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試　験　実　施　概　要

1．表題：塩化コリンのヒメダカ（Or7zf8518々ρθs）に対する急性毒性試験

2．試験目的：塩化コリンについて，ヒメダカ（Or7z招s1寵1ρθs）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．適用ガイドライン：本試験は，OECD化学品テストガイドラインNo．203「魚類毒性性試

　　　　　　　　験」（1992年）に準拠した。

4．適用GLP：本試験は環境庁のGLP規則に準拠した。

5．試験委託者
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　委託責任者1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
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所在地：　　〒974－8686　福島県いわき市錦町落合16番地

7．試験施設：

　名称：

　所在地：

株式会社クレハ分析センター

〒974－8686　福島県いわき市錦町落合16番地
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要 巳
日

試験委託者　環境庁

表　題：塩化コリンのヒメダカ（01γz1θs1θダρθs）に対する急性毒性試験

試験番号：　NO1998一生16

試験方法：本試験は、O　E　C　D化学品テストガイドラインN　o．203r魚類毒性試験」

　　　　　　（1992年）に準拠して実施した。

　　1）被験物質：　塩化コリン

　　2）方式：　：　流水式

　　3）供試生物：　ヒメダカ（命7z拍5拍‘加θs）

　　4）試験濃度二　対照区、及び100mg／L

　　5）暴露期間：　96時間
　　6）試験液量：　3．O　L

　　7）生物数：　　10尾／濃度区

　　8）照明：　　　16時間明／8時間暗
　　9）エアレーション：　なし

　10）温度二　　24±1℃
　11）試験水中の被験物質の分析：H　P　L　C法（開始時、換水前）

結果

　　1）96時間の半数致死濃度（LC50）二100mg／L以上

　　2）0％死亡最高濃度：100㎎／L
　　3）100％死亡最低濃度：求められなかった。



1　被験物質

　1　1　名称、構造式および物理化学的性状

　　　名称：　塩化コリン

　　　　　　（　CAS：67－48－1）
　　　　　　構造式：

　　　CH3

晒平繍酬α
　　　CH3

分子式二　［（CH3）3N（CH2）20H］TC　l一

1．2

　　分子量二　139．63
　　安定性：　安定

　　1一オクタノール／水分配係数〔logP）

　　水への溶解度：水に可溶

　　蒸気圧1報告されていない

供試試料

報告されていない

購入先：

入手先1

入手日：

ロット番号：

外観二

純度及び不純物

1998年11月20目
P　A　R　l681

白色結晶性粉末

　100．2％

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，



2 供試生物

試験に使用したヒメダカ（0伊z∫as盈々ρθ3）を下記に示した。供試魚の体長（被

鱗体長）は2．

　　1）一般名：

　　2）学名：

　　3）体長＝

　　4）体重：

　　5）

　　6）購入先：

塾

ロット番号

0±0、5cmであった。

　　ヒメダカ

　　01γzfθs1認知θ5

　　2．lcm（1．8～2．3cm）、n＝10

　　0．17g（0．13～0．22g）、n＝10
　　F　J98A5
　　自家繁殖

　試験条件と同条件一（水質、温度等）で12日間以上、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。

　試験には健康で肉眼的に正常な個体を使用した。暴露開始前7目間の死亡率は5％

以下であった。また、供試魚の基準物質（硫酸銅（n）五水和物、試薬特級）による

急性毒性試験の結果は96時間L　C50は0．18mg／L（無水物換算）であった。

　　1）方式：

　　2）温度：

　　3）曝露期間：

　　4）生物数：

　　5）連数：

　　6）試験液量：

　　7）換水回数：

　　8）給餌：

　　9）

　　10）照明：

　3　1　試験条件

3　試験方法

エアレーション

11）試験濃度

流水式（定量ポンプを用いる連続希釈装置を使用）

24±1℃
96時間
10尾／濃度区

1濃度区に付き1連

3．O　L

5回／1目
無給餌

　　　　なし

　16時間明／8時間暗
　　対照区　及び100皿g／L

3．2　希釈水
　脱塩素水（呉羽化学工業株式会社錦工場内の工業用水（塩素処理を行い飲料水グ

レードのもの）を活性炭処理で残留塩素等を除去した後、空気による曝気処理を行

ったもの）を使用した。希釈水の主な水質として、硬度が30㎎／L（C　a　CO、換

算）、p　Hが7．8であった（暴露開始時）。

また、1999年2月2目の希釈水の分析結果を［付属資料一1］に示した。
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3．3　試験装置、試験容器および恒温槽等

　流水式試験装置：　定量ポンプ　カッセットチューブポンプ

　　　　　　　　　　東京理化SMP23型
試験容器：　3L容ガラス製ビーカー

恒温槽：　　アドバンテック東洋　　恒温器　ラボサーモ（L　H－2000）

水温計二　　水銀温度計

p　H計：　　東亜電波工業　　（HM－30V）

溶存酸素計：飯島電子工業　　（B－505）

3，4　試験濃度の設定

　予備試験の結果を基に，100mg／しの濃度区および対照区を設定した。

3．5　試験液の調製

　1000皿g／しの濃度の塩化コリン原液を調製し，その原液と希釈水を定量ポンプで

流量比が1：9となるように流し、混合器を経由して試験容器に連続的に入れた。

3．6　試験液の分析

　開始時、48および96時間後に各試験水槽より試験水］O　m　Lを採取し、H　P

L　Cにより分析した。試験水の分析に際しては、試料測定毎に標準溶液の測定を行

い、そのピーク高さから定量した。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。暴露期間中給餌は行わなかった。

　各試験水槽の試験液のp　H、溶存酸素濃度、水温を測定後、試験水槽中に供試魚

を1濃度区当り10尾投入した。p　H、溶存酸素濃度、水温は暴露期間中毎目1回
測定した。

　暴露開始後、24，48，72および96時間後に死亡個体数を記録するととも
に観察された毒性の徴候あるいは異常（例二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

　　最高濃度区においても死亡は認められないことから、半数致死濃度（LC50）は最高試

　験濃度以上とした。
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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

　認められなかった。

5　2　試験水中の被験物質濃度

　　暴露開始時、48および96時間後に試験水中の被験物質濃度を測定した。試験

　期間中の被験物質濃度は96．0～106mg／L（設定値100㎎／L）であり、
　平均濃度は101mg／しとなり、設定濃度に対する割合は101％であった。

　　　　　　　　　［Table　l（p．12）、付属資料一2］

5．3　96時間の半数致死濃度（LC50）

　　塩化コリンに96時間暴露したヒメダカの死亡率は100mg／L濃度区で0％で
　あった。

　　対照区の死亡率は0％であった。塩化コリンの96時間の半数致死濃度（LC50）は

　100皿g／L以上であった。

　　　　　　　　　　〔Table2，3（P．12）］

5．4　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度
　塩化コリンに96時間暴露したヒメダカの0％死亡最高濃度は100mg／しであ

　り、100％死亡最低濃度は求めることができなかった。

　　　　　　　　　　　〔Table4（P．13）］

5　5　毒性症状

　　毒性症状として100mg／L区、対照区共に試験期間中に異常な症状は観察されな

かった。

　　　　　　　　　　　〔Table5（P、13）］

5。6　試験水の水温、溶存酸素濃度およびp　H

　　96時間の暴露期間中の水温は24±1℃の範囲内であった。暴露期間中のp　H

　は7、3～7．7であった。暴露期間中の溶存酸素濃度は6．4～8．2㎎／しであり、

　すべての試験水槽で飽和溶存酸素濃度の60％以上であった。

　　　（24、0℃の飽和溶存酸素濃度：8．25㎎／L）

　　　　　　　　　〔Table6，7，8（P．13，14）］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　上
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Tab］一e　1． Measu・－edC・ncentrati・n・fCh・1inechl・rideDuringa96－H・urExp・sure

Test　Condition

　　　Nomina］

Concentration

　　　　mg／L

　　　　Measul・ed　Concentration（mg／1、）

O　Hour　　　　48　Hour　　　　96　Hour　　　　　Mean

Percent

　　of

Nomina1

Control

　　100 106 101 96．0 101 101

Table2． 　Mortal　ity　of　Orange　ki　l　l　ifj－sh　（砕｝vz1θs　ノ召‘1カθ8）　Exposed　to

Choline　chloride　under　Flow－Through　Test　Conditions

　　　Nomi．nal

Concentration

　　　　mg／圧．

CumulativeNumber・fDead（PercentM・rtality）

24Hour 48HOUI・ 72Hour 96Hour
Control

　　lOO 0
0
0
0
0
0
0
0

Table3． CalculatedLC50Valuesf・rOrangekillifish（の一7z∫θ51θ卯θ5）Exp・sed

to　Choline　chloride　Based　on　Measured　Concentrations　under　Flow－

Through　Test　Conditions

Exposed

Period

　（HOur〉

LC50

（mg／L）

　　　　　95％

Confidence　Limit
　　　　（mg／L）

Statistical　Method

4
8
2
6

n
∠
4
7
9

〉
〉
〉
〉

100

100

100

100
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Tab］．e 4．　　Observation

　Concentration

　of　Highest　Concentration　in

in　lOO％　Mortal　ity　Values

0％MortalityandL・west

Exposed

Period

　（HOし1r）

Highest　Concentratjon　in

　　　　O％　Mortal　i　ty

　　　　　　　（mg／L）

Lowest　Concentration　in

　　　100％　Mortal　ity

　　　　　　　　（mg／L）

4
8
2
θ
U

2
4
7
9

100

100

100

100

Table 5・　Sympt・m・fT・xicityObserved　inOrangekillifish（Or吻θ5
1∂‘加θs）Exp・sedt・Ch・linechl・rideunderF1・w－Thr。ughTestC。nditi。ns

　　Nominal

Concentration

　　mg／1、

Symptom

24Hour 48Hour 72Hour 96Hour
Control

　l　OO

Normal

Norma1

Normal

Nomal

Normal

Norma1

Normal

Normal

Table6． pH　Valuesl）uringa96－H・urF1・w－Thr・ughExp・sure・fOrangekillifish

（ωγz1θ5／θ⑳θs）t。Ch。1inechl。ride

　　Nominal

Concentl・ation

　　　（mg／L）

pH

O　Hour 24　Hoしlr 48Hour 72　Hou「 96　Hour
Control

　lOO

7．7

7．7

7．6

7．6

7．6

7．6

7．5

7．3

6
つ
U

7
7
｝
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Table　7． Diss・1vedOxygenC・ncentrati・nDし1ringa96－H・urF1・w－Thr・ugh

ExposureofOrangekillifish（砕πfa31∂がρθs）toCholinechl。ride

　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

Dissolved　Oxygen　Concentration （mg／L）

O　Hour 24Hour 48Hour 72Hour 96　HOur

Control

　100

8．2

8．1

7．3

7．2

7．3

7．3 4
5

7
θ
U

7．5

6．4

Table8・TemperatureDuringa96－H・urF1・w－Thr・ughExp・sure・fOrangekillifish

　　　　　　（砂7z∫θ3！∂‘1ρθs）t・Ch。linech1。rjde

　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

Temperature　（。C）

O　Hour 24Hour 48Hour 72Hour 96Hour
Control

　lOO

23．8

23．8

23．9

23．9

23．8

23．8

23．7

23．7

23．7

23．7
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付属試料一1

希釈水の水質

　（全1頁）



Water Quality　ofDilute　water

Parameter Concentratlon

CohfomgrouPbacteria

　　p　H

　BOD

　COD

Mercury

Copper

Cadmiu皿

Zinc

Lead

　Alu皿inium

丼ickel

Chromium

　Manganease

Tin

lron

Cyanide

　Free　Chlorine

　Bro皿ide　ion

　Fluoride

Sulfi（ie　ion

Ammoniumion

Arsenic

Selenium

Evaporat　i　on　res　i　due

Electricconductivity

Totalhardness（asCaCOR）

Alkahnity

Sodiu皿

Potassium

Calcium

Magnesium

TotalorganoPhosphomuspesticide

HerbicideSimazine

Herb　i　c　I　de　Th　i　obencarb

Fungici〔ie　Thiuram

N、D．

8．1

〈0．5

〈0．5

〈0、0005

〈0．01

〈0．002

〈0．01

〈0．．005

〈0．02

＜0．005

〈0．05

〈0．02

〈0．1

〈0，1

＜0．1

＜0．05

〈0．2

0．04

〈0．5

〈0．03

〈0．005

〈0．005

6
1

　7．4

25，8

29．5

5．6

　1．1

8．1

1．8

〈0．003

〈0．0003

〈0．002

〈0，0006

誕
吼
畿
誕
翫
麗
麗
猛
概
認
諾
吼
蹴
吼
謝
誕
誕
誕

Sampling　Date 1999．02．02



付属試料一2

試験液の分析方法

　（全14頁）



作成　平成11年1月29日

塩化コリンの分析法

（株）クレハ分析センター

1．試料 試験液

化学名及び化学式
　　塩化コリン
　　分子式
　　化学式
　　分子量

物理的化学的性質
　　性状

2．分析法
　　1）　装置及び器具
　　　イオンクロマトグラフ
　　　検出器（電気伝導度）
　　　インテグレーター
　　　　メスフラスコ
　　　　マイクロピペッター
　　　　マイクロシリンジ

　
ル
　
　
ン

　
一
　
　
リ

欝
欝

　
メ
水
り
塩

　2

　
l
　
C

　
ナ　
N
　
3

　
の
　
H
　
C

ー
パC
H
3

N
C
O
、
6

4
H
・

－
C
9

讃
0
3

C
H
1水に可溶
白色の固体

　
　
　
　
1

　
　
　
　
μ

　
　
　
　
O

C
　
　
　
O

1
　
　
　
　
0

型
　
　
　
1

一
　
　
　
、

サ
　
　
0

ツ
0
0
　0

レ
2
0
1
5

プ
7
5
m
、
ー

サ
3
7
0
0
μ

ン
」
一
〇
5
0

／
L
D
1
2
5
試薬　特級

超純水Milli－RX12α
試薬　特級（85％）
試薬　1級

日立製作所
日立製作所
日立製作所

M川ipore

3）塩化コリン標準原液（1200mg／m　l）
　塩化コリン標準品の約0．12gを正秤し、容量100m1のメスフラスコに秤りとり、
　　水を標線まで加える。

4）　イオンクロマトグラフの操作条件
　　カ　　　　　　ムム

　
液
量
器
量

ラ
　
離
　
出
入

力
　
溶
流
検
注

S　h　o　d　e　x　I　C　Y－521　昭和電工製

150mm×4mmID7mM一りん酸溶液＋メタノール（15％になる様に添加）

1．5ml／min
電気伝導検出器

50μ1
5）　検量線の作製
　　塩化コリン標準原液に水を加えて希釈し、3、6、12mg／1の標準液を調整する．
　　この液50μ1を上記条件の高速液体クロマトグラフに注入し、クロマトグラムかかせ、
　　ピーク高さをノギス（mm）ではかりとる。
　　濃度を縦軸に、横軸にピークの高さをとり検量線を作成する．

①．検量線作成

表一1　1npu　t　Da　t　e

N　o． 標準溶液濃度Gng／1） ピーク高さ（皿）

1
3，020 13．92

2 6，050 27．18
3 12，100 51．40

1



図一1　検量線

靴コリ職mg／1）

ii琴…i蓉聾（ピーク萬さ皿O

　　　　　　慕

②．検出下限値の計算

図一2　クロマトグラム

F工LE　4
CH．iくA＞ SYSi　SEQgC．S　　5．O＠　　　（TT　　5　　　0FFS　　　¢ Oi／25／99　　i3：0q

3．71

〆　ノイズ　1，7皿m

　　　　　塩化コリン

　　　　〆
　　　　　8．＠9

‘．P　8〈み㊤

、“γ

・靴コリ襟
・塩値リンのヒー殖さ

・ノイズ頒さ

〈計算式＞

（S／N＝2）としたとき

2X　L7

3，020mg／1

13．92㎜
L7　㎜

x3．020ニ0．7（mg／1）
13．92

試料液を直接注入できるので

　題瀦は0，7（皿g／1｝となる，

計算により、定量下限値　0．7　mg／1、
よって、定量下限値未満の表示NDは、0．7 mg／1未満を示す．

2



6）　分析操作　　（例　1000mg／1）
　　　10ml共栓フラスコに水約5mlをとり㌧これに・試料溶液の100μ1をマイク
　　ロピペッターではかりとり、水を標線まで加λる．
　　この液を50μ1を前記条件のイオンクロマトグラフに注入し・クロマトグラムをかか
　せ・塩化コリンの保持時間に相当するピークの高さをノギスではかり・検量線より濃度
　　を求める．

2．添加回収率試験
　塩化コリンの標準原液に水を加えて希釈し、約1～1000mg／1の試験溶液4種類を
下記の様に調整し、繰り返し測定を行った結果、良好な回収率を得た。’
る。　（各試験試料はn＝2で測定した）

表一2　添加回収率試験の測定結果

No 試料濃度（mg／1〕 測定値（mg／1） 回収率（％） 平均回収率（％）

1 1008 1023．9
P038．5

101．6
P03．0

102．3

2 100．8 103．7
P04．7

102．9
P03．9

103．4

3 10．08 10．6
P0．3

105．2
P02．2

103．7

4 1，008 0．9
O．8

89．3
V9．4

84．4

3．保存安定性試験
　塩化コリンの標準原液に水を加えて希釈し、約1～1000mg／1の試験溶液4種類を
下記の様に調整した。この試験溶液を4℃の冷暗所に保存した時の3日間後の経時測定によ
　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った。
　（各試験試料はn＝2で測定した）
　　しかし、低濃度の値が低くなることがあるので、設定値より20％低くなった場合は、n
の数を増やすか、検量線の感度変化等を確認する必要がある．

表一3　保存安定性試験の測定結果

N　o
試料濃度
img／1）

3日後の経時変化濃度血g／1）

調整時 1日目 3日目 平均

1 1008 1023．9

P038．5

987．8

P019．9
985．7

P003．5

1010．0

2 100．8 103．7

P04．7

103．0

P01．9

99．2

X6．1

101．4

3 10．08 10．6

P0．3

10．2

P0．5

10．2

P0．2

10．3

4 1，008 0．9

O．8

0．9

P．0

0．9

k　O

0．9

3



図一3 標準溶液の液体クロマトグラム（検量線作成用）

Figurc1
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Figurc2
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Figurc3
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Figure14
標準溶液
12，000　皿9／L
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Figure13
標準溶液
6，000　皿9／L
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Figure12
標準溶液
3，000mg／L
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Figure20
10，08mg／L（1脇
（n－2）
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試験結果の液体クロマトグラム

試料名：塩化コリンのヒメダカ（Oryzias　latipes）に対する急性毒性試験
　　　　（試験番号：NO1998生一16）
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暴露開始時
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暴露終了時
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暴露終了時
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