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緒緒  言言  

 
凍死の診断は、寒冷暴露されたことで生じる左右心臓血の色調差や胃十二指腸粘膜下出血、紅色調死斑などの

所見を組み合わせることで行われる。しかし、これらの所見は主観的であることに加え、凍死以外の死因、    

例えば一酸化炭素中毒や青酸中毒においても認められるため、凍死特異的な所見とはいえず、確定診断を行う  

ことは難しい。これまで、凍死診断を補完するマーカーを同定するために様々な研究が行われてきた。著者らは、

mRNA を指標とした凍死特異的に発現する分子マーカーの探索を行い報告した［1，2］。ところで、法医学検査

に用いられる検体は、死後経過時間を伴うため新鮮でないことが多く、そのような検体を用いた検査は、    

必ずしも死亡時の状態を反映しているとは限らない。物理的に脆弱である mRNA は、寒冷環境下においては  

比較的安定ではあるが、より死後変化に耐えうる分子診断マーカーの探索が必要となる。近年、死後変化に   

耐えうる分子として microRNA（miRNA）の存在が注目されている［3］。そこで、哺乳類において寒冷環境下

での体温維持を行う褐色脂肪組織（BAT）における miRNA 及び mRNA 発現検討を行った。本研究は、凍死   

経過中の BAT における恒常性維持の分子メカニズムを解明し、死因究明が最も困難な病態の一つである凍死の

診断に有用な分子診断マーカーを同定することで、死後変化に耐えうる新しい凍死の分子病理学的診断法を  

確立する。 
本研究は、低体温動物モデルを作製し、マイクロアレイを用いて BAT における網羅的 miRNA 発現解析を  

行い、体温低下に伴い発現が増加する miRNA（rno-let-7b-5p）を同定した。さらに、次世代シークエンサーを 

用いて、BAT で凍死特異的に発現変動し、熱産生に関与する複数の mRNA を同定した。これら miRNA 及び

mRNA は、凍死経過中の恒常性維持に関与する様々なバイオロジカルプロセスに関与しており、凍死の確定診断

を補完する新規分子診断マーカーになりうる可能性が示唆された。 
 

方方  法法  

 
11．． 低低体体温温動動物物モモデデルルのの作作製製  

9 週齢 Wistar 系雄性ラット 24 匹を、4 グループ（コントロール群（Ctrl）、軽度低体温群（Mild）、      

中等度低体温群（Moderate）、重度低体温群（Severe））に分けた（各群 n＝5～6）。三種混合麻酔薬の腹腔内

投与 30 分後、寒冷暴露（4℃）あるいは室温暴露（約 23℃）し、経時的に直腸温を測定した。軽度・中等度・  

重度低体温群は、直腸温がそれぞれ 30℃・22℃・12℃になった時点で安楽死させた。コントロール群の直腸温は

約 37℃であった。 
22．． ママイイククロロアアレレイイにによよるる網網羅羅的的 mmiiRRNNAA 発発現現解解析析  
安楽死後、直ちに褐色脂肪組織（BAT）を摘出し、miRNeasy mini kit（QIAGEN）を用いて Total RNA を 

抽出した。Total RNA はバイオアナライザ（Agilent Technologies）による品質チェックを行った。      

マイクロアレイは、Rat miRNA マイクロアレイキット（Agilent Technologies）を用いて行った。解析は、

GeneSpring v13（Agilent Technologies）を用いた。 
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33．． 次次世世代代シシーーククエエンンスス（（NNGGSS））にによよるる網網羅羅的的 mmRRNNAA 発発現現解解析析  
安楽死後、直ちに BAT を摘出し、miRNeasy mini kit（QIAGEN）を用いて Total RNA を抽出した。    

Total RNA はバイオアナライザによる品質チェックを行ったのち、NGS のためのライブラリを作製、イルミナ

Miseq によりシークエンスを行った。解析は、StrandNGS（Strand Life Sciences）を用いた。  
44．．qquuaannttiittaattiivvee  rreeaall--ttiimmee  PPCCRR（（qqRRTT--PPCCRR））にによよるる mmiiRRNNAA・・mmRRNNAA  発発現現動動態態解解析析 

miRNA は、TaqManTM MicroRNA Reverse Transcription Kit（Thermo Fisher Scientific）を、Total RNA
は、Prime-Script® RT Reagent Kit（Takara）を用いてそれぞれ cDNA 合成を行ったのち、TaqMan probe   

及び SYBR Green I 法にて発現定量を行った。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．体体温温低低下下にに伴伴いい発発現現変変動動ししたた mmiiRRNNAA  
マイクロアレイ解析において、5 つの miRNA がコントロール群と比較して重度低体温群で 1.5 倍以上の発現

増加を示した（表 1）。ここで、GeneSpring を用いて標的遺伝子を予測したところ、200 以上の mRNA が    

標的遺伝子候補として抽出された。 
qRT-PCR において、体温低下に伴い rno-let-7b-5p の発現は増加し、コントロール群と比較して中等度及び 

重度低体温群で有意な発現増加を示した。また、rno-let-7b-5p の標的遺伝子と予測された Casp3 が体温低下に

伴い、有意な発現減少を示した（図 1）。 
Casp3 は、アポトーシスの重要な因子である実行型カスパーゼの一つである［4，5］。従って、寒冷環境下の

BAT において、let-7b-5p が活性化することで Casp3 の発現抑制を介して、アポトーシスを抑制することにより

細胞生存率を上昇し、熱産生機能を亢進することが示唆された。 
 

表 1．マイクロアレイ解析 

5 miRNAが、コントロール群と比較し、重度低体温群で1.5倍以上の発現増加を示した。Symbol欄は、miRNA
名を示し、Fold change及びRegulation欄は、それぞれコントロール群と比較し重度低体温群で発現した倍数、

発現増加を示す。 
 
 
 

Symbol Fold change (Ctrl vs Severe) Regulation mirbase accession No
rno-let-7b-5p 1.6 up MIMAT0000775
rno-miR-30b-3p 1.6 up MIMAT0004721
rno-miR-32-3p 1.8 up MIMAT0017103
rno-miR-466b-5p 1.8 up MIMAT0005278
rno-miR-672-5p 1.9 up MIMAT0005327
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図 1．qRT-PCR による BAT の miRNA 及び mRNA 発現解析 

左図）rno-let-7b-5p 発現。体温低下に伴い有意な発現増加を示した。 
右図）Casp3 発現。体温低下に伴い有意な発現減少を示した。 
内部標準遺伝子は、U6 snRNA 及び Rps18 を使用した。統計処理は、GraphPad Software
を用い、One-way ANOVA、Tukey’s multiple comparison test を行った。 
*P ＜0.05、**P ＜0.01、***P ＜0.001。 
 

22．．凍凍死死特特異異的的にに発発現現変変動動ししたた mmRRNNAA  
NGS 解析において、469 の mRNA がコントロール、軽度、中等度低体温群と比較して重度低体温群で 1.5 倍

以上の発現増加を示した。これらの mRNA に対し、StrandNGS を用いて GeneOntrogy（GO）解析を行った 

ところ、Response to hypoxia や Response to cold などのバイオロジカルプロセスに関与していることが示唆  

された（表 2）。 
qRT-PCR において、Response to hypoxia 及び Response to cold に関与することが示唆された Pmaip1、   

Pgc1α発現は、コントロール、軽度、中等度低体温群と比較し、重度低体温群のみで有意な発現増加を示した   
（図 2）。 

Pmaip1 は、アポトーシスに関与し［6］、Pgc1αは、ミトコンドリアの生合成、エネルギー代謝、熱産生に 

関与していることが報告されている［7］。従って、極度の低体温に対する細胞生存や、恒常性維持のための   

熱産生により両 mRNA が活性化されたことが示唆された。 
本研究で同定された miRNA 及び mRNA は、凍死経過中に生じる生体の恒常性維持に関与する様々な    

バイオロジカルプロセスに関与しており、凍死診断を補完する新規分子診断マーカーになりうる可能性が   

示唆された。凍死が疑われた症例における BAT で、これら miRNA 及び mRNA 発現を検討することで、より 

正確な凍死の死因究明が実現することが期待される。 
 

表 2．GO 解析 

 
Response to hypoxia 及び Response to cold に関与する遺伝子を示す。 
Symbol欄は、mRNA名を示し、Gene name欄は、遺伝子の正式名称を示す。 

Symbol Gene name

Pmaip1 Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced Protein 1

Rbm3 RNA Binding Motif Protein 3

Serpine1 Serpin family E member 1

Pgc1a Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1- alpha

Pnmt Phenylethanoleamine N-methyltransferase 

Response to hypoxia

Response to cold
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図 2．qRT-PCR による BAT の mRNA 発現解析 
左図）Pmaip1 発現。重度低体温群のみで有意な発現増加を示した。 
右図）Pgc1α発現。重度低体温群のみで有意な発現増加を示した。 
内部標準遺伝子は、Gapdh を使用した。統計処理は、GraphPad Software
を用い、One-way ANOVA、Tukey’s multiple comparison test を行った。 
*P ＜0.05、**P ＜0.01、***P ＜0.001。 
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