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試験実施概要

1．　表 題：エチレンジアミン四酢酸のヒメダカ（Or7z／85181ノρθ5）に対する急性毒性試験

2．　試験目的：エチレンジアミン四酢酸のヒメダカ（Oryz／85ノ∂’1ρθs）に対する急性毒性試験を行い，

　　　　　　　　96時間の半数致死濃度（LC50）を求める。

3．　試験方法：OECD化学品テストガイドラインNo．203「魚類急性毒性試験」（1992年）に準拠

生　適用G　L　P：日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室長通知「生態影

　　　　　　　　響試験実施に関する基準の改正について」（別添）「生態影響試験実施に関する基準」

　　　　　　　　（環保安第242号，2001年）

5．　試験委託者：

1）　名　　　称：環境省

2）　住　　　所：〒100－8975東京都千代田区霞ヶ関1丁目2番2号

3）　委託責任者：総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室

　　　　　　　　　室長補佐 　

6．　試験受託者：

1）　名

2）　住

3）　代　’表

称
所

財団法人　日本食品分析センター

〒151－0062東京都渋谷区元代々木町52番1号

7．　試験施設：

1）　名

2）　住

者

称
所

3）　運営管理者：

財団法人　日本食品分析センター　多摩研究所

〒206－0025東京都多摩市永山6丁目11番10号

〒206－0025　東京都多摩市永山6丁目21番6号（別館）

　　　　　（多摩研究所長）
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8．試験責任者

　　所　　　属・環境科学部

　　氏　　　名：

9．　分析担当責任者

　　所　　　属：応用試験部

　　氏　　　名：

農薬試験課

10．試験担当者

生物系

所　　　属：環境科学部

氏　　　名：

環境生物安全課

分析系

所　　　属：応用試験部

氏　　　名：

農薬試験課

1L試験日程
　　試験開始日：2002年12月20日

　　実験開始日：2003年1月21日

　　実験終了日：2003年1月25日

　　試験終了日：2003年3月31日

12．記録及び資料の保管

　　　試験に関する下記の記録及び試資料は，1）については最終報告書作成後10年間または品質低．

　　を起こさずに保存し得る期間のいずれか短い方の期間，2）から5）については10年間，財団法人

　　日本食品分析センター多摩研究所資料保管施設に保管する。その後の保管については試験委託者と

　　別途協議の上，定める。

）
）
）
）
）
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4
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被験物質

試験計画書

生データ及び最終報告書

信頼性保証部門の検閲記録

その他必要なもの
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13．最終報告書の承認

　　試験責任者

　　所　　　属：財団法人

氏 名

日本食品分析センター 多摩研究所　環境科学部

　　ユ。・9年3月3ノ日承認
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要 旨

鍵環境省
表 題

エチレンジアミン四酢酸のヒメダカ（Oryz18s18’1ρθs）に対する急性毒性試験

試験番号

　　　第14014号

試験方法
　　　OECD化学品テストガイドラインNo．203r魚類急性毒性試験」（1992年）に準拠

）
）
）
）
）
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ム
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）
）
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被験物質：エチレンジアミン四酢酸

暴露方式：半止水式（24時間毎全量換水）

供試生物：ヒメダカ（0∫y幻∬ノ認1ρθ5）

暴露期間：96時間

試験濃度（設定値）：

　　　　　対照区，32，42，56，75及び100mg／1

　　　　　公比；L3

試験液量：4．O　l／容器

連　　数：1容器／1試験区

供試生物数：10尾／試験区

試験温度：23．5～24．7℃

10）溶存酸素濃度：7．4～9．5mg／1（暴露期間中，エアレーションは行わなかった。）

11）　　pH　　：4．2～8．1（試験液のpH調整は行わなかった。）

12）照　　明：室内光，16時間明期／8時間暗期

13）給　　餌：無給餌

14）希釈水：水道水（東京都多摩市）を脱塩素したもの

15）分析法：ガスクロマトグラフー質量分析法

結　　　果

　　　以下の値は測定値（算術平均）を基に示した。

　　1）　96時間の半数致死濃度（LC50）：74mg／1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Binominal法により算出した。

　　2）　0％死亡最高濃度：56mg／1

　　3）　100％死亡最低濃度：98mg／1
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1　被験物質

　L1　名称，構造式及び物理化学的性状

　　名称：　エチレンジアミン四酢酸

　　別　名：　　EDTA，エデト酸1）

　　CAS　　Nα：　　　60－00－4

　　構造式：　　　　　o
　　　　　　　　　　歯

　　　　　　、くr．y㌔

　　　　　　　　　ヘノ

　　　　　　　　　　　　0

分子式：

分子量：

沸点：

融点：

水溶解度：

比重：

pKa：

10gPow：

蒸気圧：

均一性：

安定性：

生分解性：

その他：

出典：

CloH16N208

292．251）

240℃（分解）3）

0．519／11），0．509／12）

L651（25／4℃）1）

L5，2．0，2．68，6．11，10．171）

一1．97（計算値）1）

〈1．33Pa（〈0．01mmHg）1）

同一ロットのものを使用した。

通常の使用においては安定であるが，240℃以上に加熱すると分解する3）。

難分解1）

重金属イオンと強固な溶解性錯塩を形成するD。

1）財団法人　化学物質評価研究機構：“既存化学物質安全性（ハザード）

　評価シート”（1997）

2）Merck＆C。．，Inc．，“TheMerckIndex”，11thEd．（1989）

3）　　　　　　　　：“製品安全データシート”（1993）

1．2 供試試料

純　　度：

　ロット番号

供給者：

供給量：

　入手日：

　外　　観：

99．9％

：408C2281

259×4本

2002年12月5日

白色結晶，無臭
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し3　保管方法及び保管条件下での安定性

　1）保管方法

　　　被験物質は当センターの被験物質保管庫（冷蔵庫）に保管した。

　2）被験物質の確認及び保管条件下の安定性

　　　入手した被験物質について赤外分光光度計によりスペクトルを測定し，被験物質の特性が認

　　められることを確認した。また，試験終了時にも同様にスペクトルを測定し，試験開始前のス

　　ベクトルと変化が認められないことを確認した。その結果，被験物質は保管条件下において安

　　定であったと判断された。

2　供試生物

）
）
）
）
）
）

－
り
乙
3
4
く
U
丘
U

7
）

和　　名：ヒメダカ

学名：0∫7z招sノ餌1ρθ5

被鱗体長：1．9cm（1．8～2．O　cm），n＝10

体重：0．llg（0．10～0．12g），n＝10

入手等：自家繁殖（1997年1月29日，滝沢養魚場［埼玉県鴻巣市］より入手）

基準物質による検定の結果：基準物質（硫酸銅（n）五水和物，試薬特級）による96時間の半数

　　　　　　　　　　　　致死濃度（LC50）は0．64mg／1（2003年1月6日）であった。当セン

　　　　　　　　　　　　　ターにおける1999年4月以降のLC50値のバックグラウンドデー

　　　　　　　　　　　　　タ（0．67±0．13mg／1）と比較した結果，供試生物の感受性は，通

　　　　　　　　　　　　常の状態にあると判断した．

順　　化：試験条件と同条件（水質，温度等）で12日間（2003年1月9日～1月21日），順化

　　　　　飼育した。試験には順化飼育を行っている群がら，健康で肉眼的に正常な個体を

　　　　　ランダムに選別して使用した。

　　　　　　なお，暴露開始前7日間の死亡率は0％であった。また，畜養及び順化飼育を

　　　　　通して，薬浴等による処置は行わなかった。

飼
飼
飼
水
照
餌
給

①
②
③
④
⑤
⑥
⑦

飼育水：希釈水（3．2参照）

飼育方法：循環ろ過式

飼育水槽：501容角形ガラス製水槽

温：24．1～24．6℃

明：室内光，16時間明期／8時間暗期

料：市販配合飼料（テトラミン；テトラベルケ社）

餌：体重の2．7％／日（暴露開始の24時間前からは無給餌とした。）
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3　試験方法

3．1

　1）

　2）

　3）

　4）

　5）

　6）

　7）

　8）

　9）

　10）

試験条件

暴露方式：半止水式（24時間毎全量換水）

暴露期間：96時間

試験液量：4．O　l／容器

連　数：1容器／1試験区

供試生物数：10尾／試験区

試験温度：23．5～24．7℃

溶存酸素濃度：7，4～9．5mg／1（暴露期間中，エアレーションは行わなかった。）

　pH　　：4．2～8．1（試験液のpH調整は行わなかった。）

照　　明：室内光，16時間明期／8時間暗期

給　　餌：無給餌

3．2　希釈水

　　　　脱塩素水［水道水（東京都多摩市）を活性炭処理し，残留塩素等を除去した後，充分通気した

　　　もの。］を使用した。脱塩素水使用時には，残留塩素が無いことを確認した。硬度は47

　　　mg／1（CaCO3換算），pHは7．7であった。

　　　　希釈水の定期的な水質測定結果は付属資料一1に示した。

3．3　試験容器及び恒温槽等

　1）　試験容器：51容ガラス容器（容器のサイズ；内径約24c皿×高さ約13cm）を用いた。試験

　　　　　　　　容器にはゴミの侵入や試験液の蒸散を防ぐ意味で蓋をした。

　2）　恒温室：2L84R－5510［日立冷熱株式会社］

　3）　水温計：AP－210E［安立計器株式会社］

　4）　溶存酸素計：DO－14P［東亜ディーケーケー株式会社］

　5）　pH計：HM－14P［東亜ディーケーケー株式会社］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）
　6）　塩素比色計：OT－1型［理研光学株式会社］

3．4　試験濃度の設定

　　　　予備試験において，100mg／1の濃度区ではヒメダカが50％死亡し，32mg／1の濃度区では死

　　　亡が観察されなかったことに基づき，本試験では，100mg／1以下の濃度を公比1．3で5濃度区

　　　（32，42，56，75及び100mg／1）設定した。

　　　　なお，予備試験の結果は付属資料一2に示した。
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3．5　試験液の調製

　　　　試験液調製時の希釈水は，調製前に暴気を行い，恒温室内で24±1℃にした。

　　　　被験物質を超音波処理により希釈水に直接溶解させ，各濃度区の試験液を調製した。

　　　　対照区には，希釈水のみの無処理の対照区を設けた。

　　　　なお，被験物質は純度が99．9％と高純度であったため，純度を考慮せず秤取した。よって，

　　　設定した試験濃度は，供試試料の濃度として示した。また，試験液は用時調製とした。

3．6　試験液の分析

　　　　試験液中の被験物質濃度の分析は，ガスクロマトグラフー質量分析計を用いて，全試験区

　　　について暴露開始時（0時間）及び試験液換水前（暴露開始24時間後）の2回行い，その算術平均

　　　値を求めた。なお，暴露開始時は試験容器から試験液を50ml採取して分析用試験液とした。

　　　また，試験液換水前（暴露開始24時間後）も同様に採取した。

　　　　なお，分析方法は付属資料一5に示した．

3．7　試験操作

　　　　暴露開始時に供試生物と同水槽で順化した魚10尾の体重及び被鱗体長を測定した。

　　　　試験液の水温，溶存酸素濃度及びpHを測定後，試験液中に供試魚を1試験区当たり10尾

　　　投入した。水温，溶存酸素濃度及びpHは暴露開始時，24時間毎の換水前後及び終了時に測定

　　　した。暴露期間中給餌は行わなかった。

　　　　暴露開始後24，48，72及び9G時間後に死亡個体数を記録するとともに観察された毒性の

　　　徴候あるいは異常を記録した。一般的に記載する症例と定義を下記に示したヰ。その他特異的

　　　症例（背曲がり，出血，体色変化，粘液の分泌等）が観察された場合には，その旨を記載した。

　　　死亡個体を発見した場合は，水質の悪化が起こらないよう速やかに取り除いた。

　　　　なお，暴露期間中の試験液についてはその状態（外観等）を観察し，記録した。

ノ

幸一ﾊ的症例と定義

　死　　亡：刺激を与えた場合に反応の認められないもの。

　異常呼吸：対照区の魚と比較して鰓蓋の動きが異なるもの。

　異常遊泳：明らかに対照区の魚と異なる遊泳をしたもの。動作の緩慢，過敏，痙雛，反

　　　　　　転等。

　遊泳不能：底部または水面で動いてはいるものの，水中を遊泳することが不可能なもの。

　　　　　　横転，仮死を含む。

4　結果の算出

　4．1　結果の算出に用いた試験濃度の決定

　　　　　結果の算出に用いた試験濃度は測定値（算術平均）とした．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14014号

を2　半数致死濃度（LC50）の算出

　　　　各試験区での死亡数と供試生物数（10尾）から死亡率（％）を算出し，Binominal法により半数

　　　致死濃度（LC50）を算出した。また，濃度一死亡率のグラフを翠載した。

4．3　0％死亡最高濃度及び100％死亡最低濃度

　　　　死亡率が0％である最高濃度及び死亡率が100％である最低濃度を記録した。

4．4　統計的手法

　　　　本試験結果に使用した統計ソフトを以下に示した。また，統計ソフトの入力値とその出力

　　　結果を付属資料一4に示した。

　　　　TOXDATMULTI畑THODPROG㎜（EPA／600／4－85／013）

5　結果及び考察
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
5．1　試験液中の被験物質濃度

　　　　　暴露開始時及び24時間後の換水前に試験液中の被験物質濃度を測定し，その結果をTable　l

　　　　に示した。

　　　　　暴露開始時及び24時間後の換水前の試験液中の測定濃度1ま，それぞれ26～98mg／1，26～

　　　　97mg／1（設定濃度：32～100mg／1）であり，設定濃度に対する割合は，暴露開始時及び24時

　　　　間後の換水前共に81～100％であった。

　　　　　各濃度区の設定濃度に対する測定濃度の算術平均値は32mg／1で26mg／1，42mg／1で41mg／1，

　　　　56mg／1で56mg／L75mg／1で74mg／1及び100mg／1で98mg／1であり，測定濃度は設定濃

　　　　度の±20％以内を維持できた。よって，本校験物質は試験液中で安定であったと考えられた。

　　　　　以上のことから，以下の値（半数致死濃度，0％死亡最高濃度，100％死亡最低濃度，毒性症

　　　　状の現れる濃度）は測定値から算出した算術平均値を基に示した。

5，2　試験液の状態

　　　　暴露開始時の試験液は無色透明であった。また，24時間後の換水前の試験液は，全ての激

　　　度区において開始時と比較して変化が認められなかった。

5．3　半数致死濃度（LC50）

　　　　各時間における死亡率をTable2に，半数致死濃度（LC50）をTable3に示した。また，濃度

　　　一死亡率のグラフをFigure　lに示した。

　　　　96時間後の各濃度区の死亡率は対照区，26mg／1，41mg／l及び56mg／lで0％，74mg／1

　　　で50％及び98mg／1で100％であった。

以上のことから，以下の結果を得た・

　　96時間LC5。：74帽／l

　　　　　　　　Binominal法により算出した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14014号

5．4　0％死亡最高濃度及び100％死亡最低濃度

　　　　96時間後の0％死亡最高濃度及び100％死亡最低濃度をTable4及び以下に示した。

96時間後の　0％死亡最高濃度：56mg／1

96時間後の100％死亡最低濃度：98mg／1

5．5　毒性症状

　　　　観察された毒性症状をTable5及び以下に示した。

　　　　異常な行動及び外観は，対照区，26mg／1，41mg／1及び56mg／1では観察されなかったが，

　　　74皿g／1及び98，mg／1で水面浮上，不活発，横転及び異常遊泳が観察された。

　　　　なお，98皿g／1では暴露開始48時間後に供試生物が全死亡したため，それ以降の観察はで

　　　きなかった乙

5．6　試験液の水温，溶存酸素濃度及びpH

　　　　試験液の水温をTable6，溶存酸素濃度をTable7，pHをTable8に示した。

　　　　暴露期間中の各試験区の水温は23．5～247℃，溶存酸素濃度は7．4～9．5mg／1であり，水

　　　温は24±1℃，溶存酸素濃度は飽和濃度の60％以上の範囲で試験環境条件を満たしていた。

　　　　なお，pHは4、2～＆1であり，6．0～8．5の範囲を外れたが，これは被験物質に起因するも

　　　のであった。

5．7　試験計画書からの逸脱事項

　　　　なし。

5．8　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

　　　　なし。

5．9　試験の妥当性

　　　　暴露終了時に対照区の死亡率が0％であり，各試験区の溶存酸素濃度も飽和濃度の60％以

　　　上であったため，本試験の成立が確認された。

5．10　結果の評価と考察

　　　　試験液中の被験物質濃度の分析結果から，被験物質濃度は一定に保たれていたことが確認

　　　された。よって，暴露期間中の供試生物は，ほぼ設定濃度通りの被験物質に連続的に暴露さ

　　　れていたと判断した。しかし，本被験物質は水中の金属イオンと錯体を形成する性質を有し

　　　ていることから，本被験物質そのものによる直接的な影響を評価した結果では無い可能性が

　　　あると考えられた．

　　　　なお，本試験ではpHが試験環境条件を外れた濃度区があったことから，pHを対照区と同等

　　　の値に調整し，検討試験を行った（付属資料一3）。その結果，100mg／1濃度区において影響が

　　　認め’られなかったことから，本試験ではpHによる供試生物への影響が非常に大きかったと判
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14014号

断された。また，各時間毎の濃度一死亡率の関係がほとんど一致しており，0％死亡最高濃度

と100％死亡最低濃度の間隔が狭いことから，本被験物質の供試生物に対する用量反応性は鋭

敏であり，結果の収束性が早いものであると考えられた。

　本被験物質は難分解性物質であり，自然環境中に流出した場合には，その地域に生息する

生物に対して，長期間の暴露影響を及ぼす可能性が高いと推察された。また，キレート作用

を有することから，環境水の水質が異なることによって，生物への影響が変化する可能性も

考えられた。よって，本試験より得られた急性毒性に関する情報のみから，その影響を推察

するには注意が必要であり，亜急性または慢性的な暴露試験によって長期的な暴露による影

響を確認する必要があると考えられた。
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TableLMeasuredConcentrationoftheTestSubstanceintheTest

　　　　試験番号

　　　　第14014号

Water

（Semi－StaticCondition）

　　Nominal

Co皿centrat　ion

　　　（mg／1）

Measured　Concentrat　ion　（mg／1）

O　Hour

（New）

Percent　of

　Nomina1

24Hours
　（Old）

Perce皿tof
Nominal

Meana　Measured

Concentration
　　　（mg／1）

Control

　　32

42

56

75

100

＜1

26

42

二
U
3
8

5
7
9

81

100

O
Q
ワ
ー
8

9
9
9

〈1

26

39

6
4

5
ワ
ー
97

81

93

100

99

97

26

1
6

」
雅
【
U

4
8
7
9a：Ar　i　tbme　t　i　c　Mean

New：Freshlypreparedtestsolution

Old：Testsolutionafter24hoursexposure

Tab　l　e　2．　T｝1e　Numbers　o　f　Dead　F　i　sh　（Percen　t　Mor　t　a　l　i　ty）

　　No皿inal

Concentrat　ion
　　　（mg／1）

Meana　Measured
Concentration
　　　　（mg／1）

Cumu　l　at　ive　Mor　t　a　l　i　ty（Percen　t　Mor　t　al　i　ty）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Contro1

32

42

6
5

口
U
7100

26

1
4
U

4
54
8
7
9

0（

0（

0（

0（

0（

0（

）
）
）
）
）
）

0
0
0
n
U
O
n
U

0（

0（

0（

0（

0（

）
）
）
）
）

0
0
0
n
u
O

10（100）

0（

0（

0（

0（

）
）
）
）

0
0
0
0

3（30）

10（100）

0（

0（

0（

0（

）
）
）
）

0
0
0
0

5（50）

10（100）

a：Ar　i　thmet　ic　Mean
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試験番号
第14014号

Table　3．　Calculated　LC50Va丑ues

ExposurePeriod
　　　　（Hours）

LC5。（mg／1）
　　　　　　95－Percent

Con　f　i　denc　e　L　i　m　i　t　s（mg／1）
Statistical　Method

24

48

72

96

〉98

85

79

74

Binomia1

Binomi　al

B　i皿omi　a　l

ヤ

Table 4．　Observation　of

　　　and　the　Lowes　t

the　Highest　Concentration　in　O％Mortality

Concentrationin100％Morta川y

Exposure　Per　iod

　　　　（Hours）

mghestConcentrationin

　　　　　O％Mortality
　　　　　　　　　（皿9／1）

Lowes　t　Co皿cent　ra　t　i　on　i皿

　　　　100％Mortality
　　　　　　　　（mg／1）

24

48

98

74

＞98

98

｝

72

96

56

56

98

98
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試験番号
第MO14号

Table5．ObservedToxicologicalAbnomamies

　　　No皿inal

Concentration
　　　（mg／1）

Mean置Measured
Concentration
　　　　（mg／1）

Abnormal　i　t　ies

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Control n．a．d、（10） 皿．a．d．（10） n．a．d．（10） n．a．d．（10）

32 26 n．a．d．（10） n．a．d．（10） n．a．d．（10） n．a．d．（10）

42 41 n．a．d．（10） 皿．a．d．（10） 皿．a．d．（10） n．a．d．（10）

フ

56

75

100

56

74

98

n．a．d．（10）

s．s．（1）

le（1）

n．a．d．（8）

e．s．（2）

s．s．（4）

le（1）

1．L（1）

n．a．d．（3）

n．a．d．（10）

e．S．（1）

s．s．（2）

le（3）

L　L（1）

n．a．d．（4）

n．a．d．（10）

e．s．（2）

le（3）

1．L（3）

n．a．d．（1）

n．a．d．（10）

S．S．

L　L

n．a．

（1）

（2）

d．（2）

a：Ar　i　thmet　i　c　Mean

n．a．d．　：No　abnormal　i　t　ies　are　detec　ted．

e．s．　　：E　r　r　a　t　i　c　sw　i　mm　i　ng

l　e．　　　：Le　t　h　a　rgy

l．1．　　：Lying　lateral　ly

s．s．　　：Surface　sl　icks

…　　：Allfishweredeadatthisobservation
（　）　　　：Number　of　f　i　sh　observed

t　ime．
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試験番号
第14014号

Tab　l　e　6．　Te皿pera　ture

（Semi－Stat　i　c　Cond　i　t　ion）

　　No皿inat

Concentration

　　（mg／l）

　　　Mean－

　Measured　　　　　　　　　　　O　Hour
Concentratio皿
　　　（皿凶）　　New

Temperature（℃）

24Hours 48Hours 72Hours

Old New 01d New ・Old New

96Hours
　　Old

Control

　　　32

　　　42

　　　56

　　　75

　　　100

震
U
－
α
U
』
怯
8

2
』
仕
【
0
ワ
‘
9

24．1

24．1

24．1

24．1

24．1

24．0

23．5

23．5

23，8

24．2

23．9

23．9

23．6

24．6

24．6

24．4

24．4

24．4

24．7

24，5

24．6

24．6

24．6

24．5

24．2

24．6

24．6

24．6

24．6

23．5

24．0

24．1

24．1

24．1

24．1

24．0

24．0

23．9

24．0

24．7

23．9

24．1

24．3

24．4

a：Ar　i　thmet　i　c　Mean

New：Freshlypreparedtestsolution

Old　：　Test　solut　ion　after　24　hours　exposure

一　：Not　measured　because　all　fisb　were　dead　at this　observat　ion　t　ime．

〕

Table　7．　Dissolved　Oxygen　Concentration

（Semi－StaticCondition）

　　Nominal

Conoentration

　　（昂9／1）

　　　Meanl

　Measured　　　　　　　　　　　　O　Hour　　　　　24Hours
Concentra“o皿

　　（mJl）　　New　Old　New

DissolvedOxygenConcentration（mg／1）

48Hours 72Hours
Old New Old New

96Hours

　　Old

Control

　　　32

　　　42

　　　　56

　　　　75

　　　100

農
U
1
6
4
Q
U

O
乙
」
牙
【
U
ワ
ー
n
コ

9．4

9．4

9．4

9．5

9．5

9．5

7．8

7．9

7．5

7．7

7．9

8．0

9．2

8．7

8．7

8．7

8．7

8．8

7．4

8．3

7．8

7．7

8．0

8．4

8．4

8．7

8．7

8．8

8．8

7．7

7．4

7．4

7．5

7、8

8．9

8．7

8．7

8．7

8．6

8．0

7．7

7．8

7．6

7．9
）

a：Arithmetic　Mean

New　：　Freshly　prepared　test　solution

Old：Testsolutionafter24hoursexposure
一　：Not　皿easured　because　al　l　fish　were　dead　at this　observation　time．
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試験番号
第14014号

Tab｝e　8．　pH　Va丑ue　s

（Semi－StaticCondition）

　　No亘inal

Co皿centmtion
　　（皿9／1）

　　　Meanl

　翻e呂5ured
　　　　　　　　　　　　O　Hour
Concentrat　ion

　　（皿9／1）　　New

pH

24Hours 48Hours 72Hours

Oid New Old New Old New

96Hours

　　Old

Control

　　　　32

　　　　42

　　　　56

　　　　75

　　　100

6
1
£
U
4
8

2
4
【
U
ワ
i
9

8．1

7．0

6．5

5．3

4．7

4．3

7．9

7。3

6．9

5．8

4．6

4．3

8．0

6．8

6．5

5．2

4．6

4．2

7．8

7．6

7．2

5、7

4．7

4．3

8．0

6．8

6．5

5．3

4．6

7．8

7．1

6．8

5．3

4．6

8．0

6．8

6．3

5．4

4．6

7．8

7．6

7．3

6．0

4．7

レ

a：Arithmetic　Mean

New　：　Fresh　ly　prepared　t　es　t　s　o　l　ut　i　o皿

Old　：　Test　solution　after　24　hours　exposure

一　：　Not　measured　because　al　l　f　i　sh　were　dead　at this　observation　time．
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付属資料一1：希釈水の水質

試験番号
第14014号

Quality　of　Test　Water

Parameter Concentration Para皿eter Co皿centration

pH　Value 7．6（22℃） Iprobenfos（IBP） ＜0．0005mg／1

Coliform　Group Not　Detected Chlornitrofen（CNP） く0．00001mg／1

Total　res　idue 120mg／1 Chemicaloxyge皿demand（COD－c，） 〈10mg／1

Phenols 〈0．005mg／1 Bi　ochemi　cal　oxygen　de皿and ＜1mg／1

Totalhardness（asCaCO3） 61mg／1 Suspended　solids 〈1mg／1

Nitratea皿dNitrite L3mg／1 Phosphorus 〈0．01mg／1

Fluoride 〈0．10mg／1 Bromide　ion 〈0．5mg／1

Dichloromethane 〈0．001mg／1 Sulfide　ion（S2一） ＜0．01mg／1

Carbo皿tetrachloride 〈0．0002mg／1 Electricconductivity（25℃） 19mS／m

1，2－Di　ch　l　oroe　thane 〈0．0002mg／1 Alkalinity（CaCO3） 41mg／1

1，1－Dichloroethylene 〈0．001皿9／1 Totalorganiccarbon（TOC） 0．6mg／1

Cis－1，2－Dichloroethylene 〈0．001mg／1 ㎞moniumnitrogen（㎜3－N） 〈0．04mg／1

1，1，1－Trich1oroemane 〈0．001mg／1 PCB 〈0．0005mg／1

1，1，2－Trichloroethane 〈0．0005mg／1 Mercury 〈0．0001mg／1

Tr　ichloroethyle皿e 〈0．001mg／1 Cadmium 〈0．001mg／1

Tet　rachloroethylene 〈0．001mg／1 Cyanide 〈0．005mg／1

1，3－Di　ch　l　oroprope皿e ＜0．0002mg／1 Lead 〈0．005mg／1

Benzene 〈0．001mg／1 Chromium（W） 〈0．005mg／1

Chloroform 〈0．001mg／1 Arsenic 〈0．001mg／1

Thiram 〈0．0005mg／1 Selenium 〈0．001mg／1

Simazine（CAT） 〈0．0002mg／1 Nicke1 0．001mg／1

Thiobencarb 〈0．001mg／1 Copper 0．02mg／1

Isoxathion 〈0．0005mg／1 Zinc 0．O12mg／1

Diazinon ＜0．0005mg／1 Aluminum 〈0．05mg／1

Fenitrothion（MEP） 〈0．0002mg／1 Manganese 〈0．005mg／1

Isoprothiolane ＜0．001mg／1 Iron ＜0．03mg／1

Ch　l　o　ro　t　ha　L　on　i1（TPN） 〈0．001mg／1 Tin 〈0．1mg／1

Propyzamide ＜0，0005mg／1 Sodium 11mg／1

EPN 〈0．0005mg／1 Potassium L8mg／1

Dichlorvos（DD、T） ＜0．001mg／1 Calc　ium 19皿9／1

Fenobucarb（BPMC） 〈0．001mg／1 Magnesium 3．1mg／1

Date： January　7，　2003

20／30

｝

〕



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　付属資料一2

予備試験結果をTable1及び2に示した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　1．　The　Numbers　of

：予備試験結果

DeadFish（Perce皿tMortality）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Range

試験番号
第14014号

findingtest）

　　Nominal

Concentration
　　　（mg／1）

CumulativeMortahty（PercentMortamy）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

32

100

0（

0（

）
）0
0

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

5（50）

Contro1 0（0） 0（0） 0（0） 0（0）

Table2．ObservedToxicological Abnormah　ties

　　　　　　　　　（Ra皿gefinding test）

　　Nominal
Concentration
　　　（mg／1）

24Hours 48Hours 72Hours 96Ho皿rs

32

100

n．a．d．

　　　　
n．ゑ．≧．

n．a．d．

le．，S．S．

n．a．d．

　　皿．a．d．

e．S．，le，，

Ll．，s．s．

　　n．a．d．

几
　
　
・

　
　
　
e

　
　
l

a．d．

n．a．d．

Control n．a．d． n．a．d． n．a．d． n．a．d．

n．a．d．

e．S．

lls。

1．1．

：No　abnormal　it　ies

：E　r　r　a　t　i　c　sw　i　mm　i　ng

：Surface　s　l　icks

：Lethargy

：Lyinglaterally

are　detected．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14014号

　　　　　　　　　　　　　付属資料一3：検討試験結果

本試験さは，被験物質の影響により試験液中のpHが6．0一＆5の範囲を外れたため，水酸化ナトリウ

ムを用いてpHが試験環境条件内となるように調整した試験液で，検討試験を行った。

検討試験結果をTable　l及び2に示した。

　　　　　　　　　Tablel．TheNumbersofDeadFish（PercentMortality）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（thesecondtest）

　Nominal
Concentrat　ion

　　（mg／1）

CumulativeMortality（PercentMortality）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

32

56

100

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

o（b）

0（

0（

0（

）
）
）

O
n
U
n
U

Co皿tro1 0（0） 0（0） 0（0） 0（0）

Tabl　e　2．　Observed　Tox　icological　Abnormal　i　t　ies

（thesecondtest）

　Nominal
Conce皿t　rat　ion

　　（mg／1）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

32

56

100

n、a．d，（10）

n．a．d．（10）

n、a．d．（10）

n．a．d．（10）

n．a．d．（10）

n．a．d．（10）

n．a、d．（10）

n．a，d．（10）

’几乱d．（10）

n．a．d．（10）

n．a．d．（10）

n．a．d．（10）

｝

Control 几乱d・（lg） n．a．d．（10） n．a．d．（10） n．a．d．（10）

n．a．d．：Noabnomalitiesaredetected．

（）　：NumberoHishobserved
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試験番号
第14014号

付属資料一4：統計処理データ

統計ソフトの出力結果を以下に示した．

LC5。after48hoursexposure

試験番号
依頼者名
被験物質名
入力音名
入力年月日
魚種
観察時間

帯
CONC．

皿9／1

98
74
56
41

26

圃MBER
EXPOSED
㎜
10
10

m
10

㎜BER
DEAD
10

0
0

0
0

PERCENT
DEAD
100
0
0
0
0

BINO瓢IAL
PROB．（瓢）

．09765625
．09了65625
．09マ65625

．0976丘625

．09765525

THEBINOMIN飢τES了SHO騨STH八丁7媚D98C酬BE
USEOASSTATISCALLYSOUI①CO畑SERV川犯95PEkCE“T
CONFIDENCE　LI匿ITS　SINCE　τHB　ACT口AL　CONFIDBHCE　LEVEL
ASSOClATED▼ITH　τHESE　LIHIIS　IS　　99．8046875　PERCE淋丁．

A劃　APPRO】【1MA－E　LC50　FOR　IH　l　S　SET　OF　DATA　I　S　　8E∠る協1』119彫軍

需EN㎜朗ARE　LESS㎜”O　CONCENτRATIONS　AT囲1㎝㎜PERCE潤τ
囲AD　l　S　BET腎BEN　O　A瞳n　100，肥lmBR　T肥凹OVI四6　AVERACE　ROR　IHE

PkOBIT’METHOnC訓GIVE州YSτAτIST1㎝LLYS㎝冊RES皿丁＆

LC50after72hoursexposure

試験番号
依頼者名
機験物質名
入力者名
入力年月日
魚種
観察時間

号　01

ﾈ
14

ｫ
n

第
環
肋

03101！26
ヒメダカ
マ2

CONC．

釦9／1

98
了4

56
41

26

NU旧ER
EXPOSED
10
jo

10
10
亙0

’NU田ER
DEAD

　10
　3
　0
　0
　0

PERCENT
DEAD
100
30
0

0
0

BIRO閥1AL
PROB．（鑑）

．09765625
17．1875

．09765625
．09765625
．09了65625

THE　BINO淵IN八L　TEST　SHOWS　THAτ　　56AND　　98　CAN　BB

USED　AS　STAT　I　S　CALLY　SOUND　CONSERVAT　I　VE　95　PEkCENT

CO厨F　IDENCE　LIMITS　SINCE　IHE　AC1UAL　CONFIDE揖CE　LEVEL

’ASSOCIATEDWITHTH巳SELI麗ITSIS9軌8046875PERCEN工

柵PR。Xl甑TELC5。F。RTHISSET。FD＾TAIS72飾馴耀

冊｛EN　THERE　ARE　LESS　THAN　TWO　CO四C厄NTRへT10NS　AT　WHICH　THE　PERCE麗T
DEAD　l　S　BET弼EN　O　A田）　100，NE　I　THER　τHE　MOV　I　NC　AVERAGE　阿OR　THE　，

PROBIT梱THODCANGIVE州YSTATISIICALLYSOUNDRES肌丁＆
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試験番号
第14014号

しC5。after96hoursexposure

　
　
名
　
日

号
名
質
名
月
　
問

番
着
物
者
年
　
時

験
頼
験
力
力
種
察

試
依
被
人
入
魚
観

第14014号
環境省
EDTA

03／q1／26

ヒメダカ
96

CONC，

mg／1

98
74
56
41

26

NUMBBR
E】【POSED

10
10

10
10

10

㎜MBER
DEAD
10
5

0

0
0

PERCENT
DEAD
100

5α
0

0
0

BlN㎝1AL
PROR（駕）

　09765625
も2．3046875

．09マ65625

．09765625
．09765625

丁冊BINoMINALTBSTSm1S㎜T56梱D98C州BB
USED八SSTATISCA肌YSO㎜CONSERVATm…95PERCEM
CONFmENCELIMITSSINCE肥ACT肌CO呼IDENCE二EVEL
ASSOCIATEDWmlmESELIMI了SIS9乳80468了5PERCEM・

AN　APPRO】【1凪ATE　LC50FOR　THl　S　SET　OF　DATA　I　S　　74

｝

冊EK皿沼AkELBSS四ANTWOCONCENT鳳TIO四SAT剛ICH㎜PERCEM
DEADISBETWEENO州D100，頁EIT肥R肥麗OVINCA犯蝕GENORmB
PROBITMEmODC側GI肥州YSTATISTICA肌YSOUND冊SULT＆

〕
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試験番号
第14014号

付属資料一5：試験液中の被験物質濃度の分析方法

1轡レンジアミン四酢酸二水素ニナトロ」ウム二水和物（■■■巳純度99．5一駕）

2　試薬，試液及び標準溶液の調製

1）　試薬

　　　アセトン，ジクロロメタン：残留農薬試験用

　　　　trans4，2一シクロヘキサンジアミンーN，N，N’，N’一四酢酸一水和物（以下rCyDTA』と略），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　水酸化ナトリウム，リン酸二水素カリウム：特級

　　　ポリエチレングリコール400：1級

　　　無水硫酸ナトリウム：残留農薬試験用

　　　三ふつ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液：ガスクロマトグラフ用

　　　　フルオランテンーdm：環境分析用

　　　水（脱イオン水を蒸留したもの）

2）　試液

　　①10皿01／1水酸化ナトリウム溶液

　　　　　水100mlに水酸化ナトリウム40gを溶解した．

　　②1皿ol／l水酸化ナトリウム溶液

　　　　　水90皿1及び10皿ol／l水酸化ナトリウム溶液10皿1を混合した・

　　③1皿01／1リン酸二水素カリウム緩衝液
　　　　　水200mlにリン酸二水素カリウム27．2gを溶解し，10mol／1水酸化ナトリウム溶

　　　　液を加えてpH7に調整した。

　　④CyDTA100皿g／l溶液
　　　　　CyDTA10mgを1皿ol／l水酸化ナトリウム溶液に溶解し，100皿1とした。

　　⑤　フルオランテンーd00100皿g／l溶液

　　　　　フルオランテンーdlo10皿gをアセトンに溶解し，100mlとした。

　　⑥　内標準溶液
　　　　　フルオランテンーd、。100皿g／1溶液1皿1を室温で窒素ガスを通じて乾固させ・ジク

　　　　ロロメタン100皿1に溶解した。

　　⑦0．1％PEGIDCM溶液
　　　　　ポリエチレングリコール0・l　mlとジクロロメタン100mlを混合した。

3）　標準溶液の調製

　　　　標準品25．O皿gを精密に秤り，水に溶解して50皿1とした（500皿g／l）・この2皿1を水

　　で希釈して正確に20皿1とし標準溶液（1）とした（50mg／l）。

　　　　標準溶液（1）を2，1，0．5，0．25及び0．05mlずつはかり取り，試料溶液と同様に操作

　　　し，そのうちの4濃度を検量線作成用標準溶液とした・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14014号

3　試料溶液の調製

　1）　対照区及び32mg／1の試験液

　　　　試験液の2mlにCyDTA　lOO　mg／1溶液50μ1を添加し，100℃に加熱しながら窒素気流下

　　　で乾固した．そこに三ふつ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液　1mlを加えて密栓を

　　　し，80℃で30分間誘導体化反応を行った。

　　　　反応終了後，室温まで放冷し，内標準溶液0．2ml及び1mol／1リン酸二水素カリウム緩

　　　衝液（pH7）3mlを加え，50mlの分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3mlを加えて振と

　　　う機を用いて5分間激しく振とうした。暫時放置後ジクロロメタン層を分取し，水層には

　　　ジクロロメタン3m1を加え，同様の操作を繰り返した。全ジクロロメタン層を無水硫酸ナ

　　　トリウム約5gをのせたガラスろ過器を用いて脱水し，ろ過器上をジクロロメタン3m！で

　　　洗浄した。ろ液及び洗液を5mlの試験管に合わせ，0．1％PEG／DCM溶液0・5mlを添加した後，

　　　室温で窒素ガスを通じて5mlまで濃縮し，定容とした。

　2）　42及び56mg／1の試験液

　　　　試験液の5mlを10mlのメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した。その2mlにCym

　　　100mg／1溶液50μ1を添加し，100℃に加熱しながら窒素気流下で乾固した。そこに三ふ

　　　っ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液1mlを加えて密栓をし，80℃で30分間誘導体

　　　化反応を行った。

　　　　反応終了後，室温まで放冷し，内標準溶液0．2m｝及び1mol／1リン酸二水素カリウム緩

　　　衝液（pH7）3mlを加え，50mlの分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3mlを加えて振と

　　　う機を用いて5分間激しく振とうした．暫時放置後ジクロロメタン層を分取し，水層には

　　　ジクロロメタン3mlを加え，同様の操作を繰り返した。全ジクロロメタン層を無水硫酸ナ

　　　トリウム約5gをのせたガラスろ過器を用いて脱水し，ろ過器上をジクロロメタン3mlで

　　　洗浄した。ろ液及び洗液を5皿1の試験管に合わせ，0．1％PEG／DCM溶液α5mlを添加した後，

　　　室温で窒素ガスを通じて5mlまで濃縮し，定容とした。

　3）　75及び100mg／1の試験液

　　　　試験液の5mlを20mlのメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した。その2m1にCyDTA

　　　100mg／l溶液50μ1を添加し，100℃に加熱しながら窒素気流下で乾固した。そこに三ふ

　　　っ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液1mlを加えて密栓をし，80℃で30分間誘導体

　　　化反応を行った。

　　　　反応終了後，室温まで放冷し，内標準溶液0．2m1及び1mol／1リン酸二水素カリウム緩

　　　衝液（pH7）3mlを加え，50mlの分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3m！を加えて振と

　　　う機を用いて5分間激しく振とうした。暫時放置後ジクロロメタン層を分取し，水層には

　　　ジクロロメタン3mlを加え，同様の操作を繰り返した。全ジクロロメタン層を無水硫酸ナ

　　　トリウム約5gをのせたガラスろ過器を用いて脱水し，ろ過器上をジクロロメタン3mlで

　　　洗浄した。ろ液及び洗液を5mlの試験管に合わせ，0．1％PEG／DCM溶液0．5mlを添加した後，

　　　室温で窒素ガスを通じて5皿1まで濃縮し，定容とした。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14014号

4　ガスクロマトグラフー質量分析計操作条件

　　　機種：HP6890［AgilentTec㎞010gies］

　　　検出器：MSD・SIMモードHP5973A［AgnentTechnologies］

　　　分離管：DB－5MS（PhenylAryleneポリマー化学結合型，膜厚0．25岬）

　　　　　　　　内径0．25mm×長さ30m［Agile皿t　Technologies］

　　　温度：分離管150℃（2分）→15℃／分→280℃（10分）

　　　　　　　　注入口250℃，トランスファーライン250℃，イオン源230℃

　　　ガス流量：キャリヤーガス（ヘリウム）L　O皿1／分（定流量モード）

　　　設定質量数（皿／z）：EDTA＝174，CyDTA＝402，フルオランテンーdlo；212

　　　データ処理装置：MSDケ・ミステーション，G1701AJ　Versionん03・Ol・」

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［AgilentTechnologies］

ア

5　定量

　　　2の3）で調製した検量線作成用標準溶液及び3で調製した試料溶液2μ1をガスクロマト

　　ラフー質量分析計に注入した。標準溶液の濃度と内標準物質とのピーク面積比から検量線を

　　作成し，試料溶液から得られた対象物質と内標準物質との面積比から検出量を求めた。次に

　　検出量，試験液採取量等から，試験液中の被験物質濃度を算出した。

6　検出限界

　　　　　　1ng　　5ml×1，000　　！検出限界：　　　×　　　　　　　×　　　×0．785』l　mg／1
　　　　　1，000　　2μ1　　　2ml

＊F・・一85≒ ]羅舞ぞ，lilヂ

7　添加回収試験

　1）　低濃度添加

　　　　希釈水に被験物質を30mg／1になるように添加し，この溶液を用いて添加回収試験を争、

　　　つた。試験は平行測定3回で実施し，回収率は104．7％，104．2％，103．4％（平均104．1％）

　　　であった。

2）　高濃度添加

　　　希釈水に被験物質を100mg／1になるように添加し，この溶液を用いて添加回収試験を行

　　つた。試験は平行測定3回で実施し，回収率は106．7％，106．6％，106．4％（平均106．6％）

　　であった。
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FigureL Cal　i　brat　i　o皿　curve　o　f　EDTA　by　GC　analys　i　s
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陳述書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14014号

3　試験の表題
　　エチレンジアミン四酢酸のヒメダカ（0∫7z1齪ノ811ρθ5）に対する急性毒性試験

上記試験は，日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室長

通知「生態影響試験実施に関する基準の改正について」（別添）「生態影響試験実施に関

する基準」（環保安第242号，2001年）を遵守して実施したものです。

2，ク03年3月3／日

財団法人日本食品分析センター　多摩研究所

運営管理者



陳述書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14014号

3　試験の表題

　　エチレンジアミン四酢酸のヒメダカ（Oryzi鋸18∫ノρθs）に対する急性毒性試験

　上記試験は，日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室長

通知「生態影響試験実施に関する基準の改正について」（別添）「生態影響試験実施に関

する基準」（環保安第242号，2001年）を遵守して実施したものです。

　なお，試験実施にあたっては，OECD化学品テストガイドラインNo．203「魚類急性毒

性試験」（1992年）を遵守しました．

ユoo3年3月31日

財団法人日本食品分析センター　多摩研究所

試験責任者



信頼’駐生保証書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14014号

3　試験の表題
　　エチレンジアミン四酢酸のヒメダカ（Oryz∫as　la∫∫ρθs）に対する急性毒性試験

郡山t‘」7F　l「　」　【ハF目

検閲内容 検閲実施日
試験責任者への

�数N月日

運営管理者への

�数N月日

試験計画書 2002年12月20日 2002年12月20日 2002年12月20日

被験物質の受領 2003年Ol月17日 2003年Ol月20日 2003年01月20日

試験計画書 2003年01月21日 2003年Ol月22日 2003年01月22日

試験の実施，試薬等 2003年Ol月21日 2003年01月22日 2003年01月22日

分析の実施，試薬等

@器，検体
2003年01月21日 2003年01月22日 2003年01月22日

試験の実施，機器 2003年01月22日 2003年01月22日 2003年01月22日

試験の実施 2003年Ol月24日 2003年01月24日 2003年Ol月24日

被験物質 2003年01月27日 2003年01月27日 2003年01月27日

試験中の保管文書 2003年03月25日 2003年03月25日 2003年03月25日

最終報告書草案及び生データ 2003年03月28日 2003年03月28日 2003年03月28日

最終報告書 2003年03月31日 2003年03月31日 2003年03月31日

4　検閲
　　本試験の検閲は，財団法人日本食品分析センター多摩研究所信頼性保証部門の

　標準操作手順書に従い，以下のとおり実施した。

　上記検閲の結果，本試験最終報告書は試験に用いた方法が正確に記載され，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確認した・

ノ“oラ年5月多／日

財団法人日本食品分析センター　多摩研究所

信頼性保証部門責任者




