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陳述書

株式会社三菱化学安全科学研究所

　　　　　　　　　　横浜研究所

試験委託者 環境省

表 題 2，2一ビス［4一ヒドロキシー3，5一ジブロモフェニル］プロパンの藻類

（PSθ〃40索1■0加θがθ〃85〃加即1∠躍8）に対する生長阻害試験

試　験　　番　号 A　O50386
、

　本試験は試験計画書および標準操作手順書に従って実施され，本報告書はその結果を

正しく記載したものである。

　また，本試験は下記のGL　Pに従って実施したものである。

「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について」

（平成15年11月21日薬食発第1121003号，平成15・11・17製局第3号，環保企発

第031121004号，最終改正：平成17年4月1日）

2006年　8月　1日

試験責任者
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信頼性保証書

株式会社三菱化学安全科学研究所

　　　　　　　　　　横浜研究所

試験委託者●　環境省

表 題 2，2一ビス［4一ヒドロキシー3，5一ジブロモフェニル1プロパンの藻類

（みθ〃40〃■o加θ！1θ〃85々加即1！8！∂）に対する生長阻害試験

試　験　番　号 A　O50386

　本試験は試験計画書および標準操作手順書に従って実施され，本報告書には試験に使

用した方法，手順が正確に記載されており，試験結果は生データを正確に反映している

ことを，下記の査察および監査実施により確認した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　記

実　施　事　項

試験計画書監査

　　　試験計画書

　　　変更書（変更番号：01）

試験の査察

　　　試験液の調製

　　　藻類の添加

　　　試験液の調製

　　　藻類の添加

　　　試験液の分析

　　　細胞濃度の測定

最終報告書監査
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信頼性保証部門担当者：　2006年　8月　1日

2006年　8月　1日

運営管理者および
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試：験実施概要

1．　表 題 2，2一ビス［4一ヒドロキシー3，5一ジブロモフェニル］プロパンの藻類

（P5θ〃40幻■o加θがθ〃∂5〃加即1！躍∂）に対する生長阻害試験

（試験番号：A　O50386）

2．　試　験　　目　的 被験物質の藻類（アsθ〃40痘■o加θがθ〃〃5〃加∂pノ勿1∂）に対する

生長阻害試験（72時間）を行い，半数生長阻害濃度（EC50）お

よ：び最大無影響濃度（NOEC）を：求める。

3．　適用ガイドライン 「新規化学物質等に係る試験の方法についてく藻類生長阻害試

験，ミジンコ急性遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験＞」　（平

成15年11月21日薬食発第1121002号，平成15・11・13製局

矯2号，環保企発第031121002号，最終改正：平成17年4月1

日）

〆■昌’

A

4．　適　用　G　L　P 「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日薬食発第1121003号，平成

15・11・17製局第3号，環保企発第031121004号，最終改正：平

成17年4月1日）

5．　試験委託者 環境省

東：京都千代田区霞が関一丁目2－2
’

6．　試験受託者 株式会社三菱化学安全科学研究所

東：京都港区芝二丁目1番30号

7．　試　験　施　設 株式会社三菱化学安全科学研究所横浜研究所

神ヨ奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地

8．　試験責任者
生態化学研究部
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9．　試験担当者 　　　　　　　　　　　（2006年

（試験実施，分析実施，報告書作成）

8月　1日）

（2006年　8月　1日）

（試験実施）

10．試験日程 試験開始日

暴露開始日

暴露終了日

試験終了日

2006年

2006年

2006年
2006年

月
月
月
月

∩
乙
6
6
8

6日

6日

9日

1日

11．　保 管 下記の試資料は，（株）三菱化学安全科学研究所

試資料保管施設に保管する。

　1）試験計画書

　2）最終報告書

　3）生データ

　4）被験物質

　5）対照物質

　6）その他必要なもの

横浜研究所の
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　約

齢　環境省
麹
　2，2一ビス［4一ヒドロキシー3，5一ジブロモフェニル］プロパンの藻類（みθ〃吻〃fO加θ∫ノθ〃8

甜加即ノ！認8）に対する生長阻害試験

齢　A　O50386

灘　　本試験はr新規化学物質等に係る試験の方法についてく藻類生長阻害試験，ミジンコ急性
　遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験＞」　（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，最終改正：平成17年4月1日）に準拠して実施した。

　1）培養方式：　　止水式（開放系），振とう培養（100rp皿）

　2｝暴露期間：　　72時間

　3〕試験濃度（設定値）

　　　　　　　　　対照区，助剤対照区，0．570，1．00，1．80，3、20，5．70‡皿g／L

　　　　　　　　　宇試験液調製可能最高濃度

　　　　　　　　　公比：L8

　　　　　　　　　助剤濃度一定二94μL／L（N，N一ジメチルホ肱アミト’使用）

　4｝試験液量：　　100皿L／容器

　5）連数：　　　　6容器／対照区および助剤対照区，3容器／濃度区

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ　6）初期細胞濃度：前培養した藻類　5×10ceHs／皿L

　7｝試験温度：　　23±2℃

　8）照明：　　　75μE／皿2／s〔装置中央フラスコ液面付近）で連続照明

　　　　　　　　　　（装置内変動1±20％以内）

　91分析法：　　　高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
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昼D試験液および試験培養液中の被験物質濃度
　　測定値の設定値に対する割合は，暴露開始時の試験液において85～88％，暴露終了時の

試験培養液において4～7％であった。濃度減少の主な原因は，培養条件下での光による被

験物質の変化が考えられた。阻害濃度の算出には測定値の平均値（時間加重平均）を用いた。

2）生長速度の比較による阻害濃度

半数生長阻害濃度ErC50〔0－72h）：　＞1．88　皿g／L（95％信頼区間：算出不可）毒

最大無影響濃度NOECr〔0－72h）：　　　0、497皿g／L

‡試験最高濃度区は，試験液調製可能最高濃度（5．70皿g／L，測定値の平均値：L88皿g／L）

であり，阻害率が〈50％であったため，　r〉試験最高濃度」という結果となった・

3）生長曲線下面積の比較による阻害濃度

半数生長阻害濃度EbC50（0－72h〕：　　L53　皿g／L（95％信頼区間：算出不可）

最大無影響濃度NOECb｛0－72h）：　　0．268mg／L

4）収量の比較による阻害濃度

半数生長阻害濃度EyC50（0－72h〕：

最大無影響濃度NOECy〔0－72h）：

1．57　皿g／L（95％信頼区間：算出不可）

0，268　皿9／L

5）藻類の形態観察

　暴露終了時の顕微鏡下での細胞形態観察の結果．全濃度区において細胞形態の変化（収

縮，膨張，破裂等）や細胞凝集は認められず，また，対照区および助剤対照区との相違もな

かった。

一8一
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1　被験物質

L1　名称，構造式および物理化学的性状

被　験　物　質　の　名　称 2，2一ビス［4一ヒドロキシー3，5一ジブロモフェニル］プロパン

別　　　　　　　　　　名 （略称：IPDB）

C　　A　　S　　番　　号 79－94－7

構造式又は示性式
iいずれも不明の場合は，

ｻの製法の概要）

　Br　　　　　　　　　Br

g・ 宦@○・H
@Br　　　　　　　　　Br

分　　　　　子　　　　量 543．87

試　験　に　供　し　た

ｨ質の純度　（％）
99．8％

試　験　に　供　し　た

ｨ質のロ　ッ　ト番号
T556F

不　純　物　の　名　称
y　　び　　含　　有　　率

一

蒸　　　　気　　　　圧 一

対　　水　　溶　　解　　度 不溶

1一オクタノール／水分配係数 一

融　　　　　　　　　　点 183．6℃

沸　　　　　　　　　　点 『

常温における性状 白色結晶性粉末

安　　　　定　　　　性
通常の取り扱い条件においては安定。

@酸化剤との接触に注意する。

溶媒 溶解度 溶媒中の安定性

メタノール 可溶 一

溶媒に対する溶解度等 エーテル 可溶 一

アセトニト脇 〉1000皿g／L‡ 一

ジメチルホ茄アミド ＞57000皿g／P 一

上記内容は供給者提供資料による。

ただし，‡の内容は以下の通り。

≠：当社測定値
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1，2供試試料

供給者：

L3　保管法および安定性の確認

　　被験物質は試験期間中，当研究所内の試験物質保管用冷蔵庫（保管条件：冷蔵・暗所・密

　栓）内に保管した。試験終了時，保管した被験物質の赤外吸収スペクトルを測定した・得ら

れたスペクトルは試験開始時に測定したスペクトルと一致したことから，被験物質は保管中

安定であったと判断した。赤外吸収スペクトルを付属資料一1に示す。

　　（装置）フーリエ変換赤外分光分析装置：Nicolet　AVATAR　320型

2　供試生物

　　1）分類　　　　　．

　　2）学名

　　3）株名　　　　　◆

　　4）入手先

　　5）入手日

　　6）入手後の管理

7）感受性の確認．

8）前培養

単細胞緑藻類

みθ“ゴ。灯■o伽∫1θノ／お〃カ08P／16畑

ATCC22662

㎞ericanTypeCultureCollection

1996年6月20日

Gorha皿培地を用い無菌的に継代培養。定期的（約6ヶ月）に細菌検査

をし無菌性を確認。

定期的（約6ヶ月毎）に基準物質（重クロム酸カリウム，試薬特級）

による生長阻害試験を行い，供試生物の感受性を調べている。1996年

11月以降の72時間50％生長阻害濃度（EbC50）は，以下の通りである。

平均値±標準偏差＝0．428±　α0683皿g／L，n＝18

（最小値～最大値＝0．285～α543　皿g／L）

前培養期間；2006年6月2日～2006年6月6日

この間，藻類は対数増殖した。　（環境条件は試験と同様）

3　試験方法

　　　本試験はr新規化学物質等に係る試験の方法についてく藻類生長阻害試験，ミジンコ急

　性遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験＞」　（平成15年…11月21日薬食発第1121002号・

　　平成15・口・13製局第2号，環保企発第031121002号，最終改正：平成17年4月1日）

　　（以下，化審法テストガイドラインと称する）に準拠して実施した・

　　　試験容器およびその他の器具は，必要に応じて滅菌したものを使用した・また・藻類の

　　接種も無菌条件下で行った。
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3、1試験条件

　D培養方式　　　：　止水式（開放系），振とう培養（100r脚）

　2〕暴露期間　　　：　72時間

　31試験液量　　　：　100皿L／容器

　4｝連数　　　　　：　6容器／対照区および助剤対照区，3容器／濃度区

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　き　5〕初期細胞濃度：　前培養した藻類　5×】O　cells／mL

　6）試験温度　　　：　23±2℃

　71照明　　　　　：　75μE／皿2／s（装置中央フラスコ液面付近）で連続照明

　　　　　　　　　　　（装置内変動1士20％以内）

　8）p　H　　　　　：　試験液のp　H調整なし

3．2培地

　　前培養および試験ともに化審法テストガイドラインく藻類生長阻害試験＞に示されている

　推奨培地を濾過滅菌（0、22μ皿）後用いた。組成表を付属資料一2に示す。

3、3　試験容器および藻類培養試験装置等

　1）試験容器　　　　　　　：300mL容ガラス製三角フラスコ（IW照1製）　（通気性のシリコン

　　　　　　　　　　　　　絵付）

　2）藻類培養試験装置　　　：伊藤製作所製　AGP－150RL型

　3）光学顕微鏡　　　　　1ニコン製　ECLIPSE　TE300型

　4）粒子計数装置　　　　：シスメックス製　CDA－500型

　5）pH計　　　　　　　：東亜電波工業製　HM－40V型

　6）温度計　　　　　　　　：Tasco　Japan製　TNA－120型

　了）光量子計　　　　　　二Apogee製　QMSS型

　8）電子天秤　　　　　　：メトラー製　AG204型

　　　　　　　　　　　　　　メトラー製　んE163型

　　　　　　　　　　　　　メトラー製　畑204－S型

　　　　　　　　　　　　　　メトラー製　PB3002型
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3，4　試験濃度の設定

　　試験濃度は，当該被験物質の培地に対する溶解度5、了皿g／L（当社測定値）以下とした・

　以下の表に示す予備試験（各1連）結果に基づき，本試験濃度を次のように決定した。

　　なお，予備試験において被験物質の濃度減少がみられるが，この主な原因としては，培

　養条件下での光による被験物質の変化が考えられた。

本試験濃度〔設定値）：対照区，助剤対照区，0．570，L　OO，L80，3．20，5，70‡皿g／L

　　　　　　　　　　　‡試験液調製可能最高濃度

　　　　　　　　　　　公比：L8

予備試験結果

濃度
（皿9几）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　72時間後分析結果
　　　　　　　O時間時分析結果
阻害率（％）　　　　　　　　　　　　（設定値に対する割合，％）
　　　　　　　（設定値に対する
IYlO－72h）毒1 ы〟C％）藻類添加有藻類添加無藻類添加無
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　遮光準2

助剤対照区

0．285
1
1

97 〈0．8 〈0．8 98

0，570 一2

L14 1o

2，85
10

5．70 41 85 8 8 86

＊1「3．8結果の算出，2）生長阻害率の算出，③収量の比較（収量法）1こよる生長阻害

　率」に示レた式に基いて算出した。

招フラスコをアルミ箔で覆ったもの

3，5試験液の調製

　　試験液の調製方法を付属資料一3に示す。対照区は培地のみとし，助剤対照区には助剤の

　みを含むもの（助剤濃度：94μLIL）を調製した。なお，調製に用いた各原液は用時調製し

　た。また，pH測定および色調観察のための試験液（各試験区1連，以下予備容器とする）

　も調製した。

　　調製時の試験液の外観を観察し記録した。
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3．6試験液および試験培養液の分析

　　暴露開始時，開始別，48時間後および終了時に，全試験区の試験液および試験培養液中の

　被験物質濃度を，高速液体クロマトグラフィー（HP　L　C）により分析した。

　　暴露開始時には，各試験区毎に，全ての試験容器より試験液を一定量ずつ採取して混合し

　たものを分析試料とした。暴露開始24，48時間後および暴露終了時には，各試験区毎に，全

　ての試験容器より試験培養液を一定量ずつ採取して混合し，藻類を遠心分離（3000rp皿，10

　分問）後の上澄み液を分析試料とした。

　　詳細を付属資料一4に示す。

3、7試験操作

　　前培養した藻類の細胞数を，粒子計数装置および血球計算盤と顕微鏡で計数し，試験液中

　の細胞濃度が5x　IO3cells／mしとなるように，前培養液の一定量を試験液の入った容器に添

　加した。なお，予備容器には前培養液は添加しなかった。

　　各試験容器を23±2℃の培養装置に設置（ランダム発生表に従いランダム配置，24時間

　毎に再配置）し試験を開始した。同時に予備容器も設置した。その後，24，48および了2時

　間後に細胞濃度を測定した。細胞濃度は各試験容器より試験培養液1．0凪（72時間では

　0．5mL）を採取し，粒子計数装置用電解液9・0吐（72時間では9．5皿L）と混合した後，粒

　子計数装置により計数した。

　　試験培養液中の藻類について，暴露開始後0，24および48時間には，肉眼による色調観

　察を，また暴露終了時には，肉眼による色調観察および顕微鏡下での細胞形態観察を行った。

　3．20皿g／しおよび5，70皿g／しの濃度区において，暴露開始後48時間以降で試験液の褐色化

　がみられたため，それ以降，これらの濃度区の色調観察は予備容器との相対で行った。

　　各試験区における暴露開始時の試験液および暴露終了時の試験培養液のpHを測定した・

　暴露開始時のpHは，予備容器から試験液を一部採取して測定し，終了時のpHは，各試験

　区の試験容器のうち1容器（Nα1）の試験培養液について測定した。暴露期間中，培養装置

　内の温度，照明光強度および回転数を少なくとも1日1回測定した。
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3，8　結果の算出

　1）生長曲線

　　各試験区の細胞濃度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・

2｝生長阻害率の算出

　下記の方法（速度法，面積法および収量法）で生長阻害率を算出した。

①生長速度の比較（速度法）による生長阻害率（1、）

　対数増殖している培養での細胞濃度の平均値から平均の生長速度（μ）を次の式より算出

した。

　　　1n　N－1nN　　　　　”　　　　　　　’
μ！，噌＝

　　　　　ら一ら

　　ここで，

　　μi．罰：生長速度

　　Nl：t　i時の実測細胞濃度（cells／皿L）

　　　　［試験開始時（t　o）の細胞濃度については設定値を用いる］

　　N。：t皿時の実測細胞濃度（cells／皿L）

　　t　i：暴露開始後i回目に細胞濃度を測定した時間

　　t。：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

平均の生長速度（μ）より各濃度区における平均生長速度の低下百分率（1、）を次の式

により算出した。

∫　＝μ〆μ「x100
一
　　　μ‘

　　ここで，

　　μ。：対照区（助剤使用時は助剤対照区）の平均生長速度

　　μt：各濃度区における平均生長速度

②生長曲線下の面積の比較（面積法）による生長阻害率（1A）

　生長曲線下の面積（A）は次の式により算出した。

Z＝NrN・xf1＋N］＋N2－2N・x（’2一∫1）＋…＋埠1＋焼一2N・x（ケ1，一！）

　　　　2　　　　　　　　2　　　　　　　　　　　　　　　2
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ここで，

A　：生長曲線下の面積

No二暴露開始時の設定細胞濃度（cells／mL）

NI：t］時の実測細胞濃度（cells／mL）

N。：t，時の実測細胞濃度（cells／皿L）

ち：暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

t羽：暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

　生長曲線下の面積（A）より各濃度区における生長の阻害百分率（1A）を次の式により

算出した。

　　オ　一一
1　＝　　c　　’×100
ノ

　　　　オ
　　　　‘

ここで，

A。：対照区（助剤使用時は助剤対照区）の生長曲線下の面積

At：各濃度区における生長曲線下の面積

③収量の比較（収量法）による生長阻害率（I　y）

　収量（Y）は次の式により算出した。

r＝ハ「，一2〉o

　　ここで，

　　Y：収量

　　No：暴露開始時の設定細胞濃度（cel　l　s／皿L）

　　Nロ：t釦時の実測細胞濃度（cells／1nL）

平均の収量より各濃度区における生長の阻害百分率（I　y）を次の式により算出した。

∫＝妾一考x100

ン　鶏

　　ここで，

　　Y。1対照区（助剤使用時は助剤対照区）の収量

　　Yビ各濃度区における収量
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3）阻害濃度算出に用いる被験物質濃度の決定

　4），51のEC50およびNOECの算出に用いる被験物質濃度は，

均）とした。

測定値の平均値（時間加重平

（時間加重平均）

一　　　　Concオ
〃κ
　　”

一Coηごβ
η　　　　　　　　　　　”

］n（Conごオ．）一］n（Conc8．）

一　　加ご1＋加ら＋‘
ハイ。＝

　　　　　　　”

・十〃，c

　　”

mcロ：

ConcA。：

ConcBロ：

面

各暴露期間の平均測定濃度

（ConcへとConcB釦が同じ値の場合はConcA，）

n期間の始めの測定濃度

（暴露開始時または暴露開始24，48時間後の測定濃度）

n期間の終わりの測定濃度

（暴露開始24，48時間後または暴露終了時の測定濃度）

平均測定濃度

4｝半数生長阻害濃度（EC50）の算出

　2）で算出した速度法，面積法および収量法による生長阻害率〔1μ値，

値）を用いて，以下の方法で半数生長阻害濃度（EC50）を決定した。

1A値および1γ

最高濃度区における阻害率 ≧50％ 〈50％

濃度一生長阻害率曲線の 記載する。 記載する。

記載
（片対数紙にプロット）

EC50の決定方法
濃度一生長阻害率曲線において直

�ｫの認められる点を用いて直線

推定される濃度領域を

L載する。

回帰分析（最小二乗法）を行い，

阻害率50％との交点から算出。

可能な限り95％信頼区間を算出。

1。値より求めた場合：ErC50（0－72h）

EC50の表記方法 1A値より求めた場合：EbC50（0一了2h）

1値より求めた場合：EyC50（0－72h）
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5）最大無影響濃度（NOEC）

　以下の統計的手法により，助剤対照区と比較して有意差が認められない試験最高濃度を最

大無影響濃度（NOEC）とした。その際，速度法により求めた場合はNOECr（O－72h〉，面積

法により求めた場合はNOECb（0－72h），収量法により求めた場合はNOECy（0－72h＞と記載

した。

　　　　　　　多祥の比較
m対照区（または助剤対照区）以外に2群以上1

　　2群の比較
P対照区（または助i剤

ﾎ照区）以外に1群1

Bartlettの等分散検定 F検定

等分散が認めら 等分散が認めら 等分散が認め 等分散が認め

れる場合 れない場合 られる場合 られない場合

一元配置分散分析 Kruska1－Wallisの検定

（州OYA）

パラメトリックのDunnett，

@　　　Willia皿s

ノンパラメトリックの

cu皿nett，Willia皿s

Studentの

@t検定
Welchの
伯汳

またはScheffe またはScheffe
の多重比較検定 の多重比較検定

Yuk皿sソフトウェア Yu㎞sソフトウェア
Statlight「＃4 多群の比較j Statlight　r＃3 2群の比較」

（Yu㎞s　Corp， 東京） （Yu㎞s Corp，東京）

　なお，本試験のNOECは，Bartlettの等分散検定（αニ0．OI）を行い等分散性を確認後，一

元配置分散分析（工一way姻OVA・αニ0・05）およびDunnettまたはWillia皿sの多重比較検定

（α＝0，05，両側）を用い算出した．
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4　結果および考察

4．1　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

　　該当する事象1まなかった。

4．2　試験液および試験培養液中の被験物質濃度

　　暴露開始時の試験液，暴露開始24，48時間後および暴露終了時の試験培養液中の被験物

　質濃度を測定した。その結果をTable1に，代表的なクロマトグラムを付属資料一4に示す。

　　被験物質濃度分析の結果，測定値の設定値に対する割合は，暴露開始時の試験液において

　85～88％，暴露終了時の試験培養液において4～7落であった。予備試験において同一培養

　装置内に設置した遮光した試験液には濃度減少が認められなかったことから，濃度減少の主

な原因は，培養条件下での光による被験物質の変化が考えられた。

4．3　生長曲線

　　暴露期間中の細胞濃度をTable2，対照区の生長速度をTable3および生長曲線をFigure

　1に示す。

　　対照区および助剤対照区における細胞濃度は72時間の培養でそれぞれ平均535倍および

　514倍増加し，また，対照区の毎日の生長速度の変動係数は暴露期間を通じて35％，繰り返

し問の生長速度の変動係数は15％を超えることはなく，試験条件（開放系条件）下で正常

　な生長を示した。各濃度区の細胞濃度は，用量依存的に減少する傾向がみられた。

4．4　半数生長阻害濃度（EC50）および最大無影響濃度　（NOEC）

　　濃度区における生長阻害率をTable4に，半数生長阻害濃度（EC50）および最大無影響濃

　度（NOEC）をTable5に，濃度一阻害率曲線をFi理工e2，Figure3およびFigure4に，

　EC50およびNOECの算出結果（使用した統計的手法，入力値，入力に用いた観察点（試験

　区）およびその出力結果）を付属資料一5に示す。得られたEC50およびNOECを以下に示す。

D生長速度の比較による阻害濃度

　ErC50〔O一丁2h）：　〉L88　皿g／L（95％信頼区間：算出不可）‡

　NOECr（0－72h）：　0．497皿g／L

‡試験最高濃度区は，試験液調製可能最高濃度（5，70mg／L，測定値の平均値：L88

mg〆L）であり，阻害率が〈50％であったため，　r＞試験最高濃度」という結果となった。

一18一



2）生長曲線下面積の比較による阻害濃度

　EbC50｛0－72h）：　　1、53mg／L（95％信頼区間：算出不可）

　NOECb（0－72h）：　0、268mg／L

3）収量の比較による阻害濃度

　EyC50（0一了2h）：　　1、57㎎／L（95％信頼区間：算出不可）

　NOECylO－72h）：　0．268皿9／L

4、5　培養試験装置内環境，試験液および試験培養液のpH，試験液の外観

　　暴露期間中の培養試験装置内環境（温度，照明光強度，回転数）をTable6に・暴露開始

　時の試験液および暴露終了時の試験培養液のpHをTable7に示す。

　　培養試験装置内の温度は，設定範囲（23±2℃）内であった・pHは，暴露開始時7、9～

　8．0，暴露終了時8．0～9．7であった。対照区においては，1、5以上のpHの変動は認められ

　なかった。

　　また，調製時の試験液の外観をTable8に示す・全ての試験区において・けん濁物質・浮

　遊物質，沈殿物，油状物質は認められず，色調は無色であった。

4、6　藻類の観察結果

　　試験培養液の肉眼による色調観察の結果，全試験区で時間経過とともに緑色度が増加する

　傾向がみられた。

　　暴露終了時の顕微鏡下での細胞形態観察の結果，全濃度区において細胞形態の変化（収縮

　膨張，破裂等）や細胞凝集は認められず，また，対照区および助剤対照区との相違もなかっ

　た。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　上
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Tab］e1 MeasuredConcentrationofthe　TestSubstanceinTestCultures

　　Nominal
Concentration

　　（mg／L）

Measured　Concentration（mg／L）

　　　　（Percent　of　Nominal）

O　Hour
24Hour 48Hours 72Hours

Mean－Measured
　　　Concentration

　　　　　（11191L）

（Percent　of　Nominal）

Contro1 ≦0・0097 〈0・0002

＜9・0007

．〈0・0097

．＜0・0Ω07

≦9・0007

So］vent　Control ＜9・9007

0．180

（32）

0．313

（31）

0、581

．⊆璽

0，0586

＜0・Ω007

0、570 0．501

（蔓旦）．

1．00 0．858

（8重）

］，80 1．53

（85）

2．72

（§5）

　　　　1、08

．』

（ゆ

0．110

（11）

0，223

0．437

（14）

0．960

（17）

0，0200

．頸L．

3．20

0．153

（27）

　　　　　　　　　　0，0397　　　　　　　　　〔》．268

　　　　＿．止＿＿＿＿」塑）＿＿＿＿

　　　　　　　　　　0。753　　0脚

＿Ω顯L．＿＿，．．㊥L＿＿一＿＿＿≦凱＿．＿

　　　　　　　　　　　0．153　　　　　　　〔》．919

　　　　　　　　　　止．　　≦2L＿

5．70 4．88

（86）

2．33

〔41

0．418

（7

］、88

（33

a　time　weighted　mean
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Tab］e2 Cell　Densities　ofP5εμゴohヤoh11εriε〃05めσgρノ∫010during　the72・Hour　Exposure

Nomina1Concentration

［Meana　Measured　Conc、］

　　　　　　　（mg／L）

Vessel

No．

Cell　Densities（cells／mL）

O　Hour半
24Hours 48Hours 72Hours

Contro1

1
2
3
4
5
6

5000

5000

5000

5000

5000

5000

35900

35500

41000

42300

47000

32200

387800
313800

380800

339800

426800
302800

2659800

2469800

2909800

2619800

2979800

2419800

Avcrage

　　SD
0
0

005 39000

5400

358600

47900

2676500

227400

Solvent

Control

－
「
∠
3
4
5
6

5000

5000

5000

5000

5000

5000

34900

44300

36300

35200

33700

32900

436800
409800
343800
331800

335800
384800

2629800

2939800

2689800

2299800

2419800

2439800

Average

　　SD

5000

　　　0

36200

4100

373800
43600

2569800

231200

0．570

［OJ53］

－
凸
∠
3

5000

5000

5000

51200

55400

36200

370800

389800

376800

2549800

2829800

2879800

AveTage

　　SD

5000

　　　0

47600

10100

379100

　　9700

2753100

177900

ユ．00

［02681

1
2
3

5000

5000

5000

45400

35000

44800

338800
309800

364800

2549800

2229800

25フ9800

Average

　　SD

5000

　　　0

41700

5800

3378GO
27500

2453100

194000

1．80

［0．497］

1
2
3

5000

5000

5000

31600

31800

26700

300800
333800

264800

2369800

2289800

2059800

Average

　　SD
0
0

005 30000

2900

299800
34500

2239800

160900

3、20

［o、9191

1
2
3

5000

5000

5000

29900

21100

27500

271800

207800
290800

2259800

2079800

2229800

Average

　　SD
0
0

005 26200

4500

256800
43500

2189800

　　96400

5．70

［L88］

1
2
3

5000

5000

5000

18900

21100

23300

120800

140800

122800

959800

1039800

944800

Averago

　　SD
0
0

005 21100

2200
1281（〕O

l　l　OOO

981500

51100

a　timeweightedmean
SD：Standard　devlation

＊　　Nominal　initial　densities
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Tab］e3 GrowthRateofColltro］

Growth　Rate

Vessel　No、 μ（0－24h） μ（24・48h） μ（48・72h）

0．0821

O．0817

O．0877

O．0890

O．0934

O．0776

0．0992

O．0908

O．0929

O．0868

O．0919

O．0934

0．0802

O．0860

O．0847

O．0851

O．0810

O．0866 Average SD CV（％）

Average 0．0853 0．0925 0．0839 0．0872 0．0046 5．3

SD 0．0058 0．0040 0．0027

CV（％） 6．8 4．3 3．2

SD：Standard　deviation

CV：Coe茄cient　ofvariation
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Tab］e4ab」e4　　　　　　　しJrOV汽口1日目lD］1］O”　　、70ノ　∪1」一』ごμロレA”し ア

Growth　Rates
　　Areas　under

狽��@gro舳cu四es

YieldsNominaIConcentration

mMeaガMeasuredConc、］
1曲ibition（％）q

@　I，、（0－72h）

　Area

`（0－72h）

Wlibltion（％）●I

@　I＾（0－72h）

　Yield

x（0・72h）

1油ibiti・n（％）’I

@　I〕・〔O－72h）
（mg／L） Vesse］No．

　Rate

ﾊ（0－72h）

Contro1

1
2
3
4
5
6

0．0872

O．0861

O．0884

O．0870

O．0888

O．0859

41786000
R7721000
S4741000
S0308000
S6829000
R6778000

2654800
Q464800

Q904800

Q614800
Q974800
Q414800

Average

@　SD

0．0872

O．0012

一

41361000
R921000

・

2671500
Q27400

－

Solvent

bontrol
1
2
3
4
5
6

0．0870

O．0886

O．0873

O．0852

O．0859

O．0860

42578000
S5876000
S1100000
R6106000
R7606000
R9002000

2624800
Q934800
Q684800
Q294800

Q414800
Q434800

Average

@　SD

0．0867

O．0012

－

40378000
R561000

一

2564800
Q31200

一

0，570

m0．1531

1
2
3

0．0866

O．0880

O．0883

40426000
S4342000
S4170000

2544800
Q824800
Q874800

Average

@　SD

O．0876

O．0009

一1．0
42979000
Q213000

一6，4
2748100
P77900

一7．1

1．00

m0、268］

1
2
3

0．0866

O．0847

O．0868

39518000
R4733000
S0488000

2544800
Q224800
Q574800

Avcrage

@　SD

0．0860

O．0012

0．8
38246000
R081000

5．3
2448100
P94000

4．6

1．80

m0．4971

1
2
3

0．0856

O．0851

O．0836

36115000
R5952000
R1414000

2364800
Q284800
Q054800

Average

@　SD

0．0848

O．0010

2．2
34494000
Q668000

14，6料
2234800
P60900

12．9幸

3．20

m0．919］

1
2
3

0．0849

O．0838

O．0847

34058000
R0151000
R4097000

2254800
Q074800
Q224800

Average

@　SD

0．0845

O．0006

2．5幸
32769000
Q267000

18，8艸
2184800

@　96400

14，8淋

5．70★

mL88］

1
2
3

O．0730

O．0741

O．0728

14570000
P6063000
P4544000

954800
P034800

X39800

Average

@　SD

0．0733

O．0007

15、5料
15059000

@　870000

62．7艸
976500
T1100
6L9艸

Gro瓢h　Inhibition
（％） ofPsε冒ゴ。たfrohηεr’811α励σ吻’o∫o

　　　　timeweightedmean
　　　　Values訂e出egr。舳inhibiti・n（％）relativet。thes・1ventc。ntr・1・

　　　　Standard　deviation
　　　　The　maximum　attainable　conoentration　under　the　presenttest　conditions　and　preparationπ1ethods、

　　　　Indicatesasi卿cantdl倹rence（α＝0．05）肋mthes。1ventc・n圃・

林Indicatesasigni」c鋤tdi衡ence（α一〇．Ol）行・mthes。1ventc。ntr。1・

a

半1

SD
★

幸
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Tab】e5 Ca］culated　EC50and　NOEC

Based
’」　曳　　　　　ノ　　　　　　曳　　　　　　　　　　　ノ

EC50（0－72h）

@　　（mg／L）

　　95－Per㏄nt

bon負dence　Limits

@　　　（mg’L）

NOECr（0－72h）

@　　（mg／L）

＞1．88 一　－ 0，497

onl，、（0・72h）value（Growthrates）

Based
A　k　　　　　ノ 、　　　　　　　　　　　　　　　　　　げ

EbC50（0・72h）

@　　（mg／L）

　　95－Per㏄nt

bonfidence　Limits

@　　　（mg1L）

NOECb（0・72h）

@　　（mg1L）

1、53寺1
一

0，268

onIA（0・72h）value（Areasunderthegro舳cu四es）

Based　orl　l　　tu・1znフ　va］ue α】e鳳SJ

Ef50（0・72h）

@　　（mg1L）

　　　95－Per㏄nt

bonfidence　Limi8
@　　　（mg／L）

NOECy（0－72h）

@　　（mg／L）

L5プ1
一

0，268

Based on　I （0・72h）va］ue（Yields）

　　The　ErC50value　and　associated95％confiden㏄limits　could　not　be　determined　by　least　squares

linear　regression　analysis　because　the　growth　irlhibition（％）at　the　maximum　concentration　level　was

less　than50％．

　　The　EbC50and　EyC50valuesεmd　associated95％confidence　Iimits　were　detenmined　by］east

squares　Iinear　regression　analysis　of　the　Iogarithm　of‡est　concentration　against　the　growth　inhibition

（％）re］ativetothesolventcon甘ol・

雫1 usingtlhe皿easured　concentrations　ofO．919and　L88mg／L　in　the　Tegression　analysis

not　α1］culated

　　The　NOEC　values　were　detennined　by　an　amlysis　ofva－ance〔ANOVA），Du㎜ett　or　Williams　test，

subsequent　to　Bart］ett　test　fbr　homogeneity6f　variances．Statistica］analyses　were　pedbmled　using

Yu㎞s　Statlight紹so飾釘e（Yu㎞s　Co甲、，Tokyo）and　all　tests　ofsigni丘cance　were　atα＝O．05，

excep主Baエtlett　tesちwhich　was　atαニ0，0L
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Table6 Temperature，Lightlntensi臓dRev。luti。nsillthehcubati・nChambe「

Exposure　Period

　　　　（Hours）

Temperature

　　　（℃）

Light　h〕tensity

　　（μE／m2／s）

Revolutions

　　（fpm）

0
」
叶
8
2

　
2
4
7

22．5

23．3

22，8

23，0

72・74

68－72

70－74

70－74

100

100

100

100

Tab】e7 pHValues・fTestCul血es

Nominal　Concentration

［Me鋤a　Measured　Conc，1

　　　　　　　（mg1L）

pH

O　Hour 72Hours（Vesse1Nα）

Contro1 8．0 9．3 （1）

Solvent　Con廿’01 7，9 9．6 （ユ）

0．570 ［O．1531 7．9 9．4 （1）

1，00 ［0．268］ 7，9 9．7 （1）

1、80 ［0．497］ 7、9 9，3 （1）

3、20 ［0、919］ 7、9 8、5 （1）

5、70 ［1．88］ 7、9 8．0 （1）

a　time　weighted　mean

Table8 ApPe田ance・fTestS。］uti。nsaRerPrep肛ati・n

Nominal　Concentration
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Suspended

［Me飢自Measu「副C。nc・l　s。lids

　　　　　　　（mg1L）

F1・ating　　　　　Oily
s。lids　p「ecipi垣tionSubstances

Color

Control none none none none C一

Solvent　Con甘ol none none none none C一

0．570 ［Oj53］ none none none none C一

1．00 ［0．268］ none none none none C一

1，80 ［0．497］ none none none none C一

3．20 ［0、919］ none none none none C・

5，70 ［1．881 none none none none C一

a：time　weighted　mean

c一：color】ess
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Figure1 AlgalGrowthCurveofP58必。耐rch’7εr181105めσgρ’ゴ010
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Figure2 Concentration－lnhibition　Curve　Based　on　Iμvalues　Calcu］ated　f｝om　the　Growth　Rates
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Figure3 Concentrationトlnhibitbn　Curve　Based　on　IA　Va］ues　Calcu］ated

GrowthCurves
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Figure4 Concentration4nhibition　Curve　Based　oll　Iy　Values　Calculated　fレom　the　Yields
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付属資料一1

赤外吸収スペクトル
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FlgureA－1．11n倉aredabs。甲ti。nspectrum。ftllelestsubstanceatthest頒ofthestudy
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　　　　　付属資料一2

化審法テストガイドライン推奨培地の組成
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Table　A・2Medium

Nu甘ient　sa1麓

H3BO3

MnC12’4H20

Znα2

FeC1ゴ6H20

Na2EDTA・2H20

CoC］プ6H20

Na2MoO4・2H20

CuClプ2H20

CaC1ゴ2H20

NH4Cl

K2HPO4

NaHCO3

MgC1ゴ6H20

MgSO4’7H20

Concentration　　m

　　　　　　　O，185

　　　　　　　0．415

　　　　　　　0．003

　　　　　　　0．08

　　　　　　　0．1

　　　　　　　0．0015

　　　　　　　0．007

　　　　　　　0，00001

　　　　　　18

　　　　　　　15

　　　　　　　1．6

　　　　　　50

　　　　　　　12

　　　　　　　15

H 8，3
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付属資料一3

　試験液の調製
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試験液の調製

噸　　1　　　　　，『　1の■　．．．．、．援．．聖．鼻．＿．．＿＿．二τ＝≧＿．．．＿．争エ9＿、．．肌ξ＿’……一……一…・昌一…一一…一……・……

　，．＿溶＿蟻＿，．．＿．．．、二＝：≧＿．．駄転ど授跡ル杢7証＿＿甲甲＿＿……・……・一………一一…一・

　．．＿．愚終餐量＿．＿，．．＿＝＝≧＿．．＿．．、19＿．＿m㌧＿＿＿…・…一・・………・………・・一………

　，．＿．寮＿．器．＿、．＿．．＿層＝＝≧．．＿．．薬左｝ル＿．．．＿＿＿一………・一………………・一………

　，．．－．－鼠．P．塵．－．層＿－．．＿二＝≧－．＿、．－．卿9．．．一幅k＿＿…一・…・・一……一一…・……一・

　，＿．．混食方式．＿、、＿、．．．＝＝≧＿．、チ至難倒逡挫∫路盤容易1ユ、密栓＿＿＿……・・…………一一…

　　　　　　　　・π　圭
　　　原液1採取量　　　一〉　　　100　．．μ』．＿．．．．＿＿、＿．．．＿＿＿ニ＿＿＿＿＿＿，＿．
　1：二二ニi餐i二二塵！二二二二二二二二：二三……iを二二：：麺麩颪丞亙蓼生，紫⇔三レた化罨法ヱろト友ゴド2：fン推奨境地1＿．

　，．＿．量．終窒曇＿．＿．．．＿＝＝二≧．＿．＿．雲99旦＿＿皿㌧＿……・・……・・一………・一・…一…………・・

　，．＿層甕＿．器＿＿、．＿＿∫：＝二≧．＿ノ盈7エ祖．．＿＿．＿……一…一・・一一……一……・・層…一一…一・

　，．＿．墨．＿塵＿．＿＿．＿＝≧．．．．、．．＿辱』z9、．．．．．肌4』＿＿．＿……一・層…一・…一…一…・…・一一

　　　助剤濃度　　　　一一＞　　　．．暫＿．．．μ、』イL．．＿．．．＿、＿、＿＿．．＿＿＿一…一一一・…
　＝二二二潭査五弐二二二二二二二二二1二芸…≡季二二二二二翼翼三ラ＝至～分撹控、解章逡饅允、密栓．＿，＿＿，＿＿＿＿＿

　　3　　　　’の一
　＿、、．助＿剤＿、＿、＿．．二＝＝≧．．＿帖盤τど猛嚇ル杢鳶ヒニ＿＿＿．＿…………一…・・………一……

　　　採取量　　　　一一一〉　　　188　．μL．．．＿．＿＿．＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿．＿＿．
　1二二1逐二二二塵二二二二二二1二二1二二二1三≡Σ二1二！二麺毯颪丞豆β主事笈輿レな化罨法ヱろhガゴE2イン甚雲壌地1＿

　，＿．、量．贅睾黒．．＿．＿＿＝＝二≧＿、＿vエ999＿＿皿㌧＿＿．…一一…・甲・……一………・・一一一一……

　＿．－一甕甲．．輩．＿．甲．．－＿』＝＝≧＿．．授三τム藍≧＿＿＿＿＿・甲…・……………・…………・……・・昌・

　＿．↓．堕都濃虞＿．．層．＿．、∫：＝＝≧＿．．＿．．欝＿駒＿∫｛．』イ」＿＿＿………・一…一…一一……・……一・

　．．＿．星食五義．＿．．．．．＿＝二≧＿．．各2二ゑ＝鯉分鋭鑑貿章測ρ盆．蜜笹・………一一・…一・

2．圭　・の…
　　②，③の各原液を下記の表の通り採取し、試験用水で添加，混合して試験液とする。

嬰墨杢蜜讐鮎郭［二二：翻墨跡製轍ラ鞭蝋こ騒難1互羅二二：二
　，．．．．．混食方式－．．．＿．．．．．篇、≧＿甲、チ1頂癖よ1う撹挫＿＿＿＿＿＿．……・一………一一…一・…一・・

　　　濃度公比　　　　　一一＞　　　1、78　駒＿、弔．＿．雫．．．．＿．甲．＿＿．、＿＿＿＿＿＿＿．＿＿＿．
　ll二涯屋区め運蓼二二二二ニ1二二≡…i…季二二1蒲容蓬Z亙題区お志巫凱創萢罵逐渦豊器∠濃度区．＿＿＿．＿．

　　（以下の濃度表示は，最小桁数に合わせている）
　　　設定試験濃度　　　区嵐　　　　　　②原液∬　③助剤原液　助剤濃度
　　　　　m　L　　　　（略称）　　　　　　　　mL　　　mL　　　μL／L

　　　　対照区　　C　　一一〉　　　0　　0　　0
　　　　助剤対照区　　　　SC　　　一＞　　　　　0　　　　100　　　　94
　　　　　0．570　　C。nc．1　一一＞　　10、000　9α000　　94
　　　　　1，000　　C。nc．2　一一＞　　17、545　82・455　　94
　　　　　1．800　　C。nc，3　一〉　　31．580　68・420　　94
　　　　　3．200　　C。nc．4　一〉　　56、140　43・860　　94
　　　　　5．700　　G。nc．5　一一＞　　100　　0　　94

一35一



　　　付属資料一4

試験液および試験培養液の分析
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1　高速液体クロマトグラフィー（H　P　L　C）測定条件

（装置）

　　高速液体クロマトグラフ（H　P　L　C）

　　　Agilent　l100型カラムスイッチング装置付（Nα1）

　　　　ワークステーション：　　　　Agilent　l100シ11一ズケミステーション（Windows　NT）

　　　　デガッサ：　　　　　　　　　G1322A型（分析用）
　　　　送液ポンプニ　　　　　　　　G1311A型（クォ一夕ナ1擢ンフ。，分析用）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G1310A型（アイソクラティックホ“ンフ。，濃縮用）

　　　　オートサンプラ：　　　　　　G1313A型
　　　　カラムオーブン：　　　　　　G1316A型（カラムスイッチングIVルプ）

　　　　フォトダイオードアレイ検出器：G1315B型

（条件）

　　カラム：　分析用

　　　　　　　濃縮用

　　カラムオープン：

　　溶離液：　分析用

　　　　　　　濃縮用

　　流　速：　分析用

　　　　　　　濃縮用

　GLサイエンス製Inertsi10DS－3V5μ皿4．6㎜Ld・×150㎜

　GLサイエンス製Inertsi10DS－35μ皿4、0㎜Ld・xlO㎜

40℃

　0，1％リン酸水糖液／アセトニト11ル＝25／75（v／v）

　0．1％リン酸水’溶液／アセトニトllJレ＝70／30（v／v｝

　1，0批／皿m

0、00皿in

3，00min

3．01皿in

10．00皿in

10、01　皿in

14．00　皿in

14．01　皿in

20．00皿in

2．5　皿L／皿in

2．5　mL／皿in

O、05　皿L／皿i　n

O．05皿L／皿in

2，5皿L／皿in

2．5　mL／mi　n

O、05　皿L／皿i　n

O．05　皿L／皿in

カラムスイッチングバルブ：0皿in（濃縮側），3皿in（分析側），10皿in（濃縮側）

測定波長：　　　210m

試料注入量：　　500μL

＊：JIS　KO557A4グレードの水
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2　検量線

　　アセトニトリルを用い，0，0，01～0．50皿g／しの標準溶液を調製した・標準溶液の分析を以

　下のように行った。横軸に濃度（皿g／L）を，縦軸にピーク面積（count）をとり，検量線を

　作成した。検量線の最小二乗法による直線回帰式の相関係数は0・9998と良好であった。作

　成した二検量線をFigureA－4－1に示す。

標準溶液0，了5皿L採取

　1←培地0．75皿L添加

混合

　1

H　P　L　C測定

3　検出限界

　　　試験液または試験培養液中の被験物質濃度0、0007mg／Lを検出限界とした。

4　試験液および試験培養液の分析方法

1）試験液および試験培養液を以下のように分析した・代表的なクロマトグラムをFigure

A－4－2〔2），（3），（4），（5），（6），（9），（10），（11），（12）、（13）に示す。

　　　分析試料d（培地で適宜希釈’2）0．75皿L採取

　　　　1←アセトニトリル0、75皿L添加

　　　混合

　　　　l

　　　H　P　L　C測定

　　　　半1各試験区毎に，全ての試験容器より試験液または試験培養液を一定量ずつ採

　　　　　　取して混合した。暴露開始時はこれを分析試料とした・暴露開始24・48時間
　　　　　　後および暴露終了時は，これを遠心分離（3000rp皿，10分間，装置：日立工

　　　　　　機製　CR21E型）し，藻類を分離した上澄み液を分析試料とした。

　　　　‡2検量線範囲を超えるものについて適宜希釈した。

2）標準溶液をr2　検量線」と同様に分析した・代表的なクロマトグラムをFigure　A－4－

2（］），｛7），（8）に示す。

3）各試験液の被験物質濃度は，各分析時に測定した標準溶液のピーク面積を用いて、一点

検量法により定量した。
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5　添加回収試験

　　分析前処理は，「4　試験液および試験培養液の分析方法」に示すように試験液または試

　験培養液とアセトニトリルを混合する操作だけであるので添加回収試験の必要はないと判断

　　した。したがって，回収率による被験物質濃度の補正は行わなかった。
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FigureA4・1 Ca］ibration　curve

No． Conc，entration

　　（m　）

Peak　Ar阜a

（count）

－
「
∠
3
4
5
6
7

0．0

0，01

0，02

0．05

0．10

0、20

0．50

　　　0

16．9

35、2

88．6

163．3

356．8

893．1

Y＝1，781X

F　O．9998

3
　
　
　
　
3
　
　
　
　
ハ
∠
　
　
　
　
へ
∠
　
　
　
　
2
　
　
　
　
2
　
　
　
　
0

絶
　
船
　
殉
　
殉
　
舶
　
冊
　
冊

E
　
　
　
E
　
　
　
E
　
　
　
E
　
　
　
E
　
　
　
E
　
　
　
E

《
∠
　
　
　
0
　
　
　
0
　
　
　
0
　
　
　
0
　
　
　
0
　
　
　
0

1
　
　
　
1
　
　
　
8
　
　
　
6
　
　
　
4
　
　
　
2
　
　
　
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
（
一
…
8
）
諺
語
老
£

●
’

軟●

イ

σ

0 0，2　　　　　　　0．4　　　　　　　0．6

　　Concentration（mg／L）

0．8

一40一



Figure　A－4－2 Represelltative　chromatograms

（1）Standard　O．10mg／L；O　Hour

注入口
試験番号
披験物質
サンプ曲名

サンプ備報
測定ガレーク

分析〃，ド

2006106／06

A薦0386
1PD3
Std　O．1■8／L

1辱照目四

シ→ンスラィン

パイアル悔．

注入量

　　10
　110
500u1

一5X万iτ5…涌2R・偽即行0（PDB軍06爾r’

mAU

70

60

50

40

30

20

10

0

、．1虹＿＿＿＿＿＿＿ユー＿＿

面積パオントレホ㌧ト

ピーナ　　　RT

”　　回n］

タィフ’ 　幅　　　　　面積
［層i”］　　　［COU帆］

高さ　　　　面積～
［屍Au］　　　　［監］

1　　　8．575　剛 O．168 176．3 17．5 】oo

卜伽： 176．3 17．5

料ヰ　Eηd　of　Rcport　専毒毒

（2）ControI O　Hour

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハじ
注入日　　　　：2DO6！06106
試験番号　　　　　　：　AO50386

披験物質　　：IPDB
サンフ㍗名　　　：AレGOhC

無難i騨■

シ→ツスラィン　　　　　　1

バ行歩㎞．　　　　　】01
注入量　　　　　500u】

DADI　A．S18＝2102R■偽60，100　1PDB鵠06060600D

mAU

70

60

50

40

30

20

10

0

．＿」L＿一＿ ゆ ＿婚．

面積バ述ントぱ一ト

ヒ㌧タ　　　RT
揖　　［■i髄］

タイプ 幅　　　　　面積
「隔in］　　　［couηt］

高さ　　　面積鷲
［臨Au］　　　　［鷲］

トクル：

専嚇EndofReport緋毒
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Figure　A－4－2 Colltinued

（3）Solvelltcontro1 O　Hour

注入日　　　　　：20D6／06！06

試験番号　　　：AO5D386
披験物質　　　；1剛B
サンプル洛　　　　　　：　ALG　Oh　SC

無難i麗

シールスライン　　　　　　2

パイ7ルNo．　　　】02
注入量　　　　　500u1

mAU

70

6D

50

40

30

20

10

斗
P

　
　
一

〇

DAD1んS－102R誰300．100‘PD3”06080601D⊃

＿＿一＿＿＿　　＿＿一．一5一

、
1

一ピ→　　　R↑　嚇　　［亘in］
舛ブ．一＿＿＿　幅　　　　　面積

［睡iハ〕　　Icount］
高さ
［崩u］

面積瓢
［～］

トータル：

一一＿＝＝＝＝＝雷一一二二蝉幸料　End　of　Report　桝

（4）0．570mg！L　no：mina1 O　Hour

一一一〒　＝ニ　富注入β
試験番号
披喉輪質
秒プ♪名
サンフ’ル情報

測定オド回
分析”7ド

　2006！06！06

　A隠0386
　1PDB
　A協　Oh　Cl

i囎甲■■

・ゆヌライン

A’ sル南．
注入量

　　3
　103
500u1

mAU

η

60

50

40

30

20

10

o

㎜抗ε叙■02R串鵬100仰酬0606000葱づ）

ゆ

r

＿＿一＝一国一一躍器＝＝＝耀＝　　　　　　　　　　　　　面積パーセント曜一ト

一＝＝＝＝＝＝＝＝＝盟一一　　
t●一夕　　　R↑

”　　［亘in］

タイプ 帽　　　　　面積
［gin］　　［c㎝nt］

高さ
［畝u］

面積覧

m
i 8．561　鳳 O，167 88．3 8．8 】oo

ト→レ： 88．3 8．8

臨二一～z＝
一＿一一一一＝＝＝”＝＝

坤レEnd　of臼opo鷲榊
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Figure　A－4－2 Contillued

（5）L80mg／L　nomina1，0Hour

注入日
試験番号
披験物質
勃フ●略

妙フ㍗情報
測定オヘ’レータ

分析メツフド

2006／06106
AO50386
ユPDB

ALG　Oh　C3

i鴨甲■■

励ンスラィン　　　　　　6
バイアルNo．　　　　　　　106

注入量　　　　　　500b1

D矧へ一一一一一一mAU

フ。

60

50

40

30

20

10

0

3

面積’・’せントレヰ㌧ト

ピーナ　　　臼丁

　調　　［oi“］

弼プ 　幅
［厘in〕

　面積
［count］

高さ
［副〕

面積餐
［鷲］

1 8，563　剛 0．168 270．2 26．8 100

ト日夕鹿： 270．2 26．8

寧鉾EndofRoport帥ヰ

（6）5．70mg／L　nomina1 O　Hour

注入日
試験番号
披験物質
サンプ略

伽7筆情報
測定オヘ’トケ

分析メソフド

　2006／06106
　AO50386
　1PDB
　肌G　Oh　C5

i閣閣■

シ吻ヌライン：　　　7
パイアル四〇．：　　107
注入量　　　：　　500u1

DハDI　A．鎖r210一一’mAU

70

60

50

40

30

20

10

0

り

一一
面積〆オント曜一ト

ビづ　　　　町
制　　【蘭］

クィプ 　轄
［■in】

　面積
［c㎝爪〕

高さ
［献u］

面積郭
1餐］

1 8．562　協‘ 0．168 430．6 42．8 100

トー，ル： 430．6 42．8

毒韓EndofRoport艸章

一43一



…一№`ヰ⑦■

一（7）StalldardO．05mg／L 72Hours
注入日　　　　　　　　：　2006106109

試験番号　　　：AO50386
披験物質　　　　　　：　IPDB

，ン7’1略　　　：gtdO．05昂ε！L
サンプρ情報

雰蹴・i照『■

シーケンスライン：　　　12
ハ’ Cアル　No．　：　　　　　　　　112

注入量　　：　　500u1

mAU

70

60

50

40

30

20

10

0

DAD1へ鎖r2102臼・伝380，100（PDB廿㎜繭11D）

L一＿生＝．
m

面積ハ‘一七ントレポート

ピ→　　町　　列プ　　　幅
　“　　［町in］　　　　　　［釦in］

　面積
［count］

高さ
［謡u］

面積鶴
岡

】　　　8．6，6　嵐 O．ユ62 82．8 8．5 100

トータル： 82，8 8．5

寧＊毒　End　of　Roport　桝

（8）Standard　O20mg／L 72Hours

　ロ　　　　　　　　　　ハ　しロ
注入日　　　　　2006！06／09

盤綴　　1跨1386
サンフ●略　　　　　　　　　3td　O．2㎎！L

伽プρ情報

購lr・顯『■

シ→ツスラィン

パイアル歯，

注入量

　　”
　】11
500u1

mAU

70

00

50

40

30

20

10

o

DAD1冗9輿102臼・同50．100‘防直琴師0910万一”一

⇔

＿＿」L－1匿＿
＿m，

｛

面積パ峠ントレポート

＝＝一＝豊一
ピ→　　即　　タィフ’　　幅
“　　「匹in］　　　　　　［瓢湖

面積
【count］

高さ
［崩u］

面積鷲
【覧〕

1　　　8．624　剛 0．172 358．8 34．9 100

トータル： 358，8 34．9

勅唯ε“d　of　Roport榊唯
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FigureA－4・2 Colltillued

（9）Contro1，72Hours

注入β
航験番号
披験物質
サンプル名

伽フ争情報
測定オヘ’レーク

分析〃フド

　2006！06！09

　AO50386
　1PDβ
　Al．G　72h　C

i鞭国■

シ→鴻ライン　　　　」
パイ芦No．　　　1㎝
注入量　　　　　500u1

mAU

フ0

60

50

40

30

20

10

D

DAD1へSIF2102R・剛O，100｛PDB㈹6D6㈱づ）

一L
而。

一
面積’・’一tントレホ㌧ト

ピーナ　　　RT
　”　　［面n］

クィプ 幅
［oin］

　面蹟
［cou”t］

高さ　　　　面積瓢
［一u〕　　　［餐］

トクル：

＿一一一料率End　of　Report絆傘

（10）Solventcontro1 72Hours

注入日
試験番号
披験物質
fンプル名

勃フ’礪報
測定才ドレータ

分析メカド

　2006／06！09

　AO50386
　1PDB
　ALG72h　SC

i關■

トケンスラィン　　　　2
〆イ”No　　　　】02
注入量　　　　：　　　　500　uL

mAU

70

60

50

40

30
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FigureA4・2 Continued

（11）0．570mg∠Lr》omillal　；72Hours
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Figure　A－4－2 Conthlued

（13）5．70mg∠L　nominal　，72Hours
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付属資料一5

　結果の算出
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Table　A－5－1 　Ca］culation　ofthe　EC50

（1）EbC50（0－72h）

　直線回帰分析（E　C50値の算出）

濃度（mg／L）

　　　　x
］o（x）

阻害率（％）

y

0，919

1．88
8
3

0
∠
U

O
O

I 8
7
8
2

1
∠
U

　　EC50・・■　■　・■　一　一　．■・　－　・　－　甲　■　－

@　L53

　　　　　95％信頼区間層・，昌－轟…　　，－■－・・■甲■■・，－甲一■”■■畠■．・－一層■■一・・甲

@　＃NUM！　～　　＃NUM！

　　単位■　●　■　一　雫　■　■　層　－　・　・　昌　■

@（mg1L）

分散分析
Factor SS DF
Betwcen 963．61

1 963．61　＃DIV10！

V　　　　　　F－ratio 貿0．05，fl，f2）

　＃NUM！

Within 0．00
0 ＃DIV10！

Tota1 963，61
1
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Table　A－5－1 　　　Contillued

（2）EyC50（0・72h）

　直線回帰分析（E　C50値の算出）

濃度（mg几）

　　　　　X
］o（x）

阻害率（％）

0．919

1，88
8
3
0
6
0
0

「 8
0
／

4
1
］
6

　　EC鉛一　－　■　●　●　●　●　－　－　一　－　一　－　一　・　・　甲

@　1．57

　　　　　95％信頼区間■■一．一■・甲，層－層一一●｝●騨－一一●■　，－●－－■・・一騎甲－■－層・ト甲－

@　＃NUM！　～　　＃NUM！

　単位■　一　↓　●　●　駒　■　－　■　一　…

@（mg／L）

分散分析
Factor SS DF v F－ratio 貿O．D5直，ρ）

Botw㏄n 1109．21
1 1109．21　＃DIV／0！ 梱UM！

Within 0．00
o ＃DIV10！

TotaI 1109．21
1
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TabIeA－5－2　　CalculationoftheNOEC

　　　　　　　　　　（1）NOECr（0－72h）

In　ロt　Data　Tablc

Sol．Dont．

Grou1
Conc．1　　Co日。．2　　　Conc．3　　　Coηc．4　　　Conc5

Groロ2　　Grou3　　Grou4　　Groロ5　　Grou6
O．0870

0－0886

0－0873

0．0852

0．0859

0．0860

0．0866

0．0880

0．0883

　　4

　　卓

　　章

0．0866

0．0847

0．0868

　　卓

　　●

　　●

0、0956

0．0851

0．0836

　　毒

　　毒

　　幸

0，0849

0，0838

0－0847

　　毒

　　常

　　毒

0．Oフ30

0．0741

0．0728

　　卓

　　‡

　　宰

　　　　　　　Group

　　　　　　　　　］

　　　　　　　　　2

　　　　　　　　　3

　　　　　　　　　4

　　　　　　　　　5

　　　　　　　　　6

　　　　　　　Mothod

Ban］o監tO虹

　　　　　　Me出σd

l－waYANOVA

　　　　　　Method

Du㎜ett
Dunnc：t
Dumctt

Dロmon
Dunnott

Samp］os

　　6

　　3

　　3

　　3

　　3

　　3

　　vs

VS

　v　s

l　YS2

］vs3

0鴨41vs5

！vs6

Moan

O．0867

0．0876

0．0860

0、0848

0、0845

0．0733

Sido

　O

Sido

　o

Sido

　2

　2

　2

　2

　2

S．E．

0、0005

0．0005

0．0007

0．0006

0．0003

0．00〔同

Stat．

1．538フ

Stat．

84．5293

St飢．

1、3405

0．8783

2．6348

3．0509

18．5362

S．D，

0．OO　l2

0．OOO9

0．0012

0．OOl　O

O．OOD6

0，0007

0．05

11．0フ05

0．05

＞2．9013

0．05

2．8161

2．8161

2．8161

〉2．8161

＞2．8161

Vaエian㏄

　　0．0000

　　0．0000

　　0．0000

　　0．0000

　　0．0000

　　0．0000

　0．O　l

（15．0863

　0．O　l

　　4．5556

　0．01

　　3．6392

　　3．6392

　　3．6392

　　3．6392

〉3．6392

o．OO　l

20．5152

0－OO1

　フ．5674

0．001

999．9900

999．9900

999．9900

999．9900

999．ggoo

　　Prob．

　　　0．9086

　　Prob．

3．2164E申］O

　　Prob．

　　　O．5988

　　　0．8778

　　　0．0780

　　　0．0351申

1．3718E－06幸毒
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Table　A－5－2
Continued

（2）NOECb（0・72h）

In　ut　Dgta　T2blc

Sol．cont，

Gro

4257．8

4587．6

4110、0

3610、6

3フ60，6

3900，2

Conc．l

Gro　2
4042．6

4434．2

4417．O

　　宰

　　疇

　　隼

Conc．2
Grou3

3951．8

3473．3

4048．3

　　卓

　　卓

　　毒

Conc、3
Grou

361」．5

3595．2

3141、4

　　●

　　卓

　　章

Conc．4
Grou5

3405，8

3015，］

3409．7
　　●

　　申

　　●

Conc、5
Grou

1457．O

I606．3

1454．4

　　●

　　章

　　●

Group

　　］

　2
　3

　4
　5
　6

　　　　　　Mothod

Ba困CU　to訂

Samp］c5

　　6

　　3

　　3

　　3

　　3

　　3

V　S

　M㎝
4，037，8000

4297，9333
3、824．6333

3，449．3667

3276．8667
1，505．9000

C

団
O

S

　S．E．　　　S．D．　　　Varian㏄

145，3922　356．1366　］26，833．2640

］27，7632221．2923　48、970，2933

177，8844308．1048　94，928．5833
154．0552　266．83】5　　フ1，199．0233

】30．8882226．7050　51，395．1433
50．2056　　86，9587　　　7．561．8100

Staし　　0．05
3、3583　　11．0フ05

O．01

〈15．0863

0．00］

20．5152

Prob．

0．6449

　　　　　　Mcthod

l■wayハ」“OVA

v　s
C

過
o

S SIat　　　　　O．05

40．7161　　＞2．9013

O．01

　4．5556

0．OOI　　　　Plob．

　7．5674　　3．34E－08

　　　　　　Mothod
W田iams‘1971、1972．1977〕

William到19フ1」972．1977）

Wi闘i副1971、］9フエ1977）
Wjlli隅（1971、］972，1977〕

W11］i㎜s〔1971、09フ2、1977）

　vs
l　vs2
1VS3
1vs4
1v55

］vs6

Sido

　2

　2

　2

　2

　2

S伍t
　　　　O

］．433」

32264

4．0508

12．5］39

0．05

2．13］0

2．2050

〉2．2290

＞2，2410

＞2．2470

0．Ol

　2．9470

　3．0030
＞3．0190

〉3．0270

＞3，0310

o．oo］

999．9卿
999，ggoo

999．ggoo

999，9900

999．9900

Prob．

999．ggoo

999．ggoo

999．ggoo鱒
勇9．ggoo牌
999．9900卓章
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TableA－5－2
Continued

（3）NOECy（0－72h）

In　utDatユTlblo
Sol．cont．

GTou

2624．8

2934．8

2684．8

2294．8

2414．8

2434．8

Conc．l
Grou2

2544．8

2824．8

2874．8

　　喉

　　幸

　　申

Cono．2
Grou

2544．8

2224．8

2574．8

　　常

　　亨

　　事

Conc．3
Grou

23耐．8

2284．8

2054．8

　　疇

　　串

　　●

Conc．4
Grou

2254．8

2074．8

2224．8

　　●

　　●

　　●

Conc．5
Grou

954．8

］034．8

939．8

　　毒

　　章

　　卓

Group

　1

　2

　3

　4
　5
　6

　　　　　　　Mcthod

Bartlc“te訓

Sampl圏
　　6

　　3

　　3

　　3

　　3

　　3

v5

　Mcan
2，564．8000

2748．1333
　ロ

2，448．1333

2234、80ひ0

2　184．80ひ0
　｝

　9フ6．4667

C

植
o

S

　S．E、　　　S．D．　　　V訂1鋤㏄

94．3フ51　23］．1709　　53，440．0000

102．6861　　177、8576　　31，63∋．3333

112．0020193．99313フ，633．3333

92，9157160．934825，900．0000
55－6776　　96、4365　　　9，300．0000

29．4863　　5］．07］8　　　2，608，3333

Stat．

4．3258

O．05

】1、0705

0．OI

く15．0863

o．oo1

20．5152

Prob、

O．5035

　　　　　　　Mothod

ト杁嶺yANOVA

vs C

漏
o

S Stat．

39．4861

o．05

〉2、9013

0．01

　4．5556

0．OOI　　　　Prob．

7．5674　　4．12Eり8

　　　　　　　Mcthod

Wm1ams（1971，1972，1977）

Witli3ms（197］，］972，1977）

Wi1113応（197］，】972，1977）

Willjan首〔1971，】972，1977）

Wi11｛3n酋（1971，】9フ2，1977）

　vs

l　vs2

1vs3
1YS4
1vs5
1vs6

Sido

　2

　2

　2

　2

　2

Stat．

　　　　o

I．3315

2．9292

3．3037

12，3535

O、05

2－1310

2．2050

〉2、2290

＞2．2410

＞2．2470

o．O　l

　2．9470

　3．OG30

　3．0190

＞3．0270

＞3．0310

0．OO1

999．ggoo

999．ggoo

999．ggoo

999．ggoo

999．ggoo

Prob．

999．9900

999．9900

999．9900　‘

999、9卯。　卓4

999．9900　卓唯
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