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試験番号
第15044号

試験実施概要

L　表 題：2，3一ジメチルアニリンのヒメダカ（伽z∫85ノ躍如諭に対する急性毒性試験

2．　試験目的：2，3一ジメチルアニリンのヒメダカ｛Or％18s12’ノρ的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、　試験方法二〇ECD化学品テストガイドラインNo．203r魚類急性毒性試験』q992年）に準拠

4．　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」侶1」添〕r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：

i）　名　　　称：環境省

2｝　住　　所：〒100－89了5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
者

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　　　　称＝

21　住　　　　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－OO25東京都多摩市永山6丁目l　l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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試験番号
第15044号

8、試験責任者

　　所属：環境科学部 環境生物安全課

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

l　L試験日程

　　試験開始日：2003年12月1日

　　実験開始日：2004年2月23日

　　実験終了日二2004年2月27日

　　試験終了日：2004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年間または品質低下を起

　　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。

1
2
3
4
【
」

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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試験番号
第15044号

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

　　2・岬年　3月

環境生物安全課

31日　　承認
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試験番号
第！5044号

要 巳日

試験委託者

環境省

表 題

2，3一ジメチルアニリンのヒメダカ（Or形18s／8’1ρ細に対する急性毒性試験

試験番号

　　　第15044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

　　1）　被験物質：2，3一ジメチルアニリン

　　2）　暴露方式：半止水式（24時間毎全量換水）

　　3）　供試生物：ヒメダカ（Or〃185／8〃ρθ翻

　　4）　暴露期間：96時間

　　5）　試験濃度（設定値）：

　　　　　　　　　対照区，通気対照区，10，13，18，24，32，42，56，75及び100皿g／1

　　　　　　　　　公比；L3

　　6｝　試験液量：4．O　l／容器

　　7）連　数：1容器／1試験区

　　8）　供試生物数：m尾／試験区

　　9｝　試験温度：23．0～24．8℃

　　10）溶存酸素濃度：7．6～9．5皿g／1（溶存酸素濃度の維持が困難であったため，暴露期間中エアレーシ

　　　　　　　　　　　ョンを行った。［通気量：約15皿1／分D

　　11）　　pH　：乳5～8．0（試験液のpH調整は行わなかった。1

　　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1を脱塩素したもの

　　15）分析法：高速液体クロマトグラフ法

結　　　果

　　　以下の値は測定値（算術平均）を基に示した．

　　D　96時間の半数致死濃度（LC50）：94㎎／1以上

　　21　0鑑死亡最高濃度：71㎎／1

　　3）　100累死亡最低濃度：94皿g／1以上
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試験番号
第15044号

1　被験物質

　L1名称，構造式及び物理化学的性状

　　名称：　2，3一ジメチルアニリン

　　別　名：　　o一キシリジンi］，2，3一キシリジンD，2，3一ジメチルフェニルアミン9

　　　　　　　　2，3一アミノジメチルベンゼン”

　　CAS　Nα：　87－59－2

　　構造式：

　　　　　　　　　　　　　｝

　　　　　　　　　傘
　　　　　　　　　　　　　N、
　　　　　　　　　　　　　　　H

　　　　　　　　　　　　　　CH3

　　　　　　　　　　CH3

分子式：

分子量：

沸点：

融点：

水溶解度：

比重：

pKa：

10gPow：

蒸気圧：

その他：

出典：

C呂HllN

121，211

221～222℃a

2．5℃11，〈一15℃21

微溶ll，水に難溶21

2、21D

O，1皿皿Hg（25℃）ll

難分解性21

1）浦野　紘平：“PRTR・MSDS対象化学物質の毒性ランクと物性情報”，

　化学工業日報社
2
）

第1版，496（200D

1．2供試試料

　純度：

　ロット番号：

　供給者：

　受領量：

　受領日＝

　外観：

99．2％

SEE4863

25皿1×4本

2003年11月28日

暗赤色澄明の液体
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試験番号
第15044号

1．3

　1）

2
）

保管方法及び保管条件下での安定性

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。

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，試験開始前のスペク

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

）
　
）
　
）
　
）
　
）
　
）

1
2
3
4
「
日
¢
∪

了
1

和　　名：ヒメダカ

学名：0凹招5／認知θ5
被鱗体長：2．3c皿（2．1～2．4c皿），n＝10

体　重：0．08glO．07～0．08g），n；10

入手等：自家繁殖（199丁年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（m五水和物，試薬特級）による96時間の半数致

　　　　　　　　　　　　死濃度（LC50）は0・66㎎／1（2003年11月10日）であった。当センタ

　　　　　　　　　　　　一における1995年11月以降のLC50値のバックグラウンドデータ

　　　　　　　　　　　　　（0．76±O，22皿g／D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24日間（2004年1月30日～2月23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日間の死亡率は膿であった。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。

順化飼育条件

飼
飼
飼
水
照
餌
給

①
②
③
④
⑤
⑥
⑦

飼育水
飼育方法

飼育水槽

　：希釈水（3．2参照）

　：循環ろ通式

　：901容角形ガラス製水槽

温：24、6～24．8℃

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：体重の約3．5器／日（暴露開始の24時間前からは無給餌とした。）
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試験番号
第15044号

3　試験方法

3．1

　D
　2｝

　3｝

　4〕

　5）

　61

　7）

）
｝
n
U

8
9
1

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：4．01／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：23．0～24．8℃

溶存酸素濃度：7．6～9、5㎎／1（溶存酸素濃度の維持が困難であったため，暴露期間中エアレーシ

　　　　　　ョンを行った。［通気量：約15皿1／分］）

　pH　：7．5～8．0（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69㎎／HCaCO3

　　　換算），pHは了．8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13c皿）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旧立冷熱株式会社］

　3〕水温計＝AP－2101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1

　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，100㎎／1の濃度区ではヒメダカが30鑑死亡し，10㎎／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，100㎎／1以下の濃度を公比1・3で9濃度区（10，

　　　13，18，24，32，42，56，75及びIOO皿g／l）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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試験番号
第15044号

3、5　試験液の調製
　　　　試験液調製時の希釈水は，調製前に恒温室内で24±1℃にした。

　　　　被験物質を超音波処理により希釈水に溶解させ被験物質原液及び溶液を調製した。

　　　　この被験物質原液及び溶液を希釈水に添加して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と，エアレーションを行なった通気対照区を設けた。

　　　　なお，被験物質は純度が99、2鑑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，被験物質原液及び溶液は用時調製とし

　　　た。

3．6　試験液の分析

　　　　試験液中の被験物質濃度の分析は，高速液体クロマトグラフを用いて，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1

　　　暴露開始時は試験容器から試験液を50皿1採取して分析用試験液とした．また，試験液換水前も

　　　同様に採取した。

　　　　なお，分析方法は付属資料一3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96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’。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，そめ旨を記載した。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。

し般的症例と定義

　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，痙攣，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15044号

4．2　半数致死濃度（LC50）の算出

　　　　最高試験濃度区（100皿g／Dにおいて，累積死亡率が50％未満であったため，LCsoの算出は行わ

　　　なかった。

4．3　0駕死亡最高濃度及び100％死亡最低濃度

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

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Table1

　　　　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は，それぞれ9，5～95，7㎎／1，9．3

　　　　～93．1皿g／l（設定濃度：10～100皿g／Dであり，設定濃度に対する割合は，暴露開始時が95～99斑，

　　　　24時間後の換水前が93～95器であった。

　　　　　各濃度区の設定濃度に対する測定濃度の算術平均値は10皿g／1で9．4皿g／L13㎎／1で12．6㎎／L

　　　　18㎎／1で17、5皿g／1，24㎎／1で23．O㎎／1，32㎎／1で30．6皿g／1，42皿g／lで39、9㎎／L

　　　　56皿g／1で53．O　mg／1，75皿g／1で71．4皿g／！及び100㎎／1で94．4田g／1であり，測定濃度は設

　　　　定濃度の±20毘以内を維持できた。よって，本被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濃度区

　　　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（LC5∂

　　　　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。

　　　　96時間後の各濃度区の死亡率は対照区，通気対照区，9．4皿g／1，12、6皿g／1，17．5皿g／L

　　　23．0㎎／1，30．6皿g／1，39．9㎎／1，53．0皿g／1及び71．4皿g／正で0瑞，94、4皿g／1で20器であっ

　　　た。

以上のことから，以下の結果を得た。

　　96時間LCso：94皿g／1以上

5．4　0鑑死亡最高濃度及び100驚死亡最低濃度

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

96時間後の　O器死亡最高濃度：了1mg／1

96時間後の100駕死亡最低濃度：94mg／l以上

H／24



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第15044号

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，通気対照区，9．4㎎／1，12．6㎎／1及び且5皿g／lでは観察…

　　　されなかったが，器0㎎／L30．6㎎／L39．9㎎／1及び53．0㎎／1で不活発及び水面浮上，

　　　7L4㎎／1で体色の変化，不活発及び水面浮上，94．4皿g／1で異常遊泳，不活発，水面浮上及び

　　　横転が観察された。

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・0～24．8℃，溶存酸素濃度は乳6～9．5皿g／1，pHは7．5～

　　　8．0であり，水温は24±1℃，溶存酸素濃度は飽和濃度の60駕以上，pHは6．0～8．5の範囲で試：

　　　験環境条件を満たしていた。

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駕であり，各試験区の溶存酸素濃度も飽和濃度の60鑑以上で

　　　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。

　　　　本試験は24㎎／1から最高試験濃度区（100皿g／Dにおいての広い範囲で暴露期間中に毒性の徴！

　　　候等が認められたが，最高試験濃度区で半数致死濃度に至らなかったことから，被験物質α　走

　　　生物に対する急性毒性的な影響は，比較的弱いものであり，死亡に至る影響には長期的な暴露期

　　　間が必要となると推察された。

　　　　本被験物質は水溶解度が高く，難分解性物質であることから，自然環境中に流出した場合には，

　　　水系への拡散が早く，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。したがって，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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試験番号
第15044号

TableLMeasuredConcentrationoftheTestSubstancelntheTestWater

｛Se皿i－Static　Condit　ion）

　　Nominal

Concentrat　ion
　　　（皿9／1）

Measured　Concentrat　ion　（皿9／D

O　Hour

（New｝

Percent　of

No皿ina1

24Hours

　　（Old）

Percent　of

No皿inal

MeanaMeasured

Concentration

　　　（皿9／D

Control

AerationContm1

10

13

18

24

32

42

56

75

100

〈0．5

〈0．5

9、5

12．8

1了．8

23．2

3L3

40．7

53．7

72．7

95．7

95

98

99

9了

98

9了

96

9了

96

〈0．5

〈0．5

9．3

12．3

1了．1

22，8

29．8

39、1

52．3

70．0

93．1

93

95

95

95

93

93

93

93

93

9．4

12．6

1了．5

23．0

30．6

39．9

53．0

71．4

94．4

a二

New

01d

Arith皿eticMean

　　　Freshlypτeparedtest－

　　　Test　solution　after　24

solut　ion

hoursexposure

Tabl　e　2．　The　Nu皿bers　of　Dead　Fi　sh　（Percen　t　Hor　tal　i　ty）

　　No皿inal
Concentration

　　　伽9／D

Mean且　Measured
Concentration

　　　　（皿9／1）

Cu皿u　l　at　i　ve　Mor　tah　ty（Percent　Mor　tah　ty）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Contro1

Aerat　ion　Cont　ro1

10

1
3

1
8

24

32

42

56

75

100

9．4

12，6

17．5

23，0

30，6

39、9

53．O

71．4

94．4

0（0）

0｛0）

0（0）

0（O）

0（O）

0（O）

0〔O）

0（0）

0〔O）

0〔0）

0〔O）

0（0）

0（0）

O（0）

0（0）

0（O）

O（0）

o（o）

0（0）

O（0）

O（0）

O（0）

0（0）

0（0）

0（O1

0（0）

0（ω

0（O）

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

2（20）

0（0）

0〔0）

0〔0）

O（0）

0（0）

o（o）

0（O）

0（0）

0（0）

O（0）

2（20）

a　Arit㎞etlcMean
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試験番号
第15044号

Table3．CalculatedLC50Values

ExposurePeriod

　　　　（Hours）
LCso｛㎎／D

　　　　　　95－Pelcent

ConfidenceLi皿its（㎎／1）
Statistica｝Method

4
8
2
食
U

リ
ム
4
了
9

〉94

〉94

〉94

〉94

一

Table 4．　Observat　ion　of

　　　and　the　Lowes　t

the　Highest　ConceIltration　in　O％Mortality

Concentratioロin100男Mortality

ExposurePeriod

　　　　（Hours）

mg虹estConcentrationin
　　　　　O　％　Mortal　i　ty

　　　　　　　　（㎎／D

Lo胃est　Concentration　in

　　　　lOO匿Mortality
　　　　　　　　（皿9／1）

4
8
リ
ム
丘
U

9
凸
4
7
9

〉94

〉94

〉94

〉94
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試験番号
第15044号

Tabl　e　5．　Obse　rved　Toxicologi　cal　Abnor皿a　l　i　t　i　es

　　No皿i且al　　　　Mea皿・Measured

COncentrat　ion　　Concenしration

　　（㎎／D　　　｛皿4D

Abnor皿al　i　t　i　es

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Contro1 ロ．乱d．（1ω n．a．d．　（10〕 n．a．d．（101 皿．a．d．qO〕

Aeration

Control E．乱d．（101 比a．d．〔10｝ n，a．d．〔10〕 皿．乱d．qO〕

1
0

9．4
n．a．d．（10〕 n．ad．（101 n．a．d．（10） n．a．d．（10）

13 12．6 n．a．d．〔10｝ 且．a．d．（1ω ロ．乱d，｛10〕 n．a．d．｛10〕

1
8

17．5
n．a．d．　〔10｝ n．a．d．｛10〕 n．a．d．〔io｝ n．a．d．〔10〕

24 23．0

皿．a．d．　〔9｝

s．sω
n．a．d．（10｝ n．a．d．（101

n．a．d．　〔9｝

　leω

32 30．6

n．a＿d．　（8｝

　1e（2）

且一a．d．　（8〕

　le（2）

n．a．d．（9）

　le｛1〕

n．a．d．（7）

　1e（31

42 39．9

　n．a．d．　｛41

s．s（21，1e｛4）

　n．a．d．（6｝

S．S（2），le｛2｝

　n．a＿d．　〔6〕

s．s｛1〕＋1e〔3）

　n．a．d．｛41

s．s〔1），le〔5）

56 53．0

　n．a．d．｛21

s．s（5〕，le〔2｝

　n．乱d，（3｝

s．s〔2〕，le〔5）

n、a．d．　（8｝

　le（2）

　n．a．d．〔3｝

s．s〔41，le（31

75 7L4
　n．a．d．（2｝

s．s〔41，1e（4）
s．s〔4｝，ie（6）

　n、a．d．　（5）

s．s（2），le（3｝

n．a．d．〔3〕，dc（1｝

s．s（4〕，le（2〕

100 94．4

n．a．d．〔3），s．s｛3）

　Ie｛1〕，1．1（3）

n．a．d．（5〕，s．s（2〕

　1e〔1｝，1．1（2）

且．a．d．（5｝，e．s（D

s．s｛1），1．1（D

e．s（41，！e｛2）

　　Ll｛2）

a：Ari　th皿et　ic　Mean

n．a．d：no　abnor皿al　ities　are　detected

dc：discoloration

e、S：erratiCSWimming

le　：le　thargy

1．1：lyinglaterally

s．s：surfaceslicks

（）　＝Nu皿ber　o　f　f　i　sh　observed
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試験番号
第15044号

Table　6、　Te皿perature

（Se皿i－Static　Condition）

　　Ho皿iロal

CO皿centrat　io皿

　　　㎎D

　　　屈eanユ

　　頁easured
　　　　　　　　　　　　O　Hour
Concentratio皿

　　　回D　　　New

Te皿perature（℃）

24Hours 48Hours 了2Hours
01d New Old New Old New

96Hours

　　Old

　　　Control

Aeration　Contro！

1
0

1
3

18

24

32

42

56

75

100

9．4

12．6

1了．5

23．0

30．6

39．9

53．0

7L4

94、4

24．2

24．1

24．2

24．3

24．2

24．2

24．2

24．2

24、2

24．2

24．2

23、了

23．8

23、4

23．4

23、5

23．4

23．4

23．3

23．4

23．3

23．4

23．9

23．9

23．2

23．2

23．2

23．2

23．2

23．2

23．2

23．2

23．1

24．7

23．1

23．4

23．5

23．9

23．9

24．2

23．9

23．9

23．6

23、5

24．4

24．4

24．2

24、1

24．1

24．1

24、1

24．1

24．1

24．1

24、1

24．7

24．7

23．8

23．6

23．5

24．2

23．3

23．3

24．0

24．0

23．7

24．2

24．2

24．1

24，2

24．1

24．1

24．1

24．1

24．1

24．1

24．0

24、8

24、8

23，1

23．1

23．2

23．1

23．2

23．0

23．（

23．⊥

23．0

a：Arit㎞eticMean

餌ewlFreshlypreparedtestsolution
Old　：　Test　solution　after　24　hours　exPosure

Tabl　e　7．　Di　ssolved　Oxygen　Conce且t　rat　ion

（Se皿i－Static　Condition）

　　NoniEal
Concentration

　　　（㎎／P

　　　闘ea皿ユ

　　Heasu『ed
　　　　　　　　　　　　O　Hour
Concentrat　io皿

　　　醜ノ1｝　　　New

Dissolved　Oxygen　Concentration（皿9／D
24Hours 48Hours 72Hours

Otd New 01d New 01d New

96Hours

　　Old

　　　Control

AerationContro1

10

13

18

24

32

42

56

75

100

9．4

12．6

17．5

23．0

30．6

39．9

53．0

7L4

94．4

9．0

9．o

8、8

8．7

8．7

8．7

8．7

8．7

8．7

8．6

8．6

8．0

8，9

8．了

8．7

8．7

8．6

8、5

8、了

8，8

8．6

8、6

9．0

8．9

9，0

8．9

8．9

8．9

9．0

8．9

8．9

8．8

8．8

8．2

8、9

8．2

8．1

8．0

8．2

8．1

8．1

8．3

8、1

8．1

9．2

9．1

9、5

9．5

9．4

9．3

9．4

9．3

9、3

9．2

9，2

7．7

8．4

7．8

7．8

7．8

7．8

7．9

8．0

8．1

7．8

7、8

8．6

8．5

9．3

9．2

9．2

9．1

9．1

9，1

9．0

9．o

9、0

7．9

8．4

8、2

7．6

7．6

7、8

了．9

8、0

了．9

8．1

8．1

a：Arith皿eticMea且

New　Freshlypreparedtestsolution
Old　　Test　solution　aftelr　24　hours　exposure
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試験番号
第15044号

Tabl　e　8．　pH　Val　ues

（Se皿i－Stat　ic　Condit　ion）

　　Ho皿inal

Co皿centraしion

　　　佃9／D

　　　囲eap亀

　　Measured
　　　　　　　　　　　　O　Hour

Concentratioロ

　　　回ll　　　New

pH

24Hours 48Hours 72Hours

Old NeΨ
01d New Old New

96Hours

　　Old

〔
　
一

　　　Control

Aera［ion　Co且tro1

0
3
8
4
2
2
6
5
0

1
1
1
2
3
4
5
7
0

　
　
　
　
　
　
　
　
1

4
6
5
0
6
9
0
4

9
2
7
3
0
9
3
1

　
1
1
2
3
3
5
7

94．4

8
8
9
9
9
9
9
9
9
9
0

乳
置
歌
τ
乳
乳
乳
乳
乳
乳
＆

6
8
7
7
8
8
8
8
8
8
8

乳
乳
τ
乳
乳
乳
冗
冗
乞
乾
乳

9
9
8
9
0
0
9

8．0

8．0

8．0

8．0

6
7
7
7
6
6
7
7
7
7
了

硫
気
t
乳
τ
乳
乳
乳
乳
名
工

8
9
8
8
7
8
8
8
8
8
8

エ
エ
ー
乳
τ
τ
乳
－
τ
τ
τ

了．7

了．了

8
7
ワ
躍
7
7
7

7．7

7．了

τ．7

7．9

7．9

7．9

9
9
9
0
9
9
0
9

乳
乳
乳
＆
乳
乳
＆
乳

6
了
6
5
6
6
6
7
7

乳
乳
乳
乳
乳
冗
冗
乳
乳
7．7

7．8

a：Ari　t且皿et　ic　Mean

鯉ew　＝Freshly　prepared　test　solution

Old　：　Test　solut　ion　after　24　hours　exPosure

一
｛
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Para皿eter

pH　Value

　Colifor皿　GrOUP

Totat　residue

PhenoIs

Totalhardness（asCaCOρ

NO3－N　and　NO2－N

Fluor圭ne

Dichloro皿ethane

Carbon　tetrac血loride

　1，2－Dichloroethane

l，1－Dichloroe　thyl　ene

C　is－1，2－Dichl　oroe　thyl　ene

I，1，1－Tr1chloroethane

1，1，2－Trichloroethane

Trichloroethy正ene

Te　t　rachloroe　thyl　ene

1，3－DichloroPropene

Benzene

Chlorofor皿

Thira皿

Si皿azine（CAT）

Thiobencarb

Isoxathion

Diazinon

Fenitrothion〔囲P）

Isoprothiolane

Chlorothaloni1（TPN）

P］ropyza皿ide

EPN

Dichlorvos〔DDVP）

Fenobucarb（BPMC）

付属資料一1：希釈水の水質

試験番号
第15044号

Qua1圭ty　of　Test　Water

Concentl「ation

　了．9（16℃）

Not　Detected

97皿9／1

〈0．005㎎／1

51㎎／1

　　1．0皿9／1

〈0．10㎎／1

　0．004皿g／1

〈0．0002㎎／1

〈0、0002㎎／1

〈0．001㎎／1

〈0．001㎎／1

〈0．001㎎／1

〈0．0005㎎／1

〈0．001㎎／1

〈0．001㎎／1

〈0．0002㎎／1

〈O．001㎎／1

〈0．001㎎／1

〈0．0005㎎／1

〈0．0002㎎／1

〈0．OO1㎎／1

〈0、0005㎎／1

〈0．0005㎎／1

〈0、0002㎎／1

〈0．001㎎／1

〈0、001㎎／1

〈0．0005㎎／1

〈0，0005㎎／1

＜0．001皿g／1

〈0，001皿＆／1

Parameter Concentration

Suspendedsolids

　Phosphorus

Bro皿ide　ion

Sulfideion（S2『）

Electricconductivity（25℃）

Alkalinity（CaCO31

Totalorga皿ic

A皿oniu皿nitrogen㎝3－N｝

PCB

Mercury

Cad血u皿

Cyanide

Lead

Chro皿i　u皿（VD

Arsenic

Seleniu皿

Nickel

Copper

Z　inc

Alu皿inu皿

Manganese

Iron

Tin

Sodiu皿

Potassiu皿

Calciu皿

Magnesium

Iprobenfos（IBP｝　　i〈0．0005㎎／1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝

Chlomltrofen｛CNP｝　　i〈0．00001皿g／1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド

che皿ical・xygend－d｛c・D－c・）
P〈1・㎎・1

Bioche皿ical　oxygen　de皿and　i〈　1　皿9／1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

carb・n（TOC）1〈0

i〈1㎎／1
｛

…〈0．01㎎／1
｝

i〈α5㎎／1
｛

i〈0．Ol㎎／1
1

115皿S／皿i

i39一皿9／1

　　　　　3皿g／l

i〈O．04㎎／1
｛
1＜0．0005㎎／1
ず

i〈α0001㎎／1
…

i〈0．OO1㎎／1
『

i器器i
I

i〈0．005皿g／1

…
i：1！器i

｝
・〈0，001皿g／l
i〈0．01皿9〆1

　〈　0．005　皿9／1

〈0．05㎎／1

　〈　0．005　皿9／1

…
〈0．03㎎／1

〈0．1皿g／1

　　　8．O　mg／1

溺g瓢

Date二 Dece皿ber5，2003
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付属資料一2：予備試験結果

予備試験結果をTable 1及び2に示した。

Table　1．　The　Nu皿bers　of　Dead　Fish （PercentMortality）

　　　　　　　　　　（Rangefindingtest）

　　No皿inal
Concentration

　　　（㎎／D

Cu皿hlativeMorta11ty（PercentMoτtality｝

24Hours 48Hours 了2Hours
96Hours

1
0

100

0（0｝

0（0）

0（0）

1（10｝

0（0｝

2（20）

O
　O
　
　
3

0
　3

Ael「at　ion　Contro1 0（0） 0〔O1 0（0） 0（0）

Tabl　e　2．　Observed　Tox　icol　ogical　Abnor皿al　i　t　l　es

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛Rangefindingtest）

　　No皿inal
Concentration

　　　（mg／D

24Hours 48Hours 72H・urs一
96Hours

　　　　　　10　　　　n．a．d．　　　n．＆d．　　　n．乱d．　　　n．a．d．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1e，1、1　　1e，L1

　　　　　100　　　　1e，1．1　　　　　　　　　　　　　1e，s．s
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S．S　　　　　　　　　S、S

Aerati・nC・且t・・l　n・a・d・一n・a・d・ @n・a・d・　n・a・d・

n．a．d：noab皿omalitiesaredetected

le：lethargy

1．l　　lyin9　1aterally

s、s：surfaceslicks
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付属資料一3：試験液中の被験物質濃度の分析方法

1．　標準品

　　　被験物質を使用した。

2．　試薬，試液及び標準溶液の調製

2．1試薬

　　　アセトニトリル：高速液体クロマトグラフ用

　　　水：活性炭フィルター，逆浸透膜及びイオン交換樹脂で精製したもの

2．2試液

　　　　アセトニトリルー水（1：1VIV）：アセトニトリル500皿1及び水500皿1を混合した。

　　　　アセトニトリルー水（6：4VIVl：アセトニトリル600皿1及び水400皿1を混合した。

2．3標準溶液の調製

　　　　標準品約25皿gを精密に量り取りアセトニトリルに溶解して50皿1とし，これを標準原　　二

　　　した。この標準原液をアセトニトリルで希釈して40皿g／l溶液を調製し，この一定量を取り同

　　　量の水を混合した後，アセトニトリルー水q＝i　VIV）で適宜希釈して0．005，0．025，0．1及び

　　　0．2mg／1の標準溶液を調製した。

　　試料溶液の調製

　　　試験液をメスフラスコに正確に量り取り，同量のアセトニトリルを混合した後，アセト

　　ニトリルー水（1：1VIV）で定容した。　各試験液の数量関係は3、2に記載した。

3．2　数量関係の一覧表

　1　試験液分析法

試験液
　試験液
採取量（皿D

定容量
（皿D

分取量　最終液量
（皿D　　　　　　（皿1）

対照区及び通気対照区の試験液
2 200

10，13及び18mg／1の試験液
2 20 2 20

24，32及び42皿g／1の試験液
2 50 2 20

56及び75mg／1の試験液
2 50

2．5 50

100皿g／lの試験液
2 50 2 50
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4．　分析機器操作条件

　　　高速液体クロマトグラフ操作条件

　　　　ポンプ：LC－10AD［株式会社　島津製作所1

　　　検出器：紫外分光光度計SPD－10A［株式会社島津製作所］

　　　　カラム：Inertsil　Ph，φ4、6㎜×25c皿［ジーエルサイエンス株式会社］

　　　　カラム温度：40℃

　　　　移動相：アセトニトリルー水（6＝4VIV）

　　　　流　 量：LO皿1／min

　　　　測定波長：205n皿

　　　　データ処理装置：C－R4A［株式会社　島津製作所］

5．　定量

　　　2．3で調製した標準溶液及び3．で調製した試料溶液40μ1を4．の高速液体クロマトグラフに注

　　入した。標準品の重量とピーク高から検量線を作成し，試験液中の2，3一ジメチルアニリン濃度

　　を算出した。

6．　検出限界

　　　　　　　　0、2ng　200皿1x1，000　　1　　検出限界：　　　　×　　　　　　　×　　　＝0．5皿g／1
　　　　　　　　1，000　　　40μ1　　2皿1

　添加回収試験

1低濃度添加
　　希釈水に被験物質を10皿g／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った・

　試験は併行測定3回で実施し，回収率は97、2％，9了．1鑑，96、1駅平均96・8％）であった。

し

7．2　高濃度添加

　　　希釈水に被験物質を100皿g／l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った。

　　試験は併行測定3回で実施し，回収率は97，1駕，96．3箔，96．3箔〔平均96．6鑑）であった・
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Calibration　curve

20000

18000

16000

　14000
P

e

a　l2000
k

h　lOOOO

e

i

98000
h

t

　　6000

4000

2000

o

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9

曲ount国

A皿ount｛且9） Peak　height（μV）
8

18，981
4

9，546
1 2，222

0．2 476

FiguτeL Cal　ibration　curve　of　2，3－di皿ethylanil　ine　by　HPLC　anaLysis
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Standard　（0．2　皿9／D

㈱恥へ↑OP．、C　C－R4．へ

O　hour

α｛4 『E蝋τ　No．コ了1 クロマト＝2115844．C日i　　e4！02／23　i4：46＝01

一
8．2丁了

畔定■計算結果鱒
㎝PKM）　　丁田E
　1　　1　　8，2丁7

AR且ム

　238649
HE1田τ

髄
雌　ID船　　　0㎜
　　　　　　　　　　　1ee 慨

個）IAし
238649 18981 Ieg

Contro1
O　hour

‡波形処理！計算エラー亨Chi1、
C㎜A↑OPAC　C噌4洗　　　　釧＝1

1生ピークがあっません．
RE㎜No．＝ア5　　クロマト＝2：15944．ce5 餌ノG2／23　　15二“＝03

　　　　　　　　　　　　！

一
鵜定量計算結果”
CH　P“〔）　　丁1雌

註奪め一存CA』LERRαヒ二上
　　ABεA　　　　　　HEIGHτ　　　艮K

　　　　　　e　　　　　6

【鰍）　　　c〔脚 κ肥

TOTAL o

Tes　t　solut　ion　（10　皿9／1）

CHRO乱へ丁つP真C　C－R4A 酔1

O　hour

RE㎜Nc．＝T7

∠8．269一一

クロマト＝2：15044，CO7　　日4／92／23　腫＝27：e4

纏足i計算結果“
㎝PKNO　　↑1篤E
1　　｛　　8．269

AREA

　n2053
HEI㎝T
　　8985

阻K　∫［籾 。㈱
　10e

NAEE

TOTあし 上12053
8985 10e

〔

Test　solution　（100　皿9／1）

CH船通τOPAC　C－R4A CH＝1

O　hour

臼E隙T　No，＝85 クロマト＝2＝上5e44．C15　　04／D2〆23　｝9：191上3

一8．039
”定i計算結果”
CH　困NO　　　　下｛軸E－

　1　　　　1　　　8．e39一

ハR巳真

　182696
児玉G片下　　回K

　ユ搬　s
工猟。　　　co罵
　　　　　　　　1eo

N削E

TOTAL 182eg6 1453e 1ee

Figure　2－1． Representative　chro皿atogra皿s
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Sしandard（0．2皿g／D

　　　　　　　　　CHR陥POPAe　c－R4A

24hours

Cト旨！　　R巨P㎝
ワ
一〇判梅 クロマト＝2＝15944、C18 e尋！e2124　　1‘：G3：12

一
8，281

牌定基計算結果騨
CH　P脳）　　一T　lE

1　　1　　8，281 紺　233259
日目　IG片下

　18526
制K　［D舶 蝋　1eG ㎜

TUTハし
233259 18526 100

Contro1 　　24　hours　old毒

‡敵影処理ノ計算エラー，Ch同軸
C脳TOPAC　O－R4ム　　　　㎝＝1

1生ピークがありません．
REP㎝No．！1U　　クロマト＝2：15㎝4．C22 04！02／24　　15＝白1＝15

ム
ヰ車　定i計算結果　毒草

CH　P梱O　　　T］蛇

注意　工ラ賢有CAum）R二　1
　　AR隙　　　　　　｝｛EIGHT　　　眠 1㎜ co麗 ㎜

1℃TAL
o e o

Test solut　ion　（10　皿9／1｝二

　　　CHR偲TQPAC　C噌4A　　　　CH－1

24　且OUlrs　old‡

　REPD肝No．＝113 クロマト冨2：15e44、C24 e4〆02124　　15＝44116

一
8．28S

‡‡　定畳書十糞詰果毒噛

CH　P鰍〕　　TI毘
　1　　　1　　8．288

ARE論
　1c85イ丁

田…工㎝

麗
麗K　I㎜ c〔罵

　1eo ㎜
mTムL 108曳7

8598 1ee

Tesし sotut　ion　（100　皿g／D

　　　㎝憾TOPAC　C－R姐　　　　CH＝1

24　hours　old‡

館田RT　No，＝121　　　クロマトユ2＝15e44．C32 04／92！24　　18：36：26

一
8．31e

坤‡　定量計調［結果宰零

CH　P㎜　　　　丁1韓E

1　　1　　8．31

AREA

　175863
HEI㎝

遡
甑　　1囲O 蝋　1ee

NAE

↑OTムL 1マ5863
13B23 1ee

‡ 01d Test　solution　after　24　hours　exposure

Figure2－2． Representative　chromatogra皿s

24／24



陳述書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第15044号

3　試験の表題

　　2，3一ジメチルアニリンのヒメダカ〔命π185ノ認1ρ凶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r生態影響試験実施に関する基準の改正について』（別添）r生態影響試験実施に関

する基準」（環保安第242号，20G1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06学年　3月　3／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



信頼性保証書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第15044号

3　試験の表題

　　2，3一ジメチルアニリンのヒメダカ（0理幻65ノ躍如θ5）に対する急性毒性試験

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。

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 2003年12月01日 2003年12月02日 2003年12月02日

被験物質の受領 2003年12月01日 2003年12月02日 2003年12月02日

試験計画書 2004年0ユ月19日 2004年01月19日 2004年01月19日

試験計画書 2004年02月23日 2004年02月23日 2004年02月23日

試験の実施，試薬等，機器 2004年02月23日 2004年02月24日 2004年02月24日

分析の実施，試薬等，機器，検体 2004年02月23日 2004年02月24日 2004年02月24日

試験の実施 2004年02月25日 2004年02月26日 2004年02月26日

試験の実施，被験物質 2004年02月27日 2004年02月27日 2004年02月27日

試験中の保管文書 2004年03月29日 2004年03月29日 2004年03月29日

最終報告書草案及び生データ 2004年03月29日 2004年03月29日 2004年03月29日

最終報告書 2004年03月31日 2004年03月31日 2004年03月31日

　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。

2卯4年 ノ月ノ／日

財団法人

信頼性保証部門責任者

日本食品分析センター　多摩研究所




