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研究成果の概要（和文）：虐待ストレスに基づく内分泌系変化がもたらす神経系並びに免疫系の変化について包括的に
検討した。まず，心理的虐待モデルである拘束ストレスマウス及び小児虐待死剖検例の検討によって，虐待ストレスに
よって副腎内分泌系に変動がみられ，それらを解析することは小児虐待の法医病理学的診断及び虐待期間推定の指標と
なり得る可能性が示唆された。神経系については，有意な結果は得られなかった。免疫系については，ストレスによる
胸腺の萎縮には免疫系の分子CCR5発現が関与していることが示唆され，小児虐待の法医病理学的証明の新規マーカーと
なる可能性，さらには虐待による胸腺萎縮を予防する標的となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated nervous and immune system changes attributed to endocrine system 
ones by abuse stress. At first, abuse stress causes adrenal endocrine system changes from the 
investigation using a mouse restraint stress model of psychological abuse and forensic autopsy cases. Our 
results suggest that the analysis of the changes may be useful for the diagnosis of child abuse and 
determining the duration. We could not show significant changes of the nervous system caused by endocrine 
system ones in elderly abuse cases. As for the immune system, CCR5 expression was up-regulated in the 
thymus of child abuse cases and therefore, CCR5 may be a novel marker for the diagnosis of child abuse 
and therapeutic marker for thymic atrophy.

研究分野： 法医学
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１．研究開始当初の背景 
小児虐待例では胸腺が萎縮し，免疫系に異

常を来すことはよく知られている。胸腺萎縮
は，ストレスによって視床下部-下垂体-副腎
皮 質 系 （ Hypothalamic-pituitary-adrenal 
axis; HPA axis）を介して副腎皮質から分泌
される glucocorticoid (GC)が，胸腺リンパ球
をアポトーシスに導くために起こると考え
られている。したがって，虐待による強いス
トレスが HPA axis に影響を及ぼす可能性が
十分考えられる。一方，近年，小児虐待は成
人後のいくつかの精神疾患（うつ病，PTSD，
境界型人格障害，統合失調症，反社会性人格
障害）発症の危険因子と言われている。精神
疾患発症の機序には，胸腺と同様に虐待スト
レスに反応して分泌される GC によって前頭
葉，海馬，脳梁，小脳等の脳各部位の容積が
著明に減少することが関与すると考えられ
ており，虐待ストレスが内分泌系の変化を介
して神経系にも影響を及ぼすことが示唆さ
れる。そこで，今回の研究では，虐待ストレ
スによる内分泌系の変化の全体像を解明す
るとともに，内分泌系変化に伴う神経系の変
化，さらには免疫系の変化を包括的に解明す
る研究を企画した。 
 
２．研究の目的 
まず，心理的虐待の動物モデルとして長期

拘束ストレスマウスを用いて長期ストレス
下における HPA axis の動態解析を行い，そ
の結果を実際の虐待死剖検例に応用するこ
とで虐待の法医学的証明に有用であるか否
かを検討する。次に，虐待ストレスによる内
分泌系変化がもたらす神経系の変化につい
て，虐待死剖検例の各脳組織における神経細
胞死の有無を中心に検討する。さらに，内分
泌系変化が免疫系にもたらす変化について，
拘束ストレスマウス及び実際の虐待死剖検
例を用いて，炎症においてマクロファージの
遊走等に関わる CC ケモカイン受容体の 1 つ
である CCR5 発現に注目した検討を行った。 
以上の検討で得られた成果を臨床分野でも
被虐待児の早期発見につながる指標として
応用できるようにすることで，ひいては虐待
被害者を減らすことが本研究の最終目的で
ある。 
 
３．研究の方法 
（1）長期拘束ストレスマウスにおける副腎
内分泌系の変化について 

7 週齢の雄性 Balb/c マウスを用い，無麻酔
下で空気穴を開けた 50ml ファルコンチュー
ブ内に 1 日 1 回 1 時間入れる拘束ストレスを
1 日のみ，1，2，3，4 週間連続する 5 群（各
群n=8）を用意する。最後の拘束処置終了後，
１時間後に安楽死させ，血清・副腎を採取し
た。各群の血清 ACTH 値，コルチコステロン
値，コルチゾール値を EIA 法にて測定した。
副腎は，ホルマリン固定後に 1% Triton 
X-100 含有クロロホルム溶媒内にて副腎内コ

レステロールを抽出し，その量を EIA 法にて
測定した。また，もう一側の副腎は，RNA
を抽出し，Real-time PCR 法にて，副腎にお
けるコレステロール供給に関わる各種遺伝
子 (Scavenger receptor-class B type 
I(SR-BI), Low density lipoprotein receptor 
(LDLR), HMG-CoA reductase (HMGR)並び
に Hormone- sensitive lipase(HSL))発現
及びクロモグラニン A (CgA)遺伝子発現を検
索した。 
 
（2）小児虐待死例における副腎内分泌系の
変化について 
入院後死亡例を除く小児の虐待死 12例（身

体的虐待 4 例，ネグレクト 8 例）及び対照 12
例を試料として，副腎重量（体重，身長，BMI
で補正），副腎内コレステロール量を測定し
た。また，副腎切片について SR-BI，CgA に
対する免疫染色を行い，陽性スコア（染色強
度と陽性割合で算出）により発現程度を検討
した。 
 
（3）高齢者虐待死例における神経系変化に
ついて 
高齢者の身体的虐待死 11 例，対照 18 例の

前頭葉切片を試料として，glucocorticoid 
receptor (GR)の発現について免疫染色を行
い，発現程度を比較した。また，TUNEL 
(TdT-mediated dUTP nick end labeling) 法
によりアポトーシス細胞数についても両群
で比較した。 
 
（4）内分泌系変化がもたらす免疫系変化に
ついて 
① 拘束ストレスマウスにおける検討 
拘束ストレスマウスの胸腺切片を試料と

して，CCR5 免疫染色を行い，CCR5 発現細
胞数を対照マウスと比較した。また，蛍光二
重免疫染色によって CCR5 発現細胞の同定
を行った。さらに CCR5 ノックアウト (KO)
マウスと野生型マウスで拘束ストレス後の
胸腺重量，TUNEL 法によってアポトーシス
細胞数を比較した。 
② 小児虐待死剖検例における検討 
小児の身体的虐待死 8 例，対照 7 例の胸腺切
片を試料として CCR5 免疫染色を行い，
CCR5 発現細胞数を両群で比較した。また，
また，蛍光二重免疫染色によって CCR5 発現
細胞の同定を行った。 
 
４．研究成果 
（1）長期拘束ストレスマウスにおける副腎
内分泌系の変化について（発表論文 1より一
部抜粋） 

In control mice, there was no significant 
temporal change in any markers within 
the experimental periods. In restraint 
stressed mice, the weight of the adrenal 
gland showed a significant increase at 1 
week and 2 weeks in comparison to that of 



control mice. Serum levels of ACTH 
showed a significant increase with 1 day to 
3 weeks of stress. Corresponding to the 
change of ACTH, serum levels of 
corticosterone and cortisol showed a 
significant increase with 1 day to 2 weeks, 
and 3 weeks of stress, respectively. In 
contrast, the adrenal cholesterol content 
showed a significant decrease with 1 week 
of stress. All of these changes returned to 
control levels after 4 weeks. According to 
“Selye’s stress theory” and recent 
investigators, the adrenal glands are 
enlarged due to overproduction of 
glucocorticoids through activation of the 
HPA axis in the early phase of chronic 
stress, which Selye termed the “alarming 
reaction (A-R) stage”. Subsequently, in the 
later phase, which Selye termed the 
“resistance stage”, the production of 
glucocorticoids is reduced to the lowest 
levels for resisting the stress. Therefore, 
our results suggest that restraint stress for 
1 day to 3 weeks and for 4 weeks may 
correspond to the “A-R stage” and 
“resistance stage”. These temporal changes 
may be useful markers for not only proving 
prolonged psychological stress experience 
but also for the estimation of stress 
duration. 

As a practical application of these results 
to forensic casework, an initial evaluation 
of adrenal weights would be appropriate 
because of its simple and routine 
examination. In contrast, the diagnostic 
assessment of postmortem serum hormone 
levels is controversial. Therefore, we 
performed a quantitative analysis of 
adrenal cholesterol, a starting material for 
glucocorticoids. Actually, the cholesterol 
was decreased significantly in mice 
restrained for 1 week in our study. 
Supportingly, intracellular lipid-droplet 
depletion in the zona fasciculata, implying 
an exhaustion of cholesterol, has been 
observed in the early phase of chronic 
stress. Moreover, Halliday reported that 
cholesterol values in autopsy liver samples 
were unaffected by formalin fixation for at 
least 200 days. Thus, measurement of 
adrenal cholesterol content can be 
substituted for that of serum glucocorticoid 
levels. 

In restrained mice, adrenal gene 
expression of 3 molecules (SR-BI, HMGR 
and HSL) involved in cholesterol supply 
showed a significant increase with 1 day to 
2 weeks of stress. In contrast, LDLR gene 
expression showed no temporal change 
from 1 day to 4 weeks of stress. The 3 

up-regulated molecules were SR-BI, a 
receptor mediating uptake of plasma 
HDL-cholesteryl esters (CE), HMGR, a 
rate-limiting enzyme in the process of de 
novo synthesis, and HSL, a fatty acyl 
hydrolase liberating free cholesterol from 
CE. Since the transcription of all 3 
molecules is regulated by ACTH, each 
expression was increased synchronically. 
In addition, the gene expression of CgA, 
one of the markers for postmortem 
assessment of chronic stress, showed a 
significant increase with 1 day to 2 weeks 
of stress, and a significant decrease with 3 
to 4 weeks of stress. The later phase 
corresponds with the “resistance stage”, 
and the SA axis was suppressed to prevent 
potential adverse effects including 
arrhythmia and hypertension. Unique 
suppression of CgA expression may be a 
feasible marker indicative of relatively 
long duration. Several lines of evidence 
implied the practical availability of 
examination of mRNA levels even in 
forensic field, although postmortem 
degradation of mRNA is inevitably taken 
into consideration.  

Our results suggest that the analysis of 
adrenal endocrine systems based on the 
combination of several markers related to 
the HPA axis and SA axis would be useful 
for not only proving prolonged 
psychological stress but also determining 
its duration. Further, it should be checked 
whether the restraint stress model is 
applicable to child abuse/neglect cases, 
since such children are likely to suffer from 
prolonged psychological stress. 
 

（2）小児虐待死例における副腎内分泌系の
変化について 
副腎重量は体重，身長，BMI のいずれで補

正した場合も対照例に比べ虐待死例で有意
に高値を示し，副腎内コレステロール量は逆
に虐待死例で有意に低値を示した。両群で
SR-BI，CgA 発現は有意な差を認めなかった。
そこで，虐待期間が判明した 6例について虐
待期間別に検討すると，数週間から 2ヶ月の
例では副腎重量は有意に高値を示し，コレス
テロール量は有意に低値を示し，SR-RI 発現
は有意に高値を示した。一方，CgA 発現は虐
待期間が数ヶ月以上の例で有意に低値を示
した。したがって，副腎内分泌系の変化は虐
待の法医病理学的証明並びに虐待期間推定
のための指標の一つとなり得るものと考え
る。 
 
（3）高齢者虐待死例における神経系変化に
ついて 
高齢者身体的虐待死，対照例のいずれも皮



質Ⅱ，Ⅲ層の神経細胞にGR発現を認めたが，
両群で GR 陽性細胞数に有意な差はみられな
かった。また，虐待死例，対照例ともに頭部
外傷受傷後の生存時間が比較的長い例にお
いてアポトーシスを起こした神経細胞がみ
られたが，両群でアポトーシス細胞数に有意
な差はみられなかった。 
以上の結果から，高齢者剖検例においては虐
待による内分泌系変化がもたらす神経系変
化について証明することはできなかった。今
後，小児剖検例のおいて同様の検討を行い，
虐待によって神経系変化が起こっている可
能性を証明し，社会に対して虐待予防の必要
性を訴えていきたい。 
 
（4）内分泌系変化がもたらす免疫系変化に
ついて 
① 拘束ストレスマウスにおける検討 
野生型マウスに拘束ストレスを加えると，

胸腺における CCR5 発現細胞数が有意に増
加した（図 1）。蛍光二重免疫染色によって
CCR5 発現細胞の大部分はマクロファージで
あることが確認された。そこで，CCR5 ノッ
クアウト(KO)マウスと野生型マウスとの間
で拘束ストレスに対する胸腺の変化を検討
したところ，野生型マウスと比較して CCR5 
KO マウスでは胸腺リンパ球のアポトーシス
細胞数が有意に少なく（図 2），胸腺重量の減
少も有意に軽減しており，胸腺の萎縮が抑制
されていた。 

図 1 (a) 拘束ストレスマウスの胸腺における
CCR5 免疫染色像（原倍率 100x，枠内は
400x）。(b) 対照マウスと拘束ストレスマウス
の胸腺における CCR5 陽性細胞数の比較。
**p<0.01 

図 2 野生型マウスと CCR5KO マウスの拘束
ストレス後の胸腺におけるアポトーシス細
胞数の比較。**p<0.01 
 
② 小児虐待死剖検例における検討 

 動物実験の結果と同様に対照例と比較し
て小児虐待死例では CCR5 発現細胞が有意
に増加しており（図 3），発現細胞の大部分は
マクロファージであることが確認された。 
図 3 (a) 小児虐待死例の胸腺における CCR5

免疫染色像（原倍率 100x，枠内は 400x）。(b) 
小児虐待死例と対照例の胸腺における CCR5
陽性細胞数の比較。**p<0.01 
 
以上の結果から，ストレスによる胸腺の萎

縮には CCR5 発現が関与していることが示
唆され，虐待死例の胸腺においても CCR5 の
高発現が確認されたことから，小児虐待の法
医病理学的証明の新規マーカーとなる可能
性，さらには虐待による胸腺萎縮を予防する
標的マーカーとなる可能性が示唆された。 
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