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Abstract: A survey of cladocerans live in the impounding reservoirs of the Yahaba Campus of Iwate 
Medical University was conducted on the morning of August 3 and night of August 30, 2021. The specimens 
collected in this study were identified as four cladoceran species, Chydorus sphaericus complex sp. A3, 
Diaphanosoma cf. macrophthalma, Ilyocryptus cf. cuneatus, and Scapholeberis smirnovi, by DNA barcoding 
using mtCOI sequences. Diaphanosoma cf. macrophthalma, I. cf. cuneatus, and S. smirnovi are the first 
records from Iwate Prefecture. The presence of the A3 lineage of the C. sphaericus species complex, which 
was previously reported in Yamagata and Toyama Prefectures, Japan by Belyaeva & Taylor (2009), was 
confirmed also in Iwate Prefecture in the present study. All the sequences newly generated in this study were 
deposited in the DDBJ/ENA/GenBank nucleotide sequence database under accession numbers 
LC667438–LC667445. Voucher specimens were deposited in the Iwate Prefectural Museum under 
the registration numbers 276672 (Chydorus sphaericus complex sp. A3), 276673 (Diaphanosoma cf. 
macrophthalma), 276674 (Ilyocryptus cf. cuneatus), and 276675 (Scapholeberis smirnovi)

Key words: Chydorus sphaericus, Diaphanosoma macrophthalma, Ilyocryptus cuneatus, Scapholeberis
smirnovi, zooplankton.

1. はじめに1. はじめに

　岩手医科大学矢巾キャンパスは，2007 年 3 月に

岩手県紫波郡矢巾町の水田地帯に開設された．それ

に先立つ 2006 年 12 月には，キャンパス敷地内に大

雨時の浸水を防ぐ目的で雨水を集積・貯留するため

の貯水池が作られた．貯水池には，完成から 15 年

を経て様々な生物がみられるようになり，これまで，

稲わらトラップを用いたゾウリムシ Paramecium 
caudatum Ehrenberg, 1834 とアメーバ Amoeba proteus 
（Pallas，1766）の調査や（八島他，2007），カイア

シ類の調査（阿部他，2021）が行われている．この

カイアシ類の調査の際にはミジンコ類も採集されて

いたが，種同定には至らず未報告であった．

　近年の DNA 解析技術の発展により，淡水動物プ

ランクトンの DNA 情報の蓄積は急速に加速してお

り，DNA の塩基配列の比較による種同定（DNA バー

コーディング）のための土台が整備されつつある

（e.g., Makino et al., 2013, 2017）．これと同時に，こ

れまで汎世界種と考えられてきたものの中に複数の

隠蔽種が含まれていることが示される事例が増加し

ており，ミジンコ類においてもいくつかの隠蔽種群

の存在が報告されている（Colbourne et al., 1998；
Belyaeva & Taylor, 2009；Petrusek et al., 2012）．本研

究では，DNA バーコーディングの手法を用いて岩

手医科大学矢巾キャンパスの貯水池で採集されたミ

ジンコ類の分類について検討を行った．

2. 材料と方法2. 材料と方法

　ミジンコ類の採集は 2021 年 8 月 3 日（10:00 ～

11:00）と 8 月 30 日（19:30 ～ 21:00）に岩手医科大

学矢巾キャンパスの第 1 ～第 3 貯水池で行った（阿

部他，2021 参照）．採集には目合い 100μm の柄付小

型プランクトンネット（ケニス HP）を用い，表層

を数回ずつ水平に曳網することで動物プランクトン

を採集した．また，池底を攪拌して巻き上げた底泥

を柄付小型プランクトンネットで採取することで，

底生性のグループの採集を行った．採集されたミジ

ンコ類は 70 % のエタノールで固定し，水野・高橋

（2000），田中（2002），田中・牧田（2017）を参照

しながら実体（Wraymer LW-820T）および生物顕

微鏡（Olympus BX51）を用いた形態観察により属

レベルでの同定を行った．実体顕微鏡には Sony α
6000，生物顕微鏡には Olympus，DP71 のカメ

ラを取り付けて観察した個体の写真を撮影した．

なお，本稿中の生物の種名については，学名との対

応の混乱を避けるために和名は使用せず，すべて学

名で表記することとした．本研究で得られた標本の

一部は，資料登録番号 276672（Chydorus sphaericus 
complex sp. A3），276673（Diaphanosoma cf. macrop-
hthalma），276674（Ilyocryptus cf. cuneatus）および

276675（Scapholeberis smirnovi）で 70% エタノール

液浸標本として岩手県立博物館に収蔵した．

　DNA 解析では，マルミジンコ属（Chydorus）1 個
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Fig. 1. Stereomicrographs (A, C–F) and light micrograph (B) of the cradocerans collected in the present study. 
A, B:Chydorus sphaericus complex sp. A3 (lateral view). C: Diaphanosoma cf. macrophthalma (ventral). 
D: Ilyocryptus cf. cuneatus (ventral). E, F: Scapholeberis smirnovi (E: ventral, F: lateral).
Scale bars = 300 μm.
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体と，オナガミジンコ属（Diaphanosoma），フトオ

ケブカミジンコ属（Ilyocryptus），アオムキミジンコ

属（Scapholeberis）のそれぞれ 3 個体をサンプルと

して供した．DNA の抽出は Richlen & Barber（2005）
の手法に従い，エタノール固定サンプル 1 個体全体

を 50 μl の TE バッファー（pH 8.0）および 10% の

Chelex 100（Bio‐Rad 社）とともに容量 0.2ml の
PCR チューブ内に入れ，  95°C で 20 分間インキュ

ベートを行った．抽出した DNA を鋳型として，

PCR 法によりミトコンドリア COI 遺伝子部分配列

の増幅を行った．PCR は 1 サンプルあたり 1 μl の
鋳型，10 μl の滅菌蒸留水（DDW），8.8 μl の KOD 
One PCR Master Mix -Blue-（東洋紡），各 0.1 μl の
フォワードプライマーとリバースプライマー（濃度

50 μM）を含む 20 μl の反応液で行い，PCR プライ

マ ー に は Prosser et al.（2013） の ZplankF1_t1 と
ZplankR1_t1 を使用した．PCR のサイクル条件は，

98°C 10 秒，45°C 5 秒，68°C 1 秒の 3 ステップを 5
サイクルの後，98°C 10 秒，51°C 5 秒，68°C 1 秒の 3
ステップを 35 サイクルとした．PCR 産物は，1.5％
アガロースゲルを用いた電気泳動で目的断片長の

DNA の増幅の有無の確認を行った後，Enz-Sap
（Edge BioSystems 社）で精製を行った．シーケン

スプライマーには Messing（1983）の M13F と M13R
を使用し，シーケンス解析は Eurofins Genomics
社（東京）によって行われた．フォワードおよびリ

バ ー ス の 相 補 的 配 列 は GeneStudio ver. 2.2.0.0. 
（GeneStudio 社）を用いてアセンブルを行った．

本研究で得られた COI 遺伝子部分配列は，アクセッ

ション番号 LC667438 ～ LC667445 で DDBJ/ENA/
GenBank の国際塩基配列データベースに登録を行い

（Table 1），NCBI（National Center for Biotechnology 
Information, USA）Web サイト（https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/）の BLAST（Basic Local Alignment 
Search Tool）を用いた相同性検索により国際塩基配

列データベースに登録されている塩基配列との比較

を行った．

　マルミジンコ属とオナガミジンコ属については，

BLAST 検索により多くの一致率の高い配列がヒッ

トしたため，分子系統解析により分類の検討を行っ

た．マルミジンコ属とオナガミジンコ属の mtCOI
登録配列を DDBJ/ENA/GenBank から取得し（マル

ミジンコ属：317 配列，オナガミジンコ属：399 配
列），本研究で得られたマルミジンコ属とオナガミ

ジンコ属の配列とともに MAFFT オンラインサービ

ス ver. 7 により FFT-NS-i アルゴリズムを用いてア

ライメントを行った（Katoh et al., 2017）．アウトグ

ループには，マルミジンコ属の解析では Wang et 
al.（2021）に従い Paralona pigra（Sars, 1862）の

配列（Accession number：EU719117）を，オナガ

ミジンコ属の解析では Lakatos et  al .（2015）
に従い Holopedium gibberum Zaddach, 1885 の配

列  （LC434036） を使用した．アライメントの

配列長はいずれも 658bp であり， マルミジン

コ属のアライメントでは distinct patterns = 385，
parsimony-informative sites = 260，singleton sites = 22，
constant sites = 376 であり，オナガミジンコ属

ではそれぞれ 396，286，22，350 であった．最尤

（ML）法を用いた分子系統解析は，PhyloSuite v.1.2.2
（Zhang et al., 2020）に実装されている IQ-TREE
（Nguyen et al., 2015）を用いて行い，塩基置換

モ デ ルはベイズ情報量規準（ BIC） をもとに

ModelFinder（Kalyaanamoorthy et al., 2017）で最適

と推定された TVM+F+I+G4 モデルを使用した．

ML 系統樹の頑健性は，5000 反復の SH-aLRT 検
定（Shimodaira-Hasegawa-like approximate likelihood 
ratio test）（Guindon et al., 2010），aBayes 検定（appr-
oximateBayestest）（Anisimova et al., 2011），および

5000 反復の Ultrafast Bootstrap（Minh et al., 2013）
によって評価した．

3. 結果3. 結果

　形態観察の結果，マルミジンコ属，オナガミジン

コ属，フトオケブカミジンコ属，アオムキミジンコ

属の 4 属が同定された（Fig. 1）．マルミジンコ属は

サンプル中に混入したアオミドロ類に付着していた

個体が採集され，オナガミジンコ属とアオムキミジ

ンコ属はプランクトンサンプルから，フトオケブカ

ミジンコ属は巻き上げた底泥から得られた．

　DNA 解析の結果，マルミジンコ属 1 個体，オナ

ガミジンコ属 2 個体，フトオケブカミジンコ属 2 個
体，アオムキミジンコ属 3 個体から mtCOI 遺伝子

の部分配列（658 bp）が得られた．オナガミジンコ属，

フトオケブカミジンコ属，アオムキミジンコ属にお

ける個体間の配列の一致率はそれぞれ 99.85％，

99.09 ％，98.48 ～ 100 ％であった．

　BLAST 検索の結果（代表配列の結果を Table 1 に
示す），本研究で得られたマルミジンコ属の mtCOI
配列は，Belyaeva & Taylor（2009）の Chydorus sp.
（99.35 ～ 99.78 ％），Jiang et al.（2017）の Chydorus 
sphaericus（Müller, 1776）（99.36％），Kotov et al. 
（2016）および Jeffery et al.（2011）の Chydorus 
sphaericus complex sp. A3（99.20 ～ 99.35％）の

配列と一致率が高かった．  オナガミジンコ

属では，Lakatos et al.（2015）により報告された

Diaphanosoma cf. macrophthalma Korovchinsky & 
Mirabdullaev, 1995 の配列と最も一致率が高く（99.54
～ 99.70％），次いで Prosser et al.（2013）による

Diaphanosoma sp. （99.24 ～ 99.54 ％），Liu et al.  （2018） 
による Diaphanosoma cf. orghidani Negrea, 1982
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（99.02 ％）と一致率が高かった．フトオケブカミジ

ンコ属では，Makino et al.（2017）による Ilyocryptus 
cf. cuneatus Štifter, 1988（DDBJ/ENA/GenBank に は

Ilyocryptus sp. として登録されている）の配列（98.48
～ 100 ％），次いで iBOL（International Barcode of 
Life）により登録されている Diplostraca sp.（ミジン

コ下綱）の配列（93.16 ％）と一致率が高く，そ

れ以降の一致率は 80 ％台に低下した．アオムキ

ミ ジンコ属では，Garibian et al.（2020）による

Scapholeberis smirnovi Garibian, Neretina, Taylor & 
Kotov, 2020（Scapholeberis sp. 1 として登録されてい

る）の配列（97.26 ～ 97.75 ％），次いで Yang et al. 

Fig. 2. Maximum likelihood tree inferred from mtCOI gene sequences of Chydorus species obtained in the present 
and from DDBJ/EMBL/GenBank database. The gene sequences obtained in the present study are highlighted in 
boldface. The lineages of Chydorus sphaericus species complex recognized previously (Belyaeva & Taylor 2009， 
Kotov et al. 2016, Wang et al. 2021) are shown in the panel at the left of species names. Several branches are 
collapsed and displayed as triangles. SH-aLRT/ approximate Bayes support/ultrafast bootstrap support values of 
≥ 80%/ ≥ 0.95/ ≥ 95%, respectively are given beside the respective nodes. Nodes with gray circles and collapsed 
nodes with gray triangles indicate triple high support values of SH-aLRT ≥ 80, approximate Bayes support ≥ 0.95, 
and ultrafast bootstrap support ≥ 95. The scale bar represents the number of substitutions per site. Sequences of 
Paralona pigra (EU719117) was used for outgroup rooting. Accession numbers for each sequence are given in 
brackets (those in the collapsed nodes are omitted as they were huge lists).
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（2017）による Scapholeberis mucronata（Müller, 1776）
（96.81 ～ 97.44 ％）の配列と一致率が高く，それ

以降の一致率は 80 ％台に低下した．

　分子系統解析では，本研究で得られたマルミジン

コ属の配列は，C. sphaericus，C. sphaericus  complex 
sp. A3，および Chydorus sp. として登録されている

配列とともにクレードを形成した（Fig. 2）．本研究

で得られたオナガミジンコ属の配列は，Jiang et  al.
（2017）により D. macrophthalma，Lakatos et al. （2015）
により D. cf. macrophthalma（Fig. 3, open squares），
Liu et al.（2018）により D. cf. orghidani（Fig. 3, open 
triangles）， お よ び Prosser et al.（2013） に よ り

Diaphanosoma sp. として登録されている配列ととも

にクレードを形成した（Fig. 3）．また，Yang et al. 

Fig. 3. Maximum likelihood tree inferred from mtCOI gene sequences of Diaphanosoma species obtained in the 
present and from DDBJ/EMBL/GenBank database. The gene sequences obtained in the present study are 
highlighted in boldface. The phylogenetic position of sequences registered in DDBJ/EMBL/GenBank database as 
Diaphanosoma macrophthalma and Diaphanosoma cf. macrophthalma are indicated by open squares, and that of 
sequences registered as Diaphanosoma orghidani and Diaphanosoma cf. orghidani by solid and open triangles, 
respectively. Several branches are collapsed and displayed as triangles. SH-aLRT/ approximate Bayes support/ 
ultrafast bootstrap support values of ≥ 80%/ ≥ 0.95/ ≥ 95%, respectively are given beside the respective nodes. 
Nodes with gray circles and collapsed nodes with gray triangles indicate triple high support values of SH-aLRT ≥ 80, 
approximate Bayes support ≥ 0.95, and ultrafast bootstrap support ≥ 95. The scale bar represents the number of 
substitutions per site. Sequences of Holopedium gibberum (LC434036) was used for outgroup rooting. 
Accession numbers for each sequence are given in brackets (that of Diaphanosoma dubium/Diaphanosoma cf. 
dubium are omitted as it was a huge list).
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（2017）や Liu et al（2018，2021），Alexiou et al.（2021）
により D. orghidani や D. cf. orghidani として登録さ

れている別の配列（Fig. 3, solid triangles）は，Liu et al. 
（2021）により Diaphanosoma chankensis Ueno, 1939
として登録されている配列とともに異なるクレード

を形成した．

4. 考察4. 考察

　Makino et al.（2017）による霞ケ浦での淡水動物

プランクトンの DNA バーコーディングの研究で

は，mtCOI 配列の種内変異は 7 ％までと設定され，

一致率が 93 ％以上で同種であるとみなされている．

また，Makino et al.（2020）では，形態同定の結果

との対応付けによるタマミジンコ属（Moina）の

mtCOI 配列の種内変異の最大値の結果に基づき，95％
の一致率を種同定の閾値としている．このいずれの

基準においても，本研究で mtCOI の配列が得られ

た 4 属 の す べ て で 同 種 の 配 列 が DDBJ/ENA/
GenBank のデータベースに登録されていたと判断

できる（Table 1）．
　フトオケブカミジンコ属では，Makino et al.（2017）
で Ilyocryptus cf. cuneatus として登録されている

配列とほぼ完全に一致しており， iBOL により

Diplostraca sp. として登録されている配列との一致

率が 93 ％台と種内変異の閾値の境界付近であるこ

とも踏まえると（Table 1），本研究で採集された種は，

I. cf. cuneatus であると判定できる．Makino et al.
（2017）では本種の学名に cf.（＝ confer：その種で

ある可能性が高いが断定できないことを示す）が

付記されている理由については言及されていない

が，I. cuneatus のタイプ産地がチェコ共和国と日本

から遠いこと，中国や，南アフリカ，オーストラリ

ア，ニュージーランドに本種に似た個体群が存在し，

これらの分類について見直しが必要であると考えら

れていることを踏まえると（Kotov & Štifter, 2006；
Kotov & Elmoor-Loureiro, 2008），現状では種の断定

は避けるのが無難であると思われる．

　アオムキミジンコ属で一致率が 93％以上となった

のは，Garibian et al.（2020）で Scapholeberis  smirnovi
として登録されている配列と Yang et al.（2017）
で S. mucronata として登録されている配列のみで

あり，本研究で採集された種はこのいずれかの種で

ある可能性が高いと考えられる．S. smirnovi は
Garibian et al.（2020）により極東ロシアをタイプ産

地として新種記載された種であり，分布域はロシア

極東南部，朝鮮半島，日本，中国東北部とされてい

る．この報告と同時に和歌山県産の標本から得られ

た mtCOI 配列が本種の DNA 情報として登録されて

おり，Yang et al.（2017）により S. mucronata とし

て登録されていた配列とクレード（clade L1）を形

成することから，Yang et al.（2017）の配列は S. 
smirnovi のものと判定されている（Garibian et al. 
2020）．Garibian et al.（2020）が提示した系統樹で

は，4 つの地理的なクレードからなる S. mucronata
種群は S. smirnovi とは系統的に離れているため，

Yang et al.（2017）の S. mucronata は種名の誤りと

判断できる．これにより，本研究で採集されたアオ

ムキミジンコ属の種は，S. smirnovi と判断できる．

なお，田中・牧田（2017）は，国内から知られて

いるアオムキミジンコ属の種として Scapholeberis 
kingi Sars, 1888，S. mucronata，S. uenoi Tanaka, 2002
の 3 種を挙げているが，Garibian et al.（2020）によ

れば S. kingi は現在までのところオーストラリアで

のみ確認されている種であり，S. mucronata 種群は

東アジアからは発見されていないとされている．田

中・牧田（2017）では形態観察のみに基づき種同定

を行っているため，国内に S. kingi と S. mucronata 
が分布しているかどうかは検証を要するといえる．

また，田中・牧田（2017）によると S. uenoi は田中

（2002）により記載・命名された種であると読み取

れるが，そうであれば「1999 年よりも後に設立さ

れた名義種階級群タクソンでは担名タイプは設立時

に固定しなければならない」（動物命名法国際審議

会，2000）という国際動物命名規約の適格性の要件

を満たしていないようであり，S. uenoi は適格な学

名とはいえないかもしれない．

　マルミジンコ属の分子系統解析の結果，本研究で

得られた配列は，Chydorus sphaericus，C. sphaericus 
complex sp. A3，および Chydorus sp. として登録され

ている配列とともにクレードを形成した（Fig. 2）．
かつて生物地理区の全北区（Holarctic）に広く分布

すると考えられていた C. sphaericus は，狭義の C. 
sphaericus のほか，C. biovatus や C. brevilabris を含

む複数の種を内包する種群であることが明らかとな

り，現在では A1（ヨーロッパ，西シベリア）， A2
（北ヨーロッパ，西シベリア，東シベリア，極東ロ

シア，チベット高原），A3（極東ロシア，東シベリ

ア，中国，韓国，日本），A4（カナダ），B5（カナ

ダ），B6（カナダ），C7（北アメリカ大陸）の 7 つ
の系統が遺伝的に認められている（Belyaeva & 
Taylor, 2009；Kotov et al., 2016；Wang et al., 2021）．
このうち，A1 の系統は狭義の C. sphaericus，C7 の
系統が C. brevilabris に該当するとみなされており，

C. biovatus についてはどの系統と対応するかは未だ

決着がついていない（Belyaeva & Taylor，2009）．
これまで日本から報告があるのは A3 の系統のみで

あり，分子系統解析の結果から本研究で採集された

個体も A3 の系統に属するものであると判断され

た．

　オナガミジンコ属の分子系統解析の結果，本
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研 究 で 得 ら れ た 配 列 は，Jiang et al.（2017） で

Diaphanosoma macrophthalma，Lakatos et al.（2015）
で D. cf. macrophthalma，Liu et al.（2018） で D. cf. 
orghidani，Prosser et al.（2013）で Diaphanosoma sp. 
として登録されている配列とともにクレードを形成

した（Fig. 3）．これらの配列は 97 ％以上と高い一

致率を示すことから，すべて同種の配列と判断する

ことができる．このうち，Lakatos et al.（2015）で

は補足資料により日本産標本の形態観察による種同

定の根拠が示されており，最も信頼できる同定結果

であると判断できる．なお当論文では，本種のタイ

プ産地（ウズベキスタン）の標本は未検討である

ことから，今後の混乱を避けるために種名に cf. を
付したと記されている．Liu et al.（2018）の D. cf. 
orghidani については，① D. orghidani として登録さ

れている他の多くの配列が系統的に離れたクレード

を形成していること（Fig. 3），②このうち Alexiou et 
al.（2021）により登録されている配列では形態学的

な精査も行われていることから，種名の誤りである

可能性が危惧される．以上の検討の結果，本研究で

採集された種は Lakatos et al.（2015）に従い D. cf. 
macrophthalma とするのが適切であると判断できる．

D. macrophthalma は，琵琶湖産の標本をもとに田中

他（2004）によって国内から初めて報告され，その

後，Lakatos et al.（2015）では北海道から九州まで 26
か所の湖沼で確認されている（この研究では琵琶湖

からは確認されていない）．田中・牧田（2017） 
の日本産ミジンコ図鑑では，「琵琶湖での出現が

報告された Diaphanosoma macrophthalma Korovchin-
sky & Mirabdullaev については疑問があり，国内産

としては取り上げていない」と記されているが，そ

の詳細については述べられていない．

5. 結論5. 結論

　mtCOI 配列による DNA バーコーディングの

結果，岩手医科大学矢巾キャンパスの貯水池か

ら採集された 4 属のミジンコ類の標本は，Chydorus 
sphaericus complex sp. A3，Diaphanosoma  cf. 
macrophthalma，Ilyocryptus cf. cuneatus，Scapholeberis 
smirnovi と同定された．岩手県のミジンコ類は，こ

れまで，庄司（1972）により Alona affinis（Leydig, 
1860），C. sphaericus，Daphnia longispina（Müller, 
1776），Diaphanosoma barachyurum（Liévin, 1848） 
の 4 種が，盛岡市自然環境総合調査団（1977）によ

り Daphnia pulex Leydig, 1860 が，国土交通省河川

水辺の国勢調査により Alona costata Sars, 1862， 
Alona guttata Sars, 1862，Alona quadrangularis 
（Müller, 1776），Bosmina fatalis Burckhardt, 1924， 
Bosmina longirostris（Müller, 1785），Bosmina tanakai 
Kotov, Ishida & Taylor, 2009，Bosminopsis deitersi 

Richard, 1895，Camptocercus rectirostris Schödler, 
1862，Ceriodaphnia quadrangula（Müller, 1785）， 
Chydorus  g ibbus  Sars ,  1890，C.  sphaer icus， 
Coronatella rectangula（Sars, 1862）（as Alona 
rectangula），Daphnia galeata Sars,  1864，D. 
longispina，D. pulex， D. brachyurum，Disparalona 
rostrata（Koch, 1841），Holopedium gibberum，S. 
mucrona ta，S .  k ing i（as  S .  k ing i i）の 20  種
が記録されている． 本研究で採集された D. c f . 
macrophthalma，I. cf. cuneatus，S. smirnovi の 3 種は

岩手県初記録であると思われる．C. sphaericus 種群

については，国内からは山形県と富山県に A3 系統

が生息していることが知られていたが（Belyaeva & 
Taylor, 2009），今回，岩手県からも A3 系統の生息

が確認された．
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