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短　　報

淡水産ワムシ類は，淡水魚類の初期餌料として有効で
ある（Sato 1950，鈴木1971）が，なかでも日本全国の
湖沼に分布するツボワムシBrachionus calyciflorusは，ワ
ムシ耐久卵が堆積している池に肥料を投入する施肥法

（千葉ら1970）によって培養され，古くから餌料に利用
されてきた。しかしながら，施肥法は培養密度が不安定
で（中本ら2007），さらに，動物プランクトン相をコン
トロールすることが困難であり（新関ら2014），生産者
の意図したとおりに培養できないことが多い。このよう
な課題を解決するためには，ツボワムシを集約的に安定
培養する手法と，元種としての耐久卵を採取・保管する
技術の開発が必要である。

管理下でのツボワムシの培養に関して，田中（1983）
は20L水槽を用い，油脂酵母と自ら培養したクロレラ給
餌による培養試験を実施し，9日間の培養で最高密度
569個体/mLまで増殖したことを報告した。さらに近年，
太田ら（2014）によって100〜4,000L規模水槽でのツボ
ワムシ連続培養手法が報告され，従来の施肥法の問題点
を解決するのに有効な手法の示唆となったが，用いたツ
ボワムシ株は，個体群増殖率を低下させる両性生殖が起
こりにくい株で大量培養に適していた。しかし，そのこ
とは，耐久卵が形成されないため周年にわたる継代培養
が必要なことも意味している。また，餌料にクラミドモ
ナスChlamydomonas sp.を用いるため，その培養に労力
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を要する。
ツボワムシ培養に使用する容器に関して，田中（1983）

は20L水槽で実験した結果から，小型容器の方が管理し
やすく，好適環境を維持しやすいと考察している。そこ
で本研究では，小型容器による，市販の濃縮淡水クロレ
ラを用いた，耐久卵作成手法の検討を行った。今回，野
外から採取したツボワムシから耐久卵を得て，それから
ふ化したツボワムシを元種に培養試験を行った結果，ワ
ムシ密度が100個体/mL以上で32日間にわたる培養が
可能になった。これらの手法および培養結果について報
告する。

材料および方法

福島県内水面水産試験場内のコンクリート屋外池
（285m3）の水をポリバケツで10L採水し，プランクトン
ネットで濾過し，動物プランクトンを採取した。採取し
た動物プランクトンは倒立顕微鏡（CKX31，OLYMPUS）
で検鏡しながら，ピペットで原生動物を出来る限り除去

し，ツボワムシのみを約3,000個体分離した。分離後の
ツボワムシは以下の培養手法（図1）により培養した。

培養は，地下水を入れた計量カップ（5L容，ポリプ
ロピレン製）を，25°Cに調温した恒温器（MIR−152，
SANYO）内に置いて行った。恒温器内にはLED電球（白
色，7.2W，100V）を設置し，照明は12L：12Dで調整
した。通気はエアポンプ（APN−057R，REI−SEA）で行

写真1．	 ツボワムシ雌個体および雄個体の形状
	 A：未携卵雌（後向棘が伸長した変異型），B：雌卵携卵雌，C：雄卵携卵雌，D：耐久卵携卵雌，E：雄
	 実線のスケールは0.1mmを示す

図1．	 ツボワムシ培養手法
	 エアポンプ以外の器具は全て恒温器内に設置
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い，通気量は15mL/分とした。餌料には，市販の濃縮淡
水クロレラ（生クロレラV12，クロレラ工業，以下，ク
ロレラ）を用い，水道水で100倍に希釈したものを3L三
角フラスコに入れ，定量ポンプ（SJ−1211H，ATTO）で0.2L/
日量を連続給餌した。なお，クロレラの沈殿防止のため
に，スターラー（MH−61，Yamato）で常時攪拌した。培
養による沈殿物を除去して培養環境を維持するために，
ツボワムシ個体を含む培養水を定期的に新しい容器に移
し替えた（以下，植替え）。耐久卵の採取は，屋外池の
水から分離したツボワムシを5日間培養したところ，耐
久卵が認められたため，培養容器底面の沈殿物をプラン
クトンネット（目合い：58μm）で濾過して行った。耐
久卵はビーカーに収容し，水を加えた状態で冷蔵庫内

（4°C）に16ヶ月間保存した。培養試験は，耐久卵106個
を0.4Lの地下水を入れてふ化したものを用いて行った。

シオミズツボワムシBrachionus plicatilisでは，両性生
殖の誘導要因は飼育に伴って水中に蓄積する何らかの物
質であることが，換水率を高くすると両性生殖率が低下
した実験結果から推察されている（Hino and Hirano 
1977）。植替えによる環境維持と両性生殖誘導の両立が
可能かを検討するため，植替え間隔が7日間と4日間で
試験を行った。各試験とも耐久卵からふ化させたワムシ
を用い，試験1では，ワムシ密度が10個体/mL以上の
培養水0.5Lずつを培養容器に入れて11日間培養した（試
験区：植替えなし区，植替えあり1区，植替えあり2区）。
試験2では，ワムシ密度が100個体/mL以上の培養水0.5L

ずつを培養容器に入れて32日間培養した（試験区：植
替えなし区，植替えあり区）。試験2では，溶存酸素濃度

（DO）および pH を水質測定器（550A，YSI/Nanotech，
HM−60V，TOA）を用いて測定した。

培養期間中は，毎日9：00〜11：00の間に培養水をピ
ペットで1mL採水し，培養水中の雌個体（未携卵，雌
卵携卵，雄卵携卵，耐久卵携卵）および雄個体を計数し
た（写真1）。採水および計数は2回行い，個体密度を平
均値で算出した。その際，計数値の総計に20％以上の
差があった場合，採水からやり直した。なお，本稿で述
べる個体密度は雌個体合計とする。雌個体については，
次式により比増殖率を求めた。

比増殖率(r)＝ ln(Nt/N0)/t＋D，
ここで，tは培養日数，N0 は開始時の個体密度，Ntは

t日目の個体密度，Dは培養水の希釈率を示す。さらに，
比増殖率を求めた上で，次式により日間増殖率を求めた。

日間増殖率(％)＝(er −1)×100

雌卵携卵雌個体率は，雌卵携卵雌個体密度を個体密度
で除して求めた。

結　　果

耐久卵からふ化させたツボワムシを14日間培養した
結果の概要を図2に示す。ふ化ワムシは開始1日目には

13個体（個体密度0.03個体/mL）が確認され，その後は
個体密度を増やし12日目には最大657個体/mLに達し
たが，以後減少した（図2A）。なお，耐久卵からのふ化
は1日目で終了し，ふ化率は12.3％であった。雌卵携卵
雌個体は開始1日目から認められ，雌卵携卵雌個体率は
4日目には最大31％に達したが，その後徐々に減少し，
平均では17％であった（図2G）。両性生殖に関連する雄
卵携卵雌個体（図2C）および雄個体（図2E）は6日目
から，耐久卵携卵雌個体（図2D）は8日目からそれぞれ
確認され，共に一時的に増加したものの，13日目から
は認められなくなった。平均日間増殖率は，192％であっ
た（図2F）。

植替え間隔が7日間と4日間での培養結果の概要を図3

に示す。試験1においては，個体密度は植替えなし区が
4日目に最大524個体/mLとなり，その後減少した。7

図2．	 耐久卵からふ化したツボワムシ密度，日間増殖率，雌卵
携卵雌個体率の推移

	 A：個体密度（雌個体の合計），B：雌卵携卵雌，C：雄
卵携卵雌，D：耐久卵携卵雌，E：雄，F：日間増殖率，G：
雌卵携卵雌個体率

	 日間増殖率(％)=(er−1)×100
	 r：比増殖率
	 雌卵携卵雌個体率(％)=雌卵携卵雌個体密度/個体密度

×100
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日目に植替えした植替えあり1区および2区では植替え
直後に密度は低下したが，その後は増殖し，11日目に
は共に700個体/mL以上となった（図3A）。

図3．	 培養試験におけるツボワムシ密度，日間増殖率，雌卵携卵雌個体率の推移
	 試験1，A：個体密度（雌個体の合計），B：雌卵携卵雌，C：雄卵携卵雌，D：耐久卵携卵雌，E：雄，●；植替えなし区，□：

植替えあり1区，▲：植替えあり2区
	 試験2，F：個体密度（雌個体の合計），G：雌卵携卵雌，H：雄卵携卵雌，I：耐久卵携卵雌，J：雄，K：日間増殖率，L：雌

卵携卵雌個体率，●：植替えあり区，○：植替えなし区
	 図中の矢印は試験1の植替えあり1区，植替えあり2区および試験2の植替えあり区における植替え日を示す
	 試験2の植替えなし区では25日目に容器が満水になったため，1L分の培養水を廃棄
	 日間増殖率(％)＝(er−1)×100
	 r：比増殖率
	 雌卵携卵雌個体率(％)＝雌卵携卵雌個体密度/個体密度×100

試験2において，DOおよびpHは，それぞれ植替えな
し区が1.01〜3.20mg/L，7.62〜7.98，植替えあり区が
2.03〜4.79mg/L，7.49〜7.99の範囲であった。試験2に
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おける平均個体密度（最小〜最大）は植替えなし区の
260個体/mL（98〜422）に対して，植替えあり区では
462個体/mL（131〜857）と有意に高かった（p＜0.0001，
Mann−Whitney U test，図3F）。平均日間増殖率は，植替
えあり区が18.9％，植替えなし区が11.8％であった

（ 図3K）。 雄 卵 携 卵 雌 個 体（ 図3H） お よ び 雄 個 体
（図3J）は，植替えあり区では培養14日後以降に頻繁に
出現したが，植替えなし区における出現は少なかった。
耐久卵携卵雌個体は，両試験区ともに培養開始直後に多
く出現し，植替えあり区では培養後半にかけても出現し
た（図3 I）。なお，全ての培養において，ワムシ計数時
に少数の原生動物が観察される場合があったが，原生動
物によりワムシの増殖や活性が阻害される状態は認めら
れなかった。

考　　察

Pourriot and Snell（1983）は，若い個体ほど減数分裂
を伴う両性生殖雌個体を産みやすいと報告している。培
養試験において，耐久卵の形成頻度が新規に培養を開始
した直後に高かったことは，培養直後の個体群組成に若
齢個体が多く含まれていた可能性がある。シオミズツボ
ワムシの場合，水温25°C以下で形成された耐久卵から
ふ化した系群は，両性生殖頻度が高まることが報告され
ている（Hino and Hirano 1985，日野1997）。今回実施し
た複数の培養試験では，いずれにおいても耐久卵形成が
確認された。シオミズツボワムシの条件がツボワムシに
直接当てはまるとは限らないが，本手法は培養装置を
25°Cに調整しており，両性生殖誘導に適した環境であっ
た可能性がある。

耐久卵の形成条件として，シオミズツボワムシの場合
では，耐久卵保存時の水温と光により，ふ化したクロー
ンの両性生殖頻度が異なること（Hagiwara and Hino 
1989），耐久卵からふ化した個体は，飢餓状態を経験す
ると，以降の世代の両性生殖頻度が高まること（Hagiwara 
et al. 2005）が報告されている。これらのことから，耐
久卵の形成には，培養時と耐久卵保存時における，水温
や照明（強度，波長，時間）等の環境条件および餌料条
件が大きく関与していると考えられる。また，試験1お
よび2の結果では，植替えを4日間隔で実施した方が7

日目に1度植替えを実施するより両性生殖頻度が高く
なっている。植替えすることで，培養環境が良好な状態
で維持され，かつ両性生殖誘導要因を阻害することなく
ツボワムシ活性が維持された可能性がある。今後，より
集約的に耐久卵を収穫するため，前述した環境条件，餌
料条件，植替えの頻度を踏まえて，詳細な検討を加える
必要がある。

本試験から，ツボワムシは耐久卵による保存が可能で
あり，本手法を用いることで1ヶ月以上にわたりツボワ
ムシを培養できることが明らかとなった。高密度で長期
間の培養を維持するためには，植替えを実施することが
効果的であると考えられた。今後は，本手法を基に，ツ
ボワムシの培養および利用に関して多方面の展開が期待
される。
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