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　　　　　　　　　　　　　　　　試験実施概要

1．表題：　　　ジメチルホルムアミドのヒメダカ（Orア幻∂5ノ飢fρθs）に対する急性毒性試験

2．試験目的：　ジメチルホルムアミドについて，ヒメダカ（Or％fa51飢功θ5）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。

3．適用ガィト’ライン：本試験は，OECD化学品テストガイドラインNo．203「魚類毒性試験」

　　　　　　　　　（1992年）に準拠した。

4．適用G　L　P：本試験は環境庁のG　L　P規則に準拠した。

5．試験委託者

　名称：　　　環境庁

　住所：　　　〒100　東京都千代田区霞ヶ関一丁目2－2

　委託担当者：環境庁企画調整局環境保健部環境安全課保健専門官　　　　　 　

6　試験受託者：

　名称：　　　株式会社三菱化学安全科学研究所

　所在地：　．〒105　東京都港区芝二丁目1－30

7　試験施設：

　名称：　　　株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所

　所在地：　　〒227神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地
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8．試験関係者：

試験責任者 （1996年　 3月29日）

試験担当者

分析担当者

■
。
■

（1996年　 3月29日）

（1996年　 3月29目）

（1996年　 3月29目）

9．試験期間： 試験開始目

試験終了日

暴露期間

1995年10月23日
1996年　3月29目
1996年　2月　5日～1996年　2．月　9目’

10　保管：

　　試験計画書，生データ，記録文書，試験報告書および被験物質は，試験報告書作成後

　　10年間，株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所の保管施設に保管する。その後

　　の保管については試験委託者と協議のうえ決定する。
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要　　旨

試験委託者

環境庁

表　　題

　ジメチルホルムアミドのヒメダカ（Orアzf∂51θむゴρθ5）に対する急性毒性試験

試験番号

5B480G

試験方法

　　　本試験は，OECD化学品テストガイドラインNo．2叩「魚類毒性試験」　（1992年）に準拠

　　して実施した。

1）被験物質：　ジメチルホルムアミド

2）暴露方式：　半止水式（24時間毎に試験液の全量を交換）

3）供試生物：　ヒメダカ（Orπ拍51飢iρθs）

4）暴露期間：　96時間

5）試験濃度（設定値）：対照区および100mg／L（限度試験）

　　　　　　　　（助剤は使用しなかった）

6）試験液量：　5．OL

7）連数：　　　1容器／濃度区

8）供試生物数：10尾／濃度区

9）試験温度：　24±1℃

10）照明：　　　16時間明／8時間暗

11）被験物質の分析：G　C法

結　　果

　　　1）試験液中の被験物質濃度：測定濃度の設定濃度に対する割合は±20％以内であった。し

　　　　たがって，結果の算出は設定濃度に基づいて行った。

　　　2）96時間の半数致死濃度（LC50）：〉100mg／L
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1　被験物質

1．1名称，構造式および物理化学的性状

名称：

構造式＝

分子式：

分子量刈：

10g　Pow＊2：

水への溶解度＊2：

蒸気圧＊2：

密度判；

融点＊2：

沸点＊2：

ジメチルホルムアミド

HCON（CH3）2

C3H7NO

73．09

－O．87～一〇．59

可溶

3．7㎜Hg　（25℃），

O．9489／mL　（20℃）

一61℃

153℃

2．7㎜Hg　（20℃）

＊1：供給者提供資料

＊2：環境化学物質要覧一環境庁環境化学物質研究会編，丸善（昭和63年）

L2　供試試料

　純度＊1：

　水分＊11

　　不揮発物刈：

　　ロット番号＊1：

　　供給者：

　　供給量＊1：

　　入手日：

　　外観＊1：

　　水溶状刈：

　　エタノ舳溶状＊1：

100．O％

O．09％

O．OO5％以下

SKJ4874

500皿L

1995年10月9日
無色澄明液体

澄明

澄明

＊1：供給者提供資料
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L3　被験物質の確認および保管条件下での安定性

　被験物質は当研究所の冷蔵庫に保管した。

　入手した被験物質について赤外吸収スペクトルを測定し，被験物質の構造と矛盾が認めら

れないことを確認した。試験終了時にも同様にスペクトルを測定し，試験開始前に測定した

　スペクトルと比較した。その結果，スペクトルに変化は無かったことより被験物質は保管中

　安定であったと判断された。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！
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2　供試生物

1）　一般名：

2）　学名：

3）被鱗体長：

4）　体重：

5）　供給源：

6）　入手日

ヒメダカ

。τアzf∂5！飢fρθ5

2．1cm（L9～2．4cm），nニ10

0．189（0．12～O．259），nニ10

新倉養魚場（神奈川県伊勢原市下谷1217）

1995年10月25目

塾
　試験条件と同条件（水質，温度等）で45目間，飼育馴化した。餌は市販のテトラミンを

与えた。暴露開始の24時間前からは給餌しなかった。試験には肉眼的に健康で正常な個体

を使用した。暴露開始前7日間の死亡率は5％以下であった。また，基準物質（硫酸銅

　（II）五水和物，試薬特級）よる96時間の半数致死濃度（LC50）は0．88mg／しであった。この

供試魚は暴露開始の45日前に疾病予防処置としてエルノ・㌧ジュ①により薬浴を行った。薬浴は流

水条件下で行い有効濃度に暴露された時間は約4時間であった。

エルハ㌔ジュ②：有効成分，ニフルスチレン酸ナトリウム上野製薬㈱

3　試験方法

3．1試験条件

1）　暴露方式：

　　暴露期間：

　　試験液量：

4）　連数：

5）　供試生物数：

2
）

3
）

）
）6
7
8
）

エアレーション：

試験温度：

照明：

9）　給餌：

半止水式（24時間毎に換水，水中の溶存酸素濃度を飽和値の60％以上に

維持するため）

96時間

5．OL

1容器／濃度区

10尾／濃度区

無し

24±1℃

16時間明／8時間暗

無給餌
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3．2　希釈水

　脱塩素水（横浜市水道水を活性炭処理し，残留塩素等を除去した後，充分通気したもの）

　を使用した。希釈水の硬度は50mg／L（CaCQ3換算），p　Hは7．9であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［付属資料一1］

3．3試験容器および恒温槽等

1）試験容器：

2）恒温槽：

3）水温計：

4）p　H計：

5）溶存酸素計：

5．O　L容ガラスビーカー

塩ビ製水槽（恒温装置，ダイテック製

横河電機製　245502型

東亜電波製　HM－40V型

電気化学計器　DOL－10型

クー1レニットCL－80F型）

3．4　試験濃度の設定

　本試験の実施に先立ち，対照区および1000mg／しの濃度区（各1連，5尾／濃度区）を設定

　し予備試験を行った。その結果，96時間の死亡率は1000mg／L区で0％であった。

　　したがって，96時間LC50は100mg／L以上と判断されたことより本試験は400mg／しの限度試

　験とした。

3．5試験液の調製

　被験物質500mgを希釈水で5．Oしに定容とし試験液とした。対照区には希釈水用いた。

一11一



3．6　試験液の分析

　試験開始時および24時間後に各試験水槽より試験液約2．OmLを測定容器に採取しG　Cで分

析した。試験液の分析に際しては，試料測定毎に標準溶液の測定を行い，そのピーク面積比

　から定量した。詳細は付属資料一2に示した。

3．7　試験操作

　　暴露開始時に供試魚と同水槽で馴養した魚10尾の重量および被鱗体長を測定した。

　　各試験水槽の試験液の水温，溶存酸素濃度，pHを測定後，試験水槽中に供試魚を1濃度

　区当り10尾投入した。水温，溶存酸素濃度，pHは試験開始時および24時間毎の換水前後に

　測定した。暴露期間中給餌は行わなかっ之。

　　暴露開始後，24，48，72及び96時間後に死亡個体数＊および観察された毒性の徴候或いは

　異常（例：外部刺激への反応異常，平衡感覚喪失，遊泳異常，呼吸機能の異常，体色変化，

　背曲がり，出血等）を記録した。死亡個体を発見した場合水質の悪化が起こらないよう速

　やかに取り除いた。

　　＊：ステンレス製ピンセットの先で尾部に軽く触れ反応がない個体を死亡とみなした。

4　結果の算出

　　　100mg／しの限度試験のため半数致死濃度（LC50）の算出は行えなかった。
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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

　　該当する事象は無かった。

5，2試験液中の被験物質濃度

　試験開始時および24時間後に試験液中の被験物質濃度を測定した。試験開始時の濃度は

106mg／L（設定値100mg／L）であり，24時間後の濃度は102mg／しであった。測定濃度の設定濃

　度に対する割合は±20％以内であった。したがって，結果の算出は設定濃度に基づいて行っ

　た。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table1（p．15），付属資料一2］

5．3　半数致死濃度（LC50）

　　100mg／しの限度試験のため半数致死濃度（LC50）の算出は行えなかった。被験物質に96時間

　暴露したヒメダカの死亡率は100mg／しで0％であった。したがって，96時間の半数致死濃度

　（LC50）は〉100mg／しと判断した。対照区の死亡率は0％であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2～3（P．16～17），Figure1（P．22）］

5．4　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　　100mg／しの限度試験のため，この濃度以上の試験は行わなかった。したがって，ヒメダカ

　のO％死亡最高濃度は〉100mg／しであり，100％死亡最低濃度は〉100mg／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4（P。17）］

5．5　毒性症状

　　対照区およびで100mg／L区では試験期間中に異常な症状は観察されなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table5（P．18）］
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5，6　試験液の水温，溶存酸素濃度およびp　H

　試験期間中の水温はすべての濃度区で24±1℃であった。溶存酸素濃度は6．5～8．5mg／しで

あり，すべτの試験水槽で飽和溶存酸素濃度の60％以上であった。p　Hは7．4～8．Oであった。

　　（24。O℃の飽和溶存酸素濃度：8．25mg／L）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　［Table6～8（P．19～21）］

以　上
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Table　L Measured　Concentration　of　the　Test　Substance　During　a　96－Hour　Exposure

　　　Nominal

Concentration

　　　　mg／L

MeasuredC。ncentfati・n，mg／L

　　　　（Percent　of　Nomina1）

O　Hr 24Hr

Meana　Measured
Concentration

　　　　　mg／L

Contro1 く12 〈12

’iδδ ”Tδ6”’

（106）

”T6壱’”●

（102）

’Tδ蓬”’

（104）

new：

01d：

freshly　prepared　test　solutions

test　solutions　after　24hours　exposure　period

a：geometric mean
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Table2． Moftalityofthe

Sub　stance

Orangekillifish（Oryzias1坐）Exp。sedt。 the　Test

　　　Nominal

Concentration

　　　　mg／L

Cumul　at　i　ve　Number　of　Dead　（Percent　Morta　l　i　ty）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

COBt王01 O ．勲 。．19≧． o ．19）． 0

100 O （0） 0　（0） 0 （0） 0

．勲．

（0）
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Table3． Calculated　LC50　Values

Exposure

Period

（Hours）

LC50

（mg／L）

　　　95－Percent

Confidence　Limits
　　　　　（mg／L）

Statistica1

Method

24 〉100 一一　　　　～　　　　一一

48 〉100 辱一　　　　～　　　　一一

72 〉100 一一　　　　～　　　　一一

96 〉100 一帰　　　　～　　　　一一

Table4． Observation　　of　the　Highest　Concentration

Concentration　in　100％　Mortality　Values

in　O％　Mortality　and　the　Lowest

，

Exposure

Period

（Hours）

Highest　Concentration　in
　　　　　　O％　Mortality

　　　　　　　　　（mg／L）

Lowest　Concentrat　ion　in

　　　　　lOO％　Mortality

　　　　　　　　　（mg／L）

24 100

’48 100

72 100

96 ．100
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Table5． SymptomsofT。xicityObserve煙intheOrangekillifish（魑壁）

　　　Nominal

Concentration

　　　　mg／L

Sympt？ms

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Contro1 N N N N

100 N N N N

N Notoxicologicalsymptomwasobserved
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Table6． TemperatureValues

　　　Nominal

Concentration

　　　　mg／L

Temperature，℃

O　Hour 24Hours 48Hours 72　Hours 96Hours

new 01d new 01d new 01d new old

．．990土工91． ．呈色二．エ．． ．．3蔓二．昼．． ，2昼：．至．． ．2塾：．エ．． ．3邑二．≦｝ ．．3免．皇． ．2登：．β．．

23．4

．2il：．エ．．

100．0 24．0 24．2 23．6 23．9 23．4 23．4 23．4

new：

01d：

freshlypreparedtestsolutions

tests。1uti。nsafter24h・ursexp・sureperi・d
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Table7．
DissolvedOxygenConcentrations

　　　Nominal

Concentration

　　　　mg／L

Diss。1vedOxygenC・ncentrati・n，mg／L

O　Hour 24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

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

．勲伽1．．
．登∫．．生． ．旦：．．＆． ．．聲二二＾旦．． ．エニ．9． ．璽二．昼． ．亘1．．τ． ．β二、登．

8．2

．員二．互．

100．0 8．4 7．0 8．5 7．4 8．3 6，9 6．8

new：

old：

freshlypreparedtestsolutions

tests。1uti。nsafter24h・ursexp・sureperi・d
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Table8． pH　Values

　　　Nominす1

Concentration

　　　　mg／L

pH

O　Hour 24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

new 01d new 01d new 01d new old

．．9鱒m玉．
．エニ．豊． ．エ：．．歪． ．．Z二．エ． ．エニ．旦．． ．エr．．豊． ．エ：．．量． ．．z二．旦、 ．エ∴．歪．

100．0 7．8 7．5 7．9 7．7 8．0 7．5 7．8 7．5

new：

01d：

freshlypreparedtestsoluti・ns

test　solutions　after　24　hours　exposure period
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Figure1 Concentration－Response　Curve

10

「

Concentration（mg／L）

→一24hour
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－e－96hour
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付属資料一1

　希釈水の水質

一23一



Water　Qual　ity　of　Dilution　Water

Parameter

COD

Total　phosphorus

pH

Col　iform　group　bacteria

Mercury

Copper

Cadmium

Zinc

Lead

Al　umi　n　ium

Nickel

Chromium

Manganese

Tin

Iron

Cyanide

Free　chlorine

Bromide　ion

Fluoride

　Sulfide　ion

　　　　　　　　　　　　　　「
　Ammonium　ion

Arsenic

　Selenium

　Evaporation　residue

Electricconductivity

T・talhardness（asCaCO3）

　Alkalinity

Sodium

　Potassium

Calcium

　Magnesium

一24一

Concentration

〈1mg／し

くO．01　mg／L

7．9（22℃）

N．D．

〈0．0001　mg／し

くO．001mg／し

くO．001　mg／L

　O．02　mg／L

〈0．01　mg／L

O．05mg／L

〈0．01mg／L

〈0．01　mg／L

〈0．1　mg／L

〈0．1　mg／し

くO．1　mg／L

〈0．001　mg／L

　O．01　mg／L

〈O．1　mg／L

〈0．1　mg／L

〈0．03　mg／L

〈O．1　mg／L

〈0．01　mg／L

　〈O．01　mg／L

110mg／L

140μS／cm

50mg／L

40mg／L

　　6．6mg／L

　　1．2mg／L

　　7．8mg／L

　　3．6mg／L

measured　date：　November　24，　1995



付属資料一2

試験液の分析方法
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試験液の分析方法

1　試験液の分析方法

　　　　　　　　　（1） 各試験容器より試験液約2．OmLを測定容器に採取

　　　　　　　　　↓

　　　　　　（2）　GCで測定

一26一



2　ガスグロマトグラフィー（G　C）測定条件

（装置）

　　　　ガスクロマトグラフ：　　HEWLETTPACKARDHP5890SERIES　n
　　　　オートサンプラ：　　　HEWLETT　PACKARD7673
　　　　検出器：　　　FID（Flame　Ionization　Detector）

　　　　データ処理装置：　　　HEWLETT　PAC漁RD　GC－AED－MS　ChemStation

（条件）

　　　　カラム：HPFFAP25m×0．20㎜×0．33μm

　　　　キャリアーガス：ヘリウムLOmL／min
　　　　オーブン温度：　40℃（L　Omin）　→　12℃／min→　140℃（0．7min）

　　　　注入口温度：　　140℃
　　　　検出器温度：　　230℃
　　　　注入方法：　　　Split　　　　　Split　Ratio：30／1

　　　　注入量：L　OμL

3　検量線

　　被験物質の1000mg／L水溶液を調製し，順次，水で希釈しO，50，100，200，500，

　　1000mg／しの標準溶液を調製した。この標準溶液を，G　Cに注入しピーク面積を測定した。横

　　軸に濃度を（mg／L），縦軸にピーク面積（count）をとり，検量線を作成した。検量線はほ

　　ぼ原点を通る直線となり，最小二乗法による直線回帰式の相関係数はL　OOOOOと良好であっ

　　た。

4　定量限界

　　最小検出ピーク面積を20countに設定し，これに相当する試験液中の被験物質濃度12mg／L

　　を定量限界とした。

5　添加回収試験

　　試験液の分析は，　「1　試験液の分析方法」に示したように試験液を直接G　Cで分析する

　操作だけであるので添加回収試験の必要は無かった。したがって，’回収率の補正は行ってい

　　ない。
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Fi　gure　A－2－1 Cal　ibrat　ion　Curve　of　the　Test　Substance　by　GC　Analys　i　s
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FigureA－2－2 　　　Representative　chromatograms

（1）　Standard　100mg／L；　O　hour
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Figure　A－2－2 　　　Representativechromatograms

（2）　Control　；　O　hour
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Figure　A－2－2 Continued

（3）　100mg／L　nomina1；　O　hour
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Figure　A－2－2 Continued

（4）Standard100mg／L；24hour
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Figure　A－2－2

（5）

Continued

Contro1　；　24 hour

ヰ1ヨ

甲
［

つ
一

∠ヒ1

1巨ド

1一

5i　qna1 i　〔ロ‘　DRTR：4・13巳　R巳5円．口

　　　　　　’

／

「　臼
1

つ 　　　尋　　　　　　E

Tlrle　（mirl　〕

Q
し1

1［1

S」gn邑⊥　1　0f　DATA：430
0∩T6：’ト8②　角②5（．D

No　pe己レ．5　detected

（の5A．D

一33一



Figure　A－2－2 Continued

（6）100mg／Lnomina1，24hour
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