
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する
が，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。
Daphniaの生殖様式には，有性生殖を行うことで休眠
卵を産出する循環単為生殖タイプと，有性生殖を行わず
単為生殖のみで休眠卵を産出する絶対単為生殖タイプが
ある。D. pulex（和名：ミジンコ）は絶対単為生殖タイプ
の個体群が存在することが分かっており（Crease et al.,
1989；Hebert et al.,1989），日本に生息する D. pulexは絶
対単為生殖タイプであるとされている（So et al.,2015）。
一方，D. similis（和名：タイリクミジンコ）グループに属
している D. sinensisについては絶対単為生殖タイプであ
るという報告がないため，循環単為生殖タイプであると

予想される。
Daphniaは性染色体による性決定を行わず，雌雄が同
一のゲノム情報を持っている。そのため，母体が何らか
の環境シグナルを受容することで性分化機構が働き雌雄
を産み分けている。近年，雄産仔に関する環境要因と性
分化機構についての報告がある。環境要因としては，日
長・温度・個体密度などについての報告がある。日長に
ついては，アメリカの West Trenton で採取された D.
pulex（WTN6 strain）が13時間明11時間暗（以下，L13:D11）
以上の長日条件下では雌を産仔し，L12:D12及び短日条
件下（特に，L10:D14）では雄を産仔することが報告され
ている（Toyota et al.,2017）。温度については，大阪の辻ヶ
池で採取された D. pulexを使用して，温度変化（２℃か
ら20℃，12℃・15℃から20℃）によって雄の産仔が誘導
されたことが報告されている（水野ら，1960）。個体密度
については，北イタリアの池の D. pulexの雄が高密度の
時期に出現したという報告（Rossi et al.,2014）や，D.
pulex（Iwaya strain）と D. sinensis（Hiraike strain）におい
て，高密度水による個別飼育で雄産仔が増加した（笠原
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ら，2019）という報告がある。また，複合的に条件が関
わっているものもある。D. magna（和名：オオミジンコ）
において，短日（L8:D16）と高密度の条件下が雄産仔を
誘導することが報告されている（Hobæk et al.,1990）。
アメリカで採取された D. pulex（WTN6 strain）は，短
日（L10:D14）で温度が低くなるほど雄産仔の割合が高
くなり，D. magna（NCSU1 strain）は短日（L10:D14）で
温度が高くなるほど雄産仔の割合が高くなることが報告
されている（Camp et al., 2019）。また，D. magnaに幼若
ホルモン（juvenile hormone：JH）を曝露すると，環境条
件に関係なく雄の産仔が誘導され（Olmstead and Leblanc，
2002），JH 合成の前駆体であるファルネソン酸メチル
（MF）の曝露によっても雄の産仔が誘導される（Toyota
et al., 2015）。D. pulex（WTN6 strain）を使用したメタボ
ロミクス解析により，雄産仔条件下では雌産仔条件下に
比べ５倍以上高い濃度でパントテン酸が蓄積しているこ
と（Toyota et al., 2016）や Protein Kinase Cが雄の産仔に
関与していることも報告されている（Toyota et al.,
2017）。
Daphnia のライフサイクルについては，D. pulex

（Hiraike strain）, D. sinensis（Hiraike strain）, D. pulicaria
（Mukaiike strain）について報告されているが（笠原ら
2018, 2021），これらは全て雌のライフサイクルであり，
雄のライフサイクルについては報告されていない。
本研究では，D. sinensisの雄産仔誘導条件および産仔
された雄のライフサイクルを明らかにすることを目的と
する。

II 材料と方法
A 実験材料
本研究に用いた D. sinensisは，兵庫県の北播磨地域に
位置する加東市東古瀬の平池公園（34°53'36.2"N，134°
57'20.2"E）で採取され，研究室で継代飼育されていたも
のである。
B 実験方法
⑴ 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50mlの飼
育水につき 1μ l 与え，室温20℃の培養室で光周期は
長日（L14：D10），光量1076lx の条件下で飼育した。
飼育容器は500ml広口 T型瓶（アズワン）を用いた。

⑵ 雌雄の判別
Daphniaの雌雄を判別する際には，頭部の吻及び第
一触覚の観察を行った（図１）。雌は吻が長く，第一触
覚は短いため，第一触覚は吻に隠れている。一方雄で
は，吻が伸びず，押しつぶされたような形をしており，
第一触覚は長いため，第一触覚が観察できる（Olmstead
and Leblanc, 2002）。これらの特徴を観察する際には，
Daphniaをプレス式血液反応板 近大式（東新理興）上
に移し，動きを制限するためパスツールピペット
（IWAKI）で水を抜き，双眼実体顕微鏡 SZ61-ILST-YIS
（OLYMPUS）を用いて前述の特徴を観察し，判別を
行った。

図１

A

B

図 1 D. sinensis (Hiraike strain) の雌雄の形態
赤い矢印は雄に特徴的な第一触角を示す。図１ D. sinensis（Hiraike strain）の雌雄の形態

A:雄，B:雌
赤い矢印は雄に特徴的な第一触角を示す。

⑶ パントテン酸曝露による雄産仔の誘導
① ５日齢の個体を用いた場合
産仔後すぐの Daphniaの仔虫は，成虫に比べて飼
育環境の影響を受けやすく，死亡率が高い。そこで，
産仔後24時間以内の仔虫を温度20℃，長日（L14;
D10）条件で５日間予備飼育した５日齢の個体を用
いた。パントテン酸の曝露条件として，常時曝露し
たもの，成熟直前（５，６齢）または成熟後（11，
12齢）に２日間曝露したもの，１日ごと，２日ごと
に曝露したものの５パターンとした（図２✔）。各
条件につき６個体を使用した。雌１個体をパントテ
ン酸濃度400μ Mの M4飼育水50mLが入った50ｍ
L遠心チューブ（IWAKI）に入れ，個別飼育した。
温度は20℃，日長は個別飼育では雄を産仔しない長
日（L14:D10）条件に設定した。２日に１回，毎回調
整したパントテン酸添加飼育水に水換えをする際，
クロレラ懸濁液を餌として1μ L与えた。パントテ
ン酸を添加しない時期には，M4飼育水を用いて飼
育を行い，飼育水の変更がない期間においても，２
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日に１回は新たな飼育水に水換えを行った。水換え
と同時に餌としてクロレラ懸濁液を，２日に１回水
換えを行う条件では１μ L，毎日水換えを行う条件
では0.5μ L与えた。調査項目は産仔数とその仔虫
の雌雄とした。

② １ヶ月齢の個体を用いた場合
継代飼育している個体から１ヶ月齢の雌個体を採
取して使用した。パントテン酸濃度および飼育方法
は上記①と同様である。条件として，温度20℃・光
量1750lx・長日条件（L14:D10または L13:D11）また
は短日条件（L10:D14）で飼育し，各条件下それぞれ
５個体ずつ調査を行った。L10:D14条件下での飼育
のみ，照明付インキュベーター FLI-2000A（東京理
科機器）内で行った。パントテン酸への曝露は，実
験開始から７日目まで行った（図２✕）。毎日，パン
トテン酸とクロレラ1μ Lを加えた飼育水と水換え
を行い，８日目以降は２日に１回，パントテン酸を
添加していない M4飼育水に水換えを行った。餌と
してクロレラ懸濁液を水換えの際に２μ L与えた。
飼育はパントテン酸曝露後20日目まで行った。生存
の確認，産仔の有無と雌雄の判別を調べ，調査後，
産仔された仔虫を取り除き継続飼育を行った。

図2

1ヶ月間予備飼育

7日間曝露

20日間継続飼育

(A)

(B)

L14:D10
L13:D11
L10:D14

日長
条件

図２ パントテン酸の曝露条件
(A) 予備飼育５日間，(B) 予備飼育１ヶ月間図２ パントテン酸の曝露条件

✔ 予備飼育５日間，✕ 予備飼育１ヶ月間

⑷ 日長条件による雄産仔の誘導
予備飼育後５日齢雌１個体を，M4飼育水50mLを入
れた50mL 遠心チューブで個別飼育した。温度は
20℃，日長は長日から短日まで，L13:D11，L12:D12，
L11:D13，L10:D14 と L10:D14（明期では20℃，暗期で
は15℃）の５パターンを設定した。この日長は兵庫県
内で実在する日長とした（図３）２日に１回新たに作
成した M4飼育水に水換えを行った。これと同時にク
ロレラ懸濁液１μ Lを餌として与えた。調査項目は

産仔数とその仔虫の雌雄とした。なお，調べ終わった
仔虫はチューブに戻さず，母体は常に１匹飼いとなる
ようにした。仔虫の雌雄を判別する際には，仔虫を99.
5％のエタノールで固定し，観察した。図３

図３ 神戸市の明時間の変化と平池の水温
神戸（北緯:34.6833° 東経:135.1833°）の明時間は，国立天文台HP（2017年10月調べ）
http://eco.mtk.nao.ac.jp/koyomi/dni/2017/m2901.htmlのデータより算出。
丸印は，北小池における野外調査で測定した水温を示す。

図３ 神戸市の明時間の変化と平池の水温
神戸（北緯:34.6833°東経:135.1833°）の明時間は，国立天文台
HP（2017年10月調べ）
http://eco.mtk.nao.ac.jp/koyomi/dni/2017/m2901.html のデー
タより算出。
丸印は，平池(北小池)における野外調査で測定した水温を示す。

図３

図３ 神戸市の明時間の変化と平池の水温
神戸（北緯:34.6833° 東経:135.1833°）の明時間は，国立天文台HP（2017年10月調べ）
http://eco.mtk.nao.ac.jp/koyomi/dni/2017/m2901.htmlのデータより算出。
丸印は，北小池における野外調査で測定した水温を示す。

⑸ 集団飼育による雄産仔の誘導
産仔後すぐの Daphniaの仔虫は，成虫に比べて飼育
環境の影響を受けやすく，生存率が低い。そこで，個
別飼育を行った後に集団飼育を行った。継代飼育して
いる集団から雌１個体を採取し，M4飼育水が50mL
入った50mL遠心チューブ（IWAKI）に入れ，個別飼育
ⓐを行った。個別飼育ⓐより産仔後24時間以内の仔虫
を１個体ずつ採取し，同様な方法で個別飼育ⓑを行っ
た。個別飼育ⓑより産仔後24時間以内の仔虫を本実験
に使用した。
予備飼育後の雌個体を，M4飼育水が50mL 入った
50mL遠心チューブ（IWAKI）に入れ，温度20℃・光量
1750lx・長日条件（L14:D10 または L13:D11）で43日間
飼育した。個体数は5・10・15・20個体に設定した。餌
として２日に１回クロレラ懸濁液を5μ L与えた。毎
日，生存確認を行い，産仔の有無と雌雄を調べた。調
査後，死んだ親個体，産仔された仔虫・休眠卵を取り
除き継続飼育を行った。

⑹ D. sinensis（Hiraike strain）の雄のライフサイクル
の決定法
産仔後24時間以内の雄１個体を，M4飼育水が50mL
入った50mL遠心チューブ（IWAKI）に入れ，条件とし
て，温度20℃・光量1750lx・長日条件（L14:D10）で飼
育した。２日に１回の間隔で水換えを行い，餌として
クロレラ懸濁液を1μ L与えた。毎日，生存確認を行
い，水換えの際には脱皮の有無を調べた。確認できた
脱皮殻は胴体長の測定のために，2.0mL マイクロ
チューブ（イナ・オプティカ）に採取し，99.5％エタ
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ノールで固定した後，冷蔵庫で保存した。測定は，生
物顕微鏡 CX21-HKS（OLYMPUS）とミクロメーター
（OLYMPUS）を用いて行った。胴体長の測定方法は
笠原らの方法（2018）に従った。観察は10 個体行い，
個体が死ぬまでの期間から生存率を求めた。

III 結果
⑴ パントテン酸曝露による雄産仔の誘導について
５日間予備飼育した５日齢の個体を用い，長日（L14;

D10）条件でのパントテン酸曝露を行い，雄誘導を試
みたが，どのパターンの曝露方法（図２✔）によって
も雄の産出は見られなかった（表１）。パントテン酸
を常時曝露をした場合では正常な仔虫が半数以下であ
り，ミジンコ自体の生育に影響を及ぼしていた。
１ヶ月間予備飼育した１ヶ月齢の個体を用い，パン
トテン酸曝露を行った後，日長条件の異なる飼育条件
下で雄誘導を試みたところ，短日条件下（L10:D14）で
雄誘導が14個体と最も高かった（表２）。
長日条件下（L13:D11）においても５個体の雄誘導
は見られたが， 長日条件下（L14:D10）では雄誘導は
見られなかった（表２）。
表１ パントテン酸暴露方法の違いによる雄仔虫の誘導

表２ パントテン酸暴後の飼育環境の違いによる雄仔虫の誘導

L14:D10 常時 成熟直前 成熟後 1日ごと 2日ごと

総産仔数 178 70 67 59 69

正常な仔虫 73 65 59 59 68

雌仔虫 73 65 59 59 68

雄仔虫 0 0 0 0 0

Ｌ14:Ｄ10 Ｌ13:Ｄ11 Ｌ10:Ｄ14

総産仔数 217 415 211

雌仔虫 217 410 197

雄仔虫 0 5 14

⑵ 日長条件による雄産仔の誘導について
長日条件下から短日条件下まで，L13:D11，L12:D12，

L11:D13，L10:D14と L10:D14（明期では20℃，暗期で
は15℃），どの日長条件で飼育しても雄産出の誘導は
見られなかった（表３）。

表３ 日長条件の違いによる雄仔虫の誘導

L14:D10 L13:D11 L12:D12 L11:D13 L10:D14 L10:D14(20℃⇔15℃)
総仔虫数 431 540 87 113 47 181
正常な仔虫 431 537 85 113 22 179
雌仔虫 431 537 85 113 22 179
雄仔虫 0 0 0 0 0 0

⑶ 集団飼育による雄産仔の誘導について

雄の産仔は L14:D10・親5個体，L13:D11・親5個体，
以外の条件で確認できた（表４，図４）。最も雄を産仔
した条件は，L14:D10・親10個体であり2.7個体であっ
た。雄の産仔が見られる条件では，ある程度雌を産仔
してから雄が産仔されるものが多く見られた。また，
雄の産仔は20日前後で多く見られ，初期段階ではあま
り見られなかった。

表４ 集団飼育による雄仔虫の誘導

【条件】温度・日長・親個体数 雌仔虫 雄仔虫

20℃・L14:D10・５個体 429.7 0

〃 10個体 281.3 2.7

〃 15個体 192.7 0.3

〃 20個体 149.3 0.3

20℃・L13:D11・５個体 818 0

〃 10個体 637.3 0.3

〃 15個体 370.7 1.7

〃 20個体 213.3 0.3

L14:D10 L13:D11

親個体数（個体）
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図４ 長日条件下（L14:D10 と L13:D11）, 集団飼育における雄仔虫の誘導図４ 長日条件下（L14:D10と L13:D11），
集団飼育における雄仔虫の誘導

⑷ D. sinensis（Hiraike strain）の雄のライフサイクル
について
最長寿命は77日であり，生存率が50％を下回ったの
は41日目であった（図５）。成長については，２日に１
回の脱皮を繰り返し成長した。体長については，
Daphniaは，環境の変化に伴い頭部に突起ができたり，
殻刺の長さが変化するため（花里，1998），本研究では
変化が少ない胴体長の測定を行った。胴体長の長さの
推移を図６に示す。約２週間で胴体長の長さが安定し
始め，L14:D10条件下では約1.2mmでほぼ一定となっ
た。胴体長から全体長を換算した結果，最大の長さは，
約1.8mmであった。雄のライフサイクルについてま
とめたものを図７に示す。
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Ⅳ 考察
⑴ D. sinensis（Hiraike strain）雄産仔の誘導について

Daphniaは，環境条件が悪いと雄を産仔し，有性
生殖を行い休眠卵を産む。この休眠卵は耐久性があ
り，Daphniaの保存に適していると考えられる。循
環単為生殖型の Daphniaの休眠卵を産出させるため
には雄の産出が必須となる。本研究では，循環単為

生殖型と考えられる D. sinensis（Hiraike strain）の雄
産出の誘導について様々な検討を行った。
Toyota et al.（2016）は，D. pulex（WTN6 strain）へ
の20，40，100，200，400μMのパントテン酸曝露実
験を行い，40～400μMでは，約7割の母体が雄を産
出することを確かめた。これにより，パントテン酸
が Daphniaの性決定に関与していることが報告され
た。D. sinensisにおいては，まだパントテン酸曝露
による雄産仔の誘導は確認されていない。そこで，
D. sinensis（Hiraike strain）のパントテン酸添加によ
る雄産仔の誘導を試みた。
D sinensisの５・６日齢（成熟直前）に常時，２日
間のみ，１日おき，２日おき，または，11・12日齢
（成熟直後）に２日間のみ曝露した結果，いずれの場
合も雄産仔は誘導されなかった。1ヶ月齢の D.
pulexでは，雄産仔が誘導されることから，同様に
D. sinensisでも１ヶ月齢の雌個体を用い，パントテ
ン酸曝露期間を１週間として実験を行った。その結
果，雄産仔が L13:D11条件と L10:D11条件で確認で
きた（表２）。L13:D11条件と L10:D11条件でパント
テン酸の曝露なしで個別飼育を行った際に雄産仔は
確認されていない（表３）。これより，400μMのパ
ントテン酸曝露により雄産仔が誘導できたと考えら
れる。また，パントテン酸を曝露してからすぐに雄
産仔があるわけでなく，１～２週間ほどの雌産仔を
経てから雄産仔が見られているが，短日条件（L10:
D14）の方が雄の産仔数も多く，産仔開始から雄産
仔の日数が短いため，短日の方が雄産仔の誘導に適
しているのではないかと考えられる。また，Camp
et al.（2019）によると，飼育水は異なるが，短日条件
下（L10:D14）において，D. pulexは16℃，D. magna
は22℃で雄の産仔が多く見られている。本実験では
20℃で行っているため，温度を変えることで雄産仔
を誘導できる可能性がある。
D. pulex（Hiraike strain）および D. sinensis（Hiraike

strain）の長日条件下（L14:D10）での個別飼育では，
雄と休眠卵産出が行われない（笠原ら，2018）。しか
し，集団飼育を想定した D. pulex（Iwaya strain）と D.
sinensis（Hiraike strain）の高密度水による個別飼育
では，雄産仔が見られた（笠原ら，2019）。そこで，
集団飼育による雄産仔の誘導を試みた。その結果，
雄産仔が見られた（表４）。個別飼育では見られず，
集団飼育では見られる理由としては，個体密度が関
係しているのではないかと考えられる。雄産仔及び
休眠卵産出について，高密度条件下で多く見られた
という報告が多数あることから（Alekseev et al.，
2001；Dinh et al.，2018；Hobæk et al.，1990；笠原ら，
2019；Rossi et al.，2014；Stross et al.，1965；Stross，

132 133

ミジンコ Daphnia sinensis（Hiraike strain）の雄産仔誘導と雄のライフサイクルについて

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77

雄 雌

図５ 長日条件下（L14:D10）における D. sinensis（Hiraike strain）の生存率
青線は雄，赤線は雌の生存率を示す。点線は生存率50％の日数を示す。

生
存
率
（
％
）

飼育日数（日）

図5

図５ 長日条件下（L14:D10）におけるD. sinensis（Hiraike strain）
の生存率
青線は雄，赤線は雌の生存率を示す。点線は生存
率50％の日数を示す。

飼育日数（日）

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

1.1

1.2

1.3

1.4

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

図６ 長日条件下（L14:D10 ）における雄の胴体長の長
さの推移

条件
飼育水 M4
温度 20℃
餌 クロレラ懸濁液
日長 L14:D10
光量 1750 lx

最長寿命：77日
胴体長：約1.2 mm
全体長：約1.8 mm

仔虫

図７ 長日条件下（L14:D10）におけるD. sinensis（Hiraike strain）雄のライフサイクル

脱皮間隔：約1回/2日

図7
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（Hiraike strain）雄のライフサイクル



1969），集団飼育による高密度条件下を環境の悪化
と察知し，雄を産仔するのではないかと考えられる。

⑵ D. sinensis（Hiraike strain）の雄のライフサイクル
について
集団飼育で産仔された雄を用いて，20℃，長日

（L14: D10），光量 1750lx 条件下での D. sinensis
（Hiraike strain）の雄のライフサイクルを明らかにし
た（図７）。L14:D10条件下では，最長77日間生存し，
最大胴体長が約1.2mm，全体長が約1.8mmに達した。
L14:D10条件下での雄のライフサイクルを，雌の
ライフサイクル（笠原ら, 2018）と比較した（表５）。
最長生存日数は，雌の63日に比べ，雄の方が77日と
長いが，これは1個体のみの結果であり，生存率で考
えた場合，50％を下回ったのは，雄の41日目と比べ，
雌は２週間遅い55日目であった。このことから，雌
の方が雄よりも長生きすることが分かった。また，
全体長については，雄は約1.8mm，雌は約4.0mmと
雌の方が約2.2倍長かった。更に，胴体長の長さが安
定し始める時期は雌の22日目に比べ，雄は約14日目
と少し速い結果となった。胴体長の長さが安定し始
めてからも脱皮は行われ，雄も雌も２日に約１回の
ペースで行っていた。以上より，雌の方が雄よりも
生存に強い個体であり，体長も２倍近く大きくなる
ことが分かった。雄は雌と違い産仔能力はなく，雌
と交尾することが存在意義であると考えられる。そ
のため，体長が小さいことで素早く動くことが可能
となり，交尾しやすくなるのではないかと考えられ
る。また，交尾をするにあたって，雌に向かってア
タックするなど，多大なエネルギーが必要であると
予想できるため，体長を小さくすることでエネル
ギーを最小限に抑えていることも考えられる。

本研究
D. sinensis （Hiraike

strain）の雄

笠原ら（2018）
D. sinensis （Hiraike

strain）の雌
生存率50％以下 41日目 55日目
最長生存日数 77日間 63日間
最大胴体長 約1.2mm 約2.5mm
最大体長 約1.8mm 約4.0mm
脱皮間隔 約1回/2日 約1回/2日

表５ 長日条件下（L14:D10）におけるD. sinensis（Hiraike strain）雄雌のライフサイクルの比較

表5
表５ 長日条件下（L14:D10）におけるD. sinensis
（Hiraike strain）雄雌のライフサイクルの比較
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