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研究成果の概要（和文）：入浴死の病態解明及び鑑別診断法の開発を目指して温水を吸引して溺死する過程で変
動する遺伝子をDNAマイクロアレイを用いて網羅的に解析し，変動がみられた遺伝子について定量的RT-PCR法に
て確認するとともに，法医解剖例の肺試料をおいても検討した。温水溺死マウスを作製して検討したところ，38
℃温水溺死では793遺伝子，41℃温水溺死では743遺伝子に変動がみられた。そのうち，水チャネルaqp5及び熱シ
ョック蛋白hsp90aa/abについてはqRT-PCRにおいても同様の結果が得られた。さらに，法医解剖試料を用いた検
討でも同様の結果となり，浴槽内溺死例の法医学的診断マーカーとなる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the pathology of bath-related deaths and develop a 
differential diagnosis, genes that fluctuate during drowning by hot water inhalation were 
comprehensively analyzed using DNA microarrays, and the genes that fluctuated were confirmed using 
quantitative RT-PCR and also examined using lung samples from forensic autopsy cases. In warm-water 
drowned mice, 793 genes were found to be altered in 38°C warm-water drowning and 743 genes were 
altered in 41°C warm-water drowning. Of these, similar results were obtained for water channel aqp5
 and heat shock protein hsp90aa/ab in qRT-PCR. Furthermore, similar results were obtained in 
forensic autopsy samples, suggesting that they may serve as forensic diagnostic markers in cases of 
drowning in bathtubs.

Translated with www.DeepL.com/Translator (free version)
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた成果によって浴槽内溺死の正確な診断方法の確立につながる可能性がある。これは，死因究明
の新たな展開につながる可能性があり法医実務に多大な貢献をするばかりでなく，臨床現場においても浴室内か
ら救急搬送された患者の正確な病態把握，適切な治療（二次予防）にも大きく貢献するものと考える。さらに，
これまで嘱望されてきた入浴死の発生予防対策法の確立（一次予防）にもつながる可能性があり，社会への貢献
度も極めて大きいといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 わが国では，おそらく独特な入浴様式のために浴室内突然死（いわゆる，入浴死）が諸外国に
比べて圧倒的に多く，特に 65 歳以上の高齢者の発生率が高いため，今後の高齢化の進展に伴っ
てさらに増加するおそれがあり，深刻な社会問題となっている。著者らは，過去 12 年間（2006-
2017 年）にわたって継続的に鹿児島県内における入浴死について疫学的調査を行い，鹿児島県
でも年間 200 例前後（警察が取り扱う異状死体の約 10%）という相当数の入浴死者がみられる
ため，基礎的病態の解明と予防法の確立が急務であることを報告してきた。 
 監察医制度のもと入浴死例も行政解剖が行われている東京都 23 区内では，入浴死の死因は虚
血性心疾患などの急性心臓死，溺死，脳血管障害が 3 大原因とされている。しかしながら，全国
的には入浴死は解剖に伏される例が少なく，死亡に至る正確な病態は充分に解明されていると
はいえない。また，入浴中の不整脈，脳内出血，熱中症などの発症，アルコール酩酊，薬物作用
などが原因で水没し，最終的に溺死に至る例など，入浴死例における死因には複数の要因が絡み
合っていることも少なくない。さらに，法医学的には溺死はプランクトン検査にて肺だけではな
く，肝臓，腎臓などの大循環系臓器から水中に棲息するプランクトン（珪藻類）が検出されるこ
とで確定診断されているが，浴槽内の水（水道水）には通常，珪藻類が存在しないため入浴中溺
死の確定診断は困難な場合が大部分である。 
 
２．研究の目的 
 著者らは剖検例の肺における水輸送蛋白アクアポリン（aquaporin; AQP）5 の発現変化（減
少）が淡水溺死と海水溺死の鑑別に有用であることを見出した。また，An らも腎臓における
AQP2 の発現変化（減少）が鑑別に有用である可能性を報告している。これらの変化は，いずれ
もAQPを通って体内に淡水が流入することで起こる血液希釈を防ぐための生体反応と考えられ
るが，浴槽内の水も淡水であることから浴槽内溺死の診断にも応用できる可能性がある。さらに，
浴槽内の水は温水であるため熱によって熱ショック蛋白 heat shock proteins（HSP）s 発現に
も変化がみられる可能性もある。今回，これまで行ってきた動物実験による検討をさらに発展さ
せて，入浴死の病態に関与する遺伝子を網羅的に解析し，複数の指標に基づく入浴死の分子生物
学的診断法を開発することを目的として検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）温水溺死モデルの作製 
 8 週齢の雄性 Balb/c マウスを用いて，麻酔下に 38℃及び 41℃に熱したホットプレート上に置
き加温する。直腸温が目標とする各温度に達した時点で，既報に従い前頚部の皮膚を切開し，気
管を露出させた後に，26 ゲージシリンジを用いて気管内に各温度の蒸留水 30ml/kg を注入する
ことで温水溺死モデルを作製した。対照は，麻酔下で頚椎脱臼により安楽死させた。いずれの群
もマウスが死亡してから 30 分間放置後に肺を摘出した。 
（2）total RNA 抽出並びに遺伝子の網羅的解析 
 凍結保存した肺を試料として，total RNA を抽出した。抽出した total RNA を試料として，
タカラバイオの受託サービス（Agilent Array 発現解析）を利用し，遺伝子発現を DNA マイク
ロアレイによって網羅的に解析した。Agilent Array 発現解析は，対象として 24321 のコーディ
ング RNA 及び 4576 のノン・コーディング RNA を含んでいる。遺伝子発現が対照に比して 1.5
を上回る（発現増加），あるいは 0.66 を下回る（発現減少）場合を有意な変動として評価した。 
（3）qRT-PCR 法による遺伝子発現解析 
 網羅的解析において有意な発現変化がみられた各遺伝子について，qRT-PCR 法を用いて
mRNA 発現量を確認した。 
（4）法医解剖例の肺試料を用いた遺伝子発現解析 
 実際の法医解剖例（浴槽内溺死例，対照例）の肺試料から RNA を抽出し，動物実験において
有意な発現変化がみられた各遺伝子について，qRT-PCR 法を用いて mRNA 発現量を各群間で
比較した。 
 
４．研究成果 
 網羅的解析において有意な変動がみられた遺伝子は 38℃温水溺死群で 793 遺伝子，41℃温水
溺死群で 743 遺伝子であった。変動がみられた遺伝子のうち，温水溺死の病態への関与が想定
されるものを（A）水チャネル／浸透圧受容体群，（B）熱ショック蛋白群，（C）低酸素誘導群の



3 群に分けて抽出した（表 1）。 
 （A）群では，水チャネル aqp2，4，11 並びに浸透圧受
容体 trpm1 の 4 遺伝子が同定された。Aqp2 は 38℃温水
溺死群で発現が減少，41℃群では逆に増加していた。Aqp4
は 38℃，41℃いずれの温水溺死群でも発現が減少してい
た。Aqp11 及び trpm1 は 38℃，41℃いずれの温水溺死群
でも発現が増加していた。一方，これまで検討してきた
aqp5 については 38℃温水溺死群では発現が減少したが，
41℃温水溺死群では変動がみられなかった。Aqp5 につい
て qRT-PCR によって発現を検討したところ，同様の結果
が得られた（図 1）。 

 （B）群では，fkbp5，hsp90ab1，hspa1l，hspb1，
hspb8 の 5 遺伝子が同定され，いずれも発現が増加
していた。これらのうち，hsp90ab1 及び hspb1 に
ついて qRT-PCR にて発現を確認したところ，いず
れも同様の結果が得られた。ただし，hspb1 につい
ては，加温のみの対照群でも発現の増加がみられ
た。 
 （C）群では，hif1an，egln3 の 2 遺伝子が同定
された。Hif1an は 38℃，41℃いずれの温水溺死群
でも発現が増加し，egln3 はいずれの群でも減少し
ていた。これらの遺伝子については qRT-PCR によ
る確認はまだ行っていない。 
 次に，実際の法医解剖例の肺試料を用いて検討し
たところ，aqp5 発現は対照群に比して浴槽内溺死
群で有意に低値を示し，動物実験と同様の結果が得
られた。一方，hsp90aa/ab 発現は浴槽内溺死群で
有意に高値を示した。以上の結果から，aqp5 発現
の低下，hsp90aa/ab 発現の上昇は，実際の浴槽内
溺死例における法医学的診断マーカーとなる可能
性が示唆されたと考える。 

表1．変動がみられた遺伝子群

(A) Aquaporins/Osmoreceptors
Gene 38℃ 41℃
aqp2 0.60669 1.769157
aqp4 0.483147 0.304123
aqp11 2.00672 1.511279
trpm1 3.683993 5.127992
aqp5 0.659248 0.757889
(B)Heat shock prote ins
Gene 38℃ 41℃
fkbp5 5.348661 5.674562
hsp90ab1 2.666148 1.836358
hspa1l 4.865343 2.092416
hspb1 6.056521 4.250303
hspb8 1.884385 1.604319
(C) Hypoxia- inducible prote ins
Gene 38℃ 41℃
egln3 1.782401 1.628968
hif1an 0.599932 0.489461

図1．Aqp5遺伝子発現（qRT-PCR）．平均値±SEM（n=5）．
        p*＜0.05, vs. 各対照群．
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図2．Hsp90ab1（a），hspb1（b）遺伝子発現（qRT-PCR）．
       平均値±SEM（n=5）． p**＜0.01; p*＜0.05, vs. 各対照群．
　　　p+＜0.05, vs. 非加熱対照群．
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