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研究成果の概要（和文）： 

剖検時に採取した大動脈粥状硬化病変においてオキシステロールおよびマロンジアルデヒド、
ヘキサノイルリジンが増加していることを明らかにした。さらに、動脈硬化病変部の
7-ketocholesterol およびヘキサノイルリジンの免疫染色を行い、脂質過酸化物が大動脈内膜に
局在することを明らかにした。また、剖検事例における赤血球中のヘキサノイルリジンが飲酒
の指標となる可能性、腎糸球体における heat shock protein 70 の発現パターンが低温環境で
の死亡の指標となる可能性を示した。以上より、オキシステロール等が酸化ストレスのマーカ
ーとして剖検診断に応用可能であることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We showed oxysterols, malondialdehyde and hexanonyl lysine were increased in 
atherosclerotic lesions of human aorta.  In addition, we found 7-ketochokesterol and 
hexanonyl lysine were accumulated in inner media of aorta by immunohistochemical 
analysis. Moreover, we showed that in autopsied cases hexanonyl lysine in red blood cells 
and expression patterns of heat shock protein 70 in glomerular podocytes were useful 
markers as habitual drinking and death associated with exposure to cold respectively.  
These results suggest the possibility that such oxidative stress markers involving 
oxysterols were applied for forensic diagnosis. 
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１．研究開始当初の背景 
オキシステロールはコレステロール酸化

物の総称である。我々はこれまでにコレステ
ロール過酸化物（7-hydroperoxycholesterol, 
7-hydroperoxycholesterol）および三種のオ
キシステロール（ 7-hydroxycholesterol, 
7-hydroxycholesterol, 7-ketocholesterol）
の化学発光－高速液体クロマトグラフィー
または紫外吸収－高速液体クロマトグラフ
ィーによる定量法を確立し、アルコール性脂
肪肝で過酸化脂質が増加すること、アルコー
ル性臓器障害モデルラットの肝臓・骨格筋・
心臓等で過酸化脂質およびオキシステロー
ルが増加すること等を明らかにした。しかし、
これまでの測定法は検出感度が十分でなく、
剖検試料中のこれらの化合物を定量するに
は改善すべき点があった。また、臓器あるい
は組織で過酸化脂質が増加していることは
示されたが、その局在については不明であっ
た。 

そこで、本研究では過酸化脂質およびオキ
システロールの法医診断への応用をめざし、
オキシステロール等の高感度分析法の開発
ならびに定量的酸化ストレスマーカーの探
索、免疫組織学的手法を用いた酸化ストレス
の局在解明を試みた。 
 
 
２．研究の目的 

酸化ストレスが種々の病態に関与してい
ることが知られており、生体においては、血
清や尿を試料として比較的簡便に酸化スト
レスを評価する方法が確立されつつある。し
かし、剖検試料における酸化ストレスの評価
法は確立されていない。この理由のひとつと
して、法医解剖は少なくとも死後数時間以上
経過した後に行われるため、検体として剖検
試料を用いる場合には死後変化が無視でき
ないことが考えられる。死後に起こる自動酸
化または酸化生成物の分解などのため、剖検
試料中の酸化生成物の量的評価は困難であ
るが、死因あるいは病態解明のために、酸化
ストレスを評価することは、法医実務におい
ても必要である。 

本研究の目的は、オキシステロールや過酸
化脂質が法医実務に応用可能な酸化ストレ
スマーカーとなる可能性を検討することで
ある。また、死亡状況の推定に有用なバイオ
マーカーの探索も合わせて行う。 
 
 
３．研究の方法 
（１）大動脈粥状硬化病変におけるオキシス
テロール 
 剖検で採取した腹部大動脈の粥状硬化病
変および肉眼的に肥厚斑を認めない大動脈

壁（正常血管）から Folch 法で脂質を抽出し、
コレステロール分画を精製、オキシステロー
ルの定量を行った。当初、液体クロマトグラ
フ質量分析法（LC-MS/MS）による高感度分
析法の確立をめざしたが、十分な感度と回収
率の再現性が得られなかった。このため、紫
外吸収－高速液体クロマトグラフィー
（UV-HPLC）での定量を行った。HPLC に
よる分離は逆相で行い、検出波長は 7- 
hydroxycholesterol および 7-hydroxychol 
esterol, 19-hydroxycholesterol, 27-hydroxy 
cholesterol は 210 nm とし、7-ketocholeste 
rol は 245 nm とした。19-hydroxy 
cholesterol を内部標準として、これらを定量
した。 
 
（２）大動脈粥状硬化病変における過酸化脂
質 
剖検で採取した腹部大動脈の粥状硬化病

変および肉眼的に肥厚斑を認めない大動脈
壁（正常血管）をホモジナイズし、そこから
Folch 法で脂質を抽出、得られた脂質抽出物
中のマロンジアルデヒドおよびヘキサノイ
ルリジンを酵素標識免疫測定法（ELISA）で
定量した。 
 
（３）動脈硬化病変における過酸化脂質の免
疫組織学的検討 
剖検で腹部大動脈を採取し、粥状硬化病変

部および肉眼的に肥厚斑を認めない動脈壁
（正常血管）について、抗 7-ketocholesterol 
抗体を用いた酵素抗体法による免疫染色を
行い、オキシステロールの局在を検討した。
また、同様に抗ヘキサノイルリジン抗体で免
疫染色を行いその局在についても検討した。 
  
（４）飲酒マーカーとしてのヘキサノイルリ
ジン 
 飲酒習慣が明らかで且つ死因に関係する
内因性疾患がない剖検例を対象とし、心臓血
から血清および赤血球膜を調整、ヘキサノイ
ルリジンを ELISA で測定した。対象を飲酒
習慣により三群（Ａ群：飲まない、Ｂ群：時々
飲む、Ｃ群：ほぼ毎日飲む）に分け、血清お
よび赤血球のヘキサノイルリジンの濃度を
比較した。 
 
（５）寒冷環境における死亡のバイオバーカ
ーの検索 
 剖検例を寒冷環境群（凍死および冬季の屋
外での溺死等）、高温環境群（浴槽内での死
亡、火災死等）、常温環境群の三群に分け、
HE 染色、PAS 染色により病理学的所見を確
認すると同時に、抗 heat shock protein 70 
（HSP70）抗体を用いた酵素抗体法による免
疫染色を行い、その発現強度を検討した。さ



らに、HSP70 の発現箇所をより詳細に検討
するため、糸球体上皮細胞 (podocyte) を特
異的に染める抗 WT-1 抗体による免疫染色を
合わせて行った。 
 
４．研究成果 
（１）大動脈粥状硬化病変におけるオキシス
テロール 
腹部大動脈の粥状硬化病変部からは

7-hydroxycholesterol,7-hydroxycholester
ol, 7-ketocholesterol, 27-hydroxycholesterol
が検出された。一方、正常血管壁からは
7-hydroxycholesterol,7-hydroxycholester
ol は検出されなかった。粥状硬化病変部では
7-ketocholesterol, 27-hydroxycholesterol が
正常部に比べ増加していた。病変部位でオキ
システロールが増加していることは、同部へ
の酸化ストレス負荷と脂質酸化の亢進を示
唆する。 
 
（２）大動脈粥状硬化病変における過酸化脂
質 
 粥状硬化病変ではマロンジアルデヒドお
よびヘキサノイルリジンがともに増加して
いた。マロンジアルデヒドは脂質過酸化の最
終産物、ヘキサノイルリジンは脂質過酸化の
初期段階の生成物であると考えられている。
オキシステロールの増加と合わせて、動脈硬
化症の発症への酸化ストレスの関与が示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図１．腹部大動脈中のマロンジアルデ
ヒド．*P< 0.05 vs 正常群 

 
 
（３）動脈硬化病変における過酸化脂質の免
疫組織学的検討 
 腹部大動脈の粥状硬化病変部では、
7-ketocholesterol は血管内膜に強く発現し
ていた。肉眼的に肥厚斑のない正常動脈壁に
おいても 7-ketocholesterol の発現は認めら
れたが、その範囲は狭く、また発現強度も弱
か っ た 。 ヘ キ サ ノ イ ル リ ジ ン も
7-ketocholesterol と同様の傾向を示した。 

動脈硬化病変部ではオキシステロールお
よび脂質過酸化関連化合物が量的に増加し
ていたが、これらは内膜に局在していること
が明らかとなった。7-ketocholesterol および

ヘキサノイルリジンの発現部位は泡沫細胞
の集簇部位と一致するので、大動脈粥状硬化
病変で増加している 7-ketocholesterol をは
じめとする脂質の酸化・過酸化物は低比重リ
ポタンパク質中のコレステロール或いは脂
質由来である可能性が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．剖検で採取した腹部大動脈の抗 
7-ketocholesterol 抗体による免疫染
色（x100）左：正常大動脈、右：大動
脈粥状硬化 

  
 
（４）飲酒マーカーとしてのヘキサノイルリ
ジン 
 血清中ヘキサノイルリジンは三群間に統
計的有意差を認めなかった。赤血球膜中ヘキ
サノイルリジンはＡ群に対してＣ群で有意
に増加した。赤血球中ヘキサノイルリジンの
増加は飲酒による酸化ストレスを反映して
いると考えられ、常習的飲酒のマーカーとな
る可能性が示された。一方で、血清中ヘキサ
ノイルリジン値は個体間でバラツキが大き
かったが、その原因として死後経過時間等の
飲酒習慣以外の要因が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3．赤血球中のヘキサノイルリジン．
A 群：飲まない、B 群：時々飲む、C
群：ほぼ毎日飲む．*P< 0.05 vs A 群 

 
 
（５）寒冷環境における死亡のバイオバーカ
ーの検索 
 HSP70 は糸球体上皮細胞に発現していた。
また、寒冷環境群では上皮細胞の核が濃染さ
れる傾向が確認され、他の二群に比較し極め
て高発現していることが明らかとなった。 
これにより、HSP70 が寒冷環境での死亡

を示すバイオマーカーとなる可能性が示唆



された。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 3． 凍死剖検事例の腎臓の抗
HSP70 抗体による免疫染色（x 400） 
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