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試験委託者 環境省

表 題 四塩化炭素の藻類（距ノθ澱5〃〃πo即がoo〃〃1惚）に対する生

長阻害試験

試　験　番　　号 AO20366－1

　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GLP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）

2003年　9月30日

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 環境省

表 題 四塩化炭素の藻類（5θノθ％51r朔6卸ガ60五側∫翻に対する生長阻

害試験

（
試　験　番　号 AO20366－1

　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

試験の査察

最終報告書監査

試験液の調製

藻類の投入

藻類の観察

実　施　日

2003年

2003年

2003年

2003年

2003年

6月16日

7月29日

7月29日

8月　1日

9月30日

　運営管理者および

試験責任者への報告日

2003年

2003年

2003年

2003年

2003年

6月ユ6日

7月29日

7月29日

8月　1日

9月30日

2003年　9月30日
信頼性保証部門担当者
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L　表

　　　試験実施概要

題　　　四塩化炭素の藻類（5θノθ刀ヨ5ケ惚紹Pf／60切グ！㎜プに対す

　　　る生長阻害試験

　　　　（試験番号：A　O20366－1〉

2．　試　　験　　目　的

3．　適用ガイドライン

4．　適　用　G　L　P

5．試験委託者

6．試験受託者

7．　試　　験　　施　　設

被験物質の藻類（5θノθ刀器ケ凹偲pがoo加配㎜）に対する

生長阻害試験を72時間行い，50％生長阻害濃度（EC50）

および最大無作用濃度（NOEC）を求める。

OECD化学品テストガイドラインNo．201r藻類生長阻害試

験」（1984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）

環境省

〒IOO－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 　

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

株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所一

〒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
生態科学研究部

（2003年　9月　1日付， グループ再編により名称変更）

9．試験担当者 2003年　9月30日
（試験実施）

2003年　9月30日
（試験実施，報告書作成）

（ 2003年　9月30日
（分析実施）

10．試験’日程 試験開始日

実験開始日

実験終了日

試験終了日

2003年

2003年
一2003年

2003年

6月16日

7月29日

8月　1日

9月30日

lL　保 管 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，最終報告書作成後ユ0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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要 b
日

試験委託者 環境省

表 題 四塩化炭素の藻類（5θノθ留辞甜πo∂コが60〃〃ず盟〉に対する生長阻害試

験

試　験　番　号 AO20366－1

（

試　験　方　法

　D　適用ガイドラインニ

2）　暴露方式

3）供試生物

4
）

5
）

ρ
∪
7
8
9
0
1

暴露期　問

試験濃度
　（設定値）

試験液量
連　　　　数

初期細胞濃度

試験温度
照　　　　明

分　　析　　法

OECD化学品テストガイドラインNo．201r藻類生長阻害試験」

（1984年）

止水式（密閉系），連続振とう培養（100rpm）

5θノθ刀∬！f〃卿。∂ρr／60切〃！惚（株名＝ATCC22662）

（現在ア5θ惚。才∫∫o加θがθノノ85〃配卸ノ細細と学名が変更されている・｝

72時間

対照区，0．650，L　I8，2．2L3．90，7．15，13．O　mg／L

公比：1．8

100mL（OECD培地）／容器

3容器／試験区

　　　　　　　　　　イ前培養した藻類　1×10cells／皿L

23±2℃

40001ux　（±20％の変動内，フラスコ液面付近〉で連続照明

ガスクロマトグラフィー質量分析（GC／MS）

試　験　結　果

1）　試験液および試験培養液中の被験物質濃度

　　　被験物質濃度分析の結果，測定値の設定値に対する割合は，暴露開始時の試験液において

　　菊～61％，暴露終了時の試験培養液において6～7％であった。被験物質は揮発性である

　　ことから，濃度減少の主な原因は揮散と考えられた・阻害濃度の算出には開始時の測定値を

　　用いた。
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2）　生長曲線下面積の比較による阻害濃度

　50％生長阻害濃度EbC50（0－72h）：0．891mg／L（95％信頼区間：O，702～］．13mg／L）

　最大無作用濃度NOECb（0－72h〕l　　O，379mg／L

3）　生長速度の比較による阻害濃度

　50％生長阻害濃度恥C50（別一48h）：

　最大無作用濃度NOECr（24－48h）：

　50％生長阻害濃度ErC50（24－72h）：

　最大無作用濃度NOECr（24－72h）：

1．52mg／L（算出不可）

0．54弓mg／L

2．08mg／L（95％信頼区間二1．40～3．10mg／L）

1．18mg／L

4）　藻類の形態観察

　　暴露終了時の顕微鏡下での細胞形態観察の結果，全ての濃度区において，細胞形態の変化

　　（収縮，膨張，破裂等）や細胞凝集は認められず，また，対照区との相違もなかった。
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（

1　被験物質

　L　I名称，構造式および物理化学的性状

　　名　称：　　西塩化炭素（略称　C　C　L4）

　　別名：　　テトラクロロメタン

　　CAS　　N〔1：　　　　56－23－5

　　構造式：

　　　　　　　　　　　　Cl
　　　　　　　　　Cl十CI

　　　　　　　　　　　　Cl

　　分子式：　　C　C　l4

　　分子量ヨ：　153．82

　　沸点判：　　76．8℃

　　融点毒］：　　　一23℃

　　水溶解度毒］二不溶（0．08g／100mL水，20℃）

　　比重’］：　　1．597（20／20℃）

　　その他概　　甘い刺激臭，クロロホルム様

　　＊1：供給者提供資料

1．2　｛共言式言式料

　　・純度毒］：　　99．9％（GC）

　　・ット番号・1：■■■■

　　供給者：

　　受領量’1：　500mL

　　受領日：　　2002年11月7日

　　外観4㌧　　　無色澄明液体

＊1：供給者提供資料
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1．3　被験物質の確認および保管条件下での安定性

　　試験開始前に，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，被験物質の特性

が認められることを確認した。

　　試験期間中，被験物質は当研究所の試験物質保管用デシケータ（保管条件：室温，暗所，

窒素封入）内に保管した。また，試験終了時にも赤外吸収スペクトルを測定し，試験開始時

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な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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し

2　供試生物

　1）和名1

　2）学名1

　3）株名：

　ω入手先：

　5）入手日：

　6〕入手後の管理：

7〕感受性の確認：

8）前培養：

ムレミカズキモ（単細胞緑藻類）

5θノθ刀6甜∫㎜詔P万00加配朔

ATCC22662

Ame　r　i　can　Type　Cu　i　ture　Co　l　l　ec　t　i　on

1996年6月20日

Gorham培地を用い無菌的に継代培養。定期的（約6ヶ月）に細菌検査

をし無菌性を確認。

定期的（約6ヶ月毎〉に基準物質（重クロム酸カリウム，試薬特級）

による生長阻害試験を行い，供試生物の感受性を調べている。1996年1i

月以降の72時間50％生長阻害濃度（EbC50）は，以下の通りである。

　　平均値±標準偏差＝O、η33±0．0768mg／L，nニ13

　（最小値～最大値　　＝O．285～0，5娼　mg／L）

前培養期間；一2003年7月25日～2003年7月29日

この間』藻類は対数増殖した。　（環境条件は試験と同様）

3　試験方法

　　試験容器およびその他の器具は，必要に応じて滅菌したものを使用した。また，藻類の接

　種も無菌条件下で行った。

3．士試験条件

ll暴露方式：

2）暴露期間＝

3）試験液量：

ω連数＝

5）初期細胞濃度1

6）試験温度：

7）照明：

8）pH：

止水式（密閉系），連続振とう培養（10倣pm）

72時間

100mL（OE　CD培地，3．2参照）／容器

3容器／試験区

　　　　　　　　　　イ前培養した藻類　1×1G　ce11s／mL

23±2℃

40001ux（±20％の変動内，フラスコ液面付近）で連続照明

試験液のpH調整なし

3．2培地

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

　菌（O．22μm）後用いた。組成表を付属資料一1に示した。
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3．3　試験容器および藻類培養試験装置等

1）試験容器：　　　　　　500mL容ガラス製共栓付き三角フラスコ（IWAKI製，ヘッドスペ

　　　　　　　　　　　　　ース容量：当社測定値490砒）

2｝藻類培養試験装置1

3）光学顕微鏡：

ゆ粒子計数装置：

5）粒子計数装置用電解液：

6）pH計；

7｝温度計二

8）照度計：

伊藤製作所製　AGP－150RL型

ニコン製　ECLIPSE　TE300型

シスメックス製　CDA－500型

シスメックス製　セルパック

東亜電波工業製　卓上p　H計

TascoJapan製TNA－120型

トプコン製　1M－2D型

HM－40V型　No．2

3．4　試験濃度の設定

　　以下の表に示す予備試験（各1連）3回目の結果に基づき，本試験濃度を次のように決定

　した。

　　本試験濃度：対照区，

　　　　　　　0．650，L　l8，2．21，3．90，7．15，13．O　mg／L（公比：1．8）

予備試験結果

1回目

　濃度（mgん）

m72時間一

@分析結果〔％月’

助剤対照区

ﾉ対する72

條ﾔ後の
@生長率
@（％）

助剤対照区密閉系
100

1
0
．
0
　
　
　
　
密
閉
系
［
6
］

108

10．0料
@
　
　
　
密
閉
系
［
9
］ 一　口

10、0”
@　　　開放系［0．OO3］

一　　一

2回目

　濃度（皿g／L）

［72時間一

　分析結果（％月’

対照区

13．0
［
7
］

13．0”

llo］

ヰ72時間後の分析結果（設定値に対する％）

料藻体添加なし

　被験物質は揮発性であり，予備試験1回目，

度減少理由は揮散と考えられた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　一12一

密閉系

密閉系

密閉系

対照区に

対する72

時間後の

生長率
　（％）

100

3

3回目（密閉系）

濃度　　　一

img／L）

対照区に

ﾎする72
條ﾔ後の
ｶ長率
@（％）

対照区
100

0，260 87

0，650
82

1．30 89

5．20
8

10．4
2

26．0
2

2回目の72時間後の分析結果から，主な濃



3．5　試験液の調製

　　試験液調製時の培地は，調製前に恒温槽内または恒温室内で23±2℃にした。

　　以下の表の通りに，被験物質原液を調製した。

（

液
原
質
物
験
被

地
培

吐
O
o
o
1

L
／
㎎
3
0
1

時
始
開
露
暴

ず
せ
管
保

液
容
定

　
量
　
容
　
定
■
■
一
■
■
一
　
一
『
一
一
｝
　
■
一
　
　
　
■
■
1
　
■
1
　
■
■
一
1
　
■
　
■
調
製
方
法

度
濃
質
物
験
被

度
頻
製
調

等
件
条
管
保

牝比重より算出

　試験液は，この原液を用いて3．4に示した各試験濃度になるよう各試験容器に100mL調製

した。1濃度区につき3個の試験容器を準備した。各試験容器に原液添加量分を差し引いた

量の培地を入れ，被験物質原液を等比級数的に添加した。

　対照区は培地のみとした。

　調製時の試験液の状態（外観）は全試験区において無色透明であった。

3．6　試験液および試験培養液の分析

　　暴露開始時（Ohr）には各試験区3容器とは別に調製した予備1容器より試験液を10mL

採取（7．15皿g／しおよび13．Omg／しの濃度区では1．OmL採取し，精製水9．OmLに添加）し

　たものを分析試料とした。暴露終了時（72hr）には，各試験区3個の試験容器より試験培養

液を5．0祉ずつ採取して混合し，藻類を遠心分離（3000rpm，10分間）後の上澄み液を分析

　試料とした。

　　各分析試料10mしにアセトン100μLを添加し混合後，GC／MSにより分析した。各試

　験液および各試験培養液の被験物質濃度は，標準溶液のピーク面積との比から定量した。詳

　細は付属資料一2に示した。
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3．了　試験操作

　　前培養した藻類の細胞数を粒子計数装置（CDA－500）および血球計算盤と顕微鏡で直接計

　数し，細胞濃度がユ×］0％ells／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時間後に細

胞濃度を測定した。細胞濃度は各試験容器より試験培養液1．0拙を採取し・粒子計数装置

用電解液（セルパック）9．O　mしと混合した後，粒子計数装置（CDA－500）により計測した。

　試験培養液中の藻類について，暴露開始後0，鈎および48時間には，肉眼による色調観

察を，また，暴露終了時には，肉眼による色調観察および顕微鏡下での細胞形態観察を行っ

　た。

　各試験区における暴露開始時の試験液および暴露終了時の試験培養液のp　Hを測定した。

暴露開始時のpHは，各試験区3容器とは別に調製した予備1容器について測定し・暴露終

了時のp　Hは，3容器のうち1容器（Nα1）について測定した・暴露期間中，培養装置内の

温度，照度を少なくとも1日1回測定した。ロ
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4　結果の算出

4．1生長曲線

　　各試験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　生長阻害率の算出

　　下記の方法（面積法および速度法）で生長阻害率を算出した。

D生長曲線下の面積の比較（面積法）による生長阻害率（1ム）

　　生長曲線下の面積（A）は次の式により算出した。

五＝Nl－N・xr1＋N］＋N2』2N・x（r2－rl）＋・

　　　2　　　　　　　　2

　ノ〉　＋ハ「
　　η一ヨ・十

　一2Nη　Dx（∫雫1－fη．］）
2

　　ここで，

　　A　：生長曲線下の面積

　　No：暴露開始時の設定細胞濃度（ceils／mL）

　　NI：t］時の実測細胞濃度（cens／mL）

　　N。：t　n時の実測細胞濃度（cells／皿L）

　　t　I　l暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　tバ暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

　生長曲線下の面積（A）より各濃度区における生長の阻害百分率（1＾）を次の式により算

出した。

（

　　ノ4一五
1　＝　c　　l　x100
一

　　　五
　　　　‘

ここで，

A、：対照区（助剤使用時は助剤対照区）の生長曲線下の面積

Aビ各濃度区における生長曲線下の面積

2）生長速度の比較（速度法）による生長阻害率（1、）

　　対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。

　　1nN－lnN　　　　艀　　　　　　1
μ＝

　　　も一ら

ここで，
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　μ　：生長速度

　　N］：t　l時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　N，：t。時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　t　I一：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　t。1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（1、）を次の式に

より算出した。

1＝μ‘一μr　x100
1η

　　　μ‘

ここで，

μc：対照区（助剤使用時は助剤対照区）の平均生長速度

佑1各濃度区における平均生長速度

4，3　EC50およびNOECの算出に用いる被験物質濃度の決定

　　4．4，4．5のEC50およびNOECの算出に用いる被験物質濃度は，開始時の測定値とした。

4．4　50％生長阻害濃度（EC50）の算出

　　4．2で算出した面積法および速度法による生長阻害率（1A値および1、値）を用いて，以下

の方法で50％生長阻害濃度（EC50）を算出した。

最高濃度区における阻害率 ≧50％ 〈50％

濃度一生長阻害率曲線の

L載
i片対数紙にプロット）

記載する。 記載する。

EC50の決定方法
濃度一生長阻害率曲線において直線

ｫの認められる点を用いて直線回帰

ｪ析（最小二乗法）を行い，阻害率
T0％との交点から算出。

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。

EC50の表記方法
1A値より求めた場合：EbC50（0－72h）

P、値より求めた場合：ErC50（24－48h），ErC50（24－72h）
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4．5最大無作用濃度（NOEC）

　　Bartlettの等分散検定（αニ0．G1）を行い等分散性を確認後，一元配置分散分析（1－wayANOVA，

　α＝0、05）およびDunnettの多重比較検定（α・0．05，両側）を行い，対照区と比較して有意

　差が認められない最高試験濃度を最大無作用濃度（即EC）とした。その際，面積法により求め

　た場合はNOECb（O－72h），速度法により求めた場合はNOECr（24－48h〉またはNOECr（24－72h）

　とした。

　　以上の統計解析にはYu㎞sソフトウェアStathght　r＃4多群の比較」　（Yu㎞s　Colp・，東

京）を用いた。
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5　結果および考察

5，1試験結果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　試験液および試験培養液中の被験物質濃度

　　暴露開始時の試験液および暴露終了時の試験培養液中の被験物質濃度を測定した・その結

果をTable　lに，代表的なクロマトグラムを付属資料一2に示した。

　被験物質濃度分析（3．6参照）の結果，測定値の設定値に対する割合は，暴露開始時の試

験液において妬～61％，暴露終了時の試験培養液において6～7％であった。被験物質は

揮発性であること，また，72時間後の分析結果において全ての濃度区で一律の濃度減少がみ

　られたことからも，濃度減少の主な原因は揮散と考えられた。以下の結果，50％生長阻害濃

度（EC50）および最大無作用濃度010EC）の算出には開始時の測定値を用いた・

5．3生長曲線

　　暴露期間中の細胞濃度をTable2および生長曲線をFigure1に示した。

　対照区における細胞濃度は72時間の培養で平均6】倍増加し，試験条件（密閉系条件）下

　で正常な生長を示した。各濃度区の細胞濃度は濃度の増加とともに（用量依存的に）減少す

　る傾向がみられた。

　試験培養液の肉眼による色調観察の結果，対照区および2．21mg／L以下の濃度区では，暴

露開始娼時間後の観察において緑色を帯び始め，その後時間の経過とともに緑色度が増加

する傾向がみられた。3．90mg／しの濃度区では，暴露開始48時間後の観察において緑色を帯

び始めたが，その後時間の経過にともなう緑色度の増加はみられなかった。7．15mg／しおよ

び13，0mg／しの濃度区では，暴露終了時（72hr）まで緑色化することはなかった・また，暴

露終了時の顕微鏡下での細胞形態観察の結果，全ての濃度区において，細胞形態の変化（収

縮，膨張，破裂等）や細胞凝集は認められず，また，対照区との相違もなかった。
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5．4　50％生長阻害濃度（EC50）および最大無作用濃度（NOEC〕

　　濃度区における生長阻害率をTable3に，50％生長阻害濃度（EC50）および最大無作用濃

　度（NOEC｝をTable4に，濃度一阻害率曲線をFigure2およびF1gure3に，EC50およびNOEC

　の算出結果（使用した統計的手法，入力値，入力に用いた観察点（試験区）およびその出

　力結果）を付属資料一3に示した。得られた結果から，以下の結論を得た・

1）生長曲線下面積の比較による阻害濃度

　EbC50（0－72h）二　〇．891mg／L（95％信頼区間二〇．702～1．13川g／L）

　NOECb（O－72h）　：　　0．379　mg／L

2）生長速度の比較による阻害濃度

　ErC50（24－48h｝：1．52mg／L（算出不可）

　NOECr（24－48h）：0、5通4mg／L

　ErC50｛24－72h〕二2、08　mg／L（95％信頼区間：1．40～3．10mg／L）

　NOECr（24－72h｝　：　1、18　　mg／L

5．5温度およびpH

　　暴露期間中の培養試験装置内の温度をTable5に，試験液および試験培養液のpHをTable

　6に示した。

　　培養試験装置内の温度は，設定範囲（23±2℃）内であった。p　Hは，暴露開始時の試験

液が7．7～7．8であり，暴露終了時の試験培養液が8．3～10．4であった。対照区および3，90

　珀g／L以下の濃度区では，pHが1以上増加したが，炭酸同化が盛んに行われ藻類の生長率が

高ければ1以上増加することがあり，問題はないと考えられた。

5．6　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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Table］
MeasuredConcentrationoftheTestSubstanceinTestCunures

　　Nominal
Concentration

　　　〔mg／L）

畑easuredConcentration〔mg／L）

O　Hour

Percentof
Nomina1

72Hours
Percentof
Nominal

Control

　O、650

　1．18

　2．21

　3．90

　7、15

13．0

〈0，0004

0．379

0．544

L18

2，18

3．20

7．90

8
6
3
ρ
∪
「
0
1

5
尋
5
5
4
6

＜0、0004

0．0386

0．0728

0．148

0，259

0．449

0．799

β
∪
ρ
【
U
7
7
ρ
U
ρ
n
U
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Table2
CenDensitiesof5θノθ刀651f惚08p万oo∫刀〃！盟duringthe72－HourExposure

Nomina1Concentration

［MeasuredConc．atOhr］
　　　　　　　　（皿9／L）

Vessel

No．

CeHDensities（cells／mL｝

O　Hour 24Hours
弓8Hours

72Hours

Contro1 1
2
3

10000

10000

10000

58700

62200

53300

300200

331200

282200

612800

587800

631800

Average

　　SD

10000

　　　0

58100

4500

3G4500

24800

610800

22100

0．650

［O、379〕

1
2
3

10000

10000

10000

48900

50400

53700

282200

284200

293200

600800

634800

62980G

Average

　　SD

IOOOO

　　　o

51000

2500

286500

　　5900

621800

18400

L　l8

［0，54引

1
2
3

10000

10000

10000

37600

35100

39200

194200

168200

208200

512800

533800

571800

Average

　　SD

ユ0000

　　　0

37300

2100

190200

20300

539500

29900

2、21

［1－18］

1
2
3

10000

10000

10000

25200

23800

20200

85900

79400

79600

357800

334800

281800

Average

　　SD

ioOOO

　　　O

23100

2600

81600

3700

324800

39000一

3、90

［2，181

1
2
3

10000

10000

10000

18400

14900

16600

21200

21100

18600

53700

56000

51500

Average

　　SD

10000

　　　0

16600

1800

20300

1500

53700

2300

7．15

［3．20］

1
2
3

1OOOO

10000

10000

12600

12700

13700

13500

13000

12600

16600

15600

15800

Average

　　SD

10000

　　　0

13000

　　600

13000

　　500

16000

　　500

130
［7、90］

1
2
3

1OOOO

］0000
10000

13400

12200

12100

i3100

13500

12700

13300

13200

13000

Average

　　SD

10000

　　　0

12600

　　700

13100

　400

13200

　　200

SD　ニ　StandaTd　deviation
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Tabl　e3 Growthlnhibition（鑑）of5θノθ雁∫1f雌06pがoo切〃！伽

　　　Nominal
boncentration

　　　Area

狽��@grow

u皿der

狽�@curves

Growth Rate

囲easured　Conc． al　Ohr］ Area Rate Rate Inhibi㌧1・n　　（％）

Vesse1

Inhibi～1。n　　（寛） Inhibill。n　　（％）

mg／L No． A（0－72h） 1＾（0－72h｝ μ〔24－48h〕 1、124－48h） μ〔24－72h｝ 1、（24－72切

1 15367000 0．0680 0．0489
Contlol 2 15895000 0．0697 0．0468

3 1503弓000 0．0694 0．0515
Average 15432000

一 0．0690 』 0．0491 一

SD 434000 O．0009 O．0024

ユ M556000 0．0730 0．0523

0，650
2 15048000 0．0721 0．0528

［0，379］ 3 15283000 O．O了07 0．0513
Average M962000 3．0 0．0719 辺．2 0．0521 一6．1

SD 371000 0．0012 O．0008
1 11117000 0．0684 0．0544

L18 2 10685000 0．0653 0．0567

［0，544］ 3 12199000 O．0696 0．0558
Average 11334000 26．6＃ 0．0678 L7 0．0556 一13．2＋＋

SD 780000 0．0022 0．0012
1 6360000 0．0511 0．0553

2．21
2 5894000 O．0502 O．0551

［1，18］ 3 5177000 0．0571 0．0549．

Average 5810000
62．4＃ 0．0528 23、5材 0．0551 一12．2＋＋

SD 596000 O．0038 O．0002
1 995000 0．0059 0．0223

3．90
2 936000 0．0145 0．0276

［2、18］ 3 863000 0．0047 0．0236
Average 931000

94．0緋 0．0084 87．8料 0．0245 50．1榊
SD 66000 O．0053 0．OO28
1 226000 0．0029 0．0057

7．15
2 204000 0．0010 O．0043

13，201 3 221000 一〇．OO35 0．0030
Average 217000 98．6＋ 0．0001 99．9榊 0．0043 9L2昇
SD 12000 0．0033 O、001弓

1 196000 一〇．0009 一〇．0002

13．0
2 175000 0．0042 0．0016

［7．90］ 3 151000 0．0020 0．0015
Average 174000 98．9＋ 0．0018 97．4＃ 0．0010 98．O料
SD 23000 0．0026 0．OO10

］
　
　
坤

ヰ
‡
ネ
十

十十

Va］uesaエethegrowthin而ibitio蝋驚〕re］ativetotbecon廿ol．　　SD　Standaエddeviation
Indicatesasignificaltdifference｛α＝O．051no皿1hecoロtrD1．（The∫eΨasロosigninthistestj
Ildicates　a　sjg日」∫jcant　di∫fereのce　〔α＝6．Oll　fro皿the　contro1．

Statisticalcomparisontestco0160otbepeエfomedfortheseco皿cent∫ationssincedatai皿cludingthese
concentratioηsdidnotsho舳omogeneityofvariances，Ho脚ever，ltwascono］udedlhatthesecDncentTation

levelsshowedadverseeffectonお】ga19To蝋hjudgjngfro］1＾values、
Theseconcentratlonleve】sshowedas1gnifica刊tdiffeエeロce　lα＝0．OD，　butweconcludedthatthese

OnCentratiOn］eVelSdid10tShO響adマerSeeffeCtOnAlgalgrO¶・th．
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Table4 Calculated　EC50　and　NOEC

Basedonl＾〔0－72h｝value （Areasundergrowthcurve）

EbC50｛0－72h）

　　　　（mg／L）

　　　95－Percent

ConfidenceLimits

　　　　　｛mg／L）

NOECb〔0－72h）

　　　　lmg／L）

O．891‡】 0，702－1．13 0．379

Basedonl一（24－48h）vaiue〔Growthrates｝

（

ErC50（24－48h）

　　　　｛mg／D

　　　95－Percent

ConfidenceLimits

　　　　　（mg／D

NOECr　｛24－48h｝

　　　　（mg／L）

L52ネ2 0．544

Basedonl一（24－72h）value〔Growthrates）

ErC50（24－72hl
　　　　（mg／L〕

　　　95－Percept

Confidence　Limi　ts

　　　　　（mg／L）

NOECr　　（2弓一72h）

　　　　〔mg／L）

2．08‡3 1．40－3．10 L18

（

　　TheEC50valuesandassociated95％confidencelimitsweredeterminedbyleastsquares

lineauegressionanalysisoftheiogarith皿oftestconcentτationagainstthegrowth
inhibitjon　｛％）　relative　to　the　control、

　　　　‡1　usingthemeasuredconcentrationsofO．5弓弓，1、18and2．18mg／Linthe
　　　　　　　　　　regressionanalysis

　　　　半2　usingthemeasuredconcentτationsof1．18and2，18皿g／Li－ntheregression
　　　　　　　　　　analysis

　　　　ネ3　usingthemeasuredconcentrationsof1．18，2．18and3．2Gmg／Lintheregression
　　　　　　　　　　analysis

　　　　一一　　　not　calcuiated

　　The　NOEC　v　a　l　u　e　s　we　r　e　d　e　t　e　rm　i　n　e　d　by　an　an　a　l　y　s　i　s　o　f　v　a　r　i　an　c　e　〔ANGVA），　Dunn　e　t　t　t　e　s　t，

subsequenttoBartletttestforhomogeneityofvaエiances．Statisticalanalysesweエe

perfomedusingYukmsStatlight桝software（Yuk皿sCorp．，Tokyo〕andalltestsof
significancewereat　α＝0．05，　exceptBartlett　test，whichwas　at　α＝0，01．
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Table5 TemperatureintheIncubationCha珊ber

ExPosurePeriod

　　　　（Hours）

Temperature

　　　　（℃1

0 23．2

24 23．O

48 22．9

72 23，2

Table6 pHValuesofTestCultures

Nominal　Concentration

［MeasuredConc．atOhr］

　　　　　　　　（mg／Ll

pH

O　Hour
72Ho田s

（Vesse1Nω

Contro1 7．8 10、3 （1）

0，650 ［0．379］ 7．7 10．4 （1）

1．18 10，544］ 7．8 10．3 ω

2、21 ［1．18！ 7、8 9、9 （D

3．90 ［2．18］ 了．8 8．9 （D

7．15 ［3、20］ 7．7 8．6 （1）

13．0 ［7．go］ 7，8 8、3 （D
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付属資料一1

0ECD培地の組成
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TableA－1
OECDmedium

Nutrientsalts Concentration（mg／L）

（

H3BO3

MnC12qH20

ZnC12

FeC13・6H20

Na2EDTA・21120

CoC12・61i20

Na2MoO4ツH20

CuC12・

CaC12・

NH4Cl

KH2PO4

NaHCO3

MgC12・

MgSO4・

0
0
2
　
2
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2
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　　　付属資料一2

試験液および試験培養液の分析
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1　試験液および試験培養液の分析方法

1）暴露開始時は各試験区3容器とは別に調製した予備1容器より試験液を10mL採

　取（7．15mg／しおよび13．Omg／しの濃度区ではLOmL採取し，精製水9・OmLに添

加）したものを分析試料とした。

　　暴露終了時は各試験区3個の試験容器より試験培養液を5．O　mしずつ採取して50

皿L容プラスチック沈殿管で混合し，これを遠心分離＊（3000rpm，10分間）し，藻類

　を分離した上澄み液を分析試料とした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊装置：日立工機製　CR21E型

（ 2）各分析試料10mLを測定用バイアルに採取し，アセトンを100μL添加し混合後

　GC／MSにより分析した。。代表的なクロマトグラムをFigure　A－2－2〔2｝，〔3），

　（4〕，（5），〔7），（8），（9），（10）に示した。

3）精製水io皿Lを測定用バイアルに採取し，アセトンで調製した標準溶液を100μL

　添加し混合後，G　C／MSにより分析した．クロマトグラムをFigure　A－2－2〔1），

　（ωに示した。

4〉各試験液および試験培養液の被験物質濃度は，各分析時に測定した標準溶液のピ

　ーク面積を用いて，一点検量法により定量した。

　　なお，暴露開始前に試験濃度範囲の全域にわったて検量線を作成し・直線性を確

　認している。（「3　検量線」参照）
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2　ガスクロマトグラフィー質量分析計くGC／MS）測定条件
（装置）

ガスクロマトグラフ質量分析計（ヘッドスペースサンプラ付き）（No．1）

　　　　ガスクロマトグラフ〔GC）：Agilent　Technologies6890型

　　　　ヘッドスヘ㌧スサンプラ（HSS）：　AgilentTechnologies7694型

　　　　質量選択検出器創SD）：　Agilent　Technologies5973N型
　　　　データ処理部：　　　　　ケミステーション（Windows　NT）

（条件）

［GC条件］

カラム：　　　　」＆W　DB－170160m×0，25mm×1．0μm

キャリアーガス：ヘリウム　LOmL／min｛Constant　flow）

オーブン温度：　100℃（3min）→2D℃／min→240℃（2皿in）

注入口温度：　　250℃

MSインターフェース温度二200℃
注入条件：　　　スプリット｛スプリ舜比二50：ll

注入量二　　　3．OmL（HSSサンプル炉プ容量）

田SS条件］

温度条件：　　　Oveコ＝60℃，Loop＝］20℃，Transfer　Lineニ200℃

イベント時間l　GCCycleTimeニ20分
　　　　　　　　Via1Equilibratio皿Timeニ20分

　　　　　　　　PressurizationTimeニ0．2分

　　　　　　　　LoopFi11Time＝0．03分

　　　　　　　　LoopEquilibrationTime＝0．2分

　　　　　　　　InjectTimeニ0．2分

バイアルパラメ一夕：Shake＝2

［MSD条件］

温度条件＝　　　イオン源二230℃，四重極マス・フィルタ・150℃

SIM（Selected　Ion　Monitoring）条件＝

　　　　　　　　Solvent　Delay＝6min

　　　　　　　　Quantion；ユ16．9m／z

　　　　　　　　Quaユify　ionニ118、9m／z

3　検量線

アセトンを用い，0，1．00～500mg／しの標準溶液を調製した。この標準溶液100μLを精製

水10mしに添加し（100倍希釈）GC／MSで測定した。横軸に濃度（mg／L）を，縦軸にピ

ーク面積（count）をとり，検量線を作成した。検量線の最小二乗法による直線回帰式の相

関係数は1，00と良好であった。作成した検量線をFigure　A－Hに示した。
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4　検出限界

　　最小検出ピーク面積を10000countに設定し，これに相当する試験液または試験培養液中

　　の被験物質濃度0．0004mg／Lを検出限界とした。

5　添加回収試験

　　分析前処理は，　r1　試験液および試験培養液の分析方法」に示したように試験液または

　試験培養液を採聖する操作だけであるので添加回収試験の必要はなかった。したがって，回

　収率の補正は行わなかった。

一33一



FigureA－2－1
Calibrationcurve
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FigureA－2－2
RePresentativechromatograms
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FigureA－2－2 　　Continued
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FigureA－2－2
Continued
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FigureA－2－2
Continued
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FigureA－2－2
Continued
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付属資料一3

　結果の算出
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Tabi　e　A－3－1

｛1〕

Calculation　of　the　EC50

EbC50（0－72h）

直線回帰分析（EC50値の算出）

濃度〔mg／D

　　　　x
Io9（x｝
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Table　A－3－1

（2〕

Continued

ErC50〔2牛48h）

直線回帰分析（EC50値の算出）
濃度　　（mg／Ll
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Table　A－3－1

（3）
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Tabユe　A－3－2 CalculationoftheNOEC

（DNOECb（O－72h）
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TableA－3－2
Continued

（2） NOECr（24－48h）
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Table　A－3－2
Continued

｛3） NOECr伽一72h）

InputDataTable

CDnl∫oI

GrOUP］

Co皿c，l　Oonc．2　Conc．3　Conc，4　Conc．5　Conc．6
G∫oup2　GroロP3　Gmu図　G∫oup5　G∫ロup6　GrouP7

0．0489　0．0523　0．05醐　　0，0553　0．0223　0．0057　－0．O巳02
0．日尋68　0．臼528　0．0567　0．055］　O．02了6　0，0043　0．OO16
0．0515　0，0513　0．0558　0．05尋9　0．0236　0．OO30　0．日O］5

GrOUP

Helbod

Ba∫11eしt　les1

1
2
3
4
5
6
7

Samples

YS

3
3
3
3
3
3
3

Mean　　　　　　S，E．　　　　　　S．D．　　　　　　V且∫iance

　　　　O．D491　0、OO14　0．OO2づ　0．OOOO
　　　　O，0521　0．ooe4　0，0008　0．OOOO
　　　　O．0556　0．OOO7　0．0012　0．0000
　　　　0．0551　0，000］　0．OOO2　0．0000
　　　　0．臼245　0．OO16　0．臼028　0．DOOO
　　　　O．OO弓3　0．ooe8　0．00］4　0．OOOO

　　　　O．OOIO　O．0006　0．00】O　O．0000

Side
o
SLal，

　　　　9．5766

　　0．05

12．5916

　　　　0．日l　　OOOI

く16．81］9　22，4577

Pmb．
　　　　O．1437

一elhod
】一響ay　ANOVA

VS Sid巳　　Stat．　　　o．0500　0，0100　0．OOIO
　　　　　　　　　O　686．6261　〉2，8弓77　4．4558　7．4358

Plob、

　　　　0，000D

耐e山od

Dun肥ほ
Dunnett
Dunnett
Dunnett

Dunne“
Dunηe“

v　s

］v5
1vs
l　vs

lγs
l　YS

i　vs

2
3
4
5
6
7

Side

2
2
2
2
2
2

StヨL
　　　　2．343］

　　　　5．0172

　　　　‘．609了

　　　］8．770］

　　　34．1783

　　　36．7506

5
4
4
4
4
4
づ

0
2
2
2
2
2
2

0
9
9
9
9
9
9

　
2
2
2
2
凱
L

　
　
〉
〉
〉
〉
〉

3
．

〉3．

〉3．

〉3．

〉3．

〉3．

1
3
3
3
3
3
3

0
3
3
3
3
3
3

■
6
6
6
6
6
6

0
7
7
7
7
丁
丁

　　　0001

999．ggoo

999．9900

999，9900

999．ggoo
999．99巳0

999．9900

P∫ob．

　　　　O．138了

0．OOO95518
0．OO202097
1．3709卜06
］．3708E一日5

］．3708E－D6

斗
坤
毒
‡
‡

幸
‡
幸
‡
‡

一46一




