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１ はじめに 

1997年1月の日本海におけるナホトカ号油流出事故，

同年７月の東京湾におけるダイヤモンドグレース号油

流出事故等，日本近海で大規模な石油流出事故が過去

に発生しました。現在でも，我が国沿岸には多くのタ

ンカーが航行しており，大規模な石油流出事故発生の

危険性が指摘されています。 

 ナホトカ号の重油を用いた研究では，ヒラメ卵でご

く低濃度の油分でも死亡，孵化率低下などの影響が認

められました。このことから，魚類などの初期発育段

階に対する影響を中心として，流出油の生物に対する

有害性の解明が求められました。また，ナホトカ号事

故では流出油の多くが海岸に漂着したため，沖合域で

の処理剤散布の必要性が改めて認識されました。さら

に，ダイヤモンドグレース号事故では内湾の海岸域で

大量の油処理剤が散布され，油処理剤の海産生物に対

する有害性が懸念されました。これらの油流出事故を

きっかけに，環境省のプロジェクト研究「流出油及び

油処理剤の海産生物に対する有害性評価に関する研

究」が，独立行政法人水産総合研究センター 瀬戸内

海区水産研究所化学環境部で2001年から2005年まで

の5年間にわたり実施されました。ここでは，その成

果の中から，油や油処理剤の毒性，油の毒性予測につ

いて紹介します。 

 

２ 研究方法 

一般的に，石油類は，ガソリン＞A 重油＞軽油＞灯

油＞B 重油＞原油＞C 重油，の順に毒性が強いと言わ

れています。この毒性の強さは，これらの油に含まれ

ている成分によって異なっています。油に含まれる

種々の成分の中で，特に毒性が強いことが知られてい

る物質が，多環芳香族炭化水素化合物です。多環芳香

族炭化水素化合物はPAHと略して呼ばれ，図1の防虫

剤としても使用されているナフタレンのように，亀の

甲羅のような形が2つ以上連なった構造をしています。

我々は，このPAHに着目して，種々のPAHの毒性とPAH

の物性との関係を調べ，次に種々のPAHを組み合わせ

て複合的に作用させたときの毒性を調べました。また，

石油については，A 重油単独の毒性と A 重油と油処理

剤を混ぜた場合の毒性を比較し，A重油に含まれるPAH

の種類と量からA重油の毒性を推測しました。 

 

２．１ 試験物質 

 試験に用いたPAHは，ナフタレン(以下NAPと略記)， 

ナフタレン 2,3ジメチルナフタレン 9-メチルアントラセン 9,10ジメチルアントラセン

フェナントレン ピレン クリセン

ナフタレン 2,3ジメチルナフタレン 9-メチルアントラセン 9,10ジメチルアントラセン

フェナントレン ピレン クリセン

 
図１ 試験に用いたPAHの構造式 



表1．　試験に供したPAH

CAS. No. 物質名 化学式 分子量
水溶解度
(mg/L  25℃)

log Kow

  91-20-3 　naphthalene(ナフタレン) C10H8 128.17 31.7 
1)

3.4 
1)

581-40-8 　2,3-dimethylnaphthalene(2,3-ジメチルナフタレン） C12H12 156.23 3.0
 2)

4.4 
2)

779-02-2 　9-methylanthracene(9-メチルアントラセン) C15H12 192.26 5.07 
3)

781-43-1 　9,10-dimethylanthracene(9,10ジメチルアントラセン) C16H14 206.29 5.69 
3)

  85-01-8 　phenanthrene(フェナントレン) C14H10 178.23 1.29 
1)

4.6 
1)

129-00-0 　pyrene(ピレン) C16H10 202.26 0.135 1) 5.18 1)

218-01-9 　chrysene(クリセン) C18H12 228.29 0.002 
1)

5.91 
1)

 

 

 
図２ マミチョグの胚（左下），ふ化仔魚（左上），マミチョグ雌成魚（右下）及び雄成魚（右上） 

 

2,3-ジメチルナフタレン，9-メチルアントラセン，

9,10-ジメチルアントラセン，フェナントレン(PHE)，

ピレン(PYN)及びクリセン(CHR)の7種類です。PAHの構

造式は図1に，性状1-4)を表1に示しました。また，石

油及び油処理剤の毒性を調べるため，A重油及びダイヤ

モンドグレース号油流出事故の際に使用された油処理

剤の中で毒性が弱いネオスAB3000（株式会社ネオス）

を試験に用いました。 

 

２．２ 試験生物 

 試験魚には，発生，生殖等の広い分野で研究に用い

られている海産メダカの仲間であるアメリカ東海岸原

産のマミチョグ(Fundulus heteroclitus)のふ化仔魚

を用いました(図2)。 

 

２．３ 試験方法 

２．３．１ PAH単独暴露による急性毒性試験 

 急性毒性試験は，海産生物毒性試験指針の急性毒性

試験法5) 及びOECDテストガイドライン203魚類急性毒

性試験法6)に準じて図3に示す装置を用いて流水式で

実施しました。マミチョグふ化仔魚は濃度区ごとに用

意した容量30Lのガラス水槽でフロートにより浮かせ

た観賞魚ネットに10尾ずつ収容して無給餌で試験を

行いました。各PAHをアセトン及び医薬用硬化ひまし油

HCO-40に溶解した試験原液を作製し，これを水道水に

加えて良く攪拌して作製した試験液をガラス製微量定

量ポンプにより各試験水槽に添加し続けるとともに海

水も一定の割合で注入して所定の濃度を保ちながら

96時間の暴露試験を行いました。また，アセトン及び

HCO-40のみを添加した助剤対照区と，無添加対照区も

設けました。実験開始時及び試験終了時の96時間目に

PAHの水中濃度を測定しました。96時間半数致死濃度

(96hrLC50)は，実測PAH濃度の平均値及び各濃度区の死

亡率からプロビット法により求めました。 

 

２．３．２ PAH複合暴露による急性毒性試験 

複合暴露試験も上記の急性毒性試験に準じて流水

式にて行いました。試験濃度は，各被検物質の

96hrLC50を参考にして種々の濃度を組み合わせて決

定し，2種類，3種類及び4種類のPAHの複合暴露試験

を実施しました。試験生物としてマミチョグふ化仔魚

各10尾を用いました。また，死亡個体及び生残個体の

一部については試験終了時に取り上げて体重を測定し

た後，PAHの体内濃度を測定しました。 



 
図３  流水式試験装置(右)及びネットに収容したマミチョグふ化仔魚(左) 
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図4 A重油水性画分の毒性試験を実施した     図5 ネオスAB3000及びA重油とネオスAB3000  

装置の概略                     混合物の毒性試験を実施した装置の概略 

 

２．３．３ 油の水性画分による急性毒性試験 

 A重油の水性画分の急性毒性試験は，図4に示す装

置を用いて実施しました。マグネチックスターラー上

に設置したガラス製広口瓶に，予め海水20L及びA重

油0.5L入れて渦の先端が撹拌子に触れないように回

転数を設定して，66時間撹拌を続けました。試験前に

撹拌を止め，油の層と海水の層が分離し，油の粒子が

浮上するまで約１時間静置しました。試験開始直前に，

少量の海水を注入しながら緩やかに撹拌して水槽底部

からオーバーフロー分を暴露水槽に注入し， 96時間

の試験を行いました。死亡個体及び試験終了時の生残

は体重を測定した後，PAHの体内濃度を測定しました。

各水槽のPAH濃度は，実験開始24時間後及び72時間

後に測定しました。 

 

２．３．４ 油処理剤，油及び油処理剤混合物による

急性毒性試験 

 油処理剤であるネオスAB3000，あるいはA重油及び

ネオスAB3000の混合物の暴露試験は，図5に示す流水

式装置を用いて実施しました。まず試験に先立って，

ガラス製の水槽に海水を25L入れ，これにネオス

AB3000単独または，A重油を１容に対しネオスAB3000

を0.3容加え，マグネチックスターラーを用いて室温

条件下500rpmで66時間撹拌しました。試験開始直前

に，マミチョグふ化仔魚を暴露水槽に収容し，撹拌液

をガラス製微量定量ポンプで注入するとともに海水も

一定の割合で注入して試験を開始し，96時間の暴露試

験を行いました。また，死亡個体及び試験終了時の生

残個体は体重を測定した後，PAHの体内濃度を測定し

ました。各水槽のネオスAB3000濃度及びPAH濃度は，

実験開始24時間後及び72時間後に測定しました。 

 

２．４ PAH及び油処理剤の分析 

 各試験水中のPAH濃度は，海水試料に内部標準として



ナフタレン-d8，フルオレン-d10，アントラセン-d10，ピ

レン-d10及びクリセン-d12を添加してヘキサン抽出後，

ガスクロマトグラフ質量分析装置(GC/MS)を用いて電

子イオン化法(Electron Ionization，EI)で測定モード

を選択イオン検出(Selective Ion monitor，SIM)とし

て定量しました。なお，サンプル・スパイクとシリン

ジ・スパイクのみを添加したヘキサン・ブランクに対

する測定値から計算した定量下限値は，ナフタレン 1

μg/L，フェナントレン0.1μg/L，ピレン0.1μg/L，

クリセン 0.1μg/Lでした。 

 また，魚体中のPAHの分析については立石の方法7)に

準じて，ナフタレン，メチルナフタレン類(C1-NAP)，

ジメチルナフタレン類(C2-NAP)，アセナフチレン

(ACEL)，アセナフテン(ACE)，フルオレン(FLU)，フェ

ナントレン，アントラセン，メチルフェナントレン類

(C1-PHE)，フルオランテン(FLUT)，ピレン，ベンゾ(a)

アントラセン(B(a)A)，クリセン，ベンゾ(b)フルオラ

ンテン(B(b)F)，ベンゾ(k)フルオランテン(B(k)F)，ベ

ンゾ(a)ピレン(B(a)P)，インデノ(123-cd)ピレン

(INDE)，ジベンゾ(ah)アントラセン(DB(ah)A)，ベンゾ

(ghi)ペリレン(B(ghi)P)の2から6環のPAHを定量しま

した。これらPAHの定量下限は，魚試料 0.1gを使用し

た場合，10ng/gでした。 

 油処理剤の濃度については，日本工業規格 JIS K 

0102の30.2 非イオン界面活性剤8) の手法に準じて，

ネオスAB3000を標準として，テトラチオシアノコバル

ト(Ⅱ)酸吸光光度法により分析しました。 

 

２．５ 複合暴露の評価法 

 2 物質以上の複合暴露の場合について，次式により

複合毒性値(Toxic Unit ; TU)9)を算出しました。 

 

TU=C1/R1+C2/R2+・・・・・ 

 C1：物質1の実測濃度 

 C2：物質2の実測濃度 

R1：物質1単独の96hrLC50 

R2：物質2単の96hrLC50 

 

 ここで求めたTUをX軸，死亡率をY軸にそれぞれと

り，一連の各濃度区におけるTUと死亡率とをプロット

した例を図6に示しました。複合影響が相加的となる

場合，散布図に近似するTU －死亡率曲線は死亡率50%

のとき TU の値が 1となる点を通ります。死亡率50％

のTUの値が1よりも小さい場合は，複合暴露により毒

性が単独の場合以上に強まることを表し，複数の物質
拮抗的相乗的 相加的 拮抗的相乗的 相加的

図6  Toxic Unitによる複合毒性の分類 
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図7  PAHの毒性と脂溶性との関係 
の影響が相乗的であることを表します。死亡率50％の

TUが1よりも大きい場合では，複合暴露で物質各々の

毒性の合計よりも毒性が弱まることを表し，複合影響

が拮抗的であることを表します。 

  

３ 研究成果 

３．１ PAH のマミチョグふ化仔魚に対する急性毒性

値とlog Kowとの関係 

 マミチョグふ化仔魚を用いて各PAHに対する急性毒

性値を求めた結果，メチル基が1個付いた2-メチルア

ントラセン及び9-メチルアントラセンは，メチル基の

位置は異なりますが急性毒性値は近似していました。

ナフタレンでは，メチル基の数と毒性との間の関連が

明確ではありませんでしたが，アントラセンについて

はメチル基が多いほど毒性が強まる傾向が認められま

した。また，これら毒性値と脂溶性を表すlogKowとの

関連を図示すると図7のようになりました。この図か

ら明らかなように，PAHの急性毒性値とlogKowとの間に

は指数近似式が成り立ち，r2=0.85と非常に高い相関



が認められ，logKowが大きいほど毒性が強まることが

明らかとなりました。 

 

３．２ マミチョグふ化仔魚へのPAHの複合影響 

ナフタレン，フェナントレン，ピレン，クリセンの

様々な組み合わせで，TUは1から3までの値を示し極

端な拮抗的あるいは相乗的影響が認められなかったこ

と，ナフタレン＋フェナントレン＋ピレン＋クリセン

の4種類の全てを組み合わせた場合においても図8に

示すように 50%の死亡を示す TU は 1.45(95%信頼限界

1.05-1.84)と推定されたこと等から，これらPAHの複

合毒性は相加的であろうと推察されました。 

 

３．３ 石油及び油処理剤の毒性 

３．３．１ 石油の水性画分の毒性 

 A 重油単独の毒性を調べるため，流水式で水性画分

の毒性試験を実施した結果，死亡率が 50%を超えなか

ったため，PAHの総和であるΣPAHに基づいたLC50を

求めることができませんでした。これらの水性画分の

試験では，試験水槽中に若干の油膜を生じるため，採

水時にこの油膜層が若干でも混ざると濃度が大きく上

昇することも考えられました。このことを反映してか，

水性画分の試験水の分析結果では，ナフタレンからベ

ンゾ(ghi)ペリレンまでのPAHを検出しました（図9）。

しかし，試験後に採取した生残魚について，体内のPAH

濃度を分析した結果では，ナフタレンからベンゾ(a)

アントラセンまでのPAHは検出可能でしたが，クリセ

ンより分子量の大きいPAHは検出限界(10ng/g)以下で

した（図10）。 
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図8 ナフタレン，フェナントレンピレン及び 

   クリセンを組み合わせた場合のTUと死亡率 

との関係 

 

３．３．２ 油処理剤及び油処理剤と石油の混合物の

毒性 

油処理剤単独の毒性試験の結果，ネオスAB3000のマ

ミチョグふ化仔魚に対する96hrLC50は290mg/Lでした。

ネオスAB3000 のヒメダカ(Olyzias latipes)に対する

24 時間の半数致死濃度が 5000mg/Lと報告10)されてお

り，マミチョグふ化仔魚はヒメダカに比較して高い感
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図10 A重油水性画分及びA重油+NEOSAB3000混合物に暴露した試験魚の体内PAH濃度 

 

受性を示しました。 

油処理剤は，流出した油の容積の2～3割程度を散布

するように推奨されています。そこで，A 重油を１容

に対してネオスAB3000を0.3容混合してマミチョグふ

化仔魚に対する急性毒性を水中の PAH 濃度の総和(Σ

PAH)を基に検討しました。その結果，A 重油＋ネオス

AB3000混合物の96hrLC50はΣPAHで82μg/Lでした。

また，A重油とネオスAB3000の混合物の試験における，

96hrLC50はA重油の添加量で4.2μL/Lでした。 表2． A重油と油処理剤混合物の試験に
　　　 おける水中濃度から推定したA重油
　 に含まれる各種PAH濃度
     PAH μg/mL
ナフタレン (NAP) 4400
メチルナフタレン (C1-NAP) 12000
アセナフチレン (ACEL) 3900
ジメチルナフタレン (C2-NAP) 28300
アセナフテン (ACE) 690
フルオレン (FLU) 640
フェナントレン (PHE) 2900
アントラセン (ANT) 270
メチルフェナントレン (C1-PHE) 3900
フルオランテン (FULT) 260
ピレン (PYN) 190
ベンゾ［a］アントラセン (B［a］A) 270
クリセン (CHR) 260
ベンゾ［b］フルオランテン (B［b］F) 290
ベンゾ［k］フルオランテン (B［k］F) 390
ベンゾ［a］ピレン (B［a］P) 110

 
 

A重油＋ネオスAB3000混合物の試験において90%以

上の死亡率を示した試験区について，水中のPAH濃度

を図9に，このときの生残魚及び死亡魚のPAHの体内

濃度についての測定結果を図10に示しました。この水

中のΣPAH 濃度は，水性画分の試験と大きな差異がな

いにもかかわらず90%を超える死亡率を示しました。 

水中ΣPAH 濃度に大きな差異は認められませんでし

たが，水性画分の試験とA重油とネオスAB3000の混合

物の試験で死亡率が大きく異なった原因について検討

するため，PAH の体内濃度について検討しました。ナ

フタレンからベンゾ(a)アントラセンまでの PAH につ

いては，メチルナフタレン，ジメチルナフタレン，フ

ェナントレン，メチルフェナントレン，フルオランテ

ン，ピレン及びベンゾ(a)アントラセンの濃度が，A重

油＋ネオス AB3000 の試験で著しく高くなっていまし

た。また，ベンゾ(a)アントラセンは体内では検出され

ましたが水中の濃度が検出限界以下であったため，濃

度比の算出ができませんでした。ネオスAB3000の添加

によりΣPAH の体内濃度は A 重油だけの場合と比較し

て約10倍上昇しました。前述のようにlogKowが大き

いPAHほど毒性が強いことから， logKowの大きいPAH

の体内濃度上昇が死亡に大きく関与したものと考えら

れました。 

 

３．４ 油の毒性の推測 



油の毒性について，その油に含有されるPAH及びそ

の構成比率から推定を行うため行うため，まず，A 重

油について PAH の含有量の推定を行いました。A 重油

とネオス AB3000 の混合物の試験では A 重油成分がネ

オス AB3000 により海水中に均一に分散していると考

えられたので，A 重油の添加量及び水中の PAH 濃度か

らA重油のPAH含有量を推定した結果，表2に示す値

を得ました。また，マミチョグふ化仔魚に対する毒性

値と logKow との関連が明らかになっており（図 4），

毒性値が不明なPAHについて，そのlogKowから毒性値

を推定した結果，表3に示す値を得ました。さらに， 

PAH の複合毒性はほぼ相加的であると推測されたこと

から，A重油中のPAHの推定濃度(表2)とlogKowから

推定したPAH の 96hrLC50(表 3)とから，A重油の毒性

比(A 重油に含まれる PAH 濃度÷96hrLC50×1000)を算

出し，表 4 に示す値を得ました。表 4 の合計値は，A

重油1mLを約110000倍に希釈しても96時間以内にマ

ミチョグの半数を死亡させる毒性を有していることを

示しています。これらの値からA重油の毒性値を推定

すると，9μL/L となりました。A 重油の 96hrLC50 が

4.2μL/Lであったことと比較すると，A重油の毒性の

半分程度はPAHの組成及び成分から推測可能であるこ

とが明らかとなりました。 

このように毒性の推定値と実測値が良く一致した

ことから，この手法を用いて他の重油や原油について

も毒性を予測することが可能と考えられます。また，

油処理剤の使用により，魚体中のPAH濃度が上昇して

油の毒性が増強することから，海水交換の少ない内湾

域ではその使用は控え必要があることが明らかとなり

ました。 

表3．　PAHのlog Kowとマミチョグ
        ふ化仔魚に対する96hrLC50
　　　　との関連から推定した毒性値

log Kowから推定
PAH log Kow した96hrLC50

μg/L
NAP 3.4 1656
C1-NAP 3.87 1070
ACEL 4.07 882
C2-NAP 4.36 672
ACEL 3.92 1016
FLU 4.18 796
PHE 4.6 536
ANT 4.5 589
C1-PHE 5.07 345
FLUT 5.22 300
PYN 5.18 311
B［a］A 5.61 208
CHR 5.91 39
B［b］F 5.75 39
B［k］F 6.84 39
B［a］P 6.5 39  

 

表4.　A重油に含まれるPAHの毒性比  
PAH濃度÷推定96hrLC50×1000
PAH 毒性比
NAP 2658
C1-NAP 11215
ACEL 4420
C2-NAP 42113
ACEL 679
FLU 804
PHE 5407
ANT 458
C1-PHE 11306
FLUT 868
PYN 611
B［a］A 1300
CHR 6667
B［b］F 7436
B［k］F 10000
B［a］P 2821
　合計 108761  
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