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　　　　　　　　　記

　　　　実施日
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試験実施概要

1．表題

2．試験目的

フタルイミドのオオミジンコ（伽p加fa鰓脚θ）に対する急性遊泳阻害試験

フタルイミドについて、オオミジンコ（動ρh躍a朋即a）に対する急性遊泳阻害

試験を行い、24および48時間後の50％遊泳阻害濃度（Eic50）および最大無

作用濃度（NOECi）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．202rミジンコ類、急性遊泳

　　　　　　　　　阻害試験および繁殖試験」　（1984年）に準拠した。

4．適用G　L　P

5．試験委託者

　名称

　住所

　委託責任者

6．試験受託者

　名称

　所在地

7．試験施設

　名称

　所在地

本試験は環境庁のG　L　P規則に準拠した。

環境庁

（〒100－8975）東京都千代田区霞が関1－2－2

企画調整局環境保健部環境安全課環境リスク評価室

：株式会社東レリサーチセンター

（〒103－0022）東京都中央区目本橋室町3－1－8

：株式会社東レリサーチセンター名古屋研究部

（〒455－8502）愛知県名古屋市港区大江町9－1

室長補佐　

都ビル内

一4一



8．試験関係者：

　試験責任者

　　試験担当者

　　試験担当者

　　試験担当者

　　試験担当者

　　試験担当者

　　試験担当者

（平成’1年8月え0日）

（平成／／年8月形日）

（平成／ノ年8月／6日）

（平成／／年『月／7日）

（平成ヵ年ヲ月’7目）

（平成／／年8月20目）

（平成1’年曾月13日）

9，試験期間：　　試験開始目　平成10年12月18目

　　　　　　　　暴露期間　　平成11年1月26目～平成11年1月28日

　　　　　　　　試験終了日　平成11年8月～0日

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10年間、株式

　会社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

　　フタルイミドのオオミジンコ（伽ρh〃珀朋8η∂）に対する急性遊泳阻害試験

畿　　NMMP／E98／2010
試験方法

　　本試験は、OECD化学品テストガイドラインNo．202rミジンコ類、急性遊泳阻害試験およ

　び繁殖試験」　（1984年）に準拠して実施した。

　　　1）被験物質　：フタルイミド

　　　2）暴露方法　：止水式

　　　3）供試生物　：オオミジンコ（伽ρhη拍倣8刀∂）

　　　4）暴露期間　：48時間

　　　5）連数　　　：1濃度区に付き4連

　　　6）生物数　　：20頭／1濃度区（1連に付き5頭で1濃度区20頭）

　　　7）試験濃度　：対照区、3．7mg／L、6，7mg／L、12．Omg／L、2L6mg／L、38．9Ing／L

　　　　　　　　　　および70．Omg／L（公比L8）

　　　8）試験液量　：1001nL

　　　9）照明　　　：室内光、16時間明／8時間暗

　　10）試験水温　　：20±1℃

結　　果

　　　1）24時間暴露後の結果

　　　　　24時間半数遊泳阻害濃度（Eic50）ニ3L　omg／L（95％信頼区間：24．11ng／L～46．o、、g／L）

　　　2）48時間暴露後の結果

　　　　　48時間半数遊泳阻害濃度（EiC50）＝20．8mg／L（95％信頼区間：10．5mg／L～46、Omg／L）

　　　　　最大無作用濃度（NOECi）＝10．5mg／L

　　　　　100％阻害最低濃度＝46．O　mg／L

　　　　　（上記濃度は、全て幾何平均値に基づく値）
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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

　　　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

　　　　　　　　　　　　　　　？

　　　　　　　　　　　C〔　　　　　　　　　　　　　　　C
　　　　　　　　　　　　　　　　＼
　　　　　　　　　　　　　　　　　NH
　　　　　　　　　　　　　　　　／
　　　　　　　　　　　　　　　C
　　　　　　　　　　　　　　　占

　　　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℃

　　　水への溶解度　：〈1mg／mL（19．5℃）（当施設測定結果360mg／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：神奈川県化学物質データヘ“一スNTP：National　Toxicology　Program

L2　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

WT　E1463

259×5本

平成10年11月11目
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

　　被験物質は光を遮断した試料保管庫に室温で保管した。

　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液

　体クロマトグラフ分析を行い、被験物質の構造と矛眉が認められないことおよび純度を確
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記した。試験終了後にも同様に測定・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。

一9一



2　供試生物

　　試験には生後24時間以内のオオミジンコ（動p加∫a朋gη∂）の幼体を用いた。

　　本種は、国立環境研究所より入手したものを、当研究部において継代飼育しているものであ

　る。また、基準物質（重クロム酸カリウム、試薬特級）による急性遊泳阻害試験の結果、48時

　間Eic50は。．84mg／しであった。

供試　る玄　を得るためのミジンコの飼云方法

　　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て、別に用

意したビーカーに移し、それぞれ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

試ミジンコの親とし、以下の条件で14日間飼育馴化した。成熟し幼体を産むようになってから、

　1週間に少なくとも2回以上幼体を除去した。暴露開始前日に幼体を除去し、翌日（24時間以

　内）に産出された幼体を試験に用いた。死亡個体は少なく、休眠卵や雄は全く生じなかった。

飼育水

飼育密度

水温

照明

餌

給餌量

　希釈水（3．2参照）

　20～40頭／L飼育水（但し、成熟個体の場合は、20頭以下／しとした）

　20±1℃

　室内光、16時間明／8時間暗

　幽10rθ118rθ8〃1aがs

　（藻類培養液を遠心操作により、人工軟水＊に置換して給餌した）

＊蒸留水1L当たり・CaC12・2H2・26・1mg・MgS・4・7H2・17．7mg、K2S・41．1mg、

　NaHCO325．Omgを溶解して調製する。

　ミジンコ1頭当たり0．1～0．2mgC（有機炭素含量）／目

3　試験方法

3．1試験条件

　1）暴露方法

　2）暴露期間

　3）連数

　4）生物数

　5）試験水量

　6）試験水温

　7）照明

　8）給餌

止水式

48時間

1濃度区に付き4連

20頭／1濃度区（1連に付き5頭で1濃度区20頭）

100mL

20±1℃

室内光、16時間明／8時間暗

無給餌
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3．2　希釈水

　　OECD改訂ガイドラインNo．211の付表（ANNEX2）に記載してあるElendt　M4を用いる。

　従って、希釈水使用時のオルトトリジン法等による、残留塩素の有無の確認は行わなかっ

　た。希釈水の硬度は224mg／L（CaCO3換算）、p　Hは7、4であった。

［付属資料一1（p．21）］

3、3試験容器および恒温槽等

　　試験容器　　：100mL容、ガラス容器

　　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）

　　水温計　　：p　H計内蔵温度計（堀場製作所　カスタ二一LAB　pHメーターF－22）

　　p　H計　　：堀場製作所　カスタニーLAB　pHメーターF－22

　　溶存酸素計：堀場製作所　DOメーター　OM－14

3．4　試験濃度の設定

　　本試験に先立って予備試験を実施した結果、48時間半数遊泳阻害濃度（48h，一EiC50）は

　　25．3mg／しであった。

　　この結果を参考にして、濃度公比L8で6段階の濃度区を設定した。

　　　（設定濃度：3．7mg／L、6．7mg／L、12．Omg／L、21．6mg／L、38．gmg／しおよび70．Olng／L）

3．5試験液の調製

　1）被験物質160mg／L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）1濃度区にっき4個の試験容器を用意し、各試験容器に試験液を1001、Lずつ入れた。

4）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。
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3．6試験液の分析

　　試験開始時および48時間後に各試験容器より試験液約L5mLを採取し、H　P　L　C法により

　分析した。試験液の分析に際しては、試料測定日毎に標準溶液（濃度50．Omg／L〉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．23）に示した。

3．7試験操作

　　試験液の水温、溶存酸素濃度（D．0．）、p　Hを測定後、供試ミジンコを投入し、その時

　点を暴露開始時とした。先端を太くしたピペッターを用いて供試ミジンコを投入した。そ

　の際、試験液量に対して、ピペッ夕日内の飼育水は全量で1％以内を目安とした。48時間

　まで飼育した。

　　暴露開始24および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（但し、遊泳とは水中を

　泳げることを意味し、水底を這って動くものは阻害に含めた。また、正常な遊泳でない場

　合でも15秒間に1回でも水中を遊泳した場合は、阻害に含めなかった）。

　　水温、D。0．、p　Hは、暴露開始時および48時間後に、全濃度区（但し、各1試験容器）

　の試験液について測定した。

4　結果の算出

　　各濃度区でのミジンコの遊泳阻害数と供試個体数（20頭）から遊泳阻害率（％）を算出し、

　米国EPA開発丁OXD醍MULTI－METHOD　PROGRUM　Binomial法により半数遊泳阻害濃度（EiC50）を

　算出した。また、その95％信頼限界も算出した。

　　ミジンコが遊泳阻害を受けない最高濃度区を最大無作用濃度（NOECi）とした。

　　また、全てのミジンコが遊泳阻害を受ける最低濃度区を100％阻害最低濃度とした。
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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　試験液中の被験物質濃度

　　試験開始時および48時間後に試験液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3、0～54．7mg／L（設定濃度3．7～70．Omg／L）であり、設定濃度に対する割合は

　77．6～8L1％であった。試験開始後48時間の被験物質濃度はL4～38．6mg／L（設定濃度3．7

　～70、Omg／L）であり、設定濃度に対する割合は、30、6～55．1％であった。

　　実測値が設定濃度の±20％を外れたので試験結果の算出には実測値の幾何平均値を用い

　た。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table1（p．14）、付属資料一2（p．23）］

5．3　半数遊泳阻害濃度（EiC50）

　　フタルイミドに48時間暴露したミジンコの遊泳阻害率は最低濃度区2．Omg／しで0％、最

　高濃度区46、Omg／しで100％であった。対照区の遊泳阻害率は0％であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table2（P．15）、Figure1（P．20）］

　　フタルイミドの24時間半数遊泳阻害濃度（24hr－Eic50）は31．伽g／しであり、その95％信

　頼区間は24．1mg／L～46．omg／しであった。また、48時間半数遊泳阻害濃度（48hr－Eic50）は

　20．8mg／しであり、その95％信頼区間は10．5mg／L～46．Omg／しであった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table3（P．16）］

5．4　最大無作用濃度（NOECi）および100％阻害最低濃度

　　フタルイミドに48時間暴露したミジンコの最大無作用濃度（NOECi）は10．5mg／しであり、

　100％阻害最低濃度は46．O　mg／しであった。　　　　　　　　　　　　　［Table4（p．16）］

5．5　試験液のp　H、溶存酸素濃度および水温

　　試験期間中の試験液のp　Hは7．2～7．5であった。試験期間中の溶存酸素濃度は7．8、、、g／L

　～8。8mg／しであり、すべての試験容器で飽和溶存酸素濃度の60％以上（20．0℃の飽和溶存

　酸素濃度：8、84mg／L〉であった。試験期間中の水温は19．4℃～20．2℃であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table5（P．17）、Table6（P．18）、Table7（P．19）］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　上
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Table1． MeasuredC・ncentrati・ns・fPhthalimideDuringa48－H・urExp・sure

〃88刀a　under　Static　Test　Con〔iitions

of　ρ∂ρhη1’∂

　　　Nominal

Concentrat　ion

　　　（mg／L）

O　Hour　　48　Hour

　　　new　　　old

Geometric

　　Mean

Percent　of　Nomillal

O　Hour　　48　Hour

　　　new　　　old

Control 〈0．1 〈0．1

3．7 3．0 1．4 2．0 81．1 37．8

6．7 5．2 2．6 3．7 77．6 38．8

12．0 9．4 4．7 6．6 78．3 39．2

21．6 16．8 6．6 10．5 77．8 30．6

38．9 30．3 19．1 24．1 77．9 49．1

70．0 54．7 38．6 46．0 78．1 55．1

new

old

freshly　prepare〔i　test　solutions

tests・luti・nsafter48h・ursexp・sureperi。d
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Table2． Mortal　ity　or　Immobility　of　」クaρhノコf∂毎a8／7a　Expose〔i

Static　Test　Conditions

to　Phthalimide　un〔ier

　　Measured

Concentration

　　　（m／L）

CumulativeNumber・fDead・rl㎜・bilized伽h吻
　　　　　　　　（Percent　Mortalit　or　I㎜obilit）

24Hour 48Hour

Contro1 0 （　0） 0　（　0）

2．0 0 （　0） 0　（　0）

3．7 0 （　0） 0　（　0）

6．6 0 （　0） 0　（　0）

10．5 0 （　0） 0　（　0）

24．1 2 （10） 13 （65）

46．0 20 （100） 20 （100）
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Table3． CalculatedEiC50Valuesf・r伽hηf蹄a脚Exp・sedt。PhthalimideBased。n

Measured　Concentl・ations　under　Static　Test　Conditions

Exposure

Period

（Hour）

Eic50

（m／L）

　　　95－Percent

Confi（ience　Limits

　　　　　（m／L）

Statistical　Method

24 31．0 24．1 ～ 46．0 Binomia1

48 20．8 10．5 ㌻ 46．0 BinPmia1

Table4． Observati・n・fN・ObservedEffectC・nce血ati。n（NOEC）

C・ncentrati・nin100％M・rtality・rlmln・bi！ityValues

and　Lowest

Exposure

Period

（Hour）

　No　Observed　Effect

Concentrati・n（NOEC）

　　　　　　　（m／1．）

24 10．5

L・westC・ncentrati・ni1ユ100％

　　M・rtality・rli皿n・bility

　　　　　　　　　　　（m／L）

46．0

48 10．5 46．O
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Table5． pHValuesDuringa48－H・urStaticExp・sure・f伽h刀1碑卿θt。Phthalimide

　　Measured

Concentration

　　　（mg／L）

H

O　Hour

　new

48HOtぼ
　　01d

Contro1 7．2 7．3

2．0 7．3 7．4

3．7 7．3 7．5

6．6 7．3 7．5

10．5 7．3 7．5

24．1 7．3 7．4

46．0 7．2 7．4

new

old

freshly　prepare〔i　test　solutions

tests・1uti・nsafter48h・ursexp・sureperi。d
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Table6． Diss・！vedOxygenC・ncentrati・nsDuringa48－H・urStaticExp。sure

加a即a　to　Phthal　imide

of　」ク∂ρhηf召

　　MeaStぜed

Concentration

　　　（m／L）

Diss・lvedOx　enC・nce血ati・n（m／L）

O　Hour

　new

48HOtぼ

　　old

Contro1 8．8 8．4

2．0 8．6 8．0

3．7 8．5 8．2

6．6 8．5 8．1

10．5 8．6 8．1

24．1 8．2 8．0

46．0 8．1 7．8

new

old

fl・eshly　prepare〔i　test　solut　i　ons

tests・luti・nsafter48h・ursexp・sureperi。d
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Table7． TemperatureValuesDuringa48－H・urStaticExp・sure・f伽加f∂鰓脚t。

Phthalimide

　　Measured

Concentl・ation

　　　（mg／L）

Tem　erature（。C）

O　Hour

　new

48Hour

　　old

Contro1 20．2 19．7

2．0 20．1 19．6

3．7 20．0 19．5

6．6 20．0 19．4

10．5 20．0 19．5

24．1 20．0 19．5

46．0 20．0 19．5

new

old

freshly　pl・epared　test　solutions

tests・1uti・nsafter48h・ursexp・sureperi。d
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Figure1 Concentration－Response　Curve　of　Phthalimi〔ie

Mortality・rlmm・bilityin〃aρhηf∂加卿∂
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付属資料一1

希釈水（M4調製水）

　　　（全1頁）
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M4　me〔iiUm

Salt　an〔i　Vitamine C・ncentrati・n（mg／L）

H　BO 2，860

MnC1・4H　O 0，361

LiCl 0，306

RbC1 0，071

SrC1　6H　O 0，152

NaBr 0，016

Na　MoO・2H　O 0，063

CuCl・2H　O 0，017

ZnC1
0，013

CoC1・6H　O 0，010

KI
0．00325

Na2SeO3
0．00219

NH　VO3 0．00058

Na　EDTA・2H　O 2．5

FeSO．7H　O 0，996

MgSO・7H　O 123．3

KC1 5．8

NaHCO 64．8

NaNO， 0，274

KH　PO 0，143

K　HPO 0，184

Thiamine　hydrochloride 0，075

Cyanocobalamine（V．B　　） 0，001

D（＋）Bi・tin（V．H）
0．00075

CaC1・2H　O 293．8

Na2SiO3・9H20 10．0
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付属資料一2

試験液の分析方法

　　（全7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1．0～2．O　mLをバイアル瓶に採取する。

　　　H　P　L　C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　　　　：C18　5μmφ、　4．6mmφX150mm

　　　カラム温度　　　：40℃

　　　検出波長　　　　：290nm

　　　注入量　　　　　：20μL

　　　移動相　　　　　：水／アセトニトリル＝75／25

　　　流量　　：1．OmL／min

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。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Figur。1（p．25）］

　　　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

　　　希釈水に標準液の一定量を添加して、回収率を求めた。

　　　フタルイミド50、Omg／しの回収率は104．8％であった．

5　クロマトグラム

　　　代表的ないくつかのクロマトグラムを示した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Figure2（P．26～P．30）］
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Figure1 Cal　i　brat　ion　Cu「ve

　　　　　Input　Data

of　Phthalimide　by　HPLC　Analysis

No． Concentration Peak　Area
（m／L） （齢U・sec）
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Figure2

　　　　　（1）

　Representative　chromatograms
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Figure2

　　　　　（3）

　Continue〔i
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Figure2

　　　　　　（5）

　Continued

3．7　mg／L　nominal； 0－Hour
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Figure2

　　　　　　（7）

　Continued

12．O　mg／L　nominal； 0－Hour
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Figure2

　　　　　　（9）

　Continue〔i

70．O　mg／L　nomina！； 0－Hour
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