
 

*現在 長岡技術科学大学大学院 

（原著研究論文） 

無機化学物質のオオミジンコ急性遊泳試験と 

培地におけるキレート剤の影響 

 

阿部 達雄，菅原武*，高橋俊* 
 

Daphnia magna immobilization assay application to toxicity of metal salts 

and the effect of chelate in medium 

 

Tatsuo ABE, Takeru SUGAWARA*, and Shun TAKAHASHI* 

 

Abstract 

Various metal salts exist in environment and they come from not only natural source but also artificial 

source.  We expect that the metal salts also affect organisms (for example the metal ion) since metal chloride is one of 

the forms which are stabilized as a metal salt.  Therefore, the toxic strength of metal chloride is investigated by 

Daphnia magna immobilization assay.   Lithium chloride (LiCl), sodium chloride (NaCl), potassium chloride (KCl) 

rubidium chloride (RbCl) , and Cesium chloride (CsCl) are used as test reagent.  D. magna immobilization test was 

carried out based on OECD Guidelines for the Testing of Chemicals (TG202).  20 neonates within 24 hours old were 

placed into M4 medium (exposure and control) under constant temperature (20±2℃).  The neonates were observed at 

24 and 48 hours after exposure and the number of affected and survived neonates were recorded.  The EC50 in M4 

medium was 61.6 mg LiCl / L, 5100 mg NaCl / L, 769.7 mg KCl / L, 77.8 mg RbCl / L, and 51.5 mg CsCl / L.  The 

EC50 in M4 medium without EDTA was 21.7 mg LiCl / L, 2254 mg NaCl / L, 674 mg KCl / L, 64.5 mg RbCl / L, and 

35.4 mg CsCl / L.  These results correlate with chelate formation constant (logKf). 
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１． 緒言 

 

 近年、ナノ物質や複合新素材など、数多くの無機

化学物質あるいは金属複合素材などが開発されてい

る。また、環境水中には、様々な無機化学物質が存

在している。海洋や岩石由来である天然のカリウム

化合物やナトリウム化合物がある。温血動物では、

およそ 25 種の元素が不可欠であると考えられてお

り、そのうち鉄（Fe）、銅（Cu）、マンガン（Mn）、

亜鉛（Zn）、コバルト（Co）、モリブデン（Mo）、ク

ロム（Cr）、スズ（Sn）、バナジウム（V）、ニッケル

（Ni）の 10 種は生体内に微量に存在する金属イオン

であり、ナトリウム（Na）、カリウム（K）、マグネ

シウム（Mg）、カルシウム（Ca）は、多量に存在す

る金属イオンで、生体機能において重要な役割を果

たしている。カドミウム（Cd）やルビジウム（Rb）

も低レベルで必要とされており、非金属イオンにつ

いても水素（H）、ホウ素（B）、炭素（C）、窒素（N）、



 

 

酸素（O）、フッ素（F）、珪素（Si）、リン（P）、硫

黄（S）、塩素（Cl）、セレン（Se）、ヨウ素（I）も不

可欠である。さらに微量のヒ素（As）や臭素（Br）

も不可欠であることが分かっている 1), 2)。以上の元

素のうち、C, H, O, N, P, S は、遺伝子（DNA、RNA）

や有機化学物質（アミノ酸、たんぱく質、ビタミン）

など生命の必須元素の代表的なものである。また、

P, N, K および Si は、陸上および海洋の三大必須元素

と言われている。一方、産業革命以降に化学工業な

どにより人為的な要因によって、通常存在しないよ

うな環境において、淡水中や農作地においてリン化

合物やその他の金属化合物などが検出されるように

なった。また、無機化学物質は、溶解するとイオン

となり、様々な形で環境中に存在しており、これら

の環境中での影響をすべて詳細に調べることは現実

的ではない。米国環境保護局 (EPA) で公開している

環境毒性データベース ECOTOX には、陸上および

水圏の生物に対する化学物質の影響を調べた文献値

等がまとめられている 3)。このなかには、ミジンコ

類に対する既存影響データも数多く記載されている

4)～8)。しかし、有機化合物に比べ無機化学物質の既

存データは非常に少なく、なかには既存の影響デー

タが存在しない物質もある。 

 オオミジンコ（Daphnia magna, Fig. 1）は、甲殻類

鰓脚綱枝角亜目ミジンコ科ミジンコ属の大型なミジ

ンコで、化学物質に対する感受性が高いことと、単

為生殖であり繁殖が容易であることから化学物質の

生態系への影響を評価する試験生物としてひろく用

いられている 9)。また、オオミジンコは、淡水生態

系において、微細な植物プランクトンなどの一次生

産者を捕食し、魚類等の餌となるような食物網の重

要な位置を代表する生物である。食物網の重要な位

置を占める生物が、環境中に流出した化学物質によ

り影響を受けた場合、その影響は生態系全体に広が

り、その環境に与える影響は無視できないものにな

る。このため、オオミジンコを用いた試験は生態学

的にも重要である 10) , 11)。 

 本研究では、オオミジンコを用いた急性遊泳阻害

試験により、無機化学物質のミジンコに対する影響

を調べ、生態系への影響を評価する。また、キレー

ト剤の試験に及ぼす影響についても考察する。 

 

２． 実験方法 

 

2．1 オオミジンコの飼育 

オオミジンコの飼育は、OECD テストガイドライ

ン TG202 12) に準拠して、飼育水は Elendt M4 培地

（Table 1、以下 M4 培地）、飼育密度は 20 頭/ L、水

温は 20±2℃で行った。培地の調製には超純水（ミリ

ポア製 Academic-Q10、東京）を使用した。容器には、

ふたをした 1L ビーカーを用いた。常時エアレーシ

ョンを行い、定温とするため流し台に栓をして、ヒ

ーター（ニッソー製 New IC オート 100）クールユ

ニット（GEX 製 GXC-200）ポンプ（コトブキ製

POWER BOX 55）を用いた。光周期は、16 時間明/8

時間暗として、鑑賞魚用の照明器具を用いて行った。

餌は、クロレラ（Chlorella vulgaris）を培地中濃度が

1×109 cells / mL となるようにクロレラ給餌溶液を 1 

mL / L を毎日加えた。オオミジンコの個体数、水温

は毎日記録し、1 日おきに換水を行った。 

クロレラには、クロレラ V12（クロレラ工業製、福

岡）を用い、原液の細胞数をカウンティングチャン

バー（ビルケルチュルク血球計数板）により顕微鏡

を用いて観察し、細胞数を計算した。M4 培地を用

いて遠心分離により 2 回洗浄した後、再び培地で

1×106 cells / mL となるように調整し、クロレラ給餌

溶液とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 1 Daphnia magna 
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2．2 急性遊泳阻害試験 

試験に用いた無機化学物質は、塩化セシウム（CsCl、

MW = 168.36、CAS No. 7647-17-8）、塩化リチウム

（LiCl、鹿特級、MW = 42.39、CAS No. 7447-41-8）、

塩化ナトリウム（NaCl、特級、MW = 58.44、CAS No. 

7647-14-5）、塩化カリウム（KCl、特級、MW = 74.55、

CAS No. 7447-40-7）、塩化ルビジウム（RbCl、MW = 

120.92、CAS No. 7791-11-9）いずれも関東化学株式

会社製で白い結晶だった。 

オオミジンコ急性遊泳阻害試験は、OECD ガイド

ライン TG202 に準拠して行った 12)。M4 培地を入れ

た 100 mL ビーカーに試験原液を設定した濃度にな

るように加えて、5 濃度区と対照区を作成した。作

成した各濃度区と対照区の水温、pH、溶存酸素量

(DO)は、試験開始時と試験終了時（48 時間後）に測

定 し た 。水 質 測 定に は 、 水温 計 （ SATO 製

SK-250WPII-K）、pH 計（HORIBA 製 D-53T）および

溶存酸素計(YSI 製 Model 55 )を用いた。試験には、

24 時間以内に産まれたオオミジンコの仔を使用し

た（20 頭／濃度区）。このとき、初産個体の使用は

避けた。24 時間後および 48 時間後にミジンコの状

態および個体数を実体顕微鏡により観察して記録し

た。ビーカーを軽くゆすっても動かない個体と死亡

個体を影響されたとみなした。影響の強さは、半数

影響濃度(EC50)および最大無影響濃度（NOAEL）で

評価した。試験は、クールインキュベーター(IWAKI

製 ICB-151LN)内にて行った。 

 

2．3 急性遊泳阻害試験における EDTA の有無 

 試験に用いたミジンコは、すべての試験において

M4 培地（EDTA あり）で飼育された親ミジンコより

産まれたものを用いた。試験溶液は、EDTA ありの

M4 培地と EDTA なしの M4 培地の両方で行った。

EDTA 以外の成分については、ビタミン類なども含

めて M4 培地の成分すべてを用いて調製した。培地

は、継代飼育と試験で統一すべきだが、ミジンコの

飼育における安定性や飼育管理のしやすさの面から

今回はこの方法を採用した。 

Table 1 Elendt M4 培地に含まれる成分の各組成 

主要成分 濃度，mg / L  微量成分 濃度，mg / L 

CaCl2･2H2O 293.8  H3BO3 2.8595  

MgSO4･7H2O 123.3  MnCl2･4H2O 0.3605  

KCl 5.8  LiCl 0.3060  

NaHCO3 64.8  RbCl 0.0710  

Na2SiO3･9H2O 10.0   SrCl2･6H2O 0.1520  

NaNO3 0.274  NaBr 0.0160  

KH2PO4 0.143  NaMoO4･2H2O 0.0630  

K2HPO4 0.184  CuCl2･2H2O 0.0168  

   ZnCl2 0.0130  

   CoCl2･6H2O 0.0100  

   KI 0.00325 

ビタミン類 濃度，μg / L  NaSe3 0.00219 

塩酸チアミン 75.0   NH4VO3 0.00575 

シアノコバラミン 1.00   Na2EDTA･2H2O 2.50  

ビオチン 0.750   FeSO4･7H2O 0.9955 
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３． 結果と考察 

 

3．1 オオミジンコ急性遊泳阻害試験（EDTA あり） 

EDTAありのM4培地で試験した場合の結果を Fig. 

1 に示した。また、EC50と NOAEL は Table 2 に示し

た。この結果は、以前に示した結果よりグラフや表

を作成した 13)。EC50は、日本環境毒性学会より配布

されている Ecotox-Statics  Version2.6 を用いて算出

した。Probit 法を用いるか Logit 法を用いるかは、得

られた曲線や値をみて判断した。NOAEL は、試験

に使用した濃度区でミジンコに影響が見られなかっ

た最大の濃度として示した。ミジンコに対し最も影

響したのは塩化セシウムで、影響が少なかったのは

塩化ナトリウムだった。塩化ルビジウムの NOAEL

は、最も影響の少ない濃度（*）を NOAEL とした。

この濃度での阻害率は 10%だった。 

 
Table 2 急性遊泳阻害試験（EDTA あり） 

試験物質 EC50 (mg /L ) NOAEL (mg / L)

LiCl 61.6 32 

NaCl 5100 1600 

KCl 769.7 600 

RbCl 77.8 50(*) 

CsCl 51.5 25 

 

 

3．2 オオミジンコ急性遊泳阻害試験（EDTA なし） 

EDTA なしの M4 培地で試験した場合の試験結果

を Fig. 2 に示した。また、EC50と NOAEL を Table 3

に示した。ミジンコに対して最も影響したのは塩化

リチウムで、影響が少なかったのは塩化ナトリウム

だった。塩化ナトリウムの NOAEL は、最も影響の

少ない濃度（*）を NOAEL とした。この濃度での阻

害率は 10%だった。影響は、LiCl > CsCl > RbCl > KCl 

> NaCl の順となった。EDTA ありの場合では、影響

は、CsCl > LiCl > RbCl > KCl > NaCl の順であったこ

とをみると、LiCl の影響の変化が顕著である。しか

し、影響濃度の違いは、ほぼ同様の傾向がみられて

おり、いずれかの実験結果から影響値の予測が可能

であることが示唆された。また、いずれも EDTA な

しの培地で試験した場合に影響が強くなる（EC50あ

るいは NOAEL が小さくなる）傾向がみられた。 

 

Table 3 急性遊泳阻害試験（EDTA なし） 

試験物質 EC50 (mg / L) NOAEL (mg / L)

LiCl 21.7 4 

NaCl 2254 400(*) 

KCl 674 500 

RbCl 64.5 16 

CsCl 35.4 12.5 
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Fig. 1 急性遊泳阻害試験 (EDTAあり)
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3．3 培地中のキレートの影響 

2 種の培地での試験結果と EDTA による減少率と

EDTA の各金属イオン（たとえば LiCl なら Li＋）に

対するキレート生成定数（logKf）
14)を Table 4 にまと

めた。 

 

Table 4 2 種の培地での試験物質の EC50の変化 

試験 

物質 

EC50 (mg / L) 
減少率 

(%) 
logKfEDTA

あり 

EDTA

なし 

LiCl   61.6 21.7 65 2.79

NaCl 5100 2254 56 1.66

KCl 770 674 13 － 

RbCl 77.8 64.5 17 － 

CsCl 51.5 35.4 31 0.15

logKf: キレート生成定数 

 

M4 培地には、金属キレートである EDTA（正確に

は、EDTA・2Na・2H2O）が含まれている。金属イオ

ンの影響がキレートにより、物質の毒性を低減させ

た可能性が考えられた。そこで、本研究では、使用

している M4 培地を調整する際に EDTA を入れずに

培地を作り、その他は同じ条件で試験溶液を調製し

て試験した。EC50を比較すると、EDTA を含まない

培地で試験した場合、全ての試験物質でオオミジン

コに対して影響が増加していた。 

各金属イオンの EDTA に対するキレート生成定数

は、Table 4 の通りでカリウムイオン（K＋）とルビジ

ウムイオン（Rb＋）は、記載が無かったため（－）

で示した。logKfは、リチウムイオン（Li＋）が最も

高く、セシウムイオン（Cs＋）が最も低い値である。

キレート生成定数の値が大きいということは、この

EDTA と錯生成しやすいということである。このこ

とから、EDTA を含む培地で試験した場合、LiCl は

水溶液中で Li＋となり EDTA と比較的多く錯体を形

成して、オオミジンコに対する影響が減少していた

と考えられる。その結果、EDTA を含む培地で試験

した場合と、EDTA を含まない培地で試験した場合

で、EC50の差が他の試験物質と比べて大きくなった

のでないかと考えられる。この傾向は、Na＋や Cs＋

でもみられ、その減少率は logKfの大きさに比例し

ていた。一方で、キレート生成数の値が出ていない

K＋と Rb＋は、減少率はそれほど大きくなく、EDTA

の影響があまりなかったと考えられた。 

上記のように無機化学物質を試験する場合、

EDTA が試験結果に影響している可能性が考えられ

た。EDTA（キレート剤）は、ミジンコに有害とな

る重金属イオン（クロムイオンや銅イオン）と錯形

成してこれの有害性を影響しにくくする効果がある

反面、試験物質の実際の濃度も低減させてしまって

いることが予想される。ただ、キレート剤によりミ

ジンコの飼育が安定し管理しやすくなっているのも

事実である。しかし、EDTA を培地に含有しなけれ

ば、ミジンコの飼育管理が安定せず困難になるとい

う可能性が高くなるだろう。ミジンコの培地には、

活性炭濾過した水道水や地下水など、本研究で用い

た培地以外で試験した例も数多く存在する。今回は、

M4 培地から EDTA のみを入れないという、少々乱

暴なやり方を採用した。無機化学物質においては、

石油化学物質や農薬など有機化合物で用いられる培

地以外の異なるさまざまな培地について検討する必

要性があるが、ミジンコの安定性や馴化・耐性獲得

も考慮に入れなければならない。 

 

3．4 金属イオンの影響 

ミジンコ急性遊泳阻害試験の結果、LiCl（EC50 = 

21.7 mg / L）と CsCl（EC50 = 35.4 mg / L）の影響が

比較的大きかった。特に Cs＋は内向き K＋チャネルを

持つ細胞に害をなすことが考えられる。たとえば、

心筋、骨格筋、神経、グリア、血球、上皮（腸管上

皮など）である。セシウムは、細胞内に必要なく、

また、それほど有害でないため体外に排泄されず細

胞外に集積、電流的な障害を受けると考えられる 15), 

16)。Cs＋については、Na＋あるいは K＋チャネルに 15%

程度入るとも言われており 17)、ミジンコに対して電
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気的な影響を与えるとも考えられた。Li＋については、

中枢神経系や神経伝達物質に作用するため、Cs＋と

同様な作用が考えられた 18)。また、同じ 1 価のイオ

ンでありイオン半径も小さいため K＋チャネルによ

り入りやすく、強く影響したと考えられる。ただし、

Na＋、K＋については、生体物質であるので、あまり

影響しなかったと考えられた。また、Rb＋も生体に

微量であるが必要な元素であり 1)同様のことが考え

られる（Rb＋は、Na＋や K＋よりもミジンコに対して

影響は強かった）。 

一方、3 価のタリウムでは、ごく微量でミジンコに

影響することが分かっている（48-h LC50 = 61 μg / L）
19)。このことからも、今回調べた 1 価以外の金属イ

オンやその他の無機化学物質についても調べる必要

性がある。しかしながら、すべての化学物質につい

て、しらみつぶし的に調査するのは得策ではない。

無機化学物質についても、化学物質の生産量や影響

の強さを考慮したリスクアセスメント手法や構造活

性相関（QSAR）など系統立てて実施していく事が

重要となるだろう。 

本研究は、設定濃度で試験を行い、結果を報告し

た。一般的にミジンコの試験では、100 mL 程度のガ

ラス容器を用いる。金属イオンは、ガラス面に吸着

するとも言われており、金属イオンの濃度が設定濃

度の 10 分の 1 程度しかない可能性がある（硝酸化合

物での試験溶液で、試験前後で ICP および AAS で

測定した場合、データ未公表）。このため、測定濃度

で EC50 等を算出した場合、リチウム、ルビジウム、

セシウムの各イオンの影響値は表に示した濃度の

10 分の 1 の濃度となり、必ずしも低いとは言えない

可能性もあることは、考慮に留めておかなくてはな

らない。 

 

3．5 急性遊泳阻害試験の水質 

オオミジンコ急性遊泳阻害試験（EDTA あり）の

水質は、pH 7.5 – 8.8 および 7.7 – 10.5 DO mg / L (試

験開始時)、 pH 7.3 – 8.0 および 7.8 – 9.0 DO mg / L

（試験終了時、48 時間後）の範囲だった。また、オ

オミジンコ急性遊泳阻害試験（EDTA なし）の水質

は、pH 7.2 – 9.0 および 8.7 – 9.9 DO mg / L (試験開始

時)、 pH 7.4 – 7.8 および 8.4 – 9.8 DO mg / L（試験終

了時、48 時間後）の範囲だった。pH および DO の

変化は、いずれも大きくなく、ミジンコに影響を及

ぼすほどの水質レベルではないと考えられた。 

 

3．6 塩化物イオンの影響 

 今回の試験は、無機化学物質である塩化物（塩）

を用いて、金属イオンの影響を調べることを主目的

とした。塩化物イオンのみの影響を調べることは、

本来の目的ではなく濃度の測定も行わなかったが、

今後の研究では塩化物イオンや遊離塩素の濃度を測

定すれば、もっとミジンコに対してどのような影響

があったのか解明できるかもしれない。生体内には、

塩化物イオンチャネルが存在している 20)。塩化物イ

オンも生体内細胞の物質の調節において重要な役割

を果たしており、重要な生体維持のシステムのひと

つである。しかし、塩化物イオン濃度のみがミジン

コに対する影響について支配的であれば、NaCl の

EC50 = 2254 mg / L（EDTA なしの場合）というのは、

ミジンコに影響した濃度として説明しづらい。金属

イオンとの相互作用も合わせて考える必要があるだ

ろう。一方、硝酸塩（硝酸イオン）の影響について

は、イソベカニに対する影響について調べた報告が

ある 21)。塩化物イオンは、M4 培地中に硝酸イオン

の 2000 倍の濃度で存在している。塩化物には、正塩

が多く、その代表的なものは食塩（NaCl）だろう。

これらは、環境中にも生物内にも多く存在しており、

微量で生体に重篤な影響を及ぼすとは考えにくい。

このため、近年は系統立ててはあまり調べられてこ

なかったのかもしれない。また、OECD テストガイ

ドラインや GLP 対応による試験等の普及以降の報

告例が少ないのも気がかりである 4), 5)。また今回は、

１属の塩化物だけを調べたが、上記に示したように

硝酸イオンの影響も考えられ、塩化物のほか硝酸化

合物、あるいは塩化物と硝酸化合物といった複合影

響についても調査する必要がある。 
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４． 結論 

 

本研究で試験を行った無機化学物質のうち、M4

培地（EDTA あり）で試験した場合では、CsCl がオ

オミジンコに対し最も影響が強く（EC50 = 51.5 mg / 

L）、NaCl が最も影響が少なかった（EC50 = 5100 mg / 

L）。M4 培地（EDTA なし）で試験した場合では、

LiCl がもっとも影響が強く(EC50 = 21.7 mg / L)、NaCl

が最も影響が少なかった(EC50 = 2254 mg / L)。この傾

向は、以前の報告とほぼ同様であった。特に今回使

用した試験物質の中では、LiCl、CsCl が比較的強く

ミジンコに対し影響することが分かった。また、

EDTA のキレート生成定数の大きさとミジンコに対

する影響に関連性があることが分かった。さらに、

測定濃度の値が設定濃度と大きく異なれば、これら

の値も既報の値と近くなる可能性が示唆された。 

無機化学物質の生物に対する影響は、まだ調査さ

れていない物質および生物が多く、陸上や水圏を問

わず生態系リスクおよび生態影響を調べる上で今後

のさらなる研究が重要である。とくに最近では、複

合新素材やナノ物質が盛んに開発されており、金属

イオンや陰イオン（塩化物イオン、硝酸イオン、硫

酸イオンなど）に対する影響を調べることは、非常

に重要になっている。今後、有機－金属複合の新素

材開発やナノテクノロジー（ピコ未満のさらに微少

な材料技術を含む）の発展とともに本研究分野も無

視できない課題となるだろう。 
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