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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は，大人よりも脆弱な胎児や小児に与える健康影響が大き

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引き起こす，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おらず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）コホートでは，母子ペアで参加者が 20,926名になりました。
妊娠初期に同意を得た妊婦について母体血の環境化学物質の測定を行い，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,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，および，環境化学物質の測定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。 

 
令和 2年 5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＞ 
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妊娠初期血清 1786 検体を用いて代謝物であるフタル酸モノエ
ステル類（cx-MiNP）の再分析を実施した。DiNP は他のフタル酸エステル類と異なり，
化合物そのものが DiNP-1 と DiNP-2 および DiNP-3 の異性体の混合物であることが知ら
れている(European Union Commission, 2003)。そのため製品を通して曝露した DiNP の
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混合体は，体内で代謝され，一次代謝物のモノ体，二次代謝物のカルボキシ体およびヒ
ドロキシ体についてもそれぞれ構造異性体をもつことが報告されている(Koch et al., 
2007)。これまで北海道スタディでは，母体血中 DiNP 代謝物として，カルボキシ体であ
る cx-MiNP の曝露評価を実施してきたが，いくつかある構造異性体のうちの１つである
mono-(4-methyl-7-carboxyheptyl)phthalate の み の 定 量 で あ り ， そ の 他 の
mono-(7-carboxyoctyl)phthalate や他のカルボキシ体の構造異性体は考慮されていな
かった。EU のバイオモニタリンググループである Human Biomonitoring for EU (HB4EU)
においても，1つの構造異性体のみの曝露評価ではなく，複数の構造異性体を含めたDiNP
代謝物の定量法を用いており，北海道スタディにおいても，同様の評価をすべきと考え
た。再定量により，実情に即した曝露データとなるとともに HB4EU など，世界と比較可
能なデータとして用いることが可能となった。次に, フタル酸エステル類の胎児期曝露
について，臍帯血 DNA メチル化のエピゲノム網羅的解析を行った。その結果，曝露によ
り代謝系に関わる遺伝子のメチル化が影響を受けていること，それらのメチル化変化は
出生時のポンデラル指数の低下と関連していることを明らかにした。さらに，媒介分析
により，胎児期曝露による出生児のポンデラル指数低下への影響にそれらのメチル化変
化が関与している可能性を示唆した。 
臍帯血試料を対象にダイオキシン類・PCBs の異性体定量分析を実施した。定量結果の
平均値及び濃度範囲を過去の報告事例と比較したところ，脂肪重量当たりのダイオキシ
ン類濃度は同等となり，PCBs 濃度はやや低い傾向が認められた。85 名の妊産婦から採
取された臍帯血試料は，本研究事業の主たる目的である一般的なヒトの集団におけるダ
イオキシン類・PCBs の次世代影響評価に適切な試料であると考えられた。続いて，エピ
ゲノム網羅的 DNA メチル化変化と胎児期ダイオキシン類曝露との関連を検討した。ダイ
オキシン類濃度と関連があったCpG（遺伝子）は男児のcg01228410（SLC9A3, FDR= 0.041）
のみで，女児では同定されなかった。メチル化変化部位（differentially methylated 
position; DMP）解析から p<2.50E-04 水準で男児 317CpG，女児 262CpG が抽出された。
男児で高メチル化の割合が高く，男児でより DNA 高メチル化変化量（logFC）は大きか
った。ダイオキシン類の胎児期曝露による出生体重や生後の免疫への影響には性差があ
り，男児に影響が顕著に認められることを既に報告しており，本研究から，エピゲノム
変化も性差がある可能性が示唆された。 
2018 度から継続した研究で，次世代シークエンサーを実施した ADHD ケース・サブコ
ホート 1263 名に解析対象を拡大した結果，妊娠後期コチニン濃度で分類した 3 群のう
ち，能動喫煙群で 6 歳 ADHD 傾向の有意な増加が認められた。コチニン３群における一
元配置分散分析の結果，AHRRは 5CpGs, CYP1A1は 6CpGs, MYO1Gは 20CpGs, GFI1は 21CpGs
で有意差(P < 0.05）を認めたが，ESR1 は全ての CpGs で有意差が認められなかった。ロ
ジスティック回帰分析の結果，6歳 ADHD 傾向と出産歴（OR = 0.51; 95% CI [0.34, 0.76]），
世帯年収（OR = 0.39; 95% CI [0.25, 0.60]），能動喫煙(OR = 2.51; 95% CI [1.32, 4.75]）
と有意な関連が認められた。妊婦（能動）の喫煙と ADHD 疑いの関連において AHRR のメ
チル化の媒介(mediation)を分析した結果，AHRR の CpG_34 は間接効果の傾向が見られ，
CpG_57 は有意に間接効果が認められた。妊婦の喫煙と 6歳児の ADHD 疑いの関連につい
て AHRR の 2 つの CpG のメチル化が媒介することを明らかにした。 
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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

＜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，准教授 
石塚 真由美 
北海道大学大学院獣医学研究院毒性
学教室，教授 
佐田 文宏 
中央大学保健センター，医療管理者 
荒木 敦子 
北海道大学環境健康科学研究教育セ
ンター，特任准教授 
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 
伊藤 佐智子 
北海道大学環境健康科学研究教育セ
ンター，特任講師 
山﨑 圭子 
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三浦 りゅう 
北海道大学環境健康科学研究教育セ
ンター，特任助教 
堀 就英 
福岡県保健環境研究所保健科学部，課
長 
松村 徹 
いであ株式会社，常務取締役 
松浦 英幸 
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器外科学教室, 教授 
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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, 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．異性体を含めたヒト生体試料中
Diisononyl phthalate（DiNP）代謝物の
定性・定量 
高速液体クロマトグラフ‐タンデム質
量分析計（LC-MS/MS）の Product ion Scan
モードによって OH-MiNP（Precursor ion：
m/z 307）の product ion spectrumを得た。
得られた結果より，m/z 121や 77のフラ
グメントが強い強度で確認された。各フ
ラグメントの質量数から，それらの構造
は安息香酸部およびベンゼン部であるこ
とが明らかとなり，これらのフラグメン
トは，異性体共通で発生すると考えられ
た。すなわち，OH-MiNPのモニターイオ
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ンを m/z 307>121（定量イオン：Q1），
307>77（確認イオン：Q2）とした場合，
それぞれは同様のクロマトグラムパター
ンであり，これらは全異性体に共通して
確認できると推測される。同様のクロマ
トグラムパターンが得られる範囲を全異
性 体 の 検 出 範 囲 と し ， Mono 
(4-methyl-7-hydroxyoctyl) phthalate の標準
物質を用いた同位体希釈法により，異性
体を含む総 OH-MiNP を定量した。
cx-MiNP，MiNPについても確認し，同様
の手法で定量することとした。各 total体
の定性は，検量線試料および実試料の Q1
と Q2 のピーク面積比（Q1 /Q2_RM，
Q1/Q2_sample）を算出して確認した。検量
線試料は各 single 体の標準物質を用いて
調製した。 
 
２．胎児期 DEHP 曝露の臍帯血 DNA エピゲ
ノム網羅的メチル化解析 
リクルート時調査票・出産時カルテ情
報・母体血中 MEHP（DEHP の一次代謝物）
濃度がそろう北海道スタディ札幌コホー
トの 203 母児ペアを対象とした。MEHP 濃
度は GC-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 MEHP 濃度との関連を，母の
年齢,出産前 BMI, 教育歴, 採血時期，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。さらに，KEGG 
pathways (Kanehisa et al. 2002)を用い
た Gene Ontology（GO）解析を行った。ま
た，GO 解析で明らかになった代謝系に関
わる遺伝子のメチル化と出生時のポンデ

ラル指数（PI）との関連を重回帰分析に
より解析した。調整因子には母の年齢, 
出産歴，出産前 BMI, 教育歴, 妊娠中喫煙, 
児の性別を用いた。次に，MEHP 濃度と PI
低下との関連にメチル化変化が関与して
いるか，媒介分析(Hayes 2013)により検
討した。調整因子は上記に採血時期を加
えた。 
 
３．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 85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。 
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。
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。 
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
ことを確認した。 
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
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（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。  
 
４. PCB/dioxin と網羅的メチル化解析 
出生前向きコホート北海道スタディ（札
幌コホート）において，１産科病院を受
診した妊婦 514 名から参加同意を得た。
妊娠中期から後期の母体血中ダイオキシ
ン類を, 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
（GS-MS）を用いて分析した。出生時の臍
帯血を用いて網羅的メチル化解析を実施
した。抽出した臍帯血 DNA をバイサルフ
ァイト処理し, 45 万 CpG 部位の網羅的メ
チ ル 化 を 解 析 し た （ Infinium 
HumanMethylation450 BeadChip（イルミ
ナ社））。網羅解析から得られたメチル化
値を標準化後, バッチ間の補正を行った。
メチル化値と log10 変換したダイオキシ
ン類濃度との関連を robust linear 
regression (Fox and Weisberg 2011)，
経験ベイズ法(Smyth 2004)による多変量
解析を用いて , メチル化変化部位
（differentially methylated position; 
DMP）を同定した。多変量解析では，母の
出産歴, 妊娠中喫煙, 採血時期, 児の性
別 および，メチル化値から推定した
(Bakulski et al. 2016)細胞組成値で調
整した。児の性別で層別化した解析も実
施した。さらに同じ多変量解析モデルを
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。 
 
５．次世代シークエンサーを用いた領域特
異的メチル化解析と ADHD の関連 

胎児期の喫煙が6歳ADHD傾向に与える
影響について，エピゲノムの関与を明ら
かにすることを目的に，北海道スタディ
大規模コホートで 2016 年 5月までの 6歳
質問票が回収された 1959 名のうち，6 歳
質問票，妊娠後期コチニン，臍帯血 DNA，
妊娠初期調査票（ベースライン調査票）
が揃い，データに欠損がない 1263 名を対
象とした。曝露は，妊娠後期（約 8ヶ月）
での母体の血清コチニン濃度（Sasaki 
2011）により，能動喫煙群（≥11.49），
受動喫煙群（0.22-11.48 ng/mL），非受
動喫煙群（≤0.21）の３群とした。6 歳
ADHDRS で ADHD 傾向あり（ADHDRS スコア
（男児 ≥ 14.9，女児 ≥ 9.4））の児をア
ウトカムとした。曝露を妊娠後期血漿中
コチニンの３群，アウトカムを 6 歳
ADHDRS として，世帯年収，妊娠中の母の
飲酒と喫煙，出産歴，児の性別で調整し
たロジスティック回帰分析を実施した。 
 
（倫理面への配慮） 
本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，福岡県保健環境研究所，山梨大学
の倫理委員会，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。
福岡県保健環境研究所は臍帯血試料と試
料リストを取り扱う。生体試料が入った
容器及び試料リストには，研究代表者に
よって匿名化された ID のみを記載した。
すべての実験・研究は，北海道大学大学
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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．異性体を含めたヒト生体試料中
Diisononyl phthalate（DiNP）代謝物の
定性・定量 
 過去に分析したヒト血清試料（1,786検
体）および尿試料（232 検体）を対象に，
異性体を含む DiNP 代謝物濃度を算出し
た。対象項目は cx-MiNP（血清，尿），MiNP
（尿）および OH-MiNP（尿）とした。血
清 試 料 に お い て ， single- お よ び
total-cx-MiNPの平均濃度はいずれもMDL
未満であったが，検出率を比較すると，
前者の 0.39%に対し後者は 22%であった。
尿試料では，各 single 体の平均濃度は全
てMDL未満であったのに対し，total体で
は全項目ともMDL以上（total-MiNP；0.59 
ng/mL ， total-OH-MiNP ； 1.7 ng/mL ，
total-cx-MiNP；1.2 ng/mL）であった。特
に total-OH-MiNP，total-cx-MiNPの検出率
は高く，それぞれ 92%，97%であった。
これらの結果より，ヒト生体試料に含ま
れる DiNP 代謝物は 4-メチルオクチル側
鎖構造以外のものが主であることが確認
された。 
 
２．胎児期 DEHP 曝露の臍帯血 DNA エピゲ
ノム網羅的メチル化解析 
DEHP曝露と45万CpGを解析したところ，
２ つ の CpG （ cg26409978; PARP12, 
cg00564857; SDK1）が多重比較補正後も
統計学的に有意だった（false discovery 
rate (FDR) < 0.05）。 また，メチル化
変化全体では，曝露によりメチル化増加
の方向に変化していることが明らかにな
った。 

そこで，P<2.5E-04 の高メチル化にシフ
トした 253CpG 部位について GO 解析を行
ったところ，代謝，シグナル伝達，およ
び，内分泌系と関連する遺伝子上のメチ
ル化が，MEHP 濃度と関連して変化してい
た。最も有意な関連を示した代謝系の CpG
を選び PI と重回帰分析を実施した。解析
した16CpGのうち12CpGsのメチル化がPI
と負の関連を示し，特に 3 つの CpG
（PIK3CG，ACAA1，FUT9）が優位な関連
（P<0.1）を示した。MEHP 濃度と PI 低下
との関連にそれら３つの CpG のメチル化
変化が関与しているか，媒介分析により
検討した。各 CpG それぞれは優位な介在
（Sobel test p-value <0.05.）を示さな
かったが，各メチル化率を平均した場合，
メチル化の介在は有意となり（Sobel test 
p-value＝0.04），DEHP 曝露の PI への影
響のうち，30.4%をメチル化により説明で
きることが示された。 
 
３．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 
臍帯血試料（85検体）の抽出脂肪量（含
量）は，臍帯血重量あたり平均 0.26%（範
囲 0.17％～0.35％）であった。当研究所に
おける過去の分析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 85 例のダイオキシン類濃度
（Total TEQ）は，平均 5.5 pg/g lipid（範囲
2.9～28 pg/g lipid）であった。全血重量あ
たりの濃度に換算した Total TEQ値は，平
均 0.014 pg/g whole（範囲 0.0085～0.046 
pg/g whole）であった。 
臍帯血 85例中の Total PCBs濃度は，平
均 49 ng/g lipid（範囲 14～190 ng/g lipid）
であった。全血重量あたり濃度は，平均
120 pg/g whole（範囲 41～440 pg/g whole）
であった。臍帯血 85例の Total dioxin濃度
と Total PCBs濃度（脂肪重量あたり）の
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間に良好な正の相関（R2＝0.913）が認め
られた。また 85例のうち 4例は顕著に高
い濃度域に分布していた。該当の 4 名は
いずれも初産者であった。 
 
４. PCB/dioxin と網羅的メチル化解析 
PCB/dioxin による臍帯血中 DNACpG メ
チル化の変化を多変量解析して FDR が
0.1 未満であった DMP の結果を CpG 番号
（FDR の水準，遺伝子）で示す。ダイオキ
シン類では cg05392644（FDR=0.069，
IDH3A），ダイオキシン類を児の性別で層
別化した場合は，男児の群：cg01228410
（FDR= 0.010，SLC9A3），cg18267081（FDR= 
0.010，TSSC1），cg04086002（FDR= 0.095，
MIR4269），女児の群：cg06048605（FDR= 
0.053，ABCA2）の部位が臍帯血 45 万か所
の CpG から抽出された。 PCB では
cg16848072（FDR= 0.018，ANAPC13），PCB
を児の性別で層別化した場合は，男児の
群：cg05392644（FDR= 0.0003，IDH3A），
cg08181060（FDR= 0.0024，ADAT2），女
児の群：cg12468238（FDR= 0.080，IRX1），
cg00418150 （ FDR= 0.080 ， ALX4 ） ，
cg14178895（FDR= 0.080，C6orf105），
cg01115668 （ FDR= 0.080 ， BUD31 ） ，
cg23614229（FDR= 0.080，CACNA1G），
cg11697588（FDR= 0.099，CALCA）の部位
が臍帯血45万か所のCpGから抽出された。 
 
５．次世代シークエンサーを用いた領域特
異的メチル化解析と ADHD の関連 
妊娠後期血漿中コチニンで３群に分類
したうち，非受動喫煙群をリファレンス
とした能動喫煙群の6歳 ADHD傾向のオッ
ズ は 有 意 に 増 加 し た （ OR=1.79 ，
95%CI=1.09-2.95）。さらに児の性別で層
別化した場合，男児のみの群で 6 歳 ADHD
傾向のオッズは有意に増加し（OR=2.17，
95%CI=1.11-4.24），非受動喫煙群，受動

喫煙群，能動喫煙群のトレンド p 値は
0.025 と有意であった。 
現在，妊娠後期コチニン3群と6歳ADHD
傾向の有意な関連が認められた1263名に
おいて，去年からサンプルサイズを拡大
し，次世代シークエンサーの解析を進め
ている。メチル化解析のターゲットは別
集団の約 45 万 CpGs の臍帯血 DNA メチル
化データ 450K（イルミナ社）から喫煙と
関連した CpG を抽出し（Scientific 
Reports 2018），さらに去年実施した 562
名の ADHD ケース・サブコホート解析で，
胎児期の喫煙曝露と有意に関連した DNA
メチル化変化した 4 つの CpGs（AHRR 
(cg05575921), MYO1G (12803068), GFI1 
(cg12876356, cg18146737), ESR1 
(cg15626350)）および，ADHD 傾向とサブ
コホート（コントロール）の群間で有意
な差がみられた CYP1A1 の 1CpG 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
いる。 
 
Ｄ．考察 
１．異性体を含めたヒト生体試料中
Diisononyl phthalate（DiNP）代謝物の
定性・定量 

Frederiksen らの報告において，血清中
cx-MiNP 濃度（平均）と検出率はそれぞ
れ 0.67 ng/mL と 43.3%であり，本研究結
果と比較すると両者とも高い値を示して
いる。また，尿中 MiNP，OH-MiNP およ
び cx-MiNP濃度はそれぞれ 1.01 ng/mL，
6.31 ng/mL，8.85 ng/mLと本研究よりも 2
～5倍高い。一方で尿中検出率はそれぞれ
35%，95%，92%と同様の結果であった。 
また， total 体の定性については

Q1/Q2_sampleがQ1/Q2_RMより求めた基準範
囲（上限：Q1/Q2_RM×1.3，下限：Q1/Q2_RM
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×0.7）内であるかどうかで確認した（表
2 および図 3～6）。ここでは，MDL また
はMQL以上の検体を対象とした。血清試
料中 total-cx-MiNPでは，基準範囲内であ
った検体数の割合が MDL 以上で 65%，
MQL 以上で 89%であった。尿試料中
total-MiNP ， total-OH-MiNP お よ び
total-cx-MiNPでは，MDL以上でそれぞれ
9.6%，51%，76%，MQL以上で 50%，51％，
78%であった。両媒体の total-cx-MiNP に
ついてはMQL以上の検体であれば，おお
よそ定性確認の基準範囲内であると考え
られた。 
一 方 で ， 尿 試 料 中 total-MiNP ，

total-OH-MiNP では基準範囲内の検体数
がMQL以上でも約 50%と低かった。特に
total-OH-MiNPでは，約 170検体がクロマ
トグラムのベースラインやピーク形状不
良によって正確な定性が困難であった。
尿試料中 total-MiNP，total-OH-MiNPにつ
いては，試料前処理におけるクリーンア
ップ方法の改善，測定における夾雑ピー
クとの分離改善など選択性の向上が今後
の課題と考えられる。 
 
２．胎児期 DEHP 曝露の臍帯血 DNA エピゲ
ノム網羅的メチル化解析 
本エピゲノム網羅的解析から，一般環
境レベルの DEHP 曝露でさえも，児の DNA
メチル化に影響を与えることが明らかに
なった。特に高メチル化への変化が顕著
であり，それらは代謝に関わる遺伝子に
多く見られた。高メチル化は遺伝子発現
の低下を誘導すると考えられ，胎児の発
育・発達に影響を及ぼす可能性がある。
実際，胎児期曝露による出生児のポンデ
ラル指数低下への影響にメチル化変化が
関与している可能性が示唆された。 
また，代謝系に加え，シグナル伝達，
内分泌系などと関連する遺伝子のメチル

化が影響を受けていることから，今後，
DEHP 曝露による性ホルモンや成長に対す
る影響とメチル化変化の関連を明らかに
する必要がある。 
 
３．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 
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）濃度を測定している。本分担研究
と福岡県調査の結果比較では，ともに初
産及び出産 2 回目の妊産婦に該当する測
定値のみを抽出して行った。本調査研究
では出産歴不明の 1名を除く 84例，福岡
県調査では 29 例中 26 例のデータを用い
た。両集団の平均年齢はともに 32歳で同
等であった。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）を比較した結果，本分担研究
で平均 5.3 pg/g lipid（範囲 2.8～27 pg/g 
lipid），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，両集団
間で顕著な差は認められなかった。 
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 85例の Total PCB濃度は過去の分
析事例と比較して低い傾向を示した。 
 
４．PCB/dioxin と網羅的メチル化解析 
ダイオキシン類でFDR（False Discovery 
Rate）0.05 未満の有意水準であったので
は，児の性別で層別化した男児の群のみ
であった。全体および女児の群では FDR
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の有意水準に達した CpG サイトはなかっ
た。男児の群で 2 カ所の CpG が FDR の有
意水準を満たした（cg01228410（FDR= 
0.010，SLC9A3），cg18267081（FDR= 0.010，
TSSC1））。SLC9A3 は先天異常および糖や
ナトリウム代謝に関与する遺伝子である。
TSSC1 は腫瘍抑制遺伝子の領域に含まれ
ることが示唆されている。 
PCB で FDR が 0.05 未満の有意水準であ
ったのでは，全体と，児の性別で層別化
した男児の群であった。女児の群では FDR
の有意水準に達した CpG サイトはなかっ
た。全体では１カ所の CpG，男児の群で 2
カ所の CpG が FDR の有意水準を満たした
（全体：cg16848072（FDR= 0.018，ANAPC13），
男児：cg05392644（FDR= 0.0003，IDH3A），
cg08181060（FDR= 0.0024，ADAT2））。
ANAPC13 は細胞分裂とその周期を調整す
る遺伝子である。ADAT2 は tRNA プロセッ
シングに関与する示唆されている。IDH3A
に含まれる CpG がダイオキシン類では
cg05392644（FDR=0.069），PCB では男児
で cg05392644（FDR= 0.0003）で抽出され
ており，この遺伝子が関与する経路が，
PCB/dioxin の児の健康影響に関与する可
能性が示唆された。ダイオキシン類や PCB
類の胎児期曝露による出生体重や生後の
免疫への影響には性差が報告されており
（ EHP. 2006, Environ. Res.2009, 
Environ. Res.2011），エピゲノム変化も
性差がある可能性が示唆された。 
 
５．次世代シークエンサーを用いた領域特
異的メチル化解析と ADHD の関連 
平成 30 年度までの報告で，次世代シー
クエンサーを実施した ADHD ケース・サブ
コホート 562 名について，喫煙と ADHD の
オッズ比が有意ではなく，サンプルサイ
ズの不足が示唆された。令和元年は 1263
名に解析対象を拡大した結果，妊娠後期

コチニン濃度で分類した 3 群のうち，非
受動喫煙群と比較し能動喫煙群で 6 歳
ADHD 傾向の有意な増加が認められた。こ
の関連は男児でさらに顕著となった。妊
娠中の母の喫煙と生後の児のADHDリスク
について報告があるが（Psychiatry 
Research 2017），この作用機序にエピゲ
ノムが関与するかどうか，交絡となる可
能性がある共変量で調整して多変量解析
で検討した報告はいまだない。本研究で
は，領域の解析が可能である次世代シー
クエンサーを用いて，別集団の札幌のコ
ホートの網羅解析（450k）および大規模
コホート 562 名で，妊娠中の喫煙と有意
に関与するCpGを既に抽出しており，ADHD
リスク増加にエピゲノム変化が介在する
か，妥当性のある結果を得ることができ
ると考えている。年度末までに 1263 名全
体の NGS 解析を完了し，妊娠中の喫煙が
児の ADHD リスクに，エピゲノムが関与す
るか明らかにする。 
 
Ｅ．結論 
本研究では，DiNP 代謝物の再定量の必
要性について検討し，ヒト血清 1,786 検
体および尿 232 検体を対象に，異性体を
含む cx-MiNP（血清および尿）， MiNP（尿），
OH-MiNP（尿）について定量した。再定量
後，全ての代謝物について検出率および
中央値濃度が増加し，健康影響との関連
について統計解析に用いることが可能と
なった。一般環境レベルのDEHP曝露でも，
出生児のポンデラル指数低下への影響に
メチル化変化が関与している可能性が示
唆された。今後，DEHP 曝露による性ホル
モンや生後の健康影響とメチル化変化の
関連を明らかにする必要がある。85 名の
妊産婦から採取された臍帯血試料は，本
研究の主たる目的である一般的なヒトの
集団におけるダイオキシン類・PCBsの次
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世代影響評価に適切な試料であると考え
られた。ダイオキシン類や PCB の胎児期
曝露によるエピゲノム変化は性差がある
可能性が示唆された。 
サンプルサイズを拡大することで妊娠
中の喫煙による児のADHDリスクの増加を
明らかにした。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
解析により，妊婦の喫煙と６歳児の ADHD
疑いの関連について AHRR の 2つの CpGの
メチル化が媒介することを明らかにした。
将来的に，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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5） 岸玲子；有機フッ素化合物(PFASs)
の胎児期曝露が児の健康へ及ぼす多
様な影響．第 22 回環境ホルモン学会
研究発表会．東京大学弥生講堂（東
京都文京区本郷）(2019.12.12‐14) 

6） 湊屋街子, 宮下ちひろ, 三浦りゅう, 
荒木敦子, 岸玲子; 学童期の肥満に
関連する要因の検討：北海道スタデ

ィ. 第 71 回北海道公衆衛生学会. 
札 幌 保 健 医 療 大 学 ， 札 幌 . 
(2019.11.30) 

7） 湊屋街子, 須山聡, 岸玲子; アトピ
ー性皮膚炎と子どもの行動発達の関
連の検討:北海道スタディ 第 78 回
日本公衆衛生学会総会. 高知市文化
プラザかるぽーと，高知市，高知県. 
(2019.10.23-25) 

8） 小林澄貴, 佐田文宏, 西條泰明, 湊
屋街子, 岸玲子; わが国の妊婦のカ
フェイン摂取量と児の出生時体格と
の量依存的な関連：エコチル調査. 
第 78 回日本公衆衛生学会総会. 高
知市文化プラザかるぽーと，ホテル
日航高知旭ロイヤル，高知会館，高
知新聞放送会館，高知市，高知県. 
(2019.10.23-25) 

9） 岸玲子；アジアにおける出生コホー
ト 連 携 ‐ 特 に Birth Cohort 
Consortium of Asia （BiCCA） こ
れまでの歴史と活動について．第 8
回日本 DOHaD 研究会学術集会．東京
日 本 橋 コ ン グ レ ス ク エ ア
(2019.8.8‐9) 

10） 荒木敦子, 伊藤佐智子, アイツバマ
イゆふ, 宮下ちひろ, 木村孔一, 今
野 哲 , 岸 玲 子 ; Contrasting 
associations of maternal smoking 
and pre-pregnancy BMI with wheeze 
and eczema in children. 第1回 日
本アレルギー学会北海道支部地方会. 
札幌市教育文化会館, 札幌市. 
(2019.6.23) 

 
Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 

 該当なし 
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異性体を含めたヒト生体試料中 Diisononyl phthalate（DiNP）代謝物の定性・定量 

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 松村 徹   いであ株式会社              常務取締役 

研究分担者 荒木 敦子  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 伊藤 佐智子 北海道大学環境健康科学研究教育センター 特任講師 

研究要旨  
 ヒト生体試料中の Diisononyl phthalate（DiNP）の代謝物について，これまでの分析
法では 4-メチルオクチル側鎖構造の代謝物のみを対象に分析していたが，これは
DiNP曝露を過小評価する可能性がある。DiNPのヒト曝露実態の把握および健康影響
との関連を検討するうえでは，4-メチルオクチル側鎖を有する DiNP代謝物だけでな
く，その他の異性体も含めた定性・定量を行うことが重要である。本研究では，4-
メチルオクチル側鎖構造以外の異性体を含む定量方法について検討し，定量イオンお
よび確認イオンのクロマトグラムについて同様のパターンが得られる範囲を全異性
体の検出範囲とし，ヒト血清 1,786 検体および尿 232 検体を対象に，
Mono-carboxy-isononyl phthalate (cx-MiNP；血清，尿)，Mono-isononyl phthalate (MiNP；
尿)およびMono-hydroxy-isononyl phthalate（OH-MiNP；尿）について定量した。 
血清および尿検体について，それぞれ対象化合物の 4-メチルオクチル側鎖構造の
み（single），全異性体（total）での中央値濃度および検出率を比較した。血清試料で
は，cx-MiNP の中央値濃度はいずれも検出下限値（MDL）未満であったが，検出率
は，singleが 0.39%に対し，totalは 22%であった。一方，尿試料においては，各 single
体の平均濃度は全て MDL未満であったのに対し，total体では全項目とも MDL以上
（total-MiNP；0.59 ng/mL，total-OH-MiNP；1.7 ng/mL，total-cx-MiNP；1.2 ng/mL）で
あった。特に total-OH-MiNP，total-cx-MiNPの検出率は高く，それぞれ 92%，97%で
あった。これらの結果より，ヒト生体試料に含まれる DiNP代謝物は 4-メチルオクチ
ル側鎖構造以外のものが主であることが確認された。 
現在のところ，DiNP代謝物全異性体の標準物質は市販されておらず，化学合成を
行うには膨大な費用が掛かる。従って，LC-MS/MSを用いて DiNP代謝物全異性体を
分離し，全ての異性体を正確に定性・定量することは困難である。本研究の手法を用
いて各 total 体を再定量した結果，定量下限値 (MQL) 以上であれば凡そ正確な定性
が可能であることが確認できた。一方で，尿試料中 total-MiNP，total-OH-MiNP につ
いては試料前処理や測定での夾雑物の除去・分離改善，対象化合物の選択性向上など
が課題となった。今後，将来的にラウンドロビン試験などにおいて DiNP代謝物が対
象化合物として加わった際には，試験に参加し本定量法の妥当性を検証する必要があ
る。 

 

研究協力者  

小野田 優（いであ株式会社 環境創造研究

所，主査研究員），アイツバマイ ゆふ（環

境健康科学研究教育センター，特任講師） 

Ａ．研究目的 
DiNPはフタル酸エステルの一種であ
り，フタル酸エステルはポリ塩化ビニ
ル（PVC）を主成分とするプラスチック
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の可塑剤として使用される化学物質で
ある。DiNP は無水フタル酸とイソノニ
ルアルコールのエステル化によって製
造されるが， その化学構造は原料とし
て用いるイソノニルアルコールによっ
て異なる。イソノニルアルコールは
種々の分岐アルコール異性体の混合物
であるため，DiNPについても同様の炭
素鎖異性体が存在することが報告され
ている[1]。 

DiNPはヒト体内に吸収された後，エ
ステルの加水分解によりモノエステル
である MiNP に代謝される（一次代謝
物）。 さらにMiNPはω酸化またはω-1
酸化によりそれぞれ cx-MiNP や
OH-MiNPとなり（二次代謝物），これら
代謝物についても異性体の存在が推測
される[1]。 
一方，過去の研究ではイソノニルア
ルコールの組成として 4-メチルオクタ
ノールの割合が多いことが報告されて
いる[2-4]。その後，4-メチルオクチル側
鎖を有する DiNP 代謝物の標準物質が
製造され，多くの研究が当該標準物質
を用いて定性・定量を行っている。過
去，我々も同様に 4-メチルオクチル側
鎖構造の DiNP 代謝物のみを対象に多
くのヒト生体試料を分析した。しかし，
DiNPのヒト曝露の実態を正確に把握す
るためには，4-メチルオクチル側鎖を有
する DiNP代謝物だけでなく，その他の
異性体も含めて定性・定量を行うこと
が重要である。 
今年度の研究では，過去に分析した
ヒト血清試料 1,786 検体および尿試料
232 検体を対象に，異性体を含めた
cx-MiNP，MiNP および OH-MiNP の定
性方法を検討し，各代謝物の総量を求
めた。 

 
Ｂ．研究方法 
高速液体クロマトグラフ‐タンデム

質量分析計（LC-MS/MS）の Product ion 
Scan モードによって得た OH-MiNP
（Precursor ion：m/z 307）の product ion 
spectrumを図.1に示す。Product ion scan
は ， 市 販 さ れ て い る
Mono(4-methyl-7-hydroxyoctyl) phthalate
（ 4-メチルオクチル側鎖を有する
OH-MiNP ） の 標 準 物 質 
（ Mono-(4-methyl-7- hydroxyoctyl) 
phthalate 100 g/mL in MTBE；CIL社）
を用いて確認した。得られた結果より，
m/z 121 や 77 のフラグメントが強い強
度で確認された。各フラグメントの質
量数から，それらの構造は安息香酸部
およびベンゼン部であることが明らか
となり，これらのフラグメントは，異
性体共通で発生すると考えられた。す
なわち，OH-MiNPのモニターイオンを
m/z 307>121（定量イオン：Q1），307>77
（確認イオン：Q2）とした場合，それ
ぞれは同様のクロマトグラムパターン
であり，これらは全異性体に共通して
確認できると推測される。同様のクロ
マトグラムパターンが得られる範囲を
全異性体の検出範囲とし，Mono 
(4-methyl-7-hydroxyoctyl) phthalate の標
準物質を用いた同位体希釈法により，
異性体を含む総 OH-MiNP を定量した
（図.2）。cx-MiNP，MiNPについても確
認し，同様の手法で定量することとし
た。 
各 total 体の定性は，検量線試料およ
び実試料の Q1 と Q2 のピーク面積比
（Q1 /Q2_RM，Q1/Q2_sample）を算出して
確認した。検量線試料は各 single体の標
準物質を用いて調製した。 
 
（倫理面への配慮） 
本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
学研究科の倫理規定に従って実施した。
分析対象者のリストは，研究代表者に
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よって匿名化された ID のみを記載した。
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．研究結果と考察 
 過去に分析したヒト血清試料（1,786
検体）および尿試料（232検体）を対象
に，異性体を含む DiNP代謝物濃度を算
出した。対象項目は cx-MiNP（血清，尿），
MiNP（尿）および OH-MiNP（尿）とし
た。各媒体における検出率，平均値お
よびパーセンタイルを表.1に示す。 
 血清試料において， single-および
total-cx-MiNP の平均濃度はいずれも
MDL未満であったが，検出率を比較す
ると，前者の 0.39%に対し後者は 22%
であった。尿試料では，各 single体の平
均濃度は全てMDL未満であったのに対
し，total 体では全項目とも MDL 以上
（ total-MiNP ； 0.59 ng/mL ，
total-OH-MiNP ； 1.7 ng/mL ，
total-cx-MiNP；1.2 ng/mL）であった。
特に total-OH-MiNP，total-cx-MiNPの検
出率は高く，それぞれ 92%，97%であっ
た。これらの結果より，ヒト生体試料
に含まれるDiNP代謝物は4-メチルオク
チル側鎖構造以外のものが主であるこ
とが確認された。 
 Frederiksenらの報告[5]において，血
清中 cx-MiNP 濃度（平均）と検出率は
それぞれ 0.67 ng/mL と 43.3%であり，
本研究結果と比較すると両者とも高い
値を示している。また，尿中 MiNP，
OH-MiNPおよび cx-MiNP濃度はそれぞ
れ 1.01 ng/mL，6.31 ng/mL，8.85 ng/mL
と本研究よりも 2～5倍高い。一方で尿
中検出率はそれぞれ 35%，95%，92%と
同様の結果であった。 
また， total 体の定性については

Q1/Q2_sampleがQ1/Q2_RMより求めた基準
範囲（上限：Q1/Q2_RM×1.3，下限：
Q1/Q2_RM×0.7）内であるかどうかで確
認した（表 2および図 3～6）。ここでは，
MDL または MQL 以上の検体を対象と
した。血清試料中 total-cx-MiNP では，
基準範囲内であった検体数の割合が
MDL 以上で 65%，MQL 以上で 89%で
あ っ た 。 尿 試 料 中 total-MiNP ，
total-OH-MiNP および total-cx-MiNP で
は，MDL 以上でそれぞれ 9.6%，51%，
76%，MQL 以上で 50%，51％，78%で
あった。両媒体の total-cx-MiNP につい
てはMQL以上の検体であれば，おおよ
そ定性確認の基準範囲内であると考え
られた。 
一方で，尿試料中 total-MiNP，

total-OH-MiNP では基準範囲内の検体
数が MQL以上でも約 50%と低かった。
特に total-OH-MiNPでは，約 170検体が
クロマトグラムのベースラインやピー
ク形状不良によって正確な定性が困難
であった。尿試料中 total-MiNP，
total-OH-MiNPについては，試料前処理
におけるクリーンアップ方法の改善，
測定における夾雑ピークとの分離改善
など選択性の向上が今後の課題と考え
られる。 
 ヒト生体試料中の DiNP 代謝物の分
析について，single体のみを定量するこ
とは DiNP ばく露を過小評価する可能
性があり，total 体の濃度レベルも同時
に把握することが重要であると考えら
れる。 
今後，将来的にラウンドロビン試験な
どにおいて DiNP 代謝物が対象化合物
として加わった際には，試験に参加し
再定量法の妥当性を検証する必要があ
る。 
 
D. 結論 
本研究では，DiNP代謝物の再定量の必
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要性について検討し，ヒト血清 1,786検
体および尿 232 検体を対象に，異性体
を含む cx-MiNP（血清および尿）， MiNP
（尿），OH-MiNP（尿）について定量し
た。再定量後，全ての代謝物について
検出率および中央値濃度が増加し，健
康影響との関連について統計解析に用
いることが可能となった。本研究の手
法を用いて各 total 体を再定量した結果，
定量下限値 (MQL) 以上であれば凡そ
正確な定性が可能であることが確認で
きた。一方で，尿試料中 total-MiNP，
total-OH-MiNP については試料前処理
や測定での夾雑物の除去・分離改善，
対象化合物の選択性向上などが課題と
なった。今後は，他機関と協力した DiNP
代謝物分析精度の検証や，将来的に
DiNP代謝物がラウンドロビン試験に加
わった際には，試験に参加し本研究の
分析法の妥当性を検証する必要がある。 
 
E．研究発表 
1.論文発表 
該当なし 

 
2.学会発表 
該当なし 
 

F．知的財産権の出願・登録状況（予定
を含む。） 
該当なし 
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図.1 OH-MiNPの product ion spectrum 

 
 
 
 
 

 
図.2 尿中 OH-MiNPのクロマトグラム 

（左：従来の定性，右：異性体を含めた定性） 
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図.3血清試料中 total-cx-MiNP濃度と Q1/Q2_sampleの関係 
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図.4尿試料中 total-MiNP濃度と Q1/Q2_sampleの関係 

 
 

 

 

図.5尿試料中 total-OH-MiNP濃度と Q1/Q2_sampleの関係 
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図.6尿試料中 total-cx-MiNP濃度と Q1/Q2_sampleの関係 
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表.1 ヒト生体試料中 DiNP代謝物濃度（ng/mL） 

Sample Analyte MDL2) 
Detection 

Mean3) Minimum 
Percentiles 

Maximum 
N (%) 25th Median 75th 95th 

Serum 

(n=1,786) 

single-cx-MiNP1) 
0.12 

7 (0.39) <0.12 
    

<0.12 0.46 

total-cx-MiNP1) 384 (22) <0.12 (0.11)       <0.12 0.27 7.1 

Urine 

(n=232) 

single-MiNP 
0.54 

0 (0) <0.54 
     

<0.54 

total-MiNP 93 (40) 0.59 
  

<0.54 0.70 1.4 5.8 

single-OH-MiNP 
0.21 

42 (18) <0.21 (0.16)       <0.21 0.51 1.3 

total-OH-MiNP 213 (92) 1.7 <0.21 0.48 1.2 2.1 4.8 16 

single-cx-MiNP 
0.12 

14 (6.0) <0.12 
   

<0.12 0.12 0.36 

total-cx-MiNP 225 (97) 1.2 <0.12 0.39 0.78 1.4 3.5 13 

        1) single-：4-メチルオクチル側鎖構造の DiNP代謝物，total-：異性体を含めた総 DiNP代謝物 

           2) Method Detection Limit：検出下限値 

      3) MDL未満の検体についてはMDLの半値を用いて算出した 
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表.2 各 total体の定性結果 

判定基準など 
血清 (n=1,786)  尿 (n=232) 

total-cx-MiNP  total-MiNP total-OH-MiNP total-cx-MiNP 

    MDL (ng/mL) 0.12 
 

0.54 0.21 0.12 

    MQL (ng/mL)  0.30 
 

1.4 0.52 0.29 

    Q1/Q2_RM (CL) 16.2  1.55 7.96 17.6 

    Q1/Q2_RM × 0.7 (LCL) 11.3 
 

1.09 5.57 12.3 

    Q1/Q2_RM × 1.3 (UCL) 21.0  2.02 10.3 22.9 

MDL以上 

① 対象検体数 384 
 

93 213 225 

② Q1/Q2_sampleが算出可能であった検体数 1) 384 
 

83 49 156 

③ 基準範囲内であった検体数 2) 249 
 

8 25 119 

④ 基準範囲内検体数の割合(%) 3) 65 
 

9.6 51 76 

MQL以上 

① 対象検体数 81  14 213 151 

② Q1/Q2_sampleが算出可能であった検体数  81 
 

14 49 151 

③ 基準範囲内であった検体数  72 
 

7 25 118 

④ 基準範囲内検体数の割合 (%) 89  50 51 78  

1) クロマトグラムおよびピーク形状不良がなく，Q1，Q2イオンともにピーク面積を算出できた検体数 

  2) Q1/Q2_sample値が LCL～UCLの範囲内であった検体数 

 3) （③基準範囲内であった検体数）/（② Q1/Q2_sampleが算出可能であった検体数）×100 
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出生時体格との関連 
Association between cord blood DNA methylations by fetal exposure of phthalates and ponderal index at 
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A. 研究目的 

Phthalates are widely used plasticizers (Koch et al. 
2013) for consumer products including toys, food 
packages, personal care products, and other 
household items, leading to widespread exposure 
to these chemicals through diet, inhalation, and 
dermal adsorption (Ait Bamai et al. 2015; Jensen 

et al. 2015). Phthalates have potential for 
endocrine-disrupting chemicals (EDCs) and have 
been found to be associated with multiple adverse 
effects on human health. In particular, exposure in 
utero has been linked to adverse birth outcomes 
such as decreased birth size (Minatoya et al. 2017; 
Song et al. 2018; Whyatt et al. 2009), preterm 
birth (Ferguson et al. 2017; Huang et al. 2014), 
pregnancy loss (Gao et al. 2017), and reduced 
anogenital distance of infants (Swan et al. 2015). 
Prenatal exposure can also affect childhood health 

研究要旨 

Exposure to phthalate in utero is associated with adverse health outcome of the offspring. 

Differential DNA methylation at specific CpG sites may link phthalate exposure to health 

impacts. We examined the association of prenatal Di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP) exposure 

with genome-wide DNA methylation changes in cord blood in 203 mother-child pairs in the 

Hokkaido Study on Environment and Children’s Health, using the Illumina HumanMethylation 

450 BeadChip. We found that the primary metabolite of DEHP: mono (2-ethylhexyl) phthalate 

(MEHP) levels in maternal blood were predominantly associated with hypermethylation in cord 

blood DNA. The genes annotated to hypermethylated CpGs associated with maternal MEHP 

levels were enriched for pathways related to metabolism, endocrine system, and signal 

transduction. Among them, hypermethylated CpGs involved in metabolism were inversely 

associated with offspring’s ponderal index (PI). Further, mediation analysis suggested that 

multiple hypermethylation changes may jointly mediate the association between prenatal DEHP 

exposure and offspring’s PI. Although additional studies are needed to determine the functional 

consequences of these changes, our findings imply differential DNA methylation may link 
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outcomes such as behavioral problems (Engel et al. 
2009; Engel et al. 2010; Minatoya et al. 2018b; 
Tellez-Rojo et al. 2013), obesity (Buckley et al. 
2016; Kim and Park 2014), and allergic disease 
(Ait Bamai et al. 2018; Jaakkola and Knight 2008; 
Whyatt et al. 2014). Early-life exposure to 
phthalates may contribute to fetal origins of 
disease; however, actual mechanisms accounting 
for long-term effects remain unclear.  
As phthalates are rapidly metabolized and excreted, 
epigenetic modification, such as DNA methylation, 
may be a potential mechanism by which phthalate 
exposure in utero exerts the long-term effects. 
Accumulating evidence suggests that epigenetic 
alternations may link developmental EDC 
exposure with susceptibility to diseases later in life 
(Barouki et al. 2018; Ho et al. 2017; McLachlan 
2016; Tapia-Orozco et al. 2017). Animal studies 
have demonstrated the association between 
developmental phthalate exposure and DNA 
methylation changes in the offspring 
(Abdel-Maksoud et al. 2015; Manikkam et al. 
2013; Martinez-Arguelles and Papadopoulos 2015; 
Rajesh and Balasubramanian 2015; Sekaran and 
Jagadeesan 2015; Wu et al. 2010). Serval human 
cohort studies showed that prenatal phthalate 
exposure was associated with DNA methylation in 
selected candidate genes using placenta (LaRocca 
et al. 2014; Zhao et al. 2015; Zhao et al. 2016) or 
cord blood samples (Huang et al. 2018; Huen et al. 
2016; Montrose et al. 2018; Tindula et al. 2018). 
Recently, a few epigenome-wide association 
studies (EWASs) that can allow a hypothesis-free 
assessment of epigenetic alterations in relation to 
the environmental factors (Christensen and Marsit 
2011) were published. One study reported 
phthalate exposure altered placental methylome 
and identified epidermal growth factor receptor 

(EGFR) as a critical candidate gene mediating the 
effects of phthalates on early placental function 
(Grindler et al. 2018). Several differential 
methylation regions in cord blood associated with 
prenatal phthalate exposure were identified 
(Solomon et al. 2017). Genes with those regions 
were involved in inflammatory response, cancer, 
endocrine function, and male fertility. Another 
study also examined the association of 
genome-wide DNA methylation in cord blood 
with prenatal exposure to the most common 
phthalates, Di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP) 
and suggested that DNA methylation in genes 
involved in the androgen response, 
spermatogenesis, and cancer-related pathway may 
be affected by prenatal phthalate exposure (Chen 
et al. 2018). Although existing evidence supports 
the role of prenatal phthalate exposure in 
modifying DNA methylation, little is known about 
potential effects of the exposure-associated 
methylation on fetal development and later in life. 
Using epigenome-wide approach, we aimed to 
explore association between prenatal DEHP 
exposure and DNA methylation changes in cord 
blood collected from the participants of the 
Hokkaido study. Furthermore, we studied whether 
the DNA methylation at identified loci mediated 
the effect of DEHP exposure in utero on ponderal 
index at birth as an indicator of fetal growth. 
 
B. 研究方法 
Study population.  
Participants were enrolled in the Sapporo cohort 
of the Hokkaido Study on Environment and 
Children’s Health (Kishi et al. 2011; Kishi et al. 
2013; Kishi et al. 2017). Briefly, we recruited 
pregnant women at 23–35 weeks of gestation 
between 2002 and 2005 from the Toho Hospital 
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(Sapporo, Japan). After the second trimester 
during their pregnancy, the participants 
completed the self-administered questionnaire 
containing baseline information including family 
income, educational level, parity history, and 
pregnancy health information including smoking 
status, alcohol consumption, and caffeine intake. 
Information on pregnancy complications, 
gestational age, infant sex, and birth size was 
obtained from medical records.  
 
Measurement of the primary metabolite of DEHP:  
Maternal blood samples were obtained at the time 
of their hospital examination and stored at －80℃ 
prior to analysis. Levels of mono (2-ethylhexyl) 
phthalate (MEHP) were measured in maternal 
blood by gas chromatography mass spectrometry 
(GC-MS) at Nagoya university as described 
previously (Araki et al. 2014; Araki et al. 2017; Jia 
et al. 2015). The detection of limit (LOD) was 
0.28 ng/mL. 
 
450K DNA methylation analysis.  
Umbilical cord blood samples were taken 
immediately after birth, and then stored at －80℃. 
After DNA extraction using a Maxwell® 16 DNA 
Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA), 
cord blood DNA methylation at 485,577 CpGs 
was quantified using the Infinium 
HumanMethylation 450 BeadChip (Illumina Inc., 
San Diego, CA, USA) by G&G Science Co., Ltd. 
(Fukushima, Japan). Details for the 450K 
methylation analysis are described elsewhere 
(Miura et al. 2018). Samples were run across five 
plate batches and were assigned randomized 
location across plates. After quality control (Aryee 
et al. 2014), functional normalization (Fortin et al. 
2014) was applied to the raw data, and normalized 

beta (β) values, ranging from 0-1 for 0% to 100% 
methylated, were obtained for the 292 cord blood 
samples. Probes with a detection p-value >0.05 in 
more than 25% of samples, single nucleotide 
polymorphism (SNP)-affected probes, 
cross-reactive probes identified by Chen et al. 
(Chen et al. 2013), and probes on sex 
chromosomes were removed. As a result, 426,413 
CpG probes were included in the working set. We 
applied the ComBat method on M-values 
(logit-transformedβ-values) to adjust methylation 
data for the sample plate to reduce a potential bias 
due to batch effects (Leek et al. 2012). The 
M-values were back-transformed to β-values that 
were used for subsequent data analyses. 
 
Data analysis.  
Among the 514 participants of the Sapporo Cohort 
Study, 203 mother-infant pairs had both exposure 
and DNA methylation data. 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 analysis (Fox and 
Weisberg 2011) and empirical Bayesian method 
(Smyth 2004) were applied to determine the 
associations of β-value at each CpG site with 
MEHP natural log (ln)-transformed 
concentrations, adjusted for maternal age, 
educational levels, pre-pregnancy body mass index 
(BMI), smoking during pregnancy, blood 
sampling periods, gestational age, infant sex, and 
cord blood cell estimates for CD4+ T cells, CD8+ 
T cells, granulocytes, monocytes, B cell and 
nucleated red blood cells. Adjustment covariates 
were selected from factors previously reported to 
be associated with exposure or cord blood DNA 
methylation. For multiple comparisons, p-values 
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were adjusted by a false discovery rate (FDR) to 
obtain q-values. Because of too few 
FDR-significant findings, we evaluated the 
differentially methylated CpGs (DMCpGs) with 
uncorrected p-value <2.5E-04. We also assessed 
hypermethylated DMCpGs (hyper-DMCpGs) for 
functional enrichment with KEGG pathways 
(Kanehisa et al. 2002) via the gometh function in 
the missMethyl package in R/Bioconductor 
(Phipson et al. 2016). Statistical analyses were 
performed using minfi, sva, and limma packages in 
R ver. 3.3.2 and Bioconductor ver. 3.3. 
The Spearman’s correlation test, Mann-Whitney 
U-test, and Kruskal-Wallis test were applied to 
determine whether maternal and offspring 
characteristics were associated with MEHP levels. 
We examined associations between methylation 
levels at hyper-DMCpGs and ponderal index (PI) 
at birth by a multivariate regression model 
adjusted by maternal age, educational levels, parity, 
pre-pregnancy BMI, smoking during pregnancy, 
gestational age, and infant sex, using JMP Pro 14 
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). PI was 
calculated as follows; PI (kg/m3) = birth weight 
(kg) / (birth length (m))3. Then, we tested the 
CpGs for mediation in the association between 
MEHP levels in maternal blood and PI using 
PROSESS (Hayes 2013), a macro implemented in 
SPSS (IBM, Armonk, NY, USA). In addition to 
the same possible cofounders as named above, 
blood sampling periods were included as covariate 
in the mediator and outcome regression models.  
 
Ethics.  
Written informed consents were obtained from all 
participants. 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. 
All experiments were performed in accordance 
with relevant guidelines and regulations. 
 
C. 研究結果 
Study characteristics 
The characteristics of the participants with the 
corresponding median MEHP concentrations in 
cord blood are described in Table 1. The median 
of MEHP concentration was 10.3 ng/mL 
(Interquartile range (IQR): 5.8 – 15.3 ng/mL) 
with 100% of detection rate. The average ± 
standard deviation (s.d.) age of the mothers was 
29.8 ± 4.9 years. Maternal blood sampling periods 
were significantly associated with MEHP levels. 
Of the 203 newborns, 94 (46.3%) were male. The 
mean gestational age was 39.9 weeks, birth weight 
was 3137.5 g, and birth length was 48.5 cm. The 
MEHP level was negatively correlated to PI (ρ= 
-0.133, p=0.059). 
 
Epigenome-wide association study of DEHP 
exposure in utero 
In adjusted robust linear regression models, there 
were 2 CpGs with epigenome-wide significant 
methylation changes (FDR q-value < 0.05): one 
located in 200 bases from transcription start site 
(TSS200) of PARP12 (cg26409978), and another 
mapped to SDK1 (cg00564857) as shown in 
Figure 1A. DEHP exposure was more frequently 
associated with hypermethylation than with 
hypomethylation as seen in volcano plots (Figure 
1B). For instance, of 271 DMCpGs with 
uncorrected p-value <2.5E-04, 253 CpGs (93.4%) 
were hypermethylated (Figure 1B). We examined 
the location of the hyper-DMCpGs with p-value 
<2.5E-04 in gene features and CpG islands. As 
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shown in Figure 2, there were statistically 
significant differences associated with DEHP 
exposure compared with the expected proportions 
(for gene features, Χ2 P-value = 0.004; for CpG 
islands, Χ2 P-value = 0.01). Decrease in island 
and increase in the intergenic region (IGR) were 
particularly observed. 
Next, we considered our results in relation to a 
published study of association between prenatal 
phthalate exposure and cord blood DNA 
methylation using Illumina HumanMethlation450 
Beads chips (Solomon et al. 2017). In the study, 
the authors identified seven differentially 
methylated regions (DMRs) associated with 
MEHP levels in maternal urine at 26 weeks 
gestation by using two differential approaches. We 
examined the direction of methylation changes in 
the DMRs identified by Solomon et al. in our data 
set (Table 2), in which we averaged methylation 
levels of each CpG site because the CpGs included 
in each region showed the same direction of 
methylation changes. Although no CpG reached 
statistical significance in our cohort, six of the 
seven DMRs showed the same direction as those 
identified by Solomon et al. (Table 2), of which 
five DMRs mapped to MUC4, C5orf63, CNPY1, 
SVIL-AS1, and FIBIN were hypermethylated, 
suggesting that prenatal DEHP exposure would 
predominantly induce hypermethylation. 
 
Gene Ontology (GO) analysis 
To investigate the underlying biology that may be 
affected by DEHP-associated hypermethylation 
changes, we tested for Kyoto Encyclopedia Genes 
and Genomes (KEGG) pathways (Kanehisa et al. 
2002) enrichment among the 253 hyper-DMCpGs 
with p <2.5E-04. We observed twelve enriched 
pathways with FDR <0.05. GO analyses of the 

data obtained using 450K chip are known to be 
biased for cancer-related genes (Harper et al. 
2013); therefore, the enriched pathways excluded 
cancer and human disease pathways are listed in 
Table 3. The most significant pathway was 
“metabolic pathway” with FDR = 2.4E-08. We 
also observed three pathways involved in 
endocrine system: GnRH signaling pathway, 
Renin secretion, and Cortisol synthesis and 
secretion, and two pathways involved in signal 
transduction: mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) signaling pathway and Notch signaling 
pathway. 
 
The methylation for mediation in the association 
between prenatal DEHP exposure and offspring’s 
PI at birth  
First, we performed multiple regression analyses 
to examine the association between PI and 
methylation levels at sixteen hyper-DMCpGs on 
the genes involved in metabolic pathways (as 
shown in Table 3). Of those, methylation levels at 
twelve hyper-DMCpGs were inversely related to 
PI (Figure 3). In particular, methylation levels at 
cg27433759: PIK3CG, cg10548708: ACAA1, and 
cg07002201: FUT9 were associated with PI with 
p-value <0.1. Then, we considered averaged 
methylation levels at the three CpGs and observed 
mediate effect with Sobel test p-value <0.05 
(Table 4), which explained 30.4 % of the effect of 
MEHP levels on PI. 
 
D. 議論 
We examined the effect of prenatal DEHP 
exposure on DNA methylation in cord blood and 
found that maternal MEHP levels were 
predominantly associated with hypermethylation. 
The genes annotated to hyper-DMCpGs were 
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enriched for pathways related to metabolism, 
endocrine system, and signal transduction. 
Further, mediation analysis suggested that a part 
of hypermethylation may mediate the association 
between prenatal DEHP exposure and offspring’s 
ponderal index. 
As we described previously (Araki et al. 2014), the 
levels of MEHP in this cohort (median = 10.3 
ng/mL) were higher than those in pregnant 
women at 18 weeks (median = 1.18 ng/ml). 
Additionally, in most cases, the levels of phthalate 
metabolites were considerably higher in urine 
samples (Frederriksen et al. 2010). We found two 
DMCpGs with FDR < 0.05: cg26409978 located 
in TSS200 of PARP12 (poly(ADP-Ribose) 
polymerase family member 12; previous name: 
zinc finger CCCH-type domain containing 1 
(ZC3H1)) and cg00564857 mapped to SDK1 
(Sidekick Cell Adhesion Molecule 1). Both CpGs 
showed hypermethylation. We also observed the 
preference of hypermethylation associated with 
MEHP levels with p-value <2.5E-04. In the 
previous study using the 450K platform, Salomon 
et al. (Solomon et al. 2017) reported the seven 
DMRs associated with MEHP levels in maternal 
urine at 26 weeks gestation (n=332, median: 3.63 
µg/g-creatinine). Our study differs in sample size, 
matrices, collecting timing, and analysis methods; 
nonetheless, when we evaluated the direction of 
methylation changes in those DMRs, 
hypermethylation in the five DMRs were 
replicated in our data set (Table 2). 
Phthalate-induced hypermethylation was also 
consistent with a previous study that 
demonstrated a positive association between 
prenatal levels of high molecular weight phthalate 
and cord blood methylation region of MEG3 
(Tindula et al. 2018). It is plausible that maternal 

MEHP would predominantly induce offspring’s 
hypermethylation. However, others on cord blood 
methylation alterations reported prenatal 
phthalate-induced hypomethylation. One study 
demonstrated an inverse association between 
prenatal concentrations of monoethyl phthalate, a 
metabolite of diethyl phthalate (DEP), with cord 
blood methylation of Alu repeats, and a similar but 
weaker association with LINE-1 methylation 
(Huen et al. 2016). Maternal urinary 
mono-n-butyl phthalate (MBP) and monobenzyl 
phthalate (MBzP) were negatively associated with 
Alu methylation (Huang et al. 2018). Another 
study showed that maternal phthalate 
concentrations were negatively associated with 
methylation on LINE-1 and metabolism-related 
genes; IGF2 and PPARA (Montrose et al. 2018). 
The differences in metabolite type, the measuring 
time, and level of phthalates may account for the 
disparities. 
We also observed an enrichment of 
hyper-DMCpGs in the IGR, with decrease within 
CpG island (Figure 2). Disease associated- and 
environmentally induced-DMCpGs, such as 
obesity or exercise intervention, have been shown 
to be enriched within the IGR or open seas 
(Grundberg et al. 2013; Huang et al. 2015; Ronn 
et al. 2013; Zhu et al. 2018), suggesting that DNA 
methylation may also be dynamically regulated 
outside CpG islands. The enrichment of DMCpGs 
with in the IGR may affect functional process of 
regulatory elements, such as enhancers or 
insulators, located within the IGR. Recent study 
showed that the methylation levels at CpGs in the 
IGR were anticorrelated with nearest gene 
expression (Zhu et al. 2018).  
GO analysis showed that DEHP-associated 
hypermethylation was associated with metabolic 
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pathway, endocrine system, and MAPK signaling 
pathway. This is consistent with previous work. 
For instance, epidemiological studies showed that 
phthalate exposure in utero has been associated 
with fetal metabolic outcomes, such as birth size 
(Minatoya et al. 2017; Watkins et al. 2016; Whyatt 
et al. 2009) and adipokine levels, markers of 
metabolic function,  in cord blood 
(Ashley-Martin et al. 2014; Minatoya et al. 2017; 
Minatoya et al. 2018a). Prenatal exposure has also 
been linked to steroid hormone levels in infants 
(Araki et al. 2014; Araki et al. 2017; Lin et al. 
2011). Recently, an experimental study showed 
that MEHP has an impact on MAPK pathways as 
well as an effect on peroxisome proliferator–
activated receptor  (PPAR) transcriptional 
activity, which together promote disturbances in 
lipid metabolism and in human villous 
cytotrophoblast differentiation (Shoaito et al. 
2019). 
Given the accumulation of DEHP-induced 
hypermethylations in metabolic pathway, we 
hypothesized that those methylation changes 
would disrupt fetal growth. We examined the 
association between methylation levels at sixteen 
hyper-DMCpGs in metabolic pathways and PI at 
birth, an indicator for fetal growth, and found that 
methylation levels at twelve CpGs were negatively 
associated with PI (Figure 3). Among them, three 
CpGs; cg27433759: PIK3CG, cg10548708: 
ACAA1, and cg07002201: FUT9, approached 
significance (p-value <0.1). PIK3CG 
(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) 
encodes a class I catalytic subunit of PI3K 
(Phosphoinositide 3-kinase) that phosphorylates 
inositol lipid and is related to the pathway 
affecting insulin-like growth factor (IGF1)-Akt 
signaling (Matheny et al. 2017) and development 

erythropoietin (EPO)-induced Jak-STAT pathway 
(Cokic et al. 2012). ACAA1 (Acetyl-CoA 
Acyltransferase 1) encodes an enzyme operative in 
the beta-oxidation system of the peroxisomes and 
is involved in fatty acid metabolism (Islam et al. 
2019). FUT9 (Fucosyltransferase 9) belongs to 
the glycosyltransferase family and is related to 
glycosphingolipid biosynthesis (Ogasawara et al. 
2011). Although each CpG did not show 
significant mediation in the association between 
prenatal DEHP exposure and offspring’s PI, the 
averaged methylation levels at the three CpGs 
represented significant mediate effect (Sobel test 
p-value <0.05) and explained 30.4 % of the effect 
of MEHP levels on PI (Table 4). This suggests 
that multiple hyper-DMCpGs may jointly 
contribute to effects of DEHP exposure in utero 
on fetal development. We assumed that there 
would be more DM-CpGs related to PI as not all 
genes hit KEGG pathways. Among thirty-eight 
hyper-DMCpGs with FDR < 0.25 (Supplementary 
Table S3), seven CpGs; cg05836256 (LMF1: 
Lipase Maturation Factor 1), cg21491711 (DBN1: 
Drebrin 1), cg01142096 (ERICH1: Glutamate 
Rich 1), cg12651645 (PCSK6: Proprotein 
Convertase Subtilisin/Kexin Type 6 ), cg04849589 
(CSNK1G3: Casein Kinase 1 Gamma 3), 
cg01560642 (TTC34: Tetratricopeptide Repeat 
Domain 34), cg02735381 (ALPK1: Alpha Kinase 
1) were related to PI with p-value <0.05, and two 
CpGs; cg26684601 (JPH3: Junctophilin 3), 
cg22493212 (MIR4277: MicroRNA4277), were 
with p-value <0.1 (Supplementary Figure S1). 
Notably, these genes are linked to metabolism, cell 
growth and development. LMF1 is related to 
lipoprotein metabolism (Hosseini et al. 2012). 
DBN1 encodes a cytoplasmic actin-binding 
protein thought to play a role in the process of 



厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク研究事業） 
分担研究報告書 

- 33 - 
 

neuronal growth (Shirao and Sekino 2017). DMR 
at ERICH1 was identified in multiple sclerosis 
patients by 450K platform (Maltby et al. 2017).  
There is a link between PCSK6 and obesity (Du et 
al. 2016; Levenson et al. 2017). CSNK1G3 is 
involved the Hedgehog (Hh) signaling pathway 
that has numerous roles in the control of cell 
proliferation, tissue patterning, stem cell 
maintenance and development. TTC34 contains 
tetratricopeptide repeat domain which can 
regulate diverse biological processes, such as 
organelle targeting, protein import, and vesicle 
fusion (Zeytuni and Zarivach 2012). microRNAs 
are involved in post-transcriptional regulation in 
gene expression in multicellular organisms by 
affecting both the stability and translation of 
mRNAs. JPH3 provides a structural foundation for 
functional cross-talk between cell surface and 
intracellular ion channels. Although not significant 
mediate effect, each CpG explained 12.5 % - 
23.2 % of the effect of MEHP levels on PI.  
The following limitations of this study should be 
considered. We measured MEHP levels only once 
from second to third trimester. There have been 
concerns about using a single MEHP 
measurement as a representation of the long-term 
prenatal exposure due to the short half-life of 
MEHP. In addition, among several metabolites of 
DEHP, only MEHP levels were measured. MEHP 
is the primary metabolite of DEHP. Other 
secondary metabolites, such as 
mono(2-ethyl-5-hydroxyhexyl) phthalate and 
mono(2-ethyl-5-carboxyl) phthalate which have 
been detected in maternal serum (Hart et al. 
2014), also be considered in future studies. 
Second, we used blood samples for exposure 
assessment as urine samples were not available in 
this study. The majority of the recent studies 

assessed phthalate levels in urine samples as urine 
samples can avoid the influence of external 
contamination. In this assay, all samples were 
handled carefully to avoid ex vivo hydrolysis of 
DEHP and external contamination. We measured 
background levels of MEHP and confirm that the 
influences of external contamination were null. 
Third, DNA methylation was measured using 
unfractionated cord blood. DEHP is known to 
affect multiple tissues. Whether the associations 
observed in this study may reflect associations 
between prenatal DEHP exposure and the 
methylation at target tissues is unknown. Lastly, 
we included participants for whom cord blood 
samples were available, thus limiting the scope 
only to mothers who delivered vaginally. It is thus 
possible that relatively healthier children were 
included in our analysis, and we may have 
underestimated the effects of DEHP exposure.  
Despite these potential limitation, this 
epigenome-wide study identified 
hypermethylation changes associated to prenatal 
DEHP exposure. The DEHP-associated 
hypermethylations may jointly contribute to 
effects of prenatal exposure on fetal development. 
Further studies are needed to confirm our findings 
and to investigate their relevance to infant 
long-term outcomes. 
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Table 1. Characteristics of study population and their relationships with maternal serum 
MEHP concentrations (n=203) 

        MEHP (ng/ml) 

      Mean ± SD ρ     
p 

      N (%) Median 25th 75th 

Maternal characteristics           
  Maternal Age (year)a 29.8 ± 4.9 ρ= 0.038     0.594 
  Prenatal-BMI (kg/m2)a 21.2 ± 3.0 ρ= 0.049     0.485 
  Parityb 0 110 (54.2) 10.00 5.65 15.20 0.644 
    ≧ 1 93 (45.8) 10.37 6.00 15.65   
  Educational level (year)b 
    ≦ 12 93 (45.8) 10.37 5.92 14.66 0.831 
    > 12 112 (54.2) 9.92 5.65 15.42   
  Annual household income (million yen)c 
    < 3 39 (19.4) 11.53 6.03 16.60 0.379 
    3-5 103 (51.2) 8.65 5.57 14.92   
    5-7 43 (21.4) 11.41 6.90 16.80   
    > 7 16 (8.0) 9.83 5.42 13.48   
  Smoking during pregnancyb 
    No 167 (82.3) 10.41 5.92 15.55 0.424 
    Yes  36 (17.7) 7.80 5.23 14.11   
  Alcohol consumption during pregnancyb 
    No 132 (65.5) 10.37 5.96 15.72 0.638 
    Yes  70 (34.5) 10.22 5.40 15.09   
  Caffeine intake during pregnancy (mg/day)a 
     143.0 ± 125.8 ρ= 0.064     0.374 
  Blood sampling period (weeks)c 
    < 32 77 (37.9) 11.41 6.64 15.28 0.009 
    32-35 48 (23.6) 12.40 6.64 17.32   
    ≧ 35 78 (38.4) 7.08 5.00 13.80   
Infant characteristics           
  Gestational age (week)a 39.9 ± 1.0 ρ= 0.000     0.998 
  Sexb Male 94 (46.3) 9.86 6.32 14.42 0.673 
    Female 109 (53.7) 10.41 5.63 16.31   
  Birth weight (g)a 3137.5 ± 333.3 ρ= -0.066     0.352 
  Birth length (cm)a 48.5 ± 1.5 ρ= 0.057     0.416 
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  Ponderal Index (kg/m3)a 27.4 ± 2.2 ρ= -0.133     0.059 
aSpearman's correlation test (ρ), bMann-Whitney U-test, cKruskal-Wallis test 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 1. Manhattan (A) and Volcano (B) plots of the genome-wide associations of 
DNA methylation with prenatal exposure to DEHP. 
  
Adjusted for maternal age, educational levels, pre-pregnancy BMI, smoking during 
pregnancy, blood sampling periods, gestational age, infant sex, and cord blood cell 
estimates. 
Horizontal solid lines represent the significance threshold of an FDR < 0.05. 
Horizontal dotted lines represent the threshold of a p-value < 2.5E-04. 
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Figure 2. Location of the differentially hypermethylated CpGs (hyper-DMCpGs) with p 
<2.5E-04 (253 CpGs) compared to all CpGs on the methylation array. 

Χ2 test: (A) p=0.004, (B) p=0.01 
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Table 2. Direction of cord blood DNA methylation changes associated with maternal MEHP levels at differentially methylated regions 
identified by Solomon et al. (2018) in the present study. 

Gene Chr Start End 
Sapporo cohort   Salomon et al. 2017 

Number of 
Probes 

Average 
Coefa 

Min 
p-valueb 

Directionc  Max 
bFCd 

Directionc 
  

MUC4 3 195489306 195490169 8 0.018 0.223 + 
 

0.297 + 
C5orf63/FLJ44606 5 126408756 126409553 13 0.017 0.002 + 

 
0.250 + 

VTRNA2-1 5 135414858 135416613 16 −0.007 0.320 − 
 

−0.895 − 
RNF39 6 30038254 30039801 37 0.005 0.367 + 

 
−0.833 − 

CNPY1 7 155283233 155284759 10 0.004 0.082 + 
 

0.171 + 
SVIL-AS1 10 29698152 29698685 8 0.002 0.119 + 

 
0.390 + 

FIBIN 11 27015519 27016671 8 0.003 0.166 +   0.231 + 
aAverage partial regression coefficient at CpG sites in the region. 
bMinimum p-value within the region. 
cDirection of methylation change: +; increased, –; decreased. 
dFold change in DNA methylation M‐value per log10 unit increase in phthalate metabolite concentration. 
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Table 3. Significantly enriched pathways (FDR <0.05) for the gene targets of 253 differentially hypermethylated CpGs 
(hyper-DMCpGs)  associated with MEHP levels (p <2.5E-04). 

KEGG Orthology KEGG Pathway Genes* p-Value 

Metabolism Metabolic pathways 
ENO1; ATP6V1G1; ADSL; PLA2G12A; AMDHD1; EPRS; 
PIK3CG; AGPAT1; HSD3B7; ADI1; PLCD1; DSE; EXT2; 
INPP5A; FUT9; ACAA1 

7.3E-11 

Signal transduction 
MAPK signaling pathway 

MAP2K6; EFNA3; CACNA1D; DAXX; FGF9; DUSP4; 
PPM1A; DUSP10; CACNA1C; MAP3K3 

3.0E-07 

Notch signaling pathway NUMBL; NCOR2; RFNG; CTBP1; NOTCH1 6.4E-07 

Endocrine system 

GnRH signaling pathway MAP2K6; CACNA1D; ITPR2; CACNA1C; MAP3K3 1.3E-04 

Renin secretion CACNA1D; ITPR2; CACNA1C 6.9E-04 

Cortisol synthesis and 
secretion 

CACNA1D; ITPR2; CACNA1C 1.2E-03 

Circulatory system 
Vascular smooth muscle 
contraction 

CACNA1D; PLA2G12A; CALD1; ITPR2; CACNA1C 4.0E-04 

Nervous system Dopaminergic synapse CACNA1D; TH; ITPR2; CACNA1C 7.4E-04 

*Genes annotated the hyper-DMCpGs with p <2.5E-04. 
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Figure 3. Linear regression coefficients () of ponderal index at birth in relation to 
methylation levels at CpGs positively associated with MEHP with p-value <2.5E-04, mapped 
to the genes involved in metabolic pathways. Error bars indicate 95% confidential interval 
(CI). Adjusted for maternal age, educational levels, parity, pre-pregnancy BMI, smoking 
during pregnancy, gestational age, infant sex. 

†P <0.1, *P <0.05 
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Table 4. Mediation analysis examining the association between prenatal exposure to DEHP 
and ponderal index at birth through differential methylation at CpGs by PROCESS (Hyaes, 
2013) 

Total effect of maternal MEHP  
on ponderal index at birth 

 a 
(95% CI) 

    

  -0.56 
( -1.02, -0.11)* 

    

Methylation at CpG 
Direct effect 

 
Indirect effect 

Mediation % 
(Indirect/Total) b 

(95% CI) 
 c 

(Bca CI) 
Sobel 

p-value 

PIK3CG:cg27433759 
-0.48 

(-0.95, -0.02)*  
 -0.08 

( -0.23, -0.00) 
0.16  14.3 

ACAA1:cg10548708 
-0.49 

(-0.96, -0.01)*  
 -0.08 

(-0.23, 0.03) 
0.24 14.3 

FUT9:cg07002201 
-0.51 

(-0.97, -0.05)*  
-0.05 

( -0.27, 0.01) 
0.27 8.9 

Average_3CpGsd 
-0.39 

(-0.87, 0.08) 
 -0.17 

(-0.37, -0.05) 
0.04* 30.4 

aCoeffieicnt represents total effect estimate for DEHP exposure in the model: ponderal index 
= MEHP levels + covariates 
bCoeffieicnt represents direct effect estimate for DEHP exposure in the model: ponderal index 
= MEHP levels + DNA methylation levels at CpGs + covariates 
cCoeffieicnt represents indirect effect estimate for MEHP on ponderal index through 
differential methylation at CpG, equals (total effect) – (direct effect). 
dAverage of methylation levels at three CpGs; cg27433759, cg10548708, and cg07002201 
Covariates; maternal age, parity, educational levels, pre-pregnancy BMI, smoking during 
pregnancy, blood sampling periods, gestational age, and infant sex 
Bca CI, bias-corrected and accelerated CI 
*p < 0.05 
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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 

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 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 山崎 圭子  北海道大学環境健康科学研究教育センター  特任講師 

研究要旨  
 北海道内の医療機関で 85 名の妊産婦から採取された臍帯血試料を対象にダイオキ
シン類・PCBsの異性体定量分析を実施した。85例の定量結果の平均値及び濃度範囲
を過去の報告事例と比較したところ，脂肪重量当たりのダイオキシン類濃度は同等と
なり，PCBs 濃度はやや低い傾向が認められた。また職業性の曝露等を原因とする特
異的な高濃度事例は認められなかった。85名の妊産婦から採取された臍帯血試料は，
本研究事業の主たる目的である一般的なヒトの集団におけるダイオキシン類・PCBs
の次世代影響評価に適切な試料であると考えられた。 

 

研究協力者  
平川 周作，新谷 依子（福岡県保健環
境研究所，研究員） 
平川 博仙，飛石 和大（福岡県保健環
境研究所，専門研究員） 
Ａ．研究目的 
ダイオキシン類及びその類縁物質で
ある PCBs は難分解性の有機塩素系化
学物質であり，環境中で長期間にわた
り安定的かつ持続的に残留することが
知られている。一般人のダイオキシン
類・PCBsの摂取経路は食品であり，微
量ながら日常的に摂取され，殆どは体
内に吸収・蓄積し，代謝排泄される量
は極めて僅かである。これらの化学物
質は妊娠期に胎盤を経由して母親から
胎児へ，出産後は母乳を介して乳児に
移行することが明らかにされている。
近年，胎児の発育や発達，さらに小児
期から青年期にかけての健康は胎児期
における環境要因に影響を受けること
が示唆されている。本研究では，ダイ
オキシン類・PCBsによる次世代の健康
影響評価に資するため，北海道内の医
療機関で採取された臍帯血試料中のダ
イオキシン類・PCBsの異性体定量分析
を実施した。 

 

Ｂ．研究方法 
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 85
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。臍帯血を採取
した時点での妊産婦 85名の年齢，出産
歴は下記のとおりであった。 
年齢（歳）  最低  20 

              最高  43 
平均  32.4 

              中央値 32 
出産歴（人） 初回  39 

              １回   45 
        不明   1 
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
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凍状態の臍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 1)。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②non-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は最終検液の全量を約 100 µL
に調製し，  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
液は全量を約 200 µLとし， 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 7890 ／ Waters 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 種化合
物）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
保されていることを確認した 2)。 
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。  
 
（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同大学院医学
研究科・医の倫理委員会の倫理規定な
らびに福岡県保健環境研究所疫学研究
に関する倫理規定に従って実施した。
インフォームド・コンセントは研究代
表者が行い，福岡県保健環境研究所は
臍帯血試料と試料リストを取り扱う。
臍帯血が入った容器及び試料リストに
は，研究代表者によって匿名化された
ID のみが記載されている。よって福岡
県保健環境研究所で個人情報を取り扱
うことはない。 
 
Ｃ．結果及び考察 
臍帯血試料（85 検体）の抽出脂肪量
（含量）は，臍帯血重量あたり平均
0.26%（範囲 0.17％～0.35％）であった。
当研究所における過去の分析事例や他
の報告事例と同等の脂肪含量が得られ
た 3) 4)。 
表 1 にダイオキシン類（29 化合物）
の定量結果の概要を示す。臍帯血 85例
のダイオキシン類濃度（Total TEQ）は，
平均5.5 pg/g lipid（範囲2.9～28 pg/g lipid）
であった。全血重量あたりの濃度に換
算した Total TEQ値は，平均 0.014 pg/g 
whole（範囲 0.0085～0.046 pg/g whole）
であった。 
今回の臍帯血の分析結果を過去の報
告事例等と比較した。 
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
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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）濃度を測定している。
生体蓄積性の高いダイオキシン類の体
内濃度は加齢に伴い増加する傾向があ
る一方，妊産婦の臍帯血や胎盤組織等
のダイオキシン類・PCB 濃度は出産歴
との関連が認められ，出産回数が多い
ほど濃度が低くなる傾向がある。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 5)。そこで本分担研究と
福岡県調査の結果比較では，ともに初
産及び出産 2 回目の妊産婦に該当する
測定値のみを抽出して行った。本調査
研究では出産歴不明の 1名を除く 84例，
福岡県調査では 29 例中 26 例のデータ
を用いた。両集団の平均年齢はともに
32歳で同等であった。 
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）を比較した結果，本分担研
究で平均 5.3 pg/g lipid（範囲 2.8～27 pg/g 
lipid），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，両集
団間で顕著な差は認められなかった。
その他，国内の調査事例として，東北
地方で 49名の妊産婦から採取された臍
帯血について平均 10 pg/g lipid（範囲 3.2
～23 pg/g lipid）と報告されている（2008
年）3)。今回の調査結果は東北地方の調
査結果と近似していた。 

PCBs（81化合物）の定量結果の概要
を表 2 に示した（脂肪重量あたり濃度
のみ）。臍帯血 85例中の Total PCBs濃
度は，平均 49 ng/g lipid（範囲 14～190 
ng/g lipid）であった。全血重量あたり濃
度は，平均 120 pg/g whole（範囲 41～440 
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 6)。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 85例の Total PCB濃度は過去の分
析事例と比較して低い傾向を示した。 
図 1 に示すように，臍帯血 85 例の

Total dioxin濃度と Total PCBs濃度（脂
肪重量あたり）の間に良好な正の相関
（R2＝0.913）が認められた。また 85例
のうち 4 例は顕著に高い濃度域に分布
していた。該当の 4 名はいずれも初産
者であった。 
環境中のダイオキシン類と PCBs の発
生起源は異なり，前者は主に廃棄物の
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意図的に
製造された産物である。両者の発生源
は異なるが，通常の食事を介して人体
に取り込まれる比率はほぼ一定と考え
られる。高濃度の 4 例を含む臍帯血 85
例で高い濃度相関が得られていること
から，今回の 4 例の結果は魚介類の多
食など被験者の日常的な食事習慣を反
映したものと考えられる。 
 
Ⅾ．結論 

85 名の妊産婦から提供された臍帯血
中のダイオキシン類及び PCBs の定量
値を国内の分析事例と比較したところ，
ダイオキシン類濃度は同等となり，
PCBsは低濃度の傾向となり，職業性の
曝露等を原因とする特異的な高濃度事
例は認められなかった。85 名の妊産婦
から採取された臍帯血試料は，本研究
の主たる目的である一般的なヒトの集
団におけるダイオキシン類・PCBsの次
世代影響評価に適切な試料であると考
えられた。 
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表 1． 臍帯血（85例）のダイオキシン類濃度測定結果 

 
（ND：定量下限値未満） 

 

定量下限値 平均 最小 最大 定量下限値 平均 最小 最大

2,3,7,8-TCDD 1 0.53 ND 1.4 0.003 0.0015 ND 0.0034
1,2,3,7,8-PeCDD 1 0.75 ND 7.5 0.003 0.0021 ND 0.013
1,2,3,4,7,8-HxCDD 2 1.1 ND 4.0 0.006 0.0032 ND 0.012
1,2,3,6,7,8-HxCDD 2 5.1 ND 21 0.006 0.0130 ND 0.058
1,2,3,7,8,9-HxCDD 2 1.2 ND 4.9 0.006 0.0034 ND 0.014
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 2 11 2.5 49 0.006 0.027 0.0077 0.083
OCDD 4 309 130 869 0.01 0.78 0.394 1.8
2,3,7,8-TCDF 1 1.7 ND 5.3 0.003 0.0045 ND 0.011
1,2,3,7,8-PeCDF 1 1.7 ND 5.7 0.003 0.0043 ND 0.010
2,3,4,7,8-PeCDF 1 2.8 ND 12 0.003 0.0071 ND 0.020
1,2,3,4,7,8-HxCDF 2 2.0 ND 7.0 0.005 0.0051 ND 0.012
1,2,3,6,7,8-HxCDF 2 1.4 ND 6.7 0.005 0.0034 ND 0.011
2,3,4,6,7,8-HxCDF 2 1.0 ND 2.1 0.005 ND ― ―
1,2,3,7,8,9-HxCDF 2 ND ― ― 0.005 ND ― ―
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 2 1.7 ND 6.2 0.005 0.0041 ND 0.016
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 2 ND ― ― 0.005 ND ― ―
OCDF 4 2.1 ND 4.8 0.01 0.0051 ND 0.012
3,4,4',5-TCB（CB81） 10 5.0 ― 5.0 0.03 ND ― ―
3,3',4,4'-TCB（CB77） 10 15 ND 48 0.03 0.037 ND 0.083
3,3',4,4',5-PenCB（CB126） 10 12 ND 74 0.03 0.030 ND 0.13
3,3',4,4',5,5'-HxCB（CB169） 10 6.4 ND 34 0.03 0.017 ND 0.058
2',3,4,4',5-PeCB（CB123） 10 45 ND 220 0.03 0.12 ND 0.46
2,3',4,4',5-PeCB（CB118） 10 2800 601 12000 0.03 7.1 1.7 24
2,3,4,4',5-PeCB（CB114） 10 160 ND 950 0.03 0.40 ND 1.6
2,3,3',4,4'-PeCB（CB105） 10 640 162 2300 0.03 1.6 0.46 5.7
2,3',4,4',5,5'-HxCB（CB167） 10 310 ND 1400 0.03 0.79 ND 3.2
2,3,3',4,4',5-HxCB（CB156） 10 730 161 2900 0.03 1.9 0.34 7.8
2,3,3',4,4',5'-HxCB（CB157） 10 210 ND 1000 0.03 0.53 ND 2.3
2,3,3',4,4',5,5'-HpCB（CB189） 10 56 ND 380 0.03 0.15 ND 1.0
Total PCDDs 330 140 960 0.83 0.43 1.9
Total PCDFs 16 10 48 0.041 0.025 0.084
Total PCDD/PCDFs 340 150 1000 0.87 0.46 2.0
Total non-ortho  PCBs 39 20 160 0.099 0.060 0.28
Total mono-ortho  PCBs 5000 1100 21000 13 3.3 41
Total dioxin-like PCBs 5000 1200 21000 6.4 0.060 41
Total dioxins 5400 1400 22000 7.3 0.63 42
Total PCDDs-TEQ 2.2 1.4 13 0.0061 0.0042 0.020
Total PCDFs-TEQ 1.6 0.64 6.1 0.0041 0.0017 0.010
Total PCDDs/PCDFs-TEQ 3.9 2.2 19 0.010 0.0063 0.031
Total non-ortho  PCBs-TEQ 1.44 0.65 8.5 0.0036 0.0020 0.014
Total mono-ortho  PCBs-TEQ 0.15 0.034 0.62 0.00038 0.000098 0.0012
Total dioxin-like PCBs-TEQ 1.6 0.69 9.1 0.0039 0.0021 0.015
Total-TEQ 5.5 2.9 28 0.014 0.0085 0.046

同族体名
脂肪重量あたり濃度（pg/g lipid） 全血重量あたり濃度（pg/g whole）
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表 2． 臍帯血（85例）の PCBs濃度測定結果（ND：定量下限値未満） 

 

定量下限値 平均 最小 最大 定量下限値 平均 最小 最大
2,2',6-TrCB(CB19) 10 74 ND 1100 2,2',3,4,5,5'-HxCB(CB141) 10 80 ND 460
2,2',5-TrCB(CB18) 10 730 ND 1700 2,2',3,4,4',5-HxCB(CB137) 10 310 ND 1200
2,4,5-TrCB(CB29) 10 45 ND 360 2,2',3,3',4,5'-HxCB(CB130) 10 320 ND 1700
2,4,4'-TrCB(CB28) 10 1200 ND 2500 2,3,3',4',5',6-HxCB(CB164) 10 2200 387 7800
2,3',4'-TrCB(CB33) 10 780 ND 2100 2,2',3,4,4',5'-HxCB(CB138) 10 5200 1178 19000
2,3,4'-TrCB(CB22) 10 410 ND 1300 2,3,3',4,4',6-HxCB(CB158) 10 100 ND 400
3,4,4'-TrCB(CB37) 10 210 ND 1500 2,2',3,3',4,4'-HxCB(CB128) 10 120 ND 640
2,2',6,6'-TeCB(CB54) 10 15 ND 840 2,3',4,4',5,5'-HxCB(CB167) 10 310 ND 1400
2,2',5,5'-TeCB(CB52) 10 1000 66 4400 2,3,3',4,4',5-HxCB(CB156) 10 730 161 2900
2,2',4,5'-TeCB(CB49) 10 250 ND 910 2,3,3',4,4',5'-HxCB(CB157) 10 210 ND 1000
2,2',4,4'-TeCB(CB47) 10 300 ND 2100 2,2',3,4',5,6,6'-HpCB(CB188) 10 5.5 ND 48
2,2',3,5'-TeCB(CB44) 10 410 ND 1500 2,2',3,3',5,6,6'-HpCB(CB179) 10 36 ND 220
2,3',4',6-TeCB(CB71) 10 240 ND 1000 2,2',3,3',5,5',6-HpCB(CB178) 10 450 ND 1900
2,3,4',5-TeCB(CB63) 10 41 ND 250 2,2',3,4,4',5,6-HpCB(CB182) 10 2200 466 9200
2,4,4',5-TeCB(CB74) 10 1700 353 7600 2,2',3,4,4',5',6-HpCB(CB183) 10 550 ND 2400
2,3',4',5-TeCB(CB70) 10 400 103 1200 2,2',3,4,4',5,6-HpCB(CB181) 10 5.7 ND 57
2,3',4',5'-TeCB(CB76) 10 6.2 ND 58 2,2',3,3',4',5,6-HpCB(CB177) 10 470 ND 1700
2,3',4,4'-TeCB(CB66) 10 740 295 2700 2,2',3,3',4,4',6-HpCB(CB171) 10 160 ND 730
2,3,3',4'-/2,3,4,4'-TeCBs(CB56/60) 10 410 121 1100 2,2',3,3',4,5,5'-HpCB(CB172) 10 260 ND 1000
2,2',4,6,6'-PeCB(CB104) 10 6.6 ND 68 2,2',3,4,4',5,5'-HpCB(CB180) 10 4100 713 22000
2,2',3,5',6-PeCB(CB95) 10 750 251 3000 2,3,3',4,4',5',6-HpCB(CB191) 10 44 ND 270
2,2',3,5,5'-PeCB(CB92) 10 210 ND 860 2,2',3,3',4,4',5-HpCB(CB170) 10 1400 241 6300
2,2',4,5,5'-PeCB(CB101) 10 680 142 2600 2,3,3',4,4',5,5'-HpCB(CB189) 10 56 ND 380
2,2',4,4',5-PeCB(CB99) 10 1700 434 7500 2,2',3,3',5,5',6,6'-OcCB(CB202) 10 170 ND 1200
2,3',4,4',6-PeCB(CB119) 10 17 ND 87 2,2',3,3',4,5',6,6'-OcCB(CB201) 10 30 ND 190
2,3,4',5,6-PeCB(CB117) 10 180 ND 910 2,2',3,3',4,5,5',6'-OcCB(CB200) 10 6.4 ND 57
2,2',3,4,5'-PeCB(CB87) 10 210 39 880
2,2',3,4,4'-PeCB(CB85) 10 120 ND 440
2,3,3',4',6-PeCB(CB110) 10 260 16 970 2,2',3,4,4',5,5',6-OcCB(CB203) 10 330 ND 3900
2,3,3',4',5-PeCB(CB107) 10 150 ND 830 2,2',3,3',4,4',5,6-OcCB(CB195) 10 83 ND 600
2',3,4,4',5-PeCB(CB123) 10 45 ND 220 2,2',3,3',4,4',5,5'-OcCB(CB194) 10 430 ND 3500
2,3',4,4',5-PeCB(CB118) 10 2800 601 12000 2,3,3',4,4',5,5',6-OcCB(CB205) 10 8.6 ND 93
2,3,4,4',5-PeCB(CB114) 10 160 ND 950 2,2',3,3',4,5,5',6,6'-NoCB(CB208) 10 53 ND 1100
2,3,3',4,4'-PeCB(CB105) 10 640 162 2300 2,2',3,3',4,4',5,6,6'-NoCB(CB207) 10 11 ND 310
2,2',3,5,5',6-HxCB(CB151) 10 270 ND 950 2,2',3,3',4,4',5,5',6-NoCB(CB206) 10 150 ND 2200
2,2',3,3',5,6'-HxCB(CB135) 10 100 ND 440 2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-DeCB(CB209) 10 160 ND 1600
2,2',3,4',5,6-HxCB(CB147) 10 46 ND 500 Total TrCBs 3300 35 7900
2,2',3,4,4',6-HxCB(CB139) 10 160 ND 790 Total TeCBs 5500 1640 22000
2,2',3,3',5,6-HxCB(CB134) 10 8.5 ND 93 Total PeCBs 8000 2200 34000
2,3,3',5,5',6-HxCB(CB165) 10 5.2 ND 23 Total HxCBs 21000 4900 86000
2,2',3,4',5,5'-HxCB(CB146) 10 1600 318 6000 Total HpCBs 9700 1800 42000
2,2',3,3',4,6'-HxCB(CB132) 10 74 ND 300 Total OcCBs 1600 350 14000
2,2',4,4',5,5'-HxCB(CB153) 10 9000 1971 41000 Total NoCBs 220 15 3400
2,3',4,4',5,5'-HxCB(CB168) 10 6.0 ND 54 Total PCBs (ng/g) 49 14 190

脂肪重量あたり濃度（pg/g lipid）

2,2',3,3',4,5,5',6-/2,2',3,3',4,5',6,6'-
OcCB(CB198/199) 10 560 ND 4700

同族体名 脂肪重量あたり濃度（pg/g lipid） 同族体名
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図 1． 臍帯血中 Total dioxin濃度と Total PCB濃度の相関 
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母体血中ダイオキシン類と臍帯血中網羅的メチル化解析の関連 

 

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 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 三浦 りゅう 北海道大学環境健康科学研究教育センター  特任助教 

研究要旨 

PCB・ダイオキシン類は残留性有機汚染物質（POPs）に分類される環境化学物質であり，環

境およびヒトの生体内に長期に残存する。PCB・ダイオキシン類は胎盤通過性であるため，

胎児は子宮内で母体を介して PCB・ダイオキシン類に曝露される。未熟な胎児は外部環境

に脆弱であり，子宮内で環境化学物質に曝露された影響は，生後も長期に持続することが

懸念されている。しかし胎児期曝露が生後の健康影響を引き起こす生態学的機序について

は不明な点が多い。 

一方，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。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が実施されている。本研究は胎児

期のダイオキシン類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）を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。 

292名の対象者のうち，児の性別は男児132名（45%），女児160名（55%）であった。DMPの

解析でFDR q < 0.05の有意水準でダイオキシン類濃度と関連があったCpG（遺伝子）は男児

のcg01228410（SLC9A3, FDR= 0.041）のみで，女児では同定されなかった。DMP解析から

p<2.50E-04水準で男児317CpG，女児262CpGが抽出された。男児で高メチル化の割合が高く，

男児でよりDNA高メチル化変化量（logFC）は大きかった。ダイオキシン類やPCB類の胎児期

曝露による出生体重や生後の免疫への影響には性差があり，男児に影響が顕著に認められ

ることを既に報告しており，本研究から，エピゲノム変化も性差がある可能性が示唆され

た。 

Ａ．研究目的 

我々のこれまでの研究で，有機フッ素化合

物, PCB 類と IGF2/H19, LINE1 遺伝子など

のCpGをターゲットとしたDNAメチル変化

との関連を報告した(Kobayashi, Azumi, 

et al. 2017; Kobayashi, Sata, et al. 

2017)。 さらに，有機フッ素化合物と BPA

と臍帯血中の網羅的 DNA メチル化解析に

関しても報告した(Miura et al. 2019; 

Miura et al. 2018)。海外の網羅的 DNA

メチル化解析の先行研究では，有機フッ素

化合物や DDT の胎児期曝露と児の 網羅的

DNA メチル化解析との関連について報告

がある(Kingsley et al. 2017; Leung et al. 

2018; Yu et al. 2018)。これらの報告は

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，特任講師) 
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胎児期の化学物質曝露が，一般生活で曝さ

れる低レベルであっても，胎児の DNA メチ

ル化を変化させ，生後の健康・疾病発生に

影響する可能性を示している。 

しかし，残留性有機汚染物質（POPs）に分

類される環境化学物質の PCB・ダイオキシ

ン類の胎児期曝露と網羅的 DNA メチル化

解析の関連を検討した報告はない。PCB・

ダイオキシン類は製造禁止および発生予

防対策によってヒトの曝露レベルは低下

していることが報告されているが，環境お

よびヒトの生体内に長期に残存するため，

生体影響が懸念され続けている。PCB・ダ

イオキシン類は胎盤通過性であるため，胎

児は子宮内で母体を介して PCB・ダイオキ

シン類に曝露される。未熟な胎児は外部環

境に脆弱であり，子宮内で環境化学物質に

曝露された影響は，生後も長期に持続する

ことが懸念されている。しかし胎児期曝露

が生後の健康影響を引き起こす生態学的

機序については不明な点が多い。 

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 (Bianco-Miotto et al. 

2017; Gluckman and Hanson 2004)。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。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が実

施されている。本研究は胎児期のダイオキ

シン類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）を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。 

 

Ｂ．研究方法 

出生前向きコホート北海道スタディ（札

幌コホート）において，１産科病院を受診

した妊婦 514 名から参加同意を得た。妊娠

中期から後期の母体血中ダイオキシン類

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（GS-MS）

を用いて分析した。抽出した臍帯血 DNA

をバイサルファイト処理し,臍帯血 DNA 約

45 万 CpG のエピゲノム網羅的メチル化デ

ータ（イルミナ社 Infinium 

HumanMethylation450 BeadChip）を得た。

母体血中ダイオキシン類の濃度によって

臍帯血 DNA メチル化率に差異がある CpG

（differentially methylated position; 

DMP）を抽出することを目的に，ロバスト

線形回帰 robust linear regression (Fox 

and Weisberg 2011)，経験ベイズ法 (Smyth 

2004)を用いて多変量解析を男女別に実施

した。従属変数には臍帯血DNA約 45万 CpG

網羅的メチル化データ，独立変数にダイオ

キシン類濃度(log10)，母の出産歴, 妊娠

中喫煙, 採血時期，および，メチル化値か

ら推定した細胞組成値 (Bakulski et al. 

2016)を投入した。多重比較を考慮した

FDR q < 0.05 を有意水準とした。男女で

比較的差異がある CpG サイトを群間で比

較するため，DMP 解析で p<2.50E-04 水準

の CpG サイトを抽出して，DNA メチル化の

可変領域（differentially methylated 

region; DMR）について bumphunter 法で解

析した。さらに抽出された CpG 部位が関連

する遺伝子機能を明らかにするため遺伝

子オントロジー（Gene Ontology（GO））

および KEGG パスウェイ解析を行った。 
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（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 

 本研究の対象者は 292 名で，母親の年齢

（平均±SD）は 30±4.9 歳，初産 151 名

（51.7%），学歴が高校卒業以下 131 名

（44.9%），世帯年収 500 万未満 205 名

（70.7％），母の妊娠中喫煙 46 名（15.8%），

児の性別は男児 132 名（45%），女児 160

名（55%）であった。妊娠中の母体血中ダ

イオキシン類濃度は 14.03 (10.10-18.24) 

pg/g TEQ（中央値（25%th-75%th）であっ

た。DMP の解析で FDR q < 0.05 の有意水

準でダイオキシン類濃度と関連があった

CpG（遺伝子）は男児の cg01228410（SLC9A3, 

FDR= 0.041）のみで，女児では同定されな

かった。DMP 解析から p<2.50E-04 水準で

男児 317CpG，女児 262CpG が抽出された。

それぞれの CpG が高メチル化，低メチル化

されている割合を男女で比較すると，男児

で高メチル化 283CpG（89.3%），低メチル

化 34(10.7%)，女児で高メチル化 203CpG

（77.5%），低メチル化（22.5%）と，全体

的に高メチル化の割合が高く，男児でさら

に顕著であった。メチル化の変化量を示す

logFC の男女別のヒストグラムを示した。

高メチル化（logFC＞0）の範囲で，中央値，

75%th ともに男児のほうが大きいが，女児

では 1CpG で logFC が 0.4 を超えただけで

あった。DNA 高メチル化の変化量を男女で

比較すると，男児でより DNA メチル化変化

量は大きかった。男女とも有意な DNA メチ

ル化の可変領域 DMR は同定されなかった。

KEGG パスウェイ解析では，男児で有意な

６つの経路（Viral protein interaction 

with cytokine and cytokine receptor 等，

女児では有意な２つの経路（Amino sugar 

and nucleotide sugar metabolism）が同

定された。 

 

Ｄ．考察 

ダイオキシン類は芳香族炭化水素受容

体（AhR）を介した毒性作用を持ち，発育

途中の胎児は臓器組織中の AhR 活性が高

いためにダイオキシン類に脆弱であると

報告されている。臍帯血中の DNA メチル化

は胎児が子宮内で受けた外部環境からの

影響を反映しており，ダイオキシン類は胎

児 DNA メチル化に影響することが示唆さ

れた。DMP の解析でダイオキシン類濃度と

関連があった男児の cg01228410（q= 0.041）

は SLC9A3 遺伝子上に位置しており，

SLC9A3 は先天異常および糖やナトリウム

代謝に関与する遺伝子である(Dorfman et 

al. 2011)。KEGG パスウェイ解析ではウイ

ルス感染に対するサイトカイン産生に関

与する経路等が抽出されており，本研究で

抽出されたダイオキシン曝露による変化

する CpG が生体に影響を与えるかさらに

検討する必要がある。これまでの我々の研
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究で，母体血中ダイオキシン類は児の臍帯

血 IgE，出生体重，乳幼児期の感染症と発

達，および学童期の喘鳴リスクに影響し，

特に男児で顕著であることを報告した

(Kishi et al. 2017)。児の性別による DNA

メチル化変化の差異を明らかにするため，

男女別で解析したところ，男児でのみ DMP

解析で有意な CpG が抽出され，女児と比較

し男児では高メチル化の割合が高く，DNA

メチル化変化量が大きく，KEGG パスウェ

イでより多くの経路が検出された。網羅的

エピゲノム解析はスクリーニングである

が，ダイオキシン類曝露が引き起こすエピ

ゲノム修飾には男女差があり，影響の程度

は男児でより強い可能性が示唆された。 

Ｅ．結論 

 ダイオキシン類や PCB の胎児期曝露に

より引き起こされる胎児のエピゲノム変

化には性差があり，特に男児で高メチル化

に顕著である可能性が示唆された。 
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Black line: q (FDR) <0.05, Red line: q (FDR) < 0.1, Blue line: p <2.50E-04 

 

  

図１. Dioxin曝露と 45万 CpGsメチル化(450k)との関連(DMP: differentially methylated position) 
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表 1. DNAメチル化変化量（logFC）の男女別の高低メチル化の割合 

  

Hypo 

methylation 

Hyper 

methylation p 

Male 34 (10.7) 283 (89.3) 0.0001 

Female 59 (22.5) 203 (77.5)   

χ2検定 

DMPから p <2.50E-04の水準で抽出された CpG  sites 

 

 

表 2. DNAメチル化変化量（logFC）の男女別の分布 

  

Frequency 

of CpG 

sites minimum 25%th 59%th 75%th maximum p 

Male 317 -0.140 0.011 0.026 0.044 0.177  0.001 

Female 262 -0.079 0.003 0.010 0.030 0.563   

Mann–Whitney U test 

 

 

 

図 2. Dioxin(log10)による DNAメチル化変化量（logFC）の分布 
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表 3. 男女別のダイオキシン類と臍帯血中 DNAメチル化の KEGGパスウェイ (p  < 0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DMPから p <2.50E-04の水準で抽出された CpG  sites (male: 317, female: 262) 

 

 

 

path No Description N DE P.DE FDR 

male           

path:hsa04061 Viral protein interaction with cytokine and cytokine receptor 100 4.5 0.009589074 1 

path:hsa01210 2-Oxocarboxylic acid metabolism 18 2 0.019418557 1 

path:hsa04360 Axon guidance 181 8 0.028704492 1 

path:hsa04977 Vitamin digestion and absorption 24 2 0.037293153 1 

path:hsa04064 NF-kappa B signaling pathway 104 4 0.042468097 1 

path:hsa00020 Citrate cycle (TCA cycle) 30 2 0.045518804 1 

female           

path:hsa00520 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 48 3 0.014026532 1 

path:hsa04270 Vascular smooth muscle contraction 132 5 0.030635842 1 
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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 

 

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 三宅 邦夫  山梨大学大学院総合研究部    准教授  

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 佐田 文宏  中央大学保健センター          医療管理者 

研究要旨 

背景：近年，胎児期の喫煙曝露が神経発達障害のリスクを増加させることが報告されてい

る。その分子メカニズムとしてエピジェネティクス 特に DNA のメチル化の関与が指摘され

ているが，これまでに大規模出生コホートによる検証は行われていない。 

目的：大規模出生コホート（北海道スタディ）を用いて，胎児期喫煙曝露と ADHD 疑いリス

クとの間にどの程度 DNA メチル化が介在するかを検証することを目的とする。 

方法：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 1300 名

を解析対象とした。妊娠後期での母体の血清コチニン濃度により，非喫煙群，受動喫煙群，

能動喫煙群へ群別化した。また 6歳の ADHD-RS スコアにより ADHD 疑い群，健常者群とした。

DNA メチル化は喫煙曝露により有意に DNA メチル化が変化する 5つの遺伝子領域（AHRR, 

CYP1A1, MYO1G, ESR1, GFI）を解析対象とし，次世代シークエンサー(NGS)を用いたバイサ

ルファイトシークエンス法で解析した。NGS は Ion Torrent PGM system を用いてシークエ

ンスを行い，MethylationAnalysis Amplicon プラグインを用いて，各遺伝子標的領域おけ

る各 CpG サイトのメチル化率を算出した。統計解析は SPSS ver26 で行った。 

結果：コチニン３群における一元配置分散分析の結果，AHRRは5CpGs, CYP1A1は6CpGs, MYO1G

は20CpGs, GFI1は21CpGsで有意差(P < 0.05）を認めたが，ESR1は全てのCpGsで有意差が認

められなかった。ロジスティック回帰分析の結果，出産歴（OR = 0.51; 95% CI [0.34, 0.76]），

世帯年収（OR = 0.39; 95% CI [0.25, 0.60]），能動喫煙(OR = 2.51; 95% CI [1.32, 4.75]）

で有意な関連が認められた。妊婦（能動）の喫煙とADHD疑いの関連においてAHRRのメチル

化の媒介(mediation)分析した結果，AHRRのCpG_34は間接効果の傾向が見られ，CpG_57は有

意に間接効果が認められた。 

考察：妊婦の喫煙と6歳児のADHD疑いの関連についてAHRRの2つのCpGのメチル化が媒介する

ことを明らかにした。 

Ａ．研究目的 

胎児期の喫煙曝露が子供の自閉症スペク

トラム障害（ASD）や注意欠陥多動性障害

（ADHD)などの神経発達障害のリスクを増

加させることが報告されている（Joelsson 

et al., 2016, Tran et al., 2013, 

Kalkbrenner et al., 2012）。その分子メ

カニズムとしてエピジェネティクス 特に

DNA のメチル化の関与が指摘されている。

胎児期は DNA メチル化の臨界期であり，こ

の時期の環境要因が DNA メチル化形成に

影響し，成長後も維持されてしまうことが

疾患リスクにつながると想定されている。 

これまでに臍帯血 DNA を用いた網羅的

DNA メチル化解析から，胎児期の喫煙曝露

により変化する遺伝子領域を明らかにし

てきた（Miyake et al., 2018）。しかし

ながら，喫煙曝露による臍帯血 DNA のメチ

ル化変化が，子供の ADHD リスクに関連す

るかはわかっていない。そこで本研究では, 
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大規模出生コホートを用いて，喫煙曝露に

影響される特異的遺伝子領域において次

世代シークエンサーを用いた多検体の

DNA メチル化解析を行い，“胎児期の喫煙

曝露と DNA メチル化”および“DNA メチル

化と ADHD”の関連を解析し，胎児期喫煙

曝露と ADHD リスクとの間にどの程度 DNA

メチル化が介在するかを検討することを

目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

１．対象 

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 1300

名を解析対象とした。妊娠後期（約 8ヶ月）

での母体の血清コチニン濃度（Sasaki et 

al., 2011）により，非喫煙群（≤0.21），

受動喫煙群（0.22-11.48 ng/mL），能動喫

煙群（≥11.49）へ群別化した。また 6歳の

ADHD-RS スコア（男児 ≥ 14.9，女児 ≥ 9.4）

により ADHD 疑い群，健常者群とした。 

 

２．方法 

これまでに実施した網羅的 DNA メチル

化解析（450K）ならびに次世代シークエン

サー解析(NGS)から喫煙曝露により有意に

DNAメチル化が変化する5つの遺伝子領域

（AHRR, CYP1A1, MYO1G, ESR1, GFI）を解

析対象とした(表 1)。DNA メチル化は次世

代シークエンサーを用いたバイサルファ

イトシークエンスで解析した。具体的な方

法は以下に示す。臍帯血をバイサルファイ

ト 処理した後，各 CpG を含むプライマー

で PCR 増幅した。各 PCR 産物を検体ごとに

混ぜ，エンドリペア，ニックリペア，アダ

プター・バーコード配列付加によりライブ

ラリーを作成し，リアルタイム PCR により

濃度を測定した。シーケンス用半導体チッ

プ(Ion 318 chip)を用いて Ion PGM HiQ 

view kit を用いてテンプレート調整(Ion 

Chef)，シークエンスランを行った。取得

したシークエンスデータは ThermoFisher

社の Torrent Suite Software ver5.0 を用

いてベースコールを行い，

MethylationAnalysis Amplicon プラグイ

ンを用いて，各遺伝子標的領域おける各

CpG サイトのメチル化率を算出した。統計

解析は SPSS ver26 で行った。 

 

（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 

 コチニン３群において各 CpG のメチル

化率に差があるかについて一元配置分散

分析を行った。AHRR は 5CpGs, CYP1A1 は

6CpGs, MYO1G は 20CpGs, GFI1 は 21CpGs

で有意差(P < 0.05）を認めたが，ESR1 は

全ての CpGs で有意差が認められなかった。

次にADHD疑い群，健常者群において各CpG

のメチル化率に差があるかについて分析

した。その結果，AHRR は 2CpGs, CYP1A1

は 4CpGs, MYO1Gは 17CpGs, GFI1は 18CpGs, 

ESR1 は 10CpGs で有意差(P < 0.05）を認

めた。これらの 2つの結果から共通して差

があった AHRR の 2CpGs,MYO1G の 17CpGs, 



厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 
分担研究報告書 

- 66 - 

GFI1の 18CpGsについてさらなる解析を行

った。 

次に６歳児の ADHD 疑いを目的変数とし

て，出産年齢，出産歴，世帯収入，飲酒，

子の性別，NGS 実験年，回帰分析，受動喫

煙，能動喫煙を説明変数としてロジスティ

ック回帰分析を行った（表 2）。その結果，

出産歴（OR = 0.51; 95% CI [0.34, 0.76]），

世帯年収（OR = 0.39; 95% CI [0.25, 0.60]），

能動喫煙(OR = 2.51; 95% CI [1.32, 4.75]）

で有意な関連が認められた。また非喫煙，

受動喫煙，能動喫煙の 3群をトレンド解析

した結果の P値=0.027 で有意であったこ

とから量反応性が認められた。 

次に胎児期喫煙と各 CpG サイトのメチル

化の関連について回帰分析を行った。その

結果，能動喫煙と AHRR の 2CpGs,MYO1G の

17CpGs, GFI1 の 18CpGs の全てで有意な関

連(P < 0.01）が認められた。さらにメチ

ル化と ADHD 疑いとの関連について回帰分

析を行った結果，AHRR の 2CpGs と MYO1G

の 3CpGs で有意な関連(P < 0.05）が認め

られた。 

さらに妊婦（能動）の喫煙と ADHD 疑いの

関連において AHRR の 2CpGs，MYO1G の

3CpGs のメチル化の媒介(mediation)を解

析した。その結果，AHRR の CpG_34（図 1A）

はCpG_34からADHD疑いの経路で有意差が

認められなかった(p = 0.0559)が間接効果

の傾向が見られ，CpG_57(図 1B)は有意に

間接効果が認められた MYO1G の 3 つの

CPGs(MYO1G_143, MYO1G_186, MYO1G_212)

については媒介効果の判定が困難であっ

た。 

 

Ｄ．考察 

これまでに網羅的解析により臍帯血 DNA

における胎児期喫煙曝露により変化する

DNA メチル化部位を報告している(Miyake 

et al., 2018)。その内 5つの遺伝子領域

に着目し，次世代シークエンサーを用いた

バイサルファイト シークエンス法により

1300 検体のメチル化を解析し，胎児期の

喫煙曝露と ADHD 疑いの関連について DNA

メチル化の媒介効果を判定することがで

きた。 

一元配置分散分析から AHRR, MYO1G, 

GFI1の多くのCpGで，CYP1A1の一部のCpG

で有意な差が認められたが，ESR1 は全て

の CpG で有意差が認められなかった。AHRR, 

MYO1G, GFI1, CYP1A1 はこれまでに喫煙曝

露によりメチル化が変化する遺伝子とし

ていくつか報告（Joubert et al., 2016, 

Morales et al., 2016）されており，本研

究においても同様の結果が示された。ESR1

については偽陽性である可能性が高いと

考えられる。 

ロジスティック回帰分析の結果，非喫煙

者と比較して喫煙者で６歳児の ADHD 疑い

が 2.51 倍になることがわかった。受動喫

煙では 1.04 倍であることから，妊娠中の

母親自身の喫煙が子供の ADHD のリスクに

つながると考えられる。 

本研究において妊婦の喫煙と ADHD 疑い

の関連に対して AHRR の 2 つの CpG のメチ

ル化が媒介することを明らかにした。これ

までは妊婦の喫煙と出生体重に対してメ

チル化が媒介することは報告(Witt et al., 

2018, Küpers et al., 2015)されていたが，

子供の神経発達障害に対するメチル化の

媒介効果は世界で初めての報告である。

MYO1Gの 3CpGsについても媒介分析を行っ

たが，直接効果（喫煙→ADHD 疑い）と間

接効果（“喫煙→メチル化”×“メチル化
→ADHD 疑い”）で偏回帰係数の正負が不

一致となってしまったため媒介効果を判
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定できなかった。今後，調整変数の選び方

や他の解析手法の検討を行い，媒介効果を

検証していく必要がある。 

AhRR は，ダイオキシン類などのリガン

ドによって活性化される AhR と競合し，転

写活性化を抑制する分子である。喫煙によ

りメチル化が変化する遺伝子として，がん，

動脈硬化，喘息との関与が指摘されている

（Rauschert et al., 2019, Neophytou et 

al., 2019)。AHRR のメチル化変化が ADHD

の発症や病態メカニズムに直接関与する

かはまだわかっていないが，ADHD のリス

クマーカーとなる可能性がある。本研究は

出生コホートを用いて“胎児期の喫煙曝露

－臍帯血 DNA のメチル化－６歳の ADHD
疑い”の関連を明らかにしてきたが，今後

の課題がいくつか考えられる。1つ目に生
後の喫煙曝露を含む環境要因を考慮でき

ていない。2つ目に臍帯血の DNAメチル
化状態が６歳でも維持されているか測定

できていない。3つ目に臍帯血や末梢血の

DNA のメチル化状態が ADHD の脳のメチル

化と相関しているかはわからない。今後，

出生コホートにおける追跡調査を進めて

いくだけでなく，細胞（iPS 細胞など）や

動物実験での評価を含めて，胎児期喫煙曝

露と ADHD リスクをつなぐ分子メカニズム

の解明を行う必要がある。 

 

Ｅ．結論 

 妊婦の喫煙と６歳児の ADHD 疑いの関連

について AHRR の 2 つの CpG のメチル化が

媒介することを明らかにした。 
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表 1. DNAメチル化解析遺伝子領域 

 

 

 

 
表 2. 胎児期喫煙曝露と６歳児 ADHDとの関係 

 

 

 

遺伝子名 メチル化解析領域 (hg38) CpG数 領域内に含まれる450K CpG No.

AHRR chr5:373,213-373,332 5 cg05575921

CYP1A1 chr15:74,726,610-74,726,828 17 cg05549655/cg00213123/cg23727072

MYO1G chr7:44,963,075-44,963,360 20 cg12803068/cg04180046

GFI1 chr1:92,481,065-92,481,301 21 cg12876356/cg18146737

ESR1 chr6:151,808,879-151,809,120 11 cg04063345/cg15626350
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図1. 妊婦の喫煙とADHD疑いの関連におけるAHRRメチル化の媒介解析 
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