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要　旨

試験委託者 環境省

表　　題 クロロホルムのヒメダカ（Or％∫器1寵fρθ5）に対する初期生活段階毒

性試験

試験番号 No．2006一生71

試験方法ガイドライン

　　本試験は、O　E　C　D化学品テストガイドラインNo．210「魚類の初期生活段階毒『生試

　験」　（1992年）に準拠して実施した。

1
）

2
）

3
）

）
　
）
　
）
4
5
6　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ラ

）
）
）
0
1
2
3
4

7
8
9
1
1
1
1
1

被験物質

暴露方式

試験溶液流量

供試生物

暴露期間

試験濃度

試験溶液量

連数

供試生物数

試験温度

照明

給餌

p　H

分析法

クロロホノレム

流水式

　〔対照区〕　試験用水17．4mL／分（15．6～19．1mL／分）

　〔濃度区〕　試験用水16．3mL／分（14．7～17．9mL／分）

　　　　　　原液L　O　mL／分（4．6～5．6mL／5分）

いずれの区も換水回数が5回相当／日

ヒメダカ（Or7z拍s！8がρθs）

40日間（対照区のふ化率が90％に達した時点から30日）

対照区，0．22，0．46，L　O，2．2，4．6，10mg／L

公比　　；　2．2

5L／容器

3容器／試験区

60卵／試験区（20卵／容器）

24±1．5　。C

室内光16時間明／8時間暗

ふ化後はブラインシュリンプふ化幼生

試験溶液のp　H調整は行わない

G　C／MS法

1



墾　1）　試験溶液中の被験物質濃度
　　　当該被験物質は揮散性が著しく、予備的な検討において、一次原液調製から流水式

　　試験装置の試験水槽までに約50％まで濃度低下が認められたことから、試験水槽の

　　濃度が2倍となるように設定し、試験溶液を調製した（増し仕込み）。

　　　原液交換から次の目の原液交換までの間で試験水槽内の濃度減少（日内変動）はな

　　いものの、暴露期間中の被験物質濃度は、測定値の平均値に対し±20％の変動範囲

　　を超え、試験成立条件を満たさなかった。分析誤差等もあるものの、被験物質の揮散

　　性に起因する変動が主原因と考えられ、これ以上の試験手順や装置上の対策は困難で

　　あった。なお、暴露期間中に装置上のトラブルによる一時的な被験物質濃度の変動も

　　見られたが、試験結果におよぼす影響は小さいと判断した。

　　　条件は完全には満たさなかったものの、以上の理由により試験成立と判断し、流水

　　式試験のため影響濃度の算出には暴露期間中の全測定値の算術平均値を採用した。

2）最小影響濃度（LOEC）および最大無影響濃度（NOEC）

　　40日間の暴露期間（ふ化後30日間）における最小影響濃度（LOEC）は、体長、体

　重の測定結果より4．6mg／L（実測濃度5．7mg／L）、最大無影響濃度（NOEC）は、全て

　の評価項目において影響が認められなかった2．2mg／L（実測濃度2．6mg／L）と判断

　した。

①　まとめ

　最小影響濃度（LOEC）

　最大無影響濃度（NOEC）

5．7mg／L

2．6mg／L

②　各項目に対する影響

　以下に各影響濃度の算出結果を示した。

a．ふ化所要日数

　最小影響濃度（LOEC）

　最大無影響濃度（NOEC）

〉11mg／L

　ll　mg／L
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b．発生時の胚の累積死亡率

　50％死亡濃度　　（LC5。）　　：　＞11mg／L

　最小影響濃度　（LOEC）　：　〉11mg／L

　最大無影響濃度（NOEC）　：　　11mg／L

c．ふ化後の稚魚の累積死亡率

　50％死亡濃度　　（LC5。）　　：　〉11mg／L

　最小影響濃度　　（LOEC）　：　〉11mg／L

　最大無影響濃度（NOEC）　：　　11mg／L

d．全暴露期間

　（a）累積死亡率

　　　　50％死亡濃度　　（LC5。）　　　：　　〉11mg／L

　　　　最小影響濃度　　（LOEC）　　：　　＞11mg／L

　　　　最大無影響濃度（NOEC）　　：　　　11mg／L

　（b）全長・体重測定

　　a）全長

　　　　最小影響濃度　　（LOEC）　　：　　5．7mg／L

　　　　最大無影響濃度（NOEC）　　：　　2．6mg／L

　　b）生体重

　　　　最小影響濃度　　（LOEC）　　：　　5．7mg／L

　　　　最大無影響濃度（NOEC）　　：　　2．6mg／L

　　c）乾燥体重

　　　　最小影響濃度　　（LOEC）　　：　　5．7mg／L

　　　　最大無影響濃度（NOEC）　　：　　2．6mg／L

e．観察時（胚ならびにふ化稚魚）の行動・形態異常

　最小影響濃度　　（LOEC）　　　　　：　　＞11mg／L

　最大無影響濃度（NOEC）　　　　　：　　　11mg／L
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1被験物質

　　1．1名称、構造式および物理化学的性状

　　　化学物質等の名称　　　：　クロロホルム

　　　CAS番号＊　　　　：　67－66－3

　　　分子式　　　　　　　　：　CHC13

　　　分子量串　　　　　　　：　119．38

　　　蒸気圧幸　　　　　　　：　197㎜Hg（25℃）

　　　対水溶解度＊　　　　　：　7950mg／L（25℃）

　　　ヘンリー定数＊　　　　：　0．00367atm・m3／mole（24℃）

　　　pKa解離定数　　　　　：　不明

　　　1一オクタノール／水分配係数幸　　：　1．97

　　　融点幸　　　　　　　　：　一63．6℃

　　　沸点＊　　　　　　　　：　6L1℃

　　　外観料　　　　　　　　：　無色透明の液体

　　　安定性料　　　　　　　：　安定。　（安定剤を含まないクロロホルムは、空気、水

　　　　　　　　　　　　　　　　分、光等で徐々に分解する）

　　　　　　　　　　　　　　　　水と長時間共存すると加水分解して塩酸を生成する。

　　　溶媒に対する溶解性牌　　：　アルコール、ベンゼンと混和

1．2　供試試料

　入手先

　入手量

　ロット番号雫榊

　密度林中

　純度桝

　不純凌の名称および含棒

外観絆

入手日

500mL×2本（同一ロット）

DPE2886

L4869／祉（20℃）

99．4％（mass／mass）

水分0．002％（mass／mass）、

（mass／mass）、その他不明

無色澄明の液体

2007年1月31目

エタノール0．60％

〔出典〕

　＊

＊＊

＊＊＊

SRC　PhysProp　Database

　　　　　　「製品安全データシート」（改訂目2006年12月21目、MSDS

No．JWO30260）

　　　　r検査成績書」（2007年1月31日、C・de　No．038－02606、成績書発

行番号9270558）
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1．3被験物質の確認と保管方法および保管条件下での安定性

　　　被験物質は当施設の冷蔵庫に遮光・密閉保管した。

　　　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、被験物質の構造と矛

　　盾が認められないことを確認した。実験終了時にも赤外吸収スペクトルを測定し、

　　実験開始前に測定したスペクトルとの比較をした。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安定であったと判断された。

2　供試生物

　1）和名

　2）学名

　3）入手先

　4）ロット番号

　5）感受性の確認

6）親魚の蓄養期間

7）親魚の蓄養方法

ヒメダカ

命7zf8s18がρθ5

自家繁殖

FJO6A4（親ヒメダカ）

親ヒメダカの基準物質（硫酸銅（H）五水和物，試薬特級）による

本ロットの96時間50％死亡濃度（LC50）は0・21mg／L（無水物

換算）（暴露期間2007年2月12日～2007年2月16日）

当施設における1997年12月以降のLC5・はXニ0・30mg／L・

S．D．＝0．10mg／L、nニ25であった。

2007年1月26日～2007年7月5目（採卵目）

継代中のヒメダカから月齢9ヶ月（暴露開始時の月齢15ヶ

月）の肉眼的に健康かつ十分な大きさの雄・雌の成魚をそれぞ

れ15、35尾選別し、水槽（36×56×12cm）に移し、下記の

条件で飼育した。残餌や排泄物および産卵した卵を・毎日・取

り除いた。

①飼育水

②水量

③飼育方式

④飼育密度

⑤水温

⑥照明

試験に用いる試験用水（3．2参照）

20L

流水式

2．5尾／L飼育水

24±L5℃

室内光、16時間明／8時間暗（照明点灯7時）
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⑦餌

⑧給餌量

テトラミン

目安として体重の約3～6％／日

し休日は1日1回）

（1目2回に分けて給餌。ただ

8）供試胚の採取方法：

　　　暴露開始の前日に水槽の底に卵が残ってないことを確認し、暴露開始日に水槽の

　　ヒメダカを別の容器に移し、水槽の底に産卵された受精卵を採取した。受精卵を

　　ネットに入れ、脱塩素水の流永下で軽く手もみして個々にほぐすと共に良く洗浄し

　　た。更に全数を実体顕微鏡で観察し、遅くとも桑実期の受精卵を選別した。未受精

　　卵および異常の胚は使用しなかった。

3　試験方法

　3．1試験条件

　　1）　暴露方式

　　2）　暴露期間

　　3）　試験溶液量

　　4）　換水回数

5）　連数

6）　供試生物数

7）　通気

8）試験温度

9）　照明

10）給餌

11）p　H

流水式

40目（対照区のふ化率が90％に達した時点から30日）

5L／容器

　〔対照区〕試験用水17．4n止／分（15．6～19．1mL／分）

　〔濃度区〕試験用水16．3n1L／分（14．7～17．9mL／分）

　　　　　原液L　O吐／分（4．6～5．6mL／5分）

いずれの区も換水回数が5回相当／日

3容器／試験区

60卵／試験区（20卵／容器）

なし

24±L5℃

室内光16時間明／8時間暗

ふ化後はヒメダカの匹数に合わせてブラインシュリンプふ化幼

生を所定量給餌

試験溶液のp　H調整は行わない
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3．2試験用水

　　脱塩素水（給水施設の水を活性炭処理で残留塩素等を除去したもの）を使用した。

　　脱塩素水は、週に1回オルトトリジン法により残留塩素濃度が0．01mg／L以下で

　あることを確認した。暴露開始時ならびに終了時における試験用水の主な水質は、

　硬度がそれぞれ36mg／L、32mg／L（CaCO，換算）、p　Hがそれぞれ7。5で一定、

　7。2～7．3であった。

　　また、2007年8月29日の試験用水の分析結果を付属資料一1（試験用水の水

　質）に示した。

3．3試験容器および恒温槽等

　　流水式試験装置を用いて試験を実施した〔付属資料一2（試験装置の略図）参照〕。

1）試験容器

2）ふ化用容器

3）恒温槽

4）水温計

5）溶存酸素計

6）p　H計

7）定量ポンプ

8）送液定量ポンプ

5L容ガラス水槽（フタ付き容器を用い揮発防止策を講じた。）

ガラス管（内径45㎜、高さ85㎜。底部に30メッシュ

のプランクトンネットを貼ったもの）、1分間に50㎜の

上下運動を8回行う

循環式低温恒温水槽TRHOIFEP　（トーマス科学器械）

ガラス製水銀温度計

B－505

HM－30V

ローラーポンプ

SMP－23S

RP－MVH

（飯島電子工業）

（東亜電波工業）

（古江サイエンス）

（東京理化器械）

3．4　被験物質の溶解性確認

　　被験物質の対水溶解度の文献値が7950mg／L（25℃）であることから、実験開始前

　に一次原液の調製濃度1000mg／しが試験用水に溶解することを確認した。試験方法

　は、2Lネジロビンに試験用水2．332Lを入れ（揮発防止対策としてロー杯とし

　た）、マイクロシリンジを用いてクロロホルム1550μL（2300mg）を注入し、試

　験温度（24℃）で、マグネチックスターラーで60分間撹拌後、目視により溶解性を

　確認した（設定濃度990mg／L）。当該被験物質の密度がL486g／mL（20℃）と水に
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比較して高く、撹拌状態においても早い段階で沈降することから、撹拌後に溶液を

10分程度静置し、中層の溶液をヘッドスペースーGC／MS法で測定した。

3．5　試験濃度の設定（予備試験）

　　本試験の設定濃度を決定するため、予備試験として、ふ化4日後の稚魚を用い、

　24時間換水条件で、毎日給餌を行いながら、96時間の急性毒性試験を行った。設定

　濃度は、ガイドラインの上限濃度10mg／Lを基準とし、公比3・2で、1・0，3・2，10

　mg／L区ならびに対照区とした（L3倍の増し仕込みを行った）。

　　その結果、暴露終了時における累積死亡率は全濃度区について0％であり、毒性

　症状も認められなかった〔付属資料一3（予備試験の結果）〕。これより、本試験

　は公比2．2とし0．22，0．46，1．0，2．2、4．6，10mg／L区および対照区を設定した。

予備試験条件

①暴露方式

②暴露期間

③試験溶液量

④連数

⑤供試生物

⑥供試生物数

⑦通気

⑧試験温度

⑨照明

⑩給餌

⑪p　H

⑫試験用水

⑬試験容器

⑭恒温槽

：　　半止水式（24時間毎に試験溶液の全量を交換）

　　96時間

　　1L／試験容器

　　1試験容器／試験区

　　ヒメダカふ化稚魚（ふ化4日後）

　　10尾／試験区

　　なし

　　24±1．5。C

　　室内光16時間明／8時間暗

　　ヒメダカの尾数に合わせてブラインシュリンプふ化幼生

　　を所定量（200個体／尾／日）給餌

　　試験溶液のp　H調整は行わない

　　脱塩素水

　　1Lネジロビン（密閉容器）

　　循環式低温恒温水槽TRL－101FEP　（トーマス科学器械）
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3．6　試験溶液の調製

　　一次原液から試験水槽までの間に、揮散による約50％の濃度低下があったことか

　ら、濃度を2倍として二次原液の調製を行った（増し仕込み）。

1）原液調製

　5Lネジロビンに試験用水6．O　L（ロー杯）を入れ、マイクロシリンジを用い

てクロロホルム4．O　mL（5944mg）を注入し、密閉後、マグネチックスターラー

で60分間撹拌（さらに10分間静止）することで、設定濃度990mg／しの一次

原液を調製した（無色透明）。

　この一次原液37．5，80，170，375，800，1700mLをそれぞれ5L褐色ネジロ

ビンに入れ、試験用水で5しに定容し、密閉後、撹拌し、7．4，16，34，74，

160，340mg／しの二次原液を調製した。

2）流量管理

　流水式試験装置において、該当する試験濃度の二次原液を1．O　mL／分（4、6～

5．6mL／5分）、試験用水を16．3mL／分（14．7～17．9mL／分）の流量で、密閉式

の混合装置により混合し、計算値で0．43，0．92，2．O，4．3，9．2，20mg／しとな

るように各試験濃度区の3試験水槽それぞれに流した。一次原液調製から約

50％の濃度低下があるため、試験水槽の濃度は、0，22，α46，1．0，2。2，4．6，

10mg／しとなる。

　一次原液の調製、各濃度の二次原液の調製を毎日行い、調製した二次原液は直

ちに使用した。

　対照区には被験物質を加えない試験用水を17．4吐／分（15．6～19．1mL／分）

の流量で流した。

3．7　試験溶液中の被験物質濃度分析

　1）被験物質濃度の測定

　　　試験溶液中の被験物質濃度の分析は、ヘッドスペースーG　C／M　S法（付属資

　　料一5を参照）を用い、全試験区について暴露開始時、各週に2回、および暴

　　露終了時に行った。なお、被験物質の揮散による日内変動（二次原液の交換直後
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から翌日の交換までの水槽内の濃度変動）を調べるため、各サンプリングを、原

則として、朝、晩、夕の順番で行った。

　分析に供する試験溶液は、各試験区の3水槽からそれぞれ等量を・ヘッドス

尽一スが生じないように110証容スクリュー管一杯に採取した。

　試験溶液の分析に際しては、測定日毎に標準溶液の測定を行い、内標準物質と

の面積比から定量した。

　詳細は付属資料一5試験溶液の分析法（測定条件、検量線、添加回収率、保

存安定性、定量下限値、検出限界値等）に示した。

2）試験環境の測定

　　暴露期間中、流水式試験装置内の4ヶ所のモニター試験水槽（循環式恒温槽

　から恒温水が流入する場所に近い水槽Nα11とNo．21、流出する場所に近い水

　槽No．1とNo．12〔付属資料一2（試験装置の略図）図2参照〕の水温を毎日測

　定し、全ての試験水槽について、水温、溶存酸素濃度、p　Hを週1回測定した。

　暴露開始時と終了時に、試験用水の硬度を測定した。

3．8　試験操作

　　試験は流水式試験装置〔付属資料一2（試験装置の略図）参照〕を用いて行った。

　被験物質が揮散性を有していることから、各試験水槽にはフタをして揮散防止を

　図った。

　　暴露開始時には、「2　供試生物」で示した方法により採取した受精卵を実体顕微

　鏡下で観察し、未受精卵および異常な卵を除き、正常な受精卵を用いた。

　　各試験水槽の試験溶液の水温、溶存酸素濃度、p　Hを測定後、試験水槽中のふ化

　容器（50㎜の上下運動を1分間に8回）に受精卵を1容器当り20個投入し、暴

　露開始とした。

　　ふ化直後より、ブラインシュリンプふ化幼生を、ヒメダカの稚魚1尾当り以下の

　給餌量になるよう、平日は昼夕2回に分け、休日は昼1回にして与えた。

ふ化目

@～

■　1週目

@～

2週目

`
3週目

`
■　4週目～

@30目
ブラインシュリンプふ化幼
ｶ給餌量（個体／尾／目）

400 800 1600 3200 5400
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1）観察

　　　ふ化と生存に関する観察は1目1回行い、その数を記録した。死亡した胚、

　　仔稚魚は観察後速やかに取り除いた。残餌の有無などから摂取量の多少を記録

　　した。

胚

仔稚魚

発生過程において、暴露開始、胚の発眼の有無は毎日、発生異常の

有無については2目に1回観察を行った。発生異常がみられた場

合は数とその状態を具体的に記録した。

形態異常と行動異常の有無を毎日観察し、異常がみられた場合はそ

の数と内容を具体的に記録した。

　一般的に記載する症例と定義を下記に示す＊。その他特異的症例については、

観察された場合に別途具体的にその旨を記載した。

＊一ﾊ的症例と定義

　ふ化　　　：卵膜によって保護され、自ら泳げるまでに発生を成し遂げた

　　　　　　　　胚が、その卵膜を破って外液に脱出する。

　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、痙攣、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。

2）　各生育段階における観察項目および異常の記録

　　　試験水槽内の20個体について、行動（遊泳）異常、あるいは形態異常の個

　　体数を、一（0），＋（1～5），＋＋（6～10），＋＋＋（11～15）・＋＋＋＋（16～20）

　　のランク付けにより記録した。
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発育段階 胚 仔魚 稚魚 終了時

観察事項

発生段階

@生死

生死

s動①

`態②

生死

s動③

`態④

[餌量

全長⑤

ﾌ重⑤

`態

①ふ化直後は水槽の底で停止、壁面で休止、泳ぎ出しの行動をとる。従って、

　水面近くへの移動行動は異常。

②この時期には、背骨の曲がりなどが観察できる。

③遊泳が正常であるかどうか、摂餌行動が見られるかどうか。

④外観は成魚に近くなっているので、この時期にはヒレの欠損の有無、形状異

　常等が観察できる。

⑤終了時には、試験水槽毎に生存魚の全長、生体重を測定した後、乾燥重量

　　（60℃、24時間）を測定した。

4　結果の算出

　　以下の方法で算出された、50％死亡濃度（LC5。）等の結果に、行動や形態観察の結果も

含め、最大無影響濃度（NOEC）および最小影響濃度（LOEC）を総合的に判断した。

1）ふ化所要日数

　　各試験区での観察されたふ化所要日数の平均値を算出し、最大無影響濃度（NOEC）

　および最小影響濃度（LOEC）を求めた。なお、統計ソフトはStatLight＃04（Yukms）

　を用いた。

2）累積死亡率

　　胚発生時、全暴露期間については供試個体数（60個）、ふ化稚魚の期間は各試験

　区のふ化数を基に、各期間に観察された死亡数より累積死亡率（％）を算出した。

3）50％死亡濃度（LC5。）

　　暴露終了時に、試験最高濃度区である10mg／L区においても、ふ化稚魚の累積死

　亡率が3．4％であったことからその分析値11mg／L以上とした。

4）死亡率の最大無影響濃度（NOEC）および最小影響濃度（LOEC）

　　各濃度区と対照区の死亡率の有意差の有無により最大無影響濃度（NOEC）および

　最小影響濃度（LOEC）を算出した。統計ソフトはEcoTox　ver．2、2やStatLight＃。4
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（Yukms）を用いた。

5）暴露終了時の全長・体重

　　暴露終了時の全ての生存稚魚について、全長ならびに生体重、乾燥体重を測定し、

　各濃度区と対照区との有意差の有無を統計手法により求めた。統計ソフトは

　StatLight＃04（Yukms）を用いた。

6）摂餌量

　　ふ化開始15日目から30目　（暴露終了時）まで、給餌の翌日に水槽底面の残っ

　た餌量を4段階（「無」、　「少」、　「中」、　「多」）で観察した。なお、観察にお

　ける「無」、　「少」、　「中」、　「多」の4段階を0、　1、2、3に置き換え、各

　濃度区と対照区との有意差の有無を統計手法により求めた。統計ソフトは

　StatLight＃04（Yukms）を用いた。

5　結果および考察

　5．1試験成績の信頼性に影響をおよぼしたと思われる環境要因

　　　1）暴露期間中の被験物質濃度の変動

　　　　　（5．3　試験溶液中の被験物質濃度参照）

　　　2）被験物質濃度の上昇

　　　　　（5．13逸脱事項参照）

5．2　試験用水に対する被験物質の溶解性

　　フラスコ攪拌法により一次原液調製時の被験物質調製濃度1000mg／しが試験用水

　に溶解していることを目視により確認した。また、10分静置した（不溶解分が沈

　殿）時の分析値は997、1010、1034mg／L（nニ3）で平均1014mg／しであった。
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5．3試験溶液中の被験物質濃度

　1）測定結果および平均値の算出方法

　　　　暴露開始時、暴露期間中（2回／週）、暴露終了時に、各試験区の被験物質濃

　　　度を測定した結果をTable1に示した。

　　　　被験物質は揮散性が著しく、予備的な検討結果を基に試験装置の密閉化対策

　　　を行った。

　　　　被験物質の揮散に起因する試験水槽内の日内変動（二次原液の交換直後から

　　　翌日の交換までの試験水槽の被験物質濃度減少）はなかったものの、暴露期間

　　　中に測定値の平均値±20％の幅を超える変動が認められた。この原因は、当該

　　被験物質が揮散性を有するため、一次原液調製から試験水槽まで約50％が減少

　　するものの、その揮散程度が日毎の操作に要する時間や、試験装置等の密閉時

　　問により異なってしまうことが考えられた、さらにサンプリングから分析の問

　　における揮散や分析時の誤差もあると考えられた。

　　　本来は、この変動の幅は試験成立条件を満たさないものの、被験物質の揮散

　　性に由来し、これ以上の試験溶液の調製や試験水槽までの装置上の対策も難し

　　いと考え、試験成立と判断した。

　　　以上より、影響濃度を算出する平均値は、揮散が影響した暴露期間中の変動

　　はあったものの試験容器内の目内の濃度減少はないと判断し、流水式試験のた

　　め算術平均値を採用した。

2）異常による濃度変動

　　暴露32日目において、二次原液を希釈する脱塩素水の供給量が低下したこ

　とが原因による、被験物質の濃度上昇が認められた。

　　しかし、最大無影響濃度となる2．2mg／L区ならびに最小影響濃度の4・6

　mg／L区の平均値算出において、32日目の分析値を入れた場合、入れない場合、

　それぞれ2．61mg／L，2．56mg／しならびに5．65mg／L，5．58mg／しとなり、影響

　は小さかった。暴露期間中の平均値の算出は、32日目の分析値を入れて算出し

　た。
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5．4　暴露期間

　　暴露期間は、対照区のふ化率が90％となった目（暴露開始10日目）をふ化日と

　し、暴露開始から40日間とした（ふ化後30日間）。

5．5ふ化所要日数

　　各試験区に供試した胚60個について、ふ化が観察された日と、そのふ化数を

　Table2に、累積ふ化数の推移をFigure1に示した・

1）結果

　　暴露開始9目から10目の間に90％以上のふ化が観察され、対照区の平均ふ

　化所要日数は9．6目であった。対照区を含め、各水槽でふ化が遅れる胚が数個

　あったが、当施設のヒメダカのふ化において通常観察される現象である。

2）最大無影曇濃度（NOEC）および最小影響濃度（LOEC）

　　0．22～10mg／L区の平均ふ化所要日数は9．0～9．3目で、対照区の9．6日

　とほぼ同等であり、被験物質による影響はなかったと判断した。なお統計解析

　は適切と考えられる結果ではなかった。

　　以上よりふ化所要日数における、最小影響濃度（LOEC）は11mg／L以上、最

　大無影響濃度（NOEC）は11mg／しとした。

　　ふ化所要日数　　　　　　最小影響濃度　　（LOEC）　：　＞11mg／L

　　　　　　　　　　　　　　最大無影響濃度（NOEC）　：　　11mg／L

5．6　胚の累積死亡数（率）

　　各試験区における胚のふ化時の累積死亡数（率）を算出した結果をTable4、

　50％死亡濃度（LC，。）を算出した結果をTable7一（a）、濃度一死亡率のグラフを

　Figure3に示した。

　　なお、対照区における全供試卵60個のふ化数は、58個（ふ化率97％）であった

　（Table3）D

1）　50％死亡濃度（LC5。）

　　試験最高濃度区の10mg／L区（実測濃度11mg／L）においても胚の累積死亡

　率がL7％であったことから、50％死亡濃度（LC5。）は11mg／L以上とした
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（Table4、Table7一（a））。

発生時の胚50％死亡濃度（LC5。） 〉11mg／L

2）　最大無影響濃度（NOEC）および最小影響濃度（LOEC）

　　胚の累積死亡率は、10mg／L区（実測濃度11mg／L）で1．7％（死亡数1

　個）、0．22～4．6mg／L区で、0～6．7％（死亡数0～　4個）で、対照区の

　3．3％（死亡数2個）に対して有意差が認められなかったことから（Table4）、

　10mg／L区（実測濃度11mg／L）以下では影響がないと判断し、以下の結論を

　得た。

　発生時の胚の累積死亡率　　　最小影響濃度　（LOEC）　：＞11mg／L

　　　　　　　　　　　　　　　最大無影響濃度（NOEC）　：　11mg／L

5．7ふ化稚魚の累積死亡数（率）

　　各試験区においてふ化した稚魚について、累積死亡率の推移をFigure2に、累

　積死亡数と死亡率を算出した結果をTable5、50％死亡濃度（LC5。）を算出した結

　果をTable7一（b）、濃度一死亡率のグラフをFigure3に示した。

　　なお、対照区のふ化稚魚58尾については、暴露終了時の生存率が95％（生存数

　55尾）であり、生存率80％以上とする試験成立条件を満たした（Table3）。

1）50％死亡濃度（LC5。）

　　ふ化した稚魚数を基に算出した、ふ化直後から暴露終了時までの各試験区の

　稚魚の累積死亡率は、10mg／L区（実測濃度11mg／L）でも3、4％（死亡数2

　尾）であり、50％未満であった。

以上の結果より、50％死亡濃度（LC5。）を以下に示した。

ふ化稚魚50％死亡濃度（LC5。） 〉11mg／L

2）　最大無影響濃度（NOEC）および最小影響濃度（LOEC）

　　ふ化後の稚魚の累積死亡率について、10mg／L区（実測濃度11mg／L）でも

　3．4％（死亡数2尾）、0．22～4．6mg／L区においてもし7～5．4％（死亡数
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1～3尾）で、対照区の5．2％（死亡数3尾）に対して、有意差が認められな

かった（Table5）。

　10mg／L区（実測濃度11mg／L）以下では影響がないと判断し、以下の結論

を得た。

　ふ化稚魚の累積死亡率　　最小影響濃度　　（LOEC）　：　＞11mg／L

　　　　　　　　　　　　最大無影響濃度（NOEC）　：　　11mg／L

5．8全暴露期間の累積死亡数（率）

　　累積死亡率の推移をFigure2に、累積死亡数と死亡率を算出した結果をTable6、

　50％死亡濃度（LC，。）を算出した結果をTable7一（c）、濃度一死亡率のグラフを

　Figure3に示した。

　　なお、対照区においては、供試した60卵の全暴露期間における累積死亡率は

　8．3％（死亡数は5個体）であった（Table6）。

1）50％死亡濃度（LC5。）

　　全暴露期間における累積死亡率は、10mg／L区（実測濃度11mg／L）におい

　ても5．0％（死亡数3個体）で、50％未満であった。

　　以上の結果より、50％死亡濃度（LC、。）を以下に示した〔Table7一（c）〕。

　全暴露期間50％死亡濃度（LC5。）　　：　〉11mg／L

2）最大黛影響濃度（NOEC）および最小影響濃度（LOEC）

　　試験濃度区における累積死亡率は、10mg／L区（実測濃度11mg／L）におい

　ても5．O％（死亡数3個体）、0．22～4．6mg／L区においても3、3～12％

　　（死亡数2～7個体）で、対照区の8．3％（死亡数5個体）に対して、有意

　差が認められなかった（Table6）。

　　10mg／L区（実測濃度11mg／L）以下では影響がないと判断し、以下の結論

　を得た（Table5）。

　全暴露期間の累積死亡率　　最小影響濃度　　（LOEC）　：　〉11mg／L

　　　　　　　　　　　　　　最大無影響濃度（NOEC）　：　　11mg／L

17一



5．9　暴露終了時の全長・体重

　　暴露終了時の生存稚魚全てについて、全長ならびに生体重、乾燥体重の調査結果

　をTable8に示した〔測定値は付属資料一4　（暴露終了時ヒメダカ成長調査）参

　照〕。

　　1）全長

　　　　全長の最小影響濃度（LOEC）は、対照区の2L1±L2㎜（平均±標準偏差、

　　　nニ55）に対し、20．1±L6㎜（n＝57）で有意差（p〈0、01）が認められた4．6

　　　mg／L区（実測濃度5．7mg／L）と判断した〔Table8、付属資料一6（統計解析

　　　結果）〕。

　　　　平均全長が21．0±L3㎜（nニ57）で、対照区に対して有意差が認められな

　　　かった2．2mg／L区（実測濃度2．6mg／L）を最大無影響濃度（NOEC）と判断し、

　　　以下の結論を得た。

　　　　　　全長　　　　　　最小影響濃度　　（LOEC）　：　5．7mg／L

　　　　　　　　　　　　　　最大無影響濃度（NOEC）　：　2．6mg／L

　　2）生体重

　　　　生体重の最小影響濃度（LOEC）は、対照区の100．8±18・6mg（平均±標準

　　　偏差、n＝55）に対し、83．1±15．9mg（nニ57）と被験物質による影響と考え

　　　られる82％の成長にとどまり、有意差（p〈0．01）が認められた4・6mg／L区

●　　　（実測濃度5．7mg／L）と判断した〔Table8、付属資料一6（統計解析結

　　　果）〕。

　　　　平均生体重が97．7±19．4mg（nニ57）で、対照区に対して有意差が認められ

　　　なかった2．2mg／L区（実測濃度2．6mg／L）を最大無影響濃度（NOEC）と判断

　　　し、以下の結論を得た。

　　　　　　生体重　　　　　最小影響濃度　　（LOEC）　：　5．7mg／L

　　　　　　　　　　　　　　最大無影響濃度（NOEC）　：　2．6mg／L
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3）乾燥体重

　　乾燥体重の最小影響濃度（LOEC）は、対照区の26．9±6．1mg（平均±標準偏

　差、nニ55）に対し、22．8±4．7mg（nニ57）で、被験物質による影響と考えられ

　る85％の成長にとどまり、有意差（p〈0．01）も認められた4。6mg／L区（実測

　濃度5．7mg／L）と判断した〔Table8、付属資料一6（統計解析結果）〕。

　　乾燥体重が26．7±5．5皿g（nニ57）で、対照区に対して有意差が認められな

　かった2．2mg／L区（実測濃度2．6mg／L）を最大無影響濃度（NOEC）と考え、

　以下の結論を得た。

乾燥体重 最小影響濃度　　（LOEC）

最大無影響濃度（NOEC）

5．7mg／L

2．6mg／L

5．10　毒性症状（行動、形態、残飯量における）

　　暴露期間中における胚の発生段階の形態観察、ふ化直後からの稚魚の行動、形態、

　暴露終了時における生存魚の実体顕微鏡による形態観察の結果をTable9に示した。

　また、残餌量の観察結果をFigure4、Table10に示した。

1）胚発生段階の異常

　　胚の発生時に2日に1回、実体顕微鏡による胚の発眼の有無および発生異常

　について観察を行った。

　　その結果、対照区ならびに試験最高濃度の10mg／L（実測濃度11mg／L）区

　を含む全ての濃度区において、被験物質の影響によると考えられる形態異常は

　観察されなかった。

胚発生段階の異常 最小影響濃度　（LOEC）

最大無影響濃度（NOEC）

〉11mg／L
　ll　mg／L

2）稚魚の行動、形態観察

　　ふ化直後から暴露終了時まで、稚魚の行動や形態異常の観察を行った。

　　その結果、対照区ならびに試験最高濃度の10mg／L（実測濃度11mg／L）区

　を含む全ての濃度区で、稚魚の形態および行動には異常は観察されなかったこ

　とから以下の結論を得た。
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稚魚の行動、形態観察　　最小影響濃度　　（LOEC）　：＞11mg／L

　　　　　　　　　　　最大無影響濃度（NOEC）　　　11mg／L

3）摂餌量（残餌量）の観察

　　摂餌量は、稚魚に与えたブラインシュリンプふ化幼生について、ふ化開始15

　日目から30目（暴露終了時）までの翌日に水槽底面の残った量を、「無」、

　r少」、「中」、「多」の4段階で観察した結果をFigure4に示した。

　　摂餌量の最小影響濃度（LOEC）は、対照区での残餌量の「少」の発生頻度が

　63％程度に対し、29％程度で、有意差（p〈0．01）が認められた10mg／L区（実

　測濃度11mg／L）と判断した〔付属資料一6（統計解析結果）〕。

　　残餌量の「少」の発生頻度が48％程度で、対照区に対して有意差が認められな

　かった4．6mg／L区（実測濃度5．7mg／L）を最大無影響濃度（NOEC）と考え、

　以下の結論を得た。

摂餌量の観察 最小影響濃度　　（LOEC）

最大無影響濃度（NOEC）

11　mg／L

5．7mg／L

4）暴露終了時の形態観察

　　暴露終了時に、対照区ならびに0．22～10mg／L区の生存稚魚について、各試

　験区で5尾をランダムに選択し実体顕微鏡により観察した結果、全試験区で形

　態的な異常が観察されなかったことから、以下の結論を得た。

暴露終了時の形態観察　　最小影響濃度　　（LOEC）

　　　　　　　　　　　最大無影響濃度（NOEC）

〉11mg／L

　ll　mg／L

5．11結論

　　以上の結果を総合的にまとめ、40日間の暴露期間（ふ化後30日間）における最

　小影響濃度（LOEC）は、体長、体重の測定結果で影響が認められた4。6mg／L（実測

　濃度5．7mg／L）、最大無影響濃度（NOEC）は、全ての評価項目で影響が認められな

　かった2．2mg／L（実測濃度2．6mg／L）と判断した。

5．12　試験溶液の水温、溶存酸素濃度およびp　H

　　暴露期間中の環境測定では、水温について、週に1回全ての試験水槽を測定した

　結果をTable11一（a）に、毎日、装置内のモニター水槽〔恒温水のそれぞれ2ヶ所の
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出自と入り口。付属資料一2（試験装置の略図）参照〕の水槽を測定した結果を

Tab1，11一（b）に示した。試験溶液の溶存酸素濃度、p　Hについて週1回測定した結

果をそれぞれ、Table12、Table13に示した。

1）水温、溶存酸素濃度（試験成立条件）

　　暴露期間中の水温は24．3～25．0℃の範囲内であり、水槽間ならびに連続した

　日の間で24℃の設定温度に対して±1．5℃の範囲内であることから、試験成立

　条件を満たした。

　　暴露期間中の溶存酸素濃度は5．8～8・0㎎／しの範囲内であり・暴露期間

　を通じて全ての試験区で飽和溶存酸素濃度の60％以上が維持され（24・0℃の飽

　和溶存酸素濃度：8．25㎎／L）、試験成立条件を満たした。

2）p　H

　　暴露期間中のp　Hは7．1～7．6の範囲内であり、水槽間ならびに連続した

　日の間で変動はL5以下であった。

　　以上より、試験環境については問題ない範囲であったと判断レた。

5．13　逸脱事項

　1）暴露期間中の被験物質濃度の変動

　　　　（5．3試験溶液中の被験物質濃度参照）

　2）被験物質濃度の上昇

　　　　暴露32日目の朝に、二次原液の希釈に使用される脱塩素水が流水式試験装

　　　置上部のクッションタンクより、十分に供給されていないことを試験担当者が

　　　発見した。直ちに試験原液の供給ポンプを停止して、2時間程度脱塩素水のみ

　　　を流した後通常の供給系に戻した。当日は被験物質の濃度の測定日であったた

　　　め試料を採取し分析した結果、通常の変動幅よりも高いと考えられる濃度上昇

　　　〔顕著であった10mg／L区で17．7mg／L。この値を除いた暴露期間中の平均値

　　　は10．7mg／L〕が確認された。

　　　　原因は、施設内の全体の使用量が増えた結果、クッションタンクに供給され

　　　る脱塩素水量が低下したことが考えられた。

　　　　その直後の分析は行っていないものの、前日には供給系の異常はなく、当日

　　　の夕方には安定した供給へ戻したことから、少なくとも分析時よりも濃度が上
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昇することはなかったと考えられた。

　影響濃度を算出する濃度区の平均値に対し大きな変化がなかったこともあり、、

この上昇した濃度も採用し暴露期間中の平均濃度を算出した。

6　保管

　　試験に関する下記の記録および試資料は、当施設の資料保管施設に保管する。

1）主計画表

2）試験計画書、生データおよび最終報告書

3）信頼性保証部門によって実施された監査または査察の記録

4）職員の資格、訓練、経験および職務分掌の記録

5）機器類の保守点検および校正の記録および報告書

6）コンピュータ化されたシステムの有効性確認の記録

7）全標準操作手順書の経時的ファイル

8）環境モニター記録

9）被験物質、対照物質

10）その他の資料

以　上
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6　　　　J

The　Haching　Day　an〔i　Numbers Hatching　Day　　　Nominal

boncentration

iMeana　easured

boncentration）
@　　　（mg／L）

Vessel

@No． 0－8 9　　　10　　11　　12　　13　　14 15－23
Mean　Beginning
iS．D．）to　End

Contro1

i一） 1
2
3

0
0
0

8　11　0　1　0　0
W　7　1　2　0　0
P3　7　0　0　0　0

0
0
0

9．6　　　　　　　　9－12

i0．8）

0．22

i0．209） 1
2
3

0
0
0

15　4　1　0　0　0
P7　3　0　0　0　0
P5　5　0　0　0　0

0
0
0

9．2　　　　　　　9－11

i0．5）

0．46

i0．471） 1
2
3

0
0
0

14　6　0　0　0　0
P7　2　1　0　0　0
P5　5　0　0　0　0

0
0
0

9．3　　　　　　　9－11

i0．5）

1．0

i1．23） 1
2
3

0
0
0

13　3　　1　0　　1　0

P8　2　0　0　0　0
P6　2　0　0　0　0

0
0
0

9．2　　　　　　　9－13

i0．7）

2．2

i2．61） 1
2
3

0
0
0

19　1　0　0　0　0
P9　0　0　0　0　0
P8　1　0　0　0　Q

0
0
0

9．0　　　　　　　　9－10

i0．2）

4．6

i5．65） 1
2
3

0
0
0

15　5　0　0　0　0
P5　4　0　0　0　0
P6　2　0　1　0　0

0
0
0

9．2　　　　　　　9－12

i0．5）

10

i11．3） 1
2
3

0
0
0

14　4　0　0　　1　1

Q0　0　0　0　0　0
P5　3　0　0　　1　0

0
0
0

9．3　　　　　　　9－14

iL　O）

a

Table　2　The　Haching　Day

S．D．

AI・i　thmetic　mean

Not　calculate〔i

Standard　（ieviation
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Table30bservedNumber・fHatchingSuccessandP・st－hatchSuccess

　　　Nominal

boncentration

iMeana　Measured

boncentration）
@　　　（mg／L）

Vessel

@　No．

Apllied

dmbryos

Hatching　Success
mumber　（Percent）雫1

　Post－hatch　Success

mumber　　　（Percent）ヰ2

Contro1

i一）
1
2
3

20

Q0

Q0

20　　　（100）

P8　　　（90）

Q0　　　（100）

19　　　（95）

P7　　　（94）

P9　　　（95）

Tota1 60 58　　　（97） 55　　　（95）毒3

0．22

i0．209）
1
2
3

20

Q0

Q0

20　　　（100）

Q0　　　（100）

Q0　　　（100）

18　　　（90）
Q0　　　　（100）

P9　　　　（95）

Total 60 60　　　（100） 57　　　　（95）

0．46

i0．471）
1
2
3

20

Q0

Q0

20　　　（100）

Q0　　　（100）

Q0　　　（100）

20　　　　（100）

P9　　　　（95）

P9　　　　（95）

Tota1 60 60　　　（100） 58　　　　（97）

1．0

i1．23）
1
2
3

20

Q0

Q0

18　　　（90）

Q0　　　（100）

P8　　　（90）

16　　　　（89）

P9　　　　（95）

P8　　　　（100）

Total 60 56　　　（93） 53　　　　（95）

2．2

i2．61）
1
2
3

20

Q0

Q0

20　　　（100）

P9　　　（95）

P9　　　（95）

19　　　　（95）

P9　　　（100）

P9　　　　（100）

Tota1 60 58　　　（97） 57　　　（98）

4．6

i5．65）
1
2
3

20

Q0

Q0

20　　　（100）

P9　　　（95）

P9　　　（95）

20　　　　（100）

P8　　　　（95）

P9　　　（100）

Tota1 60 58　　　（97） 57　　　（98）

10

i1L3）
1
2
3

20

Q0

Q0

20　　　（100）

Q0　　　（100）

P9　　　（95）

20　　　　（100）

P9　　　　（95）

P8　　　（95）

Tota1 60 59　　　（98） 57　　　（97）

a

－
り
ム
3

＊
＊
＊

Ari　thmet　i　c　mean　　　　　　　　　　　．

Not　calculated
PercentofapPliedembryos

Percent　of　hatching　success　fish

Survivalcriteri。n（P。st－hatchsuccess　m・rethan80％）
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Tabl　e　4　　Cumul　at　i　ve　Morta　l　i　ty　of　Embryos

Cumulative

lortality

Cumul　at　i　ve　Percent

@　　　Mortality

　　　Nominal

boncentration

iMeana　Measured

boncentration）
@　　　（mg／L）

Vessel

@No．

Apllied

dmbryos
Number

Mean
iS．D．）

Percent
Mean
iS．D．）

Control

i一）
1
2
3

20

Q0

Q0
0
2
0

0．7

iL2）

　0

P0

O

3．3

i5．8）

Tota1 60 2
一 一 一

0．22

i0．209）
1
2
3

20

Q0

Q0
0
0
0

0．0

i0．0） 0
0
0

0．O　N・s・

i0．0）

Tota1 60 0 一 一 一

0．46

i0．471）
1
2
3

20

Q0

Q0
0
0
0

0．0

i0．0） 0
0
0

0、o　N・s・

i0．0）

Total 60 0
一 一 一

1．0

iL23）
1
2
3

20

Q0

Q0
2
0
2

1．3

i1．2）

10

@0

P0

6．7凡s・

i5．8）

Total 60 4 一 一 一

2．2

i2．61）
1
2
3

20

Q0

Q0
0
1
1

0．7

i0．6） 0
5
5

3．3N・s・

i2．9）

Total 60 2
一 一 一

4．6

i5．65）
1
2
3

20

Q0

Q0
0
1
1

0．7

i0．6） 0
5
5

3．3N・s

i2．9）

Tota1 60 2
一 一 一

10

i11．3）
1
2
3

20

Q0

Q0
0
0
1

0．3

i0．6） 0
0
5

1．7N・s・

i2．9）

Tota1 60 1
一 一 一

a

D
3

＆
凡

Ar　i　thme　t　i　c　mean

Not　calculated

Standard　deviation
N・tsignificantdifference（P＞0．05） by　Dunnett’s　multicomparison　test
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Table5CumulativeMortalityofFishafterHatching

Cumulative

lortality

Cumul　a　t　i　ve　Percent

@　　　Mortality
　　　Nominal

boncentration

iMeana　Measured

boncentration）
@　　　（mg／L）

Vessel

@No．

Hatched

dmbryos
Number

Mean
iS．D．）

Percent
Mean
iS．D．）

Contro1

i一）
1
2
3

20

P8

Q0
1
1
1

1．0

i0．0）

5．0

T．6

T．0

5．2

i0．3）

Tota1 58 3
一 一 一

0．22

i0．209）
1
2
3

20

Q0

Q0
2
0
1

1．0

iL　O）

10．0

O．0

T．0

5．O　N・s・

i5．0）

Tota1 60 3 一 一

0．46

i0。471）
1
2
3

20

Q0

Q0
0
1
1

0．7

i0．6）

0．0

T．0

T．0

3．3N・s・

i2．9）

Tota1 60 2 ｝

一　　　　一

」＿＿＿一

1．0

iL23）
1
2
3

18

Q0

P8
2
1
0

一「1．。　　　　　（1．0）

11．1

T．0

O．0

5．4N・s・

i5．6）

Tota1 56 3 一 一 一

2．2

i2．61）
1
2
3

20

P9

P9
1
0
0

0．3

i0．6）

5．0

O．0

O．0

1．7凡s・

i2．9）

Tota1 58 1 一 一 一

4．6

i5．65）
1
2
3

20

P9

P9
0
1
0

0．3

i0．6）

0．0

T．3

O．0

1．8N・s・

i3．1）

Tota1 58 1 一 一 一

10

i11．3）
1
2
3

20

Q0

P9
0
1
1

0．7

i0．6）

0．0

T．0

T．3

3．4N・s・

i3．0）

Total 59 2 一 一 一

a

R
S
S
凡

Arithmetic　mean

Not　calculated

Standard　deviation
N。tsignificantdifference（P＞0、05） byDunnett’smultic・mparis・ntest
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Table6CumulativeM。rtality・fOvera11Peri・d（Embry・sandFish）

Cumulative

lortality
Cu皿ulative　Percent

@　　　Mortality

　　　Nominal

boncentration

iMeana　Measured

boncentration）
@　　　（mg／L）

Vessel

@　No．

Apllied

dmbryos
Number

Mean
iS．D．）

Percent
Mean
iS．D．）

Contro1

i一）
1
2
3

20

Q0

Q0
1
3
1

1．7

i1．2）

　5

P5

@5

8．3

i5．8）

Tota1 60 5
一 一 一

0．22

i0．209）
1
2
3

20

Q0

Q0
2
0
1

1．0

iL　O）

10

@0

@5

5．0凡s・

i5．0）

Tota1 60 3
一 一 一

0．46

i0．471）
1
2
3

20

Q0

Q0
O
1
1

0．7

i0．6） 0
5
5

3．3N・s・

i2．9）

Tota1 60 2 一 一 一

1．0

i1．23）
1
2
3

20

Q0

Q0
4
1
2

2．3

iL5）

20

@5

P0

11．7凡s・

i7．6）

Total 60 7
一 一 一

2．2

i2．61）
1
2
3

20

Q0

Q0
1
1
1

1．0

i0．0） 5
5
5

5．o　N・s・

i0．0）

Tota1 60 3
一 一 一

4．6

i5．65）
1
2
3

20

Q0

Q0
0
2
1

1．0

iL　O）

　0

P0

@5

5．O　N・s・

i5．0）

Tota1 60 3
一 一 一

10

i11．3）
1
2
3

20

Q0

Q0
0
1
2

1．0

iL　O）

　0

@5

P0

5．o　N・s・

i5．0）

Tota1 60 3 一 一 一

a

D
S

＆
凡

Ari　thmet　i　c　mean

Not　calculated

Stan〔iard　deviation
No　t　s　i　gn　i　f　i　cant　d　i　fferenc　e　（p＞0．05） byDunnett’s皿ulticomparisontest
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Table7LC5。value

（a）　Embryonic　Development　StagebmDryonlc　りeve⊥op皿eI1し 」⊃しd呂ピ　曳1」u上u⊥ 5ノ

Exposure　Period
@　　　　（Day）

LC50

img／L）

95　％　Confidence　Limit

@　　　　　（mg／L）

Statistic

@Method

Almost10 〉11 一 一

（b）LarvalandJuvenileStages

（Bef・reHatching）

LarVa上　anα　Juven上上e Oしd呂Ub　kn上しじ⊥
1 5ノ

Exposure　Peri・d
@　　　　（Day）

LC50

img／L）

95　％　Confidence　Limit

@　　　　　（mg／L）

Statistic

@Method

10to40 〉11 一 一

（c）Overall Period

（AfterHatching）

uvera上⊥　rerlOα kLmDI　yU　d11U1上b11ノ

Exposure　Period
@　　　　（Day）

LC50

img／L）

95　％　Confidence　Limit

@　　　　　（mg／L）

Statistic

@Method

40 〉11 一 一

（Embry・andFish）

Not　appl　i　cable　or　not　cal　culated
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Table　g　　Ubserved　loxlc　by皿pLo皿s
Observat　i　on　T　i　me　and　Symptoms

Stage　of　Embryon　i　c

@　　Development

　　Larval　and

iuvenile　Stages

End　of　the　Test　　　Nominal

boncentration

iMeana　Measured

boncentration）
@　　　（mg／L）

Microscopic

lorphlogica1

Observation

Appearance，

@Behavior

Microscopic

lorphlogica1

Observation

Contro1

i一）
N 丼 N

0．22

i0．209）
N N N

0．46

i0．471）
N N N

1．0

i1．23）
N N N

2．2

i2．61）
N N N

4．6

i5．65）
N N N

10

i11．3）
N N N

a
N

9　　0bserved　↑ox　i　c　Symptoms

Not　calculated

Ari　thmet　ic　mean

No　toxic　symptom　was observed
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Table b
Mean　of　Score　a　（S．D．）

　　　Nominal　Concentration

iMeanMeasuredConcentrati・n）
@　　　　　　　　　　（mg／L）

Vessl

mo．

Every　Vesse1 Tota1

Contro1

i一） 1
2
3

1．4（0．5）

k4（0．5）

P．3（0．5）

1．4

i0．5）

0．22

i0．209） 1
2
3

L3（0、5）

P．4（0．5）

P．4（0．5）

1．4N・s・

i0．5）

0．46

i0．471）
1
2
3

1．4（0．5）

k4（0．5）

P．4（0．5）

1．4N・s・

i0．3）

1．0

i1．23）
1
2
3

1．4（0．5）

P．4（0．5）

k4（0．5）

1．4N・s・

i0．4）

2．2

i2．61） 1
2
3

L3（0．5）

P．5（0．5）

P．5（0．5）

1．4凡s・

i0．6）

4．6

i5．65） 1
2
3

L6（0．6）

P．6（0．6）

P．6（0．6）

1．6凡s・

i0．6）

10

i1L3） 1
2
3

L8（0．5）

P．8（0．6）

P．8（0．6）

1．8料

i0．6）

a

10　　0bservation　of　Remaining　of　Feeding

Ar　i　t㎞e　t　i　c　mean　of　score　of　rema　i　ni　ng　of　fe　ed　i　ng

0
1
2
つ
」

no　rema　l　nlng

little　remaining

middle　remaining
much　rema　i　n　i　ng

S．D．

＊＊

N．S．

Standar〔i　〔ieviation

Significantdifference（P〈0．01）t・the
mul　t　i　compar　i　son　t　e　st

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　Not　significant　difference　by　Dunnett

control　by　Dunnett’s

s　mul　t　i　compar　i　son　te　s　t
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付属資料一1

試験用水の水質
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Tabl　e　A－1 Water　Quality　of　Dilution　Water

Parameter Concentration

BOD

COD

Total　phosphorus
pH

Col　iform　group　bacteria

Mercury

Copper

Cadmium

Zinc

Lead

Alumi　n　i　um

Nickel

Chromium

Manganese

Tin

Iron

Cyanide

Free　chlol・ine

Bromide

Fluoride

Sulfide

Total　a㎜onium
Arsenic

Selenium

Evaporation　residue

Electric　conductivity
Total　hardness　（as　CaCO3）

Alkalinity

Sodium

Potass　ium

Calcium

Magnes　ium

〈0．5　　　mg／L

1．O　　mg／L

〈0．003mg／L

7．4

（23．7℃）

N．D．

〈0，0005　mg／L

　
2
　
5
　
5
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

5
5

1
0
1
0
　
0
5
2
　
　
　
5
　
　
　
3
0
0

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

ω
ω
ω
論
器
器
①
器
論
塁
審
器
鋸
篶
第

誕
吼
離
離
離
吼
離
吼
離
離
麟
離
離
離
離

Date　of　measurement：Aug．　29，　2007
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付属資料一2

流水式試験装置の略図
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試験用水

二次原液

混合器

試験水槽

し一レ排水系

図1．流水式試験装置における試験溶液の流れ
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付属資料一3

予備試験の結果
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TableB－1MeasuredC・ncentrati・n・ftheTestSubstance in　Test　Water

　　　（Semi－StaticC・nditi・n）

　　　Nominal

Concentration
　　　（mg／L）

MeasuredC。ncentrati。n，mg／L（Percent・fN・mina1）

O　Hour

　new

24Hours
　　old

72Hours

　　new

96Hours
　　old

Contro1 〈0．003（一） 〈0．003（一） 〈0．003（一） 〈0，003（一）

1．0， 1．08 （108） 0．750（75） 1．00 （100） 0．799（80）

3 2 1．68 （53） 0．753（24） 0．317＊（10） 1．86 （58）

10 7．81 （78） 2．73　（27） 4．49 （45） 4．25 （43）

＊ Consideredt。beanalyticalmistake

TableB－2TheNumbersofDeadFish
　　　　　　　　　　（RangeFindingTest）

（Mortality）

（Semi－StaticC・nditi・n）

Nomina1 Cumulat　ive　Mortal　i　ty （PercentMortality
％
）

Concentration

@　　（mg／L）
24　Hours　　　　　　　48　Hours 72Hours 96hours

Control

@　1．0

@　3．2

@　10

0／10（0）　　0／10（0）

O／10（0）　　0／10（0）

O／10（0）　　0／10（0）

O／10（0）　　0／10（0）

0／10（0）

O／10（0）

O／10（0）

O／10（0）

0／10（0）

O／10（0）

O／10（0）

O／10（0）

Table　B－3　0bserved　Toxic　Symptoms

　　　　　　　　　　（RangeFindi且gTest）

（Semi－StaticC・nditi・n）

Nomina1 Observed　Toxic Symptom

Concentration

@　　（mg／L）
24Hours 48Hours 72　Hours　　　　　　　　96　hours

Control

@　1．0

@　3．2

@　10

N
N
N
N

N
N
N
N

N　　　　　　　　　N

m　　　　　　　　　N

m　　　　　　　　　N

m・　　　　　　　　N

N No　toxic　symptoms　was　observed
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付属資料一4

暴露終了時ヒメダカ成長調査
（全長、生体重、乾燥体重の個体値）
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1）全長測定値（㎜）

水槽 魚数
対照区　　　　0、 22　　　　　0． 46

試験区　　（mg／L）

P．0 2．2 4．6　　　　　10

1 23．3 22．1 15．5 21．8 20．9 10．3 18．7

2 21．9 21．5 22．0 2LO 22．4 19．7 17．5

3 21．9 2LO 22．1 23．0 21．6 20．1 17．9

4 23．1 19．9 21．4 20．7 22．9 20．0 18．8

5 22．0 21．5 22．3 22．1 22．6 20．8 18．9

6 18．0 19．3 21．1 20．8 18．9 20．0 19．6

7 21．6 21．9 21．0 21．5 21．2 20．0 18．9

8 21．1 21．5 21．1 21．2 19．9 21．7 19．4

9 22．9 22．3 20．3 19．7 22．0 17．6 17．7

1 10 19．3 22．8 20．6 20．6 20．7 20．3 19．4

11 21．1 21．8 20．6 21．3 20．2 20．4 19．1

12 21．6 2L2 22．2 15．6 21．8 20．8 18．9

13

P4

21．2

P8．6

22．4

Q2．2

20．7

Q1．9

21．3

Q3．0

21．0

Q0．1

18．4

Q0．7

19．5

P8．7

15 21．8 22．3 21．6 22．5 20．7 21．3 19．1

16 20．1 21．8 21．6 13．9 22．3 20．2 17．8

17 21．7 18．5 21．1 一
20．9 20．7 19．9

18 20．6 20．5 21．4 一
23．7 19．6 18．4

19 22．5 一
22．0 一 23．9 18．9 16．8

20 一 一 21．3 一 一 22．3 19．0

1 17．6 20．9 21．8 22．5 22．4 19．8 18．5

2
3

21．5

Q0．2

24．1

Q2．8

21．9

Q2．2

20．4

Q1．4

20．0

Q1．7

21．3

Q0．3

20．0

Q0．2

4 23．3 21．7 20．0 20．1 21．8 20．2 15．O

5 21．7 23．1 21．6 21．8 21．6 17．4 21．0

6 21．6 23．0 20．2 23．0 22．3 19．7 18．7

7 19．8 22．3 20．2 21．6 21．0 21．3 20．2

8 20．2 21．6 21．6 21．7 21．4 20．4 18．6

9 22．6 20．7 21．0 21．8 20．9 21．3 18．4

2 10

P1

22．3

Q1．2

20．6

P8．6

21．4

Q1．7

21．2

P8．6

21．8

Q1．1

18．6

Q0．5

19．7

P9．5

12 21．0 22．0 21．7 22．2 21．7 20．7 19．6

13 21．3 21．4 20．9 22．5 20．6 19．6 20．O

14 20．7 22．3 20．8 22．2 22．3 20．0 17．5

15 21．3 22．2 20．9 20．4 21．1 19．5 19．6

16 18．6 22．2 20．7 23．5 20．3 20．2 19．5

17 19．7 21．4 22．7 19．7 22．2 20．3 20．5

8
9
0

1
1
2

19，5

19．6

22．5

21．7

20、2

遣
U
口
O

R
u
1

1
2
7
8
0
0
2
2

20．2

3
9

Q
」
7
1
1

3

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

　
　
　
　
　
　
　
　
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2

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

0
0
1
2
2
0
0
0
1
1
1
0
0
2
2
0
1
0
1

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

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

2
2
0
1
1
5
1
8
2
9
2
2
1
0
0
8
1
2
2

2
2
2
2
2
1
2
1
2
1
2
2
2
2
2
1
2
2
2

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

1
4
1
1
1
1
2
2
1
2
0
0
1
3
0
1
2
1
0

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

O
O
3
3
6
3
5
4
0
5
1
0
9
8
1
1
6
5

6
2
1
2
1
2
2
2
1
1
1
1
9
2
0
2
0
1

1
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
1
2
2
2
2
2

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

0
2
1
9
9
1
1
1
6
9
0
1
9
8
0
9
α
住
甑

2
2
2
1
1
2
2
2
1
1
2
2
1
1
2
1
2
2
1

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

0
0
0
1
1
1
8
0
0
1
0
1
2
0
0
0
0
9
9

2
2
2
2
2
2
1
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
1
1

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

9
7
1
0
1
9
9
8
0
0
9
1
9
8
8
8
0
7

1
1
2
2
2
1
1
1
2
2
1
2
1
1
1
1
2
1
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2）生体重測定値（㎎／尾）

水槽 点数
対照区 0．22

　　　　　　　試験区

O．46

　　6ロ9／L）

P．0 2．2 4．6 10

1

　1

@2

@3

@4

@5

@6

@7

@8

@9

P0

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

Q0

110．8

P09．6

P23．1

P38．2

X1．2

T5．4

P04．5

P06．9

P13．0

V3．7

P06．5

P07．1

X9．8

T9．4

P13．0

X0．6

P09．3

X4．6

P38．7

　〆P1L9

P08．2

X9．8

V3．9

P07．7

U8．8

P05．5

P05．6

P14．5

t7．5

P05．8

X8．6

P21．4

P11．4

P16．3

P20．8

U3．4

W5．1

鼈

　33．7

P14．3

P17．1

P02．2

P24．2

P04．1

P08．6

P09．7

X0．4

W8．6

X2．1

P18．0

W8．9

P14．2

P09．9

P01．3

X6．4

P17．1

P15．3

P12．1

113．8

P05．2

P33．2

X9．3

P11．3

P09．8

P06．4

ｹ9．2

V6．3

W6．9

P01．6

V5．6

P06．1

P33．0

P07．0

Q1．6

鼈
鼈
鼈

109．5

P20．7

P05．1

P19．3

P11．1

U5．8

P07．g

V8．4

P19．7

P03．8

W5．4

P30．8

W4．5

W8．5

W6．2

P23．0

W7．2

P55．2

P26．3

　11．1

V6．9

W8．7

V9．2

W1．5

V1．6

V1．5

P06．7

T1．6

W0．9

X4．8

X6．4

U1．7

X5．3

P02．0

W2．3

X1．6

W2．4

U7．9

X3．0

54．7

T4．8

S6．7

U6．2

T8．9

V7．9

U8．4

V6．5

T3．2

U8．8

V4．5

U0．7

V3．3

T9．9

U3．8

S9．3

U6．1

U0．1

S4．2

U3．4

2

　1

@2

@3

@4

@5

@6

@7

@8

@9

P0

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

Q0

75．7

P04．0

W4．4

P31．9

P2L2
P08．4

U9．5

V5．9

P16．9

P09．3

P02．8

X6．7

P09．4

X0．3

X0．6

@’　（　　　一

Z∪、0

W4．3

鼈
鼈

94．9

P39．8

P18．8

P29．6

P28．3

P28．7

P21．0

P11．0

X0．7

X0．0

U1．5

P10．0

P0L9
P14．3

P04．9

P21．0

P02．2

V6．8

W2．9

P13．1

110．5

P12．7

P21．7

W8．8

X8．9

W3．3

W7．4

P05．2

X4．5

P08．2

X7．4

P03．6

P02．6

X2．2

X1．3

X2．8

P19．0

P08．4

W4．7

119．1

W9．8

W9．1

X3．9

P03．9

P22．4

P02．3

P07．4

P05．9

t4、1

V4．1

P29．5

P14．7

P23．0

W9．9

P39．6

W4．4

U1．0

P19．4

117．4

V5．3

P20．7

P00．3

P工2．8

P08．6

X2．1

X5．7

X0．3

X5．1

X2．6

P14．2

X3．2

P08．7

P06．7

X0．7

P17．3

X3．7

W6．2

72．1

X2．8

W5．8

W8．9

S4．5

V1．0

X5．2

W0．4

W2．9

V0．8

W6．3

W6．2

W2．9

W4．4

V6．工

V6．5

W0．0

W8．4

鼈

64．7

U7．3

V2．0

Q4．8

W7．2

U6．7

V3．9

U7．1

U4．5

V9．2

V4．2

U8．6

W4．1

T7．0

V5．5

ｹ5．1

V9．6

V0．5

T6．3

3

　1

@2

@3

@4

@5

@6

@7

@8

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

98．5

W8．4

P11．2

P2L9
P15．7

W9．0

P05．1

X2．2

P05．7

P07．8

X8．5

W2．2

P06．7

P28．1

t8．6

V6．4

P06．6

P1L8

P00．9

ｩ

123．7

P14．9

X4．6

P01．2

P04．5

Q7．9

P06．3

V5．8

P16．2

U9．6

P04．7

P06．4

P09．2

X1．7

X8．9

U7．6

X5．8

P09．1

P23．4

105．5

P44．1

P22．9

P04．9

P03．1

P19．0

P22．7

P13．9

P0L5
t7』3

X7．2

W9．2

P2L2
P37．9

P05．0

X7．9

P19．5

P06．0

X8．3

@一

32．1

P12．2

P11．O

P16．1

P04．6

P15．5

P18．1

P14．6

P07．7

X8．6

X6．1

P00．2

W1．8

P33．9

W0．9

P28．5

X2．0

X3．5

鼈

88．8

P13．8

P00．0

W5．3

U8．3

t2．0
P14．2

P12．8

S9．3

V8．4

W6．9

X2．7

U8．1

U5．1

X2．7

ｹ8．3

W2．4

W9．4

V2．6

91．9

W2．5

W3．9

P00．9

X3．4

X1．9

U3．3

W6．0

W7．4

X3．2

W2．7

P09．8

P14．5

W3．6

W7．4

X6．9

W6．4

W7．4

W4．1

73．9

T2．2

W3．5

V6．3

W6．2

ｹ1．1

V1．2

T6．3

X3．6

V6．9

V5．4

X5．8

V0．2

T7．0

U1．7

U0．4

W4．4

S9．8

ｩ
一

死亡
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3）乾燥体重測定値（mg／尾）

水槽 魚数
対照区　　　　0，22 O．46

試験区

@　　　1．0

（mg／L）

2．2　　　　　4．6 10

1 30．3 31．9 8．2 32．2 24．8 1．3 15．2

2 31．6 31．0 31．2 28．3 34．0 22．5 13．6

3 33．4 25．4 30．5 36．9 28．2 24．1 11．9

4 38．7 18．1 28．1 29．5 34．5 21．2 17．6

5 23．8 26．8 31．0 32．2 30．3 20．9 14．4

6 10．7 17．1 27．3 31．4 18．2 19．9 20．6

7 25．9 29．4 28．1 30．4 28．9 19．8 17．7

8 27．5 27．3 27．7 21．1 20．6 31．1 19．5

9 28．6 28．9 26．1 19．5 31．0 14．1 13．6

1 10 18．2 32．1 23．6 23．8 28．4 20．9 19．2

11 28．2 27．8 24．7 28．4 24．4 26．1 21．6

12 28．2 27．2 33．4 19．7 35．2 26．3 16．2

13 25．9 33．1 24．5 30．7 23．7 16．9 20．4

14 14．4 31．3 30．9 36．6 22．4 27．4 14．5

15 30．7 30．4 29．8 27．1 23．2 28．1 17．5

16 23．2 30．5 27．4 5．1 33．7 22．6 11．8

17 30．1 16．9 25．5 一
23．1 25．2 17．1

18 24．6 22．2 32．1 一
40．8 22．9 16．5

19 36．5 一
31．5 一

34．6 18．9 11．3

20 一 一
29．9 一 一

26．2 17．3

1 9．9 25．5 29．6 31．5 33．6 19．7 12．1

2 27．3 36．5 22．7 24．7 20．7 25．7 17．6

3 23．6 30．6 34．4 21．8 35．8 24．7 20．2

4 36．2 29．5 23．1 26．2 27．4 23．3 6．1

5 32．7 32．8 27．8 29．2 30．8 11．4 23．9

6 30．0 36．5 23．5 34．2 31．0 18．4 18．0

7 17．6 33．5 24．6 27．7 25．9 27．0 19．0

8 18．9 29．1 28．9 28．8 27．6 22．8 18．4

9 33．0 22．3 23．9 30．2 25．8 22．7 15．9

2 10 32．1 24．8 29．8 29．6 26．6 19．9 22．1

11 28．2 15．9 26．1 18．8 26．4 23．7 20．6

12 25．7 31．0 28．7 35．5 32．5 24．1 19．1

13 30．9 28．7 28．7 33．3 23．5 23．5 22．7

14 23．9 31．3 24．6 31．1 30．4 22．8 14．5

15 24．1 28．3 25．6 25．9 30．7 20．6 20．7

16 14．6 34．7 25．3 37．9 25．3 21．1 20．4

17 22．3 28．4 32．5 21．8 32．2 22．4 20．8

18
一

19．3 29．2 15．0 25．1 25．0 17．9

19
一

22．2 23．2 32．6 24．3 一
14．2

20 一 30．1 一 一 一 一 一

1 23．1 34．1 29．5 6．0 23．6 25．6 20．0

2 25．5 31．1 39．1 31．7 30．2 22．7 13．9

3 31．5 23．6 32．5 28．8 27．9 22．5 22．9

4 32．1 26．4 28．0 32．5 22．0 28．5 20．9

5 31．6 27．7 28．7 29．6 18．7 26．0 23．2

6 24．4 6．5 30．7 33．9 28．9 24．7 19．0

7 28．3 29．1 35．0 32．1 31．6 16．3 18．7

8 26．3 19．4 32．4 33．4 32．2 24．2 14．5

9 29．4 30．5 28．6 30．8 12．4 23．6 24．7

3 10 28．8 18．5 32．2 27．0 23．3 25．5 21．4

11 27．9 27．4 27．6 27．7 23．4 21．8 20．2

12 23．5 26．5 24．3 28．1 25．1 29．5 25．2

13 29．7 28．9 32．7 22．4 17．8 31．3 19．1

14 33．2 24．9 36．4 35．8 17．5 23．0 16．3

15 32．6 26．2 27．7 22．8 25．5 24．7 16．7

16 20．0 16．3 26．2 35．2 21．0 27．3 16．3

17 30．2 27．3 30．8 26．0 21．9 24．2 23．1

18 30．0 29．O 25．5 26．0 25．3 24．2 13．2

19 27．6 32．5 24．5 一
20．6 20．5 一

20 一 一 ｝ 一 一 一 一

死亡
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付属資料一5

試験溶液の分析法
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1．

　　　　　　　　　　　　　クロロホルム分析法

分析方法

（1）分析法の概要

　　希釈した試験溶液ならびに内部標準物質を、一定量の空間を残した状態でバイ

　アルに入れ、密閉状態として60℃で静置することにより、被験物質と標準物質を

　気相に揮散させる。この気相の一定量をガスクロマトグラフ質量分析計（G　C／M

　S）に注入し、選択イオン検出法により、肉標準物質に対する検出イオンの面積比

　より濃度を求め、希釈倍率を基に試験溶液の被験物質濃度を算出する。

（2）装置および器具

　a）GC／MS

b）分離カラム

　c）分析用上皿電子天秤

　d）恒温槽

　e）メスフラスコ

f）ホールピペット

g）メスピペット

　h）バイアノレ

　i）バイアノレ用栓

j）アルミニウムキャップ

　k）ガスタイトシリンジ

　1）マイクロシリンジ

（3）試薬

a）揮発性有機化合物標準液　：

　b）4一ブロモフルオロベンゼン標準液

。）塩化ナトリウム

d）蒸留水

　e）メタノーノレ

G5000　M7200

AQUATIC（60m×0．25皿φ膜厚L　Oμ皿）

EB－6300型

IP－280

容量　10此

容量　1mlL，2mL，5mL，10n止

容量　10mL

13mL

径19㎜、テフロン被膜

径20㎜

500　μL

容量10μL，50μL，100μL，250μL

クロロホルム1mg／mL（水質試験用）

Lot－YPH9075

1mg／mL水質試験用、　Lot－JSF9260

1試薬特級

高速液体クロマトグラフ用

：試薬特級

日立製作所

シ“一エルサイエンス

島津製作所

Pasolina

柴田科学

柴田科学

柴田科学

シ“一エルサイエンス

シ÷一エルサイエンス

シ“一エルサイエンス

シ“一エルサイエンス

シ“一エルサイエンス

和光純薬

和光純薬

関東化学

和光純薬
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（4）試薬の調製

a）内部標準原液（100mg／L）

　　濃度1mg／mしの4一ブロモフルオロベンゼン標準液L　O　mLを10mLメスフラ

　スコに正確に量り取り、メタノールで定容し、100mg／しの内部標準原液を調製す

　る。

（5）操作

　　〔前処理〕

　　a）試験溶液を検量線の濃度範囲になるように希釈する（10～500倍）。

　　b）塩化ナトリウム3gをバイアルに加える。

　　c）希釈した試験溶液10mLを静かにバイアルに入れ、メタノール2μL（検量

　　　線作成時の被験物質標準液のブランク）ならびに100mg／L内部標準原液2

　　　　μLを添加する。

　　d）直ちにバイアル用の栓、その上にアルミニウムキャップを被せ、アルミニウ

　　　　ムキャップ締め器を用いて密閉状態に固定する。

　　e）試料と同時に、「3．検量線の作成（2）」の方法で検量線のバイアルを作製す

　　　　る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　f）バイアルを振り混ぜ塩化ナトリウムを溶解した後、60±0．5℃の恒温槽内に

　　　30分間静置する。被験物質ならびに内部標準物質を気相部に揮散させること

　　　で、G　C／MSに注入する前処理とする。

〔G　C／MS操作〕

a）2に記載する分析条件でGC／MSを作動し、装置を安定させる。

b）前処理を行ったバイアルの気相より、ガスタイトシリンジを用いて500μL

　　を採取し、直ちにGC／MSに注入する。

c）クロロホルムおよび4一ブロモフルオロベンゼンの保持時間に一致している

　　ことを確認し、保持時間に相当する位置のそれぞれの選択イオンの指示値を

　　読み取る。

d）検出されたクロロホルムおよび4一ブロモフルオロベンゼンの指示値の比を

　　求め、検量線からクロロホルムの濃度を求める。
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，）検量線から求めた濃度に希釈倍率を換算し、試験溶液の被験物質濃度を算出

　する。

2．GC／MSの測定条件

　（1）分離管　　　　：AQUATIC（60m×0．25㎜φ膜厚1．0μm）

　（2）分離管温度　　：180℃10min　H・1d～210℃（10℃／min）

　（3）キャリアガス　：ヘリウム、線速度20cm／s

　（4）イオン源温度　：100℃

　（5）イオン化方式　：電子衝撃法

　（6）注入量　　　　：500μL

　（7）測定イオン　　：クロロホルム　mzニ83

　　　　　　　　　　　4一ブロモフルオロベンゼン　mzニ176または174

曙3．検量線の作成

　（1）被験物質濃度として1mg／mしの揮発性有機化合物標準液0．40，2．0，4．O　mLをそ

　　　れぞれ10．Lメスフラスコに正確に量り取り・メタノールで定容することで・40，

　　　200，400mg／しの被験物質標準液を調製する（用時調製）。

　（2）13mLバイアルに、塩化ナトリウムを3gおよび蒸留水10mLを量り入れた後、密

　　　封ずる。40，200，400mg／しの被験物質標準液よりそ劃ぞれ2μLをそれぞれ正

　　　確に注入し、0．0080、0．040、0．080mg／しの被験物質濃度とする。さらに各バイア

　　　ルに内部標準原液（100mg／L）それぞれ2μLを注入し、内部標準物質濃度を

　　　0．020．g／しで一定とする。この調製法により、検量線の各標準液を調製する。

　（3）バイアルを振り混ぜ塩化ナトリウムを溶解した後、60±0，5℃の恒温槽内に30分

　　　間静置する。

　（4）標準液（バイアル）の気相から500μLを採取し、直ちにGC／MSに注入し、

　　　測定を開始する。測定終了後クロマトグラムと同時にピーク面積を得る。被験物質

　　　濃度を横軸に、内標準物質に対する被験物質の信号強度比（面積）を縦軸にとり検

　　　量線を作成する。この時の回帰式の寄与率も算出する。
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濃度 信号強度比（面積）

No． 被験物質
img／L）

内標準物質
@（mg／L）

被験物質
icounts）

内標準物質
@（counts）

　　　信号比
i被験物質／内標準物質）

1 0 0，020 0 11．1348 0

2 0．0080 0，020 3．27722 12．5075 0．26202

3 0，040 0，020 27．4317 15．0479 1．82296

4 0，080 0，020 79．4073 21．6304 3．6711

表1検量線に使用したデータ例

5

4
　
　
　
　
　
3
　
　
　
　
　
2
　
　
　
　
　
1

麟
鐸
斜
路
K
＼
餌
奪
麟
翠

　
　
　
　
最
中
鯉

“
o
o
O
O

R2ニ0．9993

�≠O．02187＊y

0．02　　0．04　　0．06　　0．08

　　　被験物質濃度（mg／L）

0．10

図1検量線例

4．添加回収率

　　揮発性有機化合物標準液　（クロロホルム1mg／mL）の10μL，100μL、L　O　mL，

　10mLを、密閉状態として100n止の試験用水に添加し、濃度が0．10，1．0，10，100

　mg／しにおける回収率を算出した。

　　結果を表2に示す。平均回収率は101～108％であった。

表2添加回収率
試料濃度
i皿9／L）

n
測定値
img／L）

測定値平均
@（mg／L）

回収率
@（％）

1 0．1069
0，105 105

0．10
2 0．1028

1 1，119 1081．0
2 1，049

1．08

1 10．05
10．1 10110

2 10．15

1 105．3 103100
2 99．99

103
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5．保存安定性

　　4の添加回収で調製した4濃度の試料溶液（0．105，L　O8，10．1，103mg／L）を、密

　閉・遮光条件下で1日間室温で保存し、試料溶液の安定性を確認した。

　　結果を表3に示す。1日間室温保存液の濃度維持率は86～100％であった。

表3　保存安定性愛5　1禾仔ヌ疋仕
1日後

開始時測定値

@（mg／L） n
測定値
img／L）

測定値平均
@（mg／L）

濃度維持率
@　（％）

1 0．09623
0．0976 93

0，105 2 0．09889

1 0．9401
0，932 86

1．08
2 0．9238

1 10．27
10．1 100

10．1
2 9，898

1 97．67
97．5 95

103
2 97．41

6．定量下限値および検出限界値

　　被験物質濃度0．0040mg／しの試料液10mLを入れたバイアルの気相500μLをGC

／MSに7回注入し、得られた測定値の標準偏差値の1・倍を定量下限値・3倍を検出

　限界値とした。

　　結果を表4に示す。定量下限値は0．003mg／L・検出限界値は0・0007mg／しであっ

　た。

表4定量下限値および検出限界値の算出データ
里IH閃闘ホ　1ス四

n
測定値
img／L）

1 0．00379

2 0．00397

3 0．00379

4 0．00408

5 0．00373

6 0．00386

7 0．00434

平均値 0．00394

標準偏差（σ。．1） 0．00021

定量下限値二〇．00021×10≒0．003mg／L

検出限界値二〇．00021×　3≒0．0007mg／L



対照区は1倍希釈

最低濃度は10倍希釈

0．003

0．003

×　1＝0．003㎎／L

X10＝0．03㎎／L
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付属資料一6

統計解析結果
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（1）ふ化所要日数の検定

①

水槽 魚数
対照区　　　0．22 0．

　　　試験区

S6　　　　LO

（㎎／L）

@　　　　　　　2，2 4．6 10

1 9 9 9 9 9 9 9

2 9 9 9 9 9 9 9

3 9 9 9 9 9 9 9

4 9 9 9 9 9 9 9

5 9 9 9 9 9 9 9

6 9 9 9 9 9 9 9

7 9 9 9 9 9 9 9

8 9 9 9 9 9 9 9

9 10 9 9 9 9 9 9

1 10 工0 9 9 9 9 9 9

11 10 9 9 9 9 9 9

12 10 9 9 9 9 9 9

13 10 9 9 9 9 9 9

14 10 9 9 10 9 9 9

15 10 9 10 10 9 9 10

16 10 10 10 10 9 10 10

17 10 10 10 11 9 10 10

18 10 10 10 13 9 10 10

19 10 10 10 一
9 10 13

20 12 11 10 一
10 10 14

1 9 9 9 9 9 9 9

2 9 9 9 9 9 9 9

3 9 9 9 9 9 9 9

4 9 9 9 9 9 9 9

5 9 9 9 9 9 9 9

6 9 9 9 9 9 9 9

7 9 9 9 9 9 9 9

8 9 9 9 9 9 9 9

9 10 9 9 9 9 9 9

2 10 10 9 9 9 9 9 9

11 10 9 9 9 9 9 9

12 10 9 9 9 9 9 9

13 10 9 9 9 9 9 9

14 10 9 9 9 9 9 9

15 10 9 9 9 9 9 9

16 1王 9 9 9 9 10 9

17 12 9 9 9 9 10 9

18 12 10 10 9 9 10 9

19 暑
10 10 10 9 10 9

20 一
10 11 10 一 一

9

1 9 9 9 9 9 9 9

2 9 9 9 9 9 9 9

3 9 9 9 9 9 9 9

4 9 9 9 9 9 9 9

5 9 9 9 9 9 9 9

6 9 9 9 9 9 9 9

7 9 9 9 9 9 9 9

8 9 9 9 9 9 9 9

9 9 9 9 9 9 9 9

3 10 9 9 9 9 9 9 9

11 9 9 9 9 9 9 9

12 9 9 9 9 9 9 9

13 9 9 9 9 9 9 9

14 王0 9 9 9 9 9 9

15 10 9 9 9 9 9 9

16 10 10 10 9 9 9 10

17 10 10 10 10 9 10 10

18 10 10 10 10 9 10 10

19 10 10 Io 一
10 12 13

20 10 10 10 一 － 一 一

ふ化所要日数観察結果
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②Bartlett等分散性（ふ化所要日数）

Group

－
q
乙
Q
J
4
【
U
6
ワ
’

Samples

　　　　58

　　　　60

　　　　60

　　　　56

　　　　58

　　　　58

　　　　59

Mean

9，621

9，233

9，250

9．232

9，034

9．241

9，339

S，E，

0，101

0，060

0，061

0，088

0，024

0，071

0，129

S，D，

0，768

0．465

0，474

0，660

0，184

0，540

0，993

Variance

　　O，590

　　0，216

　　0，225

　　0，436

　　0，034

　　0，292

　　0，987

Method

Bartlett　test

VS Side　Stat，　0．0500　0、0100
　　0　145，397　12，592　16，812

0，0010

22．458 ・
O

L
U
O

O
O

r
　
・

D
～
0

③参考：等分散性を仮定した場合の検定結果（ふ化所要日数）

Group
　　　　1

　　　　2

　　　　3

　　　　4

　　　　5

　　　　6

　　　　7

Samples

　　　　58

　　　　60

　　　　60

　　　　56

　　　　58

　　　　58

　　　　59

Mean

9621
9233
9250
9232
9034
9241
9339

S　E．

0．101

0．060

0．061

0．088

0．024

0．071

0．129

　S　D．　　Variance

O．768　　　　0．590

0．465　　　　0．216

0．474　　　　0．225

0．660　　　　　0．436

0．184　　　　0．034

0．540　　　　0．292

0．993　　　　0．987

　　　　　　Method

1－way」姻OVA

SS

11

159

170

VS

DF

　　6

402

408

Side

　　　O

　　　MS

L805
0．396

Stat．

4．553

Fca1．

4．553

005
2．121

Prob．

0．000

001
2．847

005
2．121

0．OOI　Prob．

3．830　　0．OOO

001
2．847

0．001

3．830

④　Kruska1－Wallisの順位検定（ふ化所要日数）

Group

1
2
3
4
「
D
6
7

Method

Kruska1－Wallis

Samples

　　　　58

　　　　60

　　　　60

　　　　56

　　　　58

　　　　58

　　　　59

VS

Mean

9621
9233
9250
9232
9034
9241
9339

S　E．

0．101

0．060

0．061

0．088

0．024

0．071

0．129

S　D．

0．768

0．465

0．474

0．660

0．184

0．540

0．993

Variance
　　　O．590

　　　0．216

　　　0．225

　　　0．436

　　　0．034

　　　0，292

　　　0．987

Side　Stat．　005　001
　　　0　39．988　12．592　16．812

0．001

22．458

Prob．

O．000
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⑤ ノンパラメトリックDunnett検定（ふ化所要日数）

Group

Method
Dunnett
Dunnett
Dunnett
Dunnett
Dunnett

Dumett

ー
ワ
ね
3
4
r
D
6
7

Samples
　　　　　58

　　　　　60

　　　　60

　　　　56

　　　　58

　　　　58

　　　　59

S
S
S
S
S
S

V
V
V
V
V
V

1
⊥
1
1
1
1
1

n
∠
3
4
r
D
6
7

VS

Mean

9．621

9．233

9．250

9．232

9．034

9．241

9．339

Si（ie

　　　2

　　　2

　　　2

　　　2

　　　2

　　2

S．E．

0．101

0．060

0．061

0．088

0．024

0．071

0．129

Stat．

3．751

3．539

4．329

6．060

3．837

4．218

S．D．

0．768

0．465

0．474

0．660

0．184

0．540

0．993

0．0500

2．565

2．565

2．565

2．565

2．565

2．565

Variance
　　　O．590

　　　0．216

　　　0．225

　　　0．436

　　　0．034

　　0．292

　　0．987

0．0100

3．106

3．106

3．106

3．106

3．106

3．106

　　0．001

999．990

999．990

999．990

999。990

999．990

999．990

Prob．

0．001

0．002

0．000

0．000

0．001

0．000
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　（2）胚の死亡率検定

魚類　　　急性毒性試験

2006一生71クロロホルムELSふ化
ファイル名＝2030157　　更新日

譜
　

頷
粥
姻
鶉
器
欝
欝
龍
茄
穏
B
盤
洗
朔
計
諏
灘
洗
姻
欝
6
5
揺

　
m
O
O
O
O
O
O
α
0
α
L
L
L
且
且
2
5
a
5
1
1
1
対
m
色
色
L
2
巳
1
5
0
m
α
α
L
2
a
1

区
1
1
1
2
2
2
3
3
3
4
4
4
5
5
5
6
6
6
7
7
7
［
区
1
2
3
4
5
6
㏄
区
1
2
3
4
5
6

　　　　　連

（109）

（一　）　　1

（一　）　　2

（一　）　　3

（一〇．67）　1

（一〇．67）　2

（一〇．67）　3

（一〇．32）　1

（一〇．32）　2

（一〇．32）　3

（．090）　　1

（．090）　　2

（．090）　　3

（．417）　　1

（．417）　　2

（．417）　　3

（．752）　　1

（．752）　　2

（．752）　　3

（LO53）　1
（1．053）　2

（1．053）　3

実測数（影響・死亡）一一一一一一一一一一一一一

　
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

：2008／09／12

　13day
　20

　18

　20

　20

　20

　20

　20

　20

　20

　18

　20

　18

　20

　19

　19

　20

　19

　19

　20

　20

　19

［対照に対する］割合（％）

　　　　　　　　　　　影響・死亡％

　　　　　（1・9）　　13day
　　　　　（一〇．67）　　0

　　　　　（一〇．32）　　　0

　　　　　（．090）　　6．6667

　　　　　（．417）　　3．3333

　　　　　（．752）　　3．3333

　　　　　（LO53）　　　1．6667

EC50計算に用いたデータ（Probit，

（109）
（一〇．67）

（一〇．32）

（．090）

（．417）

（．752）

（L　O53）

影響・死亡

　　0
　　20
　　20
　　20
　　20，

　　20
　　20

Logit法）

13day

O．2

0．2

1．3333

．6667

．6667

．3333

一←一一一一一←一一一一一←一一一一一一一一一一一一一
Q照事項一一一一一＿＿＿＿一＿＿＿＿＿一＿＿一一＿一一＿＿＿

Co㎜ent：
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●●　13d　NOEC生存量の推定結果の書き出し一一⇒　　＊ニ5％で有意，律1％で有意　●●

2006一生71クロロホルムELSふ化

魚類　　　急性毒性試験　生物量は1を掛けてある

◎NOEC計算用元データ　一

濃度mg／L　O　　　O．209
1　　　　　　20　　　　20

2　　　　　　18　　　　20

3　　　　　　20　　　　20

平均　　　　19．333320

標準偏差　　1．1547　0

0．471　　　　1，23

20　　　　18

20　　　　20

20　　　　18

20　　　　　　18．6666

0　　　　　1．1547

2．61　　5．65　　11．3　　平均

20　　　　20　　　　20

19　　　　19　　　　20

19　　　　19　　　　19

19．3333　　19．3333　　19．6666　　19．4761

．5774　　　．5774　　　　．5774

◎各濃度区の対照平均に対する相対量

濃度㎎ん　　0
1　　　　　　　103．45

2　　　　　　　93．10

3　　　　　　　103，45

平均　　　　100

0，209　　　　0．471　　　　1．23

103．45　　　103．45　　　93．10

103．45　　　103．45　　　103．45

103．45　　　103．45　　　93．10

103．44　　　103．44　　　96．551

2．61　　　　5．65　　　　11．3

103．45　　　103．45　　　103．45

98．28　　　98．28　　　　103．45

98．28　　　　98．28　　　　98．28

100　　　　　100　　　　　　101．72

◎バートレットの等分散性の検定
　κ二乗検定値　　（p；0．05）ニ12．591　（p；0．01）ニ16．811　自由度＝6

　　　　計算値（一3．033）〈＝12．591　5％の危険率で等分散性を認める。

◎一元配置分散分析　（全ての濃度区の平均数に差がないとみなせるか）一一一一一

要因　　　平方和　　　自由度　　　　平均平方　　　検定値（F）

処理　　3．904762　　6　　　　　　0．6507936　　L242425

誤差　　7．33333　　　14　　　　　0．5238093

全体　　11．23809　　20
F検定基準値　（p：0．05）ニ2．8477　（p：0．01〉＝4．4558　自由度＝6：14

計算｛直（1．242）〈2，8477

　危険率5％で「濃度間に差がない」仮説を棄却しない。

　　即ち、濃度区間に差がないとみなす。

一一
cunnett検定の前処理として分散分析が必要であるかについては、

一一一@「必要でない／してはいけない」という意見がある。

一一一 ｻこで，分散分析の結果に拘らず，Dumettの検定結果を示す。

◎Dunnett型の検定（どの濃度区が対照に比べて差があるかを特定する）一一一一一一

濃度mg／L　O　　　O、209　0．471　1．23　　2・61　　5・65　　1L3

計算値　　　　一　L1282　L1282　L1282　0　　　0　　　。5641
Du皿ett確率　　　0．7389　0．7389　0．7389　L　OOOO　L　OOOO　O・9817
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SurvIv＆1
25

20

1
5

10

5

o

・r，
1

一r一 －　「　・

1 ■

■一－
■　r　■

●

一し一

甲』・ ・t一

1

1 1

■L甲 ■

醒し・

0　　0．209　0，471　1．23　2・61　5・65
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Concentration（m暮／L）

　　D。se－re脚nsecurvef。rLC50。fFishAcuteT・xicityTest
　　2008一生71クロロホルムELSふ化　　（NOEC）　　13d　NOEO（グ’ラフ）

1113

工2SE
　　　（P：0．95〉

1’ QSD
」一 iP＝0，95）
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（3）ふ化後稚魚の死亡率検定

　　①ふ化後稚魚の死亡率結果

試験区（mg／L）とふ化後稚魚死亡率（％）

水槽 対照区 0，209 0，471 1．23 2．61 5．65 11．3

1 5．0 10．0 0．0 1L1 5．0 0．0 0．0

2 5．6 0．0 5．0 5．0 0．0 5．3 5．0

3 5．0 5．0 5．0 0．0 0．0 0．0 5．3

②　Bartlett等分散性（ふ化後稚魚の死亡率）

Group

Method

Bartlett

　　　　　③

　　　　　Samples　Mean　　S．E　　S，D．　Variance
　　　1　　　3　5．2000　0．2000　0．3464　0，1200
　　　2　　　3　5．0000　2．8868　5．0000　25．0000
　　　3　　　3　3．3333　1．6667　2．8868　8．3333
　　　4　　　3　5．3667　3．2095　5．5591　30．9033

　　　5　　　3　L6667　L6667　2．8868　8．3333
　　　6　　　3　L7667　L7667　3．0600　9．3633
　　　7　　　3　3．4333　1．7188　2．9771　8．8633

　　　　　vs　　Side　　Stat．　　　0．05　　0．01
test　　　　　　　O　7．9960　12．5916　16．8119

パラメトリックDunnett検定（ふ化後稚魚の死亡率）

　　0．001　Prob．

22．4577　　　0．2384

Group

Method

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

－
∩
∠
3
4
5
6
7

Samples

VS

l　vs

l　vs

l　vs

l　vs

l　vs

l　vs

2
3
4
【
0
6
7

3
3
3
3
3
3
3

Mean　　　　　S．E．

　　　5．2000　　　　0．2000

　　　5．0000　　　　2．8868

　　　3．3333　LO667
　　　5．3667　　　　3．2095

　　　1．6667　　　　1．6667

　　　1．7667　　　　1．7667

　　　3．4333　　　　1．7188

Side　　　　　Stat．

　　　　　　　2　　0．0680

　　　　　　　2　　0．6344

　　　　　　　2　　0．0566

　　　　　　　2　　1，2008

　　　　　　　2　　L1668

　　　　　　　2　　0．6004

S．D．

0．3464

5．0000

2．8868

5．5591

2．8868

3．0600

2．9771

　　0．05

2．9124

2．9124

2．9124

2．9124

2．9124

2，9124

Variance

　　　O，1200

　　25．0000

　　　8．3333

　　30．9033

　　　8．3333

　　　9．3633

　　　8．8633

　　　　0．01

　　　3．7633

　　　3．7633

　　　3．7633

　　　3，7633

　　3．7633

　　3．7633

　　　0．001　Prob．

999．9900　　　　1．0000

999．9900　　　　0．9685

999．9900　　　　1．0000

999．9900　　　　0．6916

999．9900　　　　0．7139

999．9900　　　　0．9755
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（4）暴露全期間の死亡率検定

魚類　　　急性毒性試験

2006一生71クロロホルムELS
ファイル名＝2030155　更新目：2008／09／12

区’ Z度　　　　　連
　mg／L　（1・9）

10　　　（一）　　1

10　　　（一）　2
10　　　（一）　3
20．209（一〇．67）　1

20．209（一〇．67）　2

20．209（一〇．67）　3

30．471（一〇．32）　1

30．471（一〇．32）　2
3　　0．471　　（一〇．32）　　　3

41．23　（，090）　1

41．23　（．090）　2
41．23　（．090）　3
5　　2．61　　　（．417　）　　　1

52．61　（．417）　2
52．61　（．417）　3
6　　5．65　　　（．752　）　　　　1

65．65　（．752）　2
65．65　（．752）　3

71L3　（LO53）　1
7　11．3　　（1．053）　　2

7　11．3　　（1．053）　　3

実測数（影響・死亡）一一一一一一一一一一一一一一

　
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

40day
19

17

19

18

20

19

20

19

19

16

19

18

19

19

19

20

18

19

20

19

18

［対照に対するコ割合（％）

区　濃度
　皿9／L　（1・9）

10．209（一〇．67）

20．471（一〇．32）

31．23　（．090）

42．61　（．417）

55，65　（、752）

61L3　（1．053）

影響・死亡％一一一

　4G　day

　5
　3．3333

　1L666
　5
　5
　5

EC50計算に用いたデータ（Probit，Logit法）

区　濃度
　mg／L　（1・9）

10．209（一〇．67）

20，471（一〇．32）

31，23　（．090）

42．61　（．417）

55．65　（．752）

61L3　（LO53）

影響・死亡一一一

　　〇　　　　40day

　　20　　　　1

　　20　　　　．6667

　　20　　　　　　　2．3333

　　20　　　　1

　　20　　　　1

　　20　　　　1

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
Q照事項一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

Co㎜ent：

㌧
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●●　40d　NOEC生存量の推定結果の書き出し一二一〉　＊＝5％で有意，＊＊＝1％で有意　●●

2006一生71クロロホルムELS
魚類　　　急性毒性試験　生物量は1を掛けてある

◎NOEC計算用元データ

濃度mg／L　o　　　o．209
1　　　　　　19　　　　18

2　　　　　　17　　　　20

3　　　　　　　19　　　　19

平均　　　　18．333319

標準偏差　　L1547　1

0．471　　　　1．23　　　　2．61

20　　　　16　　　　19

19　　　　19　　　　19

19　　　　18　　　　19

19．3333　　17．6666　　19

．5774　　　　1．5275　　　0

5．65

20

18

19

19

1

11．3

20

19

18

19

1

平均

18．7619

◎各濃度区の対照平均に対する相対量

濃度㎎／L　O　　　O．209
1　　　　　　　　　　103．64　　　98．18

292．73109．09
3103．64103．64
平均　　　　100　　　103．63

0．471　　　　1．23

109．09　　　87．27

103．64　　　103．64

103．64　　　98．18

105．45　　　96．363

2．61　　　　5．65　　　　11．3

103、64　　　109．09　　　109．09

103．64　　　98．18　　　　103．64

103．64　　　103．64　　　98．18

103．63　　　103．63　　　103．63

　冗二乗検定値　　（p；0．05）ニ12．591　（p；0．01）＝16。811　　自由度＝6

　　　　計算値（一6．109）〈二12．591　5％の危険率で等分散性を認める。

◎バートレットの等分散性の検定一一

◎一元配置分散分析　（全ての濃度区の平均数に差がないとみなせるか）一一一一一

要因　　　平方和　　　自由度　　　　平均平方　　　検定値（F）

処理　　5．809524　　6　　　　　　0．968254　　0．9682541

誤差　　14　　　　　14　　　　　0、9999999

全体　　19．80952　　20
F検定基準値　　（p：0．05）＝2．8477　　（p：0．01）ニ4．4558　自由度二6114

計算値（．968）〈2．8477

　危険率5％で「濃度問に差がない」仮説を棄却しない。

　　即ち、濃度区間に差がないとみなす。

一一
cu㎜ett検定の前処理として分散分析が必要であるかについては，

一一 @「必要でない／してはいけない」という意見がある。

一一一 ｻこで，分散分析の結果に拘らず，Dumettの検定結果を示す。

◎Dunne玩型の検定（どの濃度区が対照に比べて差があるかを特定する）一一一一一一

濃度皿9／L　O　　　O．209　0．471　1．23　　2．61　　5・65　　1L3
計算値　　　　一　．8165　1．2247　．8165　、8165　，8165　．8165

Dumett確率　　　0，9102　0．6757　0．9102　0．9102　0．9102　0・9102
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（5）全長の検定

　　①Bartlett等分散性 （全長）

Group

1
2
3
4
5
6
7

Samples　　　Mean　　　　　S、E．

55　　　21．1255　　　0．1658

57　　21．2632　　　0．1921

58　　　21．3500　　　　0．1443

53　　　21．0755　　　　0．2486

57　　　20．9930　　　　0．1700

57　　　20．1123　　　0．2173

57　　　19．1737　　　0．1587

S．D．　　　　　Val・iance

　　　1．2296　　　　1．5119

　　　1．4503　　　　2、1034

　　　1．0988　　　　1．2075

　　　1．8099　　　　3．2757

　　　1．2831　　　　1．6464

　　　1．6407　　　　2．6918

　　　1．1983　　　1．4359

Metho（i

Bartlett test
VS Side　　　　　Stat．　　　　　　　　0．05　　　　　0．01

　　　　　　　　0　　　21．9821　　　12．5916　　　16．8119 22．

0　001　Prob．

　4577　　0．00122

②　参考

分散分析

等分散性を仮定した場合の検定結果（全長）

　　一元配置

Group
　　　　1

　　　　2

　　　　3

　　　　4

　　　　5

　　　　6

　　　　7

Samples
　　　　　55

　　　　　57

　　　　　58

　　　　　53

　　　　　57

　　　　　57

　　　　　57

　　　Mean

21．1255

21．2632

21．3500

21．0755

20．9930

20。1123

19．1737

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

、
6
9
4
4
7
1
5

S
1
1
1
2
1
2
1

　
0
α
住
α
住
α
住

　　S．D．　　Variance

1．2296　　　1．5119

1．4503　　　　2．1034

1．0988　　　　1．2075

1．8099　　　　3．2757

1．2831　　　1．6464

1．6407　　　　2．6918

1．1983　　　　1．4359

　　　　　　　　Method

1－wayANOVA

VS Side　　　　Stat．　　　　　0，05　　　　　0．01

　　　0　　　18　3830　　　　2．1220　　　　2．8488

0001
3．8334

　　　Prob．

6．18E－18

SS

217

762

979

DF 　　　　MS　　　　　　　Fcal．　　　　Prob．　　　　　　　　　0．05

　　6　　　36．1935　　　18．3830　　　0．0000　　　2．1220

387　　　　1．9689

393

　　0．01

2．8488

0001
3．8334

③　Kruskal－Wallisの順位検定（全長）

Group

1
2
3
4
5
ε
U
7

Samples

5
7
8
3
7
7
7

5
5
5
5
5
5
5

Mean

　　21．1255

　　21．2632

　　21，3500

　　21．0755

　　20．9930

　　20，1123

　　19，1737

S．E．

0．1658

0．1921

0．1443

0．2486

0，1700

0．2173

0．1587

S，D．

1．2296

L4503
1．0988

1，8099

1．2831

1．6407

1．1983

Variance

　　　1，5119

　　　2．1034

　　　1．2075

　　　3．2757

　　　1．6464

　　　2、6918

　　　1，4359

Method

Kruska1－Wallis tes

VS Side　　　　　Stat．　　　　　　　　0．05　　　　　0．01

　　　　　　　0　　114．1021　　　12．5916　　　16．8119

　　0001

22，4577

Prob．

2．81691E－22
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④ ノンパラメトリックDunnett検定（全長）

Group
　　　　1

　　　2

　　　3

　　　4

　　　5

　　　6

　　　7

Method

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett
Dunnett

Dunnett

Samples

　　　　55

　　　　57

　　　　58

　　　　53

　　　　57

　　　　57

　　　　57

VS

l　vs2

1vs3
1vs4
1vs5
1vs6
1vs7

　Mean
21．125

2L263
21．350

21．075

20．993

20．112

19．174

Side

2
2
2
2
0
乙
2

Stat．

S．E，

0．166

0．192

0．144

0．249

0．170

0．217

0．159

0．933

0．988

0．569

0．661

3．964

7．073

　S．D．　　Variance

L230　　1．512
1．450　　　　　2．103

1．099　　　　　1．207

1．810　　　　　3．276

1．283　　　　　1．646

1．641　　　　2．692

1．198　　　　　1．436

0．05

2．565

2．565

2．565

2．565

2．565

2．565

0．01

3106
3106
3106
3106
3。106

3106

　　0．001

999．990

999．990

999．990

999．990

999．990

999．990

Prob．

0．861

0．829

0．984

0．968

0．000

0．000

⑤　参考　等分散性を仮定した場合の検定結果（全長）

パラメトリックDunnett検定

Method

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Group
　　　　1

　　　2

　　　3

　　　4

　　　5

　　　6

　　　7

Samples

　　　　55

　　　　57

　　　　58

　　　　53

　　　　57

　　　　57

　　　　57

VS

l　vs2

1vs3
1vs4
1vs5
1vs6
1vs7

　Mean
2L125
2L263
21．350

2LO75
20．993

20．112

19，174

Side

　　2

　　2

　　2

　　2

　　2

　　2

S．E．

0．166

0．192

0．144

0．249

0．170

0．217

0．159

Stat．

0．519

0．850

0．185

0．499

3．820

7．359

S．D．　　Variance

1　230　　　　　1．512

1　450　　　　　2．103

1　099　　　　　1．207

1　810　　　　　3．276

1　283　　　　　1．646

1　641　　　　　2．692

1　198　　　　　1．436

0．05

2．577

2．577

2．577

2．577

2．577

2．577

001
3．129

3．129

3．129

3．129

3．129

3．129

　　0．001

999．990

999．990

999．990

999．990

999．990

999．990

Prob．

0．990

0．901

L　OOO

O．992

0．001

0．000
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（6）生体重の検定

　　①Bartlett等分散性 （生体重）

Group

1
2
3
4
5
6
7

Samples

5
7
8
3
一
了
7
け
～

5
5
5
5
5
r
O
5

Mean

　　100．7745

　　102．0895

　　104．9741

　　101．6453

　　97．7386

　　83．1491

　　67．4667

S．E．　　　　　S，D．

　　　2．5068　　　18．5912

　　　2．7059　　　20．4289

　　　2．1034　　　16．0190

　　　3．1208　　　22．7197

　　　2．5689　　　19．3947

　　　2．1062　　　15．9015

　　　1．6961　　　12．8054

Variance

　345．6338

　417．3417

　256．6072

　516．1829

　376．1560

　252．8590

　163．9787

Method

Bart　lett tes

VS Side
0

Stat．　　　　　　　　　0．05　　　　　　0．01

　　22．6224　　　12．5916　　　16．8119

　　0　001Prob．

22．4577　0．0009333

②　参考．

分散分析

等分散性を仮定した場合の検定結果

：一元配置

（生体重）

Group
　　　　1

　　　　2

　　　　3

　　　　4

　　　　5

　　　　6

　　　　7

Samples
　　　　　55

　　　　　57

　　　　　58

　　　　　53

　　　　　57

　　　　　57

　　　　　57

　　　Mean

100775
102089
104974
101645
97739
83149
67467

S．E．

2507
2706
2103
3121
2569
2106
1696

　　S　D．

18．591

20．429

16．019

22．720

19．395

15．902

12．805

Variance

345．634

417．342

256．607

516．183

376．156

252．859

163．979

　　　　　Method

1－way　ANOVA

V　S Side
　　　O

Stat．

32．257

005
2．122

001
2．849

0．001

3．833

Prob．

0．000

　　　　　SS

63，970

127，911

191，881

DF

　　6　10，66L

387　　　330．

393

MS　　　FcaL
595　　　　32．257

520

Prob．

0．000

005
2．122

001
2．849

0．001

3．833

③Kruskal－Wallisの順位検定（生体重）

Group

1
2
q
U
」
仕
【
U
6
7

Samples

5
7
8
3
7
7
7

5
「
D
5
「
D
5
5
「
D

Mean

　　100．7745

　102．0895

　104．9741

　101．6453

　　97．7386

　　83．1491

　　67．4667

S．E．

2．5068

2．7059

2．1034

3．1208

2．5689

2．1062

1．6961

S．D．

　　18．5912

　　20．4289

　　16．0190

　　22．7197

　　19．3947

　　15．9015

　　12．8054

Variance

　345．6338

　417．3417

　256．6072

　516．1829

　376．1560

　252．8590

　163．9787

Method

Kruska1－Wal　l　i　s tes

V　S Side 　Stat．　　　　　　　　　　0．05　　　　　　0．01

0　　　144．3071　　　12．5916　　　　16．8119

　　0　001　Prob．

22．4577　1．23491E－28
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④ ノンパラメトリックDunnett検定（生体重）

Group

Method
Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

ー
ワ
臼
3
4
r
D
6
7

Samples

VS

1vs2
1vs3
1vs4
1vs5
1vs6
1vs7

5
ワ
‘
Ω
U
3
ワ
～
ヴ
’
7

r
D
5
r
D
r
D
5
r
D
r
D

Mean

　　100，7745

　　102．0895

　　104．9741

　　101．6453

　　　97．7386

　　　83．1491

　　　67．4667

Side

S．E．　　　　　　S．D．　　　　　Variance

　　　2．5068　18．5912　345．6338

　　　2．7059　20．4289　417．3417

　　　2．1034　　　16．0190　　256．6072

　　　3，1208　22．7197　516．1829

　　　2．5689　　　19．3947　　376．1560

　　　2．1062　15．9015　252，8590

　　　L6961　12．8054　163．9787

　Stat．

2　　0．6013

2　　L2464
2　　0．4908

2　　0．8617

2　　4．6056

2　　8．0544

　　0．05

2．5647

2．5647

2．5647

2．5647

2．5647

2．5647

　　0．01

3．1064

3．1064

3．1064

3．1064

3．1064

3．1064

　　　0．001Prob．

999．9900　　　　　　0．9795

999．9900　　　　　　0．6499

999．9900　　　　　　0．9927

999．9900　　　　　　0．8976

999．9900　2．43432E－05

999．9900　5．54991E－08

⑤　参考　等分散性を仮定した場合の検定結果（生体重）

パラメトリックDunnett検定

Group

Method

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

1
2
q
U
4
【
0
6
ワ
’

Samples

VS

1
1
1
1
1
1

2
3
4
5
6
7

S
S
S
S
S
S

V
V
V
V
V
V

【
U
7
8
3
7
ワ
’
7

『
0
『
U
『
0
『
0
『
0
【
U
5

Mean

　　100．7745

　　102．0895

　　104．9741

　　101．6453

　　　97．7386

　　　83．1491

　　　67．4667

Side

9
ム
2
∩
乙
2
q
乙
2

S．E．　　　　　　S．D．　　　　　Variance

　　　2．5068　　　18．5912　　345．6338

　　　2．7059　20．4289　417．3417

　　　2．1034　16．0190　256．6072

　　　3．1208　22．7197　516．1829

　　　2．5689　　　19．3947　　376．1560

　　　2．1062　　　15．9015　　　252．8590

　　　1．6961　　　12．8054　　163．9787

Stat．

　　　0．3827

　　　L2273

　　　0．2488

　　　0．8835

　　　5．1292

　　　9．6930

　　0．05

2．5771

2．5771

2．5771

2．5771

2．5771

2．5771

　　0．01

3．1286

3．1286

3．1286

3．1286

3．1286

3．1286

　　　0．001　Prob．

999．9900　　　　　0．9980

999．9900　　　　　0．6615

999．9900　　　　　0．9998

999．9900　　　　　0．8850

999．99004．16875E－06

999．99001．44762E－06
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（7）乾燥体重の検定

　　①　Bartlett等分散性 （乾燥体重）

Group

1
2
3
4
「
D
6
7

Samples

5
7
8
3
7
ヴ
～
7

5
「
D
F
D
5
5
F
D
P
b

Mean

　　26．8582

　　27．0930

　　28．2086

　　27．8962

　　26．7456

　　22．8298

　　17．9123

S．E，

　　　0．8171

　　　0．7693

　　　0．5872

　　　0．9252

　　　0．7267

　　　0．6248

　　0．5036

S．D．

　　　6．0595

　　　5．8082

　　　4．4723

　　　6．7354

　　　5．4864

　　4．7173

　　3．8019

Variance

　　36．7173

　　33．7349

　　20．0015

　　45．3650

　　30．1004

　　22．2532

　　14．4547

Method

Bartlett tes“
VS Side 　Stat．

0　　　24．4248

　　0．05

12．5916

　　0．01

16．8119

　　0．001　Prob．

22．4577　0．0004361

②　参考：

分散分析

等分散性を仮定した場合の検定結果

：一元配置

（乾燥体重）

Group
　　　　1

　　　2

　　　3

　　　4

　　　5

　　　6

　　　7

Samples

　　　　55

　　　　57

　　　　58

　　　　53

　　　　57

　　　　57

　　　　57

　　Mean

26858
27093
28209
27896
26746
22830
17912

S．E．

0817
0769
0587
0925
0727
0625
0504

S．D．

6059
5808
4472
6735
5486
4717
3802

Variance

　　36．717

　　33．735

　20．002

　45．365

　30．100

　22．253

　　14．455

　　　　　　　Method

1－way　ANOVA

　　　SS

4，742

11，112

15，854

VS

DF

　　6

387

393

Side

　　O

　　　　MS

790．341

28．714

Stat．

27．525

Fca1．

27．525

005
2．122

Prob．

0．000

001
2．849

005
2．122

0．001

3．833

001
2．849

Prob．

0．000

0．001

3．833

③Kruska1－Wallisの順位検定（乾燥体重）

Group

1
2
3
4
□
∂
6
7

Samples

5
7
8
3
σ
～
7
7

5
5
5
5
r
D
5
5

Mean

　　26．8582

　　27．0930

　　28．2086

　　27．8962

　　26．7456

　　22．8298

　　17．9123

S．E．

0．8171

0．7693

0．5872

0．9252

0．7267

0．6248

0．5036

S．D．

6．0595

5．8082

4．4723

6．7354

5．4864

4，7173

3．8019

Variance

　　36．7173

　　33．7349

　　20．0015

　　45．3650

　　30．1004

　　22．2532

　　14．4547

Method

Kruska1－Wallis tes

V　S Side 　Stat．

0　　131．6241

　　0．05

12．5916

　　0．01

16．8119

　　0　001　Prob．

22．45775．84759E－26
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④ ノンパラメトリックDunnett検定（乾燥体重）

Group

1
2
Q
J
4
け
D
6
弓
～

Samples

5
ワ
’
Q
U
Q
J
ワ
‘
ワ
’
7

ビ
D
5
r
D
『
0
「
D
「
D
r
D

Mean

　　26．8582

　　27．0930

　　28．2086

　　27．8962

　　26．7456

　　22．8298

　　17．9123

S．E．

0．8171

0．7693

0．5872

0．9252

0．7267

0．6248

0．5036

S．D．

　　　6．0595

　　　5．8082

　　　4．4723

　　　6．7354

　　　5．4864

　　　4．7173

　　　3．8019

Variance

　　36．7173

　　33．7349

　　20．0015

　　45．3650

　　30．1004

　　22．2532

　　14．4547

Method

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

V　S

1vs2
1vs3
1vs4
1vs5
1vs6
1vs7

Side 　Stat．

2　　　0．2691

2　　　1．1159

2　　　1．0741

2　　0．4624
2　　　3．9806

2　　　7．7421

　　0．05

2．5647

2．5647

2．5647

2．5647

2．5647

2．5647

　　0．01

3．1064

3．1064

3．1064

3．1064

3．1064

3．1064

0．001　Prob．

999．9900

999．9900

999．9900

999．9900

ワ
‘
7
β
U
弓
～

9
4
3
4

9
4
7
9

Q
“
7
7
Q
」

0
0
0
住

999．9900　0．00039773

999．9900　5．5499E－08

⑤参考等分散性を仮定した場合の検定結果

パラメトリックDunnett検定

（乾燥体重）

Group

－
n
乙
3
4
5
6
7

Samples

r
D
7
8
3
ワ
’
7
7

【
U
【
U
『
U
【
U
【
U
『
U
だ
U

Mean

　　26．8582

　　27．0930

　　28．2086

　　27．8962

　　26．7456

　　22．8298

　　17．9123

S．E．

0．8171

0．7693

0．5872

0．9252

0．7267

0．6248

0．5036

S．D．

6．0595

5．8082

4．4723

6．7354

5．4864

4．7173

3．8019

Variance

　　36．7173

　　33．7349

　　20．0015

　　45．3650

　　30．1004

　　22．2532

　　14．4547

Method

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

Dunnett

V　S

－
l
1
1
1
1

vs2
vs3
vs4
vs5
vs6
vs7

Side

0
ム
∩
乙
2
り
ム
9
ム
り
ム

Stat．

　　　0．2318

　　　1．3390

　　　1．0064

　　　0．1111

　　　3．9773

　　　8．8326

　0．05

2．5771

2．5771

2．5771

2．5771

2．5771

2．5771

　　0．01

3．1286

3．1286

3．1286

3．1286

3．1286

3．1286

0．001　Prob．

999．9900

999．9900

999．9900

999．9900

0．9999

0．5788

0．8152

1．0000

999．9900　0．00047896

999．9900　1．4476E－06
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（8）摂餌量の検定

　　　①　残餌量観察結果

水槽 日目
対照区　　0． 22　　0． 46　　1．0

mg L

2．2 4．6 10

15 2 2 2 2 2 2 2

16 1 1 1 1 1 1 1

17 2 2 2 2 2 2 2

18 1 1 1 1 1 1 1

19 2 2 2 2 2 2 2

20 1 1 1 1 1 1 2

21 1 1 1 1 1 1 1

1 22 2 2 2 2 2 2 2

23 1 1 1 1 1 1 1

24 1 1 1 1 1 2 2

25 2 1 2 2 1 2 2

26 2 2 2 2 2 2 2

27 1 1 1 1 1 1 2

28 1 1 1 1 1 1 2

29 2 1 2 2 1 3 3

30 1 1 1 1 1 1 2

15 2 2 2 2 2 2 2

16 1 1 1 1 1 1 1

17 2 2 2 2 2 2 2

18 1 1 1 1 1 1 1

19 2 2 2 2 2 2 2

20 1 1 1 1 1 1 1

21 1 1 1 1 1 1 1

2 22 2 2 2 2 2 2 2

23 1 1 1 1 1 1 1

24 1 1 1 1 2 2 2

25 1 2 2 2 2 2 2

26 2 2 2 2 2 2 2

27 1 1 1 1 1 1 2

28 1 1 1 1 1 1 2

29 2 2 2 2 2 3 3

30 1 1 1 1 1 1 2

15 2 2 9
θ

2 2 2 2

16 1 1 1 1 1 1 1

17 2 2 2 2 2 2 2

18 1 1 1 1 1 1 1

19 2 2 2 2 2 2 2

20 1 1 1 1 1 1 1

21 1 1 1 1 1 1 1

3 22 2 2 2 2 2 2 2

23 1 1 1 1 1 1 1

24 1 1 1 1 2 2 2

25 1 2 2 1 2 2 2

26 2 2 2 2 2 2 2

27 1 1 1 1 1 1 2

28 1 1 1 1 1 1 2

29 1 2 1 2 2 3 3

30 1 1 1 1 1 2 2

無
少
中
多

0

1
2
3

0
0
8
0

　
3
1

0

9
9
0

n
乙
－

0
8
0
0

　
2
ワ
自

0

Q
U
O
O

2
2

0

7
1
0

2
n
∠

0

3
2
3

2
2

0
∠
マ
ー
3

　
1
3

計 48 48 48 48 48 48 48
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②Bartlett等分散陛（摂餌量）

Group
　　　　1

　　　　2

　　　　3

　　　　4

　　　　5

　　　　6

　　　　7

　　　　　　　Method

Bartlett　test

Samples
　　　　　48

　　　　　48

　　　　　48

　　　　　48

　　　　　48

　　　　　48・

　　　　　48

VS

　　Mean

L3750
L3958
1．4167

1．4167

1．4375

1．5833

1．7708

Side
　　　O

　　S，E．

0．0706

0．0713

0．0719

0．0719

0．0724

0．0885

0．0801

Stat．

42424

　　S．D．

0．4892

0．4942

0．4982

0．4982

0．5013

0．6131

0．5550

0．0500

12．5916

Variance
　　O．2394

　　0．2442

　　0．2482

　　0．2482

　　0．2513

　　0．3759

　　0．3081

0．0100　0．0010
16．8119　　22．4577

Prob．

06439

③パラメトリックDumett検定（摂餌量）

Method

Group

　　　　1

　　　　2

　　　　3

　　　　4

　　　　5

　　　　6

　　　　7

Dumett
Dunnett

Dunnett

Dumett
Dunnett

Dunnett

Samples

　　　　　48

　　　　　48

　　　　　48

　　　　　48

　　　　　48

　　　　　48

　　　　　48

VS

1
1
1
1
1
1

S
S
S
S
S
S

V
V
V
V
V
V

n
∠
3
4
『
U
6
7

　　Mean

L3750
1．3958

1．4167

1．4167

1．4375

1．5833

1．7708

Side

∩
∠
∩
乙
∩
乙
0
ム
∩
乙
q
乙

　　S．E．

0．0706

0．0713

0．0719

0．0719

0．0724

0．0885

0．0801

Stat．

　0．1951

　0．3902

　0．3902

　0．5853

　　1．9512

　3．7072

　　S．D．

0．4892

0．4942

0．4982

0．4982

0．5013

0．6131

0．5550

0
2
2
∩
乙
2
2
2

0
Q
」
9
Q
」
Q
“
9
Q
」

r
D
7
7
門
～
け
～
7
一
了

O
r
D
r
D
「
D
「
D
r
D
5

0
2
n
∠
n
∠
2
2
2

Variance

　　O．2394

　　0．2442

　　0．2482

　　0．2482

　　0．2513

　　0．3759

　　0．3081

0．0100

3．1325

3．1325

3．1325

3．1325

3．1325

3．1325

　　0．0010

999．9900

999．9900

999．9900

999．9900

999．9900

999．9900

Prob．

10000
09978
09978
09819
02134
00014
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魚類初期生活段階毒性試験結果報告書

⊥．　板剛弓｝唄

化学物質等の名称
iIUPAC命名法による）

クロロホノレム

別　　　　　　　　　名 一

C　　A　　S　　番　　号 67－66－3

構造式又は示性式
iいずれも不明な場合は、

ｻの製法の概要）

CHC13

分　　　　子　　　　量 119．38

試　験　に　供　し　た

ｻ学物質の純度　（％）

99．4％（mass／mass）

試　験　に　供　し　た

ｻ学物質のロット番号

DPE2886

不純物の名称及び含有率

エタノール0．60

水分0．002％（mass／mass）

@　　　　　　％（mass／mass）（安定剤）　その他不明

蒸　　　　気　　　　圧 197mmHg（25℃）

対　　水　　溶　　解　　度 7950mg／L（25℃）

ヘ　ン　リ　一　定　数 0．00367atm・m3／mole（24℃）

p　K　a　解　離　定　数 不明

1一オクタノール／水分配係数 1．97

融　　　　　　　　　点 一63．6℃

沸　　　　　　　　　点 6L1℃

常温における性状 無色透明の液体

安　　　　定　　　　性

光等で徐々に分解する。

安定。ただし安定剤を含まないクロロホルムは、空気、水分、

�ﾆ長時間共存すると加水分解して塩酸を生成する。

溶媒に対する溶解度等 溶媒 溶解度 溶媒中の安定性

アノレコーノレ

xンゼン
混和 不明

1一般的事項



2． 試験溶液の被験物質濃度の分析方法

目項

分析方法

前処理法

定量条件

方法

希釈した試験溶液ならびに内部標準物質を、一定量の空間を残した状態

でバイアルに入れ、密閉状態として60℃で静置することにより・被験

物質と標準物質を気相に揮散させる。この気相の一定量をガスクロマト

グラフ質量分析計（G　C／MS）に注入し、選択イオン検出法により、

内標準物質に対する検出イオンの面積比を算出し、試験溶液中の被験物

質の濃度を算出する。

〔分析手順〕

1．分析条件でG　C／MSを作動し、装置を安定させる。

2．検量線を作成する。

3．前処理を行ったバイアルの気相より、ガスタイトシリンジを用いて

　　500μLを採取し、直ちにGC／MSに注入する。

4．検量線から求めた濃度に希釈倍率を換算し、試験溶液の被験物質濃

　　度を算出する。

試験液分析の前処理：

1．検量線の濃度範囲に合わせ、試験溶液を純水で希釈する。

2．バイアルに塩化ナトリウムと希釈した試験溶液と内部標準原液を

　　一定量加える。

3．直ちにアルミニウムキャップで密栓し、バイアルを振り混ぜて塩化

　　ナトリウムを溶解させる。

4．60℃の恒温槽内に30分静置し、被験物質と内部標準物質を揮散さ

　　せる。

分析に用いた機器：

ガスクロマトグラフ質量分析計（G5000M7200　日立製作所）

測定条件：

分離カラム　　：AQUATIC（60m×0．25mmφ膜厚1・0μm）

分離管温度　　：180℃10min　Hold～210℃（10℃／min）

キャリアガス　：ヘリウム、線速度20cm／s

イオン源温度　：100℃

イオン化方式　：電子衝撃法

注入量　　　　：500μL

測定イオン　　：クロロホルム；mzニ83

　　　　　　　　4一ブロモフルオロベンゼン（内部標準物質）

　　　　　　　　　；mzニ174



」．　融駅！Pコイイ∠X。∪ノ」1ム

項目 内容

種（和名・学名・系統） 和名：ヒメダカ

w名：Or7z拍5拍がρθ5

入手先 三協ラボサービスから入手したものを

ｩ家繁殖
試験生物

親メダカの対照物質への

@　感受性（LC5。）

@　（対照物質名）

0．21mg／L（無水物換算）（これまでの

ｵC5。meanニ0、30mg／L、S。D・ニ0・10mg／L・

祉j25）

ｰ酸銅（H）五水和物、試薬特級

親魚の蓄養期間 2007年L月26目～2007年7月5
ﾚ（15ヶ月齢）

親魚の畜養期間中の薬浴の有無 無

親のじゅん化
環境条件（水温、明暗周期） 24±1．5℃、16時間明／8時間暗

餌料（種類・量・頻度） テトラミン（テトラ社）・体重の約3～

U％／目・毎日

試験条件
試験容器 5L容ガラス水槽

iフタ付き容器を用い揮発防止策）

種類 脱塩素水試験

p水 硬度 32～36mg／L　（CaCO3換算値）

pH 7．1～7．6

暴露期間 2007年7月5日～2007年8月14目

試験濃度（設定値） 対照区，0．22，0．46，L　O，2，2，4、6，10

高〟^L（設定値）（公比2。2）

試験溶液流量 対照区 試験用水17．4mL／分

濃度区 原液1．O　mL／分、試験用水16．3mL／分

供試生物数 60卵／試験区（20卵／試験水槽）

連数 3試験水槽／試験区

給餌 ふ化後はヒメダカの成長によりブライ

塔Vュリンプふ化幼生（400～5400個

ﾌ／匹／日）を毎日給餌

助剤の有無

試験方式 流水式

換水又は流水条件 換水回数が5回相当／日

水温 24．5～24．9℃

3　試験材料及び方法



」溶存酸素濃度（DO） 5．8～8．Omg／L［飽和濃度の60％（5．O

高〟^L）以上］

明暗周期 16時間明／8時間暗

結果の算出方法

LC50

kOEC

mOEC

試験最高濃度以上

cUNNETT法（全長、生体重、乾燥体重）

cUNNETT法（全長、生体重、乾燥体重）

4．試験結果及び考察

項　目

毒性イ直

試験濃度

考察及び特記事項

内容

LC50

LOEC

NOEC

＞11　mg／L（全暴露期間の累積死亡率）

　5．7mg／L

　2．6mg／L

1．設定値 実測値

　被験物質の対水溶解度を基に、フラスコ撹拌法により、被験物質（1000

mg／L相当）が試験用水に溶解することを目視により確認し、さらにこの

溶液の分析値が1014mg／しであることを確認した。

　本試験時には同方法で990mg／しの一次原液を調製し、これを希釈し

て調製した各濃度の二次原液と試験用水を一定割合で混合し、流水式試

験装置に流すことで各濃度の試験溶液とした。

　被験物質の揮散性が著しいため、試験濃度が試験水槽内での実測濃度

となるよう各二次原液を50％高い濃度で調製し（増し仕込み）、試験溶

液調製時や試験時には容器や試験水槽にフタをして揮散防止を図った。

　原液交換から次の目の原液交換までの間で試験水槽内の濃度減少（日

内変動）はないものの、暴露期間中には測定値の平均値に対し±20％

の変動範囲を超える測定値があり、試験成立条件を満たさなかった。分

析誤差等もあるものの、被験物質の揮散性に起因する変動が主原因と考

えられ、これ以上の試験手順や装置上の対策は困難であった。

　試験成立条件は完全には満たさなかったものの、以上の理由により試

験成立と判断し、流水式試験で日内変動もなかったことから、影響濃度

の算出には暴露期間中の全測定値の算術平均値を採用した。



5　魚類の累積死亡率等

　図1　全暴露期間の累積死亡率
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図2　被験物質濃度一死亡率曲線
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図一3　被験物質濃度一成長抑制率曲線
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ヒ）．　てレノ1也

名　　　称 株式会社　クレハ分析センター

試験実施施設 所　在　地
〒g74＿8232　　　　　　　　　　　　　　　　電言舌0246－63－6755

沒㈹ｧいわき市錦町落合16番地　　FAX　O246－62－3753

職　氏　名 生物試験室■■■
試験責任者

経験年数 約5年

試験番号 No．2006一生71
試験期間 2007年 3月12目　から　2008年　9月22目　まで

6　その他

作成責任者：生物試験室■■■■■




