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研究成果の概要（和文）：多数の河川水サンプルの水質健全性を評価するために，Daphnia 

magna（オオミジンコ）を用いて，繁殖試験，並びに河川水中有機物を濃縮して行う短期間で

の毒性試験を実施した。その結果，河川水の長期的な生態毒性評価手法として D. magna 繁殖

試験が有用であることを示した。さらに，同一の河川水サンプルにおいて繁殖試験における産

仔数減少率と新規試験における影響程度の間に明確な正の相関が認められ，本短期試験が長期

影響を短期間で評価するために適用可能なことが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：For evaluating the ecotoxicity of various river water samples by 

using D. magna, both chronic test and an acute toxicity test using concentrated organics 

were conducted. As the results, chronic tests with D. magna can be used as a reliable 

method for evaluating long-term ecotoxicity of river waters. Moreover, a positive 

relationship was observed between the decrease ratio of offspring in chronic test and the 

inhibition effect in the acute test. Results of this study suggest that the acute toxicity test 

can be used for predicting long-term effect in a short term. 
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１．研究開始当初の背景 

環境水，とりわけ河川水には種々多様な微
量の有害物質が存在するため，生物検定（バ
イオアッセイ）を用いて複合毒性として水質
リスクを評価する必要性が高まっている。特
に，現在わが国においては，急性の影響より
も長期間の摂取で影響が現れる毒性の評価
が重要であり，水生生態系保全の観点からは

魚類・甲殻類などの水生生物に対する長期的
な生態毒性を定量的に評価することが有用
と考えられる。 

この生態系保全のための安全性評価は，欧
米では以前から重要視されていたが，わが国
でも 2003 年頃からようやく考慮がされるよ
うになった。中でも生態系の一次消費者であ
る甲殻類に属するオオミジンコ（Daphnia 
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magna）を用いたバイオアッセイが，高感度
で再現性にも優れることから，経済協力開発
機構（OECD）において重要試験に位置づけ
られており，国内でも化審法などの種々の公
定法に規定されている。とりわけ D. magna

繁殖試験は，長期毒性や生殖への影響を高感
度で評価できる信頼性が高い方法である。し
かし，試験期間が 21 日間と長期に渡り手間
もかかるため，効率的なデータ取得が困難と
なっている。特に，河川水や排水などの環境
水の評価への適用例は少ないのが現状であ
る。 

 

２．研究の目的 

以上のような背景から，河川水を対象とし
て，D. magna 繁殖試験のデータを蓄積する
ことが望まれる。さらに，本研究の独創的な
点は，簡易かつ信頼性の高い D. magna を用
いた新規の毒性試験技術を開発し，その有用
性を評価することである。具体的には，吸着
脱離法を用いて水中の疎水性有機物を濃縮
して短期（24～48 時間）の毒性試験として
評価する。こうした有機物が長期的な影響を
及ぼすと考えられるので，高感度で毒性を検
出する繁殖試験と強い関連を持つことが期
待できる。 

本研究では期間内に以下の知見を得るこ
とを目的とした。 

１）種々の河川水を対象として，D. magna

繁殖試験の手法を確立し，その適用可能性を
評価する。 

２）D. magna を用いた長期影響を評価する
新規の簡易毒性試験技術を開発し，繁殖試験
との関連性を明らかにする。 

３）バイオアッセイ試験結果を適用した水質
の定量評価方法を確立し，環境水の水質健全
性レベルを提案する。 

 

３．研究の方法 

(1) 試験生物 

 D. magna は（独）国立環境研究所アクア
トロンより入手し，大学研究室において飼育
を行った。残留塩素を除去するために 24 時
間以上曝気した水道水に無機塩類を加えた
ものを飼育水とし（硬度：160 mg/L as 

CaCO3 程度），洗浄済みクロレラ（株式会社
エコジェノミクス）を給餌して飼育した。 

 

(2 ) 河川水 

 最初の試験では，新潟県長岡市に位置する
信濃川水系の河川水を 4 地点から 2009 年 7

月にサンプリングした。3 地点は信濃川本流
に位置し（上流から S-1，S-2，S-3），1 地点
は支流に位置する（B-1）。河川水は孔径 1μ
m のガラス繊維ろ紙でろ過し，水質測定と繁
殖試験の試料とした。主な水質測定項目は，
pH，電気伝導率（EC）および DOC である。

試料は繁殖試験に用いるまでの間は 4℃で保
存した。その後も，近郊の信濃川本流の地点，
支流の地点（上記と異なる地点も含まれる）
から河川水をサンプリングして，水質測定お
よび繁殖試験，新規毒性評価試験を実施した。 
 

(3) 繁殖試験方法 

 河川水サンプルでは試験数を 10 連ではな
く 5 連としたが，他は概ね OECD テストガ
イドライン No.211（1998）に準拠して行っ
た。生後 24 時間以内の幼体を 1 容器に 1 頭
ずつ入れ，給餌は週 6 回，洗浄済みクロレラ
をミジンコ 1頭当り 0.15 mgC╱日 投与した。
液量を 50 ml とし，換水は週 3 回行った。対
照区としては曝気水道水（無機塩類無添加）
を用いた。試験結果は，21 日間における親個
体の生存数および累積の産仔数を中心に評
価した。 

 

(4) 新規毒性試験 

 水中の疎水性有機物を濃縮することを目
的として，吸着脱離法を適用し，固相抽出カ
ートリッジ Sep-Pak Plus PS-2（Waters）を
用いて濃縮した。カートリッジから水分除去
後，メタノールによって溶出させ，メタノー
ル除去後にジメチルスルホキシド（DMSO）
に転溶させて濃縮サンプルを得た。 

 得られた濃縮サンプルを曝気水道水に溶
解させたものを試験水とした。元の水中濃度
に対する疎水性有機物の濃縮倍率は最大 40

倍である。毒性試験は，OECD テストガイド
ライン No.202，急性遊泳阻害試験の方法に
準じて行った。生後 24 時間以内の幼体を 1

容器に 5 頭ずつ入れ，4 容器，20 頭を 1 群と
して試験を行った。給餌なしで 48 時間後の
遊泳阻害率を求めた。 

 

４．研究成果 

(1) 繁殖試験法の確立 

表１に河川水の水質測定結果を示す。信濃
川本流の 3 河川水の電気伝導率と DOC には
大きな違いがなかったが，支流のサンプルは
両者ともに本流と比べて高かった。図１に繁
殖試験での累積産仔数の推移を，表２に繁殖
試験の最終結果を示す。対照区において親個
体の生存率が 80％以上（100％），平均産仔
数が 60 頭以上（62.2 頭）であり，OECD の
試験成立条件を満たしている。河川水サンプ
ルにおいても親個体の死亡は全く見られな
かった。さらに，平均産仔数が 57.2～65.0

頭であり，対照区と同等であった。なお，有
意差検定においては，S-1 では対照区と有意
な差が認められる結果となったが（p<0.05），
平均産仔数の低下率は 9％に過ぎず，その影
響は小さいものと考えられる。さらに，全て
の河川水サンプルにおいて，対照区と比較し
て親ミジンコの成長や挙動，初産日を含めた



 

 

産仔時期にも明確な違いはみられなかった。 

今回の結果から，河川水の DOC が 1～3 

mg/L のレベルにおいては，その値の変化に
よって産仔状況に影響を及ぼすことはない
ことが示された。また，予備的検討の結果，
対照区において試験水の硬度および電気伝
導率のレベルが大きく異なっても（硬度で 35，
160 mg/L as CaCO3），産仔状況に影響は殆
どみられなかった。したがって，通常の水質
特性を示す河川水に対する長期的な生態毒
性評価手法としてオオミジンコ繁殖試験が
適用できる可能性が示された。 

 

(2) 繁殖試験データの蓄積と健全性評価 

 その後に行った，近郊の信濃川本流の地点，
支流の地点の河川水サンプルによる実験に
ついて，繁殖試験の結果例として，同一のサ
ンプルを用いて新規試験を同時に行った実
験における結果を表３，表４に示す。 

 表３に示した実験時では，対照区および河
川水サンプルにおいて親個体の死亡は全く
見られなかった。一方，平均産仔数では，本
流の S-2地点と支流の B-1地点では対照区と
有意差がみられなかったが，他の支流地点
B-2 では対照区と比べて 16％減少し有意差
もみられたことから，明確な長期毒性を示す
ことが分かった。なお，親ミジンコの挙動の
違いは確認できなかったが，試験終了時の平
均体長は他サンプルでは 3.9～4.0mmであっ

たのに対して，S-2 では 3.6mm と，成長も影
響を受けたことが認められた。 

 次に，表４に示した実験時においても，親
個体の死亡は全く見られなかった。平均産仔
数は，本流の S-2 地点と支流の B-3 地点では
対照区と有意差がみられなかったが， B-2

では今回も有意差がみられ 10％の減少率を
示し，時期が異なっても（採水時期は 9 月お
よび 7 月）長期毒性を示すことが分かった。
一方，試験終了時の平均体長は 3.9mm と，
他サンプル（3.8～4.0 mm）の範囲内であっ
たことから，産仔数の低下と成長の抑制は必
ずしも関連しないことが明らかとなった。 

 上記以外の時期に実施した繁殖試験の結
果も含めての水質健全性の評価では，信濃川
本流の河川水では地点・時期に関わりなく影
響が小さかったことから，水質健全性が高い
ことが分かった。一方，支流の地点では，上
記のB-2地点では他の異なる時期にも影響が
みられたが，他の地点では概ね影響が小さか
った。水質項目との関連性については，支流
の地点では本流よりも EC と DOC が高い場
合が殆どであったが，支流において EC ある
いは DOC と毒性の間に相関関係は認められ
なかった。 

 

(3) 繁殖試験と新規毒性試験の結果比較 

 新規試験において，濃縮サンプルの実験系
列は 20 倍，40 倍の 2 段階に設定した。その
結果，6 サンプルの中の 3 サンプルでは 20

倍，40 倍ともに遊泳阻害率が 0％であったが
（対照区についても全て 0％），他の 3 サンプ
ルでは濃縮倍率の増加に伴って遊泳阻害率
が増加し，その量-反応関係から 40 倍におけ
る遊泳阻害率を算出した。一方，繁殖試験に
おいては対照区と比較した産仔数減少率で
毒性を評価した。図２に両者の関係を示す。
表３に繁殖試験の結果を示した系列を実験 1，
表４に繁殖試験の結果を示した系列を実験 2

としている。 

 両者の関係から，異なる時期の結果をまと
めると明確ではないが，同一時期における実
験結果からは，新規毒性試験における 48 時

 表３  繁殖試験の結果-2

サンプル 生存率 (%) 平均産仔数 有意差検定

対照区 100 68.8 (SD = 3.6,  n = 5) －

S-2 100 65.0 (SD = 4.0,  n = 5) p>0.05

B-1 100 62.0 (SD = 7.6,  n = 5) p>0.05

B-2 100 57.6 (SD = 7.9,  n = 5) p<0.05

 表４  繁殖試験の結果-3

サンプル 生存率 (%) 平均産仔数 有意差検定

対照区 100 100.4 (SD = 9.0,  n =5) －

S-2 100 95.0 (SD = 11.6,  n = 5) p>0.05

B-2 100 90.2 (SD =8.9,  n = 5) p<0.05

B-3 100 92.6 (SD =12.3,  n = 5) p>0.05

 表１  河川水の水質

地点 pH EC (μ S/cm) DOC (mg/L)

S-1 7.43 131 1.07

S-2 7.48 130 1.27

S-3 7.52 131 1.11

B-1 7.30 144 2.48

 表２  繁殖試験の結果-1

サンプル 生存率 (%) 平均産仔数 有意差検定

対照区 100 62.2 (SD = 2.4,  n = 10) －

S-1 100 57.2 (SD = 3.4,  n = 5) p<0.05

S-2 100 62.8 (SD = 6.1,  n = 5) p>0.05

S-3 100 65.0 (SD = 9.4,  n = 5) p>0.05

B-1 100 62.6 (SD = 6.7,  n = 5) p>0.05



 

 

間後の遊泳阻害率と繁殖試験における産仔
数減少率の間に明確な正の相関関係が認め
られることが分かる。したがって，長期毒性
を短期間で評価するための本短期試験の有
用性が示された。また同時に，疎水性有機物
が長期毒性に寄与していることも裏付けら
れたと考えられる。 

今後，本短期試験を，特に生態系保全が求
められている流域の河川水に適用して，河川
水の水質健全性レベルのデータを蓄積して
いくことが期待される。 
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