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研究成果の概要（和文）：熱中症の法医診断マーカーの確立を目的に、GC-MS/MSを用いたメタボロミクス解析法で熱ス
トレス動物モデルの血漿中の代謝物の変化を検討した。72種類の代謝物が検出され、そのうちの18種類（アミノ酸9種
、有機酸6種、単糖3種）が体温上昇と強い相関をもっていた。これらは生体内のエネルギー産生と関係していた。さら
に、将来的に法医実務に応用するためには、死後経過時間が代謝物の変化に与える影響について理解する必要があるた
め、死後経過時間にともなう代謝物の変化について検討した。その結果、精度の良好な回帰モデルを構築することがで
きた。

研究成果の概要（英文）：To search for biomarkers of heatstroke, we demonstrated by GC-MS/MS based plasma 
metabolic profiling that various endogenous metabolites changed with elevated body temperatures in 
heat-stressed animal models. We detected 72 metabolites, of which 18 metabolites (9 amino acids, 6 
organic acids, and 3 monosaccharides) were found to be statistically correlated with rised body 
temperatures. These metabolites had a relationship with the energy productions. In addition, in order to 
understand the effect of postmortem interval (PMI) on those metabolites in plasma, we investigated the 
change of metabolites with time after death towards the future forensic casework. As a result, we 
constructed a PLS regression model which could successfully predict each PMI.

研究分野：法医学
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１．	 研究開始当初の背景 
	 熱中症の剖検は特異的所見に乏しく、

死因は発見時の状況等から総合的に判

断せざるをえないことが多い。熱中症は

全身性炎症反応にともなう多臓器不全

とされるが、それに到る病態は不明な点

が多く、これまでも動物モデルを用いて

重要臓器における遺伝子発現の変動を

検討した報告等が散見される。 
	 生体に熱ストレスが加わると細胞内

代謝は促進するといわれるが、今回我々

は網羅的分析技術の一つであるメタボ

ロミクスの手法を用いて、熱ストレスモ

デル動物血漿中の代謝物の変化につい

て検討した。 
 
 
２．	 研究の目的 

	 熱中症の法医診断マーカーの確立を

目的に、網羅的分析技術の一つであるメ

タボロミクスの手法を用いて、熱ストレ

スモデル動物血漿中の代謝物の変化を

検討した。ところで、将来的に法医解剖

実務に応用するためには、前提として死

後経過時間にともなう代謝物の変動を

把握しておく必要がある。そのため、死

後経過時間にともなう血漿中代謝物の

変動を検討し、ついで、熱ストレスモデ

ル動物血漿中の代謝物の変動について

検討した。 
 
 

３．	 研究の方法 
①	 死後経過時間に伴う代謝物の変動 
	 SD系雄性ラット (10週齢) 36匹を 6
群に分け、CO2 で安楽死後、それぞれ、
死亡直後、死後 3、6、12、24、48時間
後に血液採取を行い、速やかに血漿を分

離して試料とした。 
 
②	 熱ストレスに伴う代謝物の変動 
	 SD系雄性ラット(10週齢)24匹を 4群
に分け、イソフルラン吸入麻酔および心

電図モニター下に、保温マットにて直腸

温度がそれぞれ 37、40、42、44℃にな
るまで加温した。目標温度の時点でペン

トバルビタールを腹腔内投与し安楽死

させたのち血液を採取し、速やかに血漿

を分離し試料とした。 
 
	 得られた血漿試料は、クロロホルム−

メタノール溶液(2:5, v/v)で抽出を行い、
メトキシアミンとMSTFAで誘導体化を
行った。分析装置は島津製作所製

GCMS-TQ8030（トリプル四重極型）を
用い、データは SIMCA-P+ (Umetrics, 

ver.13)で多変量解析を行った。 
	

４．研究成果	

① 死後経過時間に伴う代謝物の変動 
	 血漿中から 70種類の代謝物を同定し
た。主成分分析では、6群は比較的明瞭
に分離し、死後経過時間とともに変動す

る代謝物の存在が示された（１）。その

結果、統計学的に死後経過時間と優位な

関連性をもって変動していると判断さ

れた 25成分を選出し、PLS回帰法を用
いて予測モデルを作成することができ

た（２，３）。さらに、新たに各群 n=3
として validation studyを行った結果、
構築した予測モデルの有効性が示され

た（４）。 
 
 

１）	PCA(Principal	component	analysis)-UV	
scale 

 

	
	
	
	
２）	VIP(Variable	importance	in	the	

projection)	score	plot	
	

	
	
	
VIP>1.2 かつ Kruskal-Wallis	test	(P	<	0.05)
となる代謝物は 25 成分であった。	
	
	
	
３）	PLS(Partial	least	squares	(or	

projection	to	latent	structure)	
regression	model	



 

 

	

	
	

	
４）	Validation	study	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	

	
	  
 

	

②	 熱ストレスに伴う代謝物の変動 
	 ラットの直腸温度が 40℃、42℃、44℃

に達するのに要した時間は、それぞれ

17.7±3.1 分、28.7±3.0 分、33.3±1.8

分であった。	

血漿中から 72 種類の代謝物を同定した。

主成分分析では 4 群は明瞭に分離した

（５）。 
統計学的に、18 種類（アミノ酸 9種、有

機酸 6 種、単糖 3 種）が体温上昇と強い

相関をもって増加していた（６）。それら

18 成分はいずれも TCA	cycle をはじめと

したエネルギー産生経路に関わっており、

体温上昇とともにエネルギー産生が亢進

している可能性が示唆された。 
	 さらに、心臓、肝臓、腎臓、筋肉とい

った臓器についても検討しており、解析

を進めることによってより詳細な情報を

得ることが出来ると期待される。 
 
 
 
 

 

５）	PCA-UV	scale	

 
 

６）	VIP	score	plot	
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