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陳述書

株式会社三菱イヒ学安全科学研究所

　　　　　　　　　　横浜研究所

試験委託者 環境省

表 題 1，1一ジクロロエチレンのヒメダカ（Ob41∂5／6∠加θs）

に対する急性毒性試験

試　験　　番　号 AO601O31

　本試験は試験計画書および標準操作手順書に従って実施され，本報告書はその結

果を正しく記載したものである。

　また，本試験は下記のGL　Pに従って実施したものである。

「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，最終改正：平成17年4月1日）

2006年　7月21日

試験責任者
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信頼性保証書

株式会社三菱化学安全科学研究所

　　　　　　　　　　横浜研究所

試験委託者　．　環境省

表 題 1，1一ジクロロエチレンのヒメダカ（OT％掬5ノ躍如θ5）に

対する急性毒性試験

試　験　番　号 A　O60031

　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認した。

己妻口

実　施　事　項

試験計画書監査一

　　試験計画書

　　変更書（変更番号：01）

試験液の査察

　　試験液の調製

　　魚の投入

　　魚の観察

最終報告書監査

実　施　日

2006年

2006年

2006年

2006年

2006年

2006年

5月23日

6月　1日

5月29日

5月29日

6月　2日

7月21日

　運営管理者および

試験責任者への報告日

2006年　5月23日

2006年　6月　1日

2006年

2006年

2006年

2006年

5月29日

5月29日

6月　2日

7月21日

2006年　7月21日
信頼性保証部門担当者
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1．　表 題

2．　試　　験　　目　的

3．　適用ガイドライン

4．　適　用　G　L　P

5．　試　験　委　託　者

6．　試　験　受　託　者

7．　試　　験　　施　設

8．　試　験　責　任者

試験実施概要
1，1一ジクロロエチレンのヒメダカ（OT％ノ∬／8∠iρθ5）

に対する急性毒性試験

（試験番号：A　O60031）

被験物質のヒメダカ（0■」ノz185／躍1ρθs）に対する急性毒性試

験を行い，96時間の半数致死濃度（LC50）を求める。

「新規イヒ学物質等に係る試験の方法についてく藻類生長阻害試

験，ミジンコ急性遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験＞」　（平　〆

成15年11月21日薬食発第1121002号，平成15・11・13製局

第2号，環保企肇第031121002号，最終改正：平成17年4月1

日）

「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，最終改正：平

成17年4月1日）

環境省

東京都千代田区霞が関一丁目2－2

株式会社三菱化学安全科学研究所

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

神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地

生態化学研究部

r
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9．試験担当者 ＿＿鳳認・ 7月21日）

（2006年　7月21日）

（試験実施）

10．　試　　験　　日　程 試験開始日

実験開始日

実験終了日

試験終了日

2006年

2006年

2006年

2006年

5月23日

5月29日

6月　2日

7月21日

11．　保 管 下記の試資料は，株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究

所の試資料保管施設に保管する。ただし，被験物質については

揮散性が著しく，正常な保管が困難なため保管しない。

　1）試験計画書

　2）最終報告書

　3）生データ

　4）対照物質

　5）その他必要なもの
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要 約

試験委託者

環境省

表　　題

　1，1一ジクロロエチレンのヒメダカ（Or形ノ鋸ノ躍1ρθ5）に対する急性毒性試験

試験番号

A　O60031

試験方法

　　本試験はr新規化学物質等に係る試験の方法について〈藻類生長阻害試験，ミジンコ急性

　遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験＞」　（平成15年11月2i日薬食発第1121002号・平成15・

　11q3製局第2号，環保企発第031121002号，最終改正1平成17年4月1日）に準拠して実施した・

D　暴露方式

2
）

3
）

4
5
口
∪
7
8
∩
口

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

半止水式（胴時間毎に試験液の全量を交換）

水面をテフロンシートで被覆

96時間

対照区，7．50，15．0，30，0，60．0，120皿g／L

公比：2．O

5，0L／容器

1容器／試験区

10尾／試験区

24±1℃

室内光，16時間明（10001ux以下）／8時間暗

ガスクロマトグラフィー質量分析（G　C／MS）
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試　験　結　果

D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，試験液調製時において53～66％，

　24時間後において47～59％であった。

2）96時間暴露後の半数致死濃度（LC50）

3）96時間暴露後の0％死亡最高濃度

4）96時間暴露後の100％死亡最低濃度

．44、5mg／L（95％信頼区間：

　17．3　皿g／L

　73．0皿g／L

32，2～73、0皿g／L）
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1　被験物質

L1名称，構造式および物理化学的性状

被験物質の名称 1，i一ジクロロエチレン

別　　　　　　　　　　名 （略称：DCE）

C　　A　　S　　番　　号 75－35－4

構造式又は示性式

CI

ｿ

分　　　　　子　　　　　量 96．94328

試　験　に　供　し　た

ｨ質の純度　（％）
99．99％辱1

試　験　に　供　し　た

ｨ質のロ　ッ　ト番号
02320AD毒1

不　純　物　の　名　称
y　　び　　含　　有　　率

一

蒸　　　　気　　　　圧 6．00E＋02皿皿g〔25℃）

対　　水　　溶　　解　　度 2420皿g／L（25℃）

1一オクタノール／水分配係数 2，13（LogKOW）

融　　　　　　　　　　点 一122、5℃

沸　　　　　　　　　　点 31、6℃

常温における性状 無色透明液体‡1

安　　　　定　　　　性 一

溶媒 溶解度 溶媒中の安定性

溶媒に対する溶解度等
アセトン 〉1000mg／L42 一

上記内容は委託者提供資料による。

　ただし≠の内容は以下の通り。

　刈：供給者提供資料

　砲：当社測定値
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1．2供試試料

供給者：

L3保管法および安定性の確認

　被験物質は試験期間中，当研究所の試験物質保管用冷蔵庫（保管条イ牛：冷蔵，暗所・窒素

封入）内に保管した。試験終了時に保管した被験物質の赤外吸収スペクトルを測定した・得

られたスペクトルは試験開始時に測定したスペクトルと一致したことカ、ら，被験物質は保管

中安定であったと判断した。赤外吸収スペクトルを付属資料一1に示・す。

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

　　D和　名：

　2）学　名：

　3）入手先：

　4）入手日：

　5）ロット番号：

　6）全　長：

　7）体　重：

　8）感受性：

9）年　齢：

1ωじゅん化期間：

ヒメダカ

0刀4／65／81ノρ65

綱島フィッシング（神奈川県横浜市港北区綱島西五丁目弼番1号）

2006年2月了日

G6－H－020了

平均2．24c皿（1．96～2．48c皿），n＝10

平均0．102g（0、057～0，144g），nニ10

基準物質（硫酸銅（H）五水和物，試薬特級）による96時間半数致死濃

度（LC50）＝0．77皿g／L（95％信頼区間：0．58～1，0皿g／L）

以下に当研究所におけるLC50値（1995年以降，nニ34）を示す（全て無水

物換算値）。

　　平均値±標準偏差＝0．85±0．28皿g／L

　　最小値～最大値　　＝0．44～L5皿g／L

孵化後約1年

2006年5月12日～2006年5月29日

暴露開始前7日間の死亡率は5％未満で，試験には肉眼的に健康で正常

な個体を使用した。じゅん化期間中は薬浴は行わなかった（暴露開始前

14日間のじゅん化条件は以下に示す）。

　じゅん化前の薬浴

　有（日本家庭用塩製食塩，上野製薬製エルバージュ）

1Dじゅん化条件：

　　　　飼育水：

　　　　飼育方式：

　　　　水温：

　　　　溶存酸素濃度：

　　　　p　H＝

　　　　照明1

　　　餌の種類1

　　　給餌量：

希釈水（3．2参照）

流水式（飼育密度：L　O　g／L／日以下）

24±1℃

飽和濃度の80％以上

6．5～8．5

室内光，16時間明（10001ux以下）／8時間暗

テトラベルケ社テトラミン

魚体重の約2％／日（暴露開始の24時間前からは無給餌）
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3　試験方法

　　　本試験はr新規化学物質等に係る試験の方法についてく藻類生長阻害試験，ミジンコ急

性遊泳阻害試験及び魚類急性毒性試験＞」　（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031】21002号，最終改正1平成17年4月1日）に準拠して実施

　した。

3．1試験条件

　D暴露方式：

　2）暴露期間：

　3）試験液量：

4）連数：

5）供試生物数二

6）試験温度：

7）溶存酸素濃度：

8）p　H：

9）照明：

工ω給餌：

半止水式（24時間毎に試験液の全量を交換）

96時間

5．O　L／容器

（試験液1．O　L当たり供試魚重量がL　O　gを超えないようにした）

1容器／試験区

10尾／試験区

24±1℃

飽和濃度の60％以上（エアレーションなし）

p　H調整なし

室内光，16時間明（10001ux以下）／8時間暗

無給餌

3．2希釈水

　希釈水として，横浜市水道水を活性炭処理後，活性炭で除去できない極微量の遊離塩素を

　中和するため希釈水にチオ硫酸ナトリウム水溶液を添加することにより残留塩素等を除去し，

充分通気24±2℃に温度制御した脱塩素水道水を使用した。脱塩素水道水は，水産用水基

準（昭和58年）に示された測定項目等計35項目について，定期的（約6ヶ月毎）に測定して

　いる。測定結果については付属資料一2に示す。硬度は通常30～100皿g／L（CaCO3換算），

　pHは6．5～8，5である。使用時には残留塩素が無いことを確認した。魚飼育水として適正な

水質であると判断した。

3．3　試験容器および恒温槽等

D試験容器：

2）恒温槽：

3）温度計：

4）pHIDO計：

5．O　L容ガラス製水槽（水面をテフロンシート製蓋で覆った）

：塩ビ製水槽（恒温装置，ダイテック製　クールニットCL－80F型）

ハンナ製チェックテンプ

堀場製作所製　D－55型
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5）電子天秤二 メトラー製

メトラー製

メトラー製

メトラー製

メトラー製

AG204型

AE163型

AB204－S型

PB3002型

AB204型

3．4　試験濃度の設定

　試験濃度は，当該被験物質の希釈水に対する溶解度が〉1000皿g／L（当社測定値）である

ため，試験上限濃度（100皿g／L）以下に設定した。

　以下の表に示す予備試験〔各1連，5尾／2．5L／試験区）の結果に基づき・本試験濃度

を次のように決定した。

本試験濃度　（設定値）：対照区，7．50・15．0，30．0，60・0，120‡皿g／L

　　　　　　　（公比：2、0）

　　　　　　　‡：試験液調製時に揮散による損失が予想されるため、試験上限濃度

　　　　　　　　（100皿g／L）以上になるように設定

　　なお，2回の予備試験において暴露開始時の試験液濃度は，それぞれ87．8皿g／L（設定に対

　して5眺，予備試験1回目），50，9皿g／L（設定に対して68鑑，予備試験2回目）となり，設

　定どおりに調製ができなかった。本被験物質は，蒸気圧：6×102㎜Hg（25℃），沸点：3L6℃

であることから高い揮散性を有していると考えられる。したがって，設定通りに調製できな

　かった原因は，揮散による損失と判断した。

予備試験結果（1回目）

設定濃度

（皿9／L）

暴露開始時の

　測定濃度
　（皿9ん）

96時間の死亡率（％） 毒性症状

　1．50

15．0

150 8了，8〔59％‡）

20

20

100

無
鉦
㎜

予備試験結果（2回目）

設定濃度

（mg／L）

暴露開始時の

　測定濃度
　（㎎／L）

96時間の死亡率〔％） 毒性症状

　O．750

7．50

75，0 50．9〔68％’）

0
0
0

　
　
8

無
無
有

舵設定に対する割合 全魚死亡のため，観察不適
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3．5書式験液の調製

　試験液の調製方法を付属資料一3に示す。被験物質原液は用時調製とした・

　対照区は希釈水のみとした。

3．6書式験液の分析

　暴；露期間中に2セット（暴露開始時と24時間後の換水前，24時間後の換水後と48時間

後の…換水前）分析を行った。各試験容器より試験液を採取し分析試料とした。これをガスク

ロマトグラフィー質量分析（GC／MS）により分析した。詳細を付属資料一4に示す。

3．7言試験操作

　　暴露開始時に供試魚と同水槽でじゅん化した魚10尾の重量および全長を測定し・全長で

　2，3±L2c皿であることを確認した。

　　試験液の外観を記録し，水温，溶存酸素濃度，pHを測定後，試験液中に供試魚を1試

　験区当り10尾無作為に（ランダム発生表に従い）投入した。試験液の外観の記録および水

　温，溶存酸素濃度，pHの測定は暴露期間中少なくとも毎日1回（換水前後も含む）行っ

　た．暴露期間中給餌は行わなかった。

　　暴露開始後24，48，72および96時間に死亡個体数を記録するとともに観察された毒性の

徴候あるいは異常を記録した。一般的症例と定義を以下に示す㌔死亡個体を発見した場合

は，水質の悪化が起こらないよう速やかに取り除いた。

　　幸一般的症例と定義

　　死亡：　　刺激を与えた場合に反応の認められないもの。

　　異常呼吸：　対照区の魚と比較して鰓蓋の動きが異なるもの・　　　　　　　　　，。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛
　　異常遊泳：　明らかに対照区の魚と異なる遊泳をしたもの。動作の緩慢，過敏，痙蟻

　　　　　　　　　反転等。

　　遊泳不能：　底部または水面で動いてはいるものの，水中を遊泳することが不可能な

　　　　　　　　　もの。横転，仮死を含む。
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3．8　結果の算出

　D半数致死濃度算出に用いる被験物質濃度の決定

　　以下の式より実測濃度の平均値（時間加重平均値）を算出し，半数致死濃度算出に用い

　た。

　　　（時間加重平均）

　　　　一　　　　σ011C／1　－COηcB
　　　　　　　　　　　丹　　　　　　　　　　　　ハ
　　　　アれご　コ
　　　　　』1n（C・畑打）一1n（C・1・εB．）

一　　　王πc　十ηtC　　十・　・十’ηc
ハイC＝　　1　　2　　　　　η

　　　　　　　η

皿0、：　　各暴露期間の平均測定濃度

60刀躍，：　暴露開始時又は換水後の測定濃度

60刀。場：　暴露終了時又は換水前の測定濃度

（ω配オカとω％場の値が同じ場合は，∬o．＝60刀躍，＝‘研砺とする）

〃挽　　　平均測定濃度

2〕半数致死濃度（LC50）の算出

　暴露開始後24，48，72および96時間の各試験区における，死亡数と供試個体数（10尾）

から死亡率（％）を求め，以下の方法で半数致死濃度（LC50）を決定した。

最高濃度区における死亡率 ≧50％ 〈50％

LC50の決定方法 Probit法，Movingaverage法，
aino皿ial法での算出結果から適切

ﾆ判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を

L載する。

濃度一死亡率曲線の記載 記載する。 記載する。

310％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　暴露開始後24，48，72および96時間の観察結果より，各時間における0％死亡最高濃

度およびIOO％死亡最低濃度を可能な限り記録した。

　なお，0％死亡最高濃度とは，死亡個体が観察されない試験最高濃度，100％死亡最低濃

度とは全ての個体が死亡した試験最低濃度とした。
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4　結果および考察

　4、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。

4．2　試験液中の被験物質濃度

　試験液中の被験物質濃度の分析結果をTable1に，代表的なクロマトグラムを付属資料一

　4に示す。

　試験液の分析の結果，測定値の設定値に対する割合は，試験液調製時において53～66％・

24時間後において47～59％であった。

4．3　半数致死濃度（LC50）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r

　各時間における累積死亡率をTable2に，濃度一死亡率曲線をFigure1に示す。

　暴露96時間の対照区の死亡率は0％であり，試験成立条件を満たした。

　以上の結果に基づき算出された半数致死濃度（LC50）をTable3に，96時間LC50の算出

結果を付属資料一5および以下に示す。

　　　96時間LC50：　44．5皿g／L（95％信頼区間：32．2～73．O　mg／L）

4．4　0％死亡最高濃度および100％死亡最低濃度

　各時間における0％死亡最高譲度および100％死亡最低濃度をTable4に，また暴露96時間

　における結果を以下に示す。

　　　　96時間の0％死亡最高濃度　：　17．3皿g／L

　　　　96時間の100％死亡最低濃度：　73．0皿g／L

4．5毒性症状

　観察された毒性症状をTable5に示す。

　対照区，7，50皿g／L，15・0皿g／Tの濃度区では暴露期間中に異常な症状は観察されなかった・

30・0皿g／L，60，0皿g／しの濃度区では異常呼吸が観察された。120皿g／しの濃度区では初回観察

時点で全魚死亡であった。
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4．6試験液の外観および水温溶存酸素濃度，pH

　試験液の外観をTable6、水温をTable7，溶存酸素濃度をTable8，pHをTable9に

示す。

　試験液の外観は，すべての試験区で暴露期間を通じて無色であった。

　すべての試験区で，水温は24±1℃，溶存酸素濃度は飽和溶存酸素濃度（24．0℃の飽和

溶存酸素濃度：8．25皿g／L）の60％以上であり，いずれも試験基準を満たした。p　Hはヒメ

ダカの飼育環境として適正範囲（6．0～8．5）内であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　上
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Table1 Measured　Co：ncentration　ofthe　Test　Substance　in　Test　Water

（Se面一Stadc　Condi廿on）

　　Nominal

Concenじation

　　（mg／L）

Measured　Concentration，mg／L

　　　（Per㏄nt　of　Nominal）

O　Hour（new）24Hours（01d）24Hours（now）48Hours（old）

Meana　Measured

　ConcentTation

　　　　（mg／L）

Contro1 〈0．0002 く0．0002 く0，0002 く0，0002

7．50 3．95

〔53）

3，53

（47）

3、94

（53）

4．03

（54）

3．86

（51）

15．0 8，14

（54）

7．54

（50）

9．05

（60）

8．91

（59）

8．41

（56）

30、0 18，4

（61）

16，3

（54）

17．2

（57）

17．3

（58）

17，3

（58）

60．0 33、0

〔55）

28、9

（48）

33、6

（56）

33．4

（56）

32、2

（54）

120 78、7

（66）

67、6

（56）

73．0

（61）

a：time　weighted　mcan

new：丘eshly　prepared　test　solutions

old：test　solutions　on24hours　aaer　preparation　of　new　soluti〔｝ns

The　test　water　fbr　a丑alysis　was　sampled　at　two　renewal　sets　of　fbur　d面ng96－hour　exposure．

一：No　measurement　was　madc　because　an　fish　we∫e　dead　at曲s　observation　time．
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Tablo2 Mo貢ality　ofthe　Medaka（0肌」α5嫉ρ85）Exposcd　to　theTcst　Substance

　　Nominal
Concentratlon

　　（mg1L）

Meana　Measured

　Concenセation
　　　　（mg／L）

Cumulative　Mortality（Percent　Mortality）

24Hoロrs
48Hours 72Hours 96Hours

．．鯉12！．．

7．50 3．86

，皇．．，．！9，．．

．♀．，．．！£！，，

．．，曾，．．．！9、，、

，，2．、，，！2！．．

．♀．，

0

，，！9，，

．．9．．

．．R．．．．⑨

0

15．0 8．41 0 ．．勲．． 0 ，．！m．．． 0 ．．9．． 0

．，！9．

30．0 17．3 0 ．．！曾．． 0 ，．！2！，． 0 ．．勲，， 0

．．曾1

60．0 32．2 1．．！12！．． 1．．！19，， 1，！1勲．．

，．！曾．

120 73、0 10（100） 10（100） 10（100）

1．l121

10（100）

altimewcightcdmean
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Table3 Calculated　LC50Values

Exposure

PeriGd

（Hours）

LC50

（mg／L）

　　95→Percent

Con五dence　Limjts
　　　　（mg／L）

Statistical

Method

24 、懸1三一
．．3 Q：3．．．ーエ！9．，． 至聖思『

艇
4丘1≦

褒；

44．5＝”

32～．一．盈． 丑輿望

72 ．．墜．響．，13・o 蝕哩31、
判　■　■　■　■　■　“　・　一　　一　■　一　■　■　■

96 32．2　－　73．0
Binomia1

＊

Table4

Using　the　concentrations　of3、86－73、O　mg／L

　　Highest　Concentration　inO％MortaHty　and　the　Lowest　Concentrationまn100％Mortality

、

Exposure
Period

（Hours）

Highest　Concen廿adon　in

　　　　O％Mortality

　　　　　　（mg1L）

Low㏄t　Concentration　in

　　　100％Mortality
　　　　　（mg／L）

24 11・そ 1！12

．三1』

．lz・1， 73、0

．召

96

1エ・1

’ll！1』

17，3 73．0
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Table5 Observed　Toxico工ogical　Symptoms

　Nominal
Concentration

　　（mg1L）

Meana　Measured

　ConcentJ「ation

　　　（mg／L）

　　　　　Symptoms

（Symptom¶umber　of　fish）

24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

Controi N N N N

7、50 3．86 N N N N

15．0 8．41 N N N N

30．0 17．3 N N N AR－1

60．0 32．2 N AR－3 AR－3 AR－5

120 73．0

a：time　weighted　mean

N：No　toxicological　symptom　was　observed、

AR　abnormal　respiration

　　No　observatio瓜was　made　because　aU　f三sh　were　dead　at　thls　observ且tion　time．
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Table6
Appearance　ofTest　Solutions

　Nominal
Concenじation
　　（mg／L）

Meana　Measured

　Concentration　　　　　O　Hour

　　　（mg／L）　　　　new

A　　earance　of　Test　Solutions
24Hours 48Hours 72Hours 96Hours
01d new old new old new old

Contro1
C一 C一 C一 C一 C一 C一 C一 C一

7．50 3，86 C一 C一 C一 C一 C一 C一 C一 C一

15．0 8，41 C一 C一 C一 C一 C一 C一 C一 C一

30．0 17、3 C一 C一 C一 C一 C一 C一 C一 C一

60，0 32．2 C一 C一 C一 C一 C一 C一 C一 C一

120
73．0 C一 C一

a：time　weighted　mean

new：f㌃eshly　prepared　test　solutions

old：test　solutions　on24hours　after　preparation　of　new　solutions

－l　No　observation　was　made　because　all　fish　were　dead　at　this　observation　time，

Color

C一：Colorless
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Table7 Temperat皿e　ofTest　Solutions

　　Nominal
Concentration

　　　（mg／L）

Meana　Measured

　Conccntration

　　　　（mg／L）

Tem　eratロre（℃）

O　Hour
24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

new 01d new 01d new old new old

Contro1 24．0 24，0 24．0 24，0 24，3 24．0 24．0 24．0

7，50 3．86 24、0 24，0 24．0 24．0 24、4 24．0 24．0 24，0

15．0 8．41 24．0 24．0 24．0 24．0 24．1 24、0 24，0 24．0

30、0 17．3 23．9 24．0 24．0 24．0 24，1 24．0 24．0 24．0

60，0 32．2 23．8 24．1 24．1 24．0 24、1 24．0 24．0 24、0

120 73．0 23．8 24、0

minimum：23．8

maximu皿24．4

a　time　weightod　mean

new　　　freshly　prepared　test　solutions

old　　test　solutions　on　24　hours　after　preparation　of　new　solutions

－　No　measurement　was　made　because　all　nsh　were　dead　at　this　observatlon　time．
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Table8
Dissolved　Oxygen　Concentrations　in　Test　SoIutions

　　Nominal
Concentration

　　　（mg／L）

Meana　Measured
Conccntration

　　　　（mg1L）

Dissolved　Ox　en　Concentration（m ）

O　Hour 24Hours 48Hours 72Hours 96Hours
new 01d new old new 01d new old

Contro1
8．3 6．7 8、3 6．8 8．3 6、9 8．3 7．4

7．50 3．86 8．3 6、5 8．3 6．5 8、3 6、7 8、3 7．2

15、0 8．41 8．3 6．6 8．3 6．6 8．3 6，9 8．3 7．4

30、0 17．3 8，2 6．3 8．3 6．3 8．2 6．7 8．2 7、3

60．0 32．2 8．1 6．5 8．1 6．6 8．1 6．9 8．1 7、3

120
73．0 7．9 7．8

minimum：6．3

maximum：8、3
a　time　wcighted　mean

new　　　freshly　prepared　test　solutions

old　test　solutions　on24hours　after　preparation　of　new　solutions

－　No　measurement　was　made　because　aU　fish　were　dead　at　this　observation　time．
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Tablc9 pH　Values　of　Test　Solutions

　　Nominal
Conccn1Tation

　　　（mg1L）

MeanコMeasured
　Concentτation

　　　　（mg！L）

H

O　Hour
24Hours 48Hours 72Hours 96Hours

new o玉d new old new old new o工d

Contro1 7．4 7．2 7．4 7．0 7，3 7．0 7，3 7、1

7．50 3、86 7．4 7．0 7．3 7、0 7．3 7．0 7．3 7．1

15．0 8．41 7．4 7』1 7．3 7．0 7、3 7．0 7、3 7，0

30．0 17．3 7．4 7．0 7．3 6，9 7，3 7，0 7，3 7．0

60．0 32．2 7．3 7，0 7．3 6．9 7．3 7．0 7．3 7．1

120 73．0 7．1 7．0

minimum：6．9

maxlmu皿7．4
a

nCW

old

time　weighted　mean

　　倉eshlypreparedtestsolutions

　　test　sGlutions　on　24　hours　aRer　preparation　of　ncw　solutions

No　measurement　was　made　because　all　nsh　were　dead　at　this　observation　time．
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Figure1 ConcentrationMortality　Curve
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付属資料一1

赤外吸収スペクトル
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付属資料一2

　希釈水の水質
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Table　A－2 DHutionWater　Quality

P町ameter

BO　D

COD
pH

Coliform　group　bacteda

O且

Cadmium

Cyanide

Lead

Chromium

A∫senic

Mercury

Free　chlorine

Bromide

Fluoride

Sulfide

Tot創a㎜o血um
Copper

Z並c

Aluコminum

Tin

Manganese

Iro且

Nickel

Total　phosphoms
Selenium

Phenol

Anionic　surfac田nt

Evaporation　residue

Electhc　conductivity

Total　h肛dness（as　CaCO3）

Alkalinity

Sodium

Po匿ssium
Calcium

Magnesium
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付属資料一3

　試験液の調製
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試験液の調製

幽　　1　　　　　　’の＝　＿．．、樗、聖．量．＿，＿、．＿．．．＝二≧＿＿＿、．照与．＿．．．．貼．．＿．＿、魚盈剛≧乞で摂取乏．．．＿．．

　．．．＿其＿薫．＿．．＿．．．．．．．＝＝≧．＿．＿＿1＝窪1＿、＿1字9急9）．＿＿＿．．＿＿＿．．＿、．＿．一＿＿

　＿越麩．物篁換．宴重量＿＿．、二ττ±＿＿、＿堕e＿．．．∫照＿＿．．＿．＿＿．．＿＿＿＿＿＿＿
　＿＿溶＿蕩．．＿．＿＿＿．．：＝丁±．＿、煮麺丞＿．＿＿＿．＿．＿＿．．、．＿．＿．．．＿、．＿．．．一．．、．畠

　．．．＿量繁甕具．＿．＿．＿＿二二≧＿，．．＿．距99、．＿型L＿．＿、＿菱2．＿、＿．杢．．＿、．．＿，．

　．＿．．容＿、器．．＿．＿．＿＿．二τ二≧＿．＿zど主＝ム狸．．．．＿＿＿甲＿＿＿＿．．＿．＿＿＿．、一．．＿

　＿．．．轟．．．．度＿＿，．＿＿．．．＝τ盆＿、＿．．、．129＿．．．．幅L＿＿．．＿、．＿＿、．＿＿＿＿＿一＿＿

　＿．．混食亥式．＿＿＿、．、．．＝＝≧．、．．、λをπラ：鎧繋ユ二等分、超草聖与金程風蜜陰．＿＿，．＿．．

　＿＿．＿，．．．．．．＿＿．．＿．．＿＿，．＿．．娼家ζ」玉二．麹駐物質の鋒滴が塗≦塗れ毬鼠｝1＿一．＿、

2．；　辱の＝
　①の原液を下記の表の通り採取し，希釈水で希釈して試験液とする。

　．誌麸願．丞£最蜂．容量1＿＿．＝＝立＿＿、＿互£．＿，．．』＿＿＿，．．＿、．．＿＿．、．＿＿＿＿一＿＿

　＿一．．容＿．釜＿＿．．＿＿．．．＝＝え＿．．互鮎容；オ臓器丞橿．＿＿．．．．、．．＿＿．＿＿．．．＿．、．．、一＿＿

　＿一．．混食方塞．．＿＿＿．．．．二二≧＿．互乏モ～擦．で逸挫＿．＿．．．＿＿＿．＿、＿＿＿、．＿．．＿，．

　＿一．．溝．塵公．些＿＿甲．．．．．、、．∫＝2．．．．．．＿．．～＝Q9＿．．．．＿＿．．．、．＿．＿、．＿、．＿甲．＿、．．＿■＿＿＿

　　（以下の濃度表示は，最小桁数に合わせている）

　　　設定試験濃度　　　　区甑　　　　　　　　　①原液
　　　　　（m　L）　　　　　（略称）　　　　　　　　　（mL）

　　　　　　　　対照区　　　C　　　　←一〉　　　　　　0
　　　　　　　　　7．50　　　　Conc．1　　　　　　一〉　　　　　　　　　　313

　　　　　　　　　15．00　　　　Conc．2　　　　　　一一＞　　　　　　　　　　625

　　　　　　　　　30．00　　　　Conc．3　　　　　　一一一〉　　　　　　　　　　1250

　　　　　　　　　60、00　　　　Conc．4　　　　　　一一〉　　　　　　　　　2500

　　　　　　　　120．00　　　　Conc．5　　　　　　　一一＞　　　　　　　　　　5000
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付属資料一4

　試験液の分析
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1　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）No2

　　　　ガスクロマトグラフ（GC）：AgilentTechnologies6890N型

　　　　ヘッドスペースサンプラ（HSS）二　AgileロtTechnologiesG1888型

　　　　質量選択検出器（MSD）：　　Agilent　Technologies5973功θ■！型

　　　　データ処理部：　　　　　MSDケミステーション（Windows　xp）

（条件）

［GC条件］

　カラム：　　　Agilellt　HP－ALIS30皿×O．25㎜x5μ皿

　キャリアーガス：ヘリウム　L1皿L／皿in（Constant　flow）

　オーブン温度：　90℃（2皿in）→20℃／皿in→180℃｛3皿in）

　注入口温度：　　200℃

　MSインターフェース温度：180℃

　注入条件：　　　スプリット（スプリット比二80二D

　注入量：　　　　LO趾　（HSSサンプル肝フ。容量）

［HSS条件］

温度条件：　　　Oven　60℃，LOOP　120℃，Transfer　Li皿e　200℃

　イベント時間：　GC　Cycle　Ti皿e　18皿in

　　　　　　　　　Vial　E（1uilibration　Ti皿e　20皿in

　　　　　　　　　Pressurizat　ion　Time　　O，2皿in

　　　　　　　　　Loop　Fill　Ti皿e　O．03皿in

　　　　　　　　　Loop　Equilibration　Ti皿e　O．2皿in

　　　　　　　　　InjectTi皿e1皿in

　バイアルパラメ一夕：Shake（HIGH）

［MSD条件1

温度条件：　　　イオン源200℃，四重極マス・フィルタ150℃

SIM（Selected　Ion　Moni　toring）条件：

　　　　　　　　SolventDelay4皿in

　　　　　　　　Filament　off　6皿in

　　　　　　　　Quant　ion恥／z61，0，恥／z96．0，皿ノz98，0のTIC
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2　検量線

　　アセトンを用い，0，1．00～100mg／しの標準溶液を調製した。標準溶液の分析を以下のよ

　　うに行った。横軸に濃度（mg／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，1．00と良好であった。作成した検

　量線をFigure　A－4－iに示す。

　　　　　精製水d　lO皿L

　　　　　十
　　　　　標準溶液　O，1mL

　　　　　　I

　　　　　混合

　　　　　　l

　　　　　GC／MS測定‡2

＊1：JIS　K　O557A4グレードの水

≠2：測定値は標準溶液濃度の1／100の値となる。

3　検出限界

　　最小検出ピーク面積を1000co恨ntに設定し，

　O，0002皿g／Lを検出限界とした。

これに相当する試験液中の被験物質濃度

4　試験液の分析方法

　D　試験液を以下のように分析した。代表的なクロマトグラムをFigure　A－4－2〔2）・（3）・（4L

　　　（5），（6）、（8），（9），（10），（ID、（12｝に示す。

　　　　　精製水‘

　　　　　　十

　　　　　アセトン　O．1皿L

　　　　　　十

　　　　　試験液‡

　　　　　　1

　　　　　混合
　　　　　　I

　　　　　GC／MS測定

　　　　　虹精製水と試験液の比率を変えることによって被験物質濃度を検量線範囲に入る

　　　　　　　ように希釈する。採取量の合計は10皿しとする。ただし，対照区は希釈せず，

　　　　　　　試験液10mL（精製水二〇皿L）を採取する。
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2）標準溶液を「2

　のに示す。

検量線」と同様に分析した。代表的なクロマトグラムをFigure　A－4－2（1｝，

3）各試験液の被険物質濃度は，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。

5　添加回収試験

　　分析前処理は　r4　試験液の分析方法」に示すように，試験液と精製水，アセトンを混合

　する操作だけであるので，添加回収試験の必要はなかった。したがって，回収率による被験

　物質濃度の補正は行わなかった。
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Figure　A4－1 Calibradon　curve
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Figure　A4－2
Representativechromatograms
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FigureA・4－2
Continued

（3）7．50mg／L　nomjna1，0Hour
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Figure　A4遭
Continued
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Figure　A4塗
Continued
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Figure　A－4塗
Continued
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付属資料一5

　結果の算出
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Table　A－5 Calculation　of　the96hr　LC50

　　　　　　　TOXDAT　MULTI－METHOD　PROGRAM

（BINOMIAL，MOVING　AVERAGE　AND　PROBIT　METHODS）

魚類急性毒性試験
Time：　　　　　96hr

Conc．翫 CONC．

mg／L
㎜BEREXPOSED

NUMBER
DEAD

PERCENT

　DEAD

BINOMIAL

PROB．（％）

Control

Conc．1

Conc．2

Conc．3

Conc．4
Conc．5

　0

3，86

8．41

17．3

32．2
73

O
O
O
O
O
O

1
1
1
1
1
1

0
0
0
0
1
0

　
　
　
　
　
1

　0

　0

　0

　0

10
100

0．09765625
0．09765625

0．09765625
1．07421875

0．09765625

THEBINOMIALTESTSHOWSTmT32．2㎜73C姻BE
USEDASSTATISCALLYSO㎜CONSERVATM…95PERCENT
CONFIDENCE　LIMITS　SINCE　THE　ACTUAL　CONFIDENCE　LEVEL

ASSOCIATED研ITHTHESELIMITSIS98．828125PERCENT・
姻APPROXI幽TELC50FORTHISSETOFDATAIS44・4735651358645

㎜NTHE館珊LESST㎜TWOCONC囲丁蝕TIONSAT囲ICHT麗PERCENT
DE紐ISB訂肥ENO㎜100，NEITHERTHEMOVINGAVE凧GENORTHE
PROBIT寵丁πODC州GIVE齪STATISTICALLYSO㎜）RESULTS・

一44一



試験番号：AO60031

魚類急性毒性試験結果報告書

1．一般的事項

被験物質の名称 1，1一ジクロロエチレン

別　　　　　　　　　　名 （略称：DCE）

C　　A　　S　　番　　号 75－35－4

構造式又は示性式

CI

ｿ

分　　　　子　　　　　量 96．94328

試　験　に　供　し　た

ｨ質の純度　（％〉
99．99％

試　験　に　供　し　た

ｨ質のロ　ッ　ト番号
02320AD

不　純　物　の　名　称
y　　び　　含　　有　　率

一

蒸　　　　気　　　　圧 6、00E＋02㎜Hg〔25℃）

対　　水　　溶　　解　　度 2420㎎／L〔25℃）

1一オクタノール／水分配係数 2，13（LogKO即）

融　　　　　　　　　　点 一122．5℃

沸　　　　　　　　　　点 3L6℃

常温における性状 無色透明液体

安　　　　定　　　　　性 一

溶媒 溶解度 溶媒中の安定性

溶媒に対する溶解度等
アセトン 〉ioOO皿g／L↓ 『

上記内容1 提供資料による。

ただし＊の内容は以下の通り。

靴当社測定値

1



試験番号：AO60031

2，試験溶液の被験物質濃度の分析方法

項　　目

分析方法

前処理法

定量条件

方　　法

各試験液をガスクロマトグラフィー質量分析（G　C／M　S）により分析

した。

精製水‡

　十

アセトン　O．1血

　十
試験液‡

　1

混合

　I

GC／MS測定
紀精製水と試験液の比率を変えることによって被験物質濃度を検量線

　範囲に入るように希釈する。採取量の合計は10皿しとする。ただし，

　対照区は希釈せず，試験液10皿L（精製水：0皿L）を採取する。

別紙一1参照

2



試験番号：AO60031

3．材料及び方法

項　　目 内　　容

試験生物 種（和名・学名・系統） ヒメダカ（Ofπ盈∫ノ餌1ρθ畠メダカ科）

入手先 綱島フィッシング（神奈川県横浜市港北区綱島西五丁

ﾚ18番1号）

大きさ（体長，体重）

@　　・月齢

全長二　2、24c皿（L96～2．48c皿），n＝10

ﾌ重：　O，102g（0．057～O．144g），n＝10

N齢：　孵化後約1年

対照物質への感受性

@　　（LC50）

@（対照物質名）

96時間半数致死濃度（LC50）＝0．77皿g／L

i95％信頼区間：0，58～1．0皿g／L）

ｰ酸銅（n）五水和物，試薬特級

じゅん化 じゅん化期間 2006年5月12日～2006年5月29日

飼育水の種類 脱塩素水道水

じゅん化前の薬浴の有無 じゅん化期間中の薬浴は無

じゅん化方式（止水，

ｼ止水，流水式等）

流水式〔飼育密度：1．O　g／L／日以下）

　　環境条件

i水温，明暗周期）

24±ユ℃

P6時間明（10001ux以下）／8時間暗

飼料（種類，量，頻度等） テトラベルケ社製テトラミン

尅ﾌ重の約2％／日
i暴露開始の24時間前からは無給餌）

試験条件 試験容器 5、O　L容ガラス製水槽（水面をテフロンシ尋で覆う）

試験用水 類（天然水，

f水道水，人

ｲ製水）

脱塩素水道水

硬度 30～IOO皿g／L（CaCO3換算）
pH 6，5～8、5

暴露期間 2006年5月29日～2006年6月2日
試験濃度（設定値） 対照区，7．50，15．O，30、0，60、0，120mg／L

i公比：2．o）

供試数 10尾／試験区

試験溶液量 5、O　L／容器

助剤 助剤の有無 無

種類
一

濃度
一

試験方式（止水，半止水，

@　　流水式等）

半止水式

換水又は流水条件 24時間毎に試験液の全量を交換

水温 24±1℃
溶存酸素濃度（DO） 飽和濃度の60％以上

i24．O℃の飽和溶存酸素濃度：8．25mg／L）

明暗周期 照明＝室内光，16時間明〔10001ux以下）／8時間暗

結果の算出

@方法

LC50 Binomia1

iProbit法，Moving　average法，Bino皿ia1法での算出

級ﾊから適切と判断されたものを採用）

3



試験番号：AO60031

4、試験結果及び考察

項目 内　容

毒性値 96hLC50＝＝44．5　皿g／L

試験濃度 1・設定値②実測値

考察及び

ﾁ記事項 特になし

5．魚類の濃度一死亡率曲線

100

90

80

　　70
パ
駅　60
ヌ
リ
薫　50
ζ

0　40Σ

　　30

　　20

0
0

1

1
　　　10
Concentration（m酢」）

　　一←一24hour

　　r缶一48hour
100　　－x一一72hour

　　－e－96hour
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試験番号：AO60031

6．その他

試験実施施設

試験責任者

試　験　番　号

試　験　期　間

名 称

所　在　地

職　氏　名

経験年数

株式会社三菱化学安全科学研究所横浜研究所

神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地

　　　　　　　　　　　電話　045（963｝3541

　　　　　　　　　　　F醍　 045（961｝6296

研究員

8年

AO60031

2006年　5月23日～2006年　7月21日

作成責任者
所　属

氏　名

株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所

5



試験番号l　AO50031

別紙一1ガスクロマトグラフィー質量分析（GC／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）Nα2

　　　　　ガスクロマトグラフ（GC）：　AgilentTechnologies6890四型

　　　　ヘッドスペースサンプラ〔HSS）＝　　AgHentTechnologlesG1888型

　　　　　質量選択検出器〔MSD｝：　　Agi　lent　Technologi　es59731刀θf’型

　　　　　データ処理部：　　　　　MSDケミステーション（Windows　xp）

（条件）

［GC条件］

カラム＝　　　Agilent　HP－ALIS30皿×0、25mx5μ皿

キャリアーガスニヘリウム　L1皿L／皿in｛Constant　flow）

オーブン温度：　90℃（2min｝→20℃／皿in→180℃（3皿in）

注入口温度：　　200℃

M　Sインターフェース温度1180℃

注入条件：　　　スプリット〔スプリット比二80：1）

注入量：　　　　L　O皿L（HSSサンプルルーフ。容量）

［HSS条件］

温度条件二　　　〇ven60℃，LOOP　120℃，Transfer　Line200℃

イベント時間：　GC　Cycle　Ti皿e　18皿in

　　　　　　　　　Via1EquilibrationTime20皿in

　　　　　　　　　Pressurizat　ion　Ti皿e　　O．2皿in

　　　　　　　　　LoopFi11Time　O．03皿in

　　　　　　　　　LooP　Equilibration　Ti皿e　O．2皿in

　　　　　　　　　InjectTi皿e　lmin

　バイアルパラメータ：Shake〔HIGH）

［MSD条件］

温度条件：　　　イオン源200℃，四重極マス・フィルタ150℃

SIM〔Selected　lon　Monitorlng）条件二

　　　　　　　　　Solvent　Delay　　4皿in

　　　　　　　　　Filamentoff6min

　　　　　　　　　Quantion皿／z61．0，皿ノz96，0，皿ノz98．0のTIC
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