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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、虐待というストレスが加わった子どもの脳で、脳神経細胞におけるDNAメ
チル化の検索を行うことである。海馬のパラフィン包埋切片からレーザーマイクロダイセクションシステムを利用して
、神経細胞層を特異的に切り出し、そこからDNAを抽出し、バイサルファイト処理後に、NR3C1遺伝子プロモーター１F
を標的にPCRを行い、クローニング後に塩基配列調べメチル化の検索を行った。虐待例1例と内因性急死例2例の脳につ
いて調べた。虐待例ではメチル化部位の増加や転写因子NGFI-Aの認識配列のメチル化等が認められた。従って、虐待で
は海馬の神経細胞のメチル化が亢進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Child abuse is assumed to cause stress reaction resulting in secretion of 
corticotropin releasing hormone (CRH) from hypothalamus, adrenocorticotropic hormone from pituitary and 
glucocorticoid from adrenal gland. The CRH elevation could be involved in psychological disturbance. DNA 
methylation was reported to be enhanced in the promoter of the gene encoding the glucocorticoid receptor 
(NR3C1) of the suicide cases who had experienced child abuse. DNA methylation of the promoter in NR3C1 
was examined from neurons of the hippocampus of the child with abuse. Using DNA prepared from neurons in 
paraffin embodied tissues from hippocampus of the child with abuse and controls with endogenous diseases, 
bisulfite genomic sequencing was carried out, showing increased DNA methylation of the promoter in NR3C1 
in the neurons of the hippocampus in the child with abuse. On the basis of the results, DNA methylation 
in the neurons of the hippocampus could be one of the candidates implying child abuse.

研究分野： 法医学
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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。虐待によるストレスが子どもの

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

では恐怖ストレス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（後述）。さらに、海外では

ヒトにおける研究もある。 

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

重要である。この経路に関わるコルチコト

ロピン放出ホルモン（CRH）の増加はこの

経路に悪影響を及ぼし、精神的な問題を惹

起する。その遺伝子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

Glucocorticoid receptor が関わっている。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 Glucocorticoid 

receptor (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 12, 342-348, 2009）。以上より、

虐待を受けたヒトでは Glucocorticoid によ

る抑制が効かず、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。 

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、大脳皮質、海馬、扁

桃体、小脳等についてパラフィン包埋切片

を作成し、そこから DNA を抽出し、DNA

メチル化の検索を行うことは可能である。 

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 53, 857-869, 

2007）。 

従って、虐待死亡例の脳について、

Glucocorticoid receptor 、PP1、REELIN、

Estrogen receptor-α 等の遺伝子のプロモータ

ーのメチル化の程度を調べることは有意義

なことである。対照群は突然死した症例で

ある。 

２．研究の目的 

本課題研究の目的は、虐待というストレ

スが加わった子どもの脳で、脳神経細胞に

おける DNA メチル化の検索を行うことであ

る。加えて、脳の形態学的観察も行う。以

上から、虐待がゲノム発現に及ぼす影響を推

定し、虐待が脳発達に悪影響を及ぼすこと

を明らかし、虐待の社会的認識を深め、子

どもの虐待防止について社会的な注意を喚

起することを目的としている。 



 
 

３．研究の方法 

子どもの虐待死亡例 1 例及び子どもの

内因性急死例 2 例について、解剖時に保存

された脳から大脳皮質、海馬、扁桃体、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

出した。その DNA に 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。1 回目の

PCR に 用 い た プ ラ イ マ ー は

5’-GTGGTGGGGGATTTG-3’, と

5’-ACCTAATCTCTCTAAAAC-3’であり、

PCR条件は、98 ℃10秒、53.8 ℃ 30 秒、

72 ℃ 2 分の 40 サイクルであった。続い

て、nested PCR を行ったが、用いたプラ

イ マ ー は

5’-TTTTTGAAGTTTTTTTAGAGGG-3’, 

5’-AATTTCTCCAATTTCTTTTCTC-3’であ

り、PCR 条件は、98 ℃10 秒、56.1 ℃ 30 

秒、72 ℃ 2 分の 40 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、各クローンの塩基配列を

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing 
Kit を用いて調べることでメチル化の検索

を行った。 

４．研究成果 

結果は、虐待例 1 例の海馬の神経細胞

において 24 アリルを調べたところ、左海

馬では 12 アリル中の 5 アリル、右海馬で

は 12 アリル中の 7 アリルにメチル化が認

められた。ほとんどのメチル化部位は転写

因子 NGFI−A の認識配列に位置し、2 箇所

以上のメチル化を有するアリルが 5 アリル

あった。一方、内因性急死 2 例を調べた。

一例では左海馬 8 アリル中の 2 アリル、右

海馬 11 アリル中の１アリルにメチル化が

認められた。調べた範囲では 2 箇所以上の

メチル化を有するアリルは無かった。また、

メチル化部位は転写因子 NGFI−A の認識

配列に位置していなかった。もう一例では、

左海馬 16 アリル中全アリルにメチル化が

認められたが、その全アリルで見つかった

メチル化部位は一箇所であり、その他にメ

チル化をもつアリルは 3 アリルであった。

調べた範囲で、全アリルで見つかったメチ

ル化部位を除くと、2 箇所以上のメチル化

を有するアリルは無かった。また、いずれ

のメチル化部位も転写因子NGFI-Aの認識

配列に位置していなかった。以上から、非

虐待例に比較して虐待例では海馬の DNA

メチル化が増加しており、特に転写因子

NGFI−A の認識配列にメチル化が存在す

ることが特異的であることが示唆されてき

た。現在、内因性急死 7 例を同様な方法で

調べている。以上のデータをまとめて論文

を作成する予定である。 
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