
環境庁殿

　　　　　　　　　　試　験　報　告　書

塩化コリンのオオミジンコ（伽p加f名媚即8）に対する繁殖阻害試験

　　　　　　　（試験番号：NO1998一生15）

1999年　8月20日

株式会社ク

1



最終報告書修正書

試験名 塩化コリンのオオミジンコ（Oalρ加∫θ加θ幽8）に対する繁殖阻害試験

試験番号：　1998一生15

該当するページ：p－7，p－12，p－13

　①P－7

　　修正する項目等：

　　　訂正または追加前の内容（　部分の修正）

　　　　結　　果

　　　　　5）21日間の最小無作用濃度（L　O　E　C） 95．5mg／L

訂正または追加後の内容

　　5）21日間の最小生里濃度（L　O　E　C） 95．5mg／L

訂正または追加の理由　記載ミス

②P－12

　修正する項目等：

　　訂正または追加前の内容（　部分の修正）

　　　5．2　試験水中の被験物質濃度
　　　　　暴露開始当日、10日目および20日目の試験液調製時の被験物質濃度は設定値3．2

　　　　～32mILに対して、それぞれ3．1～104mg／L、3．3～104mg／しおよび3．2
　　　　～101mg／しであり、設定値に対する害1」合はそれぞれ97～105％、103～10
　　　　7％、99～101％であった。また、1日目、11日目および21日目の換水前の濃
　　　　度はそれぞれ3．1～101mg／L、2．5～87．Omg／しおよび1．9～77．3mg／しで

　　　　あり、設定値に対する割合はそれぞれ97～103％、

　　　　78～87％、59～77％であった。
　　　　　設定値に対する割合が±20％を超えた濃度区があるため、実測値から対数平均濃度

　　　　を算出し、それを基に時間加重平均濃度を求め、それを測定濃度とし、LC50、EC50

　　　　を算出した。

訂正または追加後の内容

　　　暴露開始当日、10日目および20日目の試験液調製時の被験物質濃度は設定値旦2

　　～100m　Iしに対して、それぞれ3．1～104mg／L、3．3～104mg／しおよび3，

　　2～101皿g／しであり、設定値に対する割合はそれぞれ97～105％、103～1
　　07％、99～101％であった。また、1日目、11日目および21日目の換水前の
　　濃度はそれぞれ3．1～101mg／L、2．5～87．Omg／しおよびし9～77．3mg／L

　　であり、設定値に対する割合はそれぞれ97～103％、

　　78～87％、59～77％であった。

訂正または追加の理由　記載ミス
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③P－13

　修正する項目等：

　　訂正または追加前の内容（　部分の修正）

　　　5．4　親ミジンコの半数致死濃度（LC50）

　　　　　21日間暴露の親ミジンコの半数致死濃度（L　C50）は一
　　　　度）であった。

訂正または追加後の内容

　5．4　親ミジン’コの半数致死濃度（LC50）

　　　21日間暴露の親ミジンコの半数致死濃度（L　C50）は一濃
　　度）であった。

訂正または追加の理由：記載ミス

試験責任者氏名 承認月日2002年3月29日
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　　　　　　　　　　　　　　　　　陳　述　書

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　株式会社クレハ分析センター

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

試験委託者：　　　環境庁

，表題＝ @塩化コリンのオオミジンコ（伽加8卿θ）に対する繁殖阻害試験

試験番号：　　NO1998一生15

　上記試験は環境庁のG　L　P規則に従って実施したものである。

1999年　 8月20目

運営管理者
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信頼性保証証明

株式会社クレハ分析センター

試験委託者＝

表題：

試験番号：

環境庁

塩化コリンのオオミジンコ（伽ρhη拍％8刀θ）に対する繁殖阻害試験

　　NO1998一生15

　本試験は試験計画書および標準操作手順書に従って実施され、本報告書には試験

に使用した方法、手順が正確に記載されており、試験結果は生データを正確に反映

していることを下記の通り確認した。

一
記

実　施　日 運営管理者への

�嵩
試験責任者への

�嵩
試験実施状況査察 1999年7月　9日

P999年7月16日

P999年7月23目

P999年7月30日

1999年7月　9日

P999年7月16日

P　9　9　9年7月　2　3　日

P999年7月30日

1999年7月　9日

P999年7月16日

P999年7月23日

P999年7月30日
試験報告書監査 1999年8月17日 1　9　9　9年8月　1　7　日

1999年8月17目

1999年8月20目
信頼性保証業務担当者：
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試　験　実　施　概　要

1．表題：塩化コリンのオオミジンコ（〃印加姦％即8）に対する繁殖阻害試験

2・試験日的：塩化コリンについて、オオミジンコ（ρ印加∫θ鰓脚θ）に対する繁殖阻

　　　　　　害試験を21日間行い、最小作用濃度（LOEC）と最大無作用濃度
　　　　　　　（NOEC）を求め、可能な限り50％繁殖阻害濃度（EC50）も求める。

3．適用ガイドライン：　本試験は、O　E　C　D化学品テストガイドラインN　o．202

　　　　　　　「ミジンコ類、急性遊泳阻害試験および繁殖試験」　（1984年4月採

　　　　　　択）の改訂版であるガイドラインNo．211「オオミジンコ繁殖試験」

　　　　　　　（1997年4月提案）に準拠した。

4．適用G　L　P二本試験は環境庁のG　L　P規則に準拠した。

5　試験委託者

　名称：

住所：

　委託責任者：

環境庁

〒100－8975東京都千代田区霞ヶ関一丁目2－2

環境庁企画調整局環境保健部環境安全課環境リスク評価室

室長補佐　 　

6　試験受託者：

　名称＝　　　　株式会社クレハ分析センター

　所在地：　　　〒974－8686　福島県いわき市錦町落合16番地

7　試験施設：

　名称：

所在地：

株式会社クレハ分析センター

〒974－8686　福島県いわき市錦町落合16番地
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8．試験関係者：

試験責任者（生物）

試験責任者（理化学）

試験担当者（生物）

（1999年　 8月20日）

（1999年　8月20日）

試験担当者（生物）

（1999年　8月20目）

（1999年　8月20目）

試験担当者（生物）

試験担当者（生物）

（1999年　 8月20目）

（1999年　8月20目）

試験担当者（理化学） （1999年　 8月20日）

9．試験期間： 試験開始目

試験終了目

暴露期間

’1999年

1999年
1999年

1月　4日

8月20日
7月　9目～

　　　1999年 7月30日

10．保管：

　試験計画書、生データ、記録文書および試験報告書は、試験報告書作成後10年間、

株式会社クレハ分析センターの保管施設に保管する。その後の保管については試験委託

者と協議の上決定する。
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要　旨

試験委託者

表　　題

試験番号

環境庁

塩化コリンのオオミジンコ（伽助η拍朋8刀8）に対する繁殖阻害試験

NO1998～生15

試験方法

　　　　　本試験は、OE　C　D化学品テストガイドラインN　o．202「ミジンコ類、

　　　　急性遊泳阻害試験および繁殖試験1（1984年4月採択）の改訂版であるガ

　　　　イドライン　N　o・211rオオミジンコ繁殖試験」　（1997年4月提案）
　　　　に準拠して実施した。

　1）被験物質：

　2）暴露方法：

　3）供試生物：

　4）暴露期間：

　5）試験濃度：

　6）試験液量二

　7）連数：

　8）供試生物数：

　9）試験温度：

10）照明：

11）被験物質の分析

塩化コリン

半止水式（毎日、試験液の全量を交換）

オオミジンコ（伽ρ加拍〃θgηθ）

210問
対照区、100、32、10および3．
1容器（連）に付き80m1

1濃度区に付き10連

10頭／濃度区（1連に付き1頭）

20±1℃
16時間明／8時間暗
　　H　P　L　C法

2㎎／L

結　　果

　　1）試験液中の被験物質濃度

　　　　　被験物質が設定濃度の±20％を越えたので、時間加重平均濃度を用いて

　　　　計算を行った。

　　2）21日間の親ミジンコの50％致死濃度（L　C50）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　100㎎／L以上　　（設定濃度）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　95．5mg／L以上（測定濃度）
　　3）21日間の50％繁殖阻害濃度（E　C50）：58．9、1g／L

　　　　　　　　　　　（95％信頼区間：37．7㎎／L～83．7［㎎／L）

　4）21日間の最大無作用濃度（NOEC）：30．2mg／L
　5）21日間の最小無作用濃度（LOEC）：95．5mg／L



1．被験物質

　1　ユ　名称、構造式および物理化学的性状

　　　名称：　塩化コリン

　　　　　　（CAS：67－48－1）
　　　　　　構造式：

　　　CH3

鴫騨α
分子式：　［（9H3）3N（CH2）20H］一C　l一

1．　2

　　分子量：　139．63
　　安定性：　安定

　　1一オクタノール／水分配係数（10gP）

　　水への溶解度1水に可溶

　　蒸気圧：報告されていない

供試試料

報告されていない

購入先：

入手先：

入手目1

ロット番号：

外観1

純度及ぴ不純物

1998年11月20日
P　A　R1681
白色結晶性粉末

　100．2％

1．3　被験物質の確認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・試験終了時にも同様にスペクトルを測定し、試験開始前に

測定したスペクトルと比較した結果、スペクトルに変化は認められなかったことより被

験物質は当施設の冷蔵庫に保管中は安定であったと判断された．
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2．供試生物

　　試験には生後24時間令以内のオオミジンコ（伽p加必獺即θ）の幼体を用いた。

　　本種は，1997年2月5目に国立環境研究所より入手したものを，　（株）クレ

　ハ分析センターにおいて継代飼育しているものである。また，基準物質（重クロム

　酸カリウム，試薬特級）による48時間の半数遊泳阻害濃度（EC50）は0．079．g／L

　であった。

　　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（1999年6月16目生まれ）を供試ミジンコの親とし，以下の条件で飼育

　した。成熟し幼体を産むようになったら1週間に少なくとも2回以上幼体を除去し

　た。3週目に入り暴露開始前日に，その前2週間の死亡率が0％で休眠卵や雄が発

　生しなかったバッチから，育房内に幼体を持つ雌成体を選別し，翌日　（24時間以内）

　産出された幼体を試験に用いた（1999年7月9目暴露開始）。

飼育水：

飼育密度：

水温：

照明＝

餌：

給餌量二

希釈水（3．2参照）

15頭／L飼育水

20土1℃
室内光、16時間明／8時間暗
幽1・■θ1！∂V〃18∂ガS

ミジンコ1頭当たり幽10Tθ11θv認8θTf5を0．15皿gC

含量）／目の割合で与えた。
（有機炭素

3．試験方法

　3　1　試験条件
　　　1）暴露方法：　半止水式（換水は24時間）

　　2）暴露期間：　21目間
　　3）試験液量：　1容器（連）に付き80m　L

　　4）連数：　　　10容器（連）／濃度区

　　5）供試生物数：10頭／1濃度区（1連に付き1頭）

　　6）試験温度：　20±1℃
　　7）照明二　　室内光、16時間明（12001uX以下）／8時間暗

　　8）給餌量：　　ミジンコ1頭当たり幽10rθ1拍レθ18θrlsを0．15～0．18mg

　　　　　　　　　　C（有機炭素含量）／日



3．2　希釈水
　脱塩素水（呉羽化学工業株式会社錦工場内の工業用水（塩素処理を行い、飲料水

グレードのもの）を活性炭処理で残留塩素等を除去し、空気による曝気処理を行っ

たもの）を使用した。希釈水の主な水質として、硬度が37mg／L（C　a　CO3換算）、

pHが7．3であった。

　また、1999年2月2目の希釈水の分析結果を［付属資料一1］に示した。

3　3　試験装置、試験容器および恒温槽等

試験容器二　200mL容ガラス製三角フラスコ（共栓付き）

　恒温槽＝　　恒温室

　水温計1　　水銀温度計

　p　H計：　　東亜電波工業　　（HM－30V）

　溶存酸素計二飯島電子工業　　（B－505）

　I　CP発光分析装置　　日立306型

3．4　試験濃度の設定

　オオミジンコに対する48時間急性遊泳阻害濃度は349mg／しであることから、

100mg／しから始めて、それ以下の濃度を公比3．2で4段階設定した。各濃度区

は以下の通りである。

　　（対照区、100、32、10、3．2mg／L）

3．5　試験液の調製

　1000mg／しの濃度の塩化コリンを原液として希釈水で調製し，その所定量を

1Lメスフラスコに入れ希釈水で定容し試験液とした。

3．6　試験液の分析

　全濃度区（但し、各1試験容器）について、暴露期間中に3回（換水前後で計6

回）の頻度で10mしずつ採取し、H　P　L　Cにより分析した。試験水の分析に際して

は、試料測定毎に標準溶液の測定を行い、そのピーク高さから定量した。詳細は［付

属資料一2］に示した。

3．7　試験操作

　試験液の水温、溶存酸素濃度（DO）、pHおよび硬度を測定後、ガラスピペットを

用いて供試ミジンコを投入し、その時点を暴露開始時とした。その際、ピペット内の

飼育水が、全量で試験液量に対して1％以内となるようにした。その後、換水毎に

ミジンコを新しい試験液に移しかえ、21日目まで飼育した。暴露期間中は毎日一一

定量の給餌を行った（3．1参照）。
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・ミジンコの観察＝

（親ミジンコ）生死、遊泳状態および外観の異常の有無を毎目観察して、記録した。

　　　　　計数後の死亡個体は取り除いた。

（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、堕胎卵および休眠卵の発生等については、その有無を毎日

　　　　観察し記録した。最初の幼体産出目を、初産目として記録した。

・水質測定　：水温、溶存酸素濃度（D、0．）、p　Hを全濃度区（但し、各1試験容

　　　　器）について・暴露期間中に少なくとも3回（調製時および換水前で1

　　　　回）換水前後に測定した。硬度は対照区について測定を行った。

4　結果の算出

　4　1　親ミジンコの半数致死濃度（L　C50）の算出

　　　　　各濃度区での親ミジンコの死亡率は20％以下であることから、21目問の

　　　半数致死濃度（L　C50）は試験最高濃度以上とした。

4．2　50％繁殖阻害濃度（E　C50）の算出
　　　各濃度区での生存親1頭当たりの平均累積産仔数（生存幼体）から阻害百分

　　率を算出した・阻害百分率をProbit解析法により21日間の50％繁殖阻害濃

　　度（EC50）およびその95％信頼限界を算出した。

4，3　最大無作用濃度（NOE　C）および最小作用濃度（L　O　E　C）と

　　　各濃度区毎の21日間暴露の生存親1頭当たりの累積産仔数を算出し、各濃

　　度区と対照区との有意差の有無をDumett　multiple　comparison法により求め、

　　対照区と有意差が認められない最高濃度（最大無作用濃度：NOEC）および有意

　　差が認められる最低濃度（最小作用濃度：LOEC）を決定した。

　　　統計解析には、統計処理手順書（Z992050、992051）に従った。



5　結果および考察

5．1　試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　認められなかった。

　　　　　5．2　試験水中の被験物質濃度

ラaα～32吼　暴露開始当日、10日目および20日目の試験液調製時の被験物質濃度は設定値

1葡篤果囎㌻脇窯1齢．翻謝す斯騨
　　　　　　103～107％、99～101％であった。また、1日目、11日目および21
　　　　　目目の換水前の濃度はそれぞれ3．1～101mg／L、2．5～87．Omg／しおよび

　　　　　　L9～77、3mg／しであり、設定値に対する割合はそれぞれ97～103％、

　　　　　78～87％、59～77％であった。
　　　　　　設定値に対する割合が±20％を超えた濃度区があるため、実測値から対数平均

　　　　　濃度を算出し、それを基に時間加重平均濃度を求め、それを測定濃度とし、L　C50、

　　　　　EC50を算出した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table－1（p．14）、付属資半斗一一2］

5．3　ミジンコの観察結果

親ミジンコの死亡数および死亡率

　　対照区での親ミジンコの死亡率は暴露終了時で0％であり、試験成立条件であ

　る20％以下の基準を満たした。

　　　　　　　　　　〔Table2－1、2－2（p、15）、Figure1（p．16）　付属資料一3〕

初産目

　対照区での親ミジンコの初産日は暴露開始後7～10日後であった。

　　　　　　　〔Table3一（P．17）　付属資料一3〕

平均累積産仔数

　　対照区の21日間での親ミジンコ1頭当たりの平均累積産仔数は140．0頭で
あり，試験成立条件である平均累積産仔数60頭の基準を満たした．

　　　　　　〔Tab　l　e－4（P．18）、F　i　gur　e－2（P．19）、付属資料一3〕

休眠卵の発生等

　　対照区および各試験濃度区で休眠卵は認められなかった。



5．4　親ミジンコの半数致死濃度（L　C50）

　　　21日間暴露の親ミジンコの半数致死濃度（L　C50）は100㎎／L以上
　　（設定濃度）であった。　　　　　　　　　　　　　　　　　1企1・o噂レ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　　　　　　　　〔Table－5（R20）］　・　　…イ1駐キソ

5．5　50％繁殖阻害濃度（E　C50）
　　　21目問暴露の50％繁殖阻害濃度（E　C50）は、58、9mg／L（測定濃

　度）であり、その95％信頼区間は37．7mg／L～83．7mg／しであった。

　　　　　　　〔Ta　b　l　e－6　（P．　20）〕

5．6　累積産仔数に及ぼす最大無作用濃度（NOEC）および最小作用濃度

　　　　（LOE　C）

　　親ミジンコ1頭あたりの累積産仔数に及ぼす21日間の最大無作用濃度（N　O

　E　C）は30．2mg／L（測定濃度）であり、最小作用濃度（LOE　C）は95、

　5mg／L（測定濃度）であった。

　　　　　　　［Table－7（P．21）］

5．7試験水の水温、溶存酸素濃度、p　Hおよび硬度

　　21日間の暴露期間中の水温は20．3～21．0℃であり、設定範囲内であった。

　　溶存酸素濃度は6．7～8．1㎎／しであり、すべての濃度区で飽和溶存酸素濃度

　の60％以上が維持された（20．0℃の飽和溶存酸素濃度：8．84㎎／L）。

　　p　Hは7．0～7．7であり、変動は1以下であった。

　　硬度は23～371㎎／しであり、設定範囲内であった。

　　以上のことから、水温、溶存酸素濃度pHおよび硬度については、ミジンコの

　生育条件としては適切な範囲であったと思われる・

　　　　　　　［Table－8、9、10、11（P．22、23）］

以　一ヒ

の無イ隔銚
侮辣ワ

13



Table． 1　Measured　Concentl・ation　of　Chol　ine　chloride　during

。f伽h刀∫θ加卿θunderSemi－StaticTestC・nditi・ns

a　21－day　Exposure

　　Nominal

Concentration

　　mg／L

Measured　Concentration　（mg／L） Percent　of　Nominal

O　day

　new

1day

old new 01d

Contro1 N．D。 N．D．

3．2　　　3．1　　　　3．1　　　　97　　　　97
10　　　　9．7　　　　9．7　　　　97　　　　里＿＿＿＿．
32　　　　33．5　　　　32．8　　　　105　　　　103
100　　　　104　　　　101　　　　　104　　　　101

　　Nominal

Concentration

　　mg／L

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

10day

　　new

11day
old new 01d

Control　　　　　　N．D．　　　　　　　　　　　N．D．　　　　　　　　　　一一一一　　　　　　　　　一一一一

　　3．2　　　　3．3　　　　2．5　　　　103　　　　78
10　　　　　　　　10．3 8．1 103 81

32　　　　　34．2　　　　　25． 7 107 80

100　　　　　　　104 87．0 104 87

Nominal

　Concentration

　　　mg／L

Measured　Concentration　（mg／1、） Percent　of　Nomina1

20day

　　new

21day
old new 01d

Control　　　　　　　　N．D．　　　　　　　　　　　N．D．　　　　　　　　　　　一一一一　　　　　　　　　　一一一一

　　3．2　　　3．2　　　　1。9　　　　100　　　　59
10　　　　9．9　　　　6．6　　　＿9隻＿＿＿＿＿＿＿旦隻＿＿＿＿＿、

32

100

32．

101

1 23．7 100 74

77．3 101 77

new

old

freshlypreparedtests・1ution

testsoluti。ns24h・ursafterfreshlyprepared
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Table　2－1　　Cumulat　ive　Numbel・of　Dead　Parenta1　」98Pノコ刀fθ　〃89刀8

Nonimal

Conc．

　　（mg／L）

Days

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Contro1

　　　　3．2

　　　10

　　　32

　　100

0
0
0
《
∪
0

0
0
0
0
0

0
ハ
U
O
O
O

0
0
0
0
0

0
0
0
0
0

O
O
O
O
O

O
O
O
O
O

0
0
0
0
0

0
ハ
U
O
O
O

0
0
0
0
∩
U

0
0
1
0
0

0
0
1
0
0

0
0
1
∩
V
O

0
0
1
0
0

0
0
1
0
0

0
0
ワ
自
0
0

0
0
∩
∠
0
0

0
0
∩
乙
0
0

O
O
2
0
0

0
∩
∪
2
0
0

0
0
ワ
自
O
O

0
0
2
0
0

Table　2－2　Mortality　（％）　of　Parenta1　〃θPカηfθ加θ8刀θ

Nomina　Conc．

（mg／L）

Days

1 2 4 7 14 21

　Contro1

　3．2

10

32

100

0
0
0
0
0

0
0
0
0
0

0
0
0
0
0

0
0
0
0
0

0
0
0
0
0

　
　
1
0
0
0
0
0

　
　
2
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FigurelCumulativeNumbers・fDeadParenta1”∂ρ加1卸θ9刀∂
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Table3Time（days）t・FirstBr・・dPr・ducti・n

Vessel． Nomina1 Concentration （mg／L）

No． Control 3．2 10 32 100

1 8 8 8 7 15

2 8 9 8 8 10

3 8 7 9 8 11

4 8 8 11 8 11

5 8 8 8 8 11

6 8 10 8 11 9

7 8 7 7 7 11

8 7 8 11 11 12

9 10 7 11 8 11

10 8 7 8 7 l　l

Mean 8．3 7．9 8．9 8．3 11．2
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Tabl　e　4　　Mean　Cumula　t　i　ve　Numbers　of　Juveni　l　es　Produced　per　Adul　t （ΣFl／P）

Nominal

Conc．

（mg／L）

Measured

　　Conc．

（mg／L）

Days

0 6 7 8 9 10 1　l 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Contro1

　　　3．2

　　10

　　32

　　100

Contro1

　　　2．83

　　　9．00

　　30．2

　　95．5

0
0
0
0
0

0
0
0
0
0

1．0

4．8

0．1

3．7

　0

11．8

10．6

8．3

8．8

　　0

12．O

11．0

9．0

8．8

0．3

14．0

24．0

9．9

13．3

0．8

36．5

37．6

32．6

30．6

2．7

36．6

37．6

32．8

30．7

4．1

43．0

50．1

39．8

41．4

4．1

66．4

67．2

63．5

58．3

5．6

66．4

67．2

63．5

58．3

7．5

74．2

82．4

70．3

72．4

8．9

105．9

106．5

103．8

94．1

　　9．5

106．1

106．5

103．9

94．1

11．8

1　l1．5

116．9

109．5

115．4

11．8

140．O

146．0

142．0

136．1

11。8

140．0

146．0

142．O

136．1

11．8
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Figure2MeanCumulativeNumbers・fJuveni］esPr・ducedperAdult（ΣF1／P）during21days
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Table5CalculatedLC50Valuesf・rParental〃∂助η1θ加θ8朋

Exposure

period

（day）

LC50

（mg／L）

95％　Confidence

　　　　　　（mg／L）

l　imit Statistical

method

21 〉95．5

Table6Calcu］atedEC50Valuesfロ・rlnhibiti・n・fRepr・ducti・n

Exposure

period

（day）

EC50

（mg／L）

95％　Confidence

　　　　　　　（mg／L）

1imit Statistica］

method

21 58．9 37．7　～　83．7 Probit
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Table7Cumulativenumbers・fjuvenilespr・dし1cedperadultalivef。r21dayS

NominalConcentration，

（MeasuredC・ncentrati。n，

mg／L

mg／L〉

Vessel　No． Contro1 3．2

（2．83）

10

（9．00）

32

（30．2）

100

（95．5）

　
　
　
　
　
　
　
　
　
O

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1

162

151

152

142

150

136

128

118

121

140

150

136

143

150

154

124

152

140

162

149

　　D

147

125

　　D

139

151

152

129

140

153

140

147

114

168

125

125

142

129

149

122

3
2
5
2
1
2
0
7
1
5

1
　
1
　
　
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1

Mean

S．D．

140．0

14．4

146．0

10．7

142．0

10．7

136．1

16．1

11．8

3．2

　　Inhibition　ratio　（％）

Significantdifference
一4．3

N．S

一1．4

N．S

2．8

N．S

91．6

＊

D

N。S

＊

Weren・tcalculatedbecausetheparenta1伽h刀1姉卿∂waSdead
duringa21－daystestingPeri。d

Indicatean・『significantdifferencebyDunnettmultiplec。mpariS。n
procedure

IndicateasignificantdifferencebyDunnettmし11tiplec。mparis。n
procedure
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Table　8 Temperatureduringa21－day〃∂p加fθ鰓脚∂Repr・ducti。nlnhibiti。n
Test（Semi－StaticTest）

Temperature，　　　℃

Nominal　Concentration　　　（mg／L）

days Contro1 3．2 10 32 100

0
1

new

old

20．7

21．0

20．7

20．8

20．8

20．8

20．9

20．8

20．8

21．0

10

11

new

old

20．6

20．6

20．4

20．6

20．3

20．5

20．4

20．7

20．6

20．6

O
1
2
2

new

old

20．8

20．8

20．6

20．7

20．8

20．8

20．8

20．9

20、7

20．8

n　ew

old

freshly　prepal・ed　test　solution

testsolutionsafter24h・しlrsexposure

Table9 Diss・1vedoxygehc・ncentrati・n（D．o．）duringa21－day伽hη1鋪θ8刀匠1

Repr・ducti・nlnhibiti・nTest（Semi－StaticTest）
　　　　　　D．0．（mg／L）

Nominal　Concentration　　　（mg／L）

days Contro1 3．2 10 32 100

0
1

n　ew

old

8．1

7．9

8．1

8．1

8．1

7．3

8．1

7．8

8．1

8．0

10

11

new

old

8．0

7．8

7．9

7．7

7．9

7．8

8．0

7．6

7．9

6．7

0
1
2
2

new

old

8．0

7．9

7．9

7．9

7。9

8．0

0
『
ひ8
7

8．0

7．0

new

old
Freshly　prepared　test　solution

testsolutionsafter24hoしtrsexp・sure
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Table 10pHduringa21－day”∂吻1碑∂脚Repr・ducti・n
　　　Static　Test）

　　　　　　　　　pH

Inhibition　Test　（Semi一

Nominal　Concentl・ation （mg／L）

days Contro1 3．2 10 32 100

O
l

new

old

7．3

7。5

7．4

7．4
4
Q
U

7
7

7．4

7．2

7．4

7．2

10

11

new

old

7．4

7．6 4
7
7
7

7．4

7．6

7．4

7．5

7．4

7．1

0
1
2
2

new

old

7．3

7．3

7。3

7．4

7．4

7．2

7．4

7．0

7．4

7、0

　　　　new　　　fl・eshly　prepared　test　solution

　　　　old　　　test　solutions　after　24　hours　exposure

Tablell　T・talhardness（asCaCO3）duringa21－day〃鋤吻加卿θRepr・ducti・n
　　　　　　　　Inhibition　Test　（Semi－Static　Test）

　　　　　　　T・talhardness（asCaCO3）（mg／L）

Nominal　Concentration （mg／L）

days Contro1 3．2 10 32 100

O
l

new

old
［
～
4
3
3
6
4

Q
J
3

7
4
3
3

6
【
U

g
U
3

6
8

3
0
乙10

11

new

old 4
3

q
乙
2

3
Q
U

2
0
乙
4
3

2
n
∠

4
Q
U

O
乙
2

4
3

q
乙
q
乙

0
1

2
∩
乙

new

old 8
8
2
2
9
8

∩
乙
q
乙
8
8

2
0
乙
8
8
2
2
8
8
2
2

new

old

freshly　prepared　test　solution

test　solutions　after　24　hours　exposure
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付属試料一1

希釈水の水質

　（全1頁）



Water Quality　ofDilute　Water

Para皿eter Concentrat　i　on

　　Colifomgroupbacteria

　　p　H

　　BOD

　COD

　Mercury

　Copper

　Cadmium

　Zinc

　Lead

　AIU皿iniUln

Nickel

　Chromium

　Manganease

Tin

Iron

Cyanide

　Free　Chlorine

　Bromi〔ie　ion

　Fluori〔ie

Sulfideion

1㎞moniumion

Arsenic

　Selenium

Evaporationresidue

Electricconductivity

Totalhardness（asCaCO只）

Alkahnity

Sodium

Potassium

CaIcium

凹agnesium

TotalorganoPhosphomuspesticide

HerbicideSimazine

HerbicideThiobencarb

Fung　i　c　i　de　Th　i　uraln

N．D．

　
　
　
5

　
　
　
0
　
2
　
5
　
5

暴
響
雑
報
瑚
鴛
器
備
嚥
㌦
纂
訳
総
糀

概
観
謝
謝
畿
誕
吼
誕
概
畿
艶
麗
謙
吼
誰
誰
認
識

Sampling　Date 1999．02．02



付属試料一2

試験液の分析方法

　（全24頁）



作成　平成11年1月29日

塩化コリンの分析法

（株）クレハ分析センター

1．試料 試験液

化学名及び化学式
　　塩化コリン
　　分子式
　　化学式
　　分子量

物理的化学的性質
　　性状

2．分析法
　　1）　装置及び器具
　　　イオンクロマトグラフ
　　　検出器（電気伝導度）
　　　インテグレーター
　　　　メスフラスコ
　　　　マイクロピペッター
　　　　マイクロシリンジ

　
ル
　
　
ン

　
一
　
　
リ

轡
諮

　
メ
水
り
塩

ラ2

C5H140NC　l
HOCH2CH2（CH3）3N＋C1－
139．63

水に可溶
白色の固体

　
　
　
　
1

　
　
　
　
μ

　
　
　
　
O

C
　
　
　
O

1
　
　
　
　
　
0

型
　
　
1

一
　
　
　
、

サ
　
　
　
0

ツ
0
0
　0

レ
2
0
1
5

プ
7
5
m
、
ー

サ
3
7
0
0
μ

ン
一
一
〇
5
0

／
L
D
1
2
5
試薬　特級

超純水Milli－RX12α
試薬　特級（85％）
試薬　1級

日立製作所
日立製作所
日立製作所

Millipore

3）塩化コリン標準原液（1200mg／m1）
　　塩化コリン標準品の約0．12gを正秤し、容量100m　lのメスフラスコに秤りとり、
　　水を標線まで加える。

4）　イオンクロマトグラフの操作条件
　　カ　　　　　　ムム

　
液
量
器
量

ラ
　
離
　
出
入

力
　
溶
流
検
注

S　h　o　d　e　x　I　C　Y－521　昭和電工製

150mm×4mmID7mM一りん酸溶液＋メタノール（15％になる様に添加）
1．5m　l／m　i　n
電気伝導検出器

50μ1
5）　検量線の作製
　　塩化コリン標準原液に水を加えて希釈し、3、6、12mg／1の標準液を調整する．
　　この液50μ1を上記条件の高速液体クロマトグラフに注入し、クロマトグラムかかせ、
　　ピーク高さをノギス（mm）ではかりとる。
　　濃度を縦軸に、横軸にピークの高さをとり検量線を作成する．

①．検量線作成

表一1　1nput　Da　t　e

No． 標準溶液濃度q皿g／1） ピーク高さ血）

1
3，020 13．92

2 6，050 27．18
3 12，100 51．40

1



図一1　検量線

（脚リ灘mg／1）

L毒二』i．1．．

、’

iヒータ高さ面

②．検出下限値の計算

図一2　クロマトグラム

FI　LE　4

CH．iくA＞

SYS　i　　　　　　　SEQ　　　　　g

C．S　　5．¢（う　　　（TT　　5　　　0FFS　　　O ㊤1／25／gg　　i3：04

3．71

〆　ノイズ　1．7皿m

　　　　　塩化コリン

　　　　〆
　　　　　8．G9

‘．P　8㊤〈う

ゆAγ

・塩伽リ撒
・　駐化コリンのピーク高さ

・ノイズの継

〈計算式〉

（S州＝2）としたとき

2X　L7

3．020mg／1

13，92㎜
L7　㎜

x3．020＝0，7（皿9／1）

13．92

試蒋液を直接注入できるので

　糧礪は、0，7（皿g／1）となる，

計算により、定量下限値　0．7　mg／1、
よって、定量下限値未満の表示NDは、0．7 mg／1未満を示す．

2



6）　分析操作　　（例　1000mg／1）
ロ壱恕難詰猫さ黎£酷重織き艶に・試髄液の100μ’をマイク
　　この液を50μ1を前記条件のイオンクロマトグラフに注入し・クロマトグラムをかか
薯霧砦ヨリノの保持時間に相当するピ』クの高さをノギスではかり・検量線より濃度

2．添加回収率試験
　塩化コリンの標準原液に永を加えて希釈し、約1～1000mg／1の試験溶液4種類を
下記の様に調整し、繰り返し測定を行った結果、良好な回収率を得た。覧
る。　（各試験試料はn＝2で測定した）

表一2　添加回収率試験の測定結果

No 試料濃度（mg／1） 測定値（皿g／1） 回収率（％） 平均回収率（％）

1 1008 1023．9
P038．5

101．6
P03．0

102．3

2 100．8 103．7
P04．7

102．9
P03．9

103．4

3 10．08 10．6
P0．3

105．2
P02．2

103．7

4 1，008 0．9
O．8

89．3
V9．4

84．4

3．保存安定性試験
　塩化コリンの標準原蓼に水を加えて希釈し、約1～1000mg／1の試験溶液4種類を
下記の様に調整した。一の試験溶液を4℃の冷暗所に保存した時の3日間後の経時測定によ
　り保存安定性を求めた結果、いずれの濃度においても顕著な濃度変化は見られなかった。
　（各試験試料はn＝2で測定した）
　　しかし、低濃度の値が低くなることがあるので、設定値より20％低くなった場合は、n
の数を増やすか、検量線の感度変化等を確認する必要がある．

表一3　保存安定性試験の測定結果

N　o
試料濃度
庶M9／D

3日後の経時変化濃度醜／1）

調整時 1日目 3日目 平均

1 1008 1023．9

P038．5
987．8

P019．9

985．了

P003．5

1010．0

2 100．8 103．7

P04．7
103．0

P0L9
99．2

X6．1

10L4

3 10．08 10．6

P0．3

10．2

P0．5

10．2

P0．2

10．3

4 1，008 0．9

O．8

0．9

k　O

0．9

P．0

0．9

3



図一3 標準溶液の液体クロマトグラム（検量線作成用）
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試験結果の液体クロマトグラム

試料名：塩化コリンのオオミジンコ（Daphnia　magna）に対する繁殖阻害試験
　　　　（試験番号：NO1998生一15）

暴露開始時
Figure34
標轍3，108皿9／L

暴露開始時
Figure35
標轍6，216mg／L

暴露開始時
Figure36
標準溶液　12．432　皿9／L
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Figure37
100mg／L
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暴露開始時
Figure38
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暴露開始時
Figure40
32皿g／L
生一15－124－2

（5倍舳

暴露開始時
Figure41
10皿g／L
生一15－125－1

暴露開始時
Figure42
10mg／L
生一15－125－2
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暴露（24職水前）

Figure49
標準溶液　12．384　皿9／L
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暴露（24輪換水前）

Figure48
標轍6，192mg／L
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暴露開始時
Figure46
Control
生一15－127－2

暴露（24醐換水前）

Figure47
標鞘液3，096皿9／L
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暴露（24醐換水前

Figure52
32mg／L
生一15－129－1

（5借繊

湾
［
．
N

　
　
、．
蕊
2

　
　
　
～

多
－
1
一
（
二
リ
コ
　
き
》
二
＼
覧
・

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
／

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一
ノ
）

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
タ
歪
誹

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
…
翠
．
一
【
　
へ
」

　
、
－
－
一
灯
，
睡
一
日
，
－
－
，
「
！
r
い
昌
卜
5
剥
－
f
塁
F
一
諾

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ノ

　
　
　
　
。
　
　
3
旨
　
　
　
戸
苗
嚢
　

ゆ
岩
ご

N
f
ぐ
r
ー
卜
し

＾
一
　
託
」
。
　
【
い
・
；
く
　
3
，
門
一
＾
、
．
G
　
ε
二
，
エ
u

暴露（24醐換水前

Figure55
10mg／L
生一15－130－2
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暴露（24醐検水前

Figure51
100mg／L
生一15－128－2
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暴露（24開換水前
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10皿g／L
生一15－130－1
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100皿g／L
生一15－128－1
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暴露（24蘭淋前）

Figure56
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生一15－13H

暴露（24鯛検水前）

Figure57
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暴露（24醐琳前）

Figurc58
Control
生一15－132－1
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Figure59
Control
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暴露（第二繊糊
Figure60
標轍3，240皿g／L

暴露（紅懸雄）
Figure61
標轍6，480皿9／L

暴露傷二触糊
Figure62
標轍12，960mg／L
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100mg／L
生一15－133－1
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暴露糖報謝
Figure64
100mg／L
生一15－133－2
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暴露糖二糠捌
Figure65
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暴露傷二触糊
Figurc66
32皿g／L
生一1H34－2
（5倍醐

暴露儲二触捌
Figure67
10mg／L
生一15－135－1

暴露悌二隙燗
Figure68
10mg／L
生一15－135－2
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Figure70
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生一15－136－2
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Figure71
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暴露糖二酸糊
Figure72
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生一15－137－2
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Figure73
標鞘液3，240mg／L

暴露（窮二鰍水前）

Figure74
標轍6．480皿g／L

暴露（雛懲水前）

Figure75
標準溶液　12，960　皿9／L
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生一15－138－1
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暴露（第二縢蝋
Figure84
Control
生一15－142－1
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暴露（第二触柿
Figure82
3、2皿g／L
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暴露鰍糊Figure86
標準溶液　2，940　mg／L

暴露鰍糊Figure87
標鞘液　5，880　皿9／L

暴露鰍糊Figure88
標轍1L760mg／L
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暴露（鱒綴）
Figure89
100皿g／L
生一15－143－1

（10倍醐

暴露（第ヨ搬綴）

Figure90
100mg／L
生一15－143－2
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暴露（腿換綴）
Figure91
32皿g／L
生一15－144－1
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暴露（賦換綴）
Figure92
32mg／L
生一15－144－2

（5倍希糊

暴露緻糊Figure93
10皿g／L
生一15－145－1

暴露鱒糊Figure94
10皿g／L
生一15－145－2
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暴露鰍糊Figure95
3，2皿g／L

生一15－146－1

暴露（鱒捌
Figure96
3，2mg／L
生一15－146－2

暴露（第ヨ瞼糊
Figure97
Contro1
生一15－147－1
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暴露儲熱燗
Figure98
Control
生一15－147－2
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暴露終了時
Figure99
標轍2，940mg／L

暴露終了時
Figure100
標輸夜5，880皿g／L

暴露終了時
FigurelO1
標鱗11，760皿g／L
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付属試料一3

ミジンコの観察結果

　　（全5頁）
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Appendix3－2ResultofRepmductlonTest （TesしChemical　Cholinechloride）
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The　Li皿e　（days）　to　f　i　rst　brood：

1
6

8days，

10days，

2
：

71

9days，

7days， 3
8

7days，

8days，

4
1
9
：

8days，

7days、

1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1
0　　0　　33　　0　　0　　35　　0　　0　149
81　　81．　114　114　］14　149　】49　149　149

51

101

8days，

7days，



APPend　ix　3－3　Resu　l　L　of　ReProducti　on　Test （TestChe而cal　Cholinechloride）

m皿ん
Ti皿e

Rep．

No．

7／10　7／11　7／12　7／13　7／14　7／15　7／16　7／17　7／18　7／19　7／20　7／21　7／22　7／23　7／24　7／25　7／26　7／27　7／28　7／29　7／30
1d 2d　　　3d 4d 5d　　　6d 7d　　　8d 9d　　10d　　lld　　l2d　　l3d　　14d　　15d　　16d　　l7d　　18d　　19d　　20d　　21d　Tota1

1

Pgeneratio臼　Live

FlgeneratiαLive

Cu皿ulaしivereproductMLッ
1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
O
O

　
1

13

1
3

1
0
3

O
O
3

0
0
3

0
0
3

0
0
3

0　　　0
0　　　　0

13　　　13
O
O
3

0
0
3

O
O
3

O
O
3

0
0
3

0
0
3

3
32

Pgelleration　Live

FI　generati　OI　　Li　ve

Cu皿ulaLivereProductivib

｛
0
0

1
0
0

－
O
O

1
0
0

－
0
0

　
1

1
5
1
5

　
1

0

1
5

1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　］　　　1　　　1　　　1　　　】　　　】　　　】

0　　21　　0　　0　　33　　0　　0　　43　　0　　0　　35　　0　　147
15　　36　　36　　36　　69　　69　　69　　1］2　　112　　112　　147　　147　　147

3

P　generaヒi　on　　　Lj　ve

FI　generatiOI　Live

Cumulativereproductivlty
1
0
0

1
0
0

－
0
0

－
O
O

－
0
0

1
∩
コ
9

1　　　】　　　1　　　1　　　】　　　1　　　1　　　1　　　1　　　】　　　1　　　1

4　　14　　0　　30　　　0　　　0　　11　　26　　　0　　　0　　31　　0　　】25
13　　27　　27　　57　　57　　57　　68　　9－　　94　　94　　125　　125　　125

4

P　9eneraLion　　Live

Flgeneratiol　Live

Cu副ativereroductivitシ
1
0
0

1
0
0

1
O
O

1
0
0

］
O
O

1
0
0

1　　　　1

0　　　24

0　　　24

1　　　1　　　1　　0　　　0　　　0　　　0　　　0　　0　　　0
0　　16　　20　　0　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0　　60

24　　40　　60　　60　　60　　60　　60　　60　　60　　60　　60

5

Pgeneration　Live

FlgeneratiαLive

Cu堕ulativeremductivity

】
0
0

－
0
0

1
0
0

1
0
0

1
0
0

I
O
O

1
8
8

1
0
8

1　　1　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　1　　1　　　1　　　1

0　　27　　0　　0　　31　　0　　0　　38　　0　　0　　35　　0　　139
8　　35　　35　　35　　66　　66　　66　　104　　104　　104　　139　　139　　139

6

P　generaヒi　on　　Li　ve

Fl　generati　OI　　Live

Cu皿ulativerePmductiviω

－
O
O

1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
0
0

i
O
O

－
O
O

　
1

】3

］3

1
0
3

1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1

0　　23　　0　　0　　30　　0　　0　　40　　0　　0　　45　　0　　151
13　　36　　36　　36　　66　　66　　66　　106　　106　　106　　151　　151　　151

7

Pgeneration　Live

Flgeneratio］Live

Cu麗1ativereroductivitヲ
1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
0
0

一
O
O

　
1

15

1
6

　
1

　
0

1
6

1　　　1

0　　　25

16　　　41

1　　　1　　　1　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　1

1　　0　　29　　0　　0　　41　　0　　0　　40　　0　　152
42　　42　　71　　71　　71　　112　　112　　112　　152　　！52　　152

8

Pgeneratioq　Liue

Flgeneratiol　Live

Cu即laし1vereroductivitン
1
0
0

］
0
0

1
O
O

】
O
O

1
0
0

I
O
O

－
O
O

3
0
0

1
O
O

1　　　1　　1　　　1　　　1　　1　　　1　　　1　　　1　　1　　　1　　　1

0　　22　　0　　0　　32　　0　　0　　38　　1　　0　　36　　0　　129
0　　22　　22　　22　　54　　54　　54　　92　　93　　93　　129　　129　　129

9

P　generaしion　　Live

FI　generatiol　Live

Cu皿ulati　ve　reProducti　vi　ty

1
0
0

1
O
O

1
0
0

1
0
0

－
O
O

l
O
O

1
0
0

1
0
0

1　　1　　　1　　　1　　　1　　1　　　1　　　1　　1　　　1　　　1　　　】

0　　26　　0　　0　　34　　0　　0　　42　　0　　0　　38　　0　　140
0　　26　　26　　26　　60　　60　　60　　102　　］02　　】02　　140　　140　　140

10

P　gerleration　　Li　ve

FIgeneratiol　Live

CumulaしivereProducしivit，

ヨ
0
0

1
0
0

－
O
O

1
0
0

1
0
0

1
0
0

】
O
O

　
1

1
4
1
4

　
1

　
0

1
4

！　　　　1　　　　1　　　　1

0　　　24　　　0　　　26

14　　38　　38　　64

1　　】　　1　　1　　1　　1　　1　　1
］　　0　　43　　0　　0　　45　　0　　0　　153
65　　65　　108　　108　　108　　153　　153　　153　　153

Theti皿e（days）tofirstbroodl
］
1

6
1

8days，

8days， 2
7

8days，

7days，

3
：

8
1

9days，

11days，

4
：

9
：

11days，

11days，

5
：

101

8days、

8days，



APPendix3－4Res旺1しofReProductionTest （Testα1e而cal　Cholinechloride）

32皿g／L

Time

Rep．

No．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1d　　2d　　3d　　4d　　5d　　6d　　7d　　8d　　9d

Pgenerati。n　Llve　　　l　l　1　1　1　1　1　1　1
F19enerati・］Live　　　O　O　O　O　O　O　I3　0　0
Cu皿ulaLiverePr・ducUvit・　0　0　0　0　0　0　13　13　13
Pgellerati・nしive　　　1　1　1　1　1　］　1　1　1
P］9eneratl・ILive　　　O　O　O　O　O　O　O　11　0
Cu窟u］ativerepr・ductivit　O　O　O　O　O　O　O　ll　Il
Pgenerati。n　Live　　　1　1　1　1　！　1　1　　　　1
F】9eneraし1。ILive　　　O　O　O　O　O　O　O　　　　O
Cu皿ulativerepr・ductivlb　O　O　O　O　O　O　O　　　　3
Pgenerati・11Live　　　I　l　I　l　I　l　］　I　l
FIgeneratiolLive　　　O　O　O　O　O　O　O　14　0
Cu皿ulatlverePr・ductiv1t，　0　0　0　0　0　0　0　14　14
Pge・erati・n　Live　　　1　1　1　1　1　1　】　1　］
FlgeneratiolLive　　　O　O　O　O　O　O　O　8　0
Cu皿latlverer・d・ctiviヒ・　0　0　0　0　0　0　0　8　8
Pgeneratl。nしive　　　I　l　I　l　l　i　1　1　1
F19enerati。］Live　　　O　O　O　O　O　O　O　O　O
Cumu］ativerer。ductivitン　0　0　0　0　0　0　0　0　0
Pgeneraとion　Live　　　］　1　1　1　1　1　1　1　1
FIgeneraヒiolLive　　　O　O　O　O　O　O　l1　0　0
Cumulativerer・ducしivit・　0　0　0　0　0　0　11　11　11
Pgenemti。n　Live　　　I　1　！　1　1　］　】　1　1
門9eneraしi・］Live　　　O　O　O　O　O　O　O　O　O
Cu恥laしiverePmductiv1tシ　り　O　O　O　O　O　O　O　O
Pge・eratl・n　Live　　　1　1　1　1　1　1　1　1　1
F19enerati・］Live　　　O　O　O　O　O　O　O　］5　0
Cu廻ulatlverePr・ductivit　O　O　O　O　O　O　O　15　15
Pgenerati・n　Live　　　l　l　I　l　I　l　l　I　l
F19eneratlo1Live　　　O　O　O　O　O　O　I3　0　0
Cu盤ulativerer・ductlvitン　0　0　0　0　0　0　13　13　13

7／107／117／127／137／147／157／167／177／187／197／207／217／227／237／247／257／267／277／287／297／30

1

2

3

一

5

6

7

8

9

10

Theti田e（Uays）tofirstbrood1
1
：

6
：

7days，

1！days， 2
7

8days，

7days．
3
D
O

8days，

11days，

10d　lld　12d　I3d　14d　15d　16d　17d　l8d　lgd　20d　21d　Total
l　　l　　I　　I　　l　　l　　I　　1　　1　　1　　1　　1
2］　0　0　29　　0　0　39　0　0　38　0　　0　140
34　34　34　63　63　63　102　102　102　140　140　140　140
1　　1　　1　　1　　1　　！　　1　　1　　1　　1　　1　　1
0　25　0　0　30　0　イ　34　0　43　0　0　147
11　36　36　36　6ε　66　70　10イ　104　147　147　147　147
1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1

0　16　1　0　25　0　0　27　0　0　42　0　114
3　19　20　20　45　45　45　72　72　72　114　114　114
1　1　i　l　　I　　l　l　l　l　I　1　1
0　26　0　0　29　0　0　45　0　14　40　0　168
14　40　40　40　69　69　69　114　114　128　168　168　168
！　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1

0　19　0　27　0　0　27　0　0　44　0　0　125
8　27　27　54　54　54　81　8！　81　］25　125　125　125
1　1　1　　1　　1　1　1　1　1　1　1　1
0　21　0　0　28　0　0　34　0　0　42　0　125
0　2］　21　21　49　49　49　83　83　83　125　125　125
1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　】　　1

7　20　0　28　0　0　34　0　0　42　0　0　142
18　38　38　66　66　66　100　100　100　】42　142　】42　142
1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　］　　1
0　24　0　0　3】　0　0　34　0　0　40　0　129
0　Z4　24　24　55　55　55　89　89　89　129　129　】29
1　1　1　1　　1　　1　1　1　1　1　1　1
0　22　0　0　26　0　0　43　0　0　43　0　149
15　37　37　37　63　63　63　106　106　106　149　149　1－9
1　1　］　I　I　I　1　1　1　1　1　1
17　0　0　23　0　0　37　0　0　32　0　0　122
30　30　30　53　53　53　90　90　90　122　122　122　122

4：

9
：

8days，

8days，

5
1
101

8days．

7days，



Appendix3－5ResultofReproductionTest （TestChemicaI

100皿gん

Cholir］e　ch］o「ide）

Ti皿e

Rep．

No．

7／io 7／11 7／12 7／13 7／14 7／15 7／16 7／17 7／18 7／19 7／20 7／21 7／22 7／23 7／24 7／25 7／26 7／27 7／28 7／29 7／30
1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9

d
10d 11d 12d 13d 14d ！5d 16d 】7d 18d 19d 20d

Pgeneration　しive

FI　generati〔｝］　Live

Cumu］aLiverepmductivity

21d Tota1

1 1
0
0

1
0
0

I
O
O

1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
0
0

…
0
0

1
0
0

1
0
0

！
0
0

I
O
O

－
O
自
U

1
0
2
∪

1
7
3

　
1

　
0

1
3

　
1

　
0

1
3P　generatio「l　　Live

FlgeneratiOl　Live

CumuIativereproducしivlt，

　
1

　
0

1
3

∩
」
3

2 1
0
0

1
0
0

I
O
G

1
0
0

1
0
0

－
0
0

I
O
O

一
0
0

－
O
O

5
0
8

1
0
8

】
0
9

　
1

　
3

12

　
｝

　0

1
2

　
］

　0

1
2Pgeneration　Live

円generatiOl　Live

Cu皿ulativereProducしivitシ

1
0
2

　
1

　
0

1
2

1
0
2

2
23 1

0
0

1
O
O

－
0
0

－
0
0

］
O
O

1
0
0

1
0
0

1
0
0

－
0
0

I
O
O

｝
0
】

1
0
1

］
0
】

－
O
「
D

1
0
「
0

P　ge【terati　on

円generatlOI

Cumu］ativere

Live

Live

roducヒivity

－
O
「
コ

【
d
【
d

一 1
0
0

】
0
0

1
0
0

1
0
0

－
O
O

1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
0
4

】
0
」
牙

1
1
『
8

1
0
8

　
1

　
4

1
2

1
0
2

　
1

　0

］
2

Pgeneration

FI　ge「leratlo］

Cu匝ul　ati　ve　re

－
O
つ
ム

1
0
2

Li　ve

Live

roducヒivib

　
1

　
0

1
2 2
25 1

0
0

！
0
0

一
O
O

】
0
0

］
0
0

1
0
0

－
0
0

1
O
O

1
0
0

－
0
0

1
2
2

1
0
【
」

1
0
「
0

1
0
「
D

－
O
「
a

　
1

　
6

1
1

　
1

　0

1
1P　gener且ti　on

Flgeneratiα

Cumulativere

　
1

　
0

1
1Live

Li　ve

roductivity

　
1

　0

1
1

　
］

　0

1
］

H　
　
1
1

6 1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
0
0

1
O
O

l
O
O

I
O
3

】
0
3

1
0
3

f
O
3

　
ヨ

　
7

10
1
0
0

　
1

　
0

10

　
1

　0

10

　
1

　
2

12

P　generati　oa

F］generatiα

Cu皿u　I　at　i　ve　re

1
0
2

Li　ve

Li｝e

roductivity

　
1

　
0

1
2

1
0
2

－
0
0

2
27 1

O
O

］
0
0

1
O
O

1
0
0

1
0
0

－
0
0

－
n
U
O

1
0
0

1
0
0

1
0
」
『

1
0
」
q

－
O
【
d

1
0
5

Pgeaeraしion　Live

FI　generatiol　Live

Cu皿ulativereProductivity

－
「
コ
0

1
0
0

　
1

　
0

1
0

　
1

　
0

10

－
0
0

1
O
O

］
0
0

O
O8 1

0
0

－
O
ハ
U

1
0
0

－
0
0

－
0
0

！
0
0

－
0
0

］
0
0

1
7
7

－
n
U
7

！
0
7

　
1

　
5

］
2

　
1

　0

12

　
1

　0

1
2P　generation　　Live

F】genem七iOIしive

CumulativerePmductivity

　
1

　
5

1
7

　
1

　
0

1
7

－
0
71

0
0

1’

　
0

］
7

1
0
0

7
79 1

0
0

1
0
0

】
0
0

］
0
0

－
0
0

1
O
O

I
O
O

ヨ
0
0

1
0
4

］
0
4

－
」
『
O
U

　
］

　3

1
1

　
1

　
0

1
1Pgeneration

FI　generatiOI

Cumu］ativere

　
1

　
0

1
1Live

Live

roducLivity

　
｝

　〔｝

1
1

　
1

　0

1
1

－
0
0

　
I

　o

1
1

I
O
O

】
0
0

1
1
】
］

l　o 1
0
0

一
O
O

一
O
O

－
0
0

1
0
0

－
0
0

1
0
0

1
「
口
【
U

1
0
5

－
O
畳
U

1
3
8

－
0
8

　
1

　4

12

　
1

　0

1
2

1
3
5

　
】

　
O

I
5

　
1

　
0

15

　
1

　
0

15
5
「
a

The　しi皿e　（days）　to　f　i　rst　brood，

1
6

15days，

9days， 2
7

］O　days．

11days． 3
8

1！days，

12days，

4：

9
：

11days，

11days，

5
1
］0：

11days，

11days，




