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研究成果の概要（和文）： 
 
 ドーモイ酸による記憶毒性のメカニズム解明を目的として、マウスを用いて行動解析を行っ
た。その結果ドーモイ酸投与による記憶異常が経時的に進行することを、条件付け学習記憶試
験によって見いだした。その際、神経細胞死、神経原線維変化の出現や神経細胞の脱落といっ
た神経病理所見を伴わないことが明らかになった。免疫組織化学解析、生化学解析、および遺
伝子発現解析の結果、ドーモイ酸による記憶異常は、軸索機能影響、及びシナプス機能影響に
よるものと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 To know the neurotoxic mechanism induced by domoic acid (DA; amnesic shellfish poison), 
we administered DA to male mice by intraperitoneal injection. We found subacute impairment of 
contextual memory and delayed cued memory loss by using fear conditioning test. Although we 
never detect histopathological damages, i.e. neural death, neurofibrillary tangles, neural loss, 
we found the effects on synapse by immunohistochemical study in hippocampus of mice. 
Furthermore, we found the influences on axonal guidance signal pathway and synaptic 
function in hippocampus of mice by molecular analysis using percellome methods. 
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１．研究開始当初の背景 

 1987 年にカナダ東海岸で採取されたムラ

サキイガイ（ムール貝）を食した際に、4 人

が死亡、12 人に記憶障害の後遺症が残るとい

う中毒事件が生じた。その原因化学物質が興

奮性アミノ酸であるグルタミン酸受容体に

対する強力なアゴニストであるドーモイ酸

（珪藻が産生したものがムール貝に蓄積し

たと考えられている）と判明した。即ち、ド

ーモイ酸は、記憶喪失性貝毒として報告され

た。特徴的な症状は記憶障害で、重症例にお

いては、前行性健忘のみならず、中毒以前の

記憶が障害を受ける逆行性健忘を伴う。また

中毒死した患者脳組織においては海馬およ

び扁桃体に神経細胞死および神経変性が報

告されている。尚、ドーモイ酸の毒性発現メ

カニズムとして、グルタミン酸受容体の過剰

刺激による神経細胞の過興奮を起点とした

神経変性が疑われてきた。しかしながら、そ

の詳細については不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

 本研究ではマウスをモデルに、グルタミン

酸の強力なアゴニストであるドーモイ酸を

用いて、投与の結果に生じる記憶毒性および

神経変性、もしくは神経機能低下のメカニズ

ムを解明し、もって認知症を含めた認知機能

障害を主症状とする脳疾患の予防および治

療への発展にも応用可能な知見を得ること

を目指すとともに、神経細胞の細胞内骨格系

タンパクであり、アルツハイマー病を始めと

する認知症において発現が認められる神経

原線維変化の主成分であるタウに焦点を合

わせた解析も行い、タウを介した神経変性メ

カニズムへの応用が可能かについても検討

することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

1. 記憶障害マウスモデルの作成 

 生後 11 週齢の雄 B6 マウスへの、ドーモイ

酸 0.1、0.3、1.0mg/kg（溶媒は生理食塩水）

を腹腔注射によって記憶障害マウスモデル

の作成を試みた。尚、同条件によるドーモイ

酸の急性毒性は LD50 が約 4mg/kg であり、経

口摂取によるヒトの致死量は50mg/kg 程度と

推測されている。図 1にドーモイ酸の構造式

を示す。 

 

    

 

  図 1、ドーモイ酸（IUPAC 名 [2''S''- 
[2a,3b,4b(1''Z'',3''E'',5''R'')]]-2-カ

ルボキシ-4-（5-カルボキシ-1-メチル-1,3-

ヘキサジエニル）-3-ピロロリジン酢酸） 

 

2.マウス記憶能解析 

 条件付け学習記憶試験装置（図 2）を用い

て、マウスに対して条件付けを行った後、海

馬依存性が高いとされる空間-連想記憶能、

及び海馬のみならず扁桃体依存性が高いと

される音-連記憶能について、マウスのすく

み率を指標として解析した。即ち、条件付け

として「箱」内のマウスに対して「音刺激」

と「電気刺激」を提示することで行い、1 日

後以降に①同じ「箱」に入れた際に生じるマ

ウスのすくみ行動を指標として空間-連想記

憶能を、②新規環境下にてマウスに「音刺激」

を提示した後に生じるマウスのすくみ行動

を指標として音-連想記憶能を測定する。そ

の際、投与から記憶能の解析時期を複数用意

することによって、記憶異常の有無のみなら

ず、進行について検討した。 

 

   
 図 2、条件付け学習記憶試験装置 

 
 
 



 

 

3.形態解析 

 ドーモイ酸を投与したマウスの脳につい

て、経時的に、通常の病理染色像解析に加え

て、コンゴーレッド染色を施し、偏光顕微鏡

観察下での緑色屈折光（神経原線維変化の指

標として最も重要な病理学的マーカーのひ

とつである）の検出を試みた。さらに主に神

経突起の形状や構成タンパク群の発現パタ

ーンについて免疫組織化学を行い、共焦点レ

ーザー顕微鏡を用いて解析した。 

 
4.タンパク発現解析 

 ドーモイ酸を投与したマウスについて、

経時的に、海馬を採取し、タンパク発現量へ

の影響を検討する目的でウェスタンブロッ

ト法による解析を行った。その際、一部のサ

ンプルについては、界面活性剤に対する溶

解性を利用したフラクショネーションを行

い、界面活性剤不溶性タンパクについても

検討を行った。 
 
5. 網羅的遺伝子発現解析 

 単飼いマウス、群飼いマウスの脳につい

て、組織の構成細胞 1 個当たりの mRNA 絶対

量を計測することのできる「percellome」

法に準じ、 Affymetrix GeneChip Mouse 

Expression Array 430 2.0（1 部位につき、

1GeneChip）にて、ドーモイ酸投与後 1 日後

及び 4 日後のマウスの脳を大脳、海馬、脳

幹、小脳の 4 部位に分割し、特に海馬の遺

伝子発現データを得て、網羅的遺伝子発現

解析を行った。また、得られた解析結果を

Ingenuity Pathway Analysis に投入し、パ

スウエイ解析を行った。 

 

   

４．研究成果 

１）マウス行動解析 

 0.1、0.3、1.0mg/kg のドーモイ酸（溶媒は

生理食塩水）を単回腹腔投与し、24 時間後に

一般状態に異常が無いことを確認した上で、

条件付け試験を投与 3 日目に、空間-連想記

憶試験を投与 4 日目に、音-連想記憶試験を

投与 5 日目に行った。その結果、いずれの用

量においても、海馬依存性が高いとされる、

空間-連想記憶能の低化を示すすくみ率の低

下が明らかとなった（図 3）。一方で、いずれ

の用量においても、音-連想記憶能への影響

は認められなかった（図 4）。さらに 15 日後

（投与 20 日後）に、再び音-連想記憶試験を

行ったところ、高用量群にて、扁桃体依存性

も高いとされる音-連想記憶能の低化が認め

られた（図 5）。 

 

図 3、ドーモイ酸投与後 3日目の空間-連想記憶：
いずれの用量群においても記憶異常が認められた

（各群とも n=8）。 

 

図 4、ドーモイ酸投与後 4日目の音-連想記憶：い
ずれの用量群においても逸脱は認められなかった

（各群とも n=8）。 

 
図 4、ドーモイ酸投与後 20 日目の音-連想記憶：
高用量群にて異常が認められた（各群とも n=8）。 
 

２）形態解析 

 1.0mg/kg のドーモイ酸（溶媒は生理食塩

水）を単回腹腔投与し、1、4、7 日後の海馬

について HE 染色による病理染色像解析を行

った結果、神経細胞死、神経細胞脱落の異常

像は得られず、またコンゴーレッド染色後、

偏光顕微鏡観察下での緑色屈折光の検出も

認められなかった。 
 抗体を用いた免疫組織化学解析から、海馬

における神経突起マーカー発現パターンに

大きな変化は認められなかったが（図 6）、シ



 

 

ナプスマーカーの動態に変化が認められた。

すなわち、ドーモイ酸投与によって一時的に

後シナプスマーカーの発現増加が認められ

た（図 7）。 

 

図 6、免疫組織化学による神経突起影響解析 
海馬における（NF-L（ニューロフィラメント：緑
色）及び MAP1A（赤色）の発現様式。 
 

 
図 7、免疫組織化学によるシナプス影響解析 
海馬における SYP（シナプトファイジン：前シナ
プス：緑色）及び Homer（ホーマー；後シナプス：
赤色）の発現様式。 
 

３）タンパク発現解析 

 1.0mg/kg のドーモイ酸（溶媒は生理食塩

水）を単回腹腔投与し、1、2、4、7 日後の海

馬についてタンパク発現解析を行った結果、

神経突起構成タンパクのひとつであるタウ

の生化学性状に変化が認められた。特に、認

知症等の神経疾患のマーカーとされるサル

コシル不溶タウ発現が投与 7日後海馬にて認

められた（図 8）。 

 

図 8、ウェスタンブロットによるタンパク発現解
析：ドーモイ酸投与による、海馬における全タウ、

TBS可溶タウ、サルコシル可溶タウ、サルコシル
不溶タウ（赤字）の経時変動様式。 
 

４）網羅的遺伝子発現解析 

 Percellome 遺伝子発現解析の結果、ドーモ

イ酸投与 1 日後に、49 遺伝子 ps(プローブセ

ット)の発現誘導、44 遺伝子 ps の発現抑制が

認められた（t-test: p<0.01、ratio>1.2、

n=4）。解析結果を元にパスウェイ解析を行っ

た結果、軸索誘導シグナルへの影響が示唆さ

れるとともに（図 9）、シナプス機能影響が示

された（図 10）。 

 
図 9、ドーモイ酸投与 1 日後のマウス海馬にて発
現変動が認められた遺伝子リスト（t-test: p<0.01、
ratio>1.2、n=4）を元に抽出された遺伝子パスウェ
イ。赤色が発現増加遺伝子、青色が発現抑制遺伝

子、橙色の印はパスウェイ上の軸索誘導シグナル

関連遺伝子を示す。 

 



 

 

図 10、ドーモイ酸投与 1日後のマウス海馬にて発
現変動が認められた遺伝子リスト（t-test: p<0.01、
ratio>1.2、n=4）を元に作成した前後シナプス影響
解析結果。青色が発現抑制遺伝子を示す。 
 

 ドーモイ酸投与 4 日後に、71 遺伝子 ps(プ

ローブセット)の発現増加、49 遺伝子 ps の発

現減少が認められた（t-test: p<0.01、

ratio>1.2、n=4）。解析結果を元にパスウェ

イ解析を行った結果、癌関連シグナル、細胞

死関連シグナルへの影響が示され、いずれも

神経系においては、シナプス機能への関与が

報告されており、ドーモイ酸による記憶異常

を裏付ける結果と考えられた（図 11）。 

 

 

図 11、ドーモイ酸投与 4日後のマウス海馬にて発
現変動が認められた遺伝子リスト（t-test: p<0.01、
ratio>1.2、n=4）を元に抽出された遺伝子パスウェ
イ。赤色が発現増加遺伝子、青色が発現抑制遺伝

子、橙色の印はパスウェイ上の癌関連シグナル及

び細胞死関連遺伝子を示す。 
 

５）結論と考察 

 本研究によって、ドーモイ酸投与によって

亜急性的に記憶異常が生じ、それが経時的に

進行することが実験的に示された。その際、

神経細胞死、神経原線維変化の出現や神経細

胞の脱落といった神経病理所見を伴わない

ことが明らかになった。すなわち、これまで

に想像されてきた、ドーモイ酸による興奮毒

性によって、神経細胞が死滅し、その結果と

して記憶毒性が生じるというプロセスは、本

研究で使用した用量では生じないことが判

明した。免疫組織化学解析、生化学解析、お

よび遺伝子発現解析の結果、ドーモイ酸によ

る記憶毒性は、軸索機能影響、及びシナプス

機能影響によるものと考えられた。 
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