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＜研究要旨＞ 

胎生期から乳幼児期にいたる発達期の環境要因によりDNAの化学修飾を伴う後天的遺
伝子制御・エピゲノム変化が起こり，成長後の健康リスクをもたらすという疾病の胎児
期/乳幼児期起源(DOHaD)仮説が注目されている（Science 2004; Nature 2004; Trends 
Genet 2017)。エピゲノムは塩基配列の変化なしに遺伝情報を分裂後の細胞に伝える生体
機能に必須のメカニズムである。欧米諸国ではコンソーシアムが形成されるなど, エピ
ゲノムを介したメカニズム解明は世界的に注目され, 環境リスク評価や健康障害の予防
にとって重要な課題となっている（Int J Environ 2017）。 

一方，エピゲノム変化の１つである DNA メチル化の解析法として, 近年エピゲノム網
羅的メチル化解析の技術開発が進んでいる。また，世界的に製造・使用量が増加し, 健
康影響が懸念されている合成化学物質の胎児期曝露に関する網羅的メチル化解析研究の
報告がなされるようになってきた（Environ Res 2017, 2018; Environ Mol Mutagen 
2017）。しかし，サンプルサイズが小さい，validation(妥当性検証)実験を行っていない
などの欠点がみられる。さらに, 曝露によるエピゲノム変化が関与する次世代影響を疫
学的に検討した報告はほとんどない（Clin Epigenetics. 2018）。 

本研究は新しい次世代影響試験法スキームの開発として，種々の環境化学物質曝露に
よる多様なアウトカムが発現する機序についてエピゲノム変化を介する毒性メカニズム
を遺伝的差異や多様なライフスタイルをもつヒト集団で明確にする。具体的には,まず 
①化学物質曝露により変化する DNA メチル化領域を 45 万か所（450K）のメチル化部位
（CpG 部位）の網羅的解析により同定し, どのような機能を持つ遺伝子・経路が影響を
受けるかを明らかにする。②DNA メチル化網羅的解析はスクリーニング法であり, 結果
の妥当性検証が必須である。そこで, 次世代シークエンサーによる多サンプルメチル化
検証法を確立する。また③海外のコホートとの共同研究により,我々の結果を Discovery 
cohort， 海外のコホートを Replication cohort として妥当性の検証の効率化を図る。
④介在解析（Mediation analysis）により，それぞれの曝露に起因する DNA メチル化変
化が, どの健康影響に関与するのか,その影響の何％（介在の大きさ）を DNA メチル化変
化で説明できるのかを明確にする。⑤遺伝子多型（SNPs）の影響を母児ペアで検討し, 遺
伝的差異を背景にもつヒト集団でのメチル化変化を感受性素因との関係から明らかにす
る。以上の検討により，胎児期の化学物質曝露がエピゲノム変化を介して成長後の疾病
発現に影響を与えるエピゲノム試験法の開発につなげる。 

胎児期曝露評価として人体試料中のダイオキシン類及び関連化合物の分析を実施し
た。臍帯血 94検体を用いてダイオキシン類 29 異性体、および PCBs56 異性体の whole お
よび lipid ベースの濃度を測定した。ダイオキシン類 29 異性体について毒性等価係数
TEF を使用して毒性等価量 TEQ を算出した。また妊娠初期血清 20検体を用いて代謝物で
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あるフタル酸モノエステル類 7 種（MnBP、MiBP、MBzP、MEHP、MEHHP、MECPP、cx-MiNP）
の分析を実施した。 

次に, エピゲノム網羅的 DNA メチル化変化と胎児期ビスフェノール A(BPA)曝露との
関連を検討した。解析した 45 万 CpG 部位全体のメチル化変化としては，男児ではメチ
ル化増加，女児ではメチル化減少が顕著であった。また，メチル化変化を示す遺伝子の
ネットワーク形成や機能にも男女間で差異が見られ，BPA 曝露によるメチル化への作用
機序に性差による違いがあることが示唆された（Sci Rep. under revision）。 

また, 北海道スタディ大規模コホートにおける ADHD ケース・サブコホートを用い
て、次世代シークエンサーを用いた DNA 解析手法の検証、喫煙曝露と DNA メチル化お
よび ADHD の関連を検討した。ケース：245 名、コントロール：317 名の臍帯血 DNA を用
い、昨年度実施した網羅的 DNA メチル化解析において胎児期の喫煙曝露により有意に
DNA メチル化変化した 46CpGs の中から 14CpGs（9 遺伝子）を選択し、次世代シークエ
ンサーを用いたメチル化解析（Thermo Fisher 社の IonPGM システム）を行った。質問
票により群別化した非喫煙群、喫煙群間で５つの CpGs（AHRR (cg05575921), MYO1G 
(12803068), GFI1 (cg12876356, cg18146737), ESR1 (cg15626350)）については 450K
の結果同様、喫煙曝露によるメチル化変化に統計的有意差（P <0.05）を認めた。コチ
ニン濃度で群別化した結果, ERS1 以外の４つの CpGs は質問票と同様に低濃度および
中程度濃度群と比較して高濃度群で有意な差が認められ、次世代シークエンサーを用
いた特異的遺伝子領域の DNA メチル化解析法から喫煙曝露の影響を受けやすい遺伝子
領域の検証ができた。一方、喫煙曝露による ADHD 疑い群の危険率の指標としてのオッ
ズ比は約 1.5 であったが,有意の関連は認めなかった。サンプルサイズを増やし, 今後
引き続き検討が必要と考えられた。
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Ａ．研究目的 
 
遺伝子を構成する DNA やヒストンタンパ

ク質の化学修飾であるエピゲノムは, 塩基
配列の変化なしに遺伝情報を分裂後の細胞
に伝える個体発生や生体機能維持に必須の
メカニズムである。母体の環境要因による
児のエピゲノム変化が後世の健康・疾病リ
スク発現に関与していることが示唆されて
いるため, エピゲノムを介したメカニズム
解明は環境リスク評価や健康障害の予防に
とって重要である。 

DNA のシトシン塩基（C）とグアニン塩基
（G）が連続する 2 塩基配列（CpG）上のシ
トシンに生ずる DNA メチル化修飾は, 最も
研究されているエピゲノム変化の１つであ
る（Int J Epidemiol 2017）。DNA メチル化
修飾により, DNA の三次構造の変化やメチ
ル基結合タンパク質との相互作用, 転写因
子の結合あるいは阻害などが起こり, 遺伝
子発現が制御される。近年, 母のストレス
（Genet Epigenet 2014）, 社会経済要因
（Am J Public Health 2014），毒性物質曝
露（（EHP 2012, 2013; Environ Mol Mutagen 
2014; Epigenetics 2015） , 栄養因子
（Epigenetics 2011）, 母の BMI（Environ 
Mol Mutagen 2014）などの胎児期環境要因
により児の DNA メチル化が影響を受けるこ
とが疫学研究により報告されている。 
DNA メチル化の解析法としては，ゲノム全

体の DNA メチル化をまとめて測定する手法
（グローバル DNA メチル化解析）と, 数個
の CpG 部位をターゲットとして解析するす
る手法（ターゲット CpG 解析）がある。グ
ローバル DNA メチル化解析は, ゲノム全体
への影響が検討できるが, 実際に異常なメ
チル化変化を起こしている CpG 部位の特定
はできない。ターゲット CpG 解析は，研究
仮説に基づいて選択した CpG のメチル化変
化を個別に検討できる。しかし, ヒトのゲ
ノム上には約 2800 万か所の CpG 部位, ま
た, １つの遺伝子上にも数十個から数百個
の CpG 部位が存在し，それを１つ１つ検討
するのは不可能である。そこで, 近年 DNA
メチル化を広範囲かつ迅速に獲得できるエ
ピゲノム網羅的メチル化解析の技術が開発
されてきた。その中で, イルミナ社の
Infinium HumanMethylation450 BeadChip
（ 450K ）， お よ び ， MethylationEPIC 
BeadsChip （850K） はヒト全遺伝子調節領
域の DNA メチル化情報を迅速に獲得できる
解析システムとして, 多くの研究に使用さ
れている（EHP 2017）。 
化学物質では, 喫煙, ヒ素や鉛などの重
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金属の胎児期曝露による児のメチル化への
影響について, 網羅的解析による報告が多
くなされている（Int J Epidemiol 2017; 
EHP 2016; Chemosphere 2015）。一方, 世界
的に製造・使用量が増加し, 健康影響が懸
念されている合成化学物質への胎児期曝露
とメチル化との関連に関しては, ターゲッ
ト CpG 解析, グローバルメチル化解析によ
り, 有機フッ素化合物, PCB 類やフタル酸
エステル類と臍帯血や胎盤組織の IGF2/H19, 
AHRR, LINE1 遺伝子などのメチル化との関
連が示された（ J Expo Sci Environ 
Epidemiol 2017; Repro Toxicol 2017; Sci 
Rep 2016; Environ Res 2016）。 しかし, 
網羅的メチル化解析に関しては, 世界的に
も非常に少数の報告のみである（Environ 
Res 2017, 2018; Environ Mol Mutagen 
2017）。さらに，曝露によるエピゲノム変化
が関与する次世代影響については未だ明ら
かにされていない。 
本研究は,種々の環境化学物質曝露によ

る次世代の多様な疾病エンドポイントへの
影響を解明するために,網羅的エピゲノム
解析により,化学物質がエピゲノム変化を
介して影響する新規の毒性メカニズムを遺
伝的差異や多様なライフスタイルをもつヒ
ト集団で明らかにし，次世代影響の試験法
の開発に資する。具体的には，1)IGF2/H19, 
LINE1 のターゲット CpG メチル化解析によ
り，環境化学物質曝露が児のメチル化変化
に影響を及ぼすことを示したが,曝露によ
り影響を受ける次世代の多様な疾病エンド
ポイントに対応した様々なメチル化変化が
起こっていると考えられる。そこで, エピ
ゲノム網羅的メチル化解析により, 環境化
学物質曝露に起因するメチル化変化を同定
し, どのような機能を持つ遺伝子・経路が
影響を受けるかを明らかにする。2）網羅的
DNA メチル化解析はスクリーニング法であ
り，また, データの複雑性から偽陽性を抽

出してしまう可能性もあることから, 解析
結果の妥当性検証が必須である。そこで, 
次世代シークエンサーによる多サンプルの
メチル化検証法を確立し, さらに, 海外の
コホートとの共同研究により検証の効率化
を図る。3）それぞれの化学物質曝露に起因
するメチル化変化がどの健康影響に関与す
るのか,その影響の何％（介在の大きさ）を
メチル化変化で説明できるのかを介在解析
（Mediation analysis; Int J Epidemiol 
2016）で明確にする。4）遺伝子多型（SNPs）
の影響を母児ペアで検討し, 遺伝的差異を
背景にもつヒト集団でのメチル化変化を明
らかにする。 
以上の検討により,胎児期の化学物質曝

露がエピゲノム変化を介して成長後の疾病
発現に影響を与えるエピゲノム試験法の開
発につなげる。 
 

Ｂ．研究方法 
 
１．人体試料中のダイオキシン類及び関連
化合物の分析ならびに測定方法の開発 
2002～2012 年に北海道内の医療機関を

受診し，調査の同意を得た妊産婦 94 名に
ついて，分娩時に臍帯血を採取して調査
試料とした。採取後の臍帯血は密閉可能
な容器に移され，北海道大学で冷凍保存
された。測定は福岡県保健環境研究所で
実施した。アセトン，ヘキサン等の有機溶
媒は関東化学製のダイオキシン分析用を
用いた。硝酸銀シリカゲルは富士フイル
ム和光純薬製のダイオキシン分析用を，
濃硫酸は同社製の有害金属測定用をそれ
ぞれ使用した。活性炭（ナカライテスク製）
はトルエンで約 30 時間還流洗浄し，無水
硫酸ナトリウムに対して 0.1%（w/w）にな
るよう混合して用いた。 
臍帯血の抽出には高速溶媒抽出装置 ASE-
350（Thermo 製）を使用した。冷凍状態の臍
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帯血試料を室温で解凍し，その約 6 g を
ASE-350 用の抽出セルに秤量した。凍結乾燥
を行った後，クリーンアップスパイクを添
加し，抽出溶媒にアセトン/ヘキサン（1:3, 
v/v）を用いて抽出した。抽出条件の詳細は
既報の通りであった。得られた抽出液を減
圧濃縮し，風袋を量った秤量瓶に移して乾
燥し，脂肪重量を測定した。 
脂肪重量を確定後，脂肪を少量のヘキサン
で溶解し，硫酸処理を行った。次に硝酸銀シ
リカゲル及び活性炭カラム等による精製を
行い，①non-ortho PCBs を除く PCBs と②
non-ortho PCBs を含むダイオキシン類の 2
つの画分を得た。各画分を濃縮して 1.5 mL
容の濃縮バイアルに移し，各々にシリンジ
スパイクを添加して高分解能 GC/MS
（HRGC/HRMS）の測定試料とした。 
画分①の最終検液量は 100 µL であり，この
う ち の 1 µL を HRGC/HRMS （ Agilent 
6890/JEOL JMS-800D）に注入して測定した。
一方，画分②の最終検液量は全量 200 µLと
し，このうち 100 µL を大量試料注入装置
（アイスティサイエンス製 LVI-S200）付き
HRGC/HRMS （ Agilent 6890 ／ Micromass 
AutoSpec Premier）に注入して測定した。
上記①と②から得られた SIM クロマトグラ
ムを解析し，ダイオキシン類（29 異性体）
及び PCBs（約 70 種類の 3～10 塩素化体）を
定量した。 
本分担研究の実施にあたり，臍帯血中のダ
イオキシン類・PCBs の定量精度の確保を目
的として，国内の 6 機関と共同で分析精度
管理を実施した。結果として，当研究所の測
定値は他の測定機関とよく一致しており，
測定精度が確保されていることが確認でき
た。 
ダイオキシン類及び PCBs 濃度は脂肪重量
あたりの濃度（lipid weight basis）また
は全血重量あたりの濃度（whole blood 
weight basis）で表記した。ダイオキシン

類濃度（pg/g）の 2,3,7,8-TCDD 毒性当量
（TEQ）への換算には，2,3,7,8-TCDD 毒性等
価係数（WHO-TEF（2005））を用いた。定量下
限値未満となった化合物の濃度は，定量下
限値の 1/2 値として取り扱い，TEQ を算出
した。  
 
２．血液中フタル酸モノエステル類の分析 
フタル酸エステル類については、ヒトが

ばく露されると代謝物が生じることが分か
っている。今回は、小児、胎児期における影
響を調べるため、代謝物であるモノエステ
ル類 7種（MnBP、MiBP、MBzP、MEHP、MEHHP、
MECPP、cx-MiNP）について血液試料の分析法
を確立し、実試料の測定を行った。 
開発した同位体希釈法-液体クロマトグラ
フ-タンデム型質量分析計（以降、LC-MS/MS）
をヒト血液試料 20 検体に適応した。対象と
するそれぞれの項目の安定同位体をクリー
ンアップスパイクとして添加し、濃度の計
算に用いた。 
 
３．胎児期ビスフェノール A（BPA）曝露の
臍帯血 DNA エピゲノム網羅的メチル化析 
 初期調査票・出産時カルテ情報・臍帯血
BPA 濃度がそろう北海道スタディ札幌コホ
ートの 277 母児ペアを対象とした。BPA 濃
度は LC-MS/MS で測定した。約 45 万 CpGs の
臍帯血 DNA メチル化データは 450K（イルミ
ナ社）により取得し，標準化後, バッチ間
の補正を行った。メチル化値と自然対数変
換した BPA 濃度との関連を，母の年齢, 出
産前 BMI, 教育歴, 妊娠中喫煙, 児の性別, 
在胎週数, および, メチル化値から推定し
た細胞組成値(Bakulski et al. 2016)で調
整した robust linear regression (Fox and 
Weisberg 2011)，経験ベイズ法(Smyth 
2004)により解析した。結果の検証は台湾の
出生コホート（Huang, 2010）の 11 母児ペ
アで行った。さらに，男女層別解析，遺伝子
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ネットワーク解析（Warde-Farley et al. 
2010），Gene Ontology（GO）解析を行った。 
 
４．大規模コホートにおける次世代シーク
エンサーを用いた領域特異的メチル化解析 

北海道スタディ大規模コホートにおける
ADHD ケース・サブコホートのうち臍帯血
DNA のそろう母児 562 名（ケース：245 名、
コントロール：317 名）を対象とした。質問
票により、喫煙経験のない非喫煙群(n = 
276)、妊娠中も喫煙を継続した喫煙群（n = 
38）に群別化した。また、娠後期（約 8 ヶ
月）での母体の血清コチニン濃度（Sasaki 
2011）により、血清コチニン高濃度群
（≥11.49, n = 48）、中程度濃度群（0.22-
11.48 ng/mL, n = 200）、低濃度群（≤0.21, 
n = 262）へ群別化した。プライマリーエン
ドポイントとして6歳のADHD-RSスコア（男
児 ≥ 14.9、女児 ≥ 9.4）により ADHD 疑い
群（n = 224）、健常者群（n = 286）が解
析対象者となった。昨年度実施した網羅的
DNAメチル化解析において、胎児期の喫煙曝
露により有意に DNA メチル化変化した
46CpGs から 14CpGs（9遺伝子）を選択した。
次世代シークエンサーを用いたバイサルフ
ァイトシークエンス解析は ThermoFisher
社の IonPGM システムを用いた。 
 
倫理面への配慮 
疫学調査は北海道大学環境健康科学研究

教育センター，北海道大学大学院医学研究
科，山梨大学の倫理委員会および遺伝子解
析審査小委員会および共同研究施設の倫理
規定に従って実施し，インフォームドコン
セントは「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関
する倫理指針」，「人を対象とする医学系研
究に関する倫理指針」およびヘルシンキ宣
言に基づいて行った。研究への参加は自由
意志により，自発的に中止しても不利益を
被らないよう配慮し，対象者のプライバシ

ーの保持には細心の注意を払った。すべて
の実験・研究は，北海道大学大学院医学研究
科で規定されている「ヒト組織及び動物を
用いた実験指針」に従い，本研究は倫理面の
十分な配慮のうえ行った。 
 
Ｃ．研究結果 
 
１．人体試料中のダイオキシン類及び関連
化合物の分析ならびに測定方法の開発 
 妊産婦 94 名から採取した臍帯血試料の
分析を実施した。このうち 2 例については
ダイオキシン類の測定中に装置の不具合が
発生したためデータを取得することができ
なかった。結果として，ダイオキシン類は
92 例，PCBs は 94 例について定量結果が得
られた。 
臍帯血試料（94例）を ASE-350 で抽出して
得られた脂肪の含量は，重量あたり平均
0.33%（範囲 0.22％～0.56％）であった。当
研究所における臍帯血試料の抽出事例や他
の報告事例と同等の脂肪含量が得られた。 
臍帯血 92 例のダイオキシン類濃度（Total 
TEQ）は，平均 4.0 pg/g lipid（範囲 2.6～
11 pg/g lipid）であった。また，全血重量
あたりの濃度で表すと，Total TEQ 値は平
均 0.012 pg/g whole（範囲 0.0077～0.026 
pg/g whole）であった。 
 
２．血液中フタル酸モノエステル類の分析 
血液中のフタル酸モノエステル類 7 種の

分析法を確立し、標準液の繰り返し測定、繰
り返し分析、操作ブランク試験、添加回収試
験等を実施し、必要となる精度管理データ
を収集した。また、本分析法により 20名分
の血液試料の分析を実施した。血液中のフ
タル酸モノエステル類 7 種の検出下限値は、
MnBP 0.57ng/mL、MiBP 0.44ng/mL、MBzP 
0.19ng/mL 、 MEHP 0.31ng/mL 、 MEHHP 
0.23ng/mL 、 MECPP 0.11ng/mL 、 cx-MiNP 
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0.12ng/mL であった。本分析法における操作
ブランクはすべての項目で下限値未満、各
対象物質を 6ng 添加した回収試験では、回
収率が 93～110%であった。その内の 1検体
で二重測定（同一試料の分析）を実施した。
それぞれの項目における差は、最大で 6.8%
であった。 
 
３．胎児期ビスフェノール A（BPA）曝露の
臍帯血 DNA エピゲノム網羅的メチル化析 

P 値 <0.0001 のメチル化変化のうち，全
体で 91%，女児で 98%がメチル化減少，反対
に，男児では 88%がメチル化増加を示した。
また，女児特異的メチル化変化を示す
14CpGs につき台湾コホート（n=11）で検証
した結果，10CpGs でメチル化減少を示した
が，27CpGs の男児特異的メチル化変化につ
いては，9CpGs のみが札幌コホートの結果と
一致した。一方，FDR <0.05 の CpG を有する
遺伝子（男児：27 遺伝子，女児：16 遺伝子）
についてネットワーク解析を行ったところ，
男児では遺伝子同士が相互に連結する１つ
のクラスターを形成していたのに対し，女
児では，それぞれの遺伝子が孤立していた。
一方，P値 <0.0001 の遺伝子の GO 解析にお
いては，男児では有意に（FDR <0.05）蓄積
する遺伝子群は見られなかったが，女児で
は細胞接着に関連する遺伝子群が BPA 曝露
に影響を受けていることが明らかとなった。 
 
４．大規模コホートにおける次世代シーク
エンサーを用いた領域特異的メチル化解析 

質問票により群別化した非喫煙群、喫煙
群 間 に お い て 、 ５ つ の CpGs （ AHRR 
(cg05575921), MYO1G (12803068), GFI1 
(cg12876356, cg18146737), ESR1 
(cg15626350)）については 450K の結果同様、
喫煙曝露によるメチル化変化に統計的有意
差（P < 0.05）を認めた。しかし、その他
の遺伝子領域では統計的有意差は認められ

なかった。 
 コチニン濃度で群別化した解析では、
ERS1 以外の４つの CpGs は質問票と同様に
低濃度および中程度濃度群と比較して高濃
度群で有意な差が認められた。 
 質問表による喫煙曝露と ADHD 疑い群と
の関連を検討した。喫煙曝露による ADHD 疑
い群の危険率の指標としてのオッズ比は約
1.5であったが、カイ二乗検定による比率の
差の検定の P値=0.3052 と喫煙曝露と ADHD
疑い群との関連に有意差は認めなかった。
また、母体血清コチニン濃度と ADHD 疑い群
との関連も P値=0.1889 と有意差は認めな
かった。 
 コントロール群と ADHD 疑い群間比較に
おいて DNA メチル化に差がある CpG を解析
した結果、CYP1A1 の 1CpG で有意な差があ
った。 
 
Ｄ．考察 
 
１．人体試料中のダイオキシン類及び関連
化合物の分析ならびに測定方法の開発 
これまでの調査研究で，臍帯血や胎盤組

織等のダイオキシン類・PCB濃度は妊産婦の
出産歴と関連があり，出産回数が多いほど
濃度が低くなる傾向が認められている。こ
れは母親の体内に蓄積していたダイオキシ
ン類・PCBs が出産に伴う授乳や胎盤の摘出
等によって体外に排出されたためと考えら
れる。 
福岡県保健環境研究所では 2009～2011

年度に福岡県内在住の妊産婦（29 名，平均
年齢 32.0 才）を対象に臍帯血中のダイオキ
シン類（mono-ortho PCB を除く 21 化合物）
濃度を測定しており，これらを今回の臍帯
血の分析結果と比較した。ここでは本分担
研究及び福岡県調査ともに初産及び出産 2
回目の妊産婦に該当する測定値を選び，デ
ータを比較した。本研究で 92 例中 82 例，
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福岡県調査では 29 例中 26 例の妊産婦が当
該条件に一致した。   
上記の条件でダイオキシン類濃度（mono-
ortho PCB を除く 21 化合物，Total TEQ）を
比較すると，本分担研究で平均 3.9 pg/g 
lipid（範囲 2.6～9.1 pg/g lipid）となり，
福岡県調査では平均 6.5 pg/g lipid（範囲
3.1～18 pg/g lipid）となり，平均値及び
濃度範囲ともに本研究が低い値となってい
た。一般的に生体試料中のダイオキシン類
濃度は加齢に伴い増加する傾向が認められ
るが，両集団の平均年齢はともに約 31歳で
同等であった。 
さらに臍帯血中ダイオキシン類濃度の国内
調査事例として，東北地方で 49 名の妊産婦
から採取された試料について平均 10 pg/g 
lipid（範囲 3.2～23 pg/g lipid）と報告さ
れている（2008 年）。本研究の結果はこの調
査結果と比較しても低い傾向であった。 
臍帯血94例中のTotal PCBs（81化合物）

濃度（脂肪重量あたり濃度のみ）は，平均 33 
ng/g lipid（範囲 6.6～200 ng/g lipid）で
あった。全血重量あたり濃度は，平均 98 
pg/g whole（範囲 25～460 pg/g whole）で
あった。臍帯血中の PCBs 濃度については，
過去に環境省の調査事例（1999～2004 年）
がある。これによると，臍帯血 49 例中の
Total PCBs 濃度は平均 81 ng/g lipid（範
囲 30～390 ng/g lipid）であり，全血重量
あたりでは平均 98 pg/g whole（範囲 25～
460 pg/g whole）であった。本研究で測定
した臍帯血 49 例中の Total PCB 濃度は，ダ
イオキシン類濃度と同様に過去の分析事例
と比較して低い傾向であった。 
一方，Total PCBs 濃度（脂肪重量あたり）

について 94 例の分布を見ると， 93 例が 60 
ng/g lipid 未満であったのに対し，残る 1
例のみが 200 ng/g lipid と高くなってい
た。当該の妊産婦については，ダイオキシン
類濃度も測定しており，他の妊産婦に対し

て同様に濃度が高かった。 
環境中のダイオキシン類と PCBs の起源

は異なり，前者は主に焼却や燃焼等の非意
図的過程であり，後者は過去に工業製品と
して製造された意図的産物に由来する。臍
帯血中の Total dioxin 濃度及び Total PCB
濃度について，1名の臍帯血が他者と比べて
高い濃度を示したが，Total dioxinとTotal 
PCB 間の濃度相関は全員でほぼ一致してい
た。このことから，本今回の事例は試料採取
や分析操作中の汚染や被験者の一時的な高
濃度曝露に起因するものでなく，日常的な
食事を介した持続的な摂取に由来したもの
と考えられる。 
 
２．血液中フタル酸モノエステル類の分析 
フタル酸エステル類の検出率は MnBP：

100％、MiBP：100％、MEHP：65.0%、さらに
二次代謝物の MECPP：95.0%であった。一方、
MBzP の検出率は 5.0％、MEHHP の検出率は
5.0％、cx-MiNP の検出率は 0%と検出率が低
かった。可塑剤工業会によると 2014 年の国
内可塑剤出荷量の構成比は DEHP が 47%、
DiNP が 26%、および DBP を含むその他が 4%
で、本研究の対象集団は DEHP や DBP に加え
て DiNP にも曝露されていることが推察さ
れるが、本研究の測定では血清中の DiNP 代
謝物はほとんど検出されなかった。 
フタル酸エステル類濃度の中央値

(ng/ml)は MnBP：18.5、MiBP：5.9、MEHP：
0.405、さらに二次代謝物の MECPP：0.24 で
あった。これまでに同じ集団の妊娠初期血
清を用いて、既に 648 名のフタル酸エステ
ル類濃度を測定している。この 648 名のフ
タル酸エステル類濃度の中央値(ng/ml)は
MnBP：47、MiBP：3.4、MEHP：7.2、さらに二
次代謝物の MECPP：0.37 であった。今回の
測定では MnBP および MEHP の中央値濃度が
過去の測定より低く、MiBP の中央値濃度が
今回の測定のほうが高かった。この原因と
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して、今回の測定が 20件のみとサンプル数
が少ないこと、フタル酸エステル類濃度と
関係する採血した西暦や生活環境が異なる
可能性が考えられた。 
妊娠中の血中フタル酸エステル類濃度を

報告した先行研究では、イタリアの妊婦 84
名の妊娠後期血清中 MEHP は 0.52 ± 
0.61 μg/mL(平均値±SD)であった (EHP 
2003)。オーストラリアの妊婦 123 名の妊娠
初期血清中フタル酸エステル代謝物の中央
値(ng/ml)は MiBP：1.77、MnBP：2.46、MBzP：
1.26、MEHP：1.18、MECCP：1.64、および MiNP：
<LOD であった (Reproduction 2014)。本測
定では DEHP の一次代謝物である MEHP は先
行研究より血中濃度が低いが、DnBP、DiBP の
一次代謝物である MnBP、MiBP の血中濃度が
先行研究より高レベルであった。これは、
「油脂、脂肪性食品を含有する食品に接触
する器具および容器包装の禁止」(平成 14
年厚生労働省告示第 267 号. 2002 年)や玩
具(平成 22 年厚生労働省告示第 336 号. 
2010 年.)などの使用規制により生体への
DEHP 曝露量が減少したが、一方で、DBP は
玩具への使用は禁止されているものの、日
用品にも広く使用されており、諸外国の先
行研究より本研究対象集団は曝露レベルが
高い可能性が示された。 
 
３．胎児期ビスフェノール A（BPA）曝露の
臍帯血 DNA エピゲノム網羅的メチル化析 

本エピゲノム網羅的解析から，一般環境
レベルの BPA 曝露でも男女特異的に児の
DNA メチル化に影響を与えることが明らか
になった。 

男児ではメチル化増加が見られたのに対
し，女児ではメチル化減少が顕著であった。
BPA 曝露によるメチル化減少は成人女性
（Hanna, 2012）や思春期の女児（Kim, 2017）
での先行研究と一致する。BPA曝露は女児で
は優先的にメチル化減少を誘導すると考え

られているが，男児のメチル化変化につい
てはまだ明らかにされていない（Martin, 
2018）。 

一方，メチル化変化部位を有する遺伝子
のネットワーク解析，および，GO 解析にお
いても性差が認められた。我々は札幌コホ
ートにおいて，BPAの胎児期曝露が児の生殖
ホルモンレベル（Minatoya, 2017）, 問題
行動（Minatoya, 2017）, および，代謝関
連マーカーであるアディポカインレベル
（Minatoya, 2018）に男女特異的に影響を
及ぼすことを示した。他の疫学研究におい
ても BPA 曝露の性特異的影響が報告されて
いる（Harley, 2013; Mustieles, 2015; 
Giesbrecht, 2017）。男女によるメチル化変
化の違いは遺伝子発現に違いをもたらし，
BPA 曝露の性特異的影響に寄与しているの
かもしれない。今後，BPA 曝露による性特異
的な影響とメチル化変化の関連を明らかに
する必要がある。 
 
４．大規模コホートにおける次世代シーク
エンサーを用いた領域特異的メチル化解析 
大規模コホートにおいて多検体の DNA メ
チル化解析手法を確立することは重要であ
る。その手法の１つとして次世代シークエ
ンサーの利用が考えられる。本研究におい
て、網羅的メチル化解析を行った集団（北海
道スタディ札幌コホート）とは別集団であ
る北海道スタディ大規模コホートを用いて
次世代シークエンサーによるメチル化解析
の妥当性を検証した。その結果、これまでに
喫煙曝露による影響が数多く報告されてい
る AHRR, MYO1G, GFI1（Morales E et al., 
2016, Joubert BR et al., 2016, Küpers 
LK et al., 2015）については、本研究にお
いても有意にメチル化変化することがわか
った。これらの遺伝子は喫煙曝露の影響を
受けやすい領域であることが示唆される。
しかしながらその他の遺伝子領域では有意
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差は認められなかった。原因として、450K
網羅的解析の偽陽性であることが考えられ
る。また。今回の集団においては非喫煙群
（n = 276）、喫煙群（n = 38）とサンプル
サイズの違いが大きく、十分な検出力が得
られなかったことも原因の１つと推測され
る。別の原因として、次世代シーケンサーを
用いたメチル化解析において、サンプル間
でカバレッジ数がばらつき、外れ値が多く
なってしまったことが考えられる。 

今回の集団において有意差は認められな
かったが、質問表による喫煙曝露と ADHD 疑
い群のオッズ比からは喫煙曝露が ADHD 発
症に比較的強く寄与することを示唆された。
喫煙曝露に関係なくコントロール群と ADHD
疑い群間比較において CYP1A1 の 1 つの CpG
で有意差があったが、外れ値も多いためさ
らなる検討が必要である。本研究では ADHD
の有病率の小ささもあり、サンプルサイズ
の大きさやバイアスを考慮できていなかっ
たことから、今後はサブコホート集団を再
検討することにより喫煙曝露と ADHD 発症
の関連さらには DNA メチル化変化との関連
を解析できる可能であると考えられる。 
 
Ｅ．結論 
 
曝露評価として臍帯血中 PCB ダイオキシ

ン類を測定したところmono-ortho PCBを除
く 21 化合物の Total TEQ は平均 3.9 pg/g 
lipid（範囲 2.6～9.1 pg/g lipid）となり，
福岡県内在住の妊産婦（平均 6.5 pg/g 
lipid（範囲 3.1～18 pg/g lipid））と比較
して平均値及び濃度範囲ともに本測定結果
のほうが低くかった。妊娠初期血清中フタ
ル酸エステル類の測定では DEHP の一次代
謝物である MEHP は諸外国の先行研究より
血中濃度が低いが、DnBP、DiBP の一次代謝
物である MnBP、MiBP の血中濃度が先行研究
より高レベルであった。これは国内の使用

規制により生体への DEHP 曝露量が減少し
たが、一方で、DBP は日用品にも広く使用さ
れていることが関係する可能性が考えられ
た。 
一般環境レベルの BPA 曝露でも男女特異

的に児の DNA メチル化に影響を与えること
が明らかになった。次世代シークエンサー
を用いた特異的遺伝子領域の DNA メチル化
解析法の妥当性を検討し、喫煙曝露の影響
を受けやすい遺伝子領域を検証することが
できた。次世代シークエンサーによるメチ
ル化解析の精度についてはさらなる検証が
必要である。 
今後，化学物質曝露に誘引される DNA メ

チル化変化がどのアウトカムに影響するか
を介在の大きさを含めて明らかにし, 胎児
期の化学物質曝露と成長後の疾病発現をつ
なぐ分子メカニズムとして, エピゲノム試
験法開発につなげる。 
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