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試験実施概要
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2．試験目的 オオミジンコ（伽物指％卿8）を被験物質に48時間暴露し、対照区に対する
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　旨

趣者　環境省

表題　2，4，6一トリメチルアニリンのオオミジンコ（伽h〃fθ翅馴8）に対する

　　　　　　急性遊泳阻害試験

趣番号　　　N　o．2007一生53

試験法ガイドライン

　　　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」（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1L月21目、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　　　　　：　2，4，6一トリメチルアニリン

　2）暴露方式　　　　　：　止水式

　3）供試生物　　　　　：オオミジンコ（β瞬ηi8伽馴8）

　4）暴露期間　　　　　：　48時間

　5）試験濃度（設定値）　：対照区，5．6，10，12，14，18，32，56，100㎎／L

　　　　　　　　　　　　　公比；変則公比5．6～10㎎／L、18～100㎎／L：公比L8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10～14㎎／L　　　　　　　：公比L2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14～18㎎／L　　　　　　　：公比L3

　6）試験溶液量　　　　：　100mL／容器

　7）連数　　　　　　　：4容器／試験区

　8）　供試生物数　　　　　：　20頭／試験区（5頭／容器）

　9）試験温度　　　：20±1℃

　10）照明　　　　　　　：　室内光、16時間明／8時間暗

　11）給餌　　　　　　　　：　無給餌

　12）pH　　　　　　　　：　試験溶液のpH調整は行わなかった

　13）分析法　　　　　　：HPLC法
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墾　　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

　　　　暴露期間中のわずかな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、暴露開始時および暴露終了時の測定値の算術平均値

　　　　を採用した。

2）24時間暴露後の結果

　　50％遊泳阻害濃度（即

　　0％阻害最高濃度

　100％阻害最低濃度

3）48時間暴露後の結果

　　50％遊泳阻害濃度（E噌

　　0％阻害最高濃度

　100％阻害最低濃度

　〉91㎎／L

：　12㎎／L

　〉91㎎／L

12㎎／L　（95％信頼限界：11～12㎎／L），Probit

5．5㎎／L

17㎎／L

・2騨



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

CAS番号‡

構造式

：　2，4，6一トリメチルアニリン

：　88－05－1

◎ NH2

分子式幸

分子量壽

蒸気圧雫

水溶解度　　　　　・

ヘンリー定数

酸解離定数（pKa）幸

1一オクタノール／水分配係数

融点掌

沸点申

外観料

安定性埜

溶媒に対する溶解性整

卿13N

135．21

0．0669㎜Hg（25℃）

617㎎／L（25℃）

2．68E棚　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

　ロット番号庸

纏　不純物の名称および含有率門
　入手日

25mL×4本（全て同一ロット）

LAUTB

99．0％（㏄）

記載なし

2007年10月29日

〔出典〕

＊

料

辮

SRC　PhysProp　Database

　　　　　　製品安全データシート」（作成・改定目2006年8月30目）

　　　　　「試験成績書」（2007年10月18日）
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L3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

和名

学名

入手先

入手目

入手後の管理

感受性の確認

7）　親のじゅん化

8）　供試齢

オオミジンコ

伽ρ加∫8〃η卿

独立行政法人国立環境研究所

1997年2月5目

継代飼育（最大飼育期間；4週間，換水頻度；少なくとも週3回）

基準物質〔重クロム酸カリウム（ニクロム酸カリウム）試薬特級〕に

よる48時間50％遊泳阻害濃度（㏄50）一はα80㎎／L（暴露期間：

2007年10月16日～10月18日）。

当施設における1999年10月以降の㏄50値はX＝0・87㎎／L、S．U＝

α21㎎／L、n＝19（M4人工調製水）であった。

じゅん化期間；2008年1月29目～2008年2月25日（27目齢）

暴露開始前2週間の親の死亡率は0％で休眠卵および雄の発生は認

められなかった（じゅん化条件を以下に示す）。

生後24時間齢以内の幼体

じゅん化条件

）
）
）
）
）
）

1
2
3
4
5
6

飼育水

飼育密度

水温

照明．

餌

給餌量

試験用水（3．2項を参照）

30頭／2L飼育水

20±1℃

室内光、16時間明／8時間暗

6み10必θ1！θsp．

ミジンコ1頭当たりα15～α20㎎C（有機炭素）／目
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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）試験温度

7）照明

8）給餌

9）pH

：　止水式（密閉系）

：48時間

　　100mL／容器

　4容器／試験区

　20頭／試験区（5頭／容器）

　20±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

　Elendt　M4人工調製水［OE（D　GUIDEL幡FOR　T肥1ESTD“G　OF㎝MC飢S211：鋤刀f8’

澱即8Reproduction　Test（Adopted21September1998）に記載してある人工調製水］を使用

した。成分表を付属資料一1に示した。

　暴露開始時における試験用水の硬度は251㎎／L（Ca叫換算）、pHが8．0であった。

3．3試験容器および恒温槽等

1）試験容器　　　　：　110mLスクリュー管瓶（密閉容器）

2）恒温槽　　　　　：　恒温室

3）水温計　　　　　：　ガラス製水銀温度計

4）　溶存酸素計　　　：　B－505　　　　　　　　　　　（飯島電子工業）

5）pH計　　　　：四一30V　　　　　　（東亜ディーケーケー）

6）硬度　　　　　　：IRIS　Advantage／AP　　　　　（サーモエレクトロン）

3．4被験物質の溶解性確認

　被験物質の試験用水に対する溶解性は、フラスコ撹拌法で確認した。

　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100

㎎／L溶液を調製後、試験温度（20℃）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HPLC法によ

り被験物質濃度を測定した。

3．5試験濃度の設定

　公比3．2での予備試験の結果（付属資料一2）、48時間遊泳阻害率が10㎎／しで0％（一
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部に遊泳異常を認めた）、32㎎／しで75％であったことを基に、公比1．5で、6．8，10，

15，22，32，46，68，100㎎／しの濃度設定で一回目の本試験を行った。しかし、遊泳阻害率

が6．8㎎／しで0覧10㎎／しで5％，15～32㎎／しで90～95蒐68㎎／しで100％

であり、E働値は非常に狭い範囲内にあると考えられた。そのため、公比を1．8とし、10～

14㎎／しの間は公比1．2、14～18㎎／しの間は公比1．3の変則公比を採用し、5．6，10，

12，14，18，32，56，100㎎／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）

　300㎎の被験物質を3Lメスフラスコに秤り入れ、試験用水で3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（20℃）で30分間撹絆し、15分間静置して100㎎／し

の試験原液とした（無色透明）。

　この試験原液56，100，120，140，180，320，560証をそれぞれ1しのメスフラスコに

量り入れ、試験用水で1しとし、5．6～56㎎／L区の試験溶液とした。100㎎／L区につ

いては試験原液を使用した（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

　暴露開始時には調製した各試験溶液より採取したものについて、暴露終了時には各試験容

器の中層より試験溶液を等量ずつを採取し、混合したものについて、HP工£法により被験物質

濃度を測定した。被験物質濃度の分析に際しては、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『生、定

量下限値、検出限界値等）に示した。

3．8試験操作

　試験溶液の水温、溶存酸素濃度、pHを測定後、先端を広口に加工したガラスピペットを用

いて供試ミジンコを投入し、その時点を暴露開始時とした。その際、ピペット内の飼育水が、

全量で試験溶液量に対して1％以内となるようにし、暴露終了時（暴露開始48時間後）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の観察を行った。試験容器を穏やか

に動かした後、15秒間の観察期間中に泳がなかった場合は遊泳阻害されたとみなした（ただ

し、遊泳とは第二触角を使い、水中で自分の体を動かす、もしくは自立的に移動することを

いい、水底を這って動くものは阻害に含めた。水面で動くものについては、水滴を落とす等
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の操作でミジンコを強制的に水中に沈めると遊泳するが、再び浮上した場合には遊泳阻害に

含めた。また、正常な遊泳でない場合でも15秒間の観察中に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、溶存酸素濃度およびpHは、暴露開始時、24時間後および暴露終了時に、全試験区

（ただし各1試験容器）の試験溶液について測定した。

　また、暴露開始時および暴露終了時に、全試験区の試験溶液（ただし各1試験容器）につい

て、ICP法によりCa、㎏濃度を測定し、その値より各試験溶液の全硬度を算出した。

4　結果の算出

　　　各試験区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（％）を求め、

　　Probit法により48時間の50％遊泳阻害濃度（E（載を算出し、同時に95％信頼限界も算

　　出した。

　　　また、ミジンコが遊泳阻害を受けない最高濃度を0％阻害最高濃度とし、全てのミジンコ

　　が遊泳阻害を受ける最低濃度を100％阻害最低濃度とした。

　　　統計ソフトはEcoTox　ver．2．6d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100㎎／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101㎎／しであった。

5．3試験溶液中の被験物質濃度

　暴露開始時および暴露終了時に試験溶液中の被験物質濃度をHPLC法により測定した。そ

の結果をTable1に示した。

　暴露期間中にわずかに被験物質濃度の低下が見られたが、密閉系であり、揮散による影響

がより強く出ると考えられる低濃度での低下割合が高濃度よりも小さいことから、分析誤差

が主な原因と考え、各影響濃度（50％遊泳阻害濃度、0％阻害最高濃度、100％阻害最低濃

度）の算出に当たっては、暴露開始時および暴露終了時の測定値の算術平均値を採用した。
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5．450％遊泳阻害濃度（園

　各観察時間における遊泳阻害数をTable2、50％遊泳阻害濃度（E輸）をTable3に、濃

度一遊泳阻害率曲線をFigure1に示した。

　48時間暴露後の対照区の遊泳阻害率は0％、水面に浮いたミジンコは0％であり、試験

成立条件を満たした。

　入力に用いた観察点は対照区を含む全試験区（その中で、48時間後は10～14㎎／L区

24時間後は14～100㎎／L区の値により自動算出）で、結論を以下に示した。

　なお、24時間50％遊泳阻害濃度は18㎎／L区以上の濃度区での遊泳阻害率が35～

50％にとどまり、50％遊泳阻害濃度が試験最高濃度区の10倍以上の濃度に算出されたため、

試験最高濃度区の実測濃度の平均値より大とした。

24時間50％遊泳阻害濃度（E噺）　＞91㎎／L

48時間50％遊泳阻害濃度（E働）　　12㎎／L（95％信頼限界：11～12㎎／L），

　　　　　　　　　　　　　　　　　Probit

5．50％阻害最高濃度および100％阻害最低濃度

　0％阻害最高濃度および100％阻害最低濃度をTable4および以下に示した。

　　　　　　　　　、

　　24時間0％阻害最高濃度　　：12㎎／L

　　48時間0％阻害最高濃度　　：5．5㎎／L

24時間100％阻害最高濃度　：〉91㎎／L

48時間100％阻害最高濃度　　　17㎎／L

5．6試験溶液の水温、溶存酸素濃度、pHおよび硬度

　試験溶液の水温をTable5、溶存酸素濃度をTable6、pHをTable7、硬度をTable8

に示した。

　48時間の暴露期間中の水温は2α2～20．6℃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8．7～8．9㎎／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（2α0℃の飽和溶存酸素濃度：8．84mg／L）、試験成立条件（3㎎／L以上）

を満たした。

　pHは8．0で一定であった。また、硬度は247～254㎎／しの範囲であった。
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5．7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。

D
参
審
舅
霧
①

　
　
　
　
　
　
　
　
1

主計画表

試験計画書、生データおよび最終報告書

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

職員の資格、訓練、経験および職務分掌の記録

機器類の保守点検および校正の記録および報告書

コンピュータ化されたシステムの有効性確認の記録

全標準操作手順書の経時的ファイル

環境モニター記録

被験物質、対照物質

その他の資料

以　上
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Table1． Measure（i　Concentrat　ion　of　the　Test　Substance　in　Test　Soluti㎝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Static　Con（iition　in　Closed　System）

　　　N㎝inal

Concentration

　　　（㎎／L）

Measured　Concentration（㎎／L）

　　　　　（PercentofN㎝ina1）

O　Hour

　new

48Hours

　　old

Meana　Measured

Cbncentrat　ion
　　　　（㎎／L）

C6ntro1 〈0．1 （一） 〈0．1 （一）

5．6 5．57 （99） 5．52 （99） 5．55（5．545）

10 9．83 （98） 9．74 （97） 9．79

12 11．6 （97） 11．6 （97） 11．6

14 13．6 （97） 13．5 （96） 13．6

18 17．2 （96） 17．0 （94） 17．1

32 29．6 （93） 29．7 （93） 29．7

56 52．4 （94） 50．7 （91） 51．6

100 91．9 （92） 90．2 （90） 91．1

new
o1（i

a

Freshly　prepared　test　soluti㎝s

Test　soluti　ons　after　48hours　exposure

Ari　thmet　ic　mean

Nbt　calculated

Table2． The　N曲ers　of　Immobi　le　Z后吻f8

（Static⊂bndition　in　Closed　Syst㎝）

　　N㎝inal

Concentrat　i　on

　　　（㎎／L）

　　　　Meana

　　Measured

Concentrat　i　on

　　　（㎎／L）

N㎜ber
　　of

伽ρhηi8

CUmulative　N曲ers　of　Immobi　lized　、飴吻1’θ

　　　　　　　　　　（Percent　Immobi　l　i　ty）

24Hours 48Hours

1　2　3 4　　　　Tota1　　　　1　　2 3　4　　Tota1
Contro1 20 0　0　0 0　0　（0）0　0 0　0　　0 （0）

5．6 5．55 20 0　0　0 0　0　（0）0　0 0　0　　0 （0）

10 9．79 20 0　0　0 0　0　（0）　0　1 0　0　　1 （5）

12 11．6 20 0　0　0 0　0　（0）　1　1 2　3　　7 （35）

14 13．6 20 1　1　1 1　4（20）55 4　5　19 （95）
18 17．1 20 4　2　1 310（50）55 5　5　20

（100）

32 29．7 20 2　3　1 2 8　（40）5　5 5　5　20
（100）

56 51．6 20 3　3　1 2 9　（45）5　5 5 5　20
（100）

100 91．1 20 2　2　2 1　7（35）55 5 5　20 （100）

a Ari　t㎞et　ic　mean

Not　calculated
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Table3． CalculatedE輪Values

Exposure　Period
　　　　（Hours）

E働
（㎎／L）

　　　　　　95％

Confidence　Limits
　　　　　（㎎／L）

Stat　i　sti　cal　Method

24 ＞91

48 12 11～12 唐obit

Not　calculated

Table4． Highest　　Conceatration

Immobi　l　i　ty

in　O　％　Immobility　and　Lowest　Cbncentration　in　100　％

Exposure　Period
　　　　（Hours）

Highest　Concentration　in

　　　　O％1㎜bilitソ
　　　　　　　　　（mg／L）

Lowest　Concentration　in

　　　100　％　Immobi　l　i　ty

　　　　　　　　　（㎎／L）

24 12 ＞91

48 5．5 17

Table5． Temperature

（Stat　ic　Condi　tion　in　Closed　System）

　　　㎞inal

Concentration
　　　　（㎎／L）

Meana　Measured

Concentrat　ion

　　　　（㎎／L）

Temperature，℃

O　Hour

　new

24Hours 48Hours

　　old

Cbntro1 20．2 20．4 20．2

5．6 5．55 20．4 20．4 20．2

10 9．79 20．4 20．4 20．2

12 11．6 20．4 20．3 20．2

14 13．6 20．5 20．4 20．4

18 17．1 20．5 20．5 20．5

32 29．7 20．5 20．5 20．5

56 51．6 20．5 20．5 20．6

100 91．1 20．5 20．6 20．6

new

old

a

Freshly　prepared　test　solut　ions

Test　solutions　after48　hours　exposure

Arithmetic　mean

Not　calculated
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Table6． Dissolved　Oxygen　Concentrations

（Static　Condition　in　Closed　System）

　　　㎞inal

Coacentrat　i　on

　　　　（㎎／L）

Meana　Measured

Concentrat　i　on

　　　　（㎎／L）

Dissolved　Oxygen（bncentration，㎎／L

O　Hour

　new

24Hours 48Hours

　　old

Contro1 8．9 8．8 8．7

5．6 5．55 8．9 8．8 8．7

10 9．79 8．8 8．8 8．8

12 11．6 8．9 8．8 8．8

14 13．6 8．9 8．8 8．7

18 17．1 8．9 8．8 8．7

32 29．7 8．9 8．8 8．8

56 51．6 8．9 8．8 8．8

100 9L1 8．9 8．8 8．8

new
old　．

a

Freshly　prepared　test　solut　ions

Test　solutions　after　48　hours　exposure

Ar　i　t㎞e　t　i　c　mean

Nbt　calculated

Table7． pH　Values
（Stat　i　c　Condi　t　i　on　i　n　Closed　System）

　　　㎞inal

Concentrat　i　on

　　　　（㎎／L）

Meana　Measured

Concentrat　i　on

　　　　（㎎／L）

pH

O　Hour

　new

24Hours 48Hours

　　old

Contro1 8．0 8．0 8．0

5．6 5．55 8．0 8．0 8．0

10 9．79 8．0 8．0 8．0

12 11．6 8．0 8．0 8．0

14 13．6 8．0 8．0 8．0

18 17．1 8．0 8．0 8．0

32 29．7 8．0 8．0 8．0

56 51．6 8．0 8．0 8．0

100 91．1 8．0 8．0 8．0

new
old

a

Freshly　prepared　test　solut　ions

Test　solutions　after　48　hours　exposure

Ari　thmet　ic　mean

Not　calculated
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Table8． T・tal瞼dness（asCaαり

（Static（bnditioninC1・sedSystem）

　　　N㎝inal

Concentrati　on
　　　（㎎／L）

Meana　Measured

Concentration

　　　　（㎎／L）

Tota1｝悟rdness（as　CaCO3），㎎／L

O　Hour

　new

48Hours

　　old

C6ntro1 251 249

5．6 5．55 247 250

10 9．79 253 248

12 11，6 249 252

14 13．6 250 251

18 17．1 254 251

32 29．7 249 250

56 51．6 249 252

100 91．1 252 251

new
old

a

Freshly　prepared　test　solutions

Testsolutionsafter48hoursexposure
Ar　i　thme　t　i　c　mean

Not　calculated

100

80

　
0
　
　
　
　
　
　
0

　
な
U
　
　
　
　
　
4

（
承
）
倉
言
書
三

20

0

一←・24Hours

{48Hours

1 　　　　　　　　　10

Concentration（mg／L）

100

Figure　L Concentrat　i　on－　Response　（Immobi　l　i　ty）　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 Elendt　M4Medium　Recommended　by　OECD　Gui　del　ine　Nb．211　Used　as

Dilution　Water

Macro　nutri　ents Concentration Unit

CaC12・2恥0

㎏SO4・砺O
KCl

NaH㏄㌧

Na2Siq・9恥O

NaNq

隅PO4

馴PO4

293．8

123，3

　5．80

64．8

10．0

　0．274

　0．143

0．184

ん
ん
ん
ん
ん
ん
ん
江

㎎
㎎
㎎
㎎
㎎
㎎
㎎
㎎

Trace　elements Concentration Unit

H3鴫

㎞C12・蛎O
Licl

RbCl

SrC12・6恥O

NaBr

Na2MoO4・2場O

CuC12・2H20

ZnC12

α）C12・6H20

KI

Na2Se馬

Mi4V蝿

Na2E［「rA’2H20

FeSO4・7H20

2．8595

0．3605

0．3060

0．0710

0．152

0．0160

0．0630

0．0168

0．0130

0．0100

3．25

2．19

0．575

2。50

0．9955

㎎／L

㎎／L

㎎／L

㎎／L

㎎／L

㎎／L

㎎／L

㎎／L

㎎／L

㎎／L

μ9／L

μ9／L

μ9／L

㎎／L

㎎／L

Vitamines Concentrat　ion Unit

Thiamine　hy〔hrochloride

Cyan・c・balamine（B1∂

Biotine

75．0

1．00

0．750

μ9／L

μ9／L

μ9／L
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　　　　付属資料一2

予備試験および1回目本試験の結果
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Table　B－1－1． Theハ㎞bersofl㎜obile伽hη1’8

（Static伽砒i・ninC1・sedSystem）

　　　N㎝inal

Concentrati㎝
　　　　（㎎／L）

Cし皿ulativeb㎞1bersofl㎜bilized伽伽i8
　　　　　　　　　　（Percentl㎜bility）

24Hours 48Hours

Cbntro1 0／20（0） 0／20（0）

1．0 0／20（0） 0／20（0）

3．2 0／20（0） 0／20（0）

10 0／20（0） 0／20（0）

32 12／20（60） 15／20（75）

Table　B－1－2． Measured　Concentrat　i　on　of　the　Substance　in　Test　Water

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Static　Con〔iition　in　Closed　System）

　　　N㎝inal

Concentrati　on

　　　（㎎／L）

Measured　Concentration（㎎／L）

　　　　（Percentof㎞ina1）

O　Hour

　new

48Hours

　　old

α》ntro1 〈0．1 （一） 〈0．1 （一）

1．0 1．01 （101） 1．02 （102）

3．2 3．21 （100） 3．21 （100）

10 9．71 （97） 9．87 （99）

32 31．5 （98） 31．6 （99）

new
old

Freshly　prepared　test　solutions

Test　solutions　after　48　hours　exposure

Not　calculate〔i
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Results　of　lst　Test

Table　B－2－1． 窃e㎞bers　of　I㎜bile伽舳
（Static　Condi　tion　in　Closed　System）

　　　㎞ina1

（㎞centrat　i　on

　　　（㎎／L）

Cumulative　NUmbers　of　I㎜nobi　l　ized　励1’8

　　　　　　　　　　（Percent　Immobi　l　i　ty）

24H6urs 48Ho皿rs

COntro1 0／20（0） 0／20（0）

6．8 0／20（0） 0／20（0）

10 0／20（0） 1／20（5）

15 10／20（50） 19／20（　95）

22 12／20（60） 18／20（90）

32 16／20（80） 19／20（　95）

46 14／20（70） 19／20（　95）

68 14／20（　70） 20／20（100）

100 16／20（80） 20／20（100）

Table　B－2－2． Measured　Concentrat　i　on　of　the　Substance　in　Test　Water
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Static　Condi　tion　in　CIose（i　System）

　　　㎞inal

Concentration

　　　（㎎／L）

Measured　Concentration（㎎／L）

　　　　（Percent　of　Nomina1）

O　Hour

　new

48Hours

　　old

α）ntro1 〈0．1 （一） 〈0．1 （一）

6．8 6．88 （101） 6．88 （101）

10 10．2 （102） 10．2 （102）

15 15．4 （103） 15．5 （103）

22 22．4 （102） 22．4 （102）

32 31．7 （99） 32．8 （103）

46 46．1 （100） 46．5 （101）

68 67．1 （99） 67．5 （99）

100 99．8 （100） 99．3 （99）

new
old

Freshly　prepared　test　solut　ions

Test　soluti　ons　after　48　hours　exposure

Not　calculated
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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

　　　（HP㏄）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、希釈倍率で換算し、

　　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）UV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

LC－10A型

Mightysil　RP－18，150㎜×4．6㎜φ

㏄0－10A型

SPD－10A型

FMV6266V9型

AE－240型

BR姻S㎝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LA田B

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500証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α1㎎の桁まで精秤する。これに蒸留

・20一



水を加えて100mしとする。

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｝PLCを作動し、装置を安定させる。

c）　r3．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測定条件

（1）

（2）

（3）

（4）

（5）

（6）

分離カラム

恒温槽温度

醐流量
検出波長

注入量

Mightysil　RP－18，　150mm×4．6mmφ

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〕

UV210㎜

20μL

3．検量線の作成

　　（1）被験物質標準原液（99．99㎎／L）LO　mL、3．O　mL、9．O　mL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、0．9999㎎／L、2．999㎎／L、8，999

　　　㎎／L標準液を調製する。

（2）各標準液について20μLをHPLC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。

一21・



表1検量線に使用したデータ例

Nb．

被験物質濃度

@（㎎／L）

ピーク面積

iμV・sec）

1 0 0

2 0．9999 202711

3 2，999 616479

4 8，999 17885（｝4

0
9
8
7
6
5
4
3
2

1　
　
　
（
一
＼
切
日
）
翼
驚
餌
鼻
麟
翠

yニ5．01294E－06x

R　＝0．999719

0 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、10．03㎎／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99～101％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 1，003

1，003
2 1，009

1．01 101

1 1（L　O7

10．03
2 1（L　O7

10．1 101

1 99．40
100．3

2 99．86

創銑6 99
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5．保存安定性

　　　r4．添加回収率」で調製した3濃度の試料溶液（1．01㎎／L、1α1㎎／L、996㎎／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93～98％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 0．9252
1．01

2 α9457
α935 93

1 9628
1α1

2 9702
967 96

1 97．92
⑨銑6

2 98．02
9＆0 98

6　定量下限値および検出限界値

　被験物質濃度α9909mg／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α03㎎／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 α9680

4 α9534

5 0．9434

6 α9564

7 α9465

平均値 0，957

標準偏差（σ…） 0．0099

定量下国測直二〇．0099×10≒α1㎎／L

検出限界値＝α0099×　3≒0．03㎎／L
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付属資料一4

統計解析結果
（EcoTox　ve］∴　2．6d）
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ミジンコ　急性遊泳阻害試験
2007一生53（2回目）

ファイル名＝2020010　　更新目：2008／11／19

区濃度
　㎎／L　（109）

10　　（一）
2　　5．55　　　（　0．74）

3979　（α99）
4　11．6　　（1．06）

513．6　（1．13）

617．1　（1．23）
7　　29．7　　　（　1．47）

8　51．6　　（1．71）

991．1　（1．96）

連実測数（影響・死亡）

　
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
2
2
2
2
2
2
2
2
2

盟
0
0
0
0
4
1
0
8
9
7

48hour
O

O

1

7

19

20

20

20

20

［対照に対する］割合（％）

区濃度　　影響・死亡
　㎎／L　（lo9）
15．55　（α74）

2979　（α99）
3　11．6　　（1．06）

4　　13．6　　　（　1．13）

5　　17．1　　　（　1．23）

6　　29．7　　　（　1．47）

75L6　（1．71）
89L1　（1．96）

24

O0

O0
O0

O0

O0

O0

O0

O0

　
α
α
α
麗
風
姐
苑
舐

　48hour
O．00

5．00

35．00

95．00

100．00

100．00

100．00

100．00

㏄50計算に用いたデータ（Probit，Logit法）

区濃度　　影響・死亡
　㎎ノL　（109）
1555　（α74）
2　　9．79　　　（　α99）

31L6　（1．06）
413．6　（1．13）
517．1　（1．23）

629．7　（1．47）
7　51．6　　（1．71）

891．1　（1．96）

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

　
0
0
0
α
α
（
砿
α
α

　
2
2
2
2
2
2
2
2

肛㎞娼
一
〇
〇
〇
〇
〇
〇
【
二
一

　
　
L
τ
9

　
　
　
　
1

24

w
二
〇
〇
〇
〇
〇
〇
〇
〇
〇
〇

　
　
　
　
生
α
＆
9
乳

　
　
　
　
　
1

2007一生53（2回目）

ミジンコ　急性遊泳阻害試験　　観察回数・3濃度区数・9㎏L）

繰り返し数＝1，1，1，1，1，1，1，1，1
データファイル：2020010　更新目：2008／11／19

生物量

濃度繰返し0
0

5．55

9．79

11．6

13．6

17．1

29．7

5L6
9L1

（i）

（1）

（1）

（1）

（1）

（1）

（1）

（1）

（1）

㎜
㎝
㈱
㎝
伽
㎜
㈱
㎜
㎜

皿
⑳
船
皿
⑳
鎗
船
⑳
鉱

24　　　48　　hour
O．0000　0．㎜
0．0000　α0000
0．0000　1．0000

0．0000　7．㎜
生0000　19．000

1α000　2α000
8．0000　20．000

9．0000　20．000

7．0000　20．000

　
皿
　
㎞

　
　
o
o

　
娼
α

　
　
o
o

　
2
4
α

　偶鰹
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9．79

1L6
13．6

17．1

29．7

51．6

9L1

oo
盾順

S
⑳
僧
⑳
⑳

α
α
2
0
5
0
如
4
5
3
5

講
㎜
㎜
㎜
㎜

E（L）C50計算　収束判定値司．0001　最大反復回数＝50

㎜計算ごとの詳細データ

プロビット関数

●●2仙
◎デザイン行列

濃度　　n
13．6　　　　　20．00

17．1　　　　　20．00

29．7　　　20．00

51．6　　　20．00

91．1　　　20．00

Effect　E（L）（石0計算　収束までの反復回数＝4●●

伽
溜
㎜
㎝

　
0
　
・
　
・
　
．

y
生
1
8
9
7

◎　回帰式の適合度の検定

X2乗獺　　二4．507〈
X2乗（ヒフソン）ニ4．378〈

AIC　　　　　　　 ＝136．6

const　　　　　　　　－0．603

1・9（Conc．）　α197
WAID検定　　X2値＝0．222

◎パラメータ推定

y／n　C・nst．1㎎10（C）
0．20　　　　　1．000　　　　1．134

0．50　　　　　1．000　　　　1．233

0．40　　　　1．000　　　1．473

0．45　　　　1．000　　　1．713

0，35　　　　　1．000　　　　1．960

冗2イ直（P＝0．05，（if士3）＝7．815　（Pヒ0．01，（if㌔3）ニ1L34

乳815　適合する
7815　適合する

パラメータ名　係数（θ推定）　標準誤差（SE）　θ推定／SE

　　0．644　　　　　－0．936
　　0．419　　　　　　　　　0．471

自由度4　有意確率・0，637

◎推定値と残差

激13．6
17．1

29．7

51．6

91．1

㎜
o
o
伽
㎜
㎝

Y
生
血
＆
9
τ

◎診断統計量

瀕

Y推定残差（度数）Y／n（P）

7．048

7．194

7．551

7．914

8．291

一3．048　　　　0．200

2．806　　0．500

0．449　　α400

1．086　　0．450

－1．291　　　α350

π推定

0．352

0．360

α378
0．396

0．415

　

謝
繧
腱
　
じ
　
　
　
　
じ
　
　
　
　
　
　
　
　
ヨ
　
　
　
　
　

　
↓
0
0
0
↓

魁13．6
17．1

29．7

51．6

91．1

㏄okの距離てこ比　逸脱度残差　ピアソン残差
1．930

0．737

0．007

0．073

0．945

0．491

0，357

0．202

α295

α655

一1．494

1．281

0．206

0．493

－0．592

一1．427

L307
0．207

0．497

－0．586

　　　標準化
逸脱度残差ピアソン残差

鰯
餅
劉
鵬
㎝

老 一　
ロ
　
　
　

　
　
　
　
じ

　
　
　
ロ

　
｛
⊥
0
0
1

　
　
　
　
一

一2．000

1．630

0．232

0．592

－0．998

％、80％、㎜％、20％、10％の推定
109（EC90）　ニ
EC90（㎏／L）＝

109（EC80）　＝

K80㎏L）＝
109（EC50）　＝

EC50（㎏／L）＝

109（E（）20）　二

脱0（㎏／L）＝

1・9（EC10）　＝

㏄10（㎏／L）＝

一3．4382

　生E－4

－1．2101

α0617
3．0525

1128．5

7．3151

　2．E＋7

95432
　3．E＋9

（95％Ra㎎e：一5．5704－9．1901）

（9騙Range：3．E絡一2．E＋9）
（95％Range：一3．8075－L3874）

（95％Range：2．E・4－2生402）
（95％Range：一5．1411－7．9637）

（95％Range：7．E絡一9E＋7）
（95％Range：一1生553－16．852）

（95％Range：3．E－15－7．E＋16）

（95％Range：一19472－21．498）

（95％Range：3．E20－3，E＋21）

・26・



●●48h
◎デザイン行列

濃度　　n
9．79　　　　　20．00

11．6　　　 20．OO

13．6　　　 20．00

Effect　E（L）C50計算　収束までの反復回数二5●●

㈱
㎜
⑳

　
　
9

y
L
乳
－

◎回帰式の適合度の検定
X2乗（逸脱度）　＝α988〈
X2乗（ヒ7ソン）＝1．028〈
AIC　　　　　　　　　　　　　＝46．77

y／n　Const．10910（C）
0．05　　　　　1．000　　　　0．991

0．35　　　　1，000　　　1．064

0，95　　　　　1．000　　　　1．134

κ2イ直（P＝0．05，面＝1）＝3．841（Pヒ0．01，df≡1）＝6．635

3．841　適合する
3．841　適合する

◎ノくうメータ推定

パラメータ名　係数（θ推定）　　標準誤差（SE）　θ推留SE
const　　　　　　　　　－25．11

10g（Cbnc．〉　23，40

W皿D検定　　X2イ直23．389

腱
㈱
㎜
。
・

と
Y
L
硫
R

灘◎
難
跳

　5．197　　　　　　　　－4．831

　生838　　　　　4．836
自由度ま1　有意確綱．000

Y推定残差（度数）Y／n（P）

0．542　　α娚　　　0．050
8．400　　　－1．400　　　　0．350

18．43　　　0。573　　　0．950

π推定

0．027

0．420

0．921

残差（割合）

α023
－0．070

α029

縦
　
　
距
1
0
9
8
2
0

　
　
の
3
マ
3

　　

aB

B
－

◎
齪
兜
騰

議
幾

て
α
α
α

響
器
の
8
7
8

鰍α

ｿ
L

逸脱度残差ピアソン残差
　0．566　　　0．632
　－0．640　　　－0．634

　0．507　　　　　　0．476

一標準化一逸脱度残差ピアソン残差
　0．909　　　　　　1．014

　－1．023　　　　　　－1．014

　1．081　　　　　1．014

％、80％、BC50％、20％、10％の推定
109（EC90）　＝

　贈O㎏L）ニ
109（EC80）　二

　脇0面9／L）＝

109（EC50）　ニ

　EC50㎏L）ニ
109（㏄20）　＝

EC20㎏L）＝
109（㏄10）　＝
EC10（㎏ノL）ニ

L　O183

1（L431

1．0371

10．892

1．0731

1L833
1．1091

12．855

1．1279

13．423

（95％Range：α9887－LO263）
（95％Range：a7433－10．623）

（95％Range：1．0109－LO491）
（95％Range：10．253－11．197）

（95％Range：1．0532－LO928）

（95％Range：1L304－12382）
（95％1㎞ge：LO956－1．1365）

（95％Range：12．463－13693）

（95％Range：L1178－L1594）
（95％㎞ge：13．115－1生433）

ロジット関数

●●24h
◎デザイン行列

濃度　　n
13．6　　　　　20．OO

17．1　　　　　20．OO

29．7　　　20．00
51．6　　　　　20．OO

91．1　　　　　20．00

Effect　E（L）（〕50計算　収束までの反復回数＝4●●

伽
o
o
㎜
㎜
㎜

　
α
y
生
－
＆
9
乳

y／n

O．20

0．50

α40
0．45

0．35

論
㎜
㎜
㈱
㎝

賂
L
L
L
L
L

cb 10910（C）

　L134
　1．233

　L473
　L713
　1．960

◎　回帰式の適合度の検定

X2乗（逸脱度）　二生509〈
X2乗（ヒフソン）＝4．379〈

AIC　　　　　　　　＝136．6

κ2値（圏．05，df≒3）＝7．815（圓．01，dfピ3）ニ11．34

7．815　適合する

7815　適合する

◎ノくうメータ拍淀

パラメータ名　係数（θ推定）　標準誤差（SE）　θ推定／SE

・27一



const
1・9（Conc．）

肌1〕検定

一〇．965

　0．316
×2値・0．218

　　1．042　　　　　　　　－0．926

　　0．677　　　　　　　　　　0．467

自由度≒1　有意確率・0．641

◎推定値と残差

激13．6
17．1

29．7

51．6

91．1

伽
脚
㎜
伽
伽

Y
生
1
0
＆
9
乳

Y推定　残差（度数）Y／n（P）

7．054

7．199

7．551

7．910

8．286

一3．054　　　　0．200

2．801　α500
0．449　0．400
1．090　0．450
－1．286　　　　0．350

π推定

0．353

0．360

0．378

0．396

0．414

　

儲
揚
蟹

薪
α
α
名

◎診断統計量

瀕
雌13．6
17．1

29．7

51．6

91．1

Codkの距離てこ比　逸脱度残差ピアソン残差
1．915

0．735

0．007

0．073

0．952

α489

α357
0．203

α294
α657

一1．497　　　　　－1．429

1．279　　　　　　1．305

0．206　　　　　　0．207

0．495　　　　　　0．498

－0．589　　－0．584

　　　標準化
逸脱度残差ピアソン残差
一2．094

1．594

0．231

0．589

－1．006

一2．000

1．627

0．232

0．593

－0．997

％、80％、EC50％、20％、10％の推定

1㎎伽0）　＝一3．9019
EC90（lng／L）　ニ　　　　1．Er4

1㎎㈱）　＝一1．3340
K80⑳L）＝　α0463
1㎎㈹50）　＝　3．0560
EC50（岨）＝　 1137．6

109働）　＝乳4459
EC20（麟）　＝　　　　3．E＋7

109（E℃10）　　　＝　　10．014

EC10（mgノエ）　ニ　　　1．E＋10

●●48h
◎デザイン行列

濃度　　n
9．79　　　　　20．00

11．6　　　20．00
13．6　　　　　20．00

（囁㎞ge：略．6193－1α288）
（95％Range：　2．E－7－　　2．E＋10）

（95％㎞ge：42240－1．5561）
（95％㎞ge：αE－5－35．985）
（95％㎞ge：一5．2048－8．0371）

（95％Range：6．E絡一　1．E＋8）

（囁Range：一14．980－1乳284）

（囁㎞ge：1．H5－2．E＋17）
（囁1㎞ge：一20．698－2a694）

（囁1㎞ge：2Er21－5．E＋22）

Effect　E（L）C50計算　収束までの反復回数＝5●●

y
1．000

7．000

19．OO

◎　回帰式の適合度の検定

X2乗繊　　＝α675〈
X2乗（ヒ7ソン）＝0．725〈
AIC　　　　　　　　　　　　　＝　46．45

y／n　（bnst．1㎎10（C）
0．05　　　　　1．000　　　　0．991

0．35　　　　　1．000　　　　1．064

0．95　　　　1．000　　　1．134

冗2イ直（FO．05，d卜1）＝3．841（P＝0，01，d卜1）＝6．635

3．841　適合する
3．841　適合する

。σnst　　　　　　　　－45．84

109（Conc．）　　　　42．67

WALD検定　　X2値＝16．368

◎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

灘
㎜
㎜
・
・

と
Y
L
τ
R

直縮◎
藷
騰

　11．32　　　　　　　　　－4．049

　10．55　　　　　4046
自由度＝1　有意確率・0．000

Y推定残差（度数〉Y／n（P）

0．551　　　0．449　　　　0，050

7．928　　－0．928　　　0．350

1＆52　　　0．479　　　0，950

π推定

0．028

0．396

0．926

残差（害拾）

0．022

り．046

0．024

◎診断統計量

灘
岨9．79　　　0．334
11．6　　　1．095
瀟響鰍α

k

逸脱度残差ピアソン残差
　0．552　　　　　0．614

　－0．428　　　　　　－0．424

　　　標準化
逸脱度残差ピアソン残差
　0．766　　　　　　　0」851

一｛）．858　　　　　　－O．851

・28・



13．6 L204

109（EC90）　＝

㎜嘘／L）＝
1㎎（EC80）　＝

脱80㎏ん）ニ

109㈹50）　＝
E（〕50㎏ん）＝

109（EC20）　＝

K20㎏／L）＝

109㈹10）　＝
㏄10㎏ん）＝

0．769　　　　　　　α433　　　　　　0，409

％、80％、㎜％、20％、10％の推定

驚
懸
鷺
彊
翻

・
0
・
1
・
1
●
2
，
3

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

（95％Range：α9882－1．0269）

（95％Range：97313－1α638）
（95％㎞ge：1．0126－LO521）
（95％Range：1α295－11．274）

（95％㎞ge：1．0545－LO951）
（95％Range：11．337－12449）

（95％㎞ge：1．0963－1．1382）

（95％Range：12．483－13．746）

（95％Range：1．1208－L1634）

（95％㎞ge：13．206－14．567）

α901 0．851

㎜

一29一




