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研究成果の概要（和文）：入浴中の死亡事故は高齢者に頻発し、小脳のプルキンエ細胞に虚血性変化を認めるか
を、免疫染色を用いて検討を行った。入浴中の急死例31例、多発外傷21例。溺水11例、循環器系疾患21例を、
Calbindin-D28k、HIF-1α、VEGF抗体を用いて、免疫染色を行ったころ、プルキンエ細胞の、陽性率を表した。
抗Calbindin-D28k抗体では、入浴中の突然死例は、各々80％以上と高い値を示し、溺水のみ30％代の低い値を示
した。溺水では入浴中の急死例と比較してp>0.05と有意差を認めた。脳虚血が発生する前に、お風呂の湯の温熱
効果で意識を消失、もしくは不整脈等で、溺水を吸引し死亡したと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Fatalities during bathing occur frequently in the elderly.
We investigated whether ischemic changes in Purkinje cells of the cerebellum were observed using 
immunostaining. 31 cases of sudden death while bathing, 21 cases of multiple trauma. Eleven cases of
 drowning and 21 cases of circulatory system disease were immunostained with Calbindin-D28k, HIF-1
α, and VEGF antibodies to show the percentage of positive Purkinje cells. The anti-Calbindin-D28k 
antibody showed a high value of more than 80% for each of the cases of sudden death during bathing, 
while only drowning showed a low value in the 30%'s. The anti-Calbindin-D28k antibody showed a low 
value in the 30%'s. The difference was significant at p>0.05 in the case of drowning compared to the
 cases of sudden death during bathing. It is thought that the patients died from inhalation of 
drowning water before cerebral ischemia occurred, due to loss of consciousness by the thermal effect
 of the bath water, or arrhythmia, etc.

研究分野：法医病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
入浴中の急死は日本では、冬場に高齢者に多発している。企業は、脱衣場や、浴室に暖房を付けたりし、冬期に
浴室や脱衣所を暖め、部屋と浴室の気温差をなくしたり、浴槽を浅くしたり、手すりをつけたりして、浴槽内で
の溺死を予防している。しかし、入浴中の急死は、高齢社会の日本では、高齢者の人数が増加しており、死亡者
が減少しているかは疑問である。研究者が少ない分野であり、脳虚血がどの程度発生しているかを明らかにし
て、発生原因に考察できたことは価値があると思われる。

※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。



１．研究開始当初の背景 

入浴は、全世界で親しまれ、リラックス効果がある全国的に実施されている。厚労省の調査によると、日本全国での入浴中の

死亡事故者は毎年 19000人程度発生していると推定されている[1]。不幸なことに、たくさんの入浴中の突然死が発生し、報告

されている［2-7］。家庭の浴槽内での死亡者数はこの 10年で約７割も増加し、９割が 65歳以上の高齢者であることが報告され

ている[1]。我々の研究では、入浴中の急死例の中で器質的疾患が認められず、薬毒物検査が陰性であり、アルコールは検出

されないが、溺水吸引により死亡している事例が 20-30％程度認められる。それらの中に、立ち上がる際に脳虚血発作が発生

し、浴槽内に倒れ、溺水吸引を起こしている事例があると仮説を立てている。脳虚血性発作は、お湯で体に水圧がかかってい

る状態から急に立つことで体にかかっていた水圧がなくなり圧迫されていた血管が一気に拡張し、脳への血流が減少し、脳血

流減少により脳が貧血をおこし、脳虚血発作を起こす。加齢性変化である全身の動脈硬化症、高血圧が関連して高齢者に発

生する頻度が高くなると考えられる。一過性脳虚血発作が発生し、溺没して死亡した根拠を発見することはしばしば困難であ

る。脳の一過性脳虚血発作が発生したことが、形態学的に判断できれば、溺水吸引に至った原因を明らかにできる可能性があ

る。 

 ２．研究の目的 

虚血に弱い細胞として、小脳のプルキンエ細胞が挙げられ、低酸素状態や虚血状態に非常に脆弱である［8］。解剖時に病理

組織学検査のため、採取した小脳半球の病理標本を鏡検し、プルキンエ細胞を指標として、虚血の程度を図ることを目的とす

る。比較検討するために、心臓疾患で死亡した症例、溺死で川や湖で死亡した例、多発外傷で死亡した例をコントロール例と

し、細胞の形態と、また、CABPD-28K、HIF-1α、VEGF を一次抗体に用いて、各症例について免疫組織化学的に検討して、

発現の頻度を比較検討した。 

３．研究の方法 

1）対象 

北里大学医学部法医学で、2010 年 1 月 1日から 2021年 5月 31日まで、施行した法医解剖例の中で、入浴中の急死（溺死）

と考えられた例 31例、内訳は、器質的疾患（心臓病・血管疾患・その他）9例、非器質的要因（薬毒物・アルコール）9例、溺水

の吸引の所見のみ 13例である。入浴中の急死は、気管、肺に溺水を吸引している例をのみとした。 

コントロ―ル症例は４つのグループに分類した。多発外傷により短時間に死亡 ２０例。このグループは直ちに急死した例で、進

行性の脳の低酸素状態、高度は脳のダメージを伴った症例は除く。溺死 10例、循環器系疾患 21 例を対象とした。死因は病

歴、剖検結果、毒物学的分析に基づく。死後間隔（PMI；死亡から剖検までの間隔）は、午後 12時間から 5日で、中央値は 2

日であった。腐敗の兆候が見られた症例は除外した。表 1 に症例プロフィールを示す。 

表 1．入浴中の急死例と３つのコントロールグループ、合計 90 例。 

死因 N 男／女 年齢     PMI   

      中央値 最小 最大 範囲 中央値 

病気を有した入浴中の溺水吸引 9 6/3 75 52 96 1-4 2 

アルコールを飲んで入浴中に溺水吸引 9 6/3 76 47 87 0.5-3 1 

入浴中の溺水吸引 17 2/15 77 64 93 0.5-4 2 

コントール症例 1：多発外傷 22 19/3 65 28 83 1-4 1 

コントール症例２：溺死（河川や湖） 11 11/0 56 10 73 1.5-4 2 

コントロール症例：心臓疾患 22 16/6 68 46 84 1-4 2 

2）Immunohistochemistry 
a. Calbindinm-D28k 
Calbindin-D28k 抗体を用いて脳の切片を用いて CaBP-D28k で免疫染色するために、脳組織の切片は、クエン酸塩で前
処理した。小脳のパラフィン切片をクエン酸緩衝液で煮沸してエピトープを回収する前処理を行った。一次モノクロ
ーナル抗体（抗 CalbindinD28k 抗体、R&D Systems, Minneapolis, MN）とインキュベートした。その後、切片を触媒
増幅検出システム（CSA）で処理した。反応はジアミノベンジジン／ペルオキシダーゼ水素（DAB）で可視化され、標的
抗原の部位に褐色の沈殿が生じた。 
 b. HIF-1α と VEGF 
HIF-1a を用いた染色では、切片をクエン酸緩衝液で煮沸してエピトープを回収した。モノクローナル抗体（抗 HIF-1a



抗体、R&D Systems, Minneapolis, MN）とインキュベートする前に、切片をクエン酸緩衝液で煮沸することでエピト
ープを回収した。VEGF 免疫染色の場合は、前処理にプロナーゼを用い、ポリクローナル抗体（抗 VEGF 抗体（Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA）を適用した。発色剤には DAB を用いた。 
3）評価と統計解析 
プルキンエ細胞の壊死性変化 
の壊死性変化（細胞膨潤、収縮を伴う自己溶解性壊死、好酸性）のグラディエーション、収縮、好酸性挙動、暗色細胞
変性）を H&E 染色で分類した。（図 1）。PC 周囲の免疫組織化学的染色の免疫組織化学的染色は、半定量的に免疫反応
陽性（+）とした。として半定量的に分類した。陽性反応陽性反応性は、褐色染色と定義した。それ以外は非反応とし
た（図 2）、 
組織切片は、平均値が算出された。CaBP-D28k 陽性ニューロンの数は、手作業でカウントし、プルキンエ細胞を 5 つの
非重複野（倍率 100）に分類することによって決定した。プルキンエ細胞を高倍率で 5 視野鏡検し、100 個鏡検し、100
個のプルキンエ細胞を鏡険し、1-49 個を+，50-100％を++と分類した。プルキンエ細胞は手作業でカウントし、5 つの
非重複フィールドに分類することによって決定した（倍率 100）。すべての統計計算はすべて SPSS for Windows 11.5.0
を用いて行った。免疫組織化学的染色、およびサブグループごとの低酸素性変化の卒異なるサブグループにおける低
酸素性変化の卒業度を分析するために、Mann-WhitneyU 検定が用いられた。p＜0.05 は統計的に有意な差を示すものと
した。PMI の長さとの相関を調べた。HIF-1a-および VEGF 免疫染色の場合、それ以上の評価および統計解析は不可能で
あった。 
 

図 1．ヒト小脳の組織標本におけるプルキンエ細胞の細胞学的変化の異なるカテゴリーの特徴（HE、倍率 100 倍）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A：PC の核と細胞の形態は明瞭。軸索もはっきり見える。 
B：PC の核と細胞質は不明瞭である。細胞質は好酸性である。 
C: PC の細胞質は非常に萎縮している。周囲は白く見える。 
４．研究成果 
HE 染色では、無作為に選んだ 5 視野で計数した PC 数の平均値は、入浴中の突然死では 8.6〜1 個/視野、平均値は 12
個/視野であった。これらの所見のうち、70％は PC タイプⅠと定義され、残りの細胞は PC タイプⅡに相当する細胞学
的変化を示した。飲酒後の入浴中の突然死では、平均値は 13.2〜16.2 個/field、平均値は 14.3 個/field であった。
このうち 88.9％が PCⅠ型、11.1％が PCⅡ型であった。溺水入浴中の突然死では、平均値は 9.6～16.8/圃場、平均値
は 11.7PC/圃場であった。これらの所見のうち、91.7％が PC 型と定義され、PC 型Ⅱを示す PC は 8.3％であった。対照
群 1（多発外傷）では、平均値は 8.4～18.6 個/field、平均値は 13.1 個/field であった。これらの所見のうち 85％は
PC タイプⅠと定義され、残りの細胞は PC タイプⅡに相当する細胞学的変化を示した。対照群 2（川や湖での溺水）で
は、平均細胞数は 5～11.2PC/field、平均値は 12.3PC/field であった。対照群 3（心臓病）では、平均細胞数は 8.6～
15.9 PC/field、平均値 12.3 PC/であり、80％の症例がほぼ正常であった。 
免疫組織化学的には、100 個の PC を数え、Calbindin-28D 抗体陽性細胞の割合を百分率で表した。病気を有した入浴
中突然死、飲酒後の入浴中突然死、入浴中の溺水吸引については、対照 2（川や湖での溺水）と統計学的に有意な差が
みられた（p<0.05）。浴槽での突然死は、いずれも他の 2 つの対照群と統計学的有意差はなかった（図 2）。 
 HIF-1αの染色では、すべての症例で微弱な陽性免疫染色が認められたが、VEGF の免疫反応は陰性または微弱な陽性
であった。その結果、HIF-1αと VGEF の免疫染色のさらなる解析は行わなかった。 
図２．Calbindin-D28k 免疫反応性の変化：Calbindin-D28k 免疫染色後の小脳皮質の各フィールドの顕微鏡写真。 
 
 
 
 
 
 
 
 
A：対照群（多発外傷）の部位で陽性免疫反応として分類される Calbindin-D28k の免疫反応。 
B：対照群（心臓疾患）では約半数のプルキンエ細胞が陽性免疫反応を示す。 
C：対照群（川や湖での溺死）のプルキンエ細胞の免疫反応は陰性。 
 
 
 
 
 
 

A 
B 

A B C 

C 



表 2.100 倍の倍率で数えたプルキンエ細胞の平均数。 

死因 最小 最大 平均 中央値 

病気を有した入浴中の溺水吸引 8.6 15 12 11.8 

アルコールを飲んで入浴中に溺水吸引 13.2 16.2 14.3 14 

入浴中の溺水吸引 9.6 16.8 11.7 12.3 

コントール症例 1：多発外傷 8.4 18.6 13.1 12.8 

コントール症例２：溺死（河川や湖） 5 11.2 8 8 

コントロール症例：心臓疾患 8.6 15.9 12.3 12.6 

 
 図 3. 浴槽内突然死症例における Calbindin-D28k 強陽性および弱陽性症例の割合と 3 つの対照群との比較。 
 

 
考察 

小脳プルキンエ細胞は、急性低酸素状態や虚血状態に非常に脆弱である［8］。小脳プルキンエ細胞はカルシウムを豊

富に含んでおり、神経細胞の細胞質および核におけるカルシウムの病的な上昇は、低酸素・虚血による細胞死に重要

な役割を果たし、アポトーシス細胞死やいくつかの変性酵素経路を活性化することによって、Calbindin-D28k は、EF-

ハンド型カルシウム結合タンパク質ファミリーに属するタンパク質であり、ほとんどの脳領域のニューロンの細胞質

に発現している［9］。これらのタンパク質は、過剰なカルシウムを緩衝することで、神経細胞を細胞外毒性やアポトー

シスから守っていると考えられている［10］。動物モデルでは、酸化ストレスのいくつかの症例で、神経細胞全般、特

に PC における CABPD-28k の濃度低下が観察されている［11］。急性低酸素症のヒト症例に関する研究は、まだ不十分

である。酸素の利用可能性はまた、低酸素誘導因子-1a（HIF-1a）と血管内皮増殖因子(VEGF）の制御にも重要であり、

制御している [12,13]。HIF-1a は正常酸素状態ではほとんど存在せず、VEGF の発現を促進し、低酸素虚血脳領域での

新生血管形成を刺激する [16,17] 。HIF-1a の発現増加は、皮質および海馬の錐体ニューロンにおける低酸素症によっ

て誘導されることが見いだされた [18] 。 

入浴中に突然死した 3 つの症例群の小脳のプルキンエ細胞は、病気を有する入浴中の突然死、入浴前にアルコールを

摂取した入浴中の突然死、入浴中の溺水に関連するほとんどのプルキンエ細胞は虚血性形態変化を示さなかった。多

発外傷と心臓病の対照例では、PC 細胞の 80％近くが I 型であり、虚血性形態変化は観察されなかった。湖や川での溺

死の対照症例群では、PC の 60％が II 型であり、虚血性変化を示した。入浴中の疾患による突然死、入浴中のアルコ

ールによる突然死、入浴中の溺水による突然死群では、PC 細胞の半数以上が Calbindin-D28k であった。入浴中の突然

死 3 群では、PC 細胞の半数以上が Calbindin-D28k 陽性であった。湖や川で溺死した対照例と比較して、陽性細胞数に

有意差が認められた（p<0.05）。湖や川での溺水症例の半数以上がプルキンエ細胞に虚血性変化を認めた。ほとんどの

症例で Calbindin-D28k は陰性であった。浴槽での突然死の症例では、溺水が吸引され、剖検所見が即死させるほど病

的でなかった症例でも、PC 細胞における低酸素症の発生は、川や湖での事故による溺死の症例に比べて有意に低かっ

た。脳虚血性変化が出現する前に短時間で死亡した可能性がある。その結果、これらの症例には、浴槽で溺れ、温水の

影響下で水を吸引し、不整脈の発現と温熱の影響により意識レベルが低下した人が含まれていた可能性が示唆された

[3]。 
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