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研究成果の概要（和文）：本課題研究は被虐待児の脳を形態学的及びエピジェネティクな変化を

調べることを目的とした。被虐待児の脳とコントロールの脳において

明らかな形態学的相異は認められなかった。また、DNAメチル化を調べ

るための予備実験を行い、脳組織のパラフィン包埋切片からDNAを抽出

し、メチル化特異的PCR法によりメチル化DNAを検出することが可能で

あることを示せた。しかし、この方法は量的な評価には不適当である

ため、MBD1ドリップ法を確立するための予備実験を行った。 

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to investigate brain from infants 
with child abuse regarding to morphological change and epigenetic 
change such as DNA methylation.  Morphological change of the brain 
was investigated using postmortem CT prior to autopsy, naked eye 
examination and microscopic examination of the brain tissue.  As 
control, brains were used from cases of sudden or unexpected death.  
There was any significant morphological difference in brains 
between the affected person and controls.  Next, to investigate 
DNA methylation in brains, preliminary experiments were carried 
out.  We demonstrated that methylation specific PCR amplification 
could be carried out using DNA prepared from the paraffin−embedded 
brain tissues which had been fixed by formaldehyde.  However, it 
was invalid to evaluate the extent of DNA methylation.  Therefore, 
we need a method to discover a gene of which methylation is 
significantly associated with stress in infants.  Thus, we are 
developing a method for enrichment of methylated DNA using 
precipitation of methylated DNA with methylation binding domain 
1 protein, followed by sequencing.  In future, it might be possible 
to identify a gene of which methylation is significantly associated 
with stress in infants by the method. 
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１．研究開始当初の背景 
 
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。J.M.シャルコーは著書『医学への
期待』の中で「疫病はたいへん古くからあり、
それ自体は何も変っていない。かつて見えな
かったものが見えてくるとき、われわれが変
るのである。」と述べている。ところで、子
供の虐待は以前から存在していた問題であ
るが、近年になり、子どもの虐待に注目が集
まるようになり、児童虐待の防止等に関する
法律が成立し、その改正に伴い、子どもの虐
待の防止に向けての地域保健活動が活発化
している。 
現在の日本は格差が広がりつつある社会と

なり、より弱い者へと階層的に圧迫が加えら
れる時代になった。少子化時代であるにも関
わらず、児童虐待検挙事件における被害児童
数は増える傾向にあり、今後の社会情勢の推
移や家庭環境の変化などを考慮すると、さら
にその数が増えることが懸念される。 
最近の脳科学研究から、幼児期の虐待によ

るストレスが子どもの脳の発達に影響を及
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。また、
動物実験では恐怖ストレスがどのような変
化をもたらすかについて、分子レベルでの解
析が進んでいる。虐待の世代間連鎖を断ち切
り、体罰・暴力に寛容な子育て観、あるいは
ネグレクトに対する許容的な風土を、その土
台から変えていくためには、幼児期の虐待が
如何に問題を有するものであるかについて
社会的な理解を深める必要がある。そのため
には、虐待というストレスが脳発達に及ぶす
影響について、形態学的、および分子レベル
での調査研究が必要であり、子どもの虐待死
亡事件で法医解剖に供されたご遺体からの
脳を用いた研究は非常に有用であると考え
られる。また、本研究には恐怖に基づく分子
レベルでの変化を検出するという、新たな犯
罪捜査方法や鑑定方法の開発が包含されて
いる。 
 

２．研究の目的 
 
１）精神障害のある虐待経験者の研究では、
左大脳皮質、海馬、扁桃体の成長阻害、脳梁
の大きさの減少等が報告されているが、虐待
児の解剖例における報告は皆無である。子ど
もの虐待死亡事件で法医解剖に供されたご

遺体の脳について、解剖前に CT 検査を行い、
また、肉眼的な観察や病理組織学的な方法を
用いて、形態学的検討を行い、各部位での発
育の程度を正常者と比較し、虐待の脳への影
響を調べる。 
２）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。
子どもの虐待死亡事件で法医解剖に供され
たご遺体の脳における DNA メチル化の程度を
調べ、虐待による DNA メチル化への影響を調
べる。 
 
３．研究の方法 
 
本研究においては、子どもの虐待死亡事件や
乳幼児突然死例で法医解剖に供されたご遺
体から摘出された脳を用いた。 
１）解剖前に撮影された CT 画像、摘出され
た脳についての肉眼観察や病理組織学検査
等から形態学的検討を行った。 
２）子どもの虐待死亡例の脳について大脳皮
質、海馬、扁桃体、小脳等からパラフィン包
埋切片を作製し、そこから DNA を抽出し、メ
チル化 DNA の検索を行った。メチル化 DNA の
検索方法は、メチル化特異的 PCR法を用いた。 
３）脳の転写調節因子に関する検索も加えて
行った。コルチコトロピン放出ホルモン
（CRH）の増加は視床下部－下垂体－副腎シ
ステムに悪影響を及ぼし、精神的な問題を惹
起することが知られており、CRH の遺伝子発
現調節に転写因子 CREB や CREM が関わってい
ることから、抗 CREB 抗体や抗 CREM 抗体を用
いて免疫組織染色を行い、条件検討を行った。 
 
４．研究成果 
 

１）脳の形態学的検討：研究開始時点におい

ては研究期間3年間で子どもの虐待死亡例10

例程度を予想していた。3年間で子どもの虐

待死亡例の解剖は数件あったが、脳損傷のあ

る事例を除いたため、実際の症例数は1例の

みとなった。そのため、虐待脳に関する十分

なデータの集積を行うことは出来なかった。

しかし、コントロールに用いる、乳幼児突然

死例は35例があり、その脳CT画像や組織標本

を収集することができた。被虐待児の脳とコ

ントロールの脳において形態学的な検討を



行ったが、左大脳皮質、海馬、扁桃体、脳梁

等の大きさに明らかな相異は認められなか

った。 

２）脳のDNAメチル化の検索：左右前頭回、
左右扁桃体、左右海馬回、小脳から採取され、
ホルマリン固定後にパラフィン包埋された
組織切片からキアゲン社QIAamp®DNA FFPE 
Tissueを用いて、DNAを精製した。組織切片 1
枚からDNA約 1.3μgを採取できた。次いで、
キアゲン社EpiTect®Bisulfiteを用いて、バイ
サルファイト処理を行ったところ約 70%から
90%の回収率を得られた。予備実験として、
年齢依存的にメチル化率が増加することが
報告されている、 O6-methylguanine DNA 
transferase遺伝子に着目してメチル化特異
的PCRを行った。用いたメチル化特異的なプ
ライマーMGMT1F及びMGMT1Rの塩基配列は 5’
− 
CTAACGTATAACGAAAATCGTAACAACC 
−3’、5’−AGTATGAAGGGTAGGAAGAATT 
CGG−3’であった。テンプレートとしてバイ
サルファイト処理後 DNA30ng でも PCR産物は
得られた。以上の予備実験からホルマリン固
定パラフィン包埋組織切片を用いてメチル
化特異的DNAの検出が可能であることが分か
った。また、1回の PCR に必要とする組織量
は 2mm×2mm 程度であることが分かった。一
方、メチル化 DNA がどのように変化するかを
調べるには、メチル化特異的 PCR 法が適切で
あるとは言えなかった。従って、新たな方法
の導入が必要であると考えられた。そのひと
つとして MBD1 ドリップ法（メチル化 DNA 結
合蛋白 MBD1 を用いてメチル化 DNAを濃縮し、
得られたDNAは次世代高速シーケンサーによ
って塩基配列を決定する）が挙げられた。し
かし、パラフィン包埋切片から抽出された
DNAを用いたMBD1ドリップ法は確立されてい
ないため、独自に同法の一部修正が必要であ
り、その予備実験を行った。しかし、良好な
結果は得られてなかった。今後の一層の工夫
が必要と思われる。この方法は虐待による
DNAメチル化への影響を調べるための有望な
方法と考えられる。また、本法をマイクロダ
イセクション法と組み合わせ、脳の部位を限
定した神経細胞特異的な DNA を採取し、DNA
メチル化を調べることが可能になると考えて
いる。 
３）脳の転写調節因子に関する検索：抗 CREB
抗体や抗 CREM 抗体を用いた免疫組織染色で
はいずれも 1 次抗体 20 倍希釈で良好な染色
結果が得られた。しかし、コントロールにお
いても染色の程度に個体差があり、その解釈
方法については改良の余地があった。今後は
CREB や CREM の定量を加味できる方法を開発
する予定である。 
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