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発現 と そ の 法医学的応用
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佐 藤 保 則

創傷治癒過程は炎症期, 増殖期, 成熟期と い う相互 に重複す る期間を有 し, 炎症期に お い て は損傷部 に浸潤す る好中球

や 単球/ マ ク ロ フ ァ
ー ジが 重要な役割を担 っ て い る が

,
生体内で の

一 連 の 修復機構 が 整然と 進行す る た め に は
, 炎症 反応を厳

密 に制御す る 因子が 不可 欠であ る . 本研 究で は
, 第

一

に
,

抗炎症性サ イ ト カイ ン で ある イ ン タ
ー ロ イキ ン (i n t e rl e u ki n

,
I L) - 1 0

の 皮膚創傷治癒過程 にお ける動 態お よ び その 生物学的意義 に つ い て検討 した .
マ ウ ス 皮膚損傷部 に お けるIL l O 蛋 白の 発現量

は
, 損傷部 に遁 走す る好中球が 徐 々 に増加す る炎症期 早期 (受像後3 時間) に ピ ー

ク に達 した 後
,

一

旦 は減少 した が
,

マ ク ロ

フ ァ
ー

ジの 集族が最 も著明と なる 炎症期極期 (受傷後72 時間) に再 び ピ ー

ク に達 し,
m R N A の 発現も こ れ と良く相関 し て い た .

組織 内ハ イ ブ リ ッ ド形成 (i n sit u h yb ri d iz ati o n
,
IS H ) 法お よ び免疫染色 の 検討結果か ら炎症期早期 にお い て は表皮細胞が , さ

ら に
, 損傷部 に浸潤する 単核球 お よ び再生す る 表皮細胞がⅠし10 産生 細胞の 主体で あ る こ と が 実証さ れ た . Ⅰし10 の 発現 に2 っ

の ど ー クが 認 め られ た こ とか ら
,
Ⅰし10 中和抗体 を損傷部局所 に投 与 し

,
そ の 効果を受傷後6 お よ び72 時 間目に お い て 判定 し

た ･ 中和抗体投与 に より損傷部皮膚 にお い て 炎症性サ イ ト カイ ン で あるII ] 1 β ･
I L T 6

ト
腫瘍壊死 因子 伽甲O r n e C r O Si s f a c t o r

-

α
･

T N F -

a ) お よ び C - C ケモ カイ ン で ある m o n o c y t e c h e m o attr a c t a n t p r o tei n
- 1 ( M C P -1) と m a c r o p h a g e i n fl a m m at o r y p r o t ei n

- 1 α

( M I P -1 α) の 過剰発現が 認め ら れ た . さ ら に
,

損傷部 に浸潤す る好 中球と マ ク ロ フ ァ
ー

ジ数 の 増加 を認 め た . Ⅰし10 の 発現 の 2

つ の ど ←

ク は
, 各々 が好 中球お よび マ ク ロ フ ァ

ー ジ の遊走 お よ び その 機能制御 と密接 に 関連 してお り,
こ れ ら は過剰な炎症反

応を抑制す る た め の 合目的な生体防御反応で あ る と考 えら れ た . 以上 の 成凄か ら, 皮膚創傷 治癒過程 にお けるⅠし10 の 関与が

明らか とな っ た . 次 に
, 法医学 的な観点か ら, 損傷 部皮膚 で の受傷後早期 のI L l O m R N A の 発 現量増加が

,
生前損傷 と死後損

壊 と を鑑別す る上 で の 鋭敏 な指標 と なりう る か否 か を検 討 した . すな わ ち
,

マ ウス 皮膚損傷部 にお けるⅠし10 m R M 発現量 の

変化を死後変 化の 影響も含め て
,

受像後0 か ら 18 0 分 の 間
,

逆転写 -

ポ リ メ ラ
ー

ゼ 連鎖 反応 (r e v e r s e tr a n s c ri p ti o n
- P C R

,
R T

P C R) 法を用 い て半定量的 に評価 した . II / 1 0 m R N A は 受傷 後15 分 目か ら急激 に増加 し
,

健常皮膚 で の 発現量 と比較 した場合
,

有意 b < 0 .0 5) な増加 が受傷後30 か ら18 0 分 で 認め られ た
.

こ の 傾向は屠 殺後5 日 間放置 した マ ウス に つ い ても確認 され
,

一

方
,
死後損壊で は有意な増加は 認め ら れ なか っ た . これ らの 成績か ら

,
皮 膚損傷部 にお けるI L l O m R N A 発現量の 増加が

,
受

像後早期 の 生 活反応の 鋭敏な指標 となりう る こ と が 示唆 さ れ た . さ ら に
,

m R N A は
一

般 に考 え られ て い る以上 に 死後変化 に

対 して安定で ある こ とが 示され
,

R T R P C R 法 に よ る m R N A の 解析 は 実際の 法医剖検例 に 充分応用可 能で あ る と思 われ た . 最後

に
,

炎症性サ イ トカ イ ン の 遺伝子発現 を生 活反応ある い は 受傷 後経過時間推定 の 指標 と して応 用する た め の 基礎 的成績を得 る

目白勺で
,

マ ウ ス 皮膚 創傷 治癒 過程 に お けるII J l
,
I L , 6 お よ ぴT N F -

α m R N A の 経 時的発現量 の 推移 お よ び 組織切片上 にお ける

局在を検討 し た , R T I P C R 法に より
,

損傷部 に お けるII J 6 m R N A の 発現 量は 受傷後 6 時間 日
,
I し1 α

,
I し1

′
9 お よ び T N F -

α

m R N A は食傷 後48 か ら7 2 時間目 にか けて ピ ー

ク を有す る こ とが 明 ら か と な っ た
. I S H 法を用 い た 検討 に よ り こ れ ら m R N A 発

現量の 増加 が
, 主に損傷部 に浸潤する 単核球 ( マ ク ロ フ ァ

ー ジ) , 多核白血 球 (好中球) や 表皮細胞 にお け るサ イ トカ イ ン の 誘

導,
すなわ ち局所 にお ける生 活反応を反映 して い る こ と が 示さ れ た . Ⅰし10 pl R N A に 加えて損 傷部皮膚か ら こ れ ら 炎症性 サ イ

トカイ ン の m R N A をRT I P C R 法 を用 い て同時 に検 出す る こ と に より
, 実際 の 法医剖検例 にお ける生 活反応 の 指標 と して の 有用

性 が 向上 す るも の と思 わ れ た . 以上 の m R N A 解析 に 関する 成績は
,

蛋白質 レ ベ ル で の 解析が 主体 で あ っ た 従来の 法医損傷論

の 研究分野に お い て
,
新 たな展 開をもた らすも の と考 えられ た .

K e y w o r d s w o u n d h e alin g , in t e rl e u k in - 1 0 , in fl a m m ati o n , C h e m ot a xis
,
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創傷治癒 にお けるⅠし10 の 発現 と法医学的応 用

創傷治癒 は生 体の 恒常性を維持 する た め の 防御 反応 の
一

つ で

あり
,

そ の 過程 にお い て 炎症期
,

増殖 期
,

成熟期と い う相互 に

重複す る期 間を有す る . ひと た び 創傷 が 形成 され る と
,

同部 に

浸潤す る好 中球や 単球/ マ ク ロ フ ァ
ー ジ は

, 様 々 なサ イ ト カイ

ン や増殖 因子を産生す る とい う治癒過程で の 重要な役割 を担 っ

て い る
1)

. この うち炎症性 サ イ トカ イ ン で あるイ ン タ ー ロ イ キ

ン (i n t e rl e u k i n
,
I L) - 1

,
I L -6 や 腫瘍 壊死 因子 (tu m o r n e c r o si s

h ct o r
-

α
,

T N F Ⅷ ) は主 に活性化 され た マ ク ロ フ ァ
ー

ジ より産

生さjl
,

炎症反応 にお ける主要なメ デ イ エ
ー

タ
ー

と して 知られ

てい る
2 卜 4)

. また ,
II J

･8
,

m O n O C yt e C h e m o a ttr a ct a n t p r o t ei n
-1

(M C P -1) ,
m a C r O Ph a g e i n A a mm at O r y p r O t ei n

- 1 α (M I P -1 α) な ど

の ケ モ カ イ ン は炎症細胞浸潤 と の 関連 が 深い
5 ) 6)

. こ の よう に
,

生体 内で の
鵬

連 の 修復機構が 整然 と進行す る た め に は
,

こ れ ら

サ イ ト カイ ン の 過剰 な発現や 無秩序な 炎症細胞浸潤を抑制 し
,

炎症反応を厳密 に制御す る因子が不可欠 で ある .

抑制性サ イ トカ イ ン で あるⅠし1 0 は
,

T b l 細胞 の サ イ トカ イ

ン 産生 を抑 制する Th 2 細胞 由来 の 因子 と して 同定 され た もの で

あり, 当初は サ イ トカ イ ン産 生抑 制 因子 ( c y t o k i n e s y n th e si s

i n h ib it o r y f a c t o r
,
C S I F) と呼 ば れ て い た が

7 )
, そ の 後 の 研 究で

CSI F 活性以外 に も多く の 生物活性を有 する こ とが 判明 し
,
I L

l O と 改名 され た . Ⅰし10 は Tb l 細胞や 単球/ マ ク ロ フ ァ
ー

ジ に対

して は抑 制性に 作用 し
,

活性化 さ れ た マ ク ロ フ ァ
ー

ジか らの 炎

症性サ イ トカ イ ン ¢し1
,
Ⅰし6

,
T N F Ⅷ ) の 産生 を強く抑制する

一

方で
,

B 細胞や 胸腺細胞, 肥満細胞
,

細胞 傷害性丁細胞 に対

して は刺激性活性を有 し てい る
8)

. Ⅰし10 ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス も

m b n ら
9)
によ り作 製さ れ て おり

, 炎症性腸炎を併発す る こ と が

知られ て い る . 疾患と の 関連で は
,

リ ウ マ チ怪 聞節炎 ,
全身性

エ リ テ マ ト
ー

デ ス
,

炎症性肺障害
,
敗 血 症性 シ ョ ッ ク な どの 自

己免疫疾患や 炎症性疾患で の 関与が 明 らか とな っ て お り
10)

,
現

在で は免 疫応答 や炎 症反応 を制御 する 因子 と して
,
Ⅰし1 0 お よ

び関連物質の 臨床応用 へ の 可 能性も検討 され て い る .

皮膚傷 害 とⅠし10 の 関連 に つ い て は
,

T h 2 細胞 よ り産生 さ れ

るⅠし4
,
Ⅰし5

,
Ⅰし13 と と もに免疫応答 にお ける

′

m l / T h 2 の バ ラ

ン ス を制御 す るサ イ ト カ イ ン と し て の 可 能性 が 注 目 さ れ て お

り , 実際 に, I L l O は T h l 優位 の 免 疫応答 で ある 遅延型過敏症

反応 を抑 制す る作 用 を有 し
1 1 卜 13)

, 紫外線照射後 の 皮膚組織 に

お ける免疫応答 の 抑制 にもⅠし10 が 関与 して い る と され る
14)1

し

川)

また
,

ア ト ピ
ー

性 皮膚炎
1 7) 1 8)

, 強皮症 1 9)
な ど の 疾患 と の 関連も

解明さ れ つ つ あり
,

m l 優位 と さ れ る乾 癖に 対 して は リ コ ン ビ

ナ ン トⅠし10 の 投 与が 有効 で あ る と い う
2 0)2 1)

. Ⅰし10 は ケ ラ チ ノ

サ イ トや マ ク ロ フ ァ
ー ジ か ら産生 され

,
マ ク ロ フ ァ

ー ジや好中

球か ら の 炎症性サ イ トカ イ ン の 産生 抑制お よ び抗炎症性 サイ ト

カ イ ン で あるI L l レ セ プタ
ー

ア ン タ ゴ ニ ス トの 産生 を誘導す る

活性を有 し
8)

,
また

,
M C P -1

,
M I P -1 α

,
K C な どの ケ モ カ イ ン

の 産生抑 制を通 して 炎症細胞の 浸潤 に も関与 して い る
22) 2 3)

. 前

述の Ⅰし1 0 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス で は炎症 部位 へ 遊走す る好中球

数が増加 し
,

炎症部位 に おい て C - C ケ モ カ イ ン であ る M C P -1 や

M I P -1 α が 過 剰 に発現 して い る こ と が 報告 さ れ
22)2 3)

,
さ ら に

,

これ ら の ケ モ カ イ ン は皮 膚の 創傷 治癒 過程 にお い て も マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ の 重 要な 走化性 因子の
一

つ で ある こ と が指 摘 され て

い る
2 4 卜 26 )

. 従 っ て
,
Ⅰし10 は皮膚創傷 治癒に お い て もこ れち 国

子の 生物 活性 を介 し て炎 症反応 を制御 して い る こ と が予測 さ

れ る が
,

これ ま で の と こ ろ
,

機械 的な皮 膚損傷 治癒 過程 に お

けるⅠし10 の 動態 や 生物学的意味 に つ い て は 十分 に検討 さ れ て

487

い な い
.

さて
, 創傷治癒 に は こ の よう に様 々 なメ デ イ エ

ー

タ
ー

が 関与

し てい る が
, 法医学的な観点か ら は

,
そ れ らの 経 時的な発現が

損傷の 受傷後経過時 間ある い は生活反応の 有無を反映す る指標

と なりうる の で は な い か
,

と い う仮説が 成り立つ
. 法医学実務

にお い て 損傷検査 は最も重要な検査項 目の
一 つ で あり, 損傷の

受傷後経過時間の 推 定や生活反応の 有無 の 判断 (生 前損傷
･

死

後損壊 の 鑑別) を客観的 に行う こ とが 要求 され る . 実 際に は
,

こ れ ら は創の 肉眼的所見お よ び組織学的な変化や 治癒状況を考

慮 して判断さ れ る こ とが 多い が
, 近年,

サ イ トカ イ ン や 細胞外

マ トリ ッ ク ス
, 凝着分子な どの 損傷部局所 にお ける発現 を評価

し
,

法医損傷検査 に応射しよう とする 試み が 法医病理学者 によ

っ て行 わ れ て い る
2 7 卜 32)

.
こ れら の 法 医損傷論 の 分野に お ける

研究 は
,

免疫組織化学的な手法を用 い た蛋白質 レ ベ ル で の 解析

が 主体 であり, 炎症性サ イ トカ イ ン であ るⅠし1
,
Ⅰし6 やT N F Ⅷ

に 関 しても
, その 免疫組織化学的な局在が 受傷後程過時 間の 推

定に有用で あっ た とい う報告が なされ て い る
3 3)3 4)

一 方
,

R N A の 解析を法医損傷検査 に応用 し よう と する 試み

も過去 にな さ れ て い る . B u ri s
3 5)

お よ び O e h mi c h e n ら
36)

は損傷

部 に お ける R N A 合成 の 経 時的推移を ラ ッ トを用 い て 検討 し,

損傷郡 に お い て R N A 合成 が 完進 し て い る こ と を 報告 した が
,

m R N A の 解析を応用 した研 究は こ れ まで の と こ ろ皆無で あ る .

こ の 理由は
,

法医学 の 対象試料 は多く の 場合
, 種々 の 環境条件

の 下 で 死後変化の 影響 を受けて い る ため
,

m R N A は死後比較的

速や か に内在性の R N a $ e など に より低分子化 され て しまう とい

う推測 に基づ くもの と思 われ る . しか しなが ら
, 例えば死直前

に成傷さ れ た生前の 損傷と死 直後に 成され た死 後の 損壊 とを鑑

別す る場合
,
損傷部位 にお ける 蛋白 質の 発現 に よ っ て 判断す る

よりは
,

むし ろそ れ に先立 っ て誘導され る m R N A を検出する方

が , 受傷後早期 に つ い て より鋭敏な 生活反応の 指標と な る こ と

が 予測さ れ る .

本論文に お い て筆者は
,

まず
, 実験 的に マ ウ ス の 皮膚 に切創

を作成 し
,
損傷部局所 にお け るⅠし10 の 動態お よ び抗 炎症性 サ

イ トカ イ ン と し て のⅠし1 0 の 生 物学的な役割 に関す る検討 を行

っ た
. 次い で

,
m R N A の 解析 を法医損傷検査 に応用する た め の

予備的 な検討 と し て
,

死 後変化の 進行 した マ ウ ス の 皮膚試料か

らI L l O m R N A の 検 出を試み て
,

そ れ らが 受傷後早期に お ける

鋭敏 な生 活反応 の 指標と な りう るか どうか
,

そ の 可 能性 に つ い

ても検討 した . 加 えて
t 炎症性サ イ トカ イ ン の 遺伝一戸発現を受

傷後経過時間推定 の 指標と L て応用する た め の 基礎的成績を得

る 目的 で
, 皮膚 の 創傷治癒過程 にお け るⅠし1

,
Ⅰし6 お よ びT N F -

α m R N A の 経時的 な発現量の 推移お よ び組織切 片 上に お ける

局在も併せ て検討 した .

材料お よ び方法

Ⅰ . 皮膚創傷治癒過程 にお けるⅠし1 0 の 関与

1 . 材料

実験 動物 と し て
,

C rj: C D - 1 (I C R) 系雄性 マ ウ ス (8 週 齢, 体

重30 ～ 3 7 g ,
日本チ ャ

ー ル ス ･

リ バ ー

,
横浜) を用い た . ネ ン

ブ タ ー ル ⑧( ダイ ナ ポ ッ ト
,

大阪) 腹腔内投 与 (5 〃 g/ g) によ る

麻 酔下 で マ ウ ス 背部を剃毛 し, 外科用 メ ス で 長さ 2 c m の 皮膚

仝 層 に わ た る切 創を作成 し た. そ の 後 ,
マ ウ ス は室温 24 ℃よ

湿度609乙の 室内で飼育 した . 受傷後1
,
3

,
6

,
12

,
2 4

,
7 2

,
1 44

,

2 4 0 時間目に マ ウ ス (各時間5 匹) を頸椎 脱臼に より屠殺 し
, 創
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縁 か ら 両端5 m m ま で の 皮膚を搾取 し試料と した . 対照 と して

損傷 の ない マ ウ ス の皮膚を用い た . 動物実験 は金沢大学宝町 地

区動物集験指針 に従 っ た .

2 . 逆転写 - ポ リ メ ラ p ゼ 連銀 反応 (r e v e r s e t r a n s c rip ti o n
-

P C R
,
肝 P C R) 法

1 ) 給 餌 仏 の 抽 出

皮 膚 試 料 ( 重 量 5 0 m g) か ら の 総 R N A の 抽 出 は
,

C h o m c zy n S ki ら
3 n の 方法 に基づ く R N A 抽出用試薬IS O G E N ( ニ

ッ ポ ン ジ ー ン
, 富 山) を周い て行 っ た . す なわち

,
皮膚試料を

紺切 し1 m l の IS O G E N を加えて撹拝 し
,
室温で 5 分間放置 した

後 ,
0 . 2 m l の ク ロ ロ ホ ル ム を 加 えて 激 しく 振 塗 し た . 4 ℃

,

1 2
,
0 0 0 × g で 15 分間遠心 し

,
上 清を 回収 しイ ソ プ ロ パ ノ ー ル を

0 .5 m l 加え室温 で10 分間放置 した後 ,
4 ℃ ,

1 2
,
0 0 0 × g で 10 分

間遠心 し M を沈澱 させ た . 沈澱物 は80% エ タノ ー ル で洗浄 し

減 圧 乾燥 さ せ た 後,
2 0 〃1 の ジ エ チ ル ピ ロ カ

ー

ポ ネ ー

ト

(di e th ylp y r o c atb o n a te
,
D E P C) 処理を施 した蒸留水 に溶解 した .

R N A 濃度 は260 n m の 吸光度 に より測定 した .

2 ) c D N A の 合成

絵 R N A 2 i L g を鋳 型と し て Fi r st -

St r a n d c D N A s y n t h e si s ki t

(Li fe S ci e n c e
,

S t . P e t e r s b u r g ,
U S A ) を用 い て c D N A を合成 し

た . まず, 絵 肌 に オ リ ゴ (d ¶ 12 .18 プ ライ マ ー 0 .5 / ∠g を加 え
,

7 0 ℃で 10 分間反応 させ た . 引き続 い て
,

10 m M ジ チ オ ス レイ

ト
ー

ル (dithi o th r eit ol
,

D T I) ,
R N a s e 阻害剤12 .5 単位

,
逆転 写

反応緩衝 液,
トリ 骨 髄芽症 ウイ ル ス 由来逆転 写酵素2 5 単位 を

含む反応液2 5 /上1 を4 1 ℃で 1 時間反応 させ
!

C D N A を合成 した .

反応終了後,
9 5 ℃ で 5 分間保温 し逆転写酵素を失括 させ た

.

3 ) P C R

使用 した プ ラ イ マ
ー の 塩基 配列 を表1 に示す. 各プ ライ マ

ー

は宝 酒造 (草津) に委託 合成した も の を用 い た .
コ ン トロ ー

ル

と して ハ ウス キ
ー ピ ン グ遺伝子 の1 つ で ある β

- ア ク チ ン m R N A

由来の cI) N A を増幅 した . P C R に は2 F Ll の c D N A を鋳 型 と して

用い
, 各50 iL M の d N T P

,
各0 .4 FL M の プ ライ マ

ー

,
P C R 繚衝

液 [10 m M T d s 一 塩酸 b H 8 .0) ,
5 0 m M 塩化 カリ ウム

,
1 .5 m M

塩化 マ グネ シ ウム] ,
T a q D N A ポ T) メ ラ ー ゼ (宝酒造) 5 単位を

含 む反応液50 〃1 中で 増幅反応 を行 っ た . 9 5 ℃
,

3 分 の 初期変

性 の乱 94 ℃で1 分
,
6 5 ℃で2 分

,
7 2 ℃で1 分 の サ イ ク ル を/才

一

ア クチ ン は 30 サ イク ル
,
Ⅰし10 は40 サ イ ク ル 行 っ た . 反応終了

後 , 6 分 の 1 容 量の 色 素液 (0 .2 5 % プ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー

,

0 .2 5 % キ シ レン シ ア ノ ー ル
, 3 0 % グ リセ ロ ー ル) を添加 し た反応

液12 FLl を
,
T Yi s 一 酢 酪E D T A 緩衝 液 b H 7 .8) を用 い て

,
2 % ア ガ

ロ ー

ス ゲ ル ( ニ ッ ポ ン ジ ー ン) に定 電圧 100 V 下で 電気 泳動 し

た .
エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色 を 行 っ た 後, 紫外 線照射 下 で

P C R 増 幅産物を可視化 した .

3 .
エ ン ザイ ム イ ム ノ ア ツ セ イ 促u S 朗 法

採取 し た皮膚試料を細切 し,
コ ラ ゲ ナ

ー ゼ (5 0 /∠ g/ m l , 和光

純薬, 大阪) を 含む0 .0 1 M P B S (p H 7 .2) 中で37 ℃ , 1 時間保温

した後 ,
氷上 で ホ モ ジ ナイ ズ した . 4 ℃

,
1 2

,
0 0 0 × g で 20 分 間

遠心 した 後,
上 滑 を採取し試料 と し た . 上帝 中の Ⅰし10 濃度 は

M o u s e I L rl O E LI S A k it ¢n d o g e n
,

W o b u r n
,

U S A ) を用い て測

定 した . す な わち
,

キ ッ ト に添付 さ れ た マ イ ク ロ プ レ ー

トの 各

ウ ェ ル に50 〃
1 の 上 清ま た はマ ウス IL l O 標準液 (0

～

1 3 .5 単位

/ m l) を加 え,
3 7 ℃で 2 時間反応させ た

. 5 回洗浄後 , 酵素標識

抗体液を100 / `l ず つ 加 え
,
3 7 ℃で1 時間反応さ せ た . さ ら に5

固洗浄し二 発色液を100 〃1 ず つ 加 えて 室温で 30 分 反応 さ せ た

後, 反 応停 止液 を加え た . 自 動吸光度 計 を用 い て 各ウ ェ ル の

45 0 n m にお ける 吸光度 を測定 し
, 標準 曲線 をも と に 上 清中の

Ⅰし10 濃度 を 算 出 した , ま た
,

上 清 中 の 総 蛋 白濃 度 は F oli n -

L o w r y 反応
38 )

に よ り測定 した . 皮 膚組織 に お け るII / 1 0 発現量

の 評価 は
, 皮膚単位 重量 あた り の 給費 自演度 に対 す るⅠし10 濃

度 の 比で 行 っ た .

4 . 組織 内 ハ イ ブリ ッ ド形成 (i n situ h y b ri di z ati o n
,
IS H) 法

1) 組織切片 の 前処理

採取 した 皮膚片 よ り凍結切 片 (10 〃 m 厚) を作 製 した . 各凍

結切片 は風乾 した4&
,
4% パ ラホ ル ム ア)L / デ ヒ ド b a r a fo n n al d d Ⅳd e

,

P F 朗 を含むP BS (p E 7 .4) で 15 分間
,

前固定 し
,

プ ロ テ ナ
ー

ゼ K

(B o e h ri n g e r M a n n h ei m B i o c h e m i c a
,

M a n n h ei m
,
G e r m a n y)

(2 .0 〃 g/ m l
,
3 7 ℃

,
1 0 分 間) で 除蛋白処理を行 い

,
4 % P F A 加

PB S で 10 分間, 後固定を行 っ た . さ ら に
, 塩酸溶液 (0 .2 N

, 室

温,
1 0 分 間) で 除黄白処 理 を行 い

, 非特異的な プ ロ ー

ブ の 吸着

防止 の た め に ア セ ナ レ
ー

シ ョ ン (0 .1 M トリ エ タ ノ
ー

ル ア ミ ン

塩 酸,_
0 , 2 5 % 酢酸 溶液) を室温 で 10 分 間行 っ た 後,

エ タ ノ
ー

ル 系列で 脱 水
,

風 乾 し た . 各反応過程 の 間 は P B S で 充分洗浄

した .

2 ) m プロ ー ブ の 作製

Ⅰし10 m R N A に 対す る 上記 R T P C R の 増幅産物 1 /∠1 を鋳型 と

して
, 表1 に 示す5

,

末端 側 にT 7 お よ びS P 6 R N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ

に 対す る プ ロ モ
ー

タ
ー を付加 した プラ イ マ ー 対 を用 い て ネス テ

ツ トP C R (n e st e d - P C R) を行 っ た . P C R 反応液 の 組成 は上 記 の

通り で あり
,

9 5 ℃
,
3 分 の 初期変性 の 後

,
9 4 ℃で 1 分

,
6 0 ℃で

2 分
,
7 2 ℃で 1 分 30 秒の サ イ ク ル を計30 サ イ ク ル 行 っ た

.
こ の

反応に より得 ら れ た T 7/ S P 6 プ ロ モ ー タ ー を含む増 幅産物 より
,

Ⅰし10 m R N A に対 す るセ ン ス 鎖 ,
ア ン チ セ ン ス 鑓の ジ ゴ キ シ ゲ

ニ ン (di g o x ig e n i n
,
D I G) 標識R N A プロ

ー

ブ をD I G R N A h b eli n g

kit (B o e h ri n g e r M an n h ei m B i o ch e mi c a) を用い て 合成 した . す

な わ ち
,
P C R 増幅産物3 FLl を鋳型 と して用 い

,
各1 m M の A T P

,

m
,

G W
,
0 .6 5 m M の U T P

,
0 .3 5 m M の D I G -1 1 - U T P

,
R N a s e

阻害剤 20 単位
,

転写 反応 緩衝 液,
T 7 ある い はS P 6 R N A ポ 1) メ

ラ ー ゼ20 単位を含 む反応 液20 /ノ1 を37 ℃で 2 時 間反応 させ R N A

を合成 した . 反応 終了後,
2 0 単位 の D N a s e I を加え37 ℃で15

分間保温 し鋳型 D N A を分解 した . 7 5 〃1 の エ タ ノ
ー ル

,
2 ･5 〃1

の 4 M 塩化 リ チ ウ ム を加 え -

8 0 ℃で 2 時 間静置 した 後,
4 ℃

,

1 5
,
0 0 0 × g で10 分 間遠心 しR N A を沈澱 させ た . 沈澱物 は70% エ

タ ノ ー ル で 洗 浄 し , 4 ℃ , 1 5
,
0 0 0 × g で 5 分 間遠 心 し た 後 ,

D E P C 処理を施 した50 FL l の 蒸留水 に溶解 した .

3) ハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン

前処理を終え た凍結切 片を
,
1 0 0 /ノ M D T T 加 ハ イ プリ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン 溶液 [50 % 脱イ オ ン 化ホ ル ム ア ミ ド
,
1 0 m M T ri s

一 塩醸

(p H 7 . 6) ,
デ ン ハ ル ト溶 液

,
1 0 % デ キ ス ト ラ ン 硫 酸

,
2 0 0 /ノ

g/ m l 酵母tR N A
,
2 5 0 FL g / m l サ ケ 精子 D N A] で 37 ℃ , 1 時間プ

レハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た
. 上 記 ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ

ョ ン溶 液に DI G 標 識R N A プ ロ ー

ブ を添加 し組織切片 に滴 下 し

た後 ,
ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン を湿潤 箱中で 50 ℃
,

1 6 時間行

っ た . 組織 切片 の 洗浄 は 50% ホ ル ム ア ミ ド加2 × SS C で50 ℃
,

2 0 分間を1 回
,

2 × S S C で 50 ℃
,

3 0 分 間を2 回
,

0 ,1 × S S C で

50 ℃
,

3 0 分間を1 回行 っ た
.

4 ) ハ イ ブリ ッ ドの 免疫組織化学 的検出

洗 浄後の 組織切片を
,

D I G 媛衝 液1 [10 0 m M T ri s ･ 塩酸 b H

7 .5) ,
1 5 0 m M 塩化 ナ トリ ウ ム] に5 分 間浸 潰 させ た後 ,

1 .5 %
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ブ ロ ッ キ ン グ試薬 (B o e h ri n g e r M a n n h ei m B i o c h e m i c a) 加 DI G

緩衝 液1 に よ り室温 で1 時間
,

ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た . ア ル カ

リ ホ ス フ ァ タ
ー

ゼ 標識抗 DI G ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 (50 0 倍希釈,

B o eh ri n g e r M an n h ei m B i o c h e m i c a) を室温で 1 時間反応さ せ た

後,
D I G 緩衝液1 で1 5 分 間,

2 回洗浄 し , さ ら に DI G 繚衝液3

[10 0 m M T ri s
一 塩酸 ( p H 9 . 5) ,

1 0 0 m M 塩化 ナ トリ ウム
,

5 0

皿 M 塩化 マ グ ネシ ウ ム〕 に より3 分 間平 衡化 した . ア ル カ リ ホ

ス フ ァ ク ー ゼ の 発色は
,
4 50 / ノg / m l テ ト ラ ニ ト ロ 青テ トラ ゾ リ

ー ム 塩 ( B o eh ri n g e r M a n n h ei m B i o c h e m i c a) お よ び17 5 FL g/ m 1

5 - プ ロ モ ヰ ク ロ ロ ー 3 - イ ン ド キ シ ル 燐 酸 塩 (B o e h ri n g e r

M a n n h ei m B i o ch e m i c a) 加 DI G 緩衝液3 を用 い
, 遮光 した湿

箱中 で行 っ た . 十分 な発色 を確認後,
T ri s 一 塩酸 - E D T A 緩衝液

[10 m M 7 Yi s
一 塩酸 b H 7 .6) ,

1 m M E D T A] で 反応を停 止 し, 水

溶性封 入剤 で封 入 して 速や か に写真撮影 した . なお
, 陽性所見

の 特異性 は
,

セ ン ス 鎖 の プ ロ ー

ブを用 い た染色 で 陽性所見が 消

失する こ と に より確認 し た .

5 . 免疫組織化学

採取 した 皮膚片 よ りホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 切片 (4 〃 m

厚) を作 製 した . 各切 片は 脱パ ラ フ ィ ン した後 ,
0 .3 % 過酸化水

素水加 メ チ ル ア ル コ
ー ル に30 分 間浸潰 し内因性 ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼを ブ ロ ッ キ ン グ し
,

さら に非特異的化学結合反応を防止す

る ため に
,

2 % 正常 ウサ ギ血 清 O )a k o
.

Gl o str u p ,
D e n m a rk) を

室温で30 分間反応 させ た .

一

次抗 体 と して ヤ ギ抗 マ ウス Ⅰし10

ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 (S a n t a C r u z B i o t e c h n ol o g y ,
I n c .

,
S a n ta

C ru Z
,

U S A) を10 0 倍希釈で4 ℃
,

一

晩反応 させ た . 2 次抗 体と

して
,

ビ オナ ン 標識ウ サ ギ抗 ヤギIg G (2 0 0 倍希釈,
D a k o) を室

温で1 時 間反応 させ
,

さ ら に
,

ア ピ ジ ン ゼ オ テ ン 複合体法 に基

づく u 迅彪2 酵 素試薬 のak o) を室温 で10 分 間反応さ せ た . 免疫

複合体反応物 を0 .0 1 % 過 酸化水素水加3
,
3

,
- ジ ア ミ ノ ベ ンチ ジ ン

(3 ,
3

'
-d i a m i n o b e n zidi n e

,
D A B

, 同仁化学 , 熊本) 溶液で 可視化 し
,

へ マ トキ シリ ン にて 核染後, 脱水 , 封 入 した . 各反応過程 の 間

はP B S (p H 7 .4) で 充分洗 浄 した . なお
, 陽性所見 の 特異性 は

,

一

次抗体 の 代 わ り に
一 次抗体 を予 めⅠし10 に対 する ブ ロ ッ キ ン

グ ペ プ チ ド (S a n ta C ru Z B i o te c h n ol o g y ,
I n c .) で 吸収させ た溶

を用い た染 色 (吸収試験) で 陽性所 見が 消失 する こ と によ り確

認 した .

6 . I L lO 中和抗体 の 投与効果

Ⅰし10 の 生 体内で の 役割 を明 らか にす る た め に
,
Ⅰし10 の 中和

抗体を実験 的に投与 し
,

炎症性サ イ トカ イ ン で あるⅠし1 β,
Ⅰし

6
,

T N F - α
, C - C ケモ カ イ ン で ある M C P -1

,
M I P -1 α の 発現量

の 変化,
お よ び 組織切片上 にお け る炎症細胞 (好中球 ,

マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ) 数の 変化を受傷後6 お よ び72 時間目に お い て 評価 し

た
. Ⅰし10 中和抗体 と して ラ ッ ト抗 マ ウ ス Ⅰし10 モ ノ ク ロ ー

ナ ル

抗体 (G e n z y m e
,
C a m b rid g e

,
U S A) を使 用 し

,
マ ウ ス (5 匹) の 背

部皮膚 に損傷 を 作成 した 直後に 中和抗体 50 〃g を創緑近傍 の 皮

下 に投 与 し た . 対照 群と して 等量 の ラ ッ トI g G l を投 与 した マ

ウ ス (5 匹) を用い
, 受傷 後6 時間目 に 各群の マ ウ ス より皮膚試

料を採取 した . 同様 に 各群5 匹の マ ウ ス に損傷を作成 した 直後

に50 /∠ g のⅠし10 中和抗体ま た は コ ン ト ロ ー ル I g G l を投 与 し,

その 24
,
4 8 時 間後に 各抗 体を皮下 に追加投与 し, 受傷 後72 時

間日 に皮膚を採取 し試料 と した .

1 ) ⅣトP C R

皮膚試料中に お ける各サイ トカ イ ン の m R N A の 発現はⅠし10

の 場合 と 同様 の ⅣトP C R 法を用 い て評価 した
. 使 用 した プ ラ イ

4 89

マ
ー

の 塩基配列を表1 に示す. なお
,

M C P -1 m R N A の 発現は30

サ イ クル
, 受傷 後72 時間目に お けるⅠし1

ノ
9 m R N A の 発現 は26

サ イ ク ル
,

そ の 他の サ イ トカ イ ン の 発 現は 全て 28 サ イ ク ル の

P C R により評価 した .

2 ) E LI S A

蚤自質 レ ベ ル で の 各サ イ ト カイ ン の 発現 量はⅠし10 の 場合 と

同様 の E LI S A 法を 用い て 評価 した . 使用 した E LI S A キ ッ トは

Ⅰし1
/
9 (G e n z y m e) ,

II ] 6 (E n d o g e n) ,
T N F l

α 匹n d o g e n ) ,
M C P -

1 ( R & D S y st e m s
,
M i n n e a p oli s

,
U S A ) お よ び M I P - 1 α (R & D

S y st e m s) で ある .

3 ) 組織学的評価

各々 の マ ウス より採取 した皮膚片 より ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ

ィ ン切片 (4 /ノ m 厚) を作製 した . まず
,

受傷 後6 時間日 に お い

て 損傷部 にお ける貯申球数を評価 した. すな わ ち
,
各 マ ウ ス の

損傷皮膚 より作製 した パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク より6 枚 の 連続切片

を作製 し, ナ フ ト
ー ル A S - D グ ロ ロ ア セ テ

ー

トエ ス テ ラ ー ゼ 染

色
3 9)

を 施し た . 引き続 い て
,

各切片 にお い て創洞 内に観察され

る好 中球を光学顕微鏡下 で 任意に 選択 し た200 倍率の 5 視野に

お い て数え
,

そ の 合計 を算 出 した後 ,
6 枚 の 連続切片 に お ける

平均値 を算 出 した . 受傷 後7 2 時 間日 に お い て は 好中球 数に加

えて マ ク ロ フ ァ
ー

ジ数を評価 した . 好中球 は同様の 方法で 創洞

内 にお ける その 数を算出し
,

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ数 に関 して は抗 マ

ク ロ フ ァ
ー

ジ抗体を用い た 免疫 染色後に 評価 し た . すな わち
,

各切片を脱 パ ラ フ ィ ン した後,
0 .3 % 過酸化水素水加 メ チ ル ア ル

コ
ー ル に30 分間浸潰 し

,
さ ら に 非特異的化学結 合反応を防止

する た め に, 2 % 正常 ヤギ 血清 ( ニ チ レ イ
, 東京) を室温で30 分

間反応 させ た
.

一

次抗体と して ウサ ギ抗マ ウス マ ク ロ フ ァ
ー

ジ

抗体 (I n t e ト C ell T e ch n ol o gi e s
,
I n c .

,
H o p e w ell

,
U S A ) を50 0 倍希

釈 で 室温
,

1 時 間反応さ せ た . 引き続 い て E n V i si o n +
T M

( D ak o)

を 室温で3 0 分間反応 させ
, 免疫複合体 反応物を D A B (同仁化

学) 溶液で可 視化 し
,

ヘ マ トキ シリ ン にて 核染後, 脱水, 封入

し た . 各反応過程の 間はP B S (p H 7 .4) で 充分洗浄 した . 創洞内

の マ ク ロ フ ァ
ー ジ数は好中球数と 同様の 方法に より評価し た .

7 . 統計学的検討

統計学的検討 はSt u d e n t の t 検定 を用 い て 行 い
, 危険率5 % 未

満 を以 て 有意差あり と した .

∬
. Ⅰし 10 遺伝子発現 の生活反応の 指標 と して の 可能性

1 . 受傷後早期 にお けるⅠし10 m R N A の 半定量的評価

マ ウ ス の 背部皮膚 に長さ2 c m の 切創 を作成 し
,

受傷 後0
,

5
,

1 5
,

3 0
,

60
,

1 8 0 分日 に 類推 脱臼に よ り屠殺 し ( 各時間5 匹) ,

皮膚試料(重量50 m g) を採取 した . こ れ ら の 皮膚試料よ り 上記

と 同様 に総 R N A を抽 出後, 2 0 /}1 の D E P C 処理を施 し た蒸留水

に溶解 し, そ の 2 /J l を飼い てR T I P C R を行 っ た . P C R 増帽産物

は ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル に電気泳動し エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ド染色を施

し た後, 紫外線照射下 で 可視化 しポ ラ ロ イ ド写真撮影を行 っ た .

撮影 した ポ ラ ロ イ ド写真を イメ
ー

ジ ス キ ャ ナ を用い て コ ン ピ ュ

ー タ ー

にデ ジ タ ル 画像と して 入力 し
, 増幅産物 の バ ン ド強度を

画像 解析用 プ ロ グ ラ ム NI H I m a g e に よ り数値 化 し た . I し1 0

m R N A の 発現 量を半定量的に評価す るた め に
, 各々 の 受傷後経

過時 間 にお い てIL - 1 0 と 内部 コ ン ト ロ ー ル で あ る/9
- ア ク チ ン

m R N A 由来の P C R 増帽産物の バ ン ド強度の 比を算 出 し
,

こ れ

をⅠし10 m R N A 発現量 の 指標と した . な お
,

Pt R 増幅産物の 半

定量的な評価 を行う前 に以下 (2 お よ び3) に示す予備的検討を

行 っ た .



4 9 0

2
. N I H I m a g e の 定量性 に 関す る検討

NI H I m a g e に よ る バ ン ド強度 の 定量値が , 鋳型 D N A 量 お よ

びP C R サ イ ク ル 数 を反 映す るか どうか を予め 検討 した . す な

わち
, 合成 した c D N A の 0 .2 5 , 0 .5 ,

1
,

2
,
3 /L l を鋳型と して 上

記P C R の 温度 条件下
, ′9

- ア ク チ ン に 対する プ ラ イ マ
ー 対 を 用

い て増幅反応 を行 っ た . サ イ ク ル 数は各鋳型 c D N A の 容量 に つ

き28
,

3 0
,

3 2
,

34 サ イ ク ル と し た . N I H I m a g e によ る バ ン ド

強度の 定量 を行 っ た 後, 使用 した cD N A の 容量 を横軸 に
,

バ ン

ド強度の 定量債を縦軸に プ ロ ッ ト した .

3 . サイ ク ル 数の 解析

RT I P C R 法 を用い てTn R N A の 発現量 を比較する 際 に は
,

P C R

が プラ ト
ー

に達す る 以前 の 段階に お ける増幅産物 の 量 を評価す

る必要が あ る . そ こ で
,
Ⅰし10 お よ び

′･守
一 ア ク チ ン に 関 して サ イ

ク ル 数の 解析を行 っ た . 受傷後1 時間目 に搾取 した 皮膚 試料 よ

り合成 した c D N A 2 iLl を鋳型と して ,
上記P C R の 条件 の 下 で 増

幅 反応を行 っ た . サ イ ク ル 数はⅠし10 に 関し て は 34
,

3 6
,

3 8
,

4 0
,
4 2 サ イ ク ル

, β- ア ク チ ン に つ い て は28
,
3 0

,
3 2

,
3 4

,
3 6

サ イ ク ル と した . N I E I m a g e に よ る バ ン ド強度 の 定量 を行 っ た

後,
サ イ ク ル 数を横軸 に

,
バ ン ド強度の 定量値 の 対数 を縦 軸に

プ ロ ッ ト した .

4 . 死 後変化 の 進 ん だ皮膚組織 か ら の
ノ
9 - ア クチ ン m R N A の

検出

m R N A の 死 後変 化に対 する安定性 を検討 した . す な わち
,

損

傷 の ない マ ウス (1 4 匹) を屠殺 し
, 室温24 ℃

,
湿 度609らの 室内

に放置 した . こ れ ら の マ ウ ス より屠殺後0 か ら13 日 目まで 1 日

毎 に 皮 膚 を 採 取 し試 料 と し た . 皮 膚 試料 か ら 上 記 の 通り総

R N A の 抽 出,
C D N A の 合成 を 行 い

, /9
- ア ク チ ン に対 する プ ラ

イ マ
ー

対を用 い て P C R を行 っ た . P C R 増幅 産物 は ア ガ ロ
ー

ス

ゲ ル に電気泳動 し エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ド染色を施 した後, 紫外

線照射下 で 可 視化 した .

5 . I L l O m R N A の 生活反応の 指標と して の 可 能性

マ ウス に切 創を作 成 し
,
受傷 後0

,
3 0

,
6 0

,
1 8 0 分目 に屠殺

した (各時間3 匹) . また
, 死後の 損壊 と して

,
マ ウス (3 匹) を

頚椎脱 臼に よ り屠殺 後, 直ち に 背部 の 皮膚 に 長 さ2 c m の 切創

を加え た . こ れ ら の マ ウス を1 群と して
, 計4 群 の マ ウ ス を室

温24 ℃
, 湿 度60 % の 室内 に放 置 し た . 屠殺後1

,
2

,
3

,
5 日 目

に各群の マ ウス より皮膚試料 を採 取 した .
こ れ らの 皮膚試料中

に お けるI L -1 0 m R N A の 発現 量は
,

上 記 の 条件下 で ⅣトP C R 法

に より半定量的 に評価 し た
. 統計学 的検討 はSt u d e n t の t 検定を

用 い て 行 い
,

危険率5% 未満を以 て 有意差ありと した .

Ⅱ . 皮膚創傷治癒 過程 にお け る炎症性サ イ トカ イ ン の遺伝子

発現

皮膚 創傷 治癒過程 にお けるⅠし1 α
,
Ⅰし1 β ,

I L 6 お よ び T N ト

α の m R N A の 発 現 を
,

ⅣトP C R 法お よ びIS H 法を用 い て評 価し

た . 使 用 し た 材料 お よ び 方法 はⅠし10 の 場合 と 同様 で あ る が
,

受傷後48 時 間の 皮膚試料 に つ い ても 併せ て 検討 した . P C R サ

イ ク ル 数 は
,
表 1 に示す各サ イ ト カイ ン に対 する プ ライ マ

ー 対

を用 い て サ イ ク ル 数の 解 析を行い
,

全て の サ イ ト カ イ ン の サ イ

ク ル 数を30 サ イ ク ル と した , ま た
, 各サ イ ト カイ ン に 対する

m A プロ ー

ブ の 作 製 に用い た プ ライ マ
ー 対は 表1 に示 した .

T a bl e l ･ S e q u e n c e s o f th e p n m e rs u s e d f o r P C R a n d n e ste d- P C R

M o le c u le S e q u e n c e ( 5
■

t o 3
T

)

I L - 1 α

IL - 1
/9

I L -6

IL - 1 0

T N F -

α

M C P -1

S e n s e

A n tis e n s e

S e n s e *

A n ti s e n s e * *

S e n s e

A n tis e n s e

S e n s e *

A n tis e n s e * *

S e n s e

A ntis e n s e

S e n s e *

A n tis e n s e * *

S e n s e

A n tis e n s e

S e n s e *

A n tis e n s e * *

S e n s e

A ntis e n s e

S e II S e *

A n tis e n s e * *

S e n s e

A n ti s e n s e

M I P - 1 α S e n s e

A n tis e n s e

β
一

a Cti n S e n s e

A n tis e n s e

T G G C C A A A G T T C C T G A C T T G T T T G

C A G G T C A T T T A A C C A A G T G G T G C T

T T C A A G G A G A G C C G G G T G A C A G

G G T A G G T G T A A G G T G C T G A T C T G G

A T G G C A A C T G T T C C T G A A C T C A A C T

C A G G A C A G G T A T A G A T T C T T T C C T T T

C G G A C C C C A A A A G A T G A A G G

G G T A T T T T G T C G T T G C T T G G T T C T C C

C G T G G A A A T G A G A A A A G A G T T G T G C

A T G C T T A G G C A T A A C G C A C T A G G T T

A G C C A G A G T C C T T C A G A G A G A T A C A G

G G T C C T T A G C C A C T C C T T C T G

C T G C T C T T A C T G A C T G G C A T G A G

G A C T C A A T A C A C A C T G C A G G T G T

C A G C C G G G A A G A C A A T A A C T G C A C

G A G G G T C T T C A G C T T C T C A C C C

C A G C C T C T T C T C A T T C C T G C T T G T G

C T G G A A G A C T C C T C C C A G G T A T A T

G G C C T C C C T C T C A T C A G T
r

r C

T T G A C G G C A G A G A G G A G G T T G A C T

A C T G A A G C C A G C T C T C T C T T C C T C

T T C C T T C T T G G G G T C A G C A C A G A C

G C C C T T G C T G T T C T T C T C T G T

G G C A A T C A G T T C C A G G T C A G T

T T C T A C A A T G A G C T G C G T G T G G C

C T C A T A G C T C T T C T C C A G G G A G G A

*
,

* * P ri m er s u s e d f o r t h e n e s te d - P C R to p r e p a r e R N A p r o b e s w it h th e a d diti o n o f T 7 ( *) -

a n d S p 6 ( * *) - R N A

P Oly m e r a s e p r o m ot e r t o th e 5
.

e n d ･



創傷治癒に お け るⅠし10 の 発現と 法医学的応用

成 績

Ⅰ . 皮膚創傷治癒過程に お け るⅠし1 0 の 関与

1 . K トP C R

健常 マ ウ ス の 皮膚 に お い ても, Ⅰし10 m R N A の 党規 が観 察さ

れ た (図1) . 損傷部局所 での Ⅰし10 m R N A の 発現 量は 受傷後に

増加 し
, 受傷 後1 か ら6 時間日に か け て そ の 強 い 発現 が認 め ら

れ た . 受傷 後24 時 間目ま で に一
一

旦 は健常 レ ベ ル にまで 低 下す

る傾向に あ っ たが
,

そ の 後, 再び 増加する傾向が 認め ら れ た .

2 . E LI S A

損傷部局所 に お け るI L -1 0 の 蛋白 質 レ ベ ル で の 発現量 の 推移

を図2 に示す. Ⅰし10 の 蛋白質 レベ ル は 食傷後3 時間日で ピ ー ク

に達 し
,

1 2 か ら 24 時間目 に健常 レ ベ ル に まで 回復 して い た .

そ の 後, 再 び増 加 し, 受傷後72 時間日 に再 び ピ ー

ク に達 して

い た . こ の 蛋白質 レ ベ ル で の 発現量の 推 移は m R N A の 発現 パ タ

ー ン (図1) と 良く相関 して い た .

Ti m e a ft e r i n ci si o n (h r)
1 3 6 1 2 2 4 7 2 1 4 4 2 4 0

十
十

Fig ･ 1 ･ ⅣトP C R a n al y si s of I L -1 0 m R N A e x p r e s si o n d u ri n g
C u t a n e O u S W O u n d h e al i n g . I n cis e d w o u n d s w e r e m a d e o n m i c e

a n d th e e x p r e s si o n o f I L -1 0 m R N A i n s k i n s p e ci m e n s w a s

e x a m i n e d u si n g R T - P C R a s d e s c ri b e d i n M a t e ri a l s a n d

M e th o d s
, T h e si z e i n b a s e p ai r s o f th e a m plifi e d c D N A

f r a g m e n ts i s i n d i c a t e d o n th e ri gh t . L a n e C i n d i c a t e s th e

r e s ult s o f n o r m al mi c e (c o n tr ol) .

0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0

T i m e aft e r in ci si o n ( h r)

Fig ･ 2 ･ T e m p o r al e x p r e s si o n o f I し10 p r o t e in d u ri n g c u t a n e o u s

W O u n d h e ali n g .
T h e p r o tei n l e v el s i n s ki n s p e ci m e n s w e r e

d e t e r mi n e d u s l n g E L I S A a s d e s c rib e d i n M a t e ri al s a n d

M e th o d s ･ T h e r e s u lts r e p r e s e n t th e 更 ± S E M of 5 m i c e p e r

g r o u p . T h e d at a o f O h r a氏e r i n ci si o n r e p r e s e n t th e r e s u lts

O b tai n e d fr o m n o r m al m i c e ,

M I P -1 α

β
-

a Cti n
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7 2 h r

Fig ･ 4 ･ E 飴 c ts o f a n ti -I L ･1 0 tr e at m e n t o n m R N A e x p r e s si o n o f

p r oi n fl a m m a t o r y c y t o k i n e s a n d c h e m o k i n e s . M i c e w e r e

t r e a t e d w i th ei th e r a n ti -Ⅰし10 a n tib o d y o r c o n t r oI I g G l

(5 0 /Lg / d ay) b y h y p o d e r m i c irtie c ti o n i n t o th e p r o x i m al p a rt o f

th e w o u n d m a r gi n . T b e m R N A e x p r e s si o n o f th e cy t o ki n e s i n

S ki n s p e ci m e n s w a s e x am i n e d 6 a n d 7 2 h r aft e r in ci si o n u s l n g

R T P C R a s d e s c ri b e d i n M a t e ri al s a n d M e th o d s .
T h e siz e i n

b a s e p al r S Of th e a m pli五e d c D N A 丘
･

a g m e n t s i s i n di c at e d o n th e

h gh t .
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P r Oi n n a m m a to r y c y t o k i n e s a n d c h e m o ki n e s . T h e p r ot ei n

l e v el s i n s k i n sp e ci m e n s w e r e d e t e r m i n e d u si n g E LI S A a s

d e s c rib e d i n M at e ri al s a n d M eth o d s ･ T h e r e s ults r e p r e s e n t th e

更 ± S E M of 5 m i c e p e r g r o u p . E] , C O n tr Ol; 田
,

a n ti -Ⅰし10

tr e at m e n t .

*

p < 0 .0 1 .

* *

p < 0 .0 5 ( v s . c o n tr ol) .
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Fig . 3 . I n situ h yb ri di z ati o n of I し10 m R N A (A
,
B ) a n d i m m u n o s tai n in g o f Iし10 p r o t ei n ( C

,
D) d u ri n g c u t a n e o u s w o u n d h e ali n g . (A ) 1 h r

a血e r i n ci si o n . P o siti v e h yb ridi z a ti o n sig n al s f o r II / 1 0 m R N A w e r e d e te c te d i n e pid e r m al c ell s (a n
･

O W S) o f th e w o u n d m a r gi n (W M ) . (B ) 3

d a y s a允e r in ci si o n . T W o difEt r e n t ty p e s of i n Blt r a tin g m o n o n u cl e a r c ell s (M N C s) ( a r r o w s an d a r r o w b e a d s) sh o w e d p o siti v e h yb ri di z ati o n

Sig n al s
, p r Ob al )1 y m a c r o ph a g e s a n d l y m ph o c Yte S

,
r e Sp e C tiv el y . (C) 3 h r a 丘e r i n ci si o n . E pid e r m al c ell s (a r r o w s) w e r e i m m u n o r e a ctiv e f o r

a n ti -I L r lO an tib o d y . (D ) 3 d a y s aft e r i n ci si o n . T w o di 蝕 r e n t typ e s o f M N C s (a r T O W a n d ar r O W h e a d) ,
W hi c h c o r r e s p o n d e d w i th th o s e of I し

10 m R N j L p o si ti v e c ell s
,
W e r e i m m u n o stai n ed .

B ar
芸 3 0 fL m 仏 , C) . B a r

= 2 0 /L n (B ,
D ) .

Fig ･ 6 ■ H i st ol o gi c al e v al u ati o n of c u t an e O u S al t e r a ti o n s fo 1l o w i n g th e an ti -II : 1 0 tr e at m e n t . (A) 6 h r a R e r i n ci si o n
,
u n tr e at e d . (B ) 6 h r a R e r

i n ci si o n
,

a n ti-I L l O t r e a t m e n t . (C ) 7 2 h r afte r in ci si o n
,

u n t r e a te d . (I)) 72 h r aft e r i n ci si o n
,
a n也一II ; 1 0 tr e a t m e n t . Fi v e m i c e i n e a ch g r o u p

W e r e e X am i n e d an d r e p r e s e n ta ti v e r e s ults 血
･

O m i n di vid u al m i c e a re sh o w n . H E . B a r 之 25 0 fL m 仏 ,
B ) . B a r 三 4 0 fL m (C ,

D ) .
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3 .
I S H

健常 マ ウ ス 皮膚 に お い て も
, 表皮細胞 にⅠし10 m R N A の 陽性

所見が 観察さ れ た が
,

こ れ ら の 陽性所 見は
, 創傷治癒過程 にお

い て も常 に表皮 層に 観察さ れ た , な お
,

セ ン ス 鎖の プ ロ ー ブ を

用 い た 陰性村照 で は有意な シ グナ ル は 認め られ なか っ た .

受傷後1 時間目で は
, 創緑 近傍 の 表皮層 にⅠし10 m R N A の 強

い シ グナ ル を認め た (図3A) . 受傷後1 か ら3 時間日 に か けて 組

織間質の 浮腫が 著明と な り,
6 か ら12 時 間日 で は損傷部位 に多

核白血 球 (好 中球) の 浸潤 が認 め られ た が
,

こ れ ら 多核白血 球

ではⅠし10 m R N A の シ グ ナ ル は陰性で あ っ た .

受傷後24 か ら72 時間日 に か けて
,

炎症細胞 の 主体は 大型単

核球 (単球/ マ ク ロ フ ァ
ー ジ) と な っ た . 72 時間目で は

, 大型単

核球や 小型単核球 (リ ン パ 球) の 集 族が 著明 と な り
,

表皮細胞

は増殖 し表皮層 の 肥 厚 が認 め られ た
.

こ れ ら の 単核球や 表皮細

胞にⅠし10 陽性所見が 観察 され た (図3 B) .

受傷後144 時間 日で は 肉芽組織形成 が 著明で あり, 紡錘形細

胞 (線維芽細胞) の 集族や 血 管新生 を 認め た が
,

こ れ ら細 胞に

陽性所見 は認 め ら れ なか っ た . 創 は受傷後240 時間目 に
, 再生

した表皮細胞に 完全に被 わ れ た .

4 . 免疫組織 化学

免疫 染色 にお けるⅠし10 の 局在は
, 表皮 細胞お よ び受傷 後に

創緑 に集族 する 単核球 に認 め ら れ (図3 C
,

3 D ) ,
IS H 法 に よ る

IL -1 0 m R N A の 局在 が 観察 さ れ た細 胞 と 同様で あ っ た . な お
,

陰性対照 と して 行 っ た 吸収試験に お い て は
, 有意な シ グナ ル は

認め られ な か っ た .

5 . Ⅰし10 中和抗体 の 投 与効果

Ⅰし10 の 発現に2 つ の ピ ー ク (図2) が 認め られ た こ と か ら
,
Ⅰし

10 中和抗体 の 投 与効果を受傷後6 お よ び 72 時間日に お い て判定

した .
コ ン トロ ー

ル 群と 比較 した場合 , 中和抗体投与群で は受

傷後6 お よ び72 時 間 にお い て
,

T N F -

α 以 外 の サ イ トカ イ ン の

m R N A 発現量 が著 明に増 加 して い た (国4) . E LI S A 法 に よ る検

討で は
, 中和抗 体投 与群 で全 て の サ イ トカ イ ン の 発現量増加が

認め ら れ た (図5) .

H E 染色 によ る 組織像 を図6 に示す . 受傷後6 時 間目 で は中和

抗体投与 群で多数の 好 中球の 浸潤を認め
, さ ら に組織間質の 浮

腫が 著明で あ っ た ( 囲6 B) . 受傷後72 時 間目 で は
,

コ ン ト ロ ー

ル 群で創 洞内に マ ク ロ フ ァ
ー

ジ を主体 とす る 炎症細胞が 散在 し

て認め られ た が (図6C) ,
中和抗体投 与群で は 炎症細胞 の 浸潤

が強く, 依然 と し て 好 中球が 多数観察 さ れ た (国6 D) . 組織切

片上 に お け る こ れ ら 炎症細 胞数 を 評価 し た結 果 を表2 に示 す

が
, 中和抗 体投与 群で 好 中球,

マ ク ロ フ ァ
ー ジ数 と も に有 意

(p < 0 .0 5) な増加が 認め られ た .
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Ⅰ . I L l O 遺伝子発現 の生活反応 の指標 と して の可能性
･

1 . 受傷後早期 にお けるⅠし10 m R N A の 半定量 的評価

受傷後0 か ら180 分 にお ける皮膚損傷部 で のⅠし10 m R M の 経

時 的発現 を
,

ⅣトP C R 法 で解析 した 結果 を 図7
,

｣ こ れ ら の 結果

Ti m e aft e r i n ci si o n ( m i n)

C O 5 1 5 3 0 6 0 1 8 0

l L - 1 0

β
- a Cti n

F i g ･ 7 ･ R T IP C R a n al y si s of II ] 1 0 m R N A e x p r e s si o n d u ri n g th e

e a rl y p h a s e o f c u t a n e o u s w o u n d h e ali n g l n m i c e . T h e

e x p r e s si o n o f I L l O m R N A i n s ki n s p e ci m e n s w a s e x a m i n e d

u si n g R 7 1 P C R a s d e s c ri b ed i n M a t e ri al s an d M e th o d s . I . a n e C

i n di c a t e s th e r e s ults of n o r m al m i c e (c o n tr ol) .

0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0

Ti m e af t e r i n ci sj o n ( m i n)

Fi g , 8 . T i m e
-d e p e n d e n t e x p r e s si o n of II ; 1 0 m R N A d u I

･

i n g th e

e a rl y p h a s e of c u ta n e o u s w o u n d h e ali n g . T h e r ati o o f Iし1 0 to

i9
-

a Cti n b a n d i n te n sity (Fi g .
7) w a s d e te r m i n e d a t th e s u rv i v al

ti m e u si n g M a ci n to s h d e n sit o m etr y p r o g r a m N I H I m a g e . T h e

r e s ults r e p r e s e n t th e 更 ± S E M o f 5 m i c e p e r g r o u p .

*

p < 0 .0 5

(v s . c o n tr ol) .

T a ble 2 ･ N u m b e r o f i n filtr a tl n g n e utr O P h ils a n d m a c r o p h a g e s i n th e in cis e d w o u n d a r e a o f m i c e wi t h a n d

W ith o u t a n ti -I L- 1 0 tr e at m e n t

A n ti -I L - 1 0 Ti m e a ft e r N u m b e r N u m b e r o f N u m b e r o f

tr e a tm e n t in c isi o n ( hr) o f m i c e n e u tr o phils m a c r o p h a g e s

+

+

`
U

′
h

U

2

2

7

7

5

5

.

5

5

25 2 ± 3 6

7 13 ±2 1 9

7 6 ±2 9

3 3 1 ± 14 7 ]
* * ;;≡;:] *

T h e r e s ults r ep r es e nt th e 意 ±S D . N E
,
n O t e X a r ni n e d . * P < 0 .0 1 . * * ♪< 0 .0 5 .
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を半定量的 に評価 した もの を囲 鋸二示す. Ⅰし10 m R N A 発現量

は 受傷後15 分目 か ら急 激に増加 して おり ,
1 時 間日 で ピ ー

ク に

達 して い た . 健常皮膚 で の 発現量 と 比 較す る と
,
Ⅰし1 0 m R N A

の 有意 b < 0 .0 5) な 増加 は受傷後30 か ら18 0 分に お い て認 め ら

れ た .

なお
, 予め 画像解析用プ ロ グラ ム NI H I m a g e の 定量性 に 関 し

て 検討を行 っ た が
,

N I H I m a g e に よ るP C R 増幅産物の バ ン ド強

度 の 定量値は
,

鋳型 D N A 量お よ び P C R サ イ ク ル 数を 良く 反映

し てい た . また ∴ ル10 m R 甑 レベ ル が ピ ー

ク に達す る 時間(受

像後1 時間) に採取 した皮膚試料を用 い て サ イ ク ル 数 の 解 析 を

行 っ た が
,
Ⅰし10

, β
一 ア ク チ ン と もP C R 増帽反応 は プラ ト

ー に

P o s t m o rt e m i n t e r v al( d a y)
0 1 2 3 5 7 9 1 1 1 3

β - a Cti n

Fi g . 9 . D e te c ti o n o f P
-

a C ti n m R N A 血
-

O m S ki n s p e ci m e n s wi t h

p o st m o rt e m p 11t r e f a cti o n b y ⅣトP C R . F o u rt e e n m i c e w ith o u t

i n ci si o n w e r e s a c riB c e d a n d pl a c e d i n a n ai r c o n d iti o n e d r o o m

(te m p e r a t u r e 2 4 ℃) . ¶1 e Ski n s p e ci m e n s w e r e e x ci s e d o n d a y s

O t o 1 3 a n d th e e x p r e s si o n o f J?
-

a C ti n m R N A w a s e x a m i e d

u si n g R T I P C R a s d e s c ri b ed i n M at e ri al s a n d M e th o d s ,

P o st m o rt e m Ti m e a ft e r i n ci si o n ( m i n)

i nt e r v at

二

_

二三

3 に:

5烏
Fig . 1 0 . R T - P C R a n al y si s o f I L - 1 0 m R N A e x p r e s si o n f r o m

P u tr e魚e d ski n s p e ci m e n $ . M i c e w e r e s a c ri丑c e d at O
,
3 0

,
6 0 a n d

1 8 0 m i n aft e r i n ci si o n . A p o st m o rt e m i n ci si o n w a s al s o m a d e

O n S e p a r a te m i c e afte r s a c ri且c e . T h e s e m i c e w e r e pl a c e d i n a n

ai r c o n di ti o n e d r o o m . A t l
,
2

,
3 a n d 5 d a y s p o st m o rt e m

,
th e

Sk i n s p e ci m e n s w e r e e x ci s e d a n d th e e x p r e s si o n o f I L l O

m R N A w a s e x a m i e d u si n g R T I P C R a s d e s c ri b e d i n M at e ri al s

a n d M eth o d s . L A n e C a n d l a n e P i n di c at e th e r e s ult s of n o r m al

m i c e a n d th o s e o f p o s t m o rt e m
-i n ci s e d m i c e

,
r e S P e C ti v el y .

達 し て お らず
,

サ イ ク ル 数の 増加 に伴 っ て 反応産物 が増加 しう

る状態 にあ っ た .

2 . 死 後変化 の 進 ん だ 皮膚組織 か らの ノラ
- ア ク チ ン m R N A の

検 出

/?
- ア クチ ン m R N A 由来の R T P C R 法 に よ る増幅 産物 は

,
エ チ

ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色を施 した ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 上 で
,

屠殺後11

日 目まで検 出可 能 で あ っ た (図9) . しか し
,

屠殺後 の 経過 日数

とと もにP C R 増幅産物量 は徐 々 に減少 した .

3 .
Ⅰし10 m R N A の 生 活反 応 の 指標 と して の 可 能性

図7 に示 したⅠし10 m R N A の 発現量に 関する 傾向は
, 屠殺後5

日間放置 し た マ ウ ス より採取 した皮膚 試料か らも検出可 能で あ

0
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Fi g . 1 1 . Ti m e c o u r s e o f II : 1 0 m R N A e x p r e s si o n d u ri n g th e 5 -

d a y p o s t m o rt e m i n t e rv al . T h e r a ti o o f II : 10 t o
I
クー
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,
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*

p < 0 .0 5 ( v s , C O n t r Ol) .

T i m e a ft e r i n ci si o n (h r)
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l L - 1 α

lL - 1 β

lし 6

T N F -

α

β
-
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bp
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5 6 2

4 6 9

5 1 1

4 5 6

Fi g . 12 . R T I P C R a n al y si s of m R N A e x p r e s si o n of p r oi n fl a m m a to ry

c yt o k i n e s d u ri n g c u t a n e o u s w o u n d h e ali n g i n m i c e . T h e

m R N A e x p r e s si o n o f th e p r o in 鮎 m m a t o ry c yt o k i n e s i n sk i n
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っ た (囲10) . 屠殺後5 日 間に お け る皮膚試料中のⅠし10 m R N A

を単発量的 に評価 した 結果が 図11 で ある . 屠殺後 の 各種過 日

数 に お い て
, 健 常 皮膚 で の 党規 量 と 比 較 し た 場 合,

I L - 1 0

m R N A の 有意 (p < 0 .0 5) な増加は 食傷後30 か ら18 0 分の 損 傷皮

膚に 関して
, 屠殺後3 日 日まで 認め ら れ た . Ⅰし10/ ′

ト ア ク チ ン

比は
,
屠殺磯3 日 目まで経過日 放と とも に 増加 す る傾 向にあ っ

た が
,

死 後損壊 に お い て は健常皮 膚と比べ ても有意な 増加 は認

め なか っ た .

Ⅱ . 皮膚創傷治癒過程 にお ける炎症 性サイ トカイ ン の遺伝子

発現

1 . R r P C R

各サ イ トカイ ン の m R N A 由来の P C R 増幅産物は
, 受 傷後240

時間以 内の 全て の 時間に お い て検出さ れ た (囲12) . 健常 マ ウ ス

の 皮膚に お い て は
, 特 に

,
Ⅰし1 α とT N F -

a m R N A の 強 い 発現

が観 察さ れ た . 食 傷後,
損傷部局所 に お け る サ イ トカ イ ン の

m R N A 発現量 の 増加 が認 め ら れ た . 図13 に こ れ ら の 党規 量の

変化を半定量的に 評価 した結果を示す. 全 ての サ イ トカ イ ン の

m R N A レ ベ ル は食 傷後, 比較 的急 激に増加 し ,
Ⅰし6 は受傷 後6

時間目
,
Ⅰし1 α

,
Ⅰし1

′
ヲ

,
T N F -

α は 食傷後48 か ら72 時 間目に

かけ て ピ ー ク に 達 して い た .
こ れ ら各サ イ トカ イ ン の m R N A 発

現 レ ベ ル は
, 受傷後24 0 時間目 に は ほぼ 健常の レ ベ ル にま で 回

律 して い た .

2 . IS H

健骨 マ ウ ス 皮 膚 にお い て , 表皮細胞 にI L -1 α
,
Ⅰし6 お よ び

T N F -

α m R N A 陽 性所見が 観察さ れ た . しか しな が ら, Iし1 ,?

皿 R N A 由来の 陽性所見 は表皮層 お よ び真皮層 に は認め ら れ な か

っ た . 受傷後早期 に は損傷 部に遊 走する 多核白血 球 (好中球)

にI し1 α
,
II
,

r l
J
?

,
T N F L α m R N A 陽性所見 (囲14A) ,

さ ら にそ

れ 以 降で は
, 大型 単核球 (単球/ マ ク ロ フ ァ

ー ジ
, 図14 B) お よ

び紡錘形細胞 (線維芽細胞
, 図14 C) に全 ての 炎症性サ イ トカ イ

ン の シグ ナ ル を認 め た . また , 再 生 する表皮細 胞に もⅠし1 α
,

Ⅰし6
,
T N F -

α の陽性所見が観察 され た (図14 D) .

考 察

Ⅰし10 は m 2 細 胞よ り産生 され るサ イ ト カイ ン と して 同定 さ

れた が
7)

,
マ ウ ス にお い て は Th 2 細胞 に加 え て B 細 胞

,
マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ
,

ケ ラ チ ノ サ イ ト
, 肥満細胞で 産生さ れ る こ と が 報告

され て い る
8)

. 本研 究で は マ ウ ス 皮膚 の創傷治癒過程 にお け る

Ⅰし10 の 局在 は
,
I S Ii 法お よ び 免疫染色によ り表皮細胞 およ び損

傷部 に集族す る単核球に観察され
, 従来の 報告

8 )
と 矛盾せ ずⅠし

10 が 損傷部局所で 産生 され る こ とが 示さ れた . な お
, 好中球が

Ⅰし10 を産生 す る と い う 報告 もある が
㈹

,
皮膚 の 創傷 治癒 過程

で は好中球がⅠし10 の 産生 細胞で ある こ とを支持 する 成績 は 得

ら れなか っ た .

一

方 , 僚常 マ ウ ス 表皮細胞 に お い て もⅠし10 の

局在が 観察され たが
, 皮膚 は常に外 界から紫外線 な ど によ る 刺

激を受 け る た め
,
I L -1 0 が皮膚の 恒常性 の 維持 に あた っ て い る

もの と 考えられ る
4 1)

.

本研 究の 最 も興 味深 い 成横の
一 つ は

, 損傷部 局所 に お け る

I L l O の 経時的発現 畳の推移で ある . すな わち ,
Ⅰし10 蛋白は 受

傷後急激 に増加 し3 時間目 に ピ ー

ク に 達 した衡
一 旦 は減少 し

たもの の
,
7 2 時 間日に再び ピ ー ク に達 した所見 であり

,
】¶R N A

の発現様式 も蛋白質レ ベ ル の それ と 良く相関 して い た . 受傷後

3 時間日 の ピ ー ク は 表皮細胞で の ル10 産生, 72 時間目の ど ー

ク

は表皮細胞 に加 えて , 損傷部 に集壊す る単核球で のⅠし10 産生

を 反映 して い る もの と 考 え ら れ る が
, 食傷 後3 時間目は損 傷部

に遊走す る好中球が 徐 々 に増加す る炎症期 の 早期
,
7 2 時間目は

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 集族 が 最も著 明と なる炎症期 の 極期 に相当す

る . こ の 炎症期 にお け る2 つ の 異なる相 の 各々 でⅠし10 の ピ ー ク

が 認め ら れ た こ と に 基 づ き
,

抗 炎症性 サ イ ト カ イ ン と して の

IL - 1 0 の 生 物学 的役割を よ り明確 に する た め
,
Ⅰし10 の 中和抗体

を損傷部局所 に投与 し, その 効果を受傷後6 お よ び72 時間目 で

判定 し た .

受傷後6 時 間目 で は
,
Ⅰし10 中和抗体投与群 で創洞内 に好中球

が 多数認 め ら れ
, 損傷部 で炎症性 サ イ トカ イ ン (Ⅰし り ,

Ⅰし6
,

T N F I
Er) とC - C ケ モ カイ ン ( M C P -1

,
M I P -1 α ) が過剰 に党規し

て い た . 炎症部位 に遊走 する好 中球 は局所で 様 々 なサ イ トカ イ

ン を産生 し
,

炎症反応 に お い て 重要な 役割を担っ て い る
4 2)

. ‡し

10 自体は 好中球 の 走 化性 に殆 ど影響 を 与えな い と さ れ る が
43)

,

好中球か らの M IP -1 α やⅠし1 ′プ ,
¶ ト α の 産生 を抑制する

44〉4 5)

マ ウ ス にお い て M I F l α は強力な好中球の 走化性因子で あり
6)咽

,

I L l
′
ヲとT 川ト α も接着分子や ケ モ カイ ン の 産生 を促進 し

,
間接

的に好 中球 の 遊走 に 関与 して い る
47)

. 従 っ て
, 受傷後3 時間目

に認 め ら れ たⅠし10 の ピ ー ク は
,

創傷 治癒過程 の 炎症期早期 に

お い て
,

こ れ ら サ イ トカ イ ン の 産生 を抑制す る こ と によ り無秩

序な好 中球 の 遊走 を防止 し
, 炎症 反応 を制御 して い るもの と考

えら れ た .

一 方 , 好 中球 のⅠし6
,

M C P - 1 産生 能 に関 し ては
一

定の 見解が

得ら れ て い な い が
25 ) 珊 4 2)

, 血 管内皮細胞や 線 碓芽 細胞は こ れ ら

の サ イ ト カイ ン を 産生 す る こ と が 報告 され て い る
48)

､

5 【))
. しか

し , Ⅰし10 は血 管 内皮細胞 か らの Ⅰし6
,

M C P -1 産生 を促進する と

い わ れ てお り
48)

,
I L l O 中和抗体投与後の 受傷 後6 時間目 にⅠし6

,

M C P -1 の 過剰発現が 認め られ た こ と は
, 少なく と も炎症期早期

にお い て は
,

血管 内皮細 胞が こ れ らサ イ トカイ ン 産生 の 主座で

はな い こ と を示唆 して い る . Ⅰし1
′
ヲお よ びT N F Ⅷ は線椎芽細胞

か ら のⅠし6
,

M C P -1 産生 促進作用 を有す る こ と か ら
49 )5 0)

,
中和

抗体投与時 のI し6
,

M C P - 1 の 過剰発現 はII J l /? や T N F -

a の 発現

克進を 反映 して い る と も考え ら れ る . ま た
,

ケ ラチ ノ サ イ トも

Ⅰし6
,

M C P -1 産 生能を 有 して お り
,

そ の 関与 に つ い て も否定出

来な い
25) 説))

さ ら に
,

生体 内に お け る 炎症 反応 に は血 管透過性 の 克進を伴

うが
, 本研究 の 結果か らIL -1 0 が 血 管透過性 に関与 して い る こ

と も示唆 さ れ た .

一

般 に 血 管透 過性冗進 に は
,

ヒ ス タ ミ ン や セ

ロ ト ニ ン
,

プ ロ ス タ グラ ン ジ ン E 2 ,
プ ロ ス タサ イ クリ ン

,
血′ト

概括性化 因子 な ど が 関与 し てい る . Ⅰし り お よ び T N F 用 は プ ロ

ス タ グラ ン ジ ン E 2 ,
プ ロ ス タ サ イ ク リ ン

,
血 小板活性化因子の

産生 を 介 した 血 管拡張作 用や 血 管透過 性克進作 用を有 し て お

り47 )
,

ま た
, リ コ ン ビナ ン ト M C P -1

,
M I P - 1 α 投 与が ヒ ス タ ミ

ン 放出を介 して組織 間質の 浮腫を増強 させ る こ とも報告さ れ て

い る
46)

. さ ら に
,
I L - 1 0 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で 炎症反応 を 誘発

する と著明 な組織 の 浮腫 を生 じ
5 1)

, 遅延型過敏症反応に お い て

もⅠし10 が 浮腫を抑制す る こ とが 示 されて い る
1 1)

､ 13)
.

こ の 遅延

型過敏症反応 で の Ⅰし10 の 血 管透過性 の 抑制作用 に は局所 に お

ける¶-1 サ イ トカ イ ン (Ⅰし2
,

イ ン タ ー フ ェ ロ ンー

γ) の発現 レ ベ

ル の 減 少が 関与 して い る と される
11)

. 従 っ て
, 皮膚創傷治癒過

程 に お い て も
,

I L - 1 0 が 血 管作動性 因子の 発現 抑制を 介 し て
,

間接的 に血 管透過性を制御 して い る可 能性 が示唆され る .

受傷後72 時間日 に お い て 注目す べ き成横 は
!

中和抗体投与

によ り創洞 内 マ ク ロ フ ァ
ー ジ数 が増加 して い た こ とで ある . 今
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回検討 し た炎症性サ イ ト カイ ン お よ び ケ モ カ イ ン は マ ク ロ フ ァ

ー ジよ り産生 さ れ
,
I L l O が マ ク ロ フ ァ

ー

ジ か ら の 炎症性サ イ

トカ イ ン 産生 を抑 制す る こ と は よ く知 ら れ て い る
5 2) 5 3)

. ま た
,

Ⅰし10 は リ ボポ リ サ ッ カ ライ ドやIL l
ノ
9 に よ り活性化 され たマ

ク ロ フ ァ
ー

ジか らの M C P -1 や M I P -1 α 産生 を抑制す る こ と も示

され て おり
4 9)5 4) 5 5)

,
実際 にⅠし10 中和抗体投与で 全て の サ イ トカ

イ ン の 過剰発現を認 め た . M C F l や M I F l α は マ ク ロ フ ァ
ー ジ

に対す る走化性 因子 で あり
6) 46)

, 皮膚 の 創傷治癒過程 に お い て

も マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 走化性 因子 と して の 重要性が 指摘 され て い

る こ と か ら
24 卜 2 6)

,
中和抗体投与 に よ る マ ク ロ フ ァ

ー

ジ 数の 増

加は こ れ ら ケ モ カイ ン の 過剰発 現が理 由の 一

つ と考え られ る .

マ ク ロ フ ァ
ー

ジは 創傷 治癒過程 にお い て非常 に重要 な役割を

果た して お り
56)

,
マ ク ロ フ ァ

ー ジを創傷部 の 皮下 に実験的 に注

射す る こ とで
, 治癒 が促 進 され る と の 報告

5 7)
が ある

一

方 ,
主に

マ ク ロ フ ァ
ー ジで 産生 され るT N F -

α が 過剰発現 し た場合 には
,

組織壊死 や 浮腫の 増 強,
コ ラ

ー

ゲ ン 重合成阻害に基づ く 肉昇級

織の 形成阻害 な どに よ っ て 創傷治癒 が 遅延する こ と も知 ら れて

い る
58 ト 6 0)

. 従 っ て 正 常 な創傷 治癒過程 で は
,

マ ク ロ フ ァ
ー ジ

にお けるサ イ ト カイ ン 産生 は 巧妙 に 制御 され て い る もの と考え

ら れ る が
,

本研究 か ら
,

創傷治癒過程 に お い てⅠし10 が マ ク ロ

フ ァ ー ジ の 遁走を抑制 し
,

さ ら にそ の サ イ トカ イ ン 産生を 制御

する重要 な因子で あ る こ とが 強く示唆 され た . なお
, 依然 と し

て中和抗体投与群 で創洞 内 に好中球 が 多数認め られ た こ と は
,

中和抗体 の 投与 に より炎症反応が 遷延 した結果 と見な す こ と も

可能で あ る . また
,
Ⅰし10 が リ ン パ 球 の 走化性 に及 ぼす影響 は

今回検討 して い ない が ,
M C P - 1 ,

M I P -1 α の 産生抑制を介 して

T リ ン パ 球 の 浸潤 を制御 して い る可 能性 も考 えられ る
6 1)6 2)

以 上 の 検討結 果よ り
, 皮膚 の 創傷 治癒過程 に お けるⅠし10 の

関与が 明ら か と なり
, 特 に

,
Ⅰし10 発現 に2 つ の ピ ー

クが 存在す

る こと は
, 各 々 が好 中球お よ び マ ク ロ フ ァ

ー ジ の 浸潤お よ びそ

の 機能の 抑制と 密接 に 関連 した
,

過剰 な 炎症 反応を抑制する た

めの 合目的な 生体防御反応で ある と考 えら れ た .

さ て
,
Ⅰし10 の 蛋白質 レ ベ ル で の 増加 に先立 っ て

, 受像後1 時

間目 にお い て 既 にⅠし10 m R N A の 強い 発現が 認め られ たが
,

こ

れを法医 学的な 観点か ら捉え直 し
,
II / 1 0 m R N A が 法医学実務

にお け る生 前の 損傷と 死 後の 損壊 と を鑑別する 上 で の 鋭敏 な指

標と なりう るの で は な い か と 考えた . そ こ で
, 損 傷部局所 に お

けるⅠし10 m R N A 発 現量 の 推 移を死 後変化 の 影響も 含め て詳細

に検討 し た
.

m R N A に対す る死 後変化の 影響 は現在まで 全く検

討さ れ て い な い が
,

こ れ は m R N A は死 後比較 的速や か に 内在件

の R N a s e な ど によ り低分子化 され る と い う推測 に基づ い た もの

と 思 わ れ る . しか し な が ら
,

こ の 推 測 に 反 し , ′

′

? - ア ク チ ン

m R N A は 本研 究の R T P C R 法の 条件~F で 屠殺後11 日 目 まで検 出

可能で あ っ た . 法医学 に お い て取 り扱う異状死体は 様々 な 環境

条件 下 で 発 見 さ れ
,

そ の 死 後変 化の 程 度 も様 々 で あ る た め
,

m R N A に 対す る死 後 変化 の 影響を 種 々 の 環境 条件 下 で 検 討

する 必 要が あ る が
,

少 なく と も 一 般 に 考 え ら れ て い る 以 上

に
, m R N A が 死 後変 化 に 対 して 抵 抗 性を 有 し て い る こ と が

示さ れ た .

本研究で はⅠし10 m R N A 発現量の 推 移に つ い て
,

R T P C R 法に

よりβ
- ア クチ ンを内部標準物 質と して 半定量的 に評価 した が

,

一

般 に は m R N A 発現量 をR T P C R 法を用 い て より正 確 に測定す

る た め に は
,

段 階的に 希釈 した競 合鋳 型 R N A と の 増 幅産物量

を比較す る競 合ⅣトP C R 法
63 )

が 望ま しい . しか し , 法医学 にお
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い て 対象となる 試料 は多くの 場合, 死 後変化 の 影響下 に あり
,

Ⅰし1 0 と
ノ

′? - ア クチ ン 発現量 を比較す る 方法 は
, 各 々 の m R N A に

対す る死 後変化 の 影響が互 い に相殺され る た め
, 法医学実務 へ

の 応用を考えた場合に は非常 に有用と 考える . ま た
,

画像解析

用 プ ロ グ ラ ム NI H lm a g e に よ る P C R 増幅産物の バ ン ド強度 の

測定値 は鋳型 D N A 量を良く反映する こ とが 既 に報告 さ れ て い

るが
糾)

,
本研究の 条件下 に おい て も良い 相関が得 ら れ た .

I L l O m R N A は受傷後15 分日 より急激 に増加 して お り
, 健常

皮 膚 にお け る発現量 と比較 した場 合, 有意 な増 加は 受傷後30

か ら 18 0 分 にお い て観察 され た . さ ら に
,

こ の 傾 向は屠殺後5

日 間放 置 し た マ ウ ス の 皮膚 試料 か ら も検 出可 能 で あ っ た .

O eh m i c h e n
65)

は損傷部 にお ける形態学的ある い は生化学的 な現

象 を
, 受傷後経過時間や 生 活反応 の 新た な指標と して用 い る場

合,
以~F の 3 つ の 要件を満たさ ねば な ら な い と して い る . すな

わ ち
,

そ の 現象が 時間に依存 して い る こ と
,

死後変化の 進 んだ

試料か ら も測定
･

検出が 可 能で ある こ と
,

死後に お い ても時間

依存性が 保 た れ て い る こ と
,

の 3 要件 で ある
.
Ⅰし10 m R N A に

関 して は こ の 条件を完全 に満た して い た . I L l O / β- ア ク チ ン 比

は屠殺後3 日 目ま で上 昇する 傾向に あ っ た が
,

こ れ は個体死の

後 も細胞 レベ ル で はI L l O m R N A の 誘導が継続 して い る た め に

生 じたもの と考え られ る
66 )

. この 上 昇傾 向は
,

屠殺直後 に死後

損壊を作成 した マ ウ ス 皮膚 にお い て も同様 に認め られ た が
, 死

後損壊 と健常皮膚と を比較 した場 合,
Ⅰし10 皿R N A 発現畳 の 有

意 な 増加 は 認 め ら れ な か っ た . こ れ ら の 成 績 か ら
,

I L - 1 0

m R N ん発現量の 増加が 生 活反応を反映する鋭敏 な指標と なりう

る もの と考えら れる .

実際の 法医損 傷検査 へ の 応用 と して は
, 皮膚 の 損傷部位お よ

び そ の 部位 より やや 離れ た健常皮膚で のⅠし10 m R N A 発現量を

比較 し, そ の 増加が認め られ た場合 に生前の 損傷 であ る可能性

が 高 い と 判断 され る . 損傷部位 より 離れ た 部位 の 健 常皮膚 は
,

手引寡部位と同程度の 死 後変化を有 してい るた め
,

内部対照と し

て有用で あるが
,

実務へ の 応用を 目指 して
, 受像 後礎過時間の

明 らか な損傷皮膚 を試料と して
, さ ら に検討を重ね る必要が あ

る . その 際,
Ⅰし10 m R N A が 受傷後12 か ら24 時 間目 に か け て

,

一一一仙-
･

旦 は健常 レ ベ ル にまで減少 して い る こ と に つ い て の 充分 な注

意が 必 要で あり
, 今回の 検討結果は

,
免疫組織化学的な手法を

用 い た研究が 主体で あ っ た従来の 法医損傷論 の 研究分野 にお い

て
,

新た な 展開をもた らす成績で ある と 考える .

さ て
,

炎症性 サイ トカ イ ン で あ るⅠし1
,
Ⅰし6 や T N F -

α に関 し

て は
,

マ ウ ス に切 創を作成し たモ デ ル を用い た検討 で
,

そ の 免

疫組織化学的な 局在や E LI S A 法 に よ る才員悔部局所に お け る発現

量の 推移が 受傷後経過時間の 指標 と な りうる 可 能性が 指摘 され

て い る
:i:う)

. ま た
,
法医剖検例 より採取 した 損傷皮膚 を用 い た検

討に お い て も,
Ⅰし1 α の 免疫組織 化学的な局在が受傷後経過時

間の 指標 と して 有用で あ ると い う 報告が な さ れ て い る
3 4)

. そ こ

で
,

こ れ ら の 報告 を受けて
,

炎症性サ イ ト カイ ン の 遺伝子発現

を受傷後援過時間推定 の 指標と して応用す る た め の 基礎的な成

績 を得 る目的で
,

マ ウ ス 皮膚 創傷 治癒 過程 にお けるⅠし1
,
Ⅰし6

お よ び T N F - α m R N A 発現量の 推移お よ び組織切片上 にお ける

局在 を検討 した .

Ⅰし1 は
, 免疫, 炎症, 造血

, 内分泌 , 脳神経系 な どにお ける

様 々 な生体 反応 に関与 して おり
, 等電点 の 遠い か ら α 塑と β型

に分類 さ れ て い る
2)

. Ⅰし1 の 生物活性 と して
,

マ ク ロ フ ァ
ー ジ

か ら のⅠし6 やT N F -

α の 産生 誘導
,

線維 芽細胞や ケ ラチ ノ サ イ
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トの 増殖促進 な どが 知 られ て い る . こ れ ら の 生 物活性 を 介 して

Ⅰし1 は創傷 治癒 に も深く関わ っ て い る と考え られ
,

実際
,

皮膚

の 損傷部や 藩出液中 にお けるⅠし1 レ ベ ル が 上昇 して い た と する

報告も多い 6 乃
､ 6 9)

. 本研究 で は
,

R r P C R 法で健常 マ ウ ス 皮膚 に

Ⅰし1 α m R N A の 強い 発現が 認め られ た が
,

受傷後は む し ろⅠし1

β m R N A 発現 量 の 増加 が顕著で あり,
Ⅰし1 β m R N A の ピ ー

ク

が 認め られ た 受傷後72 時間目 で
, 大型単核球 ( マ ク ロ フ ァ

ー

ジ) にⅠし1 β m R m の 強 い 陽性シ グ ナ ル が 観察さ れ た ･ 単球や

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ は刺激を受ける と王し1 α より もⅠし1 ノ9 を多く産

生 する こ とが 示 され て い る が
70)

,
皮膚 の 創傷治癒過程 にお い て

も マ ク ロ フ ァ
ー

ジ より産生さ れ るⅠし1 βが 重要 な役割 を果 た し

て い る と考えら れ た
.

一 方
,
Ⅰし1 α m ⅣJA 陽性 シ グ ナ ル は

, 過

去の 報告
7りに 一 致 して 健常皮膚, 損傷皮膚とも表皮細胞 に特 に

強く認め られ
, さ ら にリ コ ン ビ ナ ン トⅠし1 α 投与が 表皮再 生 を

促進した と い う報告 もなされ て い る こ と か ら
72)

,
I L l α は皮膚

の 恒常性の 維持お よ び 表皮 の 再生と密接 に 関連 して い る もの と

思われ た .

Ⅰし6 は
,

B 細胞 の 抗 体産生紳胞 へ の 最終分化 を誘導す る 因子

と してそ の cD N A が ク ロ ー ニ ン グ され た物質で あ る が
, 免 疫応

答の み な らず急性期 反応や 造血
, 脳神経系 の 細胞増殖 や分 化な

どに も関与 して い る
3)

. 皮膚 の 創傷 治癒に 関連 して
,

M a t e o ら

73)
は浸出液中のⅠし6 の レベ ル は受傷後12 時 間日 にお い て ピ ー

ク

に達 した と し
,

そ の理 由と して浸 出液に含まれ る好 中球 に よ る

Ⅰし6 の 産生を挙げて い る が
,

今回の 検 討で は 多核白血 球 にⅠし6

m R N A の 陽性所 見は認 め られ なか っ た . 受傷後早期 で は 表皮細

胞 にの みIL 6 m R N A の 陽性所見 を認 め た こ とか ら
, 受傷 後6 時

間冒 に お けるⅠし6 m R M の 発現量 の ピ
ー

クは 主に 表皮 にお ける

I L 6 m R N A の 発現 の 増加を 反映 した もの と 考え た が
,

こ れ は

Ⅰし1 や T N ト α の ピ ー

ク が 受傷後4 8 か ら72 時間目 にか けて 認め

ら れた こと と 対照的で あ っ た . Ⅰし6 の 急性炎症を制御 する 因子

と して の 重要性 は既 に指摘 さ れ て い るが
7 4)

,
皮膚 の 創傷治癒 に

お い て もオ ー トク リ ン や パ ラク リ ン な どの 作用機序 を介 し て炎

症反応を制御 して い る可 能性 が示唆され た . しか しな が ら
,
I L

6 の 中和抗体 の投与 が 創傷 治癒 に 全く 影響 を及ぼ さ な い と す る

報告もあり
75)

,
Ⅰし6 も他 の サ イ ト カイ ン と 同様 に

一

連 の サ イ ト

カイ ンネ ッ トワ
ー

クと複雑に 絡ん で い るもの と 考え られる .

T N ト α は
,
腫場 部位 に出血 性壊 死を誘導す る 国子 と し て見

出さ れたが , 最近で は 炎症 を通 した生体防御機構 に広く関 わ る

サ イ トカイ ンと して理 解され て い る
4)

.
T N ト α は 主 に マ ク ロ フ

ァ
ー

ジ によ り産生 され, 創傷治癒 と 関連 する 生物活性 と し て
,

好中球や マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 活性化,
Ⅰし1

,
Ⅰし6

,
Ⅰし8 の 産生誘導

や 線維芽細胞 の 増 殖促進 な どが 知 られ て い るが
,

そ れ ら はⅠし1

βと共通す る機能 であ る こ と が多い
4)

. 本研究 にお い てT N F Ⅷ

m R N A の 発現 量の ど ー

ク はⅠし1 β m R N A と 同様 に受 備後72 時

間日 に認め られ
, その 経時的発現量の 推移もⅠし1 β と類似 して

い た . 受傷後72 時 間は 組織 学的 に損傷部 で の 大型単 核球 の 集

族が 最も著明 とな る時期 に
一

致 して い たが
,
I S H 法を用 い た検

討で マ ク ロ フ ァ
ー

ジ と思わ れ る単核球 にT N F -

α m R N A の 陽性

所 見を認 め た. 以 上 の こ とか ら
, 皮膚の 創傷治癒過程 に お い て

も マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び そ の 関連物質が 非常 に重要 な役割 を担

っ て い るも の と考 えられ る
.

こ れ ら 炎症性サ イ トカ イ ン の m R N A の 発 現に 関す る成繚 は ,

法 医損傷検 査 に 応 用可 能で ある と考え る . ⅣトP C R 法 に よ る

m R N A の 半定量 的な評価 を受備後軽適時間の推定 に応 用する こ

と は
,
I L l O m R N A の 場合 と 同様 に 死 後 にお ける m R N A 誘導が

ある と考え られ る た め
, 実際に は 困敗で ある と 思 われ る . しか

し な が ら
,

ⅣトP C R 法を 用い て 損傷部 に お け る炎症性 サ イ トカ

イ ン の m R N A 発現量 の 増加を検 出す る こ と は
,

生 活反応 の 指標

となりう る もの と 考え ら れ る . IS H 法 に よ り損傷 部に 遊走 した

炎症 細胞 に こ れ ら サ イ トカ イ ン の 陽性所 見 を認 め た こ と は
!

R T I P C R 法 に よ っ て検 出 され た m R N A 発現量 の 増 加が 損傷部 に

お けるサ イ ト カ イ ン の 誘 導
,

すな わ ち局所 にお け る生活反応を

意味 して い る . 特 にⅠし1 βとI L 6 m R N A は
,

健常 マ ウ ス 皮膚 に

お ける発現量 と比較 した 場合 に, 受傷 後の 発現量 の 増加率が 大

きく,
生活反応 の 指 標と して 最も適 して い る と思 われ る . 本研

究で は RT I P C R 法 に よ るⅠし10 m R N A 検 出が
, 特 に 受傷後早期

にお ける生 活反応 の 指標 となりう る可 能性を指摘 したが
,
I L lO

m R N A に加 えて 損傷部皮膚 か らII / 1β とII ] 6 m R N A を 同時 に検

出す る こ と に よ っ て
,

一 層
,

実際の 法医剖検例 に お ける有用性

が向上す るも の と思 われ る .

結 論

抗 炎症性サ イ ト カイ ン で あ るⅠし10 の
,

皮膚創傷 治癒過程 に

お ける動態お よ び そ の 生 物学 的意義 に つ い て検討 した . 加えて
,

法医損傷検査 に 応用 する た め
,
Ⅰし1 0 お よ び 炎症性 サ イ ト カイ

ン q し1
,
II ] 6

,
T N F l

α ) の m R N A の 解析を行 い
,

以下の 成績を

得た .

1 .
マ ウ ス 皮膚創傷 治癒過程 にお い て損 傷部 に お け るⅠし10

蛋白の 発現量 は
, 損傷部 に遊走す る好 中球 が徐 々 に増加 する炎

症期 早期 (受傷後3 時 間) に ピ ー ク に達 した 後,

一

旦 は 減少 した

が
,

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 集族が 最 も著明 と な る 炎症期極期 (受傷

後72 時間) に再 び ピ ー

ク に達 し
,

m R N A の 発 現も こ れ と 良く相

関 して い た . I S H 法お よ び免疫 染色 の 検言寸結果か ら炎症期 早期

にお い て は 表皮細胞が
,

さ ら に
,

損傷部 に浸潤 する単 核球お よ

び 再生 す る 表皮細胞 がⅠし1 0 産生細胞 の 主体 で あ る こ と が実証

さ れ た .

2 . Ⅰし10 の 発現 に2 つ の ピ ー ク が 認め ら れ た こ と か ら
,
Ⅰし

10 中和抗体を損傷部局所 に投与 し
,

そ の 効果を受傷 後6 お よ び

72 時間日 に お い て 判定 し た . 中和抗体投与 に より損傷部皮膚に

お い て 炎症 性サ イ ト カ イ ン (Ⅰし1
/
9

,
Ⅰし6

,
T N ト α) とC - C ケ モ

カイ ン ( M C P -1
,

M I P -1 α ) の 過剰発現が 認 め ら れ た . さ ら に ,

損傷部 に浸 潤す る好 中球 と マ ク ロ フ ァ
ー ジ 数の 増加を認 め た .

Ⅰし10 の 発現 の 2 つ の ピ ー ク は
, 各 々 が 好中嫌お よ び マ ク ロ フ ァ

ー

ジの 遊養お よ び そ の 機 能制御 と密接 に関連 して お り,
こ れ ら

は過剰 な炎症反応を抑制 する た め の 合目的な 生 体防御反応であ

る と考え られ た . 以 上 の 成績か ら
,

皮膚創傷治癒過程 にお ける

Ⅰし10 の 関与 が明 ら か と な っ た .

3 . 受傷 後早期 のⅠし10 m R N A の 発現量増加 が 法医損傷検査

にお ける生活反応 の 指標 と なりうる か 否か に つ い て
,

マ ウ ス 皮

膚損傷部 に お け るI し10 m R N A 発現量 の 変化 を死 後変化の 影響

も含 め て
, 受傷後0 か ら18 0 分の 間,

R T P C R 法を用 い て 半岩畳

的に評価 し た . II ] 1 0 m R N A は受傷 後15 分目 か ら急激 に増加 し,

健常皮膚で の 発 現量 と比 較した場 合
, 有意 b < 0 .0 5) な増加が

受傷 後30 か ら18 0 分 で認 め られ た .
こ の 傾向は屠 殺後5 日 間放

置 した マ ウ ス に つ い て も確認 され
,

一 方
,

死後損壊で は有意な

増加 は認 め ら れ な か っ た
.

これ らの 成績か ら, 皮膚損傷部 にお

けるIL l O m R N A 発現畳 の 増加が
, 受傷後早期 の 生活反応 の 鋭

敏な指標 と なりうる こ とが 示唆 され た . さ ら に
,

m R N A は
一 般



創傷 治癒 にお けるⅠし10 の 発現と法医学的応用

に考えら れ て い る以 上 に死 後変化 に対 して安定で ある こ と が示

され
,

R T P C R 法に よ る m R N A の 解析 は 実際の 法 医剖検例 に充

分応用可能で あ る と思 わ れ た .

4 . R r P C R 法 を用 い た検討 で
,

マ ウ ス 皮膚損傷部 に お ける

II :
6 m R N A の 発現量 は 受傷後6 時 間目

,
Iし1 α

,
IL rl P お よ び

T N F ･

α m R N A は受傷後48 か ら72 時間日に か けて ピ ー

ク を有す

る こ と が 明 ら か と な っ た . I S H 法 を用 い た 検討 に よ り こ れ ら

m R N A 発現量 の 増加 が
, 主に損傷部 に 浸潤する 単核球 ( マ ク ロ

フ ァ
ー ジ) , 多核白血 球 (好 中球) や 表皮細胞 にお けるサ イ トカ

イ ン の 誘導,
すなわ ち局所に お ける生活 反応 を反映 し てい る こ

とが 示 さ れ た . Ⅰし10 m R N A に加えて 損傷 部皮膚か ら こ れ ら 炎

症性サ イ ト カイ ン の m R N A をR T I P C R 法を用 い て 同時 に検出す

る こ と によ り
,

実際の 法医剖検例 に お ける 生活反応 の 指標と し

て の 有用性 が 向上す る もの と思わ れ た . 以 上 の m R N A 解析 に関

する成壌 は
, 蛋白質 レ ベ ル で の 解析 が 主体で あ っ た従来 の 法医

損傷論の 研究分野 にお い て
, 新た な展開をもた ら すもの と考え

ら れ た .
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,
1 9 7 4
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C hl o r o f o r m
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,
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3 8) C o a kl e y W r
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F o li n
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,
1 9 7 8

3 9) Y am I X
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Li C Y

,
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,
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,
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,
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,
1 9 9 7

4 1) N i c k ol o ff B J ,
N aid u Y

,
M i c h i g a n A A .
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c a s c ad e i n h u m a n ski n .J Am A c a d D e r m at o1 3 0 : 5 3 5 -5 4 6
,
1 9 9 4

4 2) C a s s a t ell a M A . T h e p r o d u c ti o n o f c y t o k i n e s b y

p oけm o r ph o n u cl e ar n e u tr O Ph il s . I m m u n oI T o d a y 1 6 : 2 1 -2 6
,
1 9 9 5

4 3) Vi ci o s o M A
,
G a r a u d JJ ,

R 昌gli e r
- P o u p e t H

,
L e b e a u t A

,

G o u g e r o t - P o cid al o M A
,
C h oll e t - M a r ti n S . M o d e r a t e i n h ib it o r y

e ff e c t o f i n t e rl e u ki n
- 1 0 0 n h u m a n n e u t r o p h il a n d m o n o c yt e

C h e m o t a x i s i n vitr o . E u r C yt o ki n e N et w : 2 4 7 -2 54 ,
1 9 9 8

4 4) K a s a m a T
,
S t ri e t e r R M

,
I J u k a c s N W

,
B u r di c k M D

,
K u n k el

S L R e g u l a ti o n of n e u t r o p hil
-d e ri v e d c h e m o k i n e e x p r e s si o n b y

II J l O .J Ir n m u n ol 1 5 2 : 3 5 5 9 -3 5 6 9
,
1 9 9 4

4 5) C a s s at ell a M A M e d a L
,
B o n o r a S

,
C e s k a M

,
C o n s t an ti n G .

I n t e rl e u ki n l O (II ,
-1 0) i n hi bit s th畠 r el e a s e o f p r oi nfl a m m at o ry

c yt o ki n e s fr o m h u m a n p o l ym O r ph o n u cl e ar 1 e u k o c yt e s . E vid e n c e

f o r a n a u t o c ri n e r o l e o f tu m o r n e c r o si s f a c t o r a n d I L -1
′
9 i n

m ed i a ti n g th e p r o d u c ti o n of I し8 tri g g e r e d b y li p o p ol y s a c c h ar id e .

J E x p M e d 17 8 : 2 2 0 7 - 22 1 1
,
1 99 3

4 6) Al a m R
,
K u m a r D

,
A n d e r s o n

- W alt e r s D
,
F o r s y th e P A .

M a c r o bh a g e i n fl a mm a tO r y P r O te 血1 α an d m o n o c yt e d l e m O atb
'

a Ct a n t

p e p ti d e
- 1 eli cit i m m e d i a t e a n d l a t e c u t a n e o u s r e a c ti o n s a n d

a c ti v a te m u ri n e m a s t c e ll s i n vi v o . J I m m u n ol 1 5 2 : 1 2 9 8 - 1 3 03
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1 9 9 4

4 7) M a n t o v a n i A
,
D ej a n a E . C yt o ki n e s a s c o m m u n i c a ti o n

si g n al s b e t w e e n l e u k o c y te s a n d e n d o th eli al c ell s . I m m u n oI

T o d a y l O : 3 7 0 - 3 7 5
,
1 9 8 9

4 8) Si r o n i M
,
M u 負O Z C

,
P o lli ci n o T

,
S ib o ni A

,
S ci a c c a F L ,

B e r n a s c o n i S
,
V e c c h i A

,
C ol o tt a F

,
M a n t o v a ni A . D i v e r g e n t

e 鮎 c ts of i n t e rl e u ki n
-1 0 0 n C y tO k i n e p r o d u c ti o n b y m o n o n u cl e a r
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1 9 9 3

4 9) S e it z M
,
L o e t s c h e r P

,
D e w ald B

,
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,
G al 1 a ti H ,

B a g g i oli n i M . I n t e rl e u ki n
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i n hib it o r a n d c h e m o k i n e r el e a s e 血
･

O m bl o o d m o n o n u cl e a r c ell s
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,
1 9 9 5

5 0) P a q u et P
,
Pi6 r a rd G E . I n te rl e u ki n - 6 a n d th e sk i n ･ I n t A r c h

All e r g y I m m u n o1 1 0 9 : 3 08 - 3 1 7
,
1 9 96

51) B e r g D J
,
L e a c h M W

, K tih n R
,
R aj e w sk y K

,
M d11 e r W

,

D a vi d s o n N J
,
R e n ni ck D . I n te rl e u ki n l O b u t n ot i n te rl e u ki n 4 i s a

n a tu r al s u p p r e s s an t Of c u t an e O u S i n fl am m a t O ry r e S p O n S e S ･ J E x p

M e d 18 2 : 9 9 -1 0 8
,
19 9 5

5 2) Fi o r e n ti n o D F
,
Zl o t ni k A

,
M o s m a n n T R

,
H o w a r d M

,
0

'

G a r r a A . I L - 1 0 i n h ib i t s c yt o k i n e p r o d u c ti o n b y a c ti v a t e d

m a c r o p h a g e s .J I m m u n ol 1 4 7 : 3 8 1 5 - 38 2 2
,
19 9 1

5 3) d e W a al M al e 付t R ,
A b r a m s J ,

B e n n e tt B
,
Fi g d o r C G

,
d e

V ri e s J E . I n te rl e u ki n l O (Ⅰし10) i n hib it s c y t o ki n e s y n th e si s b y

h u m an m O n O C y t e S : an a u t O r e g u l at o r y r ol e o f Iし10 p r o d u c e d b y
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m o n o c yt e s .J E x p M e d 1 7 4 : 12 09 →1 2 2 0
,
1 9 9 1

54) B e r k m a n N
, J o h n M

,
R o e s e m s G

, J o s e PJ ,
B a r n e s PJ ,

C h u n g K R I n h ibiti o n o f m a c r o p h a g e i n fl am m a tO r y p r O t ei n
-1 α

e x p r e s si o n b y I L l O .J I m m u n ol 1 5 5 : 4 4 1 2 - 4 4 1 8
,
1 9 9 5

5 5) Y an O S
,
Y a n a g a w a H

,
N i sh i o k a Y , M u k ai d a N

,
M at s u sh i m a

K
,
S o n e S , T h elp e r 2 c yt o k i n e s d ifE e r e n tl y r e g u l a t e m o n o c yt e

ch e m o a tt r a ct a n t p r o t ei n
- 1 p r o d u cti o n b y h u m a n p e ri p h e r al b l o o d

m o n o c yt e s an d al v e ol a r m a c r o p h a g e s . J I m m u n ol 1 5 7 : 2 6 6 0 -2 6 6 5
,

1 99 6

5 6) Le ib o vi c h SJ ,
R o s s R . T h e r ol e of th e m a c r o ph a g e i n w o u n d

r e p ai r . A s tu d y w ith h y d r o c o rti s o n e an d a n ti m a c r o p h a g e s e ru m .

A 皿 J P a 血 o1 7 8 : 7 1 -1 0 0
,
1 9 7 5

5 7) D a n o n D
,
K o w a t c h M A

,
R o th G S . P r o m o ti o n o f w o u n d

r e p ai r i n ol d m i c e b y l o c al i nj e cti o n of m a c r o ph a g e s . P r o c N atl

A c ad S ci U S A 8 6 : 2 0 1 8 - 2 0 2 0
,
1 98 9

5 8) B u c k M
,
H o u gl u m K

,
C h ojk i e r M . T u m o r n e c r o si s f a c to r

-

α i n h ibit s c o ll a g e n α 1 ( Ⅰ) g e n e e x p r e s si o n a n d w o u n d h e ali n g

i n a m u ri n e m o d el o f c a c h e x i a . Am J P ath ol 1 4 9 : 19 5 -2 0 4 ,
1 9 9 6

5 9) R a p al a K
,
I . a at o M

,
N ii nik o sk iJ ,

K td a ri H
,
S 6 d e r O

,
M a u vi el

A P uj oI J P . T u m o r n e c r o si s f a ct o r al ph a i n hib its w o u n d h e ali n g

i n th e r at . E u r S u r g R e s 2 3 : 2 6 1-2 6 8 ,
1 9 9 1

6 0) S al o m o n G D
,
K a sid A

,
C r o m a c k D T

,
D i r e c to r E

,
T alb o t T L

,

S a n k A
,
N o rt o n J A . T h e l o c al eff e c t s of c a c h e c ti n/ tu m o r n e c r o si s

f a ct o r o n w o u n d h e ali n g . An n S u r g 2 1 4 : 1 7 5 -1 8 0
,
1 99 1

6 1) R o th SJ
,
C a r r M W

,
S p ri n g e r T A . C - C ch e m o ki n e s

,
b u t n o t

th e C -X - C c h e m o ki n e s i n te rl e u ki n -8 a n d i n t e rf e r o n
-

γ i n d u cibl e

p r o t ei n - 1 0
,

Sti m ul a t e t r a n s e n d o th e li al c h e m o t a x i s o f T

ly m ph o c y te s . E u r J I m m u n o1 2 5 : 3 4 82 -3 4 88
,
1 9 9 5

6 2) Ji n q u an T
,
D el e u r a n B

,
G e s s e r B

,
M a a r e H

,
D el e u r a n M

,

L a r s e n C G
,
T h e s t ru p

- P e d e r s e n K . R e g u l a ti o n o f h u m a n T

ly m ph o c yt e c h e m o t a xi s i n vitr o b y T c ell -d e riv e d c yt o ki n e s II J 2
,

I F N -
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II J 4

,
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,
a n d II J 1 3 .J I m m u n ol 1 5 4 : 3 7 4 2 - 37 5 2

,
1 9 9 5

6 3) G illil a n d G
,
P e r ri n S

,
Bl a n ch a rd K

,
B u n n H F . An al y si s of

C y t O k i n e m R N A a n d D N A : d e t e c ti o n a n d q u a n tit a ti o n b y

C O m pe titi v e p ol y m e r a s e ch ai n r e a c ti o n . P r o c N a tl A c a d S ci U S A

8 7 : 2 72 5 -2 7 2 9
,
1 9 9 0

6 4) B e c k e r A
,
R ei th A

,
N a p i w o t z k i J

,
K a d e n b a c h B . A

q u a n tit a tiv e m e th o d o f d et e r m i n l n g i n iti al a m o u n ts o f D N A b y

p ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n c y cl e tit r a ti o n u si n g di gi t al i m a gi n g

a n d a n o v el D N A s t ai n . An al B i o ch e m 2 3 7 : 2 0 4 - 20 7
,
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5 0 1

6 5) O e h m i c h e n M . E s ti m a ti n g w o u n d a g e a n d di sti n g ui s h i n g

i n t r a vi tal f r o m p o st m o rt e m p r o c e s s e s i n f o r e n si c m e d i ci n e
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i n tr o d u ct o ry r e m a 血 s . I h M O e h m i c h e n
,
H Ki r c h n e r ( e d s) ,

T h e

W O tl n d h e al in g p r o c e s s - f o r e n si c p ath ol o gi c al a s p e c t s
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,
1 s t e d

,

P 1 5
-2 1

,
S c h m id t -R 6 m hil d

,
L Lib e ck

,
1 9 9 5

6 6) O e h m i c h e n M
,
Z ill e s K . P o s t m o r t al e D N S -

u n d R N S -

S y n th e s e : E r s te U n t e r s u c h u n g e n a n m e n s c hli c h e n Le i ch e n . Z

R e ch ts m e d 9 1 : 2 87 -2 9 4 , 19 8 4

6 7) R o b e r t s o n F M
,
P ell e g ri ni A E

,
R o s s M S

,
O b e r y s z y n A S

,

B o r o s L G
,
B ii u r G N

,
S a b o u ri n C K

,
O b e r y s 野 n T M . I n te rl e u ki n -1

α g e n e e X p r e S Si o n d u ri n g w o u n d h e ali n g . W o u n d R e p R e g 3 :

4 7 3 -4 8 4
,
1 9 9 5

6 8) F a h e y ⅢTJ
,
S h e r r y B

,

r

r r a C e y KJ ,
V an D e v e n t e r S

, J o n e s II

W G
,
M i n ei J P

,
M o r g ell o S

,
S h i r e s G T

,
C e r a m i A . C y t o k i n e

p r o d u c ti o n i n a m o d el o f w o u n d h e al i n g : th e ap p e ar a n C e Of M IP -

1
,
M IP -2

,
C a Ch e cti n / T N F an d I L l . C yt oki n e 2 : 9 2 - 9 9

,
1 99 0

6 9) F o r d H R
,
H o 放 n a n R A

,
W i n g EJ ,

M a g e e D M
,
M cI n ty r e L

,

Si m m o n s R L C h a r a c te ri z a ti o n o f w o u n d c yt o ki n e s i n th e s p o n g e

m at ri x rn O d el . A r c h S u r g 1 2 4 : 1 4 2 2 -1 4 2 8
,
1 9 8 9

7 0) T u rn e r M
,
C h a n try D

,
B u c h a n G

,
B a r r e tt K

,
F el d m a n n M .

R e g ul a ti o n o f e x p r e s si o n o f h u m a n I L -1 α an d I し1
J
? g e n e s . J

I m m u n ol 1 4 3: 3 55 6 -3 5 6 1
,
1 9 8 9
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,
K o v a c s EJ ,

S m ith M R
,
Y o u n g H A

,
D u ru m S K .

D e t e c ti o n o f I し1 α a n d II ; 1 /? g e n e e x p r e s si o n b y i n sit u

h y b ridi z a ti o n . Ti s s u e l o c al i z ati o n o f II J
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,
1 9 8 8

7 2) S a u d e r D N
,
Ki 1i an P L

,
M cI , an e J A

, Q u i ck T W
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,
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,
E a gl st ei n W H

,
M e r tz P M . I n t e rl e u ki n

-1 e n h a n c e s

e pi d e rn 1 al w o u n d h e ali n g . Ⅰ才 m ph o ki n e R e s 9 : 4 6 5 -4 73
,
1 9 9 0

7 3) M a te o R B
,
R ei ch n e r JS ,

Alb i n a J E . I n t e r
･

1 e u k i n
- 6 a c ti vi ty i n

W O u n d s . Am J P h y si o1 2 6 6 : R 18 4 0 -1 8 4 4
,
19 9 4

7 4) Xi n g Z
,
G a ul di e J ,

C o x G
,
B a u m a n n H

,J o rd a n a M
.
Le i X F

,

A c h o n g M K . II : 6 i s a n a n tii n n a m m at o r y c yt o k i n e r e q ui r e d f o r

c o n tr olli n g l o c al o r s y s t e mi c a c u t e i n fl a m m a to r y r e s p o n s e s . J

Cli n I n v e s t l O l : 3 11 -3 2 0
,
19 9 8

7 5) S a b a A A
,
K aidi A A

,
G o d zi a c h vili V

,
D o m bi G W

,
D a w e EJ ,

L ib c k e J H
,
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E x p r e s si o n o f I n t e rl e u k i n ･ 1 0 d u ri n g C u t a n e o u s W o u n d H e ali n g a n d i t s A p p li c a ti o n t o F o r e n si c W o u n d

E x a mi n ati o n Y a s u n o ri S at o
,
D e p a rt m e n t o f L eg al M e d i c i n e

,
S c h o ol of M e d i c i n e

,
K a n a z a w a U n i v e r s l ty ,

K a n a z a w a 9 2 0 -

8 6 4 0
-

J
.
J u z e n M ed S o c .

,
1 0 8

,
4 8 6

-

5 0 2 ( 1 9 9 9)

K ey w o r d s w o u n d h e ali n g ,
1 n t e rl e u k i n - 1 0

,
i n n a m m a ti o n

,
C h e m ot a x i s

,
f o r e n si c w o u n d e x a m i n a ti o n

A b st r a ct

T h e w o u n d h e ali n g p r o c e s s i s ch ar a C t e ri z e d b y a c u te i n n a m m a ti o n
, g r a n u l a ti o n ti ss u e fb r m ati o n

,
m a t ri x f o r m a ti o n a n d

r e m o d eli n g . N e u t r o p hil s a n d m a c r o
p
h a g e s m l g r a te i n a n o rd e rl y f a s h i o n t o w ar d th e sit e o f irti u r y ,

W h e r e th e y p l a y c ri ti c a l r ol e s

i n m o d ul a ti n
g

th e i n fl a m m a t o r y r e s p o n s e ･ T i g h t r e g u l a ti o n of t h e i n v i v o i n fl a m m a to r y r e s p o n s e i s a c r u ci al f a c t o r i n

S u C C e S Sf ul w o u n d r e p a l r a n d ti s s u e r e g e n e r ati o n ･ O n e o f th e ai m s o f th i s s t u d y w a s t o i d e n ti fy th e r ol e o f e n d o g e n o u s

i n te rl e u k i n (I L)
- 1 0 i n c u ta n e o u s w o u n d h e al i n g . T h e I L - 1 0 p r o t ei n l e v el s i n i n ci s e d w o u n d s i n m i c e p e a k e d 3 h r aft e r i n ci si o n

,

r e tu rn e d t o n o r m al l e v eI s b y 2 4 h r
,
b u t i n c r e a s e d a g al n tO a n Oth e r

p
e a k a t 7 2 h r ･ T h e p r ot e i n l e v el s a

p p
e a r e d t o c o r r el at e w ith

th e i n d u cti o n a n d u p r e g u l ati o n o f I L - 1 0 m R N A ･ I n sit u h y b ri d i z ati o n ( I S H) st u d i e s a n d i m m u n o s t ai n i n g r e v e al e d th a t

e p id e r m al c ell s a n d i n n lt r a ti n g m o n o n u cl e a r c ell s ( M N C s) w e r e th e m qj o r s o u r c e o f I し1 0 ･ T h e e a rl y p e a k o f I L - 1 0 p r e c e d e d

th e i n 丘1 tr a ti o n o f n e u tr o p hil s t o w a r d th e i 1月u ry Sit e
,

W h il e th e l a te r p e a k of I し1 0 a p p e a r e d t o b e t e m p o r all y li n k e d t o m a xi m al

m a c r o p h a g e i n fil t r a ti o n in t o t h e w o u n d ･ T o c l a rify th e b i ol o g l C al si g n i fi c a n c e o f e a c h I し 1 0 p e a k
,
th e e ff e c t s o f th e

a d m i n i st r a ti o n of a n ti -Ⅰし10 a n ti b od y w e r e e x a mi n e d 6 a n d 7 2 h r a f[ e r i n c i si o n . N e u tr ali zi n g a n ti b o d y st u d i e s d e m o n s tr a t e d

th at I L - 1 0 i n h ibit e d i n v i v o o v e r e x p r e s si o n of p r oi n fl a m m a t o ry cy t o ki n e s [I L - 1 β,
Ⅰし6

,
t u m O r n e C r O Si s f a c t o ト α (T N F q

α)]

a n d C - C c h e m o ki n e s ( m o n o c yt e ch e m o attr a c t a n t p r o t ei n - 1
, m a C r O

P
h a g e i nfl a m m a t o ry p r o tei n

- 1 α) . I L - 1 0 al s o i n hi b ite d th e

i n n ltr ati o n o f n e u tr op h il s a n d m a c r o
p
h a g e s t o w ar d th e i q u ry si te ･ T h es e r e s ul t s s u g g e s t th a t I し1 0 m a y p l a y a n i m p ort a n t

r e g ul a to r y r o l e i n th e p h as e
- S p e Ci fi c i n fil t r a ti o n o f n e u tr o p h il s a n d m a c r o p h a g e s a s w ell a亭 C y t O ki n e p r o d u c ti o n i n th e

i n fl a m m at o r y r e s p o n s e t o c u t a n e o u s w o u n d h e ali n g ･ F r o m t h e v i e w p o l n t O f f o r e n si c p a th ol o g y ,
th is g l V e S ri s e t o th e

h y p ot h e si革th a t th e r ap i d i n c r e a s e i n I L - 1 0 m R N A e x p r e ssi o n a f te r i n ci si o n c o ul d b e a n i n d i c a to r f b r di sti n g u i sh i n g b e t w e e n

i ntr a vi tal w o u n d s a nd p os t m o rt e m d a m a g e . T h is h y p oth e si s w a s th u s t e ste d b y m a k i n g l n Ci s e d w o u n d s i n m i c e
,

W h i c h w e r e

th e n v ar i o u sl y s a c ri 丘c e d a t O
,
5

,
1 5

,
3 0

,
6 0 a n d 1 8 0 m i n l ate r . T h e aff e c t of p o st m o rt e m c h a n g

e s o n m R N A w a s al s o e x a m i n e d .

A s e m 卜 q u a n ti t ati v e m e a s u r e o f th e i niti al a m o u n t o f I L - 1 0 m R N A i n e a c h s k i n s p e c i m e n w a s o b t a i n e d u s l n g r e V e r S e

t r an S C rip ti o n
- P C R ( R T - P C R) . A t 1 5 m i n a r a p id in c r e a s e i n I し1 0 m R N A l e v el s w a s o b s e r v e d a n d th e el e v a ti o n i n e x p r e s si o n

o f I L - 1 0 m R N A w a s f o u n d t o b e si g n i fi c a n t b e tふe e n 3 0 a n d 1 8 0 m i n (P < 0 . 0 5) , P e a ki n g a t a r o u n d 6 0 m i n . T h e ti m e
-

d e p e n d e n t i n c r e a s e s i n I し1 0 m R N A e x p r e s si o n w e r e fb u n d to b e m ai n t ai n e d e v e n i n a g r o u p th a t w a s st o r e d a n d t e s t e d a t 5

d ay s p o s t m ort e m . F u rth e r m o r e
,
n O S l g n ifi c a n t i n c r e a s e i n I L - 1 0 m R N A e x p r es si o n o c c u r r e d i n th e p o s t m o r te m d a m a g e c o n tr o l

g r o u p . T h e r e f b r e
,
i n c r e a se d e x p r e s si o n o f I し10 m R N A i n s ki n sp e ci m e n s c a n b e c o n si d e r e d a v it al r e a c ti o n . T h e s e r e s u lts

d e m o n st r at e th e p ot e n ti al u s e fu 1 n e s s o f m R N A a n al y sI S i n f o r e n si c w o u n d e x a m i n a ti o n
,

W i th m R N A d e te c t a bl e b y R T - P C R

O V e r a l o n g p o s t m o r te m ti m e c o u r s e . F i n ally ,
th e t e m p o r al e x p r e s si o n o f m R N A f b r th e p r oi n fl a m m a to r y c y to k i n e s (Ⅰし1

,
I し

6
,
T N F -

α) i n i n ci s e d w o u n d s i n m i c e w a s e x a m i n e d i n t e r m s o f th e f o r e n si c a p p li c a ti o n a s a n i n d i c a to r o f w o u n d vi t ali ty o r

W O u n d a g e . R T - P C R a n aly sis s h o w e d th a t th e l o c a l I L 6 m R N A l e v e l p e a k e d a t 6 h r
,

W h il e th e pe a k l e v e l s o f m R N A f o r I しl

α
,
I L - 1 β a n d T N F -

α O C C u r r e d b e t w e e n 4 8 a n d 7 2 h r . A st u d y u sl n g th e I S H t e c h n iq u e r e v e al e d th a t th e i n c r e a s e i n m R N A

l e v e ls o f t h e c y t o k i n e s r e fl e c t e d l o c a l i n d u c ti o n
,
i . e . a l o c a l v i t al r e a c ti o n

,
i n s u c h c e 11 s a s i n fi lt r a ti n g M N C s

,

P O ly m o rp h o n u cl e a r c ell s a n d e p id e r m a l c e11 s . T h e si m ul t a n e o u s d e t e c ti o n o f m R N A f o r th e p r oi n fl a m m a t o r y c y t o k i n e s a n d

I し1 0 u sl n g R T - P C R w o ul d b e m o r e u s e f u l w h e n th e d ete r m i n a ti o n o f w o u n d vi t ality l S C O n C e rn ed i n p r a c ti c al f o r e n si c c a s e s ･

S i n c e m o st st u d i e s o n fb r e n sic w o u n d e x a m i n a ti o n h a v e u s e d i m m u n o h i st o c h e m i c a l t e c h n iq u e s
,
m R N A a n a ly s I S m a y P r O V id e

a n o v el to ol i n th i s 蔦el d .


