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Ⅰ はじめに 
 

PCBs・ダイオキシン類や有機フッ素化合物などは，環境での蓄積性や残留性が強いこと

から，いわゆる POPs（Persistent Organic Pollutants）として，世界的に生産や使用が制

限されていますが，半減期が長いため，私たちの体内から容易にはなくなりません。さら

にプラスチック可塑剤として使われているフタル酸エステル類などは，半減期は短いので

すが広範囲に使用されているため，多くの人々の血液から検出されます。このような化学

物質の人への影響は，大人よりも小児，胎児期に大きいことが懸念されています。たとえ

ば尿道下裂・停留精巣をはじめとする先天異常は，その原因が器官形成期のアンドロゲン

の作用に依存しますので，いわゆる環境ホルモン作用を示すといわれる PCBs・ダイオキ

シン類などとの関係を調べる必要があります。しかし，世界的にも多様な環境化学物質に

よる胎児期曝露が, 児の Epigenetics を介して引き起こされる次世代影響の全体像および

詳細について, 未だ明らかになっていません。さらに, 次世代影響については, 最近各国で

報告が増えてきているものの, わが国では, 一般的なヒトの集団で, 環境化学物質による

Epigenetics を介した次世代影響の環境リスクを評価することがなされていませんでした。 
そこで，私たちは 2002 年から 2 つの前向き研究を立ち上げて研究を行っています。そ

のうち札幌市の 1 産院で説明し同意を得た妊婦様 514 人の母体血とお子様の臍帯血につい

て，PCBs・ダイオキシン類，有機フッ素化合物（PFOS・PFOA），フタル酸エステル類な

どの測定を行い，種々のアウトカムとの関係を調べています。また，北海道全域の北海道

（大規模）コーホートでは，母子ペアで参加者が 20929 名になり 2 万組を超えました。妊

娠初期に同意を得た妊婦について母体血の有機フッ素化合物もより詳しく 11 種類の測定

を行い，成長・発達，甲状腺ホルモン，アレルギー・感染症，および性ホルモン・第二次

性徴への影響を研究し，先天異常や疾病との関係について解析を進めています。 
一方，最近のゲノム研究の進歩から，化学物質の影響の強さは，曝露された個体の異物

（薬物）代謝酵素類の遺伝子多型や疾病感受性遺伝子等によっても修飾されることが考え

られます。このような研究は，同じ曝露濃度でも遺伝的ハイリスク群である場合，より予

防的な対応を進める必要があります。今後, 行政が化学物質曝露による次世代影響を検討

する上で, どのような動物実験や In vitro によるエピゲノム試験法や技術開発が重要か, 
政策上, どのようなアウトカムを優先的に検討すべきか, それらをヒトでの解析データか

ら示すことにもつながります。 
本研究は臨床家と環境疫学専門家の協力で進めています。このような地域をベースに胎

児期から立ち上げ，環境リスク評価を行っている研究は，最近増えてきていますが，本研

究はその先駆け的な位置づけになります。今後，遺伝と環境の両面からのアプローチで予

防医学的な数多くの成果が出ることが期待されますので，引き続き皆様のご協力をお願い

申し上げます。 
最後に多くの皆様のご尽力により研究を継続することができ，本年度報告書をこのよう

にまとめることができましたことに対して，衷心より御礼申し上げます。 

 
平成 30 年 3 月     
研究代表者 岸 玲子 
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網羅的エピゲノム解析を用いた化学物質による次世代影響の解明：新しい                          
試験スキームへの基礎的検討 

 
研究代表者 岸 玲子  

北海道大学環境健康科学研究教育センター 特別招へい教授 
 

＜研究要旨＞ 
メチル化を含む後天的 DNA 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生体機能に必須のメカニズムである。可塑性に富む
胎児期および生後早期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(Developmental Origins of Health and 
Disease(DOHaD)仮説 [Science 2004; Nature 2004; Trends Genet 2017])。そのため,
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）。しかし, 日本での研究は全くなされていない。 

また, 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が
開発されてきた。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
合成化学物質の胎児期曝露に関する網羅的メチル化解析研究は非常に少ない
（Environ Res 2017; 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多様なアウトカムが発現する機序とし
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し, 新規の次世代影響試験スキーム開発に資する。具体的に
は, 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, 
また, データの複雑性から擬陽性を抽出してしまう可能性もあることから, 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
化検証法を確立し, また, 海外のコホートとの共同研究により,妥当性の検証の効
率化を図る。③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
を介在解析（Mediation analysis）により明確にする。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。 
まず, DNA メチル化変化と環境化学物質曝露との関連を調べるため, 研究仮説に基

づいて選択した胎児発育に重要な遺伝子 IGF2/H19，および，遺伝子全体のメチル化指
標となるLINE1遺伝子にターゲットを絞り, パイロシークエンスにより臍帯血DNAの
メチル化率を測定した。PCB およびダイオキシン類への胎児期曝露との関連を検討し
たところ, PCB 異性体の DecaCB 濃度と H19 の DNA メチル化率,および HeptaCB 異性体
と LINE-1 メチル化率との正の関連が認められた。その傾向は女児で顕著だった。こ
の結果から, 胎児期の PCB 類曝露によって，児の DNA メチル化が影響を受ける可能性
が考えられた（Toxicology 2017）。しかし,強い負の健康影響を示すダイオキシン類
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では関連が見られず, DNA メチル化変化を介さない健康影響への生物学的機序, ある
いは IGF2/H19, LINE1 以外の遺伝子の DNA メチル化変化の関与が示唆された。 

またわれわれは，胎児期の有機フッ素化合物（PFAS）の１つである PFOA 曝露が IGF2
の低メチル化を介して胎児の成長に影響を及ぼす可能性を示した（J Expo Sci 
Environ Epidemiol 2017）。PFAS 曝露により影響を受ける他の遺伝子のメチル化変化
を仮説なしに明らかにするため，エピゲノム網羅的解析を行った。解析した 45 万 CpG
部位全体のメチル化変化としては，PFOS 曝露では高メチル化，PFOA 曝露では低メチ
ル化が見られた。また，同定した DNA メチル化変化領域を有する遺伝子については，
成長後の喘息と関連する SMAD3 や肥満と関連する GFPT2，PFAS 曝露によりその機能が
影響を受ける CYP2E1 等が含まれていた。 

さらに，胎児期の喫煙曝露により変化する DNA メチル化領域を同定し，次世代シー
クエンサーにより定量的なメチル化検証を行った。喫煙経験のない非喫煙群(n = 124)，
妊娠前から妊娠中まで喫煙を継続した喫煙群（n = 46），妊娠がわかって喫煙を止め
た喫煙中止群（n = 77）の 3群を対象とし解析を行ったところ，喫煙を中止すること
により DNA メチル化状態が非喫煙者と同等レベルになる 9CpGs，喫煙を中止しても変
化しない 1CpG を見出すことができた。また，次世代シークエンサーによる再現性検
証を行なった結果，8CpGs のうち 7CpGs で網羅的解析結果と同様のメチル化変化が確
認できた。このことから，次世代シークエンサーを用いた多サンプルの定量的メチル
化解析が可能であると考えられる。 

今後，種々の化学物質曝露に起因する DNA メチル化部位をエピゲノム網羅的に明ら
かにし, さらにどのアウトカムに影響するか, 介在の大きさを含めて解明する。
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Ａ．研究目的 
 
母体の環境要因が胎児に負の健康影響

をもたらすメカニズムとして, エピゲノ
ムに基づく遺伝子制御システムの関与が
注目されている。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 CpC 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 

＜研究分担者＞ 
三宅 邦夫 
山梨大学大学院総合研究部医学域・
社会医学講座，講師 
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HumanMethylation450 BeadChip（450K）
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; 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)札幌コホートにおける 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
タの複雑性から擬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．胎児期 PCB 類濃度と臍帯血中 IGF2・
H19・LINE1 メチル化との関連 
札幌市内 1 産科病院外来を受診し同意

を得た妊娠後期の 169 名の妊婦を対象に，
出生前向きコホート研究を実施した。妊
娠後期に母体血を採取し, 高分解能ガス
スペクトロメトリー・高分解能マススペ
クトロメーター（GS-MS）を使って PCB 類
を分析した。出生時に臍帯血を採取し, 
DNA を抽出した。バイサルファイト処理
した上で, IGF2 DMR0 (chr11p15.5, site 
1: 2109519; site 2: 2109516), H19 DMR 
(chr11p15.5, site 1: 1964257; site 2: 
1964259; site 3: 1964257; site 4: 
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1964254), LINE1 の 3 領域を Pyromark 
Q24 system (Qiagen)を使って, DNA メチ
ル化率を定量した。母体血中 PCB 類濃度
（Log10 変換値）と IGF2, H19, および
LINE1 メチル化率（Log10変換値）との関
連は交絡因子で調整した重回帰分析で検
討した。交絡因子は,母の年齢, 母の身長, 
妊娠前体重, 妊娠後期喫煙状況, 出産歴, 
教育歴, 世帯収入, 妊娠中近海魚摂取, 
妊娠中遠洋魚摂取, 妊娠中アルコール摂
取, DNA メチル化率分析のバッチ差, 過
去の流産歴(IGF2 メチル化率がアウトカ
ムの時のみ),妊娠中の練り物摂取(H19
メチル化率がアウトカムの時のみ), 
IGF2 メチル化率（H19 および LINE1 メチ
ル化率がアウトカムの時のみ）とした。 
 
２．胎児期有機フッ素化合物（PFASs）曝
露の臍帯血 DNA 網羅的エピゲノム解析 
 初期調査票・出産時カルテ情報・出産
前母体血中 PFASs（PFOS および PFOA）濃
度・臍帯血がそろう北海道スタディ札幌
コホートの 190 母児ペア（discovery 
cohort）, および, Taiwan Maternal and 
Infant Cohort Study（TMICS） の 37 母
児ペア（replication cohort）を対象と
した。PFAS濃度はLC-MS/MSで測定した。
臍 帯 血 DNA を 抽 出 後 , Infinium 
HumanMethylation450 BeadChip（イルミ
ナ社）により 45 万 CpG 部位のメチル化を
解析した。得られたメチル化値を標準化
後, バッチ間の補正を行った。臍帯血中
細胞組成をメチル化値から推定した
(Bakulski et al. 2016)。メチル化値と
log10 変換した PFAS 濃度との関連を
robust linear regression (Fox and 
Weisberg 2011)，経験ベイズ法(Smyth 
2004)を用いて解析し, メチル化変化部
位 （ differentially methylated 
position; DMP）を同定した。Discovery 
cohort では, 母の年齢, 出産歴, 出産
前 BMI, 教育歴, 妊娠中喫煙, 採血時期, 

児の性別, 在胎週数, および, 細胞組成
値, replication cohort では, 母の年
齢, 児の性別, および, 細胞組成値で調
整 し た 。 ま た , robust linear 
regression と同じモデルを用いて, メ
チ ル 化 変 化 領 域 （ differentially 
methylated region; DMR）を bumphunter
法 (Jaffe et al, 2012)により同定した。 
 
３．胎児期の喫煙曝露により変化する
DNA メチル化領域の同定, および次世代
シークエンサーによる定量的なメチル化
検証手法の確立 
北海道スタディ札幌コホート参加者か

ら 291 名を対象とし, 喫煙経験のない非
喫煙群(n = 124), 妊娠中も喫煙を継続
した喫煙群（n = 46）, 妊娠がわかって
喫煙を止めた喫煙中止群（n = 77）の 3
群を解析対象とした。網羅的な DNA メチ
ル化は Infinium HumanMethylation450 
BeadChip（イルミナ社）により約 45 万
CpGs のデータを取得し, 先行文献を参
考にデータの前処理（標準化，バッチ効
果補正など）, 統計モデル（細胞組成, 母
年齢, 児性別, 母教育歴で調整）を構築
し, 喫煙曝露により変化するメチル化領
域（CpG）の同定を行った。同定された CpG
領域の再現性を検証するため, 同一のサ
ンプルを Ion PGM 次世代シークエンサー
（サーモフィッシャー社）を用いたバイ
サルファイトシークエンス法によりメチ
ル化率を測定した。 
 
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」
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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．胎児期 PCB 類濃度と臍帯血中 IGF2・
H19・LINE1 メチル化との関連 
PCB類とIGF2メチル化率との関連はな

かった。DecaCB 異性体濃度が 10 倍増え
ると, H19 メチル化率の Log10変換値が全
児で0.017増加(95% CI: 0.003, 0.031), 
女児で 0.029 増加した(95% CI: 0.010, 
0.051)。HeptaCB 異性体濃度が 10 倍増え
ると, LINE1 メチル化率の Log10変換値が
全児で 0.005 増加(95% CI: 0.000, 
0.010), 女児で 0.008 増加した (95% 
CI: 0.002, 0.015)。LINE1 メチル化率と
の関連で, HeptaCB 異性体 10 種類のう
ち, 2,2’,3,3’,5,5’,6-HeptaCB (#178), 
2,2 ’ ,3,4,4 ’ ,5,6-HeptaCB (#182), 
2,2’,3,4,4’,5,5’-HeptaCB (#180), お
よび 2,2’,3,3’,4,4’,5-HeptaCB (#170)
の 4 種類が女児において関連が認められ
た。 
 
２．胎児期有機フッ素化合物（PFASs）曝
露の臍帯血 DNA 網羅的エピゲノム解析 
解析した 45 万 CpG 部位全体のメチル

化変化としては, PFOS曝露との関連では
メチル化の増加（高メチル化）, PFOA 曝
露ではメチル化の減少（低メチル化）が
認められた。 
 個々の CpG 部位におけるメチル化変

化では,多重比較補正後も統計学的に有
意な DMP は, PFOS 曝露, PFOA 曝露それ

ぞれ 2 つずつあった（false discovery 
rate < 0.05）。discovery cohort で最も
有意な P 値を示した上位 20 の DMPs のう
ち , ZBTB7A (cg16242615), TCP11L2 
(cg00173435), ZNF33BP1 (cg07661167), 
および NTN1 (cg18901140)に位置する４
つの DMP が replication cohort でも同
じメチル化変化の方向を示し, P 値が
0.05 以下であった。DMR に関しては, 
PFOA 曝露と関連する 21 個の CpG 部位を
含む ZFP57 の領域が family-wise error 
rate < 0.1 を示した。PFOS および PFOA
それぞれとの関連において discovery 
cohort で最も有意な P 値を示した上位 5
の DMRs のうち, ZFP57 に加え, CYP2E1, 
SLC17A9, SMAD3, DUSP22, TCERG1L, お
よ び GFPT2 に 位 置 す る ７ 領 域 が
replication cohortでも同じメチル化変
化の方向を示した。 
 
３．胎児期の喫煙曝露により変化する
DNA メチル化領域の同定, および次世代
シークエンサーによる定量的なメチル化
検証手法の確立 
ゲノムワイド有意水準（FDR < 0.05）

かつメチル化変化の大きさ（|偏回帰係数
| > 0.02）の条件で, 非喫煙群と喫煙群
の比較で 46CpGs 領域(27 遺伝子)が同定
された。従来の報告と同様にAHRR, MYO1G
などの遺伝子が含まれる一方で，シナプ
ス関連分子である SHANK2 やタンパク質
の分解に関連する TRIM36 など，これまで
報告されてない領域を同定することがで
きた。また同様の条件で非喫煙群と中止
群の比較で15CpGs領域(5遺伝子), 中止
群と喫煙群の比較で64CpGs領域(38遺伝
子)をそれぞれ同定した。これらの 3つの
解析から共通する CpGs を抽出すること
により, 喫煙を中止することにより DNA
メチル化状態が非喫煙者と同等レベルに
なる 9CpGs, 喫煙を中止しても変化しな
い 1CpG を見出すことができた。さらに同
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一の DNA サンプルを用いて次世代シーク
エンサーによる再現性検証を行なった結
果，8CpGs のうち 7CpGs でマイクロアレ
イの結果と同様のメチル化変化が確認で
きた。 
 
Ｄ．考察 
 
１．胎児期 PCB 類濃度と臍帯血中 IGF2・
H19・LINE1 メチル化との関連 
胎児期 PCB 類濃度と H19 および LINE1

メチル化との関連が認められ, 男女別で
は女児で有意な違いがあった。女児では, 
DecaCB 異性体（2,2’,3,3’, 4,4’, 
5,5’,6,6’-DecaCB [#209]）が 10 倍増
えると H19 メチル化率の Log10 変換値が
0.029 増加し (≈1.07% 増加 に相当 ), 
HeptaCBs 異性体が 10 倍増えると LINE1
メチル化率の Log10 変換値が 0.008 増加
した(≈1.02%増加に相当)。先行研究では, 
PCB 類濃度と H19 遺伝子発現との関連
(Kappil et al. Environ Epigenet. 
2016)および IGF2/H19 メチル化と胎児発
育との関連(Koukoura et al. Int J Mol 
Med. 2011; Koukoura et al. Mol Med 
Rep. 2012)が報告されている。H19 およ
び LINE1 メチル化率との関連で認められ
たPCB異性体のうち, PCB#170とPCB#180
の生体内における作用の一部は既に報告
さ れ てい る もの の  (Shin et al. 
Mutagenesis. 2010; Uslu et al.Hum Exp 
Toxicol. 2013; Wolff et al. Environ 
Health Perspect. 1997), PCB#178, 
PCB#182, および PCB#209 は疫学研究, 
動物実験および細胞実験での報告がまだ
ない。 
LINE1 メチル化率が 7%₋9%増加するご

とに在胎週数が 3.3 日短くなった報告
(Burris et al. Epigenetics. 2014), 
H19 メチル化率が約 1.4 倍増えるごとに
妊娠中期から出産までの胎児の体重増加
が 0.51g 減少した報告(Bouwland-Both 

et al. PLoS One. 2013), 臍帯血中
PCB#153が100pg/mL増えるごとに出生体
重が 118g 減少した報告が既にある
(Verner et al. Environ Health 
Perspect. 2013)。これらの先行研究と本
研究の結果から, 胎児期 PCB 類濃度によ
って, H19 および LINE1 メチル化が影響
される可能性が考えられたものの, 胎児
期 PCB 類濃度が H19 および LINE1 メチル
化を介して, 出生体重の減少に及ぼす影
響は比較的小さいと予想された。 
一方，強い健康影響を示すダイオキシ

ン類では関連が認められなかった。メチ
ル化変化を介さないアウトカムへの影響
メカニズム，あるいは，IGF2/H19, LINE1
以外の遺伝子のメチル化変化の関与が示
唆されるため，今後，網羅的メチル化解
析により検討する。 
 
２．胎児期有機フッ素化合物（PFASs）曝
露の臍帯血 DNA 網羅的エピゲノム解析 
 網羅的 DNA メチル化解析により, 胎児
期 PFAS 曝露で影響を受ける可能性のあ
るメチル化部位が示された。 
 メチル化変化全体としては, PFOS曝露
では高メチル化, PFOA曝露では低メチル
化 が 見 ら れ , 曝 露 に よ る global 
methylation が示唆された。我々は, 
様々なアウトカムに対する PFOS と PFOA
の影響の違いを示してきた。この作用の
違いや, 曝露濃度, あるいは胎盤透過性
の違いが, メチル化変化への影響の違い
をもたらしている可能性が考えられる。 
 Replication cohortでも同様にメチル
化変化が確認された 4つの DMP が位置す
る遺伝子のうち, ZBTB7A は methyl-CpG-
binding domain protein 3 と結合するガ
ン原性転写因子をコードしている(Choi 
et al. 2013)。TCP11L2 は精子受精能や
先体反応で役割を果たす TCP11 の類似タ
ンパク質をコードしている。ZNF33BP1 は
lncRNAs に分類される。NTN1 がコードす
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る Netrin 1 は軸索ガイド分子として同
定されたラミニン様タンパク質である。 
また, 同定した７つの DMR の遺伝子の

うち, ZFP57 は imprinting control 
region でのエピゲノム修飾維持に必要
なタンパク質をコードしている（Riso et 
al. 2016）。SMAD3 の出生時メチル化変化
は, 成長後の喘息と関連することが示唆
されている(DeVries et al. 2016)。
GFPT2 の臍帯血 DNA メチル化変化は成長
後の肥満との関連が示されている
（Kresovich et al. 2017）。CYP2E1, 
DUSP2, および, TCERG1Lのメチル化はリ
ュウマチや大腸がんとの関連が示唆され
ている（Mok et al. 2017, (Bae et al. 
2014）。また，動物実験により PFAS 曝露
は CYP2E1 活性に影響を及ぼすことが示
されている（Narimatsu et al. 2011）。 
 今後, これらのメチル化変化がどのア
ウトカムに影響するか, 介在の大きさを
含めて明らかにする。 
 
３．胎児期の喫煙曝露により変化する
DNA メチル化領域の同定, および次世代
シークエンサーによる定量的なメチル化
検証手法の確立 
本研究結果から喫煙曝露により DNA メ

チル化が変化する遺伝子を新たにいくつ
か見いだすことが出来た。特に SHANK2 遺
伝子は自閉症の原因とされる遺伝子の１
つとして報告されていることから, 喫煙
曝露による神経発達障害発症メカニズム
に関与しているかもしれない。大規模コ
ホートにおける多サンプルの解析では網
羅的メチル化解析はコスト面から現実的
ではない。そこで特異的な領域に対して
多サンプルの定量的解析が求められる。
本研究において同一 DNA サンプルを用い
て次世代シークエンサーによるメチル化
解析を行いデータの再現性を検証した。
その結果，8CpGs のうち 7CpGs で同様の
メチル化変化が確認できたことから，結

果の妥当性ならびに次世代シークエンサ
ーによるメチル化解析法が確立できた。
しかしながら 1CpG については網羅的解
析の偽陽性である可能性と次世代シーク
エンサー解析の影響も考えられることか
ら更なる検証を行う必要がある。今後, 
大規模コホートを用いて，化学物質の影
響を受ける特定の DNA メチル化領域につ
いて様々な疾患との関与について解析し
ていく予定である。 
 
Ｅ．結論 
 
胎児期 PCB 類濃度と H19 および LINE1

メチル化に正の相関がみられ，その関係
は女児で顕著だった。 
有機フッ素化合物と関連が認められた

DNA メ チ ル 化 部 位 に は imprinting 
control regionでのエピゲノム修飾維持
に必要である ZFP57, 成長後の喘息と関
連する SMAD3,肥満と関連する GFPT2， 曝
露によりその機能が影響を受ける
CYP2E1 等が含まれていた。 
次世代シークエンサーによるメチル化

解析により，エピゲノム網羅的解析結果
の妥当性を示すことが出来た。このこと
により，次世代シークエンサーによる多
検体のメチル化定量が可能と考えられた。 
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。 
 

Ｆ．研究発表 
 
1) 論文発表 (原著・総説 査読有) 
 
1. Kobayashi S., Sata F., Miyashita 

C., et al.; Gender-specific 
association of exposure to non-
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dioxin-like polychlorinated 
biphenyls during pregnancy 
with methylation levels of 
H19 and long interspersed 
nuclear element-1 in cord blood 
in the Hokkaido study. 
Toxicology. 390: 135-145, 2017.  

2. Kishi R., Araki A., Minatoya M., 
et al.; The Hokkaido birth 
cohort study on environment and 
children’s health: Cohort 
profile – updated 2017. 
Environmental Health and 
Preventive Medicine. 22: 46, 
2017. 

3. Miura R, Araki A, Miyashita C, 
et al. An epigenome-wide study 
of cord blood DNA methylations 
in relation to prenatal 
perfluoroalkyl substance 
exposure: the Hokkaido study. 
Environment International. 115: 
21-28, 2018. 

4. Miyake K, Kawaguchi A, Miura R, 
et al. Association of DNA 
methylation in cord blood and 
maternal smoking exposure: The 
Hokkaido Study on Environment 
and Children’s Health. 
Scientific Report. 8: 5654, 
2018. 
 

2) 論文発表 （解説 査読無） 
 

1. 岸玲子, 湊屋街子, 荒木敦子, 宮下
ちひろ, 【講座 子どもを取り巻く
環境と健康】第24回 誰もが健康な
人生のスタートを-世界で進むコー
ホート研究, 公衆衛生, 81(2), 
175-183, 2017. 
 

3) 学会発表 

1. 小林澄貴, 佐田文宏, 宮下ちひろほ
か. 胎児期の PCB 類曝露による児の
H19・LINE-1 の DNA メチル化への影
響：北海道スタディ. 第 88 回日本衛
生学会学術総会. 東京都大田区. 
2018.03.22.-24. 

2. 三宅邦夫, 三浦りゅう, 小林祥子, 
小林澄貴, 宮下ちひろ, 荒木敦子, 
山縣然太朗, 岸玲子. 妊娠中の喫煙
曝露における臍帯血を用いた DNA メ
チル化変化領域の同定. 第46回日本
環境変異原学会.東京都千代田区. 
2017.11.6.-7. 
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胎児期 PCB 類濃度と臍帯血中 IGF-2・H19・LINE-1 メチル化との関連 

研究代表者 岸 玲子   北海道大学環境健康科学研究教育センター 特別招へい教授 

研究分担者 宮下 ちひろ 北海道大学環境健康科学研究教育センター 特任准教授 

研究分担者 佐田 文宏  中央大学保健センター          医療管理者 

研究分担者 石塚 真由美 北海道大学大学院獣医学研究院      教授 

研究分担者 堀 就英   福岡県保健環境研究所保健科学部生活化学課 課長 

研究分担者 松村 徹   いであ株式会社環境創造研究所      取締役 

研究要旨  
 胎児期ポリ塩化ビフェニル類(PCBs)濃度と出生体重の減少との関連, およびイン
スリン様成長因子である(IGF-2/H19)と Long interspersed nuclear element-1(LINE-1)の
DNA メチル化と出生体重の減少との関連は既に報告されている。しかし, 胎児期
PCB 類濃度と IGF-2/H19 および LINE-1 の DNA メチル化との関連はまだ報告されて
いない。そこで, これらの関連を児の性差を含めて検討することを本研究の目的と
した。2002-2005 年に札幌市内 1 参加病院外来を受診し同意を得た妊娠後期の妊婦
169 名を対象に高分解能ガススペクトロメトリー・高分解能マススペクトロメータ
ーを使って母体血中の PCB 類を分析し, 出生時の臍帯血 DNA を使って IGF-2/H19
および LINE-1 の DNA メチル化 3 領域をバイサルファイトシークエンス法で解析し
た。母体血中 PCB 類濃度と IGF-2/H19 および LINE-1 メチル化との関連は交絡因子
で調整した重回帰分析で検討した。その結果, 母体血中 DecaCB 異性体濃度が 10 倍
増えると, H19メチル化率のLog10変換値が 0.017増加(95%信頼区間[CI]: 0.003-0.031)
した。また HeptaCB 異性体濃度が 10 倍増えると LINE-1 メチル化率の Log10 変換値
が 0.005 増加(95% CI:0.000-0.010)した。男女別では, 女児で DecaCB 異性体濃度と
H19メチル化との関連, およびHeptaCB異性体濃度とLINE-1メチル化との関連が認
められた。本研究の結果から胎児期 PCB 類濃度と H19 および LINE-1 メチル化との
関連があり, これらの関連は特に女児で認められることが示唆された。 

 

研究協力者  
小林 澄貴 
（北海道大学環境健康科学研究教育セ
ンター） 
Ａ．研究目的 
ポリ塩化ビフェニル(PCBs)類はわが国

で 1970 年代に使用禁止になっているも
のの、現在もまだ残存している。わが国
の PCB 類摂取では魚介類からの摂取が
最も多く, 現在でも一日当たり体重 1kg
あたり 0.059μg 摂取している（厚生労働
省, 2014; 東京都, 2014）。先行研究では胎
児期の PCB 類曝露によって出生体重に
及ぼす報告がある（Casas et al., 2015; 
Konishi et al., 2009）。そして, 児の成長促

進に関わるインスリン様成長因子
(IGF)-2/H19, および転移因子の一つであ
る Long interspersed nuclear element-1 
(LINE-1)の DNA メチル化による出生体
重に及ぼす影響もまた報告されている
（Kappil et al., 2015; Michels et al., 2011; 
Xiao et al., 2016）。しかし, PCB 類曝露に
よるこれらの領域の DNA メチル化への
影響の報告はほとんどない。そこで本研
究では, PCB 類濃度によるこれらの領域
の DNA メチル化への影響を明らかにす
ることを本研究の目的とした。 

 
Ｂ．研究方法 
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札幌市内 1 産科病院外来を受診し同意
を得た妊娠後期の妊婦 169 名を対象に，
出生前向きコホート研究を実施した。対
象者の基本的属性は自記式調査票，出生
時所見は病院記録から得た。妊娠後期に
母体血を採取し, 高分解能ガススペクト
ロメトリー・高分解能マススペクトロメ
ーターを使って PCB 類を分析した。出生
時に臍帯血を採取し, DNA を抽出した。
バイサルファイト処理した上で, IGF-2 
DMR0 (chr11p15.5, site 1: 2109519; site 2: 
2109516), H19 DMR (chr11p15.5, site 1: 
1964257; site 2: 1964259; site 3: 1964257; 
site 4: 1964254), LINE-1 の 3 領域を
Pyromark Q24 system (Qiagen)を使って, 
DNA メチル化率を定量した。 
統計解析では, 男児と女児との属性の

違 い は t- 検 定 , カ イ 二 乗 検 定 , 
Mann-Whitney の U-検定を使った。母体
血中 Total PCBs 濃度, 臍帯血中 IGF-2, 
H19, および LINE-1 メチル化率は
Kolmogorov-Smilnov検定で検討したとこ
ろ, 全て p < 0.05 であり, 非正規分布を
示した(図 1)。このため, 母体血中 PCBs
濃度と IGF-2, H19, およびLINE-1メチル
化率との関連を検討する際, Log10 変換す
ることとした。 IGF-2, H19, および
LINE-1 メチル化率と属性との関連は交
絡因子を考慮しない重回帰分析で検討し
た。そして , 母体血中 PCB 類濃度と
IGF-2, H19, および LINE-1 メチル化率と
の関連は交絡因子で調整した重回帰分析
で検討した。交絡因子は, 血中 PCBs 濃
度あるいは臍帯血中 DNA メチル化率と
の関連が既に報告されている母の年齢, 
母の身長, 妊娠前体重, 妊娠後期喫煙状
況, 出産歴, 教育歴, 世帯収入, 妊娠中近
海魚摂取, 妊娠中遠洋魚摂取, 妊娠中ア
ルコール摂取とした(Eguchi et al., 2017; 
Lee et al., 2014; Miyashita et al., 2015; 
Todaka et al., 2008)。さらに, IGF-2 メチル
化率と, 過去の流産歴および DNA メチ

ル化率分析のバッチ差との関連が認めら
れたので IGF-2 メチル化率をアウトカム
とする時にこれらを交絡因子として追加
した。H19 メチル化率と, 妊娠中の練り
物摂取, IGF-2 メチル化率, および DNA
メチル化率分析のバッチ差との関連が認
められたので, H19 メチル化率をアウト
カムとする時にこれらを交絡因子として
追加した。LINE-1 メチル化率と, IGF-2
メチル化率と DNA メチル化率分析のバ
ッチ差との関連が認められたので , 
LINE-1 メチル化率をアウトカムとする
時にこれらを交絡因子として追加した。
統計解析には SPSS 22.0J を使用した。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究は，北海道大学環境健康科学研
究教育センターおよび大学院医学研究
科・医の倫理委員会の倫理規定に従って
実施した。インフォームド・コンセント
はヘルシンキ宣言に基づいて行った。本
研究によって得られた個人名及び個人デ
ータの漏えいが一切生じないよう，研究
者によりデータ保管を厳重に行った。採
血の方法は日常の一般診療で行われてい
る血液生化学検査の際の採血と同様であ
り，格段の危険性は伴わなかった。 
 
Ｃ．研究結果 
 169 名の属性を表 1 で示す。男児の母
と女児の母との間に有意な違いはなかっ
た。男児と比較して, 女児の出生頭囲は
有意に小さかった(33.7 ± 1.1 cm versus 
32.9 ± 1.2 cm; p < 0.001)。 

Non-dioxin-like PCBs 類異性体の濃度
分布を表 2 で示す。Non-dioxin-like PCBs
類の全体を 100%とした場合, HeptaCB 異
性体は全体の 30.743%, DecaCB 異性体は
全体の 0.477%を占めた。HeptaCB 異性体
の中央値は 29,622.5 pg/g lipid, DecaCB 異
性体の中央値は 454.7 pg/g lipid だった。 

PCBs類と IGF-2, H19, LINE-1メチル化
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率との関連を表 3 で示す。PCBs 類と
IGF-2 メチル化率との関連はなかった。
DecaCB異性体濃度が10倍増えると, H19
メチル化率のLog10変換値が全児で 0.017
増加(95% CI: 0.003, 0.031), 女児で 0.029
増加した(95% CI: 0.010, 0.051)。これらの
関連は量反応関係性も認められた（表 4）。
HeptaCB 異性体濃度が 10 倍増えると, 
LINE-1 メチル化率の Log10 変換値が全児
で 0.005 増加(95% CI: 0.000, 0.010), 女児
で 0.008 増加した (95% CI: 0.002, 0.015)。 
 HeptaCB 異性体 10 種類と LINE-1 メチ
ル化率との関連を表 5 で示す。10 種類の
う ち , 2,2’,3,3’,5,5’,6-HeptaCB (#178), 
2,2’,3,4,4’,5,6-HeptaCB (#182), 
2,2’,3,4,4’,5,5’-HeptaCB (#180), お よ び
2,2’,3,3’,4,4’,5-HeptaCB (#170)の 4 種類が
女児において関連が認められ, 量反応関
係性も認められた（表 6）。 
 
Ｄ．考察 
胎児期 PCB 類濃度と H19 および

LINE-1 メチル化との関連が認められ, 男
女別では女児で有意な違いがあった。し
かし , 胎児期ダイオキシン類濃度と
IGF-2, H19, および LINE-1 メチル化との
関連はみられなかった（表なし）。女児で
は , DecaCB 異 性 体
（2,2’,3,3’,4,4’,5,5’,6,6’-DecaCB [#209]）
が 10 倍増えると H19 メチル化率の Log10

変換値が 0.029 増加し(≈1.07%増加に相
当), HeptaCBs 異性体が 10 倍増えると
LINE-1メチル化率のLog10変換値が0.008
増加した(≈1.02%増加に相当)。先行研究
では, PCB 類濃度と H19 遺伝子発現との
関連(Kappil et al., 2016)および IGF-2/H19
メチル化と胎児発育との関連(Koukoura 
et al., 2011; 2012)が報告されている。PCB
異性体別で H19 および LINE-1 メチル化
率との関連で認められた PCB#170 と
PCB#180 の生体内における作用の一部
は既に報告されているものの (Shin et al., 

2010; Uslu et al., 2013; Wolff et al., 1997), 
PCB#178, PCB#182, および PCB#209 は
疫学研究, 動物実験および細胞実験での
報告がまだない。 

LINE-1 メチル化率が 7₋9%増加するご
とに在胎週数が 3.3 日短くなった報告
(Burris et al., 2014), H19 メチル化率が約
1.4 倍増えるごとに妊娠中期から出産ま
での胎児の体重増加が 0.51g 減少した報
告(Bouwland-Both et al., 2013), 臍帯血中
PCB#153 が 100pg/mL 増えるごとに出生
体重が 118g 減少した報告が既にある
(Verner et al., 2013)。これらの先行研究と
本研究の結果から, 胎児期 PCB類濃度が
H19およびLINE-1メチル化を介して, 出
生体重の減少に及ぼす影響は比較的小さ
いと予想された。 
強い健康影響を示すダイオキシン類で

は関連が見られず, メチル化変化を介さ
ない健康影響への生物学的機序, あるい
は, IGF2/H19, および LINE1 以外の DNA
メチル化変化の関与が示唆されるため,
今後, 網羅的 DNA メチル化解析により
検討する。 
本研究の強みは, 母体血中に含まれる

PCB 類 56 種の異性体を高分解能ガスス
ペクトロメトリー・高分解能マススペク
トロメーターを使って測定したことであ
る。さらに, 前向きコホートの研究デザ
インなので, 胎児期 PCB類濃度と臍帯血
中 H19 および LINE-1 メチル化率との因
果関係は強い。しかし, 本研究の限界点
もまたある。最終的な解析対象者が 169
名とサンプルサイズが限られているいる
ものの, コホート全体の妊婦 514 名と属
性に大きな違いはなかった。対象者の偏
りはなかったと考えられる。  
 
Ｅ．結論 
 胎児期 PCB 類濃度と H19 および
LINE-1 メチル化との関連があり, これら
の関連は特に女児で認められた。 
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図 1. 母体血中 Total PCB 類濃度と臍帯血中 IGF-2, H19, LINE-1 メチル化率の分布 

 

表 1. 対象者（母児）の属性 
 全児 (n = 169) 男児 (n = 77) 女児 (n = 92)  
 n (%) n (%) n (%) pf 
母     
年齢(歳)a,d 30.3 ± 4.8 30.5 ± 5.0 30.1 ± 4.6 0.626 
身長(cm)a,d 158.7 ± 5.1 158.2 ± 5.1 158.9 ± 4.9 0.349 
妊娠前体重(kg)a,d 53.6 ± 8.3 52.6 ± 8.0 54.3 ± 8.3 0.163 
教育歴(≤12 年)b 72 (42.6) 29 (37.7) 43 (46.7) 0.235 
妊娠中労働者 b 14 (8.3) 6 (7.8) 8 (8.7) 0.832 
世帯収入(<500 万円)b 118 (69.8) 53 (68.8) 65 (70.7) 0.797 
妊娠中食品摂取(≥1 回/週)     
 近海魚摂取 b 84 (49.7) 38 (49.4) 46 (50.0) 0.933 
 遠洋魚摂取 b 94 (55.6) 42 (54.5) 52 (56.5) 0.797 
妊娠後期喫煙者     
 母 b 31 (18.3) 10 (13.0) 21 (22.8) 0.988 
 同居者 b 31 (18.3) 11 (14.3) 20 (21.7) 0.259 
 (n = 14) (n = 6) (n = 8)  
 職場での受動喫煙者(母)b 6 (42.9) 3 (50.0) 3 (37.5) 0.640 
妊娠中アルコール摂取(g/day)c,e 0.0 (0.0-51.8) 0.0 (0.0-51.8) 0.0 (0.0-14.8)  
妊娠中カフェイン摂取(mg/day)c,e 117.1 (3.0-425.5) 114.0 (10.5-356.5) 108.3 (3.0-425.5) 0.856 
出産歴(経産婦)b 73 (43.2) 31 (40.3) 42 (45.7) 0.481 
過去の流産歴あり b 31 (18.3) 61 (16.9) 18 (19.6) 0.642 
児     
出生体重(g)a,d 3,141.6 ± 322.7 3,167.8 ± 280.3 3,119.6 ± 354.6 0.335 
出生身長(cm)a,d 48.4 ± 1.9 48.7 ± 2.3 48.2 ± 1.5 0.106 
出生頭囲(cm)a,d 33.3 ± 1.2 33.7 ± 1.1 32.9 ± 1.2 <0.001 
出生胸囲(cm)a,d 31.8 ± 1.3 31.9 ± 1.1 31.7 ± 1.5 0.254 
在胎週数(週)a,d 39.5 ± 1.0 39.3 ± 0.9 39.6 ± 1.1 0.072 
a t-検定; b カイ二乗検定; c Mann-Whitney の U-検定; d 平均±標準偏差; e 中央値(最小値-最大値); f 男児 versus 女児. 
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表 2. PCBs 類異性体の濃度分布 
 寄与率 異性体濃度(pg/g lipid) 
 (%) 平均 最小値 25 パーセンタイル 中央値 75 パーセンタイル 最大値 
Total PCBs 100.000 107,773.8 16,016.9 67,666.1 101,278.2 132,403.8 326,821.0 
TriCBs 1.144 1,540.1 238.9 893.7 1,189.8 1,662.7 17,655.2 
TetraCBs 6.134 6,796.8 1,692.9 4,610.2 6,278.5 8,130.6 24,037.5 
PentaCBs 6.134 6,796.8 1,692.9 4,610.2 6278.5 8,130.6 24,037.5 
HexaCBs 47.262 49,210.1 6,120.2 30,847.8 45,523.0 60,376.2 159,214.1 
HeptaCBs 30.743 34,316.8 3,658.7 19,423.4 29,622.5 43,184.4 167,252.1 
OctaCBs 6.454 6,976.2 1,108.1 4,268.3 6,224.6 8,891.0 22,737.6 
NonaCBs 0.876 968.5 203.6 608.9 881.3 1,206.1 3,463.2 
DecaCBs 0.477 507.0 93.5 333.2 454.7 565.6 3,300.5 

 

 

 

表 3. PCBs 類異性体と IGF-2, H19, および LINE-1 メチル化率との関連 
 IGF-2a H19b LINE-1c 
PCBs 類異性体 β (95% CI) β (95% CI) β (95% CI) 
全児 (n = 169)    
HeptaCBs 0.003 (-0.018, 0.023) 0.009 (-0.002, 0.021) 0.005 (0.000, 0.010)* 
DecaCBs -0.007 (-0.032, 0.018) 0.017 (0.003, 0.031)* 0.003 (-0.003, 0.009) 
Total PCBs -0.002 (-0.025, 0.020) 0.010 (-0.003, 0.023) 0.004 (-0.002, 0.009) 
    
男児 (n = 77)    
HeptaCBs -0.001 (-0.035, 0.034) 0.007 (-0.013, 0.026) 0.001 (-0.007, 0.009) 
DecaCBs -0.004 (-0.038, 0.030) 0.005 (-0.014, 0.024) 0.002 (-0.006, 0.010) 
Total PCBs 0.002 (-0.033, 0.038) 0.004 (-0.016, 0.024) 0.000 (-0.008, 0.009) 
    
女児 (n = 92)    
HeptaCBs -0.003 (-0.030, 0.024) 0.010 (-0.006, 0.025) 0.008 (0.002, 0.015)* 
DecaCBs -0.009 (-0.046, 0.028) 0.029 (0.010, 0.051)* 0.005 (-0.005, 0.014) 
Total PCBs -0.011 (-0.041, 0.020) 0.013 (-0.005, 0.031) 0.007 (0.000, 0.014) 
a母の年齢, 身長, 妊娠前体重, 妊娠後期喫煙状況, 出産歴, 教育歴, 世帯収入, 妊娠中近海魚摂取状況, 妊娠中遠洋魚摂取状況, 過去
の流産歴, 妊娠中アルコール摂取状況, 児の性別, DNA メチル化解析のバッチ差で調整した重回帰分析. 
b母の年齢, 身長, 妊娠前体重, 妊娠後期喫煙状況, 出産歴, 教育歴, 世帯収入, 妊娠中近海魚摂取状況, 妊娠中遠洋魚摂取状況, 妊娠
中練り物摂取状況, 妊娠中アルコール摂取状況, IGF-2 メチル化率, DNA メチル化解析のバッチ差で調整した重回帰分析. 
c母の年齢, 身長, 妊娠前体重, 妊娠後期喫煙状況, 出産歴, 教育歴, 世帯収入, 妊娠中近海魚摂取状況, 妊娠中遠洋魚摂取状況, 妊娠
中アルコール摂取状況, IGF-2 メチル化率, 児の性別, DNA メチル化解析のバッチ差で調整した重回帰分析. 
β は PCB 類濃度が 10 倍増加するごとの IGF-2, H19, および LINE-1 メチル化率の Log10変換値の変化量を表す. 
* p < 0.05. 

 

 

 

表 4. DecaCB 異性体（2,2’,3,3’,4,4’,5,5’,6,6’-DecaCB [#209]）と H19 メチル化との量反応関係 
  全児 (n = 169) 男児 (n = 77) 女児 (n = 92) 
 n β (95% CI) β (95% CI) β (95% CI) 
第一四分位(93.5-<333.2 pg/g lipid) 42 Reference Reference Reference 
第二四分位(333.2-<454.7 pg/g lipid) 43 0.005 (-0.002, 0.012) 0.006 (-0.005, 0.016) 0.008 (-0.003, 0.018) 
第三四分位(454.7-<565.6 pg/g lipid) 42 0.006 (-0.002, 0.013) 0.012 (0.000, 0.022) 0.001 (-0.009, 0.011) 
第四四分位(565.6-<3,305.5 pg/g lipid) 42 0.012 (0.004, 0.020)** 0.006 (-0.006, 0.019) 0.017 (0.005, 0.028)** 
  p for trend = 0.007 p for trend = 0.253 p for trend = 0.040 
母の年齢, 身長, 妊娠前体重, 妊娠後期喫煙状況, 出産歴, 教育歴, 世帯収入, 妊娠中近海魚摂取状況, 妊娠中遠洋魚摂取状況, 妊娠中
練り物摂取状況, 妊娠中アルコール摂取状況, IGF-2 メチル化率, DNA メチル化解析のバッチ差で調整した重回帰分析. 
β は PCB 類濃度が第一四分位と比較した H19 メチル化率の Log10変換値の変化量を表す. 
* p < 0.05. 
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表 5. HeptaCBs 異性体と LINE-1 メチル化との関連 
 全児 (n = 169) 男児 (n = 77) 女児 (n = 92) 
HeptaCBs 異性体 β (95% CI) β (95% CI) β (95% CI) 
2,2’,3,3’,5,6,6’-HeptaCB (#179) 0.002 (0.000, 0.004) 0.002 (-0.001, 0.005) 0.002 (-0.001, 0.005) 
2,2’,3,3’,5,5’,6-HeptaCB (#178) 0.004 (-0.001, 0.008) 0.001 (-0.007, 0.008) 0.007 (0.001, 0.013)* 
2,2’,3,4,4’,5,6-HeptaCB (#182) 0.005 (0.000, 0.009)* 0.002 (-0.005, 0.009) 0.007 (0.001, 0.013)* 
2,2’,3,4,4’,5’,6-HeptaCB (#183) 0.004 (-0.001, 0.008) 0.002 (-0.005, 0.009) 0.006 (0.000, 0.012) 
2,2’,3,4,4’,5,6-HeptaCB (#181) 0.001 (-0.002, 0.003) 0.000 (-0.004, 0.003) 0.002 (-0.001, 0.005) 
2,2’,3,3’,4’,5,6-HeptaCB (#177) 0.003 (-0.001, 0.007) 0.001 (-0.005, 0.008) 0.006 (0.000, 0.012) 
2,2’,3,3’,4,5,5’-HeptaCB (#172) 0.001 (-0.002, 0.005) 0.002 (-0.005, 0.010) 0.001 (-0.002, 0.005) 
2,2’,3,4,4’,5,5’-HeptaCB (#180) 0.005 (0.000, 0.010)* 0.000 (-0.008, 0.009) 0.009 (0.002, 0.015)** 
2,3,3’,4,4’,5’,6-HeptaCB (#191) 0.001 (-0.002, 0.003) -0.001 (-0.006, 0.004) 0.002 (-0.002, 0.005) 
2,2’,3,3’,4,4’,5-HeptaCB (#170) 0.005 (0.000, 0.010) 0.000 (-0.008, 0.008) 0.008 (0.002, 0.015)* 
母の年齢, 身長, 妊娠前体重, 妊娠後期喫煙状況, 出産歴, 教育歴, 世帯収入, 妊娠中近海魚摂取状況, 妊娠中遠洋魚摂取状況, 妊娠中
アルコール摂取状況, IGF-2 メチル化率, 児の性別, DNA メチル化解析のバッチ差で調整した重回帰分析. 
β は PCB 類濃度が 10 倍増加するごとの LINE-1 メチル化率の Log10変換値の変化量を表す. 
* p < 0.05. 

 

 

 

表 6．HeptaCBs 異性体と LINE-1 メチル化との量反応関係 
  全児 (n = 169) 男児 (n = 77) 女児 (n = 92) 
 n β (95% CI) β (95% CI) β (95% CI) 
Total heptaCBs     
第一四分位(3,658.7-<19,423.4 pg/g lipid) 42 Reference Reference Reference 
第二四分位(19,423.4-<29,622.5 pg/g lipid) 42 -0.001 (-0.004, 0.002) -0.004 (-0.007, 0.000) 0.001 (-0.004, 0.004) 
第三四分位(29,622.5-<43,184.4 pg/g lipid) 43 0.002 (-0.001, 0.005) 0.001 (-0.007, 0.006) 0.003 (-0.001, 0.006) 
第四四分位(43,184.4-167,252.1 pg/g lipid) 42 0.003 (0.000, 0.016) -0.001 (-0.006, 0.004) 0.005 (0.001, 0.010)* 
  p for trend = 0.019 p for trend = 0.705 p for trend = 0.015 
2,2’,3,3’,5,5’,6-HeptaCB (#178)     
第一四分位(111.1-<907.8 pg/g lipid) 42 Reference Reference Reference 
第二四分位(907.8-<1,334.7 pg/g lipid) 43 0.000 (-0.003, 0.002) -0.002 (-0.006, 0.002) 0.001 (-0.003, 0.005) 
第三四分位(1,334.7-<1,968.3 pg/g lipid) 42 0.002 (-0.001, 0.005) 0.002 (-0.003, 0.006) 0.003 (-0.001, 0.006) 
第四四分位(1,968.3-7,130.4 pg/g lipid) 42 0.002 (-0.001, 0.005) -0.001 (-0.006, 0.004) 0.005 (0.000, 0.009)* 
  p for trend = 0.065 p for trend = 0.853 p for trend = 0.031 
2,2’,3,4,4’,5,6-HeptaCB (#182)     
第一四分位(741.3-<4,082.7 pg/g lipid) 42 Reference Reference Reference 
第二四分位(4,082.7-<6,321.4 pg/g lipid) 43 0.000 (-0.003, 0.002) -0.002 (-0.006, 0.002) 0.002 (-0.003, 0.006) 
第三四分位(6,321.4-<8,726.6 pg/g lipid) 42 0.002 (-0.001, 0.005) 0.000 (-0.004, 0.005) 0.003 (-0.001, 0.007) 
第四四分位(8,727.6-36,847.7 pg/g lipid) 42 0.003 (0.000, 0.006) 0.000 (-0.004, 0.005) 0.005 (0.001, 0.010)* 
  p for trend = 0.028 p for trend = 0.624 p for trend = 0.022 
2,2’,3,4,4’,5,5’-HeptaCB (#180)     
第一四分位(1,475.7-<8,652.3 pg/g lipid) 42 Reference Reference Reference 
第二四分位(8,652.3-<12,976.4 pg/g lipid) 43 -0.001 (-0.003, 0.002) -0.002 (-0.006, 0.002) 0.001 (-0.003, 0.004) 
第三四分位(12,976.4-<19,913.8 pg/g lipid) 42 0.002 (-0.001, 0.005) 0.002 (-0.003, 0.006) 0.003 (-0.001, 0.007) 
第四四分位(19,913.8-75,056.0 pg/g lipid) 42 0.003 (0.000, 0.007)* 0.000 (-0.006, 0.005) 0.006 (0.001, 0.011)* 
  p for trend = 0.015 p for trend = 0.689 p for trend = 0.005 
2,2’,3,3’,4,4’,5-HeptaCB (#170)     
第一四分位(615.2-<2,999.1 pg/g lipid) 42 Reference Reference Reference 
第二四分位(2,999.1-<4,491.8 pg/g lipid) 42 -0.002 (-0.004, 0.001) -0.002 (-0.007, 0.002) -0.001 (-0.005, 0.002) 
第三四分位(4,491.8-<6,462.8 pg/g lipid) 43 0.002 (-0.001, 0.005) 0.001 (-0.003, 0.006) 0.003 (-0.002, 0.007) 
第四四分位(6,462.8-24,488.3 pg/g lipid) 42 0.003 (-0.001, 0.006) -0.001 (-0.006, 0.005) 0.004 (0.000, 0.009) 
  p for trend = 0.031 p for trend = 0.837 p for trend = 0.018 
母の年齢, 身長, 妊娠前体重, 妊娠後期喫煙状況, 出産歴, 教育歴, 世帯収入, 妊娠中近海魚摂取状況, 妊娠中遠洋魚摂取状況, 妊娠中
アルコール摂取状況, IGF-2 メチル化率, 児の性別, DNA メチル化解析のバッチ差で調整した重回帰分析. 
β は PCB 類濃度が第一四分位と比較した LINE-1 メチル化率の Log10変換値の変化量を表す. 
* p < 0.05. 
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An epigenome-wide study of cord blood DNA methylations in relation to prenatal 

perfluoroalkyl substance exposure 
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研究要旨 
Background: Prenatal exposure to perfluoroalkyl substances (PFASs) influences fetal 
development and later in life. 
Objective: To investigate cord blood DNA methylation changes associated with prenatal 
exposure to PFASs. 
Methods: We assessed DNA methylation in cord blood samples from 190 mother-child pairs 
from the Sapporo cohort of the Hokkaido Study (discovery cohort) and from 37 mother-child 
pairs from the Taiwan Maternal and Infant Cohort Study (replication cohort) using the Illumina 
HumanMethylation 450 BeadChip. We examined the associations between methylation and PFAS 
levels in maternal serum using robust linear regression models and identified differentially 
methylated positions (DMPs) and regions (DMRs). 
Results: We found four DMPs with a false discovery rate below 0.05 in the discovery cohort. 
Among the top 20 DMPs ranked by the lowest P-values for perfluorooctane sulfonate (PFOS) 
and perfluorooctanoic acid (PFOA) exposure, four DMPs showed the same direction of effect and 
P-value < 0.05 in the replication assay: cg16242615 mapped to ZBTB7A, cg21876869 located in 
the intergenic region (IGR) of USP2-AS1, cg00173435 mapped to TCP11L2, and cg18901140 
located in the IGR of NTN1. For DMRs, we found a region associated with PFOA exposure with 
family-wise error rate < 0.1 located in ZFP57, showing the same direction of effect in the 
replication cohort. Among the top five DMRs ranked by the lowest P-values that were associated 
with exposure to PFOS and PFOA, in addition to ZFP57, DMRs in the CYP2E1, SMAD3, 
SLC17A9, GFPT2, DUSP22, and TCERG1L genes showed the same direction of effect in the 
replication cohort. 
Conclusion: We suggest that prenatal exposure to PFASs may affect DNA methylation status at 
birth. Longitudinal studies are needed to examine whether methylation changes observed are 
associated with differential health outcomes. 
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Ａ．研究目的 

Perfluoroalkyl substances (PFASs) are 
synthetic compounds ubiquitously distributed 
in the environment that can disrupt endocrine 
system functions (Lau et al. 2007). PFASs have 
long half-lives in human: 5.4 years for 
perfluorooctane sulfonate (PFOS) and 3.8 
years for perfluorooctanoic acid (PFOA) 
(Olsen et al. 2007). Furthermore, PFASs can 
pass through the placental barrier (Inoue et al. 
2004). Consequently, fetuses can be exposed to 
PFASs via maternal circulation, which 
suggests a possibility of PFAS negative effects 
on embryonic and fetal development. 
Epidemiological studies have shown that 
prenatal exposure to PFASs has been 
associated with various health outcomes, 
including birth size reduction, disruption of 
hormone balance, obesity, 
neurodevelopmental problems, and immune 
function impairment (Apelberg et al. 2007; 
Chen et al. 2013; Grandjean et al. 2012; 
Halldorsson et al. 2012; Kishi et al. 2017; 
Olsen et al. 2009). However, the mechanisms 
underlying these associations are not clear. 
One hypothesis is that prenatal exposure to 
PFASs might lead to health outcomes in the 
offspring through epigenetic alterations in 
utero because epigenetics (i.e., chemical 
modification of DNA) is an intrinsic biological 
mechanism that can be affected by extrinsic 
environmental factors in humans. 

DNA methylation is an epigenetic 
modification that plays a role in embryonic 

development and cellular differentiation 
(Breton et al. 2017). It occurs by the addition 
of a methyl group to a cytosine mostly at 
cytosine-guanine dinucleotide (CpG) loci and 
acts like a gene expression switch (Hackett and 
Surani 2013). Human epidemiological studies, 
including genome-wide approaches, have 
indicated that environmental factors such as 
diet, hormones, stress, drugs, or toxicants (e.g., 
lead, mercury, or tobacco smoke) during 
prenatal development influence DNA 
methylation patterns in children (Breton et al. 
2017). Despite a significant impact of PFASs 
on health outcomes, there were few 
epidemiological studies of epigenetic effects of 
PFAS exposure in utero. Guerrero-Preston et al. 
(2010) observed that cord blood PFOA 
concentrations negatively correlated with cord 
serum global DNA methylation levels. We also 
reported that prenatal PFOA exposure was 
associated with reduced IGF2 methylation in 
cord blood, which could predict infant 
ponderal index at birth (Kobayashi et al. 2017). 

Genome-wide methylation analyses allow 
a hypothesis-free assessment of epigenetic 
alterations in relation to the environmental 
factors (Christensen and Marsit 2011). To our 
knowledge, only one study showed an 
association between maternal PFOA levels and 
genome-wide DNA methylation using 44 cord 
blood samples (Kingsley et al. 2017). The 
objective of the present study was to 
investigate cord blood DNA methylation 
changes in association with prenatal exposure 
to PFASs using the genome-wide approach and 
to determine CpG loci epigenetically 
vulnerable to prenatal PFAS exposure. 
 
Ｂ．研究方法 
450K DNA methylation analysis. We assessed 
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DNA methylation in cord blood samples from 
190 mother-child pairs from the Sapporo 
cohort of the Hokkaido Study (discovery 
cohort) and from 37 mother-child pairs from 
the Taiwan Maternal and Infant Cohort Study 
(replication cohort) using the Illumina 
HumanMethylation 450 BeadChip. After 
quality control (Aryee et al. 2014), signal 
intensities were normalized using functional 
normalization (Fortin et al. 2014). We applied 
the ComBat method to adjust methylation data 
for sample plate to reduce a potential bias due 
to batch effects (Leek et al. 2012). Beta-values 
were calculated from signal intensities and 
used for the subsequent data analyses by using 
the following equation (Bibikova et al. 2011): 

 = methylated / (methylated + unmethylated 
+ 100). 
Exposure assessment. PFOS and PFOA levels 
were measured in maternal serum by using 
column-switching liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) as 
previously described (Lien et al. 2011; Okada 
et al. 2012; Washino et al. 2009). 
Data analysis. Cord blood cell proportion was 
estimated by the method implemented in the 
R/Bioconductor package minfi (Bakulski et al. 
2016). Using limma package in R, robust linear 
regression analyses (Fox and Weisberg 2011) 
and empirical Bayesian methods (Smyth 2004) 
were applied to determine the associations of 

-value at each CpG site with either PFOS or 
PFOA log10-transformed concentration, 
adjusted for maternal age, parity, maternal 
educational levels, maternal blood sampling 
period, maternal pre-pregnancy BMI, maternal 
smoking during pregnancy, gestational age, 
infant sex, and cord blood cell estimates. Due 
to the small sample size of the replication 

cohort, we used only maternal age, infant sex, 
and cord blood cell estimates as covariates. For 
multiple comparisons, P-values were adjusted 
by the false discovery rate (FDR) to obtain q-
values. Successful replication for differentially 
methylated positions (DMPs) was defined as 
having the same direction of effect with those 
observed in the discovery cohort and P-value 
< 0.05. We also identified differentially 
methylated regions (DMRs) associated with 
PFAS exposures using bumphunter function in 
R/Bioconductor (Jaffe et al, 2012) and the 
same models as those in the linear regression 
analyses. P-values were adjusted by the 
family-wise error rate (FWER). Statistical 
analyses were performed using minfi, sva, and 
limma packages in R ver. 3.3.2 and 
Bioconductor ver. 3.3.  
Gene ontology analysis. We identified the 
enrichment of genes corresponding to the 
DMPs with P-value < 0.001 in Kyoto 
Encyclopedia Genes and Genomes (KEGG) 
pathways (Kanehisa et al. 2002) using 
missMethyl package in R/Bioconductor 
(Phipson et al. 2016) 
 
（倫理面への配慮） 

The study was conducted with the informed 
consent of all subjects in the written form. The 
institutional Ethical Board for human gene and 
genome studies at the Hokkaido University 
Graduate School of Medicine and the 
Hokkaido University Center for 
Environmental and Health Science approved 
the study protocol. The Human Ethics 
Committee of the National Health Research 
Committee of Taiwan approved the study of 
the replication cohort. 
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Ｃ．研究結果 
Epigenome-wide association study in the 
discovery cohort. Maternal and infant 
characteristics and their relationship to PFOS 
and PFOA concentrations are described in 
Table 1. Median (25th to 75th percentiles) of 
PFOS and PFOA concentrations in maternal 
blood were 5.2 ng/mL (3.8 to 7.1) and 1.4 
ng/mL (0.9 to 2.1), respectively. The average 
(± SD) age of the mothers was 29.7 ± 4.8 years. 
Of the 190 newborns, 84 (44.2%) were male. 
We observed statistically significant 
differences in both PFOS and PFOA levels by 
parity, maternal blood sampling periods, and 
smoking during pregnancy. Additionally, 
PFOA level was significantly higher among 
mothers with male infants, and PFOS levels 
were marginally affected by the educational 
level. 

Figure 1 shows the results of genome-wide 
analyses of the association between cord blood 
DNA methylation and prenatal PFOS (Figure 
1A) or PFOA (Figure 1B) exposure. The 
volcano plots (Figure 1) showed imbalance in 
positive versus negative methylation changes, 
suggesting global methylation shifts due to 
PFAS exposure. 
Differentially methylated positions (DMPs). 
We found epigenome-wide significant 
associations (FDR q-value < 0.05) between 
PFOS exposure and DNA methylation for two 
CpGs: one located in the intergenic region 
(IGR) of CXADRP3 (cg02044327), and 
another mapped to SNAPIN (cg25705526). In 
addition, significant associations between 
PFOA exposure and DNA methylation for 
another two CpGs were found: one located in 
the IGR of AC002480.3 (cg11260715), and 
another mapped to GPR126 (cg04461802). 

Top 20 DMPs ranked by the lowest P-value for 
the association with exposure to PFOS and 
PFOA are shown in Table 2. Among them, four 
DMPs met the criteria for replication that 
showed the same direction of effect and P-
value < 0.05 in the replication assay: 
cg16242615 mapped to ZBTB7A for PFOS; 
cg21876869 located in the IGR of USP2-AS1, 
cg00173435 mapped to TCP11L2, and 
cg18901140 located in the IGR of NTN1 for 
PFOA. 
Differentially methylated regions (DMRs). 
Next, we assessed DMRs associated with 
prenatal PFAS exposures using bumphunter 
function (Jaffe et al, 2012). We found one 
region associated with PFOA exposure with 
FWER < 0.1 that was located in the IGR of 
ZFP57 and included 21 CpGs. We showed top 
five regions for PFOS and PFOA exposures 
ranked by the smallest P-value (Table 3). We 
also compared the direction of methylation 
changes in the discovery and replication 
cohorts (Table 4), in which we averaged 
methylation levels of each site because those 
were highly correlated (data not shown). A 
DMR in CYP1E2 was observed for both PFOS 
and PFOA exposures. Eight of the ten regions 
showed the same direction of methylation 
changes in the replication cohort. 
Gene ontology analysis. Lastly, we tested for 
the enrichment of KEGG pathways (Kanehisa 
et al. 2002) among the genes with annotated 
CpGs showing P-value < 0.001. Among the 
323 pathways analyzed, 31 and 26 KEGG 
pathways were significantly enriched after 
Bonferroni correction among the genes 
affected by for PFOS and PFOA exposures, 
respectively. Gene Ontology analyses of the 
data obtained using 450K chip are known to be 
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biased for cancer-related genes (Haper et al. 
2013). Human disease pathways, including 
cancer, were therefore excluded from the list of 
the pathways affected by PFAS exposures 
(Figure 2). Enrichments in the pathways 
involved in signal transduction and signal 
molecules and interactions were observed 
among the genes affected by both PFOS and 
PFOA exposures 
 
Ｄ．考察 

Few studies have focused on the epigenetic 
effects of prenatal exposure to PFASs. In this 
study, median concentrations of PFOS and 
PFOA were 5.2 and 1.4 ng/mL, respectively, 
which were lower than those reported in the 
United States (PFOS: 8.2, PFOA: 2.9 ng/mL) 
(Stein et al. 2012), Canada (PFOS: 16.6, 
PFOA: 2.1 ng/mL) (Monroy et al. 2008), 
Denmark (PFOS: 21.5, PFOA: 3.7 ng/mL) 
(Huang et al. 2012), Norway (PFOS: 13, 
PFOA: 2.2 ng/mL) (Starling et al. 2014), South 
Korea (PFOS: 9.3, PFOA: 2.6 ng/mL) (Lee et 
al. 2013), and China (PFOS: 6.7, PFOA: 4 
ng/mL) (Jiang et al. 2014). Despite the low 
levels of exposure, we showed suggestive 
evidence for the presence of CpGs 
epigenetically vulnerable to PFAS exposure in 
utero. 

We observed potential global methylation 
shifts resulting from prenatal PFAS exposure 
(see volcano plots in Figure 1): up-methylation 
for PFOS exposure and down-methylation for 
PFOA exposure. This was consistent with 
previous reports for prenatal PFOA exposure 
(Guerrero-Preston et al. 2010; Kingsley et al. 
2017). Two studies in adult populations have 
suggested a possibility of PFAS exposure 
effect on global methylation (Leter et al. 2014; 

Watkins et al. 2014). 
We then focused on the changes at specific 

regions and found four DMPs with FDR < 
0.05: cg02044327 (CXADRP3), cg25705526 
(SNAPIN), cg11260715 (AC002480.3), and 
cg04461802 (GPR126) (Figure 1), although 
these DMPs did not meet the criteria for 
replication (Table 2). Among 20 DMPs with 
lowest P-values for PFOS and PFOA 
exposures (Table 2), four DMPs were 
replicated: cg16242615 (ZBTB7A), 
cg21876869 (USP2-AS1), cg00173435 
(TCP11L2), and cg18901140 (NTN1). 
ZBTB7A (Zinc finger and BTB domain 
containing 7A) encodes a proto-oncogenic 
transcription factor that interacts directly with 
MBD3 (methyl-CpG-binding domain protein 
3) in the nucleus (Choi et al. 2013). TCP11L2 
(T-Complex 11 Like 2) codes for the TCP11 
like protein. TCP11 plays a role in the process 
of sperm capacitation and acrosome reactions. 
USP2-AS1 (USP2 Antisense RNA 1) belongs 
to the non-coding RNAs. Netrin 1 (NTN1) is a 
secreted laminin-like protein identified as an 
axon guidance molecule. 

Next, we explored DMRs that are 
potentially more informative than individual 
CpG sites (Solomon et al. 2017). We found one 
down-methylated region with FWER < 0.1, 
which was located in the IGR of ZFP57 
(ZFP57 Zinc Finger Protein) (Table 4). ZFP57 
is necessary for maintaining repressive 
epigenetic modifications at imprinting control 
regions (Riso et al. 2016). We observed down-
methylation of this region in the replication 
cohort (Table 4). In addition to a DMR in 
ZFP57, we reported six DMRs in CYP2E1, 
SMAD3, SLC17A9, GFPT2, DUSP22, and 
TCERG1L that showed the same direction of 
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methylation change in the replication cohort 
(Table 4). Among them, methylation of 
SMAD3 (SMAD Family Member 3) at birth 
has been previously linked to asthma in 
children of asthmatic mothers (DeVries et al. 
2016). Cord blood DNA methylation of 
GFPT2 (Glutamine-Fructose-6-Phosphate 
Transaminase 2) was associated with adiposity 
in childhood (Kresovich et al. 2017). 
Furthermore, methylations of CYP2E1 
(Cytochrome P450 Family 2 Subfamily E 
Member 1), DUSP2 (Dual Specificity 
Phosphatase 2), and TCERG1L (transcription 
elongation regulator 1-like) were associated 
with rheumatoid arthritis (Mok et al. 2017) and 
colon tumors (Bae et al. 2014). Additionally, 
PFOS inhibited the oxidation reaction of 
CYP2E1 in vitro (Narimatu et al. 2011). 

Gene ontology analysis showed that 
differentially methylated genes were enriched 
in multiple KEGG pathways (Figure 2), 
including signal transduction, signaling 
molecules and interaction, endocrine system, 
and immune system. However, in this assay we 
used genes with annotated CpGs with P-value 
< 0.001, i.e., not achieving epigenome-wide 
significance. It remains to be seen whether 
identified DNA methylation changes are 
functionally relevant. 

Methylation changes derived from the 
exposures to PFOS and PFOA were different. 
We have reported that PFOS and PFOA 
differentially affected health outcomes related 
to these pathways. Prenatal exposure to PFOS, 
but not PFOA, was negatively associated with 
the levels of maternal fatty acids (Kishi et al. 
2015), possibly disrupted both maternal and 
infant thyroid hormone levels (Kato et al. 
2016), and showed an inverse relationship with 

cord blood levels of glucocorticoids (Goudarzi 
et al. 2017). Dehydroepiandrosterone level 
was positively associated with the exposure to 
PFOS and negatively associated with the 
exposure to PFOA (Goudarzi et al. 2017). 
PFOS and PFOA showed both positive and 
inverse associations with the levels of several 
reproductive and steroid hormones (Ito et al. 
2016). The observed different potencies and 
modes of action may partly account for the 
distinct patterns of methylation changes. The 
differences in PFOS and PFOA concentrations 
and/or placental permeability could be an 
alternative explanation. 
 
Ｅ．結論 
 In this epigenome-wide study, we suggested 
that even relatively low levels of prenatal 
exposure to PFASs impacted DNA 
methylation status at birth. Further study is 
needed to examine the persistence of DNA 
methylation changes due to prenatal exposure 
throughout life, and the associations of these 
changes with health outcomes causally linked 
to PFAS exposure in longitudinal studies. 
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Table 1 Characteristics of study population of the discovery cohort (n=190). 

 
aSpearman's correlation test (ρ), bMann-Whitney U-test, cKruskal-Wallis test 
 
 
 
 
 

Median Median
(25th, 75th) (25th, 75th)

or correlationa or correlationa

190 5.2 (3.8, 7.1) 1.4 (0.9, 2.1)

190 29.7 ± 4.8 ρ= 0.087 0.233 ρ= 0.041 0.579

190 21.2 ± 3.1 ρ= 0.018 0.803 ρ= 0.056 0.444

0 104 54.7 5.7 (4.2, 8.0) 0.002 1.6 (1.2, 2.4) <0.001
≥ 1 86 45.2 4.7 (3.1, 6.2) 1.0 (0.7, 1.5)

< 28 weeks 74 38.9 5.8 (4.6, 7.5) <0.001 1.7 (1.2, 2.3) 0.004
28–36 weeks 47 24.7 5.6 (4.0, 8.5) 1.3 (0.8, 1.8)
≧ 36 weeks 69 36.3 4.6 (2.8, 5.7) 1.2 (0.8, 1.8)

≤ 12 89 46.8 5.2 (4.1, 7.0) 0.966 1.3 (0.8, 1.8) 0.072
> 12 101 53.2 5.3 (3.6, 7.4) 1.5 (1.0, 2.3)

< 3 38 20 5.4 (3.9, 8.0) 0.878 1.4 (0.8, 2.2) 0.541
3–5 95 50 5.1 (3.5, 7.0) 1.4 (0.9, 1.8)
5–7 40 21.1 5.4 (4.2, 6.9) 1.4 (0.9, 2.1)
> 7 15 7.9 5.1 (3.0, 8.8) 2.3 (0.8, 2.4)
missing 2 1.1 7.8 (4.5, 11.1)

No 157 82.6 5.3 (4.0, 7.3) 0.039 1.4 (0.9, 2.2) 0.011
Yes 33 17.4 4.3 (2.5, 6.8) 1.0 (0.7, 1.6)

No 130 68.4 5.2 (3.9, 7.2) 0.954 1.4 (0.9, 2.1) 0.821
Yes 60 31.6 5.3 (3.7, 7.1) 1.4 (0.9, 2.2)

Sexb Male 84 44.2 5.1 (3.3, 7.0) 0.117 1.6 (1.0, 2.4) 0.025
Female 106 55.8 5.4 (4.1, 7.5) 1.3 (0.8, 1.9)

190 39.9 ± 1.0 ρ= 0.031 0.675 ρ= 0.093 0.203
190 3131 ± 330 ρ= –0.122 0.095 ρ= –0.118 0.104

Gestational age (week)a

Birth weight (g)a

Mean ±SD
(%)

Blood sampling periodc

Educational level (year)b

Annual household income (million yen)c

Smoking during pregnancyb

Alcohol consumption during pregnancyb

Infant characteristics

Concentration in maternal blood

Maternal characteristics
Maternal age (year)a

Pre-pregnancy BMI (kg/m2)a

Parity (times)b

n

PFOS (ng/mL) PFOA (ng/mL)

  P   P
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Figure 1. Manhattan (left panels) and volcano plots (right panels) of the genome-wide associations 
of DNA methylation with prenatal exposure to PFOS (A) or PFOA (B) in the discovery cohort. 
 

Left panels: Manhattan plots of P-value for the associations between prenatal PFAS exposures and 
DNA methylation across chromosomes. Right panels: Volcano plots showing P-values versus the 
magnitude of effect (Coef) on DNA methylation associated with prenatal PFAS exposures. 
Horizontal lines represent the significance threshold of a FDR < 0.05. 
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Table 2. Top 20 CpGs ranked by the smallest P-value from the epigenome-wide analysis of the 
association between prenatal PFAS exposure and cord blood DNA methylation. 

 
Abbreviations: Chr, chromosome; IGR, intergenic region; TSS, transcription start site; TSS200, 200 
bases from TSS; TSS1500, 1500 bases from TSS; body, gene body; UTR, untranslated region. 

Coefb P-Value Coefb P-Value

cg25705526 SNAPIN 1 TSS200 0.020 1.48E-07FDR,d -0.006 0.425
cg04928693 MTX1 1 TSS1500 0.024 7.19E-07 -0.003 0.737
cg18155888c MORN1 1 Body 0.017 4.32E-06 0.023 0.277
cg17086204 PLA2G5 1 3'UTR 0.025 5.56E-06 0.000 0.955
cg10504365 TRIM67 1 TSS1500 0.032 5.84E-06 -0.022 0.003
cg01889773c GPC1 2 Body 0.030 6.92E-07 0.008 0.538
cg16845265 KLHL29 2 IGR 0.065 8.73E-07 -0.019 0.528
cg25808157 GREB1 2 Body 0.034 3.13E-06 -0.002 0.926
cg21969395 LRAT 4 TSS200 0.016 8.23E-06 -0.001 0.870
cg22953687 ZFYVE28 4 Body 0.025 8.25E-06 -0.018 0.117
cg12215478 SRPK1 6 Body 0.008 6.93E-06 -0.002 0.421
cg14369981c LMX1B 9 IGR 0.037 2.81E-06 0.007 0.705
cg17918227c CADM1 11 Body 0.012 7.56E-06 0.005 0.336
cg14120075c TFDP1 13 Body 0.031 3.94E-06 0.008 0.626
cg03097541c ZNF213 16 5'UTR 0.006 3.38E-06 0.002 0.131
cg01718742 CDH8 16 TSS200 0.003 4.06E-06 -0.001 0.651
cg02044327c CXADRP3 18 IGR 0.078 4.06E-08FDR,d 0.036 0.142
cg16242615c ZBTB7A 19 5'UTR 0.037 4.54E-06 0.035 0.028 ✓
cg15815607 HM13 20 Body 0.053 4.57E-06 -0.008 0.645
cg12700033 YWHAH 22 TSS200 0.006 7.41E-06 0.000 0.958

cg23049737 RERE 1 3'UTR 0.011 1.43E-05 -0.009 0.056
cg00567854c BTG2 1 TSS1500 -0.025 1.48E-05 -0.009 0.214
cg10403518 SLC9A4 2 Body 0.038 1.75E-06 -0.014 0.083
cg22325921 DUX2 4 IGR -0.020 9.90E-06 0.002 0.719
cg05158146c MIR4460 5 IGR -0.010 6.75E-06 0.000 0.931
cg23917868c MIR145 5 TSS200 -0.020 1.76E-05 -0.006 0.289
cg04461802 GPR126 6 5'UTR -0.046 1.65E-07FDR,d 0.008 0.456
cg11260715c AC002480.3 7 IGR -0.008 2.32E-08FDR,d -0.002 0.247
cg12105980c EN2 7 IGR -0.023 1.24E-05 -0.008 0.220
cg13951074 DMRT2 9 IGR 0.010 5.09E-07 0.000 0.888
cg07661167c ZNF33BP1 10 IGR 0.032 1.62E-06 0.015 0.065
cg01486146 PAX2 10 IGR -0.014 1.50E-05 0.005 0.088
cg21876869c USP2-AS1 11 IGR -0.027 1.64E-06 -0.024 0.000 ✓
cg17114584 IRF7 11 Body -0.047 9.01E-06 0.001 0.928
cg00173435c TCP11L2 12 TSS200 0.006 8.52E-07 0.003 0.001 ✓
cg16475925c SPG7 16 TSS200 0.003 1.82E-05 0.002 0.095
cg00897875 MAP3K14 17 5'UTR -0.006 9.16E-07 0.004 0.077
cg18901140c NTN1 17 IGR -0.036 2.66E-06 -0.029 0.000 ✓
cg01426818c CBX4 17 IGR -0.012 5.20E-06 -0.002 0.720
cg18002862c RAP1GAP2 17 Body -0.008 1.22E-05 -0.002 0.146

log10(PFOS)

log10(PFOA)

ReplicateddProbe ID Gene Chr Featurea Discovery cohort Replication cohort
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aGene feature category of the methylation locus. 
bPartial regression coefficient; the magnitude of the effect on DNA methylation. 
cCpG that showed the same direction of effect in both the discovery and replication cohorts. 
dGenome-wide significance threshold (FDR q < 0.05). 
eSuccessful replication defined as having the same direction of effect and a P-value < 0.05 in the 
discovery cohort. 
 

 
 
 
 
 
 
Table 3. TOP5 of differentially methylated regions indicated by the bumphunting method. 

 

Abbreviations: Chr, Chromosome; body, gene body; IGR, intergenic region; TSS, transcription start 
site; TSS1500, 1500 bases from TSS, FWER, family-wise error rate 
aGene feature category of the methylation locus. 
bRelation to CpG island. 
cFWER < 0.1 
 
  

CYP2E1 10 135342560 135343280 6 Body island/shore 3.75E-04
KLHL35 11 75139390 75139736 4 Body island/shore 8.86E-04
SMAD 15 67356310 67356942 5 TSS1500/IGR shore 1.09E-03
HOOK2 19 12876846 12877188 4 Body island/shore 1.65E-04

SLC17A9 20 61590751 61591209 4 Body island/shore 4.83E-04

GFPT2 5 179740743 179741120 4 Body island 2.03E-03
ZFP57 6 29648225 29649084 21 IGR open sea 1.00E-04FWER,c

DUSP22 6 291687 293285 10 Body island 7.87E-04
CYP2E1 10 135342560 135343280 6 Body island/shore 3.72E-04

TCERG1L 10 132910868 132911152 4 Body open sea 1.52E-03

log10(PFOS)

log10(PFOA)

CGIb P-valueGene Chr Start End
Number of

Probes Featuresa
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Table 4. The average partial regression coefficient of TOP5 DMRs in the discovery and replication 
cohorts. 

 
Abbreviations: Chr, Chromosome. 
aAverage partial regression coefficient at CpG sites in the region. 
bdirection of methylation change: +, up-methylated, –, down-methylated. 
 
  

CYP2E1 10 0.040 + 0.059 +
KLHL35 11 0.134 + -0.127 –
SMAD 15 0.128 + 0.027 +

HOOK2 19 -0.212 – 0.290 +
SLC17A9 20 0.165 + 0.163 +

GFPT2 5 -0.100 – -0.035 –
ZFP57 6 -0.112 – -0.052 –

DUSP22 6 -0.030 – -0.113 –
CYP2E1 10 0.112 + 0.007 +

TCERG1L 10 0.025 + 0.009 +

log10(PFOA)

log10(PFOS)

Average Coefa Directionb Average Coefa Directionb

Replication cohort

Gene Chr

Discovery cohort
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Figure 2. Significantly enriched pathways among the genes with differentially methylated CpGs 
associated with the exposures to PFOS (A) and PFOA (B). 
White bars, observed number of genes; black bars, expected number of genes in each pathway. P < 
0.001 vs. the expected number of genes. 
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網羅的エピゲノム解析を用いた化学物質による次世代影響の解明：新しい                       
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研究要旨 
背景：胎児期や乳幼児期の化学物質曝露が子供の様々な疾患リスクに影響することが報告

されている。その分子メカニズムとして DNA メチル化形成異常が関与している可能性が

考えられているが, これまで疫学研究, 特に日本人集団での検討はあまりなされていない。 
目的：本研究は，胎児期の喫煙曝露により影響を受ける DNA メチル化領域を同定し, 次
世代シークエンサーを用いたメチル化解析による検証法を確立することを目的とした。 
方法：北海道スタディ札幌コーホート参加者 514 名のうち, 初期調査票・出産時カルテ情

報，臍帯血 DNA のそろう母児ペア 291 名を対象とし, 喫煙経験のない非喫煙群(n = 124)、
妊娠中も喫煙を継続した喫煙群（n = 46）, 妊娠がわかって喫煙を止めた喫煙中止群（n = 
77）の 3 群を解析対象とした。Infinium HumanMethylation450 BeadChip による網羅的

解析から喫煙曝露と DNA メチル化変化を解析し, 再現性の検証は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法でメチル化率を算出した。 
結果：非喫煙群と喫煙群の比較で46CpGs領域(27遺伝子)が同定された。さらに喫煙を中止

することによりDNAメチル化が非喫煙者と同等レベルになる9CpGs, 喫煙を中止しても

変化しない1CpGを見出すことができた。再現性検証を行なった結果, 8CpGsのうち7CpGs
で網羅的DNAメチル化解析結果と同様のメチル化変化が確認でき, スピアマンの相関係数

はρ> 0.6で高い相関を示した。 
考察：以上の結果から, 別の大規模集団において次世代シークエンサーを用いた DNA メ

チル化解析の利用が可能であると考えられる。 

Ａ．研究目的 
胎児期の化学物質曝露が子供の様々な

疾患リスクに影響することが報告されて

いる（Tran et al., 2017）。将来的ながん

や喘息のリスクだけでなく, 近年, 自閉症

スペクトラム障害（ASD）や注意欠陥多

動性障害（ADHD)などの発達障害のリス

クを増加させる可能性も指摘されている

(Melchior et al., 2015, Joelsson et al., 
2016)。胎児期曝露の影響が児の健康リス

クに影響を及ぼすメカニズムとしてエピ

ジェネティクスの中心的メカニズムであ

るDNAメチル化変化の関与が考えられて

いる。DNA メチル化の形成は胎児期や乳

幼児期で特に重要（臨界期）（Lister et al., 
2015）であることから, この時期の化学物

質曝露と疾患発症リスクをつなぐ分子メ

カニズムとしてDNAメチル化形成異常が

関与している可能性が考えられるが, こ
れまで疫学研究, 特に日本人集団での検
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討はあまりなされていない。 
網羅的エピゲノム解析は全遺伝子領域

を含む約 45 万 CpG を解析できる一方で, 
偽陽性を検出する可能性も考えられる。ま

た疫学研究のような大規模集団において

全て網羅的解析を行うことは費用面から

考えても困難であり, 網羅的解析により

同定された特定の遺伝子領域について別

手法による検証法の確立が必要である。 
そこで本研究では, 胎児期の喫煙曝露に

着目し, 網羅的 DNA メチル化解析により

喫煙曝露により変化するDNAメチル化領

域を同定し, 次世代シークエンサーを用

いたメチル化解析による検証法を確立す

ることを目的とし, 胎児期喫煙曝露と子

供の疾患リスクをつなぐDNAメチル化領

域を明らかにすることである。 
Ｂ．研究方法 
１．対象 
北海道スタディ札幌コーホート参加者

514 名のうち, 初期調査票・出産時カルテ

情報，臍帯血 DNA のそろう母児ペア 291
名を対象とし, 喫煙経験のない非喫煙群

(n = 124), 妊娠中も喫煙を継続した喫煙

群（n = 46）, 妊娠がわかって喫煙を止め

た喫煙中止群（n = 77）の 3 群を解析対象

とした。なお妊娠前喫煙中止群（中止群）

(n = 44)については, 禁煙時期が妊娠時を

基準とした時期から対象者に毎に異なる

ため解析から除外した。 
２．方法 
網羅的な DNA メチル化は Infinium 

HumanMethylation450 BeadChip（イル

ミナ社）により約 45 万 CpGs のデータを

取得し, 先行文献を参考にデータの前処

理（標準化、バッチ効果補正など）(Aryee 
et al., 2014, Fortin et al., 2014, Chen et 
al., 2013, Touleimat et al., 2012, Leek et 

al., 2012), 統計モデル（細胞組成、母年齢、

児性別、母教育歴で調整）を構築 (Fox et 
al., 2012, Smyth et al., 2004, Houseman 
et al., 2014), 喫煙曝露により変化するメ

チル化変化する領域（CpG）の同定を行っ

た。同定された CpG 領域の再現性を検証

するため, 同一サンプルの DNA をバイサ

ルファイト PCR, エンドリペア, アダプ

ター・バーコード付加によりライブラリー

調整を行い, IonChef によるテンプレート

調整後, Ion PGM 次世代シークエンサー

（サーモフィッシャー社）を用いてシーク

エンスデータの取得し, 各 CpG サイトの

メチル化率を算出した。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究は，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

究科及び山梨大学医学部の倫理委員会の

承認を得た。本研究によって得られた個人

名及び個人データの漏洩については，デー

タの管理保管に適切な保管場所を確保す

るなどの方法により行うとともに，研究者

の道義的責任に基づいて個人データをい

かなる形でも本研究の研究者以外の外部

の者に触れられないように厳重に保管し，

取り扱った。 
 
Ｃ．研究結果 
  網羅的エピゲノム解析から, ゲノムワ

イド有意水準（FDR < 0.05）かつメチル

か変化の大きさ（|偏回帰係数| > 0.02）
の条件で , 非喫煙群と喫煙群の比較で

46CpGs 領域(27 遺伝子)が同定された。ま

た同様の条件で非喫煙群と中止群の比較

で 15CpGs 領域(5 遺伝子), 中止群と喫煙

群の比較で 64CpGs 領域(38 遺伝子)をそ

れぞれ同定した。これらの 3 つの解析から
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共通するCpGsを抽出することにより, 喫
煙を中止することによりDNAメチル化が

非喫煙者と同等レベルになる 9CpGs 
(Figure 1), 喫煙を中止しても変化しない

1CpG (Figure 2)を見出すことができた。 
さらに同一のDNAサンプルを用いて次

世代シークエンサー(NGS)による再現性

検証を行った結果, 8CpGs のうち AHRR 
(cg21161138)を除く 7CpGs で網羅的

DNAメチル化解析(450K)結果と同様のメ

チル化変化が確認でき, 450K と NGS の

スピアマンの順位相関係数はρ> 0.6 で高

い相関を示した(Figure 3)。 
網羅的メチル化解析では設計されていな

い周辺 CpG についてのメチル化状態を次

世代シークエンサー解析により検討した

結果, 多くの CpG で同方向にメチル化変

化していることが確認できた(Table 1)。 
 
Ｄ．考察 
本研究により, 胎児期喫煙曝露により

影響を受ける遺伝子として従来の報告と

同様に AHRR, CYP1A1, MYO1G などが

含まれる一方で, シナプス関連分子であ

る SHANK2 やタンパク質の分解に関連

する TRIM36 などこれまで報告されてな

い新たな遺伝子領域を同定することがで

きた。特に SHANK2 遺伝子は自閉症の原

因とされる遺伝子の１つとして報告され

ていることから, 喫煙曝露による神経発

達障害発症メカニズムに関与しているか

もしれない。また妊娠が分かって喫煙を中

止することによりDNAメチル化が非喫煙

者と同等レベルになる遺伝子を多数見い

だせたことから, 妊娠初期に喫煙を止め

ればDNAメチル化レベルで影響を及ぼさ

ない可能性が示唆された。 
大規模コーホートにおける多サンプル

の解析では網羅的メチル化解析はコスト

面からも現実的ではない。そこで特異的な

領域に対して多サンプルの定量的解析が

求められる。本研究において同一 DNA サ

ンプルを用いて次世代シークエンサーに

よるメチル化解析を行いデータの再現性

を検証した。その結果 , 8CpGs のうち

7CpGs で同様のメチル化変化が確認でき

たことから結果の妥当性ならびに次世代

シークエンサーによるメチル化解析法が

確立できた。しかしながら, 1CpG につい

ては網羅的解析の偽陽性である可能性と

次世代シークエンサー解析の影響も考え

られることから更なる検証を行う必要が

ある。今後, 大規模コーホートを用いて、

化学物質の影響を受ける特定のDNAメチ

ル化領域について様々な疾患との関与に

ついて解析していく予定である。 
 
Ｅ．結論 
 網羅的エピゲノム解析から, 胎児期の

喫煙曝露により影響を受ける遺伝子を同

定することができた。次世代シークエンサ

ーを用いて特異的な遺伝子領域のメチル

化解析法を確立し, 同定されたほとんど

の CpG で再現性が確認できた。 
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Figure 1. Secondary comparison of differentially methylated CpG sites identified in the 
Ne-S vs. Su-S comparison relative to those identified in the St-S vs. Su-S comparison. (A) 
Venn diagram showing 9 CpG sites that were common between the Ne-S vs. Su-S 
comparison (46 sites) and the St-S vs. Su-S comparison (64 sites). (B) Box plots showing 
methylation rates (-value) at 9 common CpG sites. 
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Figure 2. Secondary comparison of differentially methylated CpG sites identified in the 
Ne-S vs. Su-S comparison relative to those identified in the Ne-S vs. St-S comparison. (A) 
Venn diagram showing one CpG site that was common between the Ne-S vs. Su-S 
comparison (46 sites) and the Ne-S vs. St-S comparison (15 sites). (B) Box plots showing 
methylation rates (-value) at one common CpG site. 
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Figure 3. Correlation between HumanMethylation450K array (HM450K) and next 
generation sequencing (NGS) data analysis for the DNA methylation status of eight CpG 
sites after removing outliers. Values of Spearmen correlation coefficient (ρ) are indicated. 
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Table 1. Verification result for selected CpG sites using Next Generation Sequencing 

Ne-Sb vs Su-Sc Ne-S vs St-Sd St-S vs Su-S Ne-S St-S Su-S

ACSM3 cg59 (cg06478823) 0.032 * 0.728 0.033 * 0.700 (0.062) 0.690 (0.078) 0.722 (0.080)

AHRR cg26 1.17E-10 ** 0.258 1.55E-08 ** 0.644 (0.052) 0.636 (0.049) 0.564 (0.068)

cg28 6.64E-12 ** 0.205 6.24E-09 ** 0.640 (0.054) 0.630 (0.050) 0.549 (0.067)

cg51 (cg05575921) 1.05E-11 ** 0.625 9.76E-11 ** 0.615 (0.060) 0.609 (0.050) 0.519 (0.072)

cg71 3.73E-12 ** 0.587 1.48E-10** 0.738 (0.064) 0.733 (0.057) 0.611 (0.097)

cg96 1.33E-10** 0.388 6.18E-08 ** 0.679 (0.058) 0.670 (0.057) 0.579 (0.082)

AHRR cg26 0.964 (0.984) 0.768 (0.826) 0.980 (0.980) 0.854 (0.034) 0.851 (0.037) 0.854 (0.035)

cg56 0.007 **(0.656) 0.827 (0.892) 0.042* (0.429) 0.785 (0.150) 0.814 (0.111) 0.768 (0.150)

cg79 (cg21161138) 0.064 (0.064) 0.669 (0.576) 0.280 (0.350) 0.767 (0.040) 0.755 (0.063) 0.749 (0.046)

CYP1A1 cg26 (cg05549655) 8.47E-04 ** 0.941 7.06E-04 ** 0.210 (0.061) 0.202 (0.053) 0.245 (0.061)

cg31 0.008 ** 0.986 0.005 ** 0.242 (0.066) 0.236 (0.054) 0.274 (0.060)

cg42 0.009 ** 0.312 3.67E-04 ** 0.480 (0.081) 0.461 (0.073) 0.518 (0.071)

cg49 0.166 0.288 0.007 ** 0.470 (0.070) 0.453 (0.065) 0.491 (0.070)

cg57 8.93E-4 ** (0.002 **) 0.781 (0.781) 7.07E-5 ** (2.19E-04 **) 0.566 (0.077) 0.558 (0.064) 0.604 (0.069)

IGR cg26 0.72 (0.849) 0.600 (0.600) 0.303 (0.422) 0.371 (0.076) 0.367 (0.070) 0.374 (0.087)

cg75 (cg05150608) 0.024 * 0.736 0.010 * 0.368 (0.066) 0.365 (0.071) 0.403 (0.080)

cg77 0.044 * 0.707 0.041 * 0.376 (0.078) 0.372 (0.085) 0.415 (0.110)

SHANK2 cg39 (cg05780228) 2.50E-04 **  (1.98E-04 **) 0.287 (0.246) 0.034 * (0.034 *) 0.590 (0.042) 0.579 (0.040) 0.558 (0.046)

cg67 0.09 (0.120) 0.986 (0.964) 0.163 (0.163) 0.937 (0.018) 0.938 (0.013) 0.932 (0.017)

cg74 0.025 * 0.793 0.022 * 0.848 (0.027) 0.849 (0.028) 0.837 (0.027)

TRIM36 cg26 0.003 ** 0.777 0.003 ** 0.549 (0.085) 0.538 (0.088) 0.602 (0.098)

cg38 0.031 * 0.562 0.009 ** 0.569 (0.082) 0.556 (0.087) 0.606 (0.088)

cg40 (cg07469926) 0.005 ** 0.678 0.002 ** 0.563 (0.057) 0.551 (0.065) 0.595 (0.063)

EVC2 cg34 (cg01290904) 0.007 ** (0.007) ** 0.0526 (0.042 *) 0.429 (0.527) 0.637 (0.056) 0.658 (0.088) 0.667 (0.054)

P-value
Gene region CpG sitea

Mean (SDe) methylation (ratio)

 
aCpG sites are numbered according to their position on the sequencing products, 
overlapped CpG sites with Human Methylation 450K array are indicated in parentheses. 
bNever-smoker. cSustained-smoker. dStopped-smoker. eStandard deviation.  
Steel-Dwass tests. *, P < 0.05; **, P < 0.01, P value from analysis before removal of outliers 
are indicated in parentheses. 
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