
国立公害研究所研究報告 集62号  

月esearc／1月epo〝庇仰rhe〈由〃0naJ／∩∫I仙reわ「亡ny什0／†menね／Srudfes，血p∂∩，仙）．62，丁98一≠．  

青書汚染物異による水界生態系のか＜乱と回復過程に関する研究  

亡／ねCrS O／Toズノc Subsねnces on Aqu∂I／cどcos作ねm5  

昭和56～58年度 特別研究中間報告  

打09帽S5月epo「一山柑∂7－79β3  

環境庁 国立公害研究所  

mF M¶OM⊥J〃STJTUTF FOR亡〃∽月0／〉M亡〃mJSTUD／亡S   



稲の害虫を駆除するために農薬を散布すると，ホタルやトンボが絶滅するとよく言われる。松   

喰虫の駆除対策についてもそのようなことが指摘されている。これは農薬によって生態系が変化   

するためである。  

個々の生物に対する化合物の毒性は／ト規模実験で試験することが可能であるが，自然界におけ   

る生物相の変化を知るにはこのような試験では不十分である。  

例えばある種の減少はそれと関係する他の種に大きな変化を及ばし，このような影響が次々に   

波及することが多い。  

そこでこのような変化を研究するためには，是非とも野外で実地に調査することが必要になる。  

しかるに実際に毒物を用いて調査することは影響が大き〈．またその効果が永く残る恐れがある  

ので実施ができない。しかし鉱山の鉱揮や廃水などが事故によって流出したり，また場所によっ   

ては重金属の濃度の高い自然河川などがあるから，そのような機会や場所をとらえて調査するこ   

とができる。また生態系の一部を研究所内で再現して，それについて毒物による生態系の破壊と   

毒物流人停止後の生態系回復の様子などを実験した。  

自然界には様々の生物が存在したとして，それらは被食者と捕食者の関係で関連し合っている   

ことが多い。このような食物連鎖をとおして有害物質が濃縮されることがある。その過程につい   

てもモデル河川等により生物濃縮とその影響に関して調べた。最後にほ乳動物では重金属を経口   

投与すると，体内でメタロチオネインが合成されるが，各種の水生生物についても同様であるか   

どうかについて検討を行った。  

生態系の動的な変化は連立常微分方程式で表現されることが多い。しかし実際の現象をこのよ   

うな数学モデルで解明しようとすると，式中のパラメーター等を設定する必要がある。またとき   

には解が不安定になって利用できないこともある。したがって大型の計算機が利用できるときで   

もあらかじめすべての場合について計算するのは適当ではない。そこで条件を途中で設定あるい  
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は変更が可能なプログラムが便利である。このような試みとしてBGS’ⅠⅠを開発した。  

本報告は「有害汚染物質による水界生態系のかく乱と回復過程に関する研究」として昭和56－58   

年度の特別研究の中間報告である。最初に述べたように生態系の実験や調査観察は余り多〈ない   

ので，我々の研究結果がこの方面の研究の進歩に役立てば甚だ幸いである。  

昭和59年3月  
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ま え が き  

人類が生活向上のために作りだした化学物質の数は数万とも数百万ともいわれており，年を追   

うごとに多様化され，新しい化学物質が誕生している。これらの化学物質の中には，有益性とは   

裏腹に人の健康を害したり，生態系に悪影響を与えたりする可能性を秘めたものがかなりあると   

考えられる。地球的規模のPCB汚染の出現を契機に，化学物質による環境汚染問題に対して国際   

的に関心がたかまり，我が国においても「化学物質審査規制法」が昭和49年に施行され，新しい   

化学物質に対して，難分解性、生物濃縮性及び毒性に関して環境汚染に着日して審査することに   

なった。  

環境庁においては，化学物質の生態系に及ばす影響を重視し，これらを評価する試験法の開発   

に着手し，植物影響試験及び水生動物影響試験について検討が行われてきた。一方OECt）環境委   

月会でも，生態毒性試験法が検討され昭和56年5月にOECD勧告として三つの試験法のガイド   

ラインが採択されている。この三つの試験法は藻類，ミジンコ及び魚類に関するもので，いずれ   

も水界生態系の構成生物種であり，藻類は食物連鎖の底辺にある第一次生産者，ミジンコは第二   

次生産者，魚類は消費者として生態系の主要部位を占めている。この事は，化学物質を含めた有   

害汚染物質が最終的に水界に入り込むので，水界生態系への影響を重視していることを意味する。   

しかしながら．これらの毒性試験法の内容をみると，生態影響評価法としては不十分でこれま   

での生物検定法の域を出ていない。生態系では同時に多数の生物が影響を受けるが，仮りに一つ  

の生物種が汚染物質により影響を受けたとしても，その影響は必ず他の構成生物種へ大なりノj、な  

り波及する。これは生態系が構成生物種相互の錯そうした関係によって平衡を保っているからで   

ある。この生物の相互依存関係を無視して正しい生態影響評価はできない。  

本特別研究は，有害汚染物賀による水界生態系の挽乱と回復過程に関して，自然生態系の現地  

調査及びモデル生態系の開発により，生物の相互関係を考慮した生態影響評価を行うことを目櫓   

して発足した。研究の近道として，有害汚染物貿としては，個々の生物種について知見のの多い  
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重金属と農薬及び殺虫剤を当初辛がけている。これらによって生態影響評価法が確立されれば，   

多くの化学物質への適用も可能となる。  

本報告は中間的成果であって，まだまとまったものではない。しかし，一度成果を振りかえり，   

新たに研究の方向と手法の正しさを確認し，今後の進展の基盤にしたいと考えてとりまとめたも   

のである。  
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研究の概要と今後の展望  

安野 正之1  

Outline of the Projeet in this Report 

Masayuki YASUNO1 

1．研究の意義   

有害汚染物質とは何であるか明確に定義がなされているわけではないが，これまで使われてき  

た化学物質，あるいは使われようとしている物質のうちかなりのものが何らかの形で生物に影響  

を与えるものと考えられる。殺虫剤，殺菌剤，除草剤等には対象となる生物以外に影響の少ない  

ものに変わりつつあるといえ，他の生物を含めた環境への影響はまぬがれることはできない。カ  

ドミウム及び水銀汚染が問題となったとき，生態系影響の研究の必要性が言われたが，その後は  

十分な研究体制も研究も進められなかった。生態影響と呼ばれるものは従来の生物による毒性試  

験の範ちゅうを越えるもので，その中で慢性影響に関しては一部研究が進められたが．生態系影  

響はこれとはやや異なっている。すなわち生態系の特徴である食物連鎖関係と系としてのホメオ  

スタシス．に関する有害汚染物質の影響研究はこれから進めなければならない分野である。   

自然の生態系は閉鎖系ではないこと，環境の不均質性からくるその多様性，そしてまたそれと  

無関係ではない生態的地位の豊富さからくる構成生物種の多様性などが，従来の毒性試験結果を  

積み重ねても生態系への影響を推し量ることが不可能とされるゆえんである。したがって自然の  

生態系への有害汚染物質の影響の研究（フィールド調査）は欠かすことができない。しかし多く  

の要因が重なっていて解析しにくいのも事芙である。自然生態系におlナる実験的研究は慎重に行  

われねばならないし，また繰り返し行うことが許されるような研究場所もあるわけでない。その  

ためには自然生態系が持つ特徴を多少とも備えたモデル生態系が開発されなければならない。1978  

年米国のジョージアで行われた生態学研究におけるミクロコスムに関するシンポジウムでは50の  

演題が出されたが，その多くはこの有害汚染物質の検出系あるいは影響解析を目指したものであ  

った。このシンポジウムの成果はモデル生態系が有害汚染物質の生態影響を知る上で用いること  

1・国立公害研究所 生物環境部 〒305 茨城県筑波郡谷員部町小野川16番2   

Environmenta）Bio】ogy Division＞the NationalInstitute Eor Environmenta］Studies，Yatabe－maChi   
Tsukuba，lbaraki305．Japan，  
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安 野 正 之  

ができるのではないかという希望を持たせた。   

本プロジェクトはこのような観点から生態系影響に研究の中心を置き，その影響の生理学的機  

序についても解明するため昭和56年より始められた。   

2．研究課題と研究組織   

本特別研究は以下の四つのサブテーマからなり，本研究所の5研究室，16名及び客員研究員．  

共同研究月多数の協力を得て研究が推進されている。   

研究課題  

1．有害汚染物質の自然生態系に及ばす影響に関する研究  

2．モデル生態系による生態系かく乱機構の実験的研究  

3．食物連鎖による有害汚染物質の生物濃縮と生物影響に関する研究  

4．有害汚染物質が水生生物に及ぼす影響の生理学的研究   

この四つのサブテーマは図1のように関連し，最終日標とする有害汚染物質の生態系への影響  

評価に資するためのものである。  

自然生態系における調査  
〔農薬一河川・池沼・水田〕   
〔重金属一河川〕  
〔現場テスり  自
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図1 有害汚染物質による水界生態系の撹乱と回復過程に関する研究  
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研究の概要と今後の展望  

研究担当者（所属・氏名）  

生物環境部  菅 原  浮  

氷生生物生態研究室 安野 正 之  

高村 典子  

生物環境管理研究室 岩 熊 敏 夫  

環境生理部   

慢性影響研究皇   鈴木和夫  

環境情報部  廣 崎 昭 太  

情報調査室  松本 幸 雄  

技術部  

生物施設管理室  菅 谷 芳 雄  

客員研究員  

畠 山 成 久・春 日 清 一・宮 下  衛  

花里 孝 幸・佐竹  潔  

高 村 健 二  

山 村 一 充  

袴 田 共 之  

56－59年度  

56－59年皮  

56→59年度  

56→59年度  

56→59年度  

56－59年度  

滝 本 道 明  

田 崎 忠 良  

矢 島 毅 彦  

佐藤 良 博  

宇田川龍男  

福 岡 秀 雄  

東邦大学理学部  

い  ■・  

′／ 薬学部  

共立薬科大学生化学部  

麻布大学環境保健学部   

′′ 獣医学部  

聖マリアンナ医科大学解剖学教室  

山形大学理学部  

農林水産省草地試験場  

横浜市公害研究所水質部   

57→59年鹿  賀 見  和  

57～59年度  横 山 重 雄  

57→59年度  塩見 正 衛  

56→59年慶  福 島  悟  

3．これまでの成果の概要   

サケテーマ1   

自然生態系に対する有害汚染物質の影響については秋田県小坂川，山形県最上川の三つの支流．  

長崎県対馬の佐須川，岩手県長内川，その他鉱山からの廃水が流人する河川において調査が行わ  

れ，小坂川についてはその一部が本報告書に．山形県の三つの河川についてはその一部が既に報  

告された。汚染のある地域には大変特徴的な生物相が形成されることが見いだされ．その生物相  

は多様性こそ減少するが．種類の減少は個体数の増加によって補わられ，補償的な生態系が成り  

立っていることが明らかになった。これら特徴的な生物の耐性機構の一部については，サブテー  

マ4において報告されている。ここに出現する生物は重金属を多く取り込む種類と逆に取り込み  

量が少ない種の両方が見いだされ それぞれ違った耐性の機構を持っていることが示唆されてい  

る。  
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安 野 正 之  

殺虫剤の水域生態系への影響の研究は養鰻池において，処理前後の構成生物種の変化が研究さ  

れた。殺虫剤は動物プランクトン，及びベントスに対し選択的に影響を与え，むしろ個体数の増  

加するものも見られる。この成果は既に報告されたが，本報告書には収録されていない。水圧＝こ  

おける除草札殺虫剤等の散布は頻繁に行われているが，水田の生物相への影響の研究が現在ほ  

場で始められた。比較対照のための無処理区とはかなり異なった生物相が見いだされている。生  

態系としての機能的な面への影響を明らかにすることが今後の課題である。   

サブテーマ2   

有害汚染物質が水界生態系に及ぼす影響とその回復過程の機序を解明するため種々のレベルの  

モデル生態系が設置，又は開発され以下のような成果が得られた。  

1）屋外の河川モデルでは有機リン系殺虫剤（2種）によって破壊された渓流生態系の回復過  

程について調べられた。この実験では破壊された生態系へのパイオニアとしてのユスリカの   

役割が示され，また付着藻の現存量が水生昆虫の摂食庄に大きく影響を受けていることが明  

らかにされた。   

2）霞ヶ浦底泥によって形成された湖沼のモデル生態系に有機リン系殺虫剤（2種），昆虫幼君  

ホルモン様活性物質を作用させ，プランクトン群集に対する影響が調べられた。枝角類は殺   

虫剤に感受性が高いが，かいあし類は低いなど種間差が明らかにされた。わむし類の増殖期   

間の延長は枝角類の減少に伴う植物プランクトンの増加に伴うことが明らかにされた。   

3）バクテリア．クロレラ，ミジンコ，ユスリカなどからなる4種類の微小モデル生態系にお   

ける構成種の変軌 継続性，再現性などについて検討がなされた。これらの系は3か月間安   

定な状態に保たれる。カドミウムの添加に対し，バクテリアークロレラーミジンコの系で早期   

に影響が認められた。カドミウムの影響の機序として，ミジンコ又はユスリカ数の低下によ  

る細菌数の増加，総生物現存量の変化が明らかにされた。   

4）水界生態系の各種構成生物の動態をモデル化し，シミュレートするため会話型シミュレー   

ションプログラム（BGSII）が開発された。BGSIlにより微小生態系の動態をシミュレート   

する数理モデルの試作を行い，3）の実験結果と類似した生態系の変動が再現された。BGS   

IIは会話型の機能を有しているため，生態系モデルの開発や改編にバッチ型処理に比較し極   

めて効率的であることが明らかにされた。   

5）当研究所で分離継代飼育した黄色系グッピーを用い農薬，重金属の急性毒性試験，生長，   

産仔に対する慢性毒性試験，行動に及ばす影響試験が行われた。稚魚を用いることにより急   

性毒性試験の結果に安定した成績が得られることが分かった。有機リン系殺虫剤の慢性影響   

試験により次世代への影響評価が可能であることが示された。行動に対する影響は極めて感   

度の高い試験方法であることが明らかにされた。  
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サブテーマ3   

水界生態系においては被食者も，その捕食者も同一の汚染環境に生息する場合が多く，両者と  

も有害汚染物賀を体内に蓄積する。そのため食物連鎖による生物濃縮とその生物影執こついて関  

心が持たれているが研究例は多くない。ここでは被食者一捕食者の関係にある各種の水生生物を  

用いた食物連鎖モデルによりカドミウムを主とした重金属の影響を検討した。手法としては被食  

者に3→5濃度段階で重金属を蓄積させ，これを長期間その捕食者に給餌し生物濃縮とその影響  

が研究された。これまで用いられた主な系は藻類（Cd，Cu）－ミジンコ，ワムシ：付着藻（Cd，Cu，  

Zn）カケロウ：ミジンコ（Cd，Cu，Hg）一淡水ヒドラ，イサザアミ：ミジンコ（Cd）－グッピー；  

乾燥酵母（Cd，Cu）－ユスリカニュスリカ（Cd，Hg）Lグッピーなどである。これらの研究から食  

物連鎖による生物影響は1例（ミジンコー淡水ヒドラ）を除き短期間では現れ難い事が明らかに  

された。また．捕食者の生長や産仔，産卵に明らかな影響を及ばす被食老中の重金属濃度は本報  

告書にも示されているように概して高く，100－1000JLg／g（dryweight）のレベルであり，100以  

下の濃度ではその影響はほとんど見られなかった。   

食物連鎖モデルによるCdやCuの生物濃縮では，通常考えられているような栄養段階を上がる  

に伴っての浪度の増加は認められず，捕食者中の重金属濃度は長期の実験でも被食老中のそれよ  

りも低いレベルに滞った。これは本報告書でも示されているように被食老中の重金属がその捕食  

者に転移する割合がユスリカ（Cd）グッピーの場合では1％以下と極めて低い事からも分る。一  

方，ミジンコ（Cd）一グッピーの系におけるCdの転移率は，上記の系の数倍を示したが，このよ  

うな差はサブテーマ4で明らかにされた披食者中での重金属の存在状態の差にも起因しているこ  

とが示唆された。付着藻（Cd，Cu，Zn）－カゲロウのモデル実験（本報告書）と野外調査で得られ  

た藻類中の重金属濃度の値から，重金属汚染河川におけるCuは食物連鎖によって水生昆虫に有害  

な影響を及ばし得る事が示された。   

サブテーマ 4   

食物連鎖による重金属の生物濃縮並びに水生生物体内での重金属の存在状態を解明するための  

研究として，以下の4項目が検討されここに報告されている。  

1）ユスリカは汚染と密接な関係を持つ重要な指標動物とされており，重金属に対しても耐性  

を示すことが知られている。重金属の内でもカドミウムは蓄積性の重金属として，他の重金属と  

は生体内の動態が違うことが指摘されて．いる。そこでカドミウムに対して耐性を示すユスリカが．  

どのような機構によって耐性を獲得又は保持しているかという観点から検討が加えられた。その  

結果，ユスリカの幼虫はカドミウムを非常に高濃度に蓄積するが，大部分のカドミウムは体内で，  

非特異的に生体構成成分に結合している可能性が示唆された。これはほ乳動物などで説明されて  

いるメタロチオネインによる解毒又は耐性機構とは異なっている。   

2）ミジンコ（甲かく類）と水環境の指標動物としてよ〈利用されている動物である。ミジン  
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コについてもカドミウムに対する耐性機構を検討したところ，この動物はカドミウム結合タンパ  

ク質を誘導することから多少耐性を獲得しうることが示唆された。   

3）環形動物の～種であるシマミミズはカドミウムに対して強い耐性を示すことが報告されて  

いる。この動物についても耐性機構を検討したところ，カドミウム結合タンパク質を誘導してい  

ることが明らかにされた。しかしこの動物のカドミウム結合タンパク質は他の動物についてこれ  

まで報告されているものとは著しく違っていることがわかった。   

4）水界生態系を形成する生物の内では，両生類は高等動物に属し，食物連鎖の面でも高位に  

位置している。そこでアフリカガエルを用いて，蓄積性の重金属であるカドミウムの食物連鎖実  

験が行われた。飼料中に存在するメタロチオネインに結合したカドミウムはほとんど体内に蓄積  

されないことが明らかにされた。またせきつい動物のメタロチオネインとして，アフリかソメガ  

ェルのメタロチオネインを特徴付け，カドミウムや鋼の代謝との関連が検討された。   

4．今後の展望   

モデル生態系も多種多様で自然界の一部を隔馳したものから本報告にみられるようなビーカー  

レベルのものまで含まれる。前者については現在研究が継続中で近〈報告されるであろう。本報  

告に発表された本研究所構内の屋外人工水路は自然の河川の一部ではないが，わき水から他に注  

ぐ河川の形をとり，自然の小河川そのものである。現在進行中の水田ほ場による研究も実際の場  

合に近し？ものである○しかL季節を問わない短期間の試験もーつの段階としては必要であり実験  

室内のモデル生態系の開発も重要である。本報告中にも既に一部が発表されているが，それに基  

づく予測モデルとともにさらに推進されるであろう。   

生態系のもう一つの特徴である食物連鎖による濃縮や影響については基礎データをより多く得  

ることと同時に，いろいろな化学物質による影響の相違などの整理がなされなければならない。   

重金属汚染水域からそれに耐性のある生物が見いだされその環境指標性が検討されてきた。そ  

れらの生物の耐性機構について興味ある事実が分かってきたが，生物の種，あるいはそれ以上の  

分類学上の区分における比較生化学的な研究がなされるであろう。  
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FloraandFaunaindicatingf［eavyMetalPollutionsintheXosakaRiver  

MasayukiYASUNOlandShigehisaHATAKEYAMAl  

Ab8tT8Ct  

Some species of attached algae or chironomids in rivers are known to be 

tolerabletoheavymetalpollution．SurveyshadbeenconductedintheRiverKosaka，  

Akitaprefecturewheretheeffulentfromclosedminesaswe11asoperatingmineshave  

entered，andweconfirmedthespeCificfLoraconsistingofAchna粥thesmin％正ssiγ昭and  

thepredominanceofchironomidlarvaeintheriverspollutedwithheavymetals．及㍑tLS  

Spp．Showedsometolerancetotheheavymetalscomparedwithothermacrozooben－  

thosbutdecreasedthedensityattheheavilypollutedregion．While，Chironomidlarvae  

COmpOSedof Eukiq＃erie地＝p．and Orthoc血ditLS Sp．increasedinsuchregions．The  

relationshipsbetweentheelectricconductivityandthenumberofspeciesofalgaeor  

insectsortheabundanceofthemwereclarified．Thediversitiesofthefloraandfauna  

decreasedwiththeincreaseoftheelectricconductivity．  

Theaccumulationsoftheheavymetalsintheseaquaticinsectsaswellasfish  

inthisriverwerealsostudiedanditwasfoundthat助etisspp．hadhighlyaccumulated  

CdspeCifically．助etisspp．hadaccumulatedalsoCuandZningreatextentbutsome  

Otherspeciesdidsoforthesemetals．   

1．はじめに   

重金属に汚染されている河川は小規模であるがまだかなり多く各地に残されている。そのほと  

んどが鉱山の廃水のためであるが，廃鉱は管理も十分でないことから現在に至っても汚染が観い  

ている。これらの小河jIlについても環境基準値が適用きれ，防止対策がとられる。しかし鉱きい  

のような大量に積み上げられたものは容易に取除くことができない。いずれにせよ，環境基準値  

前後の重金属汚染が河川生態系に何らかの影響を与えていないのかどうか十分に研究されねばな  

らない。  

1．国立公害研究所 生物環境部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
EnvironmentalBiology Division．the Natiollallnstitute for EnvironmentalStudies．Yatabe－maChi，   
Tslユkuba．Ibaraki305，Japan．  
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重金属汚染河川の生物相調査はこれまでも数多くなされてきた1‾10〉。しかしそれらは個々ばらば  

らであり，何らかの整理が必要である。ここでは秋田県小坂川及びその支流における調査結果に  

基づいて，重金属汚染の生態影響を種々な観点から検討する。   

2．研究場所及び方法  

小馴lは全長およそ20km，ノト坂町から10km下流で米代川に合流し日本海へ注ぐ0川幅は小坂  

町付近で約50m，平均流量は約100t／sである。この流域には現在も操業中の鉱山もあるが，休廃止  

鉱山が数十とあり，鉱さいの堆積は川沿いに多い。坑内水の川への流入は完全に止めることは不  

可能で，やはり汚染源となっている。したがって支流の多くの箇所を調査地点に選んだが，汚染  

されていない比較対象となる箇所は限られていた（図1）。図中AOlの上乳Bの上流にそれぞ  

れ稼働中の鉱業所があり，最大の小坂鉱山の廃水の出口はノト坂町の下に当たるZ3のすぐ上流に  

ある。重金属汚染のほとんどないと思われた地点はA5とCである。   

河川の水量及び河川水中の重金属濃度は季節によって変動する。調査は1979年から続けられて  

いるが，ほとんどは10月に行われ1983年は4月に行われた。2か点におけるカドミウムと鋼の  

図1小坂川及びその支流  
三角は鉱山跡及び操業中の鉱山，黒丸は調査定点，Z2とZ3の間の陰の部分は小  
坂町を示す。  
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河川水中の濃度及び電導度の年による違いを図2に示す。これはしたがって必ずしも経年変化と  

は言えない。むしろこの程度の変動は容易に起こることと考えねばならない。少なくともB地点  

ではカドミウムの濃度が低いこと．逆にZ3地点では環境基準値を超えることがあること，銅の  

濃度は両地点ともほぼ同じレベルにあることが示されている。電導度は河川中に溶けている重金  

属イオン濃度をよ〈反映すると考えられるが，B地点では鋼以外の鉄や亜鉛などが高濃度で流れ  

ているために銅の濃度とは一致しない。Z3地点においても鉄，亜鉛等の温度は高いが，おそらく  

鋼，カドミウムの濃度と平行して変動していて見かけ上よく一致している。  

図2 小坂川二地点における電気伝導度，及び水中のカドミウム，銅の濃度の年変  
動   

河川の水温，pH．電気電導度，流速．流量等は現場で測定し，水中の重金属濃度はサンプルを  

実験室に持ち帰りICP及びフレームレス偏光ゼーマン原子吸光光度計（日立180－80型）で測定し  

．た。藻薫別ま礫表面の5cmx5cmの面積をブラシで洗い落としサンプルとし1か点8サンプル取  

った。その半分はクロロフィルα量を測定するため現地でグラスファイバーフィルターでろ過し，  

残る4サンプルはホルマリンを加えて持ち帰り，後で検鎖した。水生昆虫はNGG40のサーバーネ  

ットを用いて河床の0．1m2から採集した。密度推定用として1か点4サンプル，さらに重金属分析  

用に採集を行った。分析用は採集直後EDTAで洗い，種が明確に分けることができる場合を除い  

て，個別にあらかじめひよう量したガラスビンに入れて持ち帰り分析に供した。ユスリカは大き  

さ20cmX20cmの枠でメッシュNXX13のネットで水生昆虫とは別に採集を行った。1か点4サン  

プルであった。魚は主として重金属分析に供するために採集を行ったが，ノト坂町役場によって採  

取されたものも重金属の蓄積量の測定に供した。   

これらは現場で体長，体重を測り，肝臓，腎臓．消化管などを分けて水生昆虫の場合と同様に  

ガラスビンに移し研究室に持ち帰った。  
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3．汚染河川特徴種   

環境汚染が甚だしい場合に生息できる生物は極端に限られる。重金属汚染の場合も例外ではな  

い。一般に環境に傾斜がある場合に生物種はそれぞれ最適の生息環境を占め，多少重なり合いな  

がら分布している。しかし重金属の場合にはこの考えは当てはまらない。ほとんどの生物にとっ  

て最適の環境は汚染の少ない側にあって，汚染に対する耐性の差が見かけ上分布の違いをもたら  

している川。しかし重金属汚染河川に大変特徴的であることで知られている生物がいくつか存在す  

る。例えばA血糊離反＝扇肌血感服である。この種は重金属に汚染されていない河川でも見いだ  

すことができることから生息範囲がかなり広いものと考えられる。しかし重金属汚染が甚だしい  

ところでは，ほぼこの種類のみになってしまうことがよく知られている6）。図3は調査地点での電  

導度（鉱山廃水には多種類あ重金属が含まれているので，その混合したものとして水質を表して  

いる。実際に銅，カドミウム，亜鉛，鉛などの濃度とよい相関がある。）とケイ藻類の中でのAとゐ〃α乃娩e5  

∽ざ乃〟ぬ5如招の比率の関係を示している。この図からもこの種の優占の割合が重金属洩度とよく対  

応していることがよく分かる。ここではどの重金属が影響しているか決定することはできないが，  

電導度にして150ノJUcm付近でこの種の優占が始まる。なぜこの種が重金属耐性があるのか分かっ  

ていない。  

t  

8  100  2q0  300  400  5【18  

亡l●81ri亡CO爪d仙川‖l▼りy（叩／“巾  

図3 ノト坂川調査地点の電気伝導度と付着ケイ藻中のAeゐ邦α乃JゐβS刑∫乃〟ぬぶわ∽の  

比率   

図4はこれら調査地点の電気伝導度と付着藻の現在量を示すクロロフィル量の関係を示してい  

る。付着藻類の現有量はそれを摂食する底生動物群集の影響を受けているので，そのまま評価し  

にくい面がある12・13）。   

しかしここで電気伝導度が5叫U／cm程度のところでは多くなることがあることから，重金属  

は一般的には付着藻の現存量を抑制しているということが十分考えられる。また一方，電気伝導  

度が20q〝ぴ／cm以上のところでもクロロフィル♂畳が高くなる 

肋如壷扉槻のような耐性種によるものである。  
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図4 小坂川調査地点の電気伝導度と付着藻類のクロロフィルα量及び種類数の関係   

ケイ藻類の出現種教と電気伝導度の関係はクロロフィルαとやや異なっていて，電気伝導度の  

増加に伴う種類の減少は多少緩やかである。しかし確実に減少する。ラン藻類や緑藻類について  

も同様のことが見られている。   

同じようなことは底生動物についても言える（図5）。ただしこの図にはユスリカは含まれてい  

か－。個体数はばらつきが見られるが，種類数は電気伝導度100から200J（U／cmにかけて減少し，  

それ以降はあまり変化せず10棟内外であった。ほとんどの底生動物は，このように重金属汚染に  

耐性がなく20叫び／cm程度で生息できなくなることが示される。この耐性の多少ある種の中にコ  

カゲロウ（月αβぬspp．）が含まれる。この仲間も汚染された河川 

川にも生息しており種類も多いのであるが，分類の研究が十分進んでいない。重金属汚染河川に  

出現する種が特殊なものかどうか検討中である。   

ケイ藻類の場合と同じことをこの種についても試みてみた療果が図6に示されている。底生動  

物の中での比率は電気伝導度が20叫U／cmまでは上昇するが，それ以上ではむしろ減少する。し  

たがってAcん乃d乃J如g椚ダ乃〟ぬ5古，批Zのような指標性は持っていない。この種が本来貯金属性でなく  

耐性が他の種に比して高いため，やや汚染された地区で優占種となるものと考えられる。このよ  

うな性質の底生動物は他にもあると考えられるが，個体数が多くなることはない。   

ほんとうの意味で好金属性の種はユスリカである。有機汚染の場合と同じように重金属汚染の  

甚だしい河川ではユスリカしか見ることができない。またその個体数も非常に多くなることが報  

告されているい）。種類については研究がなされておらず，1種なのか複数種なのか，汚染地に特  

有な種なのかなど不明のままであった。小坂川の上流の非汚染地区と中流域の汚染地区のユスリ  

カ相について調べた結果を表1にまとめてある。非汚染地区ではユスリカは10種以上見いだすこ  

とができる。それぞれの個休数は決して多くない。それに対して汚染地区では0，伽c血dg捕Sp．と   
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図5 小牧川調査地点の電気伝導度と底生動物の個体数及び種類数の関係  
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図6 小牧川調査地点の電気伝導度と底生動物中のコカゲロウの比率  

表1小坂川におけるユスリカ相（20×20cm当たり）  

非汚染区  汚染区  

（A－5）（B－0）（Z－3）  

Tanypodiane   

Genus spp．  ＜10  

0r止ocIadjnae   

Genus spp．  ＞10   

Tんfe氾emαm花ie仏5p， ＜10   

Coγyル8允eひrα sp．   ＜10   

0rJんoeJαdJu5 Sp，   

且止わ〝ど「ね抽sp．  

Tanytarsini   

Genus spp．  ＞10  

680  18  

391  3（；5  
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幼虫時代頭部の黒い励勅癖血地sp．の2種が特徴的である。両種とも非汚染地区には出現せず，  

やや汚染された地点には他の種に混じって見ることができる。両種とも汚染区で個体数の増大を  

認めた。この数値は前記底生動物のデータには入っていない。通常の底生動物の採集に用いられ  

るネットのメッシュではその多くが通ってしまうからである。小坂川に見られる2種のユスリカ  

は他の重金属汚染河川で優占種となるユスリカと同じであると考えられ，その出現は汚染のよい  

指標となる。恐らく未記載種でこれまで知られておらず，新種と思われる。出形県の重金属汚染  

河川からは，これらに加えてさらに別の特徴種を見いだしている。   

4．群集構造の特性   

既に述べたように重金属汚染によって種数また一般的には個体数の減少も起こる。その結果群  

集は単純化していく傾向であり多様性は減少してくる。図7は小坂川のいろいろな地点における  

底生動物と付着ケイ藻類のそれぞれについてシャノン・ウィーパーの式で計算した多様性指数で  

ある？   

H′は電気伝導度とは指数関数的関係にある。かなりばらつきがあるが，汚染度が高くなると多  

様性は減少する。二つの生物群では多少の差が認められ，丁度前記特徴種の場合と同じである。  

すなわちケイ藻類の場合には少数種による優占の度合がここに現れている。底生動物の場合，ユ  

スリカが同じ方法で取られていないため，その優占度がここに現れていない。汚染度の高い地点  

でコカゲロウが減少するために多様性指数は1近くに留まっている。生物群集としては個体数も  

減少しかなり違ったものになっている。H′のばらつきはかなり大きいが特定の汚染地域に限れば，  

重金属汚染の尺度として十分用いることができる。このシャノン・ウィーバーの指数は種類数の  

変化とよく対応する。種類数の減少に対する個体数の変化は必ずしも一定でない。そこには生物  
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図7 小坂川調査地点の電気伝導度とケイ藻類及び底生動物における多様性指数と  
の関係  
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相互の関係が関与しているからである。   

図8に河川生態系に汚染物質あるいは環境の破壊による備撃によって生起する変化を示す。河  

川生態系において安定した状態では比較的少数種のラン藻によって付着藻類群集は構成されてい  

る。底生動物群集もこれには一枚かんでいる。環境の変化はこれをむしろ複雑化する場合がある。  

さらに進行した場合はこの報告に見られるような耐性種のみが残ることになる。競争毒気 摂食者  

の減少は藻類現存量を増加させるが，これはまた動物の個体数増加のの引金になり，元の方向へ  

向うことになる。重金属汚染の場合のケイ藻類とユスリカの関係はこの図の最終段階を短相にし  

たものである。  

汚慧㌍ご≡…≡減少  
／  

ソ7  
少数程  
による優占の   

I  

多数種の出現  

l  

少数耐性種－   
のみ  

現在立の増加トー特殊な極の出現  

醍よの減よゝ大1発生  

図8 環境汚染によって生起する河川生態系の変化   

5．蓄積者としての環境指標生物   

本来生息するべきはずの生物がいないということは大変重要な指標である。魚はその意味では  

大変感度のいい指標生物である。しかし汚染物質の蓄積者としては定着性に欠けていて不適当か  

もしれない。とはいう■ものの食物連鎖の上位にある魚を無視するわけにはいかない。重金属汚染  

地区では採集することは容易ではない。1981年上流域でイワナ，汚染されている中流域でアブラ  

ハヤと放流されたヤマメが採られ，肝臓中の重金属が分析された（表2）。ここで非汚染区は電気  

伝導度で12叫び／cm以下，汚染区はそれ以上としそれぞれの平均で示している。河川水中の重金  

属はフレームレス偏光ゼーマン原子吸光光度計で測られているが，それでも分析限界を考慮する  

と非汚染地区の値はほぼ0と考えられる。カドミウムと鋼も魚の肝臓中の重金属量は二つの区域  

聞で有意の差がある。鋼の場合にはその善が大きいことが示されている。濃縮係数は湿重に換算  

し直して計算きれている。おおよそ100から400倍である。魚肉中の重金属ははるかに低いが，カ  

ドミウムの場合の最大値は，2．36JJg／乾重g，湿重に換算すると約0．5ppm）であった。  

底生動物の重金属含量についてはできるかぎり多くの生物について調べられた。カドミウムにつ  
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′ト堀川における重金属汚染を指標する生物相  

いてはあまり顕著な差が出ないのが普通であったが，トビケラとカゲロウでは特異的に高い値を  

示した。銅についてはすべての種が汚染■地区で高く有意な差であった。特にトビケラとカケロウ  

が飛抜けて高い値であった。図9はコカゲロウとヘビトンボの重金属含量を示している。コカゲ  

ロウは非汚染地区にも汚染地区にも分布していること，及び藻類をえさとしている種類を代表す  

るものとして取り上げた。ヘビトンボは各種の汚染に比較的強いこと，捕食者として食物連鎖の  

上位に位する生物の代表として取り上げた。非汚染地区ではカドミウムも銅も蓄積量は少ない。  

ヘビトンボの場合には汚染区でカドミウムの皇は有意差となる程高〈ない。しかし鋼の蓄積量は  

かなり高くなることが示されている。魚の肝臓に比べると，数倍である。魚の場合には臓器ごと  

に分けて分析したが，虫の場合は丸ごとであることを考慮すれば虫の重金属蓄積量は魚に比べて  

はるかに高いことが分かる。コカゲロウの場合はさらに高い重金属含量が見いだされた。カドミ  

ウムにしても魚におけるよりはるかに高く乾重1g当たり4叫gも含んでいた。最大値は74J噌で  

あった。．カケロウ，中でもコカゲロウはカドミウム蓄積者として，環境を指標しうる生物である。  

銅の蓄積量も大変高く，ヘビトンボめ蓄積量をりょうがしている。しかし銅については他の生物  

をもってしてもモニターすることができる。ここに例示した2種の昆虫は比較的汚染に強〈，魚  

衷2 小坂川の魚類肝臓中の重金属量  

カド ミ ウ ム  鋼  

非汚染地区  汚染地区  非汚染地区  汚染地区  

河川水（〟g／1）  0．掴  11．49  0■73  100・8  

魚（〃g／g乾垂）  2．10±1．1   6．57±2．5   13．66±13．53  174．2±135・2  

濃縮係数  114  3700  別5  

0．7：I   0．Ol   

■●●l川 ■p．   
P′0101I●rロー■】■′■介■J■  

烹澤㌍封塩湖  ；＝；‥穎；書；音盤堀；§守；…：；；苧；三調  

llM，8  tl．5  

O  t01 210  ユ80 100  畑○                 ■           ■  

H●■叩巾●仙川・t●nt●中○′odけ■■lo州   

図9 小坂川における2種の水生昆虫の重金属含量  

国中の数字は河川水中のカドミウムないし銅の濃度（ppb）。  
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の生息できないところでも見いだすことができる。ヒケサガカワトピケラがモニター生物として  

考えられる▲）が，生息可能地域は上記2種程広くない。   

これらより重金属汚染性の高いユスリカは意外と重金属含量は低く，取り込まないのか，排せ  

つが速いのか今後明らかにされるであろう。   

6．まとめ   

秋田県北部のノJ、坂川流域には現在操業中の鉱山並びに多数の廃鉱がある。この川のいろいろな  

埠点での生物調査から，重金属汚染に耐性のある特徴的な生物が見つけられた。   

ケイ藻のA独和離反＝扉鱒血滋傲の出現する割合は調査地点の電気伝導度と高い正の相関があ  

り，これは重金属濃度が高くなると他の種が消失するためである。同じことは2種のユスリカの  

出現についても言える。これらは他の生物が耐えられない程度の汚染地区でむしろ個体数の増加  

が認められた。コカゲロウもかなり耐性があると思われるが，この種は重金属，特にカドミウム  

を他のどの生物よりも高〈蓄積することが分かった。銅と亜鉛についてはトビケラやヘビトンボ  

とあまり大きな相違はなかった。   
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Res．R町Natl．lnst．EnviTOTゝ・SNd・．Jpn・，No・6ZI19蝕  

屋外水路による殺虫剤の生態系影響の実験的研究  

安野正之1・菅谷芳雄2・岩熊敏夫1   

EffectsofImsecticidesontheBenthicCommunityinaModelStream  

MasayukiYASUNOl，YoshioSUGAYA2andToshioIWAKUMAl  

Ab8t一礼Ct  

Benthiccommunityinanoutdoormodelstreamwasexposedto organophos・  

phorusinsecticides．temephosataconcetratiorlOf5 ppmfor30minutes orchor－  

phoximat2ppmfor3hours．ThreespeCiesofchiron占midswerepredominantinthis  

Streaminthelstexperimentandj＆dYPP即Chodesbnvz’Hnea血5oinedtothemirlthe2nd  

experiment，Bothoftheinsecticideskilledthemaiorityofzoobenthos，andasaresult，  

thebloomofepilithicalgaeoccurred．Fromthisresult，theextentofgrazingpressure  

bychironomidsonalgaewasassessed．ThechironomidpopulationsrecoveredqujcklY  

buttrichopteranlarvaedidslowly．  

There were some differencesin the toxicity between the twoinsecticides．  

FbYaqC毎sjimbrhlLusand伽cLdkssp．weredriftedonJybychlorphoxim．   

1．はじめに   

これまで農地に散布された殺虫剤や除草剤が河川などの水系に流入しそこの本来の生物相を異  

なったものに置き換えてしまっていることは経験的によく知られでいる。特に水田は長期間にわ  

たって数多くの殺虫剤が散布されてきたが，残念ながらその影響についての研究例がない。Heckmanl）  

は果樹園内の水路の最近の生物相を25年前のそれと比較し，数多くの種類が姿を消したこと，ま  

たある種類は影響を受けないが，殺虫剤抵抗性が増加したこと，新しい種類としてユスリカが出  

現したこと等を記している。春日（未発表）は茨城県の一水田から採集したホウネンエビが数ppm  

のスミチオンに対しても耐性があることを示した。恐らく最近抵抗性を待て生育し続けることが  

1．国立公阜研究所 生物環境部 〒305 茨城県筑波群谷田部町小野川16番Z   
EnvironmentalBiologY Division，the Nationallnstitute for EnvironmentalStudies，Yatabe・maChi，   
Tsukuba，lbaraki305．Japan、  
2．国立公害研究所 技術部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
EngineeringDivision，theNationalInstituteforEnvironmentalStudies．Yatabe・maChi，Tsukuba．Ibaraki   
305，Japan一  
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できた種の一つと考えられる。   

山地の渓流はこのような殺虫剤汚染からまぬがれていると考えられていたが，近年の松林への  

空中散布は水生昆虫にも多大の影響を及ぼしている。Yasunoら2‾4）は渓流の水生昆虫群集への殺  
虫剤の影響を調べた。生物の種によって影響の受け方は異なっており，ある期間特異な生物相が  

でき上ること，また本来はほとんど見られない種が優占種となることなどが明らかにされた。自  

然の生物相の変化が殺虫剤の直接的な影響ばかりではなく，生物相互の関係による2次的な影響  

によって大きく左右されていることが前記の研究で示唆されたことから，水路を作っての実験的  

研究が行われた。   

2．方 法   

屋外水路は国立公害研究所の敷地内に設置された。長さ100m，幅23cm，こう配2％で井戸水を  

掛流しにした。流量は0．471／sで流速は底部に玉砂利を敷いたため部分により異なるが約12cm／s  

である。水路は松林の中を通り，下流部のみが草地にある。実験は水を流しはじめてから半年以  

上経てから行った。その時点では水路の生物相はかなり安定したものと考えられる。実験は2回  

行った。実験1では有機リン殺虫剤、テメフォスの乳化剤を5ppmになるよう30分間流した。実  

験2は前実験の影響が消えたと思われる半年後に同じく有機リン殺虫剤のタロルフォキンムを2  

ppmの濃度になるように調整し3時間流した。   

殺虫剤は流入終止後水路に残る量はほとんどないと考えられる。真直な水路であるため，乱流  

もなく．ほぼ期待濃度及び暴露時間が満たされたと考えられた。名実験共，2本の水路の一方は  

コントロー／レに供された。殺虫剤の生物への影響は（1）底生動物の流下数，（2）同じく残存数，（3）付  

着藻類の現有量としてのクロロフィルβ量について調べられた。（ユ）の流下数は水路の末端にネッ  

トを設置し，一定時間間隔で交換して集めた。（2）は10cm2の枠を用いて水路の上中下流の各地点で  

サンプルを採集した。（3）は同じく10cm2枠に入る玉石をメチルアルコールに移しその抽出液によっ  

て測定した。   

実験前の水路を流れる水の化学的データは表1のとおりであった。硝酸態，亜硝酸態の窒素は  

検出されないが，全窒素は多く，リン酸態のリンの畳も藻類が増殖するに十分な量が含まれてい  

る。これらの栄養塩濃度はこの水路を100m流下してもほとんど減少しない。CODはわずかなが  

ら上昇し，水路で増殖した藻類などの自然流下を示している。水路の生物は井戸水起源のものと  

考えられる月z和αCわ♪5と空中から入った昆虫等で造られている。藻類はぷなββC血相由雄Sp．が優  

占し仁山力矧相聞Sp．などがこれに次いでいる。出現生物種は表2のとおりである。  

3．結 果  

実験1  

殺虫剤投与前は二つの水路ともユスリカが優占していて，他の水生昆虫はあまり出現しない。  
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蓑1屋外実験水路の水質  

ChannelA ChannelB  

Om lOOm Om lOOm  

Water temp．（℃）18・9 21▲518・9 Zl▲5  

Cl【（mg／り  3．13 3．25 3．13 3．25  
COD（mg／1）  0．8 1．2 0．2 2．3  

T－N（mg／1）  0．43 0．40 0．40 0．40  

NH．－N（mg／り  0．07 0．鵬 0．05 0．05  

T－P（mg／t）  0■52 0・48 0■49 0・43  

PO．－P（mg／1）  0・310・30 0・30 0■28  

表2 実験水路に出現する生物  

Ostracoda  

Copepoda   

PαrαCプCJopg／Jmムγfα己U3  

Ⅰ爪SeCta   

CんよγOmOmU5／仲lりPJ山門uβ   

PoJγpedf上山mれ〃p埴r  

Algae   
S己よgeocJoれfむm Sp   

A正昭川仏朗 Spp．   

〃l己～∫亡ん血pαJeq   

Te汗α叩Orα Sp．   

Pん0＝汀idよ祝m Sp．   

Scenedeざm胡ざSp．   

5ッ乃edrαSp．   

Go叩ん0れemq Sp．  

RlrαけよcんocんIdfum ru／f即印′r∫∫  01igochaeta  

Crfcoわp址∫ブロbふe化∫∫ざ  Nematoda  

T人feれemd和叩よe仙mノひざCひb  

Proc血dfざSP．   

SfmひJfum ucんよ血才  

坤前里里吊…k＝h彿㈲粕拍  

ユスリカは3種が普通にみられ，そのうちでもT姑澗抑矧舶鹿肱川明知椚止が多数を占めていた。  

しかし3種は分布が多少異なっていてC址w抑肌搭ル頑錘抑購は上流部分7以∽抑矧朋庵肋は  

下流部分に分布の中心があった。   

殺虫剤散布はほぼ全域のユスリカを消滅させた。（図1）   

しかし約1か月後には早くも同じ3種は回復してしまった。ただしC扉和机Ⅶ胱一触ひわJ〃研鵬の  

個体数の増加とその分布域の拡大が認められた。この殺虫剤投与後のユスリカの現存量の変化は  

藻顆量の変化とよく対応している。図2はユスリカのいなくなった5月20日すぎとユスリカの回  

復した6月初めのクロロフイ／レα量を示している。コントロールの水路では，両日のクロロフィ  

ル〟量に大きな差が見られない。また下流部では乃タg乃g〝∽乃推古βJぉの摂食庄のために非常に少な  

いことが示されている。処理水路では，殺虫剤投入約2週間彼のクロロフィルα量は非常に高く，  

ユスリカの回復した6月にはコントロールと畳も分布もほぼ同じになった。この結果からいかに  

ユスリカの摂食庄が大きいかがわかる。このことは、渓流の付着藻類の現存量が水生昆虫に大き  

く影響を受けていることを示唆するものである。我々の渓流における実験では藻類の組成の変化，  

水生昆虫の組成の変化が認められたが，その場合，破壊された生物相をつくろう種として真っ先  

に出現するのがユスリカである。この実験水路では最初からユスリカを優占とする群集であるこ  

とから修復も同じ種によってなされたのも当然である。  
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図1テメフォス投入（5月9日）前後の屋外水路のユスリカ幼虫生息密度  
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図2 テメフォス投入後の屋外水路の付着藻の現存量（クロロフィル針量として）  

の変化   

実験2  

表3はタロルフォキシムを投入後2時間の流下昆虫とミジンコの総数を示す。実験1のときと  

ちがってトビケラが構成月として重要な位置を占めていた0流下は無処理の水路では乃由循g仰乃一  

乃地で1時間当たり100を超える個体数が自立つが他の種類はほとんどないか，あっても少数で  
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ある。殺虫剤投入後．流下はすぐ始まり最初の30分間に約10万匹の7Ⅵよe乃e〝昭乃乃iβJぁが流れた。  

もちろん100m水路の途中で引っ掛かった個体も数多いと思われるので絶対数としての意味はあま  

りないが，この水路において7協gβナie〝∽〃乃わJ由が大きな位置を占めていることが明らかとなった。  

この最初の30分間に多く流れ出した種は功′dγ卸町C∂並ぶである。この個体数もその現有盈からす  

ればかなり高いものである。ユスリカのCγ乙C∂砂那と鳥肌か山払止痛毎は次の30分間に流下し，  

Cぁゎ乃∂∽揖ノ払乙砂J〝∽∽はさらに次の30分間に流下した。この水路には捕食性のユスリカである  

P和C血ゐが生息しているが、実験1のテメフォスではこの種は影響を受けない。重いため流下す  

る個体は少ないが，グロルフォキンムたは弱いことが示された。同じことは月7和印Cわ♪5について  

もいえる。前の実験のときにも多数生息していたが，このように多数流下することはなかった。  

表3 グロルフォキシム投入後（矢印）の水路の底生動物の流下  

Hl・drops〉・Chodes Procladiu5 Thienemannie［Ja Cricotopu5 Paratrichocladius Chironorms Parac）PCLops  

brevilineata  sp．  majuscula  〉・atabensis r】fiventris  I】a、・lplumus  

Treated chaれロe1  
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殺虫剤処理後の底生生物各種の密度の変化は図3に示されている。的d和♪砂Cわdesは殺虫剤処  

理水路では消失してから回復するまで2か月かかるようである。コントロール水路においても数  

の増減がはなはだしいが，10c∽2に40個体以上に達することがあることがこの水路の生産性の高さ  

を示している。（この種は雑食性で巣にかかる自然流下のユスリカを食べていることが確かめられ  

た）。丁ゐJg邦g，舶ガタgJ血は流下数に示されたようにほぼ仝個体が処理水路から消えたのに2週間後に  

は回復のきぎしが見られる。隣接する無処理水路からの成虫が産卵するためと思われる。個3）  

C姉御馴触り加刺如棚は殺虫剤投入前の個体数は少ないのにかかわらず，投入後中下流部でコ  

ントロール以上に個体数が増大した。このように逆に増加することは実験1でも認められた。同  

じような殺虫剤投入後の個体数の増加は乃mか血払止通毎にも認められる。しかし前程とはその  

増大する時期に相異があること。上流部でも増加することでも違っている。   

付着藻類の現存量は上中流部では殺虫剤投入の影響が認められない。（図4）。恐らく上流部で  

のユスリカの現存量がもともと下流部程多くなかったため，ユスリカの消失の2次的な影響がは  
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図3 タロルフォキシム投入後の屋外水路出現主要底生昆虫（トピケラ（左上），及  

びユスリカ3種）の生息密度の変化。  

それぞれ上流，中流，下流について示されている。黒丸は処理水路，白丸は対照水  

路。  
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図4 クロルフォキンム投入後の礫上のクロロフィル針量の変化  

黒丸は処理水路．白丸は対照水路，殺虫剤は10月11日投入。  

っきり出なかったのであろう。下流部は殺虫剤投入後10日位で500〝哲／∽2に達した。コントロー  

ルと同じレベルに減少するまで釣1か月を要した。この減少は7Ⅵ由乃，ナ招乃乃ゴビJぉの増加と対応して  

いる。   

刀娩微細姐瑚鹿北は河川の最上流部に普通の種で，同じく上流種であるプユの淡棚祓∽＝血娩誠  

がこの水路に出現するように，この実験水路は上流域の性質を持っている。水量が少なく，流速  

が遅いことが原因している。Cゐわ′0乃∂∽捕ノ勉ゆJ〟研捕は逆に下流種かあるいは他に出現する種類  

である。月如d宛d肌油ば奴は他のところではまだ記録されていないが，この程度の水量の水路に  

は出現するものと考えられる。これらの出現は河川としてはややきれいなタイプに分類できる。  

S砲gcoわ〃J〟∽の優占も同じようなことを示していると考えられる。   

乃ね刀β，，∽乃乃ゐJ血は巣を造らずに糸を石の上に張るだけで動き回り，積短的に付着藻類を摂食  

する大変小型のユスリカであるが，この水路では高密度に達し石の上の藻類を食べつくしてしま  

う程であった。自然の渓流でこのような密度になることはむしろまれかもしれないが，その摂食  

庄の藻類へ与える影響がいかに大きいかが，この実験から明らかとなった。   

4．考 察   

河川の汚染の研究に実験水路が便われるようになったのは決して新しいことではないが，その  

数は多くない。当初は河川の自浄作用の研究が目的であったが），その後重金属や農業の汚染が問  

題になるに従い，その目的に合う実験水路が開発された…○水路の活用はその生態系における変  

化を克明に観察し記諒できる点にある。したがって系に出現するバクテリア．原生動物から水生  

昆丸貝類まで含めて．その影響を調べることができる。残念ながら魚が入る系は作られていな  
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い。もし作られるとすれば，自然の河川から引き込んだ聖の実験水路で一次生産をその系の外に  

依存する生態系でなければ存続しえない。   

屋外水路によるこのような実験の場合も，事故的な汚染と，長期の連続した汚染の研究の両方  

があり，重金属汚染のような場合は後者であり，農薬汚染の場合は前者である。時に合成化合物  

についても長期の暴寛が行われることむあるが限られている9）。いずれも系を構成する様々な生物  

種の汚染物質による影響を主として数の減少からみている。したがって系あるいは群集としての  

多様性の減少が目立つわけであるが，本研究にみられるような2次的影響，すなわち付着領の現  

存量の増加，あるいはその後の底生動物の増加などの点について報告されていない。つまり．生  

物相互の関係を十分考慮していない点にある。系が破壊された後の回復の過程を今後詳細に研究  

する必要があり，その際にはますます生物相互の関係が重要となると思われる。   

本研究で用いた2種の殺虫剤はどちらも低毒性（ほ乳類に対して）で経口毒性はラットで5000  

mg／kgから10000mg／kgである。水路の生物に対する影響にやや違いがみられた。しかしその後  

の変化には大きな違いをみることがなく，むしろ同じような現象がみられたことは，このような  

殺虫剤の混入が河川で生じたときの影響を予測するのに役立つと思われる。   

これまでの自然の渓流での実験と比較するとここで明らかとなった殺虫剤投入による生物群奥  

の変化は，自然の渓流の一部に過ぎず，しかも変化の前半の部分，すなわち，回復過程でパイオ  

ニアとして位置づけられるユスリか群集が主体であったことに特徴かあり，現在，同じ水路で行  

っている実験はさらに発達した生態系から成っており，また別の過程もみられている。その成果  

は近く発表される予定である。   

5．まとめ   

屋外水路の底生生物群集を有機リン殺虫剤テメフォスを5ppmの洩度で30分間あるいはクロル  

フォキンム2ppmを3時間暴露した。最初の実験では数種のユスリカが優占する群集で，これら  

が殺虫剤で消失後付着藻の増加が認められた。比較対照に対する付着藻の増加分はユスリカによ  

る摂食量に相当すると考えられた。ユスリカ群集の回復過程では比較対照の水路における密度よ  

りむしろはるかに高い密度に達した。また安定するまでに3種のユスリカの分布が変化し，ユス  

リカの橡間の関係も系の維持に関与していることが示された。2回目の実験ではコガタシャトピ  

ケラが多数生息していた。この種の回復はユスリカに比して大変遅かった。   
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モデル生態系における動物プランクトン群集に対する殺虫剤の影響  

長谷川淳一1・安野正之2  

ImpactofInsecticides ontheZooplanktonCommuIlitiesof  

ModelAquaticEcosystems  

JIInichiHASEGAWAlandMasayukiYASUNO2  

Abstract  

ModelaquaticecosystemwasmadewiththemudtakenfromLakeKasumiga・  

ura，inwhichtherestingeggsofzooplanktonshadbeencontained，Andtheimpactof  

twoorganophosphorusinsecticides，Chlorpyrifosmethyl，Chlorphoxim，andaninsect  

growthregulator，methoprene，Onthezooplanktoncommunitiesofthisecosystemwas  

studied．Almost allspeciesofzooplankton collected from Lake Kasumigaura were  

observcdinthisecosystem．PopulationsofacopepOd，Eodiqt）［omusjqponklLS，andits  

naupliuswerelesssusceptibletothesechemicalsandnoobviouseffectonthisspeCies  

was observed．Cladoceran populationswere severely affectedby both organophos－  

phoruSinsecticides．Methoprene did not affect these populations，but the delayed  

populationgrowthwasobserved．BYaChionus cu＆cif70niSCOntinuedtoincreasefora  

longerperiodinthetreatedecosystem，Wherecladoceranswereeliminated，thanin  

controlecosystem．FiLinblongtsetaremainedatlowdensitylevelincontrolecosystem  

butincreased conspicuouslyin the treated ecosystem．Theincrease of Conochilus  

dossuaruLSWaSObservedonlyinthemethoprenetreatedecosystem・   

1．はじめに   

農業生産，森林管理あるいは公衆衛生などの目的で極めて多量の農薬が散布されてちり，その  

水域への流入経路は様々である。これらの一部は直接河川，湖沼へ散布されているが，農業書丸  

森林害虫防除の空中散布からのドリフト，農業排水あるいは農地地表水からの間接的な流入も多  

1．昭和55年慶一国立公害研究所共同研究員   
（東京大学 農学部 農業生物学科害虫学教皇 〒113 東京都文京区弥生1－1－1）   
ResearchCol】aboratoroftheNatiorlallnstituteforEnvironmentalStudies．PresentAdress：Department   
ofAgTiculturalBiology，theUniversityofTokyo，Yayoi，Burlkyo－ku，Tokyol13・Japan・  
2．国立公害研究所 生物環境部，〒305 茅≡城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
EnvironmentalBiology Division，the NationalInstitute for EnvironmentalStudies，Yatabe－maChi，   
Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  
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長谷伸幸－・安野正之  

い。またこれらの農薬は単に水生生物の死亡，除去をもたらすばかりでなく，生態系内に様々な  

二次的変化を引き起ごすことは良く知られており，個々の水生生物に対する農薬の毒性に関する  

研究も多い。しかし殺虫剤が生態系内に引き起こす現象に関する実験研究はあまり行われていな   

本研究では，動物プランクトン源として霞ケ浦より採取した底泥中の耐久卵を用いたモデル生  

態系を作成し，3種類の殺虫剤が動物プランクトン群集に対して与える影響を明らかにする。   

2，実験方法   

モデル生態系の作成は室温20℃の恒温室内で行い，600×295×360mmのガラス製水槽8個  

を用意した。異物の混入を避けるため実験中は各水槽上部を厚さ3mmのガラス板で被い，また  

以前に行われた実験の影響を避けるため各水槽内側には同上水槽大のビニール袋を使用した。光  

周期は12時間明：12時間暗とし，光源には昼光色螢光燈を用いた。なお光合成有効光量は各水  

槽の水面直上で約13W・m▼2であった。動植物プランクトン源には，2月に霞ヶ浦高浜入（3608′  

N，140020′E，水深2m）より採取し，室温5℃の暗室中に約8か月間保存した底泥を使用した。  

また培養水には，水道水を連浸透ろ過装置（Milli－RO4）によりろ過し，塩素除去のため自然光  

下に3日間放置した水を使用した。実験に際して各水槽当たり約2000mlの上記霞ケ浦底泥及び  

401の培養水を加え，実験中は各水槽に曝気を行った。   

共試殺虫剤は有機リン系殺虫剤chlorpyrifosmethy120％乳化札 chlorphoxim20％乳化剤  

及び昆虫幼若ホルモン様活性物質rnethoprenelO％製剤で，処理濃度はそれぞれ0．1，0．01，1  

ppmとした。殺虫剤処理は実験開始後3日目に行い，無処理区，処理区とも反復数は2とした。   

動物プランクトンの定量採集は実験開始より，7，10，14，17，21，24，27，30，34，37日目に行った。  

動物プランクトンのサンプルは内径12mmのシリコンチューブを用いたサイホンにより各水槽  

当たり21を採取し，網旧58〟mのナイロンネット地（NXX25）でろ過濃縮後，90％エチル  

アルコール中に保存した。各サンプルは50mlメスシリンダー中で12時間以上静置沈殿きせ10ml  

に濃縮後，サンプル全体について顕微鏡下150倍で動物プランクトンの同定及び計数を行った。   

3．結果及び考察   

モデル生態系における動物プランクトン構成種数はわむし類26種，枝角類6種，かいあし類5  

種であり（表1），霞ヶ捕における出現桂4）のうち耐久卵で越冬するわむし顆，枝角類については  

その大部分が認められた。しかし幼若個体（copepodite）で越冬すると思われるかいあし類の  

Cyclopoida亜Enこ属する種顆はほとんど出現しなかった。これは底泥の低温保存の影響であると  

考えられ，3か月以内の保存であればcyclopoidも出現することが確認されている5）。   

かいあし顆のE．j＊onicus及びそのnaupliusについては，殺虫剤の影はほとんど認められなか  

った（図1）。一方稜角顆の殺虫剤に対する感受性はわむし類，かいあし類に比べ極めて高く，そ  
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モデル生態系における動物プランクトン群射こ対する殺虫剤の鮎響  

表1モデル生態系における動物プランクトンの出現種  

ROTIFERA  

月γαCんf8氾レ∫ CαJッcげJoγ祝5   

β．α乃gU血γJざ  

β．叩d沌偏血加  

β．ムId叩eざ血eれ5f∫  

月．址rCeO払γiβ  

鼠nm血中加   

住．J」llリい‥－＝1  

β．ルイfcllb   

〟erαie他 山p加   

古イ”J＝・．＝＝  

「い・んJり・＝∫Jl烏山山  

叫沖揖扉1帰山川h  

凸亘叩「仏川∵Ⅲ庵Ⅵ再  

A5P血几亡ん花αpr一一odo，lね  

d．レ料抽餌捕   

れ明九埴ば“叫減聞血  

Conoc／高山＝ん＝賦け毎   

〃e∫αrlんrα mfrα   

釣≠柏Ih叩血血   

Co仙班ecα SpP．   

Trf亡んocercα ざfmfJiざ   

T．c叩址Cfm王   

rγよぐんoceγCα SpP，  

Cl－ADOCERA   

．＼l．り－h】け＝（り宣．川  

β“Ⅷ南柏ノもぬ〃  

且ん叫如k汗ル  

仇恒心川鋸“ⅦSp．   

Cerわ血pんn血corγlUね   

AJonα gu他山  

COPEPODA  

E〃dぬpiom混3ノ叩U花icuざ  

の減少率はchlorpyrifosmethyl，Chlorphoxim処理区では無処理区に対して90－100％であっ  

た。しかしmethoprene処理区では30日日以降にその増殖が認められた（図2）。またわむし類は  

その増殖パターンから二つのタイプに分けられる。すなわち一方は殺虫剤処理の有無にかかわら  

ず出現した且（画面触Ⅶであり，他方は処理区でのみ顕著な増殖を示したF ム明知勿 C．  

正邪誠血涙である（図3）。   

且α卸付加Ⅶは．無処理区では7日目に最高密度に達した後激減し14日日以降は全く出現しな  

かったが，Chlorpyrifosmethyl処理区では7日冒にはほぼ無処理区とほぼ同じ密度に達し10日目  

にも引き続きその密度を維持した。その原因として以下の様なことが挙げら咋る。すなわちモデ  

ル生態系におけるクロロフィルa量は，7E＝］には無処理区で7FLg・1▼1，Chlorpyrifosmethyl  

処理区で13〝g・1－1，14日削こはいずれも2ノ‘g・11以下であり比較的少なかった。また10日目の  

枝角類平均密度は無処理区では35inds・1－1でありその96％は〟．桝ぬ昭和及び且力由ぬが占め  

たが．処理区ではいずれも1inds・l－1以下であった。さらにろ水速度はB．ca＆cifbTW6一のト7  
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FEl・animal‾1・hrlに対してM．mimLy227）では100p200JJl・animal1・h1である。以上のことか  

ら，殺虫剤処理による枝角類の減少すなわちその才頁食圧低下が植物プランクトンの増加をもたら  

し，その結果β和Cゐわ乃揖の増殖期間が延長されたと考えられる。また処理区における且cめc吏伽仰  

の消滅は無処理区同様植物プランクトンの減少を伴っていること，並びにバクテリアはその食物  

としては不適当であることから8），且cα如吏伽閥は植物プランクトンに対する依存度が高く仁処  

理区におけるその消滅はβ用Cぁわ乃捕自身による過剰摂食が原因であったと思われる。   

Fわ喝函劫及びC．成心眈椚加の増殖も，無処理区では7，10H目でありしかも低密度であっ  

た。しかし処理区ではFん明知油は殺虫剤の種類にかかわらず20，24日目には無処理の4－16  

倍の密度に達し．特に枝角頬がほとんど除去されたChlorpyrifosmethyl処理区及びchlorphoxim  

処理区ではその増殖は顕著であった。またC．正郎潮椚ぉの明らかな増殖は殺虫剤処理区のうち尺  
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図1モデル生態系におけるかいあし顆（●）及びその  

nauplius（■）の密度の変動  

左縦軸はかいあし類の密度を，右縦軸はnaupli－  

usの密度を示す。  
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図2 モデル生態系におけるわむし類（●）及び枝角頬  

（■）の密度の変動  

左縦軸はわむし頬の密度を，右縦軸は枝角類の  

密度を示す。  

k）ngiseおの密度が他に比べ低かったmethoprene処理区に限られた。ところでMmicniraを単  

独培養した場合には，CんわγgJれCぁゎ，町ゐ肌0乃おなどの緑藻類によりその個体群を長期間維持す  

ることができる（personalobservation）。しかし前にも述べた様に，モデル生態系におけるその  

増殖時にはクロロフィルα量は数〟g十1であるたれ〟8わ7αが植物プランクトンに依存していた  

とは考え難く，むしろバクテリア，デトリタスを主に摂食していたのではないかと考えられる。  

またFわ〃g由βれC．ゐssMガ揖レヾクテリア，デトリタスを好んで摂食することからg），ここで  

もまた殺虫剤による励加〃の除去が食物の増加を産みFゐ癖♂おの増殖を可能にLたものと思  

われる。さらにC．虎那髄椚加はFわ乃gねg由よりも競争的に下位にあり，殺虫剤により枝角類の  

増殖が抑制され，しかもFわ乃gまsg如が殺虫剤あるいは他の何らかの要因により低密度であった  

場合にのみ増殖可能であったと考えられる。  
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図3 モデル生態系における主なわむし粕3橙の密度  

の変動  
●，β．cα如丁折0乃疋，▲ ▲，F∴bぼ料油㍉  

●，C．do55〟αわ〟ざ．  

左縦軸はβ．cα如穐γ猥及びC．正郎糀椚kの  

密度を，右縦軸はFわ喝壷加の層度を示す。   

4．まとめ   

動物プランクトン源として霞ヶ浦より採取した底泥中の耐久卵を用いたモデル生態系を作成し，  

有機））ン系殺虫剤chlorpyrifosmethyl，Chlorphoxim，昆虫幼若ホルモン様活性物質methoprene  

が動物プランクトン群集に対して与える影響を調べた。モデル生態系では霞ヶ浦における出現種  

の大部分が認められた。かいあし類は殺虫剤に対する感受性は低くその影響はほとんど認められ  

なかった。稜角類では殺虫剤の影響は著しく，methoprene処理区で30EI目以降にその増殖が認め  

られただけであった。わむし類の且dめ頭取mは枝角類が除去された処理区では無処理区より  

も長期間増殖し続けた。Fわ明海痴は無処理区では低密度であったが，枝角頬の除去ぎれた処理  

区では20，24E［目に顕著な増殖を示した。またC．dossuariuse）増殖はmethoprene処理区のみ  

に限られた。  

ー34－   



モデル生態系における動物プランクトン群集に対する殺虫剤の影響  

引 用 文 献   

1）Hurlbert，S．H．，M．S．Mu11a，andH．R．Wilson（1972）＝EffectsofanorganophosphoruSinsecticide  
onthephytoplankton，ZOOplankton，andinsect populationsoffresh・WaterpOnds・Ecol・  
Monogrり42，269－299．  

2）Simpson，R．L．，andD．Pimentel（1972）：EcologicaleffectsoftheaquaticherbicideFenacon  
smallponds．Search（CornellUniv・AgricrExp・Stn・．1thaca，N・Y・）12（10），157・  

3）Campbell，B．C．，andR．F．Denno（1976）＝Theeffectoftemephosandchlorpyrifosontheaquatic  
insectcommunityofaNewJerseysaltmarsh，Environ．Entomol・，5，477L483・  

4）安野正之・森下正彦・菅谷芳雄（1977）：霞ヶ浦高浜入における底生生物と動物プランクトン．国立公  

害研究所特別研究成果報告．第1号，94－107．  

5）長谷川淳一・安野正之：inpreparation．  

6）Starkweather，P．LリandJ．J．Gilbert（1978）：FeedingintherotiferBYUChionusca＆cinomIV．  
Selectivefeedingontracerparticlesasafactorintrophicecologyandinsitutechnique・  
Verh．Tnt．Ver．Limnol．，20，2389－2394．  

7）花里孝幸：personalcommunication・  
8）PourrlOt，R．（1965）：Recherchessurl’ecologiedesRotiferes，VieetMilieu，Suppl・，21，1‾2241  
9）Pourriot，R．（1978）：FoodandfeedinghabitsofRotifera．Arch．Hydrobiol．Beih・，8，243－260・  

－35－   



同立公㌍胡究所研究轍普 茶62㌢（R－62，84）  
Res・Rep▼Natl・Inst・Environ．Stud．，Jpn．，No．62，lg銅  

微小生態系の構造に対する有害汚染物質の影響評価  

宮下 衛1・安野 正之1  

Evaluation of Toxieant Effeets on Strueture of a Mieroeosm 

MamoruMIYASHITAlandMasayukiYASUNOl  

Abstra（：t  

Toassessecologicaleffectsofpollutants，anaquaticmicroecosystemconsistedof  

bacteria，green・algaeChlorelkrsp．，WaterてfleaMoinamacyDCPPaandchironomidmidge  

PaYakmyhzYSuSEhrthenoge72eticuswasdeveLoped．Themicroecosystemwasestablished  

in200mlbeakerscontaining150mlofautoclavedtapwater．Fourtypesofmicroeco－  

SyStemWereCOnStraCted，TypeI：Bacteria－Chlorella，TypeIl：Bacteria－Chlorella－  

Moina，TypelIl：Bacteria－Chlore11a－Paratanytarsus，andTypeIV：Bacteria－Chlorella  

－MoinaParatanytarsus．ML，，ulCrOCOPaandPL・arthenogenettcuspopulationsinthese  

SyStemSperSistedforthreemonths．Parametersbeingobservedatintervalsduringthe  

experimentwerethedensitiesofM．macroc呼a，PParthenogenettcusandbacteria，pH，  

Chlorophylla，phaeopigmentandtotalbiomass．Theaveragedcoefficientvariation  

（CV）forthedensitiesofM．macYOCqPa，P parthenogeneticus andbacteriainthese  

SyStemSWaS51．5．41．4and56．4percent，reSpeCtively．TheCVvaluesfortotalbiomass  

andpHweremuchlowerthanthatforthedensitiesof〟．macyDCOPa，Pz，aylhenogenelir  

CuS and bacteria．To examine the repeatability ofthe presentmicroecosystem，the  

pearametersintwo experiments of Typellwere compared．The patternS Of the  

Changesintheparameterswerealmostidenticalbetweenthetwomonths，  

Theresponseofmicroecosystemstothestressofcadmiumwereobserved．The  

populationgrowthofMmacrocpPaandPpaYihen（哲eneticuswasinhibitedwithlOppb  

Cd．InTypeIl，thedifferencesinthedensityof〟．macYVCqPa andchlorophylla  

betweencontrolandlOppbCdtreatmentbecamesignificnatafterday4．Significant  

differencesinthedensityofbacteria，pHandtotalbiomassweredetectedafterday8，  

16and20，reSPeCtively．  

1．国立公害研究所 生物環嶋部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
EnvironmenatalBiology Division．the Nationa】Institute for EnvironmerltalStudies，Yatabe－maChi，   
Tsukuba，Ibaraki305，Japan，  
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1．はじめに   

自然の生態系はあまりに大きく複雑であるため，そこに住む生物かどのように生活し，また，  

どのような働きをしているかを理解することは獲めて推しい。自然の生態系の解明の手段として，  

多くの場合，湖や河川，あるいは森林などから，それらを構成している動植物や，それらの住み  

場である底質．土風水などをポットや水漕などに移して，再び自然の生態系の模型，し、わゆる  

モデルエコシステムを作り，その中での動植物の働きや．相互関係，物理的環境との関係などを  

調べる方法がとられている。   

当初，モデルエコシステムは河川の藻類の物質代謝1〉，リンの水槽における循環2），など自然の  

生態系の構造を明らかにするために主として用いられていたが，環境汚染問題の進行につれて，  

自然の生態系における汚染物質の蓄積や移行3），個体群に対する影響1），などを調べるための有効  

な手段になりうるのではないかということで注目されるようになった。   

環境汚染問題に関してのモデルエコシステムを用いることの利点としては．水槽などの容器に  

とじ込めた状態で実験が行えるので環境の汚染の心配のないこと，生態系の一部分を取り出して  

実験を行うので，影響の検出が容易になり，短期間で調べることが可能なこと，また，大がかり  

な装置を必要としないので，物理的環境，汚染物質の濃度など，さまぎまな条件で繰り返して実  

験を行えることなどがあげられる。   

ここでは，環境汚染物質の影響を評価するために開発した細嵐クロレラ，ミジンコ，ユスリカ  

からなるビーカーレベルのモデルエコシステムについて報告する。   

2．モデルエコシステムの組み立て   

2．1構成種について   

モデルエコシステムが独立した生態系として機能するためには，生産者，消費者，分解者の三  

者が必要とされる。生産者としては，緑藻の代表的な種であるクロレラ，消費者としては，いず  

れも単為生殖で増殖するタマミジンコ5），エスリが7）を選んだ。分解者としては，タマミジンコや  

ユスリカの飼育に伴い，それらと共有している細菌をそのまま用いることにした。これらは，こ  

れまで失験室内で飼育してきた生物で，容易に笑殖できる種であること．実験期間スペースの点  

で．一世代の期間が短く，小型の容器内で世代交代を繰り返す種であること，さらに他の種の生  

物と共有できる種であることなどを基準として選ばれた。   

2．2 実験条件について   

モデルエコシステムのタイプ，初期条件，実験条件については表1に示した。200mlのビーカ  

ーに滅菌した上水500mlを入れ，所定量のクロレラやタマミジンコ，ユスリカを接種し．直径9  

Cmのガラスシャーレでふたをしたものを1セットのモデルエコシステムとした。これらをポリエ  

チレン製のバットに12セットずつ並べ、30W蛍光灯を15本並べた縦60cm，検180cmの実験  
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表1 モデルエコシステムの種類と実験条件  

Microecosystem   

Type I：Bacteria－Clllorella   

T）・pe Ⅲ二Bacleria－Chlorel】a一山lojna   

Type Ⅲ：Bacteria－Chlore11aLParatanytarsus   

Type Ⅳ：Bacteria－Chlore【la札loina－Paratanytarsus  

ExperimentalConditions  

Corltainer：200m）Beakcr   

Culture Medium：150nllTap Water（Autoclaved）   

Temperature 23i 2 43 

Lightlntenrity：5，00OIx．．FluorescentI－ight   

Photoperiod：12h－Light，12h－Dark   

MaterialsInoculated  

CんJore仙 sp．  3．33×107 ce】ts／ml   

〟0血〟αCrOeOpα 10individuals   

鞠粕血中肝拙＝加朝抑岬帥由m lOindividuals  

装置の上に置いた。一つの実験装置には同時に8バット，96セットのモデルエコシステムが置け  

る。またタイマーで鼎明時間を調整できるようにしてある。サンプリングは，4～6セットのモ  

デルエコシステムをランダムに取り，全量を測定に用いることにより行った。なお，実験装置床  

面の照度は50001Ⅹで．12時間明暗期とした。実験装置は23±1℃の恒温主に置かれているが，モ  

デルエコシステム内の水温は22～25℃であった。   

3．それぞれのモデルエコシステムの特徴   

3．1細菌－クロレラ系（系Ⅰ）   

この系は消費者を欠いた系であるため，モデルエコシステムとしては不完全な系である。クロ  

ロフィル量，細菌数は，30日自噴まではほぼ一定であったが，40日目以降，クロロフィル量の急  

激な減少がみられた。一方，細菌数は60E順境まで増加するが，その後，減少する（図1）。クロ  

レラの急激な減少に伴う，細菌の著しい増加がみられる。   

3．2 細菌－クロレラ一夕マミジンコ系（系ⅠⅠ）   

この系は，系Ⅰに消費者としてタマミジンコを加えたもので，最も単純なモデルエコシステム  

と言えよう。タマミジンコはクロレラを食べつくすまで急激に増加する。その後，クロロフィル  

量の増減に対応して．振動しながら徐々に減少する（図2）。細菌数も振動しているように見られ  

るが，そのレベルは5×108－2×109／150mlの間にあり，安定している。栄養塩類はクロレラ→  
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図2 細菌－クロレラータマミジンコ系（系ⅠⅠ）における細菌，タマミジンコ，クロ  

ロフィル，フェオ色素の変動  

タマミジンコ→細菌→クロレラへとタマミジンコを介して系Ⅰよりも早く循環するため，初期の  

クロレラの生産力は高いと思われる。しかし，後半になるとタマミジンコの死がいなど分解され  
‘■  

にくい物質が系内に増加するために，栄養塩類の回帰速度の低下，クロレラの生産量の低下，タ  

マミジンコ個体群の減少と続き，やがてはタマミジンコも死滅する。  

3．3 細菌一クロレラーユスリカ系（系ⅠⅠⅠ）  

タマミジンコの代わりにユスリカの幼虫を入れた系である。このユスリカは単為生殖により増  
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図4 細菌－クロレラータマミジンコーユスリカ系（系ⅠⅤ）における細菌，タマミジン  

コ，ユスリカ，クロロフィル，フ土オ色素の変動  

殖する点で．他のユスリカとは異なる。この系では，ユスリカは約30日の周期で，100日後までに  

3世代を繰り返す個3）。このユスリカは約100個の卵を産む。ふ化した幼虫はど⊥カーの底や  

壁一面にクロレラで輪状の巣を作るが，成長に伴い，えさの競争による減少がみ有れる。：二＝羽化時  

の死亡率も高く，次世代を産むことのできる親の数は数個体にすぎない。クbロフィル量はユえ  

リカの幼虫のふ化後，10日目以降から急激に減少している。細菌数は系ⅠⅠよりも少なく，大きな  

変化はみられなかった。  
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3．4 細菌－クロレラ一夕マミジンコーユスリカ系（系ⅠⅤ）   

消費者としてタマミジンコ，ユスリカの二者を含む系である。タマミジンコは主として浮遊生  

活をしている。一方，ユスリカの幼虫は底面や壁面に巣を作って生活している点で互いに住み場  

を異にしており，共有可能である。この系と系1Ⅰ，IlIとの違いは，ユスリカの世代期間が長〈な  

ったために，3世代から2世代の繰り返しになったこと，及び，後期のタマミジンコの個休数は，  

系ⅠⅠほど減少していないことの二点である（図4）。ユスリカの幼虫はモデルエコシステムの底面  

に沈殿したタマミジンコの死がいなどの堆積物を巣に利用したり，摂食することで栄養塩の回帰  

に帰与しており，クロレラの生産速度を高める働きをしていると考えられる。クマミジンコの個  

体数を多く保つ要因の一つと思われる。   

4．モデルエコシステムの継続性について   

系ⅠⅠ，Il王，ⅠⅤの構成種であるタマミジンコ及びユスリカ個体群のそれぞれの系における継続期  

間を表2に示した。72日後における系ⅠⅠのタマミジンコは30区中28区で生き残っていたが，ユス  

リカの入った系ⅠⅤでは，21区に減少していた。一方，ユスリカはタマミジンコの入った系ⅠⅤにお  

いては29区で生き残っており，タマミジンコの共存はユスリカの生残に対して影響はないと考え  

られる。  

表2 各ミクロエコシステムにおけるタマミジンコ及びユスリカ個体群の生残期間  

TyT）e Of  Time in dhYs 
Species  

Microecosystem  o   16  Z4  34  54  

I  Moina  30＊  28  Z8  28  

Ⅲ  Par∂tany．  30  30  27  27  

2
 
 
2
 
 
2
 
2
 
 

8
 
 
7
 
 
1
 
9
 
ワ
レ
 
 
2
 
 
2
 
 
∩
乙
 
 

Moina  

Paratany．  

＊No．of汀Iicroecosystems tested．   

タマミジンコの個体数は．系ⅠⅠ（図2）ではクロロフィル量の低下につれて徐々に減少してい  

るが系ⅠⅤ（図4）では40E＝∃以降のクロロフィル量の急激な減少にもかかわらず，タマミジンコ  

の個体数は，系ⅠⅠよりも多く維持されている。したがって，絶滅に関連した，クロレラの食べつ  

くされる機会が系ⅠⅤでは系ⅠⅠよりも多いと考えられる。一九ユスリカは世代数を3世代（系ⅠⅠⅠ）  

から2世代（系ⅠⅤ）に減少させており，栄養条件の悪化に伴い幼虫期間を増加させることで，絶  

滅の機会を減らしていると考えられる。・  
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5．パラメーターについて   

5．1パラメーターと変動係数   

モデルエコシステムの動態は，その構造と機能を示すパラメーターによって表される。構造は，  

システムの種や栄養段階の構成，群集構造を示すそれぞれの個体数や現有量などによって，機能  

は，そのシステムの活性を示す光合成や呼吸，栄養塩のサイクルなどによって表される。環境汚  

染物賓などの影響をモデルエコシステムによって検出するためには，自然の生態系及び他のモデ  

ルエコシステムとの比較が可能であり，かつ，生態系全体の影響を反映するようなパラメーターを  

選択することが必要とされる8）。   

表3に，ここで組み立てた四つのモデルエコシステムのそれぞれのパラメーターの変動係数を  

示した。この値は，繰り返しとして同一のモデルエコシステムを組み立てたときのモデル間のば  

らつきの度合いである。表3の値は，8日日から72日目まで8日おきにとった9回のサンプルの  

変動係数の平均である。細菌，タマミジンコ，ユスリカの個体数を示すパラメーターの変動係数  

は大きく，pHのそれは最′トである。これまでのモデルエコシステムの研究では，個体群の密度の  

変動係数が100％を超すことは普通であり，物理的なパラメーターの約4倍の値をとるとされてい  

るg｝。現存量，クロロフィル量の変動係数は，系Ⅰでは他の系よりも小さい値となっているが，細  

菌数では，他の系との差はみられない。タマミジンコ，ユスリカの個体数の変動係数は系ⅠⅠと系  

ⅠⅤ，系ⅡⅠと系ⅠⅤの間で大きな差はみられなかった。ここでは，長期間継続するモデルエコシステ  

ムの組み立てを目的として研究を進めてきたために，主として個休数の変動を取り扱ってきたが，  

現存量でみるとタマミジンコでは産まれた直後のものと成熟した観では約10倍の差があり，また，  

高密度の時には，ノト型のものが多くなる。したがって，現存量の変化で表すと，その変動は個体  

数で表したものよりも振幅は′トさくなり，変動係数の値も′トさくなる。これは，ユスリカ幼虫に  

ついても同様である。  

表3 各パラメーターの変動係数の平均値  

Type of Mieroecosy5tem  

Ⅰ（3）＊  Ⅲ（6）  Ⅲ（6）  Ⅳ（5）  

11．0  16．9   

32．5  38．5   

3．2  4．0   

65．4  62．7  

53．5   

36．1  46．7   

Biomass  2．7  13．6  

Chlorophy11α  8．6  3臥9  

pH  l．3  4・1  

No．of Bacteria  56．6  41．0  

No．of Moina   

No∴Of Paratany．  

＊No．0f replicates．  
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5，2 モデルエコシステムの再現性   

同時に組み立てたエコシステム間での差異については前述した。ここでは，異なる時期に細菌  

タロ．レラータマミジンコ系（系ⅠⅠⅠ）を組み立てたときに同じ変動を繰り返すかどうかを調べた結  

果について図5に示した。実験の初期では，タマミジンコの個体数，pH及び現存邑中期ではク  

ロロフィル量，後期ではpHと細菌数で有意善が認めら一れる。しかし，それぞれのパラメーターの  

変動のパターンには大きな差はない。実験開始時のタマミジンコは生後2日自のものを用いてい  

るが，実験初期の個体数の増減のパターンには1→2日のずれがみられ，それが，他のパラメー  

ターにも影響していると考えられる。  
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図5 時期を変えて行った細菌－クロレラタマミジンコ系（系Ⅰり における（a）タマ  

ミジンコの個体数，（b）細菌数，（c）捻生物現存量（d）クロロフィル量（e）pHの変動  

1は有意差のみられた日を示す。   

5．3 環境汚染物賃の影響   

環境汚染物質の代表的なものとしてカドミウムを選び系Ⅰ－1ⅠⅠの各エコシステムにおけるパラ  

メーターの変動について調べた。なお，カドミウムはそれぞれの系を組み立てた直後0日目に処  

理した。サンプリングは4日日ごとに行われた。系IJにおけるタマミジンコの変動は10ppb区で  

は対照区と同様の変動傾向を示しているが，100ppb区では初期の増加が著し〈阻害され，増加の  

始まる時期のずれもみられる（図6）。一九 系IlIのユスリカは10ppb区で大きな阻害がみられ，  
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ミウムの影響  

100ppb区では16日目までに絶滅している（図7）。この濃度では産卵及び幼虫のふ化はほぼ正常  

に行われており，カドミウムは弱齢幼虫期に強く作用したと考えられる。タマミジンコ及びユス  

リカの両者が生存しうる10ppbにおける各パラメーターの対照区との差異についての比較を表4  

に示した。系Ⅰでは12H目にはじめて現有量に有意差が認められるが，系ⅠⅠでは4H目にタマミ  

ジンコの個体数，クロロフィル量で既に善が認められている。一方，系ⅠⅠⅠでは，12E＝］にユスリ  

カの個体数とクロロフィル量ではじめて差がみられた。細菌一クロレラ系（系Ⅰ）では100ppbの  

濃度でもほとんど影響が認められず，この消費者を欠〈不完全な系はカドミウムの影響の現れに  

くい系と言えよう。一方，細菌－クロレラータマミジンコ系（系ⅠⅠ）は，早い時期に多くのパラメ  

ーターで有意差が認められており，ここで比較した三つのモデルエコシステムの中では最も高感  

度の系と思われる。タマミジンコとユスリカの二者間の有意差の現れる時期の差は，両者のカ，ド・  

ミウムに対する感受性の差（タマミジンコLC5。48hrs：30ppb，ユスリカ幼虫LC50－48hrs：＞100  

ppb）にもよるが，カドミウムを処理したときの両者の発育段階（タマミジンコ：生後2日臥 ユ  

スリカ：4齢幼虫）も関与していると思われる。有意差の現れ方をみると，タマミジンコ又はユ  

スリカの個体数増殖率の低下→クロレラの現存畳増加速度の減少→細菌数の増加→総生物現存量  

の変化順になっている。これは，モデルエコシステムにおけるカドミウムの影響の現れ方を示唆  

していると考えられる。  
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表4 3種類のミクロエコシステムにおける10ppbのカドミウム添加による影響の現れ方  

Time（Days）  
Parameter  

4  8  12  16  20   24   28  

TypeI：Bacteria－Chlorella   

Chlorophy】1¢  

Phaeopigments  

No．of Bacteria  

pH  

Total Biomass 

Type［：Bacteria－Chlorelta－Moir）a  

No．of Moina  

Chlorophyl】¢  

Phaeopigments  

No．of Bacteria  

l、H  

Total Biomass 

TypelⅢ：Bacteria－ChlorellaLParatanaytarsus  

No．of Paratany．   

Chlorophyl】皿   

Phaeopigments   

No．of Ba（・teria   

pH   

Tota】Biomass  

S：Signif桓nt， ∴：Not s】gnificant・   

6一．まとめ 1   

環境汚染物質の生態系に及ぼす影響を評価するためのモデル生態系の開発を目的として，ピー  

か－レベルのモデルエコシステムにおける構成種の変動とその継続性，再現性について検討を行  

い，カドミ・．ウムの添加による影響の現れ方について調べた。カドミウムの影響として検出される  

パラメーターの順序は，そのモデルエコシステムを構成する各生物と環境との相互関係の結果と  

して表れるもので，単一の種を扱うテストでは決して見ることのできない現象である。生態系に  

未知の汚染物質が混入した場合，まず，■どこにその影響が現れ，どのように波及して行くかを調  

べることがモデルエコシステムの一つの使命であるが，ここで開発Lた単純なモデルエコシシテ  

ムでも，それが可能であることが示された。今後，再現性のある失験条件の確立，他のパラメー  

ターについての検討，及びこのモデルエコシステムの限界をはっきりさせることが課題とされる。  
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生態モデル作成のための会話型コンピュータープログラムBGSIIについて  

袴田 共之1・康崎 昭太1  

InteractiveComputerPrograms（BGSII）forEcologicalSimtllation  

TomoyukiHAKAMATAlandSyotaHIROSAKIl  

Abstract  

BGSIl（9iological⊆rowth旦imulator，Version旦）isaninteractiveprogram  

thathelpsecoIogistswritingecologicalmodelsbysimultaniousordinarydifferential  

equations and simulating the ecologicalphenomena by the models．Itis machine－  

independentprogrambecauseofwritingin FORTRAN77．Amodeliswrittenas a  

subroutineofaFORTRANprogram．BGSIlpreparesaframeworkforuserstowrite  

thesubroutine．Modelparametervaluesandothersimulatingconditionsareinputted  

from a keyboad followed out a menu．Alot of default value are preparedin a  

Simulatingconditionfileforbiginners．TheBGSlトcommandsarerepresentedbyan  

alphabeticallettersymbolizinganoperationalfunction．Themostsuitableintegration  

m占thod can be selected from five numericalmethods such as Runge－Kutta，Euler，  

impruvedEuler，Runge－Kutta－GillandMilnemethods．Simulationcanbeintercepted  

and rerun after resettingsuch conditions as an、intervalofintegration，etC．BGSII  

produces tabular arld／or graphicaloutput．BGSIIstores five cases of results of  

simulationsinafile tocomparewith one another onCRT screen．A simulation oE  

biomassfluctuationofchlorellamOinasystemwasshownasanexemplewhichwas  

OperatedusingBGSlI．   

1．はじめに ◆   

自然現象を数式で表現することは．ガリレオ，ニュートンらによって成立した近代科学の伝統  

的方法である。現在においては，「現象のモデル化」と呼ばれるステップが多くの分野で確立して  

いる。「モデルは現象の特徴または本質を数学的に表現したものである9）」と定義すれば，・生態学  

においてもモデル化が行われることは論理的に首肯できる。  

※ 本論文の要旨は第30同日本生態学全大会（1983年7月，松本市）において発表した。  
1．国立公害研究所 環境情報部 〒305 茨城県筑波郡隼田部町小野川16番2   
EnvironmentallnEormationDivision，theNationallnstituteforEnvironmentalStudies，Yatabe－maChi．   
Tsukuba．Ibaraki3q5Japan・  
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しかし，生態学においてモデルを使用したアプローチは，一部の先駆的業績を除いで，1960年  

代後半以降におう盛な流れとなったものである。この流れを推進する上でIBP（TheInternational  

BiologicalProgramme）の果たした役割は大きかった。IBP以後の成果を総括的にまとめ，今後  

の発展を計ろうとする論考は数多く見られる1即＼それらの中で，モデルの開発やシミュレーショ  

ンの実行のためのソフトウエアについて言及したものはそれほど多くない3・8・13）が，そこでは，従来  

のCSMPJIT，DYNAMOなどのシミュレーション用ソフトウェアの果たした役割を大きく評価し  

ている。   

ところで，CSMPIII，DYNAMOは，それぞれIBM社，MITで開発されたシミュレーション  

用ソフトウェアである。その後，我が国の主要コンピューターメーカーにおいても，同様の機能  

を有するプログラムパッケージが作られ，使用可能となっている。しかし，これらは基本的にバ  

ッチ型のプログラムである。ところが，生態学の分野では多要素，多要因の現象を扱うことが多  

いので，一般に解析解が得られ難い形式のモデルを開発して数値計算を行う場合が多い。したが  

って，このような用途には，後述するような試行錯誤的操作に対応Lた会話型処理が不可欠とな  

る。つまり，会話型処理を行いにくいプログラムは本質的弱点を持つと言わぎるを待ない。もっ  

とも．IBM社は，会話型ソフトウェアとしてCSMPIIIのGraphicfeatureを提供しているが，こ  

れはIBM社の端末装置に専用のものであって，他社の装置を利用している研究者は使えない。   

そこで，このたび，特別研究「有害汚染物質による水界生態系のかく乱と回復過程に関する研  

究」において、水界生態系の生物の動態をモアノ叫ヒし，シミュレートする仕事の一環として，会  

話型シミュレLション用プログラム（BGSII：塁ioIogical§rowth呈imulator，Version旦）を準備  

することとした。このプログラムの原型は，農林水産省において，著者の一人を含むプロジュク  

トナームにより開発された5）ものである。著者らによるその後の改訂作業を経て，現在三つのバー  

ジョンを保有しているが，本報では，汎用性の高い会話型のバージョンであるBGSIIにつき，そ  

の概要を報告する。機能の詳細，使用法，プログラムリストなどは改めて報告する。   

2．8GS打の特徴   

BGSIIの機能の特徴として，①モデルの記述形態，②会話型処乳③用意した数値解法の種類，  

⑥コンピューター間の互換性⑤結果の出力形態などをあげることができる。   

① モデルの記述形態   

バイオマスの時系列変化や生物の成長などは，連立常微分方程式の初期値間題として定式化さ  

れることが多い。大気や土壌中の物質移動などに関して使われる偏微分方程式のモデル（拡散方程  

式など）は，いずれかの変数（例えば土壌層の深さ）を離散化することによって常微分方程式として  

扱うことができる2）。常微分方程式は，一般に正規形，すなわち次のような形の連立一階常微分方  

程式として表現することができるので，汎用的な数値解法はそれを前提としている。  
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的＝¢1（′，叫，…，‰）  

〟〃＝れ（J，〟1，…，‰）  

ベクトルで書くと  

α＝¢（J．比）  （1）   

常微分方程式（初期値間題）の数値解法とは（1）式の解〟＝ぴ（′）を初期条件J＝′Dのときの値址  

（J。）を与えて数値的に求めることである。BGSIIは，このような形で記述されたモデルを取り扱  

。   

後述するように，BGSはFORTRAN言語で書かれている。使用するモデルはサブルーチンと  

してユーザーが作成する。その他の機能（パラメーターの人力や変更，数値解法．図表の出力等）  

は，BGSIIに準備されている。モデル作成上必要があれば，外部関数やサブルーチンを追加でき，  

現在，FORTRANに含まれる関数以外に14種の外部関数を用意している。したがって，本70ログ  

ラムのユLザーは，FORTRANの基礎的な知識を持っていることが望ましいが，モデルの70ログ  

ラムの記述方法は，以下のとおり，基本型として定まっているので単純なモデルを扱う場合は，  

FORTRANの知識は必須ではない。   

ユーザーはモデルを表示2に掲げた基本型に添ってプログラミングする。1～4行は，プログ  

ラム起動のための形式的なメインプログラムである。SUBROUTINEMODELは，BGSIIの「積分」  

（微分方程式の数値解法）サブルーチンより引用される。このとき，他のサブプログラムとの間の  

変数の受渡しは，COMMONBしOCKを通じて行われるので，表示2に示すように，モデル内で借  

用する変数をCOMMONBLOCKで定義する必要がある。具体的な記述法の詳細は，近く発表する  

予定のマニュアルを参照されたい。   

② 会話型処理   

個体群や群集，あるいは生態系における構成生物種の変動にういて，従来より1種又は2種を  

構成要素とするモデルを使った研究は多〈，理論的な解明が行われている。しかし，その際に使  

われたアプローチを構成種が3種以上の場合に拡張することは容易でない12）。そこで，多要素から  

成る系の大規模なモデルを作成し，コンピューターシミュレーションによりその系の挙動を研究  

しようとするアプローチが採用されるようになった。そのような場合には，モデルの作成，パラ  

メーターの決定，モデルの挙動の解明などの過程に試行錯誤的な操作が多く含まれる。また，生  

物現象は，変化の激しい期間と緩やかな期間があるので，シミュレーション途中でシミュレーシ  

ョン条件（パラメーター，「積分」間隔，テーブルデータ等）を変えることも必要となる。   

ところで，コンピューターのTSS（旦ime墨haring旦ystem）機能の充実とパpソナルコンピュ  

ーターの普及によって，従来のバッチ型処理とは全く異なるコンピューターの使い方ができるよ  
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うになった。すなわち，バッチ型処理ではあらかじめ指定したルールに従って機械的に実行され  

てしまい，計算の途中経過を見て，人間の判断により次の処理方法を変えることは不可能であっ  

た。それに対して，会話型処理では，CRT（CathodRayTube，ブラウン管）やプリンタに途中  

結果を表示し，次の処理手順をキーボードから指定することにより，高度の判断を加えた解析が  

できるようになった㌔   

そこで，BGSIIは試行錯誤的操作に対応するため会話型処理を行う。第1に，各種機能をモジ  

ュール化し，全体を統括するコントロールモジュールを中心に，各機能モジュールを結合した個  

1）。これにより，各機能モジュール間の情報の受渡しが効率的に行われることとなった。第2に，  

命令の入力方法はメニュー方式を基本とした。つまり，ひとつの操作の開始時に（コントロールモ  

ジュールにおいて），選択できる機能のメニューをCRT画面に表示し，それに答える形で英字1  

字のコマンド入力を行う。目的の出力を得るまでには，n般に数回のメニュー選択を行うが，そ  

れらの一連の英字コマンドを一括入力することによっていくつかの機能に対する命令をまとめて  

与えることも可能としている。  

団1 BGSIlのモジュールの構成   

③ モデルの数値解法   

常微分方程式の数値解は，基本的には差分近似により時刻才における変化量（恥十．一帆）を求める  

ことである。したがって，モデルで考えている全時間域で数値解を求めるためには，膨大な計算  

が必要となり，計算時間や打ち切り誤差など数値計算上の問題が生ずる。BGSIIはすべて倍精度  

で計算するので，とくに計算時間が閉居となる。また．扱う現象の変化の激しさに応じて，精度  

の異なる数値解法を使い分けることも考慮すべきである。   

したがって，シミュレーションプログラムでは，数値解法について簡単なものから複雑なもの  

まで，また，精度と計算スピードによって数種類用意きれ，モデル及び使用するコンピューター  

の計算スピード等に応じて最適なものを選択できることが望ましい。そこで，BGSIIでは，5種  

類の数値解法を用意した。すなわち，ルンゲ・クッタ法（BGSIIにおける標準法），オイラー法，  

ルンゲ・クッタ・ギル法，改良オイラー法．予測子・修正子法（ミルン法）である。  

ー52－   



生態モデル作成のための会話型コンピュー タープログラムBGSIlについて  

④ コンピューター間の互換性   

BGSIIは，機種間の互換性を確保するためFORTRAN77でプログラミングを行った。FORTRAN  

77は，主要大型機種をはじめ，パーソナルコンピューターの高級機種にも取り入れられているの  

で，メモリーの制限以外，若干の修正により任意の機種用に変換できる。   

モデルの記述について，前述のとおり，SUBROUTINEMODELは，ほとんど定形的なパタpン  

でコーディングされ，また，その主要部分は数式表現についての知識があればモデルの記述は容  

易である。しかし，後述するとおり，ソート機能を備えていないため若干の制限がある。   

これらの2点は，CSMPlIlやDYNAMOと著し■く異なる点である。  

（9 結果の出力方法   

シミュレーンョ 

したがって，既存のプログラムは出力について各種の工夫をこらしている。BGSIlでは．CSMP  

IIIとDYNAMOの長所を取り入れ，表形成とグラフ形式の出力方法を採用した上各種機能を強  

化している。   

モデルを使用した研究は，基本的に．モデルを作成する段階（デバッグ段階）と作成したモデル  

を使用してシミュレーションを行う段階（シミュレーション段階）とに区分することができる。（た  

だし，シミュレーシ ョン段階であっても，モデルの修正を行うことは多いので，この区分は絶対  

的なものではか－。）出力方法も，両段階で異なるところが多い。特に，デバッグ段階では，「積  

分」終了子定時点まで計算を遂行できずに途中で異常終了することがある。そのため，デバッグ段  

階では計算の1ステップごとに結果を出力する必要がある。BGSIIのデバッグ出力では1ステッ  

プごとに図又は表を書き加えている。また，仮に異常終了の状態になっても直ちに（BGSIlの稼働  

を終了させることなく）モデルの修正等を行えることが必要である。BGSIIでは，異常終了の場  

合，コントロールモジュールへ制御が移るので，引き続きモデルの修正へ移行することができる。   

表の印刷に際しては，標準的なフォーマットのほかに，出力する変数の個数やけた数をユーザー  

が指定できることとした。グラフの印刷においては各変数の最小値と最大値を判断して自動的に  

スケールを決める機能のほか，ユーザーがスケールの指定をすることも可能である。この指定は，  

出力結果を見た後に何回でも行うことができるので，シミュレーションの最終結果を出力する際  

又は，デバッグ段階に有効である。   

グラフ出力は，前述の機種間の互換性を保証するためキャラクターディスプレイ上で行うこと  

としたが．必要に応じてⅩYプロッターへ出力を行うためにデータを保存でき，その保存データ  

は，各機種に固有なプログラムによりⅩYプロッターヘ出力することができる。   

モデル生態学においては，アイソクラインの検討等において2種聞の相互関係を検討すること  

が頻策に行われる。そのため，グラフの2軸に各生物種の量をとった相関図の出力を可能とした。   

また，感度解析において行われるようにノヾラメーターやその他のシミュレーション条件を変更  
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した複数回のシミュレーション結果を比較することが多い。BGSIIでは，5とおりまでの結果を  

ディスクファイル上に保有でき，その中から任意の2回ずつの結果を同一図上に出力して比較す  

ることが可能である。   

3．BGSlIの使用例   

BGSIIの主な機能の特徴を具体的に示すため．ビーカー内におけるクロレラーミジンコ系のバイ  

オマス量の変化14）について適用した結果を例示する。この系の特徴（図2）としては，i）実験開始  

時に多かったクロレラが，10日目までに急増したミジンコに摂取されて減少し，以後は振動しな  

がら漸減する．他方，ii）ミジンコは10日目以降は振動しながらやや顕著に減少する。そこで，  

このパターンを簡単なモデルによって再現することを試みた。  

当例で使用したコンピューターは国立公害研究所所有のHrrACM180である。  

① BGSIIの起動（表示1）  

コマンド‘■BGS2V2”（以下．1MでBGSllのコマンドを表す）を入力すると，新しくモデルを  

DEAD   

。
〝
♂
l
 
巾
 

′‾   

／ ′  

、●－・・・ ●▲一－－一一   

り
．
f
．
J
。
・
・
′
－
－
占
 
 

†／■、  

㌔  
／
 
＼
。
 
 ○‾」、 

ノ  
yし／0ヾニ 

＼／＼一、 ム亮R・A  
、ィー」＿¶／  

／／＼。  

V
 

且
 
 

Time（in days）  

図2 クロレラーミジンコ系のバイオマスの時系列変化  
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作成するか，ファイルに既に書き込んだものを使用するかの選択の要求が表示される。ここでは，  

モデルがファイルに既に書き込まれているものと想定して，“N”＝否と答える。それに対してモデ  

ルが書き込まれているファイル名を問い返している。その後，ⅩYプロッタを使う際のファイルを  

準備するか否かの問いに対し，ここでは“N”＝否と答えた。  

表示1 BGSIIの起動   

RE／l【lY  
Bl：lSコV2  

MAlく∈ NEレJMl：心EL（Y／N）   

N  

I：．ATFIf＝ET NArlE  （＝◆＝EXilMPLF＝◆＋．Jll二■［●EL．F〔lRT）   

M．：＝Mr：l［lEL・F〔■RT  

lニLEハR PLl二ITl：lUT FILE（Y／N）  
ウ  
N  

t∈DIT㌻l  ‖81〕！；‖  rENTER】テー● ≡ノーりコウ シマス．  

■■END■■【ENTER】テ■■ シ】ウリヨウ シマス．   

② SUBROUTINEMODEL（表示2）   

実行に移る前にファイル内のモデルを確認しておく。冒頭の4行は，前述したメインプログラ  

ムである。5行目以下はモデルを記述したサブルーチンの基本的な形式であり．ユーザーが決め  

る部分は実線で囲ってある。使用する変数として，初期値（lC），パラノLター（PARAM），被  

積分関数の名前（D），モデル内の変数名（∨），印刷したいパラメーターの名前（F）をユーザーが  

記入する。NYは方程式の個数である。次の2行は，モデル式の数値計算において，分数の分母が  

0となる場合に対する予防措置であり，いずれかの場所に記入しておくことが望ましい。   

本例で使用したモデルは，被食者と植物との関係を解析したMayのモデル11）であり，次式のと  

おりである。  

腑／d′＝）ガ（1－〝／打）一点γ［1－eXpトcガ）］  （2）  

dV／め＝Ⅴ（∂＋β［1－eXp（－C〃）］〉  （3）   

yは植物，〃は植食者の量，れ烏，∂，Ac，∬はパラメーターであり，特に∬は一般に環境容  

量と呼ばれるものである。これらを，FORTRANで書きおろしたものが170－180行であり，各変  

数は（2），（3）式と対応している。   

③ メニュー画面（表示3，4）   

EDITの状態（表示1）で，“BGSMを入力すると（表示3）実行を開始する。まず，コントロール  

モジュールに対応するメニューが表示される。ここで，HELP（表示4ではH．JW）機能を選択する  

と，各メニューの内容の概略が表示される。  
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麦示2 モデルの記述  

l二lO（11（】  F・R〔ll；RAM 81〕ヱ7ヱ1  

（や¢20  亡RLL MAJN  

（10（I31：l  STl：lP  

Ol）041：l  ENロ  

0（ll二15小  言しlきR〔山TINE Ml〕ロEL  

l：‖）0ムO  IMPしⅠ●二1T RE‘lし噂（A一日，0－Z〉  

l二）0〔170  （．：・HM〔IN／GENEFn／T，T忘，DT．TF，NY，MT  

l：吋（噂0  亡ロMM〔1N／1亡  

（川こ〉09tン  亡I：JMMロN／FAR  

く〉t）11）l〕  亡l〕MMlコN／D／  

（〉011（〉  亡〔lMMロN／＞／  

00120  〔ロMMl：lN／F／  

［ll＝，DM，DDD（1∈喝〉  

Vl＝，＞M，∨＞＞（1章：〕〉  

F（－？5〉  

（1くりさ（〉  

0（り4（：〉  

Olこり与小  

〔l（l171）  

0（11：；l：l  

（‖）190  

IF（】l二11．NE．1：．1二IR．Ⅰ〔12．N∈  
（2〉〉－P（ヨ）＝l㌻＞Ml一（1．1ト［lEXPトP（4〉l＝∨い）  

l二〉（12〔l（〉  END  

・」ET452りl〕lEN【llコF【lAT‘1  

BGSIIでは，5とおりの計算結果をファイルに格納することができ，それぞれをBGSフェーズ  

（B－GSPhase）と称している。まずここ（表示3）では，2番のフェーズで仕事を行うこととして，  

“B］2”と人力する。続いて，シミュレーション条件のデータ㌻（事前にS－ETのメニューにより  

キーボードから入力されているものとする）をファイルから取り出す（Get Data）た捌こ“G山  

D”，同様に，出力（Output）条件（トIGにより入力済みとする）を取り出す（Get）ために“GuO”を  

入力する。   

ここまででシミュレーションの実行に必要な最小限の情報がそろったことになる。  

① 実行のための各種条件の確認（表示5）  

実行に先立ち，シミュレーション集札 出力条件を確認するため，“L］WMを入力し，すべて  

表示3 メニュー画面及びデータの取り込み   

Bl〕S  

≠ロFl：lRT77‘ENTERE【l  
織FRO（；RAM N‘1ME ＝ pGヱ7ニl  
＝l・PRロ8R（1M NAME 宣 Hl：l【IEL  
Jl㌻PRロ1】R‘1M しINIT：さ ＝  2   

】S－ET F－Il〕L－：≡；T P－リT G－ET Et－131≡㍉’X－EI：：R－RNl：ニーNTl〕一UT E－ND rlqLT［l－Tf）トトLP   

D 2   

】S－ET Frll∋ Lr’‡こT P－LITl〕－ET El－1〕引＝■ X－EL：：R－RNl：：一NTI］－l＿lT ErN［lrl－LTl：l－†■FIHrしF■   

l〕【l  

】S－ET F－ZJ3l：■；T P－リTl；－ET 8－I話F■ X－Er：R－RN F：－NTl〕－LIT E－ND M－LT D－Tj）トトLP   

Gl〕   

〕：；－ET F一Il；L－1‡：T F－LリTI〕－ET【卜13：；：P X－E亡 R－RNlニーNTl：トuT E－N［lM－LT T：．－T白 日－LF・  
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表示4 HELP機能の内容  

－1：l〕卜1日ハトlい －  

× ≡l≡×E〔ll1■El■トIE Pト！付さE  

「モ  「iERリH  

lコ！l：；E‘r D什l’ハ FJい：州 FIl＿E  

11 11しルー1’r「〉L．【：ルIrF）リr  

r：こに：■l－1〕「‡相崇沌針圧リLハーl‘E Cl：lN【りTrl〕N  

E：FltIU  

L；l＿ーさ1▲l訓＝ SIHl＿lしハ1’E ロ〕N【り1‘い〕N  

P：†；ELElニ1■ nlヨ：；：；JMl＿lLハI■IlコN Pl・l作；E  

仁‡l：：l：lN】■1NりEl■川三：∋1日l．1l．ハーい〕N  

lコ！：lリ1■F一りr ■1ト忙「iE†；しルI  

F・lFりl■ Llハrn Tl：l FILE：  
［l！1‘ハl＝：l≡IN ロ∩†n FRにIM ロハーハ FI】．．E  

F；：ごET 小＿lrF－l．什 ハトⅢ DEかしIl〕l二：l：二INUITいっN  

＝：【〉【F‘L．仁IN‘ll‘】l〕Nl二IF 仁l二叶1M／lND  

の（Whole）L）スト（List）を表示する。   

シミュレーションは，0日目（StartTime）から1Elごとの「積分」間隔（DelTa）で60日目まで（Finish  

Time）で実施する。デバッグやグラフの出力の場合も同様である。「積分」法はルンゲ・クッタ法。  

各変数の初期値はV：3，000，H：1．0，パラメーターは表示中に記したとおりである。デバッグ段  

階での出力はグラフとする。デバッグ情報として，グラフの下限上限とマーク，グラフにつける  

タイトルなどを与える。全ステップの計算終了後の出力につき，70カラム幅で時系列グラフとし  

て出力することを指示し，変数名とそのマーク，下限上限を与えている。その他シミュレーンョ  

表示5 フ7イルに格納されたデータの確認   

】5－ET F－1G L一：亘T F．－リT G－ET 白LLli：；：P X－El：：R一尺N〔：－NTl〕LIJT E－N［JM－LTI：トT／1H－LF’   

し u  
椚TI卜1E（ST，［FT，FT）  ll〉  1．（：I〔1  4・（l．（lり  

≠ME丁目〔lD   巾－R．1く． 1－EU．，ヱ岬R．Iく．1盲，3－A［l．EIJ，4一戸■R．1＝l：l； （l  
ホINTIハL C〔lN【りTIロN   

3くl〔lt二し01：H〕」二日〕1〕  1．（：l〔H〕l）（二It）  

れF■ハR（＼METER；  

0．8（HJ‘：   1l‖1  1  

1．51〕00り《）  （し〔H〕1〔I（l〔l  

爛TABLE；  

l）．1〕  

糾【IE白し16 TYPE  （O－GRF■H l－T／1日L 〉   

DEDIJ6INFORM（lTい：lN  

V  

N〔l．  1  

l＿lL   4〔ll：l＝ l  

しし  
Mlく  し  
／F／FRNT； （l  

DEE16 TIME （ミT，  

l〉   

1n  l巾 ．1二〉l）  

〔l．」  小．（l  

F  

l ll） 0  

1．…  占0．（10   

▲
 
 

・
U
 
■
・
E
・
U
 
 
 

O
 
O
 
 
 

■
 
 

・
U
 
 

－
 
 

，
 

1
 
 

■
 

4
 
 

卜
 

一
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り
 
 
 

♯丁ITLE；  

蘭；ト＝小 亡HL〔lRELLA HOINA Hl：l［lEL ＝小ト小  

緋EXP．pATA  

♯OUTPUT TYPE（1－TBL ＝●－F’LT 3－・liRH）  

TIHE（ST，【1T，FT 〉   

GRAPH TYP∈（l）－らR（lPH，1一亡l〕R．I；  lこ1．  

1∃RllPH！；IZE  70．   

∨創射げ心LE NしIMBER  2．   

CロR．GRPH TIO［lE（T－TIME N－NI〕TIME）； T  

VARIADLE INFロ；   

仁Hしl〕REJA V l．［：  小：巾I ll   

MOIN‘l V   ヱ．H  〔l．1  4（川）巾．01）l）01：〉l  

OUT TITLE ＝ －－－ Fl13．1 〔HLl〕RELLA Ml）INF）Ml二l［lEL 一一－   

0リT FMT ＝（1日，F5．1），3X，7Glム．L  

≠I二EYIN M亡Il：lE IF－FR引≡，X－FIX）  F  

隷SIMULAT（I：lN F■HA！；E NUMBER  l  
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ン結果と比較するための実験値や，直線補間で時系列変化を与える等のためのテーブルデータな  

どを準備しておくこともできる。   

な払「積分」温デバッグ出力グラフの下限上限と変数のマーク等，多くの項酎こ標準値が用  

意されている。   

⑤ デバッグ出力（表示6）   

デバッグ結果は表示6の形式で，T冊Eの1きざみごとに出力される。この場合は，60日目まで  

計算が続行されコンモロールモジュールヘ戻ったが，オーバーフローや除数が0になったりすれ  

表示6 デバッグ出力   

●■＊ 亡HしORtLL／llt〕1NA MODEし サ■■  

8R亡AK  

小♪ン0，0¢  

400¢．（ぺl   

2¢脚．0（I  

2000．00  

．t・  

0．ウ  

M
 
M
 
 

（
し
 
 
〔
，
 
 

C
 
C
 
 

H
＝
H
 
M
 
M
 
M
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ば，その時点でメッセージを出してコン′トロールモジュールへ戻る。表示6の結果では，CもM  

も減衰振動しているが，振動しながら減少するパターンは得られていない。そこで，いったんE－  

ND（“E”）として，モデルの修正を行うこととした。   

⑥ モデルの修正（表示7）   

修正結果を表示7に示した。表示2のモデル式におけるP（2），すなわち環境容量が日を経る  

につれ老廃物の集積等のために小さくなることが考えられるので，時間と共に減少する関数とし，  

それをP（8）とした。また，表示2c7）パラメ，ターP（7）はDemographicefficiencyと呼ば  

れ，えさが少ないときにミジンコの増殖する能力を表すものであるが．やはり日数とともに小さ  

くなるものとして，表示7のP（7）で表すこととした。実際には，この結果を得るまでに何回か  

のデバッグを繰り返している。  

表示7 モデルの修正  

弼小5小  乱■8R〔■－．■TINE目口口EL  

：由1ム1  P（〔り＝（1．〔トくしl：り（：伸Tト坪■（ヱ〉  

0（り7月  P（7）＝（1．1二l／（131：l巾 小＝l＝（1．（ト巾．川：り＝IT）＝＝■【lL印〕＝ン（ム〉／（P＝‖－P（5））】  

l：巾19巾  ［l亡 ＝ P（l）＝l＞lンり1．（ト＞亡／F■り∋）〉－P（3トl＝VMl＝（1．0－［■ExF・（－Pく4〉rl＞［：））  

l二lり▲りしl  【l卜1＝ ＞廿り一F●（5）＋F●（占ぃl（1．0－［lEXF●（－P（7トト∨亡＝り  

l二l〔12了（：l  REl‘l＿！RN  

O（124巾  EN【l   

⑦ シミュレーション結果の出力（表示8）   

前述のクロレラーミジンコ系の特徴のパターンとおおむね類似した結果を示しているが，これは  

あ〈までも一例として掲げたものであり，最終結果を得るまでには．一層理論的な検討を重ねる  

必要がある。   

⑧ 多重出力（表示9）  

理論的な検討の一環として，感度解析を行うことが多い．その際，二つの結果を一画面に重ね  

て出力すると便利である。ここでは，表示2のモデルにおいてクロレラの初期値が前述と同様に  

3，000の場合と1，000の場合とを比較した。そこで，V変数の1番目，すなわち，クロレラの初期値  

を1，000とし，他は同じ条件でフェーズ2において実行し，その結果をファイルに格納する。次い  

で，コントロ，ルモジュpルにおいて，Mu－しTipleoutputを意味するuM”を入力し，続いでV  

変数の1番目につき0日目から1日きぎみで60日目まで出力するよう指示を行う。感度解析につ  

いては，評価関数を決める必要がある。しかし，ここではそれには言及しないこととして“N”を  
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表示8 シミュレーションの結果  

20（10．0¢  
ム00．00t）  

4001：l．0（1  

1200．0（l  

CHL（lR∈しA暮C  

HOIN‘l  事M  

くl．0  

0．0  

亡  M  
PI 

lニ  M  

M  

し    M  

〔   M  

、ニ   ∩  

l＝   M  

入力し，フェーズ1の結果と2の結果を二重に出力することとする。下限上限は各々0，4，000で  

ある。出力結果によると，1，000から開始してもクロレラは急激に増加し，3，000の水準に至り，  

以後は顆以した経過をたrどることがわかる。   

4．BGSIIの評価と問題点   

Mejerは，モデル生態学におけるCSMPIIl，DYNAMOなどのシミュレーション言語の役割を  

総括し，近年発展しつつある方向と将来の課題を整理したほ－。その中で，会話型処理と携行性（＝  

機種非依存性）の重要性を指摘している。BGSIIは，上述のとおり，会話型処理を最大の特徴と  

するプログラムであるが，プログラミングにFORTRAN77を使用することで後者をも実現した。  

また，モデルの記述をFORTRANで行うことにより，CSMPIlIが持つプレコンパイラを省略し．  
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表示9 多重出力（クロレラの初期値を変えた場合の比較）   

】∈トET F－I13 LrST F●－UTl；－ET 日－G5P X－E亡R－RN 仁一NT，：トIJT ELNDトトLT D－T【lH－LP   

M  

M〉 ■●亡＝，＋N，◆さ，＋【l，＋E 一■亡●’－〔月MMりN NnM∈ N－＞nR．Nl二l．S－†；TRT［ト【lEしT E－EN【l  
＞，トt），1，ら巾   
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70ログラムの全ステップ数を少なく抑えた。したがって，主記憶容量が2MB程度のコンピュー  

ター，例えば，パーコナルコンピューターの高級機種による利用も可能となった。しかし，その  

ためにモデルのソート機能を省く結果となった。  
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4．1ソート機能について5）   

CSMPIIIやDYNAMOのシミュレーション言語としての特徴の一つは，記述したモデルに対す  

るソート機能を持っていることである。ソート機能を持つことによって，ユーザーはモデルの計  

算順序を考慮しないでプログラミングができるので，他人に理解しやすい形でモデルを表現する  

ことができる。また，大ぎなモデルでは，プログラマーが全部の変数について計算順序をチェッ  

クすることは大変な労力である。   

BGSIIはモデルをFORTRANプログラムのサブルーチンとしてプログラミングするので，計  

算順序はFORTRAN文法に従わなければならない。すなわち，原則として，右辺の変数はそれ以  

前に値をもたなければならない。   

しかし，BGSITでは，ユーザーが計算順序を誤ってコーティングしても大きな誤差にならない  

ように，「積分」の前に必ずモデルをCAししして各変数に値を入れるので，時刻巨△f時点の値を  

もっている。   

上の手続きのため，オイラー法により数値解を求める場合は計算順序は問題とならない。ルン  

ゲ・クッタ法などでは1回の「積分」で何回もMODELをCALLするので，計算順序による誤差は  

△上の何分の1か前の値を使うことにより生ずる。変化が滑らかな場合はこの差はそれほど大きく  

ないと考えられるが，急激な変化がある場合や階段関数を使った場合には，解の精度にかなり影  

響すると考えられるので注意が必要である。   

この対策として，△Jすなわち「積分」間隔を小さくとればよいが、計算時間が長くなる。解の  

精度を間窟にするか，モデルのreadabilityを問題にするかはユーザーが判断するほかない。   

4．2 グラフィックディスプレイの使用について   

上述した会話型処理は，バッチ型処理に比較すれば極めて効率のよい方法であるが．結果の出  

力を見ながら，モデルやパラメーター等を検討するには，出力結果を毎回プリンターに印刷しな  

ければならない。これは，必ずしも効率的とは言えない。この点を改善するためには，結果の出  

力を高解像度のグラフィックディスプレイに描き，同一画面の一部を用いてモデルやパラメータ  

ーの変更を行うことが考えられる。そして，必要な出力結果については印刷（ハードコピー）でき  

ることが要求される。CSMP111のGraphicFeatureはそのようなソフトウエアである16）。また，  

Mejerも，グラフィック機能の導入の重要性を指摘している13）。   

このような機能を具現するためには，現状においては汎用プログラムの開発は困難であり，特  

定の線画用のグラフィックディスプレイ装置を導入し，その装置専用のソフトウエアを傭用して  

プログラムを開発することとなる。すなわち，前述した機種間の互換性は入出力部分でくずれる  

こととなる。しかし，インテリジェント機能，すなわち，ある程度の演算機能とメモリーを備え  

たディスプレイ装置を使用すれば．BGShの「積分」機能をはじめとしたソフトウェアをコンピ  

ューター本体で稼動させ，入出力機能のみを専用装置に保有させることが可能となる。  
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生態モデル作成のための会話型コンピュータープロ′グラムBGSIlについて  

現在開発中のBGSIlIは，このような考え方に基づき，TOSBAC UX－300（UNIX15）に準じた  

OSを催用）を，前記M180のグラフィック端末として使用し，一層効率的に作業が行えるように  

改善したバージョンである。その機能については，追って報告する予定である。   

5．ま と め   

コンピューターシミュレpション用生態モデルを作成するためのプログラムBGSIIは，FORTRAN  

77で書かれているため，コンピューター間の互換性がある。また，出力結果を見ながらモデルの  

改編やパラメーターの変更を行うのに便利な会話型のプログラムである。BGSIIを使用すること  

により，モデル生態系のコンピューターシミュレーションを効率的に行うことができる。主要な  

機能は次のとおりである。  

1）各操作はメニューに従って英字1文字のコマンドを入力することにより開始される。また，  

Help機能によりメニューの詳細を知ることができる。   

2）モデルは，FORTRANのサブルーチンとして書くが，一定の書式及びほぼ数式に近い書式  

でキイボードから人力し，ファイルヘ格納する。   

3）モデルのパラメーターは，キーボード又はディスクのいずれかから入力できる。   

4）微分方程式の数値解法として，オイラー法，ルンゲ・クッタ法など5種類の中から選ぶこ  

とができる。   

5）シミュレーション条帆結果出力条件はメニューに従って入力する。しかし，モデルをあ  

る程度完成させるまでは標準的な条件下で自動的に実行しチェックできる（デバッグ機能）。   

6）計算は，中断や再実行が可能であり，［l】断中に「積分」「鞘稲などのシミュレーション条件の  

変更ができる。   

7）5通りの計算結果をファイルに保管でき．それら相互の比較（重ね合せ出力）が可能である。   

8）結果は，袈型式又はグラフ型式でキャラクターディス70レイおよぴラインプリンターに  

’出力するほか，ⅩYプロッターへの出力も可能である。   
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グッピーによる有害汚染物質の影響評価  

宮下 衛1  

AssessmerLtOfIIa2：ardousSllbstanceswiththeGllppy  

Marnoru MIYASHITAl  

Abstract   

E印erimentswerecarriedouttostudytheeffectsoftheenvironmentalpollutants  
on the growth．reproduction andbehavior oftheguppy，n，eCilia niicukl由・The  

fo1lowingresultswereobtained．  

1．Ayellowstrainoftheguppyusedinthepresentstudywasselectedandcolonized■  

2．Fryoftheguppykeptwithoutfoodafterparturitionfor2・6daysweresuitable   
forassessingtheacutetoxicity ofpollutants・LC50Valuesdid notvarywith   
seasonsintheacutetoxicitytestofpesticidesandheavymetalsL  
3．The24and48hour LC5。Valuesoffenitrothionforfrywere4・22and3・72ppm，   
respectively．Sub－Chronictoxicityoffenitrothion，namely・the30－day LC5O for   
frywasl・2ppm・ThegrowthwasinhibitedsignificantlyatconcentrationofO・05  
ppmofthisinsecticide・  

4．Chronic sublethalconcentration oforganophosphorousinsecticide affected the   
reproductionoftheguppy＝fenitrothioninhibitedtheeggproductionandtemephos  
inducedaprematurel〕irth，  

6．Theschooling behavior offry wasinhibited significantlywith a two weeks   
exposureofl・6ppmoffenitrothion・Thedielvertica）distributionofthefryln   
beakerswasusedforassesslngthetoxicltyOffenitrothion・Significantbehavioural   
changeswerefoundamongfTyeXp父dtoO・001ppmofienitrothionaiter24hours・   

1．はじめに   

グッピー月矧勇払れ頭加血庖は約3か月で成熟しほぼ1か月ごとに出産を繰り返すきわめで性成  

熟の早い魚である。この種は水温を23－25℃に保てば一年を通じて繁殖し，常に稚魚を得ること  

ができる。なお，グッピーは稚魚として出産される卵胎生魚である点で，メダカなどの卵生魚と  

1．国立公害研究所 生物環墳部 〒305 茨城県筑波郡谷臼部町小野川16番2   
EnvironmentalBiology Devision，the NationalInstitute for EnviroTunentalStudies・Yatabe－maChi・   
Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  
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は異なる。当研究室では，実験動物化するために，東大医科学研究所において大量飼育・繁殖を  

続けていたコロニーから1975年に分離した黄色系のグッピーを保有している。このグッピーに対  

する農薬・重金属の急性・慢性影響を死亡率，成長，産仔数，産仔周期，行動などきまぎまな面  

から調べた。ここでは，試験魚としてのグッピーの特性，利点及び試験方法について報告する。   

2．急性毒性試験   

2．1試験法について   

常に安定した試験成績を得るためには系統的に確立された魚種であり，実験室で容易に繁殖が  

行え，一年を通じていつでも大量に供給できることが必要とされる。急性毒性試験の値は魚の成  

長段階‖，栄養条件Z），生理的条件3）のちがいにより異なることが明らかにされている。このような  

問題から派生する感受性の差をなくすために．無給餌で飼育した生後2－6日目までのグッピー  

の稚魚を用いる急性毒性試験法を開発した4）。   

2．2 感受性について   

上記の試験方法によるグッピーの稚魚の農薬・重金属に対する感受性の結果を図1に示した。  

東大医科学研究所で飼育されていたコロニー5）（以下Pとして示す）と，そのコロニーから当研究  

所において1975年に分離した黄色系のグッピーの兄妹交配の2世代目のコロニー（ト2）及びそ  

の6世代目のコロニ，（F－6）についての比較を同時に行った。試験は硬度25ppm，pH約7．0の  

人工軟水をガラスビーカーに200ml，供試魚10尾ずつを入れ23±1℃，12時間明期の恒温室にて  

■Tlme（h（）UrS）  

図1兄妹交配代数の違いとグッピー稚魚のLC5。値  
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グッピーによる有害汚染物質の影響評佃   

行った。なお．ここでは生後4日目の稚魚を用いている。24時間LC5。は3種の重金属聞で大きな  

差は認められないが，時間の経過とともに毒性の善が明白になっており，銅の毒性が最も高く，  

水銀．カドミウムの順に低くなる。DDTはここで用いた5種類の農薬・重金属の中で最も毒性が  

高く，7ユニトロチオンは最も低い物質であった。DDTの場合，24時間LC，。の値がPとそれよ  

り分離したF－2，ト6の間で約20倍の差が認められるが，その理由は明らかでない。その他の物  

質では，P，F－2，ト6の3者の間におけるLC5。の値が2倍以上異なることは極めてまれであっ  

た。F－2，F－6のコロニーについてフユニトロチオンに対する季節による感受性の差異について  

の試験を行ったが，24－96時間LC50の値は，ほとんど差が認められず，一年を通じて安定した試  

験成績の得られることを確認した。   

3．慢性毒性試験   

3．1生存率，成長について   

蓄積性がなく低毒性とされている有機リン系殺虫剤フユニトロチオンを用いて，グッピーの成  

長に及ばす影響を調べた。縦60cm，横30cm，高さ35cmのガラスの水槽に水401を入れ，産まれ  

た直後のグッピーを50尾ずつ放し，0．05－3．2ppmまで対照区を含めて9段階の濃度のフユニト  

ロチオンに連続30日間暴露した。飼育水は毎日全量の交換を行った。昼間の5時間ほどは浄水に  

戻し，その間に生き餌・タマミジンコを与えた。グッピーの生存率は0．8ppm以上で明白な低下  

が認められる。2．4ppmでは著しい生存率の低下が実験の開始時からみられており，3．2ppmで  

は20El目にすべて死亡していた（図2）。30E】後における体重は0．05ppmですでに対照区と比べ  

て有意な減少が認められており，体長は0．1ppm以上で有意差が認められる。長期間暴露におけ  

る影響濃度は，急性毒性試験値と約100倍の差がみられる（図3．1，図3．2）。  

㌫
帥
帥
帥
帥
師
 
 

州
 
 
′
1
2
砥
1
 
8
6
 
 

C
几
U
∧
∪
▲
‖
〓
‖
 
 
O
L
 
 

0
8
 
 
朋
 
6
0
 
 
叫
 
 

（
済
）
聾
〓
ご
一
望
ち
」
⊃
S
 
 

㍉
 ．
 
 
 

撃
 
 

＼．  
＼  
●＼  

3．2pp■¶  、●2・4pprh  

0   5  10  15   ZO  

Time（days）  

図2 7ユニトロチオン連続暴露におけるグッピ、の生存率  

－67－   



宮下 衛  

3．2 産仔に及ぼす影響   

3■1と同様の水槽に水40】を入れ7ユニトロチオンの0・1，0・25，0・5，1．Oppmの4濃度に  

おけるグッピーの産仔数を調べた8この実験は半止水式で401の水の半分ずつを毎日取り換える  

ことによって行われた。暴露期間は2か月で，その後2か月は浄水で飼育した。暴露1か月日は，  

それほどの影響は認められなかったが2か月日は，0・25ppm以上で産仔数の減少がみられた（図  

4）。浄水に戻した後でも影響が残っており，胚の状態で流産される割合が特に多〈なっていた。  

正常に産まれた稚魚と流産した仔の合計で見てほ仔数は対照区に比べて著しく減少しており，  

卵形成の阻害もみられるようである8）。  
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グッピーによる有嵩Ⅵ潔物質の影℡評価  

4．行 動   

4．1集合性について   

グッピーやメダカが群れをなして行動していることは容易に観察される。Seghers7）は，5か所  

のグッピーの自然個体群におけるスクーリング行動の発達程度と捕食庄との関係を調べ，捕食者  

の多くいるところに住むグッピーの個体群は群れの緊密度が高く，捕食者の少ないところの群れ  

は緊密度の低いことを報告している。この群れをつくる行動が，殺虫剤によって影響を受けるの  

かどうかを，Seghersの試験方法に従って調べた。水深を浅〈して群れが二次元になるようにした  

水槽における供試魚の分布を調べることによって実験は行われる。ポリプロビレン製の容器（38．1×  

63，5cm）に水を2cmの深さに入れグッピーの稚魚を10尾ずつ入れて行った。あらかじめ，容器  

の底に15区画に等分した目印を付けておき．一定の時間ごとに10尾の魚がどの区画にいるかを観  

察し，15区画中最も多く魚のいる区画内の個体数を記鎖した。したがって，この値の最低は1，  

最高は10で，10のときが最も集合性の高いことになる。1区画の大きさは161．3cm2の正方形であ  

る。なお，試験は水温23±1℃，約3．0001∬照明下の恒温室にて行った。ここでは，3．1の慢性毒  

性試験に用いられている7ユニトロチオン暴露中のグッピーの稚魚を併読魚とした。慢性毒性試  

験中のグッピーの稚魚の集合性は暴露浪度が高くなるとともに低下することが観察される。試験  

は死亡率にはほとんど影響考くみられないが，集合性の明らかに低下していた1・6ppm，2週間暴  

露の稚魚を用いて行った。試験容器に移した直後のグッピーの集合性は一時的に高い値をとるが，  

一時間ほどで安定した値となり，その後の変化はほとんどみられなかった（図5）。フユニトロチ  

オン暴露中のグッピーの集合性は対照区と比べて，いずれの時間においても低くなっており， こ  

の試験により，群れをつくる習性が，殺虫剤により影響を受けることが明らかにされた。  
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図5 グッピーの集合性に対するフユニトロチオンの影響  

4．Z 垂直分布について  

農薬や猥虫剤の急性毒性試験を行っていると，魚が水面に浮き上ってしまったり・動きがにぶ  

くなるのをしばしば観察する。このような動きを数量化することにより，薬剤の影響を検討した。  
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11のビーカーに水11を入れ生後1週間のグッピーの稚魚を10尾ずつ放し，一定時間ごとにその  

位置を観察する。ビーカーの水深12．5cmをあらかじめ3等分になるように線を引いておく。上  

に位置するときには1，中ほどに位置するときは0．5，下に位置するときには0として位置ごとに  

スコアを決めておく。すなわち，10尾がすべて上に浮いているときのスコアは10となり，下に位  

置するときは0である。フユニトロチオンに暴露したときの位置について図6に示した。試験は  

水温23±1℃，照度豹3．0001∬，24時間明期の恒温主にて行った。試験中の給餌，水の交換はし  

なかった。7ユニトロチオン処理後1時間目は0．01→1．Oppm区では対照区よりもど－カーの下  

方に位置していた。その後は．濃度の増加につれて上方に位置するようになり，12時間目では，  

1，3ppm区で水面に浮び上ったままになった。3ppm区では1週間後でも水面に浮んだままで  

あった。対照区と比較してみると，6時間目では0．03ppm区以上．12時間E］でほ0．01ppm区以  

上24，48時間目では0．001ppm区以上で有意差が認められた。急性毒性試験における，有機リン  

系殺虫剤に暴露された供試魚が水画に浮び上ることの観察から，その数量化を目的として試験を  

行ったが，急性毒性試験では無作用域とされる極めて低濃度において，処理後数時間内では，稚  

魚は対照区より下方に位置することが見いだきれ，このような簡便な方法でも高感度に薬剤の影  

響を検出できたことは興味深い。  
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図6 グッピーの水槽内での上下分布に対する7ユニトロチオンの影響   

5．考 察   

TSCAに基づく毒性試験のガイドライン8）では，魚の急性毒性試験には，ニジマスやブルーギル，  

ファットヘッドミンノウの幼魚を用いる方法が基準にされている。また，OECDでも基準となる  
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グッピーによる有害汚染物質の影響評価  

毒性試験法を定めている8）。一方，我が国の試験方法は，JISの工場排水試験方法9），農林省農政局  

長通達岬による急性毒性試験方法が標準試験法として用いられているが，供試魚の選定及び試験条  

件に多くの問題を残している11〉。このような問題を解決するために黄色系のグッピーの分離を進め，  

同時に稚魚を用いた急性毒性試験方法を開発した。さらに，この新しい急性毒性試験方法によっ  

て，季節を問わず常に安定した試験成績の得られることを確認した。   

EPAのガイドライン8】では，受精直後の胚からふ化後28日白まで（ファットヘッドミンノウ，  

シープヘッドミンノウ），あるいは60日目まで（ニデマス，カワマス）の生存率及び成長を調べる  

弱齢期の魚に対する影響試験が取り上げられている。グッピーの産まれた直後から生後30日目ま  

でのフユニトロチオンの連続暴露試験では，対照区における死亡率は2％と極めて低く，個体間  

のばらつきも少ない（変動係数；体重0．23，体長0．07）。これらのことから弱齢期における影響  

試験にもグッピーが適していると言える。既に有機塩素系殺虫剤の暴露により流産が引き起こさ  

れることが報告されている12）が，有機リン系殺虫剤のフユニトロチオンによっても早産の誘発され  

ることをはじめて認めた。フユニトロチオンのウズラにおける4週間の摂食試験では，大量に摂  

食させた場合に，産卵率の低下がみられたが，摂食中止後2週間で正常に回復する可逆的変化で  

あるとされている18）がグッピーでは浄水に戻してから2か月たっても回復しておらず，種の遠いに  

よる作用機構の違いが示唆される。   

魚のスクーリング行動は採餌1一）及び捕食庄15）と極めて強い関連をもっており，この行動の低下は，  

個体群の生存のための競争力を弱める結果をもたらす。グッピーの稚魚のビーカー内の上下連動  

を観察する試験法は，毒物の影響によって水面に浮び上ってしまったために捕食され易くなった  

り，流れに押し流され易くなるといったことにも関連しているい忌避16），摂食17），社会性18）など行  

動に及ぼす毒物の影響に関する報告は多いが，スクーリング行動に対する影響の試験の報告は趨  

めて少ない。ビーカー内の上下運動を観察する簡便な試験法によって，低漉度における殺虫剤の  

影響が検出され得ることからも，魚の行動に基づいた試験法には研究の余地は多いと思われる。   

6．まとめ   

農薬・重金属のグッピーの急性毒性試験，生長，産仔に対する慢性毒性試験，行動に及ばす影  

響試験を行った。  

1）当研究所において分敬した黄色系のコロニーを用いることにより．急性毒性試験において  

安定した値を示すことを認めた。また．弱齢期における長期暴露試験にも適切な供試魚であるこ  

とが示された。   

2）成魚の2か月間にわたる有機リン系殺虫剤の暴霞試験において，フユニトロチオンは．流  

産をもたらし，さらに卵形成を阻害することを認めた。   

3）稚魚を用いたスクーリング行動及び水槽内における垂直分布に対する7ユニトロチオンの  

行動に及ぼす影響試験により．低濃度でその影響が検出されることを認めた。  
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EffectsofHeavyMetalsontheGrowthof  

theMayflyNymph（勘eor〃βJαf〟bJi山肌ノ   

ShigehisaHATAKEYAMAlandSatoshiFUKUSHIMA2  

Abstract   

Effectsofheavymetals（CadmiumandCopper）onthegrowthandemergenceof  
aquaticinsect（Mayfly，E？eoniS血材わLium）wasstudiedusingindoormodelstreams．  
Watertem㌍rat11reinthestreamswascontrolledto12℃or14℃．   
Cadmium：MortalityofE kltibLium（bodylength6mmatinitial）reachedto  
50％whenthelarvaewereexposedtolOOJLgCd／Lfor2weeksand300JLgCd／Lfor  
oneweekrespectively，GrowthofE．LltibLiumexposedtolOJLgCd／Lfor3weekswas  
notaffectedsignificantly．While，grOWthofthoseexposedto30JLgCd／Lfor2to3  
Weekswassignificantlyaffected．Ontheotherhand，SurvivalandemergencerateofE  
h2tiblium（bodylength8．5mmatinitial）exposedtolO／JgCd／Lfor4weeksdecreased  
toabout75％ofthecontrol．  
EffectsofCdthroughfoodchainwasalsostudied，GrowthrateofE  
（Bodylength3mmatinitial）fedtheattachedalgaecontainingl．100to500JLgCd／  
g（drywt．，Cdconcentrationsofthealgaedecreasedgradually）for2weekswasnot  
affected．While，grOWthrateofthosefedthealgaecontainingl，300to700J‘gCd／g  
for2weeksdecreasedconsiderablybutrestoredwhenCdconcentrationofthealgae  
decreasedlowerthan700JLgCd／g，ThesensitivitytotheCd－aCCumulatedalgae（500  
－250JLgCd／g）differedbetweenthelarvaeof8mmandthoseof9．5mminmeanbody  
length．Mortalityoftheformersreached50％afteroneweek，Whilethatofthelatters  
remainedatlO％．  
Copper：Sub－aCutetOXicityoftheCuwasmuchhigherthanCd．MortalityofE・  
h7tiblium（Bodylength5mmatinitial）exposedto30JLgCd／Lreached40，70，and  
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畠山成久・福島 倍  

80％atl，2，and3weeksrespectivley．Increaseofmortalitywasalsoobservedinthe  
larvaeexposedto25FLgCu／L，Decreaseofthegrowthratewereobservedinthelarvae  
exposedtoCuhigherthan15JLgCu／L，AtlOJLgCu／L，effectsofCuonthegrowthand  
emergenceofthemayflywerenot・Observed．  
Grow址r∂teOf且血／Jわぬ刑（Body】erlg班4．6mmathtjaりkd班e融tacbd  
algaecontaining700to600JLgCu／gforoneweekwassignificantlylowerthancontrol，  
butrestoredafteroneweekwhenCuconcentrationsinthealgaedecreasedgradually．  
While，grOWthandemergencerateofthosefedthealgaecontaingngl．400tol．000JLg  
Cu／gwereaffectedconsiderably，   

ユ．はじめに   

重金属が河川の生態系に及ばす影響を解明する目的で我々は現在数ケ所の河川で生物調査と重  

金属濃度などの環境調査を行っている。調査の対象としている河川は廃止鉱山を汚染源としてお  

り，廃止後10年以上も経過しているのにカドミウム，鋼，亜鉛などによる高度の汚染が現在も継  

続している。このような河川では通常の生物種はほとんど生息し得ず，ユスリカやカゲロウなど  

の重金属耐性種が優先するなどのその生態系は健全な河川とは異なったものになっている。従来  

からも重金属汚染河川の生態調査は国の内外で数多くなされてきた1‾㌔ところで鉱山による重金  

属の汚染は複合的なものである。さらに個々の重金属の濃度は季節的変化や降雨，渇水などの自  

然現象，又は生石灰による中和や護岸作業など人為的所作により変動しているものと考えられる。  

また生物の側から見れば成長段階，雌雄差などにより重金属に対する感受性も変化するものと考  

えられる。さらに水生生物は水とえさの両方の径路から重金属を体内に蓄積しその影響を受ける  

ことが知られている。したがって野外河‖の影響調査のみからでは通年による重金属の影響ほ評  

価できるにしても個々の重金属がどの程度の濃度で，特定の生物種にいかなる影響を及ばすか，  

またそのときの重金属の蓄積径路などを検討することは極めて困難である。   

この研究では人工環境室に設置したモデル河川を使用してカドミウム及び鋼がカゲロウの生長  

や羽化に及ぼす影響を上記の観点（成長段階，蓄領径路）から解析したものである。カドミウム  

と銅はいずれも水生生物に対する毒性は極めて高く，現在調査中の河川にも高濃度で含有されて  

いる。カゲロウはエルモンヒラタカケロウ（埠go加ゎ材♭肋桝）を用いた。この種は種の同定が  

容易であり，国内の河川では上流域から中流域にかけ最も一般的なカケロウの一種である。また  

予備試験の結果から人工河川での飼育環境にも適していたことなどによる。これまで渓流に生息  

するカケロウの特定種について重金属の慢性影響を室内実験で調べた報告は実験方法の制限など  

から見当たらないように思われる。したがって今回の報告は，実験方法自体についても検討を加  

え，水路の方式も1）循環式，2）循環一かけ流し式の併用，3）かけ流し式などの方式によりカケ  

ロウに及ばすカドミウムと銅の影響を解析したものである。  
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重金属のかアロウ（鞄脚Ⅶん相浦州）に対する影響解析  

2．実験方法   

恒温呈（温度15±1℃，光25001Ⅹ，12L－12D）内にステンレス根で作製した2本の水路を設置  

した。水路の全長，帽，側面の高さはそれぞれ6m，40cm，30cmであり斜度は1／30である。以  

下の実験は水の流し方，重金属の暴露方法等に若干の変更はあるがすべてこの2本の水路を基に  

行った。   

エルモンヒラタカケロウ（j砂β¢7閑血瑚）J血椚）の幼虫は実験初期の一部（筑波山・山口川）を  

除きすべて宇都宮市郊外の鬼怒川（柳田橋上流）から採集した。サパーネット（メッシュサイズ  

0．5×0．5mm2）で採集したカケロウをどニール袋に入れ酸素を充満させた後バカンスクーラーで  

冷却して恒温皇に運んだ。翌日又ほ1週間以内の順化期の後実験に供した。カケロウは体長測定  

後水路に導入し，以下の方法でカドミウム（CdC12，以下Cd）又は鋼（CuSO．，以下Cu）に暴露  

した。その後1週間ごとに体長を測定した。同時に付着藻類とカゲロウの重金属濃度，付着藻の  

姐風 光合成色素量などを調べた。これらは方法－（4）に記す。  

（1）循環式水路による実験方法の検討   

かけ流し式水路では排水処理の面で制約があるため当初循環式水路により実験結果を検討した。  

水路の末端に貯留水槽（図1）を置き，その中に置いた水中ポンプにより水路に2601／minの流量  

で地下水を循環させた。水路を循環する水の全量は約3201である。水路の床面には50cm間隔で  

高さ5cmの仕切遼反を取り付け約8cmの水深を得た。この実験では水中のCd濃度の変動，Cdに  

よる藻類の組成変化の有無，藻類及びカゲロウのCd蓄積量を検討した。そのため，1本の水路に  

Cdが100ppbになるようCdを添加し，2Elごとに水路から1001の水を排出し新たに100ppbのCd  

を添加した地下水1001加えた。他の水路は対照水路とした。それぞれの水路にはステンレス製の  

、カゴ（惰円形21cmX15cm）を36個置き，その中に体長11mm前後のカゲロウを15匹ずつ入れた。  

えきとしてカゲロウを採集した河川から得た石ころ（約10×7×3cm3）を3－4個ずつ入れ，石  

団1 モデル河川の略図  
かけ流し式水路により対照区と2浪匿を設定。  
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面の付着藻を摂食させた。カケロウの体長，重金属の濃度，藻類の組成，光合成色素量の測定な  

どは実験開始から1週間ごとに4週間後まで行った。  

（2）〔循環一かけ流し式〕併用水路によるカドミウム（10ppb）の影響解析   

カケロウ（E．kttiblium）の成長と羽化に及ばすCda）影響を10ppbの濃度で検討した。方法（1）  

の循環式水路（2601／min）に一定の流量（71／min）で調温水（11－12℃）を流入きせ貯留水槽  

のサイホンから排出させた。この方法により水路の水の換水率は32回／dとなった。水路には前述  

のステンレスのカゴを2列に20個ずつ置いた。それぞれのカゴには球型の人工石（¢45mm 磁製）  

を9個ずつ入れた。人工石の表面には水路に配置後40→50日で芙陰に十分量の付着ケイ藻が発生  

した。この段階でそれぞれのカゴに5又は9匹のカゲロウを体長を測定して入れた。水路にはCd  

の高濃度液（500ppm）をペリスタポンプにより連続的に供給し（200ml／d）10ppbとなるように  

設定した。1週間ごとにカケロウの体長，付着藻とカゲロウのCd濃度，藻類の組成，光合成色素  

量を調べた。実験の後半ではカドミウムの供給を停止した。水中のCdは急速に消失するが藻類中  

のCdは緩慢に減少する。この段階で前述と同様にカゲロウを導入し，成長と羽化に及ぼす食物連  

鎖によるCdの影響を検討した。  

（3）カドミウムと銅の濃度段階による影響（かけ流し式水路による）。  

1本の水路（斜度1／30）を高さ7cmの塩ビ製の板で3区に仕切り，水路の上部から一定の流量  

（71／min）で地下水（12℃）を流Lた。水路は傾斜しているので各区の仕切板でダム状になり下  

流区の水は上流区へ混じらない（図1）。この実験ではCdやCuの影響を個体ごとに調べた。球  

塑の人工石（≠45mm）を支持台に取り付けこれをステンレス湘のカゴ〈7cmX7cmX9cm，  

メッシュサイズ1mmXlmm）に入れ，各濃度区に12個ずつ配置した。石面に十分量の付着藻■  

が発生した段階でそれぞれのカゴにカゲロウを1個体ずつ導入した。一週間の順化期の後各区の  

上流部のペリスタポンプにより重金属を連続注入し，Cd又はCuの濃度が上流から対照，3，10ppb，  

他の水路では30，100．300ppbとなるよう設定した。Cuではさらに対軋 5，10，15．20，25ppb  

の濃度でも実験を行った∴その後の影響（成長と羽化），藻類組成，藻量（光合成色素量），重金  

属波風 食物連鎖による影響等は方法－（1）と同様1過ごとに行い，最も長い場合で8週後まで実  

験を行った。  

（4）影響の測考  

1）カゲロウ（E．血材b肋桝）  

偏平にしたコマゴノピペットで取り扱った。体長ゐ測定時にはカブから時計皿の上に取り出し，  

まわりの水を除去して動きを止めた後実体顕微鏡に取り付けたマイクロメーターで測定した。測  

定後は水路のカゴに戻すか重金属分析用のサンプルとした。これらは15℃の恒温室内で行った。  
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2）藻 類  

石面からプランで採取し，遠心操作（6．000R．P．M）により純水（MilliQ水）で1臥 0．1mM  

EDTAで2匝】洗浄した。光合成色素の測定には上記サンプルの一部をGlassFilter（WhatmanGF／  

C）上に取り，ガラスグラインダー（Potterタイプ）中で90％アセトンにより抽出した。抽出液を  

分光度計くべックマンMode134）で測定し，色素量を得た。藻類組成としてケイ藻は酸（KMnO‘，  

H2SO。）処理又はホルマリン固定のサンプルをそのまま1，000倍の検鏡により同定，計数を行った。  

細菌，ラン藻，緑藻はホルマリン固定サンプルを検鎖して調べた。   

3）重金属の分析  

水は採水後約1％の硝酸（重金属分析用）を添加し，フレーム（島津AA－640－12型）又はフレー  

ムレス（日立18080型）原子吸光装置により測定した。藻類は前記のように遠心操作で洗った一  

部を100℃で2日乾燥した。これを硝酸と過塩素酸（重金属分析用）で分解し，純水（MilliQ水）  

で希釈定容後上記の原子吸光装置で分析した。カゲロウは体長を測定後0．1mMEDTAで洗浄し，  

2E】間100℃で乾燥した。これを藻類の場合と同様に分解し分析を行った。一部のカケロウは消化  

管とそれ以外の部分に分けて分析を行った。なお，生物試料の重金属濃度はすべてJLg／g（dryweight）  

で表した。   

3．結 果  

（1）循環式水路による実験方法の検討   

循環式水路（全水量3201，流量2601／min）に100ppbの濃度で添加したカドミウム（以下，Cd）  

は翌日には半分以下の濃度に減少した。2日日以降，1日置きに水路の水1001を新たに調整した  

100ppbのCdを添加した地下水で交換した。20ppb附近まで減少していたCd浪皮はその直後約40  

ppbまで回復するが，2日後には再びおよそ半分の濃度に減少するパターンを繰り返した（図2）。  

実験14日後に水路の水のほとんどをCdを含まか－水で交換しノた。その後毎日水路の水の約31％に  

当たる1001の水をCdを含まない地下水で交換し続けたが，10ppb以下の濃度に達するのに約10  

日間要し，その後の浪度減少はさらに緩慢であった（図2）。このように循環式水路では一定の濃  

度を維持するにも，また食物連鎖のみによる影響を検討するため水中からCdを除去するためにも  

適当でないことが分かった。表1は循環式水路でCdに暴露した付着ケイ藻（酸処理による試料）  

の組成を実験1週後と1カ月後に対照水路と比較したものである（日数は図2と一致）。実験に用  

いた石は筑波山・山口川から得たものである は0年3月）。暴露7E】後に10％以上の組成を示す種  

で30日後に対照と差が見られるのは劫血馴励町極仰血とA．s緑地〟血フ乃太で，前者は対照では  

変化していないがCd一水路のものは約30％に減少，後者では対照が約60％に減少しているがCd一  

水路では変化していない。A．机f循祝fゐsわmは重金属耐性種として知られ重金属汚染河川で最優先  

しているが）Cd暴露30E］後でも対照とCd水路間で明らかな差は認められなかった。  
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図2 循環式水路（2601／min）におけるCd濃度の変動  

2EIごとに全水量（3201）の1／3を100ppbのCd一地下水で交換した。   

付着藻類中のCd濃度は暴露1過後で約150F，g／g（dryweight）となり，2過後では約450JLg／g  

に達した（図3）。2退後からは水路の水の30％をCdを含まない水で交換し続けたが付着藻中の  

濃度は図3のようなパターンで減少し，20毎g／g付近からの減少は非常に緩慢であった。実験20  

日後に一部の石をカブごと水路間で置き換えた。図3の破線部がその結果を示すが対照区に移し  

た方がCd濃度の減少が早い。これはCd一水路に残存するCdが付着藻中のCd濃度の減少を遅ら  

せていることを示している。   

カケロウも短期間に高濃度のCdを蓄積した。Cd暴路1週及び2週後にはそれぞれ約30JLg／g，  

100JLg／gのCdを蓄積した（図4）。実験の後半からカゴごと石を水路間で交換しカケロウのCd蓄  

積に及ばす水（図2）と藻類（図3）の寄与を検討した。なおこの実験で用いたカゲロウは3月  

－4月初旬に筑波山・山口川から採集したもので体長が10mm前後と羽化期に近いものである。  

Cd水路の藻類を対照水路に移した場合では水中のCd濃度が低いことからほぼ藻類のみからの取  

り込みと見なされるがカゲロウのCd濃度は2週後に約25／Jg／gとなった。一方，対照水路の藻類  

をCd水路に移した場合のそれは約60JLg／gとなったが，この期間の水中のCd濃度は15～8ppb個  

2）である。カケロウは体の全体頓に占める消化管（内容物を含む）の割合が大きく，かつCdを  

高度に含有した藻類によって占められているため，カケロウのCd濃度の値に対する寄与は大きい  

ものと考えられた。このため一部のカケロウでは消化管全体（内容物を含む）を引き出し，これ  

以外の部分と二つに分けて分析した。その結果実験開始時からCdに暴露したものでは消化管にお  

けるCdの量は1週後，2過後でそれぞれ体全体の78％．60％を示した。また水中のCd濃度が低  

下した段階（図2，19日後～）から暴露したもののそれは91％，92％とその億は極めて高い。一  

方カケロウの乾重量に対する消化管（内容物を含む）の割合は11．0±1．9％（兜＝13）であり，Cd  

は消化管とその内容物の部分に高濃度に存在していた。   

循環式水路での実験をとおし，この実験系では定期的に水を交換してもCd浪度の変動が大きい  
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表1カドミウムに暴露した水路における付着藻の組成変化（％）  

Control－Charlnel  Cd－Channel  

Exposure－Time  Exposure－Time  
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こと，また水中のCd濃度も容易に減少し稚いことから食物連鎖のみによる影響を調べるのにも適  

当でないことが分かった。  

（2）循環－かけ流し式併用水路によるカドミウム（10ppb）の影響  

循環式水路（方法－（1））の上流部から14℃の地下水を71／minの流量でかけ流したo水路の流  
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図3 循環式水路における付着藻のCd濃度（〟g／gdrywt．）  

14日以降Cdの添加を停止した。水中のCd濃度は図2に示す。  

2
0
 
 
0
0
 
 
紬
 
 
6
0
 
 

（
三
悪
少
事
ご
つ
で
叫
ヱ
s
u
O
膏
L
一
亡
8
∈
8
も
U
 
 

Days8†te「Cd－eXPOSUre  

図4 異なった蓄積径路によりCdに暴露されたカゲロウのカドミウム濃度  

（JLg／gdrywt．）  

量は循環ポンプによる260】／m血と合わせ豹267】／m玩となり，7】／m醜の分は水路下部の貯留水  

槽から排出させた。カゴに球型の人工石（≠45mm）を9個ずつ並べて水路に配置すると約40日で  

実験に十分量のケイ藻を主成分とする付着藻が発生した。この時点から方法一（2）により一方の  

水路に10ppbのCdを流した。付着藻は球型の石のほぼ上半分に発生するが石1個当たりのクロロ  

フィルーβの量を図5に示した。Cd暴露3週後までは対照とほぼ同様な増加カさ見られるが，4退か  

ら6退ではCd一水路のクロロフィルーαは対照の約70％と少な目である。7ェオ色素も除々に増加  

しているが対照とCd水路間で顕著な差は認められない。6週後からクロロフィルーαに減少が見  

られるがこれは付着藻のはく離等によるものと考えられる。  
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図5 カドミウム暴露（10ppb）水路の人工石（¢45mm）面に発生した付着藻のク  

ロロフィルα量   

Cd暴露彼の付着藻の組成変化を表2に示した。実験期聞を通じてGo桝タノわ乃eナ）∽助川鋸J〟肌が  

優先種であり，暴露開始時には99％であったが6週後までに対照水路では71％，Cd一水路では86％  

へと徐々に減少した。代りに肋び加ゎsp．と〃ざね5Cぁお♪αゐ〟の組成が増加し，6週後対照水路  

では前者が11．0％，後者が17．4％となった。一方Cd水路ではそれぞれ5．1％，7．6％であり対照の  

組成の約50％にとどまった。   

付着藻類中のCd濃度を暴露開始時から1過ごとに測定したが6過後まではほぼ直線的に増加し，  

6週後で約500JLg／g（dryweight）に達した（図6）。この値は重金属汚染河川での値と比較する  

と1けた高い値である。  

l）カゲロウに及ばす10ppb－Cd水の影響   

水路にCdを流し始めた翌日に体重8．5mm前後のカケロウを体長を測定し．5個体ずつ5個の  

カゴに入れその後のCd蓄積と成長・羽化に及ばす影響を調べた。カゴには前述のCdを蓄積した  

ケイ藻を付着する人工石が9個ずつ入っている。カケロウは81年6月鬼怒川（水温20℃）から採  

集した。このときのカゲロウは羽化に近く，早いものでは暴露2週後から羽化が始まった。成長  

には暴露3過後まで対照と差は認められなかった（図7）。暴露4過後まで25個体の死亡率，羽化  

率を同図に示した。Cd水路では3過後，4週後に30％，40％の個体が死亡したが対照水路では20  

％であった。4週後の羽化率でも対照が72％，Cd水路では56％とその差は著しいものではないが  

Cdの影響が認められる。一方，同時に体長7mm前後のカケロウを9個体30日間Cd水路に暴露  

したが1週後の成長にやや遅れが見られたが，その後対照と差は認められな〈なった。30日後ま  

での死亡数，羽化数の積算値は対照水路では2個体と6個体，Cd水路では3個体と5個体（雨水  
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表2 カドミウム（10ppb）に連続暴露した水路における付着藻の組成変化（％）  

Cd－Exposure Time（Weeks）  cd－Free（Weeks）  
Species  
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国6 カドミウム暴露（10p匝）のモデル河川における付着藻中のCd濃度変化  

実験6過後にCdの供給を停止した。  
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図710ppbのカドミウム暴露後のカケロウ（体長8．5mm）の成長と死l＝，羽化率  

路とも1個体は幼虫）となり，Cdによる明らかな影響は認められなかった○   

2）食物連鎖によるカドミウムの影響   

水路に10ppbのCdを流し続けてから46日後にCdの供給を停止すると水中のCd濃度は急速に  

減少し5El後で2ppb，10El後では1ppbとなった（図6）。一方藻類中のCd濃度の減少は緩慢  

であり，Cdの停止時には約55伽g／gの浪度が4日，10日，18日後にはそれぞれ500，350，260／‘g／  

gと比較的ゆっくり減少した（図6）。この実験ではCdの供給を停止して4日後に体長を測定し  

たカケロウを1）の場合と同様に導入しCdを含有した藻類の摂食による影響を調べた。このときの  

カケロウは飢年8月鬼怒川（水温22．5℃）から採取したものである。   

体長3．5mm前後のカケロウをCd一藻類を付着した人工石が9個人ったカゴに16個体ずつ入れた。  

水中及び藻類中のCd濃度は図6のとおりである。Cd藻頬摂食後1週から3週後にかけ成長の阻  

害が認められるがその後成長速度に対照と差が認められなくなった（図8）。実験7週後までに大  

部分が羽化したが，そのときの積算羽化数は対照が14個体（他に死亡1，幼虫1）Cd藻類摂食の  

ものでは12個体（他に死亡1，幼虫3）とCd－藻類摂食による政著な影響は認められなかった。  

藻類のCd濃度はCdの供給停止後2週後までしか測定していないが（図6）他のデータ（図3，  

図13）を見ると20叫g／gのレベルからの減少は極めて緩慢であり，この実験の場合も同様の傾向  

で減少したものと考えられる。   

成長段階によりCd一藻類摂食に対する感受性に差があるかどうかを調べるため体長8mm前後  

と体長9．5mm前後のグループのカケロウを16個体ずつカゴに入れその影響を見た。実験期間（2  

過）中における付着藻のCd濃度は図6に一致し，500－25叫g／gである。この実験では実験期間中  

にCd一水路に残留しているCd（2ppb－1ppb）佃6）の影響も検討するため対照藻類をCd一水  
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図8 カドミウムを蓄積した（500250／JgCd／g）付着藻を摂食したカゲロウの成長  

曲線  

路へ，またCd藻類を対照水路へと置換してその影響も同時に検討した。図9にそれぞれの体長  

（Mean±S．D．，n），死亡率，羽化率を示している。体長9mmのものはCd暴露1週後に分析用  

サンプルとして用いた。体長8mmのカケロウではCd藻類摂食後の死亡率は1過後に50％，2  

過後では70％に達した。Cd－藻類を水中のCd漉度が無視できる対照水路に移した場合（図9－（4））  

の死亡率もほとんど同じでるあることから上記の死亡は食物連鎖のみによるCdの影響と見なしで  

よいように思われる。さらに対照藻類及び対照藻類をCd一水路に移した場合の2週後の死亡率が  

両者とも約20％であることから．Cd水路にわずかに残存している水中のCdの影響も認められな  

かったものと言える。  

Cd－きIgae（500－250ノ∠g／g）  Contr0l－algae  
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図9 食物連鎖によりCdに暴露したE由斬蘭㈹の死亡率，羽化率に見られた成  

長段腰（体長8．0又は9．5mm）による感受性の善  

く2）と（4〉では水路間で付着藻を置換した。  
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成長段階による死亡率をCd一藻類摂食の1週間後で比較すると8mmのカゲロウの50％に対し  

9．5mmのものでは15％であり，成長段階によりCdr藻類に対する感受性に差があることが示唆さ  

れた。羽化率は対照では2週後に40％となったが，Cd一藻類摂食のものでは15％にとどまった。一  

九成長に関してはどの区でも明らかな影響は認められなかった。各実験の終了時に人工石面上  

の付着藻を採取しクロロフィルーβを計った（図10）。カケロウが入っていない場合はクロロフィル  

ー〃が増加するのに対してカゲロウが入ったカゴの付着藻ではそれぞれ減少している。Cd一藻類の  

場合は2週後でも減少が少ないのは1過後，2週後に釣50％，70％のカケロウが死亡し，摂食量  

が減少したためと思われる。また，体長9、5mmのカケロウの1週後でも対照及びCd藻校の場  

合とも死亡率の高い方（図9の（1），（4））でクロロフィルαの減少が小さかった。  
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図10 カケロウの摂食による付着藻の減少  

クロロフィルαの測定による。  

（3）濃度段階によるカドミウム及び銅の影響（かけ流し式水路による）  

1）カドミウム（Cd）の影響   

方法－（3）により水路中で1週間の順化期間を置いた後，12個体のカゲロウを個別に3，10，  

30，100，300ppbのCdに暴露した。水路の最上流部からは12℃の地下水を71／minの流量で流し  

たがu暴露3週後からは水中ポンプにより各濃度区間内でも水を循環させ（2001／min）水路内  

での流量を増加させた。この実験におけるカケロウは81年10月鬼怒川（水温14．5℃）で採集した  

ものである。水路に35巳間Cdを流し1過ごとに水中のCd洩度を測定したが対照から設定濃度順  

にN．D．，3・4±1．0，10．5±1．5，29．5±7．3，92．2±23．2，302．4±66．3（Mean±S．D．，n＝5）  

ppbとほぼ設定通りの過度を示した。  
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Cdに暴露したカケロウの死亡率を図11に示した。100ppbでは2過後に，300ppbでは1週後に  

それぞれ約50％の個体が死亡した占生残った個体の平均体長から，上記の濃度では生長が著しく  

抑制され暴露1週以降はほとんど成長が停止した個12）。30ppbでも暴露1週後から2過後に  

かけての生長平に対照との間で有意な羞が認められた（P＜0．05）。一方，3ppb，10ppbでは3  

週間の暴露期間中成長に影響が認められなかった。3週後に生存個体のカドミウム澱度を郵走し  

た010ppbのCdに暴露したものでも約250JLg／g（dryweight）のCdを蓄積した。30ppb以上で  

は水中の濃度に依存したカケロウのCd蓄積は見られなかった（表3）。  

2）食物連鎖モデルによるCdの影響  

前の実験でカケロウをCdに3週間暴露したが水路にはさらに2週間Cdを流し，藻類中のCd  

0  1  2  5  

V【E■i ■一丁ER 亡▲】汁IlU八一EXP‘】SUllE   

図11種々の濃度のカドミウムに暴露されたカケロウの生存率  
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図12 モデル河川中で3週間カドミウムに暴露されたカケロウの成長曲線  
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濃度を高めた（図13）。5過彼の各濃度区の藻類中のCd洩度は対照から300ppb区までそれぞれ0・1±  

0．1，16±1，86±3，249±由，1210±29，1351±141JLg／g（Mean±S，Dリn＝3）となった。  

藻類のCd濃度は100ppbまでは水中のCd濃度に従い増加したが300ppbでは抑制された。5過後  

からCdの供給を停止したがかけ流し水路では水中のCd濃度は急速に減少した。300ppbの濃度区  

でも1．5時間後には5ppb以下となり，翌引こは1ppb以下となった。一方，付着帝類中のCd浪  

度は国13のようなパターンで減少した。30ppb以下で300JLg／g以下のCdを蓄積した藻類ではCd  

濃度の減少は極めて緩慢であった。100ppbと300ppb区でCdを蓄積した藻類ではCdの供給を停  

止後それぞれ12［】と14日後に約50％のCd濃度に減少した（図13）。   

藻類の組成を水路にCdを流した3週後から調べた。ケイ藻が主であり図14に示す3種の優先種  

の他には独房c視ねspリGoγゆん0乃e〝∽♪α仰視′祝刑，G．α均那岱ぬ血mぴαγ．♪和d眠ぬ，〃どね5Cぁゎsptな  

どが見られた。対照，3ppb，10ppb区では付着藻類の組成に著しい変化はなく，N♪14｝uゎが50  

表3 モデル水路でカドミウムに3週間暴露したカゲロウのCd濃度  

Cd（ppb）  Cd（〃g／g dry、、・l）   

5．5± 0．8（乃＝11）  

5a6±21．4（¶Ⅰ＝5）  

255．0±33．4（れ＝8）  

277．6士173．4（乃；＝6）  

1ぬ3±4Z．4（n＝3）  

All larvae died 

CDnlro】  

3ppb   

lO ppb   

30ppb   
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図13 モデル河川中でカドミウムに暴露した付着藻のカドミウム浪虔と暴露停止後  

の濃度の減少  
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％から70％を占め，5．和明匝那とA．血那都南血が5％から30％の間で変動した。一方，100ppb，  

300ppb区では〃♪ゆ〟血が減少し，代わりに5．和，ゆβ那の組成が著しく増加したがA．血〝α0血血  

には顕著な増減はなかった。   

水路にCdの供給を停止した翌日から体長3mm前後のカゲロウを1個体ずつカゴに入れCd一  

藻類摂食による影響を1濃度当たり12個体で調べた。付着藻中のCd浪度は図13の5週間以降示さ  

れている。Cd藻類摂食による死亡率の増加はどのCd一浪度区でも認められなかった。これは体長  

8mmの材料を用いた場合（図9）とでは異なっており，成長段階によって感受性が変化するこ  

とを示唆している。成長に明らかな抑制が認められたのは300ppb区のカゲロウであった（図15）。  

しかし藻類中のCd濃度が80叫g／g以下に減少した2過後からは成長の回復が認められた（図15）。  

1過ごとの体長の増加では実験1週後．2過後に対碑では9．8±5，5（Mean±S．D．，n＝12）．8．0±  

4．4％（n＝10）に対し300ppb区のCd藻類を摂食した場合は7．2±4．9（n＝11），5．7±5．6％（n＝  

10）と低かった。100ppb以下の区のCd藻類ではカゲロウの成長に影響は認められなかった。6  

過後における生存個体は対照から300ppb区までそれぞれ9，8，9，8，8，8個体であり，Cd  

の分析に供した（表4）。この結果，カゲロウは藻類のCd濃度に従って食物連鎖系のみからも高  

濃度のCdを蓄積することが分かろた。  
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図15 300ppbの洩度でCdを蓄積した付着  

（1，00叫gCd／g，2週の平均）を摂食  

したカケロウの成長阻害  

囲14 カドミウム暴露停止後の付着藻類  

の組成変化  
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表4 カドミウムを蓄積した付着藻類を6週間摂食したカゲロウ中のCd濃度  

付着藻中のCd濃度は図13のCd暴露停止後の濃度に一致  

Cd Concentratior）S（FLg／g dry wt）  
of g．b拘ゎ拍川 fed Cd－Algae  Cd－Algae  

2．4± 0．2（n＝3）   

9．1± 0．6（れ＝－3）  

19．2土14．8（叩‡3）  

57．8±99．5（m＝＝3）  

106．7±は0（¶＝3）  

Z72．0±10＆7（ゎ三3）  

Contro1  

3ppb－Atgae  

lO ppb－Atgae  

30ppb－A】gae   

lOO ppb－Algae  

300ppb－Algae  

MeaTl±S．D．（Sample No．）   

3）銅（Cu）の影響   

体長4．5mm前後のカケロウをCdと同様な方法により水路（水温12℃）内で1週間の順化期を  

置いた後3，10，30，100，300ppbのCuに暴露した。このときの材料は81年2月鬼怒川（水温12．5℃）  

にて採集したもである。CuはCdよりも急性毒性が高く，30ppbの場合では12個体の生存数は1  

退から3週後にかけ7，4，2個体に減少した。100ppb，300ppbでは1週以内に全個体が死l＝し，  

これらの区のCu－藻類は後述の食物連鍬こよる影響を調べる実験に用いた。一方，対照，3ppb，  

10ppbのCuに暴露したカケロウの成長曲線を図16に示す。成長率の平均値で比較しても対照と10  

ppbのCu暴露間に有意な差は認められなかった。また対照，3ppb，10ppbにおける8週後まで  

の生存数（幼虫），死亡数，羽化数の積j引直は対顔区では1，0，11個体，3ppb区では2，2，  

8個体，100ppb区では0，2，10個体とCuの明らかな影響は認められなかった。またこの期間  

においてCuによる羽化の遅れも認められなかった。この結果Cuでは10ppbから30ppbの比較的  

狭い範囲で成長・羽化などに慢性的影響を及ぼす濃度があることが分かった。そのため5ppbか  

ら25ppbまで5ppbずつ増加したCu濃度で同様の実験を行った。用いたカケロウは82年8月鬼怒  

川（水温23℃）から将集した。12℃の水路で5E】間の順化期を置いた後Cuに暴露した。この実験  

では夏期の材料を12℃の水路に入れたためと考えられるが死亡率が全般に高かった。しかし25ppb  

のCuに暴露したカケロウの死亡率のみが他のおよそ2倍と高く暴露2過で50％，5週後ては90％  

が死亡した。20ppb以下では対照との差は認められなかった。一方，成長曲線を図17に示すがCu  

の影響は15ppb以上で認められた。個体ごとに測定した成長率の平均値で比較すると10ppb以下で  

は対照と有意な差は認められない。一方，15ppbと20ppbではCu暴露2，3，4，6過後の成長  

率に対照と有意差が認められた。20ppbではCu暴露2過後から生長がほとんど抑制された。この  

実験からもCuが10ppb以下ではその影響が認められないが，15ppb－20ppb附近では成長に影響が  

認められ，羽化に至るまでの慢性影響をさらに検討する必要があると考えられる。  
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図16 モデル河川中で飼に暴露したカゲロウの成長曲線  
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図17 モデル河川中で種々の濃度の嗣に暴露したカケロウの成長曲線   

4）食物連鎖モデルによるCuの影響   

銅は重金属汚染河川の付着藻中にも極めて高い浪度で含有されている8）11）。そのため水生昆虫に  

及ばすCuの食物連鎖による影響を検討するため以下の実験を行った。前述の30ppb，100ppb，300  

ppbのCuを流した水路でCu暴露2過後にCuの供給を停止した。水中のCu浪度は急速に減少し，  

翌Elには対照区の0．45ppbとほぼ同じ値になった。Cu暴露中及びCu供給停止後の藻類中のCu濃  

度は図18c7）ように増減した。300ppb区ではCu暴露2週後に藩類中のCu感度はおよそ1400JLg／g  

に達し，暴露停止か占3通関後まで変動があるが1000から1400JLg／gの濃度範囲にあった。100ppb，  

30ppbの場合も藻類のCu濃度は極めて緩慢に減少した。Cuの供給を停止した翌日に対軋3ppb，  

10ppb区の藻類をカゴに入れ．それぞれ30，100，300ppb区に移し（対照区－10ppb区の水路では  
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Cu暴露を続けているため）Cu藻類による影響を調べた。この時の藻類組成は  

が優先しており，次いで対凰 3，10ppb区ではGom？honema？arvulum，30から300ppb区では  

NibchiajhiSiuLumbf多かった（表5）。一方Cuの供給を停止して3適間後では対照区，3ppb  

区でiま，Ⅳ．桝f裾£，那の割合が減少しG．如相浦仰の割合が増えた。また30から300p匝の区では  

昂㈲出ねりⅧ明知那の割合が増加した（表5）。   
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03図18 鋼の暴露及び暴露停止後における付着藻中のCu漁度  

破線郡は暴露停止後の濃度変化。  

表5 鋼に連続暴露した人工水路における付着藻類の組成変化（％）  
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このような付着藻を方法一（3）に従い，体長4．6mm前後のカゲロウ（83年3月鬼怒川採取，水  

温12℃）に摂食させ成長及び羽化に及ばす影響を1過ごとに飼べた。実験開始時からの藻類中の  

Cu濃度は図18のビータからの減少部分に一致する。3ppb，10ppbの場合は測定していないが図  

13などから類推して72JJg／g，126J‘g／g（図18）から緩慢に減少して行ったものと考えられる。100  

ppb区のCuL藻類では成長にわずかの阻害が認められ，300ppb区の藻類では実験3週間後まで顕  

著な成長の阻害が認められた（図19）。   

個体ごとに測定した体長の増加（％perweek）の平均値で見ても3ppbと10ppb区のCu一藻  

類では実験期間を通じ対照と有意差は認められなかった。30ppb区以上のCu一藻類を摂食したカゲ  

ロウでは暴露1過後から3週後にかけ表6に示されるような成長の阻害が認められた。Cu一藻類  
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図19 銅を蓄積した付着藻を摂食したカケロウの成長曲線  

付着藻中の銅濃度は図18の破線部に一致する。  

表6 鋼を蓄積した付着藻を摂食したカケロウの体長増加（％perweek）  

付着藻中のCu浪度は図18の破線部に示す（30，100，300ppb－Algae）。  

Weeks after Cu－eXpOSure through the algae  Cu－Accumulated  

Algae  1  2  3  4  5  

12．3±5．3  11．1±5．8   
（11）  （8）  

7．5士4．2  14．2±7．8   
（8）  （6）  

9．2±3．4   6．3±4．0   
（11）  （10）  

13．1±3．9   臥5±6．3   
（12）  （12）  

13．0±4．0  17．7±7．9   
（12）  （11）  

16．8±3．8  
（11）   

13．5±4．2  
（8）   

14．1±5．3  
、1l、   

12．2±2．㌢  
（12）   

14．3：土3．3   

（12）  

30．5土6．8  19．2±9．4   
（12）  （12）   

29．6±6．7   20．3±5．3   
（12）  （8）  

26．4±4．9   21．9±5．3   
（12）  （11）  

24．4土4．9＊ 18．9±5．2   
（12）  （12）  

21．4土6．4＝ 16．0士4．3   
（12）  り2）  

16．0±5．ど1 10．2±4．6＝   
（12）  （12）  

Contro1  

3ppb－Algae  

lOppb－Algae  

30ppb－Algae  

lOOppb－Algae  

300ppb－Algae  7．8±8．0＝ 10．6土7．8  6．9±6．0   
（11）  （10）  （10）  

＊P＜0．05，＊＊P＜0．01（「一teSt）  Mean±S．D，（れ）   
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摂食8週後までにおける死亡及び羽化の積算値を表7にに示した。100及び300ppb区のCur藻類を  

摂食したカゲロウではその影響が認められた。300ppb区の藻類では成長が遅れ4個体が幼虫のま  

までとどまった。また100及び300ppb区では死亡数が4個体となり他の区での1個体よりも多くな  

った。羽化数は対照では10個体となちたが300ppb区のCu一藻類を摂食したものでは4個体と半数  

以下である。人工石面上の付着藻はカケロウにより端の方から根こそぎ摂食され，その跡が石の  

地はだとして白く残り，摂食された部分が明りょうに区別される傾向にあることが分かった。100  

ppb，300ppb区のCu付着藻ではこの摂食の跡が著しく少なく，Cuの体内での直接的な阻害作用  

の他に，摂食量の減少も成長の抑制に関与していることが示された。  

表7 銅を蓄積した付着藻を8週間摂食したカゲロウ（12個体）の死亡，幼虫，及  

び羽化個体の積算値  

付着海中のCu濃度は図18の破線部に示す。  
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4．考 察  

（1）実験方法  

循環式水路では水中のCd濃度は急速に減少し，1EIおきに約30％の水を新たに調整した0．1ppm  

のCd一水で交換しても濃度の変動は大きかった。図2と水路を循環する水量（3201）から計算す  

ると実験後の1週間以内では水中から2日間で約6，00叫gのCdが消失する。また図3から付着藻  

1g（dryweight）当たり2日間で約50JLgのCdを蓄積した。したがって水中のCdがすべて付着  

藻に蓄積したものと仮定すれば水路全体の藻量は釣120gと概算される。水路には36カゴ配置した  

が1カゴ中の石面付着藻は分析用のデータから約200mg（drywt．）であり，石面付着藻はおよそ  

7・2gと計算される。一方石面以外ではカブの表面や水路の床面や側面にも付着藻が多量に発生し  

てその畳は石面上よりずっと多かった。そのため水中からのCd浪度の減少はその大部分が水路の  

付着藻類に蓄積したことによると考えられる。その他カケロウへの蓄積，循環水路の配管系や壁  

面（藻の発生しない部分）への吸着などがあるが，前者は質量の面からその量はわずかであり，  
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後者の畳む藻類への蓄梼に比べれば少ないものと考えられる。このため循環水蕗での流量（26日／  

min）を持ちつつ一定のCd浪度を保つため循環水終に連続的にCd（10ppb）をかけ流した（71／  

min）。この方法により水路の換水率は32回／dとなり一定の濃度は保たれたが廃水量は1臥約10tと  

なった。また循現式水路では1本の水路で1濃度の影響しか調べられなかった。そのため傾斜し  

た水路をグム型に仕切って複数の漁度区を得た。水路の流量は冷水（12℃）の供給能力や排水量  

からの制限で71／minに限ったが，流量では循環式水路の約3％に減少し流速もほとんど止水状  

態になった。しかしカケロウの生長速度の而から見ると流量，流速の減少による明らかな影響は  

認められなかった。ただし藻類のCd蓄積強度に循環水路（図6）とかけ流し水路（図13）では4  

－5過日で約4．5倍の差があり，水温に2℃の差があるとしても流速が大きく関与していることが  

示ぎれた。流速が早ければ細胞の表面を常に新たなCd－水が移動することになりCdの蓄積が増  

大するものと考えられる。今回の実験ではあらかじめ球型の人工石上に充分量の付着藻類を発生  

させた段腰からカケロウを導入し重金属に暴露した。そのため比較的短期間では藻類の組成，光  

合成色素量に顕著な影響が認められなかったものと考えられる。人工石を水路に配置した直後か  

ら亜鉛を流した最近の実験では数100ppb以上の濃度で藻類の発生は著しく抑制された。一般にCd  

やCuはZnよりも毒性は高いので，最初から100ppb又は300ppbなどのCdやCuを流した場合は  

付着藻の発生量は著しく阻害されたものと考えられる。したがってカケロウに対しCdやCuの直  

接的な影響の他に餌量の減少による閑接的な影響も関与してくるものと考えられる。  

（2）カドミウムの影響   

流水式水路（12℃）におけるE．kltibliumG7）LC－50値は7E［後の場合およそ0．3ppm（図11）  

であった。一方ビーカー（500m】，14℃）による東急性毒性試験（通気による）では7日間のLC  

－50値は4．0（2．0－6．9，95％C．L．）ppm（未発表）であり，暴露方法の違いにより約13倍の差が  

あった。この差は流水式水路ではCd濃度がほぼ一定に保たれ，Cd一水は常にカケロウの体表面上  

を移動すること，Cdを含有したえさを摂食したこと，両者でのCdの存在状態などによると考え  

られる。水温に2℃の善があるが，温度が高い方がむしろ毒性は高くなるので同じ温度ならLC－  

50の差はさらに大きくなるものと思われる。流水式水路で30ppbに暴露した場合成長は1週間後か  

ら著しく抑制された。今回の実験でその影響の有無が問題となるのは10ppbの浪度である。体長5  

－7mmのカケロウを用いた実験では10ppbのCdにより成長の阻害はほとんど認められなかった。  

しかし羽化期に近い材料を用いた場合は死亡率は高まり，羽化率にも阻害が認められるなど，カ  

ケロウの生育段階によりCdに対する感受性に差があることが示された。しかし10ppbでは半数程  

度は羽化していることから，重金属汚染河川において10ppb前後のCdがこの種のカケロウの生息  

を不可能にしているかどうかはむしろ疑問である。5ppbから30ppbの間でさらに長期の悼性影響  

を検討する必要があるものと考えられる。なお現在調査中の河川で汚染の強い地点では10ppb前後  

のCdは測定されて．いる。ここでは且由紳助椚は全く採集きれず重金属耐性種のユスリカやカ  
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ゲロウなどが生息する。ところでこのような地点ではCuやZnの浪鱒がCdよりもCuでは一けた，  

Znではこけた高く，Cuの実験や最近のZnでC7）実験結果から重金属汚染河川ではこれらの影響の  

方がより強いものと推測される。食物連鎖による影響試験で成長に明らかな影響が認められたの  

は付着藻中のCd藻度が1300－700（2週間における変化）JLg／gの間であった。Cdr篠類に感受  

性が高かった体長8mmのカゲロウでも死亡率，羽化牢に影響が認められたのは500r200JLg／gの  

間であった。200ノ‘g／g以下のレベルでは生長，羽化に及ぼす影響は認められなかった。一方，我々  

の野外調査の結果では石面付着藻のCd濃度は最も高い場合でも20／Jg／g以下であった。石面付着  

物の灼熱減量は80－90％を示し，そのほとんどほ付着藻と藻類の過がい、微生物などからなる有  

機物と考えられる。仮にしゃく熟後に残った20％がCdを溶出しない鉱物としても，石両付着物中  

の有機物部分のCd浪度は乾重量が0．8倍になるので1．25倍になるにすぎない。食物連鎖によるCd  

の影響に関してこれまで数種類のモデル実験で検討してきた。被食者が藻類の場合に限るとミジ  

ンコ】○〉，止水性カゲロウ（C加♂〝Sp．），ワムシ（β相通わ〃裕〟〝g♂招′太），ユスリカ（月z招由町お得捕  

Parthenogeneticw）などを捕食者として用いた。これらの実験でも藻類中のCd濃度が200JJg／g（dry  

Weight）以下ではその影響はほとんど認めることはできなかった。今回の結果とこれらの関連す  

る結果からのみに限って推測すれば重金属河川においてカゲロウが食物連鎖によりCdの影響を受  

ける可能性は少ないものと考えられる。えざの面で言えば，重金属汚染河川ではAcゐ財形助g5  

用カは正好加昭のような重金属耐性種が凄めて高い優先度を示すなどその質f軋量的な面での影響も  

検討を要するように考えられる。  

（3）銅の影響   

今回の実験から30E］間の実験期間ではCuはCdよりもE．hltibliumに対する毒性が商いことが  

示された。10ppbでは成長や羽化に影響が認められず，30ppbでは亜急性的致死濃度であることか  

ら，その間でのさらに長期の実験が必要と考えられた。現在調査中の重金属汚染河川では水中の  

Cu浪度はむしろ30ppbを超える場合が多い11）。前述のようにこのような所ではE．h2tibliumLi生  

息していないが，今回の河川モデルの結果をそのまま適用する限りではこの種のカゲロウの生息  

を不可能にしている原因として水中のCuだけでも十分な程である。   

食物連鎖モデルの結果では付着藻類中のCu濃度が120叫g／g前後の場合カケロウの生存率と成  

長速度に明らかな影響が認められた。一方，前記の調査において11〉石面付着物中のCu浪度は上流  

部の5000〟g／g前後から下流部の100恥g／g台へと極めて高い値を示した。しゃ〈熟減量値は80－90  

％であり，もし鉱物質部分からCuが溶出していないと仮定すれば，有機物中のCu濃度はさらに  

高い値となろう。石面付着物中のCu濃度が高いことは渡辺・墨田3），渡辺らり）などによっても報告  

きれており，■てれらの報告やもuの濃度はこけた台で低かった。今回の実験結果から重金属汚染  

河川の水生昆虫は水中のCuのみならず食物連鎖によるCuの影響を受けている可能性が示された。  

両者の影響の寄与であるが仮に水中のCuが10ppb前後の所で石面付着物中のCu濃度が数1000JLg／  
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gの環境があるとすれば食物連鎖のみによるCuの影響も十分起こり得よう。石面付着物中で生物  

に摂食される有機物質のみの重金属濃度を正確に測定する必要があるように考えられる。  

（4）実験結果の適用   

今回実験に用いたエルモンヒラタカゲロウ（且k斬蘭刑）はモデル河川での実験系に好適な材  

料であった。伊藤12）はj砂gβ閥（ヒラタカケロウ属）を比較的無機汚染に弱い種類として挙げてい  

るが，水域によっては異なる傾向も認められるとしている。一方．渡辺・原即）による市川あ調査  

では且ム頑畝肋肌はCゐ7和乃β研長おgや助gぬsp．とともに鉱山廃水の影響の強い地点での優先種  

であった。井手・小島1ヨ）の報告でも且上d紳助抑は重金属耐性種が優先する水域に出現する10種  

前後の中に入っている。また石崎・町田5】による佐須川の調査結果を見ても且血ゆ伽椚は且zgぬ  

と並び優先種であった。佐須川においては我々の調査でも且血郷浦研が多数生息していること  

を見ている（未発表）。このように且丘祓わ肋仰の重金属耐性については必ずしも評価が定まらな  

いが，上記の報告などからむしろ耐性が強い部類に入るものと考えられる。今回のモデル河川で  

得られた実験結果を野外調査の結果11）に濃度の面からそのまま適用する限りでは現在調査中の河川  

ではCuの影響は極めて高く，Cdのそれは低目であると言える。＼   

一方，重金属の影響は水中における金属の存在状態に依存するとされている。河川水中の重金  

属は毒性の強いイオン状態の他にかなりの割合でラミン酸などの腐植酸，アミノ酸，ポリペプチ  

ド1り5〉，又は種々のサイズの浮遊物質に結合して存在するとされる16）。またpHや硬度の増加によ  

り炭酸塩，水酸化物としての割合が多くなる17〉。重金属の毒性は有機物や浮遊物質に結合すると毒  

性が低下することが知られているi8）。これらの他にも生物自体が鋼と錐体を形成する物質を水中に  

産出することが報告されている19・20）。   

モデル河川に施した地下水のpHは常に高目でありpH8附近であった。一方，かけ流し水路で  

は水が1濃度区に滞留する時間は約5分程度と計算され，地下水にさらに有機物が混入する機会  

はほとんどないものと考えられる。これに対し重金属汚染河川では河川水は沈下する途中で種々  

の物質が混入し，前述の非イオン状態になる機会が増大するものと考えられる。pHに関しては重  

金属汚染河川では中和作業が行われているとしても概して酸性又は弱酸性であった。このように  

重金属の毒性発現に対し，モデル河川と実際の河川ではそれぞれ正負の要因がある。モデル河川  

にCdを流した場合，附着藻中のCd濃度は極めて高くなったが，重金属汚染河川における附着物  

中の濃度は数10メ▲g／g以下であった。このような差はCdの水中における存在状態の差に起因する  

面が大きいと考えられる。モデル河川と実際の河川での重金属の存在状態と重金属の毒性発現へ  

の影響を検討することが今後の重要課題であると考えられる。   

これまで水銀以外では水生生物に対して最も毒性が高いとされるCdとCuについてその影響を  

調べてきた。一方，国内には約6，000箇所の休廃止鉱山があると推定されている（環境自書，1975）21－。  

我々が現在調査しているごく限られた河川の調査結果を見てもCdやCuの他に亜鉛，鉛，鉄など  
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亜金屑のカケロウ（印go′泌⊥〟ゆJJ〃刑）に対する影響解析   

有害重金属の濃度闇高い。今後は亜鉛や鉛などの影響試験，数種類の重金属による複合汚染の影  

響などもさらに検討する予定である。   

5．まとめ   

重金属が水生昆虫に及ばす影響を解明する目的でカドミウム（Cd）と鋼（Cu）がカケロウ（㊥goγ補  

助的血仰）の成長及び羽化等に及ばす影響をモデル河川による実験系で検討した0  

（1）方 法   

大流量と流速が必要な河川モデルとして循環－かけ流し式の併用水路が有効である。またかけ  

況し式水路ではダム状に水路を仕切ることにより1本の水路で複数の濃度区の実験が可能である。  

球型（磁製）の人工石はカゲロウの生息環境としてのみならず，実験条件の均一化，藻類の定量  

採取，摂食状態の観察などモデル河川の底質として有効であった。  

（2）Cdの影響   

E．h7tibliumの成長は30ppbのCdにより，暴露1週後から著しく阻害された。10ppbでは成長  

にほとんど影響が認められないが羽化期に近い材料では死亡率，羽化率にCdの影響が見られた。  

食物連鎖モデルの実験から藻類中のCd濃度が1，000FLg／g（dryweight，2週間の平均）のレベル  

では体長3mmのカゲロウの死亡率に影響が認められないが，成長には影響が認められた。しか  

し藻類中のCd濃度が850／Jg／g（2週間の平均）以下の濃度区ではその影響は認められなかった。  

体長8．5mmと9．OmmのカゲロウではCdを含む藻類（500．200JLg／g）に対し前者の方が死亡率が  

高いなど感受性に成長段階により差があることが分かった。後者は羽化期に近いものである。  

（3）Cuの影響   

30ppbのCuはE．kttibliumL＝対し亜急性的致死濃度であり15－20ppbでも成長を著しく阻害し  

た。10ppbでは成長，羽化期にその影響は認められなかった。食物連鎖モデルの実験から飼（藻類）  

中のCu浪度が1，400－1，000ノ‘g／gの場合で生長の阻害が認められたが，これ以下の濃度区ではその  

影響が少なかった。  

（4）実験結果の適用   

モデル河川の実験結果からCdとCuの毒性に顕著な差は認められず，亜急性的毒性はCuの方  

がむしろ高臼であった。一方，鉱山による重金属汚染河川では水中及び藻類中の濃度ともCuの方  

がCdよりも著しい高い場合が多い。これらの結果から鉱山による重金汚染河川では，Cdよりも  

Cuの方が水生昆虫に及ばす影響が強いものと考察した。  
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グッピーの成長及び産仔に及ぼす食物連鎖によるカドミウムの影響  

畠山 成久1   

AcctlmulationandChromicEffectsofCadmiumontheGuppy  

（Poecilia ReticuEata）FedtheCadmium－AccumulatedAIidgeLarvae  

化勤行0几Om〟g〝Oぷん血αね〟り  

ShigehisaHATAKEYAMAl  

Abstract  

Chroniceffectsofcadmium（Cd）onthegrowthandreproductionoftheguppy  
（fbecilia Yelicu血Ia）werestudiedusingafoodchainmodelcomposedofthemidge  
（Chironomusyoshimtsu）1arvaeasapreyandguppiesasapredator・Thetransfer  
rateofCdfromtheCd・dosedmidgetoguppywasbetweenO．5tol・Opercentduring  
the30daysexperiment■Growthrateofgtlppiesfedthemidgelarvaedosedabout270  
JLg Cd／g（dry weight）for30days did not difler from that of controlguppies・  
C11mulativenumbersoffryproducedbytheadultguppiesfedthemidelavaecontaining  
210±70JLgCd／gfortwomonthsdecreasedabout80percentofthecontrol・The  
percentageofprematureparturitionamongthoseadultsdidnotincrease，andfry  
producedwereallhealthy．  

GuppieshadbeenfedtheCd－dosedrnidgelarvaefromyoungstage（age；One  
month，bodylength；9．5mm）forsevenmonths．Cumulativenumbersoffryproduced  
bytheguppiesfedthemidgelarvaedosed500，800andl，300JLgCd／gforsixmonths  
decTeaSedto79，65and55percentofcontrol，reSteCtively．TheeffectofCdonthe  
reproduction ofguppiesfed the500F，gCd／g－dosedmidge for seven months was  
equivalenttothatofguppiesexposedto20JLgCd／1itreforthesameduration・Cdof  
theguppywashigh1yconcentratedinsomeorganssuchasintestine，1iverandkidney  
whenfedtheCd－dosedmidge，indicatingthatsuchCd－aCCumulatiotlintheguppywas  
broughtonmainlythrouththefood，Cd・dosedmidgelarvae・  
Mortalityofthefemaleguppiesfedthelarvaecontainingl，300JLgCd／gincrea－  

sedabruptlyfromsixthmonthaftertheexperiment，Whereasnomaleguppiesdied  
duringtheexperimenし  

1．国立公害研究所 生物環境部〒305 茨城県筑汲郡谷田部町小野川16番2   
ETrVironmentalBiology Division，the NationalInstitute for EnvironmentalStudies・Yatabe－maChil   
Tsukuba，Ibaraki305，Japan，  
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畠山成久  

1．はじめに   

生物は食物連隻削こよっても有害汚染物質を体内に蓄積しその影響を受けることは一般的に認め  

られているところである。特に水生生物生態系では被食者もその捕食者も同一の汚染環境に生息  

している場合が多く，種々の水生生物は水中のみならず食物連鎖系によっても有害汚染物質を体  

内に蓄積し，その影響を受ける機会が大きいものと考えられる。   

魚類は水界の食物連鎖系ではほぼ最上位にあり，各種の水生生物を餌として用いている。その  

ため食物連鎖による有害汚染物質の影響を検討することは重要である。従来，急性影響試験の場  

合は言うまでもなく，慢性影響試験でも有害汚染物質は通常水中に直接添加して行われてきた。  

カドミウム（以下Cdとする）は生物に対し蓄積性が高い上，水鎖や銅とともに水生生物にとって最  

も有害な重金属の一つである。そのため従来から各種の水生生物に対し．その影響が種々の面から  

検討されてきた。魚に対して餌中のCdの影響を検討したものにコイやマタイを用いた小山・板沢  

らの一連の報告があるl4〉。一方，Kumadaら5）もニジマスについて水中のCdと餌中のCdの蓄積  

性の遠いを調べ，器官により暴露停止後のCd消失速度が異なることを報告している。また，Wi】】jams  

とGiesy6）は食物連鎖によるCdの蓄積性は低いものとしているが，このときの餌中のCd濃度は1．13  

〟g／gと比較的低いものであった。これら三者の報告ではいずれの場合もCdを魚の人工飼料に染  

み込ませて実験に用いている。人工飼料ではCdを含んだ餌の調整は比較的容易なものと考えられ，  

餌中のCd洩度を任意に高めることができるであろう。しかし餌中のCdの存在状態が生餌の場合  

とでは異なること，人工飼料は水中で崩壊し易く解からのCdの溶出が起こり，Cdの経口摂取量  

を正確に求め難いなど実験上難点が多いものと考えられる。   

著者ら7）はタマミジンコ（〟混血＝職猫佃叩如）にCdを3段階の濃度で蓄積させグッピーに対す  

るCdの食物連鎖による蓄積と成長に及ぼす影響について既に報告した。これは動物プランクトン  

は魚の餌として重要であるばかりでなく，無せきつい動物の場合でもCdはメタロチオネインと同  

様の重金属結合タンパクに結合して存在していること813）などによった。さらにミジンコは魚によ  

り才寅食されるまで生存していることから人工飼料などのように水中での崩壊がなく摂食量が算定  

し易く，ひいては餌に由来するCdの取り込み量が求めやすいことなどにもよった。しかしミジン  

コのCd感受性は極めて高いため1415）ミジンコ中のCd濃度を高めるのに制限かあり，1か月の実  

験期間中ではグッピーの成長に慢性的な成長阻害を引き起こすことはできなかった。   

今回の研究は披食者として重金属に耐性を有するユスリカの幼虫を用い，Cd濃度をさらに高め，  

かつ実験期間を延長することにより食物連鍬こよるCdの生物濃縮と魚（グッピー）の成長，産仔  

に及ばす慢性的影響を検討したものである。被食者としてユスリカ（C妨別冊触”血抽矧如）  

の3～4令幼虫を用いた。ユスリカは種々の環境汚染物質にも耐性があり16‾19〉，その現有畳も豊  

富な上実際に湖沼などで魚のよい餌となっている。またユスリカは重金属に耐性が高く，Cdを  

高波度で蓄積させることが可能であり，体重がミジンコより大きいため給餌量を幼虫の匹数によ  

り調整できるなど食物連鎖による有害汚染物質の影響を調べるのに好適な被食着であると考えら  
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グッピーの成長及び兼行に及ばす食物連抑こよるカドミウムの影響   

れた。本実験ではさらに水中に添加したCdの慢性影響を調べ，これと食物連鍬こよる影響の結果  

を対比し，食物連鎖による慢性影響の特徴，汚染環境における水と餌由来のCdの影響の度合など  

につき検討を行った。   

2．材料と方法  

（1）被食者：ユスリカ（C如来偶の彿俗〕肌油加噸心細）   

必要量のユスリカを毎日実験に供給するため下記の方法によった。ユスリカの受精卵（塊）を得  

るため恒温室（25℃、12L12D）に採卵ケージ（0．7mXO．7mXl、2m）を設置した。この中に置  

いた二つの水槽（47cmX28cmxllcm）に他の底泥と地下水を入れた。餌としては乾燥酵母（商  

品名，エビオス）と微量のテトラミン（Tetramin－E）を加え，通気をしてエス））カを産卵させ継  

代飼育した。1卵塊は通常約600個の受精卵からなるが上記と同じ飼育用の水槽に3卵塊を入れ．  

下記の条件で10El前後飼育することにより，3～4齢のユスリカ幼虫を待た。飼育水として地下  

水（pH8・0，硬度約60asCaCO，）．底質としてはガラスビーズ（¢約200JLm）を用いた。飼育  

環境と閉，通気に関しては上記の継代飼育の場合と同様である。ガラスビーズは半透明であるた  

めユスリカ（赤色）の生育状態が確認し易〈，幼虫の採取にも適当な底質であった。  

（2）捕食者：グッピー（月光d裁z作東撒庖庖）   

当研究所の水生生物実験棟で継代飼育している黄色系のグッピーを用いた。通常22－25℃の地  

下水中で魚用人工飼料により継代飼育を行っている。  

（3）食物連窒削こよるカドミウムの移行   

前述の4齢ユスリカを約500匹ずつ数え，それぞれ1．2，10ppmv）Cd（CdC12にて調整）を含  

む水中で24時間暴露した。水として人工軟水20）41を用い，23±1℃で通気を行った。24時間後ユ  

スリカをネットに採取し流水で十分にすすぎ，体表のCdを除去して毎日決まった匹数をグッピー  

に給餌した。以下これらのユスリカをそれぞれ1ppmCd－ユスリカ，2ppmCdユスリカ，10ppm  

CdLユスリカと略記する。ユスリカのCd濃度は各繊度区から毎日30匹ずつ分取し，後記の方法で  

分析した。ガラス製の円筒（¢8cm，高さ14cm）の底に網（網目0．4×0・4mm2）を張り，調温  

水をかけ流し（11ノmin）している水槽に36個並べた。実験にはこのような水槽をもう一稽用いた。  

円筒の底面を水槽の底から約4cmの位置に上げ，円筒内の水が常に入れ香わるよう配慮した。各々  

の円筒内にはグッピー（体重170±14mg，佗＝40）を1個体ずつ入れ，毎日20匹ずつのCd－ユス  

リカを給餌した。食べ残しがあった場合はその数を記録して除去した。実験10［】．20日，30H後  

に各濃度区から6個体ずつのグッピーを取り出し5－7日の絶食期間を置いた後個別にCdの分析  

に供した√他の残存グッピーについても1過ごとに体重を測定し，Cd一ユスリカ摂食が生長に及ば  

す影響を調べた。  
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ユスリカのCd濃度とその摂食量（匹数）を毎日測定し．グッピーが経口摂取したCdの積算値  

を求めた。この値とグッピー中のCd量（10，20，30EI後に測定）の比を食物連鎖によるCdの転  

移率7）として求めた。  

（4）グッピーの産仔に及ぼす食物連鎖によるカドミウムの影響   

産仔中のグッピpに及ばす食物連鎖によるCdの影響を検討し，そのときの各臓器ごとのCd漁  

度を調べるため以下の実験を行った。601（30cmX60cmX35cm）の水槽内に産仔カゴZl）（17cmX  

50cmX17cm，アミE］3×3mm2）を置き，この中に雄，雌9匹ずつのグッピーの成魚を入れた。  

雌のグッピーはあらかじめ個別に飼育し，初産の正常なものから順に四つの水槽にプールしたも  

のである。これらのグッピーに魚の人工飼料を給餌してあらかじめ4か月間産仔数を調べた。そ  

の後5ppmで24時間uを蓄積させたユスリカ（以下Cdユスリカ）を2か月間，1水槽当たり  

毎日3g（湿垂）前後給餌し（対照に対し毎日湿垂を同一にした）産仔に及ばす影響を調べた。こ  

のときのユスリカのCd濃度は210±7叫g／gである。各水槽には連続して一定流量（0・71／min）  

の調温水（24±1℃，地下水）をかけ流した。No．1とNo．2の水槽には対照－ユスリカを，No・  

3とNo．4の水槽にはCd－ユスリカを給餌した。ただしNo．2の水にはNo．3の水槽からオーバー  

フローした水を用いた。これは微還であるとしても，ユスリカや魚の排せつ物から水中に溶出する  

Cdの影響及びグッピーへの蓄積を検討するためである。実験期間中ユスリカの食べ残しはほとんど  

認められなかった。夷験終了時に雌では各臓器ごとのCd浪度を雄では個体ごとにCd濃度を分析  

した。この場合．Gonad（卵巣）とMuscle以外は少量なので5個体分をプールして分析に供した。  

他の4個体は暴露を停止して40H後に分析に用いた。  

（5）食物連鎖によるカドミウムの慢性影響   

生後1か月のグッピーの稚魚（体重18．3±2．1mg，体長9．5±0．4mm，n＝10）にCd－エス））カ  

を7か月間毎日給餌し，成長，産仔，生存率に及ばす食物連隻削こよるCdの影響を検討した。4齢  

ユスリカをそれぞれ40，80，160ppmのCdを添加した人工軟水中で24時間Cdを蓄積させた。グ  

ッピpは601の流水式水槽（0．71／min）に25個体ずつ入れた。Cd－ユスリカの給餌量は1日当た  

り1．22±0．25mg（湿重）と引こよって変化はあったが4水槽当たり毎日同一量にそろえた。雌雄  

の判別がついた段階（Cdユスリカ給餌49日後）で各水槽当たり雄雌，7匹ずつとした。産仔開始  

時からは前述の産仔カゴ21りこ入れ，産仔数を毎日記録した。実験の後期には各水槽からオーバーフ  

ローする排水中で，生後3日目のグッピーを80日間飼育し，以－ユスリカや魚の排せつ吻などから  

水中に溶出すると考えられるCdの蓄積を同時に調べた。実験の終了時とCdLユスリカの給餌を停  

止して4川後に雌のグッピーでは各器官ごとのCdを，雄では個体ごとにCdの濃度を分析した。  
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（6）水中に添加したCdの影響   

食物連鎖によるCdの影響と水中に添加したCdによる影響の差を検討するため以下の実験を行  

った。601の水槽に生後60日のグッピーを50個体ずつ入れ 2．5，5，10，20ppbのCdを含む飼  

育水に連続して星霜した。Cdの浪度と水質の保持のため毎日401の水の半分を排出し，新鮮な地  

下水（201，25℃）を入れ 飼育水が所定の濃度になるようCdの高濃度溶液を添加した。実験期  

間中は通気を行い，えさとして魚用の人工餌料を毎Hl回食べ残しがない程度に与えた。   

産仔開始時からは雌雄とも10個体ずつとし，産仔カゴに入れて，産仔数，早産．死産数をCd暴  

露1年後まで調べた。Cd暴露1年後と，Cd暴露終了4か月後に雌では各臓器ごとのCd濃度∴雄  

では個体ごとのCd浪度を分析した。  

（7）Cdの分析   

生物試料（ユスリカの幼虫，グッピー）を純水（MillトQ水）で十分洗った後，100℃で2日間  

乾燥し乾重量を得た。その後重金属分析用の硝酸と過塩素酸（和光，有害金属測定用）で湿式分  

解し，純水（Milli－Q水）で希釈した後，フレーム（島津AA－640－12型）又はフレpムレス偏光  

ゼーマン 用立180一帥型）原子吸光光度計で分析した。ユスリカの場合は3ゎー50匹を1サンプル  

とし，グッピーの雄では1個体，雌ではGonad，Liver，Muscleなど比較的質量のある器官は1  

個体分を腎などの少量の臓器は2－3個体分を1サン70ルとして分析した。すべてのデータは乾  

重量当たりの濃度で表した（JLg／gdryweight）。   

3．結 果  

（1）食物連鎖によるCdの移行  

．表1にユスリカ（α如邪槻町耶妨矧加）に対する重金属の急性毒性試験の結果を示した。  

ユスリカは重金属に耐性があることは多くの河川調査22‾23）や湖沼の調査16）からも示されているが，  

ここでもそれは明らかであり，タマミジンコで著者が得た結果15）と比較するとCdに対し48h－LC50  

値で約3，000倍の耐性があることが示された。  

1ppm，2ppm，10ppmのCdを添加した人工軟水に24時間暴露したユスリカ幼虫のCd濃度  

を表2に示した。1ppm，2ppm，10ppmにおけるCd濃縮係数はそれぞれ約129，88，27と高  

いものではないがCdの処理濃度が高いことから10ppmではおよそ270JLg／g（drywt）のCdを蓄  

積した。このようなユスリカを1日当たり20匹ずつ給餌したグッピーのCd濃度を図1に示した。  

1ppmと2ppmCd－ユスリカの場合その差は顕著でないが，10ppmCdエス））カを給餌したグ  

ッピーでは30日後にほぼ4JLg／gのCd濃度に達した。一方，10ppmCd－ユスリカを給餌した同じ  

水槽内でネットで仕切ることにより対照のユスリカを30日間給餌したグッピー中のCd濃度は，0．07±  

0．05JLg／g（n＝6）と低い値であり図1のCd蓄積はほとんどCd－ユスリカの摂取によってもた  

らされたものと見なし得る。またいずれの濃度区でも30日複ではまだ平衡に達しなかった。Cd－ユ  

ー103－   



畠山成久   

ス1）カの摂取によるグッピーヘのCdの転移率を表3に示した。1ppmと2ppm－Cdユスリカの  

場合が0・5％前後．10ppmCd－ユスリカの場合で，0．9％台といずれも低く，実顔期間による差も  

ほとんど認められなかった。すなわち，Cd－ユスリカを摂取することによりグッピーの休内に取り  

込まれたCdの全量は，実験期間を通じ1％弱しか魚体中に残存していなかった。表4は10ppmCd  

－ユスリカ（表2）を30日間給餌したグッピーの体重を10日ごとに測定し食物連鎖によるCdの成  

表1ユスリカ（αわ〝ク鵜紺j俗ゐ毎食〟g）に対する重金属の48時間半数致死濃度  

（ppm）  

タマミジンコでの値と比較した。  

（A）  （B）  

Meta】s Cんfγ0几OmUぶ  〟0血ロ  

ブ0ざんよmq－∫山上  mαCrOCOpα （A）／（B）  

HgC12  0．0017  824  

CuSO4  2．7   

CuC12  5．8  

A12（SO。）3   133．2  

CdC12  212．6   

ZrlSO4  46乱9   

ZnC12   

FeSO4  1216．1   

MhC12  1021．2   

Pb（NO3） 122乱1  

PbC12   

Kれ1nO．  0．8   

K2CrO7  7．6  

0．047  123  

0．74  10  

表2 カドミウムに24時間暴露したユスリカ幼虫のカドミウム濃度  

カドミウムは人工軟水に添加した。  

Cadmium concentrations of midge】arvae  
exposed to Cd－S（〉1ution for24hours．  

（〟g／gdry weiかt，ト1ean±S．D．）  

Control  O．43 土 0．41（れ＝8）   

1ppm  129．3 ± 48．3（花＝21）   

2ppm  176．3 ± 65．0（乃＝21）  

10ppm  274．0 ± 75．9（れ＝8）  
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図1カドミウムを蓄積したユスリカを30日間給餌したグッピーのカドミウム濃度  

（Mean±S．D．n＝3－6）  

ユスリカのカドミウム浪漫は表2に示す。  

表3 食物連鎖モデルにおけるユスリカからグッピーへのカドミウムの転移率  

ユスリカのCd温度は表2に示す。  

Days after Cd－eXpOSure through midge】arvae  

20  30  

1ppm O．50±0．21  

2ppm O■52士0．15  

10ppm O．98±0．15  

0．52±0．08  0、56±0．17   

0．40±0．08  0．44±0．15   

0．85±0．27  0．98±0．15  

Cd（〃タ）in fish body  
Transfer rate ＝  

Cd（〃β）uptaken by guppy  
throush midge lavae 

表4 カドミウムを蓄積したユスリカを給餌したグッピーの体重増加（％）  

ユスリカのCd濃度は274±76／Jg／g（drywt．）。  

Days after  

Camium  

Exposure  

Cd－dosed  

midgelarvae ヽ  トtest  

Controlmidgelarvae  

16．1±3．5（乃＝20）  

38．3土5．9（れ＝20）   

85．9土12．7（れ＝14）  

164．9±18．8（れ－10）  

20．3±5．0（れ≡F20）  

47．9±7．1（叩≠20）  

94．4±12．2（乃；声14）  

181．3±32．5（呼声8）  

P＜0．01   

P＜0．05   

P＞0．05   

P＞0．2   
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長に及ばす影響を調べたものである。30日の実験期間内ではCd－ユスリカ摂取こよる成長の阻害  

は全く認められず．実験5日後，10日後ではむしろCd－ユスリカを給餌したグッピーの方が体重  

の増加が大きく30日後の体重はおよそ2．8倍となった。  

（2）産仔中のグッピーに対する食物連鍬こよるCdの影響  

初産の正常な9個体の雌と，同数の雄からなる四つの水槽であらかじめ4か月間産仔数を調べ  

た（表5）。その後5ppm，24時間処矧こより210±勒g／g（乃＝16）の以を蓄積させ声ユスリ  

カを毎日給餌し産仔数に及ばす影響を調べた。グッピーはほぼ1か月周期で産仔を行うので表5  

麦5 食物（Cd－エス1）カ，210±70／JgCd／g）をとおしたカドミウムがグッピー成  

魚の産仔に及ぼす影響  

Pre－Exposure  Cd－Exposure  

l5t  2nd  3rd  4th   

MoIlth Month Month Month  

1st  2nd   

Month Month  E叩OSure  

No．1 Controt  Live fry   

Dead fry   

Eyed embryo   

undeveloped embryo   

Total  

16．9   10．4   14．0   10．4   

0．9  0．6  0．3  0．3   

0．2  0．5  0  0．1   

仇1  0．2  0  0   

18．1  11．7  14，3   10．8  

21．7   39．2   

0．4  0．2   

0．1  0   

1．0  0   

23．2   29．4  

No．2 Waste  

Water  

from  

No．3  

Live fry  

Dead fry  

Eyed embryo  

Undeve】oped embryo  

Total  

14．9   12．7   16．7  臥0   

0．5  0．7  0．9  0．3   

0．2  0．1  0．4  0．3   

0  0  0．1  0．6   

15．6  13．5  1乱1  9．2  

7．0   22．8   

0．3  0．2   

0  0   

1．8  1．0   

9．1  24．0  

軋3 Cd－aCCumu－ Ljve行y  17．8  9．3   10．6  6．0   

0．6  0．9  0．8  0．2   

0．1  0．1  0．3  0．2  

16．9    25．6   

0．9  0   

0．1  0．1  

Dead fry  

Eyed em♭ryo  

Undeveloped embryo O  O  O  O．1   1．8   l．7  

Total  18．5  10．3  11．7  6．5  19．7   27．4  

No・4 Cd－aCCumu－ Live fry  20．6   12．6   10．2  11．4   

1．9  0．8  0．3  0．3   

0．9  0．2  0  0．3   

0．5  1．3  1．5  1．3   

23．9   14．9   12．0  13．3  

25．8    27．3   

0．1  0   

0．2  0   

4．3  0   

30．4   27．3  

Dead fry   

Eyed em』ryo   

Undevetoped embryo   

Total  

Numerieals indieate numbers per female per month. 
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には雌1個体当たりの月間平均塵仔数を示した。Cd－ユスリカ給餌前の4か月間の月間産仔数は水  

槽・1から水槽・4にかけ12．9±3．2，13．1±3．8，10．9±5．0，13．7±4．7（Mean±S．D．，n＝4）  

と水槽・3でやや少な目だが有意差は認められなかった。Cd－ユスリカ給鮮後の月間産仔数を対照  

と比較すると毅初の1か月間では対照の77．9％（No．3），118．9％（No．4），2か月日ではそれぞ  

れ65．3％，と69．6％となり，減少する傾向が認められた。No．2の水槽は対照のユスリカを給餌し  

たが水はNo．3からオーバーフロー（0．71／min）したものを用いた。産仔数は1か月日で著しく  

少なく，2か月日でも低目である。この原因については，No．3水槽からの老廃物による影響．個  

体差が積み重なったことなど考えられるが明らかではない。いずれにしても後述するようにNo．3  

水槽内の排せつ物やユスリカなどから水中に溶出したCdの影響ではないものと考えられる。グッ  

ピーの産仔に及ばす影響を有機リン系殺虫剤について調べた結果21）では胚又は発眼卵の段階での早  

産の割合が若しかったが，Cd－ユスリカではそのような傾向は認められなかった。Cd－ユスリカを  

2か月給解した実験の終了時に雌のグッピーの諸器官のCd渡度を調べた（表6）。対照のユスリ  

カを給餌した場合では各器官のCd浪度は0．47〝g／g以下であった。一方，Cd－ユスリカを給餌し  

たグッピーではGill，Intestine，Liver，KidneyなどのCd濃度はそれぞれおよそ4・0，13・0，33・1，  

42〟g／gに高まった（No．3とNo．4の平均）。No・3水槽からの排水中で対照ユスリカを給餌した  

がグッピー（No．2）では対照と比較し，Gill，Liverなどで約4倍の浪度となった。しかし，Cd  

－エス））カ給餌ではLiverのCd過度は対照の約90倍になりこれらのCd蓄積はほとんどCd－ユス  

リカを摂食したことによると見なされた。  

表6 食物（Cd－ユスリカ）をとおしてカドミウムに2か月間暴露したグッピー（雌，  

成魚）諸器菅のカドミウム濃度（〝g／gdryweight）  

AquariumNo．  

ND．1  No．2  No．3  

Waste water  Cd－aCCurr）ulated  Cd－aCCumulated   

C。nlr。I  from No．3  midge larvae midge larvae 
Organs  

4．02  
（2．73）  

10．22  
（10．14）  

35．88  
（74．55）  

51．55  
（62．56）   

0．22  
（1．30）   

0．22  
（0．60）  

3．95  
（2．70）  

15．74  
（19．ql）  

30．28  
（63．糾）  

34．30  
（75．92）   

0．10  
（0．60）   

0－16  
（0．75）  

1．92  

0．37  

1．47  

0．72  

0．05  

0．02  

G】‖  0．41   

Intestine  O．16   

Liver  O．37   

Ki【hey  O・47 ■   

Gonad  O．06  

Musc】e  O．03  

valuesinparentheses arethose ofGuppies rearedin Cd－free condition for40days after the  

end of Cd－eXPO5ure．  
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畠山成久  

Cd－ユスリカの給餌を停止後Cdを含まない水と餌で40日間飼育したグッピーのCd濃度はGill  

で釣68％に減少したがIntestineではほとんど変化せず，Liver，KidneyではむしろCd暴露停止  

時の約2倍，Gonad，Muscleでも数倍の値を示した（表6）。一方．雄のグッピーでは消化管内に  

残存するCd－ユスリカの影響を少なくするためCdユスリカの給餌を停止後7日間絶食させて分  

析した。対照のグッピ，のCd濃度は0．02JJg／gであるが，Cd－ユスリカ給餌のものでは約2．5JLg／  

gとなった。またCdLユスリカ水槽からの水で対顔ユスリカを給餌Lたものでは0．28JLg／gとなり，  

水中に溶出したCdによる蓄積の寄与はおよそ全蓄積量の10％程度と見なされた。このように水か  

らのCdの蓄積は少ないものであり，前記のNo．2水槽（表5）の産仔数の低下はCd以外の要因  

によるものと考えられる。  

（3）食物連鎖によるCdの慢性的影響   

40ppm，80ppm，及び160ppmのカドミウムに24時間暴露したユスリカのCd濃度を図2に示し  

た。ユスリカはほぼCdの処理濃度に比例し40ppm，80ppm，160ppmでそれぞれ500，800，1300  

〟g／g前後のCdを蓄積した。このようなユスリカを流水式の水槽に入れた生後1か月で25個体の  

グッピーに毎日給餌した。匡12の破線部は24時間後の食べ残しユスリカを採集してプールしたも  

ののCd浪度であるが1／2－1／3に減少していた。しかし大部分のユスリカは給餌直後から数時  

間以内に捕食されるのでほぼ実線部に近いCd浪度のユスリカを捕食したものと見なされる。ユス  

リカに高濃度のCdを蓄積させることによるえさの質的変化を検討するためCd－ユスリカのCN  

比を求めた（表7）。Cdの処理濃度とともに窒素の割合がわずかに減少しているが対照との間に  

有意差は認められなかった（P＞0．05）。  

■O  lq   

∝岨打払Tt肌S 肝【〟れⅠ肌（F門）  

図2 カドミウムに24時間暴言したユスリカ中のカドミウム濃度  

破線部は浄水に戻し，24時間後の浪度を示す（Mean±S．D．）。  
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グッピーの成長及び産仔に及ほす食物連鎖によるカドミウムの影響  

Cd一ユスリカを給餌して20日後に全個体のグッピーの体重を測定したが測定値に浪度間の有意差  

は認められなかった。ただし雌雄の個体数に表8の48E］後に示されるような差があり160ppmCd  

－ユス．リカ区では対照に比し雌の割合が多かった（表8）。25個体の内から3個体ずつを分析に供  

したが，160ppmCd－ユスt）カを給餌したグッピーでは既に約17pg／gのCdを蓄領していた（表  

9）。Cd－ユスリカを給餌して45H前後から全個体の雌雄の判別が可能となったが，48日後に雌雄  

別に全個の体重を測定した（表8）。雄ではユスリカのCd濃度による体重の差は認められず実験  

時の18．3mgからそれぞれ210mg前後に成長したo一方・雌ではCd－ユス））カによる成長の阻害が  

顕著であり対照では410mg前後になったが160ppmCd－ユスリカ区では280mg前後にとどまったo  

死亡は実験35日後に160ppmCd－ユスリカ区で1個体起こった。実験49E［後からは雌雄とも7個体  

ずつにそろえ以後の産仔に及ばす影響を調べた。   
実験21日後から40E】後にかけ6軌 食べ残しユスリカを全部回収し，給餌量との羞から1日当  

たりの摂食量を求めた。対照から160ppmCdユスリカ区まで0，96±0．23，1．03±0．20，0．82±0．24，  

0．80±0．28mg／22個体／d（n＝6）と対照と40ppmCd－ユスリカ区では差が認められないが80ppm，  

表7 Cd暴露（24時間）ユスリカ幼虫のC／N比，乾／温度（％）及び乾重  

ユスリカ中のCd濃度は図2に示す。  

Cd－dosed   

Larvae  

Bodywt／1ndiv  

（〃g，dry、Vt．）  
c′NRatio  

（％）  

〔control〕  

〔40ppm〕  

〔80ppm〕  

〔160ppm〕  

35．2±2．9  13．7±0．3   

36．9±1．5（P＞0．2）  13．3±0．3  

37．9±2．1（P＞0．1）  13．3±0．5  

38．2±1．7（P＞0．05）  13．6±0．6  

254±49   

274±46   

236±79   

244±33  

Mean±S．D．．（n＝5）P；！rtest  

表8 カドミウム蓄積ユスリカを連日給餌したグッピーの体重変化（mg，湿重）  

ユスリカ中のCd濃度は図2に示す。  

Body weigh10L guppyled Cddosed midgelarvae  Days after  
the  

Cd－eXpO5Ure  〔CorLtrOl〕  〔40ppm〕  〔80ppm〕   〔160ppm〕  

112土25（25） 109土21（25）   

209土27（11）  208±14（8）   

294士73（10）  2別±61（13）   

284±44（4）  247±12（4）  

1，703±469（5）1，306 （1）  

20  M，F   98±26（25） 110土24（25）  

48  

［ご  

～25。 ［ご   

209士29（15）  215±25（10）   

413士67（7）  333±65（12）   

245±46（4）  284±29（4）  

1，422±333（7）1，535±199（7）  

M；Male，F；F畠male，Body weight（mg，、Vet“Pt．），Mean±S．D（No．ofindividuals）  
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畠山成久  

表9 カドミウムを蓄積したユスリカを長期間給餌したグッピー（雄）のカドミウ  

ム浪度  

ユスリカ中のCd濃度は図2に示す。  

Cd con仁entrations of the印ppy（〃g／gdry wt）  Days after  
the  
Cd－eXpOSllTe  〔160ppm〕  〔Cont－Ot〕  （亜ppm〕  〔80pl〉m〕  

17．3±5．6（3）  

18．5  （1）  

17．7士2．6（3）  

4臥5±21．7（4）  

27．5±6．3（3）  

1．5±0．2（5）  

訓  M，F O．1±0．1（3）  6．3±0．9（3）  

55 ［ご  
0▲3±0■1（3）1  

12．8±2．4（3）  

13，2土1．8（3）  

14．1±2．2（3）  

28．6土11．5（4）  

16．0±1．8（4）  

0．9土0．2（5）  

、．二：：：  
0．2±0．1（4） 16．9±6．2（4）  

0．2±0．1（3） 13．2  （1）  

糾＊＊J  M，F  ＜0．1（5）  0．7±0．2（5）  

M；Male． F；FeInale Mean土S，D．，（No．ofirldividua）s）   

＊）Reared tor40days aEter the stop oL225days Cd－eXpSure．  

＊＊）Reared for80days with commercialfish fc．odin the waste wa（eI・from the aquaria spplied  

tlle Cd－dDSed midgelarvae．  

已
D
ト
日
S
ロ
d
お
S
】
l
已
コ
u
＞
由
 
 
 

0
0
 
 
 

q
山
リ
コ
冒
監
 
 ＞
茫
」
〇
．
〇
貰
】
三
ヒ
⊃
コ
【
コ
U
 
 

n
U
 
 

n
U
 
 
 

2  5  q  5  6  

MON一日S AF†ER亡D一亡XPOSURE  

7  8  9  

図3 カドミウムを蓄積したユスリカを給餌したグッピーの積算産仔数（雌7個体  

当たり）  

6か月以降図（右下）のような死亡が起こった。  
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グッピーの成長及び産仔に及ばす食物連妾出こよるカドミウムの影響  

160ppmCd一エスL）カ区ではグッピーの摂食量がやや減少した。   

対照のユス））カを給餌したグッピpは実験2・5か月後から産仔が始まったが80ppm，160ppmCd  

一ユスリカ区のグッピーでは約1か月遅れた（図3）。死亡は160ppmCd一ユスリカ区で実験6か月  

以降から起こり雌では最終的に7個体の内6個休，80ppmCd－ユスリカ区では2個体が死亡した。  

一方，雄では40ppmCd－ユスリカ区では8か月後に1個体のみが死亡した。   

産仔は対照と40ppmCd一ユスリカ区に図3に実線で結んだ周期性が認められ 各周期の終わり  

で積算産仔数を比較すると40ppmCd－ユスリカ区の産仔数は対照の約71，75．84，89％の値で推  

移した。80ppmCd－ユスリカ区では明らかな周期は区別できないが，実験後6か月以前の産仔数  

は対照の約50％，それ以後ではその差はむしろ小さくなくなった。一方，160ppmCd一ユスリカ区  

では80ppmCd．ユスリカ区よりわずかに少ない産仔や続いたが6か月以降は雌の死亡率が急速に  

高まった（図3）。   

実験7か月淡から2，5か月後にかけ産仔を行った雌を塵仔後2日以内に取り出しCdの分析に供  

したが，そC7）数は対照から160ppmCd－ユスリカ区までそれぞれ6，4，2，1個体である。表10  

に各器官ごとのCd濃度を示した（Mean±S．D．）。下段（b）の値は実験7．5か月後にCdrエス））  

カの給餌を停止しその後40日間Cdを含まない水とえきで飼育した個体のものである。40ppmCd  

－ユスリカを給餌したグッピー でもえら，消化官，肝臓，腎臓などのCd濃度はおよそ12，88，217，  

表10 カドミウムを蓄積したユスリカを7か月給餌したグッピー（雌）諸器菅のカ  

ドミウム洩度（〃g／gdrywt．）Mean±S、か、（Ⅳ）  

〔control〕  〔40ppm〕  〔80ppm〕   〔160ppm〕  

11．別±4．87（4） 31．50   

7．09土3，46（3） 26．50  

88．35土29．40（4）136．95  

15．13±3．58（3） 50．35  

216．83士61．97（4）237．00  

309．00±88．32（3） 529．75  

87．95  （2） 262．90  

116．70  （1）133．25  

a）  

い  

8）  

♭）  

a）  

い  

a）  

b）  

a）  

b）  

a）  

b）  

（2） 46．1（1）  

（2）  

（2）65乱00（1）  

（2）  

（2）398．45（1）  

（2）  

（2） 弧14（1）  

（2）  

1．13±1．76（6）  

lntestine  
0．57±0．73（6）  

Liver  
0．48±0．81（6）  

Kidney  
1．96士1．72（4）  

0．78±0．16（4） 1．94土0．71（3） 1．59（1）  

0．85士0．19（3） 2．6  （2）  

1．38±0．66（4） 2．06±0．93（3） 2．70（り  

1．飢士仇32（3） 2．94  （1）  

0．01±0．09（6）  

Muscle  
0．05±0．25（6）  

a）Sacrifieed during Cd－eXpOSUre（7months）  

b）Sacrifieed at40days after the end of Cd－eXpOSure  

No，Of samples are shown hlparerltheses  
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8触g／g（乾重量）に高まった。卵巣，筋肉でも対顔と比較すると約80倍又は30倍の濃度になった。  

Cdの暴露を停止して40El後では腸管，えらのCd濃度は低下したが，肝臓，腎臓，筋肉などでは  

Cd濃度の減少は認められザ，80ppmCd一ユスリカ区の腎晩以外はむしろ1．1倍から2．2倍の範囲で  

高くなった。雄はノトさいので器官ごとの分析は困難なため個体ごとに分析した（表9）。雄もCd  

濃度に従って高濃度のCdを蓄積し，160ppmCd一ユスリカ区では48．5±21．7JLg／gと極めて高い  

値を示した。また暴露を停止して40［王後でも約57％のCd濃度が得られた√一方 Cd－ユスリカを  

給餌した水槽からの排水（0．71／min）中で魚用の人工飼料により80［］間飼育したグッピーの稚魚  

のCdは160ppmCd－エス））カ槽からC7）水の場合でも約1．5〟g／gにとどまった（表9）。これに対  

し実験54Ej後における40ppm，80ppm，160ppmCdユスL）カ区のグッピーのCd濃度iょそれぞれ  

8．9，13．7，18．1JJg／gであった（雌雄の平均）。したがってこれらの値と表9の225日後の低から  

Cdがこの間で直線的に増加したとするとCdユスリカ給餌80日後の値はそれぞれ10．l，16．0，22．7  

〝g／g程度と計算される。水中のCdによる琶碩の値（表9）はこれらの値のそれぞれ7．6％，5．5  

％，6・6％となりCd－ユスリカを摂食したグッピー中のCdは大部分食物を経て蓄積したものと見  

な－し得る。ところでCd一ユスリカからグッピーへの転移率は1％以下の低いものであった。大部分  

は国型排せつ物として体外に排出したものと考えられたので，実験期間中6軌Cd－ユスリカ給飼  

24時間以内に排せつされた固型排せつ物を採集し純水ですすいだ後，Cdの分析を行った。40，80，  

160ppmCd－ユスリカ給餌における値はそれぞれ987±463，1112±314，2036±184pg／gと極めて  

高い値を示した。これらは元のユスリカ中の濃度のそれぞれ約2倍，L3倍、1、6倍である。皇た  

10ppmCd－ユスリカの場合は499±75（n＝3）でありユスリカのCd濃度の1．8倍を示した。  

（4）水中に添加したCdの慢性的影響   

Cd暴露70El後における雌雄別の体重と魚体中のCd浪度を表11に示した。Cdによる生長の姐書  

は雌雄のグッピpで認められるが雌で顕著である。雌では5ppbまではCdによる成長の阻害は認  

められないが，10ppbと20ppbではそれぞれ対照の82％，52％の体重を示した。魚体中のCd濃度  

もCdの処理濃度に従って増大した。雌雄の差は少ないが雄の方でやや高いCd濃度が得られ，20  

ppbでは雌の6．54±0．73J‘g／gに対し雄では7・73±0．88JLg／g（n＝5）である。産仔はCd暴露2・5  

か月後から始まったが図4に雌1個体当たりの平均積算産仔数を示した。2．5ppbと5ppbではCd  

の阻害効果は全く認められず対照よりも産仔数はむしろ多めであった。暴露6か月から12か月後  

における10ppbと20ppb暴露の月間積算塵仔数はそれぞれ対照の67～80％，72－95％の間で推移し，  

両者ともCdの影響を受けたが濃度間による差はほとんど認められなかった。雌1個体が1か月間  

に産出した死産と早産の個数を産仔開始からCd暴露1年後まで2か月間の平均値として示した（表  

12）。実験期間による明らかな増減は認められないので，全期間の平均で比べるとCd処理による  

死産の増加は認められなかった。胚や発眼卵による早産数は実験期間を通した平均値で見ると，  

Cd一ユスリカ区で多くなっているが対照との聞に有意差は認められなかった（P＞0．05）。  
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グッピーの成長及び産作に及ほす食物連紬こよるカドミウムの影響   

表11カドミウム70日間暴露したグッピーの体重とカドミウムの膿度  

生後60日のグッピーを実験に用いた。  

female  mate  

Cadmium  Body weight  Cd－Conc  Body v・Peight  Cd－Conc  

Conc．（pp♭）   （mg，Wet）   （〟g／g dry wt．）  （mg，Wet）  （〟g／gdry、Vt・）  

0．07±0．06   

0．82土0．13   

1．50士0．21   

3．63±0．41   

7．73±0．88  

C。ntr。1  502±153  0．05±0．03  228土36  

603± 89  0．82±0．19  211±17  

601±147  1．33±0．22  188±57   

412±129  3．42±0．59  183±34   

263±44  6．54±0．73  165±45  

トl。an士S．D‥（刑＝4）  

図4 カドミウムに12か月暴露したグッピーの積算産仔数（雌9－10個体の平均）   

また，各月ごとに見てもCdの暴露期間によってその割合が増える傾向は認められなかった。   

Cd暴露1年後に雌では各臓器ごとの，雄では個体ごとのCd濃度をそれぞれ5個体分を用いて  

分析した（表13，表14）。またこのときの雌雄の体重を表15に示したが，雌では10ppb，20ppbで  

体重の減少が認められ10p由では対照の約81％となった。一方，碓では体重の減少は認められなか  

った。各器官のCd濃度はえら，消化管，肝臓，腎臓などでほぼ暴露濃度に比例して高濃度のCd  

を蓄積し，20ppbでの平均はそれぞれの器官でおよそ27，50，560，114〟g／gとなった。また10ppb  

と20ppbでは卵巣と筋肉でも1－4JLg／gのCdの蓄積が見られた。このように10ppbと20ppbで  

は産仔数にCdの濃度に依存した差が認められなかったが，Cdの濃度に関しては処理濃度に従っ  

た増加がそれぞれの器官，雄では個体で見られた。Cd暴露の停止4か月後ではえらと消化管では  
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10－40％にCd浪度が減少したが，肝臓ではCd一ユスリカ給餌の場合と同様むしろ増加する傾向が  

認められた。また同時に肝臓中の亜鉛と銅の濃度を測定したがCdの長期暴露により，これらの重  

金属濃度も高まった。亜鉛ではCdの処理濃度に従い対照のおよそ2－8倍，銅では1．5倍から8．7  

衰12 カドミウム暴露グッピーの死産，早産数（平均値／雌／月）  

Cadmium 

Conc．（ppb）  

Months after the Cd－eXpOSuSe  

3－4  5～6  7～8  9－10 11～12  Mean±S．D，（几＝5）  

ControI  D．f  

P．b  

2．5  D．f  

P．b  

5  D．F  

P．b   

lO  D．f  

P．b  

20  工）．f  

P．b  

0．30  1．15  

0  0．10   

0．85  1．25  

0  0．35   

0．40  0．50  

0  0．30   

0．45  1．10  

0．25  0．85   

0．5（〕  0．30  

0  1．40  

1．15  1．30  1．15  

0．10  0  0．80   

1．20  1．80  0．85  

0．10  0．10  0．10   

1．05  D．95   1．45  

0．40  0．60  0．ファ   

0．25  0．70  0．50  

0．70  0．10  0．60   

0．乃  0．95   l．99  

0．40  0．15  0．10  

1．01士0．40  

仇20±0．34   

1．19土0．39  

0．13±0．13   

0．87±0．43  

0．41士0．29   

0．60士0．32  

0．50±0．31   

0．74±0．35  

0．41±0．57   

D．f；Dead fry P．b；PreIれature birth  

Nume一旦lsindic8te mean nⅥmbers pT（〉dllted pモアfemalper moTltl－，  

衷1312か月間カドミウムに暴露したグッピー（雌）諸器官中のカドミウム濃度（〟g／g dry wt．）  

Cadmium－Concentralions（ppb）  

Contro1  2．5  5  10  

1Z．8± 5．5（3）   

5．0士 2．2（3）  

13．6± 3．0（5）   

5．4± 4．3（3）  

276．2土48．9（5）  

341．7±1弧5（4）  

72．4±19．9（4）  

63．9±14．1（3）  

27．3±12．・2（4）  

10．1土 3．1（3）  

49．5士33．7（3）   

9．4± 0．9（3）  

561．Z±244．4（5）  

440．1±141．8（3）  

113．6±弧5（3）  

85．9± は8（3）  

Gilt  a）0．4土0．3（3） 9．8±2．6（3）  

b）  1．0±0．4（3）  

Intestine  a）2．6±1．3（3）6．7土3．0（3）  

b）  1．2±1．0（3）  

Lfver  a）0．5±0．3（5）3乙8土16．6（5）  

13．7±3．6（4）  

1．5土0．3（3）   

6．0±2．9（4）   

2．0±1．2（3）  

11（）、2土63，1（5）  

109．9±52．8（4）  

45．8±33．6（3）  

16．4土9．9（3）  

b）  

Kidney  a）0．8  

b）  

Gonad  a）0．2±0．1（5）  

b）  

Muscle  a） 0．3±0．2（4）  

♭）  

63．4±24．4（4）  

45．1 （2）  

14．4±5．9（3）  

0．2土0．4（5）  

0．3±0．2（4）  

0．4±0．2（4）  

0．2士0．1（4）  

0．1±0．1（5）1．1±1．5（5） 2．7   （2）  

0．2土0．1（4） 0．5± 0．2（4） 0．5士 0．2（3）  

0．4±0．3（5）1．2三± 0．6（5） 4．3± 3．2（3）  

0．2士0．1（4） 0．8土 0．3（4）1．1士 仇2（3）   

Mean±S．D．，（花王3b5）  

a）Sacrificed after the12months Cd－eXpOSure．  

b）SacriEiced oT14Oth day after the stop of Cd－eXpOSure．  
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グッピーの成長及び座付に及ばす食物連銀によるカドミウムの影響  

倍となった（表16）。なおこの傾向はCd－ユスリカによる餌をとおしたカドミウム蓄積の場合も認  

められた。雄のグッピーでもCdの処理濃度に比例してCd濃度の増加が見られ，20ppb暴露1年  

後では約31JLg／gのCdを蓄積した（表14）。これらの値はCdの暴露停止4か月後でもほとんど減  

少しなかった。   

Cd暴露1年間における死亡は対照区ではなかったが，雌では実験の彼期に2．5，5，10ppbで1  

個体．20ppbでは3個体が死亡し，雄では5ppbで1個体，20ppbでは2個休が死亡した。  

表14 カドミウムに12か月間暴露及び暴露停止40［】後におけるグッピー雌のカドミ  

ウム濃度（pg／gdrywt．）  

Cadmium－Concentrations（ppb）  Days of   

Cd－eXpO5ure   Contro1  2．5  5  10  20  

0．2±0．1（5）5．0土0．8（5）8．4±1．2（5）15．2土2．5（5）30．8±4．3（4）  

0．1±0．1（5）4．5土1．6（5）8．3±1．3（5）13．9土3．4（5）24．3土4．4（5）  

Mean±S．Dり（ね＝4toll）  

＊）Reared E。r40days after the5tOp Of Cd．exposure（360th day）without exposing to cadmiumr  

表15 カドミウムに12か月暴露したグッピー成魚の体重  

Cadmil】m  

Conc（ppb）  

Body weight（mgwetwt．）  

Female  Male  

Control  l，016±170（10）  229±35（10）  

1，002±125（9）  225±18（10）   

951±153（9）  215±22（9）   

846±147（9）  235±封（10）   

821±117（7）  229士20（8）  

2．5   

5   

10   

20  

Mean±S，D，，（れ－7tolO）   

蓑16 カドミウム暴露1年後におけるグッピー雌肝臓中のCd．Zn，Cu濃度（FLg／gdrywt．）  

Cadmium  

Con（（ppb）  

ConeeTltratior）S Of metals（FLg／g dry wt）  

Cadmium  Zinc  Copper   

0．5± 0．3  14．4土11．8   

32．8土16．6  36．8士10．1   

110．2± 63．1  38．8±23．7   

276．2土 4臥9  53．5±41．6   

561．2土244．4  116．1±53．3  

5．4± 4．8   

9．4± 7．5   

11．9± 7．9   

47．5土37．0   

38．1±20．3  

Mean士S．D．，（爪＝3to5）  
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4．考 察   

ユスリカからグッピーヘのCd転移率は実験期間を通じて1％以下（表3）であったが，この値  

はユスリカのCd濃度がグッピーヘ給餌後も変化しか－ものとして計算した値である。ところでユ  

スリカ中のCd濃度は比較的減少し易く，10ppmCd一処理ユスリカでは24時間後にユスリカのCd  

濃度は給餌時の76．7±5・8（刀＝5）％に減少していた。そのため前記の転移寧はやや過小評価し  

たことになるためその度合いを計算してみた。グッピーに給餌したユスリカの大部分は給餌直後  

から8時間以内に捕食されるので仮に平均して給餌6時間にすべてのユスリカが一度に捕食され  

るものとする。またユスリカ中のCd濃度が24時間後まで一定速度で減少するものとすれば6時間  

後のCd濃度は上記の24時間後の値を使用して，給餌時の94．2％となる。これから計算すると転移  

率は1／0・942＝1．062倍となり過′ト評価の度合は約6％とそれ程大きいものではないと考えられる。   

今回の実験で得られたCdの転移率をミジンコを被食者として用いた同様の実験の結果7）と比較  

してみる。タマミジンコを10ppbと20ppbのCdに3EI間暴毘して豹125と170JLg／gのCdを蓄積さ  

せ，これを1か月間グッピーに給餌した。このときのCd転移率は実験期聞により減少したが3．4  

％（10日後）から1．6％（30日後）であった。この値をCd洩度が同じレベルのユスリカを披食者  

とした場合と比較するとミジンコを用いた場合の転移率が1．7倍から4．5倍大きかった。このよう  

な差異が生じた要因のqつとして被食老中でのCdの存在状態が考えられる。タマミジンコではCd  

暴露24時間後でもホモジネート上澄中のCdは大部分低分子タンパク質であるメタロチオネインに  

結合していた13－。一方，ユスリカではメタロチオネイン分画へのCdの移行は比較的ゆっくり進み，  

Cd暴露2日後でも大部分のCdは高分子のタンパク質分画に存在していた24）。ミジンコとユスリ  

カを被食者として用い食物連鎖による影響を検討する場合，Cdの転移率以上に両者間の差が大き  

いのはCdの濃縮係数である。24時間後で比較するとミジンコのCdの濃縮係数はユスリカのおよ  

そ100倍であり（畠山，未発表），水からだけの濃縮を考えると同一環境ではミジンコはユスリカ  

のCd濃度の100倍程度となり，その捕食者に及ばす影響も大き〈なろう。   

被食者が高濃度のCdを蓄積したため体の諸成分に変化が起こり，餌の質的変化によるCd以外  

の間接的な影響を及ぼすことが考えられる。湿重に対する乾重量（％）は対照から80ppmCd－ユス 、  

リカ区までCd処理による差はなく（表7），湿重でそろえた餌量は乾垂でも同一であった。今回  

の実験結果で80ppm，160ppmのCd処理によりユスリカの窒素の割合が減少する傾向が認められ  

たが対顔との差は有意ではなかった。一方，Ra払oreら細はユスリカ（C滋ダ和乃♂珊紺お〝お那）を  

高濃度のuに1時間暴露するとユスリカ中のタンパク質が26－34％減少したことを報告している。  

今回の処理濃度でも，Rathoreら25）が用いた濃度に近いものがあり，処理時間も長いのでユスリカ  

中のタンパク質量が減少した可能性は充分考えられる。また，グッピーの肝臓で見られたように  

Cdへの暴露により，CuやZnの洩度が増加した。これは後述するメタロチオネインによるものと  

考えられるがユスリカでも処理時間を延長すればZnやCuなどの金属洩度に凛化が起こることが  

予想される。  
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他の水生生物を用いた食物連鎖のモデル実験でも食物連鎖による影響は急性的には現れに〈い  

ことが示された7，26）。今回の実験でもCdの濃度が120叫g／gのユスリカを20日間，又は27叫g／gの  

ユスリカを30日間給餌した場合でもグッピーの成長は全く阻害されず，後者ではむしろ対照より  

も体重の増加が大きかった。また，産仔中のグッピーに対してCd濃度が22叫g／gのユスリカを2  

か月間給餌した場合の積算産仔数は対照の約70％を保った。一方、稚魚の段階から錮毎g／gCd濃  

度のユスリカを給餌し続けた場合でも積算産仔数は対照の50～60％を保ち慢性的な暴露によりCd  

の影響が2か月暴露の場合より著しく高くなることもなかった。   

食物連鎖をとおして見られた影響をCdを直接水中に添加した場合と比較して見る。Cdの濃度  

が約500JLg／gの40ppmCd一ユズLJカを稚魚の段階から給餌したグッピーの月間産仔数は対照の70  

％－90％を保った。一方，水中に10ppb又は20ppbのCdを添加した場合の産仔数も対照の67％－93  

％とほぼ同様の減少を示した。我々の河川調査の結果では水中のCd濃度が10ppb前後のところで  

は，今回実験に使用したものとは全く別種だがユスリカ中のCd浪度は最大でも数10ノJg／gであっ  

た。したがって今回の実験結果と限られた野外調査の結果のみから推測すれば自然界でCdが食物  

連鎖により魚の成長や再生産に影響を及ばす程度は水中のCdに比し少か、ものと予測される。一  

方，重金属によって汚染された河川や湖沼の生物調査は数多くなされているがユスリカは常に重  

金属耐性種として見られている16・22t23）。また湖沼など水中の重金属は最終的には底質に移行すると  

言われている27・28）。したがってユスリカなどの底生動物は水中の濃度から予測される以上に底質か  

ら重金属を濃縮することが考えられる。   

グッピーは食物と水の両経路から高過度のCdを蓄積した。産仔数に同程度の影響があったエス  

LJカのCd濃度が500JLg／gと水中に10ppb又は20ppbのCdを添加した場合で各器官のCd濃度を  

比較した。餌中のCdは主として消化管から，水中のCdはえらから吸収される。したがってえら  

のCd濃度はCdを水中に添加した場合の方が高いものと予想されたが，Cd－ユスリカを給餌した  

場合（32／‘g／g）と同様の値であった。一方，消化管ではCd－ユスリカを給餌した方が数倍高めで  

ある。肝臓ではCdを水中に添加した方が高く，20ppbでは約560JLg／gとなりCdLエス1）カ（500  

〝g／g）の場合の約2倍となった。一九 腎臓ではCd－ユスリカ給餌の方が水中にCdを添加した  

ものの数倍の値を示した。これらは餌によるCdと水中からのそれでは体内での挙鱒に違いがある  

ことを示唆している。その一つとして，メタロチオネインに結合したCdは消化管から直接腎臓に  

移行する経路があることが報告されている29）。またKumadaら5）によると餌由来で蓄樺したCdの  

半減期は水中から蓄積したCdの場合よりも短いがこのような結果も雨蛙路による蓄積性の違いを  

示唆している。   

低濃度Cdの長期暴露によりグッピp肝臓のZnとCuの濃度も高まった。魚類でもメタロチオ  

ネインが誘導されることは報告されているので80▲ユ2） ，この現象はCdにより誘導された重金属結合  

性タンパク質であるメタロチオネインにZnやCuが結合した結果によるものと考えられる。メダ  

カ（0り塚血血痺β5）を用いたCdの急性毒性試験の結果では33），雌の方が雄よりもCdに耐性が  
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あることが示された。一方，今回のCd一ユスリカによる慢性影響試験では雌の方が多数死亡した。  

急性と慢性影響の違いがあるにせよCdの蓄積経路の違いにより，耐性が雌雄で異なったものにな  

った。なお飼中のCdによる死l＝率はノト山・横沢2）によると5700JLgCd／gのえさで15E］以降に80％，  

1700／JgCd／gで25％であった。また今回の実験でCdを水に添加した慢性影響では20ppb，1年間  

でいずれも10個体のうち雌が3個体，雄が2個体死亡し，Cdに対する耐性に雌雄聞の顕著な差は  

認められなかった。   

ユスリカーグッピーを用いた系により食物連鎖によるCdが魚の生長や産仔に及ばす影響を検討  

した。残された問題点は多いが，2－3挙げれば，今回の実験ではユスリカを1日間Cdに暴露し  

てCd－ユスリカを用意した。そのためメタロチオネインの生合成は少なく2▲），ユスリカ体内でメタ  

ロチオネインに結合したCdの割合は少なかったものと考えられる。またグッピーは産仔1か月以  

降のものを用いたが，産仔直後からの食物連鎖による影響は調べていない。ふ化直後の稚魚が捕  

食可能なワムシ，若齢のミジンコなどの生物を用いた実験が必要であると考えられる。   

5．まとめ   

モデル実験によりカドミウムが食物連鎖によって魚の生長や再生産に及ばす慢性的影響を検討  

した。被食者としてユスリカ（α如㈲棚町耶肋wぬ）幼虫，捕食者としてグッピー（fわgcざJ血  

作品川南庖）を用いた。   

ユス1）カC7）幼虫にCdを約130，1BO，．220JLg／g（dryweight）の濃度で蓄積きせ，これを毎El決  

まった量グッピーーこ30日間給餌した。ユスリカからグッピーヘのCdの転移率は実験期間を通じ0・5－1  

％と低い値であった。Cdが約27仙g／gのユスリカを30日間給餌してもグッピーの成長に影響は  

認められず，体重は実験開始時の2．8倍になった。   

4か月間産仔を続けたグッピーにCd濃度が約210／Jg／gのユスリカを2か月間給餌した。最初の  

1か月間では産仔数（平均）は対照の約98％，次の月では約80％に減少した。グッピー諸器官のCd濃  

度は著しく高くなったか，これらはほとんど食物連鎖をとおしたCdの蓄積であることを示した。   

エス））カにおよそ500JLg／g，800JLg／g，1300FLg／g（dryweight）のCdを蓄積させこれを毎El，  

7か月間グッド－へ稚魚の段階から給餌し，その慢性影響を調べた。グッヒーのCd濃度が500〟g／  

gの場合，積算産仔数は産仔開始から4か月後まで対照の70→90％で推移した。800JJg／gの場合で  

は対照の約50％，1300／（g／gの場合では40％前後を保った。しかし1300JJg／gのCd－ユスリカ給餌  

のグッピーでは6か月以降雌の死亡が急増した。一方，雄では死亡がなく雌雄で食物連鎖による  

Cdに対し耐性が異なった。   

水中に10又は20JLg／1itreのCdを添加した場合と1Cd浪度が500JLg／gのエス））カを給餌した場合  

とでグッピーの産仔数に同程度の慢性影響が認められた。両者の場合とも諸器菅に高濃度のCdを  

蓄積した。消化管，腎臓，肝臓などでは蓄積経路によって2→数倍の濃度差があったがその他の  

器官では顕著な差異はなかった。  
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ユスリカ幼虫のカドミウムに対する耐性と   

カドミウム結合タンパク賃の誘導■  

山村 充1・畠山成久2・鈴木和夫l   

TolerancetoCadmiumandCadmi11mbindingProteinsInducediIl  

theMidgeLarva，Chironomus Yoshimatsui（Diptera，Chironomidae）   

MitsuruYAMAMURAl，Shigehisa HATAKEYAMA2andKazuoT，SUZUKIl  

Abstract  

Themidgelarva（Chironomusyoshima怨ui）wasexposedtocadmium（10JLg／  

ml）fortwodays．Alargeportionofcadmiumtakenuprapidlyintotheinsectswas  

boundtothehighmolecularweightproteinsandwasrapidlydischargedincontroI  

Water・Low molecular weightcadmium－binding proteinwasslowlyinducedin the  

larvabycadmiumexposure，andtheproteinwasamixtureoffourisoproteinsand  

Showedcharacteristicpropertiesofmetallothionein，Thehightoleranceofthemidge  

larvatoacutecadmiumeXpOSureWaSnOteXplainablebyinductionofthecadmiumr  

bindingproteins．   

1．はじめに   

重金属の毒性は多くの水生昆虫について調べられているが，それらの研究は主に水質判定基準  

などの観点から行われている。川，湖，沼などの底質に生息するユスリカ幼虫は汚染が進んだ水  

環境の中で優占種となることが知られている。中でもC妨別冊硯＝血抽矧如の幼虫は水環境の  

汚染に最も強い種類の一つである1）。  

＊本論文は下記に発表した内容をまとめたものである。   

Yamamura．M．，K．T．Suzuki，S．HatakeyamaandK．Kubota（1983）：Tolerancetocadmiumandcadmium  
▲bindingproteinsinducedinthemidgelarva，Chironomus yoshimaLsu（Diptera Chironomidae）．  
Comp．Biochem．Physiol．，75C，21－24．  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町′ト野川16番2   
Basic MedicalSciences Division，the NationalJnstitute for EnvironmentalStudies，Yatabe－maChi，   
Tsukllba，lbaTaki305，Japan．  
2．国立公害研究所 生物環境部 〒305 茨城県筑波郡谷田耶町小野川16番2   
EnvironmentalBiology Division．the Nationall帽titute Eor EnvironrnentalStudies，Yatabe－maChi，   
Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  
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■メタロチオネインはシステインに富む低分子量（分子量＝釣10，000）の重金属結合タンパク質  

で，生体内に入った重金属を分子内に結合することにより重金属の解毒の役割を果たすことが示  

唆されている2〉。メタロチオネインはこれまで貝吊），カニ5・8），魚7、8）などの水生生物でその誘導が報  

告されているが，昆虫ではメタロチオネインの誘導に関する報告はない。   

そこで，本研究はC屁w矧肌町抑油血油壷の幼虫を用いて，Cd暴露による昆虫でのメタロチ  

オネインの誘導を調べるとともに，ユスリカ幼虫のCdに対する耐性とメタロチオネインの誘導と  

の関連を検討した。なお，カワゲラに取り込まれたCdが浄水中で速やかに消失するという報告が  

あるため9），本研究ではCdに暴露したユスリカ幼虫をさらに浄水で飼育して蓄棟したCd量の変  

化も調べた。   

2．方 法   

3齢から4齢のユスリカ幼虫（C姉御研皿り血妨矧知）を10〟g／mlのCdを含む地下水中に  

餌を与えながら2EI間飼育した。その後，Cdを蓄積したユスリカ幼虫をCdを含まない地下水の  

中でさらに3El間飼育して消化管，えらなどに非特異的に吸着されたCdを除いた。ユスリカ幼虫  

はCd暴露開始後から毎日，一定量をサンプリングし，0．1mMEDTA溶液，蒸留水の順で洗った。  

この一部を湿式灰化（HNO3：HC104＝5：1，V／v）し，原子吸光法によりCd並びに生体必須  

金属の亜鉛（Zn）と鋼（Cu）の濃度を測定した。残ったユスリカ幼虫は4倍量の抽出液中でホモ  

ジナイズして遠心し，蓄積したCdの存在形態の検討に用いた。   

Cdの存在形態の検討にはSephadexG－75カラムによるゲルろ過法とTSKgelG3000SWカラ  

ムを用いた高速液タロー原子吸光法（HPLCてAAS法）10）によった。   

3，結 果   

Chironomusyoshimatsuin幼虫はCdに対して高い耐性を示し，Cdを高濃度に蓄積した。この  

ユスリカ幼虫を25JLg／mlのCdに3日間暴富した場合，ユスリカ湿重量当たりのCd量はおよそ200  

JLg／gにも達した。本研究では10JJg／mlのCdに2日間暴露し，その後Cdを含まない浄水中でさ  

らに3El間飼育した。そのときのCd濃度の変化と生体必須金属であるZn及びCuの濃度を図1  

に示す11）。ユスリカ幼虫は暴露時間に比例してCdを蓄積し，2El後にはユスリカ中のCd濃度は  

73．7JLgCd／g湿重量にまで達した。しかし，浄水中で飼育するとユスリカ中のCdは急速に失わ  

れ，2日後には取り込まれた量の半分にまで減少した。せきつい動物においてメタロチオネイン  

との関連が示唆されているCuとZnの濃度はCd暴露により24時間以内に低下していた。低下し  

たZrl浪度は浄水中で飼育する間にコントロールレベルまで回復したが，Cu濃度は低下したまま  

であった。   

ユスリカ中のCdは約60％がホモジネート上清中に回収された。図2はそのホモジネート上清  

をSephadexG－75カラムに添加したときのカラムからのCdの溶出パターンを示したものである11）。  
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図1ユスりカ幼虫へのCdの蓄積と，Cu，Zn濃度の変化】1）  

－●－，Cd：＋．Zn：－▲－．Cu  

劫  鳩 印  氾 100 l祖  
Fr（】Ct18nM山鵬「  

図2 ユスリカ幼虫から得られたホモジネート上清のSephadexG－75タロマトグラ  
ム11〉  

図1の説明で示したと同じユスリカ幼虫のサンプルを0．1MTris－HCl緩衝液（4  

倍量．％）中でホモジナイズした。その170．000g上晴の5mlをSephadexG－75カ  

ラム（2・6×90cm）に添加して．10mMTris－HCl緩衝液（pti8．6）により溶出し  

た。溶出液は5mlずつ分回して，金属濃度及びUV吸収を測定した。上段のZn及  

UrUV吸収のパターンは5日目の上清のものである。一，Cd：一－，Zn：一一L  

254：Ⅰ¶¶「－－一一，2gOnm、  
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Cdの溶出パターンとともに，実験5日目のユスリカ上清におけるZn並びに254と28QnmのUV  

吸収のパターンも示した。UV吸収のパターンはユスリカ上浦中の生体成分が主に高分子量タンパ  

タ質の分画，ヘモグロビン分画と塩分面に早かれていることを示している。以暴露の間，蓄積さ  

れたCdは主に高分子量タンパク質の分画に存在し，わずかにヘモグロビン分画及び塩分画に分布  

していた。これらの分画のCdはユスリカ中のCd濃度の低下に伴って減少したが，対照的にヘモ  

グロビン分画と塩分画の間にある′トさなCdピーク（Ve／V。＝2．2－2．5）は浄水中で飼育している  

間も増加し，最後には主たるピークとなった。この低分子量タンパク質の分画（Ⅴ。／V。＝2．2－2．5）  

における254nmの吸収はCdビータが大き〈なるのに伴って上昇したが，280nmの吸収には変化  

が見られなかった。   

図3は図2に示したと同じホモジネート上清をHPLC－AAS法により調べたときのタロマトグ  

ラムである11）。SW3000カラム上でのCdの溶出パターンはほぼSephadexG－75カラム上のものと  

一致した。保持時間11・0分と18．7分のCdピーク（これらはそれぞれカラムの排除容積とヘモグ  

ロビン分画に相当する）はユスリカ中のCdの消失に伴って減少した。低分子量分画のGか結合タ  

ンパク質（SephadexG－75カラム上でVe／V。＝2．2－2．5に溶出）はSWカラム上で荷電状態の異  

なる20・1・20・3，22・8と25・5分の4成分に分かれた。これら四つのCdビータはSephadexG－75  

カラム上でVe／V。＝2．2－2．5に溶出されるCdピークの増加に伴って大きくなった個2と図3参  

照）。  

メタロチオネインに結合したCdはCuの添加により他の生体成分に結合する金属に影響を与え  

ることなく特異的にCuに置換される12‾1‘〉。そこで，ユスリカ幼虫に誘導されるCd結合タンパク  

質の性質をCuとの置換反応により調べた。Cuを添加すると，低分子量分画のCdピータは，高  

Retenて1（】爪Tll肥（爪in）   

図3 ユスリカ幼虫から得られたホモジネート上清の高速液タロ原子吸光法（HPLC  

－AAS法）による分析11）  
図2の各サンプル（上清）100JLlをSWカラムに添加し．50mMTris－HCl緩衝液  
（pH8，0）を1・Oml／分の流速で流して溶出した。原子吸光分光光度計の感度は図中  

に示したように設定した。11・0分のCdビータはカラムの排除各附こ相当する。  
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分子量タンパク質やヘモグロビンに非特異的に結合したCdピークには変化を与えず，ほとんど消  

失した個4参照）11）。また，Cuにより置換されたCd結合タンパク質は同じ位置にCil結合タン  

パク質として溶出された（図5参照）1㌔ これらの結果はユスリカ幼虫に誘導されるCd結合タン  

パク質がメタロチオネインと同様にCuに対する置換反応の性質を持つことを示すものである。  

一．′＿＿＿－－一・、－＿ ∠L  

RetentlonT】【℃（nlnl   

図4 ユスリカ幼虫に誘導されるCd結合タンパク質の特異的Cu置換の性質11）  

4日目の上清100JL＝こCu＋を0（a），O．07（b）．0．13（C），0，27JLg（d）を加えてHPLC－AAS  

法により分析した。また対照として2日目の上浦100JJlにCu＋を0（e），0．13ノJg（f）添加  

したものを示してある。  
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図5 Cd結合タンパク質に特異的に置換したCuのタロマトグラム11〉  

図4の各サンプル（a，C，d）をHPLC¶AAS法で分析して，置換したCuをモニタ  

ーした。   

4．考 察   

ユスリカ（C71iYOnOmWyOShima怨ui）の幼虫は高濃度にCdを蓄積したが，蓄積したCdの大部  

分はユスリカを以を含まない浄水中で飼育す■ると速やかに失われた。このような（辺の取り込み  

と消失はカワゲラでも報告されており，急速に消失するCdは幼虫の消化管やえらに非特異的に吸  

着されたものと考えられる，）。また，ユスリカ幼虫に蓄積されたCdの約60％は可溶性分画に抽出  

された。上清中のCdは主に高分子量タンパク質の分画，ヘモグロビン分画及び塩分画に溶出され  

たが．それらのCdピークはエス））カ幼虫からCdが消失するのに伴って低下した。しかし，低分  

子量のCd結合タンパク質に結合したCdのピークは暴露後も徐々に増加した。これらの結果はユ  

スリカ幼虫によるCdの消化管やえらへの吸着が速く，また高濃度になるにもかかわらず，実際の  
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体内へのCdの取り込みが極めて遅いことを示唆している。   

ユスリカ幼虫に誘導されるCd結合タンパク質は，せきつい動物に誘導されるメタロチオネイン  

が普通ZnとCuを含むのに対し，ほとんどZnとCuを含まなかった。ユス））カ幼虫のCd結合タ  

ンパク質はほ乳動物のメタロチオネインより／トさな分子量を持っており，このCd結合タンパク質  

（Ⅴ。／V。＝2．2－2．5）はラットのメタロチオネイン（Ve／V。＝1．8－2．2）よりも遅れてSephadex  

G－75カラムから溶出された。このCd結合タンパク質は254nmに吸収を持ち，280nmの吸収をほ  

とんど持たなかったが，このことはこのCd結合タンパク質がメタロチオネインと同様にシステイ  

ンに富み，芳香族アミノ酸を欠くことを示唆している15〉。さらに，Cd結合タンパク質中のCdが  

添加したCuにより特異的に置換を受けることもこのタンパク質がCuに対して高い親和性を有す  

るメルカプチド結合を持つことを示唆しているは1一）。したがって，このようなメタロチオネインに  

特徴的な性質から，ユスリカ幼虫に誘導されるCd結合タンパク質はメタロチネインと考えられた。  

しかし，ユスリカ幼虫のCd結合タンパタ質は4種類のイソタンパク質の混合物であり，その数は  

甲かく類の2種類と環形動物の多種類の中間であったS・6・16）。   

メタロチオネインは重金属の解毒に関与しているが，ユスリカ幼虫におけるメタロチオネイン  

の誘導は極めて遅く，Cぁわ′0乃∂肌捕ツ05ゐ才邪ね〟gの幼虫がCdに対して示す耐性をメタロチオイン  

の誘導により説明することはできなかった。   

5．まとめ   

ユスリカ幼虫（ChiYOnOmuSyOShimaisu）を10JLg／mlのCdに暴露して．ユスリカ幼虫へのCd  

の蓄積を調べた。ユス1）カ幼虫はCd暴露によりCdを体内に急速に取り込んだが，そのユスリカ  

幼虫をCdを含まない水に移して飼育すると，蓄積したCdの大部分は速やかに体内から消失した。  

以暴露によるエスリカ幼虫に低分子量のCd結合タンパク質の誘導が認められたが，それらは4  

種類のイソタンパク質の混合物であった。しかし，これらのCd結合タンパク質の誘導は短めて遅  

く，ChiYOnOmuSJVShimLlねuiの幼虫に見られる高いCd耐性はCd結ノ合タンパク質の誘導による  

ものではないことが明らかとなった。  
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山村 充1・畠山成久2・鈴木和夫1   

CadmillmUptakeandInductionofCadmillm・bindingProteinin  

theWaterflea，Moima macrocopa   

MitsuruYAMAMURAl，ShigehisaHATAKEYAMA2andKazuoT・SUZUKIl  

Abstra｛t  

Thezooplankton，MoinamacYOCqPa．exposedtocadmium（20FLgCd／1）tookup  

themetalandattainedamaximumlevelin72hr．Atthistime，theconcentrationsof  

zincandcopperinMmacYVCqPawerenotaffected．Mostofcadmiumaccumulatedin  

theanimalswasboundtothelowmolecularweightcddmium－bindingprotein・The  

proteinhadanapparentmolecularweightsmallerthanthatofratmetallothioneins  

andwasamixtureoftwoisoproteins．   

1．はじめに   

Cdは蓄積性の汚染物質で，水生生物は食物と水を通してCdを体内に取り込む。WilliamsとGiesy  

はCdC12に浸した飼料を小魚に食べさせた場合，食物からCdの有意な取り込みはなかったと報告  

している1）。一九畠山らは実験的食物連鎖系を用いて食物を通したCdの影響を報告している2〉。  

グッピーはCdを蓄積したタマミジンコを餌として与えてもほとんど影響を受けなかったが，これ  

をヒドラが捕食した場合は，水から直接取り込んだ場合よりもCdの影響が大きかったと報告され  

ている㌔  

＊本論文は下記に発表した内容をまとめたものである。  

Yamamura，M．，S．HatakeyamaandK．T．Suzuki（1983）：Cadmiumuptakeandinductionofcadmium－  
bindingproteininthewaterflea，Moina macYDCOPa．Bull．Environ．Contam．Toxicol，，30，298－302・  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町ノJ、野川16番2   
Basic MedicalSciences Division，the NationalInstitute fc．r EnvironmentalStudies，Yatabe－rnaChi，   
Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  
2．国立公害研究所 生物現場部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町ノJ、野川16番2   
EnvironmentalBioIogy Division，the NationalInstitute for EnvironmentalStudies，Yatabe－maChi，   
Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  
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動物プランクトンは多くの水生生物にとって重要な食物の一つであり，食物連鎖を通してのCd  

の影響を研究するのには最も適当と思われる。しかし，動物プランクトン中のCdの存在形態につ  

いては報告がない。そこで，本研究は動物プランクトンの1種，タマミジンコを用いてCdの蓄積  

と蓄積されたCdの化学形態を明らかにすることを目的として実施した。   

2．方 法   

当研究所の池から得られたタマミジンコ（勅諭射瑚郡昭如）を通気した水槽（23℃）の中で  

餌を与えながら飼育した。Cdを水槽中の水（地下水：硬度80－84ppm）に加えて20JLgCd／1の洩度  

になるようにし，この水は毎日新しいものと交換した。タマミジンコは暴露開始0，24，48，72  

時間後に採集して蒸留水で洗い，2倍量の0．1MTris．HCl緩衝液（pH7．4，0．25Mグルコ，ス）  

の中でホモジナイズした。ホモジネートは4℃で170，000g，60分間超遠心して上清を得た。ホモ  

ジネ，ト及びその上清中のCd，亜鉛（Zn），銅（Cu）濃度は湿式灰化（HNO。：HClO一＝5：1，  

Ⅴ／v）して原子吸光法により測定した。   

上清中のCdの化学形態はSephadexG－75カラムを用いたゲルろ過法により調べた。Sephadex  

カラムにより分散された低分子量Cd結合タンパク質は限外ろ過法（DiafloUM－2膜を使用）で  

濃縮した後，TSKgelG3000SWカラムを用いた高速液タロ原子吸光法（HPLC－AAS法）4）によ  

り分析した。   

3．結果と考察   

図1はタマミジンコをCdに暴露したときのタマミジンコヘのCdの蓄積を示す5）。ホモジネー  

ト中のCd濃度は暴露72時間後までに最大に達した。このとき，ホモジネート中のCu及びZn洩  

度は影響を受けなかった（Zn及びCuのコントロール値はそれぞれ2．8と0．29〝g／mユであった）8  

ホ．モジネート中のCdの約60％が上清分画に抽出され，上清中のCd濃度はタマミジンコヘのCd  

蓄積に伴って増加した。  

踵
 
 

†l■llhr〉   

図1Cd暴露によるタマミジンコヘのCdの取り込み5〉  

タマミジンコをCd（2叫gCd／1）に暴露して，各時間（0．24，28，72時間）ごとに  

一部を採取した。集めたサンプルは2倍量（v／w）の0，1MTrisHCl緩衝液中でホ  

モジナイズし，170，000g，▼60分間遠心して上浦を得た。ホモジネートとその上清は  

湿式灰化した後，金属濃度を測定した。  
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上清中のCdはSephadexG－75カラム上で三つの分画（排除容積，Ve／V。＝1・4－1・8と低分子量  

タンパク質の分画）に分かれて溶出された個2参照）引。上清中のCdの50％以上が低分子量タン  

パク質の分画（Ve／V。＝2．0－2．4）に溶出され，そのビータはタマミジンコヘのCdの蓄積に伴っ  

て大きくなった。上清中のZnはUVのタロマトグラムによく似た分布のパターンを示し，主に高  

分子量タンパク質の分画と塩分画に溶出された。低分子量Cd結合タンパク質（Ⅴ。／V。＝2・0－2′4）  

は少量のZnとCuを含んでいたが，その量はCd結合タンパク質が増加しても変化しなかった0   

軟甲類に誘導されるメタロチオネインはほ乳類のメタロチオネインと同じ分子量（約6．000）を  

持つと報告芦れている6t7）。しかし，タマミジンコに誘導されるCd結合タンパク質はほ乳顆のメタ  

ロチオネインより分子量が小さいため，ラットのメタロチネイン（Ⅴ。／V。＝1・8－2・2）より遅れて  
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図2 Cdに暴露されたタマミジンコ上浦のSephadexGL75タロマトグラム5）  
図1の説明で示したと同じ上清各10mlをSephadexG－75カラム（2・6×90cm）に  
添加して，10mMTris－HCl緩衝液（pH8．6）により溶出した。溶出液は5mlず  
つ分画し，金属濃度とUV吸収を測定した。（勅勘（0はそれぞれ暴露24，48．72  
時間後の上清の溶出パターンである。（功は忙）のUV吸収を示している。一・Cd：  
一LZn：・・・・＝・，Cu∴一一一254mm；一－－一，280mm 
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溶出さrした。   

タマミジンコ中に誘導されたCd結合タンパク質はアルカリ性の緩衝液中で陽イオン交換カラム  

の性質を持つSW3000カラムを用いてさらに分析を行った4）。ラットのメタロチオネインのⅠ型  

とⅠⅠ型が20，4分と19．5分に溶出される条件のもとで．タマミジンコのCd結合タンパク質は21．5分  

と22．8分の2つのど－クに分離された（図3参照）。  

Retentlon Tlr肥（mln）  

図3 タマミジンコ中に誘導されたCd結合タンパク質の高速液クロー原子吸光法  

（HPLC－AAS法）による分析5）  
5ephadexカラムにより分離したCd結合タンパク質をDiaf】oUM－2限外ろ過膜を  
用いて浪焔し，HPLC－AAS法により分析した。  

これらの結果からタマミジンコ中に蓄積したCdは主に低分子量のCd結合タンパク質に結合し  

て存在することが明らかとなった。また，このCd結合タンパク質はほ乳顆のメタロチオネインよ  

り小さな分子量を持ち，2種類のイソタンパク質から成ることが示された。   

4．ま と め   

動物プランクトンのタマミジンコを2叫g／1のCdに暴露すると，タマミジンコはCdを取り込み，  

暴露開始72時間後までにタマミジンコ中のCd渡度は最大に達した。このとき，タマミジンコ中の  

ZnとCuの濃度に影響は見られなかった。タマミジンコ中に蓄積されたCdは主に低分子量のCd  

結合タンパク賀に結合して存在した。このタンパク質はラットのメタロチオネインよりノトさい分  

子量を持ち，2種類のイソタンパク質の混合物であった。  
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7）Ovemell，J，andE，Trewhella（1979）：Evidenceforthenaturaloccurrenceof（cadmium，COpper）  
一metallothioneininthecrabG7nCer♪agunLS，Comp，Biochem，Physiol・，64C，69‾76・  
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シマミミズへのカドミウムの蓄積と誘導される  

メタロチオネインの性質  

山村 充1・鈴木和夫l  

Cadmium Accumulation and Characterization of   

MetallothioneinInducedin the Earthworm  

MitsuruYAMAMURAlandKazuoT．SUZUKll  

Abstract  

Eartwormg，EisenhThetldG，grOWnincompostsofdifferentcadmiumconcentra・  

tionsaccumulatedcadmiuminadose－dependentmannerandthecadmiumwasbound  

tothreedifferent molecularweightcadmium－bindingproteinsinducedinthe earth－  

WOrm．The three proteirlS Were Stable to heat treatment and accompanied by a  

COnCOmitantincrease of absorbance at254nm and not at280nm．Each of the three  

proteinsisamixtureofisoproteins．Oneofthe3differentmolecularweightcadmium  

bindingproteinsinducedintheearthwormwascharacterizedasmetallothionein；this  

CharacterizationwasbasedonahighcysteineandcadmiumCOntent，1owmolecular  

Weight，hea卜Stability，andmercaptidebonding．   

1．はじめに   

これまで，水生生物におけるCdの存在形態の研究は主に蓄積したCdの毒性との関連から行わ  

れてきた。そのため対象となる水生生物は魚，カニ，貝などの比較的大型の，しかも生存期間が  

長いものが中心であった。しかし，最近，食物連鎖を通じた捕食生物へのCdの影響が報告され1），  

下等な水生生物でのCdの存在形態の解明が，生態系でのCdの毒性を考えていく上で，重要であ  

ることが示唆されている。そこで，本研究では，貝よりも下等な環形動物の一種のシマミミズに  

＊本論文は以下に発表した論文をまとめたものである．  

Suzuki，K．T．，M．YamamuraaIldT．Mori（1980）：Cadmiumbindingproteininducedintheearthworm．  
Arch，ETIViron．Contam．Toxicol．9，415424．   

Yamamura，M．，T．MoriandK，T．Suzuki（1981）：Metallothioneininducedintheearthworm．Experientia．  
37，1187－1189．  

1．国立公害研究所 環境生理部 〒305 茨城県筑波郡谷田部町小野川16番2   
Basic MedicalSciences Division，the NationalInstitute for EnvironmentalStudies．Yatabe－maChi，   
Tsukuba，Ibaraki305，Japan．  
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ついて，Cdの蓄積と蓄積されたCdの存在形態を明らかにすることを目的とした。   

2．方 法   

ンマミミズ（E怨β刀由カβガ血）を異なる濃度のCdを含んだ堆肥中で30日間飼育した2）。・表1は  

その堆肥中の金属濃度を示したものである3）。30日後，シマミミズを滞れたろ紙を乗せたベトリ皿  

に移して48時間放置し，消化管の内容物を排せつさせた。こうして得られたシマミミズを4倍量  

の0．1MTris．HCl緩衝液（pH7．4，0．25Mグルコ，ス）中でホモジナイズし，170，000g，60分間  

（4℃）超遠心してその上清を得た。   

ホモジネート上清中のCdの化学形態の分析はSephadex G－75カラムを用いたゲルろ過法と  

TSKgelG3000SWカラムを用いた高速液タロー原子吸光法（HPLCAAS法）4）により行った。ま  

た，Cd結合タンパク質の性質の検討には，400JLgCd／g乾重量のCdを含んだ堆肥中で60日間飼育  

したシマミミズを用いた。  

表1堆肥中の金属濃度3）  

Concentration50f metaIs（FLg／g dry compost）  

Exp．No．   50UrCe Of Cd且  Cd  Zn  Cu TrCrb pb T一吋  

d  d   

d  d   

d d   

d  d   

3   23  

1  control  l．3  652  102  d  d  d  

2  ＋Cd（NO，）z  41．6  635  96．5  d d  d  

3  ＋Cd（NO，）2  81，2  6Z5  95．1  d  d  d  

4  ＋Cd（NO，）z   180  643   101  d  d  d  

5  ＋Cd（NO3）2  511  644  99．0  29  52  0．58  

a．CdはCd（NO3）2として添加した。   C．給水銀量。  

b．稔クロム量。  d．浪度はExp．5に同じである。   

3．結果と考察   

堆肥中のCd濃度とシマミミズに蓄積されたCd量の関係を図1に示した3）。堆肥中のCd濃度が  

高くなるのに伴い，シマミミズ中に蓄積するCdの畳も増加した。ホモジネート中のCdはほとん  

ど上清中に回収され，上清中のCdは分子量の異なる三つのCd結合タンパク質に結合した状態で  

存在した（図2参照）3〉。これら三つのCd結合タンパク質をSephadexカラムから溶出される順に  

EW－Ⅰ，EWIl，EW－IlIと呼ぶことにする。これらのCd結合タンパタ質の誘導に伴って，EW  

－ⅠからEW－uIの各分画で254nmの吸収が増大したが，280nmの吸収には変化が見られなかった。  

また，これらのCd結合タンパク質はともに熟に安定で，80℃，10分間の熱処理でも上清中のCd  

の分布に変化は見られなかった。ゲルろ過法及びHPLC－AAS法によりEW－1とEWLⅢⅠの分子  

量はそれぞれ63，000－70，000と2，000程度と推定された。EW－ⅠⅠは分子量がほ乳動物のメタロチ  
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図1堆肥中のCd濃度とシマミミズ中の金属濃度との関連8）  

シマミミズを4倍量（％）の0．1MTris－HCl緩衝液中でホモジナイズし，170，000  

g，60分間遠心して上清を得た。ホモジネート及びその上渦中の金属濃度は湿式灰化  

した後，原子吸光儀により測定した。濃い線はホモジネート また薄い線は上清を  

示す。－，Cd：¶－，Zn：・・・・・，Cu  
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図2 Cdを蓄積したシマミミズ上清のSephadexG75カラム上でのCqの分布ユ）  

表1のcontrol（軋Exp．Nct2（B）．3（C），4（切に相当する上清8mlをSephadexG  

－75カラム（2．6×90cm）に添加し，10mMTrisHCl緩衝液（pH8，6）により溶出  

した。Aは等量，またB，C，Dは4倍量の0．1MTrisHCl緩衝液中でホモジナイ  

ズした。  
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オネインに近く，見かけの分子量は14，000と推定きれた。図3はゲルろ過により分子量の大きき  

で分けたEW－ⅠからEWIIlの各Cd結合タンパク質をHPLC－AAS法により分析した結果である3）。  

各タンパク質はきらに何本かのビータに分かれ，これらの分子量の異なるタンパク質はともにい  

くつかのタンパク質の混合物であることが明らかになった。   

分子量がメタロチオネインに近いEW－1Ⅰは3種類のイソタンパク質からなり 個4参照），そ  

の内の一つのタンパク質（EW一IIB）について性質を検討した。表2はそのアミノ酸分析の結果  

を示す5）。このタンパク質は15．4％のシステインを含み，芳香族アミノ酸をほとんど含まなかった。  

また，結合している金属は主にCdで，Zn，Cuは少量しか含まれなかった。アミノ酸分析の結果  

は254nmに吸収を持ち，280nmの吸収をほとんど持たないUVスペクトルの特徴と一致するもの  

である（図5参照）5）。溶液のpHを下げると254nm付近のUV吸収は消失したが，これはメルカ  

プチド結合（金属一イオウ結合）の解隆によるタンパク質からのCdの造祉と一致していた。これ  

らのすべての性質はこのイソタンパク質がメタロチオネインであることを示唆するものである。   

本研究はシマミミズに蓄積されたCdが分子量の異なるCd結合タンパク質に結合して存在する  

ことを明らかにした。これらのCd結合タンパク質の内，分子量がほ乳動物のメタロチオネインに  

近いEWIlはメタロチオネインと認められた。また，これら分子量の異なるCd結合タンパク質  

を他の動物に与えたとき，Cdの体内分布に差が見られることを別に発表した8）。  
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図3 ンマミミズCd結合タンパク質のHPLCAASによる分析3）  

表1のExp，No．5に相当する上清200JLlをSWカラム（21・5×600mm）に添加し．  

50mMTris－HCl緩衝液（pH8．6）．流速3．75ml／分で況して溶出した。溶出液中の  

Cd（B）と280nmのUV吸収伍）を連続的に測定した。またゲルろ過により分社したEW  

－Ⅰ（C），－Il（玖 －JII（E）のCd結合タンパク質をDiafloUM－10限外ろ過膜を用いて浪  

崩した後，分析を行った。  
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団4 シマミミズCd結合タンパク賀（EWLIl）のDEAESephadex A25カラム  

による分析5）  

ゲルろ過により分柾したCd結合タンパク賓EWrIIをDEAESephadexA－25カラ  

ム（1．6×20cm）に添加し，Tris－HCl緩衝液（pH8．6）の50mMから300mMの直  

線的な濃度こう配により溶出した。  
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図5 pHに依存するシマミミズCd結合タンパク質（EW－IIB）のUV吸収スペク  
トルの変化引  
UV吸収スペクトルは10mMTris－HCl緩衝液（pH8．6）中で測定した。また，pH  

は1N HClを加えて調整した。  
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表2 シマミミズCd結合タンパク質（EWIIB）のアミノ酸組成及び金属含量5）  

Resid11eSも  
％
 
 

1
 M
 
 

Amino acid composition  
Molecule  

Halトcystine   

Aspartate   

Threonine   

Serine   

Gllltamate   

Gl）7Cine   

A】anine   

Va】in占   

Metムiontne   

Is（〉1eucine   

Leu（、ine   

Tyrosine   

Phenylalanine   

L〉・Sine   

Histidine   

Argi口ine   

Pro】ine   

4
 
 
史
U
 
 
7
 
 
1
 
 
5
 
 
0
 
 
0
 
 
6
 
 

5
 
 
g
 
 
5
 
 
6
 
 
只
U
 
 
7
 
 
ハ
リ
 
 
4
 
 
 

4
 
 
9
 
 
5
 
 
6
 
 
n
O
 
 
5
 
 
9
 
 
4
 
 

2．2  

5．1  

Tl・ace  

8．6  

3．0  

4．0  

Trace  

8  

3  

4  

MetalcontentしTTnle％）：Cd93・9，Zn2．8．Cu3．3  

SH／metalratio：2．4   

Tota】sugar：一  

a．EWⅠIBは6NHCl中110℃，20時間加水分解した。メチオニンと／＼－フシステンは   

過ギ酸酸化した後分析した。糖と金属の含量は硫酸－フェノール法91と原子吸光法により   

測定した。  

b．イソロイシンを2残基として計算した。   

4．まとめ   

シマミミズは堆肥中に含まれるCdの濃度l三比例してCdを蓄積した。シマミミズに蓄積したCd  

は新たに誘導された分子量の異なる三つのCd結合タンパク質に結合して存在した。これらのCd  

結合タンパク質は熱処理に対して安定で，254nmに吸収を持っていたが，280Imの吸収は欠いて  

いた。分子量の異なるCd結合タンパク賀はさらにいくつかのイソタンパク質の混合物で，その内  

の一つのイソタンパタ質は，高いシステインの含量，分子量，熟安定性及びメルカプチド結合の  

存在などから，メタロチオネインと認められた。  
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両生類に対する重金属の影響Ⅰ  

アフリカツメガエルヘの重金属の蓄積と存在状態並びに必須金属への影響■  

鈴木和夫l・山村 充1  

EffectsofIIeavyAfetaJsoIIAmphibiaI  

AccumulatioIlandChemicalFormsofHeavyMetals，and  

EffectsomEssentialMetalsin∬印判Mぷ山肌壷  

KazuoT．SUZUKllandMitsuruYAMAMURAl  

AbstTaCt  

Arnphibiaarephylogeneticallysituatedatahigherpositionamonganimalsthat  

COStitutetheaquaticecosystemoffreshwater．Effectsofheavymetalsonanamphi－  

bian animal，Xenpi＞uS h2eVis wereinvestigated througha modelfood chain on the  

viewpointsofaccumulationandchemicalformsofcadmiumanditseffectonessential  

metals．Ascadmiumispresentmostlyboundtometallothioneininthelivingbodies，  

rabbitliverswerepreparedasfeedtoXenpi）uSL2eZ）isbyinjectingcadmiumintorabbits  

and accumulating cadmium as bound to metallothionein．The amount of cadmium  

accumulated throughthe feedinto theliver and kidneys of XenoL・uS heuis was  

extremelylowandmostofcadmiuminthefeedwasfoundintheexcreta．Effectsof  

CadmjllmjnthefeedonessentjalmetalsintheliverandkidneysofXen噌貼WerenOt  

observed．  

TheconcentrationofcopperintheliverofXenoPuswasdifferentfromfrogto  

froganditwasdependentontheamountofcopperbourldtometa1lothioneineveTlin  

thecontroJanimaLs．MetaZJoけIiorleinwasinducedlntheliveraTldkjdneysotXenL4）3Lf  

■本論文は以下の各論文についてまとめたものである。  
Suzuki，K．T．andY．Tanaka（1983）：Inductionofmetallothioneinandeffectonessentialmetalsincadmium－  
loadedErogXenopus bez｝kComp．Biochem．Physiol．，74C，311－317，  

Suzuki，K．T．，Y．TanakaandR．Kawamura（1983）：Propertiesofmetallothioneininducedbyzinc，COPper  
andcadmiuminthefrogXenopus h7eUis Comp．Biochem．Physiol．．75C，33r37・  

Su7．uki．KTりH．Akitomi，，Y，Tatlaka．R．KawamuraandM．Yamamura（1983）：Metallothioneininduced  
inAmphibia．EiseiKagaku，29，p－51，  

Yamamura，M．andK．T．Suzuki（1983）：Metal）othioneininducedirlthefrogXenopus血evis．Experientia，  
39，13701373．  
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Basic MedicalSciencesDivision．the Nationa11nstitute for ErLVironmentalStudiest Yatabe－maehi，   
Tsukuba，Tbaraki305，Japan，  
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byloadingcadmium，COpperand zi11CL PropertiesofXenqpus metallothioneinwas  

COmparedwiththoseofmammalianlnetalJothioneinandseveraldifferencesbetween  

thetwometallothioneinswereclarifiedasfollows：i）XenopusmetallothioneirlWaS  

Shown to be slightly10Werin molecular weight than rat metallothionein o†lgel  

Chromatography．However，aminoacidanalysjsjT）dicatedthatXenppILSmeta】1（）thjo－  

neinmightbesmallerinmolecularweightthanratmetallothionein．ii）Althoughtwo  

molecularspeciesthatdifferinaminoacidcompositionareknowntobepresentas  

mammalianmetallothionein，Onlyoneisometallothioneinwaspresentandinducedin  

theliverandkidneysofXenoPus．iii）Xen呼usmetallothioneinwashigh1ysusceptible  

tooxidation andthemetalsboundtometallothioneinwerelessstablecomparedto  

thoseinrat metallothionein，   

1．はじめに   

両生類はせきつい動物の系統発生学的な面からみると，無顎楓，魚類から両生類を経ては虫敗．  

鳥類そしてほ乳類へと進化したとされている中で，水中のみの生活から陸上の生活にも適応でき  

るようになった動物として重要な地位を占めている。また両生類は少なくともその生活史の一時  

期を必ず水中でそれも淡水の水環境で過ごきなければならない動物である。淡水の水界生態系を  

構成する動物としては両生類は最も進化している動物と言えるであろう。そのことは水界生態系  

を構成する動植物の内では，食物連鎖という観点からみても最も高位にある－と考えられる。しか  

し両生類が水界生態系の汚染によってどのような影響を受けるかという観点からの研究は少ない。   

現存する両生類闇大きくは無届類，有尾瀬と無足苅に3大別されるが．それらの内で最も種類  

が多いものは無尾類，いわゆるカエルである。今回このカエルを用いて重金属が両生将にどのよ  

うな影響を与えるか検討した。両生類の飼育には，一般的には水と陸の二つの環境が必要とされ  

る。また一般的にみられるカエルは舌を使って陸上の動く小動物を捕捉し食する。そのため餌と  

しては生きている小動物を供しなければならず，実験動物として飼育するのはそれほど容易でな  

い。このようなカエルの内でも，無舌垂員に属するカエルはその命名からわかるように舌がない。  

この類のカ土ルは，無尾類のなかでは進化が遅れており，幼生いわゆるオタマジャクシのときか  

ら，成獣いわゆるカエルに至る全生涯を水中で過ごし，陸上で生活をしない。また舌がないため，  

水中の餌を前足を使ってロにかきこむようにして食する。そのため餌としては顕舌亜目のカエル  

のように必ずしも生きているえさを必要とせず，ほ乳動物の肝臓などでも飼育できる。そのため  

他のカエルと比べると実験動物としてははるかに飼育し皐す，い。このような理由から両生類の中  

では無尾類の無舌亜目に属するアフリかソメガエル（スセ乃呼∽血e〃ゐ，ゼノバスと一般的に呼ばれ  

ることもある）が最もよく実験動物として用いられている。   

本実験においては．食物連鎖実験のモデルとして．カドミウムを蓄積させたウサギの肝臓を与  

え■，そのカドミウムがどのようにアフリかソメガエルに蓄積されるのか。またアフリカツメガェ  

ルの肝臓や腎臓中の必須金属にはどのような影響を与えるかという点を調べた。次に肝臓や腎臓  
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中ではカドミウムやそれに類似した金属である亜鉛と鋼がどのような存在状態をとっているかと  

いう点を明らかにした。   

カドミウムは動物の肝臓や腎臓に蓄積することが知られており，そのような臓器中ではメタロ  

チオネインと呼ばれるタンパク質に結合しているために毒性を示さないとされている1）。メタロチ  

オネインはこのようにカドミウムなどの解毒に関与するタンパク質として注目されるとともに，  

鋼や亜鉛のような生体に必須な重金属の生体内の代謝に関与しているタンパク質としても注目さ  

れている1）。メタロチオネインは最初にウマの腎皮質に存在するカドミウムと亜鉛の結合タンパク  

質として発見されたが．その後広くほ乳動物一般の臓掛こも存在することが明らかにされた1）。さ  

らに鳥類や魚類などのせきつい動物を始め，無せきつい動物や微生物，高等植物にもメタロチオ  

ネインないしメタロチオネイン様タンパク質が存在または誘導されることが知られている1）。しか  

し両生類にメタロチオネインが存在するかどうか，また存在する場合，そのタンパク質としての  

性質や特徴が他のメタロチオネインとどのような関連にあるのか，そしてせきつい動物の系統発  

生という観点からみたとき，魚類や鳥類，ほ乳類との関連はどのようになっているか，などの点  

は全く検討されていない。本実験においては，両生類の重金属に対する耐性機構を明らかにする  

上で，メタロチオネインがどのような役割りをになっているかという点を，両生類のメタロチオ  

ネインの性質を明らかにする過程で検討することも意図した。   

2．実験方法、   

雌性（体重約90g）と雄性（体重約50－55g）のアフリかソメガエル（推定年齢約3年）を購入  

し，プラスチックのケージ（ラット飼育用ケージ，30×35×18cm）にくみ置きの水道水約101を  

入れ，・1ケージ当たり10匹ずつ室温（約24℃）で飼育した。水は2－3日に1度交換した。   

食物連鎖モデル実験としてはウサギ（雌性，体重3～4kg）にカドミウムを投与し（塩化カド  

ミウムをカドミウムとして0．5mg／kg体重，12匝Ⅰ／2週間，皮下投与），最終投与3Eト後に屠殺して  

得た肝臓を用いた。アフリかソメガエル10匹当たり20g（約3－5mm角に締切したもの）を2日  

ごとに与えた。コントロール群にはカドミウムを投与していないウサギの肝臓を同様に与えた。  

コントロール群及びカドミウム投与群のウサギの肝臓中のカドミウムなどの金属濃度を表1に示  

す㌔カドミウムを投与したウサギの肝臓中のカドミウムはほとんどメタロチオネインに結合して  

いたため，この群の餌をメタロチオネイン（MT）含有ウサギ肝臓とした。  

表1アフリかソメガエルの飼料として用いたウサギの肝臓中の金属濃度2）  

Cd  Zn  Cu  Fe  Ca  Mg  

C。。tr。】  N．D▲  32．0  3．66  70．8  n．d．  160  

MT－COnbining 121   92・0  5・37  64・8  9・48   154  

〟g／g湿重量こN・D▲，検出限界以下；n・d・，未測定。  

ー145－   



鈴木和犬・11tflf 充  

アフリかソメガェルの肝晩と腎隠中の金属濃度は各組織から約0．2gをとり，1mlの混酸（硝  

酸二過塩素酸＝5：1V／V）で湿式灰化した後に，蒸留水で5mlに希釈したものを試料とした。  

原子吸光分光器（AAS．E］立AA170－50A）（アセチレンガスを使用）により名金属浪度を測定し  

た。   

ウサギの肝臓及びアフリかソメガエルの肝肢と腎臓中のカドミウム，亜鉛と銅の分布は，各臓  

器を5倍量の0・1Mトリス塩酸緩衝液（pH7．4，0．25Mグルコース含有，溶存酸素は借用前に窒素  

ガスを通気することにより除去）軋 水冷下窒素ガス気流中でテフロンーガラス製のホモジナイザ  

ーを用いてホモジナイズし，170．000gで1時間超遠心した上清を用いて調べた。   

臓器の上滑中の金属の分布は，SWカラム（東洋曹達製，7，5×75mmのプレカラム付のTSKgel  

G3000SW，7．5×600mm）を装着した高速液体タロマトグラフ（HPLC）の検出器としてAASを  

用いるHPLC－AAS法によった。上浦0．1m】をカラムに添加し，脱罰した50mMトリス塩酸緩衝  

液（pIi8．0）を流速1．Oml／分で溶出させた。254と280nmの吸収はフローセルを用いて紫外検出  

器（アルテックスモデル152）によって連続的に検出し，金属濃度はカラム溶出液を直接AASに  

導くことによって連続的に検出した。   

3．結 果  

（1）食物連鎖モデル実験   

食物連鎖モデルとしてカドミウムをメタロチオネインとして含むウサギの好機を，アフIjかソ  

メガエルに投与した。そのとき用いたウサギ肝臓の上清中のカドミウムの分布は，図1に示すよ  

うにほとんどメタロチオネインに結合していた2）。飼料のウサギ肝臓中では2種類のイソタンパク  

質に結合しているカドミウムも，カエルから排せつされたときには図1にみられるように，SWカ  

ラム上ブロードなど－クを示す複雑な化合物に変化していた2）。このときのカエルの肝臓と腎臓中  

の金属濃度を調べた結果を表2に示す2）。カエル1匹当たりでは約2．2Jれgのカドミウムを与えたに  

もかかわらず，肝臓と腎臓に蓄積したカドミウムはカエル1匹につきそれぞれ約1．0と0．5〟gであ  

り，ほとんどのカドミウムが排せつされていることを示した。また表2にみられるように両臓器  

中の亜鉛，鋼，鉄，カルシウム及びマグネシウムの濃度と含量にもほとんど影響がみられなかっ  

た2）。肝臓中の鋼はカドミウム含有飼料を与えた群で下っていたが，動物の個体差が著しく了他の  

実験結果を考慮に入れると本実験で有意な羞がみられたのは偶然である可能性が高い。  

（2）カドミウムの投与によるカドミウム結合タンパク質の誘導と必須金属浪度への影響   

力エルヘの食物連鎖によるカドミウムの蓄積が少なく．肝晩と腎臓中のカドミウムの存在状態  

を明らかにできなかったため，非経口的にカドミウムを投与することにより，カドミウムの分布  

を調べた。図2に示したように，カドミウム塩を投与すると、SWカラム上でメタロチオネイン分  

画にあたる位置に主なカドミウムのビータがみられた2）。またカドミウムをメタロチオネインとし  
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て含む溶液を非経口的に投与すると図2bのようなカドミウムの分布がみられた2）。図2aはカド  

ミウム塩の投与によってアフリかソメガエルにメタロチオネインと思われるタンパク質が誘導さ  

れることを示唆している。また図2bはラットなどにメタロチオネインを投与した場合との比較か  

ら，投与したメタロチオネインの一部が分解されるとともに，カエルのメタロチオネインとみな  

されるタンパク質が誘導されつつあることを示している2）。   

アフリかソメガエルにラットの肝臓から分離したメタロチオネインを非経口的に投与したとき  

に，カエルの肝臓や腎礁中の金属濃度はどのような影響を受けるか明らかにしたものが表3であ  

る2〉。またカドミウム塩をカエルに連続投与したときの肝既と腎臓中の金属濃度については表4に  

示した㌔表3にみられるようにカドミウムをメタロチオネインに結合させて投与するとカドミウ  

ムは腎陰に選択的に蓄積する。一方カドミウム塩を達観投与するとカドミウムは肝臓と腎隠に琶  

接し．前者への蓄碑では雌雄の差はみられなかったが，後者への蓄積では雌雄で善がみられた（表  

4）2〉。またカトミウムが蓄積してもそれに伴った亜鉛や銅の蓄積はみられず，ほ乳動物において  

一般的にみられる結果とは異なっていた1）。   

カドミウム塩を連続投与したときの肝臓上清中のカドミウムの分布を図3に示す2）。図2aに示  

R亡ttntbnti汀檜． min  

図1 カエルの飼料として用いたウサギ肝級の上清中のカドミウムの分布とカドミ  

ウムを含むウサギ肝臓を与えたカエルの排せつ物中のカドミウムの分布2j  

MTを含むウサギ肝臓細片をカ云ルが完全に良した後に飼育水を交換し，その24時  

間後の飼育水を実験に用いた。飼育水の上清（230晦，10分間）をダイアフローUM  

、10膜を用いた限界ろ過法により10倍に濃縮した。ろ過液中のCdは飼育水中に存在  

した量の3％以下であった。濃縮液0．1mユをSWカラムに添加Lた。下側のCdの  

団はMTを含むウサギの肝上清中のCdの溶出B］を示す。lと11はそれぞれMT－I  

と－Ilを示す。  

ー147一   



鈴木和夫・山村 充  

表2 コントロール及びカドミウムを含むウサギの肝臓を与えたカエル肝臓と腎臓  

中の金属濃度2〉  

BodyⅥrt（g）  LiVpr tU 
Liver body wt  Cd  Zn Cu  Fe  

Before After“rtlg）r8tio（射 A B A B A B A B  

51．3 封．6 2．79 4．瓢  札16 8．45 12．3 27．2 ほ2  31．9 319  
（7・2）（7．2）（1．叫（1．叫（0．嘲 仲16）（1．0）（5．1）（＆7）（18．6）（111）  

2
8
り
 
別
持
 
 

Ⅶ
〓
椚
 
1
川
∵
封
 
 

γ
1
8
 
儲
1
1
 
 

htT－COmtaiロー 記．2 52．4 乙35 4．別  0．9 1．4113．7 36．7 4，45 12．1 264  
ingliver （3．3）（4．6）伸弘）（0．別）（0．10）（m37）（1．3）（6．6）（1，46）（3．7）（70）  

n Zn Cu Fe Ca h－g 
，r 

0．ご7 0．433  0．封 007 19．6 4．21 Z帽 且48 紀．9 17．8 乃．0 15．413D 28．0  

拍039＝仇072）（m14）仲吼（2．3）（n57）（0．19）（m嘲（8．7）（2．4）悌．8）（5．1）（18）（5・1）  

0．巴6 0．亜1 2，駕 仇∬ 2．9 5，訓 ぇ61〔100 弧4 18．8 70．4 15．4123 28．2  
（0．肌6＝仇朋9）（l．17）伸17）（3．3）（n舗）（0．40）（mll）（馴）（3．4）（39り（7▲8）（1g）（4．9）  

Control  

htT一亡OnlajmingJjler  

雄性のカエルにコントロール又はMTを含有するウサギの肝臓を与えた。値は5試料の平  

均±標準偏差で示した。体重は給飼実験の直前と直後で測定した。A，〟g／g湿重量で示し  

た金属濃度，B，〝g／全組織として示した金属含量。  

した腎臓上浦中の分布と全く同じパターンを示しており，カドミウムはメタロチオネイン分画に  

254nmの吸収を伴って溶出された。また図3に示したメタチオネイン様タンパク質の熟に対する  

安定性を調べるため，図3に用いた上清を80℃10分間熱処理した結果を図4に示した。メタロチ  

オネイン分画のカドミウムのみが残っており，このタンパク質が熱に対して安定であることを示  

していた。  

（3）カドミウム結合タンパク質のメタロチオネインとしての同定   

カドミウム塩の連続投与によってアフリかソメガエルの肝臓と腎臓中にメタロチオネインと思  

われるカドミウム結合タンパク質が誇導されることが示された。このカドミウム結合タンパク質  

がメタロチオネインであるかどうかという点を明らかにするため以下の実験を行った。ほ乳動物  

ではカドミウム以外の重金属で亜鉛と鋼によってメタロチオネインが誘導されることがよく知ら  

れている1）。そこでアフリかソメガエルにも亜鉛塩と銅塩を投与し，肝臓と腎臓中の金属濃度の変  

化を調べるとともに，それら臓器中の亜鉛と鋼の分布についても検討した。表5に示Lたように  

亜鉛投与によって肝臓と腎臓中の亜鉛濃度は増加したが，特に肝臓中の鋼濃度は有意に低下し，  

金属闇の相互作用がみられた一）。また銅を投与すると両臓器中の嗣濃度が増加したが，肝臓中では  

コントロールのカエルでもかなり鋼濃度の高い個体が存在するとともに投与群でも個体差が著し  

いため，有意な変化としては観察されなかった。また亜鉛浪度への影響はし、ずれの胴ほ引こおいて  
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Ret●州ion time． min  

図2 カドミウム塩（a）とメタロチオネイン（b）を投与したカエル腎臓中の上清並びに  

投与したメタロチオネイン溶液中のカドミウムの分布2）  

カエルにCd2＋（a）またはMT（b）を筋注した。腎臓を5倍量の0．1Mトリス塩酸緩衝液  

（pH7．4）中でホモジナイズし，そのホモジネートを170000gl時間超遠心した。  

上清（a．b）と注射に用いたMT溶液（c）を0．1mlずつSWカラムに添加した。Iと  

ⅠⅠはそれぞれラット肝のMT－ⅠとⅠⅠを示す。またカラムの排除容量は保持時間10．6  

分に相当する。  

も見いだされなかった。   

コントロールのカエルの肝臓上清中にも，メタロチネインと推定されるカドミウム結合タンパ  

ク質と伺じ溶出位置に鋼のピークが見いだされた（図5B）1）。この鋼のピークは亜鉛を投与する  

と肝臓中の網漁度が低下するのに伴なって小さくなったが，同じ溶出位置に亜鉛のピークが増加  

した（図5C，5D）。また銅を投与した肝族の上清中にメタロチオネイン分画中の鋼のビータが増  

加しており（図5E），肝臓中の亜鉛と銅濃度の増減がメタロチオネイン分画中の両金属によるこ  

とが示された4）。コントロールの肝臓中の網漁度はカエルの個体による善が著しいことを述べたが，  

これらカエルの各個体の鋼濃度も，上清のメタロチオネイン分画中の銅ビータの大ノトと密接な関  

連があることも確認した。   

ほ乳動物のメタロチオネインに結合している亜鉛はカドミウムを添加するだけで容易に置換さ  

れる。また亜鉛とカドミウムは銅によって容易に置換される。このようにメタロチオネインに結  

合している金属は，より親和性の高い金属によって容易に置換されるという他の金属タンパク質  

にはみられない特徴を有する5）。そこで7フリかソメガエルのメタロチオネイン分画中にみられる  
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表3 ラットの肝臓のメタロチオネインを投与したカエルの肝臓中の金属濃度2〉  

Bodywt〔g）  LiYertO  
Liver h）dv“l  CJ  Zn  Cu  Fe  Ca  ト1g  

B8r¢re Atter wt（g）ー由（％）A B A B A B A B A  8 A 8  
乳7 記．9 l．訟 乙部  m26 〔130 】5，D 】7．7 3D．0 黒．4 鮎2  舗D 昆】0 且∬16呂】99  
（6．2）（5．7）（0け）（0．31）（0．D7）拍防）（1．5）（2．2）（40．2）（39．1）（156）（132）（1、卸（1・21）（6）（24）  

MT5ing】t 弼19．41．42 乙65  0．め1．1915．2 21・4 26．6 37・0 534 744 良719・詑159 訂7  
inje亡tion （5、4）（5．2）（Ml）伸叫（M引（Ml）（1．5）甘7）（15．5）（霊，9）（136）（173）（n69）（1・勘（9）（49）  

Kidney body≠rt  Cd  Zn  Cu  Fe  Ca  htg  
“・t（g）ratio（射 A B A B A B A B A B A 8  
m15D n訂8  0．60 0．鵬 17．3 乙訓 9．15 1．㍊ 140  
（m佗6）（α鮎l） 肌21＝い刷1．4）（m27）（1．乃）（0．罰）（15）  

20．2 92．6 13．4 167 24．1  

（2．9）（軋9）（12．1）（14）（2．3）  

21．8 57．2 1仇6 146 24．7  

（5．8）（弧9）（18，6）（11）（4．0）  

Control  

MT5jngleinjectiom  （）（）（）））（））（））  

ZTlとCuをCdの2％以下含んでいるラットの肝MTを雄性のカエルに，MT中のCdとし  

て0・3mg／kg体重を1度筋注し，その26時間後にと殺した。コントロールのカエルには蒸留  

水（0．1ml／カエル）を投与した。値は5試料の平均±標準偏差として示した。A，〟g／g湿  

重量で示した金属濃度，B，〃g／全組織として示した金属含量。  

亜鉛，カドミウム及び鋼ビータについても，金属の置換実験を行い，これらのヒータがメタロチ  

オネインに結合している金属によるものかどうか検討した。図6に示したように，アフリカツメ  

ガエルの肝臓上清のメタロチオネイン分画に存在する亜鉛のど－クはカドミウム（A，B，C，）及  

び銅（D，E）によって容易に置換きれること，またカドミウムは銅（E，G，H）によって置換さ  

れることが明らかとなった▲】。   

アフリかソメガエルのメタロチオネインは試料を保有中，SWカラム上の挙動が変化することが  

観察され，ラット等のほ乳類のメタロチオネインに比べて不安定であることか推定された。そこ  

でどのような条件のもとで，どのような変化が起こるかという点を明らかにするための実験を行  

った。図7に示すように酸素が存在し，温度が高い状態に保つと．新鮮な試料では，阜→なカド  

ミウムのピークとして観察されるものが，2偶のピークへと変化することが明らかとなった一）。SW  

カラム上でより遅く溶出されるような変化は，ラットのメタロチオネインでは分子内酸化によっ  

て説明されている5）。図7にみられる変化も分子内酸化によるジスルフィド結合が関与しているも  

のと推定された。またこのような分子内酸化がアフリかソメガエルのメタロチオネインでは容易  

に起こるため，試料の調製等には特別な注意が必要なことがわかった。  

（4）アフリかソメガエルのメタロチオネインの性質   

アフリカツメガエルのメタロチオネインの性質が以上のようにいくつかの点でほ乳動物のもの  
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Retention timモ．min  

図3 カドミウム塩を投与したカエルの肝臓上清中のカドミウムの分布2〉  

カエルにCdヱ＋を0．5mgCd／kg体重ずつ6回筋注し，最終投与4El後にと殺した。  

肝臓を5倍量の0．1Mトリス塩酸緩衝液（pH7．4）中でホモジナイズし，170000gで  

1時間超遠心した。上清0．1mlをSWカラムに添加した。カラムの排除容量は11．3  

分に相当する。  

とは異なることが示きれた。せきつい動物の系統発生を考慮に入れたとき，両生類のメタロチオ  

ネインをどのように位置付けできるのか。またほ乳動物などの重金属に対する耐性横棒との関連  

で，両生顆のメタロチオネインがどのような役割を担っているのかという点を明らかにする目的  

で，アフリかソメガエルのメタロチオネインの性質をさらに検討した。   

図8に示した図は，これまでのメタロチオネインの分触に最もよく用いられてきたセファデッ  

クスG－75カラム上で，ラットのメタロチオネインとアフリかノメガエルのメタロチオネインの溶  

出パターンを比較したものである6）。この囲ではアフリかソメガエルのメタロチオネインの方がわ  

ずかに早く溶出され，分子量がラットのものよりもわずかに大きいことが示唆された。さらにセ  

ファデックスカラムで分馳したラットの亜鉛－チオネインとアフリかソメガエルのメタロチオネイ  

ンを陰イオン交換カラム上で分社すると図9に示したような分離パターンを示した6）。この図はア  

フリかソメガエルのメタロチオネインの電荷がラットのものより負に荷電していることを示して  

いる。また分隆操作中にアフリかソメガエルのメタロチオネイン中のカドミウムの一部がラット  

のメタロチオネイン中の亜鉛と置換してしまうことも示している。   

アフリかソメガエルのメタロチオネインの分子量は図8などからも推定されるが，通常の分子  
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Rtttntiontirl≠． r血   

図4 カドミウム塩を投与したカエルの肝臓可溶性分画を熱処理した上清中のカド  

ミウムの分布2）  

図3に用いた肝上清を窒素気流下80℃で10分間熱処理し，それから10000gで1分間  

遠心した。熱処理した上清0．1mlをSWカラムに添加し，HPLC－AAS法でCdの分  

布を明らかにした。  

量推定法に従った結果を図10に示す6）。   

分子量がチトクロームCより大きいことが推定されたが，これはほ乳動物のメタロチオネイン  

でみられるものと同じであった1）。またメタロチオネインに結合している金属の酸に対する安定性  

並びに250nm付近にみられる吸収がカドミウムとシステインのチオール基によるメルカプチド結  

合によるものであることを確認するための実験も行った。図11にみられるように250nm付近の吸  

収は溶液のpHを酸性側に低下させることにより消失し，この吸収帯がメルカ70チド結合の電荷移  

動に由来することが明らかとなった。また280nm付近に吸収がみられず，芳香族アミノ酸が含ま  

れていないと・いう，・メタロチオネインの一般的な性質をも示した6）。  

精製したメタロチオネインのアミノ酸組成を調べたところ，表6に示すようにシステイン含量  

が高く，芳香族アミノ酸を含んでいないことが明らかとなった㌔このアミノ酸分析の結果も含め  

て，アフリかソメガエルにカドミウムを投与して得られるカドミウム結合タンパク質はメタロチ  

オネインの性質をすべて備えていることが明らかとなった。  
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表4 カドミウム塩を連続投与したカエルの肝臓と腎臓中の金属濃度2）  

Bodyl山（g）  Li－ertO  
Liver body肌t  Cd  Zn  Cu  Fe  Ca  htg  

Before After 刷g）ratio欄）A  8  A B A B A B A B A B  

Contro】 ：）：）（）（二（：）（）：）：）（：）（：））  
21111．4 10．6 131146  

（23）（4．7）（1．9）（15）（32）  

詑0  已91 7．74 132 169  

（86）（m49）（0．㈹）（6）（8）  

5．4 55．邑 1．是  乙40 33．9 化0 15．7 1g．g 16．4 21．8 177  
（5，9）（5．8）仲26）（0．39）は3）（乙9）（2．3）（2．7）（16，5）（幻．5）（78）  

阻6 拓．6 乙74  乙部  m17 0．4113－6 35．0 21．9 卯．4 169  

（8．2）（8．1）川牒）（0．67）（m関 川鵬）（1．0）（4．1）（19，2）（乱7）（33）  

92．6 朗．8 2．43  2．59 3仇8 69．1 17．0 39．9 25．8 58，5 196  

（6．9）（6．7）他日）（軋71）（＆6）（丘1）（1．4）（8．9）（18．1）（乳1）（34）  

洲3  8．73 24．2 140 335  

（86）抽瑚（‖）槻（53）  

455  g．謂 2ユ0 148 封9  

（94）（1．刀）は5）（7）（87）  

Cd Zo Cu Fo Ca hlg 
＝B AB AB AB AB AB  

m165 〔L別6  仇38 n鵬 乱3 3．49 乙鑓 氏朝172  刀．0 朗．110．7 134 23．0  
仲別2）（乱102（0．呵（Ml）（2，5）（m斬（0．封）（仇00）（駕）（4．2）撞．9）（5．5）（13）（3．5）  

仇霊9 0．406 37二9  8．髄 15．7 3．70 ユと α75123  2g．3 お，7 5．4013130．9  
（几0叫 抽礪呂）（細（乙ほl（1＜4）（n叫 伸乃）（且は1（叫 （8、11（g・61（1、瑚（7）（川  
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17．4 丘封  乙21 且79 86．8 31．3 91．1 34．1123 46．9  

（1．0）（仇93）（仇乃）（仇盟）（12．8）（2．5）（弧8）（乱3）（5）（6．7）  

17．7 6．訓 も12 1．44 91．7 32．7 ヰl．0 16，3 122 43．2  

（D．引 用澗）（1．加）（仇叫（11．5）（6．3）怖．g）（12．3）（8）（4．5）  

雄性と雌性のカエルにCd2＋を0．5mg／kg休重ずつ6回筋注した。コンTtロールのカエルに  

は蒸留水（0．1m】／カエル）を投与した。実験中は給飼しなかった。値は5試料の平均±標  

準偏差で示した。A，〟g／g湿重量で示した金属浪嵐玖〃g／全組織で示した金属含量。   

4．考 察   

汚染量金属の侵入経路としては，ロ，皮膚並びに気道が考えられるが，両生類の場合には前2  

者によるものが主たる経路であり，かつ重要と考えられる。経口による重金属の侵入の場合には  

食物と飲料水を通した侵入に分けることができるが，特に後者の場合に皮膚を通した影響と区別  

できない可能性が高い。今回の実験では食物中に含まれるカドミウムの影響を調べることを主目  

的としたため，動物性の食物中のカドミウムの存在形態として最も可能性の高い，メタロチオネ  

インに結合したカドミウムについて検討した。その結果ウサギの肝臓中に存在するメタ？チオネ  

インに結合したカドミウムはほとんどカエルの体内には残留せず，排せつされてしまうことが明  

らかとなった。またこのような存在形態をとっているカドミウムを投与しても肝臓や腎臓中の必  

須金属濃度にはほとんど影響を与えないことも明らかになった。   

魚類については汚染重金属の主たる侵入経路は一般的には，えら，次いで消化管と■されている。  

両生類の場合にはえらからの侵入はないが，それに代わって皮膚からの侵入を考えなければなら  
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表5 亜鉛塩及び鋼塩を連続投与したカエルの肝臓と肝臓中の金属濃度4）  

LiYer tO  

B巾wl（g） Liver body肌t  

叫g）Talio（％）  
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6．2  5．7  
爪
∠
 
 
 

6
 
 
 

n
2
 
 

鼠
 
1
⊥
 
 

1．お  乙30  
0．17  0．31  

け
2
．
5
‖
 
2
7
6
．
 
 

1
5
1
．
詭
5
．
1
7
3
．
 
 

爪
u
 
ハ
u
 
n
u
 
∧
u
 
 
ハ
u
 
n
い
 
 

冊
0
0
侶
）
 
り
“
M
 
ほ
押
㈹
 
 

仇
 
n
u
 
n
u
 
n
い
 
 
（
‖
）
一
u
 
 

軋0  32．4  

札2  39．1   

6．92 11．9  

6．75 14．3   

41．5  67．8  

24．9  47，7  

即
記
 
油
2
9
 
銅
器
 
 

．
サ
 
∵
 
 

弧
6
．
 
 

．
 
 

汎
7
 
 

ヾ
l
】
 
1
 
 
 

多
 
 

．
 

2
2
 1
 

1
1
 
仇
 
 

4
 
 
．
 
■
 

乳
5
．
 
 

肝
皿
3
 
 

1
 
 

．
 
 
 

2
 
 
 

1
 

旧
〓
〃
 
 

7
‖
 
八
代
 
 

Kjdney bodyⅣt  Cd  Zn  Cu  Fe  Ca  ト】g  

wl（g）ratio（％）A B A B A B A B A B A B  

仇150 仇278  0．60 0．09 17．3  Z．50 り．15 1．罪 139  凱2  氾6 13．4 167 24．1  
仏陀6 0．031 仇21 0．03 1，5 0．27 1．73 0．29 15  2．9  8l．9 12．114 2．3  

α拍7 a封9 a3 凸雅 男．6】∂．p 7．脚】．刀 ユ躍 19．8 ニ捌  57．ロ】55 29．】  

n旧7 且略3 n鵬 Ml、6．3 1．5  0．60 D．18 18  3．3 遷0  軋0  7 4・5  

仇188 軋㍊7  0．38 仇08 15．8 3．15 28．7  ユ5g l14  22．6 141 29，1155 31．1  
仇028 0．掴2  0．19 0．05 1．3  0．61 4．4  α52 19  5．8 136  罰．1 15 7．6  

各群10匹の雄性のカエルに蒸留水（コントロール，0．1ml）．酢酸亜鉛（Zn，5mgZn／kg  

体重）と塩化嗣（Cu．1mgCu／kg体重）を毎E15E］間筋注し，最終投与1Er後にと殺した。  

実験中は給飼しなかった。値は5試料の平均±確率偏差で示した。   

Aニ〟g／g湿重量で示した金属濃度 B‥〟g／全組級で示した金属含量  

ない。全生活史を水中で過ごすアフリカツメガエルの場合には，特に皮膚からの侵入が重要な問  

題となると考えられ 今後の検討課題となった。   

アフリかソメガエルの肝臓中には銅が多〈含まれているとともに，各個体によってその濃度が  

著しく異なることがわかったが，その原因については不明である。しかし肝臓中の鋼濃度の高低  

が，メタロチオネインに結合している鋼量，したがってメタロチオネイン量に依存していること  

が示され．重金属の代謝とメタロチオネインが密接に関連していることが両生類においても示唆  

された。   

せきつい動物のメタロチオネインの内では，ほ乳動物のものが最もよく検討されている1）。ほ乳  

動物のメタロチオネインは61個のアミノ酸で構成されており，その内の20個までをシステインが  

占めている。このメタロチオネインにはシステイン以外のアミノ酸組成が異なる2種顆のイソタ  

ンパク質が存在することが知られている。ほ乳動物以外のせきつい動物としては鳥類でニワトリ7）  

やウズラ8）など，魚類でヒラメ9），コイ10），ウナギ11），かソオ12I，サケ13），フナ川などのメタロチオ  

ネインが明らかにされている。しかし両生類のメタロチオネインについては本報告が初めてであ  

り，系統発生学的にみても興味ある結果が得られた。   

魚類のメタロチオネインに関しては分子種が1種類のもの（ヒラメ，サケ）と2種類のもの（コ  
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化 叫                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       ∵  

15．1  

18．】1ユ，1  
A 加  

Retent10n Tl汀肥 （mln）  

図5 蒸留水，亜鉛塩，銅塩及びカドミウム塩を投与したカエルの肝臓上清中の亜  

鉛，鋼カドミウムの分布4）  

表5に示した肝臓上清中のZnとCuの分布をHPLC－AAS法によって求めた。図G．  

HとⅠは塩化カドミウム（0．5mgCd／kg体重，12日間に10回）を20匹の雌性のカエ  

ル（肝臓中のCdの濃度は，57．4±5．8〟g／g湿重量）に投与することによって待た肝  

臓の上滑の分布図を示す。カラムの排除容量は10．6分に相当する。  

イ，ウナギ，かソオ，フナ）が存在し，魚類の内の進化の程度と関係があるかどうか興味のある  

ところである。アフリかソメガエルでは分子種が1種類であったが，他のカエルではどのように  

なっているか。カエルの進化との関連があるかなどについても興味ある問題を提起している15〉。   

5．まとめ   

淡水の水界生態系を構成する動物の内では高等動物に属する両生類に対する重金属の影響を検  

討した。両生類の内では最も実験動物化されているアフリかソメガエルを用い，食物連鎖モデル  

によるカドミウムの蓄積と存在状態並びに必須金属濃度への影響を明らかにした。動物体内では  

カドミウムはほとんどメタロチオネインに結合しているため，ウサギにカドミウムを投与し，肝  

蝋にカドミウムをメタロチオネインとして蓄積させた後，その肝隠をアフIjかリノガエルに与え  

た。カエルの肝臓と腎臓に蓄積されたカドミウム量は極めて低く，大部分が排せつされていた。  

また肝臓と腎臓中の必須金属濃度への影響はみられなかった。  

－155－   



鈴木和夫・山村 充  

Ret即tlon Tln℃（mln）   

図8 亜鉛を投与して得た肝上滑中の亜鉛をカドミウム（A，β，C）と鋼（D，E）  

で，またカドミウムを投与して得た肝上清中のカドミウムを掛（F，G，H）  

で置換したときの亜鉛，鋼及びカドミウムの分布の変化4）  

図5の溶出図Cとp（ZnとCuの濃度はそれぞれ2・88と0・37pg／mりに相当する肝  

上清中に，2mol当量のCd（A，B，C）又はCu（D，E）を窒素気流下に添加し，  

1O分間放置した。図5の溶出図G，HとI（Cd，Zn，Cuの濃度はそrLぞれ10，9，2・99  

と1，37FLg／ml）に相当する肝上浦に，上清中のCdに対して2mol当量のCu（F，  

G．H）を添加した。図5の溶出図CとDは，invitroでCdを添加することにi：り，   

1 図6A，B，Cに変化した。またin viEYOTCuを添加することにJ：り図6DとE  

のように変化した。図5、の溶出図G，HとⅠは図6F，GとHに変化した。カラム  

の排除容量は10．6分のピークに相当する。   

アフリかソメガエルの肝臓中の銅濃度には通常のものでも著しい個体差がみられたが，この鋼  

濃度はメタロチオネインに結合した鋼量に依存した。カドミウム，鋼及び亜鉛を投与すると肝臓  

と腎臓にメタロチオネインが誘導された。アフリかソメガエルのメタロチオネインをほ乳動物の  

メタロチオネインと比較した結果，以下の点が明らかにされた。i）分子量はゲルクロマトグラフ  

ィでは，ほ乳類のメタロチオネインよりわずかに大きいことを示したが，アミノ酸分析の結果で  

は逆にわずかに′トさい可能性を示した。ii）イソタンパク質の分子種はほ乳動物などが2種類存在  

するのとは違って1種類しか存在しな‘かった。iij）アフリかノメガエルのメタロチオネインは酸化  

的変化を受けやすく，また結合している金属の安定性も，ラットのメタロチオネインより低かっ  

た。  

一156－   



両生既に対するi罷金属の影響  

Retent■10n Tlme（ml11）  

図7 カドミウム塩を投与したカエルの肝臓上清中のメタロチオネインの分解に伴  

ったカドミウムの分布の変化4）  

図5の溶出図Gに相当する上清中のCdの溶出図は下記表に示した条件で保有する  

ことにより図のように変化した。  

I）rofile  A B C l）  E F G H  

1、emperature －20 20 ＋20 ＋20 ＋2（）＋20 ＋20 十2【）  

（℃）  

Sea】edgas N2 02 N2 N2 ■02 02 02 02  
Durali（）n  8   8  1  8  1  2   3   8  
（da）・S）  
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図8 セファデックスカラムによるカドミウムを投与したアフリかソメガエルの肝  

上清とラットの亜鉛一チオネインのタロマトグラム8）  

カエルにカドミウムを筋注し，肝臓を4倍量の0．1Mトリス塩酸緩衝液（pH7．4，  

0．25Mグルコース含有）中でホモジナイズ後，170POOgで60分間超遠心した。上清  

5mlをラットのZnチオネイン（Znを50pg含む）と混合し，セファデックスGL  

75カラム（2．6×90cm）に添加した。カラムを10mMトリス塩酸緩衝液（pH8．6）  

で溶出し，5mlずつ分取した。各フラクションのCd，ZnとCuの濃度を原子吸光  

法（日立170－50A）で測定した。254と2引）nmの吸収は分光器（8立220）でモニタ  

ーした。Cd（一），Zn（一－・L），Cu（－），254nm（－rr）．280nm（一－－－）  
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図9 DEAEセファデックスカラムによるア7））かソメガエルとラットのメタロチ  

オネインのタロマトグラム6）  

セファデックスG－75カラムで分艶したカエルのCd，Cu－チオネインとラットのZn  

rチオネインを混合し，DEAEセファデックスA－25カラム（1．6×20cm）に添加し  

た。両チオネインはトリス塩酸緩衝液（pH8．6）の75から300mMまでの直線的濃  

度こう配により溶出させ，3mlずつ分取した。Cd，ZnとCuの濃度は原子吸光法  

で測定した。Cd（－），Zn（－－－），Cu（－－ －），254Tm（－一一）  
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図10 アフリかソメガエルの分子量の推定6）  

カエルのメタロチオネインとその分子内酸化生成物をマーか一タンパク質とともに  
TSKgelG3000SWカラム（7．5×75mmのプレカラム付のカラム，7，5×600mm）  

に添加した。カラムは0．1Mリン酸緩衝液（pH7，0．0．2M NaCl含有）を流速0．7  

ml／分で流した。白丸はカエルのメタロチオネインを示す。分子内酸化生成物は元の  

メタロチオネインと同じ位置に溶出された。  
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図11アフリかソメガエルのメタロチオネインの吸収スペクトルのpH依存性6）  

精製したカエルのメタロチオネイン（pH8．6の10mMトリス塩酸緩衝液2ml中に  

Cdを5・7J増含む）の紫外吸収スペクトルを日立220型分光器で測定した。1N塩酸  

溶液によりpH2．5に調整した。  
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表6 アフリかソメガエルのメタロチオネインのアミノ酸組成と金属含量6）  

Residuesb  
Amino acid composition   

Mblec吊e  

Aspartie acid   

Threonine   

Senine   

GIutamic aeid  

Pr。tin   

Gl〉・Cine   

Alanine   

Valine   

Halトcy5tjne   

Methionine   

Isoteucine   

Leucine   

T）・rOSine   

Phenylalanine   

Lysine   

Hj5tjdjJ】e   
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トIetalcontent（mol％）：Cd93．3，Zn－，Cu6．7   

SH／metalratio：2．7  

a．訂〟gのCdを含むカエルのメタロチオネインを6Nの塩酸0．5ml中で110℃，20時間加   

水分解した。half－CyStineとメタロチオネインは過ギ酸酸化後分析した。値は全残基に対   

する％で示した。  

b．メチオニンを1分子当たり1残基存在すると仮定した。   
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（1983）  

第45号 有機廃棄物，合成有機化合物，重金属等の土壌生態系に及ぼす影響と浄化に関する研究一昭  

和53年－55年度 特別研究報告．（1983）  

第46号 有機廃棄物，合成有機化合物．重金属等の土壌生態系に及ぼす影響と浄化に関する研究一昭  

和54，55年度 特別研究報告 第1分冊．（1983）  

第47号 有機廃棄物．合成有機化合物，重金属等の土壌生態系に及ぼす影撃と浄化に関する研究¶－昭  

和54，55年度 特別研究報告 第2分冊．（1983）  

第48号 水質観測点の適正配置に関するシステム解析．（1983）  

第49号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一昭和57年度 特別研究報告．（1984）  

第50号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅰ）一霞ケ浦の流入負荷量の算定と評価一昭和  

55－57年皮 特別研究報告．（1984）  

第51号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅲ）－竃ケ補の朗内物質循環とそれを支配する凶  

子一昭和55－57年度 特別研究報告．（1鵠4）  

第52号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅲ）一霞ケ補高浜入における隔離水界を利用した  

富栄養化防止手法の研究一昭和55－57年皮 特別研究報告．（欄4）  

第53号 陸水域の富栄養化防止に関する組合研究（Ⅳ）一霞ケ補の魚煩及び甲殻頸現存量の季節変化  

と富栄養化一昭和55～57年皮 特別研究報告．（1984）  

第別号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅴ）－霞ケ浦の富栄養化現象のモデル化一昭和  

55～57年度 特別研究報告．（1984）  

第55号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅵ）一富栄養化防止対策一昭和55－57年皮・特  

別研究報告．（1％4）  

第鶉号 陸水域の富栄養化防止に関する組合研究（Ⅶ）一協の湖における富栄養化とその防止対策一  

昭和55－57年皮 特別研究報告．（1984）  

第57号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅷ）一総括報告一昭和55～57年度 特別研究報  

告．（1∈B4）  

第鵠号 環境試料による汚染の長期的モニタリング手法に関する研究一昭和55－57年皮 特別研究総  

合報告．（1躯4）  
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第盟号 炭化水素一要素酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究一一光化学スモッグチャンパーによる  
オゾン生成機構の研究一大気中における有機化合物の光酸化反応機構の研究一一昭和55－57  

年皮 特別研究報告（弟1分冊）．（1常4）  

賃＝聞号 炭化水煮一筆素酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究中光化学エアロゾル生成機構の研究  

－一昭和55－57年鼓 特別研究報告（第2分冊）．（1弛4）  

第61号 炭化水素一望索酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究一環墳大気中における光化学二次汚  

染物奪生成機購の研究（フィールド研究1）一一昭和55－57年皮 特別研究報告（第3分冊）．  

（1984）  

第62号 有害汚染物質による水界生態系のかく乱と回復過程に関する研究一昭和56－58年度 特別研  

究中聞報告．（】984）  

第63号 海域における富栄養化と赤潮の発生機鰍こ関する基礎的研究一昭和56年皮 特別研究報告．  

（1恥l）  

第別号 複合大気汚染の植物影響に関する研究一昭和54－56年度 特別研究総合報告．（1984）  

第65号 St血iesonefねctsofakpQlllltantmixt11T¢SOnplants－PaTtl．（1984）  

（複合大気汚染の植物に及ぼす影響－一策1分冊）  

第66号 StudiesoncffectsofilIpOuutantmixtuIeSOnplants－Part2．（1984）  

（複合大気汚染の植物に及ぼす影響一策2分冊）  

第67号 環境中の有害物質による人の慢性影軌こ関する基陸的研究一昭細別一郭年度 特別研究総合  

報告．（1984）  

第鴎号 汚泥の土壌還元とその環境に関する研究昭和56～57年度 特別研究総合報告．（1〔B4）  

第69号 中禅寺湖の富栄養化現象に関する基礎的研究．（J粟4）  

顎70号 StudiesonchironomidmidgesinlakesoftheNikkoNationalPark（1984）  

Partl．EcologicalstudiesonchironomidsinlakesoftheNikkoNationalPa【k．  

PaTtIl．Taxonomicalandmophologicalstudiesonthechironomidspeciescollectedfromlakes  

htheNikkoNatio11alpark．  

（日光国立公園の湖沼のユスリカに関する研究  

一策1郡 日光国立公園の湖のユスリカの生態学的研究一一  

一策2部 日光国立公園の湖沼に生息するユスリカ猿の分類学的，形態学的研究一  

第71号リモートセンシソグによる残雪及び雪田植生の分布解析．（19糾）  
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Report oISpeei山Re舞釘eh Projeet the N8tiom山In＄ti血te for Em▼むon爪ent■1Studi亡き  

No・1●Man actiYity and aquatic enviTOnment－withspccialreferencesto L＆keKastLmlgaura←PIOgTeSS  

repoltin197‘．（1977）  

No・2＋Studiesonevaluationandameliorationofairpollutionbyplants－Progress．epoTtin1976．1977．  

（1978）   

【StartingwithReportNo・3，thenewtitleforNIESRepor（SWaSChangedto：1  

Re8e8rCh R叩Ort f10m the Natioれ山h8titute ro【Eれ▼homemt81Studies  

No・3 AcomparativestudyofadultsandimmaturestagesofnineJapanesespeciesofthegenusC鋸ronoTTZuS  

（Diptera，Chironomidae）・（1978）  

No・4■Smogchambcrstudiesonphotochemicalreactionsofhydrocarbon－r，itrogenoxidessystcm－PTOgreSS  

reportin1977．（1978）  

No・5＊Studies on thephotooxidation・PrOductsofthealkylbenzene－nitrogenoxidessystem，and on their  

errect50nCultuledCells－Re紀arChreportin1976－1977．（1978）  

No▲6＋Man activity and aquatic environment－With specialreferencesto Lake KasumigauraProgress  

reportin1977・1978．（1979）  

No・7 AmorphologlCalstudyofadultsandimmaturestagesof20Japane5eSpeCiesorthefamilyChiTOnO・  

midae（Diptera）．．（1979）  

NoL8＊StudiesonthebiologlCaleffectsofsingleandcombinedexposureof＆irpollutants－Researchrcport  

in1977－1978．（1979）  

No・9＋Smogchamber5tudiesonphotochemicalreactionsofhydrocarbon．nitrogenoxidessystemTProgress  

reportin1978，（1979）  

No・10’Studiesonevaluationandameliorationofairpollutionby plants－Progressreportin1976．1978．  

（1979）  

No・11StudiesontheeffectsofairpouutantsonplantsandmecharLismsofphytotoxicity．（1980）  

No▲12 Multielementanalysisstudiesby flameandinductivclycoupledplasmaspectroscopyuti血ingcom・  

puter・｛OntrOlledin5tru汀IeJltation．（1980）  

No・13 StudiesonchironomidmidgesoftheTamaRiYeI．（1980）  

Paltl■Thedistribution ofchironomidspeciesina tributaTyinrelationtothcdeBTeeOfpollution  

Withsewagewater．  

Part2・DescIiptionof20speciesofChiTOnOminaerecoYCredfromatributary．  

NoL14＋Studiesontheeffectsoforganicwastcsonthesoilecosystem－ProgressreportiLl1978－1979．（1980）  

NoL15◆StudiesonthebiologlCaleffectsofsingleandcombinedexposureofairpollutants－RescaLChTePOrt  

in1977－1978．（1980）  

No・1‘●RemotemeasulementOfa汀pOllutionbyamobilelaserradal．（1980）  

No■17＋lnfluerLCeOfbuoyancyonfluidmotionsandtIanSpOrtPrOCeSSeS－MeteorologlCalchTaCterlSticsand  

atmosphericdlffusionphenomenainthecoastalreglOnLProgressrcportin1978．1979．（1980）  

No・18 Preparation，analysisandcertificationofPEPPERDUSHstandardreferencematerial．（1980）  

No・19■comprehensiYe Studiesontheeutrophicationoffresh－WaterareaS－LakecurrentofKasumgaura  

（Nishiula）－1978－1979．（1981）  

No・20＋ComprehensiYeStudiesontheeutrophicationoffrcsh．waterareas－Geom叩hologlCalandhydromc－  

teoroIogic＆1characteristicsofKasumiga11raWaterShedasrelatedtothelakeenvITOnment－1978－1979．  

（1981）  
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No・21●ComprehensiYeStudiesontheeutrophicationoffresh－WaterareaSrVa血tionofpollutantloadby  

influentriYeTStoLakeKasumigaura－1978－1979・（1981）  

No．22＋Comprehensive studies on the cutrophlCation of fresh－Water areaS r StTuCture Ofecosystcm and  

Standimgc【OpShLakeKasumigauTa▼1978－1979．（1981）  

NoL23＊Comprehensive studiesontheeutrophicationoffresh－WaterareaS r Apphcabihtyoft－Ophicstate  

indicesroTlakes－1978－1979．（1981）  

No．24＋ComprchensiYeStudiesontheeutrophicationoffresh－WaterareaSrQuantitatiYeanalysisofeutrophi－  

CatjoneffecI50れm且加utjl比丘tjor】Ofねkewalerre50urceぎー】タフ8－1979．（19き1）  

No・25◆ComprehensiYeStudiesontheeutrophicationoffresh－WateTareaS－Growthcha∫aCteristicsofBlue－  

GIeenAlgae，叫岬Ⅵ耶而←1978－1979．（1981）  

No．26＋CompTehensive studies on theeutrophication offresh・Water areaS－DeterminationofargalgTOWth  

pQtentialbyalgalassayprocedure1978－1979・（1981）  

No．27＊Comprehcnsivestudiesontheeutrophicationoffresh－WaterareaS－Summaryofresearches－1978－  

1979．（1981）、  

No．28＊StudiesonefR：CtSOfairpollutantmixturesonplantsrProgrcssrepotin1979・1980．（1981）  

No．29 StudiesonchiIOnOmidmidgesortheTamaRiY¢J．（1981）  

Part3．Speciesofthesubfami1yOrthocladiinaerecordedatthesummersurveyandtheirdistribution  

血∫ela再0れtO抽epol】utj（）れWjth5eW8geWater5・  

palt4．Chi∫OnOmidaeIeCOrdedatawinteJSuⅣey．  

No，30＊EutIOphlCation and Ted tidesin the coastalmaLirlCenvironment－PTOgreSSrepOrtirL1979・1980．  

（1982）  

No．31■Studiesonthebiologicaleffccts10fsingleandcombinedexposureofaiTpOllutants－Researchreport  

h19も0．（1981）  

No．32＋Smogchamberstudiesonphotocllemicalreaction50fhydrocarbon－nitrogenoxidessystem－Progress  

repoTtin1979－Researchonthephotochemicalsecondarypollutantsformationmechanisminthe  

enYuOnmentalatmospllere（Paltl）．（1982）  

No・33＋MeteorologlCalcharacteristicsandatmosphericdiffusionphenomenainthecoastalreglOnrSimulat・  

ionoratmo5pIle∫jcmotioれ5且爪ddi仇l血叩rOCeざ5eざ－Prqgre5g－epOrtim1980．（1982）  

No・34■ThedeYClopmerLtandevaluationofremotemeasurementmethodsforenvuonmentalpollution－Re．  

SeaIChIepO∫tin1980．（1982）  

No．35◆CompTehensiYeeYaluationofenvilOnmentalimpactsofroadandtraffic．（1982）  

No．36＊Studies on the method forlong tcTmenYironmcntalmonitorlng r Progressreportin1980－198l，  

（1982）  

No・37＋StudyonsupportirLgteChologyforsystemsanalysisofenYLrOnmCntalpollcy－TheeYaluationlabo－  

ratoTyOfManl）nYironmentSystems．（1982）  

No．38 PICpaEation，analysisandcertificationofPONDSEDIMENTcertifiedrcfere－1Cematerial．（1982）  

No・39＋The developnent and evaluation ofremotemeasuremeTttmethodsforenYI＝Onmentalpollution r  

Re光arCllrepOrti爪1タgl．（1983）  

No・40＊StudiesonthcbiologicaleffectsofsingleandcombiJledcxposureof血po11utants－ResearcllrepOrt  

h1981．（1983）  

No．4l＊Stati5ticalstudicson methodsofneasurementandeYaluatio】10fchemlCalconditionofsoil．（1983）  

No．42－Experimenta15tudiesonthephysicalpropertiesofmudandthecharactcristicsofmudtLanSpOrtation．  

（1983）  

No．43 Studiesonchi∫OnOmidmidgesorth¢TamaRiYモー．（1983）  
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Part5．AnobscⅣationonthcdistributionofChironominaealongthemalnStreaminJune，withdes－  

Criptionor15newspecies・  

Part6，DcscriptlOnOfspeciesofthesllbfami1yOrthocladiirLaereCOVeredfromthemainstre且minthe  

JunesuTVey■  

Part7．AdditionalspeciescollectedinwinterfromthemainstTeam・  

No．44＋SmogchamberstudiesonphotqchemicalreactionsofhydIOCarbon－nitrogenoxidessystemrProgTeSS  

reportin1979－ResearchonthephotochemicalsecondaTypOllutantsformationmechanisminthe  

enYlrOnmentalatomospher¢（part2）・（1983）  

No．45◆StudicsonthecffectoforganicwastesonthesoilecosystemOutunesofspecialTeSearChprojcctL  

1978－1980，（1983）  

No．46＋StudiesontheeffectoforganicwastesonthesoilecosystcmResearchreportin1979－1980，Partl・  

（1983）  

No．47＋Studiesontheeffcctoforganicwastesonthesoilecosystem－Researchrcportin1979－1980，PaTt2・  

（1983）  

No．48＋StudyonoptimalallocationofwaterqualltymOnitoringpoints・（1983）  

No．49＋¶le development and evaluation of remote measurement method for enYironmcntalpo11ution  

ResearcllrepOrtin1982．（1984）  

No，50■ComprehcnsivestudiesontheeutrophicationcontroloffreshwatersEstimationofinputloadingln  

hkeKasumigauJa．1980－1982．（1984）  

No，51■Comprehensivestudiesontheeutrophicationcontroloffreshwaters－Thefunctionoftheecosystem  

andtheimportanceofsedimentirlnationalcycleinLakeKasumigaura．－198O．1982．（1984）  

No．52＋ComprehensiYe Studies on the eutrophication controloffreshwaters－EncIosure experimerLtS for  

restorationofhigh1yeutTOphicshallowLakeKasumigaura．←1980r1982．（1984）  

No，53★Comprehensive studies on軸e eulTOphlcation co－1tTOloff†eShwatelS一決asoT－alcllangeSOithet〉io－  

massoffishandcruStaCiain LakeKasumlgauraanditsrelationtotheeutrophication・1980－1982，  

（1984）  

No．54＋ComprehensiYeStudiesontheeulrOphicationcontroloff【eShwatersModelingthecutrophicationof  

LakeKasumigaura．一1980－1982．（1984）  

No．55◆Comprehensive studies on the eutrophication controloffreshwaters pMeasuresforeutrophlCation  

cont101．一1980－1982．（1984）  

No．5‘♯CompT¢hensivestudiesontheeut【Qphicati（）れCOmtr（】lQrrreShwaters－Eu【rophicadonjnbkeYuJ10ko．  

一1980－1982．（1984）  

No．57＋ComprehensiYe Studies on the eutrophication controloffreshwate【S－SummaTy Ofresearches．－  

1980－1982．（1984）  

No．58■StudiesonthemethodforlongteTmenvironmentalmonitorlngrOutllneSOfspecialresearchproJeCt  

in1980－19β2．（19糾）  

No．59＋Studies on photochemicalreactiorLSOfhydrocarbon．nitrogerL－Sulfcroxides system－Photochemical  

OZOne formatiorL Studied by the evacuable smog chamber L Atomospheric photooxidation mecha－  

nismsofselectedorganiccompounds－Researchreportin198q－1982，Partl・（1984）  

No・60＋Studies on photochemicalreactions of hydIOCarbon－nitrogen－Sulfer oxides systern －Formation  

mecha山gm30rphot00h¢m如】aerozoトRe5earCム∫epO∫一飯ユ980・1982，Pa－暮2▲（19錮）  

No・61＋Studiesonphotochemicalreactionsofhydrocarbon．nitrogen－Sulferoxidessystem－Researchonthe  

photochemicalsecondary pollutants formation mechanismirL the environmentalatmosphcre．  

Researchreportin1980－1982，Partl．（1984）  
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No．62●Er知tsoftoxics血bstancesoれaquaticecosystems－ProgressfepOrtin1980・1983・（1984）  

No．63．ElltrOphicationandredtldcsintlleCOaStalmarineenYironment－Progressrcportin1981．（1984）  

No．‘中StudiesoT川f鮎ctsor血pollutantmiズtureSOnplants－Finalr¢pOrtin1979－1981・（1984）  

NQ，6S S仙diesonモー知tsof由TpO伽t狐tmixmleSOnplants－P紺tl．（1984）  

No．66 Studiesoneffectsofairpollutantmixturesonplants－Part2・（1984）  

No．67■Studies onunfaYOurabke鵬ctsoれhumanbody代g耶di一喝t（〉SeVモーaltoxicmateIュalsiれIlleeれYi∫On－  

ment，uSin＄ePidemiologlCalandaJlalyticaltechniquesLProjectresearchreportin1979－1981・（1984）  

No．68＋StudicsontheenYLrOnmentaleffectsoftheappllCationofsewagesL11dgetosQil．ReseaTChICpOrtin  

198ト1983．（1984）  

No．69■FundamentalstudiesontheeutrophicationofLhkeChuzerLji－Basicresearchreport・（1984）  

No．70 Studies on chlrOnOmidmidgesinlakes ofthe Nikko NationalPark－PaEtl．EcologlCalstudieson  

ChironomidsinhkesoftheNikkoNationalPark．LPaTtⅢ．TaxonomicalandmorphologlCalstudieson  

thechironomidspccleSCOllectedfromlakesiJltheNikkoNationalPaTk．（1984）  

No．71ヰAnalysisondlStributionsor∫emna山5J10WpaCkandさnOWPatCIIyegeta壬joIlby∫emOIeserlgjng・（1卵4）  
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