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　また，本試験は下記のGL　Pに従って実施したものである。

「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準について」
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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

　　　試験計画書
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　運営管理者および
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L　表 題

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

8．　試験責任者

試験実施概要
クロロ酢酸の藻類（みθ〃。撤i■o加θ■iθ〃∂5〃汐08ρ118！8）に

対する生長阻害試験

（試験番号：A　O50073）

被験物質の藻類（みθ〃吻左i1o加θ■1θ／／∂5砂06pi18！8）に対する

生長阻害試験（72時間）を行い，半数生長阻害濃度（EC50）お

よび最大無影響濃度（NOEC）を求める。

「新規化学物質等に係る試験の方法についてく藻類生長阻害試

験，ミジンコ急性遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験＞」　（薬

食発第1121002号，平成15・11・13製局第2号，環保企発第031

121002号，2003）

「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準

について」　（薬食発第1121003号，平成15・11・17製局第3号，

環保企発第031121004号，2003）

環境省

東京都千代田区霞が関一丁目2－2

株式会社三菱化学安全科学研究所

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

神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地

環境科学Cグループ

（2005年11月　1日付， 、ら氏名変更）
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9．　試験担当者

10．試験日程：

11．　保 管

　　　　　　　　　　　　　（2005年11月25日）

　（試験実施，報告書作成）

　　　　　　　　　　　　　（2005年11月25日）

　（試験実施）

　　　　　　　　　　　　　（2005年11月25日）

　（試験実施）

　　　　　　　　　　　　　（2005年11月25日）

　（試験実施）

　　　　　　　　　　　　（2005年11月25日〉

（分析実施）

試験開始日　　　　　2005年10月　7日

暴露開始日　　　　　2005年10月18日

暴露終了日　　　　　2005年10月21日

試験終了日　　　　　2005年11月25日

下記の試資料は，（株）三菱化学安全科学研究所　横浜研究所の

試資料保管施設に保管する。

　D試験計画書

　2）最終報告書

3）生データ

4）被験物質

5）対照物質

6）その他必要なもの
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要 約

齢環境省
麺
　クロロ酢酸の藻類（みθ〃勿才ノκ勿θ∫ノθノノ∂甜力68pノ！甜8）に対する生長阻害試験

齪A　O50073

灘　　本試験はr新規化学物質等に係る試験の方法について〈藻類生長阻害試験，ミジンコ急性
　遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験＞」　（薬食発第1121002号，平成15q　l　q3製局第2号・環

　保企発第03U21002号，2003）　（以下，化審法テストガイドラインと称する）に準拠して実施

　した。

1｝培養方式：　　止水式（開放系），振とう培養（100rp皿）

2）暴露期間：　　了2時間

3）試験濃度（設定値）

　　　　　　　　対照区，

　　　　　　　　0．0200，0．0340，0．0590，0．IOO，O．170，0、300皿9／L

　　　　　　　　公比：1．7

4）試験液量：　　100皿L／容器

5）連数：　　　　6容器／対照区，3容器／濃度区

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ6）初期細胞濃度：前培養した藻類　5×10cells／血，

7）試験温度：　23±2℃

8）照明：　　　75μE／皿2／s（装置中央フラスコ液面付近）で連続照明

　　　　　　　　（装置内変動：±20％以内）

9）分析法：　　　高速液体クロマトグラフィー質量分析（L　C／M　S）
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翌1〕試験液および試験培養液中の被験物質濃度
　　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106～111％，暴露終了

時の試験培養液において49～103％であった。濃度減少の主な原因は，低濃度の方が減少

が大きいことから，藻体への移行が考えられた。阻害濃度の算出には測定値の平均値（時間

加重平均）を用いた．

2）生長速度の比較による阻害濃度

半数生長阻害濃度ErC50（0－72h｝：　α158皿g／L（95％信頼区間：α152～α164皿g／L）

最大無影響濃度NOECr（0－72h）：　　0．0331皿g／L

‘

31生長曲線下面積の比較による阻害濃度

半数生長阻害濃度EbC50（0－72h）：　0・0663mg／L（95％信頼区間：0・0500～α0880皿g／L）

最大無影響濃度NOECb（0－72h）：　α0331㎎／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。

ピ　、
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1　被験物質

L1　名称，構造式および物理化学的性状

被験物質の名称 ク口口酢酸

別　　　　名 モノクロロ酢酸（略称：CAA）

構造式又は示性式

oいずれも不明の場合

ﾍ，その製法の概要1

　　　H　O
@　　l　Il
bl－C－C－OH
@　　I
@　　H

試験に供した

ｨ質の純度 100．0％

試験に供した物質

@のLot　No、 61㏄2140

不純物の名称及び濃度 一

C　A　S番号 79－i1－8 蒸　気　圧 1hPa（20℃）

分　　　子　　　量 94．5伊 分配係数 『

融　　　　　　　点 62．8℃

沸　　　　　　点 189℃
常温における性状 無色結晶

安　　　定　　　性 通常条件で安定

溶　媒 溶　解　度 溶媒中の安定性

水 45％（20℃） 一

溶媒に対する溶解度等
エタたル 可溶 』

ク凹ホルム 可溶 一

上記内容は供給者提供資料による。

ただし，幸の内容は以下の通り。

牝当社計算値
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L2供試試料

供給者：

L3　保管法および安定性の確認

　　被験物質は試験期間中，当研究所内の試験物質保管用冷蔵庫（保管条件：冷蔵，暗所）内

　に保管した。試験終了時，保管した被験物質の赤外吸収スペクトルを測定した。得られた1ス

ペクトルは試験開始時に測定したスペクトルと一致したことから，被験物質は保管中安定で

あったと判断した。赤外吸収スペクトルを付属資料一1に示す。

　　（装置）フーリエ変換赤外分光分析装置：Nicolet　AVATAR　320型

〆
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2　供試生物

　　1）分類　　　　：

　2）学名

　3）株名

　4｝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

単細胞緑藻類

みθ〃吻重ノ∫訪刀θがθ〃35々〃08Pノ細細

ATCC22662

舳ericanTypeCultureCoilection

1996年6月20日

Gorha皿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

11月以降の了2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＝0、430±0．0698mg几，nニ17

（最小値～最大値　　＝0．285～0．543　皿g／T）

前培養期間；2005年10月14日～2005年10月18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

　　本試験はr新規化学物質等に係る試験の方法についてく藻類生長阻害試験，ミジンコ急

　性遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験＞」　（薬食発第1121002号，平成15・11・13製局第2

　号，環保企発第031121002号，2003）　（以下，化審法テストガイドラインと称する）に準

　拠して実施した。

　　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。

3，1試験条件

　1）培養方式

　2）暴露期間

　3）試験液量

　4）連数

　5）初期細胞濃度

　6）試験温度　　　：

　η照明

8）p　H

止水式（開放系），振とう培養（100rpm）

72時間

100虹／容器

6容器／対照区，3容器／濃度区

　　　　　　　　　　　前培養した藻類　5×10cells／凪

23±2℃

石μE／m2／s（装置中央フラスコ液面付近）で連続照明

（装置内変動：±20％以内）

試験液のp　H調整なし

　　　　　　　　　一11一



3．2培地

　　　前培養iおよび試験ともに化審法テストガイドラインく藻類生長阻害試験＞に示されてい

　　る推奨皆地を濾過滅菌（0．22μm）後用いた．組成表を付属資料一2に示す。

3、3　試験容器および藻類培養試験装置等

　D試験容器　　　　　　　：300皿L容ガラス製三角フラスコ（IWAKI製）　（通気性のシリコン

　　　　　　　　　　　　　　栓付）

　2）藻類培養試験装置　　　＝伊藤製作所製　AGP－150RL型

　31光学顕微鏡　　　　　：ニコン製ECLIPSE　TE300型

　4）粒子計i数装置　　　　：シスメックス製　CD孟一500型

　5〕粒子計数装置用電解液：シスメックス製　セルパック

　6）p　H計　　　　　　　　：東亜電波工業製　田一40V型

　7〕温度計　　　　　　　：Tasco　Japan製　TNA－120型

　8）光量子計　　　　　　：Apogee製㎝SS型

　9｝電子天秤　　　　　　：メトラー製　AG204型

　　　　　　　　　　　　　　メトラー製AE163型

　　　　　　　　　　　　　　メトラー製AB204－S型

　　　　　　　　　　　　　　メトラー製　PB3002型

ゴ
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3．4　試験濃度の設定

　　試験濃度は，当該被験物質の培地に対する溶解度〉工000皿g！T（当社測定値）のため，試

　験上限濃度の100皿g／L以下とし，以下の表に示す予備試験（各1連）結果に基づき，本試

　験濃度を次のように決定した。

　　なお，予備試験において被験物質の濃度減少がみられるが，この主な原因としては，低

　濃度の方が減少が大きいことから，藻体への移行が考えられた．

本試験濃度（設定値） ：対照区，

0．0200，0．0340，

公比：1．了

0．0590，0．100，0．170，0、300皿g／L

予備試験結果
No．1

濃度
（皿9／L）

対照区に対する　0時間時分析結果

72時間後の阻害率｛設定値に対する

　　　（％）　　　　割合，％）

　　72時間後分析結果

（設定値に対する割合，％）

藻類添加有　　藻類添加無

対照区

0．00800
2 104 40 134

0．00900 一1

0．0100
1 112 36 104

0．0150
7

0．0200 一2
109 40 115

No．2

濃度
（皿9／L）

対照区に対する　0時間時分析結果

72時間後の阻害率（設定値に対する

　　　（％）　　　　割合，％）

　　72時間後分析結果

（設定値に対する割合，％）

藻類添加有　　藻類添加無

対照区

0．0150 一31

0．0200 一39
102 7

1

0．0300 一30
ioO 6

1

0．0400
34

O．200
9
7

0．300
9
9

0．400
99 108 101
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3．5　試験液の調製

　　試験液の調製方法を付属資料一3に示す。対照区は培地のみとした。なお，調製に用いた

　各原液は用時調製した。

　　調製時の試験液の外観を観察し記録した。

3．6　試験液および試験培養液の分析

　　暴露開始時，開始24，48時間後および終了時に，全試験区の試験液および試験培養液中の

　被験物質濃度を，高速液体クロマトグラフィー質量分析（L　C／MS）により分析した。

　　暴露開始時には，各試験区毎に，全ての試験容器より試験液を一定量ずつ採取して混合し

　たものを分析試料とした。暴露開始24，48時間後および暴露終了時には，各試験区毎に，全

　ての試験容器より試験培養液を一定量ずつ採取して混合し，藻類を遠心分離（3000rp皿・10

　分間）後の上澄み液を分析試料とした。

　　詳細を付属資料一4に示す．

3－7　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計数

　し，試験液中の細胞濃度が5x103cells／凪となるように，前培養液の一定量を試験液の入

　つた容器に添加した。

　　各試験容器を23±2℃の培養装置に設置（ランダム発生表に従いランダム配置，24hr毎

　に再配置）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皿L（72時間では0．5mL）を採取し，粒子計数装置用電解液

　　（セルパック）9．0皿L（了2時間では9・5虹）と混合した後，粒子計数装置に：より計数した・

　　試験培養液中の藻類について，暴露開始後0，24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　Hlを測定した。

　暴露開始時のp　Hは，各試験区の試験容器とは別の予備容器の試験液についで測定し・終了

　時のpHは，各試験区の試験容器のうち1容器（恥1）の試験培養液についで測定した。暴

　露期間中，培養装置内の温度，照朔光強度および回転数を少なくとも1日1回測定した。
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し

3．8　結果の算出

　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。

2）生長阻害率の算出

　下記の方法（速度法および面積法）で生長阻害率を算出した。

①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。

　　　1nハr－h1ハ「
　　　　　”　　　　　　f
μ，噌＝
　　　　’月一’∫

ここで，

μ1．皿：生長速度

Ni一 Ft　i時の実測細胞濃度（cel　l　s／皿L）

　　［試験開始時（t　o）の細胞濃度については設定値を用いる］

N、：t。時の実測細胞濃度（cel　ls／皿L）

t　i：暴露開始後i回目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（1μ）を次の式

により算出した．

1　＝μc一μ‘x100
μ

　　　　μ‘

ここで，

μc：対照区の平均生長速度

μ1：各濃度区における平均生長速度

②生長曲線下の面積の比較（面積法）による生長阻害率（1＾）

　生長曲線下の面積（A）は次の式により算出した。

オ＝丼1－N・xfl＋N］＋N2－2万・x（f2イ1）＋…＋罵一1＋枠2N・x（～一㌃1）

　　　　2　　　　　　　　2　　　　　　　　　　　　　　　2
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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（cells／皿L）

Nl：t　l時の実測細胞濃度（cel　ls／皿L）

N、：tコ時の実測細胞濃度（cel　ls／mL）

t　l：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

tゴ暴露開始後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（1A）を次の式により

算出した。

　　一一オ
1オ＝　‘　1x100
　　　」4‘

『

ここで，

A，：対照区の生長曲線下の面積

At：各濃度区における生長曲線下の面積

3）阻害濃度算出に用いる被験物質濃度の決定

　4），5）のEC50および鞠OECの算出に用いる被験物質濃度は，測定値の平均値（時間加重平

均）とした。

〔時間加重平均）

一，　　Co”酬
η！σ

　”

　一Coηoβ
一　　　　　　　　　　　　　”

1n（σo”cオ．）一1n（Co”峨）

で

μc＝御01＋切σ2ト

　　　　　　　月

・十加。
　　油

皿C且：

ConcAp：

ConcBp：

雨

各暴露期間の平均測定濃度

（CoコcA島とConcBpが同じ値の場合はConcA。）

n期間の始めの測定濃度

（暴露開始時または暴露開始24，48時間後の測定濃度）

n期間の終わりの測定濃度

（暴露開始24，48時間後または暴露終了時の測定濃度）

平均測定濃度
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4）半数生長阻害濃度（EC50）の算出

　2）で算出した速度法および面積法による生長阻害率（1μ値および1A値）を用いて・以

下の方法で半数生長阻害濃度（EC50）を決定した。

乱

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

�ｫの認められる点を用いて直線
�A分析（最小二乗法）を行い，
j害率50％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
1μ値より求めた場合：ErC50（0－72h）

PA値より求めた場合：EbC50（0－72h）

5）最大無影響濃度（NOEC）

　最大無影響濃度（ドOEC）は，速度法により求めた場合はNOECr（0－72h），面積法により

求めた場合はNOECb（0一了2h）とした。

　それぞれの算出には，Bartlettの等分散検定（α・0、ODを行い等分散性を確認後・一元

配置分散分析（1－way　ANOVA，α＝0・05）およびDu皿ettの多重比較検定（αニ0・05・両側）

を行った。その結果，対照区と比較して有意差が認められない試験最高濃度をNOECとした・一

　以上の統計解析にはYuk皿sソフトウェアStatl　ight　r嗣多群の比較」　（Yu㎞s　Corp．，東

京）を用いた。
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4　結果および考察

4．1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

　　該当する事象はなかった．

4．2　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，暴露開始24，48時間後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Tabie1に，代表的なクロマトグラムを付属資料一4に示す。

　　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

　106～111％，暴露終了時の試験培養液において49～103％であった。濃度減少の主ね原因

は，低濃度の方が減少が大きいことから，藻体への移行が考えられた・

4．3生長曲線

　　暴露期間中の細胞濃度をTable2，対照区の生長速度をTable3および生長曲線をFigure

　1に示ず．

　　対照区における細胞濃度は72時間の培養で平均420倍増加し，また，対照区における繰

　り返し間の生長速度の変動係数および毎日の生長速度の変動係数は，それぞれ15％・35％

を超えることはなく，試験条件（開放系条件）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。

4．4半数生長阻害濃度（EC50）および最大無影響濃度個OEC）

　　濃度区における生長阻害率をTable4に，半数生長阻害濃度（EC50）および最大無影響濃

　度〔NOEC）をTable5に，濃度一阻害率曲線をFigure2およびFigure3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）を付属資料一5に示す。得られたEC50およびNOECを以下に示す・

1｝生長速度の比較による阻害濃度

　EエC50（0－72h）：　0．158皿g／L（95％信頼区間：0．152～0．164皿g／L）

　NOECr　〔0－72h）　：　　0．0331　皿9／L

2）生長E抽線下面積の比較による阻害濃度

　EbC50｛0－72h）：　O．0663皿g／L（95％信頼区間・0．0500～0．0880皿g／L）

　NOECb　（0－72h）　：　　0．0331　mg／L
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4．5培養試験装置内環境，試験液および試験培養液のp　H，試験液の外観

　　暴露期間中の培養試験装置内環境（温度，照明光強度，回転数）をTable6に，暴露開始

　時の試験液および暴露終了時の試験培養液のpHをTable7に示す・

　　培養試験装置内の温度は，設定範囲（23±2℃）内であった。pHは，暴露開始時8・0～

　8．2，暴露終了時8．0～9，8であった。

　　また，調製時の試験液の外観をTable8に示す。全ての試験区において，けん濁物質，浮

　遊物質，沈殿物，油状物質は認められず，色調は無色であった・

4，6　藻類の観察結果

　　試験培養液の肉眼による色調観察の結果，全濃度区で時間経過とともに緑色度が増加する

　傾向がみられた。

　　暴露終了時の顕微鏡下での細胞形態観察の結果，全濃度区において，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・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　上
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Tab］e1 Measured　Concentration　ofthe　Test　Substance　in　Test　Cu］加res

　　Nomina］

Concenh・a廿on

　　（mg／L）

Mcasured　Concentration（m砂L）

　　　　（Per㏄nt　of　Nominai）

O　Hour 24　Hour　　48　Hours　　72　Hou蔦

　Mean・Measured
　　　Concent］つtion

（Per㏄ntofNomin田）

　　　　　　（mg／L）

Contro1 〈0．0003 ＜0．0003 ＜0．0003 〈0．0003

0，0200 0．0218

　109

0．0209

（105）

0．0185

　93

0．0098

（49

0．0182

　91

0．0340 0．0370

　109

0．0373

　110

0．0346

　102

0．0195

（57

0．0331

　97

0．0590 0．0623

　106

0．0623

106

0．0604

　102

0．0448

　76

0．0586

　99

0．100 0．111

111

0．107

107

∩
ン
、
0
9
1
0
階
　
1

0
‘

ヨ
A
ソ
　
〕

Q
’
　
n
ソ

0
　
9

　
‘

0 0．107

】07

0．170 0．184 0．175

103

0．183

（108

0．172

（101

0．179

（105

0．300 0．328

（109

ヨ
　
〕
1
　
4

3
0
　
1

0
　
‘

0．317

（106

0．310

103

0、316

105

a：timeweightedmean

デ
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Table2 Cell　Densities　ofP5εめohレchnεr’ε1Zロ5始σ卯ifo∫σduringthe72－HourExposure

Nominal　　Concentratlon

［MeImコMeasured　Conc．］

　　　　　　　（mg／L）

Vesse］

No．

Ce］I　Densities（cells／mL）

O　Hour＊
24Hours 48Hours

72Hou雌

Controi

ー
ハ
∠
3
∠
可
5
∠
Q

5000

5000

5000

5000

5000

5000

35500
36400

31300

36800

33800

35200

287800
279800
268800

299800
283800

306800

2279700

1939700

1799700

2339700

2059700

2169700

Average

　　SD

5000

　　0

34800

2000

287800
13800

2098000

206000

0、0200

［0、0182］

1
2
3

5000

5000

5000

33700

34600

34800

314800
307800
310800

2259700

2399700

2099700

Avelagc

　　SD

5000

　　0

34400

　　600

311100

　　3500

2253000

150100

0．0340

［0．0331］

1
2
3

5000
5000

5000

30600

32600

30100

268800
246800
278800

2199700

1889700

2159700

Avemge

　　SD

5000

　　0

31100

】300

264800
16400

2083000

168600

0．0590

［0．0586］

－
凸
∠
3

5000

5000

5000

22800

24200

25100

181800

162800

184800

1329700

1199700

1299700

Average

　　SD

5000

　　0

24000

1200

176500
11900

1276400

　68100

0．100

［OJO7］

1
2
つ
」

5000

5000

5000

17900

16200

18500

72000
59400
67800

303700

245700

287700

Average

　　SD
0
0

005 17500

1200

66400
6400

279000

30000

0．170

［0．179］

－
∩
∠
3

5000

5000

5000

11800

12200

n600

31500
25700

25000

101700

64600

63300

Average

　　SD
0
0

005 11900

　300

27400
3600

76500

21800

0．300

［0316］

－
「
∠
3

5000

5000

5000

10600

10400

10400

20100
15300

16100

47800

30900

29700

Avcrage

　　SD
0
0

005 10500

　　100

17200

2600

36100

ユ0100

a　time　weightcd　mean

SD：Standard　deviation

＊　　Nominal　initial　densities
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Tabヨe3 Growth　Rate　of　Contro1

Glowth　Rate

Vessel　No． μ（0－24h⊃ μ（24・48h） μ（48－72h）

0．0817

O．0827

O．0764

O．0832

O．0796

O．0813

0．0872

O．0850

O．0896

O．0874

O．0887

O．0902

0．0862

O．0807

O．0792

O．0856

O．0826

O．0815
Average SD CV（％）

Average
0．0808 0．0880 0．0826

0．0838 0．0037 4．4

SD
0．0025 0．0019 0．0028

CV（％）
3．1 2．2 3．4

『

SD：StImdard　de哺atioコ

CV：Coefficient　ofvariation

『
『
‘
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Tab］e4 GrowthInhibition（％）・fP5ε吻厩hηεr∫ε11σ5励仰∫’σ’・

Nomina1 Concen甘ation GrOWlh　Rate
　　Area
狽�

　　　under

魔盾翌狽�@curves

lMe㎝a　Measured Conc．］ Rate Inhibi廿・n（％ジ1 Area 　　　　　　　　　　・1
Pnhibition（％）

（mg1L） Vessel　No． μ（0－72h） 1μ（0・72h） A（0－72h） I　A（0－72h）

1
0．0850

34816000
2 0．0828

30565000
3

0．0817
28499000

Contro］
4

0．0854
35855000

5
0．0836

32039000
6

0．0843
33944000

Avemgc 0．0838 ・

32620000
一

SD 0．0014
2778000

… 0．0849
35180000

0．0200
2

0．0857
36714000

［0，0182］
3

0．0839
33191000

Avemge 0．0848 一1．2 35028000 ・7．4

SD 0．0009
1766000

1
0．0845

33282000

0．0340
2

0．0824
29082000

［0．03311
3

0．0843
33030000

Average
0．0837 0．1 31798000 2．5

SD 0．0012
2355000

1
0．0775

20567000

0．0590
2

0．0761
18584000

［0．0586］
3

0．0772
20334000

Average 0．0769 8、2紳 19828000 39．2騨
SD 0．0007

1084000

1
0．0570

5502000

0，100
2

0．0541
4463000

［OJO7］
3

0．0563
5224000

Avcrage
0．0558 33．4林 5063000 84．5躰

SD 0．0015
538000

1
0．0418

1960000

0，170
2

0．0355
1385000

［0．179］
3

0．0353
1338000

Average
0．0375 55．3林

1561000 95．2紳
SD 0．0037

346000

1
0．0314

1010000

0，300
2

0．0253
688000

［0316］
3

0．0247
692000

Avemge 0．0271 67，7林
797000 97．6榊

SD 0．0037 ユ85000
a

宰1

SD
幸

●専

timc　woigh忙d　mcan
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Table5
Calculated　EC50and　NOEC

Ba6ed　on　Iμ　（0－72h）　va］ue　（Gro舳　rates）

E£50（0－72h）

@　（mg1L）

　　95－Per㏄nt

bonfidence　Limits

@　　（mg1L）

NOECr（0－72h）

@　（mg1L）

　　　・1
O，158 0，152－0，164 0．0331

Ba5ed　on　IA（0－72h）va］uo　　（Areas　under　growth　cun’e）

EbC50（0・72h）

@　　（mg！L）

　　95－Per㏄nt

bonfiden㏄Limjts
@　　（mg／L）

NOECb（0・72h）
@　　（mg／L）

　　　　章2
O．0663 0．0500－0．0880 0．0331

　The　EC5〔》values　and　ass㏄iated95％confiden㏄］imits　were　detem丘1ed　by　Ieast　squares　linear

regression　analysis　of廿1e　logaめ㎞of　test　conccn甘ation　against廿】e　gro舳inhibition（％）relati「ve　to

dle　con廿01．

　　　卓1　　using　the　measured　Don㏄ntrations　of　O．0586，α107and　O．179mg／L　in　lhe陀gression

　　　　　　　analysis

　　　半2　　using　the　measured　Doncentrations　of　O．033L　O．0586and　O、107mg！L　in　the　regrcssion

　　　　　　　analysis

　The　NOEC　values　were　detemlined　by　an　analysis　of　vadance（ANOVA），Du肛1ett　tesちsubsequent

toB飢le甘test飴rhomogenei智of価ances．Sねtis翻an田ys㏄werepe血㎜edusingYu㎞sS囲i帥t

桝so伽紅eαu㎞sCo甲．，Tokyo）㎝d田lte鎚ofsゆ而㎝㏄wereatα司．05，ex㏄ptB飢］e旧esち
which　was　at　α＝0．Ol．

‘
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Table6 Temperature，L1ght　Intensity　and　Revolutions　in　the　Incubation　Chamber

Exposure　Pejod

　　　（Hours）

Temperature

　　　（℃）

Light　Intensiす

（μElm2／s）

Revo］utions

　　（！pm）

0
4
8
ハ
∠

　
ハ
∠
4
7

22．2

22，7

22．5

23，0

75・78

75－78

74－78

72－76

100

100

100

100

Table7 pH　Values　ofTest　Cultures

Nominal　Concentration

［Mean■Measured　Conc．］

　　　　　　　　（mg1L）

pH

O　Hour 72Hours（Vessel磁）

Con廿01 8．0 9．0 （1）

0、0200 ［0．0182］ 8．1 9．8 （1）

0．0340 ［0．0331］ 8，1 9、4 （1）

0、0590 ［0．0586］ 8．1 9．1 （1）

0．100 ［0．107］ 8．1 8、2 （1）

0．170 ［0．179〕 8．2 8．1 （1）

0．300 ［0316］ 8．1 8．0 （1）

a：timeweightedmean

Table8 ApP㎜㏄ofTest　Solu廿ons　after　Preparation

Nomin田　Concen廿ation

［Mean・Measured　Conc、1

　　　　　　　　（mg1L）

Suspended

　　so】ids

Floating

solids

Precipitation 　　Oily
Substances

Color

Contro1 none none none none C・

0．0200 ［0、0182］ none none none none C一

0．0340 ［0．033ユ］ none nolle none none C一

O．0590 ［0．0586］ 110ne none none none C一

0．100 ［0．10フ］ none nono none none C一

0．170 ［0．179］ none none none none C一

O，300 ［0．316］ none none none none C一

a：time　weighted　mean

C一：CO］orleSS
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Figure2 Concentration－1油ibitionCu四eBasedonlμvaluesCalculated倉omtheGrowthRates
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Figure3
Concentration・lnhibition　Curve　Based　on　IA　Values　Calculated　f｝om　the　Area　underthe

Gro幅h　Curves
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付属資料一1

赤外吸収スペクトル
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FigureA－1－l　Inf｝ared　absor1）tion　spect川mofthetestsubstanceatthesta質ofthestudy
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　　　　　付属資料一2

化審法テストガイドライン推奨培地の組成
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Table　A－2　Medium

Nutrient　sa】ts

H3BO3

MnC1ゴ4H20

ZnC】2

FeCI3・6H20

Na2EDTA・2H20

CoC12・6H20

Na2MoO4齢2H20

CuC】ゴ2H20

CaC12’2H20

NH4Cl

K2HPO4

NaHCO3

MgClプ6H20

MgSOボ7H20

Coコcentrationm

　　　　　　　O．185

　　　　　　　0．415

　　　　　　　0．003

　　　　　　　0．08

　　　　　　　0．1

　　　　　　　0．0015

　　　　　　　0．007

　　　　　　　0．00001

　　　　　　18

　　　　　　15

　　　　　　　1．6

　　　　　　50

　　　　　　12

　　　　　　15

r

H 8．3

／
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付属資料一3

　試験液の調製

‘
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試験液の調製

盤　　1　　　　　　’　1の＝　＿．．接取．量＿＿＿．．＝τ＝乞．．．＿．．1∫聖＿．＿．＿鵬＿、＿、．＿、＿，＿，．＿＿．＿．＿、＿＿．．

　　　溶媒　　一〉…試験用水（23±2。Cにした化審法テストガイドライン推奨培地）
　　　最終容量　　　　　一〉　　　　100　　　mL
　　　容器　　一一＞　メスフラスコ
墨．度　　 ＝≧．．．．．＿．．．工9鰻．、．．＿．和鉦㌧．．．＿＿．＿．．．．．．．．＿＿．．．．．．．、．申、一．＿．一

混合方式　　　一〉　手で転倒撹拌，密栓

　　　　●　∬　！

採取量　　　　一一一〉　　　1000　　　μL
溶媒　　一〉試験用水（23±2。Cにした化審法テストガイドライン推奨培地）
最終容量　　　　一〉　　　1000　　　mL
容器　　一〉　メスフラスコ
濃度　　　＝＝≧．＿、　1加．．＿m4L
混合方式　　　　　一〉　手で転倒撹拌，密栓

2．＝　　『の一

　②の原液を下記の表の通り採取し，i試験用水で希釈して試験液とする。

試験用水（最終容量）　一〉
　　容　器　　　　　一〉
　　混合方式　　　　　一＞
　濃度公比　　　　　一〉
　1濃度区の連数　　　一一一〉

　　0．10　　L
300mL容ガラス製三角フラスコ（lWAK1製）

手で振とう撹拌，通気性シリコン栓
　　1．フ2

6…容器／対照区，3容器／濃度区

（以下の濃度表示は，最小桁数に合わせている）

設定試験濃度

　　m　L
対照区

区嵐
（略称）

　C
0．0200　　　Conc、1

0．0340　　　Conc．2

0．0590　　　Conc．3

0．1000　　　Conc、4

0．1700　　　Conc．5

0．3000　　　Conc，6

一〉
一〉
一〉
一〉
一〉
一〉
一＞

②原液I

　mL
　　　O
　2，0000
　3．4000
　5．9000
　10．0000

　17．0000

　30．0000
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　　　付属資料一4

試験液および試験培養液の分析
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　1　高速液体クロマトグラフィー質量分析（L　C／M　S）⇒則定条件

　（装置）

　　　　高速液体クロマトグラフ質量分析計Agi　lent　HOO型Nα3

　　　　ワークステーション：Agilent1100シリース’ケミステーション（WindowsNT）

　　　　高速液体クロマトグラフ（HPLC）：Agnent　TechnoIogies　l　lOO型

　　　　　　デガッサ：　　　G1379A型
　　　　　　送液ポンプ：　G1312A型（ハ’イナ嘘ンフ。）

　　　　　　オートサンプラ：G1313A型
　　　　　　カラムオーブン：G1316A型
　　　　質量選択検出器（MSD）　G1946D型

　（条件）

　　　カラム：　Shiseido製　CAPCELLPAK　C18AQ5μ皿3．0皿i．d．×150㎜

　　　カラムオーブン：50℃

　　　溶離液：　A液　0．罵ギ酸水寺溶液

　　　　　　　　B液一　メタノール

　　　　　　　　0．DO皿in　　A液　97％，B液　3％

　　　　　　　　6．00皿in　　A液　77％，B液　23％

　　　　　　　　7．00皿in　　A液　胃％，B液　23％

　　　試料注入量：　　80μL
　　　流速　：　　　　　　　　　　　　0．4　mL／皿i　n

雌　　　Ionization：　　ElectrosPray　　　Fra罰entor：　　75V

　　　Nebulizer：　　Nz（30psi）

　　　Drying　gas：　　N2（10L／皿in，300℃）

　　　Mode：　　　　　　　　　Negative

　　　SIM（Selected　Ion　Mon重toring）条件：

　　　　　　　　　　　Quant　ion　　　m／z93、20と皿／z95．20のTIC

‡：JIS　KO557A4グレードの水

一36一
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2　検量線

　　化審法テストガイドライン推奨培地を用い，0，0，005～住100皿g／しの標準溶液を調製した。

　標準溶液の分析を以下のように行った。横軸に濃度（皿g／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

　L　OOと良好であった。作成した検量線をFigure　A－4－1に示す。

標準溶液1．5皿L採取

　I

L　CIM　S測定

3　検出限界

　　最小検出ピーク面積を1000count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0．0003mg／Lを検出限界とした。

4　試験液および試験培養液の分析方法

　　1）試験液および試験培養液を以下のように分析した。代表的なクロマトグラムをFigure

　　A－4－2（3），④，｛5），16），（9），｛10），（11），（12）に示す。

分析試料’

　1（試験用水で適宜希釈4毒）

L5凪採取
　I

L　CIM　S測定

‡　各試験区毎に，全ての試験容器より試験液または試験培養液を一定量ずつ採

　　取して混合した。暴露開始時はこれを分析試料とした。暴露開始24，48時間

　　後および暴露終了時は，これを遠心分離（3000τpm，10分間，装置：日立工

　　機製　CR2ユE型）し，藻類を分離した上澄み液を分析試料とした．

料　検量線範囲を超えるものについて適宜希釈した。

2）標準溶液をr2　検量線」と同様に分析した。代表的なクロマトグラムをFigure　A－4－

　2（D，（2），（7），｛8）に示す。

3）各試験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。
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5　添加回収試験

　　分析前処理は，　r4　試験液および試験培養液の分析方法」に示すように試験液または試

　験培養液を採取する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

　補正三は行わなかった。

一
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Figure　A－4－1 Cal　ibration　curve
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Figure　A4・2 Represenねtive　chromato9㎜s
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Flgure　A4－2
Continued
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FigureA－4－2
Continued
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Figure　A－4－2
Continued

（7）Standard　O．02mg！L　；72Hours
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Figure　A－4－2 Continued

（9）Contro1 72Hours

＝置＝＝＝－＝置再－！＝＝＝＝＝＿腎，F＝≠－＝－＝＝一骨一FF一＿＝＝＿＝＝＝一曹一＝ユ＝＝昌＝一一＝ユ＝二一－＝－卜F＝＝＝＝－＝－一－一7－－一昌

工njecヒion恥te　：謄i、2L　OCL2005　　　　　　S珂L血O　＝　　　1
Study　NO．　　　　　　士　ハ0500フ3

？e5t　Subsしance　l　C魅
S即ユe　N贈　　　　　：　袖72HC

Acq、Meth記　　　：c魅灘
A。q瞬rat。r　：■■

厩ation　　　：　　　Vi轟工　1

血ゴ．翼。、　：　　　　　1

加工Vロi．　：　　aO　P1

■働1㎎閑F’e｛鰍951021⑳〕 幽晦㎝．F㎎75

70GOO

㎝
㎜
㈱
㎜
㎜
1㎜
o

4

＿甲＿＿＿＿＝昌昌昌＿＿曹＿，＿＿＿』』昌一，，¶＿中年＝＝口＝＝一一＝＝＝－＝＝一一一，一一＝ユ＝＝＝一一一＝＝＝ユ＝ユ！！＝罫一一虐一一一一一

ムユr嬉■　PωrO¢nt　R司port

一＝＝＝＝＝葬車←r＝書＝‘＿昌＿－帰一F＿＝皇＿＿一－暑＝鼻＝＿群＝貢ユ＝“＝一一一1ニー＝一＝－F；一＝一二！－＝ロ＝一－－一コ冒＝＝昌一骨

●　　Mea5．Reヒ、Peak　T　　uidヒh Area Heiφt　　　λr帥、

，ot：a1＝

冨＝＝；＝＿＝＝ロ＿昌＿卜＿≠＿＿＿ニ＝－－昌－－算＿＿r＿＿一＝⊥一一一一甲r一一一一－，肩甲，一一ユー一一一昌一，一トーF一一一－一モー，一一二

昏f・ @且【｝己　of　Repqコrt　噛・噛

（］0）0．0200mg／L　nomina1 ，72HOUE
＝ユ監＝＝＝＝＝＝＝＿r舗営＿＿＝一＝＿一＿一，，，F甲＿＿＿＝－＝口置＝，輯年一一一一一畠－昌，－一，一一¶F一＝二畠』』一一一甲F一一一一一

血」㏄ヒi皿恥t●：加i、2LOcL200」　　　　　SeqL加e　＝　　　2
sヒudy　No、　　　　：却5ロ073
丁帖七　鋤t皿ce　　：　㎝
Sa蘭ple　算αme　　　　　＝　ムL72HC工

A6q。　”eヒbod　　　　＝　cムム、M

綱依凱。r　＝－

幽ユtio且　 ＝　　via12
血」．No、　：　　　　　1
Uゴ．Vo1．　土　　εO　Pユ

7㎜

㎜
㎜
㈱
蹴
㎜
1〔㎝

o

贈1¶C，幡臨｛蝋脱す口1臓O〕　㈱，陶舗幽F噂75

富
｝
．
O

2

■“

r－，一＿，＿一－ニ＿＿一昌＝－昌＝一－甲椚甲F一一＿一ユー＝ニ＝＝一目聾＿－Fi－－－＝－＝聾聾－－－一トー一＝一二＝＝ユ重畳＝一＝一一一F一一一ユ＝

λre■　Peエ。εnt　RePDrt
，＿一＿←＝ニ＝＿－＿曹＿－帰一，＿＿＿＝＿＿＝＝コー＝＿昌－昌－－＿，＿一！＝二＝昌一－，曹－骨一一一一＝＝ニー＝－＝＝轟一中，，rr－－＝昌－－

善　　蜘a5．　Ret、　Peak　T　　脚idヒh ハエea Height　　　拍re亀t

1　　　　5．480　　剛 口．202 4ヨ7‘2
3614 100．O

Tota11 43742 3614

r＿，，r甲＿ニ＝畠＝昌昌－－一箸一ト←，＿一＝＝＝＿一＝！ニ＝＝昌昌＝聾一F一一一－－＝＝一－聾－一一－，卜一一一一＝＝一一昌＝重－一－甲甲一一一一一＝

，・暫 @恥d　of　R晒rt　f噛看

一44一



Figure　A・4・2
Continued
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Table　A－5－1 　　Caiculation　ofthe　EC50

（1）Eκ〕50（0－72h）

　直線回帰分析（E　C50値の算出）

醐
x

⑪
］09（X）

一‘ i％）

y

0．0586

0．】07

0，179

・2．84

・2．23

甲】．72

8．2

33，4

55，3

EC50 95％信頼区間 単位

0，158 0．152　　　　　～　　　　　0．164 （mg／L）

分散分析
Factor SS DF V F・mtio πα05，n，f2）

Bctw㏄n 1110、99
1

】】10．99　　　43404．60 161，45
Withh 0．03 1

0、03

Tota1
1111、02 2
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Tab］e　A－5－1 Continued

（2）EbC50（0・72h）

直線回帰分析　（E　C50値の算出）

濃度（mψL）

　　　　　X 10（x）

阻害率（％）

y

0．0331

0．0586

0、107

・3．4】

一2．84

・2．23

2．5

39、2

84．5

EC50 95％信頼区間 単位

0．0663 0．0500　　　　～　　　　0．0880 （mg1L）

分散分析
Factor SS DF V F－mtio fて0，05，臼，f2）

Bctwc㎝ 3367．41
1

3367、41 487．13 161，45

Within 6．91 1 6．91

To回 3374．33
2
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Table　A・5－2 　　　Calcu］ation　ofthe　NOEC

（1）NOECr（0－72h）

Input　Dg縞Tlblo

co疏trol

Gmup1
Conc．l
Group2

Conc．2
Gmup3

Co口。．3

GTo姻

eonc，4
Group5

Co船，5

Gro噌

Conc，6

GroロP7

O．0823

0．0817

0．0854

0．0836

0．0843

O．0857

0、0939

　章

　●

　卓

O．0824

0．0843

　●

　卓

　●

O．Oフ61

0．0772

　寺

　卓

　毒

0．0541

0．0563

　●

　毒

　●

O．0355

0，0353

　章

　⇒

　●

O，0253

0．0247

　卓

　●

　●

　　Group

　　　1

　　　2

　　　3

　　　4

　　　5

　　　6

　　　7

　　M劇
B訂t］om轍

　M湘
】，way　ANOVA

　M紬od
　D㎜c“

㎞㎞　Du蝋
　D㎜㎝
　D㎜mOU

Samplcs

　　6

　　3

　　3

　　3

　　3

　　3

　　3

　鴨

　鴨

　鴨1v32
1vs3
1vs4

1結5
］vs6

1帖7

Mc鋤
0．0838

0，0348

0，083フ

O，0769

0、0553

0．0375

0．0271

Sidc

　o

Sidc

　o

Sido

　2

　2

　2

　2

　2

　2

　S．E

O．00G6

0．（旧05

0．（鴫07

0．〔脳

0．（贈

0．0021

0．CC2］

　s賦
9，1266

　s倣
438．5615

　s瓢
。．6，81

0．0450

4．63如

18．9164

31．25了1

38．2332

　SP．

O，OG14

0．0009

0．0012

0．0007

0．0015

0．003フ

O．003フ

　0．05

］2．5916

　0．05

）2．6987

　0．05

2．8465

2．8465

〉2．3妬5

）2．8465

〉2．8465

＞2，8465

V血n㏄
O．0000

0，0000

0．0000

0、㎜
O．00DO

O．0㎝
0，0（肋

　0．01

く］6．8119

　0．0】

4，1015

　0．O1

3．6335

3．6335

）3，6335

〉3．6335

＞3．6335

＞3．6335

　0．001

22，一577

　0．oo］

6．5625

　0．001

999，ggoo

999．ggoo

勢9．990D

凶9．ggoo

999．990D

999．9900

　　Prob．

　O、］666

　　唐ob，

　0．㎜

　Pmb．
　O．9680

　1．0000

0．00】312∫9　卓専

1，376】E尋6・昨

1．3761恥6・・

1．376］Eイ〕6”
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Table　A－5－2 Continued

（2）NOECb（0・72h）

1叩ロtD鵬丁重blo
CO口廿。］

Gm

3056．5

2849．9

3585．5

3203，9

3394．4

　o㏄．I

Groロ

3518．

367］．4

3319，ユ

　●
●

“

　o鷲．2

Gro　3
3328．

2908．2

3303．O

　卓

　尋

　●

　o口。．3

Gro

］85呂．4

2033．イ

　●

■
●

　0煕．4

Grou5

55．2
446，3

522．4

　■
毒

●

　口。，5

Grコ

138．5

】33，8

　4

　●

　●

　nc．6

Gro　7

68．8

69．2

　卓

●

卓

Group

　1

　2
　3
　4
　5

　6
　7

S聞p］幡　　　Mc㎝
　6　　　　　326］．9667

　3　　　　　3，502，8333

　3　　3，179．8000
　3　　1，982、8333
　3　　　　506．3DOO
　3　　　　156．1000
　3　　　　79．6667

　S』E，　　　S．n
l13．4076　　277．790フ

101，9826　　　176，6390

135．蜘7　　　節5．餌97

62．5η2　　　108．3903

31．0548　　53．7886
19．螂1　　　努．6胴2
10．6673　　　　13，4763

　V㎞フ7，167．6867
31201，3433
55，483．6脚
］1，748，4633

2，893．2000

］，］卯，5300

341．3733

　M個
B副縦t凶

鴨
Sidc

O
　Stat

15．69“

0，0500

12．5916

O，0100
く］6、81】9

o．oolo

22．45η

Prob，

0．O055

　M幽d
1－w3yANOVA

鱗
謙

霜

2
3
4
5
6
7

帽
器
蝿
鴨
器
罵
結

池
o

S

Sido

2

2

2

2

2

2

　S甑
232．IO88

　St3t
　］．8260

0，6229

9．6973

20．8911

23，5460
24．1255

0．0500

＞2．698フ

　0．05

2，8465

2．8465

＞2．8465

〉2．8465

）2．8465

＞2．846」

o．Oloo

イ．10］5

　O．01

3．6335

3．6335

）3．6335

＞3，6335

＞3．6335

）3．6335

O．00］O　　　Rob，

6．56”　　　2．姻5E・15

㎝
雛
雛
翻

α
鍔
霧
謬

Prob．

0．3491

0．9ε13

0．〔ゆ00　“

0．｛廟DO　軸
0．〔園α　　章．

O．0000　・章

／
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本写しは原本と相違ありません

㈱三菱化学安全科学研究所

環境省殿

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　添付資料

　　　クロロ酢酸の藻類（み創40寵ro肋θrゴθノ拍甜わ08p九記∂）に対する生長阻害試験

　　　　　　一収量法による半数生長阻害濃度および最大無影響濃度の算出一

〔試験番号：A　O50073）

　　　　　　　　2008年　 5月12日

株式会社三ﾘ雲学研究所横浜

　　　　　　（旧試験責任者

　　2005年11月25日に報告した結果（暴露期間中の細胞濃度：報告書21頁，Table2

参照）を基に，収量の比較（収量法）による半数生長阻害濃度（EC50）および最大無影響濃度

（NOEC）を求めたので，以下に報告する。

1　算出方法

　1）収量法による結果の算出方法

　下記の方法に従って収量の比較（収量法）による生長阻害率（1，）を算出した。

　収量（Y）は次の式により算出した。

　　rニノ〉．一No

　　　ここで，　　Y：収量　　　　　　　　、

　　　　　　　　N。：暴露開始時の設定細胞濃度（cells／mL）

　　　　　　　　N。：t，時の実測細胞濃度（ceHs／mL）

　　収量（Y）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。

1二其一名×100
」一

@乳
でこy

」
Y。：対照区の平均収量

Y，1各濃度区における平均収量

一1一



2）半数生長阻害濃度〔EC50）の算出

　1）で算出した収量法による生長阻害率（1，値）を用いて，以下の方法で半数生長阻害濃

度（BC50）を決定した。

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

�ｫの認められる点を用いて直線

�A分析（最小二乗法）を行い，
j害率50％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 1，値より求めた場合：EyC50（0－72h）

3）最大無影響濃度（NOEC）

　最大無影響濃度〔NOEC）は，NOECy（O－72h）とした。NOECy（0－72h）の算出には，

Bartlettの等分散検定（αニ0．01）を行い等分散性を確認後，一元配置分散分析（1－way

ANOVA，α＝0．G5）およびWilliamsの多重比較検定（α＝0、05，両側）を行った。その結果，

対照区と比較して有意差が認められない試験最高濃度をNOECとした。

　以上の統計解析にはYukmsソフトウェアStatlight「＃4多群の比較ゴ　（Yukms　Corp．，東

京〉を用いた。

2．結果

　　濃度区における生長阻害率をTabl　e1に，半数生長阻害濃度（EyC50）および最大無影響

　濃度（NOECy）をTable2に，濃度一阻害率曲線をFigure　lに，EyC50およびNOECy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Table3およびTable4に，それぞれ示す。濃度区における生長阻害率の結果から・以

　　下の結果を得た。

EyC50（0－72h）

NOECy（O－72hl

O．0657mg／L（95％信頼区間：O．0497～O、0870mg／L）

O，0331　mg／L

以　上

　　
ワ
一

　　



Table1

Nominal　Concentration
Yield

［MeanヨMeasured Conc．］
Yield 　　　　　　　　　　　　　　噂1

Pnhibitlon（％）

（m9／L） Vessel　No． Y（0－72h） Iy（0－72h）

1 2274700
つ
劃

1934700

「
コ

1794700

Contro1 4 2334700
5 2054700
6 2164700
Average 2093000

一

SD 206000
1 2254700

0．0200
2 2394700

「0．01821 〔
⊃

2094700
Avcrage 2248000 一7．4

SD 150100
1 2194700

0．0340
2 1884700

「0．03311 「
⊃

2154700

Average　　　　一 2078000 0．7

SD 168600
1 1324700

0．0590
2 1194700

「0．05861
3 1294700

Averagc　　　　〕 1271400 39．3林
SD 68100
1 298700

0，100
2 240700

10．1071 （
コ

282700

Average　　　　｝ 274000 86．9林
SD 30000
1 96700

O，170
2 59600

＼

「0．1791 〔
⊃

58300

Avera旦e　　　　一 71500 96．6緋
SD 21800
1 42800

0，300
つ
一

25900

「0，3161 う
」

24700

Avera皇e　　　　い 31100 98．5＋＋

SD 10100

Growthlnhibition（％）ofP5εμ40短’rchηθ1・∫ε〃α51め。叩∫rαo

　　　　tlmeweightedmean
　　　　Valuesarethegrow売hinl・ibition（％）relativetothecontroL

　　　　Standard　deviation

　　　　Indicatesasigni∬cantdifference（ぽ一〇．05）丘。mthec。ntr。L（Therewasn。signlnthistest・）

≠＊　Indicates　asignificant　diffヒrence（αニ0．01）fヤom　the　control．

料Statisticalc。mparis。ntestc。uldn。tbeper魚㎜edf。rthisc。ncentrati・nsincedataincludingtl・is

　　　　c。ncentrati。ndidn。tsh。wh。m。geneiす。fvariances．H。wever，itwasc・ncludedthatthis

　　　　concentrationlevelsho・・redadversee倹ct・nalgalgro・・硅hjudging行oml・・values・

a

＊1

SD
半

一3一



Table2 Calculated　EyC50and　NOECy

y　k　　　　ノ　　　　　　、　　　　ノ

EyC50（0－72h）

@　　（m宙L）

　　　95－Percent

bohfidence　Limits

@　　　（mg1L）

NOECy（O－72h）

@　　（mg／L）

0．065ゲ1 0．0497－0．0870 0．0331

Based　on　Iy（0－72h）value（Yield）

　　The　EC50value　and　associated95％confidence　limits　were　determined　by　least　squares　Hnea■

regressi・nanalysis。fthel。garithm。ftestc。ncentrati・nagainstthegr。帆hinhibiti。n（％）relatlvet。

the　control．

半1 usingthemeおuredc・ncentrati。ns。fO、0331，0、0586andO・107m解int1・eregressi。n
analysis

　　The　NOEC　value　was　dete㎜ined　by　an　analysis　ofvariance（ANOVA），Wnliams　test，subsequent　to

Bartlett　test　fbr　homogeneity　of　variances．Statistical　analyses　were　perfbrmed　using　Yukms　Statlight

＃4so丘ware（Yukms　Corp．，Tokyo）and　all　tests　of　significance　were　atα＝0．05，except　Bartlett　test，

which　was　atα＝0，01．
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Figure1 Concelltration－lnhibition　Curve　Based　on　Iy　VaIues　Calcul早ted　f｝om　the　Yield
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Table3　　Calculation　ofthe　EyC50〔0－72h）

　　　直線回帰分析（E　C50値の算出）

濃度（mg1L）

　　　　x
109（X）

阻害率（％）

y

0．0331

0．0586

0．107

一3．41

－2．84

－2．23

0．7

39．3

86．9

　　ECso－　　■　　－　　巳　　●　　－　　－　¶　　一　‘　　畠　　」　　■　－　　・　　辱　．　　『

@　O．G657

　　　　95％信頼区間一　■　⊥　－　昌　－　－　■　■　・　層　甲　r　一　¶　一　－　‘　■　．　－　・　－　■　・　一　層　　一　甲　一　■　一　⊥　－　－　■　－　■　・　層　・　－　層　一

@　〇．0497　　　　　～　　　　　0．0870

　単位一　　■　　昌　●　　●　　■　　●　　－　　層　　一　　一　　畠　　■　　．

img／L）

分散分析
Factor SS DF V Fイatio πO．05．n，f2）

Between 3721．17
1

3721．17 493．01　＞ 161．45

Within 7．55
1 7．55

Tota1 3728，72
2

一6一



Table4 Calculation　ofthe　NOECy（0－72h）

Input　Data　Table
control

Grou1
Conc．1
Grou2

Conc．2　　　　Conc．3　　　　Conc．4

Grou　3　　　　Grou　　　　　　GrOu　5

Cono．5
Grou6

Co口。．6

Grou7

2274．7

1934．7

1794．7

2334．7

2054．7

2164．7

2254．7

2394．7

2094．7
　　卓

　　幸

　　幸

2194．7

1884．7

2154，7

　　＊

　　幸

　　≠

t324．7

1194．7

1294．7

　　卓

　　車

　　車

298．7

240，7

282．7

　卓

　幸

　素

96．7

59．6

58．3

　幸

　幸

　孝

42．8

25，9

24．7

　章

　幸

　幸

Group

　　1

　　2

　　3

　　4

　　5

　　6

　　7

　　　　　　　Method
Bartletttest

Samples

　　6

　　3

　　3

　　3

　　3

　　3

　　3

VS

　Mean
2．093．0333

2で248．0333

2弄078．0333

1．271．3667

　274．0333

　　71．5333

　　31．1333

e

洞
o

S

S．E．

84．0800

86．6667

97．3539

39．2994

口．2948

12．5889

5．8436

S．D．

205．9531

150，1111

168，6219

68．0686

29．9555

21．8047

10．1214

Stat，　　　　　　0．05

18．5235　　　12，5916

Variance

42．416．6667

22．533．3333

28，433．3333

4，633．3333

　　897．3333

　　475．4433

　　102．4433

等分散性が認められないため明らかに影響のあるConc．6を除いて以下の検定を行う

　　　　　　　Method　　　　　　vs　　　　Side　　　Stat．　　　O，05
Bartletttest　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　　　　11．1933　　　11．0705

O．01

〉16．8119

0．G1

＜15．0863

O，OOI　　　　　Prob．

22．4577　0，00504888

0．001

20．5152

Prob．

　0．0477

　　　　　　Method

1－wayANOVA

　　　　　　　Method

Williams｛1971，1972，1977｝

Wi］1ianls〔1971，1972．豊977）

WjHianls（1971，1972，1977）

Wimams（1971，1972，19771
WUliams（197L1972，1977〕

vs

　VS

l　vs2
1vs3
1vs4
1vs5
1vs6

e
個
o

S

Side

　2

　2

　2

　2

　2

Stat．　　　　　0．05

142，8053　　　　＞2．9013

Stat．

　　　　　0

0．6067

7，9476

17．0236

18．8664

o．05

2．1310

2．2050

〉2．2290

〉2，2410

〉2，2470

O．01

　4．5556

O，01

　2，9470

　3．oo30

〉3．OlgO

〉3．0270

〉3，0310

0．001

　7．5674

o，OO1

999．9900

999．9900

999．ggoo

999，9900

999．9900

　Prob．

1，3481E－10

Prob．

999．9900

999，9900

999．9900半辱

999．9900＊幸

999．ggoo幸幸

　　

一
‘

　　




