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要約:海産の動物プランクトンを用いた急性及び慢性毒性試験法を開発するために，試験対象生物

(シオダマリミジンコ刀'griopusjaponicus)の飼育繁殖法について検討した。成長速度，産仔数，産仔間

隔および性比に与える餌料，飼育密度，温度および照度条件の影響について検討した。植物プランク

トンTetraselmistetrathelaを与えた場合は正常に再生産を繰り返したが，非生物餌料を与えた場合は，

成長速度および産仔数が低下した。飼育密度は， 10個体/mLで、は成長速度および産仔数が低下し 2個

体/mL以下の飼育密度が再生産に適していると思われた。異なる 4つの水温(16，20， 24及び280C)で

飼育した結果，低温の160Cで成長速度は抑制され，産仔期間，産仔間隔は，長くなった。産仔数(平

均産仔数/卵嚢)は， 250Cよりも160Cの方が多かった。馴致温度より低い160Cで，性比への影響がより

大きかった。雌の割合は世代を追う毎に高くなっていった。これらの結果より ，T. j，中 onicusを毒性試験
に用いる場合は，数世代馴致飼育する必要があることや，飼育水温は25"Cが適していること， 200~ 
10，000Luxの問では照度の影響は見られないことが明らかになった。照度は，餌料生物 (T.tetrathela) 

に最適である4，000Luxを用いた。
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Abstract : The harpacticoid copepod Tigrioplls japoniclIs were selected as test organism to develop the acute 

and chronic toxicity test method using a marine zooplankton. The rearing conditions such as kind of feed， 
density， tempera旬reand light intensity were evaluated based on reproductive characteristics of T. japonicus 
such as growth rate， brood size， spawning interval and sex ratio. The usage of non-living feed such as 
formula feed for fish caused a decrease in the growth rate and brood size and a delay in the spawning， 
although， T. japoniclls fed by the phytoplankton， Tetraselmis tetrathela grew and reproduced normaIIy. 
Therefore， T. tetrathela was selected as a feed. The phytoplankton density of 104 - 10' ceIIs/mL was 
appropriate for rearing of this zooplankton species. In order to examine other parameters， T. japoniclIs was 
fed with T. tetrathela (I04ceIIs/mL)， and reared at the density of 0.4， 2 and 10 individuals/mL. Results 

showed that the density of 10 individuals/mL suppressed growth rate and brood size. The density below 2 

individuals/mL were suitable for the reproduction of this species. Temperature also affected the reproductive 

characteristics. The growth rat巴， spawning period and spawing interval decreased at the lower temperature 

of 160C. On the other hand， brood size (nauplii/egg capsule) was larger in T. japoniclIs cultured in lower 
temperature of 160C than higher temperature of 250C. Temperature also affected sex ratio of T. japonicus， 
and the female percentage in the population cultured at lower temperature (160C) than the accIimatization 

temperature. The female percentage increased by passage through the generations. These resuIts suggest that 
T. japoniclIs should be accIimated during several generations before the start of the toxicity test， and that 
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tcmperaれlreof 2SoC was appropriatc for the rearing and reproduction of T. japoniclIs. No effect was 
obsereved by the intensity examined between 200 and 10，000 lux. The light intensity of 4，000 lux is chosen 
because it is sufficient for the photosynthesis of the feed phytoplankton (T. tetrathela). 

Keywords : Tigriopus japoniclIs， toxicity test， rearing method， reproduction， test organism 

はじめに

有害化学物質の水域生態系に対する影響は，各

楠の水生生物に対する有害性を解明し，それらを

総合的にまとめることにより評価される。甲殻類

は淡水および海産種を併せて約4、000種で構成さ

れ，水域生態系を構成する重要な生物群である。

米国環境保護庁 (US-EPA) が定めた「水生生物

の保護とその利用のための水質クライテリア導出

のためのガイドラインJ(1985)では， 8つの異な

るグ、ループに属する水生生物に対する毒性データ

が要求されており，その中に枝角類およびカイア

シ類の動物プランクトンが含まれている。一方，

経済協力開発機構 (OECD) の「化学物質の人の

健康や水生生物に及ぼす影響評価J(1995)のため

のガイドラインでは，水域生態系影響評価のため

には栄養段階の異なる水生生物，すなわち，植物

プランクトン，動物プランクトンおよび魚類に対

する有害化学物質の毒性データが要求される。

OECD(1998司 2004)，U.S.EPA (2002a‘b)，米国

の試験および材料標準化協会 (ASTM、1996)，

米国公衆衛生協会等 (APHA‘1998)，日本工業規

格(J1S)(日本規格協会。 1997) および農薬取締

法などにおいて，動物プランクトンを用いる毒性

試験法が開発されている。これらの方法では，淡

水産のミジンコ類， 主としてオオミジンコ

(Daphnia magnα) を試験生物として用いる。海

産動物プランクトンに対する毒性試験法として，

アミ類 (Mysidopsis hahiaおよびHolmesimysis

coatata) を試験生物とする急性および慢性毒性試

験法が， U.S.EPA (2002c)， ASTM (1996)並びに

APHA (1998) によって開発されている。また，

海産カイアシ類を使用する急性毒性試験法がIS0

によって開発されている OSO，1999)。

しかし，我|到の海域に生息する動物プランクト

ンを用いる毒性試験法は，シオダマリミジンコ

(Tigriopus japol1iclIs)のノープリウス幼生を使用

し，遊泳阻害をエンドポイントとする急性毒性試

験法が開発されているに過ぎず(堀ら， 2001)， 

有害化学物質の甲殻類に対する有害性評価の深化

のためには，動物プランクトンの繁殖阻害を指標

とする慢性毒性試験法の確立が必要である。

シオダマリミジンコは，ハルパクチクス目

(harpacticoid) に属する底生性のカイアシ類であ

る。我国の暖流域沿岸で普通に見られ，主に満潮

線より上のタイド、プールに生息し，潮汐，波浪，

蒸発，降雨等による激しい環境変動に対して抵抗

性の強い種である(高野， 1968)。堀ら (2001)

は，本種のノープリウス幼生の遊泳阻害および成

体の致死を指標にして， 6価クロム，ベンタクロ

ロフェノールナトリウム塩 トリブチルスズおよ

びトリフェニルスズの有害性を調べ，他の甲殻類

動物プランクトンの毒性値と比較した。その結果，

シオダマリミジンコのノープリウス幼生の上記の

有害化学物質に対する感受性は，他のミジンコ類

や海産カイアシ類と同等と考えられ，毒性試験の

試験生物として適していることが報告されている。

また，近年，シオダマリミジンコについて多くの

重要なバイオマーカー遺伝子のシークエンスが研

究され，さらに，これらのバイオマーカー(例え

ば，熱ショックタンパク質20，グルタチオン還元

酵素及び電子伝達系の酵素等)の有害化学物質暴

露への応答が研究され，シオダPマリミジンコが生

態毒性機構解明のためのモデル生物としての適性

を備えていると評価されている (Raisuddinef al.， 

2007)。

シオダPマリミジンコは魚類種百生産の初期餌料

として利用するために，その粗放的な大量培養法

は検討されてきた(北島， 1973)。しかし，毒性

試験法のための実験室レベルの小容器で、の粕轍な

飼育・繁殖法はほとんど検討されていない。そこ

で，餌料，飼育密度，飼育水温，照度等の環境条

件下におけるシオダFマリミジンコの生物特性を検

討し，ふ化直後のノープリウス幼生から次の世代
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の幼生のふ化までの期間の飼育・繁殖法を確立す

ることを本研究の目的とした。

実験方法

試験生物

千葉県勝浦市墨名海岸のタイドプールに生息し

ているシオダマリミジンコをスポイトで採取し

現場海水とともに(財)海洋生物環境研究所中央

研究所に持ち帰り， 240Cのインキュベーター内で

継代飼育し，試験に用いた。

シオダマリミジンコは，ふ化した後，ノープリ

ウス期 (1----6期)及びコペポダイト期(1----

6期)の変態を経て成体になる。コペポダイト 6

期が成体であり，体長は約1.0mmで雄は雌よりや

や小さい(Ito，1970;古賀， 1970)。交尾後，雌

は卵嚢を作り 2----3日おきに幼生を産出する。

生活様式はプランクトンというよりはベントスに

近く，室内飼育ではノープリウス幼生は遊泳する

ことなく，容器の底や器壁を這い回って生活する

(高野， 1968)。

本研究では，基本的にはふ化直後のノープリウ

ス幼生から次の世代のノープリウス幼生がふ化す

るまでの期間を研究対象とするが，餌料の研究で

は第2世代，また，飼育水温の研究では第3世代

に対する影響も検討した。

飼育試験方法

餌料の検討

(財)海洋生物環境研究所で継代飼育している卵

嚢を保有する雌成体、ンオダ‘マリミジンコを試験に

聞いた。継代飼育期間中に餌料として投与したプ

ラシノ藻，テトラセルミス (Tetraselmistetrathela) 

を除くために，試験開始6日前から砂ろ過海水で

飼育した。その間，クルマエピ用配合飼料(株式

Adult female 

Nauplius 

会社ヒガ、シマル製)を投与した。

実験開始日に卵嚢を持った雌(第 1世代)を砂

ろ過海水で洗浄後，個体毎に6穴ウエルパレット

に移し 7種類の餌料を投与した。 3日に 1回供

試個体を新たなウエルパレットに移すことによっ

て換水した。 1試料につき 6個体を用いて試験し，

毎日定時に産仔数を個体毎に計数した。

第1世代からふ化したノープリウス幼生を餌料

の種類別，かつ，産仔日別にまとめて容積200mL

深底シャーレーに収容し，第1世代と同種の餌料

で成熟するまで飼育した。ノープリウス幼生の聞

は飼育水を交換せず，コベポダイト幼生になった

時点で 1回交換した。交尾中のベアを 1ベア毎に

6穴ウエルパレットに分離し，交尾終了が確認で

きた時点で雄は除去した。第2世代については第

1世代と同様な方法で飼育し，産仔間隔及び産仔

数を毎日定時に観察した。産仔数は，各個体とも

4腹目まで観察した。また，第2世代のノープリ

ウス幼生のふ化から卵嚢が形成されるまでの期間

を成熟期間とし，餌料によるその差異を調べた。

なお，飼育水中のテトラセルミスの初期細胞密

度は1.0x 105cells/mLであったが，非生物飼料は，
飼育水の交換の時点で、飼料が残存することを目安

にして，水質の悪化を招かない範囲で充分な量を

投与した。

飼育密度

実験室内で継代飼育している個体群から卵嚢を

有する雌をFig.l'こ示す幼生採集容器の内管(底

面にプランクトンネット(目合し、:200μm) を装

着した塩化ビニール製ノミイプ)に収容して，孔径

0.45μmのろ紙でろ過した海水で充分洗浄するこ

とにより餌料として投与したテトラセルミスおよ

びノープリウス幼生を除去した。卵嚢を有する雌

を1晩，内管に静置し，幼生をふ化させた。翌日，

内管を取り出して親個体を除くとともに，内管の

~〆 Beaker(IOOmL)

PCV pipe (id. 31mm) 

P Jankton net 

(mesh 200μm) 

Fig. 1 Schematic diagram of the apparatus for the isolation of nauplius larvae. 
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外側のビーカーへ移動したふ化後24時間以内のノー

プリウス幼生を回収し，以下の試験に用いた。

採取したノープリウス幼生を， 5mLの飼育水が

入ったウエルパレットに 2個体(以下2個体区

(0.4個体/mL)と言う)， 10個体(以下， 10個体区

(2個体/mL)と言う)， 50個体(以下， 50個体区

(10 個体/mL)と言う)ずつ分けて収容した。再

現性を確認するために試験を2回行い，実験 1で

は， 2個体区で18試験区， 10個体および50個体区

でそれぞれ6試験区，また，実験2では 2個体

区および10個体区でそれぞれ12試験区， 50個体区

で6試験区を準備した。

飼育水は，孔径0.45μmのろ紙でろ過した海水

に細胞密度が約1.0X 104cells/mLになるようにテト

ラセルミスを混合して調製した。シオダマリミジ

ンコの飼育は，水温が240C，照度が約4弔OOOLux，

光周期が明12時間，暗12時間(以下， 12L112D) 

に調整されているインキュベーター内で、行った。

この間，実験1および2では，ウェルパレット内

の飼育水の2/3程度を，ノープリウス期では 1日

1回，それ以外の試験期間中は2日に 1回の割合

で換水した。卵嚢の確認された雌はウエルパレッ

卜に 1個体ずつ分離し，密度以外の飼育条件を同

じにした状態でさらに飼育し，産仔数及び産仔間

隔等を4腹目の産仔が観察されるまで続けた。こ

の間，生まれたノープリウス幼生は計数後，ウエ

ルパレットから除去した。さらに 1131回，ウェ

ルパレット内の飼育水の2/3程度を換水した。

飼育水温

水温240Cで飼育中の親個体から，飼育密度の試
験と同様な方法で採集したノープリウス幼生を容

積200mLの深底シャーレ-4個に，それぞれ，

200個体ずつ収容し，温度を16，20， 24及び280C
に調整したインキュベーター内で飼育した。飼育

水中のテトラセルミスの密度は約1.0x 105cells/mL 
であったが，照度および明暗周期は飼育密度の試

験と同一にした。各温度の試験区ともに，交尾行

動がみられるまでは飼育水を交換せずに飼育した。

この間，毎日観察し，交尾べアを見つけ次第，容

積約20mLのウエルパレットに 1ベアずつ収容し，

同じ温度のインキュベーター内で飼育した。各温

度区ともに18ペアを集めた。 18ベアを集めた後に，

シャーレー内に残った個体は10%ホルマリンで固

定し，性比を調べた。

交尾行動が終了次第，ウエルパレットから雄を

除去し，産仔数及び産仔間隔等を4腹自のノープ

リウス幼生が産出するまで観察した。産出したノー

プリウス幼生をピペットを用いて計数しながら採

集し，温度別かっ産出日別にシャーレーに収容し

た。これらを第1世代と同様に飼育し，産仔数，

産卵間隔及び性比を調べた。この操作を第3世代

まで繰り返し行い，飼育温度の成熟期間，産卵期

間，産卵間隔および産仔数に対する影響を3世代

について調べた。また，飼育水温の性比に対する

影響は第3世代の幼生が成長した第4世代まで調

べた。

照明

上記の試験と同様に， Fig. 1 に示す幼生採集容

器を用いてふ化後24時間以内のノープリウス幼生

を採集した。

ノープリウス幼生は深底シャーレー3個に収容

し， 240C，照度約4，000Lux(12L112D) に調整さ
れたインキュベーター内で飼育した。コベポダイ

ト期がある程度出現したふ化後9日の時点で照度

を200Lux，4司OOOLuxおよび10，QOOLuxに変更して

さらに飼育を継続した。飼育水温等の試験と同様

に卵嚢を保有する雌を分離し，産イ子数を計数したc

これらの実験では，約1.0x 105cells/mLのテトラセ
ルミスを含有するろ過海水(孔径0.45ドmのろ紙

でろ過)を飼育水として使用した。脆弱なノープ

リウス期は換水しなかったが，コペポダイト期以

降は毎日換水した。

結果及び考察

餌料

成熟に要する時間，産仔数，産仔間隔，産仔期

間および正常産仔率を各餌料について調べ，シオ

ダ、マリミジンコの飼育に適する餌料を検討した。

成熟に要する時間:ふ化してから最初の卵嚢が

形成されるまでの期間を成熟に要する時間と定義

し，餌料の種類別に第2世代について調べた結果

をTable1に示した。成熟に要する期間は，テト

ラセルミスの12.3日 (12"-'14日)が最も短く，き

な粉の16.5日 (16"-'17日)が最も長かった。成熟

までの最短期間と最長期間の差は，乾燥ヨコエビ，

金魚用飼料および亀用飼料では5日間であり，テ

トラセルミスの2日間と比較すると長かった。す

なわち，テトラセルミスに比べると，これらの非

生物飼料は容器の底に沈殿するためにシオダPマリ

ミジンコにとって摂取することが困難であり，個

体によって摂取量が異なることが考えられ，その
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Table 1 Difference of maturation period and number of matured individuals in second generation of Tigriopus japonicus 
rear巴dby several kinds of feed 

Feed 
Maturation period (day) 

Matured / Total 
Minimun Mean Maximum 

Phytoplankton (Tetraselmis tetrathela) 12 12.3 14 6 / 6 

Formula feed for Kuruma prawn 16 16.3 17 6/6 

Dried powder of shrimp 13 14.8 18 6 / 6 

Soy bean powder 16 16.5 17 2 / 6 

Wheat tlour 14 15.0 16 5/6 

Formura feed for fish 13 15.3 18 6 / 6 

Formura feed for a turtle 12 14.7 17 6 / 6 

Table 2 Number of brood and ratio of matured individuals in first and second generation of Tigrioplls japoniclIs reared 

by several kinds of feed 

First generation Second generation 

Feed brood number Matured / Total brood number 
(No / egg capsule) 

Matured / Total 

Phytoplankton (Tetraselmis tetrathela) 
Formula feed for Kuruma prawn 
Dried powder of shrimp 
Soy bean powder 
Wheat tlour 
Formura feed for fish 
Formura feed for a turtle 

(No / egg capsule) 

20.1 
11.3 
22.9 
1.0 
21.1 
27.6 
23.7 

ために成熟までの期間も個体によって大きく異な

ると推察された。また，正常に成熟・産仔した個

体(正常産仔率)は，きな粉投与区では6個体中

2個体，小麦粉投与区で、は6個体中 5個体であり，

テトラセルミスおよびクルマエピ配合飼料等動物

性の飼料の投与区に比べて少なかった。非生物飼

料で飼育した第3世代の大部分の個体はコペポダ、

イト期まで成長しなかった。したがって，きな粉

および、小麦粉の植物性非生物飼料は栄養学的にも

劣ることが明らかで、あった。

産仔数:餌料種類別の第 1世代および第2世代

の1卵嚢当たりの平均産仔数をTab1e2に示した。

第1世代の産仔数は，クルマエピ配合飼料で11.3

個体/卵嚢と低い傾向であるが，他の 6種類の餌

料の産仔数は20.1'"'"'27.6個体/卵嚢で著しい差は認

められなかった。しかし，テトラセルミスでは調

べた6つの卵嚢の全てからノープリウス幼生のふ

化が認められたのに対し，非生物飼料では一部の

卵嚢からは産仔が認められなかった。一方，第2

世代では，産仔数はテトラセルミスの21.3個体/

卵嚢から乾燥ヨコエピの37.3個体/卵嚢の範囲で

あり，クルマエピ配合飼料などの動物性非生物飼

料が特に劣っていることはなかった。しかし，第

6/6 
2 / 6 
1/6 
5/6 
5 / 6 
5/6 
5/6 

21.3 
32.1 
37.3 
31.6 
24.1 
31.0 
25.7 

6/6 
6/6 
6/6 
2/6 
5/6 
6/6 
6/6 

1世代と第2世代を比較すると，産仔した個体お

よび産仔数ともにテトラセルミスで再現性が良い

のに対し，非生物飼料では，産仔した個体および

産仔数のいずれについても再現性が悪かった。以

上の結果からも餌料としてテトラセルミスが適し

ていることが明らかであった。

産仔間隔および産仔期間:シオダマリミジンコ

は雌が卵嚢を数日間保持し，卵嚢からノープリウ

ス幼生が直接ふ化するο 最初のふ化から 1'"'"'3日

後に2番目の卵嚢が形成され，二腹目のノープリ

ウス幼生がふ化する。これを繰り返し正常に飼育

された場合には10回程度幼生のふ化が認められる。

本研究では，ノープリウス幼生がふ化してから次

の卵嚢中の幼生がふ化するまでの日数を産卵間隔

と定義し，第 1世代および第2世代の産仔間隔の

頻度をFig.2に示した。 Fig.2では毎日産卵する

場合を O日， 1日おきに産卵する場合を 1日と示

している。第2世代の 1腹目については，最初に

卵嚢の確認された日からノープリウス幼生のふ化

が認められた日までを産仔間隔とした。また，第

1世代が卵嚢を持った時点から試験を開始してい

るので，第 1世代の 1腹自の産仔間隔は測定する

ことができなかった。したがって 2腹から 4腹

-13-
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日において得られたデータを用いて解析した。

し、ずれの餌料についても 1日から 3日の産仔間

隔を合わせると全体の70%以上であり，シオダマ

リミジンコの大部分が2日おきより短い間隔で産

仔していることが明らかである。非生物飼料で飼

育したシオダマリミジンコの産仔間隔は，テトラ

セルミスで飼育した個体に比べて毎日産卵 (0日)

を含めて幅が広い傾向が図からも認められた。ま

た，同一餌料区における世代間の差違は，どの餌

料区においても明確ではなかった。毒性試験の幼

生採集および繁殖阻害試験の評価のためには産仔

間隔が均一な方が望ましい。この点からも，非生

物飼料よりはテトラセルミスが餌料として適して

いると考えられる。

テトラセルミスで飼育した個体と非生物飼料で

飼育した個体の特徴を比較すると，非生物飼料で

飼育した場合，①成熟に要する期間が長く，成長

が遅い，②産仔数，正常産仔率，産仔間隔等の再

現性が悪い，③体色，形態等外観が天然個体と著

しく異なる，④第3世代が成熟しないことが指摘

できる。

このように，成熟に要する時間，産仔数，産仔

間隔および産仔期間を指標として調べると，テト

ラセルミスが検討した 7種の飼料の中では最も優

れており，安定した飼育および繁殖のためには餌

料として生物餌料，植物プランクトンを投与する

必要があることが明らかで、あった。

動物プランクトンに対する植物プランクトン餌

料の適性は，植物プランクトンの摂取の容易さ

(植物プランクトンの大きさに植物プランクトン

の栄養的特性(構成成分)に依存し，対象動物プ

ランクトンにより異なると考えられる。 Hicks

and Coull (1983) は，ハルパクチクス目のカ

イアシ類 (Harpacticus uniremis， Harpacticus 

littoralis， Tigriopus lulvus， Tigriopus brevicornis， 

Tigriopus californicus， Tigriopus japoniclls) の飼

育試験で使用された餌料を集約した。これらのカ

イアシ類は，珪藻類のような植物プランクトン，

細菌，さらには藻類や二枚貝の乾燥粉末飼料など

多様な飼料で飼育でき，ハルパクチクス目カイア

シ類は餌料に対して適応性が高いと報告している。

渦鞭毛藻 CGymnodinillm)，珪藻 (Phaeodactylum)， 

縁藻 CChlorella)，プラシノ藻 CTetraselmis)， 

ハプト藻 CIsochη'sis) およびクリプト藻

(Rhodomonas)などの植物プランクトンが飼育試

験において餌料として使用されたことが報告され

ている (Hicksand Coull， 1983)0また， Hagiwara 

ら(1995)は，テトラセルミスを餌料として用い

たシオダマリミジンコの飼育試験を行い，良い結

果を得ている。以上の研究成果から，テトラセル

ミスはシオダマリミジンコの餌料として適してい

る植物プランクトン種であると考えられる。

飼育密度

成長速度:異なる飼育密度のもとで幼生の変態，

交尾，卵嚢の形成および産仔が最初に観察された

日を実験 1および2についてまとめてFig.3に示

した。

実験 1および2ともに，全ての試験区でふ化後

4日目に最初のコペポダイト期が確認された。 2

個体区 (0.4個体/mL)および10個体区(2個体/

mL)では個体間の成長速度のばらつきは小さく，

コベポダ、イト期への移行が最も早い個体と最も遅

い個体との差は 2"-'4日以内であった。しかし，

50個体区(10個体/mL)では成長速度は個体問で

ばらつきが大きく，また，実験終了時でもノープ

リウス幼生が認められた。 50個体区では2個体区

および10個体区に比べて成長速度が低下すること

が明らかで、あった。

交尾が確認された最初の日は，実験 1の2個体

区および10個体区でふ化後8日目， 50個体区で11

日目であった。実験2では，全ての試験区でふ化

後9日目に最初の交尾が観察されたが，雄雌がペ

アを形成している期間は 2個体区および10個体

区では4日以内で、あったのに対し， 50個体区では

6"-'7日間と長かった。

交尾後卵嚢が形成されるまでの時間は，実験 1

の2個体区および10個体区では3日であるが， 50 

個体区では最初の交尾後 5日目に卵嚢を有する雌

が確認された。すなわち，卵嚢形成も飼育密度に

依存し，密度が高くなるに従って遅くなる傾向を

示した。

産仔の確認、は，実験 1の2個体区では初交尾後

4日目， 10個体区では5日目，また， 50個体区で

は6日目で、あった。実験2では全ての試験区で初

交尾確認後5日目に幼生のふ化が認められた。

実験1では飼育密度が高くなるに従って変態，

交尾，卵嚢形成の時期が遅くなり，成長が抑制さ

れることが明確であるが，実験2では，成長過程

の各イベントの最初の確認日で見る限り，飼育密

度に伴った違いは認められなかった。しかし，実

験2の50個体区においては，実験終了時点におい
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てもノープリウス幼生が認められるように，多様

な成長過程のシオダマ リミジンコが混在しており ，

高い飼育密度では，成長速度が個体毎に異なるこ

とが明らかであった。

卵嚢を有する雌が一定数認められる時点(試験

開始後約15日目)で，全供試個体に占める卵嚢保

有個体の割合を成熟率と定義し，飼育密度による

変動を調べた。成熟率は，実験 1および2ともに，

2 個体区および 10個体区では86.7~98. 3%であっ

た。これに対し，50個体区では，成熟率は，実験

1で74.0%，また，実験 2で78.7%であった。こ

のように，成長が，特に50個体区で抑制されるこ

とは成熟率の観点からも明らかであった。

産イ子数 :実験 1および2の各飼育密度区におけ

る平均産仔数をFIg.4に示した。実験 1における

産仔数は 2個体区で18.8個体/卵嚢，10個体区

で16.8個体/卵嚢，また，50個体区で10.9個体/卵

嚢であった。産仔数は，飼育密度に依存し，密度

が高くなるに従って小さくなった。一方，実験2

の各飼育密度区の産仔数は，それぞれ， 20.6個体

/卵嚢(2個体区)，19.2個体/卵嚢 (10個体区)お

よび15.7個体/卵嚢 (10個体区)であった。実験

1に比較すると明確ではないが，実験2において

も産仔数は飼育密度に依存して減少する傾向を示
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した。実験 1および2を合わせた平均値は，2個

体区で19.4個体/卵嚢，10個体区で18.5個体/卵嚢，

また，50個体区で14.4個体/卵嚢であった。 2個

体区と 10個体区の問では有意差は認められないが，

10個体区と50個体区の問では危険率5%で有意差

が認められた。飼育密度の高い50個体区では産仔

数が減少することが明らかであった。

一卵嚢あたりの産仔数ヒス トグラムを調べると，

2個体区および10個体区では一卵嚢あたりの産仔

数が 1O~25個体/卵嚢の場合が最も多 く ， 一方 ，

50個体区では一卵嚢あた りの産仔数は減少し，1 

~ IO個体/卵嚢の頻度が高くなった。 特に，実験

1の50個体区では 5個体/卵嚢以下が約30%を

占めていた。50個体区でー卵嚢当たりの産仔数が

減少する傾向は，実験 1および2のいずれにおい

ても認められた。以上の結果から，飼育密度は産

仔数にも影響する ことが明らかであった。

性比 (雌の割合):雌の割合は， 実験 1の2個

体区，10個体区および50個体区で，それぞれ，

37.1%， 48.1%および51.8%であった。また，実験

2においてもこの割合は 2個体区で27.3%，10 

個体区で27.1%，また50個体区で38.1%であった。

実験 1の50個体区を除く と雌の割合は50%以下で

あり ，シオダマ リミジンコでは雄が優占する傾向

Formation of egg capsule* 

50ind.-2 

〉、 50ind.-l
や~

t/J 

Z 

~ IOind.-2 

∞ロ

見 10i吋.ーl
<l) 

~ 
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Start of hatching* 
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Fig. 3 Changes of growth and maturation rate by each rearing density. 

* Indicate the first day observed these events 
Two sets (1 and 2) of experiments were made for each rearing density 
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Fig. 4 Changes of brood number spawned from an egg capsule by the density of individuals. 

* Significant difference was recognized between 2ind.lmL and lOind.lmL (p<0.05). 

育試験では，遺伝的雄が成長の過程で雌に転換し，

高密度では雄が，また，低密度では雌が優占する

ことが明らかにされた (Hicksand Coull， 1983)。

これらの結果は本研究の結果とは異なった。また，

Tigriopus cal仲間icusの性比は飼育密度に依存し

て変動しないことが報告されている (Voordouw

ef a!， 2005)。この結果の相違は，野外調査と飼

育試験の違い，あるいは対象種の違いに起因する

可能性があるが，さらに詳細な検討が必要である。

このように，飼育密度が性比に及ぼす機構は完全

には解明されていない。有害化学物質の生殖およ

び繁殖に及ぼす影響の解明においては，対象生物

の性比の変動は重要な評価項目である。シオダマ

リミジンコを試験生物とする有害物質の繁殖阻害

試験法を開発する場合には，性比が飼育密度に依

存して変動する可能性があることを踏まえて，検

討することは重要である。

飼育水温

成熟期間:ノープリウス幼生のふ化から交尾ま

でに要した期間を成熟に要した期間(成熟期間)

と定義し，成熟期間を世代別，飼育水温別に

Table 3に示した。飼育水温別・ 3世代間の成熟

期間は， 160Cで18""'19日， 200Cで12""'14日， 240C 

で10日， 280Cで7""'9日であった。成熟期間は世

一一 17一一

であった。また，雌の割合は飼育密度が高くなる

に従って大きくなる傾向を示した。

飼育密度がシオダマリミジンコの成長や産仔数

に影響を及ぼすことは，高密度のストレスあるい

は摂餌の競合による餌摂取量の減少などに起因す

ると考えられる。本研究の結果では，飼育海水

5mL当たりのシオダマリミジンコの収容数が10

個体(飼育密度が2個体/mL)以下であれば，ノー

プリウス幼生は100%近く成長・成熟し，また，

成長速度のばらつきもあまり見られなかった。ま

た，産イ子数も50個体区 (10個体ImL)では10個体

区に比べて有意(危険率 5%) に減少するのに対

し 2個体区 (0.4個体ImL)および10個体区 (2

個体ImL)の産仔数には危険率5%で有意差が認

められなかった。したがって，餌料生物，テトラ

セルミスの細胞密度を約1.0X 104cells/mUこ設定し

た本研究の飼育条件では，産仔数および性比の変

動の視点ではシオダ、マリミジンコの飼育密度は2

個体ImL以下が適正と考えられる。

野外調査の結果では，ハルパクチクス目カイア

シ類は，一般的に雄が優占することが報告されて

いる。性比は群の密度により変動し，密度が高い

時には雄が，また，低密度の場合には雌が相対的

に多くなることが確認されている (Hicks

Coull， 1983)。また，カイアシ類Tisbespp. 

and 

の飼
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Table 3 Changes of the maturation period in three generations of Tigriopus japoniclIs reared by different temperatures 

Tempera加re Maturation period (day) 

(C) First generation Second generation Third generation 

16 19 18 18 
20 12 13 14 
24 10 10 10 
28 9 8 7 

Table 4 Changes of spawning period in three generations of Tigrioplls japoniclIs reared by different temperatures 

Temperature 

(''C) Second generation 

Average spawning period (day)キ

A verage of 3 generations First generation Third generation 

ぷ
u
n
U
A斗

Q
O

E
E

今

ゐ

今
'''M

今
z

，“

19.0 :f:0.9 
14.6 :f: 1.4 
11.8 :f:0.8 
11.2 :f: 1.4 

20.1:f: 1.0 
14.1 :f:0.8 
10.3:f: 1.0 
9.2:f:0.9 

18.8:f:0.6 
13.8:f:0.7 
10.7:f:0.5 
9.9:f: 1.2 

19.3:f: 1.0 
14.1:f: 1.0 
1 0.9:f: 1.0 
10.0:f: 1.4 

* A verage :f: SD 

代間で大差なく，また，水温の上昇に伴って成熟

期間が短くなり，成長が促進した。 160Cの試験区

では，餌料プランクトンのテトラセルミスが水面

に固まって浮遊している現象が見られ，この水温

は餌料プランクトンの増殖を抑制することも示唆

された。すなわち， 160Cは餌料用生物，テトラセ

ルミスの増殖の視点、からも不適当であると考えら

れる。

産卵期間:供試個体が卵嚢を保有してから 4腹

自のノープリウス幼生がふ化するまでの期間を産

卵期間とし，世代別に，また，飼育温度別に

Table 4'こ示した。産卵期間は世代間では有意な

変動を示さないので 3世代の平均値で見ると，

産卵期間は， 160Cで19.3士l.013， 20"Cで14.l:tl.0 

日， 24"Cで1O.9:tl.0日， 280Cで1O.0:tl.4日であっ

た。飼育水温の上昇に伴って産卵期間は短くなる

が， 24"Cと280Cでは大差なかった。

産卵間隔:餌料の項で述べたのと同じ方法によ

り，産卵間隔を 3世代について調べFig.5fこ各飼

育水温の結果を示した。図では 1日おきに産卵す

る場合を 1日と示した。産卵間隔は世代により大

きな違いは認めらなかった。 160Cでは4および5

日で， 200Cでは3および4日で， 24および280Cで

は2および3日で90%以上を占め，産卵間隔は水

温の上昇に伴って短くなった。

産仔数:各水温における世代別の平均産仔数を

Fig. 6'こ示した。一卵嚢当たりの産仔数(個体/卵

嚢)を3世代について調べると， 160Cでは第 1世

代 (28.5個体/卵嚢)に比較して第2世代 (40.6個

体/卵嚢)および第3世代 (43.9個体/卵嚢)で， 20 

℃では第 1世代 09.3個体/卵嚢)および第 2世

代 (22.4個体/卵嚢)に比較して第3世代(30.9個

体/卵嚢)で、多かったが，逆に， 280Cでは第 1世

代(14.8個体/卵嚢)および第2世代 07.5個体/

卵嚢)に比較して第3世代 (9.0個体/卵嚢)で少

なかった。 240Cのみ，世代間の平均産仔数に有意

な差はみられなかった。

平均産仔数を第1世代と第2世代で比較すると，

試験開始前の閉11致温度 (240C) より低い， 20およ

び160Cでは有意差(危険率5%)が認められたの

に対して280Cでは有意差は認められなかった。第

2世代と第3世代の平均産仔数を比較すると，最

も低い160Cで有意差(危険率5%) は認められな

かったが， 20および280Cでは有意差(危険率5%)

が認められた。 Fig.6から明らかなように，第3

世代の産仔数は第2世代に比較して200Cでは有意

に増加し， 280Cでは有機に減少した。以上の結果

から，平均産仔数は親世代の履歴水温が影響する

ことが考えられる。また，周iI致水温とは異なる新

たな水温に完全に馴致するまでに，少なくとも 3

世代以上は必要であることも示唆された。

産仔数を 3世代にわたって平均してFig.7'こ示

した。 3世代の平均産仔数は， 160C， 20'C， 240C 

および280Cで，それぞれ， 37.7， 24.2， 16.7，お

よび13.8個体/卵嚢であった。 3世代平均産仔数

は，全ての温度間で統計的に有意な差(危険率5

%)が認められた。また，温度が低いほど，平均

産仔数は多くなり，低水温では産仔の頻度は低下
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の雌の割合は近似していた。また，240C試験区の

第 1世代で33.0%，第4世代で42.0%であり ，世代

を経るに従って雌の割合が多くなる傾向を示した

が，その差は小さかった。

以上の結果から，継代飼育の水温(期11化されて

いた水瓶)より低水温環境で、の飼育は，シオダマ

リミ ジンコの性比を変化させ，雌が多くなること

が明らかであった。第 1世代は，ふ化直後のノー

プリウス幼生から水温を変化させて飼育したが，

その成体の性比は飼育水温により著しく異ならな

かった。しかし，成体の成熟，交尾，卵形成の過

程も各飼育水温で、飼育された第2世代以降は性比

するものの 1回当たりの産仔数は増大した。

性比 (雌の割合):各飼育水温において世代別

の性比を調べた結果をFig.8{こ示した。

第 1世代(ノープリウス幼生から飼育)の雌の

割合は，29~37%の問であった。 160Cの試験区で

高い傾向であるが，飼育水温によって大差なかっ

た。160C試験区の第 2，第3および第4世代の雌

の割合は，それぞれ， 50.7， 70.5および80.9%で

あった。200C試験区の雌の割合は， 第 1世代で

34.3%から第 3世代の44.0%へ世代を経るに従っ

て僅かに大きくなった。特に第4世代の雌の割合

は72.5%へ著しく増大した。24および280C試験区

100 

160C 

75 

50 

25 

200C 

。
100 

50 

75 

25 

(式
)
h
u
z
u
コ
σ
g
hH

ハ
υ
A
V
 
l
 

。

240C 
75 

50 

25 

。
100 

280C 
75 

50 

25 

9 8 7 6 コ4 3 2 

。

Spawning period (day) 

ロThirdgeneration 

Fig. 5 Changes of spawning interval by the rearing temperature 

- 19-

• Second generation 口Firstgeneration 



高久ら:IJ、型容器を用いたシオダマリミジンコ飼育法

50 

45 
ω-
虫
色

g
∞∞
ω
¥
∞
2
1
5
Z』
。
』

ω
A
E
コロ

ω凶
Eω
〉
〈

4・-160C 
→与一200C

-+--240C 

一合一280C

* 

40 

30 

35 

25 

ー¥¥J~ 

20 

15 

ハリ
ー

5 

。
ロロfl 

Generation 

Fig. 6 Changes of brood number spawned from an egg capsule among the generation 日rst，second and third generation) 
by each rearing temperature. 

* Significantly different (pく0.05)from other two generations in each temperature. 

* 

* 

60 

ハ

リ

ハ

リ

ハ

U

A

リ

ハ

リ

ζ

J

a

斗

吋

3

ウ
h

t

l

ω-2
丘
g
∞∞
ω¥
叩コ一一色コ河口』。』
ω
S
Eロロ

ωωEω
〉
〈

T emperature tC) 
Fig. 7 Changes of brood number spawned from an egg capsule by rearing temperature. 

* Significant difference (p<0.05) was recognized among all temperatures. 

28 24 20 16 

O 

の他に環境要因によって支配され，環境要凶とし

て水温，塩分，餌料の種類および量，水圧および

化学物質，また，生物的要因として成熟の抑制，

雌親の年齢，群の密度などが考えられている。

Hagiwara ef al. (1995) は塩分を変化させた飼

-20-

がi昆度によって異なることから，飼育水温はノー

プリウス幼生以降の生活史ではなく，交尾・成熟・

卵形性の過程で性決定に対して影響を及ぼしてい

ると推察された。

シオダマリミジンコの性の決定は，遺伝的要因
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育水を用いた工 japoniclIsの飼育試験を行い，性

比に及ぼす塩分の影響を調べた。調べた塩分，

4""32PSUでは，雌の割合は38.9""43.6%の問であ

り，性比は雄に偏る傾向であった。しかし，性比

は各塩分の試験区の間で有意差が認められず，飼

育水の塩分は性比に影響を及ぼさないことが報告

されている。

Voordouw and Anholt (2002)はT.calijorniclIs 

の詳細な 2種類の飼育試験を行い，飼育水温によ

る性比の変動を研究した。第 1の試験では，野外

(カナダ，ブリティッシュコロンピアのロー島

(HG) およびアルパタス入り江 (VIC))で採集

したT.californiclIsの雌親から卵嚢をとり，さら

にふ化したノープリウス幼生を150Cおよび220Cで

成体になるまで飼育した後にそれらの性を調べた。

第2の試験では，実験室で150Cおよび220Cで継代

飼育していた雌親それぞれから採取したノープリ

ウスを2つの温度 (150Cおよび220C)で成体まで

飼育した後に第1の試験と同様に性を調べた。

第1の試験では，性比(雄の割合) ::tSDは，

HGを150Cおよび220Cで飼育した試験で，それぞ

れ.0.59士0.038および0.68士0.028であり，また，

VICの試験でも性比(雄の割合)は， 150Cで0.55

::t 0.022. また. 220Cで0.61土0.024であった。 15

OCで継代飼育したT.californiclIsのノープリウス

幼生を150Cおよび220Cで飼育した第2の試験では，

性比(雄の割合)は， 0.50士0.029(l5't)および

100 

〆ま-‘、
、-〆

z ω c司 50 

与『。
t90 Cd d 司

* 

。
n 包

0.58::t 0.029 (220C)で、あった。また.220C継代飼

育T.ca/iforniclIsから得たノープリウス幼生を15

OCおよび220Cで飼育した試験でも，性比(雄の割

合)は， 0.49 ::t 0.027 (15 OC) および0.53:t 0.032 

(220C) であった。性比は各試験区間で有意差が

認められたと報告している。すなわち，自然から

採集した個体および継代飼育個体のいずれについ

ても，履歴水温よりも低い水温で、飼育した場合雄

の占める割合が低下(雌の割合が増大)した。

飼育水温がT.japoniclIsの'性比に影響を及ぼす

本研究の結果は， Voordouw and Anholt (2002) 

によるT.cal(fornicusの結果と同様な傾向を示し

た。すなわち，シオダマリミジンコの性比は飼育

水温により変動し，低水温の飼育環境では雌の割

合が増大した。

以上まとめると，飼育水温の上昇に伴って成熟

期聞が短縮され，産卵期間および産卵間隔の短縮

により産仔の機会が増大するが，一卵嚢あたりの

産仔数は減少した。 160Cおよび200Cの低水温並び

に280Cの高水温では産仔数の世代間のばらつきも

大きかった。さらに，継代飼育(周11化水温)より

低い水温では性比が変動することも確認された。

また，長期の慢性毒性試験では餌料を投与するが，

餌料植物プランクトンの増殖が可能な水温に設定

する必要がある。シオダマリミジンコはタイドプー

ルのような環境変動が大きく，かつ，過酷な環境

でも生存できることが知られれているが，その成

。 向

Generation 

Fig. 8 Changes of sex ratio (percentage of female) in the generations from first to forth by several rearing temperatu問s.
* Significant difference was recognized between f2-β(160C)，ロ-f3(20"C)， f3-f4 (20oC) and f2・f3(28"C). 
ホ*Significant difference of fI was not calculated， because of N=l. 
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Table 5 Changes of brood spawned from Tigriopus japoniclIs reared under three 1uminous intensities 

Luminous Number ofbrood (brood / capsule) Coefficient 

intensity (Lux) Minimum Average ::!::SD Maximum of variation 

200 

4，000 

10，000 

7 27.5::!:: 10.6 51 0.385 

2 18.0::!:: 9.1 35 0.506 

3 21.l::!:: 8.7 42 0.412 

長および繁殖に好適な水温は23""25"C，また，最

適水温は250Cであり， 200C以下では成長が抑制さ

れると報告されている(古賀， 1979)。したがっ

て，以上の試験結果を踏まえると，シオダ、マリミ

ジンコの至適水温である23""250Cで試験すること

が推奨される。また，飼育水温によって性比が変

動する可能性があるために，試験水温と同じ温度

で継代飼育し，さらに，野外で採集したシオダマ

リミジンコを試験に用いる場合，少なくとも 4世

代以上の長期間試験水温に馴化する必要があると

考えられる。

照明

成長速度および産仔間隔:ノープリウス幼生の

ふ化後7日目にコベポダイト幼生が出現した。ふ

化後 9日目に 3つの試験照度に移したが，翌日

(10日目)には交尾が確認された。最初の産仔は，

200Luxおよび4川 OLuxの試験区ではふ化後14日fj，

10ρOOLux試験区では15日目に観察された。 4腹

自の産仔が終了するまでの日数は， 200Lux区で、

8""9日，また， 4，000および10，000Lux区で 8"-'

10日であった。産仔間隔は全ての試験区で2日以

内であり，すなわち，大部分の個体が2日より短

い間隔で産仔した。

産仔数 1卵嚢あたりの産仔数(個体/卵嚢)

をTable51こ各試験区について示した。 200Lux区，

4，000Lux区および10，000Lux区の平均産仔数は，

それぞれ， 27.5士10.6 (最小~最大 7"-'51) ， 

18.0::t:9.1 (2""35)および21.1士8.7(3 "-'42)個

体/卵嚢であり， 200Lux区と4，000Lux区の間およ

び200Lux区と 10，000Lux区の聞には危険率5%で

有意差が認められ， 4，000Lux区および10，000Lux

区に比較して200Lux区で産仔数が多い結果となっ

た。また，変動係数は200，4，000， 10ρOOLux区

でそれぞれ， 0.385， 0.506， 0.412であり， 200Lux 

が最小であった。すなわち， 200"-' 10，000Luxの範

囲では， 200Luxが最も平均産仔数が多く，かっ

変動幅が小さかった。

以上をまとめると，繁殖阻害試験等の暴露試験

を実施する場合は，最も安定しかっ産仔数が多い

200Luxが適当と考えられる。しかし，長期間の

培養時の照明条件は，水質管理の労力等も考慮し，

総合的に決める必要がある。照度は餌料用植物プ

ランクトンの生長に大きく影響するが，一方で、今

回の試験範囲 (200""10，000Lux) ではシオダマリ

ミジンコの繁殖を著しく阻害するほどで、はなかっ

た。したがって，長期飼育のための照明条件は，

餌料用植物プランクトンの生長に適している

4，000Luxが適当と考えられる。

まとめ

有害化学物質の動物プランクトンの繁殖に及ぼ

す影響を解明する試験法の確立を目的として，試

験生物として選定したシオダ、マリミジンコの飼育

および繁殖に係る項H (餌料，飼育密度，飼育水

温および照度)を検討した。

非生物飼料で飼育すると，成長が抑制され，産

仔数が減少するとともに，産仔間隔の再現性も悪

く，テトラセルミスが餌料として適しており，さ

らに餌料密度は104""1 05cells/mLレベルが必要で、あっ

た。成長速度，産イ子間隔，産仔数および正常産仔

率などを指標として適正な飼育密度，飼育水温お

よび照度を検討した。その結果，餌料生物，テト

ラセルミスの細胞密度を約1.0X 104cells/mLに設定

した本研究の飼育条件では， 10個体/mLの飼育密

度では，成長速度および産仔数が低下し本種の

飼育密度は2個体/mL以下が適正で、あった。

飼育水温は成長速度，産仔期間，産仔間隔に影

響を及ぼし低水温(I60C)で成長が抑制された3

1卵嚢あたりの産仔数(個体/卵嚢)は，産仔頻

度の高い高水温よりは産卵間隔の長い低水温で多

かった。餌料植物プランクトンの増殖を含めて総

合的に考えると， 240Cが飼育温度として適当であっ

た。飼育水温は性比を変動させ，継代飼育(予備

飼育)の温度より低い温度 (16"-'200C)で飼育す
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ると雌の割合が増加した。また，低水温における

雌の割合は継代するにしたがって次第に大きくな

り，新たな飼育温度に順応(性比が安定)するま

でに数世代を要した。これらの結果から，野外で

採集したシオダマリミジンコを繁殖阻害慢性毒性

試験に用いる場合，少なくとも 4世代以上の長期

間試験水温に馴化する必要があることが指摘でき

る。シオダマリミジンコの生育および繁殖に対す

る照度の影響は小さいが，長期間の試験では餌料

植物プランクトンの光合成(増殖)に必要と考え

られる4，OOOLux(明暗周期:12L112D) が適当と

考えられる。
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