
Ⅰ　はじめに
ミジンコ（Daphnia  属）は，動物プランクトンとして

池や湖に生息している小型の甲殻類であり，水中の生態
系のキーストーン種である。環境条件が良いと，雌が同
一の遺伝子をもつ雌を産出する単為生殖によって繁殖
している。しかし，環境条件が悪化すると，単為生殖
から有性生殖へと切り替える。この有性生殖によって，
Daphnia は遺伝的な多様性を生みだすことができ，劣悪
な環境にも適応することができると考えられている。有
性生殖によって硬い殻（卵鞘）に包まれた休眠卵が産出
される。この殻により休眠卵は低温や干ばつなどの環境
でも耐えることができ，再び良い環境に変化すると何ら
かのシグナルを感知して孵化する（Doumont and Negrea 
2002 ,Caceres et al.2007）。また，Daphnia は産まれてから
死ぬまでの間の産仔数や産仔間隔などは環境の影響を
受けやすいことも報告されている（Toyota 2019）。

Daphnia  の ラ イ フ サ イ ク ル に つ い て は，D. pulex  
（Hiraike strain）とD. similis  （Hiraike strain）の 2 種につ

いて報告されており，いずれの種も 20℃で最も産仔数
が多く，体長も大きくなった （笠原ら 2018）。また，こ
れらの種はミトコンドリアの DNA 解析により， D. pulex

（Hiraike strain）は，D. pulex ×D. pulicaria  の雑種である
こと，D. similis（Hiraike strain）はD. sinensis であるこ
とが報告されている （佐田 2019）。 

D. pulicaria は日本では 1999 年に滋賀県琵琶湖に突如
として現れた種であるが，本来はアメリカ北部やカナダ
の池や湖で多くみられる種である（Urabe 2003）。アレ
シュアッシュ湖（アメリカ，ウィスコンシン州）で採
取されたD. pulicaria  を用いた，3℃と 22℃の温度条件と
日光の有無の条件との掛け合わせによる比較実験では，
遊泳様式の変化が報告されている （Ziarek 2011） 。また，
餌の種類がライフサイクルに影響を与えることも報告
されている （Nagata 2018 ）。

D. pulex に関しては，アメリカ北部やカナダの池や湖
でよくみられる種であり，日本でも全国各地の池や湖で
見られる種である（Ueno 1971）。しかし，兵庫県で採取
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し，形態的にD. pulex と思われた種を遺伝子解析すると
すべてが雑種であることが確認され（佐田 2019），純粋
なD. pulex の生息は不明のままである。本研究で用いた
D. pulicaria × D. pulex は兵庫県の各地の池で確認されて
いる。

そこで，D. pulicaria × D. pulex を用いて，まだ明らか
になっていないライフサイクルを決定するとともに，生
存率や総産仔数などの生育最適条件を他種と比較する
ことにより，教材としての有効性を検討することを目的
とした。

Ⅱ　材料と方法
A　実験材料

本 研 究 に 用 い た D. pulicaria × D. pulex は 北 緯
34.85ʼ56”，東経 134.59ʼ56” に位置する兵庫県揖保郡太子
町広阪の向池にて採取し（佐田 2019），1 匹の雌由来の
クローンを研究室で継代飼育したものである（図１）。

B　実験方法
（1）継代飼育

実験で使用したミジンコは，OECD （Organisation for 
Economic Cooperation and Development ; 経済協力開発機
構）テストガイドライン 211 のミジンコ急性遊泳阻害
実験における Elendt M4 （M4 飼育液）（OECD  2012）を
用いて， 実験室内で継代飼育した。 餌として生淡水濃
縮クロレラω（有限会社日海センター）を 50 ml の飼育
水につき 1 μ l 与え，室温 20 ℃の培養室で光周期は長
日（ 14 時間明： 10 時間暗 以下 L14：D10 と記す），光
量 1750 lx の条件下で飼育した。飼育容器は 50 ml 遠心
チューブ （IWAKI） を用いた。 

（2）ライフサイクル決定のための個別飼育
50 mL の M4 飼育液で満たした 50 ｍ L 遠心チューブ

に成熟個体を数匹入れ，そこで産仔された 24 時間以内
の仔虫を実験に使用した。

ライフサイクル決定のための飼育は，50 mL 遠心
チューブに 1 匹のみを入れた個別飼育で行なった。温度
条件は 15 ℃，20 ℃，25 ℃，30 ℃とし，日長条件と光
量は継代飼育のときと同じ条件で行なった。各温度条
件について 12 個体を用い，25 日間の飼育観察を行いラ
イフサイクルを決定した（図２）。また，最長寿命を確
認するために，各温度条件で観察期間以降も最後の一
匹が死ぬまで飼育および観察を続けた。また，実験条件
をそろえるためにエコノミー人工気象器（LH-40CCFL-
TMDT，日本医化機械製作所）を用いた。

（3）餌やりおよび脱皮殻と仔虫の分離法
50 ｍ L 遠心チューブの内容物（飼育液，ミジンコ仔

虫，脱皮殻など）をすべて直径 95 ｍｍのガラスシャー
レに開け，ミジンコだけを別の M4 飼育液で満たした
50 ｍ L 遠心チューブへスポイトを用いて移し，そこに
クロレラを加えることで餌やりとした。クロレラは M4
飼育液50 ｍLに対して1μL与え，これを2日に1回行っ
た。また，この時に脱皮殻を採取し 2 ml マイクロチュー
ブに入れ 99.5％エタノールで固定し，冷蔵庫で保存した。
最後にシャーレ内に残った仔虫の数をカウントした。

（4）脱皮殻の測定方法
99.5％エタノール中で保存していた脱皮殻をスライド

ガラスに載せ，キムワイプで水分を取り除いた後，生
物顕微鏡（CX21-HKS, オリンパス）で観察し，iPhone8

（Apple）で写真を撮影した。撮影した写真をフリーソフ
ト ImageJ（Wayne Rasband（NH））を用いて脱皮殻の胴
体長を測定した。胴体長の測定部位は笠原ら（2018）の
方法を参考にした。胴体長からの体長の換算は，ミジ
ンコが 1 匹の親個体由来のクローンという点を踏まえ，
その親の体長と胴体長の比から算出した。

（5）ライフサイクルの決定について
D. pulicaria  × D. pulex のライフサイクルを決定する

ために光周期 （L14:D10），光量（1750 lx），温度 15 ℃，
20 ℃，25 ℃，30 ℃の 4 条件下で各 12 個体を個別に飼
育し，生存率，生存日数，総産仔数，産仔回数，平均産
仔数，産仔間隔，脱皮回数，胴体長の測定，成長速度に
ついて調べた。

図 １　兵庫県揖保郡太子町広阪の向池にて採取された 
 D. pulicaria × D. pulex （♀）

　スケールバーは，1 mm を示す。
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図１ 兵庫県揖保郡太子町広阪の向池にて採取された D. pulicaria x D. pulex （♀）
スケールバーは，1 mm を示す。

図 ２　ライフサイクル決定のための温度条件
　光量は 1750 lx に設定した。
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Ⅲ　結果
（1）生存率と最長生存日数について

各飼育温度条件下での生存率を図３に示す。25 日の
飼育期間で最後まで生存していたのは，15 ℃，20 ℃，
25 ℃であった。また各条件で生存率 50 ％以下になった
飼育期間は 15 ℃では 25 日目，25 ℃では 19 日目，30 ℃
では 9 日目であった。20 ℃条件は 50 ％を下回らなかっ
た。15 ℃では 12 個体中 6 個体，20 ℃では 12 個体中 9
個体，25 ℃では 12 個体中 5 個体が生存していた。30 ℃
では 25 日までに 12 個体すべてが死亡した。30 ℃では
もっとも長く生存した個体でも 13 日間であった。生存
率の高いものから温度条件を並べると 20 ℃ > 15 ℃ > 25 
℃ > 30 ℃であった。また，15 ℃，20 ℃，25 ℃，30 ℃
の 4 つの温度条件での最長生存日数はそれぞれ，51 日，
61 日，41 日，13 日であり，20 ℃ > 15 ℃ > 25 ℃ > 30 ℃
の順であった。

（2）総産仔数について
25 日間の飼育期間中すべての温度条件で産仔が確認

できたが，30 ℃では 1 回のみ 1 個体が 3 匹を産仔した
だけだった。それ以外の温度条件では複数回の産仔が確
認できた。総産仔数の平均は 15 ℃では約 70 匹，20 ℃
では約 115 匹，25 ℃では約 12 匹となった（図４）。温
度と総産仔数について t 検定を行った結果，15 ℃と 20 
℃，20 ℃と 25 ℃，25 ℃と 30 ℃，15 ℃と 25 ℃の間で
p < 0.01 で有意差が見られた。総産仔数が多いものから
並べると，20 ℃ > 15 ℃ > 25 ℃であった。

（3）産仔回数，平均産仔数，産仔間隔について
平均産仔回数に関して，20 ℃では約 8 回の産仔が確

認され最も多い結果となった。15 ℃では約 4 回，25 ℃
では約 3.6 回の産仔であった。30 ℃では 1 個体のみが
1 回の産仔を行った（図 5）。温度と産仔回数について t
検定を行った結果，15 ℃と 20 ℃，20 ℃と 25 ℃，25 ℃
と 30 ℃の間で p ＜ 0.01 で有意差が見られた。しかし，
15 ℃と 25 ℃では有意差が見られなかった。

一回当たりの平均産仔数を図 6 に示す。温度依存的
に 1 回あたりの平均産仔数は減少していることがわか
る。温度と平均産仔数について t 検定を行った結果，20 
℃と 25 ℃の間で p ＜ 0.01 で有意差が見られた。

平均産仔数に関してはその推移を図７に示した。15 
℃と 20 ℃では他の条件よりも多く産仔が行われ，両条
件ともに 2 回目と 6 回目にピークがありその間の 15 ℃
では 5 回目に，20 ℃では 4 回目に一度大きく産仔数が
減った。その後再び産仔数が増えた。

また，産仔間隔に関しては，20 ℃が最も短い 4.1 日と
なった。15 ℃では 7.1 日，25 ℃では 9.9 日となり，20 
℃ ＜ 15 ℃ ＜ 25 ℃で産仔間隔が短かった（図８）。温度
と産仔間隔について t 検定を行った結果，20 ℃と 25 ℃
の間で p < 0.01 で有意差が見られた。

　　図 ３　各温度における生存率
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　　図 ４　各温度における総産仔数
　　　�バーは標準偏差を示す。＊ t 検定の結果 , 
　　　p ＜ 0.01 で有意な差が見られた。
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図４ D. pulicaria x D. pulex の各温度における総産仔数
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（4）脱皮回数と胴体長について
Daphnia は環境の変化に伴って，頭部，殻刺の長さが

変化することが知られているため（花里 1998），全長で
はなく胴体長を測定することでD. pulicaria × D. pulex
の成長を調べた。胴体長は，餌やりの際に採取した脱
皮殻を測定することで調べた。25 日間の脱皮殻の大き
さを調べた結果，1 回目の脱皮殻の平均は 15 ℃が約 0.91 
mm，20 ℃が約 1.42 mm，25 ℃が約 0.87 mm であった。
30 ℃は 1 個体が 1 回だけ脱皮をしたが，保存の状態が
悪く測定することができなかった。脱皮回数を重ねる
ごとに胴体長も大きくなり，15 ℃，20 ℃，25 ℃ではそ
れぞれ，最高で 10 回，9 回，11 回の脱皮をした。また，
6 回目，9 回目 10 回目まで脱皮殻が大きくなった（図９）。
最終的な胴体長を比較すると，20 ℃ > 15 ℃ > 25 ℃の順
に胴体長が大きかった。

（5）成長速度について
孵化後，初めての産仔までに要する期間（成長速度）

は，15 ℃では約 14.5 日，20 ℃では約 10.8 日，25 ℃で
は約 15 日，30 ℃では 1 個体のみの記録であるが 9 日で
あり，20 ℃で成長が最も速かった（図 10）。t 検定を行っ
たところ， 15 ℃と 20 ℃，20 ℃と 25 ℃の間で p < 0.05
で有意な差が見られた。しかし，15 ℃と 25 ℃では有意
な差が見られなかった。

（6）20 ℃でのライフサイクルについて
D. pulicaria × D. pulex のライフサイクルの概要を表 1

に示す。20 ℃での飼育が生存率，産仔数が最も高く最
適条件であった。最適温度の 20 ℃では，孵化後約 11 日
間で成長し，仔虫を産出するようになる。産仔は約 4 日
の間隔で行われ，1回で約11個体の仔虫が産み出される。
1 個体の総産仔数は 115 匹であり，胴体長は 2.5 ｍｍま
で大きくなり，最長寿命は 61 日間であった（図 11）。
長日（L14:D10）の場合，温度を変えても休眠卵を産出
することはなく，単為生殖のみで繁殖した。

　

　　図 ７　平均産仔数の推移
　　　バーは標準偏差を示す。

　　図 ８　各温度における産仔間隔
　　　�バーは標準偏差を示す。＊ t 検定の結果，
　　　p ＜ 0.01 で有意な差が見られた。

　　図 ９　各温度における胴体長の推移
　　　バーは標準偏差を示す。

　　図 １０　各温度における成長速度
　　　バーは標準偏差を示す。＊ t 検定の結果，
　　　p ＜ 0.05 で有意な差が見られた。

15℃ 20℃ 25℃ 30℃

生存率50％ 25日目 25日以上 19日目 9日目

胴体長(最大値) 2.1 mm 2.5 mm 1.7 mm 測定不可

体長(最大値) 2. 8 mm 3.2 mm 2.2 mm 測定不可

総産仔数(平均) 69匹 115匹 12匹 3匹
(1個体のみ)

平均産仔回数 4回 8回 3.6回 1回
(1個体のみ)

平均産仔数 13匹 11匹 5匹 3匹

産仔間隔 7日 4日 10日 記録なし

成長速度
(産仔を開始するまでにかかった日数)

15日 11日 15日 9日
(1個体のみ)

生存日数(最長記録) 51日 61日 41日 13日

脱皮回数(最大) 10回 9回 11回 1回

表１ D. pulicaria x D. pulex の各温度条件下でのライフサイクルの概要

表１
表 １　D. pulicaria × D. pulex の各温度条件下でのライ

フサイクルの概要
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Ⅳ　考察
兵庫県の各所で採取が可能なD. pulicaria ×D. pulex

のライフサイクルを 4 つの温度条件で比較検討した。
D. pulicaria ×D. pulex の生存温度範囲に関して，15 ℃，

20 ℃，25 ℃，30 ℃のいずれの条件でも 10 日以上生存
することができた。しかし，30 ℃で産仔した個体が 1
個体であったことから，D. pulicaria ×D. pulex の生存温
度範囲の上限として 26-29 ℃が考えられる。これは，吉
田（2015） による，D. pulex の生存範囲の上限 ,  26-29 ℃
とほぼ一致した。本研究では最も低い温度で 15 ℃を設
定したが， Ziarek（2011）によると，アメリカのウィス
コンシン州のアレクアッシュ湖では 3-22 ℃の水温でも
D. pulicaria  が生息していることが報告されている。この
ことからD. pulicaria ×D. pulex の下部限界は 15 ℃より
もさらに下にあると考えられる。

これまでに兵庫県の各地で採取が可能な 2 種類の
Daphnia の 20 ℃条件下でのライフサイクルが明らかと
なっており（笠原ら 2018），その 2 種類のDaphnia は遺
伝子解析と休眠卵の観察により，D. pulex ×D. pulicaria
とD. sinensis に同定されている（佐田　2019）。本研
究のD. pulicaria ×D. pulex のライフサイクルとの比較
を表 2 に示す。生存率 50 ％を 25 日以上維持できるの
は，D. pulicaria × D. pulex と D. sinensis で あ る。 体 長
はD. sinensis が最も大きく 4.0 mm に達した。総産仔数
はD. pulicaria ×D. pulex とD. pulex ×D. pulicaria が同
じ 115 匹で最も多かった。平均産仔数はD. pulicaria ×
D. pulex と D. pulex ×D. pulicaria  が同じ 11 匹で最も多
かった。産仔間隔についてはD. pulex ×D. pulicaria が 
2.5 日と最も短かった。成長速度と生存日数に関しては 
D. sinensis が 7.8 日と 62 日と最も長い結果となった。20 
℃環境では 3 種とも 1 か月以上生存し，100 匹以上を産
仔することがわかる。

D. pulicaria × D. pulex と D. pulex × D. pulicaria は と
もにD. pulicaria  とD. pulex との雑種であるが，母系が
異なっている。その母系違いによるライフサイクルを比

較すると，総産仔数と平均産仔数の結果に違いが見ら
れない（表 2）。反対に，体長と産仔間隔，生存日数に
違いが見られる（表３）。体長はD. pulicaria ×D. pulex
がD. pulex ×D. pulicaria より大きく育ち，産仔間隔は
D. pulicaria ×D. pulex が 4.1 日に対して，D. pulex ×D. 
pulicaria は 2.5 日と短く，生存日数はD. pulicaria ×D. 
pulex がD. pulex ×D. pulicaria よりも約 1.4 倍も長く生
き る。D. pulicaria × D. pulex は D. pulex × D. pulicaria  
よりも長く生存するが，産仔間隔が長いため最終的な総
産仔数に差が見られなかった。これらのことから，母
系の種がD. pulicaria  か D. pulex かによって，ライフサ
イクルに差が生まれることが明らかとなった。そして，
この２種の総産仔数には変化がないことから，長く飼
育観察をしたい場合にはD. pulicaria ×D. pulex を，短
い期間で大量のミジンコを用いる場合はD. pulex ×D. 
pulicaria を飼育することが望ましいと考えられる。

しかし，本研究の日長条件は 24 時間 20 ℃で一定の温
度条件であったことから，昼間と夜間の温度差を考慮し
ていない。今後の課題として，昼と夜の温度差を設定す
ることでさらに詳細なミジンコのライフサイクルが解
明されるのではないかと考える。また，D. pulicaria ×D. 
pulex やD. pulex ×D. pulicaria , D. sinensis が同時に生息
する場合，どのような動態を示すのか今後検討する必要
がある。
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