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研究成果の概要： 
法医鑑定では，犯罪被害者の死因のみならず，生存時間や受傷時の苦痛・身体的行動能力な

どについての医学的立証が求められることがある．ヒトの死の直前における神経伝達物質の中，

特にカテコラミンの測定を中心として，致死的外傷（侵害刺激）が中枢神経系に及ぼす急性ス

トレス反応を生化学的に評価し，ヒト（法医剖検例）における脳組織，脳脊髄液および血液内

に残された痕跡を分子病理学，分子生物学および神経化学・生理学的指標を用いて多元多角的

に分析した． 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 1,310,000 0 1,310,000 

２００８年度 1,330,000 399,000 1,729,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 2,640,000 399,000 3,039,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：法医学 
キーワード：ストレス反応，大脳辺縁系，脳幹，神経病理，神経化学 
 
１．研究開始当初の背景 
数年前から申請者らは，Marinesco 小体が

Ubiquitin（Ub）免疫陽性反応を示すことに
注目してきた．いままでの認識では
Marinesco 小体は中脳黒質神経細胞の老化現
象の産物だと考えられてきたが，最近我々の
研究はMarinesco小体が死因とより深く関係
していることを発表し，致死的外因性ストレ
スにおける黒質神経細胞の障害が関与して
いることを発表した．また，黒質神経細胞核
内封入体型 Ub陽性細胞，びまん性型 Ub陽性
細胞，ssDNA 陽性神経細胞，中脳中心灰白質

Ub陽性神経細胞，中心灰白質 ssDNA 陽性神経
細胞の出現率および単位面積当たりの大脳
脚軸索変性 Ub 陽性顆粒の占有面積をコンピ
ューター画像解析装置にて定量化し，上記指
標を種々の外因死約 400 例（焼死，窒息，頭・
頸部損傷，胸・腹部損傷，溺死，凍死および
覚せい剤中毒など）について集積したデータ
を基盤として，神経病理学の角度から致死的
外傷における中枢神経傷害のストレス反応
を客観的に評価する基準作成を目指した．そ
のうち，中脳中心灰白質神経細胞の変性が物
理的侵害刺激種類（死因）と強い相関性をも
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つ現象を見出した．また，生化学データ分析
の結果から，ノルアドレナリンの血中濃度は
特に頸部圧迫による窒息，鈍器損傷や劇毒物
中毒死例で上昇が顕著であり，脳脊髄液中の
セロトニン濃度はノルアドレナリン濃度と
相関を示した．一方，脳内で「快感」作用を
持つドーパミンの血液および脳脊髄液の濃
度は，致死的外因死において全般に低い傾向
にあり，死因により異なる現象を示した．今
までの研究から，ヒトの脳だけに多量分泌さ
れる快感物質であるドーパミンが致死的外
傷を受けた生体の血液・脳脊髄液中で低値を
示すことの理由として，一つの仮説としては，
①ドーパミンを産生・分泌する黒質神経細胞
の直接・間接的障害；②ドーパミンの分泌を
抑制する GABA（γ-アミノ酪酸）神経機能の
変化；③GABA 神経機能を抑制するβーエンド
ルフィン分泌量の変化などが考えられた．そ
して，申請者らは上記仮説を証明するため，
侵害刺激に対する痛覚伝導路の障害と生体
応答を結びつけ，生体レベルで致死的な外傷
性侵害刺激による急性ストレス反応を中心
とした評価基準を作成する研究に進展した． 
 

２．研究の目的 
本研究では，①致死的外傷性侵害刺激による
死亡例の脳組織内・脳脊髄液・血液における
β-エンドルフィンおよび神経伝達物質であ
るドーパミン，セロトニン，アドレナリンと
ノルアドレナリンを測定し，マクロ的な急性
ストレス反応を評価する．②脊髄後根神経節
(DRG)ニューロンにおける痛み反応を形態学
的に評価することにより，急性求心性痛み反
応を評価する．③変性とアポトーシスの角度
から痛み伝導路の神経細胞傷害を評価する
ことにより，痛み機構の障害を神経病理学的
に評価する．④動物モデル実験を加えてその
機序を解明する． 
 
３．研究の方法 
（１）．神経伝達物質の定量検査（HPLC 法） 
神経伝達物質の測定試料：①脳脊髄液，②

血液，③脳組織（定位） 
神経生化学指標：①ドーパミン，②アドレ

ナリン，③ノルアドレナリン，④セロトニン 
（２）．脳組織内ｍRNA 定量（RT-PCR 法）： 
 Ⅰ．検査部位：①前頭葉，②中脳黒質 
 Ⅱ．検査項目：①Dopamine D3-receptor ｍ
RNA，②APO－E mRNA 
（３）．形態学検査： 
 Ⅰ．一般病理組織学ルーチン検査  
 Ⅱ．神経病理学検査： 
①前頭葉，②側頭葉，③頭頂葉，④後頭葉，
⑤視床部，⑥海馬，⑦中脳断面，⑧橋脳断面，
⑨延髄断面，⑩小脳虫部・歯状核部，⑪頸髄． 
Ⅲ．神経免疫組織化学的検査： 
①．中脳（上丘断面）：Ubiquitin 免疫染

色  
②．中脳（上丘断面）：ssDNA 免疫染色 
③．視床部（乳頭体断面）：ssDNA 免疫染

色 

④．海馬：S-100 蛋白免疫染色  
⑤．頭頂葉（中央前回）：ssDNA 免疫染色  
⑥．頭頂葉（中央前回）：S-100 蛋白免疫

染色 
 Ⅳ．追加実験第 1抗体種類：  
① ． Extracellular signal-regulated 

protein kinase（pERK）抗体 
②．GABA（アミノ酪酸）抗体 
③．β－Endorphin 抗体 
④．Substance P 抗体 

（４）．統計分析： 
分析因子：①年齢，②性別，③死後経過時
間，④生存時間，⑤損傷臓器，⑥損傷種類，
⑦損傷部位，⑧損傷程度，⑨各臓器の重量お
よび各種神経生化学指標などを分析する． 
 
４．研究成果 
（１）急性中毒死における神経伝達物質の研
究： 急性中毒死の 36剖検例と非中毒死 136
例について血液，心膜液および脳脊髄液のア
ドレナリン(AD)，ノルアドレナリン(NA)，ド
パミン(DA)およびセロトニン(5-HT)の測定
値を比較検討した．中毒死では心内・末梢血，
心膜液および特に脳脊髄液の DA の上昇が特
徴的で，血中 AD と NA，心膜液および脳脊髄
液の NAと 5-HT の上昇傾向がみられた．薬毒
物別にみると，覚せい剤中毒では各部位のカ
テコラミン類が上昇傾向を示し，特に心内血
と心膜液の AD が高値であったが，血中濃度
は症例によって大きく異なり，心膜液の 5-HT
は低値であった．向精神薬中毒では各部位の
DA および心膜液の AD は低値で，それ以外は
覚せい剤と同様の上昇傾向がみられた．一酸
化炭素中毒においては各部位の NA および DA
並びに心膜液および脳脊髄液の 5-HT は高値
を示した．これらの濃度分布は各薬毒物の中
毒作用を反映している可能性がある． 
（２）受傷後生存時間の研究： 致死的外傷
が生体に及ぼす病態を解明するため，エリス
ローポエチン（EPO）およびC反応性蛋白（CRP）
濃度を比較分析した．当教室の剖検例 336 例
（19 歳以上，男性 179 例／女性 76 例，死後
48 時間以内）を対象とした．死因の内訳は，
鈍器損傷 89例（頭部外傷 55例，その他の外
傷 34 例），鋭器損傷 29 例（心・大血管・動
脈損傷 15 例，静脈・臓器・末梢血管損傷 13
例），頭部銃傷 4 例，窒息 23 例（縊死 6 例，
絞死 17 例），溺死 19 例（海水 2 例，淡水 17
例），低体温死 10 例，中毒 19 例および火災
死 95例（急死 82例，遷延死 13例），内因死
群では心臓性突然死 45 例，脳血管疾患 7 例
およびその他の病死 7例であった．損傷死に
関しては，急性死（生存時間１時間以内），
亜急性死（同 1～１日以内）と遷延死（同１
日～１週間以内）に分けて検討した．死後左
右心内血および末梢血の血清について
EPO(RIA 法)および CRP(ELASA 法)を定量し分
析した．その結果，全例における各部位の血
清 EPO および CRP の測定値は，年齢，性別，
死後経過時間（＜48ｈ）および損傷部位・損



 

 

傷機序とは無関係であり，右心内血では左心
血および末梢血と有意な相関性を示した．右
心内血の EPO は，鈍器損傷例で，急死，亜急
死および遷延死群の順に有意差が認められ
た（ｐ＜0.01）．急死群においては，単独外
傷死と多発外傷死の間に有意差はみられず，
亜急死群では多発外傷死群が有意な高値を
示した（ｐ＜0.01）．鋭器損傷死群では，心
臓・大動脈損傷群が腹部臓器・静脈損傷群よ
りも有意な高値を示した（ｐ＜0.001）．その
他の外傷および病死群では，火災による遷延
死，病死の内出血および感染症が他の群より
も有意な高値を示した（ｐ＜0.001）．一方，
右心内血の CRP は，鈍器損傷例の単独外傷群
で，急死，亜急死および遷延死群の順に有意
差が認められた（ｐ＜0.01）が，亜急死群で
の多発外傷死と単独外傷死の間に有意差は
認められなかった．また，鋭器損傷死群では，
心臓・大動脈損傷群と腹部臓器・静脈損傷群
との間に有意差は認められず，その他の外傷
および病死群では，火災による遷延死，低体
温死および病死の感染症が他の群より有意
な高値を示した（ｐ＜0.001）．全例における
右心内血EPO および CRP の測定値と受傷後経
過時間との関係をみると，それぞれ有意な上
昇が認められた（ｒ＝0.7，ｒ＝0.5，ｐ＜
0.001）．特に，鈍器損傷死の急死・亜急死例
では，右心血 EPO は CRP と相関がなく，単独
外傷群では上昇がみられなかったが，多発外
傷群では顕著な上昇を示した（ｒ＝0.8，ｐ
＜0.001）．また，遷延死例では，右心血 EPO
は CRP と有意な相関が認められた． 
以上から1日以内生存例の右心血 EPO 上昇

の要因としては，外傷の重傷度と受傷後生存

時間が最も影響したと考えられ，１日以上生

存例では低酸素血症や感染症が影響したと

考えられた． 

（３） 肺胞傷害の評価研究：剖検肺組織内

の血栓および血管障害程度を評価するため，

損傷死の肺組織における von Willebrand 

Factor および血小板 GPⅡb/Ⅲa の免疫染色

を行い，左右心内血中の Plt 計数と併せて

検討した．Von willebrand 因子（vWF）巨

大かつ multimeric な glycoprotein（分子量

500-10,000KDa）であり，その遺伝子は染色

体 12p13.2 位に存在する．また，2813 アミ

ノ酸からなる遺伝子翻訳産物から22アミノ

酸からなるシグナルぺプチドが切断されて

pro vWF となり，そのあと vWF mature 

subunit（2050 アミノ酸）となる．生体の

vWF は，全身の血管内皮細胞，血漿，血小板

顆粒などに存在する。さらに，培養内皮細

胞 実 験 で は ， histamine, fibrin, 

adrenergic stressなどによってvWFの産生

が刺激されると言われ，動物実験の血漿で

は交感神経ストレスなどによって血中の

vWF が上昇すると報告された．血管内皮細胞

で産生された vWF の 95％はそのまま分泌さ

れ，血小板の内皮下結合組織への粘着を介

する一次止血機能を発揮したり，凝固第Ⅷ

因子へ結合してそれを安定化させたりして，

止血・凝血の働きをする．一方，血小板 GP

Ⅱb/Ⅲa（インテグリンαⅡｂβ3）は，止

血・血栓の中核を担う接着分子であり，血

小板/巨核球系に特異的に発現し，活性化し

た血小板に接着する特徴をもっている． 

今回われわれは，血管内皮障害の指標とし

て vWF，血管内血栓・活性化血小板の指標と

して血小板 GPⅡb/Ⅲaを用いて，損傷死にお

ける肺組織内の止血・血栓機能を評価した．

材料および方法としては，大阪市立大学法医

学教室の剖検 168 例（18 歳以上，男性 110/

女性 58 例，受傷後 24 時間以内，死後 48 時

間以内）の肺組織および左右心内血を対象と

した．損傷死群は，胸部外傷 27 例，非胸部

損傷 39例，鋭器損傷 25例（内，胸部刺創11

例，非胸部刺創 14 例），火災死 22 例と絞頸

13例，中毒 11例および心臓性突然死（ACD）

24 例を比較した．損傷死および心臓性突然死

に関しては，急性死（生存時間１時間以内）

と非急性死（同 1～24時間以内）に分けて検

討した．肺の肉眼および一般形態学検査では，

剖検時の総肺重量，肺／心重量比および HE

染色を用いて評価した．肺の免疫組織化学的

検査は， vWF 抗体（ Polyclonal Rabbit 

anti-Human, Dako，希釈率 1：400）と血小板

GPⅡb/Ⅲa 抗体（CD61，Monoclonal Mouse 

anti-Human, Dako，希釈率 1：80）を用いて，

Vector Staining Elite kit （ Vector 

Laboratories, Burlingame, CA）によって反

応させた．また，血液検査では，多項目自動

血球分析装置（SE-9000TM，電気抵抗検出法）

を用いて，左右心内血中の血小板計数（Plt，

×１万/μl）を測定した．また，火災死の血

中 COHb 濃 度 （ CO-oximeter system ，

Ciba-Corning 270, New York）と薬・毒物お

よびアルコール検査（GC/MS）を行い，統計

は Statview ソフトを用いて分析した．結果

および考察としては，全例における総肺重量

（中央値：880g，最小最大値：270－2130g）

は，非急死群（総肺重量の中央値：960g，最

小最大値：375－2130g）が急死群（総肺重量

の中央値：802g，最小最大値：270－1805）

より有意な高値を示した．総肺重量／心重量

比は，急死群では，火災死と窒息が胸部鈍的

外傷，胸部刺創および ACD より有意な高値を

示し（p<0.05），非急死群では，鈍的外傷の

非胸部外傷が胸部外傷より顕著な高値，中毒



 

 

が ACD より有意な高値を示した（p<0.05）．

一般形態学検査では，全例のうち，肺胞内出

血・水腫例が 89.2%（150/168）で，肺胞内出

血・水腫が認められなった例（10.7%，18/168）

より多く，肺胞内出血・水腫例中，急死（87.5%，

84/96）と非急死（91.7%，66/72）には有意

な差はみられなかった．肺の vWF 免疫染色で

は，肺組織内血管内皮に陽性像が認められ，

肺胞壁毛細血管内皮陽性の毛細血管型（直径

＜40μm），小血管型（直径 40-200μm），大血

管型（直径＞200μm）に分類した．全例にお

ける肺の vWF 免疫染色では，小血管型および

大血管型は，肺胞内水腫部と非水腫部には顕

著な差はなく，毛細血管型は，肺胞内非水腫

部（46.7%，78/167）で水腫部（19.3%，29/150）

より陽性例が顕著に多かった．急死例におけ

る肺 vWF 免疫染色では，鈍器損傷例（胸部お

よび非胸部損傷）の非水腫部の毛細血管型お

よび窒息例の同型は，鋭器損傷例の同型より

有意に出現率が多く（p<0.01），火災例の同

型では COHｂ%上昇により出現率が低下する

傾向が見られたが，今後の追加例を加えて検

討する必要がある．一方，急死例の小血管型

および大血管型には，各死因別の出現率に有

意な差が認められなかった． 

また，非急死例における肺 vWF 免疫染色で

は，鈍器損傷例（胸部および非胸部損傷）の

非水腫部の毛細血管型（約 33％）は，同型の

急死例（約 60－100％）より出現率が有意に

低かった（p<0.01）が，小血管型および大血

管型の出現率には，有意な差が認められなか

った．肺微細血栓については，vWF および血

小板 GPⅡb/Ⅲaの免疫染色にて確定し，左右

血中の Plt 計数との関係を検討した結果，全

例における左右心内血中 Plt 計数は，火災死

が他の死因より顕著な高値を示し（p<0.001），

右心血中 Plt 計数は，各死因別に血栓存在と

相関性が認められなっかたが，左心血中の

Plt 計数は，胸部損傷および火災による熱傷

（COHb<30%）では，血栓陽性例が血栓陰性例

より Plt 計数が高い傾向があり，非胸部損傷

および窒息では，血栓陽性例が血栓陰性例よ

り Plt 計数が低い傾向がみられた．この傾向

は左右心内血中Plt計数の差でより明らかで

あった． 

上述の損傷死における肺組織の von 

Willebrand Factor と血小板 GPⅡb/Ⅲa の免

疫染色および左右心内血中の Plt 計数は，剖

検例の肺胞壁毛細血管の内皮障害程度を評

価する指標になる可能性があると考えられ

た． 

（４）肺胞損傷と Apoptosis の研究：剖検肺

組織における活性化Caspase-3の免疫組織化

学的検討を行って死因との関係を検討した．

Apoptosis は染色体 DNA のヌクレオソーム単

位での断片化に引続き，核の凝集，断片化が

生じる細胞死の現象である．また，発生過程

や成熟個体において，生体内で不要になった

細胞を除去する役割や損傷をうけて異常を

きたした有害となる細胞の排除をする生体

防御の役割を果たしている．Apoptosis は高

熱，炎症，外傷や低酸素など様々な外的要因

によって誘導されることがわかっているが，

最終的にはCaspaseによって実行されること

が証明されている．現在ヒトでの Caspase は

少なくとも 14 種類が知られており，そのう

ち非活性型は限定分解を受け分子量が約

10KDa の p10 と 20KDa の p20 となり，活性型

は p10 と p20 が 2分子ずつ，計 4分子が集ま

り 4 量体を形成して役割を果たしている．

Apoptosis の刺激によって活性化された

Caspase はカスケードを経由して上流から下

流へ次々活性化させる．その中下流の活性化

Caspase-3 は細胞核内の DNA 断片化に関与す

る分子であり，Apoptosis 指標の一つである

といわれている．本研究では，剖検肺組織内

のApoptosisと外的要因との関係を評価する

ため， Apoptosis の指標である活性化

Caspase-3 抗体を用いて，剖検肺組織におけ

る Apoptosis の形態学評価を行い，左右心内

血液の生化学指標と併せて検討した．材料と

方法としては，大阪市立大学法医学教室の剖

検 118 例（1～87 歳，男性 93/女性 25例，受

傷後 0.1h～2 ヶ月，死後 48 時間以内）の肺

組織および左右心内血液を対象とした．死因

の内訳は，頭部外傷 21 例，胸部損傷 11 例，

鋭器損傷 9例（内，胸部刺創 6例，非胸部刺

創 3例），窒息 14 例，火災死 35 例，中毒 13

例（内，硫化水素 4 例，睡眠薬 9 例），熱中

症 3 例および肺炎 12 例であった．肺の肉眼

および一般形態学検査では，剖検時の総肺重

量，肺／心重量比および HE 染色を用いて評

価した．肺の免疫組織化学的検査は，Cleaved 

Caspase-3 抗 体 （ Monoclonal Rabbit 

anti-Human, Cell signaling，希釈率1：100）

を用いて，EnVision Systems（DAKO ChemMate，

Japan）によって反応し，DAB発色をした．さ

らに，Cleaved Caspase-3 免疫染色の肺組織

標本を 200 倍光学顕微鏡視野で 20 箇所を観

察し，肺胞内 Caspase-3 陽性マクロファージ

の陽性率を算出した．血液検査では，多項目

自動血球分析装置（SE-9000TM，電気抵抗検出

法）を用いて，左右心内血中の血小板計数

（Plt，×１万/μl）を測定した．また，免

疫比濁法による C反応性蛋白を定量し，火災

死の血中 COHb 濃度（CO-oximeter system，



 

 

Ciba-Corning 270, New York）と薬・毒物お

よび硫化水素とアルコール定量検査（GC/MS）

を行い，統計は Statview ソフトを用いて分

析した．結果および考察としては，剖検肺組

織における Caspase-3 免疫染色の結果，肺組

織内気管支上皮細胞および肺胞内マクロフ

ァージの細胞質内に強い陽性顆粒像が認め

られた．肺胞内マクロファージは，肺胞内出

血および水腫域とも関係なく強い陽性を示

した．また，各症例ことに肺胞内マクロファ

ージ総数は年齢，性別，死後経過時間および

死因と有意な相関が認められなかった．そこ

で，全例における肺組織内気管支上皮細胞

Caspase-3 陽性例の出現率および肺胞内マク

ロファージCaspase-3陽性細胞率を算出した

気管支上皮細胞Caspase-3陽性例の出現率お

よび肺胞内マクロファージのCaspase-3陽性

細胞率は，年齢，性別および死後経過時間と

は無関係であり，死因との相関が認められた．

気管支上皮細胞Caspase-3陽性例の出現率は，

胸部外傷（64％）と火災死（57％）で高値を

示し，頭部損傷，鋭器損傷，窒息および中毒

など約 30％未満の死因より有意に高かった

（p<0.05）．一方，肺胞内マクロファージの

陽性率は，胸部損傷（中央値，34.7%）およ

び火災による CO中毒例（同，29.3%）で頭部

外傷（同，9.5％），窒息（同，10.1％），火

災による焼死（同，4.5％），中毒（同，10.2％）

および肺炎（同，2.7％）より有意な高値を

示した．また，鋭器損傷群は，胸部鈍器損傷

より低値を示し，頭部外傷および窒息より有

意な高値を示した（p<0.01）．さらに，肺胞

内マクロファージのCaspase-3陽性細胞率は，

火災死例で血中血小板濃度とは相関が認め

られず，血中COHb濃度と相関が認められた．

また，肺炎例では CRP 上昇と正相関が認めら

れた（p＜0.05）． 

結論として，肺組織内 Caspase-3 免疫染色

は気管支上皮細胞および肺胞内マクロファ

ージの細胞質に陽性を示した．気管支上皮細

胞 Caspase-3 陽性例の出現率は，胸部鈍的損

傷および火災による CO 中毒例で高い出現を

示し，頭部外傷，鋭器損傷，窒息および中毒

例より有意な高値を示した．また，肺胞内マ

クロファージの Caspase-3 陽性細胞率は，胸

部鈍的損傷および火災による CO 中毒例で高

値を示し，頭部外傷，鋭器損傷，窒息，火災

による熱傷死および中毒例の同型より有意

な高値を示したことから，肺組織内

Caspase-3 の免疫反応は死因と関連し，種々

外傷後肺組織内Apoptosisの発生を反映した

ものであると考えられた．肺胞内マクロファ

ージのCaspase-3陽性細胞率が胸部鈍的損傷

例で高値を示したことは，肺循環障害による

肺胞内 Apoptosis の発生を示唆し，火災死例

で血中 COHb と相関を示したことは，火災に

よる熱気吸引が直接に肺胞内Apoptosisを起

こしたことが考えられた．また，肺炎で CRP

と正相関を示したことは，炎症による肺胞内

Apoptosis を反映したものであると考えられ

た． 

以上，剖検肺組織における肺胞内マクロフ

ァージの Caspase-3 陽性細胞率は，受傷後の

肺循環障害による肺胞傷害および直接な肺

胞内傷害を評価する指標となりうる可能性

が示唆された． 
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