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研究成果の概要（和文）：既存データに加え、追加試料・情報を集約し、データクリーニングした結果、マルト
リートメント児61名、定型発達児62名のデータセット(脳MRI、唾液メチル化マイクロアレイ) を構築した。エピ
ゲノムワイド解析から、16箇所のゲノムワイド有意なDMPを同定したが、有意なDMRは検出されなかった。これに
加え、遺伝子単位毎のゲノムワイド比較を行うGAMuT解析も行ったところ、DMPの中の1箇所を含む遺伝子が有意
に関連するという結果を得た。脳MRIとの関連では、このメチル化が後頭葉の紡錘状回と負に相関することがわ
かった。

研究成果の概要（英文）：In addition to the existing data, additional samples and data were 
consolidated and cleaned, resulting in a data set (brain MRI and saliva methylation microarray) of 
61 maltreatment children and 62 typically developed children. The epigenome-wide analysis identified
 16 genome-wide significant DMPs, but no significant DMRs were detected. We also conducted a GAMuT 
analysis, a genome-wide comparison of each gene unit, and found that the gene containing one 
location in the DMP was significantly associated. In relation to brain MRI, this methylation was 
found to correlate negatively with the fusiform gyrus of the occipital lobe.

研究分野： エピジェネティクス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マルトリートメント児、及び同年代の定型発達児の脳MRI、唾液メチル化アレイデータの両者が揃った、世界有
数かつ本邦一の規模となるデータセットが構築された。これは今後、多くの研究者らに活用される二次データと
しての学術的な利用価値も高い。代表者の一次解析の結果では、マルトリートメントに関連した複数のメチル化
部位が明らかにされた。それらメチル化部位や遺伝子と、幼少期のマルトリートメントとを、データ駆動型解析
から結びつけた功績は、学術的に貢献度が高い。今後、マルトリートメントに曝された子どもの早期発見に資す
るバイオマーカーとなる視点についての検討も行うことで、社会的意義にも多大な貢献をする可能性が高い。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 マルトリートメントは、子どもの心と脳に生涯消えない傷跡を刻み、成人後も多数の精神疾患
やパーソナリティ障害の罹患率増・重篤化、これに伴う自殺率増が報告され（Angelakis I, 
Psychol Med, 2019）、虐待自体の予防に加え、被マルトリートメント児（以下 Mal 児）の早期
介入・治療が強く望まれている。しかし、介入を決定付ける客観的バイオマーカーはなく、現状
は司法面接等を始め様々な対策が行われているが、それでも虐待死を見過ごすケースが少なく
ない。また、治療はトラウマ焦点型心理療法と薬物療法の組み合わせであるが、Mal 児脳の脆弱
化機序解明の研究自体が極めて少なく、治療の根幹をなす標的分子機序も定まっていない為、対
症療法に留まっている。一方、子どもの脳は、思春期にかけてメジャー・アップデートとも言え
る構造的・機能的再編が生じ、大脳皮質/皮質下の均衡の取れた成人型脳へと発達・成熟を遂げ
る（Giedd JN ら）。多くの精神疾患の好発時期は思春期〜青年期以降にかけてであることを考
え合わせると、Mal 児では、この脳再編のミスリードが成人後の脆弱性を残す原因である可能性
が高い。このような時間的制限があるとすれば、成人後では根本的治療の有効時期を逃すとも考
えられる。 
 一方、エピゲノム変化の内、DNA メチル化（以下、メチル化）は、DNA の塩基配列を変えず
に、養育環境を含む生後の環境要因によって変化を生じ、それが長期的に遺伝子機能を制御し得
ることから、マルトリートメント研究において注目されている。McGowan PO ら（Nat Neurosci, 
2009）は、幼少期の虐待経験を持つ成人の海馬死後脳組織を用い、Weaver IC ら（Nat Neurosci, 
2004）がげっ歯類ネグレクトモデルで見つけた海馬 NR3C1 遺伝子メチル化増加を、ヒトで再
現し、これを発端に他のストレス関連遺伝子メチル化との関連研究に火が着いた。しかし、
McGowan PO らを含む多くの研究は、かつて虐待を受けた経験を持つ成人が対象で、実に数十
年前のトラウマ体験が遺伝子上に刻まれていたという意味では学術的に興味深いが、成人が対
象である以上、思春期前の Mal 児への介入・治療標的を決める為の研究にはならない。現在、
成人でなく、施設保護中の Mal 児を対象に、そのエピゲノム解析を行った研究は僅かだがある。
Non AL ら（Am J Phys Anthropol, 2016）は、長期施設保護児の 12 歳時点での頬粘膜細胞
FKBP5 と SLC6A4 遺伝子メチル化が、入所総年数と共に低下することを報告している。しか
し、定型発達（TD）児との比較はなく、Mal 児特異的変化かはわからない。Parade SH ら（Dev 
Psychopathol, 2017）は、Mal 児家庭介入による 3-5 歳 Mal 児の唾液 FKBP5 遺伝子メチル化
の介入前後の比較を行った。この研究では、TD 児との比較も行われ、2 箇所のメチル化が異な
ることを報告しており、有力なバイオマーカー候補と考えられる。また、申請者らも本研究の着
想で後述した研究（Fujisawa TX, Nishitani S (equally contributed), Neuropsycopharmacol, 
2019）から、Mal 児と TD 児を比較し、OXTR 遺伝子上のメチル化の違い、脳との相関を明ら
かにした。しかし、これら研究は、遺伝子を定めた標的解析であり、他の無数の遺伝子との関連
性は何ら評価できていない。唯一、Kumusta R ら（Transl Psychiat, 2016）は、ルーマニアの
劣悪施設入所児（実親による虐待ではない）と通常の施設保護児のエピゲノムワイド解析による
比較をしているが、限られたサンプルサイズ（各 16）から、ゲノムワイドレベルでの違いは見
出せず、入所期間に従い CYP2E1 遺伝子領域メチル化が増加したことを報告している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では施設保護中の Mal 児と一般家庭の TD 児を対象に、研究 1）唾液メチル化のエピ
ゲノムワイド解析を行い、Mal 児に関連する候補遺伝子メチル化を同定する。また、研究 2）同
一対象者の脳 MRI から、Mal 児に関連する脳脆弱性を明らかにする。メチル化には組織特異性
があり、本来、精神疾患や心のエピゲノム研究には、その対象臓器である脳が必要だが、生きた
人間の脳組織は採取できない。このジレンマには、唾液、血液を脳の代替組織として活用する為
の対策や議論がなされてきた。申請者の留学先の上司・米国 Emory 大学医学部産婦人科・准教
授の Alicia K. Smith は、唾液が血液よりも脳組織に近いことを示すエピゲノムワイドデータを
報告した（Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet, 2015）。申請者の共同研究者・米国 Iowa
大学（現 Stanford 大学）精神科・准教授の Gen Shinozaki は、難治性てんかん患者の切除脳組
織と、同一患者から得た頬粘膜・唾液・血液メチル化とのエピゲノムワイド相関データベース
（IMAGE-CpG）を公開し、てんかん病巣という制限はあるものの、末梢組織メチル化と脳組織
との相関性を確認するツールを提供した（Transl Psychiat, 2019）。このように、研究 1）の唾
液メチル化の群間比較だけでは、それが本当に脳脆弱性に関連するのかという疑問が尽きない。
そこで、本研究では、Pilot 研究後、症例数を追加し、研究 3）脳画像エピゲノム解析を完遂（96
名）し、唾液メチル化が実際に脳（容積・接続・機能）と関連するかを調べることで、より質の
高い成果を求めるものとする。 
 
３．研究の方法 
＜2020 年度の計画＞研究 1）脳 MRI 実施済 Mal 児 32 名、TD 児 32 名の既存 DNA1g（Qubit 測
定）からマイクロアレイ（Illumina EPIC Array）を行う。TD 児に比べ Mal 児で増加（減少）する



メチル化部位（DMP: Differential Methylation Point）・領域（DMR: Differential Methylation Region）
を 85 万箇所から同定する（ゲノムワイドレベル FDR 補正 5%）。得られた結果より、エンリッチ
メント解析（Gene Ontology, KEGG Pathway, oPOSSUM-3）を行い、如何なる機能、経路、転写調
節因子結合部位が関与するかも調べ、関連候補遺伝子群の性質を明らかにする。 
研究 2）本学病院診療部にて、Mal 児 10 名、TD 児 10 名の新規脳 MRI・唾液採取を実施する。 
研究 3）Pilot データセット（Mal 児 32 名、TD 児 32 名エピゲノム・脳 MRI）から脳画像エピゲ
ノム解析（A.研究 1 で同定済メチル化に絞り、関連脳部位の形態・接続・機能を探索）を行う。 
＜2021 年度の計画＞研究 1）前年度より脳 MRI 実施・唾液採取済の追加試料を同様に委託分析
し、全例（Mal 児 48 名、TD 児 48 名）での DMP、DMR の群間比較、上述したエンリッチメン
ト解析を行う。また、GEO（Gene Expression Omnibus）等の公的データベースに同フォーマット
のマイクロアレイデータが豊富に公開されている為、マルトリートメント、トラウマ研究のデー
タセットを用い、本研究で絞られたメチル化が本研究とは独立した別のデータセットでも再現
されるかを調べ、人種・文化・国を越えた結果の頑健性についても検証する。研究 2）前年度よ
り継続して Mal 児 6 名、TD 児 6 名の新規脳 MRI・唾液採取を実施する。TD 児に比べ Mal 児で
増加（減少）する脳容積・接続・機能部位を同定する。研究 3）Pilot データセットから脳画像エ
ピゲノム解析（B.研究 2 で同定済脳部位に絞り、関連メチル化を探索）を行う。 
＜2022 年度の計画＞研究 3）全例データセット（Mal 児 48 名、TD 児 48 名エピゲノム・脳 MRI）
から、脳画像エピゲノム解析（A 及び B）を行い、最終候補メチル化を同定する。また、得られ
た結果より、エンリッチメント解析を行い、如何なる機能、経路、転写調節因子結合部位が関与
するかも調べ、関連候補遺伝子群の性質を明らかにする。最終候補メチル化は、MALDI-TOF 質
量分析計による EpiTYPER 解析からもメチル化の測定を行い、結果の妥当性評価を行う。 
 
４．研究成果 
 既存データに加え、追加試料・情報を集約し、データクリーニングした結果、Mal 児 61 名、
TD 児 62 名のデータセット(脳 MRI、唾液メチル化マイクロアレイ) を構築した。エピゲノムワ
イド解析から、16 箇所のゲノムワイド有意な DMP を同定したが、有意な DMR は検出されなか
った。これに加え、遺伝子単位毎のゲノムワイド比較を行う GAMuT 解析（Hüls A, 2021）も行
ったところ、DMP の中の 1 箇所を含む遺伝子が有意に関連するという結果を得た。脳 MRI との
関連では、このメチル化が後頭葉の紡錘状回と負に相関することがわかった。現在、一連の結果
を含む論文を発表するため、準備を行っている。 
 一方、DNA メチル化は組織特異性があり、唾液 DNA メチル化と脳構造との関連性が見出せ
たとしても、脳エピゲノムの機序解明に迫るのは難しい。そこで、当初の計画にはなかったが、
脳外科手術を受けた患者の摘除脳組織、血液、唾液、頬粘膜を採取し、それらのメチル化アレイ
を行うことで、アジアでは初となる脳―末梢組織間相関データベース（AMAZE-CpG）を作成・
公開した。これにより唾液を使った本研究で得られた結果の、脳メチル化における解釈に用いる
と共に、公的データベースとして多くの研究者らに活用されることが期待される。また、本研究
によって収集してきたデータをリソースとして活用し、TD 児の脳画像エピゲノムワイド解析を
web 上で行うことができるデータベース（meVBM）の開発も行った。これは脳画像データと、
メチル化のゲノムワイドデータの両者が揃わないと成立しないため、本研究によって得られた
データが有効に生かされるものとなった。 
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