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試験実施概要

1．表題 2，4，6一トリメチルアニリンのヒメダカ（Or％ia5　1寵iρθ8）に対する

急性毒性試験

2．試験目的 ：ヒメダカ（0ぴzi8s18オiρθ5）を被験物質に96時間暴露し、死亡率を測定す
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2，4，6一トリメチルアニリンのヒメダカ（0膨i831寵功θ◎に対する

急性毒性試験

N　o．2007一生54

　　　　　　　本試験は、厚生労働省医薬食品局長、経済産業省製造産業局長、環境省総合環

　　　　　　　境政策局長連名通知「新規化学物質等に係る試験の方法についてj（薬食発第

　　　　　　　1121002号、平成15・11・13製局第2号、環保企発第031121002号、平成15年

　　　　　　　11月21日、平成18年11月20日一部最終改正）に従って実施した。

1）被験物質

2）暴露方式

3）供試生物

4）暴露期間

5）試験濃度（設定値）

6）試験溶液量

7）連数

8）供試生物数

9）試験温．度

10）照明

11）給餌

12）通気

13）pH

14）分析法

：2，4，6一トリメチルアニリン

　半止水式（48時間後に試験溶液の全量を交換）

　ヒメダカ（Or％拍31aだρθ5）

　96時間

　対照区，10，18，32，42，56，75，100㎎／L

　公比；変則公比　10～　32㎎／L：公比L8

　　　　　　　　32～100㎎／L：公比1．3

　5L／容器

　1容器／試験区

10尾／試験区

24±1℃

室内光、16時間明／8時間暗

無給餌

なし

試験溶液のpH調整は行わなかった

HPLC法
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蟹　　予備的な検討において、被験物質の軽度の揮散性が認められたことから、密閉系で試験を行っ
　た。

　1）試験溶液中の被験物質濃度

　　　暴露期間中の被験物質濃度の変動は分析誤差が主な原因と考えられたことから、各影響濃

　　度の算出に当たっては、暴露開始時、48時間換水前後および暴露終了時の測定値の算術平均

　　値を採用した。

2）50％死亡濃度（園

24時間L（る：

48時間LC痴：

72時間L（る：

96時間Kる：

61㎎／L　（95％信頼限界

61㎎／L　（95％信頼限界

61㎎／L　（95％信頼限界

55㎎／L　（95％信頼限界

52～71㎎／L）Bin㎝ia1

52～71㎎／L）Bin㎝ia1

52～71㎎／r）Bin㎝ia1

49～65㎎／L）Logit

・2一



1　被験物質

1．1名称、構造式および物理化学的性状

　　　化学物質等の名称　　　：　2，4，

　　　CAS番号幸　　　　　　：　88－05－1

　　　構造式　．　　　　　：

6一トリメチルアニリン

◎ NH2

分子式申

分子量庁

蒸気圧毒

水溶解度　　　　　　・

ヘンリー定数　　　　　・

酸解離定数（pKa）＊

1一オクタノール／水分配係数

融点毒

沸点申　　　　　　　　・

外観料

安定性幣　　　　　　・

溶媒に対する鮒

㎝13N

135．21

α0669㎜㎏（25℃）

617㎎／L（25℃）

2．68E－006　atm・m3／mole

4．38（25℃）

2．72

－5℃

232．5℃

うすい黄色～赤みの黄色の透明液体

保管中、徐々に着色することがある

記載なし

1．2供試試料

　　入手先

　　入手量

　　ロット番号桝

鞭
　　不純物の名称および含有率“

　　入手目

25mL×4本（全て同一ロット）

LA㎜
99．0％（㏄）

記載なし

2007年10月29日

〔出典〕

　　＊

　　＊＊

　　＊＊＊

SRC　PhysProp　Database

　　　　　r製品安全データシート」（作成・改定日2006年8月30日）

　　　　　r試験成績書」（2007年10月18目）
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1．3被験物質の同一性の確認と保管方法および保管条件下での安定性

　　　被験物質は当施設の被験物質保管用冷蔵庫において遮光・密閉して保管した。

　　　入手した被験物質の赤外吸収スペクトルを測定し、公的デーダならびに官能基のリスト

　　と照合して同一一性を確認した。

　　　実験終了後にも赤外吸収スペクトルを測定し、実験開始前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から、被験物質は実験期間中安定で

　　あったと判断した。

　　＊：独立行政法人産業技術総合研究所「有機化合物スペクトルデータベース（SDBS）」

2　供試生物

）
）
）
）
）
）
）

1
2
3
4
5
6
7

稲
学名

銀
樋
入手先

ロット番号：

感受性の確認：

8）　じゅんイヒ期間：

ヒメダカ

0醐f851寵∫ρθ5

平均2．6cm（2．3～2．8cm），n＝10

平均0．179（α12～α229），F10

自家繁殖

FJO7B3

基準物質（硫酸銅（n）五水和物，試薬特級）による本ロットの96時間

50％死亡濃度（L卿はα32㎎／L（無水物換算）（暴露期間：2007年

10月22日～10，月26日）であった。当施設における1997年12月以降の

L働はXニα30㎎／L、S．D．＝α10㎎／L、n＝31であった。

2007年10月2目～2008年1月28目（10ヶ月齢）

じゅん化期間中の連続した7日間の死亡率は0．7％で、試験には

肉眼的に健康で正常な個体を使用した（じゅん化条件を以下に示

す）。

）
）
）
）
）
）

1
2
3
4
5
6

飼育水

飼育方法

水温

照明

餌

給餌量

試験用水（3．2項を参照）

流水式

24±1℃

室内光、16時間明／8時間暗

テトラミン（メーカー：㈱テトラ社）

魚体重の約2％／日（暴露開始の24時間前からは無給餌）
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3試験方法

3．1試験条件

　1）暴露方式

2）暴露期間

3）試験溶液量：

4）連数

5）供試生物数：

6）通気

7）試験温．度　：

8）照明

9）給餌

10）r旧

半止水式（48時間後に試験溶液の全量を交換）　（密閉系）

96時間

5L／容器

1容器／試験区

10尾／試験区

なし

24±1℃

室内光、16時間明／8時間暗

無給餌

試験溶液のpH調整は行わなかった

3．2試験用水

　　脱塩素水（給水施設の水を活性炭処理で残留塩素等を除去した後、空気による通気処理を行っ

たもの）を使用した。試験用水の主な水質は、硬度が31㎎／L（（ゑCO3換算）、pHが7．9であった

　（暴露開始時）。残留塩素は、0．01㎎／L未満であることを確認した。

　　また、2007年8月29日の試験用水の分析結果を付属資料一1に示した。

3．3　試験器およuq亘温槽等

　1）試験容器　：　5L容ねじ口瓶（密閉容器）

　2）恒温槽　　：　恒温器　ラボサーモLH－2000

　3）水温計　　：　　ガラス製水銀温度計

　4）溶存酸素計：　B－505

5）pH計　　：　剛一30V

（柴田科学器械工業）

（アドバンテック）

（飯島電子工業）

（東亜ディーケーケー）

3．4被験物質の溶解牲確認

　　　被験物質の試験用水に対ずる溶解性は、フラスコ癬法で確認した。

　　　被験物質の水溶解度の文献値が617㎎／L（25℃）であることから、試験用水を用いて200

　　㎎／L溶液を調製後、試験温度（24℃）で30分間撹絆し、目視により溶解した状態であること

　　を確認した。さらに、この調製液を15分間静置し、中層の一部を採取してHP工£法により被

　　験物質濃度を測定した。
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3．5試験濃度の設定

　　公比32での予備試験の結果（付属資料一2）、96時間死亡率が32㎎／L区で0％（ただし、

遊泳異常を認めた）、100㎎／L区で100％であったことを基に、10～32㎎／L区を公比1。8，

32～100㎎／L区を公比1．3の変則公比により、10，18，32，42，56，75，100㎎／L区および

対照区を設定した。

3．6試験溶液の調製（用時調製）

　1800㎎の被験物質を10しのねじ口瓶に秤り入れ、試験用水で9しとした。これをマグネチッ

クスターラーを用いて試験温．度（24℃）で30分間撹拌し、15分間静置して200㎎／しの試験原

液とした（無色透明）。

　この試験原液の250，450，800，1050，1400，1880，2500延をそれぞれ試験容器に量り入れ、

試験用水で5しとし、10，18，32，42，56，75，100㎎／L区の試験溶液とした（全て無色透明）。

　対照区には被験物質を加えない試験用水を用いた。

3．7試験溶液中の被験物質濃度分析

　　暴露期間中の被験物質濃度の測定は、換水前後で2セット実施した。

　　暴露開始時、48時間換水前後、および暴露終了時に各試験容器の中層より試験溶液を採取し、

　HPLC法により被験物質濃度を測定した。

　　試験溶液の分析に際しては、標準溶液の測定を行い、そのピーク面積（カウント数）から定量し

た。

　　詳細は付属資料一3試験溶液の分析法（測定条件、検量線、添加回収率、保存安定性、定量下

　限値、検出限界値等）に示した。

3．8試験操作

　供試魚は乱数を用いて各試験区に無作為に割り付け、試験容器中に1試験区当り10尾投入し

て2日間の容器じゅん化を行った。

　暴露開始前に、供試魚と同水槽でじゅん養した魚10尾の体重および全長を測定した後、魚網を

用いて供試魚を各試験区の試験溶液に投入し、その時点を暴露開始時とした。

　水温、溶存酸素濃度、pHは暴露開始時および24時間毎に測定（換水時には換水前後にも測

定）した。暴露期間中給餌は行わなかった。

　暴露開始時、3、6、24、48、72、および96時間後に死亡個体数、ならびに観察された毒性の徴

候あるいは異常の有無を記録した。死亡個体を発見した場合は、水質の悪化が起こらないよう速や

かに取り除いた。

　一般的な症状と定義を表1に記した。
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表1　一般的な症状と定義

頒 症状 症状の定義

死亡 死亡 観察可能な動き（例えば鰓蓋の動きなど）がなく、尾柄部に触

黷ﾄ反応がない状態，

鱗 遊泳不能 鰓蓋のみが動いているが、遊泳等の運動が停止、または極度の

ﾙ常を示している状態（仮死、横臥、横転等と称された症状が

鞄魔ｷる）。

異常 異常遊泳 正常ではない異常行動を示す状態。以下の症状が含まれる。

@・上層遊泳（鼻上げを含む）

@・平衡失調［平衡感覚が失われており、背泳、スパイラル遊泳

@　（鉛直方向）、コークスクリュー遊泳（水平方向）等を示

@している。］

@・方向不定遊泳（方向感覚がなく遊泳方向が定まらない）

@・過活発（活動量が増加している。興奮、狂奔等）

@・不活発（活動量が低下している）

@・痙攣

外見異常 正常ではない外見を示す状態。表面に関する異常と形態に関す

驤ﾙ常の2つがある。

表面 体色 明化、暗化

体表面

出血（内出血も含む）

ﾑらん（ただれる）

S液異常（粘液過剰分泌、粘液凝固等）

鱗
立鱗（鱗が逆立っ）

ﾙ
鰭 欠損

形態 背曲がり（骨折を含む）

瘠�ﾙ常（眼球突出等）

呼吸異常 正常ではないが、鰓蓋の動きを示す状態、増加または減少があ

驕B

その他 上記以外の毒性症状

正常 正常 遊泳行動、外見等に異常が見られない状態，

4結果の算出

　　各濃度区の死亡個体数と供試個体数（10尾）から死亡率を求め、24，48，72時間目はBin㎝ial

　法（死亡率0％と100％の実測濃度の幾何平均値）により、96時間目はLogit法により50％死

　亡濃度（L（る）を算出し、同時に95％信頼限界を算出した。

　　また、供試魚の死亡率が0％の最高濃度（0％死亡最高濃度）、死亡率が100％の最低濃度

　（100％死亡最低濃度）および被験物質による影響が認められなかった最高濃度（最大無影響濃度）

　を算出した。
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5　結果および考察

51試験成績の信頼性に影響をおよぼしたと思われる環境要因

　　認められなかった。

5．2試験用水に対する被験物質の溶解性

　　フラスコ撹拌法により調製した200㎎／L溶液が溶解した状態であることを目視で確認した後、

　この調製液を15分間静置し、中層の一部を採取して、被験物質濃度をHPLC法により測定した。

　測定結果は197㎎／しであった。

5．3試験溶液中の被験物質濃度

　　暴露開始時、48時間後換水前後および暴露終了時に試験溶液中の被験物質濃度を測定した。そ

　の結果をTable1に示した。

　　暴露期間中に見られた濃度変動は測定誤差によるものと判断し、各影響濃度（50％死亡濃度、

　0％死亡最高濃度、100％死亡最低濃度）の算出に当たっては暴露開始時，48時間換水前後，暴

　露終了時の算術平均値を採用した。

5．450％死亡濃度鰯

　　各観察時における死亡率をTable2に、50％死亡濃度（L輸）をTable3に示した。また、

　各観察時間の濃度一死亡率について、Figure1に示した。

　　なお、対照区の死亡率ま0％であり、試験成立条件を満たした。

　　96時間50％死亡濃度を求めるにあたり、入力に用いた観察点は対照区を含む全試験区（その

　中で32～100㎎／L区の値により自動算出）で、結論を以下に示した。

．　　　24時間50％死亡濃度（團：61㎎／L　（95％信頼限界52～71㎎／L）Bin㎝ia1

　　　　48時間50％死亡濃度（團：61㎎／L　（95％信頼区長界52～71㎎／L）Bin㎝ia1

　　　　72時間50％死亡濃度（L輸）：61㎎／L　（95％信頼限界52～71㎎／L）Bin㎝ia1

　　　　96時間50％死亡濃度（L噌：55㎎／L　（95％信頼限界49～65㎎／L）1ゆgit

5．50％死亡最高濃度、100％死亡最低濃度および最大無影響濃度

　　0％死亡最高濃度、100％死亡最低濃度および最大無影響濃度をTable4および以下に示した。

　　　　96時間0％死亡最高濃度　：39㎎／L

　　　　96時間100％死亡最低濃度：71㎎／L

　　　　96時間最大無影響濃度　　：17㎎／L
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5．6毒性症状

　　暴露期間中に観察された毒性症状を表2およびTable5に示した。

表2．暴露期間中の観測結果

濃度区 観察時間

区分 3
H
α
r
s

　6

gαπs

24

gou［rs

48

gours

72

gOU］rs

96

gours

対照区

死亡

i累積）
0 0 0 0 0 0

正常 10 10 10 10 10 10

死亡

i累積）
0 0 0 0 0 0

10

r／L 麟 0 0 0 0 0 0

異常 0 0 0 0 0 0

正常 10 10 10 10 10 10

死亡

i累積）
0 0 0 0 0 0

18

r／L 鱗
0 0 0 0 0 0

異常 0 0 0 0 0 0

正常 10 10 10 10 10 10

死亡

i累積）
0 0 0 0 0 0

32

r／L 臨
0 0 0 0 0 0

異常 4 弼4 10 AS10 7 AS7 6 AS6 8 AS8 8 AS8
正常 6 0 3 4 2 2

死亡

i累積）
0 0 0 0 0 0

42

r／L 鵡
0 0 0 0 0 0

異常 10 AS10 10 AS10 10 AS10 10 AS10 10 AS10 10 AS10
正常 0 0 0 0 0 0

死亡

i累積）
0 0 0 0 0 3

56

r／L 臨
4 IS4 3 IS3 3 IS3 3 IS3 8 IS8 5 IS5

異常 6 AS6 7 AS7 7 AS7 7 AS7 2 AS2 2 酪2
正常 0 0 0 0 0 0

死亡

i累積）
1 3 10 10 10 10

75

r／L 麟
8 IS8 6 IS6 0 0 0 0

異常 1 AS1 1 AS1 0 0 0 0

正常 0 0 0 0 0 0

死亡

i累積）
10 10 10 10 10 10

100

r／L 臨
0 0 0 0 0 0

異常 0 0 0 0 0 0

正常 0 0 0 0 0 0

AS：異常遊泳（abnomal　swi㎜i㎎）

IS：遊泳不能（i脚ssible　to　swim）
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5．7試験溶液の水温、溶存酸素濃度および団

　　試験溶液の水温をTable6、溶存酸素濃度をTable7、pHをTable8に示した。

　　96時間の暴露期間中において、水温は2生0～2生2℃の範囲であり・暴露期間中の変動は

　1℃以内であった。

　　溶存酸素濃度は7．3～＆2㎎／しの範囲であり、すべての試験区で飽和溶存酸素濃度の60％

　以上が維持され（2生0℃の飽和溶存酸素濃度：＆25㎎／L）、試験成立条件を満たした。

　　pHは乳4～乳9の範囲で、暴露期間中の変動は1．0以内であった。

5．8試験計画書からの逸脱の有無

　　試験計画書からの逸脱は無かった。

6　保管

　　試験に関する下記の記録および試資料は、当施設の資料保管施設に保管する。

1）主計画表

2）試験計画書、生データおよび最終報告書

3）信頼性保証部門によって実施された監査または査察の記録

4）職員の資格、訓練、経験および職務分掌の記録

5）機器類の保守点検および校正の記録および報告書

6）コンピュータ化されたシステムの有効性確認の記録

7）全標準操作手鼻購寺的ファイノレ

8）環境モニター記録

9）被験物質、対照物質

10）その他の資料

肚
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Table1． Measure〔i　Concentration　of　the　Test　Substance　in　Test　Solutions

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Semi－Static（badition）

　　　N㎝inal

Concentrat　ion
　　　　（㎎／L）

Measured　Concentration，㎎／L

　　　　（PercentofN㎝ina1）

O　Hour

　new

48Hours

01d new

96Hours

　　old

Meana　Measured

Concentrat　ion

　　　　（㎎／L）

C㎝tro1 〈0．1　　（一）　　〈0．1　　（一）　　〈0．1　　（一）　　　〈0．1　　（一）

10 9．73（97） 9．93　（99） 9．49　　（95） 9．48（95） 9．66

18 17．5　（97）　17．8　（99）　17．1（95）　16．6（92） 17．3

32 30．3　（95）　31．6　（99）　30．0（94）　29．1（91） 30．3

42 39．6　（94）　41．0　（98）　39．0（93）　37．3（89） 39．2

56 50．9　（91）　5生3　（97）　52．5（94）　49．7（89） 51．9

75 70．5　　　（　94）　　　71．4　　　（　95） D （一） D （一） 71．0

100 94．5　　　（　95）　　　95．9　　　（　96） D （一） D （一） 95．2

new
old

a

D

Freshly　prepare（i　test　solut　ions

Test　solut　ions　after48hours　exposure

Arithmetic　mean

Not　calculated

All　fish　were　dead　at　this　observation　time

Table2． The　NUmbers　of　Dead　Fi　sh　（M6rtal　i　ty）

（Semi－StaticCondition）

　　　N㎝inal

Concentrat　ion
　　　　（㎎／L）

Meana　Measure（i

Conceatrat　ion
　　　　（㎎／L）

Cumulat　ive　Mortal　i　ty　（Percent　Mortal　ity）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

C㎝tro1 0（0） 0（0） 0（0） 0（0）

10 9．66 0（0） 0（0） 0（0） 0（0）

18 17．3 0（0） 0（0） 0（0） 0（0）

32 30．3 0（0） 0（0） 0（0） 0（0）

42 39．2 0（0） 0（0） 0（0） 0（0）

56 51．9 0（0） 0（0） 0（0） 3（30）

75 71．0 10（100） 10（100） 10（100） 10（100）

100 95．2 10（100） 10（100） 10（100） 10（100）

a

．　Not　calculated

　Arit㎞etic　mean

・11・



Table3． Calculated　LC50Values

Exposure

Period

（Hou』rs）

Lq鶏

（㎎／L）

　　　　　　95％

Confidence　Limits

　　　　　（㎎／L）

Statistical

　　Method

24 61 52～71 Binomia1

48 61 52～71 Binomia1

72 61 52～71 Binomia1

96 55 49～65 Logit

Table4． TheHighest（文〕ncentrati・ninO％M・rtality，theL・west
100％Mortal　i　ty　and　Nb　Observed　Effect　Concentration

Concentration　in

Exposure

Period

（Hours）

Highestαmcentrati㎝

　　inO％Mortality
　　　　　　　（㎎／L）

Lowest　Concentration

　in　100％Mortality
　　　　　　　（㎎／L）

No　Observed　Effect

　　Concentrat　ion

　　　　　　（㎎／L）

24 52 71 17

48 52 71 17

72 52 71 17

96 39 71 17

．12・



Table5． Observed　Toxi　c　Synpt㎝s

　　　N㎝inal

Concentrat　ion

　　　（㎎／L）

Meana　Measure（i

Concentrat　i㎝

　　　　（㎎／L）

Synpt㎝s

Observation　Time

3Hours 6Hours 24Hα迂s
C｛）ntro1 N N N
10 9．66 N N N

18 17．3 N N N
32 30．3 N（6）AS（4） AS（10） N（3）AS（7）

42 39．2 AS（10） AS（10） AS（10〉

56 51．9 C（4）AS（6） C（3）AS（7） C（3）益（7）

75 71．0 D（1）C（8）AS（1） D（3）C（6）AS（1） D（10）

100 95．2 D（10） D（10） D（10）

　　　N㎝inal

Concentrat　ion
　　　（㎎／L）

MeanO　Measured

Concentrat　ion

　　　　（㎎／L）

Sy叩pt㎝s

Obselvation　Time

48Hours 72Hours 96Hours

Contro1 N N N

10 9．66 N N N

18 17．3 N N N

32 30．3 N（4）　AS（6） N（2）薦（8） N（2）超（8）

42 39．2 AS（10） AS（10） AS（10）

56 51．9 C（3）AS（7） C（8）AS（2） D（3）C（5）AS（2）

75 71．0 D（10） D（10） D（10）

100 95．2 D（10） D（10） D（10）

N　Nbtoxicsympt㎝wasobservedO“oma1）
D　　Death

C　Critica1（1㎜bile）　遊泳不能
AS　Abno㎜l　swi㎜i㎎　　　異常遊泳

一　　・　Nbt　calculated

a　　’　Ar　i　thmet　i　c　mean

・13』



Table6． Temperature

（S㎝i－Static⊂bn砒ion）

　　　㎞inal

Concentration
　　　（㎎／L）

Me㎝aMeasured　　　　　　Temperature，℃
Concentration　　　O　Hour　　　24Hours　　　　　　48Hburs　　　　　　72Hburs　　96Hburs

　　　　（㎎／L）　　　　new　　　　　　　　old　　　new　　　　　　　　old

Contro1 24．0 24．2 24．2 24．0 24．0 24．1

10 9．66 24．0 24．2 24．2 24．0 24．0 24．1

18 17．3 24．0 24．2 24．2 24．0 24．0 24．1

32 30．3 24．0 24．2 24．2 24．0 24．0 24．1

42 39．2 24．0 24．2 24．2 24．0 24．0 24．1

56 51．9 24．0 24．2 24．2 24．0 24．0 24．1

75 71．0 24．0 24．2 D D D D

100 95．2 24．0 24．2 D D D D

new

old’

a

D

Freshly　pre曜ed　test　soluti㎝s

Test　solutions　after48hours　exposure

Arithmeticmean

Not　calculated

AI　l　fi　sh　were　dead　at　thi　s　observation　t　ime

Table7． Dissolved　O［xygen　Concentrations

（Semi－Static　Cbn（ii　t　ion）

　　　N㎝inal

Concentrat　ion
　　　（㎎／L）

Meana　Measured　　　　　　Dissolved　Oxygen　Concentration，㎎／L

Concentration　　　O　Hour　　　24　Hours　　　　　　48　Hours　　　　　　　72　Hours　　96　Hours

　　　　（㎎／L）　　　　new　　　　　　　　old　　　new　　　　　　　　old

Contro1 8．2 7。7 7．5 8．2 7．6 7．4

10 9．66 8．2 7．7 7．5 8．2 7．6 7．3

18 17．3 8．2 7．7 7．5 8．2 7．7 7．4

32 30．3 8．2 7．8 7．6 8．2 7．6 7．3

42 39．2 8．2 7．7 7．5 8．2 7．6 7．4

56 51．9 8．2 7．7 7．5 8．2 7．7 7．5

75 71．0 8．2 7．9 D D D D

100 95．2 8．2 8．1 D D D D

new
old

a

D

Freshly　prepare〔l　test　solut　ions

Test　solut　ions　after　48　hours　exposure

Ari　t㎞etic　mean

Not　calculate〔i

AI　l　fi　sh　were　dead　at　this　obselvat　ion　t　ime
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Table8．　団Values

（Semi－Static　Gondi　tion）

　　　㎞inal

Cbncentration

　　　（㎎／L）

Meana　Measured

Concentration

　　　　（㎎／L）

団
O　Hour 24Hours 48Hours

new 01d new

72　Hours　　96　Hours

　　　　　　　　　　　　old

Cbntro1 7．9 7．5 7．4 7．9 7．6 7．6

10 9．66 7．9 7．5 7．4 7．9 7．6 7．5

18 17．3 7．9 7．5 7．4 7．9 7．6 7．5

32 30．3 7．9 7．6 7．4 7．9 7．6 7．6

42 39．2 7．9 7．6 7．4 7．9 7．6 7．5

56 51．9 7．9 7．6 7．4 7．9 7．6 7．5

75 71．0 7．9 7．6 D D D D

100 95．2 7．9 7．8 D D D D

new　．

01d

a

D

Freshly　prepared　test　solut　ions

Test　solutions　after48hours　exposure

Arithmetic　mean

Not　calculated

All　fish　were　dead　at　this　observation　time

100

80

　
　
0
　
　
　
　
　
0

　
　
6
　
　
　
　
4

（
ま
）
』
ρ
二
〇
ρ
柏
。
Σ

20

0

＋24Hours
{48Hours
十72
勛黷X6

Hours

gours

■

1 　　　　　　　　　10

Concentration （mg／L）
100

Figし1re1． （bncentration－Response（Mortality）Curve
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付属資料一1

試験用水の水質
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Table　A－1 Water　Quality　of　Dilution　Water

Parameter Concentration

㎜
㎝
　Total　phosphorus

　pH

　Col　iform　group　bacteria

Merculy

Cて）pper

Cadmi㎜

Zinc

Lead

A1㎜inium

Nicke1

α1r㎝ium

Manganese

Tin

Iron

Cyanide

Free　chlorine

Br㎝ide

Fluoride

Sulf’ide

Total　ammonium

Arsenic

Seleni㎜

Evaporation　resi　due

Electric　conductivity

Total　hardness　（as　Ca（〕α〕）

Alkalinity

Sodi㎜

Potassium

Calcium

Magnesium

〈0．5　㎎／L

　　1．0　㎎／L

〈0．003㎎／L

　　7．4

（23．7℃）

　N．D．

〈0．㎝5㎎／L

〈0．01　㎎／L

〈0．002㎎／L

〈0．01　㎎／L

〈0．005㎎／L

　　O．03　㎎／L

〈0．005㎎／L

〈0．05　㎎／L

〈0．02　㎎／L

〈0．1　㎎／L

〈0．1　㎎／L

〈0．1　㎎／L

〈0．05　㎎／し

く0．2　　㎎／L

O．06　㎎／L

〈0．5　　㎎／L

〈0．03　㎎／L

〈0．005㎎／L

〈0．005㎎／L

91　　㎎／L

10．2　mS／m

33　　㎎／L

29　　㎎／L

5．5　　㎎／L

1．5　　㎎／L

10．0　　㎎／L

2．1　㎎／L

Date　of　measurement：August　29，　2007
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付属資料一2

予備試験の結果
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Table　B－1． The　NUmbers　of　Dead　Fi　sh

（Ra㎎e　Findi㎎Test）

（Mortality）

（Semi－Stat　ic　Cbndi　tion）

　　　㎞inal

Concentrat　ion

　　　（㎎／L）

Cし皿llativeMortality（PercentMortality）

24Hours 48Hours 72Hours 96｝burs

C㎝tro1 0／5（0） 0／5（0） 0／5（0） 0／5（0）

10 0／5（0） 0／5（0） 0／5（0） 0／5（0）

32 0／5（0） 0／5（0） 0／5（0） 0／5（0）

100 5／5（100） 5／5（100） 5／5（100） 5／5（100）

Table　B－2． Measured　Concentration　of　the　Substance

（Ra㎎e　Findi㎎Test）

in　Test　Water

（S㎝i－Static（㎞dition）

　　　N6minal

Concentration

　　　（㎎／L）

Measured　Cbncentration（㎎／L）

O　Hour

　new

48Hours

old new

96｝burs

　　old

Control 〈0．1 〈0．1 〈0．1 〈0．1

10 9．35 9．57 9．44 9．71

32 30．3 31．1 29．8 31．0

100 91．7 95．8 D D

new
old

　D

Table　B－3．

Freshly　prepared　test　solutions

Test　solutions　after48hours　exposure

All　fish　were　dead　at　this　observati㎝　time．

Observed　Toxic　Syn堕）tcms

（Ra㎎e　Findi㎎Test）

（Semi－StaticCondition）

　　　㎞inal

Conceatrat　ion
　　　　（㎎／L）

Toxic　Synpt㎝s

Observation　Time

3Hours 6Hours 24Hours 48Hours 72　Hours　　　　96Hours

αmtro1 N N N N N N

10 N N N N N N

32 AS（5） AS（5） N（3）AS（2） AS（5） AS（5） AS（5）

100 D（5） D（5） D（5） D（5） D（5） D（5）

　
　
S

N
D
A

Notoxics脚t㎝wasobserved（Noma1）
Death

Abnomal　swi㎜i㎎　　　異常遊泳

・19・



付属資料一3

試験溶液の分析法
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2，4，6一トリメチルアニリン分析法

1．分析方法

　（1）分析法の概要

　　　　試験溶液（必要に応じ希釈）の一定量を、UV検出器を備えた高速液体クロマトグラフ

　　　（HPLC）に注入し、クロマトグラムおよびピーク面積（カウント数）をデータ処理装置か

　　　ら求める。このピーク面積を用い、標準液の検量線から濃度を求め、希釈率で換算し、試

　　験溶液中の被験物質の濃度を算出する。

（2）装置および器具

　　a）高速液体クロマトグラフ

　　b）分離カラム

　　c）カラム恒温槽

　　d）W検出器

　　e）データ処理装置

　　f）化学天秤

　　g）超音波洗浄器

　　h）メスフラスコ

　　i）ビーカー

　　j）ホールピペット

　　k）メスシリンダー

L（1－10A型

：Mightysil　RP－18，150㎜×4．6㎜φ

：α〔ト10A型

SPHOA型

㎜6266V9型

AE－240型

B㎜㎝型
容量　10，20，100mL

容量　50，100mL

容量　1，2，3，5，9，10mL

容量　1000mL

島津製作所

関東化学

島津製作所

島津製作所

富士通

メトラー

ヤマト科学

柴田科学

柴田科学

柴田科学

柴田科学

（3）試薬

　　a）2，4，6一トリメチルアニリン

　　b）アセトニトリル

　　c）蒸留水

純度99．0％、ロット番号LAUIB

HPLC用

HPLC用
一和光純薬
関東化学

（4）試薬の調製

　　a）溶離液〔アセトニトリル／蒸留水（50／50）〕

　　　アセトニトリル500mしと蒸留水500mLをそれぞれメスシリンダーでリザーバービン

　　に量り取る。各溶液は使用前に超音波処理をしながら減圧し、脱気する。低圧グラジエン

　　トユニットで、溶離液の混合比率がアセトニトリル／蒸留水二50／50（v／v）になるように設

　　定する。

　　b）被験物質標準原液（100㎎／L）

　　　被験物質約10㎎を100mLメスフラスコに0．1㎎の桁まで精秤する。これに蒸留

一21・



水を加えて100証とする。

　秤量した質量から、純度換算を行った上で、正確な被験物質の濃度を算出する。

（5）操作

　〔前処理〕

　　a）必要に応じ検量線の被験物質濃度範囲内に入るように試験溶液を蒸留水で希釈する

　　　（2～20倍）。

［測定操作］

b）「2．HPLC測定条件」に記載する分析条件で田㏄を作動し、装置を安定させる。

c）「3．検量線の作成」に記載する方法で検量線の標準液を調製する。

d）検量線の標準液、必要に応じて希釈した試料溶液の20μLをHPLCに注入してクロマ

　　トグラムおよびピーク面積（カウント数）を得る。

e）検量線により濃度を求め、希釈率で換算し、試験溶液の被験物質濃度を算出する。

2．HPLC測趨牛
　　（1）分離カラム

　　（2）恒温槽温度

　　（3）溶離液

　　（4）流量

　　（5）検出波長

　　（6）注入量

Mightys　i　l　RP」18，　150　㎜×4．6　mmφ

40℃
アセトニトリル／蒸留水　（50／50）

1．O　mL／min　〔アセトニトリル／蒸留水（50／50）混合溶液として〕

W210nm

20μL

3．検量線の作成

　　（1）被験物質標準原液（99．99㎎／L）1．O　mL、3．O　mL、90mLをそれぞれ100mLメスフラ

　　　スコに正確に分取し、蒸留水を加えて100mしとし、α9999㎎／L、2．999㎎／L、＆ggg

　　　㎎／L標準液を調整する。

（2）各標準液について20μLをトPLCに注入し、データ処理装置からクロマトグラムおよび

　ピーク面積（カウント数）を得る。被験物質濃度を縦軸に、ピーク面積を横軸にとり検量

　線を作成する。この時の回帰式の寄与率（R2）も算出する。

・22一



表1検量線に使用したデータ例

No．

被験物質濃度

@　（㎎／L）

ピーク面積

iμV・sec）

1 0 0

2 0．9999 193014

3 2，999 589904

4 8，999 1726147

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
0

0
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

1　
　
　
（
一
＼
b
。
日
）
遡
驚
蟹
蒙

y ＝
5
． 1996E－06x
R ＝ 0．99989

500000　　　　　1000000　　　　　1500000

　ピーク面積（μV・sec）

2000000

図1検量線例

4．添加回収率

　　被験物質約100㎎を精秤して試験用水に添加し、1003㎎／しの被験物質溶液を調製した。

　この被験物質溶液を試験用水に添加し、濃度が1．003㎎／L、1α03㎎／L、100．3㎎／しにおけ

　る回収率を算出した。

　　結果を表2に示す。回収率は96～98％であった。

表2添加回収率

試料濃度

i㎎／L）
n
測定値

i㎎／L）

測定値平均

@（㎎／L）

回収率

i％）

1 α9642
1，003

2 α9581
0，961 96

1 9，756
10．03

2 9750
9．75 97

1 97．70
100．3

2 97．96

97．8 98
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5．保存安定性

　　　「4．添加回収率」で調製した3濃度の試料溶液（0．961㎎／L、9．75㎎／L、飢8㎎／L）

　を、密閉・遮光条件において2日間10℃以下（冷蔵庫）で保存し、試料溶液の安定性を確認

　した。

　　結果を表3に示す。2日間10℃以下保存液の濃度維持率は95～98％であった。

　　　表3経時変化

2日後
開始時測定値

@（㎎／L） n
測定値

i㎎／L）

測定値平均

@（㎎／L）

濃度維持率

@（％）

1 α9198
96α961

2 α9301
α925

1 9，528
98975

2 9502
9．52

1 9278
9597．8

2 92．74

92」8

6．定量下限値および検出限界値

　　被験物質濃度α9909㎎／しの試料液20μLをHPLCに7回注入し、得られた測定値の標準

　偏差値の10倍を定量下限値、3倍を検出限界値とした。

　　結果を表4に示す。定量下限値はα1㎎／L、検出限界値は0．03㎎／しであった。

　　　　表4定量下限値および検出限界値の算出データ

n
測定値

i㎎／L）

1 α9677

2 α9632

3 0．9680

4 0．9534

5 α9434

6 0．9564

7 α9465

平均値 0，957

標準偏差（σ。、1） 0．0099

定量下限値＝0．（ゆ99×10≒0．1㎎／L

検出限界値＝0．0099×　3≒0．03㎎／L
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付属資料一4

統計解析結果

（EcoToxve筑2．6d）
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魚類　　急性毒性試験
2007一生54．2，4，6一トリメチルアニリン

　ファイル名二2030004　　更新日：2009／06／04

区　濃度

　㎎／L　（109）

10　　（一）
29，66　（α98）
3　17．3　　（1．24）

430．3　（1．48）
5　　39．2　　　（　1．59）

651．9　（1．72）

771　（1．85）
8　　95．2　　　（　1，98）

連　実測数（影響・死亡）

　
0
0
0
0
0
0
0
0

0
1
1
1
1
1
1
1
1

以
0
0
0
0
0
0
1
0
1
0

銘
0
0
0
0
0
0
1
0
1
0

2
　
　
　
　
　
　
　
0
0

7
0
0
0
0
0
0
1
1

96㎞
0

0

0

0

0

3

10

10

［対照に対する］書捨（％）

区　濃度　　影響・死亡
　㎎／L　（10g）

19。66　（0．98）

217．3　（1．24）

3　30．3　　（1．48）

4　　39．2　　　（　1．59）

5　　51．9　　　（　1．72）

671　 （1．85）

7　　95．2　　　（　1．98）

　24　　　48
0．00　　0．00

0．00　　0．00

0．00　　0．00

0．00　　0．00

0．00　　0．00

100．00　100．00

100．00　100．00

　72
0．00

0．00

0．00

0．00

0．00

100．00

100．00

　96hour
O．00

0．00

0．00

0．00

30．00

100．00

100．00

脳0計算に用いたデータ（Pr6bit，Logit法）

区　濃度　　影響・死亡
　㎎／L　（109）
1　　9．66　　　（α98）

2　17．3　　（1．24）

3　30．3　　（1．48）

439．2　（1．59）
5　51．9　　　（　1．72）

671　（1．85）
7　　95．2　　　（　1．98）

　0
10．00

10．00

10．00

10．00

1α00　　0．10

10．00　　9．90

10．00　　一

24　　　48　　　72　　　96㎞

10

X0α
9

　　　0．10
　　　0．10
0．10　　3．00

9．90　　9．90

－　　 9．go

2007一生54L2，4，εトリメチルアニリン

魚類　　　急性毒性試験観察回数；5濃度区数・8（㎎／L）

繰り返し数＝1，1，1，1，1，1，1，1
データファイル：2030004　更新日：2008／11／19

生

濃度繰返し0
0

9．66

17．3

30．3

39．2

51．9

71

95．2

（1）

（1）

（1）

（1）

（1）

（1）

（1）

（1）

㈱
㎜
伽
伽
㎝
㎜
㎜
㎜

α
　

α
　
α
　

α
　

α
　

α
　
α
　

α

1
　
　

1
　
1
　
1
　
1
　
　

1
　
1
　
　

1

24

0．0000

0．0000

0．㎜
0．㎜
0．0000

0．0000

10．000

10．000

48

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

0，0000

10．000

10．000

72

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

0．0000

10．000

10．000

96　　hour
O．0000

0．0000

0．0000

0，0000

0．0000

3．0000

10．000

10，000

生物量（％）
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瀕
9．66

17．3

30．3

39．2

51．9

71

95．2

24

0．00

0、00

0，00

0．00

0．00

100．00

100，00

48

0．00

0．00

0．00

0，00

0．00

100．00

100．00

72

0．00

0．00

0．00

0．00

0．00

100．00

100．00

96　　㎞
0．00

0．00

0．00

0．00

30．00

100．00

100。00

E（L）C50計算　　収束判定値切．0001　最大反復回数巧0

EC50計算ごとの詳細データ

プロビット関数

●●24h
◎デザイン行列

濃度　　n
51。9　　　 10．00

71　　　10．00

Eff㏄t　E（L）C50計算　収束までの反復回数＝2●●

y

O．100

9．goo

y／n

O，01

0．99

α）nst．10910（C）

　1．000　　　1．715

　1．000　L851

◎　回帰式の適合度の検定は、自由度がく1のためできない

◎パラメータ推定

パラメータ名　係数（θ推定）　　標準誤差（SE）　θ推定／SE

const　　　　　　　　　－60．96　　　　　　　　　　21．89　　　　　　　　　－2．785

109（Conc．）　34．19　　　12．27　　　2。787
陥U）検定　　X2値＝7．766　自由度＝1　有意確率＝0．005

◎推定値と残差

濃度　　Y
51．9　　　0．100

71　　　9．900

Y推定　残差（度数）Y／n（P）

0。100　　　　－6E－7　　　　0．010

9．900　　　5．E－7　　　0．990

π推定

0．010

0．990

残差（割合）

一6E－8

5．E－8

◎診断統計量

瀕
岨
51．9

71

Cookの距離てこ比　逸脱度残差ピアソン残差
3．E＋15

2．E＋16

109（EC90）　＝

EC90（㎎／L）＝

109（EC80）　ニ

EC80亟／L）ニ

109（EC50）　＝

EC50（㎎／L）ニ

10g（EC20）　ニ

EC20亟／L）＝

10g（㏄10）　ニ

㏄10㎏ん）二

1．000　　　　　　－2E略　　　　　　　一2E－6

1．000　　　　　　2Eヨ5　　　　　　2．E略

％、80％、EC50％、20％、10％の推定

1．7457

55．684

1．7586

57．358

1．7832

60．703

L8078

64．244

1．8207

66．176

一標準化一
逸脱度残差ピアソン残差
一12．35　　　　　－12．35

　17，33　　　　　　17．32

（95％㎞e：1．脇1－1．7749）

（9騙Range：43．968－59．558）

（95％Range：1．6681－1，8009）

（9騙㎞e：46．571－63．225）

（9騙Range：L7159－1．8505）

（9騙㎞唱e：5L987－70．881）

（95％Range：L7637－1．9002）

（95％㎞喀e：58．033－79，464）

（95％Range：1．7887－1．9261）

（95％Range：61．469－84．357）

●●48h

◎デザイン行列

濃度　　n
51．9　　　 10．00

Eff㏄t　E（L）C50計算　収束までの反復回数＝2●●

y　　　y／n

O，100　　0．01

Const．10910（C）

　1．000　　　1，715

．27一



71 10．00　9．900　0．99　　1．000　1．851

◎回帰式の適合度の検定は、自由度がく1のためできない

◎パラメータ推定
パラメータ名　係数（θ推定）　　標準誤差（鋸）　θ推定／SE

const　　　　　　　－60．96　　　　　　　　　21，89　　　　　　　　－2。785

109（α〕nc．）　34．19　　　12．27　　　2787
WALD検定　　X2値＝7．766　自由度4　有意確率；0．005

◎推定値と残差

濃度　　Y
51．9　　　　　0．100

71　　　9．900

Y推定残差（度数）Y／n（P）

0．100　　　　－6E－7　　　　0．010

9．900　　　5．E－7　　　0。990

π推定

0．010

0．990

残差（割合）

一6E－8

5．E－8

◎診断統計量

顔
面
51．9

71

Codkの距離てこ比　逸脱度残差ヒ7ソン残差
3．E＋15

2．E＋16

109（㏄90）　ニ

　㏄90（㎎／L）ニ

109（BC80）　＝

㏄80㎏L）＝
109（㏄50）　二

㏄50㎏L）＝
109（BC20）　＝

EC20（㎎／L）＝

1・9（EC10）　＝

㏄10㎏L）ニ

1、000　　　－2E－6　　　－2E－6

1．000　　　　　　2．E茸6　　　　　　　2．E略

％、80％、㎜％、20％、10％の推定

1．7457

55．684

1．7586

57．358

1．7832

60．703

1．8078

64．244

1．8207

66．176

一標準化一
逸脱度残差ヒ7ソン残差
一12．35　　　　　－12．35

　17．33　　　　　　17．32

（95％㎞㎎e：1．6431－1．7749）

（9騙Range：43．968－59558）

（9邸㎞饗e：1．6681－1．8009）

（9騙㎞区e：46，571一α3．225）

（9騙㎞1ge：1．7159－1．8505）

（95％㎞嬉e：51．987－7α881）

（95％㎞e：1．7637－1．9002）

（95％㎞㎎e：58．033－7軌464）

（9騙㎞e：L7887－1．9261）

（9騙㎞e：61．469－84．357）

●●72h
◎デザイン行列

濃度　　n
51．9　　　　　10．00

71　　　　10．00

Eff㏄t　E（L）C50計算　収束までの反復回数＝2●●

y

O．100

9．goo

y／n　α鵬t．1・910（C）

0．01　　　　1．000　　　1．715

α99　1．㎜　1．肪1

◎　回帰式の適合度の検定は、自由度がく1のためできない

◎パラメータ推定
パラメータ名係数（θ推定）　標準誤差（SE）　θ推定／SE

const　　　　　　　　－r60．96　　　　　　　　　　21．89　　　　　　　　　－2．785

1・9（α鵬．）　34．19　　　12。27　　　2787
W蹴　　X2値＝7．766　自由度＝1　有意確率0．005

雄
魂

と
Y
α
9

灘◎
薦
η

Y推定　残差（度数）Y／n（P）

0．100　　　－6E－7　　　0．010

9．900　　　5．E－7　　　0．990

π推定

0．010

0．990

残差（割合）

一6E綿

5．E－8

縦
　
　
ロ
　
　

　
　
の
班

　
　
　
　
し

　
　
伽
3

◎
瀕
鵠

批
㈱て
L
響切
掛伽
3

逸脱度残差ヒ7ソン残差

　一2Er6　　　－2E－6

一標準化一
逸脱度残差ヒ7ソン残差
一12．35　　　　　－12．35

一28・



71 2．E＋16 1．000　　　　　　2．Eヨ5　　　　　　2．E略

％、80％、脳0％、20％、10％の推定

17．33 17．32

109彼90）　＝

　㎜鰍）＝
109彼80）　＝

　㎜（㎎ん）＝

ユ09彼50）　＝

　㎜（㎏／L）＝

109似20）　＝

脱0嘘／L）＝

109（EC10）　　　ニ

㏄10（㎏ん）二

収束せず

1．7457

55．684

1．7586

57，358

1．7832

60．703

1．8078

64．244

1．8207

66．176

（9騙Range：1，6431－1．7749）

（9鋤Range：43．968－59558）

（95％Range：1．6681－1，8009）

（95％Range：46，571－63．225）

（9邸Range：1．7159－1，8505）

（95％Range：51．987－7α881）

（95％Range：1，7637－1．9002）

（9騙Range：58．033－79．464）

（95％Range：1，7887－1．9261）

（9騙㎞ge：61．469－84，357）

●●96h
◎デザイン行列

Eff㏄t　E（L）c50計算　収束までの反復回数＝50収束せず　●●

濃度　　n
30．3　　10．00
39，2　　　　　10．00

51．9　　　　　10．00

71　　　10．00
95．2　　　　　10．00

㎜
㎜
㈱
蜘
㎜

y
α
α
a
9
9

y／n　α⊃nst．　10910（c）

0．01　　1．（朕）　　1．娼1

0．01　　　　1．000　　　　1．593

0．30　　　　1．000　　　　1．715

0．99　　1．000　　1．851

0．99　　　　　1，000　　　　1．979

◎回帰式の適合度の検定

X2乗（逸脱度）　＝2．550〈

X2乗（ピアソン）ニ2．187〈

AIC　　　　　　＝23．25

x2値㈲．05，dfニ3）＝7．815（P司．01，dfま3）＝11．34

乳815　適合する

7．815　適合する

◎パラメータ推定

ノくうメータ名　係数（θ推定）　　標準誤差（SE）　θ推定／SE

const　　　　　　　　－19．93　　　　　　　　　6．220　　　　　　　　－3．204

109（C㎝c．）　11．47　　　3．587　　　3．197
WAU）検定　　X2値＝10．221　自由度＝1　有意確率0．001

◎推定値と残差

濃度　　Y
30．3　　0．100
39．2　　　　　0，100

51．9　　3，000

71　　　9．900

95．2　　9，900

Y推定　残差（度数）Y／n（P）

0．017

0．489

3．984

9．038

9．971

0．083　　0．010

一｛）．389　　　　0．010

－0，984　0．300

0．862　0．990

－0．071　　　　0．990

綻
鷹
畿
餅

π
α
α
α
α
砿

残差（割合）

0．008

－0．039

－0．098

0．086

刃．007

◎診断統計量

巌
麟
30．3

39．2

51．9

71

95．2

Cookの距離てこ比　逸脱度残差ヒ7ソン残差
0．005

0．094

0．865

2．431

0．001

0．172

0．428

0．624

0．714

0．063

0．440　　　0．650

－0．691　　　　　一｛）．571

－0，647　　　　　　－0．636

1．163　　　　　　　0．925

－0．329　　　　　－0，424

一標準化一
逸脱度残差ピアソン残差
0．484　　　　　　0．714

－0．913　　　　　一（〕．754

－1．056　　　　　　－1．037

2．174　　　　　　1．729

－0，340　　　　　　－0，437

％、80％、EC50％、20％、10％の推定

109（㎜）　ニ

㎜（㎎／L）＝

109（㏄80）　ニ

㎜㎏／L）ニ

1，6259

42．254

1．6642

46．156

（9騙Range：L4983－1．6260）

（95％Range：31．502－42．268）

（9騙㎞遭e：1．5583－1．6890）

（95％Range：36．165－48．863）

・29・



109㊦C50）　二

脳0（㎏ん）＝

109（K20）　＝

肥0（㎎ん）＝

109（㏄10）　＝

EC10（㎏／L）＝

1，7376

54．653

1．8110

64．715

1．8494

70．691

（95％Range：　1．6730一

（95％Range：47．097一

（95％Range：　1．7877一

（95％Range：61．333一

（95％Range：　1．8476一

（95％Range：　70．412　一

1．8094）

64．483）

L9299）

85，095）

L9929）

98．372）

ロジット関数

●●24h
◎デザイン行列

濃度　　　n

51，9　　　10．00

71　　　　10．00

Eff㏄t　E（L）C50計算　収束までの反復回数二2●●

y

O．100

9，goo

y／n　α鵬t，1・910（C）

0，01　　　　1．000　　　　1．715

0．99　　　1．000　　　1．851

◎　回帰式の適合度の検定は、自由度がく1のためできない

◎パラメータ推定

パラメータ名

const

lo9（α⊃nc．）

WAU）検定

係数（θ推定）

　一120．4

　67．53

×2値≒4．181

　　標準誤差（SE）　θ推定／SE

　　58．94　　　　　－2．043

　　33．03　　　　　　　　　　2．045

自由度＝1　有意確率；0．041

◎　推定値と残差

濃度　　　Y

51．9　　　0．100

71　　　　9．900

Y推定残差（度数）Y／n（P）

0．100　　　　2．Eヨ）　　　0．010

9．900　　　－1E－7　　　0．990

π推定

0．010

0．990

残差（書捨）

2．E－10

－1E－8

羅　　
鼠
L
L

　
　
の
酔
臥

　
　
k
　
・
　
・

　
　
伽
1
9

◎
灘
禦

COokの距離

　1．E＋10

　9．E＋12

109（EC90）　＝

㏄90㎏L）ニ
109（K80）　ニ

EC80（㎎／L）＝

109（㏄50）　＝

EC50（㎎／L）＝

109（㏄20）　ニ

㏄20㎏L）＝
109（税10）　＝

EC10（㎎ん）＝

てこ比　逸脱度残差　ヒ7ソン残差
1，000　　　　　　1．E－8　　　　　　7．Eつ

1．000　　　　　　－3E－7　　　　　　－3E－7

％、80％、BC50％、20％、1（％の推定

1．7507

56．322

1．7627

57．901

1．7832

60．703

1．8037

63．642

1．8157

65，426

一標潮ヒー
逸脱度残差　ヒ7ソン残差

　0．045　　　　0．033

　－1．140　　　　－1．135

（95％　Range：　1．5259　一

（95％Range：　33．567　一

（95％　Range：　1．5364　一

（95％Range：34，386一

（95％Range：L5543一
（95％　Range：　35．832　一

（95％Range：1，5722一

（95％Range：　37，339　一

（95％1㎞ge：1．5826一

（95％Range：38．250一

L9754）

94．502）

1，9890）

9乳497）

20122）

102．84）

20353）

108．47）

2．0489）

111．91）

●●48h
◎デザイン行列

濃度　　　n

51．9　　　　　10．00

71　　　　10．00

Eff㏄t　E（L）C50計算　収束までの反復回数＝2●●

y

O．100

9．goo

y／n　c・nst．1・910（c）

0．・01　　　　1．000　　　　1．715

0．99　　　1．000　　　1．851

◎　回帰式の適合度の検定は、自由度が＜1のためできない

◎パラメータ推定

パラメータ名 係数（θ推定）　標準誤差（SE）　θ推定／SE

，30・



const

lo9（Conc．）

陥U）検定

一120．4

　67．53

×2値≒4．181

　　58．94　　　　－2．（鴎

　33．03　　　　　2．045
自由度＝1　有意確率・0．041

腱
瑠

と
Y
α
9

灘◎
薦
n

Y推定　残差（度数l　Y／n（P）

0．100　　　2，Er9　　　0．010

9．900　　　－1E－7　　　0．990

π推定

0．010

0．990

残差（割合）

2。E－10

－1E－8

◎診断統計量

顔
面
51．9

71

C∞kの距離てこ比　逸脱度残差ピアソン残差
　1．E＋10　　　　　1．000　　　　　　1．E－8　　　　　　7．Eつ

　9．E＋12　　　　1．000　　　　　　－3E－7　　　　　　－3E－7

　　　　％、80％、脳0％、20％、10％の推定
109（㏄90）　＝

　EegO㎏L）ニ
109（㏄80）　＝

　EC80（㎎ん）ニ

109（EC50）　＝

脳0（㎎ん）＝

109（K20）　ニ

㎜価9ん）＝
10g（㏄10）　＝

㏄10鳳）＝

1．7507

56．322

L7627

57．901

1．7832

60．703

1．8037

63．642

1．8157

65．426

一標準化一
逸脱度残差ヒ7ソン残差
　0．（145　　　0．033

－1．140　　　－1，135

（95％㎞㎎e：1．5259－1．9754）

（95％㎞e：33．567－94．502）

（95％Range：1．5364－1．9890）

（95％Range：34．386－9乳497）

（95％Range：1．5543－20122）

（95％Range：35．832－102．84）

（9騙㎞e：1．5722－2．0353）

（9騙R…㎎e：37．339－108．47）

（9騙㎞e：L5826－2．0489）

（9既㎞1ge：38．250－111．91）

●●72h
◎デザイン行列

濃度　　n
51．9　　　　　10．00

71　　　10．00

Eff㏄t　E（L）C50計算　収束までの反復回数＝2●●

y

O．100

9．goo

y／n　α，nst．　10910（C）

0．01　　　　1．000　　　1．715

0．99　　1．000　　1．851

◎　回帰式の適合度の検定は、自由度がく1のためできない

◎パラメータ推定

パラメータ名　係数（θ推定）　標準誤差（SE）　θ推定／SE

cσnst　　　　　　　　－120．4

109（Cbnc．）　　　　67．53

WALD検定　　X2値≒4．181

　58．94　　　　　　　　　－2．043

　33．03　　　　　2．045
自由度±1　有意確率；0．041

◎推定値と残差

濃度　　Y
51．9　　　　0．100

71　　　9．900

Y推定　残差（度数）Y／n（P）

0．100　　　2．Er9　　　　0．010

9．900　　　－1E－7　　　0．990

π推定

0．010

0．990

残差（書捨）

2．E－10

－1E－8

◎診断統計量

瀕
岨
51．9　　　　1．E＋10

71　　　　　　9．E＋12

Cookの距離てこ比　逸脱度残差ヒ7ソン残差
　　　　　1，000　　　　　　　1．E－8　　　　　　7．E刃

　　　　　1．000　　　　　　　－3E－7　　　　　　　－3E－7

　　　　％、80％、脳0％、20％、10％の推定

109（EC90）　ニ

㎜㎏／L）＝
109（EαBO）　＝

K80（㎎／L）ニ

L7507

56．322

L7627

57．901

一標準化一
逸脱度残差ヒ7ソン残差
　0．045　　　　　　0．033

－1．140　　　－1．1駈

（9騙Range：1．5259－1．9754）

（95％Range：33，567－94．502）

（95％Range：1．5364－1．9890）

（95％Range：34．386－97．497）

一31・



1・9（㎜）　ニ1．7832　（9鋤Range：1．翻一2．01Z～）

㎜憾）＝60，703　（95％㎞ge：舐832－1α～．84）

1。9罐0）　＝1．8037　（95％㎞ge：1．5722－2囎）

脱0（㎎ん）ニαL脇　 （95％Range：37．339－1⑱47）

1。9償10）　＝1．8157　（9騙㎞ge：1．紹26－2㈱）
㏄10（㎎／L）＝65．426　（95％Range：鍬250－111，91）

●●96h　　Eff㏄t　E（L）C50計算　収束までの反復回数二6●●

◎デザイン行列

濃度　　　n　　　y
30．3　　　 10，00　　0．100

39，2　　　　　10．00　　　　0．100

51．9　　　 10．00　　3．000

71　　　　　　　10，00　　　9，900

95，2　　　　　　10．00　　　　9．900

◎回帰式の適合度の検定

X2乗（逸脱度）　ニ1．025〈

X2乗（ピアソン）＝2．560〈

AIC　　　　　　　　　　　ニ21．72

◎パラメータ推定

const

lo9（Conc．）

w㎜検定

◎推定値と残差
濃度　　　Y

30．3　　　0．100

39．2　　　α100

51．9　　　3．000

71　　　　9．900

95，2　　　9．900

y／n　C・nst．1・910（C）

α01　　　1．000　　1．481

0。01　　　　1，000　　　　1．593

0．30　　　　1．000　　　1．715

0．99　　　1．000　　1．851

α99　　　　1．000　　　1．979

冗2値個．05，d焦3）＝7．815個．01，df≒3）ニ11、34

7．815　適合する

7．815　適合する

パラメータ名　係数（θ推定）

　　　　　　｛io．06

　　　　　　　28．77

　　　　　×2値ヨ8．042

　標準誤差（SE）　θ推定／SE

　　17．54　　　　　　　　　　－2．854

　　1α14　　　　　　2．836

自由度＝1　有意確率浦．005

◎診断統計量

瀕
岨
30．3

39．2

51．9

71

95．2

Y推定　残差（度数）Y／n（P）

α006　　α（脳　　　0．010

0．143　一｛）．（鴻　　　0．010

3．258　　一｛）．258　　　0．300

9．604　　　　α296　　　　0．990

9．989　　　－0．089　　　　0．990

π推定

6．E－4

0．014

0．326

0．960

0．999

残差（書捨）

0．009

－0．004

－0．026

0．030

－0．009

Cookの距離

　0．032

　0，004

　0．516

　1．165

　0．032

109（EC90）　＝

EC90（㎎／L）＝

109（EC80）　ニ

㎜㎏／L）＝
10g（EC50）　　　＝

EC50（㎏ん）ニ

109（㏄20）　ニ

㏄20鳳）二
10g（EC10）　　　ニ

EC10㎏／L）＝

てこ比

0．039

0．316

0．843

0．731

0，072

％、80％、㎜％、20％、10％の推定

1．6641

46．138

L6923

49．233

1．7404

55，011

1．7886

6L467

1．8168

65．589

　　　　　　　　　　　　　一標準化一
逸脱度残差　ヒ耽アソン残差　 逸脱度残差　ヒ7ソン残差
　0・618　　　　　　1．236　　　　　　　　0・630　　　　　　1，261

　一｛）．121　　　　　一｛）．115　　　　　　一｛）．146　　　　　－0．138

　－0．175　　　　　一つ．174　　　　　　　一｛）．442　　　　　－0．439

　0．571　　　　　　0．480　　　　　　　　1．101　　　　　　0．926

　－0．521　　　　　－0．870　　　　　　　一｛）．541　　　　　－0，904

（95％㎞壇e：1．6074－1．7207）

（9騙㎞ge：40．499－52．563）

（9邸Range：1．6017－1．7168）

（95％Range：39．963－52098）

（9騙Range：L6923－1．8107）

（9騙1㎞ge：49．237－64．674）

（9騙㎞ge：1．7829－1．9046）

（9騙Range：60．663－80．285）

（9騙Range：1，7550－1．8786）

（95％Range：56．888－75．622）

㎜

．32・


