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　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。

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，2001年）
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試　験　番　号 AO30420－1

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1下記の査察および監査実施により確認した・

記

実　施　事　項
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1，　表

　　　試験実施概要

題　　　2，4一ジニトロ略一（1一メチルプロピル）フェノールの藻類

　　　　（み側面オ1∫磁肥がθノノ85の08ρ∫！躍∂）に対する生長阻害

　　　試験

　　　　（試験番号：AO30420－1）

2．　試　　験　　目　的

3．　適用ガイドライン

4．　適　用　G　L　P

被験物質の藻類（ア3θ〃朔ノr訪四θがθノ／8s砂。卸1！認8）に

対する生長阻害試験を72時間行い，50％生長阻害濃度

（EC50）および最大無作用濃度（NOEC）を求める。

OECD化学品テストガイドラインNo．201「藻類生長阻害試

験」（ユ984年）

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」（別派）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：環境省
　　　　　　　　　　　　　〒100－8975

　　　　　　　　　　　　　委託責任者

6，　試　験　受　託　者

了．　試　　験　　施　　設

8．　試　験　責　任　者

東京都千代田区霞が関一丁目2－2

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 　

株式会社三菱化学安全科学研究所
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9．　試　験　担　当　者
＿，報告書甲2・…12月・5日

2004年12月15日
（試験実施）

2004年12月15日
（試験実施）

2004年12月15日
（試験実施）

2004年12月15日
（分析実施）

10．　試　験　　日　程 試験開始日

実験開始日

実験終了日

試験終了日

2004年10月　4日

2004年10月26日

2004年10月29日

2004年12月15日

1L　保 管 試験計画書，生データ，被験物質，記録文書および最終報

告書は，横浜研究所の保管施設に保管する。

保管期間は，最終報告書作成後10年間とし，以後の保管

は試験委託者と協議の上，決定する．

ただし，被験物質については，最終報告書作成後10年間

または品質低下をおこさないで安定に保存しうる期間のい

ずれか短い方の期間とする。
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要 約

試験委託者

表 題

環境省

2，4一ジニトロー6一（1一メチルプロピル）フェノールの藻類

（みθ〃吻幻κ加θがθノノ8∫び加8p11認8）に対する生長阻害試験

試　験　番　号 AO30420－1

試

1
）

験　方　法　：

適用ガイドライン：

2）　暴露方式

3）　供試生物　：

4）　暴露期間　：

5）　試験濃度

　　　（設定値）

｝
　
）
　
）
　

）
　
）
　
）

良
U
7
8
9
0
1

　
　
　
　
1
　1

試験液量　：

連　　　　数

初期細胞濃度

試験温度
照　　　　明

分　　析　　法

OECD化学品テストガイドラインNo．201「藻類生長阻害試験」

（1984年）

止水式（開放系），振とう培養（100rp皿）

みθ〃の幻∫o吻θ∫1θ〃8甜力06p1！読8〔株名l　ATCC22662）

（旧学名：5θ／朗85〃㎜偲p■100川尻吻

72時間

対照区，助剤対照区，0．100，0．190，0．360，0、690，L30，2、50皿g／L

公比：1．9

助剤濃度一定：98μL／L（N，N一ジメチルホルムアミド使用）

100皿L／容器

3容器／試験区

前培養した藻類　正×104cells／皿L

23±2℃

40001ux　（土20％の変動内，フラスコ液面付近）で連続照明

高速液体クロマトグラフィー（H　P　L　C）

試　験　結　果　：

1）　試験液および試験培養液中の被験物質濃度

　　　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

　　94～IO2％，暴露終了時の試験培養液において94～98％であった。阻害濃度の算出には暴

　　露開始時の測定値を用いた。

イー



2）　生長曲線下面積の比較による阻害濃度

　50％生長阻害濃度EbC50（0－72h）：　O・813mg几（95％信頼区間：算出不可）

　最大無作用濃度NOECb（0－72h）：　　α188皿g／L

3）　生長速度の比較による阻害濃度

　50％生長阻害濃度ErC50（24－48hl：

　最大無作用濃度NOECr（24－48ω：

　50％生長阻害濃度ErC50（24－72h）：

　最大無作用濃度NOECr（24－72h）：

L16皿g／L（95％信頼区間：算出不可）

0．337皿g／L

I，32　㎎／L（95％信頼区間：1．18～L47㎎／L）

0．701皿g／L

4）　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，：全ての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，また二，対照区および助剤対照区との相違もな

　かった。

6へ

6’
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　　名称：　　2，4一ジニトロー6一（1一メチルプロピル）フェノール（略称

　　別名：　　ジノセブ

　　CAS　Nd：　　88－85イ

　　構造式：

　　　　　　　　　02N

　　　　　　　　　　　グ＼

　　　　　　　　　02N　　OH

　　分子式：　　　CloHI2N205

　　分子量’］：　　240．22

　　融点毒1：　　　41．7～42．0℃

　　溶解度軌　　　エタノールに易溶

　　水溶解度’2：　22．7㎎／L（精製水’3，20℃，48時間撹拌，HPLC分析）

　　‡1：供給者提供資料

　　砲：当社測定値

　　＊3：JIS　KO557A4グレードの水，ヤマト科学製　超純水製造装置　冊600A

　　純度q：　　99，9％（GC）

　　ロット番号’1：　2274X

　　供給者：

　　受領量1：　100mg×25

　　受領日：　　2004年8月10日

　　外観事1：　　橙黄色固体

　　‡1：供給者提供資料

L1名称，構造式および物理化学的性状

1　被験物質

L2　供試試料

DNB　P）
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L3　被験物質の確認および保管条件下での安定性

　　試験開始前に，入手した被験物質について赤外吸収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。

　　試験期間中，被験物質は当研究所の試験物質保管用冷蔵庫（保管条件：冷蔵・暗所）内に

保管した。また，試験終了時にも赤外吸収スペクトルを測定し・試験開始時に測定したスペ

クトルと比較した。その結果，スペクトルに変化はなかったことより被験物質は呆管中安定

であったと判断された。

　　（装置）フーリエ変換赤外分光分析装置：Nicolet製AVATAR320型

へ
一
（
・

cへ
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2　供試生物

　D和名：

　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：

ムレミカズキモ（単細胞緑藻類）

みθ“吻索1■0吻θ■ノθノノ65〃カ08刀1紹紹

（旧学名：5θノθ躍評∫盟08ρがoo盟置物

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±α0728皿g／L，n・15

　（最小値～最大値　　＝0．285～0．543　皿g几）

前培養期間；2004年10月22日～2004年10月26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

　　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。

3．1試験条件

1）暴露方式：

2）暴露期間：

3）試験液量：

4｝連数：

5）初期細胞濃度：

6）試験温度：

7）照明＝

8）p　H：

止水式（開放系），振とう培養（100rpm）

了2時間

100皿L／容器

3容器／試験区

前培養した藻類　1×104cells／血，

23±2℃

40001ux（±20％の変動内，フラスコ液面付近）で連続照明

試験液のpH調整なし

3．2培地
　　前培養および試験ともにO　E　CD化学品テストガイドラインNo．201に示されている推奨培

　地を濾過滅菌（O．22μm）後用いた。組成表を付属資料一1に示した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一11一



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（IWAKI製）　（通気性のシリコン

　　　　　　　　　　　　　栓付）

2）藻類培養試験装置：

3）光学顕微鏡：

4）粒子計数装置：

5）粒子計数装置用電解液：

6）p　H計：

7）温度計：

8）照度計：

9）電子天秤：

伊藤製作所製　AGP－150RL型

ニコン製　ECLIPSE　TE300型

シスメックス製　CDA－500型

シスメックス製　セルパック

東亜電波工二業製　田一40V型

TascoJapan製TNA－120型

トプコン製l　IM－2D型

メトラ一襲i　AG204型

メトラ一襲AE163型

メトラ一襲i　PB3002型

（

3．4試験濃度の設定

　　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・

　　本試験濃度：対照区，助剤対照区，

　　　　　　　0．100，0．190，0．360，（L690，1，30，2．50㎎／L

　　　　　　　公比：L9

予備試験結果

　　No．1

　　　　　　　助剤対照区に対する

濃度（皿g／L）　72時間後の生長率

　　　　　　　　　　（％）

濃度（皿9ん）

No．2

助剤対照区に対する

72時間後の生長率
　　　（％）

対照区
100 対照区

100

0．100
93 0．080

113

O．200
75 0，100

97

0．500
45 0．150

115

2．00
1 0．800

52

5．00
1 L　OO

32

10．0
1 2．00

2
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3．5　試験液の調製

　　試験液調製時の培地は，調製前に恒温槽内または恒温室内で23±2℃にした。

　　付属資料一2に示すように，被験物質原液および助剤原液を調製し・添加混合することに

　より試験液を調製した。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：98μLIL）を調製した。なお，各原液は用時調製した．

　　調製時の試験液の外観は対照区および助剤対照区において無色透明，0．360皿g／L以下の濃

　度区では薄黄色透明，0．690皿g／丁以上の濃度区では黄色透明であった。

3．6　試験液および試験培養液の分析

　　暴露開始時〔Ohr）には各試験区3個の試験容器より試験液を2．0皿しずつ採取して混合し

　たものを分析試料とした。暴露終了時（72hr）には，各試験区3個の試験容器より試験培養

液を2．0証ずつ撫して混合し，藻類を遠心分離（3000rp皿・10分間）後の上澄み液を分析

　試料とした。

　　各分析試料L　O　mしにアセトニトリルを等量添加し混合後，HP　L　Cにより分析した。各

　試験液および各試験培養液の被験物質濃度は，標準溶液のピーク面積との比から定量した。

　詳細は付属資料一3に示した。

3．7試験操作
　　前培養した藻類の細胞数を粒子計数装置（CDA－500）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1×104cells／血となるように，前培養液の一定量を試験液の入った

　容器に添加した．

　　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，24hr毎

　に再配置）し試験を開始し，24，48および72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血（72hτでは0、5凪）を採取し・粒子計数装置用電解液（セ

ルパック）9．帆（72hrでは9．5皿）と混合した後，粒子計数装置（CDA－500）により計数

　したコ

　　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。色調観察は，藻体添加なしの試験液との相対で行った。

　　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p　Hを測定した・

暴露開始時のpHは，各試験区3容器とは別に調製した予備1容器につし・て測定し・暴露終

　了時のp　Hは，3容器のうち1容器（Nα1）について測定した。暴露期間中，培養装置内の

　温度，照度を少なくとも1日1回測定した・
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4　結果の算出

4．1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。

4，2　生長阻害率の算出

　　下記の方法（面積法および速度法）で生長阻害率を算出した。

1）生長曲線下の面積の民較（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。

…IN・x∫1＋N1＋N菱一2N・x（∫2一∫1）＋…＋聯髪向一2NOx（ち一㌃1）

　　ここで，

　　A　：生長曲線下の面積

　　No：暴露開始時の設定細胞濃度（cel　ls／皿L）

　　N］：t　l時の実測「細胞濃度（cel　ls／皿L）

　　N口：t。時の実測細胞濃度（cel　ls／皿L）

　　t　l：暴露開始後最初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

　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。

cへ

　　」4一∠
1∠霊　‘　　「x100
　　　」4‘ ひ

ここで，

A。：対照区（助i剤使用時は助剤対照区）の生長曲線下の面積

Al：各濃度区における生長曲線下の面積

2）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。

　　InN．骨ln1〉1
μ＝
　　　’月一∫1

で甲」▽」
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　　μ　：生長速度

　　Nl：t　I時の実測細胞濃度（cel　ls／皿L）

　　N。：t。時の実測細胞濃度（cel　Is／mL）

　　ち：暴露開始後最初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
　　　口

　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。

1重μc一μfx100
川

　　　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

μL：各濃度区における平均生長速度

4、3EC50およびNOECの算出に用いる被験物質濃度の決定

　　4．4，4．5のEC50およびNOECの算出に用いる被験物質濃度は，暴露開始時の測定値とした。

4．4　50％生長阻害濃度（EC50）の算出

　　4．2で算出した面積法および速度法による生長阻害率（I　A値および1巳値）を用いて，以下

の方法で50％生長阻害濃度（EC50）を算出した。

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

L載
i片対数紙にプロット）

記載する。 記載する。

EC50の決定方法
濃度一生長阻害率曲線において直線

ｫの認められる点を用いて直線回帰

ｪ析（最小二乗法）を行い，阻害率

T0％との交点から算出。

ﾂ能な限り95％信頼区間を算出。

推定される濃度領域を

L載する。

EC50の表記方法
1A値より求めた場合：EbC50（0－72h）

P，値より求めた場合：ErC50（24－48h），ErC50（24－72h）
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4．5　最大無作用濃度（NOEC）

　　Bartl　ettの等分散検定（αニ0．01）を行い等分散性を確認後，一元配置分散分析（1¶ayANOVA，

　α＝α05）およびDunnettまたはWillilmsの多重比較検定（αニ0．05，両側）を行い・助剤

対照区と比較して有意差が認められない最高試験濃度を最大無作用濃度佃OEOとした・その

　際，面積法により求めた場合はNOECb（0－72h），速度法により求めた場合はNOECr（24－48h）

　またはNOECr（24一了2h）とした。なお，NOECb（0－72h）の算出にはWillia皿sの多重比較検定

　を，NOECr（24－48h）およびNOECr（24－72且）の算出にはDunnettの多重比較検定を採用し

　た。

　　以上の統計解析にはYu㎞sソフトウェアStatli　ght「書4多祥の比較」（Yu㎞s　Corp．，東

京）を用いた。

・一一■■A

一
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5　結果および考察

5・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

　　該当する事象はなかった。

5．2　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一3に示した・

　　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

　94～102％，暴露終了時の試験培養液において94～98％であった・

5，3　生長曲線

　　暴露期間中の細胞濃度をTable2および生長曲線をFigure1に示した。

　　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280倍287倍

　増加し，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濃度の増

　加とともに（用量依存的に）減少する傾向がみられた・

　　試験培養液の肉眼による色調観察の結果，対照区，助剤対照区および1．30mgイL以下の濃

度区では，時間経過とともに緑色度が増加する傾向がみられた。2．50皿g几の濃度区では，

　暴露終了時（72hr）まで緑色化することはなかった。

　　また，暴露終了時の顕微鏡下での細胞形態観察の結果，全ての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。
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5，4　50％生長阻害濃度（EC50）および最大無作用濃度010EC）

　　濃度区における生長阻害率をTable3に，50％生長阻害濃度（EC50）および最大無作用濃

　度（NOEC）をTable4に，濃度一阻害率曲線をFigure2およびFigure3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）を付属資料一4に示した。得られた結果から，以下の結論を得た。

D生長曲線下面積の比較による阻害濃度

　EbC50（0－72h）：　0．813mg！工（95％信頼区間：算出不可）

　NOECb〔0－72h｝：0．188皿g／L

2｝生長速度の比較による阻害濃度

　ErC50〔24－48h）：1．16皿g／L（95％信頼区間：算出不可）

　NOECr〔24－48m：0．337皿9／L

　ErC50（24－72h）：1．32皿g／L（95％信頼区間：L18～L47㎎／L）

　NOECr｛24－72h）：0．701皿9／L

、

5．5温度およびpH
　　暴露期間中の培養試験装置内の温度をTable5に，試験液および試験培養液のpHをTable

　6に示した。

　　培養試験装置内の温度は，設定範囲（23±2℃）内であった。p　Hは，暴露開始時の試験

液が7．了～7．8であり，暴露終了時の試験培養液が7，8～10．2であった．対照区，・助剤対照

　区および0．690㎎／L以下の濃度区では，pHが1以上増加したが，炭酸同化が盛んに行わ

　れ藻類の生長率が高ければ1以上増加することがあり，問題はないと考えられた。

5．6　試験計画書からの逸脱事項

　　該当する事象はなかった。

以　上
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Table1 MeasuredConcentrationoftheTestSubstanceinTestCultures

　　No皿inal
Concentration

　　　（mg／L）

MeasuredConcentration血g／D

O　Hour

Percentof

No皿ina1

72Hours
Percentof

No皿inal

　　　Control

SolventContro1

　　　　0，100

　　　　0，190

　　　　0．360

　　　　0．690

　　　　　1．30

　　　　　2．50

〈0，00005

〈0．00005

0．0945

0、188

0，337

0．了Ol

　　127

　　237

95

99

94

102

98

95

〈0．00005

〈0．00005

0．0950

0．182

0、340

0、652

　　1，27

　　2，38

【
」
6
4
4
8
【
U

∩
コ
9
∩
コ
9
9
9
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Table2 Ce11Densities。f㍑“雌ノ∫6伽∫1θ〃85吻初！∂！6duringthe72－HourExP・sure

No皿ina1Concentration
阻easuredConc．atOhr］
　　　　　　　　（皿9几）

Vessel

No、

Ce11Densities（cells／凪）

O　Hourネ
24Hours 48Hours 了2Hours

Contro1 1
2
3

10000

10000

10000

70100

69600

66600

521900

482900

463900

2969800

2749800

2689800

Average

　　SD

10000

　　　　0

68800

1900

489600

29600

2803100

147400

Solvent

Contro1
1
2
3

10000

1000G

lOOOO

68000

71700

69400

517900

533900

543900

3099800

3059800

2459800

Average

　　SD

10000

　　　　0

69700

1900

531900

13100
28了3100
358500

0，100

10．09451

1
2
3

10000

10000

10000

68400

74500

66900

514900

5了1900
501900

3179800

3299800

2789800

Average

　　SD

10000

　　　　0

69900

4000

529600
37200

3089800
266600

0，190

［0，188］

1
2
3

10000

10000

10000

62600

64800

62400

500900

522900

562900

2749800

2939800

3119800

Average

　　SD

10000

　　　　0

63300

1300

528900
31400

2936500
185000

0，360
［0，337］

1
2
3

10000

10000

10000

62200

58400

63200

422900

405900

479900

2529800
2519800

2919800

Average

　　SD

10000

　　　　0

61300

2500

436200

38800

2656500
228100

0、690

［0，7011

1
2
3

10000

10000

10000

49100

48800

48800

332900
332900

319900

1839800

184980G

1了59800

Average

　　SD

10000

　　　　0

48900

　　200

328600

　　7500

18165GO

　　49300

1．30

［L27］

1
2
∩
」

10000

10000

10000

39100

38300

37200

89400

84200

96400

261800
280800

301800

Average

　　SD

10000

　　　　0

38200

1000

90000

6100

281500
20000

2．50

［2．37］

1
2
3

10000

10000

10000

11800

12200

12700

13200

14300

13700

13500

15400

正5300

Average

　　SD

10000

　　　　0

12200

　　500

13700

　　600

14700

1100

SD Standard　deviatlon ‡ No虹inalinitialdensities
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Table3 Growth 1皿hibition （据）ofみθ〃ゴ。幻∫o加8fノθノノ8 5グ伽ρ1超8

　　　Nominal
boncentrat ion

　　　Area

狽��@gro脚th

under

@　curves

Growth Rate

［Measured　Conc， aしOhr］ Area Rate Inhibillon　　（器） Rate Inhibi～1・n　　〔紛

Vessel

Inhibi～1・n　　儒）

皿9几 No． A〔0－72h〕 1＾（0イ2h） μ（24一㈹ 1．（24－48励 μ｛24－72励 1■〔24－72ω

1 49246000 0．0836 0．0780

Control 2 45658000 0．0807 0．0766

3 44410000 O　O809 0．0771

Average 46438000
一 0．0817 一

0．0772 一

SD 2511000 O　OO16 0．0007

1 50659000 0．0846 0．0796

Solvent 2 50652000 0．0837 0．0782

Contro1 3 43637000 00858 0．0743

Average 48316000
昌

0．084了 ｝
0．07了4 層

SD 4052000 O　OO11 0．002了

1 51557000 0．0841 0．0800

0，100
2 54511000 0．0849 0．0了90

［0．0945］ 3 46529000 O　O840 0．0777

Average

@　SD

50866000
S036000

一5．3 0．0843
O0005

O．5 0．0789

O．0012

一L9

1 45922000 0．0867 0．0788

0，190
2 48782000 0．0870 0．0了95

［0．188］ 3 51845000 00916 0．0815

Average 48850000 一L1 0．0884 一4、4 0．0799 一3．2

SD 2962000 O．0027 0．0014

1 41400000 0．0799 0．0772

0，360
2 40781000 0．0808 O．0784

［0．337］ 3 474了2000
00845 0．0799

Average 43218000 10．6≠ 0．0817 3．5 0．0785 一1，4

SD 3697000 0．OO24 0．0014

1 30646000 0．0797 0．0755

0，690
2 30758000 0．0800 0．0757

［0．701］ 3 29366000 00783 0．0了47

Avelage 3025了000 37．4林 0．0793 6．4幸 0．0753 2．7

SD 773000 00009 0．0005

1 5626000 0．0345 0．0396

L30 2 5710000 0．0328 0．0415

［L271
3 6228000 00397 0．0436

Average 5855000
87．9料 0．0357 57．9＊‡ 0．0416 46、3料

SD 326000 O．0036 0．0020

1 162000 O．OO47 0．0028

2．50
2 221000 0．0066 0．0049

［2，37］ 3 217000 00032 O．0039

Average 200000 99．6＋＋ 0．0048 94．3材 0．0039 95．0料

SD 33000 0．0017 0．00正1

－
　

‡
÷

‡
‡
幸
÷

Valuesaτethegro曾thinhibitlon儲｝relatlvetothesolventcontro1・　SD
Indicatesasi即ifica煎6iffcrencelα＝O，05）frolthesolventcontro1・

1日dlcatesasi即ificantdifferelce｛α＝0，011fτoltheso］ventcontroL

Statisticalcomparlsontestcouldロ・tbeperfor皿edforthlsconcentrationsince
co皿centratlondidlotsbo曲onogeneityofvariances．Ho糀ver，il智asconcludedthat

曲。膵edadverseeffectonalgalgro紬judgingfro置f＾values・

Standard
de判atlon

dataincludlngthis

thisconcentratio旧evel
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Table4 CalculatedEC50andNOEC

Based・コ1＾（0－72ωvalue（Areasundergro舳curve｝

EbC50（0イ2h）
　　　　（皿9／D

　　　95－Percent

Confidence　Limits
　　　　　（皿9／D

NO耳Cb（0－72ω

　　　（皿9／D

0．813幸1 0．188

BasedonII（24－48mvalue（Growthrates）

ErC50　（24－48h）

　　　　｛mg／L）

　　　95－PeIrcent

Confidence　Li皿its
　　　　　O09／L）

NOECr　（24－48h）

　　　　（皿9／D

L16幸1 0．33了

BasedonIl（24イ2mvalue（Growthrates）

Er〔；50　（24－72h）

　　　　O㎎／L〕

　　　95－Percent

Confidence　Li皿its
　　　　　｛皿9ん｝

NOECr　（24－72h）

　　　　（皿9／L）

L32毒2 1．18－1．47 0．了01一

TheEC50valuesandassoclated95％confide且celi皿itsweredeteminedbyleastsquares
linearregressi。nanalysis・fthe1・garit㎞・ftestc・ncentrati・nagainstthegr・wth

inhibition（箔1エelativetothesolventcontro1．

　　　　‡1usingthe皿easuredc・皿centrationsofO．701and1．27皿9／Li皿theregression

　　　　　　　　　analy’sis

　　　　‡2usinrthe皿easuredconcentrations・fO．701，L27and2・37皿9／Linthe

　　　　　　　　　regτessionanalysis

　　　　一一　notcalculated

TheNOECvaluesweredeteminedbyananalysisofvariance㎝㈱1DunnettorWillia皿s
test，subseque且tt・Bartletttestf・rh・皿・geneity・fvariances・Statisticalanalyses

werePerf。medusingYu㎞sStatlight＃4softwareαu㎞sC・rP・．T・㎞・）andalltests
。fsi㎝ificancewereatαニO．05，exceptBartletttest，whichwasatα＝0・OL
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Table5 Te皿peratureinthelncubationCha皿ber

ExposurePeriod

　　　　（Hours｝

Te皿perature

　　　（℃）

0 22．7

24 22．6

48 22．9

72 22，9

Table6 PHValuesofTestCultures

No皿inai　Concent「at　ion

［MeasuredConc．atOhr］

　　　　　　　（皿9／D

pH

O　Hour

72Hours

〔Vesse　l　Nα）

Co皿tro1 7．8 10．1 （D

SolventContro1 7．8 10．1
（1）

0、100 10．09451 7，8 10、0 （D

0．190 to、1881 7．8 10．2
〔1）

0．360 ［0．337］ 7．8 10．2 （D

0．690 ［0．7011 7．8 9．2
（1）

1，30 11．271 7、8 7，9 （11

2．50 ［2，37］ 7，7 7．8 （D
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Figure2 Concentrat　ion－lnhibi　tion

undertheGrowthCurves
CurveBasedonl＾ValuesCalculatedfromtheArea
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Figure3 Concentration－lnhibition

the　Growth　Rates

CurveBasedonl－valuesCalculatedfro皿
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付属資料一1

0E　CD培地の組成
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Table　A－1 OECD皿ediu皿

Nutrient　salts Concentration（皿9／D
H3BO3

MnC12喜4H20
ZnC12

FeC13・6H20

Na2EDTA・2H20

CoC12・6H20

Na2MoO4・2H20

CuC12・2H20

CaCI2・2H20
NH4Cl

KH2PO4

NaHCO3

MgC12・6H20

MgSO4・7H20

0－185

0申415

0－003

0．08

0．1

0．0015

0．007

0－00001
1
8
1
5L6
50

1
2
1
5

6＼

f
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付属資料一2

　試験液の調製
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試験液の調製

幽　　1　　　　　　‘　1のニ　，＿．．援聖．鼻＿．．．．＿．．．篇≧．．．＿＿1縛、＿＿皿9マザ＿一・一…・…………一・………一一一
　．、＿』澄＿媒．＿．．．．＿．、＝≧．．．．．賎上之煎嚥舶z証．．．．．．．』些稟をむ叢古ゑ1古玄登1，一一＿．

　　　最終容量　卓　　　＝τ＝：≧．＿＿層．．．豆＿＿、肌㌧．＿F＿．．‘．＿＿＿＿＿＿＿，＿＿＿＿＿

　！＿．．甕＿盤＿．．．＿甲．＿＝≧＿、．＿巫柑身．．＿、．＿甲．．．＿甲申＿＿＿＿＿＿＿甲…一…一一…

　，．．＿星．．．塵．．＿．．＿．．．．＝≧．．＿，．、2鞭卿．．．、皿4』＿

　、．．．、廻章方式＿．．＿．．．．．＝≧．＿王至麹倒猿繋嬢蟹容易1ユ．密栓＿、．．＿＿＿＿＿……・一

　　　　　　　・　π　葦
　＿、．厨夜工採取．量．¶．．＿、．＝＝≧．．．．＿．．．1鯉．畠．．．．μ長＿、．．＿＿．＿．＿……甲一……・……・一

　．＿．．盗．．．媒．．．＿．．．．．．．．＝τ＝身．．．．．翻麩毘丞忌怨主～脇塔Lr鯉9旦9P推奨堵聖≧＿＿＿＿…一・

　＿，．．量．終餐量＿＿．．．＿一．＝＝≧＿．、＿」．99Ω－．．．．匹．＿、．．＿＿＿＿＿一…一『申…・……一一一一

　＿、．．餐．．．．i壁、．．．．．＿、．＿、＝＝≧．．＿絡五和．　　　　　　　　　　　　　　　　　　・……

　．＿．．蒸．．．．廉．．．＿＿．．＿＝＝≧．＿＿．．．2至9．．．．．．m4』、．．＿，

　　　助剤濃度　　　　　一〉　　　98　．、、f｛．』イL．．．＿．．＿、．．一．．．＿．＿．＿．＿＿．一．＿
　二二二二浪査五弐二二二二二二二二二ニニニ！…モ…Σ二二二二1翼菱三ラ∋璽撹挫」ながら羅恕鑑、超章溝！g分、，電柱．．＿

　　ヨ　　　　ヘ　　ロ
　，．．＿助．、．剤＿．．．．＿、．．．＝＝≧＿．．嘘吐ど鼎乾麺ム箆巳

　，．．＿還．．聖．曇．．．．．．．＿，．．．＝≧、．＿．．．．．1顕＿．、∫生．．

　　　溶媒　　一身．＿，…禦麩里丞∫2睾土ご9塔レな9旦9P推…剰貴地乏＿，．．．．．＿！甲、．．．

　i．．．．．量経費量＿、－¶畠．．‘．．．＝＝玄．．，．．．．．．鯉9Ω－－．．mL．．．＿，．、＿＿＿＿．＿＿甲・一……・一…・

　＿、．．容．、．一塁．．．＿¶．．．．＿＝＝≧＿－、巫7泌三．．．＿甲－＿＿＿．＿＿＿＿．＿……一……・…・一・…

　　　助剤濃度　　　　一〉・　．鐙．．．＿裏．』ごし．．．．＿、．＿．＿，＿＿．．＿＿，．．＿＿＿
　二二二二逗賢五…髪二ll二二二二二二二二1…モ…Σ二二二二：巫≡2丁亙堪控」なが蟹迦鶴、超豊漁q急．電柱一．＿

灘液を下記の表の通り採取し，珈，混合して試験液とする．

　、越．韓星丞．曝整容．和．＿．＝＝．≧．．＿．．．．ρ＝鳳．．．．．」＿世＿＿＿＿＿…一層・一……・・……一一・・

　、．．＿餐．．．畢．．＿．．．＿＿＝＝2＿コ鋤n幡夏芝玉響5負雲測卿ム耳1勲＿＿＿．一一一…・
　＿，．．星倉方義＿、．＿．＿＝＝≧．．．．．孟至奉亡う撹搾、．墨無性と1～ヨz検＿＿＿＿．．＿＿＿一一一

　＿．層擁．度公．些．．＿．一．．＿．＝＝：≧＿畠．．．．．コ＝9璽．．．＿＿、＿＿＿＿＿＿、＿……………一・……

　、」．墨．壌区．の連勢甲．．＿．＝＝：≧＿、．．＿．．＿漁．．．．．＿¶、＿＿＿．＿＿＿．＿・……一…・…一・……

　（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　　　区晦　　　　　　　　②原液皿　③助剤原液　助剤濃度

　　　　m　L　　　　（略称）　　　　　　　　mL　　　mL　　　　L／L

　　　対照区　　C　　一〉　　　0　　0　　
0

　　　助剤対照区　　　　SC　　　一一〉　　　　　　0　　100、000　　　　98
　　　　0．100　　　C。nc、1　一一〉　　4，000　96・000　　　98
　　　　0．190　　　Conc．2　一〉　　フ、600　92、400　　　98
　　　　0、360　　　C。nc．3　一〉　　14、400　85・600　　　98
　　　　0．690　　　Conc．4　一〉　　2フ、600　72．400　　　98
　　　　　1．300　　　Conc．5　一一〉　　52、000　48．000　　　98
　　　　2．500　　　C。nc．6　一〉　　100．000　　　0　　　98
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　　　付属資料一3

試験液および試験培養液の分析
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1　試験液および試験培養液の分析方法

1）各試験区3個の試験容器より試験液または試験培養液2．0凪ずつを採取して10皿L

　容ガラス沈殿管で混合した。

　　暴露開始時はこれを分析試料とした。

　　暴露終了時はこれを遠心分離＊（3000rp皿，10分間）し，藻類を分離した上澄み液

　を分析試料とした。

　　なお，0，690皿g／L以上の濃度区は精製水で10倍希釈した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊装置：日立工機製　C　R21E型

2）アセトニトリルで調製した標準溶液1．0吐を測定用バイアルに採取し・精製水を

　等量添加し混合後，HP　L　Cにより分析した。クロマトグラムをFigure　A－3－2（1），

　（7）に示した。

ひ

3）各分析試料1．0証を測定用バイアルに採取し，アセトニトリルを等量添加し混合

　後，HP　L　Cにより分析した。代表的なクロマトグラムをFigure　A－3－2（2），（3），

　（4），（5），（6），（81，（9），（10），（1D，（12）に示した。

4）各試験液および試験培養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。

　　なお，暴露開始前に試験濃度範囲の全域にわたって検量線を作成し・直線性を確

　認している。（「3　検量線」参照）

‘
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2　高速液体クロマトグラフィー（HP　L　C）測定条件

（装置）

　　　高速液体クロマトグラフ（HP　L　C）

　　　Agilent1100型加ムスイッチング装置付（NQ2）

ワークステーション

デガッサ：

送液ポンプ：

オートサンプラ：

カラムオーブン：

AgilentllOOシリーズケミステーション（WindowsNT）

G1322A型
G1311A型（クォークナ1」ホ’ンフ’，分析用）

G1311A型（クォ一夕ナ1」ホ。ンフ’，濃縮用）

G1313A型
G1316A型（加ムスイッチングハ’ルブ）

フォトダイオードアレイ検出器：G．1315B型

（条件）

　　カラム：　　　　分析用

　　　　　　　　　　濃縮用

　　カラムオーブン：40℃
　　溶離液：　　　　分析用

　　　　　　　　　　濃縮用

　　流　速：　　　　分析用

　　　　　　　　　　濃縮用

カラムスイッチングバルブ：

測定波長：　　　267n皿

試料注入量：　　1600μL

GLサイエンス製

GLサイエンス製

Inerts　i1　0DS－3V　5μ皿

IneltsilODS－35μ皿

4．6皿i．d、×150皿

4，0皿i．d．xlo皿

0．1別ン酸水溶液／アセトニトリル＝25／了5（v／v）

0．1％リン酸水溶液／アセにト1〕ル＝τ0／30（v／v）

1．0皿L／皿in

O～　 3皿in　　2．5皿L／皿in

3～8皿ih　O．05証／min
8　～　12　皿i　n　　　2．5　皿L／皿i皿

0皿in（濃縮側），3皿in（分析側），8皿in（濃縮側）

3　検量線

　　　アセトニトリルを用い，0，0．00500～0．500㎎／しの標準溶液を調製した・　この標準溶液

　　を一定量採取し等量の精製水で希釈したものをHP　L　Cで測定した・横軸に濃度（皿g／L）を・

　　縦軸にピーク面積（connt）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1・OOと良好であった。作成した検量線をFigure　A－Hに示した。

4　検出限界

　　最小検出ピーク面積をα1cou皿tに設定し，これに相当する試験液または試験培養液中の

　　被験物質濃度O．OOOO5皿g／Lを検出限界とした。
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5　添加回収試験

　　分析前処理は，　r1　試験液および試験培養液の分析方法」に示した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かった。

　　したがって，回収率の補正は行わなかった。

〔’

（
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FigureA－3－1 Cal　ibrat　ion　curve
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FigureA－3－2 Representativechromatogra皿s
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F　i　gure　A－3－2
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FigureA－3－2
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Table　A－4－1
Continued

〔2）ErC50｛24－48h）

直線回帰分析（EC50値の算出）

濃度血g几l

　　　　X
I　o9（ガ

阻害率（駕）

y

0．701

L27
一〇．36

0，24
4
9
a
乳
　
5

95＝信頼区間 単位
　　EC50・　　…　　　　　　　■　　甲　　－　　甲　　■　■　　一　■

@　1．16 書㎜！　　～　　妻㎜！ （皿9／D

@N

分散分析
Factor

Be　tween

Wi　thin

To　ta　l

1326，13

SS

　O，00

1326．13

DF

1

0

1

　1326．］3　　妻DIV／0！
　VF－ratio
書DIV／0！

f｛0．05，f1，f21

　　州UM！

〆　　、

［

一44一



Tab　I　e　A－4－1

〔3）

Continued

ErC50〔24－72h）

直線回帰分析（E　C50値の算出）

濃度価9几l

　　　　x 109ω

阻害率〔驚l

　　　　y

O，了01

】．2了

2，37

一〇．36

0，24

0、86

2，7

46，3

95、0

　　ECso一　　一　■　　■　　一　　■　■　　‘　　■　・　　■　・　　・　　一　…

@　L32

　　　　　9邸信頼区間駒　・　・　，　■　－　■　－　■　－　－　一　－　－　－　　・甲　・　…　　　　　－　・　，　－　－　－　■　－　■　層　■　一　層　一　…　　　　昌

@　　1．18　　　　　～　　　　　1．47

　単位昌　　■　　■　　－　－　　－　－　　層　尋　　・　　甲　　－　■

@（㎎／D

分散分析
Factor

Be抽ee皿

Wi　thin
Tota1

4262、62

SS

　1．36
4263．98

DF

1

1

2

4262．62

v

　L36

F－rat　io

　3135．05

f（0．05，n，f2）

　　　〉16L45

一45一



Table　A－4－2 Calculation　of　the　NOEC
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Continued
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Continued
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