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研究成果の概要（和文）：本研究は、化学物資の生態影響試験のモデル生物であるオオミジンコを用いた密度効
果および種間相互作用を考慮した簡便な室内試験方法を開発することを目的として、亜鉛とLASを対象にオオミ
ジンコを用いた研究を実施した。オオミジンコの個体数密度や餌密度を変えた試験を実施し、それらの結果か
ら、密度効果を考慮した時の個体群増加率に対する亜鉛やLASの毒性影響や餌資源を巡る種間競争に係る閾値餌
濃度への毒性影響を把握することができた。得られた知見は、密度効果および種間相互作用を考慮した簡便な室
内試験方法の開発をさらに進める上で役立つことが期待される。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted for the purpose of developing laboratory test 
methods that takes into account density effects and interspecic ecological interactions by using 
Daphnia magna, which is a model organism for testing the ecological effects of chemical substances. 
Results from ecotoxicity tests of zinc and LAS at different densities of tested individuals and food
 concentrations showed adverse effects of zinc and LAS on the population growth rate of D. manga 
with considering density effects, and their effects onthe threshold food concentration of D. manga. 
The findings are expected to be useful for further development of simple laboratory testing methods 
that take density effects and interspecific interactions into account.

研究分野： 生態毒性学、生態リスク学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
個体群・群集への生態影響評価を実施する上で、密度効果や種間相互作用を考慮して化学物質の影響を評価する
ことが重要である。本研究では、室内試験により、密度効果が生じている時の亜鉛とLASの個体群増加率への影
響を明らかにするとともに、ミジンコ種間での餌資源を巡る競争の結果を決定する要因の１つである閾値餌密度
への亜鉛とLASの影響を示すことができた。得られた知見と本研究で実施した試験の方法は、今後、小規模・短
期間で個体群および群集レベルでの化学物質の生態影響データを収集するための試験方法の開発に役立つことが
期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 化学物質による生態系へのリスクを管理し，生態系を保全するためには，生物個体群や群集へ
の化学物質の影響を評価することが求められる．生物個体群への影響を評価する上で，従来の試
験方法に欠けている重要な要因は，密度効果である．化学物質の曝露は，密度効果の反応（個体
数密度に対する個体群増加率の反応）を攪乱し，個体群の存続に影響する．また，生物群集への
影響を評価する上で，重要な要因の 1 つとして種間相互作用がある．実環境での生物は，食う-
食われる関係や餌資源を巡る競争などの生物種間相互作用をしながら存在している．近年の研
究から，ある生物種への化学物質曝露の影響は種間相互作用を介して他の生物種に波及するこ
とが指摘されている．そのため，密度効果及び種間相互作用を考慮して化学物質の生態影響を評
価する試験方法の開発は，生物個体群や群集への化学物質の影響を評価する上で有用な方法と
なりうる．また，密度効果及び種間相互作用を考慮した化学物質の生態影響試験から得られた結
果は，生物個体群や群集への化学物質の影響を理解するための有用な知見となりうる． 
 
 
２．研究の目的 
本研究は，密度効果および種間相互作用を考慮した簡便な室内試験方法を開発することを目

的に，化審法等で化学物質の生態影響試験に使用されているオオミジンコを用いた試験方法に
関する研究を行った． 
 
（１）密度効果を考慮した試験方法による生態影響評価 
試験区（対照区と 5濃度区）ごとに，50 mL の試験溶液とオオミジンコ 1個体を入れた 100 mL

ポリプロピレン製（PP）カップを 10 連用意し，21 日間繁殖試験を実施した．対象化学物質ごと
に，この試験を 3回，異なる時期に実施した．また，試験区ごとに試験溶液 50 mL とオオミジン
コ 2，4，8個体を入れた 100 mL ポリプロピレン（PP）カップ，21 日間繁殖試験を実施した．対
照区で 6連，濃度区で 3連の繰り返し連を用意した．個体数密度が 2，4，8個体の試験を，亜鉛
について 2 回，LAS について 1 回実施した．各カップに，餌として 5×108cells/mL のクロレラ
50μL を毎日添加した．試験結果をもとに，個体数密度が 1の場合は各試験回の試験区ごと，個
体数密度が 2，4，8 個体の場合は繰り返し連ごとに，試験結果からレスリー行列またはオイラー
ロトカ方程式により個体群増加率λを求めた．個体数密度ごとに対照区と濃度区間で個体群増
加率を比較した． 
 
（２）種間競争を考慮した試験方法による生態影響評価 
オオミジンコの閾値餌濃度に対する LAS と亜鉛の影響を調査するとともに，オオミジンコの

競争種として，マギレミジンコの閾値餌濃度に対する亜鉛の影響を調査し，ミジンコ 2種の種間
競争の結果に対する亜鉛の影響を検討するために，以下の実験を実施した． 
試験区（対照区と 4 濃度区）ごとに 100mL の PP カップに入れた 50mL の試験溶液に，24 時間

以内に産まれたミジンコ 1個体を入れて曝露を開始した．試験区ごとに，毎日カップに添加する
5×108 cells/mL のクロレラ溶液の量を変えて，4種類の餌濃度区を設定した．また，亜鉛の試
験では，試験溶液の pH を一定に保つため，pH 緩衝剤として MOPS を使用した．試験溶液の作成
時に，試験溶液中の MOPS 濃度が 600mg/L になるように添加するとともに，NaOH を用いて試験溶
液の pH を 8.0 に調製した．各試験区において，餌濃度区ごとに，繰り返し連数を 5連とした．
16h 明期 8h 暗期の光周期，21±1℃の水温下で，オオミジンコは 21 日間，マギレミジンコは 14
日間曝露した．試験期間中に，2日に 1回換水を行い，試験個体の生存及び産仔数の観察を毎日
実施した．ミジンコ種ごと化学物質ごとに上記の試験を 4回実施した． 
試験回ごとに，各試験区で，λ=1 となる餌濃度を餌閾値濃度として求めた．まず，各試験区

の餌濃度区ごとに，試験結果からレスリー行列またはオイラーロトカ方程式により個体群増加
率λを求めた．次に，各試験区の餌濃度に対するλの応答に対して，べき関数を適用し，個体群
増加率λを餌濃度の関数とし，非線形最小二乗法により，λ=1 となる餌濃度を示すパラメタを
閾値餌濃度として推定した．推定した餌閾値濃度が，曝露濃度とともにどのように変化するかを
調査した． 
 
 
３．研究の方法 
国立環境研究所より分譲されたオオミジンコを用いて，OECD テストガイドライン No.211 の

オオミジンコ慢性毒性試験と同程度の試験期間（3 週間程度）で，100mL 程度のビーカーにお
いて試験培地に溶かした化学物質にミジンコを曝露する試験を行い，密度効果が働いている条
件下での個体群増加率や種間相互作用に係るミジンコ個体の特性への化学物質の影響を評価し
た．本研究では，生物種間相互作用として，餌資源を巡る種間競争に注目し，ミジンコ種間の餌
資源競争の結果を決定する形質の１つである餌閾値濃度（個体群が維持される最低の餌濃度）へ



の化学物質の影響を室内試験により調査した．また，直鎖アルキルベンゼンスルホン酸ナトリウ
ム（LAS）及び亜鉛（Zn）を試験対象化学物質として使用した． 
 
 
４．研究成果 
（１）密度効果を考慮した試験方法による生態影響評価 
異なる初期密度ごとの LAS の設定曝露濃度に対する個体群増加率λの応答を図１に示す．対

照区において，個体数密度の増加とともにλの値が減少し，設定した個体数密度の範囲で個体数
増加率への密度効果を示した．個体数密度が 1，2，4 個体の場合に，4.3 mg/L 以上の設定濃度
区において個体群増加率の統計学的に有意な低下が検出され，個体数密度 8 のときには設定濃
度 2.2 mg/L 以上の濃度区において個体群増加率の統計学的に有意な低下がみられた． 
異なる初期密度ごとの亜鉛設定曝露濃度に対する個体群増加率λの応答を図２に示す．対照

区において，個体数密度の増加とともにλの値が減少し，設定した個体数密度の範囲で個体数増
加率への密度効果を示した．個体数密度が 2，4 個体の場合に，個体群増加率が統計学的に有意
な低下する濃度区がみられた．2回の試験で，個体数密度が 8の場合に，個体群増加率の有意な
低下はみられなかった．この原因として，亜鉛による試験個体への影響が試験個体の死亡による
生存個体への密度効果の低下により相殺された可能性が考えられた． 
亜鉛および界面活性剤の LAS を対象に，個体数密度を操作して，オオミジンコの繁殖試験を実

施し，異なる個体数密度での個体群増加率に対する亜鉛と LAS の影響を検出することができた．
得られた結果は，本研究で検討した試験方法により，密度効果を考慮して個体群への化学物質の
影響を評価できる可能性を示した． 
 

 

 
(２）種間競争を考慮した試験方法による生態影響評価 
図３は，LAS の設定曝露濃度に対する閾値餌濃度の応答を示す．LAS の曝露濃度の増加ととも

に閾値餌濃度が増加する傾向がみられ，LAS の曝露環境下において，個体群を維持するために，
餌が多く必要になることが示唆された． 
3.1 と 4.3 mg/L の LAS 濃度区の低餌濃度区において，試験期間内で個体が産仔せず，閾値餌

濃度を算出できない試験回があった．これらの結果から，より詳細に LAS を曝露した時の閾値餌
濃度を算出する場合，餌濃度区の追加や試験期間の延長等が必要であることが示唆された． 
図４は，亜鉛の設定曝露濃度に対するオオミジンコ及びマギレミジンコの閾値餌濃度の応答

を示す．ミジンコ 2 種ともに，亜鉛の濃度が増加するとともに閾値餌濃度が増加したことから，
Zn の曝露環境下において，個体群を維持するために餌が多く必要になることが示唆された． 
また，亜鉛曝露濃度 100μg/L を境に，オオミジンコとマギレミジンコの閾値餌濃度値が逆転

していた．亜鉛の曝露濃度が 100μg/L よりも低い環境下では，マギレミジンコの餌閾値濃度は
オオミジンコに比べて低い値を示し，マギレミジンコはオオミジンコよりも低い餌濃度で個体
群を維持可能であり，2種が餌資源競争をした場合，マギレミジンコが優占する可能性が示唆さ
れた．一方で，亜鉛の曝露濃度が 100μg/L よりも高い環境下では，オオミジンコの餌閾値濃度
はマギレミジンコに比べて低い値を示し，オオミジンコはマギレミジンコよりも低い餌濃度で

図 1 初期個体数密度が 1, 2, 4, 8 の時の LAS の設定曝露濃度に対する個体群増加率λの応
答．*は，対照区に比べて濃度区のλ値が統計学的に有意に低いことを示す． 

図 2 初期個体数密度が 1, 2, 4, 8 の時の亜鉛（Zn）の設定曝露濃度に対する個体群増加率λ
の応答．b)-d)における記号〇と△は 1回目と 2回目の試験結果を示す．*は，対照区に比べて濃
度区のλ値が統計学的に有意に低いことを示す． 



個体群を維持可能であり，2種が餌資源競争をした場合，オオミジンコが優占する可能性が示唆
された．これらのことから，オオミジンコとマギレミジンコの餌資源を巡る種間競争の結果に亜
鉛の曝露濃度が影響する可能性が示唆された． 

 

 
試験結果から，LAS 及び亜鉛の曝露濃度の増加と共にオオミジンコの閾値餌濃度が高くなるこ

とを明らかにすることができた．得られた結果は，本研究で実施した閾値餌濃度への影響評価に
よって，生物群集への化学物質の影響を評価できる可能性を示した．オオミジンコ及びマギレミ
ジンコを用いた亜鉛の毒性試験結果から，亜鉛の曝露濃度によって，2種の種間競争の結果が影
響される可能性が示唆された．今後，ミジンコ 2種の競争実験を実施して亜鉛による種間競争結
果への影響を調査し，群集レベルの影響評価としての閾値餌濃度への影響評価の有効性を検証
することが求められる． 
 

図 3 LAS の設定曝露濃度に対するオオミジンコの閾値餌濃度の応答 

図 4 亜鉛の設定曝露濃度に対するオオミジンコとマギレミジンコの閾値餌濃度の応答 
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