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試験番号
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試験実施概要

L　表 題：エチレンジアミン四酢酸のオオミジンコ（加ρ加ノ8翅顔∂）に対する繁殖阻害試験

2．試験目的：エチレンジアミン四酢酸のオオミジンコ（加ρ加毎舵訓8）に対する繁殖阻害試験を行

　　　　　　　　い，21日間の最小作用濃度（LOEC）と最大無作用濃度（NOEC）を求め，可能な限り50％

　　　　　　　　繁殖阻害濃度（EC50）も求める。

3．試験方法：OECD化学品テストガイドラインNo．211「オオミジンコ繁殖試験』（1998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」（別添）r生胆影響試験実施に関する基ぎ　！

　　　　　　　　（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

7．　試験施設：

1）　名

2）　住

称：財団法人日本食品分析センター

所：〒151－0062東京都渋谷区元代々木町52番1号

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　農薬試験課

氏 名

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　農薬試験課

氏　　　名：

11．試験日程

　　試験開始日：2002年12月20日

　　実験開始日：2003年1月29日’

　　実験終了日：2003年2月19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
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一
」
U

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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要 旨

齢童1
環境省

表 題

エチレンジアミン四酢酸のオオミジンコ（〃aρ加iε姻脚）に対する繁殖阻害試験

遡　　　第14013号

壁　　　OECD化学品テストガイドラインNo．211「オオミジンコ繁殖試験』（1998年）に準拠
）
）
）
）
）

l
q
乙
3
」
仕
【
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）
）
）
）
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7
8
9

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：オオミジンコ（伽ρ佃招遡醐8）’

暴露期間：21日間

試験濃度（設定値）：

　　　　　対照区，1．0，1．8，3．2，5．6，10，18及び32皿g／1

　　　　　公比；1．8

試験液量：80m1／容器

連　　数：10容器／1試験区（別に予備として2容器を追加）

供試生物数：10頭／試験区（1頭／1容器）

試験温度：19、1～20．8℃

10）溶存酸素濃度：8．7～10．1mg／1（暴露期間中，エアレーションは行わなかった。）

11）

12）

13）

14）

硬
照
餌

pH

15）給餌量：開始時～7日後

　：7．0～8．3（試験液のpH調整は行わなかった。）

度：75～86mg／1（CaCO3換算）

明：室内光，16時間明期18時間暗期

料：単細胞緑藻類（助ノOfθ〃aγぴ1μ8∫i3）

　　（藻類培養液を遠心操作により，希釈水に置換して給餌した。）

　　　　　　　　　；α10～0．15皿gC（有機体炭素）／頭／日

　　8日後～14日後；0．15mgC（有機体炭素）／頭／日

　　15日後～21日後；0．15～α17mgC（有機体炭素）／頭／日

16）希釈水：水道水（茨城県つくば市）を脱塩素したもの

17）分析法：ガスクロマトグラフー質量分析法

1
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雛　　　以下の値は測定値（算術平均）を基に示した。
　　1）　親ミジンコの半数致死濃度（21d－LCso）

　　　　33mg／1以上

　　2）　50％繁殖阻害濃度（ECso）

　　　　　13mg／1（95％信頼区間；13（12．7）～13（13．2）mg／1）

　　　　　　　　　　　　　　　Logit変換による単回帰分析法により算出した。

　　3）　最大無作用濃度（NOEC）

　　　　5、5mg／1，Dunne“の多重比較検定法により算出した．。

　　4）　最小作用濃度（LOEC）

　　　　　10mg／1，Dunnettの多重比較検定法により算出した”・

8／46
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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
　　　　　　　　趣

　　　　、ぐy㌔

　　　　　　　尋

　　　　　　　　　0

分子式：

分子量：

沸点：

融点：

水溶解度：

比重：

pKa：

logPow：．

蒸気圧：

均一性：

安定性：

生分解性：

その他：

出典：

、

CloH16NzO8

292．251）

240℃（分解）3）

0．51g／II），0．509／12）

1．651（25／4℃）1）

L5，2．0，2．68，6．11，10．171）

一1．97（計算値）1）

〈L33Pa（〈0．01㎜Hg）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斌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P。

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＆Cα，lnc．，“TkeMerckI皿dex”，11tnEd，（1989）

3）　　　　　　　　：‘製品安全データシート”（1993）

L2 供試試料

　純度：99．9％

　ロット番号：408C2281

供給者：

供給量：25g×4本

　入手日：2002年12月5日

　外　観：白色結晶，無臭

9／46



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14013号

1．3　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

　　1）和名：オオミジンコ

　　2）学名：加p加∫8齪幽8
　　3）　入手等：自家繁殖（1998年6月23日，国立環境研究所より入手）

　　4）　基準物質による検定の結果：基準物質（重クロム酸カリウム，試薬特級）による48時間の半ダ　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　遊泳阻害濃度（Eic50）は。．75皿g／1（2003年1月8日）であった，

　　　　　　　　　　　　　　　　　当センターにおける1998年10月以降のEic50値のバックグラウ

　　　　　　　　　　　　　　　　　ンドデータ（0．60±α13mg／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．

　　5）　試験使用の齢：雌の幼体（生後24時間以内齢）

　　6）　供試する幼体を得るためのミジンコの飼育方法：

　　　　　継代中のものから幼体を抱えた肉眼的に健康かつ十分な大きさの雌成体を選別し，別に用

　　　　意したビーカーに移し，翌日，産出された幼体を別のビーカーに分けた。この幼体を供試ミ

　　　　ジンコの親とし，以下の条件で19日間（2003年1月10日～1月29日）飼育した．成熟し幼体を産

　　　　むようになったら1週間に3回幼体を除去した．暴露開始前日に育房内に幼体を持つ雌成体を

　　　　選別し，翌日（24時間以内），親ミジンコ（19日齢）より産出された幼体を試験に用いた．

　　　　　試験には，産出された幼体か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．

　　　　産仔が初産の場合や親ミジンコの死亡が多い容器は使用しなかった。なお，飼育期間中，　1

　　　　ミジンコの成育は良好で，産出幼体の死産，’堕胎卵，休眠卵及び雄の発生は認められなかっ

　　　　た．飼育密度を35頭から25頭！1飼育水に変更した以降の親ミジンコの死亡率は0％であっ

　　　　た。

①飼育水：希釈水（3．2参照）

②飼育方法：半止水式（週3回全量換水を行った．）

③飼育容器：11容ガラス製ビーカー
④飼育密度：開始時～4日後；35頭／1飼育水，5日後～19日後：25頭／1飼育水

⑤水 温：19．0～20．3℃

⑥　照　　明：室内光，16時間明期／8時間時期
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⑦餌 料：単細胞緑藻類（助ノOfθ〃8凹18召r／5）

　　　　　　　（藻類培養液を遠心操作により，希釈水に置換して給餌した。）

⑧　給　　餌：開始時～7日後　　；α01～0．06mgC（有機体炭素）！頭／日

　　　　　　　8日後～14日後　；0．06～0．08mgC（有機体炭素）／頭／日

　　　　　　　15日後～19日後　；0・08～α10㎎C（有機体炭素）／頭／日

3　試験方法

）

3．1

　1）

　2）

　3）

　4）

　5）

　6）

　7）

　8）

　9）

　10）

　11）

12）給餌量：開始時～7日後

試験条件

暴露方式：半止水式（24時間毎全量換水）

暴露期間：21日間

試験液量：80ml／容器

連数：10容器／1試験区（別に予備として2容器を追加）

供試生物数：10頭／試験区（1頭／1容器）

試験温度：19．1～20．8℃

溶存酸素濃度：8．7～10．1皿g／1（暴露期間中，エアレーションは行わなかった．）

　pH　：7．0～＆3（試験液のpH調整は行わなかった。）

硬度：75～86㎎／lmg／1（CaCO3換算）

照　　明：室内光，16時間明期／8時間暗期

餌料：単細胞緑藻類（砺10■θ〃8γび183fi3）

　　　　　（藻類培養液を遠心操作により，希釈水に置換して給餌した。）

　　　　　　　　　　　　；α10～α15㎎C（有機体炭素）／頭／日

　　　　　8日後～h日後；0．15mgC（有機体炭素）／頭／日

　　　　　15日後～21日後；0．15～0．17mgC（有機体炭素）／頭／日

｝

3．2　希釈水

　　　　脱塩素水［水道水（茨城県つくば市）を活性炭処理し，残留塩素等を除去した後，充分通ぐ㍉

　　　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83

　　　mg／1（CaCO3換算），pHは7．3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：100皿L容ガラス製ビーカー（容器のサイズ；内径約5cm×高さ約7c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。，

　　　恒温室：2L84R－5510［日立冷熱株式会社］

　　　水温計：AP－210E［安立計器株式会社］

　　　溶存酸素計：DO－14P［東亜ディーケーケー株式会社］

　　　pH計：㎜一14P［東亜ディーケーケー株式会社］

　　　塩素比色計：OT－1型［理研光学株式会社］

　2）

　3）

　4）

　5）

　6）
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3．4　試験濃度の設定

　　　　繁殖阻害試験の予備試験結果より，10mg／1の濃度区ではミジンコの繁殖阻害率が68％であ

　　　り，1．0皿g／1の濃度区では繁殖阻害が認められなかったことに基づき，本試験では，32mg／1

　　　以下の濃度を公比L8で7濃度区（1．0，L8，”，5．6，10，18及び32mg／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。

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，恒温槽内で20土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（100皿g／1）を調製した。

　　　　この被験物質原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を設けた・

　　　　なお，被験物質は純度が99．9％と高純度であった窄め，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），1日後の換水前，7日後の換水後，8日後の換水前，14日後の換

　　　水後及び15日後の換水前の計6回行い，その算術平均値を求めた・暴露開始時・7及び14日後

　　　の換水後は，分析用及び12連分を同時に調製した容器から試験液を50ml採取して分析用試験

　　　液とした。また，1，8及び15日後の換水前は，各試験区のそれぞれ12連の試験容器から全量

　　　混合した試験液を50皿1採取し，それぞれ分析用試験液とした。

　　　　なお，分析方法は付属資料一4に示した。

3．7　試験操作
　　　　試験液の水温，溶存酸素濃度，pH及び硬度を測定後，供試ミジンコを投入し，その時点を暴

　　　露開始時とした。先端が比較的広口のガラスピペットを用いて供試ミジンコを投入した。そ、1

　　　際，試験液量に対して，ピペット内の希釈水は全量で1驚以内を目安とした．その後，換水毎

　　　にミジンコを新しい試験液に移しかえ，21日後まで飼育した。暴露期間中は毎日給餌を行った。

　　　・ミジンコの観察
　　　　［親ミジンコ］：毎日，生死を計数した．また，状態を観察して異常（遊泳阻害，外観等）が

　　　　　　　　　　　認められた場合はその状況を記載した．計数後の死亡個体は取り除いた。

　　　　　　　　　　　換水時に新しい試験液に移す際は，古い試験液は極力入らないようにした。

　　　　［産出幼体］：最初の産仔から毎日幼体の生存数を計数し，計数後の幼体は取り除いた。

　　　　　　　　　　　死亡幼体，堕胎卵，休眠卵の発生等についてはその有無を観察した。最初

　　　　　　　　　　　　の幼体産出日（初産日）を記録した．

　　　　・水質測定

　　　　　各試験区の水温，溶存酸素濃度，pH及び硬度を，全試験区について，暴露開始時，1日後

　　　　の換水前，7日後の換水後，8日後の換水前，14日後の換水後，15日後の換水前に測定した。
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暴露開始時及び各時間の換水後については同一容器で調製した試験液について実施した。各

換水前については全容器から全量混合したものについて実施した。

　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。

4　結果の算出
　　　結果の算出は，12連中の試験容器番号の若いものから10連のデータを用いた。

　　　なお，10皿g／1濃度区で親ミジンコに死亡が認められたが，試験の妥当性における対照区の死亡

　　率の成立条件範囲内であり，死亡は被験物質の影響と考え難く，結果には予備容器のデータを代わ

　　りに採用した．

　生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。

4．2　親ミジンコの半数致死濃度（LC50）の算出

　　　　本試験では親ミジンコの死亡率として50％以上の結果が得られなかったため，21日間の半数

　　　致死濃度（21d－LC50）の算出を行わなかった．

4．3　50％繁殖阻害濃度（EC50）の算出

　　　　対照区と各濃度区において21日間生存した親1頭あたりの平均累積産仔数から算出した繁殖

　　　阻害率を用いて，Logistic曲線にあてはめ，回帰分析し，21日間の50％繁殖阻害濃度（Ecso）を

　　　算出した．それらの95％信頼区間も算出した．また，平均累積産仔数の試験区別の経時変化の

　　　グラフを記載した。

ノ

44　最大無作用濃度（NOEC）及び最小作用濃度（LOEC）・

　　　　各試験容器毎の21日間の生存親1頭当たりの累積産仔数を算出し，各試験区と対照区（または

　　　助剤対照区）との有意差の有無をBartlettの等分散検定，一元配置分散分析（ANOVA）及び

　　　Dunn6ttの多重比較検定（片側，有意水準：α＝α05）により求め，対照区と有意差の認められな

　　　い最高濃度（NOEC）及び有意差の認められる最低濃度（LOEC）を決定した。

＊最大無作用濃度（NOEC）：繁殖状態に対照区と有意差の認められない最高濃度

　最小作用濃度（LOEC）：繁殖状態に対照区と有意差¢認められる最低濃度

生5　試験容器間の均一性解析

　　　　異常値が認められなかったため，試験容器間の均一性解析は実施しなかった。

4．6　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’を付属資料一3に示した。

　　　　Yukms統計ライブラリー　生物検定編（ユックムス株式会社）
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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，1日後の換水前，7日後の換水後，8日後の換水前，14日後の換水後及び15

　　　　日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，7日後の換水後及び14日後の換水後の試験液中の測定濃度は，それぞれ0．94

　　　　～30．3mg／1，1．14～33．3mg／1，L　O9～34．3mg／1（設定濃度：1．0～32mg／1）であり，設定

　　　　濃度に対する割合は，暴露開始時が85～95駕，7日後の換水後が98～11磯及び14日後の換

　　　　水後が98～110％であった。
　　　　　また，1日後の換水前，8日後の換水前及び15日後の換水前の試験液中の測定濃度は，そ

　　　　れぞれ1．01～36．6mg／1，0．95～31．4mg／1，α90～2甑9mg／1（設定濃度：L　O～32mg／1）

　　　　であり，設定濃度に対する割合は，1日後の換水前が98～11“，8日後の換水前が86～104駕

　　　　及び15日後の換水前が90～100鑑であった．
　　　　　各濃度区の設定濃壌に対する測定濃度の算術平均値はL　O　mg／1で．L　OI　mg／1，L8mg／1で　　‘

　　　　1．78m41，＆2mg／1で歌30m41，M㎎／1で5．49㎎／1，10皿9／1で1α0》1・18mg／1

　　　　で1＆1皿g／1及び32皿g／1で32．6回g／1であり，測定濃度は設定濃度の±20％以内を維持で

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　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（親ミジンコの半数致死濃度，50器繁殖阻害濃度，最大無作用濃

　　　　度及び最小作用濃度）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，1日後の試験液は全ての濃度区で開始時と

　　　比較して変化が認められなかった。

5．3　ミジンコの観察結果

　1）　親ミジンコの累積死亡数及び死亡率

　　　　21日後の親ミジンコの死亡率は全ての試験区で0％であった．

　　　　各試験区における親ミジンコの累積死亡数をTable　Hに示した．親ミジンコの死亡率を

　　　Table2－2に示した。

2）　親ミジンコの状態
　　　暴露期間を通して，全ての試験区で遊泳阻害は観察されなかった．また，対照区と比較し

　　て小さい個体も観察されなかった．

3）　産出幼体等の状態
　　　暴露開始より11日以降，死亡幼体が10．O　mg／1以上の濃度区で観察された。また，9日以

　　降，堕胎卵が5．49mg／1以上の濃度区で観察された。死亡幼体及び堕胎卵を産出する個体の

　　割合は，高濃度区になるほど高くなった。また，対照区では死亡幼体及び堕胎卵は観察され

　　なかった．なお，対照区及び各濃度区において，休眠卵の発生は認められなかった。

4）　初産日
　　　各濃度区の初産日は，L　Ol　mg／1，L78mg／1，3・30mg／1及び5．49mg／1で8～9日後，10・O

　　mg／1で8～14日後，18，1mg／1で12～18日後及び32．6mg／1で18～21日後であった。

　　　対照区は8～9日後であった。各試験区における初産日をTable3に示した。
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5）　平均累積産仔数

　　　各濃度区の21日後の生存親1頭当たりの平均累積産仔数は，L　Ol　mg／1で192．9頭，L78

　　mg／1で19α3頭，3．30mg／lで195，3頭，5．49mg／1で18L6頭及び10．O　mgハで14生6頭，

　　18．1mg／1で1＆9頭，32．6皿g／1で0．9頭であった．

　　　対照区の生存親1頭当たりの平均累積産仔数は，17生6頭であった。

　　　各試験区における生存親1頭当たりの平均累積産仔数をTable4及びFigure1に示した．

5．4　親ミジンコの半数致死濃度（21d－LC50）

　　　　21日後の親ミジンコの半数致死濃度（21d－LC50）をTable5及び以下に示した。

　　　　親ミジンコの半数致死濃度（21d｛C50）：33皿g／1以上

｝

5．5　50％繁殖阻害濃度（EC50）

　　　　21日後の50滋繁殖阻害濃度（EC50）をTabLe6及び以下に示した。また，濃度一繁殖阻害率

　　　のグラフをFigure2に示した。
　　　　50駕繁殖阻害濃度（EC。。）：13mg／1（95％信頼区間；13（12．7）～13（13．2）皿g／D

　　　　　　　　　　　　　　　Logit変換による単回帰分析により算出した。

5．6　最大無作用濃度（NOEC）及び最小作用濃度（LOEC）

　　　　最大無作用濃度（NOEC）及び最小作用濃度（mEC）をTable7及び以下に示した。

　　　　なお，32．6mg／l濃度区は生存幼体の平均累積産仔数が0．9頭であり，対照区（174．6頭）

　　　と比較して明らかに少なかったため，NOEC及びLOECの算出に用いなかった。

最大無作用濃度（NOEC）：5．5mg／1（Dunnettの多重比較検定法により算出した。）

最小作用濃度（LOEC）：10mg／1（Du皿nettの多重比較検定法に赤り算出した。）

｝

5．7　試験液の水温，溶存酸素濃度，pH及び硬度

　　　　試験液の水温をTa国e8，溶存酸素濃度をTable9，pHをTable10，硬度をTablellけモ

　　　した．

　　　　暴露期間中の各試験区の水温は19．1～20．8℃，溶存酸素濃度は＆7～1αl　mg／L　pHは7．0

　　　～8．3，硬度は75～86mg／1（CaCO3換算）であり，水温は20±1℃，・溶存酸素濃度は3mg／1以

　　　上，pHは60～9．0，硬度は10～250皿g／1の範囲で試験環境条件を満たしていた。

5．8　試験計画書からの逸脱事項

　　　　なし。

5．9　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。
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5．10　試験の妥当性
　　　　暴鰍了時に対照区の親ミジンコの死亡率力1・瓢（2・駕以下），平均累積産仔数が17生6頭（6・

　　　頭以上）であったため，本試験の成立が確認された。

5．11　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．また，0駕繁殖阻害最高濃度と100％繁殖阻害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ると考えられた。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之結果では無い可能性があると考えられた。また，希釈水

　　　中の硬度成分や必須微量元素が，．本被験物質と反応することにより，供試生物への取り込み

　　　が促進または阻害された可能性があり，これらが試験結果に影響を与えていた可能性が示唆

　　　されたロ
　　　　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く，より低濃度でも影響が現れる可能

　　　性もあると推察された．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うれた．よって，本試験より得られた情報

　　　のみから，その影響を推察するには注意が必要であり，より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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32

n
U
Ω
U
リ
ム
農
U

1．01

1，78

3．30

5．49

10．0

18．1

32．6

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

a　　Ari　th皿et　ic　Mean

Table　2－2，　Mortal　i　ty　（男）　of　Parental　P8ρ五五∫a

Nominal　Conc．　　　翼ca亘盒

　　　（㎎／1）

琶easuredConc、
（㎎／1）

Days

1 2 4 7 14 21

Control

　　1．0

　　1，8

　　3，2

　　5．6

10

18

32

1．01

1．78

3．30

5．49

10．0

18．1

32．6

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0

a：Ar　i　th皿et　ic　Mean
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Table3，Time（Days）toFirstBroodProduction

No．

　　　　NominalConcentration（㎎／1）

［MeanaMeasuredConcentration回1）］

Contro1
1，0

［L　O1］

1，8

［1．78］

3．2

［3．30］

5，6

［5．49］

10

［10．0］

18

［18．1］

32

［32．6］

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

8
8
9
9
9
9
8
9
9
9

9
8
9
9
8
9
9
9
9
8

9
9
8
9
9
8
9
9
9
9

8
8
9
9
9
9
8
9
8
9

9
9
9
9
9
9
9
9
8
9

2
9
9
9
1
4
9
2
8
2

1
　
　
　
　
　

1
1
　
　1
　
　1

5
5
4
2
5
1
5
5
2
2

1
1
1
1
1
2
1
1
1
1

21

18

21

21

Min．

Max． 8
9
8
9
8
9
8
9
8
9
8
4

　
1

12

21

18

21

a：Ar　i　thme　t　i　c　Mean

一　：No　brood　product　ion　was observed　duri㎎a21－day　testing　period．
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試験番号
第14013号

Table 4．Mean
　　（Base

Cu皿ulativeNumbers。fLivingY・ungPerSurvivingParenta1伽加i8f・r21Days（ΣFm

f。rthedatawerethevaluesstandardized・nthenumbers・fsurvivingParental伽抽・f eachoftheten脚allels，）

　　No皿inal

Concentrat　ion
　　　（㎎／1）

Mean’Measured

Concentrat　ion
　　　（㎎／1）

Days

6 7 8 9 10 1
1

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

COIltro1

1．0

1．8

3．2

5，6

10

18

32

1．01

1，78

3．30

5．49

10．0

18．1

32．6

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

0，0

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

4．6

3．5

2．5

4．6

0．4

0．2

0，0

0，0

13．3

13．7

13，4

12．6

11．2

1、4

0，0

0．0

13．4

14．0

13．4

12．6

11．2

1．4

0．0

0．0

24．9

30．3

31．1

32．0

14．8

6．2

0．0

0．0

57．8

60．0

57．1

56，0

54，1

25．1

1．3

0．0

57．8

60．1

57．3

56、3

54．7

25．1

1，3

0．0

75．2

72．8

63．4

73，2

54．7

36．3

1、4

0．0

111．2

115．1

110．0

110．8

108．3

67，6

5．5

0．0

111．2

115．1

110．0

110．9

108．3

67、6

5．7

0．0

11L2

119．7

114．1

116．1

108．3

67．6

5．7

0．0

150、1

162．1

153．9

158．1

151，8

104．5

12．2

0．1

150．1

162．2

154．7

158．1

154．6

104．5

12．7

0．1

150．1

162．2

154．7

158．1

154．6

104．5

12．7

0．1

174．6

192．9

190．3

195．3

181．6

144．6

18．9

0．9

a：Ari　thmet　ic　Mean
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試験番号
第14013号
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試験番号
第14013号

Table5．CalculatedLC5。ValuesforParental伽加18

ExposurePeriod
　　　　（Days）

LC5。（mg／1）

　　　　　　95－Pe　rc　en　t

ConfiσenceLimits（皿9／1）

S　t　a　t　i　s　t　i　c　a　l　Me　thod

21 ＞33

Table6．CalculatedEC5。Valuesf・rInhibiti・n・fRepr・ducti・n

ExposurePeriod
　　　　（Days）

EC5。（皿9／1）
　　　　　　95－Perc　en　t

Con　f　i　de罰。　e　L　i　m　i　t　s（mg／1）
Statistica田ethod

．21 13 13（12．7）～13（13．2） S　i皿p　l　e　regr　es　s　i　on

22／46



Table7． Cumulat　ive

ofStatistica1

Nu皿bers　of　Living　Young　per　Survivi㎎Parental

　　　　C。皿paris・n・H血eMeanValues（by加nnett’s

伽加ノafor21DaysinEac血Test

MulticomparisonTest）

Vessel　and　Result

Nomina1Concentration回i）

［Mean・MeasuredC・ncentrati・n⑳1）］

No． Contro1
1，0

［1．01］

1．8

［L78］

3，2

［3．30］

5．6

［5，49］

10

［10，0］

18，

［18．1］

32

［32，6］

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

194

195

196

143

179

145

202

190

152

150

218

206

210

168

193

170

168

202

192

202

200

199

205

150

164’

189

210

201

196

189

189

213

210

183

205

198

204

188

195

168

154

197

160

197

208

165

184

210

172

169

140

162

144

179

175

96

123

110

159

158

6
6
4
9
5
3
9
7
2
8

1
5
1
　
　1
2
　3

0
3
5
0
0
0
0
0
1
0

Mean

S．D．

174．6

24．1

192．9

18．3

190．3

19．0

195．、3

13．7

181，6

20，4

144．6

27，6

18，9

15，9

9
弓
‘0
1Inhibitionrate（％）

　　　Significant

　　　　difference

一10．5 一9，0 一11、9 一4．0 17．2

緋

89．2

＊＊

99．5

＿b

NOEC

LOEC

○

O
a＝Arit㎞eticHean
辮α＝0．01（s恥ificantdiffcreロce）
b：一m。tincIudedf。r。alc・1ati・・becausc亘ea・。皿ulati▼e腿u皇bcrs。f Hvingy。ung▼er。sゆificantlyfe▽ertha皿that・fthec・ntr・1
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試験番号
第14013号

Table　8．　Temperature

（Semi－StaticConαition）

　　No凱lnal

Conoentr融“on
　　　（喩9／1）

　　　MεanI

　　闘easured
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

Concentration　Date
　　　（腸41）　　　New

Temperature（℃）

　
d
1
1

　
0

　7

New 　
d
8
1

　
0

14

New

15

01d
Min．　　　Max．

Control

　　　1．0

　　　1．8

　　　3．2

　　　5．6

　　10

　　18

　　32

1，01

1．78

3．30

5．49

10．0

18．1

32．6

19．1

19．7

19．6

19．7

20．1

20．3

20．8

20．8

19．5

19．6

19．9

19．8

19．6

19．7

19．7

19．7

19．9

19．4

19、6

19．7

19．8

20．1

20．5

20．4

19．6

20．3

20、2

20．2

20．1

20．3

20．2

20．1

19．2

19．7

19，8

19．8

19．7

19．9

20．1

20．5

19．2

20．O

19．8

19．7

19．9

19．7

20．1

19．9

19．1

ig．4

19．6

19．7

19．6

19．7

19．7

19．7

19．9

20．3

20．2

20．2

20．1

20．3

20．8

20．8

Ra皿ge 19．1　20． ｝

一：Arith鵬tic髄ean

判ov　Fre5hlyprep題re“05t301ution，01d Te3tsolutlonafter24hour3elposure

TabIe9．　Dissolved　Oxygen　Concentration

（Se皿i－StaticCondition）

　　闘0口inal

Coコco］tration
　　　（囎／1）

　　　”eanl

　　蘭oasured
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

Co膿ntration　Date
　　　（胴9！1）　　　　　　　　　　New

DissolvedOxygenConcentration（mg／1）

　1

010

　7

New

　8

01d

14

New 5
d
　
1
1
0

Min．　　Max．

Cont　rol

　　　1．0

　　　1．8

　　　3．2

　　　5．6

　　10

　　18

　　32

1．01

1．78

3．30

5．49

10．O

18．1

32．6

9．6

9．8

9．8

9．8

9．8

9．6

9．7

9．5

9．8

10．1

10．1

10．1

10．1

10．1

10．1

10．0

9．1

9．4

9．4

9．4

9．4

9．4

9．4

9．3

9．1

9．5

9．6

9．5

9．6

9．6

9．7

9．6

9．2

9．5

9．6

9．7

9．7

9．7

9．7

9．8

9．3

8．7

8．7

8．8

8．7

9．0

9．0

9．3

9．1

8．7

8．7

8．8

8．7

9，0

9．0

9．3

9．8

10．1

10．1

10．1

10

10．1

10．1

10．0

Range 8．7　　10．1

a：Arl　thnet　io　Me＆n

Ne▼Fresh1了prepεredtest3010tion，01d To3tsolutionafter24hoor3exposure
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試験番号
第14013号

Tab　l　e　10．　pH　Va監ues

（Semi－StaticCondition）

　　聾o皿inal

Conoontr飢ion
　　　（鷺9！豆）

　　　Mean臨

　　蘭ea3ure“
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

Concentration　　Date
　　　（副）　　　　New

pH

　
d
1
1

　
0

　7

New 　
d
8
1

　
0
4
㎝
－
N

15

01d
Min．　　Max．

Control

　　　1．0

　　　1．8

　　　3．2

　　　5．6

　　10

　　18

　　32

1．01

L78

3．30

5．49

10．0

18．1

32．6

8．0

7．9

7．9

7．9

7．7

7．6

7．4

7．0

8．1

8．2

8．2

8．3

8．2

8．2

8．1

8．1

8．1

7．9

7．9

7．9

7．8

7．7

7．6

7．4

7．8

8．0

8．0

8．0

8．0

7．9

7．9

7．8

8．0

8．0

8．0

7．9

7．8

7．7

7．6

7．2

7．7

7．8

7．8

7．8

7．7

7．7

7．7

7．6

7．7

7．8

7．8

7．8

7．7

7．6

7．4

7．0

8．1

8．2

8．2

8．3

8．2

8．2

8．1

8．1

Range 7．0　　8．3

〕 a：Ar　i　th皿e　t　ic　皿ean

He冒　：Fre31！ly　prcp乱rcd te3t301utio皿，㎝d Te3tsolutionafter24hour3exposure

Tablell．TotalHarO皿ess（asCaCO3）
（Se叫マStaticC・ndi“・n）

　　蹄。面nal

Co鵬eロtr量tion
　　　（亘9！1）

　　　踏eanl

　　翼easロred
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

Concent　rat　ion　　　Date

　　　（一41）　　　　New

TotalHardness（asCaCO3，皿9！1）

　
d
1
1

　
0

　マ

New

　8

01d

14

New

15

01d
Min． Max．

）

Con“01

　　　1．0

　　　1．8

　　　3，2

　　　5．6

　　10

　　18

　　32

1．01

L78

3．30

5．49

10．0

18．1

32．6

5
6
5
4
4
2
0
6

8
8
8
8
8
8
8
7

5
6
5
5
5
4
2
5

8
8
8
8
8
8
8
7

5
6
6
5
4
3
1
6

8
8
8
8
8
8
8
7

6
6
6
5
5
3
1
6

8
8
8
8
8
8
8
7

6
6
6
5
4
3
1
5

8
8
8
8
8
8
8
7

6
6
6
5
5
4
1
7

8
8
8
8
8
8
8
了

5
6
5
4
4
2
0
5

8
8
8
8
8
8
8
7

6
6
6
5
5
4
乙
7

8
8
8
8
8
只
0
7

Range 75 86

a：Arith鵬cticMean

紳。▼：Freshlyprepared testsolution，OLd Testsolut五〇nafter24hour3exposure
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付属資料一1：希釈水の水質

試験番号
第14013号

QualityofTestWater

Parameter Concentration Para皿eter Conce皿trat　ion

pH　Value 7．7（20℃） Iprobenfos（IBP） 〈0．0005mg／1

Coliform　Group Not　Detected cnlornitrofen（CNP） 〈0．00001mg／1

Total　residue 220mg／1 Chemicaloxyge皿de皿and（COD－c，） 〈10mg／1

Phenols ＜0．005mg／1 Bi　ochemi　cal　oxygen　demand 〈I　mg／1

Totalhard皿ess（asCaCO3） 85mg／1 Suspended　solids 〈1mg／1

Nitrate　and　Nitrite 0．7mg／1 Phosphorus 〈0．Ol　mg／1

Fluoride 0．13mg／1 Bromide　ion 〈0．5mg／1

Dichlorome臨ane 〈0．001mg／1 Sulfide　ion（S2一） く0，01mg／1

Carbontetrachloride 〈0．0002mg／1 Electricconductivity（25℃） 37・mS／m

1，2－Dichloroethane 〈0．0002㎎／1 Alkalinity（CaCO3） 49mg／1

1，1－Dichloroe伽lene 〈0．001皿9／1 Totalorganiccarbon（TOC） 1．9mg／1

Cis－1，2－Dichloroethylene 〈0．001mg／1 ㎞oniumnitroge皿（MI3－N） 〈0．04mg／l

1，1，1－Trichloroetha皿e 〈0．001mg／1 PCB 〈0．0005mg／1

1，1，2－Trichloroethane 〈0．0005皿9／1 Mercury 〈0．0001mg／1

Trichloroethylene 〈0．001mg／1 Cad皿ium 〈0．001mg／1

Tetrachloroetbylene く0．001皿g／1 Cyanide 〈0．005mg／1

1，3－Dichloropropene 〈0．0002mg／1 Lead 〈0．005mg／1

Be皿zene 〈0．001mg／1 Cbromium（q） 〈0．005mg／1

Chlorofor皿 〈0．001皿9／1 Arsenic ＜0．001mg／1

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

Simazine（CAT） 〈0．0002皿g／1 Nickel 〈0．001mg／1

Thiobe皿carb 〈0．001mg／1 Copper 0．02mg／1

Isoxathion 〈0．0005皿g／1 Zi皿C 〈0．005mg／1

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

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

Isoprothiolane 〈0．001mg／1 Iron 〈0。03mg／1

Chlorothalonil（TPN） ＜0．001mg／1 Tin く0．1mg／1

Propyzamide く0、0005mg／1 Sodiu皿 35mg／1

EPN 〈0．0005mg／1 Potassium 7．O　mg／1

Dich1orvos（DDVP） ＜0．001mg／l Calcium 21mg／1

Fenobucarb（BPMC） ＜0．001mg／1 Magnesium 8．2mg／1

Date：　January 7，2003
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　付属資料一2：予備試験結果

予備試験結果をTable1に示した。

Table1．CumulativeNu皿bers・fLivingY・ungPerSurvivingParental

　　　　　　　　　in　Eac血　Tes　t　Vesse！

伽伽召for12Days

（Rangefindingtest）

Nomina1Concentration（mg／D
寅。．

Contro1 0．10 1．0 10

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
1
2

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
　
1
　
1

4
1
9
6
9
4
1
1
3
3
7
3

4
3
2
4
3
5
5
5
5
3
4
4

6
8
2
2
2
1
0
9
1
7
0
4

4
4
5
6
4
3
5
4
4
5
3
4

9
7
1
7
6
2
6
5
2
7
2
6

5
5
6
2
3
6
4
3
4
5
4
5

1
4
3
1
3
6
4
0
5
6
2
0

　
4
1
1
3
2
　
　
　
　
　
2

Tota1 521 552 580 165

Mean 43．4 46．0 48．3 13．8

S．D． 8．7 9．4 11、8 14．4

I　nh　i　b　i　t　i　on　r　a　t　e（％） 一6．0 一11．3 68．2
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付属資料一3：統計処理データ

統計ソフトの入力値とその出力結果を以下に示した。

EC5。forinhibition・frepr・ductionafter21daysexp・sure
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NOECandLOECvaluesforreproductionafter21daysexposure

入力データ（脚“S多監比較）
’試験脅号　　篇腫013讐
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付属資料一4：試験液中の被験物質濃度の分析方法

1 標準品
　エチレンジアミン四酢酸二水素ニナトリウム二水和物（■■■■■■■■■， 純度99．5男）

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

　　　　trans－1，2一シクロヘキサンジアミン覗N，N、罵’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d”：環境分析用

　　　　水（脱イオン水を蒸留したもの）

　2）　試演

　　①10皿ol／l水酸化ナトリウム溶液

　　　　　水100副に水酸化ナトリウム40gを溶解した．

　　②1皿ol／1水酸化ナトリウム溶液
　　　　　水90皿1及び10動01／1水酸化ナトリウム溶液10口1を混合した・

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

　　　　液を加えてpH7に調整した．

　　④CyDTA100mg／1溶液
　　　　　CyDTA10皿9を1mol／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dIolOOmg／l溶液
　　　　　フルオランテンーd、。10皿gをアセトンに溶解し・100困とした・

　　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100mlに溶解した．

　　⑦0．1鑑PEG／DCM溶液
　　　　　　ポリエチレングリコール0．1mlとジクロロメタン100m1を混合した．

　3）　標準溶液の調製

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

　　　で希釈して正確に20mlとし標準溶液（1）とした（50mg／1）．さらに，この1皿1を水で希

　　　釈して20団とし，標準溶液（2）とした（2、5mg／l）。

　　　　標準溶液（2）を1，0、5，0．25，0．125及び0．05皿1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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3　試料溶液の調製

　1）　対照区の試験液

　　　　試験液の2mlにCyDTA100皿g／1溶液50回を添加し，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秦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50μ1及び1皿01／1リン酸二水素カリウム緩衝

　　　液（pH7）3mlを加え，50皿1の分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3皿1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

　　　ク口回メタン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3皿1で洗

　　　浮した．ろ液及び洗液を5mlの試験昏に合わせ，0．1％PEGIDCM溶液0．1皿1を添加した後，

　　　室温で窒素ガスを通じて1mlまで濃縮し，定容とした。

　2）　1．O　mg／lの試験液

　　　　試験液の5皿1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2皿1にCyDTへ

　　　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・そこに三却

　　　っ化ほう素メタノール錯体メタノール溶液1皿1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50μ1及び1molllリン酸二水素カリウム緩衝

　　　液（pH7）3皿1を加え．50皿1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

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

　　　室温で窒素ガスを通じて1皿1まで濃縮し，定容とした．

　3）　1．8mg／1の試験液

　　　　試験液の5mlを20m1のメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した。その2皿1にCyDTA

　　　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。そこに三し

　　　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50μ1及びl　mol／l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3皿1を加え㍉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

　　　1∫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0．1mlを添加した後，

　　　室温で窒素が界を通じて1皿1まで濃縮し，定容とした・

　4）　3，2皿g／1の試験液

　　　　試験液の4皿1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2皿1にCyDTA

　　　100皿g／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
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　　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＄0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50μ1及び1’皿01／1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3皿1を加零て振とう

　　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，0，1ZPBG／DCM溶液011mlを添加した後，

　　室温で窒素ガスを通じて1m1まで濃縮し，定容とした。

5）　5．6皿g／1の試験液

　　　試験液の2m1を20皿1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50μ1及びl　mol／lリン酸二水素カリウム緩衝

　　液（pH7）3皿1を加え，50m1の分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3皿1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3副を加え，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

　　浮した．ろ液及び洗液を5mlの試験管に合わせ，0．1駕PEGIDCM溶液0．1mlを添加した後，

　　室温で窒素ガスを通じて1皿1まで濃縮し，定容とした。

6）　10皿g／lの試験液

　　　試験液の1ml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2mlにCyDTA

　　100皿g／1溶液50μ1を添加し，1bO℃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。

　　　甲反応終了後，室温まで放冷し，内標準溶液50μ1及び1mo1／1リ財酸二水素カリウム緩1

　　液（pH7）3皿1を加え，50m1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b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

　　覆した．ろ液及び洗液を5m1の試験管に合わせ，0．1％PEG／DCM溶液0、1mlを添加した後，

　　室温で窒素ガスを通じて1皿1まで濃縮し，定容とした。

7）　18mg／1の試験液

　　　試験液の1m1を25皿1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50Fl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50μ1及び1mol／1リン酸二水素カリウム緩衝

32／46



）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14013号

　液（pH7）3mlを加え，50mlの分液漏斗に移した後，ジクロロメタン3皿1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3皿1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

　　覆した．ろ液及び洗液を5皿1の試験管に合わせ，0．1畑EGIDCM溶液0，1皿1を添加した後，

　　室温で窒素ガスを通じて1皿1まで濃縮し，定容とした・

8）　32皿g／1の試験液

　　　試験液のl　m1を50mlのメスフラスコに正確に量り取り，水で定容した。その2皿1にCyDTA

　　100皿g／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1皿1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50μ1及び1皿ol／1リン酸二水素カリウム緩衝

　　液（pH7）3皿1を加え，50皿1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ビ

　　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1こ合わせ，0．1％PEG／DCM溶液0．1mlを添加した後，

　　室温で窒素ガスを通じて1mlまで濃縮し，定容とした・

4　ガスクロマトグラフー質量分析計操作条件

　　　機　種：HP6890［AgilentTechnologies］

　　　検出器：MSD・SIMモードHP5973A［Agile皿tTechno｝ogies］．

　　　分離管：DB－5MS（Phe皿ylAryleneポリマー化学結合型，膜厚0．25μm）

　　　　　　　　内径0．25皿m×長さ30皿［Agilent　Tech皿ologies］

　　　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280℃，イオン源230℃

　　　ガス流量：キャリヤーガス（ヘリウム）1．0皿1／分（定流量モード）

　　　設定質量数（皿／z）：EDTAニ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　J

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［AgilentTechnologies］

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をガスクロマトグ

　　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。
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試験番号
第14013号

6　検出限界

　　　検出限界
　0．25ng：　　　　　　　×
　　1，000

1m1×1・000×1×0．785壽＿0．05mg／l
　2μ』　　　　2ml

一・rα785≒饗i辮，ll先3

7　添加回収試験

1）低濃度添加
　　　希釈水に被験物質を1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．試験は平行測定3回で実施し，回収率は9L5％，89、7％，89，6駅平均90．3％）であっ

　　　た。

2）　高濃度添加
　　　希釈水に被験物質を50皿g／1になるように添加し，こρ溶液を用いて添加回収試験を宥

　　つた。試験は平行測定3回で実施し，回収率は110・9瓢，105・1男，98・3％（平均104・8駕）で

　　あった．

｝
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付属資料一5：ミジンコの観察記録
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試験番号
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Tablヒ　A－1 ResultorreprodUdiontest： Contro［
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P　gener一1i　o皿 ○”ol－etecledi脚bi旧y Flgo爬r血tio踊 F，observodlhoflrstbrood
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試験番号
第14013号

Tab亙e　A－3 Result　of　repr【｝duotion　lest： 四〇皿i“al　co“centration： 1．8㎎バ 晦asuredconcentr＆“on： L78㎎／1

Ti鵬

Rep，

Ho．

1／30 1／31 2／1 2／Z 2／3 2／4 2／5 2／6 2／7 z／8 2／9 2／10 2／11 2／12 2／13 Z／14 2／15 2／16 2／1マ Z／18 2／19

Coo］1ヨ
1d 2d 3d 4d 5d 6d マd 8d 9d 10d Hd 12d 13d 14d 】5d 16d 17d 18d 19d 20d 21d Iota1

1

P　　gほ轟erユl　i廿n

Fl　gヒロera“on

Live

Livε 1
0
1
0
1
0
1
0

－
O
1
0
1
O
1
0

　1

　　，14 1
0
1
0

　1

50 －
O
1
0
1
0

　
5
1
0
1
0

　1

40 1
0
1
0
1
6

　
4

u■ロ　亀tive　r¢pro　－ctlvロIy 0 0 0 0 0 0 0 0 14 14 14 64 64 64 114 114 114 154 154 154 200 200

2

P　Ee口eratlon

F　l　ge口erl　L　l　on

Live

Llve 1
0

－
O
1
0

－
O
1
0
1
0
1
0
1
0

　1

　　　r
14 －
O
1
0
1
8

　
4
－
O
1
0
1
9

　
4
1
0
1
0
1
4

　
4
1
0
1
0
1
4

　
4

u蟄uatworopmuctlvll了 0 0 0 0 0 0 o 0 14 14 14 62 62 62 111 111 111 155 155 155 199 199

3

P　ge爬rユlion

FI　ge“er－tioロ

Live

Livピ 1
0
1
0

－
O
－
O
1
0

－
O
1
0

層
r1
9
1
0
1
0

4 1
0
1
0

　1

61 1
0
1
0

　1

41 1
O
1
0
1
0
1
3

　
5

Cu皿u　al　lvo　ropro　uc　I　IVL　ty 0 0 0 0 0 0 0 9 9 50 50 0 111 111 111 1 152 152 152 205 205

4

P　　ge員erat　ion

Flg㈱ratio“

Livo

Live －
O
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　1

　　　F16 1
0

－
O
1
5

　
5
1
0
1
0
1
9

　
3
1
0
1
0
1
0

　
4
1
0
1
0
1
0U虹u　atlve　roprO　U仁IiY』ty 0 0 0 0 0 0 0 0 16 1 16 71 1 71 110 110 110 150 150 10 10 10

5

P　go肥ration

Flgo口eralion

Live

Live 1
0
1
0

－
O
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　
1

　　　F16 1
0

－
O
1
8

　
3
1
2
1
0
1
9

　
5
1
0

－
O

　1

41 1
8

－
O
1
0Cu口u置撤er叩roductlvily 0 0 0 0 0 0 0 0 16 16 16 54 56 56 115 115 115 156 164 164 164 164

6

P　gE口eralion

FlgenεraLion

Live

Live －
O
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　
1

　　　P
16 －
O
1
0

　1

35 －
O
1
0
1
0

　1

50 1
0
1
0
1
7

　
4
1
0
1
0

　1

41

胆oatlvereprouctmty 0 0 0 0 0 0 0 16 16 16 51 51 5
1

51 101 101 101 148 148 148 189 19

7

Pgeoeratloロ

F18巳爬ration

Livε

Liv6 1
0
1
0

－
O
－
O
－
O
1
0
1
0
1
0

　
1

　　　F13 1
0
1
0

　
4
1
0
1
0

－
O
1
0

　
6
－
O
1
0

－
」
量　
5
－
O
1
0
1
3

　
4

U■u　a肛L▼e　reprodUC［lv』ly 0 0 0 0 0 0 0 13 13 53 53 53 53 113 113 113 167 167 167 210 210

8

P　gじocration

Flge配r乱tio”

Llve

Live －
O
－
O
－
O
－
O
1
0
1
0
1
0
1
0

¶
甲1
3
1
0
1
0
1
8

　
4
－
O
－
O
1
9

　
4
1
0
1
0
1
3

　
4
－
O
1
0

　1

48

Cu皿ativヒreprouctivlly 0 0 0 0 0 0 0 0 13 13 13 61 6
1

61 110 110 110 153 153 153 201 201

9

P　gεneratiD轟

Flgener“ion

Live

Live －
O
－
O
1
0

－
O
1
0
1
0

－
O
1
0

　
1

　　　F13 1
0
1
6

　
4
－
O
1
0

－
O
1
0

　
5
1
0

－
O

ー
マ　
4
－
O
－
O
1
0

　
4

0 0 0 0 0 0 0 0 13 13 59 59 59 59 109 109 109 156 156 156 196 196

u皿ua日vεreproud川ty

Pgenera“on
10
　　　F1 ge皿era“oロ

Live

Live 1
0

－
O
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

－
O

　
l

　　　F10 －
O

1
「
0

　1

21 1
0
1
0
1
0

　
6
1
0
1
0
1
2

　
4
1
0
1
0

　1

4’1

0 0 0 0 0 0 0 o 10 10 25 46 46 46 106 106 106 148 148 148 189 189

C剛allvereprodudivily

Pg8neratio皿 O　notdeしodεdi聞obility Flge口eratio“ F　observedthefirsゆroo直
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試験番号
第14013号

Tab1ε　A－4 Res川ofreproductl〔川lesl： No団nalco麗。口lratiom 3．2㎎ノ1 ”oasured　concontratioロ： 3，30㎎／1

Tiロe

Rep．

麗。．

1／30 1／31 2／1 2／2 2／3 2／4 2／5 2／6 2／マ 2／8 2／9 2／10 2／” 2／12 2／13 2／14 2／15 2／16 2／1マ 2／18 2／19

Cou皿ls
ld 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d 11d 12d 13d 14一 15d 16d 17“ 18d 19d 20d 21d tot－1

1

P　ge麗ratio罰

FI　geロer皇tion

Live

Live 1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　
1

　　71
1 1
0
1
0

　1

31 1
0
1
0
1
7

　
5
1
4

－
O
1
0
1
7

　
4
1
0
1
0
1
9

　
3

江口u　anve　reprO　Uこし］V暫ty 0 0 0 0 0 0 0 11 1
1

1
1
42 42 42 99 103 103 103 150 150 150 189 189

2

P　gener乱lion

Flgenerltio”

Live

Llve 1
0

－
O
1
0
1
0
1
0
1
0

－
O

　
1

　　，1
1 1
0
1
0
1
0

　
4
1
O
1
0
1
7

　
5
1
0
1
0
1
2

　
5
1
0
1
0
1
0
1
3

　
5

Uロー　巳1置ve　reprO　UCl　IVI1y 0 0 0 0 0 0 0 11 1
1

1
1

51 51 51 108 108 108 160 160 160 160・ 213 213

3

P　　ge月erat　ion

Flge口er直tio口

Live

Live 1
0
1
0
1
0
1
0

－
O
1
0
1
0
1
0

　
1

　　F15 1
0
1
0
1
5

　
4
－
O
1
0
1
4

　
5
1
0
1
0
1
0

　
5
1
0

－
O
1
6

　
4

U曹U　一“ve　repro　uc“Vlty 0 0 0 0 0 0 0 0 15 1 15 60 60 60 114 114 114 164 164 164 210 210

4

P　ge凹r11ion

Fl　gonerl　t　i　o“

Llvヒ

Livヒ 1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　
1

　　，12 1
0
1
0
1
4

　
4
1
3
1
0
1
9

　
4
1
0
1
0

｝
　
ム
X

1
　
　
1

　
　
　
4 1
0
1
0

　1

34

U艶u　atコve　repro　騒ct1VIiy 0 0 0 0 0 0 0 0 12 1 12 6 59 9 108 10 108 149 149 149 18 1

5

P　　genera1ion

F1　宮ener量tion

Live

Live 1
0
1
0
1
0
1
0

－
O
1
0
1
0
1
0

　1

　　，16 1
0
1
7

－
『
二　
4
1
0
1
0
1
8

　
4
1
1
1
0

　1

45 1
0
1
0
1
6

　
4

旧U豊H鴨repm皿ctMly 0 0 0 0 0 0 0 0 16 16 23 6 65 65 113 114 114 159 159 159 205 205

6

P　ge訥er盒Uo罰

FI　gener■“u聾

しive

Llve 1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　
1

　　，10 1
0
1
0

－
」
慧　
5
1
0
1
0
1
5

　
5
1
0
1
0
1
9

　
4
1
0
1
0
1
0

　
3

皿u　ailve　reproducllVL肛y 0 0 0 0 0 0 0 10 10 10 64 64 64 119 11 119 168 168 168 198 198

了

P　gener且“on

Fl　generユ“oコ

Live

Live 1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
O
1
9
1
0
1
0
1
3

　
4
1
0
1
0

－
画
」
U
　
5
1
2
1
0
1
0
1
7

　
4
1
0
1
0
1
8

　
4

一■U　置t！マe　repro　髄ctlv11〕r 0 0 0 0 0 0 0 9 9 9 52 52 52 107 109 109 109 156 156 156 204 204

8

P　go舵r置1io口

F1geロer巳tion

Live

Live 1
0

－
O
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　1

　　！12 1
0
1
9

　
3

－
」
『 1
0
1
0

－
【
コ　
5
1
0
1
0

　1

41 1
0
1
0
1
7

　
3

ロ鮒1tlverεprod“ctlvlty 0 0 0 0 0 0 0 0 12 1 51 55 5 55 110 110 110 151 151 151 188 188

9

P　　geロer－t　i　ou

FI　geロerltioロ

Live

Live 1
0
1
0
1
0

－
O
－
O
1
0

－
O

　1

　　，15

1
　
　
1 1
0
1
4

　
3
1
0
1
0
1
0

－
」
量　
5
1
0
1
0

　1

52 1
0
1
0
1
9

　
3

旺亘”　It　Ivo　repτo　uot　IVI　ty 0 0 0 0 0 0 0 15 16 16 50 50 50 50 104 104 104 156 156 156 195 195

P　ge口erallon

10
　　　F1 goner＆員口n

Llve

Live 1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

－
O

　
1

　　，14 1
0
1
0

　1

51 －
O
1
0

－
【
「
U
　
5
1
0
1
0
1
8

　
4
1
0
1
0
1
0unu且hvoreprouot凹ty 0 0 0 0 0 0 0 0 14 14 14 6 65 6 120 120 120 168 168 168 168 168

Pgene面iOI1 OロotdelヒcLedi凹oblmy Flg鳴剛io“ F，obsorvωlhofirslbrood， △　　observed　aborlod　eggs， ×　　observed　deld　of13pri口9
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試験番号
第14013号

TableA－5 Resul　t　of　reproducI　ion　test： 周日並inal　ounceniraIion： 5、6㎎／1 鯉e且surεdconc駐ntration： 5．49㎎／1

Tine

Rep、

No、
Coロnls

1／30 1／31 2／1 z／2 2／3 2／4 Z／5 2／6 2／了 2／8 2／9 Z／10 2／11 2／12 z／13 2／14 2／15 2／16 2／1了 2／18 2／19

1d 2一 3d 4一 5d 6d 7d 8d 9d 10d 11d 12d 13d 14d 15d 16且 17d 18d 19d 20d 21一 tot乱1

1

P　genoralion

FlgeuεraIion

Live

Livヒ
－
O
1
0

－
O
－
O
1
0
1
0
1
0
1
0

　1

　　F21 ！
O
1
0

　1

51 1
2
1
0

1
膚
U

　
4
1
0

－
O

－
君
U

　1

28ム 1
0
1
0unulatlvereprO眠11Vlly 0 0 0 0 0 0 0 o 2

1
2
1

2
1
72 74 74 120 120 120 126 154 154 154 154

2

P　ge鵬ra“oロ

F1　耳。ロeratioo

Livo

Live 1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　
1

　　，1
1 1
0
1
0
1
3

　
4
1
0
1
0
1
3

　
5
－
O
1
0

　1

48 1
0
1
0
1
2

　
4ロ闘ativereprouc目vlty 0 0 0 0 0 0 0 0 1

1
1
1

11 54 54 54 107 107 107 155 155 155 197 197

3

Pge口eration

FI　geuer＆t　ion

Live

Live 1
0
1
0
1
0

－
O
1
0
1
0
1
0
1
0

　
1

　　！13 I
O
1
0
1
5

　
4
－
O
1
0

　1

51 1
0
1
O

5 1
0
1
0
1
0

Cロ■uiatlve　reproduct』VL！y 0 0 0 0 0 0 0 0 13 13 13 58 58 58 109 109 109 160 160 160 16 160

4

P　gεner豊1io口

FI　ge口erai　ion

Live

Live 1
0

－
O
1
0

－
O
－
O
－
O
1
0

－
O

　
1

　　，1
1
－
O
－
O
1
4

　
3
1
0
1
0

ー
ワ
ー　
5
1
0
1
0
1
3

　
5
1
0
1
0

　1

42△

U”O　l直lve　repro　“011Vlty 0 0 0 0 0 0 0 0 1
1

1
1

11 45 45 45 102 102 102 155 155 155 197 197

5

P　generこtion

Flgeロe剛io口

Live

Llve 1
0
1
O
1
0
1
0
－
O
1
0
1
0
1
0

－
」
ヤ 1
0

－
O
1
7

．
」
管 1
2
1
0
1
8

　
5
1
O
1
0
1
0

　
5
1
0
1
0
1
7

　
4U旦U　豊t」ve　『opro　uo　t惹v』ty 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4 4 51 53 53 1U 111 111 161 161 161 208 208

6

P　g闘er巳“oロ

Flge調oration

Live

Live 1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　
1

　　114 －
O
1
0
1
4

　
4

1
　
　
1 1
0

1
4
U

　
5

－
n
U
1
0
1
0

　
5
1
0
1
0
1
0unu　a肛Lve　repro　uctlVl屯y 0 0 0 0 0 0 0 0 14 14 14 8 59 59 115 115 115 165 165 16 165 165

7

P　　generat　lon

FI　gonera虹lou

Livc

Live 1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　
1

　　，1
1 1
0
1
0
1
0

　
3
－
1
1
0
1
9

　
4
－
O
1
0

　1

46A 1
0
1
0
1
7

　
4ロ加lahvereproductlvlty 0 0 0 0 0 0 0 0 1

1
1
1

1
1

41 42 42 91 91 9
1
137 137 13 184 18些

8

P　　generat　io罰

Flgヒneration

Live

Live －
O
1
0
1
0
1
0
1
0

－
O
1
0

－
O

　
1

　　111 1
0

－
O
1
8

　
4
1
0

－
O
－
0
　
6
1
0
1
0

　1

42△ 1
0
1
0
1
9

　
4U肛U　置1Ive　reprO　UC11Vlty 0 0 0 0 0 0 0 0 1

1
1
1

1
1

59 59 59 119 119 119 161 161 161 210 210

9

P　generation

F］　gener轟tion

Live

Livピ
－
O
1
0
－
O
－
O
1
0

－
O
－
O

1
」
† 1
0
1
0
1
6

　
3
1
0

－
O
l
O
1
8
　
4
1
0

－
O
1
4

　
4
－
O
1
0
1
0

　
4

口囲置11ver¢productiVlty 0 0 0 0 0 0 0 4 4 4 40 40 40 40 88 88 88 132 132 12 172 172

P　　genピra　I　i　on

10
　　　F1 generllioロ

Live

Live 1
0
1
0
1
0
1
0
－
O
1
0
1
0

－
O

　1

　　，12 1
0
1
0

　1

51 1
0
1
0
1
8

　
5
1
0
1
0

－
『
「
U
　
4
1
0
1
0
1
3Cu皿u　呂“ve　ropro　uc亀LV1しy 0 0 0 0 0 0 o 0 12 12 12 3 6 3 121 121 121 166 166 166 169 169

Pgeneratioロ O　notdεleにledi凹obi旧ソ FI　9［neral　ion F，observedthofir3ibrロod， △，obSErvedabortedeggs
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試験番号
第14013号

Tab］ヒA－6 Rヒsul　l　o「　repr〔］duc“On　losl： Ro釦i］1al　concen1ration： 10㎎／1 魍e器uredouncen！r甜on： 10．0㎎ノ1

Ti配

Reμ

鯉0．

1／30 1／31 2／1 2／Z 2／3 2／4 2／5 2〆6 2／マ z／8 2／9 2／10 2／11 2／12 2／13 2／14 Z／15 2／15 Z／1マ 2／18 z／19

Cou皿t3
1一 2d 3d 4d 54 6d 7d 8d 9d 100 11d 12d 13d 14d 154 16d 1マd 18d 19d 20d 21d totl1

1

P　ge麗ralion

F18eneratio“

Live

Live 1
0

－
O
1
0
1
0
1
0
1
0
1
O
1
0
1
0
1
0
1
0

　1

　　，29 1
0
1
0
1
2

　
3
1
O
1
0

4 1
0
1
0

1
0
Q

　
3

皿uatlverepro“C11VLty 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 29 29 29 61 61 6
1
102 12 102 140 140

z

P　gener－tion

Flgeneralion

Live

Li、・e 1
0

－
O
1
0
1
0
1
0

－
O
1
0
1
0

、
，

－
」
噛 1
0
1
0

　1

27ム 1
0
1
0
1
4

　
4
－
O
1
0

　1

48 1
0
1
0
1
9

　
3

服u置10vempmuollvUy 0 0 0 0 o 0 0 0 4 4 4 31 31 31 75 75 75 123 123 123 162 162

3

P　ge爬ralion

Flgo”or乱“oo

Live

Llve 1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
O
1
3

－
O
1
0
1
6

　
2
1
0
1
0
1
8

　
2
1
0
1
0

－
亡
a
　
4
1
0
1
0
1
2

　
4

口口U　塞1！ve　repro　uoiLVlty 0 0 0 0 0 0 0 3 3 3 29 29 29 57 57 57 102 10 102 144 144

4

P　gouヒrとtio“

F】9ヒnerltion

Llvヒ

Llvヒ 1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
4

－
O
1
0
1
0

　
4
1
0
1
0
1
3

　
5
1
0
1
0

4 1
0
1
0

4

u麗ln▼ereprodロにt川ly 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4 4 4ヰ 44 44 97 97 97 138 138 138 17 179

5

Pge“er轟tion

Flgener轟口on

Live

Llve －
O
1
0

－
O
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　1

　　134 1
0
1
0
1
9

　
5
1
0
1
0
1
0

　1

25ム
　　x
1
0
1
0

　1

57△

U■U　li］ve　reprO　”ct』VL　ty 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 34 34 34 93 93 93 3 11 118 118 175 175

6

P　gε口era“on

F19ε“erltion

Live

Live －
O
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

－
O
1
0

U
　
ム

ー
0
1
0
1
0
1
4

　
1

24△ 1
0

－
O
－
0
　
4
－
O
1
0

　1

28ム
　　x

ロ■ua“v巳reprouにtiVlty 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 28 28 28 68 68 68 96 96

7

P　ge配r匝1ion

FI　generaIio口

上ive

Live 1
0
1
0

－
O
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
1
1
0
1
0

1
　
　
1 1
0

－
O

1
2
U

　
4
－
O
1
0

ー
マ　
2 冥
1
0
1
0
1
8

　
4

皿ロ　111ve　ropro　“ct　IV11y 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2 48 48 48 75 75 75 123 123

8

P　gener一1ion

Flge“eratioロ

Llve

Livo 1
0
1
0
1
0
1
O

－
O
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
1
0

　1

　　，

15△ 1
0
1
0
1
0

　
4
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陳述書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14013号

3　試験の表題

　　エチレンジアミン四酢酸のオオミジンコ（加ρ加加媚醐8）に対する繁殖阻害試験

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ク留年3月β！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14013号

3　試験の表題

　　エチレンジアミン四酢酸のオオミジンコ（加ρ加i8麗齪8）に対する繁殖阻害試験

　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）r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．211「オオミジン

コ繁殖試験」（1998年）を遵守しました。

ン・3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14013号

3　試験の表題

　　エチレンジアミン四酢酸のオオミジンコ（加ρ加1a加agπa）に対する繁殖阻害試験

｝

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 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01月08日 2003年Ol月09日 2003年01月09日

試験の実施 2003年01月28日 2003年Ol月29日 2003年01月29日

試験計画書 2003年01月29日 2003年01月31日 2003年01月31日

試験の実施 2003年01月29日 2003年01月31日 2003年01月31日

分析の実施，試薬等

@器，検体
2003年01月29日 2003年01月31日 2003年01月31日

試験の実施，試薬等，機器 2003年01月31日 2003年02月03日 2003年02月03日

分析の実施 2003年02月10日 2003年02月12日 2003年02月12日

試験の実施，被験物質 2003年02月13日 2003年02月14日 2003年02月14日

試験の実施 2003年02月20日 2003年02月21日 2003年02月21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

　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oρ3年　∫月3／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




