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信頼性保証書
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試験委託者 環境省

表 題 四塩化炭素のオオミジンコ（伽助加a麗卯a）に対する

繁殖阻害試験

（ 試　験　番　　号 AO20366－3

　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，下記の査察および監査実施により確誌した。

記
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実　施　事　項

試験計画書監査

試験の査察

最終報告書監査

試験液の調製

ミジンコの投入

ミジンコの観察
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2003年　8月13日

2003年10月31日
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20－03年10月31日

2003年10月31日
信頼性保証部門担当者
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試験実施概要
1．　表 題

2．　試　　験　　目　的

3．　適用ガイドライン

4．　適　用　G　L　P

四塩化炭素のオオミジンコ（蝕p加fa麗即a）に対する繁

殖阻害試験

（試験番号：A　O20366－3）

被験物質のオオミジンコ（ρ印加拓翻卯a）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，可能な限わ50％繁殖阻害濃

度（EC50）も求める。

OECD化学品テストガイドラインNo．

繁殖試験』　（1998年）

211「オオミジンコ

日本国環境省総合環境政策局環堵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）

5．試験委託者：環境省
　　　　　　　　　　　　　〒100－8975

　　　　　　　　　　　　　委託責任者

6．　試　験　受　託　者

7、　試　　験　　施　　設

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

〒105－0014　東京都港区芝二丁目1番30号

株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所

〒227－0033神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地
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8．　試験　責任者

生態科学研究部

（2003年9月 1日付，グループ再編により名称変更）

9．　試　験　担　当　者 　　　　　　　　　　　　　（2003年10月31日）

　（試験実施）

＿，＿顧（2・・3年一）

■■■　　　 （2・・3年・・月31日）
（試験実施）

【

（2003年10月31日）
（試験実施）

（2003年10月31日）
（試験実施）

（2003年10月3ユ日）
（分析実施）

10．試験日程： 試験開始日

実験開始口

実験終了日

試験終了日

2003年　 7月16日

2003年　 7月23目

2003年　8月13日

2003年10月31日

1L　保 管 試験計画書，生データ，一被験物質，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，一 ﾅ終報告書作成後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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試験委託者

表　　　　　　題

試　験　番　号

）
　
）
　
）
）
）
　
）
）
）
）
）
）

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

験　方　法

適用ガイドライン＝

暴露方式

供試生物　：

暴露期間

試験濃度
　（設定値）

試験液量　：

連　　　　数

供試生物数

試験温度　：

照　　　　明　：

分　析　法

要 約

環境省

四塩化炭素のオオミジンコ（飴p加fa塑8〃a）に対する繁殖阻害試験

AO20366－3

0皮D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）

半止水式（毎日試験液の全量を交換）

水面をテフロンシートで被覆

オオミジンコ（伽ρ加fa〃a即a）

21日間

対照区，0．400，1．00，2．40，6．40，16．0皿g／L

（公比＝2．5）

80mL／容器

10容器／試験区

10頭／試験区（1頭／容器）

20±1。C

室内光，16時間明（8001ux以下）／8時間暗

ガスクロマトグラフィー質量分析（G　C／M　S）

一7一
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試　験　結　果　：

1）試験液中の被験物質濃度

　　試験液の分析の結果，測定値の設定値に対する割合は，調製時において43～61％，換

　水前において35～49％であった。被験物質は揮発性であるため，調製時に損失はするも

　のの試験液の水面を覆うことにより，暴露期間中の濃度は比較的安定であった。

2）21日間暴露後の結果

（皿9／L） 95％信頼区間（皿g／L）

親ミジンコの半数致死濃度（LC50）

50％繁殖阻害濃度（EC50）

最大無作用濃度（NOEC）

最小作用濃度（LOEC）

〉7．73

　1．82

　0．494

　1．01

算出不可

1．57～2．16
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〔

　　名称：　四塩化炭素（略称CCL4）

　　別名：　テトラクロロメタン

　　CAS　　Nα：　　　56－23－5

　　構造式：

　　　　　　　　　　　CI
　　　　　　　　　CI十CI

　　　　　　　　　　　CI

　　分子式：　　CC14

　　分子量‡1：　153．82

　　沸点幸1：　　76．8℃

　　融点卓1：　　一23。C

　　水溶解度坤1：不溶（0．08g／100mL水，20℃）

　　比重幸1：　　1．597（20／20。C）

　　その他年1：　甘い刺激臭，クロロホルム様

　　＊1：供給者提供資料

　　純度1：　　99．9％（G　C）

　　・ット番聖．一

　　供給者：

　　受領量坤ユ：　500皿L

　　受領日：　　2002年11月7目

　　外観癖1：　　無色澄明液体

　　＊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
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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デシケータ（保管条件：室温，暗

所，窒素封入）内に保管した。また，試験終了時にも赤外吸収スペクト歩を測定し，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

とより被験物質は保管中は安定であったと判断された。

2　供試生物

）
）
）
）
）

1
2
q
U
4
「
D

和名：

・学名＝

入手先：

入手日：

感受性：

オオミジンコ

加ρ加ゴa抑a8刀a

環境庁国立環境研究所（現　独立行政法人国立環境研究所）

1995年7月18日

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）による急性遊泳阻害試験を行い，供試生物の感受性を調べて

いる。1998年6月以降の48時間の半数遊泳阻害濃度（EC50）は、以

下の通りである。

平均値±標準偏差一〇．75±0．17皿g／L，n＝11

（最小値～最大値＝0．57～L　O2皿g／L）

）
）6
7

生育段階：　　　　雌の幼体（24時間以内令）

供試生物を得るための親ミジンコの飼育条件：

飼育水：

飼育密度：

飼育容器：

水温：

溶存酸素濃度：

p　H：

照明：

飼育期間：

暴露開始前2週間の親の死亡率：

休眠卵および雄の発生：

餌の種類：

給餌量：

飼育水の交換：

希釈水（3．2参照）

1頭／80皿L（25頭／2L）以下

2Lガラス製容器

20±1℃

飽和濃度の60％以上

6．7～8．5

室内光，16時間明（8001ux以下）／8時間暗

2003年7月　9日～2003年7月23日

　　　　　　　　　0％

　　　　　　　　　無し

α110rθ刀a閲1gπゴ3（単細胞緑藻類）

　（藻類培養液を遠心分離し，希釈水に置換して使用）

0．2皿g　C（有機炭素含量）／頭／日

定期的に（3回／遁）交換。幼体は極力，毎日除去。
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3　試験方法

　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）　供試生物数：

6）　試験温度＝

7）　溶存酸素濃度：

8）・p　H：

9）　硬度：

10）　照明：

11）　給餌：

半止水式（毎日試験液の全量を交換）

水面をテフロンシートで被覆

21日間

80皿L／容器

10容器／試験区

10頭／試験区（1頭／容器）

20±1℃

飽和濃度の60％以上

（暴露期間中のエアレーションは実施していない）

試験液のp　H調整は行わなかった

約250皿g／L（CaCO3換算）

室内光，16時間明（8001ux以下）／8時間暗

種類：6湿orθ刀aγ躍」貯fs（単細胞緑藻類）

（藻類培養液を遠心分離し，希釈水に置換して使用）

量：0．15皿g　C（有機炭素含量）／頭／日

3．2　希釈水

　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』

調製水，Elendt　M4を用いた。組成を付属資料一1に示した。

に記載されている

3．3　試験容器および恒温槽等

　1）　試験容器：

）
　
）
　
）
　
）
　
）

ワ
コ
3
4
5
6

恒温槽：

水温計：

溶存酸素計：

p　H計：

硬度測定キット：

100皿L容ガラスビーカー（試験容器には蓋をし，水面をテフ

ロンシートで覆った）

塩ビ製水槽（恒温装置，ダイテック製　クールニットCL一合OF型）

横河電機製245502型No．1

電気化学計器製DOL－10型No．2

東亜電波工業製HM－40V型No，1

共立理化学研究所製WAD－TH
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3，4　試験濃度の設定

　オオミジンコに対する急性遊泳阻害試験の結果（48時間Eic50値：16・5皿g／L（設定

値），8．09皿g／L（測定値））に基づき，本試験濃度を次のように決定した。

　　　対照区，0．400，L　Oo，2．40，6．40，16．o皿g／L

　　　　（公比：2．5）

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±1℃とした。

　以下の表の通りに，被験物質原液を調製した。

被験物質原液

被験物質採取量
　　　　160皿g
i被験物質を100μL採取毒）

定容液 希釈水調
製
方
法

定容量
1000mL

溶解方法 超音波による機械的溶解（10分間）

被験物質濃度 160皿g／L

調製頻度 暴露開始時および2～4日毎

保管条件等 冷蔵，暗所，気相なし

上記条件下での安定性 5日間安定

一＊：比重より算出

　試験液は，試験濃度に応じた量の被験物質原液を採取し，希釈水でL　O　しに定容した。

1濃度区にっき10個の試験容器に各80皿L入れた。

　対照区は希釈水のみとした。

　調製時の試験液の状態（外観）は対照区および0・400～6・40mg／L区において無色透明，

16．0皿g／L区においては淡黄色透明であった。
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3．6　試験液の分析

　　全試験区各1試験容器について，暴露期間中3回，換水前後の各試験液を分析用に採

　取した。対照，0．400，LOO，2．40，6．40皿g／L区については10皿Lを採取し，アセトンを

　100μL添加し混合した。16．0皿g／L区については1皿Lを採取し，精製水を9mL，アセトン

　を100μL添加し混合した。分析はG　C／M　Sにより行った。各試験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，21日間の時間加重平均を求めた。詳細は付属

資料一2に示した。

3．7試験操作

　試験液の水温，溶存酸素濃度，p　Hおよび硬度を測定後，ガラスピペットを用いて供

試ミジンコを投入し，その時点を暴露開始時とした。ミジンコ投入の際，試験液量に対

するピペット内の飼育水が全量で1％以内となるようにした。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。暴露期間中は毎日一定量の給餌を

行った（3．1参照）。また，以下の要領で，ミジンコの観察および水質測定を行った。

　1）ミジンコの観察＝

　　　親ミジンコ：生死，遊泳状態および外観の異常の有無を毎日観察して記録した・死

　　　　　　　　　亡個体があれば除去した。

　　　産出幼体：　最初の産仔から毎日，幼体の生存数を計数して除去し牟。死亡幼体，

　　　　　　　　　堕胎卵，休眠卵の発生等の有無を観察して記録した。最初の幼体産出

　　　　　　　　　日　（初産日）を記録し牟。

2）水質測定：一 �ｷ，溶存酸素濃度，p　Hおよび硬度を，全試験区各1試験容器につい

　　　　　　　　　て，暴露期間中に4回，換水前後に測定した。
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4　結果の算出

　4．1阻害濃度算出に用いる被験物質濃度の決定

　　　阻害濃度の算出に用いる被験物質濃度は，測定値（平均）とした。

4．2親ミジンコの半数致死濃度（LC50）の算出

　　21日間の各試験区における，親ミジンコの死亡数と供試個体数（10頭）から死亡率

　（％）を求め，以下の方法で半数致死濃度（21d－LC50）を可能な限り決定した。

最高濃度区における死亡率　　≧50％ 〈50％

LC50の決定方法 Bino皿ia1法，Moving　average法，

orobit法での算出結果から適切と

ｻ断されたものを採用。

ﾂ能な限り95％信頼区間を算出。

推定される濃度領域

�L載する

死亡数の経時変化グラフ

ﾌ記載

記載する。 記載する。

4．350％繁殖阻害濃度（EC50）の算出

　　対照区に対する各濃度区での生存親1頭当たりの平均累積産仔数（生存幼体）から繁

　殖率％（A）を求め，繁殖阻害率＊％（100－A）を算出し，以下の方法で21日間の50％繁殖阻

　害濃度（21d－EC50）を可能な限り決定した。

観察された阻害率の最大値 ≧50％ 〈50％

EC50の決定方法 Logistic曲線による回帰分析

iLogit法）

X5％信頼区間を算出。

推定される濃度領域

�L載する

平均累積産仔数の濃度区別

ﾌ経時変化のグラフの記載

記載する。 記載する。

＊：親が死亡した場合は算出から除外する。例えば産仔の有無に関わらず21日間で親が全部死亡し

　た区は繁殖阻害率は求めない。
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4．4　最大無作用濃度（NOEC）および最小作用濃度（LOEC）幸

　　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，各濃度区と対照区と

　の有意差の有無を以下の方法（統計的手法’幸）により求め，最大無作用濃度（NOEC）およ

　び最小作用濃度（LOEC）を決定した。

　　＊　最大無作用濃度（NOEC）：対照区に比べ，有意な繁殖阻害が認められない最高濃

　　　　　　　　　　　　　　　度

　　　　最小作用濃度（LOEC）：　対照区に比べ，有意な繁殖阻害が認められる最低濃度

　　＊＊　統計的手法（産仔の有無に関わらず親が死亡した場合は算出から除外）

　　　　多群の比較

（対照区以外に2群以上ある）

B肛tlettの等分散検定

等分散が認めら

　れる場合

一元配置分散分析

　　（ANOVA）

パラメトリックの

Dunnett，　Willia皿s

またiコ〔　Scheffe

の多重比較検定

等分散が認めら

　れない場合

Krusk邑1－Wallisの検定

ノンパラメトリックの

　Dunnett，　Willia皿s

　またはScheffe
　の多重比較検定

　　Yu㎞sソフトウェア
Statlight「＃4多群の比較」

　　（Yu㎞s　Corp，東京）
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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　試験液中の被験物質濃度

　暴露期間中に3回，換水前後の試験液中の被験物質濃度を測定した。その結果を

Table1，クロマトグラムを付属資料一2に示した。

　試験液の分析（3．6参照）の結果，測定値の設定値に対する割合は，調製時において

43～61％，換水前において35～49％であった。被験物質は揮発性であるため，調製時に

損失はするものの試験液の水面を覆うことにより，暴露期間中の濃度は比較的安定で

　あった。

5．3　ミジンコの観察結果

　暴露期間中の各試験区における親ミジンコの累積死亡数および死亡率をTable2－1，

Table2－2およびFigure1に示した。

　対照区における親ミジンコの死亡率は，暴露終了時で0％であり，試験成立条件であ

　る20％以下の基準を満たした。最高濃度区における死亡率は暴露終了時で30％であった。

圃　各試験区における親ミジンコの初産日をTable3に示した。
　対照区における親ミジンコの初産日は，暴露開始9日以内であり，正常な範囲内と判

断された。最高濃度区においては3頭が初産前に死亡し，残り7頭が初産のないまま暴

露終了を迎えた。

　暴露期間中の各試験区における親ミジンコ1頭当たりの平均累積産仔数をTable4お

よびFigure2に示した。

　対照区における21日間での親ミジンコ1頭当たりの平均累積産仔数は10ユ頭であり，

試験成立条件である60頭以上の基準を満たした。

　最高濃度区においては3頭が初産前に死亡し，残り7頭が初産のないまま暴露終了を

迎えた。
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　暴露期間を通して，全試験区において休眠卵の発生は認められなかった。

5．4親ミジンコの半数致死濃度（LC50）

　21日間暴露の親ミジンコの半数致死濃度（LC50）をTabユe5および以下に示した。

　　　　21日間LC50：〉7．73皿g／L（95％信頼区間：算出不可）

〔

5．5　50％繁殖阻害濃度（EC50）

　21日間暴露の50％繁殖阻害濃度（EC50）をTable6および以下に，算出結果を付属資

料一4に示した。

　　　　21日間EC50：1．82皿g／L（95％信頼区間：L57～2、16皿g／L）

5．6　累積産仔数に及ぼす最大無作用濃度（NOEC）および最小作用濃度（LOEC）

　親ミジンコ1頭あたりの累積産仔数に及ぼす21日間暴露の最大無作用濃度（NOEC）お

よび最小作用濃度（LOEC）をTable7および以下に，算出結果を付属資料一4に示した。

　　　　21日間　NOEC：　0．494mg／L

　　　　21日間　LOEC　：　1．01　皿g／L

5．7　試験液の水温，溶存酸素濃度，p　Hおよび硬度

　暴露期間中における試験液の水温をTable8，溶存酸素濃度をTable9，p　Hを

Table10，硬度をTable11に示した。

　水温はすべての試験区で20±1℃で，溶存酸素濃度はすべての試験液槽で飽和溶存酸素

濃度（20．0℃の飽和溶存酸素濃度：8．8皿g／L）の60％以上であり，いずれも試験基準を

満たした。pHはミジンコの飼育環境として適正範囲（6．0～9．0でし5の変動内）内で

あった。また硬度も適正範囲内（約250mg／L）であった。

5．8　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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Table　1－1 MeasuredC・ncentrationoftheTestSub8tanceinTestWaterduringa21－dayExposurePeriod
（伽耐aRepr・ducti・nlnhibitionTestundertheSemi－StaticTestCondition）

No皿inal
Goncentration
　　　　　　（m　IL）

Measured　Concentration　（皿　／L）

Date→ 　O

New 　
d
1
1
　
0

　7

New 　
d
8
1
　
0

14

New 5
d
　
1
1
0

TWM呵
（皿9／L）

　％of
No皿inal

Contro1

　0．400

　1．00

　2．40

　6．40

16．O

く0．0004

0．209

0．605

1．10

3．25

8．04

＜0．0004

0．196

0，468

1．00

2．91

7．55

〈0．0004

0．241

0．605

1，10

3．51

8．96

〈O．0004

0．162

0，390

0、838

2．55

6．54

〈0，0004

0．172

0．491

1．09

2．96

8．35

〈O．OOO4

0．150

0．428

0．921

2．55

7．08

0．187
0．494．

1．01

2．94

7，73

了
9
2
6
8

4
4
4
4
4

Table　1－2　　Measured　Concentration　as　a　Percentage　of　No血irla1

No皿inal

Concentra七ion
　　　　　　（m　IL）

Measured　Concen七rざtion as aPercentaeofNo皿ina1
Date→ 　O

New 　
d
1
1
　
0

　7

New 　
d
8
1
　
0

4
㎝
－
N
5
d
　
1
1
00

ー
ハ
∠
6
6

　
　
　
　
1

400
00
40
40
0

2
1
6
1
0

「
D
6
4
5
5

9
7
2
【
U
7

4
4
4
4
4

0
1
6
【
U
6

6
6
4
5
5

1
9
【
U
O
1

4
3
3
4
4

3
9
5
だ
U
2

4
4
4
4
5

8
3
Ω
U
ハ
U
4

3
4
3
4
4

New：

01d：

＊1：

Freshlypreparedtestsolution

Old　test　solution　before　renewal

Ti皿e－weighted皿ean皿easured　concentration during21days，

Concentration（皿／L） ％of　Nomina1
Min．　　　　　　　　　　　Max． Min、　　　　　　　　　　　Max．

New
nld

0．172　　　　　　～　　　　　　8，96

O，150　　　　　　～　　　　　　7．55
43　　　～　　　61
R5　　　～　　　49
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Table2－1CumulativeNu皿ber6fDeadP肛entaDap加・’a

Nominal

　conc．

Measured
　　　　　　琳1

　conc．

Da　s

0　　1　　2　　3 4　　5　　6
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1了 18 19 20 21

　　Contro1
0．400　皿9／L

　1．00　　mg／L

2，40　　皿9／L

6、40皿9／L

16．0　皿／L

0．187　　皿9／L

O．494皿9／L
工，01　　mg／L

2．94　皿9／L

7．73　m　IL

O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

ハ
U
O
O
O
O
O

0
0
0
0
0
0

O
O
O
O
O
O

0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0

O
ハ
U
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

O
O
O
1
0
1

O
O
O
1
0
1

0
0
0
1
0
2

O
O
O
1
0
3Table　2－2

　　　　＊1：　Ti皿e－weighted　皿ean　皿easured

Mortality（％）ofP訂enta1〃鋤刀fa

COnCentratiOn

No皿inal

　con　c．

Measured

　　　　　　虹
　con　c、

Da8
1 2 4 7 14 21

　　Contro1
0．400皿9／し

LOO皿9／し
　2．40　　皿9／L

6．40mg／L
16．o　皿／L

0．187mg／L
O．494mg／L
1．01　　皿9／L

2．94　皿9／L

7．73　皿／L

O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

O
O
O
O
O
O

　
　
　
1
　
3

＊1：　Time－weighted　皿ean　measured　concentration
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Figure　l　　Cu皿ulative　Number　of　Dead　Parenta1　ρap五月fa

10

　
　
　
　
　
　
　
　
8

0
崔
且
8
需
芒
Φ
鵠
q
6

碍
①
－

　
　
　
　
　
4

蝋
O
　
負
O
』
目
コ
ロ

　
　
　
　
　
2

0
＞
一
一
d
H
コ
目
コ
O

0

一｛コーContro1

ｨ一〇．400皿9／L

ｨ←L　OO　mg／L

{2．40皿9／L

ｨ←6．40mg／L

B一16．O　mg／L

0 7 14 21
Days

Values　ln　legend　are　given　ln　the　no皿inal　concentration．
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（

Table3 Time　（Days）　to　First　Brood　Production

No皿inal　Concent「ation， 皿9／L

（MeasuredConcentrati・n＊1 皿9ん）

Vesse1
Contro1　　　0， 400　　　　1．OO 2．40 6．40 16．O

No． （0． 187）　　（0、494） （L　O1） （2．94） （7．73）

1 9
9　　　　　　9

9 16
一

2 9
9　　　　　　9

9 8
一

3 9
9　　　　　　9

9 12
一

4 9
9　　　　　　9

9 9 ＊

5 9
9　　　　　　9

9 9 ＊

6 9
9　　　　　　9

9 9 ＊

7 8
9　　　　　　9

9 11 ＊

8 9
9　　　　　　8

9 11 ＊

9 9
9　　　　　　9

9 11 ＊

10 9
9　　　　　　9

9 9 ＊

Min 8
9　　　　　　8

9 8 〉21

Max 9
9　　　　　　9

9 16 〉21

＊1：

＊

Ti皿e－weighted皿ean皿easured　concentration

Theparental動P加fawasdeadbeforefirstbroodproduction・
No　brood　production　for　21　days、

一
丸
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Table4MeanCu皿ulativeNumber。fJuvenilesPr。ducedperAdultAlivef・r21Days（ΣFl／P）

Da　s
Nominal

bonc．

Measured

@　　　　幸1
@conc．

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
　　Control

n，400皿9／L

kOO皿9／L
Q，40皿9／L

U．40皿9／L

P6，0　皿／L

　　　　一　一

Z．187血9ん
B．494皿9／し

kOI　mg／L
Q．94　皿9／L

V、73　m　IL

O．O

n．0

O．0

O．0

O．0

O．0

0．0

O．0

O．0

O．0

O．0

O．0

0．6

O．0

O．5

O．0

O．1

O．0

15．9

P6．1

P2．4

W．1

Q．2

O．0

17．2

P6．1

P2．4

W．1

Q．2

O．0

20．1

P6．1

P4．2

W．1

T．7

O．0

32．0

R5．8

R4．2

Q8．8

V．0

O．O

46．4

S5．9

R8．9

R0．3

ｹ．2

O．0

50．1

S5．9

S3．2

R0．3

X．0

O．0

50．1

T1．4

S8．8

R4．0

P2．2

O．0

72．8

V3．6

U5．9

S9．2

P4．8

O．O

72．8

V3．6

U8．4

S9．2

P4．8

O．0

75．4

V3．6

U9．1

S9．2

P8．5

O．0

86．4

X5．3

X0．0

V4．3

Q4．0

O．o

98．4

X9．6

X2．0

V4．3

Q4．8

O．O

100．8

X9．6

X4．4

V4．3

R0．1

@0．o

＊1： 皿P町enta1〃a吻ゴaweredeadduringa21－daystestingPeri。d．
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一（

Figure2TimeCourseofΣFl／PforEachconcentrationLeve1

1
　
1
　1

　
　
　
　
　
α
＼
ε
肉

一｛二｝一Contro1

十〇．400　皿9／L

→←LOO　mg／L
十一2，40　　皿9／L

＋6．40皿9／L
＋16．0　　　皿9／L

0 7 14 21

Days
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Table5 Calculated　LC50　Values　for　Parenta1　∫冶p五五1－a

Exposure

Period

　　（day）

LC50

（皿9／L）

95％　Confidence

　　　　　　　　（皿9／L）

1i皿its
Statistica1

　　皿ethod

21 〉7．73

一一 F　Could　not　be　〔］eter皿ined

　　　The　LC50　val　ue　and　i　ts　95％　conf　i　dence　l　i皿i　ts　cou　l　d　not　be　deter皿i　ned

　　　bystatisticalmeth・dbecausethem。rtality。fparenta1伽加θ

　　　at　the皿axi皿u皿　concentration　level　was　less　than　50％．

Table6 CalculatedEC50ValuesforlnhibitionofReproduction

Exposure

Period

　　（day）

EC50判

（皿9／L）

95％　COnfidence

　　　　　　　　（皿9／L）

hmits Statistica1

　　皿ethod

21 1．82 1．57 2．16
Logit

＊1：Usingthec・ncentmtionsofO．187－7．73皿9／L
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Table7
CumulativeNu皿ber・fJuvenilesProducedperAdultAlivefor21DaysinEachTestVesselandResultsof
Statistica1C・皿P肛is・n・ftheMeanValues　　　　　　　一（byDunnetむ’sMultic。mp訂is。nTest）

Vessel

　No、

No皿inal　Concehtration，　mg／L

（MeasuredC・ncentration申1m／L）
Contro1

0．400
（0．187）

　1．00

（O．494）

2．40
（L　O1）

6．40
（2．94）

16．0
（7，73）

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

100

102

102

85

95

97
122

100

105

100

97

106

93

105

98

103

105

95
109

85

95

90

97

75

85

114
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3
8
5
2
D

5
5
7
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9
6
8
8
8

6
0
9
6
8
5
2
2
2
1

　
5
2
2
　
2
7
3
2
3

D
D
D
O
O
O
O
O
O
O

Mean

S，D．

100．8

　9．2

99．6

7．4

94．4

14．6

74，3

14，0

30．1

19．2 0
0
0
0Inhibitionrate（％）

Si　nificant　difference

1．2 6．3 263
　　＊＊

701
　　＊＊
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　　十十

－
D

＊

＊

＊＊：

十十：

Time－weighted　mean皿easured　concentration．

Weren・tincludedf・rcalcula七i・nbecausethep貯en七a10a吻ゴawasdeadduringa21－daytestingPeri。d．
Indicatesnosignificantdifference．
Indicates　a　significant　difference　（α＝0．05）　fro皿　七he　contro1．

（Therewa8nosigninthistest．）
Indicatesasignificantdifference（α・O．01）fromthecontroL

S七atisticalco皿paτisontestcouldnotbeperfor皿edfor七hisooncentration．
H。砕ever・wec・ncludedthatthisc。ncentrati。nleveエsh。wedadverseeffect。nOa吻ゴarepr。ducti。n．

No　Obs6rved　Effect　Concentration　（NOEC）：

Lowest　Observed　Effeot　Concentration　（LOEC）
0、494　皿9／L
1．01　　　　mg／L
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Table8
Temperature　during　a　21－day　Period　　under　the　Se皿i－Sta七ic　Condition

　　　Nominal
Concentration

　　　（m／L）

　　　Measured

Concentration判　Date→　0
　　　　（皿／L）　　　　　　new

Te血　erature　（。C）

　
d
1
1
　
0

　7

new 　
d
8
1
　
0

14

n　ew
5
d
1
1
　
0

20

n　ew
－
d
　
1
2
0

Min． Max，

Contro1

　0．400

　1．OO

　2．40

　6．40

16．0

0，187

0．494

1．01

2．94

7．73

19．8

20．2

20，2

20．3

20．3

20、3

20．0

20．1

20．1

20．1

20．1

20．1

20，0

20．2

20．2

20．2

20，1

20．1

19．6

19．7

19．7

19．7

19．7

19，7

20．0

20．1

20．1

20．1

20．1

20．1

20．0

20．1

20．1

20．1

20．1

20．1

20．1

20．1

20．2

20．2

20．2

20．2

9
Q
」
9
9
9
9

9
臥
甑
9
9
9

1
1
1
1
1
1

6
7
7
7
7
7

9
9
9
9
9
9

1
1
1
1
1
1

20、1

20．2

20．2

20，3

20，3

20．3

＊1：

n　ew：

Time－weighted　mean血easured　concentration

freshlyprep肛edtestsolution，　　01d：

Tota1
19．6 20．3

Table9

01d　test　solution　before　renewa1

DissolvedOxygenConcentrati・n（D，0．）duringa21－dayPeriod　undertheSemi－StaticCondition

　　　No皿i・nal

Concentration

　　　（m　IL）

　　　Measured

C・ncentration寧1　Date→　0
　　　　（皿／L）　　　　　　new

D．0．　（皿　／L）

　
d
1
1
　
0

　7

n　ew
　
d
8
1
　
0

14

neW 5
d
1
1
　
0

20

n　ew
－
d
　
1
2
0

Min． Max，

Contro1

　0．400

　1．00

　2．40

　6．40

16．0

0．187

0．494

1．01

2．94

7．73

8
8
8
7
8
ワ
「

絃
＆
＆
包
＆
絃

6
7
5
戸
口
6
6

且
⑧
＆
＆
＆
絃

8
8
8
8
8
8

8
8
8
8
8
8

2
2
2
2
ワ
む
8

＆
鼠
絃
＆
絃
8

8
7
7
7
8
7

絃
絃
a
＆
絃
＆

9
∩
V
O
ワ
0
4
8

乳
絃
＆
a
＆
8

8
8
8
8
7
7

絃
＆
＆
＆
＆
＆

7．7

7．8

7．7

7．7

7．8

8．6

7．7

7．8

7．7

7．7

7．8

8．6

8．8

8．8

8，8

8．8

8、8

8．8

＊1：

n　ew：

Ti皿e－weighted皿ean皿easured　concentration
freshly　prepared　test　solution，　　　　　01d：

Tota1
7．7 8、8

01d　test　solution　before　renewa1
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Table　IO pH　during　a　21－day　Period　　under　the　Semi－Static　Condition

　　　No皿inal
Concentration

　　　（皿／L）

　　　Measured

Concentration常1　Date→　0
　　　　（皿／L）　　　　　　new

H

　
d
1
1
　
0

　7

new 　
d
8
1
　
0

14

new 5
d
1
1
　
0

20

n　ew
－
d
　
1
2
0

Min， Max、

Contro1

　0．400

　1．00

　2，40

　6．40

16．0

O．187

0．494
1．01

2．94

7．73

4
4
3
3
3
つ
Q

8
8
8
8
8
8

n
乙
2
1
1
1
1

8
8
8
8
8
8

2
2
2
2
2
1

8
8
8
Q
u
8
8

7．8

7．7

7．7

7．7

7、7

7．9

3
q
乙
2
2
2
1

8
8
8
8
Ω
U
8

6
6
R
u
7
7
9

7
7
7
乳
7
一
乳

3
3
3
2
2
1

8
8
8
8
8
8

7
7
7
ワ
ー
7
9

乳
乳
乳
乳
乳
乳

ρ
U
β
口
置
口
7
7
G
J

乳
硫
気
乳
乳
乳

4
4
3
3
3
3

8
8
8
8
8
8

Tota1　　　7．6 8、4
＊1：

new：

Time－weighted　皿ean　measured　concentration

frbshlypreparedtestsolution，　　01d：01dtestsolutionbeforerenewa1

Table11 Total　Hardness　（as　CaCO3）　during　a21－day　Period　under　the　Semi－Static　Condition

　　　No皿inal

Concentration

　　　（m　IL）

　　　Measured

C・ncentrati。n幸1　Date→　0
　　　　（皿　／L）　　　　　　　　　　　　　　　new 　

d
1
1
　
0

Totalhardness（asCaCO3m／L）邑
　7

new 　
d
8
1
　
0

14

new 5
d
1
1
　
0

20

new －
d
2
1
　
0

Min． Max．

Control

　O．400

　1．OO

　2．40

　6．40

16．O

O．187

0．494

1．01

2．94

7．73

270

275

270・

270

275

270

275

270

270

270

270

270

270

270

270

270

270

270

270

270

270

270

270

270

270

270

270
270
270

270

270
270

270

270

270

270

265
265

265
265

270
265

270
265

265
270

265
265

265
265

265
265
265

265

275

275
270
270
275
270

－
a

＊
Tota1　　　265

Ti皿e－weighted　mean　measured　concentration

These　va工ues　were　determined　by　a　total　hardness　皿easure皿en七　kit．

Thes肌e1・t。fthiskitshowedapPr・ximately10～15皿9／Lhighervaluethanthethe。reticalstandardvalue，
freshlypreparedtests・1ution，　　01d：01dtests・1utionbeforerenewa1

275

n　ew：
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付属資料一1

　希釈水の組成
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Table　A－1 Elendt　M4　皿ediu皿　reco皿皿ended　by　OECD　Guideline　No．211

used　as　dilution　water

Macronutrients C。ncentration（皿9／L）

〔

CaC12・2H20

MgSO4・7H20
KCl

NaHCO3

N勉Sioゴ9H20
NaNO3

KH2PO4

K2HPO4

293．8

123．3

　　5．80

64．8

10．0

　0．274

　0．143

　0．184

Trace　elements C・ncentrati。n（μ9／L）

〔

H3BO3

MnC12・4H20
Licl

RbCl

SrC12。6H20
NaBr

Na2MoO4・2H20

CuC12。2H20
ZnC12

CoC12’6H20
KI

Na2SeO3

NH4VO3

Na2EDTA・2H20

FeSO4・7H20

2859．5

　360．5

　306．0

　　71．0

　152．0

　　16．0

　　63．0

　　16．8

　　13．0

　　10．0

　　　3．25

　　　2．19

　　0．575

2500

995．5

Vitamines
C。ncentratiρn（μ9／L）

Thia皿ine　hydrochloride

Cyanocobala皿ine（B12）
Biotine

75．0

1．OO

O．750
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付属資料一2

　試験液の分析
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1　試験液の分析方法

1）各試験液を分析用に採取した。対照，0．400，L　OO，2．40，6．40mg／L区については10mL

　　を採取し，アセトンをユooμL添加し混合した。16．o皿g／L区については1mLを採取し，精

　　製水を9皿L，アセトンを100μL添加し混合した。分析はG　C／M　Sにより行った。クロ

　　マトグラムの例をFigure　A－2－2（2），（3），（5），（6）に示した。

2）精製水10皿Lを測定用バイアルに採取し，アセトンで調製した標準溶液100μLを添加し

　混合後，G　C／M　Sにより分析した。クロマトグラムの例をFigure　A－2－2（1），（4）に示し

　た。

（

3）各試験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　ガスクロマトグラフィー質量分析（G　C／MS）測定条件

（装置）

　　ガスクロマトグラフ質量分析計（ヘッドスペースサンプラ付き）Nα1

　　　　ガスクロマトグラフ（GC）：AgilentTechnologies6890型
　　　　ヘフドスペースサンフ●ラ（HSS）：　AgilentTechnologies7694型

　　　　質量選択検出器（MSD）：　一AgilentTechnologies5973N型

　　　　データ処理部：　　　　　クミステーション（Windows　NT）

（条件）

幽　カラム：　　　　J＆W　DB－i70160血xO・25㎜xLOμ皿
　キャリアーガス：ヘリウム　LO皿L／皿in（Constantflow）

　オーブン温度：　100℃（3min）→20℃／皿in→240℃（2皿in）

　注入口温度：　　250℃

　MSインターフェース温度：200℃
　注入条件：　　　スプリット（スフ●リフト比二50：1）

　注入量：　　　　3．OmL（HSSサンフ●ル炉プ容量）

囲　温度条件：　　　Ove炉60℃，LOOP＝120℃，Tr㎝sfer　Line＝200℃　イベント時間：　GCCycleTi皿e電0分
　　　　　　　　　Via1EquilibrationTi皿e＝20分

　　　　　　　　　PressurizationTi皿e＝0．2分

　　　　　　　　　L・opFi11Ti皿e＝0．03分

　　　　　　　　　L・opEquilibrati。nTi皿e＝0．2分

　　　　　　　　　InjectTime二〇、2分

　バイアノレパラメータ：Shake＝2

囲　温度条件：　　　イオン源＝230℃，四重極マス・フィルタニ150℃　SIM（Selected　Ion　Monitoring）条件：

　　　　　　　　　Solvent　Delay＝6皿in　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　　　　　　Quant　ionニ116．9皿／z

　　　　　　　　　Qualify　ion＝118．9皿／z

3　検量線

　　アセトンを用い，0，L　OO～500皿g／しの標準溶液を調製した。この標準溶液100μLを採

　馭し10皿しの精製水に添加したもの（100倍希釈）をG　C／M　Sで測定した。横軸に濃度

（皿g／L）を，縦軸にピーク面積（count）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，L　OOと良好であった。作成した検量線をFigure　A－2一

1に示した。
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4　検出限界

　　最小検出ピrク面積を10000countに設定し，これに相当する試験液中の被験物質濃

　度0．0004mg／Lを検出限界とした。

5　添加回収試験

　　分析前処理はr1　試験液の分析方法』に示したように，試験液を採取する操作だけ

　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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Figure　A－2－1 Calibration　curve
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FigureA－2－2 Representativechromatogra皿s
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FigureA－2－2
Continued
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Figure　A－2－2 Continロe〔i
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付属資料一3

ミジンコの観察結果
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（

Appendix3－1
Resultofreproductiontest Test　che皿ica1． CCL4 （Untreatedcontro1）

Ti畑e

Rep．

No．

Counts 7〆247／257／267／277／287／297／307／31 8／1 8／2 8／3 8／4 8／5 8／6 8／7 8／8 8／9　　8／10　8／11　8／12　　8／13　　Tota1

1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9　d　　10　d　ll　d　12　d　13　d　14　d　15　d　16　－　17　d　18　d　19　d　20　d　21　d

1
Pgenera七ion

FI　generation

Li▼e

Live －
O
1
0
1
0
－
O
－
O
1
0
1
0
1
0
1
6
　
1
1
0
1
0
1
9
　
2
－
O
1
0
－
O
1
7
　
2
1
0
1
0
1
8
　
2
－
O
1
0Cumulative　re　roductivit

0 0 0 0 0 o 0 0 16 16 16 45 45 45 45 72 72 72 100 100 100 100

2

Pgeneration

Flgeneration

Live

Live －
O
1
0
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
2
　
1
－
O
－
O
1
2
　
3
1
0
－
O
1
0
1
0
　
3
－
O
－
O
1
8
　
2
－
O
－
O

Cumulative　re　roductivit
0 0 0 0 0 0 0 0 12 12 12 44 44 44 44 74 74 74 102 102 102 102

3

Pgeneration

FI　generation

Live

Live －
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O

　1

21 －
O
1
0
－
O
－
0
　
3
－
O
－
O
1
6
　
2
－
O
－
O
工
2
1
3
　
2
－
O

Cumロ1ative　re　roductivi七
0 0 0 0 o 0 0 0 21 21 21 21 51 51 51 77 77 77 79 102 102 102

4
P騒eneration
FI　　eneration

Live－

Live 1
0
1
0
1
0
－
O
－
O
－
O
1
0
－
O
1
6
　
1
1
1
－
O
－
O
1
4
　
2
－
O
1
0
1
7
　
1
－
O
－
O
－
O
1
7
　
2
1
OCumulative　re　roductivit

0 0 0 0 0 0 0 0 16 17 1了 17 41 41 41 58 58 58 58 85 85 85

5

Pgeneration

Flgeneration

Live

Live －
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
0
－
O
1
0
　
1
1
2
　
1
－
O
1
0
1
8
　
2
1
O
－
O
1
1
　
2
－
O
1
0
－
O
1
4
　
2
－
OC“mulative　re　roduc七ivi七

0 0 0 0 0 0 0 0 10 22 22 22 50 50 50 71 71 71 71 95 95 95

6

Pgeneration

FI　genera七ion

Live

Live －
O
－
O
－
O
1
0
－
O
1
0
－
O
1
0
1
5
　
1
1
0
1
0
1
8
　
2
1
0
1
0
－
O

－
廿
U
　
2
－
O
－
O
1
8
　
2
－
O
l
OCumulativereroductivit o 0 0 0 0 o 0 0 15 15 15 43 43 43 43 69 69 69 97 97 97 97

7

Pgeneration

FI　generation

Live

Live －
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
6
－
O
－
O
1
9
　
2
－
O
1
0
1
7
　
3
－
O
－
O
－
O
1
6
　
2
－
O
－
O
1
4
　
2

Cumulative　re　roductivit
0 o 0 0 0 0 0 6 6 6 35 35 35 72 72 72 72 98 98 98 122 122

8

Pgenemtion

FI　generation

Live

Live －
O
－
O
1
0
1
0
－
O
1
0
－
O
－
O
1
2
　
2
I
O
1
0
－
O
1
9
　
2
－
O
－
O
1
6
　
2
1
0
－
O
－
O
1
3
　
2
－
OCu皿ulative　re　roductivit

o 0 o 0 o 0 0 o 22 22 22 22 51 51 51 77 77 77 77 100 100 1oo

9
Pgenera七ioロ
Flgeneration

Live

Live －
O
1
0
1
0
－
O
1
0
－
O
1
0
－
O
－
0
　
2
1
0
1
0
1
0
1
3
　
3
1
O
－
O
1
9
　
2
1
0
1
0
－
O
1
3
　
2
1
0Cumulative　re　ro－uctivi七

0 0 0 0 0 0 0 0 20 20 20 20 53 53 53 82 82 82 82 105 105 1G5

　　　Pgcneration

lO　F工generation

Live

Live －
O
－
O
1
0
－
O
1
0
1
0
－
O
－
O

　1

21 －
O
1
0
－
0
　
3
1
0
－
O
－
O

－
【
」　
2
－
O
－
O
1
4
　
2
－
O
－
OCu佃ulatj－vo　re　roductivit

0 0 0 0 0 0 0 o 21 21 21 51 51 51 51 76 76 76 100 100 100 100
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Appendix　3－2 Result　of　reproduction　test Test　che皿ica1： CCL4 （Concentration1）

Ti掴e

Rep．

No．

Counts 7／24　　7／25　7／26　7／27　7／28　7／29　7／30　7／31　　8／1 8／2 8／3 8／4 8／5 8／6 8／7 8／8 8／9　　8／10　8／11　8／12　8／13　　Tota1

1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d
9d　10dlla12d13d14d15d16d17d18－19d20d21d

1

Pgeneration

FI　genera七ion

Live

Live －
O
－
O
－
O
－
O
1
0
1
0
1
0
1
0
1
1
　
2
1
0
－
O
1
0
1
8
　
2
－
O
－
O
1
8
　
2
1
0
－
O
－
O
－
0
　
2
－
OC口mula七ive　re　roductivit

o 0 0 0 o 0 0 0 21 21 21 21 49 49 49 77 7了 77 77 9了 97 97

2

Pgeneration

FI　genera七ion

Li▼e

Live －
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
9
　
1
－
O
－
O
1
1
　
3
1
0
－
O
1
0
1
8
　
2
－
O
－
O
1
8
　
2
－
O
－
O

Cumulative　re　roductivit
0 0 0 0 0 0 0 0 19 19 19 50 50 50 50 78 78 78 106 106 106 106

3

Pgeneration

FI　generation

Live

Li▼e －
O
1
0
1
0
1
0
－
O
－
O
1
0
－
O
1
3
　
1
1
0
－
O
1
9
　
2
1
0
－
O
1
0

1
2
U

　
2
－
O
1
0
1
5
　
2
1
0
－
OCumulative　re　roductivit

0 0 0 0 o 0 0 0 13 13 13 42 42 42 42 68 68 68 93 93 93 93

4

Pgeneration

F1　区eneration

Live

Li▼e
－
O
－
O
－
O
－
O
1
0
1
0
－
O
－
O
1
7
　
1
－
O
－
O
－
O
1
3
　
3
－
O
1
0

　1

30 1
0
1
0

1
【
」
　
2
－
O
－
OCumulative　re　ro4uctivit

0 0 0 0 0 0 0 0 17 17 17 17 50 50 50 80 80 80 一105 105 105 105

5

Pgeneration

FI　　e口eration

Live

Live －
O
－
O
－
O
1
0
－
O
1
0
－
O
－
O
1
9
－
O
－
O
1
4
　
3
－
O
－
O
1
9
　
2
1
0
－
O
－
O
1
6
　
2
－
O
－
OCumulative　re　roductivit

o 0 0 0 0 o 0 0 9 9 9 43 43 43 72 了2 72 72 98 98 98 98

6

Pgeneration

FI　　eneration

Live

Live －
O
－
O
1
0
－
O
－
O
1
0
1
0
－
O
1
5
　
1
－
O
1
0
－
0
　
3
－
O
－
O
－
O
1
7
　
2
－
O
1
0
1
1
　
3
－
O
1
0Cumulative　1・e　roductivit

0 o 0 0 0 0 O o 15 15 15 45 45 45 45 72 72 72 103 103 103 103

7
Pgeneratioロ

FI　generation

Live

Live －
O
1
0
1
0
－
O
－
O
－
O
－
O
1
0
1
O
　
2
－
O
－
O
1
3
　
3
－
O
1
0
1
5

　1

21 1
0
－
O

－
謄
U
　
2
－
O
－
OCumulative　re　roductivit

0 O 0 0 o 0 0 0 20 20 20 53 53 53 58 79 了9 79 105 105 105 105

8

Pgeneration

FI　generation

Live

Live －
O
－
O
1
0
1
0
1
0
－
O
－
O
－
O

　1

16 －
O
1
0

　1

10 1
5
　
1
－
O
－
O
1
9
　
2
－
O
－
O

－
【
U
　
2
－
O
－
OCumulative　re　roductivit

0 0 o 0 0 0 0 0 16 16 16 26 41 41 41 70 70 70 95 95 95 95

9
P　genera七ion

FI　　eneration

Live

Live －
O
－
O
－
O
1
0
－
O
－
O
－
O
－
O
1
5
　
1
－
O
－
O
－
0
　
3
1
0
－
O
1
1
　
2
1
2
　
1
－
O
1
0

　1

3工 －
O
－
OCumulative　re　roductivit

0 0 0 0 0 0 0 0 15 15 15 45 45 45 66 78 78 78 109 109 109 109

　　　Pgeneratiou
10Flgeneration

Live

Live －
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
0
－
O
－
O

　1

16 －
O
－
O
－
O
1
5
　
2
－
O
－
O

　1

21 －
O
－
O
－
O
1
3
　
2
1
OCumulativereroductivit o 0 0 0 o o 0 0 16 16 16 16 41 41 41 62 62 62 62 85 85 85
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Appendix3－3 Result　of　reproduc七ion　test Test　chemica1
CCL4 （Concentration2）

Time

Rep．

No．

Counts 7／24　了／25　7／26　7／2了　了／28　7／29　7／30　7／31　　8／1 8／2 8／3 8／4 8／5 8／6 8／7 8／8 8／9　　8／10　8／11　8／12　8／13　　Tota1

1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d　　lO　d　ll　d　12　d　13　d　14　d　15　d　16　d　1了　d　18　d　19　d　20　d　21　d

1

Pgeneration

FI　　eneration

Live

Live 1
0
1
0
1
0
1
0
1
0
－
O
－
O
－
O
1
5
　
1
－
O
－
O
1
8
　
2
－
O
－
O
1
0
1
7
　
2
1
0
1
0
1
5
　
2
1
0
1
0Cumulative　re　rodロctivit

0 o 0 0 0 0 0 o 15 15 15 43 43 43 43 70 70 70 95 95 95 95

2

Pgeneration

Flgeneration

Live

Live －
O
1
0
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
9
－
O
1
0
1
6
　
2
1
2
－
O
－
O
1
8
　
2
－
O
－
O
1
5
　
2
1
0
1
0Cumulative　re　roductivit

0 0 o 0 o 0 0 0 9 9 9 35
3了 3了 37 65 65 65 90 90 go go

3

Pgeneration

Flgeneration
Li▼e

Live －
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
0
－
O
－
O
1
7
－
O
1
0

　1

31 －
O
－
O
－
0
　
3
－
O
－
O
－
O
1
9
　
2
－
O
－
O

Cumulativ－e　re　roductivit
0 0 0 0 0 0 0 0 7 7 7 38 38 38 68 68 68 68 9了 97 97 97

4
Pgeneratio員
FI　genera七ion

Livo

Live －
O
－
O
1
0
1
0
1
0
－
O
1
0
－
O
1
4
　
1
－
O
－
O
1
7
　
1
－
O
－
O
－
O

　1

21 －
O
－
O
1
3
　
2
－
O
－
O

Cumula七ive　r巳　roductivit
0 0 0 0 0 0 0 o 14 14 14 31 31 31 31 52 52 52 75 75 75 75

5

Pgeneration

Flgeneration

Live

Live 1
0
－
O
－
O
1
0
1
0
1
0
－
O
－
O
1
5
　
1
－
O
－
O
1
0
1
2
　
2
1
0
1
0
1
3
　
2
1
0
－
O
1
5
　
2
－
O
－
O

Cumulativerero面ctivit
o 0 0 0 0 0 0 0 15 15 15 15 37 37 37 60 60 60 85 85 85 85

6

Pgeneration

Flgeneration

Live

Live 1
0
－
O
1
0
1
0
1
0
－
O
－
O
－
O
1
0
　
2
1
0
－
O
1
5
　
3
－
O
－
O
1
6
　
2
1
1
1
0
－
O
1
2
　
3
－
O
1
0Cロmロ1ativereroductivit

0 0 0 o 0 0 0 o 20 20 20 55 55 55 81 82 82 82 114 114 114 114

7
Pgenera七ion

FI　generation

Live

Live －
O
1
0
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
8
　
1
－
O
－
O
1
9
　
2
－
O
－
O
1
0

　1

21 1
0
－
O
1
8
　
2
1
0
1
0Cロmロ1ative　re　roductiマit

0 o 0 0 0 0 0 0 18 18 18 47 47 47 47 68 68 68 96 96 96 96

8

Pgeneration

Flgeneratio口

Live

Live －
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
0
1
5
－
O
1
0

　1

18 1
1
－
O
1
3
　
4
－
O
－
O
1
5
　
2
1
7
－
O
－
O
1
4
　
2Cumulative　re　roductivit

0 o 0 0 o o o 5 5 5 23 24 24 67 67 67 92 99 99 99 123 123

9

Pgeneration

Flgener且tion

Live

Live －
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
0
　
1
－
O
1
0
1
1
　
3
1
1
－
O
－
O

－
【
」　
2
－
O
1
0

　1

21 －
O
－
OCumulative　re　roductivit

0 0 o o 0 0 o 0 10 10 10 41 42 42 42 67 67 67 88 88 88 88

　　　Pgeneration

lO　　FI　gener且tion

Live

Live －
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
1
　
1
－
O
1
0
1
2
1
2
　
2
1
0
－
O
1
5
　
2
1
0
－
O
1
1
－
0
　
2
－
OCumulative　re　rodlictivit

0 0 0 0 0 0 0 0 11 11 11 13 35 35 35 60 60 60 61 81 81 81
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Appendix3－4 Result　of　reproduction　te8七 Test　che皿ica1 CCL4
（Concentrati・n3）

Time

Rep．

No．

Countε 7／247／257／26了／277／287／297／307／31 8／1 8／2 8／3 8／4 8／5 8／6 8／7 8／8 8／9　　8／10　8／工1　8／12　8／13　Tota1
1d 2d 3d 44 5d 6d 7d 8d

9d10dlld12d13d14d15d16d17d18d19－ рQ0d21d
1

Pgeneratio“

FI　gen巳ration

Live

Live －
O
－
O
－
O
－
O
1
0
－
O
1
0
1
0
1
8
1
0
－
O

　1

19 1
0
－
O
1
0
1
7
1
0
－
O
1
5
　
2
－
O
－
OCumulati▼e　re　rod”ctivit 0 0 o 0 0 0 0 0 8 8 8 27 27 27 27 34 34 34 59 59 59 59

2

Pgeneration

FI　generation

Live

Live 1
0
－
O
1
0
－
O
－
O
－
O
－
O
l
O
1
5
－
O
－
O
1
0
1
3
　
1
1
0
－
O

－
虐
U
　
1
－
O
1
0

－
弓　
2
1
0
1
0

Cumulativereroduotivit 0 0 0 0 0 0 0 o 5 5 5 5 18 18 18 34 34 34 58 58 58 58

3

Pgeneration

FI　generation

Live

Liv巳 －
O
1
0
－
O
1
0
－
O
1
0
－
O
－
O
1
5
－
O
－
O
1
8
　
2
1
0
－
O
1
4

ー
イ
　
一 －
O
－
O

－
β
口　
2
－
O
－
OCumulativc　re　roduc七ivit 0 0 o 0 0 0 0 0 5 5 5 33 33 33 37 51 51 51 77 77 77 77

4
P店eneration
Flgeneration

Live

Live －
O
－
O
1
0
－
O
1
0
1
0
－
O
1
0
1
8
－
O
－
O

－
づ
　
一 1
1
－
O
1
0

　1

18 －
O
－
O

　1

21 －
O
I
OCumulative　re　roduc七ivit 0 0 0 0 0 0 0 0 8 8 8 22 23 23 23 41 41 41 62 62 62 62

5

Pgeneration

Flgeneration

Live

Live －
O
－
O
－
O
1
0
－
O
－
O
－
O
－
O
1
6
1
0
－
O

－
直
U
　
3
－
O
1
0
1
9
　
2
－
O
1
0
－
O
1
4
　
2
1
0
－
OCumulativereroductivit 0 o 0 0 0 0 0 0 6 6 6 42 42 42 71 71 71 71 95 95 95 95

6
P　generation
Flgeneration

Live

Live －
O
1
0
－
O
－
O
1
0
－
O
1
0
－
O
1
2
－
O
－
O
1
1
　
2
1
0
－
O
1
0

　1

13 1
0
1
0
1
7
　
2
－
O
－
OCumulativereroductivit 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 2 23 23 23 23 36 36 36 63 63 63 63

7

Pgeneration

Flgeロeration

Live

Live －
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
0
－
O
1
5
　
1
－
O
－
O
1
4
　
2
－
O
－
O
－
O
1
3
　
2
－
O
－
O
1
6
　
2
－
O
－
GCロmロ1ative　re　roductivit 0 0 0 0 O 0 0 0 15 15 15 39 39 39 39 62 62 62 88 88 88 88

8
P琶eneration

F1　琶eneration

Live

Live －
O
－
O
1
0
1
0
1
0
1
0
－
O
1
0

　1

10 －
O
1
0
1
5
　
2
－
O
－
O
－
O
1
3
　
2
－
O
l
O
1
7
　
2
－
O
－
OCumulativereroductivit 0 0 0 0 0 0 0 0 10 10 10 35 35 35 35 58 58 58 85 85 85 85

9

Pgeneration

F工　eneration

Live

Live 1
0
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
4
　
1
－
O
－
O

　1

19 －
O
－
O
1
0
1
3
　
2
－
O
－
O
1
6
　
2
－
O
－
OCumulativereroductivit o 0 0 0 o 0 0 0 14 14 14 33 33 33 33 56 56 56 82 82

　　　Pgenera七ion

10　 Fl　generation

82 82
Live

Live －
O
－
O
－
O
－
O
－
O
1
0
－
O
－
O
1
2
　
1
－
O
－
O
1
5
1
1
　
1
1
0
－
O
0
8

Cumula
Et「1畿llltf＿金ulatl．nb妾auseOthe妾rent11，遭毒刃fa号as藷add壽ing堵21¶諾ytま妻ting21eri謹 36
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Appendix　3－5 Result　of　reproduction　test Test　chemica1： CCL4
（Concentration4）

Time

Rep．

No．

Counts 7／24　7／25　7／26　7／27　7／28　了／29　7／30　7〆31　　8／1 8／2 8／3 8／4 8／5 8／6 8／7 8／8 8／9　　8／10　8／11　8／12　8／13　　Tota1
1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d　　IO　－　11　d　12　d　l3　d　14　d　15　d　16　d　17　d　18　d　19　d　20　d　21　d

1

Pgeneration

FI　generation

Live

Live 1
0
－
O
I
O
－
O
－
O
－
O
1
0
－
O
－
O
1
0
－
O
－
O
－
O
－
O
1
0
1
3
－
O
－
O
－
O
1
3
－
OCumulative　re　roductivit

o 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 3 3 6 6 6

2
P　generation

FI　generation

Live

Live 1
0
－
O
1
0
－
O
－
O
－
O
－
O
l
l
－
O
1
0
1
1
　
1
1
0
1
0
－
O

　1

16 1
0
1
0
1
1
　
1
1
0
－
O

ユ
ユ
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Appendix3－6 Result　of　reproduction　test Test　chemica1
CCL4

（Concentration5）
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TableA－4－1Calculation・ftheEC50（21days）

Log比me廿｝od Filename：一A366－5、DAT

Nb」

一
12

3

4

5

　DOSE　　N
7．730100．000

2．940100．000

－1，010100．000－

0，4941bo．000

0．187100．000

　　R
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了0、1－00
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1，200

Pとrcent　Y’　　Y　（n壷）　　y　　Y＾　　Y＾一Y

O、99999．900－2、8（0．1qO）6．9072．？920．000

　0、701　フ0．400　2、6（20．960）　0．852　　0．924．一1．650

　0，26326．300－0，5〔19．383）一1．030　－1、141　一α664

　0．063　6．300－2、5（5．903）一2．700　－2，523　－0．004

0＝0121．200－53（1．186）一4・41卜4・40qO・893

　　　　　　　　　　　　　　　first

Chi－SQR　Ca1』．＿＿＿　　　2．22027

Ch17SQR［α05，d伝1］＿　．．フ．81472

beta＿＿．＿＿＿，．　　　1・．93239

」1pha．．、＿．＿．＿．．．’一 @　一t16026
Sゼ〔nui白teValue　D10＿　　0．584フ22・

　　　　　　　　D90、．．　　　5．68299

　　　　　　　　D50＿　　　　1．8229

95percent　Co面dence　Iim比　　　　g＝0ρ4100
by　f…e聾er＿．』，…・1．57144－　　　2．15954
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TableA－4－2CalculationoftheNOEC，LOEC（21days）

In　ut　Data　Tab1ε一

鰐0． Conけ01　Go丑。．．1　　Co丑。．2　Conc，3　Co皿c、4　Conc．5
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