
岩手医科大学・その他・学長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３１２０１

基盤研究(B)（一般）

2023～2021

周産期のストレス曝露に起因する児の知能・精神発達遅滞のバイオマーカー確立

Establishment of Biomarkers for Intellectual and Mental Developmental Delays in 
Children Due to Stress Exposure During the Perinatal Period

２０１１２０４７研究者番号：

祖父江　憲治（Sobue, Kenji）

研究期間：

２１Ｈ０２８１１

年 月 日現在  ６   ６ １０

円    13,100,000

研究成果の概要（和文）：虐待やネグレクト等の幼少期逆境経験（ACE）の客観的評価法の確立を目指して、ACE
履歴と相関を示す唾液DNA中のメチル化CpG部位の特定を試みた。特に影響の大きい5歳までのACEに注目して研究
参加者を募り、唾液採取とともに各種心理検査および養育・発達に関する調査を実施した。唾液から得られた
DNAに対して、およそ130万箇所のCpGサイトを対象として独自のキャプチャープローブを用いたDNAメチル化解析
を進めた。エピゲノムワイド関連解析（EWAS）の結果、ACE履歴と相関を示す17か所のメチル化CpG部位が候補と
して見出された。検証を進め、ACEを評価可能なバイオマーカーとしての応用も期待される。

研究成果の概要（英文）：In order to establish an objective evaluation method for Adverse Childhood 
Experiences (ACE), we tried to identify methylation CpG sites correlate with ACE history in saliva 
DNA. We recruited research participants focused particularly on ACE up to the age of 5, which is an 
epigenetically sensitive period. We conducted various psychological tests and surveys on upbringing 
and development, in addition to saliva collection. We analyzed methylation status about saliva DNA 
using our unique capture probe targeting approximately 1.3 million CpG sites. As a result of the 
Epigenome-Wide Association Study (EWAS), we identified 17 methylation CpG candidates that correlate 
with ACE history. We are advancing verification, and it is expected that the methyl CpG candidates 
would be a useful biomarker to evaluate ACE history.

研究分野： 神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
虐待やネグレクト等のACEは子どもの精神発達に影響を与えるが、保護者からの聴取自体が困難であるケースも
多い。体質にあった適切な医療や介入を目指す個別化医療の実現が期待される中で、ACEの履歴を適切に把握す
ることは、子どもの発達リスクや成長後の健康リスクを予測する上で有用である。本研究の成果はACEを評価す
るDNAメチル化バイオマーカー確立にあたっての基盤となる知見をもたらす。唾液由来DNAのメチル化解析から客
観的にACEを評価可能な方法は、子どもに早期に適切なケアを提供する判断に有用な手段となることが期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 

身体的・精神的虐待、育児放棄、不適節な養育環境などの幼少期逆境経験（ACE: Adverse 
Childhood Experience）は心身の発達に影響を与えるだけではなく、成長後の代謝や体質として生
涯にわたって影響し、肥満や生活習慣病など疾患の発症にも深く関与することが明らかになって
いる[引用文献①]。精神科領域においても、ACE を受けた子どもは不安や抑うつなど気分・感情
の不安定さや落ち着きのない発達障害様の情動・行動特性を示す傾向が認められる[引用文献②]。
さらに成長後もストレスが起因になる精神疾患の発症につながる脆弱性に影響すると考えられて
いる [引用文献③]。 

体質にあった適切な医療や介入を目指す個別化医療の実現が期待される中で、ACE の履歴を適
切に把握することは、子どもの発達リスクや成長後の健康リスクを予測する上で有用である。し
かし、ACE は、対象本人がまだ状況を理解することができない幼少期の事柄であるため、それを
知るためには保護者への質問を基盤としたものにならざるを得ない。虐待や育児放棄などの性質
上、保護者からその時期の養育状態に関する聴取が困難ということは生じ易く、また聴取が可能
な場合でも過去に遡った記憶は曖昧で、回答者の認識や主観が反映されることにも懸念があった。 

近年のエピゲノム研究から、幼少期ストレス曝露によってゲノム DNA メチル化レベルの変化
が生じることが臨床の疫学的研究および動物実験で報告されている[引用文献④]。さらに幼少期
に受けたストレス(ELS: Early Life Stress)によって生じた DNA メチル化変化は成長後も維持され
ていることが報告されている[引用文献⑤]。これを利用して非侵襲性の唾液検体から ACE 履歴を
推定できる生体指標（バイオマーカー）が確立できれば子どもの生育状況の客観的な評価指標と
して有用であり、発達リスクやストレス感受性を鑑みた適切なケアへとつなげられることが期待
できる。 

 
２．研究の目的 

幼少期逆境経験（ACE）を持つ子どもの唾液検体中の DNA メチル化状態を解析し、対照と比
較して有意にメチル化レベルに変化が見られる CpG サイトを特定することで、発達リスクや疾
患の発症素因につながる ACE 履歴を客観的に評価可能なバイオマーカーとしての確立を目指す。 
 
３．研究の方法 

既報により幼少期初期（0～5 歳）の時期が、ACE が DNA メチル化状態に影響を与える感受
性が強い時期として報告されている[引用文献⑥]。本研究では 0 歳から 5 歳までに限定して逆
境経験を受けた子どもと、年齢・性別構成を対応させた逆境を経験しない子どもとを比較するケ
ースコントロールスタディとして実施した。対象となる子どもの幼少期逆境経験（ACE）につい
ては、①身体的暴力、②心理的暴力、③性的暴力、④家族のアルコール・薬物乱用、⑤家庭内暴
力の目撃、⑥同居家族の精神疾患の既往、⑦親との別離、⑧同居家族の服役・拘留、⑨身体的ネ
グレクト、⑩感情的ネグレクトの 10 項目に関して保護者より聴取した。ACE スコアに基づき、
4 項目以上の ACE に該当があるケース群（ACE≧４）と、全く ACE 項目に該当がない対照群
（ACE=0）に群分けした。さらに向精神病薬の服薬履歴がある被験者を除外することにより、
被験者の DNA メチル化状態が薬物治療歴によって影響を受けている可能性を避けた。 

被験者からは唾液採取とともに、養育、発達状態および行動に関する調査[ウェクスラー式知
能検査 第 4 版 (WISC-IV：知能検査)、UPID-5 (UCLA PTSD reaction index for DSM-5)によ
るトラウマ経験、子どもの強さと困難さアンケート(SDQ) および子どもの行動チェックリスト
(CBCL)]、発達障害、精神疾患に関する調査[PARS-TR（ASD：自閉スペクトラム症）、ADHD-
RS-IV（ADHD：注意欠如多動症）、および M.I.N.I.-kids (Mini-International Neuropsychiatric 



Interview for Children and Adolescents)]を実施した。知的発達の影響を抑えるために WISC-IV
の結果として IQ 70 以上の子どもを対象とした。 

対象となる子どもから唾液中 DNA 採取キット(Oragene-Discover® kit)を用いて唾液検体を
採取し、匿名化後にゲノム DNA を抽出した。唾液由来 DNA のメチル化状態を解析方法として、
バイサルファイト（BS）処理の後、岩手医科大学いわてメディカルメガバンク機構のこれまで
の研究成果に基づいて開発された独自のキャプチャープローブ CDMV.v3 を用いて解析対象と
する CpG サイトの選択的濃縮を行った上で、次世代シークエンサー（NGS）を用いたエピゲノ
ムワイド関連解析（EWAS: Epigenome-wide association study）を実施した。CDMV.v3 キャプ
チャープローブはヒトゲノム内に存在している全 3000 万か所の CpG 部位のうち、130 万箇所
の CpG を解析対象としており、個人間でメチル化レベルが異なっているゲノム領域（Common 
DNA Methylation Variation: CDMV）に注目することによって高効率で候補 CpG サイトの絞り
込みができる。EWAS 解析では、DNA メチル化状態に影響を与える年齢及び性別で補正を行っ
た。 
 
４．研究成果 

 岩手医科大学児童精神科および小児科にて研
究参加者を募り、同意を得て 6 歳から 12 歳の子
どもとその保護者 合計 51 組の協力を得た。そ
のうち ACE スコア、向精神病薬の服用履歴、IQ
の条件を満たし、年齢および性別が同等の割合と
なるように対照群およびケース群の 2 群に群分
けした（表 1）。ケース群は 10 項目からなる ACE 調査票に
４つ以上の該当あり（ACE スコア≧４）、対照群は ACE 項
目に一切の該当がない子ども（ACE スコア=０）とした。
複数の ACE 履歴を持つ子どもが大学病院児童精神科を受
診する際には既に市中の医院で向精神薬の処方を受けてい
ることが多く、参加者リクルートは容易ではなかった。し
かし、一部の向精神薬はヒストン修飾、DNA メチル化とい
ったエピジェネティックな遺伝子発現制御への影響が知ら
れていることから被験者の適格基準として保持した。研究
期間は断続的に新型コロナウイルス感染症の患者数が増加
し、被験者リクルートおよび調査の実施を差し控える必要があったが、当初予定した数の研究参
加者に対して調査と検体採取を実施することが出来た。 
 ケース群被験者の ACE スコア分布は図 1 で示すように ACE 項目に 4 つ該当が多いが、最大
7 つ該当する被験者がいた（図１）。該当のあった ACE 項目としては親との別離の経験、家族の
精神疾患の既往が多く、身体的暴力、心理的暴力も半数を超える（図２）。一方で、今回は 0～5
歳の期間の経験と限定しているため、性的虐待の該当は少ない。 
 これまでに ACE に注目して EWAS 解析を実施した報告では、Ilumina 社製ビーズアレイ
（Human Methylation 450K BeadChip, Human Methylation EPIC BeadChip）を用いて DNA メ
チル化解析を行ったものが大半であった[引用文献④-⑥]。ACE 項目や年齢等の条件が異なって



いるとはいえ、複数の報告で明確に ACE と強
い相関が認められる CpG 部位として確立さ
れたものは見つかっていない。また、グルココ
ルチコイド受容体（NR3C1）遺伝子、FKBP5
遺伝子、BDNF 遺伝子など個別のストレス関
連遺伝子に注目して ACE による転写調節領
域の DNA メチル化レベル変化に関する報告
は多いが、EWAS 解析ではそれらの遺伝子近
隣の CpG 部位が有意な変化を示す結果とな
っていない。 

いわてメディカルメガバンク生体情報解析
部門では健常人 100 人の血液検体を用いて
BS 処理後に NGS による全ゲノム DNA メチ
ル化解析（WGBS、Whole Genome Bisulfite 
Sequence）した結果、健常人の中でも DNA メ
チル化レベルに個人差が大きい領域（CDMV）を特定した[引用文献⑦]。その個人差が大きな領
域には既知の疾患関連候補メチル化 CpG が 3.7 倍の高効率で含まれていた。つまり全ゲノムの
約 3,000 万か所の CpG のうち、個人間メチル化レベルが異なる 200 万か所が疾患発症に強く関
与することを示唆する。CDMV をプロープデザインと合わせてさらに絞り込み、130 万か所の
CpG が解析可能な独自のキャプチャープローブ(CDMV.v3)を開発した。この CDMV.v3 キャプ
チャープローブは全血由来 DNA 検体の結果を元に開発されたものであるため、今回の解析で唾
液由来 DNA を対象とするにあたり、先行してフィーシビリティスタディを行って解析条件を検
討した。結果として、唾液 DNA を用いた場合でも良好な結果が得られ、ヒトゲノムへのマッピ
ング率は 94.3％と高く（血液検体と同等）、口腔内細菌などに由来すると考えらえる DNA 断片
は少ないことが確認された。解析に必要な DNA 量も 1.1 µg で十分であることを確認した。 

フィーシビリティスタディにより決定した条件のもと、被験者より採取した唾液由来 DNA に
ついて CDMV.v3 キャプチャープローブを用いた DNA メチル化解析を行い、ACE 有無との相
関について EWAS 解析を実施した。補正項として年齢および性別条件を加えた。図 3 は ACE 有
無と各 CpG 部位 DNA メチル化レベルの関連について EWAS の結果をマンハッタンプロット
で示したもので、横軸は各 CpG を染色体毎に位置情報の順に配置しており、縦軸は対数で示し
たｐ値の逆数[-log10(p)]を示してい
る。グラフ上方にプロットされる
CpG 部位ほど統計的に有意な差を持
つ確率が高いことを示している。結
果として、p 値≦10-5 を示すメチル化
CpG 部位が複数見つかった（図３）。
これらの候補 CpG 部位はいずれも
既報で報告された遺伝子近傍のもの
ではなく、今回新たに特定されたも
のであった。この結果は、第一に既成
のビーズアレイではなく CDMV.v3
キャプチャープローブによって、メ



チル化状態に個人差がある領域に注目した EWAS 解析としていることが大きい。さらに、既報
では ACE の時期について分けて解析されたものもあるが、0～5 歳に限定したものはない。ま
た、既報では ACE について１つ以上の該当があれば対象とした研究が多いのに対し、本研究で
は複数の項目に該当するシビアな養育環境におかれた被験者（ACE スコア≧4）に限定したこと
で明確な相関を示す CpG の特定につながった可能性がある。これらの ACE と相関を示す候補
CpG 部位は今後の展開を見据えて特許申請手続きを進めているところである。 

現在、特定した候補 CpG 部位のメチル化状態について簡便かつ特異的に定量可能なメチル化
状態特異的 PCR 検出法についても開発を進めている。さらに検証を進める必要があるが、今回
得られた ACE と相関を示すメチル化 CpG 部位は非侵襲的に採取可能な唾液に含まれる DNA
を利用して子どもの幼少期の ACE を客観的に評価できる指標として有用性が高いものになるこ
とが期待される。 
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