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研究成果の概要（和文）：本研究は制圧後の突然死のメカニズム解明の一助としてmicroRNAを指標に、特定のス
トレスに対し客観的評価指標を探ることを試みた。ラットに対して3種類のストレス負荷処置を行い、加えてス
トレス負荷時間を変えることで、時間的要素を加味させた。microRNA測定の方法として、血清ではマイクロアレ
イを行った後でqRT-PCRを行い、心筋では次世代シークエンシングを使用した網羅的解析を行った。本研究結果
から、運動後の拘束ストレスにより発現量が変化するmicroRNAがあることが示された。加えてストレス強度の違
いによって発現するmicroRNAが異なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRs) are increasingly associated with various diseases and 
biomechanisms, we studied serum miRs to find physical stress markers.To demonstrate changes in serum
 and cardiac miR levels when physical stress is applied, we constructed three stress modalities 
using rats: alcohol intake, treadmill running and restraint. As methods of miR measurement, qRT-PCR 
was performed after a microarray with serum. In addition, a comprehensive analysis using 
next-generation sequencing was performed in myocardium. This study showed that there are miRs whose 
expression level changes due to constraint stress after exercise.It was also suggested that 
different miRs were expressed depending on the different stress.

研究分野：法医学
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１．研究開始当初の背景 

1～2 年に 1 度、暴れている人を警察官

や医療関係者が押さえつけ暫く拘束して

いるうちに、急に意識を失い、そのまま死

に至るといった事件が新聞報道される。ま

た報道にならなくとも、これまでこういっ

たケースを経験してきた法医学者も少な

くないであろう。剖検上、致死的傷病変が

確認されない場合、更に胸腹部への制圧者

による強くかつ長い圧迫がなければ、直接

死因として急性循環不全と診断されるか

もしれない。ただ法医学的に問題になるの

は、死亡時に第 3者による拘束ストレスが

加えられている点である。特に警察官が関

与した場合は、拘束ストレスと死との間の

因果関係が刑事・民事いずれの法廷でも問

われることになる。ところで、このような

死亡を「興奮性譫妄」という概念でとらえ

る考えが法医学者の一部にある。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

トレス反応系を刺激し、血圧上昇や不整脈

を介し、突然死に至るという考えである。

しかしこの考えは臨床医学に基づく推測

にすぎず、少なくとも剖検上はその根拠を

示すことはできない。そこで、本研究は

microRNA (miRNA)をメインとした、分子

病態学的アプローチからの視点による実

験系を構築した。ノンコーディング RNA

である miRNA は，約 20 塩基長の非常に

短い一本鎖 RNAであり、それゆえに一部

の種類においては死後も残存することが

確認されている。死亡時の生体反応を反映

し、死後もその情報をとどめる可能性を持

つmiRNAは、法医学的に非常に有用なバ

イオマーカーとなる可能性を持つ。このマ

ーカーを基に、運動後の拘束ストレスと交

感神経系との定量的関係を探り、興奮性譫

妄によるであろう死の解明に迫ろうとい

うものである。 

  

２．研究の目的 

近年法医学関係者の間で知られるようにな

ってきた興奮性譫妄（Excited Delirium）に

対し、実験動物（ラット）に一定量の運動負

荷後、更に身体拘束を行い、mRNA および、

新しいバイオメーカーとして期待される

micro RNA(miRNA)発現量を中心とした分

子学的探索を行うことで、その病態解明を行

う。なお、運動負荷時、薬物(エタノール)の影

響の有無も考慮する。 

具体的には 

（１）法医実務で希ならず経験する体動後の

制圧・拘束中の急死例に対応するストレス負

荷モデルを実験動物（ラット）を用いて構築

する。 

（２）法医症例に利用可能なmicroRNAをス

トレス指標に選択し、運動後の拘束ストレス

がmicroRNA発現に与える影響を網羅的解析

により検討する。 

（３）運動ならびに拘束負荷時間を変化させ

ることで、ストレス強度の違いによる

microRNA 発現の変化が生じ得るかを検索す

る。 

 

３．研究の方法 

運動状態をトレッドミル負荷で、その後の

拘束を水袋による圧迫でモデル化することで

症例の再現を試みた。米国ではコカイン使用

中が多いが、わが国では、このような死亡例

において酩酊状態のことが少なくないため、

ストレス負荷群ラットすべてに最初に 21％

エタノールを 3.8g/kg 相当経口投与した。負

荷の種類は以下の 4 群にわけ、かつストレス



負荷をしないコントロール群(C)を加えて全 5

群とした。 

（１） 20分間の運動のみの群(R20) 
（２） 90分間の運動のみの群(R90) 
（３） 20 分の運動ののち 2kg の水袋で 20
分間圧迫群(P20) 

（４） 90 分の運動ののち 2kg の水袋で 90
分間圧迫群(P90)。 
 

microRNA 発現量の測定は血清と心筋で行

った。血清ではマイクロアレイ後に、群間で

発現量の差が多いmicroRNAに加え、心臓や

筋組織に関連する microRNA を 8 種(miR-1, 

-24, 133a/b, -199a, -208a, -212, -296-5p)を選

び、定量リアルタイムポリメラーゼチェーン

リアクション法 (quantitative real time 

polymerase chain reaction；qRT-PCR)を行

った。また心筋に関しては C群・R90群・P90

群について左室心筋の total RNAを使用し、

microRNA 発現について次世代シークエンシ

ングを行った。 

 qRT-PCR ではサンプルサイズが小さく正

規分布が保障されないため、ノンパラメトリ

ックな検定方法を採用した。運動・拘束スト

レス処置群での比較はまずクラスカル・ワリ

ス検定を行い、その後スティール・ドゥワス

検定で 2 群間の比較を行った。エタノール摂

取群と生理食塩水摂取群の比較はマン・ホイ

ットニーU 検定を使用した。次世代シークエ

ンシングではサンプルサイズが各群間で異な

ることから、テューキー・クレーマー検定を

使用した。 

 本研究は東北大学動物実験委員会の承認

(承認番号：2013 医動-140-1 および 2014-医

動-142)を得たうえで、「国立大学法人東北大

学における動物実験等に関する規程」に従っ

て行った。 

 

４．研究成果 
 
マイクロアレイと qRT-PCRにより R20群・

P20 群にて血清 miR-199a が上昇し、R90・

P90群にて血清miR-1, -24, 133a/bがそれぞ

れ上昇した。ただし血清microRNAでは運動

ストレスと運動後の拘束ストレス間の違いは

明らかにならなかった。次世代シークエンシ

ングを使用した心筋 microRNA の RNA-seq

では、miR-16-5p, -22-3p, -26-5p, -29a-3p, 

-29b-3p, 126a-3p, -143-3p の 7 種 の

microRNA について有意差を認めた。C 群・

R90群それぞれとP90群との比較でP90群で

は miR-126a-3p で有意な上昇、miR-29a-3p

で有意な低下がみられた。 

 血清と心臓とのmicroRNA発現量の変化に

ついては、血清の qRT-PCR において使用し

た 8種のmicroRNA中 5種は有意差があった

が、心臓のmicroRNAでは有意な変化を認め

なかった。一方で、心臓microRNAで有意差

のあった 7 種では、マイクロアレイの結果で

各群に発現量の差が認められるものもあった。 

 本研究結果から、運動後の拘束ストレスに

より発現量が変化するmicroRNAがあること

が示された。加えてストレス強度の違いによ

って発現するmicroRNAが異なることが示唆

された。ただし、運動のみのストレスと運動

後拘束ストレスとに差は出ていない。今回の

ストレスモデルは条件が複雑であり、拘束ス

トレスのみを負荷した群を作ることで拘束ス

トレスがmicroRNAに与える影響を調べる必

要があると思われた。また心筋をターゲット

とした次世代シークエンシング解析では 7種

類のmicroRNAについて有意な変化が認めら

れた。血清と心臓とのmicroRNA発現量の変

化の相関についてはサンプルサイズが小さく、

今後 PCR等によって個別の確認が必要と思

われた。 

本研究結果は運動後の拘束ストレスとある

種のmicroRNA発現変動の関連性を示唆する



ものである。しかし蓋然性を持ってそれが診

断マーカーになると判断し、かつ実務応用に

利用するには、ストレス負荷時間やストレス

自体の負荷強度を細分化し、microRNA 発現

への影響を更に詳しく検討していきたい。加

えて死後も比較的安定と考えられている

microRNA ではあるが、実務応用には

microRNA ごとの死後経過に伴う変性につい

て実験モデルを用いて確認する必要があると

考えられる。 
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