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研究成果の概要（和文）：既存の毒性試験と結果を直接比較できる新たなマイクロコズム試験系を開発し，個
体，個体群，群集レベルでの統一的な評価法を確立することを目的とし，研究を行った．マイクロコズム試験系
の構成生物は，生態影響評価の標準試験生物として用いられるムレミカヅキモとオオミジンコとした．毒性影響
の指標（エンドポイント）としては「群集の動態」とすることで，既存の毒性試験結果との比較が可能であっ
た．ただし，化学物質の作用パターン（どの生物に強く作用するか）の違いによって，種レベルと群集レベルで
結果が大きく異なることがわかった．

研究成果の概要（英文）：Risk assessments of the chemicals are conducted using reference indexes of 
toxicity estimated by species-level laboratory tests and/or micro-/mesocosm community-level studies.
 Although, the existing micro-/mesocosm communities are structurally too complicated, and thus it is
 difficult to compare the experimental results directly with those from species-level tests. Here, 
we developed a procedure of a simple bi-trophic microcosm experiment which contains the common 
species for testing chemical toxicities. This simple microcosm system would be an applicable tool to
 estimate the disturbing impacts of pollutants on plant-herbivore interactions, and linking the 
species- and population-/community level risk assessments in the future studies.

研究分野：生態学，生態毒性学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（１）種レベルの評価と群集レベルでの評価 

わが国では，有害化学物質の影響を評価す
る際，標準試験生物を用いた種レベルの試験
で得られた毒性値（PNEC）を指標としてい
る．欧州では，様々な生物種の試験データか
ら「影響を受ける種の割合」を算出し，全体
の 5％の種が影響を受ける濃度（HC5）を基
準値とした評価を行っている．群集レベルで
の評価手法としては，マイクロコズムやメソ
コズムを用いた実験が行われるが，種レベル
試験と異なる結果が得られることも多い．こ
のような矛盾は，群集実験における生物間相
互作用（競争・捕食－被食など）や個体群の
回復速度の種間差，休眠卵（休眠細胞）から
の孵化（発芽）などの効果によると考えられ
ている．そのため，実際の生態系を想定した
生態影響評価を行う際は食物網を考慮に入
れた詳細な検討が不可欠である． 

ただし，実際に野外で「直接影響（生存，
増殖への影響）」が観察されるほど高濃度の
汚染が起こる事例は少ない．従って，低濃度
の化学物質が生物間相互作用・生態系機能へ
与える影響を評価する必要がある． 

 

（２）標準試験生物を主要構成種としたマイ
クロコズムの開発 

現行の種（個体）レベル試験から得られる
エンドポイントと直接比較できる群集レベ
ルの標準的なエンドポイントは定められて
いない．マイクロコズムやメソコズムなどの
試験ガイドラインは OECD（草案），US EPA

（OPPTS 850. 1900），ASTM International

（E1366-11）などが公表している．例えば US 

EPAのプロトコルに沿う場合，10 種の藻類と
5 種の水生動物が必要なるため，小規模の試
験機関ではすべての生物を維持・管理しなが
らの実施が難しい．  

 

（３）食物網を考慮したリスク評価 

マイクロコズムやメソコズム実験では，各
生物の現存量と水質のモニタリングが行わ
れる．ほぼ全ての研究において，多変量解析，
統計モデルもしくは数理モデルを用いるこ
とで，一次生産量，個体群動態，群集構造，
絶滅確率などをエンドポイントとした評価
がなされている．しかし，これらの方法では
各生物が生態系内でどのようなニッチを占
め，どのような機能的役割（例えば，食物網
における重要度）を担っているのかを把握で
きない．  

 

２．研究の目的 

本研究では，「食物網を考慮した化学物質
の生態影響評価手法を確立する」ため，以下
の４点を達成目標とした． 

（１）「現行の毒性試験と直接比較できる」
新たなマイクロコズム系を開発する． 

（２）低濃度曝露による生物間相互作用の撹
乱影響を定量的に評価する． 

（３）食物網を考慮し，生態系機能（一次生
産量，食物網構造，高次消費者の成長量）を
エンドポイントとした新しい評価法の提言． 

（４）既存の評価基準（PNEC や HC5）と，
生態学的視点を取り入れた本研究の評価基
準との比較． 

 

３．研究の方法 

研究期間は平成 26 年 4 月から平成 28 年 3

月までの 3年間であり，期間中に（１）藻類
とミジンコを主とするマイクロコズムを開
発し，（２）農薬や重金属による各生物の生
存，再生産，生物間相互作用への影響と生態
系構造・機能への評価を行った． 

 

（１）マイクロコズムの開発 

 マイクロコズムは，どのような試験機関で
も実施可能な単純な構造とした．構成種とし
て，毒性試験の標準試験生物である藻類（ム
レミカヅキモ Pseudokirchneriella subcapitata），
ミジンコ（オオミジンコ Daphnia magna）を
用い，系が 1 ヶ月程度，安定的に保たれるこ
とを目指し，容器の容量，各生物の初期密度，
投入のタイミング等の検討を行った．飼育水
には，動・植物プランクトンを同時に培養で
きる COMBO培地を用いた． 

 

（２）農薬や重金属による各生物の生存，再
生産，生物間相互作用への影響 

 

①マイクロコズムを用いた殺虫剤，除草剤，
重金属の影響評価 

殺虫剤（フェニトロチオン），除草剤（シ
メトリン），重金属（銀ナノコロイド）を対
象に，従来の種レベル試験から得られる指
標値と本研究で開発したマイクロコズム試
験から得られる結果を比較した．  

 

②餌閾値レベルに対する殺虫剤の影響 

カブトミジンコ（D. galeata）およびスカ
シタマミジンコ（Moina micrura）を対象に，
個体群の餌閾値レベルに対する殺虫剤の影
響を調査した．この検証のため，殺虫剤フ
ェニトロチオンの曝露（1 g L-1）または無
曝露の環境下で内的自然増加率が 0になる
ときの餌濃度の値を推定した． 

 

③水槽レベルマイクロコズムを用いた検証 

20 L（2栄養段階）及び 300 L容量（魚を
加えた 3栄養段階）の系での実験を行い，
フラスコレベル試験系と同様の結論が得ら
れるかを確かめた． 

 

４．研究成果 

（１）マイクロコズムの開発 

① クロレラとムレミカヅキモの有機炭素量
の比較 

動物プランクトンの飼育で一般的に使用
されるクロレラ（Chlorella vulgaris）と，本研
究で使用するムレミカヅキモの細胞当たり



有機炭素含有量を比較し，マイクロコズムに
おけるムレミカヅキモの初期細胞密度を決
定した． 

炭素量の測定を行ったところ，ムレミカヅ
キモの細胞サイズ（約 10 μm）はクロレラ（約
2 μm）より 5倍程度大きいが，細胞あたりの
有機炭素含有量はクロレラがムレミカヅキ
モより高いことがわかった（図 1）．この結果
から，1.0  105 cells mL-1 のクロレラに相当す
るムレミカヅキモの密度は 2.6  105 cells 

mL-1と算出された． 

図 1．クロレラとムレミカヅキモの細胞密度
と有機炭素含有量の関係． 

 

ただし，細胞内の炭素含有量がそのまま餌
としての質の高さを表すわけではない．藻類
細胞あたりのリン含有量は水中のリン酸態
リン濃度に依存し，細胞内の C：P 比は環境
に応じて変化する．水中のリン酸態リン濃度
が低い環境で藻類を培養すると C：P 比が低
くなり，それを摂食するミジンコの成長や増
殖率が低下することが知られている．とは言
え，炭素は生物体を構成する重要な元素であ
り，餌の量を炭素重量に換算することで多く
の先行研究と同様に餌の過不足の指標とし
て判断することができる．これらの結果から，
マイクロコズム試験系におけるムレミカヅ
キモの初期密度をオオミジンコの成長・増殖
に十分な 5  105 cells mL-1 が望ましいと判断
した． 

 

②オオミジンコの初期個体群の条件選定 

マイクロコズム実験系においてオオミジ
ンコ初期個体群を構成する成体と仔虫の比
率を変えて比較したところ，実験期間中に処
理区間で pH や DO の変動パターンに大きな
違いは認められなかった（図 2a, b）．ムレミ
カヅキモの細胞密度は，オオミジンコの増殖
と同調して低下し，day 18 以降はどの処理区
においても上昇した（図 2c）．実験終了時の
オオミジンコ密度は「仔虫」で他の処理区よ
り 2倍以上高かった（図 2d, e）． 

pH がすべての処理区で day 24 以降に上昇
したのは，ムレミカヅキモの密度がその時に
大きく上昇したためであると考えられる．DO

はムレミカヅキモの密度が高くなるにつれ
て低下したが，これはオオミジンコの生存や
増殖に影響を与えるほどではなかった．また，
水質測定とサンプリングは，全て DO が最も

低くなる暗期（明期に切り替わる 1-2時間前）
に行ったため，実験期間中に酸欠でオオミジ
ンコの生存や増殖が影響されたということ
は考えにくい．オオミジンコ個体群について
は，すべての処理区において実験期間中に 2

世代目のオオミジンコによる産仔は認めら
れなかったため，オオミジンコ密度は初期導
入個体による再生産によってのみコントロ
ールされていたと考えられる． 

図 2．実験期間中の水質と各生物密度の変化
（mean  SD）． 

 

 系の安定性の指標の 1つである密度の最大
振幅（log10 (max/ min)）は，ムレミカヅキモ
で「仔虫」の処理区で他の 2 つよりも低くな
ったが（p < 0.05, Tukey-Kramer test），オオミ
ジンコについては処理区間で有意な違いが
認められなかった（p > 0.05, Kruskal-Wallis 

test; 図 3a, b）．最大振幅が大きいということ
は，確率論的に密度がゼロになるリスク（全
滅のリスク），もしくは餌の食いつくしによ
って消費者の個体群が崩壊するリスクが高
くなることを意味する．変動係数（CV）につ
いても同様に，全滅のリスクを示す指標とな
るが，ムレミカヅキモ密度については「成体」
の処理区で高くなる傾向があった（p < 0.05, 

Tukey-Kramer test; 図 3c, d）．試験期間中の最
低密度はムレミカヅキモとオオミジンコの
どちらにおいても「仔虫」の処理区で高くな
った（p < 0.05, Tukey-Kramer test; 図 3e, f）．
これらの結果から，マイクロコズム試験系に
おけるオオミジンコ初期個体群は 1齢仔虫の
みによって構成されるものが望ましいと考
えられる． 

培地中の栄養資源が過多に供給される環
境下では，餌生物とその捕食者（植食者）の
個体群振動が極端に大きくなり，どちらか一
方，もしくは両者の絶滅が起こりやすくなる．
この現象は paradox of enrichment と呼ばれ，
室内での培養実験で頻繁に観察される．本研
究で用いた COMBO培地（P = 1.6 mg L-1, N = 

14.0 mg L-1）は一般的な湖水と比較して過剰
に高い窒素とリンを含み， paradox of 

enrichment が起こりやすい実験環境と言える．
本研究では，オオミジンコ初期個体群の齢組
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成に応じて系の安定性に大きな違いが生じ
たが，初期導入個体を 1齢仔虫のみとするこ
とで，系を 1 か月程度高いまま維持すること
が出来た． 

図 3．系の安定性の指標値と，オオミジンコ
初期導入個体群の例組成の関係． 

 

（２）農薬や重金属による各生物の生存，再
生産，生物間相互作用への影響 

 

①マイクロコズムを用いた殺虫剤，除草剤，
重金属の影響評価 

構築したマイクロコズムを用いて，殺虫剤
（フェニトロチオン），除草剤（シメトリン），
重金属（銀ナノコロイド）の影響を調べた． 

フェニトロチオンの最高濃度は 0.02 g L-1

（オオミジンコに対する 48-h EC50），シメト
リンの最高濃度は 5 g L-1（ムレミカヅキモ
に対する 72-h EC50）と設定した．銀ナノコロ
イドについては 30 g L-1（ムレミカヅキモに
対する 72-h EC50 やオオミジンコの内的自然
増加率に対する EC50と同程度）を最高濃度と
した．試験期間は 30 日間（銀ナノコロイド
は 14 日間）とし，ムレミカヅキモとオオミ
ジンコの密度，COMBO 培地の pH，溶存酸素
濃度（DO）の経時変化を調べた． 

 本研究における群集レベルでのエンドポ
イントは多変量解析の 1 つである PRC

（ principal response curve ） の canonical 

coefficient（ムレミカヅキモとオオミジンコの
個体群動態から計算）とし，ダネット検定に
よって対照区との違いをサンプリング日毎
に調べた． 

実験を行った結果，フェニトロチオンとシ
メトリンについては，最高濃度区でも有意な
影響が検出されなかった（図 4）．これは，個
体群動態に対する生物間相互作用と試験物
質の毒性影響の強さが相対的に異なるため
である．例えば，シメトリン曝露では 5 g L-1

でムレミカヅキモの増殖率が 1/2 になる．し
かし，オオミジンコによる摂食効果は相対的
に強く，数日で細胞密度が 1/10以下になった．
そのため，オオミジンコの存在下ではシメト
リンの毒性による両者の個体群動態への影
響が検出されにくくなったと考えられる．殺
虫剤フェニトロチオンについても，同様の理

由で影響が検出されなかったと考えられる． 

図 4．群集構造の動態に対する殺虫剤（右）
と除草剤（左）の影響． 図の右軸は species 

score で，canonical coefficient（左軸）の変化
に対する影響の寄与を表している． 

 

銀ナノコロイドについては 15 g L-1（ムレ
ミカヅキモへの 72-h EC10 やオオミジンコの
内的自然増加率に対する EC10と同程度）で有
意な個体群動態への影響が検出された（図 5； 

day 4 と day 6 で有意な影響）．また，30 g L-1

の曝露区では day 8 と day 10 以外のすべての
サンプリング日で有意な影響が検出された．
これは，銀ナノコロイドに対するムレミカヅ
キモとオオミジンコの感受性が同程度で，両
者が同じように直接的な毒性影響を受けた
ためだと考えられる．このように，化学物質
の作用パターン（どの生物に強く作用する
か）の違いによって，種レベルと群集レベル
で結果が異なることがわかった． 

 

 

 

 

 

図 5．群集構造の
動態に対する銀
ナノコロイドの
影響． 

 

 

 

②餌閾値レベルに対する殺虫剤の影響 

カブトミジンコおよびスカシタマミジン
コを対象に，個体群の餌閾値レベル（内的
自然増加率が 0になるときの餌濃度）に対
する殺虫剤の影響を調べた．その結果，カ
ブトミジンコの餌閾値レベルは曝露区で有
意に高くなったが，スカシタマミジンコで
は影響がみられなかった．これは，殺虫剤
に対する後者の感受性が低いためだと考え
られる．このように，ミジンコ種を用いて
生物群集や生態系への化学物質の影響を推
定する際は，生物の性質も有用なエンドポ
イントとなることがわかった． 

 

③水槽レベルマイクロコズムを用いた検証 

20 L（2栄養段階）及び 300 L容量（3栄
養段階）の系を用意し，硝酸銀の影響を調
べた． 
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20 L容量のマイクロコズム実験に用いた
植物プランクトンは富山県南砺市の桜ヶ池
から採集した群集である。植物プランクト
ン群集については，実験開始の 8日前に採
集し、屋外で全培養後，実験に用いた．動
物プランクトンとしてはフラスコレベル試
験系と同様にオオミジンコを用いた． 

300 L 容量の実験系では，植物プランク
トン，動物プランクトンとも，桜が池から
採集した群集を全培養後に使用した．また，
2 次消費者として魚（モツゴ Pseudorasbora 
parva，幼魚 2個体）の在・不在の処理区を
用意し，群集の食物連鎖長と硝酸銀の影響
を調べた． 

添加した硝酸銀の設定濃度は 8.0 Ag g 

L-1であり，これはオオミジンコの内的自然
増加率に対する EC50に近い値である．フラ
スコレベル実験系と同様に生物群集への影
響を多変量解析（PRC）により調べた．  

20 L（2 栄養段階）の実験系では，群集構
造に対する硝酸銀の影響は実験初期でのみ
検出され，その後は回復した（図 6；day 9 の
みダネット検定で p < 0.05）．300 L（3栄養段
階）の系では，モツゴ，硝酸銀ともに有意な
影響は検出されなかった（図 7）． 

図 6．プランクトンの群集構造の動態に対す
る硝酸銀の影響（20 L容量での実験）． 

図 7．プランクトンの群集構造の動態に対す
る魚と硝酸銀の影響（300 L 容量での実験）． 

また，一般化線形モデル（GLM）を用いて
各生物種に対する影響を調べたところ，20 L

の系では硝酸銀によるオオミジンコの密度
に対する負の影響が検出された．300 L の系
ではワムシ類や枝角類に対して硝酸銀と魚
類が正または負の影響を与えたことが分か
った（表 1）．このように，群集レベル実験の
エンドポイントとしては，群集構造よりも各
構成種の動態に対する影響のほうが感度良
く検出されることが分かった． 

 

表 1．GLM によって推定された，各測定項目
に対する硝酸銀，魚，日にちの効果（300 L

容量の実験）．表中の青字は正の効果，赤字
は負の効果を示す． 

 

（３）研究成果のまとめ 

本研究では，ムレミカヅキモとオオミジン
コを構成種としたシンプルなマイクロコズ
ムを構築した．構成種の個体群動態に対する
化学物質の影響を調べることで，得られた結
果は既存の種レベル試験結果（個々の種の行
動や成長，増殖への影響）と直接比較するこ
とが可能になる．化学物質曝露による群集レ
ベルでのエンドポイントとしては，「群集構
造」とすることで，既存の種レベル試験から
得られる指標値（EC50や NOEC，HC5等）と
の比較が可能である． 

ただし，前述のように，化学物質の作用パ
ターン（どの生物に強く作用するか）の違
いによって，種レベルと群集レベルで結果
が大きく異なりうる．このような現象は水
槽レベルでの実験においても確認された．
また，ミジンコ種を用いて生物群集や生態
系への化学物質の影響を推定する際は，生
物の性質も有用なエンドポイントとなるこ
とがわかった． 

本研究によって得られた成果のうち，マイ
クロコズムの構成や試験条件については，す
でに論文として出版されている．その他の結
果についても，現在論文執筆中または投稿中
である． 
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