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研究成果の概要（和文）：剖検時に得られる指標のみに基づいてアナフィラキシーショックを死因として特定すること
はしばしば困難を伴う。そこで、本研究ではマウスモデルを用いて法医実務に有用な新規アナフィラキシーショック診
断法の開発を試みた。ペニシリンVを抗原としてアナフィラキシーショックを誘起し、死亡したマウスの種々の臓器を
採取して、サイトカイン、ケモカイン、免疫調節に関わる分子、増殖因子、転写因子およびシグナル伝達分子の発現を
real-time  RT-PCRで遺伝子発現を解析することでアナフィラキシーショックに特異な遺伝子発現の変化を探索したが
、現時点では新しい指標となりえる分子の発見には至っていない。

研究成果の概要（英文）：Specifying an anaphylactic shock as the cause of death only based on the autopsy f
indings often encounters difficulties. So, in this research, we tried development of the novel diagnostic 
method for anaphylactic shock using the mouse model. Anaphylactic shock was induced by challenge of penici
llin V as an antigen, and total RNA was extracted from the various organs of mice died. The extracted RNA 
was subjected to real-time RT-PCR for analyses of the gene expression of cytokines, chemokines, the molecu
les for immune regulation, growth factors, transcription factors and signal transducers to identify the ch
anges in specific gene expression anaphylactic shock. However, at present, we did not find the changes of 
gene expression specific for anaphylactic shock.
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１．研究開始当初の背景 
突然死の死因究明は法医学の重要且つ困難

な課題の一つである。臨床の場と異なり、法

医学で取り扱う事例には生前の情報に乏し

く、死亡時および死亡から発見までの状況も

不明な事例も多い。したがって、法医学者は

剖検所見と剖検試料を用いた検査所見のみ

から診断を下すことを求められる場合も多

い。急性死の死因の一つであるアナフィラキ

シーショックは、極めて急速な経過で死に至

るが、特異的な指標に乏しく診断に苦慮する

ことが多い。我が国においてアナフィラキシ

ーショックを死因とする死亡は年間５０～

６０と非常に少数であるが、急性死の死因究

明に関わる法医学の場ではそれほど稀な死

因でない。米国では人口の 1.24～16.76%がア

ナフィラキシーを起こし、0.002%が死亡して

いる可能性があると報告されている。しかし、

統計上アナフィラキシーショックを死因と

する死亡はその数分の一に留まっており、多

くが見落とされているものと思われる。同様

に我が国においても多くのアナフィラキシ

ーショックによる死亡が見落とされている

可能性が高く、診断の困難さがその原因の一

つと考えられる。アナフィラキシーショック

の新たな診断指標を見出すことは、より確か

な診断に繋がるものと思われる。 

 
２．研究の目的 
臨床の場と異なり、法医実務では生前の情報

に乏しく、剖検時に得られる指標のみに基づ

いてアナフィラキシーショックを死因として

特定することはしばしば困難を伴う。また、

アナフィラキシーショックの組織学的指標や

生化学的指標は必ずしもアナフィラキシーシ

ョックに特異的ではないとの指摘もある。し

たがって、アナフィラキシーショックに特異

的、且つ剖検試料中にも安定して見出せる新

しい指標の探索は法医学にとって極めて重要

と思われる。本研究はマウスモデルを用いて

免疫組織化学的、生化学的および分子生物学

的な新しい指標を、特に死後の安定性に重点

をおいて検索し、法医実務におけるアナフィ

ラキシーショックの診断をより確実なものに

することを目指すものである。 

３．研究の方法 

本研究はアナフィラキシーショックに特異

的で且つ死体中でも安定な遺伝子発現の変

化を見出し、新しいアナフィラキシーショッ

ク診断の指標となる分子を見出すことを目

的とするものであり、マウスを用いた動物実

験による基礎的データの収集と剖検試料を

用いた実務的検討から成る。 

1) PenV-OVA および PenV-BSA の調製 

20 mg の OVA あるいは BSA を 5 ml のホウ酸緩

衝液(pH 8.5)に溶解し、5 ml の同緩衝液に溶

解した 100 mg の PenV を加えて 37 度で一晩

撹拌する。反応液を遠心し、上清を PBS に対

して７日間透析後、5 mg/ml に調整して冷凍

保存した。 

2) アナフィラキシーショックマウスモデル

の作製 

8-10 週齢雄の C57BL/6 マウスに 0.5 mg の

PenV-OVA と 1 mg の alum を 300 ng の B. 

pertussis toxin と供に腹腔内投与する。投

与 2 週間後 100 g の PenV-BSA を 0.2 ml の

PBS に溶かして静脈内投与して致死的アナフ

ィラキシーショックを誘起する。ほとんどの

マウスは 15 分程度で死亡するが、死亡後室

温に置き、未処理(対照)、 死亡直後、12 時

間後、24 時間後、36 時間後および 48 時間後

の各時間に個別のマウスの死体から肺、心臓、

腸の組織を採取し、一部をホルマリン固定、

残りを液体窒素で急速に凍結し-80 度で保存

した。 

3) Real-time RT PCR によるアナフィラキシ

ーショック特異的遺伝子発現変化の解析 

採取したマウスの各臓器から Isogen を用い

て RNA を抽出し、random 6 oligonucleotide

を primer として逆転写する。得られた cDNA

を鋳型として、抗原刺激による肥満細胞の活

性化に際して著しく発現が増加するとされ

ているサイトカイン(IL-1b, CSF1)、ケモカ

イン(CCL4, CCL7)、免疫調節に関わる遺伝子

(BL34, LIF, CD69)、増殖因子(EGR3, FOSB)、



転写因子(MAFF)、シグナル伝達分子(DUSP2, 

THBD, NR4A2 に特異的なプライマーセットを

用いて Real-time RT-PCR を行い、アナフィ

ラキシーショックに特異的な遺伝子の発現

変化を定量的に解析した。 

4) Western blotting によるアナフィラキシ

ーショック特異的タンパク指標の解析 

マウスの各臓器からタンパクを抽出し、

Real-time RT PCR による解析でアナフィラキ

シーショック特異的に遺伝子発現が増強す

ることが示された分子について、特異抗体を

用いて Western blotting を行い、densitometry

により定量して、アナフィラキシーショック

で特異的に発現が増加するタンパクの特定

を試みた。 

5)アナフィラキシーショック特異的タンパク

の免疫組織化学的検出 

ホルマリン固定パラフィン包埋マウス組織

の切片について、実験 3, 4)で見出した新し

い指標となるタンパク、tryptase,、chymase

および BMPに対する抗体を用いて免疫染色と

免疫蛍光染色を行い、マウスの組織における

アナフィラキシーショックの指標となるタ

ンパクの検出とその発現細胞の特定を行っ

て、固定組織上で検出可能な新たな指標の選

定を試みた。 

6) アナフィラキシーショックを含めた急死

事例の剖検試料の収集を行った。 

1) 剖検試料におけるアナフィラキシーショ

ック指標分子の検出 

マウスを用いた実験で見出したアナフィラ

キシーショックの指標となる分子の免疫組

織化学的検出をヒト剖検試料（教室の過去の

剖検例）について検討する。また、研究期間

内にアナフィラキシーショックと考えられ

る事例を経験した際には、Real-time RT-PCR

および Western blotting による解析も行う。 
 
４．研究成果 

C57B6 マウスの腹腔に PenV-OVA をアジュ

バント免疫し、２週間後に PenV-BSA を静脈

内投与すると、約８０％のマウスは１５分以

内に死亡した。死亡後直ちに肺、心臓、腸の

組織を採取し、一部をホルマリン固定、残り

を液体窒素で急速に凍結し-80 度で保存した。

採取した各臓器から total RNA を抽出し、逆

転写酵素により cDNA を作成し、サイトカイ

ン(IL-1b, CSF1)、ケモカイン(CCL4, CCL7)、

免疫調節に関わる遺伝子(BL34, LIF, CD69)、

増殖因子(EGR3, FOSB)、転写因子(MAFF)、シ

グ ナ ル 伝 達 分 子 (DUSP2, THBD, NR4A2) 

(Jayapal M ら BMC Genomics 2006;7:210)に

特 異 的 な プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て

Real-time RT-PCR を行ったが、PenV-BSA の

静脈内投与のみを行った対照群と比較して、

解析した遺伝子の発現に有意な差は見出せ

なかった。 

さらに、組織から抽出したタンパクを用いて、

アナフィラキシーショックにおいて早期に

発現が増加することが予想される DUSP2、

THBD および EGR3 について western blotting

が解析を行ったが、対照群との間に有意な差

を見出すことはできなかった。 

ホルマリン固定した組織について、DUSP2、

THBDおよびEGR3に対する得意抗体を用いて、

組織上でアナフィラキシーショックに伴う

変化を見出すことを検討したが、ショック組

織に得意な染色性を見出すことは出来なか

った。 

以上のように、死亡直後の組織においてはア

ナフィラキシーショックに特異的な指標を

見出すことは出来なかったが、アナフィラキ

シーショックにより急速に死亡しても、死亡

に至る短い期間にショックに得意な遺伝子

発現を誘起するスイッチは入っていると思

われ、死後の組織においても超生反応により

遺伝子発現の変化、更にタンパク発現の変化

は進行するものと予想される。よって、死後

の時間経過に伴い特異的な指標が顕在化す

る可能性が十分に考えられる。従って、本研

究期間内には遂行することが出来なかった



死後ある程度時間が経過したマウスの組織

について、更なる検討を行っていく予定であ

る。 

また、研究期間内に教室で行った剖検例にア

ナフィラキシーショックを死因とする事例

は無く、ヒト組織における検討は行えなかっ

たが、今後もアナフィラキシーショックを死

因とする事例の試料収集に努め、ヒト組織を

用いた検討も行っていく予定である。 
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