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信頼性保証証明

株式会社クレハ分析センター

試験委託者　　　　環境庁

表題：DL一メチオニンの藻類（3θ・θ刀∂s舵＿pr・。。r刀．孟α加）に対する

　　　　　生長阻害試，験

試験番号： NO1998一生09

．本試験は試験計画書および騨操作手ll眞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通り確認した。

記

実　施　日 運営管理者への

�嵩
試験責任者への

�嵩
試験実施状況査察 1999年2月16目

P　999年2月　1　9目

1999年2月17目

P　999年2，月22日

1999年2月17日

P999年2月22目
試験報告書監査 1999年7月26日 1999年7月26目 1999年7月26日

1999年7月30目
信頼性保証業務担当者：
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試　　験　　実　　施　　概　　要

1．表題： D　L一メチオニンの藻類（5θ1θη∂計測加・θPT∫oom〃甜切に対する生長阻害

試験

2，試験目的二D　L一メチオニンについて、藻類（5θノθ偲鉱r傭08pが。。1”々む．加）に対する

　　　　　生長阻害試験を行い、生長阻害濃度（EC50）および無影響濃度（NOEC）を求め

　　　　　る。

3・適用ガイドライン：本試験は・・ECD化学品テストガイドラインN。．2・1r藻類生長

　　　　　阻害試験」　（1984年）に準拠して実施する。

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：　　　〒100－8975　東京都千代田区霞ヶ関一丁目2－2

　　委託責任者：環境庁企画調整局環境保健部環境安全課環境リスク評価室

　　　　　　　　　 　

6、試験受託者

　　名称：
　　　所在地：

7．試験施設：

　　名称：

　　所在地：

株式会社クレハ分析センター

T974－8686　福島県いわき市錦町落合16番地

株式会社クレハ分析センター

T974－8686　福島県いわき市錦町落合16番地
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8．試験関係者：

試験責任者（生物）

試験責任者（理化学）

試験担当者（生物）

試験担当者（生物）

■試験担当者（生物）

試験担当者（生物）

（1999年　7月30目）

（1999年　7月30日）

（1999年　7月30目）

（1999年　7月30日）

（1999年　7月30目）

（1999年　7月30目）

試験担当者（理化学） （1999年　 7．月30目）

9．試験期間：　試験開始目　　1999年　1月　4目

　　　　　　　　試験終了日　　1999年　7月30目

　　　　　　　　暴露期間　　　1999年　2月16目～

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1999年　2月19目
10．保管：

　試験計画書、生データ、記録文書および試験報告書は、試験報告書作成後10年間、

株式会社クレハ分析センターの保管施設に保管する。その後の保管については試験委

託者と協議の上決定する。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　旨
　試験委託者　　　環境庁

表題 @DL一メチオニンの藻類（Sθノθ刀　6rα加。鋤．．r刀．孟α加月こ対する生
　　　　　　　　　長阻害試験

　試験番号　　　　　NO1998一生09

試験方法

本試験は・OECD化学品テストガイドラインN・．2・1r藻類生長阻害試験」

　　　　　　　（1984年）に準拠して実施した。

　　1）被験物質＝　　　D　L一メチオニン

　　2）培養方式：　　　振とう培養（100，pm）

　3）供試生物種：5θ・θ甑r…pr・一価叛（ATCC22662）

　4）温度：　　23±2℃
　5）暴露期間。　　　72時間
　6）試験液量：　　　100mL（O　E　C　D培地）

　7）照明：　　4…～5・…ux（連続照明）
　8）初期細胞濃度：　1x　l　O4c　e　l　l　S／mL

9）試験濃度： @対照区・・…、32・、…、32、、。、3．2、
　　　　　　　　　　　1．0、　0．32mg／L
10）試験榊の被験物質の蜥：HPLC法（暴露開始時、終了時）

結　　果

1）生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度

　　　　EbC50（0～72h）：43・2mg／L（95％信頼区間：12．、㎎／L

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～154nlg／L）

　　　　無影響濃度（NOECb）：1．Omg／L

2）生長速度の比較による生長阻害濃度

　　　　ErC50（24－48h）二1000mg／L以上
　　　　無影響濃度（NOECr）　　：3．2㎎／L

　　　ErC50（24－72h）：1000mg／L以上
　　　無影響濃度（NOECr）　：32mg／L
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被験物質

1名称、構造式および物理化学的性状

　　名称：　DL一メチオニン

　　　　　（　CAS：59－51－8）
　　　　構造式：

　　　　　　　　　　　　　　　NH20
　　　　　　H3C－S＋C－6一♂

　　　　　　　　　　　H2H2H　bH

1．　2

　　分子式：　CH3S（CH2）2CH（NH2）COOH

　　分子量：　14g．21
　　安定性＝　安定

　　1一オクタノール／水分配係数（10gP）：報告されていない

　　水への溶解度＝33．81　g／L　（25℃）
　　蒸気圧二　報告されていない

供試試料一

購入先：

入手先：

入手目：

ロット番号：

外観＝

純度及び不純物

1998年11月20目
A　C　H6705
白色粉末

　100．3％

1．3　被験物質の確認および保管条件下での安定性

　被験物質は当施設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結果、スペクトルに変化は認められなかったことより被

験物質は当施設の冷蔵庫に保管中は安定であったと判断された。
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2　供試生物

　試験には、単細胞緑藻類であるSθ1θη∂s改1一ひ加。∂ρr∫oo畑鷹〃加を用いた。

　本種は、当施設において無菌的に継代培養しているものである。基準物質（重クロム

酸カリウム、試薬特級）による72時間の生長阻害濃度（EbC50）は、0．84㎎／L
　であった。

前培養

　試験に供す藻類は試験条件と同じ条件で暴露開始前に4日間培養したものを使用した。

3　試験方法

3　1試験条件
　1）培養方式：

　2）温度：

　3）暴露期間：

　4）試験液量：

　5）照明：

　6）初期細胞濃度：

振とう培養（100rpm）

23±2℃
72時間
100mL（OE　CD培地）

4000～50001ux
lxlO4cells／mL

（連続照明）

3　2　培地
　　前培養および試験ともにOE　CD化学品テストガイドラインに示されている培地を

用いた。

　　　　　　　　　　　　　　　〔Table1（P．13）］

3．　3 試験容器、藻類培養試験装置および機器等

試験容器：

藻類培養試験装置：

光学顕微鏡：

細胞計測器：

p　H計：

温度計：

照度計二

300mL容ガラス製三角フラスコ
藻類試験培養器　　　（宮本理研工業　GT－40S）

オリンパス倒立培養顕微鏡　　（I　MT413型）

血球計算盤

東亜電波工業　（HM－30V）
ガラス水銀温度計

柴田科学器械工業（ANA－F9型）

3　4　試験濃度の設定

　予備試験の結果を基に，1000，320，
0．32mg／しの濃度区および対照区を設定した。

100，32，10，3．2，1．0，
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3　5　試験液の調製

　　試験培地にD　L一メチオニンを加え10000mg／しの原液を作製した。この原液

　をオートクレーブ滅菌した培地に添加し、各濃度区の試験液を調製した。　（原液は濾

過滅菌したものを用いた）

3　6　試験液の分析

　開始時および72時間後に各試験区の容器より試験水10m　Lを採取し、H　P　L　Cに

より分析した。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。詳細は付属資料一1に示した。

3　7　試験操作

　前培養した藻類の細胞数を計数し、試験液中の細胞濃度が1x104cells／mしとな

るように、前培養液の一定量を試験液の入った容器に添加した。

　各試験容器を23±2℃の培養装置に設置し、試験を開始し、24，48および72
時間に細胞濃度を測定した。細胞濃度の測定は各試験容器より試験液2．OmLを採取

し、その一部を血球計算盤で顕微鏡下で計測した。

　試験液調製時のp　Hは3連の他に予備1本について測定し、各濃度区の暴露開始時の

p　Hとし、終了時には3連全て測定した。試験期間中、培養装置内の温度、照度を少

なくとも1目1回測定した。

4　結果の算出

4，1藻類生長曲線

　試験区および対照区の細胞濃度の平均値を時間に対してプロットし、生長曲線を作成
した。

4．2　藻類生長阻害濃度の算出

　　次に下記の方法で生長阻害濃度を算出した。

　1）生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度（EbC50）

　　生長曲線下の面積は次の式により算出した。

　　　A＝（N1－No）／2xt1＋（N1＋N2－2No）／2x（t2－t1）＋．．．．．．．＋（Nn－1＋Nn－2No）／2x（t、、一tn－1）

　　　　ここで、

　　　　A　：生長曲線下の面積

　　　　N。：暴露開始時の設定細胞濃度（cells／mL）

　　　　N1：t1時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　　　N、：t、時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　　　t　l：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　　　t．：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

生長曲線下の面積より各濃度区における生長の阻害百分率（I　A）を次の式により算出し
た。

I　A＝（A。一A，）／A。＊100
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ここで、

Ac：対照区の生長曲線下の面積

A　t：各濃度区における生長曲線下の面積

ロジット法によりEbC50（0－72）およびその95％信頼区間を算出した。

2）生長速度の比較による生長阻害濃度（E．C50）

　　指数増殖している培養での細胞濃度の平均値から平均の生長速度（μ）を次の式よ

　り算出した。

μ＝（1nN・ヨnN、）／（t、一t、）

　　　ここで、

　　　N、：t1時の実測細胞濃度（cel］s／mL）

　　　N。：t。時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　　t　l：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　　t・：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

平均の生長速度（μ）より各濃度区における平均生長速度の低下百分率を次の式1こ

より算出した。

Im＝（μ。一μ，）／μ。x100

ここで、

μ。：対照区の平均生長速度

μ，：各濃度区における平均生長速度

平均生長速度磐下百分率（1・）を濃度に対してプ・ットし、試験最高濃度1こお

いても低下百分率が5・％を越えないのでErC5・（24－48）、ErC5・（24－72）は試験最高

濃度以上とした。

4　3無影響濃度（NOEC）の算出

露盤辮騰離籍麟誌晶纈警・・て有意



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

　　認められなかった。

5．2　試験液中の被験物質濃度

　　暴露開始時の被験物質濃度は0．32～1060mg／L（設定値0．32～1000
　mg／L）であり、暴露72時間の被験物質濃度は0．25～1050mg／L（設定値

　0．32～1000㎎／L）であった。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2（p．13）、付属資料一1］

5．3　藻類生長曲線

　　対照区における細胞濃度は72時間の培養で80倍以上に増殖し、試験条件下で正

　常な生長を示した。　設定濃度1000mg／L区でも20倍以上の生長が認められた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔Table3　（p．14）、Figure1　（p．18）］

5．4　半数影響濃度（EC50）および無影響濃度（NOEC）

　1）生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度（EbC50）

　　EbC50（0－72h）は43．2㎎／しであり、その95％信頼区間は12．1㎎／
　L～154㎎／しであった。対照区と比較して有意差が認められない最高試験濃度

　　（無影響濃度（NOECb））は1．0㎎／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　〔Table4，5（P．15，16）、Figure2（P．19）］

2）生長速度の比較による生長阻害濃度（ErC50）

　ErC50（24－48h）、ErC50（24－72h）はそれぞれ1000mg／L以上で
あった。対照区と比較して有意差が認められない最高試験濃度（無影響濃度

　（NOECr））は、それぞれ3．2㎎／L、32㎎／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　〔Table4、5（P．15，16）Figure3（P．19）ユ

5．5　温度およびpH
　　72時間の暴露期間中の藻類培養試験器内の温度は23．0℃であり、その平均温

　度は23．0℃であった。試験液のp　Hは暴露開始時が7．9～9．4であり、試験終

　了時が8．3～10．4であった。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6，7（P．17）］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以上
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Table　l　　　　OECD　media

Nutrient　salts concentration　（mg／L）

H3BO3

MnC12・4H20
ZnC12
FeC　l3・6H20

Na2EDTA・2H20
CoC　l2・6H20

Na2MoO4・2H20
CuClゴ2H20
CaClゴ2H20
NH4Cl
KH2PO4
NaHCO3
MgC12・6H20
MgSO4・7H20

0．185
0．415
0．003
0．08
0．1

0．0015
0．007
0．00001
18
15
1．6
50
12
15

Table2 MeasuredConcentrationsDuringa72－HourExposureto
命zθ％3加盟召躍／a陥〃吻

　No皿inal

Concentrat　i　on

　皿9／L

OHour

　皿9／L

MeasuredConcentration（皿9／L）

Percent　of　　　　　72　Ho通r

　No皿inal　　　皿9／L

Percent　of

　No皿ina1

1000

320

100

32

1
0

3．2

1．0

0．32

Contm1

1060

337

106

34．1

10．2

3．27

LOO

0．32

N．D

106

105

106

107

102

102

100

100

1050

329

103

32．6

9．63

3．07

0．92

0．25

N．D

105

103

103

102

9
6
9
6
9
2

78

13



Table3． Cell　Density　of　Sθ1θ刀θ3孟r〃加　o∂P1＾foor刀〃孟〃加

　　　Nominal

Concentration

　　　　　mg／L　　　No．

Ce11Density（x10 ceUs／mL）

O　Hour 24Hour 48Hour 72Hour

Contro1 1
2
3

L　OO

1．00

1．00

5．50

5．00

5．00

25．25

26．50

24．50

81．25

79．75

82．25

Average

S．D．

1．00

7
9
1
2
5
0

25．42

1．O1

81．08

1．26

0．32 1
2
3

1．00

1．00

L　OO

4．50

5．25

5．25

26．50

24．50

26．00

81．00

80．25

78．75

Average

S．D．

1．00

0
3

0
ノ
仕5
0

25．67

1．04

80．00

1．15

1．0 1
2
3

0
0
0

0
0
0

6．00

5．50

5．25

「
0
0
5

2
「
0
2

り
乙
5
4

2
2
0
乙

78．25

81．50

85．25

Average

S．D．

1．00

8
8
5
3
5
0

24．00

1．64

81．67

3．50

3．2 1
9
白
3

0
0
0

0
0
0

5．00

4．50

4．00

19．75

22．00

21．50

64．00

71、00

66．75

Average

S．D．

1．00

0
0

「
D
「
0

4
0

21．08

1．18

67．25

3．53

1
0 1
2
3

0
0
0

0
0
0

4．50

4．00

4．50

12．50

13．75

14．00

55．50

55．25

52．50

Average

S．D．

L　OO 3
q
U

3
2
4
0

13．42

0．80

54．42

1．66

32 1
2
3

1．00

1．00

1．00

4．00

2．75

2．75

12，25

11．50

13．25

42．25

38．75

46．75

Average

S．D．

1．00

7
2
1
7

Q
J
O

12．33

0．88

42．58

4．01

100 1
2
3

1．00

1．00

1．00

4．25

3．25

3．50

12．25

11．25

13．25

37．00

33．75

32．25

Average

S．D．

1．00 7
9
ム

ρ
U
5

3
0

12．25

1．00

34．33

2．43

320 1
2
3

1．00

1．00

1．00

0
「
0
「
0

0
り
乙
2

3
3
3

0
0
5

0
0
q
乙

Q
O
8
1

28．50

29．00

28．00

Average

S．D．

1．00

7
4

1
　
1
3
0
8
8
0
8
9
1

28．50

0．50

1000 1
2
3

1．00

1．00

L　OO

2．25

2．50

2．75

6．50

6．00

6．25

30．25

26．75

30．50

Average

S．D．

1．00 0
「
（
U
「
D
2

り
乙
0

5
「
0

2
9
乙

ρ
U
O

29．17

2．10
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Table　4． Growth　Inhibition　of　5θノθ刀θ5孟rび盟。θprloo1＾刀σ‘〃加

Concentration

@　　mg／L

Area Inhibition
@　　（％）

Rate Inhibition
@　（％）

Rate Inhibition
@　（％）

A（0－72h） IA（0－72h） μ（24－48） Im（24－48） μ（24－72） Im（24－72）

1 1653 一〇．4 0．0635 4．4 0．0561 2．2

Contro1 2 1653 一〇．4 0．0695 一4．7 0．0577 一〇．6

3 1635 0．7 0．0662 0．3 0．0583 一1．7

Average 1647 0．0 0．0664 0．0 0．0574 0．0

1 1656 一〇．6 0．0739 一11．3 0．0602 一4．9

0．32 2 1617 1．8 0．0642 3．3 0．0568 1．0

3 1635 0．7 0．0667 一〇．4 0．0564 1．7

Average 1636 0．7 0．0682 一2．8 0．0578 一〇．8

1 1557 5．5 0．0546 17．8 0．0535 6．7

1．0 2 1662 一〇．9 0．0639 3．7 0．0562 2．2

3 1671 一1．5 0．0638 4．0 0．0581 一1．2

Average 1630 1．0 0．0608 8．5 6．0559 2．6

1 1302 20．9 0．0572 13．8 0．0531 7．4

3．2 2 1428 13．3 0．0661 0．4 0．0575 一〇．2

3 1353 17．8 0．0701 一5．5 0．0586 一2．2

Average 1361 17．4 0．0645 2．9 0．0564 1．7

1 1014 38．4 0．0426 35．9 0．0523 8．8

10 2 1029 37．5 0．0514 22．5 0．0547 4．7

3 1014 38．4 0．0473 28．8 0．0512 10．8

Average 1019 38．1 0．0471 29．1 0．0527 8．1

1 837 49．2 0．0466 29．8 0．0491 14．4

32 2 747 54．6 0．0596 10．2 0．0551 3．9

3 885 46．3 0．0655 1．3 0．0590 一2．9

Average 823 50．0 0．0573 13．8 0．0544 5．2

1 780 52．6 0．0441 33．6 O．0451 21．4

100 2 693 57．9 0．0517 22．1 0．0488 15．0

3 729 55．7 0．0555 16．5 0．0463 19．4

Average 734 55．4 0．0504 24．0 0．0467 18．6

t 546 66．8 0．0409 38．4 0．0469 18．3

320 2 558 66．1 0．0375 43．5 0．0456 20．5

3 624 62．1 0．0517 22．1 0．0449 21．8

Average 576 65．0 0．0434 34．7 0．0458 20．2

1 513 68．8 0．0442 33．4 0．0541 5．6

1000 2 465 71．8 0．0365 45．1 0．0494 13．9

3 522 68．3 0．0342 48．5 0．0501 12．6

Average 500 69．6 0．0383 42．3 0．0512 10．7
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Table5． Cal　culated　　EC50　　and　　NOEC

Based　on　IA　value

（mg／L）

　　　95－Percent

bonfidence　Limits
@　　　（mg／L）

EbC50　（0－72h） 43．2 12．1～154

NOECb　（0－72h） 1．0 一

Based　on　Im　value

（mg／L〉

　　　95－Percent

bonfidence　Limits
@　　　（mg／L〉

ErC50　（24－48h） ＞1000 一

NOECr　（24－48h） 3．2 一

ErC50　（24－72h） 〉1000 一

NOECr　（24－72h） 32
一

16



Table6。 Temperature　In　Algal　Culture　Cabinet

O　h 24h
Temperature（℃）

　　　48h　　　　　72h Average

23．0 23．0 23．0 23．0 23．0

Table7． pH　　Values　at　O－Hour　and　72－Hour　Exposure

Nominal

　　　　　　（mg／L） O　Hour

pH

72Hour

Contro1 1
2
3

9．3

10．2

10．0

9．7

0．32 1
2
3

9．4

10．3

10．3

10．3

1．0
－
q
乙
3

9．3

10．2

10．2

10．4

3．2 1
2
Q
J

9．2

10．0

9．5

9．8

10
－
q
乙
3

9．3

9．2

9．8

9．4

32 1
0
乙
3

9．0

9．2

9．1

9．3

100 1
2
3

8．6

8．9

8．9

8．9

320 1
2
3

8．3

8．7

8．7

8．6

1000 1
2
3

7．9

8．3

8．4

8．4

17



Figure1 Algal　Growth　Curve　of　5θ1θノフ8s孟丁〃〃708prfooTノπノ‘〃加
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Figure2
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付属試料一1

試験液の分析方法

　（全14頁）



作成　平成10年12月15日

DL一メチオニン　の分析法

（株）クレハ分析センター

試料 試験液

化学名及び化学式
　　DL－Methionine
　　分子式
　　化学式
　　分子量

物理的化学的性質
　　液体、融点
　　性状

①　分析法
　　1）　装置及び器具
　　　　高速液体クロマトグラフ
　　　　検出器（UV）
　　　　オートインジェクタ
　　　　インテグレーター
　　　　メスフラスコ
　　　　ホールピペット
　　　　マイクロシリンジ

2）　試薬
　　アセトニトリル

　水
　　DL一メチオニン

3）　DL一メチオニン標準原液

C5Hl11NO2S
CH3S　CH2CH2CH（NH2）COOH
m．w　149．21

281℃
水に可溶
白色の薄片状結晶か結晶性粉末

LC－10AD
S　PD－10A
S　I　L－6B
C－R5A　（CEROKATOPAC）

容量　100mL　褐色
容量　1mL、10mL、
容量　100μL

島津製作所
島津製作所
島津製作所
島津製作所

20mL

試薬　高速液体クロマトグラフィー用

超純水　Milli－RX’12α
試薬　特級

DL一メチオニン標準品の0．
りとり、水を標線まで加える．

和光純薬（株）
Millipore

（1000略！L）
　100gを容量100mしのメスフラスコに量

4） ｪ麗液体クロマ’トグラフの操作条件

検出波長
溶離液
流量
感度
記録紙速度
保持時間
試料量

Sh　im－p　a　c　k　CLC－ODS
150mm×6mm　I　D　　　島津製作所
UV210　nmりん醗0．7　nL　＋　（　アセトニトリル　3．5　：　水　6．5　V／V）　　1000皿L

1．05mL／mi　n
O．128AFUS5mm／m　i　p
2．3m　i　n
20　μL

5）　検量線の作成
　　DL一メチオニンの標準原液に水を加えて希釈し、200、　100、　10、　1
　㎎／しの標準溶液を調整する．この液20μLを上記条件の高速液体クロマトグラフ
　　に注入し・クロマトグラムを画かせ、ピーク面積を記録させる。
　濃度を縦軸に・横軸にピークの面積をとり検量線を作成する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（注一1）　（注一2）

一1一



1．検量線作成

表一1　1叩utDate

No 液’ ピーク
（㎎！L） （5V・sec）

1 1．0 5173
2 10．0 54618
3 100．0 548022
4 200．0 1107339

図一1　検量線

Y螺＋B

　　謝
　　窩

養慨
　　搦

　　　罷

　　　釜

　　　e
」回’

’

’

a

田’

9 巳．2 日．4　　　　　9．6　　　　、9．8

ピーク面積：（μU・gec｝

i　　　　i．2
　単位・百万

2．検出限界及び定量下限値の計算

図一2　クロマトグラム
ATTEN　O

4　一

1

←一ノイズO離1．2皿

8

．晩φ67 t肌一1チオニンのヒータ高さ76㎜

・　DL一メチオニン設度

●　DL一メチオニンのピーク高さ

・ノイズ帖さ

〈計算式〉

秤
皿
5
　
　
0
ム

●
6
　
●

n
U
7
1

（S／N＝3）　としたとき

　　L2　　　　　紬限界
3×　2　　　　　　　1
　　　　　×0．5ニ0．01
76．0　　　　　　　（㎎／L）

2

紬駁卿5倍とすると、

越稲節0．05㎎／しと泌．

計算により、

　　　検出限界　　0．
　　　定量下限値　O．

01㎎／L
O5㎎／L
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6）　分析操作　　（例　1000㎎／L試料溶液）
　　　50mしのメスフラスコに水約10mLをとり、これに、試料溶液の5mLを
　　ホールピペットにて量りとり、水を標線まで加える．
　　この液20μLを前記条件の高速液体クロマトグラフに注入し、クロマトグラムを
　　画かせ、DL一メチオニンの保持時間に相当するピークの面積を記録させ、検量線より
　　濃度を求める．
　　（注一3）　（注一4）

②添加回収率試験
　　　　DL一メチオニンの標準原液に水を加えて希釈し、100と10㎎ノしの試験溶液を
　　　調整し、繰り返し測定により回収率を求めた結果、良好な回収率を得た。

Table　L　添加回収率の測定結果

翻蔽 試料濃度 測定値 回収率 平　回収率 変動係数
（㎎／L） （㎎／L） （％） （％） （％）

1 10．0
10．05
P0．07
P0．07

101
P01
P01 101．0 0．09

2 100．0
100．2
P00．5
P00．6

100
P01
P01 100．7

0．17

③保存安定性試験
　　　　DL一メチオニンの標準原液に水を加えて希釈し、1000、100、10、1㎎／L
　　　の試験溶液を調整した。この試験溶液を4℃の冷暗所に保存した時の3日後の経時測
　　　定により保存安定性を求めた結果、いずれの濃度においても顕著な濃度変化は見られなか
　　　つた。

設定濃度（皿g／L） 3日後の経時濃度（㎎／L）

1回目 2回目 平均

0 ND ND ND

1．00 0．97 0．97 0．97

10．0 10．1 10．1 10．1

100．0 100．1 100．4 100．3

1000 1002 1002 1002
（注一5）

（注一1）

（注一2）

（注一3）

（注一4）

（注一5）

連日に測定を行なう場合は、2濃度以上の標準溶液にて検量線をチェックし、
変動の無いことを確認し測定すること．

定量下限値：0．05㎎／L　　　　ND：定量下限値未満
試料溶液の濃度は100㎎／L～1㎎／しに調整し測定すること。
1㎎／L試料溶液の場合は、1皿9／しと10㎎／しの標準溶液で作成
した検量線を用いて濃度を求める．
試料溶液の保管は、4℃の冷暗所に保管すること。

一3一



㊥ 　 翹 揺 簸 賠 S 薫 薪 貸 口 刈 7 黛 ） 〉 　 （ 郵 廊 第 需 碍 誼 ）

図 1 ω 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 図 i 森

一 ． O 目 σ q ＼ ［ 　 　 　 　 　 　 　 　 一 〇 ● O 目 の ＼ い

図 1 ㎝

一 〇 〇 ● O 目 の ＼ ［

4／
一
一
ン

CH
RO
h自
TO
〔
三
R貞
［
　
　
　
1
　
　
目
［
目
O
R
I
Z
［
D

　
　
　
N図

～
，
26
7　
01

　
　
　
0（
》

C－
R5
ρ
　
　
CH
RO
目
∩
TO
P∩
C

CH
自
㎜
EL
hO
　
l　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
FI
L［
　
　
　
4

sn
hP
Lε
　
hO
　
　
　
日
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
h
E
T
H
O
D
　
　
　
　
　
　
4
2
1

RE
PO
RT
　
hO
　
　
　
3

PK
目
0　
　
　
　
　
　
↑
l
h
E
　
　
　
　
　
　
A
R
E
貞
　
　
目
K
　
　
I
D
H
O
　
　
　
　
　
C
O
H
C
　
　
　
　
　
　
H
n
門
［

　
　
　
1　
　
　
　
　
～
一
2
6
1
　
　
　
’
　
　
5
1
7
3
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
7
1
．
4
e
5
～

　
　
　
～
　
　
　
　
　
～
‘
6
7
5
　
　
　
　
　
　
5
8
5
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
8
，
e
8
1
，

　
　
　
3　
　
　
　
　
2。
83
8
　
　
　
　
　
　
1
4
7
，
　
　
V
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
2
e
・
4
3
～
9

　
　
　
　
　
　
　
1「
OT
自
L
　
　
　
　
　
　
7
～
3
6
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
8
e

一
榊
一
一

CH
RO
hρ
TO
6R
貞
門
　
　
　
1　
　
”
E：
hO
RI
Zに
D

C・
R5
n　
　
CH
RO
h∩
↑
OP
臼
C

CH
酬
陀
Lh
O　
l　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
r工
LE
　
　
　
4

s酬
PL
ε
HO
　
8　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
hE
TH
OD
　
　
　
42
1

R【
PO
RT
　
目
0　
　
　
5

P“
O　
　
Tl
hE
　
　
醸
E∩
hK
　
I酬
O　
　
CO
”
C　
　
mロ
ε

　
　
　
1　
　
2．
2
6
2
　
　
5
4
6
1
8
　
　
　
　
　
　
　
％
．
2
7
0
5

　
　
～
　
　
　
　
　
～
・
67
5
　
　
　
　
　
　
5
8
7
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
．
8
3
5

　
　
3　
　
　
　
　
2．
8～
4
　
　
　
　
　
　
1
5
2
，
　
　
V
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
2
．
6
，
4
5

　
　
　
　
　
　
　
TO
Tn
L　
　
　
　
　
　
5
6
7
3
4
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
8
8

O 目 σ q ＼ い

｛
LD
L．
メ
チ
オ
ニ
ン

一
1直
16
餌

㈱
㈱
幡
1h
［
目
O
R
I
Z
ε
ヨ

図 － 可

融 翼 図

C＾
R5
貞
　
　
CH
RO
hn
τ
OP
ρ
C

CH
側
目
EL
”
0
1　
　
　
　
　
　
　
　
　
FI
LE
　
　
　
4

S闇
PL
E”
o　
e　
　
　
　
　
　
　
　
　
hE
TH
Oコ
　
　
42
1

RE
＝
PO
RT
　
”
0　
　
　
7

PK
hO
　
　
Tl
h［
　
　
∩
R
E
n
　
h
K
　
I
D
”
O
　
　
C
O
N
C
　
　
”
∩
門
ε

　
　
　
1　
　
a．
～
6
5
　
5
‘
8
8
2
2
　
　
　
　
　
　
　
9
9
．
7
1
9
3

　
　
　
2　
　
～
．
6
6
7
　
　
　
3
9
2
　
　
　
　
　
　
　
　
8
，
8
7
1
3

　
　
3　
　
　
　
2、
82
4　
　
　
　
　
1i
51
　
V　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
8
．
2
日
9
4

　
　
　
　
　
　
　
TO
7R
L　
　
　
　
54
95
65
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
8
8

（ 熱 辣 営 図 ）

LD
レ
桝
ニ
ン

4－
P
起
　

CH
RO
mτ
OG
RR
［
　
1旺
目
OR
IZ
ED

C
一
段
5n
　
亡
HR
O
mT
o
pn
c

C
H∩
賊
し
hO
　
l　
　
　
　
　
　
　
rエ
L
E　
　
4

S貞
月
PL
E【
o　
g　
　
　
　
　
　
h［
TH
OD
　
41
1

RE
PO
RT
【
0　
9

PK
昌
O　
Tl
hE
　
nR
E自
［
Kエ
Ph
O　
CO
hC
　
　
HA
hE

　
　
　
1　
～
．
～
‘
7　
i1
87
33
9　
　
　
　
　
9，
・
8，
1

　
　
～
　
～
．
66
7
　
　
32
4　
　
　
　
　
e・
e
29
2

　
　
3　
～
，
8～
～
　
　
88
5
v　
　
　
　
e・
e
79
8

　
　
　
　
　
　
　
TO
T貞
L　
li
88
54
7　
　
　
　
　
18
9

一
ト
ー
ン

CH
RO
mT
OG
R向
目
　
1h
E［
OR
IZ
ED

i灘
L
li
l。
nl
T
OP
自
C
　
　
ll
ll
。
ド
42
1

尺
［
P
OR
Th
O　
1～

PK
h。
　
TI
［
〔
　
自
RE
自
hK
㈱
　
CO
”
C　
mh
ε

1欝
61
箔
　
一
一
＾
一
．
’
！
i三
i三
i！

　
　
　
　
　
　
　
TO
Tn
L　
62
28
3　
　
　
　
t8
e

一 “ 1



一 ㎝ 1

4　
一

直
，
醍
5

CH
RO
〔
qT
OG
R貞
［
　
　
　
1　
　
［
Eh
OR
IZ
ED

C
・
陵
5
貞
　
CH
Ro
mT
o
pn
c

C
H自
門
E
LH
O　
l

S闇
P
L［
目
O
　
日

RE
PO
RT
　
hO
　
　
　
14

P焔
O　
　
　
Tm
E

LD
L一
メ
チ
オ
ニ
ン

FI
L
E
［
ET
HO
1

ρ
RE
n　
hK
　
I加
O　
　
C㎝
C

～
．
～
67
　
5
49
日
5
e

～
．
67
5　
　
　
48
～

～
，
82
5
　
　
　
11
39
　
V

TO
T
角
し
　
　
55
85
91

99
．
72
81

e．
e7
31

e．
2e
63

4～
1

4

N醐
［

1e
e

4　
＾

81
6ひ

OH
RO
〔
nT
OG
R貞
r1
　
　
　
1　
　
［
E［
OR
IZ
ε
D

C‘
R5
貞
　
　
CH
Ro
n白
丁
OP
ρ
C

CH
内
聞
［
Lh
O　
l

S自
［
PL
E　
hO
　
　
　
8

R〔
PO
R
了
［
0　
1
5

PK
【
O
　
　
　
Tl
hE

1L
Dレ
メ
チ
オ
ニ
ン
’

「
IL
［

hE
T
HO
D

角
R［
n
　
h
K
　
I
加
O　
　
CO
目
C

～
．
～
67
　
　
55
85
7e

～
，
67
5　
　
　
　
　
　
39
9

～
．
81
7　
　
　
　
　
　
13
e8
　
　
V

99
．
69
～
5

e，
e7
87

8．
～
36
9

42
主

4

TO
T貞
L　
　
　
　
55
～
26
8

m
目
E

ie
g

4

塵
，
6
～
5

C醸
O［
酊
OG
R酬
　
　
i　
［
［
［
OR
健
印

C－
R5
自
　
　
CH
RO
月
白
丁
OP
角
C

OH
自
㎜
EL
昌
0　
1

S∩
［
PL
ε
　
【
0　
　
　
8

R〔
二
PO
RT
　
【
0　
　
　
16

P
Kh
O　
　
　
TI
昌
E

t＿
D
L一
メ
チ
オ
ニ
ン

F工
LE
h
E
TH
O
D

臼
R［
∩
　
　
月
K　
　
ID
”
O　
　
　
　
C
O
HC

～
，
～
69
　
　
　
55
1
14
5

～
．
67
5　
　
　
　
　
41
5

～
，
8～
6　
　
　
　
　
　
1～
62
　
　
V

TO
預
L　
　
55
～
8
a～

99
，
6％
7

e．
e7
5

8．
～
28
3

10
0

42
i

4

目
餉
E

●
　
　
一

　
一
図

　
Ol
　
o一
β
’
一
10 一
目

　
⑩
　
＼
　
ピ

図 一 一 N

一 〇 〇 ・ ○ 目 『 σ o ＼ じ

　 　 　 　 O I N 　
一
図

　
OI
　
OH

　
●
　
　
し
。

口
。
山
日

　
職

　
ピ

十
評
一
一
一

CH
RO
m↑
O
G
R
酬
　
1　
hE
”
OR
IZ
〔
D

C－
R5
ρ
　
　
CH
RO
h∩
↑
op
nc

CH
酪
酸
L目
0
　
1

Sρ
目
PL
E　
ho
　
　
　
e

R［
PO
RT
HO
　
11

Pκ
”
O

4

T
：
”
E

「
I
L
［

h〔
TH
OD

n
R
［
自
h
K
　
1
酬
O
　
　
C
O
目
C

～
．
～
6
2
　
　
　
　
　
5
4
9
2
5

～
．
67
5　
　
　
49
4

2．
8～
1　
　
　
　
　
i7
17
　
　
V

CH
RO
hn
TO
G
R
n
h

％
．
12
，
2

e．
86
55

3．
e6
53

　
TO
↑
nL
　
　
57
13
6　
　
　
　
　
　
1e
8

糎
一
～

　
　
　
　
1　
　
門
［
hO
RI
ZE
D

C－
R5
自
　
　
CH
RO
h∩
TO
PR
C

CH
白
目
け
EL
　
hO
　
　
l

S貞
hP
LE
：
’
Ho
　
　
　
e

R［
PO
RT
　
hO
　
　
　
1～

PK
HO

T1
胴
E

「
IL
E

h［
TH
OD

∩
R
［
n
　
　
h
K
　
　
I
D
同
O
　
　
　
　
　
C
O
”
C

2・
a‘
2　
　
　
　
　
55
e7
3

～
．
67
5　
　
　
47
2

～
．
8a
3　
　
16
67
　
｝

↑
OT
自
L

％
．
～
68
4

8．
8～
56

～
．
，
1
4

57
～
13

◎ 　 熱 営 回 気 優 翼 蝉 S 薦 雰 貸 口 利 7 黛 ） 〉

図 I o o 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 図 1 0

一 9 0 目 の ＼ ［ 　 　 　 　 　 　 一 9 0 日 σ q ＼ r

　 　 　 旨 1 一 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 p － N

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ド 一 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 E

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 目 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 h

　 　 　 　 　 　 　 l 　 　 　 　 R 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 l 　 　 　 　 R

　 　 　 　 　 　 　 2 　 　 　 h 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ～ 　 　 　 ”　 　 　 　 　 　 　 4　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4　 　 　 　 　 　 　 4　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4

十
一
一
一
一

CH
RO
m↑
OG
R
n
h
　
l
　
h
［
”
O
R
I
Z
E
D

C－
R5
∩
　
　
CH
RO
月
角
丁
OP
RC

C尺
∩
聞
EL
HO
　
l

sn
hP
Lε
　
HO
　
　
　
8

RE
PO
R↑
　
HO
　
　
　
13

PK
”
O

↑
1
h
［

1
8
日

F
I
L
E
”
ET
HO
D

自
R［
自
　
目
K　
I加
。
　
　
co
目
。

2，
26
6　
　
　
　
　
55
87
e

2．
6乃
　
　
　
47
8

2、
83
2　
　
　
16
95
　
V

TO
T角
し

5
7
～
4
～

り
6
．
2
0
4
～

e．
83
49

～
，
％
89

io
e

4
～
1

4

”
R旺

　
一
図

　
O
l

　
　
－
po
o

I oo
目

　
の
　
＼
　
［



一 ① 一

4　
一

al
l飼

C
HR
O順
T
OG
Rρ
目
　
1
　
hE
［
OR
工
ZE
D

C
・
陵
5n
　
　
CH
Ro
n脅
To
pn
c

Cm
㎜
EL
料
0　
1

S∩
目
PL
E　
”
o　
　
　
e

RE
PO
RT
　
”
0　
　
　
3e

DL
一
メ
チ
オ
’
ニ
ン

FI
LE
　
　
　
　
4

hE
TH
O1
｝
　
　
　
　
　
　
4～
1

PK
hO
　
　
TI
目
E　
　
自
RE
ハ
　
hK
　
1加
O　
　
CO
”
C

～
．
26
り

～
．
66
7

2，
88
3

～
，
97
8

5
5
89
5
7

　
3
47
11
6り

　
7
87

TO
T貞
L　
　
　
　
55
31
88

9，
．
5g
e

e．
e‘
27

e．
21
14

8．
12
79

18
e

m目
［

図 － 一 く

一 〇 〇 〇 目 σ q ＼ ぴ

　 　 　 　 ω 団 燃

4

　 　 　 ン

　 　 　 ニ

　 　 オ

　 　 テ

　 　 メ

　 　 　 嶋

　 　 L

　 　 D

　
　 ｩ
搬
十　 　 　 　 　 一
OH
RO
h自
TO
〔
三
RR
h　
　
　
l　
　
hE
hO
RI
ZE
D

C－
R5
貞
　
　
CH
RO
h∫
、
TO
P自
C

CH
∩
”
”
EL
　
”
0　
　
1

S自
hP
L［
　
”
o　
　
　
e

RE
PO
RT
　
”
0　
　
　
24

「
1L
［
　
　
　
　
4

h
E
T
H
O
D
　
　
　
4
～
1

PK
NO
　
　
　
　
　
　
Tl
h［
：
　
　
　
　
　
R
R
［
貞
　
　
h
K
　
　
I
I
｝
H
O
　
　
　
　
　
C
O
目
C

4

2．
2
6
6
　
　
5
1
2
，

2・
75
8　
　
　
　
　
　
2e
68

2．
98
4　
　
　
　
　
12
e～
7　
　
V

TO
Tn
L　
　
　
　
　
　
19
～
23

CH
RO
門
内
τ
OG
Rρ
h

粒　　
　
　
2
7
←

　
　
　
1　
　
月
E：
け
OR
IZ
E1
〕

DL
一
メ
チ
オ
ニ
ン

2
‘
．
6
7
，
1

18
、
75
91

62
．
56
18

C＾
R5
負
　
　
CH
RO
h貞
丁
OP
∩
C

CH
貞
”
NE
L　
”
0　
　
1

S自
hP
LE
HO
　
日

RE
：
PO
RT
　
HO
　
　
　
26

18
8

mh
［

F
I
L
E
　
　
　
　
4

h
［
T
H
O
D
　
　
　
　
　
　
4
～
1

PK
目
O　
　
　
　
　
Tl
hE
：
　
　
　
　
　
R
R
E
＝
R
　
　
h
K
　
　
I
D
”
〔
｝
　
　
　
　
C
O
”
C

2．
27
　
　
　
　
　
　
55
15
3

～
．
7
6
7
　
　
2
e
5
5

2．
98
7　
　
　
　
　
12
e5
9　
　
V

79
．
62
46

2．
％
54

17
．
48
9

mh
E

◎ 　 素 噺 博 識 酢 難 癖 S 賠 霧 貸 ロ 刈 7 救 ） ＞

図 1 一 み 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 図 一 一 ㎝

ド O 目 σ q ＼ ［ 　 　 　 　 　 　 　 一 〇 ・ O 目 σ Q ＼ ［

　 　 　 　 ω 団 麟 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ω コ 懸

↑
OT
自
L　
　
　
　
　
69
26
6

1e
g

4　
一

2，
％
9

CH
RO
”
∩
↑
OG
Rn
h　
　
　
l　
　
hE
月
OR
IZ
E二
D

C－
Rs
R　
　
CH
RO
hR
TO
P貞
C

CH
∩
”
HE
L　
hO
　
　
l

S∩
”
PL
E　
HO
　
　
　
8

RE
PO
RT
　
HO
　
　
　
28

DL
一
メ
チ
オ
ニ
ン

FI
L［
　
　
　
　
4

hE
TH
OD
　
　
　
　
　
　
42
1

PK
”
O　
　
　
　
　
　
T工
h
E
　
　
　
　
　
n
R
E
：
R
　
　
h
K
　
　
I
1
）
h
口
　
　
　
　
　
C
O
”
C

2・
26
9　
　
　
55
e6
e4

2・
75
8　
　
　
　
　
　
16
17

～
．
98
5　
　
　
　
　
11
59
3　
　
V

TO
↑
貞
L　
　
56
38
14

97
．
65
7

9．
28
68

～
．
e5
62

18
8

”
朋
E

　
一
図

　
Ol
　
o一
　
　
①
Qo
o

舞 　
＞



　試験結果の液体クロマトグラム

試験名　：　DL一メチオニンの藻類（Selemstru皿capricomutu皿）に対する
　　　　　　成長阻害試験　　（試験番号：NO1998生一〇9）
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暴露終了時（72時間）
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図一44
標準溶液
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暴露終了時（72闇）

図一51
標準溶液
1mg／L　n－2

暴露終了時（72胴）

図一50
標準溶液
1mg／L　n－1

暴露終了時（72胴）

図一49
標準溶液

10mg／L　n－2

暴露終了時（72鯛）

図一48
標準溶液
10mg／L　n－1
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暴露終了時（72時間）
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暴露終了時（72時間）

図一60
10mg／L
生一〇9－24－1

32吼
侃＝2，

L」

r
α
工

　　I　　I　　I　　l　　』O　　①lqコ
■＝　　①　1　σコ

〇　　一　1　－
0　　　　1

　　，
　　I　　I　　I

生Dq－23

め
創
「
っ
ω
o
o
一
　
　
　
」
¢
ト
2

切
創
9
q
①
o
o
一
　
　
側
切
創
．
創
　
　
　
一

裟
8
　
　
　
0
召
H
　
y
＝
　
q
］
配
α
　
　
　
］
三
↑
　
　
　
呈
y
血

訂
サ
　
　
　
　
月
O
エ
↑
］
【

　
Ψ
　
　
　
　
　
］
」
H
」

↓

　
帽
e
o
　
　
O
Z
卜
配
O
L
］
配

　
①
　
　
O
工
国
」
し
［
庄
心
っ

　
一
　
日
工
］
］
＝
エ
C
エ
O

O
α
山
O
↑
症
［
O
ぼ
エ
O
　
〔
嶋
α
1
口

〔［

n
N
H
α
O
＝
］
＝
　
　
一
　
　
　
＝
α
α
O
O
↑
〔
r
O
α
工
O

①
巴

①
①
【

3
”
o
っ
o
o
お
一
　
　
中
マ
。
」
①
よ

①
ψ
～
い
島
　
　
　
』
〔
ト
O
ト

①
φ
～
い
』
　
　
　
ψ
瞬
～
．
～

マ

玩
1

3ユ伽生D9－z3

二
　
　
］
E
＝

帆　
　
一
樹
マ

O
＝
8
　
　
　
0
r
2
　
遙
　
缶
瑳
　
　
　
U
＝
＝
　
　
　
　
呈
y
」

q
O
エ
↑
］
皿

］
一
一
」

↓

　
一
q
り
　
　
〇
二
↑
α
O
化
］
配

　
①
　
　
O
ニ
］
一
し
＝
ζ
白
，

　
一
　
〇
エ
」
］
τ
Z
¢
エ
O

O
q
に
O
↑
α
［
O
α
エ
O
　
ご
の
醒
I
O

q
］
N
浸
O
＝
］
ニ
　
　
　
ま
彰
O
注
5
塁
O

　
㊤
①
一

》
＝
φ
一
①

φ
①
o
o
O
。
い
い

。，

`
”
記
”
2
　
　
①
て
器
よ

い
い
マ
脾
n
　
　
　
　
」
O
ト
O
↑

O
①
旧
　
　
　
　
～
マ
①
．
“
，
　
　
　
N

“，

｢
い
▼
n
　
　
　
い
寸
～
．
～
　
　
　
一

マ

　
　
　
ロ
ニ
に
む

当
日
孚

ω
砥
　
　
・

生Dq一町勉
d
］
…

酬
硫

〇
　
　
　
　
　
一
罪

生oq－2ヰ

O
＝
O
O
　
　
　
O
Z
q
H
　
y
［
　
¢
国
国
¢
　
　
　
］
π
H
↑
　
　
　
O
エ
￥
し

q
O
エ
ト
］
＝

］
一
H
」

　
①
o
o
　
　
O
エ
↑
α
O
」
ω
配

　
①
　
　
O
Z
］
一
生
［
砿
q
，

　
一
　
〇
＝
」
］
二
君
≦
O

O
〔
」
O
↑
〔
エ
O
配
工
O
　
O
n
配
l
O

ロ
①
一

①
①
一

　
口
］
N
H
配
O
［
］
翼
　
　
一
　
　
　
＝
¢
α
口
O
↑
（
立
O
α
工
U

一
廻
、

一
n
旬
η
ぬ
　
　
　
　
」
に
ト
O
↑

一
め
～
n
の
　
　
　
　
の
ω
．
側

O
エ
O
O
　
　
　
O
＝
自
　
9
二
　
¢
］
α
α
　
　
　
］
三
↑
　
　
　
O
＝
ど
」

q
ロ
＝
↑
］
［

］
」
H
」

　
ひ
～
　
　
O
r
↑
配
O
血
］
配

　
O
　
　
O
＝
］
J
し
t
¢
ω

　
一
　
〇
エ
」
］
＝
＝
“
エ
O

O
ご
し
O
ト
¢
＝
O
配
＝
O
　
α
n
配
I
O

R
］
N
H
α
O
［
］
＝
　
一
　
　
r
〔
配
口
O
↑
¢
＝
O
α
エ
O

磯
鶏
．

暴露終了時（72胴）
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