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　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　旨

鎧　環境庁
表　題

　フタルイミドの藻類（5θ1θηθsなα凹昭pガ。・畑〃‘吻）に対する生長阻害試験

畿　NMMP／E98／1010

叢　本試験は、OECD化学品テストガイドラインNo．201「藻類生長阻害試験」　（1984年）に準拠
して実施した。

　1）被験物質　　　　　フタルイミド

　2）培養方式　　　　　振とう培養（100rpm）

　3）供試生物種　　　　5θ1θ偲計測盟oaρrloo畑〃伽（ATCC－22662）

　4）温度　　　　23±2℃

　5）暴露期間　　　　　72時間

　6）試験液量　　　　　100n止（O　E　C　D培地）

　7）照明　　　　　　：4000～50001ux（連続照明）

　8）初期細胞濃度　　　1×104cells／mL

9）試験濃度（設定）対照区・1・・6mg／L、19．1mg／L、34．3mg／L、61．7mg／L、111．1ing／L

　　　　　　　　　　　および200．Omg／L

　10）試験液中の被験物質の分析

　　　　　　　　　　　：HPLC法（暴露開始時、終了時）
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麩
　1）生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度

　　　　EbC50（0－72）＝6L6mg／L（95％信頼区間：55．9mg／L～68．3m9／L）

　　　　無影響濃度（NOEC（面積法0－72））ニ6．5mg／L

2）生長速度の比較による生長阻害濃度

　　ErC50（24－48）＝184。5mg／L（95％信頼区間：156．5mg／L～228．2mg／L）

　　無影響濃度（NOEC（速度法24－48））＝13．8mg／L

ErC50（24－72）ニ125．4mg／L（95％信頼区間：115．6mg／L～137．7m9／L）

無影響濃度（NOEC（速度法24－72））ニ43．4mg／L

（上記濃度は、全て実測濃度に基づく値）
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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一イノインドールー1，3（2H）一ジオン、識別符号　P　I　、CAS　No、85－41－6）

　　　構造式

　　　　　　　　　　　　　　　　？

　　　　　　　　　　　　く〕〔　　　　　　　　　　　　　　　　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（l　o　g　P）：1．15

　　　酉虫、点　　　　　 ：233～238。C

　　　沸点　　　　　　：366℃

　　　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：神奈川県化学物質データベースNTP：National　Toxicology　Program

1．2　供試試料

　　純度

　　ロット番号

　　供給者

　　供給量

　　入手日

　　外観

99．0％以上

WT　E1463

259×5本

平成10年11月11日
白色粉末

1．3　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
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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

　　試験には、単細胞緑藻類である5θ1θ佃sな〃πoθρがoo溜〃蝕加を用いた。

　　本種は、American　Type　Culture　Collectionより入手したATCC－22662株を、当研究部にお

いて無菌的に継代培養しているものである。

　　基準物質（重クロム酸カリウム、試薬特級）による72時間の生長阻害濃度（EbC50）は、

0．54mg／しであった。

墜
　試験に供す藻類は試験条件と同じ条件で暴露開始前に3日間培養したものを使用した。培養

後、顕微鏡観察を行ない変形や異常な細胞が現れていないことを確認した。

3　試験方法

3．1　試験条件

　　　以下の条件で試験を行った。但し、試験容器は滅菌したものを使用し、藻類の接種も無

　　菌条件下で行った。

　1）培養方式　　　　：振とう培養（100rpm）

　2）温度　　　　　　：23±2℃

　3）暴露期間　　　：72時間

　4）試験液量　　　　：100mL（OECD培地）

　5）照明　　　　　　：4000～50001ux（連続照明）

　6）pH　　　　　　：暴露期間中、pHの調整は行わなかった。

　7）初期細胞濃度　　：1×104cells／mL

3．2　培地

　　前培養および試験ともに・ECD化学品テストガイドラインに示されている培地を調製し、

　滅菌して使用した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table－1（P．17）］

3。3試験容器、藻類培養試験装置および機器

　　試験容器　　　：3・・mL容ガラス製三角フラスコ（通気性のシリコン栓付）

　　藻類培養試験装置　　　：伊藤製作所　AGP－150RL

　　光学顕微鏡　　　　　　：ニコン　培養倒立顕微鏡　TMS－F



p　Hメーター　　　　　：堀場製作所　カスタニーLAB　pHメーターF－22

粒子計数装置　　　　　コールター社　コールターZ1

粒子計数装置用電解液：アイソトンH

温度計　　　　　　　　　アルコール温度計

照度計　　　　　　　　東京光電（株）　デジタル照度計ANA－F12

3．4　試験濃度の設定

　　本試験の実施に先立って予備試験を行い、その結果を参考にして、本試験では公比L8で、

　10、6mg／L、19．1mg／L、34．3mg／L、6L7mg／L、11Llmg／しおよび200．Omg／しの6段階の濃度

　区を設定した。

3．5試験液の調製

　　培地に被験物質を溶解して2・…mg／L溶液とし、これをろ過滅菌して被験物質原液とした．

　各試験液はろ過滅菌した培地に被験物質原液を加えることにより調製した。濃度区および

対照区毎に4個の試験容器を用いた・このうち・個はpH測定用とし、試験液の分析や細胞

数の計数には用いなかった・対照区に1ま培地を用いた．試験液は無色透明で、沈殿等は見

　られなかった。

3．6　試験液の分析

　　試験液濃度の分析は高速液体クロマトグラフ（HPLC）法により行った。

　　暴露開始時（菌体混合直後・・時間）および暴露終了時（72時間）に各濃度区3連の試

験容器から試験液を等量ずつ採取し混合後、遠’b分離（2…rpm、23℃、15分）により藻体を

　除去してから分析した。

　　分析法の詳細は添付資料一1（p．27）に示した。
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3．7試験操作

　　前培養した藻類の細胞数を計数し、試験液中の細胞濃度が1×104cells／mしになるように、

　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て試験を開始し、24、48および72時間後に

　細胞濃度を測定した。細胞濃度の測定は各試験容器より試験液0．2mL～L　Oi，Lを採取し、電

解液（アイソトンII）と混合して全量を2・mしとした後、コーノレタカウンターにより計肌た。

　　試験液調製時のpHは3連の他に用意した予備1本についてのみ測定し、各濃度区の暴露

　開始時のpHとした。終了時には各濃度区の3連のうち1本を測定した。

　　試験期間中、培養装置内の温度と照度を1目1回測定した。

4　結果の算出

4．1　藻類生長曲線

　　　各濃度区および対照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　藻類生長阻害濃度の算出

　　次に下記の方法で生長阻害濃度を算出した。

　1）生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度（EbC50）

　　生長曲線下の面積は次の式により算出した。

　　　オ＝撃×ち＋現＋㌻2端×（12一ち）＋…＋輪＋誓』2瑞x（猛1）

　　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／mL）

　　N1：t1時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　Nn：tn時の実測細胞濃度（cells／mL）

　　t1：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　　t　n：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

生長曲線下の面積よ略濃度区における生長の阻害百分率（IA）を次の式により算出し

た。
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　　ノ4一オ
1オ＝　O　　f×100
　　　」4σ

ここで、

　　Ac：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

　各濃度区に対応するIA値からProbit法によりEbc50（o－72）およびその95％信頼区間

を算出した。

2）生長速度の比較による生長阻害濃度（ErC50）

　指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。

　　　　一lnノ〉η一ln亙1
　　　μ一
　　　　　　∫η一∫1

　　ここで、

N1：t1時の実測細胞濃度（cells／mL）

Nn：tn時の実測細胞濃度（cells／mL）

t1：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

t　n：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。

　　　　　μc一μ，
　　／加二　　　　×100
　　　　　　μσ

　ここで、

　　μc：対照区の平均生長速度

　　μt：各濃度区における平均生長速度

　各濃度区に対応するIm値からProbit法によりErC50（24－48）、ErC50（24－72）およびそ

の95％信頼区間を算出した。
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4．3無影響濃度（NOEC）の算出

　　Bartlettの等分散検定、一元配置分散分析（ANOVA）およびDunnettの多重比較検定により

　対照区と比較して、有意差（5％水準）が認められない最高試験濃度を無影響濃度（NOEC）

　とした。

4．4　使用した統計手法

　　Probit法、Bartlettの等分散検定、ANOVAおよびDunnett法はいずれも吉岡義正大分大

　学教育学部教授により生態影響試験のEC50，LC50，NOECを計算するために開発されたプログ

　ラム〔EcoTgx－Statics（Version　L1）〕を用いた。

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

　　　なし。

5．2　試験液中の被験物質濃度

　　暴露開始時の被験物質濃度は6，5～160．6mg／しであり、暴露72時間の被験物質濃度はく0．1

　～13L7mg／しであった。

　　設定濃度（10．6～200．Omg／L）に対する割合は、暴露開始時が61．3～80．3％、暴露72時

間がく0・3～65・9％であった・　　　　　　　　［Table2（P．18）］

　　暴露開始時の実測濃度が設定濃度の±20％を越えたので試験結果の算出には実測濃度を

　用いた。

5．3　藻類生長曲線

1）対照区における細胞濃即72時間の培養で27・．4倍に増殖し、試験条件下で正常な生長

　　を示した。

2）最低濃度区（6。5mg／L）では72時間の培養で259。6倍に増殖し、対照区と同程度の生長を

　　示した。

3）最高濃度区（16・・6mg／L）では72時間の培養で19、7倍の増殖であった．増殖は僅かであり、

　　大幅な生長阻害が見られた。

4）上記以外の4濃度区（13・8mg／L・22・8mg／L、43。4mg／L、83．2mg／L）では72時間の培養で
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73・2～253．4倍の増殖で生長阻害が見られた。

［Table3（P．19），Figure1（P．24）］

5．4　生長阻害濃度（EC50）および無影響濃度（ROEC）

　1）生長曲線下の面積の比較による生長阻害濃度（EbC50）

　　EbC50（0－72）は61．6mg／しであり、その95％信頼区間は55．9mg／L～68．3mg／しであった。

　　対照区と比較して有意差が認められない最高試験濃度（無影響濃度（NOEC））は、6．51，g／L

　　（NOEC（面積法0－72））であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4（P・20），Table5（P．21），Figure2（P．25）］

2）生長速度の比較による生長阻害濃度（ErC50）

　ErC50（24－48）とErC50（24－72）は、それぞれ184。5mg／L、125．4mg／しであり、それらの

95％信頼区間はそれぞれ156、5mg／L～228．2mg／L、115．6mg／L～137．7mg／しであった。

　対照区と比較して有意差が認められない最高試験濃度（無影響濃度（NOEC））は、それぞ

れ13．8mg／L（NOEC（速度法24－48））、43．4mg／L（NOEC（速度法24－72））であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4（P・20），Table5（P．21），Figure3（P．26）］

5．5温度およびpH

　　72時間の暴露期間中の藻類培養試験器内の温度は22．2～23．3℃であり、その平均温度は

　22．6℃であづた。

　　試験液のpHは暴露開始時が6・9～7・6であり、試験終了時が4．8～8．4であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6（P．22），Table7（P．23）］

以　上
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Table1 OECDmedium

Nutri　ent　salts

H3BO3

MnC12・4H20

ZnC12

FeC13・6H20

Na2EDTA・2H20

C・C12・6H20

Na2MoO4’2H20

CuC12・2H20

CaC12・2H20

NH4Cl

KH2PO4

NaHCO3

MgC12・6H20

MgSO4’7H20

Concelltration　m／L

0．185

0．415

0．003

0．08

0．1

0．0015

0．007

0．00001

18

15

1．6

50

12

15
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Table2． MeasuredC・ncentrati・ns・fPhthalimideDuringa72－H・urExp。sure。f

5θ1θ朋S孟加盟08ρ－foO溜〃ごα盟

　　　Nominal

Concentl・ation

　　　　（mg／L）

Measure〔i　Concentration　（mg／L）

O　Hour Percent　of　　　72　Hour

　　Nominal

Percent　of

　　Nominal

Contro1 〈0．1 〈0．1

10．6 6．5 61．3 〈0．1 〈0．9

19．1 13．8 72．3 〈O．1 ＜0．5

34．3 22．8 66．5 〈0．1 〈O．3

61．7 43．4 70．3 10．4 16．9

111．1 83．2 74．9 46．7 42．0

200．0 160．6 80．3 131．7 65．9
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Table3． CellDensityof5θ1θη8sむrα加。∂ρガoor加甜加

　　Measured

Concentration
　　　（mg／L）　　　　　　No．

Cel　l Density（×104cells／mL）

O　Hour 24　Hour　　48　Hour　　72　Hour

Contro1 1
2
Q
U

1．00

1．00

1．00

8．9

9．2

8．5

43．2

42．1

46．2

278．

261．

271．

【
U
6
0

Average

　S．D．

1．00

0．00

8．9

0．36 　
9
8
0
3
2

4 270．4

　　8．47

6．5

－
∩
乙
Q
J

1．00

1．00

1．00

7．6

8．1

7．7

39．2

40．8

43．0

251．

263．

264．

0
1
6

Average

　S．D．

1．00

0．00

7．8

0．26

41．

1
．
　
4

0
Q
」

259．6

　　7．43

13．8

－
り
ム
Q
U

1．00

1．00

1．00

7．6

7．4

7．3

9
【
U
8

1
∩
乙
Q
」

4
4
3

235．0

225．7

228．4
Average

　S．D．

1．00

0．00

7．5

0．17

41．

1
．
　
1
4
4

229．7

　　4．82

22．8
－
q
乙
Q
U

1．00

1．00

1．00

7．8

7．0

7．2

30．4

31．9

29．7一

245．5

244．8

269．9

Average

　S．D．

1．00

0．00 　
2
3
4

ワ
’
0

30．6

1．10

253．4

14．29

43．4

司
⊥
9
乙
Q
U

1．00

1．00

1．00

7．4

6．8

7．2
1
1
1

久
∪
4
3

Q
J
Q
U
3

237．3

181．9

174．4

Average

　S．D．

1．00

0．00

7．1

0．28

34．4

1．52

197．9

34．35

83．2

コ
⊥
9
乙
つ
0

1．00

1．00

1．00

6．9

6．9

7．2

24．5

30．4

29．5

64．5

81．0

74．0

Average

　S．D．

1．00

0．00

7．0

0．19 　
8

り
ム
ー8
3

2 73．2

8．27

160．6
－
∩
乙
3

1．00

1．00

1．00
6
7
3

5
5
『
0

11．3

11．2

10．8

19．6

21．8

17．8
Average
　S．D．

1．00

0．00 　
2

『
0
∩
乙
5
0

11。1

0．26 　
2

ワ
’
O

Q
」
∩
乙

1

Eachvaluerepresentsthemean・fthreesamplec。unts．
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Table4． Gr・wthlnhibiti・n・fSθ1θ取a5孟r㎜・aprf・・r刀〃伽

　　Measured

boncentration

Area

~　104

Inhibition

@　　（％）

Rate Inhibition

@　　（％）

Rate Inhibition

@　　（％）

（mg／L） No． A（0－72h） I　A（0－72h） μ（24－48h） I　m（24－48h） μ（24－72h） I　m（24－72h）

1 4532 0．0658 0．0718
Contro1 2 4311 0．0633 0．0697

3 4503 0．0705 0．0721

Average 4449
一 0．0666 一 0．0712 一

1 4074 0．0685 0．0730
6．5 2 4270 0．0676 0．0726

3 4331 0．0720 0．0738
Average 4225 5．03 0．0694 一4．21 0．0731 一2．72
1 3949 0．0709 0．0714

13．8 2 3846 0．0726 0．0711
3 3811 0．0707 0．0717
Average 3869 13．04 0．0714 一7．22 0．0714 一〇．27

1 3802 0．0566 0．0718
22．8 2 3810 0．0630 0．0740

3 4064 0．0592 0．0756
Average 3892 12．51 0．0596 10．50 0．0738 一3．63
1 3830 0．0663 0．0724

43．4 2 3105 0．0672 0．0685
3 2999 0．0638 0．0665
Average 3312 25．56 0．0658 1．20 0．0691 2．93
1 1467 0．0531 0．0467

83．2 2 1807 0．0619 0．0513
3 1709 0．0588 0．0485
Average 1661 62．66 0．0579 13．Ol 0．0489 31．40
1 1119 0．0291 0．0509

160．6 2 1317 0．0284 0．0554
3 1213 0．0299 0．0551
Average 575 87．07 0．0291 56．24 0．0538 24．47
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Table5． Calculated　EC50　an〔i　NOEC

Based　on　IA　value

Calculate（i

　　Value

　　（mg／L）

　　　♀5－Percent

Confidence　Limits
　　　　　　（mg／L）

EbC50（0－72） 61．6 55．9　～　68．3

NOECb（0－72） 6．5

Based　on　Im　value

Calculate（i

　　Value

　　（mg／L）

　　　95－Percent

Confi（ience　Limits
　　　　　　（mg／L）

ErC50（24－48） 184．5 156．5　　～　　228．2

NOECr（24－48） 13．8

ErC50（24－72） 125．4 115．G～137．7

NOECr（24－72） 43．4
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Table6． DailyTemperatureinthelncubati・nChamberDuringa72－H・urExp。sure

Exposure　Period

　　　　（Hours）

Temperature

　　　　（℃）

0 22．2

24 22．2

48 23．3

72 22．8

Average 22．6

一22一



Table7． pHValuesatO－Hourand72－H・urExposure

　　Measure（i

Concentrat　ion

　　　　（mg／L）

pH

O　Hour 72Hour

Contro1 7．4 7．4

6．5 7．6 8．4

13．8 7．4 7．7

22．8 7．4 7．1

43．4 7．2 5．5

83．2 7．1 5．1

160．6 6．9 4．8
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Figure1 Alga1Gr・wthCurve・fSθ1θ刀as‘r㎜・a卿・・r刀〃伽
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Figure2 Concentrat　i　on－Inh　i　b　i　t　i　on　Curve
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Figure3 C・ncentrati・n－lnhibiti・nCurve・f5θ1θ刀as御町・a加・・mσ吻based。nlm
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添付資料一1

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

　3連の試験容器より試験液各1．0～2．OmLを採取し、合わせて遠心分離する。その上澄み液

　1．0～2．OmL程度をバイアル瓶に採取する。

　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、4．6㎜φ×150mm

　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　 ：LO吐／min

　検出波長　　　：290nm

3．検量線

　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．29）］

　測定日毎に50．Omg／しの標準溶液を測定して、その面積値を用いて検量線を作成した。

4．添加回収率

　試験培地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50，0mg／しの回収率は105．7％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．30弔P．34）］
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Figurel　Calibrati・nCurve・fPhthalimidebyHPLCAnalysis

　　　　　Input　Data
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Figure2 Representat　i　ve　chromatograms
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VWDI　A，Wav●1●n8th＝290nm　19990105｝PIOOOOO2，D

mAU

175

150

125

100

75

50

25

0

寸
匂
つ
ゆ
サ

Phthal　imide

甘
口
吋

（2）Standard50．Omg／L，72h
VWDI　A，W盈vobn匡th＝290nm　19990108￥TPOOOOO2，D

mAU

175

150

125

100

了5

50

25

0

詔
寸
Phthal　imi〔ie

一30一



Figure　2　　Continue（i

　　（3）Contro1；Oh
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Figure

　　（5）

2 Continue〔1
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Figure2

　　（7）6L 7

Continued

mg／L　nomina1； O　h
VWDI　A，W■v610n離h＝290nm19990105￥P1000008．D

U
O
O
O
O
O
O
O
O

畝

　
5
0
5
0
5
0
5

　
3
　
3
　
ツ
帽
2

1
　
1

卜
O
寸
Phthal　imide

（8）61．7mg／Ln・mina1；72h
VWDI　A、W4v●bngth＝290nm　19990108琴TPOOOOO8，D

U
O
O
O
O
O
O
O
O

M

　
5
0
5
0
5
0
『
り

　
3
3
2
2
1
1

8
㎝
寸

Phthal　imide

一33一



Figure2
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