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二酸化塩素が海生生物に与える影響の予備的検討
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要約:二酸化塩素 (C102)は，強い酸化力と漂白力があり，有機ハロゲン物質を生成しないことから，

次亜塩素酸ソーダlこ替わる防汚剤として使用されている。本報では， C102の毒性について，アオギス

(Sillago parvisquamis) ，マダイ (Pagrusmajor)，ヒラメ (Paralichthysolivaceus) 3種受精卵の僻化率，

珪藻 (Chaetocerosgracilis) の増殖速度を指標とした暴露試験を行った結果，以下の基礎的知見が得ら
れた。 C102濃度は，時間とともにほぼ直線的に減衰した。魚卵の解化率は暴露濃度が高くなるにつれ

て低下した。マダイの急性毒性について LD50(15min) を72時間後の僻化率から求めるとo.72mg/Lで、あっ

た。珪藻では， 5mg/L以上のC102に暴露した試験区では増殖阻害を受け，阻害される期聞が濃度に比例

する可能性が示唆された。

キーワード:二酸化塩素，防汚剤，急性毒性，魚卵，植物プランクトン

Abstract : The possibilities of CIO， as an altemative biocide to hypochlorous acid， an antifouling agent 
currently used in freshwater and seawater， have attacked our interest， because CIO， is known to be not 

organo-halogenated in natural condition of sea water. We have observed the effects of CIO， in seawater on 
fish eggs and phytoplankton. In this investigation， acute toxicity of CIO， on developmental success of the 
eggs of Sillago pa円 isquamis，Pagrus major and Paralichthys olivaceus and growth rate of Chaetoceros 

gracilis were studied. Hatching rates of fish eggs decreased with CIO， concentration and increased with time 
after exposure. The cells densities of phytoplankton increased， but the growth speed delayed in higher 

CIO， concentrations. LD50 (15min) after 72hrs were estimated to be O.72mg/L for the eggs of P. major 

Keywords : fish egg， phytoplankton， chlorine dioxide， biocide， acute toxicity 

はじめに

沿岸に立地する発電所など大量の海水を使用す

るプラントでは，取放水系統に付着する生物を防

除するために海水電解液(次亜塩素酸ソーダ，

NaCIO) を用いることがある。 NaCIOは，海域に

存在するアンモニアなどに消費されることから

(Inman and Johnson， 1978 etc.) ，水質によっては

(2005年1月28日受付， 2005年2月8日受理)

効果が減ずることがあるが，我が国で稼動中の火

力，原子力発電所の約半数でこの方法が用いられ

長年の実績がある(J11 i呈 1986，小島， 1986)。次

亜塩素酸が海生生物に及ぼす影響については多く

の研究があり (Mattice and Zittel， 1976; Tumer 

and Thayer， 1980; EPRI， 1980 etc.) ，ブロモホル

ムなどのトリハロメタン生成があることも知られ

ている(丸山ら， 1987)0 
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原ら:二酸化塩素が海生生物に与える影響

二酸化塩素 (Cl02) は黄緑色の気体で空気の

2.4倍の重さがあり，爆発性，毒性があるが，水

に良く溶け，水溶液に強い酸化力と漂白力がある

ことから消毒剤や漂白剤として広く用いられてい

る。イタリアでは，有機ハロゲン物質を生成しな

いことから，早くから次亜塩素酸ソーダに替わる

防汚剤として Cl02の注入が行われており，

Belluati et al. (1997) は，海水を使用する3カ所

のプラントを調査した結果， 0.05~0.25mg/Lの注

入で充分な防汚効果があると結論している。

我が国でも上水の殺菌剤として使用が認められ

ており(厚生省令第15号， 2000)，海域における

付着防止剤として使用することも可能であろう。

本報では，海産魚類の受精卵および珪藻を対象に

Cl02の毒性について試験を行った結果，いくつ

かの基礎的知見が得られたので報告する。

材料および試験方法

供試材料 材料は，千葉県夷隅郡御宿町にある

(財)海洋生物環境研究所(海生研)中央研究所

(中央研)内で飼育している親魚が自然産卵した

アオギス Sillagopαrvisquamis，マダイ Pagrus

major， ヒラメ Parαlichthysolivaceusの受精卵お

よび同所実験室内で単離継続培養した珪藻

Chaetoceros gracilisを用いた。 Cl02は稲畑産業

株式会社(東京都中央区日本橋本町)から提供さ

れた濃度530.7mg/Lの水溶液を原液として希釈し

て使用した。試験はいずれも，海生研中央研の実

験室内で、行った。

魚類受精卵暴露試験 魚卵のCl02暴露試験を繰

り返し3回行った (Table 1) 0 暴露後24時間まで

の解化率を観察した試験lは， 2002年6月 17~18 日

に， 48時間まで観察した試験2は， 2002年6月 18~

20日に，暴露後72時間まで観察した試験3は，

2002年6月 21~24 日に行った。試験lでは，アオギ

ス，マダイの受精卵，試験2，3では，ヒラメ，マ

ダイの受精卵を用いた。

0.45μmメッ、ンュ(アドパンテック， TCG-045) 

で櫨過した海水を入れたlL容ガラス製ビーカー

内に 65mm中，深さ35mmのステンレス製網龍に

10μmメッシュの網を敷設したものを設置し，こ

れに受精卵約80~300個を分取した。ピペットま

たはスターラーで網寵の外の海水をI分間撹搾後，

Cl02をTable 1に示した濃度になるように撹持中

の海水に注入して更に3分間撹枠した。 f畳枠後，

12分間静置して受精卵を網龍ごとj慮過海水が入っ

た500mL容ビーカーに移し， 200Cまたは250C¥こ保っ

た恒温庫中に静置した。対照区については， Cl02 

の注入を除き同様の操作を行った。アオギスでは

原口閉鎖は終了しているが尾芽の先端は卵黄から

離れていない発生中期，マダイ，ヒラメではいず

れも原口閉鎖期に，Cl02試験海水への暴露を行っ

た。 Cl02濃度は，試水に添加し慣持した直後と

暴露終了時の2回測定した。 24，48または72時間

後に未僻化卵および僻化個体をガラスピンに回収

して，エタノールまたは中性ホルマリンで固定し，

実体顕微鏡下でそれぞれの数を計数した。 LDso

は，プロピット法により求めた。

珪藻暴露試験珪藻の増殖試験は， 2002年6月20

~26 日にかけて実施した。あらかじめ室内で培養

した仁 gracilisを，培地成分を除去するため，

目合し、10μmの簡いを用いて濃縮しi慮過海水で、洗

浄した。さらにこの珪藻濃縮液を浦過海水で10倍

Table 1. Condition of experiments for fish eggs 

Test No. Species* Stage Seawater CI02 Exposure 

and dates volume Concentration period 
(unit) (mL) (mglL ) (min) 

NO.I s middle** 300 0，0.1，1.10 15 

Jun.21-24 earlier ハリハリハリ

，
 

l
 

C 0，0.1，0.3，0.5，1，3 15 20 72 

*S ; Sillago parvisquamis， C ; Pagrus major， P ; Paralichthys olivaceus材 middle; the formation 

ofmyomere. *** earlier; cIosed blastopore. 
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果

CI02濃度 Fig. 1 にCI0，濃度の経時変化を示した。

原液を 300mLの櫨過海水中にl.Omg/Lおよび

0.5mg/Lとなるよう添加し，室温 (20.4OC) 

分放置した場合， CI0，濃度は，時間とともにほ

ぼ直線的に減衰した。魚類受精卵の試験3で測定

した結果も同様の傾向を示した。珪藻を用いた試

験時の減衰傾向は，前二者よりも大きかった。

Fig. 2(こ各設定CI0，初期濃度に対する 15分後の

残留率を示した。高濃度での減衰は低く低濃度で

は比較的減衰の度合いが大きくなるが， O.lmg/L 

では減衰の程度はそれほど高くなかった。また，

植物プランクトン添加時では，魚卵添加時慮過

海水のみのときよりも減衰が大きい。 Fig.

3.00 
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原ら:二酸化塩素が海生生物に与える影響

CI0，濃度を算出した。

企士

'‘ロ

程度に希釈し再び濃縮した上で、櫨過海水で、洗浄し

た。この作業を2回繰り返し，最終的に濃縮し

た液をj慮過海水で、希釈して500mUこしたもの(約

106細胞団L)を試験用のC.gracilis原液とした。

原液はガラスピーカーに入れ，約200C(こ保った恒

温庫内で保存した。 CI0，試験海水への暴露は，

水温200Cの櫨過海水を満たした100mLガラスビー

カー中に袋状にした日合し、10μmプランクトンネッ

トを設置し， C. gracilis原液を10mL入れ，スター

ラーを用いてビーカー内の海水を撹枠させながら

CI0，を所定濃度 (0.5，lmg/L) になるよう注入

し 3分間撹持後， 12分間静置した。暴露後の珪

藻は，プランクトンネットごと取り出し櫨過海水

にて洗浄後，ピペットを用い， 300mL容の三角ガ

ラスフラスコ内の f/2滅菌培地 (Guillard and 

Ryther， 1962) に全量を移植し，設定温度250Cの

恒温庫内に静置後，照度2.0001uxの明条件下で連

続培養した。 CI0，濃度は，試水に添加し撹枠し

た直後と暴露終了時の2回測定した。試料は暴露

直後と24，48， 72， 96， 144時間後に部分採取し，

それぞれ10%ホルマリン溶液で固定した。標本中

の細胞数は光学顕微鏡下の計数板上で計数し，

1.0mLあたりの細胞数に換算した。
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C 1 O2濃度の測定 CI0，の濃度測定は淡水および

海水試料の分析に使用可能なDPD法によった(日

本水道協会， 1993)0 DPD法は，塩素と全酸化体

(オキシダント)がN. N-ジエチノレーパラーフェニ

レンージアミンと反応する現象を利用しており，

515nmの波長で、赤色の変化を測定する。試薬とし

て， CI0，標準原液は100%の亜塩素酸ソーダl.Og

と，無水酢酸3.5gを900mLの精製水で、反応・希釈

し， 1，000mUこ定存したもの，グリシン溶液は，

lOgのグリシンを精製水で、100mLに定容したもの，

DPD試薬は市販のもの(関東化学工業製)を用い

た。 CI0，標準原液はヨウ素滴定法で濃度を確か

めた。
30 

Fig. 1. Time dependent changes in CIO， concentrations: 
o ; 81ank test. 0.377 and 0.188mL of CIO， 
(530.7mg/L) was added to 300mL seawater.ム，
Fish egg test 3 data. CI02 was added to 1，000mL 
seawater containing a few hundred eggs. * 
Phytoplankton test data. CI02 was added to Il0mL 
seawater containing phytoplankton (about 107 cells) 
In all cases seawater used was filtered by 0.45μm 
pore siz巴 filter

13 

20 

Exposure time (min.) 

ハリー。ハリハリハリ

CI0，の測定は，まず， CIO，標準原液を希釈し，

0'"'"'2mg/Lの範囲内で数段階の標準溶液を作成し

た。標準溶液20mL(こ対しグリシン溶液O.lmLを

添加後，十分に混和した。このうち 10mLを，

DPD試薬を 100mg分取した10mL比色管に加え，

撹枠後直ちに515nmで、の吸光度を計測した。各標

準液の吸光度に対するCIO，濃度から，最小自乗

法によって換算係数を求めた。同様にして試験液

の515nmでの吸光度を計測し，換算係数を用いて



原ら:二酸化塩素が海生生物に与える影響

。
。く〉

唾体
ハU

A
リー

75 

50 

ロ
25 

(
詰

)

U

H
司
」

一
回
コ
万
一
白
田

L

U
司

-
H
口

一

古

田

Z
一」

O
一
工
(
〕

会広
A • 

ハリハリー

75 

50 

(
諒
)
由
一
七
円
』
一
回
コ
万
一
回
申
」

由
万
一

H
D
一

古

由

E
-
L
D
一
平
(
)

A ・
25 

1，000 

Exposed egg numbers (individuals) 

Fig. 3. Effect of adding fish eggs on CIO， consumption. 
CIO， residual rates 15 minutes after injection are 

shown: <) Pagrus major目口 Paralichthys

olivaceus. 

く異なったのはO.lmg/L区で、あり，解化率に 10倍

程度の差がみられアオギスで高く，マダイで、低かっ

た。解化率が低かったマダイ受精卵では，解化間

近と思われる個体が多く存在していた。

同ーの試験条件で暴露し，暴露後48時間目の僻

化率を観察した試験2のヒラメ受精卵でもマダイ

と同様，解化率は暴露濃度が高くなるにつれて低

下した。このときマダイ受精卵の対照区での鮮化

率は低く，酸素欠乏やバクテリアの発生が疑われ

たが，試験区に比べ収容個体密度はむしろ低く，

原因は不明で、あった。

試験3では， ヒラメおよびマダイの受精卵を用

い，暴露濃度を0.1，0.3， 0.5， l.0， 3.0mg/Lの5段

階，暴露後の観察までの期間を72時間として行っ

ハリハリ
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りl
 

A
り

ハリー

Fig. 2. Effect of adding bio・materials on CIO， 
consumption. CIO， residual rates 15 minutes after 

injection are shown: X Filtered sea water only 

(adding no materials) ム;Adding Fish eggs (a few 

hundred individuals!l ，000mL) ・Adding

phytoplankton (about 10' cells!ll OmL). 

に魚類受精卵暴露試験時の魚卵添加数とそのとき

のCIO，残留率の関係を示した。魚卵密度と CI0，

残留率については，種差を含め，明らかな傾向は

見られなかった。

Initial chlol ine dioxide 
concentration (mg/L) 

O 

0.1 

魚類受精卵 3回の試験の結果から， CIO，濃度区

ごとに求めた僻化率をTable2"'4に示した。 15分

暴露後アオキ、スおよびマダイ卵の24時間後の僻化

率を観察した試験lの結果では，両種とも対照区

の僻化率は約90%であり， lmg/Lおよび'IOmglLの

試験区で、は0"'2%で、あった。両種の解化率が大き

Table 2. Hatching success ratio of fish eggs in experiment I at 24 hours after exposure 

hatching success ratio (%) 

10mg/L lmg/L O.lmglL control 
speCles 

0.0 2.0 90.2 94.0 Sillago parvisquamis 

0.2 ハリ
白
リ9.0 89.8 Pagrus major 

Table 3. Hatching success ratio of fish eggs in experiment 2 at 48 hours after exposure 

hatching success ratio (%) 

10mgIL lmg/L O.lmg/L controI 
specles 

7.9 42.1 94.8 99.8 Paralichthvs oli叩 ceus

ハVA
U
 

一一 14

42.0 75.9 28.3 P. major 
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Table 4. Hatching success ratio of fish eggs in experiment 3 at 72 hours after exposure. 

specles 
hatching success ratio (%) 

contro1 3mgIL 

P. oliνaceus 93.6 

O.lmg/L 

100.0 

P. major ハU
A
リ

ハ
り

ー 100.0 

0.3mg/L 

96.5 

0.5mg/L 1mg/L 

99.3 98.5 86.3 

93.3 0.9 85.2 23.0 

Table 5. Changes in cell densities of Chaetoceros gracilis after exposure (x 1 ，000/mL) 

time (hours) 。 24 48 96 144 

contro1 74.7 261.4 518.9 440.6 436.3 

0.5mg/L 60.6 40.8 83.0 556.3 582.2 

1.0mgIL 57.3 20.2 21.4 410.4 551.5 

た。対照区での鮮化率はいずれの魚種でも高かっ

た。試験区では， ヒラメ受精卵の僻化率は3.0

mg/L区で、若干低くなるものの， 1.0mg/L区までは

対照区より高く 100%またはそれに近い値であっ

た。 3.0mg/L区で僻化率は86%に下がった。マダ

イ受精卵の鮮化率はO.lmg/L区から0.5mg/L区まで

緩やかに低下し， 0.5mg/Lを超えると急激に低下

し， 3.0mg/L区では約1%の僻化率で、あった。

珪藻 珪藻の細胞密度の経時変化をTable5に示

した。対照区の細胞密度は時間の経過とともに急

激に増加し， 48時間後にピークを迎えた。その後

緩やかに減少し， 96~144時間では約440，000細胞/

mUこ達した。 0.5mg/L区の細胞密度は暴露後24時

間には減少したものの，その後増加傾向を示し，

特に48~96時間の聞に急激に増加した。 1.0mg/L

区でも一旦減少したが， 96時間後には410ラ000細

月包/mLとなった。

考察

j慮過海水中に添加し放置したCIO，は，直線的

に減衰し，魚類受精卵及び珪藻の暴露試験時にも

減衰したが，珪藻を用いた場合の減衰傾向は，前

二者よりも大きかった。 CI02は，強い酸化力を

持つため水中の還元性物質を還元し消費される。

生物が CIO，の消費量を左右するとすれば，今回

の試験に用いた珪藻のほうが魚卵より密度が高く，

l細胞は小さくても群として表面積の総和が大き

いなど， CIO，をより多く消費したことが考えら

れる。

CIO，に魚卵を暴露した試験lでは， O.lmg/L区

のアオギス受精卵の僻化率は高かったが，マダイ

受精卵の鮮化率は低かった。マダイの受精卵を観

察したところでは， 24時間後で僻化間近と思われ

る個体が多く存在したため，その後の試験では試

験時間を延長した。 48時間後の解化率についての

試験2では，マダイ受精卵のO.lおよびlmg/L試験

区僻化率が，試験lのそれに比べて増加した。こ

の2回の試験から，マダイ受精卵に影響を及ぼす

CIO，濃度は， O.lmg/Lから lmg/Lの濃度と推察さ

れ，その濃度問でより密な試験を行うため，試験

3では，暴露後の飼育時間を延長するとともに，

0.3， 0.5mg/Lの試験区を設けた。この結果， CIO， 

がマダイ受精卵の僻化に影響を与える濃度は，

0.5mg/Lからlmg/Lの間で、あることが明らかとなっ

た。

3回の試験を通じてマダイ受精卵の僻化率をみ

ると， O.lmg/L区では，暴露後観察までの時聞が

長いと解化率は高かった。1.0mg/L区で、も， 24時

間後観察から48時間後観察にかけて瞬化率が上がっ

たが， 72時間後観察では僻化率が下がった。 48時

間後までは未受精卵が観察されたが， 72時間後の

観察では全てが死亡卵であった。lOmg/L区では，

24時間後観察で0.2%であった僻化率は 48時間

後観察では0%であった。 48時間後観察の結果，

全てが死亡卵で、あった。ヒラメ受精卵の瞬化率は，

O.lmg/L区で、は， 48時間後観察と 72時間後観察の

鮮化率に大きな差は見られず，高かったが， lmg 

/L区では，鮮化率が48時間後観察の42%から72時

15 
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間後観察の99%に上昇した。低濃度区では未解化

卵が観察され，高濃度区では解化に至らず，死亡

する卵が観察された。この結果， CI02に暴露し

たヒラメ受精卵は，発生が阻害されるが，その濃

度が1mg/L以下であれば殆どの受精卵が解化する

ことが示唆された。即ち，少なくともマダ、イ，ヒ

ラメの2種については低濃度暴露の場合，発生が

阻害され高濃度では死亡する傾向が示唆された。

また，魚種によってCI02に対する受精卵の感受

性に違いがあることが示唆された。 LCsoを求め

ると ，72時間後のマダイではO.72mglL (0.67"'" 

0.78mglL， 95%信頼限界)で、あった。ヒラメでは

求めることができなかったが，少なくとも3mgIL

以上であることが示唆された。

植物プランクトンの一種である珪藻を用いた結

果においても， CI02濃度によって増殖への阻害

の傾向が異なった。暴露区では，対照区に比較し

て少なくとも48時間の増殖阻害が認められた。ま

たO.5mg/L区で、は96時間で対照区とほぼ同密度に

なったが， 1.0mg/L区では同時期に対照区の密度

よりやや低い値にとどまったため，増殖阻害を受

ける期間が濃度に比例する可能性が示唆された。

0.5mg/L区， 1.0mg/L区それぞれの試験区の細胞増

殖は， 96""'144時間経過後には対照区の密度に達

していることから，この時点では群として影響か

ら回復したものと考えられる。しかし，本試験で

は Chaetocerosgracilisへの増殖阻害が，細胞の

活性低下など内部要因に起因するのか，暴露され

た細胞の殆どは死滅し，生存した細胞密度が少な

いため，増殖する時聞が長期化した結果であるの

かは不明である。

以上をまとめると，海水中に添加したCI02は

減衰する。添加濃度がO.5mg/L程度で、は，魚卵の

発生や植物プランクトン群の増殖は阻害されるが

死亡には至らない。魚卵の発生，植物プランクト

ンの増殖に明らかな急性毒性を及ぼす濃度は，

1mg/L以上であると推定される。
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