHMI 25.36 244 229
OS 26.245 138 120
Caffeine 27.14 - 194
Caffeine-d9 27 115 203
ATII 27.16 - 215
Musk xylene-d15 27.154 - 294
HHCB 27.17 258 243
AHTN 27.43 258 243
Musk xylene 27.42 297 282
HMS 27.74 138 69
Benzyl salicylate 27.54 228 91
Metalochlor-d6 29.642 168 244
Musk ketone 29.77 294 279
4-MBC(Z) 30.359 239 254
BP-3 30.57 227 228
Ft-d10 30.775 - 212
4-MBC(E) 30.994 239 254
Benzyl cinnamate 31.69 131 91
Menthyl anthranilate 32.14 119 137
EHMC(Z) 32.989 290 178
Octyl PABA 34.281 277 165
EHMC(E) 34.758 290 178
OC 36.907 361 249  
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図－１ オフロキサシン，ジヒドロストレプトマ

イシン，ドキシサイクリン塩酸塩およびイブプロ

フェンの検量線 

 

今回対象とした多くの物質については 1000ppb ま

での濃度範囲で R2=0.99 以上の線形性が確認され

た。しかし、ジヒドロストレプトマイシンのよう

な一部の物質については 500ppb や 1000ppb とい

った高濃度領域でピークのエリア面積の変動が大

きくなり再現性が若干低下する傾向（ジヒドロス

トレプトマイシンにおける 1000ppb でのピークの

エリア面積の変動係数が 14%）が見られた。今後、
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分析対象物質ごとに定量下限値及び検出下限値を

把握するとともに一部の分析対象物質について定

量可能な濃度範囲を整理していく必要がある。前

処理条件については，既往の報告事例 25)を参考に

して，図－２に示す方法を採用することとし，今

後検出下限値，定量下限値の確認，固相カートリ

ッジの最適化，回収率の確認を行い，実試料の分

析へ適用していくこととする。 

 

Sample 500mL 10ng サロゲート
サルブタモールD3
イブプロフェンD3
17βエストラジオールD2
500mg NA4EDTA等

pH 2
37% HCl

Oasis MCX
20mL/min

Oasis MCX

MeOH 6mL

Milli-Q 3mL

pH2 Milli-Q 3mL

Conditioning

Vacuum-Dry 5 min

Eluted  MeOH (2mL)
2%アンモニアメタノール溶液(2mL)
0.2%水酸化Naメタノール溶液(2mL)

Dry(乾固) by N2 purge and storage

Acidic pharmaceuticals
(a)

 

Sample 500mL 10ng サロゲート
サルブタモールD3
イブプロフェンD3等

pH 7
30%水酸化アンモニウムl

Lichrolut EN (ライクロルート)
16mL/min

Oasis MCX

MeOH 6mL

Milli-Q 6mL

Conditioning

Vacuum-Dry 10 min

Eluted  MeOH (3mL)
エチルアセテート(3mL)

Dry(乾固) by N2 purge and storage

Neutral pharmaceuticals
(b)

 
図－２ LC/MS/MS による医薬品類分析のための

前処理フロー（a:酸性化合物用，b:中性化合物用） 

 
２） GC/MS の条件の検討 

 前処理に用いる固相カートリッジについて，ミ

リ Q 水に各物質を添加して回収率を検討した結果

を図－３に示す。ここでいう回収率とはサロゲー

ト物質で補正した濃度を用いて計算した回収率で

はなく、未補正の濃度で計算した絶対回収率を指

すものとする。この結果より、いずれの固相カー

トリッジにおいても、対象物質すべてに対し、測

定に十分な回収率を得られなかった。 
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図－３ 前処理の固相カートリッジの回収率 

 

特に、benzyl acetate や terpineol 等の log Kow が

4.5 よりも小さく揮発性の高い香料や Octyl PABA

や OC のような log Kow が大きく疎水性の高い紫

外線吸収剤で回収率が著しく小さかった。考えら

れる原因として、充填剤の種類も考えられたが、

揮発性の高い香料では充填剤の種類に関係なく低

かったことから、窒素パージによる濃縮方法に問

題があるのではないかと推測された。 

そこで，濃縮方法について検討した結果を図－

４に示す。 
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図－４ 濃縮方法と回収率 

 
結果として、加熱しながら窒素流量を強め（液

面が大きく波立つ程度）で濃縮を行うことで、揮

発性の対象物質の回収率が大幅に改善することが

明らかとなった。一方、疎水性の強い Octyl PABA

は濃縮条件に大きな影響を受けず、いずれの条件

においても 80%以上の高い回収率を示した。この

ことは、揮発性の高い対象物質は緩やかな条件で

濃縮するとジクロロメタンと一緒に揮発する一方

で、高温で窒素流量が大きい条件では相対的にジ

クロロメタンの揮発速度が大きくなる結果、対象

物質の揮発量が少なくなり、回収率が改善される

ものと考えられた。したがって、本研究では最適

な濃縮条件として 35℃で窒素流量を大きめで行う

ことを採用した。なお、このときの濃縮にかかっ

た時間は 27 分程度であったことから、時間も約 27

分で終了するように窒素流量を適宜調整して行っ

た。以上のことから、図－５のような前処理フロ

ーチャートが確立された。なお、固相カートリッ

ジからのジクロロメタンによる溶出については

10ml で吸着された対象物質の 98%以上が溶出さ

れることを確認している。一方で疎水性の強い紫

外線吸収剤で回収率が低かった原因は充填剤の特

性やミリ Q 水中の分散性の低さが原因が大きいと

考えられた。 

Musk UV filters Analytical procedure (aqueous)

溶存態試料 lL

1μg サロゲート

固相カートリッジに通水
10mL/min

DCM 10 mL で溶出

窒素パージ

35℃、27分で濃縮

その後1 mL DCM転溶

約30 mL DCM

約30 mL MeOH

約30 mL H20

コンセントレーターを使
用する

Conditioning
（コンセントレーターの洗浄含む）

脱水（遠沈3000rpm, 
20min、及びシリンジ使用）

検量線sampleはバイアル瓶で一晩

測定のために放置すると劣化が生じるので
インサートによる少量使いきりにしたほうがよい。

(a)

 

Musk UV filters Analytical procedure (solid)

凍結乾燥済み

試料 200 mgまたはろ紙

1μg サロゲート

超音波抽出

メタノール 4,2 mL

アセトン 2,2 mL

( 計4回 それぞれ5 min)

遠心分離

19000 rad/min 5 min

N2 purge で200 μLに濃縮 150 mL Mili Qに溶解

SPE(溶存態と同じmethod)

(b)

 

図－５ 香料・紫外線吸収剤等の前処理フロー 

（a:溶解性試料（ろ液）用，b:固形性試料（SS）用） 

 

次に，非汎用固相カートリッジの検討のため，

polar，Oct，light および env の 4 種の固相カート

リッジを使った添加回収率試験結果を図－６に示

す。なお、疎水性の強い紫外線吸収剤のミリ Q 水

中での分散性を高めるため、実験系によってはア

セトンで標準物質を溶解しておこなった。しかし、

polar についてアセトン添加系と無添加系を比較

したところ、全体的にアセトン添加系では回収率

が若干低めであり、特に Benzyl acetateや caffeine

では著かった。したがって、アセトン添加は回収

率改善に有効ではなかった。これはアセトン添加

により親水性物質の吸着が抑制されたためと考え

られた。 
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図－６ 非汎用固相カートリッジの回収率 

 

一方、固相カートリッジ別に各対象物質の回収

率は大きく異なった。その中でも light や Oct は紫

外線吸収剤の回収率が高かったが、caffeine や

benzyl acetate などの親水性の対象物質の回収率

は著しく低い結果となった。逆に polar ではこれら

の物質の回収率が高かった。したがって、単一の

固相カートリッジではなく、複数の固相カートリ

ッジを直列に連結したタンデム式で分析を行うこ

とが有効であることが示唆された。 

そこで、タンデム式で検討を行った結果を図－

７に示す。この結果から tandem 式で行うことで

多くの対象物質で 80-120％の良好な回収率を得ら

れることが明らかになった。特に polar/polar、

polar/env でよい回収率を示したが、 OS や

Menthyl anthranilate では 40%と依然と回収率が

低かった。 
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図－７ タンデム式固相カートリッジの回収率 

 

以上の結果から図－５のフローチャートに基づき、

polar/polar、polar/env といったタンデム式の固相

カートリッジを使用することで対象物質の多くを

80-120％の良好な回収率で分析できる可能性が示

唆された。 

 

４． まとめ 

４－１．重要物質のリストアップ 

我が国における PPCPｓの生産量等を調査し，ヒト

および動物における排泄率や下水処理場での除去

率を考慮して，PEC を算出するとともに，毒性情報

が得られた物質について PEC/PNEC を求めて，重要

物質のスクリーニングを行った。結果として，環

境毒性が疑われる重要物質（PEC/PNEC≧1）とし

て，メフェナム酸，オキシテトラサイクリン，ク

ロルテトラサイクリン，スルファメトキサゾール，

エリスロマイシン，ストレプトマイシン，クラリ
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スロマイシン，アモキシシリンの８物質が選定さ

れた。さらに，環境中の存在量が大と推定される

要 検 討 物 質 （ PEC ≧ 0.1 μ g//L ， た だ し

PEC/PNEC<0.1 は除外）として，アセトアミノフ

ェンなど１６物質，環境中の存在量が比較的大と

推定されるが環境毒性が不明である保留物質

（0.01≦PEC<0.1μg//L，ただし PEC/PNEC<0.1

は除外）として，モネンシンなど２１物質をそれ

ぞれ選定し，引き続き情報収集に努めるとともに， 

１８年度以降の現地調査において存在実態を把握

していくこととする。 

４－２．分析方法の開発 

LC/MS/MS および GC/MS を用いた医薬品類，香料，

紫外線吸収剤などの分析方法の開発を行った。

LC/MS/MS では，人用および動物用医薬品を中心に

約 160 物質を同時分析するための手法を検討し，

前処理方法および質量分析方法を開発した。今後

は，定量下限値，検出下限値の確認，前処理方法

の最適化，回収率の確認などを実施して，現地調

査の実試料分析へ適用していくこととする。また，

GC/MS を用いた分析方法では，香料・紫外線吸収剤

25 物質を良好な回収率で分析可能な前処理法およ

び質量分析法を開発した。今後は，現地調査試料

の分析により，河川流域におけるこれらの物質の

挙動の把握に努めることとする。 

 

なお、本調査研究は、国交省からの受託業務費

により実施されたものである。 
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水生生態系からみた河川水質の評価に関する調査 
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主任研究員 宮島 潔  

CREST 研究員 原田 新  
 
 

1. はじめに 

近年、下水道整備により公共用水域の水質は改善され、水生生物への直接的な汚濁の影響はある程度改善

されてきたと考えられる。しかし都市域では人口の集中化に伴い、河川水に占める下水処理水の割合は年々

大きくなっており、その割合が 90％を超えるような河川もみられている。このような河川においては、公共

用水域の水質保全に加え、多様な生物が生育・生息できるような「生態系に配慮した取り組み」が必要とな

っている。 
また、都市の水循環を考慮し、数少ない自己水源である下水処理水の中に含まれる化学物質が河川に放流

された後どのような挙動を示すのかについても知見を深める必要性がある。河川における水生生態系に関す

る研究は、河床材料、河床構造、及び河川水量等の物理的な要因や水質等の要因との関係について精力的に

行われているものの、河川水質との関係については、汚水生物体系 1)に代表される有機汚濁との関係等が一

部の生物について把握されているものの、未だ十分な知見は得られていない。 
そこで、本研究では、水質は改善しているものの、下水処理水の流入により水質が急激に変化する都市河

川に着目した。この中では、まず処理水の流入先水域に生育・生息している水生生物と水質についての現地

調査によるデータを蓄積し、それらを解析することで両者の実態とその関係を把握することを目的とした。 
 

2. 方法 

本研究では下水処理水の流入が河川生態系に与える影響

を把握するために、いくつかの下水処理水放流先水域にお

ける生物相と水質に関するデータを収集し、それらのデー

タを整理および解析を行うことで、処理水質と出現する生

物種との関係を調べた。 
また、処理水が採取に多摩川に多く流入する地点におい

て、下水処理場の放流口付近で横断方向に水質測定を行い、

放流水と河川水の混合特性について調査を行った。また、

下水処理水の放流地点ならびにその上下流地点に形成され

る水生生物の調査から、下水処理水中に含まれる化学物質

の、底生生物の各栄養段階における蓄積について調査を行

った。 
また、底生生物のうち食物連鎖の起点となる付着藻類に

ついて、化学物質の水中から生物への移行状態の把握につ

いての調査も行った。 
 

2.1. 下水処理水放流先生物相調査 
(1) 調査対象水域 
この調査では、平成 8 年度から平成 15 年度にかけて実施

された、9 つの自治体における 12 箇所の下水処理場放流先

河川における水質と生物相の現地調査結果をとりまとめ、

解析を行った。 
対象とした放流先水域は、処理水のみが流れる「せせらぎ水路」や「ビオトープ」、および処理水が合流す

る「既存河川放流口周辺」である。 

表 1 調査対象水域一覧 

H8～H10 S処理場
標準活性汚泥法

+ 急速ろ過
塩素 せせらぎ水路 100

H12～H14 A処理場 標準活性汚泥法 塩素 既存河川 70

H13 H浄化センター
二段式嫌気好気

活性汚泥法
+急速ろ過

オゾン 既存河川 70

H8～H10 C処理場 嫌気好気活性汚泥法 塩素 既存河川 80

H8～H9 T下水処理場
嫌気硝化内生脱窒法

+ PAC注入
+ 急速ろ過

オゾン せせらぎ水路 100

H9～H10
H14～H15

K下水処理場
標準活性汚泥法

+ 急速ろ過
オゾン せせらぎ水路 100

H12～H13 S下水処理場 標準活性汚泥法 塩素 既存河川 70

H12～H13 O浄化センター
標準活性汚泥法

+ 急速ろ過
紫外線 ビオトープ 100

無し
せせらぎ水路

(H12のみ)
100

冷却池 100

植生浄化池 100

紫外線 安定池 100

既存河川 70

既存河川 90

H14～H15 M浄化センター
循環式硝化脱窒法

+急速ろ過
塩素 既存河川 50

H12～H14 G浄化センター 標準活性汚泥法 塩素 ビオトープ 100

H12～H14

調査期間 処理場名 処理方式

Y浄化センター
凝集剤添加

標準活性汚泥法
+ 急速ろ過

調査水域
概算

処理水量比
(%)

紫外線

調査水域に放
流する処理水
の消毒方式

塩素

H9～H11 N処理場
嫌気好気活性汚泥法

+ 急速ろ過
+ 礫間接触酸化
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表 1 に、調査対象となった水域および調査年度についてまとめた。 
ここでみられるように、各水域に放流される下水処理水の処理方法や消毒方法は様々であった。 
 

(2) 調査対象項目 
この調査で対象とした項目は以下の通りである。 
 

生物：付着藻類，底生動物，植物プランクトン， 
魚類 

水質：水温，pH，濁度，透視度，電気伝導度，DO，SS，BOD，TOC，T-N，O-N，NH4-N，NO2-N，NO3-N，

T-P，PO4-P，Chl-a 
付着物：乾燥重量，強熱減量，Chl-a 

 
これらの項目のうち、魚類やプランクトン性の生物は水塊を移動するため局所的な水質の違いを反映して

いない可能性がある。一方、付着藻類や底生動物は移動性が小さいことから、対象とした水域の水質変化を

直接また経時的に反映しているものと考えられる。そこで、今回の解析においては、特に付着藻類と底生動

物に注目して実施した。 
 

3. 結果 

3.1. 下水処理水放流先生物相調査 
(1) 塩素消毒による生物相への影響 
処理水は公共用水域等に放流する前には衛生上の観点か

ら消毒が行われる。この消毒は生物である細菌等を殺す（ま

たは不活性化する）ことを目的としていることから、放流

先の生物に対しても影響を及ぼす可能性があると考えられ

る。 
過去の調査結果より、付着藻類出現種のうち緑藻類の

Chlorolobion 属は、塩素消毒された処理水において特徴的に

出現する種であると考えられている。 
そこで、処理場における塩素の注入率の記録から、調査前 2 ヶ月間の平均塩素注入率と、Chlorolobion 属が

付着藻類総細胞数に占める割合と比較した結果を図 1 に示す。 
ここから、Chlorolobion 属の占有率について、塩素注入率が 1.0mg/L 付近から立ち上がるＳ字の曲線が見て

取れた。 
すなわち、塩素注入率で約 1.0mg/L 以上、処理水中の総残留塩素濃度の実測値で約 0.1～0.2mg/L 以上で

Chlorolobion 属の占める割合が急激に大きくなる傾向がみられた。 
次に、生物の出現種数と塩素消毒との関係を整理した。まずは、現地で測定された残留塩素濃度と当該水

域で確認された生物の種数を、付着藻類と底生動物とに分けて整理した結果を図 2 に示した。しかし、前提

となる残留塩素が検出されたデータ数が少なく、消毒のレベルと出現種類数の関係をはあくすることはむず

かしかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 塩素注入率と Chlorolobion 属細胞数
占有率の関係 
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図 2 残留塩素濃度と出現生物の種類数 

S処理場

A処理場

N処理場（新放流口）

N処理場（旧放流口）

G浄化センター
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そこで、前述のように塩素注入率平均値と、当該水域で確認された生物の種数を、付着藻類と底生動物と

に分けて整理した結果を図 3 に示す。 
付着藻類の N 処理場（新放流口）におけるデータがやや離れているが、これは処理水の放流開始直後のデ

ータであることから、処理水の影響が十分に反映されていなかったことが要因として考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この結果から、付着藻類、底生動物ともに塩素注入率が 1.0～1.5mg/L を越えると目立って影響が大きくな

り、出現する種類数が極端に少なくなる傾向がうかがわれた。 
 

(2) 栄養塩類濃度と生物相の変化 
下水処理水は通常の河川水と比べて１桁近く高い栄養塩濃度で

あることが多い。そこで、栄養塩を用いて生育する付着藻類の変

化について、各生物指数と栄養塩濃度の関係から検討した。 
ここでは、T 下水処理場と、K 下水処理場の処理水放流先に注

目した。これらの放流先は、どちらも処理水 100％の人工せせら

ぎ水路であり、放流される処理水はどちらもオゾン処理されてい

るが、K 下水処理場は標準活性汚泥法による処理であるのに対し

て、T 下水処理場では高度処理（嫌気硝化内生脱窒法，PAC 添加）

によって栄養塩類の除去を行っている。このため、両処理場の処

理水放流先水域を比較することで、消毒方式や河川構造など他の

要因に影響されずに、栄養塩濃度の違いを主な要因として把握す

ることができる可能性がある。そこで、この 2 つの水域における

栄養塩類濃度と付着藻類の状況についてのデータについて比較を

行った。 
まず、両処理場からの放流水にお

ける栄養塩類濃度について、T 処理

場 8 回分、K 処理場 7 回分のスポッ

トサンプルによるデータをまとめる

と図 4 のようになった。ここから、

K 下水処理場からの放流水は、T 下

水処理場からの放流水と比べて、窒

素で約 3 倍、リンでは約 7 倍近く高

い濃度であったことがわかる。 
そこで、処理場の持つ継続的な定

期データなども取り込んで、調査前

2 ヶ月間の処理場定期分析結果の値

を平均した数値を栄養塩類濃度とし

て、付着藻類の生物量と多様性につ

いて比較を行った。 
生物量を総細胞数、多様性を Shannon の多様性指数(H’)として比較した結果を図 5 に示す。 
なお、Shannon の多様性指数は、以下の式によって計算される。 
多様性指数は生物種の多様性を評価する指数で、多くの種が出現し、かつ個体数が均等なほど指数は大き

図 4 各放流水の栄養塩濃度の関係
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図 3 塩素注入率と出現生物の種類数 

（値は現地調査時のスポット値平均，エラーバーは標準偏差）
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図 5 栄養塩類濃度と付着藻類相の関係 
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くなり、多様性が高くなることを示している。逆に特定の出現種のみが卓越した場合は、指数は小さくなる

傾向を示す。 

∑
=

−=
S

i i
P

i
PH

1 2
log'  

［S：出現種類数， Pi：i 番目の種類の個体数が総個体数に占める割合］ 
この結果から、栄養塩濃度の違いによる付着藻類の各指数生物量と多様性の差は明確にならず、栄養塩濃

度の違いが付着藻類相に及ぼす影響について説明することはできなかった。 
 

(3) アンモニア性窒素濃度と底生動物 
アンモニアは、藻類などの光合成を行う生物にとっては栄養素ともなるが、底生動物などに対しては逆に

毒性を示す物質である。そこで、アンモニア濃度と生息する底生動物の状況とを比較し、その影響を把握す

る検討を行った。 
なお、自然水域中でアンモニアは、イオン化していない[NH3]とイオン化している[NH4

+]の 2 つの形態で存

在しており、これらは水温と pH によって平衡関係が維持される。このイオン化していない[NH3]の方がイオ

ン化している[NH4
+]より毒性が高いとされる。このためアンモニアと生態系との関係を考察するには、イオ

ン化アンモニアのみでなく、非イオン化アンモニアとの関係を考慮する必要がある。特に pH がアルカリ側

に傾く場合、および水温が高くなる場合に[NH3]の割合が高くなる。 
これらの関係は、水温を T（℃）とすると、以下の式で表される。 
 

T
pK

+
+=

2.273
92.272909018.0 ，  

)(

4

3 10
][
][ pKpH

NH
NH −

+ =  

 
この式を用いて、各調査において測定されたアンモニア性窒素濃度の値と水温、pH の値から非イオン化ア

ンモニアの濃度を計算し、底生動物の出現個体数を分類科別に整理した。なお、使用したデータは S 処理場

（9 回），A 処理場（6 回），H 浄化センター（3 回），C 処理場（11 回），T 下水処理場（8 回），K 下水処理場

（11 回），S 下水処理場（7 回），O 浄化センター（5 回），Y 浄化センター（6 回），N 処理場（7 回），M 浄化

センター（6 回），G 浄化センター（6 回）の調査結果による。 
結果を次ページの図 6 に示す。 
イトミミズやユスリカ、ミズムシ，シマトビケラなどは低濃度域から高濃度域まで、幅広い濃度範囲で出

現が確認されたが、イトトンボ科やエグリトビケラ科などの生物は非イオン化アンモニア濃度の上昇に伴っ

て、出現個体数が減少していった。 
そこで、底生動物の分類科ごとに、最も多い個体数の出現が確認された時の非イオン化アンモニア濃度の

範囲と出現が確認された時の非イオン化アンモニア濃度を表 2 に整理し、そこから生息可能な濃度範囲を推

定した結果を示す。 
ここから、確認された地点数が少ないものの、カワゲラ目の生物は、0.5μg/L を超える水域では出現がみ

られず、アンモニアに対する耐性が弱いことがみてとれた。 
一方、イトミミズ科やトビケラ科の一部、ユスリカ科などの生物は、1mg/L を超える濃度の水域において

も出現が確認され、アンモニアに対する耐性が大きいことがうかがわれた。 
しかし、同じトビケラ科でもエグリトビケラ科は出現のみられた最大濃度は高いレベルにあるものの、最

も多く出現がみられた濃度域は 1ng/L 未満であり、ある程度の耐性はあるが、基本的にはアンモニア濃度の

低い水域に多く生育するものと考えられる。また、同様の傾向はヒラタカゲロウ科やトンボ目にもみられ、

これらの生物も低アンモニア濃度の水域を指標する生物とみられる。 
なお、底生動物のうち昆虫類などには成虫期には水中を離れる種もあるため、出現状態の把握には各生物

種の生活環に注意する必要がある。ただし、今回の整理に用いたデータは生活環を考慮して集計できる方針

の詳細な調査によるものではないため、全ての季節のデータを総合して処理している。 
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 図 6 非イオン化アンモニア濃度と底生動物出現状況 
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 (4) 底生動物の分類による水環境の評価 
底生動物は、水中に生息する生物の中では魚類等と比べて移

動力が弱く環境の変化に対して逃避行動を取りにくいことや、

調査時に偶然通過しただけの個体を採取してしまう可能性が

小さい。従って、底生動物の生物相は、対象とする水域の経時

的な水質変化の影響を直接または間接的に反映しているもの

と考えられる。直接的な影響としては、高温や毒性物質などの

底生動物そのものの活動に影響するものであり、間接的な影響

としては、餌となる藻類やデトリタスなどの生産に影響するも

のである。 
底生動物による水環境の評価方法としては、冒頭で述べたよ

うに各生物種の汚濁に対する耐性から整理された「汚水生物体

系」などがあるが、ここでは底生動物の餌の食べ方による分類

「摂食機能群」と生活形態による分類「生活型」によって分類

を行った。また、検討の対象とした水域は、既存の河川に処理

水が放流される地点の前後として、処理水の流入による水環境

の変化について比較した。 
底生動物についての摂食機能群および生活型については、表 3 のよう分類を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

出典：  
・Richard W. Merritt and Kenneth W. Cummins, "An Introduction to the Aquatic Insects of North America", KENDALL/HUNT PUBLISHING 

COMPANY, (1978) 
・谷田一三（監修），丸山博紀，高井幹夫（著），「原色 川虫図鑑」，全国農村教育協会，(2000) 
からとりまとめ． 
 

①摂食機能群による比較 
放流先の河川がコンクリート三面張りである下水処理場（C 処理場，N 処理場）と、河床が礫である通常

の河川（H 浄化センター，A 処理場，S 下水処理場，M 浄化センター）における、摂食機能群による分類を

個体数に占める割合で整理すると、図 7 のようになった。 
摂食機能群による比較において、三面張り河川では処理水の流入前後において出現していた種はいずれも

「刈取食者」「堆積物食者」であり、明確な違いはみられなかった。 
一方、礫床の河川においては、S 下水処理場では処理水の流入後に「濾過食者」の割合が増加し、「堆積物

食者」が減少したのに対して、A 処理場では逆に「濾過食者」が減少し、「堆積物食者」が増加した。 
このことは、河床の特性を反映している可能性が考えられる。すなわち、S 下水処理場では放流口上流の

河床は堆積が多いものと考えられ、それらを餌とする堆積物食者の割合が増えるが、河床堆積物が少ない場

合は堆積物食者が減り、代わって処理水によって増加する藻類等の流下を捕らえて餌とする濾過食者が増加

したものと考えられる。一方、A 処理場では、相対的に清冽な水質である河川水の水域では、様々な摂食形

態をとる生物が生息していたが、河床堆積物が増加、河床への有機物の沈降が生じ、堆積物食者の割合が高

くなったものと考えられる。このように、摂食機能群による比較では、三面張りのような単調な河床の河川

においては、摂食機能群のバリエーションが得られず、明確な変化を捕らえることは出来なかったが、礫床

の河川においては、河床の特性を表現している可能性が示唆された。 
 

生活型 略語 特徴 具体例

匍匐型 匍
のしのしといった感じで歩いて
移動する．

巻貝類，マダラカゲロウ類，ト
ンボ類など．

滑行型 滑
体は偏平で，石の表面を滑る
ように移動する．

ヒラタカゲロウ類など．

掘潜型 掘 砂や泥の中に潜っている．
二枚貝類，イトミミズ類，ユス
リカ類など．

携巣型 携 石や落葉で巣をつくる．
エグリトビケラ科，カクツツト
ビケラ科など．

固着型 固
石表面に吸着し，あまり移動し
ない．

ウスバヒメガガンボ亜科，ブ
ユ科など．

造網型 造
糸を用いて網を張り，餌をと
る．

シマトビケラ科，ヒゲナガカワ
トビケラ科など．

遊泳型 遊 主に遊泳して移動する．
コカゲロウ科，ゲンゴロウ類，
水生半翅類など．

摂食機能群 略語 特徴 具体例

濾過食者 濾
網を張ったりして水中の有機
物粒子を濾し取って食べる．

二枚貝類，シマトビケラ科，
ブユ科など．

堆積物採集者 堆
底質中の有機物粒子を集めて
食べる．

イトミミズ類，マダラカゲロウ
類，ユスリカ類など．

刈取食者 刈
基質上の付着藻類等を刈り
取って食べる．

巻貝類，ヒラタカゲロウ類，ウ
スバヒメガガンボ亜科など．

破砕食者 破 落葉等をかじって食べる．
オナシカワゲラ科，カクツツト
ビケラ科など．

寄生者 寄 宿主に寄生する． ヒル類，ミズバチなど．

捕食者 捕 肉食．
トンボ類，ゲンゴロウ類，水
生半翅類など．

表 3 摂食機能群と生活型の分類別特徴 

最も多く出現する 出現のみられた 出現確認
NH3濃度範囲 NH3最大濃度 延べ地点数

(μg/L) (μg/L) （地点）
カワニナ科 10 ～ 100 11.30 16
モノアラガイ科 0.1 ～ 1 156.11 62
サカマキガイ科 0.1 ～ 1 442.51 156
イトミミズ科 0.001 ～ 0.01 1540.32 210
ミズムシ科 1 ～ 10 478.13 226
テナガエビ科 0.01 ～ 0.1 4.18 6
ザリガニ科 0.1 ～ 1 86.00 41
ヒラタカゲロウ科 ～ 0.001 433.05 20
コカゲロウ科 10 ～ 100 916.64 160
マダラカゲロウ科 10 ～ 100 478.13 52
ヒメカゲロウ科 100 ～ 332.23 15
イトトンボ科 0.001 ～ 0.01 442.51 33
サナエトンボ科 ～ 0.001 452.28 19
ヤンマ科 0.1 ～ 1 25.31 15
トンボ科 ～ 0.001 20.13 30
オナシカワゲラ科 ～ 0.001 0.48 4
アミメカワゲラ科 ～ 0.001 0.02 3
イワトビケラ科 0.01 ～ 0.1 2.62 14
シマトビケラ科 10 ～ 100 1540.32 127
ヒメトビケラ科 0.001 ～ 0.01 1540.32 61
エグリトビケラ科 ～ 0.001 916.64 13
ユスリカ科 0.1 ～ 1 1540.32 330

表 2 底生動物出現種と NH3濃度範囲
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②生活型による比較 
同様に、放流先の河川がコンクリート三面張りである下水処理場（C 処理場，N 処理場）と、河床が礫で

ある通常の河川（H 浄化センター，A 処理場，S 下水処理場，M 浄化センター）における、摂食機能群によ

る分類を個体数に占める割合で整理すると、図 8 のようになった。 
ここから、生活型による比較においても、三面張りの都市河川においては、放流口の上下流による目立っ

た違いはみられなかった。 
一方、礫河床の河川においては、S 下水処理場では、造網型については放流口下流部で割合が相対的に高

くなる傾向がみられたが、A 処理場では造網型は放流口上流部で割合が高くなっていた。 
このように、生活型による分類では、河川の構造等の要因によって処理水の流入の影響は一定の傾向を示

すことはなかったが、河床が自然に近い礫の河川においては、変化が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. 考察とまとめ 

以上の結果をもとに、水生生態系と水質との関係について、以下の視点から検討とまとめを行った。 
・水質の違いと水生生物相の変化の実態 
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図 7 摂食機能群からみた底生動物相の変化
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図 8 生活型からみた底生動物相の変化 



－ 136 － 

・水生生物に影響を及ぼす水質項目 
・水生生物相からみた水質評価（バイオロジカルクライテリア） 

 
4.1. 水質の違いと水生生物相の変化の実態 

2 つの下水処理場における処理水放流先の調査結果から、栄養塩類濃度と付着藻類の生物量および多様性

との間の関係については明確な関係を得ることはできなかった。 
このことは、両水域ともに下水処理水が水量の全てを占めているため、栄養塩濃度が T-N：5～15mg/L、T-P：

0.3～2.0mg/L と幅広い範囲にあったにもかかわらず、通常の河川水（T-N：0.1～1mg/L，T-P：0.01～0.1mg/L）
と比べた場合には高い範囲に集中していたことが要因の一つと考えられる。 

河川における付着藻類量と栄養塩濃度の関係についての報告として、米国 EPA の資料 2)に全窒素および全

リンと付着藻類中の Chl-a 量との関係を示すデータが紹介されている。このデータからは全窒素濃度で約

1mg/L 以下の範囲で、また全リン濃度で約 0.3mg/L 以下の範囲で濃度依存的に Chl-a 量が増加する傾向がうか

がうことができるが、この範囲を超えると栄養塩濃度と Chl-a 量との関係はみられなくなっていた。これは、

栄養塩類が一定以上の濃度になると、藻類の生長にとって過剰となり、増殖速度に対して飽和状態になって

いることを意味すると考えられる。 
下水処理における高度処理は、内湾における栄養塩類の総量規制等に対応して近年整備が進められており、

海域等における富栄養化の低減に効果をあげ始めている。しかし、上記の結果から今後において放流先河川

の生態系にまで配慮を進めていく際には、現段階における高度処理のレベルから、さらに一段階進んだレベ

ルまで対策を行う必要があるものと考えられる。 
 

4.2. 水生生物に影響を及ぼす水質項目 
本研究の中で扱った水質項目の中で、水生生物に影響を及ぼすと考えられる項目として、塩素消毒とアン

モニアを取り上げ、その影響について以下に検討を行った。 
(1) 塩素消毒 
塩素注入率と出現生物種数の関係において、河川（処理場）ごとに注入率の範囲に偏りがあるため、地域

差が含まれる可能性もあるが、全体として一定の傾向がみられ、付着藻類、底生動物ともに塩素注入率が 1.0
～1.5mg/L を越えると、出現する種類数が極端に少なくなる傾向がみられた。 
実際の水域で生物に作用する塩素量の指標は、残留塩素濃度（遊離体およびクロラミン等の結合体）であ

るが、かなり高濃度で処理水に注入されている場合以外は、現地の水質測定では残留塩素として検出される

ことはない。これは、処理水中に含まれる有機物等と塩素が反応することで、有効塩素量が低下するためで

ある。 
しかし、これまでみたように仮に放流する時に残留塩素が検出されていなくても、消毒時に塩素注入量が

一定以上の場合には、出現する生物に何らかの影響が及んでいる可能性がうかがわれる。従って、放流先の

生態系への影響を考慮する必要がある場合には、塩素注入量を必要最小限に留めるようコントロールするこ

とや、脱塩素過程の追加、オゾンや紫外線等の代替消毒法への変更などを検討する必要がある。 
(2) アンモニア 

アンモニアのイオン化は前述のように pH と水温によるを変数とする平衡状態によって決定される。これ

らの要因を生態系の構成生物との関係から考えると、次のような過程により非イオン化状態のアンモニア濃

度に作用する可能性が考えられる。 
水中におけるアンモニアは通常はほとんどイオン化している 

と考えられるため、比較的高濃度であっても毒性は低い 
↓ 

水温が高温になり、光エネルギーの供給も十分な夏期には、 
河床における付着藻類等の光合成生物が高い栄養塩濃度を背景に大量に繁茂する。 

↓ 
光合成が盛んになることで、炭酸同化が進み、水中の pH が上昇する 

↓ 
水温と pH の上昇により、非イオン化アンモニアの割合が上昇し 

生物に対する毒性が高くなる 
従って、排水等により高アンモニア濃度である水域においては、例えある時点において水生生物への影響

が確認されていなくても、夏期の昼間などの特殊な条件下においては、急激にその毒性が高まる可能性もあ
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り、注意が必要であると考えられる。 
 

4.3. 水生生物相からみた水質評価（バイオロジカルクライテリア） 
生息する生物の状態から当該水域の水環境を評価しようと

いうバイオロジカルクライテリアの考え方は、冒頭で述べた

汚水生物体系をはじめ、1980 年代後半にアメリカ合衆国で導

入された IBI(Index of Biological Integrity)という魚類に関して 
総種類数や特定のグループに属する種類数など 10 程度の項

目にそれぞれ得点を与えた指数や、ICI(Invertebrate Community 
Index)という IBI と同様な考え方を底生動物に当てはめた指

数 3)、また、IBI-Japan という IBI における考え方を、日本に

適応した底生動物に当てはめて提案された指標 4)などいくつ

かのものが提示されてきている。これらは、対象水域の状態

の把握に有効である。 
そこで、ここでは河川に下水処理水等の大きく水質が異な

る水が流入した際の中小都市河川における水環境の“変化”

について、生物相から評価する手法について検討を行った。 
下水処理水が放流される 6 箇所の水域において、生息する

底生動物を「摂食機能群」および「生活型」によって分類し

処理水の合流前後で比較した。その結果、いくつかの水域に

ついて処理水の流入による水質の変化によると考えられる底

生動物相の変化が確認された。 
このことは、底生動物相の変化から逆に水質の変化を捉えることができる可能性を示していると考えられ

る。この結果をもとに、底生動物の摂食機能群及び生活型における各分類群が、水質の変化に対してどのよ

うな反応を示すかについての仮説を検討することで、生物相の状態から水質を評価する指標を提示すること

を試みた。 
下水処理水による水質の変化を対象とした場合に、底生動物の「摂食機能群」や「生活型」へ与える影響

を考えると、次のような反応が仮説として想定される。 
a) 摂食機能群に与える変化 
①：濾過食者 

処理水中の有機物濃度は、放流先河川水中の有機物濃度とは異なる。また、水中に含まれる藻類の量は、

処理水中の栄養塩によって増殖し、下流ほど増加することが想定される。従って、餌となる有機物量や藻類

量が多くなるため、濾過食者の割合が高くなると想定される。 
また、流速の低い水域では、処理水の流入によって流速が上がることで、水中の有機物の捕捉効率が高ま

ることで、生息数が増加する可能性も考えられる。 
②：堆積物採集者 
餌となる堆積物に与える処理水の影響は、放流先河川の状態によって大きく異なると考えられる。すなわ

ち、放流先が汚濁した河川であり有機性の堆積物が多く存在する場合には、処理水は堆積物を掃流する方向

に作用することから、堆積物採集者は減少すると考えられる。 
逆に放流先河川が処理水質と比較して清冽である場合、処理水中に含まれる有機物が沈殿したり、栄養塩

の供給によって繁茂した付着藻類が堆積することによって有機性の堆積物が増加する方向に作用することか

ら、堆積物採集者の割合は増加するものと考えられる。 
③：刈取食者 
処理水に含まれる栄養塩類は、餌となる付着藻類の生育を促進する。しかし、処理水中で生育する付着藻

類は、付着の状態が自然な河川水中とは異なり、底生動物の餌として採取しにくい形状になる可能性も考え

られるため、小型の生物にとっての餌としては適さなくなることも考えられる。 
従って、刈取食者に対する処理水の影響は状況によって異なるものと考えられる。 
例えば、流れが速く、河床も礫状で撹乱の多い水域では、付着藻類の生育が良くなり、それらを餌とする

刈取食者の割合は増加する。一方、流れが安定して撹乱の少ない水域では、付着藻類相が糸状体となる種が

中心となる方向に遷移し、刈取食者の割合が減少する。 

表 4 摂食機能群からみた水環境の評価

反応
分類 比率の増加 比率の減少

濾過食者

水質変化：
　有機物量の増加
物理変化：
　流速の上昇

水質変化：
　有機物量の減少
物理変化：
　河床の泥化

堆積物採集者

水質変化：
　有機物量の増加
　栄養塩濃度の上昇
物理変化：
　流速の低下

水質変化：
　有機物量の減少
　栄養塩濃度の低下
物理変化：
　流速の上昇

刈取食者

水質変化：
　有機物量の減少
物理変化：
　流速の上昇

水質変化：
　有機物量の増加
　栄養塩濃度の上昇
　（撹乱の少ない河川の場合）

物理変化：
　流速の低下
　河床の泥化

その他 上述の生物種が変化したことによる間接的影響
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④：その他の摂食機能群 
破砕食者や寄生者，捕食者などの生物群については、処理水の流入による直接の影響は他の群と比べると

小さいと考えられるが、他の生物群が変化することにより間接的に変化することは考えられる。 
 

b) 生活型に与える変化 
①：滑行型 
これらの生物は表面に移動の障害となるような堆積物や

糸状藻類がないような石や岩の所で生息する。従って、処理

水によって堆積物が掃流されれば増加し、逆に堆積方向に作

用すれば減少すると考えられる。また、処理水中の栄養塩類

によって糸状体等が形成される場合には減少する要因とな

りうる。 
②：掘潜型 
これらの生物は、河床に潜ることのできる砂や泥が存在す

る場所に生息する。したがって、前述の a-①堆積物採集者と

同様に、処理水の放流による堆積物の状態変化に伴って、生

息数も変化するものと考えられる。 
③：携巣型 
流れがあり、巣を固定させることのできる石などの基盤が

ある場所に生息することから、汚濁した河川においては処理

水による掃流効果で有機物等の堆積が少なくなるために増

加し、清冽な河川においては処理水による栄養塩濃度の上昇

による付着藻類の繁茂などにより減少する。 
④：造網型 
網を張って餌となる有機物等を捕捉することから、処理水の流入に対しては、前述の a-①濾過食者と同様

の傾向を示すものと考えられる。 
⑤：その他の生活型 
前述以外の生物群については、処理水の流入による直接の影響は他の生物群と比べると小さいと考えられ

るが、堆積物の状況や石礫の存在状況などによって、個別の生物種でみると影響を受ける可能性がある。 
 
以上の仮説をまとめ、生物の変化によって表現される水質の変化をまとめると表 4 及び表 5 のようになる。 
なお、表中の変化が示す意味は、絶対的な量を意味するものではない。すなわち、水塊と水塊の間におけ

る相対的な量の方向性を示すものである。また、対象生物の変化についても、出現の有無を意味するのでは

なく、底生動物相全体の中における、相対的な比率の変化の方向性を示すものである。 
なお、この解析方法についての課題点としては、以下の点が考えられる。 
・現状では、摂食方法や生活様式についての情報が得られている底生動物種は限りがある 
・同じ種でも地域性や採取時期によって生活様式等が変化する可能性がある 
従って、フィールド調査などにより、底生動物の生態についての知見をさらに収集整理し、精度をあげる

ことが必要である。 
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表 5 生活型からみた水環境の評価 
反応

分類 比率の増加 比率の減少

滑行型

水質変化：
　有機物量の低下
物理変化：
　流速の上昇

水質変化：
　栄養塩濃度の上昇
　（撹乱の少ない河川の場合）

物理変化：
　河床の泥化

掘潜型

水質変化：
　有機物量の増加
　栄養塩濃度の上昇
物理変化：
　流速の低下

水質変化：
　有機物量の減少
　栄養塩濃度の低下
物理変化：
　流速の上昇

携巣型
物理変化：
　流速の上昇

水質変化：
　有機物量の増加
　栄養塩濃度の上昇
　（撹乱の少ない河川の場合）

物理変化：
　流速の低下
　河床の泥化

増網型

水質変化：
　有機物量の増加
物理変化：
　流速の上昇

水質変化：
　有機物量の減少
物理変化：
　河床の泥化

その他 上述の生物種が変化したことによる間接的影響
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底泥－水間の物質移動に関する調査 
 

水環境研究グループ水質チーム 上席研究員 鈴木 穣  

主任研究員 阿部千雅  

 

【要旨】 

湖沼等の閉鎖性水域では、流域からの流入及び内部生産によって生じる汚濁物質は、水との界面付近の底泥に蓄積

することが多く、また、底層環境の季節変化等によっては底泥から溶出することにより水質に悪影響を及ぼすことが

ある。このため、底泥と水が存在する環境下における汚濁物質の挙動を解明することは、健全な水環境の保全のため

に重要な課題である。本調査は、富栄養化対策の観点から底泥－水間の栄養塩類の移動現象を解明することを目的と

している。 

 平成13年度から平成17年度にかけて富栄養化の現象がみられる湖沼やダム貯水池における現地調査、底層環境改

善実験、及び、採取した底泥サンプルを用いた室内実験などを行った。その結果は以下に示す通りである。 

1)底質からの栄養塩溶出機構については、底泥性状と溶出の関係、外力におる底泥表面の変化と溶出の関係、湖水の

水質と底泥性状の関係についての新しい知見を得た。 

2)溶出量推定方法の開発については、土木研究所が共同研究で開発したDO、ORPセンサー等による連続測定をベース

とした水柱及び底泥表層の水質モニタリングシステムを用いることによって溶出速度を推定できることが分かった。 

3)溶出試験方法については、現存マニュアルには記載されていない重要なポイントについて整理し提案した。 

キーワード：底泥、栄養塩、溶出、DO、ORP、モニタリング 

 

 

1.はじめに 

 流域からの汚濁負荷の他に、底泥からの汚染物質の溶

出が水質改善の遅れの原因となっており、また同時に、

棲息する生物環境にも悪い影響を与えている。効果的な

底泥の対策を立てるため、また、将来の水質を予測する

ために、底泥に含まれる栄養塩類等の汚染物質の変化機

構を解明し、底泥が水質に与える影響を評価する手法の

確立が求められている。 

 このため本調査においては、①底泥からの栄養塩など

の溶出機構の解明、②底泥から水への栄養塩等溶出量推

定方法の提案、③底泥からの栄養塩等の溶出量推定のた

めの試験方法の提案、を達成目標として平成13年度より

17年度までの期間研究を行った。 

 

2.平成17 年度調査の内容 

2.1 底質性状と溶出の関係 

2.1.1 底質の性状の鉛直分布と溶出速度 

 貯水池底泥性状の季節変動を調査し、以下のことが明

らかとなった。 
(1)底層水DO濃度の低下により、底泥表層において間隙

水TOC濃度が上昇し、一方DO濃度が高まるとTOC
濃度は低下する。 

(2)間隙水中のPO4-P濃度は、ほぼTOC濃度と同様の傾

向を示す。これは有機物(TOC)生成による還元力によ

ってリン酸の金属塩が還元され、PO4-P の溶出をもた

らすものと考えられる。 
(3)間隙水中のNH4-N 濃度は、水温が上昇すると全体的

に増加するが、底泥中から底層水への移動速度は成層

期に低下する傾向にあり、これは底層水中NH4-N濃度

が増加することの影響であると考えられる。 
(4)NO3-Nは底層水にDOが存在する時に底泥表層にお

いて生成され、底泥の深部に向かって拡散する。 
 

2.1.2 牛縊前貯水池の底質の金属類分布特性 

(1) 流入、湖心、流出地点における金属類の分布（水平、

鉛直方向） 

 閉鎖性水域において金属類の多量の蓄積は、還元的条

件下では底泥表面と水界面から鉄やマンガンが2価のイ

オンとして上層に溶出・拡散し赤水や黒水の原因となる

可能性もある。更に鉛や亜鉛などの金属は、人体や生物

にも悪影響を及ぼしかねないため、底質中における金属

類の存在実態と挙動に関するデータの蓄積が望まれてい

る。三春ダムに設けられている牛縊前貯水池において金

属類の底質調査を行い、その分布特性について検討を行

った。調査は平成 16年 1月から平成 16年 10月の期間

に 2 ヶ月毎（1、3、5、7、10 月）に実施した。調査期

間中における本貯水池の水深は6（夏期）～10m（冬期）

であった。調査地点を図１に示す。
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 底質中の各地点における金属類濃度を表１に示す。地

点間における金属類濃度はC地点に比べ下流側のA地点

とB地点が高い傾向を示した。各元素の濃度は、土壌の

組成で示されている自然に含有する量の平均範囲内であ

り、その範囲を越える金属類の分布は確認されなかった。

調査地点における底質の主組成は、それぞれシルト（C
地点）と粘土（AとB地点）であり、粒径が小さくなる

に従い金属類が増加する傾向が見られ、土砂の流入と新

生堆積物が大きく関与していると示唆された。 

表１ 底質中の金属類濃度（mg/g dry） 
地点

最小 最大 平均 最小 最大 平均 最小 最大 平均

Fe 36.7 61.5 52.4 45.6 57.4 51.7 28.1 53.5 46.0
Mn 0.93 1.99 1.52 0.90 1.71 1.39 0.46 1.83 1.22
Cr 0.015 0.023 0.020 0.018 0.022 0.020 0.013 0.020 0.017
Ni 0.014 0.017 0.016 0.012 0.021 0.016 0.006 0.016 0.013
Zn 0.08 0.13 0.11 0.10 0.13 0.12 0.06 0.13 0.11
Cu 0.017 0.027 0.023 0.019 0.027 0.023 0.012 0.023 0.020
Pb 0.014 0.021 0.019 0.013 0.019 0.017 0.011 0.015 0.014

A B C

 

 

 

 

 

 

(2) 金属類と有機炭素との相関関係 

表層、中層、下層における有機炭素（Org.C）の含有量

の平均値を図2に示した。表層は2.44%、中層は2.10%
および下層は1.80%と新生の堆積物層が高い結果を示し

た。次に表層、中層、下層における各金属類と有機炭素

（Org.C）の含有量の関係について単相関により解析 1)

を行った。その結果を表2～4に示した。 

表層においては、Fe と Cr､Ni､Cu および Pb、Cr と

CuおよびPb、NiとCuおよびPb、CuとPbにおいて

それぞれ強い相関が示された。有機炭素（Org.C）との

関係については、Fe､Ni､Zn および Pb の元素で相関が

示された。中層においては、Fe と Cr、Mn と Pb、Cr
と Cu および Pb、Cu と Pb においてそれぞれ強い相関

が示された。有機炭素との関係については、Fe､Mn､Cr､
CuおよびPbの元素で相関が示された。一方、下層にお

いては、Fe とMn､Cr､Ni､Zn およびCu、Mn とZn お

よびCu、CrとNi､CuおよびPb、NiとCu、ZnとCu、
CuとPbにおいてそれぞれ強い相関が示されたが、有機

炭素とはPbを除く元素で負の相関が示された。 
表層と下層においては Fe と他の金属類とに非常に強い

相関が示された。Feの水和酸化物と酸化物は、水中の金

属類の沈積者として役割を果たしていたと推察された。

但し、中層における他金属類との相関が低いことより、

堆積物層を構成する粘土粒子や有機物と密接な関係があ

ることが示唆された。有機炭素との相関は表層と中層で

認められ、これは比較的新生の堆積物では有機物質がイ

オン交換や錯体形成などを通じて、金属類を固定する役

割を果たしていたためと考えられる。 
 
2.1.3 霞ヶ浦底質を用いた静置溶出実験 

(1) 西浦と北浦の底質性状と溶出実験 

 霞ヶ浦の調査地点は図3に示す西浦：湖心（未浚渫区）

と牛込沖（平成 16 年度の浚渫区）および北浦：釜谷沖

の３地点とし、平成17年8月の夏季底泥と10月の秋季

図1 調査地点 

 
Fe Mn Cr Ni Zn Cu Pb Org.C

Fe 1.000
Mn 0.361 1.000
Cr 0.790 0.502 1.000
Ni 0.718 0.319 0.665 1.000
Zn 0.133 0.002 0.148 0.324 1.000
Cu 0.732 0.516 0.935 0.706 0.140 1.000
Pb 0.881 0.438 0.868 0.777 0.073 0.904 1.000

Org.C 0.539 -0.173 0.459 0.718 0.664 0.495 0.513 1.000

表 2 表層底泥における金属類と有機炭素の相関係数

Fe Mn Cr Ni Zn Cu Pb Org.C
Fe 1.000
Mn 0.629 1.000
Cr 0.750 0.574 1.000
Ni 0.151 -0.085 0.584 1.000
Zn 0.151 -0.196 -0.247 -0.081 1.000
Cu 0.683 0.556 0.950 0.435 -0.375 1.000
Pb 0.598 0.734 0.880 0.429 -0.549 0.887 1.000

Org.C 0.587 0.615 0.640 0.200 -0.092 0.552 0.618 1.000

表 3 中層底泥における金属類と有機炭素の相関係数
Fe Mn Cr Ni Zn Cu Pb Org.C

Fe 1.000
Mn 0.866 1.000
Cr 0.724 0.575 1.000
Ni 0.771 0.555 0.735 1.000
Zn 0.878 0.830 0.643 0.608 1.000
Cu 0.888 0.800 0.927 0.780 0.808 1.000
Pb 0.537 0.674 0.754 0.464 0.421 0.755 1.000

Org.C -0.461 -0.207 -0.284 -0.736 -0.343 -0.398 0.059 1.000

表 4 下層底泥における金属類と有機炭素の相関係数

図 2 底質層における有機炭素の含有量（平均値）
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底泥を採取し各供試実験に用いた。なお今回の調査地点

の水深は 5～7m の範囲であり、底泥上の直上水の DO
は6mg/L以上であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

底泥の性状分析結果を表 5 に示す。泥質はシルト

分：50～70%、粘土分：30～50%、砂分：数％であり、

表層付近は非常に多くの水分を含んだ底泥であった。

また、強熱減量は西浦：湖心・牛込沖に比べ北浦：釜

谷沖の方が高い値を示し、全窒素・全リンは西浦：牛

込沖が他地点に較べ高いことが確認された。 

 調査時の底泥を用いた溶出実験の結果を図 4 に示す。

PO4-Pの溶出速度は嫌気条件下において、8月の西浦：

湖心は 18.12 mg/m2/day、北浦：釜谷沖は 26.45 
mg/m2/dayであったが、10月の湖心は2.15 mg/m2/day、 
釜谷沖は15.86mg/m2/day と西浦・北浦ともに8月に

比べ10月の方が低い値を示した。これらは水温の低下

に伴う微生物の活性低下等の影響から夏季底質に比べ

秋季底質による溶出量は低い傾向であったと考えられ

る。なお、西浦に比べ北浦の方が高い値を示したのは

底泥中の栄養塩類の堆積状況が原因と考えられる。好

気条件下ではPO4-Pの溶出が顕著に抑えられていたこ

とより、Fe、Mn 等の酸化状態にあるイオンとの結合

によって、溶出しにくい状態であると考えられる。 
一方、NH4-Nの溶出速度は好気・嫌気条件による差

異よりも、汚濁程度の異なる地点間での差異が大きく、

8 月の西浦：湖心は 2.82 mg/m2/day 、北浦：釜谷沖

は 12.13 mg/m2/day であったが、10 月の湖心は 1.3 

mg/m2/day、釜谷沖は 7.15mg/m2/day と西浦・北浦

ともに8月に比べ10月の方が低い値を示した。 
 

 

 

 

 

 

 

 

(2)SOD試験 
  底泥の酸素消費速度実験の結果を図5に示す。11月

の西浦：湖心は376mg/m2/day、牛込沖は350 mg/m2/day
と同等であり、SOD試験における浚渫区と未浚渫区の顕

著な差異は確認されなかった。しかしながら、季節によ

る溶出速度の低下は水温の低下に伴う微生物の活性低下

等が影響しているものと考えられる。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 外力による底質表面の変化と溶出の関係 

2.2.1 底質表面の巻き上げ 

(1) 底質巻き上げ試験による効果の確認 

・巻き上げ溶出実験① 

巻き上げの実験条件は、連続巻き上げ、間欠巻き上

げ（実験期間中に 2 回）とし、比較のために静置系

（攪拌無し）の実験も行った。対象試料は、10 月採

泥の西浦：湖心と牛込沖水域および北浦：釜谷沖と

した。巻き上げの濁度は、図6に示すように平成12
～15 年の現地自動観測装置の測定値より平均値を算

出し西浦：30、北浦：20を目安に設定した。実験装

湖心（未浚渫区） 
釜谷沖  

牛込沖（浚渫区） 

西  浦（霞ヶ浦） 

北  浦  

外浪逆浦  
常陸利根川  

図3 調査対象地点 

表 4.1 供試底泥の性状

全窒素 全リン 強熱減量 含水比
（mg/l） （mg/l） (%) (%)

8月23日 西浦（湖心） シルト・粘土分 黒緑色 2.48 0.27 16.19 0 68 32 763
8月24日 北浦（釜谷沖） シルト・粘土分 黒緑色 2.03 0.29 17.51 1 59 40 943
10月11日 北浦（釜谷沖） シルト・粘土分 黒緑色 2.03 0.29 17.51 1 53 46 943

西浦（湖心） シルト・粘土分 黒緑灰色 2.28 0.19 15.52 1 59 40 667
西浦（牛込沖） シルト・粘土分 黒緑色 4.00 0.42 14.52 2 57 41 604
西浦（湖心） シルト・粘土分 黄緑灰色 2.28 0.19 14.79 1 73 26 591
西浦（牛込沖） シルト・粘土分 黒緑灰色 4.00 0.42 14.21 1 60 39 563
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図５ 底泥酸素消費速度 
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置概略は図 7 に示すよう攪拌装置（Z-1200 型：

EYELA社製）を用い、攪拌速度（rpm）を徐々に上

げ 160rpm で行った。なお、底質中の酸化還元電位

（ORP）の鉛直測定は土壌Eh計（PRN-41：藤原製

作所社製）のセンサーを微小Eh電極に加工し使用し

た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

・巻き上げ溶出実験② 
  図７に示すように ORP 値が完全に－値を示す還元

層までを攪拌速度600rpmで一気に巻き上げることで

の栄養塩類の溶出挙動について確認を行った。この時

の SS 濃度は最大で 1500mg/L であったが、水深 4m
に換算すると 110mg/L であり、濁度でも 110 度程度

となる。近年霞ヶ浦湖心で観測される最大の濁度が

150～200 度ほどであることから、この実験での底泥

巻き上げ強度は、湖心での最大強度に近いものである

と考えられる。対象試料は11月採泥の西浦：湖心（未

浚渫区）と牛込沖水域（H16年度の浚渫区）を用いた。 
 
(2) 実験供試底質の性状分析 

底泥の性状分析結果を図8に示す。泥質はシルト分：

50～70%、粘土分：30～50%、砂分：数％であり、表

層付近は非常に多くの水分を含んだ底泥であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

(3) 巻き上げによる栄養塩類溶出影響 

巻き上げ溶出実験①、②の湖心：間欠巻き上げ(実験

期間中に２回)と静置系の NH4-N・PO4-P の溶出結果を

図9、pHの経時変化を図10に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７ 巻き上げ実験装置概略図 

巻き上げ溶出実験① 巻き上げ溶出実験②

図６ 自動観測装置データ（右：湖心濁度，左：釜谷沖濁度） 
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実験①における好気条件での NH4-N 濃度は静置系に比

べ1.5～2.3倍であり、 PO4-P濃度は1.2～2.1倍の溶

出が確認された。嫌気条件では溶出濃度に差は確認さ

れなかった。実験②における好気条件での NH4-N 濃度

は静置系に比べ5～6.3倍であり、 PO4-P濃度は1.4～

2倍の溶出が確認された。嫌気条件ではNH4-N濃度は静

置系に比べ1.9～3.1倍であり、 PO4-P濃度は1.5倍の

溶出が巻き上げにより確認された。4m水深に換算した

場合の巻き上げによる濁度の増加は、①は風が弱く攪

乱が小さい状態、②は強風により底層が大きく攪乱さ

れた状態に対応すると考えられ、実際の霞ヶ浦で生じ

ている表層付近での現象における溶出挙動を確認する

ことができた。 

富栄養湖では藻類の炭酸同化作用が活発になると炭

酸水素イオン（HCO3－）の消費に伴いpHが上昇する

傾向があるが、嫌気条件においては有機物の嫌気分解

に伴うアルカリ度供給により、同様な傾向を示した。

また、底泥中ではFe2+により、PO43－は溶存しており、

それが巻き上げにより直上水中に放出されたものと推

察される。 
霞ヶ浦の底質においては風浪等により、常にこの現

象が生じており、NH4-N生成、硝化、脱窒および有機態

リンの分解が底質表層 0～1cm に集中していると言わ

れているが、今回の実験より、PO4-Pは表層薄層以上の

巻き上げによる溶出速度の増加、NH4-Nは表層底泥の数

cm より下層からの巻き上げによる溶出量の顕著な増

加の結果が得られ、風浪や降水時の河川流入等のイン

パクトが与えられた時に溶出量が増加することが考え

られる。 
(4) ORPの鉛直分布と巻き上げ後の変化 

巻き上げ実験前後の底泥中の ORP 値の鉛直変化を

図11に示す。 

好気条件下においては攪拌前に－100～－150mV 付

近の還元状態であったが、攪拌後にはその鉛直方向ま

では200mV付近の酸化状態にまで変化が認められた。

なお、それより深い地点での変化は確認されなかった。

また、嫌気条件下においては、攪拌前後で－100～－

150mV付近と還元状態に変化は確認されなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5) 金属類と栄養塩類との関係 

 巻き上げ溶出実験②における好気・嫌気条件下におけ

る間欠巻き上げ実験と金属類（Fe、Mn）との溶出の関係

を図12、13に示す。また、表6に好気・嫌気条件下にお

ける巻き上げと金属類と栄養塩類の相関を示す。好気条

件においては、1回目のFe・MnとNH4-Nの相関は0.9以

上と非常に強い相関を示し、２回目においてもある程度

の相関を示した。PO4-Pにおいては、１回目において0.7

以上と強い相関を示したが、2 回目になると相関は低く

なる傾向を示した。嫌気条件においても、Fe・MnとNH4-N

はある程度の相関を示したが、PO4-P においては２回目

の相関は低下した。これは複数回の巻き上げによって溶

出機構が異なってきていることを表している。また、Mn

は嫌気条件下で高い溶出を示す傾向が確認された。これ

は還元的環境においては、４価のMnが2価のMnに還元

されて、溶出していることによる。 

図10 pHの経時変化（湖心） 

好気：巻き上げ 西浦 湖心 好気：巻き上げ 西浦 湖心
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2.2.2 浚渫による底質表面の変化 
(1) 静置溶出試験による効果の確認 

溶出実験は 10 月（秋季）の西浦：湖心と西浦：牛

込沖の底質を用いて行った。底泥の厚さを 15cm 程度

にあわせ、1.0μmのGF/B（ﾜｯﾄﾏﾝ社製）にてろ過を行

った直上水を嫌気・好気用に調整後、底質表面を乱さ

ないよう底泥上30cmまでサイホンにて注入した。実験

は20℃の恒温室（暗条件）にてAir曝気による好気条

件（DO:8mg/L以上）とN2曝気による嫌気条件（DO:2mg/L

以下）で行った。分析用に採水した試料は、ｵｰﾄｱﾅﾗｲｻﾞ

（テクニコン社製）にて NH4-N、NO2-N、NO3-N、T-N、

PO4-P及びT-Pの分析を行った。また採水時には、水温、

DO、pH、ORPを測定した。 

なお、西浦においては水質浄化対策の一環として大

規模な底泥浚渫が行われており、その効果について検

討した結果を図 14 に示した。10 月の嫌気状態におけ

る溶出速度は湖心：2.72mg/m2/day であるのに対し、

牛込沖：1.46 mg/m2/dayと浚渫区の底泥が低い結果で

あり、底質の改善効果と考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 水質と底質性状の関係 

2.3.1 牛縊前貯水池高濃度酸素供給実験における底質

の改善 

(1) 実験前後の現地底泥を用いた溶出実験 

 貯水池底層への高濃度酸素供給(2.4.1)による底質改

善の効果を確認するために、酸素供給前後の現地底質を

用いた溶出実験を行った。酸素供給による溶出速度の変

化と長期的な好気・嫌気条件下後の底質表面付近におけ

るORP等の性状変化が確認されたので報告する。 

高濃度酸素水の供給による底泥性状の変化を調べる

ため、平成16年7月から9月にかけて表7に示す条件に

て現地実験を行った。図15に示した牛縊前貯水池の調査

地点AとBにおいて、酸素供給実験（Run1）開始前の平

成16年7月26日と酸素供給開始9日目の8月5日およ

び酸素供給停止17日目の8月23日、酸素供給実験（Run2）

再開後25日目の9月24日の計4回、底泥を採取した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図12 好気：間欠巻上げによるFe，Mnの溶出挙動 

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0 58 17
5

18
5

20
8

34
4

35
3

37
6

経過時間（hr）

N
H

4
-
N

,P
O

4
-
N

　
（
m

g/
L
）

0

500

1000

1500

2000

F
e
濃

度
（
μ

g/
L
）

NH4-N

PO4-P

Fe

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0 58 17
5

18
5

20
8

34
4

35
3

37
6

経過時間（hr）

N
H

4
-
N

,P
O

4
-
N

　
（
m

g/
L
）

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

70.0

80.0

M
n
濃

度
（
μ

g/
L
）

NH4-N

PO4-P

Mn

図13 嫌気：間欠巻上げによるFe，Mnの溶出挙動 
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表6 巻き上げによる金属類と栄養塩類との相関 
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図14 浚渫区と未浚渫区の溶出速度の比較 

Run 吐出流量 稼働時間 稼働時間率
No. (m3/h) （h） （％）

1 7/28～8/6 10日間 90 有 201 83.6

２（１） 8/30～9/8 10日間 90 有 212 88.2

２（２） 9/9～10/1 23日間 90 有 48 8.7

日数期間 酸素供給

表7 高濃度酸素供給の現地実験条件と装置稼働状況 
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なお、高濃度酸素水の吐出地点および湖水の吸込み地

点は図15に示すとおりである。 

調査地点 A と B における嫌気条件における溶出速度

（5日までの初期および20日目までの期間から算出）を

表8に、PO4-P溶出速度を図16に示す。 

 嫌気条件における底泥からの PO4-P 溶出速度は、初期

の値が、20日目までの平均的な溶出速度に比べて1.0～
1.6倍のやや大きい値を示した。A、B地点ともに、酸素

供給開始前に比べ、酸素供給開始9日目の底泥において

溶出速度は低い値となり、高濃度酸素水の供給による底

泥表面の改善効果が認められた。また、吐出口に近いA
地点においてその効果は大きく、酸素供給停止 17 日目

の底泥においても、PO4-P の溶出速度は酸素供給開始 9
日目の溶出速度と同等であった。これは酸素供給により

酸化状態となった底泥の表面性状が、酸素供給停止後も

しばらく維持されていたことによると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 底泥酸素消費速度実験 

 酸素供給実験開始前後の底泥を用いた酸素消費速度実

験の結果を図 17 に示す。DOはそれぞれ初期の１日間で

急減し、その後は緩やかに低下した。これより、主な酸

素消費は初期1日間で起こったことが確認された。底泥

の初期酸素消費速度を表9に示す。酸素供給前後におい

て、A、B 地点とも、初期酸素消費速度に大きな差は見

られなかった。 
これら高濃度酸素供給前後の底泥を用いた溶出実験

と酸素消費速度実験の結果より、 底泥への酸素供給は、

底泥の PO4-P 、NH4-N 溶出ポテンシャルを低下させるこ

とができるが、酸素消費ポテンシャルは低下させること

が難しいことが明かになった。また、PO4-P については、

好気条件によって顕著に溶出速度が抑えられる結果が得

られた。 

A地点 B地点 A地点 B地点

①酸素供給開始前 14.8(17.5) 13.3(19.3) 53.3(89.9) 76.5(134.6)

②酸素供給開始9日目 7.7(12.5) 8.9(10.6) 9.8(6.5) 46.7(98.5)

③酸素供給停止17日目 7.3(8.6) 13.0(9.9) 30.7(83.1) 71.7(109.2)

④酸素供給再開25日目 14.2(17.1) 10.6(10.0) 21.7(70.3) 23.2(137.4)

*（　）内は初期溶出速度

PO4-P NH4-N

条　　件 mg/m
2
/day mg/m

2
/day

表8 溶出実験結果（嫌気条件） 
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図16 PO4-Pの溶出速度（地点比較） 

図-17 溶出実験および酸素消費速度実験の結果 
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(3) 間隙水中の栄養塩類濃度分析 
 高濃度酸素供給実験期間中の牛縊前貯水池 A 地点

における底質の各栄養塩類の鉛直分布変化を図 18 に

示した。間隙水中の栄養塩の鉛直分布は，NH4-N，

D-Nでは，底質表面から10cmまでの深さまでは，間

隙水中の濃度が徐々に増加し，それ以降は濃度変化が

少ない傾向がある。これに対し PO4-P，DOC では，

表面 5cm 程度までの間隙水中の濃度が高く、それ以

降はほぼ同じ濃度である。NO3--N，NO2-N は，ほと

んどの場合表面から底面まで一定の濃度であるが、8
月 5 日のNO3-N、8 月 23 日のNO2-N では、表面付

近の濃度が高い。 
酸素供給実験（Run1）終了直前の 8 月 5 日におい

ては、底質表面付近の NO3-N 濃度が他の測定日より

特に高くなっており、酸素供給により硝化が促進され

た影響と考えられる。 
一方、Run2の酸素供給実験開始直前の8月23日で

は、ほとんどの項目で表面付近の濃度が高く、特に

PO4-P、NO2-N、DOCの増加が著しい。8月5日に間

隙水中の濃度が高かった NO3-N の濃度が極端に低下

していることから、装置の酸素供給の停止により、一

度は硝化されたNO3-Nが再びNO2-Nに還元されたと

考えられる。PO4-P については、DOC 増加に伴って

金属塩が還元され、底質の嫌気化による間隙水への溶

出が増加したものと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

牛縊前貯水池底質においては、日常的に底質表面で

の酸素が低下していることから、通常は嫌気条件下に

おいて底質表面で有機物の分解が行われており、

NH4-NやDOCの間隙水への溶出・蓄積が起こる。こ

れに対して、酸素供給を行うと間隙水中のDOCの分

解やPO4-Pの再不溶化が起こったものと考えられる。

なお、酸素供給の効果は鉛直変化から考えて最大5cm
程度と推察される 
 

2.3.2 長期酸素供給における底質表面の性状変化 

(1) 底泥中のORP鉛直変化 

長期連続的な酸素供給とその効果について、溶出実

験を終えたコアサンプルを更に約 1 年間、連続 Air／
N2 曝気にて長期的な底質表層の性状変化を確認した。

底質の深さ方向に酸化還元電位（ORP）を土壌Eh計

（型式：PRN-41、藤原製作所）にて測定した。それ

ら底質表層のORP鉛直方向の変化を図19に示す。嫌

気条件下においては、表層数mmで還元状態に変化し

たが、好気条件下においては表層約4cmまでが酸化状

態と底質の改善が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A地点 B地点

酸素供給開始前 3.7×103(237) 3.6×103(181)

酸素供給開始から9日目 2.9×103(223) 3.7×103(202)

酸素供給停止から17日目 3.8×10
3
(274) 3.5×10

3
(233)

酸素供給再開から25日目 3.5×103(314) 3.2×103(307)

*（　）内は2日目以降の酸素消費速度

条　件
酸素消費速度

mg/m2/day

表9 底泥の酸素消費速度 
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図18 A地点における酸素供給試験中の間隙水の濃度変化 

図19 長期連続実験における底質表層のORP鉛直変化 
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(2) 一年経過後の底質性状の変化 

好気・嫌気条件下における一年経過後の底質間隙水

中のPO4-P 、NH4-N濃度の変化（鉛直方向）を図20、
21に示す。 

PO4-P 濃度は嫌気条件下の表層において 1.15mg/L
と高かったが、下層程、低い値を示した。また、直上

水濃度は0.12mg/Lと表層底泥間隙水濃度の約1/10で
あり、嫌気条件下における表層PO4-P濃度に比べてか

なり小さい値であった。好気条件においては表層で

0.08mg/L と顕著に溶出が抑えられ、直上水濃度は

0mg/Lであった。 
NH4-N濃度は嫌気条件下の表層において6.67mg/L

であり、下層程、高くなる傾向を示した。また、好気

条件においても表層で 5.81mg/L と同様の傾向を示し

た。特に底質表面での減少が大きく、逆に NO3-N は

増加していることより、硝化の影響と考えられる。 
 以上のことから、直上水を好気状態に保持すること

は、底泥中のPO4-Ｐ濃度を低下させることに顕著な効

果があることが分かる。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) 形態別リンの変化 

長期の好気・嫌気条件下における底質中の形態別リ

ンの変化を図22、23に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図20 好気・嫌気条件下における底質間隙水中のPO4-P 
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図21 好気・嫌気条件下における底質間隙水中のNH4-N 
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図22 長期好気条件下における底質中の形態別リンの変化 
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図23 長期嫌気条件下における底質中の形態別リンの変化 
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全リンにおいては、大きな変化は見られず、1年前の

含有量と比べてほとんど変化が認められなかった。し

かし、深さ方向の変化の傾向をみると、嫌気の場合に

有機態リン及び Ca 型リンについて、表面付近で減少

していることが特徴的である。また、全体として、有

機態のリン、Ca 型のリンが分解され、変わりに Fe、
Alと結合してそれぞれの結合型のリンが増加している。 

(4) 底質の金属類分析 
 実験開始前と一年経過後の底質における金属類

（Fe、Mn）の濃度変化を図 24 に示す。Fe 濃度は実

験開始前のA地点では60.3mg/g、B地点では51.5mg/g
であり、一年経過後の好気条件下では A 地点では

56.19mg/g、B地点では46.1mg/gといずれも低減して

いたが、嫌気条件下においてはA地点で58.57mg/g 、
B 地点では 57.35mg/g と同等か高い結果であった。

Mn濃度においては実験開始前のA地点では1.49mg/g、
B地点では1.55mg/gであり、一年経過後の好気条件下

ではA地点では1.45mg/g、B地点では1.24mg/gとい

ずれも低減していたが、嫌気条件下においてはA地点

で1.68mg/g 、B地点では1.75mg/gと伴に高い値を示

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 金属類の濃度変化 
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2.4.現地連続モニタリングシステムによる溶出量推定方法

の検証 

2.4.1 現地連続モニタリングシステムと高濃度酸素水供給

実験について 

底泥からの栄養塩類などの溶出量を推定するため、

平成14年度より平成16年度までの３箇年にわたって、

湖沼等の現地における水柱及び表層底泥のモニタリン

グシステムを検討した。これは、水温、DO及びORPセ

ンサ等による連続測定を行うことにより貯水池内環境

を把握し、その結果をから栄養塩類の溶出を推定する

とともに、測定結果を活用した効率的な運転制御を行

いながら、高濃度酸素水を底層部に供給することによ

り底層環境を改善することを目的としたシステムであ

り、(独)土木研究所、横河電機(株)と松江土建(株)の

共同研究として開発したものである。 

従前の深層曝気方式はいずれも湖沼や貯水池の底層

部へ空気や酸素を供給して水柱内で溶解させる方式で

あるのに対し、本システムの特徴は、底層環境の改善

を目的として、気体溶解装置により強制的に酸素を溶

解させた湖水を底層部へ供給することで水温成層を破

壊することなく底層のみに溶存酸素を供給することに

加え、底層の水温、溶存酸素（DO）を連続モニタリン

グし自動制御することにより、効率的な酸素溶解機能

を有するということである 2)。 

福島県三春ダム牛縊前貯水池において、温度成層が

形成されやすい夏季に高濃度酸素水による底層環境改

善システム2)の現地実験と水温、DO及びORPセンサー

による連続モニタリングを行い、水質と栄養塩類溶出

量との関係について検討を行った。モニタリング装置

等の配置を図25に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３箇年にわたる実験と現地観測の結果、水温やDO及

びORPセンサー等による連続測定をベースとしたこの水

柱と底泥表層のモニタリングシステムは、底層環境条件

の観測システムとして有効であることが明らかとなった。 

2.4.2 溶出速度の推定 

本システムによって観測された底層環境条件から溶

出量を推測することの有効性を確認するため、３箇年

間の現地実験で得られたデータを用いて貯水池水質予

測モデルにより推測した栄養塩類溶出速度を検証した。 

(1)水質予測モデルの概要 

貯水池の水質予測は、２次元モデルを基にした水質

解析モデルを運用し貯水池内の水流・水質を解析する

ものである。貯水池の富栄養化現象は、水理流動モデ

ルにより計算された流速を用いて生態系モデルにより

水温と植物プランクトンの増殖を計算して水質変化を

予測した。また現地連続モニタリングシステムで用い

た高濃度酸素水注入のシステムもモデル化し組み込ん

だ。 

このモデルを用いた解析により予測した水質項目は

次のとおりである。 

 ・水温 

 ・SS 

 ・植物プランクトン（Chl-a換算） 

 ・動物プランクトン（炭素換算） 

 ・COD（P-COD、D-COD） 

 ・窒素（NH4-N、NO2-N、NO3-N、O-N) 

 ・リン（I-P、O-P) 

 ・DO 

※P:Particulate（懸濁態）、D:Dissolved（溶存態）、

I:Inorganic（無機態）、O:Organic（有機態） 

モデルの中では、栄養塩濃度をより詳細に推定するた

め、植物プランクトンの無機態窒素の吸収においては

硝酸性窒素よりもアンモニア性窒素を優先的に吸収す

ることを表現する係数、及び無機態窒素の硝化・脱窒

における DO 依存性を表現する係数を設定した。また、

リンの溶出において、本研究で行った現地実験の観測

データから、溶出の境界 NO3-N 濃度を新たに設定した

補正係数を加えたほか、無機態リンに関する生産・消

費項の中に鉄との結合による消費の項を加えた。 

(2)溶出速度の推定 

モデル計算により推定された嫌気条件（DO 2mg/l以

下）での溶出速度は表10のとおりである。 

  表-10  推定された溶出速度（平均値） 

(単位:mg/m2/day) 

 PO4-P NH4-N 

A 地点 12 149 

B 地点 5 71 

(3)室内実験での溶出速度との比較 

 この実験期間中に採取した底泥試料を用いた室内静

置溶出試験で測定された溶出速度と推定値とを比較す

る。 
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図25 連続測定装置の概要 



 

－ 150 － 

 調査地点AとB（図26）の底泥サンプルを用いて行

った平成16年度の溶出速度試験の、嫌気条件における

溶出速度（5日までの初期および20日目までの期間か

ら算出）を表11に示す。この試験は平成16年7月か

ら9月にかけて表12に示す条件にて実験を行った中で

実験開始前の平成16年7月26日と酸素供給開始９日

目の8月5日および酸素供給停止17日目の8月23日、

酸素供給再開後25日目の9月24日に採泥したサンプ

ルを使っている。KB 型柱状採泥器（離合社製）を用

いて、アクリル製円筒型カラム（直径 4cm×高さ

100cm）に厚さ 30cm の底泥を採取した。溶出実験と

20℃の恒温室にて行ったが、底泥上に満たした水は、

貯水池の湖底上 0.5m から別途採水した現地水を 0.45
μmのﾒﾝﾌﾞﾚﾝﾌｨﾙﾀｰにてろ過したものを用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

また調査地点ＡとＤで平成14年（6月17日、8月18

日）と平成15年（5月7日、6月30日、7月28日）

に採取した底泥サンプルを用いて行った溶出速度試験

の嫌気条件（DO2mg/l以下）における溶出速度を表-133)

に示す。なおこの試験は平成16年度の試験と異なり底

泥上に満たした水は湖底上 0.5m から別途採取した現

地水をろ過しないで用いている。 

  表-13 溶出速度、酸素消費速度の結果 

 

 

 

 

 

 

 これらの実験により得られた溶出速度の平均値とモ

デル計算により推測された溶出速度の平均値とを比較

すると、予測計算による溶出速度はだいたい実測と近

い値であるといえる。本システムを用いた連続観測デ

ータを用いたモデル計算による溶出速度の予測は、閉

鎖性水域の底泥からの栄養塩溶出速度の経時変化を推

定する手法として有効であると考えられる。 

 

2.5試験方法の提案 

2.5.1 底質試料の分析方法 

(1)リン形態別の含有量測定 

リンの形態別分析方法の概要について図 27 に示

す。図中に示した土壌中のリンの形態は、測定したリ

ンの形態を別な形で示したものである。 
底質中のリンの形態の中で、特に溶出現象に関連する

と考えられるのは、結合性リンであるが、有機態リン

及び難溶性リンについては、長期的な傾向を見る場合

にリンの供給源という意味合いを持つため、重要と考

えられる。 
 従って，必要に応じて，T-P，PO4-P 以外にもリンの

形態別分析を行うようにする。 

(2)間隙水中の水質の測定 

 後述する柱状採泥器により底泥試料を採取した後、速

やかに実験室にて数cm単位で底泥を切り出し、遠心分離

とろ過を行って間隙水試料を得る。分析項目としては

TOC、NH4-N、NO2-N、NO3-N、PO4-P を測定することが重要

である。また溶出量と金属との関係は大きいことが示唆

されるため可能であればFe、Mnも分析する。さらに、間

隙水と底泥直上水との水質の関係が溶出の重要な要因と

なることから，採泥の際には底泥直上水の水温、DO、pH、

N、P水質を測定・分析することも極めて重要である。ま

た、採泥試料については、底泥の酸化状態を把握するた

めに深さ方向のORPを測定する。 
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図-26 調査地点図 

表-11 溶出実験結果（嫌気条件） 

A地点 B地点 A地点 B地点

①酸素供給開始前 14.8(17.5) 13.3(19.3) 53.3(89.9) 76.5(134.6)

②酸素供給開始9日目 7.7(12.5) 8.9(10.6) 9.8(6.5) 46.7(98.5)

③酸素供給停止17日目 7.3(8.6) 13.0(9.9) 30.7(83.1) 71.7(109.2)

④酸素供給再開25日目 14.2(17.1) 10.6(10.0) 21.7(70.3) 23.2(137.4)

*（　）内は初期溶出速度

PO4-P NH4-N

条　　件 mg/m
2
/day mg/m

2
/day

Run 吐出流量 稼働時間 稼働時間率
No. (m3/h) （h） （％）

1 7/28～8/6 10日間 90 有 201 83.6

２（１） 8/30～9/8 10日間 90 有 212 88.2

２（２） 9/9～10/1 23日間 90 有 48 8.7

日数期間 酸素供給

表-12 実験条件と稼働状況 

(単位：mg/m2/day)

PO4-P NH4-N
6月 2.4 74 860 -
8月 7.6 159 1240 -
5月 3.0 87 1720 -
7月 8.0 105 1300 524
8月 7.7 123 1650 -

底泥の酸素消費速度
(SOD)

直上水の酸素消費速度
底泥からの溶出量

平成14年

平成15年

年 月
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2.5.2 静置溶出試験 

(1) 試料採取方法の違いによる溶出試験への影響 

底質の試料採取方法の違いよる溶出試験への影響を

調べるため、平成17年6月に霞ヶ浦湖心において潜水

夫と簡易型柱状採泥器の異なる底質の採取方法で採泥

を行い、溶出速度の比較試験を実施した。その条件は

表14 に示す。 
この4つの試験系を用いて、20日間溶出試験を行い

結果について比較した。使用した簡易型柱状採泥器は

アクリル管：直径4cmと10cmが適用可能である。し

かしながら、直径4cmのアクリル管では分析に供試す

る水量が不足するため、長さ100cmのアクリル管を使

用することとした。簡易柱状採泥器を使用した試験系

は、底質試料を持ち帰った後、引き抜き及び詰め替え

作業を実施した。 

図28の結果から溶出量で見ると 10日目までは採取方

法における速度の差異は小さかったが、20日目になる

と、NH4-N では大きな差異は認められなかったが、

PO4-P では K-10 の値が低い結果であった。PO4-P、 
NH4-N の溶出量は 10 日目まではほとんど同様な傾向

を示したが、10日目以降からPO4-PのK-10において

溶出量に差が生じた。これは図 29 に示すとおりK-10
の初期溶出速度（0～5日目）が他に比べ高く、底泥の

ポテンシャルが影響しているものと考えられる。 
今回、K-4では50cmのアクリル管より、100cmの

アクリル管に移し変える作業を伴い、この際、底泥を

押し出す形になり多少の変形が生じ初期溶出が大きい

結果になった可能性がある。一方、D-4では10日目ま

での溶出速度が逆に遅い傾向であった。これは表面積

が小さく水深が深いため反応性が遅いと考えられる。

こうしたことから、採泥は潜水夫を利用してとるのが 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

望ましいが、その場合においても内径が大きい 10cm
を使用する。また内径 10cm であれば、簡易柱状採泥

器による採泥で調整を行っても、潜水夫を利用した場

合とほぼ同じ溶出速度が得られることがわかった。ま

た、直上水は現地採取状態のままで運搬実施すること

が望ましいとあるが、今回のように試料ろ過、交換を

実施した試験とどの程度の差が生じるかについても検

討しておく必要がある。溶出試験結果としては、溶出

速度だけでは、その区間の決め方により大きな差が生

じるため、溶出速度の結果とともに、図28のような溶

出量変化のグラフの添付および溶出量の算出期間を明

確に示すことと酸素消費速度との総合評価が必要と考

えられる。これらの結果より， 
・試料採取は簡易柱状採泥器の使用が可能である。 
・直上水試料の交換やろ過の実施について明示すべき

である。 
・溶出試験結果は，溶出量の経時変化と速度算出期間

の明示が必要である。 

 等が分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図27底質中の各態リンの分析フローと土壌中のリンの形態 
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表14 底質試料採取方法の違い 
ケース名 採泥方法 アクリル管内径 アクリル管長さ 底質調整

D-10 潜水夫 10cm 50cm 無し

D-4 潜水夫 4cm 100cm 無し

K-10 簡易型柱状採泥器 10cm 50cm 引き抜き

K-4 簡易型柱状採泥器 4cm 50cm 100cmに移す
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図28 溶出量の比較（嫌気条件） 
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(2) SOD試験の検討 

平成17年8月と11月にSOD試験を実施した。2つ

の試験は試験方法が異なり、８月の試験においては①

DO 測定時に水の攪拌を行わず、②水面とカラム上端

の間の空間は窒素ガスを連続して流した。 
一方 11月の試験においては、①DO の測定時に直上

水の観測攪拌（50rpm）を行い、②直上水との接触面

に窒素ガスを流入させずにゴム栓でほとんど隙間がな

いように封入した。 
図30は２つのSOD試験結果を比較したものである。

特に直上水のみのデータを注目すると、11月のDO減

少が緩やかであるのに対して、8 月の場合はほとんど

底質と同様であり、150 時間後には、底質の入ったも

のよりも低い値となっている。このことから、窒素ガ

スの空間部分への供給が直上水中の溶存酸素の揮散を

促進している可能性があると考えられる。 
底質の還元力が強く SOD 試験が短期間に終了する

場合はこのようなことが問題となることは無いと考え

られるが、直上水、底質の酸素消費が緩やかで酸素消

費速度が遅い場合には、問題となる。このことから，

SOD 試験においては水面とカラム上端の間への窒素

ガス注入は行わず，水面に密着するように蓋をするこ

とが望ましい。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.3 巻上げ予備試験 

2.5.3.1 霞ヶ浦底質を用いた巻上げ予備試験 

 栄養塩類溶出の視点からの巻き上げ試験については

明文化された方法がないが，巻き上げによる栄養塩溶

出量が大きい場合もあることから，その試験方法につ

いて検討した。 

(1) 試験方法 

①試験装置 
図 31 に示すように、

スタンドに攪拌装置

（EYELA製）をプロペ

ラがコアサンプラーの

中央になるよう垂直に

セットし、さらにプロ

ペラの下部の高さが底

質表面から 10cm の位

置になるように固定し

た。攪拌速度を50rpm間隔で上昇させていき、同一

回転数を5分～10分間保った後、プロペラ上部5cm
の位置から試料を30mlづつ採取して、水質を測定し

た。攪拌速度の上限は400rpmとした。 
②試料高さの調整 

現地採取状態そのままか、コアサンプル底部より

底質を引き抜き高さ調整したものを使用した。底質

高さを調整した場合は、底質表面の乱れが生じるた

め、静置してから試験を実施した。 
③直上水の交換 

現地採取状態そのままで、直接攪拌を実施か、現

地より採取してきた直上水をろ過し、（GF/B）空気

及び窒素で曝気した直上水に交換して実施した。 
④測定項目 
試験開始･終了時 ORP、pH 

⑤水質分析項目 
SS、濁度、DOC、NH4-N、PO4-P、NO3-N、NO2-N、

D-P、D-N 
⑥試験環境 

室温21～23℃、明条件、直上水温度（15℃～20℃）、

泥温（10℃～20℃） 
⑦試験ケース 

表 15 に予備試験での試験条件とケースの一覧表を

示す。試験ケース1～３までは、吸光光度計での吸光

度測定を濁度として、カオリン、現地底質（西浦6/16
採取試料）を用いて、プロペラの形状、巻き上げ試

験での回転数と濁度、SSの関係把握、及び各回転数

での継続時間と巻き上げた底質の濃度分布等につい

て調べた。試験ケース４～６では、攪拌の回転速度

図29溶出速度の比較（嫌気条件） 
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図30 SOD試験結果の比較 
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図31 巻き上げ試験装置 
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とSS、濁度の関係を調べるとともに、溶出される栄

養塩類について調べた。試験ケース 7～12 では、北

浦、西浦それぞれの底質を用いて嫌気、嫌気から好

気、好気の条件下での巻き上げによる栄養塩の濃度

変化について調べた。 
⑧予備試験における結果の概要を表16に示す。 
⑨SSと濁度の関係について 
 巻き上げ試験では，底泥試料採取地点で実際に起こ

っている巻き上げ現象を推測し，室内試験での巻き上

げ強度との比較の中で巻き上げ試験結果の評価するこ

とが必要となる。 
 巻き上げ試験ではの攪拌の強度の決定は濁度を指標

とするが，現地観測データとして SS のみ利用可能で

ある場合が多いため，濁度と SS との関係の確認が必

要である。 
 SSと濁度について、各試験でのデータを地点別、条

件別に分けて、相関を調べた。回帰直線の式の傾きが

大きくなることは、図 32 に示すように Y 軸に濁度を

とった場合、同じ濁度に対して、SSの濃度が低くなっ

ているか、同じ SS 量で濁度が高くなっているかであ

る SS の量が変わらず濁度が増えるということは、SS
の粒子が小さく、光を散乱していると考えることがで

きる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 具体的には、プロペラ攪拌による粒子細分化により

濁度が上昇したと予想される場合や、初期の SS に対

する粒子構成の違いが影響していると考えられる。 
図32は北浦、西浦湖心、牛込沖のSSと濁度の関係

を示したもので、傾きから推定した底質の粒子の大き

さは、北浦(0.598)＜西浦湖心(0.679)＜西浦牛込沖

(1.141)となる。また図 33 のとおり巻上げ予備試験と

全試験の傾きは0.616と0.677であった。 
 
 
 
 
 
 

直上水
高さ

底質
高さ

直上水
DO

直上水
ORP

採水
位置

攪拌
時間

プロペラ
形状

攪拌
速度

西浦 北浦 未交換 交換 嫌気 好気 濁度 SS CNP

実験ケース　１ - - - - - - 上下 15分 大/小 100 吸光度 - -

実験ケース　２ - - - - - - 上 15分 小 100～250 吸光度 - -

実験ケース　３ 6/16 - - - - - - - 1.78 - 上 10分 小 0～400 吸光/濁度 ○ ○

実験ケース　４ - ○ - - - 11 39.5 - -197 上 5分 小 0～250 濁度 ○ ○

実験ケース　５ - - ○ - - 28.3 16.5 - 239 上 5分 小 0～400 濁度 ○ ○

実験ケース　６ - - ○ - - 27.5 16.5 - 204 上 5分 小 0～400 濁度 ○ ○

実験ケース　７ - - ○ ○ - 30 15 0～0.2 116～-130 上 5分 小 0～400 濁度 ○ ○

実験ケース　８ - - - - ○ 30 15 7.93～7.17 125～-104 上 5分 小 0、200、400 濁度 ○ ○

実験ケース　９ - - ○ - ○ 29 16＊ 7.9～7.62 158～108 上 5分 小 0～400 濁度 ○ ○

実験ケース　１０ - - ○ ○ - 30 15 0～0.８ 176～-20 上 5分 小 0～400 濁度 ○ ○

実験ケース　１１ - - - - ○ 30 15 1.13～0.58 141～33 上 5分 小 0、200、400 濁度 ○ ○

実験ケース　１２ - - ○ - ○ 30 15 8.88～7.68 179～147 上 5分 小 0～400 濁度 ○ ○

＊攪拌位置はすべてのケースで底質より１０ｃｍ上 実験ケース９の16＊：底質高さが、同一の底質で実験を繰り返すうちに増加した

8/24

カオリン
＊

8/24

ケース名

8/23

直上水の
バブリング

測定項目底質採取地点 直上水

表15 予備実験における実験条件一覧表（実測定値を含む） 

ケース名

実験ケース　１

実験ケース　２

西 実験ケース　３

北 実験ケース　４

北 実験ケース　５

北 実験ケース　６

北 実験ケース　７

北 実験ケース　８

北 実験ケース　９

西 実験ケース　１０

西 実験ケース　１１

西 実験ケース　１２

嫌気性及び、直上水を交換せずに攪拌を実施した場合

底質の巻上げが
生じた攪拌速度

濁度が測定不能
になった攪拌速

嫌気～好気への変化時にPO4－Pが大きく減少、NH4-Nは変化なし

嫌気～好気への変化時にPO4－Pがやや減少、NH4-Nは変化なし

採取位置による濁度の違いを確認、上下大きな差がないため、プロペラの上部で採
水。　攪拌時間の長さを目視により確認、15分から10分へさらに以後5分へ短縮

リンの傾向 アンモニアの傾向 備考

プロペラ2種類を比較、大きいプロペラの場合は攪拌が強くなりすぎるため、不採用

-

大きく減少

やや減少

好気～好気の場合はPO4－P、NH4-Nともやや増加

150ｒｐｍ

100ｒｐｍ     78

200ｒｐｍ     23

300ｒｐｍ     20

200ｒｐｍ   21.8

嫌気～好気への変化時にPO4－P、NH4-Nとも変化なし

嫌気～嫌気の場合はPO4－Pが増加、NH4-Nは変化なし

嫌気～好気への変化時にPO4－Pがやや減少、NH4-Nは増加

好気～好気の場合はPO4－Pがやや減少、NH4-Nは増加

200ｒｐｍ   260

嫌気～嫌気の場合はPO4－Pが増加、北浦と異なりNH4-Nは増加

嫌気～好気への変化時にPO4－Pがやや減少、NH4-Nは増加

なし

400rpm

やや増加

増加

なし

150ｒｐｍ

なし

なし

やや増加

ほぼ一定

やや増加

300ｒｐｍ     76

なし

400rpm

400rpm

200ｒｐｍ   335

200ｒｐｍ   17.1

200ｒｐｍ   38.8

やや増加

増加

やや減少

ほぼ一定

減少

やや増加400rpm

-

やや増加

-

ほぼ一定

ほぼ一定

ほぼ一定

不安定

表16予備実験における実験結果概要一覧表 

北浦 西浦：湖心 西浦：牛込沖
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図32 各底質を用いた濁度とSSの関係 

図33 巻き上げ試験・予備試験の濁度とSSの関係 

巻き上げ試験全体 巻き上げ予備試験
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(2) 巻き上げ試験についてのまとめ 

・巻き上げのための攪拌は 5～10 分，直上水中の SS
及び濁度の濃度が一定とるまで実施する 

・試験に供与する底泥試料は，採取後すぐのものを用

いる。 
・攪拌強度と濁度とは供与試料の表面の状態や酸化状

態により異なるため，その都度予備試験を実施して

確認する必要がある。 
・予備試験にて SS と濁度の関係を調べ，その上で底

泥採取地点で想定される巻き上げ現象を再現するた

めの攪拌強度を決めることが望ましい。 
 

 

2.6 平成17年度結果まとめ 

平成17年度は、ダム貯水池底泥に関して、底泥性状

の季節変動調査、底層水への高濃度酸素供給が底泥間

隙水に与える影響調査、長期酸素供給が底泥性状に与

える影響調査、モニタリングデータを用いた溶出速度

検討を行うとともに、霞ヶ浦底泥を用いた巻き上げ時

の溶出状況調査を行い、以下の結果を得た。 
1）ダム貯水池の底泥性状について季節変動を調べるこ

とにより、底層水DO濃度の間隙水TOC濃度への影

響、間隙水 TOC 濃度と間隙水 PO4-P 濃度の関係、

間隙水NH4-N濃度分布に影響する因子など、溶出機

構を明らかにした。 
2）底層水への高濃度酸素供給が、底泥間隙水中のTOC、

NO3-N、PO4-P濃度に与える影響を明らかにし、DO
濃度の上昇により底泥からの PO4-P 溶出が抑えられ

る機構を明らかにした。 
3）底泥試料の上相水を長期間好気状態に保つ実験によ

り、好気条件持続が底泥の酸化層厚さと間隙水

PO4-P・NH4-N濃度に与える影響を明らかにした。 
4）ダム貯水池における連続的な水質モニタリングデー

タを用いてモデルシミュレーション計算を行い、貯

水池底泥からの溶出速度を算出した。これにより、

室内溶出試験における測定値の評価を行った。 
5）霞ヶ浦底泥を用いて、湖水流動時の底泥巻き上げに

伴う栄養塩類溶出特性を評価した。 
6)室内で行う溶出試験方法について、現存マニュアル

に記載されていないが試験結果に大きな影響を与え

る可能性のあるポイントについて整理し提案した。 

 

 

3.年度別調査概要 

各年度の調査の概要は次のとおりである。 

 平成13年は貯水池底泥を用いた室内静置溶出試験を

行い、次のような結論が得られた。 

1)嫌気条件で行った試験下での直上水の窒素濃度変動

には、溶出だけでなく脱窒も影響を与えている可能

性が推察された。 
2)試験容器内の充填泥厚に関しては、15cmと30cmで

溶出速度に明確な差を観測することができなかった。 
 

平成14年度の調査では富栄養化がみられる湖沼や貯

水池における現地調査、底層環境改善実験及び採取した

底泥サンプルを用いた室内試験を行い、次のような結果

が得られた。 

１）水温やDO及びORPセンサ－等による連続測定をベ

ースとした水柱と底泥表層のモニタリングシステム

を試作し、湖内環境と底泥から汚濁物質が溶出する

条件の観測を行った。 

２）湖沼底泥を用いた室内溶出実験によって擬似浚渫

泥厚と溶出量の関係について検討した結果、リン及

び窒素の溶出には底泥の表層部の寄与が大きいこと

が判った。 

３）貯水池で行った底層への酸素供給実験では、酸素

供給による底泥からの栄養塩溶出抑制効果と深層水

中における硝化・脱窒の促進効果を確認した。 

 

平成15年度はダム貯水池における現地調査、底層環

境改善実験及び採取した底泥サンプルを用いた溶出試験、

酸素消費速度試験など室内試験を行い、次のような結果

が得られた。 

1）平成14年度に引き続き貯水池底層への酸素供給実

験を行い、水柱の水温、DO及びORPをセンサ－で連

続観測するとともに、酸素供給の有無による水柱の

酸化環境と栄養塩濃度の変化を観測した。この結果、

好気的環境では存在の見られないリン濃度が酸素供

給停止にとともに上昇する傾向が見られたが、14年

度ほど明確ではなかった。 

2)高濃度酸素水の供給前後で底泥試料を採取し、静置

下無酸素状況で溶出試験を行った結果、窒素溶出速

度の変化は見られなかった。なお、窒素曝気を行っ

たにも係わらず実験初期に溶存酸素の上昇が見られ

た。 

3)上層・中層・下層の貯水池底泥を用いた振とう回分

溶出試験を行い、栄養塩類の溶出速度と溶出ポテン

シャルに及ぼす諸因子の影響を定量的に評価した。

この結果から、好気的環境下では深さの違いによる

リンの溶出量の差は小さいこと、また、溶出試験後

の溶出濃度、溶出速度はどちらも好気より嫌気、低

温（5℃）より比較的高温（20℃）の方が大きく、溶
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出が促進されることが示された。一方、硝化速度は、

好気的な環境では、上層底泥の方が中層、下層より

も著しく大きくなることが示された。 

 

平成16年度はダム貯水池における底層環境改善実験、

及び、採取した底泥サンプルを用いた栄養塩溶出試験や

酸素消費速度試験などを行い、次のような結果が得られ

た。 

1）平成15年度に引き続き貯水池底層への酸素供給実

験を行い、水柱の水温、DO及びORPをセンサ－で連

続観測するとともに、酸素供給の有無による水柱の

酸化環境と栄養塩濃度の変化を観測した。この結果、

好気的環境でのリンの溶出抑制と嫌気的環境でのリ

ン溶出の傾向が確認され、また、指標としてのORP

の有効性が示唆された。 

2）高濃度酸素水の供給前後で底泥試料を採取し、静置

状態・嫌気条件で溶出試験を行った結果、底泥への

酸素供給によって底泥のPO4-P、NH4-N溶出ポテンシ

ャルが低下する傾向が把握できた。 

3) 貯水池底泥を用いた振とう回分溶出試験を行い、栄

養塩類の溶出速度と溶出ポテンシャルに及ぼす諸因

子の影響を定量的に評価した。その結果、嫌気条件

下では初期リン溶出速度が顕著に大きいが、2日間ほ

どでその溶出は終了すること、溶出リンは底泥中で

はFeなどと結合していたと考えられること、好気条

件においても緩速ながらリンは溶出し、最終的に嫌

気条件における溶出量の25～50%程度まで溶出する

ことが明かになった。 

 平成 17 年度は富栄養化の現象が見られる湖沼やダム

貯水池における現地調査、底層環境改善実験、採取した

底泥試料を用いた室内実験等を行い以下の結果を得た。 
1)底泥性状の季節変動から、底層水 DO 濃度の間隙水

TOC濃度への影響、間隙水TOC濃度と間隙水PO4-P
濃度の関係、間隙水NH4-N濃度分布に影響する因子

など、溶出機構を明らかにした。 
2)共同研究により開発した新たな底層水への高濃度酸

素供給装置と連続水質監視システムにより、底層水

DO 濃度の上昇により底泥からの PO4-P 溶出が抑え

られる機構を明らかにした。 
3)底泥試料の上相水を長期間好気状態に保つ実験によ

り、好気条件持続が底泥の酸化層厚さと間隙水に与

える影響を明らかにした。 
4)ダム貯水池における連続的な水質モニタリングデー

タを用いてモデルシミュレーション計算を行い、貯

水池底泥からの溶出速度を算出し、室内溶出試験に

おける測定値の評価を行った。 

5)霞ヶ浦底泥を用いて、湖水流動時の底泥巻き上げに

伴う栄養塩類溶出特性を評価した。 
6)溶出試験方法について現存マニュアルに記載がない

が重要なポイントを整理し提案した。 
 
 
4.全体成果 

4.1 底泥からの栄養塩等の溶出機構の解明 
 富栄養化がみられる湖沼や貯水池における現地調査、

底層環境改善実験及び採取した底泥サンプルを用いた

室内試験を行い、底泥からの栄養塩等の溶出機構に関

する次のような知見を得た。 

 ダム貯水池底泥に関して、底泥性状の季節変動調査、

底層水への高濃度酸素供給が底泥間隙水に与える影

響調査、長期酸素供給が底泥性状に与える影響調査を

行うとともに、霞ヶ浦底泥を用いた巻き上げ時の溶出

状況調査を行い、次のような成果を得た。 
(1)底泥性状と溶出の関係では， 
・ダム貯水池の底泥性状について季節変動を調べ，底

層水 DO 濃度の間隙水 TOC 濃度への影響、間隙水

TOC 濃度と間隙水 PO4-P 濃度の関係、間隙水

NH4-N 濃度分布に影響する因子など、溶出機構に

ついて未解明であった部分を明らかにした。 
・底層水への高濃度酸素供給実験を行い，底層水の

DO が底泥間隙水中のTOC、NO3-N、PO4-P 濃度

に与える影響を明らかにし、DO の供給により

PO4-P溶出が抑えられる機構を明らかにした。 
(2)外力による底質表面の変化と溶出との関係では， 

・霞ヶ浦底泥を用いた巻き上げ溶出試験を行い，湖水

流動時の底泥巻き上げに伴う栄養塩類溶出特性を明

らかにした。 
(3)湖水の水質と底泥性状の関係では， 
・底泥試料の上相水を長期間好気状態に保つ実験を行

い、好気条件を持続させることが底泥性状を改善する

こと，間隙水PO4-P・NH4-N濃度に与える影響を明

らかにした。 

4.2 底泥からの水への栄養塩等溶出量推定方法の提案 
 底層水への高濃度酸素供給装置と連続水質監視シス

テムを開発し，ダム貯水池における底層水のDO条件

変化による水質変化を連続的にモニタリングするとと

もに，この水質モニタリングデータを用いてモデルシ

ミュレーション計算を行い、次のような成果が得た。 
1)底泥からの栄養塩溶出状況の監視にあたっては

ORPが指標として有効であることを明らかにした。 
2)溶出量に影響を与えるいくつかの新しい項目を同定

し，その影響を把握した。 
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3)貯水池底泥からの溶出速度を算出し，室内溶出試験

における測定値に近い推定値を得た。 
4.3 底泥からの栄養塩等の溶出量推定のための試験法

の提案 
 現在底質調査に広く活用されている「底質の調査・

試験マニュアル」（社団法人 底質浄化協会）につい

て，特に記述がないが試験結果に大きな違いを生じ

るなど重要なポイントを整理した。 
 
※この研究には当チームの交流研究員 中薗孝裕氏も従事した。

また，科学研究費補助金において共同して研究を行っている岐

阜大学工学部土木工学科水質安全研究室の李助教授及び学生の

水田幸弘氏の研究成果のうち，土木研究所も担当した部分を使

用している。 
 
※なお、本調査は、運営費交付金（治水勘定）により実

施されたものである。 
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 都市排水由来の化学物質の水環境中での挙動に関する研究 
 

研究予算：運営交付金（一般勘定） 
研究期間：平 13～平 17 
担当チーム：水循環研究グループ（水質） 
研究担当者：鈴木穣，小森行也，岡安祐司 

 
【要旨】 
 本研究は，界面活性剤の分解物質や人畜由来のホルモンなど都市排水由来の内分泌攪乱物質に関し，河川水・底質中

などにおける調査分析手法の開発，また水環境中での分解・生成といった変化現象の把握を目的としている。 
 平成 17 年度は，ノニルフェノール類及びエストロゲンの底質・汚泥分析法の検討とノニルフェノール類の底泥への

吸着，底泥からの溶出などの現象の解明について検討を行い，次のことが明らかになった。 
1) NP・NPEOは底質では1g-dry以上，汚泥では200mg-dry以上用いることにより，概ね，従来の方法で一定の精度

を維持して分析可能であることが確認された。しかしながら，NPEC は抽出方法についての検討が必要であることが

分った。また，エストロゲンは底質，汚泥とも遊離体については従来の方法で一定の精度を維持して分析が可能である

が，抱合体については引き続き検討が必要である。 
2) NP類の手賀沼の浮遊物への吸着平衡は線形的である。NPsのうち，NPの吸着係数が最も高い値であるが，NPEO
（NP1～15EO）の吸着係数はその 60～50％程度であった。NPEC（NP1～10EC）の吸着係数は NP の 10～30％程

度であった。エトキシ基が増えることによって，NP1～15EOの吸着係数が若干減少するが、NP1～10ECはその逆の

傾向を示し，それぞれの物質は同一の値に接近する。これはエトキシ基の数が増えることによって物性が似たようにな

るためであると考えられる。低濃度(数 ppb)の濃度範囲であれば，NPs の混合液からの吸着における相互作用は無視で

きる程度であり，線形的な吸着平衡を考慮すればよいと考えられる。 
キーワード：ノニルフェノール類，エストロゲン，抱合体，湖沼，挙動，シミュレーションモデル 
 
１． はじめに 

 生物の正常なホルモン作用に影響を与えることが疑わ

れている外因性の物質（内分泌攪乱物質）による環境汚

染問題が顕在化してきているなか，都市排水を由来とす

るエストロゲンとして17β-エストラジオール（女性ホル

モン，以下E2），その代謝生成物であるエストロン（E1），
エストリオール（E3）及び経口避妊薬の主成分であるエ

チニルエストラジオール（EE2）を挙げることができる。 
 また，環境中に存在している濃度と内分泌攪乱作用の

強さから，エストロゲンに次いで環境に与える影響が大

きいと考えられるノニルフェノール（NP）は，都市排水

に含まれる非イオン界面活性剤であるノニルフェノール

エトキシレート（NPEO）が，下水処理場や河川の中で

ノニルフェノキシ酢酸（NPEC）等の中間物質を経由し

て分解されることによって生成しているといわれている。 
 エストロゲンやノニルフェノール類（NP，NPEO，

NPEC，以下 NPs）といった物質による環境リスクを正

しく評価するためには，これらの物質の測定法を開発す

るとともに，水環境中における変化，生成，分解，蓄積，

移動といったような挙動を把握することが必要である。 
 本研究では，環境水中でのこれら物質の挙動を把握す

るため，流域の汚水処理形態等に着目し，異なる流域（多

摩川，大津川）で実態調査を実施するとともに，底質に

ついては千葉県の手賀沼と福島県に近年建設された三春

ダムの前貯水池底質を対象にした実態調査と室内実験を

行った。また，エストロゲンとノニルフェノール類の分

析方法の開発を行った。 
 
２． 研究の内容 
２．１ ノニルフェノール類（NPs）およびエストロゲン

の底質・汚泥分析法検討 

河川底質および活性汚泥を用いて，これらに含まれる

NPs，エストロゲンの分析精度を確認した。具体的には，

抽出効率の確認，前処理方法の精度の確認を行った。 
２．１．１ 検討方法 

検討に用いた底質は桜川にて採泥，活性汚泥は湖北

実験プラント（屋外施設）より採取した。なお，検討

に用いた底質の含水率は 52%，活性汚泥の MLSS は

NP・NPEO検討用については2,000mg/L，NPEC検

討用については2,200mg/L，エストロゲン検討用につ

いては1,800mg/Lであった。 
河川底質や活性汚泥に含まれる NPs やエストロゲ

ンを分析する際には，水試料と異なり，前処理操作に

先立って，目的物質を抽出する必要がある。ここでは，

底質と汚泥で別々の抽出方法を用いた場合の前処理を

含めた分析精度を確認した。底質と汚泥のNPs，エス

トロゲンの抽出条件は，以下に示すとおりである。 
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１）NPs の抽出条件 
ここでは，①試料量，②抽出溶媒量，③抽出回数の

違いによる抽出効率の差を把握することを目的に抽出

条件を設定した。抽出方法は図-1に示すとおりである。

また，抽出条件を表-1，-2，-3，-4に示す。なおA法

が，従来の抽出方法である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図-1  NPs 抽出方法 

 
表-1 底質中NP類（NP，NPEO）抽出条件 

 A法 B法 C法 

試料量* 1g-dry 5g-dry 5g-dry 

STD添加 
NP:15µg 

NPEO:30µg 
なし 

抽出方法 超音波 

抽出溶媒/量 アセトン/5mL アセトン/25mL アセトン/25mL 

抽出条件 15min×2 15min×2 15min×6 

＊底質試料は、風乾後、1mmのふるいを通過したものを用いて検討した 

 

 

表-2 底質NP類（NPEC）抽出条件 

             
表-3 汚泥中NP類（NP，NPEO）抽出条件 

 A法 B法 C法 

試料量 200mg 1,000mg 1,000mg 

STD添加 
NP:10µg 

NPEO:20µg 
なし 

抽出方法 超音波 

抽出溶媒/量 アセトン/10mL アセトン/50mL アセトン/50mL 

抽出条件 15min×2 15min×2 15min×6 

 
表-4 汚泥中NP類（NPEC）抽出条件 

 
２）エストロゲンの抽出条件 
エストロゲン類については，以下のフローに従って

抽出した（図-2）。B法は，要調査項目等調査マニュア

ル（環境省環境管理局水環境部企画課，H15.3：以下，

提案法）に記載された方法である。一方A法は，当研

究チームにてこれまで実施してきた方法である。ここ

では主に，凍結乾燥法によって抽出した場合と，従来

の方法での抽出効率の差を把握することを目的に抽出

条件を設定した。 
 
３）分析方法 
 NPs，エストロゲンの分析は，当研究チームにて従

来用いてきた方法を基本に一部をモディファイして行

った（表-5）。NP・NPEOの前処理方法は図-3，NPEC
の前処理方法は図-4，エストロゲンの前処理方法は図

-5に示すとおりである。 
 
 

 A法 B法 C法 

試料量 220mg 1,100mg 1,100mg 

STD添加 5ng なし 

抽出方法 超音波 

抽出溶媒/量 アセトン/5mL アセトン/25mL アセトン/25mL 

抽出条件 15min×2 15min×2 15min×6 

 A法 B法 C法 

試料量* 0.5g-dry 2.5g-dry 2.5g-dry 

STD添加 12.5ng なし 

抽出方法 超音波 

抽出溶媒/量 アセトン/5mL アセトン/25mL アセトン/25mL 

抽出条件 15min×2 15min×2 15min×6 

底質（湿泥）

超音波抽出

再溶解

STD添加

風乾

分取（乾燥底質）
分取底質量を
条件により変更

アセトン
抽出溶媒量・時間を条件により変更

濃縮・乾固 窒素ガス

ヘキサン，1mL

生物反応槽混合液

超音波抽出

STD添加

ろ過

アセトン
抽出溶媒量・時間を条件により変更

混合液量を
条件により変更

GF/B

濃縮

milliQ 100mLに混合

5mL程度まで

再溶解

濃縮・乾固 窒素ガス

ヘキサン，1mL

濃縮

milliQ 100mLに混合

5mL程度まで
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図-2 エストロゲン抽出フロー 
 

表-5 分析方法とその概要 
 前 処 理 方 法 出 典 概 要 

NP 

NPEO 

日本下水道協会、下水試験法（追

補暫定版）－内分泌攪乱化学物

質編およびクリプトスポリジウ

ム編－，pp.307-310（2002） 

抽出液をシリカゲルカ

ラムにて精製 

NPEC 

八十島他、下水試料中のノニル

フェノキシ酢酸類の分析、第36

回日本水環境学会年会講演集、

p.526（2002） 

GCB で固相抽出後、

25mMギ酸含ジクロロメ

タン：メタノール＝9：1

で溶出 

エストロゲン 

小森他、下水試料を対象とした

エストロゲンの測定、第５回日

本水環境学会シンポジウム講演

集、p.186（2002） 

HLBで固相抽出後、フロ

リジル、アミンカラムに

て精製 

 

 
試料

　Sep Pak Silica

カラム負荷

分画 １ 分画 2
Hex 10mLで溶出（廃棄）

乾　固  窒素ガス

再溶解  MeOH，1ml

抽出液を濃縮乾固し、Hex 1mLに溶解
させた溶液

ｸﾛﾛﾎﾙﾑ :
MeOH=8:2, 6mLで
溶出

ｸﾛﾛﾎﾙﾑ:ﾒﾀﾉｰﾙ(80:20,v/v)10ml, ﾍｷｻﾝ
30ml でｺﾝﾃﾞｨｼｮﾆﾝｸﾞ

ｶﾗﾑ負荷後,さらにHex 1mlで容器を洗
浄しこれも負荷

 
図-3 NP，NPEO前処理方法 

試料

pH調整 1mol/L HCl, pH3

固相抽出

洗浄

脱水  マニホールド吸引, 60分

溶出

乾固  窒素ガス
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図-4 NPEC前処理方法 

 
milliQ 500mL （濃縮した抽出液含

  Oasis HLB

　MeOH 7mL

窒素ガス

Hex：DCM=1：1, 10ml（洗浄）

① アセトン 6ml
② 0.5%NH4OH/アセトン 6ml

窒素ガス

①MeOH 5mL (完全溶出)
②0.5%NH4OH/MeOH 6mL

①MeOH 画分 ②0.5%NH4OH/MeOH 画分

窒素ガス

 ACN：水=6：4,　1mL

Hex：DCM=1：1, 1mL溶解（超音波
使用）後、ﾌﾛﾘｼﾞﾙに負荷

MeOH 1mL溶解（超音波使用）後、

NH2カラムに負荷

Oasis HLB　MeOH, 10mL, milliQ,
10mLコンディショニング

遠心分離3000rpm×10min、窒素ガス

90min

（遊離体） （抱合体）

溶 解

溶 出

溶 出

溶 解

NH2カラム精製

濃縮乾固

溶 出

試 料

再溶解

濃縮乾固

再溶解

脱水

固相抽出

濃縮乾固

フロリジル精製

濃縮乾固

20%酢酸 0.5mL
IPC試薬0.5M 2mL

 
図-5 エストロゲン前処理方法 

 
２．１．２ 検討結果 

１）NP，NPEO 

（1） 底質 

測定結果を図-6 に示す。従来法である A 法では，EO
鎖数5以上のNPEOでは定量下限値以下であった。また，

NPおよび比較的短鎖のNPEO（NP1EO～10EO）の回

収率は60%～90%と良好であったが，NPEOはEO鎖が

長くなるに連れて回収率が低下する傾向にあった。また，

AT混合水100mL

ACN：水＝9：1，
20mL，20min

STD添加
d体添加

遠心分離（2000g,20min）

上澄みろ過・分取
（GF/B）

凍結乾燥
（汚泥・底質＋ろ紙）

試料分取
底質：1g、汚泥：100mL分

超音波抽出
（汚泥・底質＋ろ紙）

遠心分離（2000g,15min）

上澄みろ過・分取
（GF/B）

2回抽出

洗浄
（遠沈管、残渣）

ACN：水＝9：1，
20mL

濃縮　ｴﾊﾞﾎﾟﾚｰﾀ
10mL以下まで

混合
＋milliQ 500mL

均一化 超音波　10min

通常の前処理

ろ過（GF/B）

MeOH注入
ろ紙が浸る程度

超音波抽出
（5min）

上澄みろ過・分取
（GF/B）

混合
抽出溶媒が10%以下となる

milliQ量

通常の前処理

B法

A法

STD添加
d体添加

底質（湿泥）
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この時の測定値のばらつき（CV値）は最大で7%程度と

小さかった。一方，抽出に用いた汚泥量をA法の5倍と

したB法，C法では，濃度がA法の5倍程度に増加した

ものが見られた。抽出の傾向はB 法，C法とも似通って

おり，検出される EO 鎖長に大きな違いは認められなか

った。 
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図-6 底質中NP・NPEO測定結果 

 

（2） 汚泥 

測定結果を図-7に示す。EO鎖が長いNPEOは試料量

をA法の 5倍にしたB法，C法の 1g においても検出で

きるレベルになかった。また，添加回収試験での回収率

は80～90%と良好であった。 
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図-7 汚泥中NP・NPEO測定結果 

 

２）NPEC 
（1） 底質 

底質試料を分析したクロマトグラムにおいては，定量

出来るピークはほとんど認められなかった。わずかに目

的物質と認められるピークについても，その面積値は極

めて小さく，定量の結果，全てが定量下限値未満，つま

り，N.D.であった。また，標準溶液を添加した試料にお

いても，ほとんどの場合，目的物質のピークは認められ

ず，定量の結果，全てが定量下限値未満であった。 

（2） 汚泥 

測定結果を図-8 に示す。A 法，B 法，C 法とも短鎖

（NP1EC～NP4EC）の NPEC は検出されているが

NP5ECより長鎖ではほとんど検出されなかった。長鎖の

NPEC が検出されなかったのは，抽出効率が悪いという

よりも，長鎖のNPECは生分解を受けやすいことから試

験に用いた汚泥中に存在していなかったとみられる。ま

た，A 法の添加回収試験では，添加前濃度に対し添加濃

度が低く回収率を算出できなかった。添加濃度を添加前

濃度の2～3倍にした再試験を行う必要がある。 
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図-8 汚泥中NPEC測定結果 

 

３）エストロゲン 

(1) 底質 

測定結果を図-9 に示す。無添加の試験では，A 法，B
法とも同様のパターンを示した。遊離体ではEE2が，抱

合体ではE3-SとE1-Gが検出されていない。添加回収試

験の結果では，E1，E2，EE2，E3，E1-S，E2-S，E3-S
の回収率はほぼ100％であり、E2-diSは30～50%であっ

た。また，他のグルクロン酸抱合体の回収率は数%以下

でありほとんど抽出できないことが分かった。 
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図-9 底質中エストロゲン類測定結果 
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(2) 汚泥 

測定結果を図-10に示す。無添加の試験では，A法，B
法とも同様のパターンを示し，E2-diSが他のエストロゲ

ンに比べ多く抽出された。添加回収試験の結果では，底

質試料と同様の結果を示し，E1，E2，EE2，E3，E1-S，
E2-S，E3-Sの回収率はほぼ100%であった。また，E2-diS
は底質の回収率 30～50%に比べ大きく 60～80%であっ

た。グルクロン酸抱合体については，底質同様ほとんど

抽出できていない。 
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図-10 汚泥中エストロゲン類測定結果 

 

４）分析精度 

(1) NP・NPEO 

NP・NPEO の添加回収試験では，底質・汚泥のいず

れにおいても良好な回収率と安定して低いばらつき（CV
値 10%以下）を示した。また、抽出に用いる試料量は底

質で1g-dry，汚泥量で200mg-dryで十分であることが確

認された。これらのことから，底質・汚泥中の分析方法

は，従来行ってきた方法で十分な精度を確保していたと

考えられる。 

 

(2) NPEC 
底質では，標準溶液を添加した場合でも目的物質のピ

ークが認められなかった。標準溶液の添加は，12.5ng/g
となるように行っており，定量下限値より十分に高いこ

とから容易に検出できるレベルにあったと考えられる。

しかし，活性汚泥では同一の抽出・前処理法でその濃度

が確認されていることから考えると，底質においてピー

クすら確認されなかった要因は，機械的問題や前処理方

法の問題ではなく，抽出操作において全く回収されなか

ったことが示唆される。このため，底質に適用可能な

NPEC の抽出方法については，更なる検討が必要である

と考えられる。 

一方，活性汚泥では，従来法（A 法）で抽出した場合

は長鎖のNPECが定量下限値未満となるケースが多かっ

た。抽出に用いる汚泥量を増加させたB法，C法では長

鎖の NPEC を含む全ての NPEC を濃度として表現でき

た。したがって，活性汚泥中のNPECを検出するために

は，1g以上の活性汚泥を抽出対象とする必要があること

が明らかとなった。また，各法ともに，測定値のばらつ

き（CV 値 15～50%）が大きく，精度良く抽出・前処理

されている状況にはなかった。このため，底質や汚泥中

NPEC の抽出・前処理法については更なる検討が必要で

ある。 

 

(3) エストロゲン類 

底質・汚泥中のエストロゲン類の分析については，従

来法，提案法のどちらも遊離体については良好な回収率

と低いばらつき（CV値10%以下）であった。このため，

これまで蓄積されてきた底質や汚泥の遊離体の分析デー

タは一定の精度を保有していたものと推測される。これ

らの情報から，底質や汚泥中のエストロゲン類の分析は，

従来用いてきた超音波抽出法で一定の精度を維持して行

うことができると考えられた。しかしながら，抱合体に

ついては，理論値を大きく下回る回収率である他，そも

そも検出されないケースが続出した。抱合体については，

水試料においても十分な精度を維持して分析することが

未だ困難な状況にあることから，まずは水試料における

分析精度の向上，確認が必要であると考えられる。 

 

２．１．３ まとめ 

底質，活性汚泥を対象に，これらに含まれる NP 類，

エストロゲンの抽出および前処理を含む分析法の精度を

確認し表-6に示した。 
本検討による確認の結果，一部で依然として解決して

いない課題もあるものの，底質や活性汚泥は，概ね，従

来の方法で一定の精度を維持して分析可能であることが

確認された。 

表-6 分析精度 
項目 種別 分析精度確認結果 

底質 従来法で精度担保可能、抽出量1g-dry以上
NP・NPEO 

汚泥 従来法で精度担保可能、抽出量200mg以上

底質 
NPEC 

汚泥 
抽出方法について検討を要する 

底質 
エストロゲン 

汚泥 

従来法で精度担保可能、但し抱合体は要検

討 

 

1) 底質，汚泥のNP及びNPEOの回収率は60～90%で
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あった。 

2) 底質，汚泥のエストロゲン分析では，遊離体の回収率

は，ほぼ 100%に近い値が得られたが，E2-diS 以外の抱

合体では，回収率が非常に低い結果となり引き続き検討

が必要である。 

 

２．２ ノニルフェノール類の底泥への吸着、底泥から

の溶出などの現象の解明 

水環境中のノニルフェノール類は，環境水中の浮遊物

質や底泥に吸着しやすいことが知られているが，吸着平

衡に関する実測データが現状では十分に得られていない

のが実情である。平成17年度は，ノニルフェノール類の

浮遊物質や底泥への吸着特性を把握するために，実環境

水試料へのノニルフェノール類の添加，吸着実験を実施

し、吸着等温線を求め，ノニルフェノール類の吸着およ

び溶出特性を把握した。 

 

２．２．１ 実験方法 

１）SS懸濁液の調製 

まず，吸着実験に使用する SS 懸濁液を調製した。SS
懸濁液の元となる試料の採水は平成17年8月11日，「手

賀沼中央」の水質観測地点で行い，試料容器を遮光，冷

蔵保存した。採水時の気温は28℃，水温は26℃，風速は

1～2mであった。なお，採水日の約2週間前から採水日

までの間，降水はなかった。試料中SS及びVSS濃度は

22.5mg/L, 7.4mg/Lでやや低かったため，ろ過によって

2 倍に濃縮した。この操作により，SS 懸濁液の SS 濃度

は45mg/L, VSS濃度は14.7mg/L程度となった。 

 

２）吸着平衡実験 

 実験方法の概要を図-11に示す。500mLのガラス製三

角フラスコに，表-7 に示す対象化学物質溶液 200mL を

入れた後，100mLの１）で得られたSS懸濁液を添加し，

フラスコの栓を閉めた後，フラスコをシェーカー（振と

う機）に入れ，30分間撹拌した。その後，溶液全体を1µm
のガラス繊維濾紙でろ過し，ろ過液のノニルフェノール

類の分析を行った。対象化学物質は，NPのみを添加する

実験, NP2EOのみを添加する実験, NP2ECのみを添加

する実験およびNP, NP1～15ΕΟ, NP1～10EC, の 26
化合物全てを含む混合物質を添加する実験の 4 種類とし

た。なお，NP類混合物質溶液におけるNP：全NPEO：

全NPECの濃度比は1：12.5：7.5とした。吸着実験は，

採水日の翌日，水温 22.4℃，pH=8.8の条件下で行い, 吸

着実験後溶液の浮遊物質（SS）濃度, 有機性浮遊物質

（VSS）濃度 はそれぞれ, 15mg/L, 4.9mg/Lであった。

試料の分析はLC-MS/MSで行った。比較的に高濃度（数

10µg/L ）の試料において，定量下限値は 0.5µg/L で，

その他の試料においては 0.05µg/Lであった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V：容量,  X：有機性浮遊物質（VSS）濃度, 

C：溶解性対象化学物質濃度 

図-11 吸着平衡実験の概要 

 

表-7 対象化学物質溶液の濃度 C 0（単位g/L） 

 

 

 

 

 

２．２．２ 実験結果 

 ノニルフェノール類の分析結果を表-8に示す。手賀沼

水質中にはノニルフェノール類が元々含まれていたので，

各試験系においてブランク実験（対象物質濃度＝0）も合

わせて実施した。 

 

２．２．３ 考察 

 吸着平衡実験前の化学物質標準溶液濃度 C0 と吸着実

験後の対象化学物質濃度 C 2 の関係は，吸着量が溶液濃

度に比例するとの仮定のもとに吸着定数 Kads 
[L/mgVSS] を使って以下のように表すことができる。 

 

 

 

 

 

 

２）３）の C0と C 2の値から近似直線を求め，得られた

傾きAの値から，吸着定数 Kads は以下の式により求めら

れる。 

 

 

 

 

 

V0, X0, C0

V1, X1, C1

V2, X2, C2

化学物質標準溶液

SS懸濁液

30分間

撹拌

V0, X0, C0

V1, X1, C1

V2, X2, C2

化学物質標準溶液

SS懸濁液

30分間

撹拌

実験
No.

対象
化学物質

フラスコ
0

フラスコ
1

フラスコ
2

フラスコ
3

フラスコ
4

1 NPのみ 0 1 5 20 50
2 NP2EOのみ 0 1 5 20 50
3 NP2ECのみ 0 1 5 20 50
4 NP類混合 0 1 5 20 50

 C2 ＝A・ C0＋B

A＝（V0・（1+Kads・X0))/(V2・ （1+Kads・X2))

B＝（V1・（1+Kads・X1))/(V2・ （1+Kads・X2))・C1

Kads＝（V0－A・V2)/(A・V2・X2－V0・X0)
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表-8 吸着実験後の対象化学物質の濃度 C 2 （単位µg/L） 

 

図12, 13に, 例として, 実験No.1, 2の結果より得られ

た C0と C 2の関係を示す。表-9 に得られた各対象物質の

吸着定数を示す。これらの値及び単一化合物の吸着定数

はほぼ一致することがわかる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-12 ノニルフェノール（NP）の吸着実験結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-13 NP2EOの吸着実験結果 

表-9 各対象物質の吸着定数, C0とC2の線形近似における

相関係数および最大平衡濃度 

 

２．２．４ まとめ 

1) 検討を行った濃度範囲で，NP 類の手賀沼の浮遊物へ

の吸着平衡は線形的である。 

2) 検討の対象とした物質のうち，ノニルフェノールの

吸着係数が最も高い値であるが，ノニルフェノール

エトキシレート類（NP1～15EO）の吸着係数はその

60～50％程度であった。ノニルフェノールエトキシ

酢酸類（NP1～10EC）の吸着係数はNPの10～30％
程度であった。 

3) エトキシ基が増えることによって，NP1～15EO の

吸着係数が若干減少するが，NP1～10EC はその逆

の傾向を示し，それぞれの物質は同一の値に接近す

る。これはエトキシ基の数が増えることによって物

性が似たようになるためであると考えられる。 

4) 低濃度(数 ppb)の濃度範囲であれば，NP 類の混合液

からの吸着における相互作用は無視できる程度であ

り，線形的な吸着平衡を考慮すればよいと考えられ

る。 

 

３．まとめ 

 過年度の成果を含む本研究の成果は，以下のとおりで

ある。 

 実験
No.

フラスコ
0

フラスコ
1

フラスコ
2

フラスコ
3

フラスコ
4

1 NP 3.18 3.58 5.50 10.92 23.00
2 NP2EO 0.02 0.29 1.04 5.69 14.39
3 NP2EC 0.22 0.81 3.44 13.79 33.19
4 NP類（混合）

NP 0.23 0.33 0.96 1.74 2.96
NP1EO 0.02 0.16 0.87 1.75 3.10
NP2EO 0.01 0.23 0.94 1.83 2.99
NP3EO 0.01 0.17 0.90 1.83 2.92
NP4EO 0.01 0.17 0.88 1.86 2.96
NP5EO 0.01 0.17 0.90 1.91 3.05
NP6EO 0.01 0.17 0.89 1.93 3.06
NP7EO 0.00 0.16 0.87 1.92 3.13
NP8EO 0.00 0.17 0.88 1.90 3.13
NP9EO 0.00 0.16 0.92 1.88 2.93
NP10EO 0.00 0.15 0.86 1.88 3.16
NP11EO 0.00 0.15 0.85 1.95 3.34
NP12EO 0.00 0.17 0.87 1.96 3.18
NP13EO 0.00 0.17 0.89 1.96 3.33
NP14EO 0.00 0.17 0.90 1.95 3.29
NP15EO 0.00 0.17 0.88 1.90 3.24
NP1EC 0.22 0.47 1.52 2.79 4.87
NP2EC 0.17 0.41 1.47 2.77 5.04
NP3EC 0.08 0.31 1.28 2.50 4.57
NP4EC 0.03 0.24 1.13 2.29 4.02
NP5EC 0.02 0.21 1.05 2.08 3.75
NP6EC 0.01 0.20 1.02 2.17 3.80
NP7EC 0.01 0.18 0.97 2.05 3.67
NP8EC 0.01 0.18 0.96 2.12 3.57
NP9EC 0.00 0.16 0.93 2.04 3.55
NP10EC 0.00 0.17 0.90 2.02 3.51

対象
化学物質
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y = 0.2897x - 0.1179
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0

10

20

30

40

50

60

0 10 20 30 40 50 60
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度
[µ

g/
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]

対象物質
吸着定数

K ads [L/mgVSS]
相関係数

R2
最大平衡濃度

µg/L
NP 0.142 0.997 23.00
NP2EO 0.270 0.996 33.19
NP2EC 0.021 0.755 14.39
NP類（混合）

NP 0.386 0.989 2.96
NP1EO 0.222 0.977 4.87
NP2EO 0.224 0.928 5.04
NP3EO 0.233 0.925 4.57
NP4EO 0.227 0.922 4.02
NP5EO 0.216 0.923 3.75
NP6EO 0.213 0.917 3.80
NP7EO 0.207 0.933 3.67
NP8EO 0.209 0.939 3.57
NP9EO 0.226 0.903 3.55
NP10EO 0.208 0.953 3.51
NP11EO 0.189 0.957 3.10
NP12EO 0.200 0.929 2.99
NP13EO 0.189 0.954 2.92
NP14EO 0.191 0.950 2.96
NP15EO 0.198 0.958 3.05
NP1EC 0.061 0.937 3.06
NP2EC 0.048 0.957 3.13
NP3EC 0.069 0.969 3.13
NP4EC 0.110 0.954 2.93
NP5EC 0.124 0.974 3.16
NP6EC 0.109 0.944 3.34
NP7EC 0.121 0.965 3.18
NP8EC 0.125 0.922 3.33
NP9EC 0.130 0.949 3.29
NP10EC 0.134 0.949 3.24
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３．１ ノニルフェノール類、エストロゲン類の分析方

法の開発 

１）エストロゲン分析の前処理として従来用いられて

いた薄層クロマトグラフを用いる方法をフロリジルカー

トリッジと NH2 カートリッジを用いる方法に変更する

ことにより、前処理の簡易化を行った方法を提案した。 
２）エストロゲンが尿中へ排泄されるときの形態は，

グクロン酸抱合体や硫酸抱合体となっているとされてい

る。エストロゲン挙動解明において抱合体の把握も重要

であることから分析法の検討を行い，LC/MS/MS による

エストロゲン抱合体の分析法を開発した。 
３）ノニルフェノール類のノニルフェノールエトキシ

レート（NPnEO）はHPLCを用いNP1EO～NP15EO
を測定し、ノニルフェノキシ酢酸（NPnEC）は

LC/MS/MSを用いNP1EC～NP10ECを測定する方法を

提案した。 

４）ノニルフェノール類（NPs）およびエストロゲン

の底質・汚泥分析法の検討を行い、NP・NPEO は底質で

は 1g-dry 以上，汚泥では 200mg-dry 以上用いることによ

り，概ね，従来の方法で一定の精度を維持して分析可能

であることを確認した。 

また，エストロゲンは底質，汚泥とも遊離体について

は従来の方法で一定の精度を維持して分析が可能である

が，抱合体については引き続き検討が必要であることが

分かった。 

 

３．２ 水中でのノニルフェノール類、エストロゲン類

の分解、生成などの現象の解明 

１）水環境中での挙動を把握するため，湖沼及び河川に

おける実態調査を行い，都市排水由来の流入状況，河道

における変化や底泥への蓄積状況を明らかにした。 
河川におけるエストロゲン，NPs は，河道内における分

解あるいは変化、一部底泥への吸着の可能性が示唆され

た。 
２）手賀沼を対象に平面的な底質への蓄積状況を調査し

た結果，エストロゲン，NPnEO 及び NPnEC について

は，大津川河口地点で最も高濃度になっていたが，流下

方向に従って低下していった。しかし，NPはそれら物質

とは異なり，湖沼の流下方向に従って濃度が高くなって

いた。この理由として流下方向で増殖した藻類などの有

機物に NP が吸着しやすいことが関連しているものと考

えられた。 
３）三春ダム前貯水池の底泥試料にE2を添加した振とう

生物分解試験の結果より，底泥位置，水温及び好気・嫌

気などの条件により E2 の分解挙動が変化することを確

認した。この結果，E2の分解には底泥中に生息する微生

物の作用が大きいことが示唆され，その分解速度は中

層・下層の底泥に比べて上層の底泥の方が，また5℃に比

べて 20℃の方が著しく早かった。また，E2 の分解過程

においてE1が形成され，形成されたE1が嫌気的条件で

は生成と消失が繰り返され，底泥中に生息する微生物に

よる吸着，蓄積，脱着や放出などの機構の関与が示唆さ

れた。 
４）実態調査結果及び観測データに基づいて，NP類の挙

動シミュレーションモデルを構築し，予測シミュレーシ

ョンを行った。これにより，湖水における NP 類濃度の

構成および分布の傾向が再現できた。 
 また，三春ダム前貯水池から水・底泥試料を採取し，

17βエストラジオールの分解速度を調査した。その結果，

分解速度は，表層底泥の方が中層や下層底泥よりも大き

く，また，好気条件下の方が嫌気条件下よりも大きかっ

た。SS量当たりの分解速度で見ると，水相は底泥相の 2
倍の大きさであった。 
 

３．２ ノニルフェノール類の底泥への吸着、底泥から

の溶出などの現象の解明 

１）検討を行った濃度範囲で，NP類の手賀沼の浮遊物へ

の吸着平衡は線形的である。 

２）検討の対象とした物質のうち，ノニルフェノールの

吸着係数が最も高い値であるが，ノニルフェノールエト

キシレート類（NP1～15EO）の吸着係数はその60～50％程

度であった。ノニルフェノールエトキシ酢酸類（NP1～

10EC）の吸着係数はNPの10～30％程度であった。 

３）エトキシ基が増えることによって，NP1～15EOの吸着

係数が若干減少するが、NP1～10ECはその逆の傾向を示し，

それぞれの物質は同一の値に接近する。これはエトキシ

基の数が増えることによって物性が似たようになるため

であると考えられる。 

４）低濃度(数 ppb)の濃度範囲であれば，NP 類の混合液

からの吸着における相互作用は無視できる程度であり，

線形的な吸着平衡を考慮すればよいと考えられる。 

５）都市排水で汚染した湖沼の底泥中にはエストロゲン，

NPs が高い濃度で蓄積されており，好気的な条件で分解

されるよりもきわめて長期に底泥中に高濃度で存在して

いる可能性があることが示唆された。 

底泥年代測定の結果から，流域の人口，下水道などの

排出機構の変化はE1，ノニルフェノール類の底泥中鉛直

分布に大きく影響を与えていることが推察された。 

 
［参考文献］ 
１）磯部友彦，高田秀重（2000）環境試料中のノニルフ

ェノールエトキシカルボン酸（NPEC）の分析，第9回環

境化学討論会，pp.48-49 
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バイオアッセイによるエストロゲン様物質の指標に関する調査 
水循環研究グループ水質チーム 上席研究員 鈴木 穣  

主任研究員 宮島 潔  
専門研究員 中田 典秀 

 
1. はじめに 

近年、内分泌攪乱化学物質による人や生態系への影響が懸念されており、下水道においても多くの内分泌攪乱化学物

質について実態調査1）が行われてきた。下水や環境水中ではこれらの実態調査の対象物質に加えて、分解生成物などの

非意図生成物の存在についても考慮する必要があり、我々の研究チームではこれらエストロゲン様の作用を示す物質

（以後、エストロゲン様物質）の包括的な試験法として遺伝子組み換え酵母法を導入し、多くの下水中にエストロゲン

様活性が存在していることを明らかにしてきた2）。しかしこれらのエストロゲン様活性の由来についてはいまだ不明な

点も多く、下水中のエストロゲン様活性が、これまで測定してきた物質によって表現できているのかという事について

は、まだ充分な情報は得られていない。 

 
2. 研究の方向性 

本研究では、本研究では、in vitroとin vivoのバイオアッセイを用いてその影響把握と、原因を推定することを目

的としている。平成17年度は、下水処理水や河川水中に存在するエストロゲン物質であるエストロン（E1）を被験物質

として、雄メダカを用いた室内暴露試験において誘導されるビテロジェニン（VTG）生産に係る水温の影響と、餌を通

して影響について検討を行った。 

 
3. 分析方法 
3.1 遺伝子組み換え酵母を用いたエストロゲン様活性の測定 
下水試料1ＬをGF/B（保持粒径1μm）フィルターによってろ過して得たろ液を、Sep-Pak C18カートリッジ(Waters

社製、充填量：360mg)に上向流で通水（10ml/min）した。このカートリッジを窒素気流下で乾燥させた後、メタノー

ル 10ml で溶出し、抽出液を得た。一方、ろ紙上の残渣はメタノールに浸し超音波抽出（10 分）を２回行なった後、

ろ液の濃縮に使用した前述のカートリッジに通水し、ろ液のメタノール抽出液と合わせた。この抽出液をロータリー

エバポレーターによって濃縮し、約 1ｍL に調整した後、この試料を窒素気流下で乾固し、ジメチルスルホキシド

（DMSO）100μL に転溶した。そして遺伝子組み換え酵母法の測定前に滅菌蒸留水によって 5 倍に希釈し、最終的な

試料濃縮倍率を2000倍とした。 

遺伝子組み換え酵母は、イギリスBrunel大学のSumpter教授より譲渡された株を用いた。遺伝子組み換え酵母は

エストロゲンやエストロゲン様物質がエストロゲンレセプター（ER）に結合するとβ-ガラクトシダーゼが発現する

ように組み込まれている3)。 

遺伝子組み換え酵母法によるエストロゲン様活性の測定法については Routledge らの方法を改良した矢古宇らの

方法に従った4)。 
3.2 化学分析 

エストロゲン様物質の分析項目は、エストロン(E1)，17β-エストラジオール（E2），ノニルフェノール（NP）を対

象とした。またノニルフェノールエトキシレート(NPnEO)，ノニルフェノールフェノキシ酢酸(NPnEC)（以後、ノニルフ

ェノール関連物質）についても測定を行った。 

E1及びE2については、小森らの方法に従いLC-MS/MSを用いて測定を行った5)。また、NP、NPnEOについては、下水

試験法追補暫定版に従いHPLCを用いて測定を行った6)。NPnECについては八十島らの方法に従いLC-MS/MSを用いて測

定を行った7)。 

 

4 エストロゲンの作用におよぼす水温の影響 
E1 を添加した飼育水（設定濃度 50ng/L）により、月齢 5 カ月の雄メダカを水温 16℃、20℃、24℃および 28℃の各
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条件下、月齢2カ月の雄メダカを水温24℃下で曝露した（最長14日間）。曝露前（曝露0日）および曝露開始から2、

7および14日後に各条件区から雄メダカを取り上げ、肝臓中のVTG濃度を測定した。 

各水温条件での肝臓中VTG濃度からE1曝露における雄メダカのVTG生成について、経時的変化および水温の

影響を検討した。また、5カ月齢と2カ月齢の雄メダカでの肝臓中VTG濃度から雄メダカの成長段階とVTG生成

の関係について検討した。 

4.1 供試前の飼育方法および条件 

試験に供した雄メダカのふ化後から各曝露試験に供するまでの飼育方法および条件は以下のとおりであった。 

1) ふ化直後からふ化後2週齢まで 
ふ化直後から2週齢までは、脱塩素水道水（水道水を活性炭に通して脱塩素処理したもの）を飼育水とした半止水方

式（飼育水の換水：2～3 日ごとに約半量を換水）により飼育した。飼育水温は 24±2℃、照明は蛍光灯光による明期

16時間/暗期8時間周期とした。餌料は、シオミズツボワムシおよびアルテミアふ化幼生を混合で3～4回/日の頻度で

給餌した。 

2) ふ化後2週齢から供試まで 

ふ化後2週齢以降は、脱塩素水道水を飼育水とした流水方式（換水率；5～6換水/日）により飼育した。飼育水温は

24±2℃、照明は蛍光灯光による明期16時間/暗期8時間周期とした。餌料は、アルテミアふ化幼生を1～2回/日の頻

度で給餌した。 

4.2 雄メダカの選別 

水温影響調査および餌の影響調査の曝露試験に供した5カ月齢の雄メダカは、約3カ月齢の時点で二次性徴（臀鰭の

形状等）により雌雄を選別し、以降、雌個体の排泄するエストロゲンの影響を受けないように、飼育水槽に雄個体のみ

を収容し前項に示す条件下で飼育した。水温影響調査の曝露試験に供した2カ月齢の雄メダカは、試験に供する約5～7

日前に雌雄を選別し、以降は雄個体のみで飼育した。 

4.3 水温影響調査の曝露試験 

5カ月齢および2カ月齢の雄メダカを50ng/L（設定濃度）のE1を含む試験液で曝露した。曝露における水温条件は、

5カ月齢の雄メダカで16、20、24および28℃の4条件、2カ月の雄メダカで24℃の1条件とした。5カ月齢の雄メダカ

における16、20、24および28℃での曝露をそれぞれ16℃区、20℃区、24℃区および28℃区、2カ月齢の雄メダカの24℃

での曝露を24℃_2カ月齢区と表記する。曝露条件を表-1に示す。 

1) 試験に用いた曝露装置の仕様 

本試験に用いた曝露装置は、ステンレス鋼製の希釈水タンク（装置の下部と上部に 2 つ設置）、希釈水の水温調整器

（東京理化株式会社、クーリングサーモポンプ CTP-102）、被験物質原液用の送液ポンプ（日本精密株式会社、ケミカ

ルポンプ NP-KX-110）、硬質ガラス製の希釈水槽（ガラス接着にシリコンを使用）、硬質ガラス製の希釈混合および試験

水槽で構成される。本装置は、希釈水、被験物質原液および試験液との接液部に内分泌かく乱作用を持つ化学物質を溶

出しない素材（ガラス、ステンレス鋼、PTFEおよびPFEのテフロン、シリコン）のみが使用されている（図-1）。 

表-1 水温影響調査の曝露試験における条件 

曝 露 方 式 ： E1を添加した試験液による流水式曝露 

試 験 液 の 換 水 率 ： 5換水／日以上 

設 定 曝 露 濃 度 ： E150ng/L（設定濃度） 

水 温 ： 各水温条件（16、20、24および28℃）±2℃ 

曝 露 期 間 ： 2、7および14日間 

供 試 生 物 ： 雄メダカ（ヒメダカ系） 

供 試 生 物 の 月 齢  5カ月齢および2カ月齢 

供 試 生 物 数 ： 5カ月齢の雄メダカ；86個体／曝露区 

2カ月齢の雄メダカ；50個体／曝露区 

照 明 ： 昼光用蛍光灯光、明期16時間／暗期8時間 

給 餌 ： アルテミアふ化幼生を1回／日 
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2) 曝露装置における試験液の調製および供給方法 

本試験では、以下に示すように各曝露区の試験液を調製、各試験水槽に一定の流量で供給した。試験液の調製に用い

希釈水槽

希釈混合槽

試験水槽 

原液ﾎﾟﾝﾌ  ゚

ｴｽﾄﾛﾝ原液 

ﾋｰﾀｰ / ｸｰﾗ  ー

図-1 水温影響調査の曝露試験に用いた流水式曝露装置 

原液ﾎﾟﾝﾌﾟ

ｴｽﾄﾛﾝ原液

ﾋｰﾀｰ / ｸｰﾗｰ

試験水槽 

ｽﾃﾝﾚｽﾒｯｼｭ
試験液の供給管
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る希釈水（脱塩素水道水）は、装置下部の希釈水タンクに貯留および補給される。希釈水の水温は、装置の下部と上部

の希釈水タンク間を循環しながら水温調整器により調整および維持されている（本試験では、希釈水の水温を24℃設定

とした）。 

試験液調製のために、希釈水は上部の希釈水タンクからテフロン管を通して希釈水槽に供給、さらに希釈水槽下面のガ

ラス製キャピラリー管を通して希釈混合槽内に一定の流量で供給される。希釈混合槽には、原液ポンプにより被験物質

原液（本試験では E1 原液、詳細は後述）が一定の流量で添加され、希釈水と混合し一定濃度の被験物質を含む試験液

が調製される。試験液は、ガラス管を通して試験水槽に供給される。 

3) 試験水槽 

本試験では、5カ月齢の雄メダカの曝露には、水量が30Lとなる位置に排水口（テフロン製）を付けた硬質ガラス製

水槽を用いた。2カ月齢の雄メダカの曝露には、水量が10Lとなる位置に排水口を付けた硬質ガラス製水槽を用いた。

各試験水槽の排水口には、供試魚が逸脱しないようにステンレス鋼製メッシュを設置した。 

4) 試験水槽内の水温調整 

本試験では、水温 24℃の希釈水で調製した試験液を各試験水槽に供給したため、16℃区、20℃区および 28℃区の各

曝露区については、水槽内の試験液が供給される箇所に設置した投げ込み式クーラー／ヒーター（REI SEA、RZ-150Y）

により水槽内の試験液水温を調整および維持した。また、水槽内の水温を均一にするため水槽壁面にスターラーを設置

し、試験液を緩やかに撹拌した。クーラー／ヒーターおよびスターラーは、ステンレス鋼製メッシュで仕切られた一画

に設置した。16℃区、20℃区、24℃区および28℃区の試験水槽には、磁気記録式温度計（T AND D、Thermo Recorder TR-81）

を設置し、水温を10分間ごとに測定、記録した。 

4.4 供試雄メダカの馴化 

16℃区、20℃区、24℃区および28℃区での曝露に供する雄メダカは、曝露開始の14日前に各曝露区の試験水槽に収

容し、水温 24℃下で馴化を開始した。その後、16℃区、20℃区および 28℃区については、水槽内に設置したクーラー

／ヒーターにより飼育水温を1日あたり0.5～1℃低下（16℃区および20℃区）または上昇（28℃区）していき、曝露

開始の3日前までに各曝露区の水温条件に馴化させた。馴化期間中の水温以外の環境は、前項3.1に示す試験における

曝露条件と同じにした。24℃_2カ月齢区については、曝露開始前の17日前から試験と同じ環境下で飼育して試験環境

に馴化させた。 

4.5 試験液の調製 

1) 希釈水 

試験液の調製に用いる希釈水は、活性炭濾過器に通水して残留塩素等を除去した水道水（脱塩素水道水）とした。希

釈水は、前述のとおり流水式曝露装置の希釈水タンク内で水温を24℃に調整するとともに、エアレーションにより十分

に通気した。 

2) E1原液 

正確に秤量した50mgのE1をアセトン（残留農薬・PCB試験用、和光純薬工業株式会社）に溶解、100ｍLに定容した

（E1濃度500mg/L-アセトン）。さらにこの溶液10mLをアセトンで100ｍLに希釈、定容してE1濃度50mg/Lのアセトン

溶液を調製した（以下、この溶液をE1の一次原液とする）。 

E1の一次原液1mLを1Lデュラン瓶に分取、窒素ガスを穏やかに吹き付けアセトンを完全に留去した。ここにイオン交

換水1Lを加え、翌日までスターラーで緩やかに撹拌してE1を完全に溶解させ、E1濃度50µg/Lの水溶液を調製した。

これを流水式曝露装置上での試験液調製に用いるE1原液とした。E1原液は、曝露区ごとに調製した。 

曝露期間中、各曝露区のE1原液は、3日ごとに新調して交換した。 

3) 試験液の調製濃度および流量 

各曝露区の試験水槽に供給する試験液の E1 濃度は、水槽内での吸着や分解、供試魚への移行等による濃度低下を考

慮して、曝露条件である50ng/Lの110％に相当する55ng/Lとなるように調製した。 

16℃区、20℃区、24℃区および28℃区（5カ月齢の雄メダカの曝露区）の各曝露区では、曝露装置の希釈混合槽への希

釈水の流量（設定流量）を120mL/min、E1原液の流量を132µL/minとした（試験液の換水率：約6換水／日）。24℃_2

カ月齢区については、希釈水の流量を70mL/min、E1原液の流量を78µL/minとした（試験液の換水率：約10換水／日）。 

4.6 曝露操作および曝露中の管理 
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1) 曝露開始時の操作 

E1での曝露（試験液へのE1添加）を開始する直前に、曝露0日（曝露前）におけるVTG濃度分析および遺伝子解析

用の肝臓採取に供するため、各曝露区の試験水槽内の雄メダカ（86個体／曝露区）から19個体ずつを取り上げた。そ

の後、各試験水槽への希釈水の供給を止め、水槽内の飼育水にE1濃度が50ng/LとなるようにE1原液を添加した。ま

た、この時点から前項3.5に示す方法による流水式によるE1が添加された試験液の供給を開始した。 

2) 曝露期間中の管理 

曝露期間中は、毎日、各曝露区について死亡個体の有無、行動および外観異常の有無を肉眼的に観察した。死亡個体

がみられた場合は、直ちにタモ網で掬い取り水槽内から除去した。餌料は、アルテミアふ化幼生を1回／日の頻度で給

餌した（曝露終了日の曝露14日後は無給餌）。給餌量は15分間程度で食べきる量を目安とした。また、給餌から数時

間後にサイフォンを用いて水槽内の糞および残餌等を除去した。 

3) 曝露期間中の環境測定 

各曝露区について、試験液の水温を毎日、pH および溶存酸素濃度を週 3 回の頻度で測定した。水温は検定済みの水

銀棒状温度計、pHはガラス電極式水素イオン濃度計（METTLER TOLEDO、MP125）、溶存酸素濃度はポーラログラフ式溶存

酸素濃度計（METTLER TOLEDO、MO128）を用いて、それぞれ試験水槽の中央部で測定した。希釈水およびE1原液の流量

は毎日測定し、設定流量から少なくとも±1%以上の変動がみられた場合には、流量が設定値になるように再調整した。 

4) E1濃度分析試料の採取 

曝露0日目（曝露開始日）、曝露2、7および14日後に各曝露区の試験水槽からE1濃度分析に供するための試料（試

験液）を採取した。曝露0日目の試料は、前述の曝露開始時における試験水槽へのE1原液の添加および試験水槽への

試験液の供給を開始した時点から約4時間後に各試験水槽から採取した。曝露2、7および14日後の試料は、当日の給

餌前に採取した。 

試料は、試験水槽中央部の中層からサイフォンを用いてガラス容器（500ｍL容）に採取した。採取量は約1000mLとし、

約500ｍLを直ちに前処理（抽出）に供し、残りは予備としてアスコルビン酸を添加して冷蔵保存した。 

5) 遺伝子解析およびVTG分析用肝臓採取に供する個体の取り上げ 

曝露0日（曝露前）、曝露2、7および14日後に、各曝露区から表-2に示す個体数の雄メダカを取り上げ、遺伝子解

析用およびVTG分析用の肝臓採取に供した。曝露0日目は試験水槽にE1を添加する直前（E1での曝露開始の直前）に、

曝露2、7および14日後は当日の給餌前に取り上げた。 

供試個体は、小型のネットを用いて試験水槽内の雄メダカから無作為に掬いあげ、曝露区ごとに試験水槽から分取し

た試験液（約1.5L）を入れた手付きビーカーに収容して解剖作業を行う実験室に搬入した。 

4.7 E1濃度分析 

水温影響調査および餌の影響調査の曝露試験で採取した各曝露区の試験液および飼育水中のE1濃度は、「下水試験方

法（追補暫定版）2002年版、日本下水道協会」に準じた方法によりLC/MS/MSで測定した。 

4.8 肝臓中のVTG濃度分析 

VTG 濃度分析に供するための肝臓を採取した。肝臓の採取は、試験区ごとに行い、1 個体ずつ氷冷水中で麻酔してか

ら、全長、体長および体重を測定した後、肝臓を摘出し秤量した。 

 

表-2 水温影響調査の曝露試験における遺伝子解析およびVTG分析用雄メダカの供試個体数 

 曝露期間 曝露区 

 0日 2日 7日 14日 

16℃区 VTG分析用 10 10 10 10 

20℃区 VTG分析用 10 10 10 10 

24℃区 VTG分析用 10 10 10 10 

28℃区 VTG分析用 10 10 10 10 

24℃_2カ月齢区 VTG分析用 10 10 10 10 
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その後、以下の手順でVTGの濃度を測定した。 

① 肝臓の入った1.5mLマイクロチューブに氷冷したELISAキット付属のAssay bufferを肝臓重量1mg あたり25µL添

加する。 

② 1.5mLマイクロチューブ用のマイクロホモジナイザーを用いてAssay buffer中で肝臓をホモジナイズする。 

③ 冷却遠心機で遠心分離する（4℃、13,000ｇ×10分間）。 

④ マイクロピペットを用いて、上層に分離した脂肪を混入させないように中層から上清（肝臓抽出液）を0.5ｍLマイ

クロチューブ3本に分取する。 

マイクロチューブに採取した肝臓抽出液は、直ちに超低温冷凍庫に入れ、ELISAによるVTG濃度測定に供するまで-70℃

下で凍結保存した。 

肝臓抽出液中のVTG濃度は、メダカのVTG測定用ELISAキット（Enbio Madaka vitellogenin ELISA system、株式会

社エンバイオテック・ラボラトリーズ）を用いた。ELISA測定における条件および手順、濃度算出方法は、同キットの

説明書に従った。ただし、標準曲線の作成に用いるVTG標準溶液の濃度は100、50、25、12.5、6.25、3.13および1.56ng/mL

の7濃度系列にした（説明書記載の調製濃度は、100、50、20および10ng/mLの4濃度系列）。 

ELISA測定における定量下限は、標準曲線の作成に用いたVTG標準溶液の最低濃度である3.16ng/mLとした。したが

って、肝臓中VTG濃度の定量下限は、3.16ng/mLに肝臓抽出液の最低希釈倍率（20倍）および肝臓のホモジナイズに用

いたAssay buffer量0.025mL/mg-liverを乗じて算出される1.56ng/mg-liverとした。 

4.9  試験液中のE1濃度 

曝露0日目および曝露2、7および14日後に各曝露区から採取した試験液中のE1濃度の測定結果を表-3に示す。 

 16℃区、20℃区および24℃_2カ月齢区の試験液中のE1濃度は、曝露期間を通して50～56ng/Lの範囲にあり、設定

濃度（50ng/L）の100～111%、試験液調製におけるE1添加濃度（55ng/L）の91～101%を維持していた。また、各測定

日間のばらつきも小さかった。24℃区は、曝露 7 日後まで 50ng/L 以上を維持していたが、14 日後の濃度は 48.7ng/L

とやや低かった。一方、28℃区のE1濃度には経時的な漸減傾向がみられ、曝露7日後および14日後の濃度（42.8およ

び29.7ng/L）は、他の曝露区の80%および55%程度と低かった。28℃区の曝露7日後および14日後については、予備試

料（採水直後にアスコルビン酸を添加、冷蔵保存したもの）として保存した試験液を用いた再測定を行ったが、再測定

値も43.0ng/Lおよび30.9ng/Lとほぼ同じ濃度であった。 

曝露期間中に測定した28℃区における希釈水およびE1原液の実測流量は、曝露期間を通して設定流量の±3%以内の

変動で維持されていたことから、E1原液添加量の低下が、試験水での濃度低下の原因ではないと考えられる。前述のよ

うに24℃区においても曝露7日後から14日後にかけて若干の濃度低下がみられたことから、試験水の水温に依存的に

試験水槽内でのバクテリア等によるE1の分解が促進され、結果として最も水温が高い28℃区で顕著な濃度低下が生じ

た可能性が考えられる。なお、24℃区と同じ水温条件の24℃_2カ月齢区では、試験液の換水率が10換水／日と24℃区

（6換水／日）よりも大きかったため、濃度低下がみられなかったと推察される。 

各曝露区における曝露0日目から曝露2、7または14日後までの試験液中の平均E1濃度、すなわち曝露2、7または

14日後に各曝露区から取り上げた雄メダカの曝露開始から取り上げ日までの試験液中のE1による平均曝露濃度を表-4

に示す。曝露0日目～2日後の平均E1濃度は、28℃区でやや低かったものの、曝露区間の差は最大で3.2ng/Lと比較的

小さかった。曝露0日目～7日後および14日後の平均濃度は、28℃区を除く曝露区間では最大差は1.3ng/Lおよび 

  

表-3 水温影響調査の曝露試験における試験液中のE1濃度 

E1濃度（ng/L） 曝露区 

曝露0日目 曝露2日後 曝露7日後 曝露14日後 

16℃区 54.0 55.5 52.5 54.6 

20℃区 54.6 54.0 50.2 51.1 

24℃区 52.9 55.3 51.0 48.7 

28℃区 52.3 50.8 42.8 29.7 

24℃_2カ月齢区 53.8 53.6 55.1 54.7 
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表-4 各曝露期間における試験液の平均E1濃度 

平均E1濃度（ng/L） 曝露区 

0日目～2日後 0日目～7日後 0日目～14日後 

16℃区 54.8 54.0 54.2 

20℃区 54.3 52.9 52.5 

24℃区 54.1 53.1 52.0 

28℃区 51.6 48.6 43.9 

24℃_2カ月齢区 53.7 54.2 54.3 

2.3ng/Lと小さかった。28℃区の曝露0日目～7日後および14日後の平均濃度は48.6および43.9ng/Lと、他の曝露

区より10～20%程度低い濃度であった。 

4.10 曝露期間中の生育環境の変化 

曝露期間中の各曝露区における水温の範囲（最低～最高）および平均を表-5 に示す。曝露期間中の平均水温は、各

曝露区とも水温条件の±0.5℃以内であった。曝露期間中の変動範囲も、16℃区が15.0～16.4℃、20℃区が19.1～21.0℃、

24℃区が23.6～24.8℃、28℃区が27.7～28.6℃、24℃_2カ月齢区が23.6～23.8℃と、いずれの曝露区においても水温

条件の±1℃以内を維持していた。 

曝露期間中の各曝露区における pH、溶存酸素濃度（DO）および溶存酸素飽和度の曝露期間中の範囲（最低～最高）

を表-6に示す。各曝露区のpHおよび溶存酸素濃度は、曝露0、1、6、9、12および14日目に測定した。各曝露区のpH

は7.1～7.9の範囲にあった。溶存酸素濃度は、5.8mg/L以上（飽和度として70%以上）であった。pHおよび溶存酸素飽

和度とも、曝露期間を通してOECD化学品テストガイドライン TG203 6)（魚類の急性毒性試験）で試験環境として推奨

される範囲（pH；6.0～8.5、溶存酸素飽和度; 60%以上）を維持していた。 

以上の結果から、本曝露試験における各曝露区の水温、pH および溶存酸素濃度は、曝露期間を通して設定条件また

は一般的な試験環境における適正範囲を維持しており、試験結果に影響を及ぼす要因はなかったと考えられる。 

 

表-5 水温影響調査の曝露試験における曝露期間中の水温 

曝露期間中の最低～最高水温および平均水温（℃） 曝露区 

水銀温度計での測定 磁気記録式水温計での測定 

16℃区 15.1 ～ 16.3 (15.8) 15.0 ～ 16.4 (15.8) 

20℃区 19.3 ～ 20.8 (20.2) 19.1 ～ 21.0 (20.4) 

24℃区 24.3 ～ 24.8 (24.5) 23.6 ～ 24.8 (24.2) 

28℃区 27.8 ～ 28.4 (28.1) 27.7 ～ 28.6 (28.1) 

24℃_2カ月齢区 23.6 ～ 23.8 (23.7) － 

注）括弧内の数値は平均水温を示す。24℃_2カ月齢区は、磁気記録式水温計による測定を行わなかった。 

 

表-6 水温影響調査の曝露試験における曝露期間中のpHおよび溶存酸素濃度 

最低～最高 曝露区 

pH DO（mg/L） DO飽和度（%） 

16℃区 7.1 ～ 7.6 6.8 ～ 7.9 70 ～ 82 

20℃区 7.3 ～ 7.7 6.5 ～ 7.9 73 ～ 87 

24℃区 7.3 ～ 7.9 6.4 ～ 7.4 78 ～ 87 

28℃区 7.3 ～ 7.9 5.8 ～ 7.0 75 ～ 86 

24℃_2カ月齢区 7.4 ～ 7.7 6.2 ～ 7.1 75 ～ 86 
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曝露期間中、28℃区で曝露6日後に1個体の死亡がみられた。他の曝露区では、曝露期間を通して死亡はみられなか

った。また、各曝露区とも、曝露期間を通して行動および外観に異常が認められた個体はみられなかった。 

4.11 供試個体の全長および体重 

曝露0日（曝露前）および曝露2、7および14日後に各曝露区から取り上げ、肝臓中VTG濃度分析に供した10個体の

平均全長および体重を表-7に示す。 

5カ月齢の雄メダカを曝露に供した16℃区、20℃区、24℃区および28℃区の平均体重には、相対的に水温の低い条件区

が大きく、水温の高い条件区ほど小さい傾向がみられた。 

4.12 肝指数 

曝露0日および曝露2、7および14日後に各試験水槽から取り上げ、肝臓中VTG濃度分析に供した雄メダカの肝指数

（10個体／曝露区の平均）を図-2に示す。 

各曝露区の肝指数は、曝露0日（曝露前）から曝露14日後にかけて低下する傾向がみられた。また、曝露0日および

曝露2、7および14日後とも、水温が低い条件区で肝指数が大きく、水温が高い条件区ほど肝指数が小さい傾向がみら

れた。肝臓採取の観察では、水温が低い条件区において色調がクリーム色の脂肪を多く蓄積した肝臓を持つ個体が多く

みられた。これはより低い水温条件下で飼育された個体ほど、基礎代謝量が小さく餌料から吸収した脂肪の肝臓への蓄

積量が多かったためと考えられる。 

 

4.13 肝臓中のVTG濃度 

曝露0日（曝露前）、曝露2，7および14日後に取り上げた雄メダカ（10個体／曝露区）の肝臓中VTG濃度（各曝露

区10個体の平均濃度）を図-3、10個体のうちVTG濃度が定量下限以上であった個体数を図-4に示す。 

5カ月齢の雄メダカ（16℃区、20℃区24℃区および28℃区）では、曝露前のVTG濃度（VTG）は、16℃区および20℃

区は全個体、24℃区は8個体、28℃区は4個体が定量下限未満（<1.56ng/mg）であった。また、定量下限以上の個体（24℃

区の2個体および28℃区の6個体）のVTGも1.6～1.7ng/mgと低い濃度であった。曝露2日後も、16℃区は全個体が定

量下限未満であった。20℃区、24℃区および28℃区では、VTGが定量下限以上の個体が2、2および7個体みられ、こ

のうちVTG 2ng/mg以上の個体は、1、2および3個体と僅かではあるが水温に依存して増加する傾向にあった。曝露7

日後には、16℃区の1個体を除く各曝露区の全個体でVTGは定量下限以上となり、16℃区、20℃区および24℃区の平均

VTGは2.3±1.5ng/mg、5.7±7.6ng/mgおよび10.4±7.7ng/mgと水温に依存した漸増傾向がみられた。しかし、28℃区

 

表-7 水温影響調査の曝露試験でVTG濃度分析に供した雄メダカの全長および体重 

平均全長（mm） 曝露区 

曝露0日 曝露2日後 曝露7日後 曝露14日後 

16℃区 32.9 ± 1.5 33.5 ± 1.6 33.7 ± 2.1 35.5 ± 1.1 

20℃区 35.0 ± 1.0 33.6 ± 1.9 35.1 ± 1.0 34.7 ± 1.3 

24℃区 32.3 ± 1.1 34.4 ± 1.6 34.1 ± 2.0 33.7 ± 1.8 

28℃区 33.9 ± 2.0 32.5 ± 2.0 31.7 ± 1.4 33.7 ± 1.4 

24℃_2カ月齢区 27.6 ± 1.3 28.4 ± 1.0 28.4 ± 0.9 29.7 ± 1.1 

平均体重（mg） 曝露区 

曝露0日 曝露2日後 曝露7日後 曝露14日後 

16℃区 474 ± 95 453 ± 94 505 ± 91 502 ± 64 

20℃区 515 ± 48 439 ± 67 503 ± 61 481 ± 54 

24℃区 413 ± 48 437 ± 77 470 ± 80 428 ± 63 

28℃区 432 ± 84 348 ± 60 361 ± 34 412 ± 64 

24℃_2カ月齢区 263 ± 27 249 ± 37 263 ± 30 280 ± 34 

注）データは、10個体の平均±標準偏差を示す。 
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については、全個体のVTGが定量下限以上であったが、平均VTGは3.5±2.0ng/mgと24℃区および20℃区よりも低か

った。曝露14日後は、16℃区の4個体、20℃区の2個体、24℃区および28℃区の1個体は、VTGが定量下限未満であ

った。しかし、16℃区および20℃区では、平均VTGは7日後よりも高かった。24℃区および28℃区では、14日後の平

均VTGは7日後より低くなった。以上のように、5カ月齢の雄メダカの各曝露区では、総体的にみると、各曝露区とも

曝露7日後から比較的明瞭なVTG生成がみられたが、VTGが定量下限未満または定量下限付近の個体もみられるなど個 

体間のばらつきも大きかった。 

2 カ月齢の雄メダカを曝露に供した 24℃_2 カ月齢区は、曝露前は全個体の VTG が定量下限以上であり、このうち 2

 

表-8 各曝露区における曝露日数間のVTG濃度の検定結果 

 16℃区 20℃区 24℃区 28℃区 
24℃_ 

2 ｶ月齢区 

0日vs 2日後 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 

0日vs 7日後 
0日<7日 

(p<0.01) 

0日<7日 

(p<0.01) 

0日<7日 

(p<0.01) 

0日<7日 

(p<0.01) 
N.S. 

0日vs 14日後 
0日<14日 

(p<0.05) 

0日<14日 

(p<0.01) 

0日<14日 

(p<0.01) 

0日<14日 

(p<0.05) 
N.S. 

2日後vs 7日後 
2日<7日 

(p<0.01) 

2日<7日 

(p<0.01) 

2日<7日 

(p<0.01) 
N.S. N.S. 

2日後vs 14日後 
2日<14日 

(p<0.05) 

2日<14日 

(p<0.05) 

2日<14日 

(p<0.01) 
N.S. N.S. 

7日後vs 14日後 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. 

注）N.S.は比較した曝露日間のVTGに統計学的な有意差が認められなかったことを示す。(p<0.05)および(p<0.01)は、

有意水準0.05または0.01で比較した曝露日間のVTGに上段に示す関係が有意に認められたことを示す。 

 

図-2 水温影響調査の曝露試験における雄メダカの肝指数 
（グラフに付したバーは標準偏差を示す。） 
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個体はVTGが2ng/mg以上であった。曝露2日後も7個体が定量下限以上であったが、いずれもVTGは2ng/mg未満であ

った。曝露7日後は7個体、14日後は全個体のVTGが定量下限以上であり、ともに6個体のVTGは2ng/mg以上であっ

た。また平均VTGは、曝露7日後から14日後にかけて増加傾向がみられたが、14日後でも2.8±1.3ng/mgと低く、5

カ月齢の雄メダカを供した24℃区のような曝露期間に依存した明瞭な増加傾向はみられなかった。 

各曝露区における曝露日間（曝露0日、曝露2、7および14日後）のVTG濃度について行った有意差検定の結果を表

-8に示す。16℃区、20℃区、24℃区および28℃区の各曝露区とも、曝露2日後と曝露0日（曝露前）のVTGに統計学

的な有意差は認められなかったが、曝露7日後および14日後のVTGは、曝露0日のVTGと比べて有意に高かった。16℃

区、20℃区および24℃区については、曝露7日後および14日後のVTGは2日後と比べても有意に高かったが、28℃区

では7日後および14日後のVTGと2日後のVTGに有意差は認められなかった。また、各曝露区とも、7日後と14日後

のVTGに有意差は認められなかった。24℃_2カ月齢区については、すべての曝露日間についてVTGに統計学的な有意差

は認められなかった。 

曝露0日（曝露前）および曝露2、7および14日後における各曝露区間のVTG濃度について行った有意差検定の結果

図-3 水温影響調査の曝露試験における雄メダカの肝臓中 
VTG濃度（グラフに付したバーは標準偏差を示す。）
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を表-9に示す。 

曝露前は、28℃区のVTGが16℃区および20℃区に比べて有意に高かったが、16℃区、20℃区および24℃区の各曝露区

間には有意差は認められなかった。曝露2日後のVTGも、28℃区と16℃区には有意差が認められたが、他の曝露区間に

有意差は認められなかった。曝露7日後のVTGは、24℃区が16℃区、20℃区および28℃区に比べて有意に高く、24℃

区以外の曝露区間に有意差は認められなかった。曝露14日後は、各曝露区間のVTGに有意差は認められなかった。 

同一水温条件で曝露した 5 カ月齢の雄メダカ（24℃区）と 2 カ月齢の雄メダカ（24℃_2 カ月齢区）について、曝露

前および曝露2、7および14日後におけるVTGの有意差検定を行った結果、曝露2日後および14日後は両曝露区のVTG

に統計学的な有意差は認められなかった。曝露前および曝露7日後は両曝露区のVTGに有意差（p<0.01）が認められた

が、曝露前は24℃_2カ月齢区のVTGが24℃区より高く、曝露7日後は、逆に、24℃区のVTGが24℃_2カ月齢区よりも

高かった。 

4.14 メダカへのE1曝露による水温および餌の影響 

 水温影響調査の曝露試験に供した5カ月齢の雄メダカでは、曝露0日（曝露前）のVTGは最も高い個体でも1.7ng/mg

と各曝露区とも総体的に低かった。しかし、VTGが定量下限以上であった個体数でみると、16℃区および20℃区が0個

体、24℃区が2個体、28℃区が6個体と、水温に依存した増加傾向がみられた。また、統計学的にも16℃区および20℃

区と28℃区のVTGには有意差が認められた。これらの結果は、馴化期間中の水温条件の差が、雄メダカのVTGの差を生

じさせた要因となったことを示唆している。より高い水温での飼育（馴化）において雄メダカのVTG生成量が多くなっ

た可能性も考えられるが、本試験の場合は、各曝露区間の肝指数の差が VTG に僅かな差異を生じさせたと推察される。

曝露前に取り上げた雄メダカの平均肝指数は、16℃区の3.9±1.1%、20℃区の3.4±0.4%に対して、28℃区は2.8±0.9%

と相対的に小さかった。また、個体ごとにみると、28℃区の10個体のうち、VTGが定量下限未満であった4個体の平均

肝指数は3.4±1.2％と16℃区および20℃区と同程度であったのに対して、VTGが定量下限以上であった6個体の平均

肝指数は2.4±0.4％と相対的に小さかった。馴化期間中に飼育水の水温を24℃から28℃に上昇させた28℃区では雄メ

ダカの基礎代謝量が大きくなり、逆に水温を低下させた 16℃区や 20℃区に比べて肝指数（肝臓重量）が小さくなった

と考えられる。VTGは肝臓1mgあたりのVTG量として算出されるため、馴化飼育の開始から終了（曝露前の雄メダカの

取り上げ時）までVTGの生成状況（肝臓中のVTG量）が変化しなくても、この間に肝臓重量が低下するとVTGは相対的

に大きくなる。28℃区では、馴化期間中に肝臓重量が比較的大きく低下した一部の個体で、結果的に曝露前のVTGが高

くなったと考えられる。 

これらのことから、16～28℃の範囲であれば水温条件の差異は、エストロゲン様物質を含まない飼育水（脱塩素水道

 

表-9 各曝露期間における各曝露区のVTG濃度の検定結果 

 曝露前 曝露2日後 曝露7日後 曝露14日後 

16℃区 vs 20℃区 N.S. N.S. N.S. N.S. 

16℃区 vs 24℃区 N.S. N.S. 
16℃<24℃ 

(p<0.01) 
N.S. 

16℃区 vs 28℃区 
16℃<28℃ 

(p<0.05) 

16℃<28℃ 

(p<0.05) 
N.S. N.S. 

20℃区 vs 24℃区 N.S. N.S. 
20℃<24℃ 

(p<0.05) 
N.S. 

20℃区 vs 28℃区 
20℃<28℃ 

(p<0.05) 
N.S. N.S. N.S. 

24℃区 vs 28℃区 N.S. N.S. 
24℃>28℃ 

(p<0.05) 
N.S. 

注）N.S.は比較した曝露区間のVTGに統計学的な有意差が認められなかったことを示す。(p<0.05)および(p<0.01)は、

有意水準0.05または0.01で比較した曝露区間のVTGに上段に示す関係が有意に認められたことを示す。 
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水）中で飼育された雄メダカのVTG生成に影響を及ぼさなかったことが示唆された。しかし一方で、馴化あるいは曝露

期間中の水温変化は肝指数（肝臓重量）を変動させる要因となり、結果として、僅かではあるもののVTGを変動させる

場合があることも示唆された。下水水処理水や河川水など環境水を試水とした曝露試験では、曝露に供した雄メダカの

VTGの変化（増加）は比較的小さいと考えられることから、エストロゲン様作用の有無や強さを正確に評価するために

は、供試する雄メダカを曝露前に曝露期間と同じ水温条件下で飼育しておくこと、また、曝露期間中に水温が大きく変

動しない条件下で試験を実施することが必要と考えられる。 

また、Tatarazako et al.8)は、日本国内で市販されている2種のELISAキットについて、複数の試験機関で同一試料

を測定する比較検証を行い、VTG濃度が定量下限付近の試料において、測定値のばらつきやキット間の差異が大きくな

ることを報告している。前述のような曝露試験から得られた結果については、とくに曝露した雄メダカのVTGの増加が

定量下限を僅かに超える程度であった場合、ELISA測定における誤差に起因する変化である可能性も念頭に置いて評価

することが必要と考えられる。 

4.15 E1曝露における雄メダカのVTG生成への影響 

水温影響調査の曝露試験では、16℃区、20℃区、24℃区および 28℃区における曝露 2 日後の VTG は、曝露前の VTG

と統計学的に有意差は認められなかった。また、VTGが定量下限以上の個体数にも明瞭な増加傾向はみられなかった。

これらの結果から、50ng/L前後のE1による2日間の曝露は、水温によらず雄メダカに有意なVTG生成を誘導しないこ

とが示唆された。一方、曝露7日後および14日後のVTGは、各曝露区とも曝露前と統計学的な有意差が認められ、水

温が16～28℃の範囲にあれば、水温によらず少なくとも7日間の曝露で雄メダカに有意なVTG生成を誘導することが示

唆された。 

また、曝露7日後の平均VTGには、16℃区から24℃区まで水温に依存した漸増傾向がみられ、統計学的にも20℃区

のVTGは16℃区よりも有意に高く、24℃区のVTGは16℃区および20℃区よりも有意に高くなった。各曝露区とも9個

体以上のVTGが定量下限以上であったが（図-4）、このうちVTGが定量下限の2倍以上であった個体に着目すると、そ

の個体数には16℃区から24℃区まで水温に依存した明瞭な増加傾向がみられた（図-5）。前述のように、曝露前におけ

る各曝露区間のVTGの差異は、肝指数に依存して生じたものと推察された。曝露7日後においても、16℃区および20℃

区の平均肝指数（3.7±0.7％および3.6±0.7％）に比べて24℃区の平均肝指数（2.4±0.5％）は小さく（図-5）、VTG

が16℃区あるいは20℃区よりも相対的に高い値を示した可能性も考えられる。しかし、肝指数が同程度であった16℃

区と20℃区間のVTGに比較的明瞭な差異がみられることから、7日後にみられた各曝露区間のVTGの差は、水温条件の
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図Ⅳ-1.1 ビテロゲニン濃度が定量下限の２倍以上の個体数 
（水温影響調査の暴露試験） 

 

図-5  
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差異によって生じたものと考えられる。Ishibashi et al. (2001) は、10℃と 30℃の各水温条件下でキンギョを

17β-estradiol（100µg/L）に曝露した場合に、10℃よりも30℃において血漿中のVTGに急激な増加がみられ、曝露1、

5 あるいは 10 日後の血漿中濃度も 30℃での曝露で高くなったこと報告している 9)。本調査の結果もこれと一致するも

のであった。これらのことから、エストロゲン物質で曝露された雄メダカのVTG生成は、水温の影響を受け、16～24℃

の水温条件下では、水温の上昇に依存してVTGを生成する個体数が増加し、肝臓中の濃度も相対的に高くなることが示

唆された。 

一方、曝露14日後においても、VTGが定量下限の2倍以上であった個体数には、7日後と同様に16℃区から24℃区

にかけて水温に依存した増加傾向がみられた。しかし、各曝露区のVTGには統計学的な有意差は認められなかった。ま

た、24℃区については、平均VTGおよびVTGが定量下限の2倍以上であった個体数は7日後よりも少なかった。これら

の結果から、比較的低い水温条件下（例えば 20℃以下）では、VTG を生成する個体は曝露期間に依存して増加し、VTG

を生成している個体のVTGも相対的に増加するものの、水温が相対的に高い条件では、これらが必ずしも曝露期間に依

存して増加しない場合もあることが示唆された。 

雄メダカの VTG 生成を指標として環境水のエストロゲン作用を評価する場合、試水の水温が 20℃程度あるいはそれ

以下であれば、曝露試験の期間（雄メダカの曝露期間）を相対的に長くすること（例えば、14日間またはそれ以上）が、

適正な評価のために必要と考えられる。しかし、試水の水温が24℃程度あるいはそれ以上であれば、曝露期間を長くす

ることは必ずしも適正な評価のためには必要ではなく、逆に曝露試験の結果あるいはその解釈を曖昧にする要因になる

こともあると考えられる。 

なお、水温影響調査の曝露試験では、28℃区の曝露 7 日後の VTG は、16℃区および 20℃区と統計学的な有意差はみ

られず、また 24℃区よりも有意に低かった。28℃区については、曝露 7 日後および 14 日後に測定した試験液中の E1

濃度は、16℃区から24℃区の平均濃度の84％および58%と低く、曝露2日後以降、14日後まで漸減していたと考えら

れる。当施設で実施した試験から得られた曝露7日後または14日後の雄メダカにおけるVTG生成に対するE1の最小作

用濃度は79.5ng/L、最大無作用濃度は31.6ng/Lであった。また、17β-estradiolで曝露した雄メダカを清浄な飼育水

に戻して飼育すると、血清中の VTG は経時的に低下することが報告され 10)、本試験の結果では、肝臓中 VTG

（17β-estradiol で曝露直後の濃度は約200ng/mg）の半減期は約5日と見積もられた。水温影響調査の曝露試験にお

ける曝露濃度（50ng/L）は最小作用濃度（閾値）に近い濃度であり、28℃区における曝露14日後のE1濃度は、無作用

濃度付近もしくはそれ以下であると考えられる。28℃区については、試験液中の E1 濃度が無作用濃度付近まで低下し

たために、VTGを生成した個体も少なく、またVTGを生成した個体も代謝の増大によるVTGの低下速度が相対的に大き

かった結果、曝露14日後あるいは7日後におけるVTGが相対的に低くなったと推察される。 

4.16 雄メダカの月齢とVTG生成の関連性 

水温影響調査の曝露試験に供した2カ月齢の雄メダカ（24℃_2カ月齢区）では、曝露前のVTGは全個体が定量下限以上

であり、統計学的にも同じ水温条件である5カ月齢の雄メダカ（24℃区）より有意に高かった。24℃_2カ月齢区の平均

肝指数は24℃区よりも大きかったことから、両曝露区間のVTGの差は肝指数の差に起因したものではないことが示唆さ

れる。すなわち、試験に供した2カ月齢と5カ月齢の雄メダカでは、曝露前のVTG生成量が異なっていたと考えられる。

曝露前のVTG生成量に差を生じさせた要因として、曝露試験に供するまでの飼育条件の違いが考えられる。5カ月齢の

雄メダカは、曝露試験に供する約2カ月前から雄個体のみで飼育されていたのに対して、2カ月齢の雄メダカは試験に

供する5～7日前まで雌雄一緒に飼育されていた。このため2カ月齢の雄メダカでは、雌個体（雌メダカ）が排泄した

エストロゲンの影響でVTGが生成され、5カ月齢の雄メダカよりも曝露前のVTGが高くなっていた可能性が考えられる。 

水温影響調査の曝露試験では、24℃_2カ月齢区におけるVTGが定量下限以上であった個体数は曝露前から曝露7日後ま

で漸減し、5カ月齢の雄メダカ（24℃区）とは異なる傾向を示した。また、曝露7日後および14日後とも、24℃_2カ

月齢区でVTGが定量下限の2倍以上であった個体数は24℃区より少なく、これらの個体のVTGも24℃区より相対的に

低かった。すなわち、水温影響調査の曝露試験に供した2カ月齢の雄メダカについては、E1（エストロゲン物質）に対

する感受性が5カ月齢の雄メダカよりも相対的に低かったことが示唆される。このようなエストロゲン物質に対する感

受性の差がどのような要因で生じたか特定することはできないが、前述のような供試前の飼育環境と関連している可能

性も考えられる。したがって、環境水のエストロゲン作用を評価するための曝露試験に供する雄メダカは、供試前の十

分な期間（例えば少なくとも1カ月以上）、雄個体のみで飼育しておくことが望ましいと考えられる。 
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5 餌を通してのエストロゲンの曝露 

E1を添加した配合飼料（0、15、150および1500 ng/g-餌料の4条件）を月齢5カ月の雄メダカに2回／日の頻度で

給餌して曝露した（最長14日間）。曝露前および曝露開始から2、7および14日後に各条件区から雄メダカを取り上げ、

肝臓中のVTG濃度を測定した。 

各条件での肝臓中VTG濃度から、餌料を通したE1曝露（経口曝露）における雄メダカのVTG生成について、餌料中E1

濃度との関係やその経時的変化など餌料の及ぼす影響について検討した。 

5.1 曝露濃度および曝露区の設定 

餌の影響調査の曝露試験では、飼料中濃度が0、15、150および1500ng/g程度となるようにE1を添加した配合飼料

を調製し、これらを5カ月齢の雄メダカに与えてE1で曝露した。E1濃度0、15、150および1500ng/gの飼料を給餌す

る条件をそれぞれ0ng/g区、15ng/g区、150ng/g区および1500ng/g区と表記する。 

 

表10 餌の影響調査の曝露試験における条件 

曝露方式 ： E1 添加飼料の給餌によ

る曝露 

設定曝露濃度 ： 飼料中E1濃度として、

0、15、150 および

1500ng/g 

E1添加飼料の給餌 ： 2回／日、飽食を目安に

給餌 

飼育水 ： 脱塩素水道水による流

水式 

飼育水の換水率 ： 5換水／日以上 

水温 ： 24±2℃ 

曝露期間 ： 2、7、14日間 

供試生物 ： 雄メダカ（ヒメダカ系）

供試生物の月齢 ： 5カ月齢 

供試生物数 ： 84個体（0ng/g区） 

65 個体（15ng/g 区、

150ng/g 区 お よ び

1500ng/g区） 

照明 ： 昼光用蛍光灯光、明期

16時間／暗期8時間 

曝露条件を表-10に示す。本試験における雄メダカの曝露は、以下に示す室温を24℃に設定した大気循環型安定性試

験室（タバイエスペック株式会社）に設置された流水式曝露装置（図-6）を用いて実施した。本試験では、曝露装置の

下部と上部の希釈水タンクを循環させ水温調整器（東京理化株式会社、クーリングサーモポンプ CTP-102）で水温を24

±1℃に調節した脱塩素水道水を飼育水として試験水槽に供給した。飼育水は、装置上部の希釈水タンクから希釈水槽

の供給、さらに下面のガラス製キャピラリー管を通して各試験水槽に一定流量で供給した。試験水槽は、各曝露区とも

水量が20Lとなる位置に排水口（ガラス製）を付けた硬質ガラス製水槽を用いた。各試験水槽への飼育水の供給量（流

量）は 100mL/min（7.2 換水／日）とした。なお、本試験に用いた曝露装置および試験水槽は、試験水槽に供給する飼

育水との接液部には内分泌かく乱作用を持つ化学物質を溶出しない素材（ガラス、ステンレス鋼、PTFEおよびPFEのテ

フロン、シリコン）のみが使用されている。 

本試験に供した雄メダカは、曝露開始の14日以上前か 

ら試験と同じ環境下で飼育した。曝露開始の14日前からそれまでのアルテミアふ化幼生から配合飼料（おとひめB-2、

日清飼料）に切り替え、曝露期間中に給餌する配合飼料に馴化させた。 
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5.2 E1添加飼料の調製 

曝露期間中に各曝露区の雄メダカに給餌するE1添加飼料は、以下に示す方法を用いて顆粒状の配合飼料にE1を添加、

吸着させて調製した。 

1) 配合飼料 

E1添加飼料の調製には、海産魚類用配合飼料「おとひめB-2（日清飼料）」を用いた。 

2) E1の添加濃度 

1500ng/g区、150ng/g区および15ng/g区用の飼料は、配合飼料にE1をアセトンに溶解して添加し、アセトンを窒素

ガスの吹き付けで留去する方法を用いて調製した。調製に際して飼料に添加するE1量は、アセトン留去においてE1の

一部が調製容器等に残留する可能性を勘案して、設定飼料中濃度（1500、150および15ng/g）の110%相当量とした。 

3) 調製方法 

E116.7mgを100ｍLのアセトン（農薬分析用、和光純薬工業株式会社）に溶解してE1濃度167µg/mLのアセトン溶液

を調製し、これをアセトンで段階的に希釈にして、1670、167および16.7ng/ｍLのアセトン溶液を調製した。 

1500ng/g区のE1添加飼料は、ガラスビーカーに分取した配合飼料50gにE1濃度1670ng/ｍLのアセトン溶液50mLを添

加、よく混合した後、窒素ガスを穏やかに吹き付けてアセトンを留去して調製した。150ng/g 区および15ng/g 区の E1

添加飼料も同様の手順で167および16.7ng/ｍLのアセトン溶液を用いて各50ｇを調製した。0ng/g区の飼料は、無処

理の配合飼料とした。 

4) 飼料中のE1濃度測定 

調製した各E1添加飼料から約5gを分取して、E1濃度分析に供した。 

5.3 曝露中の操作および管理 

1) E1添加飼料の給餌 

表-11に示した個体数を水槽に入れ試験を行った。曝露期間中は、1日に2回（午前9時頃および午後3時頃）、各曝

露区の雄メダカにE1添加飼料を給餌した。給餌では、食べ残しがでないように供試魚の摂餌状態をみながら10～15分

間かけて飼料を少量ずつ与えた。給餌量は飽食量としたが、水槽内の雄メダカの概ね半数以上が飼料に対して積極的な

試験水槽

飼育水の供給管

図-6 餌の影響調査の曝露試験に用いた流水式曝露装置 
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摂餌行動を示さなくなった時点で給餌を終了した。曝露14日後（曝露終了日）は無給餌とした。 

 

表-11 餌の影響調査の曝露試験における 

雄メダカの供試個体数 

 曝露期間 曝露区 

 0日 2日 7日 14日 

0 ng/g区   10 10 10 10 

15 ng/g区  - 10 10 10 

150 ng/g区   - 10 10 10 

1500 ng/g区  - 10 10 10 

2) 曝露期間中の管理 

曝露期間中は、毎日、各曝露区について死亡個体の有無、行動および外観異常の有無を肉眼的に観察した。死亡個体

がみられた場合は、直ちにタモ網で掬い取り水槽内から除去した。また、午後の給餌から約3時間後にサイフォンを用

いて水槽内の糞および残餌等を除去した。 

3) 曝露期間中の環境測定 

各曝露区について、試験液の水温を毎日、pH および溶存酸素濃度を週 3 回の頻度で測定した。水温は検定済みの水

銀棒状温度計、pHはガラス電極式水素イオン濃度計（METTLER TOLEDO、MP125）、溶存酸素濃度はポーラログラフ式溶存

酸素濃度計（METTLER TOLEDO、MO128）を用いて、それぞれ試験水槽の中央部で測定した。飼育水の流量は、1回／日の

頻度で測定した。 

4) E1濃度分析試料の採取 

曝露 2、7および14日目に各曝露区の試験水槽からE1濃度分析に供するための試料（試験液）を採取した。曝露2

および7日目の試料は、当日午前の給餌から約4時間後に採取した。曝露14日目の試料は、当日の遺伝子解析用の肝

臓採取および肝臓中のVTG濃度分析に供する雄メダカの取り上げ時（前日午後の給餌から約17時間後）に採取した。 

試料は、試験水槽中央部の中層からサイフォンを用いてガラス容器（1000ｍL 容）に採取した。採取量は 2000mL 以

上とし、うち1000ｍLを直ちに前処理（抽出）に供し、残りは予備試料としてアスコルビン酸を添加して冷蔵保存した。 

供試個体は、小型のネットを用いて試験水槽内の雄メダカから無作為に掬いあげ、曝露区ごとに水温24±2℃の脱塩

素水道水（約1.5L）を入れた手付きビーカーに収容して解剖作業を行う実験室に搬入した。 

5.4 飼料中のE1濃度測定 

餌の影響調査の曝露試験に用いたE1添加飼料中のE1濃度は、「下水試験方法（追補暫定版）2002年版、日本下水道

協会」に準じた方法によりLC/MS/MSで測定した。 

表-12 飼料中のE1濃度 

E1濃度（ng/g） 
飼料 

実測濃度 添加濃度 

0 ng/g区用 ND 0 

15 ng/g区用 30.0 16.7 

150 ng/g区用 355 167 

1500 ng/g区用 2330 1670 

注）NDは定量下限未満（0.3ng/g未満）を示す。 

0ng/g区、15ng/g区、150ng/g区および1500ng/g区用に調製したE1添加飼料中のE1濃度の測定結果を表-12に示す。

0ng/g区用飼料（E1無添加）中のE1濃度は、定量下限未満であった。15ng/g区、150ng/g区および1500ng/g区用に調

製した各飼料中E1の実測濃度は、30.0、355および2330ng/gであった。これは添加濃度の1.5～2.3倍に相当する濃度

であった。飼料中の E1 濃度が添加濃度以上になることは考えにくいことから、実測濃度と添加濃度の解離は、飼料中
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のE1濃度が均一でなかった等によって生じた誤差の可能性が考えられる。 

 

5.5 試験環境 

曝露期間中の各曝露区における水温の範囲（最低～最高）および平均を表-13に示す。曝露期間中の平均水温は、 

各曝露区とも24±0.3℃以内であった。また、曝露期間中の変動範囲も、各曝露区とも24±1℃以内を維持していた。 

曝露期間中の各曝露区における pH、溶存酸素濃度（DO）および溶存酸素飽和度の曝露期間中の範囲（最低～最高）

を表-14 に示す。各曝露区のpH および溶存酸素濃度は、曝露0、3、6、9、12および14日目に測定した。各曝露区の

pHは7.0～8.0の範囲にあった。溶存酸素濃度は、飼育個体数の多かった曝露開始日が5.0～5.3mg/L（飽和度として61

～64%）とやや低かったが、曝露3日目以降の飽和度は65%以上であった。pHおよび溶存酸素飽和度とも、曝露期間を

通して OECD 化学品テストガイドライン TG203 6)（魚類の急性毒性試験）で試験環境として推奨される範囲（pH；6.0

～8.5、溶存酸素飽和度; 60%以上）を維持していた。 

各曝露区の試験水槽への飼育水の供給量（実測流量）は、曝露期間を通して設定流量（100mL/min、換水率として7.2

換水／日）の99～101%の範囲を維持していた。 

以上の結果から、本曝露試験における各曝露区の水温、pH および溶存酸素濃度は、曝露期間を通して設定条件また

は一般的な試験環境における適正範囲を維持しており、試験結果に影響を及ぼす要因はなかったと考えられる。 

5.6 E1添加飼料の給餌量 

曝露2、7および14日後に各曝露区から取り上げた雄メダカの曝露開始日（曝露0日目）から取り上げ日までの総給

餌量を表-15に示す。各曝露日における1個体あたりの給餌量は、各曝露区の総給餌量を飼育個体数で除して算出した。

曝露期間中に雄メダカ1個体に給餌した1日あたりの給餌量は7.9～8.7mg/day/indであった。曝露期間中に各曝露区

から取り上げた雄メダカの平均体重（約580mg）であり、1日あたりの給餌量は体重の1.4%前後であった。 

5.7 飼育水中のE1濃度 

曝露2、7および14日後に各曝露区の試験水槽から採取した飼育水中のE1濃度の測定結果を表-16に示す。 

1500ng/g区を除く各曝露区では、曝露期間を通して採取した飼育水中のE1濃度は0.4ng/L以下であった。1500ng/g区

では、曝露14日目（曝露終了時）に採取した飼育水のE1濃度は0.2ng/Lと他の曝露区と同様に低かったが、曝露2お

よび7日目に採取した飼育水のE1濃度（1.7および1.1ng/L）は、他の曝露区や14日目の飼育水に比べて1ng/L程度

高かった。曝露2および7日目は、飼育水を午前と午後の給餌の間（午前の給餌から約4時間後）に採取したことから、

給餌した飼料から飼育水に溶出し 

表-13 餌の影響調査の曝露試験における曝露期間中の水温 

曝露区 曝露期間中の最低～最高水温 

および平均水温（℃） 

0 ng/g区 23.9 ～ 24.6 (24.3) 

15 ng/g区 23.9 ～ 24.4 (24.1) 

150 ng/g区 23.7 ～ 24.1 (23.9) 

1500 ng/g区 23.6 ～ 24.0 (23.9) 

注）括弧内の数値は平均水温を示す。  

表-14 曝露期間中のpHおよび溶存酸素濃度 

最低～最高 曝露区 

pH DO 

（mg/L） 

DO飽和度 

（%） 

0 ng/g区 7.0～7.7 5.0～7.6 61～77 

15 ng/g区 7.0～7.7 5.3～7.6 64～79 

150 ng/g区 7.0～7.8 5.3～8.0 64～77 

1500 ng/g区 7.1～8.0 5.2～8.2 63～78 
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表-15 曝露試験におけるE1添加飼料の給餌量 

給餌量（mg/個体）  

曝露区 曝露期間 

 0～1日目 0～7日目 0～14日目 

0 ng/g区 16.4 59.3 117.4 

15 ng/g区 16.5 51.8 110.1 

150 ng/g区 18.8 60.4 122.2 

1500 ng/g区 17.0 57.3 121.6 

注）給餌量は、各曝露期間中における雄メダカ1個体あたりの給餌量を示す。 

表-16 餌の影響調査の曝露試験における飼育水中の E1

濃度 

E1濃度（ng/L） 曝露区 

曝露2日目 曝露7日目 曝露14日目 

0 ng/g区 0.3 0.3 0.3 

15 ng/g区 0.2 0.1 0.1 

150 ng/g区 0.4 0.3 0.2 

1500 ng/g区 1.7 1.1 0.2 

たE1の影響等により相対的に濃度が高くなったと考えられる。一方、14日目のE1濃度は、前日の給餌から約17時間

後に採取した飼育水で測定しており（14日目は曝露終了日で無給餌のため）、前日午後の給餌以降、飼育水が換水され

たことによりE1濃度が低くなったと考えられる。なお、1500ng/g区における曝露期間中の飼育水中E1の平均濃度は、

最も高濃度になると思われる午前と午後の給餌間における濃度（曝露2および7日後の算術平均濃度；1.4ng/L）と最

も低濃度になると思われる前日午後の給餌から18時間後の濃度（曝露14日後の濃度；0.2ng/L）の幾何平均として算

出される0.5ng/L程度であったと見積もられる。 

以上の結果から、各曝露区における曝露期間中の飼育水中のE1濃度は低く、雄メダカのVTG 生成に影響を与えない

レベルにあったと推察される。 

 

5.8 曝露期間中の死亡 

曝露1日後に150ng/g区、8日後に1500ng/g区でそれぞれ1個体の死亡がみられた。他の曝露区では、曝露期間を

通して死亡はみられなかった。また、各曝露区とも、曝露期間を通して行動および外観に異常が認められた個体はみら

れなかった。 

5.9 供試個体の全長および体重 

曝露0日（曝露前）および曝露2、7および14日後に各曝露区から取り上げ、肝臓中VTG濃度分析に供した10個体

の平均全長および平均体重を表-17に示すとおりであった。 

5.10 肝指数 

曝露 0 日および曝露 2、7 および 14 日後に各曝露区から取り上げ、肝臓中 VTG 濃度分析に供した個体の肝指数（10

個体／曝露区の平均）を図-7に示す。各曝露区の平均肝指数は2.1～3.0％の範囲にあった。曝露2、7および14日後

とも各曝露区の肝指数に明確な差異や傾向等はみられなかった。 

5.11 肝臓中のVTG濃度 

曝露0日（曝露前）、曝露2，7および14日後に各曝露区から取り上げた雄メダカ（10個体／曝露区）の肝臓中VTG

濃度（10個体の平均）を表-18、VTG濃度が定量下限 
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以上であった個体数を表-19に示す。曝露前に0ng/g区から取り上げた10個体のVTG濃度（VTG）は、8個体が定量

下限未満（<1.56ng/mg）であり、他の2個体も1.7および1.9ng/mgと低かった。曝露2、7および14日後のVTGは、

0ng/g区、15ng/g区および150ng/g区の各曝露区では、全個体が定量下限未満であった。1500ng/g区では、曝露2日後

0

1

2

3

4

5

暴露前 2日後 7日後 14日後

暴露期間

平
均

肝
指

数
 (%

)

0 ng/g区
15 ng/g区
150 ng/g区
1500 ng/g区

図-7 餌の影響調査の曝露試験における雄メダカの肝指数 
（グラフに付したバーは標準偏差を示す。） 

注）データは、10個体の平均±標準偏差を示す。

666 ± 82601 ± 99513 ± 60-1500ng/g区

577 ± 79611 ± 97557 ± 71-150ng/g区

611 ± 73563 ± 65560 ± 73-15ng/g区

585 ± 86561 ± 90599 ± 63536 ± 1020ng/g区

曝露14日後曝露7日後曝露2日後曝露0日

平均体重（mg）曝露区

37.4 ± 1.337.2 ± 1.835.0 ± 1.4-1500ng/g区

36.5 ± 1.537.1 ± 1.535.6 ± 1.3-150ng/g区

37.0 ± 1.236.7 ± 1.635.7 ± 1.9-15ng/g区

37.0 ± 1.436.1 ± 1.636.0 ± 1.336.5 ± 3.30ng/g区

曝露14日後曝露7日後曝露2日後曝露0日

平均全長（mm）曝露区

表-21 餌の影響調査の曝露試験で

VTG濃度分析に供した雄メダカの全長および体重

注）データは、10個体の平均±標準偏差を示す。

666 ± 82601 ± 99513 ± 60-1500ng/g区

577 ± 79611 ± 97557 ± 71-150ng/g区

611 ± 73563 ± 65560 ± 73-15ng/g区

585 ± 86561 ± 90599 ± 63536 ± 1020ng/g区

曝露14日後曝露7日後曝露2日後曝露0日

平均体重（mg）曝露区

37.4 ± 1.337.2 ± 1.835.0 ± 1.4-1500ng/g区

36.5 ± 1.537.1 ± 1.535.6 ± 1.3-150ng/g区

37.0 ± 1.236.7 ± 1.635.7 ± 1.9-15ng/g区

37.0 ± 1.436.1 ± 1.636.0 ± 1.336.5 ± 3.30ng/g区

曝露14日後曝露7日後曝露2日後曝露0日

平均全長（mm）曝露区

表-21 餌の影響調査の曝露試験で

VTG濃度分析に供した雄メダカの全長および体重

 
表-17 餌の影響調査の曝露試験でVTG濃度分析に供した雄メダカの全長および体重 
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および7日後は定量下限以上の個体が1個体ずつ（VTGは9.4および13.5ng/mg）であったが、14日後は6個体（VTG

は1.6～6.4ng/mg）と増加した。しかし、平均VTGには明瞭な増加傾向はみられなかった。 

表-18 餌の影響調査の曝露試験における雄メダカの肝臓

中VTG濃度 

VTG濃度（ng/mg） 曝露区 

曝露 

前 

曝露 

2日後 

曝露 

7日後 

曝露 

14日後

0ng/g区 1.0±0.4 ND ND ND 

15ng/g区 － ND ND ND 

150ng/g区 － ND ND ND 

1500ng/g区 － 1.6±2.7 2.1±4.0 2.3±1.9

注）データは、10個体の平均±標準偏差を示す。NDは全個体のVTG濃度が

定量下限未満（1.56ng/mg 未満）であったことを示す。VTG 濃度が定量下限

未満については、平均値の算出に定量下限の半数値を用いた。 

表-19 肝臓中VTG濃度が定量下限以上の個体数 

曝露区 曝露 

前 

曝露 

2日後

曝露 

7日後

曝露 

14日後

0ng/g区 2 0 0 0 

15ng/g区 － 0 0 0 

150ng/g区 － 0 0 0 

1500ng/g区 － 1 1 6 

各曝露区における曝露日間（曝露0日、曝露2、7および14日後）のVTG濃度について有意差検定を行った結果、各

曝露区ともすべての曝露日間のVTGに統計学的な有意差は認められなかった。 

曝露2、7および14日後における各曝露区間のVTG濃度について行った有意差検定の結果を表-20に示す。 

曝露前および曝露2日後は、各曝露区間のVTGに統計学的な有意差は認められなかった。曝露14日後も、0ng/g区、15ng/g

区および150ng/g区の各曝露区間のVTGに有意差は認められなかったが、1500ng/g区のVTGは、これら3曝露区のVTG

注）N.S.は比較した曝露区間のVTGに統計学的な有意差が認められなかったことを示す。(p<0.05)は、
有意水準0.05で比較した曝露区間のVTGに上段に示す関係が有意に認められたことを示す。

0ng/g<1500ng/g

(p<0.05)
N.S.N.S.150ng/g区 vs 1500ng/g区

0ng/g<1500ng/g

(p<0.05)
N.S.N.S.15ng/g区 vs 1500ng/g区

N.S.N.S.N.S.15ng/g区 vs 150ng/g区

0ng/g<1500ng/g

(p<0.05)
N.S.N.S.0ng/g区 vs 1500ng/g区

N.S.N.S.N.S.0ng/g区 vs 150ng/g区

N.S.N.S.N.S.0ng/g区 vs 15ng/g区

曝露

14日後

曝露

7日後

曝露

2日後

表-24 各曝露期間における各曝露区のVTG濃度の検定結果

注）N.S.は比較した曝露区間のVTGに統計学的な有意差が認められなかったことを示す。(p<0.05)は、
有意水準0.05で比較した曝露区間のVTGに上段に示す関係が有意に認められたことを示す。

0ng/g<1500ng/g

(p<0.05)
N.S.N.S.150ng/g区 vs 1500ng/g区

0ng/g<1500ng/g

(p<0.05)
N.S.N.S.15ng/g区 vs 1500ng/g区

N.S.N.S.N.S.15ng/g区 vs 150ng/g区

0ng/g<1500ng/g

(p<0.05)
N.S.N.S.0ng/g区 vs 1500ng/g区

N.S.N.S.N.S.0ng/g区 vs 150ng/g区

N.S.N.S.N.S.0ng/g区 vs 15ng/g区

曝露

14日後

曝露

7日後

曝露

2日後

表-24 各曝露期間における各曝露区のVTG濃度の検定結果

 
表-20 各曝露期間における各曝露区のVTG濃度の検定結果 
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よりも有意に高かった。 

5.12 雄メダカのVTG生成に及ぼす餌の影響 

餌の影響調査の曝露試験では、0 ng/g区、15 ng/g区および150 ng/g区は曝露2日後から14日後まですべて個体のVTG

が定量下限未満であり、VTGを生成した個体はみられなかった。1500 ng/g区については、曝露2日後および7日後は

VTGが定量下限以上であった個体は1個体のみであったが、14日後には6個体に増加した。14日後のVTGは、曝露前あ

るいは他の曝露区と統計学的に有意差が認められた。しかし、14 日後の平均 VTG は 2.3±1.9ng/mg とかなり低いもの

であった。 

1500 ng/g区の雄メダカには、曝露開始から14日後まで1日に1個体あたり平均8.7mgのE1添加飼料を給餌した。し

たがって、調製時の添加濃度（1670ng/g）を飼料中のE1濃度とすると、雄メダカ1個体が飼料とともに体内に取り込

んだE1量は、1日あたり14.5ngと見積もられる。これらの結果から、雄メダカのVTG生成を誘導する餌料中のE1濃度

は1500ng/g以上であり、1日あたり15ng程度のE1が体内に取り込まれた場合にVTG生成が誘導されることが示唆され

た。 

 

6. 本研究のまとめ 

 本研究を通し、以下のことが明らかとなった。 

① 水温影響調査の暴露試験では、16ºC、20 ºC、24 ºCおよび28 ºCの各水温条件とも暴露7日後および14日後に雄

メダカの肝臓中VTG濃度に統計学的に有意な増加がみられ、VTG生成がみられた個体数やVTGに水温に依存した増

加傾向がみられた。これらの結果から、E1 に暴露された雄メダカの VTG 生成は、水温の影響を受け、16～24 ºC

の水温条件下では、水温の上昇に依存して VTG を生成する個体数が増加し、肝臓中の濃度も相対的に高くなるこ

とが示唆された。 

② 餌の影響調査の暴露試験では、E1 濃度が最も高い 1500 ng/g の飼料を給餌した雄メダカの暴露 14 日後のみ

VTGの有意な増加がみられた。この結果から、雄メダカのVTG生成を誘導する飼料中のE1濃度は1500ng/g
以上であり、1 日あたり 15ng 程度のE1 が餌を通して体内に取り込まれた場合に雄メダカのVTG 生成が誘

導されることが示唆された。 
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都市排水に含まれるエストロゲン様物質が魚類に及ぼす影響と指標化に関する研究 

研究予算：競争的資金（地球環境保全等調査研究費） 

研究期間：平14 ～ 平17 

担当チーム：水循環研究グループ（水質） 

研究担当者： 鈴木 穣、宮島 潔 

1. はじめに 

1.1 研究の背景 

近年、世界各地で野生生物の生殖器官や生殖行動の異常が報告されている。これらの原因として、人間活動により放

出される化学物質による内分泌系の攪乱によるものだと考えられ、そのような一群の化学物質は、内分泌かく乱化学物

質（以下EDCs：Endocrine Disrupting Chemicals）と分類された。その中でも特に、雌性化を引き起こす物質は、生体

内でエストロゲンの作用により生じる現象と同様の影響を及ぼす事から、エストロゲン様物質と呼ばれる。 

1.2 イギリスでの先行研究 

イギリスでは、1960年代から淡水魚において生殖器官に異常をもつ個体が発見されており、世界的にも先駆的な研究

が行われてきた。精巣内に卵を生成している雌雄同体魚の発見に端を発し、河川における雄魚の雌性化という現象につ

いて1980年代後半から研究が進められてきた。フィールド調査と被疑物質による曝露試験によって得られた研究成果か

ら、雄魚の雌性化を引き起こす要因は、主として下水処理場から放流される人畜由来の天然エストロゲンである17β-

エストラジオール（E2）1)とエストロン（E1）1)、そして医薬品（ピル）として使用されている合成エストロゲンの17α-

エチニルエストラジオール（EE2）2)であることが明らかにされた。また、非イオン界面活性剤の分解産物の一つである

ノニルフェノール（NP）3,4)が羊毛洗浄工場から多量に排出された河川では、このようなエストロゲン様物質により同様

の魚類影響が引き起こされたことも明らかにされた。 

1.3 日本における既往調査 

日本の河川においても雄魚の雌性化が引き起こされているのかを調べるため、国土交通省は、平成10年（1998年）か

ら、全国の一級河川を対象としたEDCsの水質、底質の汚染レベル、下水処理場における処理レベルについて調査を行っ

た。その結果、下水処理場で高率にEDCsが除去されているが、完全に除去されなかった物質が水環境へ排出されている

ことが明らかとなった。また、同省により平成10年から平成13年（2001年）にかけて実施された全国一級河川における

魚類実態調査の結果、29河川69地点で雄コイのエストロゲン様物質による暴露の兆候、つまり血中ビテロジェニン（VTG）

濃度の上昇が確認された。VTGは、通常雌個体の体内でエストロゲンの作用によって肝臓で生成される雌特異的な卵黄

タンパク前駆物質である。このことから、魚類のエストロゲン暴露の指標と用いられている。雄個体の血中VTG濃度の

上昇は、雌性化の極めて初期の生体反応であるが、上記の調査により、日本国内においても野生のコイがエストロゲン

もしくはエストロゲン様物質の曝露を受けている事が明らかとなった。 

国土交通省や環境省等の実態調査により、環境水中のEDCsの汚染レベル、下水処理場における処理実態、そしてエス

トロゲンもしくはエストロゲン様物質の曝露を受けた野生魚の存在が明らかとなった。しかし、測定されたエストロゲ

ンもしくはエストロゲン様物質の水中濃度と魚類内分泌系の応答との関係、これらの複合曝露による影響、曝露を受け

た野生魚の繁殖もしくは繁殖行動や次世代への影響は明らかとなっていない。これらの影響を確認するためには、魚を

用い、環境水の曝露試験を行うとともに、魚類内分泌系の応答の観測、曝露水質の測定を実施する必要がある。 

1.4 土木研究所水質チームにおける既往研究 

 上記のような課題を踏まえ、土木研究所水循環研究グループでは、2000～2001年にコイに対し、下水の二次処理水や

オゾン処理水の曝露試験を実施した5)。その結果、多くの場合、曝露条件や曝露水中のエストロゲン作用（遺伝子組み

換え酵母を用いて測定されるエストロゲン活性）との間に明瞭な関係が見られず、雄コイの血中ビテロジェニン生成に

関わる要因は、曝露水のエストロゲン作用だけに起因するのではなく、水温の季節変化やコイの約1年周期の生殖サイ

クル等、水質以外の環境要因が影響している可能性が示唆された。 

1.5 研究の目的 

イギリスに比べわが国の下水道普及率は低いものの、下水道の急速な普及によって下水処理水等の都市排水が都市河

川に占める割合は急速に大きくなりつつある。よって、下水処理水の比率が高い都市河川に存在するエストロゲン様物
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質が、魚類にどの程度影響を及ぼしているのか明確にする必要があり、状況によって下水道や都市排水の対策をとる必

要がある。 

本研究では、下水処理水やその放流先の都市河川において魚類を飼育することによって、エストロゲン様物質が魚類

の雌性化に及ぼす影響を評価する。さらに、水試料の分画法と遺伝子組み換え酵母法によるエストロゲン様活性を組み

合わせることによって、水試料のエストロゲン様作用について評価し、このエストロゲン様活性を魚類の雌性化を表す

ことのできる簡便な評価指標へと完成させることをめざすものである。加えて、下水処理水と放流先河川に存在するエ

ストロゲン様物質の由来を推定し、雌性化を抑制するために必要な都市排水由来の要因を明らかにすることをめざすも

のである。 

 

2. 平成17年度の研究成果 

平成 17 年度は、曝露試験装置を用い、下水処理水の割合が高い多摩川において、メダカへの曝露試験を継続すると

ともに、下水処理水そのものについても同様の調査を行った。さらに、下水処理水の暴露により生じるメダカ内分泌系

の反応について予備的な検討を行った。 

 

2.1 河川水質監視所におけるメダカを用いた曝露試験 

過年度の研究結果より、河川における魚類影響は、河川水のエストロゲン作用の変動に伴い変動する可能性が示され

た。そこで、長期的な現地曝露試験を実施して、雄メダカのVTG生成の変動状況を明らかにすることとした。また、成

魚のVTG生成量から判断して、外部環境に対し感受性の高い稚魚や若魚ではさらに大きな影響が表れることが想定され

たため、稚魚を用いた曝露試験を実施して、魚類の生活に即した影響を検出することとした。 

2.1.1調査地点 

調査対象河川は、下水処理水の流入する上下流に水質自動監視所が設置されている多摩川とした。多摩川本川に設置

されている監視所のうち、最上流に位置する拝島橋監視所は下水処理水の流入していない地点として、日野橋監視所は、

3 つの下水処理場からの排水を受け入れた後の地点、石原監視所は、8 つの下水処理場からの排水を受けたもっとも下

水処理水の割合が高い地点として選定した。 

2.1.2 魚類曝露試験方法 

過年度までに開発した魚類曝露装置を用い、メダカ（Oryzias latipes）への河川水の曝露試験を行った。メダカは、

成熟に要する時間が 3 ヶ月と短く、さらに、次世代を得ること

が容易なため、わが国における魚類研究の中心となっている魚

種である。エストロゲン作用による魚類影響の試験対象魚とし

て、環境省やOECDで確立が急がれている標準試験法としても採

用が考えられており、データの蓄積が図られている。日長時間、

エサ、流量、水温などの試験条件は、実験室内で行われる一般

的な室内曝露試験と同条件に調節した。 

日長時間はプログラムタイマーを用いて照明の点灯時間を 16

時間明－8時間暗に調節し、エサは自動給餌器を用いて1日に4

回、市販の粉末餌を給餌した。また、流量および水温はそれぞ

れ 30L/hour、26℃に設定した。なお、今回の試験では、曝露水

槽の水温を一定に保つことを確実にするため、鑑賞魚用のサー

モスタット付投げ込みヒーターを使用した（写真-1）。 

写真 1   魚類曝露試験装置写真-1 魚類曝露試験装置      
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過年度までの試験（Test 1～3）に引き続き、Test 4として、過年度と同様に成魚を対象とした曝露試験を実施した。

Test 4 は下水処理水のエストロゲン作用が比較的高く残存すると考えられる冬期の試験とした。いずれの水質自動監

視所においても、4ヶ月齢の雄メダカ40匹を投入し、8週間の長期曝露試験をおこなった。 

Test 5は、夏期の比較試験として4ヶ月齢の雄メダカ60匹を投入し、6週間の曝露試験をおこなった。続いて、Test 

6として、化学物質に対し感受性の高いと考えられる孵化後2週間の稚魚60匹を用いて、稚魚-若魚期の曝露試験をお

こなった。 

過年度分の調査状況も含め、本年度の試験実施状況を表-1に示した。 

2.1.3 魚類影響指標および水質の分析 

雌性化の指標として、雄メダカの個体ごとに曝露後の体重、全長、体長、VTG濃度を測定した。測定は、肝臓抽出液

を用いるメダカVTG-ELISAキットを用いた。河川水に曝露したメダカは、体重、全長、体長を測定し、開腹して肝臓を

取り出した。肝臓の重量を測定してサンプルバッファー内ですりつぶし、遠心分離によって肝臓抽出液を作製した。肝

臓抽出サンプルは測定に供するまで、-30℃で保管した。 

河川水のエストロゲン作用を調べるため、ブルーネル大学から分与された遺伝子組み換え酵母を用いてエストロゲン

活性を測定した6)。また、E1、E2およびEE2は、LC/MS/MSにより測定した7)。 

2.1.4 冬期曝露試験（Test 4）の結果 

河川に残存するエストロゲン活性が高いと考えられる冬期に実施したTest4では、対照地点である拝島橋監視所に加

え、日野橋および石原監視所において、VTG を生成した雄メダカは検出されなかった（表-2）。2 週間ごとにメダカを

回収して推移を確認することとしたが、2週から8週にかけて、いずれの監視所、回収時においてもVTGを生産した雄

メダカはいなかった（表-2）。 

Test 4での河川水のエストロゲン活性は、石原監視所では10 ng/L-E2を超える状態で推移していた。これらの値は、

個体数 開始月齢

Test 1 拝島橋 2週間 平成15年 2月27日～3月13日 20 7

日野橋 2週間 1月17日～31日 20 7

Test 2 石原 2週間 平成15年 8月14日～28日 20 7

Test 3 拝島橋 2週間 平成16年 3月16日～29日 8 3
4週間 3月16日～4月13日 7 3

石原 2週間 3月16日～29日 9 3
4週間 3月16日～4月13日 10 3

Test 4 拝島橋 2週間 平成17年 1月26日～2月8日 10 4
4週間 1月26日～2月22日 10 4
6週間 1月26日～3月8日 10 4
8週間 1月26日～3月22日 10 4

日野橋 2週間 1月26日～2月8日 10 4
4週間 1月26日～2月22日 10 4
6週間 1月26日～3月8日 10 4
8週間 1月26日～3月22日 10 4

石原 2週間 1月26日～2月8日 10 4
4週間 1月26日～2月22日 10 4
6週間 1月26日～3月8日 10 4
8週間 1月26日～3月22日 10 4

Test 5 拝島橋 2週間 平成17年 9月20日～10月4日 20 4
4週間 9月20日～10月18日 20 4
6週間 9月20日～11月1日 20 4

日野橋 2週間 9月20日～10月4日 20 4
4週間 9月20日～10月18日 20 4
6週間 9月20日～11月1日 20 4

石原 2週間 10月18日～11月1日 20 4
4週間 10月18日～11月15日 20 4
6週間 10月18日～11月29日 20 4

Test 6 拝島橋 6週間 平成17年 11月1日～12月13日 10 0.5
日野橋 6週間 11月1日～12月13日 10 0.5

表 5-1   多摩川メダカ曝露試験実施状況（平成14～17年度）

メダカ
曝露試験 曝露期間 実施期間

表-1  
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昨年度の結果から考えて、雄メダカにビテロジェンを生成させる可能性のあるレベルと考えられた。 
2.1.4 夏期曝露試験（Test 5，Test 6） 

夏期の比較試験としておこなった Test 5 では、拝島橋および日野橋監視所において、6 週後に雄メダカの VTG 陽性

個体が確認された（表5-2）。また、石原監視所では試験開始から2週後に陽性個体が確認された。しかしながら、い

ずれの陽性個体も VTG 生成量はごくわずかであった。Test 5 での河川水のエストロゲン作用は、冬期（Test 4）に比

べ低い値であった。 

Test 5に続きTest 6として稚魚-若魚期の曝露試験（水質測定結果表における第6週から第12週）を拝島橋および

日野橋監視所でおこなった。稚魚の曝露を開始して6週経過後（第12週）にメダカを回収したところ、雄メダカにVTG

を生成しているものは検出されなかった（表-2）。この試験においても河川水のエストロゲン作用は低いレベルであっ

た。ただし、日野橋監視所付近では、第 12 週時の直前から河道の工事が開始されたため、監視所にはその直上流の下

水処理水が流入することとなった。このため、エストロゲン活性およびE1の高い値が検出された。 

2.1.5 雄メダカのVTG生成に関わるエストロゲン類の濃度 

平成16年度に石原監視所で実施したTest 3では、第2週および第4週に回収したすべての雄メダカにVTG生成が確

認された（図-1）。この試験では、試験開始時のエストロゲン活性は20ng/L-E2を越えており、その後降雨による変動

はあるものの高いレベルで推移していた。このことから、試験開始時にみられたエストロゲン作用の強さが雄メダカの

表5-2    多摩川におけるメダカ曝露試験結果

メダカ エストロゲン活性 E2 E1

曝露試験 個体数 陽性 平均値 範囲 範囲 範囲

個体 (ng/mg-liver) (ng/L-E2) (ng/L) (ng/L)

Test 1

拝島橋 2週間 平成15年 2月27日～3月13日 20 0 - ND ND ND

日野橋 2週間 1月17日～31日 20 0 - 6.59 - 12.5 Tr(1.0) - 1.7 12.2 - 21.9

Test 2

石原 2週間 平成15年 8月14日～28日 20 2 2.6 6.31 - 8.29 Tr(1.0) - 1.7 4.4 - 8.1

Test 3
拝島橋 2週間 平成16年 3月16日～29日 8 0 - 0.24 - 0.35 ND ND

4週間 3月16日～4月13日 7 0 - ND - 0.35 ND ND

石原 2週間 3月16日～29日 9 9 19.1 ± 11.4 5.34 - 27.9 Tr(0.8) - 4.6 6.7 - 33.1
4週間 3月16日～4月13日 10 10 11.3 ± 6.0 5.34 - 27.9 ND - 4.6 6.7 - 33.1

Test 4
拝島橋 2週間 平成17年 1月26日～2月8日 10 0 - 0.17 - 0.20 ND ND

4週間 1月26日～2月22日 10 0 - 0.17 - 0.24 ND ND

6週間 1月26日～3月8日 10 0 - 0.17 - 0.24 ND ND

8週間 1月26日～3月22日 9 0 - 0.17 - 0.35 ND ND

日野橋 2週間 1月26日～2月8日 10 0 - 2.98 - 3.86 ND 1.4 - 4.9

4週間 1月26日～2月22日 10 0 - 1.91 - 3.86 ND 1.4 - 13.3

6週間 1月26日～3月8日 10 0 - 1.84 - 3.86 ND 1.4 - 13.3

8週間 1月26日～3月22日 10 0 - 1.85 - 3.86 ND 1.4 - 13.3

石原 2週間 1月26日～2月8日 10 0 - 8.38 - 14.8 ND - Tr(2.3) 9.3 - 14.8

4週間 1月26日～2月22日 10 0 - 8.38 - 14.8 ND - Tr(2.3) 1.9 - 14.8

6週間 1月26日～3月8日 10 0 - 8.38 - 14.8 ND - Tr(2.3) 1.9 - 14.8

8週間 1月26日～3月22日 10 0 - 5.49 - 14.8 ND - Tr(2.3) 1.9 - 14.8

Test 5

拝島橋 2週間 平成17年 9月20日～10月4日 20 0 - 0.17 - 0.60 ND ND

4週間 9月20日～10月18日 20 0 - 0.17 - 0.60 ND ND

6週間 9月20日～11月1日 20 6 1.08 ± 0.49 0.12 - 0.60 ND ND

日野橋 2週間 9月20日～10月4日 20 0 - 0.74 - 0.78 ND ND

4週間 9月20日～10月18日 20 0 - 0.74 - 0.78 ND ND - Tr(0.36)

6週間 9月20日～11月1日 20 4 0.97 ± 0.39 0.74 - 0.98 ND ND - Tr(0.56)

石原 2週間 10月18日～11月1日 20 6 1.08 ± 0.48 2.50 - 3.12 ND 1.61 - 3.68

4週間 10月18日～11月15日 20 0 - 2.50 - 3.12 ND 1.61 - 3.68

6週間 10月18日～11月29日 20 0 - 2.50 - 3.12 ND 1.61 - 3.68

Test 6

拝島橋 6週間 平成17年 11月1日～12月13日 20 0 - 0.12 - 0.31 ND ND

日野橋 6週間 11月1日～12月13日 20 0 - 0.98 - 31.8 ND - 4.53 Tr(0.80) - 29.5

ND ： 検出下限値未満
Tr ： 検出下限値以上，定量下限値未満

曝露
期間

ビテロジェニン

実施年月日

表-2 
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VTG生成に関与したと推定され、一度生成されたVTGは、代謝されるまで体内に蓄積されているのではないかと考えら

れる。 

過年度までに、雄メダカのVTG生成に関与するエストロゲン類の濃度として、E2の最小作用濃度は12.6 ng/L（曝露

2 日後および 7 日後）、最大無作用濃度は 5.0 ng/L（曝露 2 日後および 7 日後）と報告した。このことから、10ng/L

を超える17β-エストラジオールに曝露されると、遅くとも2日後にはビテロジェニンを生成している可能性があると

考えられる。しかしながら、作用濃度を超えない範囲では、たとえ水のエストロゲン作用があるとしても雄メダカに作

用しないことが考えられる。 

 
2.2 下水処理場におけるメダカを用いた長期曝露試験 

2.2.1 試験実施地点 

メダカに対する下水処理水の曝露試験は、コイ曝露試験を行った下水処理場にて実施した。この下水処理場は、主に

家庭系排水を処理しており、処理および消毒方式は、一般的な標準活性汚泥処理および塩素消毒が行われている。曝露

水には、生物処理後の二次処理水と、二次処理水を塩素消毒し、砂ろ過処理を行った放流水を用いた。なお、水質チー

ムの既往研究として、同処理場にて成魚を用いた2週間および8週間の曝露試験を行っている（それぞれTest AとTest 

B）。 

2.2.2 試験魚と現地魚類曝露試験システム 

試験対象魚は、過年度試験に継続してメダカを選定した。メダカ曝露試験に用いる装置は、過年度に水質チームで開

発されたものを用いた（写真-1）。メダカ曝露試験における試験条件は5.1同様である。これは、環境省の室内試験に

整合させたものであり、現地試験としての変更点は、餌を市販の粉末餌とし、自動給餌器を用いて与えることとした。 

2.2.3 曝露試験（Test C、Test D） 

Test C として、成魚を対象とした曝露試験を実施した。今回は、二次処理水試験区および砂ろ過水試験区ともに、

雄メダカ60匹と雌メダカ10匹を投入し、6週間の曝露試験を行うこととした。続いて、6週後にその水槽内で得られ

た卵を用いてTest Dを行うこととした。Test Dでは、孵化仔魚の初期減耗を考慮し、およそ300卵を試験開始時に準

図5-1　石原監視所における雄メダカを用いた曝露試験
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個体数 開始月齢

Test C 二次処理水 2週間 平成17年 8月3日～8月17日 20 3
4週間 8月3日～8月31日 20 3
6週間 8月3日～9月14日 20 3

砂ろ過水 2週間 8月3日～8月17日 20 3
4週間 8月3日～8月31日 20 3
6週間 8月3日～9月14日 20 3

Test D 二次処理水 8週間 平成17年 9月28日～11月9日 20 0.5
砂ろ過水 8週間 9月14日～11月9日 20 0

表2   下水処理場におけるメダカ曝露試験の実施状況

メダカ
曝露試験 曝露期間 実施期間

表-3 
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備することを目標とした。Test CおよびTest Dの試験実施状況を表-3に示した。 

2.2.4 魚類影響指標と水質分析項目 

魚類の雌性化の指標として、VTGをELISAキットを用いて測定した。また、メダカ曝露試験水のエストロゲン作用を

明らかにするため、エストロゲンおよびエストロゲン様物質の濃度を2週間ごとに測定した。エストロゲンの測定項目

は、遺伝子組換え酵母によるエストロゲン活性、E2、E1、E3、EE2、さらにエストロゲン抱合体を対象とした。また、

エストロゲン様物質の測定項目は、ノニルフェノール（NP）およびノニルフェノールエトキシレート（NPnEO,1≦n≦15）

とした。水試料の前処理および測定は、既報の調査研究と同様の方法を採用した。 

2.2.5 成魚曝露試験（Test C）結果 

6 週間のメダカ成魚曝露試験において、2週ごとに雄メダカのVTG 生成状況を観察した結果、二次処理水曝露試験区

および砂ろ過水曝露試験区のいずれにおいてもVTGを生成した雄メダカを確認した。しかしながら、これを生成してい

ない個体も多くみられた（表-4）。 

二次処理水曝露試験区では、曝露開始から2週後に2匹（10％）、6週後に4匹（20%）の雄メダカでVTGが確認さ

れた。陽性個体のVTG生成最大値は、2週後および6週後で、それぞれ3.9および2.4ng/mg-liverであった。 

この試験区でのエストロゲン活性は、試験開始時に 23.9ng/L-E2 であったが、その後徐々に低下し、6 週後では

1.5ng/L-E2であった（表-5）。一方、砂ろ過水曝露試験区では、曝露開始から2週後に8匹（40％）、4週後に1匹（10％）、

6週後に5匹（25%）の雄メダカにビテロジェニンが確認された。陽性個体のビテロジェニン生成最大値は、2週後、4

週後および6週後で、それぞれ99.0、3.5、および3.8 ng/mg-liverであった。 

この試験区でのエストロゲン活性は、試験開始時に32.3ng/L-E2であったが、二次処理水と同様にその後徐々に低下

し、6週後では1.0ng/L-E2であった。 

2.2.6 稚魚―若魚曝露試験（Test D）結果 

稚魚期から若魚期まで8週間曝露した雄メダカでは、二次処理水曝露試験区の生残雄7匹中2匹（29%）にビテロジ

ェニン生成が認められた。一方、砂ろ過水曝露試験区の生残雄13匹ではこれを生成している個体は検出されなかった。 

二次処理水のエストロゲン活性を2週間ごとに測定した結果、0.3～24.0 ng/L-E2であった。砂ろ過水試験区では0.3

～6.1 ng/L-E2であった。 

2.2.7 雄メダカのVTG生成に関わるエストロゲン類の濃度 

成魚を曝露したTest C では、両試験区で雄メダカのVTG 生成が確認されたが、その生成状況に大きな差異は認めら

れなかった。この理由として、両試験区の処理水のエストロゲン活性および E1 は、いずれもほぼ同様の傾向を示しな

がら推移したことによると考えられた（図-2）。また、両試験区とも試験開始時のエストロゲン活性は20 ng/mL-E2を

越えていたが、その後はTest C が終了するまでエストロゲン活性が10 ng/mL-E2 を超えることはみられなかった。こ

のことから、試験開始時にみられたエストロゲン作用の強さが雄メダカのビテロジェニン生成に関与したと推定され、

一度生成されたビテロジェニンは、代謝されるまで体内に蓄積されているのではないかと考えられた。Test D では、

第6週に20ng/mL-E2を超えるエストロゲン活性の上昇がみられた二次処理水試験区において、第8週で雄メダカのビ

テロジェニン生成がみられた。 

表3    下水処理場におけるメダカ曝露試験結果

メダカ ビテロジェニン

曝露試験 個体数 体長 湿重量 肝重量 陽性 出現比 平均値 最小－最大

(mm) (mg) (mg) 個体 (%) (ng/mg-liver) (ng/mg-liver)

Test C

二次処理水 2週間 20 23.5 ± 1.6 161.3 ± 37.8 2.7 ± 1.1 2 10.0 1.02 ± 0.76 ND - 3.85
4週間 10 23.1 ± 0.9 165.9 ± 16.2 2.6 ± 0.5 0 0.0 - -

6週間 20 24.4 ± 1.2 246.1 ± 33.1 6.8 ± 2.4 4 20.0 1.03 ± 0.54 ND - 2.40

砂ろ過水 2週間 20 23.2 ± 1.8 160.0 ± 46.3 1.8 ± 0.9 8 40.0 6.99 ± 21.78 ND - 99.01
4週間 10 24.7 ± 1.3 222.1 ± 30.1 4.5 ± 1.1 1 10.0 1.06 ± 0.87 <1.56 - 3.53

6週間 20 24.4 ± 1.3 341.4 ± 42.2 5.6 ± 1.9 5 25.0 1.33 ± 1.05 ND - 3.78

Test D

二次処理水 8週間 7 19.6 ± 2.4 127.8 ± 42.7 4.6 ± 0.6 2 28.6 2.51 ± 3.80 ND - 10.98
砂ろ過水 8週間 13 21.2 ± 1.8 160.2 ± 41.3 4.7 ± 1.9 0 0.0 - -

曝露
期間

表5-4 表-4  
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雄メダカのビテロジェニン生成に関与するエストロゲン類の濃度として、われわれ水質チームは、E2 の最小作用濃

度は12.6 ng/L（曝露2日後および7日後）、最大無作用濃度は5.0 ng/L（曝露2日後および7日後）と報告した。こ

  表5-5　曝露試験水の水質分析結果 （抜粋）

Test C 試験開始 第2週 第4週 第6週

Test D 試験開始 第2週 第4週 第6週 第8週 検出限界 定量限界

二次処理水

エストロゲン活性 (ng/L-E2) 23.8 5.32 5.41 1.51 0.30 8.22 24.0 12.9 0.05 0.08

E2 (ng/L) 1.18 0.66 0.49 Tr(0.08) Tr(0.14) ND 2.80 1.48 0.05 0.16

E1 (ng/L) 27.5 5.44 4.20 1.79 0.34 12.4 21.3 11.7 0.02 0.08

EE2 (ng/L) 1.58 0.91 ND 0.88 ND ND 2.70 0.26 0.04 0.12

E3 (ng/L) ND Tr(0.20) ND 0.46 ND ND 2.52 0.36 0.07 0.25

NP (μg/L) 0.140 0.040 0.022 0.350 0.092 0.160 0.590 0.370 0.0029 0.0096

砂ろ過水

エストロゲン活性 (ng/L-E2) 32.29 4.24 2.32 1.01 0.55 0.25 2.10 6.10 0.05 0.08

E2 (ng/L) 2.60 0.33 0.50 ND ND ND 1.18 0.79 0.05 0.16

E1 (ng/L) 32.60 3.26 1.57 0.70 Tr(0.07) ND 2.08 4.88 0.02 0.08

EE2 (ng/L) ND 1.53 ND Tr(0.07) ND ND 1.06 ND 0.04 0.12

E3 (ng/L) ND ND 1.73 ND ND ND 2.25 ND 0.07 0.25

NP (μg/L) 0.160 0.072 0.012 0.430 0.130 0.073 0.540 0.440 0.0029 0.0096

ND ： 検出下限値未満

Tr ： 検出下限値以上，定量下限値未満

下限値

表-5 

 図 5-2  下水処理場におけるメダカ曝露試験結果（Test A～D） 

（上：二次処理水曝露試験区、下：砂ろ過水曝露試験区）  
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のことから、10ng/Lを超えるE2に曝露されると、2日後にはVTGを生成している可能性があり、これは、今回下水処

理場での試験で得られたTest CおよびDの結果と整合するものと考えられる。 

2.2.8 雄メダカのVTG生成に必要な曝露期間 

本研究では、試験水のエストロゲン作用を2週間ごとに追跡することとした。しかし、過年度のTest B での二次処

理水試験区でみられたように、雄メダカが高濃度のビテロジェニンを生成しているにも関わらず、水質の影響要因は把

握できないことがある。 

われわれは、14日間曝露におけるE2の最小作用濃度は5.0ng/Lと報告した。このことから、試験水のエストロゲン

作用とメダカの反応との関係は、エストロゲン濃度が高いほど短時間に影響が出現することや、たとえ低濃度でも長時

間曝されることによって影響が表れてくることは明らかである。 

Test B の二次処理水試験区での試験開始時および 2 週間後のエストロゲン類の濃度は、雄メダカに高濃度 VTG を生

成させるような要因はみあたらない。この現象を生じさせた要因として、エストロゲン類の濃度が短時間に上昇・下降

したものと考えられる。このため、水質の影響要因を追跡するためには、より短時間での水質変動を把握する必要があ

ると考えられる。 

2.3 下水処理場におけるメダカを用いた短期曝露試験の結果 

2.3.1 試験実施地点 

 5.2 とは異なる下水処理場において、メダカへの下水処理水の曝露における、短期的な影響を把握するために、5.2

に比べ採水とメダカの観測頻度の高い調査を行った。 

2.3.2 曝露試験条件 

 短期曝露試験を実施した処理場は、主に家庭排水の処理を行っている。同処理場内にある標準活性汚泥法パイロット

プラント（有効水深 2m, 曝気槽容量10m3, HRT＝8hr）の、曝気槽（生物処理槽）の第2槽から混合液を引き抜き、沈

澱処理した越流水および生物処理後の沈殿池越流水を前述の曝露装置に引き込み、水温を約 25℃にしたのち、メダカ

に曝露した。試験開始日に、雄メダカ成魚30匹を投入し、2日後、7日後、14日後、28日後にそれぞれ2、7日後には

5匹ずつ、14、28日後には10匹ずつ回収し、肝臓中VTG濃度を前述のELISAキットで測定した。また、試験開始日、

メダカ ビテロジェニン エストロゲン活性 E2範囲 E1範囲

曝露試験 個体数 体長 湿重量 肝重量 陽性 平均値 範囲 範囲 範囲

(mm) (mg) (mg) 個体 (ng/mg-liver) (ng/L-E2) (ng/L) (ng/L)

曝気第２槽 2日 5 24.0 ± 2.4 228.6 ± 67.6 3.5 ± 0.7 5 342.7 ± 349.2 51.8 - 128 3.68 - 12.6 37.1 - 99.1

1週間 5 22.4 ± 1.2 162.4 ± 34.3 2.1 ± 1.1 5 2936.4 ± 2071.9 15.1 - 128 ND - 12.55 8.85 - 99.1

2週間 10 23.9 ± 1.9 210.1 ± 47.0 2.7 ± 0.9 10 3394.4 ± 2669.1 8.94 - 128 ND - 12.55 8.85 - 99.1

4週間 10 25.6 ± 1.5 258.5 ± 46.7 4.3 ± 1.5 10 1555.0 ± 856.7 3.55 - 128 ND - 12.55 3.13 - 99.1

最終沈殿池 2日 5 25.3 ± 1.1 241.1 ± 41.0 2.9 ± 1.4 5 26.6 ± 13.0 24.0 - 149 ND - 3.67 24.2 - 115

1週間 5 25.7 ± 2.0 272.3 ± 68.5 2.9 ± 1.7 5 56.9 ± 67.6 23.7 - 149 ND - 3.67 17.6 - 115

2週間 10 23.9 ± 1.8 209.4 ± 40.3 2.9 ± 0.7 10 46.3 ± 47.3 1.94 - 149 ND - 3.67 Tr(0.82) - 115

4週間 10 25.2 ± 1.8 248.3 ± 58.5 3.9 ± 1.8 10 139.6 ± 87.3 1.94 - 149 ND - 3.67 Tr(0.82) - 115

ND：検出下限値未満
Tr：検出下限値以上、定量下限値未満

曝露
期間

表5-6   湖北処理場二次処理プラントにおけるメダカのビテロジェニン生成（平成17年冬期）
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メダカの各回収日に曝露水を 4L ずつ採取し、エストロゲン様活性およびエストロゲン様物質の濃度測定に供した。各

試験区を、曝気第2槽、最終沈殿池とした。 

2.3.3 短期曝露試験の結果 

 どちらの試験区においても、すべてのメダカに2日後より高いVYG生産が確認された（表-6）。特に、曝気第2槽試

験区では、最終沈殿池試験区に比べ、1～2桁高いVTG濃度が観察された。 

YESアッセイ、機器分析の結果、曝気第2槽試験区では、エストロゲン活性が3.55～128ng/L-E2、E1濃度が3.13～

99.1ng/L、最終沈殿池試験区では、1.94～149ng/L-E2、E1 濃度が 0.82～115ng/L と、試験開始時に高い値が観察され

た。また、どちらの試験区でも、エストロゲン活性とE1濃度は同じ濃度変動が確認された（図-3）。 

メダカの肝臓中VTG濃度と、エストロゲン活性を比較すると、どちらの試験区においても、実験初期に高いエストロ

ゲン（活性）の曝露を受け、2 日以内に生体反応（VTG の産出）が始まり、エストロゲン（活性）が低下しても、その

生体反応が長期間継続することを示唆している。曝気第2槽試験区では、エストロゲン活性やE1濃度が同程度である

にも係らず、最終沈殿池試験区に比べ高いVTG 濃度が確認された。この原因として、各曝露水中の最高E2濃度が、曝

気第2槽流出水中からは12.6ng/L、最終沈殿池流出水からは3.67ng/L検出されており、前者が本研究で算出されたE2

の最小作用濃度（2および7日間の曝露期間で12.6ng/L、14日間で5.0ng/L）を超えていることによるものかも知れな

い。 

過年度に実施した、極性分画手法と遺伝子組換え酵母法を用いた、曝露水中のエストロゲン様物質の検索結果では、

いずれの試料においてもE1の寄与が高いことを示した。しかし、同様に過年度に実施したメダカへのE1およびE2の

曝露実験においては、E1のメダカにVTG生産を誘導する作用は、E2のそれに対し0.18～0.26倍と見積もられた。その

ため、遺伝子組換え酵母により測定したエストロゲン様活性値と、雄メダカ肝臓中のVTG生産量との間に差が生じたも

のと考えられる。 

 

2.4 曝露水のエストロゲン活性とメダカ肝臓中VTG産出量の関係 

2.4.1 メダカへの河川水曝露試験結果 

 平成 17 年度までに実施した多摩川の水質試験監視所内での雄メダカ成魚を用い行った曝露試験の結果（表-2）、ほ

ぼすべての試験において、石原監視所における試験以外では、雄メダカにVTGの生産は確認できなかった。また、石原

監視所の試験においても、曝露水のエストロゲン活性と雄メダカのVTG生産量との間には明確な関係は確認されなかっ

た（図-1）。しかし、曝露期間2週目以降において、エストロゲン活性の平均値（2週間の移動平均））と雄メダカに

肝臓中 VTG 濃度を比較すると、エストロゲン活性が 10ng/L-E2 を超えると、VTG の生産が示唆された（図-4）。また、

メダカへのE1の作用強度は、E2に対し0.18～0.26であることを考慮し、エストロゲン濃度（E2濃度+E1濃度×0.22）

と雄メダカに肝臓中VTG濃度とを比較すると、エストロゲン濃度が10ng/Lより低い濃度でVTGの生産が確認された（図

-4）。 
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5.4.2 メダカへの下水処理水曝露試験結果 

 図-2 で示した結果のうち、雄メダカ成魚に対し二次処理水と放流水を曝露した際の、曝露水のエストロゲン活性と

肝臓中VTG 濃度の比較を行った。この際、長期影響を明らかにするため、Test B および Cにおける第4週以降の観測

結果を用いた。また、河川水暴露試験同様、エストロゲン濃度（E2濃度+E1濃度×0.22）と雄メダカに肝臓中VTG濃度

との比較も行った（図-4）。その結果、弱いながら、両者には正の相関関係が確認され、曝露水中のエストロゲン活性

の上昇とともに、雄個体中でのビテロジェニンの産出量が増加する傾向にあることが確認された。 

 環境省の報告では、ノニルフェノールおよび4-tオクチルフェノールがメダカの内分泌を撹乱すると物質であると認

められており、20μg/L の NPの曝露により10～20ng/mg-liver の肝臓 VTG の誘導が確認されている。また、同濃度で

孵化後のメダカを 60 日間曝露すると、雄から雌への性転換が起こると報告されている。本研究で用いたメダカに対す

るエストロゲン様物質の影響のエンドポイントを性転換とすると、図-4 より、エストロゲン様活性の閾値は約

10ng/L-E2と見積もられる。 

 

2.5 平成17年度の成果まとめ 

平成17年度の研究成果として、以下のことが明らかとなった。 

(1) 河川水の雄メダカに対する曝露試験の結果から、曝露水が 10ng/L-E2 のエストロゲン活性を有するとき、遅く

とも2日後までには雄メダカ体内でVTGが産出され、一度生成されたVTGは、代謝されるまで体内に蓄積され

ているのではないかと考えられる。 

(2) 下水処理水の雄メダカに対する曝露試験の結果から、河川水を曝露水に用いた実験同様、10ng/L-E2を超えるレ

ベルになると、雄メダカにVTGが産出される可能性が示唆された。 
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   遺伝子解析手法を用いた環境ストレスの検出技術に関する基礎的研究
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　　１．はじめに

　ヒトをはじめ様々な生物の遺伝子情報が解
読され、大量の遺伝子情報が蓄積されつつあ
る。こうした中、生物体内での多数の遺伝子
の発現を一度に検出するためにマイクロアレ
イ技術が発展してきた。マイクロアレイは、多
数の検出したい遺伝子断片(DNA鎖)をスライド
グラス上に配置(array)したものである。この
マイクロアレイを用いることにより、核酸
(DNA)からメッセンジャーRNA (mRNA)に情報が
写し取られる転写をmRNAの存在から検出する
ことが可能となる。
　マイクロアレイによるmRNAの検出は、概ね
以下のとおりである。組織より抽出したmRNA
をDNA鎖（またはRNA鎖）に変換し蛍光色素を
標識する。DNA鎖は相補的配列を持つDNA鎖ま
たはRNA鎖と特異的に結合する現象（ハイブリ
ダイゼーション）を利用し、マイクロアレイ
上に配置されているDNA と蛍光標識したDNA
(またはRNA)を結合させる。蛍光標識したDNA
（またはRNA）が、マイクロアレイ上のどのDNA
断片と結合しているかを、専用のスキャナー
を用いて読み取る。
　このマイクロアレイ技術は、主に医学の分
野で疾病遺伝子の発現解析などに利用されて
きたが、近年、このマイクロアレイ技術を環
境分野に応用し、生物個体へのストレスを遺
伝子レベルで検出しようとする試みが進めら
れている１）２）。
マイクロアレイによる遺伝子発現解析は、
目視では観察できないレベルで生物への影響
をいち早く検出できること考えられることか
ら、著者らも水生生物（主にメダカ）の遺伝
子発現解析から水質を評価する研究を始めて
いる。
本報告は、下水にメダカを暴露する実験を

行い、暴露したメダカの遺伝子発現解析から水
質の評価が可能かどうか検討したものである。

２．実験材料と実験方法
 　2.1　供試メダカ
本実験に使用したメダカは、名古屋大学若松
教授から分与されたd-rR系統である。d-rR系
統の体色は、雄が橙色、雌が白色に遺伝的に固
定されており、雄と雌の判別が体色で可能であ
る。
2.2　メダカマイクロアレイ
メダカ用マイクロアレイは、E G 7 5 0 　
(Ecogenomics社製)を使用した。このマイクロ
アレイには約750 種類のメダカの遺伝子断片
（約300～ 350塩基のDNA）が配置されている。
2.3　RNA 抽出とマイクロアレイ用試薬およ
びその操作
RNA抽出部位は肝臓とし、肝臓からのRNAの
抽出は、RNeasy mini Kit(Qiagen社製)を使用
した。抽出した R N A は、A m i n o  A l l y l
MessageAmpⅡ Kit(Ambion社製)を用い、RNAを
増幅した後Cy5で標識した。Cy5で標識したRNA
は、メダカマイクロアレイEG750に展開し、一
晩 60℃でハイブリダイゼーションを行った。
その後、マイクロアレイと結合しなかったRNA
を洗い流した後、スキャナーで各遺伝子が配置
されている各スポットの蛍光強度を読みとっ
た。
2.4　雄メダカと雌メダカの遺伝子発現解析
　下水処理水に雄メダカを曝露したとき、メダ
カの肝臓中で卵形成に関わるビテロゲニンとい
う蛋白質を誘導することが報告３）されている。
これは主に下水中の女性ホルモンによるものと
考えられるが、この雄メダカの雌性化現状も遺
伝子レベルで検出するため、下水への暴露実験
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では雄メダカを使用することとした。雄メダ
カの下水への暴露実験の前に雄メダカと雌メ
ダカの遺伝子の発現の違いを確認しておく必
要があると考え、脱塩素水で飼育している約
3ヶ月齢の雄メダカと雌メダカの遺伝子発現
解析を行った。
本実験では雄、雌それぞれ3匹を１検体と

し2.3に記した方法でマイクロアレイの処理
を行った。
2.5　下水への雄メダカ暴露実験
　下水への暴露実験では、実下水で運転（好
気的固形物滞留時間7日、活性汚泥浮遊物質

濃度約1300mg/L、処理水中溶存有機炭素濃度約
10mg/L）している活性汚泥処理パイロットプラ
ントの処理水とエアレーションタンク（以下AT）
の上澄水にメダカを暴露した。実験装置の概要
を図-1に、メダカの曝露条件を表-1に記す。RNA
の抽出およびマイクロアレイの前処理は2.3 に
示した方法で行った。マイクロアレイによる遺
伝子発現解析は半定量的であることから、マイ
クロアレイで遺伝子発現が高いと判定された遺
伝子については、より定量能の高いリアルタイ
ムPCR 法で遺伝子発現の定量化も試みた。さら
に、遺伝子発現と蛋白質発現の関係を把握する
ため、遺伝子発現解析用メダカとは別の個体で
はあるが、各条件につき5または10匹のメダカ
の肝臓中ビテロゲニン蛋白質の測定を行った。
　また、曝露開始後0、2、7、14日後に両曝露水
槽中の女性ホルモンであるエストロン(E1)と 17
β -エストラジオール(E2)濃度および遺伝子組
み換え酵母によるエストロゲン活性の測定も
行った。

３．実験結果
 　3.1　雄メダカと雌メダカの遺伝子発現解析
結果
　雄メダカと雌メダカのマイクロアレイ画像か
ら蛍光強度を読みとり数値化し、この数値化

6,000L/

2,000L

AT1 AT2 AT3 AT4

500L 500L

6,000L/

2,000L

AT1 AT2 AT3 AT4

500L 500L

図-1　活性汚泥処理装置とメダカ曝露装置の概要

　　表-1　メダカ曝露実験の条件
暴露方式：流水式
換水率：約１換水／日以上
試験区：処理水とエアレーションタンク2槽目
暴露期間：2、7、14日
暴露雄メダカ数：各水槽約100匹（約3カ月齢）
試験水温：26℃
照明：16時間明／８時間暗
給餌：3回/1日
RNA抽出部位：肝臓
遺伝子解析検体数：3サンプル（3匹分の肝臓を1
サンプル）
肝臓中ビテロゲニン蛋白質測定：5 または 10 匹
（ELISA法:Medaka Vitellogenin ELISA Systemを
使用)
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データを元に雄メダカと雌メダカで散布図を作
成すると図-2が得られる。図-2は、雄雌共通
の遺伝子で遺伝子発現の変動が少ないと考えら
れているAcidic Ribosomal PhosphoProtein
(ARPP)遺伝子の発現を1とする相対強度で整理
している。横軸と縦軸はlog2スケールで示して
おり、すなわち、0,-1,-2,-3は1,1/2,1/4,1/8
となる。なお、蛍光強度がバックグラウンド以
下となる低発現遺伝子は、倍率を算出するた
め、蛍光強度がバックグラウンドを若干超える
程度の蛍光強度のかさ上げ処理を行った。
　雌メダカ肝臓中で、雄メダカの2倍以上発
現している遺伝子を表-2に示す。その結果、
卵黄前駆物質の形成に関わる遺伝子であるビ
テロゲニン1,2、卵膜前駆物質の形成に関わ
る遺伝子であるコリオゲニンH,Hマイナ,L,
エストロゲンレセプター遺伝子の発現が高い
ことが確認できる。雌特有の遺伝子は、主に
卵形成に関わる遺伝子であることがわかる。
　3.2　下水への雄メダカ暴露実験の結果
　図-3は、0日目をコントロールとし処理水
とAT上澄水にそれぞれに１週間暴露したとき
の雄メダカの各遺伝子発現の散布図である
（7日間暴露のみ掲載）。本図は3.1と同様に
ARPP遺伝子での補正とバックグラウンド以下
の低発現遺伝子のかさ上げ処理を行ってい
る。表-3は、処理水とAT上澄水に2日,7日

図-2　雄メダカと雌メダカの発現遺伝子の散
　　　布図

遺伝子名 倍率(雌/雄)

 1 75.9

33.6

6.27

コリオゲニンＨ 3.69

partial cold-shock domain protein 3.26

2 2.70

HOXA9B 2.30

コリオゲニンＬ 2.07

↓

↓

↓

↓

↑

→

←

表-2　メスメダカ肝臓中でオスメダカの2倍以
　　　上発現している遺伝子

,14日間暴露したとき、0日目より遺伝子発現
量が3倍以上、1/3以下になった遺伝子でか
つ統計的有意(ANOVA検定でp<0.001)であった
ものを列挙したものである。
　処理水とAT上澄水に暴露したいずれの場合
でも雌特有の遺伝子であるビテロゲニン1,2,
コリオゲニンH,Hマイナ,エストロゲンレセプ
ター遺伝子の発現が高くなることがわかる。た
だし、処理水に14日間暴露した場合では、こ
れらの遺伝子の発現量は低下していた。
処理水とAT上澄水に暴露したときの発現が
増加する遺伝子数を比較すると、曝露期間7日
間以上で、AT上澄水に暴露した方が、処理水に
暴露した場合よりも発現量が増加する遺伝子数
が多いことが確認できた。その中には、卵形成
に関わる遺伝子の他に未同定の遺伝子も多く含
まれていた。
図-4,5に各暴露水槽中のE1,E2濃度とエス
トロゲン活性およびビテロゲニン1,2,コリオ
オゲニンH,Hマイナ,エストロゲンレセプター
遺伝子のリアルタイムPCRの結果を示す。表-
4は、リアルタイムPCRで使用したプライマー
とプローブの塩基配列である。リアルタイム
PCRによる各遺伝子の定量においてもARPP遺伝
子の発現量との相対値を求めた後、0日目コン
トロールとの倍率を算出した。なお、ビテロゲ
ニン１および２は、0日目コントロールの発現
量が検出限界以下であった。ここでは倍率を算
出するため、0日目コントロールのビテロゲニ
ン１および２遺伝子発現量を 0.00001とした。
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　処理水とAT暴露水槽中のE1濃度は、暴露期
間中一定ではなく、それぞれ、0 日目 115、
99.1ng/L、2日目24.1、37.1ng/L、7日目17.6、
8.85ng/L、14日目0.82、9.57ng/Lとなり、低
下傾向であった。このときのエストロゲン活性
の値はE1濃度と同じ傾向を示していた。卵形
成に関わる遺伝子の発現量をみると、処理水に
14日間暴露したメダカで、ビテロゲニン 1,2,
コリオゲニンH,Hマイナ,エストロゲンレセ

プター遺伝子の発現が低下しており、E1 濃度
と同じ傾向を示している。AT 上澄水に暴露し
た方では、14日目に遺伝子発現量の低下は見
られなかった。E1濃度10ng/L以上で卵形成遺
伝子が発現していた。曝露日数2,7日で処理水
とAT上澄水に曝露したメダカの遺伝子発現量
を比較すると、遺伝子の種類により倍率は異な
るが、AT 上澄水に曝露した方が高くなってい
る。例えば、AT上澄水に7日間曝露したメダカ

　　　　　　下水処理水1週間曝露　　　　　　　　　　　　AT上澄水1週間曝露
図-3　0日目の発現遺伝子と処理水およびエアレーションタンク上澄水に1週間曝露したとき　
　　の雄メダカの発現遺伝子の散布図
　表-3　コントロールの3倍以上、0.3以下でANOVA検定によりp<0.001と判定された遺伝子

92.3 109.2

14.8 32.3

7.6 28.0

4.3 7.8

4.2 3.9

3.2 3.1

85.3 88.3

14.1 33.9

8.7 29.5

7.5 7.7

3.7 cDNA similar to aspartate transaminase precursor, mitochondrial - pig AU177265 6.5

cDNA similar to H+-transporting ATP synthase beta chain precursor, mitochondrial - bovine AU177340 5.2

cDNA similar to H+-transporting ATP synthase alpha chain - mouse AU176589 4.9

cDNA similar to TR:O75804 O75804 KI-1/57 INTRACELLULAR ANTIGE AV668414 3.9

cDNA similar to translation initiation factor eIF-2 gamma chain (human) AV669804 3.8

3.7

cDNA  similar to eukaryotic translation inititation factor EIF3-p48 subunit (fission yeast) AU177788 3.2

L AF500194 3.0

37.0 93.2

4.2 36.8

cDNA similar to Brain cDNA library Ictalurus punctatus cDNA 5 AU180750 3.0 31.7

transposon Tol2 transposase AB031079 0.2 cDNA similar to aspartate transaminase, mitochondrial - pig AU177265 7.9

7.7

cDNA similar to H+-transporting ATP synthase alpha chain - mouse AU176589 5.3

cDNA similar to H+-transporting ATP synthase beta chain precursor, mitochondrial - bovine AU177340 4.9

cDNA clone MF01FSA032M17 5 BJ704342 4.2

cDNA similar to eukaryotic translation inititation factor EIF3-p48 subunit (fission yeast) AV670601 4.0

cDNA similar to cytochrome P450 2C4 - rabbit AU176982 3.9

cDNA similar to TR:O75804 O75804 KI-1/57 INTRACELLULAR ANTIGE AV668414 3.8

3.7

cDNA similar to translation initiation factor eIF-2 gamma chain (human) AV669804 3.6

cDNA clone MF01SSA123H06 3 BJ022493 0.3
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のビテロゲニン1遺伝子の発現は、同条件で処
理水に曝露したものの7倍となっている。この
とき、肝臓中のビテロゲニン蛋白質もAT上澄

水に曝露した方が、処理水に曝露したものより
50倍程度高い値を示した。図-4より、肝臓中
ビテロゲニン蛋白質濃度は、E1濃度、エストロ

　　　表-4　リアルタイムPCRで使用したプライマーとプローブの塩基配列

図-4　処理水暴露水槽中のE1,E2，エストロゲ
ン活性値,肝臓中ビテロゲニン濃度,リアルタ
イムPCRで測定した各遺伝子の発現倍率の経日
変化(barは最大,最小値）

図-5　AT暴露水槽中のE1,E2，エストロゲン活
性値,肝臓中ビテロゲニン濃度,リアルタイム
PCRで測定した各遺伝子の発現倍率の経日変化
(barは最大,最小値）

aatcgctcccggttctatatca cgaccctccatactgaaggaca FAM-atctcgaggcagaatcgagagtccga-BHQ

tctgttgttgccaagaccaaag tccatcagttctcactccaatctc FAM-cttctttgttggagctgctgctgatgttct-BHQ

gggctgattcttgctctttctct ggctgaattctggggtgaag FAM-cccttgtggctgccaaccaactg-BHQ

cggatagtcctctttccattgc tttgacactgcccattggc FAM-agcttggacccctcaagtgtacttgca-BHQ

tgttcctcagtgggatttgct agggatccactggaactaacgtt FAM-attaatggctgtccaaacatcgacgatcg-BHQ

cgagctgctgcaggtacct FAM-actgaagtcagggatctgctgctggc-BHQ

↑

↓

↓

←

↑
←

↓

↓

↑

→
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ゲン活性値と連動しないことがわかる。
4．考察
　雄メダカと雌メダカの遺伝子発現解析から雌
メダカ特有の遺伝子は卵形性に関わる遺伝子で
あることがわかった。今回の実験では、雄メダ
カの雌性化の検出も試みたため、雄メダカを使
用したが、雌メダカを使用した方がより高感度
に水質を評価できる場合もあると考えられるこ
とから、様々な物質で雄メダカと雌メダカの感
受性の違いを明らかにしていく必要がある。
　また、遺伝子発現解析から水質を評価する場
合、曝露時間も重要な因子であると考えられ
る。体内にゆっくり蓄積する物質の生物影響
は、長期間の曝露実験を行う必要がある。
 　今回の下水に雄メダカを曝露した実験から
雄メダカ肝臓中で卵形性に関わる遺伝子の発現
が高くなることがわかったが、AT 上澄水では
E2が検出されているものの、7日目までの両曝
露水槽中のエストロゲン活性値は、ほぼ同じで
あったにもかかわらず、AT 上澄水中に曝露し
た場合の方が発現が高くなる傾向が得られた。
これは、メダカ体内に取り込まれる女性ホルモ
ン量が多かった、または、雌性化作用の強い物
質が取り込まれためと考えられるが、その理由
には、以下が推測されるものの明らかではな
い。曝露水中の溶存酸素濃度を測定していな
かったが、AT上澄水は、処理水よりも溶存酸素
濃度は低くなっていたと考えられる。AT 上澄
水中のメダカはより多くの酸素を取り込むた
め、エラを通る水量が増加したため、結果とし
て体内に取り込まれる女性ホルモン量が多く
なった。あるいは、AT上澄水には女性ホルモン
の取り込みを促進する物質が含まれている。
　今回の肝臓中のビテロゲニン蛋白質の測定結
果から、蛋白質の発現では、週間単位での大凡
の水質の履歴が判断でき、遺伝子の発現から
は、数日単位で水質を評価できるものと考えら
れる。今後は、水質と遺伝子の応答速度につい
ても明らかにしていく必要がある。
　AT 上澄水に暴露したメダカは、処理水に暴
露したものより、発現量が増加する遺伝子の数
が多くなったが、化学物質の影響か溶存酸素の
影響かは明らかでない。今後、溶存酸素の高い
条件と低い条件での遺伝子発現解析を行う必要

がある。
　今回の処理水とAT上澄水中のエストロン濃
度と卵形成に関わる遺伝子の発現の関係から、
エストゲン活性約10ng/L-E2が卵形成に関わる
遺伝子発現の閾値であるとと考えられる。

5.まとめ
　以下に本実験結果をまとめる。
１．エアレーションタンク上澄水に曝露したメ
ダカは、処理水に曝露したものよりも発現量が
高くなる遺伝子の数は増加した。
２．エアレーションタンク上澄水および処理水
に雄メダカを暴露すると卵形成に関わるビテロ
ゲニン1,2,コリオゲニンH,Hマイナ,エストロ
ゲンレセプターα遺伝子の発現が増加する。こ
れらの遺伝子は曝露後2日目から検出できた。
また、これらの遺伝子は、水中のエストロン濃
度と連動して動いている可能性がある。
 ３．エストロゲン活性値約10ng/L-E2が卵形
成に関わる遺伝子発現の閾値であると考えられ
る。
　今後は、溶存酸素濃度や給餌の頻度と発現遺
伝子の種類についての知見を収集し、信頼性の
高い試験条件を確立する必要がある。さらに、
純物質でのメダカの暴露試験から、発現または
抑制される遺伝子データを収集し、現場での水
質モニタリングに反映させて行きたいと考えて
いる。
　　　　　　　　参考文献
1)Sirisattha,S., Momose,Y., Kitagawa,E.,
Iwahashi,H.:Toxicity of anionic detergents
determined by Saccharomyces cerevisae
microarray analysis, Water Res.,38,61-70,2004
2)Momose,Y., Iwahashi,H.,:Bioassay of cadmium
using a DNA microarray:genome-wide expression
patterns of Saccharomyces cerevisae responcse
to cadmium, Environ. Toxicol.chem.,76,6548-
6554,2004
3)国土技術政策総合研究所，土木研究所:平成16年
度下水道関係調査研究年次報告書集,国土技術政策
総合研究所資料,土木研究所資料,pp.243-252,平
成 17年
4)国立環境研究所：環境ホルモンの新たな計測手法
の開発と環境動態に関する研究（内分泌撹乱化学物
質総合対策研究）国立環境研究所特別研究報告
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河川水質浄化事業の評価と改善に関する調査 
 

水質チーム 上席研究員 鈴木 穣 

主任研究員 小森行也 

１．はじめに 

河川環境管理の水質目標を達成するため、河川直接浄化施設等による河川浄化事業が実施されて

いる。しかし、どのような水質改善の事業効果がみられるのか、また、河川直接浄化施設の機能が

維持されているか情報が必ずしも十分ではない。また、直接浄化施設の適正な機能を維持するため

に必要な設計や維持管理の方法が必ずしも十分研究されていない。このため、行政や現場からこれ

らを解明する研究が求められている。 

 本調査は、土木研究所が河川浄化事業に関する評価と改善を国土交通省水質連絡会の共通テーマ

とし指導するとともに、河川直接浄化施設での微量汚染物質（エストロゲン様活性等）の除去およ

びアンモニア除去（水道原水と生-態系保全に削減が重要）に焦点を当て、除去機構の理解を深め

るとともに、設計や維持管理の改善の提言を行うことを目標としている。 

平成 17 年度は、河川浄化施設の持続的・効果的な浄化機能を発揮するうえで、有益となる考え

方、維持管理や施設運用方法、問題解決方法などに関する情報を提供し、維持管理の参考資料とし

て利用することを目的とした河川浄化施設の事例集を整理した。また、河川浄化施設の運用および

維持管理の現況を点検し、施設の問題や課題を整理するための手順を示す河川浄化施設自己点検マ

ニュアル（案）を整理した。国土交通省河川局河川環境課、国土技術政策総合研究所河川環境部、

北海道開発局建設部、各地方整備局河川部・技術事務所をメンバーとする水質連絡会で議論しまと

めたものであり、河川浄化施設の事例集は関東技術事務所、河川浄化施設自己点検マニュアル（案）

は九州技術事務所が中心となってまとめた。 

 

２．河川浄化施設の事例集 

 河川浄化施設は流入支川等の汚濁負荷削減のため、当該支川等の汚濁状況に応じて「河川直接浄

化の手引き」（平成 13 年 7 月国土交通省河川局河川環境課）に基づき、計画・調査・設計されて

いる。現在、直轄の浄化施設として約 70 施設が稼働している状況にある。直轄河川の水質は、近

年 10 年間をもても着実に改善傾向を示している一方で、親水面や河川生態系の保全・再生の観点

から河川水質に求められるニーズも高くなっており、さらには環境ホルモンなどの微量有害物質な

ど新たな水質問題も生じている。こうした状況下にあって、河川浄化施設の役割、位置づけにも変

化が求められるようになってきた。また、急速な人口減少に転じつつあるわが国では、大量にスト

ックされた社会資本の更新、維持管理をいかに効率的にかつ適切に実施していくかが大きな課題と

なっている。河川浄化施設においても、既存施設の持続的な機能発揮を図るための適切な管理・運

用あるいは施設改造など課題として注目されてきている。 

 こうした課題に対し、河川管理者や浄化施設の計画・設計者が課題解決の手段として「他の浄化

施設では、どのような課題があり、どのように解決したか」を知ることは非常に有益であると考え

る。本事例集は直轄の浄化施設について、施設の管理・運用においての課題に対し、解決・工夫し

た事例を収集し、今後の課題解決の参考となる事例集を作成したものである。今後、生じるであろ

う同様な課題解決の参考となる情報集の作成を目指したものである。 
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 今後、河川浄化施設の課題は維持管理に関する事項が多くなることが予想されることから、事例

集においても、汚泥処理・処分などの維持管理に関する内容に重点をおいた。本事例集は、浄化施

設の課題解決のヒントを提供することを主目的としている。従って、「課題解決事例の解説書」と

いうよりも、「課題解決のトピック集」の作成を目指し、利用者が手軽に手にとって眺められる資

料作成を心がけた。本事例集は、管理者、設計者にとって関心のあるテーマを設定し、そのテーマ

について、有効な情報、データを有する浄化施設の事例（成功例も失敗例も）を示すスタイルとし

ている。掲載する事例の内容は、結果だけでなく、どうしてそうなったか経緯や検討した内容が分

かるように心がけた。このため、必要に応じて、計画・設計・管理に携わった担当者等にヒアリン

グを行い、関連情報の収集を実施した。本事例集は、「全国水質連絡会」における成果に基づき作

成している。事例のひとつとして、国土交通省の各地方整備局技術事務所における検討結果につい

ても掲載している。 

 河川浄化施設の事例集の目次を図-1 に示す。 

第 1 章は、本事例集の利用方法について記述して

いる。本事例集の目的、作成方針、構成について記

載した。 

第 2 章では、全国における浄化施設の設置状況に

ついて記述している。河川直接浄化技術としては、

礫、種々のプラスチック材、木炭、植生等の材質を

浄化施設内、または、河床及び水面に充填した充填

部に河川水を通すことによって汚濁物が浄化され

る。現在、礫、プラスチック接触材を使用した河川

直接浄化施設が多いのが特徴である。 

第 3 章は、注目される水質項目の浄化特性につい

て記述している。近年の河川水質は、有機汚濁が解

消されつつある一方で、窒素・リンの富栄養化問題、

降雨時汚濁物質の影響、微量有害物質や病原性微生

物などの水系リスクなどの水質問題も多様化して

いる。本章では、こうした注目される水質項目が既

存の浄化施設でどの程度浄化可能であるのか、調査データを紹介する。 

第 4 章は、新たな浄化技術の開発について記述している。多様化する水質問題への対応や建設コ

ストや管理コスト抑制に対する要請から、新たな浄化技術の開発は現在も進められている。しかも、

開発の方向性は、最新技術を導入したものがある一方で、河川浄化の原点にある河川の特性、自浄

作用を生かした浄化手法の開発も進められている。本章ではこうした浄化技術の開発の一端につい

て紹介している。 

第 5 章は、維持管理に関する問題の対応事例について記述している。河川浄化施設の水質浄化機

能を維持するために維持管理は必要不可欠である。しかし、流入河川においては、流域の対策や環

境の変化など特有の問題が生じている。河川浄化施設の維持管理における問題とその対応は施設

個々に行われているのが現状である。河川浄化施設をどのように維持管理していくかが重要になっ

てくる中で、本章は、本事例集のメインパートとして位置づけ、こうした維持管理のノウハウ蓄積・

体系化の一助となることを意図してまとめている。 

第1章　本事例集の利用方法
第1節　本事例集の目的
第2節　本事例集の作成にあたって
第3節　本事例集の構成

第2章　全国における浄化施設の設置状況
第1節　直轄の河川浄化施設一覧
第2節　河川浄化施設の設置目的
第3節　河川浄化施設の分類と件数

第3章　注目される水質項目の浄化特性
第4章　新たな浄化技術の開発
第5章　維持管理に関する問題の対応事例

第1節　流量管理
第2節　水処理プロセス管理
第3節　汚泥管理
第4節　エネルギー・コスト
第5節　維持管理における住民との協議

第6章　施設の有効活用検討事例
第7章　河川浄化施設の費用対効果検討事例
資料編　直轄河川浄化施設台帳

図-1　河川浄化施設の事例集　目次

目　次



－ 205 － 

第 6 章は、施設の有効活用検討事例について記述している。現在、河川浄化施設は、流域対策の

進展に伴い浄化対象河川の水質が計画値を大きく下回った、あるいは浄化対象水量が大きく減少し

たなどの要因により、計画当初の運用を見直さざるを得ない状況にある。この様な環境の変化に伴

い、更なる有効活用の方策が求められている。すでに検討されている事例の一部を本章では紹介し

ている。 

第 7 章は、河川浄化施設の費用対効果検討事例について記述している。河川管理者が事業計画の

立案や事業評価に取り組む際に、費用対効果の検討があげられる。河川浄化対策を行う上で、水環

境改善に伴う経済効果の把握が必要と考えられる。近年、事業評価において費用対効果分析が必要

とされる中で、河川浄化施設における検討事例の一部を紹介している。 

また、資料編として、直轄河川浄化施設台帳を整理した。直轄管理の 70 施設について統一記述

様式で整理している。記述内容は、浄化対象河川、水系河川名、事業主体、事業名、所在地、施設

設置場所、浄化手法名、建設費、供用開始年月の他、①計画目的、②浄化フロー、③施設諸元（計

画諸元、施設設計諸元）④施設概要（図面、写真）⑤稼働実績（水量・水質の状況、浄化条件の状

況、汚泥処理の状況）、⑥浄化施設の維持管理、⑦浄化施設の問題・改善等（施設履歴、施設稼働

状況の評価、維持管理上の問題点、施設や維持管理の工夫・改善）、⑧その他（施設担当部局、連

絡先、参考資料、作成年月日）である。 

 

３．河川浄化施設自己点検マニュアル

（案） 

自己点検の目的は、河川浄化施設を適

正に運用していく上で必要な施設の基本

事項や運用状況を理解するとともに、維

持管理の現況を認識し問題点、課題を自

ら抽出することである。本マニュアル

（案）は、自己点検の手順、点検項目、

問題点の整理方法を示すものである。自

己点検により明らかになった問題点や課

題については、改善に向けて調査、検討

を行い、適切な措置を講ずることが重要

である。 

 河川浄化施設自己点検マニュアル（案）

の目次を図-2 に示す。 

第 1 章は、自己点検マニュアルの活用に

ついて記述している。自己点検マニュア

ルの目的、自己点検の時期、実施者、内

容、実施フロー、チェック様式について

記載した。 

第 2 章は、河川浄化施設の概要把握（基

礎編）について記述している。河川浄化

施設の概要把握とは、管理している浄化

第1章　自己点検マニュアルの活用にあたって
第1節　自己点検マニュアルの目的
第2節　自己点検の時期
第3節　自己点検の実施者
第4節　自己点検の内容
第5節　自己点検実施フロー
第6節　自己点検チェック様式

第2章　河川浄化施設の概要把握（基礎編）
第1節　既往資料の確認
第2節　浄化施設の基本事項の確認
第3節　点検結果の整理

第3章　維持管理現況の把握（管理編）
第1節　維持管理体制及び計画の確認
第2節　管理記録の確認
第3節　設計条件（計画値）、維持管理計画と実
績値（時速値）との比較・確認
第4節　点検結果の確認・整理

第4章　現場施設の確認（点検編）
第1節　接触酸化（礫・接触材）浄化施設
第2節　植生浄化施設
第3節　凝集沈殿施設
第4節　点検結果の確認・整理

第5章　その他
第1節　苦情対応
第2節　緊急時、水質事故時対応
第3節　その他

第6章　点検結果のとりまとめ
第1節　問題点・課題の整理
第2節　改善・見直し行動計画

チェックシート一式
資料編

目　次

図-2　河川浄化施設自己点検マニュアル（案）目次



－ 206 － 

施設の設計条件、設計諸元、施設構造、浄化手法、運用計画などについて管理実務者が把握するた

めに、既往報告書、各種計画書について存在の有無、保管状況を確認するとともに、その概要を理

解するものである。 

第 3 章は、維持管理現況の把握（管理編）について記述している。現在実施されている維持管理

の体制、管理計画、緊急時対応などの維持管理体制と個々の管理記録を確認し、現状での維持管理

実態を明らかにするとともに、問題点や課題を抽出するための現状把握である。 

第 4 章は、現場施設の確認（現場編）について記述している。現場施設の確認は、第 2 章の河川

浄化施設の概要把握（基礎編）で示した施設の構造や浄化手法などの基本事項の理解、第 3 章の維

持管理現況の把握（管理編）で示した維持管理の実情の確認により、施設の維持管理上の問題点、

課題の現状を把握した上で、実際の施設において問題点および課題を確認するものである。点検に

あたっては、実際に日常管理や定期点検を行っている担当者（河川巡視者あるいは委託者）、水質

観測を行っている担当者（委託を含む）といっしょに廻り、詳しい説明を聞くとともに、現場サイ

ドでしか分からないような細かな問題点などについてもヒアリングなどにより確認することが重

要である。なお、この章では、各施設でのポイント点検に重点を置いた上で、施設全体の状況も確

認できる手順で整理している。従って、管理記録のチェックで十分と判断された事項についての現

場確認は省略する場合もあるものと考える。 

第 5 章は、その他として、苦情対応、緊急時・水質事故時対応と施設の特殊性に関して当該施設

に特有な事情がある場合は整理して記載することとした。 

また、チェックシート一式と河川浄化施設の自己点検にあたって必要となる整理表、維持管理体制

図表、維持管理計画書、各種管理記録書の書式を資料編として整理した。 

 

４．まとめ 

平成 17 年度は、国土交通省河川局河川環境課、国土技術政策総合研究所河川環境部、北海道開

発局建設部、各地方整備局河川部・技術事務所をメンバーとする水質連絡会で河川浄化施設の設

計・運用について議論してきた内容をもとに「河川浄化施設の事例集」及び「河川浄化施設自己点

検マニュアル（案）」を整理し、まとめた。 

これらは、既存施設の持続的な機能発揮を図るための適切な管理・運用に有効利用されるととも

に今後の施設設計の参考になるものと期待する。 
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 河川底質のダイオキシン類対策におけるモニタリング技術の実用化研究 
 

研究予算：運営交付金（一般勘定） 
研究期間：平 15～平 17 
担当チーム：水循環研究グループ（水質） 
研究担当者：鈴木穣，小森行也 

 
【要旨】 （200-300字） 
平成 12 年の「ダイオキシン類対策特別措置法」の制定により、ダイオキシン類に対して適切な対応を取ることが必

要となった。14年 7月 22日にはダイオキシン類の底質環境基準が告示され、基準値（150 pg-TQE/g）超過の場合にあ

っては、水への溶出及び巻き上げ等を低減するための何らかの対策をとる必要がある。ダイオキシン類対策において、

汚染範囲の特定、対策施工中の管理など調査対象となる試料数が多くなることが予想されることから、簡易測定手法と

連続監視装置の利用が現場で必要である。本研究は、河川底質のダイオキシン類対策における簡易測定手法の開発とダ

イオキシン類の連続監視装置の開発を目標として実施した。 
 
キーワード：ダイオキシン類、簡易測定、モニタリング、濁度、浚渫工事 
 
１． はじめに 

 平成 12 年 1 月 15 日に「ダイオキシン類対策特別措置

法」が施行され、平成 14年 7月 22日に環境省告示第 46
号によりダイオキシン類（DXNs）に関する「水底の底質」

の環境基準（基準値:150 pg-TEQ/g以下）が示された。DXNs
の定期モニタリング調査等により基準値を超える高濃度

汚染が判明したところにあっては対策の実施が必要であ

る。「ダイオキシン類対策特別措置法に基づく底質環境基

準の施行について（通知）」1)（以下、通知）によると底

質において環境基準値を超える汚染が判明した場合は、

対策を講じることとされているが、まず、どこが最も汚

染されていて優先的に対策を講じる必要があるかを見極

める必要がある。現在、底質のDXNs分析は、「ダイオキ

シン類に係る底質調査測定マニュアル」2)（以下、公定法）

に準拠して行われている。公定法では高度な前処理技術

と高分解能GC/MSという高価な分析装置を要し、分析結

果を得るまでに 1 ヶ月程度の期間を要する場合が多い。

高濃度汚染の汚染範囲を詳細に調査する場合、公定法で

は、より正確な結果が得られる反面、結果を得るまでに

時間が掛かる等課題も多い。そこで、迅速に DXNs 濃度

を知る方法（以下、簡易分析手法）があれば、これらの

方法を用いて高濃度汚染範囲を容易に知ることも可能に

なる。そのため、対策実施のためにも簡易分析手法の開

発が望まれている。 
DXNs の簡易分析手法については、これまでにも多く

の報告があり、DXNsそのものを測定する方法 3),4),5),6),7)と、

DXNs と相関があるとされる代替指標を測定する方法 8),9)

に大別される。これらの方法は、土壌や排ガス、焼却灰

等に適用した例は多いが、底質を対象とした例は少ない。 
河川底質の DXNs 対策実施を想定すると、調査段階、

工事段階、工事終了後において DXNs の測定が必要とな

る 10）。「調査段階」では汚染範囲の確認調査及び工事の影

響範囲調査、「工事段階」では工事境界での底泥の巻き上

げ状況把握、上下流への輸送状況の監視、工事区域外の

水質、底質への影響及び中間処理・処分施設等の監視を

行う。「工事終了後」では汚染現場の改善効果の把握、底

質処分場の環境影響を監視する目的でモニタリングを実

施する。モニタリングでは多数の試料の迅速な測定、対

策中の監視とフィードバックが必要となることから、迅

速で低コストの方法であることが望ましい。通知におい

て、簡易分析手法の適用は「汚染範囲確定のための詳細

調査範囲を絞り込む場合に用いることは差し支えない」

とされている。従って、調査段階における汚染範囲確認

調査においては簡易分析手法の適用が可能である。他の

工事段階では、簡易分析手法の適用は明確化されてはい

ないが、公定法を用いてDXNs濃度をモニターした場合、

分析結果が得られるまで工事が進捗しないなど課題も多

い。このため、他の工事段階においても簡易分析手法を

適用できる可能性が高いと考えられる。しかし、簡易分

析手法であっても分析信頼性の確認は重要であり、その

方法の特徴を十分把握した上で目的にあった利用が必要

である。 
  
２．簡易分析手法によるDXNsの測定 

本研究の目的は、これまで提案されている DXNs の簡

易分析手法が底質汚染の見られる現場において汚染範囲

の確認に利用できる可能性があるか、また、利用の際の

信頼性の評価方法について、実際の汚染現場の底質試料

を用いて検討することにある。ここでの利用シナリオと

しては、汚染現場の底質汚染の範囲確認を目的とする場

合に絞り込む。対象とした簡易分析手法は、土木研究所

が公募した「底質ダイオキシン類の簡易測定技術の開発

に関する共同研究」に対し応募のあった、抗ダイオキシ

ン類抗体を用いたイムノアッセイによる方法、抗Ahレセ



－ 208 － 

プター複合体抗体を用いたイムノアッセイによる方法と

四重極GC/MSによる方法、半・難揮発性有機ハロゲン化

合物（SNVOX）を測定する方法とした。また、測定方法

と並んで重要な要素として、乾燥･抽出･精製の前処理の

プロセスがある。この方法として、時間の掛かる乾燥（風

乾）を行わずに抽出が可能な高速溶媒抽出法 11）、加熱流

下抽出法 12）について検討を行った。精製については、公

定法の多層シリカゲルカラムクロマトグラフィーを簡略

化した 5 層シリカゲルカラムクロマトグラフィーついて

検討した。 
 

２．１ 方法 

２．１．１ 測定方法 

抗ダイオキシン類抗体を用いたイムノアッセイによる

方法、抗Ahレセプター複合体抗体を用いたイムノアッセ

イによる方法では、共同研究を実施した第一ファインケ

ミカル（株）のELISAキット（DELFIA TCDD Test Kit：
以下 ELISA(DT2)）、積水化学工業（株）・（株）矢内原研

究所・大塚製薬（株）・東洋建設（株）グループのELISA
キット（エコアッセイ®ダイオキシン ELISA キット：以

下ELISA(ECO)）及び（株）クボタのAhレセプターバイ

ンディングアッセイ（Ah-イムノアッセイ TM：以下

Ah-IA）を用いた。それぞれの測定方法についてはメーカ

ーの説明書に従って実施した。 
四重極GC/MSによる方法は、DXNsの中から毒性等価

係数（TEF: Toxicity Equivalent Factor）を有するポリ塩化ジ

ベンゾ－パラジオキシン（PCDDs）の 7 異性体とポリ塩

化ジベンゾフラン（PCDFs）の 10異性体を同一カラムを

用いて同時分析する。分離カラムは、J&W 社製のDB-17
（内径 0.25mm、長さ 30m、膜厚 0.25�m）を用い、パル

スドスプリットレス方式で前処理した試料を1�l導入し、

昇温（70℃(3min) → 25℃/min → 180℃ → 5℃/min → 
280℃(4min)）分析した。ここでは、特定の異性体濃度か

らDXNs濃度を推定する方法の検討として、測定17異性

体のうち 2,3,7,8-TCDD の測定値（以下、四重極 GC/MS
（2378D））について検討した。 
半・難揮発性有機ハロゲン化合物（SNVOX）を測定す

る方法は、燃焼－電量滴定装置により全有機ハロゲンを

測定する方法（以下、SNVOX）と燃焼－イオンクロマト

グラフ装置により塩素イオンを測定する方法（以下、

SNVOCl）について検討した。試験方法については文献9
に従った。 
これらの測定方法は、公定法の高分解能ガスクロマト

グラフ質量分析計(HRGC/HRMS)で測定する方法に比べ、

測定値を得るまでの時間を大幅に短縮できる。公定法で

はデータの確認作業を含め通常結果を得るまでに 1 ヶ月

程度を要しているが、これらの測定法は 1 週間程度で結

果を得ることができる。 
２．１．２ 前処理方法 

風乾・ソックスレー抽出を用いた公定法のほか、乾燥・

抽出を簡易化した高速溶媒抽出法 11）、加熱流下抽出法 12）

について検討した。高速溶媒抽出法は、湿泥をアセトン

(120℃、10.3MPa、20分)で抽出した後、トルエン(160℃、

10.3MPa、20 分）で抽出し、各抽出液を合わせて次の精

製操作を行った。加熱流下抽出方法は、湿泥をエタノー

ル脱水法を用いて水分を除去した後、抽出カラムに充填

し常圧下においてカラム上部から加熱したトルエンを一

定速度の押し出し流れで通液し抽出する方法である。抽

出時間は、高速溶媒抽出で約 40 分、加熱流下抽出で約 2
時間であり、約1週間の風乾、ソックスレー抽出の16時
間に比べ大幅に短縮できる。 
精製については公定法の多層シリカゲルカラムクロマ

トグラフィー（多層シリカ）、活性炭カラムクロマトグラ

フィー（活性炭）、アルミナカラムクロマトグラフィー（ア

ルミナ）に加え 5 層シリカゲルカラムクロマトグラフィ

ー（5層シリカ）について検討した。5層シリカは、公定

法の多層シリカのうち 22%硫酸シリカゲル層と水酸化カ

リウムシリカゲル層とその間にあるシリカゲル層を除い

たものである。精製カラム作成時間を短縮でき有害薬品

の使用量・廃棄量を削減できる。 
２．１．３ 前処理法と測定方法の組み合わせ 

 本研究で実施した前処理と測定の組み合わせを図-1 に

示した。ELISA(DT2)、ELISA(ECO)、Ah-IA、四重極GC/MS
（2378D）とSNVOX、SNVOClでは前処理の組み合わせ

は異なるものの、いずれも 5 つの前処理である。本検討

では大量の底質を一括抽出した後、抽出液を分割し種々

の精製を行いそれぞれ異なる測定方法により測定した。 
２．１．４ 測定試料 

検討試料は、表-1に示す5河川の汚染された底質20検体

である。A 河川では 5 地点、B 河川では 9 地点、C 河川

では 1 地点、D 河川では 4 地点、E 河川では 1 地点で、

エクマンバージ型採泥器を用いて表層 10～20cm を採取

した。 
A 河川の A-①から A-④の底質は、total TEQ に占める

PCDDs の割合は 50.3～59.1%、PCDFs が 35.8～43.2%、

Co-PCBs が 4.5～6.5%であり異性体構成も同様であった

が、A-⑤は、PCDDsが 23.9%、PCDFsが 35.0%、Co-PCBs
が41.1%とA-①からA-④の底質に比べCo-PCBsの割合が

高い異性体構成であった。B河川のB-①からB-⑧の底質

は、PCDDs が 31.0～41.2%、PCDFs が 30.5～51.6%、

Co-PCBs が 13.4～37.2%であり A 河川の底質と比べると

PCDDsが低くPCDFs、Co-PCBsの割合が高い異性体構成

であった。B-⑨の底質は、PCDDsが78.1%、PCDFsが11.6%、

Co-PCBsが10.3%であり他の底質とは異なりPCDDsの占

める割合が高い異性体構成であった。 
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図-1 簡易分析手法によるDXNｓ測定検討フロー 

 
表-1 検討試料一覧 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C 河川、D 河川、E 河川の底質は、D-②の底質が PCDDs
が13.2%、PCDFsが76.2%、Co-PCBsが10.6%でありPCDFs
の占める割合が高い底質であったが、他はPCDDsが 29.1
～36.0%、PCDFsが42.4～47.6%、Co-PCBsが 18.2～26.9%
でありB河川のB-①からB-⑧と似通った異性体構成であ

った。 
 
２．２ 結果 

測定結果は、ELISA(DT2)、ELISA(ECO)、Ah-IA は、

標準物質である 2,3,7,8-TCDD 換算の DEQ 値（Dioxin 
Equivalent Quantity）として、四重極GC/MS法は、測定対

象とした異性体量として、また SNVOX および SNVOCl
は、ハロゲン総量あるいは塩素換算量として表示される。 
簡易分析手法の測定結果は、そのまま DXNs 量として

表示されるわけではなく、公定法に基づき毒性等量（TEQ: 
Toxic Equivalent Quantity）値を別途測定、その結果と簡易

分析手法での前述した測定値との相関関係を把握し回帰

式を求め、それに基づき濃度未知の試料を簡易分析手法

の測定値からDXNsのTEQを推定することになる。一般

に、簡易分析手法と公定法との相関をとる場合、X 軸を

簡易法の測定値（ｘ）、Y 軸を公定法のTEQ（ｙ）とし、

回帰線を線形、べき乗等とする。ここでは、回帰線をべ

き乗とした場合の結果で以下議論する。つまりｙ＝aｘb 
（log y=ｂ･log x＋log a）とし、a、bは定数である。また

相関係数は、両対数を取って線形化した場合の値である。 
ELISA(DT2) 、 ELISA(ECO) 、 Ah-IA 、 四 重 極

GC/MS(2378D)、SNVOX、SNVOCl の 6 つの測定方法と

高速溶媒抽出法、加熱流下抽出法の 2 つの抽出方法、さ

らに精製方法の簡易化について30の組み合わせを対象に

検討した結果を以下に示す。 
 
２．２．１ 公定法と簡易分析手法の相関性 

簡易分析技術による測定値と公定法による DXNs 測定

値（pg-TEQ/g）の相関を表－２に示した。測定方法から

整理すると、ELISA(DT2)は、加熱流下抽出＋5 層シリカ

＋アルミナの組み合わせを除きどの前処理との組み合わ

せにおいても相関係数 (r)が 0.5～0.6 であった。

ELISA(ECO)は、加熱流下抽出＋多層シリカ＋活性炭、高

速溶媒抽出＋5 層シリカ＋アルミナの組み合わせ以外で

ｒが 0.6～0.7 であった。Ah-IA は、加熱流下抽出＋多層

シリカ＋活性炭、高速溶媒抽出＋多層シリカ＋活性炭の

組み合わせでｒが 0.6 であった。四重極 GC/MS(2378D)
は、加熱流下抽出＋5層シリカ＋アルミナの組み合わせを

除いて、どの前処理との組み合わせにおいてもｒが 0.7
を超えていた。なかでも高速溶媒抽出＋多層シリカ＋活

性炭の組み合わせはｒが0.891であった。2,3,7,8-TCDDが

四重極 GC/MS で測定可能な濃度であったこと、TEF
（Toxicity Equivalent Factor: 毒性等価係数）を持つ異性体

構成が類似していたことが要因として考えられる。 

20検体

前処理

測定

高速溶媒抽出

SNVOX

公定法(参考）

風乾

簡易法

ソックスレー抽出

多層ｼﾘｶ

ELISA(ECO)

ELISA(DT2)

活性炭

SNVOX

底質

（抽出・精製）

活性炭

ELISA(DT2)

アルミナ

ELISA(ECO)

Ah-IA

アルミナ

Ah-IA

SNVOCl

多層ｼﾘｶ 5層ｼﾘｶ

活性炭

四重極GC/MS
(2378D)

ELISA(DT2) ELISA(DT2)

四重極GC/MS
(2378D)

ELISA(ECO)

Ah-IA

SNVOCl

ELISA(DT2)

ELISA(ECO)

Ah-IA

四重極GC/MS
(2378D)

四重極GC/MS
(2378D)

Ah-IA

SNVOCl

SNVOX SNVOX

HRGC/HRMS

SNVOCl

加熱流下抽出

SNVOX

多層ｼﾘｶ 5層ｼﾘｶ

活性炭

SNVOCl

四重極GC/MS
(2378D)

ELISA(ECO)

強熱減量 含水率 DXNs
(%) (%) (pg-TEQ/g)

A-① 17.1 72.4 65
A-② 14.3 70.3 76
A-③ 12.0 64.0 64
A-④ 12.1 62.0 77
A-⑤ 9.6 50.3 280
B-① 13.0 39.7 160
B-② 14.0 41.8 140
B-③ 13.7 44.5 190
B-④ 6.8 30.5 210
B-⑤ 16.1 44.3 330
B-⑥ 12.2 39.5 160
B-⑦ 15.0 47.9 310
B-⑧ 12.9 45.7 280
B-⑨ 8.4 38.9 640

C河川 C-① 25.9 72.1 130
D-① 7.3 48.3 75
D-② 19.2 71.9 400
D-③ 13.8 71.5 150
D-④ 7.4 55.6 74

E河川 E-① 12.5 69.7 88

試料No.

D河川

B河川

A河川

河川名
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表-2 公定法と簡易分析手法の関係 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SNVOXは、加熱流下抽出＋5層シリカを除きどの前処理

との組み合わせにおいてもｒは 0.6 程度であった。

SNVOClは、どの組み合わせにおいてもｒは0.6程度であ

った。ｒが0.7を超えた組み合わせについて回帰式の傾き

を比較すると四重極 GC/MS(2378D)で測定したケースで

傾きが小さく(0.27～0.37)、TEQ濃度差が小さい試料間の

区別判定の観点からも優れている結果となった。 
 
２．３ 考察 

２．３．１ 簡易分析手手法の現場への適用 

 簡易分析法の現場へ適用する場合として、次の２つのケ

ースが考えられる。 

(1) 高濃度汚染分布の推定 

公定法と簡易分析手法の関係（回帰式）から底質中の DXNs

濃度を求め、高濃度汚染範囲を推定する場合であり、公定

法と簡易分析手法の相関の強さによって、推定の誤差が大

きく影響する。誤差を含むことを前提として大まかな汚染濃

度分布を予測し、範囲確定のためには公定法によって最終

的な測定を行い汚染範囲を確定することが必要である。 

(2) 基準値（150 pg-TEQ/g）の超過の判定 

簡易分析手法による推定値を基準値超過の有無の判定に

適用する場合であり、推定する値が低めに見積もられるよう

回帰式の信頼区間の上限値を用いてTEQを推定することが

考えられる。信頼区間の上限値としては、一般に 90%、95%、

99%などが考えられるが、判断の重要性によって信頼度を

決定する必要がある。 

２．３．２ 公定法と簡易分析手法の回帰式選択の妥当

性 

２．２では、公定法と簡易分析手法の相関を回帰線がべ

き乗となる場合で議論したが、直線回帰とべき乗回帰それぞ

れで関係式を求め、両者の違いを議論するた め、

ELISA(DT2)の関係を例として図-2 に示した。 

公定法と簡易分析手法の相関を相関係数で比較すると大

きく異なることはなく、両者に大きな違いはみられない。ここ

には示していないが、このほかの場合においても同様な傾

向にあった。したがって、公定法と簡易分析手法の関係式を

用い高濃度汚染の範囲を推定する場合には、いずれの回

帰式を用いても大きな違いはないと考えられる。しかし、底

質環境基準値（150 pg-TEQ/g）を超過しているか否かの判定

に使用する場合では、簡易分析手法のデータの信頼性を

考慮し%（例えば 95%）信頼区間の上限値を用いて TEQ を

推定する方法が考えられる。この場合、図-2 からも明らかな

ように直線回帰では 95%信頼区間の上限曲線のｙ切片は基

準値（150 pg-TEQ/g）を超えており、簡易分析値が仮に 0 

b a r
多層シリカ 活性炭 0.46 15.5 0.535

活性炭 0.56 5.30 0.594
アルミナ 0.39 15.4 0.365

多層シリカ 活性炭 0.47 12.8 0.592
５層シリカ アルミナ 0.46 11.6 0.565
多層シリカ 活性炭 0.32 19.6 0.368

活性炭 0.66 1.26 0.614
アルミナ 0.61 2.51 0.711

多層シリカ 活性炭 0.41 6.74 0.672
５層シリカ アルミナ 0.75 0.65 0.382
多層シリカ 活性炭 0.56 5.61 0.610

活性炭 -0.14 447 0.225
アルミナ 0.21 35.7 0.298

多層シリカ 活性炭 0.38 11.6 0.608
５層シリカ アルミナ -0.03 202 0.036
多層シリカ 活性炭 0.30 100 0.710

活性炭 0.27 105 0.773
アルミナ 0.25 119 0.612

多層シリカ 活性炭 0.37 79.7 0.891
５層シリカ アルミナ 0.29 93.0 0.789

0.43 249 0.614
５層シリカ アルミナ 0.63 239 0.650

0.57 140 0.433
0.50 32.5 0.589

高速溶媒抽出 0.58 22.3 0.632
0.44 254 0.624

５層シリカ アルミナ 0.63 239 0.645
0.72 165 0.604
0.51 32.9 0.600

高速溶媒抽出 0.56 24.2 0.627
（注）y: 公定法測定値、　x: 簡易測定手法測定値

検出方法 抽出方法 精製方法
logy=b･logx+a　　　(n=20)

ELISA(DT2)
加熱流下抽出

５層シリカ

高速溶媒抽出

ELISA(ECO)
加熱流下抽出

５層シリカ

高速溶媒抽出

Ah-IA
加熱流下抽出

５層シリカ

高速溶媒抽出

５層シリカ
精製なし
精製なし

四重極GC/MS
(2378D)

加熱流下抽出
５層シリカ

高速溶媒抽出

SNVOCl 加熱流下抽出

多層シリカ

５層シリカ
精製なし
精製なし

SNVOX 加熱流下抽出

多層シリカ
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pg/g であった場合でも許容されない結果となる。一方、べき

乗回帰を用いた場合、低濃度側において信頼区間の幅が

収れんされるためそのようなことが起こりにくい。 

以上のことから公定法と簡易分析法との関係式から TEQ を

推定する場合にあってはべき乗回帰を用いる方が実用的で

あると考えられる。 

y = 3.3076x0.6888

r = 0.751
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図-2 公定法測定値（pg-TEQ/g）とELISA(DT2)の関係 

（点線は95%信頼区間） 

２．３．３ 回帰線の信頼区間の取り方 

簡易分析手法によってある基準値を超過しているか否か

の判定等に適用する場合、測定値の信頼性を考慮する必要

がある。例えば、図-3 のように ELISA(DT2)を例にすると、環

境基準値 150 pg-TEQ/g に相当する ELISA(DT2)の測定値

は、回帰線上の値である 254 pg-DEQ/g の可能性が最も高

い。この値（254 pg-DEQ/g）をもって基準値超過を判定しよう

とすると、基準値を超える可能性もあることから、安全サイド

となるようにα％の信頼度をもつ回帰線の信頼区間の上限

値を用いることが必要となる。としては、90%、95%、99%な

どが通常取られる。α = 90%が取られたとすれば、y = 150 
pg-TEQ/g に 相 当 す る 90% の 信 頼 区 間 上 限 値 の

ELISA(DT2)による推定値は 71 pg-DEQ/g となるが、その値

に対して最も可能性が高い公定法による値は 62 pg-TEQ/g
に相当する。従って、環境基準値150 pg-TEQ/g を 90%信頼

区間上限値で推定すると最確値に対し 2.4 倍程度の安全サ

イドの判定をすることになる。回帰式から推定する値の信頼

区間を大きくすると、その推定幅も当然大きくなるため、信頼

区間をいくつにとるかについては目的に応じて判断する必

要がある。 

y = 3.3076x0.6888

r = 0.751
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図-3 回帰式の 90%,95%,99%信頼区間 

 

２．４ まとめ 

 本研究で ELISA(DT2)、ELISA(ECO)、Ah-IA、四重極

GC/MS(2378D)、SNVOX、SNVOCl の 6 つの検出方法と

抽出方法・精製方法の簡易化について30の組み合わせを

対象に、20 試料の底質を用いて、簡易分析手法と公定法

での底質DXNs濃度との関係を比較検討した結果以下の結

論を得た。 

（１）簡易分析手法と公定法との相関性は、四重極

GC/MS(2378D)がどの前処理との組み合わせでも比較的

高い相関関係にあり、なかでも高速溶媒抽出＋多層シリ

カ＋活性炭の組み合わせの相関性が最も良好であった。 

（２）公定法と簡易分析手法の相関で使用する回帰式は、

直線回帰とべき乗回帰でも決定係数は大きく異なること

はないが、基準値（150 pg-TEQ/g）を超過しているか否か

の判定に使用する場合にあっては、直線回帰では信頼区

間を考慮した判定が不可能な場合があることから、べき

乗回帰を用いる方が実用的である。 

 

３．四重極 GC/MS による簡易測定手法を用いた小河川の

DXNs汚染調査 

 平成16年 7月に「河川、湖沼底質中のダイオキシン類

簡易測定マニュアル（案）」13)が示された。マニュアルで

示されている測定方法のうちGC/MS法は、試料前処理後、
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四重極GC/MS等を用い毒性等価係数（TEF）を持つDXNs
異性体（29 化合物）を個別に定量し、それぞれの定量値

に TEF を乗じ毒性等量（TEQ）を求める方法である。高

価な高分解能GC/MSを使用することなくDXNsの定量が

可能となったものの、その分析操作は未だかなり繁雑で

ある。本研究は、より簡易な測定方法として特定の１異

性体を汎用的なGC/MSである四重極GC/MSにより定量

し、その定量値からTEQを求める方法の現場適用可能性

について検討した。 

 

３．１ 方法 

３．１．１ 検討試料 

検討試料は、都市域の小河川（川幅約36m）の約1,000m
の区間において、等間隔を基本としながら、過去の調査

により高濃度汚染が明らかな地点にあっては密に25試料

を採取した。エクマンバージ型採泥器を用いて表層 10～
20cm を採泥した。採取した 25 試料について公定法によ

る測定を行った。25 試料の DXNs 濃度は、81～19,000 
pg-TEQ/g（中央値：210 pg-TEQ/g）、total TEQ に占める

PCDDs の割合は 0.5～34.4%、PCDFs が 34.4～99.2%、

Co-PCBs が 0.3～34.6%であり、PCDFsの割合が高い試料

であった。 

３．１．２ 測定方法 

四重極GC/MS による方法は、高速溶媒抽出法11) により

抽出し、濃縮精製した試料をガスクロマトグラフ（6890N 
series GC system, Hewlett Packard）を用い、TEF を有する

PCDDs の 7 異性体と PCDFs の 10 異性体を同一の分離カラ

ム（BPX-DXN(SGE)）により分析、Co-PCBsの12異性体を分

離カラム RH-12ms（INVENTX）により分析する方法とした。

前処理試料 1µl をスプリットレス方式により導入し、昇温

（130�(1min) → 15�/min → 210�(0min) → 3�/min → 

290�(0min) → 10�/min → 330�(hold)）分析した。各異

性体の定量は、質量分析計（5973N MSD, Hewlett Packard）

を用い、SIM により行った。 

３．１．３ 特定異性体の定量値によるTEQの推定 

２．簡易分析法による DXNs の測定の四重極 GC/MS による

方法では 2,3,7,8-TCDD の測定値と公定法の TEQ の関係に

ついて検討を行ったが、ここでは再度以下の手順に従い特

定異性体の選定を行った。 

（１）簡易測定に用いる特定異性体の選定手順 

公定法による測定を行った 25 試料の分析結果を用い以下

の手順で特定異性体の選定を行った。 

１）TEQ との相関が高い異性体を選定。公定法で測定す

る全異性体 32 化合物について、各異性体と TEQ の相関を

求め、べき乗回帰の相関係数（r）が高い異性体を選定。 

２）四重極 GC/MS で測定する異性体を選定。TEF を持た

ない異性体 1,2,7,8-TeCDF を除いた。 

３）四重極 GC/MS により安定して測定が可能な高濃度に

存在する異性体を選定。25 試料の測定において検出下限

値以下の定量結果があった異性体 2,3,4,7,8-PeCDF、

1,2,3,7,8-PeCDF を除いた。 

４）以上の結果、2,3,7,8-TeCDF、2,3,4,6,7,8-HxCDF を簡易

測定に用いる特定異性体候補とし、以下の検討では

2,3,7,8-TeCDF を特定異性体とした。 

（２）特定異性体（2378-TeCDF）の定量値による TEQ の

推定 

実際に四重極GC/MSによる2,3,7,8-TeCDFの定量値（以下、

四重極GC/MS(2378F)）からTEQを推定する場合は、複数

の試料について公定法での測定も行い、四重極

GC/MS(2378F)と公定法によるTEQの関係式からTEQを

推定することになる。本検討では、25 試料の中から四重

極 GC/MS（2378F）の定量値を基に、最大値、最小値、

中央値及びまたその中間値から 5 試料を選出した。選出

した5試料の公定法と四重極GC/MS(2378F)の関係（5点
検量線）を用い25試料のTEQを推定した。 

 

３．２ 結果と考察 

本検討に供した試料を採取した小河川（川幅約 36m、

調査区間約1,000m）の底質DXNsの濃度分布を図-4に示

した。また、各測定法による結果を基に推定した濃度分

布から調査区間の濃度分布割合を求め図-5 に示した。公

定法と四重極 GC/MS(2378F)の結果を比較すると、150 
pg-TEQ/g 以下の占める割合が大きく、150-300 pg-TEQ/g
の占める割合が小さい結果となったが、300 pg-TEQ/g 以

上の占める割合は同等であった。公定法の結果と異なる

結果となったものの、容易に濃度分布の傾向を知ること

が可能であり、DXNs の高濃度汚染範囲の予測に用いる

簡易分析手法として現場への適用可能性が確認された。 

 

３．３ まとめ 

 四重極 GC/MS(2378F)の方法により小河川の DXNs 汚

染調査を行った結果、公定法の値と比較し 150 pg-TEQ/g
以下の占める割合が大きく、150-300 pg-TEQ/g の占める

割合が小さい結果となったが、300 pg-TEQ/g以上の占め

る割合は同等でありDXNsの高濃度汚染範囲予測に用いる

簡易分析手法としての適用可能性が確認された。 
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図-4 小河川におけるDXNs汚染調査結果 
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図-5 調査区間のDXNs濃度分布 

 

４．浚渫工事中の濁度の連続モニタリング 

汚濁した河川環境改善の一つとして浚渫等、河川底質

の掘削除去による方法がある。浚渫工事では、掘削によ

る底泥の巻き上げが十分予想されるが、巻き上げられた

底泥にはダイオキシン類等有害物質が含まれている可能

性があり、これらによる下流への二次汚染が懸念される。

本研究は、浚渫工事中の濁度を連続モニタリングし、底

泥巻き上げによる下流側への二次汚染の影響を監視する

ための安価で操作・メンテナンス性がよい連続濁度モニ

タリングシステムの開発を目的とし、（株）鶴見精機と「共

同研究」を実施した。 

 

４．１ 濁度モニタリングシステム 

 濁度センサ及びデータロガーは市販されているもので、

データロガーは 8 チャンネルの電圧入力値をコンパクト

フラッシュカードに記録できる。濁度センサの濁度測定

方式は後方散乱光方式で、センサの光源から赤外線を照

射し、水中の粒子に当たって散乱する散乱光の強さを受

光部で受け、電圧に変換して出力する。濁度センサから

出力された電圧はデータロガーに入力され、電圧値とし

て記録される。本濁度計のシステム概念図を図-6に示す。 

 

４．２ 調査実施地点 

調査は、埼玉県草加市綾瀬川蒲生大橋付近において国土

交通省江戸川工事事務所が河川環境整備事業として実施

している河川底泥の浚渫現場で行った。試験現場の周囲

は住宅街となっており、通常時の濁度は5～15ppm、平均

で 10ppmである。綾瀬川では川の底に溜まった土砂やヘ

ドロを取り除き、洪水時の流量確保と、水質環境改善を

目的として浚渫工事を行っており、その間に試験を実施

した。 
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図-6 濁度モニタリングシステム概念図 

 

４．３ 調査方法 

４．３．１ 汚濁防止枠の効果（調査1） 

浚渫船に取付けられた汚濁防止枠には、バックホーに

よる浚渫で巻き上げられた底泥が枠の外側へ流出するの

を防ぐため、長さ1m程度の膜が取付けられている。膜に

より汚濁防止枠の内側と外側で濁度がどのように変化す

るかを確認するため、内側と外側の水深50cm位置に濁度

計を設置し、連続モニタリングを行った。なお、河川の

濁度監視の為、浚渫の影響がない上流にも濁度計を設置

しモニタリングを行った。 

４．３．２ 鉛直方向の濁度変化（調査2） 

浚渫により巻き上がった底泥による浚渫位置より下流

側での変化を確認するため、また水深の違いによる濁度

の変化を確認するため、浚渫船下流側後方1m付近に濁度

計 3台を水深40cm、90cm、140cmの位置に設置し、連続

モニタリングを行った。また、浚渫位置から下流側へ約

50m 離れた地点に濁度計を設置しモニタリングを行った。 

４．３．３ 下流方向の濁度変化（調査3） 

浚渫工事位置より下流側に離れるほど底泥が沈降して

いくため、濁度は低下していくと考えられる。そこで、

浚渫工事位置から離れたときの濁度の変化を確認するた

め、また水深による濁度の変化を確認するため、ボート

に調査2で用いた濁度計を水深 40cm、90cm、140cmの位

置に設置し、下流側へ移動しながらモニタリングを行っ

た。調査の概念図を図-7、図-8、調査の様子を写真-1に示

した。 

 

４．４ 調査結果 

４．４．1 調査1の結果 

試験１の結果を図-9 に示す。図-9 は 1 秒の瞬時値を表し

たものであるが、モニタリング結果は、枠外側濁度で

3000ppm以上、枠内側濁度で2000ppm以上の値を計測し

た。瞬間的な高濃度の値は、モニタリング中に、巻き上

げられた底泥やゴミ等が濁度センサの計測面に触れたこ

とが原因と考えられる。ここでは10分間の平均的な濁度 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-7 調査の概念図（その1） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-8 調査の概念図（その2） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

写真-1 調査の様子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-9 瞬時濁度のモニタリング結果（調査1） 

 

変化を用いて評価することとした。10 分平均値の結果を

図-10に示す。 
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図-10 調査 1の結果（10分平均値） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-11 調査 2の結果（10分平均値） 

 

浚渫工事の流れは図-10 に示しているように浚渫、休止、

移動を行っていた。濁度のモニタリングは浚渫開始から

120分継続した。浚渫工事中は汚濁防止枠の内側と外側で

濁度の差が大きいが、浚渫休止、浚渫終了後は内側の濁

度が下がり、外側の値に近くなり、経過時間 120 分では

枠内外、上流の値がほぼ同じとなっている。 

経過時間50 分から 70 分の濁度が高くなっているが、こ

の原因として、浚渫船の移動、上流から流れて 

きたゴミ等の影響を受けたことが考えられる。 

上流に設置した濁度計は浚渫工事中、終了後も全く変化

がなく、常に12ppm前後であった。 

 

４．４．２ 調査２の結果 

試験2の結果を図-11に示す。 

試験2も試験1と同様に1秒サンプリングで10分平均し

た値を表している。 

浚渫工事の流れは図-11 に示しているように浚渫、休止、

移動を行っていた。 

水深が深いほうの濁度が高いことから、汚濁防止枠内で

巻き上げられた底泥は膜から流出し、下流へ沈降しなが

ら移動していることが推測される。 

また、試験 1 とは異なり、浚渫休止中、終了後でも、濁

度が高くなっている。これは、浚渫を止めても流れ等の

影響により巻き上げられた底泥がしばらく下流に流れる

ためと考えられる。 

 

４．４．３ 調査３の結果 

試験3の結果を図-12に示す。 

濁度は1秒サンプリングで7秒平均した値を1mと 

している（ボートが7秒で1m進むため）。 

浚渫工事の流れは図-12に示しているように枠外側 

を浚渫していた。 

距離が離れるにつれ、徐々に濁度は低くなっている 

ようだが、通常時濁度10ppmを考慮すると、30m程 

度離れても浚渫の影響があることがわかる。 

また、浚渫船から25m付近までは、水深により濁度 

に差があるが、30m付近になると差がなくなっており、 

ほぼ均一になっている。 

 

 

図-12 調査 3の結果 
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４．５ まとめ 

調査結果により、浚渫工事中の濁度は汚濁防止枠内外

で差があること、汚濁防止枠内を浚渫しても環境条件(流

速、風、雨等)により底泥が膜の外部に流出し下流に影響

を与えることを確認した。 

 また、開発した連続濁度モニタリングシステムは、比

較的低濃度の濁度でも確実に記録すること、1台のデータ

ロガーに複数の濁度計を接続できること、小型でいかな

る場所でも設置が可能な装置であることを確認した。 

 

５．まとめ 

５．１ 河川底質のダイオキシン類対策における簡易測

定手法の開発 

本研究で ELISA(DT2)、ELISA(ECO)、Ah-IA、四重極

GC/MS(2378D)、SNVOX、SNVOCl の 6 つの検出方法と

抽出方法・精製方法の簡易化について30の組み合わせを

対象に、20 試料の底質を用いて、簡易分析手法と公定法

での底質DXNs濃度との関係を比較検討した結果以下の結

論を得た。 

1)簡易分析手法と公定法との相関性は、四重極

GC/MS(2378D)がどの前処理との組み合わせでも比較的

高い相関関係にあり、なかでも高速溶媒抽出＋多層シリ

カ＋活性炭の組み合わせの相関性が最も良好であった。 

2)公定法と簡易分析手法の相関で使用する回帰式は、

直線回帰とべき乗回帰でも決定係数は大きく異なること

はないが、基準値（150 pg-TEQ/g）を超過しているか否か

の判定に使用する場合にあっては、直線回帰では信頼区

間を考慮した判定が不可能な場合があることから、べき

乗回帰を用いる方が実用的である。 

 また、四重極 GC/MS(2378F)の方法により小河川の

DXNs 汚染調査を行った結果、公定法の値と比較し 150 
pg-TEQ/g 以下の占める割合が大きく、150-300 pg-TEQ/g
の占める割合が小さい結果となったが、300 pg-TEQ/g以
上の占める割合は同等でありDXNsの高濃度汚染範囲予測

に用いる簡易分析手法としての適用可能性が確認された。 

 

５．２ ダイオキシン類連続監視装置の開発 

ダイオキシン類対策を想定した浚渫工事中の濁度の連

続モニタリングについて、実際の浚渫工事現場において

調査した結果、浚渫工事中の濁度は汚濁防止枠内外で差

があること、汚濁防止枠内を浚渫しても環境条件(流速、

風、雨等)により底泥が膜の外部に流出し下流に影響を与

えることが確認できた。 

 また、開発した濁度モニタリング装置が比較的薄い濃

度の濁度でも確実に記録し、1台のデータロガーに複数の

濁度計を接続でき、いかなる場所でも設置が可能といっ

た安価な簡易モニタリング装置としての実用性とその効

果についても確認できた。 
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水環境中の化学物質が及ぼす生態影響に関する研究 
 

水循環研究グループ水質チーム 上席研究員 鈴木 穣  
主任研究員 宮島 潔  

CREST 研究員 原田 新  
 

1. はじめに 

近年、産業活動の拡大発展に伴い、様々な化学物質が広範囲に使用されており、排水や河川水中にも多種

多様な化学物質が存在することが明らかになっている。下水処理水からも環境ホルモン様物質等に代表され

る多種にわたる化学物質の存在が報告されており 1，2)、それらの生物への影響が懸念される。このことから、

水環境中に放出された化学物質が、水域に生息する生物にどのような影響を与えるかを明らかにすることは

重要である。 
化学物質による生態系への影響を探る学問分野としては、生態毒性学（Ecotoxicology）がある。これは、

生態学（Ecology）と毒性学（Toxicology）を組み合わせた造語であり、一般的には、「生態系における毒性の

ある物質の運命と生態系への影響に関する研究」と定義されている 3)。欧米では、生態毒性関連の研究は盛

んに行われており、研究者の数も多く層も厚い。我が国において、生態毒性の研究者は少数ではあるが、農

村地帯の河川水、下水、廃棄物浸出水等に関していくつかの報告がなされている 4-9)。畠山らは、つくば市と

その周辺を流れる農村地帯の河川水について、水生生物への影響を調べている 4，5)。採取した河川水につい

て、藻類および甲殻類の試験を実施した結果、試験水中の Selenastrum capricornutum の増殖阻害は 5 月初旬か

ら始まり、5 月中旬にはほぼ完全に増殖が阻害されたこと、阻害の原因は除草剤の影響であったことを報告

している。また、その河川水をヌカエビ（Paratya compressa improvisa）に曝露した結果、ヌカエビの死亡率

は、5 月中旬から 6 月上旬にかけて高く、この原因はこの時期に散布された殺菌剤、殺虫剤の影響であるこ

とを報告している。また、松原らは、マイクロトックス、藻類、カエル胚を用いて、下水および環境水につ

いて毒性試験を実施している 7)。その結果、マイクロトックス、藻類、カエル胚試験とも、流入下水からは

毒性を検出しているが、その毒性は、下水の生物処理後には検出されなくなったことを報告している。一方、

下水処理において、生物処理後の塩素添加量が多い処理場については、マイクロトックスおよび藻類による

試験で毒性が上昇する場合があることを報告している。 
一方、近年において河川水や下水道等の水環境中における、PPCP（Pharmaceuticals and Personal Care Products）

の存在に国内外で関心が集まりつつあり、河川表流水や下水処理水中から抗生物質等の医薬品が実際に検出

される報告がなされてきている。医薬品等の物質は、その本来の目的において生体作用を持つため、環境中

に存在するこれらの物質が水域の生態系にも何らかの影響を及ぼすことが懸念される。しかし、化審法によ

る生態影響試験を課せられている化学物質と異なり、医薬品はそのような評価対象とはなっていないため、

これらの物質の持つ生態影響に関するデータは未だ十分とはいえない状況にある。 
そこで、本研究においては環境中に存在する化学物質が水生生態系に及ぼす影響について、バイオアッセ

イ手法を用いて評価するための試験系の検討を目的とした。 
なお、ここでは平成 17 年度の成果をとりまとめて報告する。 

 

2. 研究方法 

2.1. バイオアッセイに適用する生物種 
この研究におけるバイオアッセイに適用する生物は、以下のものを用いることとした。 

(1)甲殻類 
水圏生態系における甲殻類としては、エビやカニ、カイアシ類やミジンコなど様々な種が存在する。この

うち「ミジンコ」は特に生態学的にも特徴的な生物である。湖等の水界において、ミジンコは一次生産者で

ある植物プランクトンを食べ、自らはより高次な魚などに補食される。このことから、植物によって作られ

た有機物を高次の生物に受け渡すため、食物連鎖における重要な部分を担っている。 
また、メダカと同様に毒性試験対象生物として試験方法の標準化も進んでいる。 
そこで、広く試験生物として利用されている「オオミジンコ(Daphnia magna)」を対象生物種として選定す
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ることとした。 
(2)藻類 
藻類は水圏生態系における主な一次生産者である。そのため、多くの水生動物の餌となり、水中における

食物連鎖の起点となる重要な生物群である。 
また、上記二種と同様に、毒性試験対象生物として試験方法の標準化も進んでいる。 
そこで、広く試験生物として利用されている「緑藻(Pseudokirchneriella subcapitata [旧学名：Selenastrum 

capricornutum])」を対象生物種として選定することとした。 
 

2.2. バイオアッセイ手法 
2.2.1. 甲殻類 
ミジンコ（写真 1）を用いたバイオアッセイ手法としては、OECD や JIS11)によって標準化された手法があ

り、「化学物質の審査及び製造等の規制に関する法律」による届出における生態影響試験法としても規定され

ている。 
試験の内容は、遊泳阻害を視点とする急性毒性物質、繁殖阻害を視点とする慢性毒性試験など、様々なも

のがあるが、いずれも供試生物を試験前から飼育・順化し、齢数を揃える等の準備が必要となる。この事前

準備には飼育装置や飼育水の交換作業、発生仔個体の隔離等に多大な費用と労力が掛かり、限られた施設と

人員によって安定した試験を行うことは困難である。 
そこで、事前の大掛かりな準備を必要としない手法として、ミジンコを用いた毒性試験

のキットを用いることとした。このキットはベルギーの MicroBioTests 社から供給されて

いる、急性毒性試験システム (DAPHTOXKIT F MAGNATM)である。 
試験は冷蔵状態で保存したキット附属のミジンコの卵（耐久卵）を試験開始直前に孵化

させ、孵った個体を試験に供する。 
ミジンコは、試験対象物質の濃度を段階的に変化させた試水中で 24 及び 48 時間曝露し

た後に、水中で泳いで動き回ることができるかどうかによって、遊泳阻害を判定し、試料

濃度と阻害率の関係から半数阻害濃度(EC50)を求めた。 
 

2.2.2. 藻類 
藻類を用いたバイオアッセイについても OECD や EPA によって標準化された手法があり、「化審法」にお

ける生態影響試験法としても規定されている。 
これらの試験法はいずれもフラスコを用いた培養方法を採用しているが、フラスコを用いると１検体あた

りの培養容量が大きくなるため、結果の誤差を小さくすることができる利点がある反面、大量の試料が必要

となるうえ、培養装置の容量面からの制限があることから、一度に処理できる試料数に限界が生じる。 
そこで、本研究では Blaise らの方法 12,13)を参考にして、96 孔のマイクロプレートを用いた藻類生長阻害試

験（写真 2）を適用することとした。 
試験における培養温度は 24℃，照度 4000Lux，120rpm の振とう条件で培養を行い、培養期間中マイクロプ

レートリーダー（Wallac 社製，ARVO SX-1420：写真 3）を用いて藻類増殖量の変化をモニタリングし、吸光

度から細胞数を換算する方法で、96 時間曝露した後に藻類の増殖量から生長阻害率を計算し、試料濃度と阻

害率の関係から半数阻害濃度(EC50)を求めた。また、一部の物質については最小影響濃度(LOEC)と無影響濃

度(NOEC)についても計算を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

写真 1 ﾐｼﾞﾝｺ

写真 2 ﾏｲｸﾛﾌﾟﾚｰﾄによる培養 写真 3 ﾏｲｸﾛﾌﾟﾚｰﾄﾘｰﾀﾞｰ 
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2.3. 対象とする試水及び物質 
対象とする試験水（試験物質）は、下記の通りとした。 

2.3.1. 甲殻類 
甲殻類の試験における対象物質は、近年、河川水や下

水道等の水環境中における PPCP（Pharmaceuticals and 
Personal Care Products）の存在として国内外で関心が集ま

りつつある医薬品とした。医薬品は河川表流水や下水処

理水中から抗生物質等の医薬品が実際に検出される報告

がなされてきている。これらの物質は、その本来の目的

において生体作用を持つため、環境中に存在するこれら

の物質が水域の生態系にも何らかの影響を及ぼすことが

懸念される。しかし、化審法による生態影響試験を義務

づけられている化学物質と異なり、医薬品はそのような

評価対象とはなっていないため、これらの物質の持つ生

態影響に関するデータは未だ十分とはいえない状況にある。 
そこで、試験に用いる医薬品は、下水処理水等の環境中で検出された物を中心に選定し、表 1 に示す 9 物

質とした。これらの医薬品の環境水中の存在量の例として、下水処理水中に確認された濃度を併せて示した。

物質ごとに存在濃度に幅があるが、いずれも ng/L のレベルであった。 
なお、これらの物質の構造については、表 2 に示す通りである。 
また、曝露濃度については、次節の表 3 に示す。 
 

表 2 対象医薬品の化学構造 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

医薬品名 用途
下水処理水中
濃度例 (ng/L)

参考
文献

ｱｽﾋﾟﾘﾝ 解熱鎮痛剤 194～290 14)
ﾌｪﾉﾌﾟﾛﾌｪﾝ 解熱鎮痛剤 1.5～7.7 14)
ﾁﾓｰﾙ 殺菌剤 0.3～2.4 14)
ﾄﾘｸﾛｻﾝ 殺菌剤 63～301 14),15)
ｼﾞｴﾁﾙﾄﾙｱﾐﾄﾞ 昆虫忌避薬 52～935 14),15)
ｸﾛﾀﾐﾄﾝ 鎮痒剤 502～1569 14),15)
ﾚﾎﾞﾌﾛｷｻｼﾝ 抗生物質 189～400 16)
ｸﾗﾘｽﾛﾏｲｼﾝ 抗生物質 266～444 16)
ｱｼﾞｽﾛﾏｲｼﾝ 抗生物質 88～219 16)

表 1 対象医薬品と検出濃度例 
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Aspirin

Levofloxacin
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St.1-St.6: Sampling stations in the Tama River
STP-1, STP-2, STP-3: Sewage treatment plant effluents
T1-T5: Tributaries flowing into the Tama River

T-1

T-3
T-5

2.3.2. 藻類 
(1)河川水 
a) 多摩川における調査 

多摩川におけるサンプリングは 2003 年 2 月に実施した。調査地点を図 1 に示す。サンプリングでは、多

摩川河川水，多摩川へ流入する下水処理水および支川の水についてサンプル採取を行った。採取したサンプ

ルは、直ちに実験室に持ち帰り、ガラスファイバーフィルター（GF/B，Whatman）およびメンブレンフィル

ター（孔径 0.2µm，Advantec）によりろ過を行った後、試験に供するまでの間-30℃にて凍結保存を行った。

試験は、凍結保存しているサンプルを融解した後、希釈系列を作成して行った。 
b) 固相抽出カートリッジを用いた試料の分画濃縮 
多摩川河川水および下水処理水の数サンプルについては、固相抽出カートリッジにより濃縮を行った。固

相抽出カートリッジとしては、GL-Pak PLS-2（GL-Sciences，以下 PLS-2 と表記）を用いた。PLS-2 をメタノ

ールおよび精製水各 10mLによりコンディショニングを行った後、サンプルのろ液 500ｍLを固相に通水した。

サンプルの通水後、窒素ガスによりパージを行い、メタノール 10mL により、固相に保持された成分につい

て溶出を行った。溶出に用いたメタノールを DMSO（ジメチルスルホキシド）に置換した後、藻類生長阻害

試験に供した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)化学物質 
試験対象とする物質はミジンコと同様の医薬品に加えて、水生生物への標準毒性物質として頻繁に用いら

れ、近年において環境基準にもなった亜鉛を用いた。 
亜鉛については、硫酸亜鉛（ZnSO4）を亜鉛濃度換算で 3.1～800μg /L となるよう藻類培養液で希釈した。 
また、医薬品を試験に供する際には、まず DMSO を溶媒として 10,000mg/L の溶液を調製してから、各試

験の飼育溶液や培養液に希釈溶解させた。 
試験曝露濃度は表 3のように設定した。なお、前述のミジンコの試験における曝露濃度範囲も併せて示す。 
なお、いずれの生物種、試験濃度区においても溶媒の DMSO 濃度が 0.1%(v/v)を超えない範囲で設定を行っ

た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 多摩川調査地点 

表 3 試験濃度範囲 

医薬品名 藻類
生長阻害

ミジンコ
遊泳阻害

アスピリン 10～0.0195 10～0.625

フェノプロフェン 10～0.0195 10～0.625

チモール 10～0.0195 10～0.625

トリクロサン 10～0.0195 10～0.0315

ジエチルトルアミド 10～0.0195 10～0.625

クロタミトン 10～0.0195 10～0.625

レボフロキサシン 10～0.0195 10～0.625

クラリスロマイシン 0.1～0.000195 10～0.625

アジスロマイシン 0.625～0.00122 10～0.625

(mg/L)
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3.研究結果 

3.1. 甲殻類 
ミジンコに対する医薬品の影響については、ほとんどの

物質で急性毒性は確認できなかったが、殺菌剤であるチモ

ールとトリクロサンでのみ急性毒性が確認された。図- 8 に

曝露濃度と阻害率の関係を示す。 
ここから、チモールについての EC50 値は 24 時間で

5.1(mg/L)、48 時間で 4.4(mg/L)となり、トリクロサンについ

ての EC50 値は 24 時間で 0.50(mg/L)、48 時間で 0.42(mg/L)
となった。他の生物種と同様にチモールと比べてトリクロ

サンの方が毒性は高くなったが、曝露時間による差はみられ

なかった。 
 

3.2. 藻類 
3.3.1. 河川水 
(1) 多摩川河川水 
多摩川から採取したサンプルについて、藻類生長阻害試験を実施した。表 4

に藻類生長阻害試験を行った結果を示す。試験の結果、多摩川河川水および下

水処理水について、コントロールと比較と比較した場合に藻類増殖量の低下は

見られず、藻類の生長阻害は観察されなかった。一方、多摩川へ流入する支川

に関しては、ほとんどの支川について藻類の生長阻害は観察されなかったが、

T-1 の排水樋管から採取した水についてのみ、藻類への生長阻害が見られた。そ

の毒性は、コントロールと比較した場合、約 20％の阻害率であり、強い毒性は

見られなかったが、この結果は何らかの毒性物質が含有されていることを示し

ている。T-1 の排水樋管の水は、多摩川本川に流入しているが、流入後の多摩川

河川水については、藻類への生長阻害は観察されなかった。藻類の生長阻害を

引き起こした原因物質については、今後検討が必要である。 
 

(2) 河川水分画濃縮試料 
図 3 に下水処理水の STP-1 サンプルに関する濃縮倍率と阻害

率との関係を示す。濃縮倍率が 1.6 以下ではほとんど阻害が見ら

れないが、3.1 以上の値になると阻害が観察されはじめ、25 以上

の濃縮倍率では、ほぼ 100％の阻害率であった。この濃縮倍率-
阻害率の関係より EC50 を計算すると、EC50=6.6 となった。同様

に、他のサンプルについて EC50 値を計算した結果を表-2 に示す。

EC50 の値は、河川水については 14～17、下水処理水については

5.4～9.1 となり、下水処理水のほうが河川水と比較して EC50 の

値が低い傾向にあった。 
次に、EC50 の逆数である毒性単位（TU＝100／EC50）を計算

した結果を表 5 に示す。毒性単位の値は、河川水については 0.06
～0.07、下水処理水については 0.11～0.18 となり、下水処理水の

方が河川水と比較して高い傾向にあった。毒性単位は、その値が

高いほど毒性が強いことを意味することから、下水処理水の方が

河川水と比較して数倍強い毒性を持つことが示された。 
 

3.3.2. 化学物質 
(1) 医薬品 

藻類に対する医薬品の影響は、チモール等の殺菌剤に加えて、

抗生物質についても生長阻害が確認された。他の医薬品について
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図 2 ミジンコに対する医薬品の影響 

 地点名 阻害率（％）

St. 1 －

St. 2 －

St. 3 －

St. 4 －

St. 5 －

St. 6 －

STP-1 －

STP-2 －

STP-3 －

T-1 19.2

T-2 －

T-3 －

T-4 －

T-5 －

－：阻害なし

地点名 阻害率（％）

St. 1 －

St. 2 －

St. 3 －

St. 4 －

St. 5 －

St. 6 －

STP-1 －

STP-2 －

STP-3 －

T-1 19.2

T-2 －

T-3 －

T-4 －

T-5 －

－：阻害なし

表  4 多摩川試料に対す
る藻類生長阻害 

図 3 濃縮試料に対する藻類の成長阻害 
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地点名 EC50値 TU

St.3 14.0 0.07

St.4 16.5 0.06

St.5 17.0 0.06

STP-1 6.6 0.15

STP-2 5.4 0.18

STP-3 9.1 0.11

 

表 5 多摩川河川水および下水処理
放流水の毒性値 
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は生長阻害は確認されなかった。図 4 に生長阻害がみられた医薬品についての曝露濃度と生長阻害率の関係

を示す。 
ここから、各物質について計算された EC50 値は、クラリスロマイ

シン：0.011(mg/L)、アジスロマイシン：0.034(mg/L)、レボフロキサシ

ン：1.435(mg/L)、チモール：6.56(mg/L)［外挿値］、トリクロサン：0.0195
未満(mg/L)となった。トリクロサンについては、設定した濃度範囲で

は最低濃度でも阻害率が大きく EC50 値が計算できず、さらに濃度範

囲を下げる必要が確認された。 
また、抗生物質については同じマクロライド系のクラリスロマイシ

ンとアジスロマイシンが同程度の阻害を示し、キノロン系のレボフロ

キサシンはマクロライド系と比較して毒性は弱かった。 
次に、医薬品が藻類の生長に影響を及ぼす最低濃度(LOEC)および生

長阻害がみられなくなる濃度(NOEC)を求める試験を行った。 
その結果、表 6 に示すように、LVFX の EC50、LOEC およ

び NOEC は、それぞれ 1,200μg/L，630μg/L，310μg/L であ

った。同様に CAM の EC50、LOEC および NOEC は、それ

ぞれ 11 μg/L，6.3μg/L，3.1μg/L であった。 
両者の各指標値を比較すると、CAM は LVFX の 1／100 程

度の値を示しており、CAM は LVFX に比べて毒性が高かい

ことが示された。 
 

(2)藻類生長阻害試験に対する亜鉛の影響 
図 5 に亜鉛標準液に関する藻類生長阻害試験の結果につい

て示す。亜鉛濃度を 3.1～800μg /L の間で変化させ、藻類生長

阻害試験を行った結果、亜鉛濃度が 50µg/L 以上になると影響

が見られはじめ、200μg/L 以上の濃度では、阻害率はほぼ

100％となった。また、この結果から亜鉛に関する 50％影響濃

度（EC50）を求めた結果、その値は 67μg/L となり、他の文

献値 13)に近い値となった。このことから、マイクロプレート

を用いて少量の試料で実施した試験手法によって、当研究室

においても同様の精度で毒性を検出解析することが可能なこ

とが示された。 
 

4. 考察 

4.1. 甲殻類 
今回用いた、キットによるミジンコの試験手法は、耐久卵を用いる手法であったが、安定してデータを得

ることができ、事前の培養に必要となる労力と時間を大幅に節約できた。従って、今回は標準化学物質によ

る試験のみであったが、採水時期が不定期で、再試験が困難な環境水を対象とする試験としても、適した方

法と考えられる。 
また、藻類生長阻害の結果と比較すると、殺菌剤のチモールはミジンコと藻類で同程度の阻害率を示した

が、同じく殺菌剤のトリクロサンはミジンコよりも藻類の方が強い阻害を受け、抗生物質については藻類で

のみ阻害がみられた。このように、生物種によって各化学物質に対する感受性が異なることから、多様な化

学物質に対応した評価を行うためには、複数の生物種を組み合わせた試験を行うことが必要である。 
 

4.2. 藻類 
試験の結果、河川水の分画濃縮を行わない原水においては、多摩川河川水および下水処理水について藻類

への毒性は検出されなかった。一方、固相抽出による分画濃縮を行ったところ、原水では毒性が検出できな

いサンプルについても毒性が検出できるようなり、分画濃縮を行うことによって、毒性値を基準にサンプル

間の相互比較を行うことが可能であるということが示された。 
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図 4 藻類生長に対する医薬品影響

 　　　　(µg/L）

Substance EC50 LOEC NOEC

Levofloxacin 1,200 630 310

Clarithromycin 11.0 6.3 3.1

表 6 LVFX と CAM の藻類生長阻害 

図 5 亜鉛濃度と藻類生長阻害率 
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一方、医薬品の試験において、CAM などのマクロライド系抗生物質と、LVFX などのキノロン系抗生物質

との間で毒性に差がみられたことには、次のような要因が考えられる。 
すなわち、オクタノール－水分配係数と EC50 の間には関連があり、両者の間には負の相関があることが

知られている 17)。即ち、オクタノール－水分配係数の値が大きいものほど、その毒性が高くなる傾向がある。

これは、化学物質の細胞膜への透過性が毒性の発現に大きく関わっていることを示している。LVFX、CAM
のオクタノール－水分配係数はそれぞれ 0.553、7.18 であり 18)、この性質の違いから、物質の細胞膜への透過

性が大きく異なってくることになり、両者の毒性に差が出た可能性が考えられる。 
一方、LVFX および CAM については、NOEC と LOEC の値を得た。そこで、これらの抗生物質による水生

生物への影響評価を以下に試みた。 
さて、下水道には、生活排水が流れ込むことから、各家庭から排出された抗生物質が流入すると推察され

る。流入した抗生物質が下水道で十分に処理しきれずに河川等に放流された場合、水環境の汚染が懸念され

る。そこで、日本国内にある 5 ヶ所の下水処理場を対象として 2 次処理水の分析を行ったところ、処理水か

ら LVFX および CAM が検出された 19)。図 6 にその分析結果を示す。分析の結果、LVFX は 152～323 ng/L、
CAM は 303～567 ng/L の濃度範囲で検出された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
検出された LVFX および CAM の濃度レベルが、放流先河川の水生生態系に与える影響について、藻類生

長阻害試験の結果より評価を行った。まず、P. subcapitata に対する 2 次処理水で検出された LVFX、CAM の

影響を把握するために、 NOEC と LOEC の幾何平均により求めた無影響濃度（No-Effect Concentration: NEC）
と検出濃度を比較した。LVFX、CAM の NOEC はそれぞれ 440μg/L、4.4μg/L であり、検出濃度に比べて十

分に高いことから LVFX、CAM ともに影響無しと判断される。また、NOEC を藻類の種間の安全係数 10 で

除して藻類への影響を評価すると、LVFX は影響無し、CAM は希釈倍率 2 倍以下で影響有りと判断される。 
さらに、生態リスクの初期評価 20)を行った。予測無影響濃度（Predicted No-Effect Concentration: PNEC）に

ついては、藻類、甲殻類、魚類のうち 1 種の生物群の結果しか得られていないため、安全係数は 10017)を用い

た。安全係数 100 で NOEC を除すると LVFX、CAM の PNEC はそれぞれ 3,100 ng/L，31 ng/L となる。予測環

境中濃度（Predicted Environmental Concentration: PEC）については、実測値をあてはめることができないため、

調査した下水処理場の放流先での希釈倍率を考慮した PEC を考えた。その結果、最大濃度の LVFX（323 ng/L）
については希釈倍率に関わらず PEC は PNEC より小さくなった。また、最大濃度の CAM（567 ng/L）につい

ては、希釈倍率 20 倍以上でなければ PEC が PNEC より大きくなる。ハザード比 PEC/PNEC を考えると、LVFX
についてはリスク無し、CAM については放流先河川での希釈倍率によってはリスク有りと判定される。一方、

CAM のオクタノール－水分配係数は 7.18 であり、生物濃縮の可能性もあることから、水生生物への影響を

考慮した場合、CAM は注目すべき物質であると考えられた。 
 

5.まとめと課題 

以下に、本研究の主な結果をまとめた。 
・ 甲殻類や藻類への毒性について、サンプリングの頻度や採取量に制限のある環境水に対応した試験手

法を取り入れることで、少量の試料水で迅速に試験が可能となった 
・ 水環境中に存在する個別の化学物質についての毒性試験を行い、藻類生長阻害の試験結果からは抗生

物質 2 種についてリスク評価を行うことができた 
・ 固相抽出手法の導入によって、多様な物質を含む環境水の成分を分画、濃縮することができ、原水の
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図 6 下水 2 次処理水中の LVFX および CAM 濃度 
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ままでは検出できなかった毒性を検出できるようになった 
また、今後は以下のような点が課題となると考えられる。 

・ 実際のサンプルに多く適用してデータを集め、それぞれの試験手法の精度を高める 
・ 生物種間の感受性の違いを考慮し、対象生物種の幅を拡げる 
・ 個別の化学物質の毒性データを多く集めるとともに、複合作用についてのデータを検討する 
・ 個別の化学物質に対して、より低い濃度で反応を確認できる別のエンドポイントを検討する 

 
参考文献： 
1) 田中宏明：水環境における内分泌攪乱化学物質の実態調査，水環境学会誌，22，629-632，1999 
2) 田中宏明，小森行也，岡安祐司：下水道における微量化学物質の評価に関する調査，平成 14 年度下水道

関係調査研究年次報告書集，129-132，2002 
3) 若林明子：化学物質と生態影響，p.1，丸善，2003 
4) 畠山成久，白石寛明，浜田篤信：霞ヶ浦水系河川のヌカエビ（Paratya compressa improvisa）生物試験によ

る農薬毒性の季節変動，水質汚濁研究，14，460-468，1991 
5) 畠山成久，福嶋悟，笠井文絵，白石寛明：河川の藻類生産に及ぼす除草剤の影響評価，陸水学雑誌，53，

327-340，1992 
6) Okamura, H., Omori, M., Luo, R., Aoyama, I., Liu, D. : Application of short-term bioassay guided chemical analysis 

for water quality of agricultural land runoff, Sci. Total Environ., 234, 223-231, 1999 
7) 松原正明，原田新，田中宏明 : 藻類増殖阻害試験およびカエル胚催奇形性試験の基礎的検討と下水試料へ

の適用，水環境学会誌，20，768-775，1997 
8) 岡村秀雄，青山勲，羅栄, D. Liu，G. Persoone：産業廃棄物埋立地浸出水の生態毒性評価および毒性のキャ

ラクタリゼーション，環境毒性学会誌，1，43-50，1998 
9) 岡村芙美，豊田智子，市川大介，吉本祥子，岡村秀雄，井上雄三，毛利紫乃，山田正人，国本学：藻類増

殖阻害試験の簡易化と埋立処分場浸出水の有害性評価への適用，水環境学会誌，765-768，26，2003 
10)日本工業標準調査会，工場排水試験方法，JIS K 0102， 
11)日本工業標準調査会，化学物質などによるミジンコ類の遊泳阻害試験方法，JIS K 0229，1992 
12)Blaise,C., Legault,R., Bermingham,N., VanCoillie,R., Vasseur,P. :A simple microplate algal assay technique for 

aquatic toxicity assessment, Toxicity Assessment, 1, 261-281, 1986 
13)St-laurent,D., Blaise,C., Macquarrie,P., Scroggins,R., Trottier,B. :Comparative assessment of herbicide phyto 

toxicity to Selenastrum capricornutum using microplate and flask bioassay procedure, Environ.Toxicol.Wat.Qual., 7, 
35-48, 1992 

14)谷島利勝，高田秀重：下水処理法流水中の医薬品起源化学物質の分析，第 11 回環境化学討論会講演要旨

集，pp130-131，2002 
15)中田典秀，小森行也，鈴木穣，八十島誠，田中宏明：下水処理過程における解熱鎮痛剤､抗てんかん薬等

医薬品の動態，第 39 回日本水環境学会年会講演集，p57，2005 
16)八十島誠，小林義和，中田典秀，小森行也，鈴木穣，田中宏明：下水処理場における人用抗生物質の挙動，

環境工学研究論文集･第 42 巻，pp.357-368，2005 
17)菊池幹夫：藻類生長阻害試験によるいくつかのゴルフ場農薬の毒性評価，水環境学会誌，16，704-710，1993 
18)医療薬学研究会：2004 年版薬剤師のための常用医薬品情報集,1253pp，廣川書店，東京，2003 
19)八十島誠，山下尚之，中田典秀，小森行也，鈴木穣，田中宏明：下水処理水中に含まれるレボフロキサシ

ン，クラリスロマイシンの分析と藻類生長への影響，水環境学会誌，11，707-714，2004 
20)日本環境毒性学会：生態影響試験ハンドブック－化学物質の環境リスク評価－，朝倉書店，pp.318，2003 
 
 



難分解性溶存有機物の由来と水域挙動に関する研究

水循環研究グループ   水質チーム   上席研究員   鈴木　穣

研究員   北村友一

１．はじめに　

　流域から湖沼への汚濁負荷は下水道整備などの発生源対策により減少傾向にあるものの、湖沼中の有機物濃

度は横ばいあるいは増加傾向が観察されている。琵琶湖では、難分解性溶存有機物が増加していることが明ら

か（図-1）となっており、湖沼において新たな水質汚染が進みつつある。

　湖水中に蓄積される難分解性溶存有機物は、フミン物質など

の溶存有機物と考えられているものの、精密な定性分析は行わ

れておらず、その発生源についても不明である。また、湖水は

水道水源として利用されているところも多く、湖水中の難分解

性溶存有機物が水道水を介してヒトの健康に影響を及ぼすこと

も懸念される。

　本研究では、湖沼に流入する河川水や下水などに含まれる難

分解性溶存有機物の質的・量的な特性を把握する手法を確立

し、湖沼に蓄積する難分解性溶存有機物の発生源を明らかにす

る。また、発生源から水域への到達過程および湖沼内での挙動

を明らかにする。

　難分解性溶存有機物の発生源や由来を調査するためには、難

分解性溶存有機物を定性し、これを測定する必要があるが、難

分解性溶存有機物の定性定量分析方法は確立されていない。そ

こで、17年度は、水中の難分解性溶存有機物の簡易分析法の検

討を行った。

　

２．簡易分析方法

　水中の難分解性溶存有機物の簡易分析には、三次元蛍光分光光度計による三次元励起･蛍光スペクトル測定

を適用することとした。三次元励起･蛍光スペクトルは、励起波長、蛍光波長を変化させながら蛍光強度を測

定し、横軸を蛍光波長、縦軸を励起波長とするグラフに蛍光強度を等高線として表示するものであり、三次元

スペクトルの形状やピーク位置から、簡易に水中の溶存有機物の定性と定量が可能と考えられる。そこで、

霞ヶ浦流入河川、湖水、底泥間隙水および下水放流水を試験水とし、三次元励起･蛍光スペクトルを測定し、水

中の溶存有機物の定性・定量が可能かどうか調査した。

３．水試料

　霞ヶ浦流入河川、湖水、底泥間隙水および下水放流水の採水位置は、図-2のとおりであり、採水時期は、平

成17年10～11月の晴天時である。

４．前処理および装置条件

　水試料は、GF/Fグラスファイバーフィルターでろ過し、底泥間隙水は、底泥を3000rpmで20分間遠心分離

し、その上澄水をGF/Fでろ過し、ろ液を蛍光分光光度計（日立製F-4500）で測定した。測定条件は、励起波

長、蛍光波長とも200～600nmで、その間隔は5nmとした。蛍光強度は、10μg/Lの硫酸キニーネ水溶液の励

起波長350nm、蛍光波長450nmの蛍光強度を1QSUとし、その相対値とした。なお、ブランクには、ミリQ水を

用い、全ての測定結果から差し引いた。
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－ 225 －



－ 226 －



－ 227 －



５．分析結果

　霞ヶ浦流入河川、湖水、底泥間隙水および下水放流水の三次元励起蛍光スペクトルを図-2に示す。河川、底

泥間隙水、下水放流水によって三次元励起･蛍光スペクトルは異なっていることがわかる。

６．ピーク位置

　三次元励起･蛍光スペクトル上でピークが現れた位置を表-1に示す。Peak6は、下水放流水のみで観られ、

Peak3は底泥間隙水で他の試料より高い値を示している。現時点では、難分解性溶存有機物に由来するピーク

位置は明らかでないが、三次元励起･蛍光スペクトル測定により、水中の溶存有機物の定性と定量を簡易に把

握することは可能であると考えられる。

    表-1　霞ヶ浦流入河川、湖水、底泥間隙水および下水放流水のピーク位置の励起波長と蛍光波長

励起波長(nm) 蛍光波長(nm)

Peak1 225 290

Peak2 225 425

Peak3 250 305

Peak4 305 415

Peak5 345 435

Peak6 500 525

７．グルーピング解析

　各試料のpeak１～6の蛍光強度の値を用いてクラスター解析を行った。解析結果を図-3に示す。新利根川

以外の河川と湖水、下水処理水と新利根川、底泥間隙水の3グループに概ね分類できる。

8. まとめ

　三次元励起・蛍光スペクトル測定により、湖水中の溶存有機物の大凡の分類と特性把握は可能である。

　今後、三次元励起・蛍光スペクトル上で現れる各ピークを反映する物質を明らかにし、三次元励起蛍光スペ

クトル測定で湖沼に蓄積する難分解性溶存有機物を測定できるのか、また、そのピークを位置および物質を追

求していく必要がある。

　　    図-3　霞ヶ浦流入河川、湖水、底泥間隙水および下水放流水のクラスター解析結果
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Ⅲ 複数年にわたる研究成果のとりまとめ 
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 下水道における微量化学物質の評価に関する調査 

研究予算：受託経費（下水道事業調査費） 
研究期間：平 13～平 17 
担当チーム：水循環研究グループ（水質） 
研究担当者：田中宏明、鈴木穣、小森行也、岡安祐司 

 

【要旨】 
下水道は、生活排水や一部の事業場排水を受け入れ、処理を行い環境中に排出しているが、現在、下水中には、

人や生物に対して、内分泌かく乱作用を示す微量化学物質が含まれている可能性が指摘されているが、これら微

量化学物質の環境への排出量の削減および下水処理水の環境安全性を確保することが求められている。  
本調査は、下水道に流入する可能性のある内分泌かく乱作用が懸念される微量化学物質の評価手法の開発を目

的とし、①微量化学物質の検出方法の簡易化、迅速化、②微量化学物質の下水道での挙動把握を行う。 
キーワード：内分泌攪乱物質、エストロゲン、ノニルフェノール、ELISA 法、LC/MS/MS 法 

 
Ⅰ はじめに 

下水道施設へ流入する有害な化学物質は、下水道

法に基づき規制されている一部を除いて大部分が未

規制であり、下水道に流入する可能性があるが、下

水処理施設での挙動・運命についての知見は不十分

な状況である。これらの化学物質の中には、微量で

も、人や生物に対して、内分泌かく乱作用や毒性作

用を示す化学物質が含まれている可能性が指摘され

ている。 

現状では、下水中の内分泌かく乱作用を示す化学

物質のうち一部は、機器分析に基づく手法により測

定されるが、高価な機器、熟練した技術等が必要で

あり、幅広く下水中での挙動を把握できる状況では

ない。そのため、簡易に、迅速に測定できる手法の

開発が求められている。 
また、下水中の内分泌かく乱作用が懸念される化

学物質の実態については調査が実施されており、下

水処理工程において、大部分が除去されていること

が判明してきている。しかし、詳細な下水処理工程

における挙動、運転条件と除去率の関係についての

知見は限られているのが現状である。 
将来的に、内分泌かく乱作用が懸念される微量化

学物質の排出が法により規制されるような事態が発

生する場合、または未規制であっても、より積極的

に微量化学物質対策に下水道が取り組む場合には、

下水処理場における運転条件が化学物質の環境媒体

への排出に及ぼす影響を予測、評価することが必要

となる。本研究では、以上のような背景を受け、以

下の課題を目的とする。 
・ 下水道における内分泌かく乱物質の迅速測定法

を確立する。 
・ 下水道に流入している内分泌かく乱作用が懸念

される微量化学物質（エストロゲンおよびノニ

ルフェノール類）の挙動把握とその評価技術を

まとめ、下水道における微量化学物質の対策に

資する。 
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Ⅱ 下水道における内分泌かく乱物質の迅速測定

法の開発 

１．はじめに 

本研究では、下水中の 17β-エストラジオール（E2）
およびエストロン（E1）を簡易に定量する手法の開

発を検討した。迅速測定手法としては、定量性に優

れるGC－MSやLC－MS/MSの機器分析による測定

手法に比較して、簡易に測定可能な Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay（ELISA）法を選択した。 

E2 に関しては、E2 に特異的に反応するモノクロ

ーナルまたはポリクローナル抗体をマイクロプレー

トに固定化した ELISA キットが既に複数の民間企

業から市販がなされている。しかし、それぞれのキ

ットにおける、抗体と下水中の類似物質との交差反

応性、下水中の他の物質による抗体・酵素など活性

の妨害の程度については、完全には把握されていな

い。一般的には、ELISA 法による測定結果は、交差

反応・妨害等に由来すると考えられる理由により、

GC－MSや LC－MS/MSの機器分析による測定手法

に比較して過大になることが指摘されている 1)。本

研究では、比較的簡易に、下水試料中の E2 を濃縮

し、かつ交差反応・妨害等を示す物質を分離できる

抽出手法を発見することを目的とした。具体的には、

実下水処理場における下水試料を用いて、機器分析

手法での測定結果と、武田薬品工業製の ELISA キッ

ト、Assay Design 社製の ELISA キット（建設省が実

施した「水環境における内分泌撹乱物質に関する実

態調査」、「下水道における内分泌攪乱化学物質 (環
境ホルモン)に関する調査」で使用された）について、

設定した各抽出手法による ELISA 法の結果の比較

を実施した 2） 3)。 
E1 に関しては、E1 を定量する ELISA キットは市

販されていなかったため、まず ELISA キットの開発

に着手した。さらに、比較的簡易に、下水試料中の

E1 を濃縮し、かつ交差反応・妨害等を示す物質を

分離できる抽出手法を発見することを目的とした。

具体的には、E2 と同様に、全国の実下水処理場に

おける下水試料を用いて、機器分析手法での測定結

果と、開発した ELISA キットについて、設定した

各抽出手法による ELISA 法の結果の比較を実施し

た。 
なお、本研究は、平成 13 年度は、武田薬品工業株

式会社、日本ガイシ株式会社との共同研究「水中の

微量化学物質の新しい検出技術（その２）の開発」

で、平成 14～16 年度の期間では、武田薬品工業株

式会社との共同研究「都市排水におけるエストロゲ

ンおよびその関連物質の新しい検出技術の開発」で

実施されたものである。 
 
２．17β-エストラジオール（E2）測定 ELISA法 
2.1.  固相抽出溶出溶媒に関する検討 
 下水試料中の17β-エストラジオールの抽出方法と

して、 
１）C18 固相抽出＋メタノール溶出 
２）C18 固相抽出＋ジクロロメタン溶出 

の２つの設定方法を比較した。両手法とも、17β-エ
ストラジオールの回収率は確保されていた。結果は、

武田薬品工業製の ELISA キット、Assay Design 社製

の ELISA キットとも、 
[機器分析による測定結果]＜[C18 固相抽出＋ジク

ロロメタン溶出による測定結果]＜[C18 固相抽出＋

メタノール溶出による測定結果] 
となり、ジクロロメタン溶出の場合の方が、交差反

応・妨害を示す他の物質を分離することが可能であ

ると推定された。武田薬品工業製 ELISA キットと

Assay Design 社製の ELISA キットを比較すると、武

田薬品工業製 ELISA キットの測定結果の方が、機器

分析による測定結果に近い傾向がみられた。しかし、

依然として、ELISA 法による測定結果は、機器分析

のそれを大きく上回っているため、さらに一層のク

リーンナップ等を実施する必要があると考えられた。 
2.2.  クリーンナップ手法に関する検討 

全国 22 箇所の実下水処理場における下水試料を

用いて、機器分析手法（LC/MS/MS 法）での測定結

果と、開発した ELISA キットについて、以下に設

定した 2 種の前処理手法による ELISA 法の結果の

比較を実施した。 
1) 前処理法①：採水、冷蔵保存（3～4 日間）、C18

固相抽出（ジクロロメタン溶出） 
2) 前処理法②：採水時にアスコルビン酸による固

定化、冷蔵保存（3～4 日間）、C18 固相抽出＋

フロリジル固相抽出＋アミノプロピル固相抽出 
両手法とも、前処理工程前後の試料の LC/MS/MS

法による測定結果では、E2 の回収率は 90％以上確

保されていた。結果を図-1～2 に示す。流入下水試

料では、前処理法①、②とも ELISA 法による測定

結果は、LC/MS/MS 法による測定結果に比べて、1.5
倍程度以内となっており、明確な差は見られなかっ

た。二次処理水試料では、前処理法①、②とも、

ELISA 法による測定結果は、LC/MS/MS 法による
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測定結果に比べて約 2 倍以上であり、前処理法①、

②間の明確な差は見られなかった。 
なお、前処理法①では、採水時にアスコルビン酸に

よる固定化を行っていないため、流入下水、二次処理

水とも、交差反応や妨害による過大評価以外に試料保

存中にエストロゲン抱合体からE2が生成された可能

性等の性状変化が考えられる。一方、前処理法②では、

アスコルビン酸がELISA法に及ぼす妨害などの影響

について、追加で検討する必要があると考えられる。 

３ E1 測定 ELISA法 
3.1.  クリーンナップ手法に関する検討 

下水試料中のエストロンの前処理として、 
3) 前処理法① 
：採水、冷蔵保存、C18 固相抽出（ジクロロメタン

溶出） 

4) 前処理法② 
：採水時にアスコルビン酸による固定化、冷蔵保存 

C18 固相抽出（ジクロロメタン溶出）＋フロリジ

ル固相抽出＋アミノプロピル固相抽出 
の２つの設定方法を比較した。両手法とも、エスト

ロンの回収率は確保されていた。結果を図-3～4 に
示す。流入下水試料の前処理法①での測定結果が、

LC/MS/MS 法による測定結果に比べて、著しく過大

となっていたが、流入下水試料の前処理法②、二次

処理水試料の前処理法①および②では、ELISA 法に

よる測定結果は、LC/MS/MS 法による測定結果に比

べて 1.5 倍程度以内であった。 
 前処理法①では、採水時にアスコルビン酸による

固定化を行っていないため、流入下水試料では、交

差反応や妨害による過大評価以外に試料保存中にエ
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ストロゲン抱合体から E1 が生成された可能性が考

えられる。一方、二次処理水試料では、試料保存中

に E1 が分解した可能性が考えられる。 
 前処理法②では、アスコルビン酸が ELISA 法に

及ぼす妨害などの影響について、追加で検討する必

要があると考えられる。 
４．追加検討 
これまでの検討で日本エンバイロケミカルズ製

ELISA キットに対して、「採水時後直ちに冷蔵保存、

C18固相抽出＋フロリジルカラムによるクリンナッ

プ＋アミノプロピルカラム」による手法からなる前

処理を実施することにより、ELISA 法による測定結

果は LC/MS/MS 法による測定結果に対して 1.5 倍

程度以内となることが判明し、概ね簡易測定法とし

ての精度を確保できたと考えられる。 
本稿では、前処理法のさらなる簡易化を目的とし、

簡易な操作（①SS 除去、②ヒューミン分画の分離、

③フミン酸分画の分離）による測定対象エストロゲ

ンと交差反応・妨害物質の分離除去の可能性につい

て検討した。 
① SS 除去 
同一の 2 つの下水試料 500mL をガラス繊維ろ紙

（GF/B）によりろ過し、ガラス繊維ろ紙を、ろ紙が

浸る量のメタノール中に置き、5 分間超音波抽出し

た。一方の抽出液を GF/B ろ紙でろ過し、ろ液を

N2ガスパージにより乾固した後、再度 1mL のメタ

ノールに溶解して 500 倍濃縮試料として、ELISA
法の測定に供した。他方の抽出液は、500mL の超純

水に溶解し、固相抽出－液体クロマトグラフ質量分

析法 34）により測定を実施した。 
② ヒューミン分画の分離 
同一の 2 つの下水試料 500mL へ 0.1N NaOH 溶

液を添加し、溶液の pH を 10 に調整し、一晩（約

18 時間）冷蔵保存した。発生する沈殿物をガラス繊

維ろ紙（GF/B）によりろ過し、ガラス繊維ろ紙を、

ろ紙が浸る量のメタノール中に置き、5 分間超音波

抽出した。一方の抽出液を GF/B ろ紙でろ過し、ろ

液を N2ガスパージにより乾固し、1mL のメタノー

ルに溶解し 500 倍濃縮試料として、ELISA 法の測

定に供した。他方の抽出液は、500mL の超純水に溶

解し、固相抽出－液体クロマトグラフ質量分析法 34）

により測定を実施した。 
③ フミン酸分画の分離 
同一の 2 つの下水試料 500mL へ 0.1N NaOH 溶

液を添加し、溶液の pH を 10 に調整し、一晩（約

18 時間）冷蔵保存した。発生する沈殿物をガラス繊

維ろ紙（GF/B）によりろ過して得たろ液に 1N HCl
溶液を添加し、溶液の pH を 2 に調整し、一晩（約

18 時間）冷蔵保存した。発生する沈殿物をガラス繊

維ろ紙（GF/B）によりろ過し、ガラス繊維ろ紙を、

ろ紙が浸る量のメタノール中に置き、5 分間超音波

抽出した。一方の抽出液を GF/B ろ紙でろ過し、ろ

液を N2ガスパージにより乾固し、1mL のメタノー

ルに溶解し、500 倍濃縮試料として ELISA 法の測

定に供した。他方の抽出液は、500mL の超純水に溶

解し、固相抽出－液体クロマトグラフ質量分析法 34）

により測定を実施した。 
①から③の手法とも、遊離体エストロゲンの標準

溶液を用いた検討においては、対象の遊離体エスト

ロゲンは検出されず、残渣への移行は起こらないこ

とを確認した。 
① SS 除去 
 表-1 に、ELISA 法による測定結果と LC/MS/MS
法による測定結果を示す。LC/MS/MS 法の測定結果

はいずれも検出下限値以下（nd）であり、測定対象

の遊離体エストロゲンは SS には移行していないこ

とが確認された。ELISA 法による測定では、流入下

水と一次処理水では有意に定量される結果となり、

この測定値は交差反応・妨害物質によるものである

と考えられた。よって、流入下水、一次処理水に関

しては、SS 除去により交差反応・妨害物質を除去

できる可能性が考えられた。 

                （単位 ng/L） 
② ヒューミン分画の分離 
表-2 に、ELISA 法による測定結果と LC/MS/MS

法による測定結果を示す。LC/MS/MS 法の測定結果

はいずれも検出下限値以下（nd）であり、測定対象

の遊離体エストロゲンはヒューミン分画には移行し

ていないことが確認された。ELISA 法による測定で

は、流入下水、一次処理水および二次処理水で有意

に定量される結果となり、この測定値は交差反応・

E1 E2 EE2
流入下水① ELISA法 2.18 0.20 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
流入下水② ELISA法 1.44 0.16 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
一次処理水① ELISA法 2.17 0.15 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
一次処理水② ELISA法 0.55 0.11 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
二次処理水① ELISA法 n.d. n.d. n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
二次処理水② ELISA法 n.d. n.d. n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.

表-1  SS除去による交差反応・妨害物質の分離の効果

E1 E2 EE2
流入下水① ELISA法 2.18 0.20 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
流入下水② ELISA法 1.44 0.16 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
一次処理水① ELISA法 2.17 0.15 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
一次処理水② ELISA法 0.55 0.11 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
二次処理水① ELISA法 n.d. n.d. n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
二次処理水② ELISA法 n.d. n.d. n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.

表-1  SS除去による交差反応・妨害物質の分離の効果
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妨害物質によるものであると考えられた。よって、

流入下水、一次処理水および二次処理水に関しては、

ヒューミン分画を分離除去することにより交差反

応・妨害物質を除去できる可能性が考えられた。 
 

（単位 ng/L） 
③ フミン酸分画の分離 
表-3 に、ELISA 法による測定結果と LC/MS/MS

法による測定結果を示す。LC/MS/MS 法の測定結果

はいずれも検出下限値以下（nd）であり、測定対象

の遊離体エストロゲンはフミン酸分画には移行して

いないことが確認された。ELISA 法による測定では、

流入下水、一次処理水および二次処理水で有意に定

量される結果となり、特に生物処理を受ける前の段

階である流入下水、一次処理水においては測定値が

大きかった。その測定値は交差反応・妨害物質によ

るものであると考えられた。よって、特に流入下水

および一次処理水に関しては、フミン酸を分離除去

することにより交差反応・妨害物質を除去できる可

能性が考えられた。 

（単位 ng/L） 
  

 

 

 

 

５．まとめ 

 本研究の達成目標と、それに対応する主な研究成

果は、以下のとおりである。 
１） 下水中のエストロゲンの迅速測定法の提案 

① ELISA法による17β-エストラジオールの測定 

下水試料中の 17β-エストラジオール（E2）の抽出

方法として、 
１）C18 固相抽出＋メタノール溶出 
２）C18 固相抽出＋ジクロロメタン溶出 

の２つの設定方法を比較した。両手法とも、E2 の回

収率は確保されていた。結果は、武田薬品工業製の

ELISA キット、Assay Design 社製の ELISA キットと

も、 
[機器分析による測定結果]＜[C18 固相抽出＋ジク

ロロメタン溶出による測定結果]＜[C18 固相抽出＋

メタノール溶出による測定結果] 
となり、ジクロロメタン溶出の場合の方が、交差反

応・妨害を示す他の物質を分離することが可能であ

ると推定された。武田薬品工業製 ELISA キットと

Assay Design 社製の ELISA キットを比較すると、武

田薬品工業製 ELISA キットの測定結果の方が、機器

分析による測定結果に近い傾向がみられた。しかし、

依然として、ELISA 法による測定結果は、機器分析

のそれを大きく上回っているため、さらに一層のク

リーンナップ等を実施する必要があると考えられた。 

② ELISA法によるエストロンの測定 

水中のエストロン（E1）を定量する ELISA キット

を開発し、下水試料の前処理法として、①冷蔵保存、

C18 固相抽出（ジクロロメタン溶出）②採水時にア

スコルビン酸による固定化、冷蔵保存、C18 固相抽

出＋フロリジル固相抽出＋アミノプロピル固相抽出

の２つの設定方法について、ELISA 法による測定結

果と LC/MS/MS 法による測定結果を比較した。 
二次処理水では、①、②のいずれの方法でも、

ELISA 法による測定結果は、LC/MS/MS 法による

測定結果の 1.5 倍程度以内であった。 

③ 下水試料中の ELISA 法測定妨害物質除去に関す

る検討 

下水試料中のE2、E1測定用ELISA法における、

交差反応及び妨害物質を除去する簡易な前処理法と

して、SS 除去、ヒューミン分画の分離およびフミ

ン酸分画の分離について検討し、特に生物処理を受

ける前の段階の下水試料に関しては、フミン酸分画

の分離が効果的であることが推察された。 
 

E1 E2 EE2
流入下水① ELISA法 0.67 0.11 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
流入下水② ELISA法 2.83 0.20 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
一次処理水① ELISA法 2.87 0.33 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
一次処理水② ELISA法 2.59 0.28 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
二次処理水① ELISA法 0.10 0.09 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
二次処理水② ELISA法 0.19 0.13 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.

表-2  ヒューミン分画の分離による交差反応・妨害物質の
分離の効果

E1 E2 EE2
流入下水① ELISA法 0.67 0.11 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
流入下水② ELISA法 2.83 0.20 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
一次処理水① ELISA法 2.87 0.33 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
一次処理水② ELISA法 2.59 0.28 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
二次処理水① ELISA法 0.10 0.09 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
二次処理水② ELISA法 0.19 0.13 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.

表-2  ヒューミン分画の分離による交差反応・妨害物質の
分離の効果

E1 E2 EE2
流入下水① ELISA法 72.3 2.13 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
流入下水② ELISA法 71.4 2.13 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
一次処理水① ELISA法 70.8 1.95 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
一次処理水② ELISA法 37.9 1.34 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
二次処理水① ELISA法 0.27 0.23 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
二次処理水② ELISA法 0.27 0.18 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.

表-3  フミン酸分画の分離による交差反応・妨害物質の
分離の効果

E1 E2 EE2
流入下水① ELISA法 72.3 2.13 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
流入下水② ELISA法 71.4 2.13 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
一次処理水① ELISA法 70.8 1.95 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
一次処理水② ELISA法 37.9 1.34 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
二次処理水① ELISA法 0.27 0.23 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.
二次処理水② ELISA法 0.27 0.18 n.d.

LC/MS/MS法 n.d. n.d. n.d.

表-3  フミン酸分画の分離による交差反応・妨害物質の
分離の効果
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Ⅲ 微量化学物質の下水道での挙動把握 
Ⅲ―１． 人畜由来エストロゲン 
 本研究では、近年社会問題となっている内分泌撹

乱化学物質（いわゆる環境ホルモン）に関する物質

のうち人畜由来のエストロゲンの挙動について調査

を行った。エストロゲンのホルモン作用は、環境ホ

ルモンのエストロゲン活性に比べ非常に強い 5）こと

が知られており注目されている物質である。 
1.1.  全国一級河川調査 

1.1.1  調査概要 

 下水処理水のエストロゲン活性の相対的なポテン

シャルを判断するために、全国の一級河川における

エストロゲンの実態調査を実施した。試料の採取は、

国土交通省が実施した「水環境における内分泌撹乱

物質に関する実態調査」（以後、全国河川実態調査）

に併せて実施した。平成11年から平成13年にかけ

て94水系 132地点で調査を行い、251試料のエスト

ロゲン様活性を測定した。 

1.1.2  流域情報の整理 

国土交通省が作製した河川流域地図を元に、88河

川の流域データを用いた。各流域内の市町村を流域

地図より参照した。参照した市町村面積を面積計

(MT-500V, MT precision)を用いて測定した。各市町

村の人口は住民台帳（平成14年 1月 1日現在）より

得た。下水処理整備人口（都市下水事業、合併浄化

槽、農業集落排水処理、コミュニティープラントな

ど）は国土交通省より得た。得られた情報を計算に

用いた。 

PWF = PPS + PST + PAA + PCP 

ここで、PWFは下水道整備人口、PPSは公共下水道整

備人口、PSTは合併浄化槽整備人口、PAAは農業集落

排水処理人口、PCP はコミュニティープラント整備

人口である。さらに、 

RPWR = PWF / PT 

ここで、RPWR は流域内の総人口に対する下水道整備

人口の比であり、PTは流域内の総人口である。ここ

で、単独浄化槽を利用している人口情報が得られな

かったため、単独浄化槽利用者人口はPWFには含ま

れていない。 

1.1.3 全国一級河川調査と流域情報との比較結果 

国土交通省による2001年の調査の結果、エストロ

ゲン様活性は 79%の主要河川で検出された。エスト

ロゲン様活性の中央値は0.8ng/L-E2等量であった。 

我々は各河川流域内の人口密度を集積し、エスト

ロゲン様活性との比較を行った。その結果、河川水

中では人口密度とエストロゲン様活性との間に正の

相関関係が見られた。河川水中での RPWRとエストロ

ゲン様活性の関係の間には明瞭な関係は見られない

が、高い RPWR （> 1,000 人/km2）の時、エストロゲ

ン様活性は低下しないことを示していることは確か

である。これらの結果は、河川水中でのエストロゲ

ン様活性の減少は、下水道の整備だけでは成し得な

いということを示している。これらのことは、活性

汚泥処理を採用しているSTP内でのエストロゲン様

活性の削減は、日本の中でも地方で採用されている

硝化-脱窒処理やオキシデーションデッチを採用し

ているSTPより低いということがすでに報告されて

いる。それゆえ、河川においてエストロゲン様活性

を低下もしくは削減するためには、下水処理工程レ

ベルの改善およびSTPが河川へ放流しているのと同

じように河川からの取水量を減らすことが重要であ

ろう。 

 
1.2.   全国の下水処理場調査 

1.2.1  調査対象とした下水処理場 

遺伝子組み換え酵母を用いたエストロゲン様活

性の測定は，平成10年～14年にかけて全国60処理

場で調査を行った。また平成 14 年は春期に全国 23

処理場でエストロゲン及びエストロゲン様物質の化

学分析等を併せて行った。調査対象とした下水処理

場の処理方式と処理水量を図-5に示す。 

1.2.2  流入下水及び２次処理水のエストロゲン様活

性の濃度レベル 
これまで平成10年～14年にかけて全国60処理場

で遺伝子組み換え酵母を用いたエストロゲン様活性

の測定を行なった調査結果から、下水中のエストロ

ゲン様活性の濃度レベルの把握を行なった。その結

果を図-6に示すが、中央値を基準とした場合、流入

下水に比べ２次処理水の方が約76％程度低い値で

図-5 調査対象処理場の処理方式
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あり、下水処理によってエストロゲン様活性が低減

されていることが確認できる。また流入下水の濃度

レベルとしては概ね30～110ng/Lの間にある試料が

多く、この区間に全体の72％が含まれる。しかし２

次処理水については非常に広い濃度分布をしており、

処理方法や運転条件等の多くの要因によってその低

減率は大きく変化していることが推測された。 

化学分析から得られたE1、E2、NPの濃度から理論

活性値を算出し、これらの物質が組み換え酵母法に

よって得られたエストロゲン様活性にどの程度寄与

しているか検討した。なお事前に行なった、E1、E2、

NPの標準物質を組み合わせた試験では、明瞭な相乗

もしくは拮抗作用が確認できなかったため、ここで

はこれらの物質の相互作用は相加的 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

であるとし、各物質の理論活性値を積み上げること

によって示した。各処理場におけるエストロゲン様

活性とE1、E2、NPの理論活性値を図-7に示す。こ

れらの３物質によって説明できない不明なエストロ

ゲン様活性の割合は、処理場によって異なり、E1、

E2、NPの理論活性値によってほとんどが説明できる

ケースも見られたが、多くのケースではこれらの３

物質では説明が出来ないエストロゲン様活性が多く

の試料中に含まれていることが明らかになった。ま

たこれらの不明なエストロゲン様活性は流入下水で

多く見られた。 

また、各物質の寄与について着目すると流入下水

ではE1、E2、NPが寄与しているのが確認されたが、

2次処理水についてはE1の寄与が非常に高く、2次 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図-7 エストロゲン様活性への各物質の寄与 
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処理水中に見られるエストロゲン様活性の主要な寄

与物質としてE1が重要であることが確認された。 

 
２．下水処理場におけるエストロゲン抱合体の実態

把握 

近年社会問題となっている内分泌かく乱化学物質

（いわゆる環境ホルモン）に関する物質のうち人畜

由来のエストロゲン（女性ホルモン）と合成エスト

ロゲンについての、下水道におけるエストロゲンに

ついての報告 16)～18)  20)～31) は、表-4 に示すとおり

数多く見られるものの、遊離体のエストロゲンに関

するものが多く、人あるいは動物の体内から排泄さ

れるエストロゲン抱合体の測定結果は少ない。本研

究ではエストロゲン抱合体の分析法開発を行うとと

もに実下水への適用を試みた。 
帝人エコ・サイエンス株式会社との共同研究「人

畜由来エストロゲン及びその抱合体の LC-MS/MS
による分析方法の開発および HR･GC/MS による検

討並びに開発に関する共同研究」を実施し、

LC/MS/MS 法によるエストロゲン抱合体分析法を

開発 13）するとともに、実下水への適用を行った。

測定対象としたエストロゲンの硫酸抱合体、グルク

ロ ン 酸 抱 合 体 は 、 estrone-3-sulfate (E1-S), 
β-estradiol 3-sulfate (E2-S), estriol 3-sulfate (E3-S), 
estrone β-D-glucuronide (E1-G), β-estradiol 
17-(β-D)-glucuronide (E2-G), estriol 
3-(β-D-glucuronide) (E3-G), β-estradiol 3-sulfate 
17-glucuronide (E2-S&G) and estradiol 
3,17-disulfate (E2-di-S) である。これら硫酸抱合体、

グルクロ

ン酸抱合

体の回収

率は数％

か ら

50%程度

と低く、

更に検討

が必要な

方法では

あるが、

流入水、

二次処理

水に適用

し測定し

た結果を

図-8 に示した。下水処理による各エストロゲンの除

去率は、遊離体が89～99％なのに対し、抱合体では

E2-G の 58%～E1-G の 93%の範囲であった。グル

クロン酸抱合体については活性汚泥により容易に分

解し、E2 となることが報告 15）されている。また、

本測定結果から、流入水、二次処理水中のエストロ

ゲン抱合体の濃度は、遊離体の濃度に比べ数倍から

100倍程度高いことが分かった。 

また、これまでに国内で報告 16）～18）された流入下

水中の硫酸抱合体、グルクロン酸抱合体濃度

E1-S(6.4ng/l)、E2-S(2.7-62.9ng/l)、E3-S(4.5ng/l)、

E2-G(<0.8-12.7ng/l)と比較するとE1-S、E2-Sは同

程度の値を示していたが、E3-S、E2-G は 30 倍程度

の値であった。 

 

図-8 エストロゲン測定結果（回収率補正済み） 

 
さらに引き続き、処理水量が 12,000m3/day から

680,000m3/day の 20 箇所の下水処理場（標準活性
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汚泥法：13 処理場、嫌気-好気活性汚泥法：3 処理場、

その他：4 処理場）において、各処理場の流入下水

と二次処理水をスポット採取し、遊離体および抱合

体エストロゲンについて、測定分析を実施した。な

お、本研究で測定対象としたエストロゲンは、遊離

体のエストロゲンが estrone (E1)、17β-estradiol (E2)、
estriol (E3)、合成エストロゲンの 17α-ethinylestradiol 
(EE2)、E1、E2、E3 の硫酸又はグルクロン酸の抱合

体が estrone-3-sulfate (E1-S) 、 β-estradiol 3-sulfate 
(E2-S)、estriol 3-sulfate (E3-S)、Estrone β-D-glucuronide 
(E1-G), β-estradiol 17- (β-D)-glucuronide (E2-G)、estriol 
3-(β-D-glucuronide) (E3-G) 、 β-estradiol 3-sulfate 
17-glucuronide (E2-S&G) 、 estradiol 3,17-disulfate 
(E2-diS) の 12 化合物である。 
試料測定にあたっては、採取時に、酸化防止剤とし

てアスコルビン酸を試料1Lあたりに1g添加した後、冷

蔵保存し、分析所へ送付後、直ちに分析を実施した。 

本分析法における各エストロゲンの回収率は、流

入下水、二次処理水、精製水とも遊離のエストロゲ

ンでは 90%以上なのに対し、硫酸抱合体では精製水

の場合 90%以上であるが、二次処理水で 42～71%、

流入下水で 34～49%であった。グルクロン酸抱合体

では精製水においても 48～51%、二次処理水で 13
～18%、流入下水で 4～11%であり、その他のエスト

ロゲンに比べ流入下水、二次処理水での回収率はか

なり低かった。 

20 処理場の流入下水及び二次処理水の測定結果

を表-5 に示した。流入下水、二次処理水中の E1、
E2、E3、EE2 等、遊離の各エストロゲンについては、

これまで報告されている値 16)～18) 20) 21) と大きく異な

ることはなかった。しかし、流入下水中の硫酸又は

グルクロン酸抱合体については、報告例 16）17）18）32)

が少ない中で比較すると、これまでの報告値に比べ

数倍大きな値となっていた。また、二次処理水中の

エストロゲン抱合体の報告例 20） 32）はほとんど無く、

本調査によりその実態を明らかにすることができた。

特に、E2-diS の存在については、本調査により初め

て明らかにすることができた。 

エストロゲン抱合体分析の一例として E2-G のク

ロマトグラムを図-9 に示した。この図は E2-G をイ

オン化した質量数 447 のイオンを選択し、更に再度

イオン化した際に生じる質量数 271のDaughterイオ

ンのクロマトグラムを横軸に保持時間として表した

ものである。流入水、二次処理水中に E2-G（保持時

間約 2 分）のピークを確認することが出来るため、

流入水、二次処理水に E2-G が残留しているのは確

かである。 
二次処理水に含まれる遊離のエストロゲンに対す

る抱合体の存在量の合計（中央値）は、E1 では約 7
倍、E2では約 300倍以上、E3では約 90倍であった。 

全処理場の中央値を用いて除去率を求めると E2、
E3 は、下水処理により大きく減少し、除去されてい

るが、E1 はやや低く 50%の除去率である。一方、分

析上の回収率の低いグルクロン酸抱合体と E2-diS
は、下水処理により増加している結果となった。 
本調査で用いた分析法 13）を開発した際に行った

Ｚ処理場での調査結果では、抱合体でも流入下水中

の 58%～93%の範囲で除去されていた。また、活性

汚泥を用いたバッチ試験では、E2-G は容易に分解す

るとの報告 15）もあり、下水処理によって減少すると

考えられるが、本調査結果では多くの処理場におい

て下水処理により増加している結果となった。 
本調査に用いた分析法は、グルクロン酸抱合体に

ついては特に回収率が低く、更に検討が必要な方法

ではある。また、スポットサンプリングであり流入

水と処理水の代表性についても検討が必要である。

しかし多くの下水処理場で、下水処理を受けること

によってエストロゲン抱合体が増加している結果が

得られていることから、測定対象以外の形態でエス

トロゲンが存在し、測定対象となった抱合体が生成

している可能性もあることとが考えられる。 
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最小値 中央値 最大値 最小値 中央値 最大値
E1 10 24 57 < 0.5 12 180
E2 < 0.5 5.7 21 < 0.5 < 0.5 11
E3 27 110 220 < 0.5 1.5 5.8

EE2 < 0.5 < 0.5 < 0.5 < 0.5 < 0.5 0.5
E1-S 12 41 170 7.5 13 34
E2-S 26 110 410 27 52 94
E3-S 6.5 22 79 37 69 160
E1-G 0.7 11 88 34 74 140
E2-G 5.3 18 100 47 91 210
E3-G 4.1 22 73 37 72 150

E2-S&G 0.8 5.4 38 3.7 8.9 17
E2-diS 9.0 78 670 160 360 1500

表－５ 下水処理場におけるエストロゲンの実態調査結果

流入下水(ng/l) 二次処理水(ng/l)
最小値 中央値 最大値 最小値 中央値 最大値

E1 10 24 57 < 0.5 12 180
E2 < 0.5 5.7 21 < 0.5 < 0.5 11
E3 27 110 220 < 0.5 1.5 5.8

EE2 < 0.5 < 0.5 < 0.5 < 0.5 < 0.5 0.5
E1-S 12 41 170 7.5 13 34
E2-S 26 110 410 27 52 94
E3-S 6.5 22 79 37 69 160
E1-G 0.7 11 88 34 74 140
E2-G 5.3 18 100 47 91 210
E3-G 4.1 22 73 37 72 150

E2-S&G 0.8 5.4 38 3.7 8.9 17
E2-diS 9.0 78 670 160 360 1500

表－５ 下水処理場におけるエストロゲンの実態調査結果

流入下水(ng/l) 二次処理水(ng/l)
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３．下水処理場におけるEE2の実態把握 

内分泌撹乱化学物質（いわゆる環境ホルモン）に

関する物質のうち、人畜由来のエストロゲン（女性

ホルモン）と合成エストロゲンの下水道における実

態については国内外における多くの調査により下水

処理場における遊離体又は抱合体エストロゲンの存

在実態が解明されつつある。しかし、経口避妊薬ピ

ルの主成分である合成エストロゲンのエチニルエス

トラジオール（EE2）についてみると、海外ではい

くつかの処理場の流入水、処理水から検出されてい

るが、国内においてはどの調査においても検出下限

値以下（nd）との報告であり、その存在濃度レベル

は未だ不明である 28）14）29）20）36）30）37）（表-6）。 

ピルの使用が普及している欧米諸国での検出濃度

は、流入水では 0.5ng/l 以下から 10ng/l、処理水で

は nd から 42ng/l である。従来日本ではピルの使用

は認められていなかったが、平成 11 年に医師の処

方が必要な医療用医薬品として承認された。土木研

究所では平成 11 年にピルの使用が一般に普及する

前の状況把握調査を 4 ヶ所の処理場で実施 7)し、既

に公表した。 
本調査は、ピルの普及から数年が経過した下水処

理場における EE2 の実態把握を目的としたもので

あり、平成 17 年 1 月、2 月に各処理場においてスポ

ット採水を行った。EE2 の測定方法は、土木研究所

がこれまで開発・検討してきた GC/MS による高感

度分析手法 37）（HR-GC/MS）を用いることで、従

来より一桁低い濃度レベルでの測定を行った。調査

対象とした処理場は、日平均処理水量約 3,000～
620,000m3/day の 10 ヶ所の処理場である。また、

全10ヶ所の処理場についてLC/MS/MSによる測定

38）を行うとともに 5 ヶ所の処理場については

ELISA による測定 7）も行った。ELISA による測定

を行った 5 ヶ所の処理場の内、A、B、C、D の 4 ヶ

所の処理場は平成 11 年に土木研究所が EE2 の調査

を行った処理場と同じ処理場である。（表-7） 

10 処理場における EE2 の測定結果を表-8 に示し

た。HR-GC/MS による方法では、流入水ですべて

nd（検出下限値以下）、処理水で nd から 0.28ng/l
であった。従来から用いられている LC/MS/MS に

よる方法では流入水、処理水とも全てndであった。

また、ELISA による方法では流入水で 6.3～25ng/l、
処理水で nd～ 11ng/l の濃度が検出された。

HR-GC/MS、LC/MS/MS、ELISA の各測定方法は、

測定原理、検出方法が異なっており、それぞれ各方

法の検出下限値は 0.05ng/l、0.13ng/l、0.6ng/l であ

る。検出下限値は、各測定法における検出下限値付

近の濃度の標準試料を繰り返し測定し標準偏差（S）
を求め、その 3 倍（3S）とした。 
 HR-GC/MS の測定結果をみると、流入水では検

出下限値以下であるのに対し処理水では検出されて

いるケースが見られる。流入水では処理水より夾雑

成分が多く、前処理による精製が不十分となり EE2

処理場名 主な処理方式
日平均処理水量

(m3/day)
A 標準活性汚泥法 233,500
B 標準活性汚泥法 186,650
C 標準活性汚泥法 73,452
D 標準活性汚泥法 65,131
E ｽﾃｯﾌﾟｴｱﾚｰｼｮﾝ法 3,274
F 標準活性汚泥法 16,087
G 標準活性汚泥法 35,574
H 標準活性汚泥法 120,630
I 標準活性汚泥法 349,134
J 標準活性汚泥法 620,937

表-7 調査対象とした処理場の概要

処理場名 主な処理方式
日平均処理水量

(m3/day)
A 標準活性汚泥法 233,500
B 標準活性汚泥法 186,650
C 標準活性汚泥法 73,452
D 標準活性汚泥法 65,131
E ｽﾃｯﾌﾟｴｱﾚｰｼｮﾝ法 3,274
F 標準活性汚泥法 16,087
G 標準活性汚泥法 35,574
H 標準活性汚泥法 120,630
I 標準活性汚泥法 349,134
J 標準活性汚泥法 620,937

表-7 調査対象とした処理場の概要

流入水 処理水 流入水 処理水 流入水 処理水
A nd 0.06 nd nd 11 nd
B nd 0.07 nd nd 25 11
C nd 0.07 nd nd 9.8 nd
D nd 0.05 nd nd 22 3.4
E nd nd nd nd 6.3 3.5
F nd nd nd nd － －
G nd nd nd nd － －
H nd 0.12 nd nd － －
I nd 0.07 nd nd － －
J nd 0.28 nd nd － －

注：ndはnot detectable(検出下限値以下）、－は未測定

表-8 ＥＥ２測定結果(ng/l)
HR-GC/MS ELISA

処理場
LC/MS/MS

流入水 処理水 流入水 処理水 流入水 処理水
A nd 0.06 nd nd 11 nd
B nd 0.07 nd nd 25 11
C nd 0.07 nd nd 9.8 nd
D nd 0.05 nd nd 22 3.4
E nd nd nd nd 6.3 3.5
F nd nd nd nd － －
G nd nd nd nd － －
H nd 0.12 nd nd － －
I nd 0.07 nd nd － －
J nd 0.28 nd nd － －

注：ndはnot detectable(検出下限値以下）、－は未測定

表-8 ＥＥ２測定結果(ng/l)
HR-GC/MS ELISA

処理場
LC/MS/MS

機器分析* ELISA 機器分析* ELISA
Southend STW ND - 7.0
Harpenden STW ND
Rye Meads STW ND
Deephams STW ND イギリス 28)

Naburn STW 0.6 - 4.3
Horsham STW 0.2 - 0.8

Billing STW ND
16 STP ND - 15 ドイツ
10 STP ND - 42 カナダ
WWTP A ＜1.4
WWTP B ＜1.8
WWTP C ＜0.3 - 7.5 オランダ 29)
WWTP D ＜1.8 - 2.6
WWTP E ＜0.3

Cobis ＜0.5 - 10 ND - 0.6
Fregene ＜0.5 - 5.4 ND - 2.2

Nord ＜0.5 - 3.2 ND - ＜0.5
Sud ＜0.5 - 4.8 ND - ＜0.5
A 5.3 1.8
B 4.5 1.9
C 9.5 0.9
D 10.0 1.2

DSP-1 ND
DSP-2 ND
DSP-3 ND
DSP-4 ND 日本 30)
DSP-5 ND
DSP-6 ND
DSP-7 ND

20処理場 ND 日本 37)
*：GC/MS, LC/MS/MS

日本

20)

36)

文献

14)

イタリア

流入水 処理水
処理場名 国名

表－6 下水処理場におけるEE2の実態調査結果 ( ng/l )
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のピークがベースラインのノイズに埋もれてしまっ

たことが原因と考えられる。夾雑成分の多い試料で

目的成分を検出しようとする場合、ベースラインの

ノイズが大きいことから、結果として、標準試料の

繰り返し測定から求めた検出下限値に比べ検出下限

値が高くなることがある。 
 HR-GC/MS、LC/MS/MS による機器分析と

ELISA による測定を行った 5 ヶ所の調査結果のう

ち両測定方法で検出された B、D 処理場の処理水の

測定値を比較すると、ELISA による測定値が 70～
160 倍高い値であった。ELISA による測定は抗原抗

体反応と酵素反応を組み合わせた測定方法であり、

目的成分（EE2）以外の類似化学物質の影響を受け

測定値が高くなることがある。本調査では機器分析、

ELISA の両測定方法で検出されたケースは 2 デー

タのみであることから断定はできないが、ELISA に

よる方法は機器分析に比べ100倍程度高い値を示す

可能性があることが示唆された。 
 A、B、C、D の 4 ヶ所の処理場は ELISA による

測定方法を用い平成 11 年 7、8、9 月に土木研究所

が調査している。本調査結果の ELISA による測定

値と比較し図-10 に示した。流入水中の EE2 濃度は

平成 11 年の調査時と比べると、ほぼ同等あるいは 6
倍程度高い値であった。処理水中の濃度でも 3～6
倍の値を示した。EE2 はピルの主成分であることか

ら、平成 11 年当時に比べその使用量が増えている

可能性が示唆された。しかしながら、前述したよう

に下水処理水中の EE2 濃度は極微量であり、生物

影響が懸念される女性ホルモンのエストラジオール

（E2）濃度の 1/10 程度である。また、EE2 のエス 
トロゲン活性 5) はE2の 0.4であることからEE2そ

のものの生物影響の可能性は小さい。 

 

図-10 EE2濃度の平成 11年（7,8,9月）調査と

平成17年（1,2月）調査の比較
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４．下水処理工程での運転条件と除去率の関係 

4.1.  下水処理場におけるE2, E1の実態把握 

計画処理水量 250,000m3/日のＡ下水処理場の標準

活性汚泥法による運転を行っている系列で初沈流入

水、初沈流出水、曝気槽内（9 ヶ所）、終沈流出水の

各処理プロセスにおける下水試料を採取し、エスト

ロゲンのうち 17β-エストラジオール（E2）、エスト

ロン（E1）、17α-エチニルエストラジオール（EE2）
をこれまでに報告してきた方法 6）～9）により測定し

下水処理場での挙動把握を行った。 
E2、E1は、最初沈殿池流入水（初沈流入水）と最

初沈殿池流出水（初沈流出水）の値を比べるとほぼ同

じ値を示しており最初沈殿池内での分解はほとんど

見られないが、曝気槽内に入るとE2は徐々に減少し、

曝気槽のほぼ中間で検出下限値(0.5ng/L)未満となっ

た。一方、E1は曝気槽内に入りいったん初沈流出水の

1.8倍程度に増加した後、徐々に減少した。E2は活性

汚泥により容易に分解しE1に変化するとの報告８）が

あり、本調査結果も曝気槽内でE2がE1に変化したも

のと考えられる。また、曝気槽内にE1が残存している

が、E2の分解速度に比べE1の分解速度が遅いことが

原因の一つとして考えられる。 
4.2.  下水処理場におけるエストロゲンの挙動詳

細調査 

4.2.1  調査方法 

神奈川県内にある下水処理場にて、2004年 1月と

7 月に、処理場の定期調査日に合わせて調査を行っ

た。同処理場は、標準活性汚泥法を採用しており、

計画処理人口、処理能力はそれぞれ 28,000 人、

30,600m3/日であり、現行処理人口、処理能力はそれ

ぞれ30,500人、20,400m3/日である。 

各調査日において、2時間毎24時間、処理過程毎

に試料を採取し、流量比例24時間コンポジット試料

を作成した。得られた試料は、最初沈殿池へ流入す

る流入下水（スクリーン通過済み）、最初沈殿池流出

水、汚泥脱水排水である返流水、最初沈殿池汚泥、

エアレーションタンク前段の表層水、同後段の表層

水、最終沈殿池流出水、返送汚泥、塩素消毒後の法

流水である。分析対象成分の分解を抑えるため、得

られた試料にアスコルビン酸を添加し（1g/L）、氷冷

しながら研究室に持ち帰った。 

4.2.2  調査結果 

本調査により、E2、E1、エストロゲン様活性（図

-11）ともに、冬期に比べ夏期に高い除去率が確認さ

れた。同時に測定を行ったSS、BOD、CODについては、

両調査ともに良好な除去率（90%以上）が確認された
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が、T-N については冬期に低い除去率が確認された

（冬期：16%、夏期：41%）。 

E2は両調査において高い除去率が確認された（冬

期：70%、夏期：87%）のに対し、E1については処理

工程が進むにつれ濃度が増加（冬期：740%増加、夏

期：50%増加）し、その傾向は特に冬期に顕著であっ

た。 

エストロゲン様活性についてもE1同様に、冬期の

調査においては処理工程が進むにつれ活性値の増加

が確認された（図-11：除去率として冬期：-97%、夏

期：39%）。機器分析により定量したE1、E2、ノニル

フェノール濃度より、下水処理過程の各水試料中で

検出されたエストロゲン様活性値の大部分は E1 の

寄与によることが確認された。夏期は、ある程度硝

化が進行するSRT、DO濃度で運転が行われていたが、

冬期には、硝化が抑制されるため、曝気量を制限す

る運転が行われていた。このような運転条件がエス

トロゲンの処理に影響したものと考えられる。 

Fig.12 .  Mass balance of estrogenic activity (a, in mg/day, E2 equivalent)
through physicochemical  treatment (A and C), biological treatment (B), and chlorination 

process (D) during winter and summer in a municipal sewage treatment plant in Japan. 
A: Primary settling tank; B: Aeration tank; C: Final sedimentation tank; D: Chlorination tank

equivalent)

process (D) during winter and summer in a municipal sewage treat
A: Primary settling tank; B: Aeration tank; C: ; D: Chlorination tank

A C D

A C D

Dissolved
Suspended

500 mg/day 
E2 equivalent

976 mg/day 
E2 equivalent

739 mg/day 
E2 equivalent

339 mg/day 
E2 equivalent

in Winter survey

in Summer survey

Return sludge
Drained sludge

Recycle flow

Return sludgeDrained sludge

Recycle flow

1140
1895

1355

1048

1036
459

440

1462

B

1450

B

886

44

36

Estrogenic activity

A C D

A C D

Dissolved
Suspended

500 mg/day 
E2 equivalent

976 mg/day 
E2 equivalent

739 mg/day 
E2 equivalent

339 mg/day 
E2 equivalent

in Winter survey

in Summer survey

Return sludge
Drained sludge

Recycle flow

Return sludgeDrained sludge

Recycle flow

1140
1895

1355

1048

1036
459

440

1462

B

1450

B

886

44

36

Estrogenic activity

Fig.12 .  Mass balance of estrogenic activity (a, in mg/day, E2 equivalent)
through physicochemical  treatment (A and C), biological treatment (B), and chlorination 

process (D) during winter and summer in a municipal sewage treatment plant in Japan. 
A: Primary settling tank; B: Aeration tank; C: Final sedimentation tank; D: Chlorination tank

equivalent)

process (D) during winter and summer in a municipal sewage treat
A: Primary settling tank; B: Aeration tank; C: ; D: Chlorination tank

A C D

A C D

Dissolved
Suspended

500 mg/day 
E2 equivalent

976 mg/day 
E2 equivalent

739 mg/day 
E2 equivalent

339 mg/day 
E2 equivalent

in Winter survey

in Summer survey

Return sludge
Drained sludge

Recycle flow

Return sludgeDrained sludge

Recycle flow

1140
1895

1355

1048

1036
459

440

1462

B

1450

B

886

44

36

Estrogenic activity

A C D

A C D

Dissolved
Suspended

500 mg/day 
E2 equivalent

976 mg/day 
E2 equivalent

739 mg/day 
E2 equivalent

339 mg/day 
E2 equivalent

in Winter survey

in Summer survey

Return sludge
Drained sludge

Recycle flow

Return sludgeDrained sludge

Recycle flow

1140
1895

1355

1048

1036
459

440

1462

B

1450

B

886

44

36

Estrogenic activity

A C D

A C D

Dissolved
Suspended

500 mg/day 
E2 equivalent

976 mg/day 
E2 equivalent

739 mg/day 
E2 equivalent

339 mg/day 
E2 equivalent

in Winter survey

in Summer survey

Return sludge
Drained sludge

Recycle flow

Return sludgeDrained sludge

Recycle flow

1140
1895

1355

1048

1036
459

440

1462

B

1450

B

886

44

36

Estrogenic activity

A C D

A C D

Dissolved
Suspended

500 mg/day 
E2 equivalent

976 mg/day 
E2 equivalent

739 mg/day 
E2 equivalent

339 mg/day 
E2 equivalent

in Winter survey

in Summer survey

Return sludge
Drained sludge

Recycle flow

Return sludgeDrained sludge

Recycle flow

1140
1895

1355

1048

1036
459

440

1462

B

1450

B

886

44

36

Estrogenic activity

A C D

A C D

Dissolved
Suspended

500 mg/day 
E2 equivalent

976 mg/day 
E2 equivalent

739 mg/day 
E2 equivalent

339 mg/day 
E2 equivalent

in Winter survey

in Summer survey

Return sludge
Drained sludge

Recycle flow

Return sludgeDrained sludge

Recycle flow

1140
1895

1355

1048

1036
459

440

1462

B

1450

B

886

44

36

Estrogenic activity

Fig.13 .  Mass balance of estrone ( in mg/day) 
through physicochemical  treatment (A and C), biological treatment (B), and chlorination 
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計画処理水量 250,000m3/日のＡ下水処理場の標

準活性汚泥法による運転を行っている系列で初沈流

入水、初沈流出水、曝気槽内（9 ヶ所）、終沈流出水

の各処理プロセスにおける下水試料を採取し、エス

トロゲンのうち E2、E1、17α-エチニルエストラジ

オール（EE2））をこれまでに報告してきた方法 6）～

9）により測定し下水処理場での挙動把握を行った。 
E2、E1 は、最初沈殿池流入水（初沈流入水）と最

初沈殿池流出水（初沈流出水）の値を比べるとほぼ

同じ値を示しており最初沈殿池内での分解はほとん

ど見られないが、曝気槽内に入ると E2 は徐々に減

少し、曝気槽のほぼ中間で検出下限値(0.5ng/L)未満

となった。一方、E1 は曝気槽内に入りいったん初

沈流出水の 1.8 倍程度に増加した後、徐々に減少し 
た。E2 は活性汚泥により容易に分解し E1 に変化す

るとの報告 12）があり、本調査結果も曝気槽内で E2
が E1 に変化したものと考えられる。また、曝気槽

内に E1 が残存しているが、E2 の分解速度に比べ

E1 の分解速度が遅いことが原因の一つとして考え

られる。 
 

4.3.  高DO, 長SRT条件下でのエストロゲンの除去特

性 

 英国の下水処理場下流の河川におけるローチの雌

性化が社会問題化して以来、国内外で下水道におけ

るエストロゲン様物質に関する様々な調査が行われ

ており、その水環境中の濃度とエストロゲン様活性

から、遊離体エストロゲン（E2、E1）や合成エス

トロゲン（17α-エチニルエストラジオール（EE2））
が主に注目されている。しかし、人畜の体内から排

出されるエストロゲンは、その大部分が抱合体の形

態として排出され、水環境中では脱抱合し、遊離体

に変化する可能性があることを考慮すると、エスト

ロゲン抱合体を含めた調査の必要があると考えられ

る。 
15 年度には、土木研究所が開発した分析手法を用

いて、遊離体エストロゲン E2, E1, E3）と合成エス

トロゲン（EE2）に加えて、E1、E2、E3 の硫酸又

はグルクロン酸の抱合体の estrone-3-sulfate 
(E1-S) 、 β-estradiol 3-sulfate (E2-S) 、 estriol 
3-sulfate (E3-S)、Estrone β-D-glucuronide (E1-G), 
β-estradiol 17- (β-D)-glucuronide (E2-G)、estriol 
3-(β-D-glucuronide) (E3-G)、β-estradiol 3-sulfate 
17-glucuronide (E2-S&G)、estradiol 3,17-disulfate 
(E2-diS) の 12 化合物について、下水処理場の流入

下水および二次処理水中の濃度の実態を把握した。 
16 年度は、下水処理で主に用いられている活性汚

泥法における遊離体エストロゲンとエストロゲン硫

酸抱合体の変化の特性を把握するために、実下水に

より好気条件で馴養した活性汚泥を用いた検討を行

った。ここでは、既存の下水処理場の好気工程での

これらの物質の除去を想定し、好気工程で設定可能

な条件（曝気風量調整、汚泥の引き抜き調整）のう

ち最も除去のために有利と考えられる条件を設定し

た。なお、エストロゲングルクロン酸抱合体につい

ては、分析における添加回収率のバラツキが大きい

ため、今回の検討対象からは除外した。 
１）連続実験装置 
連続実験装置の概略を図 14 に示す。連続実験の

汚泥は、標準活性汚泥法を採用している実下水処理

施設の好気槽より種汚泥を採取して、本報告の実験

条件で 3 か月間馴致した。なお、本報告の連続実験

は、冬期に行われたものであり、期間中、水温は 10℃
程度にまで低下した。反応槽は、茨城県霞ヶ浦流域

下水道湖北処理場内の国土交通省国土技術政策総合

研究所湖北総合実験施設室内に設置し、好気部分を

7.2L に設定した。 
好気槽および固液分離槽では、エアストーンを通

じて曝気を行った。各槽における溶存酸素濃度は、

実験期間を通じて 5mg/L 以上を維持した。固液分離

には、交差流型中空糸膜モジュール（三菱レイヨン

製超精密濾過フィルター STNM424、保持粒径

0.1µm）を用い、分離液は、一日あたりの流入水（一

次処理水）投入量に相当する流量で連続的に排出し、

反応槽における水理学的滞留時間（HRT）は 8 時間

に設定した。余剰汚泥の排出は、1 日あたり 120mL
の反応槽混合溶液を採 
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取することで行い、固形物滞留時間（SRT）は 60
日に設定した。なお、連続運転期間中 pH や水温の

調整は行わなかった。 
２）測定方法 
 測定対象物質は、遊離体エストロゲンの E2、E1、
E3、合成エストロゲンの EE2、エストロゲン硫酸

抱合体の、β-estradiol-3-sulfate（E2-S）、estradiol 
3,17-disulfate（E2-diS）、estron-3-sulfate（E1-S）、
estriol 3-sulfate（E3-S）の計 8 化合物である。こ

れらの物質の分析計量は週１回、流入水および処理

水をスポット採取し実施した。分析方法は、下水試

験方法 34) によった。一般項目（DOC、NH4+-N、

NO2- -N、NO3- -N）の分析計量は、基本的には週 2
回、流入水および処理水をスポットサンプリングし

て実施した。 
３）結果と考察 
反応槽の平均的な汚泥濃度は、MLSS/VSS=2900/ 

2500mg/L 程度であり、処理水中の溶解性窒素の形

態は 80%以上を硝酸性窒素が占め、概ね硝化が進行

していた。図 15にエストロゲンの測定結果を示す。 

遊離体エストロゲンはほぼ完全に除去がなされる一

方、エストロゲン硫酸抱合体のうち、E2-S、E1-S、
E3-S に関しては一部の除去がなされるが、E2-diS
に関してはほとんど変化を受けていないと考えられ

た。よって、これらのエストロゲン硫酸抱合体は、

遊離体エストロゲンと比較して、好気工程における

分解性が小さいと考えられる。 

 
図-16, -17 に、連続運転期間中に、反応槽の活性汚

泥に、8 時間分の流入下水を添加して実施した回分

実験の結果を示す。遊離体エストロゲンは実験開始

後 4 時間程度で水中からは検出されなくなったが、

エストロゲン硫酸抱合体は、実験開始後 10 時間を

経過しても検出され続け、一定濃度に漸近する挙動

を示した。この結果は、連続実験結果を裏付けるも

のとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

4.4.  DO濃度の条件とエストロゲンの除去特性の関

係 

本研究では、下水処理水中の遊離体エストロゲン

を安定的に削減できる運転条件を発見するため、下

水処理工程におけるエストロゲン関連物質の変化の

特性を把握することを目的とした。なお、日本の下

水処理場の大部分は標準活性汚泥法で運転されてい

るため、本法における DO 濃度の条件とエストロゲ

ン関連物質の除去との関係を把握することとした。 
4.4.1  エアレーションタンク流下過程を再現した

回分実験 

１）分析対象物質の分析方法 
本調査で測定対象としたエストロゲンは、女性ホ

ルモンの E2、その代謝生成物である E1、エストリ

オール（E3）、合成エストロゲンの EE2、(以上の 4
物質を総して遊離体エストロゲンと呼ぶこととす

る)、また、E2、E1、E3 それぞれの硫酸抱合体であ

る、estrone-3-sulfate（E1-S）、β-estradiol-3-sulfate（E2-S）、
estriol-3-sulfate（E3-S）、estradiol 3,17-disulfate（E2-diS）
の 8 化合物である。これらの対象物質は、固相抽出

－液体クロマトグラフ質量分析法（LC/MS/MS）に

より測定した。測定条件、検出下限値、標準物質の
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添加回収率などの詳細は文献 38）のとおりである。 
２）調査内容 

 下水処理場の生物処理工程（エアレーションタン

ク）におけるエストロゲン関連物質の変化を考察す

るために、押し出し流れ型のエアレーションタンク

における流下過程を再現する好気回分実験（実験時

間：8h）を、最初沈殿池流出水と返送汚泥を用いて

実施した。最初沈殿池流出水および返送汚泥は、茨

城県霞ヶ浦流域下水道湖北処理場の流入下水を用い

た標準活性汚泥法パイロットプラント（エアレーシ

ョンタンク規模 10m3）より入手した。なお、パイロ

ットプラントの運転条件は、SRT=約 10 日、HRT=8
時間であり、硝化が十分に進行していた。 
実験装置は、攪拌機を備えた容量 150L のステン

レス製容器を 3 系列準備し、各系列に均等となるよ

うに、最初沈殿池流出水 55L と返送汚泥 25L を注入

し攪拌した。3 系列のうち 1 系列は攪拌のみを実施

する嫌気系とした。また、他の 2 系列では、エアス

トーンを通じてエアポンプにより曝気し、併設した

溶存酸素計の指示値と連動して曝気風量を調整する

ことにより、1 系列を溶存酸素濃度が最終的にほぼ

0.5mg/L 以下になるように、また、残りの 1 系列を

溶存酸素濃度が最終的にほぼ 3.0mg/L 以下になるよ

うに制御した。 
各系列において、実験前後のMLSSおよびMLVSS

（ガラス繊維ろ紙法）を測定するとともに、2 時間

間隔で活性汚泥混合液を採取し、20 分間程度静置後、

上澄水を GF/B ろ紙によりろ過した。ろ液は、エス

トロゲン関連物質を測定するための試料として 1L
分取し、酸化防止のために 1g のアスコルビン酸を添

加後直ちに冷蔵・保存した。分析は 2 日以内に固相

抽出までを実施した。また、ろ液の一部は回分実験

の進行状況を観察するため、DOC、NH4
+-N、NO2

- -N
および、NO3

- -N を併せて測定した。なお、本検討

は 8 月に実施した。実験実施時の反応水槽の水温は

27-29℃であった。また、実験日以前の 3 日間は、降

雨は無かった。 
３）結果と考察 

① 嫌気系 

 図Ⅰ-1 に反応槽溶液の pH、MLDO の変化を、図

Ⅱ-1 に反応槽溶液の DOC および溶解性窒素の形態

の変化を示す。遊離体エストロゲン（図Ⅲ-1）は、

実験開始時に E2（6.2ng/L）、E1、E3 が検出され、

E2 は実験期間中に検出下限値（2.2ng/L）以下にまで

低下したが、E1、E3 に関しては減少せず、むしろ増

加する傾向であった。活性汚泥への吸着態の再溶解

や、抱合体の脱抱合、それ以外の要因などの可能性

が考えられる。なお、EE2（検出下限値 0.5ng/L）は

いずれの試料においても検出されなかった。エスト

ロゲン硫酸抱合体（図Ⅳ-1）については、いずれも

大きな変化は見られなかった。 
② 曝気工程終了時のMLDOを0.5mg/Lに制御した系 

 図Ⅰ-2に反応槽溶液のpH、MLDOの変化を示す。

本系列では攪拌に加えて曝気を実施したが、曝気開

始当初は供給した溶存酸素が直ちに消費され、見か

け上嫌気状態となった。1 時間経過後以降 MLDO が

上昇し始め、曝気開始後 6 時間後には、設定値であ

る 0.5mg/L に到達した。以降はほぼ 0.5mg/L となる

よう風量を制御した。 
図Ⅱ-2 に反応槽溶液中の DOC および溶解性窒素

の形態の変化を示す。MLDO が 0.5mg/L 以下であっ

たが硝化は進行した。遊離体エストロゲン（図Ⅲ-2）
は、E2、E3 が疑似嫌気条件下においても減少し、2
時間後には検出下限値（E2：2.2ng/L、E3：0.4ng/L）
以下になった。一方 E1 は、実験期間中を通じて大

きな変化は見られなかった。なお、EE2（検出下限

値 0.5ng/L）はいずれの試料においても検出されな

かった。エストロゲン硫酸抱合体（図Ⅳ-2）は、E1-S、
E3-S は遊離体エストロゲンのレベルより低く、E2-S
はほぼ同等、E2-diS は高い濃度で検出され、E1-S、
E2-S、E3-S は実験初期段階で減少したが E2-diS は

ほぼ変化しない傾向であった。 
③ 曝気工程終了時の MLDO を 3.0mg/L に制御した

系列  
図Ⅰ-3に反応槽溶液のpH、MLDOの変化を示す。

本系列でも２）と同様に曝気開始当初は供給した溶

存酸素が直ちに消費され、疑似的な嫌気状態となっ

たが、1 時間経過後以降 MLDO が観測され始め、曝

気開始後 7 時間後には、設定値である 3.0mg/L に到

達し、以降はほぼ 3.0mg/L となるよう風量を制御し

た。 
図Ⅱ-3 に反応槽溶液中の DOC および溶解性窒素

の形態の変化を示す。２）に比べてやや早く硝化は

進行した。遊離体エストロゲン（図Ⅲ-3）について

は、E2 は疑似嫌気条件下においても減少し、2 時間

後には検出下限値以下になった。一方 E1 濃度は、

実験開始後 6 時間後までは大きな変化が見られなか

ったが、MLDO が上昇した時点で急激な低下が観測

された。以上より、E1 の減少速度は、硝化の進行の

有無にかかわらず、溶存酸素濃度に大きく依存する
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と推定された。EE2（検出下限値 0.5ng/L）はいずれ

の試料においても検出されなかった。エストロゲン

硫酸抱合体（図Ⅳ-3）は、②と同様の傾向を示した。 
 
 

 
 

 

 

図Ⅱ-3 MLDO≦3.0mg/L制御系

0

10

20

30

0 2 4 6
経過時間 [時間]

溶
解

性
窒

素
濃

度
[m

gN
/
L
]

0

10

20

30

D
O

C
 [

m
g/

L
]

8 NH4-N

NO2-N

NO3-N

8

図Ⅱ-2 MLDO≦0.5mg/L制御系

0

10

20

30

0 2 4 6
経過時間 [時間]

溶
解

性
窒

素
濃

度
[m

gN
/
L
]

0

10

20

30

D
O

C
 [

m
g/

L
]

8 NH4-N

NO2-N

NO3-N

8

図Ⅱ-1 嫌気系

0

10

20

30

0 2 4 6
経過時間 [時間]

溶
解

性
窒

素
濃

度
[m

gN
/
L
]

0

10

20

30

D
O

C
 [

m
g/

L
]

8 NH4-N

NO2-N

NO3-N

8

図Ⅰ-3 MLDO≦3.0mg/L制御系

5.8
6.2
6.6

7.4
7.8

8.6

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

M
L
D

O
 [

m
g/

L
]

8.2

7.0p
H

 [
－

]

図Ⅰ-2 MLDO≦0.5mg/L制御系

5.8
6.2
6.6

7.4
7.8

8.6

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

M
L
D

O
 [

m
g/

L
]

8.2

7.0p
H

 [
－

]

図Ⅰ-1 嫌気系

5.8
6.2
6.6

7.4
7.8

8.6

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

p
H

 [
－

]

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

M
L
D

O
 [

m
g/

L
]

8.2

7.0

pH
DO

pH
DO

pH
DO

図Ⅰ-1, 2, 3  pH, MLDOの時間変化

図Ⅲ-1 嫌気系

0

50

100

150

200

0 2 4 6 8
経過時間 [時間]

濃
度

[n
g/

L
]

E2
E1
E3

図Ⅱ-1, 2, 3  DOC, 溶解性窒素濃度の時間変化

図Ⅲ-2 MLDO≦0.5mg/L制御系

0
0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

濃
度

[n
g/

L
]

E2
E1
E320

40
60
80

100
120
140

図Ⅲ-3 MLDO≦3.0mg/L制御系

0 2 4 6 8
経過時間 [時間]

濃
度

[n
g/

L
]

E2
E1
E3

0
20
40
60
80

100
120
140

図Ⅲ-1, 2, 3  遊離体エストロゲン（E2, E1, E3）の時間変化

1

10

100

1000

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

濃
度

[n
g/

L
]

E1-S
E2-S
E3-S
E2-diS

図Ⅳ-1 嫌気系

1

10

100

1000

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

濃
度

[n
g/

L
]

E1-S
E2-S
E3-S
E2-diS

図Ⅳ-2 MLDO≦0.5mg/L制御系

1

10

100

1000

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

濃
度

[n
g/

L
]

E1-S
E2-S
E3-S
E2-diS

図Ⅳ-3 MLDO≦3.0mg/L制御系

図Ⅳ-1, 2, 3  エストロゲン硫酸抱合体（E1-S, E2-S, E3-S, E2-diS）の時間変化

図Ⅱ-3 MLDO≦3.0mg/L制御系

0

10

20

30

0 2 4 6
経過時間 [時間]

溶
解

性
窒

素
濃

度
[m

gN
/
L
]

0

10

20

30

D
O

C
 [

m
g/

L
]

8 NH4-N

NO2-N

NO3-N

8

図Ⅱ-2 MLDO≦0.5mg/L制御系

0

10

20

30

0 2 4 6
経過時間 [時間]

溶
解

性
窒

素
濃

度
[m

gN
/
L
]

0

10

20

30

D
O

C
 [

m
g/

L
]

8 NH4-N

NO2-N

NO3-N

8

図Ⅱ-1 嫌気系

0

10

20

30

0 2 4 6
経過時間 [時間]

溶
解

性
窒

素
濃

度
[m

gN
/
L
]

0

10

20

30

D
O

C
 [

m
g/

L
]

8 NH4-N

NO2-N

NO3-N

8

図Ⅱ-1 嫌気系

0

10

20

30

0 2 4 6
経過時間 [時間]

溶
解

性
窒

素
濃

度
[m

gN
/
L
]

0

10

20

30

D
O

C
 [

m
g/

L
]

8 NH4-N

NO2-N

NO3-N

8

図Ⅰ-3 MLDO≦3.0mg/L制御系

5.8
6.2
6.6

7.4
7.8

8.6

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

M
L
D

O
 [

m
g/

L
]

8.2

7.0p
H

 [
－

]

図Ⅰ-3 MLDO≦3.0mg/L制御系

5.8
6.2
6.6

7.4
7.8

8.6

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

M
L
D

O
 [

m
g/

L
]

8.2

7.0p
H

 [
－

]

図Ⅰ-2 MLDO≦0.5mg/L制御系

5.8
6.2
6.6

7.4
7.8

8.6

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

M
L
D

O
 [

m
g/

L
]

8.2

7.0p
H

 [
－

]

図Ⅰ-2 MLDO≦0.5mg/L制御系

5.8
6.2
6.6

7.4
7.8

8.6

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

M
L
D

O
 [

m
g/

L
]

8.2

7.0p
H

 [
－

]

図Ⅰ-1 嫌気系

5.8
6.2
6.6

7.4
7.8

8.6

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

p
H

 [
－

]

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

M
L
D

O
 [

m
g/

L
]

8.2

7.0

pH
DO
pH
DO

pH
DO
pH
DO

pH
DO
pH
DO

図Ⅰ-1, 2, 3  pH, MLDOの時間変化

図Ⅲ-1 嫌気系

0

50

100

150

200

0 2 4 6 8
経過時間 [時間]

濃
度

[n
g/

L
]

E2
E1
E3

図Ⅱ-1, 2, 3  DOC, 溶解性窒素濃度の時間変化

図Ⅲ-2 MLDO≦0.5mg/L制御系

0
0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

濃
度

[n
g/

L
]

E2
E1
E320

40
60
80

100
120
140

図Ⅲ-3 MLDO≦3.0mg/L制御系

0 2 4 6 8
経過時間 [時間]

濃
度

[n
g/

L
]

E2
E1
E3

0
20
40
60
80

100
120
140

図Ⅲ-1, 2, 3  遊離体エストロゲン（E2, E1, E3）の時間変化

1

10

100

1000

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

濃
度

[n
g/

L
]

E1-S
E2-S
E3-S
E2-diS

図Ⅳ-1 嫌気系

1

10

100

1000

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

濃
度

[n
g/

L
]

E1-S
E2-S
E3-S
E2-diS

図Ⅳ-2 MLDO≦0.5mg/L制御系

1

10

100

1000

0 2 4 6 8

経過時間 [時間]

濃
度

[n
g/

L
]

E1-S
E2-S
E3-S
E2-diS

図Ⅳ-3 MLDO≦3.0mg/L制御系

図Ⅳ-1, 2, 3  エストロゲン硫酸抱合体（E1-S, E2-S, E3-S, E2-diS）の時間変化



－ 247 － 

4.4.2  エアレーションタンク後段を無酸素条件に

設定した連続実験 

 これまでの検討において、エアレーションタンク

内でのE1の減少には、エアレーションタンク末端部

分の MLDO が大きく影響していることが明らかと

なった。現在、実用化されている下水処理方式の中

には、エアレーションタンク末端部を無酸素条件と

する運転方法（硝化内生脱窒法）があり、本運転方

法では、エストロゲンの除去率が低いことが危惧さ

れる。そこで、ここでは、硝化内生脱窒法を想定し

た連続実験を行い、エストロゲンの挙動について検

討した。 

１） 実験方法 

連続実験は、茨城県霞ヶ浦流域下水道湖北処理場

内の実験施設室内に設置した標準活性汚泥法実験プ

ラント（有効水深 2m、最初沈殿池容量 0.5m3、反応

槽容量 2m3、最終沈殿池容量 0.5m3、HRT＝8 時間、

SRT＝約 10 日、返送比＝0.4）を用いて実施した。

なお、本報告の連続実験は、夏季の 3 週間に行われ

たものであり、期間中の水温は 25～27℃程度であっ

た。また、本実験では、4 つに区切った反応槽の末

部の送風を、最低限撹拌が行える程度に絞り、擬似

的な無酸素状態とした。 
２） 測定方法 

 測定対象物質は、遊離体エストロゲンの E2、E1、
E3（エストリオール）、合成エストロゲンの EE2 の

計 4 化合物である。これらの物質の分析計量は週１

回、反応槽の 4 箇所および二次処理水でスポット採

取した試料のろ液について実施した。分析方法は、

下水試験方法 34) によった。一般項目（MLSS/VSS、
DOC、NH4

+-N、NO2
- -N、NO3

- -N）の分析計量は、

週 2 回、エストロゲン分析用試料と流入水および最

初沈殿池流出水試料をそれぞれスポットサンプリン

グして実施した。 
３） 実験結果と考察 

実験期間中の反応槽の平均汚泥濃度は MLSS/VSS
＝1575/1230mg/L であった。図-18 に示すように、二

次処理水中の溶解性窒素の形態は98%以上を硝酸性 
窒素が占め、概ね硝化が進行していた。また、反応

槽末部の無酸素条件（図-19）下では、わずかに内生

脱窒が観察された。 
遊離体エストロゲンは、E2 および EE2 は、いず

れの試料においても検出されなかった。E3 は好気槽

前段では検出されたが、後段および二次処理水では

検出されなかった。E1 は、図 20 に示すように、好

気条件下では流下方向に沿って減少する傾向が見ら

れたが、無酸素槽および最終沈殿池では増加する傾

向が見られた。このことから、易分解性有機物が分

解された後の無酸素条件下で、E1 が増加する何らか

の機構が存在する可能性が考えられた。E1 は、抱合

体エストロゲンの脱抱合、活性汚泥からの脱着・放

出、分解代謝物の還元等により生じると考えられる。

今後は、循環式硝化脱窒法も含めて、脱窒条件下に

おいて E1 が増加する機構の詳細について検討を行

っていく予定である。 
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５．まとめ 

① エストロゲンの下水処理過程での挙動の解明 

・下水処理プロセスでのE2、E1は、初沈での減少は

なく曝気槽内で減少しており活性汚泥により容易に

分解された。 
・流入水、二次処理水中のエストロゲン抱合体の濃

度は、遊離体の濃度に比べ数倍から100倍程度高い

ことが分かった。 

・20 箇所の下水処理場においてエストロゲン及びエ

ストロゲンの遊離体及び抱合体の実態調査を実施し

た。この結果、E2、E3 は、下水処理で高い除去が認

められたが、E1 は 50％程度の除去であった。また、

これまで報告例が少ないエストロゲン抱合体の流入

下水、二次処理水中の存在濃度を明らかにし、これ

らにはエストロゲン抱合体として存在するエストロ

ゲンがかなり多いことが明らかになった。従って、

遊離体だけではなく抱合体を含めたエストロゲンの

挙動解析が必要と考えられる。また、エストロゲン

抱合体の一部は下水処理を受けることにより増加す

る場合が見られ、流入下水中には測定対象以外の形

態のエストロゲンが存在していることも考えられる。

しかし、エストロゲン抱合体の分析においては、回

収率が低いため、改善が必要である。 

・下水処理の好気工程におけるエストロゲンの遊離

体及び抱合体の挙動特性をラボスケールの実下水を

用 い た 連 続 実 験装 置に お い て 検 討 した 。

MLDO>5mg/L、SRT=60 日という好気的生分解に

有利な処理条件においては、遊離体エストロゲンの

除去は完全に行われ、エストロゲン硫酸抱合体も減

少を示したが、依然、抱合体は二次処理水に残留す

る結果となった。好気条件下では、エストロゲン硫

酸抱合体の難分解性が強いことが明らかになった。 
・下水処理場の生物処理工程（エアレーションタン

ク）におけるエストロゲン関連物質の変化を考察す

るために、エアレーションタンクにおける流下過程

を再現した MLDO 制御の好気回分実験を実施した。

① 嫌気条件下では、E1 はやや増加する傾向が見ら

れたが、吸着態の再溶解、E2 からの生成、硫酸抱合

体の脱抱合やそれ以外の要因により生成が生じてい

ると推定された。② 曝気工程終了時の MLDO を

0.5mg/L に制御した系列では、硝化が進行し、E2 の

減少は観察されたが、E1 については実験期間中を通

じて大きな変化は見られなかった。③ 曝気工程終了

時の MLDO を 3.0mg/L に制御した系列では、硝化が

進行し、E2 の減少は見られたが、MLDO が低い段

階では E1 については変化が見られなかった。しか

し、MLDO が 3mg/L 程度に達した時点で急激に減少

した。以上より、E1 の減少速度は、硝化の進行の有

無にかかわらず、溶存酸素濃度に大きく依存するこ

とが明らかとなった。 
・連続実験のエアレーションタンクの後段部分を

無酸素条件に設定した連続実験では、硝化が進行し、

無酸素条件下ではわずかながら内生脱窒が観察され

た。溶解性 E1 の濃度は、無酸素条件下および最終

沈殿池での増加が観察された。 
以上から、溶解性エストロゲンの挙動は、エアレ

ーションタンク末端での溶存酸素濃度の設定に大き

く依存することが明らかとなった。E1 は、E2 やエ

ストロゲン抱合体の代謝生成物であると考えられ、

これらの物質からの生成速度と、E1 の減少速度との

差によって E1 濃度が決まると考えられるため、こ

れらの点に配慮した検討も進めていく必要があると

考えられる。 
・10 ヶ所の下水処理場において合成エストロゲンの

エチニルエストラジオール（EE2）の実態を調査し

た。HR-GC/MS、LC/MS/MS の機器分析と ELISA
により測定したところ、流入水、処理水中の EE2
濃度は極微量であることが分かった。最も高感度で

検出可能な HR-GC/MS によれば、流入水ではすべ

て nd、処理水では nd から 0.28ng/l であった。 
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Ⅲ―２．ノニルフェノール類 
１．下水道での挙動把握 
 本研究では、近年社会問題となっている内分泌撹

乱化学物質（いわゆる環境ホルモン）に関する物質

のうちノニルフェノール関連物質の挙動について調

査を行った。ノニルフェノール関連物質は、下水道

での存在量が他の環境ホルモンに比べ多いことから

注目されている。 
計画処理水量 250,000m3/日のＡ下水処理場の標準

活性汚泥法による運転を行っている系列で初沈流入

水、初沈流出水、曝気槽内（9 ヶ所）、終沈流出水の

各処理プロセスにおける下水試料を採取し、ノニル

フェノール関連物質であるノニルフェノール（NP）、
ノニルフェノールエトキシレート（NPnEO）、ノニ

ルフェノキシ酢酸（NPnEC）をこれまでに報告し

てきた方法 8）9) により測定し下水処理場での挙動把

握を行った。 
NP、NPnEO、NPnECは、曝気槽で濃度が大きく

変動した。具体的には、NP、NPnEOは初沈流入水、

初沈流出水に比べて1/10～1/100程度に濃度が減少し、

NPnECは2倍以上に濃度が増加した。下水処理過程で

のNPEO、NPECのEO鎖分布を図-21に示した。

NPnEOは、初沈流入および初沈流出時にはNP1EO～

12EOがほぼ均等に存在していたが、曝気槽以降でEO
付加モル数5以上のNPnEOが消失し、最終的に

NP1EO～4EOで構成された。一方、NPnECは、初沈

流入、初沈流出時には2～3ECはやや多いものの、

NP1EC、NP4EC～10ECはほぼ均等に存在していた。

曝気槽以降ではEO付加モル数5以上のNPnECが減少、

EO付加モル数4以下が増加し、最終的にNP1EC～

4ECが全体の約96％を占めた。これらの結果から

NPnEOは、曝気槽内で急激な分解を受けており、

NPnEOのままEO鎖が短鎖化を受ける場合と、

NPnECに形態を変えてEO鎖が短鎖化を受ける場合

があると考えられる。下水処理が進むに連れて

NPnEC濃度が増加する理由の一つとしては、NPnEO
とNPnECの分解速度の違いが考えられる。また、

NPnECのEO付加モル数5以上では顕著な濃度増加が

認められなかったことから、NPnEOからNPnECへの

形態変化は、EO付加モル数5以下で進行している可能

性がある。終沈流出水はNP1EO～4EO、NP1EC～

4ECで構成されていること、NP濃度の顕著な増加は

認められなかったことから、活性汚泥処理では、

NPnEOはNPまでは分解されずNPnEO，NPnECのど

ちらの形態においてもEO付加モル数1～4までの分解

にとどまる可能性が示唆された。 
２．実験装置による挙動把握 

ノニルフェノールポリエトキシレート（以下

NPnEO）は、工業用洗剤などに幅広く利用されてい

る。NPnEO は、好気条件下での生物分解により、よ

り短い鎖長の NPnEO やノニルフェノキシ酢酸（以

下 NPnEC）に変化し、その後、嫌気条件下において、

生物反応により内分泌攪乱物質であるノニルフェノ

ール（以下 NP）に変化するといわれている。 
我が国の下水処理場の流入下水には NPnEO が存在

しており、それらの物質の下水処理場での挙動、変

化について注視する必要があると考えられる。また、

我が国下水処理場では主に好気的な活性汚泥処理に

よる水処理工程を行っている。 
そこで、本研究では、下水処理の活性汚泥処理の好

気工程での NPnEO の変化とそれに伴う、NPnEC, NP
の生成について、基礎的な検討を行った。 
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－ 250 － 

下水処理場のエアレーション工程で実施さ

れている運転条件を再現した、実験室規模

の活性汚泥処理実験装置を準備した。室温

25℃の実験室内に設置した、10L 容量のエ

アレーションタンクに対して水理学的滞留

時間（HRT）を 24 時間に設定した。流入水

は、無機基質と唯一の有機基質を NPnEO
（average n=10）として活性汚泥を馴致した。

そして、各水質項目の指標が安定した後、

流入水、エアレーションタンク混合液、処

理水中の溶解性 NPnEO、吸着態 NPnEO、

溶解性NPnEC、吸着態NPnEC、溶解性NP、
吸着態 NP の測定を実施した。ここで、溶

解性とは、試料を保持粒子径 1µm のガラス繊維濾紙

（GF/B）でろ過したろ液中に含まれる成分とし、残

渣中に含まれる成分を吸着態とした。各項目の測定

は、下水試験方法 34）によった。なお、運転期間中の

エアレーションタンクの溶存酸素濃度は、1.0mg/L
以下、固形物滞留時間（SRT）は、7 日～14 日程度

であった。 
流入水、エアレーションタンク混合液、処理水中

の NP、NPnEO、NPnEC 濃度の 測定結果を図-22
に示す。流入水中には基質として供給した NPnEO
のみが存在した。一方、エアレーションタンク混合

液および処理水中には、鎖長の短い NPnEO（n≦４）、

NPnEC（n≦４）および NP が存在していた。流入水

中の NPnEO は、エアレーションタンクにおいて、

活性汚泥により生分解を受け、鎖長の短い NPnEO
および NPnEC、さらに、一部は NP にまで変化した

と考えられる。 
結果に示すように、エアレーション工程において、

鎖長が短い NPnEO や NPnEC を経て NP が生成した

ように考えられた。この現象を再現するために、馴

致活性汚泥を用いて、鎖長が短い NPnEO の好気回

分分解試験を実施した。馴致活性汚泥は既に吸着態

として多量の鎖長が短い NPnEO を蓄積していたの

で、新たに NPnEO の添加は行わず、初期の MLVSS
を 38mgVSS/L とした活性汚泥で、クーロメータを

用いて好気回分実験を実施した。溶存酸素濃度は飽

和溶存酸素濃度を維持した。この実験における、水

と活性汚泥に含まれる NPnEO、NPnEC、NP の時間

変化を図-23～24 に示す。実験期間中には、NP2EO
の分解に伴って、NP2EC の生成が見られたが、

NP1EO や NP の生成は見られなかった。また、初期

MLVSS 濃度を、90、180、370（mgVSS/L）として

行った実験においても同様の傾向を示した。エアレ

ーションタンクにおいて実際に起こったと考えられ

る鎖長が短い NPnEO や NPnEC からの NP 生成は再

現できなかった。原因のひとつは、NP 生成の反応

の進行は溶存酸素濃度によって大きく阻害をうける

ことが考えられた。エアレーションタンクの溶存酸

素濃度は 1.0mg/L 以下であったのに対して、好気回

分試験の溶存酸素濃度は飽和溶存酸素濃度であった

ため、後者では、溶存酸素により反応の進行が妨げ

られた可能性があると考えられた。 
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３．まとめ 
・ノニルフェノールポリエトキシレート（NPnEO）

は、活性汚泥処理ではNPまでは分解されず、NPnEO，

ノニルフェノキシ酢酸（NPnEC）のどちらの形態に

おいてもEO付加モル数1～4までの分解にとどまる傾

向が見られた。 
・NPnEO を、唯一の炭素源として、DO を 1mg/L

程度の下水処理のエアレーションタンクと同様な条

件の下で、好気的に連続系で処理した際に、鎖長 n=1
～4のNPnEOの活性汚泥への蓄積とNP の生成が観

察された。この活性汚泥を用いて、飽和溶存酸素濃

度の条件下で、短鎖長の NPnEO の好気回分分解試

験を実施したところ、ノニルフェノール（NP）の生

成は見られなかった。このため、短鎖長の NPnEO
から NP の生成反応には、高濃度の溶存酸素濃度は

阻害的に働き、低 DO 濃度が必要であると考えられ

た。 
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 The phenomenon of feminization of fish and the existence of estrogen-like substances 
in the water environment in Japan have been reported in river surveys conducted since endocrine 
disrupter chemicals became an issue of public concern. However, there is no direct evidence of 
feminization caused by such substances so far. 
 This study set out to estimate the level of estrogen-like substances that affects fish 
through exposure tests using killifish, and to clarify the relationship between estrogenic activity 
in treated wastewater or in urban river water and the degree of feminization detected by the 
production of vitellogenin in the liver of male species. The study also examined the dominant 
substances contributing to estrogenic activity by comparing estrogenic activity measured by 
recombinant yeast assay and concentrations of each estrogen-like substance. 
 The results of the study were as follows: 
(1) The dominant substance contributing to estrogenic activity was estrone (E1), followed by 

17β-estradiol (E2) both in treated wastewater and in urban river water. 
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(2) The LOEC of E1 and E2 to produce vitellogenin in male killifish were 79.5ng/L and 5ng/L, 
respectively. 

(3) The production of vitellogenin in male killifish was observed when it was bred in treated 
wastewater and in river water with the concentration of estrogenic activity more than around 
LOEC. 

(4) Estrogenic activity can be used as an index of the feminization detected by the production of 
vitellogenin in male killifish. 

 

１ はじめに 

１－１ 研究の背景 

近年、世界各地で野生生物の生殖器官や生殖行動

の異常が報告されている。これらの原因としては、

人類の活動により放出される化学物質による内分泌

系のかく乱が有力であると考えられており、そのよ

うな一群の化学物質は、内分泌かく乱化学物質（以

下EDCs：Endocrine Disrupting Chemicals）と分類

された。この問題は、1996年に出版された”Our 

Stolen Future”により、多くの人々の関心を集める

こととなった。わが国においても、1997年の”Our 

Stolen Future”の邦訳『奪われし未来』の出版と、

いわゆる「環境ホルモン」という言葉の流行により、

社会問題にまでなった。 

これまで報告されている野生生物の生殖行動等の

異常には、ワニのペニスの矮小化、イボニシのイン

ポセックス化等が知られているが、なかでも、魚類

の雌性化についてはイギリスで以前から問題となっ

ているとともに、わが国においても都市河川におけ

るコイの雌性化等が懸念されている。このような雌

性化は、生体内におけるエストロゲン（女性ホルモ

ン）の作用による現象と同様であることから、雌性

化を引き起こす原因物質はエストロゲン様物質と呼

ばれている。 

エストロゲン様物質による魚類の雌性化について

は、イギリスにおいて、下水処理水が放流されてい

る多くの河川で起きていることが多方面にわたる系

統立てた研究から明らかにされてきた。このため、

英国では下水道や都市排水の影響を低減化させる対

策がとられ始めている。一方、我が国はイギリスに

比べて下水道普及率は低いものの、下水道の急速な

普及によって下水処理水等の都市排水が都市河川に

占める割合は急速に大きくなりつつあるため、我が

国においても魚類の雌性化が今後問題となる可能性

がある。 

我が国におけるこれまでの調査等により、下水処

理水や河川水にエストロゲン様物質が存在すること

や雄のコイに雌性化が見られることは明らかになっ

てきたが、実際にエストロゲン様物質がコイの雌性

化を引き起こしたのか、その場合エストロゲン様物

質のうちどのような物質が雌性化に関与しているの

か、といった点については明らかにされてこなかっ

た。 

この様な状況から、下水処理水の比率が高い都市

河川に存在するエストロゲン様物質が魚類にどの程

度影響を及ぼしているのかを明確にする必要が生じ

てきている。そして、実際に影響が見られる場合に

は、下水道や都市排水に対する雌性化を抑制するた

め方策を考案するための材料として、エストロゲン

様物質の由来の推定やエストロゲン作用を評価する

ための指標の設定が必要となってくるのである。 
 

１－２ イギリスでの先行研究 

イギリスでは魚類の生殖器官に異常が見られるこ

とが以前から知られており、その現象に対して先駆

的な研究がなされてきたため、エストロゲン様物質

が魚類にどのような影響を与えるのかについて、一

定の知見が得られている。 

まず、1980年代前半に実施された英国環境庁の生

物調査において、Lea川の野生ローチ（Rutilus 
rutilus）に雌雄同体（精巣に卵母細胞をもつ個体）

が発見された1)。その場所は下水処理場の下流部であ

ったため、下水処理水に雌化の原因となるエストロ

ゲン様の物質が含まれているとの仮説がたてられ、

これを解明するための詳細な研究がこれ以降実施さ

れた1-9)。 

下水処理水の魚類への影響を調べるため、まずフ

ィールドでのケージ試験法が確立された。この方法

2)は、鉄製ケージに養殖ニジマス（Oncorhynchus 
mykiss）を入れて、処理場放流口や放流先河川に設

置するものであり、雌性化の有無は、雄の血中ビテ

ロゲニン生成量を指標として判定された。ビテロゲ

ニンはエストロゲンのはたらきによって肝臓で生成

される雌に特異的な卵黄タンパク前駆物質であるた

め、エストロゲン作用の指標とされている。また、

ケージの大きさは1.24×0.5×0.5ｍであり、これに入
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れるニジマス個体数は、未成熟魚の場合8～20匹2)、

雄成熟魚の場合10匹3,4)とされた。養殖ニジマスを用

いたのは、年齢の均一な個体を多数確保できること、

さらに、ニジマスビテロゲニンの測定法がすでに確

立されていたことによる。曝露期間は、予備調査結

果をもとに、ビテロゲニンの上昇を確実に把握でき

る3週間と設定された。 
このケージ試験法を用いる下水処理場の放流口や

放流先河川を対象としたフィールド調査は、予備調

査を経て、1988年夏期2)、冬期2)、1989年春期2)、夏

期2)、1992年夏期3)、冬期3)、1994年春期～夏期4)に

実施された。これらの調査の結果、対照雄ニジマス

の血中ビテロゲニン生成量は0.05～1.80µg/mL2)で

あったのに対し、下水処理水で飼育した場合には最

大約10万倍（147,000µg/mL）2)にまで増加すること

が判明した。また、ニジマスビテロゲニンの生成は

処理水や河川水のエストロゲン作用の強度に関連し

ている傾向が得られ、放流口のみで影響のみられる

場合4)や、Aire川のように放流口から下流5km地点ま

でmg/mLレベルの影響が確認される場合4)があった。

さらに、ビテロゲニン生成は下流最大15km3)まで続

くことも明らかとなったが、降雨により増水した河

川では、処理水が希釈されて魚類への影響が軽減さ

れる可能性も示唆された3)。 
一方、フィールド調査と並行して、魚類に影響を

及ぼすと考えられるエストロゲン様物質を用いた室

内曝露試験も実施された。その結果、経口避妊薬で

あるエチニルエストラジオール（EE2）のニジマス

への最小作用濃度は0.1～0.5ng/Lの範囲にあり2)、非

イオン界面活性剤（工業用洗剤の一つ）の分解産物

であるノニルフェノール（NP）とオクチルフェノー

ル（OP）の最小作用濃度はそれぞれ20.3µg/Lおよび

4.8µg/Lという結果が得られた5)。 
また、河川水質調査6)の結果、フィールド調査でニ

ジマスの顕著なビテロゲニン生成を示したAire川で

は、羊毛洗浄工場の排水を受け入れているMarley処
理場からの放流水のNPは330µg/Lであり、その下流

でも180µg/Lの高濃度であった。その他の河川や処理

場でのNPの濃度は<0.2～12µg/Lであった。なお、

OPの濃度はMarley処理場の放流水で0.5µg/Lであっ

たほか、河川の全地点で1µg/L未満であった。 
以上のように、Aire川でニジマスに影響を及ぼし

たのは、フィールド調査、室内曝露試験そして水質

調査の結果から判断してNPであると考えられた4,6)。 
その他の地点で確認されたニジマスへの影響につ

いては、処理水のエストロゲン作用の本質を見極め

る新たなアプローチがとられた。これは、水サンプ

ルを極性の異なる複数の溶媒を用いて分画し、それ

ぞれの画分についてエストロゲン様活性を調べ、さ

らに、活性をもつ画分においてエストロゲン様物質

を同定するものである7)。この方法を処理水に適用し

た結果、エストロゲン様活性をもつ物質として、天

然エストロゲンであるエストロン（E1）、17β-エス

トラジオール（E2）、さらに合成エストロゲンであ

るEE2が同定された。処理水中のこれらの濃度は、

E1が1～80ng-E2/Lが1～50ng/Lであり、EE2は検出

されない処理場が多いものの3処理場では0.2～
7.0ng/Lであった7)。これらの濃度は、下水処理水放

流先の河川に生息する魚類にビテロゲニン生成を引

き起こすに十分な濃度と考えられたため、ニジマス

およびローチを用いてE1およびE2の室内曝露試験

が実施された8)。この結果、E2の最小作用濃度はニ

ジマスでは1～10ng/Lの範囲にあり、ローチでは10
～100ng/Lの範囲にあると考えられた。また、ニジ

マスに対するE1の最小作用濃度は25～50ng/Lと考

えられた。 
養殖ニジマスを用いて確認された影響は、自然状

態ではどの程度生じているのかを調べるため、1995
～1996年に野生ローチを対象とした調査が実施され

た9)。8河川18地点および対照5地点から60～100匹の

野生ローチが採集され、生殖腺の観察とビテロゲニ

ンの測定が実施された。その結果、対照地点では10％、

処理場上流では25%、処理場下流では60%のローチ

に雌雄同体が確認された。また、ビテロゲニンの濃

度は雌雄同体魚の出現状況と同じく対照、上流、下

流の順に高くなったことから、野生魚におけるビテ

ロゲニンの上昇は、雌雄同体魚の出現状況の目安と

なることが示された。 
英国の研究過程をまとめると、一連の研究は下記

の通り進められたことがわかる。 
(1) 下水処理水放流先河川での魚類曝露試験法を確

立する1,2)。 
(2) 魚類曝露試験を実施し、下水処理水の影響の有

無を確認する2-4)。 
(3) 雌化を引き起こした水試料を詳細に調べ、影響

物質を特定する6,7)。 
(4) 影響物質を用いた室内曝露試験によって、ニジ

マスへの最小作用濃度を明らかにする5,8)。 
(5) 野生魚を対象に、自然環境での影響を把握する

9)。 
 

１－３ 日本における既往フィールド調査 
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わが国では、多摩川のコイ（Cyprinus carpio）を

対象とした調査10,11)において、精巣の異常および雄

コイのビテロゲニン生成が確認され、英国と同様の

問題が提起された。そこで、魚類に生じている雌化

について調査するため、国土交通省（旧建設省）は

1998年度からコイを対象とした魚類実態調査12-15)

に着手した。 
コイは、北海道を除き全国的に分布しており、成

長の段階で雌雄の転換が起こりにくく、また、既往

の研究例があるようにビテロゲニンの測定が可能で

あるため、調査対象魚に選定された。採捕するコイ

の大きさは、全長30cm以上を原則として、生殖腺の

外観から雌雄の判定がおこなわれた。また、ビテロ

ゲニンの測定はコイVTG-ELISAキットを用いてお

こなわれた。第1回調査は、1998年11月から12月に

かけておこなわれ、8河川25地点で雄コイ111匹が採

捕された。第2回調査は、綾瀬川および荒川（北陸）

を追加して、10河川27地点を対象に1999年5月から8
月にかけて実施された。荒川（北陸）は都市排水が

ほとんど流入しておらず、化学物質の影響が表れに

くいと想定して追加された地点であった。第3回調査

は、過去2回の調査から継続して実施すべき地点を選

定し、2000年10月から11月にかけて5河川10地点で、

また第4回調査も同様に地点を選定し、2001年10月
から11月に４河川９地点で実施した。4回の調査で採

捕した雄コイは合計551匹であった。 

フィールド調査の結果、季節に関わらずビテロゲ

ニンを生成している雄コイが29河川69地点で確認さ

れ、エストロゲン様物質により雌化が引き起こされ

ている可能性が示唆された。また、国土交通省が、

平成10年（1998年）から、全国の一級河川を対象と

した内分泌かく乱化学物質の水質、底質の汚染レベ

ル、下水処理場における処理レベルについて調査を

行った結果、下水処理場で高率に内分泌かく乱化学

物質が除去されているが、完全に除去されなかった

物質は水環境へ排出されていることが明らかとなっ

た。このような水質調査によってエストロゲン様物

質に関する水質データも得られたが、測定されたエ

ストロゲンもしくはエストロゲン様物質の水中濃度

と魚類内分泌系の応答との関係、これらの複合曝露

による影響、曝露を受けた野生魚の繁殖もしくは繁

殖行動や次世代への影響は明らかとなっていない。 
英国の研究に対しわが国で実施されたフィールド

調査を比較してみると、魚類に影響を及ぼすと考え

られる下水処理水が実際に魚類の雌化を引き起こし

ているのか否か、これを明らかにすることが第一に

必要な試験と考えられる。しかし、そのような曝露

試験は実施されていないため、処理水による魚類影

響の有無は不明なまま残されている。これらの影響

を確認するためには、魚を用い、環境水の曝露試験

を行うとともに、魚類内分泌系の応答の観測、曝露

水質の測定を実施する必要がある。 
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１－４ 土木研究所水質チームにおける既往研究

（下水処理水へのコイ曝露実験） 

 上記のような課題を踏まえ、土木研究所水循環研

究グループでは、2000～2001年に魚類に対し、下水

の二次処理水やオゾン処理水の曝露試験を実施した

16-17)。 

(1) 試験の方法 

英国で行われた研究では、多数の地点で魚類の雌

化を引き起こす物質として17β-エストラジオール

（E2）およびエストロン（E1）が報告されているた

め、本研究においても魚類曝露試験には家庭系排水

を処理している下水処理場が適していると考えられ

た。さらに、処理方式および消毒方式として、代表

的な標準活性汚泥処理および塩素消毒を採用してい

る処理場が適していると考えられた。そこで、上記

選定理由に適合した1処理場において、魚類曝露試験

を実施することとした。 
下水処理水を対象とする試験魚としてコイを選定

した。コイは、わが国で初めてエストロゲン作用に

よる問題が提起された魚種10,11)であり、魚類実態調

査12-15)の対象となった魚種である。比較すべき知見

が徐々に蓄積されるものと期待され、さらに、わが

国で最初に提起された問題に対し、その影響の有無

や要因を探る必要があると考えられた。雌性化の指

標はビテロゲニンとし、フィールド調査と同じコイ

VTG-ELISAキットを用いた。 
曝露試験の概要を表1-1に示す。第1回曝露試験

（Run1）は、下水処理水によって雄コイのビテロゲ

ニン生成は誘導されるのか否かを明らかにすること

を目的として実施された。次にRun2では、雄のビテ

ロゲニン生成を抑制する対策を探るため、処理水の

エストロゲン作用を弱めるオゾン添加試験区および

希釈試験区が採用された。また、Run3では脱塩素水

道水を用いて雌から雄への作用を確認する試験が実

施され、さらにRun4では、Run1と同じ季節に雄の

みを用いて試験が実施された。Run1およびRun2で
は、試験開始時にコイの雌雄は区別せず、終了後に

生殖腺を観察して判定した。Run3およびRun4では、

精液を放出する個体を雄として、さらに購入時のビ

テロゲニン値を参考に雌雄が判定された。 
ここでは、第1回および第4回曝露試験の結果につ

いて詳述する。第2回曝露試験（Run2）では、5つの

試験区すべてにおいて雄ビテロゲニンの生成はみら

れず、また第3回曝露試験（Run3）では、雌から雄

への影響はみられなかった。 
(2) 第1回曝露試験（Run1） 

2000年2月に着手されたRun1では、下水処理水試

験区および対照試験区の2つの試験区にて、下水処理

水によって雄コイのビテロゲニン生成は誘導される

のか否かを明らかにすることを目的に試験を実施し

た。さらに、雄にビテロゲニン生成が誘導される場

合、時間経過による上昇の様子や到達濃度を把握す

るとともに、対照試験において雄の血中ビテロゲニ

ンの正常値を明らかにすることとした。試験は、経

時的変化を詳しく調べるため、試験期間を8週間と設

定し、1週間ごとに血清サンプルを得た。コイは、各

試験区に9匹を曝露した。試験終了後に雌雄を判定し
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た結果、処理水試験区では雄5匹、雌4匹、対照区で

は雄7匹、雌2匹であった。なお、対照区の雌2匹は試

験途中に死亡した。 
処理水試験区のビテロゲニン測定結果を図1-3に

示す。下水処理水に曝露された雄のうち4匹では、時

間の経過にともないビテロゲニンが上昇し、4週目に

は1,000µg/mLほどに達する個体が現れた。その後変

動はあるものの1µg/mL以上のレベルで推移し、8週
経過した時点で脱塩素水道水に戻したところ、11週
目（水道水3週目）には雄のビテロゲニンは低下した。

曝露中のコイビテロゲニン最高値は1,400µg/mLで

あった。なお、1個体では試験開始時にビテロゲニン

が生成していたが、曝露開始後一度ビテロゲニンが

減少し再び上昇した。また、処理水試験区の雄1匹で

は、曝露によるビテロゲニン生成は認められなかっ

た。試験終了後に精巣を観察した結果、ビテロゲニ

ンを生成した雄4匹のGSI（生殖腺指数：体重あたり

の生殖腺の重さ）は4.5～12.0％であり、成熟途中で

あると考えられた。ビテロゲニンを生成しなかった

雄のGSIは8.3％であった。また、対照区では雄7匹
すべてにおいてビテロゲニンは定量下限値0.039µg/
ｍL未満のまま経過し、ビテロゲニンの生成は認めら

曝露試験 試験区 試験個体数 体長 体重 曝露期間

（雄 / 雌）  (mm) (g)

Run1 100%処理水 5 / 4 351.3 ± 16.3 1129.0 ± 98.7 8 週間

対照 7 / 3 335.5 ± 18.0 1151.0 ± 93.2 2000年 2月 - 4月

Run2 100%処理水 7 / 5 338.9 ± 13.9 798.3 ± 53.2 8 週間

10%処理水 7 / 6 326.3 ± 16.8 753.1 ± 65.8 2000年 ７月 - 9月

1%処理水 4 / 9 327.5 ± 15.8 758.5 ± 84.7
O310mg/L処理水 6 / 6 331.1 ± 15.4 776.7 ± 68.2

対照 6 / 7 338.1 ± 15.1 816.9 ± 51.4

Run3 混合飼育① 5 / 10 352.2 ± 11.5 1170.0 ± 122.9 6 週間

混合飼育② 5 / 10 343.4 ± 15.9 1025.3 ± 126.4 2000年 12月 - 2001年 2月

対照（雄単独飼育） 15 / － 332.1 ± 15.9 920.0 ± 113.0

Run4 100%処理水 10 / － 349.1 ± 14.6 1163.0 ± 129.2 8 週間

10%処理水 10 / － 343.3 ± 19.6 1087.5 ± 140.0 2001年 2月 - 4月

O310mg/L処理水 11 / － 330.6 ± 12.2 984.6 ± 73.7
O3  2mg/L処理水 10 / － 345.5 ± 14.0 1181.3 ± 139.8

対照 10 / － 343.8 ± 12.9 1037.8 ± 104.8

コイ

表 1-1 下水処理水でのコイ曝露試験概要（以前調査） 
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図 1-3 下水処理水に曝露したコイのビテロゲニン経時変化（Run1） 



 

－ 260 － 

れなかった。これらのGSIは1.7～7.1％であった。 
水質測定の結果、処理水のエストロゲン様活性は

0.0036～0.0094µg/Lの範囲にあり、E2（ELISA法）

は0.0246～0.0843µg/Lであった（表1-2参照）。なお、

NPやノニルフェノールエトキシレート（NPnEO）

は検出されなかった。 
  なお、対照試験区の雄コイビテロゲニンはすべて

定量下限値0.039µg/ｍL未満であったため、雄の正常

値は定量できないレベルにあると考えられた。 
(3) 第4回曝露試験（Run4） 

下水処理水に雄コイを曝露したRun1およびRun2
の結果、Run1では雄のビテロゲニンは上昇し処理水

の影響があるものと考えられた。しかし、Run2では

そのような影響は再現されなかった。処理水のエス

トロゲン様活性はほぼ同レベルであると考えられた

ことから、この理由として季節によりコイの反応が

異なることが考えられた。そこで、Run1と同じ季節

に雄のみを用いてRun4として試験を実施した。なお、

オゾン添加試験区として、10mg/Lと2mg/L（接触時

間10分）の2つを設け、希釈試験区は10％とした。 
しかし、2001年2月～4月に実施されたRun4では、

試験の結果いずれの試験区においても雄ビテロゲニ

ンの上昇はみられなかった。 
(4) 水質測定結果 

  Run1およびRun4のエストロゲン様活性および

E2測定結果を表1-2に示す。 
  処理水のエストロゲン様活性は、いずれの試験で

もほぼ同じレベルにあると考えられた。また、オゾ

ン添加によるエストロゲン作用の低下が確認された。 

  Run4では、ELISAおよびLC/MS/MSの2つの方法

で試験水のE2を測定したところ、これらの数値に大

きな差がみられた。ELISA法による結合反応では、

E2に形態のよく似た物質を合わせて測定している

可能性が指摘されており、E2濃度が実際よりも高く

表されたと考えられた。 
(5) コイ曝露試験結果のまとめ 

下水処理水にコイを直接曝露したRun1において、

時間の経過とともに雄コイのビテロゲニンが上昇す

ることが確認された。この結果、下水処理水に雄コ

イの雌化を引き起こす原因物質が含まれているもの

と考えられた。しかし、その後の試験では雄のビテ

ロゲニン生成は再現されず、下水処理水に曝露した

雄コイにビテロゲニン生成が確認されたのは、Run1
において早春に雄と雌が混在していた場合に限られ

た。 
表1-3に曝露試験でのエストロゲン様活性および

E2（ELISA）測定結果と、河川12-15)および下水道

18-20)の実態調査におけるE2（ELISA）測定結果、さ

らに実態調査の際に同時に採水して測定したエスト

ロゲン様活性21,22)について示した。Run1での下処理

水のエストロゲン様活性およびE2（ELISA）の平均

値は、それぞれ0.0058µg/Lおよび0.0541µg/Lであっ

た。Run2とRun4でのエストロゲン様活性およびE2
（ELISA）の平均値は、それぞれ0.0054µg/Lおよび

0.0353µg/Lであり、Run1に比べほぼ同等のエストロ

ゲン作用であると考えられた。よって、雄コイのビ

テロゲニン生成に関わる要因は、処理水のエストロ

ゲン作用だけではないと考えられた。 

水質項目 曝露試験 試験区 試験開始 第2週 第4週 第6週 第8週

エストロゲン活性 Run1 100%処理水 - 5.2 3.6 5.9 4.8

(ng/L) 100%処理水（流入） 9.4 4.8 5.5 7.3 6.0

      0.02≦Tr<0.07 対照 1.5 ND ND ND ND

      ND<0.02 対照（流入） 1.3 ND ND ND ND

Run4 100%処理水 8.7 8.1 6.2 7.4 4.7
O310mg/L処理水 1.0 ND ND 0.07 0.3
O3  2mg/L処理水 9.5 8.6 0.8 0.3 5.5
対照 0.07 ND 0.14 ND ND

E2（ELISA） Run1 100%処理水 - 58.0 52.7 57.5 44.0

(ng/L) 100%処理水（流入） 24.6 84.3 58.7 67.4 40.1

      0.1≦Tr<0.3 対照 ND ND ND ND 2.9

      ND<0.1 対照（流入） ND ND ND ND ND

Run4 100%処理水 45.3 38.9 24.3 32.6 32.0
O310mg/L処理水 ND ND ND ND ND
O3  2mg/L処理水 38.8 41.4 7.7 4.3 31.2
対照 ND ND ND ND ND

E2（LC/MS/MS) Run4 100%処理水 - 8.6 - 3.0 1.2
(ng/L) O310mg/L処理水 - 9.9 - ND Tr(0.21)

      0.4≦Tr<1.0 O3  2mg/L処理水 - 16.5 - Tr(0.78) 3.1
      ND<0.4 対照 - Tr(0.70) - Tr(0.45) ND
ND ： 検出下限値未満

Tr ： 検出下限値以上，定量下限値未満

表 1-2 エストロゲン様活性及び 17β-エストラジオールの測定結果 
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一方、Run1の水質測定結果と実態調査結果および

エストロゲン様活性測定結果を比較すると、調査対

象となった処理場の放流先や河川ではエストロゲン

様活性は比較的高いと考えられ、コイの雌化が発生

する可能性があると考えられた。 
魚類実態調査の結果では、すべての河川で雄コイ

のビテロゲニン生成が確認されており、また、季節

に関わらずビテロゲニンを生成している雄が存在す

ることが明らかとなった。しかし、地点別および季

節別にこれらのデータをみると（図1-2参照）、阿武

隈川の3地点および北陸の荒川では春期調査でのみ

雄ビテロゲニンの生成がみられており、曝露試験結

果と同様の傾向を示していると考えられた。 
春に雄ビテロゲニンが生成される可能性について、

コイの内分泌や生殖周期などの生理学的知見をもと

に考察した。図1-4に過去の報告23)24)を参考に作成し

たコイ科魚類の生殖サイクル模式図を示す。 
春の産卵期を迎えるために、コイの体内では秋か

ら性ホルモンの分泌が始まっている。早春に長日条

件への変化および水温上昇というシグナルを受ける

と、雌の体内ではエストロゲンが、またオスではア

ンドロゲン（男性ホルモン）が多量に分泌される。

その後、盛夏に水温が25℃を超えるようになると、

性ホルモンの分泌は抑制され、生殖腺は急激に退行

する。なお、エストロゲンはアンドロゲンにアロマ

ターゼ（薬物代謝酵素の一つ）が作用して合成され

ることが知られている。薬物代謝酵素は外来の化学

物質を代謝するため、体内で合成される酵素である。 
コイの生理学的観点からみると、早春に実施した

Run1では、下水処理水のエストロゲン作用が直接ビ

テロゲニン生成に関与した可能性のほか、この時期

に雄の体内で多量に分泌されるアンドロゲンをもと

に、アロマターゼの働きによってエストロゲンを合

成し、その結果としてビテロゲニン生成が誘導され

た可能性が考えられる。この場合の内分泌かく乱作

用はエストロゲン作用ではなく、アロマターゼ生成

中央値 平均値 最小値 最大値

（単位：μg/L）

エストロゲン活性 下水処理水
21) 4.7* 23.9* ND 78.0 100

(ng/L) 河川22) 2.2* 1.6 ND 31.0 150

      0.02≦Tr<0.07Run1-下水処理水 5.5 5.8 3.6 9.4 5

      ND<0.02 Run2,4-下水処理水 4.6 5.4 3.1 8.7 10

E2(ELISA) 下水処理水20) 10.0 － ND 66.0 138

(ng/L) 河川
15) － － ND 27.0 532

      0.1≦Tr<0.3 Run1-下水処理水 57.5 54.1 24.6 84.3 5

      ND<0.1 Run2,4-下水処理水 33.7 35.3 24.3 45.8 10

＊：元の文献に記載されていないが、算出することが可能であった数値

水質項目 対象 検体数

表 1-3 エストロゲン様活性と 17β-エストラジオール測定結果一覧表 

1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 11月10月 12月

生殖腺形成
Phase 1 Phase 2 産卵期 退行期

生殖腺形成
Phase 1

排卵・排精

長日
水温上昇 高温抑制 水温降下

長日 短日

E2・VTG（♀），11-KT（♂）E2・VTG（♀），11-KT（♂）

内分泌系

生殖

サイクル

環境要因

GSI
ｲﾒｰｼﾞ

17,20-DP
（♀,♂）

E2：17βエストラジオール，VTG：ビテロジェニン，11-KT：11-ケトテストステロン
17,20-DP：17α20βジヒドロキシプロゲステロン

1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 11月10月 12月

生殖腺形成
Phase 1 Phase 2 産卵期 退行期

生殖腺形成
Phase 1

排卵・排精

長日
水温上昇 高温抑制 水温降下

長日 短日

E2・VTG（♀），11-KT（♂）E2・VTG（♀），11-KT（♂）

内分泌系

生殖

サイクル

環境要因

GSI
ｲﾒｰｼﾞ

17,20-DP
（♀,♂）

E2：17βエストラジオール，VTG：ビテロジェニン，11-KT：11-ケトテストステロン
17,20-DP：17α20βジヒドロキシプロゲステロン

図 1-4 コイ科魚類の生殖サイクル模式図 
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を誘導する作用と考えられる。 
また、夏期に実施したRun2では、水温が30℃前後

の高水温であったため、コイの生殖腺は退行を始め

ており、たとえアロマターゼが生成されたとしても

アンドロゲンからエストロゲンへの合成は進まなか

ったと考えられる。 
さらに、Run1と同じ季節にもかかわらず、Run4

ではビテロゲニン生成はみられなかった。この現象

は、同じ水槽に雌が存在しなかったため生殖活動に

ともなうアンドロゲンの合成が活発化されず、その

結果アンドロゲンからエストロゲンへの合成が進ま

なかったからと考えられる。なお、これらを明らか

にするには、コイが産卵活動を行えるような生態学

的視点をもとに曝露試験を組み立てる必要がある。 
さらに、今後の魚類影響試験では、ビテロゲニン

だけを指標とするのではなく、体内でのエストロゲ

ン、アンドロゲンおよびアロマターゼの生成状況を

明らかにする必要があると考えられた。 
 

１－５ 本研究の目的 

イギリスに比べわが国の下水道普及率は低いもの

の、下水道の急速な普及によって下水処理水等の都

市排水が都市河川に占める割合は急速に大きくなり

つつある。よって、下水処理水の比率が高い都市河

川に存在するエストロゲン様物質が、魚類にどの程

度影響を及ぼしているのか明確にする必要があり、

状況によって下水道や都市排水の対策をとる必要が

ある。 

本研究の目的は以下の通りである。 

①水試料の分画法と遺伝子組み換え酵母法によるエ

ストロゲン様活性の測定を組み合わせることによっ

て、水試料のエストロゲン作用について評価し、エ

ストロゲン作用に寄与している物質を明らかにする。

また、エストロゲン様活性を魚類の雌性化を表すこ

とのできる簡便な評価指標としての検討を行う。 

②実験室においてエストロゲン様物質に曝露させて

魚類を飼育することにより影響が発現する濃度や条

件を把握する。 

③下水処理水やその放流先の都市河川において魚類

を飼育することによって、エストロゲン様物質を含

む河川水や下水処理水が魚類の雌性化に及ぼす影響

を評価する。 

 

 

２ 研究方法 

２－１ バイオアッセイによる水試料のエストロゲ

ン作用評価と寄与物質の把握 

２－１－１ 組み換え酵母法によるエストロゲン

様活性の測定 

試験水の総合的なエストロゲン作用を表すエスト

ロゲン様活性を測定するため、Brunel 大学から分与

された遺伝子組換え酵母を用い、測定法の検討を行

った。 

(1) 水試料の固相抽出法による濃縮 

試料の前処理は、谷古宇らの方法を改良した方法

で行った。すなわち、水試料 1Ｌを GF/B（保持粒径

1μm）フィルターでろ過し、得たろ液をあらかじめ

脱イオン水、メタノールでコンディショニングを行

った Sep-Pak C18 カートリッジ(Waters 社製、充填

量：360mg)に上向流で通水（10ml/min）した。この

カートリッジを窒素気流下で乾燥させた後、メタノ

ール 10ml で吸着物質を溶出し、溶存態の試料とし

て抽出液を得た。一方、フィルター上の残渣はメタ

ノールに浸し超音波抽出（10 分）を２回行った後、

GF/B フィルターに通液し、懸濁態の試料を得た。

これらの抽出液をロータリーエバポレーターによ

って濃縮し、約 1ｍL に調整した後、この試料を窒

素気流下で乾固し、100μL の DMSO に転溶した。そ

して遺伝子組み換え酵母法の測定前に滅菌蒸留水

によって５倍に希釈し、最終的な試料濃縮倍率を

2000 倍とした。 

(2) 遺伝子組み換え酵母法（Sumpter 株） 

Brunel 大学から分与された遺伝子組み換え酵母

には、エストロゲン受容体が組み込まれており、エ

ストロゲンやエストロゲン様物質が結合すると、そ

の濃度に応じて β-ガラクトシダーゼが発現するよ

うに組み込まれている。この β-ガラクトシダーゼの

量を計ることにより、エストロゲン様活性を定量す

る。この活性は 17β-エストラジオール換算量（単

位：ng-E2/L）として表される。 

遺伝子組み換え酵母法によるエストロゲン様活

性の測定法については Routledge らの方法２5)を改

良した矢古宇らの方法 26)に従った。すなわち凍結

保存の組み換え酵母菌株を三角フラスコ中の

Growth Medium に植菌し、28℃で 24 時間旋回培養

した。培養液は、Assay Medium（発色試薬：クロロ

フェノールレッドβ-D-ガラクトピラノシド(CPRG)

を含む Growth Medium）に 4×107cell/ml となるよ

うに添加した。この Assay Medium を 96 穴マイクロ

プレート(FALCON 社製)の各ウェル内に、180μl ず

つ添加し、標準物質（n=8）および濃縮操作を行っ

た河川試料(n=3)の希釈系列を作成し、これらを 20
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μL ずつ添加し、マイクロプレートリーダー（Wallac

社 ARVO SX1420）を用いて吸光度(550nm,600nm)を

測定した。その後、28℃で 7 日間静置培養し、再度

マイクロプレートリーダーで吸光度を測定した。換

算値は、以下の換算式に測定値を挿入して算出した。 

「換算値＝培養後の OD550 値－(培養後の OD600 値

－Blank の OD600 値) 」 

化学物質のエストロゲン様活性の算出には 17β-

エストラジオール濃度とβ-ガラクトシダーゼ活性

との用量反応曲線を用いた。すなわち試料のβ-ガ

ラクトシダーゼ活性の最大値と最小値より得られ

る活性 50%値とそれに対応する E2 の用量反応曲線

から得られる EC50値との比から算出して E2活性等

量値を得た。また試料の 50％作用濃縮倍率が得ら

れない場合は、50％値に近い吸光度から外挿して計

算を行った。また試験者間による操作上のばらつき

を考慮し、異なる試験者２人が測定を行い、その平

均値を試料濃度として採用した。 

 

２－１－２ エストロゲン様物質等の化学分析 

水試料のエストロゲン様活性に寄与する物質を推

定するため、化学分析によるエストロゲン様物質の

濃度測定を行い、各物質のエストロゲン理論活性値

を用いてエストロゲン様活性を算出した。 

(1) 分析項目と分析方法 

溶存態試料および懸濁態試料について、以下の分

析を行った。エストロゲン様物質の分析項目は、全

国実態調査の結果 20）と、各物質のエストロゲン様

活性のポテンシャルを考慮して、エストロン（E1）、

17β-エストラジオール（E2）、エストリオール（E3）、

硫酸抱合体化 E1(E1-S)、グルクロン酸抱合体化 E1

（E1-G）、硫酸抱合体化 E2（E2-monoS および E2-diS）、

グルクロン酸抱合体化 E2（E2-monoG）、硫酸および

グルクロン酸抱合体化 E2（E2-S&G）、硫酸抱合体化

E3（E3-monoS）、グルクロン酸抱合体化 E3（E3-monoG）、

経口避妊薬に含まれる人工エストロゲンであるエチ

ニルエストラジオール（EE2）、ノニルフェノール（NP）

とした。またノニルフェノールエトキシレート

(NPnEO)，ノニルフェノールフェノキシ酢酸(NPnEC)

についても測定を行った。 

E1、E2、E3、EE2、E1-S、E1-G、E2-monoS、E2-diS、

E2-monoG、E2-S&G、E3-monoS、E3-monoG、EE2 につ

いては、小森らの方法 27)に従い LC/MS/MS を用いて

測定を行った。また NP、NPnEO については下水試験

法追補暫定版 28)に従い HPLCを用いて測定を行った。

NPnECについては八十島らの方法 29)に従い LC/MS/MS

を用いて測定を行った。 

上述の微量物質の分析とともに、各試料について、

浮遊粒子状物質量（SS および VSS)、溶存炭素量(DOC)、

各態無機窒素濃度、生物化学的酸素要求量（BOD）、

化学的酸素要求量（COD）といった一般項目の分析を、

下水試験方法に従い行った。 

(2) エストロゲン理論活性値 

エストロゲン作用を有する物質のエストロゲン様

活性への寄与を算出するため、各物質によるエスト

ロゲン理論活性値を算出した。理論活性値は各物質

濃度に比活性値を乗じることによって算出した。比

活性値については矢古宇らの文献 26)に従い E1=0.3、

E2=1.0，NP=0.001 とした。また矢古宇らの文献に記

載のない NPnEO や NPnEC については、文献に記載さ

れた試験方法に従って試験を行い、比活性値を算出

することとした。 

 

２－１－３ エストロゲン様物質の分画方法 
 水試料のエストロゲン様活性の原因物質を特定す

るため、エストロゲンやノニルフェノール等の分画

が可能な手法の検討を行った。 

(1) HPLC を用いた分画分取方法（3 分画） 

 分画、分取は、Giesy らの方法を修正した方法 30)

で行った。まず、ガラス繊維ろ紙、架橋ポリスチレ

ンを組み合わせた固相ディスクに試料 5L を通水し、

対象物質を吸着させた。アセトン 15mL、ジクロロメ

タン 25mL、ヘキサン 10mL をディスクに順次加え、

乾燥、濃縮後、HPLC に供した。 

 HPLC による分画は、シリカゲルカラムに 30%ジク

ロロメタンのヘキサン溶液、ジクロロメタン、メタ

ノールを順次溶出液として用いて順相で行った。 

溶出

分画 No.１（Ｆ１）

極性　小

分画 No.３（Ｆ３）

極性　大

ＨＰＬＣ分画

（順相、シリカゲル）

分画 No.２（Ｆ２）

極性　中

試料　５Ｌ

抽出

溶出

濃縮

（固相ディスク）

ＮＰ Ｅ１ Ｅ２

図 2-1 HPLC を用いた分画分取（3 分画）手順 



 

－ 264 － 

(2) 固相カートリッジを用いた分画分取方法 

（9 分画） 

まず、組み換え酵母法の濃縮方法に従って固相抽

出を行なった試料を、窒素気流下で乾固した後ヘキ

サン：ジクロロメタン=1：1 溶液 1000μL に転溶し

た。極性分画操作については図 2-2 に示すようにア

セトン 10ml/min、ヘキサン(Hex)：ジクロロメタン

(DCM)=1：1 溶液 10mL/min でコンディショニングを

行なったシリカゲル固相カートリッジ（Waters 社製、

充填量：360mg）に、濃縮試料を保持させた。これ

をヘキサン、ジクロロメタン、アセトン(Ace)、メタ

ノール(MeOH)の混和液各 10ml によって順次溶出さ

せ、9 分画の溶出液を得た。これらの試料を窒素気

流下で乾固した後、MeOH に転溶し酵母法の試料とし

た。 

(3) HPLC を用いた分画方法（多分画） 

 さらに、より分離能が高い HPLC を用いた分画手法

の検討を行った。分析条件を表 2-1 に示した。 

環境試料の分画の前に、天然のエストロゲンであ

る E1、E2、エストリオール（E3）、E1、E2、E3 の硫

酸抱合体化物（それぞれ E1-S、E2-monoS、E3-monoS）、

人工のエストロゲンであるエチニルエストラジオー

ル（EE2）、そしてノニルフェノール（NP）の標準物

質を用い、HPLC での分画条件の最適化、分画位置の

確認を行った。 

 

２－１－４ 調査対象 

 下水や河川水のエストロゲン様活性の実態とその

寄与物質を把握するため、以下の下水処理場、河川

の調査において試料採取および水質分析を行った。 

(1) 全国下水処理場流入処理実態 

遺伝子組み換え酵母を用いたエストロゲン様活性

の測定は、以前の研究も含め、全国 60 処理場で調査

を行った。また、春期に全国 23 処理場でエストロゲ

ン及びエストロゲン様物質の化学分析等を併せて行

ったが、その際調査対象とした下水処理場の処理方

式と処理水量を図 2-3 に示す。 

(2) 下水処理場詳細調査 

神奈川県内にある下水処理場にて、2004 年 1 月と

7 月に、処理場の定期調査日に合わせて調査を行っ

た。同処理場は、標準活性汚泥法を採用しており、

計画処理人口、処理能力はそれぞれ 28,000 人、

30,600m3/日であり、現行処理人口、処理能力はそれ

ぞれ 30,500 人、20,400m3/日である。 

各調査日において、2 時間毎 24 時間、図 2-4 に示

した処理過程毎に試料を採取し、流量比例 24 時間コ

ンポジット試料を作成した。得られた試料は、最初

沈殿池へ流入する流入下水（スクリーン通過済み）、

最初沈殿池流出水、汚泥脱水排水である返流水、最

初沈殿池汚泥、エアレーションタンク前段の表層水、

同後段の表層水、最終沈殿池流出水、返送汚泥、塩前処理試料

分画溶媒

F2 (Hex：DCM=3:7)
F3 (DCM)
F4 (DCM：Ace＝7:3)
F5 (DCM：Ace＝3:7)
F6 (Ace)
F7 (Ace：MeOH＝7:3)
F8 (Ace：MeOH＝3:7)
F9 (MeOH)

Sep-pack-silica

流出液

Ｆ２ Ｆ５ Ｆ６ Ｆ７ Ｆ８ Ｆ９Ｆ３ Ｆ４

溶出

F1 (Hex：DCM=1:1)

図 2-2 固相カートリッジを用いた極性分画（9 分画）

図 2-3 調査対象処理場の処理方式と処理水量 

標準活性
　　　汚泥法

1.0E+02

1.0E+03

1.0E+04

1.0E+05

1.0E+06

1.0E+07

処理場

処
理

水
量

 (
m

3
/
d
a
y
)

処理方式

循環式硝
化脱窒法

ｽﾃｯﾌﾟｴｱ
ﾚｰｼｮﾝ法

ＡＯ法

その
　他

表 分析条件

HPLC

カラム

流量

検出器

時間（分） 0 5 100 110 110.1 125

B溶液（%） 5 5 95 95 5 5

分画条件 試料注入10分後より100分まで1.5分毎（=1.5mL）に採取

移動相
A溶液：0.1%ギ酸水溶液

B溶液：0.1%ギ酸／アセトニトリル溶液

移動相組成

GILSON社製Model321H1

Hypersil Green ENV (4.6mm x 250mm)

1.0mL/min

UV (210nm、254nm）

表 2-1 HPLC を用いた分画（多分画）条件 



 

－ 265 － 

素消毒後の放流水である。分析対象成分の分解を抑

えるため、得られた試料にアスコルビン酸を添加し

（1g/L）、氷冷しながら研究室に持ち帰った。 

(3) 全国一級河川調査 

試料の採取は、国土交通省が実施した「水環境に

おける内分泌撹乱物質に関する実態調査」（以後、全

国河川実態調査）に併せて実施した。調査地点を図

2-5 に示した。94 水系 132 地点で調査を行い、エス

トロゲン様活性を測定した。 

また、河川水質と流域条件との関係を調べるため、

国土交通省が作製した河川流域地図を元に、88河川

の流域データを用い、流域情報を整理した。各流域

内の市町村面積は、面積計(MT-500V, MT precision)
を用いて測定した。各市町村の人口は住民台帳（平

成14年1月1日現在）より得た。汚水処理人口（都市

下水事業、合併浄化槽、農業集落排水処理、コミュ

ニティープラントなど）は各々の人口を国土交通省

より得て、個々の人口合計として得た。これを流域

内の総人口で割ると汚水処理人口普及率が得られ、

この指標を流域情報の整理に用いた。なお、単独浄

化槽を利用している人口情報が得られなかったため、

単独浄化槽利用者人口は今回用いた汚水処理人口に

は含まれていない。 
 

２－２ エストロゲン様物質の魚類への影響把握 

２－２－１ エストロゲン様物質のメダカ曝露試験

による影響濃度の把握 

 エストロゲンを対象として、メダカ曝露試験を行

い、エストロゲンの影響濃度について検討した。 

(1) 被験物質および曝露濃度 

被験物質は 17β-エストラジオール（E2）および

エストロン（E1）（ともに和光純薬製）とし、試験

濃度は以下の 5 濃度とした。また、試験液の調製に

用いた溶解助剤のみを添加した助剤区を設けた。 
設定濃度：5.0、12.6、31.6、79.5、200ng/L 

(2) 試験液の調整 

1) 希釈水 

希釈水には、水道水を活性炭ろ過機に通水して残

留塩素および化学物質等を除去した脱塩素水道水を

用いた。希釈水は、流水曝露装置の希釈水タンク（ガ

ラス製水槽）に貯留し、十分に通気した。また、水

温調整装置により試験水温に温度調整するとともに、

常時、活性炭フィルターに通水しながら循環濾過し

た。希釈水については、一般項目および重金属類、

農薬類などを測定し試験用水として問題が無いこと

を確認した。 
2) 試験原液の調製 

試験原液は、溶解助剤としてジメチルスルホキシ

ド（DMSO）を用いて調製した。試験原液として E2
および E1 の最高設定濃度（200ng/L）の 1000 倍濃

度（200µg/L）の被験物質溶液を調製した。試験原液

の DMSO 濃度は 100mL/L（10％ v/v）とした。 
試験原液は、曝露期間中に 2 回／週の頻度で新調

した。 
3) 試験液の調製 

Location

図2-5 全国実態調査における採水地点 

採水地点 

P

Return sludge

Drained 
sludge

Effluent

Recycle 
flow

Influent 
sewage

A B C D
P

Return sludge

Drained 
sludge

Effluent

Recycle 
flow

Influent 
sewage

A B C D

返流水 

流入下水 

引抜汚泥 

返送汚泥 

放流水 

図 2-4 下水処理場における調査の採水地点（黒丸） 

A:最初沈殿池 B:生物反応タンク C:最終沈殿池 D:塩素接触槽 P:送風機 
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試験液は、試験原液と希釈水を一定流量で混合す

ることにより調製し、連続的に試験水槽に供給した。

試験原液はダブルプランジャー型ポンプを用いて、

毎分 100μL の流量で曝露装置の混合槽に供給、同

じく混合槽に希釈水を毎分 100mL の流量で供給す

ることにより 1/1000 に希釈した。すなわち、試験原

液を希釈水で連続的に 1/1000倍に希釈して 200ng/L
の試験液を調製した。また 79.5ng/L の試験液は、

200ng/L の試験液を希釈水で 1/2.5 倍に希釈するこ

とにより調製した。同様に順次、各試験液を希釈水

で 1/2.5倍に希釈することにより 31.6～5.0ng/Lの各

試験液を調製した。 
助剤区の試験液は、希釈水に被験物質の最高濃度

区と同じ濃度（100µL/L）になるように DMSO を添

加することにより調製した。 
なお、17β-エストラジオール曝露試験の 31.6ng/L

区および 200ng/L 区については、曝露 14 日後に試

験原液の供給を止めて、希釈水でさらに 14 日間飼育

を継続した。助剤区も同様に曝露 14 日後に DMSO
の添加を止めて希釈水でさらに 14 日間飼育を継続

した。 
(3) 供試魚 

本研究では、試験対象魚としてメダカのうちヒメ

ダカ（Oryzias latipes）を選定した。環境省がヒメ

ダカを用いた室内試験の結果から、ノニルフェノー

ルおよびオクチルフェノールが内分泌かく乱作用

（エストロゲン作用）を有していることを報告した

ように、内分泌かく乱作用を検出するための実験魚

として多く用いられているため、既存の試験データ

と比較するうえで好都合と考えられるためである。

そこで、環境省の試験を実施した研究機関から本試

験のためにメダカを供給してもらい、同様の試験を

現地にて実施することとした。メダカはまた、生理

学、生態学など、一般的な生物学の情報も多い魚種

である。成熟に要する時間が 3 ヶ月と短く、さらに、

次世代を得ることが容易なため、わが国における魚

類研究の中心となっている魚種でもある。 
試験には、試験施設において 3 世代以上継代飼育

されている群から採卵、飼育した月齢約 5 か月のヒ

メダカ成魚の雄を用いた。供試個体数は、試験区あ

たり 60 個体とした。供試時の体重は、333±57mg
（平均±標準偏差）であった。 

試験に供した雄メダカのふ化後から各曝露試験に

供するまでの飼育方法および条件は以下のとおりで

あった。 

1) ふ化直後からふ化後 2 週齢まで 

ふ化直後から 2 週齢までは、脱塩素水道水（水道

水を活性炭に通して脱塩素処理したもの）を飼育水

とした半止水方式（飼育水の換水：2～3 日ごとに約

半量を換水）により飼育した。飼育水温は 24±2℃、

照明は蛍光灯光による明期 16 時間/暗期 8 時間周期

とした。餌料は、シオミズツボワムシおよびアルテ

ミアふ化幼生を混合で 3～4 回/日の頻度で給餌した。 

2) ふ化後 2 週齢から供試まで 

ふ化後 2 週齢以降は、脱塩素水道水を飼育水とし

た流水方式（換水率；5～6 換水/日）により飼育し

た。飼育水温は 24±2℃、照明は蛍光灯光による明

期 16 時間/暗期 8 時間周期とした。餌料は、アルテ

ミアふ化幼生を 1～2 回/日の頻度で給餌した。 

 約 3 カ月齢の時点で二次性徴（臀鰭の形状等）に

より雌雄を選別し、以降、雌個体の排泄するエスト

ロゲンの影響を受けないように、飼育水槽に雄個体

のみを収容し前項に示す条件下で飼育した。 

(4) 曝露方式および装置 

曝露には、内装ステンレス張りの恒温室に設置し

たミニダイリューター式の流水式曝露装置を用いた。

試験水槽は硬質ガラス製水槽（有効量 10L）とした。

なお、曝露装置および試験水槽において、試験液と

の接する箇所に用いられている材料は、ガラス、テ

フロン、ステンレスのみである。試験装置の写真を

写真 2-1 に示す。 
曝露実験に用いたミニダイリューター式の流水式

曝露装置では、装置上部の希釈水槽（ガラス製）か

らガラス製キャピラリー管を通して、一定流量で希

釈水が混合槽（ガラス製）に供給される。一方、混

合槽には、定量ポンプによって被験物質の原液が一

定流量で供給される。混合槽内で原液と希釈水と混

合されることにより、設定濃度の試験液が調製され

る。調製された各濃度の試験液は、ガラス管を通し

て各試験水槽に連続的に供給される。 
(5) 試験条件 

曝露試験は表 2-2 に示した条件で実施した。 
(6) 曝露方法 

曝露装置は曝露開始日の 3 日前から稼動させ、各

試験区の被験物質濃度が設定濃度になっていること

を確認した。各曝露区について、試験液の水温を毎

日、pH および溶存酸素濃度を週 3 回の頻度で測定し

た。水温は検定済みの水銀棒状温度計、pH はガラス

電極式水素イオン濃度計、溶存酸素濃度はポーラロ

グラフ式溶存酸素濃度計を用いて、それぞれ試験水

槽の中央部で測定した。希釈水および原液の流量は

毎日測定し、設定流量から少なくとも±1%以上の変
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動がみられた場合には、流量が設定値になるように

再調整した。 

曝露開始日に曝露試験用の雄ヒメダカ群（約 500
個体）から無作為に 60 個体ずつ 6 試験区の供試魚を

取り上げ各試験水槽に投入して曝露試験を開始した。

曝露期間は 14 日間とした。曝露期間中は、1 日 1 回、

アルテミアふ化幼生を 15 分程で食べる飽食量を目

安として給餌した。また、給餌時に死亡の有無、一

般症状（外見、行動、摂餌活動の異常）を観察した。

死亡がみられた場合は、直ちに除去した。水槽内に

残餌や糞がみられた場合は、適宜、サイフォンを用

いて除去した。 
曝露開始時、曝露期間中および曝露終了時に各濃

度区からヒメダカを取り上げて体長および体重、肝

臓重量、肝臓中のビテロゲニン濃度を測定した。 
また E2 曝露試験では、14 日間の曝露後、31.6ng/L

区、200ng/L 区および助剤区について、残った個体

をそれぞれ清浄な試験水槽に移し、希釈水（流水式）

で 14 日間飼育を継続した。この飼育期間中も曝露期

間と同様に 1 日 1 回、アルテミアふ化幼生を給餌し

た。そして清浄な試験水槽に移行後の飼育 7 日後お

よび 14 日後に各試験区からヒメダカを取り上げ、曝

露期間と同様に体長および体重、肝臓重量、肝臓中

のビテロゲニン濃度を測定した。 
表 2-2 エストロゲン様物質の 

メダカ曝露試験における条件 

曝 露 方 式 ： 流水式 

試 験 区 数 ： 被験物質 5 濃度区および助
剤区 

連 数 ： １連／試験区 

供 試 生 物 ： 雄ヒメダカ（成魚） 

供 試 生 物 数 ： 60 個体／試験区 

曝 露 期 間 ： 最長 14 日間 

試 験 液 量  10L 
換 水 率 ： 約 10 換水／日 

試 験 水 温 ： 24±1℃ 

照 明 ： 16 時間明／8 時間暗 

ｴ ｱ ﾚ ｰ ｼ ｮ ﾝ ： なし 

給 餌 ： ブラインシュリンプふ化幼
生を１回／日、飽食量を給
餌 

写真 2-1 エストロゲンのメダカ曝露試験装置 
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(7) 試験液中の被験物質濃度 

各試験区（助剤区を含む）の試験液中の被験物質

濃度は、曝露開始日（曝露 0 日目）、曝露 7 日目およ

び 14 日目の計 3 回測定した。 
1) 試験液の採取 

分析に供する各試験区の試験液は、ガラス製ピペ

ッ ト で 水 槽 中央 の 中 層か ら 分 析 必 要量 (10 ～

1000mL)を水道水および残留農薬分析用アセトンで

洗浄したガラス製容器に採取した。採取した試料は、

直ちに前処理（抽出）に供した。 
2) 前処理 

試験液はガラス繊維フィルターでろ過し、得られ

たろ液を分析用試料とした。 
ろ液は 1M 酢酸緩衝液(pH5.0)で pH5.0 に調整し、

メタノールおよび蒸留水でコンディショニングした

C18 固相カートリッジに通水した。蒸留水およびヘ

キサンで洗浄後、ジククロロメタンで溶出した。こ

の溶液に窒素ガスを噴きつけてジクロロメタンを除

去し、抽出物を乾固させた。抽出物を 10％メタノー

ルで再溶解し定容したものを ELISA 測定の試料と

した。 
3) ELISA 測定および定量 

調製した試料の被験物質濃度は 17β-エストラジ

オール（E2）ELISA キットおよびエストロン（E1）
ELISA キット（日本エンバイロンケミカル）で定量

した。測定方法および手順は、キットの操作方法に

従った。測定はすべて二重測定で行い、吸光度の平

均値を基に標準曲線から試料中の被験物質濃度を算

出し、これを前処理に供した試験液の濃縮倍率で除

して試験液中の被験物質濃度を算出した。また、助

剤区の試験液を用いて添加回収試験（添加濃度：

20ng/L および 200ng/L）を行った。最終的に添加回

収試験の平均回収率（E2：91.8％、E1：82.4%）で

補正した濃度を試験液中の被験物質濃度とした。 
(8) メダカ肝臓中のビテロゲニン濃度分析 

1) 肝臓の採取 

助剤区、被験物質の最低濃度区から最高濃度区の

順に、各試験水槽から清浄なタモ網で雄ヒメダカを

取り上げた。取り上げたヒメダカは氷水で麻酔した。

氷冷麻酔により動きが停止したヒメダカを 1 個体ず

つピンセットで取り上げ、ペーパータオルで体表面

の水分を除去してから、デジタルノギスで体長、電

子天秤で体重を測定した。 
体長および体重測定後、解剖バサミで腹面の胸鰭

基部を切開し、さらに腹面正中線上を肛門の直前ま

で切り開いた。実態顕微鏡下でピンセットを用いて

腹腔壁を押し広げて肝臓を露出させた状態にして、

消化管や胆嚢を破損しないように注意して肝臓を摘

出した。肝臓に付着した脂肪組織等は完全に除去し

た。摘出した肝臓はマイクロチューブ（容量 1.5mL）
を風袋として、電子天秤で重量を測定した。 

採取後の肝臓は、直ちに冷却して前処理に供する

まで-80℃以下で凍結保存した。 
また、各個体の肝臓重量および体重から、下記の

式により肝指数（HSI）を算出した。 
  肝指数 (%) = 肝臓重量 ／ 体重 × 100 
2) 肝臓の前処理 

肝臓が入ったマイクロチューブに氷冷したバッフ

ァ（ビテロゲニン濃度の測定に用いる ELISA キット

の検体希釈液）を添加し、清浄なマイクロホモジナ

イザーでホモジネートした。ホモジネート後、冷却

遠心機で遠心処理（4℃、13,000ｇ、10 分間）して、

肝臓の抽出液、脂肪および肝臓組織を分離した。

ELISA 測定の試料として、試料の中層に分離された

肝臓抽出液をマイクロチューブ（容量 0.5mL）に分

取（1 個体あたり 3 本）した。前処理操作はすべて

氷冷下で行った。 
マイクロチューブに分注した肝臓抽出液は、

ELISA での測定に供するまで-80℃以下で凍結保存

した。 
3) ELISA によるビテロゲニン濃度測定 

肝臓抽出液中のビテロゲニン濃度は、市販のメダ

カ・ビテロゲニン測定用の ELISA キット（株式会社

トランスジェニック）を用いて定量した。肝臓抽出

液は、キットの検体希釈液でさらに 10 倍以上に希釈

して ELISA に供した。ELISA の手順および条件等

は、キットの説明書に従った。測定はすべて二重測

定で行った。 
試料（希釈した肝臓抽出液）中のビテロゲニン濃

度は、二重測定した吸光度の平均値を基に標準曲線

から算出した。これに肝臓抽出液の希釈倍率を乗じ

て、肝臓抽出液中のビテロゲニン濃度を算出した。

ELISA における定量範囲（Working range）は 2～
64ng/mL とした。すなわち、肝臓中のビテロゲニン

濃度の定量下限は、すべての曝露実験において

1ng/mg-liver weight とした。 
(9) 統計処理 

曝露試験における肝臓中のビテロゲニン濃度につ

いて、ノンパラメトリック検定により有意差検定し

た。２－２－２の水温影響調査、２－２－３の餌を

通しての曝露試験についても同様である。 
なお、肝臓中のビテロゲニン濃度が定量下限未満
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であった個体については、上記の検定および平均値

の算出に定量下限の半数値を用いた。 
 
２－２－２ エストロゲン様物質のメダカ曝露試験に

おける水温の影響 
(1) 概要 

E1 を添加した飼育水（設定濃度 50ng/L）により、

月齢 5 カ月の雄メダカを水温 16℃、20℃、24℃およ

び 28℃の各条件下、月齢 2 カ月の雄メダカを水温

24℃下で曝露した（最長 14 日間）。曝露前（曝露 0

日）および曝露開始から 2、7 および 14 日後に各条

件区から雄メダカを取り上げ、肝臓中のビテロゲニ

ン濃度を測定した。 

各水温条件での肝臓中ビテロゲニン濃度から E1
曝露における雄メダカのビテロゲニン生成について、

経時的変化および水温の影響を検討した。また、5
カ月齢と 2 カ月齢の雄メダカでの肝臓中ビテロゲニ

ン濃度から雄メダカの成長段階とビテロゲニン生成

の関係について検討した。 

(2) 試験液の調製 

1) 希釈水 

試験液の調製に用いる希釈水は２－２－１(2)に

示した方法と同様の方法で調整した。 

2) E1 原液 

正確に秤量した 50mg の E1 をアセトン（残留農薬・

PCB 試験用、和光純薬工業株式会社製）に溶解し、

100ｍL に定容した（E1 濃度 500mg/L-アセトン）。さ

らにこの溶液 10mL をアセトンで 100ｍL に希釈、定

容して E1 濃度 50mg/L のアセトン溶液を調製した。

この E1 溶液 1mL を 1L デュラン瓶に分取、窒素ガス

を穏やかに吹き付けアセトンを完全に留去した。こ

こにイオン交換水 1L を加え、翌日までスターラーで

緩やかに撹拌して E1 を完全に溶解させ、E1 濃度

50µg/L の水溶液を調製した。これを流水式曝露装置

上での試験液調製に用いる E1 原液とした。E1 原液

は、曝露区ごとに調製した。 

曝露期間中、各曝露区の E1 原液は、3 日ごとに新

調して交換した。 

3) 試験液の調製濃度および流量 

各曝露区の試験水槽に供給する試験液の E1 濃度

は、水槽内での吸着や分解、供試魚への移行等によ

る濃度低下を考慮して、曝露条件である 50ng/L の

110％に相当する 55ng/L となるように調製した。 

16℃区、20℃区、24℃区および 28℃区（5 カ月齢の

雄メダカの曝露区）の各曝露区では、曝露装置の希

釈混合槽への希釈水の流量（設定流量）を 120mL/min、

E1 原液の流量を 132µL/min とした（試験液の換水

率：約 6 換水／日）。24℃_2 カ月齢区については、

希釈水の流量を 70mL/min、E1 原液の流量を 78µL/min

とした（試験液の換水率：約 10 換水／日）。 

(3) 供試雄メダカの馴化 

供試雄メダカは２－２－１(3)に示した方法で飼

育したが、水温影響調査の曝露試験に供した 2 カ月

齢の雄メダカは、試験に供する約 5～7 日前に雌雄を

選別し、以降は雄個体のみで飼育した。 

16℃区、20℃区、24℃区および 28℃区での曝露に

供する雄メダカは、曝露開始の 14 日前に各曝露区の

試験水槽に収容し、水温 24℃下で馴化を開始した。

その後、16℃区、20℃区および 28℃区については、

水槽内に設置したクーラー／ヒーターにより飼育水

温を 1日あたり 0.5～1℃低下（16℃区および 20℃区）

または上昇（28℃区）していき、曝露開始の 3 日前

までに各曝露区の水温条件に馴化させた。馴化期間

中の水温以外の環境は、前項 3.1 に示す試験におけ

る曝露条件と同じにした。24℃_2 カ月齢区について

は、曝露開始前の 17 日前から試験と同じ環境下で飼

育して試験環境に馴化させた。 

(4) 水温影響調査の曝露試験方式および装置 

1) 試験に用いた曝露装置の仕様 

本試験に用いた曝露装置は、ステンレス鋼製の希

釈水タンク（装置の下部と上部に 2 つ設置）、希釈水

の水温調整器、被験物質原液用の送液ポンプ、ガラ

ス製の希釈水槽（ガラス接着にシリコンを使用）、硬

質ガラス製の希釈混合および試験水槽で構成される。

本装置は、希釈水、被験物質原液および試験液との

接液部に内分泌かく乱作用を持つ化学物質を溶出し

ない素材（ガラス、ステンレス鋼、PTFE および PFE

のテフロン、シリコン）のみを使用している（写真

2-2）。 

2) 曝露装置における試験液の調製および供給方法 

本試験では、以下に示すように各曝露区の試験液

を調製、各試験水槽に一定の流量で供給した。試験

液の調製に用いる希釈水（脱塩素水道水）は、装置

下部の希釈水タンクに貯留および補給される。希釈

水の水温は、装置の下部と上部の希釈水タンク間を

循環しながら水温調整器により調整および維持され

ている（本試験では、希釈水の水温を 24℃設定とし

た）。希釈混合槽には、原液ポンプにより被験物質原

液が一定の流量で添加され、希釈水と混合し一定濃

度の被験物質を含む試験液が調製される。試験液は、

ガラス管を通して試験水槽に供給される。 

3) 試験水槽 
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本試験では、5 カ月齢の雄メダカの曝露には、水

量が 30L となる位置に排水口（テフロン製）を付け

た硬質ガラス製水槽を用いた。2 カ月齢の雄メダカ

の曝露には、水量が 10L となる位置に排水口を付け

た硬質ガラス製水槽を用いた。各試験水槽の排水口

には、供試魚が逸脱しないようにステンレス鋼製メ

希釈水槽

希釈混合槽

試験水槽 
原液ﾎﾟﾝﾌﾟ

ｴｽﾄﾛﾝ原液

ﾋｰﾀｰ / ｸｰﾗｰ

写真 2-2 水温影響調査の曝露試験に用いた流水式曝露装置 

原液ﾎﾟﾝﾌﾟ

ｴｽﾄﾛﾝ原液

ﾋｰﾀｰ / ｸｰﾗｰ

試験水槽

ｽﾃﾝﾚｽﾒｯｼｭ
試験液の供給管
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ッシュを設置した。 

4) 試験水槽内の水温調整 

本試験では、水温 24℃の希釈水で調製した試験液

を各試験水槽に供給したため、16℃区、20℃区およ

び 28℃区の各曝露区については、水槽内の試験液が

供給される箇所に設置した投げ込み式クーラー／ヒ

ーターにより水槽内の試験液水温を調整および維持

した。また、水槽内の水温を均一にするため水槽壁

面にスターラーを設置し、試験液を緩やかに撹拌し

た。クーラー／ヒーターおよびスターラーは、ステ

ンレス鋼製メッシュで仕切られた一画に設置した。

16℃区、20℃区、24℃区および 28℃区の試験水槽に

は、磁気記録式温度計を設置し、水温を 10 分間ごと

に測定、記録した。 

(5) 水温影響調査の試験条件 

5 カ月齢および 2 カ月齢の雄メダカを 50ng/L（設

定濃度）の E1 を含む試験液で曝露した。曝露におけ

る水温条件は、5 カ月齢の雄メダカで 16、20、24 お

よび 28℃の 4 条件、2 カ月の雄メダカで 24℃の 1 条

件とした。5 カ月齢の雄メダカにおける 16、20、24

および 28℃での曝露をそれぞれ 16℃区、20℃区、

24℃区および 28℃区、2 カ月齢の雄メダカの 24℃で

の曝露を 24℃_2 カ月齢区と表記する。曝露条件を表

2-3 に示す。 

(6) 曝露操作および曝露中の管理 

E1 での曝露（試験液への E1 添加）を開始する直

前に、曝露 0 日（曝露前）におけるビテロゲニン濃

度分析および遺伝子解析用の肝臓採取に供するため、

各曝露区の試験水槽内の雄メダカ（86 個体／曝露区）

から 19 個体ずつを取り上げた。その後、各試験水槽

への希釈水の供給を止め、水槽内の飼育水に E1 濃度

が 50ng/L となるように E1 原液を添加した。また、

この時点から前項 3.5 に示す方法による流水式によ

る E1 が添加された試験液の供給を開始した。 

曝露期間中の管理や環境測定は、２－２－２－６

に示した方法と同様に行った。 

(7) E1 濃度分析 

曝露 0 日目（曝露開始日）、曝露 2、7 および 14 日

後に各曝露区の試験水槽から E1 濃度分析に供する

ための試料（試験液）を採取した。曝露 0 日目の試

料は、前述の曝露開始時における試験水槽への E1 原

液の添加および試験水槽への試験液の供給を開始し

た時点から約 4 時間後に各試験水槽から採取した。

曝露 2、7 および 14 日後の試料は、当日の給餌前に

採取した。 

試料は、試験水槽中央部の中層からサイフォンを

用いてガラス容器（500ｍL 容）に採取した。採取量

は約 1000mL とし、約 500ｍL を直ちに前処理（抽出）

に供し、残りは予備としてアスコルビン酸を添加し

て冷蔵保存した。 

E1 の分析は、「下水試験方法（追補暫定版）2002

年版、日本下水道協会」に準じた方法により LC/MS/MS

を用いて行った。 

(8) 肝臓中のビテロゲニン濃度分析 

曝露 0 日（曝露前）、曝露 2、7 および 14 日後に、

各曝露区から 10 個体ずつ雄メダカを取り上げ、ビテ

ロゲニン分析用の肝臓採取に供した。曝露 0 日目は

試験水槽に E1 を添加する直前（E1 での曝露開始の

直前）に、曝露 2、7 および 14 日後は当日の給餌前

に取り上げた。 

供試個体は、小型のネットを用いて試験水槽内の

雄メダカから無作為に掬いあげ、曝露区ごとに試験

水槽から分取した試験液（約 1.5L）を入れた手付き

ビーカーに収容して解剖作業を行う実験室に搬入し

た。 

前処理については２－２－１(8)に示した方法で

行った。 

肝臓抽出液中のビテロゲニン濃度は、メダカのビ

テロゲニン測定用 ELISA キット（Enbio Madaka 

vitellogenin ELISA system、株式会社エンバイオテ

ック・ラボラトリーズ）を用いた。ELISA 測定にお

ける条件および手順、濃度算出方法は、同キットの

説明書に従った。ただし、標準曲線の作成に用いる

ビテロゲニン標準溶液の濃度は 100、50、25、12.5、

6.25、3.13 および 1.56ng/mL の 7 濃度系列にした（説

表 2-3 水温影響調査の曝露試験における条件 

曝 露 方 式 ： E1 を添加した試験液による
流水式曝露 

試験液の換水率 ： 5 換水／日以上 

設 定 曝 露 濃 度 ： E150ng/L（設定濃度） 

水 温 ： 各水温条件（16、20、24 お
よび 28℃）±2℃ 

曝 露 期 間 ： 2、7 および 14 日間 

供 試 生 物 ： 雄メダカ（ヒメダカ系） 

供試生物の月齢  5 カ月齢および 2 カ月齢 

供 試 生 物 数 ： 5 カ月齢の雄メダカ；86 個
体／曝露区 
2 カ月齢の雄メダカ；50 個
体／曝露区 

照 明 ： 昼光用蛍光灯光、明期 16 時
間／暗期 8 時間 

給 餌 ： アルテミアふ化幼生を 
1 回／日 
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明書記載の調製濃度は、100、50、20 および 10ng/mL

の 4 濃度系列）。ELISA 測定における定量下限は、標

準曲線の作成に用いたビテロゲニン標準溶液の最低

濃度である 3.16ng/mL とした。したがって、肝臓中

ビテロゲニン濃度の定量下限は、3.16ng/mL に肝臓

抽出液の最低希釈倍率（20 倍）および肝臓のホモジ

ナイズに用いた Assay buffer 量 0.025mL/mg-liver

を乗じて算出される 1.56ng/mg-liver とした。 

 

２－２－３ 餌を通してのエストロゲンの曝露 

E1 を添加した配合飼料（0、15、150 および 1500 

ng/g-餌料の 4 条件）を月齢 5 カ月の雄メダカに 2 回

／日の頻度で給餌して曝露した（最長 14 日間）。曝

露前および曝露開始から 2、7 および 14 日後に各条

件区から雄メダカを取り上げ、肝臓中のビテロゲニ

ン濃度を測定した。 

各条件での肝臓中ビテロゲニン濃度から、餌料を

通した E1 曝露（経口曝露）における雄メダカのビテ

ロゲニン生成について、餌料中 E1 濃度との関係やそ

の経時的変化など餌料の及ぼす影響について検討し

た。 

(1) 曝露濃度および曝露区の設定 

餌の影響調査の曝露試験では、飼料中濃度が 0、

15、150 および 1500ng/g 程度となるように E1 を添

加した配合飼料を調製し、これらを 5 カ月齢の雄メ

ダカに与えて E1 で曝露した。E1 濃度 0、15、150 お

よび 1500ng/g の飼料を給餌する条件をそれぞれ

0ng/g 区、15ng/g 区、150ng/g 区および 1500ng/g 区

と表記する。 

(2) E1 添加飼料の調製 

曝露期間中に各曝露区の雄メダカに給餌する E1

添加飼料は、以下に示す方法を用いて顆粒状の配合

飼料に E1 を添加、吸着させて調製した。 

1) 配合飼料 

E1 添加飼料の調製には、海産魚類用配合飼料「お

とひめ B-2（日清飼料）」を用いた。 

2) E1 の添加濃度 

1500ng/g 区、150ng/g 区および 15ng/g 区用の飼料

は、配合飼料に E1 をアセトンに溶解して添加し、ア

セトンを窒素ガスの吹き付けで留去する方法を用い

て調製した。調製に際して飼料に添加する E1 量は、

アセトン留去において E1 の一部が調製容器等に残

留する可能性を勘案して、設定飼料中濃度（1500、

150 および 15ng/g）の 110%相当量とした。 

3) 調製方法 

16.7mg の E1 を 100ｍL のアセトン（農薬分析用、

和光純薬工業株式会社製）に溶解して E1 濃度

167µg/mL のアセトン溶液を調製し、これをアセトン

で段階的に希釈にして、1670、167 および 16.7ng/

ｍL のアセトン溶液を調製した。1500ng/g 区の E1 添

加飼料は、ガラスビーカーに分取した配合飼料 50g

に E1 濃度 1670ng/ｍL のアセトン溶液 50mL を添加、

よく混合した後、窒素ガスを穏やかに吹き付けてア

セトンを留去して調製した。150ng/g 区および

15ng/g 区の E1 添加飼料も同様の手順で 167 および

16.7ng/ｍL のアセトン溶液を用いて各 50ｇを調製

した。0ng/g 区の飼料は、無処理の配合飼料とした。 

(3) 供試魚 

本試験に供した雄メダカは、２－２－１(3)に示し

た方法で飼育した。 

曝露開始の 14 日以上前から試験と同じ環境下で

飼育した。曝露開始の 14 日前からそれまでのアルテ

ミアふ化幼生から配合飼料（おとひめ B-2、日清飼

料）に切り替え、曝露期間中に給餌する配合飼料に

馴化させた。 

(4) 試験装置 

装置は２－２－２(4)に示したものと同じものを

使用した。 

(5) 試験条件 

餌を通してのエストロゲンの曝露実験の試験条件

を表 2-4 に示す。 

(6) 曝露中の操作および管理 

曝露期間中は、1 日に 2 回（午前 9 時頃および午

後 3 時頃）、各曝露区の雄メダカに E1 添加飼料を給

餌した。給餌では、食べ残しがでないように供試魚

表 2-4 餌の影響調査の曝露試験における条件 

曝露方式 ： E1 添加飼料の給餌に
よる曝露 

設定曝露濃度 ： 飼料中 E1 濃度として、
0 、 15 、 150 お よ び
1500ng/g 

E1 添加飼料の給餌 ： 2 回／日、飽食を目安
に給餌 

飼育水 ： 脱塩素水道水による流
水式 

飼育水の換水率 ： 5 換水／日以上 
水温 ： 24±2℃ 

曝露期間 ： 2、7、14 日間 
供試生物 ： 雄メダカ（ヒメダカ系）

供試生物の月齢 ： 5 カ月齢 
供試生物数 ： 84 個体（0ng/g 区） 

65 個体（15ng/g 区、
150ng/g 区 お よ び
1500ng/g 区） 

照明 ： 昼光用蛍光灯光、明期
16 時間／暗期 8 時間 
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の摂餌状態をみながら 10～15 分間かけて飼料を少

量ずつ与えた。給餌量は飽食量とし、水槽内の雄メ

ダカの概ね半数以上が飼料に対して積極的な摂餌行

動を示さなくなった時点で給餌を終了した。曝露 14

日後（曝露終了日）は無給餌とした。 

曝露期間中の管理や環境測定は、２－２－１(6)

に示した方法と同様に行った。 

(7) 飼料中および試験液の E1 濃度測定 

飼料中の E1 濃度については、調製した各 E1 添加

飼料から約 5g を分取して、E1 濃度分析に供した。 

試験液の E1 濃度分析については、曝露 2、7 およ

び 14 日目に各曝露区の試験水槽から E1 濃度分析に

供するための試料（試験液）を採取した。曝露 2 お

よび 7 日目の試料は、当日午前の給餌から約 4 時間

後に採取した。曝露 14 日目の試料は、当日の遺伝子

解析用の肝臓採取および肝臓中のビテロゲニン濃度

分析に供する雄メダカの取り上げ時（前日午後の給

餌から約 17 時間後）に採取した。試料は、試験水槽

中央部の中層からサイフォンを用いてガラス容器

（1000ｍL 容）に採取した。採取量は 2000mL 以上と

し、うち 1000ｍL を直ちに前処理（抽出）に供し、

残りは予備試料としてアスコルビン酸を添加して冷

蔵保存した。 

E1 濃度は、「下水試験方法（追補暫定版）2002 年

版、日本下水道協会」に準じた方法により LC/MS/MS

で測定した。 

(8) 肝臓中のビテロゲニン濃度分析 

メダカの肝臓中のビテロゲニン濃度分析は２－２

－１(8)に示した方法で行った。 

 

２－３ 河川水のメダカ曝露試験 

２－３－１ メダカ現地曝露試験法の開発 

一般に、魚類曝露試験では水温、流量、光周期（日

長）、餌などの試験条件を制御することによって、水

質による魚類への影響を判断することが可能となる。

そこで、試験条件の制御可能なメダカ曝露試験装置

を作製した。 
水質に起因する魚類への影響を検出するためには、

影響要因である水質を除いて、その他の試験条件を

一定に保つ曝露試験装置が必要である。さらに、用

いる試験水は新鮮であることが望ましい。そこで、

河川での試験では、国土交通省が河川水質をモニタ

リングしている水質自動監視所にて流水式魚類曝露

試験を実施することとした。 
(1) 試料水の導入 

水質自動監視所では、河川から水をポンプアップ

して、一時間ごとに水温、pH、溶存酸素、電気伝導

度、濁度を自動測定している。この測定では、河川

水は 30 分間大量にポンプアップされ、ヘッドタンク

を経て自動測定機へと導水されており、余剰水はヘ

ッドタンクの上部から直接排水される仕組みとなっ

ている。そこで、この余剰水を魚類曝露試験に適用

することとした。 
(2) 試験対象魚と生物指標 

曝露試験は、土木研究所の実験室で継体飼育して

いるメダカ（d-rR 系統）の雄を用いた。この系統は

遺伝的に雄が緋色、雌が白色であるため、雌雄の識

別が容易である。また、性転換が生じた場合、成魚

では体色と成熟形態の相違からその影響を外見から

判定することができる。 
また、一部の実験においては２－２－１(3)で用い

たヒメダカを使用した。 
(3) 現地魚類曝露試験装置 

試験装置の仕様について表2-5に、装置の写真を写

真2-3に示す。メダカ曝露水槽の容積は30Ｌと設定し

た。 

魚類試験装置への導水は、監視所のヘッドタンク

にフロートセンサーを取り付け、水がタンクに流入

してきたら魚類試験装置へ吸引する自吸式ポンプが

作動する仕組みとした。この仕組みによって、監視

写真 2-3 現場型メダカ曝露試験水槽
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所ヘッドタンクが空の時間帯には自吸式ポンプは停

止している。自吸式ポンプで導水した河川水は、曝

露試験装置の最上部に設けたステンレス製第 1 槽に

送られる。 
魚類試験装置の第 1 槽は、貯水およびごみや砂泥

の除去を目的とするとともに、第 2 槽へ滴下させる

キャピラリーの内径と水位を調整することによって、

システム全体の単位時間当たりの流量を制御するこ

ととした。 
ステンレス製第 2 槽は水温調節機に接続しており、

河川水はこれらを循環して温度が保たれる仕組みと

した。このようにして水温を一定にした河川水は、

サイフォンによって魚類曝露水槽へと滴下させる。

サイフォンを用いたのは、ガラス製の魚類曝露水槽

で生じる排泄物や食べ残された餌が、第 2 槽から勢

いよく流れ落ちてくる河川水で巻き上げられ、排水

口から押し流されることを期待した構造である。 
なお、第 1 槽および第 2 槽の余剰水、および曝露

水槽の排水は、排水管にまとめて排出した。 
さらに、曝露水槽の水温を一定に保つことを確実

にするため、鑑賞魚用のサーモスタット付投げ込み

ヒーターを使用した。 
(4) 試験条件 

水温、流量、日長周期、エサなどの試験条件は、

環境省の化学物質影響試験 31）に準じて表 2-6 のよ

うに設定した。試験期間は、環境省試験が 14 日間曝

露とされており、今回も同様としたが、4 週間、6 週

間、8 週間の曝露試験も行った。水温および流量は

それぞれ 25℃および 30L/hour とした。日長周期に

相当する照明の点灯時間はプログラムタイマーで

16 時間明－8 時間暗に調節した。 

(5) 曝露中の操作および管理 

現場試験の変更点として、餌を植物性エストロゲ

ンの含まれていない市販の粉末餌とし、自動給餌器

を用いて与えることとした。エサは自動給餌器を用

いて 1 日に 4 回、市販の粉末餌を給餌した。なお、

このエサは植物エストロゲンを含まない製品を選択

した。 
 

２－３－２ 卵－成魚期曝露試験 

貯水槽
材質 SUS304
外寸法 (mm) 600W×300D×330H
貯水容量 (L) 約44 L
その他 ・ｺﾞﾐ除去用ｽｸﾘｰﾝﾒｯｼｭ（φ1×4.mesh, φ1×80mesh, φ0.55×16mesh　各

・排水ﾊﾟｲﾌﾟ φ5×1.2t, 40 cm (SUS304)
温度調節水槽
材質 SUS304
外寸法 (mm) 600W×300D×330H
貯水容量 (L) 約 44 L
その他 ・排水ﾊﾟｲﾌﾟ φ8×1.2t, 50 cm (SUS304)
曝露水槽
材質 硬質ｶﾞﾗｽ製
外寸法 (mm) 450W×300D×300H，板厚3 mm
貯水容量 (L) 約30 L
恒温装置
製品名 (ﾒｰｶｰ) ｸｰﾘﾝｸﾞｻｰﾓﾎﾟﾝﾌﾟ CTP-201（EYELA）
外寸法 (mm) 250W×510D×805H
水槽容量 (L) 1.3 L
温度調節範囲 -20.0～80.0℃
冷却能力 350W（300kcal/h）at 液温10℃（冷却ｺｲﾙSUS304）
ヒーター能力 750W（SUS316）
ポンプ能力 最大流量12.5/14.5 L/min (50/60Hz)
その他 ・水循環用SUSﾌﾚｷｼﾌﾞﾙﾎｰｽ (SUS304)もしくはﾃﾌﾛﾝ製柔軟ﾎｰｽ
導水ポンプ
製品名 (ﾒｰｶｰ) 自吸水式ﾀﾞｲｱﾌﾗﾑﾎﾟﾝﾌﾟ JND300KTS（ｹｲ･ｴﾇ･ｴﾌ ｼﾞｬﾊﾟﾝ）
外寸法 (mm) 208W×117D×108H
最大流量 3.0 L/min
その他 ・SUS304製ﾌﾛｰﾄｾﾝｻｰ（自作）

・ﾃﾌﾛﾝ製柔軟導水ﾎｰｽ
その他

①ｼｽﾃﾑﾗｯｸ：外寸 900W×450D×1400H，SUS304製
②照明装置：直管型15形蛍光灯，ﾌﾟﾛｸﾞﾗﾑﾀｲﾏｰ
③自動給餌機：ｵｰﾄﾌｨｰﾀﾞｰ（ｴｰﾊｲﾑ）
④排水用配管一式（塩ﾋﾞ製）

表 2-5 現場型メダカ曝露試験システムの仕様 

試験魚 y p
試験個体数 雄成魚 30個体／水槽
試験期間 ２週間
試験水 流水式
流量 0.5 L/min（30 L/h）
試験温度 水温 25℃
日長条件 16時間－明、8時間－暗
餌 粉末餌、一日あたり３回の給餌

表 2-6 メダカ現地曝露試験条件一覧 
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卵に曝露させる試験では、胚の発生を常時観察す

ることは不可能であるため、死亡卵の水カビが他の

正常な卵に移ることやアカムシなどの水生生物が曝

露中の卵を餌にすることを防ぐ必要がある。 
そこで、卵を一つ一つ隔離して曝露する曝露器を

考案して、現地試験に適用した。曝露器およびその

曝露状況を写真 2-4 に示す。 
曝露器は、内径 16mm のガラス管を長さ 10mm に

切って、これを小部屋とする仕組みとした。上下を

ステンレスメッシュで圧迫するように閉じることに

よって、水の通過する小部屋ができあがる。この小

部屋は卵 1 個には十分大きな容積であるが、孵化仔

魚が遊泳可能なスペースであり、現地試験において

孵化後の数日を過ごすスペースとしてこの大きさを

選定した。 
曝露器は積み重ね可能な構造とし（写真参照）、曝

露水槽には可能な限りの曝露器を投入することとし

た。今回、曝露水槽には 30 部屋のある曝露器を 10
個投入することができたため、一水槽での卵曝露は

300 個とした。 
 
２－３－３ 水質等の測定 

(1) エストロゲン様物質の水質測定 

メダカの雌性化を引き起こす可能性のある物質と

して、天然・合成エストロゲンやノニルフェノール

等の人工化学物質を含むエストロゲン様物質があげ

られる。本試験では、これまでの水質チームの研究

等から、水環境のエストロゲン様作用として重要な

17β-エストラジオール（E2）、エストロン（E1）、
エチニルエストラジオール（EE2）を、後者のうち

ノニルフェノール（NP）、ノニルフェノールエトキ

シレート（NPnEO）を対象として、河川水に含まれ

るこれらの濃度を調べることとした。さらに、エス

トロゲン作用の総合的な強度を確認するため、遺伝

子組換え酵母法によるエストロゲン様活性（E2活
性）26)を測定することとした。 
(2) 肝臓中ビテロゲニンの分析 

  魚類の雌性化を判定する指標（バイオマーカー）

としては、２－２－１等と同様、この分野の研究で

は一般的な指標であるビテロゲニンを用いることと

した。操作は２－２－１(8)に示した方法で行った。

測定にはメダカ VTG－ELISA キット（国土環境株

式会社または株式会社エンバイオテック・ラボラト

リーズ）を用いた。肝臓中ビテロゲニン濃度の定量

下限は、それぞれ 1ng/mg-liver weight と 1.56 
ng/mg-liver weight である。 
 

２－３－４ 試験実施場所 

試験実施河川として多摩川を選定した。多摩川は

わが国を代表する都市河川であり、下水処理水の流

入する上下流で魚類影響試験が実施可能であること

から本研究の試験実施河川と選定した。また、国土

交通省の魚類実態調査において、化学物質濃度が低

いと考えられる地点（拝島橋）においても魚類影響

があると疑われた河川である。多摩川の試験実施地

点は、複数の下水処理場の下流に位置する日野橋監

視所および石原監視所とした。 
試験実施地点の模式図を図 2-6 に示す。試験実施

範囲の最上流部に位置する拝島橋監視所は、これよ

り上流に下水処理水が流入していないため、本研究

での対照地点と位置づけた。日野橋監視所は 3 ヶ所

の下水処理水を受け入れた後の測定地点であり、さ

写真 2-4 卵曝露試験装置 
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らにその下流に位置する石原監視所は、支川の 2 つ

の処理場を含め、合計 8 ヶ所の下水処理水を受け入

れた地点である。 
 

２－４ 下水処理場におけるコイ・メダカ曝露試験 

下水処理場におけるコイ・メダカ曝露試験は、生

活排水を主体とする下水を受ける下水処理場におい

て、生物処理後の二次処理水、および二次処理水を

塩素消毒後さらに砂ろ過処理した放流水等を対象に

実施した。この下水処理場の処理および消毒方式は、

一般的な標準活性汚泥処理および塩素消毒である。 

 
２－４－１ 下水処理水のコイ曝露試験 

(1) 試験水槽 

コイの曝露試験水槽は、処理場敷地内に設置した

流水式の野外試験水槽を用いた。試験水槽はコンク

リート製で、コイ曝露槽と調整槽から成り立ってい

る。コイ曝露槽の大きさは、長さ4m、幅2mであり、

水深は、掃除のために設けた傾斜によって0.5mから

0.7mへと深くなる。容積は4,800Lである。 
すべての調整槽（2×2×0.7m）にエアポンプを取

り付け、毎分60Lのエアレーションによって処理水

および水道水（対照試験）の脱塩素処理を行った。

また、処理水と水道水の水温を等しくすることが求

められるが、調整槽での滞留中にほぼ同一になるこ

とを期待した。 
コイ曝露槽では、水質を除いてその他の曝露条件

がすべての水槽で均一になるよう設定した。 
流量は、4,800Lのコイ曝露槽で2回転／日に設定し

た。よって流速は6.7L/minとなった。また、日長条

件や水温は、野外であることを活用し日射による変

化をそのまま採用した。コイの試験個体数は、水槽

あたり雄10匹と設定した。 
それぞれのコイには、個体ごとの経時的なビテロ

ゲニン生成を追跡するため、識別用のタグを取り付

けた。 
また、餌は、植物性エストロゲンとして魚類に作

用する可能性のある大豆を含んでいない市販の餌

（おとひめ8号、日清飼料株式会社）を週に1回適量

与えた。 
  試験開始時にコイの全長、体長、体重を測定し、

終了後、生殖腺を観察して雌雄を決定するとともに、

その重量から生殖腺体指数（GSI；体重あたりの生

殖腺重量比率）を求め成熟状況を把握した。 
(2) コイビテロゲニンの測定 

コイの血中ビテロゲニンを定期的に測定するため、

各個体からの採血量は、コイの活動に支障をきたさ

ないこと、さらに、測定に必要な血清量を確保する

ことを考慮して0.5mLとした。 
ビテロゲニンの測定には、コイVTG－ELISAキッ

ト（株式会社トランスジェニック）を用い、添付の

プロトコールに従い測定した。結合反応は、5倍およ

びそれ以上の倍率で希釈した血清をマイクロプレー

トのウェルに滴下し、2時間の反応の後、HRP標識

抗コイビテロゲニン抗体を1時間反応させた。この操

作によって、抗コイビテロゲニン抗体－コイビテロ

ゲニンHRP標識抗コイビテロゲニン抗体のサンドイ

ッチ型複合体が形成される。続いて発色基質（OPD）

を含む発色液を滴下すると、酵素HRPの触媒作用に

よって濃度依存的にOPDが発色する。プレートリー

ダーで波長490nmの吸光度を測定し、検量線をもと

にコイビテロゲニン濃度を算出した。 

 

図 2-6 多摩川調査地点位置図 
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検量線は、1µg/mLコイビテロゲニン標準品を用い

て 作 成 し た 。 希 釈 に よ っ て 0.5µg/mL か ら

0.0078µg/mLまで7段階の標準品を調製した。これら

を血清と同様に結合反応させた後、吸光度を測定し

て検量線を作成した。このとき、常に0.0078µg/mL
の吸光度を基点として検量線を作成することによっ

て 、 5 倍 希 釈 さ れ た 血 清 の 定 量 下 限 値 は 、

0.0078µg/mLの5倍である0.039µg/mLと決定した。

また、血清試料の吸光度がブランク（検体希釈液；

0µg/mL）以下の場合、不検出（ND）とした。 
  なお、血清試料およびビテロゲニン標準試料はす

べて二重測定をおこない、変動係数が10％以内であ

るデータをもとに濃度を算出した。 
(3) 曝露試験の概要 

本研究では、下水処理水および脱塩素水道水を対

象に、それぞれ雄単独曝露試験区および雌雄混合曝

露試験区を設けた。曝露期間は８週間とし、その間2
週間ごとに血液を採取してビテロゲニンを測定する

こととした。 
 

２－４－２ 下水処理水のメダカ曝露試験 

メダカ曝露試験に用いる装置、試験条件等につい

ては、２－３に示した方法と同様である。試験対象

水は、処理工程の配管から分岐することによって、

魚類試験装置の第 1 槽へ定常的に導水した。 

 

２－４－３ 下水処理パイロットプラントを用いた

メダカ曝露試験 

 メダカへの下水処理水の曝露における、短期的な

影響を把握するために、下水処理パイロットプラン

トを用いた採水とメダカの観測頻度の高い調査を行

った。 

(1) 試験条件 

短期曝露試験を実施した処理場は、主に家庭排水

の処理を行っている。同処理場内にある標準活性汚

泥法パイロットプラント（有効水深 2m、曝気槽容量

10m3、水理学的滞留時間8時間、好気的固形物滞留時

間7日、活性汚泥浮遊物質濃度約1300mg/L、処理水中

溶存有機炭素濃度約10mg/L）の、曝気槽（生物処理

槽）の第2槽から混合液を引き抜き、沈澱処理した越

流水および生物処理後の沈殿池越流水を前述の曝露

装置に引き込み、水温を約25℃にしたのち、メダカ

に曝露した。実験装置の概要を図2-7に、メダカの曝

露条件を表2-7に記す。 

本実験に使用したメダカは、名古屋大学若松教授

から分与されたd-rR系統である。d-rR系統の体色は、

雄が橙色、雌が白色に遺伝的に固定されており、雄

と雌の判別が体色で可能である。 
曝露開始後 0、2、7、14 日後に両曝露水槽中の女

性ホルモンであるエストロン(E1)と 17β-エストラ

ジオール(E2)濃度および遺伝子組み換え酵母による

エストロゲン様活性の測定を行った。さらに、各条

件につき 5または10匹のメダカの肝臓中ビテロゲニ

ンの測定を行った。 

流入下水
6,000L/日

エアレーションタンク　2,000L
AT1　　AT2　　AT3　 AT4

最初
沈殿
池

500L

最終
沈殿
池

500L

沈殿槽

メダカ暴
(30L)

処理水

温度コント
　ローラー

スクリーン

温度調整槽
（２６℃）

スクリーン

温度調整槽
（２６℃）

流入下水
6,000L/日

エアレーションタンク　2,000L
AT1　　AT2　　AT3　 AT4

最初
沈殿
池

500L

最終
沈殿
池

500L

沈殿槽

メダカ暴
(30L)

処理水

温度コント
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スクリーン

温度調整槽
（２６℃）

スクリーン

温度調整槽
（２６℃）

スクリーン

温度調整槽
（２６℃）

図 2-7 メダカ曝露システムフロー 

メダカ曝露水槽

（30L） 
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(2) マイクロアレイによるメダカ曝露時の遺伝子発

現解析 

1) メダカマイクロアレイ 

メダカ用マイクロアレイは、EG750(Ecogenomics

社製)を使用した。このマイクロアレイには約750種

類のメダカの遺伝子断片（約300～350塩基のDNA）が

配置されている。 
2) RNA抽出とマイクロアレイ用試薬およびその操作 

RNA抽出部位は肝臓とし、肝臓からのRNAの抽出に

はRNeasy mini Kit(Qiagen社製)を使用した。抽出し

たRNAは、Amino Allyl MessageAmpⅡ Kit(Ambion社

製)を用い、RNAを増幅した後Cy5で標識した。Cy5で

標識したRNAは、メダカマイクロアレイEG750に展開

し、60℃で一晩ハイブリダイゼーションを行った。

その後、マイクロアレイと結合しなかったRNAを洗い

流した後、スキャナーで各遺伝子が配置されている

各スポットの蛍光強度を読みとった。 
(3) リアルタイムPCRによる定量化 

マイクロアレイによる遺伝子発現解析は半定量的

であることから、マイクロアレイで遺伝子発現が高

いと判定された遺伝子については、より定量能の高

いリアルタイムPCR法で遺伝子発現の定量化も試み

た。 

 

 

３ 研究結果及び考察 

３－１ バイオアッセイによる水試料のエストロゲ

ン作用活性と寄与物質の把握 

既に述べたように、イギリスでの研究では、魚類

の内分泌かく乱を引き起こしているのは、下水処理

水由来のノニルフェノール（NP）あるいは天然エス

トロゲンであるエストロン（E1）や 17β-エストラ

ジオール（E2）および合成エストロゲンであるエチ

ニルエストラジオール（EE2）であることが推定さ

れた。我が国においては、多くの河川で雄のコイに

雌性化が見られること、これら河川に上記エストロ

ゲン様物質が存在していることはわかったが、これ

らの間の関連はわかっていない。 

ここでは、魚類へのエストロゲン様物質の影響を

把握するための前提として、下水処理水や河川水の

エストロゲン作用にはどのようなエストロゲン様物

質がどの程度寄与しているのかを調べることとした。

その手法としては、試料水のエストロゲン作用を総

体として把握するための遺伝子組み換え酵母を用い

たエストロゲン様活性を測定する方法と、個々のエ

ストロゲン様物質のエストロゲン作用の寄与を比較

する方法を採用した。また、試料水の分画により、

さらに詳細な検討を試みた。 

なお、イギリスにおける研究で明らかにされたよ

うに、エストロゲン様物質の作用濃度は物質によっ

て異なる。したがって、エストロゲン作用を有する

物質の寄与を把握するためには、個々の物質の濃度

に応じた作用の強さを把握する必要がある。 

 そのためには、天然エストロゲンである E2 と比較

した比活性値が用いられている。比活性値について

は矢古宇ら 26)により E1=0.3、NP=0.001 と求められ

ている。また同様の方法で文献に記載のない NPnEO

や NPnEC について比活性値を求めたところ、表 3-1

に示すような値が得られた。エストロゲン様物質の

寄与については、これらの比活性値を用いて把握す

ることとした。なお事前に行なった、E1、E2、NP の

標準物質を組み合わせた試験では、明瞭な相乗もし

くは拮抗作用が確認できなかったため、ここではこ

れらの物質の相互作用は相加的であると仮定し、各

物質の理論活性値を積み上げることによって示した。 

３－１－１ 全国下水処理場を対象としたエストロ

ゲン様活性と各物質の理論活性値の比

較 

(1) 予備調査結果 

    表2-7 メダカ曝露実験条件 

（マイクロアレイ）     

曝露方式：流水式 

換 水 率：約１換水／日以上 

試 験 区：処理水とエアレーションタンク2槽目 

曝露期間：2、7、14日 

曝露雄メダカ数：各水槽約100匹（約3カ月齢） 

試験水温：26℃ 

照   明：16時間明／８時間暗 

給   餌：3回/1日 

RNA抽出部位：肝臓 

遺伝子解析検体数：3サンプル 

（3匹分の肝臓を1サンプル） 

肝臓中ビテロゲニン蛋白質測定：5または10匹

（ELISA法:Medaka Vitellogenin ELISA System） 

略号 比活性値

ﾉﾆﾙﾌｪﾉｰﾙｴﾄｷｼﾚｰﾄ(NPnEO) (n=1) NP1EO 0.000005
(n=2) NP2EO 0.000002
(n=3) NP3EO -
(n=4) NP4EO -
(n=5) NP5EO -

ﾉﾆﾙﾌｪﾉｰﾙﾌｪﾉｷｼ酢酸(NPnEC) (n=1) NP1EC -
(n=2) NP2EC -
(n=3) NP3EC -

 (n=4) NP4EC -
備考：表中の[－]は、2ｇ/Ｌで有効な活性が認められなかったことを示す。

　　　化学物質名

表 3-1   ﾉﾆﾙﾌｪﾉｰﾙ関連物質の比活性値 
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下水処理工程におけるエストロゲン様活性と各物

質の寄与について、まず予備的に３処理場において

調査した結果を図 3-1 に示す。 

ここで対象とした物質は NP、E1、E2 であり、図中

には各処理場におけるエストロゲン様活性と E1、E2、

NP の理論活性値を示している。これらの３物質によ

って説明できない不明なエストロゲン様活性の割合

は、処理場によって異なっていたが、Ｃ処理場４月

調査時のように E1、E2、NP３物質の理論活性値によ

ってほぼ説明できるケースも確認された。また、処

理工程が進むにつれて、エストロゲン様活性は低減

し、最終沈殿池流出水では、E1 のみが検出された。

しかし E1 のエストロゲン様活性への寄与は処理場

によって大きく異なり、Ａ，Ｂ処理場では E1 の理論

活性値では殆ど説明できなかった。 

(2) 全国処理場調査結果 

60 処理場での流入下水と二次処理水の調査結果の

一部を図 3-2 に示す。E1、E2、NP の理論活性値によ

ってほとんどが説明できるケースだけでなく、E1、

E2、NP の３物質によって説明できない不明なエスト

ロゲン様活性が含まれているケースもあった。その

割合は処理場によって異なり、これらの３物質では

説明が出来ないエストロゲン様活性が試料中に含ま

れていることが明らかになった。またこれらの不明

なエストロゲン様活性は流入下水で多く見られた。 

また、各物質の寄与について着目すると流入下水

では E1、E2、NP が寄与しているのが確認されたが、

２次処理水については E1 の寄与が非常に高く、２

次処理水中に見られるエストロゲン様活性の主要な

寄与物質として E1 が重要であることが確認された。 
(3) 流入下水及び２次処理水のエストロゲン様活性

の濃度分布 

上記のように、下水処理工程におけるエストロゲ

ン様活性とエストロゲン様物質の寄与をある程度把

握することができた。この調査結果からは、下水処

理によるエストロゲン様活性の挙動を把握すること

ができる。その結果を図 3-3 に示すが、中央値を基

準とした場合、流入下水に比べ２次処理水の方が約

76％程度エストロゲン様活性は低い値であり、下水

処理によってエストロゲン様活性が低減されている

ことが確認できる。また流入下水の濃度レベルとし

ては概ね 30～110ng/L の間にある試料が多く、この

区間に全体の 72％が含まれる。しかし２次処理水に

ついては非常に広い濃度分布をしており、処理方法

や運転条件等の多くの要因によってその低減率は大

きく変化していることが推測された。 

 

３－１－２ 下水処理場における詳細調査結果 

(1) 処理状況とエストロゲン様物質の濃度 

下水処理場においてエストロゲン様活性とエスト

ロゲン様物質がどのように処理されているかをさら

に詳細に検討するため、冬季（2004 年 1 月）および

夏季（2004 年 8 月）に 24 時間調査を実施した。一

般項目の分析結果を表 3-2 に示す。両調査における

処理、および処理水の水質の大きな違いは、流入水

図 3-2 各処理場における 

エストロゲン様活性への各物質の寄与
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図 3-1 下水処理工程における 

エストロゲン様活性の変化 
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温および硝化の進行程度である。夏季の流入水温は、

冬季に比べて約 10℃高かった。また、夏季において

は、処理の進行とともにアンモニア態窒素濃度が減

少し、それに伴い若干の亜硝酸態窒素、硝酸態窒素

濃度の増加が確認された。一方、冬季においては、

アンモニア態窒素濃度の減少は小さく、また、亜硝

酸および硝酸態窒素濃度の増加も確認されなかった。

つまり、冬季においては硝化抑制的な運転が結果と

して行われたことが推察される。なお、SS、BOD お

よび COD の除去率は、両調査ともに 90%以上であっ

た。 

NP 関連物質を含むエストロゲン様物質の分析結果

（溶存態と懸濁態の合計）を、各成分の定量下限値と

ともに表 3-3 に示した。NP、NPnEO については、両調

査において処理による高い除去率が確認された。しか

し、NPnEC については、特に冬季において、処理の進

行とともに濃度が増加していた。この理由としては、

処理の進行に伴い、NPnEO の微生物による酸化で

NPnEC が生成されることが考えられる。一方、E1 に

ついては、処理の進行、特に最初沈殿池の前後で濃度

の増加が確認され、その傾向は冬期に強かった。返流

水、最初沈殿池汚泥、返送汚泥中でも高濃度で検出さ

れていた。EE2 については、いずれの調査、試料中か

らも検出されなかった。1999 年 9 月に一般での使用

が解禁されたが、同処理場では検出に至るほどの流入

水中濃度ではなかった。E3 については、妨害物質の

影響により、流入水中濃度が定量されなかったが、処

理の進行に伴い、濃度の減少が伺われた。E1、E2 の

硫酸抱合体化物については、処理の進行により濃度が

変わらないか、夏期においては増加が確認された。こ

の傾向は、冬期、処理の進行に伴い濃度が上昇する

E1 とは異なっているため、E1 の処理による濃度上昇

図 3-3 流入下水及び２次処理水のエストロゲン様活性の濃度分布 
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試料数=109
平均値=113
中央値= 67

２次処理水
試料数= 99
平均値= 36
中央値= 16

調査時期 試料 水温 SS VSS DOC NH4-N NO2-N NO3-N BOD CODMn
(ºC) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

流入水 16.4 80.0 71.1 35.7 20.2 0.20 0.19 172 144
返流水 - 307 273 30.2 18.7 0.67 0.39 - -
初沈処理水 - 72.0 64.0 30.3 21.6 0.00 0.00 121 69.6
引抜汚泥 - 5225 4650 98.9 28.2 0.00 0.00 - -
返送汚泥 - 3980 3280 6.76 17.9 0.02 0.02 - -
曝気槽前段表層水 - 1440 1200 6.98 19.2 0.13 0.07 - -
曝気槽後段表層水 - 1340 1120 6.32 16.9 0.32 0.41 - -
二次処理水 - 4.5 3.7 6.79 17.2 0.46 0.45 8.7 8.6
放流水 - 2.0 2.0 5.98 15.0 1.09 1.25 1.8 10.3

流入水 26.7 160 138 34.1 18.7 0.00 0.00 169 112
返流水 - 200 172 31.6 11.6 0.89 0.86 - -
初沈処理水 - 68 59 31.8 15.7 0.18 0.00 114 61.8
引抜汚泥 - 3980 3480 91.8 23.9 0.03 0.00 - -
返送汚泥 - 3280 2700 8.58 6.37 0.02 0.05 - -
曝気槽前段表層水 - 1160 965 8.33 10.8 0.38 0.42 - -
曝気槽後段表層水 - 1260 1030 7.96 4.43 0.05 3.23 - -
二次処理水 - 3 2 7.07 4.72 0.33 5.88 9.0 10.7
砂ろ過水 - 3 3 6.40 7.31 1.38 3.12 - -
放流水 - 3 2 7.38 7.53 0.83 2.69 0.9 9.6

冬季調査

夏季調査

表 3-2 各処理工程における一般項目の分析結果 
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は硫酸抱合体の脱抱合のみでは説明できない。グルク

ロン酸の抱合体の脱抱合や E2 から E1 への転換等、

下水処理過程における E1 生成に至る様々な反応の可

能性があるため、E1 の挙動を把握するためには、よ

り詳細な検討が必要となる。 
(2) エストロゲンの収支 

各調査におけるエストロゲン様活性値、E1 濃度と、

処理場において計測された流量より、それぞれの各

成分のフラックスを算出し、その結果を図 3-4、3-5

に示した。図 3-4 に示したエストロゲン様活性値は、

冬期においては最初沈殿池で負荷量が増加し、エア

レーションタンクに流入した。その際、返流水、最

初沈殿池汚泥の引き抜きによる負荷量増加、負荷量

減少は無視できるほど小さいことが示唆された。エ

アレーションタンクでは、最終沈殿池からの返送汚

泥によりさらに負荷量が増加し、除去されることな

く最終沈殿池、塩素処理過程を経て放流されている

ことが明らかとなった。夏期においては、同様に返

送汚泥としての負荷が確認されたが、エアレーショ

ンタンク内での低減により、エストロゲン様活性は

低下していた。その結果、最終沈殿池、塩素処理過

程ではエストロゲン様活性が低下しないが、放流水

中の値としては、冬期に比べ低い値で放流されてい

ることが明らかとなった。一方、図 3-5 に示したよ

うに、E1 についても同様の挙動が確認された。E1 が

処理により増加していることは既に述べたとおりで

あるが、エストロゲン様活性についても同傾向であ

ったことから、エストロゲン様活性に占める E1 の寄

与は大きいものであることが推察される。 

(3) 放流水中のエストロゲン様活性に対する各分析

対象成分の寄与 

放流水中に含まれるエストロゲン様活性に対し、

本調査で分析対象成分とした各物質が、どの程度寄

与しているのかについて考察を行った。E1、E2、NP

の分析結果と比活性値から、冬期、夏期ともに、放

流水中で検出されるエストロゲン様活性の約 85%が

E1 によるものであり、約 10%が E2 であると算出され

た。今回調査を行った処理場のように、冬期に処理

効率が低下する場合、放流先の河川水量が減少する

冬期には、処理水中のエストロゲン様活性の希釈が

不十分となり、魚類への影響の増加が懸念される。

このことより、水生生物保護のために放流水中のエ

ストロゲン様活性を低減するためには、下水処理過

程において効果的に E1 を除去することが必要であ

ることが明らかとなった。 

 

３－１－３ 河川水におけるエストロゲン様活性と

その由来 

(1) 河川水におけるエストロゲン様活性 

平成 11～13 年度に、全国 94 水系 132 地点でエス

トロゲン様活性を測定した結果を表 3-4 に示す。各

年度でサンプル数が異なるものの中央値で評価した

場合、経年的な変化は少ないと推測される。ただし、

最大値には年度によって差が見られた。 

調査時期 試料 NP ΣNPnEO ΣNPnEC E2 E1 EE2 E3 E1-S E2-monoS

(µg/L) (µg/L) (µg/L) （ng/L) （ng/L) （ng/L) （ng/L) （ng/L) （ng/L)
流入水 3.4 106 11 23.4 18.2 N.D. n.a. 2.9 6.4
返流水 2.2 14.6 15 17.2 133 N.D. 11.4 1.8 4.1
初沈処理水 2.6 68.9 10 5.5 65.3 N.D. 72.5 2.8 5.6
引抜汚泥 66.9 435 19 59.4 85.6 N.D. 80.2 2.1 4.5
返送汚泥 13 97.6 50 17.4 180.5 N.D. 4.4 2.1 4.4
曝気槽前段表層水 7.5 55.8 29 13.8 65.4 N.D. 5.2 2.4 3.8
曝気槽後段表層水 8.2 58.8 32 13.3 94 N.D. N.D. 1.7 2.9
二次処理水 0.4 3.65 12 11.5 192.2 N.D. N.D. 1.9 3.5
放流水 0.4 2.98 13 7.0 153.5 N.D. 5.5 2.1 3.3

流入水 1.7 48.3 19 3.9 15.1 N.D. n.a. 1.1 2.5
返流水 0.5 4.30 11 2.7 49.1 N.D. 8.4 2.8 5.8
初沈処理水 1.0 36.7 18 3.8 19.3 N.D. n.a. 1.8 4.5
引抜汚泥 24 197 33 17.2 20.3 N.D. 43.7 7.9 10.4
返送汚泥 4.2 56.1 46 31.1 257 N.D. 24.8 15 16.5
曝気槽前段表層水 2.4 37.8 25 8.1 26.6 N.D. 6.8 9.5 13.9
曝気槽後段表層水 1.2 27.5 25 N.D. 6.0 N.D. N.D. 7.9 18
二次処理水 N.D. 1.56 11 N.D. 15.3 N.D. 5.8 2.6 6.8
放流水 N.D. 1.25 13 N.D. N.D. N.D. 1.5 3.4 7.4
放流水 0.2 1.37 12 N.D. 22.2 N.D. 5.6 2.6 6.6

定量下限値 0.1 1 0.01 1 2 4 2 0.1 0.4

冬季調査

夏季調査

表 3-3 各処理工程におけるエストロゲン様物質の分析結果 
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エストロゲン様活性が高い地点について各調査地

点の周辺状況を確認したところ、都市部を通過する

地点が多かった。また、エストロゲン様活性の寄与

物質とその寄与率を推定するため、遺伝子組み換え

酵母法，化学分析ともに値が検出された17地点につ

いて、各物質に比活性値を乗じてE2換算濃度に換算

した値と、遺伝子組み換え酵母法のエストロゲン様

活性値を比較した。その結果、図3-6に示すように、

エストロゲン様活性の主要な寄与物質としてE1が占

める場合が多かった。このため、生活系排水の寄与

が大きいと考えられるとともに、処理場の放流水と

同様の傾向であることから、下水放流水由来のエス

トロゲン様活性が河川水において大きな割合を占め

ていることも推測される。 
(2) 全国一級河川調査結果と流域情報との比較 

上記のように、河川水への生活排水の影響が推測

されることから、エストロゲンの排出源と考えられ

る生活系排水に関する各河川の流域情報を整理し、

エストロゲン様活性との関係を調べた。その結果を

図3-7に示す。流域人口密度とエストロゲン様活性に

A
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図 3-4 下水処理工程におけるエストロゲン様活性のマスバランス測定結果 

A:最初沈殿池 B:曝気槽 C:最終沈殿池 D:塩素接触槽 

図 3-5 下水処理工程におけるエストロン（E1）のマスバランス測定結果 
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は正の相関がみられ、人口の集中がエストロゲン様

活性に大きく寄与していることがわかった。この結

果は、生活系の排水とエストロゲン様活性の関係が

大きいことを示すものと考えられる。 
次に、生活系排水が処理されることによる効果を

調べるため、汚水処理施設整備人口とエストロゲン

様活性の関係についても検討を行った。その結果、

図3-8に示すように汚水処理施設整備率とエストロ

ゲン様活性との間に明瞭な傾向は確認できなった。

しかしながら、流域人口密度の高い地点（1000人

/km2以上）に注目すると、汚水処理施設整備率が90％
以上と高い場合でもエストロゲン様活性は必ずしも

小さくならないということがわかった。下水処理場

の処理工程では、エストロゲン様活性が中央値で約

80％減少することを３－１－１(3)で述べたが、下水

処理水に含まれる濃度は、河川のそれより1～2桁も

高い値であり、放流先の河川に占める下水処理水の

割合によっては、エストロゲン様活性が上昇すると

推測される。都市部に位置する河川では、水資源の

複雑な運用に伴い、下水処理水などの再生水が河川

年度 水系 地点 最小値 25%値 中央値 75%値 最大値

11 19 114 ND 0.3 0.3 0.9 20

12 8 15 ND 0.3 0.5 0.8 4.4

13 94 112 ND 0.2 0.3 0.5 5.8

合計 94 132 ND 0.2 0.3 0.5 20

表 3-4 全国１級河川におけるエストロゲン様活性の調査結果（単位：ng-E2/L） 

ND:不検出 

図 3-6 河川水試料におけるエストロゲン様活性と化学分析による 

エストロゲン様物質(E1、E2、NP)を理論活性値（E2 換算）との比較 
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図 3-7 河川流域の人口密度と河川水中の 

エストロゲン様活性との関係 

図 3-8 河川流域の汚水処理人口普及率と 

河川水中のエストロゲン様活性との関係 
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に占める割合は非常に高くなっており、河川流量に

占める汚水処理水量の割合が高まっていることが人

口集中地域における河川水のエストロゲン様活性が

高くなる原因として考えられる。 
 
３－１－４ 分画手法を用いたエストロゲン様活性

への寄与物質の同定 

 以上述べてきたように、下水処理水がエストロゲ

ン様活性を有していることを明らかにしてきたが、

エストロゲン様活性の由来についてはいまだ不明な

点も多く残されている。そこで、エストロゲン様活

性の性状把握を目的として、極性の違いを利用した

分画をおこなうこととした。さらに、エストロゲン

作用をもつ成分の特定を試みることとした。 

(1) HPLC を用いた分画分取（３分画） 

 今回検討、改良を加えた HPLC 分画方法は、

Giesy30)らの高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

と順相・逆相カラムとを組み合わせて、内分泌かく

乱化学物質を抽出・分画し各物質濃度を測定する手

法である。本検討ではエストロゲン様活性を主要な

物質にグループ分けをして、試料中のエストロゲン

様活性の性状把握とこれらのグループ間での相互

作用の有無を確認することを目的とした。このため、

Giesy らの方法とは異なり、逆相カラムを用いず順

相カラムと HPLC の組み合わせによりエストロゲン

様活性を大きく３つのグループ分けを行う手法と

した。未分画及び分画試料について、遺伝子組み換

え酵母法によるエストロゲン様活性の測定、及び

LC/MS/MS（E1 及び E2）、GC/MS（NP）を用いた化学

分析を行った。試料としては、図 3-9 に示したよう

に、下水処理水およびその上流と下流の河川水とし

た。 

図 3-10 に示したように、分画操作によりエストロ

ゲン様活性は３つの分画に分離でき、このうち下水

処理場放流水（Ａ、Ｂ処理場）のエストロゲン様活

性はＦ２分画にその多くのエストロゲン様活性が分

離されていた。ただし、このうちＦ２分画のエスト

ロゲン様活性はその半量以上が測定した NP、E1 及び

E2 濃度からの理論活性値では説明できないエストロ

ゲン様活性で占められていた。また、Ｆ２フラクシ

ョンの結果から、下水処理放流水には E1 の他に、E1

と類似した極性のエストロゲン様活性が多量に存在

していることも推定できた。 

そこで、NP、E1 及び E2 に基づいた理論活性値で

は説明の出来ないエストロゲン様活性が分画前後で

どの様に変化しているかを確認するため、エストロ

ゲン様活性値と理論活性値の差を、図 3-11 のように、

各試料、各分画ごとに表記した。 

この結果、各分画に存在している説明の出来ない

エストロゲン様活性の合計値（Ｆ１～Ｆ３の合計値）

と未分画の値には明瞭な差は見られなかった。この

ことは、説明のできないエストロゲン様活性を主要

３物質のグループに分離をしても、エストロゲン様

活性には変化が見られなかったことを表している。

仮に、試料中にこの３グループ間での相乗作用が存

 本　 川

上流地点
　（０ ｋｍ）

　　Ａ処理場
　　（１ｋｍ）

支　川 　　Ｂ処理場
　（１１ ｋｍ） 　　（１０ ｋｍ）

下流地点
　　（１３ ｋｍ）

図 3-9 採水地点の概略図 
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在するのであれば、各分画試料中に存在している説

明の出来ないエストロゲン様活性の合計値は未分画

の値よりも低くなることが予想される。しかし、今

回の調査では分画の前後でこれらの活性値に明瞭な

差が見られなかったことから、３グループ間ではそ

のような顕著な相互作用が説明の出来ないエストロ

ゲン様活性を生じさせている可能性は小さいと考え

られる。ただし、今後多様な試料について同様の調

査を行うとともにデータの収集を行ない、確認する

必要があるものと思われる。また、下水処理水に存

在していた説明の出来ないエストロゲン様活性の由

来把握については、より詳細な分画を行い、その性

状の把握を行う必要があると考えられる。 

(2) 固相カートリッジを用いた分画分取（９分画） 

さらに詳細にエストロゲン様活性の由来を把握す

るため、固相カートリッジによる分画を試みた。ま

ず、図 3-12 に固相カラムを用いた極性分画手法によ

って分画された化学物質の分画結果を示す。NP はＦ

２に殆どが分画されたが、Ｆ３でも僅かに検出され

た。またエストロゲン（E1、E2）や合成エストロゲ

ン（EE2）はＦ４分画のみで検出された。また NPnEO

や NPnEC は鎖長が多くなるにつれて極性の高い分画

に見られ、NPnEO はＦ２～Ｆ７、NPnEC はＦ７～Ｆ９

で確認された。 

次に、下水中に含まれるエストロゲン様活性の性

状について検討を行った結果として、流入下水と放

流水の分画を行った各分画のエストロゲン様活性を

図 3-13 に示す。流入下水及び放流水におけるエスト

ロゲン様活性はＦ２～Ｆ４分画でその殆どが占めら

れおり、Ｆ５分画より極性の高い分画のエストロゲ

ン様活性は殆ど確認できなかった。しかし過去に同

処理場の実験プラントで流入下水の分画を行った図

3-14 の結果では、Ｆ８～Ｆ９分画でもエストロゲン

様活性が確認されたケースも見られた。この結果か

らは、図 3-13 の調査時のエストロゲン様活性の極性

分布が、前日の降雨の影響により晴天時と異なった

ことが要因として考えられた。このため今後は、晴

天時や降雨時についてのデータの蓄積を行い、エス

トロゲン様活性の極性分布の特性把握を進める必要

がある。また図 3-13 の各分画におけるエストロゲン

様活性と E1、E2、NP の理論活性値について比較を行

なった結果、最も高い活性が確認されたＦ４分画は、

流入下水については E2、処理水については E1 の寄

与が大きかった。しかし NP が分画されているＦ２分

画については、NP の理論活性値ではほとんど説明で

きなかった。このような傾向は図 3-14 の調査を行っ

た処理場の実験プラントの結果についても同様であ

った。また E1，E2，NP の３物質の理論活性値で説明

できないエストロゲン様活性はＦ２～Ｆ４分画で大

半を占めていることが確認された。 

ところで、３－１－４(1)において、下水中の主要

３物質の間ではエストロゲン様活性に関してこれら

の相互作用は相加的であることを示した。しかし、

これは下水中の全ての物質間で行なった結果ではな
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いため、実際の試料においては、必ずしも相加的な

関係であるという確証にはならない。今回、実際に

下水中に存在する主要３物質以外の物質の影響も考

慮するため、極性分画を行なった分画試料間での相

互作用の有無を確認することで、複数の物質間での

相互作用・複合作用について検証を行った。 

分画試料Ｆ１～Ｆ９の試料を等量ずつ混合し、全

ての組み合わせ（36 通り）の試料を調整した。この

試料を組み換え酵母法で分析し、相加期待値（各分

画試料のエストロゲン様活性値の合計値）と比較し

た。その結果を図 3-15 に示すが、Ｆ７を加えたケー

スでは組み換え酵母法で測定した値の方が高くなる

傾向が見られ、Ｆ６を加えた系についても若干高く

なる傾向が確認された。その他の組み合わせにおい

ては、概ね理論活性値と測定値の間に差は確認でき

なかった。 

次に、エストロゲン様活性の性状把握を目的とし

て、全国 23 処理場を対象として極性の違いを利用し

た分画を行った結果を図 3-16 に示す。 
夾雑物の多い流入下水の方が分画操作に伴う回収

率が低く、結果として両者を比較した際、２次処理

水の方が全体として高くなる傾向となった。このた

め流入下水の極性分画結果と２次処理水の分画結果

から両者の濃度レベルを比較するには注意が必要で

ある。 

流入下水におけるエストロゲン様活性はＦ２～Ｆ

９にかけて広く検出されたが、その殆どがＦ２～Ｆ

４分画で占められていた。また２次処理水について

は、Ｆ４分画によって殆ど説明できる結果となった。

またこれらの各分画のエストロゲン様活性とその E1、

E2 及び NP の寄与を推定したが、Ｆ４では E1 の理論

活性値の寄与が高く、流入下水では E2 の寄与が大き

い地点も確認された。またこれらの E1、E2、NP で説

明できない不明なエストロゲン様活性について検討

するため、ノニルフェノール関連物質の比活性値に

ついて検討を行ったが、NPnEO、NPnEC のエストロゲ
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図３　　エストロゲン様活性の極性分布
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Ｃ処理場：１月）
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図 3-13 流入下水と放流水の 

各分画エストロゲン様活性 

図 3-14 実験プラント流入下水の 

各分画エストロゲン様活性 
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ン様活性はほとんど確認されず、これらの物質の理

論活性値ではまったく説明はできなかった。今後は

不明なエストロゲン様活性を明らかにするため、エ

ストロゲン抱合体などの未測定物質の寄与について

検討を行なうとともに、HPLC 分画によるさらに詳細

な検討を行っていく必要があるものと考えられた。 

ところで、Ｆ７分画は酵母に対して強い毒性を示

しており、エストロゲン様物質以外に、酵母に対し

て毒性を与える物質の影響が考えられた。またこの

Ｆ７分画は発泡性も確認されたことから、Ｆ７分画

に含まれる物質として界面活性剤に焦点を絞り検討

を行なった。界面活性剤は国内生産量を考慮し、陰

イオン界面活性剤の代表物質として LAS を、非イオ

ン界面活性剤の代表物質としてノニルフェノールエ

トキシレート（NPnEO）を選び、これらの標準物質に

ついて極性分画を行なった。その結果、LAS 及び

NPnEO(n≧5)がＦ６～Ｆ７の分画に含まれることが

確認された。そこでこれらの両物質による影響を確

認するため、標準物質（Ｅ２）20ng/L に界面活性剤

（LAS、NPnEO）を濃度別に添加し、エストロゲン様

活性への影響を調べた。その結果を図 3-17 に結果を

示すが、NPnEO については、エストロゲン様活性に

変化がなく、酵母測定系への影響は殆ど確認されな

かったが、LAS については添加量の増加に伴いエス

トロゲン様活性が高くなる傾向が確認された。LAS

は流入下水では N.D～9.8mg/L 程度含まれている報

告 32)があり、この報告を合わせて考えると LAS の共

存下ではエストロゲン様活性は最大 2.5 倍程度高く

見積もられる可能性が示唆された。 

LAS や NPnEO(n≧5)はエストロゲン様活性がない
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図 3-16 下水中のエストロゲン様活性の極性分画結果と各物質の寄与 
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ため、酵母測定系への誤差要因として働いているも

のと考えられた。このため組み換え酵母法の測定に

あたって下水等を高濃度に濃縮する場合、LAS の分

離除去を検討する必要が生じてくる可能性がある。 

(3) HPLC を用いた分画（多分画） 

これまで述べてきたように、遺伝子組み換え酵母

を用いたエストロゲン様活性と化学物質のエストロ

ゲン作用の比較に分画手法を組み合わせることによ

り、河川水や下水処理水中に含まれるエストロゲン

様活性の原因物質として、天然のエストロゲンであ

るエストロン（E1）の寄与が高いことが明らかにな

った。しかし、検出された活性の一部は機器分析を

行った成分だけでは説明がつかず、更なる原因物質

解明のための検討が課題となった。このため、エス

トロゲン作用を有する標準物質を用いてこれらを分

画できる HPLC 条件の最適化を行った。今回の検討で

は逆相系での分離を検討したため、カラムに導入さ

れた化学物質は極性の高いものから溶出し、極性の

低い化学物質ほど溶出位置が遅くなる。 

検討の結果、図 3-18 に示すようにほぼすべての成

分について分離を行うことができた。E1 と EE2 につ

いては保持時間が近く、完全に分離することはでき

なかったが、各物質の寄与は機器分析の結果と比較

することにより明らかになると思われる。 

この条件を用い、下水処理場の流入下水および二

次処理水の分画を行い、得られた画分のエストロゲ

ン様活性を測定した。その結果、図 3-19 に示すよう

に、いずれの試料においても E1 および E2 の溶出位

置に高いエストロゲン様活性が検出され、特に E1 の

寄与が高いことが実証された。 

また、流入下水においては E1 や E2 より早い保持

時間に活性が検出された。溶出位置から判断すると

E1-S の保持時間に近いため、同物質の寄与が考えら

れる。 

さらに、河川水についてこの分画を適用した結果

を表 3-5 に示す。標準溶液を用いた HPLC 分画手法

では、19 画分（フラクション 19；F19）に E2、21
画分（F21）に EE2、22 画分（F22）に E1、27 画

分（F27）に NP が分取されるのに対し、河川水の

結果では、エストロン（E1）の作用が最も大きいこ

とが明らかとなった。しかし、エストロゲン作用を

有するその他の画分も多数みられることから、不明

な物質が多数あることも判明した。 
 

３－１－５ 環境水中エストロゲン作用への寄与物

質についてのまとめ 

 遺伝子組み換え酵母を用いて測定するエストロゲ

ン様活性と、各種エストロゲン様物質の理論活性値

と濃度から算出されるエストロゲン様活性を比較す

るとともに、分画手法を組み合わせて、環境水中の

エストロゲン作用への寄与が大きい物質を探索した。

その結果、河川水、下水処理水のいずれにおいても、

エストロン（E1）の寄与が最も大きく、次いで17β-

エストラジオール（E2）の寄与が大きいことがわか

った。したがって、環境水中のエストロゲン様活性

を低減するためには、下水処理工程においてE1を低

減させる処理が必要となる。 

 

３－２ エストロゲン様物質の魚類への影響の把握 

３－２－１ エストロゲン様物質のメダカ曝露試験

による影響濃度の把握 

(1) 研究の位置付け 

これまで下水処理水や河川水などについて、国土

交通省によってエストロゲン様物質の実態把握に関

する調査が行われてきた結果、一部にノニルフェノ

ールなどエストロゲン様作用をもつ化学物質の寄与

が比較的大きいと考えられる水域があるものの、多

くの水域では天然エストロゲンであるエストロン

（E1）、17β-エストラジオール（E2）の寄与が相対

的に大きいことが示された。また、本研究において

も、３－１で述べてきたように、河川水や下水処理

水中のエストロゲン作用への寄与は、E1 や E2 が大

きいことを示してきた。 
そこで次に、これら天然エストロゲンのように河

川水や下水処理水など環境水中に存在するエストロ

ゲン様物質が、魚類にどのような影響を与えている

かを把握する必要がある。そのための方法の一つと

して、河川水質自動監視所を活用してメダカなど試

験魚を実際に河川水に曝露する試験法を開発したが、

その試験結果は３－３以降で述べる。これに先立ち、

天然エストロゲンの E1や E2は実際にどの程度の濃

度で試験魚に影響を与えるのかを把握しておくこと

により、河川水や下水処理水中での試験魚に対する

影響におけるこれらエストロゲン様物質の寄与を把

握することが可能となる。 
供試魚としてはメダカを用いた。２－２－１(3)で

述べたように、メダカは内分泌かく乱作用を検出す

るための実験魚としてしばしば用いられているとと

もに、コイと比較すると生態を考慮した厳密な条件

を設定する必要もなく、明確な知見を得やすいと考

えられる。 
影響指標としては、本研究では雌性化の指標とし
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て一般に採用されている雄魚のビテロゲニンを採用

することとした。ビテロゲニンは、肝臓の受容体に

エストロゲンが結合することによって生成される雌

に特有の卵黄タンパク前駆物質である。本来雄には

不要と想定され、通常は生成されないと考えられる

タンパクであるが、エストロゲン投与によって雄魚

もビテロゲニンを生成することから、エストロゲン

作用の影響指標とされている。 

なお、E2 は、ノニルフェノールやビスフェノール

Ａなどエストロゲン様作用が疑われる化学物質での

ビテロゲニン・アッセイにおいて陽性対照物質とし

て用いられるため、曝露濃度が実際の環境水中の濃

度よりもかなり高い場合が多い 33)。そのため、ビテ

ロゲニン誘導の最小作用濃度や最大無作用濃度の把

握を目的として実施された試験（例えば、公比 3 以

下の 5 濃度区以上での曝露試験）の報告例は少ない。

a)溶離液組成 

b)クロマトグラム 

溶離液組成：A 液（0.1%ギ酸水溶液） 

         B 液（0.1%ギ酸/アセトニトリル溶液）

E1：エストロン、E2：17β-エストラジオール、E3：エストリオール、E1-S：E1 硫酸抱合体化物、

E2-monoS：E2 硫酸抱合態化物、E3-monoS：E3 硫酸抱合態化物、NP：ノニルフェノール 
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図 3-18 HPLC を利用した標準物質の分画結果 

a)流入水

b)二次処理水

図##　HPLCを利用した下水試料の極性分画
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また E1 については、陽性対照物質としての使用を

含めて、雄メダカを用いたビテロゲニン・アッセイ

の報告例はほとんど無いのが実情である。 
そこで、雄メダカを用いた環境水での曝露試験結

果の評価のための基礎的知見を蓄積することを目的

として、E2 および E1 を被験物質として、雄ヒメダ

カの成魚を用いた実験室内での曝露試験（ビテロゲ

ニン・アッセイ）を行い、肝臓中のビテロゲニン濃

度から両物質の最小作用濃度、最大無作用濃度、曝

露期間と肝臓中のビテロゲニン濃度の関係について

検討することとした。 
(2) 試験環境 

試験液中の E2 濃度の測定結果を表 3-6 に示した。

設定濃度 5.0、12.6、31.6、79.5 および 200ng/L の

各試験液中の平均 E2 濃度は、5.0、13.6、34.5、87.9
および 191ng/L であった。助剤区の濃度は<0.5ng/L

であった。各試験区の平均実測濃度は設定濃度の 96
～111％であったことから、試験結果の解析には設定

濃度を用いた。 
また、試験液中の E1 濃度の測定結果を表 3-7 に

示した。設定濃度 5.0、12.6、31.6、79.5 および

200ng/L の各試験液中の平均エストロン濃度は、5.0、
13.6、34.5、87.9 および 191ng/L であった。助剤区

の濃度は<0.2ng/L であった。各試験区の平均実測濃

度は設定濃度の 97～109％であったことから、試験

結果の解析には設定濃度を用いた。 
曝露期間中の各曝露区における水温は、水温条件

の 24±1℃以内の範囲にあった。また、pH や DO にも

異常はなかった。このように、曝露期間を通して設

定条件における適正範囲を維持しており、試験結果

に影響を及ぼす要因はなかったと考えられる。 
(3) 曝露メダカの性状 

試験
開始

第2週
試験
開始

第2週
分離
物質

Test 4 Test 4
石原 石原

エストロゲン活性 (ng/L-E2) 14.77 8.38 F1 (ng/L-E2) ND ND

E2 (ng/L) ND Tr(2.3) F2 ND ND
E1 14.8 9.3 F3 ND ND
EE2 ND ND F4 ND ND
E3 3.1 Tr(1.1) F5 ND ND

E1-S (ng/L) 0.2 Tr(0.1) F6 ND Tr(0.12)
E2-S 2 2.2 F7 ND ND
E3-S 3.1 3.7 F8 ND ND
E2-diS 93.7 77.7 F9 ND ND

E2-S&G ND ND F10 ND ND
E1-G 1.6 0.8 F11 ND Tr(0.09)
E2-G Tr(1.6) Tr(1.5) F12 ND ND
E3-G 2.8 ND F13 ND Tr(0.10)
NP (µg/L) 0.1 ND F14 ND ND

NP1EO (µg/L) 0.2 0.16 F15 ND ND
NP2EO 0.19 Tr(0.10) F16 ND ND
NP3EO ND ND F17 ND ND
NP4EO 1.6 1.09 F18 ND ND

NP5EO Tr(0.05) Tr(0.05) F19 0.645 Tr(0.89) E2
NP6EO ND ND F20 0.148 Tr(0.10)
NP7EO ND ND F21 ND ND EE2
NP8EO ND ND F22 7.375 4.760 E1
NP9EO ND ND F23 0.305 Tr(0.18)

NP10EO ND ND F24 ND ND
NP11EO ND 0.31 F25 ND Tr(0.09)
NP12EO ND ND F26 ND Tr(0.07)
NP13EO ND ND F27 ND ND NP

NP14EO ND ND F28 ND ND
NP15EO ND ND F29 ND ND
NP1EC (µg/L) 0.506 0.49 F30 ND ND
NP2EC 0.484 0.519 F31 ND ND
NP3EC 0.511 0.519 F32 ND ND

NP4EC 0.239 0.215 F33 ND ND
NP5EC 0.108 0.89 F34 ND ND
NP6EC 0.04 0.027 F35 ND ND
NP7EC 0.015 0.012 F36 ND ND

NP8EC 0.016 Tr(0.009) F37 ND -
NP9EC 0.015 Tr(0.005) F38 ND -
NP10EC 0.01 Tr(0.004) F39 ND -

ND ： 検出下限値未満 ND ： 検出下限値(0.1 ng/L-E2)未満
Tr ： 検出下限値以上，定量下限値未満 Tr ： 検出下限値以上定量下限値(0.2 ng/L-E3)未満

表 分 法 用結果 （ 原 視所）
           左：エストロゲン活性総量と機器分析結果，右：分画ごとのエストロゲン活性表 3-5 HPLC により分画した河川水のエストロゲン様活性 
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曝露期間を通して死亡個体は見られなかった。ま

た、曝露期間を通して行動および外観に異常が認め

られた個体は見られなかった。 

曝露前および一定曝露期間後に肝臓中ビテロゲニ

ン分析に供した個体の平均全長は 24.7～28.8mm、平

均体重は 281～450mg であった。肝指数の平均値は

1.4～2.7％の範囲にあった。 

(4) E2 での曝露期間中のビテロゲニン濃度 

E2 での曝露期間における肝臓中のビテロゲニン

濃度を図 3-18 に示す。また各濃度区におけるビテロ

ゲニン濃度の経時変化を図 3-19 に示す。なお、定量

下限値未満のデータは、定量下限値の 1/2 の

0.5ng/mg として記載した。 
対照系である助剤区のビテロゲニンは、曝露期間

を通してすべての個体が 1ng/mg 未満であった。E2
曝露では、各曝露期間とも、E2 濃度に依存して肝臓

中ビテロゲニンが高くなる傾向がみられた。また各

E2 濃度区でも曝露期間に依存してビテロゲニンが

高くなる傾向がみられた。E2 濃度が最も低い

5.0ng/L では、各曝露期間においてビテロゲニンが

定量下限（1ng/mg）未満の個体もみられたが、ビテ

ロゲニンが 1ng/mg 以上の個体数は、曝露 2 日後が

1 個体、7 日後が 3 個体、14 日後が 8 個体と曝露期

間に依存して増加する傾向にあった。 
表 3-8、表 3-9、および表 3-10 には統計学的な検

定の結果を示す。曝露期間毎に見ると、対照試験区

に対しては 12.6ng/L 以上の E2 の曝露により、曝露

2 日後以降で有意差が見られた。曝露 14 日後には、

5.0ng/L 区でも有意差が認められた。曝露濃度間の

検定結果でも多くの濃度間で有意差が見られたこと

から、発現するビテロゲニン濃度は E2 曝露濃度に

依存することが示唆される。ただし、隣接濃度間で

は有意差は見られず、図 3-18 からは 79.5ng/L と

200ng/L の曝露によるビテロゲニン生成量はあまり

変わらないようである。曝露濃度毎に見ると曝露日

数間にも有意差が見られた。特に、曝露 2 日後と曝

露 14 日後との間には全曝露濃度で有意差が見られ、

曝露期間が長くなるとビテロゲニンの生成が増加す

ることが示唆される。ただし、図 3-19 からもわかる

ように、その増加割合は減少しているようである。 
(5) E2 による曝露後の清水飼育期間中のビテロゲニ

ン濃度 

31.6ng/L および 200ng/L の E2 で 14 日間曝露し

た後に希釈水で飼育した場合の肝臓中のビテロゲニ

ン濃度の経時変化（E2 での曝露 2 日後から曝露後の

飼育 14 日後まで）を図 3-20 に示す。 

設定濃度 実測濃度(ng/L) 平均 
(ng/L) 0 日目 7 日目 14 日目  
助剤区 <0.5 <0.5 <0.5  

5.0 5.6 5.1 4.4 5.0 
12.6 15.5 13.4 11.9 13.6 
31.6 37.7 32.1 33.6 34.5 
79.5 95.0 80.8 n.a 87.9 
200 212 180 182 191 

* 14 日目の 79.5 ng/L 区は、ELISA 測定において吸光度が検量線の定量範
囲外になったため欠測とした。 

 

表 3-6 試験液中の 17β-エストラジオール（E2）濃度 

設定濃度 実測濃度(ng/L) 平均 
(ng/L) 0 日目 7 日目 14 日目  
助剤区 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 

5.0 4.5 5.8 5.6 5.3 
12.6 12.0 14.0 14.1 13.4 
31.6 25.0 33.1 34.4 30.8 
79.5 83.3 87.2 90.0 86.9 
200 180 201 234 205 

 

表 3-7 試験液中のエストロン（E1）濃度 
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前述のように E2 での曝露により曝露期間にビテ

ロゲニンは上昇し、曝露 14 日後（曝露後の飼育 0
日目）のビテロゲニンは 31.6ng/L 曝露群で平均

1810ng/mg、200ng/L 曝露群で 14400ng/mg となっ

た。この E2 での曝露後に E2 を含まない希釈水（脱

塩素水道水）に移行したことにより、31.6ng/L 曝露

群ではビテロゲニンが飼育 7 日後には 378ng/mg、
14 日後には 167ng/mg と E2 での曝露 2 日後と同程

度まで低下した。200ng/L 曝露群でも、E2 曝露後の

飼育 7 日後には 6170ng/mg、14 日後は 4080ng/mg
となり、31.6 ng/L 曝露群と同様に肝臓中のビテロゲ

ニンは、E2 での曝露 2 日後と同程度まで低下した。

ただし、このレベルは曝露開始時（助剤区の 0day）
よりは高いレベルであった。このように、ビテロゲ

ニンの生成濃度は曝露期間により増加するもののそ

の増加割合は減少していくこと、79.5ng/L 区と

200ng/L 区でのビテロゲニン生成濃度があまり変わ

らなかったこと、曝露をやめるとビテロゲニンの生

成は徐々に収まっていくことを併せて考えると、エ

ストロゲンの曝露によってメダカの肝臓中にビテロ

ゲニンは蓄積し、その生成濃度はある程度の曝露濃

度までは曝露濃度に比例する（おそらくは最高速度
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が存在する）こと、エストロゲンの曝露をやめると

蓄積していたビテロゲニンが代謝によって減少して

いく（おそらくはビテロゲニン残存量に比例した速

度で）ことが推定される。これは生物学における一

般的な反応速度論とも矛盾しない。 
(6) E1 での曝露期間中のビテロゲニン濃度 

E1 での各曝露濃度における肝臓中のビテロゲニ

ン濃度を図 3-21 に示す。また各濃度区におけるビテ

ロゲニン濃度の経時変化を図 3-22 に示す。なお、定

量下限値未満のデータは、定量下限値の 1/2 の

0.5ng/mg として記載した。 
助剤区のビテロゲニンは、曝露期間を通してすべ

ての個体が定量下限（1ng/mg）未満であった。また、

5.0ng/L 区および 12.6ng/L 区も、5.0ng/L 区の曝露

3 日後で 1 個体が 1.0ng/mg であった以外は、すべて

の個体が曝露期間を通して肝臓中のビテロゲニンは

定量下限未満であった。31.6ng/L 区では、曝露 3 日

後は 10 個体がすべて定量下限未満であったが、曝露

7 日後および 14 日後は 10 個体のうち各 4 個体が

1.0ng/mg 以上のビテロゲニンを示し、平均値でみる

と曝露 14 日後がやや高かった。79.5ng/L 区および

200ng/L 区では曝露期間に依存して肝臓中ビテロゲ

ニンが高くなる傾向がみられた。経時的にみると、

31.6ng/L 以上の濃度区では、曝露時間に依存して肝

曝露濃度
5.0ng/L 12.6ng/L 31.6ng/L 79.5ng/L 200ng/L

曝露1日後 vs 曝露2日後 - - -
曝露1日後 vs 曝露4日後 - - -
曝露1日後 vs 曝露7日後 - - * -
曝露1日後 vs 曝露14日後 - * - ** -
曝露2日後 vs 曝露4日後 - - -
曝露2日後 vs 曝露7日後 *
曝露2日後 vs 曝露14日後 ** ** ** ** **
曝露4日後 vs 曝露7日後 - - -
曝露4日後 vs 曝露14日後 - - -
曝露7日後 vs 曝露14日後 * *

表 3-10 E2 曝露濃度ごとのビテロゲニン濃度の E2 曝露日数間の検定結果 

※シェッフェの多重比較検定を用いた。(*:p<0.05,**:p<0.01) 

曝露1日後 曝露2日後 曝露4日後 曝露7日後 曝露14日後
5.0ng/L - - **
12.6ng/L * ** ** **
31.6ng/L - ** - ** **
79.5ng/L ** ** ** ** **
200ng/L - ** - ** **

表 3-8 E2 曝露によるビテロゲニン濃度の対照区に対する検定結果 

※スティールの多重比較検定を用いた。(*:p<0.05,**:p<0.01) 

曝露2日後 曝露7日後 曝露14日後
5.0ng/L vs 12.6ng/L
5.0ng/L vs 31.6ng/L *
5.0ng/L vs 79.5ng/L ** ** **
5.0ng/L vs 200ng/L ** ** **
12.6ng/L vs 31.6ng/L
12.6ng/L vs 79.5ng/L ** * *
12.6ng/L vs 200ng/L ** ** **
31.6ng/L vs 79.5ng/L
31.6ng/L vs 200ng/L * * *
79.5ng/L vs 200ng/L

表 3-9 E2 曝露によるビテロゲニン濃度の E2 曝露濃度間の検定結果 

※シェッフェの多重比較検定を用いた。(*:p<0.05,**:p<0.01) 
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臓中のビテロゲニンも増加する傾向がみられた。こ

のような傾向は E2 を曝露した場合とほぼ同様であ

る。 
表 3-11、表 3-12、および表 3-13 には統計学的な

検定の結果を示す。曝露期間毎に見ると、対照試験

区に対しては 79.5ng/L 以上の E1 の曝露により、曝

露 3 日後以降で有意差が見られた。31.6ng/L 以下の

濃度区では各曝露期間とも対照試験区との間に有意

差は認められなかった。また、有意差が認められる

曝露濃度は曝露期間による違いはなかった。ビテロ

ゲニンの生成が見られた曝露濃度間の検定結果では

曝露 14 日後では全ての濃度間で有意差が見られた

ことから、図 3-21 で見られる傾向同様、ビテロゲニ

ンの生成量は曝露濃度に依存すると考えられる。曝

露濃度毎に見ると 200ng/L の曝露濃度の場合のみ曝

露日数間に有意差が見られた。統計的には有意では

ないが、図 3-22 からは 31.6ng/L 以上の曝露濃度で

曝露期間が長くなるとビテロゲニンの生成が増加す

る傾向が見られた。 
このように、E1 曝露によるビテロゲニンの生成は

E2 曝露の場合と傾向が似ており、曝露濃度が高くな

り曝露期間が長くなるとビテロゲニンの生成量が増

加する傾向にあることがわかった。 
(7) E2 および E1 の作用濃度 

室内曝露試験から得られた 17β-エストラジオー

ル（E2）およびエストロン（E1）における雄ヒメダ

カ成魚でのビテロゲニン誘導の最小作用濃度および

最大無作用濃度を表 3-14 に示す。ここで、曝露期間

ごとに肝臓中のビテロゲニン濃度に助剤区と有意差

が認められた最も低い濃度（設定濃度）を最小作用

濃度、有意差が認められなかった最も高い濃度を最

大無作用濃度とした。 
雄メダカの肝臓中のビテロゲニンを上昇させる

E2 の最小作用濃度は、2 および 7 日間の曝露期間で

12.6ng/L、14 日間で 5.0ng/L であった。最大無作用

濃度は、それぞれ 5.0ng/L、<5.0ng/L であった。一

方、E1 の最小作用濃度は、3、7 および 14 日間の曝

露期間とも 79.5ng/L、最大無作用濃度は 31.6ng/L
であった。 

E2 の最大無作用濃度から、実際の河川水や下水処

理場を対象とした曝露試験（現地での曝露試験）で

雄ヒメダカの肝臓中ビテロゲニンをバイオマーカー

とした場合、環境水の E2 濃度が 5ng/L 以下のレベ

ルであっても、曝露期間を 14 日間またはそれ以上と

すれば、メダカ（魚類）の肝臓中ビテロゲニンは上

昇するが、E1 では 30ng/L 程度では 14 日間の曝露

では肝臓中のビテロゲニンの有意な上昇がみられな

いと予想されることが分かった。 
なお、E2 については曝露日数により最大無作用濃

度、最小作用濃度が異なっていたことから、ビテロ

ゲニンの生成には濃度だけではなく、曝露期間や合

計曝露量が関連している可能性がある。河川水のよ

うにエストロゲン様物質の濃度が変動する環境にお

いては、この点に留意して魚類への影響を考慮する

必要があると考えられる。 
(8) 肝臓中ビテロゲニン測定の環境水での曝露試験

図 3-20 E2 での曝露期間およびその後の希釈水での飼育期間のビテロゲニン濃度 
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への適用可能性 

表 3-14 に示した E2 の最小作用濃度は、人為的に

濃度設定された曝露試験における一定の段階的な設

定濃度から推定されたものである。現地での曝露試

験においても、一定期間（例えば 14 日間）の曝露後

に供試した雄メダカのビテロゲニンを測定して、コ

ントロール群（ネガティブ・コントロール又はイニ

シャル・コントロール）と有意差検定することによ

って、試験対象とした環境水中のエストロゲン様活

性がビテロゲニンを上昇させたか否かを推定できる。

もちろん、環境水のエストロゲン様物質は多く存在

し、濃度範囲やその時間変動に関する知見はないた

めに、この方法で特定の物質による影響を把握する

ことは困難であるが、環境水総体としてのエストロ

ゲン様活性は E2 換算で示すことができることから、

雄の魚類からビテロゲニンが生成している際の最低

エストロゲン様物質の濃度レベルを推定することが

できると考えられる。加えて、曝露レベルと応答ビ

テロゲニンのレベルとの関連が見られれば、ビテロ

ゲニンの測定により、環境水中のエストロゲン様物

質の濃度を見積もることができると考えられる。 
そこで、E2 濃度と肝臓中ビテロゲニン濃度の関係
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図 3-21 E1 曝露による肝臓中ビテロゲニン濃度 

0.1

1

10

100

1000

10000

100000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Exposure days

V
it

e
llo

ge
n
in

 c
o
n
c
. 
(n

g/
m

g-
liv

e
r)

S.Control 5ng/L
12.6ng/L 31.6ng/L

79.5ng/L 200ng/L

図 3-22 E1 曝露による肝臓中ビテロゲニン濃度の経時変化 
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を定量的に比較することをおこなった。E2 曝露にお

ける E2 濃度と曝露 14 日後における肝臓中ビテロゲ

ニンの関係を図 3-23 に示す。肝臓中のビテロゲニン

と環境水中の E2 濃度の関係を推定するためには両

者の関係を線形化する必要がある。ここでは E2 濃

度（ｘ）とビテロゲニン（ｙ）の対数変換値を一次

回帰直線に当てはめることによって両者の関係式を

求めた。すなわち、肝臓中のビテロゲニン（ｙ）と

E2 の曝露濃度（ｘ）の関係は次式により近似した。

なお、肝臓中のビテロゲニンには上限濃度レベルが

あり、定量下限も存在することから、今回の試験に

おける最高濃度である 200ng/L の E2 濃度に対応す

るビテロゲニンの濃度データは除外し、残りの 5.0
～79.5ng/L の範囲での近似式を求めることとした。 

Log（ｙ）＝ ａ･ Log（ｘ）＋ｂ 
すなわち、 

ｙ ＝ Ｂ･ｘａ （ただし、Ｂ＝10ｂ） 
このように得られた近似式（ｙ＝0.000827ｘ3.26）

からは、曝露 14 日後に雄ヒメダカにある濃度のビテ

ロゲニンを誘導させる E2 濃度を推定できる。例え

ば、雄ヒメダカの肝臓中に 5ng/mg、10ng/mg、
100ng/mg のビテロゲニンを誘導させる E2 濃度は、

それぞれ 7.1ng/L、8.8ng/L、17.9ng/L と算出するこ

とができる。 
なお、E2 のメダカに対する影響濃度に関する既往

知見は少ないが、フルライフサイクル試験（受精卵

から 2 世代に渡る曝露試験）の結果、受精卵から連

続的に曝露した F0 世代において、ふ化後 60 日齢で

曝露3日後 曝露7日後 曝露14日後
5.0ng/L
12.6ng/L
31.6ng/L
79.5ng/L ** ** **
200ng/L ** ** **

表 3-11 E1 曝露によるビテロゲニン濃度の対照区に対する検定結果 

※スティールの多重比較検定を用いた。(*:p<0.05,**:p<0.01) 

曝露濃度
5.0ng/L 12.6ng/L 31.6ng/L 79.5ng/L 200ng/L

曝露3日後 vs 曝露7日後
曝露3日後 vs 曝露14日後 **
曝露7日後 vs 曝露14日後 *

表 3-13 E1 曝露濃度ごとのビテロゲニン濃度の E1 曝露日数間の検定結果 

※シェッフェの多重比較検定を用いた。(*:p<0.05,**:p<0.01)

被験物質 曝露期間 
(day) 

最大無作用濃度 
(ng/L) 

最小作用濃度 
(ng/L) 

17β-エストラジオール 2 5.0 12.6 
 7 5.0 12.6 
 14 <5.0 5.0 

エストロン 3 31.6 79.5 
 7 31.6 79.5 
 14 31.6 79.5 

 

表 3-14 17β-エストラジオール（E2）とエストロン（E1）によるメダカビテロゲニン誘導の作用濃度 

曝露3日後 曝露7日後 曝露14日後
31.6ng/L vs 79.5ng/L * * *
31.6ng/L vs 200ng/L ** ** **
79.5ng/L vs 200ng/L *

表 3-12 E1 曝露によるビテロゲニン濃度の E1 曝露濃度間の検定結果 

※シェッフェの多重比較検定を用いた。(*:p<0.05,**:p<0.01) 
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雄の生殖腺（精巣）に精巣卵を生じさせた E2 の最

小 作 用 濃 度 は 27.9ng/L （ 最 大 無 作 用 濃 度 は

8.66ng/L）、また統計学的に有意とは言えないが

8.66ng/L でも 1 個体で精巣卵がみられたとの報告

34)がある。本研究の E2 曝露試験の結果から推定し

た曝露 14 日後に 5ng/mg または 10ng/mg のビテロ

ゲニンを誘導させる E2 濃度は、フルライフサイク

ル試験において雄メダカの生殖腺に精巣卵を生じさ

せた濃度 34)と同程度であったことから、現地での曝

露試験において曝露 14 日後の肝臓中ビテロゲニン

が 5ng/mg を超えたか否かを指標とすることによっ

て、間接的かつ平均的な曝露状況の評価になるもの

の、試験対象とした環境水中のエストロゲン様物質

が魚類（メダカ）の生殖腺に影響を与えるレベルで

あったか否かも評価可能であることを示唆している。 
ただし、曝露後のビテロゲニンから魚類影響の程

度を評価する場合は、試験に曝露前の肝臓中ビテロ

ゲニンが十分に低い雄メダカ（例えば定量下限未満）

を用いる必要がある。また、メダカの系統、供試前

の飼育環境、月齢などによっても、E2 に対する感受

性や反応性が異なることも考えられるため、曝露試

験に用いる雄メダカの統一、あるいは供試する雄メ

ダカを用いた E2 での曝露試験結果（E2-ビテロゲニ

ンの作用曲線）による評価基準の補正などが必要に

なると考えられる。 
(9) エストロゲン様物質のエストロゲン作用強度 

３－２－１(8)での E2 での手法と同様の方法で、

エストロン（E1）について、曝露試験の結果から曝

露 3、7 および 14 日後における曝露濃度（ビテロゲ

ニンが定量下限以上であった 31.6～200ng/L）と肝

臓中ビテロゲニンの関係を近似式（ｙ ＝ ｂ･ｘａ）

として求めた。また、17β-エストラジオール（E2）
についても、曝露 14 日後のデータに加え、曝露 2、
7 日後における曝露濃度（5～72.9ng/L）とビテロゲ

ニンの関係の近似式を求めた。その結果を図 3-24 と

図 3-25 に示す。ここで得られた E1 濃度および E2
濃度とのビテロゲニンの関係近似式により、各直線

の中央付近にある 10、50 および 100ng/mg のビテロ

ゲニンを誘導する E1および E2濃度をそれぞれ算出

し、表 3-15 に示した。 
各曝露期間において各ビテロゲニンを誘導する

E2 濃度に対する E1 濃度の比（E2 濃度／E1 濃度）

を表 3-16 に示す。E2 濃度に対する E1 濃度の比は、

E2 に対する E1 のビテロゲニン誘導に関する相対的

な強度を示していると考えられる。したがって、雄

ヒメダカにおける肝臓でのビテロゲニン誘導を指標

にした場合、エストロンの持つエストロゲン作用は

17β-エストラジオールの 0.18～0.26 倍の強さと推

定された。これら近似式の傾きが一定ではないこと

からこのような比較には場合分けが必要な可能性も

あるが、この手法は他の物質にも適用できると考え

られる。このため、環境水中の魚類にビテロゲニン

y = 0.00827x3.26

(R2 = 0.90)
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図 3-23 曝露 14 日後の E2 濃度と肝臓中ビテロゲニンの関係 
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の生成が見られた場合、エストロゲン様活性を有す

る個々の物質の濃度と対 E2 エストロゲン作用強度

を把握できれば、環境水においてエストロゲン作用

を発現させる個々の物質の寄与度がわかるために、

エストロゲン作用を低減させるための対策を考案す

ることも容易になると考えられる。 
 

３－２－２ エストロゲン様物質のメダカ曝露試験

における水温の影響 

(1) 研究の位置付け 

 １－４で述べたように、コイの曝露試験において

は、コイの生態を理解した上での試験が重要であっ

た。メダカの曝露試験においても同様に生態を理解

した上での条件設定は重要であるが、メダカの場合

には生殖活動に関するサイクルがコイよりはるかに

短いこと、また、人為的にある程度生殖状況をコン
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図 3-24 各曝露期間における 

肝臓中ビテロゲニンと E1 濃度の関係 

図 3-25 各曝露期間における 

肝臓中ビテロゲニンと E2 濃度の関係 

ビテロジェニン濃度 VTG を誘導する E1 濃度 (ng/L) 

(ng/mg-liver) 曝露 2 日後 曝露 7 日後 曝露 14 日後 

10 71.7 52.0 49.0 
50 117 80.8 68.6 

100 145 97.6 79.2 

ビテロジェニン濃度 VTG を誘導する E2 濃度 (ng/L) 

(ng/mg-liver) 曝露 3 日後 曝露 7 日後 曝露 14 日後 

10 16.3 11.5 8.8 
50 28.2 20.0 14.5 

100 35.7 25.3 17.9 

 

表 3-15 メダカビテロゲニンを誘導する E1、E2 曝露濃度 

ビテロジェニン濃度 E1 の作用強度（E1 濃度/E2 濃度） 
(ng/mg-liver) 曝露 2-3 日後 曝露 7 日後 曝露 14 日後 

5 0.23 0.22 0.18 
10 0.24 0.25 0.21 

100 0.25 0.26 0.23 
 

表 3-16 E1 の E2 に対する相対的なエストロゲン作用強度 
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トロールすることも可能であるために、曝露試験に

おいてはメダカの月齢を揃える等の条件整理がして

あればよい。むしろ、ビテロゲニンの生成に関し、

影響が大きい因子があれば、その影響を把握してお

くことが望ましい。メダカの曝露試験においては、

水温がビテロゲニンの生成に影響を与えると考えら

れるため、曝露温度を変えた場合のビテロゲニンの

生成状況についても確認を行うこととした。 

(2) 試験環境 

曝露 0 日目および曝露 2、7 および 14 日後に各曝

露区から採取した試験液中の E1 濃度の測定結果と

しては、16～24℃区の試験液中の E1 濃度は、曝露期

間を通して 49～56ng/L の範囲にあり、設定濃度

（50ng/L）の 97～111%、試験液調製における E1 添

加濃度（55ng/L）の 89～101%を維持していた。一方、

28℃区の E1 濃度には経時的な漸減傾向がみられ、曝

露 7 日後および 14 日後の濃度（42.8 および

29.7ng/L）は、他の曝露区の 80%および 55%程度と低

かった。再測定により分析誤差ではないことを確認

していることから、試験水の水温に依存的に試験水

槽内でのバクテリア等による E1 の分解が促進され、

結果として最も水温が高い 28℃区で顕著な濃度低下

が生じた可能性が考えられる。 

曝露期間中の各曝露区における平均水温は、各曝

露区とも水温条件の±0.5℃以内であった。曝露期間

中の変動範囲も、16℃区が 15.0～16.4℃、20℃区が

19.1～21.0℃、24℃区が 23.6～24.8℃、28℃区が

27.7～28.6℃、24℃_2 カ月齢区が 23.6～23.8℃と、

いずれの曝露区においても水温条件の±1℃以内を

維持していた。 

曝露期間中の各曝露区における pH は 7.1～7.9 の

範囲にあった。溶存酸素濃度は、5.8mg/L 以上（飽

和度として 70%以上）であった。pH および溶存酸素

飽和度とも、曝露期間を通して OECD 化学品テストガ

イドライン TG203 6)（魚類の急性毒性試験）で試験

環境として推奨される範囲（pH；6.0～8.5、溶存酸

素飽和度; 60%以上）を維持していた。 

以上の結果から、本曝露試験における各曝露区の

水温、pH および溶存酸素濃度は、曝露期間を通して

設定条件または一般的な試験環境における適正範囲

を維持しており、試験結果に影響を及ぼす要因はな

かったと考えられる。 

(3) 曝露メダカの性状 

曝露期間中、28℃区で曝露 6 日後に 1 個体の死亡

がみられた。他の曝露区では、曝露期間を通して死

亡はみられなかった。また、各曝露区とも、曝露期

間を通して行動および外観に異常が認められた個体

はみられなかった。 

曝露 0 日（曝露前）および曝露 2、7 および 14 日

後に各曝露区から取り上げ、肝臓中ビテロゲニン濃

度分析に供した 10 個体の平均全長は、５ヵ月齢のメ

ダカについては 31.7～35.5mm、２ヵ月齢のメダカに

ついては 27.6～29.7mm、平均体重は５ヵ月齢のメダ

カについては 348～515mg、２ヵ月齢のメダカについ

ては 249～280mg であった。5 カ月齢の雄メダカを曝

露に供した 16℃区、20℃区、24℃区および 28℃区の

平均体重には、相対的に水温の低い条件区が大きく、

水温の高い条件区ほど小さい傾向がみられた。 

曝露 0 日および曝露 2、7 および 14 日後に各試験

水槽から取り上げ、肝臓中ビテロゲニン濃度分析に

供した雄メダカの肝指数（10 個体／曝露区の平均）

は 2.0～4.5％の範囲にあった。各曝露区の肝指数は

曝露 0 日（曝露前）から曝露 14 日後にかけてやや低

下する傾向がみられた。また、曝露 0 日および曝露

2、7 および 14 日後とも、水温が低い条件区で肝指

数が大きく、水温が高い条件区ほど肝指数が小さい

傾向がみられた。肝臓採取の観察では、水温が低い

条件区において色調がクリーム色の脂肪を多く蓄積

した肝臓を持つ個体が多くみられた。これはより低

い水温条件下で飼育された個体ほど、基礎代謝量が

小さく餌料から吸収した脂肪の肝臓への蓄積量が多

かったためと考えられる。 

(4) 肝臓中のビテロゲニン濃度 

曝露 0 日（曝露前）、曝露 2，7 および 14 日後に取

り上げた雄メダカ（10 個体／曝露区）の肝臓中ビテ

ロゲニン濃度（各曝露区 10 個体の平均濃度）を図

3-26 に、その経時変化を図 3-27 に示す。 

曝露前のビテロゲニン濃度は、全試験区とも平均

値で 2ng/mg 以下と、低い濃度であった。曝露 2 日後

には平均値の増加が見られた試験区もあったが、依

然として全試験区で 2ng/mg 以下であった。しかし、

曝露 7 日後には平均値で 1.7～10.4ng/mg、曝露 14

日後には 2.4～20.2ng/mg と、ビテロゲニン濃度の増

加が見られた。試験区毎に見ると、16℃区と 20℃区

においては曝露時間とともにビテロゲニン濃度の増

加が見られたが、24℃区と 28℃区では曝露 14 日後

にややビテロゲニン濃度の減少が見られ、24℃_2 カ

月齢区の場合には曝露期間による増加傾向は明確で

はなかった。 

水温の違いによるビテロゲニン濃度については、

図 3-26 や図 3-27 では、３－２－２の E1 や E2 の曝

露濃度による違いのような明確な傾向は見られない。
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そこで、それぞれの曝露期間において、水温による

ビテロゲニン濃度について有意差検定を行った。そ

の結果を表 3-17 に示す。曝露前は、16℃区、20℃区

および 24℃区の各曝露区間には有意差は認められな

かったが、28℃区のビテロゲニンが 16℃区および

20℃区に比べて有意に高かった。曝露 2 日後のビテ

ロゲニンも、28℃区と 16℃区の間には有意差が認め

られた。曝露 7 日後のビテロゲニンは、24℃区が 16℃

区、20℃区および 28℃区に比べて有意に高かった。

曝露 14 日後は、各曝露区間のビテロゲニンに有意差

は認められなかった。このように曝露期間にかかわ

らず飼育水温によるビテロゲニン濃度に差が見られ

たことから、エストロゲン物質で曝露された雄メダ

カのビテロゲニン生成は水温の影響を受けると考え

られる。 

なお、Ishibashi らは、10℃と 30℃の各水温条件

下でキンギョを 17β-エストラジオール（100µg/L）

に曝露した場合に、10℃よりも 30℃において血漿中

のビテロゲニンに急激な増加がみられ、曝露 1、5 あ

るいは 10 日後の血漿中濃度も 30℃での曝露で高く

なったこと報告している 35)。このような水温による

ビテロゲニン濃度の違いは本調査の結果と一致する

ものであった。 

今回の試験においては、水温によるビテロゲニン

の生成に統計的には有意差が見られたものの、明確

な傾向は得られなかった。これは、E1 の曝露濃度が

50ng/L と、最小作用濃度は 79.5ng/L と最大無作用

濃度は 31.6ng/L の間の濃度であったことにも理由

があると思われる。そのために、ビテロゲニン濃度

が定量下限値付近の個体も多く見られ、平均値とし

ては大きな差が出なかったと考えられる。 

24℃_2 カ月齢区では、曝露前からビテロゲニンの
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生成が見られたものの、曝露後にはビテロゲニンの

増加は見られなかった。これは 24℃区とは異なる傾

向であった。このことから、試験に用いるメダカの

月齢の選択は重要であることが示唆される。 

以上のように、エストロゲン様物質のメダカ曝露

試験において、水温や月齢がビテロゲニンの生成に

影響を与えることが示唆された。したがって、下水

処理水や河川水など環境水を試験水とした曝露試験

においてエストロゲン様作用の有無や強さを正確に

評価するためには、供試する雄メダカの月齢を慎重

に選択し、曝露前に適切な飼育条件を設定し、曝露

期間中に水温が大きく変動しないように管理した条

件下で試験を実施することが必要と考えられる。 

 

３－２－３ 餌を通してのエストロゲンのメダカへ

の曝露 

(1) 研究の位置付け 

 魚類が生活空間においてエストロゲン様物質を摂

取するのは、河川水等に溶存している形態が主であ

ると考えられる。しかし、物質によっては餌経由の

摂取も考えられ、エストロゲン様物質についてもそ

の可能性を否定することはできない。そこで、飼育

の際の飼料にエストロゲン様物質を混入させた場合

のエストロゲン作用についても確認試験を行うこと

とした。 

(2) 飼料中および飼育水中の E1 濃度 

0ng/g 区、15ng/g 区、150ng/g 区および 1500ng/g

区用に調製した E1 添加飼料中の E1 濃度の測定結果

を表 3-18 に示す。0ng/g 区用飼料（E1 無添加）中の

E1 濃度は定量下限未満であった。15ng/g 区、150ng/g

区および 1500ng/g 区用に調製した各飼料中 E1 の実

測濃度は、30.0、355 および 2330ng/g であった。こ

れは添加濃度の 1.5～2.3 倍に相当する濃度であっ

た。これは、飼料が固体であることに起因する分析

上の誤差であると考えられる。 

曝露期間中に雄メダカ 1 個体に給餌した 1 日あた

りの給餌量は 7.9～8.7mg/day/ind であり、体重の

1.4%前後であった。 

曝露 2、7 および 14 日後に各曝露区の試験水槽か

ら採取した飼育水中の E1 濃度の測定結果としては、

1500ng/g 区を除く各曝露区では、曝露期間を通して

採取した飼育水中のE1濃度は 0.4ng/L以下であった。

1500ng/g 区では、最大で曝露 2 日目に 1.7ng/L であ

ったが、３－２－１で求めた最大無作用濃度である

31.6ng/L よりもはるかに低い濃度であったため、各

曝露区における曝露期間中の飼育水中の E1 濃度は

低く、雄メダカのビテロゲニン生成に影響を与えな

いレベルにあったと推察される。このため、本試験

における給餌した飼料から飼育水への溶出は無視し

ていいと考えられる。 

(3) 試験環境 

曝露期間中の各曝露区における平均水温は、各曝

露区とも 24±0.3℃以内であった。また、曝露期間

中の変動範囲も、各曝露区とも 24±1℃以内を維持

していた。 

曝露期間中の各曝露区の pH は 7.0～8.0 の範囲に

あった。溶存酸素濃度は、飼育個体数の多かった曝

露開始日が 5.0～5.3mg/L（飽和度として 61～64%）

とやや低かったが、曝露 3 日目以降の飽和度は 65%

以上であった。pH および溶存酸素飽和度とも、曝露

期間を通して OECD 化学品テストガイドライン 

TG203 6)（魚類の急性毒性試験）で試験環境として

推奨される範囲（pH；6.0～8.5、溶存酸素飽和度; 60%

以上）を維持していた。 

表 3-18 飼料中の E1 濃度 

E1 濃度（ng/g） 

飼料 

実測濃度 添加濃度 

0 ng/g 区用 ND 0 

15 ng/g 区用 30.0 16.7 

150 ng/g 区用 355 167 

1500 ng/g 区用 2330 1670 

注）ND は定量下限未満（0.3ng/g 未満）を示す。 

曝露前 曝露2日後 曝露7日後 曝露14日後

16℃区 vs 20℃区

16℃区 vs 24℃区 **

16℃区 vs 28℃区 * *

20℃区 vs 24℃区 *

20℃区 vs 28℃区 *

24℃区 vs 28℃区 *

表 3-17 各曝露期間における水温によるビテロゲニン濃度の検定結果 

※スティール・ドゥワスの多重比較検定を用いた。(*:p<0.05,**:p<0.01) 
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各曝露区の試験水槽への飼育水の供給量（実測流

量）は、曝露期間を通して設定流量（100mL/min、換

水率として 7.2 換水／日）の 99～101%の範囲を維持

していた。 

以上の結果から、本曝露試験における各曝露区の

水温、pH および溶存酸素濃度は、曝露期間を通して

設定条件または一般的な試験環境における適正範囲

を維持しており、試験結果に影響を及ぼす要因はな

かったと考えられる。 

(4) 曝露メダカの性状 

曝露 1 日後に 150ng/g 区、8 日後に 1500ng/g 区で

それぞれ 1 個体の死亡がみられた。他の曝露区では、

曝露期間を通して死亡はみられなかった。また、各

曝露区とも、曝露期間を通して行動および外観に異

常が認められた個体はみられなかった。 

曝露 0 日（曝露前）および曝露 2、7 および 14 日

後に各曝露区から取り上げ、肝臓中ビテロゲニン濃

度分析に供した 10 個体の平均全長は 35.0～37.4mm

の範囲にあった。また、平均体重は 513～666mg の範

囲にあった。 

曝露 0 日および曝露 2、7 および 14 日後に各曝露

区から取り上げ、肝臓中ビテロゲニン濃度分析に供

した個体の肝指数（10 個体／曝露区の平均）は 2.1

～3.0％の範囲にあった。曝露 2、7 および 14 日後と

も各曝露区の肝指数に明確な差異や傾向等はみられ

なかった。 

(5) 肝臓中のビテロゲニン濃度 

曝露 0 日（曝露前）、曝露 2、7 および 14 日後に各

曝露区から取り上げた雄メダカ（10 個体／曝露区）

の肝臓中ビテロゲニン濃度（10 個体の平均）を表

3-19 に示す。0ng/g 区、15ng/g 区および 150ng/g 区

の各曝露区においては、曝露開始後のビテロゲニン

は、全個体が定量下限未満であった。1500ng/g 区で

は、曝露 2 日後以降定量下限以上の個体が出現した

が、平均ビテロゲニンには明瞭な増加傾向はみられ

なかった。 

曝露 2、7 および 14 日後における各曝露区間のビ

テロゲニン濃度について行った有意差検定の結果を

表 3-20 に示す。曝露 2 日後および曝露 7 日後には、

各曝露区間のビテロゲニンに統計学的な有意差は認

められなかった。曝露 14 日後も、0ng/g 区、15ng/g

区および 150ng/g 区の各曝露区間のビテロゲニンに

有意差は認められなかったが、1500ng/g 区のビテロ

ゲニンは、これら 3 曝露区のビテロゲニンよりも有

意に高かった。 

ビテロゲニンの生成が見られた 1500ng/g 区にお

いてもその生成濃度は曝露 14 日後の平均で

2.3ng/mg と低かったが、他の曝露区とは統計学的に

有意差が認められた。したがって、食物からのエス

トロゲン様物質の摂取によるメダカのビテロゲニン

生成はこの濃度レベル以上で発現すると示唆される。 

実際の環境中における魚類がエストロゲン様物質

を摂取する由来を考えると、餌中のエストロゲン様

物質がこの濃度レベルにあるかどうかがわかればよ

VTG 濃度（ng/mg） 曝露区 

曝露 

前 

曝露 

2 日後 

曝露 

7 日後 

曝露 

14 日後 

0ng/g 区 1.0±0.4 ND ND ND 

15ng/g 区 － ND ND ND 

150ng/g 区 － ND ND ND 

1500ng/g 区 － 1.6±2.7 2.1±4.0 2.3±1.9 
注）データは、10 個体の平均±標準偏差を示す。ND は全個体の VTG 濃度が定量下限未満（1.56ng/mg 未満）であったこと

を示す。VTG 濃度が定量下限未満については、平均値の算出に定量下限の半数値を用いた。 

表 3-19 餌の影響調査の曝露試験における雄メダカの肝臓中ビテロゲニン濃度 

曝露2日後 曝露7日後 曝露14日後
0ng/g区 vs 15ng/g区
0ng/g区 vs 150ng/g区
0ng/g区 vs 1500ng/g区 *
15ng/g区 vs 150ng/g区
15ng/g区 vs 1500ng/g区 *
150ng/g区 vs 1500ng/g区 *

表 3-20 各曝露期間における各曝露間のビテロゲニン濃度の検定結果 

※スティール・ドゥワスの多重比較検定を用いた。(*:p<0.05,**:p<0.01) 
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い。過去の研究 36)において、メダカを含め魚類の餌

になると考えられる藻類中のエストロゲン様活性が

最大で 66.8μg/kg-wet(66.8ng/g-wet)であることが

報告されている。この濃度は本研究で影響が見られ

た 1500ng/g よりはるかに低い濃度であるため、環境

中での餌由来のエストロゲン様物質の摂取は無視で

きると考えられる。したがって、３－３および３－

４で述べる河川水や下水処理水でメダカを飼育して

エストロゲン様物質によるビテロゲニンの生成を調

べる試験においては、餌からの摂取を考慮する必要

はなく、試験水中に溶存しているエストロゲン様物

質とビテロゲニンの生成との関係について考察すれ

ばよいことになる。 

 

３－２－４ メダカのビテロゲニン生成を促すエス

トロゲン濃度についてのまとめ 

 メダカをエストロン（E1）や 17β-エストラジオ

ール（E2）に曝露させてビテロゲニンが生成する濃

度を調査したところ、E1 や E2 が雄メダカのビテロ

ゲニン生成を引き起こす作用濃度は、14 日間の曝露

での最小作用濃度がそれぞれ 79.5ng/L と 5.0ng/L、最
大無作用濃度がそれぞれ 31.6ng/L と<5.0ng/L であっ

た。また、これらエストロゲンの濃度の対数と生成

したビテロゲニンの濃度の対数には直線関係があっ

た。このため、環境水中においても同様の関係が得

られれば、エストロゲンの濃度やエストロゲン様活

性を魚類の雌性化の兆候であるビテロゲニンの生成

を推測する指標として用いることができる。 
 ビテロゲニンの生成における水温の影響を調査し

たところ、飼育する水温によりビテロゲニンの生成

には統計的な有意差が見られたため、環境水中の調

査においては水温の制御が重要であることが示唆さ

れた。エストロゲンを含む餌を用いた調査ではビテ

ロゲニンの生成に大きな影響が見られなかったため、

魚類がエストロゲンを摂取する経路としては、水中

に溶存しているエストロゲンがほぼ唯一の経路であ

ると考えられる。 

 

３－３ 河川水のメダカ曝露試験 

３－３－１ メダカ現地曝露試験法の開発 

(1) 研究の位置付け 

エストロゲン様物質による魚類の雌性化について、

その影響要因を特定するには、河川において魚類曝

露試験をおこない雌性化が発生するか否かを判定す

る、雌性化を発生させた河川水を詳細に調べて原因

物質を特定する、さらにその疑わしい物質を用いた

室内での魚類曝露試験を実施して最小作用濃度を明

らかにすることが必要である。室内実験で最小作用

濃度は既に明らかにしてきたので、実際の環境水に

おいてのエストロゲン様物質の濃度レベルとビテロ

ゲニン生成との関係を明らかにするステップが次に

必要となる。 
河川での魚類曝露試験では、性状変化の少ない新

鮮な河川水を用いることが必要となる。そこで、本

研究に先立ち、水質自動監視所を活用して新鮮な河

川水を用いる魚類試験装置を考案して、予備的に現

地魚類試験を実施した。この試験結果から得られた

魚類試験装置に関する課題は、下記の通りであった。 
1)監視所によって取水状況（ポンプ稼動時間帯、取

水量）が異なっていた。また、水位低下などによ

ってポンプが停止し、取水が行われない場合があ

った。このため、どのような取水状況にも対応で

きる魚類試験装置を設計する必要があると考えら

れた。 
2)河川水とともに流入する砂泥が予想以上に多く、

これが目詰まりの原因となった。砂泥の除去方法

に工夫を要すると考えられた。 
3)予備通水では藻類の過剰供給が確認されたため、

試験では、この流入を抑えつつ餌にすることとし

た。しかし、試験開始後はまったく藻類が供給さ

れなかったため、メダカを順調に飼育することが

不可能であった。今後の試験では、試験条件とし

て餌を明確に定め、その種類や給餌量を規定する

必要があると考えられた。 
4)この試験では水温や餌を規定せず河川の状況を反

映させる試験とした。今後はこれらの条件を含め

すべての曝露条件を統一し、水質自動監視所間で

試験結果の比較検討が可能となるように試験法を

確立すべきと考えられた。 
そこで本研究では、これらの課題をもとに考案し

た新たな魚類曝露試験装置を作製し、これを河川水

質自動監視所に設置して曝露試験を実施することと

した。 
ところで、河川における魚類影響は、河川水のエ

ストロゲン作用の変動に伴い変動する可能性が考え

られる。そこで、長期的な現地曝露試験を実施して、

雄メダカのビテロゲニン生成の変動状況を明らかに

することとした。また、成魚のビテロゲニン生成量

から判断して、外部環境に対し感受性の高い稚魚や

若魚ではさらに大きな影響が表れることが想定され

たため、稚魚を用いた曝露試験も実施して、魚類の

生活に即した影響を検出することとした。 
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(2) 試験環境 

拝島橋および日野橋での予備試験（Test1）は、冬

期に実施したため、曝露試験装置に組み込まれてい

る外部循環式水温調節機のみで河川水を 26℃に保

つことができなかった。当初のこの試験システム

（Test1,2）での曝露水槽の水温は、夏季に行った石

原監視所での試験では 24～26℃、日野橋では 20～
22℃であった。22℃前後ではメダカの生理的反応が

低下する 37）ことが知られているため、水温を制御

することは曝露試験にとって重要である。そこで、

水温を維持する機能の改善が必要であると考えられ、

水温調節機に加え、サーモスタット付き投げ込みヒ

ーターを使用することによって、水温の制御を正確

に行うこととした。 
なお、室内曝露試験の成果として、エストロゲン

物質の濃度が低くても長期の曝露によって影響が表

れる可能性が示されたことから、以降は曝露期間を

4 週間以上と設定した。 
春期に実施した曝露試験（通算第 3 回試験；Test 3）

では、拝島橋および石原の 2 ヶ所の水質自動監視所

を試験実施地点とした。これは、日野橋監視所の電

源工事に伴い、水質自動測定自体を休止することに

なり、メダカ曝露試験が実施できなかったためであ

る。 
Test 3 の結果からは、後ほど述べるように、河川

水のエストロゲン作用の推移に合わせて、雄メダカ

のビテロゲニン生成が変動する可能性が示された。

そこで、Test 4 ではさらに長期間の曝露を行い、メ

ダカへの影響を 2 週間ごとにモニタリングする 8 週

間曝露試験を行った。また、日野橋監視所の電源工

事が終了したため、3 地点での魚類曝露試験を実施

することとした。 
Test 4 は３－１－２でも述べたように下水処理水

のエストロゲン作用が比較的高く残存すると考えら

れる冬期の試験とした。いずれの水質自動監視所に

おいても、4 ヶ月齢の雄メダカ 40 匹を投入し、8 週

間の長期曝露試験をおこなった。 

Test 5 は、夏期の比較試験として 4 ヶ月齢の雄メ

ダカ 60 匹を投入し、6 週間の曝露試験をおこなった。

続いて、Test 6 として、化学物質に対し感受性の高

いと考えられる孵化後 2 週間の稚魚 60 匹を用いて、

稚魚-若魚期の曝露試験をおこなった。 

ヒーター設置後の曝露水槽の水温は、いずれの監

視所においても約26℃を保っていた。 
各試験の曝露期間等については、表3-21にまとめ

た。 

 

３－３－２ 河川水質とメダカへの影響 

(1) メダカの性状 

全ての試験において曝露期間を通して死亡個体は

見られなかった。また、曝露期間を通して行動およ

び外観に異常が認められた個体は見られなかった。 

一定曝露期間後に肝臓中ビテロゲニン分析に供し

た個体の平均全長、平均体重、肝指数の平均値は表

3-21 に示したとおりであった。 

(2) 水質測定結果 

全ての試験における水質測定結果は表3-22にまと

めた。 
拝島橋および日野橋監視所にて実施した今回の予

備試験（Test1）では、その水質測定の結果、いずれ

の監視所においてもエストロゲン様活性、測定した

エストロゲン様物質の濃度は低濃度であった。日野

橋監視所は複数の下水処理場の下流に位置している

体長 体重 肝指数

個体数 月齢 (mm) (mg) （％）

Test 1 拝島橋 2週間 20 7 29.3 479.8 2.9

日野橋 2週間 20 7 27.5 356.5 1.6

Test 2 石原 2週間 20 7 32.7 468.6 1.9

Test 3 拝島橋 2週間 8 3 22.0 220.5 3.0

4週間 7 3 24.6 230.6 1.6

石原 2週間 9 3 22.3 219.9 3.2

4週間 10 3 24.7 234.5 1.8

Test 4 拝島橋 2週間 10 4 21.5 192.1 1.7

4週間 10 4 24.2 303.1 1.9

6週間 10 4 26.7 401.3 3.2

8週間 10 4 28.1 453.6 2.1

日野橋 2週間 10 4 23.0 220.8 1.6

4週間 10 4 24.2 304.4 2.1

6週間 10 4 27.9 428.4 2.5

8週間 10 4 27.2 373.0 1.8

石原 2週間 10 4 23.2 227.3 1.5

4週間 10 4 23.6 256.2 1.5

6週間 10 4 26.7 443.1 3.5

8週間 10 4 27.6 437.3 2.1

Test5 拝島橋 2週間 20 4 24.7 253.3 2.6

4週間 20 4 27.9 397.3 2.5

6週間 20 4 27.2 378.5 2.3

日野橋 2週間 20 4 24.2 208.8 1.4

4週間 20 4 25.2 291.8 2.9

6週間 20 4 25.3 296.4 2.3

石原 2週間 20 4 24.8 275.2 3.1

4週間 20 4 25.5 305.4 2.6

6週間 20 4 25.8 290.0 2.0

Test6 拝島橋 6週間 20 0.5 15.4 59.2 2.4

日野橋 6週間 20 0.5 15.1 52.8 1.9

曝露試験 曝露期間
メダカ

表 3-21 河川水曝露実験概要 
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が、さらに下流の監視所での試験を実施する必要が

あると考えられた。 
一方、石原監視所での曝露試験（Test2）の際には、

試験開始後に上陸した台風によって、河川水が大幅

に希釈され、エストロゲン作用が低下し、また大き

く変動する状態であった。 
雄メダカのビテロゲニン生成が検出された試験

（Test3）では、石原監視所河川水のエストロンおよ

びエストロゲン様活性はそれぞれ 6.7～33.1ng/L お

よび 5.3～27.9ng-E2/L と比較的高い濃度であった。

4 度の分析値には大きなばらつきがあり、河川水中

のエストロゲン様物質の濃度の変動が大きかったこ

とを示唆している。なお、石原監視所河川水のエス

トロゲン作用の主成分は、エストロゲン様活性に比

例して推移したエストロン（E1）であると考えられ

た。 
Test 3で雄メダカのビテロゲニン生成が検出され

た石原監視所では、Test 4での試験水のエストロゲ

表 3-22 各試験期間における水質とビテロゲニン濃度

エストロゲン活性 E2 E1 メダカ

範囲 範囲 範囲 個体数 陽性 平均値

(ng-E2/L) (ng/L) (ng/L) 個体数 (ng/mg-liver)

Test 1 拝島橋 2週間 ND ND ND 20 0 -

日野橋 2週間 6.59-12.5 Tr(1.0)-1.7 12.2-21.9 20 0 -

Test 2 石原 2週間 6.31-8.29 Tr(1.0)-1.7 4.4-8.1 20 2 0.71 ± 0.71

Test 3 拝島橋 2週間 0.25-0.35 ND ND 8 0 -

4週間 ND-0.35 ND ND 7 0 -

石原 2週間 5.34-27.9 Tr(0.8)-4.6 6.7-33.1 9 9 19.1 ± 11.4

4週間 5.34-27.9 ND-4.6 6.7-33.1 10 10 11.3 ± 6.0

Test 4 拝島橋 2週間 0.17-0.20 ND ND 10 0 -

4週間 0.17-0.24 ND ND 10 0 -

6週間 0.17-0.24 ND ND 10 0 -

8週間 0.17-0.35 ND ND 10 0 -

日野橋 2週間 2.98-3.86 ND 1.4-4.9 10 0 -

4週間 1.91-3.86 ND 1.4-13.3 10 0 -

6週間 1.84-3.86 ND 1.4-13.3 10 0 -

8週間 1.85-3.86 ND 1.4-13.3 10 0 -

石原 2週間 8.38-14.8 ND-Tr(2.3) 9.3-14.8 10 0 -

4週間 8.38-14.8 ND-Tr(2.3) 1.9-14.8 10 0 -

6週間 8.38-14.8 ND-Tr(2.3) 1.9-14.8 10 0 -

8週間 5.49-14.8 ND-Tr(2.3) 1.9-14.8 10 0 -

Test5 拝島橋 2週間 0.17-0.60 ND ND 20 0 -

4週間 0.17-0.60 ND ND 20 0 -

6週間 0.12-0.60 ND ND 20 6 1.08 ± 0.49

日野橋 2週間 0.74-0.78 ND ND 20 0 -

4週間 0.74-0.78 ND ND-Tr(0.36) 20 0 -

6週間 0.74-0.98 ND ND-Tr(0.56) 20 4 0.97 ± 0.39

石原 2週間 2.50-3.12 ND 1.61-3.68 20 6 1.08 ± 0.48

4週間 2.50-3.12 ND 1.61-3.68 20 0 -

6週間 2.50-3.12 ND 1.61-3.68 20 0 -

Test6 拝島橋 6週間 0.12-0.31 ND ND 20 0 -

日野橋 6週間 0.98-31.8 ND-4.53 Tr(0.80)-29.5 20 0 -

ND:検出下限値以下

Tr:検出下限値以上、定量下限値未満

曝露試験 曝露期間

ビテロゲニン
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ン様活性は5.5～14.8 ng-E2/L（平均9.9 ng-E2/L）で

あり、Test 3の4.2～27.9 ng-E2/Lに比べ少し低い傾

向がみられた。これに対し、日野橋監視所における

エストロゲン様活性は1.8～3.9 ng-E2/Lであり、下

水処理場3ヶ所の処理水を受け入れていながらも低

い濃度であった。 
Test5では、石原監視所でエストロゲン様活性が最

大3.12ng-E2/L、E2は非検出、E1は最大3.68ng/Lと、

比較的低い濃度で推移した。 
Test6では日野橋において濃度の変動が大きかっ

た。これは、当時行われていた工事により上流の下

水処理場の処理水が流入したことに起因すると思わ

れる。 
(3) メダカ肝臓中ビテロゲニン濃度 

メダカ肝臓中ビテロゲニン濃度については表3-23
にまとめた。 

拝島橋および日野橋監視所にて実施した今回の予

備試験（Test1）では、雄メダカのビテロゲニンはす

べて定量下限値以下であり、影響を検出することは

できなかった。エストロゲン様活性やエストロゲン

様物質が低濃度であったことから、雄メダカのビテ

ロゲニン誘導が認められなかったと考えられる。 
石原監視所での試験（Test2）においては、雄メダ

カ２個体（10%）で肝臓中でのビテロゲニン生成が

検出された。これらのビテロゲニン濃度は、それぞ

れ 1.7 および 3.5ng/mg-liver weight であった。この

地点のエストロゲン様活性は E2 換算値で 6.3～
8.3ng-E2/L であった。室内試験結果で得られた E2
の 14 日間最小作用濃度 5.0ng/mL を超えており、雄

メダカにエストロゲン作用が及んだものと考えられ

るが、メダカ全数でみるとビテロゲニンのレベルは

室内試験よりも低いものであった。 
日野橋監視所での 14 日間曝露試験（Test1）では、

エ ス ト ロ ゲ ン 様 活 性 の E2 換 算 値 は 6.6 ～

12.5ng-E2/L であり、石原監視所（Test2）より高い

値であった。しかしながら、雄メダカのビテロゲニ

ン生成は認められず、影響を検出することはできな

かった。エストロゲン様活性が高いにもかかわらず

ビテロゲニン生成が認められなかった点については、

理由が明確ではない。室内試験の結果と比較すると

十分ビテロゲニンの誘導がみられるレベルのエスト

ロゲン様活性である河川水であった。このようにビ

テロゲニン生成が見られなかった理由として、日野

橋では、石原に比べ水温が低かったことが影響して

いる可能性があると考えられる。水温と化学物質の

影響については、農薬を対象とした試験が行われて

いる。DDT の毒性は、15～30℃の範囲において、低

温ほど作用が強い。一方、殺虫剤サイメットの毒性

は、高温ほど作用が強い 37)。また、本研究において

もビテロゲニンの発現に室温が影響を与えることは

３－２－２で明らかにした。このように、水温によ

って化学物質に対するメダカの感受性が異なるため、

両監視所での試験結果にも矛盾が生じたとも考えら

れる。このほか、河川水には、試験水に含まれてい

る助剤（DMSO など）は存在していないと考えられ

る。一方、フミン質やフルボ酸等の他の有機物が大

量に存在している。これらの複合作用としての相違

も理由として考えられる。このように、メダカを環

境水に曝露させる試験においては、水温制御を行う

ことが重要であることが改めて裏付けられた。また、

それまでは成魚を 2 週間曝露する試験であったため、

以降は感受性の高い胚から曝露を開始し、次世代ま

での影響をみる必要があると考えた。 
春期に実施した試験（Test3）では、本研究の試験

実施範囲の最下流に位置する石原監視所において、

曝露開始後 2 週間および 4 週間のすべての雄メダカ

に肝臓ビテロゲニンが検出された。その生成状況は、

曝露開始から 2 週間後および 4 週間後において、そ

れぞれ平均で 19.1 および 11.3 ng/mg-liver であった。

石原監視所河川水のエストロゲン様活性は試験開始

時 27.9ng-E2/L、第 2 週で 18.7ng-E2/L と高く、こ

のエストロゲン作用が雄メダカのビテロゲニン生成

に作用したもの考えられた。さらに、曝露 4 週後で

は、雄メダカのビテロゲニン生成は、河川水のエス

トロゲン作用の低下にともない減少したと考えられ

た。なお、この際のエストロンおよびエストロゲン

様活性はそれぞれ 6.7～ 33.1ng/L および 5.3～

27.9ng-E2/L であり、石原監視所河川水のエストロ

ゲン作用の主成分は、エストロゲン様活性と同様の

傾向で推移したエストロンであると考えられた。 
ここで、Test3での拝島橋および石原監視所でのエ

ストロゲン様活性、電気伝導度の推移を図3-28に示

す。石原監視所では水位の観測も行われているので

合わせて図示した。 
石原監視所でのエストロゲン様活性の推移は電気

伝導度の推移にある程度似ている傾向にあると思わ

れる。電気伝導度は河川水に占める下水処理水の割

合を反映するものであるため、石原監視所河川水の

エストロゲン作用は、河川に占める下水処理水の比

率が変化したことによって変動したものと考えられ、

このエストロゲン作用つまりエストロンの発生原因

は下水処理水であると考えられた。 
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これらのことから、Test 3 の石原監視所では、河

川水のエストロゲン作用による魚類影響が検出され

たものと考えられる。さらに、そのエストロゲン作

用の主な要因は、試験期間を通じて 6.7～33.1 ng/L
の濃度が検出されたエストロンと考えられる。 

河川に残存するエストロゲン様活性が高いと考え

られる冬期に実施した試験（Test4）では、対照地点

である拝島橋監視所に加え、日野橋および石原監視

所において、ビテロゲニンを生成した雄メダカは検

出されなかった。2 週間ごとにメダカを回収して推

移を確認することとしたが、2 週から 8 週にかけて、

いずれの監視所、回収時においてもビテロゲニンを

生産した雄メダカはいなかった。 

Test 3 で雄メダカのビテロゲニン生成が検出され

た石原監視所では、Test 4 での試験水のエストロゲ

ン様活性は 5.5～14.8 ng-E2/L であり、Test 3 の 4.2
～27.9 ng-E2/L に比べ少し低い傾向がみられたが、

雄メダカにビテロジェンを生成させる可能性のある

レベルと考えられた。しかしながら、雄メダカのビ

テロゲニン生成は検出されなかった。日野橋監視所

におけるエストロゲン様活性は 1.8～3.9 ng-E2/L で

あり、下水処理場 3 ヶ所の処理水を受け入れていな

がらもかなり低い濃度と考えられた。 
３－２－１で述べたように、17β-エストラジオー

ル（E2）の 14 日間曝露試験において、E2 の最小作

用濃度は 5.0 ng/L という結果が得られている。石原

監視所で行った試験では、Test 3 および Test 4 のい

ずれにおいても E2 換算で表わすエストロゲン様活

性は、平均値で 5.0 ng-E2/L を超えていたことから、

Test 4 においても雄メダカへの影響が現れる可能性

があったと考えられる。流水式で行われた室内試験

では、被験物質を設定濃度に保って実施することが

可能であったが、現地試験では影響要因物質の濃度

は常に変動している。Test 3 および Test 4 において

石原監視所で雄メダカのビテロゲニン生成に異なる

結果が得られたことは、曝露期間を通じて雄メダカ

に働いたエストロゲン作用の強度が異なっていたも

のと考えられる。曝露期間を通じてのエストロゲン

作用の強度を把握することは現地試験では現在のと

ころ困難であると考えられるが、自動計測装置のよ

うな時間推移を把握できる方法を開発することがで

きれば、これら両試験での結果の差のような、エス

トロゲン作用とビテロゲニン生成の関係をより明確

に把握することができると考えられる。 
夏期の比較試験としておこなった Test5 では、拝

島橋および日野橋監視所において、6 週後に雄メダ

カのビテロゲニン陽性個体が確認された。また、石

原監視所では試験開始から 2 週後に陽性個体が確認
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された。しかしながら、いずれの陽性個体もビテロ

ゲニン生成量はごくわずかであった。Test5 での河

川水のエストロゲン作用は、冬期（Test4）に比べ低

い値であった。 

なお、環境省の調査において、ノニルフェノール

および 4-t オクチルフェノールが雄メダカの内分泌

を撹乱すると報告された 31）。雄メダカが 10～
20ng/mg-liver のビテロゲニンを生成した石原監視

所での Test 3 の結果は、環境省調査におけるノニル

フェノール 20 µg/L 程度の曝露の結果に相当する。

の濃度においては、孵化後のメダカを 60 日間曝露す

ることによって雄から雌への性転換が起こることも

報告されている。よって、Test 3 の石原監視所で観

察されたエストロゲン作用の影響は、孵化後の稚魚

であれば性転換を引き起こす可能性があるのかもし

れない。 
そこで、Test 5 に続き Test 6 として稚魚-若魚期

の曝露試験を拝島橋および日野橋監視所でおこなっ

た。稚魚の曝露を開始して 6 週経過後にメダカを回

収したところ、雄メダカにビテロゲニンを生成して

いるものは検出されなかった。なお、この試験にお

ける河川水のエストロゲン作用は概ね低いレベルで

推移したが、日野橋監視所付近では、第 12 週時の直

前から河道の工事が開始されたため、監視所にはそ

の直上流の下水処理水が流入することとなった。こ

のため、エストロゲン様活性および E1 の高い値が検

出された。 

ビテロゲニンが生成した最も多くの個体が出現し

た石原監視所での結果を図 3-29 にまとめた。Test3

では、第 2 週および第 4 週に回収したすべての雄メ

ダカにビテロゲニン生成が確認された。この試験で

は、試験開始時のエストロゲン様活性は 20ng-E2/L

を越えており、その後降雨による変動はあるものの

高いレベルで推移していた。このことから、試験開

始時にみられたエストロゲン作用の強さが雄メダカ

のビテロゲニン生成に関与したと推定され、３－２

－２－５でも述べたように、一度生成されたビテロ

ゲニンは、体内に蓄積されて徐々に代謝されるので

はないかと考えられる。 

 

３－３－３ 卵－成魚期曝露試験の結果 

都市排水の流入する河川環境においても魚類は生

活を営んでおり、子孫を作っている。低レベルのエ

ストロゲン作用によっても長期的には影響が生じる

と考えられることや、稚魚や若魚が外部環境の変化

に感受性が高く影響を受けやすいことを考慮すると、

都市河川における稚魚等への影響は、成魚の場合に

比べ大きな影響として表れると考えられる。それゆ

え、魚類試験方法を検討している環境省や OECD で

は、次世代への化学物質の影響を明らかにする試験

方法として、フルライフサイクルテストを提唱 31）

している。このテストは、被験物質に曝露したまま

次世代を得て、それら次世代が成熟するまでを試験

期間とするものである。 
本研究では、河川環境における魚類影響をターゲ

ットとしていることから、胚や稚魚等への影響を無

視することはできない。そこで、卵の時期からの曝

露手法を確立するため、化学物質影響試験で行われ

ているフルライフサイクルテストを参考に、受精卵

から曝露を開始する試験を試行した。 
平成 16 年夏期、卵曝露試験を多摩川の拝島橋およ

び石原監視所にて実施した。曝露した卵は、実験室

内で飼育しているメダカ d-rR 系統の卵で、曝露開始

の前日に受精した卵のうち、24 時間を経過して胚体

形成が確認できた卵を用いた。 
これら両監視所で実施した卵曝露試験の結果、孵

化率は室内試験と同様の約 85％であったが、その後、

仔稚魚の死亡あるいは消失が増加し、生存する個体

はごく少数となった。この原因として、排水ととも

に押し流される個体があったと考えられるほか、河
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川水とともに供給される何らかの原因によって、室

内飼育に比べ仔稚魚の初期減耗が大きくなったもの

と考えられた。曝露終了時のメダカの性状を表 3-23
に示した。 

表 3-24 には曝露期間中の水質とビテロゲニン濃

度を示した。水質に関しては試験開始時のエストロ

ゲン様活性や E1 濃度がやや高い、という結果であ

った。なお表には示していないが、E2 の硫酸抱合体

（E1-diS）に関しては、測定期間中継続して高い濃

度であった。ビテロゲニン測定結果については、石

原監視所では試験開始（受精の翌日）から 8 週間後

の雄成魚（5 匹）ではビテロゲニン生成は確認され

なかったが、10 週後では 7 匹のうち 6 匹で観察され

た。これらのビテロゲニン濃度はごく微量であるが、

長期的な曝露によって雄メダカに影響が現れた可能

性が考えられた。河川曝露試験 Test3 実施時のよう

にエストロゲン作用を有する河川水であれば、性転

換が引き起こされた可能性がある。 
一方、拝島橋監視所では、ほとんどのメダカが成

熟する前に死亡した。しかしながら、14 週後に回収

した雄 1 個体ではビテロゲニン生成が確認された。 
 

３－３－４ 河川水によるメダカ曝露試験における

ビテロゲニン発現についてのまとめ 

 メダカ現地曝露試験法を開発し、河川水の試験を

行ったところ、エストロゲン様活性の変動を明確に

把握することは困難であったものの、高濃度のエス

トロゲン様活性が見られた場合にやや遅れてビテロ

ゲニンの生成が見られた。このことから、エストロ

ゲン様活性がある程度の濃度になるとビテロゲニン

の生成が促され、一度生成したビテロゲニンは体内

に蓄積されて徐々に代謝されるものと推測される。 

 

３－４ 下水処理水のコイ・メダカ曝露試験 

３－４－１ コイ曝露試験 

(1) 研究の位置付け 

１－４で述べたように、以前行った下水処理水へ

のコイ曝露試験の結果、早春に雌雄のコイを同所的

に曝露した場合に限り、雄コイのビテロゲニン合成

が認められた。この現象は、下水処理水のエストロ

ゲン作用が直接ビテロゲニン生成に関わった可能性

のほか、この時期に生殖活動にともなって雄の体内

で多量に分泌されるアンドロゲンをもとに、アロマ

ターゼの働きによってエストロゲンが合成され、そ

の結果としてビテロゲニン生成が誘導された可能性

が考えられた。 
そこで本研究では、この仮説を検証するため、春

期に雌雄を同所的に曝露する試験を実施することと

体長 体重 肝指数

個体数 性別 (mm) (mg) （％）

拝島橋 14週間 1 オス 23.6 212.1 2.2

14週間 11 メス 12.8 33.3 0.2

石原 8週間 5 オス 24.6 296.0 3.3

10週間 7 オス 22.2 210.1 3.3

8週間 11 メス 24.0 327.7 2.4

14週間 5 メス 15.1 71.8 1.0

曝露試験 曝露期間
メダカ

表 3-23 卵曝露実験概要 

エストロゲン活性 E2 E1

範囲 範囲 範囲 個体数 性別 陽性 平均値

(ng-E2/L) (ng/L) (ng/L) 個体数 (ng/mg-liver)

拝島橋 14週間 0.15-0.42 ND ND-0.9 1 オス 1 2.3

14週間 0.15-0.42 ND ND-0.9 11 メス 1 3.2 ± 8.0

石原 8週間 0.85-20.8 ND-Tr(2.5) 2.3-19.6 5 オス 0 -

10週間 0.85-20.8 ND-Tr(2.5) 2.3-19.6 7 オス 6 2.2 ± 0.5

8週間 0.85-20.8 ND-Tr(2.5) 2.3-19.6 11 メス 11 2054.6 ± 1870.2

14週間 0.85-20.8 ND-Tr(2.5) 2.2-19.6 5 メス 0 -

ND:検出下限値以下

Tr:検出下限値以上、定量下限値未満

曝露試験 曝露期間

ビテロゲニンメダカ

表 3-24 各試験期間における水質とビテロゲニン濃度
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した。 
(2) 結果および考察 

今回の試験では、下水処理水に曝露した雄コイは、

雄単独試験区、雌雄混合試験区いずれにおいてもビ

テロゲニンの生成は認められなかった。また、脱塩

素水道水を用いた対照試験区においても同様に、雄

コイのビテロゲニン生成はみられなかった。なお、

曝露開始時に全水槽で複数のコイが死亡したため、

第2週から試験個体を追加した。また、死亡した雄で

もビテロゲニンの生成はみられなかった。 
なお、曝露試験水の水質測定結果は、表3-25に示

したように過年度に実施した実験に比べ大きな差異

は認められなかった。このため、雄コイのビテロゲ

ニン生成が認められた過年度調査のRun1に比べ、本

研究で雄のビテロゲニン誘導がみられなかった理由

は、試験開始が4月であったことから、生理的活動が

活発になる早春を過ぎていたためと考えられる。こ

のため、コイを用いた曝露試験には、コイの生態活

動に合わせたより厳密な条件設定が必要であると考

えられる。 
 

３－４－２ メダカ曝露試験 

(1) 研究の位置付け 

これまで、メダカにエストロゲン様物質を曝露す

る試験を行い、E1やE2には最小作用濃度があること、

河川水中の濃度がこのレベルになるとビテロゲニン

が生成することを明らかにしてきた。このような河

川水中のエストロゲン様物質の由来は大部分が下水

処理場であることから、下水処理水に曝露させる試

験を行うことにより、その影響をより明確に把握す

ることができ、対策のための知見を得ることにもな

る。そこで、下水処理水中でのメダカの飼育を行い、

エストロゲン様物質の分析を行うとともに、ビテロ

ゲニンの生成状況を調べることとした。 
ところで、下水処理水による影響は、処理状況の

変動に伴って現れる可能性がある。そこで、曝露試

験は河川水曝露と同様、長期的な現地曝露試験によ

り雄メダカのビテロゲニン生成の変動状況を明らか

にすることとした。 

また、成魚のビテロゲニン生成量から判断して、

外部環境に対し感受性の高い稚魚や若魚ではさらに

大きな影響が表れることが想定されたため、河川水

曝露試験同様、稚魚を用いた曝露試験を実施して、

魚類の生活に即した影響を検出することとした。 

なお、３－４－１で述べたように、下水処理場の

放流水を用いたコイ曝露試験の結果、魚類影響は明

確ではなかった。このコイ曝露試験に用いた放流水

は次亜塩素酸ソーダによる消毒の後に砂ろ過処理が

行われたものであり、エストロゲンは二次処理水に

比べると低減されていることが判明している。そこ

で、放流水と二次処理水の 2 種類を用いて魚類影響

試験を実施することによって、下水に含まれるエス

トロゲン様物質による魚類影響と下水処理過程にお

ける低減効果とを捉えることが可能になると考えた。 
(2) 試験環境 

試験は基本的に河川中での曝露と同様に行った。

曝露試験のための装置は、河川水曝露試験で用いた

ものと同じものを使用し、水温を26℃に制御して管

理した。 

第 1 回のメダカ曝露試験（Test A）は、二次処理

水でのメダカ飼育の可能性を探るため、予備試験と

位置づけて 2 週間の曝露試験を実施した。2 週間の

項目 試験区 第0週 第2週 第4週 第6週 第8週

E2活性 ng/L 下水処理水♂ 12.88 4.88 4.68 3.19 4.87
      0.02≦Tr<0.07 下水処理水♂♀ 12.69 9.61 4.86 2.81 1.53
      ND<0.02 水道水♂ Tr(0.04) 0.44 0.18 0.17 0.16

水道水♂♀ Tr(0.04) 0.47 0.51 0.25 0.11
E1 ng/L 下水処理水♂ 28.0 10.9 12.0 7.6 12.7
      0.2≦Tr<0.5 下水処理水♂♀ 27.4 12.3 13.7 7.0 8.0
      ND<0.2 水道水♂ ND Tr(0.2) Tr(0.2) ND ND

水道水♂♀ ND Tr(0.2) Tr(0.3) ND ND
E2 ng/L 下水処理水♂ 2.2 Tr(1.0) Tr(0.9) 1.2 Tr(0.8)
      0.4≦Tr<1.0 下水処理水♂♀ 3.0 1.5 Tr(1.0) 1.2 Tr(0.7)
      ND<0.4 水道水♂ ND ND ND ND ND

水道水♂♀ ND ND ND ND ND
EE2 ng/L 下水処理水♂ ND ND ND ND ND
      1.3≦Tr<4.4 下水処理水♂♀ ND ND ND ND ND
      ND<1.3 水道水♂ ND ND ND ND ND

水道水♂♀ ND ND ND ND ND
NP μg/L 下水処理水♂ ND ND Tr(0.20) Tr(0.12) Tr(0.12)
      0.1≦Tr<0.3 下水処理水♂♀ ND ND Tr(0.20) Tr(0.13) ND
      ND<0.1 水道水♂ ND ND ND ND ND

水道水♂♀ ND ND Tr(0.11) ND ND
ND ： 検出下限値未満

Tr ： 検出下限値以上，定量下限値未満

表 3-25 コイ曝露試験水質測定結果 
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メダカ曝露試験よって雄メダカのビテロゲニン生成

が検出されるか否か、また、処理水のエストロゲン

様物質としてどのような物質が存在しているのかを

明らかにすることとした。 
この試験（TestA）により、二次処理水でのメダカ

飼育が可能であり、ビテロゲニンの生成を確認でき

たため、第 2 回試験（Test B）においては、河川で

の試験と同じく 8 週間の曝露試験を実施し、2 週間

ごとにエストロゲンの存在状況およびメダカへの影

響を検出することとした。なお、長期曝露すること

によって、放流水試験区においても影響を検出でき

ることが期待できると考えた。第 3 回試験（TestC）

では、二次処理水試験区および砂ろ過水試験区とも

に、雄メダカ 60 匹と雌メダカ 10 匹を投入し、6 週

間の曝露試験を行うこととした。続いて、6 週後に

その水槽内で得られた卵を用いて第４回試験

（TestD）を行うこととした。この試験では、孵化仔

魚の初期減耗を考慮し、およそ 300 卵を試験開始時

に準備することを目標とした。 

また、第 5 回試験（TestE ）では、ビテロゲニン

の生成への影響は短期に発現する可能性もあると考

え、別の処理場で頻度を増やして水質分析とビテロ

ゲニン生成状況の把握を行った。なお、この試験に

おける曝露水の採取箇所は、曝気第 2 槽と最終沈殿

池である。 

各試験の曝露期間等については、表3-26にまとめ

た。 
(3) メダカの性状 

全ての試験において曝露期間を通して死亡個体は

見られなかった。また、曝露期間を通して行動およ

び外観に異常が認められた個体は見られなかった。 

一定曝露期間後に肝臓中ビテロゲニン分析に供し

た個体の平均全長、平均体重、肝指数の平均値は表

3-26 に示したとおりであった。 

(4) 水質測定結果 

全ての試験における水質測定結果は表3-27にまと

めた。 
 第1回試験の（TestA）では二次処理水のエストロ

ゲ ン 様 活 性 は 2.7 ～ 18.7 ng/-E2 （ 平 均 値 11.4 
ng-E2/L）であり、放流水試験区におけるエストロゲ

ン様活性は2.6～18.9 ng-E2/L（平均値9.9 ng-E2/L）
であった。エストロゲン作用は採水時により異なり、

下水処理の状況によって変動することが伺われた。

なお、二次処理水と放流水のエストロゲン様活性に

は関連が見られなかった。しかし、エストロゲン様

活性とE1の濃度にはある程度相関が見られ、エスト

ロゲン様活性に占めるE1の寄与が高いことが改め

てわかる。表に示していない他の項目では、E2の硫

酸抱合体（E2-diS:3,17-disulfate）の濃度が高かっ

たが、これについては採水時による変動は少なかっ

た。 
第 2 回試験（TestB）では、二次処理水試験区では、

測定されたエストロゲン様活性は 2.6～9.9 ng-E2/L
（平均 5.9 ng-E2/L）であり、雄メダカにビテロゲニ

ン生成が検出された第 1 回試験（Test A）あるいは

河川水での試験（Test 3 石原監視所）に比べ、エス

トロゲン作用は小さかったと考えられる。一方、放

流水のエストロゲン様活性およびエストロンの濃度

は、それぞれ 0.63～99.9ng-E2/L および 0.7～77.7 
ng/L であった。特に放流水試験区の第 6 週では、エ

ストロゲン様活性およびエストロンの濃度は、それ

ぞれ 99.9ng-E2/L および 77.7ng/L にまで上昇した。

この放流水での濃度の上昇は、当時行われていた工

事の影響であると考えられる。 
第 3 回試験（TestC）の二次処理水試験区でのエス

トロゲン様活性は、試験開始時に 23.8ng-E2/L であ

ったが、その後徐々に低下し、6 週後では 1.5ng-E2/L

表 3-26 下水処理水曝露実験概要 

体長 体重 肝指数

個体数 月齢 (mm) (mg) （％）

Test A 二次処理水 2週間 29 3 26.6 370.0 1.6

放流水 2週間 29 3 27.2 401.6 1.5

Test B 二次処理水 2週間 10 3 30.0 467.7 1.5

4週間 10 3 30.2 584.0 2.7

6週間 10 3 29.9 574.9 1.8

8週間 10 3 30.4 580.3 1.6

放流水 2週間 10 3 29.4 452.9 1.8

4週間 10 3 28.8 451.7 2.1

6週間 10 3 30.5 570.1 2.0

8週間 10 3 29.2 505.7 1.9

Test C 二次処理水 2週間 20 3 23.5 161.3 1.7

4週間 10 3 23.1 165.9 1.6

6週間 20 3 24.4 246.1 2.8

放流水 2週間 20 3 23.2 160.0 1.1

4週間 10 3 24.7 222.1 2.0

6週間 20 3 24.4 341.4 1.6

Test D 二次処理水 8週間 7 0.5 19.6 127.8 3.6

放流水 8週間 13 0 21.1 160.2 2.9

Test E 曝気槽 2日 5 3 24.0 228.6 1.5

1週間 5 3 22.4 162.4 1.3

2週間 10 3 23.9 210.1 1.3

4週間 10 3 25.6 258.5 1.7

二次処理水 2日 5 3 25.3 241.1 1.2

1週間 5 3 25.7 272.3 1.1

2週間 10 3 23.9 209.4 1.4

4週間 10 3 25.2 248.3 1.6

曝露試験 曝露期間
メダカ
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であった。放流水試験区でのエストロゲン様活性は、

試験開始時に 32.3ng-E2/L であったが、二次処理水

と 同 様 に そ の 後 徐 々 に 低 下 し 、 6 週 後 で は

1.0ng-E2/L であった。 

第 3 回試験に引き続いて実施した第 4 回試験

（TestD）において二次処理水のエストロゲン様活性

を 2 週間ごとに測定した結果、0.3～24.0 ng-E2/L

であった。放流水試験区では 0.3～6.1 ng-E2/L であ

った。 

第 5 回試験（TestE）の曝気槽試験区では、エスト

ロゲン様活性が 3.55～128ng-E2/L、E1 濃度が 3.13

～ 99.1ng/L 、 二 次 処 理 水 試 験 区 で は 、 1.94 ～

149ng-E2/L、E1 濃度が 0.82～115ng/L であり、試験

開始時に高い値が観察された。 

このように、エストロゲン作用と E1 濃度の間には

全試験を通じて関連が見られ、エストロゲン作用に

おける E1 の寄与が改めて裏付けられた。なお、二

次処理水から放流水までの過程で明確にエストロゲ

ンが低減しているという現象は見られなかった。 

(5) メダカ肝臓中ビテロゲニン濃度 

表 3-27 に示したように、予備試験と位置づけて実

施した第 1 回試験（TestA）の 2 週間曝露試験では、

二次処理水に曝露した雄メダカ 29 匹のうち、7 匹で

ビテロゲニンの生成が確認された。この試験では、

放流水に曝露したメダカではビテロゲニンの生成は

認められなかったため、二次処理水のエストロゲン

作用がメダカに影響を及ぼしたものと考えられた。

検出された雄メダカのビテロゲニン濃度は 1.4～
10.8 ng/mg-liver であり、河川水曝露試験の Test 3
において石原監視所で確認された雄メダカのビテロ

ゲニン生成に比べ低い傾向がみられた。エストロゲ

ン様活性については、二次処理水、放流水ともに変

動が大きかったため、高い濃度のエストロゲン作用

によって、雄メダカのビテロゲニン生成も高レベル

表 3-27 各試験期間における水質とビテロゲニン濃度

エストロゲン活性 E2 E1 メダカ

範囲 範囲 範囲 個体数 陽性 平均値

(ng-E2/L) (ng/L) (ng/L) 個体数 (ng/mg-liver)

Test A 二次処理水 2週間 2.66-18.72 ND-Tr(2.7) 2.4-25.3 29 7 1.4 ± 1.9

放流水 2週間 2.6-18.9 ND-Tr(3.1) 2.5-33.9 29 0 -

Test B 二次処理水 2週間 3.70-5.52 ND 5.4-5.7 10 10 94.6 ± 59.0

4週間 3.70-7.81 ND 5.4-11.2 10 10 50.7 ± 34.0

6週間 3.70-9.90 ND 5.4-11.2 10 10 18.3 ± 14.9

8週間 2.55-9.90 ND-Tr(2.7) 2.2-11.2 10 8 9.4 ± 10.6

放流水 2週間 0.63-2.09 ND Tr(0.7)-6.9 10 3 1.3 ± 0.9

4週間 0.63-19.54 ND-Tr(0.7) Tr(0.7)-21.0 10 9 51.6 ± 45.9

6週間 0.63-99.89 ND-10.8 Tr(0.7)-77.7 10 10 33.7 ± 35.8

8週間 0.63-99.89 ND-10.8 Tr(0.7)-77.7 10 10 620.3 ± 258.6

Test C 二次処理水 2週間 5.32-23.8 0.66-1.18 5.44-27.5 20 2 1.02 ± 0.76

4週間 5.32-23.8 0.49-1.18 4.20-27.5 10 0 -

6週間 1.51-23.8 Tr(0.08)-1.18 1.79-27.5 20 4 1.03 ± 0.54

放流水 2週間 4.24-32.29 0.33-2.60 3.26-32.60 20 8 6.99 ± 21.78

4週間 2.32-32.29 0.33-2.60 1.57-32.60 10 1 1.06 ± 0.87

6週間 1.01-32.29 ND-2.60 0.70-32.60 20 5 1.33 ± 1.05

Test D 二次処理水 8週間 0.30-24.0 ND-2.80 0.34-21.3 7 2 2.51 ± 3.80

放流水 8週間 0.25-6.10 ND-1.18 ND-4.88 13 0 -

Test E 曝気槽 2日 51.8-128 3.68-12.6 37.1-99.1 5 5 342.7 ± 349.2

1週間 15.1-128 ND-12.55 8.85-99.1 5 5 2936.4 ± 2071.9

2週間 8.94-128 ND-12.55 8.85-99.1 10 10 3394.4 ± 2669.1

4週間 3.55-128 ND-12.55 3.13-99.1 10 10 1555.0 ± 856.7

二次処理水 2日 24.0-149 ND-3.67 24.2-115 5 5 26.6 ± 13.0

1週間 23.7-149 ND-3.67 17.6-115 5 5 56.9 ± 67.6

2週間 1.94-149 ND-3.67 Tr(0.82)-115 10 10 46.3 ± 47.3

4週間 1.94-149 ND-3.67 Tr(0.82)-115 10 10 139.6 ± 87.3

ND:検出下限値以下

Tr:検出下限値以上、定量下限値未満

曝露試験 曝露期間

ビテロゲニン
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となる可能性もあると考えられたが、ビテロゲニン

生成は全個体では見られず、生成量も少なかった。

この Test A での 2 つの試験区におけるエストロゲン

様活性の差および雄メダカビテロゲニン生成の有無

は、河川水曝露試験での Test3 および Test 4 におい

て石原監視所での試験で得られた結果と同様に、エ

ストロゲン様活性がビテロゲニンの生成を引き起こ

す境界のレベルでの変動であったために現れた差で

あると考えられる。なお、メダカに影響を及ぼした

エストロゲン作用の主な要因は河川と同じくエスト

ロン（E1）であると考えられる。 
第 2 回試験（TestB）曝露試験を実施して、二次処

理水および放流水の 2 つの試験区で 2 週間ごとに雄

メダカのビテロゲニン生成を追跡した結果、両試験

区ともすべての時期でビテロゲニン生成が確認され

た。特に放流水試験区では、第 6 週のエストロゲン

様 活 性 お よ び エ ス ト ロ ン の 濃 度 が そ れ ぞ れ

99.9ng-E2/L および 77.7ng/L であったように、非常

に高濃度のエストロゲンが認められ、この影響で雄

メダカのビテロゲニンも最高値 1000ng/mg-liver を

超えるような高濃度に生成していることが確認され

た。 
二次処理水試験区では、測定されたエストロゲン

様活性は 2.6～9.9 ng-E2/L（平均 5.9 ng-E2/L）であ

り、雄メダカにビテロゲニン生成が検出された Test 
A あるいは河川での試験 Test 3 石原監視所に比べ、

エストロゲン作用は小さいと考えられる。しかしな

がら、この試験では最大で 200ng/mg-liver を超える

高濃度のビテロゲニン生成が観察された。表には示

していないが、測定対象であったノニルフェノール

類やエストロゲン抱合体の結果をみると、メダカに

作用するような顕著に高濃度の物質は見当たらなか

った。また、雄メダカのビテロゲニンは曝露 2 週後

から高濃度で検出されたことから、曝露開始から 2
週間の間に急激なエストロゲン作用の上昇があった

と考えられるほか、測定対象としたエストロゲン様

物質のほかに、他の物質が関与している可能性が考

えられる。また、エストロゲン様活性では捉えられ

ない何らかの要因で、ビテロゲニンが生成した可能

性も考えられる。 
第 3 回試験（TestC）では、6 週間のメダカ成魚曝

露試験において、2 週ごとに雄メダカのビテロゲニ

ン生成状況を観察した結果、二次処理水曝露試験区

および放流水曝露試験区のいずれにおいてもビテロ

ゲニンを生成した雄メダカを確認した。しかしなが

ら、これを生成していない個体も多くみられた。二

次処理水曝露試験区では、曝露開始から 2 週後に 2

匹（10％）、6 週後に 4 匹（20%）の雄メダカでビテ

ロゲニンが確認された。陽性個体のビテロゲニン生

成最大値は、2 週後および 6 週後で、それぞれ 3.9

および 2.4ng/mg-liver であった。この試験区でのエ

ストロゲン様活性は、試験開始時に 23.9ng-E2/L で

あったが、その後徐々に低下し、6 週後では

1.5ng-E2/L であった。一方、放流水曝露試験区では、

曝露開始から 2 週後に 8 匹（40％）、4 週後に 1 匹

（10％）、6 週後に 5 匹（25%）の雄メダカにビテロ

ゲニンが確認された。陽性個体のビテロゲニン生成

最大値は、2 週後、4 週後および 6 週後で、それぞれ

99.0、3.5、および 3.8 ng/mg-liver であった。この

試験区でのエストロゲン様活性は、試験開始時に

32.3ng-E2/L であったが、二次処理水と同様にその

後徐々に低下し、6 週後では 1.0ng-E2/L であった。

このように、第 3 回試験（TestC）においては、高い

エストロゲン様活性が観測されたのは試験開始時の

みであったにも関わらず、曝露後しばらくビテロゲ

ニンが見られたことから、３－３で述べたように、

生成したビテロゲニンが体内に蓄積され、エストロ

ゲン様物質の曝露が低レベルとなっても徐々に代謝

されるしくみになっていると推測される。 

第 4 回試験（TestD）では、稚魚期から若魚期まで

8 週間曝露した雄メダカでは、二次処理水曝露試験

区の生残雄 7 匹中 2 匹（29%）にビテロゲニン生成が

認められた。一方、放流水曝露試験区の生残雄 13 匹

ではこれを生成している個体は検出されなかった。

エストロゲン様活性とビテロゲニン生成との関連を

見ると、エストロゲン様活性が最も高かったのが、

二次処理水試験区 6 週目の 24.0ng-E2/L であり、ビ

テロゲニンの生成が見られたのが 8 週目であったた

め、第 3 回試験（TestC）と同様に、第 6 週付近の曝

露によるビテロゲニンの生成により体内へ蓄積し、

これが第 8 週に検出されたものと思われる。 

雄メダカのビテロゲニン生成が引き起こされるエ

ストロゲン類の濃度として、E2 の最小作用濃度は

12.6 ng/L（曝露 2 日後および 7 日後）、最大無作用

濃度は 5.0 ng/L（曝露 2 日後および 7 日後）である

ことを３－２－１で既に述べた。このことから、

10ng/L を超える E2 に曝露されると、2 日後にはビテ

ロゲニンを生成している可能性があり、これは、今

回下水処理場での試験で得られた Test C および D の

結果と整合するものと考えられる。また、このこと

をより明確にするためには、エストロゲン作用とビ

テロゲニンの生成をより高い頻度で観測する必要が
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ある。そこで、より短期間での影響を把握する試験

を次に行った。 

第 5 回試験（TestE）においては、曝気槽試験区と

二次処理水試験区の両方において、2 日後には全て

のメダカにビテロゲニンの生成が見られた。特に、

曝気槽試験区では高いビテロゲニン濃度が観察され

た。観測された濃度範囲は、曝気槽試験区ではエス

トロゲン様活性が 3.55～128ng-E2/L、E1 濃度が 3.13

～99.1ng/L、最終沈殿池試験区ではエストロゲン様

活性が 1.94～149ng-E2/L、E1 濃度が 0.82～115ng/L

であり、いずれも試験開始時に最も高い値が観察さ

れた。また、どちらの試験区でも、エストロゲン様

活性と E1 濃度は同じような濃度変動が確認された。 

メダカの肝臓中ビテロゲニン濃度と、エストロゲ

ン様活性を比較すると、どちらの試験区においても、

実験初期に高いエストロゲン（活性）の曝露を受け、

2 日以内に生体反応（ビテロゲニンの産出）が始ま

り、エストロゲン様活性が低下しても、その生体反

応が長期間継続することが示唆された。これは、第

3 回試験（TestC）、第 4 回試験（TestD）の結果と同

様である。なお、曝気槽試験区では、二次処理水試

験区とエストロゲン様活性や E1 濃度が同程度であ

るにも関わらず、比較的高いビテロゲニン濃度が確

認された。この原因は明確ではないが、曝気槽試験

区での E2 濃度が最大 12.6ng/L であり、二次処理水

試験区の 3.67ng/L より大幅に高かったことが関連

している可能性がある。遺伝子組み換え酵母による

エストロゲン様活性では E1 の E2 に対する比活性値

が 0.3 であり、３－２－２で述べたように E1 のメダ

カにビテロゲニン生産を誘導する作用は、E2 のそれ

に対し 0.18～0.26 倍と求められたので、メダカはよ

り E2 に対する感受性が高いと考えられ、このことと

E2 濃度が高かったことにより、曝気槽試験区と二次

処理水試験区とのビテロゲニンの濃度の差が現れた

可能性がある。 

以上の下水処理水曝露試験におけるエストロゲン

様活性とビテロゲニンの推移を図 3-30～32 にまと

めた。これらの図よりわかるように、エストロゲン

様活性とビテロゲニンの発現は対応していないよう

に見える。例えば、TestE の曝気槽区と二次処理水

区、TestB の放流水区では、エストロゲン様活性が

低下してからもビテロゲニンの発現が見られる。こ

のような結果から、見かけ上はエストロゲン様活性

の上昇に対してビテロゲニンはやや遅れて生成され、

その影響はエストロゲン様活性が低下してもしばら

くは残ることが推測される。そこで、さらに検証す

るために河川水への曝露試験の結果を含め、曝露期

間 2 週目以降のエストロゲン様活性の平均値（2 週

間の移動平均））と雄メダカの肝臓中ビテロゲニン濃

度を比較することとした。図 3-33 に示すように、エ

ストロゲン様活性が 10ng-E2/L を超えると、ビテロ

ゲニンの生産が示唆された。また、メダカへの E1 の

作用強度は、E2 に対し 0.18～0.26 であることを考

慮し、エストロゲン濃度（E2 濃度+E1 濃度×0.22）

と雄メダカの肝臓中ビテロゲニン濃度とを比較する

と、エストロゲン濃度が 10ng/L より低い濃度でビテ

ロゲニンの生産が確認されたとともに、エストロゲ

ン様活性とビテロゲニンの濃度にほぼ直線的な関係

が得られた。また、雄メダカの雌性化の指標となる

ビテロゲニンの生成を引き起こすエストロゲン様活

性の閾値は約 10ng-E2/L と見積もられる。これは３

－２－２で得た結論と同様であり、E1、E2 といった

エストロゲン単物質による室内曝露実験で得た知見

が下水処理水や河川水のような環境水で適用できる

ことになる。 

このように、エストロゲン様活性とビテロゲニン

の発現には直線関係があること、ビテロゲニンの発

現には閾値があることがわかった。したがって、河

川水や下水処理水のような環境水において、エスト

ロゲン様活性は魚類の雌性化の指標として用いるこ

とができるのである。 

 

３－４－３ マイクロアレイによるメダカ曝露時の

遺伝子発現解析 

(1) メダカへのエストロゲン様物質曝露時のマイク

ロアレイの適用性 

 マイクロアレイは、遺伝子の発現を確認する簡易

な手法として応用が広がっている。メダカにエスト

ロゲン様物質を曝露するとビテロゲニンの生成が引

き起こされることをこれまで明らかにしてきたが、

その応答にはタイムラグがあること、曝露濃度の変

動の把握が必要であることから、ビテロゲニンの生

成状況が必ずしも明確でない結果も得られている。

そこで、ビテロゲニンの生成に先立ち、何らかの遺

伝子が発現するのであれば、それを検知することに

より、より明確にエストロゲン様物質の魚類への影

響を把握することができる。そこで、マイクロアレ

イによるメダカのメダカ曝露時の遺伝子発現解析を

試みることとした。 

(2) 雄メダカと雌メダカの遺伝子発現解析 
雄メダカの雌性化現象を遺伝子レベルで検出でき

るかどうか調査する際、雄メダカと雌メダカの遺伝
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子の発現の違いを確認しておく必要がある。そこで、

脱塩素水で飼育している約3ヶ月齢の雄メダカと雌

メダカの遺伝子発現解析を行った。本実験では雄、

雌それぞれ3匹を１検体としてマイクロアレイの処

理を行った。 
雄メダカと雌メダカのマイクロアレイ画像から

蛍光強度を読みとり数値化し、この数値化データを

元に雄メダカと雌メダカで散布図を作成したもの

を図3-34に示した。図3-34は、雄雌共通の遺伝子で

遺伝子発現の変動が少ないと考えられている

Acidic Ribosomal PhosphoProtein(ARPP)遺伝子の

発現を1とする相対強度で整理している。横軸と縦

軸は log2スケールで示しており、すなわち、

0,-1,-2,-3は1,1/2,1/4,1/8となる。なお、蛍光強

度がバックグラウンド以下となる低発現遺伝子は、

倍率を算出するため、バックグラウンドの標準偏差

の約2倍のかさ上げ処理を行った。 

雌メダカ肝臓中で、雄メダカの2倍以上発現して

いる遺伝子を表3-28に示す。卵黄前駆物質の形成に

関わる遺伝子であるビテロゲニン1,2、卵膜前駆物
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質の形成に関わる遺伝子であるコリオゲニンH,Hマ

イナ,L、エストロゲンレセプター遺伝子の発現が高

いことが確認できる。このように、雌特有の遺伝子

は、主に卵形成に関わる遺伝子であることがわかる。 
(3) 下水処理水に曝露した雄メダカと雌メダカの遺

伝子発現解析 
0日目をコントロールとして処理水と曝気槽上澄

水にそれぞれに曝露したときの雄メダカの各遺伝子

発現の散布図を図3-35（7日曝露の結果のみ）に示す。

本図は３－４－３(2)と同様にARPP遺伝子での補正

とバックグラウンド以下の低発現遺伝子のかさ上げ

処理を行っている。表3-29は、処理水と曝気槽上澄

水に2日,7日,14日間曝露したとき、0日目より遺伝子

発現量が3倍以上、1/3以下になった遺伝子でかつ統

計的有意(ANOVA検定でp<0.001)であったものを列挙

したものである。処理水と曝気槽上澄水に曝露した

いずれの場合でも雌特有の遺伝子であるビテロゲニ

ン1,2、コリオゲニンH,Hマイナ、エストロゲンレセ

プター遺伝子の発現が高くなることがわかる。ただ

し、処理水に14日間曝露した場合では、これらの遺

伝子の発現量は低下していた。 

処理水と曝気槽上澄水に曝露したときの発現が増

加する遺伝子数を比較すると、曝露期間7日間以上で、

曝気槽上澄水に曝露した方が、処理水に曝露した場

合よりも発現量が増加する遺伝子数が多いことが確

認できた。その中には、卵形成に関わる遺伝子の他
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表 3-28 メスメダカ肝臓中でオスメダカの 2 倍以上

発現している遺伝子 

遺伝子名 倍率(雌/雄)

ビテロゲニン 1 75.9

エストロゲンレセプターα 33.6

コリオゲニンＨ　マイナ 6.27

コリオゲニンＨ 3.69

partial cold-shock domain protein 3.26

ビテロゲニン2 2.70

HOXA9B 2.30

コリオゲニンＬ 2.07

図 3-33 メダカを用いた曝露試験における雄メダカ個体の肝臓中 VTG 濃度と 

エストロゲン様活性（左図）、エストロゲン濃度（E2 濃度+E1 濃度×0.22、右図）との関係 

（いずれも試験開始より 2 週間後の、移動平均値） 

（◇：下水処理水曝露試験、●：河川水曝露試験） 

0.1

1

10

100

1000

10000

0.1 1 10 100

エストロゲン様活性(ng-E2/L)

ビ
テ

ロ
ゲ

ニ
ン

濃
度

(n
g/

m
g-

liv
e
r)

0.1

1

10

100

1000

10000

0.1 1 10 100

エストロゲン濃度(ng/L)

ビ
テ

ロ
ゲ

ニ
ン

濃
度

(n
g/

m
g-

liv
e
r)



 

－ 317 － 

に未同定の遺伝子も多く含まれていた。 

図3-36、図3-37には各曝露水槽中のE1,E2濃度とエ

ストロゲン様活性およびビテロゲニン1,2、コリオオ

ゲニンH,Hマイナ、エストロゲンレセプター遺伝子の

リアルタイムPCRの結果を示す。表3-30は、リアルタ

イムPCRで使用したプライマーとプローブの塩基配

列である。リアルタイムPCRによる各遺伝子の定量に

おいてもARPP遺伝子の発現量との相対値を求めた後、

0日目コントロールとの倍率を算出した。なお、ビテ

ロゲニン１および２は、0日目コントロールの発現量

が検出限界以下であった。ここでは倍率を算出する

ため、0日目コントロールのビテロゲニン１および２

遺伝子発現量を、リアルタイムPCRで35サイクル（検

出限界付近のサイクル数）で遺伝子が検出されたと

仮定し算出した。 

処理水と曝気槽上澄水中のE1濃度は、曝露期間中

一定ではなく、それぞれ、0日目115,99.1ng/L、2日

目24.1,37.1ng/L、7日目17.6,8.85ng/L、14日目0.82、

9.57ng/Lとなり、低下傾向であった。このときのエ

ストロゲン様活性の値はE1濃度と同じ傾向を示して

いた。卵形成に関わる遺伝子の発現量をみると、処

理水に14日間曝露したメダカで、ビテロゲニン1,2、

コリオゲニンH,Hマイナ、エストロゲンレセプター遺

伝子の発現が低下しており、エストロゲン様活性や

E1と同じ傾向を示している。曝気槽上澄水に曝露し

た方では、エストロゲン様活性やE1の濃度があまり

低下せずに推移したのと同様、14日目に遺伝子発現

量の低下は見られなかった。このように、卵形成に

関わる遺伝子は、エストロゲン様活性やE1に連動し

て発現し、その発現が生じる濃度はエストロゲン様

活性10ng-E2/L以上であることがわかった。一方、３

－２－５や３－２－６で述べてきたのと同様に、肝

臓中ビテロゲニン濃度は、エストロゲン様活性値や

E1とは連動しなかった。 

処理水と曝気槽上澄水の曝露を比較すると、メダ

カの遺伝子発現量では、遺伝子の種類により倍率は

異なるが、曝露日数2,7日で曝気槽上澄水に曝露した

方が高くなっている。例えば、曝気槽上澄水に7日間

曝露したメダカのビテロゲニン1遺伝子の発現は、同

条件で処理水に曝露したものの7倍となっている。こ

のとき、肝臓中のビテロゲニンも曝気槽上澄水に曝

露した方が、処理水に曝露したものより50倍程度高

い値を示した。なお、水質としては、曝気槽上澄水

ではE2が検出されているものの、7日目までの両曝露

水槽中のエストロゲン様活性値は、ほぼ同じであっ

た。このような処理水と曝気槽上澄水の曝露での結

果の違いは、直接的には、メダカ体内に取り込まれ

る女性ホルモン量が多かった、または、曝気槽上澄

槽中にE1,E2以外の雌性化作用の強い物質が存在し

ていたためと考えられる。その理由としては、曝気

       （下水処理水１週間曝露）               （AT 上澄水１週間曝露） 

図 3-35 0 日目の発現遺伝子と処理水およびエアレーションタンク上澄水に 1 週間曝露したときの 

雄メダカの発現遺伝子の散布図 
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槽上澄水は処理水よりも溶存酸素濃度は低くなって

おり、曝気槽上澄水中のメダカはより多くの酸素を

取り込むため、エラを通る水量が増加したため、結

果として体内に取り込まれる女性ホルモン量が多く

なった、あるいは、曝気槽上澄水には女性ホルモン

の取り込みを促進する物質が含まれている、といっ

たことが考えられる。 

雄メダカと雌メダカの遺伝子発現解析から雌メダ

カ特有の遺伝子は卵形成に関わる遺伝子であること

がわかった。今回の実験では、雄メダカの雌性化の

検出も試みたため、雄メダカを使用したが、雌メダ

カを使用した方がより高感度に水質を評価できる場

合もあると考えられることから、様々な物質で雄メ

ダカと雌メダカの感受性の違いを明らかにしていく

必要がある。 

(4) エストロゲン様物質の曝露によるビテロゲニン

の生成と遺伝子の発現の関係 

これまで述べてきたように、マイクロアレイによ

る遺伝子の発現はエストロゲン様活性と連動して変

化し、一方、ビテロゲニンの発現はエストロゲン様

活性にやや遅れて引き起こされる。このようなビテ

ロゲニンの発現がエストロゲン様活性には追随せず

にやや遅れて引き起こされることは、河川水や下水

処理水を用いた試験に一貫して生じていた。これら

の知見から、メダカがエストロゲン様物質に曝露さ

れると卵形成等雌性化に関する遺伝子が発現し、こ

れによりビテロゲニンが生成される等、実際に雌性

化の兆候が現れ、エストロゲン様物質の曝露が収ま

っても体内にはビテロゲニンは代謝されるまでしば

らく体内に留まっている、という一連の魚類へのエ

ストロゲン様物質による雌性化のメカニズムが示唆

された。 

 

３－４－４ 下水処理水のコイ・メダカ曝露試験に

遺伝子名（アクセション番号） フォワードプライマー リバースプライマー TaqManプローブ 参考文献

エストロゲンレセプターα aatcgctcccggttctatatca cgaccctccatactgaaggaca FAM-atctcgaggcagaatcgagagtccga-BHQ 4)

ビテロゲニン１ tctgttgttgccaagaccaaag tccatcagttctcactccaatctc FAM-cttctttgttggagctgctgctgatgttct-BHQ 4)

ビテロゲニン２(AB074891) gggctgattcttgctctttctct ggctgaattctggggtgaag FAM-cccttgtggctgccaaccaactg-BHQ 今回設計

コリオゲニンH cggatagtcctctttccattgc tttgacactgcccattggc FAM-agcttggacccctcaagtgtacttgca-BHQ 4)

コリオゲニンHマイナ(AB025967) tgttcctcagtgggatttgct agggatccactggaactaacgtt FAM-attaatggctgtccaaacatcgacgatcg-BHQ 今回設計

ARPP(AU179751) ctttgtcttcaccaaggaggatct cgagctgctgcaggtacct FAM-actgaagtcagggatctgctgctggc-BHQ 今回設計

      表 3-29 コントロールの 3 倍以上、0.3 以下で ANOVA 検定により p<0.001 と判定された遺伝子 

遺伝子名 アクセション番号 倍率 遺伝子名 アクセション番号 倍率
ビテロゲニン１ AB064320 92.3 ビテロゲ二ン１ AB064320 109.2
ビテロゲ二ン２ AB074891 14.8 ビテロゲ二ン２ AB074891 32.3
コリオゲニンHマイナ AB025967 7.6 エストロゲンレセプターα AB033491 28.0
エストロゲンレセプターα AB033491 4.3 コリオゲニンHマイナ AB025967 7.8
コリオゲニンH D89609 4.2 コリオゲニンH D89609 3.9
コリオゲニンL AF5000194 3.2 コリオゲニンL AF500194 3.1
ビテロゲ二ン１ AB064320 85.3 ビテロゲ二ン１ AB064320 88.3
ビテロゲ二ン２ AB074891 14.1 エストロゲンレセプターα AB033491 33.9
エストロゲンレセプターα AB033491 8.7 ビテロゲ二ン２ AB074891 29.5
コリオゲニンHマイナ AB025967 7.5 コリオゲニンHマイナ AB025967 7.7
コリオゲニンH D89609 3.7 cDNA similar to aspartate transaminase precursor, mitochondrial - pig AU177265 6.5

cDNA similar to H+-transporting ATP synthase beta chain precursor, mitochondrial - bovine AU177340 5.2
cDNA similar to H+-transporting ATP synthase alpha chain - mouse AU176589 4.9
cDNA similar to TR:O75804 O75804 KI-1/57 INTRACELLULAR ANTIGE AV668414 3.9
cDNA similar to translation initiation factor eIF-2 gamma chain (human) AV669804 3.8
コリオゲニンH D89609 3.7
cDNA  similar to eukaryotic translation inititation factor EIF3-p48 subunit (fission yeast) AU177788 3.2
コリオゲニンL AF500194 3.0

ビテロゲニン1 AB064320 37.0 ビテロゲニン１ AB064320 93.2
cDNA to similar to cytochrome P450 2D10 - mouse AU176875 4.2 エストロゲンレセプターα AB033491 36.8
cDNA similar to Brain cDNA library Ictalurus punctatus cDNA 5 AU180750 3.0 ビテロゲニン2 AB074891 31.7
transposon Tol2 transposase AB031079 0.2 cDNA similar to aspartate transaminase, mitochondrial - pig AU177265 7.9

コリオゲニンHマイナ AB025967 7.7
cDNA similar to H+-transporting ATP synthase alpha chain - mouse AU176589 5.3
cDNA similar to H+-transporting ATP synthase beta chain precursor, mitochondrial - bovine AU177340 4.9
cDNA clone MF01FSA032M17 5 BJ704342 4.2
cDNA similar to eukaryotic translation inititation factor EIF3-p48 subunit (fission yeast) AV670601 4.0
cDNA similar to cytochrome P450 2C4 - rabbit AU176982 3.9
cDNA similar to TR:O75804 O75804 KI-1/57 INTRACELLULAR ANTIGE AV668414 3.8
コリオゲニンH D89609 3.7
cDNA similar to translation initiation factor eIF-2 gamma chain (human) AV669804 3.6
cDNA clone MF01SSA123H06 3 BJ022493 0.3

注）斜体は未同定遺伝子

１４日

曝露
日数

エアレーションタンク処理水

２日

７日

表 3-30 リアルタイム PCR で使用したプライマーとプローブの塩基配列 



 

－ 319 － 

おけるビテロゲニン発現のまとめ 

コイとメダカを下水処理水に曝露してエストロゲ

ン様物質によるビテロゲニンの生成を調査したとこ

ろ、コイの場合には明確な影響は見られなかったが、

メダカの場合には高濃度のエストロゲン様活性が観

測された後にビテロゲニンの発現が見られた。その

生成はエストロゲン様活性にやや遅れて現れ、エス

トロゲン様活性が低下した後にもビテロゲニンは検

出された。これは河川水曝露の場合とも同様の傾向

であり、エストロゲン様活性がある程度の濃度にな

るとビテロゲニンの生成が促され、一度生成したビ

テロゲニンは体内に蓄積されて徐々に代謝されるこ

とが改めて推測された。試験全体の結果より、エス

トロゲン様活性が 10ng-E2/L を超えるとビテロゲニ

ン濃度が上昇する傾向にあることが明らかになった。 
このような、メダカがエストロゲン様物質に曝露

されてビテロゲニンが生成する際の発現遺伝子をマ

イクロアレイにより調べたところ、卵形成等雌性化

に関する遺伝子が直ちに発現し、曝露濃度が低下す

ると発現も停止していた。このことから、ビテロゲ

ニンの生成を促すエストロゲン様活性の濃度には閾

値があり、遺伝子の発現よりやや遅れてビテロゲニ

図 3-36 処理水曝露水槽中の E1,E2 濃度、エストロゲン

様活性値、肝臓中ビテロゲニン濃度、リアルタイム PCR

で測定した各遺伝子の発現倍率の経日変化 

(bar は最大、最小値) 
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図 3-37 ＡＴ曝露水槽中の E1,E2 濃度、エストロゲン

様活性値、肝臓中ビテロゲニン濃度、リアルタイム PCR

で測定した各遺伝子の発現倍率の経日変化 

(bar は最大、最小値) 
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ンが生成されること、曝露終了後には遺伝子の発現

は収まるもののも、代謝は徐々に進行するためにし

ばらくはビテロゲニンが体内に留まっている、とい

ったメカニズムにより雌性化が引き起こされること

が明らかになった。 

 

 

４ まとめ 

本研究では、環境水中のエストロゲン様物質が魚

類にどのような影響をどの程度与えるのかを明らか

にするために、室内実験によりエストロゲン様物質

の影響濃度を明らかにするとともに、都市河川水と

下水処理水中で魚類を飼育することによりエストロ

ゲン様物質の実態と雌性化との関連を検討した。ま

た、遺伝子組み換え酵母を用いたエストロゲン様活

性の測定と各エストロゲン様物質の作用の比較か

ら、環境水中のエストロゲン様活性における寄与物

質を明らかにすることを検討した。 
その結果、環境水中のエストロゲン様活性におけ

る寄与はエストロン（E1）が最も大きく、次いて 17
β-エストラジオール（E2）が大きいことがわかった。

そして、エストロゲン様活性と E1 の濃度の推移はほ

ぼ連動していた。 
また、E1 や E2 が雄メダカのビテロゲニン生成を

引き起こす作用濃度は、14 日間の曝露での最小作用

濃度がそれぞれ 79.5ng/L と 5.0ng/L、最大無作用濃度

がそれぞれ 31.6ng/L と<5.0ng/L であった。そして、

エストロゲン濃度とビテロゲニンの生成には直線関

係があった。 
下水処理水をメダカに曝露させた場合、エストロ

ゲン様活性では約 10ng-E2/L がビテロゲニン生成の

閾値と考えられた。エストロゲン様活性はエストロ

ゲンによる作用強度を的確に表していると考えられ

ることから、環境水中のエストロゲン様活性は魚類

の雌性化の指標として用いることができると考えら

れる。 
なお、雄メダカがエストロゲン様物質に曝露され

ると卵形成等雌性化に関する遺伝子が直ちに発現

し、曝露濃度が低下すると発現も停止するが、ビテ

ロゲニンの生成は遺伝子の発現よりやや遅れて検出

されるとともに、曝露終了後にも代謝は徐々に進行

して、しばらくはビテロゲニンが体内に留まってい

ることも明らかになった。 
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