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要約

1．表題

　　魚介類の体内におけるK－1556の濃縮度試験

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：＞100mg几

　　　96時間LC50値：＞100mg几

　濃縮度試験（コイ）の結果

　　　低濃度区（設定濃度：0，1mg／L）

　　　　　定常状態における試験水中被験物質濃度の平均値　　0．100mg／L
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔最小値～最大値：0，096～0、107mg／L）

　　　　　定常状態における魚体中破験物質濃度の平均値　　　く1・Oμglg

　　　　　定常状態における生物濃縮係数（BCFss）　　　　　く10・0

　　　高濃度区（設定濃度：1，0mg几）

　　　　　定常状態における試験水中被験物質濃度の平均値　：O・99mg1L
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（最小値～最大値：o・91～LO5皿g几）

　　　　　定常状態における魚体中破験物質濃度の平均値　　　＜1・O陪1g

　　　　　定常状態における生物濃縮係数（BCFss）　　　　　　＜1．0

　　　　　　　　　各濃度区における実験期間中の濃縮倍率

試験区 14日目 17日目 21日目 24日目 28日目

低濃度区 ＜10．0 ＜10．1 く10．0 ＜10．0 く10．O

高濃度区 （1，0 ＜1．0 ＜1．0 く1．0 く1．0

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縮性の

　　高い物質（濃繍倍率：約104倍）に比べ、K－1556は高濃縮性ではないと判断された。
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1　表題

　　魚介類の体内におけるK－1556の濃縮度試験

2　試験番号

　　　JCLO18053

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化学物質の生物濃縮性の知見を得ることを目的とした。

4　試験法

　　　「新規化学物質等に係る試験の方法についてJ（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、　rOECD　Tcst　Guidoline305」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

〒I12－OOO4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

〒677舶32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

　　　試験開始日

　　　　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10月10日

2001年10∫ヨ　】6日

2001年　10月　20　日
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　濃縮度試験実験開始日

　濃縮度試験実験中止日

　濃緒度試験再実験開始日

　濃縮度試験再実験終了日

試験終了日

2001．IO．10

2001，10，16

2001．10．20

2001．10．25

2001．10．26

2001．10．30

2001．11，1

2001、11．2

2001．11．21

2001，11、26

2001．11．27

2001．11，30

2001．12．4

200工．12、7

2001．12，11

2001，12．14

2001．12、18

試験日程表

卓

2001年10月26日

2001年11月2日

2001年11月27日

2001年12月25日

2002年1月24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（一1日目）

濃繊度試験実験開始

試験水中被験物質濃度測定（0日目）

魚体中脂質含有率測定

試験水中被験物質濃度測定（4日目）

試験水中被験物質濃度測定（6日目）

試験水中被験物質濃度測定（7日目）

濃縮度試験実験中止

濃縮度試験装置再始動

試験水中被験物質濃度測定（一1日目）

濃縮度試験再実験開始

試験水中被験物質濃度測定（0日目）

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）

試験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）

試験水中及ぴ魚体中破験物質濃度測定（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）

試験水中及ぴ魚体中破験物質濃度測定（21日目）
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　　　　　　　　　　幸

　　　2001・12．21　　　　　　試験水中及ぴ魚体中破験物質濃度測定（24日目）

　　　2001・1225　　　　　　試験水中及ぴ魚体中被験物質濃度測定（28日目）

　　　　　　　　　　　　　魚体中脂質含有率測定

　　　　　　　　　　　　　濃精度試験再実験終了

　　　200L12・26　　　　　　濃縮度試験装置停止

　　　20GL1228　　　　　　最終報告書草案作成開始

　　　2002．1．18　　　　　　最終報告書作成開始

　　　2002、L24　　　　　　最終報告書作成

　　　　　　　　　　　　　試験終了

9　被験物質

　9－1　名　称

　　　　　IUPAC名　：（2，4一ジクロロフェノキシ）酢酸

　　　　　略　称　　二K．1556

　　　　　CAS　No．　　　：　94－75」7

　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IELJ6538

9－3　構造式、分子式及び分子量

　　　　　構　造　式　　　　　　　　　　　　　　OCH　COOH
　　　　　　　　　　　　　　　　2
　　　　　　　　　　　　　　　　　CI
　　　　　　　　　　　　　ク
　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　＼

　　　　　　　　　　　　　　CI

　　　　　分子式：αH6ChO3

　　　　　分子量：221，04

9－4　純度

　　　　　純度　　：99．5％り
　　　　　不純物の名称及び含量　＝不明物　；O．5％’〕

一4一
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9－5　物理化学的性状

外
融
沸
密
溶
η

2〕　　コ

”　　：

　　観＝うすい赤褐色結晶性粉末

　　点：138，9。C’）

　　点　1350。C以上1，

　　度：L54591c㎡ユ｝

解　性　：対水　　　　　1620mg1L（25。C）ヨ〕

　　　　　　　　　　（提供者による被験物質の購入元）の当該ロット

検査成績表より引用

財団法人　化学物質評価研究機構の測定データシートより引用

化学大辞典より引用

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、試験委託者

　　　　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［Appendix5Fig．5（p．52）］。

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［Appcndb【5Flg．6（p．53）］。

9－8　試験条件下での安定性確認

　　　　濃縮度試験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

　　　　グラフの測定により得られるピーク面積値及び保持時間、分解生成物によるピ

　　　ーク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7及び14日目の残存率

　　　（％）の測定を行った。調製後14日目の残存率は低濃度区で99．2％、高濃度区で

　　　98．7％であった［Tablc1（が．6）．Appcndix5Fig．7（p．54）］。

　　　　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14

　　　日聞は安定であるとし、被験物質原液の使用期間は調製後14日間以内とした。
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Table　l　Stab通ty惚st　of　the　test　subst鋤ce　under　test　condition

　　　　S圏割　　　　　StockSo】u面n。f　　　　　　　St㏄kS・hdonof
P榔偲。　S。1瓜i㎝　　L。wExp。su爬㎞el（500mgル）　　H嬉hE兀P・6u罵珍v。1（5000m8几）

Days　　　（ヌ｝mg几’）　　　PGa上A爬良　Oon㏄鵬mdon※1　RoI血s　　P副【A爬a　Gpnccnt皿廿α1蝦2　Rem爵ns

　　　　鰍A鳴a　　　　（mg几）　㎞e（％）　　　　（mg几）　蝕t。（％）

0
7
4

　
　
1

1089050

1｛PO8ω

1（ゆ1532

1087037

1081455

1〔EO836

労
％
％

4
4
4

1000

99誹

99．2

1073943

1059982

1062640

4931

4858

48｛B

100．0

985

98．7

※IConcen血don＝50×［Pcaka爬aofthcsample1Peakareaofthcstandaτdsoiudon］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　X　D且ution　ra¢
　Concentration蝦」：dilutod　to　l　O巨mes

　Concen甘a丘on峯1：dilu歓1to100租mes

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、活性炭により脱塩素した水道水とし、

　　　　　十分にばっ気を行った。

　　　　　　なお、試験用水の残留塩素濃度は0．02皿g／L以下であった。

　10－2　魚類急性毒性試験に用いる供試魚

　　　　　魚類急性毒性試験には取り扱いが容易なヒメダカを供試魚として用いた。

　　（1）魚種及び入手先

　　　　　魚　種：ヒメダカ

　　　　　入手先1名称　；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：MOIH

　　　　　供試魚は受入時の死魚、損傷、疾病、衰弱の僧体数は10％以下であった。

　　（3）じゅん化

　　　　　ロット番号　　：MOIH－01

　　　　　じゅん化水槽：No，1

　　　　　蓄養時の全長が2．O土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刑BS1

　　　　027）〕に従ってじゅん化を行った。
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　　　　　実験開始前の7日間の死亡率が総魚数の3．4％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朝夕の1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、エ8士0．03g

　　　　　平均全長　　：2．7土0．2cm

10－3　濃縮度試験に用いる供試魚

　　　　　濃縮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4gのコイ

　　　　を用いた。

　（1）魚種及び入手先

　　　　　魚　種：コイ

　　　　　入手先：名称　；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：KOOI

　　　　　供試魚の受入時の死魚、損傷、疾病、衰弱の個体数は10％以下であった。

　（3）じゅん化

　　　　　ロット番号　：KOOI－04

　　　　　じゅん化水槽：No．2

　　　　供試魚は全長が7cmで、約4g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3～5％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）〕に従いじゅん化を行った。

　　　　　実験開始前の7日間の死亡率が総魚数のO・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
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　　　　重の1～2％の飼料を食べ残しがないように与えた。

　　　　　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．

10－4　濃縮度試験の再実験に用いる供試魚

　　　　　濃縮度試験の再実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

　　　　3gのコイを用いた。

　（1）魚種及び入手先

　　　　魚　種：コイ

　　　　入手先：名称；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：KOII

　　　　供試魚の受入時の死魚、損傷、疾病、衰弱の個体数は10％以下であった。

　（3）じゅん化

　　　　ロット番号：KOII4）3

　　　　じゅん化水槽：No，2

　　　　供試魚は全長が6cmで、約3g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3～5％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（SOPIHBS／027）〕に従いじゅん化を行った。

　　　　再実験開始前のフ日聞の死亡率が総点数の0．0％であったので、再実験を開

　　　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。

　　　　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。
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（5）再実験開始時の供試魚の体重及び全長（n＝10）

　　　　　　平均体重

　　　　　　平均全長

11主な試薬

：　32±α69

：　6．3土0．5cm

　　　試　薬　名

　　へ・ンタクロロフェノールナトリウム塩

　　（以下「PCP－Na塩」と略す）

　　クロロホノレム

　　メタノール

　　アセトン

　　ベンゼン

　　HCO・40

　　アセトニトリル

　　りん酸

　　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

　　ロータリーエバポレーター

　　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）

低温恒温水循環装置

濃縮度試験装置（100L）

　等　級

　化学用

　特　級

　特　級

　特　級

　特　級

　　　1
液体クロマトグラフ

　特　級

C18HD（10mm16mL）

　メーカー

和光純薬工業

和光純薬工業

和光純薬工業

和光純薬工業

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－10Aシステム　　　　島津製作所

（15号機）

F・14（1号機）　　　堀場製作所

RE－121－B　　　　　柴田科学

Modcl　K　　　　　　　KINEMATICA

IR460　　　　　　島津製作所

ヒメダカ：じゅん化水槽（No．1）

コイ　　＝じゅん化水槽（No．2）

　　　　　　　　　自　家　製

　一　　　　　　　自　家　製

CTP－101（No．2）　　　東京理化
㎝＿301（No．2）

（1号機）　　　　　　自　家　製

　　　一9一

（SOP番号）

（SOP／OMEノ（ン‡1）

（SOP／OL引巳！120）

（SOP101》n三1130）

（SOP／OM巳ノ230）

（SOP／OL｛E／192）

（SOP／0ム引E1540）

（SOP10M巳ノ560）

（SOP∫0囲！580）

〔SOP10ME／550）
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電子分析天秤

電子天びん

ミニケミカルポンプ

残留塩素測定器（わト団ジン法）

濾過装置

　　活性炭カートリッジ

　　電子式サーモスタット

　　自一動温度制御装置

　　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

　　微量高速冷却遠心機

　　純水製造装置

13　魚類急性毒性試験の実施

BP110S

B610

SP－D－2500（S）

（No，3，4）

エーハイム2260

エーハイム2213（No．3、6）

TCC－W1　　　　　　アドバンテック
（No．4～5，8～13）

シーハ‘レフクス5020（No．1）　NISSO

（No．1，3）

HM－11P

D－14

DO－1jp

OM－14

PCF（全機）

MRX－150

M且」LI－QSPシステム

ザルトリウス　　（SOP∫OME’094）

ザルトリウス　　（SOP／OME’093）

日本精密科学　　　（SOP10ME1590）

井内盛栄堂　　　（SOP／OME’600）

ワーナー・ランバート
　　　　　　　　（SOP10遡ノ610）

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

トミー精工

ミリポア

（SOP10ME／611）

（SOP／OME／620）

（SOP10旺ノ641）

（SOP10ME／650）

（SOP10M巳ノ121）

（SOP／OME／122）

（SOP’OM巳ノ211）

（SOP10杷ノ212）

（SOP10ME／621）

（SOP／0㎜111）

（SOP／OME／220）

　　魚類急性毒性試験を行い、濃締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。

13－1　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荊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：96時間

　　　　②試験水温：25、0士2．0。C

　　　　③照明　　：室内光、16時間明／8時間暗

　　　　④試験液量：3．OL、ガラス製

　　　　⑤実験方式1半止水式（48時間毎に換水）

　　　　⑥生物数　二10尾／濃度区

40一
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　　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LOO皿g／L

（2）実験期間中の水質

　　①水温　　　　：23、7～23、9。C

　　②pH　　　　：75～7．8

　　③溶存酸素濃度：7．3～8．3mg1L

（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・Pmbit法により48

　　時間LC50値及ぴ96時間LC50値を算出した［Tablo2（p．11），Fig・1（p12）L

　　　48時間LC50値：O、43mg1L

　　　96時間LC50値：0．35mg1L

（4）結果の判定

　　　96時間LC50値は0．35mg’しで基準値0．3～G、7n》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実験に用いた。

Table2　Mo血五ty血PCP－Na　salt血sp㏄廿on

　No血alConcentradon

　（mg／L）

Mor曲ty（％）

24Hou弼
48HouE 72Hou岱

96Hours

Contro1

0．13

0．20

0，30

0．45

0．67

1．00

　0

　0

　0

　0

40

80

100

o
o
o
o
ω
o
o
o
o

　
　
　
　
　
1
1

　0

　0

10

20

80

100

100

　0

　0

10

20

80

10c

loo
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100

48Hour

ハ罫75
三
薯5・

§

　25

o

0．1

Co皿oentmtion（mg／L）

1，0

ioO

96Hour

ハぷ75
三
署5・

§

　25

0

0．1 　　　　　　　　　　i．oi

Conce漁don（㎎生」

Fig．1Mo畑1ity　in　PCP．Na　salt　inspecdon

　13－2　魚類急性毒性試験（LC50値測定）

　　　　　　試験方法は、OECDテストガイドライン203及びJIS　KO102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（SOPIATr∫011，

　　　　　SOPIATr沿12，SOPIATr／013）に従った。

　　（1）試験条件

　　　　　①実験期間　：96時間

　　　　　②試験水温　　　：25．0土2．0。C

　　　　　③照明　　　：室内光、16時間明／8時間暗

　　　　④試験液量　：3．OL、ガラス製

　　　　⑤実験方式　二半止水式（48時間毎に換水）

　　　　⑥生物数　　：10尾／濃度区

　　　　⑦給餌　　　1無給餌

　　　　⑧試験濃度　：対照区，10，18，32，56，100mg／L

　　　　⑪調製方法　＝被験物質を300，200及び200mg秤量し、3，2及び2しの試験用

　　　　　　　　　　　水に添加した後、一昼夜撹拝し溶解させ、7しの100mg几被験

　　　　　　　　　　　物質原液を調製した。これら原液を次表に従って、試験用水に添

　　　　　　　　　　　加して試験液を調製した。

　　　　　　　　　　　また、試験用水3Lを用いた対照区を設定した。
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試験水濃度
@（mツL）

100m宙L被験
ｨ質原液（mL）

試験用水
@（mL）

10 300 2700

18 540 2460

32 960 2040

56 1680 1320

100 3（〕00 －

（2）観察・管理

　　　供試魚の観察は、実験開始直後及ぴ24，48，72，96時間後に行った［Table3

　　（p，14）］。対照区を含むすべての濃度区において・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実験開

　　始24，48，72，96時間後に行った。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　　　　　　　　　　：　23、6～　242。C

　　　　pH　　　　：73～7・7

　　　　溶存酸素濃度　：8．0～8．2mg1L

（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法により測定した。検量線の直線性及び同

　　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

　　［Appcndix1（p．24－26）］。各試料について1回測定とした［Appendix5Tablo7

　　（P．40）］。

（4）LC50値の算出

　　　％時間後における供試魚の死亡率は、すべての濃度区で0％であったため・

　　以下のように、）100mg几とした。［Tabtc3（p、14）IFig、2（p、t4）］。

　　　48時間LC50値：＞100mg几

　　　96時間LC50値：＞100mg／L
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Tablc3　Mor曲りr　i皿acute　toxicity　test

　Nom血al
Concen廿adon
　　（mg／L）

Mortality（％）

24HOu蔦 48Hou罠
72HOUE

96Hou∬

Contro｝

　10

　18

　32

　56

100

O
O
O
O
O
O

0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0

O
O
O
O
O
O

100

48Hour

ハま75
三
嚢5・

§

　25

0

10．0

Co皿centra行on（mg／L）
100．0

100

96Hour

5
　
　
　
　
　
0
　
　
　
　
　
5

7
　
　
　
　
5
　
　
　
　
2

（
訴
）
蓄
マ
廿
。
Σ

o

10．0

Coneentmtioコ（血9／L）
100．0

Fig、2Moτtahty　hl　acute　toxicity　test

14濃縮度試験の実施

　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LC50値（〉100mg1L）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［0．1mg／L（実質定量限界値0．01皿g／L）；

　　　　App㎝dix2－6（p．28），Appcndix2Tablc3（p・29）］を考慮し、濃縮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）

一14一



JCLO18053

14－2　試験条件等

　（1）試験条件

　　　　①実験期間　：28日間一

　　　　②試験水温　：25、0士2．0。C

　　　　③照明　　　：室内光、16時間明／8時間暗

　　　　④試験水槽　：100L、ガラス製

　　　　⑤実験方式　：流水式（検水回数；7回／日）

　　　　⑥生物数　　：50尾／濃度区

　　　　⑦給餌　　　：魚体重の1～2％を投与した（原則として1日2回）。

　　　　⑧試験水渡度：低濃度区0、1mg1L

　　　　　　　　　　高濃度区1．Omg几

　　　　⑨流量設定　：試験用水500mLlmin

　　　　　　　　　　原液　　　0，1皿1／lnin

　　　　⑩原液濃度　：低濃度区500mg／L

　　　　　　　　　　高濃度区5000mg1L

　（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5000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5g及びHCO－40150gを秤量し、アセトニトリルで溶解した後・ロ

　　　　　ータリーエバポレーターでアセトニトリルを除去した。これに純水を加えて

　　　　　溶解させた後、1しに定容して高濃度区被験物質原液（5000mg！L）を調製した。

　　　　・高濃度区被験物質原液100mLを分取し、純水900mしに添加して・低濃度区

　　　　　被験物質原液（500m9／L）を調製した。

　　　　・KCO－40150gを秤量し、アセトニトリルに溶解させた後、ロータリーエバポ

　　　　　レーターでアセトニトリルを除去した。これに純水を加えて溶解させた後、1

　　　　　しに定容して助剤対照区原液を調製した。

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　cm、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、50尾を各試験水槽に投入した。
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14－4　　観察　・管理

　　（1）供試魚の観察

　　　　　再実験期間中、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。なお、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観察を行った。

　　（2）試験水の管理

　　　　　再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［Ap函n血5Fig、8〔P．55）］。

　　　　　　水温　　　　　：24．3～25．3℃

　　　　　　pH　　　　　　　　　：72～7．8

　　　　　　溶存酸素濃度　：7、0～8．2mg／L

14－5　試験水中の被験物質濃度測定

　　　　　再実験期間中、試験水は再実験開始前、再実験当日及び再実験開始後1週間

　　　　に2回以上、各濃度区の試験水約20mLを採取した。試験水中の被験物質濃

　　　　度はHPLC法により測定した［Appond血2（p27－31）］。

　　　　　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［ApPcnd旗5Table9－10（P．4244），ApP㎝曲【5Flg．9（P、56る5）］。

　　　　　低濃度区（設定濃度：0．1皿g1L）

　　　　　　定常状態における試験水中被験物質濃度の平均値　：0．100mg几
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（最小値～最大値：0．096～0．107mg1L）

　　　　　高濃度区（設定濃度：LOmg／L）

　　　　　　定常状態における試験水中被験物質濃度の平均値　：0、99mg1L
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（最小値～最大値：0．91～1．05mg1L）

14－6　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［Appe日dix3（p．32－36）］。

　　　　　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［Appcndix5Tablc8

　　　　（p、41）］。低濃度区及び高濃度区の供試魚は2尾（2尾を1群とする）ずつホモジナ

　　　　イズして、被験物質の濃度測定試料とした（各濃度区につき2群）。また、再実験

　　　　開始時、14日目及び再実験終了時（28日目）に助剤対照区の供試魚1群の脂質含
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14－7

有率を測定した［Append炊4（p．37－39）］。また、再実験開始前の供試魚3群及び再

実験終了時の助剤対照区の供試魚2群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［Appendix5　Table11

（P．45－51），ApPen血5Fig、10（P蒔71）ユ。

　　低濃度区

　　　定常状櫨における魚体中破験物質濃度の平均値　　：＜LOドglg

　　高濃度区

　　　定常状態における魚体中被験物質濃度の平均値　　：〈LOμglg

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10s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濃締倍率の算出方法

　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

　　　　　［Appondix2（P．27－31）］。

　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

　　　　　［Appcndix3（p，32－36）］。

　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繕倍率

　　　　　　以下の式により濃縮倍率を算出した。

　　　　　　　　　　　　　C面一　Cfb
　　　　　　　濃縮倍率二
　　　　　　　　　　　　　　　Cwn

　　　　　　　　C血　：n日日の平均点体中被験物質濃度（F9／g）

　　　　　　　　Cwn：n日目までの平均試験水中被験物質濃度（mg1L）

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

　　　　　再実験期間中の濃縮倍率をTable4，5（p．18，19）及びFig．3（p、19）に示した。
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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。

　　　　　　　　　　　　　Cf－　CfB
　　　　　　　BCFss＝
　　　　　　　　　　　　　　㎝

　　　　　　　　　Cf　：定常状態mにおける魚体中破験物質濃度の平均（μg’g）

　　　　　　　　Cw　：定常状態贈における試験水中被験物質濃度の平均（mg几）

　　　　　　　　CfB　：空試験における再実験開始前及び再実験終了時の魚体中の平均

　　　　　　　　　　　　被験物質濃度（陪ノg）

　　　　　　　　　　鵜：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縮倍

　　　　　　　　　　　　率の変動が20％以内である場合

　　　　　　　　　　即：測定値の平均に対して土20免以内である場合

　　　　　再実験開始21，24，28日目の魚体中破験物質濃度の平均は、低濃度区及び高濃

　　　　度区ともに＜1．0μg’gであり、再実験期間中の試験水中被験物質濃度の平均は低濃

　　　　度区で0．100mg／L、高濃度区で0．99mg／しであった。よって、BCFs5を以下のよう

　　　　に算出した。

　　　　　　低濃度区のBCFs8：＜10．0

　　　　　　高濃度区のBCFss：＜1．O

Table4　　Biocon〔：on繭on　fac血du血9廿10exposun…peゴod〔Low　c■posu琵level）

Exposurc

pefiod

　（day）

Concenロradon　of㎏st　subs血ce

　　　　in紀stfish

c血（μ919） Mean（C血：Fダ9）

Mea皿concentradon　of　test　　BCF

subs伽cc血tcst　wa⑯r：Cwn

　　　　（mg／L）

14

17

21

24

28

1
五
一
I
H
…
I
H
一
I
n
一
I
H

〈1、0

〈1．0

〈1，0

〈1．0

＜1．0

＜1，0

〈1．0

く1，0

く1，0

く1．0

＜1．0

＜1．0

く1．0

く1．0

く1，0

0，100

0，099

0．100

0．100

0、100

〈10．0

＜10．1

＜10、0

＜10．0

＜10、0

MeIm　concentration

　　OP21，24，28days（Cf）：＜1．0

Cw：

0．100

BCFss：

＜10，0

BCF　l　Bi㏄on㏄ntration　factor

一18一



JCLO18053

Table5 Bi㏄・ncenra廿・nf㏄t・rdu血9山eexp・s脚pen面（mgh。xpos聯1evel）

Exposure

pcτiod

　（day）

Concontτadon　of　tcst　subs伽cc

　　　　　　　in　tcst　fish

Moan　conccn甘a丘on　of　test

subs伽co－iロtest　wat君τ：Cwn

　　　　　　　（mg／L）

BCF

c加（F9／9） Mea【1（C丘1：μ9／9）

14　　1　く1．0　　　　〈1．0　　　　　　0．97　　　　＜LO
　　　　　　　H　　　＜1．O

17　　1　＜1．0　　　　〈1．0　　　　　　0．98　　　　＜1．0
　　　　　　　且　　く1，0

21　　1　＜1，0　　　　＜1．0　　　　　　　0，99　　　　くしO
　　　　　　　且　　くしO

24　　　　　　1　　　　〈1、0　　　　　　　　　　＜1．0　　　　　　　　　　　　　　　　　0．99　　　　　　　　　　　　くしO

　　　　　　　n　　＜1．0

28　　　　　　1　　　　＜1、0　　　　　　　　　　〈1，0　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．99　　　　　　　　　　　　＜LO

　　　　　　　H　　く1．0

Mean　concen血tion

　　　o皿21、24、28days（Cf） く1．0

Cw：

0．99

BCFSS　l

　〈1．0
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16試験の有効性

　16－1　再実験において、試験水の水温は25．0±2．0。C、溶存酸素濃度は飽和酸素濃度の

　　　　60％以上であった。

　16－2　再実験において、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士20％以内一に保たれていた。

　16－3　再実験において、助剤対照区及び各濃度区で再実験終了時までに死亡及び疾

　　　　病などの異常は観察されなかった。

　　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境要因

　　　濃縮度試験において助剤対照区及び各濃度区のすべての水槽の供試魚が基準の10％

　　を超える死亡が確認され実験を中止した。しかし、再実験を行ったところ28日間の

　　再実験終了時において、助剤対照区及び各濃度区のすべての水槽の供試魚に死亡及び

　　疾病などの異常は観察されなかった。よって、本試験の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と考えられた。

18試験結果

　18－1　試験結果

　　　　　再実験期間中のK－1556の生物濃縮係数〔BCFs5）は低濃度区で＜10．0、高濃度区

　　　　　で＜LOであり、いずれも103倍以下であった。

　】8－2　考察

　　　　　濃縮度試験の再実験において、試験水濃度は96時間LC50値（〉100mg∫L；ヒメ

　　　　　ダカ）のMOO及び1！1000の濃度であるLO及び0．1皿g1しに設定した。これら試

　　　　験水濃度で実施した濃縮度試験の再実験において供試魚〔コイ）の行動及び外観に

　　　　異常は認められなかった。

　　　　　再実験期間中の試験水中被験物質濃度は、低濃度区（設定濃度10．1mg1L）で

　　　　平均値O．100mg／L（0．096～0，107mg1L）、高濃度区（設定濃度：LO　mg’L）で平均値

　　　　0．99mg／L（0．91～LO51ng／L）と一定した値を示し、設定濃度とほぼ一致していた

　　　　［App¢n｛且x5Tablc9－10（p．42嘱）］。

　　　　　供試魚のサンプリングは再実験開始後14・17，21，24，28日目に行い、魚体中

　　　　被験物質濃度を測定した。低濃度区及び高濃度区の魚体中被験物質濃度はすべ

　　　　て定量下限値未満（くしOμglg）であった［Appcndk5TabLcll（p鴻5－51）〕。
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　再実験開始後21，24，28日目の濃縮倍率は低濃度区ですべてく10・O・高濃度区

ですべてくしOとなった。この結果から、魚体中被験物質濃度は定常状態に達した

とみなし、生物濃縮係数（BCFss）は低濃度区で＜10・0・高濃度区で＜LOと算出した。

　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（104倍程度）に比べて、本被験

物質（K－1556）は高濃綿性の物質ではないと判断した。

19数値の取扱い

　19一一1　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

　　　　　　JISZ8401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・得られたデーダが

　　　　　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U章に

　　準じ、当該試験旛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。

　20－1　生データ、資料等

　　　　　　生データ、資料等について「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「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
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20－2

・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．最終報告書の訂正

　　　最終報告書を訂止する場合には、試験責任者は訂正の事項、理由、内容を「最終報

　　告書訂正書」（様式．16）に明記し、試験委託者に提出する。また、その写しを信頼性

　　保証部門担当者に畏出する。r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「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」（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。

試　験　責　任　者

2－oo■年／月ユ知
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Appondix2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：50μL

　　　上記以外の分析条件はAppendix1－1に従った。

　2－2K－1556標準溶液の調製

　　　Appendi■1－2で調製した125．Omg／L標準原液を純水で希釈し、20、O及び2．Omg1しの

　　標準原液を調製した。これら標準原液300μしにアセトニトリル300μLを加え10、0

　　及びLOmg／しの標準溶液を調製した。これら標準溶液をHPLCに50μL注入した。

　2－3試料の調製

　　　各試験水5mLをあらかじめアセトニトリル5mL、純水ノりん酸＝1000：1（vlv〉5m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∬6mL）に添加し、ア

　　セトニトリル2mしで溶出した。溶出液を窒素気流下（40。C）で蒸発乾固させて、残渣にアセ

　　　トニトリル250FLを加え再溶解させ、さらに縄水250μLを加え混和させた。これをHPLC

　　試料として50μL注入した。

　　　試料の前処理法のフローチャートを以下に示す。

　　　　　　　　　　　　　　試験水5皿L

コンディショニング

　　ァセトニトリル5mL
　　純水1りん酸＝1000：1（vlv）5皿L

　　　　　　　　　　　　　　エムポアディスクカートリッジC18HD（10mm16皿L）

溶出アセトニトリル2mL
l

蒸発乾固（窒素気流下、40。C）

1

再溶解アセトニトリル250μL

l一純水2双

HPLC試料50卜tL
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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）×B（W）×C　x　D×100
　　　試験水中被験物質濃度（cwn：mg几）＝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A（W）　X　B（std）　X　E×　F

　　　　cwn　　：n日日の試験水中被験物質濃度（mg！L）

　　　　P　　　二標準溶液濃度（mg几）

　　　　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（mL）

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5000倍に希釈し回収率算出用

　試料とした。これをAppe皿d敷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96，2％、CVニ0，8％及び高濃度区の平均回収率は96・3％、CV

　＝2．2％と良好な結果が得られた［Appcnd奴2Tablc2（p．29）、Appcnd盤2Fig．2（p．30〉］。また、

　助剤対照区試験永において分析を妨害する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。

2－6HPLCによる定量限界値の設定

　　Appendk1－2で調製した125．Omg1L標準原液を縄水で希釈し、20、0，5、0，2、O，0．6及び

　0．2mg1しの標準原液を調製した。これら標準原液300μしにアセトニトリル300ドLを

　加え10．O，2．5、LO，0，3及び0．1mg／しの標準溶液を調製した。これら標準溶液をHPLC

　に50μL注入した。

　　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（㎝）及び直線性（r）

　を算出した。10．0～0，1mg／L標準溶液の変動係数は0．1～H％、直線性はr＝L㎜

　と良好な結果が得られた［Appcndix2Tablo3（p29），Appendix2Fig・3（p・31）］。

　　以上の結果より、標準溶液の定量限界値をO，1皿g1しとし、定量限界値未満の濃度

　を参考値とした。また、試験水は前処理により10倍に濃縮されるので、試験水の実

　質定量限界値は0．Olmg／しとなった。
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Appcnd以3濃縮度試験の魚体中の被験物質濃度測定方法

　34機器の分析条件

　　　　分析条件はAppcndix1－1に従った。

　3－2K－1556標準溶液の調製

　　　　Append旗レ2で調製した125・Omg／L標準原液を純水で希釈し、20・0及び2・Omg1しの

　　　標準原液を調製した。これら標準原液300μしにアセトニトリル300μLを加え10・O

　　　及びLOmg1しの標準溶液を調製しHPLC試料とした。

　3弓回収率算出用試料の調製

　　　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100．Omg／L標準原液500μLを添加し、回収率算出用試料を調製し

　　た。この濃度は、魚体中濃度に換算すると5μg／gになり、低濃度区試験水濃度の50

　　倍、高濃度区試験水濃度の5倍となった。

　　　また、被験物質を添加していない魚体10gに純水500μLを添加し・同様に3検体を前

　　処理し、空試験とした。

　　　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。

　3－4供試魚の前処理法

　　　供試魚は屠殺したのち水分を拭き取り、全長・体重を測定し・2尾ずつをビーカ

　　一に入れ細片化しホモジナイズした。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100血L容メスフラスコに移し入れ、アセトニトリルで定容した。この溶液2

　　mLを分取し、窒素気流下（40。C）で蒸発乾固させたのち・アセトニトリル200μしで再

　　溶解した。この溶液に純水200μLを添加して混和させた後、1（X：00rpmで5分間遠心

　　分離し、その上清をHPLC試料として20μL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

回収率算出用試料

　魚体10g
　　←100mg1L標準原液500μL
　　　　又は純水500μL

　←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
　
1

定容100mL（アセトニトリル）
　
1

分取2mL　
I

濃縮（窒素気流下、40。C〉

　
1

再溶解アセトニトリル200μL

卜純水2。。FL

遠心分離10000rpm、5分間

残渣（廃棄）

　　　　　HPLC試料20μL

3・5定量方法

　　　以下の式により魚体中の被験物質濃度を算出した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P×A（std）XB（f）XC×DX100
魚体中破験物質濃度（cfn：F91g）一

C血

P

A（std）

A（f），

　　　　　　　　　　　　　　　A（f）

：n日目の魚体中破験物質濃度中g’g）

：標準溶液濃度（mg1L）

：標準溶液注入量（叫）

：分析試料注入量（叫）

×B（st〔1）×E×F
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　　　　B（std）　二標準溶液注入時の測定値

　　　　B〔f）　　：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（皿）

　　　　E　　　：回収率（％）

　　　　F　　　：採取量（9）

3－6回収率の検討結果

　　Appendi■3－3に従って調製した回収率算出用試料をApp¢nd旗3－4に従って処理を行

　い回収率を求めた。平均回収率は90．2％で、CV＝2・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ピークは検出されなかった［Append以3Tablo4（p、34），

　Appcn億3Fig．4（P．35）］。

　　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。

Appcndb【3Table4R㏄ovefy　rate　of　the　concontτation　of　the　test　substance血test　fish

Saπ回cs

S加mdard　　　Peak　A畑of
　　　　　　　　　　　PoakAエcaSoLution　　　　　　S伽dard

　　　　　　　　　　　ofSamplo
（mg几）　　Solu廿on

RCCOVOfy
　　　　Moan（％）　　S．D、
　（％）

CV（％）

Blank

S御le
2．5 53443 D

D
D

N
N
NRccovcry

S御le
Z5 53443

46850

48911

48778

87．7

9！，5

91，3

90、2 z1 2．3

N．D．l　NotDct㏄tablo
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3－7定量限界値の設定

　　魚体中濃度がLO及び0．5μg／gになるように、100mg／L標準原液を魚体10gに100

　及び50μL添加して回収処理を行った。その結果・平均回収率は魚体中濃度1・0ドg／g

　では平均回収率93．2％、CV＝4．2と良好な結果が得られた・また・魚体中濃度0・5陪ノgで

　は平均回収率U5．8％、CV＝10、3％となり、回収率は100％・CVは10％を超える結果と

　なった［Appcndix3Tablc5（p、36）］。

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

　値とした。

Ap卿血3丁曲1e5nel・w肛囲t・fq㎜廿捻d㎝。晦。・n繍ad。n・嫌幡t皿bs血㏄血團舳

　Nom圃　　　　　　　Standard
Conccn口忍doコ
　　　　　　　Solutio皿
血TostFkh
　　　　　　　（皿9几）
　（μ91幻

PeakA蜘　　　　　Poak　Arc直　　　　　R5coveηア
ofSt組da面
　　　　　ofSa刺Ple　　　　　　（％）
S6iutioロ

Mo卸（％）　　　SD CV〔％）

1．0 050 10314

9837

9149

9843

95．4

88．7

95．4

93．2 3．9 4．2

0．5 025 5053

5257

6455

5843

104．O

127．7

115．6

115．8
LL9 10．3
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Appcndix4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

　　　　再実験開始時の供試魚（2尾：2尾を1群とした）及び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

　　　　44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（1：2．v／v）60皿Lを

　　　加えて2分間ホモジナイズした。さらに〃ロロホルム20mL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（No．2）で吸引ろ過した。この時・

　　　残渣物をクロロホルム’メタノール（1：1，v舟）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容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O・9％塩化ナトリウム溶液601nL

　　　を加えて、手で軽く振とうして18～20時間静置した。

　　　　300mL容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・

　　　これをロータリーエバポレ一夕ー（犯。C）で濃縮させた。濃縮時にはアセトンノベン

　　　ゼン（1：1，vlv）201nL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、100mL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。これをロータリーエバポレ一夕ー（40℃）で濃縮乾固させ

　　　たのち、真空デシケークーで吸引乾燥を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

　　←クロロホノレムノメタノーノレ（12，vlv）60mL

ホモジナイズ　2分間

　　←クロロホノレム20mL

ホモジナイズ　2分間
　
i

吸引ろ過（No．2）

　　←クロロホルムノメタノール（L1，v’v）40皿L

申
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半

洗い込み：クロロホルムノメタノール（1：1，v／v）40mL

　　（300mL容分液ロート）

　　←0．9％塩化ナトリウム溶液60mL

混和（手で軽く振とう）
　
1

静置（約18～20時間）

下層　　　　　　　　　　　　　　　　　上層〔廃棄）
　
1

脱水ろ過（No．2、無水硫酸ナトリウム）

　　（200皿L容ナスフラスコ）

濃繍乾固（ロ一夕リーエバポレーター、40。C）

　　←アセトン’ベンゼン（1二1，v／v）20mL×2回

　　　　　　　　　　洗い込み：クロロホルム20mLX3回
　　　　　　　　　　　　（100皿L容ナスフラスコ；脂質定量ビン）

　　　　　　　　　　濃縮乾固（ロータリーエバポレーター、40℃）

　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　吸引乾燥〔真空デシケ一夕ー、4時間以上）

　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　秤量

牛3脂質の重量測定

　　　100皿L容ナスフラスコ（脂質定量ビン）をあらかじめ真空デシケーター内で約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100皿L容ナスフラスコ（脂質定量ビン）の重量を測定し

　　た9

　　　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（％）＝　　　　　　×100
　　　　　　　　　　　　　　　　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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44脂質含有率の測定結果

　　　再実験開始時の供試魚（2尾：2尾を1群とした）と、再実験開始後14日目及び再

　　実験終了時（四日目）の助剤対照区の供試魚（1群）について、脂質含有率測定を行っ

　　た。脂質含有率の測定結果は2，62・2．44・及び2，4了％となり、再実験終了時における脂

　　質含有率の変動は、再実験開始時に対して一5．7％であった〔Append取4Tablo6（p．39）コ。

　　　再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％に保たれていた．

ApPend以4Table6　Lipid　content　of　test　fish　du血g　the　cxposu障pehod（Solvent　control　leve1）

ExposuτoPcτiod

　　（day）

Test　Fish

　No．

W¢ight

　（9）

Length

（cm）

LipidC㎝tent
　　（％）

0 8
4
3
3
8
6
6
6

2、62

14 1
2
7
0
4
4
5
8
7
6

2．44

28 5
6
3
0
5
4
6
0
7
7

2．47
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Appendix6被験物質の同定（マススペクトル）

　6－1高速液体クロマトグラフー質量分析計（以下「LC／MSIMS」と略す）の分析条件

　　　LCIMS／MS装置［API3000システムW、MDSSCEX、（SOP／OME1037）］

　　　　　質量分析計（API3000、MDSSCIEX）

　　　　　高速液体如マトグラフ狙ance七八●レーションモジュール（W鵠rs2690、Wa窟s）

　　　　　データ処理装置（PowerMacinωshG4、ApploComp膿r）

　　　　　プリンター（MICROL困E1035PS、OKI）

　　　LC／MS／MSの条件

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

　　　　　シリンジ　　　　　　　　　　　　　：0．10mL（Ha血1ton）

　　　　　試料の希釈溶媒　　　　　　　　　　：10mmo1几ぎ酸一メタノール溶液

　　　　流速　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：　5μL／mi皿

　　　　MSIMS：イオン化法　　　　　　　　　　：Tufbo　Ion　Spmy

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　負イオン検出モード

　　　　　　　イオンスプレー電圧　　　　　　：一4600V

　　　　　　　ヒーターガス沮，度　　　　　　　　：室温

　　　　　　　マルチプライヤー電圧　　　　　：2200V

　　　　　　　ターボイオンスプレーガス流量　：OmL／m面

　　　　　　　ネブライザーガス　　　　　　　：6B皿

　　　　　　　カーテンガス　　　　　　　　　　：9Bπ

　　　　　　　コリジョンガス　　　　　　　　　　　　　　：　4BIT

　　　　　　　モニタしたイオンの範囲　　　　：m／z50－300

　6－2測定試料の調製

　　　30mg几標準溶液、2895アンモニア水でpH8．0に調整した20m皿01／しぎ酸アンモニウ

　　ム水溶液及びアセトニトリルをL1：1（v々1v）で希釈し測定試料を調製した。

　6－3被験物質の同定

　　　Appendix6－2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、（m／z219、221、223）を9：6：iの割合で示した。また、（m！z265、267、269）に

　　同様にピークを確認した。

　　　これらより被験物質はClを2個含み、これらのm！z平均が［M－H］一ピークにあたる

　　（mlz220）及び［M＋HCOOH－H］一ピークにあたる（mlz266）であることから・被験物質の

　　質量数（221．04）と一致することを確認した［Appondi耳6Fig、11〔p．73）］。
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