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【表紙絵解説】 
コガタシマトビケラ1齢幼虫の水流刺激に対する伸身開脚反応 
（コンピューターで着色） 
I～III，水流刺激を与える前の丸まった状態 
IV～VI，水流刺激により体を伸ばし始めた状態 
VII，体を伸ばし、脚を広げた状態（伸身開脚反応） 
VIII～X，水流刺激が無くなり、再び体を丸め始めた状態 
XI～XII，再び丸まった状態
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I．はじめに 

農薬は農業生産活動の省力化や農産物の安定的供給に必要不可欠な農業資材であるが、病害

虫防除を目的として生産される化学物質であるが故に生理活性が高く、農地等の開放系で使用

された農薬が非意図的に系外へ流出した場合には、非標的生物への影響が懸念されている。こ

れまで農薬の影響評価は主として人に対する健康被害を防止するという観点から行われ、規

制・監視が進められてきた。しかし、近年、生態系に与える農薬の影響(農薬の生態影響)に対

する社会的関心が高まり、人への毒性が低い農薬についてもその環境中における動態と非標的

生物への影響を評価することが求められている。日本の農薬登録制度においても、2003 年に改

正された農薬取締法の施行（2005 年）を受けて、生態影響を評価する際には、欧米で汎用され

ている手法に準拠して、湖沼生態系の各栄養段階を代表する魚類・ミジンコ・藻類に対する急

性毒性試験を実施し、そこから水産動植物全体への影響を推定している。しかしながら、この

評価法に対しては、評価の対象とする環境・生物が日本の状況に即していない、評価対象とな

る生物種・評価法が少ない等の問題点が指摘されている。特に我が国の陸水環境を考えると、

我が国の農業生産活動の場として重要である水田に連結した主要な陸水環境は河川であるにも

関わらず、河川生態系に対する水田農薬等化学物質の生態影響を適切に評価できる試験生物種

はほとんど確立されていないのが現状である。 

このような状況を踏まえ、日本の自然環境に即した影響評価法の開発を目的として、我が国

の河川生態系において重要な位置を占める水生生物の中からその生態学的位置付け、全国的な

分布等を考慮し、流水に生息する水生昆虫であるコガタシマトビケラを試験生物として選定し

て、その簡便な毒性試験法を開発しマニュアルとして発行することとした。化学物質の生態影

響評価業務従事者ばかりでなく、広く水環境に関心のある方々に本マニュアルおよび「コガタ

シマトビケラの飼育法マニュアル」を活用していただくことによって、持続可能な農業生産活

動と環境保全の両立の一助になることを期待する。 

 
II．目的 

 本マニュアルはコガタシマトビケラにおいて最も感受性が高い 1 齢幼虫を用いた農薬に対す

る急性毒性を評価する方法を解説すると共に、この試験法を用いた試験例および主な農薬に対

する 1 齢幼虫の感受性データを例示し、河川生態系の生態影響評価における試験生物としてコ

ガタシマトビケラの普及を図ることを目的とする。 

 
III．コガタシマトビケラ Cheumatopsyche brevilineata について 

 昆虫綱［Insecta］毛翅目［Trichoptera］シマトビケラ科［Hydropsychidae］に属する小型

のトビケラである。世界的に見てもシマトビケラ科のトビケラ類はその個体数の多さや大きな

現存量から河川生態系において重要なグループとされている（文献 1）。コガタシマトビケラも

非常に高密度で国内の河川に分布していることが知られており（文献 2）、環境省の全国水生生

物調査の指標生物に選定されるなど、我が国の河川生態系を代表する水生昆虫の一種といえる。 

コガタシマトビケラは河川上流～中流域の主に平地流に生息する（写真 1）。本種は卵～幼虫
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～蛹の期間を水中で過ごし、成虫のみ陸上生活を営む。幼虫は河床に営巣し、河川の流れに対

して捕獲網を張って流下してくる有機物を濾過・摂食して成長する。春～秋にかけて成虫は羽

化し、京都府の河川においては年 3 化という記録がある（文献 2）。 

 幼虫は前述したように基本的には営巣生活を営むが、ふ化直後の 1 齢幼虫は自由生活性が強

く腹部をくねらせて活発に遊泳し、また基質上を匍匐する。シマトビケラ類の 1 齢幼虫では正

の走光性が報告されているが（文献 3）、コガタシマトビケラの 1 齢幼虫についても正の走光性

が確認されており、ふ化直後の 1 齢幼虫は光源に向かって遊泳・匍匐移動する。 

【解説】 

１）コガタシマトビケラの生息域は、農薬の生態影響評価の対象域と適合することが多い。 

２）コガタシマトビケラはその生活史において休眠期間が確認されておらず、室内飼育環境

下では常時試験個体の供給が可能である。 

３）本マニュアルで解説する急性毒性試験法はふ化直後の 1 齢幼虫の自由生活性および正の

走光性を利用した簡便な試験法である。 

 

 

 

 

 

 

 
上流の渓流        中流の平地流         農業用水路 

写真 1 コガタシマトビケラの生息する河川例 
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IV．急性毒性試験法 

本マニュアルで解説する急性毒性試験法は、オオミジンコ遊泳阻害試験および環境庁（当時）

が策定した「農薬の甲殻類への影響試験ガイドライン（案）」に準じており、これにコガタシマ

トビケラの特性に応じて改良を行った。 

また本試験法は被験物質の性状に合わせて二つの試験法がある（IV －5 項参照）。試験法の

選択に関しては本章 IV －４項 試験の適用範囲を参照されたい。また試験の流れの概要を図 1

に示す。 
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図 1 コガタシマトビケラ 1 齢幼虫を用いた急性毒性試験の流れ 

，底面連続光照射を必要とする操作 
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IV －１．試験の概要 

IV－１－１．試験の原理 

 被験物質を段階的な濃度で含む試験液中に、試験生物を一定時間入れると、被験物質の濃度

によって影響を受けた個体の比率が得られる。影響を受けた個体の比率は被験物質の濃度が高

くなるにつれ大きくなるという関係が得られることが期待される。この関係を用いて試験生物

の 50％が影響を受ける濃度を求め、これを被験物質の試験生物に対する毒性の強さの指標とす

る。被験物質の毒性が低い場合は、上限濃度で試験を行い、影響・その他の異状等がなければ、

50％影響濃度はその濃度以上であると判定する。 

 
IV－１－２．用語の定義 

－限度試験：適切な濃度において毒性の有無を調べる試験。 

－予備試験：本試験実施に先立ち、試験条件・試験方法・試験濃度範囲を決定するために行

う試験。 

－本試験：予備試験で得られた情報を基に、最終的な急性毒性値を求めるために行う試験。 

－試験液：試験生物を曝露するために用いる被験物質を含んだ液。 

－希釈水：試験液の調製に用いる被験物質を含まない水。 

－試験原液：試験液の調製に用いる被験物質を含む溶液。 

－被験物質：毒性試験に用いる農薬。 

－有効成分：農薬としての薬効を発揮するための主たる成分。 

－濃度：この試験では、添加濃度、実測濃度、設定濃度等の区別を明確にし、それを表示す

る。 

－濃度の単位：化学物質の濃度は重量／容量（μg/L あるいは mg/L）で表記する。 

－助剤：試験液を調製するために用いる有機溶剤等 

－曝露期間：EC50値を求めるために試験生物を試験液に曝露した期間 

－止水式試験：曝露期間中、試験液を交換しない試験。 

－EC50 (Median Effective Concentration)：供試個体の 50％に、水流刺激に対する反応の阻

害をもたらすと算定される被験物質の濃度をいう。試験時間を明記し表記する。（例：48h 

EC50） 

－順化：入手した試験生物をそれまでの飼育・生息環境から試験環境条件へ徐々に近づけ、

試験環境条件で正常に生息できる状態にする。 

－蓄養：入手した試験生物をそれまでの生息環境と大きく異ならない状態であるいは順化の

終了した試験生物を試験に供するまでそのままの状態で飼育しておく。 

 

 
IV－２．試験物質 

IV－２－１．被験物質 

農薬標準品および原体を試験に用いる。 
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IV－２－２．対照物質（基準物質） 

試験に用いる個体の応答が正常であることを確認するために使用される。対照物質を用いた

試験を行うことが望ましいが、現在、この試験で認められた対照物質はない。当該生物に対す

る影響・作用機作がよく知られている化学物質（殺虫剤）が対照物質の候補として挙げられる。 

【解説】 

独立行政法人農業環境技術研究所では対照物質（基準物質）として、アセチルコリンエステ

ラーゼ活性阻害作用を持ち、日本における使用量が多く、様々な生物に対する感受性データが

整備されている有機リン系殺虫剤フェニトロチオンを使用している。 

 
IV－３．試験生物 

IV－３－１．生物種 

 この試験では以下の生物種を用いる。 

 コガタシマトビケラ Cheumatopsyche brevilineata （写真 2） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
写真 2 コガタシマトビケラの 1 齢幼虫 

 
IV－３－２．成長段階 

 卵塊から 24 時間以内にふ化した 1 齢幼虫を用いる。 

【解説】 

 １）幼虫期では 1 齢幼虫が各種農薬に対し最も感受性が高い（付図 1）。 

 ２）1 齢幼虫は卵塊から一斉にふ化し、成長ステージが均一な試験個体が大量に得られるた

め、急性毒性試験に適している。 

 
IV－３－３．入手・運搬および順化・蓄養 

IV－３－３－１．親生物の入手 

経歴が明らかで、目視によって健全であることが確認できる 5 齢幼虫を親生物として入手

する。ただし室内飼育系統を使用できる場合は卵塊での入手も可能である。 

野外個体群から親生物を得る場合は、農薬の汚染のないと考えられる場所を採集場所に選

定し、目視によって健全であることが確認できる 5 齢幼虫を親生物として採集する。採集水
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域での採集時の水質（pH、電気伝導度、水温等）を測定しておく。それまでの生息環境の温

度等の環境条件に可能な限り近い条件で室内に収容する。 

【解説】 

 １）現在、室内飼育系統では独立行政法人農業環境技術研究所において維持されている有機

リン系殺虫剤フェニトロチオン高感受性系統（H2 系統）が試験生物として通年使用可能で

ある。 

 ２）試験個体を野外個体群から得る場合は、採集場所によって薬剤の感受性が異なることが

予想される。したがって予め 5 齢幼虫の基準物質に対する感受性を明らかにしておく必要

がある。5 齢幼虫の試験法については文献 4 および 5 を参考されたい。またフェニトロチ

オンを基準物質として野外個体群の 5 齢幼虫の感受性を調査した結果を付図 2 に示す。 

 ３）野外からの採集の際は近縁種（ナミコガタシマトビケラ C. infascia、サトコガタシマト

ビケラ Cheumatopsyche sp.）との混入に注意する。 

 ４）野外での卵塊の採集は、種を同定できないため極力避ける。 

 
【参考文献】 

 ４）西本（2001）：コガタシマトビケラ属のフェニトロチオン感受性を利用した農薬負荷の

推定，愛知農総試研報，33：219-227 

 ５）多田（2002）：回転流水式水槽を用いたシマトビケラ幼虫の営巣．個体に対する殺虫剤

の影響，環境毒性学会誌，5：13-19 

 
IV－３－３－２．運搬 

入手した親生物（5 齢幼虫・卵塊）を運搬する場合は、酸素欠乏にならないように個体密

度を考慮し、十分通気しながら温度変化の少ない状態でできるだけ短時間に運搬する。また

5 齢幼虫の運搬の際に幼虫同士が団子状に集まって衰弱するのを防止するため、運搬容器内

に適切な基質（石・ゴムネットなど）を設置し幼虫を分散させる（写真 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
写真 3 5 齢幼虫の運搬用容器と基質（ゴムネット）（例） 

A：運搬用容器（6L 容量）、ゴムネットの基質、電池式エアレーションポンプ 

B：ゴムネットに付着したコガタシマトビケラ 5 齢幼虫 

A B 
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【解説】 

 図の運搬用容器（容量 6L）の場合、300～400 個体の 5 齢幼虫を収容することができる。 

 
IV－３－３－３．親生物の順化・蓄養 

入手した 5 齢幼虫を徐々に規定の試験条件に近づけながら蓄養する（写真 4）。順化中の温

度上昇（下降）は 1 日に 2℃以内とする。この間、死亡・異常等を観察し、異常が認められ

れば、廃棄等適切な処置を行う。飼育は大型のシャーレを用い、基質として小石を投入し、

スターラーで飼育水を撹拌すると共に十分通気を行う。餌は市販のフレーク状魚類飼料を粉

末にしたものを適量与える。幼虫飼育水槽は 1 日 1 回程度、残餌や排泄物等の汚れを取り除

くと共に、死亡・異常の有る個体は観察された時点で取り除く。羽化した成虫に室内で卵塊

（卵数 200-300 個／1 卵塊）を産卵させる。 

卵塊を入手した場合は、卵塊から 1 齢幼虫を親生物としてふ化させ、成虫まで飼育する。 

【解説】 

１）野外から採集した場合、順化期間中に採集・運搬時によるダメージにより 1 割程度の個

体が死亡することがある。 

２）採集個体の成長状態にもよるが、2 週間～1 ヶ月ほどで成虫の羽化が開始する。特に冬

季に採集した十分生育している 5 齢幼虫の場合は、室温 20℃で飼育すると、2 週間程度で

羽化を開始する。 

３）卵塊からの飼育の場合は、成虫の羽化まで約 2～3 ヶ月かかる。 

４）幼虫・成虫の飼育方法、採卵方法に関しては「コガタシマトビケラの飼育法マニュアル」

を参照のこと。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
写真 4 親生物の順化・蓄養の様子 

 
IV－３－４．試験個体（試験用卵塊）の順化・蓄養 

卵塊は試験の希釈水と同じものを飼育水として用い、試験温度と同じ温度条件下で十分通気

しながらふ化前日まで蓄養する（写真 5）。実体顕微鏡下で卵塊の発育状況を毎日観察し、胚発

生に異常がないか確認する。蓄養温度 20℃の下では、産卵から 11 日後の卵は集眼・大顎・刺

毛が可視化しており（写真 6）、ふ化前日の卵塊の状態として、ふ化日の目安となる。 
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【解説】 

 １）卵塊の発生過程は付図 3 を参照されたい。 

 ２）卵塊の蓄養は、産卵基盤（石・レンガ片・黒色塩化ビニル等）の産卵面がよく通気され

るよう留意する。 

 ３）卵塊への通気が十分でない場合、卵塊周辺の飼育水が停滞し卵への酸素供給が不十分に

なり、胚発生の遅延・ふ化率の低下・ふ化のタイミングのばらつきが大きくなる等の影響

が現れる。 

 ４）蓄養の温度により、卵の発生速度が変化することに留意する。蓄養温度が高いとふ化ま

での所要日数は短縮される。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
     写真５ 卵塊の順化・蓄養        写真６ ふ化前日の卵塊 

産卵基板：石             （産卵 11 日後、20℃） 

A：集眼，B：大顎，C：刺毛 

 
IV－３－５．試験個体の取り扱い 

ふ化直後の 1 齢幼虫は前述したように活発に遊泳・匍匐運動し液面へ浮上・捕捉されること

が多い。1 齢幼虫の正の走光性を利用して液面への浮上を防止するため、ふ化前日の卵塊の蓄

養（IV－３－６項参照）～試験個体の選別（IV－３－７項参照）～試験個体の投入（IV－５－

１－７項参照）までの一連の操作において、底面から連続光を照射し、1 齢幼虫を容器底面へ

誘引する。 

【解説】 

１）試験個体の液面への浮上は、試験個体が衰弱しやすくなる、試験液に均一に曝露されな

い等の原因となる。 

２）一度浮上した個体は大顎の間に気泡をくわえ込むことが多く、試験期間中再度浮上しや

すくなるので、浮上した個体は取り除く等、注意を払う。 

 
IV－３－６．ふ化前日の試験用卵塊の蓄養 

ふ化前日（産卵 11 日後）の卵塊を個別に希釈水と同じ飼育水を満たしたガラス製の蓄養用

500 μ mA
B
C

卵の概略図
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容器に移し、底面から連続光を照射しながら静置する（写真 7）。翌日（産卵 12 日後）、24 時

間以内にふ化した 1 齢幼虫を試験に供する（写真 8）。この時点では 1 齢幼虫の水面への浮上の

原因となる通気は行わない。また、共食いを避けるため、蓄養用容器はできるだけ底面積の大

きい物を選ぶ。 

【解説】 

 １）蓄養用容器は透明なガラス製を用いると、以降の試験個体の選別の際に幼虫を視認しや

すく選別操作が容易になる。 

 ２）蓄養用容器の底面積が小さいとふ化した 1 齢幼虫が高密度となり、共食いが発生しやす

くなる。直径 12cm の結晶皿を用いる場合は 300 個体／容器程度の個体密度にする。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
写真 7 試験前日の蓄養           写真 8 ふ化した 1 齢幼虫 

蓄養用容器：結晶皿(直径 12cm)；      (200～300 個体／容器) 

産卵基板：黒色塩ビ板 

 
IV－３－７．試験個体の選別 

 ふ化 24 時間以内の 1 齢幼虫の中から、活発に活動（遊泳・匍匐）している個体を試験個体

とする。試験個体の取り扱いには先端外経 2～3mm 程度のガラスピペットを用い、気泡による

幼虫の水面への浮上を防止するため、操作中は幼虫が空気に触れないように注意する。 

 
IV－３－８．試験個体数 

 限度試験、予備試験および本試験では各濃度区（対照区も含めて）で 20 個体以上とする。 

【解説】 

１）動物愛護の観点から予備試験では各濃度区（対照区も含めて）10 個体とすることもでき

る。 

 
IV－４．試験の適用範囲 

 この試験は水溶性物質について最も適用しやすい。この試験法の試験条件下では被験物質の

水溶解度が低い場合、揮発性の高い場合、または易分解性の場合には正確な EC50 値が求めら

れないことがある。また被験物質の物理化学的性質はさまざまであり（図 2）、その性質に合っ

1齢幼虫

1cm
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た試験法を選択する必要がある。表 1 に被験物質の水－オクタノール分配係数（Log Pow）お

よび水中光分解性の違いに適合した試験法の選択の目安を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2 被験物質(プロット)の様々な性質（例：殺虫剤の Log Pow と水中光分解半減期） 

 
表 1 被験物質の性質による試験方法の選択の目安 

 
試験法名 底面連続光照射式試験法 

（IV－５－１項参照） 
非底面照射式試験法 

（IV－５－２項参照） 
 

容器の種類 
ポリスチレン製

48 穴マルチディ

ッシュプレート

ガラスバイアル

ポリスチレン製

48 穴マルチディ

ッシュプレート 
ガラスバイアル

＜4.0 ◎ ◎ ◎ ◎ Log Pow 
≧4.0 × ◎ × ◎ 
低 ◎ ◎ ◎ ◎ 

水中光分解性 
高 △ △ ◎ ◎ 
低 ◎ ◎ ◎ ◎ 被

験
物
質

の
 

性
質

 

水中加水分解

性 高 △ △ △ △ 
実験操作のしやすさ ◎ △ ○ × 

観察のしやすさ ◎ △ ◎ △ 

そ
の
他

の
特
性

 

経済性 △ ○ × ○ 
※◎、○、△、×：各試験法に対する相対評価 

【解説】 

 １）試験法の選択にあたっては、「被験物質の性質」を最優先の選択条件とする。 

 ２）「その他の特性」は試験法を選択する際の参考項目とする。 

３）試験容器の選択は被験物質の log Pow によって決定する。log Pow が 4 以上の被験物質

では log Pow が高くなると、試験容器の材質による毒性試験結果の差異が大きくなる（付

図 4）。 

 
IV－５．試験材料、方法と試験環境条件 

IV－５－１．底面連続光照射式試験法 

本項で解説する試験法は水中光分解性の低い被験物質に適用される。また被験物質の log 

Pow によって試験容器をポリスチレン製 48 穴マルチディッシュプレートもしくはガラスバイ

0.01

0.1

1

10

100

-2 0 2 4 6 8

Log Pow

水
中

光
分

解
半

減
期

(d
)
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アルから適宜選択する。 

 
IV－５－１－１．試験の方式 

 本試験は止水式試験とする。 

 
IV－５－１－２．装置及び器具 

（１）試験容器 

 本試験では、ガラスバイアル（容量 2～3ｍL）もしくは、被験物質の log Pow が 4.0 未満で

あればポリスチレン製 48 穴マルチディッシュプレート（2.0ｍL/穴）を用いることができる。 

【解説】 

１）試験個体である 1 齢幼虫は、絶食条件下で複数個体を同一容器に収容すると共食いをす

る可能性がある。従って、試験個体を個別に収容できる試験容器を用いることが必要であ

る。 

２）ポリスチレン製 48 穴マルチディッシュプレートは使い捨てとする。 

３）ガラスバイアルを用いる場合は試験直前に有機溶媒で洗浄しておく。 

（２）温度制御装置 

設定した温度の±1℃で維持できる恒温槽または恒温室を準備する。 

（３）光照射装置 

   試験容器の底面から白色蛍光灯で連続照射できるライトボックス等を準備する。 

 
IV－５－１－３．試験濃度と公比 

 被験物質の濃度を 48h EC50値が含まれるように 5 段階以上の濃度段階を設定する。試験濃

度範囲は、予備試験の結果に基づき決定する。試験濃度範囲には試験個体がすべて影響を受け

る濃度、すべて影響を受けない濃度が各 1 濃度、一部が影響を受ける濃度が少なくとも 2 濃度

含まれ、EC50値を内挿で求められる濃度と影響個体率のデータが得られることが望ましい。 

 公比は 1.1～2 とする。但し、被験物質の性状により広い濃度範囲で影響が認められる場合は、

前述の濃度と死亡率の条件を満たす限りもっと大きな公比でも良い。 

試験液の調整に助剤を用いた場合は、助剤対照区も設ける。 

試験濃度の上限は 100mg/L とする。但し、被験物質の性状によりこれらの濃度の試験が困難

な場合は技術的に可能な濃度を上限とする。上限濃度で被験物質の毒性によると考えられる影

響がみられた場合は、これらの上限濃度以上の濃度区を設定し可能な限り EC50 値を求めるこ

とが望ましい。 

 曝露期間中の被験物質の実測濃度は設定濃度の 80％以上あるいは濃度の変動が±10％を超

えない範囲に保つ。被験物質の物理化学的性質や設定濃度から、この濃度維持の規定を守るこ

とができなかった場合は、説明が必要である。 

【解説】 

１）予備試験は公比 10 で第一予備試験を行い、大まかな濃度範囲を把握する。ついで公比 2
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程度で第二予備試験を行い、本試験の試験濃度範囲および公比を決定する。 

２）本種の場合、多くの殺虫剤に対して本試験の濃度設定は公比 1.2 程度が望ましい。その

場合は 8 段階以上の濃度段階をとることが推奨される。 

 
IV－５－１－４．試験液の調整法 

 被験物質を希釈水に混合するか、必要な濃度の試験原液を調整し、希釈水と混合して試験液

を調整する。試験原液としては可能な限り水溶液を用いることが望ましいが、難水溶性物質の

場合は水の代わりに試験生物に対して毒性が低いことが知られている有機溶剤を助剤として用

いて原液を調整しても良い。助剤は試験生物に急性的な影響を与えないことが明らかな濃度範

囲で用いる。 

【解説】 

１）本種の各種助剤に対する感受性を検定した結果、アセトンが最も毒性が低いことが判明

しており（付表 1）、本試験法ではアセトンが助剤として推奨される。 

２）試験液の pH 調整は特に行わない。 

 
IV－５－１－５．希釈水 

   試験個体が良好に生存できる飼育用水を用いる脱塩素水道水、良質の地下水又は天然水も使

用可能であるが、その場合はメンブレンフィルター（0.22μm）で濾過を行う。また人工調整

水を用いても良い。試験に用いる前に十分曝気し酸素を飽和させ水温を調整しておく。希釈水

で卵塊を蓄養し、卵発生およびふ化に異常が認められないことが必要である。希釈水の総硬度

が 10～250mg/L（CaCO3として）、pH が中性付近のものが望ましい。 

【解説】 

１）希釈水の pH 調整は特に行わない。 

 
IV－５－１－６．試験液量 

 調整した試験液はポリスチレン製 48 穴マルチディッシュプレートの場合は 1.5ｍL／穴、ガ

ラスバイアルの場合は 2.0ｍL／バイアルの容量で分注する。 

 
IV－５－１－７．試験個体の投入 

 各濃度区及び対照区の pH を測定後、予め各濃度区の試験液に貯養した試験個体を各穴もし

くは各バイアルに 1 個体ずつ投入する。試験期間中、試験液の蒸発を防ぐためにポリスチレン

製 48 穴マルチディッシュプレートを使用した場合は蓋をする。ガラスバイアルを用いた場合

は、底の透明なバイアルラックにガラスバイアルを収納する（写真 9）。 

【解説】 

 １）本試験法は各穴・各バイアルに分注した試験液量が少ない。そこで試験個体の投入によ

る被験物質濃度の変動を抑えるため、試験容器への試験個体の投入直前に、予め各濃度区

の試験液に試験個体を一時的に貯養する。 
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写真 9 バイアルラックに収納されたガラスバイアル 

IV－５－１－８．照明 

容器底面から白色蛍光灯（照度 2000～3000lux）を連続照射し、試験個体の水面への浮上を

防止する。試験容器はライトボックスの熱が伝導しないようにライトボックスから 5cm 程度離

した透明なガラス板の上に静置する（写真 10）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
写真 10 底面連続光照射式試験法による急性毒性試験風景 

（試験容器：48 穴マルチディッシュプレート） 

【解説】 

 本試験法で底面連続光照射を行わない場合、5 割以上の試験個体が水面へ浮上する（付図 5）。 

 
IV－５－１－９．曝露期間 

 48 時間を標準とする。 

 
IV－５－１－１０．水温 

 20℃を標準とする。温度の変動幅は±1℃以内とする。 

 
IV－５－１－１１．溶存酸素濃度 

 試験温度での飽和酸素濃度の 60％以上に保つ。 

 
IV－５－１－１２．その他の水質 

5cm 
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 試験期間中の pH の変動は 1 を超えてはならない。 

 
IV－５－１－１３．給餌 

 試験期間中は給餌しない。 

 
IV－５－１－１４．給気 

 試験期間中は給気しない。 

 
IV－５－１－１５．予備試験 

 本試験の適切な濃度範囲設定のため、本試験に先立って行う。試験液の濃度は公比 2～10 と

し、各濃度区および対照区ごとに 10 個体以上の試験個体を用いる。その他の試験条件は IV－

５－１項の試験法に準ずる。 

 
IV－５－１－１６．限度試験 

  IV－５－１項の試験方法を用いて、被験物質のおおよその毒性を調べるために、被験物質

濃度 100mg/L もしくは被験物質の水溶解度が 100mg/L 未満である場合はその水溶解度の濃度

で限度試験を行ってもよい。限度試験には試験区・対照区ともに 20 個体の試験個体を用いる。

試験終了時に試験区で影響個体が 10％を超えたときは、上述の本試験を行う。 

 
IV－５－２．非底面照射式試験法 

本項で解説する試験法は水中光分解性の高い被験物質に適用される。また被験物質の log 

Pow によって試験容器をポリスチレン製 48 穴マルチディッシュプレートもしくはガラスバイ

アルから適宜選択する。本試験法は試験容器内に気相を含まないように試験液で満たし、平板

のガラス板で蓋をして密閉することで、試験個体の水面への浮上を防止し、光条件を任意に制

御して試験を行うことが出来る。 

 
IV－５－２－１．試験の方式：IV－５－１－１項参照 

IV－５－２－２．装置および器具 

 （１）試験容器：IV－５－１－２（１）項参照 

 （２）温度制御装置：IV－５－１－２（２）項参照 

IV－５－２－３．試験濃度と公比：IV－５－１－３項参照 

IV－５－２－４．試験液の調整法：IV－５－１－４項参照 

IV－５－２－５．希釈水：IV－５－１－５項参照 

 
IV－５－２－６．試験液量 

 各穴もしくは各ガラスバイアルに、表面張力で液面が盛り上がるまで調整した試験液を分注

する。 
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IV－５－２－７．試験個体の投入 

 各濃度区及び対照区の pH を測定後、予め各濃度区の試験液に貯養した試験個体を各穴もし

くは各バイアルに 1 個体ずつ投入する。スライドガラス等の平板なガラス板を用いて、気泡が

入らないように、また試験個体が溢れ出ないように注意しながら蓋をする（図 3，写真 11）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
写真 11 非照射試験法     

（例：48 穴マルチディッシュプレート） 

図 3 非底面照射式試験法における試験個体の投入と封入 

（例：48 穴マルチディッシュプレート） 

【解説】 

 １）48 穴マルチディッシュプレートを用いた場合は、1 行（または 1 列）おきに試験個体を

投入し。ガラス板による封入時に余剰の試験液が未投入穴に溢れるようにする。 

 
IV－５－２－８．照明 

 本試験法の光周期は明期 16 時間、暗期 8 時間とする。但し水中光分解性の高い被験物質に

関しては 24 時間暗期で試験を行うことが出来る。光の質および強さは特に指定しない。 

 
IV－５－２－９．曝露時間：IV－５－１－９項参照 

IV－５－２－１０．水温：IV－５－１－１０項参照 

IV－５－２－１１．溶存酸素濃度：IV－５－１－１１項参照 

IV－５－２－１２．その他の水質：IV－５－１－１２項参照 

IV－５－２－１３．給餌：IV－５－１－１３項参照 

IV－５－２－１４．給気：IV－５－１－１４項参照 

 
IV－５－２－１５．予備試験 

 本試験の適切な濃度範囲設定のため、本試験に先立って行う。試験液の濃度は公比 2～10 と

し、各濃度区および対照区ごとに 10 個体以上の試験個体を用いる。その他の試験条件は第 IV

－５－２項の試験法に準ずる。 

試験個体投入列

スライドガラス

試験個体投入列試験個体投入列

スライドガラススライドガラス

① 
試験液の分注と
試験個体の投入 

② 
スライドガラス
による封入 

③ 
封入完了（余分な
試験液は隣穴に
あふれ出る） 
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IV－５－２－１６．限度試験 

 第 IV－５－２項の試験方法を用いて、被験物質のおおよその毒性を調べるために、被験物質

濃度 100mg/L もしくは被験物質の水溶解度が 100mg/L 未満である場合はその水溶解度の濃度

で限度試験を行ってもよい。限度試験には試験区・対照区ともに 20 個体の試験個体を用いる。

試験終了時に試験区で影響個体が 10％を超えたときは、上述の本試験を行う。 

 
IV－６．観察と測定 

IV－６－１．観察項目と回数 

底面連続光照射式試験法では試験開始 3 時間後に目視で観察を行い、水面に浮上した試験個

体が確認された場合はパスツールピペットで試験液を滴下して浮上個体を沈める。非底面照射

式試験法ではこの操作は不要である。 

 底面連続光照射式試験法では影響個体の観察は 24 時間毎に行う。非底面照射式試験法では

曝露開始 48 時間後に観察を行う。影響の有無の判定をする前に水面に浮上した試験個体が確

認された場合はパスツールピペットで試験液を滴下してこれを沈める。影響個体の判定は実体

顕微鏡で行い、試験個体にパスツールピペットで水流刺激を与え、水流刺激に対する反応を示

さない無反応個体を影響個体とし（図 4）、試験個体毎に記録する。また試験個体に異状等が有

る場合は、その状態を観察し個別に記録する。 

 
【解説】 

 １）遊泳運動、匍匐運動している試験

個体は正常な個体とみなし、水流刺激に

よる影響個体の判定を省略することが出

来る。 

２）判定の際は試験個体が水面まで浮

上しない程度の水流を起こして観察する。 

 

 

 

 

 

 

 
図 4 エンドポイントと影響個体（無反

応個体）の判定フローチャート 

 

 

試験個体

影響個体
（無反応個体）

正常個体

水流刺激
ピペットによる
試験水の撹拌

実体顕微鏡
による観察

水流刺激に反応
して腹部を伸ば
し、脚を広げる
（伸身開脚）
（表紙絵参照）

体をくねらせて遊
泳もしくは試験容
器壁面を匍匐

例） 死亡（完全に不動）、
瀕死（痙攣、麻痺等）

YES

NO
丸まっている
Or
不動

NO
丸まっている
Or
不動

NO
丸まっている
Or
不動

NO
丸まっている
Or
不動

YES

遊泳・匍匐
運動する

丸まっていた個体が

伸身・開脚する
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IV－６－２．水質の測定 

 試験液の温度、pH、外観（浮遊物や沈殿の有無とその経過）を試験終了時に記録する。溶存

酸素濃度も可能ならば測定する。 

 
IV－６－３．被験物質濃度の測定 

 被験物質濃度の測定はすべての濃度について、試験開始前および試験終了時に各々1 回行う。 

 
IV－７．結果の処理法 

 Finney の図解法、対数正規確率紙上での作図法、プロビット法、ロジット法等一般に用いら

れているいずれの方法でも良い。可能ならばプロビット法を用い、95％信頼限界も算出する。

EC50値の算出には実測濃度の平均値を用いることが望ましい。実測濃度が設定値の±10％以内

の場合には設定濃度を用いても良い。被験物質の性質上、濃度維持の基準を満たすことができ

なかった場合は、設定濃度を用いて EC50値を算出することもやむを得ない場合もある。 

 
IV－８．試験報告 

試験報告書には次の項目について記載する。 

１）試験機関：名称、所在地 

２）試験責任者と試験担当者：氏名、所属および連絡先 

３）被験物質：化学物質の名称（一般名、商品名等も併記）、構造式（示性式、分子式及び分子

量も併記）、入手先、製造年月日及びロット番号、純度及び不純物、水溶解度等の物性に関

する資料、その他必須事項 

４）試験容器：製品名、材質、形状 

５）試験生物： 

－種名（学名）および系統名 

－由来（入手先） 

－飼育方法（順化中も含む。餌の種類と量、給餌頻度等） 

－供試卵塊の産卵日・ふ化日・およびふ化率 

－試験個体を野外個体群から得た場合は親世代 5 齢幼虫時の基準物質に対する感受性 

６）試験条件と方法： 

 －試験開始日、試験終了日および試験期間（本試験および予備試験の試験実施日も併記） 

 －試験温度 

 －希釈水の入手源と水質（人工調整水の場合は組成） 

 －試験液の状態（透明、白濁、沈殿等）、試験原液の保管方法および試験液への被験物質の添

加法（助剤を用いた場合は、その名称・添加方法及び助剤濃度） 

 －試験容器（穴）あたりの試験溶液量および濃度区ごとの試験個体数 

 －濃度区の設定根拠および各濃度区の被験物質の濃度（設定値または実測値） 

 －光源の種類、光周期、照度 
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 －試験期間中の溶存酸素濃度、pH の測定法 

 －試験結果の処理法 

７）試験結果： 

 －試験条件の測定値（試験温度、溶存酸素濃度、pH） 

 －被験物質濃度の分析結果 

 －各濃度区及び対照区の 24 時間後、48 時間後における水流刺激に対する反応阻害を受けた

試験個体の数と割合 

 －試験終了時での用量－反応曲線を示す図 

 －各時間での EC50値（可能であればその 95％信頼限界）とその算出法 

 －試験液の外観 

－その他の観察された影響およびそれらが認められた濃度 

 
IV－９．試験の妥当性 

１）対照区における試験個体の水流刺激に対する無反応個体率は、試験終了時において 10％を

超えないこと。 

 

 

 

 

 
V．試験事例 

V－１．急性毒性試験における pH および溶存酸素濃度の変動 

V－１－１．方法 

 有機リン系殺虫剤フェニトロチオンの急性毒性試験において、試験開始時および終了時の試

験液の pH および溶存酸素濃度（飽和度）の測定を行った。pH は ISFET pH 計 KS501（新電

元工業株式会社）を用いて測定した。溶存酸素濃度は FOXY AL-300 Probe を接続した FOXY 

Fiber Optic Oxygen Sensors システム（Ocean Optics Inc.）を用いて測定した。試験条件によ

る pH・溶存酸素濃度の変動を把握するため、試験容器に 48 穴マルチディッシュプレートおよ

びガラスバイアルを用いた底面連続光照射式試験法および 48 穴マルチディッシュプレートを

用いた非底面照射式試験法の 3 条件で急性毒性試験を行った。 

 
V－１－２．結果 

 試験期間中、pH は中性に維持されその変動幅は 1 未満であった（表 2）。溶存酸素濃度は、

試験系に気相を含まない非底面照射式試験法を含め試験終了時まで 90％以上に維持されおり、

試験個体への酸素供給は良好であると判断した。以上の結果から、水質面での本試験法の妥当

性が示された。 
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表 2 フェニトロチオン急性毒性試験における pH および溶存酸素濃度（飽和度）の変動 

試験法 底面連続光照射式試験法 非底面照射式試験法 
 

試験容器 48 穴マルチディッシュ ガラスバイアル 48 穴マルチディッシュ

測定項目 曝露時間 0 時間 48 時間 0 時間 48 時間 0 時間 48 時間 

対照区 7.1 7.3 7.1 7.4 7.1 7.3 
pH 

試験区 7.1 7.3 7.1 7.3 7.1 7.1 

対照区  98.5 91.9 106.2 100.0 101.9 94.1 溶存酸素

濃度（％） 試験区 107.4 91.8 107.4 101.3  98.8 93.4 

 
V－２．フェニトロチオンの急性毒性試験例 

V－２－１．試験条件（抜粋） 

１）試験機関：独立行政法人農業環境技術研究所 

２）被験物質： 

― 被 験 物 質 に 関 す る 情 報 ： フ ェ ニ ト ロ チ オ ン （ fenitorothion ），

O,O-dimethyl-O-4-nitro-m-tolyl phosphorothioate，C9H12NO5PS，分子量 277.2，CAS

番号 122-14-5，用途: 殺虫剤 

―供試試料：フェニトロチオン標準品（純度 98％），ロット番号 RWP9290，和光純薬工業

株式会社 

３）試験容器：ポリスチレン製 48 穴マルチディッシュプレート 

４）試験生物： 

―種名（学名）および系統名：コガタシマトビケラ（Cheumatopsyche brevilineata）H2

系統 

―入手先：独立行政法人農業環境技術研究所において試験条件と同じ温度、水質で室内累代

飼育されている H2 系統（室内飼育第 12 世代）の卵塊から 24 時間以内にふ化した 1 齢

幼虫を試験に供した。 

 ―供試卵塊の産卵日・ふ化日・孵化率：産卵日 2007 年 2 月 3 日，ふ化日 2007 年 2 月 13 日，

ふ化率：98.7％ 

５）試験条件と方法：底面連続光照射式試験法（詳細は省略） 

 ―試験開始日：2007 年 2 月 13 日，試験終了日：2007 年 2 月 15 日，試験期間：48 時間 

 ―希釈水：脱塩素水道水（0.22μm メンブレンフィルター濾過済み） 

 ―試験生物数：24 頭／試験区 

 ―試験液の調整：被験物質をアセトンに溶解して各試験濃度の 1000 倍に調整した試験原液

を用いて調整 

 ―試験濃度：4.0，4.8，5.6，6.6，7.8，9.2，10.8，12.8 および 15.0μg/L（公比 1.18）の 8

濃度区および対照区 

 ―試験結果の処理法：設定濃度よりプロビット法で 48h EC50値を算出。 

V－２－２．結果（抜粋） 
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１）影響個体率 

 48 時間における 0％影響最高濃度は 4.8μg/L であった。100％影響最低濃度は 10.8μg/L で

あった。各時間での累積影響個体数、影響個体率を表 3 に、48 時間における濃度―累積影響曲

線を図 5 に示す。なお、曝露終了時の対照区の影響個体率は 0％であり、妥当性基準（10％未

満）を満たしていた。 

 
表 3 フェニトロチオン急性毒性試験における累積影響個体率 

24 時間 48 時間 設定濃度 
(μg/L) 累積影響個体数 累積影響個体率 累積影響個体数 累積影響個体率 
対照区 0  0.0 0   0.0 

4.0 0  0.0 0   0.0 
4.8 0  0.0 0   0.0 
5.6 0  0.0 1   4.2 
6.6 0  0.0 7  29.2 
7.8 0  0.0 14  58.3 
9.2 0  0.0 23  95.8 

10.8 1  4.2 24 100.0 
12.8 1  4.2 24 100.0 
15.0 4 16.7 24 100.0 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 5 48 時間における濃度―  

影響個体率曲線     

（灰色域：95％信頼限界） 

２）EC50値 

 フェニトロチオンのコガタシマトビケラ 1 齢幼虫に対する 48 時間 EC50値はプロビット法に

よる計算の結果、7.33μg/L（95％信頼限界：6.97～7.70μg/L）であった。 

 
V－３．コガタシマトビケラ 1 齢幼虫の各種殺虫剤に対する感受性検定 

V－３－１．方法 

 水稲用殺虫剤を中心に作用機作の異なる 30 種類の殺虫剤に対するコガタシマトビケラ 1 齢

幼虫の 48h EC50 値を、被験物質の物理化学的性質に応じて底面連続光照射式試験法または非

底面照射式試験法を用いて調査した。試験生物には独立行政法人農業環境技術研究所において

室内累代飼育されている H2 系統（室内飼育第 9～12 世代）の 1 齢幼虫（ふ化 24 時間以内）

を用いた。 

フェニトロチオン設定濃度 （ μg/L ）

4
8
時

間
累

積
影

響
個

体
率

（
％

）

2 3 4 5 6 7 8 910 20 30
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 供試した被験物質は、有機リン系 7 剤（ジクロルボス、ダイアジノン、トリクロルホン、フ

ェニトロチオン、フェントエート、フェンチオン、マラソン）、カーバメート系 7 剤（カルバ

リル、カルボスルファン、チオジカルブ、フェノブカルブ、ベンフラカルブ、メソミル、XMC）、

ピレスロイド系 3 剤（エトフェンプロックス、シラフルオフェン、ペルメトリン）、ネライス

トキシン系 3 剤（カルタップ、チオシクラム、ベンスルタップ）、ネオニコチノイド系 6 剤（ア

セタミプリド、イミダクロプリド、クロチアニジン、ジノテフラン、チアクロプリド、ニテン

ピラム）、昆虫成長制御剤 2 剤（ブプロフェジン、テブフェノジド）、フィプロニル、ピメトロ

ジンの各々標準品（純度 94.5～99％）で和光純薬工業株式会社、林純薬工業株式会社、関東化

学株式会社より購入した。 

 48h EC50値はプロビット法で算出し、ミジンコ類の感受性データ（文献値）と比較した。 

 
V－３－２．結果 

殺虫剤に対する感受性は、ピレスロイド系・フィプロニル＞有機リン系＞ネオニコチノイド

系＞カーバメート系・ネライストキシン系＞昆虫成長制御剤・ピメトロジンの順に高かった(図

6)。またミジンコ類との感受性を比較すると有機リン系・カーバメート系殺虫剤では、感受性

差が 10 倍以内で、ほぼミジンコ類と同程度の感受性を示したが、ネオニコチノイド系・フィ

プロニルでは感受性差が大きく、これらの薬剤ではコガタシマトビケラ 1 齢幼虫の方が 1,000

～100,000 倍程度感受性が高かった。以上の結果から、コガタシマトビケラは農薬に対し既存

の試験生物種と異なる感受性を示すことが明らかとなり、河川生態系の一次消費者に対する農

薬の生態影響評価においてコガタシマトビケラは試験生物として有用であると考えられる。 

 
【ミジンコ類の感受性データに関する参考文献】 

１）日本植物防疫協会（2005），農薬ハンドブック 2005 年版（改訂新版），社団法人日本植

物防疫協会，pp.820 

２ ） US EPA Office of Pesticide Programs, Pesticide Ecotoxicity Database 

(http://www.ipmcenters.org/Ecotox/index.cfm) 
３）Tomlin, C. D. S. ed. (2003) The e-Pesticide Manual Thirteenth Edition, BCPC 

Publications, Hampshire 
４）Kikuchi, M., Y. Sasaki and M. Wakabayashi (2000): Screening of organophosphate 

insecticide pollution in water by using Daphnia magna, Ecotoxicology and 
Environmental Safety, 47, 239-245. 
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図 6 30 種の殺虫剤に対するコガタシマトビケラ 1 齢幼虫の感受性 

●：1 齢幼虫，○：ミジンコ類（文献値）， 

→：48h EC50値がその値以上であることを示す。 
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【解説】 

 有機リン系のフェニトロチオン、カーバ

メート系のフェノブカルブ、ネオニコチノ

イド系のイミダクロプリドの 3 種殺虫剤

に対する 48h EC50 値を調査した結果、1

齢幼虫は 5 齢幼虫に比べ、2～30 倍程度感

受性が高いことが判明した。 

1

10

100

1000

1齢 5齢 1齢 5齢 1齢 5齢

4
8
h
 E

C
5
0
 (

μ
g/

L
)

フェニトロチオン
フェノブカルブ

イミダクロプリド

付図 1 コガタシマトビケラ 1 齢幼虫と 5 齢幼

虫の殺虫剤に対する感受性（48h EC50） 

※ バーは 95％信頼限界を示す。 



 

 

23 

コガタシマトビケラ 1 齢幼虫を用いた急性毒性試験法 

も
く
じ 

は
じ
め
に 

目
的 

コ
ガ
タ
シ
マ
ト

ビ
ケ
ラ
に
つ
い

試
験
法 

試
験
事
例 

付
図
・
付
表 

Ⅳ-

１

Ⅳ-

２

Ⅳ-

３

Ⅳ-

４

Ⅳ-

５ 

Ⅳ-

６

Ⅳ-

７

Ⅳ-
８

Ⅳ-

９

Ⅴ-

１

Ⅴ-

２

Ⅴ-

３ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

付図 3 コガタシマトビケラ卵の発生の様子（蓄養温度：20℃） 
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コガタシマトビケラ
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H2系統

付図 2 野外個体群（5 齢幼虫）の

フェニトロチオンに対する感受性

（96h LC50） 

 

【解説】 

日本各地の河川からコガタシマトビケラおよ

び近縁種のナミコガタシマトビケラの 5 齢幼虫

を採集し研究室に持ち帰って有機リン系殺虫剤

フェニトロチオンの 96 時間の急性毒性試験に

供した。 

周辺に水田が広がる農業用水路に生息するコ

ガタシマトビケラおよびナミコガタシマトビケ

ラは、フェニトロチオンに対する感受性が低下

しており、生息地上流に農耕地が分布していな

い河川に生息する個体群では感受性が高かっ

た。コガタシマトビケラにおいては高感受性と

低感受性個体群との感受性比は約 300倍であっ

た。高感受性系統の H2 系統に関しては現在、

独立行政法人農業環境技術研究所において室内

累代飼育されており、試験生物として利用可能

である。 

【解説】 

卵の発生は蓄養温度や酸素供給量により変化する。ふ化までの所要日数は蓄養温度が高いほ

ど短縮する。また同じ温度条件下で蓄養しても、基板に付着したままの卵塊と基板から剥離さ

せた卵塊とでは、剥離させた卵塊の方がふ化までの所要日数が短縮する。 

 卵の発生の目安としては卵の膨張（2 日目：20℃）、褐色化（3 日目：20℃）集眼の可視化

（発眼）（8 日目：20℃）、ふ化前日の大顎・刺毛の可視化（11 日目：20℃）が挙げられる。 
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付図 3 （つづき①） 
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付図 3 （つづき②） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.1

1

10

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Log Pow

試
験

結
果

の
比

（
48

穴
マ

ル
チ

デ
ィ

ッ
シ

ュ
／

ガ
ラ

ス
バ

イ
ア

ル
）

イミダクロプリド

フェノブカルブ

フェニトロチオン

フェンチオン

カルボスルファン

エトフェンプロックス 付図 4 試験容器による試験結果

（48h EC50）の差 

●，有機リン系；●，カーバメート系；●，
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虫剤 

【解説】 Log Pow が 4 以上の被験物質では、その作用機作に関わらずガラスバイアルを

用いて試験を行った場合の方が低い 48h EC50値が得られ、log Pow が高くなるにつれ、試

験容器の違いによる EC50値の差は拡大した。これはポリスチレン製 48 穴マルチディッシ

ュプレートを試験容器として用いた場合、Log Pow が高い被験物質は容器壁面に吸着し、

バイオアベイラビリティーが低下するためであると推測される。48h EC50値の差が 2 倍以

内を許容範囲（図中点線）とすると、log Pow が 4 未満の被験物質を試験する場合はガラ

ス製およびポリスチレン製試験容器を使用可能であるが、log Pow が 4 以上の被験物質に

対してはガラス製の試験容器のみ用いることができる。 
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付表 1 有機溶媒・界面活性剤のコガタシマトビケラ 1 齢幼虫に対する毒性 

助剤名 NOEC 
(%，v/v) 

48h EC50
(%，v/v) 95%信頼限界 計算法 

アセトン 2.0 5.3 4.7～6.0 プロビット法 
メタノール 1.7 2.1 ― プロビット法 
エタノール  0.41 1.0 0.87～1.2 プロビット法 

DMF  0.34  0.52 ― プロビット法 
DMSO  0.65 1.1 ― プロビット法 

Tween 20  0.63 2.9 2.5～3.4 プロビット法 
―：計算結果が得られなかったことを示す 

【解説】各助剤の試験は底面連続光照射式試験法で行い、試験容器はポリスチレン製 48 穴マ

ルチディッシュプレートを用いた。アセトン、メタノールは NOEC および 48h EC50値が高く、

コガタシマトビケラに対し最も毒性の低い助剤であり、本種を用いた急性毒性試験では助剤と

してアセトン、メタノールが推奨される。 
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付図 5 底面連続光照射式試験法における

底面連続光照射の効果 

【解説】底面連続光照射式試験法（48 穴マルチデ

ィッシュ使用）において、底面連続光照射（明条

件）および非照射（暗条件）の 2 条件で浮上個体

率を調べた。非照射区で有意に浮上個体率が高く、

底面連続光照射が 1 齢幼虫の水面への浮上を抑制

することが明らかになった。 
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