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試験番号
第14022号

試験実施概要

L　表 題：チオ尿素のオオミジンコ（加ρ加i8泥幽8）に対する急性遊泳阻害試験

2．　試験目的：チオ尿素のオオミジンコ（加ρ加抽齪gη8）に対する急性遊泳阻害試験を行い，24及び

　　　　　　　　48時間の半数遊泳阻害濃度（EiC50）を求める。

3 試験方法：OECD化学品テストガイドラインNα202「ミジンコ類・急性遊泳阻害試験及び繁殖試

　　　　　験」（1984年）に準拠

　　　　　　ただし，2002年度にテストガイドラインが改訂され近々公表される事になっている。

　　　　　　本試験方法は改訂版の内容を一部取り入れた。

4．　適用G　L　P：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：

1）　名　　　称：環境省

2）　住　　　所：〒100－8975東京都千代田区霞ヶ関1丁目2番2号

3）　委託責任者：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：

1）　名

2）　住

3）　代　表

称
所
者

財団法人　日本食品分析センター

〒151－0062東京都渋谷区元代々木町52番1号

7．試験施設：

1）　名

2）　住

称
所

3）　運営管理者：

財団法人　日本食品分析センター　多摩研究所

〒206－0025東京都多摩市永山6丁目11番10号

〒206－0025東京都多摩市永山6丁目21番6号（別館）

　　　　　（多摩研究所長）
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8．試験責任者

　　所　　　属：環境科学部

氏 名

　
部
　
識
者
朗
任
：
：

責
属
名

当担析
分
所
氏

甑

農薬試験課

10．試験担当者

　
報
　
翻
　
環
：

　
属
名

系物
生
所
氏

環境生物安全課

　
風
蝕

系析分
所
氏

農薬試験課

11．試験日程

　　試験開始日：2002年12月20日

　　実験開始日：2003年1月15日（本試験1回目）

　　実験終了日：2003年1月17日（本試験1回目）

　　実験開始日：2003年1月27日（本試験2回目［再試験］）

　　実験終了日：2003年1月29日（本試験2回目［再試験］）

　　試験終了日：2003年3月31日

12．記録及び資料の保管

　　　試験に関する下記の記録及び試資料は，1）については最終報告書作成後10年間または品質低下

　　を起こさずに保存し得る期間のいずれか短い方の期間，2）から5）については10年間，財団法人

　　日本食品分析センター多摩研究所資料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

　　別途協議の上，定める．

）
）
）
）
）

1
0
ム
3
4
に
」

被験物質

試験計画書

生データ及び最終報告書

信頼性保証部門の検閲記録

その他必要なもの
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13．最終報告書の承認

　試験責任者

　　所　　　属：財団法人

氏 名

日本食品分析センター 多摩研究所　環境科学部

　　ユOb3　年3　月3ノ　日　　承認
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試験番号
第14022号

要 旨

雌環境省
表　　　題

　　　チオ尿素のオオミジンコ（伽ρ加i8遡幽ε）に対する急性遊泳阻害試験

壁　　　第14022号

聾　　　OECD化学品テストガイドラインNα202rミジンコ．類急性遊泳阻害試験及び繁殖試験」（1984　　年）に準拠（ただし，2002年度にテストガイドラインが改訂され近々公表される事になっている。

　　本試験方法は改訂版の内容を一部取り入れた．）
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被験物質：チオ尿素

暴露方式：止水式

供試生物：オオミジンコ（加ρ加iε齪幽a）

暴露期間：48時間

試験濃度（設定値）：

　　　　　対照区，7．5，10，13，18，24，32及び42mg／L

　　　　　公比；1．3

試験液量：100皿1／容器

連　数：4容器／1試験区

供試生物数：20頭／試験区

試験温度：19．1～19．6℃

10）溶存酸素濃度：9．1～9．3mg／！（暴露期間中，エアレーションは行わなかった。）

ll）　　pH　：7．8～7．9（試験液のpH調整は行わなかった．）

12）照　　明：室内光，16時間明期／8時間暗期

13）給　餌：無給餌

14）希釈水：水道水（茨城県つくば市）を脱塩棄したもの

15）分析法：高速液体クロマトグラフー質量分析法
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試験番号
第14022号

葺以下の値は測定値（算術平均）を基に示した。
1）　半数遊泳阻害濃度（EiC50）

　　24時間後：算出せず（遊泳阻害率に逆転が認められたため，EiC60を算出しなかった。）

　　48時間後：16㎎／1（95驚信頼区間；15～17㎎／1）Probit法により算出した。

2）　0％阻害最高濃度

24時間後：11皿g／1

48時間後：ll　mg／1

3）　100瓢阻害最低濃度

　　24時間後：44mg／1以上

　　48時間後：26㎎／1

8／26



試験番号
第14022号

1　被験物質

1．1　名称，構造式及び物理化学的性状

　　名　称：　　チオ尿素

　　別　名：　　チオウレア，チオカルパミドP

　　C旭ぬ：　62－56－6

　　構造式：

　　　　　　　H＼叉／，

　　　　　　　　　N　　　　N
　　　　　　　　　l　　I
　　　　　　　　　H　　　　H

分子式：

分子量：

沸点：

融点：

水溶解度：

比重：

pKa：

10gPo▼：

蒸気圧：

均一性：

安定性：

生分解性：

その他：

出典：

1．2

CH4N！S

マ6．121〕

176～178℃1，！）

9g／！（20℃）1），15、3＝（21℃）！〕

1．406一（20℃）1｝

解離基なし1）

2．5（実測値），一1．02（実測値），一1．02（計算値）P

1×IO－5Pa（7．5x10一・面回（20℃）］）

同一ロットのものを使用した．

水中では微生物によって分解されにくい1｝．

1）財団法人　化学物質評価研究機構：“既存化学物質安全性（ハザード）評価シー

　　ト”　（1997）

2）■■■■■■■■■：“製品安全データシート”（1993）

供試試料

　純　度：99．3駕

　ロット番号：409C2143

供給者：

供給量：25g×4本

入手日：2002年12月5日

外　観：白色結晶，無臭
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14022号

1．3　保管方法及び保管条件下での安定性

　1）保管方法

　　　被験物質は当センターの被験物質保管庫（冷蔵庫）に保管した・

　2）被験物質の確認及び保管条件下の安定性

　　　入手した被験物質について赤外分光光度計によりスペクトルを測定し，被験物質の特性が認

　　められることを確認した。また，試験終了時にも同様にスペクトルを測定し，試験開始前のス

　　ベクトルと変化が認められないことを確認した．その結果，被験物質は保管条件下において安

　　定であったと判断された。

2　供試生物

）
）
）
）

1
2
3
4
）
）
＝
U
2
U

和名：オオミジンコ

学名：加ρ加血鯛幽8
入手等：自家繁殖（1998年6月23日，国立環境研究所より入手）

基準物質による検定の結果：基準物質（重クロム酸カリウム，試薬特級）による48時間の半張

　　　　　　　　　　　レ　遊泳阻害濃度（Eicso）は。．75㎎／1（2003年1月8日）であった．

　　　　　　　　　　　　　当センターにおける1998年10月以降のEic50値のバックグラウ

　　　　　　　　　　　　　ンドデータ（0．60±α13㎎／1）と比較した結果，供試生物の感受

　　　　　　　　　　　　　性は，通常の状態にあると判断した．

試験使用の齢：雌の幼体（生後24時間以内齢）

供試する幼体を得るためのミジンコの飼育方法：

　継代中のものから幼体を抱えた肉眼的に健康かつ十分な大きさの雌成体を選別し，別に用

意したビーカーに移し，翌日，産出された幼体を別のビーカーに分けた．この幼体を供試生

物の親とし，以下の条件で17日間（2003年1月10日～1月27日）飼育した。成熟し幼体を産むよ

うになったら1週間に3回幼体を除去した．暴露開始前日に青房内に幼体を持つ雌成体を選別

し，翌日（24時間以内），親ミジンコ（17日齢）より産出された幼体を試験に用いた．

　試験には，産出された幼体から健康で肉眼的に正常な個体をランダムに選別して使用した．

産仔が初産の場合や親ミジンコの死亡が多い容器は使用しなかった．なお，飼育期間中，筋一

ミジンコの成育は良好で，産出幼体の死産，堕胎卵，休眠卵及び雄の発生は認められなかっ

た。飼育密度を35頭から25頭／1飼育水に変更した以降の親ミジンコの死亡率は0瓢であっ

た．

①飼育水：希釈水（3．2参照）

②飼育方法：半止水式（週3回全量換水を行った。）

③飼育容器：11容ガラス製ビーカー

④飼育密度：開始時～4日後；35頭／1飼育水，5日後～17日後；25頭／1飼育水

⑤水温：19．0～20．1℃
⑥照　明：室内光，16時間明期／8時間暗期
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試験番号
第14022号

⑦餌　料：単細胞緑藻類（㎝10∫θ118γ〃18盈∫i5）

　　　　　　　（藻類培養液を遠心操作により，希釈水に置換して給餌した。）

⑧給　餌：開始時～7日後；0．01～0，06皿gC（有機体炭素）／頭／日

　　　　　　　7日後～14日後　；0，06～0．08皿gC（有機体炭素）／頭／日

　　　　　　　14日後～17日後　；0．08mgC（有機体炭素）／頭／日

3　試験方法

3．1　試験条件

　1）　暴露方式：止水式

　2）　暴露期間：48時間

　3）　試験液量：100皿1／容器

　4）　連　　数：4容器／1試験区

　5）　供試生物数：20頭／試験区

　6）　試験温度：19．1～19．6℃

　7）　溶存酸素濃度：9．1～9．3皿g／1（暴露期間中，エアレーションは行わなかった。）

　8）　　pH　：7．8～7．9（試験液のpH調整は行わなかった。）

　9）　照　　明：室内光，16時間明期／8時間暗期

　10）給　餌：無給餌

3．2　希釈水

　　　　脱塩素水［水道水（茨城県つくば市）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．脱塩素水使用時には，残留塩素が無いことを確認した．硬度は85

　　　mg／1（CaCO3換算），pHは7．2であった，

　　　　希釈水の定期的な水質測定結果は付属資料一1に示した。

敬3　試験容器及び恒温槽等

　1）　試験容器：100皿1容ガラス製ビーカー（容器のサイズ；内径約5c皿×高さ約7cゆを用いた。

　　　　　　　試験容器にはゴミの侵入や試験液の蒸散を防ぐ意味で蓋をした。

．2）恒温室：21．84R－4410［日立冷熱株式会社］

　3）水温計：AP－210E［安立計器株式会社］

　4）　溶存酸素計：DO－14P［東亜ディーケーケー株式会社］

　5）　pH計：mH4P［東亜ディーケーケー株式会社］

　6）　塩素比色計：OT－1型［理研光学株式会社］
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14022号

3．4　試験濃度の設定

　　　　予備試験において，32㎎／1の濃度区ではミジンコの遊泳が95％阻害され，5．6mg／1の濃度

　　　区では遊泳阻害が観察されなかったことに基づき，本試験では当初，100皿g／1以下の濃度を

　　　公比2．2で7濃度区としたが，結果は遊泳阻害率が10mg／1区以下で0％，22㎎／1区で95％，46

　　　㎎／1区以上で100瓢となった。

　　　　結果の処理を行う上で遊泳阻害率0％から100瓢の間に，阻害率が段階的に2段階以上観察さ

　　　れる濃度範囲を設定することが理想的であり，また本試験結果においては公比，濃度範囲及

　　　び濃度区数の関係から，試験の設定を再調整することが可能であると考えられたため，再試

　　　験を実施した。

　　　　再試験では42㎎／1以下の濃度を公比L3で7濃度区（乳5，10，13，18，24，32及び42㎎／1）

　　　設定した．

　　　　なお，予備試験の結果は付属資料一2に示した．また，本試験1回目の結果を付属資料一3に示

　　　した。

3．5　試験液の調製

　　　　試験液調製時の希釈水は，調製前に暴気を行い，恒温室内で20±1℃にした・

　　　　被験物質を超音波処理により希釈水に溶解させ被験物質原液（1，000㎎／1）を調製した。

　　　　この被験物質原液を希釈水に添加して各濃度区の試験液を調製した。

　　　　対照区には，希釈水のみの無処理の対照区を設けた．

　　　　なお，被験物質は純度が9駄錦と高純度であったため，純度を考慮せず秤取した．よって，

　　　設定した試験濃度は，供試試料の濃度として示した．また，被験物質原液は用時調製とした。

3．6　試験液の分析

　　　　試験液中の被験物質濃度の分析は，高速液体クロマトグラフー質量分析計を用いて，全試

　　　験区について暴露開始時（0時間）及び暴露終了時（48時間後）の2回行い，その算術平均値を求

　　　めた．暴露開始時は分析用及び4連分を同時に調製した容器から試験液を50皿1採取して分炉

　　　用試験液とした．また，暴露終了時は各試験区のそれぞれ4連の各試験容器から等量ずつ採取

　　　し混合した50m1をそれぞれ分析用試験液とした．

　　　　なお，分析方法は付属資料一5に示した。

3．7　試験操作

　　　試験液の水温，溶存酸素濃度，pHを測定後，供試生物を投入し，その時点を暴露開始時とし

　　　た．先端が比較的広口のガラスピペットを用いて供試生物を投入した。その際，試験液量に対

　　　して，ピペット内の希釈水は全量で1％以内を目安とした．

　　　　暴露開始24及び48時間後にミジンコの遊泳阻害数の観察を行った．試験容器を穏やかに動か

　　　した後，15秒間泳げない場合，遊泳阻害されたと見なした。

　　　　水温，溶存酸素濃度及びpHは，暴露開始時は同一容器で調製した試験液について測定し，

　　　終了時は全試験区各1試験容器の試験液について測定した。暴露期間中給餌は行わなかった。

　　　　なお，暴露期間中の試験液についてはその状態（外観等）を観察し，記録した。
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4　結果の算出

　41　結果の算出に用いた試験濃度の決定

　　　　　結果の算出に用いた試験濃度は測定値（算術平均）とした・

4．2　半数遊泳阻害濃度（EiC50）の算出

　　　　各試験区でのミジンコの遊泳阻害数と供試生物数（20頭）から遊泳阻害率（％）を算出し，

　　　Probit法により，48時間の半数遊泳阻害濃度（揃C50）を算出した．それらの95％信頼区間も算

　　　出した．また，濃度一遊泳阻害率のグラフを記載した。

4．3　0傷阻害最高濃度及び100瓢阻害最低濃度

　　　　ミジンコが遊泳阻害を受けない最高試験区（0％阻害最高濃度）及び全てのミジンコが遊泳阻

　　　害を受ける最低濃度（100瓢阻害最低濃度）を24および48時間後に記録した．

4．4　統計的手法
　　　　本試験結果に使用した統計ソフトを以下に示した．また，統計ソフトの入力値とその出ン

　　　結果を付属資料一4に示した．

　　　　TOmAT皿TI覗mODPROG㎜（EPA／600／4－85／O13）

、

5　結果及び考察

　5．1　試験液中の被験物質濃度

　　　　　暴露開始時及び暴露終了時（48時間後）に試験液中の被験物質濃度を測定し，その結果を

　　　　Table1に示した。

　　　　　暴露開始時及び暴露終了時（48時間後）の試験液中の測定濃度は，それぞれ7．68～4L9皿g／1，

　　　　7．85～45．7㎎／1（設定濃度：7．5～42㎎／1）であり，設定濃度に対する割合は，暴露開始時

　　　　が99～109鑑，暴露終了時（48時間後）が101～115駕であった．

　　　　　各濃度区の設定濃度に対する測定濃度の算術平均値は7，5mg／1で7・77㎎／1，10皿g／1で

　　　　ll．2㎎／1，13㎎／1で140㎎／1，18mg／1で1＆7mg！1，24mg／1で25、7㎎／1，32mg／1で

　　　　32．1mg／1及び42㎎／1で“8㎎／1であり，測定濃度は設定濃度の土20覧以内を維持でき1

　　　　よって，本被験物質は試験液中で安定であったと考えられた。

　　　　　以上のことから，以下の値（半数遊泳阻害濃度，0％阻害最高濃度，100％阻害最低濃度）は

　　　　測定値から算出した算術平均値を基に示した．

5．2　試験液の状態

　　　　暴露開始時の試験液は無色透明であった．また，

　　　おいて開始時と比較して変化が認められなかった・

暴露終了時の試験液は，全ての濃度区に

5．3　半数遊泳阻害・濃度（EiC50）

　　　　各時間における遊泳阻害率をTable2に，半数遊泳阻害濃度（EiCso）をTable3に示した・

　　　また，濃度一遊泳阻害率のグラフをFigure1に示した．

　　　　24時間後の各濃度区の遊泳阻害率は対照区，7．77皿g／i及び1L2皿g／1で0％，14．0皿g／1

　　　で20％，18．7mg／1及び25．7mg／1で60％，32．1mg／1で50％，43．8mg／1で75％であった。
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48時間後の各濃度区の遊泳阻害率は7．77mg／1及び1L2mg／1で0瓢，1生〇一 高〟^1で30％，

凪7㎎／1で85％，25．7㎎／1，32．1mg／1及び“8mg／1で10“であった・

　以上のことから，以下の結果を得た・

　　　24時間EiCso：算出せず（遊泳阻害率に逆転が認められたため，EiC50を算出しなかっ

　　　　　　　　　た。）

　　　48時間Eic50：16皿g／1（95駕信頼区間；15～17皿g／1）

　　　　　　　　　　Probit法により算出した．

5．4　0％阻害最高濃度及び100瓢阻害最低濃度

　　　　24及び48時間後の0駕阻害最高濃度及び100瓢阻害最低濃度をTable4及び以下に示した。

0瓢阻害最高濃度：24時間後；11皿g／1，48時間後；11mg／1

100％阻害最低濃度：24時間後；44mg／1以上，48時間後；26㎎／1

5．5　試験液の水温，溶存酸素濃度及びpH

　　　　試験液の水温をTable5，溶存酸素濃度をTable6，pHをTable7に示した．

　　　　暴露期間中の各試験区の水温は19．1～19、6℃，溶存酸素濃度は9．1～9．3皿g／l，pHは7．8

　　　～7．9であり，水温は20±1℃，溶存酸素濃度は3㎎／1以上，pHは6、0～9．0の範囲で試験

　　　環境条件を満たしていた．

5．6　試験計画書からの逸脱事項

　　　　なし．

5．7　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

　　　　なし．

5．8　試験の妥当性
　　　　暴露終了時に対照区の死亡率及びミジンコの水面に浮く率が0驚であり，各試験区の溶存

　　　素濃度も3mg！1以上であったため，本試験の成立が確認された．

5．9　結果の評価と考察

　　　　試験液中の被験物質濃度の分析結果から，被験物質濃度は一定に保たれていたことが確認

　　　された．よって，暴露期間中の供試生物は，ほぼ設定濃度通りの被験物質に連続的に暴露さ

　　　れていたと判断した。本試験では各時間毎の濃度一阻害率の関係が経時的に変化しているこ

　　　’とから，暴露期間を延長した場合には，より低濃度でも影響が認められる可能性があると考

　　　えられた。

　　　　本被験物質は水溶解度が高く，難分解性物質であることから，自然環境中に流出した場合

　　　には，水系への拡散が早く，その地域に生息する生物に対して，長期間の暴露影響を及ぼす

　　　可能性が高いと推察された。よって，本試験より得られた急性毒性に関する情報のみから，

　　　その影響を推察するには注意が必要であり，亜急性または慢性的な暴露試験によって長期的

　　　な暴露による影響を確認する必要があると考えられた．
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Table1．MeasuredCo皿cemrationoftheTestSubsta皿ce in　the　Tes　t　Water

　　　　　（StaticCondition）

　　　No皿inal

Concentration
　　　（皿9／1）

MeasuredConcemration（皿9／1）

O　Hour
Percentof

Nomi皿a1
48Hours Percent　of

Nominal

Meanl　Measured

Concent　rat　i　on

　　　　（mg／1）

Control

　　7．5

10

13

18

24

32

42

〈0．05

　　7．68

10．9

13。8

18．3

25．0

31．7

4L9

102

109

106

102

104

99

100

〈0．05

　　7．85

11．5

14．2

19．0

26．3

32．4

45．7

105

115

109

106

110

101

109

’7．77

1L2

14．0

18．7

25、7

32．1

43．8

a：Arith壇etlc覧闘n

Table2．TheNu皿bersofI皿obile加ρ加13初顔a（Percentl皿obility）

　　　Nominal

Concentration
　　　（皿9／1）

Mean皇Measured
Concentration
　　　　（㎎／1）

Cu皿ulat　ive　Number　of　Immobi　l　ized　〃8ρカπi8

　　　　　　　　　　（PerCent　I皿mOb　i　l　i　ty）

24Hours 48Hours

Co皿trol

　　　7．5

　　10

　　13

　　18

　　24

　　32

　　42

7．77

11．2

14．0

18．7

25．7

32．1

43．8

0（0）

0（0）

0（0）

4（20）

12（60）

12（60）

10（50）

15（75）

0（0）

0（0）

0（0）

6（30）

17（85）

20（100）

20（100）

20（100）

題：Ari　th亘etic　”ean

Tab　l　e　3．　Cal　cu　l　ated　Ei　C50Values

Exposure　Period
　　　　（Hours）

Eic5。（卿1）
　　　　　　95－Pe　rc　en　t

Con　f　i　de皿c　e　L　i　m　i　t　s（皿9／1）
Statistical　Method

4
8

り
凸
」
讐

16 15～17 Probi　t
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Table 4．　Observat　ion　of

　　　a皿dtheLowest

tbe　Highest　Co皿centration　i皿0％1㎜obility

Concentration　in　100％　1皿obility

ExposurePeriod
　　　　（Hours）

Hi　ghes　t　Concen　t　r　a　t　i　o皿　i　n

　　　　　O瓢1㎜obility
　　　　　　　　　Q皿9／1）

LowestConcentrationin

　　　100瓢　1皿obility
　　　　　　　　　（㎎／1）

」
筆
Ω
U

2
」
任

11

11

〉44

26

Table　5．　Temperature

（StaticCondition）

　　　No皿inal

Concentrat　ion
　　　（皿9／1）

Mean亀MeasureO

Concentrat　ion
　　　　（㎎／1）

Temperature（℃）

O　Hour 48Hours

Co皿trol

　　　　7．5

　　　10

　　　13

　　　18

　　　24

　　　32

　　　42

7．77

11．2

14．0

18．7

25．7

32．1

43．8

19．5

19．3

19．3

19．3

19．3

19．3

19．2

19．2

19．6

19．1

19．4

19．4

19．6

19．5

19．5

19．5

a　Arith配tic廻oa皿

Table　6．　Dissolved Oxygen　Concentrat　io皿

　　　　　　　　　　　　　　　（Static Condition）

　　　No皿i皿al

Concent　rat　i　on

　　　（皿9／1）

Mean－Measured

Concentrat　ion
　　　　（mg／1）

DissolvedOxygen
Concentration（皿9／1）

O　Hour 48Hours

Control

　　　7．5

　　　10

　　　13

　　　18

　　　24

　　　32

　　　42

7．77

11．2

14．0

18．7

25．7

32．1

43．8

9．1

9．2

9．2

9．2

9．2

9．3

9．3

9．3

9．3

9．2

9．2

9．1

9．2

9．1

9．1

9．1

乱：Ar　i　th亘e　t　i　c　麗ean
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Tab　l　e　7．　pH　VaLues

（StaticCondition）

　　No皿inal

Concentrat　ion
　　　（mg／1）

Mean’Measured
Concentration

　　　（皿9／1）

pH

O　Hour 48Hours

き

Contro1

　　　7．5

　　10

　　13

　　18

　　24

　　32

　　42

7．77

11．2

14．0

18．7

25．7

32．1

43．8

7．8・

7．8

7．8

7．8

7．8．

7．8

7．8

7．8

7．9

7．9

7．9

7．9

7．9

7．9

7．9

7．9

亀：Arlt舳ctic隔ean

ノ

100
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Figure1．

　　　　　　　　　　　　10

　　　　ConcentrationG㎎／1）

ト

Concen　t　rat　i　on－Response（Im皿ob　i　l　i　ty） Curve

100

◆24hr．★48血r，oEC50
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付属資料一1：希釈水の水質

　　　　　　　QualityofTestWater

Parameter Concentration Parameter Concentration

pH　Value 7．7（20℃） Iprobenfos（IBP） 〈0．0005㎎／1

Colifom　Group Not　Detected Chlornitrofen（CNP） く0．00001mg／1

Total　residue 220mg／1 Che皿icalolyge皿demand（CO』） く10㎎ハ

Phenols 〈0．005皿9／1 Bioche皿i　cal　oxygen　demand く1mg／1

Totalhard皿ess（asCaCO3） 85皿9／1 Suspended　sohds 〈1mg／1

NitrateandNitrite 0．7㎎／1 Phosphorus 〈0．01mg／1

Fluoride 0．13皿9／1 Bro皿ide　ion 〈0．5㎎／1

Dlchlorometha皿e ＜0．001mg／1 Sulfide　ion（S2一） 〈0．01mg／1

Carbon　te　t　rachl　or　i　de 〈0．0002㎎／1 Electricconductivi　ty（25℃） 37mS／m

1，2二Dichloroethane 〈0．0002mg／1 Alkalinity（CaCO3） 49㎎／1

1，1－Dichloroethylene 〈0．001㎎／1 Totalorganiccarbon（TOC） 1．9皿9／1

Cis－1，2－Dichloroethylene 〈0．001皿g／1 ㎞oniu皿nitrogenG旺13－N） ＜0．04mg／1

1，1，1－Tr　i　chl　oroe　thane 〈0．001皿g／1 PCB く0．0005㎎／1

1，1，2－Trichloroethane 〈0．0005㎎／1 Mercury 〈0．0001㎎／1

Trichloroethylene 〈0．001㎎／1 Cadmi㎜ 〈0．001㎎ゾ1

Tetrachloroethylene 〈0．001皿9／1 Cyanide ＜0．005mg／1

1，3－Dichloropropene 〈0．0002㎎／1 Lead ＜0．005皿9／1

Benzene く0．001㎎／1 Chro皿ium（VI） く0．005mg／1

Chloroform 〈0．001㎎／1 Arsenic く0．001皿g／1

Thiram 〈0．0005㎎／1 Sele皿iu皿 〈0．001皿g／1

Simazine（CAT） 〈0．0002㎎／1 Nickel 〈0．001皿9！1

Thiobencarb ＜0．001皿9／1 Copper 0．02皿9／1

Isoxathion 〈0．0005㎎／1 Zinc ＜0．005mg／1

Diazinon 〈0．0005㎎／1 Alu皿inu皿 く0．05㎎／1

Fenitrothion（MEP） く0．0002mg／1 Manganese 〈0．005皿9／1

Isoprothiolane 〈0．001mg／1 Iron 〈0．03皿9／1

Chlorotnalonil（TPN） く0。001mg／1 Tin く0．1mg／1

Propyzamide く0．0005mg／1 Sodiu皿 35㎎／1

EPN 〈0．0005mg／1 Potassium 7．0皿9／1

Dichlorvos（DDVP） く0．001mg／1 Calciu皿 21皿9／1

Fenobucarb（BPMC） く0．001mg／1 Magnesiu皿 8．2㎎／1

Date： January7，2003
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付属資料一2：予備試験結果

予備試験結果をTable1に示した。

Tab　l　e　1．　The　Nu皿ber　s oH㎜obile加ρ加iε四8”（Percent　I皿obility）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Range　f　i　nd　i皿g　t　es　t）

Nominal Concentration
（㎎／1）

C㎜ulative　Nu皿ber　oH㎜obilized加ρ加ノ8
　　　　　　　　（Pe　r　cen　t　Im皿ob　i　h　ty）

24Hours 48Hours

5．6 0（0） 0（0）

32 8（40） 19（95）

56 4（20） 16（80）

Contro1 0（0） 0（0）
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付属資料唱：本試験1回目の結果

本試験1回目の結果をTable1に示した．

Table1． TheNu皿bersofIlmobile刀8P加1ど麗卯（Percentl㎜obility）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（tbefirsttest）

Nominal　Concentration
　　　　　　（mg／1）

Cu皿ulative　N㎜ber　of　I㎜obilized〃2p加18
　　　　　　　（Perc　en　t　I皿皿ob　i　l　i　ty）

24Hours 48Hours

L　O

2．2

4．6

10

22

46

100

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

17（85）

19（95）

20（100）

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

19（95）

20（100）

20（100）

Comrol　　　　　O（0） 0（0）
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付属資料一4：統計処理データ

統計ソフトの出力結果を以下に示した。

ECsoafter48hoursexposure

欝
入力書名

醗藷日

第14022号（腐試験）

環境省

撫ミジンコ　48

CO四〇

㎎！t

25．7

1氏7
14

11．2

㎜の【PO舘020
20
20
20

㎜EK
㎜CT20
17
6

0

P皿o回灯

㎜CT　．
100
85
30
0

M㎜1仙
取皿α）
9．5367431“0625ErO5
　12884140014鰻54
夏7‘591491699219

儀5367“1糾0625B－05

mEBl押倒1肌YESτ鋤器n跳丁1L2’皿》1＆マ㎝皿
ロSEO雌S↑灯1S㎝LL了S㎝陶CO騨SE”m祀95P駅C圏町
CO闘FI㎜CELI瓢ITSsI罵CEτ阻A㎝肌00隙1皿篤CE厨▼肌
ASS㏄1心EPワ1m㎜LI賀ITSIS9”71063！324219P盤伍町．

川APPmll耽肥EC50FOMmSSETOF翻τA：S15。4861303089225

〉〉》〉》》〉〉〉朗SULτS㎝L㎝験mUSI麗τ麗質OVl鵬A鴨田㎝0く《《《《《〈
SPA”＝　3
G　　　　－　　　5．】3502002779065E－02

且C50　冨　　　15．874マ98193421豊

95P㎜OO翼FI㎜偲LI蟹1τS＝肌7368246マ96“1　し　1to3朋職24醐

〉》》〉》〉》〉認S皿TIS肌肌AEOUSIN6τ田rRO唇1τ凪瑚OP《〈くくくく《（〈〈《〈《〈《

1皿魅τ10蕊S＝　6
C　　　　二　　藍44081304m877
腿　　　雷　、
OOO㎜SS億臼τP皿0恥1Lm・貫・．伽◎ごf8マ醐801
SLOPE　　　　　置　　　14．4474463456331

95r㎜C㎜19E㎜旺1麗ITS－＆96347841066817　㎜　 19．931414280598

EC50．　一1豊㎜㎝㎜㎜
95P㎜㎝r1㎜u貿1τs．伍＿m　㎜1塗師惚㎝蝉
EC1　　重　　　　　　　　10幽7639513064836

95P㎜C㎝F1㎜“闘ITS＝8．5375！34739484　　擢①　12．0549480304436
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付属資料一5：試験液中の被験物質濃度の分析方法

以下は再試験についてのみの報告とする。

1　標準品

　　被験物質を使用した。

2　試薬，試液及び標準溶液の調製

1）　試薬

　　　　メタノール：高速液体クロマトグラフ用

　　　酢酸：特級

　　　Mil　li－Q水：水道水を活性炭カートリッジ，逆浸透カートリッジ及びイオン交換樹脂で

　　　　　　　　　　精製した後Milli－Q　systemで精製したもの

　　　　C18シリカミニカラム：Waters社，Sep－Pak　Plus　C18カートリッジ

2）　試液

　①　1瓢酢酸

　　　　Milli～Q水100皿1及び酢酸1皿1を混合した．

　②0．01瓢酢酸

　　　　Mi　l　li－Q水990m1及び1瓢酢酸10皿1を混合した．

3）　標準溶液の調製

　　　被験物質。．025gを精密に秤り，Mi　l　l　i－Q水に溶解して50皿1とし，これを標準原液とし

　　た．この標準原液をMil　li－Q水で希釈して40mg／1溶液を調製し，この一定量を取りMi　lIi－Q

　　水で適宜希釈して0．0125，0．0625，0．25及び0．5皿g／1の標準溶液を調製した．

3　試料溶液の調製

　1）　対照区の試験液

　　　試験液の5皿1を20mlのメスフラスコに正確に量り取り，Milli－Q水で定容とした．

　　　　C18ミニカラムに10皿1容の注射筒を取りつけ，メタノール5m1で洗浄した。これに試験液の希

　　　釈液の10mlを流下させ流出液を捨てた後，試験液の希釈液の2皿1を流下させ，これを試料溶液

　　　とした．

　2）　7．5皿g／1の試験液

　　　　試験液の1皿1を20皿1のメスフラスコに正確に量り取り，Milli－Q水で定容とした。

　　　　C18ミニカラムに10ml容の注射筒を取りつけ，メタノール5皿1で洗浄した。これに試験液の希

　　　釈液の10mlを流下させ流出液を捨てた後，試験液の希釈液の2副を流下させ，これを試料溶液

　　　とした。

　3）　io，13及び18mg／1の試験液

　　　　試験液の1皿1を50皿1のメスフラスコに正確に量り取り，Mlni－Q水で定容とした。

　　　　C18ミニカラムに10ml容の注射筒を取りつけ，メタノール5mlで洗浄した。これに試験液の希

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　22／26
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　　釈液の10皿1を流下させ流出液を捨てた後，試験液の希釈液の2皿1を流下させ，これを試料溶液

　　とした。

4）24及び32mg／1の試験液

　　　試験液の1皿1を100mlのメスフラスコに正確に量り取り，Milli－Q水で定容とした．

　　　C18ミニカラムに10皿1容の注射筒を取りつけ，メタノール5mlで洗浄した．これに試験液の希

　　釈液の10m1を流下させ流出液を捨てた後，試験液の希釈液の2m1を流下させ，これを試料溶液

　　とした。

5）42mg／lの試験液

　　　試験液の1m1を200mlのメスフラスコに正確に量り取り，Milli－Q水で定容とした。

　　　C18ミニカラムに10皿1容の注射筒を取りつけ，メタノール5mlで洗浄した．これに試験液の希

　　釈液の10皿1を流下させ流出液を捨てた後，試験液の希釈液の2副を流下させ，これを試料溶液

　　とした．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

4　高速液体クロマトグラフー質量分析計操作条件

　　　機　種：Agilent1100G1312Aバイナリポンプ［AgilemTechnologies］

　　　検出器：Agilent1100G1946DLC／MSDSL［AgilentTechnologies］

　　　カラム：CAPCELL　PAK　C18AQ，φ2．O　mm×15cm［株式会社　資生堂］

　　　カラム温度：40℃

　　　移動相：0．01瓢酢酸

　　　流量：0．2皿1／皿in

　　　イオン化法：ESI（positiveモード）

　　　ドライングガス：窒素（101／分，350℃）

　　　ネブライザーガス：窒素（30psi）

　　　フラグメンター電圧：90V

　　　キャピラリー電圧：2，000V

　　　設定質量数（m／z）：77．1

　　　データ処理装置：LC／MSD　CbemiStation（Rev、ん09．Ol）［Agilent　Tech皿ologies］

5　定量

　　　2の3）で調製した標準溶液及び3で調製した試料溶液4μ1を高速液体クロマトグラフー質

　　量分析計に注入した。標準溶液の濃度とピーク高から検量線を作成し，試験液中の被験物質

　　濃度を算出した．

6　検出限界

　　　　　0．05　ng　　　　2　m1×1，000　　　　　　1
検出限界：　　　　×　　　　　　×　　　　＝・0、05mg／1
　　　　　　1，000　　　4μ1　　0．5m1’

　　　　　　5皿1
＊　0．5ml　　　　×2ml
　　　　　　20m1
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7　添加回収試験

1）　低濃度添加

　　　希釈水に被験物質を1皿g／1になるように添加し，この溶液を用いて添加回収試験を行っ

　　た．試験は平行測定3回で実施し，回収率は101．7鑑，100．6％，99．7駅平均100．7％）であ

　　つた．

2）高濃度添加

　　　希釈水に被験物質を1α0皿g／1になるように添加し，この溶液を用いて添加回収試験を行

　　つた。試験は平行測定3回で実施し，回収率は106．9％，105．3瓢，105．0駅平均105．7瓢）

　　であった。

Calibration　curve

900，000

800，000
P

e700，000

a600，000
k

　500，000
血

e400，000
i

　300，0009

h200，000
t

　100，000

　　　0
　　　　0 0．5 　　1

A皿ount（ng）

L5 2

A皿ount（ng） Peak　height
2 813，182
1 465，965

0．25 131，580

0．05 22，891

Figure1．CalibrationcurveofThioureabyHPLCanalysis

24／26



試験番号
第14022号

Standard （0．5皿9／1）：
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陳述書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14022号

3　試験の表題
　　チオ尿素のオオミジンコ（加ρ加掬磁即8）に対する急性遊泳阻害試験

上記試験は，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）を遵守して実施したものです。

2〃03 年3月3／日

財団法人日本食品分析センター　多摩研究所

運営管理者



陳述書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14022号

3　試験の表題

　　チオ尿素のオオミジンコ（加ρ加翔齪即8）に対する急性遊泳阻害試験

　上記試験は，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r生態影響試験実施に関する基準の改正について」（別添）r生態影響試験実施に関

する基準」（環保安第242号，2001年）を遵守して実施したものです。

　なお，試験実施にあたっては，OECD化学品テストガイドラインNo．202「ミジンコ類，急

性遊泳阻害試験及び繁殖試験」（1984年）を遵守しました。

2003年夕月31日

財団法人日本食品分析センター　多摩研究所

試験責任者



信頼’陞…保証書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14022号

3 試験の表題

　チオ尿素のオオミジンコ （Daρ加掬朋gηa）に対する急性遊泳阻害試験

4　検閲

　　　本試験の検閲は，財団法人日本食品分析センター多摩研究所信頼性保証部門の

　標準操作手順書に従い，以下のとおり実施した。

検閲内容 検閲実施日
試験責任者への

�数N月日
運営管理者への

�数N月日
試験計画書 2002年12月20日 2002年12月20日 2002年12月20日

試験計画書 2003年Ol月15日 2003年Ol月15日 2003年Ol月15日

被験物質の受領 2003年01月15日 2003年01月15日 2003年01月15日

試験の実施，試薬等，機器 2003年01月15日 2003年01月15日 2003年01月15日

分析の実施，試薬等

@器，検体
2003年01月15日 2003年01月15日 2003年01月15日

試験の実施，被験物質 2003年01月17日 2003年Ol月20日 2003年01月20日

機器（再検閲） 2003年Ol月21日 2003年01月22日 2003年01月22日

試験計画書 2003年01月27日 2003年01月27日 2003年01月27日

試験の実施 2003年01月27日 2003年Ol月27日 2003年01月27日

試験の実施 2003年Ol月29日 2003年01月29日 2003年01月29日

試験中の保管文書 2003年03月25日 2003年03月25日 2003年03月25日

最終報告書草案及び生データ 2003年03月28日 2003年03月28日 2003年03月28日

最終報告書 2003年03月31日 2003年03月31日 2003年03月31日

　上記検閲の結果，本試験最終報告書は試験に用いた方法が正確に記載され，報告結果は

試験の生データを正確に反映していることを確認した。

2ρDノ年　3月31日

財団法人日本食品分析センター　多摩研究所

信頼性保証部門責任者




