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研究成果の概要：損傷皮膚における c-fos、FosB、MKP-1、CD14、CCL9、MCP-5 及び PLGF の各遺

伝子における発現ピークの時期は異なっていた。c-fos、fosB、MKP-1 の mRNA は受傷後極早期

に、CD14、CCL9 の mRNA は受傷後 12～24 時間、MCP-5、PLGF の mRNA は、3日から 5日後に、そ

れぞれ発現のピークが観察された。従って、c-fos、fosB、MKP-1、CD14、CCL9、MCP-5 及び PLGF

の 7 遺伝子の発現量を比較することにより、受傷後初期に対する正確な時期推定が可能である

ことが示唆された。 
他方、CD14 抗原（糖蛋白質）の発現した陽性細胞（単球あるいはマクロファージ）は、受傷

後約 12 時間より観察され約 3～5日目にピークとなり、その後減少した。CD14 陽性細胞の出現

ピークと mRNA の発現ピークの時期（12～24 時間）との間に明らかな違いが認められたが、CD14

陽性細胞の観察も、法医実務における受傷時期推定マーカーの１つとして有用ではないかと考

えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
法医解剖における外表検査、特に損傷の検
査は死因の究明とともに重要な検査の１つ
であり、その結果をもとに成傷器や成傷方法
の推定等が行われる。また、損傷の受傷時期
や生活反応の有無に関して判断を求められ

ることがある。 
 受傷時期の推定に関しては、受傷後 4～5
日位より出現するとされる出血部のヘモジ
デリン発現の有無を確認できるベルリン・ブ
ルー染色法のように繁用されている組織検
査法がある。さらにこの検査法の他に、これ
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までに種々の蛋白質をマーカーとした受傷
時期の推定法が報告されている。我々も「細
胞接着因子並びに成長因子を指標とした受
傷時期の判定に関する法病理学的研究（課題
番号 05670393）」にて平成 5・6年度文部省科
学研究費補助金の助成を受け、その研究成果
を報告している。しかし、これまでの蛋白質
マーカーを利用した検査法では、早期（1～3
日以内）の受傷時期を診断することは困難の
まま今日に至っている。 
 
２．研究の目的 
近年、分子生物学の進歩とともに損傷部位
及び周囲の組織では受傷後直ちに生体防御
や損傷修復に関連する遺伝子やその遺伝子
産物である蛋白質の発現といった応答反応
が起こっていることが明らかになりつつあ
る。Cooper らは新生児マウスを使用したマイ
クロアレイ解析にて損傷治癒及び炎症に関
連する 1,000 以上の遺伝子を見出している。 
 そこで今回、我々は Cooper らが決定した
遺伝子の中から、成熟マウスにおいても超早
期（数時間以内）、早期（1～3 日以内）及び
5～7 日で最大発現量を示す数個の遺伝子
（FosB、MKP-1、CD14、CCL9、MCP-5、Gas5、
B2M、MUP-1）と損傷治癒過程時に発現が報告
されている c-fos 及び PLGF に着目し、これ
ら遺伝子及びその遺伝子産物である蛋白質
が、法医実務における受傷時期、特に超早期
および早期の受傷時期診断マーカーとして
応用可能かどうかを検討する目的で、本研究
を企図した。 
 
３．研究の方法 
1）8 週齢 BALB／c マウスを使用して、麻酔
下で背部に医療用パンチにより 4 mm の打ち
抜き損傷を作製した。損傷後 0分時に皮膚を
採取した群をコントロールとして、受傷経過
時間を 15 分から 21 日まで 20 群（n＝5）に
設定した。各時間経過後犠牲死、損傷周辺皮
膚を採取した。本研究のプロトコールは、長
崎大学動物実験ガイドラインに準拠した。              
2）採取した皮膚片から total RNA を抽出

し、逆転写反応後、Real-Time PCR 法によっ
て各遺伝子発現量の相対定量を行った。内因
性リファレンス遺伝子については 18SrRNAを
設定した。 
3）CD14 抗原の経時的発現動態を損傷皮膚

について、抗 CD14 抗体を用いて免疫組織化
学的に検討した。 
 
４．研究成果 
c-fos 及び fosB は、Immediately early 

genes（IEGs）であり、これらの mRNA は受傷
後 1 時間以内に増加した（図１、２）。この
経時的変化は、IEGs が刺激後即時に発現する
こ と と 一 致 し て い る 。 MKP-1 は 、

mitogen-activated protein（MAP）キナーゼ
経路の抑制因子として機能し、この mRNA は
fos 遺伝子群と同様に早期に発現が認められ
た（図３）。この発現は損傷により活性化さ
れた MAPキナーゼ経路を制御しているものと
考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 c-fos mRNA の経時的発現変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ Fos-B mRNA の経時的発現変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ MKP-1 ｍRNA の経時的発現変化 
 
CD14 は、単球やマクロファージなどの膜表
面に発現する糖タンパク質であり、CD14mRNA
は受傷後 12～24 時間に発現のピークが認め
られた（図４）。CCL9 は、ケモカインの一種
であり、その受容体は単球や T細胞に存在し
ている。CCL9mRNA の経時的変化は CD14 に類
似しており（図５）、これらの発現は単球、
マクロファージの炎症性遊走に関連してい
ると考えられた。 
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図 4 CD14 mRNA の経時的発現変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ CCL9 ｍRNA の経時的発現変化 

 
MCP-5 は、マスト細胞から分泌されるキマ

ーゼであり、血管新生への関与を示唆されて
おり、MCP-5mRNA は受傷後 5 日後でピークが
認められた（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ MCP-5 mRNA の経時的発現変化 
 
PLGF は、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）フ
ァミリーに属し、損傷治癒過程での発現が報
告され、本実験においても 2日及び 4日後に
発現のピークが確認された（図７）。PLGF 及
び MCP-5 の発現は、損傷治癒過程における血
管新生の開始時期と相関していると考えら
れた。 
Gas5、B2M、MUP-1 の mRNA は、有意な変化

は確認されず、受傷時期推定のためのマーカ
ーとして利用できる可能性は低いと判断さ

れた。 
以上の結果より、損傷皮膚の治癒過程にお
ける各遺伝子の発現ピークの時期は異なっ
ていた。すなわち、c-fos、fosB、MKP-1 の
mRNA は受傷後極早期に、CD14、CCL9 の mRNA
は受傷後 12～24 時間、MCP-5、PLGF の mRNA
は、3 日から 5 日後に、それぞれ発現のピー
クが観察された。従って、c-fos、fosB、MKP-1、
CD14、CCL9 、MCP-5 及び PLGF の 7 遺伝子の
発現量を比較することにより、受傷後初期に
対する正確な時期推定が可能であることが
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ PLGF mRNA の経時的発現変化 
 
他方、CD14 抗原（糖蛋白質）の発現した陽
性細胞（単球あるいはマクロファージ）は、
約 12時間より観察され約 3～5日目にピーク
となり、その後減少した。CD14 陽性細胞の出
現ピークと mRNA の発現ピークの時期（12～
24 時間）との間に明らかな違いが認められた
が、CD14 陽性細胞の観察も、法医実務におけ
る受傷時期推定マーカーの１つとして有用
ではないかと考えられる。 
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