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試験番号．

第14023号

試験実施概要

L　表 題：チオ尿素のオオミジンコ（加ρ加ね麗8π8）に対する繁殖阻害試験

2．　試験目的：チオ尿素のオオミジンコ（加ρ加盈麗即ε）に対する繁殖阻害試験を行い，21日間の最

　　　　　　　　小作用濃度（LOEC）と最大無作用濃度（NOEC）を求め，可能な限り50％繁殖阻害濃度

　　　　　　　　（ECso）も求める。

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

4．　適用G　L　P：日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室長通知「生態影

　　　　　　　響試験実施に関する基準の改正について」（別添）「生態影響試験実施に関する基準　・

　　　　　　　　（環保安第242号，2001年）

5．　試験委託者：

1）　名　　　称：環境省

2）　住　　　所：〒100－8975東京都千代田区霞ヶ関1丁目2番2号

3）　委託責任者：総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室

　　　　　　　　　室長補佐 　

者
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財団法人　日本食品分析センター

〒151－0062東京都渋谷区元代々木町52番1号

7．試験施設：

1）　名

2）　住

者

称
所

3）　運営管理者：

財団法人　日本食品分析センター　多摩研究所

〒206－0025東京都多摩市永山6丁目11番10号

〒206－0025東京都多摩市永山6丁目21番6号（別館）

　　　　　（多摩研究所長）
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8．試験責任者

　　所属：環境科学部
氏 名・

9．　分析担当責任者

　　所　　　属：応用試験部

　　氏　　　名：

農薬試験課

10．試験担当者

生物系

所　　　属：環境科学部

氏　　　名：

環境生物安全課

分析系

所　　　属：応用試験部

氏　　　名：

農薬試験課

11．試験日程

　　試験開始日：2002年12月20日

　　実験開始日：2003年1月22日

　　実験終了日：2003年2月12日

　　試験終了日：2003年3月31日

12．記録及び資料の保管

　　　試験に関する下記の記録及び試資料は，1）については最終報告書作成後10年間または品質低下

　　を起こさずに保存し得る期間のいずれか短い方の期間，2）から5）については10年間，財団法人

　　日本食品分析センター多摩研究所資料保管施設に保管する。その後の保管については試験委託者と

　　別途協議の上，定める。
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被験物質

試験計画書

生データ及び最終報告書

信頼性保証部門の検閲記録

その他必要なもの
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13．最終報告書の承認

　　試験責任者
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氏 名
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試験番号
第14023号

要 旨

雌環境省
表 題

チオ尿素のオオミジンコ（加ρ加抽麗即a）に対する繁殖阻害試験

塑　　　第14023号
試験方法
　　　OECD化学品テストガイドラインNo．211「オオミジンコ繁殖試験」（1998年）に準拠

）
）
）
）
）
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被験物質：チオ尿素

暴露方式：半止水式（24時間毎全量換水）

供試生物：オオミジンコ（伽ρ加抽朋即a）

暴露期間：21日間

試験濃度（設定値）：

　　　　　対照区，1．0，L8，3．2，5．6，10，18及び32mg／l

　　　　　公比；L8

試験液量：80ml／容器

連　　数：10容器／1試験区（別に予備として2容器を追加）

供試生物数：10頭／試験区（1頭／1容器）

試験温度：19．1～20．3℃

10）溶存酸素濃度：8．8～10．3mg／1（暴露期間中，エアレーションは行わなかった。）

11）

12）

13）

14）

15）

　pH　：7．7～8．2（試験液のpH調整は行わなかった。）

硬度：84～89mg／1（CaCO3換算）

照　　明：室内光，16時間明期／8時間暗期

餌料：単細胞緑藻類（6盟orθ〃8γ〃ノ88が5）

　　　　　（藻類培養液を遠心操作により，希釈水に置換して給餌した。）

給餌量：開始時～7日後　；0．10～0．15皿gC（有機体炭素）／頭／日

　　　　　7日後～14日後；0．15mgC（有機体炭素）／頭／日

　　　　　14日後～21日後；0．15mgC（有機体炭素）／頭／日

16）希釈水：水道水（茨城県つくば市）を脱塩素したもの

17）分析法：高速液体クロマトグラフー質量分析法
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結

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14023号

　　果

　以下の値は測定値（算術平均）を基に示した。

1）　親ミジンコの半数致死濃度（21d－LCso）

　　算出せず（死亡率に逆転が認められたため，LC50を算出しなかった。）

2）　50％繁殖阻害濃度（EC50）

　　3．6mg／1（95％信頼区間；3．6～3．7皿g／1）Logit変換による単回帰分析法により算出した。

3）　最大無作用濃度（NOEC）

　　L8皿g／1，Dunnettの多重比較検定法により算出した．

4）　最小作用濃度（LOEC）

　　3．4皿g／1，Dunnettの多重比較検定法により算出した。

フ
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試験番号
第14023号

1　被験物質

　1．1　名称，構造式及び物理化学的性状

　　名　称：　　チオ尿素

　　別　名：　　チオウレア，チオカルバミド1）

　　CAS　　Nd：　　　　62－56－6

　　構造式：

　　　　　　　　　　S
　　　　　　　，JL／H

　　　　　　　　　N　　　　N
　　　　　　　　　I　l
　　　　　　　　　H　　　　H

1．2

分子式：

分子量：

沸点：

融点：

水溶解度：

比重：

pKa：

togPow：

蒸気圧：

均一性：

安定性：

生分解性：

その他：

出典：

CH4NzS

76．121）

176～1了8℃1〕：）

9g／1（20℃）1），15．3驚（21℃）：〕

L406（20℃）1）

解離基なし1）

2．5（実溜値），一L　O2（実測値），一1．02（計算値）1）

1x10’5Pa（7．5×10尋h血Hg）（20℃）1）

同一ロットのものを使用した。

水中では微生物によって分解されにくいP。

1）財団法人　化学物質評価研究機構：“既存化学物質安全性（ハザード）評価シー

　　ト”　（1997）

2）　　　　　　　　：“製品安全データシート”（1993）

供試試料

　純度：99．3完

　ロット番号：409C2143

供給者：

供給量：25g×4本

入手日：2002年12月5日

外　観：白色結晶，無臭
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14023号

1．3　保管方法及び保管条件下での安定性

　1）保管方法

　　　被験物質は当センターの被験物質保管庫（冷蔵庫）に保管した。

　2）被験物質の確認及び保管条件下の安定性

　　　入手した被験物質について赤外分光光度計によりスペクトルを測定し，被験物質の特性が認

　　められることを確認した。また，試験終了時にも同様にスペクトルを測定し，試験開始前のス

　　ベクトルと変化が認められないことを確認した。その結果，被験物質は保管条件下において安

　　定であったと判断された。

2　供試生物

）
）
）
）

1
0
乙
3
4

）
）
に
」
6

和名：オオミジンコ

学名：刀8ρ加拍麗8万8

入手等：自家繁殖（1998年6月23日，国立環境研究所より入手）

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

　　　　　　　　　　　　　遊泳阻害濃度（EiC50）はα75mg／1（2003年1月8日）であった。

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

　　　　　　　　　　　　　ンドデータ（0．60±0．13mg／1）と比較した結果，供試生物の感受

　　　　　　　　　　　　　性は，通常の状態にあると判断した。

試験使用の齢：雌の幼体（生後24時間以内齢）

供試する幼体を得るためのミジンコの飼育方法：

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

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

ジンコの親とし，以下の条件で28日間（2002年12月25日～2003年1月22日）飼育した。成熟し幼

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

成体を選別し，翌日（24時間以内），親ミジンコ（28日齢）より産出された幼体を試験に用いた。

　試験には，産出された幼体から健康で肉眼的に正常な個体をランダムに選別して使用した

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

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

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

た。

親ミジンコの飼育条件

①
②
③
④
⑤
⑥

飼育水：希釈水（3、2参照）

飼育方法：半止水式（週3回全量換水を行った。）

飼育容器：11容ガラス製ビーカー

飼育密度：開始時～4日後；35頭／1飼育水，5日後～28日後；25頭／1飼育水

水温：19．1～20、5℃

照　　明：室内光，16時間明期／8時間暗期
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試験番号
第14023号

⑦餌 料：単細胞緑藻類（助10rθ〃8凹188戸s）

　　（藻類培養液を遠心操作により，希釈水に置換して給餌した。）

⑧給　　餌 ：開始時～7日後

　8日後～14日後

　15日後～21日後

　22日後～28日後

；0．01～0．06mgC（有機体炭素）／頭／日

；0．06～0．08㎎C（有機体炭素）／頭／日

；0．08～0．10皿gC（有機体炭素）／頭／日

；0、10mgC（有機体炭素）／頭／日

3　試験方法

3．1

　1）

　2）

　3）

　4）

　5）

　6）

　7）

　8）

　9）

　10）

　ll）

12）

試験条件

暴露方式：半止水式（24時間毎全量換水）

暴露期間：21日間

試験液量：80m1／容器

連　　数：10容器／1試験区（別に予備として2容器を追加）

供試生物数：10頭／試験区（1頭／1容器）

試験温度：19．1～2α3℃

溶存酸素濃度：8．8～10．3mg／1（暴露期間中，エアレーションは行わなかった。）

　pH　：”～8、2（試験液のpH調整は行わなかった。）

硬　度：84～89皿g／1（CaCO3換算）

照　　明：室内光，16時間明期／8時間時期

餌　料：単細胞緑藻類（助10rθ〃8凹188∫i5）

　　　　　（藻類培養液を遠心操作により，希釈水に置換して給餌した．）

給餌量：開始時～7日後　；0．10～0．15㎎C（有機体炭素）／頭／日

　　　　　7日後～14日後；0．15mgC（有機体炭素）／頭／日

　　　　　14日後～21日後；α15mgC（有機体炭素）／頭／日

3．2　希釈水

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

　　　たもの．］を使用した．脱塩素水使用時には，残留塩素が無いことを確認した。硬度は83

　　　mg／1（CaCO3換算），pHは7．3であった。

　　　　希釈水の定期的な水質測定結果は付属資料一1に示した。

3．3　試験容器及び恒温槽等

　1）　試験容器：100m1容ガラス製ビーカー（容器のサイズ；内径約5c皿×高さ約7cm）を用いた。

　　　　　　　　試験容器にはゴミの侵入や試験液の蒸散を防ぐ意味で蓋をした。

　　　恒温室：2L84R－5510［日立冷熱株式会社］

　　　水温計：AP－210E［安立計器株式会社］

　　　溶存酸素計：DO－14P［東亜ディーケーケー株式会社］

　　　pH計：HH4P［東亜ディーケーケー株式会社］

　　　塩素比色計：OT－1型［理研光学株式会社］

　2）

　3）

　4）

　5）

　6）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第14023号

3．4　試験濃度の設定

　　　　急性遊泳阻害試験（第14022号）の予備試験結果より，Eic5Dが5．6～32mg／1の範囲内に

　　　あると予想された。また，繁殖阻害試験の予備試験結果より，1．O　mg／1の濃度区ではミジン

　　　コの繁殖阻害が認められなかったことに基づき，本試験では，32mg／1以下の濃度を公比L8

　　　で7濃度区（1．0，L8，3．2，5．6，10，18及び32皿g／1）設定した。

　　　　なお，予備試験の結果は付属資料一2に示した．

3．5　試験液の調製

　　　　試験液調製時の希釈水は，調製前に暑気を行い，恒温槽内で20±1℃にした。

　　　　被験物質を超音波処理により希釈水に溶解させ被験物質原液（1，000mg／1）を調製した。

　　　　この被験物質原液を希釈水に添加して各濃度区の試験液を調製した。

　　　　対照区には，希釈水のみの無処理の対照区を設けた。

　　　　なお，被験物質は純度が99．3％と高純度であったため，純度を考慮せず秤取した。よって．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）　　　設定した試験濃度は，供試試料の濃度として示した。また，被験物質原液は用時調製とした。

3．6　試験液の分析

　　　　試験液中の被験物質濃度の分析は，高速液体クロマトグラフー質量分析計を用いて，全試

　　　験区について暴露開始時（0時間），1日後の換水前，7日後の換水後，8日後の換水前，14日後

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

　　　日後の換水後は，分析用及び12連分を同時に調製した容器から試験液を50m1採取して分析用

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

　　　全量混合した試験液を50ml採取し，それぞれ分析用試験液とした．

　　　　なお，分析方法は付属資料一4に示した。

3．7　試験操作

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

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

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

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

　　　・ミジンコの観察

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

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

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

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

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

　　　　　　　　　　　の幼体産出日（初産日）を記録した。

　　　・水質測定

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

　　　　の換水前，7日後の換水後，8日後の換水前，14日後の換水後，15日後の換水前に測定した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試験番号

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第1釦23号

暴露開始時及び各時間の換水後については同一容器で調製した試験液について実施した。各

換水前については全容器から全量混合したものについて実施した。

　なお，暴露期間中の試験液についてはその状態（外観等）を観察し，記録した。

4　結果の算出

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

　4．1　結果の算出に用いた試験濃度の決定

　　　　　結果の算出に用いた試験濃度は測定値（算術平均）とした。

4．2　親ミジンコの半数致死濃度（LC50）の算出

　　　　本試験では親ミジンコの死亡率が5．6mg／1及び10mg／1濃度区において逆転したため，21日

　　　問の半数致死濃度（21d－LC50）は算出できなかった．また，死亡数の試験区別の経時変化のグラ

　　　フを記載した．
、

4．3　50％繁殖阻害濃度（EC50）の算出

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

　　　阻害率を用いて，Logistic曲線にあてはめ，回帰分析し，21日間の50％繁殖阻害濃度（EC50）を

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

　　　グラフを記載した．

4．4　最大無作用濃度（NOEC）及び最小作用濃度（LOEC）毒

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

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

　　　Dunnettの多重比較検定（片側，有意水準：αニ0．05）により求め，対照区と有意差の認められな

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

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

　最小作用濃度（LOEC）：繁殖状態に対照区と有意差の認められる最低濃度

4．5　試験容器間の均一性解析

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

4．6 統計的手法

　本試験結果に使用した統計ソフトを以下に示した。

結果を付属資料一3に示した。

また，統計ソフトの入力値とその出力

Yukms統計ライブラリー　生物検定編（ユックムス株式会社）
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5　結果及び考察

　5，1　試験液中の被験物質濃度

　　　　　暴露開始時，1日後の換水前，7日後の換水後，8日後の換水前，14日後の換水後及び15

　　　　日後の換水前に試験液中の被験物質濃度を測定し，その結果をTable1に示した。

　　　　　暴露開始時，7日後の換水後及び14日後の換水後の試験液中の測定濃度は，それぞれL10

　　　　～35．6皿g／1（設定濃度：1．0～32mg／1），1．02～11．O　mg／1，L　O8～1L2mg／1（設定濃度：

　　　　1．0～10mg／1）であり，設定濃度に対する割合は，暴露開始時が104～117％，7日後の換水後

　　　　が93～110％及び14日後の換水後が106～112％であった。

　　　　　また，1日後の換水前，8日後の換水前及び15日後の換水前の試験液中の測定濃度は，そ

　　　　れぞれL　O7～3“mg／1（設定濃度：1．0～32mg／1），1．04～1L2mg／1，1．11～12．2皿g／1（設

　　　　定濃度：L　O～10mg／1）であり，設定濃度に対する割合は，1日後の換水前が105～115％，　8

　　　　日後の換水前が97～112％及び15日後の換水前が106～122％であった。

　　　　　各濃度区の設定濃度に対する測定濃度の算術平均値は1．0㎎／1で1．07mg／1，L8mg／1で

　　　　L84mg／1，3．2mg／1で3．35mg／1，5．6mg／1で6．12mg／l，10皿g／1で11．5mg／1，18mg／1

　　　　で19．7㎎／1及び32mg／1で35、2mg／1であった。なお，15日後の換水前に10mg／1の濃亡1

　　　　区で設定濃度に対する割合が122％となったが，本試験では測定値が設定濃度より高めに出る『

　　　　傾向にあり，また，その他の濃度区においても14日後の換水後に対して，15日後の換水前の

　　　　測定値は高めに検出されていることから，測定誤差によるものと判断した。

　　　　　よって，本被験物質は試験液中で安定であったと考えられた．

　　　　　以上のことから，以下の値（親ミジンコの半数致死濃度，50％繁殖阻害濃度，最大無作用濃

　　　　度及び最小作用濃度）は測定値から算出した算術平均値を基に示した。

5．2　試験液の状態

　　　　暴露開始時の試験液は無色透明であった。また，1日後の試験液は全ての濃度区で開始時と

　　　比較して変化が認められなかった。

5．3　ミジンコの観察結果

　1）　親ミジンコの累積死亡数及び死亡率

　　　　21日後の親ミジンコの死亡率は対照区，1．07mg／1，L84mg／1，3．35mg／1及び1L5mg／1

　　　で0％，6．12㎎／1で10％，19．7皿g／l及び35．2皿g／1で100％であった。

　　　　各試験区における親ミジンコの累積死亡数をTable2－1及びFigure1に示した。親ミジン

　　　コの死亡率をTable2－2に示した。

2）　親ミジンコの状態

　　　暴露開始より1日後から，遊泳阻害が19．7皿g／1の濃度区で3個体観察された。また，対

　　照区と比較して小さい個体が1L5mg／1の濃度区で10個体観察された・

3）　産出幼体等の状態

　　　暴露開始より9日以降，死亡幼体が6．12mg／1以上の濃度区で観察された。また，10日以

　　降，堕胎卵が3．35mg／1以上の濃度区で観察された。死亡幼体及び堕胎卵を産出する個体の

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

　　なかった。なお，全ての試験区で休眠卵の発生は認められなかった。
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4）　初産日

　　　各濃度区の初産日は，L　O7mg／1で8～9日後，1．84mg／1，歌35叩／1及び6，12皿g／1で7

　　～9日後，11．5mg／1で11～12日後であり，19．7mg／1以上では産仔は観察されなかった。

　　　対照区は8～9日後であった。

　　　各試験区における初産日をTable3に示した。

5）　平均累積産仔数

　　　各濃度区の21日後の生存親1頭当たりの平均累積産仔数は，1．07mg／1で1843頭，L84

　　．mg／1で167．7頭，3．35皿g／1で117．6頭，6．12皿g／1で15．2頭及び11．5mg／1でし4頭であっ

　　た。

　　　対照区の生存親1頭当たりの平均累積産仔数は，179町4．頭であった。

　　　各試験区における生存親1頭当たりの平均累積産仔数をTable4及びFigure2に示した。

5．4　親ミジンコの半数致死濃度（21d－LCso）

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

　　　　親ミジンコの半数致死濃度（21d－LCso）：算出せず

5．5　50％繁殖阻害濃度（ECso）

　　　　21日後の50％繁殖阻害濃度（EC50）をTable6及び以下に示した。また，濃度一繁殖阻害率

　　　のグラフをFigure3に示した。

　　　　50％繁殖阻害濃度（EC50）：3．6mg／1（95％信頼区間；3．6～3．7皿g／1）

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

5．6　最大無作用濃度（NOEC）及び最小作用濃度（LOEC）

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

　　　　なお，6．12mg／1及び1L5㎎ノ1濃度区は生存幼体の平均累積産仔数が，それぞれ15．2頭

　　　及びL4頭であり，対照区（179．4頭）と比較して明らかに少なかった。また，19．7mg／1及し

　　　35．2mg／1の濃度区は親ミジンコが全て死亡した．よって，以上の濃度区はNOEC及びLOECの

　　　算出に用いなかった。

最大無作用濃度（NOEC）：L8mg／1（Dmnettの多重比較検定法により算出した。）

最小作用濃度（LOEC）：3．4mg／1（Dunnettの多重比較検定法により算出した。）

5．7　試験液の水温，溶存酸素濃度，pH及び硬度

　　　　試験液の水温をTable8，溶存酸素濃度をTable9，pHをTable10，，硬度をTable11に示

　　　した。

　　　　暴露期間中の各試験区の水温は19．1～20．3℃，溶存酸素濃度は8．8～10．3mg／1，pHは7．7

　　　～8．2，硬度は84～89mg／1（CaCO3換算）であり，水温は20±1℃，溶存酸素濃度は3皿g／1以

　　　上，pHは6．0～9．0，硬度は10～250mg／1の範囲で試験環境条件を満たしていた。
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5．8　試験計画書からの逸脱事項

　　　　なし。

5．9　試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　　　　なし。

5．10　試験の妥当性

　　　　暴露終了時に対照区の親ミジンコの死亡率が0％（20兆以下），平均累積産仔数が179．4頭（60

　　　頭以上）であったため，本試験の成立が確認された。

5．11　結果の評価と考察

　　　　試験液中の被験物質濃度の分析結果から，被験物質濃度は一定に保たれていたことが確認

　　　された．よって，暴露期間中の供試生物は，ほぼ設定濃度通りの被験物質に連続的に暴露さ

　　　れていたと判断した。また，0％繁殖阻害最高濃度と100瓢繁殖阻害最低濃度の間隔が狭い。！

　　　とから，本被験物質の供試生物に対する用量反応性は鋭敏であると考えられた。

　　　　本被験物質は水溶解度が高く，難分解性物質であることから，自然環境中に流出した場合

　　　には，水系への拡散が早く，その地域に生息する生物に対して，長期間の暴露影響を及ぼす

　　　可能性が高いと推察された。よって，本試験より得られた情報のみから，その影響を推察す

　　　るには注意が必要であり，より長期的な暴露による影響を確認する必要があると考えられた。
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Table1．MeasuredConcentrationoftheTestSubstanceintheTestWaterduring21－day ExposurePeriod
　　　　　　（Semi－Static Condition）
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Table2－1．CumulativeNumbersofDeadParental刀8珈ノ8
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L

L
3
．

5
．

10

18

32

0
8
2
£
U

1
．

1
．

3
．

6
．

1L
19．

35．

ワ
’
4
【
」
リ
ム

0
8
3
1
【
0
7
り
4

0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
3
7

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
11

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
11

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
11

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
11

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
11

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

0
0
0
0
1
0
0
0

　
　
　
　
　
　
1
　
1

a　　Ar　i　th皿et　ic　Mean

Table　2－2．　Mortality　（％）　of　Parental、08ρ五五i8

Nolinal　Coロ。，　　　瓢ean直　質easnred　Conc．

　　　（㎎／L）　　　　　　　　（皿9／1）

Days

1 2 4 7 14 21

Control

　　L　O

　　L8

　　3，2

　　5．6

　10

　18

　32

ワ
‘
」
量
5
2

0
8
り
0
1
【
U
ワ
ー
0
ム

L
L
＆
6
L
o
山
臥

　
　
　
　
1
1
3

0
0
0
0
0
0
0
0

　
　
　
　
　
　
3
ワ
i

　　0

　　0

　　0

　　0

　　0

　　0

100

100

　　0

　　0

　　0

　　0

　　0

　　0

100

100

　　0

　　0

　　0

　　0

　　0

　　0

100

100

　　0

　　0

　　0

　　0

　　0

　　0

100

100

　　0

　　0

　　0

　　0

10

　　0

100

100

a．Ar　i　thmet　ic　Mean
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・平19．7　mg／1
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Table3．Time（Days）toFirstBroodProduction

　　　　NominalConcentration（皿9／1）

［Mean－MeasuredConcentration（mg／1）］
No，

Contro1
1．0

［1．07］

1．8

［1．84］

3．2

［3．35］

5，6

［6．12］

10

［11．5］

18

［19．7］

32

［35．2］

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

9
9
8
9
9
9
9
9
9
9

9
9
9
9
8
9
8
9
9
9

7
7
9
9
9
9
9
7
9
9

7
9
7
7
9
9
9
9
7
9

8
9
9
8
7
8
9
9
D
9

1
1
1
1

11

12

12

D
D
D
D
D
D
D
D
D
D

D
D
D
D
D
D
D
D
D
D

Min．

Max． 8
9
8
9
7
9
7
9
7
9

11

12

a：ArithmeticMean
一　：No　brood　produc　t　ion　was

D：The　parent　al　〃8ρ力刀i∂　was

observedduringa21－daytestingPeriod．

deadduringa21－daytestingPeriod．

20／44
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Table 4．Mean
　　（Base

Cu皿u　I　a　t　i　ve　Numbe　r　s　o　f

forthedatawerethe

LivingY。ungPerSurvivingParental伽抽f・r21Days（ΣF1／P）

valuesstandardizedonthenumbersofsurvivingParental伽加180f eachoHhete皿parallels．）

　　Nominal

Concentrat　ion
　　　（皿9／1）

Mean置Measured
Concentration

　　　（mg／1）

Days

6 7 8 9 10 1
1

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Contro1

1．0

1．8

3．2

5．6

10

18

32

1．07

1．84

3．35

6．12

11。5

19．7

35．2

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

3．1

2．7

0．7

0．0

0．9

1．6

3．1

2．7

2．6

0．0

11．4

12．3

12．1

10．3

5，1

0．0

11．4

14．4

18．3

16．3

5．7

0．0

17，7

18．2

18．3

17．8

6．6

0．4

40、7

46．7

42．0

37．6

10，4

0．6

40．8

52．7

56．9

49．8

10．5

0．6

46．9

58．3

57．0

54．3

11．4

1．0

93．1

98．5

88．9

71、1

11．4

1．4

93．1

103．3

103．5

81．7

12．5

1．4

93．1

103．3

103．5

88．1

12．8

1．4

140．2

144．2

126，8

91．3

12．9

1．4

140．3

148．3

132．4

104．7

14．3

1．4

140．3

148．3

146．4

115．0

14．7

1．4

179．4

184．3

167．7

117．6

15．2

1．4

a．Ar　i　thmet　ic　Mean

　　　　Theparenta1刀8ρ加i∂was deadduringa21－daytestingPeriod．

享
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Table5．CalculatedLC5。ValuesforParental刀8ρ加i8

Exp。surePlri。d

　　　　（Days）

LC5。（mg／1）
　　　　　　95－Pe　rc　en　t

ConfidenceLimits（mg／1）
Stat　i　s　t　ical　Method

21 Not　ca1culated

Table6．CalculatedEC5。ValuesforInhibitionofReproロuction

Exposure　Period
　　　　（Days）

EC5。（mg／1）
　　　　　　95－Percent

ConfidenceLimits（mg／l）
Statistical　Method

21 1・6 3．6～3．7 S　imp　l　e　regres　s　i　on
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Table7． Cumulative　Numbers　of　Living

ofStatisticalComparisonof

YoungPerSurvivingParental

the　Mean　Values　（by　Dunnet　t’s

伽加ノ8for21DaysinEachTestVesselandResult

MulticomparisonTest）

No皿inalConcentration（mg／D

［Mea皿aMeasuredConcentration（皿酬）］

No． Contro1
1．0

［L　O7］

1．8

［L84］

3．2

［3．35］

5．6

［6．12］

10

［11．5］

18

［19．7］

32

［35．2］

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

4
8
8
8
3
8
1
5
1
8

7
9
7
9
8
6
9
6
7
6

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

6
4
9
4
7
4
7
7
8
7

8
8
7
7
0
8
6
7
8
9

1
1
1
1
2
1
1
1
1
1

6
2
0
8
6
0
0
8
3
4

8
6
6
2
7
9
8
7
8
3

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

8
3
5
4
3
5
9
6
5
8

2
2
1
4
9
1
1
9
4
9

1
　
1
　
1
　
1
　
　
　
1
　
1
　
　
　
1

4
2
9
8
7
5
4
2
D
6

　
1
　
　

1
1
1
2
2
　
　

1

7
0
0
5
0
1
1
0
0
0

D
D
D
D
D
D
D
D
D
D

D
D
D
D
D
D
D
D
D
D

Mean

S．D．

179．4

12．5

184．3

11。5

167．7

21．6

117．6

18．4 2
2

ε
6

1 1．4

2．5

Inhibitionrate（％）

Significantdifference

一2．7 6．5 34．4

榊

91，5

　　＿6

99，2

　　＿b D D

NOEC

LOEC

○

○

a：Ari　th皿et　ic　瓢ea且

＊幸　α＝0、01（significant　difference）
b：翁。tincludedf。rcalcul題ti。皿because亘eancu瓢ulativenu扇bers・flivingy・u皿9マeresi即ificantlyfe▼erthaEthat・Hhec・皿tr・L

D：N。tincludedforcalculati・ロbecausetheparenta1伽加ノ”asdeadduringa21－daytesting脚i・d・

24／44
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Table　8．　Temperature

（Semi－Stat　ic　Cond　i　t　ion）

　　Nominal

Concent　rat　io皿

　　　（mg／D

　　　MeanI

　　Measured
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

Concentratio皿　Date
　　　（皿41）　　　　New

Temperature（℃）

　1

01d

　7

New 　
d
8
1
　
0
4
W
　
e
l
N
5
d

　
1
1
0

Min．　　Max．

Control

　　　1．0

　　　1．8

　　　3．2

　　　5．6

　　10

　　18

　　32

1．07

1．84

3．35

6．12

11．5

19．7

35．2

20．2

20．2

20．2

20．2

20．2

20．2

20．2

20．2

19．1

19．1

19．1

19．1

19．l

19．1

19．1

19．2

19．4

19．2

19．1

19．2

19．2

19．1

19．5

20．1

19．8

19．8

19．9

19．9

19．7

19．5

19．6

19．8

19．5

19．8

19．9

20．2

20．3

20．1

20．1

20．2

19．1

19．1

19．1

19．1

19．1

19．1

19．1

19．2

20．2

20．2

20．3

20．2

20．2

20．2

20、2

20．2

「 Range 19．1　20．

a：ArithmeticMean

New：Freshlypreparedtestsolution，Old：Testso！utionafter24hoロrs即osure

一：Notmeasuredbecauseall伽加18四脚▼eredeadatthisobserv＆tiontime、

Table9．　Dissolved　Oxygen　Concentratio皿

（Sem卜StaticCondition）

　　No皿inal

Concentration
　　　（㎎／1）

　　　MeanI

　　凋easured
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

Co皿centrltion　Date
　　　（皿σ1）　　　　New

DissolvedOxygenConcentration（mg／1）

　
d
1
1

　
0

　7

New 　
d
8
1

　
0

14

New

15

01d
Mi皿．　　Max．

Control

　　　1．0

8
2
に
U

L
欲
ε
0
8
2

　
　
　
1
1
3

1．07

1．84

3．35

6．12

11。5

19．7

35．2

9．8

9．7

農
U
ワ
‘
“
U
【
0
鳶
U
藍
U

q
｛
q
“
q
…
0
山
q
山
0
山

10．2

10．3

10．0

10．1

10．1

10．1

10．1

10．0

9．5

9．5

9．5

9．4

9．5

9．4

9．3

8．8

9．0

9．0

9．1

9．6

9．3

9．4

9．5

9．4

9．4

9．4

9．1

8．9

9．0

9．2

9．6

9．9

9．1

8．8

9．0

9．0

9．1

9．4

9．6

9．6

10．2

10．3

10．O

lO，

10．1

10．1

10．1

10．0

Range 8．8 10．3

：
㎝a
N

Ar　i　th皿e　t　i　c　Mean

Freshlypreparedtestsolution，Old：Testsolutionafter24hourselposure

Not皿easuredbecauseallPaρ加ノa切g五3weredeadatthisobservationti皿e．

25／44



試験番号
第14023号

Table　10．　pH　Values

（Semi－StaticCondition）

　　No皿i∬al

Concentration

　　　（mg／1）

　　　蘭ea皿I

　　Measured
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

Conoent　rat　lon　　Date

　　　（皿σ1）　　　　New

pH

　
d
1
1

　
0

　7

New 　
d
8
1

　
0
4
㎝
－
N
5
d

　
1
1
0

Min． Max．

Control

　　　1．O

　　　L8

　　　3．2

　　　5．6

　　10

　　18

　　32

1．07

L84

3．35

6．12

11．5

19．7

35．2

8．1

8．1

8．1

8．1

8．1

8．1

8．1

8．1

8．1

8．2

8．2

8．2

8．2

8．2

8．2

8．2

8．0

8．0

8．0

8．0

8．0

8．1

7．8

7．9

8．0

8．0

8．1

8．2

8．1

810

8．0

8．0

8．0

8．1

7．8

7．7

7．7

7．8

7．9

8．1

7．8

7．7

7．7

7．8

．7、9

8．1

8，1

8．1

8．1

8．2

8．2

8．2

8．2

8．2

8．2

8．2

Range 7．7 8．q

a：Arith回etic麓ean

New　Freshlypreparedtestsolutio皿，OM：Testso！utionafte∫24hours

－Notneasuredbecauseall加ρ加ノ8船脚7credeadatthisobservatioロ

elposure

t　ime．

Table11．TotalHardness（asCaCO3）

（Semi－StaticCondition）

　　No口inal

Conce皿tration
　　　（㎎／1）

　　　Meaガ

　　Mcasured　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

Concentration　Date
　　　（mg／1）　　　　　　　　　　New

TotalHardness（asCaCO3，mg／l）
　1

01d

　7

New

　8

01d 4
㎝
－
N

15

01d
Min． Max．

Control

n
U
8
つ
ム
α
U

L
L
a
臥
0
8
2

　
　
　
　
1
1
3

1．07

1．84

3．35

6．12

11．5

19．7

35．2

6
6
4
6
6
5
6
6

8
8
8
8
8
8
8
8

8
7
7
7
8
6
8
9

8
8
8
8
8
8
8
8

2
U
α
U
O
U
6
二
U
に
U

8
8
0
0
8
0
0
9
U

ワ
‘
塵
U
貧
U
ワ
ー
7
農
U

8
8
8
8
8
8

5
丘
U
反
U
【
0
2
U
f
U

O
O
Ω
U
8
9
U
8
8

農
∪
2
U
此
U
6
ア
ワ
ー

8
8
8
8
8
8

5
6
4
5
5
5
6
6

8
8
8
8
8
8
8
8

8
7
7
7
『
7
8
9

8
8
8
8
8
8
8
8

Range 84 89

a：Ari　th皿et　ic　Mean

New　Freshlypreparedtestso！ution，Old：Testsolutionafter24hours
－　　Not　血easured　because　aLI　ρどρ」｝』18』ど8』8were　dead　at　this　observation

exposure

t　ine．
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付属資料一1：希釈水の水質

Quality　of　Test　Water

Parameter Concentration Parameter Concentrat　ion

pH　Value 7．7（20℃） Iprobenfos（IBP） く0．0005皿g／1

Col　i　form　Group Not　Detected Chlornitrofen（CNP） 〈0．00001mg／1

Total　residue 220mg／1 Chemicaloxyge皿de皿and（COD－cr） ＜10mg／1

Phenols く0．005mg／1 B　i　ochemi　cal　oxygen　dema皿d 〈1mg／1

Totalhardness（asCaCO3） 85mg／1 Suspended　solids 〈1皿9／1

NitrateandNitrite 0．7皿9／1 Phosphorus 〈0．01mg／1

Fluoride 0．13皿9／1 Bromide　ion 〈0．5皿9／1

Dichloro皿ethane 〈0．001皿9／1 Sulfide　ion（S2一） 〈0．01mg／1

Carbon　tetrachloride 〈0．0002mg／1 Electricconductivity（25℃） 37mS／m

1，2－Di　ch　l　oroe　thane 〈0．0002mg／1 Alkalinity（CaCO3） 49mg／1

1，1－D　i　ch　l　oroe　thy　l　ene 〈0．001mg／1 Totalorganiccarbon（TOC） 1．9mg／1

Cis－1，2－Dichloroethylene 〈0．001mg／1 舳皿oniumnitrogen（NH3－N） く0．04mg／1

1，1，1－Trichloroethane く0．001mg／1 PCB く0．0005mg／1

1，1，2－T　r　i　ch　l　o　r　oe　t　hane 〈0．0005mg／1 Mercury 〈0．0001mg／1

Tr　ichloroethylene 〈0．001mg／1 Cadmium 〈0．001mg／1

Te　trachloroethylene く0．001mg／1 Cyanide く0．005mg／1

1，3－D　i　ch　l　o　r　opr　opene 、〈0．0002mg／1 Lead
〈0．005mg／1　　　　監

Benzene く0．001mg／1 Chromium（W） ＜0．005mg／1

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

Thi　ram 〈0．0005mg／1 Seleniu皿 〈0．001mg／1

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

Thiobencarb 〈0．001mg／1 Copper 0．02mg／1

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

Di　az　inon 〈0．0005mg／1 Alu皿inu皿 ＜0．05mg／1

Fenitrothion（MEP） 〈0．0002mg／1 Ma皿ganese 〈0．005mg／1

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

Chlorothalonil（TPN） 〈0．001mg／1 Tin ＜0．1皿9／1

Propyzamide ＜0．0005mg／1 Sod　ium 35mg／1

EPN 〈0．0005mg／1 Pot　ass　ium 7．0皿9／1

Dichlorvos（DDVP） ＜0．001mg／1 Calc　iu皿 21mg／1

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

Date： January7，2003
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　付属資料一2：予備試験結果

予備試験結果をTable1に示した。

TableL　Cu皿ulativeNumbersofLivingYoungPerSurvivingParental

　　　　　　　　　in　Each　Tes　t　Vessel

〃εp五五ノa　for　l2　Days

（Rangefindingtest）

No．

Contro1

No皿inal・Coscent「ation（mg／1）

0．010 0．10 1．0

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

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
　
1
　
1

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

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

9
8
5
9
7
7
5
8
0
0
0
2

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

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

4
4
4
3
3
4
4
3
4
5
4
4

0
5
1
9
2
7
5
5
8
5
9
1

5
4
3
5
9
4
5
5
4
5
3
4

Tota1 521 450 517 617

Mean 43．4 37．5 43．1 51．4

S．D． 8．7 15．2 6．1 15．1

Inh　i　b　i　t　i　on　「at　e（％） 13．6 0．7 一18．4

28／44



試験番号
第14023号

付属資料一3：統計処理データ

統計ソフトの入力値とその出力結果を以下に示した。

EC5。forinhibiti・n6frepr・ducti・nafter21daysexp・sure

曹

号2340

第
2
4
4

　
（
し
し
R

　
　
　
〉

TUR

ユ

，

4
5
2
仁
U

8
3
1
L

L
敬
＆
－

一2．666159

－0．645519

2．3762728

4．8202816

Si副ero8re”ionte訊［LOG｛Kcsp。脱v匝riable）］
SctUP姐atlfoT鵬ly＄i50rco▼一ri亀nce

Fi　loロoc L－BC50－2瞥DAT

mo．　01　1e▼o　I　s

鯛O．　o　f　r　epr　i　Cl　t　c

A（1）　：4
No．ofcova巾te

　　1

iロleve1

1

Dこt　a　t　ab　l　e

Y　　　　　X（1）
A（1）
0．52504　　　　　　　－0．64552

0．マ86マ5　　　　　　　2．3762↑

1．06070　　　4．82028

MeanY＆ndX
A（1）

聯hole

0．26482

0．65933
0．65933

蒔2．66616

0．97122
0．97122

Func　l　ion　ro巳rc35i　o“▼i　th　eacヒ　1e▼o　l　s

暫ho　lo　　　Y＝

恥ole　　　I誼

0．10345“（1）＋
9．61815毒　Y　　　十

O．55885
－5唖37030

Tastofre耳鳴sioncoefficjentofI

Source
Rogress　ion（A）

Ro－ressioロ（B）

Total

Su島ofsqR
　　O．349Z5
　　0．00175
　　0．35100

f
1
2
『
冒

d 睡eこn　sqR

O．34925

α00088

　　　Fca1
399．00886

Probab　l　l　i　ty

　　　O．00250

εs“腿tcdp咽latlo曲el”lth爬gr“sio融functlonb了FlonFr
95閃。εoHo）藍r　Es“箇ated　95percoロtuP脚rcrltenon
Entoreddata　confidooc・li嵐it　Ke＆▼alロe　confidenロ豊ll幽lt

［2－s　i　de］

0　　　　　　　届＆1　　　3．5”2 燕騨　0．00050
ユコ』監－－麗畢＝尋－＝一＝一－－零＝8－二号星－■監章－＝＝コー冨一ユ酋一コ睡＝一｝8‡一竃＝典＝ーコ■昌一－置冨噂＝一＝一＝＝＝－－專卓一■＝歯－－唖＝一コ口匿一

29／44



試験番号
第14023号

NOEC　and　LOEC　va　l　ue　s　f　o　r　rePr　oduc　t　i　on　a　f　t　e　r　21　d　ays　expo　s　ur　e

入力データ（YU“S多重比較）
’試験番号　第14023号
’被験物質名　’田R

’21日目の累積産仔数
●

　
O

1
1
」
「

M
」
C
対照区 1 L8 乳2

1マ4．OO

198．00

178．00

！9＆00．・

183、0σ

15＆’PO

I9－L　OO

165．00

17Lσ0
168．OO

186．00

18‘．00

179．00

174．OO

207．OO

184．OO

I67．00

177．σ0

18＆OO
197．00

180．00

162，00

160．00

1闘．00

176．．00

・tg氏oo

180．OO

178．OO

18翫OO
134．OO

128．00
123．’00－

U5．00
144．00

93、oo

115、00

U9．00
96．00．

145100

9＆oo、

駈ode　t：　1　31s　i　c　sし亀t　i3t　i　c　　くくCo　l　uロn〉〉　　　　F　i　l　G二F　i　l　en亀コe　　餌OEC．DAT　　　　　コI　t：　0

「
No．

N

競。鴫

Va『1蔭口ce
S．D．

＆E．

　　　　　　1

　　　　　10

179．40000
156．48839
1L50955
　＆9558了

　　　　　　2

　　　　　10

184・30000
131．12Z22
1！．45086

　3．6Z108

　　　　　　3

　　　　　10

16マ．マOOOO

466．23333
21．59244
　6．82813

　　　　　　4

　　　　　10

」1マ聾60000

339．60000
1氏42824
　5．82マ52

日置r　t！ot　t　tos　t

Bart】etゼ”ta“3tic　㎝1－SQn（3
0．0500）・　　　　prob轟bl　l“y

4．658了6 マ．81472 0．19856
一－一＝＝襯崖3口重書8コー＝一ココー8二竃3一一一＿臨一＝＝＝器一＝一関＝＝＝＝薯コー舘＝一コー一－霜コ調量縦一轟－＿一一＝一一一

Da　tこ　l　ab　l　o Fi　l鱈　oaロ」o　HOEC．DAT nxt：0

圓。．

閥

瓢ean
Var　i　anoe

S．D．

S．E．

　　　　　　1

　　　　　：0

1マ9．40000

亙56．43889

12．50955

　3．95587

　　　　　　Z

　　　　　10

184．30000
131．12222
　11．45086

　＆62108

　　　　　　3

　　　　　10

16マ．70000

456．23333
21．59244
　6．828t3

　　　　　　4

　　　　　10

11マ、50000

339．50000
18．42824
　5．82752

1一▼ay州OVAvi伽co量plofo1了raロ伽izcd－csゆ
Fac　Lor　　　　　　　　Su■　of　squar　　D．F．　　鷲。■n　of　5“uar　　　F　Sta“s　t　io　　　Proba虹i　l　i亘y

A
Error
Totat

28035．500000　　3　9345．500000　　34．187379
　9841．DOOOOO　　　　36　　　　Z73．361111

37377．500000　　　　39

0．000000

Es　t　i■置tod　popul亀t　lon麗＆“3　一口d　95　porco皿t　oouf　idence　hgi軋
Lo▼o　r　con　n　denco　l　i■i　t　　　　　Popu　l亀t　i　o島　亘。＆n　　　　∬PPor　oon　f　i　denco　l　i－i　t

A（1）　　　　　168，796324　　　　1了5．400000　　　　　　190．003676
A（2）　　　　　1了3．695324　　　　18主300000　　　　　　194．903576
A（3）　　　　　　15マ．096324　　　　167．700000　　　　　　17＆303676
A（4）　　　　　106．996324　　　　11マ．600000　　　　　　128．203676
一一t一中＝一－冨”重富一－＝一、r一一一一一一＾一一一一一一ロー一噛一一一一認一辱γ一一一一一一一一一一一帽一一一一｝，一＾一＝－，唖r－哨一節一｝一

掴ode1：1　駐asic　sta“st　Ic　くくColo1ロ1〉〉　　　　『Iiou亀ロ。．HOEC．DAτ　　　　nエt：0

No．

H

Ne鴫
Var　ian仁e

S．D．

S．E．

　　　　　　1

　　　　　10

1了9．40000

156．48389
12．50955

　3．95587

　　　　　　2

　　　　　10

184．30000
131．12222
　11．45086

　3．62108

　　　　　　3

　　　　　10

167．70000
466．！3333
　21．59244

　5．82813

　　　　　　4

　　　　　10

117．60000
339．60000

凪42824
　5．82752

Dunnctt　　p竈lra皿etric皿“iple　co耳P＆ri30n　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1－5ide

Co国pari30n　Differ．　CrUic量1　Sta↓istic　Probabllity．05tablo　OU乱blc
瓢ea口　　　　　▼亀luc　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　valUO　　　　　Vεlno

1　vユ　　2　　　　　－4、900　　15．マ6904マ　　　　　一0．66269　　　　　0．470134　　　　2．13Z66　　　Z．83836

1vs3　　11．70015，マ6904了　　1．58235　　0．140483　2．13266　2．83836
1v54　　6L80020．93マ013榊　8．35805　　0．①00001　2，13256　2．83836
－革哨一‘一｝－書置－竃』一一峠層＝ーコ＿累＝量－－二一一“r－一一一一一一一噛一中＿－歯＝＝＝－＝電－¶－一＝一r一一一一一コ¶r一コ＿一＝馨－一一一盒一－
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付属資料一4：試験液中の被験物質濃度の分析方法

1　標準品

　　被験物質を使用した。

2　試薬，試液及び標準溶液の調製

　1）　試薬

　　　　メタノール：高速液体クロマトグラフ用

　　　　酢酸：特級

　　　　Mil　li－Q水：水道水を活性炭カートリッジ，逆浸透カートリッジ及びイオン交換樹脂で

　　　　　　　　　　精製した後Milli－Q　systemで精製したもの

　　　　CI8ミニカラム：Waters社，Sep－PakPlus　C18カートリッジ

｝
2）　試液

　①　1％酢酸

　　　　Mi　l　l　i－Q水100ml及び酢酸1皿1を混合した。

　②0．01％酢酸
　　　　Mi　l　l　i－Q水990ml及び1％酢酸10mlを混合した．

3）　標準溶液の調製

　　　被験物質0．025gを精密に秤り，Milli－Q水に溶解して50mlとし，これを標準原液とし

　　た。この標準原液をMilli－Q水で希釈して40mg／1溶液を調製し，この一定量を取りMilli－Q

　　水で適宜希釈して0．O125，0．0625，0．25及び0．5皿g／1の標準溶液を調製した。

3　試料溶液の調製

　1）　対照区及びL　O皿g／1の試験液

　　　　試験液の5mlを20mlのメスフラスコに正確に量り取り，Mil　li－Q水で定容とした。

　　　　C18ミニカラムに10ml容の注射筒を取りつけ，メタノール5m1で洗浄した。これに試験液の項

　　　釈液の10皿1を流下させ流出液を捨てた後，試験液の希釈液の2m1を流下させ，これを試料溶液

　　　とした。

　2）　L8mg／1の試験液

　　　　試験液の4皿1を20mlのメスフラスコに正確に量り取り，Milli－Q水で定容とした。

　　　　C18ミニカラムに10皿1容の注射筒を取りつけ，メタノール5m1で洗浄した。これに試験液の希

　　　釈液の10mlを流下させ流出液を捨てた後，試験液の希釈液の2mlを流下させ，これを試料溶液

　　　とした。

　3）　3．2mg／1の試験液

　　　　試験液の2mlを20mlのメスフラスコに正確に量り取り，Milli－Q水で定容とした。

　　　　C18ミニカラムに10m1容の注射筒を取りつけ，メタノール5m1で洗浄した。これに試験液の希

　　　釈液の10m1を流下させ流出液を捨てた後，試験液の希釈液の2m1を流下させ，これを試料溶液

　　　とした。
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4）　5．6mg／1の試験液

　　　試験液のl　mlを20皿1のメスフラスコに正確に量り取り，Milli－Q水で定容とした。

　　　C18ミニカラムに10皿1容の注射筒を取りつけ，メタノール5mlで洗浄した。’これに試験液の希

　　釈液の10m1を流下させ流出液を捨てた後，試験液の希釈液の2m1を流下させ，これを試料溶液

　　とした。

5）　10及び18mg／1の試験液

　　　試験液の1皿1を50mlのメスフラスコに正確に量り取り，Mi　ll　i－Q水で定容とした。

　　　C18ミニカラムに10ml容の注射筒を取りつけ，メタノール5mlで洗浄した。これに試験液の希

　　釈液の10mlを流下させ流出液を流出液を捨てた後，試験液の希釈液の2mlを流下させ，これを

　　試料溶液とした。

6）　32mg／1の試験液

　　　試験液の1mlを100mlのメスフラスコに正確に量り取り，MHli－Q水で定容とした．

　　　CI8ミニカラムに10ml容の注射筒を取りつけ，メタノール5mlで洗浄した。これに試験液の．！

　　釈液の10mlを流下させ流出液を捨てた後，試験液の希釈液の2m1を流下させ，これを試料溶液

　　とした。

4　高速液体クロマトグラフー質量分析計操作条件

　　　機　種：Agilent1100G1312Aバイナリポンプ［AgilentTechnologies］

　　　検出器：Agilent1100G1946DLC／MSDSL［AgilentTechnologies］

　　　カラム：CAPC肌L　PAK　C18AQヲφ2，0mm×15cm［株式会社　資生堂］

　　　カラム温度：40℃

　　　移動相：0．01％酢酸

　　　流量：0．2ml／皿in

　　　イオン化法：ESI（positiveモード）

　　　ドライングガス：窒素（101／分，350℃）

　　　ネブライザーガス：窒素（30psi）

　　　フラグメンター電圧：90V

　　　キャピラリー電圧：2，000V

　　　設定質量数（m／z）：77．1

　　　データ処理装置：LC／MSD　Che皿iStatio皿（Rev．へ09．01）［Agilent　Technologies］

5　定量

　　　2の3）で調製した標準溶液及び3で調製した試料溶液4μ1を高速液体クロマトグラフー質

　　量分析計に注入した。標準溶液の濃度とピーク高から検量線を作成し，試験液中の被験物質

　　濃度を算出した。
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試験番号
第14023号

6　検出限界

検出限界：O撃撃戟B19×2ml×liOOO×α51ml・一α・5mg／1

　　　　　　5ml＊　　0．5m1＝　　　　　　×2皿1
　　　　　　20m1

7　添加回収試験

　1）　低濃度添加

　　　　希釈水に被験物質を1mg／1になるように添加し，この溶液を用いて添加回収試験を行っ

　　　た。試験は平行測定3回で実施し，回収率は113．1％，109．1％，108。3％（平均110．2％）で

　　　あった。

2）　高濃度添加

　　　希釈水に被験物質を50mg／1になるように添加し，この溶液を用いて添加回収試験を行

　　つた。試験は平行測定3回で実施し，回収率は112．1兆，11L2％，111．0％（平均11L4％）

　　であった。
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付属資料一5：ミジンコの観察記録

〕
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陳述書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14023号

3　試験の表題

　　チオ尿素のオオミジンコ（％ρ加ノ8麗幽8）に対する繁殖阻害試験

上記試験は，日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室長

通知「生態影響試験実施に関する基準の改正について」（別添）r生態影響試験実施に関

する基準」（環保安第242号，2001年）を遵守して実施したものです。

♪ヵ〃3年3月3／日

財団法人日本食品分析センター　多摩研究所

運営管理者



陳述書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14023号

3　試験の表題

　　チオ尿素のオオミジンコ（加ρ加加麗即8）に対する繁殖阻害試験

　上記試験は，日本国環境省総合環境政策局環境保健部環境安全課環境リスク評価室長

通知「生態影響試験実施に関する基準の改正について」（別添）「生態影響試験実施に関

する基準」（環保安第242号，2001年）を遵守して実施したものです。

　なお，試験実施にあたっては，OECD化学品テストガイドラインINo．211「オオミジン

コ繁殖試験」（1998年）を遵守しました。

2』。3年3　月ヨ1日

財団法人日本食品分析センター　多摩研究所

試験責任者



信頼性保証書

1　試験委託者

　　環境省

2　試験番号

　　第14023号

3　試験の表題

　　チオ尿素のオオミジンコ（加ρ加盈朋幽a）に対する繁殖阻害試験

4　検閲

　　　本試験の検閲は，財団法人日本食品分析センター多摩研究所信頼性保証部門の

　標準操作手順書に従い，以下のとおり実施レた。

検閲内容 検閲実施日
試験責任者への

�数N月日
運営管理者への

�数N月日
試験計画書 2002年12月20日 2002年12月20日 2002年12月20日

被験物質の受領 2003年01月08日 2003年01月09日 2003年01月09日

試験の実施 2003年01月21日 2003年01月23日 2003年01月23日

試験計画書 2003年Ol月22日 2003年01月22日 2003年01月22日

試験の実施 2003年01月22日 2003年Ol月23日 2003年01月23日

分析の実施，試薬等

@器，検体
2003年01月22日 2003年01月23日 2003年01月23日

試験の実施，試薬等，機器 2003年01月23日 2003年01月24日 2003年01月24日

試験の実施，被験物質 2003年02月05日 2003年02月06日 2003年02月06日

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

試験の実施 2003年02月12日 2003年02月12日 2003年02月12日

試験中の保管文書 2003年03月25日 2003年03月25日 2003年03月25日

最終報告書草案及び生データ 2003年03月28日 2003年03月28日 2003年03月28日

最終報告書 2003年03月31日 2003年03月31日 2003年03月31日

　上記検閲の結果，本試験最終報告書は試験に用いた方法が正確に記載され，報告結果は

試験の生データを正確に反映していることを確認した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，2〃03年　3月3／日

財団法人

信頼性保証部門責任者

日本食品分析センター　多摩研究所

、




