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陳述書

株式会社三菱化学安全科学研究所

　　　　　　　　　横浜研究所

試験委託者

表 題

環境省

ヘキサデシルトリメチルアンモニウムブロミドのヒメダカ

（Or7zf∂31寵fρθ5）に対する急性毒性試験

試　　験　番　　号 AO30432－4

本試験は試験計画書および標準操作手順書に従って実施され，本報告書はその

結果を正しく記載したものである。

また，本試験は下記のG　L　Pに従って実施したものである。

日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室長通知

「生態影響試験実施に関する基準の改正について」　（別添）　「生態影響試験実

施に関する基準」　（環保安第242号，2001年）

2005年　4月26目

試験責任者
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信頼性保証書

株式会社三菱化学安全科学研究所

　　　　　　　　　横浜研究所

試験委託者

表 題

試　験　番　　号

環境省

ヘキサデシルトリメチルアンモニウムブロミドのヒメダカ

（0ぴz拍5拍翻ρθs）に対する急性毒性試験

AO30432－4

本試験は試験計画書および標準操作手順書に従って実施され，本報告書には

試験に使用した方法，手順が正確に記載されており，試験結果は生データを正

確に反映していることを，下記の査察および監査実施により確認した。

記

実　施　事　項

試験計画書監査

　　試験計画書

試験の査察

　　試験液の調製

　　魚の投入

　　魚の観察

最終報告書監査

実　施　目 　運営管理者および

試験責任者への報告目

2005年　2月18日　2005年　2月18目

2005年
2005年
2005年
2005年

2月21日

2月21目

2月25日

4月26目

2005年　4月26目
信頼性保証部門担当者

2005年

2005年

2005年

2005年

2月21目

2月21目

2月25目

4月26目
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試験実施概要

1．　表 題

2．　試　　験　　目　的

3．　適用ガイドライン

4．　適　用　G　L　P

ヘキサデシルトリメチルアンモニウムブロミドのヒメダカ

（Or％f∂51説fρθ3）に対する急性毒性試験

（試験番号：A　O30432－4）

被験物質のヒメダカ（衡7z拍s1∂だρθs）に対する急性毒性

試験を行い，96時間の半数致死濃度（LC50）を求める。

OECD化学品テストガイドラインNo．203「魚類急性毒性試

験」　（1992年）

日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リス

ク評価室長通知「生態影響試験実施に関する基準の改正につ

いて」　（別添）　「生態影響試験実施に関する基準」

（環保安第242号，2001年）

5．　試　験　委　託　者 環境省　．

〒100－8975

委託責任者

東京都千代田区霞が関一丁目2－2

総合環境政策局環境保健部環境安全課

環境リスク評価室　室長補佐　　 　

6．　試　験　受　託　者 株式会社三菱化学安全科学研究所

〒105－0014　東京都港区芝二丁目1番30号

7．　試　　験　　施　　設 株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所

〒227－0033　神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地
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8．　試験　責任者

環境化学Cグループ

9．　試験　担　当　者 （2005年　4月26目）

（試験実施）

（2005年　 4月26日）

（試験実施）

（2005年　4月26日）

（試験実施）

＿，賠．卿 （2005年　4月26日）

（2005年　4’月26目）

（分析実施）

10．　試　　験　　目　程

1L　保 管

試験開始目

実験開始目

実験終了日

試験終了日

2005年
2005年
2005年

2005年

2月18目

2月21日

2月25日

4月26日

試験計画書，生データ，被験物質，記録文書および最終報告

書は，横浜研究所の保管施設に保管する。

保管期間は，最終報告書作成後10年間とし，以後の保管は

試験委託者と協議の上，決定する。

ただし，被験物質については，最終報告書作成後10年間ま

たは品質低下をおこさないで安定に保存しうる期間のいずれ

か短い方の期間とする。
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1　被験物質

　L1名称，構造式および物理化学的性状

　　名　称＝　　ヘキサデシルトリメチルアンモニウムブロミド（略称

　　別　名：　　　臭化セチルトリメチルアンモニウム

　　CAS　　Nヒ　　　　　　　57－09－0

　　構造式：

C　E　TA　B）

　、

　　十／N　．
　　I　Br

ズ 、

分子式＝　　　CIgH42BrN

分子量串1：　　364．45

融点章㌧　　　　240℃

水溶解度1湘二水に易溶碗

　　　　　　　＞1000mg／L翅（精製水’3，目視判定）

＊1：供給者提供資料

＊2：当社測定値

＊3：JIS　KO557A4グレードの水，ヤマト科学製　超純水製造装置 WR600A

L2　供試試料

　純度卓㌧　　　100％

　ロット番号’1＝　PK皿090

　供給者：

　受領量宰㌧　　25g

　受領日：　　2004年1月22日

　外観1：　　白色粉末

　＊1二供給者提供資料

r、

一8一
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4　結果の算出

　4．1半数致死濃度算出に用いる被験物質濃度の決定

　　半数致死濃度の算出に用いる被験物質濃度は，測定値（平均）とした。

4．2　半数致死濃度（LC50）の算出

　暴露開始24，48，72および96時間後の各試験区における，ヒメダカの死亡数と供試個体

数（10尾）から死亡率（％）を求め，以下の方法で半数致死濃度（LC50）を決定した・

最高濃度区における死亡率　≧50％ 〈50％

LC50の決定方法 Probit法，Movingaverage法，
ainomia1法での算出結果から適切
ﾆ判断されたものを採用。

ﾂ能な限り95％信頼区間を算出。

推定される濃度領域を

L載する。

濃度一死亡率曲線の記載 記載する。 記載する。

4．30％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　死亡率が0％である最高濃度および死亡率が100％である最低濃度を可能な限り記録した。

　　また，0％死亡最高濃度とは，死亡個体が観察されない試験最高濃度，100％死亡最低濃度

　とは全ての個体が死亡した試験最低濃度とした。
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5　結果および考察

　5．1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

　　該当する事象はなかった。

5．2　試験液中の被験物質濃度

　暴露開始時および24時間後（換水前）に試験液中の被験物質濃度を測定した。その結果を

Table1に，代表的なクロマトグラムを付属資料一3に示す。

　試験液の分析（3．6参照）の結果，測定値の設定値に対する割合は，暴露開始時において

93～101％，24時間後において91～100％であった。なお，以下の結果（半数致死濃度，0％

死亡最高濃度，100％死亡最低濃度）には測定値を用いた。

5．3　半数致死濃度（LC50）

　各時間における死亡率をTable2に，濃度一死亡率曲線をFigure1に示す。

　暴露96時間の対照区の死亡率は0％であり，試験成立条件を満たした。

　以上の結果に基づき算出された半数致死濃度（LC50）をTable3および以下に，96時間

の算出結果を付属資料一4に示す。

　　　96時間LC50：　0．278皿g／L（95％信頼区間：0、227～0．356mg／L）

5．4　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度をTable4および暴露96時間における各濃度を

以下に示す。

　　　　0％死亡最高濃度　：　0．214mg／L

　　　　100％死亡最低濃度：　0．496mg／L

5．5　毒性症状

　観察された毒性症状をTable5に示す。

　対照区，0．100mg／しの濃度区では暴露期間中に異常な症状は観察されなかった。

0．150mg／L，0．220mg／L，0．330mg／しの濃度区では異常遊泳（動作の緩慢）が観察された・

0．500mg／しの濃度区では観察時点で全魚死亡のため観察は不可能であった。
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5．6　試験液の水温，溶存酸素濃度およびp　H

　試験液の水温をTable6，溶存酸素濃度をTable7，p　HをTable8に示す。

　水温はすべての試験区で24±1℃で，溶存酸素濃度はすべての試験区で飽和溶存酸素濃度

　（24．0℃の飽和溶存酸素濃度：8．25mg／L）の60％以上であり，いずれも試験基準を満たし

た。p　Hはヒメダカの飼育環境として適正範囲（6．0～8．5）内であった。

5．7　試験計画書からの逸脱事項

　該当する事象はなかった。

以　上
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Table1 MeasuredConcentrationoftheTestSubstance in　Test　Water

　　　　　（Semi－StaticC・nditi・n）

　　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

Measured　Concentration　（mg／L）

　　　　（Percent・fN・mina1）

OHour（new） 24　Hours（01d）

Meana　Measured

Concentration
　　　　（mg／L）

Corltro1 〈0．00007 〈0．00007

0．100 0．0965

（97）

0．0907

（91）

0．0936

（94）

0、150 0．151

（101）

0．149

（99）

0．150

（100）

0．220 0．210

（95）

O．219

（100）

0．214

（97）

0．330 0．307

（93）

0．311

（94）

0．309

（94）

0．500 0．498

（100）

0．494

（99）

0．496

（99）

a

new

01d

geOmetriC　皿ean

　　freshlypreparedtests・1utions

　　test　solut　ions　after　24　hours　exposure
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Table2 Mortality　of　the　Medaka　（Or■z」’83　1∂‘ノρθ3）　Exposed　to　the　Test　Substance

　　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

Mean日Measured
Concentration

　　　　（mg／L）

Cumulat　ive　Mortal　i　ty　（Percent　Mortal　i　ty）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Contro1 0 ．．曾，，， o　（o） 0 ．．兜，，， 0

0．100 O．0936
0 （o） 。H

件｢1一一

0 （0） 0

．．曾．．一

（0）

0，150 O，150
1．．皇2！，，， 1，，喰．， 1（10）

0．220 0，214
0 ，，！2！．．

o，！曾．． o

l
l
l
l
I

1．．鯉．．

o

0．330 O，309 5，，鯉．． 9．，鯉，． 9

認
9

O，500 O，496 10（100） 10（100〉 10

（
曾
．
，

鱗
10（100）

a geometric mean

j 一18一
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Table3 Calculate〔i　LC50　Values

Exposure

Period

（Hours）

LC50

（mg／L）

　　　95－Percent

Confidence　Limits
　　　　　（mg／L）

Statistical

　　Method

24 0．309宰 0．214 0．496 Binomia1

48 0．278幸 0．227 0．356 Moving　average

72 0．278＊ 0．227 0．356 Moving　average

96 0．278卓 0．227 0．356 Moving　average

＊ Usingthec・ncentrati・ns・fO．0936－0．496mg／L

Table4 Observation　of　the　Highest　Concentration

Concentrat　ion　in　100％Mortal　i　ty

i　n　O％　Morta　l　i　ty　and　the　Lowes　t

Exposure

Perio（i

（Hours）

Highest　Concentration　in
　　　　　　O％　Mortal　ity

　　　　　　　　　（mg／L）

Lowest　Concentration　in
　　　　　100％　Morta　l　i　ty

　　　　　　　　　（mg／L）

24 0．214 0．496

48 0．214 0．496

72 0．214 0．496

96 0．214 0．496
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Table5 Observed　Toxicological　Symptoms

　　　Nominal

Concentration
　　　　（mg／L）

Mean日　Measured

Concentl・ation
　　　　（mg／L）

　　　　　　　Symptoms

（Symptom－numberoffish）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Control N N N N

0，100 O．0936 N N N N

0，150 O．150 N N N ASR－2

0、220 0．214 ASR－2 ASR－2 ASR－5 ASR－5

O，330

0．500

0．309

0．496

ASR－5 ASR－1 ASR－1 ASR－1

a

N

ASR

geOmetriC　mean

No　tox　i　cological　symptom　was　observed，

　　abnomal　swi㎜ing（reduced　activity）

　　No　observation　was　made　because　all　fish　were 〔1ea〔i　at　this　observation　time．
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Table6 Temperature

　　　Nominal

Concentration
　　　（mg／L）

Meana　Measured
Concentration
　　　　（mg／L）

Temperature　（。C）

O　Hour 24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

new 01d new 01d new 01d new 01d

Contro1

0．100 O．0936

23，8

23，7

23．7

23，7

23．7

23．7

23．8

23．9

23，8

23．8

23．8

23．8

23．7

23．6

23，8

23．9

0．150 0．150 23．7 23．8 23，7 23．9 23．8 23，9 23．6

23．6

24．0

0．220 0，214 23．7 23，8 23．7 23．9 23．8 23．9 24，0

0．330 0．309 23．8 23．8 23．7 24．0 23．8 24．0 23．6 24．1

0．500 0．496 23．8

a

new

old

geOmetriC　mean

　　freshlypreparedtestsolutions

　　test　solutions　after　24　hours　exposure

　No　measurement　was　made　because　al　l　fish　were dead　at　this　observation　time．

minimum：23．

maximum：24．
β
U
－
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Table7 Dissolved　Oxygen　Concentrations

　　　Nominal

Concentration
　　　（mg／L）

Meana　Measure〔i

Concentration
　　　　（mg／L）

Dissolved　Oxygen　Concentration　（mg／L）

O　Hour 24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

new old new 01d new 01d new 01d

Contro1

0．100 0．0936

8．3

8，3

5，5

5．4

8．3

8，3

5．4

5．3

8．3

8，3

5．5

5．6

8．3

8．3

6．0

5，8

O．150 0．150 8，3 5．9 8．3 6，0 8．3 6．3 8．3 6．3

0，220 O，214 8，3 5，7 8．3 5．7 8．3 5．8 8．3 6．0

O．330 0、309 8，3 5．5 8．3 6．8 8．3 7，9 8．3 7．5

O．500 O．496 8，3

a

new

old

geOmetriC　mean

　　freshly　prepared　test　solutions

　　test　solutions　after　24　hours　exposure

　No　measurement　was　made　because　al　l　fish　were cしead　at　this　observation　time，

minimum：5．

maximum：8．
3
Q
U
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Table8 pH　Values

　　　Nominal
Concentration

　　　　（mg／L）

Meana　Measured
Concentration

　　　　（mg／L）

pH

，，9．．、旦照．， 24Hours 48Hours

new
重る1’aH’一”“H”’’’’’””’”’”H一

new
一一 ｢la”一””’””一”一H’’’’’’’’’’’”

new
誰臆§・・

new

．．皇黛．，，，猛鱗§．，

01d

Contro1 7，3 7．0 7．3 7．o 7，3 7、0 7．3 7．0

0．IOO 0，0936 7．3 6，9 7，3 6．9 7，3 7，0 7，3 7，0

0．150 0、150 7、3 6，9 7、4 7，0 7．3 7，0 7，4 7．1

O、220 0，214 7，3 6，9 7．4 7，0 7、3 7．O 7．4 7．0

0，330 0，309 7．3 6，9 7，4 7，0 7．3 7，1 7，4 7，工

0．500 0，496 7．3

皿inimum：6，9

maximum：7．4

a

n　ew

old

geometricmean

　　freshly　prepal『ed　test　solutions

　　test　solutions　after　24　hours　exposure

　No　measurement　was　made　because　all　fish　were dead　at　this　observation　time、
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Tab　l　e　A－1 Dilution　water　quality

Parameter

BOD

COD
pH

Colifbm・groupbacteda

OU

Cadmlum

Cyanide

Lead

C㎞・omium

Arsenic

Mercury

Free　chlorine

Bromi（ie

Fluoride

Sulfi（ie

Total　ammonium

Copper

Zinc

Aluminum

Tin

Mang㎝ese

Iron

Nickel

Total　phospho㎜

Selenium

Phenol

Anionic　su㎡actant

Evaporation　residue

Elec廿ic　conductivi呼

Total　hardness（as　CaCO3）

Alkalini句ジ

Sodium

Potassium

Calcium

Magnesium

一26一

Concentration

＜LO　　mg／L

1．3　　mg／L

　7．4　　　（250C）

N．D．

N．D．

＜0．001mg／L

N．D．

＜0．01　mg／L

〈0．005mg／L

＜0．005　mg／L

〈0．0001mg／L

〈0．02　mg／L

＜0．1　　mg几

＜0．08　mg／L

＜0．03　mg／L

＜0．1　　mg／L

＜0．005　mg／L

＜0．01　mg／L

O．05　mg／L

＜0．1　　mg／L

〈0．l　　mg／L

〈0．1　　mg／L

〈0．01　mg／L

＜0．01　mg／L

＜0．005mg／L

〈0．002　mg／L

〈0．02　mg／L

92　　　mg／L

109　　　μS／cm

40　　mg／L

31　　mg／L

　6．2　　mg丸

くLO　　mg凡

12　　　mg／L

　2．9　　mg／L

sampling（iate：August2，2004



付属資料一2

　試験液の調製
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盧　　1　　　　　’・の葦　亘　．一．．．援．取．量．．．．．．辱一昌－．．．『－．τ＝．＝乞．一一．．－－．．．．豆q．．．．－．．．一一．．雁－．．．．．．甲＿＿＿＿一

　．＿．溶＿塞．＿＿．．．．．＿．．．＝＝乞＿．．量製丞　　　　　　　　　　　　　＿

　＿．．最経容量．．．．．．．．．．．．一．．＝＝乞．．．．＿，．．至9Ω．　　mL　　　　一

　　　容器　　 一＞メスフラスコ500mL　　　．．＿．．＿．
　　　濃度　　 一一п@

19旦．．．一．＿．．o］副』．．＿．．．．．．，．．．．．．．．．

　二二二：二湿登方義．．．．．．．．．．．．．．』二二之．＿及」二撹建順允．超章漁分．．．．．．．．．＿＿

讐記の表の通り採取し，試験用水で希釈して試験液とする．

　麸験通水1暈縫餐量）．＿．＿τ＝＝≧＿．＿．、．．．5二9．．．　L　　　　　　　　　　一

　　　容器　　 一一
пD．与Ω」容が乏盈水槽．．．．．．．．．．．．＿．．＿．．．．＿

　二二二二＝涯萱方式．．．．．．．．＿．．．．τ＝τ乞．．．．』撞7盈棒空撮控．．．．．．．．．．．．．．．＿．．．．＿．＿＿

　　　濃度公比　　　　　　一一＞　　　　1、5　　　　　　　　　　　　　．．．

（以下の濃度表示は，最小桁数に合わせている）

設定試験濃度

　m　L
対照区

区Nα

（略称）

　C
0．100　　　Conc．1

0．150　　　　Conc．2

0、220　　　　Conc．3

0、330　　　　Conc．4

0．500　　　　Conc、5

一一一

一〉
一一
一一
r

一一
一一

①原液

　mL
　　　O
　　5、00

　　7．50

　　11．00

　　16．50

　　25．00
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H 　 跳 甥 憩 3 珍 事 断 碑

一
） ¥ 跳 鄭 熊 （ 賄 海 図 舜 藩 即 灘 欝 奥 印 》 ぴ 汁 粟 田 部 潮 繋 づ 部 謝 。 詩 想 ） 。 』 ㎝ 目 尽 蟄 冊 蓼 《

　 図 、 Σ 臼 無 爵 「 ヌ 黛 ＼ f ＼ マ 嘩 蕪 陣 辣 営 C 驚 ゆ 愛 い O ＼ ζ ω 胃 汁 G ゆ 郭 ¢ 葎 。 2 細 書 計 時

　 口 4 丁 、 繍 卜 嘩 コ 頭 目 。 ） 山 山 （ に ） 闇 （ ω y （ “ γ （ ㎝ y （ 『 y （ o 。 ） 闇 （ O y （ H O ） π 帥 C 葎 。

N
） 寀 C ＼ 一 、 マ 4 畿 腱 C 准 賄 構 蕩 蕩 。 ■ ↓ ㎝ 県 嘩 讐 詩 調 》 へ 判 ＼ Σ 自 然 冴 「 鎌 建 洪 嘩 礪 帥 魏 営 ⊂

灘 ゆ 燃 ” ［ O ＼ ζ ω π 汁 O 串 導 ⊂ 葎 D 降 口 純 プ 、 焔 卜 嘩 「 一 σ q ⊆ 冨 ＞ ゐ 歯 （ 一 ン （ 。 ） π 帥 C 葎 。

ω
）

囃 ｵ 卿 鳶 8 購 騨 書 餌 離 洲 聾 か 串 黒 黒 胃 謹 冊 ⊂ 詩 購 黛 磯 鳶 8 匡 r 昏 日 曲 嘩 謡 σ づ 」 歎 藩

　 脚 酔 胃 汁 O 冊 陣 C 詩 。

　 舜 酋 脚 飄 飄 叢 雲 N 跳 輝 藩 隔 聾 唖 3 曄 薄 ｝ 臼 ぴ 葎 。 パ 藩 陣 鄭 曝 書 蔦 F 　 回 灘 酢 嘩 認 翻 ¢ バ で ノ

　 ぴ 。 　 （ 「 o o 　 郵 廊 聡 」 騨 掴 ）

、 　 ！

、 。 、

1 ω O ー



国 　 酬 笛 藤 丼 降 口 く プ 、 薄 口 収 一 費 即 串 卑 （ ［ O ＼ ζ ω ） 蟄 研 冷 辞

（ 贈 瑚 ）

酬 臨 薄 書 懸 口 刈 プ 、 粗 口 碑 即 φ 郭 牢 ＞ o q 二 〇 耳 ＝ O O 瞳 多 ω

　 　 ） 一 昏 N 当 一 で 出 て 一 言 二 雪 け ＝ O 。 峯 ー ヌ ． 寛 尋 ↓ 田 V （ 養 ＆ o 潮 る ）

　 酔 臨 落 書 野 口 4 丁 、 闘 刈 （ 弔 8 ） 月 　 　 ） 『 q 自 。 言 ↓ 。 。 ぎ o H o σ q 一 。 。 。 ＝ 。 。 随

　 　 激 疑 鷲 ヰ 一 　 　 　 　 　 　 〇 一 ω ↓ O ＞ 謄

　 　 確 贈 託 て 純 一 　 　 　 　 　 〇 ｝ ω H N ＞ 躍 （ ） ． ≒ 騨 ． 篭 ． ）

　 　 斗 f プ ヰ V 純 郊 H 　 　 　 　 O 一 ω H ω ＞ 瞳

　 　 逼 郊 卜 尋 一 隅 蟹 目 　 　 　 　 O H ω H ① ＞ 謄

　 　 四 脚 醐 海 部 旺 詣 （ 誘 O ） 一 〇 H O （ 9 ∪ 腿

（ 熟 奔 ）
音 部 ＞ 日

計 畑 ＞ 斗 一 風 マ ，

璃 舗 藩 一

　 翼 挙 醇 》 卸 一

　 餅 隣 り

」 匡 強 － 田 （ 弐 目 8 呂 。 § 「 『 婁 塞 H 。 旨 畳 。 ・ 1 寄 身 暑 尋 ） 弓 ¢ 荘
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