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要 約

チモールのPsε躍ohrchnεrfε11αsμわ。4ρ∫’伽による藻類生長阻害試験

＜試験条件＞

・被験物質：チモール

・試験生物：Psεμ40葱rchnεrfε〃αsめ。α1ρ∫‘α∫α

・暴露期間：72時間

・試験濃度：20。0、9．09、4．13、1．88及び0．854mg／L（公比2．2）の5濃度区及び対照区

・試験方式：旋回振とう培養（約100回／分）

・試験液の調製：供試試料を培地に溶解し、吸引ろ過して調製した試験原液を用いて調製

・連　　数：6連／対照区

　　　　　　3連／濃度区

・試験液量：600mL／対照区（100mL×6試験容器）

　　　　　　300mL／濃度区（100mL×3試験容器）

・培養温度：21～24℃（±2℃の変動幅）

’照　　　明：蛍光灯による照明［液面付近での光強度60～120μE／m2／s（変動幅±20％）

　　　　　　とする連続照明1

・生長の測定：細胞濃度

・試験液中の被験物質濃度の分析：HPLC法（暴露開始時及び終了時）

＜結　　　果＞

・被験物質濃度（対設定値）：暴露開始時93．6～101％

　　　　　　　　　　　　：暴露終了時　86．7～92．3％

・E，C50（0－3d）：135mg／L（95％信頼限界；算出不可）

・EbC50（0．72h）：7．73mg奴g5％信頼限界；4。84～12．4mg／L）

・EyC50（0．72h）：753mg／L（95％信頼限界；算出不可）

・NOEC（生長速度0－3d）：1．88mg／L

・NOEC（生長曲線下面積）：1．88mg／L

・NOEC（収量法）：1．88mg／L

　　（上記濃度は、設定濃度に基づく値）
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1．　表　　　題

　　　チモールのPs8μ40短rc勧εr1εぬ5め印ρ∫観。による藻類生長阻害試験

2．　試験委託者

　　　名　　称

　　　所在地

設
称
地

施
　
在

験
名
所

試3

環境省

（〒100－8975）東京都千代田区霞ヶ関1．2．2

財団法人　化学物質評価研究機構　久留米事業所

（〒83g－0801）福岡県久留米市宮ノ陣三丁目2番7号

TEL（0942）34－1500

4．　試験目的
　　　被験物質の藻類の生長に対する影響を調べる。

5．　試　験　法

　　　本試験は以下の試験法及びガイダンス文書に従って行った。

　　　（1〉r新規化学物質等に係る試験の方法について」（平成15年11月21日、薬食発

　　　　第1121002号、平成15・11・13製局第2号、環保企発第031121002号）に規定する

　　　　く藻類生長阻害試験＞

　　　（2）rOECD　Guidelines　forTesting　of　Chemicals」に定める“Alga，Growth

　　　　Inhibition　Test（Guideline201，1984）”

　　　（3）「OECDGuid㎝ceD・cument23“GuidanceD・cument・nAquaticT・xicity

　　　　Testing　ofDif且cult　Substance　and　Mixtures”」（September2000）

　　　また・「OECD　Guidelines　for　Testing　of　Chemicals」のDraft　Guideline201（April

　　2004）を一部参考にした。

6

　1）　試験開始日　　2005年　6月10日

7．

適用G　LP
　本試験は以下の基準を適用した。

　（1）　「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）に規定するr新規化学物質等に係る試験を実施する試験施

　　設に関する基準」

（2）「OECDPrinciples・fG・・dLab・rat・ryPractice」（N・vember26，1997）

試験日程

2）　実験開始日　　2005年　6月13日

3）　実験終了日　2005年　6月16日

4）　試験終了日　2005年10月12日
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8．　試資料の保管

　1）　被験物質
　　　　供試試料＊を保管用容器に入れ密栓後、最終報告書作成後10年間、久留米事

　　　業所試料保管室に保管する。保管期間経過後の処置は試験委託者と協議の上決

　　　定する。ただし、保管中に品質が著しく変化する物質の保管期間は、その品質

　　　が保管に耐えうる期間とし、廃棄に際しては試験委託者の承認を得る。

　　　＊試験番号93517、93518、93519及び93520についての共用保管試料とする。

2）　生データ、資料等

　　　生データ、試験計画書、その他必要な資料等は最終報告書と共に、最終報告

　　書作成後10年間、久留米事業所資料保管室に保管する。保管期間終了後の取扱

　　いについては、保管期間終了前に試験委託者と協議する。

9．　試験関係者

　　　試験責任者

所属　試験第四課

生物試験担当者

分析担当者

10．　最終報告書の承認

　　　試験責任者

氏　名
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11．　被験物質
　　　最終報告書においてチモールは次の名称などを有するものとする。供給者提供

　　資料等による被験物質及び供試試料情報を以下に示す。

11．1被験物質
　1）　名　　称
　　　　チモール

2）　構造式等

　（1）構造式
　　　　　　CH3

＼
ノ
グ
＼ OH

H3C　　CH3

（2）分子式
　　　CloH140

（3）分子量
　　　150．22毒5

（4）CAS番号
　　　89－83－8

3）　物理化学的性質等

　（1）外　　　観

　　　　白色微細結晶q

（2）融　　　点

　　　51．4℃’1

（3）沸　　　点

　　　233．5℃響3

（4）蒸気圧
　　　1mmHgat64℃つ、25hPaat50℃η、10mmHgat107℃η、100mmHgat164℃ワ

（5）比　　重
　　　0．969at20／4℃η

（6）溶解度
　　　水　　　　19／L叫

　　　エタノール、クロロホルム、ジエチルエーテル、オリーブ油、氷酢酸に溶

　　解4
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93517

　　（7）分配係数
　　　　　3．30（計算値）ワ

　　（8）安　定　性

　　　　　光によって変化する．『

11．2供試試料
　1）　ロット番号
　　　　CEHO126卓1

　2）　純　　　度
　　　　100．0％（毛管カラムGC）’1

情　報　源

二1欝騰縢辞鶉懸藷臨監＿佃
　・3：化学大辞典編集委員会編r化学大辞典」（共立出版）1960．

　毒4：1Uchardson，M、Let　al“The　Dictionary　ofSubstances　and　their　Effects”Royal　S㏄iety

　　　GfChe血s甘y，1993、
　ぢ：日本化学会原子量表（2003）を用いて算出した値

　3）　入　手　先
　　　　独立行政法人国立環境研究所化学物質環境リスク研究センター（供給者：

4）　被験物質の確認

　　　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。

5）　保管条件及び保管条件下での安定性の確認

　（1）保管条件
　　　　試験中の被験物質は室温暗所で保管した。

　（2）安定性の確認

　　　　実験開始前及び終了後に測定した被験物質の赤外吸収スペクトルに変化

　　　がなかったことから、実験期間中の被験物質が安定であったことを確認した。
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12．　試験材料と方法

　1）　試験生物
　　（1）種
　　　　　　P8εμ40窺rchηεr∫ε〃α3μbc4p∫謝α　（ATCC22662）

　　　　　　（1日学名：3ε1εηαsf耀“1叩pr∫corn珈“2）

（2）生物種選択の理由

　　　テストガイドラインに推奨されている種類である。

（3）供　給　源

　　　American　Type　Culture　Collection（12301Parklawn　Drive　Rockville，Maryland

　　20852－1776U．S．A．）より1995年6月30日に入手したPs8躍。丸∫rchnεr∫ε伽

　　5め叩ρ’艇αで久留米事業所で継代培養しているものを用いた。また、試験系

　　の再現性を確認するために実施（2005年4月11日～4月14日に実施）した試験生

　　物によるニクロム酸カリウム（試薬特級、和光純薬工業製）のE、C50（0－72h）及

　　びE，C50（0－3d）はそれぞれ0524及び1．83mg／しであった［バックグラウンドデー

　　タ：EbC50（0－72h）及びE，C50（0－3d）の平均±標準偏差はそれぞれ0．408±0．07g及

　　び1・12±0・44mg／L・n＝10（但し・2005年4月11日～“月14日に実施分データを含

　　む。また、E，C50（0－3d）は外挿値を含む）］。

2）　培　　　地

　　　前培養及び試験ともにOECD化学品テストガイドラインのDraft　Guideline

　　201（Apri12004）に示されている培地を用いた。培地の組成をApPendix1に示す。

　　培地は滅菌したものを用いた。

3）　試験器具及び装置

　（1）試験器具
　　　　試験容器：

（2）試験装置
　　　培養装置：

滅菌した500mL容ガラス製三角フラスコ
（通気性のシリコセン⑪付）

温度維持、連続照明及び連続振とう培養が可能で、一定の

光強度を維持可能な装置（低温恒温槽付回転式振とう培養
機、TB－C－50RL、高崎科学器械製）を用いた。

4）　試験条件
　（1）暴露条件
　　①方　　　式
　　　　被験物質を含む試験液へ試験生物を暴露し、旋回振とう培養（約100回／分）

　　　を行った。

②期 間

72時間

③試験濃度
　　試験は20．0・9．09・4．13、1．88及び0．854mg／L（公比2．2）の5濃度区で行った。

　試験濃度及び公比は予備試験結果から決定した。予備試験結果をAdditional

　dataに示す。なお、被験物質の純度は100．0％であるため、純度補正は行わな

　かった。
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④連　　　数

　　6連／対照区

　　3連／濃度区

⑤対　照　群

　　被験物質を含まない培地に試験原液と同様の調製処理をした対照区を設
　けた。

⑥暴露開始時の細胞数

　　保存培養から前培養用培地に植えつぎ、試験と同じ条件下で3日間培養し、

　対数増殖期の細胞を含んだ藻類培養液（前培養液）を104cells／mしになるように

　試験液に接種した。

⑦試験操作
　　無菌操作により実施した。

⑧試験液量
　　600mL／対照区（100mL×6試験容器）

　　300mL／濃度区（100mL×3試験容器）

（2）環境条件
　①温　　　度

　　　21～24℃（±2℃の変動幅）

②照　　　明

　　400～700㎜のスペクトル幅をもつ蛍光灯を用い、液面付近での光強度を
　60～120μE／m2／s＊1（変動幅±20％）とする連続照明

　　＊1120μE／m2／s＝0．72×1020photons／m2／s

5）　試験液の調製法

　　　被験物質の純度が100．0％であるため、試験原液調製時に純度補正は行わなか

　　つた。

　　　必要量の供試試料を秤量し、培地に添加後、約1時間撹拌して溶解し、100
　　mg／しの溶液を調製した・この溶液をメンブレンフィルター0．22μm（日本ミリ

　　ポア株式会社製）で吸引ろ過したろ液を試験原液とした。調製容器に必要量の試

　　験原液と培地＊2を混合し、撹拌して調製し、各試験容器に分割した。

　　　各試験区の試験原液濃度及び調製量に対する試験原液添加量を以下に示す。
試験区（m離） 試験原液濃度（mg／L） 試験原液添加量（mL／400mL）

対照区 一 一

0，854 3，416

1．88 7．52

4．13 100 16．52

9．09 36．36

20．0 80．0

＊2 詞ｱ原液と同様の調製処理をした培地
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6）　観察と測定

　（1）藻類の生長等

　　　　暴露開始後24時間毎に72時間まで細胞濃度を粒子計数装置（コールターカ

　　　ウンターZ1型、ペックマン・コールター製）により計数した。その際、試験

　　　液のバックグラウンドを測定するため、培地について同時に測定し、ブラン

　　　ク補正を行った。また、暴露終了時には各試験区につき1試験容器について

　　　細胞の状態を生物顕微鏡（BX41、オリンパス製）を用いて観察した。

（2）試験液の状態

　　　試験液の状態を暴露開始時及び終了時に観察した。

（3）水質及び暴露環境

　　　試験液のpHを暴露開始時と終了時に測定した。暴露開始時は別途分取し
　　た試験液について測定し、暴露終了時には各試験区につき1試験容器を測定

　　した。培養装置内の温度、光強度を暴露期間中1日1回測定した。pHはガラス

　　電極式水素イオン濃度計（HM－14P型、東亜ディーケーケー製）、温度は検定済

　　ガラス製棒状温度計・光強度はポータブル光量子計（QSL－100、Biospherical

　　Instruments製）で測定した。

（4）試験液中の被験物質濃度

　　　試験液中の被験物質濃度の測定は暴露開始時及び終了時に行った。暴露開

　　始時の測定用試験液は調製容器から採水した。暴露終了時の測定用試験液は

　　各試験区の試験容器から試験液をそれぞれ等量採取し混合後、遠心分離
　　（3，000rpmで10分間）により藻体を除去した。被験物質濃度の分析は高速液体

　　クロマトグラフィー（HPLC）により行った。被験物質濃度の分析方法及び測定

　　結果をAppendix2、検量線及びクロマトグラムをAppendix3に示す。

7）　結果の算出

　　　暴露期間中に測定した試験液中の被験物質濃度が試験設定濃度の±20％以内

　　であったため、結果の算出には設定濃度を用いた。

（1）濃度一阻害率の算定法

　　　各試験区の細胞数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。この曲線を用い、生長曲線下面積及び生長速度を比較して各濃度区で

　　の阻害率を算出した。

①生長速度の比較（速度法）

　　指数関数的に増殖しているときの生長速度は次式に従って計算した。

　＿lnハ「ノー1血V∫
μ∫ゴー

　　　’ノー”

ここで

μfゴ二布時からη時までの期間の生長速度。通常、日当たり（41）で表す。

珊　二”時の実測細胞濃度（cells／mL）。試験開始時（ro）の細胞濃度について

　　　は設定値を用いた。
2〉ノ＝fノ時の実測細胞濃度（cells／mL）

’f＝暴露開始後i回目に細胞濃度を測定した時間（の

η　二暴露開始後j回目に細胞濃度を測定した時間（4）
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　EC50を算出する場合は、暴露開始時から72時間後までの暴露期間を通じ
た生長速度を求めた。対照群については、試験の有効性を調べるために1日
ごとの生長速度を求めた。

　各濃度区における阻害百分率（1、）は対照群の平均生長速度（μ、）と各濃度区

での生長速度（μ，）との間の差として次のように計算した。

　　μc一μ’
1μニ　　　　×100
　　　μc

②生長曲線下面積の比較（面積法）

　　生長曲線下面積を次式に従って計算した。

　ハ天1一ハb　　　　　N1十ハリー2ハAo
／4ニ　　　　×’1＋
　　　2　　　　　　　　2

×（∫2一の＋崩＋ｾ’四〇×（砺一’〃一・）

ここで

オ＝生長曲線下面積
　No＝暴露開始時（孟・）の設定細胞濃度（cells／mL）

　珊二f1時の実測細胞濃度（cells／mL）

　鑑二∫。時の実測細胞濃度（cells／mL）

　∫1＝暴露開始後最初に細胞濃度を測定した時間

　’．二暴露開始後n回目に細胞濃度を測定した時間

　各濃度区における阻害百分率（η）は対照群の平均生長曲線下面積（4。）と各

濃度区での生長曲線下面積（オ，）との間の差として次のように計算した。

　　ノ4c一ノi　f
∫オ＝　　　　×100
　　　／4σ

③収量（Yield）の比較（収量法）

　　収量とは暴露終了時の生物量から暴露開始時の生物量を差し引いたもの
　である。通常、生物量は乾重量によって表わされるが、代替測定パラメーターと

　乾重量に相関性が認められる場合は代替測定パラメーターで表してもよいことに

　なっている。以下の式に示すように、細胞濃度において相関性が認められた

　ため、生物量及び収量は乾重量ではなく細胞濃度で表した。

磯m処、＿．．．醐副

　　収量（”）は次のように計算した。

y∫＝Bε一B5

ここで

B8＝暴露終了時の生物量（cells／mL）

B5＝暴露開始時の生物量［設定細胞濃度（cells／mL）］
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　各濃度区における阻害百分率（み）は対照群の平均収量（L）と各濃度区での

収量（名）との間の差として次のように計算した。

　＿｝モー｝～

乃一一×100
　　猛

（2）EC50・1の算出法

　　　各濃度区に対応する阻害率を片対数グラフにプロットし、直線性の認めら

　　れる点を用いて直線回帰分析（最小二乗法）を行い、阻害率50％との交点から

　　EC50（可能な場合その95％信頼限界）を算出した。その際、生長速度により求

　　めた場合はE，C50（0－3d）、生長曲線下面積により求めた場合はEbC50（0－72h）、

　　収量により求めた場合はEyC50と記載した。

　　＊1EC50（MedianEffectiveConcentration）：暴露期間において試験生物の生長を

　　50％阻害する被験物質濃度を示す。

（3）最大無影響濃度（NOEC＊2）の算出

　　　各生長指標について、Bartlett法による等分散検定を行った後、各濃度区と

　　対照群との有意差の有無を一元配置分散分析及びScheff6の多重比較法によ

　　り求めた。ただし、各指標におけるEC50より高い濃度区は、有意差検定に
　　は使用しなかった。これらの有意差検定結果に加え、試験結果全体を考慮し、

　　NOECを評価した。
　　＊2NOEC（No　Observed　Effect　Concentration）：暴露期間において試験生物の生

　　長に影響が認められない試験最高濃度を示す。

8）　有効性基準

　（1）対照群における藻類の生長は72時間後に16倍以上でなければならない。

（2）対照群における毎日の生長速度の変動係数が暴露期間を通じて35％を超え

　てはならない。

（3）対照群における繰り返し間の生長速度の変動係数が7％を超えてはならない。

9）　数値の取扱い

　　　数値の丸め方は、JISZ8401規則Bによった。

13．　試験結果及び考察

　1）　試験液の観察と測定結果

　　（1）試験液の状態
　　　　　　暴露開始時は無色透明であった。暴露終了時には20．O　mg／L区では状態は変

　　　　　わらず・細胞の増殖により9．09mg／L区でやや薄い緑色、4．13～0．854mg／L区

　　　　　では緑色を呈していた。

　　　　　　対照群では暴露開始時は無色透明であり、暴露終了時には細胞の増殖によ

　　　　　り緑色を呈していた。

（2）試験液の水質及び暴露環境

　　　試験液のpHは暴露開始時では7．8～7．g、暴露終了時では7．7～7．gであった。

　　培養装置内の温度は23．2～23．6℃、光強度は104～116μE／m2／sであった。試

　　験液のpHの測定結果をTable1、培養装置内の温度及び光強度の測定結果を
　　Table2に示す。

14／24



93517

（3）試験液中の被験物質濃度

　　　測定した試験液中の被験物質濃度は暴露開始時では設定値に対して93．6
　　～101％、暴露終了時では86．7～92．3％であり、設定濃度の±20％以内に保たれ

　　ていた。被験物質濃度の測定結果をAppendix2に示す。

2）　EC50
　　　生長速度、生長曲線下面積及び収量によって算出したチモールのE，C50（0．3d）、

　　EbC50（0－72h）及びEyC50は、それぞれ135（g5％信頼限界：算出不可）、7．73（g5％

　　信頼限界：0945～1．49mgL）及び7．53mg／L（95％信頼限界：算出不可）であった。

　　各時間での細胞数をTable3、生長阻害率をTable4、各指標でのEC50をTable5

　　に示す。また、各指標における濃度一生長阻害率曲線をFigure1、2及び3に示
　　す。

3）　各試験区での生長曲線・細胞観察結果及びNOEC

　　　20、O　mg／L区では暴露期間を通して生長は抑えられていた。9．09mg／L区では

　　阻害が認められたものの対数増殖を示した。4．13mg／L区では対照区に近い生長

　　を示し、1．88及び0．854mg∠L区では対照群と同様の生長を示した。

　　　以下の細胞観察結果は全て対照群との比較に基づくものである。20．O　mg／L

　　区においては・ほとんどの細胞が膨張しており、9．09mg／L区では、やや膨張し

　　た細胞がやや多く観察された。その他の濃度区では対照群と同様であった。

　　　有意差検定結果及び上記細胞観察結果より、生長速度、生長曲線下面積及び

　　収量法におけるNOECはいずれも1．88mg／しであった。NOECをTable5、有意差

　　検定結果をTable6、生長曲線をFigure4に示す。

4）　試験の有効性

　（1）対照群における生長

　　　　対照群における供試藻類の生長は暴露終了時まで対数増殖を示した。暴露
　　　終了時には初期細胞数の114倍以上に増殖し、有効性基準（16倍以上の増殖）

　　　を満たしていた。

（2）対照群における日間生長速度

　　　対照群における毎日の平均生長速度は0－1日間では1．61、1－2日間では1．78、

　　2－3日間では1．40であり、日間の生長速度の平均及び標準偏差は1．60±0．1gであ

　　つた。これより算出された変動係数は11．g％であり、有効性基準（35％を超え

　　てはならない）を満たしていた。

（3）対照群における繰り返し間の生長速度

　　　対照群における繰り返し間の生長速度の平均及び標準偏差は0－1日間では
　　1．61±0．02、1－2日間では1．78±0．10、2－3日間では1．40±0．08であった。これらよ

　　り算出された変動係数はそれぞれ1．19、5．3g及び5．63％であり、有効性基準（7％

　　を超えてはならない）を満たしていた・
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5）　考　　　察

　　　本試験は被験物質の培地への溶解濃度以下での試験生物に対するEC50を求

　　める試験として行った。試験液中の被験物質濃度は設定濃度の±20％以内に保

　　たれ、また、試験環境条件も適切な範囲内であったことから、本試験は試験法

　　に準じたものであったと判断される。

14．　試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる事項

　　　当該事項はなかった。
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Table1． pH　of　test　solutions

pH　　NomimI
bOnCentratiOn

At　the　start At　the　end

Control 7．8 7．7

0，854 7．8 7．8

1．88 7．8 7．8

4．13 7．8 7．8

9．09 7．8 7．9

20．0 7．9 7．9

Table2． Temperature　and　light　intensity　in　incubator

Exposure　duration At　the　start 1－day 2－day At　the　end

Temperature（℃） 23．6 23．6 23．6 23．2

Lightintensity（μE／m2／s） 116 106 104 107
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Table3．Value　ofcell　concentration　at　each　time

　　Nominal
bOnCentratiOn Rep．

Cell　concentration （×104cells／証）

（mg／L）
O　houra 24hours 48hours 72hours

A 1．00 5．07 32．5 121

B 1．00 5．09 34．3 130

C 1．00 4．92 28．7 131

Contro1
D 1．00 5．11 26．1 114

E 1．00 4．92 28．2 114

F 1．00 4．91 29．5 118

Mean 1．00 5．01 29．9 121

S．D． 0 0．0960 2．99 7．39

A 1．00 5．04 31．8 117

B 1．00 5．18 33．4 114

0，854 C 1．00 5．13 33．1 126

Mean 1．00 5．12 32．8 119

S．D． 0 0．0687 0，826 5．90

A 1．00 5．06 28．7 111

B 1．00 4．99 30．1 121

1．88 C 1．00 5．07 28．9 123

Mean 1．00 5．04 29．3 118

S．D． 0 0．0464 0，758 6．08

A 1．00 4．78 23．9 105

B 1．00 4．88 24．4 104
4．13 C 1．00 4．69 24．6 95．3

Mean 1．00 4．78 24．3 101

S．D． 0 0．0933 0，342 5．11

A 1．00 4．08 13．1 46．3

B 1．00 3．93 12．7 39．5

9．09 C 1．00 3．86 13．1 46．7

Mean 1．00 3．96 13．0 44．2

S．D． 0 0，114 0，239 4．04

A 1．00 1．74 2．30 2．65

B 1．00 1．72 2．40 2．85

20．0 C 1．00 1．84 2．43 2．88

Mean 1．00 1．77 2．38 2．79

S．D． 0 0．0626 0．0688 0，128

The　value　based　on　the　measured　value　ofpre－culture
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Table4．　Growth　inhibition

Nominal
Growth　rate

Inhibition Area　under Inhibition Yield Inhibition

concentration No． rate growthcurve rate rate

（mg／L）
（0－3d） （％） （％） （％）

A 1．60 一 2300
一

120
一

B 1．62 一 2440
一 129

昌

C 1．62
一 2320

一 130
一

Control D 1．58 』 2060
一 113

一

E 1．58 一 2100
一 113

』

F 1．59 』 2180
一 117

一

Mean 1．60
一 2230

一 120
，

A 1．59 0，690 2230 0，104 116 3．43

0，854
B 1．58 1．21 2240 一〇．156 113 5．81

C 1．61 一〇．769 2370 一5．94 125 一3．63

Mean 1．59 0，375 2280 一2．00 118 1．87

A 1．57 1．73 2090 6．50 110 8．17

1．88
B 1．60 0．00541 2240 一〇．109 120 0，180

C 1．60 一〇．277 2230 0，168 122 一1．19

Mean 1．59 0，486 2180 2．19 117 2．38

A 1．55 3．05 1880 15．6 104 13．9

4．13
B 1．55 3．24 1890 15．5 103 14．7

C 1．52 4．99 1790 19．9 94．3 21．6

Mean 1．54＊ 3．76 1850＊＊ 17．0 100＊＊ 16．7

A 1．28 20．0 909 59．3 45．3 62．3

9．09
B 1．23 23．4 814 63．6 38．5 68．0

C 1．28 19．9 908 59．3 45．7 62．0

Mean 1．26＊＊ 21．1 877 60．7 43．2 64．1

A 0，324 79．7 68．6 96．9 1．65 98．6

20．0
B 0，349 78．2 73．2 96．7 1．85 98．5

C 0，353 77．9 77．0 96．6 1．88 98．4

Mean 0，342 78．6 72．9 96．7 1．79 98．5

＊＊：significantdi∬erenceψ＜0・01）　＊：signific㎝td迂ferenceψく0．05）

（The　detail　of　the　results　of　statistical　analysis　refers　to　Table6．）
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Table5， EC50and　NOEC　on　each　endpoint　to　P5εμ40た∫rc加εr∫811αsめ。4μ孟αα

Endpoint EC50（mg／L） NOEC（mg／L）

Growth　rate 13．5（一） 1．88

Areaundergrowth

@　　　CU四e
7．73（4。84to12．4） 1．88

Yield 7．53（一） 1．88

hl　parentheses　are95％confidence　intervals

－Not　obtained

Table6，　Result　of　statistical　analysis

Endpoint
　　Nominal
bOnCentratiOn

@　（mg／L）
Growth　rate
@　（〇一3d）

Areaundergrowth

@　　　　CU四e
Yield

0，854 一 一 一

1．88 一 ｝ 一

4．13 ＊ ＊＊ ＊＊

9．09 ＊＊

20．0

Statistical

垂窒盾モ�р浮窒

Bartlett7s　test．

nne－way

`NOVA．
lultiple

モ盾高垂≠窒奄唐盾獅

ethod　Scheff6．�

artlett’s　test．O

獅�|wayA

mOVA．M
浮撃狽奄垂撃�モ

mparisonme

狽�盾п@Scheff6．� 

rtlett’s　test．On

�|wayAN

nVA．Mu
撃狽奄垂撃�モ盾

parisonmet
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Figure1． Concentration－response　curve　based　on　parameter　ofgrowth　rate
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Appendix1

Composition　of　medium
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C・mp・siti・n・fOECDmedium［Dra丘Guidehne201（Apri12004）1

Nutrient　salt Amount

H3BO3

MnC12’4H20

ZnC12

FeC13・6H20

Na2EDTA・2H20

CoC12’6H20

Na2MoO4’2H20

CuC12’2H20

CaC12・2H20

NH4Cl

KH2PO4

NaHCO3

MgC12・6H20

MgSO4■7H20

0．185

0．415

0．00300

0．0640

0．100

0．00150

0．00700

0．00001

18．0

15．0

1．60

50．0

12．0

15．0

9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9
9

m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m

The　constituents　mentioned　above　are　fined　up　to　l　litre　with

purifiedwater・wheretheunit・fpHisapPr・ximately8．1．

2／2Appcndix1
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Appendix2

Method　ofanalysis　and　result　ofmeasurement　oftest　substance　concentration
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1．　被験物質濃度の分析方法

1）　試験液の前処理操作

　　　採取した試験液は、そのまま若しくは培地で適宜希釈して分析試料とした。

2）　分析方法
　　　前処理操作を行って得られた分析試料は、下記の定量条件に基づき高速液体

　　クロマトグラフィー（HPLC）により被験物質の定量を行った。分析試料中の被験

　　物質濃度はクロマトグラム上のピーク面積を濃度既知の標準溶液のピーク面

　　積と比較し比例計算して求めた。得られたクロマトグラム（一例）をAppendix3

　　に示す。

分析機器の定量条件

器
千
プ
器
外
じ
”
ム

　
　
　
　
む
ノ
　
　
　
　
か

　
陶
　
　
　
工
フ
功

　
鋤
ン
出
傍
跡
傍
ラ

　
浦
ポ
検
料
妨
拐

機
　
　
　
　
　
力

高速液体クロマトグラフ

島津製作所製

島津製作所製

島津製作所製

島津製作所製

島津製作所製

島津製作所製

L－column　ODS

SCL－10Avp

LC－10AD

SPD－10A

S皿，10A

CTO－10A

DGU－14A
（化学物質評価研究機構製）

　　　　　　　　　15cm×4．6㎜1．D．
　カラム温度　　　40℃

　溶離液　アセトニトリル／水・6／4（v／v）

　流量1．OmL／min
　測定波長　　275nm
　注入量　100μL
　感　　　度

　　検出器　　0．5AU〆1V
＊水道水を超純水装置システムを用いて処理した水

3）　標準溶液の調製

　　　分析試料中の被験物質濃度を求めるための標準溶液の調製は次のように行
　　つた。なお、被験物質の純度が100．0％であるため、純度補正は行わなかった。

　　　供試試料50．O　mgを電子分析天びんで正確にはかりとり、アセトニトリルに

　　溶解して1，000mg／しの被験物質溶液を調製した。これをアセトニトリルで希釈

　　して200mg／しの被験物質溶液を調製した。続いてこれを培地で希釈して10．O

　　mg／しの被験物質溶液を調製した・さらにこれを培地で希釈して1．00mg／しの標準

　　溶液を調製した。

4）　検量線の作成

　　　3）の標準溶液の調製と同様にして0．100、0．500、1．00及び2、00mg／しの標準溶液

　　を調製した。これらを2）の定量条件に従って分析し、得られたそれぞれのクロ

　　マトグラム上のピーク面積と被験物質濃度により検量線を作成し、定量性を確

　　認した。作成した検量線をAppendix3に示す。なお、被験物質の定量下限は、
　　定量性が確認された範囲内での最小の標準溶液濃度（0．100mg／L）とした。よって、

　　試験液中の被験物質の定量下限濃度は0．100mg几とした。

2／4Appendb【2
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　5）　ブランク試験

　　（1）方　　　法

　　　　　1）の試験液の前処理操作と同じ操作により、被験物質を加えない培地にっ

　　　　いて、ブランク試験を行った。ブランク試験は、2点について実施した。

　　（2）結　　　果

　　　　　（1）の方法により測定した結果、ブランク試験においてクロマトグラム上の

　　　　被験物質位置にはピークは認められなかった。

2．測定結果
　　　試験液中の被験物質濃度の測定結果を次頁に示す。

3／4Appendb【2
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Appendix　table2－1． Measured　concentrations　oftest　substance　in　test　solutions

Nominal　concentration
@　　　　　（mg／L）

　　　Measured　concentration（mg／L）

iPercentage　ofnominal　concentration）

At　the　start At　the　end Meana

Contro1 n．d． n．d．
一

0，854
0，866

i101）

0，788

i923）

0，826

i96、7）

1．88
1．84

i97．8）

1．66

i88．3）

1．75

i92．9）

4．13
4．13

i99．9）

3．74

i905）

3．93

i95．1）

9．09
9．03

i994）

7．88

i86。7）

8．44

i92．8）

20．0
18．7

i93．6）

17．8

i89．1）

18．3

i91．3）

nrl　　Nn士■　｝　坐■1　nlnn　　　π、n．d．：Not　detected（＜0．100mg／L）

日The　values　are　expressed　as　geometric　means．

Thevaluesareexpressedasge・metricmeanscdculatedbythef・ll・wingequati・n：
　　　　　　　　　antil・9（1／2（tn－t1）Σ（1・9（c・nci）＋1・9（c・nci＋1））・（ti＋1－ti））

　　　　　　where

　　　　　　　　　t1＝initial　timeくt2く一・tn＝fiml　time

　　　　　　　　　conc・＝initialconcentrati・n，conc2，…，conc、＝finalconcentration．

4／4Appcnd以2
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Appendix3

Calibration　curve　and　c㎞』omatogram
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Appendix　figure3－1． Calibration　curve　ofthymol　for　amlysis　by　HPLC．
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Standard　solution1．00mg／L
試験番号　93517

コ
《
E

40

20

o

　　検出器A（275nm）
一　93517！εtd．1．00mg／L

　　93517－HOS－02．dat
保持時間
面積

5．321　129114

o 1 2 3 4 5 6 フ 8 9 10

20．O　m創L（Nominal　concentration）

コ
《
E

40

20

o

　　検出器A（275nm）
一9351フ／Oh／20．Omε／L（D・20）

　　93517－HOA－01．dat
保持時間
面積

5．320　120805

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

9．09mg匹L（Nominal　concen柱ation）

コ
哩
E

範

20

o

　　検出器A（275nm）
一93517／Oh／9．09mg／L（D・10）
　　93517－HOB－01．dat
保持時間
面積

5，318　116612

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

4．13mg／L（Nominal　concentration）

コ
｛
E

釦

20

o

　　検出器A（275nm）
一　93517／0h／4．13mg／L（D。2．5）

　　93517－HOC－01．dat
保持時間
面積 5、323　213071

0 1 2 3 4 5 6 7 e 9 10

Appendix　figure3－2－1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　鋤5．も、1ラ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

HPLC　chromatogram　at　the　start　of　the　exposure．
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試験番号　93517
188mg／L（Nominal　concentration）

コ
《
E

釦

20

0

　　検出暴A（275nm）
一9351了／Oh！1．88mε／L（D・2）

　　93517－HOD－01．dat
保持時間
面積

5．321　て18643

o 1 2 3 4 嘉 6 7 8 9 10

0。854m以L（Nominal　concentration）

コ
《
E

40

20

o

　　検出器A（2了5nm）
一93517／0h／0．854mg／L
　　93517－HOE－01．dat
保持時間
面積

5．319　111フ63

o 1 2 3 4 5
，
聞

6 了 e 9 10

Control

コ
《
E

鵜

⑳

o

　　検出器A（275nm）
一　93517／Oh／CO．
　　93517－HOZ－01．dat
保持時間
面積

b、ま．

↓
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Appendix　figure3－2－2．HPLC　chromatogram　at　the　start　ofthe　exposure．

4／6Appcndb【3



93517

試験番号 93517
Standar（i　solution1．00mg／L

コ
《
E

40

20

o

　　　検出器A（275nm）
一93517／8td．1．00m8／L
　　　93517－H72S－02．d■t
保梼時間
面積

5．270　12a344

0 1 2 3 4

　
h
5
m

6 7 8 9 10

20・Omg／L（Nominalconcentration）

コ
《
E

40

20

o

　　　検出器A（275nm）
一93517／72h／20、Omg／L（D・20）
　　　93517－H72A－01．dat
保持時間
面積

5．2フ6　114309

o 1 2 3 4 　
■
嗣5
m

6 7 3 9 10

9，09mg／L（Nominal　concentration）

コ
く
E

40

20

o

　　　検出器A（275nm）
一93517／72h／9．09mε／L（D・10）
　　　93517－H72B－01．dat
保持時間
面積

5、277　101150

o 1 2 3 4 5
，
m

6 7 8 9 10

4，13mg／L（Nomiml　concentration）

コ
《
E

40

20

o

　　　検出器A（275nm）
一93517／72h／4．13mg／L（D・2．5）

　　　93517－H72C－01．dat
保持時間
面積

5，280　191977

0 1 2 3 4 　
　
閣

5
，
陶

6 7 8 9

図’‘． よ1

Appendix　figure3－3－1． HPLC　chromatogmm　at　the　end　ofthe　exposure．
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試験番号　93517

1．88mg／L（Nomiml　concentration）

コ
く
E

40

釦

。

　　　検出器A（275nm）
一　93517／フ2h／1．88m一／L（D・2）

　　　93517－H了2D－01．dat
保持時間
面積

5．278　106502

0 1 2 3 4 5
、
㎜

6 7 8 9 10

0，854mg／L（Nominal　concentration）

コ
《
E

40

20

o

　　　検出器A（275nm）
一　9351了／72h／0．854mg／L
　　　93517－H72E－01．dat
保持時間
面積

5，279　101イ70

o 1 2 3 4 　
■
【5
m

0 7 8 9 10

Contro1

コ
《
E

40

20

0

薦難燐鉱＼嬲り
面積

几．♂．

↓
o 1 2 3 4 5

，
㎜

6 7 8 9 10

コ05．6．1も

Appendix　figure3－3－2，HPLC　chromatogram　at　the　end　ofthe　exposure．
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Additional　data

Results　ofpreHminary　tests

1／2Additional　data
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予備試験結果

＜生物への影響＞

予備試験1

阻　　害　　率 （％）濃度区

生長曲線下面積 生長速度

0，300 一3．45 一〇．557

1．00 2．52 0．0998

3．00 26．8 6．24

10．0 79．2 32．5

30．0 99．2 93．7

：1　　区
試験液調製法：培地と碑験物質を混合、約1時間撹拝して溶解した試験原液を用いて調製
　　　　　　した。試験原液調製は純度補正を実施しなかった。
測定法：細胞計数法

予備試験2

阻　　害　　率　（％）濃度区

生長曲線下面積 生長速度

0，854 3．17 ．0，623

1．88 15．4 3．70

4．13 45．5 13．9

9．09 74．0 29．1

20．0 97．5 80．3

．1 区

試験液調製法：培地と被験物質を混合、約1時間撹拌して溶解し、0．22μmのメンブレン

　　　　　　フィルターにて吸引ろ過滅菌した試験原液を用いて調製した。試験原液
　　　　　　調製は純度補正を実施しなかった。
測　定　法：細胞計数法

＜試験液中の被験物質濃度＞

設定濃度
@（mg／L）

測定濃度（m処）
i対設定濃度％）

暴露開始時 暴露終了時

0，854 0，769

i90．1）

0，691

i80．9）

20．0
18．3

i91．3）

17．3

i865）

予備試験2と併行して実施

2／2Additional　data




