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研究成果の概要（和文）：　外傷性脳損傷が受傷後に増悪する機序の解明を目的とし、ヒト剖検例の解析では、
交通事故による頭部損傷患者では胸腹部や骨盤に併存する損傷に注意が必要であり、歩道等では服薬や転倒歴の
ある人の転倒防止が必要と考えられた。また、頭部外傷直後に心停止を来した事例の検討では、飲酒酩酊に加
え、頭頂部の打撲が受傷直後の心停止の要因であることが判明した。モデルマウスの解析では、外傷性脳損傷の
増悪には細胞老化が関係することを示した。また、DN受傷後に大脳の損傷側に免疫組織化学でDNA損傷のマーカ
ーであるH2AXのリン酸化が観察され、脳損傷の増悪機序に受傷後のDNA損傷が関係していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The analysis of human autopsy cases revealed that patients with head 
injuries from traffic accidents need to pay attention to coexisting injuries in the thorax, abdomen,
 and pelvis, and that it is necessary to take medication on sidewalks and to prevent people with a 
history of falls from falling. In addition, the study of cases of cardiac arrest immediately after 
head injury revealed that in addition to alcohol intoxication, bruising on the parietal area of the 
head was a factor in cardiac arrest immediately after injury. Analysis of model mice showed that 
cellular senescence is related to the exacerbation of traumatic brain injury. Moreover, 
phosphorylation of H2AX, a marker of DNA damage by immunohistochemistry, was observed on the injured
 side of the cerebrum after DN injury, suggesting that post-injury DNA damage is involved in the 
exacerbation mechanism of brain injury.

研究分野：法医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　外傷性脳損傷は受傷後に増悪する場合があり、重症化機序の解明は患者の後遺症低減や救命につながる。ヒト
剖検例の解析では、交通事故損傷の特徴を明らかにすると共に、受傷直後の急死例では、飲酒酩酊に加え、頭頂
部の打撲が受傷直後の心停止の要因であることが判明し、頭部打撲によって心停止を来た人にはその場に居合わ
せた人による心肺蘇生が重要と考えられた。外傷性脳損傷のモデルマウスを用いた解析では、外傷性脳損傷の増
悪に細胞老化が関係していることが判明し、また、脳損傷の増悪機序に受傷後のDNA損傷が関係していることが
示唆され、受傷後の脳内でのDNAの持続的損傷の抑制は脳損傷の低減につながると考えられた。

※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 
１）頭部外傷による外傷性脳損傷は、転倒・転落や交通事故等によって生じ、脳の重篤な機能
障害を来すと共に、事故死の主要な死因である。外傷性脳損傷は受傷後に増悪することが知
られており、受傷直後は軽症でも増悪して重度の機能障害や死亡を来す。近年は糖尿病や高
血圧症等の生活習慣病を有する人が多く、糖尿病や高血圧などの疾患を有する場合、脳には
加齢性変化に加え、糖尿病や高血圧による血管病変が認められる。特に、糖尿病では局所に
おける微小環境の再生能力低下により創傷治癒の遅延が生じることが知られている。外傷性
脳損傷の増悪の機序が判れば、糖尿病患者の頭部外傷の場合だけでなく、頭部外傷患者全般
において外傷性脳損傷を増悪しないようにする治療につながることが期待される。 
２）外傷性脳損傷の損傷部位には神経細胞の DNA の断片化による細胞老化が生じる。老化細胞
とは癌遺伝子の活性化や酸化的ストレスなどにより DNA 損傷が生じることで起こる不可逆的
な増殖停止状態である。細胞老化を起こしても直ぐに死滅するわけではなく、生体内に細胞
老化を起こした細胞が長期間存在し続けるとされている。老化細胞は炎症性サイトカインや
細胞外マトリックス分解酵素を産生し、慢性炎症の惹起などの生体に不利益をもたらすとさ
れている。老化細胞は外傷性脳損傷で出現すると言われている。 
３）本研究では、外傷性脳損傷では受傷後に継続的に脳内の DNA が損傷され、後遺障害や死亡
の機序に関係していることを証明する。重度な脳損傷を呈する糖尿病のモデルマウスに外傷
性脳損傷を作成し、脳内の DNA 断片化の経時的な差異を捉えることで外傷性脳損傷では持続
的な脳内 DNA 損傷があることを確認し、DNA 損傷と神経機能変化、組織変化、遺伝子発現変
化の関係を捉える。DNA 損傷に基づく外傷性脳損傷の増悪の機序が判れば、脳挫傷が受傷後
に増悪する機序の理解に役立ち、将来的に DNA 損傷を制御する薬剤の投与や処置の実施によ
って脳損傷を軽減することが可能となる。 

 
２．研究の目的 
 外傷性脳損傷が受傷後に増悪する機序を解明するため、ヒト剖検例の解析とモデル動物の解
析を行うことを目的とした。すなわち、１）ヒトの剖検例の後向きの解析研究を行い、頭部外
傷による脳損傷の重症度と糖尿病や高血圧などの既往歴との関係を明らかにし、外傷性脳損傷
の増悪化機序を明らかにすることを目的とした。２）外傷性脳損傷が増悪する糖尿病モデルマ
ウスに脳損傷を作成し、コントロールの非糖尿病マウスと比較することで、脳内 DNA が受傷
後に持続的に生じていることを証明し、外傷による脳内 DNA の持続的損傷が神経機能障害と
致死の機序であることを明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
１）ヒト剖検例の解析 
（１）平成 20～27 年に東京女子医科大学医学部法医学講座で当研究者が行った法医解剖から
成人の頭部損傷の事例 73症例を抽出した。頭部損傷は鈍的外力による頭蓋骨骨折または頭
蓋内損傷とした。対象患者について解剖検査記録から以下の項目を抽出した。①患者背景
（診療情報）：年齢、性別、来院時 Glasgow Coma Scale (GCS)、受傷後生存期間、既往歴、
服薬歴、過去の転倒の有無等、②解剖結果：剖検所見、組織検査所見、血液生化学検査結果、
中毒検査結果、死因、死因の種類等。 
（２）解析方法として、①受傷原因別に交通事故（自動車や自転車などの輸送機関が関係した
受傷）、転倒（同一平面上での転倒による受傷）、転落（高さがある所からの転落による受傷）、
殴打（他者の行為による受傷）、その他に分類した。②身体各部位の損傷の重症度を
Abbreviated Injury Scale; AIS、Injury Severity Score; ISS を用いて定量化した。③交
通事故、転倒、転落、殴打の 4群を比較し、受傷原因別の頭部損傷患者の特徴を明らかにし
た。 
（３）来院時 GCS による重症度は一般に軽症 13-15、中等症 9-12、重症 3-8 に分けられてお
り、非典型的な経過を辿った頭部外傷例として、来院時 GCS から軽症または中等症と判断さ
れた事例について脳損傷が増悪した機序と死亡の機序を検討した。 
（４）平成 20～令和 2 年に東京女子医科大学医学部法医学講座で当研究者が行った法医解剖
から頭部外傷を受傷直後に心肺停止を来した 5例を抽出した。頭部の受傷部位、発生現場で
の心肺蘇生術の有無、解剖所見から心肺停止の機序を検討した。 
２）外傷性脳挫傷モデル動物の解析 
（１）糖尿病モデルマウス KK-Ay とコントロールマウス C57BL/6 に 2.5%イソフルランを用い
た吸入全身麻酔を行い、頭頂部の頭皮を小切開して頭蓋骨の一部を露出した。頭頂骨に直径
３ｍｍの骨窓を形成した。脳挫傷作成装置を用いて硬膜を介して大脳皮質に衝撃を与えて
局所性脳損傷を形成した（controlled cortical impact model）。神経学的な異常の程度を
行動解析の標準的な手法（Neurological Severity Score、Morris water maze、beam walk）
を用いて評価を行った。なお、頭部の切開だけのマウス、未処理のマウスを対照とした。マ



ウスは各群・各受傷後時間で n=7 とした。 
（２）糖尿病モデルマウス KK-Ay とコントロールマウス C57BL/6 について、外傷性脳損傷を
作成後、1月、3月、6月、12 月後に実験小動物用コンパクト MRI システム（学内総合研究
所所有）を用いて脳損傷の MRI 画像を取得し、画像を解析して脳損傷の体積を算出した。糖
尿病モデルマウス KK-Ay とコントロールマウス C57BL/6 で脳損傷の体積を比較した。 
（３）外傷性脳挫傷の作成から 1月、3月、6月、12月後にペントバルビタールの腹腔内投与
で全身麻酔する。心臓右心房切損による放血を行い、緩衝液を還流し、安楽死させた。リン
酸緩衝化生理食塩水とリン酸緩衝化ホルマリンで還流固定を行った。脳を摘出してマイク
ロスライサーで２ｍｍ厚の前額断を作成した。脳の凍結切片を作成し、組織化学法と免疫組
織化学法で好中球、マクロファージ、マイクログリア、アポトーシス細胞を染色し、画像を
解析し（オリンパス社製バイオイメージングナビゲータ FSX100Advanced セット使用）、炎症
細胞等の広がりと単位面積当たりの個数を定量化した。また、老化細胞のマーカーである老
化関連酸性β-ガラクトシダーゼ（SAβ-GAL; senescence associated β-galactosidase）
活性発現を組織化学染色によって観察し、同様に定量化した。また、酸性β-ガラクトシダ
ーゼの組織化学と GFAP、Iba-1、NeuN または F4/80 の各抗体を用いた免疫組織化学の二重
染色を行い、酸性β-ガラクトシダーゼ陽性となる細胞を特定した。さらに、同じく老化細
胞のマーカーとされている p16、senescence-associated heterochromatin foci (SAHFs)、
senescence-associated DNA-damage foci (SDFs)の免疫組織化学染色を行った。二本鎖 DNA
切断のマーカーであるγ-H2AX の免疫組織化学染色を行った。 
（４）糖尿病モデルマウス KK-Ay とコントロールマウス C57BL/6 について、行動解析の結果、
炎症細胞等と老化細胞の出現数を比較検討した。また、糖尿病と細胞老化が外傷性脳損傷を
増悪する機序を考察した。 

 
４．研究成果 
 ヒト剖検例の解析では、交通事故と交通事故以外による頭部損傷の患者を比較した結果、交
通事故による頭部損傷患者では胸腹部や骨盤に併存する損傷に注意する必要があり、歩道等で
は服薬や転倒歴のある人の転倒防止が必要と考えられた。頭部外傷の法医解剖例から非典型的
な経過を辿った事例として頭部外傷直後に心停止を来した事例を抽出して検討したところ、重
症化の機序として、飲酒酩酊に加え、頭頂部の打撲が受傷直後の心停止の要因であることが判
明し、頭部打撲によって心停止を来た人にはその場に居合わせた人による心肺蘇生が重要と考
えられた。頭部外傷直後に心停止を来した後に死亡した患者の法医解剖では高度な脳損傷が認
められないことを死因診断で考慮すべきであり、受傷時に心停止を来す頸髄損傷と既存疾患の
増悪を剖検で除外する必要がある。 
 外傷性脳損傷のモデルマウスを用いた解析では外傷性脳損傷の損傷部位に老化細胞のマー
カーである SAβ-GAL と p16 が出現することから細胞老化が増悪機序に関係していることが判
明した。また、糖尿病マウスの脳損傷の研究では、糖尿病マウスは非糖尿病マウスに比較して
脳損傷が高度であり、神経機能の低下も大きく、脳内に炎症細胞が多く出現することが判り、
既存疾患である糖尿病は炎症の持続により脳損傷を悪化させることが判明した。さらに、DNA 損
傷のマーカーとしてヒストンタンパク質の一種である H2AX のリン酸化に着目し、リン酸化
H2AX(γH2AX) を検出することで外傷性脳損傷の増悪を捉える研究を進め、受傷後に大脳の損
傷側に免疫組織化学で H2AX のリン酸化を観察し、脳損傷の増悪機序に受傷後の DNA 損傷が関
係していることが示唆された。リン酸化 H2AX を発現している細胞の特定、糖尿病マウスでの受
傷後の脳内 H2AX のリン酸化の検出、同じく DNA 損傷のマーカーである BRCA1 のリン酸化の有
無について解析を継続している。 
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