
環境水及び化学物質の複合毒性に関する定量的評価の試み
Quantitative evaluation of toxicity of environmental water and chemicals mixture
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1. は じ  め  に

最近,環 境水中の多種多様な化学物質による人体への影

響が問題になっている。特に都市河川は様々な人間活動に

よって汚染されている。通常河川水中には,個 々の物質の

濃度は非常に低いが極めて多数の化学物質が同時に含まれ

ており,そ れらの物質による複合毒性も考えられるため,

水質基準のみで汚染の程度を把握することは不可能になっ

てきている
1)。
そこで,生 体の応答を利用することによ

り,人 体影響を包括的に評価できるバイオアッセイが注目

されている
2)。
しかし従来のバイオアッセイは,個 々の物

質の毒性や環境水の包括的な毒性は評価できるものの,定

量的な毒性データの解析手法が確立されていない.従 って,

実際の環境水リスク管理に必要となる個々の物質の毒性デ

ータから環境水の毒性を予測することや,環 境水の包括的

な毒性情報から個々の物質の影響を見積もるというような

検討はあまり行われていない
3)。

そこで本研究では,ヒ ト由来細胞を用いたバイオアッセ

イによる化学物質及び環境水の毒性データを定式化し,得

られたパラメータを用いて,多 角的に毒性情報を1又集
・整

理した。更に化学物質の2成分系と環境水の多成分系にお

ける複合毒性を,構 成成分毒性デ
ータから予測する手法に

ついて検討を行った.

2 .実 験 方 法

2.1 培養方法

各種毒性試験に広 く使われており,培 養も比較的容易な

ヒト肝臓ガン由来細胞株 Hep G 24)を各種化学物質を溶解
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させた培地もしくは環境水から調製した培地で培養し,48

時間後の細胞生存率を測定した。

環境水としては,鶴 見川下流の汐鶴橋において採取 した

河川水を用い,必 要に応 じて超純水 (Milli¨Q水 )で 希釈

して実験に供した。ちなみに本河川水は潮流の影響を受け

ていないことを電気伝導度の測定によつて確かめている。

この試料水 90%に 10倍濃縮したDME培 地を添加 し,血

清 (FBS)1.25%を 添加 して細胞に負荷 した.培 養は5%

C02'37°Cの 下で行った。複合毒性実験に使用した化学物

質をTablc lに示す。使用 した 5種 類の化学物質はいずれ

も環境中によく検出される代表的な環境汚染物質である。

負荷後 48時 間後 における細胞生存率は AP ( A c i d

Phosphatase:AP)法
5)に
よって測定した。つまり添力日した

ρ̈ニ トロフェニルフォスフェイトが細胞質に
一定量存在す

る酸性フォスフアターゼ (AP)|こより黄色の発色を呈す

る′―ニ トロフェノ
ールを吸光度を没1定することで定量 し,

生細胞数を濃1定した。吸光度と生細胞数が直線関係となる

ように,原 法を基本として予め測定手法を再決定した。す

なわち,96穴 マルチチャンネルウェルプレ
ー ト (0.32

cm2/we11)に,細 胞を播種密度 1× 105cellS/cm2で播種 し,

24時 間後に各種培地を負荷 した.そ の後 48時間培養後に

APの 基質であるルニ トロフェニルフォスフェイ ト/酢酸

緩衝液を 100μ1/well添加 し,2時 間 37°Cの 下で反応後,

Table l 化学物質用量作用関係のEq.1による回帰結果

Chemicals m    s     RA2

2,4,5-Trichlorophenol  -1.311   0,4023  0.972

T五butyltin Chlo五de   -2.932  0.4137  0.957

Paraquat -1.143   0.3945  0.987

1.2-Phenilcnedianline  _0.8269  0.4780  0.887

Trinitriloacetlc acid    -0.1843  0.6695  0,866
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プレー トごとELISAリーダーでρ_ニトロフェノ
ールの405

nmの 吸光度を測定 した。データの測定は,4ウ ェルの平

均値とした。この時,標 準偏差は,平 均値の± 10%以 内

であった。

2.2 定式化

実験から得られた用量作用関係 (濃度の対数に対する細

胞生存率)に 対してEq。1に示すロジステイック式を用い

て定式化を試みた。定式化には,非線形最小2乗法による

回帰を行い,相 関係数を同時に算出した。

y=1/(1+exp((x―m)/s))             … Eq.1

y:細 胞生存率( )̈

x:log C

(C:化 学物質の濃度 (mNI)又 は河川水の濃縮倍率)

m:log ttD50(y=0.5になる10g C)

s:曲 線の傾きを間接的に表すパラメータ

また,環 境庁未来環境想像型基礎研究制度における分担

研究の成果である180種類の化学物質の細胞生存率試験の

データを定式化の適合性評価に用いた。

また,複 合毒性の表現には,各 化学物質を単独で暴露し

たときの毒性の積で表すことが出来ると仮定した。すなわ

ち複合暴露系の細胞生存率をY,構 成成分単独暴露におけ

る細胞生存率をLと すると,

Y=Π yi

3日結 果 と 考 察

Eq 2

3.1 単成分系用量作用曲線

Eq.1に より定式化した用量作用曲線と実験データとの

比較の一例をFig.1に示す。Fig。1の Tributyltin Chlorideを

暴露した場合の回帰した用量作用曲線は比較的実験データ

とよく一致 していたものの,ThiObencttbのような毒性以

外の生理活性
6)を
有する物質を暴露した場合,相 関係数は

0.77程度と多少低い値にとどまった。しかし180種の化学

物質のうち毒性を検出した物質については約 8割の物質が

相関係数 RA2=0.80以上と,デ ータと回帰曲線は良く一致
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Fig.3 鶴見川河川水の経時的毒性変動

した (Fig。2)こ とから,Eq.1は
一部の例外を除いては単

成分系の用量作用曲線を表す式として用いても差し支えな

いと考えられる。本研究において複合毒性のモデル化学物

質として用いた5種 類の化学物質の用量作用関係はEq.1

で良い相関性で回帰できた (Table l)。しかし正確な毒性

データの回帰が求められる場合,そ れぞれの化学物質の毒

性発現機序に基づき,本 研究で用いたロジスティックモデ

ルだけではなく他の最適な回帰曲線 (例えば発ガン性物質

に対 してはワンヒットモデル
7))を
使い分ける必要がある

と考えられる。

3.2 河 りIl水用量作用曲線

鶴見川汐鶴橋付近において約 3時 間おきに24時 間採取

した河川水の毒性 (細胞生存率)と TOC(Tota1 0瑠 anic

Carbon concen“ation),水温の変動をFig.3に示す。水温は

採取 した時間帯では継続 して安定した値を示 したものの,

TOCの 変動は測定のはじめにおいて特に大きな変動が確

認された。また,細 胞生存率も低い値を示した。採取当日

の天候は雨のち晴れで,雨 水の流出によって地表に蓄積し

た大気汚染物質 (特に道路上における多環芳香族化合物
8))

などの河川への混入などが原因の一つとして考えられる。

しかし毒性の原因究明には,採 取 した河川水サンプルのな

物質レベルの個別分析を行う必要がある。

今回採取 した河川水サンプルのうち,最 も毒性の強いサ

｀
06

・
３

ｘ

Fig.2 用量作用曲線の相関性

Fig.1 単 成分系用量作用曲線の例
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ンプル (1999.1.26 16:00)を 希釈することにより得ら

れた用量作用関係についてもEq.1を 用いて回帰した曲線

と実験データはRA2=0.972と いう良い相関が得られた

(Fig.4)。同様に多摩川河川水サンプルについて同様の検

討を行ったところ,極 めて良い相関で同式による回帰がで

きた
9)(Table 2).希

釈した環境水の用量作用曲線に関して

もEq,1が概ね適用出来ると考えられる。

3.3.化 学物質の毒性情報による整理

3.1.においてEq。1により180種類の化学物質の用量作用

関係を定式化した結果導かれたパラメ
ータm,sを プロッ

トしたものをFig.5 (̈1)に示す。さしあたってフエノ
ール

類,そ の他の芳香族,そ の他の有機化合物,重 金属化合物

のように分類した。物質群による傾向の相違は確認できな

いが,そ れぞれの化学物質が持つ官能基などによつて詳細

に区分,整 理を試みることで,水 環境管理における物質の

群単位での制御の指針になるものと考えられる。

この中で,主 たる環境汚染の原因となっている有機化合

物のみに着目し,物 質量基準の濃度m(m01/1)を 炭素量

基準の濃度 (mg―C/1≒ppm)に 変換したものをFig.5-(2)

に示す。また同時に,Fig.4で 示した河川水の用量作用曲

線の濃縮倍率mを 同時に測定したTOC(ppm)デ
ータを

用いて同じく炭素量に変換したm,sも 同図中にプロット

し,河 川水と化学物質単独のそれぞれの毒性情報を直接比

較することを試みた.

環境水の毒性がある単独 1成分によつて支配されている

とき,環 境水の用量作用曲線はその毒性支配物質より大き

なmと 同値のsを持つと考えられる。この検討によつて数

十種類の毒性支配物質の候補が挙げられた.本 研究で行っ

た細胞生存率試験とは別の独立した毒性評価系によつて同

様の検討を行うことで,挙 げられる候補物質と照合するこ

とで,こ の方法による毒性支配物質の探索がより確実なも

のとなると考えられる。実際にLDLの 取込み活性阻害評

Table 2 河 川水用量作用関係のEq.1に よる回帰結果

(1)m=10g ED50(mM)に よる整理 (2) m:log ED50(TOC(ppm))による整理

Sample RA2

Sample l  l.57∠ 暢

Sample 2    1。3486

Salnple 3    0.4795

Sample 4   0。 2387

Sample 5    ¨0.4185

Salnple 6    …0.6187

0。7475    0。9248

0.8988    0.9366

1.6013    0。8769

1.6895    0.8930

2.晰 7   0.9842

1.8913    0。8700

価に基づく毒性評価法
Ю)によつて同様の検討を行ったと

ころ,更 に数十種類の毒性支配物質の候補が挙げられ,照

合したところ候補物質を数種類にまで絞り込むことができ

る見込みを得ている。今回の河川水サンプルのように,か

なり強い毒性が確認されるサンプルや,工 場排水など特定

の毒性支配物質が存在するようなサンプルに対しては,こ

うした検討は有効になると考えられ,水 環境のリスク軽減

のための水処理対策に応用できると考えられる。

3.4.複 合毒性

しかし一般的な環境水は多種多様な汚染物質の混合物で

あり,そ の総括的な毒性に与える各成分の単独の寄与は非

常に小さいと予想されるため,前 章で示した手法は適用が

難しいと考えられる。そこで総括的な毒性を微量構成成分

の複合毒性として解析する方法を検討した。まず,2種 の

化学物質の複合毒性を,単 成分系の用量作用曲線からEq.

2を用いて定式化した曲線と実験データを比較した (Fig.

6).単 成分系での毒性の強弱に関わらず,多 少相関性が悪

くなった高濃度領域を除いて,概 ね良く曲線とデ
ータが一

致した.2成 分系の複合毒性をEq.2の ように構成成分単

独の毒性の積で予測することが可能であると考えられる。

しかし,複 合する化学物質の毒性発現機序によっては,細

胞の活性に依存して発現しないことも考えられる
11)ため,

単純に毒性の乗法で複合毒性を表現できないことも考えら

41.2

1 .
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0.4

0.2
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鶴

も
△
´

A。
Fr AA

4

Q
X

Fig.4 河川水用量作用曲線
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Fig.5 毒 性情報による整理
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れる。今後 より多 くの物質の組み合わせで検証 してい く必     (1)2,4,5‐ Trichloropheno卜Tibutyltin Ch10nde

要がある。

また,多 成分系 (n成分系)で ある鶴見川河川水に1.2¨

Phenylcncdiaminc(PDA)を加えn+1成 分系とした場合
の複合毒性データをEq.2を用いて定式化した (Fig.7)。

データと曲線は比較的良く一致していることから,n+1

系の複合毒性もEq.2で表現できると考えられる。

以上の検討および3.1の結果から帰納的に考察すると,

多成分系の複合毒性は構成成分単成分系の毒性の積で概ね

表現できると考えられる。これにより,環 境水中に存在す

る化学物質とその濃度が化学分析で定量出来れば,そ の物

質が総括的な毒性に与える寄与率が容易に計算可能とな

り, リスク低減効果とそのコストに関する視`点から,最 も

有効な管理対象物資 (群)に ついての情報が得られると期

待される。

Ｏ Ｌ

¨
６ ‐5  ‐4  -3  -2  -1   0

4口結

動物細胞の生存率試験によるバイオアッセイの毒性デー

タの定式化を行った結果,定 量的な毒性情報を従来よりも

多角的に導き出すことに成功し,水 環境における優先,対

策物質の候補を示す手法について検討した。加えて,多 成

分複合毒性は構成単成分毒性の定式化の結果得られる数式

の積によって概ね表現できることを見い出した。本研究で

検討した方法論は,今後バイオアッセイ評価に基づいた水環

境のリスク低減について重要な指針を与えると考えられる。

本研究の
一
部は環境庁未来環境想像型基礎研究制度の補

助 によるものである.

(1999年3月 30日受理)
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Fig.7 多成分系複合毒性
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