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研究成果の概要（和文）：乳幼児の突然死例において，次世代シークエンサーを用いてのゲノムワイドなメチル
化解析によりATP10A遺伝子の関連が示唆された．さらに，ゲノムDNAの8遺伝子(ELOVL2, CCDC10, C1orf1, FHL2,
 ASPA，F5，KLF14，PDE4C)のメチル化部位16個所を解析することにより，±6歳の精度で由来者の年齢推定が可
能となった．そしてこれらを一度に解析することが可能なDNAメチル化解析系が確立された．

研究成果の概要（英文）：The association of the ATP10A gene was suggested by genome-wide methylation 
analysis in the case of sudden infant death. Furthermore, methylation analysis of 16 CpG sites of 8 
genes (ELOVL2, CCDC10, C1orf1, FHL2, ASPA, F5, KLF14, PDE4C) could estimate the age of the donor 
within ± 6 years. Finally,  the "Methylation Panel" which could analyze these at once  was 
established.

研究分野：法医遺伝学

キーワード： メチル化解析　年齢推定　心臓突然死

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
死因の判断が困難な乳幼児の突然死例において，メチル化解析により新たなバイオマーカーとなり得るATP10A遺
伝子の関連が示唆され，今後の研究が期待される．また，現場に残された生体試料から由来者の年齢推定が±６
歳の精度で可能となり，犯罪捜査において非常に有用な方法が確立された．このように本研究の成果は，即座に
法医実務に応用可能なものであり，メチル化解析の応用は今後さらなる発展が期待される．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
次世代シークエンサーが普及するようになり，メチル化解析に大きな変化が訪れた．それは，
「DNAメチル化率」が計測できるようになったことである．これまでのサンガー法によるメチ
ル化解析は，メチル化部位がメチル化されているか？否か？の判断しかできなかった．しかし，
次世代シークエンサーを用いることで，メチル化部位がどの程度メチル化されているかその割
合を観測することが可能となったのである．同じメチル化部位においても，一分子ごとにメチル
化の状態は違っており，その一分子ごとのデータを次世代シークエンサーのみが検出できるか
らである．この新しいメチル化解析のツールを法医学的に応用するには何が適しているかを考
えた時，真っ先に浮かんだのが，ストレスマーカーの探索である．法医実務においては，致死的
不整脈や興奮性せん妄など，形態的にそのエビデンスが現れない病態に直面することが稀では
ない．そのような場合，「精神的や身体的なストレスが契機となり，交感神経系の異常興奮が生
じ,その結果，血圧や心拍の上昇による心負荷の亢進などにより，重篤なポンプ不全や不整脈が
生じ，突然死がもたれされた可能性がある」と説明されることが多い．このように生前のストレ
ス状態を遺体から推測することができれば，死因判断の一助となり，それが法医ストレスマーカ
ーとなる．これまでに，mRNAやmicroRNA等の研究も行ってきたが，確実なものはまだ見い
だせていない．そこで，「DNAメチル化率」による生前のストレス状態を判断できるストレスマ
ーカーの探索を計画した．さらに，メチル化解析は，ゲノムからの年齢推定や体液同定にも応用
されている報告があることから，それらを一度に解析できる方法等が確立できれば大いに有用
であると思われる． 
  
２．研究の目的 
次世代シークエンサーを用いた新たなメチル化解析の法医学的応用が本研究のテーマである．
応用の具体的な例としては，ストレスマーカーの探索，年齢推定，体液同定となる． 
哺乳類のゲノムは，5'-CpG-3'配列のシトシンの 5 位がメチル化修飾を受けることがある．通
常，遺伝子のプロモーター領域に存在する CpGアイランドが修飾されることで，遺伝子発現が
抑制され，ゲノムインプリンティング，X染色体不活化などの様々な生体現象が引き起こされて
いる．メチル化と疾患の関係は特にガンや生活習慣病，精神疾患などで広く研究されており，心
臓疾患とメチル化に関する報告も多い．そこで，剖検によっても死因診断となる情報が乏しい心
臓突然死例などにおいて，メチル化を指標として生前のストレス状態を定量評価できるような，
いわゆる法医ストレスマーカーの探索を行うこととした．これは，当初ラットを用いた動物実験
を計画していたが，実際の剖検例において心筋の網羅的メチル化解析を行うこととした．さらに，
DNAのメチル化は，その DNAを有しているヒトの年齢をある程度推定可能であるとの報告も
ある．これは海外のものであり，日本人でも同様な結果が得られるのか，追試を行うとともにさ
らなる精度の向上を求めてマーカーとなる遺伝子の新たな模索を行う．また，現場に残された瘢
痕等の検査も法医実務の重要な案件となる．まずは，ヒトか否かの人獣識別を行うが，ヒトだと
判明した後はその瘢痕は，唾液なのか，血液なのか，体液なのかを決定することが重要になる．
犯罪成立条件や被疑者の告白の正当性を確認するためである．この体液痕の同意にもメチル化
が指標になるとの報告があった．これら全てがメチル化解析の結果得られるものであるならば，
次世代シークエンサーを用いて一度に解析可能ではないかと考えた．従って，ストレスマーカー，
年齢推定，体液同定を行えるメチル化座位が確定したところで，全ての座位を同時に増幅できる
マルチプレックス PCR用プライマーを設計・合成，次世代シークエンサーでの解析系を構築し，
いわゆる「法医メチレーションパネル」を完成させることが目的となる． 

 
３．研究の方法 
（１）ストレスマーカーの探索としてゲノムワイドなメチル化解析 
当講座にて解剖に付された突然死例のうち，３例の乳幼児突然死例(SID)（４M男児，４M女児，
20M 男児）と心筋炎１例（2M），窒息１例(1M)，ダウン症候群１例(2M)，そして若年性突然死(SUD)
１例（15 歳）の７例に加え，比較対象として脳内出血１例（57 歳）の解析を行った．それぞれ
の心筋中隔を試料としてゲノムを抽出後，EZ-DNA Methylation Kit (ZYMO RESEARCH)にてバイサ
ルファイト処理を行った．全ゲノムを増幅後，酵素により全ゲノムを断片化し，Infinium 
MethylationEPIC BeadChip にハイブリさせ標識反応を行い，iSCAN sytem (Illumina)により蛍
光色素のスキャンした．DNA のメチル化定量は GenomeStudio FrameWork ver.2011.1 および
Methylation Module ver.1.9.0 ソフトウェアを使用して行い，全ゲノム上 86万のメチル化サイ
トの情報を用いて，最初の乳幼児突然死３例群とそれぞれ死因が異なる５例との間でメチル化
率の比較を行った． 
（２）DNA メチル化解析による死亡時年齢の推定 
当講座にて解剖に付され，死亡時年齢が判明しておりかつ外因死と診断された 40 症例(男性 25
名，女性 15名，年齢 0-89 歳)の血液から DNA を抽出し,試料とした．EpiTect Fast DNA Bisulfite 



Kit (QIAGEN)を用いてバイサルファイト処理を行った．ターゲットとした遺伝子は，C1orf1, 
CCDC10, ELOVL2, FHL2, SLC6A4, TRIM59，KLF14，F5，ASPA，PDE4C の計 10 遺伝子である．バイ
サルファイト後の配列に特有のプライマーを設計し，増幅を行った．次世代シークエンンサー
Ion PGM System(Thermo Fisher Scientific)を使用するため，専用のライブラリを作成し，テン
プレートの調整を行った．得られたシークエンスデータを Plug-in: Methylation Analysis 
Amplicon にてメチル化定量解析を行った．さらに各 CpG 部位におけるメチル化率を算出し，回
帰分析にてメチル化率と実年齢の相関関係を，さらに選択された複数のメチル化部位による重
回帰分析によって推定年齢を検討した． 
（３）メチル化解析による体液同定 
 既報(http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0147973)に従い，血液および唾液を識別可能
な CpG 部位，血液：cg26285698，および cg03363565，唾液：cg21597595，および cg15227982 を
解析できるプライマーを設計した．剖検試料を用いて，前述の年齢推定と同じ機器・ソフトウェ
アを使用して解析を行った． 
 
４．研究成果 
（１）ストレスマーカーの探索としてゲノムワイドなメチル化解析 
 SID と他の死因との間でのメチル化率を比較し，メチル化レベルが大幅に増加および減少して
いる 50の CpG サイトからなる 5つのヒートマップを得ることができた．また，表 1にそれぞれ
上昇した 10 部位および減少した 10 部位を示した．遺伝子やそれに関連する病態的な情報はメ
チル化データベース「EWAS Atlas」（https://bigd.big.ac.cn/ewas/ index）からのものである． 
SID vs 心筋炎では，心筋炎例において HLA 遺伝子関連部位のメチル化レベルが最も高く変化し
ており，これが心筋炎に
関連している可能性が
あることが示唆された．
SID vs 窒息では，メチル
化レベルが著しく変化
した部位は見られなか
った．SID vs ダウン症候
群では，IQGAP2，LMX1B，
MSRA，PTPRN2，および
DENND3 などのダウン症
候群関連遺伝子におい
てメチル化レベルの大
幅な増加または減少が
見られた．SID と SUD で
は，メチル化レベルが大
きく変化したすべての
遺伝子は加齢に関連し
ているものであり，年齢
差を反映している結果
であると思われる．その
他の比較結果では，加齢
に関連する遺伝子が目
立っていた．ATP10A遺伝
子は，SID vs SUD を除
くすべての比較結果で
検出された．ATP10A遺伝
子は ATPase クラス V タ
イプ 10A 酵素をコード
し，喘息や慢性閉塞性肺
疾患などのいくつかの
疾患に関連していると
されている．この遺伝子
のメチル化レベルは，デ
ータベースの情報によ
れば喫煙や大気汚染の
影響を受けるとされて
いるが，関連性を確認す

表１．メチル化レベルが上昇した上位 10位と減少した下位 10
位の CpGサイトと染色体および遺伝子名 



るにはより多くの情報が必要である．ATP10A 遺伝子におけるメチル化レベルの変化は，SID vs 
SUD で観察されないことから，突然死と何らかの関連があるのでないだろうかと推察される．遺
伝子のメチル化率の増加は，遺伝子発現の抑制を意味するが，それはメチル化の位置によって変
化することから，遺伝子発現については他の実験方法で確認する必要がある． 
 
 
 （２）DNA メチル化解析による死亡時年齢の推定 
解析した遺伝子領域にはそれぞれ１〜５のメチル化部位が存在するが，メチル化率と実年齢の
相関関係を見たところ，年齢の上昇に伴いメチル化率の増加する部位，逆に減少する部位が観察
された．それらは年齢と正または負の相関を持ち，年齢推定には向いている部位だといえる．ま
た，既報では相関があるとされていた部位で全く相関が見られなかったものもあった．各部位に
おいて修正済決定係数（adjR2）はかなりの幅を持って観察されたため，決定係数が 0.5 以上の
部位を選択し，実年齢と推定年
齢の相関関係を検討することと
した．その結果，8遺伝子，16 箇
所のメチル化部位の解析結果か
ら修正済決定係数 0.949（標準偏
差 6.04）が得られ（図１），±６
歳での推定が可能であることが
示された．今回の実証実験では，
外因死のみの症例であるが，そ
の他の死因や死後経過時間との
関連も調査し，精度の向上を図
りたい． 
                     
図１．Excel による重回帰分析の
結果 
 
（３）メチル化解析による体液同定 
 バイサルファイト処理後の増幅効率が非常に悪く，極めて微量なライブラリしか調整できな
かった．そのためかシークエンスデータも十分ではなく，得られたリード数は非常に少なく，血
液，および唾液を識別できるほどの十分な結果が得られなかった．これは最初のプライマー設計
に問題があったためだと思われる．メチル化解析において，Ion PGM System は 200bp の長さま
でしかシークエンスを行えない制限がある．そのため非常に短い領域を増幅することになり，遺
伝子全体をカバーするにはいくつもの増幅領域を設定しなければならない．バイサルファイト
処理された並列はシトシンやチミンが複数並ぶ配列になり，増幅させるためのプライマー作成
が非常に困難であった．そのため十分な増幅産物が得られず，さらの，プライマーダイマーの生
成，非特異的な増幅などが発生し，増幅の段階でのエラーが多数発生してしまった．残念ながら，
研究期間中にプライマーの再設計，その後の再解析までは及ばなかった． 
 
 最終的に，年齢推定に有効な８遺伝子(ELOVL2, CCDC10, C1orf1, FHL2, ASPA，F5，KLF14，
PDE4C)，および突然死に関連があると思われる ATP10A 遺伝子のメチル化解析を行うための実験
系，いわゆる法医メチレーションパネルを確立することができた． 
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