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研究成果の概要（和文）：子どもの虐待には、身体的な障害の他に、子どもの脳発達に悪影響を及ぼすことが明
らかとなってきた。我々は虐待例と突然死例各4例における神経細胞の核受容体NR3C1遺伝子プロモーターのDNA
メチル化を調べたところ、頭部外傷を伴う虐待例では海馬の神経細胞において、転写因子結合サイトのDNAメチ
ル化増加があり、頭部外傷を伴わない虐待例ではDNAメチル化増加が観察されず、小脳の神経細胞においては虐
待例と突然死例ともにDNAメチル化の増加は検出されなかった。以上から、生前の精神的ストレスが神経細胞の
DNAメチル化という変化を惹起した可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Diagnostic confirmation of child abuse at autopsy is a critical task for 
forensic pathologists.  In such cases, retrieval of information on the antemortem experiences of 
deceased infants is crucial.  Early life stress (ELS) has been suggested to cause epigenetic changes
 to genes in the brain, such as the Nuclear Receptor Subfamily 3, Group C, Member 1 gene (NR3C1).  
Conversely, evaluation of the epigenetic status in the postmortem brain might provide clues to the 
antemortem ELS experience.  We examined DNA methylation of the 1F promoter region of NR3C1 in the 
postmortem brains of eight children including four ELS cases.  As a result, DNA methylation was 
evident in ELS cases due to severe physical abuse.  Epigenetic status may have potential application
 as a biomarker for clarifying the antemortem experiences of deceased.

研究分野：法医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
子どもの虐待には身体的な障害の他に子どもの脳発達に悪影響を及ぼすことが明らかとなってきた。また、動物
実験やヒトにおける研究から、早期の有害なライフストレスが脳の神経細胞にDNAメチル化を引き起こすことが
示されてきた。我々は法医解剖事例の脳を用いて虐待と神経細胞の核受容体遺伝子プロモーターのDNAメチル化
の関係を調べ、頭部外傷を伴う虐待例ではDNAメチル化の増加を明らかにした。神経細胞のDNAメチル化という後
天性変化が生前の精神的ストレスのバイオマーカーになる可能性が示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

法医解剖において子どもが虐待により死亡事件死亡したことを確認することは重要

である。虐待により DNA メチル化を受けやすい解剖学的な部位とゲノム領域が文献的

に明らかにされている。例えば、DNA メチル化を受けやすい解剖学的な部位とゲノム

領域として、海馬神経細胞における核受容体遺伝子プロモーターが知られている。そ

こで、法医解剖に供されたご遺体の脳を用いて、海馬神経細胞における核受容体遺伝

子プロモーターの DNA メチル化を観察した。神経細胞の DNA メチル化という後天性

変化が生前の精神的ストレスのバイオマーカーになる可能性が示唆された。 

子どもの虐待には、身体的な障害の他に、精神障害の発生や虐待の世代間連鎖等の

問題がある。早期の有害なライフストレス（ELSs）である虐待が子どもの脳発達に悪

影響を及ぼし、精神障害の発生に関わることが脳の形態学的な検討から明らかとなっ

てきた（下図）。 

 

また、動物実験では ELSs がどのような変化を脳にもたらすかについて、分子レベル

での解析が進んでいる。さらに、海外ではヒトにおける研究もあり、末梢血、脳（海

馬）におけるグルココルチコイド受容体遺伝子（NR3C1）、トロポミオシン受容体キナ

ーゼ遺伝子（TrkB）等のメチル化解析や網羅的なメチル化解析も報告され、ELSs によ

って DNA メチル化が惹起されることが示

されてきた。 

それらの研究の一つを挙げると、スト

レス状況下において、視床下部－下垂体

－副腎システムが恒常性維持のために重

要であり、コルチコトロピン放出ホルモ

ン（CRH）の発現はストレス下で一過性に

増強され、その後に抑制を受けるが、そ

の抑制に視床下部室傍核の神経細胞のグ

ルココルチコイド受容体（GR）が関わっ

ており、メチル化DNAの増加によりGR 発

現が抑制された場合には CRH が増加し精

神的な問題を惹起することが提唱されて

いる。自殺者脳を用いた研究では、子供

時代に虐待を受けたヒトではその GR 遺伝子（正確には NR3C1 遺伝子）プロモーターに

メチル化の増加が観察されている（McGowan et al, Epigenetic regulation of the 

glucocorticoid receptor in human brain associates with child abuse. Nature Neuroscience 
2009;12:342‒348）。以上より、虐待を受けたヒトでは GR 発現が低下し、GR を介したネ
ガティブフィードバックが働かず、CRH が増加した状態が続き、ストレスに対する抵

抗性の低下や精神的な問題を生じやすくなるのではないかと推論されている。 

動物実験では、恐怖体験により海馬で記憶抑制に関わる脱リン酸化酵素遺伝子（PP1）のプ

ロモーターがメチル化を受け、記憶形成に関わる遺伝子である REELIN のプロモーターが脱

メチル化を受けること、等が報告されている (Miller CA, Sweatt JD, Covalent modification of 

DNA regulates memory formation.  Neuron 2007:53, 857‒869）。ヒトの研究もあるが、ヒト

における研究では、研究材料が幼少期に虐待を受けた経験のある自殺者に由来する脳

であったり、海馬に限定された研究であったり、DNA の由来が神経細胞に限定されて

いないなどの問題があり、更なる詳細な研究が必要である。 

ところで、法医解剖に供されるご遺体では死亡と解剖の間に時間経過があるため、組



織の自己融解の問題がある。RNA は不安定で分解を受けるため、遺伝子の発現状況を

RNA で調べることは困難である。一方、DNA やそのメチル化修飾体は比較的安定で

あるため、DNAメチル化というエピジェネティクスな生化学的指標は利用可能である。

DNAメチル化は遺伝子発現の抑制につながるため、遺伝子の発現抑制状況をプロモー

ターのメチル化の程度から推測することが可能なため、虐待死亡事件例の解剖時に保

存された脳から、海馬、小脳等についてパラフィン包埋切片を作製し、神経細胞から

DNAを抽出し、DNAメチル化の検索を行うことは可能である。 
２．研究の目的 

子どもの虐待死亡事例で法医解剖に供されたご遺体の脳を用いて、脳神経細胞を選

択的に採取し、海馬や小脳歯状核の神経細胞におけるゲノム DNA のメチル化に関する

検索を行い、虐待というストレスがゲノムの DNA メチル化に及ぼす影響について調べ

る。また、脳の DNA メチル化の検索に基づいて虐待の有無を判定する方法を開発する。 
３．研究の方法 

子どもの虐待死亡例 4 例及び子どもの内因性急死例 4 例について、解剖時に保存さ

れた脳から海馬、小脳等についてパラフィン包埋標本を作製した。左右海馬、小脳歯

状核からレーザーマイクロダイセクションシステム（ZEISS 社製 PALM）を利用して、

神経細胞層を選択的に採取した。得られた細胞から QIAamp DNA FFPE Tissue Kit 

(QIAGEN 社)を用いて DNA を抽出し、EpiTect Bisulfite Kit（QIAGEN 社)を用いてバ

イサルファイト処理を施した。NR3C1 遺伝子プロモーター１F を標的に PCR を行った。

用いたプライマーは 5′- TCTCTCTGGGGCGGCGTTAAGA-3′,5′-AAAGTACGTATGCGCCGACCC-3′で

あり、PCR 条件は、98 ℃3 分、59.8 ℃ 30 秒、68 ℃ 1 分の 35 サイクルであった。

PCR 産物をクローニングベクターpUC118 に組み込み、大腸菌をトランスフォーメーシ

ョン後、BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit を用いて各クローンの塩基

配列を調べることでメチル化の検索を行った。 
４．研究成果 

内因性急死例の海馬の神経細胞において核受容体遺伝子 NR3C1 遺伝子プロモータ

ーにメチル化が認められるが、メチル化は転写因子 NGFI-A結合サイトには観察され

なかった。一方、頭部外傷を伴う虐待例 2例では転写因子NGFI-A結合サイトにメチ

ル化が観察された。しかし、頭部外傷を伴わない虐待例 2例では転写因子 NGFI-A結

合サイトにメチル化が認められなかった。内因性急死例、虐待例の小脳歯状核の神経

細胞においては転写因子 NGFI-A結合サイトにメチル化が観察されなかった。以上か

ら、非虐待例に比較して頭部外傷を伴う虐待例では海馬神経細胞において NR3C1 遺伝

子プロモーターの転写因子 NGFI-A結合サイトにおいて DNAメチル化増加が観察さ

れた。従って、神経細胞の DNA メチル化という後天性変化が生前の精神的ストレス

のバイオマーカーになる可能性が示唆された。 

しかし、本研究の症例数が限られていたことから、今後は症例数を増やす必要があ

る。また、頭部外傷に伴って DNA メチル化が惹起されるとの報告もあることから、

上述の結果はその報告に矛盾しないものかもしれない。以上をまとめて論文として公

表した（Takahashi Y, KuboR, Sano R, Kuninaka H, Murayama M, Hayakawa A, Kominato Y. 

DNA methylation of the NR3C1 promoter region in brains of pediatric victims of physical 

abuse. Neurocase. Published online: 27 Feb 2019）。 
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