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複写証明書（追加一1）

株式会社日本医学臨床検査研究所

バィォァッセィ事業部　西脇ラボ

試験表題　　微生物等によるK－1551の濃縮度試験

試験番号　　　：JCLO18043

試験責任者：

試験委託者：財団法人化学物質評価研究機構

　　　　　〒112－0004東京都文京区後楽1丁目4番25号

これは、上記試験の最終報告書の訂正及び信頼性保証

証明書追4から正確に複写されたものであることを証

明します。

之。マ〉／年／6月／8B

運営管理者
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信頼性保証証明書 追一　■

（最終報告書）

　本最終報告書の訂正にともない監査を実施し、その記載内容が適切であることを確認致

しまし一た。

試験の種類：

試験委託者：

試験施設

試験表題

試験番号

試験責任者：

試験期間

濃縮度試験

財団法人　化学物質評価研究機構

株式会社日本医学臨床検査研究所　バイオアッセイ事業部

魚介類の体内におけるK－1551の濃縮度試験

JCLO18043

2001年　7月24日　～　2001年10月10日

西脇ラボ

監査対象

最終報告書の訂正

監査日

2DO1年10月18日

運営管理者

報告日

2001年10月18日

試験責任者

2001年10月18日

株式会社日本医学臨床検査研究所
　　　　　バイオアッセイ事業部

2〃〃／年／ρ月が日 信頼性保証部門責任者



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　様式．16

最終報告書訂正書一■

株式会社日本医学臨床検査研究所
バイオアッセイ事業部　西脇ラボ

最終報告書を下記の通り訂正致します。

表題および試験番号

試験の種類

事項

理由

内容

魚介類の体内におけるK－1551の濃縮度試験 JCLO18043

濃縮度試験

Tablo10のタイトル

試験委託者による記載ミスの指摘に従って訂正を行う。

目次

　添付資料

　（訂正前）

Appcnd婚Table10
　　　Con㏄nロdo皿of廿10test　subsm㏄血tcst　watcr　at幽
　　　　　　　　　　　↓
　（訂正後）

App㎝dix5Table　10

　　　　C。n㏄n圃on・f伽鳳釦bs伽㏄血厘戚w勘肛鯉

41頁
（訂正前）

Append盤5Tablc　lO

　　　Concentra廿onof血ctcst即bstan㏄血tcstw鶴rat蟷
　　　　　　　　　　↓
（訂正後）

Appcτ1〔甑5Tablo10

　　　　Conccn血d。皿・f血。肋St釦b舘mcc血肥stwa敏at幽

　よ6φブ年〆0月／～日

試験責任者
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信頼性保証証明書
（最終報告書）

　本試験結果が、本試験計画書及び標準操作手順書に従って実施された

試験の生データを正確に反映していることを保証致します．

試験の種類：

試験委託者：

試験施設

試験表題

試験番号

試験責任者：

試験期間

濃縮度試験

財団法人　化学物質評価研究機構

株式会社日本医学臨床検査研究所　バイオアッセイ事業部

魚介類の体内における恥1551の濃縮度試験

JCLO18043

2001年　7月24日　～　2001年10月10日

監査及び査察対象　　　　監査及び査察日

試験計画書
試験計画書変更
試験計画書変更・追加

魚類急性毒性試験期間中

濃縮度試験実験開始

濃縮度試験実験期間中：

最終報告書草案

最終報告書草案再監査：

最終報告書

2001年7月24日
2001年9月18日
2001年9月26日

：2001年8月　2日

2001年8月7日

2001年8月28日

2001年10月2日

2001年10月5日

2001年10月10日

報吉日

　運営管理者

2001年7月24日
2001年9月18日
2001年9月26日

2001年8月2日

2001年8月子日

2001年8月28日

2001年10月2日

2001年io月5日

2001年10月10日

西盛ラボ

　試験責任者

2001年7月24日
2001年9月18日
2001年9月26日

2001年8月2日

2001年8月　マ日

2001年8月28日

2001年10月　2日

2001年10月　5日

20D1年10月10日

株式会社日本医学臨床検査研究所
　　　　　バイオアッセイ事業部

，～〃〃ノ年ノρ月ノρ日　信頼性保証部門責任者
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要約

1．表題

　　魚介類の体内におけるK－1551の濃縮度試験

一●

2． 試験結果

　魚類急性毒性試験（ヒメダカ）の結果

　　　48時間LC50値：0．4フ皿9几

　　　96時間Le50値：0．23皿9／L

　濃縮度試験（コイ）の結果

　　　低濃度区（設定濃度：0．6μg1L）

　　　　　定常状態における試験水中被験物質濃度の平均値　・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（最小殖～最大値：

　　　　　定常状恕における魚体中被験物質濃度の平均値

　　　　　定常状態における生物濃縮係数（BCFss）

　　　高濃度区（設定濃度：6，0μg1L）

　　　　　定常状態における試験水中被験物質濃度の平均値
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（最小値～最大値：

　　　　定常状態における魚体中被験物質濃度の平均値

　　　　定常状態における生物濃縮係数（BCFss）

　　　　　　　　各濃度区における実験期間中の濃縮倍率

0、489　μg／L

O．467～0．533μ9／L）

＜15ng19

く31，6

459μ9几’

4．17～521　μg刀』）

171ng∫9

37．3

試験区 14日目 1フ目目 21日目 24日目 28日目

低濃度区 く31．6 く31．7 く31．6 く31．1 く30．7

高濃度区 32．1 37．6 37．7 36．2 39．7

3．結論

　　　ポリ塩化ビフェニル、ヘキサクロロベンゼン及びポリ塩化ナフタレン等の濃結性の

　高い物質（濃縮倍率：約10イ倍）に比べ、K－1551は高濃縮性ではないと判断された。

一1一



●

JCLO18043

1　表題

　　魚介類の体内におけるK－1551の濃縮度試験

2　試験番号

　　　JCLO18043

3　試験目的

　　　「新規化学物質に係る試験及び指定化学物質に係る有害性の調査の項目等を定める省

　　令」（昭和49年総理府・厚生省・通商産業省令第1号、昭和61年改正）第2条第2項に

　　基づき、魚介類の体内におけるK－1551の生物濃縮性の知見を得ることを目的とした。

4　試験法

　　　r新規化学物質等に係る試験の方法について」（昭和49年環保業第5号・薬発第615号

　　・49基局第392号、平成10年改正）また、　「OECD　Tcst　Gu圭deline305」において規定

　　されている魚介類のうち特に魚類の体内における化学物質の濃縮度試験法によった。

5　試験委託者

　　　名　称

　　　所在地

6　試験施設

　　　名　称

　　　所在地

財団法人化学物質評価研究機構

〒112－0004東京都文京区後楽1丁目4番25号

株式会社日本医学臨床検査研究所　バイオアッセイ事業部

〒一677－0032兵庫県西脇市中畑町17－18

7　試験関係者の氏名及び所属

　　　試験責任者

　　　試験担当者（物理・化学系）

　　試験担当者（生物系）

　　試験担当者（生物系）

西脇ラボ

8　試験期間

　　　試験開始目

　　　　魚類急性毒性試験実験期間
自
至

バイオアッセイ事業部西脇ラボ）

（バイオアッセイ事業部西脇ラボ）

バイオアッセイ事業部西脇ラボ）

バイオアッセイ事業部西脇ラボ）

2001年7月24目

2001　年　　7月　31　日

2001年8月4日

一2一



　濃縮度試験実験開始日

　濃縮度試験実験終了日

試験終了日

　　　　　試験日程表

2001．7．24

200L7、31

2001，8．4

2001．8．4

200L8．6

2001．8、7

2001，8．10

2001．8．i4

2001．8．17

2001．8．20

2001．8、21

2001．8．24

2001．8．28

鵬1．8．31

2001，9．4

2001，9．19

2001、9．21

2GO1年8月7日

2001年9月4日

2001年10月10日

試験開始

魚類急性毒性試験実験開始

魚類急性毒性試験実験終了

濃縮度試験装置始動

試験水中被験物質濃度測定（4日目）

濃縮度試験実験開始

試験水中被験物質濃度測定（O日日）

魚体中脂質含有率測定

試験水中被験物質濃度測定（3日目）

試聴水中被験物質濃度測定（7日目）

試験水中被験物質濃度測定（10日目）

試験水中被験物質濃度測定（13日目）

試験水中及び魚体中被験物質濃度測定（14日目）

魚体中脂質含有率測定

試験水中及び魚体中破験物質濃度測定（17日目）

試験水中及び魚体中被験物質濃度測定（21日目）

魚体中脂質含有率測定

試験水中及び魚体中破験物質濃度測定（24日目）

試験水中及び魚体中破験物質濃度測定（28日目）

魚体中脂質含有率測定

濃縮度試験装置停止

⊥　　　　最終報告書草案作成開始　　ラ　　ナ

・3．

JCLO18043
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器士1謙野
　　　　　　　　　　　　　試験終了

9　被験物質

　9－1　名　称

　　　　　名　称　　：4一（フェニルアゾ）アニリン

　　　　　略称　：K－1551

　　　　　CAS　No．　　　：　60－09－3

　9－2　提供者及びロット番号

　　　　　提供者：財団法人化学物質評価研究機構久留米事業所

　　　　　　　　　　　　〒830－0023福岡県久留米市中央町19番14号

　　　　　ロット番号　1SEFG192

　9－3　構造式、分子式及び分子量

　　　　　　式：H♪一｛レ…一◎

　　　　　分子式＝C12H11N3

　　　　　分子量：197，24

9－4　純　度

　　　　　純度　：99．5％（HPLC法、示差屈折計検出器）b

　　　　　不純物の名称及び含量1不明物　　；O、5％］，

9－5　物理化学的性状

　　　　　外観二だいだい色粉末勾

　　　　　沸　　　点　1350℃以上1］

　　　　　融　 点＝124～128。C4｝

　　　　　密　　度＝1，2139／cゴ（25±i。C〉11

　　　　　溶解性1対水　　；難溶［＜0．191100mL（19。C）コ‘｝

　　　　　　　　　　　　対メタノール　；可溶一〕

　　　　　1㌧株式会社日本医学臨床検査研究所西脇一ラボにおける測定結果より引用

　　　　　2㌧　　　　　　　　　　（提供者による被験物質の購入元）の当該ロット検

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一4一
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　　　　　4｝：　　　　　　　　　　提供の製品安全データシートより引用

　　　　　　査成績表より引用

　　　　　∫〕辱　　　　より引用

9－6　同　定

　　　　　実験開始前に赤外分光光度計を用いて吸収スペクトルを測定し、

　　　　　　　　　提示資料による赤外吸収スペクトル及び当該試験施設測定の赤外吸

　　　　収スペクトルが一致することを確認した［Appcndix5Fig．4（p51）］。

9－7　保管条件及び保管条件下での安定性確認

　（1）保管条件

　　　　　室温（デシケーター内）・遮光

　（2）保管条件下での安定性確認

　　　　　実験終了後に、室温保管していた被験物質の赤外吸収スペクトルを測定した。

　　　　被験物質の安定性は9－6で測定した実験開始前の赤外吸収スペクトルと比較

　　　　したところ、変化は認められなかったことから、被験物質は保管条件下で安定

　　　　であったことを確認した［Appcndix5Fig、5（p、52）］。

9－8　試験条件下での安定性確認

　　　　濃縮度試験の実験期間中に調製した被験物質原液を用い、高速液体クロマト

　　　　グラフによるピーク面積値及び保持時間、分解生成物の有無等によって安定性

　　　確認を行った。

　　　　調製時の被験物質原液濃度を100．0％とし、調製後5，9及び13日目の残存率

　　　　（％）の測定を行った、調製後13日目の残存率は低濃度区で101・3％、高濃度区

　　　で97．5％であった［Tablo1（p、6），Appendix5Fig、6（p53）］。

　　　　以上の結果より、試験条件下での高濃度区及び低濃度区の被験物質原液は13

　　　　日間は安定であるとし、被験物質原液の使用期間は調製後13日間以内とした。

一5一
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Tablo　l　S組bni域tcst　of　tho缶st　subs伽ce　under　test　condition

　　　　梱血　　　　　Sし㏄kS面doロ。f　　　　　　　翫㏄kS・b出n。f
Pz麗昭。　　　So1ロdαユ　　　　　LowEΨ｝虹eL虚ve1（L50皿91L）　　　　　　　Hl⑳E堪航reLcve1（15・Omg／L）

Dη8　　　〔25mg危）　　P盤k　A動　　Qコnc司血tiα1蝦1　R倉m血8　　P副【Am　　αmc㎝はatiqロ襯　　㎞s

　　　　趾㎞　　　　　　（㎎几）　魎（勇）　　　　　（㎎几）　睡（％）

0
5
9
3

　
　
　
1

1521010

1539411

1571691

1574970

1831587

1854375

1920126

1926223

1、51

1，5工

1．52

1．53

1oo．0

100．0

100，7

101．3

1925357

1926447

1939137

1941370

15．8

15．6

15．4

154

100．0

98．7

97．5

9フ．5

※：Concentra亘on＝25　×　Peak　ama　of廿1e　sample　l　Peak　a鵬a　of　dle　s惚皿dald　sohldon

×DUudonrate／Conccntrationratc（20）
C㎝cen口ra廿on蝦1：not　d皿u¢d

Concontration蝦！：d且u団to正Oti皿es

10　供試魚

　10－1　試験用水

　　　　　　蓄養・じゅん化及び試験に用いる水は、活性炭により脱塩棄した水道水とした。

　　　　　なお、試験用水の残留塩素濃度はO・02mg1L以下であった。

　IO－2　魚類急性毒性試験に用いる供試魚

　　　　　　魚体重あたりの試験水量を少なくするために、魚体重の小さいヒメダカを供

　　　　　試魚として魚類急性毒性試験を実施した。

　　（1）魚種及び入手先

　　　　　　魚　種：ヒメダカ

　　　　　　入手先1名称　1新家養魚場

　　　　　　　　　　所在地；〒639－1001奈良県大和郡山市九条町1061

　　（2）蓄養

　　　　　　ロット番号：MOIG

　　　　　　供試魚は受入時に選別を行った後、安定期間中に疾病予防の目的で0・5％塩

　　　　化ナトリウム溶液による24時間の殺菌・消毒をした。その後、蓄養を行った・

　　〔3）じゅん化

　　　　　　ロット番号　：MOIGO1

　　　　　　じゅん化水槽：No．3

　　　　　蓄養時の全長が2．O±LO　cmの基準に入る大きさの供試魚であったので、選別
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■
　　　　を行わずにじゅん化を開始した。標準操作手順書〔供試魚のじゅん化

　　　　（SOP／HBSIO27）〕に従って、2001年7月16日から25士2。Cでじゅん化を行った。

　　　　　実験開始前の7日間の死亡率が総魚数の3．2％であったので、実験を開始した。
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　（4）給餌

　　　　　供試魚への給餌は原則として朝夕のL日2回、魚体重の1～2％の飼料を毎日

　　　　行った。但し、休祭日が続く場合、2日間を限度とし連続3日以上あけることな

　　　　く行った。また、実験開始24時間前より給餌は行わなかった。

　　　　　飼料は乾燥配合飼料4C（日本配合飼料）を乳鉢で細片化したものを使用した。

　（5）実験開始時の供試魚の体重及び全長（n＝10）

　　　　　平均体重　：0．09±O．01g

　　　　　平均全長　　：2．2土O．1cm

lO－3　濃縮度試験に用いる供試魚

　　　　　渡精度試験には魚体中濃度測定での定量限界値を考慮して、体重約10翌の

　　　　コイを用いた。

　〔1）魚種及ぴ入手先

　　　　　魚　種：コイ

　　　　　入手先＝名称　1山口養魚場

　　　　　　　　所在地；〒579－8066大阪府東大阪市下六万寺町1丁目6番7号

　（2〉蓄養

　　　　　ロット番号：KOOf

　　　　供試魚の受入時の死点、損傷、疾病、衰弱の梱体数は10％以下であった。

　（3）　じゅんイヒ

　　　　　ロット番号　：KOOI－03

　　　　　じゅんイヒ水槽：No．2

　　　　供試魚は全長が6～8c皿で、均一の体重の魚を選別し、じゅん化を開始した。

　　　また、脂質含有率が3％程度になるように給餌を行い、標準操作手順書〔供試魚

　　　のじゅん化〔SOP／HBS／027）〕に従って、2001年7月18日から25士2。Cになるよ

　　　　うにじゅん化を行った。

　　　　実験開始前の7日間の死亡率が総無数の0％であったので、実験を開始した。

　（4）給餌

　　　　供試魚への給餌は原則として毎日行った。但し、休祭日が続く場合、2日間

　　　を限度とし連続3日以上あけることなく行った。給餌は朝夕の1日2回、魚体

　　　重の1～2％の飼料を食べ残しがないように与えた。
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　　　　　　飼料は乾燥配合飼料4C（日本配合飼料）を使用した．

　　　　　　供試魚の脂質含有率が試験条件を満たすように7％の肝油（日本薬局方）を添

　　　　　加した。

　　（5）実験開始時の供試魚の体重及び全長（u＝10）

　　　　　　平均体重　　：7、2土Llg

　　　　　　平均全長　　：8．7±0．5cm

11　主な試薬

　　　試　薬　名

　　へ‘ンクク口口フェノールナトリウム塩

　　（以下「PCP－Na塩」と略す）

　　クロロホルム

　　メタノール

　　アセトン

　　ベンゼン

　　HCO40

　　アセトニトリル

　　ジエチレングリコール

　　超純水（以下「純水」と記す）

　　エムポアディスクカートリッジ

12　主な機器・装置

　　　機器・装置名

　　高速液体クロマトグラフ
　　（以下「HPLC」と略す）

　　pHメーター

　　ロ一夕リーエバポレ一夕ー

　　ホモジナイザー

　　赤外分光光度計

　　蓄養・じゅん化設備

　　魚類延長毒性試験装置（3．OL）

等　級

化学用

特　級

特　級

特　級

特　級

液体クロマトグラフ

特　級

C18HD（10㎜16mL）

　メーカー

和光純薬工業

和光純薬工業

和光純薬工業

和光練薬工業

和光純薬工業

日光ケミカルズ

和光純薬工業

和光純薬工業

純水製造装置により製造

3M

　型　式　　　　　メーカー

LC－6AシステムーH　　　島津製作所
（8号機）

F－14（1号機）　　　堀場製作所

RE－121－B　　　　　柴田科学

M（xlcl　K　　　　　　　KINEMATICA

m姻　　　　島津製作所

ヒメダカ1じゅん化水槽（No、3）
コイ　　 ：じゅん化水槽（No．2）

　　　　　　　　　自　家　製

　一　　　　　　自　家　製

　　　『8一

（SOP番号）

（SOP10M旧κ隣0）

（SOPIOME／120）

（SOP∫0遡1130）

（SOP10M巳ノ230）

（SOP／0肥！192）

（SOP／OM巳ノ540）

（SOP／0麗1560）
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低温恒温水循環装置

濃精度試験装置（100L）

電子分析天秤

電子天びん

ミニケミカルポンプ

デジタルポンプ

残留塩素測定器（オ跡目ジン法）

濾過装置

　　活性炭カートリッジ

　　電子式サーモスタット

　　自動温度制御装置

　　ポータブルpH計

　　ハンディーpHメーター

　　ポータブル溶存酸素計

　　ハンディー溶存酸素メーター

　　活性炭ろ過器

　　純水製造装置

13　魚類急性毒性試験の実施

σ工P－101（No．2）

σrp－301（No，2）

（1号機）

BP110S

B610

SP－D－2500（S）

（No、1，2，3，4）

7524－10
（No．1，2，3，4）

エーハイム2260

東京理化器械

自　家　製

ザルトリウス

ザルトリウス

日本精密科学

ヤマト科学

井内盛栄堂

ワーナー・ランバート

エーハイム2213（No、3，5，7）

TCC－W1　　　　　アドバンテック
〔No．4，5，・8～　13）

シーハ’レックス5020（No．1）　MSSO

（No，1，3）

HM41P

D－14

DO－11P

OM－14

1℃F（全機）

M皿．LI－QSPシステム

増田理化

東亜電波工業

堀場製作所

東亜電波工業

堀場製作所

オルガノ

ミリポア

（SOP10ME1580）

（SOP／OME1550）

（SOP／0㎜4）

（SOP／0掘κ｝93）

（SOP！0囲ノ590）

（SOP’OM圧シ591）

（SOP10ME1600）

（SOP！0遡ノ610）

（SOP／0囲611）

（SOP！OM巳ノ620）

（SOP／0旺ノ641）

（SOP10M巳ノ650）

（SOP／O甑1121）

（SOP！OME／122）

（SOPκ）甑ノ211）

（SOP／OME／212）

（SOP／0旺ノ621）

（SOPIOME！220）

　　魚類急性毒性試験を行い、濃精度試験における被験物質の試験水濃度決定の参考とした。

B－1　供試魚のPCP－Na塩検定

　　　　　魚類急性毒性試験の信頼性を得るため、PCP掴a塩検定を実施し抵抗力に異常が

　　　　ないロットであることを確認した。

　（1）試験条件

　　　　①実験期間196時間

　　　　②試験水温：25，0±2．O℃

　　　　③照明　　：室内光、16時間明／8時間暗
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　　　　　④試験液量：3．OL、ガラス製

　　　　　⑤実験方式：半止水式（48時間毎に摸本）

　　　　　⑥生物数　：10尾／濃度区

　　　　　⑦給餌　　：無給餌

　　　　　⑧検定濃度：対照区，0．13，0．20，0．30，0．45，0．67及び1．00mg几

　　　（2）実験期間中の水質

　　　　　◎水温　　　　：24．6～25、9℃

　　　　　②pH　　　　　　　：7．5～8，2

　　　　　③溶存酸素濃度：フ，2～8．1mg几

　　　（3）検定結果の算出

　　　　　　24，48，72及び96時間後における供試魚の死亡率を求め、Probit法により48

　　　　　時間LC50値及び％時間Le50値を算出した［Tab162（p．10），Fig．1（p11）］。

　　　　　　48時間LC50値：0．56mg1L

　　　　　　96時間LC50値：O．33mg几

　　（4）結果の判定

　　　　　　96時間LC50値はα33mg／しで基準値O．3～0，7mg／しの範囲内であったので、

　　　　　このロットの抵抗力は正常であると判断し試験に用いた。

Table2Mor価ty血PCP－Na　salt血spection

　No皿lnal
Conccn廿ヨtlon

　〔皿9／L）

Mor面ty（％）

24Hour 48Hour 72Hour 96Honr

Co血01

0．13

0．20

0．30

0．45

0．67

1．00

　o

　o

　O

10

10

60

100

　0

　0

　0

10

10

70

100

10

O
2
0
1
0
給
0
0
0
0

　
　
　
　
　
1
　
　
1

10

10

30

40

50

100

100
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13－2　魚類急性毒性試験（LC50値測定）

　　　　　試験の方法については、OECDテストガイドライン203及びJISKO102の71で

　　　　定められた方法に準じた魚類急性毒性試験に関する標準操作手順書（SOPIAτr／

　　　　011，SOP！ATT／012，SOP∫ATr1013）に従った。

　（ユ）試験条件

　　　　①実験期間　：96時間

　　　②試験水温　　：25．0土2．0℃

　　　③照明　　　：室内光、16時間明／8時間暗

　　　④試験液量　：7，0L容、ガラス製

　　　⑤実験方式　：流水式（換水回数；8回／日）

　　　⑥生物数　　　：10尾／濃度区

　　　⑦給餌　　　：無給餌

　　　⑧試験水濃度：対照区，助剤対照区，0．15，0．27，0、49、0．89，L60mg1L

　　　⑨流量設定　：試験用水；40mL仙

　　　　　　　　　　原液　　；0，1皿レ血

　　　⑩原液濃度　：60，108，196，356，640mg几

　　　⑪調製方法　：被験物質1．60g及びHCO－4032・Ogを秤量し、アセトニトリルで

　　　　　　　　　　溶解させた後LO　L容ナスフラスコに移し入れ、ロータリーエバ

　　　　　　　　　　ポレ一夕ー（40。C）で濃縮乾固した。これに純水約500mLを加え
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溶解させた後、純水で2，0しに定容して800mg／L被験物質原液

を調製した。この原液を下表に従って純水で希釈して各原液を調

製した．

　また、HCO40128gを秤量し、被験物質原液の調製と同様の

操作で助剤康液1．OLを調製した。

　これらの原液は13－2（1）⑨の条件に従って、試験用水で400

倍に希釈し各試験水を調製した。

　また、試験用水を用いた対照区を設定した。

試験水濃度
@（mg／L）

800皿91L被験
ｨ質原液（mL）

純水　」

imL）
被験物質原液
Z度（mg1L）

0．15
75 925 60

O．27
135 865 108

049 245 755 196

0．89
445 555 356

1．60 8DO
㎜

640

（2）観察・管理

　　　　供試魚の観察は、実験開始直後及ぴ24，48，72，96時間後まで行った［Tablo3

　　（p．13）］。対照区及び助剤対照区において10％の死魚が確認されたが・残りの供

　　試魚に異常等は見られなかった。

　　　また、試験水の水温、pH及び溶存酸素濃度の測定は実験開始前及びその後24

　　時間ごとに96時間後まで行った，実験期間中の試験水の水温、pH及び溶存酸

　　素濃度の測定結果を以下に示す。

　　　　水温　　　　　：24．9～25．1℃

　　　　pH　　　　　　　　　　：7．2～7、6

　　　　溶存酸素濃度　：7．2～8．1mg几

（3）魚類急性毒性試験の試験水中の被験物質濃度測定

　　　試験水中の被験物質濃度はHPLC法により測定し、検量線の直線性及ぴ同時

　　再現性（n＝3）の検討については魚類急性毒性試験の実験開始前に実施した［詳細

　　はAppend以1（p，24－26）ユ。各試料について1回測定とした［詳細はApp㎝d盤5Table

　　7（P．39）コ。

　
1

「
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　　　〔4〕LC50値の算出

　　　　　　96時間後における供試魚の死亡率は、0．15mg几濃度区で0％、0．27mg1L濃度

　　　　　区で90％であった。Pτobit法により48時間LC50値及び96時間LC50値を算出

　　　　　した［Tablo3，Fig．2（p．13）⊃。

　　　　　　48時間LC50値　：0．47mg／L

　　　　　　96時間LC50値：O．23皿g／L

Tablc3Mor曲りr　in　acute　tDxidty玲st

　No皿inal
Conce皿πadon
　　（皿9！L）

Mortality（％）

24Hhour
48Houτ

72Hour 96Houエ
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Solvent　Con廿oI
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O
6
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0
0
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　1
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14濃縮度試験の実施

　　　被験物質（K－1551）の濃縮性はBCFssを算出することにより求めた。

　14－1　被験物質濃度の設定

　　　　　　魚類急性毒性試験における96時間LC5G値（0．23mg／L）及び試験水中の被験物

　　　　　質濃度のHPLC分析による定量限界値［O・005mg’L（実質定量限界値O．1　μg’L）；

　　　　Ap匹nd血22－6参照（p・28）］を考慮し、濃締度試験の試験水濃度を以下のとおり

　　　　設定した。

　　　　　　　一　（低濃度区x10）
14－2　試験条件等

　　（1）試験条件

　　　　①実験期間　：28日間

　　　　②試験水温　　：25．O±2．0。C

　　　　③照明　　　：室内光、16時間明／8時間暗

　　　　④試験水槽　：100L容、ガラス製

　　　　⑤実験方式　＝流水式（検水回数；7回／日）

　　　　⑥生物数　　　：60尾／濃度区

　　　　⑦給餌　　　1魚体重の1～2％を投与した（原則として1日2回）。

　　　　⑧試験水濃度1低濃度区O．6μg／L

　　　　　　　　　　　高濃度区6．OP9／L

　　　　⑨流量設定　＝試験用水500mL’m㎞

　　　　　　　　　　　原液　　　0．21nL止血

　　　　⑳原液濃度　：低濃度区1．50mg1L

　　　　　　　　　　　高濃度区15，0mg！L

　〔2）被験物質原液の調製

　　　　　被験物質原液は試験用水によって2500倍に希釈されることを考慮して、以

　　　　下のように調製した。

　　　　・被験物質45皿g及びHCO－40900皿gを秤量し、アセトニトリルで溶解させた

　　　　　後500mL容ナスフラスコに移し入れ、ロータリーエバポレ一夕ー（40。C）で濃

　　　　　繍乾固した。これに純水約300mLを加え溶解させた後、3．Oしに定容して高濃

　　　　　度区被験物質原液（15．Omg几）を調製した。
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　　　　・高濃度区被験物質原液300mLをメスシリンダーで分取し、純水2700mLを

　　　　　添加して、低濃度区被験物質原液（1．50mg几）を調製した。

　　　　・HCO－40900mgを秤量し、アセトニトリルで溶解させた後500mL容ナスフラ

　　　　　スコに移し入れ、ロータリーエバポレーター（40。C）で濃縮乾固した。これに純

　　　　　水豹300mLを加え溶解させた後、3．Oしに定零して助剤対照区原液（300mg1L）

　　　　　を調製した。

14－3　供試魚の投入

　　　　　じゅん化水槽の供試魚から全長が約6～7㎝、病気又は外観や行動に異常

　　　　がなく均一の体重の魚を選別し、60尾を各試験水槽に投入した。

14－4　観桑・管理

　（1）供試魚の観察

　　　　　実験期間中、原則として毎日供試魚の行動について異常がないこと及び外観

　　　　について良好であることを確認した。

　（2）試験水の管理

　　　　　実験期間中の試験水の水温、pH及び溶存酸素濃度の測定結果を以下に示す

　　　　［詳細はApl地n（1蚊5Fig．7（p．54）］．

　　　　　　水温　　　　　　　　　　　　：24．4～25．了。C

　　　　　　pH　　　　　　　　　：7、0～7．6

　　　　　　溶存酸素濃度　：6．4～8．2mg凡

14－5　試験水中の被験物質濃度測定

　　　　　実験期間中、試験水は実験開始前、実験当日及び実験開始後1週間に2回以

　　　　上、各濃度区の試験水約50mLを採取した。試験水中の被験物質濃度はRPLC

　　　　法により測定した［詳細はAppend血2参照（p27－30）〕。

　　　　　定常状態における各濃度区の試験水中の被験物質濃度の平均値を下記に示し

　　　　た［詳細はAppe皿db【5Tablc9－1t（p．41－43），App㎝db【5Fig・8（p55－65）〕。

　　　　　低濃度区（設定濃度10．6μg1L）

　　　　　　定常状態における試験水中被験物質濃度の平均値　：0・489μg1L
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（最小値～最大値：O．467～0．533μg几）

　　　　　高濃度区（設定濃度：6、Oμg／L）

　　　　　定常状態における試験水中被験物質濃度の平均値　：459μg几
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（最小値～最大値：4．17～5．21μg1L）
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14－6

14－7

14－8

供試魚の魚体中の被験物質濃度測定

　魚体中の被験物質濃度はHPLC法により測定した［詳細はAppcndk3参照

（P．31－35）］。

　供試魚の採取は、試験水中被験物質濃度が定常状態になってから48時間以上

の間隔をあけ、各水槽毎に6尾ずつ採取した。

　採取した供試魚は速やかに屠殺し、全長・体重を測定した［Appcロdix5TabIe8

（p．40）］。低濃度区及び高濃度区の供試魚は2尾（2尾1群とする）ずつホモジナイ

ズして、これより約ね　gを分取し、被験物質の濃度測定試料とした（各濃度区に

つき4尾、2群）。助剤対照区の供試魚1群については濃度区の供試魚と同様の

前処理を行い、魚体中の被験物質濃度測定時にその抽出液で標準溶液を調製し

た。なお、実験開始時、14，21及び28日目に助剤対照区の供試魚（1群）につい

て、その一部（約5g）を分取して脂質含有率を測定した。

　また、実験開始前の供試魚3尾及び実験終了時の助剤対照区の供試魚2尾を

空試験の被験物質濃度測定に用いた．

　分析に用いなかった魚体は、試験終了時まで冷凍保存した。

　定常状態における魚体中の被験物質濃度を下記に示した〔詳細はAppcndix　5

Tablo12（p、44－50），Appcndix5Fig．9（p．66－71）］。

　　低濃度区

　　　定常状態における魚体中破験物質濃度の平均値　　：く15nglg

　　高濃度区

　　　定常状態における魚体中破験物質濃度の平均値　　＝171ng／g

供試魚の魚体中の脂質含有率測定

　脂質含有率測定に用いる供試魚は14－6に従って採取した。脂質含有率測

定試料は、助剤対照区の供試魚（1轟）について、その一部（約5g）を分取して測

定した［詳細はAppendix4Table6（p、38）］。

部位別濃度測定及び排泄試験

　濃縮度試験において、魚体中の被験物質濃度の濃縮倍率が103倍以下であっ

たため、部位別濃度測定及び排泄試験は実施しなかった。

15濃縮倍串の算出方法

　15－1　試験水中の被験物質濃度算出

　　　　　　HPLC分析で得られたピーク面積値より試験水中の被験物質濃度を算出した

　　　　　［詳細はApPendix2（P27－30）］。
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15－2　魚体中の被験物質濃度算出

　　　　　HPLC分析で得られたピーク面積値より魚体中の被験物質濃度を算出した［詳

　　　　細はAppend旗3（p、31－35）］。

15－3　生物濃縮係数（BCFss）

　（1）魚体中被験物質濃度測定時における濃締倍率

　　　　　以下の式により濃縮倍率を算出した。

　　　　　　　　　　　　Cfh－Cfb
　　　　　　濃緒倍率＝
　　　　　　　　　　　　　　㎞

　　　　　　　C血　＝n日月の平均魚体中被験物質濃度（nglg）

　　　　　　　ew皿：n日目までの平均試験水中被験物質濃度（μg／L）

　　　　　　　Cfb　：空試験における実験開始前の平均魚体中被験物質濃度（ng／g）

　　　　実験期間中の濃縮倍率をTablo4，5（p、17，18）及びFig、3（p、18）に示した。

Tablo4　Bi㏄oncoロ廿でtion　f2鴎tor　du血g　the　exposu爬一pc血od（L心w　exposu蹄1cvol）

Exposure

perio〔i

　（day）

Concentradonoftcstsubstmce

　　　　血一test且sh

cfb（ng／9） Moan〔ng19）

Moan　concentmtion　of　test　BCF

sロbs伽ce　h1鳩st　wa鮭r：C㎜

　　　　　〔呼L）

14　　1　く15　　　＜15　　　　　　0．474　　　　＜3L6
　　　　H　　く15

17　　1　＜15　　　〈15　　　　　　0、473　　　　く31・7
　　　　H　　＜15

21　　1　＜15　　　＜15　　　　　0、475　　　（3L6
　　　　H　　く15

24　　1　く15　　　く15　　　　　　0．482　　　＜31・1
　　　　n　　く15

28　　1　く15　　　く15　　　　　　α489　　　　く30・7
　　　　∬　　〈15

Mea皿concontradon

　　on21，24，28days（Cfh）：＜15

0．489 BCFss＝

＜31，6

BCF：Biocoロccntration　factor
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　　（2）定常状態におけるBCFss

　　　　　　以下の式によりBCFssを算出した。

　　　　　　　　　　　　α一　CfB
　　　　　　　BCFss＝
　　　　　　　　　　　　　Cw　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　　　　　Cf　：定常状態斜における魚体中被験物質濃度の平均（且g／g）

　　　　　　　　Cw　：定常状態搬における試験水中被験物質濃度の平均（μg／L〉

　　　　　　　　CfB　：空試験における実験開始前及ぴ実験終了時の魚体中の平均被験

　　　　　　　　　　　物質濃度（ng／g）

　　　　　　　　　　即：48時間以上の測定間隔で連続した3回の測定における濃繍倍

　　　　　　　　　　　率の変動が20％以内である場合

　　　　　　　　　　贈：測定値の平均に対して±20％以内である場合

　　　　　実験開始21，24，28日目の渡結倍率は低濃度区においてく31・6・く3LL＜30・7・高濃

　　　　度区において37．7，36．2，39、7であった．

　　　　　従って、低濃度区は最高値のく31．6を採用し、高濃度区は373をBCFssとした。

　　　　　　低濃度区のBCFss：く31．6

　　　　　　高濃度区のBCFss：　37．3

16試験の有効性

一16－1　試験水の水温は25．0士2．o℃、溶存酸素濃度は飽和酸素濃度の60％以上であった。

　16－2　試験水中の被験物質の濃度の変動は、定常状態における被験物質の濃度の測

　　　　定値の平均に対して±20％以内に保たれていた。

　16－3　助剤対照区及び低濃度区の供試魚において、実験終了時までに死亡又は病気

　　　　などの異常は0％であった。高濃度区の供試魚において死亡又は病気などの異常

　　　　が8，3％（60尾中5尾）確認されたが、残りの供試魚に異常は見られなかった。

　　　　　以上のことより、本試験が有効であることを確認した，

17　試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環鏡要因

　　　試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因はなかった。

18試験結果

　18－1　試験結果

　　　　　　実験期間中のK・1551生物濃縮係数（BCFss）は低濃度区で＜3L6、高濃度区で

　　　　　37．3であり、いずれも10コ倍以下であった。
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18－2　考察

　〔1）試験水濃度の設定及び供試魚への影響

　　　　濃縮度試験の試験水濃度はO．6及び6．0μg／Lを設定した。被験物質の定量限

　　　界値［O．005mg1Ll実質定量限界値0．1ドg1L］を考慮し、96時間LC50値（023

　　　皿創L；ヒメダカ）の1138．3及びt’383に相当する濃度となった。これらの試験水

　　　濃度で濃縮度試験を実施したところ、高濃度区において実験開始7日目より衰

　　　弱する供試魚（コイ〉が観察され、実験開始11日目までに3尾の死亡個体と2

　　　尾の衰弱個体を除去した。除去した供試魚（皿巧）の平均体重及び平均全長は5．6

　　　g及び7，9cmで、実験開始時の供試魚（r10）の平均体重（7．2g）及び平均全長

　　　（8．7cm）に比べて10～2働程度小さな個体であったことから、比較的小さな供

　　　試魚に被験物質の毒性が顕著に現れたと判断した。なお、実験開始12日目以

　　　降から実験終了時まで残りの供試魚に異常はみられなかった．従って、残りの

　　　供試魚に被験物質の毒性の影響はなかったと判断した。また・実験期間を通じ

　　　て助剤対照区及び低濃度区の供試魚は正常であった。

　（2）定常状態における試験水濃度

　　　　実験期間中の試験水中被験物質濃度は、実験開始3～7日の間に設定濃度に

　　　比べて一19，1～一26・9％と低い推移を示した。これらの推移は高濃度区で実験開始

　　　7日目には一5．9％、低濃度区で実験開始10日目には一4．5％となったことから、

　　　この時点で試験水濃度は定常状態に達したと判断したIA帥5Ta旗9，10（p，41）二。

　　　　定常状態における試験水中被験物質濃度の平均値（最低濃度～最高濃度）は低

　　　濃度区（設定濃度：O，6μg／L）で0．489μg！L（0．467～0．533Fg几）、高濃度区（設定濃

　　　度：6，0μg／L）で4．59μg1L（4、17～5．21μg／L）と一定した値を示した。

　（3）魚体中破験物質濃度

　　　　供試魚のサンプリングは実験開始14，17，21，24，28日目に行い、魚体中被験

　　　物質濃度を測定した。低濃度区の魚体中破験物質濃度はすべて定量限界値未満

　　　（く15ng／g）であった。高濃度区の魚体中破験物質濃度は141，163」68，163及び

　　　182ng／g（2群の平均値）であった［Appendb【5Tablc12（p．4450）］。

　（4）濃縮倍率（BCF）及び生物濃縮係数（BCFss）

　　　　実験開始2工，24，28日目のBCFは低濃度区でく31．6，く31，1，〈30．7、高濃度区で

　　　37．7，36．2，39，7とほぽ一定になった。これより、魚体中破験物質濃度は定常状態

　　　に達したと判断した。

　　　　定常状態における魚体中被験物質濃度から求めたBCFssは低濃度区で＜3L6、

　　　高濃度区で37．3であった：Tablo4，5（p．17，18）コ。
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（5）魚体試料中の被験物質及びその代謝物

　　　魚体中被験物質濃度の分析チャートに被験物質以外の数本のピークが検出さ

　　れた［Ap即nd丘6Fig10（p、73）コ。これらの物質についての化学構造は未確認であ

　　るが、被験物質の代謝物である可能性が示唆された。

　　　これら代謝物と考えられるピークを被験物質と同様に扱って濃度の算出を行

　　つた［Append盤6Table13（p．72）］。代謝物と考えられる物質の魚体中濃度は低濃

　　度区においてすべて定量限界値未満（〈15nglg）であり、高濃度区においても141

　　～182ng／gとすべて被験物質濃度より低い濃度であった。被験物質とその代謝

　　物と考えられる物質濃度の合計から算出したBCFは低濃度区で20・9～65・4・高

　　濃度区で53、2～60、2となり、いずれもBCFは100倍未満であった。一

　　　これらのことより、被験物質は魚体中で代謝される可能性があるが、これら

　　の物質の濃縮性は被験物質の濃縮性と同様に低いと考えられた。

（6）総括

　　　以上の結果より、ポリ塩化ビフェニル、ヘキサクロロベンゼン及びポリ塩

　　化ナフタレン等の濃縮性の高い物質の濃縮性〔10’倍程度）に比べて・本被験物

　　質〔K－1551）は高濃縮性の物質ではないと判断した。

19　数値の取扱い

　19－1　数値の記載

　　　　　　生物濃縮係数（BCFss）は、小数点以下2桁目を丸めて1桁まで記載した。

　19－2　数値の丸め方

　　　　　　皿SZ8401で定められた方法に準じた。

　19－3　数値の確認

　　　　　　濃縮度試験において試験水中の被験物質濃度測定の結果、得られたデータが

　　　　　設定濃度からかけはなれたり、供試魚の魚体中被験物質濃度測定の結果、かけ

　　　　　はなれたデータはなかった。

20　試資料の保管

　　　記録及び試資料の保管は、　「新規化学物質に係る試験及び指定化学物質に係る有害

　　性の調査の項目等を定める省令第4条に規定する試験施設に関する基準」第11章に

　　準じ、当該試験施設の試資料保存施設にて、次に掲げる期間保管するものとする。

　　　但し、当該試験施設が業務を停止し、かっ、法的な継承者を持たない場合は、その

　　試資料は、当該試験の委託者である財団法人化学物質評価研究機構の保管施設に移

　　管されるものとする。
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20－1

20－2

生データ、資料等

　生データ、資料等についてr化学物質の審査及び製造等の規制に関する法

律」（昭和48年法律第117号。以下r化審法」という。）第4条第1項第1

号又は第2号又は第3号に該当する旨の通知を受けた後10年間とする。

・主計画表

・試験計画書

・生データ及び最終報告書

・信頼性保証部門による査察等の記録

・職員の資格、訓練、経験等の記録

・機器類の保守点検、校正の記録、報告書

・コンピュータ化されたシステムの有効性確認記録

・全標準操作手順書の経時的ファイル

・環境モニター記録

被験物質、対照物質その他の試料及び標本

　被験物質、対照物質その他の試料及び標本についてr化審法」第4条第1項

第1号又は第2号又は第3号に該当する旨の通知を受けた後10年間又は安定

に保存しうる期間のいずれか短い方の期間とする。

21　最終報告書の変更

　　　最終報告書を訂正する場合には、試験責任者は訂正の内容及び理由を「最終報告書

　　訂正書」（様式、16）に明記し、試験委託者に据出する。また、その写しを信頼性保証

　　部門担当者に提出する。　「最終報告書訂正書」（様式、16）は、当該試験施設及び試験

　　委託者において最終報告書とともに保管される。

22GLP基準への適合

　　　本試験はf新規化学物質に係一る試験及び指定化学物質に係る有害性の調査の項目等

　　を定める省令第4条に規定する試験施設に関する基準」（平成12年改正）に基づいて

　　実施されたものである。

23
最終報告書の承認

　最終報告書は、試験計画書に従って実施した試験結果に基づいて作成されたものである。

　　　　　　　　　　　　　2〃プ年／〃月／0日

　試　験　責　任　者
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A卿血・魚類急性毒性試験の試験水中の被験物質濃度測定方法

　1・1機器の分析条件

　　　・使用分析機器

　　　　　　　　HPLC　　　　　　　ILC－6AシステムーH

　　　　　　　　　ポンプ　　　　　　　：LC－6A

　　　　　　　　　システムコントローラー：SCL－6A

　　　　　　　　　オートサンプラー　　　：SILるA

　　　　　　　　　カラムオーブン　　　　：CTO－6A

　　　　　　　　　検出器（UVrV聡）　　　　　　　　＝SPD40A

　　　　　　　　　データ処理装置　　　　：C－R4A

　　　　　　・測定条件

　　　　　　　　分析カラム　　：he醜ODS－3（4、6㎜1、D・x150㎜）（GLサイエンス）

　　　　　　　移動相　　　　　　ニアセトニトリル／純水＝60140（vlv）

　　　　　　　　流速　　　　　　　：1．G皿蜘血

　　　　　　　　カラム湿度　　　　：40。C

　　　　　　　　検出波長（VIS）　　：380㎜

　　　　　　　　チャートスピード：2mmlmin

　　　　　　　試料注入量　　　　：10μL

　l．2K．1551標準溶液の調製

　　　　被験物質10，0mgを精秤しアセトニトリルで溶解した後、100mしに定容し、100

　　　mg’L標準原液を調製した。さらに、この標準原液を移動相で希釈し、50，25，10、5

　　　及び1mg！しの標準溶液を調製した。

　1・3検量線の作成

　　　1、2で調製した標準溶液を検量線作成試料としてHPLCに10μLを注入した・

　1－4試料の前処理法

　　　各試験水は実験開始時と48時間後及び実験終了時に採水を行った。採水量は約

　　20mしとし、これを分析試料とした。

　　　各分析試料1・幅をあらかじめアセトニトリノレ3岨及び純水3凪でコンディショ

　　ニングしたエムポアディスクカートリッジC18HD（10mm／6mL）に添加した・これを純水

　　3皿しで洗浄した後、アセトニトリル3mしで溶出した。溶出液を窒素気流下（如。C）

　　で蒸発乾固させて、残渣に移動相500μLを加えて再溶解させた。これをHPLC試料

　　として10μLを注入した。

　　　フローチャートを次頁に示す。

　
■
4つ
ム
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試験水約20π1L

　I

分析試料又は回収率算出用試料tO　mL

一●

コンディシ当ニング

　　アセトニトリル3mL

　　純水3mL
エムポアディスクカートリッジC18HD（10mm16mL）

　1

洗浄純水3皿L
　l

溶出アセトニトリノレ3mL

　I
蒸発乾固（窒素気流下、4（〕。C）

　I　I
再溶解移動相500μL
　I

HPLC試料工0μL

1－5定量方法（濃度算出）

　　ピークの自走は保持時間により行い、定量は被験物質のピーク面積値による直接

　定基法によって行った。すなわち、標準溶液のピーク面積値〔y）と標準溶液濃度（x）

　との関係を用いて最小二乗法により検量線式を求めた。

　　　　　　　　　　　　　　　■：標準溶液濃度

　　　　　　　y＝a■＋b　　　　y：ピーク面積値

　　　　　　　　　　　　　　　a：検量線の傾き

　　　　　　　　　　　　　　　b：y軸切片

　　試験水中の被験物質濃度は、検量線式を用いた以下の式より求めた・

　　試験水中の被験物質濃度（皿g几）ニ［11aXピーク面積値一b∫a］ノ20闘x100！回収率（％）

　　H：濃縮倍率の補正値

1－6試験水濃度算出に用いる回収率

　　　回収率算出試料は、13－2（1）に基づき1皿g几試験水及び助剤試験水を調製

　　した。これらの試料を14に従って前処理を行った。標準溶液を用いて作成した検

　　量線式からその試料濃度を求め、設定濃度に対する試料濃度の割合を試験水濃度算

　　出に用いる回収率とした。

1－7測定値の処理方法

　　各試料について1回測定とした。

　　測定値が設定値の土2G％の範囲内であったので、設定値を用いてLC50値を算出し

　た［Appendb【5Tablc7（p、39〉コ。
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1－8検討結果

　　検量線の直線性（1）及び同時再現性を確認したところ・r＝0・99996及びCV＝0・6～

　1．7％と良好な結果が得られた［App㎝dix1Tablo1，AppGndix1Fig．1（p26）］。

　　また、測定を妨害するヒ●一クも認められなかった。

Appendix　l　Table　l　Intra－assay匪㏄減on　of　calibrahon　curvo

Stand㎞
Soiudo口　　　　No．

（mg／L）

PeakAπ畳
Mean S．D，　　CV（％）

1
ー
ヘ
∠
3

5a〕75

58686

5訂63

58508 377 0．6

● 5 1
2
3

301441

298677

300374

300164 1394 0．5

10 1
2
3

6043（昇

613867

605168

607780 5289 0．9

25 i
2
3

1526948

1552857

1567075

15489｛刃 λ〕345 1，3

50 1
2
3

3148284

3205453

3095810

3149849
餌838 1．7

Appendix　l　Fig，1　Cahbra廿on　curvo　for　the　tcst　substance
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Appon曲【2濃縮度試験の試験水中の被験物質濃度測定方法

　2－1機器の分析条件

　　　試料注入量　　　＝50FL

　　　分析条件はApp㎝d致1－1に従った。

　2、2K．1551標準溶液の調製

　　　Ap鉾nd泳1－2で調製した100血凶標準原液を移動相で希釈し・300及び3御形の

　　標準溶液を調製した。

　2－3試料の調製

　　　各分析試料20mLをあらかじめアセトニトリル3mL及び純水3mしでコンディショ

　　ニングしたエムポアディスクカートリッジC18HD〔10皿m16mL）に添加した。これを純水3

　　皿しで洗浄した後、アセトニトリル3mしで溶出した。溶出液に20％ジエチレングリコール・

　　アセトニトリル溶液を100μL加え、窒素気流下（40。C）で蒸発乾固させて、残漆に移動相400

　　μLを加えて再溶解させた。これをHPLC試料として50FLを注入した。

　　　試料の前処理法のフローチャートを下記に示す。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験水約50mL
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　分析試料又は回収率算出用試料20mL

　　　　コンディショニング

　　　　　　アセトニトリノレ3mL

　　　　　　純水3mL
　　　　　　　　　　　　　　　　　　エムポアディスクカートリッジC18HD（101nm！6mL）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　洗浄純水ヨ皿L
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　溶出アセトニトリル3皿L

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l－2・％ジエチレング卿セトニトリ麟1・。FL

　　　　　　　　　　　　　　　　　　蒸発乾固（窒素気流下、40。C）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　再溶解　移動相　40GμL
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　HPLC試料50μL
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2・4定量方法

　　　　　以下の式により試験水の被験物質濃度を算出した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P　X　A（std）X　B（W）×C　×D　×100
　　　試験水中被験物質濃度（cwn：μg／L）＝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A（W）×B（5td）X　E×F

　　　　own　　　：n日月の試験水中被験物質濃度（μg’L）

　　　　P　　　　：標準溶液濃度（μg／L）

　　　　A（std）　：標準溶液注入量（匹）

　　　　A（W）　：分析試料注入量（μ）

　　　　B（std）　：標準溶液注入時の測定値

　　　　B（W）　：分析試料注入時の測定値

　　　　C　　　：希釈倍率・分取比

　　　　D　　　　：前処理における最終液量（mL）

　　　　E　　　：回収率（％）

　　　　F：採取量（∬止）

2－5回収率の検討結果

　　14－2（2）で調製した被験物質原液を試験用水で2500倍に希釈し回収率算出用

　試料とした。これを2－3に従って処理を行い回収率を求めた。試験水における低濃

　度区の平均回収率は93．0±O．2％、CV二〇2％及び高濃度区の平均回収率は96．6H．5％、

　CV＝1．6％と良好な結果が得られた［Appendk2Tablc2（p29）］。また、助剤対照区試

　験水において分析を妨害する交雑ピークは検出されなかった。

　　従って、本処理法は試験水分析法として十分信頼できるものであると考えられた。

2るHPLCによる定量限界値の設定

　　Appcnd血1－2で調製した10Cmg／L標準原液を移動相で希釈して0・10，0・05，0・02，0・Ol

　及び0，005mg／しの標準溶液を調製した。

　　これらの標準溶液を3回測定し、平均値、標準偏差・変動係数（CV）及び直線性（r）

　を算出した。0．10～0，005mg1L標準溶液の変動係数はO、3～8．8％、直線性はO、99993

　と良好な結果が得られた［Appondix2Table3（p29），Appcndix2Fig．2〔p、30）］。

　　以上の結果よウ、標準溶液の定量限界値を0・005mg／しとし・これ未満の濃度を参

　考値とした。また、試験水は前処理により50倍に濃縮されるので・試験水の実質定

　量限界イ直はO．1μg1しとなった。
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Appon‘血3濃縮度試験の魚体中の被験物質濃度測定方法

　3・1機器の分析条件

　　　　試料注入量　　：50μL

　　　　分析条件はApp㎝db【1－1に従った。

　3－2K－1551標準溶液の調製

　　　　App諏曲【1－2で調製した100mg几標準原液を助剤対照区の魚体抽出液で希釈し、

　　　300及び30陪’しの標準溶液を調製した。

　3略画収率一算出用試料の調製

　　　試験に使用していない供試魚を細片化し、ホモジナイズした魚体10gをはかりと

　　つた（n＝3）。これに10mg／L標準溶液150FLを添加して回収率算出試料を調製した。

　　この濃度は魚体中濃度に換算すると0．15Fガgで、低濃度区試験水濃度の250倍、高

　　濃度区試験水濃度の25倍となった。

　　　また、被験物質を添加していない魚体10g（炉3）にアセトニトリル150μLを添加し、空試

　　験として前処理を行った。

　　　回収率算出用試料の前処理方法は、供試魚の前処理に従って行い測定結果の平均

　　値から回収率を算出した。

　　　また、魚体中濃度測定の定量限界値についても検討を行った。

　34供試魚の前処理法

　　　供試魚は屠殺したのち水分を拭きとり、全長・体重を測定した・各濃度区の供試

　　魚2尾ずつをビーカーに入れ細片化しホモジナイズした（なお、2尾の合計重量が10

　　9を超える掛合は、ホモジナイズした後に約10gになるように試料を秤量して抽出

　　に用いた）。

　　　これにアセトニトリル80mLを加え、2分間ホモジナイズし・ろ紙（5A：アドバン

　　テック）を用いて吸引ろ過した。次に吸引瓶内のろ液を100mL容メスフラスコに移

　　し入れ、アセトニトリルで定害した。この溶液4皿Lを分取し、20％ジエチレングリコ

　　ール．アセトニトリル溶液を100μL加えて窒素気流下（40℃）で蒸発乾固させ、残渣に

　　移動相400FLを加え再溶解させた後、この溶液をHPLC試料として50μL注入した・

　　　供試魚の前処理法のフローチャートを次頁に示す・
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供試魚2尾

　　・全長、体重測定
　　・細片化、ホモジナイズ

分取　約109

回収率算出用試料

　魚体109
　　←10mg几標準溶液150FL
　　　　又はアセトニトリル150μL

　←アセトニトリル80mL

ホモジナイズ2分間　
1

吸引ろ過（ろ紙；5A）

　　　　　　ろ液　　　　　　　　　　　　　残渣（廃棄）

　　　　　　　1一アセトニトリル

　　　　　　定容100mL
　　　　　　　l

　　　　　　分取4mL
　　　　　　一ト2。％ジ卵グヨコーμアセ蹄溶液1・・μL

　　　　　　蒸発乾固（窒素気流下、40。C）

　　　　　　　1

　　　　　　再溶解移動相400FL
　　　　　　　I

　　　　　　HPLC試料50FL

3・5定量方法

　　　　　以下の式により魚体中の被験物質濃度の算出をした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PX　A（Std）XB（f）
　　　魚体中破験物質濃度（c血：ng／g）＝

X　C　X　D×　100

cfh

P

A（std）

A（f）

B（std）

B（f）

C

D

E

F

　　　　　　　　　　　　　A（f）

n目目の魚体中破験物質濃度（nglg）

標準溶液濃度（F91L）

標準溶液注入量（叫）

分析試料注入量（匹）

標準溶液注入時の測定値

分析試料注入時の測定値

希釈倍率・分取比

前処理における最終液量（mL）

回収率（弱）

採取量（g）

×B（sld）XE×F
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3－6回収率の検討結果

　　3．3　に従って調製した回収率算出用試料を3－4　に従って処理を行い回収率を求め

　た。平均回収率は94、6ま5．O％で、CV二5・3％と良好な結果が得られた。また・空試験

　において分析を妨害する夾雑ピークは検出されなかった［Appcndk3Table4（p・33）・

　Ap即d血3F量9、3（P、鈎）］。

　　従って、本処理法は魚体中分析法として十分信頼できるものであると考えられた。

Ap匹nd涙3Table4R㏄・v。可ra偽・f山。c・ncen㈱・n。紬e雄stsubs血。。鵬st丘sh

S血｛㎞d　　　Po欲A漁of

Samp1㏄　　Sdudon　　S伽面謁
　　　　　（μ9几）　　Soiロ廿。且

　　ぬ　ぬ　　ぬ　マリ
。fS呂卯1e　（％）　Mean

S．D． CV（％）
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3－7定量限界値の設定

　　魚体中濃度がO．030及び0．015μg／gになるように、2及び1mg’L標準溶液を魚体10g

　にそれぞれ150匹添加して回収処理を行った。その回収率は953土3、4％、σV＝3、6％

　及び95．2±2．8％、CV＝2．9％であった「Appondb【3TabIe5（p35）］。

　　以上のことより、魚体中濃度0，015F91gを定量限界値とし・これ未満の濃度を参考

　値とした。

A卿n慮3Table5L。wer㎞t。fqu漉面。n・f出ec・・cen甘a廿。n。f山eにstsub蜘ce嫡st丘sh

　N㎝血al
Coロco演atio且in

　T盤tFish
　〔μ919）

s面d副
あ」面on

（件91L）

P副【A舵a㎡
　　　　　P副【A即
S⑳daエd
　　　　　ofS岬loSo1皿主。ロ

Rccovory

　　　　　Mcau　（％）

SD ㎝
σ
向

。，〔｝30
30 9270

8675

8627

9192
f
ユ
2

％
勇
9
9

95．3 3，4 3．6

0．015
30 9270

4563

4340

4ヨ39

98．4

93．6

93．6

95．2 2．8 2．9
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Appcnd致4供試魚の魚体中の脂質含有率測定

　4－1脂質含有率測定に用いる供試魚

　　　　助剤対照区の供試魚（1群）の一部（約5g）を分取して重量を測定したものを脂質

　　　含有率測定試料とした。

　4－2脂質の抽出操作

　　　　車1で分取した脂質含有率測定試料にクロロホルム1メタノール（h2，v々）60mLを

　　　加えて2分間ホモジナイズした。さらにクロロホルム20π止を加えて2分間ホモジ

　　　ナイズした。これをブフナーロートを用いてろ紙（Nα2）で吸引ろ過した。この時・

　　　残渣物をクロロホルム1メタノール（1：1，v／v）40mしでブフナーロートに洗い込んだ。

　　　次に吸引びん内のろ液を300皿L客分液ロートに移し入れ、クロロホルム∫メタノー

　　　ル（1、1，v／v）40mしで吸引びん内を洗い込んだ。これに0、9％塩化ナトリウム溶液60皿L

　　　を加えて、手で軽く振とうして18～20時間静置した。

　　　　300mL客分液ロートの溶液が二層に分かれたのち・下層を無水硫酸ナトリウム

　　　を入れたろ紙を用いて脱水ろ過しながら、200mL容ナスフラスコに移し入れた。

　　　これを。＿タリーエバポレーター（如℃）で濃縮させた。濃緑こはアセトン1ベンゼ

　　　ン（1、1，．1．）20皿Lを2回加えて水分を共沸させた。濃縮させた残渣物をクロロホル

　　　ム20mしで溶解させて、100皿L容ナスフラスコ（脂質定量ビン）に洗い込んだ。この

　　　操作を3回繰り返した。これをロ一夕リーエバポレ一夕ー（40℃）で濃緒乾固させ

　　　たのち、真空デシケーターで吸引乾燥を4時間以上行った。

　　　　脂質の抽出操作のフローチャートを以下に示す。

脂質含有率測定試料の分取、重量測定

　　←クロロホルム1メタノーノレ（L2，v／v）60mL

ホモジナイズ　2分間

　　←一クロロホノレム　　20血

ホモジナイズ　2分間
　
1

吸引ろ過（No．2）

　　←クロロホルムノメタノール（1：1，vlv）40mL

‡
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‡

洗い込み1クロロホルムノメタノール（1：1・vlv）40mL

　　（3001nL容分液ロート）

　　←O．9％塩化ナトリウム溶液60mL
　
i

混和（手で軽く振とう）
　
1

静置（約18～20時間）

●

下層　　　　　　　　　　　　　　　　　上層（廃棄〉
　
i
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、脱水ろ過（No，2、無水硫酸ナトリウム）

　　（200mL容ナスフラスコ）

濃縮乾固（。」タリーエバポレーター、40℃〉

　　←アセトン1ベンゼン（1：1，v’v）20mL×2回

　　　　　　　　　　洗い込み＝クロロホルム20mL　X3回
　　　　　　　　　　　　　（100mL容ナスフラスコー；脂質定量ビン）

　　　　　　　　　　濃結乾固（ロータリーエバポレ一夕ー、40℃）

　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　吸引乾燥（真空デシケーター、4時間以上）

　　　　　　　　　　　t

　　　　　　　　　　秤量

牛3脂質の重量測定

　　　100mL容ナスフラスコ（脂質定量ビン）をあらかじめ真空デシケ一夕ー内で約18

　　～20時間乾燥させたのち、重量を測定した。これを用いて4－2に従って脂質の抽

　　出を行い、吸引乾燥させた100mL容ナスフラスコ（脂質定量ビン）の重量を測定し

　　た。

　　　供試魚の脂質含有率は次式に従って求め、脂質含有率は小数点2桁で表示した・

　　　　　　　　　　　　　　　（B－A）
　　　　　脂質含有率（％）＝　　　　　　　x　loo

　　　　　　　　　　　　　　　C

　　　　　　　A：空の脂質定量ビンの重量（g）

　　　　　　　B：脂質定量ビンの重量＋脂質の重量（g）

　　　　　　　C：抽出に用いた魚体重量（g）
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4・4脂質含有率の測定結果

　　　助剤対照区の供試魚（1群）について、実験開始時，14，21及び28日目に脂質含有

　　率測定を行った。脂質含有率の測定結果は2・46，3・02・2・24及び2・22％となり・その変

　　動幅は20．O％であった［Appondix4Tablo6（p38）］。

　　　実験開始時と終了時、及び被験物質濃度測定試料における脂質含有率の測定結果

　　から供試魚の脂質含有率は2～3偽に保たれていた。

Ap画面4Tab1。6Lipidc。n也nt。ft㏄t丘shdu血9山ee騨㍑岬ω（S。1vcnt。・n『011。v。1）

●

E脚sum　Pcτiod

　　（day）

TcstF猛h

　No、
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　（9）

Lcngth

（cm）

Lipid　C㎝獅t

　　（％）
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2

8．5

8、4
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2
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Appond盤7被験物質の同定（マススペクトル）

　7・1LαMS／MSの分析条件

　　　LC／MS／MS装置［API3000システムVI、MDSSCIEX、（SOP／OMEIO37）1

　　　　　質量分析計（APBOOO、MDSSC皿）
　　　　　高速液体ク・マトグラフ血肥㏄セハ■レーシヨンモジール（Wa町s2690、W血「s）

　　　　　データ処理装置（PoworMadntoshG4、AppleComp鳴r）

　　　　　プリンター（MICROLmE1035PS、OKI）

　　　Le∫MS／MSの条件

　　　　　導入部：シリンジポンプ　　　　　　：Pump且（HARVARDAPPARATUS）

　　　　シリンジ　　　　　　　　　　　：0、10mL（Ha皿ilton）

　　　　試料の希釈溶媒　　　　　　110㎜吼ぎ酸づタノーノレ溶液

　　　　流速　　　　　　　　　　　　　　　：5μL1曲

　　　　MS／MSニイオン化法　　　　　　　　　：Turbo　Ion　Splay

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　正イオン検出モード

　　　　　　　イオンスプレー電圧　　　　　：5500V

　　　　　　　ヒーターガス温度　　　　　　　 ：　室温

　　　　　　　マルチプライヤー電圧　　　　：1800V

　　　　　　　ターボイオンスプレーガス流量：0皿L’血n

　　　　　　　ネブライザーガス　　　　　　：7Bπ

　　　　　　　カーテンガス　　　　　　　　　：9Bπ

　　　　　　　コリジョンガス　　　　　　：7B皿

　　　　　　　モニタしたイオンの範囲　　　：m／z50－300

7－2測定試料の調製

　　　App皿血1－2で調製した100mg／L標準原液をアセトニトリルで希釈し101ng／L標準

　　溶液を調製した。10皿g几標準溶液、純水及び10mmoVLぎ酸一メタノール溶液を

　　1：1：1（vlv／v）で希釈し測定試料を調製した。

7－3被験物質の同定

　　　7．2で調製した測定試料を用いて被験物質のマススペクトルを測定したところ、被

　　験物質の質量数（197．24）と一致することを確認した［Appond返7Fig・11（p・75）］・
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