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研究成果の概要（和文）：下痢性貝毒を投与したマウスでは、投与1、2時間後には腸管内に水分の貯留が認められるが
、これは血中からの血漿成分の漏出によると考えられた。血漿成分の漏出により血流量が減少、循環不全により体温が
低下、組織障害や多臓器不全を起こして、最終的に死に致っていると考えられた。マウスの体温低下を指標とした下痢
性貝毒のマウス・バイオアッセイの判定は、従来の投与24時間後のマウスの生死での判定と高い相関を示しており、検
査の迅速化と実験動物福祉への配慮を兼ね備えた優れた方法であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The mice inoculated with a lethal dose of okadaic acid, a dirrhetic shellfish 
poisoning toxin, showed the accumulation of the fluid in the intestine within a few hours after 
inoculation. The fluid in the intestine is thought to be plasma from the blood. The decrease of blood 
volume and the circulatory failure might lead to tissue damage and multi organ dysfunction, and finally 
death. The decrease of the body temperature could be a new, useful, rapid and humane index for judging 
the results of the mouse bioassay for dirrhetic shellfish poisoning toxins, instead of the present index, 
the death of the animals.

研究分野：食品衛生学、実験動物学、毒性学
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１．研究開始当初の背景 
 
 下痢性貝毒は、1976、77 年に東北地方で起
きた貝を原因とする食中毒を端緒として発
見された。マウス・バイオアッセイは下痢性
貝毒検査法として我が国で開発され、1981 年、
当時の厚生省課長通知により公定法として
世界に先駆けて制定された。マウス・バイオ
アッセイは現在、世界各国において広く用い
られている。我が国では公定法の制定以降、
市販貝類による貝毒の食中毒はほとんど起
こっておらず、マウス・バイオアッセイの検
査法としての有用性・信頼性は高い。しかし、
マウス・バイオアッセイの原理とも言うべき、
下痢性貝毒の腹腔内投与によってマウスが
死亡する機序・原理についてはほとんど分か
っていない。また、現在の公定法では貝の抽
出物をマウスに腹腔内投与し、24 時間後のマ
ウスの生死で判定を行うこととなっている
が、人道的エンドポイントの設定はされてお
らず、苦痛の軽減等の措置もないことから、
実験動物福祉の観点から見て非常に問題が
多い。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、この 30 年間、原理も明
らかでないままに使われていた下痢性貝毒
のマウス・バイオアッセイの科学的根拠を明
らかにすること、およびマウス・バイオアッ
セイの原理の根幹を生かしつつ、動物福祉に
配慮した上で短時間化、高感度化が図れるよ
う変更・改良の検討を行うことである。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 下痢性貝毒腹腔内投与後のマウスの血
液学・血液生化学的解析 
 致死量の下痢性貝毒(オカダ酸)をマウス
に腹腔内投与した後、経時的に採血し、網羅
的に血液学・血液生化学的な解析を行った。
有意差の認められたパラメーターについて
はさらに、致死量～致死量未満のオカダ酸を
投与したマウスを用いて、用量依存性につい
て調べた。 
 
(2) パルスオキシメーターを用いた下痢性
貝毒のマウス・バイオアッセイの人道的エン
ドポイントの検討 
 下痢性貝毒(オカダ酸)を腹腔内投与した
マウスにおいて、パルスオキシメーターを用
いた脈拍数の減少、あるいは経皮的動脈血酸
素飽和度(SpO2)の低下を指標とした、マウス
の全身状態のモニタリングを行った。 
 
(3) オカダ酸(OA)とディノフィシストキシ
ン-1(DTX-1)の比毒性 
 下痢性貝毒の主要な成分であるオカダ酸
(OA)とディノフィシストキシン-1(DTX-1)の
比毒性について調べた。OAとDTX-1について、

それぞれ報告されている致死量を元に上下 5
用量を設定し、マウスに腹腔内投与した。投
与 24 時間後の生存率から LD50 を算出した。
また、24 時間の致死経過についても観察した。 
 
(4) 体温の低下とヘマトクリット値の低下
を指標とした下痢性貝毒のマウス・バイオア
ッセイの早期判定 
 下痢性貝毒(オカダ酸)をマウスに腹腔内
投与し、2 時間後に体温の測定と末梢からの
採血を行い、体温の変化、ヘマトクリット値
の変化と投与 24 時間後のマウスの生死を比
較した。 
 
(5)心電図を用いたマウス・バイオアッセイ
の人道的エンドポイントの検討(予備検討) 
 予備検討として致死経過の長い下痢性貝
毒の代わりに致死経過の短いフグ毒を用い
た。麻酔下でフグ毒を腹腔内投与したマウス
において、心電図、パルスオキシメーター、
聴診器などを用いて、呼吸停止前後のバイタ
ルサインの変化を調べた。 
 
４．研究成果 
 
(1) 下痢性貝毒腹腔内投与後のマウスの血
液学・血液生化学的解析 
 致死量の下痢性貝毒(オカダ酸)投与の 1、2 
時間後から GOT、GPT 等の肝酵素値や LDH、CPK
等の組織破壊の指標値、およびヘマトクリッ
ト値、赤血球数等に著しい上昇が認められた
(表 1)。これらのことから、先行研究におい
て明らかにしていたマウスの腸管内の液体
の貯留が血中から漏出した血漿成分による
ものであること、その結果、血流量が減少し、
循環不全によって、体温が低下、組織障害や
多臓器不全を引き起こして、マウスは死亡し
ているのではないかという死亡機序が考え
られた。 
 また、致死量未満～致死量のオカダ酸投与
により、これらの値の上昇には明らかな用量
依存性が認められた。このうち、ヘマトクリ
ット値は用量との相関がもっとも高く、また、
血液生化学検査に比べ検査も簡便であるこ
とから、先行の研究で明らかにした体温低下
とともに、下痢性貝毒のマウス・バイオアッ
セイの早期判定、および、実験動物の苦痛軽
減のためのエンドポイント設定の指標の候
補となると考えられた。 
 
(2) パルスオキシメーターを用いた下痢性
貝毒のマウス・バイオアッセイの人道的エン
ドポイントの検討 
 下痢性貝毒(オカダ酸)を腹腔内投与した
マウスにおいて、パルスオキシメーターを用
いた人道的エンドポイントの設定が可能か
どうかを検討した。マウスは心拍が非常に早
く、もともと末梢血流の信号が非常に微弱で
ある上、オカダ酸の腹腔内投与により血流量
が低下した状態においては、末梢での血流信



号が検出できなくなることが確認された。し
かし、そのような状態から直ちに死に致る訳
ではなく、回復する個体も見られたことから、
パルスオキシメーターをエンドポイント設
定に利用することは現時点では難しいと考
えられた。 
 
(3) オカダ酸(OA)とディノフィシストキシ
ン-1(DTX-1)の比毒性 
 OA と DTX-1 について、それぞれ報告されて
いる致死量を元に上下 5用量を設定し、マウ
スに腹腔内投与し、投与 24 時間後の生存率
から LD50 を算出したところ、18～20g のマウ
ス 1 匹あたり、OA は 3.57μg/匹、DTX-1 は
2.89μg/匹となった(表 2.1、表 2.2)。これ
を体重 kg あたりに換算すると、OA は約 186
μg/kg B.W.、DTX-1 は約 150μg/kg B.W.と
なった。現在、我が国やヨーロッパで用いら
れている OA と DTX-1 の毒性等価係数は 1:1
とされているが、OA に比べて DTX-1 の方が
1.2 倍以上マウスに対する毒性が強いことが
明らかとなった。また、致死経過は明らかに
用量依存性を示しており、高用量の群の方が
短い時間でマウスが死亡したが、OA と DTX-1
では大きな差は認められなかった 
 
(4) 体温の低下とヘマトクリット値の低下
を指標とした下痢性貝毒のマウス・バイオア
ッセイの早期判定 
 下痢性貝毒(オカダ酸)を投与したマウス
では、全身状態の悪化と循環不全のために尾
静脈、あるいは頸部静脈など末梢からの採血
は不可能であり、ヘマトクリット値の低下と
24 時間後のマウスの生死を比較することは
できなかった。一方、体温の低下については、
例えば、コントロールマウスの体温から 5℃
以上の低下で判断した場合、24 時間後のマウ
スの生死で判定する従来法と比較して、感度
約 95％、特異度約 86％と非常に高い相関を
示していた。このことから、マウスの体温低
下を指標とする判定はマウスの死亡を待た
ずに早期に判定が可能であり、動物福祉的に
も優れた方法であることが明らかとなった。 
 
(5)心電図を用いたマウス・バイオアッセイ
の人道的エンドポイントの検討(予備検討) 
 フグ毒を投与したマウスにおいて、呼吸停
止前後の心電図、パルスオキシメーター、聴
診器などを用いてバイタルサインの変化を
調べた。その結果、心電図的に正常とほとん
ど正常と変わらない波形を示していても、聴
診器やパルスオキシメーターを用いて確認
すると、血流や心音は消失しており、実質的
な心停止の状態となっている場合があるこ
とが確認された。このことから、心電図を用
いた実験動物のエンドポイントの設定は難
しいと考えられた。一方、研究(1)の結果よ
り、実験動物用のパルスオキシメーターだけ
では結果が安定しないことから、様々なバイ
タルサインモニターを組み合わせたエンド

ポイントの設定の検討が今後、必要であると
考えられた。 
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表 1 下痢性貝毒腹腔内投与後のマウスの血液学・血液生化学的変化 

Na 148.7 ± 0.6 150.3 ± 0.6 148.7 ± 1.5 149.0 ± 1.0 155.3 ± 4.0 151.7 ± 4.0 152.0 ± 2.6
K 5.33 ± 0.31 4.87 ± 0.31 4.97 ± 0.21 5.13 ± 0.42 3.70 ± 0.30 4.63 ± 0.21 5.77 ± 0.59
Cl 111.3 ± 0.6 115.0 ± 1.0 112.3 ± 1.2 113.0 ± 3.0 118.7 ± 9.9 115.3 ± 5.1 114.7 ± 4.2
Glu 204.3 ± 13.1 208.0 ± 16.7 199.0 ± 7.0 175.3 ± 4.5 228.3 ± 11.8 294.3 ± 34.6 256.0 ± 34.0
NH3 109.7 ± 22.8 114.3 ± 19.6 105.3 ± 7.1 102.7 ± 15.6 201.7 ± 19.7 248.7 ± 36.7 208.3 ± 12.7
GGT 2.0 ± 1.0 1.3 ± 0.6 1.7 ± 0.6 1.7 ± 1.2 13.3 ± 7.6 13.3 ± 6.0 5.3 ± 2.1
GOT 52.3 ± 8.3 90.0 ± 22.6 90.0 ± 10.4 82.0 ± 26.1 338.0 ± 69.6 602.3 ± 117.6 1151.7 ± 367.0
GPT 23.3 ± 9.5 64.7 ± 38.7 63.0 ± 11.8 45.3 ± 28.4 187.0 ± 59.3 435.0 ± 70.4 1351.7 ± 46.5
ALP 507.0 ± 67.5 534.0 ± 121.1 450.3 ± 56.6 450.0 ± 97.8 593.3 ± 51.8 790.7 ± 103.2 864.7 ± 166.8
BUN 13.07 ± 1.76 16.90 ± 1.30 12.50 ± 1.47 8.97 ± 0.86 24.23 ± 1.46 31.40 ± 2.13 43.57 ± 7.61
ＴＧ 203.7 ± 10.8 341.7 ± 64.8 308.7 ± 31.2 214.0 ± 33.8 199.0 ± 15.1 291.0 ± 68.8 142.7 ± 18.6
TCHO 98.3 ± 5.0 88.3 ± 7.5 81.7 ± 4.5 82.3 ± 6.5 93.0 ± 7.5 106.3 ± 10.7 81.7 ± 14.6
TP 4.27 ± 0.15 3.80 ± 0.10 3.80 ± 0.10 3.83 ± 0.21 3.97 ± 0.06 3.83 ± 0.32 3.50 ± 0.10
ALB 2.23 ± 0.06 1.90 ± 0.10 1.93 ± 0.06 1.93 ± 0.15 1.93 ± 0.21 1.80 ± 0.17 1.63 ± 0.06
TBIL 0.37 ± 0.12 0.30 ± 0.00 0.30 ± 0.00 0.37 ± 0.12 1.33 ± 0.32 1.53 ± 0.23 1.43 ± 0.15
UA 1.50 ± 0.20 1.20 ± 0.30 1.10 ± 0.00 1.30 ± 0.36 1.57 ± 0.06 2.77 ± 1.07 2.00 ± 0.26
CRE 0.10 ± 0.00 0.10 ± 0.00 0.10 ± 0.00 0.10 ± 0.00 0.10 ± 0.00 0.20 ± 0.00 0.20 ± 0.10
AMYL 2716.7 ± 83.9 2686.7 ± 230.9 2846.7 ± 415.0 3146.7 ± 436.8 2960.0 ± 377.2 3753.3 ± 365.0 4133.3 ± 149.8
LDH 593.3 ± 76.4 1016.7 ± 197.6 876.7 ± 115.0 833.3 ± 145.7 2273.3 ± 217.8 3710.0 ± 892.7 4040.0 ± 363.9
CPK 458.3 ± 144.9 766.7 ± 75.1 558.3 ± 99.3 503.3 ± 98.3 2051.7 ± 152.2 3120.0 ± 577.1 2888.3 ± 940.8

Hct(%) 40.50 ± 1.00 40.67 ± 0.76 39.67 ± 1.26 38.83 ± 1.61 57.83 ± 1.89 59.33 ± 1.76 53.07 ± 2.61
Hb(g/dL) 12.087 ± 0.817 12.750 ± 1.419 11.560 ± 1.350 12.340 ± 1.153 17.787 ± 2.108 17.837 ± 2.384 16.397 ± 2.524

0hに比べて有意に上昇(p<0.01) 0hに比べて有意に低下(p<0.01)
0hに比べて有意に上昇(p<0.05) 0hに比べて有意に低下(p<0.05)

OA4h0h Cont1h Cont2h Cont4h OA1h OA2h

 
 



 表 2.1 OA の致死曲線   表 2.2 DTX-1 の致死曲線  
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