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研究成果の概要（和文）：分子法医診断学確立のために全身性生活反応としてのサイトカイン・

ケモカインに着目し，種々の死因におけるサイトカイン・ケモカインの動態を検索した．しば

しば法医実務の場で経験する敗血症，溺死，薬物中毒（アセトアミノフェン，ヒ素，シスプラ

チン，クロルプロマジン），深部静脈血栓，急性膵炎，外傷性ショック及び虚血再灌骨格筋傷害

の各モデルにおいて，Key player となるサイトカイン・ケモカインを同定し，分子法医診断学

のための指標を見出した． 

 
研究成果の概要（英文）：In order to establish novel molecular forensic diagnosis, we focus 
on cytokines/chemokines as the marker of systemic vital reactions, and examined the 
systemic dynamics of cytokines/chemokines in the various models of diseases, drug 
intoxication, and injuries, which are often encountered in forensic practices. We could 
find the several candidates cytokines/chemokines as key players in the models of sepsis, 
drowning, drug intoxication (acetaminophen, arsenite, cisplatin, chlorpromazine), deep 
vein thrombosis, acute pancreatitis, traumatic shock, and ischemia-reperfusion skeletal 
muscle injury, and identify specifics markers for molecular forensic diagnosis. 
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１． 研究開始当初の背景 

近年，医科学分野でサイトカイン・ケモカ
インについて盛んに研究がなされている．特
に，様々な外界からの侵襲（機械的，化学的
または微生物学的）は，サイトカインやケモ
カインの器官・組織・細胞レベルで産生を亢

進させ，産生されたサイトカインやケモカイ
ン血流により全身に循環する．その結果，直
接的に障害を受けた臓器のみならず，遠隔臓
器にも２次的に障害を与え，個体（全身）に
障害をもたらし，この現象を“サイトカイン
アタック”，または“サイトカインストーム”
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と呼んでいる．このことを法医学的に観ると，
サイトカインやケモカインが局所性生活反
応としてだけではなく全身性生活反応の分
子指標としての病態生理学的意義を有して
いるものと考えられる．しかしながら，全身
性生活反応としてのサイトカイン・ケモカイ
ンの意義に焦点をあてた法医学的研究は国
内・国外を問わず全く行われていなかった．
したがって，全身性生活反応としてのサイト
カイン・ケモカインの有用性を検索し，法医
病理学，特に法医診断学への応用を検討した． 

 

２．研究の目的 

法医学は，臨床医学と同様に実務的な応用
医学としての特色を持った学問であり，常に
最先端の基礎研究の知見が応用されなけれ
ばならない．特に，法医実務において死因確
定は最も重要な実務の一つであり，その際，
客観性且つ正確性が求められることは言う
までもない．しかしながら，死因判定は，解
剖における肉眼所見，病理組織所見を中心と
して，限られた検査所見に基づいて行われて
いるのが現状である．一方，同じ応用医学に
分類される，種々の臨床医学分野においては，
診断精度向上のために，遺伝診断や新規の診
断マーカーの発見など，最新の技術・知見が
導入されている．したがって，申請者は，近
年医科学分野で盛んに研究がなされている
サイトカイン・ケモカインに着目し，種々の
死因におけるサイトカイン・ケモカインの動
態に関する実験的研究及び実務的研究を展
開し，これらを指標とする各種死因の分子病
態生理を解明し，最終的には，サイトカイ
ン・ケモカインを指標とする「分子法医診断
学」の確立を目指すことを本研究の目的とし
た． 

 

３．研究の方法 

本研究は，様々な死因モデルを用いて，サ
イトカイン・ケモカインの動態を検索する． 

 

１） 実験動物による死因モデル． 

 

（１）敗血症モデル：深麻酔下において開腹
したマウスの腹腔内より盲腸を取り出
して，盲腸根部を 3-0 縫合糸で結紮後，
20G注射針で盲腸壁全層を穿刺し，結紮
穿刺した盲腸を再び腹腔内に戻して閉
腹する． 
 

（２）溺死モデル：深麻酔下でマウスの頸部
前面を切開し，気管を剖出し，シリンジ
を用いて経気管的に，PBS(30ml/kg)を投
与する． 

 
（３）薬物中毒モデル 

①アセトアミノフェン中毒モデル：アセ

トアミノフェン(250mg/kg また
300mg/kg) を腹腔内投与する． 

②ヒ素中毒モデル：NaAs(12.5mg/kg)を
皮下投与する． 

③シスプラチン中毒モデル：シスプラチ
ン(15mg/kg) を腹腔内投与する． 

④クロルプロマジン(0.75 mg/kg または
7.5 mg/kg)を単回または反復（１から
４週間）マウスに投与する． 

 
（４）深部静脈血栓モデル：深麻酔下におい

て開腹したマウスの下大静脈を結紮し，
静脈内血栓を誘発する． 

 
（５）急性膵炎モデル：セルレイン(50μg/kg 

in 0.2 ml of PBS)を１時間ごとに計  
１０回反復投与する． 

 
（６）外傷性ショックモデル：マウスの両側

の大腿部を輪ゴムで圧迫し，90分後に開
放する． 

 
（７）虚血再灌骨格筋傷害モデル：マウスの

左大腿部を輪ゴムで圧迫し，90分後に開
放する． 

これらの死因モデルを作成後，死亡率や臓器
傷害の程度，病理組織学的及び免疫組織化学
的検討結果，サイトカイン・ケモカインの遺
伝子発現について野生型マウスと遺伝子欠
損マウスを比較検討し，各死因において Key 
player の候補となるサイトカイン・ケモカイ
ンを見つけ出す． 
 
４．研究成果 
１）敗血症モデルについて 

盲腸結紮穿刺による敗血症モデルについ
て，CX3CR1 遺伝子欠損マウスでは，野生型マ
ウスに比べて，死亡率が有意に穿刺後の腹腔
内細菌数は増加し，敗血症による死亡率が増
悪していた．CX3CR1 遺伝子欠損マクロファー
ジでは細菌殺菌能及び炎症性サイトカイン
の産生能が低下していた．以上から，敗血症
において CX3CR1 を介したシグナルがマクロ
ファージの細菌に対する殺菌能に重要な役
割を細菌感染に対する重要な役割を果たし
ていることが明らかとなった． 

 
CCL3 及び CCR5 の遺伝子欠損マウスでは敗

血症による死亡率が野生型マウスに比較し
て有意に増悪したが，CCR1 遺伝子欠損マウス
では野生型マウスと同程度の死亡率であっ



た．実際，腹腔内の細菌数も CCL3 及び CCR5
の遺伝子欠損マウスで有意に多かったが，
CCR1 遺伝子欠損マウスでは野生型マウスに
比べて腹腔内細菌数に有意な差は認められ
なかった．また，血清中の肝逸脱酵素も CCL3
及び CCR5 の遺伝子欠損マウスでのみ有意に
上昇していた．したがって，これらの結果は
CCL3-CCR5 が殺菌作用に密接に関与している
ことを示唆し，敗血症においては保護的役割
を有する重要なケモカインシステムである
と判明した． 

さらに剖検例より敗血症により死亡した
事例を抽出し，肺におけるケモカインレセプ
ターCCR2 及び CX3CR1 の発現を免疫組織化学
的に検討したところ，肺に浸潤してきたマク
ロファージは CCR2及び CX3CR1のケモカイン
レセプターが陽性であり，対照群と比較して，
CCR2 及び CX3CR1 両方陽性のマクロファージ
数が増加しており，敗血症の剖検診断に役立
つものと考えられた． 

    
２）溺死 

マウスを用いた淡水溺死及び海水溺死モ
デルを用いて肺における AQP1及び AQP5の遺
伝子発現を検討したところ，AQP1 発現につい
ては，淡水溺死群及び海水溺死群の間で有意
な差は認められなかった．一方，AQP5 の遺伝
子発現は，海水溺死群と比較して淡水溺死群
で有意に低下していた．実際，剖検試料での
検討でも，肺における AQP5 タンパクの発現
は，海水溺死群と比較して淡水溺死群で有意
に低下していた． 

腎臓について，AQP1，AQP2，AQP4 の発現を
免疫組織化学的に検討したところ，近位尿細
管上皮細胞における AQP2 の発現についての
み，海水溺死群で発現が亢進していた．脳に
ついて，アクアポリン AQP1 と AQP4 の発現を
免疫組織化学的に検討したところ，いずれの
AQP も astroglia 細胞に強く発現していた．
また，各 AQPの発現量を比較すると，AQP4に
ついてのみ海水溺死事例で発現が減弱，淡水
溺死事例では亢進していた．したがって，腎
臓における AQP2，脳組織における AQP4 の発
現検索が海水溺死と淡水溺死の鑑別に有用
であることが明らかとなった． 

  
３）薬物中毒 
①アセトアミノフェン中毒モデル 
IL-1ra 遺伝子欠損マウスに，アセトアミノ
フェン(250mg/kg) を腹腔内投与したところ，
野生型マウスに比べて，IL-1ra 遺伝子欠損
マウスでは明らかに肝障害が軽減しており，
アセトアミノフェン中毒に対する抵抗性を
示した．そこで，アセトアミノフェン投与前
の IL-1ra欠損マウスの肝臓では NF-κB の活
性が有意に高く，その結果アセトアミノフェ
ン代謝に関与するシトクロム P450 酵素系が
抑制されていることが判明した．したがって，
IL-1ra 欠損マウスではアセトアミノフェン
から NAPQIへの代謝が減少していることによ
り，アセトアミノフェン肝障害に対して抵抗
性を示すことが明らかとなった． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CCケモカインである CCL3,及びそのレセプ
ターCCR1，CCR5のそれぞれの遺伝子欠損マウ
スにおけるアセトアミノフェン肝毒性は，
CCL3 及び CCR5 の遺伝子欠損マウスではアセ
トアミノフェン肝毒性が野生型マウスと比
較して軽減していた．したがって，CCL3-CCR5
が，アセトアミノフェン肝障害発症のための
重要なケモカインシステムであると判明し
た． 
 
②ヒ素中毒モデル 
マウスにヒ素を皮下投与して腎障害モデル
を確立した．炎症性サイトカインである IL-6
の遺伝子欠損マウスでは，野生型マウスと比
較して腎障害が増悪していた．さらに，腎尿
細管の autophagy を検索したところ，IL-6遺
伝子欠損マウスでは，autophagy による細胞
死が増加していた．したがって，IL-6 が
autophagy による細胞死に対して抑制的に作
用することにより，ヒ素による腎障害におい
ては保護的作用を有するサイトカインであ
ると判明した． 
 



 
③シスプラチン中毒モデル 
マウスにシスプラチン下投与して腎障害モ
デルを確立した．炎症性サイトカインである
IFN-γの遺伝子欠損マウスでは，野生型マウ
スと比較して腎障害が増悪していた．さらに，
腎尿細管の autophagy を検索したところ，
IFN- 遺伝子欠損マウスでは，autophagy が
減弱し，アポトーシスが増加していた．した
がって，IFN-γが autophagy に対して促進的
に作用することにより，シスプラチンによる
腎障害においては保護的作用を有するサイ
トカインあると判明した． 
 
④Chlorpromazine 中毒モデル 
CPZ 投与モデルマウスを作成し，脾臓・胸腺
での Fas ligand の発現量を測定し，CPZ 単回
投与にて有意に増加することを確認した．ま
た，骨格筋の電顕像にて CPZ 長期投与後に核
でのクロマチン凝縮が認められ，Apoptosis
が生じることを確認した． 
 
４）静脈血栓モデル 
インターフェロン-γ（IFN-γ）遺伝子欠損
マウスでは，野生型マウスに比較して，マト
リックスメタロプロテアーゼ(MMP)-9 の発現
が亢進しており，静脈血栓の吸収が亢進して
いた．したがって，深部静脈血栓形成では，
IFN-γが血栓形成に促進的役割を果たして
いることが明らかとなった．一方，I 型 TNF
レセプター（TNF-Rp55）の遺伝子欠損マウス
では，野生型マウスに比較して， matrix 
metalloproteinase (MMP)-2 と MMP9 の発現
が，遺伝子及びタンパクの両方で減弱してお
り，静脈血栓の吸収が遅延していた．したが
って，深部静脈血栓形成では，TNF-Rp55が血
栓溶解に促進的役割を果たしていることが
明らかとなった． 

 
５）急性膵炎モデル 
セルレイン誘発急性膵炎において，CX3CR1 遺
伝子欠損マウスを用いて急性膵炎における
CX3CR1 の病態生理学的役割を検討したとこ
ろ，CX3CR1 遺伝子欠損マウスでは，野生型マ
ウスに比べて血清アミラーゼ値が有意に増
加し，膵臓の障害が増悪していた．したがっ

て，CX3CR1 が急性膵炎においては保護的因子
であることが明らかとなった． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

６）外傷性ショックモデル 
マウスの両側後肢をゴムバンドで１時間結
紮後，再灌流による外傷性ショックモデルに
おける I 型 TNF レセプター（TNF-Rp55）1 の
役割解析を TNF-Rp55 遺伝子欠損マウスを用
いて行った．TNF-Rp55遺伝子欠損マウスでは，
野生型マウスに比べて，再灌流後の死亡率が
有意に減少した．また，肺及び肝臓における
好中球浸潤が有意に減弱していた．これらの
結果から TNF-Rp55 が外傷性ショックに傷害
因子として重要な役割を果たしていること
が明らかとなった． 

 
７）虚血再灌骨格筋傷害モデル 
マウスの片側後肢をゴムバンドで１時間結
紮後，再灌流による骨格筋傷害における
CX3CR1 の役割解析を CX3CR1 遺伝子欠損マウ
スを用いて行った．CX3CR1 遺伝子欠損マウス
では，野生型マウスに比べて，再灌流後の骨
格筋の浮腫率や筋組織の Viabilityが有意減
弱し,虚血・再灌流による骨格筋傷害が軽減
していた．また， CX3CR1 遺伝子欠損マウス
では傷害部における好中球浸潤が有意に減
弱していたが，マクロファージの浸潤は同程
度であった．さらに，iNOS, COX-2, IL-1 及
び TNFαの遺伝子発現は，CX3CR1 遺伝子欠損
マウスで有意に減弱していた．これらの結果
から CX3CL1-CX3CR1が好中球浸潤に密接に関
与することによって，虚血・再灌流骨格筋傷
害において傷害因子として重要な役割を果
たしていることが明らかとなった． 
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