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陳 述 書

一般財団法人化学物質評価研究機構
久留米事業所

試験委託者 環境省、

試験の表題 o‐ニ トロアニリンの Pse“の虚たたれerZeZZα賜bcqp加ねを用いる藻類生長阻害試験

試験番号 95703

上記試験は以下の GLP に従って実施したものである。

a)「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準について」 (平成 23年 3月

31日、薬食発 o331第 8号、平成 23・03・29製局第.6号、環保企発第 110331010号) に定める

,「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準」
b)、OECD Principles ofGood Laboratolypractice,Novembe1 26,1997

また、本最終報告書は生データを正確に反映しており、試験データが有効であることを確認

した。

之 "eZ 年 J‐月 / じ 日

試験責任者
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久留米事業所

試験委託者 環境省

試験の表題 o-ニ トロアニリンのPse“めたれた〃げ賜わs“虚叩Zねね を用いる藻類生長阻害試験

試験番号 95703

本最終報告書は、試験の方法、手順が正確に記載され、試験結果は生データを正確に反映し
ていることを保証する。
なお、監査又は査察の結果については、下記の通り試験責任者及び運営管理者に報告した。

監査又は査察内容 監査又は査察日 .報告 日
(試験責任者及び運営管理者)

試験計画書草案 2011年 12月28日 2011年 12月 28日 -
試験計画書 2011年 12月28日 2011年 12月 ,28日
暴露開始時 2012年 1月 10日 2012年 1月 10日
暴露開始後 2012年 1月 13日 2012年 1月 13日
生データ、最終報告書草案 2012年2月 8日 2012年2月 8日
最終報告書 2012年2月 10日 2012年2月 10日2012 2月 10日 2012 2月 10日

之0ず2 年 2 月 rp 日

、 .

信頼性保証部門責任者
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1. 表 題

ひニ トロアニリンの路 eはめ艦たね肥rimα跳bcqpzrα加を用いる藻類生長阻害試験

2..試験委託者

名 称 環境省
住 所 ‐〒 100‐8975 東京都千代田区霞が関 1-2‐2

3.・試験施設

名 称 一般財団法人化学物質評価研究機構 久留米事業所
住 所 〒839‐0801 福岡県久留米市宮ノ陣三丁目2番 7号

4. 試験目的

ひニ トロアニリンの Pse"の廟たた〃erfezzαsぬ cqpz云α加に対する生長阻害試験を行い、0-72時間

の 50%生長阻害濃度 (EC50)及び最大無影響濃度 (NOEC) を求める。

5‐試験法

a)「新規化学物質等に係る試験の方法について」(平成 23年 3月31日、薬食発 0331第 7号、

平成 23・o3・29製局第 5号、環保企発第 110331009号) に定める「藻類生長阻害試験」

b)OECD Guidelmes for 発 st出 gofChe 面 cals,No.201,Malch23,2006,A ねロex5corrected: July

28, 2011, "Freshwater 亙 gaandoyanobacteria,G1owthl ロhibitionTest"

c)OECD Guidance Document,No.23,September2000,"GuidanceDocumentonAquatic 恥 xicity

llesting ofDifコ巨cultsubstancesandD4ixtures=

6.GLP 基準

a)「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準について」(平成 23年

3月 31 日、薬食発 o331 第 8号、平成 23・03・29 製局第′6号、環保企発第 110331010 号 )

に定める「新規化学物質等に係る試験を実施する試験施設に関する基準」
b)OECD Principles ofGoodLaboratory Practice,November 26,1997

7. 試験日程　 　 　 　
　

試 験 開 始 日 2011 年 12 月‐28 日

実 験 開 始 日 ‐ 2012 年 1 月 10 日

実 験 終 了 日 2012年 1 月 13 日
‐ 1 .

′

試 験 終 了 日 2012年 2 月 10 日
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8. 試資料の保管

試験計画書 (正本)、最終報告書 (正本 )、生データー、試験委託書、契約書写し及びその他

の記録は当試験施設に保管し、被験物質は保管しない。

保管期間は最終報告書提出後 10年間とする。

保管期間終了後の処置 (継続保管、廃棄又は返却)-は、試験委託者と協議の上決定する。

9. 試験関係者

試験責任者
試験担当者 (生物試験の実施)
試験担当者 (分析試験の実施)

10.最終報告書の承認

1,

試験責任者

(所属 試験第四課)

JC/ ュ年 ユ 月 / P 日
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11.要 約

試験条件
試験生 物 Pse“の厩たね〃erleZZα跳 bcqpirα加

‐ 試験区 ・ - 100、 32、 10、 3.2、 1.om 以L( 公比 iao)の 5濃度区及び対照区

試験濯夜の調製 供試試料を培地に溶解して調製した試験原液を用いて調製
　 　 　 　

暴露方式 旋回振とう培養 (約 100回/分)

暴露期間 ・ 72時間

連 数 6連/対照区
3連/試験濃度区

試験液量 600mU 対照区 (loomL/試験容器)

300mU 試験濃度区 (loomL/試験容器)

培養温 度 ‐ 22.2~22.8 ℃

光強度 . 92~95]E/m2/s

生物量の測定 細胞濃度
被験物質濃度の測定 HPLC法 (暴露開始時及び終了時)

試験結果
EC5o(E,C5o) 44mgL(95% 信頼限界 :42~45m 胃L)

NOEc( 生長速度 0‐3d) 1.omgL

(上記濃度は、設定濃度に基づく値)

- 8 ‐
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12.試験材料

12.1 被験物質

a)名称等
L 名 称 ひニ トロアニリン

CAS 番 号 88‐74‐4

b)構造式等
,構造式

分子式 C6H6N202

分子量 138.13*1

*1 原子量表 (2011)を用いて算出した値

c)供試試料
′

被験物質純度 loo.o%( キャピラリーカラム GC)*2

供給者 . ←

ロット番号 ,

被験物質は純度 100%として取り扱った。

*2 供給者提供の検査成績書

d)物理化学的性状
- . ー

蒸気圧 4Pa(20 ℃ )*3、
.J

対水溶解度 14.98虹 (30℃)メ3

1-オクタノール/水分配係数

logp 。ctl.44/1.83*4

融 点 73.3℃ *2

沸 点 284℃ *3*“

常温における性状 黄みの赤褐色、粉末又は小塊 .*2　
　

　 　

安定性 光により変質する *5

溶媒に対する溶解度等
エタノール、アセトン ジエチルエーテル及び希塩酸に溶けやす

　 　
　

く、水にほとんど溶けない。
比--重 0.96冗費鶴岡℃r*3ぢ-- ‐÷÷÷÷

*3 化学物質総合情報提供システム (CHRIP)
*4 KavelvetschueIen "日紙ーdbook ofEnvirommentaIDataonorganicChett)dcals “4thEd,

*5 製造元‐{ の製品安全データシー ト

e)保管条件
冷暗所保管した。

‐9-
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り被験物質の同一性及び保管条件下における安定性の確認
当試験施設で測定した赤外吸収スペクトルが独立行政法人産業技術総合研究所の
有機イヒ合物スペクトルデータベースに記載の赤外吸収スペ.クトルと一致することが

確認された。また、実験開始前及び終了後の赤外吸収スペクトルを比較することにより、

保管条件下における被験物質の安定性を確認した。,

g)取扱い上の注意
手袋、マスク、保護めがね及び白衣を着用し、皮膚、目への接触及び吸入を避けた。

また、被験物質はひよう量時のみ黄色灯下で取り扱った。

12.2 試験生物

　 　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　

生物種選択の理由 テストガイドラインに推奨されている種

入 手 源 ‐
ノ
AmericanTypeCultureCollection

入手株番号 ATCC22662

入手日 1995年 6月 30 日

入手宅姿の管理 当試験施設で無菌的に継代培養
試験系の再現性の確認 定期的に基準物質による藻類生長阻害試験を実施

最新のデータを以下に示す。

基準物質 :ニクロム酸カリウム

(和光純薬工業 試薬特級 ロット番号 m H7646)

実施期間 ;,2011年 6月 13 日~6 月 16 日

E,C5。 (0‐3d):0.99m 以L

この値は当試験施設におけるバックグラウンドデータの規定範

囲内 (平均±2x標準偏差)であった [平均±標準偏差 .94±0.18

mgL(n コ18)] 。

13.試験の実施

13.1 培 地

前培養及び試験ともに精製水で調製した OECD 培地 (OECDTG201;March23,2006)

を用いた。

ComPonent m 胃L Component m 胃 L ‐

H3B03 0.185 CuC12 ・2日2〇 0.00001

M[ncl つ.4日つ0 0.415 CaC12 ・2H20 18,O

zncl つ 0.00300 NH4CI 15,.O

FeC13 ・6H20 0.0640 KH2P04 1.60 ・

Na2EDTA ・2H20 ‐ 0.100 NaHC03 50.0 ・

COC12 ・6H20 . 0.00150 M[gC12 ・6H20 12.0 ′

、Na2M[o04 ・2日 20 ‐0.00700 M【gs04 ・7H20
・
15.O

‐10 ‐
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13.2 試験器具及び装置

試験容器 500=nL容ガラス製三角フラスコ (通気性のシリコセン⑩付)

培養装置 連続振とう培養、温度及び照明の制御が可能な装置
(光照射式恒温振とう培養器、 ユーエスアイ)

13.3 試験液の調製法

必要量の供試試料をひょ,ぅ量し、培地と混合後、溶解するまで 110分間撹梓し、loomgL

の試験原液を調製した。調製容器内で必要量の試験原液及び試験原液と同様の処理をした
培地 (処理培地)を混合、撹拝して試験液を調製し、各試験容器に分割した。ひよう量は

黄色灯下で行った。

13‐4 試験条件

暴露方式 旋回振とう培養 (約 100回/分)
暴露期間 72時間

試験濃度 100、32、10、3.2、1.omg虹 (公比V[iao)

予備試験結果から試験濃度及び公比を決定した。
予備試験結果を Additionaldataに示す。

対照区 被験物質を含まない処理培地
連 数 6連/対照区

3連/試験濃度区
試験液量 600mU 対照区 (loomU試験容器)

300mL/試験濃度区 (loomL/試験容器)

暴露開始時の細胞数
31日間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

o.75xl04cells/mL になるように試験液に接種した。 ・

試験操作 ・ 無菌操作により実施した。

温 度 21~24 ℃ (±2℃の変動幅)

照 明 設定値 9ol凪/叩2/s(設定値の±20%以内、平均値±15%の変動幅)

4oo~700・Imのスペクトル幅をもつ蛍光灯による連続照明

13.5 観察と測定

a)藻類の生長等

測定項目 生物量 (細胞濃度)
測定頻度 , 暴露開始後 24時間ごと (試験液のバックグラウンドを測定しプラン

ク補正を実施)
.系囲胸霜歴察一-- ー暴ー露研終罰筆詞モヨ各ー試験胴話三刃きril誌湛験ー容濡r

測定機器 . コールターカウンター Z1( ベックマン ・コ,一ルター )

生物顕微鏡 B×41(オリンパス)

‐11 ‐
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b)試験液の状態
暴露開始時及び終了時に観察 ‐

c)試験お夜の水質及び暴露環境
pH 調製容器より別途分取して測定 (暴露開始時)

各試験区につき1試験容器を測定 (暴露終了時)

培養装置内温度
暴露期間中1日1回測定

光弓重度 培養装置内で暴露期間中-1日11回測定

測疋{ 機器 ポータブル pH 計 HD恥21P( 東亜ディーケーケー)

検定済ガラス製棒状温度計
光量子計 L1‐250A(LI-COR)

d)試験液中の被験物質濃度
測定頻度 暴露開始時及び終了時
採水方法 調製容器より別途分取 (暴露開始時)

各試験区の試験容器から均等量採取し混合 (暴露終了時)
藻体除去 遠心分離 (3000・pm,10分間)( 暴露終了時のみ実施)

採水量 .約 10~121nL( 全試験区)

測定方法 Appendix l参照

13.6′結果の算出

暴露期間中に測定した試験液中の被験物質濃度が設定濃度の±20%以内であったため、

結果の算出には設定濃度を用いることとした。

a)阻害率の算定法
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。この

, 曲線を用い、生長速度を比較して阻害率を算出した。
　 　 　

　 　 　

生長速度の比較
指数関数的に増殖しているときの生長速度は次式に従って計算した。

　　　　　　　　　　
薙ゴ
ー
方 一方 ,

こ こで -

メリ ニ" 時から方時までの期間の生長速度。日当たり (寸1)で表す。

婦 : お時の実測細胞濃度 (cells/mL)。試験開始時 (r。) の細胞濃度は設定値を

用いた。

.Nj = 方時の実測細胞濃度 ell mL)-

“・= 暴露開始後 z回、目に細胞濃度を測定した時間 (d)

カ ニ暴露開始後j回目に細胞濃度を測定した時間 (d)
EC5。の算出においては、暴露開始時から72時間後までの暴露期間を通じた生長速度

を求めた。対照区については、試験の有効性を調べるために1日ごとの生長速度も求めた。

‐12-
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試験濃度区における生長阻害率は対照区の各連の平均生長速度の平均値・(〆‘) と試験

濃度区での各連の平均生長速度 彰 ) との間の差を次式に従って算出した値 儀)の平

均値とした。

ムニメデ xlm

b)EC5o の算出法

各試験濃度区に対応する阻害率を片対数グラフにプロットし、直線性の認められる点

を用いて直線回帰分析 .(最小二乗法) を行い、阻害率 50% との交点から EC5o及びその

95%信頼限界を算出した。生長速度により求めた EC5oは E,C5oと記載した。

EC5。は、当事業所にて開発したコンピュータプログラム (Mucroso貴Excel;こより起動 )

を用いて算出した。

c)NOEC の評価

生長速度について、Bzmlett法による等分散検定を行った後、各試験濃度区と対照区

との有意差の有無を K ruskal-Wauisの順位和検定及び Mann-Whitney の U 検定により求

めた。ただし、E,C5oより高い試験濃度区は、有意差検定には使用しなかった。有意差

検定は、当事業所にで開発したコンピュータプログラム (Microso宜Excelをこより起動)

及び統計処理ソフトウェア (SPss 16‐OJEorWindows) を用いて実施した。有意差検定

結果及び細胞観察結果より、NOEC を評価した。,

13.7 試験の有効性

a)対照区における藻類の生長は 72時間後に 16倍以上でなければならない。

b)対照区における毎日の生長速度の平均変動係数が暴露期間を通じて 35%を超えてはな

らない。

ー c)対照区における繰り返し間の生長速度の変動係数が 7%を超えてはならない。

13.8 数値の取扱い

数値の丸め方は、JISZ8401:1999 規則 B に従った。、

14.試験結果及び考察

14.1 試験液の観察と測定結果

a)試験液の状態 .

. 試験濃度区では暴露開始時は濃度に依存して黄色澄明であった。暴露終了時には 100-
、 .

mm 区は黄色澄明であり、細胞の増殖により32mgl÷区ではわずかに懸濁した黄色、

その他の試験濃度区では濃度依存的に黄緑色 (濃度が低い程緑色が強い)を呈していた。
対r照区-でば霜露醍甑部寺泥罷無芭透明で-ありF 暴露終了甘寺だほ系断包て露増-掴ごごよ官房緑琶愛す-- …ーー÷

呈していた。

b)試験液の水質及び暴露環境
試験液の pH を Tablel、培養装置内温度及び光強度を Table2に示す。

試験液の pH は 7,8~7.9 であった。培養装置内温度は 22.2~22.8℃、光強度は 92~95

]E/m2/s で あった。

-13 ‐
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c)試験液中の被験物質濃度
被験物質濃度の測定方法及び結果を Appendix l、検量線及びクロマトグラムを

Appendix 2 に示す。

測定した試験液中の被験物質濃度は暴露開始時では 0.83~98m 胃L、暴露終了時では

0.81~97m 胃L であった。また、設定濃度に対してそれぞれ 83~102% 及び 81~101% で

あり、設定濃度の±20%以内に保たれていた。

14.2 E,C5 。

各時間での生物量を Table 3、.生長速度及び生長阻害率を Table4 、 E,C5oを Table 5 に

示す。また、濃度 - 生長阻害率曲線を Figurel に示す。

生長速度によって算出した被験物質の E,C5oは 44m 以L(95% 信頼限界 :42~45、mgL)-
-

. ・

.で あった 。

14.3 各試験区での生長曲線、細胞観察結果及び N‐OEC

NOEC を Table 5、有意差検定結果を醸 ble6、生長曲線を Figure2 に示す。
‐ . ・

loom 多 区では暴露期間を通して生長は著しく抑えられていた。32及び lom 寧L 区で

は阻害が認められたものの対数増殖を示した。3.2m‐胃L 区では対照区に近い生長を示した。

1,omgL 区では対照区と同様の生長を示した。

以下の細胞観察結果は全て対照区との比較に基づくものである。全試験濃度区で対照区
と同様であった。対照区では異常がみられなかった。

生長速度について有意差検定を行った結果、32、10及び 3.2mgL 区において統計学的

な有意差が認められた。有意差検定結果及び上記細胞観察結果より、生長速度における

NOEC は 1.omgL であった。

14.4＼試験の有効性

a)対照区における生長
対照区における供試藻類の生長は暴露終了時まで対数増殖を示した(Figure2参照)。

暴露終了時には初期生物量の 119倍以上 (Table3参照) に増殖し、有効性基準 (16倍

以上の増殖) を満たしていた。

b)対照区における日間生長速度
対照区における日間生長速度の平均変動係数は 9.6%(Table7参照)であり、有効性

基準 (35%を超えてはならない) を満たしていた。

, c)対照区における繰り返し間の生長速度
対照区における繰り返し間の生長速度の変動係数は o.99%(Table 7参照) であり、

有効性基準 (7%を超えてはならない) を満たしてした。

14.5 考 察

試験は被験物質の培地への溶解濃度以下での試験生物に対する影響を求める試験とし
て行 った。その結果、 E,C5oは′44 m 胃L、 N‐OEC は 1.o mgL で あった。試験液 中の被験物

質濃度は設定濃度の±20%以内に維持され、また、試験環境条件も適切な範囲内であった

ことから、試験は試験法に準じたものであったと判断される。

15.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

当該要因はなかった。

‐14 ‐
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Tablel pHoftestsolutions

Nominal

conCentration

(m膨L)

pH . ・

Atthestart Attheelid

Control 7.8 7.9

1.0 ‐ 7.8 7.9

3.2 7.8 7.9

10 、 7.8 , 7.9

32 , 7.8 7.9

100 ‐ 7.9 、 7.9

Table2 Culturetenoperatureandlightintensityinincubator

Time Atthestalt 1‐day 2‐day Attheend

Culturetemperature(oC) 22.2 ′22.4 22.3 22.8

Lightintensity(]E/m2/s) 95 92 94 93

‐15 ‐
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Table3 Valueofbiomassateachtime

Nonヒ・inaI

COIICe]□Ltration

(m躍り
No.

Cell concentration(xl04cells/mli

ohoura 24hours 48hours 72hours

Control

A

B
C

D

E
F

0.75 ,

0.75

0.75

0‐75 ー

0.75

0.75

4.7

4.3

4.3

4.4

4。5
‐

4.5

23 ・

22
20

22

22
22 ‐

96
94

. 89b
・

100

100

99

Mean

S.D.

‐ 0.75

0 、

′ 4ニ5 .

0.15

22

0.88

96
4.5

1‐0

A

B
C

0.75

0.75

0.75

3.9

3.7

, 3.9

, 21

21 ・

21

90

91 ,

90

Mem

S.D.

0.75

0

3.8

‐ 0.11

・ 21 -

0.27

91
' 0.48

3.2:

A

B
C

0.75
-

0.75

0.75

4.O

4.3
r

4.O

19
20

19

80
82

‐ 78

A4ean

S.D.

0.75

0

.4.1

0.18

19
0.71

・ 80

1.7

-10
′
/-

A
B

C.ー ・ー・, .・.ー"
M[ean

S.D.

0.75

0.75

0.75
‐

3.5

3.2 ・

3.8

15 ‐

14
15

52
. 53 ‐

52" . "【""・..・".・【.・“・-. =.

53 ・

0.28

0.75

0
3.5

0.28

14

0.73

32

A

B
C

0.75

0.75

.0.75

‐ 1.8

1.7

1・.6

5.3

5.4

5.4

‐ 17

16
15

Mem

S.D.

0.75

0

, 1.7

0.081

. 5.4 ‐

0.086

16
0.99

100

A
‐ B

C

0.75

○.75

‐ 0.75

1.2

1.2

1.2 ,

1.3

. 1.4

1.3

1.5

1.6

1.7

ハdean

S.D.

0.75

0

1.2

0.039 ‐

,1.3

0.058

1.6

0.089

a The valuebased onthe measu ‐ledvalueofpre ‐culture ‐

b The mmlmum cell growth in controL(biomassattheendofexposure/biomass at the

stanofexposure)-

89/0.75=119
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Table、4 GroWthrate alldgro wth 血hibition

Nominal

concentration

(m鄭L)
No.
＼ Growthrate

(0‐3d)

11=hibitionrate

(%)

Control

A

B

C

D

E

F

1.62 ・

1.61

1.59 、

1.63

1.63

1.63

ー
・

一;.

ノ

.

・

ハ4ean

S.D.

. 1.62

0.0160

r ・

1.0

A
B
三
富

1.60

1.60 ・

, 1.60

1.3

1.1

1.2
.・・-・..・・

1.2

0.11

1.60

0.00177

3.2

A

B

C

1.56

1.56 ,

1.55

3‐9

3.3

. 4.2

D4ean

S.D.

1.56

‐0.00694

3‐8

0.43

10

A

B

C

1.42

1.42

1.42

′
13 ‐

シ ,12

1、2

Ddean

S.D.

1.42

0.00176

12

0.11

32

A

B

C

1.04 .

1.03

, 0.996

36

36 ‐

38

Mean
ー
S.D.

1.02

0.0209

37

1.3
‐

、

A
、
0.236 85

100
D
C

U. 乙ココ

0.273

04

83

Mem

S.D.

0.254

00185

, 84

1.1
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Table 5 E,C5oandNOEC

E,C50(m彫り NOEC(m 胃L)

44(42to 45). 1.O

Malues inparentheseS expteSs 95%confidenceintelval.

Table6 Resultofstatistica1allalysis

丁。minal

ConCentratlon

(m胃L).

Statistical

analysis
Statisticalprocedure

1.0 n.S.

Balllett'stest

Kiuskal-＼〕▽allisraPk-su・n test

Adaqn-vvhitney っSU-test

3.2 *

. 10 *

32 *

′ 100 - ′

n.s.:} ro sigゴロificant di畳ierence

* :Signincantdi ぼerenceQ7<0.05)

:The datainthe expos はrelevelwasnotusedforthestatisticalanalysis since the

concentrationwasgleaterthanE,C5o.

Table7 uariatiol1ofgrowthrates in control

〈 Variationfor section-by-section specificgrowthlatesinthecontrols 〉

ControI No. Mean
Standard

deviation

CoefEicient of

variation(%)

A 1.62 0.203 13

9.6

(Mean)

B , 1.61. 0.154 9.6

C
.1.59

0.140 8.8

.. D 1.63 0.128 7.9

、E 1.63
ー
0.151 9.2

F 1.63 0.152 」 9.3

<Variation ofaverage speci丘c growthlatesinreP1icatecontrols>

.-
.

0-3day

N[ean 1.62

Standarddeviation 0.0160

Coe茸icientofv 紅iation(%) 0.99

‐18 ‐
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100

÷e÷ COntrol

　　　　　　　　　　　

÷B÷3.2(mgL)

→← 10(m 謬L)

一キ÷32(mgL)

→← 100(m 胃L
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o
H
x
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ロ
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U
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Figu ・e 2 Growth cu]we. 、
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Appendixl

被験物質濃度の測定方法及び結果

‐し勾Ppendixl-
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1. 分析試料の前処理法
採取した言式験液について、最終試料の組成がアセトニトリル/培地‐(1/lv/v)になるように

適宜希釈して高速液体クロマトグラフィー (HPLC) 試料を調製した。

2. 被験物質の定量分析

定量方法
被験物質の定量は 1濃度の標準溶液を用いた絶対検量線法で行った。

本定量方法の有効性を確認するために、c)の標準溶液と同様に調製した 0.010、0.050、

0.IQ及び 0.20 m胃L の 4濃度の標準溶液を用いて検量線を作成した。その結果、クロ

マトグラム上のピーク面積と濃度により作成した検量線の回帰式が原点を通る直線

であったことから有効性が確認された。作成した検量線及び HPLC 試料の分析によっ

て得られたクロマトグラムを Appendix2 に示す。

分析試料中の被験物質の定量下限値は、定量性が確認された範囲での標準溶液の最
低濃度 (0.01om胃L) とした。・よって、試験液中の被験物質の定量下限値は前処理操

作を考慮して 0.lomgL とした。

b)分析条件
機 器 高速液体クロマトグラフ

LC‐2010AHT( 紫外可視分光検出器内蔵)　
　

(島津製作所)
カ ラム ー L‐column2 0DS

(150口口nx2.lnn・nl.Dっ粒子径 5LLm, 化学物質評価研究機構 )

カラム温度 40℃

溶離液 A(60%): アセトニトリル

B(40%): 超純水

流 量 0.2mL/min

測定波長 2301皿 ・

注入量 20uL

′c)標準溶液の調製及び被験物質濃度の算出

供試試料 50mg を電子分析天びんで正確にはかりとり、アセトニトリルに溶解して

100o mgL の被験物質溶液を調製した。これをアセトニトリル/培地 (1/lv/v)になる

ように希釈して 1.om以L の被験物質溶液を調製した。さらにこれをアセトニトリル/

培地 (1/lv/v)で希釈して 0.lomgL の標準溶液を調製した。

HPLC 試料中の被験物質濃度は、標準溶液及び HPLC 試料のクロマトグラム上で

得られるピーク面積を比較し、比例計算して求めた。

- 2 rAppendixl ‐
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3. 測定結果

試験液中の被験物質濃度の測定結果を以下に示す。

A ppendix table l-I D [easuredconcentrationsoftestite1nintestsolutions

Nominal

concentration

(m以L)

Measured conCentration(m 胃 L)

(Pe・centage ofmeasured Concentrationvers,usnominal ・

concentration%)

At 値 e sta1t
. '

Attheend Geometricmean

Control 、 n.d. n.d.

1.0.
. 0‐83

(83)

0.81

(81)

0.82

(82)・

3.2 ‐

3.2

(.100)

3.2

(101)

3.2

(101),

10
10

(102)

9.9

′ (99)

10

(100)・

32
32

(101)

.
‐
31 ‐

(97)

32

T(99)

100
98

.(98)

97

(97)

98 . .

(98)
n.d.: く0.lomgL

‐3均 Ppendixl ‐
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70000

35000

O

0 0ユ ー 02

Concentration(mgL)

y=347096x

r=1.00

Concentration

(m以L)
PeaLkarea

(賠ドU・sec)

0.010 3292 ,

171950.050

0.10 34764

0.20 69441

Append 股 丘glue2‐I C副iめra錠oncui「veoftestitem あ rzmL副ysisbyH:PLC.

‐ 2Append 丘立 -
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95703
Standard solution o.lom 肌

95703 1201lostd04
No.Time Heigllt A fea A rea

Pe2Uk1 3‐14 3908 34760 ・.100.0O

Tota1 - 34760 100.00

2.00 4.00 6.00 8-0O

ControI

No. TimeHeight Area Area

Wへ"】:230mm
′

, .

丁‐
÷ノ＼

Pe宅浅く1 - - - ー

Total o o.00

1.om 郡 Lexposure leveI

No. TimeHeight Area Area

Peak1 3.13 - 3277 28706 100.0O

Total- - 2 6

WVL:23onm

-

、

PeE逆d-」
2.00 4.00 6.00 8.)0

3.2m 以 Lexposure leveI

No ‐ Time Height
、
Area Area

(min) (uAU) (PAU・sec) (%)
Pe謎d ー3.13 64○1 55855 100-○○

55855 100.00

■

いJIVL:230mm

,Pe 砧d

」 ~人-
2.00 , 4.00 6.00 8.

Dafe 凋 ま /、だ Name .

Append 隙 角聖re2-2-1 班 )LCchlomato モリannsatstanofexposme,

‐ 3Append 蹴 2 -
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95703
1omg1 exposure leveI

No. TimeHeight Area Area

ト ,

醐om
Pe副く1 3-13 4013 35350 100,○○

Total ‐ 35350 100.00

32m 柳 exposure leveI
Date:JEm.10,2012 0erator: 95703 12 no

No.Time Hei ht A「ea Area

3.13 6285 56109 100.00

56109 mo.00

loo mgA exposllle leveI

No. TimeHeight Area Area

醐 :即伽

PeEu(I

ノ, 八 /

Pe副く1 3.13 3859 34182 100.0O

Total ‐ 34182 100,00

■

D 詑
、
メ イム ′、′ク N m。 ■ ■ ■ -- .

Appendix 6rgiゴロe2-2-2 H『LCchlomatogrm ゴロsatstanヒofe》q)osure.
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95703
Standard solution o,lomE 肌

No. TimeHeight Area Area

Wへ刀:230

Pe紬d

0.00 2.00 4.00 6.00 8.0o

pea速く1 3・14 4010 34619 100・0O

Total ‐ 34619 100.00

・ControI

No. Time Heiか t A【ea Area,

Pe≧轟く1 - 一 - -

Total ‐ 0 0.00

1om ぴ 1しexposure leve1

No. TimeHeight Area Area

Peak1 3.14 3232 28i12 100.0O

Total ‐ 28112 100.00

3.2mgA exposure level

~703 120113 H72hD
No. TimeHeight Area Area

Peak1 3.14 6683 55890 100.0O

Total ‐ 55890 100.00

-
Date ノク/ヱ ‐ /き /j Name ■■■■■■■-

Append 麹 五g1耳e2- 1 H]PLCchlomato きり細nsatendofexPosule.
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95703
loIngLexposure leveI

Date:Jan,11,2012

No. TimeHeight Area Area

WVL:230

‐
‐

.

-

.

Peak.

0.00 2‐00 4.00 6.00 8.0O

Peを“(1 3.14 40{14 34273 100.0O

Total ‐ 34273 100,00

32 mg1 exposure level

95703 120113 H72hB
No. Time Hei

.ht
AJea Alea

e 3.14 6141 53952 100.0O

Total ‐ 53952 100.00

WVL:230 rum

pe副く1

ノ↓
0.JO Z.00

loom 跡 exposure leveI
Date:J2m.13,2012 0erator: -95703 1 1

NO. TimeHeight Area- A1ea

pe紙d 3.14 3891 33672 100.○O

Total ‐ 33672 100.00

■

Date ヱひ′ノ.; / 、/.; Name , ,

Appendb 医丘g1鯖e2-3-2 H[PLCch1omato きりanosatendofexposme.
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Additionaldata

予備試験結果

- IAdditional 、data ‐
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被験物質の培地への溶解度
被験物質の培地への溶解度は loomgL 以上であった。

1.

2‐被験物質の着色の影響

被験物質は黄みの赤褐色を呈しており、培地に溶解した被験物質溶液は黄色澄明であるこ

とから、loomgL の溶解液を用いて被験物質の光吸収や着色による光減衰について調査した。

方 法 ‐ 培地 loomL 入りの試験容器と培地で調製した loom以Lloo mL 入りの試

験容器について、同一場所に設置した場合の各試験容器下の光強度を測

定した。

結 果

溶液の種類 光強度 (uE/m2/s) 光減衰率 (対培地)
培地 91

.

・

′

.

・loomgL の溶解液 88 3.3%

減衰率が〈5%であったことより、loomgL 以下では被験物質による光減

衰はないと判断された。

3‐生物予備試験

連 数 2連又は 1連/試験区

測定法 細胞計数法
試験液調製法 . 供試試料と培地を混合、撹梓、溶解して調製した試験原液を適宜培地で

希釈して調製した。

分 析 試験液中の被験物質濃度の測定を行った。藻体への被験物質の取り込み

等の有無を確認するために藻体を添加しない試験液についても測定した。

<試験生物への影響>

設定濃度区
. (mだりL) ・

生長速度 (0‐3d)に基づく

生長阻害率(%)
0.32

・'
-1.4

1.O ー 0‐73.

・ 3.2 . ー
,

o.59

10 8.2

32 34

100 79

-2Additionaldata-
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<試験液中の被験物質濃度>

旨設定濃度区
(m以L)

測定濃度 (mgL)
(対設定濃度%) 」

暴露開始時 暴露終了時

0.32
0.31

(96)

0.32 ,

(100)

0.32r

(100)
o.32(藻体なし)

′ 100

98
(98)

100

(102)

100

(101)
100 (藻体なし)

藻f本吸着:なし

4. 本試験条件

試験濃度 100、 32・ 10、 3.2 1,omgL( 公比 V団 ) 及び対照区

-3Additionaldata-


