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研究成果の概要（和文）：高齢者及び小児の身体的虐待死でみられた各臓器，特に肺への好中球浸潤は虐待ストレス等
に基づく肺胞マクロファージからのHMGB1放出を発端として，HMGB1-TLR4-NF-kBシグナルを介して肺胞マクロファージ
から好中球遊走因子IL-8が誘導されることで生じることを免疫組織学的手法を用いて証明した。また，好中球だけでは
なく，肺胞マクロファージもMMP9, iNOS等の組織障害因子を産生することで，直接的に組織障害を促進する可能性が示
唆された。以上の検討によって，虐待から好中球侵襲を経て臓器障害に至るまでの全容がほぼ明らかとなり，より正確
な虐待の法医病理学的証明法の確立に向けて大きく前進した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated immunohistochemically that neutrophil 
infiltrations into multiple organs, particularly into the lungs obtained from abused elderly and child 
autopsy cases are induced by HMGB1-TLR4-NF-kB signals in the resident alveolar macrophages. In those 
cases, alveolar macrophages in addition to infiltrated neutrophils can also release inflammatory 
mediators such as MMP9 and iNOS, resulting in the tissue injury. We could elucidate the pathophysiology 
of the neutrophil infiltrations into multiple organs due to physical abuse, and it may be useful as a new 
complementary diagnostic indicator of physical abuse.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

（1）小児・高齢者・障害者に対する虐待防
止法が施行されているにもかかわらず，現状
では各虐待例とも増加の一途をたどり，法医
解剖でも虐待の終末像をたびたび見せつけ
られている。われわれは解剖時に虐待行為を
見逃さないための診断法の開発と各臓器へ
の悪影響の解明を試みてきた。まず，1991年
に小児の身体的虐待に基づく広範な皮下出
血に由来するヘモグロビンが腎臓の尿細管
細胞内に沈着することを証明した［文献①］。
また，1994年から虐待を含めた頭部外傷に基
づく軸索，膠細胞などの早期変化を検討し，
受傷後の経過時間推定法を報告してきた［文
献②］。さらに最近われわれは，虐待ストレ
スに対する副腎皮質系の反応による糖質コ
ルチコイドの分泌促進と副腎肥大，材料であ
る副腎内コレステロールの減少などを高齢
者虐待剖検例［文献③］や動物実験 ［文献
④］で明らかにしている。さらにまた，皮膚
熱傷の経時的変化を動物実験で検討し，児童
虐待にみられる新旧熱傷の形成時期判定法
を検討している［文献⑤，⑥］。加えて，高
齢者［文献⑦］や小児［投稿中］の身体的虐
待例では，広範かつ繰り返す外傷によって好
中球遊走因子 interleukin (IL)-8が産生され，
次いで血管内皮細胞上の接着因子 P-selectin

の発現が増加して各臓器に好中球浸潤が招
来されることを各々のマーカーを用いて明
らかにしてきた。 

 

（2）われわれの検討のほかには，1990 年初
めに胸腺の退縮やユビキチンの臓器内発現
が報告されたが，近年では小児虐待が各臓器
に及ぼす変化に関する報告は海外を含めて
も少ない。高齢者に対する虐待を対象とした
報告はさらに少ない。ましてや，虐待と好中
球侵襲との関連を検討した研究や虐待を細
胞分子レベルで検討した試みはほとんどな
い。 

 

２．研究の目的 

  

 前記のごとくこれまでわれわれは，身体的
虐待による広範な外傷が炎症性メディエー
ターを動員し，多臓器に好中球が浸潤・侵襲
することを報告してきた。今回さらに，虐待
から好中球侵襲を経て臓器障害に至るまで
の全容を検討する研究を企画した。すなわち
身体的虐待死剖検例の各臓器において，好中
球浸潤の前段階に関与するとされている
damage-associated molecular patterns 

(DAMPs)等の因子から，好中球が産生する
matrix metalloproteinases(MMPs)等の組織
障害因子までの発現（図 1）を総合的に解析
して，法医実務に耐えうるより正確な法医病
理学的虐待証明法や虐待期間推定法を確立
するのが本研究の目的である。 

 

 

３．研究の方法 

 
（1）研究試料  
 高齢者の身体的虐待死 11 例（65 歳以上，
平均 77.5 歳，男性 4・女性 7），対照例（鋭
器損傷死，単独の鈍器損傷死，多発外傷死各
6 例）（65歳以上，平均 76.0 歳，男性 10・女
性 8）を研究対象とした。身体的虐待の程度
は，Lund-Browderの公式を使用した体表面積
に占める総損傷面積，並びに Injury Severity 
Score(ISS)を算出することで評価した。なお，
本研究は所属機関の疫学研究等倫理審査委
員会の承認を得て行った。 
 
（2）免疫組織学的検討 
 各事例から得たホルマリン固定後パラフ
ィン包埋肺切片を試料として，DAMPｓの 1つ
である high-mobility group box1(HMGB1)，
そ の 受 容 体 で あ る Toll-like receptor 
(TLR)4，核内転写因子の 1 つである NF-kB，
炎症細胞が産生する組織障害因子の 1つであ
る MMPs (MMP2, 9)，さらには炎症細胞が産生
し，炎症促進及び炎症抑制の両作用を併せ持
つ 分 子 で あ る inducible nitric oxide 
synthase (iNOS)の各発現を免疫組織化学染
色によって検討し，身体的虐待死群と対照群
の両群で比較した。また，身体的虐待死群で
は，各発現と損傷面積，ISS 並びに虐待期間
との関係についても検討した。さらに，蛍光
二重免疫染色法によって MMPs 発現細胞の同
定を行った。 
 
（3）アポトーシス解析 
 各 肺 切 片 を 試 料 と し て ， TUNEL 
(TdT-mediated dUTP nick and labeling)法 
を用いてアポトーシス細胞を計測し，身体的
虐待死群と対照群の両群で比較した。 
 
４．研究成果 
 

図 1．外傷性ショック及び出血性ショックにお

ける臓器への好中球侵襲のメカニズム 

(McGhan et al. Injury, Int J Care Injured 

2012:43;129-136) 



（1）HMGB1-TLR4-NF-kB発現について 
 肺において HMGB1は肺胞マクロファージで
発現が認められた。身体的虐待死群では
HMGB1 の核から細胞質への移行が対照群と比
較して有意に多く認められ（図 2），身体的虐
待死群では HMGB1が細胞外に放出され，炎症
反応の惹起に関与した可能性が示唆された。
また，HMGB1の受容体の 1つである TLR4発現
も肺胞マクロファージで認められ，その陽性
率は身体的虐待死群では対照群と比較して
有意に高値を示した。したがって，肺胞マク
ロファージから放出された HMGB1 は TLR4 を
介して肺胞マクロファージにオートクライ
ン・パラクライン的に作用する可能性が示唆
された。さらに，HMGB1-TLR4 シグナルを核内
に伝達し，好中球遊走因子 IL-8 や組織障害
因子 MMPs 等の転写を促進する因子である
NF-kB の発現を検討したところ，肺胞マクロ
ファージにおいて発現が認められ，その陽性
率はやはり身体的虐待死群では対照群と比
較して有意に高値を示した。なお，身体的虐
待死群における肺胞マクロファージでの
HMGB1 の核から細胞質への移行率は損傷面積，
虐待期間の長さとの間には有意な相関関係
は認められなかったが，ISS との間には有意
な正の相関関係が認められた。 
a 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．a)各群の HMGB1 免疫染色像。原倍率，
×100（枠内は×400）。Abuse，身体的虐待死；
I-S，鋭器損傷死;I-B，単独の鈍器損傷死；
Poly，多発外傷死。b）各群の HMGB1 の核か
ら細胞質への移行率の比較。**p<0.01 
 
（2）組織障害因子 MMPs，炎症促進・抑制因
子 iNOS発現について 
 炎症時に産生され基底膜の構成成分であ
るⅣ型コラーゲンを切断し，組織破壊に導く
酵素の 1つである MMP2及び MMP9発現につい

て検討したところ，MMP2は浸潤する好中球に
おいて認められ，その陽性細胞数は身体的虐
待死群では対照群と比較して有意に高値を
示した。一方，MMP9 は肺胞マクロファージに
おいて認められ（図 3），肺胞マクロファージ
における陽性率は，身体的虐待死群では対照
群と比較して有意に高値を示した。また，
MMP2，MMP9 いずれも損傷面積，虐待期間の長
さとの間には有意な相関関係は認められな
かったが，ISS との間には有意な正の相関関
係が認められた。 

図 3．MMP9発現細胞の同定（蛍光二重免疫染
色像）。左から 3 列目は 1 列目と 2 列目のマ
ージ画像。 
  
 さらに，炎症時に産生され血管拡張による
炎症促進並びに炎症細胞のアポトーシス誘
導による炎症抑制の両作用を併せ持つ分子
である iNOS 発現について検討したところ，
iNOS は肺胞マクロファージにおいて発現が
認められ，陽性率は身体的虐待死群では対照
群と比較して有意に高値を示した（図 4）。
iNOS 発現と損傷面積，虐待期間の長さ，ISS
との間にはいずれも有意な相関関係は認め
られなかった。 
a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b 

図 4．a)各群の iNOS免疫染色像。原倍率，×
100（枠内は×400）。Abuse，身体的虐待死；
I-S，鋭器損傷死;I-B，単独の鈍器損傷死；
Poly，多発外傷死。b）各群の iNOS陽性率の
比較。**p<0.01 

** 



（3）アポトーシス解析 
 TUNEL 法を用いて肺におけるアポトーシス
細胞数を計測したところ，身体的虐待死群で
はアポトーシスに陥った肺胞マクロファー
ジ数が対照群と比較して有意に多く認めら
れた（図 5）。また，アポトーシス細胞率と損
傷面積，虐待期間の長さ，ISS との間にはい
ずれも有意な相関関係は認められなかった。 
a 

b  

図 5．a)各群の TUNEL 法染色像。原倍率，×
100（枠内は×400）。Abuse，身体的虐待死；
I-S，鋭器損傷死;I-B，単独の鈍器損傷死；
Poly，多発外傷死。b）各群のアポトーシス
細胞率の比較。**p<0.01 
 
（4）結 論 
 われわれがこれまで報告してきた高齢者
及び小児の身体的虐待死でみられた各臓器，
特に肺への好中球浸潤は虐待ストレス等に
基づく肺胞マクロファージからの HMGB1放出
を発端として，HMGB1-TLR4-NF-kB シグナルを
介して肺胞マクロファージから好中球遊走
因子 IL-8 が誘導されることで生じることが
明らかとなった。また，浸潤してきた好中球
が産生する好中球エラスターゼや MMP2 だけ
ではなく，同シグナルを介して肺胞マクロフ
ァージ自身も MMP9や iNOSを産生することで，
好中球と共に直接的に組織障害を促進する
可能性が示唆された。以上の検討によって，
虐待から好中球侵襲を経て臓器障害に至る
までの全容がほぼ明らかとなり，より正確な
虐待の法医病理学的証明法の確立に向けて
大きく前進したと考える。 
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