
6．その他  

試験実施施設   名称   株式会社JCLバイオアッセイ 西脇ラボ  

所産地   〒677－0032兵庫県西脇市中畑町17番柑  

電話：0795－23－5725  

fÅⅩ：0795－23－4756   

試験責任者   臓氏名   舞原 文女  

経験年数   10年（藻類生長阻害試験）   

試験番号   JCLO5804＄   

試験期間   2006年3月29日～2006年草月18日   

作成日：   2006年5月1各日  

所属：  株式会社JCLバイオアッセイ  

西脇ラボ  

作成責任者：舞原 文女   



ミジンコ急性遊泳阻害試験結果報告書  

1．一般的事項  

新規化学物質等の名称 
4，4，一ジヒドロキシジフェニルメタン   

（Ⅳ払C命名法による）  

別名（略称）   B15   

（：AS番号   620－92－8   

構造式又は示性式  

（いずれも不明な場合  

は、その製法の概要）   H。 ：…≡。H  
C13H1202   

分子量   200．24   

試験に供した新規化学  
100．0％（HPLC）   

物質の純度（％）  

試験に供した新規化学  
CEqO330   

物質のロット番号  

不純物の名称  

及び含有率  

義気圧  

対水溶解度   難溶   

1－オクタノール／水分配係数  

融点   162．60C   

沸点  

常温における性状   うすい紅色結晶性粉末   

安定性  

溶媒に対する溶解度等   

溶媒   溶鹿度  溶媒中の安定性  

エタノール  易溶  



2．試験溶液の被験物質濃度の分析方法  

項目   方法   

分析方法   高速液体クロマトグラフィー   

前処理法   調製した試験液を実験開始時の測定試料とした。ま牢、実験終了時には  

各濃度区の4連の試験液から均等に分取したもの（各1mL）を測定試料とし  

た。測定試料300けLにアセトニトリル30叫Lを加えて混合してHPLc分  

析試料とした。  

以下に前処理のフローチャートを示す。  

測定試料（試験液）300けL  

トァセトニトリル300いL  

浪合  

I  

HPLC分析試料 50けL   

定量条件   ・使用分析機器  

HPLC：  LC－10Aシステム  

ポンプ：  LC＿10AD  

システムコントローラー   SCし10A  

オートサンプラー：  Sm－10A  

カラムオープン：  CTO－10AC  

検出器ⅣⅤハ乃S）：  SPD－10A  

データ処理装置：  C－R7Aplu5  

・測定条件  

カラム：  hertsilODS－3（4．6Ⅱ皿Ⅰ．D．×150mm，5pm）  

（GLサイエン欠）  

移動相：  アセトニトリル／純水＝4：6（Ⅴル）  

流速：  1．OmL／mim  

カラム温度：  400C  

サンプル設定温度：250C  

検出波長ⅣⅤ）：  230nm  

試料注入量：   50ドL  



3．試験材料及び方法  

項目  内容   

学名：オオミジンコP呼ゐ〃才α椚聯β）  
種（学名・系統、時間齢）  系統：  

時間齢：24時間以内  

試験生物          入手先  
名称：（旧）国立環境研究所  
所在地：茨城県つくば市小野川16－2  

対照物質への感受性  

匹C50）  
48嘩間EC50：0．28mg几  

（対照物質名）  
対照物質名：ニクロム酸カリウム   

飼育水の種類  脱塩素水道水  

飼育  
衆境条件  水温：20．0土1．00C  

（水温、明暗周期）  明暗周期：16時間明／8時間暗（室内光）   

試験容器  200mL容ガラスビーカー  

種類  

（天然水、脱塩素水  

試験用水 
道水、人工調製水等）   

硬度   10－250m釘L  

pH   6．0－9．0  

暴露期間  2006年4月4日 ～2006年4月6日  

試験濃度（設定値）  
5．4，7．0，9．1，11，8，15．4，20．Om釘L  

（公比：1．3）  

供試数  5頭／試験容器  

試験濃度区   4連  
連数  

対照区   4連  

試験条件  
100mL  

助剤の有無   無し  

種類  

助剤  
濃度  

均剤対照区の■遠敷  

試験方式  

（止水、半止水、流水等）  
止水式  

換水又は流水条件  

水温  20．0土1．00C  

溶存酸素濃度（DO）  3．Omg几以上  

明暗周期  16時間甲／8時間暗（室内光）   

結果の算出   EC50  

方法  
Probit法  



4．試験結果及び考察  

項目   内容   

毒性   48時間EC50値：  12．2mg几  

95％倍額限界：   11．5－13．1m釘L  

最大無作用濃度：  9．1m釘L  

100％阻害最低濃度：15．4m釘L   

試験濃度   1．設定値・．実測値   

考察及び特記事項   ・試験液中の被験物質濃度  

実験開始時及び実験終了時に試験液中の被験物質濃度を測  

定した。実験開始時の試験液中の被験物質濃度は各設定濃度  

の100．0－101．2％、実験終了時は各設定濃度の98．6－100．1％で  

あった。  

半数逓泳阻害濃度（EC50）の算出には、実験開始時及び終了時  

の測定濃度の算術平均値を用いて算出した。  

・半数遊泳阻害濃度鱒C50）  

対照区における24及び48時間での遊泳阻宰率は0％となり、  

試験条件（10％以下）を満たしていた。  

実験開始24時間の遊泳阻害率は5．4，7．0及び9．1m釘L濃度区  

で0％となり、11．8，15．4及び20．Omg几濃度区では5，75及び  

80％であった。実験終了時の遊泳阻宰率時5．4，7．0及び9．1  

mg几濃度区で0％となり、11．8，15．4及び20．Om釘L濃度区で  

35，100及び100房となった。  

これらの結果からProbit法で半数逓泳阻害濃度鰐C50）を算出  

すると、24及び48時間EC50催は15．1及び12．2m釘Lとなっ  

た。  

・最大無作用濃度脚OEC）及び100％阻害最低濃度  

24及び48時間における最大無作用濃度は9．1m釘Lであった。  

また、24及び48時間100％阻害最低濃度は＞20．0及び15．4  

m釘Lであった？  

・試験液の水温、pH、溶存酸素濃度  

実験期間中の試験液の水温は20．40Cで、基準の20．0士1．00C  

の範囲内であった。  

実験期蘭中の試験液のpHは対照区及び各濃度区で7．6－7．7  

で、被験物質による影響は見られなかった。  

実験期間中の試験液の溶存酸素濃度は、実験開始時（供試ミジ  

ンコのいない状態）で8．6－8．8m釘L、実験終了時（供試ミジン  



5．ミジンコの濃度一遊泳阻害率曲線  

私t8（Lルing：％）  

10  
肋ntr8tion（鵬g／し）  

“Numberofinmobility（％）”indicatedasuRate卵．  

“Measuredconcentration”indicatedas“Concentration（mgn．）”  

Dose－reSpOnSeCurveforEC50（Probitm血od）   



6．その他  

試験実施施設，  名称   株式会社JCLバイオチッセイ 西脇ラボ  

所在地   〒677－0032兵庫県西脇市中畑町17番18  

電青：0795・23－5725  

FAX：0795－23－4756   

試験責任者   職氏名   舞原 文女  

経験年数   10年（ミジンコ急性遊泳阻害試験）   

試験番号   JCLO48058   

試験期間   2006年3月30日 ～2006年5月18日   

作成日：   2006年5月18‘日  

所属：  株式会社JCLバイオアッセイ  

西脇ラボ  

作成責任者：舞原 文女   



魚類急性毒性試験結果報告書  

1．一般的事項  

新規化学物質等の名称  
4，4，一ジヒドロキシジフェニルメタン   

（mC命名法による）  

別名（略称）   B15   

CAS番号   620－92－8   

構造式又は示性式  

（いずれも不明な場合  

は、その製法の概要）   H。 
；…≡ 

。H  

C13H1202   

分子量   200．24   

試験に供した新規化学  
100．0％（HPLC）   

物質の純度（％）  

試験に供した新規化学  
CEqO330   

物質のロット番号  

不純物の名称  

及び含有率  

蒸気圧  

対水溶解度   難溶   

トオクタ／－ル／水分配係数  

融点   162．60C   

沸点  

常温における性状   うすい紅色結晶性粉末   

安定性  

溶媒に対する溶解度等   溶媒  溶解度  溶媒中の安定性  

エタノール  易溶  



2．試験溶液の被験物質濃度の分析方法  

項目   方法   

分析方法   高速液体クロマトグラフィー   

前処理法   実験開始時、48時間後及び実験終了時に各濃度区の試験水（約2mL）から  

分取し、測定試料とした。  

測定試料300いLにアセトニトリル300ドLを加えて混合してHPLC分析  

試料とした。  

以下のフローチャートに前処痩を示す。  

測定試料（試験水）300ドL  

l←アセトニトリル300－L  

混合  

HPLC分析試料 50pL   

定量条件   ・使用分析機器  

HPLC：  LC－10Aシステム  

ポンプ：  LC＿10AD  

システムコントローラー： SCし10A  

オートサンプラー：  Sm－10A  

カラムオーブン：  CTO－10AC  

検出器（mS）：  SPD－10A  

データ処理装置：  C－R7Aplus  

・測定条件  

カラム：  hertsilODS－3（4．6mmI．D・×150Ⅱ皿， 

（G」サイエンス）  

移動相：  アセトニトリル／純水＝4：6什ル）  

流速：  1．OmL血血．  

カラム温度：  400C  

サンプル設定温度：250C  

検出波長（UⅥ：  230nm  

試料注入i：   50叫L  



3．試験材料及び方法  

項目  内容   

和名：ヒメダカ  

種（和名、学名、系統）  学名：Oノアブのね卸e∫  

系統：不明  

名称：やまと錦魚園  

入手先  所在地：〒639－1021奈良県大和郡山市   

試験生物  新木町107  

全長：2，5土0．2cm（n＝7）  

大きさ（全長、体重）・月齢  体重：0．12土0．02g（n＝7）  

月齢：不明（当歳魚）  

対照物質への感受痙  96hLC50：仇37mg几  

（LC50）（対照物質名）  対照物質名：へ○ンタク叩フェノールナトリウム塩   

じゅん化期間  5－7日間  

飼育水の種類  脱塩素水道水  

じゆん化前の薬浴の有無  無  

じゆん化方式  

じゆん化                     （止水、半止水、流水等）  
半止水  

環境条件（水温、明暗周期）  
水温：24土20C  

明暗周期：16時間明、8時間暗（室内光）  

種類：メダカの飼料（キョ∵リン）  

飼料（種類、・量・頻度等）  量：魚体重の1－2％  

頻度等：2回／日   

試験条件  試験容器  3L容ガラスビーカー  

種類（天然水、脱塩素  

水道水、人工調製水等）   
試験用水  

250m釘L以下  

pH   6．0－9．0  

暴露期間  2006年4月3日 ～2qO6年4月7日  

試験硬度（設定値）  
5．4，7．0，9．1，11．8，15．4，20．0mg几  

（公比1．3）  

供試数  7‾尾儲験容器  

試験溶液量  3L  

助剤の有無   無し  

助剤  鱒類  

渡慶  



試験方式（止水、半止水、流水等）  半止水  

換水又は流水条件   48時間換水  

水温   24土20C  

溶存酸素濃度（DO）   飽和酸素濃度の60％（5．Omg几）以上  

明暗周期   16串間明／＄時間暗（室内光）   

結果の  

算出方法   
LC50   Probit法   

4．試験結果及び考察  

項眉J   内容   

毒性値   96bLC50 

試験濃度   1．設定値 ・2．実測値   

考察及び特記事項   ・試験水中の被験物質濃度  

実験開始時及び換水後の試験水濃度は改定濃度の101．3一  

102．8％であった。換水前及び実験終了時の試験水濃度は設定  

濃度の97．6－102．j％であった。  

また、半数致死濃度匹C50値）の筆出には実験開始時、実験開  

始48時間及び実験終了時の測定濃度の算術平均値を用いて  

算出した。以下、試験水濃度は算申した測定漉度で示す。  

・累積死亡率（％）  

実験開始96時間後の累積死亡率は対照区、5．4，7．0及び9．1  

mg几濃度区で0％であった。  

また、11．8，15．6及び20．3m釘L濃度区の累積死亡率は29，86  

及び100％であった。  

・供試魚の異常な症状及び反応  

対照区、5．4，7．0及び9．1mg几濃度区においては、毒性の徴候  

や異常及び特異的症例は全く観察されなかった。  

11．さ，15．6承び20．3mg几濃度区卑こおいて札束験開始24眉間  

後で異常呼吸、遠泳緩慢、痙華、反転、横転、水底停止の毒  

性症状が観察された。観察結呆より、実験開始96時間の  

NOECは9．1m釘Lとなちた。  

また、20．Om釘L濃度区では実験開始24時間後に死亡垂が  

57％となり、4さ時間後にはすべての供試魚が死亡した。  

実験開始96時間後の100％死亡最低濃度は20．3m釘Lで、実験  

開脚6時間後の0％死亡最高濃度は如mg几であった。  



試験水の水温、pH、溶存酸素濃度  

実験期間中における試験水の水温は23．6－24．40Cとなり、基  

準の24土20Cの範囲内であった。  

実験期間中における対照区のpHは7．4－7．6で、濃度区のpH  

は7．3－7．7となり、被験物質によるpHの影響は見られなか  

った  

溶存酸素濃度は対照区及びすべての濃度区について、実験開  

始時及び4＄時間換水後で乳2－8．3mg几、48時間後及び実験終  

了時では6．7－6．9m釘Lであった。実験期間を通じて最低溶存  

酸素濃度は6．7mg几で、飽和溶存酸素濃度の60％以上であっ  

た。  

供試魚の全長及び体重  

実験開始時における供試魚（n〒＝7）の全長は平均値で2．5土0．2  

cmであった。  

また、魚体重の平均値（炉刀は0．12土0．02gであったことから、  

試験水量（3L）に対して魚体重が0．28釘Ⅰ．となり、基準（試験水1  

Lあたりの魚体重が1．Og以下）の範囲内であった。ノ  

5．魚類の濃度一死亡率曲線  

R8te（Ljving：％）  
lO¢  
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用  
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珊  

ぎ汀  

20  

川  

0  
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Dose－reSPOnSeCurVeforLC50（Measl汀edconcehtration）   



6．その他  

試験実施施設   名称   株式会社JCLバイオアッセイ 西脇ラボ  

所在地   〒677－0032兵庫県西脇市中畑町17番18  

電話：0795－23－5725  

FAX：0795－23－4756   

試験賃任者   職氏名   舞原 文女  

経験年数   15年（魚類急性毒性試験）   

試験番号   JCLO58068   

試験期間   2006年？月3d日～2006年5月18日   

作成日：   2006年5月18日  

所属：  株式会社JCLバイオアッセイ  

西脇ラボ  

作成責任者：舞原 文女   



JCLO4gOユ8  

要 約  

1 表題  

2－ハイドロキシー4・メトキシベンゾフユノンの藻類（ア∫e〟ぁがrcろ乃どrプe／Jα∫〟∂c呼血ね）に  

対する生長阻害試験  

2 試験結果   

2」 面積法により求めた結果  

EbC50（0・72）：0．41mg／L（95％信頼区間‥0．38～0．45mg／L）（プロビット法）  

NOEC（面積法0－72）：0．08皿g／L（ダネット型の検定）   

2．2 速度法により求めた結果  

ErC50（0－72）：0．67mg／L（95％信席区間：0．63～0．72mg／L）（プロビット法）  

NOEC（速度法0－72）：0．18mg／L（ダネット型の検定）  

′1 2オテ   
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1．00  0．10   
Measl∬edconcerdration（励）  

一十－Ⅰ－（0－72h）  
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要 約  

1． 表題  

2－ハイドロキシー4－メトキシベンゾフェノンのオオミジンコ（加画血＝明輝）に対するミジ  
ンコ急性遊泳阻害試験  

2．試験結果  

実験期間における半数遊泳阻害濃度（EC50他）を測定濃度を用いて算出した。  

2．34mg／L（Probit法）  

2．11－2，59mg／L（Probit法）  

1．75mg／L  

＞3．86mg／L  

l．87mg／L（Probit法）  

1．71－2．07mg／L（Probit法）  

l．15mg／L  

2．59mg／L  

24時間EC50値：  

95％信頼限界：  

最大無作用濃度：   

100％阻害最低濃度：  

48時間EC50値：  

95％信頼限界：  

最大無作用濃度：   

100％阻害最低漉度：  

ー3－ 250   
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Rate（いving：％）  

】  
C亡〉∩亡entrat；ロ∩（mg／L）  

“Numberofimmobility（％）”indicatedas“Rate”．  
uMesuredconcentration’’indicatedas“Concentration（mg／L）”．  

Figurel Dose・reSPOrlSeCurVeforEC50（Probitmethod）   
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要 約  

1 表題  

2一ハイドロキシ・4・メトキシベンゾフェノンのヒメダカ（0ヮ如∫ねゆe∫）に対する  

魚類急性毒性試験  

2 試験結果  

冬美験期間における半数致死浪度（LC50値）を以下に示した。  

なお、実験開始24，48及び72時間後は設定濃度を用い、96時間後は測定濃度  

を用いて求めた。  

24時間LC50値：  

最大無作用濃度（NOEC）：  

最小作用濃度（LOEC）：  

48時間LC50値：  

最大無作用濃度（NOEC）：  

最小作用濃度（LOEC）：  

72時間LC50値：  

最大無作用濃度（NOEC）：  

最小作用濃度（LOモC）：  

96時間LC50値：  

最大無作用濃度（NOEC）：  

最小作用濃度（LOEC）：  

＞5．50mg／L  

l．43mg／L  

2．00mg／L  

4．60mg／L （片対数グラフ）  

1．43mg／L  

2．00mg／L  

4．60mg／L （片対数グラフ）  

1．43mg／L  

2．00mg／L  

3．帥mg／L （片対数グラフ）  

0．72mg／L  

l．05mg／L   
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Table8 DissoIvedoxygenconcentrationsduringa96－Hour  

Nominal  DissoIvedoxygenconcentrations（mg／L）  
Concentration  

（mg／L）  0－Hour 24・Hour 4g－Hour 72－Hour 96－Hour  

New  7、7  7．9  8．0  7．g  
Control  

01d  7．7  7．8  7，7  7．7  

New  7．7  7．9  7．8  7．8  

01d  7．5  7．4  7．7  7．6  

New  7．8  7．9  7，8  7．9  

01d  7．7  7．7  7．6  7．5  

New  7．8  7．9  7．7  7．S  

01d  7．7  7．6  7．5  7．4  

New  7．6  7．7  7．6  7．7  

01d  7．6  7．5  7．4  7．0  

New  7．3  7．5  7．6  7．5  

01d  7．0  7．2  7．7  7．5  

New  7．0  6．8  7，5  7．4  

01d  7．3  7．7  7．7  7．4  

New  6，8  6．0  ＊  ＊  ＊  

01d  7．2  7．3  ＊  
＊  

＊：Alloftest fish died．  

96－HolⅣ  

10．00  0．10  l．00  
MeastFedconcentration（mgL）  

Figurel Dose－reSPOnSeCurVefbrLC50  

－20－  
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要 旨  

逝重量  

表  題  

環境省  

2－te r t－プチルーp－クレゾールの藻類（／お〟ゐ血1℃血肌■eノノ∂∫血c邸）ノねr∂  

に対する生長阻害試験   

No．2004一生62   廼重量  

試験法ガイドライン  

本試験は、厚生労働省医薬食品局長、経済産業省製造産業局長、環境省総合環境政策  

局長連名通知「新規化学物質等に係る試験の方法について」（薬食発第1121002号、平成   

15・11・13製局第2号、環保企発第031121002号、平成15年11月21日）に準拠し  

て実施した。   

1）被験物質   

2）暴露方式   

3）供試生物   

4）暴緒期間   

5）試験濃度（設定値）  

2－t e r t－プチルーp－クレゾーール   

止水式、振盗培養（100r叩）   

魚eα緑J●′℃血即1■eノノ∂∫〟占c邸り■ね∫∂（ATCC22662）   

72時間   

対照区，0．10，0．22，0．46，1．0，2．2，4．6，10mg／L   

公比；2．2   

100mL（OECD培地）／容器   

3容器／試験濃度区、6容器／対照区   

0．5×104cells／止   

23±2℃   

60～120〃E／㌦／s（フラスコ液面付近）で連続照明  

試験容液のpH調整は行わない   

肝LC法  

6）試騨容液竜   

7）連数   

8）初期細胞濃度   

9）試験温度   

10）照明   

11）pH   

12）分析法  
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結  果   

1）試験溶液中の被験物質濃度  

被験物質漉度は暴躇開始時および暴露終了時の測定値を用いて幾何平均値（揮発による濃度減少  

と考えられたため）を求め、各影響濃度を算出した。  

2）生長速度の比較による阻害濃度   

50％生長阻害漉度E，C5D（0－72）   1．75 mg／L（95％信頼限界‥1．59～1・94mg＾），Logit   

広大無影轡漉度NOEC（Rate O－72）  ：0．190mg／L  

3）生長曲線下面積の比較による阻害池度   

50％生長阻害漉度EbC50（0－72）  ：0．621mg／L（95％信頼限界：0．577～0・668mg／L），Logit   

最大無影響漉度NOEC（Area O－72） ：0．190mg／L  

2結   



AlgalGrowth Curve of脅euabkIIT血er］’ella subc邸）1’tata  

（Mean cellcounts vs time during the72－hour exposure）  

Figurel．  

Time（h）  
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Figure2．  Concentration－Inhibition CurveBasedonJp values Calculated from  

the Growth Rates  

0．01  0．1  1  10  

Concentration（mg／L）  

Figure3．  Concentration－Inhibition Curve Based on LValues Calculated from the Area   

under the Growth Curves  

0．1  1  

Concentration（mg／L）  
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試験委託者  環境省  

表  題  2－t e r t－プチルーP－クレゾールのオオミジンコ（LhphnIamagna）に対する   

急性遊泳阻害試験  

董塗重量  

試験法ガイドライン  

No．2004一生63  

本試験は、厚生労働省医薬食品局長、経済産業省製造産業局長、環境省総合環境政策局長  

連名通知「新規化学物質等に係る試験の方法について」（薬食発第】121002号、平成15・  

11・13製局第2号、環保企発第031121002号、平成15年11月 21日）に準拠して実  

施した。 

1）被験物質  

2）暴虎方式   

3）供試生物   

4）鼻緒期間  

5）試験濃度（設定値）：  

2－t e r t－プチルーp－クレゾール  

止水式  

オオミジンコ（勧ノ∂皿∂占耶∂  

48時間  

対照区，1．0，1．8，3．2，5．6，10mg／L   

公比；1．8   

100n山／容器  

4容器／試験区  

20頭／試験区（5頭／容器）  

20±1℃   

室内光、16時間明／8時間暗  

無給餌  

試験溶液のpH調整は行わない  

HPLC法  

6）試験溶液量  

7．）連数  

8．）供試生物数  

9．）試験温度   

10．）照明  

11一）給餌  

12′）pH  

13二）分析法  

2雨   




