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研究成果の概要（和文）：  

 全国の法医学教室にアンケート調査票を送り調査したところ，興奮性譫妄はその認識度も低

く，法医学者の経験数も少ないことが判明した．そもそも剖検を行ったとしても興奮性譫妄の

診断は困難である．そこで，興奮性譫妄の診断の一助として最近注目されている

microRNA(miRNA)に着目した．ラットを用いた動物実験を行ったところ，miRNA は死後も

かなりの種類が残存しており，ストレスマーカーとして利用可能であることが示された． 

 
研究成果の概要（英文）： 

 We sent a questionnaire about excited delirium to all forensic laboratories in Japan. 

Theresults revealed poor knowledge of the entity. In addition, many forensic pathologists 

have little experience of autopsy. In the first place, itis difficult to diagnose theentity, even 

if one performs complete autopsy. We were focused on the miRNAs which were count on as 

the biomarker to help to diagnose of excited delirium. The rat experience revealed that 

some miRNA were still remained after death. It indicated that miRNAs were might be 

available as biomarker of excited delirium.  
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１． 研究開始当初の背景 

剖検上，致死的病変が確認されない場
合，直接死因として急性循環不全として
診断されることが多い．ただ法医学上問
題になるのは死の直前に外的なストレ
スが加えられている点である．研究代表
者が経験した例では「青年が酔って騒い

でいたため，警察官が制圧．暫く抵抗し
ていたが急に力が抜けたようになり，話
すと虚脱状態であり，蘇生にも反応せず
に死亡．剖検では死を説明する所見は見
いだせなかった．」というものである．
同様な事例は全国でも散見され，マスコ
ミの話題となる．最近では２０１１年９
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月１０日に名古屋高裁が，２００４年に
起きた警察官制圧中に死亡した事件で，
警察官の違法性を認定している．このよ
うに死の直前に外的ストレスが加えら
れていると，司法の場では，刑事・民事
いずれにせよ，ストレスと死の因果関係
を問われることになる．欧米の法医学者
の一部にはこのような死を「興奮性譫妄
下での急死」という概念でとらえるべき
であるとしている．これは「死亡前に加
えられた外的ストレスが交感神経系や
視床下部-下垂体-副腎系といったスト
レス反応系に異常を引き起こし，血圧上
昇や不整脈を介し，突然死に至るという
考え方である．しかしこの考え方は臨床
医学に基づくだけの推測にすぎない．少
なくとも剖検上はその根拠を示すこと
ができない．しかも死亡前に加えられた
ストレスが．交感神経系，並びに視床下
部-下垂体-副腎系といったストレス反
応系そのものにどのような変化を引き
起こすのか，に関しての報告はほとんど
なかった．そこで，本研究では２つの視
点，すなわち第一に全国法医学教室にア
ンケートを行い，具体的にどのような事
例があるのか，第二に生理病態学的アプ
ローチとして身体的ストレスに対する
実験系を組み，ストレスと交感神経系と
の定量的関係を明らかにする，というマ
クロとミクロのアプローチからこのよ
うな死の解明に迫ろうというものであ
る． 

 
２． 研究の目的 

 法医学者の中にもその概念があまり
知られていない，興奮性譫妄（Excited 
Delirium）に対し，全国法学者にアンケ
ート調査を行う．それとともにラットを
用いての動物実験，すなわちラットに薬
物（アルコール）を投与した後，身体を
拘束し microRNA（miRNA）を中心とした
分子生物学的探索を行うことで，興奮性
譫妄の病態解明を行う． 

 
３． 研究の方法 

（１） アンケート調査 
全国 83 大学の法医学教室にアンケート調

査票を送付し，回答してもらった．その内容
は， 
問１．法医解剖の執刀歴をお答えください 
問２．ご自身の昨年の法医解剖数をお答え

ください． 
問３．興奮性譫妄(Excited Delirium)とは

何かご存知ですか 
問４．（問３で補助経験があるまたは執刀

経験があると答えた方のみ次の質
問にお答えください．）補助経験あ

るいは執刀経験がある場合，合わせ
て何例でしょうか 

   （疑い，あるいは推定診断を含みま
す） 

という内容である． 
 
（２） 分子生物学的病態解明アプローチ 

①死後経過時間と miRNA 
 死後も miRNA は測定可能なのか，また経
過時間と共に miRNA はどのように変化する
のか，ラットを用いて各臓器で強発現して
いる miRNAをターゲットとして検証した． 
 

約１０週の SDラット（平均 426g）8匹を
過麻酔で安楽死させた後，2匹ずつ 4グルー
プ（死亡直後，死後 6時間，12時間，24時
間）に分けた．それぞれの個体から胸腺，
心臓，肝臓，腎臓，脾臓，すい臓，各 100
㎎を採取し，ホモジナイズ後 mirVanaTM 
MicroRNA Isolation Kit (Ambiom)を用いて
miRNAを抽出した． 

抽出した miRNA は TaqMan® MicroRNA 
Reverse Transcription Kit 
(AppliedBIosystems)を用いて RT-PCR を行
い，その後，TaqMan法による比較定量を行
った． 

ターゲットとした miRNA は次のとおりで
ある． 

・let-7a（全体的に一定レベルで発現） 
・miR-16 (腎臓で強発現) 
・miR-26a (肺で強発現) 
・miR-1 (心臓で強発現) 
・let-7b (すい臓で強発現) 
・miR-122 (肝臓で強発現) 

 また，内部標準として snoRNA，および
U6snRNAを用いた． 

 
②死後変化に伴う miRNAの網羅的解析 

 ラット miRNAは 400種におよぶ種類が報
告(miRBasever10)されてはいるが，その中
から 350種を選別し，マイクロアレイ技術
を用いて，死後ラット miRNAを網羅的に解
析した． 

 
  約１０週の SDラット（平均 439g）6匹
を過麻酔で安楽死させた後，2匹ずつ 3グ
ループ（死後 24時間，48時間，72時間）
に分けた．それぞれの個体から心臓および
肝臓をそれぞれ 100㎎採取し，ホモジナイ
ズ後 mirVanaTM MicroRNA Isolation Kit 
(Ambiom)を用いて total RNAを抽出した．
その後， 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies)を用いて抽出し totalRNA
の確認を行った． 

  マイクロアレイによる解析は，miRNA 
Complete Labeling and Hyb Kit (Agilent)
を用いて miRNAを Cy3で標識した後，DNA 



 

 

MicroArry Scanner(Agilent) にてスキャ
ンを行った． 

  さらに，新たな SDラット 10週齢 16匹
（平均 430ｇ）を，死亡直後（n=3），12
時間後（n=3），24時間後（n=3），36時間
後（n=3），48時間後（n=4）に分け，それ
ぞれの心筋を用いて，同様にマイクロアレ
イによる網羅的解析を行った．心筋のみを
試料としたのは，興奮性譫妄による死亡は，
心臓の機能が急に失われることが原因で
あり，将来的に心臓の miRNA発現に注目す
べきであろうと考えたからである． 

 
４．研究成果 
（１） アンケート調査結果 
 アンケートの結果を以下に示す． 
・回答あり：59機関(回収率 63%) 
・興奮性譫妄を知らない：19機関（36.5％） 
・用語だけは知っている：26機関(50%) 
・そういった病態の解剖補助経験があ

る：1機関 
・解剖執刀経験がある：6機関(11.5%) 
 
興奮性譫妄という概念は法医医師の間
ですらあまり知られていないということ
が判明した．これは，遺体の剖検情報か
らだけでは明らかな病態として判断しに
くいとためであろうと思われる． 
  

（２）分子生物学的病態解明アプローチ 
① 死後経過時間と miRNA 
 死後，新たに miRNAが発現することは考
えにくいことから，どれだけ miRNAが残存
するのかが実験の焦点となる． 
 各臓器において，前述の 6 種の miRNA
について解析を行ったところ，死後 24時
間が経過した心臓では miR-1，肝臓では
miR-122の発現がそれぞれ顕著であり，他
の臓器ではいずれも miR-16 が高値を示し
た．この傾向は死亡直後の試料でも変わら
ず，死後 24 時間を経過しても miRNA の保
存状況は変わらないことが判明した．図 1
に心臓の，図 2に肝臓の解析結果を示す． 

 

グラフではより高い方が，相関図では色の
濃い方が発現量の大きさを表している． 

 
②死後変化に伴う miRNAの網羅的解析 
 死後 24時間後も特定の miRNAの存在が確
認されたことから，死後 72時間後まで測定
時間を延ばし，検査対象 miRNA も 350 種を
同時に行うマイクロアレイを用いることで
網羅的に解析を行った． 
 対象臓器は心臓と肝臓であり，その結果
を図 3に示す． 

 色の濃い部分は発現が低い（残存してい
ない）miRNAであるが，クラスターは 24時
間，48時間，72時間の肝臓でそれぞれ分か
れている．心臓も肝臓とは異なるクラスタ
ーに属しているのがわかる． 
 次に K-Means 法による 350 種の miRNA の
肝臓における発現強度と死後経過時間の関
係を図 4に示す． 

ピアソンの積率相関関係 ユークリッド距離
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図1. ラット心臓のmiRNA解析結果
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図2. ラット肝臓のmiRNA解析結果
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死後経過時間の移り変わりと共に miRNA は
6種類(cluster)に分類され，さらに大きく 3
つのグループに分類された． 
Group１：Cluster 3,5,6 
 死後 24時間以降，発現量が検出限界付近
化それ以下であり，法医学的には応用が困
難なもの．これには 350 種中 278 種(約 8
割)の miRNAが相当した． 

Group2：Cluster 4 
 死後 24 時間以降も高い発現量を示すも
の．350種中 45 種の miRNA．この中から，
生前の病態を反映するもの，つまり，スト
レスがかかることであ上昇し，死後もその
量が保たれていれば，新たなストレスマー
カーとして法医学的に利用可能となる． 

Group3：Cluster 2 
死後 24 時間までは保存されているが，

それ以降は急激に検出限界以下となるも
の．350種中 8 種の miRNA．これらは死後
経過時間と推定に利用可能だと思われる． 

Group4：Cluster 1 
死後 24 時間から 48 時間でその発現量を
増やし．72時間後までその量を保つもの．
350種中 19種の miRNA．これらは独特な挙
動を示し，リアルタイム等での精査が必要
となる． 

  
 さらに，死亡直後から死後 48 時間までの
心筋について，同様に 350種の miRNAについ
て解析を行った．その結果を図 5に示す． 

 図 3 と同様に，色の濃い部分は検出限界
以下の miRNAである．しかし，死亡直後か
ら 24 時間までの早い段階のグループ，と
死後36時間から48時間までの遅い段階の
グループの 2つに分類することができ，両
者には miRNA の発現状況に違いがあるこ
とが判明した． 

 さらに，K-Means法による 350種の miRNA
の心臓における発現強度と死後経過時間
の関係を図 6に示す． 

 
 
 
 

 
 これまた肝臓の場合と同じように 6 つの
cluster に分類されると同時に，さらに大き
く 3つのグループに分けられた． 
 Group１：Cluster 0,5 
  死後 24時間以降，発現量が検出限界
付近化それ以下であり，法医学的には応
用が困難なもの．これには 350 種中 237
種(67.7％)の miRNAが相当した． 

 Group2：Cluster 1,3, 4 
  死後 48 時間まで高い発現量を示すも

の．350種中 105種（30.0％）の miRNA．
この中から，新たなストレスマーカーと
して法医学的に利用可能となるものを
選別することになる．肝臓の場合よりも
種類が多いのは，やはり肝臓では miRNA
の分解が早く死後の応用が困難になる
ためであると思われる．心筋では比較的
保たれており，興奮性譫妄による心不全
を示すマーカーが発見される可能性が
示された． 

 Group3：Cluster 2 
  死後の挙動が不安定な miRNA8 種であ
る．単に減少するわけでなく，48時間を
過ぎると増加したり，その残存量が不安
定である．単に測定上のエラーなのか，
新たな miRNA の発現はないはずなので，
分解等何らかの反応でそれまで測定で
きない状態であったものが，死後経過時
間と共に測定可能となったのであろう
か，原因は今のところ不明である．今後
の精査が必要である． 

 
 肝臓，心臓を中心に 350 種に及ぶラット
miRNA を検索したところ，死後も測定が可能
であるものが多数存在することが確認され
た．今後は動物実験により，生前にストレス
をかけ，その後に心臓，肝臓，副腎等の miRNA
発現を解析することにより，新たなストレス
マーカーが確立されることとなるであろう． 
 しかし，問題となるのは miRNA がどの
messengerRNA（mRNA）をターゲットとしてい
るかである．心筋での解析の際，不安定な発
現状態を示していた 10種の miRNAについて，
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の結果
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どの mRNAに影響を与えているか，TargetScan 
Analysis(http://www.targetscan.org/mmu_
50/)を行ったところ，1,648種の mRNAがリス
トアップされた．単に配列上のマッチングで
あり，その働きも多種多様なものであった．
これらの中からストレスマーカーとして絞
り込みを行うためにも，やはり，ストレスを
かけた動物実験が必要となるであろう． 
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