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1要約
　　4一クロロー2一ニトロアニリンのオオミジンコ（Oaρhη1a　magηa）に対する24および48時間後の半数

　遊泳阻害濃度（EC50）は、測定濃度の平均値を基に求めた結果、それぞれ6．3および4．2mga．i．／L

　であった。

　　試験液中の被験物質濃度を暴露開始時および終了時に測定し、その平均値は設定濃度に対し

　て100～106％であった。

2緒言
　　下記の試験法指針に準拠して被験物質のオオミジンコに対する急性遊泳阻害試験を行い、

EC50を求めた。

　（1）「新規化学物質等に係る試験の方法について」（平成15年11月21日薬食発第1121002

　　　号、平成15・11・13製局第2号、環保企発第031121002号）の別派「藻類生長阻害試験、

　　　ミジンコ急性遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験」に定めるV．ミジンコ急性遊泳阻害試

　　　験

　（2）「OECD　Guidelines　for　the　Testing　of　Chemicals』　No。202　0aρ肋ia　sp．，Acute

　　　lmmobilisation　Test（Adopted＝13Apri12004）（以下、OECDガイドラインと称す）

3．試験材料および試験方法

　3．1．被験物質

　　　（1）名称：　　　　　　　　4一クロロー2一ニトロアニリン

　　　（2）別名生　　　　　　　　　　一

　　　（3）CAS番号：　　　　　　　89－63－4

　　　（4）『構造式：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NO2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NH2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／
　　　　　　　　　　　　　　　　　CI

　　（5）分子式：　　　　　　　　　C6H5CIN202

　　（6）分子量：　　　　　　　　172．57

　　（7）純度（％）生　　　　　　　　99．9

　　（8）ロット番号★1：　　　　　　　GJO1

　　（9）不純物の名称および含有率焦不明

　　（10）蒸気圧壷1：　　　　　　　　不明

　　（11）水溶解度填　　　　　　　　不明

　　（12）才クタノール／水分配係数施　　不明

　　（13）融点（。Cジ1：　　　　　　　118
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（14）沸点（。Cブ1：

（15）常温における性状想

（16）安定性★1：

（17）溶媒に対する溶解度等施

（18）有効期限：

（19）保管条件：

（20）同一性の確認匿

（21）安定性の確認★2：

（22）

不明

橙色結晶性粉末

不明

エーテル、酢酸に可溶、メタノールに微溶

受領日（2008年11月4日）より3年

冷蔵庫

入手した被験物質のIRスペクトルを測定し、既存のスペク

トルと一致することを確認

上記（20）で得たIRスペクトルと実験終了後に測定したIR

スペクトルの比較により、保管中の安定性を確認

製造元：

　★1：製造元提供資料による

　★2：IRスペクトルの測定は広栄テクノ株式会社に委託した

3．2．供試生物

（1）生物名：

（2）供試齢：

（3）入手先：

（4）入手年月日：

（5）入手後の管理：

（6）感受性の確認：

（7）親の馴化期間＝

オオミジンコ（Oaρ加后magηa）

生後24時間齢未満の雌の幼体

独立行政法人国立環境研究所（元環境庁国立環境研究所）

1996年10月28日

継代飼育

対照物質（重クロム酸力Ijウム、試薬特級、ロット番号；903W2092、関東

化学㈱製）による48時間EC50は0．89mg／L（試験番号08KIEDI、試験

終了日2008年9月5日）であった。原則として6ヶ月毎に確認試験を実施

しており、そのバックグラウンドデータ（2001年7月～2008年3月）は以下

の通りである。

48時間EC50の平均値±SD＝0．78±0．12mg〆L（n＝14）

2009年1月6日～2009年1月20日（14日齢）

馴化期間中、親の死亡率は0％であり、休眠卵の発生等の異常は認めら

れず、良好な繁殖状態であった。
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（8）親の馴化条件：

　　　　・飼育水：　人工調製水Elendt．M4（3．3．参照）

　　　　・飼育密度＝20頭／L飼育水（ただし、成熟個体の場合は12頭／L）

　　　　・換水頻度：原則として週3回

　　　　・水温：　　20±1。C

　　　　・照明：　　室内光、16時間明／8時間暗

　　　　・餌：　　　単細胞緑藻σ力10re〃avσ勺aお（市販の生クロレラ濃縮液）

　　　　　　　　　　およびYCT”（イースト、乾燥アルファルファおよび魚類餌料テトラミン⑭の

　　　　　　　　　　混合懸濁液）

　　　　・給餌量：　原則として、ミジンコ1頭当たり0．1～0．2mgC（有機炭素含量）／日

　　　　　　　　　　ただし、繁殖状態を考慮し適宜調整した。

3．3．希釈水

　　OECDガイドラインに記載の人工調製水（日endt　M4）を充分通気し、試験水温に調整した

　後、希釈水として使用した。暴露開始時の希釈水の水質を以下に、組成表を付属資料一1．に示

　した。

　　　　・溶存酸素濃度（DO）：8．8mg／L

　　　　・水温：　　　　　　19．7。C

　　　　・pH：　　　　　　　　82

　　　　・総硬度：　　　　　250mg／L（CaCO3換算）

3．4．試験条件

（1）暴露方式二

（2）暴露期間：

（3）試験容器：

（4）試験液量：

（5）連数：

（6）供試生物数：

（7）DO＝

（8）水温：

（9）pH：

（10）照明：

（11）給餌：

（12）通気：

止水式

48時間

100mL容ガラス製ビーカー

試験容器にはゴミの侵入や試験液の蒸散を防ぐ目的で蓋をした

100mL／試験容器

4連／試験区

20頭／試験区（5頭／容器×4連）

暴露期間を通して3mg／L以上

20±1。C

調整せず

室内光（685～9971ux）、16時間明／8時間暗

なし

なし
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3．5．

（1）恒温槽：

（2）電子天秤：

（3）溶存酸素計：

（4）水温計：

（5）pH計：

（6）総硬度測定キット：

（7）連続温度記録計＝

（8）実体顕微鏡：

（9）照度計：

試験に使用した機器など

塩ビ製恒温槽（温水・冷水で水温制御）

AEX－200B型（㈱島津製作所製）

58型（YSI　Inc．製）

CT－460WR型（㈱カスタム製〉

F－22型（㈱堀場製作所製）

HA－DT型（HACH　COMPANY製）

TR－71S型（㈱ティアンドデイ製）

SZH型（オリンパス㈱製）

T－10型（コニカミノルタ・センシング㈱製）

3．6．試験濃度の設定

　　本試験に先立ち実施した予備試験一1および一2の結果を付属資料一2．に示した。試験条件は本

　試験と同様（3．4．参照）、ただしその時点では水中安定性が不明だったため半止水式とし、その

　後実施した水中安定性試験の結果（付属資料一5．参照）に基づき、本試験では止水式を採用する

　こととした。また予備試験一1では溶解助剤としてく’，母ジメチルホルムアミドを使用したが（助剤濃

　度：100μL／L）、助剤なしでも溶解することが判明したため（3．7．参照）、助剤を用いない予備試験

　一2を実施した。

　　予備試験の結果を基に、本試験の設定濃度は公比2．0として0．50，1．0，2．0，4．0および8．O

　mg　a．i．／しの5濃度段階とした。対照には被験物質を加えない希釈水のみの無処理対照区を設

　けた。

3．7．試験液の調製

　　被験物質の溶解に時間を要するため、暴露開始前日に被験物質0．0100g★を秤量し、希釈

　水で200mしに定容後、20。Cで一晩スターラー撹絆して試験原液を調製した。この試験原液か

　ら各設定濃度に必要な量を採取し、希釈水で500mしに定容して試験液を調製した。

　　（＊：有効成分として0、0100g）

3．8　試験液中の被験物質濃度の測定

　　試験液中の被験物質濃度は、全試験区について暴露開始時および終了時に測定した。暴露

　開始時には一括調製した試験液の一部を、終了時には試験区毎に全連の中層から試験液を

　等量採取して混合し、高速液体クロマトグラフ（HPLC）による分析に供した（n＝1）。実際の分析

　は広栄テクノ株式会社へ委託した。分析法の詳細（分析条件、検量線等）を付属資料一3．に、バ

　リデーション試験の結果を付属資料一4．に示した。
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3．9．試験操作

　　調製した試験液は1試験区につき4個の試験容器に100mしずつ分注した後、恒温槽に配

　置した。これらの試験容器の中にガラスピペットを用いて供試ミジンコを5頭ずつ放泳し、その時

　点を暴露開始とした。その際、試験液量に対してピペット内の飼育水は全量で1％以内を目安と

　した。

　　暴露開始24および48時間後にミジンコの遊泳阻害数および無処理対照区との比較により

　観察された中毒症状について観察を行った。「試験容器を軽く振とうした後、15秒間全く水中を

　遊泳しない場合」遊泳阻害と判定した。また同時に、試験液の外観を記録した。

　　DOおよびpHは、全試験区について暴露開始時および終了時に測定した。暴露開始時には

　試験容器に分注した残りの試験液について、終了時には各試験区の1連について測定した。水

　温は毎日測定し、また暴露期間中の変動を監視するため、無処理対照区の1容器について連

　続的に測定した。

3．10．結果の算出

　　被験物質濃度の平均値（MC）は以下の式により算出した。

　　　　MCニ（A－B）／｛ln（A）一ln（B）｝

　　　　A：暴露開始時の測定濃度

　　　　B：暴露終了時の測定濃度

　　　　ln：自然対数

　各試験区でのミジンコの遊泳阻害数と供試生物数（20頭）から遊泳阻害率（％）を求め、次の

基準でEC50を決定した。Probit法、Moving　average法またはBinomial法を採用する場合は、

コンピュータープログラム（StatLight＃8回帰分析、ver2・00、ユックムス㈱）を用いる。

遊泳阻害率　　算出方法 基準

Probit
0％と100％以外の遊泳阻害率が2点以上存在した場合

（50％の上下にそれぞれ1点以上存在することが望ましい）

≧50％
Moving　　O％と100％以外の遊泳阻害率が1点のみ存在した場合や、

average　　　　　　　遊泳阻害率の逆転が見られた場合

BinomiaI ある濃度まで0％で、次の濃度で100％となった場合

Doudoroff 上記のいずれも不適切と判断された場合

＜50％ 試験最高濃度より大（＞）とする
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4、試験結果および考察

　4．1．試験結果の信頼性に影響を及ぼしたと思われる諸要因

　　　試験計画書およびSOPからの逸脱等、試験結果の信頼性に影響を及ぼしたと思われる要

　　因は認められなかった。

4．2　被験物質の同一性および安定性の確認

　　被験物質の同一性および保管期間中の安定性を旧スペクトルにより確認した結果、入手し

　た被験物質のスペクトルと既存のスペクトルは同一であり、また実験開始前と終了後のスペクト

　ルに変化がなかったことから、保管期間中安定であったと判断された。

4．3　試験液中の被験物質濃度

　　暴露期間中の試験液中の被験物質濃度を表1．に示した。

　　被験物質濃度の設定値に対する割合は、暴露開始時および終了時で、それぞれ100～

　110％および100～106％であった。設定値に対する平均測定濃度の割合は100～106％であ

　つた。また、無処理対照区では定量限界（0．050mg　a．i．／L）未満であった。

4．4．中毒症状およびEC50

　　各観察時間における中毒症状および遊泳阻害数（率）を表2．に、濃度一遊泳阻害率曲線を

　図1．に示した。

　　中毒症状は、暴露24および48時間で、それぞれ2．0および1．O　mg　a．i．／L区以上において

　自発的遊泳減少が見られた。

　　暴露期間中の無処理対照区の遊泳阻害率は0％で生物に異常は見られず、また水面に浮

　いたミジンコは認められなかったため、試験の有効性基準（対照区の遊泳阻害率≦10％）を満

　たした。

　　48時間EC50は4、2mg　a．i．／しであった（表3．）。

4．5　試験液の水質

　　暴露期間中の試験液のDOを表4．、水温を表5．、pHを表6．に示した。

　　DOは8．3～8．81ng／しで、試験の有効性基準（≧3mg／L）を満たした。水温は19．7～19．80c、

　pHは8．0～8．2であった。また、暴露期間中の水温変動を連続測定した結果・20±1。Cの範囲

　内で維持されていたことを確認した。

　　試験液の外観は、全試験区とも、試験液調製直後、暴露開始24および48時間後のいずれ

　においても透明で、沈殿等は認められなかった。
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5　記録および資料の保管

　試験に関する下記の記録および資料は、最終報告書作成後10年間、当社試資料保管施設に保

管する。その後の保管については別途、試験委託者と協議の上定める。

　（1）試験計画書、同変更の記録

　（2）生データ

　（3）最終報告書

　（4）信頼性保証部門の査察または監査の記録

　（5）その他関連する資料

以上
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表1．4一クロロー2一ニトロアニリンの試験液中濃度

設定濃度
（mg　a．i．／L）

測定濃度（mg　a．i．／L）

0時間 48時間 平均値

無処理対照区 く0．050 ＜0．050

0．50
0．54

［1081 3
司
5
0
0
1

　
［

0、53

1106］

1、0
1．1

［110】 0
0
・
0

ー
イ
ー
　
［

1．0

［100］

2．0
2．0

［100】 1
5
・
0
2
1

　
［

2．0

［1001

4．0
4．3

11081 2
5
・
0
4
1

　
［

4．2

【105】

8．0
8．4

［1051

8．3

11041

8．3

1104］

［］：設定に対する割合（％）

表2．4一クロロー2一ニトロアニリンに暴露されたオオミジンコの中毒症状および累積遊泳阻害数（率）

設定濃度
（mg　a．i．／L）

累積遊泳阻害数および遊泳阻害率（％） 中毒症状

24時間 48時間 24時間 48時間

無処理対照区 0（0） 0（0） 異常なし 異常なし

0．50

【0．531 0（0） 0（0） A A

　
］0
0

1
湘
一

　
［

0（0） 0（0） A A，B

0
0

ハ
∠
《
∠

　
［

0（0） 0（0） A，B B

0
（
∠4
4

　
［

0（0） 10（50） B B，C

0
3
8
8

　
［

20（100） 20（100） C C

［1：平均測定濃度

A：無処理対照区と同様

B：異常遊泳（自発的遊泳減少）

C：遊泳阻害（試験容器を軽く振とうした後、15秒間全く水中を遊泳しない状態）
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表3．4一クロロー2一ニトロアニリンのオオミジンコに対するEC50

暴露時間 　EC50
（mg　a．i．／L）

95％信頼限界
（mg　a．i．／L）

算出方法

24 6．3 4．2～8．3 BinomiaI

48 4．2 3．5～5．0 MOving　average

表4．試験液のDO

設定濃度
（mg　a．i、／L）

DO（mg／L）

0時間 48時間

無処理対照区 8．8 8．3

0．50

【0．53］
8．8 8．4

0
0

』
1
」
1

　
［

8．8 8．4

0
0

2
（
∠

　
［

8．8 8．3

　
コ

0
（
∠4
4

　
［

8．8 8．3

0
3

Ω
∪
Ω
∪

　
［

8．8 8．3

［】：平均測定濃度
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表5．試験液の水温

設定濃度
（mg　a．i．／L）

水温（。C）

0時間 24時間 48時間

無処理対照区 19．7 19．8 19．7

0．50

［0．53］
19．7 19．8 19．7

0
0

1
」
一

　
［

19．7 19．8 19．7

0
0

2
ク
一

　
［

19．7 19．7 19．7

4．0

［4．2］
19．7 19．7 19．7

0
3

只
）
8

　
［

19．7 19．7 19．7

［］：平均測定濃度

表6．試験液のpH

設定濃度
（mg　a．LIL）

pH

0時間 48時間

無処理対照区 8．2 8．1

0．50

［0．53］
8．2 8．1

　
］0
0

1
」
一

　
［

8．1 8．1

　
コ0
0

（
∠
（
∠

　
［

8．1 8．0

　
コ

0
ハ
∠4
4

　
正

8．0 8．0

　
コ0
3

8
Ω
∪

　
［

8．0 8．0

［1＝平均測定濃度
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図1、

　　　100
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r飯一24時間

　　　　90　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋48時間

　　　　80

　　　　70

　　　　　琶60
　　樹
　　脚　50
　　函
　　送　40
　　擢

　　　　30

　　　　20

　　　　10

　　　　0
　　　　　0．1　　　　　　　　　　　　　　1．0　　　　　　　　　　　　　　10．0

　　　　　　　　　　　　　平均測定濃度（mg　a．i．／L）

4一クロロー2一ニトロアニリンに暴露されたオオミジンコの濃度一遊泳阻害率曲線
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付属資料一1．人工調製水（Elendt　M4）の組成表

組成 濃度（mg／L）

H3BO3

MnC12・4H20
LiCI

RbCI

SrC12・6H20

NaBr

Na2MoO4・2H20

CuC12・2H20

ZnCI2

CoCI2・6H20
Kl

Na2SeO3

NH4VO3

Na2EDTA・2H20

FeSO4・7H20

CaCI2・2H20

MgSO4・7H20
KCl

NaHCO3

Na2SiO3・9H20

NaNO3

KH2PO4

K2HPO4

Thiamine　hydrochloride

Cyanocobalamine

Biotine

　2．8595

　0．3605

　0．306

　0．071

　0．152

　0．016

　0．063

　0．01675

　0、013

　0．010

　0．00325

　0．00219

　0．000575

　2．5

　0．9955

293．8

123．3

　5、8

64．8

10．0

　0．274

　0．143

　0．184

　0，075

　0．0010

　0．00075
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付属資料一2．予備試験一1および一2の結果

　　【予備試験一1】

設定濃度
（mg　a．i．／L）

累積遊泳阻害数および遊泳阻害率（％） 中毒症状

24時間 48時間 24時間 48時間

無墾理対照区一 0（0） 0（0） 異常なし 異常なし

助剤対照区 0（0）． P（o） ．畢常なし 塁常なし

0．10 0（．0） 0（0） A A

1．0 P（o） 0（0） A A，B

10 30（100） 20（100） C C

A：助剤対照区と同様

B：異常遊泳（自発的遊泳減少）

C二遊泳阻害

【予備試験一2】

設定濃度
（mg　a．i．／L）

累積遊泳阻害数および遊泳阻害率（％） 中毒症状

24時間 48時間 24時間 48時間

無処理対照区 0（0） 0（0） 異常なし 異常なし

0」0． 0（．0） 0（0） A A
一

1．0 0（0） 0．（0） A
…

A，B．

5．0 9（45） 15（75） 旦，c B，C

10 20（100）． 2旦（100） c
一

C
天、無処理対照区と同様

B二異常遊泳（自発的遊泳減少）

C：遊泳阻害
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付属資料一3．試験液中の牛クロロー2一ニトロアニリンの定量法

試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの定量法
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陳　述　書

し試験名：をク叩一2一ニトロア⇒ンの材ミシンコ（動助〃吾僧即8）1こ対する急性遊泳阻害試験（物理化学系）

2．試験番号：TO8007－C

上記試験は、「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」（薬食発

第1121003号、平成15・11・17製局第3号、環保企発第0311210q4号）（化学物質GLP）に従って実

施したものであります。

広栄テクノ株式会社

試験　任者

Zθ一〇ア年3月に一日

受領年月日

受領者

”〃ク，タ」6
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　変更届番号：TO8007－C－1

　　　　　　　　　　　　最終報告書変更届

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号　汀08007－C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　変更届番号二丁08007－C－1

表題：4一ク四一2一ニトロアニリンのオオミジンコ（0卸加∫a畑∂脚θ）1こ対する急性遊泳阻害試験（物理化学系）

L変更箇所
『4／10ペーヅ　9，結果

2．変更内容
　（変更前）

　　試験液中の4一クロロー2一ニトロア⇒ン濃度測定結果を表1に、クロマトグラムの一例を図3～8に示し

　た。なお、定量限界は検量線の最小濃度である0・0250皿g　aj．／しとした。

　表1試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリン濃度測定結果（0・時間及び48時間）

試験液 無処理

ﾎ照区

0．50皿g　a．i、

@／L区

1．Omg　a、i．

@／L区

2．Om菖a．i．

D／L区

4．Omg　a、i．

D／L区

8．Omg　a、i．

@／L区

0時間（mga、LIL） 〈0、0250 一　〇．536 LO6 2．03 4．28 8．40

48時間（mg　a．i，／L） く0、0250 0，526 1．04 2．09 4．2σ 8．32

（変更後）
．試験液中の4一ク叩一2一ニトロア⇒ン濃度測定結果を表ゴに、クロマトグラムの一例を璃3～8に示し

た。

表1試験液中の4一ク。。．2．ニト。アニリシ濃度測定結果（瞬間及び4時間）

『試験液
無処理

ﾎ照区

0．50mg孕・L

@／L区

1．Omga．i．

@／L区

210mga．i、

@1L区

4．Omg，a．i．

@／L区

8．Omga．i．

@／L区

0時間（mga．i、／L）
r角鞠’第．些．舛

��E 0，536 1』06 2．03 4．28 8．40

48．時間（mga、i／L） 顛轍 0，526 1．04 2．09 4．20 8．32

3．変更理由

　定量限界は、パリテ㌧ション試験（試験No．TO8007）で保証された数値に訂正した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験責任者

ZσD9年3月尼目

　　　　　KOEI　TECHNO



0809EDI　22／66

　　　　　　最終幸侵告書

4一ク叩一2一ニトロア⇒ンのオオミジンコ（」9妙加彪雁即8）1こ対する

　　　　急性遊泳阻害試験（物理化学系）

　　　　　　試験番号：TO8007－C

　　　　報告年月日12009年2月16日

試験委託者：住化テクノサービス株式会社

試験施設二広栄テクノ株式会社

KOEI　TECHNO
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信頼性保証報告書

1．試験の種類
　　　4一如ロー2一ニトロアニリンの材ミジ刀（動ρ加細切8g盈）に対する急性遊泳阻害試験（物理化学系）

2．試験N　o．

　　　TO8007－C

3．被験物質の名称
　　　4一クロロー2一ニトロアニリン

　本試験は、r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15年1｝

月21日付け：薬食発第1121003号、平成15・口・17製局第3号、環保企発第031121004号）（化学

物質GLP）に従って適正に行われており、最終報告書には、試験で使用した方法および手順が正確

に記載され、報告結果は、試験の生データを正確に反映していることを保証する。

　なお、当施設で定めた信頼性保証業務標準手順書による監査・査察の状況は下記の通りである・

記

対　　象 実　施　年　月　日 監査・査察報告年月日

試験施設査察（実験前査察）

試験の実施状況
　監査及び査察（実験操作日）

2009年　1月20日

2009年．1月20日’
2009年　1月22日

2009年　1月20日

2’009年　1月2・0日

2009年　1月22日

最終報告書監査
最終報告書監査（再）事

2009年　2月16日
2009年　3月12日

2009年　2月16日
2009年　3月12日

＊最終報告書変更届（No．TO800㍗C－1、2009・3」2付）による再監査。

20ク年3月／主日
信頼性保証業務担当者

所属　広栄テクノ株式会社
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試験No．TO8007－C

表題：4一ク四一2一ニトロアニリンのオオミジンコ（伽ρ加∫8伍8舶）に対する急性遊泳阻害試験

　　（物理化学系）

試験施設 名　・称：

所在地＝

広栄テクノ株式会社

〒536－0011大阪市城東区放出西2丁目12番13号

試験委託者 名　称：

所在地：

住化テクノサービス株式会社

〒665－0051兵庫県宝塚市高司4丁目2番1号

．試験開始日＝2009年1月20日

試験終了目二2009年2月16日

試験責任者 氏名：

所属： 検査試験チーム

氏名，■■■

Zσηヂ年Σ月／6日

試験担当者
所属：．検査講験チーム

1／10
KOEI　TECHNO
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試験No．TO8007－C

L試験目的
　　生態影響試験r少ク叩一2一ニトロアニリンのオオミシンコ（」％助舵伽即8）に対する急性遊泳阻害試験」

　に供した試験液中の4一ク叩一2一ニトロア⇒ンの濃度を測定した。

2．採用した試験方法
　　測定は、「生態影響試験における試験液中の4一クロロー2一ニトロア⇒ンの分析法バリデーション試験

　（試験番号：TO8007）」に従って行った。

3．被験物質

　名称
　略称
　Lot　No．

　純度
　製造者

4一クロロー2一ニトロアニリン

CNA
GJO1

99．9％

4．実験実施期間・

　　2009年1月20目～2009年1月・22日

5．試験系に関した必要な事項

　　機器の使耶については、各機器の標準操作手順書に従って操作レた。

　　講験方法については、本報告書の7．に記載した。

6，試験系の環境条件

　　室温（20～25℃）で行った。

7．試験方法
　7－1’液体クロマトグラフ（HPLC）条件

　　装置　　　　　1日立製作所製工一7000システム

　　データ処理装置1日立製作所製D77000
　　カラム　　　　　IL－column　ODS（5．μm、4．6mmLDx150mm）（財団法人化学物質評価研究機構）

　　『カラム温度　　　：40℃

　　移動相　　　　：超純水1アセトニトリル；50：50

　　流量　　　　　：LOmL／min
　　波長　　　　　二UV230nm
　　感度　　　　　　　＝1AUIV

　　注入量　　　　：100．OμL

2！10
KOEI　TECHNO
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試験No、TO8007－C

7－2検量線の作成法（0時間及び48時間）
　　被験物質12、54mg（純度補正すると12．53mg）を1000mLメスフラスコに精密に秤量し、超純水

　を加えて溶解させて定容とし、12．5mg　a．i．／しの標準液原液を調製した。標準液原液5mLを

　50mLメスフラスコにとり、超純水を加えて定容とし、L25mg　a．i．／しの標準液原液希釈液を調製し

　た。標準液原液希釈液を超純水で適宜希釈し、0．0250、0．0375、0・0500、0．0625及び

　0．0750mg　a．i．／しの標準液を調製した。標準液（0．0250、0．0375、0．0500、0．0625及び

　0．075qmg　a．i．／L）の100，0μしを7－1HPLC条件で試験を行い、標準液の濃度を横軸に、4一ク

　pロー2一二桓アニリンのヒ’一ク面積を縦軸にとり検量線を作成し、最小自乗法により回帰直線式を求

　めた。

7－3’ ｪ析試料の測定法
　　4一クロロー2一ニトロアニリン濃度が0．05mg　a．i．／L相当量になるように希釈したものを分析試料溶液

　とした。分析試料溶液の100・0μしにつき7－1HPLC条件で試験を行い、4一ク四一2一ニトロアニリン

　のピーク面積を測定した。以下に分析試料溶液の調製法を記した。

・無処理対照区

　分析試料を分析試料溶液とした（nニ1）。

・0．50mga．1．／L区

　分析試料1mLを10mLメスフラスコに量り、超純水を㌍えて双方プし、分析試料溶液とした（n＝1）。

4』ql血91aj．／L区

　分析試料1mLを20mLメスフラスコに量り、超純水を加えてメス乃プし》分析試料溶液とした（n・1）・

t2．Olh琴4．i．／L．区

　分析試料’1mLを50mLメス万スコに量り、超純水を加えてメス方フ●し、分析試料溶液とした（ロ＝1）。

・4，0垣ga4／L区
　分析試料1mLを100mLメスフラスコに量り、超純水を加えて幽アップし・分析試料溶液とした（n＝1L

．・ W．Omga、i．／L区

　査析試料1mLを200mLメスフラスコに量り、超純水を加えでメスアップし｝分析試料溶液とした（n＝1）。

　得られた垂ク四一2一二’トロアニリンのヒ㌧ク面積から7－2で示す方法で求めた回帰直線式を用い

で、分析試料溶液の4一クロロー2一ニトロア到ン濃度を求めた。生態影響試験に供した試験液中の

4一ク口口ー2一二トロア⇒ンの濃度は、次式により算出した。

4一クロロー2一ニトロアニリンの濃度（mgaj．／し）＝

　　　　　　分析試料溶液の4一ク叩一2‘トロアニリン濃度（測定値二mg　a、i／L）×希釈倍率

3／10
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試験No、TO8007－C

8．試験計画書からの逸脱及び試験の成績に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　　試験計画書からの逸脱及び試験の成績に影響を及ぼしたと思われる環境要因はなかった。

9．結果

　　0時間における試験液中の4一クロ翫2一ニトロアニリンの定量に用いた検量線及び標準液のクロマトグ

　ラムの例を図1，2に示した。

　試験液中の4一ク叩一2一ニトロア⇒ン濃度測定結果を表1に、クロマトグラムの一例を図3～8に示し

た。なお、定量限界はバリデーション試験（試験番号：TO8007）の模提試料の最低濃度である

0．0500皿g　a．i．／しとした。

表1試験液中の4一ク叩て2一ニトロアニリン濃度測定結果（0時間及び48時間）

試験液
無処理

ﾎ照区

0．50mg　a．i．

@／L区

1．Omg　a．i．

@／L区

2．Omga、i

@／L区

4．0；nga．L

@／L区

8．Omg　a、i．

@／L区

0時間（皿g・a．LIL） 〈0．0500 0，536 1．06 2．03 4．28 8．40

48時間（mg　a．i．／L） 〈0．0500 0，526 1．04 2．09 4．20 8．32

10．データの解析に使用した統計学的方法等

　　・数値の丸め方は四捨五入とした。

　　・試験液中の4一ク叩老一ニトロアニリン測定値の報告は、四捨五入により有効桁数3桁に丸めた。

11．保管すべき記録及び資料

　　以下のものについて、当試資料保管施設にて10年間保管する。10年後の対応については
　試験委託者と協議して決定する。参お、残った試験液についてはv測定デづに畢常が無いこと

　を確認した後、廃棄処分した。

　　試験計画書

　　主計画表

　　最終報告書
　　分析に関するすべての生テしタ

　　試料受領関係を含む当該試験に関する文書

　　監査・査察報告書

　　その他必要な書類

4／10
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試験No，TO8007－C

12、準拠したGLP

　　上記試験は、「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」（薬

　食発第U21003号、平成15・11・17製局第3号、環保企発第031121004号）（化学物質GL
　P）に基づき実施した。

以上

5／10
KOEI　TECHNO
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試験No．TO8007－C

4一クロロー2一ニトロアニリン

W準液濃度（m　a．i．／L）
AREA

0．0250 14879

0．0375 22854

0．0500 30517

0．0625 37845

0．07β0 45561

AREA
50000

40000

30000

20000

10000

0

｝

y＝611000x－211
　　　　r＝1．00一

0．000 『0．020　　　　　0．040 0．060　　　　　　0．080 0．100

濃度（血ga．i．／L）1

図1 HPLCによ・る4一ク叩一2一ニトロアニリンの検量線（例）

6／10
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試験No．TO8007－C
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図2　4一クロロー2一ニトロア⇒ン標準液（0．0250mga．i．／L）のクロマトグラム（例）
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図3　無処理対照区のクロマトグラム（例）

　　　　　　　7／10
KOEl　TECHNO



0809EDI　31／66

試験No．TO8007－C
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図4　0．50皿ga．i．／L区のクロマトグラム（例）
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試験尺。．TO8007－C：
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図6　2』甲g　aj／L区のクロマトグラム（例）
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図7　4』Omga．i．／L区のクロマトグラム（例）
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試験No．TO8007－C
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図8　8．Omgali．几区のクロマトグラム（例）
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付属資料一4．試験液中の牛クロロー2一ニトロアニリンの分析法バリデーション試験

試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの分析法バリデーション試験
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試験No．TO8007

陳　　述　　書

1．試験名　　生態影響試験における試験液中の4一クロロー2一ニトロア⇒ンの分析法ハ’リデーション試験

2．試験番号：TO8007

（
　上記試験は、「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」（薬

食発第1121003号、平成15・11・17製局第3号、環保企発第031121004号）（化学物質GLP）に

従って実施したものであります。

広栄テクノ株式会社

試験責任者

2σDヲ年3月！之日

，（

KOEI　TECHNO

受領年月日

受領老

麺、3ノイ
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変更届番号：TO8007－1

最終報告書変更届
試験番号　ITO8007
変更届番号二丁08007－1

　　へ』ヅ番号：1／3

表題：生態影響試験における試験液中の4一ク叩一2一ニトロアニリンの分析法バリデーション試験

L変更箇所
　①1／11へ㌧ヅ
　②3／11へ’一シ＋

③3／11へ㌦ジ

④6／11ページ

8．被験物質

11．分析法バリデーションの実施方法（被験物質の採取量は純度にて換算した。）

11－6真度検討用模擬試料の調製法
1L分析法バリデーションの実施方法（被験物質の採取量は純度にて換算した。）

・11－7真度検討用分析試料溶液の調製法
添付資料1全ク叩一2一ニトロア⇒ン直線性の確認及び測定結果

（・

2．変更内容
　（変更前）

　①別名：CNA
　②・50mg　a．i．／L模擬試料．

　　　　被験物質25．10mgを500mLメスフラスコに量りとり、試験水を加えて溶解させメスアップした。

　　　この溶液9．9了mLを10mLメスフラ知に量りとり、試験水にてメスアップし、50．Omg　aj／L模擬試

　　　料を調製した（n＝1）。

・0．05mg　a．i．／L模擬試料

　　被験物質・10．21皿gを100GmLメスフラスコに量りとり、試験水を加えて溶解させメスアップした。

　この溶液0．98mLを200mLメスフラスコに量りとり、試験水にてメスアップし10．0500mg　a．1．／L模

擬試料を調製した（n＝1）。

③なお、定量限界は模擬試料の最低濃度（o．05血ga．i／L）とした。

（

KOEI　TECHNO
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変更届番号二TO8007－1

へ㌧ジ番号＝2／3

④

検量線
60000

50000

揮4000D

興30000

己
　20000

10000

0．00　　　　　0、02　　　　　0、04　　　　　0．06　　　　　0．08　　　　　0．10

　　　　　　　　濃度mg　a．i．／L

O

（
＝
　
二
a
響
D

く検量線の直線性＞

　　　　　　r＝

639000

　－216

1．00　≧0．99

（変更後）

①騰灘、CNA

f（

②・5晦g　a．i．／L模探試料

　　て溶解させメスアップした“の溶液9・97mLを10mLメスフラスコに量りとり・『琶験水にてメス了ップ

　　し、50；6mg　a．i．・／L模擬試料を調製した（nニ1）。

・0．05皿g　a．i．／L模擬試料

　　被験物質’斗O：21mg一を1000皿L一メスフラス；に量りとり、試験丞を加主
　て溶解させメスアップした。この溶液0、98mLを200mLメスフフスコに量りとり、試験水にてメスアッフ

　し、0．0500mg－a．i．／L模擬試料を調製した（n＝1）。

③なお、定量限界偉模擬試料の最低濃度曝鐘翻舞とした。
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変更届番号：TO8007－1

へ㌧ヅ番号：3／3

④

検量線
60000，

50000

　‘0000・
驚
興30000

も
　20000

10000

0．DO　　　　　O二〇2

0

　　　　　　　　i

　　　　　　　　i

　　　　　　且一一　1
鋒鞭勲駿讐韓i
　　　　　　　　｝

0，04　　　　　0，06

濃度（mg　a、i．／L）

0、08　　　　0．10

（．

〈検量線の直線性＞一

　　　　　　r＝
1．GO　≧0、99

3．変更理由’

　①誤謁訂正。

　②記入もれ追記。

　③有効歎字3桁のため誤記訂年した。
　④グラフ上に数式を掲載した。横軸の名称を誤記訂正した。

試験責任者
．（． 2σ窟ア年3』月ゾ多日
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試験No．TO8007

最終幸侵告書

生態影響試験における試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの分析法バリデーション試験

（

　　試験番号：TO8007

酷年月日：2・・9年1厚16日

（

試験委託者：住化テクノサービス株式会社

試験施設：広栄テクノ株式会社
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信頼性保証報告書

1．試験の種類
　　　生態影響試験における試験液中のをク叩一2一ニトロア⇒ンの分析法バリデーション試験

2．試験N　o．

　　　　T　O8007

3．被験物質の名称
　　　4一クロロー2一ニトロアニリン

（．

　本試験は、「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15年11
．月21日付け：薬食発第1121003号、平成15・11；1τ製局第3号、環保企発第031121004号）（化学

物質G　L　P）に従っt適正に行われており、最終報告書には、試験で使用した方法および手順が正確

に記載され、報告結果は、試験の生データを正確に反映していることを保証する・

　なお、当施設で定めた信頼性保証業務標準手順書による監査・査察の状況は下記の通りである．

己雪口

対　　象 実　施　年　月　日 監査・査察報告年月日

（

試験施設査察（実験前査察）

試験の実施状況
　監査及び査察（実験操作日）

最終報告書監査

最終報告書監査（再）卓

2008年12月　1日

2008年12月　3日

2009年
2009年

1月16日
3月12日

2008年12月　3日

2008年12月　3日

2009年　1月16日
2009年　3月12日

＊最終報告書変更届（No．TO8007－1、2009・3．12付）による再監査。

信頼性保証業務担当者

所属　広栄テクノ株式会社
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目 次

（

L　表題

2．試験目的

3．試験委託者の名称及び所在地

4．試験施設の名称及び所在地

5．試験関係者の氏名及び所属

6．試験番号

7．試験期間

8．被験物質

9．主な試薬等

10．主な機器

1L分析法バリデー顔ンの実施方法

12．測定値の算出法及び数値の取扱い

13．結果及び考察

14．試験関係資料の保管

15．試験の成績に影響を及ぼしたと、思われる環境要因

16．データの解析に使用した統計処理計算方法

17．準拠したGLP

18．最終報告書の作成

、（
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1．表題

　　生態影響試験における試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの分析法ハ’リテしション試験

2．試験目的

　　本試験は、生態影響試験における試験液中の4一クロ降2一ニトロアニリン分析法の信頼性を確保することを目的

　とした。

3．試験委託者の名称及び所在地

　　名　称：住化テクノサービス株式会社

　　所在地：兵庫県宝塚市高司4丁目2番1号

（ 4．試験施設の名称及び所在地

　　名　称：広栄テクノ株式会社

　　所在地：大阪市城東区放出西2丁目12番13号

5．試験関係者の

　　試験責任者

　　試験担当者

6．試験番号

　　丁08007

（
7．試験期間

　試験開始日

　　実験開始日

　　実験終了日

　　試験終了日

2008年12月3日
2008年12月3日

2008年12月4日
2009年1月　16　日
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9，主な試薬等

　試薬名　　　　　　　　　　　等　級　　　　　　　　メーカー

　アセトニトリル　　　　　　　HPLC用　　　　　ナカライテスク

　水　　　　　　　　　　　　超純水　　　　　　　　純水製造装置により製造

　試験水　　　　　　　　　　　脱塩素水　　　　　　　試験委託者より提供

10．主な機器

　機器名　　　　　　　　　型式　　　　　　メーカー
　液体クロマトクラフ（以下「HPLC」と記す）　L－7000システム　　　　　日立製作所

　データ処理装置　　　　　　　　　　　D－7000　　　　　　　　　日立製作所

　．超純水製造装置　　　　　　　　　Mnh－Q　SPシステム　　　　日本ミ弥7

　電子天秤　　　　　　　　　　　　AX205　　　　　　　　メトラートレド

11．分析法バリデーションの実箪方法（被験物質の採取量は純度にて換算した。）

　11－1検討項目

　　（1）検量線の直線性

　　　　5濃度の療準液より検量線（n＝1）を作成し、その直線性（相関係数：r）を検討した。

　　（2）再現性

　　　標準液（o．05mg＆i．／L）を調製（n＝1）し、繰り返し6・回測定し、再現性（cv値）を検討した。

　　（3）真度

　　　模擬試料（0．05mg　a．i．／L及び5pmg　a．i／LXnニ1）から分析試料溶液を調製（n＝3）した。これを

　　　HPLCにて測定（n＝1）し、真度を検討した。

　　（4）標準液の安定性

　　　標準液（0．05mg　a．LIL）を室温下24時間放置しだ後、再度測定を行い（nニ1）、安定性を検討した。

　11」2判断基準

　　（1）検量線の直線性

　　　検量線の直線性（相関係数：r）は、0．99以上とじた。

　　（2）再現性

　　　再現性（CV値）は、5％以下とした。

　（3）真度

　　　真度は、95％以上とした。

　（4）標準液の安定性
　　　　「再現性で求めた面積測定値の平均一3σ〈24時間後の面積測定値く再現性で求めた面積測

　　　定値の平均＋3σ」の場合安定とした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2／11　　　　　　　　　　　　　　　KOEI　TECHNO
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11－3HPLC条件
　装置　　　　　：日立製作所製レ7000システム
　データ処理装置二日立製作所製D－7000
　カラム　　　　　：L－column　ODS（5μm、4．6㎜［．D×150㎜）（財団法人化学物質評価研究機構製）

　カラム温度・　　：40℃

　移動相　　　：水：アセトニトリルニ50：50

　流量　　　　：LOmL／min
　波長　　　　：UV230nm
　感度　　　　　：1AUIV．
　注入量　　　：100．0μL

，（

11－4検量線の作成法
　　被験物質12．51mg（純度補正値二12．50mg）を1000mLメスフラスコに量りとり、水を加えて溶解させ

12．5㎎a、i．／しの標準液原液を調製した。この標準液原液を水で適宜希釈し、0、0250、0．0375、0・0500、
0．0625及び0．0750mg　a．i／しの標準液を調製した（五＝1）乙この各標準液（0．0250、0．0375、0．0500、0．0625

及び0．0750mg　a．LIL）のiOO．0μしにつき、n－3『HPLC条件で試験を行い、それぞれの濃度を横軸に、

被験物質のピーク面積を縦軸にとり検量線を作成し、最小自乗法により回帰直線式を求めた。

11－5再現性検討用標準液の調製法
　11－4検量線の作成の際に調製した0．0500mg’a．L／L標準液を用いた。

11－6真度検討用模擬試料の調製法
　・50mg　a．i．／L模擬試料

　　　被験物質25．10皿g（純度補正値＝25．07mg）を500mLメス万スコに量りとり、試験水を加えて溶解させ

　　メスアップした。この溶液9．97mLを10血Lメスフラスコに量りとり、試験水にてメスアップし、50、Omg　a．i．／L模

　　擬試料を調製したけ1）。

・0．05mg　a．i．／L模擬講斗

　　被験物質10．21mg（純度補正値二10．201血g）を1000mLメスフラスコに量りとり、試験水を加えて溶解さ

せメスアップした。こめ溶液0．98皿Lを？00皿Lメスフラスコに量りとり、試験水にてメスアッフ●し、0．0500血g

a．i．／L模接試料を調製した（nニ1）。

、（

11－7真度検討用分析試料溶液の調製法
　11－6で調製した模擬試料の。．05皿g乱i二／L相当量になるように希釈したものを分析試料溶液とし、その

100．0μしにつき11－3HPLC条件で試験を行い、それぞれの4一ク叩一2一ニトロア⇒ンのヒLク面積を測定

した（n＝1）。以下にその分析試料溶液の調製法を記した・

・50mg　a．i．／L模擬試料のコントロール

　1000mしメス万スコに試験水1mLを正権に量り、水を加えてメスアップし、分析試料溶液とした（n＃瑳

・0．05mga．i．／L模擬試料のコントローノレ

　試験水を分析試料溶液とした（nニ1）。

・5Gmg　a．i／L模擬試料

　100伽Lメスフラスコに50㎎＆i、／L模擬試料1mLを正確に量り、水を加えてメスアッフ。し、『分析試料溶液と

した（n＝3）。

・0．05mg　a．i，／L模擬試料

模擬試料を分析試料溶液とした（n＝3）。

なお、定量限界は模擬試料の最低濃度（0．0500mg　aj／L）とした。

3／11 KOEl　TECHNO
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12、測定値の算出法及び数値の取扱い

　　ヒ’」クの同定は保持時間により行い、被験物質の濃度B（mga．／L）は、次式より算出した。

被験物質の濃度B（皿g　a，i／L）＝分析試料溶液の被験物質濃度（測定値：mg　a．i／L）×希釈倍率

真皮（飴）は、次式により算出した。

真皮（％）＝（BIA）×100

　ここに、A：模擬試料中の被験物質設定濃度（㎎a．i／L）

，（

・模擬試料中の被験物質設定濃度、分析球料溶液の被験物質濃度及び被験物質の濃度Bは、有効数字

3桁に丸め、真度は整数に丸めた。

・相関係数rは小数点以下2桁に丸め、CV値は整数に丸めた．

・数値の丸め方は四捨五入とした。

13．結果友び考察．

　13－1検量線の直線性
　　　5濃度の標準液を11－3HPLC条件で講験を行い、検量線（n＝1）を作成しち得られた結果及び検量．

　　線を添付資料1、クロマドを添付資料2－1～2－3に示した。

　　　検童線の直線性（相関係数：r）は、0，0250～0：0750mg＆i．／しの濃度範囲において1．00と良好な直

　　線性を示した。

13－2再現性
　　標準液（0．b5mg　aLIL）を調製（h＝1）し、11－3’HPLC条件で繰り返し6回測定し1ピーク面積から再現性

　（CV値）琶検討し蔦結果を添付資料3（表1）に示した。

　　標準液め再現性（CV｛酌は、簾と判断基準を満たした。

．（ 13－3真度
　　真度検討用模擬試料く0．05及び50mga．i．／L）から分析試料溶液を調製（n〒3）後、11－3HPLC条件で

試験を苦い、被験物質の濃度Bから真度を検討しち結果を添f寸資料3（表2）、クロマトの一例を添付資料4

　に示した。

　　被験物質の真度は、模擬試料（o．05mg　a．／L）；平均101％及び模擬試料（50mg　a．i／L）；平均100％で

　あり、いずれの濃度においても判断基準を満たした。

13噂標準液の安定性
　　標準液（o．05mg　a．i．／L）を室温下24時間放置した後、11－3HPLc条件で試験を行い、安定性を検

討した。’結果を添付資料3に示した。

　　「再現性で求めた面積測定値の平均一3σ〈24時間後の面積測定値く再現性で求めた面積測定

値の平均＋3σ」の判断基準を満たしていたため、24時間安定と考える・

4／11 KOEr　TECHNO
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14、試験関係資料の保管

　試験関係資料（試験計画書、最終報告書、生テしタ、その他記録類等）は、当試資料保管施設にて10

年間保管するq10年後の対応については試験委託者と協議して決定する。

15・試験の成績に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　　無し

16．データの解析に使用した統計処理計算方法

　　数値の平均け算術平均による。

（
17．準拠したGLP
　　上記試験は、「新規化学物質等に係る試験費実施する試験施設に関する基準について」（薬食

　発第1121003号、平成15・11・17製局第3号、環保企発第03h2工004号）（化学物質GLP）に

　基づき実施した。

18．最終報告書の作成

Zウσア年　ノ月！6日

試験責任者：

，（
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試験No，TO8007

添付資料1
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4一如ロー2一ニトロアニリン直線性の確認及び測定結果
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〈検量線の直線性＞

　　　　　　　r＝

＜検量線＞

1．00　≧0．99

濃度 AREA

標準液

4一ク口口ー2一ニトロ

@　　アニリン

img　a．i／L）

4一クロロー2一ニトロ

@　　アニリン

① 0．0250 15478

2 0．0375 23219

③ 0．0500 32633

4 0．0625． 40446
5 0．0750’ 46772

ノJ　Vl日柄零丁柑下臥

AREA 濃度

分析試料溶液
4汐口口ー2一ニトロ

@　アニリン

4一ク口口ー2一ニトロ

@　アニリン

img・a．i．／L）

50m　a．i、／Ln＝1 32173 0．0507

50m　a．i．／Ln＝2 31845 0．0502
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0．05m　a．i／Lnニ1 31771 0．0501

0．05m　a．i／Ln＝2 32081 0．0505

0．05皿『a．i．／Ln＝3 31926 0．0503

＜分析試料溶液＞
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試験No．TO8007

添付資料3 再現性、真度及び安定性

表1再 性及び標準液の安定性
AREA CV値（％）

4一夘ロー2一ニトロアニリン

n．0500㎎a．i．／L標準液 4一ク叩一2二二トロアニリン
平均 σ

32216 32200 144 o

32394
31955

6回連続注入1
@　　　　　2
@　　　　　3
@　　　　　4
@　　　　　5
@　　　　　6

32271
32172
32194

2荏時間後 32051
一 一 一

CV｛直（弘）＝ 0≦5艶

（

安定性：

表2真度

再難で求めた　31768　〈　24時間後の32051
AREAの平均一3σ＝　　　　　　　　　　　　　AREA三

衣z　　反

六
模擬試料

設定濃度
img直、i／L）

@　A

分折試料溶液の

@被験物質
Z度6㎎血i／L）

被験物質の

@濃庄一
ｿ“／口
@　B

（％）’

b

（％）『

@D

50m　a．i　IL　n＝1 500 O　D507 50．7 101 100

50m　a．i．／L　n＝2 50．0 0．0502 50．2 100

50皿a．i、／L　r3 50．0 0．0500 50．0 100

005m　a　i．／L　n＝1 00500 00501 0．0501 100 101

o　o5m巳．i．／L　n＝2 00500 00505 0．0505 101

005m　a　i　IL　nニ3 00500 00503 D　O503 101

　　再現性で求めた
く
　AREAの平均＋3σ＝

32632

A：設定濃度（mg『a．i．／L）＝模擬試料中の被験物質設定濃度
B：被験物質の濃度（mg　a．1・／L）＝分析試料溶液の被験物質濃度（mg　aj／L）×希釈倍率（56mg　a・LIL：1000倍、0・05mg巳・LIL：1倍）

C：真度（鷲）＝（BIA）×100

D：平均真度（覧）

、（

10／H KOEl　TECHNO
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付属資料一5．試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの水中安定性試験

試験液中の4一クロロー2一ニトロアニリンの水中安定性試験
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試験No．TO8007－G

陳　　述　　書

1．試験名 ：生態影響試験（メタ恢伽諮盆ψ的に対する急性毒性試験）における試験液中の4一ク叩

一㍗ニトロア⇒ンの水中安定性試験

（ 2．試験番号：TO8007－G

　上記試験は、「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」（薬一

食発第1121003号、平成15・11・17製局第3号、環保企発第031121004号）（化学物質GLP）に

従って実施したものであります。

広栄テクノ株式会社

（
試験責任者

KOEI　TECHNO

受領年月日

受領春

初ア、♪／6
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変更届番号：TO8007－G－1

最終報告書変更届
試験番号　＝TO8007－G

変更届番号：TO8007－G－1

　　ページ番号：1／3

表題：生態影響試験（メダカ（0肛伽冶ゆ的に対する急性毒性試験）における試験液中の全クロロー

　　2一ニトロアニリ：／の水中安定性試験

L変更箇所
　①1／6へ㌧ゾ

　②2／6へ㌧ヅ

③3／6ページ

　④4／6へ㌧ジ

8．被験物質

1L試験方法
12．結果

添付資料1検量線の一例

．（ 2．変更内容
　（変更前）

　①慰・、・饗・：CNA

②11－2検量線の作成肇譲籔擁質権緬麟垂レだ葦蓼舞頭脳嵐，〉…

③試験液中の4一ク四一2一ニトロアニリンの濃度測定結果を表1、無処理対照区、0・5mgaj・／L区及

　び10mg　a．i、／L区の液体クロマトグラムの一例を添付資料3、4及び5に示した。

　0時間における試験液中の被験物質の定量に用いた検量線及び標準液の液体クロマトグラム

　の一例を添付資料’1及び2に示した。

（

　　　　　　　　　　日■　一S一ク叩一2一ニトロアニリン濃度隷mg　a．i．／L）

試験液
0時間 24時間 48時間 96時間

無処理対照区 〈0．025 漂 ＿彦 一蓬

0．5mg　a．i．／L区 0，506 0，488 0，498 0，476

10mg　a．i．／L区 9．96 9．74 10．1 9．72

表14一ク叩一2一ニトロアニリンの濃度測定結果

舜測定し鵡がづ潜

受領年月日

受領者

よ。　o、t♪、／6

KOEITECHNO
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変更届番号：TO8007－G－1

へ㌧ヅ番号：2／3
④

ド

l　AR飴

に翻「

1　5・・。。1
い・…！

「劃
一　　10000　・

1　　　　0F

l　　O・0000　0・0200　0・0400

一

0・0600　0・08000・1000曜L

，（
a＝639000

bニ132‘

R＝1．00

①嚥野鶴：CNA

③試験液中の4一ク面一2一ニトロアニリンの濃度測定結果を表1、無処理対照区、o．5mga、i．／L区及

　び10mg　a．i．／L区の液体クロマトグラムの一例を添付資料3、4及び5に示した。

　0時間における試験液中の被験物質の定量に用いた検量線及び標準液の液体クロマトグラム

灘灘麟購灘矯雛ρ鰍識…海濃難
（

表14一ク叩一2一ニトロア切ンの濃度測定結果

4一クロロー2一ニトロアニリン濃度（mg　a、i．／L）

試験液
0時間 24時間 48時間 96時間

無処理対照区 （麹額P ＿も ＿哲 ＿養1：

0．5mga．i．／L区 0，506 0，488 0，498 0，476

10mga．i．／L区 『　9、96 9．74 10．1 9．72

＊1測定しなかった。

KOE『TECHNC）
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変更届番号：TO8007－G－1

へ㌧ジ番号：3／3

④

一I
i　　AREAi

　70000『
1

1　　60000　・1

　　　　　　　ラ

I
140000
｝

！　　30000　・

　20000i

l　　IOOOO
i
l　　　　O

　　　O．OOOO

鷺讐㍑1鯵

〇一〇20D　　　　O．0400　　　　0，0600　　　　0．0800 o・嬰9．

（

3．変更理由

　①誤記訂正。

　②誤記訂正。
　③定量限界をハ’リデーション試験（試験番号：TO8007）で保証された数値に訂正した。

　④グラフ上に数式と相関係数（Rからrに訂正）を掲載した。グラフの横軸に「濃度」を追記した。

zσoア年3月／之日

、（

K（）下…：11’Fl（二HNO
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試験No．TO8007－G

・最終幸艮告書

（、 生態影響試験（メダカ（g吻函必ゆ的に対する急性毒性試験）における試験液中の

　　　　　　　　4一如ロー2一⇒ロアニリンの水中安定性試験

、（
　　試験番号，TO8007二（ゴ

報告年月日：2009年1月16日

試験委託者：住化テクノサービス株式会社

試験施設：広栄テクノ株式会社

KOEI　TECHNO
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信頼性保証報告書

1．試験の種類
　　　生態影響試験（メダカ（0朋f∂5歳ψθ∂に対する急性毒性試験）における試験液中の

　　　4一ク四一2一ニト的ニリンの水中安定性試験

2．試験N　o．

　　　TO8007－G

、（．

3．被験物質の名称
　　　4一クロロー2一ニトロアニリン

　本試験は、「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し）て」（平成15年11

月21日付け：薬食発第1121003号、平成15q1・17製局第3号、環保企発第031121004号）（化学
物質GLP）に従って適正に行われており、最終報告書には、試験で使用した方法および手順が正確

に記載され、報告結果は、試験の生データを正確に反映していることを保証する・
　なお、当施設で定めた信頼性保証業務標準手順書による監査・査察の状況は下記の通りである。

己言口

．（

対・　象

試験施設査察（実験前査察）

試験の実施状況

　監査及び査察（実験操作日）

最終報告書監査

最終報告書監査（再）幸

実　施　年　月　日

2008年12月　1日

2008年12月　8日
2008年12月12日

2009年
200・9年

1月16’

3月12一日

監査・査察報告年月日

2008年12月　5日

2008年12月　8日
2008年12月12日

2009年　1月16日’
2009年　3月12日

＊最終報告書変更届（No，TO8007－G－1、2009．3．12付）による再監査。

信頼性保証業務担当者

所属　広栄テクノ株式会社

職　信頼性保証チームメンバー
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試験No．TO8007－G

目 次

（

L　表題

2．試験目的

3．試験委託者の名称及び所在地

4．試験施設の名称及び所在地
5．’ 詞ｱ関係者の氏名及び所属

6．試験番号

7．試験期間

8．被験物質

9．主な試薬等

10，主な機器

11．試験方法

12．結果

13．試験関係資料の保管

・14．試験の成績に影響を及ぼしたと思われる環境要因

15．テ㌧タあ解析に使用した統計処理計算方法

16．準拠したGL戸

17．最終報告書の作成

，（

KOEI　TECHNO



0809EDI　61／66

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験No．TO8007－G
l．表題

　生態影響試験（メダカ（0αz伽歳加的に対する急性毒性試験）匡おける試験液中の4一ク四一2一ニトロアニ

リンの水中安定性試験

2、試験目的

　　本試験は、生態影響試験（メダカ（6励加血ゆθ5）に対する急性毒性試験）における試験液中の全ク叩

　一2一ニトロアニリンの水中安定性を確認することを目的とした。

3．試験委託者の名称及び所在地

　　名　称：住化テクノサービス株式会社

　　所在地：兵庫県宝塚市高司4丁目2番1号

（
4．試験施設の名称及び所在地

　　名　称：広栄テクノ株式会社

　　所在地：大阪市城東区放出西2丁目12番13号

5．試験関係者の

　　試験責任者

　　試験担当者

6．試験番号

　　丁08007－G

，（一

7．試験期間

　試験開始日

　　実験開始日

　　実験終了日

　　試験終了日

2008年12月5日
2008年12月8目
2008年12月12日

2009年1月16日

8．被験物質

　ご名　　称　＝4一クロロー2一ニトロアニリン

　略　称l　CNA

　Lot　No．：GJO1

　純度：99，9％

　製造者：

ユ／6 KOEI　TECHNO
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試験No、TO8007－G

9．主な試薬等

　試薬名
　アセトニトリル

　水
　試験水

．等　級

HPLC用
超純水

脱塩素水

メーカー

ナカライテスク

純水製造装置により製造

試験委託者より提供

10．主な機器

　機器名
　液体クロマトグラフ（以下「HPしC」と記す）

　データ処理装置

　超純水製造装置

　電子天秤

型式
L－7000システム

D－7000
Mmi－Q　SPシステム

AX205

メーカー

日立製作所

日立製作所
日本ミリポア

メトラー・トレド

，（－

（

11．試験方法

　11－1臼PLC条件
　　装置．　　　　1日立製作所製L－7000システム

　　テ』タ処理装置＝日立製作所製D－7000
　　カラム　　　：L－column　ODS（5μm、4、6㎜LDx15〔㎞X財酷人化学物質繍縮鮒
　　カラム温度　　　：40℃
　　移動相　　　　二水：ア卦ニトリルニ50：50

　　流量　　　　　：1．OmL／min

　　・波長　　　　　＝UV230nm

　　感度　　　　　：1AUIV
　　注入量　　　　：100．0μL

11－2．検量線の作成（被験物質の採取量は純度にて換算し起）’

　　被験物質12、51mg（純度補正値二12．50mg）を1000mLメスフラズコに量りとり、水を加えて溶解させ

　12．5聴a・LILの標準液原液を調製した。この標準液原液を水で適宜希釈し、0・0250・0・0375・0・0500・

0．0625及び0．0750mg　a．i／しの標準液を調製した（n＝i）。こめ各標準液（0．0250、0．0375、0、0500、

OIO625及び0．0750mg　a・LIL）の100．0μ．しにつき、1H　HPLC条件で測定を行い（nニ1）・それぞれの

　濃度を横軸に、被験物質のヒ㌧ク面積を縦軸にとり検量線を作成し、最小自乗法により回帰直線式を

．求めた。

．11－3『
ｪ析試料の測定

　被験物質濃度が0、05mg　aL／L相当量になるように下記調製法に基づき希釈したものを分析試料

溶擁とした・・令析試料溶液100・0μしにつき1H　HPLC条件で試験を行い（n＝1）・被験物質のヒしク

面積を測定し、回帰直線式より分析試料溶液の被験物質濃度（mg　a．i．／L）を算出した。

・無処理対照区

　分析試料を分析試料溶液とした（n＝1）。

・0．5mga．i．／L区

　分析試料1mLを10mLメスフラスコに正確に量り、水を加えてメスアップし、分析試料溶液とした（n＝1）。

・10mga．i．／L区

　分析試料1mLを200mLメスフラスコに正確に量り、水を加えてメスアップし、分析試料溶液とした（nニ1）。

2／6 KOEI　TECHNO
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験No．TO8007－G
分析試料中の被験物質の濃度6ng乱i／L）は、次式により算出した。

被験物質の濃度（mga．i．／L）＝分析試料溶液の被験物質濃劇㎎aj／L）x希釈倍率

被験物質の濃度は、四捨五入により有効桁数3桁に丸めた。

．（

12．結果

　　試験液中の4一ク叩一2一ニトロアニリンの濃度測定結果を表1、無処理対照区、0・5mg　a・i・／L区及び10mg

a．i／L区の液体クロマトグラムの一例を添付資料3、4及び5に示した。

　　0時間における試験液中の被験物質の定量に用いた検量線及び標準液の液体クロマトグラムの一例を

　添付資料1及び2に示した。なお、定量限界はバリテ」ション試験（試験番号：TO8007）の模擬試料の最

　低濃度セある0．0500mga．i．／しとした。

　　表14ヲ口口ー2一ニトロアニリンの濃度測定結果

試験液

4ψロローかニトロアニリン濃度（mg＆i．／し）

0時間’ 24時間 48時間 96時間

無処理対照区 〈0．0500・ ＿蝿 ＿輔 ＿司

0．5mg＆i／L区 0，506 0，488 0，498 0，476

10mg　a．i．／L区 9．96 9．74 10．1 9．72

＊1測定しなかった。

13．試験関係資料の保管
　　試験関係資料く試験計画書、最終報告書、生データ、その他記録類等）は、当詠資料保管施設にて

　10年間保管する。10年後の対応については試験委託者と協議して決定する。

14．試験の成績に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　　無し
．
（
『

15．データの解析に使用した統計処理計算方法

　　数値の丸め方は四捨五入とした。

16．準拠したGLP
　　上記試験は、「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」（薬
食発第1121003号、平成15・11・17製局第3号、環保企発第031121004号）（化学物質GLP）

　に基づき実施した。

17．最終報告書の作成

試験責任者：

Zoげ年！月／6日
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試験No．TO8007－G

添付資料1　検量線の一例
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試験No．TO8007－G

添付資料3無処理対照区の液体クロマトクラムの一例

，（

§
）
細
細
ゆ
超

§
頚
1
！
躊

1
！
謡

0．㎜

《
Z
O
↓

6 2 3　　　　　4

保持時岡ω司

5 6 7

添付資料40、5m“i．／L区の液体夘マトグラムのて例

r（’

㎝
聯
　
慨
　
剛
　
鵬
　
伽
　
…
…
　
㈱

α
　
．
α
　
　
飢
．
　
α
　
　
α
■
　
“
　
　
α
　
　
α

　
　
　
　
　
　
　
　
3
5
制
組
中
㌍

釜
O
．
。
口
．
口

0 1 2 3　　　　4

保持時画仙iの

5 6 7

5／6 KOEl　TECHNO



0809EDl　66／66

試験No．TO8007－G

添付資料510mg　a．1．／L区の液体夘マトグ弘の一例
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ミジンコ急性遊泳阻害試験結果報告書

1．一般的事項

新規化学物質等の名称 4一クロロー2一ニトロアニリン

別　　　　　　　　　名 一

C　A　　S　番　　号 89－63－4

構造式又は示性式
iいずれも不明な場合は、

ｻの製法の概要）

　　　NO2

@　　　　NH2@　　、
@
　
1
　
　
　
／
C
l

分　　　　子　　　　量 172．57

試験に供した新規
ｻ学物質の純度（％）

99．9

試験に供した新規
ｻ学物質のロット番号

GJO1

不　純　物　の　名　称

y　ぴ　含　有　率
不明

蒸　　　　気　　　　圧 不明

対　水　溶　解　度 不明

1一オクタノール／水分配係数 不明

融　　　　　　　　　点 118．C

沸　　　　　　　　　点 不明

常温における性状 橙色結晶性粉末

安　　　　定　　　　性 不明

溶媒に対する溶解度等 溶媒 溶解度 溶媒中の安定性

エーテル 可溶 一

酢酸 可溶 一

メタノール 微溶 一



2．試験溶液の被験物質濃度の分析方法

項　目

分析方法

前処理法

定量条件

法方

被験物質濃度が0．05mg　a．i／L相当量となるように試験液を超純水で希釈したも

のをHPLCに注入し、被験物質を定量した。以下の式により被験物質濃度を算出

した。

濃度（mg　a．i／L）＝分析試料溶液の4・クロロー2一ニトロアニリン濃度x希釈倍率

サンプリング：　全試験区

頻度：　　　　暴露開始時および終了時

サンプリング量：20mL

サンプリング法二試験液を撹拝することなく中層から採取

　　　　　　　（暴露終了時は4連の各試験容器から等量採取し混和後、

　　　　　　　20mLを採取）

必要に応じて超純水にて希釈した。

装置（HPLC）：　L－7000システム　日立製作所製

データ処理装置：D－7000　　　　日立製作所製

カラム：　　　　L－coIumn　ODS（5μm、4．6mm　I．D×150由m）

カラム温度：　　40。C

移動相：　　　超純水：アセトニトリル＝50：50

流量二　　　　1．O　mL／min

波長：　　　　UV230nm

感度：　　　　1AUIV

注入量：　　　100．0μL

定量限界：　　0．050mga．i．／L

平均回収率：　0．05mg　a．i．／L（101％）、50mg　aj，／L（100％）



3．試験材料及び方法

項目 内容

試験生物
種（和名・系統・時間齢）

オオミジンコ（Oaρわη后magηa）

Q4時間未満齢

入手先
独立行政法人国立環境研究所

D（元環境庁国立環境研究所）

対照物質への感受性

@　　（EC50）

@（対照物質名）

48時間EC50ニ0．89mg／L

dクロム酸カリウム（関東化学㈱製、試薬特級）

飼育 飼育水の種類 人工調製水日endt　M4

環境条件（水温、明暗周期）
水温：20±1。C

ｾ暗周期：16時間明／8時間暗（室内光）

試験条件 試験容器 100mL容ガラス製ビーカー

試験用水 種類 人工調製水Elendt　M4

硬度 250mg／L（CaCO3換算）

pH 8．2

暴露期間 本試験：2009年1月20日～2009年1月22日

試験濃度（設定値） 0．50，1．0，2．0，4．0，8．O　mg　a．i．／L（公比2、0）

供試数 20頭／試験区（5頭／容器×4連）

試験濃度区 4連
連数

対照区 4連

試験溶液量 100mL／試験容器

助剤の有無 無

種類 一
助剤

濃度 一

助剤対照区の連数 一

試験方式 止水式

換水又は流水条件 一

水温 19．7～19．8。C（実測値）

溶存酸素濃度（DO） 8．3～8．8mg／L（実測値）

明暗周期
16時間明／8時間暗

ｺ内光（685～9971ux、実測値）

結果の算出

@方法
EC50 Movingaverage法



4．試験結果及び考察

項　　目 内容

毒性値 48時間EC50ニ4．2mg　a．i匹

試験濃度 実測値

考察及び

ﾁ記事項

・　被験物質の溶解に時間を要するため、200Cで一晩スターラー撹拝し

@て試験原液を調製した。

E　試験液中の被験物質濃度は測定濃度の平均値を採用した。

E　試験の有効性については基準値を満たしており、本試験はガイドライ

@ンに準じて適切に行われたと判断した。

5．ミジンコの濃度一遊泳阻害率曲線
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6．その他

試験実施施設 名　　　称 住化テクノサービス株式会社

所　在　地 〒665－0051兵庫県宝塚市高司四丁目2番1号

d話0797（74）2100　　FAXO797（74）2715

試験責任者 職　氏　名

経験年数 9年

試　験　番　号 0809EDI

試　験　期　間 2008年11月6日から2009年3月25日

作成責任者

所属 住化テクノサービス株式会社

ﾂ境科学センター環境生態部環境生態チーム

氏名




