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　　　　　　　　　　　　　　信頼性保証証明

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　株式会社東レリサーチセンター

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　名古屋研究部

試験委託者　　　　：環境庁

表題　　　　　　：フタルイミドのヒメダカ（Or7z拍31寵∫ρθs）に対する急性毒性試験

試験番号　　　　：NMMP／E98／4010

　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

通り確認した。

試験実施状況査察

試験報告書監査

　　　　　　　記

　　実施目

平成μ年／月8日

平成4年7月　ク　目

平成／／年歩月話「目

　信頼性保証担当者

運営管理者および

試験責任者への報告日

平成／／年／月　8日

平成／／年7月）ン日

一3一



試験実施概要

L表題　　　　：フタルイミドのヒメダカ（Orアzf∂s1詑fρθ5）に対する急性毒性試験

2、試験目的　　：フタルイミドについて、ヒメダカ（Or7z珀s1寵1ρθs）に対する急性毒性

　　　　　　　　　試験を行い、半数致死濃度（LC50）を求める。

3．適用力“イドラィン：本試験は、OECD化学品テストガイドラインNo．203r魚類毒性試験」

　　　　　　　　　（1992年）に準拠した。

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）　東京都千代田区霞が関1－2－2

　委託責任者　　：企画調整局環境保健部環境安全課環境リスク評価室　室長補佐　

6・講験受託者

　名称　　　　　：株式会社東レリサーチセンター

　所在地　　　：（〒103－0022）　東京都中央区日本橋室町3－1－8　都ビル内

7．試験施設

　名称　　　　　：株式会社東レリサーチセンター　名古屋研究部

　所在地　　　　：（〒455－8502）　愛知県名古屋市港区大江町9－1
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8．試験関係者：

試験責任者 （平成1ノ年歯且｝0　目）

試験担当者 （平成！！年　ぷ月／6日）

試験担当者

試験担当者

（平成’1年8月！6目）

（平成／／年∫月／6目）

試験担当者

試験担当者

試験担当者

　　　　（平成／1年8月　117目）

層（平成！〆　月一日）

　　　　（平成”年8　月1？目）

9．試験期間：

　　　　　試験開始日

　　　　　曝露期間

　　　　　試験終了目

平成10年12月18目

平成11年1月5目～平成11年1月9目

平成11年3月30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、。年間、

　（株）東レリサーチセンター名古屋研究部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うえ決定する。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　旨

試験委託者

　　　環境庁

表　　題

　　　フタルイミドのヒメダカ（Or7z拍s1∂孟1加s）に対する急性毒性試験

畿　　　NMMP／E98／4010
試験方法

　　　本試験は・OECD化学品テストガイドラインN・．2・3r魚類毒性試験」（1992年）に準拠し

　　て実施した。

　　　被験物質　　　　：フタルイミド

　　　方式　　　　　　　：半止水式（24時間換水）

　　　供試生物　　　　：ヒメダカ（0ぴzfθ3拍動θs）

　　　試験濃度　　　　　：対照区および55．6mg／L、100．Omg／L（設定濃度）

　　　曝露期間　　　　：96時間

　　　試験液量　　　　：3．OL

　　　生物数　　　　　：10尾／濃度区

　　　照明　　　　　　：室内光、16時間明／8時間暗

　　エアレーション　　　　　：なし

　　　温度　　　　　　　：24±1℃

結　　果

　　試験の結果・フタルイミドの設定灘に基づく96時間の半数致死濃度（LC5。）は

　100．Omg／しであり、その95％信頼区間は55．6～＞100mg／しであった。
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1　被験物質

　1．1名称、構造式および物理化学的性状

　　　　名称　 ：フタルイミド
　　　　（別名　1H一イソインドールー1，3（2H）一ジオン、識別符号　P　I　、CAS　No、85－41－6）

　　　　構造式

　　　　　　　　　　　　　　　曾

　　　　　　　　　　　0〔　　　　　　　　　　　　　　　C
　　　　　　　　　　　　　　　　＼
　　　　　　　　　　　　　　　　　NH
　　　　　　　　　　　　　　　　／
　　　　　　　　　　　　　　　C
　　　　　　　　　　　　　　　ど

　　　　分子式　　　：C8H5NO2

　　　分子量　　　　：147．14

　　　　1一オクタノール／水分配係数（10g　P）：1，15

　　　融点　　　　：233～238℃

　　　’沸点　　　　 ：366。C

　　　水への溶解度：く1m　g／mL（19・5℃）（当施設測定結果360m　g／L〉

　　　　〔上記の数値はwebkis－plus、Acros　Organics、NTPの各データベースから引用した〕

　　　　　webkis－plus：神奈川県化学物質テ㌧タペースNTP：National　Toxicology　Program

1．2　供試試料

　　純度

　　ロット番号

　　供給者

　　供給量

　　入手目

　　外観

　99．0％以上

：WTE1463

25g×5本

平成10年11月11日
白色粉末

L3　被験物質の確認、保管方法および保管条件下での安定性

　1）保管方法

　　被験物質は試料保管庫に室温で光を遮断して保管した。

2）被験物質の確認および保管条件下での安定性

　　入手した被験物質について赤外吸収スペクトル、NMRスペクトルの測定および高速
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液体クロマトグラフ分析を行い、被験物質の構造と矛盾が認められないことおよび純度

を確認した。試験終了時にも同様に測定・分析し、試験開始前に測定・分析したスペク

トルおよびクロマトグラムと比較した結果、変化は無かった。

　従って、被験物質は当研究部の試料保管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

　　試験に使用したヒメダカ（Or7z珀31読fρθ5）を下記に示した。供試魚の体長（被鱗体長）

　は2．0±0．5cmであった。

　　　1）　一般名　　　：ヒメダカ

　　2）　学名　　　　　：Or7zf831∂がρθs

　　3）　体長　　　　：2．22　cm（2．03～2．43cm）、nニ10

　　4）　体重　　　　：0．19609（0．1455～0．28519）、n＝10

　　5）　ロット番号　：メ受980925

　　6）　購入先　　　：六乙養魚場

　　7）　購入目　　　：平成10年9月25日

批
　　　　試験条件と同条件（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日間の死亡率は・．・％であった．また、供試魚の基準

　　物質（硫酸銅（H）五水和物・試薬特級）1こよる急性毒性試験の結果、96時間LC5。は

　　0。26mg／しであった。

3　試験方法

　3．1　試験条件

　　1）方式　　　　　：半止水式（24時間換水）

　　2）温度　　　　：24±1℃

　　3）曝露期間　　：96時間

　　4）生物数　　　：10尾／濃度区

　　5）試験液量　　　：3．OL

　　6）連数　　　　：1濃度区に付き1連

　　7）給餌　　　　　：なし

　　8）エアレーション　　　：なし

　　9）照明　　　　：室内光、16時間明／8時間暗
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3．2　希釈水

　　名古屋市水道水を活性炭に通し脱塩素して用いた。

　　希釈水の主な水質として、硬度が30．Omg／L（CaCO3換算）、p　Hが6．9であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［付属資料一1（p．22）］

3．3試験容器および恒温槽等

　　試験容器　　　：3L容ガラスビーカー

　　恒温槽　　　　　：恒温水槽および水循環装置（ヤマト科学　クールライン　CL100）

　　p　H計　　　　：堀場製作所　カスタニーLAB　pHメーターF－22

　　水温計　　　　：p　H計内蔵温度計（堀場製作所　カスタニーLAB　pHメーターF－22）

　　溶存酸素計　　　：東亜電波　DOメーター　DO－14P

3．4　試験濃度の設定

　　予備試験の結果・96時間半数致死濃度（LC5・）は1・・mg／L以上であり、・％死亡最高濃

度および100％死亡最低濃度ともに1・・mg／L以上であった．しかし、1・・mg／しの濃度区で毒

　性症状が観察されたことから、100mg／しおよび55．6mg／しの2濃度区を設定した。

3．5　試験液の調製

1〉被験物質20…mg／L水溶液を希釈水に添加し、設定濃度の試験液を必要量調製した．

　2）希釈水のみの対照区を設けた。

3）試験液の状態（外観等）を観察した。無色透明で沈殿等は見られなかった．



3．6　試験液の分析

　　試験開始時および24時間後に各試験水槽より試験水（L　O～L5mL）を採取し、高速液体

　クロマトグラフ法により分析した。試験水の分析に際しては、試料測定日毎に標準溶液

　50・Omg／しの測定を行い・検量係数を求めて被験物質濃度を測定した。

　　詳細は付属資料一2（p．24）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pH・溶存酸素濃度、水霊屋を測定後、試験水槽中に供試魚を、濃

　度区当り10尾投入した。　pH、溶存酸素濃度、水温は暴露期間中毎日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

毒性の徴候或いは異常を記録した・記載する症例と定義は下記＊継った．その他特異

的症例（背曲がり・出血・体色変化・粘液の分泌等）については観察された場合に別途

具体的に記載する・死亡個体を発肌た場合、水質の悪化が起こらないよう速やか1こ取

　り除く。

　　＊一般的症例と定義

　　　死亡　　：刺激を与えた場合に反応の認められないもの。

　　　異常呼吸：対照区の魚と比較して鰓蓋の動きが異なるもの。

　　　異常遊泳：明らかに対照区の魚と異なる遊泳をしたもの．動作の緩慢、過敏、痙攣、

　　　　　　　　反転等

　　　遊泳不能：底部または水面で動いてはし・るものの、水中を遊泳することが不可能な

　　　　　　　　もの。横転、仮死を含む。

4　結果の算出

　各濃度区での死亡数と供試個体数（1・尾）カ・ら死亡率（％）を算出し、米国EPAで開発され

たTOXDATMulti－Meth・dPr・gramの計算式を利肌て、Bin・mia1法により半数致死濃度（LC5。）

を算出した。また、その95％信頼限界も算出した。
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5　結果および考察

　5ユ　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、2　試験水中の被験物質濃度

　　　　試験開始時および24時間後に試験水中の被験物質濃度を測定した。試験開始時の被験

　　　物質濃度は49．2～91．2mg／しであり、試験開始後24時間の被験物質濃度は45．3～84．5、ng／L

　　　であった。設定濃度（55、6～100．Omg／L）に対する実測濃度の割合は8L5～9L2％であっ

　　　た。実測濃度が設定濃度の±20％以内であったので試験結果の算出には設定濃度を用い

　　　た・　　　　　　　　［Table1（P，14），付属資料一2（P．24）］

5．3　半数致死濃度（LC50）

　　フタルイミドに96時間暴露したヒメダカの死亡率は最低濃度区55．6mg／しで0％であり、

　最高濃度区100．Omg／しで50％であった。対照区の死亡率は0％であった。

　　従って・フタノレイミドの96時間畔数致死濃度（LC5・）は1・・．・mg／しであり、その9

　5％信頼区間は55．6～＞100mg／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2（P・15）、Table3（P．15）、Figure1（P．21）］

5、4　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　　フタルイミドに96時間暴露したヒメダカの0％死亡最高濃度は55．6mg／しであり、100％

死亡最低濃度は＞100mg／しであった・　　　　　　［Tabl，4（p．16）］

5．5　毒性症状

　　毒性症状として1・…mg／しの濃度区で異常呼吸、異常遊泳が観察された．対照区およ

　び55．6mg／しの濃度区では試験期間中に異常な症状は観察されなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table5（P．17）］

5。6　試験水のp　H、溶存酸素濃度および水温

　　96時間の試験期間中のpHは6・6～7・1であった。試験期間中の溶存酸素濃度は5．1～

　1L　Omg／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・25mg／L）・96時間の試験期間中の水温は23．2～24．3℃であった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6（P・18）、Table7（P．19）、Table8（P．20）］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　上
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Tab！e1． MeasuredC・nce血ati・ns・fPhthalimideDuringa96－H。ur

（助zfθ5！副ρθs）underSemi－StaticTestC。nditi。ns

Exposure　of　Me〔iaka

　　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

Measured　Concentration　（mg／L）

O　Hour　　　24　Hour

　　　new　　　　old

Geometr　i　c

　Mean

Perc　ent　of　Nomina　l

O　Hour　　　24　Hour

　　　neW　　　　old

Control 〈0．1 〈0．1

55．6 49．2 45．3 47．2 88．5 81、5

100．0 91．2 84．5 87．8 91．2 84．5

new：

01d：

fl「eshly　prepare（i　test　solutions

tests・1uti・nsafter24h・ursexp・sureperi。d
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Table2． M・rtality・fMedaka（伽zf∂s1副ρθs）

Static　Test　Conditions

Expose〔i　to　Phthalimide　under　Semi一

　　　Nominal

Concentration

　　　（mg／L）

Cumulat　i　ve　Number　of　Dead （Percent　Mortal　i　ty）

24Hour 48Hour 72Hour 96Hour
Contro1 0　（ 0） 0　（ 0） 0 （ 0） 0 （ O）

55．6 0　（ 0） 0　（ 0） O （ 0） 0 （ 0）

100．0 3 （30） 4　（40） 5 （50） 51 i50）

Table3． CalculatedLC50Valuesf・rMedaka（伽zfas1鋤θ3）Exp。sedt。Phthalimide

Based・nN・mina1C・ncentrati・nsunderSemi－StaticTestC。nditi。ns

Exposure

Period

（Hour）

LC50
（m／L）

　　　95－Percent

Confidence　Limits
　　　　　（m／L）

Statistical　Method

24 〉100．0 55．6 ～ 〉100．O Binomia！

48 〉100．0 55．6 ～ ＞100．0 Binomia1

72 100．O 55．6 ～ ＞100．0 Binomia1

96 100．0 55．6 ～ 〉100．0 Binomial
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Table4． Observati・n・fHighestC・ncentrati・ninO％M・rtality

C・ncentrati・nin100％M・rtalityValues

and　Lowest

Exposure

Period

（Hour）

Highest　Concentration　in

　　　　　O％M・rtality

　　　　　　　　　（m／L）

Lowest　Concentration　in

　　　　100％M・rtality

　　　　　　　　　（m／L）

24 55．6 ＞100．0

48 55．6 〉100．0

72 55．6 〉100．0

96 55．6 ＞100．0
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Table5． Sympt・ms・fT・xicityObservedinMedaka（伽z1θs18ゆθs）

Phthalimide　under　Semi－Static　Test　Conditions

Exposed　to

　　　Nominal

Concentration

　　　（m／L）

Symptoms

24Hour 48Hour 72Hour 96Hour
Contro1 0 0 0 0

55．6 0 0 0 0

100．0 B（1），C（4） B（1），C（3） B（1），C（4） B（1），C（4）

　
　
　
　
　
　

O
B
C
D
E
n

　
　
　
　
　
（

nomal

abnormal　respiration
abnorma　l　swi　mmi　ng　behav　i　our

1・ss・fequilibrium・rswimmingability
other　symptoms

numbers　of　fi　sh
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Table6． pHValuesDuringa96－H・urSemi－StaticExp・sure

to　Phthal　imide

・fMedaka（伽z1θsla‘∫ρθs）

NominalConcentration

　　　　（m／L）

H

O　Hour　　　24　Hour 48Hour 72Hour 96Hour

Contro1
new

old

7．1 6．9

6．9

7．0

6．9

6．9

7．0 6．7

55．6
new

old

7、0 6．8

6．8

6．9

6．7

6．8

6．9 6．7

100．0
new

old

7．0 6．7

6．7

6．8

6．7

6．8

6．8 6．6

new：

01d：

freshly　prepared　test　solutions

tests・1uti・nsafter24h・ursexp・sureperi。d
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Table7． Diss・1vedOxygenC・ncentrati・nsDuringa96－H・urSemi－StaticExp。sure。f

Medaka（Or吻θs1θ勘θs）t。Phthalimide

Nominal　Concentration

　　　　（m／L）

Diss・1vedOxyenC・ncentrati・n（mg／L）

O　Hour 24Hour 48Hour 72Hour 96Hour

COntro1
new

old

11．0 10．7

5．8

10．9

6．8

10．9

6．7 7．0

55．6
new

old

10．4 10．1

5．1

10．3

5．7

10．2

6．O 6．1

100．0
new

old

9．5 9．3

5．6

9．6

6．9

9．5

6．5 6．5

new：

01d：

freshly　prepared　test　solutions

tests・1uti・nsafter24h・ursexp・sureperi。d
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Table8． TemperatureValuesDuringa96－H・urSemi－StaticExp。sure

laオfρθs）　to　Phthalimi〔ie

of　Me〔1aka　（Or．vz∫ヨ3

Nominal　Concentration Tem　erature（。C）

（mg／L）
O　Hour 24Hour 48Hour 72Hour 96Hour

Contro1
new

old

23．2 23．9

23．9

24．0

24．0

23．7

23．8 24．1

55．6
new

old

23．2 23．9

23．9

23．9

23．9

23．7

23．7 24．3

100．0
new

ol（i

23．2 23．9

23．9

23．9

23．9

23．7

23．7 24．3

new：

01〔i：

freshlypreparedtestsolutions

tests・1uti・nsafter24h・ursexp・sureperi。d
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Figure　1． Concentration－Response　Curve　of　Phthalimi〔ie

Mortality　in　Me〔iaka

100

90

80

70

　
0
　
　
　
0
　
　
　
0

　
6
　
　
　
『
0
　
　
」
升

（
訳
）
　
＞
｝
＝
〇
一
」
o
Σ

30

20

10

0

1

一←24h

藤48h
＋72h
→←96h

0

NominaI

　　　　10．O

Concentration （mg／L）
100．0

一21一



付属資料一1

希釈水の水質

　（全1頁）
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Water　Qual　i　ty　of　Di　lut　ion　Water

Parameter Concentration

．．恥Ω．P，，

．．ΩΩP，，

．≦9∴．量．

．≦9：．，5．

．，煕∠L

．鱒，．，
．翁：．旦，

．．幅L

．．Ωg！亜聰．．郡鱒．煕鱒．

．．撫9照…

．．禦：．P＝．．

．．Ω9P照．．

．≦Ω：．㈱．…．煕∠L

．．動顛煕…

．≦91．鱒．…．鵬∠』

．撫9、．

．≦9：．盤＿．幅L

．L鰯，，

．≦9：．9婁．．．．黒9∠L

，，熊鯉聰．．

．≦9：．2， ．．鳳L

，」熈，．

．≦9：．熊．．，．鳳L

．E熈．釦！9撫．、

．9：．飢．．．黒9∠L

，撫g贈．

．≦Ω二優＿，幅L

．．撫9旦聰．．勲．．

．9二．賂．．．鵬∠L

．．撫9礁．，

．≦9二．上． ．．幅L

．．Evaporation　residue

，E隠魚．鯉㈱蹴…．．．．．．．．．．．．

．≦9二鰍＿．幅L

．熊．． ．、鳳L

，工9烈，煕鱗．無．．勲彌．．

．9：，鉱．．．皿鞭

．．撫副鰍x，

．§9二♀．．．．鳳』

．エ煕1．撒勲9勲鵬．99贈麟．．

、≦9二互． ．．鵬∠L

．勲鞭．．

．≦9二gq1＿．鵬∠L

．．顯蜘由．．恥㈱勲．

．≦9二99餓．．鳳L

Fungicide　Thiuram

．≦9二99茎．…．幅L

〈0．0006mg／L

一23一



付属資料一2

試験液の分析方法

　　（全6頁）
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試験液の分析方法

1　試験液の分析方法

　　各試験容器より試験液L　O～1．5mLをバイアル瓶に採取する。

　　採取した試験液の設定濃度が200mg／Lを越える場合は、蒸留水で200mg／L以下に希釈する。

　　HPLCのオートサンプラーにセットして一定量を自動注入する。

　　検量線から被験物質濃度を求める。

2　高速液体クロマトグラフィー（HPLC）測定条件

　　カラム　：C185μm・4・6mmφ×15・m円

　　カラム温度：40℃

　　注入量　　　：20μL

　　移動相　　：水／アセトニトリルニ　75／25

　　流速　：LOmL／min

　　検出波長　　：290nm

3　検量線

　　標準原液を希釈して、定量限界付近から予想測定濃度が含まれる5ポイントの標準液を測

　定し、直線性を確認した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Figure1（p．26）］

　　測定日毎に標準溶液（1ポイント）の測定を行い、この検量線により定量した。

4　添加回収試験

　　希釈水に標準原液もしくはこれを希釈して調製した標準液の一定量を添加して回収率を求

　めた。

　　フタルイミド50．0嘘／しの回収率は105．6％であった。
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Figurel　Calibrati・nCurve・fphthalimidebyHPLCAnalysis

　　　　　Input　Data

Concentrat　ion Peak　Area
No． （m／L） （畝U・Sec）
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5 －鵬6『謹
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r2＝　 1．0000

　　　　　　r2　：　Coefficient　of　correlation
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Figure2 Representat　ive　chromatograms

（1）Standard50．Omg／L，0－h。ur
VWDI　A，Wavelon荏th＝290nm　19990105￥P！000002．D
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（2）Standard50．Omg／L，24－h。ur
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Figure2 Continued

（3）Contro1，0－hour
VWDI　A．Wav■bngthニ290nm　19990105写PIOOOO12．D
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Figure2 Continue〔i

（5）55．6mg／Ln・mina1；0－hour
VWDI　A，W畠vobngth＝290nm　19990105箪PIOOOO13．D
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（6）　55．6　mg／L　nomina1；　24－hour
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Figure2 Cont　inued

（7）　100．O　mg／L　nomina1；　0－hour

VWDI　A，Wavebn直h＝290nm　19990105》P］000014，D
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（8）　100．O　mg／L　nomina1，　72－hour

VWDI　A，W日）elen甚仙＝290nm　19990106￥P［000016．D
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