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　生物影響試験を利用した排水水質管理手法WET（Whole Effl uent Toxicity: 全排水毒性）は，すで
に，欧米では制度として導入されており，我が国においても，環境省にて日本版WETとしての導
入（法制化）が検討されている。当社は，WETの法制化に備え，生物影響試験を習得し，さらに，
生物影響試験の結果，生物に対する影響が認められた場合の毒性削減評価（TRE: Toxicity Reduction 
Evaluation）と毒性同定評価（TIE: Toxicity Identifi cation Evaluation）について検討を進めてきた。本
報では，生物影響試験の信頼性確保に不可欠な，健全な供試生物を飼育できているかを確認するた
めゼブラフィッシュ，ニセネコゼミジンコ，ムレミカヅキモの感受性試験と，生物影響試験の結
果，ミジンコに対して生物影響が認められた金属製品製造工場排水の毒性改善の検討結果について
報告する。当社で飼育している，３種類の生物に対して，毒性標準物質を用いた感受性試験を実施
したところ，それらは，毒性に対して十分な感受性を有しており，供試生物として適切に飼育・管
理できていることが示された。また，ミジンコに対して生物影響が認められた金属製品製造工場排
水については，TRE/TIEを実施して，毒性要因物質が Zn，Niであると推察できること，および，
Fe系凝集剤を用いることにより毒性が改善できることを明らかにした。

The Whole Effluent Toxicity （WET） wastewater quality management technique that uses aquatic 
organisms has already been introduced in the USA. In Japan, the Ministry of the Environment is 
exploring the introduction and applications of a Japan version of WET by way of legislation. We 
practiced biological infl uence testing in preparation for the WET legislation and investigated the Toxicity 
Reduction Evaluation （TRE） and Toxicity Identifi cation Evaluation （TIE） that would be required in order 
to identify the effl uent characteristics causing toxicity when the result of biological infl uence tests indicate 
an effect exceeding a certain level. This paper reports on sensitivity testing we did to confi rm whether 
healthy aquatic organisms （Danio rerio, Ceriodaphnia dubia and Pseudokirchneriella subcapitata） 
essential for ensuring the reliability of biological infl uence testing can be bred or not using bioassays, as 
well as results of investigations into the toxicity improvement of effluent from a metal manufacturing 
plant that C. dubia was found to be biologically effective against. Sensitivity tests were conducted on the 
three types of aquatic organisms we bred using a standard toxic substance and indicated sufficient 
sensitivity to toxicity in all three cases, thus proving that the test organisms can be properly bred and 
managed. We also conducted TRE/TIE on effl uent from a metal manufacturing plant that C. dubia was 
found to be biologically effective against. As a result, we identifi ed Zn and Ni in the effl uent as possible 
major toxicants and proved that toxicity could be reduced using an Fe coagulant.

日本版 WET の導入と毒性改善（TRE/TIE）の取組み
Introduction and Applications （TRE/TIE） of the Japan Version of WET
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ま え が き
　近年，生活や産業の高度化により多種多様な化学
物質が環境中に放出されており，野生生物やヒトへ
の健康被害に対する関心が高まっている。WHO（世
界保健機構）では，飲料水水質ガイドラインに新た
な生物影響試験が導入されており１），米国ではすで
に基準値が設定され，運用されている。さらに米国
では，工場排水にも生物影響試験が適用され，US-
EPA（米国環境庁）によるWETシステム（米国版
WET）が実施されている２）。米国版WETでは，基
準値を超過する生物影響が認められた場合，毒性要

因物質の同定や除去方法の検討により，排水の生物
影響を削減することが義務づけられている。その工
程は TRE（Toxicity Reduction Evaluation: 毒性削減評
価）/TIE（Toxicity Identification Evaluation: 毒性同定
評価）と呼ばれ，毒性要因物質の同定から削減まで
の実施手順書が US-EPAにより示されている３）。
～日本版 WET ～
　一方，わが国では，工場排水の規制値は，水質汚
濁防止法に基づく生活環境項目15項目と，健康項目
28項目のみであり４），日々増え続けている多様な化
学物質への管理が十分に行われているとは言えない

図１　日本版WETの適用フロー

 全　排　水　毒　性 WET（Whole Effluent Toxicity）
 生 物 影 響 試 験 Bioassay Test
 毒 性 削 減 評 価 TRE（Toxicity Reduction Evaluation）
 毒 性 同 定 評 価 TIE（Toxicity Identification Evaluation）
 企業の社会的責任 CSR（Corporate Social Responsibility）

【セールスポイント】
　水生生物を用いた生物影響試験による総体的な排水の安全性評価（WET）は，一般市民にも
理解されやすいことから，大企業を中心に CSR（Corporate Social Responsibility：企業の社会的責
任）に取入れる事業所が増加している。生物影響試験により生物影響が認められた場合，当社の
水処理技術の経験とノウハウを活かした TRE/TIEを実施することにより，顧客に対して，改善
策を提案することが可能となり，顧客の環境改善への取組みに貢献できる。
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現状にある。そこで，環境省を中心に，総体的に排
水中の化学物質の影響を評価する手段として，「生
物応答を用いた排水試験法（検討案）」５）（以下，「検
討案」）が作成され，事業所排水への適用が検討さ
れている。日本版WETでは，まず，自主管理制度
としての導入が検討されている６）が，制度が浸透
するにつれ，将来的には，規制へと移行していくも
のと予想される。
　当社は，WETの法制化に備え，生物影響試験を
習得し，さらに，生物影響試験の結果，生物に対す
る影響が認められた場合の毒性同定評価（TIE）と
毒性削減評価（TRE）について検討を進めてきた。
　本報では，生物影響試験の信頼性確保に不可欠
な，健全な供試生物を飼育できているかを確認する
ための毒性感受性試験と，生物影響試験の結果，ミ
ジンコに対して生物影響が認められた金属製品製造
工場排水の毒性改善の検討結果について報告する。
1.　感受性試験による試験精度と信頼性確

保の検証
　生物影響試験の試験結果の精度と信頼性を保証す
るために，定期的に毒性標準物質を用いて，ニセネ
コゼミジンコ（ミジンコ），ゼブラフィッシュ（魚），
ムレミカヅキモ（緑藻）の毒性感受性試験を実施し
ている。ここでは，その一例として，藻類感受性試
験について紹介する。
1. 1　緑藻感受性試験方法
　ムレミカヅキモを用いた感受性試験（生長阻害試
験）は，「検討案」に準じて行った，試験における
同一濃度での繰返し数（n数）は，対照区は６連，
濃度区は３連とした。試験濃度は公比２として，５
％，10 ％，20 ％，40 ％，80 ％の５濃度区を設定し
た。５濃度区の二クロム酸カリウム（毒性標準物
質）濃度は，0.125 mg/L，0.25 mg/L，0.5 mg/L，１
mg/L，２mg/Lとした。前培養した供試生物の生物
量を測定し，試験溶液中の初期生物量が５×103 
cell/mLとなるように希釈調整し，試験溶液に添加
した。ばく露開始後，24，36，72時間後に１mLあ
たりの細胞数を測定した。試験成立条件は，表１の
すべての項目を満足することとした。
　試験結果の統計解析には，日本環境毒性学会の

EcoTox-Statistics７）の TG201を用いた。Bartlett検定
と Dunnett多重比較検定を算出し，対照区と各濃度
区とを比較した。判定は，Bartlett検定で等分散性が
認められた場合は，パラメトリック手法による一元
配置分散分析（ANOVA）により試験区間内に有意
差があるかを検定した。等分散性が認められない場
合は，ノンパラメトリック手法により有意差がある
かを検定した。有意差が認められた場合は，Dunnett
多重比較検定にて，危険率５％未満を有意として，
NOEC（No Observed Effect Concentration: 無影響濃
度）を推定した。有意差が認められなかった場合，
NOECは最高濃度区以上とした。
1. 2　緑藻感受性試験結果
　緑藻試験成立条件（表１）のデータと NOECを
用いた健全性の確認データを図２に示す。試験成立
条件である対照区の①増殖倍率は158～332倍 ②生
長速度の変動係数は15～32 ％ ③繰返し間の生長速
度の変動係数は１～５％ となり，すべての項目に
おいて成立条件を満足することができた。毒性標準
物質を用いた NOECも0.25 mg/Lで安定しており，
生物の適正な飼育・培養を行っていることが確認で
きた。供試生物の感受性試験は定期的に実施してお
り，生物影響試験の信頼性を確保している。

表１　緑藻生長阻害試験成立条件

①　対照区の生物量がばく露期間中に少なくとも16倍増加すること
②　対照区の毎日の生長速度の変動係数がばく露期間を通じて35 ％を超えないこと
③　対照区の繰り返し間の生長速度の変動係数が７％を超えないこと

図２　ムレミカヅキモの健全性管理データ
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2.　TRE/TIE による毒性要因物質の推定と
削減８）

　水質汚濁防止法の水質基準を満足している金属製
品製造工場排水の生物影響試験を実施したところ，
ミジンコへの影響が確認された。そこで，ミジンコ
に対する生物影響削減を目的に，TRE/TIE手法によ
る毒性要因物質の推定と削減方法の検討を行った。
　排水の化学分析結果，排水の生物影響試験結果，
および事業者への聞取り調査結果をもとに，毒性要
因物質を推定し，その除去試験を実施して，除去前
後の生物影響試験結果を比較した。そこで影響が軽
減されていれば，除去された物質が毒性要因物質で
ある可能性が高いと推察される。
2. 1　試験方法
⑴　ミジンコ繁殖試験方法
　ミジンコ繁殖試験は，「検討案」に準じて，ニセ
ネコゼミジンコを用いて実施した。産まれて24時間
以内の仔虫を試験に用いた。試験における同一濃度
での繰返し数は10連，試験濃度は公比２とし，５
％，10 ％，20 ％，40 ％，80 ％の５濃度区を設定し
た。このとき，同じ親から産まれた同一腹仔の仔虫
を，対照区を含むすべての希釈段階に配置した。ば
く露開始後は，毎日ミジンコの生死観察と生まれた
仔虫の総数を計測し，結果を記録した。試験は対照
区の試験個体の60 ％以上が３腹産んだ時点で終了
し，すべてのばく露区の産仔を集計した。ただし，
ばく露期間は最長でも８日間とした。試験成立の条
件は，表２の項目をすべて満足することとした。
　統計解析には，EcoTox-Statistics Ver.2.6の TG211
を用いた。Bartlett検定と Dunnett多重比較検定を用
いて，対照区と各濃度区の産仔数を比較した。判定
は，前述，「1. 1 藻類感受性試験」に準じた。
⑵　毒性要因物質の除去試験方法
　①　キレート樹脂吸着処理試験方法
　キレート樹脂（ミヨシ油脂㈱製）をカラムに充
填し，試料を定量ポンプにより連続的に上向流で
通水した。キレート樹脂層容積の12倍量の試料を
通水して，得られた処理水全量を化学分析および
生物影響試験に供した。生物影響試験では，pH

による生物影響が無いように硫酸で pH7付近に調
整した。
　②　凝集処理試験方法
　凝集処理試験では，無機凝集剤として塩化第二
鉄（38 ％ FeCl3 溶液）を使用し，高分子重金属捕
集剤（ミヨシ油脂㈱製）および高分子凝集剤を併
用した。これら高分子凝集剤使用時は，pH7付近
に調整した。試験には６連式のジャーテスタ（凝
集処理試験装置）を使用した。凝集処理試験で得
られた上澄み液を，実装置の砂ろ過（孔径３～７
µm）を想定して，孔径７µmのセルロース製ろ紙
（No.5A，アドバンテック東洋㈱製）でろ過した。
そのろ過水を化学分析および生物影響試験に供し
た。生物影響試験前に，pHを 7付近に調整した。
⑶　毒性要因物質の添加試験方法
　毒性要因物質の除去試験により生物影響が認めら
れなくなった試料に，毒性要因物質と考えられる重
金属（後述 Zn）を添加して，生物影響試験に供し，
その影響増加分から毒性要因物質の検証を行った。
添加方法は，Zn濃度が除去試験前と同じ濃度にな
るように，化学分析用 Zn溶液1 000 mg/L（金属分
析用標準液，関東化学㈱製）を添加した。
2. 2　結果および考察
⑴　生物影響試験
　採水は，金属製品製造業工場排水放流口にて日に
ちを変えて２回行い，それらを2014年６月５日採水
試料（以下，試料 Aと称する）と2014年７月１日
採水試料（以下，試料 Bと称す）とした。
　試料 Aと試料 Bの生物影響試験結果を表３に示
す。魚と緑藻の NOECは，すべて試験濃度80 ％以
上で毒性は認められなかった。しかし，ミジンコの
NOECは，試料 Aが試験濃度５％未満，試料 Bが

表３　生物影響試験結果

試料名 魚
（NOEC）

ミジンコ
（NOEC）

緑藻
（NOEC）

試料 A
試料 B

＞80 ％
＞80 ％

＜5 ％
 40 ％

＞80 ％
＞80 ％

表２　ミジンコ繁殖試験成立条件

①　対照区の試験個体の死亡率が20 ％以下であること
②　対照区の試験個体にて最大８日間に60 ％以上が３腹分の産仔をしていること
③　対照区の試験個体の合計産仔数が，最初の３腹分を平均して15個体以上であること
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40 ％で，毒性が認められた。親ミジンコの死亡率
を図３，４に示す。試料 Aでは試験濃度40 ％以上
で，試料 Bでは80 ％で半数以上が死亡した。
⑵　排水性状と化学分析結果による毒性要因物質の
推定
　排水の性状把握のため，事業者への聞取り調査を
実施し，工場用水の使用状況，製造工程に使用され
る化学物質，排水処理工程および運転状況など，毒
性要因物質を推定するための情報を入手した。結果
を以下にまとめる。
①　金属製品の製造工程時に，Zn，Ni，Pbを主
に使用している
②　排水処理は，pH調整と凝集沈殿のみである
③　排水処理装置の運転状況は良好である
④　放流水は排水基準のすべてを満足している
⑤　１級河川合流後の排水は，約21 000倍希釈さ
れている

　金属製品の製造工程時に，Ni，Zn，Pbが使用さ

れているため，これらの物質も含め化学分析を行っ
た。結果を表４に示す。分析結果から，pH，硬度，
濁度，TOC，CODMn，NH4-Nは，生物に影響を与え
るレベルの値ではなかった。また，Pbについても，
排水中の濃度が１µg/Lと，Pbのミジンコ繁殖試験
の文献値の EC25（25 ％ Effect Concentration: 25 ％
影響濃度）の153 µg/L９）に比べて十分に低いこと
から，Pbは毒性要因物資の候補から除外した。
　一方，試料 Aには，Zn 460 µg/L，Ni３µg/Lが含
まれており，それぞれのミジンコ繁殖試験の文献値
の EC25（Zn 60 µg/L12）と Ni 0.64 µg/L９））を大きく
超えていることから両物質ともに生物影響を与える
可能性が高いと推察した。
⑶　毒性要因物質の除去試験
　①　キレート樹脂吸着処理試験
　キレート樹脂吸着試験結果を表５に示す。本処
理により試料 Aの Zn は460 µg/Lから15 µg/L，Ni
は３µg/Lから１µg/L未満に改善された。キレー

表４　化学分析結果

試料名 pH
（－）

硬度
（mg/L）

濁度
（degree）

TOC
（mg/L）

CODMn

（mg/L）
NH4-N
（mg/L）

Zn
（µg/L）

Pb
（µg/L）

Ni
（µg/L）

試料 A
試料 B

8.6
7.1

280
498

0.5
0.1

2.7
1.0

2.9
1.3

＜0.10
0.25
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図３　試料 Aミジンコ繁殖試験結果（**：p＜0.05）
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図４　試料 Bミジンコ繁殖試験結果（**：p＜0.05）

表５　キレート樹脂吸着試験の水質分析結果

pH
（－）

Ni
（µg/L）

Zn
（µg/L）

Pb
（µg/L）

試料 A
キレート樹脂吸着後（試料 A）

8.6
10.6

3
＜1

460
15

1
＜1
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ト処理水は，pH10.6であったため，硫酸を用いて
pH7.1に調整し，ミジンコ繁殖試験に供した。処
理前の生物影響試験ではミジンコに毒性影響が認
められたが，キレート処理水は図５に示すとお
り，すべての希釈段階において，ミジンコの親の
死亡率，繁殖率に影響が認められなかった。
　以上の結果より，キレート樹脂吸着処理により生
物影響が削減されること，また，Znと Niの濃度が
生物影響濃度以下に下がっていることから，両者が
毒性要因物質である可能性が高いことが示唆された。
　②　凝集処理試験
　試料 Aの凝集処理前後の化学分析結果を表６
に示す。無機凝集剤 FeCl3 を50 mg/L添加すると，
Znは460 µg/Lから２µg/Lと大きく減少したが，
Niは３µg/Lから２µg/Lとほとんど減少していな
かった。凝集処理前には，ミジンコの毒性影響が
認められたが，図６に示すとおり FeCl3 50 mg/L
添加で処理した処理水は，Niがミジンコ繁殖試
験の EC25値である0.64 µg/Lを上回っているにも
かかわらず，すべての希釈段階においてミジンコ
の親の死亡率は20％以下であり，繁殖率に影響が
認められないと評価された（2. 2 ⑷ ②で考察）。
　以上の結果より，Znが主な毒性要因物質である
可能性が高いと推察された。

⑷　毒性要因物質の添加試験
　試料 Aを用いて FeCl3 で凝集処理した処理水に，
試料 Aと同じ Zn濃度になるように Znを添加し試
料を作成した（以下，添加試料 Cと称する）。Niに
ついては，凝集処理前とほぼ同じ値であったため，
添加しなかった。添加試料 Cの Zn濃度は460 µg/L，
Ni濃度は2.8 µg/Lであり，試料 Aとほぼ同じ値で
あることを確認した。試料 Aと添加試料 Cのミジ
ンコ繁殖試験結果を図７に示す。試料 Aの NOEC
は５％未満であったが，Znと Ni濃度を試料 Aと
ほぼ同等に調整した添加試料 CのNOECは20 ％で，
試料 Aに比べ低い毒性となった。「2. 2 ⑶ ②凝集
処理試験」で，凝集処理水の Niがミジンコ繁殖試
験の EC25値である0.64 µg/Lを上回る２µg/L残留し
ているにもかかわらず，ミジンコの繁殖率に影響が
認められなかったことと考え合わせると，凝集処理

産
仔
数

死
亡
率
（
％
）

30

25

20

15

10

5

0
5 10 20 40 80対照区

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

排水濃度（％）

産仔数
死亡率

図６　ミジンコ繁殖試験結果（FeCl3 50 mg/L）
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表６　凝集処理試験の水質分析結果

pH
（－）

Ni
（µg/L）

Zn
（µg/L）

試料 A
FeCl3 50 mg/L

8.6
8.93

3
2
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2

産
仔
数

死
亡
率
（
％
）

30

25

20

15

10

5

0
5 10 20 40 80対照区

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

排水濃度（％）

産仔数
死亡率

図５　ミジンコ繁殖試験結果（キレート樹脂吸着試験後）
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試験に用いた塩化第二鉄に含まれる Feが Niの毒性
影響を緩和した可能性があると推察される。
　以上の結果より，対象とした金属製品製造工場排
水のミジンコへの毒性要因物質は，Znと Niの可能
性が高いこと，および，FeCl3 で凝集処理すること
により効果的（Zn除去，Niの毒性緩和）に毒性が
削減できることが分かった。
　本工場は，もともと処理設備として凝集沈殿設備
を有しているため，凝集剤の選定および運用を最適
化することで毒性改善が可能と考えられる。
む　す　び
⑴　生物影響試験の信頼性確保に必要不可欠な，健
全な供試生物を飼育できているかを確認するた
め，毒性標準物質を用いた感受性試験を実施し
た。供試生物は，毒性物質に対して十分な感受性
を有しており，適切に飼育・管理できていること
が示された。
⑵　生物影響試験でミジンコに対して生物影響が認
められた，金属製品製造業の工場排水に対して，
TRE/TIE手法を実施して下記の知見を得た。
①　毒性要因物質は，Znと Niである可能性が高
い
②　無機凝集剤として使用した Feには Znを除
去し，Niの毒性を打ち消す作用がある。
③　毒性要因物質の削減方法としては，凝集剤の
選定および運用の最適化といった軽微な変更で
改善可能である。

　生物影響試験は，生物への直接的な影響を示すた
め，一般市民にも分かりやすく，「生物影響なし」

の結果であれば，CSRに記載することで，「環境に
優しい排水を放流している」とアピールすることが
できる。一方，「生物影響あり」の場合は，本報で
紹介した TRE/TIEを実施することで，改善策を見
つけることが可能である。法制化が実施されていな
い現状においては，改善まで実施する企業は少ない
が，それでも，将来に備えて，TRE/TIEを検討する
企業もでてきている。今後，法制化が進むにつれ，
生物影響試験だけではなく，TRE/TIEを検討する企
業が増加していくものと期待する。
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