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要 ヒ
日

試験委託者　　環境省

表題　2，4，6一トリメチルアニリンの藻類（踏θ8雌∫ro伽砿ゴθ1185助。即f観8）

　　　　　　　に対する生長阻害試験

趣番量　　　No．2007一生52

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11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
2
3
4
5
⑤
り
⑨
の
①
D
の

　
　
　
　
1
1
1

被験物質

暴露方式

供試生物

暴露期間

試験濃度（設定値）

試験溶液量

連数

初期生物量

試験温度

照明

pH

分析法

2，4，6一トリメチルアニリン

止水式、振とう培養（100rrm）

みθ〃ob汝f1℃hηθ2ゴθ113　5〃わ。卸f孟θ孟∂　　（ATCC　22662）

72時間

対照区，α46，1．0，2。2，4．6，10，22，46，100㎎／L

公比1　2．2

100mL（OECD培地）／容器

3容器／濃度区、6容器／対照区

α5㎎／L以下（細胞濃度としてα5×104cells／mL）

23±2℃

60～120μE／㎡／s　（フラスコ液面付近）で連続照明

試験溶液のpH調整は行わなかった

HPLC法
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麩予備試験において揮散によると考えられる軽度の被験物質濃度低下が認められたが、試験は開放
系とし、48時間後にも分析を追加した。

1）試験溶液中の被験物質濃度

　暴露開始時から暴露終了時の間に、揮散によると考えられる約10％の被験物質濃度の減少

　が認められたことから、各影響濃度（50％生長阻害濃度、最大無影響濃度）の算出に当たって

　は、暴露開始時、48時間後および暴露終了時の測定値の幾何平均値を採用した。

2）生長速度の比較による阻害濃度

　　50％生長阻害濃度理輪　　　　　　　：27㎎／L（95％信頼限界：24～29㎎／L），Logit

　最大無影響濃度NOEC（Rate　O－72hr）：2．0㎎／L
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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

化学物質等の名称

CAS番号幸

構造式

2，4，

88－05－1

6一トリメチルアニリン

◎ NH2

分被
分子量津

蒸気圧幸

水溶解度

ヘンリー定数辛

酸解離定数（pKa）幸

1一オクタノール／水分酉己鰍

隙
沸点卓

外観緋

安定性林

溶媒に対する鮒

㎝13N

135．21

α0669㎞Hg（25℃）

617㎎／L（25℃）

2。68E－006atm・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

纏　不純物の名称および含有率樽：
　入手目

25mL×4本（全て同一ロット）

LAUTB

99．0％（㏄）

記載なし

2007年10月29目

〔出典〕

＊

＊＊

辮

：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）

　　　　　　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、公的データ＊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r有機化合物のスペクトルデータベース（SDBS）」

2　供試生物

　　1）学名

2）入手先

3）入手日

4）入手株番号

5）入手後の管理

6）感受性の確認

7）前培養

　踏θμ磁∫励刀㎝ゆ1185幼。βρi乙3孟8

　　（旧名称：5厨㎝85鋤。班廊㎝砿物）

　American　Type　Culture　Collect　ion

　1997年11月13日

：ATCC22662株

　C培地を用いて無菌的に継代培養

直近の基準物質（3，5一ジクロロフェノール，純度99％）による72時

間50％藻類生長阻害濃度（理娠）は2．5㎎／L（暴露期間：2007年12

月11日～12月14日）であった。

：前培養期間；2008年2月16日～2008年2月19日

　この間、藻類は指数増殖した（環境条件は試験と同様）。

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）初期生物量

　　6）試験温度

　　7）照明

　　8）pH

：止水式、振とう培養（100rpm）

72時間

　100mL（OECD培地、3．2参照）／容器

3容器／濃度区、6容器／対照区

α5㎎／L以下（前培養した藻類：細胞濃度としてα5×104cells／mL）

23±2℃

60～120μE／㎡／s　（フラスコ液面付近）で連続照明

試験溶液のpH調整は行わなかった
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3．2培地

　前培養および試験ともにOECD㎝IDELINES　FOR肥TESTING　OF　CHIMC乱S201，Freshwa－

ter　Alga　and　Cyanobacteria，Growth　Inhibition　Test（Aadopted23㎞ch2006）において

推奨されている培地を用い、成分表を付属資料一1に示した。Na鵬を除く成分を先に混合の

上、大気との平衡状態とした。これにろ過滅菌済みの臨q成分を添加した。

3、3試験容器、藻類培養試験装置および機器等

1）試験容器

2）藻類培養試験装置

3）光学顕微鏡

4）粒子計数装置

5）粒子分布解析装置

6）pH計

7）温度計

8）照度計

：300mL容ガラス製三角フラスコ

　通気性シリコーンキャップ

：藻類培養試験器GT－40S

：生物顕微鏡BHS

：粒子計数分析装置　F－520P

：　PDA－500

：　H卜30V

：　ガラス製水銀温度計

：㎜手9型

（柴田科学器械工業）

（信越ポリマー）

（宮本理研工業）

（オリンパス光学工業）

（Sysmex）

（Sysmex）

（東亜ディーケーケー）

〔柴田科学器械工業）

3．4被験物質の溶解性確認

　被験物質の試験培地に対する溶解性は、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、試験培地を用いて100

㎎／L溶液を調製後、試験温度（23℃）で30分間撹拌し、目視により溶解した状態であること

を確認した。その後、この調製液の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）、72時間生長阻害率が1．0㎎／L区で

2、5％、3．2㎎／L区で4．4％、10㎎／L区で8．5％、32mg／L区で47％であったことを基に、

公比2．2で0．46，LO，2．2，4．6，10，22，46，100㎎／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）

　100㎎の被験物質を1Lメスフラスコに秤り入れ、試験培地で1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（23℃）で30分間撹絆し、α22μmのメンブランフ

ィルターでろ過し、100㎎／しの一次原液とした（無色透明）。次に、一次原液の10，22，46
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mLをそれぞれ90，78，54mしの滅菌済み試験培地の入った300mL三角フラスコに加えて

10，22，46㎎／しの2次原液を調製した。さらに、46㎎／しの2次原液の10吐を90吐

の滅菌済み試験培地の入った300mL三角フラスコに加えて4．6㎎／しの3次原液を調製し

た。

　α46㎎／L区の試験溶液は生6㎎／しの3次原液から10mLを90mしの滅菌済み試験培

地の入った300皿L三角フラスコに加えて調製した（無色透明）。

　1．0，2．2，生6㎎／L区の試験溶液は10，22，46㎎／しの2次原液から各10mLを90mし

の滅菌済み試験培地の入った300mL三角フラスコに加えて調製した（無色透明）。

　10，22，46㎎／L区の試験溶液は一次原液の10，22，46mLを90，78，54mしの滅菌済み

試験培地の入った300mL三角フラスコに加えて調製した（無色透明）。

　100㎎／L区は一次原液の100吐を300証三角フラスコに加えて用いた（無色透明）。

　対照区には被験物質を加えない滅菌済み試験培地を用いた。

3．7試験溶液中の被験物質濃度分析

　予備試験において揮散によると考えられる軽度の被験物質濃度低下が認められたが、試験は

開放系とし、48時間後にも分析を追加した。

　暴露開始時には調製した試験溶液より採取したものについて、48時間後には各濃度区の試

験容器とは別に調製した予備1容器より採取したものについて、暴露終了時にはそれぞれ3

容器／濃度区、6容器／対照区から試験溶液を等量ずつ採取し、混合したものについて、遠心分

離により藻体を除去した後、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」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

　前培養した藻類の細胞数を計数し、23±2℃に調整した試験溶液中に生物量0．5㎎／L以

下（細胞濃度としてα5×104cells／mL，対照区の日毎の変動係数を試験成立条件内に、また

暴露開始時と暴露終了時のpH変動範囲をできるだけ小さくするため）となるように、前培養

液を添加した。

　各試験容器を23±2℃に調整された培養装置に設置して暴露開始とし、24、48および72
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時間後に細胞濃度を測定した。測定は、各試験容器より試験溶液の一定量（24時間後は2mL、

48，72時間後は1mL）を採取し、セルパック（専用の希釈液）を用いて希釈（24，48，72時

間後にそれぞれ4倍、10倍、50倍に希釈）した溶液について行い、滅菌した試験培地を同様

に希釈した溶液の測定値を差し引いて細泡濃度を求め起また、24、48、72時間後には顕微

鏡下で細胞の形態観察も行った。

　pHは、暴露開始時には調製した試験溶液より採取したものについて、48時間後には各濃度

区の試験容器とは別に調製した予備1容器について測定し、暴露終了時には全ての試験容器

について測定した。

　培養装置内の温度および光強度は、暴露期間中に1目1回測定した。

　光強度は、照度計を用いてLxを単位として測定し、測定値に係数α013（白色光の光強度

換算係数）を乗ずることによりμE／㎡／s単位に換算した。

　生物量の測定は、暴露終了時に対照区の各フラスコの培養液（約90託）より、培養液の全

量もしくは一部をとり、減圧ろ過により0．22μmメンブランフィルター上に藻体を集め、

65℃で24時間乾燥させ、23℃で2時間静置冷却した後に重量を測定した。この値と、試

験培地のみを通したメンブランフィルターに同じ処理をして測定した重量を差し引いて、藻体

の乾燥重量を求めた。

4　結果の算出

　4．1生物量の算出

　　暴露終了時に測定した対照区の6試験容器の各細胞濃度（x：×104cells／mL）と、その後に

　求めたそれぞれの単位容積あたりの乾燥重量（y：㎎／mL）から算出した回帰式（回．0002008x，

　肉．957）を基に、暴露期間に測定した各試験区の細胞濃度を生物量（乾燥重量）に換算した。

4．2生長曲線

　各試験区の生物量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。

4．3生長阻害率の算出

　生物量について、指数増殖している培養での生長速度（μ）を次の式より算出した。

　　　　　　　　　lnX－lnX
　　　　　　　　　　　∫　　　　f
　　　　　μfガ＝
　　　　　　　　　　∫ブー1ゴ

　　　ここで，
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μ∫ッ＝ち時からち時までの期間の生長速度。通常、日当たり（♂）で表す。

濁二ち時の生物量暴露開始時（ち）の生物量については設定値を用いる。

勾＝ら時の生物量

ち＝暴露開始後i回目に生物量を測定した時間（4）

ち＝暴露開始後j回目に生物量を測定した時間（4）

平均の生長速度（μ）より、各濃度区における生長阻害率ろ（％）を次の式により算出した。

　　　1ニμσ一μ∫×100
　　　　μ　　　　　　　μ‘

　　ここで、

　　　　μ：対照区の平均生長速度
　　．　　　　　o

　　　　μ、：各濃度区における平均生長速度

4．4　50％生長阻害濃度（E輸の算出

　生3で算出した速度法による生長阻害率（1μ値）を用いてLogit法（Probit法は計算が収

束しなかったため）により50％生長阻害濃度（E｛裁を算出し、同時に95％信頼限界を算出

した。その際、稗偏と表記した。なお、統計ソフトはEcoTox　ve筑a6dを用い、生物量（乾燥

重量㎎／mL）に係数として105を乗じた値を入力した（この対応を行わないと結果が算出され

なかったため）。

4．5最大無影響濃度ODEC）

　対照区と比較して有意差が認められない最高濃度区の実測濃度（平均値）を最大無影響濃度

　αDEC）とした。その際、NOEC（Rate　O－72hr）と表記した。

　統計手法はEcoTox　ver．2．6dにおいて㎜法を用いた。

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試験培地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。

その後、この調製液の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100㎎／しであった。
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5．3試験溶液中の被験物質濃度　　　　　　　　　　　　　．

　暴露開始時、48時間後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。

　全ての試験区で、被験物質濃度が暴露開始時から48時間後には約7％、72時間後には約

10％程度減少した。予備的な検討では揮散性について明瞭な傾向は把握できなかったが、メ

ダカに対する急性毒性試験（試験番号：No．2007一生54）や、オオミジンコに対する

急性遊泳阻害試験（試験番号：No．2007一生53）においては揮散性が認められている

ことから、被験物質濃度の減少の主因は揮散であると考えられた。

　各影響濃度（50％生長阻害濃度、最大無影響濃度）の算出に当たっては、暴露開始時、48時

間後および暴露終了時の測定値から以下の式より求めた幾何平均値を採用した。

　〔2色もら）冨ゆ9鴎）＋b　1））・（輸一切

　　　ち　：暴露開始後i回目分析時までの時間（h）

　　oo灯。∫：ち時の濃度（㎎／L）

5．4生長曲線

　暴露期間中の生物量（㎎／mL）をTable2に｛生長曲線をFi即re1に示した。

　試験の有効性確認のためのパラメーターをTable2の値より求めた結果、各パラメーター

は以下の通りとなり、いずれも試験成立条件を満たした。

　1）対照区の生物量は72時間培養の平均値で暴露開始時の312倍に増加した

　　（試験成立条件：少なくとも16倍に増加）。

　2）繰り返しの生長速度の変動係数はL1％（試験成立条件：7％を超えない）。

　3）毎日の生長速度の変動係数の平均値は9．2％（試験成立条件：35％を超えない）。
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表．試験の有効性確認のためのパラメーター（Table2より算出）

平均生長速度 区間生長速度

n
0－72hr 0－24hr 24－48㎞ 48－72hr

毎日の生長

ｬ度の変動
W数CV（％）

1 1．9192 1．7405 2．1203 1．8969 99

2 1．9287 1．7579 2．1972 1．8309 12．2

3 1．9182 1．8083 1．9962 1．9500 5．1

4 1．9377 1．7750 Z　O921 1．9462 8．2

5 1．8928 1．7750 21411 1．7625 11．4

6 1．8847 1．8083 2．0608 L7851 8．1

平均 1．9136 1．7775 2．1013 1．8619 92

標準偏差 α0206 変動係数の平均値（％） 9．2

繰り返しの生

ｷ速度の変動

W数（％）

1．1

　また、24，48，72時間後の観察において、対照区および濃度区に細胞の形態異常は観察さ

れなかった。

5．5　50％生長阻害濃度（取C諭および最大無影響濃度（NOEC）

　各試験区における生長阻害率をTable3に、50％生長阻害濃度（尾輪）および最大無影響

濃度（NOEC）をTable4に、濃度一阻害率曲線をFigαe2示した。

　入力に用いた観察点は対照区を含む全試験区で、結論を以下に示した。

1）生長速度の比較による阻害濃度

塔q幻　　　：27㎎／L（95％イ講艮界：24～29㎎／L）・ωgit

．NOEC（Rate　O－72hr）：2．0㎎／L

5．6　温度、光強度およびpH

　藻類培養試験器内の温度、光強度および回転数をTable5、試験溶液のpHをTable6に

示した。

　72時間の暴露期間中の藻類培養試験器内の温度は22．8～23．0℃の範囲であり、変動は

2．0℃以内であった。回転数は100rpmで一定であった。
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　光強度は平均69μE／㎡／s（65～79μE／ド／sの範囲）であった。

　試験溶液のpHは、対照区で暴露開始時に＆0、暴露終了時に8．6～＆9の範囲内であり、

変動は1．5以内であった。濃度区では暴露開始時に乳9～8．0で、暴露終了時にa1～

9．0の範囲であった。

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。

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）全標準操作手順書の経時的ファイル

8）環境モニター記録

9）被験物質、対照物質、その他の試料

10）その他の資料

以　上
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Table1． Measured　Cbncentration　of　the　Test　Substance　in　Test　Water

　　　N㎝inal

Concentrat　ion

　　　（㎎／L）

Measured　Concentration（㎎／L）

　　　　（Percent　of　N6mina1）

Meana　Measured

Concentration

　　　　（㎎／L）

O　Hour 48Hours 72Hours 0－72Hour

Contro1 〈0。1 （一） 〈0．1　（一） 〈0．1 （一）

0．46 0．457 （99） 0．420　　（91　） 0．403　　（　88　） 0．429

1．0 0．991 （99） 0．924　　（92　） 0．910　　（91　） 0．943

2．2 2．15 （98） 2．00　（91） 1．95　　　（　89　） 2．04

4．6 4．42 （96） 4．15　（90） 3．99　（87） 4．21

10 9．58 （96） 8．89　（89） 8．39　　　（84） 9。03

22 20．6 （94） 19．1　　　　（87　） 18．3 （83） 19．4

46 42．8 （93） 39．7　　　　（86　） 38．6 （84） 40．5

100 91．8 （92） 86．0　　　　（86　） 82．5 （83） 87．3

a （池ometr　i　c　mean

Not　calculated
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Table2． Calculated　Bi㎝ass（Dry（ゑ11Weight）ofみθμ雌加伽砿ゴθ1185め。司ρ廊廟duri㎎

the　72　hours　Exposure

N㎝inal　Concentτat　ion

　　伽a融asured
　Concentrati㎝）

　　　（㎎ん）

CalculatedBiα阻ss［助Ce11Weighも㎏此）］

Vessel

No，

O　Hour 24Hours 48Hours 72H㎝rs

C〔）ntro1

（一）
1
2
3
4
5
6

　
　
　
　
　
　

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

㎝
㈱
㈱
㈱
㎝
㎝

0
0
α
α
α
α

0．00057

0．00058

0．00061

0．00059

0，00059

0．00061

0．00475

0．00522

0．0〔）449

0．00478

0．00502

0．00479

0，03166

0．03257

0．03156

0，03347

0．02925

0．02855

Average

　S　D

0．00010

0．㎜

0，00059

0．00002

0．00484

0．00025

0．03118

0．00191

0．46

（0．429）
1
2
3

0，00010

0．00010

0．00010

0．00054

0．00059

0，00061

0，00439

0．00489

0．（闘5

0．02935

0．03016

0．03026

Average

　S　D

0．00010

0．㎜

0．00058

0。00004

0．0〔脇

0。00027

0．02992

0．00050

1．0

（0．943）
1
2
3

0．00010

0．00010

0．00010

0．00056

0．00059

0．00059

0．0〔脚

0．00493

0．（粥

0．03026

0．02966

0．03136

Average

　S　D

0．00010

0．㎜

0．00058

0．000Q2

0．〔沿459

0．00032

0．03αB

O．00086

2．2

（2．04）

－
n
∠
3

0．00010

0．00010

0．00010

0．00058

0．00059

0．00059

0．00448

0．（脇4

0．00436

0．02865

0．02855

0．02735

Average

　S　D

0．00010

0．㎜

0．00059

0．00001

0．00456

0．（脳

0．02818

0．00072

4．6

（4．21）
1
2
3

0．00010

0．00010

0．00010

灘
㈹
α
α
α

0．00390

0．00442

0．0（脳

0．02534

0．026必

0．02634

Average

　S　D

0．00010

0．㎜

0．00058

0．00003

0．00419

0．00027

0．02604

0．00061

10

（9．03）

－
n
∠
3

0．00010

0．00010

0．00010

0．00051

0．00055

0．00055

0．00319

0．00365

0．00353

0．01706

0．01701

0．01784

Average

　S　D

0．00010

0．㎜

0．00054

0．00002

0．00346

0．00024

0．01730

0．00047

22

（19．4）

－
∩
乙
3

0．00010

0．00010

0．00010

0．00039

0．00042

0．00045

0．00156

0．00171

0．00150

0．00611

0．0（脳

0．00606

Average

　S　D

0．00010

0．㎜

0．00042

0．㎜

0．00161

0．00014

0．00637

0．00049

46

（40，5）

－
n
∠
3

0．00010

0．00010

0．00010

0．00020

0．00019

0．00021

0，00031

0，00027

0．00026

0．00036

0．00039

0．00035

Average

　S　D

0．00010

0．㎜

0．00020

0．00001

0．00028

0，00003

0．00037

0．00002

1oo

（87，3）

ー
ワ
乙
3

0．00010

0．00010

0．00010

0．00013

0．00011

0．00012

O．OOO14

0．00014

0．00017

0．00021

0．00020

0．00019

Average

　S　D

0，00010

0．㎜

0．00012

0．00001

0．00015

0，00002

0．00020

0．00001

S　D　　　Standard　deviation a Ge㎝etric　mean Not　calculated
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Table3． Percent　Growth　Inhibiti㎝　ofみθμ雌i1℃加θ1ゴθ1185伽㌍∫孟8孟a

Ndrninal　C㎝centration Growth Rat£

αeanaMeasured
i）oncentration）

Vesse1 Rate Inhibition（％）q

（㎏／L） No． μ（0－72hr） ■（0－72hr）

1 1．9192

α）ntro1 2 L9287
（一） 3 1．9182

4 L9377

5 1．8928

6 1．8847

Average L9136 0．00

SD 0．0206

1 1．8940

0．46 2 1．9030

（0．429） 3 1．9041

Avemge L9004 α6ヂ

SD 0．0055

1 L9041

1．0 2 1．8975

（0．943） 3 1．9160

Average 1．9059 α4び

SD 0．0094

1 1．8859

2．2 2 1．8847

（2．04） 3 1．8704

Average 1．88（B L74噂

SD 0．（脳

1 L8450

4．6 2 1．8592

（4．21） 3 L8579

Average L8540 3．11郭

SD 0．0079

1 1．7131

10 2 1．7121

（9．03） 3 1．7280

Average 1．7177 10．24鞍

SD 0．0089

1 1．3708

22 2 L4133

（19．4） 3 L3681

Average 1．3841 27．67“

SD 0．0254

1 0．4270

46 2 0．4537

（4α5） 3 0．4176

Average 0．4328 77．38韓

SD 0．0187

1 0．2473

100 2 0．2310

（87．3） 3 0．2140

Average 0．2308 87．94韓

SD 0．0167

＊1

SD：

NS

Valuesarethepercentinhibitionrelativet・thec・ntroL
Standard　deviation　　　　　a：Geometric　mean　　　　　一：Not　calculated

N・significantdifference　料：Significantdifferencep〈0・01
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Table4． Calculated具q幻andNO鵬

具輪
i㎎／L）

95％Confidence

kimits（㎎／L）

NOEC

i㎎／L）

取（記 27 24～29 NOEC（Rate　O－72hr） 2．0

＊：艶sed・n4（←72㎞）value（Gr・wthrates）

Table5． Dai　ly　Te㎎）erature，　Light　Intensi　ty　and　Revolut　ion　at　the　Incubat　ion

Exposure　Period

　　　　（Hours）

Temperature　　　　　　Light　Intensitゾ（μE／㎡3／s）

　　　（℃）　　　Ra㎎e　of　measured　　Average

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　intensity

Revolut　ion

　　（卿）

0 22．8 65～79 69 10C

24 23．0 66～79 69 100

48 23．0 65～79 69 10G

72 23．0 66～79 69 10G

＊Calibrated　fr㎝1ight－measuri㎎inst㎜1ents　in　Lx（factor　O．013）
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Table6． pH　Values

　　　　　　　　　　　　　　　　Meana

　　　㎞inal
　　　　　　　　　　　　　　　Measured
Concentration
　　　　　　　　　　　　Concentration
　　　（㎎／L）
　　　　　　　　　　　　　　　　（㎎／L）

pH

O　Hour 48Hours 72Hours

Contro1

ー
ワ
ね
3
∠
ユ
戸
D
6

8．0 8．0 8．8

8．6

8．8

8．8

8．9

8．8

0．46 0．429
－
n
∠
3

7．9 8．1 8．9

9．0

8．9

1．0 0．943

－
り
乙
Q
J

7．9 8．1 8．9

8．7

8．8

2．2 2．04
羊
⊥
2
Q
U

7．9 8．1 9．0

8．8

8．7

4．6 4．21
－
n
乙
3

7．9 8．1 8．8

8．7

8．6

10 9．03

－
り
二
つ
U

7．9 8．1 8．6

8．8

8．5

22 19．4

－
り
乙
3

8．0 8．1 8．3

8．3

8．2

46 40．5

「
⊥
り
乙
Q
U

7．9 8．0 8．1

8．1

8．1

100 87．3

－
り
ム
3

7．9 8．0 8．1

8．1

8．1

a Ge㎝etric　mean

’　Not　calculate（i
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Table　A－1．　　OECD　medium

Ndtri　ent　salts Concentrat　ion　（　／L

H3Bα3

MnC12・4H20

ZnC12

FeC13・6H20

Na2EDTA・2H20

CoC12・6H20

Na2MoO4・2H20

CuC12・2H20

CaC12・2H20

N晦Cl

KH2Pα｝

N撒
MgC12・6H20

M　SO4・7H20

　0．185

　0．415

　α003

　0．064

　0．1

　0．0015

0．007

0．00001

18

15

1．6

50

12

15

一19一



付属資料一2

予備試験の結果
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Table　B－1． Calculate〔i　Biomass　（Dry　Cell　Weight）

the　72hours　Exposure

ofみθμ雌加加副θ1！8鋤卿1厩召duri㎎

（Ra㎎e　Findi㎎Test）

　　　N㎝inal

Concentrat　ion
　　　　（㎎／L）

Calculated　Bi㎝ass［Dry　Cell　Weight（㎎／mL）］

O　Hour 24Hours 48Hours 72Hours

Contro1 0．00010 0．00063 0．00504 0．03489

1．0 0．00010 0．00061 0．00488 0．03007

3．2 0．00010 0．00055 0．00413 0．02702

10 0．00010 0．00053 0．00356 0．02125

32 0．00010 0．00032 0．00080 0．00226

Table　B－2． Percent　Growth　Inhibiti㎝ofみθ慮1’■℃hηθ澱’θ11851ムめ。砂fオ3オ8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Ra㎎e　Findi㎎Test）

　　　N㎝inal

Cbncentration
　　　　（㎎／L）

Grow・th　rate

　　　Rate

μ（卜72hr）

Inhibition（％）

4（凹2肚）報

Contro1 1．9516 0．00

1．0 1．9020 2．54

3．2 1．8664 4．37

10 1．7863 8．47

32 L　O393 46．75

＊1：　Values　are　the　percent　inhibition　relative　to　the　control

Table　B－3．　Measured　Concentrat　ion　of　the　Test　Substance in　Test　Water

　　　　　（Range　Findi㎎Test）

　　　N㎝inal

Concentrat　ion

　　　（㎎／L）

Measured（bncentration（㎎／L）

　　　　（Percent　of　N㎝ina1）

Meana　Measured

Concentration

　　　　（㎎／L）

O　Hour 72Hours 0－72Hour

C⊂）ntro1 〈0．1 （一） 〈0．1 （一）

1．0 1．01 （101） 0．830 （83） 9．16

3．2 3．14 （98） 2．65 （83） 2．88

10 9．66 （97） 7．84 （78） 8．70

32 30．3 （95） 24．5 （77） 27．2

a：Ge㎝etric　mean 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・リンの分析法

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、W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）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

Mightysi1RP」18，　150mm×4．6㎜φ

㏄0－10A型

SPLHOA型

FW6266V9型

AE－240型

BRANS㎝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LAum

HPLC用

HPLC用

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α1㎎の桁まで精秤する。これに蒸留

一23・



水を加えて100吐とする。

　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）　r2．HPLC測定条件」に記載する分析条件でHPLC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）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．HP㏄測定条件

（1）

（2）

（3）

（4）

（5）

（6）

分離カラム

恒温槽温度

灘流量
検出波長

注入量

MightysilRP－18，150㎜×4．6㎜φ

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〕

UV210r㎜

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、0．9999㎎／L、2．999㎎／L、8．g99

　　　㎎／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。

・24一



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 α9999 200764

3 2，999 613229

4 8，999 1797606

0
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

1　
（
一
＼
b
。
日
）
　
屈
騨
餌
鼻
麟
翠

y＝4．9939E－06x
R2ニ0．99991

0 500000　　　1000000　　1500000

ヒ。一ク面積　　（μV・sec）

2000000

図1検量線例

4．添加回収率

　　被験物質約100㎎を精秤して試験培地に添加し、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培地に添加し、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99～103％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 1，038
1，003

2 1，023

1．03 103

1 10．06
10．03

2 9，948

10．0 100

1 9928
100．3

2 98．54
98．9 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（1．03㎎／L、1α0㎎／L、9＆9㎎／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93～99％であった。

　　　表3保存安定性

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 α9995
1．03

2 α9894
α994 97

1 1（瓦038

1α0
2 9736

989 99

1 92．48
98．9

2 92．12
92．3 93

6．定量下限値および検出限界値

　　被験物質濃度0．9909㎎／しの試料液20μLを｝PLC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 0．9632

3 α9680

4 α9534

5 α9434

6 α9564

7 α9465

平均値 α957

標準偏差（σr1） α0099

定量下限値二〇．0099×10≒0．1㎎／L

検出限界値＝0．0099×　3≒α03㎎／L
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付属資料一4

統計解析結果
（EcoTox　vel㌦　2．6d）
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藻類　　生長阻害試験

2007一生52

　ファイル名＝2010012 更新日：2008／02／28

区　濃度

　㎎／L　（10g）

10　　（一）
10　　（一）
10　　（一）
10　　（一）
10　　（一）
10　　（一）
20．429（刃．37）

2α429（一〇．37）

2　　0，429　　（一｛）．37）

30．943（一｛）．03）

30．943（一〇．03）

30．943（一〇．03）

42，04　（0．31）
4　　2．04　　　（0．31）

4　　204　　　（0．31）

5　4．21　　（0．62）

5　4、21　　（0．62）

5　4．21　　（0．62）

69．03　（0，96）

69．03　（0．96）

69．03　（0．96）

7194　（1．29）

7194　（1．29）
7　19．4　　（1．29）

8　40．5　　（1．61）

8　40．5　　（1．61）

8　40．5　 （1．61）

9　87．3　　（1．94）

9　87，3　 （1．94）

98τ3　（1．94）

連　　実測数（生存）

0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　
1
2
3
4
5
6
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3

躬
5
7
田
6
1
弱
5
9
6
1
図
弱
6
1
田
弱
弱
田
田
弱
弱
紹
6
0
5
1
駈
駈
3
9
覗
菊
2
0
1
9
2
1
1
3
n
1
2

義
篇
畿
駕
螺
揚
揚
霧
灘
釜
獅
鵜
搦
掛
2
6
媛
π

可

辮
藷
蟹
鑑
懲
灘
蠣
簾
瀦
隠
嬲
殺
欝
§
多
B

変換直　（面責・遜渡レday］）

織
。
。
。
。
。
。
櫨
麗
麗
搬

砦
霧
り
霧
D
窒
D
霧
お

　
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（

翫72h

七ea

8．4800

8．6059

8、4900

8．5486

8．5302

8．5045

8．3093

8，5193

8．4600

8．3402

8．5191

8，4667

8，3889

8．4816

翫72h
Rate

1．9192

1．9287

1．9182

1．9371

1．8928

1．8847

1．8940

1．9030

1．9041

1．9041

1．8975

1．9160

1．8859

1．8847

講
㎜
編
灘
聯
欝
欝
灘
㎜

24－72h

Rate

2．0086

2．0141

1．9731

2．O191

1，9518

L9230

1．9977

1．9671

L9521

1．9948

1，9587

1．鰯
L9499

1．9396

・28一



2．04　（3）

4．21　（1）

4．21　（2）

421　（3）

903　（1）

903　（2）

903　（3）

194　（1）

194　（2）

194　（3）

姶5　（1）

4α5　（2）

40．5　（3）

飢3　（1）

飢3　（2）

飢3　（3）

8．3557　　1．8704　　1，8875　　1．9182

8．1358　　1．8450　　1．8318　　1．9151

8．33531，85921，89441．9098
8・3281　　1．8579　　1．8748　　1，8910

7．6615　　1，7131　1，7313　　1．7550

7．8703　　1．7121　　1．7987　　1．7158

7．8606　　1，7280　　1．7819　　1．7396

6．1645　　1．370B　　1．3736　　1．3758

6，4286　　1．4133　　1．4368　　1．4024

6．2643　　1・3681　　1．3540　　1．3001

2．4650　　α4270　　0．5657　　0．2939

2．3156　　α4537　　α4966　　0，3596

2．3238　　0。4176　　0．4778　　0．2554

0．9698　　0．2473　　0．1682　　0．2398

0．7784　　α2310　　0．1682　　0．2989

1．0339　　0．2140　　0．2653　　0．2298

変換値（面積ノ速度［／day］の平1均値と標本標準偏園

GDnc．　　　　　　　　　　（｝＝72h　　　（トー72h　　　O－48h　　　24－72h

㎏L）M　毎ea　Rate　Rate　Rate
O　　　　　　（6）　　　8．5265　　1．9136　　1．9394　　1．9816

　　　　　（α05）（0．02）（α03）（α04）

α429　（3）　＆42951．90041．91121．9723

　　　　　（α11）（α01）（α（〕3）（α02）

α943　（3）　＆44201．9059L91281．9800
　　　　　（α09）（α01）（α（〕3）（α02）

2．04　　　　（3）　　　8．4087　　1．8804　　1．9095　　1。9359

　　　　　（0．07）（α01）（α03）（α02）
4．21　　　　（3）　　　8．2664　　1．8540　　1．8670　　1．9053

　　　　　（α11）（α01）（α（B）（α01）

903　（3）　乳79751，71771．77061．7368
　　　　　（α12）　（α01）　（　0，04）　（0．02）

19．4　　　　（3）　　　6．2858　　1、3841　　1．3881　　1．3594

　　　　　（α13）（0．03）（α04）（0．05）

40．5　　　　（3）　　　2．3681　　α4327　　0．5134　0．3030

　　　　　（α08）（0．02）（α05）（α05）
87．3　　　　（3）　　　0・9273　　0・2308　　0・2006　　0・2562

　　　　　（0．13）　（0．02）　（α06）　（0．04）

対照に対する阻害率（％）一各個の値一
α》nc．

㎏L）

0．429

α429

0．429

α943

0．943

α943

2．04

2（溢

204

生21

生21

生21

9．03

悔
D
の
の
D
の
の
D
の
の
D
の
幻
D

　
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（

〇一72h　　（ト72h　　Or48h　　24－72h

AI・ea　　　Rate　　　Rate　　　Rate

2，55　　　1．02　　　2．50　　－0．81

0．09　　　　0．55　　　一｛）．28　　　　0．73

0．78　　　　0．49　　　　2．15　　　　1．49

2．19　　　0．49　　　3．03　　－0、67

0，09　　　0．84　　一つ．49　　　　1．15

0．70　　－0．13　　　1．57　　－0．25

1．61　　　1．44　　　1．97　　　1．60

0．53　　　1．51　　－0．02　　　2．12

2．00　　　2．25　　　2．67　　　3，20

4、58　　　3．58　　　5．55　　　3、36

2．24　　　　2．84　　　2．32　　　　3．62

2，33　　　2．91　　　3．33　　　4，57

10．15　　10・48　　10．73　　11，43

・29・



03

O3

S
4
溢
5
5
5
3
3
3

9
9
R
R
1
9
狙
姶
姐
欧
風
飢

）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）

竃
Q
竃
Q
竃
Q
竃

70

W1

V0

U0

ﾙ
0
9
助
7
5
6
3
8
7
8
7

乳
τ
肌
触
2
邑
往
吃
吃
組
皿
肌

10．53　　　7．26　　13．41

9．70　　　　8．12　　　12．21

28．36　　　29．17　　30．57

26、14　　25．91　　29．23

2＆50　30．18　3439
77，69　　70，83　　85．17

76、29　　74．39　　81．86

78，1a　　75，37　　87．11

87．08　　91．33　　87，90

87．93　　91．33　　84。92

88．82　　86．32　　8＆41

対照に対する阻害率（％）一顧随一

Conc．

（㎏ん）

0．429

0．943

2．04

生21
9．（〕3

19．4

40．5

87．3

悔，

（3）

（3）

（3）

（3）

（3）

（3）

（3）

（3）

0－72h　　　（｝一72h　　　Or48h　　　24－72h

Area　　　Rate　　　Rate　　　Rate

1．14　　　0．69　　　1．45　　　0．47

0，99　　　0，40　　　　1．37　　　0，08

1．38　　　1．73　　　　1．54　　　2．31

3．05　　　3．11　　　3．73　　　3，85

8．55　　　1α23　　　8．70　　　12．35

26．28　　　27。67　　　28．42　　　31．40

72．23　　77．39　　　73．53　　84．71

89．12　　87．94　　89．66　　87．07

対照の（｝一72h，Or48h，24－72bの速度に差があるか？

分散分析　　　　　　P＝0．05；F土3．68232

　変動要因　　　自由度　　平方和　平均平方　F値

グルーフ澗変動　 2　　0．0165α0083
クうレーフ擁力　　　　15　　　　　　0．O130　　　9．Er4　　9。5013＊

統計的に、日毎の増殖速度が一定といえません。

しかし、0税D試験法は統剖値によって判析するとしていません。

㏄50計算に用いたデータ（Pmbit，bgit法）

　
ラ
　
ラ
　
ラ

　
g
留
0
3

　
　
　
－
丑
丑

　
（
　
（
　

（

瀕
臨

区
　
1
232．04
44．21

59．03
6　19．4

740．5

887．3

（0．31）

（0．62）

（0．96）

（1．29）

（L61）

（1．94）

St飢

200．00

200．00

200．00

200．00

200．00

200．00

200．00

200．00

0－72h

ヤea

（｝一72h　Or48h

Rate　　Rate

1．38　　－
0．80

3．47

6．22

2α47

55．34

154．71

175．88

24－72h

Rate

2007一生52

藻類　　生長阻害試験　　観察回数4濃度区数・9G㎎／L）

繰り返し数二6，3，3，3，3，3，3，3，3

データファイル：2010012　更新日：2008／02／28

生物量

濃度繰返し　0　　　　24　　　48　　　72　　　hour

0　　（1）

　　　（2）

　　　（3）

10．000　　　57．000　　　475．00　　　3166．0

1α000　　58．000　　522．00　　3257．0

10．000　　　61．000　　　449．00　　　3156．0

一30甲



　　　（4）

　　　（5）

　　　（6）
α429　（1）

　　　（2）

　　　（3）
α943　（1）

　　　（2）

　　　（3）

ao4　（1）

　　　（2）

　　　（3）

421　（1）

　　　（2）

　　　（3）

903　（1）

　　　（2）

　　　（3）

194　（1）

　　　（2）

　　　（3）

40．5　（1）

　　　（2）

　　　（3）

87．3　（1）

　　　（2）

　　　（3）

生物量（％）

灘
0．429

0．943

2．αt

4．21

9．α3

19．4

40．5

87．3

10．000　　　59，000　　　478．00　　　3347，0

10．000　　　59．000　　　502．00　　　2925．0

10．000　　61．000　　479．00　　2855，0

10．000　　　54．000　　　439．00　　　2935．0

10．000　　　59，000　　　489．00　　　3016，0

10，000　　61．000　　445．00　　302a　O

1α000　56．000　430．00　302ao

10．000　　59．000　　493．00　　2966．0

10．000　　　59．000　　　455．00　　　3136．0

1α000　58．ODO　螂．00　2晒．0
10．000　　　59，000　　484．00　　　2855．0

10．000　　　59．000　　　436．00　　　2735．0

10．000　　　55．000　　　390．00　　　2534．0

10」000　　　58．000　　　442．00　　　2644。0

10、000　　　60．000　　　425．00　　　2634．0

10．000　　51．000　　319．00　　1706．0

10．000　　　55．000　　　365．00　　　1701．0

10．000　　　55．000　　　353．00　　　1784。0

10．000　　39．000　　　156。00　　611．00

10．000　　　42L　OOO　　　177．00　　　694．00

1α000　菊．000　150．00　606．00

10．000　　　20．000　　　31．000　　　36．000

10．000　　　19．000　　　27．000　　　39．000

10．000　　　21、000　　　26．000　　　35．000

10、000　　　13．000　　　14。000　　　21．000

10．000　　　11．000　　　14．000　　　20．000

10．000　　　12．000　　　17，000　　　19．000

　　　　　24　　　48　　　72　　hα∬
　　　　　1．14　　　　α69　　　　1．45

　　　　　0．99　　　　0．40　　　　1．37

　　　　　1．38　　　　　1．73　　　　　1．54

　　　　　3．05　　　　3．11　　　　3．73’

　　　　　8．55　　　　　10．23　　　　8．70

　　　　　26．28　　　27．67　　　28．42

　　　　　72．23　　　　77，39　　　　73．53

　　　　　89、12　　　87．94　　　89．66

E（L）C50計算　収束半掟殖・0．0001　最大反復回数・50

　　　　　　　　㏄50計算ごとの詳細デLタ

　　　　　　　　　プロビット関数
収束せず

●●0－72h　Rate　E（L）C50計算　収束までの反復回数＝50収束せず　●●

◎デザイン行列

瀕
0．429

0．943

2．04

421

9，03

19．4

　
ハ
∪
0
0
0
0
0

　
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

n
2
2
2
ワ
μ
2
ワ
臼

y

2．000

2．000

3．469

6，224

20．47

55，34

y∠n

O．01

0．01

0．02

0．03

0，10

0．28

α〕nst．1㎎10（C）

LOOO　－0．3〔B

1．000　一｛）．025

1．000　　　0．310

1．000　0，624

1．000　0．956

LOOO　L288

一31・



【
口
Q
U

狙
肌

200．0　　　154．8　　　0・77　　　　1，000　　　1．607

200．0　　　　175．9　　　0，88　　　　　1．000　　　　1．941

◎　回帰式の適合度の検定　　κ2値㈱．05，dfま6）＝12・59（P・0．01，df略）ニ1a81

×2乗（逸脱度）　ニ54．35〉＝　16．81料・適合が悪い

X2乗（ヒ。アソン）＝273．0〉＝　16。81牌適合カミ悪い

AIC　　　　　　ニ922．7

◎パラメータ推定

パラメータ名　係数（θ推定）

oonst　　　　－2．984

109（（bnc．）　2．102

璃肌D検定　　X2値巧49．808

標準誤差（SE）　θ推定／SE

O．122　　　　－2436

0．090　　　　　23．45

自由度二1　有意確率旨0．000

◎推定値と残差

濃度　　Y
O．429　　2．000

α943　　2．000

204　　3．469

421　　6．224
9，（〕3　　　2α47

19．4　　55．34

40．5　　154．8
87．3　　　　　　175．9

Y推定　残差（度数）Y／n（P）

加
伽
鰯
魏
鰯
胸
脚
御

0
0
L
9
3
7
1
1

1．983　　0．010

1．761　　　0．010

1．504　　　0．017

－3，238　　　　0．031

－12。50　　　　0．102

－22．86　　　　0．277

24．03　　　　0．774

3．167　　　0．879

縦
隔
㎝
㎝
側
燭
謝
晒
脳

π
9
α
α
α
α
α
α
α

残差（害恰）

0．010

0．009

0．008

－0．016

刃，062

－0，114

0．120

0．016

◎診断統計量

瀕
麟
0．429

0．943

204
4．21

9．03

19．4

40．5

87．3

αx）kの距離てこ比　逸脱度残差ヒ7ソン残差
21．07　　　　0．031

2．713　　　　0．105

0．449　　　　0．227

0．514　　　　0．298

1．605　　　　0．266

2．292　　0．239

5．124　　　　0．341

0．482　　　　0．493

3．881

2．236

0．973

－L148
－2．530

－3．391

3．700

0．664

15．09

3．608

1．078

－1．079

－2．382

－3．313

3．572

0．652

一標準化一
逸脱度残差ヒ7ソン残差

圏
鵬
卿
謝
嘲
晰
瑚
蝿

3
2
L
4
五
心
生
α

15．34

3，814

1．227

－1．287

－2．781

－3．798

4．400

0．916

％、80％、脚％、20％、10％の推定

109（B〕90）　ニ

㎜（㎎／L）＝

109（㏄80）　ニ

㎜㎏L）ニ
109（区50）　ニ

㎜㎏／L）ニ
10g（EC20）　　　＝

㎜㎏ん）＝
10g（㏄10）　＝

㏄10（㎎ん）＝

0．8098

6．4534

1．0191

10．449

1．4194

26．267

1．8198

66，（135

2．0290

106．92

（95％Range：α7821一α8309）

（95％㎞：6．0554－a7745）
（95％Range：0．9866－1．0479）

（95％Range：96960－11．167）

（95％㎞ge：L3777－1．4631）

（囁Range：23．863－29．049）

（95％糠：1．7688－1．8784）

（囁Range：58．728－75．571）

（95％Range：1．9733－2．0954）

（95％Range：94．036－124．57）

ロジット関数

●●0－72h

◎デザイン行列

濃度　　n
O．429　　　　200．0

0．943　　　　　200．0

Rate　E（L）C50計算　収束までの反復回数＝5●●

y

2．000

2．000

y／n　Const．10910（C）

0．01　　1．000　－0．翻

0．01　　1．000　一｛）．025

一32一



2．04　　200，0

421　　200．0
9（〕3　　200．0

19．4　　　200．0

40．5　　200．0

87，3　　200．0

3，469

6．224

20．47

55．34

154．8

175．9

0．02　　　　1．000　　　0．310

0．03　　　　1．000　　　0．624

0，10　　1．000　　0．鰯

0．躯　　 1．000　　1．騰

0．77　　　　1．000　　　1．607

0．88　　1．000　　1，941

◎　回帰式の適合度の検定　　κ2値（P＝0．05，df葦6）＝12．59（P甫．01，df±6）ニ16．81

×2乗（逸脱度）　＝27．71〉＝　16・81＊＊適合が悪い

X2乗（ピアソン）＝50．58〉＝　16．81＊“適合が悪い

AIC　　　　　　＝896．0

◎パラメータ推定

パラメータ名　係数（θ推定）

const　　　　－5．888

109（（bnc．）　4．123

肌D検定　　X2値≒341，328

標準誤差（SE）　θ推定／SE

O．318　　　　　　　－18，52

0．223　　　　　　　　　　18．48

自由度判　有意確率・0，000

◎推定値と残差

濃度　　Y
O．429　　2．000

α943　　2．000

2（｝4　　3．469

4．21　　6．224

903　　20．47
19．4　　55．34

40．5　　154。8

87．3　　　 175．9

Y推定　残差（度数）Y／n（P）　π推定　残差（割合）

0，122

0．498

1．967

7．015

24．95

71．82

135．3

178．4

1．878　　　0．010　　　6．Er4

1．502　　　0．010　　　0．002

1．502　　　0．017　　　0．OlO

－0．791　　　0，031　　　0．035

－4．481　　　0．102　　　　0．125

－16．48　　　0．277　　　0．359

19．44　　　0．774　　　0．677

－2．564　　　　0，879　　　　0．892

　　　　　■

㎜
鵬
鵬
鰯
曜
幟
㎝
㎝

α
α
α
丑
峨
峨
軌
丑

◎診断統計畳

皺
岨
欄
測
鍛
團
謙

Cbokの距離てこ比　逸脱度残差ヒ7ソン残差
0．290

0．131

0．093

0．019

0．371

2．377

5．751

0．247

0．019

α052

0，124

0．238

0．346

0．345

0，431

0．445

2。731　　　　　　5．384

1．603　　　　　　2．132

0．971　　　　　　1．076

－0．310　　　　　－0．304

－0．986　　　　　－0．959

－2．479　　　　　－2．429

3．（133　　　2．938

一｛〕．575　　　　　一｛）．585

一標準化一
逸脱度残差ヒ7ソン残差
2．757　　　　　　5．437

1．646　　　　　　2．189

1．038　　　1．150

－0．355　　－0．348

－1．219　　　　－1．186

－3．063　　　　　　－3．002

生（122　　　3．896

－0．772　　　　　　一つ．785

％、80％、EC50％、20％、10％の推定

109（㏄90）　ニ

㎜㎏L）ニ
109（㏄80）　ニ

㎜亟ん）＝
109（即50）　＝

㎜（㎎ノL）ニ

109（B〕20）　＝

脱0㎏／L）ニ

1・9（E10）　ニ

㏄10（㎎ん）二

欄
織
㈱
謝
伽
聞
欄
翅
螂
犯

α
7
．
L
皿
L
器
L
駆
．
L
肌

（95％瞬：0．齢一α9155）
（95％Range：　7．3164－　　8．2311）

（95％Range：1．0576－1．1200）

（95％㎏：11．419－13．183）

（95％R噸：1．3881－1．4697）

（95％Range：24．441　－　　29．494）

（95％㎞：1．7186－1．8194）

（95％Range：52，314－65．984）

（95％Range：1．9119－2．0240）

（95％Ra㎎e：8L648－105．68）

　　　　　　　　㎜
●●藻類　σ一72h速度法㎜推定結果の書き出し一＞

2007r生52藻類　　生長阻害試験

紅5％で有意，料二1％で有意　●●
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◎膿計算用元データ

濃度㎎ん0　　α姐9　0．脇　2．04　421　903　194　菊，5　留．3　平均
1　　　　　　　　　　1．9192　　　1．8940　　　1．9041　　1，8859　　　1．8450　　　1，7131　　1．3708　　0．4270　　　0，2473

2　　　　1，9287　1．9030　1．8975　1．8847　1．8592　1．7121　1．4133　0．4537　0．2310
3　　　　　　　　　　1．9182　　　1．9041　　1．9160　　　1．8704　　　1．8579　　　1．7280　　　1，3681　　0．4176　　　0．2140

41．9377一一5　　　　　1．8928　一　　　一

6　　　　　L8847　一　　　一
平均　　　　L9136－1．9004　1，9059　1．8804　1．8540　1，7177　L3841　0．4327　α2308　L5133

標準偏差　　α0206　α0056　α0094　0．OO㏄　α0078　α008g　O．0253　0。0187　0．0167

◎各濃度区の対照平均に対す’る相対量

濃度㎎／L　O　　α429　α943　2α1　生21　aO3　194　ω，5　97・3
1　　　　　　　　100．30　　98．98　　　99．51　　　98，56　　　96．42　　　89．52　　　71．64　　　22．31　　　12．92

2　　　　　　　　　100．79　　　99．45　　　99．16　　　98．49　　　97．16　　　89．47　　　73．86　　　23．71　　　12．07

3100．2499．51100．1397．7597．0990．3071．5021．821L18

4101．26一一5　　　　98．92　　一　　　一

6　　　　98．49　　一　　　一
平均　　　　100．00　99．31　99．60　98．27　96．89　89．77　72、33　2261　12・06

◎バートレット轍）検定
　κ二乗検定値　　（b；0．05）＝1551　（b；0．01）＝2α09　自由度＝8

　　計算値（τ403）〈＝15．51　5％の危険率で等分散性を認める。

◎一元配置分散分析　（全ての濃度区の平均数に差がないとみなせる籾

要因　　　平方和　　　自由度　　　　平均平方　　　検定値（F）

翅里　　　　　11．23849　　　　　8・000000　　　　　1．404812　　　　　5526．906

縫　α燗　21．㎜　2．剛
錐　11．㎜　四．㎜
F検定基準値　　（p：0．05）；2．420　　（p：α01）＝3．506　自由慶8：21

計算値（5527）〉2420
5％の危検率で「濃度区間に差がない」仮説をi棄却する。

　即ち、濃度区間に差があるとみオ臨

◎Du㎜ett型の検定（どの濃度区が対照に比べて差があるかを特定する）

濃度㎎ん0　　0，429　0．螂　2．α1　421　903　194　40・5　87・3
計算値　　　　一　1．169　0．681　2．944　5・282林　17・37＊＊46・97＊＊131’4＊＊1493林

㎞ett確率　　　0．8371　0．9898　0．0512　0．0002　〈α㎝）1〈0．0001〈0．0001〈砿0001
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CroΨth　R＆te（　0・72h）

1－5

1．0

0．5

0．0

，　　－

」一
■

甲　，　　，

甲

．齢串　卓

■　，　　一

@串
・⊥一

■■ ﾞ
　
■

串
一

0 　　　0．429　　　0．943　　　2．04　　　　4．21　　　9．03　　　　19．4　　　　40．5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Concentration（蹴ζ／L）

NOEC　Est　i餉at　i　on　by　《1ζae　Growth　Test　　　　NOEC　O－72h速度ま去

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2007一生52

87．3

工縦　　　（陶．95）

1　2SD
」　，

　　　（酢0．95〉
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