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本研究のキーワード 環境化学物質、ASD、ADHD、神経行動発達、SNPs、環境交互作用、喫煙、 

エピジェネティクス、DNAメチル化 

 

研究体制 

（１）神経発達アウトカムへの環境化学物質曝露と環境遺伝交互作用の解明 （北海道大学） 

（２）環境化学物質曝露に起因するASD等の発達障害関連エピジェネティクス変化の解明 （山梨大学） 

 

 

研究概要 

１．はじめに（研究背景等） 

近年、ASD（Autism spectrum disorder、自閉スペクトラム症）やADHD（Attention deficit and hyperactivity 

disorder、注意欠陥多動症）などの神経発達障害をもつ子どもが増加している。ASDは社会性の欠如やコミュニ

ケーションの苦手さを特徴とし、学童期における有病割合は、米国CDC（アメリカ疾病予防管理センター）の報告

で約1.5%（68人に1人）、韓国では2.6％と推定されている。ADHDは不注意や多動性を特徴とする障害で、米国

CDCの報 告 では2011年 には、両 親 の申 告 による調 査 で医 療 機 関 での診 断 率 が11％と報 告 している。ASDや

ADHDの罹患率の増加の一つには診断基準の改定があるものの、それだけでは説明がつかない。一方、発症リ

スクには遺伝要因に加えて、胎児期の喫煙やアルコールへの曝露が指摘されている。加えて、鉛など重金属、

環境化学物質として、ビスフェノールA（BPA）やフタル酸エステル類の影響が近年報告されている。BPAやフタル

酸エステル類はプラスチック製品やパーソナルケア製品に含有され、これら製品の使用や食事を介して日常的に

曝露している。動物実験では、BPAへの胎児期曝露によりASD症状に関わる社会認知能力低下や不安様行動

の増大、ADHD症状に関わる認知機能低下、フタル酸エステル類への胎児期曝露による発達や行動への悪影

響が報告された。環境化学物質への曝露は胎児期に感受性が高く、その影響が生後も続くことが懸念される。

しかし、疫学研究は十分でないうえ、出生コーホート研究は限られている。 

ASD、ADHD発症の遺伝要因として、児の神経伝達物質代謝関連、シナプトソーム関連タンパク質25、脳由

来神経栄養因子、カテコールアミン-O-メチル基転移酵素、A型モノアミン酸化酵素の遺伝子変異があげられる。

さらに、有機リン系農薬や有機塩素系農薬曝露による児の神経発達や認知機能への影響が、パラオキソナー

ゼ1型（PON1）やグルタチオンS-転移酵素（GSTs）の遺伝子多型により異なることが報告され、環境化学物質曝

露へのハイリスクグループの存在が懸念される。一方、環境化学物質曝露によるASD、ADHD発症へのメカニズ

ムとしては、エピジェネティクスの寄与が考えられる。エピジェネティクスとは、DNA塩基配列の変化を伴わない後

天的な遺伝子制御機構のことである。たとえば、遺伝子発現のON/OFFを切り替えるスイッチの役割をしている

DNAにメチル基が付くこと（メチル化）が、化学物質などの環境要因で変化し、発達を含めた健康に影響を及ぼ

す可能性が考えられる。マイクロアレイを用いた遺伝子発現研究で、ヒト臍帯血中BPA濃度と神経発達遺伝子

発現量に負の相関がみられたことから、胎児期BPA曝露によるエピジェネティクス変化が遺伝子発現量を制御し、

神経行動発達に影響を与えうるのではないかと推測される。しかし、胎児期曝露によりどの遺伝子領域にエピジ

ェネティックな変化を生じるか、それらが発達障害と関連するか、明らかになっていない。 

 

２．研究開発目的 

本研究では、ASDやADHD等の発達障害や子どもの問題行動および知能への、胎児期のBPA、フタル酸エス

テル類曝露による影響をヒトで明らかにする。さらに、環境化学物質曝露による発達障害のリスクは遺伝子の多

型によって異なるか、加えて化学物質曝露により影響を受けるDNAメチル化変化（エピゲノム変化）が神経発達

障害の発症リスクと関連するかを解明する。 

環 境 省 が 実 施 す る エ コ チ ル 調 査 の 追 加 調 査 と し て 、 1.5 歳 頃 の 社 会 的 行 動 発 達 を M-CHAT(Modified 

Checklist for Autism in Toddlers、乳幼児期自閉症チェックリスト修正版)により調査し、早期のASD兆候を明ら

かにし、エコチル本体調査で実施する子どもの発達調査とあわせて、子どもの発達の軌跡をとらえることを目的と

する。さらに、地域や行政とも協力し、早めの支援や介入を可能とする。併せて将来子どもの生後の環境化学物

質曝露を調べることを目的に、尿を収集する。 
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また、エコチル調査より10年早く開始した前向き出生コーホート「子どもの健康と環境に関する北海道スタディ」

を用いて、胎児期のBPA、フタル酸エステル類曝露による６および１８か月児の精神運動発達、４２か月児の知

能・行動発達、5、6歳のASD、ADHD関連症状への影響を明らかにする。神経伝達物質代謝関連遺伝子や化学

物質受容体関連遺伝子の一塩基多型（Single Nucleotide Polymorphisms: SNPs）と、6歳児のADHD傾向との

関連を明らかにする。 

臍帯血DNAの45万メチル化解析により、BPA、フタル酸エステル類曝露と関連するDNAメチル化部位（CpG=

シトシンの次にグアニンが現れるタイプの2塩基配列）を同定し、曝露によるエピゲノム変化を解明する。また、抽

出したCpGを含む遺伝子領域について、次世代シークエンサーを用いてメチル化変化を解析し、網羅的メチル化

解析で抽出された曝露と関連するメチル化変化が神経発達に関連するかを解明する。 

 

３．研究開発の方法  

（１）神経発達アウトカムへの環境化学物質曝露と環境遺伝交互作用の解明 

①エコチル追加調査（1.5歳の社会性発達調査） 

環境省「子どもの健康と環境に関する全国調査（エコチル調査）」は2011年1月にリクルートを開始したコーホ

ート研究である。本研究はエコチル追加調査として、北海道ユニットセンターの札幌、北見地区で調査に参加し、

平成26年10月から29年1月末までに1.5歳～2.5歳に達した子ども3,569組を対象にM-CHATを実施した。 

 

②環境と子どもの健康に関する北海道スタディ 

本研究では、2つの出生コーホート研究（札幌コーホート、北海道コーホート）の参加者を対象として、胎児期

のBPAおよびフタル酸エステル類曝露による子どもの発達への影響を検討した。札幌コーホートは、2002年7月

～2005年10月に札幌市内1産科病院を受診し、同意を得た妊娠23-35週の対象者514名、北海道コーホートは

2003年2月～2012年3月に北海道内37産科病院を受診した妊婦のうち、同意が得られた20,926名から成る。 

 

１） 胎児期フタル酸エステル（DEHP）、BPA曝露と子どもの発達（札幌コーホート） 

胎 児 期 DEHP、BPA曝 露 と、6か月 および18か月 の精 神 運 動 発 達 への影 響 をBSID-II （Bayley Scales of 

Infant Development 2nd Edition）を用いて、42か月の知能、行動発達への影響を、それぞれK-ABC（Kaufman 

Assessment Battery for Children）、CBCL（Child Behavior Checklist）を用いて検討した。 

 

２） 胎児期フタル酸エステル類、BPA曝露と子どもの発達（北海道コーホート） 

a. 5、6歳の発達調査 

SDQ （Strengths and Difficulties Questionnaire、強さと困難さの質問票）による全般的な発達の問題に加え、

発 達 障 害 （ ASD 、 ADHD 、 協 調 運 動 障 害 ） に 特 異 的 な 質 問 票 を 用 い て 評 価 を し た 。 5 歳 で SDQ と DCDQ

（Developmental Coordination Disorder Questionnaire、協調運動障害質問票）を、6歳でADHD-RS（Attention 

Deficit Hyperactivity Disorder-Rating Scale、ADHDスクリーニング質 問 票 ）とSCQ（Social Communication 

Questionnaire、自閉症スクリーニング質問票）を、郵送法にてそれぞれ保護者に回答を依頼した。 

b. BPA、フタル酸エステル類の分析 

環境化学物質の曝露評価には妊娠初期母体血を用いて、BPAの分析はID-LC-MS/MSにて行った。フタル

酸エステル類代謝物7化合物について、血液の前処理方法を含めLC-MS/MSを用いた分析法を検討・確立し、

分析を行った。MDL（Method detection limit、検出下限値）未満の値にはMDLの1/2値を代入し、統計解析に用

いた。 

c. 胎児期フタル酸エステル類、BPA曝露と子どもの問題行動との関連の検討 

SDQの調査データがあり、かつ妊娠初期調査票、妊娠初期母体血、新生児個票、出産時の母体血および臍

帯血、妊娠後期母体血、1、2、4歳調査票がそろう対象者のBPAとフタル酸エステル類の曝露評価を実施し（ケ

ース群213名、対照群245名）、SDQ得点との関連を解析した。 

d. 胎児期フタル酸エステル類、BPA曝露と子どものADHDとの関連の検討 

ADHD-RSの合計点が男児14点以上、女児9.4点以上をADHD疑い（ケース群、255名）と定義し、対照群は、

ADHD-RSの合計点が男児14点未満、女児9.4点未満の参加者のうち、初期調査票、初期検体、新生児個票が

あり、出産時母体血、臍帯血のあるものかつサブコーホート集団であるものを選択したところ、330名となった。ケ

ース群と対照群をあわせた585名について、①胎児期のBPA、フタル酸エステル類濃度の分析、②母児の遺伝

子多型の解析、③臍帯血中のDNAメチル化変化の解析を行った。なおサブコーホート集団は、北海道コーホート

全参加者（N=20,926）のうち、登録年次を考慮しランダムに抽出された4,869名(23.3%)である。 
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e. 一塩基多型遺伝子による影響の検討 

疾患の発症に影響を及ぼす、あるいは受容体や代謝酵素の遺伝子発現が異なることで代謝能に差が生じる

SNPsで、かつ遺伝子頻度の低いアレルが日本人で20％以上いる可能性が既に報告されている一塩基多型34

か所を解析候補とした。母体血または臍帯血400µLからMaxwell® 16 DNA Purification Instrument（Promega社

製）を用いて遺伝子を抽出し、SNPの解析はFludigm社製マイクロフリューディック遺伝子解析EP1システムで行っ

た。その後、それぞれの遺伝子多型ごとに、曝露によるADHDへの影響を検討した。 

f. 臍帯血DNAのエピゲノム解析 

札幌 コーホーの514名のうち、BPA、MEHPが測 定済 みで、かつ初 期 調 査票 と出 産 時カルテ情 報が揃う母 児

292ペアの臍帯血DNAについて網羅的メチル化解析を実施した。得られた45万CpGsのメチル化値とBPA、MEHP

濃度との関連をロバスト線形回帰、および、経験ベイズ法で解析し、曝露により変化するメチル化部位の抽出を

行った。さらに、札幌コーホートとは別集団である北海道大規模コーホートを用いて、次世代シークエンサーによ

り網羅解析結果の検証を行った。具体的には、曝露によるメチル化変化と神経発達との関連を検討するため、

BPA、MEHP曝露によりメチル化が変化する領域（False Discovery Rate, FDR q < 0.05）から、メチル化変化が大

きく、かつ神経発達に関連する遺伝子について次世代シークエンサーによるメチル化解析候補領域とした。 

 

（２）環境化学物質曝露に起因するASD等の発達障害関連エピジェネティクス変化の解明 

①胎児期喫煙曝露により変化するDNAメチル化領域の探索 

網羅的DNAメチル化を解析した292名のうち、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。CpGの抽出は非

喫煙群と喫煙継続群、妊娠後喫煙中止群と喫煙継続群、非喫煙群と妊娠後喫煙中止群において多重比較問

題をBenjamini-Hochberg False Discovery Rate (FDR)法で補正したゲノムワイドの有意水準を基準に絞り込ん

だ 。 デ ー タ 処 理 ・ 統 計 解 析 は 、 R （ ver.3.2.3 ） 、 Bioconductor （ ver.3.2 ） の minfi 、 sva 、 limma パ ッ ケ ー ジ 、

Comprehensive R Archive NetworkのRefFreeEWASパッケージを用いて行った。 

②喫煙曝露と6歳のADHD-RSのスコアの関係 

ADHD-RSスコアによるADHD疑い群（n = 224）、対照群（n = 286）を解析対象者とした。喫煙曝露は質問票に

よる喫 煙 歴 または母 体 血 漿 コチニン濃 度 のそれぞれを用 いた。質 問 票 により喫 煙 経 験 のない非 喫 煙 群 （n = 

276）、妊娠中も喫煙を継続した喫煙群（n = 38）を質問表による喫煙曝露の解析対象者とした。母体血漿コチニ

ン濃度による喫煙曝露については、妊娠後期（約8ヶ月）での母体血漿コチニン濃度により高濃度群、中等度濃

度群、低濃度群へ群別化した。それぞれの対象者数は、48名、200名、262名となった。 

③6歳のADHD-RSのスコアとメチル化の関係 

札幌コーホート集団で喫煙曝露によりメチル化が有意に変化すると同定されたCpGについて、大規模コーホ

ート集団のADHD疑い群（n = 224）とコントロール群（n = 286）の間でメチル化率に差があるかを検討した。 

 

４．結果及び考察  

（１）神経発達アウトカムへの環境化学物質曝露と環境遺伝交互作用の解明 

①エコチル追加調査（1.5歳の社会性発達調査） 

平成26年10月より平成29年1月末までに、札幌地区と北見地区で合計3,569名に質問票を送付、3,065名か

ら回収した（回収率85.9％、平成29年1月末）。回答に不備のあった46名を除外後、M-CHAT全23項目中3項目

以上の不通過、または重要10項目中１項目の不通過がある場合をASD疑いと定義したところ、ASD疑いは3,019

名中577名（19.1%）で、厚生労働省「乳幼児健康診査に係る発達障害のスクリーニングと早期支援に関する研

究成果（平成21年）」の結果（18.9%）と近似していた。厚生労働省の調査は、対象者が317名と小規模であった

が、本研究は3,500名以上を対象とした比較的大規模な調査であった。ASD疑いと対照群の母児の基本属性を

比較したところ、ASD疑い群では母がASD傾向を持つ割合が高く、年収が600万円以上の割合が低かった。児の

属性については、ASD疑い群では対照群と比較して第一子の割合が高かった。本調査で得られたデータは、エコ

チル本体調査の3歳、5歳時に実施される発達調査（対人応答性尺度）の結果や、環境化学物質の分析データ

と将来的に連結させることができ、乳幼児期の発達障害に対する早期療養への応用に結び付けることができる

貴重なものである。 

参加者支援として、質問票の自由記述欄に記載があった741件について、比較的一般的な子育てへの不安

や現状の報告などへの対応として子育てに関するトピックを集めた冊子を作成して返送した。子育ての不安のみ

ならず、深刻な状況に陥っている可能性のある場合は、保健師による電話相談を行い、さらに不安が解決できな

い、およびM-CHATのよるASD疑いかつ1.5歳児健診を受けていない37件については、参加者の希望に応じて地

域の乳幼児発達相談への紹介を行った。 

②環境と子どもの健康に関する北海道スタディ 
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１） 胎児期DEHP、BPA曝露と子どもの発達（札幌コーホート） 

6、18か月いずれかの精神、運動発達の結果がある127名を解析対象とした。母体血中MEHP濃度の中央値

は、10.6 ng/mLであり、 MEHP濃度と子どもの6、18か月の精神(MDI)、運動発達ともに関連は見られなかった。

母体血中MEHP濃度は、オーストラリアの妊婦よりもやや高かったが、本研究の濃度では18か月までの子どもの

精神、運動発達には影響を与えないことがわかった。 

臍帯血中BPAの検出率は69.8％で、中央値は0.051ng/mL（IQR：＜LOQ－0.076ng/ml）であった。検出率は

米国の報告92.6％と比較すると低かった。米国の報告は尿サンプルを用いているために直接の比較はできない

ものの、曝露濃度は米国より比較して低いことが考えられる。臍帯血中BPA濃度が高いと、42か月の内向的問

題の増加、発達問題の増加と有意に関連した。一方、6、18か月の精神運動発達、42か月の知能との関連は認

められなかった。以上から、臍帯血中BPA濃度は生後の子ども問題行動への影響の可能性が示唆された。 

２） 胎児期フタル酸エステル類、BPA曝露と子どもの発達（北海道コーホート） 

a. 5、6歳の発達調査 

5歳調査票は5,109名に発送し、3,492名（回答率＝68.3%）から、6歳調査票は3,805名に発送し、2,566名（回

答率＝67.4%）から回答を得た（表1）。本研究では、広く問題行動を調査するSDQに基づき、発達支援の必要性

があるとされる割合は20.4%で、「幼児から青年期の問題行動など、精神発達障害はおよそ20%の割合でみられ

る」というWHOの報告と近似していた。また米国の統計では、ASDやADHDを含む発達障害は6人に1人と報告さ

れおり、本研 究のADHD-RSに基づくADHD疑い男 児17.8%、女 児16.4%と同 程度 の割 合 であった。SCQに基づく

ASD疑いは17名（0.7%）であった。ASD疑いは韓国の報告2.6%、CDCの報告1.5％と比較すると低かった。 

 

表1 質問票ごとの疑い（ケース）の定義とその人数 

質問票 アウトカム 疑い（ケース）の定義 人数（％） 

SDQ 発達支援の必要性 TDS ≧  13 714/3,492 = 20.4% 
DCDQ 協調運動障害疑い 得点  ＝  15-46 763/3,492 = 21.8%  
ADHD-RS ADHD疑い 男児）得点  ≧  14.0 

女児）得点  ≧  9.4 
228/1,278 = 17.8% 
209/1,276 = 16.4% 

SCQ ASD疑い 得点  ≧  15 17/2,566 = 0.7% 
 

b.妊娠初期母体血中 BPA、フタル酸エステル類代謝物濃度 

妊娠初期母体血中BPAおよびフタル酸エステル類代謝物の濃度分析（659名）を実施した（表2）。BPA濃度

中央値（検出率）は、0.069µg/mL（80.7%）で、札幌コーホートの母体血（59名）と比較すると、検出率、濃度ともに

やや増加していた。これは、札幌コーホートの採血時期が2002-2005年に対し、本研究では2008-2010年であり、

BPAの使用量の増加などが背景にあると考えられる。フタル酸エステル類代謝物は、MnBP、MiBP濃度中央値

はそれぞれ26.0µg/ｍL、6.8µｇ/Lで、検 出 率 はいずれも100%だった。MEHP、MECPP濃 度 中 央 値 は1.50µｇ/mL

（98.0%）、0.21µg/mL（90.7%）で、MBzP、MEHHP、cx-MiNPの検出率は10％未満と低かった。オーストラリアの妊

婦 の血 中 濃 度 と比 較 したところ、最 も使 用 量 が多 いとされるDEHPの代 謝 物 MEHP濃 度 は同 程 度 であったが、

MiBP、MnBP濃度は本研究で高く、本邦ではより多くの曝露がある可能性が示唆された。 

 

表2 母体血中BPA、フタル酸エステル類代謝物の濃度分布（濃度単位µg/mL） 

物質  MDL 検出率 (%) 中央値  IQR(25th, 75th)
BPA 0.004 80.7 0.069 0.030, 0.298 
モノノニルブチルフタル酸  (MnBP) 0.57 100.0 26.0 17.0, 35.0 
モノイソブチルフタル酸  (MiBP) 0.44 100.0 6.8 4.7, 9.1 
モノベンジルフタル酸  (MBzP) 0.19 7.6 <MDL <MDL, <MDL 
モノ (2-エチルヘキシル )フタル酸  (MEHP) 0.31 98.0 1.50 0.80, 9.10 
モノ (2-エチル -5-ヒドロキシヘキシル )フタル酸  (MEHHP) 0.23 1.5 <MDL <MDL, <MDL 
モノ (2-エチル -5-カルボキシペンチル )フタル酸  (MECPP) 0.11 90.7 0.21 0.13, 0.32 
モノカルボキシイソノニルフタル酸  (cx-MiNP) 0.12 0.3 <MDL <MDL, <MDL 
 

c. 胎児期BPA、フタル酸エステル類曝露とSDQによる子どもの問題行動の関連の検討 

母体血中BPA、フタル酸エステル類代謝物濃度は、ケース群と対照群では有意な差は見られなかった。しか

し、MECPP濃度が高いと、行為障害などの問題のリスクが増加した（OR=2.97, 95% CI, 1.45-6.11）（表3）。BPA濃

度が高いと、向社会性の問題のリスクが増加した（OR=1.44, 95% CI, 1.03-2.03）。さらに男女別で解析した結果、

女児ではMECPP濃度が高いと、不注意・多動のリスクが増加した（OR＝6.27, 95% CI, 1.47-26.7）。以上から、胎

児期のBPAやフタル酸エステル類への曝露は、5歳での問題行動と関連する可能性が示唆された。 
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表 3 母体血中フタル酸エステル類、BPA 濃度と 5 歳での問題行動の関連 

 BPA MnBP MiBP MEHP MECPP 

全体 (n=458) OR (95% CI) 

TDS(総合的問題) (≧13) 1.33 
(0.97, 1.81)

0.53 
(0.23, 1.21)

0.44 
(0.18, 1.08)

0.95 
(0.66, 1.37) 

1.18 
(0.60, 2.30) 

行為 (≧4) 1.14 
(0.83, 1.57)

1.40 
(0.58, 3.38)

1.44 
(0.55, 3.79)

0.82 
(0.56, 1.20) 

2.97 
(1.45, 6.11) 

多動・不注意 (≧6) 1.09 
(0.76, 1.56)

1.12 
(0.45, 3.15)

0.91 
(0.37, 3.10)

1.27 
(0.84, 1.91) 

1.75 
(0.80, 3.85) 

情緒 (≧4) 0.95 
(0.68, 1.33)

0.82 
(0.34, 1.97)

0.56 
(0.22, 1.45)

0.88 
(0.60, 1.29) 

0.64 
(0.32, 1.28) 

仲間関係 (≧4) 0.97 
(0.63, 1.50)

0.98 
(0.31, 3.10)

0.48 
(0.15, 1.59)

0.79 
(0.48, 1.31) 

0.95 
(0.38, 2.37) 

向社会性 (≦5) 1.51 
(1.07, 2.13)

0.98 
(0.40, 2.43)

1.00 
(0.38, 2.65)

0.89 
(0.60, 1.34) 

1.13 
(0.54, 2.40) 

BPA、フタル酸 エステル類 代 謝 物 濃 度は常 用 対 数 変 換して解 析  

両 親 の年 齢 、母 の妊 娠前 BMI、母 の血中 コチニン濃 度 、妊 娠 中 の世 帯年 収 、児 の性 別、出 生 順 、SDQ回 答 月 齢 で調 整  

 

d. 胎児期BPA、フタル酸エステル類曝露と子どものADHDの関連の検討 

6歳でのADHD-RSの回答が得られたうち、ADHD疑い群248名と対照群311名の合計559名の児について、両

親と児の基本属性を比較したところ、ADHD疑い群で初産、両親の教育歴が高校卒以下、コチニン値（ニコチン

の代謝物）≧11.48ng/ml、世帯年収が500万円未満、未婚の割合が多かった。本研究で見られた初産にADHD

疑い群が多いことは、第一子では内向的問題の増加、外交的問題や問題行動全般が増加するという先行研究

の結果と一致した。両親の教育や世帯年収などの社会経済要因、妊娠中の喫煙や婚姻状況は、子どもの問題

行動や発達と深く関連することが報告されており、本研究の集団でも先行研究と同様の結果となった。 

母体血中のBPAおよびフタル酸エステル類代謝物濃度とADHD疑いとは関連が認められなかった（表4）。しか

し、遺伝子多型により層別したところ、エストロゲン受容体1型；ESR1（rs2234693）遺伝子のCC型をもつ児では、

MEHP濃度が10倍増えると6歳でADHD疑いになるオッズは6.86（95%CI, 1.43-33.0）で有意に高かった（図1）。一

方TT型、CT型をもつ児では、MEHP濃度とADHD疑いに関連はなかった。ESR1（rs2077647）遺伝子のGG型をも

つ児では、MEHP濃度が10倍増えるとオッズ比は10.8（95% CI, 1.34-87.0）で有意に高かった。一方、AA型、AG型

をもつ児では、MEHPとADHD疑いに関連はなかった。ESR1遺伝子型の違いによるエストロゲンとエストロゲン受

容体との親和性、MEHPとエストロゲン受容体との親和性、この受容体とADHDとの関連については、疫学研究

のみならず動物実験でもまだ明らかになっていない。従って本結果についてメカニズムの面からもエストロゲン受

容体1型が関与してADHDを引き起こす可能性があるのか、今後さらに検討する必要がある。 

 

表4 BPA、フタル酸エステル類濃度とADHD疑い群となるリスク 

BPA MnBP MiBP MEHP MECPP 
OR (95% CI) OR (95% CI) OR (95% CI) OR (95% CI) OR (95% CI)

男児  1.1 (0.7, 1.7) 0.8 (0.2, 2.8) 0.5 (0.1, 1.6) 0.8 (0.5, 1.4) 1.0 (0.3, 2.8)
女児  1.0 (0.7, 1.6) 1.1 (0.3, 4.2) 1.2 (0.3, 5.4) 0.9 (0.5, 1.6) 1.7 (0.6, 4.3)

調 整 因 子：母の妊 娠 前BMI、出 産 歴 、妊 娠 後 期 母 のコチニン値 、両 親の教 育 歴 、妊 娠 中と生 後 （6歳 時）の世 帯 年 収 、 

婚 姻 状 況 、ADHD-RSを実 施 した月 齢 、BPAとフタル酸エステル類 代謝 物 濃 度 はlog10変 換  

 
 

図1 児のエストロゲン受容体（ESR1）遺伝子型の違いによるMEHP濃度と6歳のADHD疑いとの関連 
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e. 臍帯血DNAのエピゲノム解析 

曝露と関連するメチル化変化部位を抽出したところ、BPA曝露では7 CpG、DEHP曝露では19 CpGがボンフェ

ローニ（ゲノムワイド有意水準 p=1.17 x 10-7）補正後も有意だった（赤線上部）（図2）。 

 

図2 BPA曝露（A）、DEHP曝露（B）と45万CpGsメチル化との関連 

（左）マンハッタンプロット（横軸：染色体番号、縦軸：-log10変換したP値） 

（右）ボルケーノプロット（横軸：偏回帰係数、縦軸：-log10変換したP値） 

赤線：ボンフェローニ法での有意水準（p < 1.17 x 10-7） 

青線：False-discovery rateでの有意水準（FDR q < 0.05） 

 

BPA曝 露 との関 連 において、ボンフェローニ補正 後 も有 意だった、7 CpGのうち、6 CpGが位 置する遺 伝 子

（ SH3BP4 、 NAA15 、 MYO1E 、 CDC42BPG 、 BHLHA15 、 DNAJB6 ） は 、 in vitro/vivo の 実 験 で BPA 曝 露 に よ る

mRNA発現への影響が報告されている。また、複数のメチル化変化部位が位置していた、5 遺伝子（SLC1A4、

PAX2、ANKRD33、USP29、GNAS）についてもin vitro/vivoの実験でBPA曝露によるmRNA発現への影響が報告

されている。DEHP曝露では、ボンフェローニ補正後も有意だった19のCpGサイトのうち、8 CpGが位置する遺伝子

（KIAA1026、KAZN、KLHL38、C2orf28; ATRAID、MYH10、RARA、JPH3、ABR、ENO1）は、ラットの胎仔期にフタ

ル酸ジブチル（DBP）に曝露すると、その後精巣でのmRNA発現変化が報告されている。複数のメチル化変化部

位が位置していた6 遺伝子（IFFO2、STIM2、SMURF1、TRAPPC、ATG101、EIF4A1）についてもin vitro/vivoの

実験でDBP曝露によるmRNA発現への影響が報告されている。さらに、RPH3ALは、in vivoの実験でDEHP曝露

によるmRNA発現への影響が報告されている。このことから、胎児期曝露がメチル化への影響を介して遺伝子発

現に影響を及ぼす可能性が示唆される。 

一方、BPA曝露と関連するCpGが位置する遺伝子のうち、NAA15は血管、造血、神経細胞の増殖に重要な

役割を果たすN-アセチルトランスフェラーゼ活性を持つ。DNAJB6はニューロンでのポリグルタミン蓄積にかかわ

る可能性のあるDNAJファミリーに属している。SLC6A7は神経伝達物質輸送タンパク質をコードし、GNASはASD

との関連が示唆されている。DEHP曝露との関連では、JPH3は脳組織に特異的に発現し、AGTPBP1は脱グルタ

ミル化を触媒するカルボキシペプチダーゼであり、神経系への関連が示唆されている。また、神経細胞の分化に

関与 する可 能性があるNF-kappa-BのアクチベーターをコードするTRAPPC9、興奮 性シナプス形成 に関 与する

NPTX2等、脳神経系の発生や機能に関与する遺伝子が抽出され、曝露がメチル化変化を介して神経発達に影

響を及ぼす可能性が考えられる。これら曝露により影響を受けたメチル化部位について、その周辺領域も含めて、

ADHD疑いと対照群で差があるか、今後、次世代シークエンサーを用いたメチル化解析を行い、その結果により、

環境化学物質曝露の影響を受ける胎児期メチル化変化と生後のADHDとの関連の有無について検討する必要

がある。 

 

（２）環境化学物質曝露に起因するASD等の発達障害関連エピジェネティクス変化の解明 

①胎児期喫煙曝露により変化するDNAメチル化領域の探索 

非喫煙群と喫煙群間比較により、喫煙曝露により変化するDNAメチル化を網羅的に探索したところ、非喫煙

群と喫煙群で82CpGsが抽出された。82CpGsのうち遺伝子情報が付加されている60CpGsを対象に複数のCpG

が含まれる遺伝子を抽出した。その結果8つの遺伝子が抽出され、AHRR以外の遺伝子はCpG間の距離が数十

～数百bpしか離れていないことから、遺伝子領域全体ではなく、特定の範囲が喫煙曝露によりメチル化変化の
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影響を受けることが示唆された。続いて、喫煙曝露によるDNAメチル化変化の影響は喫煙を止めれば非喫煙者

と同様のメチル化状態に戻るのかを検討した。妊娠がわかって喫煙を止めた喫煙中止群を用いて、非喫煙群と

中止群で比較解析し、FDR < 0.05(青線の上部)かつ偏回帰係数の絶対値|coef| >0.01（赤線の外側）の基準で

抽出を行ったところ、非喫煙群と中止群で35CpGsサイト、中止群と喫煙群で134 CpGsであった（図3）。 

 
図3 非喫煙群と中止群比較（左）と中止群と喫煙群比較（右）におけるvolcanoプロット 

 

これらの結果と、非喫煙群と喫煙群におけるFDR（False Discovery Rate） < 0.05の基準で抽出されてきた

CpGのリストを用いて、非喫煙群と喫煙群比較、及び、中止群と喫煙群比較で共通して抽出されるCpGを検討し、

喫煙中止によりメチル化が戻る領域を探索した。その結果、11領域のCpGs、7つの遺伝子が抽出された。11領

域すべてのCpGにおいて非喫煙群と喫煙群、及び、中止群と喫煙群で同方向メチル化変化を示していることから、

喫煙群に対して非喫煙群と中止群は同方向にメチル化変化することが示された。喫煙を止めることによりDNAメ

チル化レベルでも非喫煙者と同等のメチル化程度になる遺伝子が多く見出され、分子生物学的観点から禁煙の

有効性を発信できる可能性が考えられる。 

続いて、網羅的DNAメチル化解析から抽出されたCpG（cg05575921）を含む AHRR遺伝子領域について次世

代シークエンサーを用いたDNAメチル化解析法の確立及び再現性の確認を行った。メチル化率を3群間（非喫煙

群、喫煙継続群、喫煙中止群）の多重比較したところ、網羅的解析結果と同様に、非喫煙群と喫煙群において、

cg05575921を含む全5領域のCpGで喫煙群のメチル化低下が有意に認められた。また喫煙中止群と喫煙群に

おいても、cg05575921を含む全5領域のCpGで喫煙群のメチル化低下が有意に認められた。喫煙曝露の影響の

向きも全てのCpGで一致していた。一方、非喫煙群と喫煙中止群においてはcg05575921を含む全5領域のCpG

におけるメチル化に統計学的有意差は認められず、網羅DNA解析の結果を支持した。 

 

②喫煙曝露と6歳のADHD-RSのスコアの関係 

質問表による喫煙曝露とADHD疑い群との関連を検討したところ、喫煙曝露によるADHD疑い群の危険率の

指標としてのオッズ比は約1.5であったが、カイ二乗検定による比率の差の検定のP値 = 0.3052 と喫煙曝露と

ADHD疑い群との関連に有意差は認めなかった。次に母体血漿コチニン濃度とADHD疑い群の関連を検討したと

ころ、同様に、母体血漿コチニン濃度とADHD疑い群との関連もP値 = 0.1889 と有意差は認めなかった。したが

って本研究において喫煙曝露によるADHDとの関連に統計的有意差が認められなかったことから、DNAメチル化

を介した媒介分析（mediation analysis)を行うことができなかった。 

今回の標本においてもオッズ比からは喫煙曝露がADHD発症に比較的強く寄与することが示唆されたが、喫

煙曝露とADHD疑い群に統計的に有意な差は認められなかった。その要因として、ADHDの有病率の小ささから

サンプルサイズを大きくすることが困難であったことが考えられる。近年報告されている胎児喫煙期曝露と児の

ADHDとの関連に関する研究におけるサンプルサイズは、Melchiorらの報告ではn=1,113、Joelssonらの報告では

n= 40,141であった。一方でObelらの報告では、胎児期喫煙曝露とADHDのリスクに関連はないことを報告してい

る。今後サンプルサイズを大きくした追跡調査を行うことにより喫煙曝露とADHD発症に関連が認められるかどう

かを慎重に検討していく必要があると思われる。また喫煙曝露と関連するメチル化変化とADHDとの関連につい

ても今後明らかにしていく予定である。 

 

③6歳のADHD-RSのスコアとメチル化の関係 

次世代シークエンサーで解析したCpGについて、大規模コーホート集団のADHD疑い群（n = 224）とコントロー

ル群（n = 286）の間でメチル化率に差があるかを検討した。各CpGにおいてウィルコクソンの順位和検定を行った

結果、P < 0.05で抽出されたCpGはCYP1A1の203番のCpGのみであった。しかし、外れ値が多く、今後再検証が

必要である。 
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５．本研究により得られた主な成果  

（１）科学的意義 

1) エコチル追加調査として、本体調査では実施できなかったM-CHATを用いた生後早期の社会性発達調査を

3,500名以上に実施し、1.5歳頃の子どものASD傾向の実態と特徴を明らかにした。これまでは明らかになっ

ていないASD症状の軌跡を、今後、本体調査4歳以降の時点におけるASD調査と合わせて詳細に記述する

ためのデータを得た。 

2) SDQ、DCDQ、ADHD-RS、SCQの結果から、広汎性発達障害や協調運動障害、ADHD疑いに関連する可能

性がある社会経済要因として、妊娠中の世帯年収が低いこと、母の教育歴が低いこと、そのほかの要因と

して、母の妊娠前BMIが30kg/m2、第一子であること、男児であることを示した。特に、SDQは一般集団を対

象とした研究ではこれまでの国内の報告の中でも最大規模であり、科学的なエビデンスの蓄積に貢献した。 

3) BPA、フタル酸エステル類7代謝物の曝露測定結果から、日本人妊婦のBPA、フタル酸エステル類への曝露

実態に関する詳細なデータを提供した。比較的低濃度ではあるがBPA、DnBP、DiBP、DEHP、の曝露が認

められることを示した。 

4) 比較的低濃度の胎児期BPA曝露であっても、42か月の問題行動への影響がある可能性が示唆された。一

方、6か月、18か月での神経行動発達、42か月の知的能力との関連は認められず、胎児期曝露による影響

はないことが示唆された。また、BPA、フタル酸エステル類の胎児期曝露は、6歳でのADHDとは関連がみら

れなかったが、遺伝子多型によって層別化したところ、MEHP濃度とADHD疑いとなるオッズに違いがみられ

た。曝露によるADHD発症には、遺伝子多型によるハイリスク群の可能性が示唆されたが、今後より詳細に

検討する必要がある。 

5) 292人の児の臍帯血の網羅的DNAメチル化解析を実施し、胎児期の化学物質および喫煙曝露によりメチル

化が変化する遺伝子領域を示した。BPA、フタル酸エステル類の胎児期曝露への影響を遺伝子網羅的に

解析した研究は国際的にも初となる。喫煙については日本で初めての研究である。胎児期のBPAやフタル

酸エステル類曝露により有意にメチル化変化が起こる遺伝子が同定されたが、それらの中には、神経発達

に関連する遺伝子が含まれ、曝露による神経発達への影響にDNAメチル化が関与する可能性が示された。 

6) 喫煙曝露については、同定したメチル化部位には既報の遺伝子だけでなく、新規に神経発達関連遺伝子を

見出した。また、DNAメチル化で喫煙をやめた効果が反映される遺伝子を見出すことができた。 

7) 次世代シークエンサーを用いて、他検体・複数領域のDNAメチル化を定量的に解析する方法を確立できた

ことから、今後エピゲノム疫学分野での本研究方法や技術の活用が期待できる。 

 

（２）環境政策への貢献 

＜行政が既に活用した成果＞ 

特に記載すべき事項はない。 

 

＜行政が活用することが見込まれる成果＞ 

1) 環境省が行うエコチル調査の目的である、「胎児期から小児期にわたる子どもたちの成長・発達に影響を与

える環境要因を明らかにすること」に、妊婦の環境化学物質曝露の実態のデータ提供や、発達検査の実施

を通して大きく貢献できる。M-CHATのデータは、環境省エコチル本体調査で3、5歳に実施する対人応答性

尺度を用いた発達調査のデータとあわせて、子どもの生後早期の社会性発達の軌跡をとらえることにより早

期治療に活用できる。また、1.5歳の社会性発達（ASD傾向）の調査により、生後早期の発達調査を実施す

ることで、行政課題である、発見の遅れ、学校現場等において二次障がいが生じている発達障害児の発見

と対応に貢献できると考えられる。 

2) 本研究で明らかになった妊婦のフタル酸エステル類、BPAの曝露実態は、これら化学物質の規制や管理を

していくうえで、科学的根拠として用いることができる。特定の遺伝子多型を持つ児では、MEHPの濃度が増

加すると、注意欠陥・多動性障害疑いとなるリスクが増加することを示唆し、この結果は行政が遺伝的ハイ

リスク群も考慮した化学物質濃度の規制や基準を制定するなどの環境政策の立案に活用できる。 

3) 大規模な日本人集団において臍帯血の網羅的DNAメチル化データは初めてであり、貴重なエピゲノムデー

タセットとして利用可能である。網羅的DNAメチル化解析により、環境化学物質曝露によるメチル化変化が

みられるCpGには、動物実験などから神経発達に関与するとされる遺伝子が含まれていた。胎児期のビスフ

ェノールAやフタル酸エステル類)曝露がDNAメチル化を介して、ヒトの神経行動発達に影響する可能性を示

唆し、この結果は環境化学物質の規制を考慮する際に科学的根拠の一つとして活用できる。 

4) 胎児期の喫煙曝露によりDNAのメチル化が変化する遺伝子上の部位と、喫煙をやめた効果が反映される

遺伝子のDNAメチル化部位を見出した。喫煙をやめることによるDNAメチル化変化への影響が示唆された

ため、禁煙を推進する政策を策定する際に、DNAレベルでの禁煙の効果を国民に発信する科学的根拠とし
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て活用できる。 

5) 大規模な疫学研究において次世代シークエンサーによるDNAメチル化解析法が確立できたことから、喫煙

のみならず様々な環境化学物質曝露によるDNAメチル化の解析への利用が可能である。次世代シークエン

サーを用いて、多検体・複数領域のDNAメチル化を定量的に解析する方法により、今後エピゲノム疫学分

野での活用が期待できる。 

6) 胎児期喫煙曝露による神経発達障害発症へのDNAメチル化の関与の有無を明らかにすることで、DNAメチ

ル化解析による発症リスクを持つ児の早期特定、介入を行うことが将来的に可能になる。 
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5-1454 環境化学物質によるASD等の神経発達障害と環境遺伝－エピゲノム交互作用の解明 

 

（１） 神経発達アウトカムへの環境化学物質曝露と環境遺伝交互作用の解明 

（北海道大学） 

サブテーマ代表者： 

北海道大学 環境健康科学研究教育センター 岸玲子 

研究分担者： 

北海道大学大学院 医学研究科 有賀正 

北海道大学病院 白石秀明 

北海道大学 環境健康科学研究教育センター 荒木敦子、池野多美子、宮下ちひろ、 

伊藤佐智子、ゴウダルジ・ホウマヌ 

研究協力者： 

北海道大学 環境健康科学研究教育センター 湊屋街子、小林澄貴、西原進吉、 

山崎圭子、アイツバマイゆふ、小林祥子、田村菜穂美、三浦りゅう 

北海道大学大学院 医学研究科 児童精神医学講座 柳生一自 

札幌医科大学 保健医療学部 作業療法科 中島そのみ 

札幌市保健福祉局 保健所 母子保健 歯科保健担当 請井繁樹 

日本赤十字北海道看護大学 臨床医学領域 伊藤善也 

興部町国民健康保険病院 花岡知之 

             

 平成26～28年度累計予算額：131,847千円（うち平成28年度：43,503千円） 

予算額は、間接経費を含む。 

［要旨］ 

近年、ASD（自閉スペクトラム症）やADHD（注意欠陥多動性障害）などをもつ子どもが増加して

いる。発達障害のリスクとしては胎児期の化学物質、喫煙やアルコールへの曝露などの環境要因

が指摘されているが、その詳細は明らかでない。さらに化学物質曝露による神経発達や認知機能

への影響は、遺伝子多型により異なることが報告されている。一方、環境化学物質曝露によるASD、

ADHD発症には、DNAメチル化の寄与が考えられる。そこで本研究では、ASDやADHDへの影響が懸念

されるビスフェノールA（BPA）やフタル酸エステル類の胎児期曝露について、子どもの発達との

関係を母児の遺伝子多型も含めて検討し、さらに臍帯血のDNAメチル化変化への影響も検討した。 

本調査ではまた、エコチル追加調査として、1.5歳児を対象に社会性発達（ASD傾向）の調査を

実施した。3,065名から回答が得られ、乳幼児自閉症チェックリスト（M-CHAT）の得点から18.6％

が「ASD疑い」であった。同時に収集した子どもの尿は、生後の環境化学物質曝露の分析に今後用

いる予定で、将来、本体調査で実施する化学物質曝露評価や発達調査の結果とあわせて胎児期、

生後の環境化学物質曝露による子どものASD傾向の関連を検討する。 

出生コーホート研究（北海道スタディ）の参加者のうち、胎児期BPA、ジ(2-エチルヘキシル)フ

タル酸（DEHP）曝露による発達への影響は、6か月および18か月時の精神・運動発達を評価した。

さらにBPA曝露との関係は、3.5歳では知的能力と問題行動を評価した。臍帯血中BPA濃度は、18か

月までの精神・運動発達および3.5歳での知能とは関連はみられなかったが、総合的および、内向
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的問題行動の増加との関連がみられた。さらに、発達、不注意の問題の増加とも関係した。5、6

歳に達した対象者に質問票を用いて行動発達、協調運動障害、ADHD、ASDの調査を実施した。妊娠

中の母の血中フタル酸エステル類とBPAの濃度を分析し、妊婦の曝露は諸外国と比較して低濃度で

あることを明らかにした。一部のフタル酸エステル類とBPAの濃度は、子どもの問題行動（行為・

向社会性）の増加と関連することを示した。さらに一部のフタル酸エステル類濃度とADHD疑いの

リスクの上昇の関係には、エストロゲン受容体の遺伝子多型が関係する可能性を示唆した。日本

初となるサンプルサイズでのDNAメチル化網羅解析により、環境化学物質の胎児期曝露に影響を受

けるDNAメチル化変化を示すことができた。また、メチル化変化に影響を受けた遺伝子には神経発

達に関連するものが含まれることがわかり、環境化学物質曝露がメチル化変化を介して神経発達

に影響を与えることを示唆した。 

 

［キーワード］   

環境化学物質、ASD/ADHD、神経行動発達、SNPs、環境遺伝交互作用 

 

１．はじめに 

近年、ASD（Autism spectrum disorder、自閉スペクトラム症）やADHD（Attention deficit and 

hyperactivity disorder、注意欠陥多動性障害）などの神経発達障害をもつ子どもが増加してい

る。ASDは社会性の欠如やコミュニケーションの苦手さを特徴とし、学童期における有病割合は、

米国CDC（アメリカ疾病予防管理センター）の報告で約1.5%（68人に1人）、韓国では2.6％と推定

されている1)。ADHDは不注意や多動性を特徴とする障害で、米国CDCの報告では2011年には、両親

の申告による調査で医療機関での診断率が11％と報告している2)。ASDやADHDの罹患率の増加の一

つには診断基準の改定があるものの、それだけでは説明がつかない。発症リスクには遺伝要因に

加えて、胎児期の喫煙やアルコールへの曝露が指摘されているが、その詳細は明らかでない。さ

らに、ASDやADHDへの影響が懸念される環境要因として、鉛などの重金属に加えてビスフェノール

A（BPA）やフタル酸エステル類などの環境化学物質が近年報告されている3)。BPAやフタル酸エス

テル類はプラスチック製品やパーソナルケア製品に含有され、これら製品の使用や食事を介して

日常的に曝露している4,5)。動物実験では、BPAへの胎児期曝露によりASD症状に関わる社会認知能

力低下や不安様行動の増大、ADHD症状に関わる認知機能低下6-8)、フタル酸エステル類への胎児期

曝露による発達や行動への悪影響が報告された9,10)。環境化学物質への曝露は胎児期に感受性が高

く、その影響が生後も続くことが懸念される。しかし、疫学研究は十分でないうえ、出生コーホ

ート研究は限られている。 

ASD、ADHD 発症の遺伝要因として、児の神経伝達物質代謝関連、シナプトソーム関連タンパク

質25、脳由来神経栄養因子、カテコールアミン-O-メチル基転移酵素、A型モノアミン酸化酵素の

遺伝子変異があげられる11)。さらに、有機リン系農薬や有機塩素系農薬曝露による児の神経発達

や認知機能への影響が、パラオキソナーゼ1型（PON1）やグルタチオンS-転移酵素（GSTs）の遺伝

子多型により異なることが報告され12,13)、環境化学物質曝露へのハイリスクグループの存在が懸念

される。一方、環境化学物質曝露によるASD、ADHD発症へのメカニズムとしては、エピジェネティ

クスの寄与が考えられる14)。エピジェネティクスとは、DNA塩基配列の変化を伴わない後天的な遺
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伝子制御機構のことである。たとえば、遺伝子発現のON/OFFを切り替えるスイッチの役割をして

いるDNAにメチル基が付くこと（メチル化）が、化学物質などの環境要因で変化する。マイクロア

レイを用いた遺伝子発現研究で、ヒト臍帯血中BPA濃度と神経発達遺伝子発現量に負の相関がみら

れたことから15)、胎児期BPA曝露によるエピジェネティクス変化が遺伝子発現量を制御し、神経行

動発達に影響を与えるのではないかと推測される。しかし、胎児期曝露によりどの遺伝子領域に

エピジェネティックな変化を生じるか、それらが発達障害と関連するか、明らかになっていない。 

 

２．研究開発目的 

本研究では、ASDやADHD等の発達障害や子どもの問題行動および知能への、胎児期のBPA、フタ

ル酸エステル類曝露による影響をヒトで明らかにする。さらに、環境化学物質曝露による発達障

害のリスクは遺伝子の多型によって異なるか、加えて化学物質曝露により影響を受けるDNAメチル

化変化（エピゲノム変化）が神経発達障害の発症リスクと関連するかを解明することを目的とす

る。 

環境省が実施するエコチル調査の追加調査として、1.5歳頃社会的行動発達調査をM-CHAT(乳幼

児期自閉症チェックリスト修正版)を用いて行う。この調査は、ASD兆候を早期に明らかにし、エ

コチル本体調査で実施する子どもの発達調査とあわせて、子ども発達の軌跡をとらえることを目

的とする。さらに、地域や行政とも協力し、早めの支援や介入を可能とした。子どもの生後の環

境化学物質曝露を調べるために、尿の収集も行う。 

胎児期のBPA、フタル酸エステル類曝露による幼少期の行動発達やASD、ADHD関連症状への影響

を明らかにすることを目的として、平成26年度から継続して、5、6歳のASD、ADHD関連症状を4種

類の質問票：SDQ、DCDQ、ADHD-RS、SCQを用いて評価し、BPAやフタル酸エステル類の胎児期曝露

との関連を検討する。また、6歳児のADHD傾向と神経伝達物質代謝関連遺伝子や化学物質受容体関

連遺伝子の一塩基多型（Single Nucleotide Polymorphisms: SNPs）との関連を検討する。これら

の研究は、エコチル調査より10年早く開始した前向き出生コーホートである「子どもの健康と環

境に関する北海道スタディ」を用いて実施する。 

環境化学物質曝露によるエピゲノム作用、および神経発達障害への影響を検討するため、292臍

帯血DNAサンプルの45万メチル化解析のデータを用いて、BPA、フタル酸エステル類曝露と関連す

るDNAメチル化部位（CpG）の同定を目的とする。また、抽出したCpGを含む遺伝子領域について、

次世代シークエンサーを用いてメチル化変化を解析し、網羅的メチル化解析で明らかとなった曝

露と関連するメチル化変化が神経発達に関連するかを検討する。 

 

３．研究開発方法 

(1) エコチル追加調査（1.5歳の社会性発達調査） 

環境省「子どもの健康と環境に関する全国調査（エコチル調査）」は2011年1月にリクルートを

開始したコーホート研究である。本研究ではエコチル追加調査として、1.5歳～2.5歳の子どもに

M-CHATを実施した（図(1)-1）。 

近年では、知的な遅れを伴わないASDの存在も広く知られるようになっており、子どもの社会的

行動に注目することで、早期発見、早期支援の実現が試みられている16)。子どもの早期の社会的

行動を確認するため、最も有効な検査として、乳幼児期自閉症チェックリスト修正版（Modified 
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Checklist for Autism in Toddlers; M-CHAT）が用いられている。M-CHATは、1歳前後の幼児を対

象に、ASDのスクリーニングを目的に用いられる質問票検査である。この検査は、Baron-Cohenら17)

によって開発された18か月児のスクリーニング検査であるCHATを、Robinsら18)が修正を加え発展

させたものである。CHATは親に質問する9項目と、医師などの専門家が直接行動観察する5項目か

らなるが、 M-CHATでは全23項目を親に記入してもらう質問票調査として実施する。指さしや呼び

名反応などの通常頻繁に観察される社会的行動について確認することにより、ASDだけでなく臨床

的ニーズのあるケースを早期発見することができる19)。日本語版M-CHATは、神尾と稲田20)が作成し、

1歳6か月の子どもについて、感度が高いスクリーニングが可能であることが示されている21)。全

国で46の自治体が1歳6か月健診にM-CHATを採用していることも、この検査の有用性を示している

20)。しかし、環境省エコチル調査では、全国的にM-CHATを実施することは困難との理由で実施が

見送られた経緯がある。 

平成26年10月から29年1月末までに北海道ユニットセンター札幌および北見地区の1.5歳～2.5

歳に達した子どもの保護者にM-CHAT調査票を発送した。本研究では、Kamioら21)の基準に従い、第

1段階スクリーニングの基準である全23項目中3項目以上の不通過、または重要10項目中1項目の不

通過の場合をASD疑いと定義した。なお、最終的なASD群の定義は、エコチル本体調査で行うSRS及

びSRS-Pを用いた就学前のASDの調査結果をもって行う。 

加えて、将来、乳児期の環境化学物質への曝露評価を行うため、子どもの尿を収集した。オム

ツ内に装着する補助パッドを送付し、およそ20mlの尿を採取した。採取した尿は補正に用いるた

めの比重を測定後（尿比重屈折計T3-SE、ATAGO社製）、ガラス管に分注して－20℃で冷凍保存し

た。将来、ASDの調査結果が明らかになった後に、環境化学物質曝露評価に使用する。 

本研究では参加者への療育支援体制を構築することの重要性にも着目しているため、子どもの

発達に関する相談ができる専門家と連携して対応を行った。追加調査の質問票では、1.5歳健診時

に発達に関する指摘やアドバイスなどを受けたか、また育児について相談したいことや困ってい

ることはないかについて自由記述による回答を得た。参加者（養育者）からの電話による育児相

談には保健師資格を持つスタッフが対応した。M-CHATのカットオフ値を超えたASD疑い群について

は、自治体の健診を受診したかどうかについて確認のうえ、養育者の希望に応じて行政による乳

幼児精神発達相談などの窓口を紹介した。エコチル調査対象地区である札幌市および北見市では、

自治体がM-CHATを基にした1.5歳健診を実施しており、回答の内容に応じて、自治体との連携によ

り養育者の要望に沿ったフォローアップを図るようにした。紹介を行った場合には、2か月後を目

途に研究者らがフォローアップ用紙、または電話にて母親にその後の状況を確認し、適切な支援

のあり方を検討する資料とするよう体制を整えた。 
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図(1)-1 エコチル追加調査および本体調査の流れ 

 

（2）環境と子どもの健康に関する北海道スタディ 

本研究では、2つの出生コーホート研究（札幌コーホート、北海道コーホート）の参加者を対象

として、胎児期のBPAおよびフタル酸エステル類曝露による子どもの発達への影響を検討した。 

札幌コーホート（図(1)-2）は、2002年7月～2005年10月に札幌市内1産科病院を受診し、同意を

得た妊娠23-35週の対象者514名から成る。登録時に、自記式の調査票から母の年齢、体重、身長、

食生活、喫煙歴、飲酒習慣、カフェイン摂取量、年収などの情報を得ている。また、病院記録か

ら、在胎週数、児の性別、妊娠高血圧症の有無、出生時体格の情報を得ている。生後のフォロー

アップでは、複数回の神経行動発達調査を実施している。質問票からは、母親の産後うつ、育児

環境、子どもの受動喫煙などの情報を収集済みである。 

 

 

図(1)-2 札幌コーホートの流れ 

 

北海道コーホート（図(1)-3）は、2003年2月～2012年3月に北海道内37産科病院を受診した妊婦

のうち、同意が得られた20,926名から成る。妊娠13週未満の器官形成期の食生活、喫煙、飲酒、

カフェイン摂取、社会経済状況などの情報を得ている。妊娠前期と後期には母体血を、出産時に

母体血と臍帯血を採取済みである。出産時に在胎週数、出生時体格、性別、母の既往歴などの情

報を病院記録から、生後4か月時に母子健康手帳からの出生時体格情報と妊娠中の喫煙状況につい

て調査票への記載を依頼している。 
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図(1)-3 北海道コーホートの流れ 

 

1) 胎児期 DEHP、BPA 曝露と子どもの発達（札幌コーホート） 

a. 胎児期 DEHP 曝露と 6、18 か月の精神運動発達 

胎児期 DEHP（di(2-ethylhexyl) phthalate）曝露による影響の解析は、6 か月および 18 か月

時の BSID-II（Bayley Scales of Infant Development 2nd edition）を用いて 22)、MDI（Mental 

Development Index） で年齢に応じた認知・言語・社会的発達を、PDI（Psychomotor Development 

Index）で微細・粗大運動発達を評価した。解析は、妊娠初期調査票、新生児個票および 6 か月、

あるいは 18 か月の曝露と BSID-II のデータが揃う 127 名（6 か月）と 97 名（18 か月）を対象と

した。妊娠高血圧症、多胎、1 分後アプガースコアが 6 未満、早産（37 週未満）、形態奇形、6 か

月 BSID-II が生後 195 日以降に行われた者は除外している。DEHP 代謝物モノ(2-エチルヘキシル)

フタル酸（MEHP）濃度は対数に変換し、線形回帰モデルを用いて、さらに性別で層別化して解析

した。調整因子は、母の年齢、教育歴、妊娠中のカフェイン摂取量、採血週数、在胎週数、児の

性別とした。 

 

b. 胎児期 BPA 曝露と 6、18 か月の精神運動発達、42 か月の知能、行動発達 

胎児期 BPA 曝露による影響の解析は、6か月および 18か月時の BSID-II（Bayley Scales of Infant 

Development 2nd edition）を用いて 22)、BSID-II の MDI で年齢に応じた認知・言語・社会的発達

を、PDI で微細・粗大運動発達を評価した。3.5 歳では知的能力と問題行動を、それぞれ K-ABC

（Kaufman Assessment Battery for Children）、CBCL（Child Behavior Checklist）を用いて評

価した。K-ABC では、認知処理過程尺度、習得度尺度を、CBCL では、依存分離尺度、ひきこもり

尺度、不安神経質尺度、発達尺度、睡眠・食事尺度、攻撃尺度、注意集中尺度、反抗尺度、その

他の 8 項目の症状群尺度に加えて、内向的尺度、外向的尺度、総得点を算出した。胎児期 BPA 曝

露評価には、すでに測定済みの臍帯血中 BPA 濃度を用いた。解析には、BPA 分析データがある 285

名のうち、BSID-II（6 か月 150 名、18 か月 105 名）、K-ABC（86 名）または CBCL（181 名）のデ

ータが揃うものを対象とした。妊娠高血圧症、多胎、1 分後アプガースコアが 6 未満、早産（37

週未満）、形態奇形の子どもは解析からは除外とした。BPA 濃度は自然対数に変換し、検出下限値

（LOD）以下には、LOD の 1/2 値を代入して解析を行った。調整因子は、K-ABC、CBCL を実施した

月齢、母の教育歴、母の妊娠中の喫煙とした。男女で層別化した解析も行った。 
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2) 胎児期フタル酸エステル類、BPA 曝露と子どもの発達（北海道コーホート）  

a.  5、6 歳の発達調査  

発達障害は単独であらわれる場合ばかりでなく、併発する場合が少なくない。そこで本研究で

は、最初にASD、ADHDといった特定の障害に限定することなく、発達に関わる問題を広範に評価し

た後、それぞれの障害の特徴について詳しく検討することとした。そのため、図(1)-4に示す通り、

SDQによる全般的な発達の問題の評価に加え、それぞれの発達障害に特異的な質問票を使用した。 

なお、参加者（養育者）への支援として、電話による育児問題についての問い合わせ、および

調査票の自由記述により得た回答については保健師資格を持つスタッフが対応し、参加者の要望

に応じて行政による育児相談等の窓口を紹介することとした。 

以下に、本研究で用いた4つの調査票を示す。なお、本研究では多側面にわたる子どもの発達上

の問題や協調運動障害をより幼い時期に捉えるためにSDQとDCDQを5歳で実施し、次いでASDとADHD

のスクリーニング調査票であるSCQとADHD-RSを6歳で実施した。 

 

 SDQ（Strengths and Difficulties Questionnaire、強さと困難さの質問票）：広汎性発達障

害・ADHD・行為障害のスクリーニングに用いる。SDQ は多側面にわたる子どもの行動上の問

題を簡便に測定することができる質問票であり、ASD に特徴的な社会性・コミュニケーショ

ン能力の問題や、ADHD の特徴である多動性・衝動性の問題についても評価できる。実際、最

近のイギリスでの調査（5～15 歳を対象、N=18,232）では、ADHD の診断に SDQ が有効である

ことが示されている 23)。SDQ は一般集団を対象とした疫学研究では、世界的に最も広く使用

されている質問票であり、日本においてもすでに標準化がされているため、発達障害に伴う

全般的な行動の問題についてスクリーニングするために最適である。 

行為面、多動性、情緒面、仲間関係、向社会性の5つの下位尺度がある。向社会性を除く4つ

の下位尺度の合計であるTDS（Total Difficulties Score）を算出し、TDSから支援の必要性

が低いLow Need（13点未満）、支援の必要が中程度のSome Need（13-15点）、支援の必要性

が高いHigh Need（16点以上）とする。本研究では、Some Needおよび、High Needを発達支援

の必要性がある「発達支援必要疑い群」と定義した。 

 DCDQ（Developmental Coordination Disorder Questionnaire：協調運動障害質問票）：協調

運動障害（DCD）のスクリーニングに用いる。ADHD と DCD を併せ持つ割合は、50％程度とさ

れているため 24)、協調運動障害の傾向の評価には簡便かつ世界中の疫学研究で広く使用され

ている DCDQ を用いる。3 つの下位尺度「動作における身体統制（6 項目）」「書字・微細運

動（4 項目）」「全般的協応性（5 項目）」から成り、合計 15 項目に回答する。得点が高い

ほど協調運動機能が高いことを示し、本研究では、46 点以下を「協調運動障害疑い群」と定

義した。 

 ADHD-RS（Attention Deficit Hyperactivity Disorder-Rating Scale、ADHD スクリーニング

質問票）：ADHD のスクリーニングに用いられ、「不注意」や「多動・衝動性」を詳しく評価

できる。質問は 18 問で、不注意（奇数問題項目）・多動性―衝動性（偶数問題項目）の 2

つの下位尺度がある。2 つの下位尺度得点をあわせたものが合計点として算出される。本研

究では、合計点が男児 14 点以上、女児 9.4 点以上を標準化された ADHD-RS 得点の上位 80％
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と同等と判断し、「ADHD 疑い群」と定義した。 

 SCQ（Social Communication Questionnaire、自閉症スクリーニング質問票：ASD の一次スク

リーニングに用いられ、コミュニケーションスキルと対人機能を詳しく評価できる。40 問で

「はい」・「いいえ」の二択で回答する。日本語版では問 5 はあてはまらないので、得点計

算に含まない。SCQ 合計得点が 15 点以上の場合は診断を受けることが勧められる。本研究で

は、15 点以上を「ASD 疑い群」と定義した。 

 

 

図(1)-4 5、6 歳調査で実施した発達に関する調査の内容とアウトカムの関係  

 

b. フタル酸エステル類、BPA の分析 

環境化学物質の曝露評価には保存してある妊娠初期母体血清を用いた。BPAの分析は、同位体希

釈－液体クロマトグラフ/タンデム型質量分析計（ID-LC-MS/MS）にて行った。定量下限値（Method 

Quantification Limit; MDL）未満の値にはMDLの1/2値を代入し、解析を行った。フタル酸エステ

ル類は、4種類の親化合物ジ-n-ブチルフタル酸（DnBP）、ジイソブチルフタル酸（DiBP）、DEHP、

ジイソノニルフタル酸（DiNP）のそれぞれの代謝物モノ-n-ブチルフタル酸（MnBP）、モノイソブ

チルフタル酸（MiBP）、モノベンジルフタル酸（MBzP）、MEHP（以上4物質は1次代謝物）、モノ

(2-エチル-5-ヒドロキシヘキシル)フタル酸（MEHHP）、モノ(2-エチル-5-カルボキシペンチル)フ

タル酸（MECPP）、モノカルボキシイソノニルフタル酸（cx-MiNP）（以上3物質は2次代謝物）に

ついて、血液の前処理方法を含めLC-MS/MSを用いた分析法を検討・確立し、分析を行った。BPAお

よびフタル酸エステル類代謝物の分析はいであ株式会社環境創造研究所で実施した。 

 

c. 胎児期フタル酸エステル類、BPA 曝露と子どもの問題行動の関連の検討 

子どもの問題行動については、SDQスコアをアウトカムとして、フタル酸エステル類、BPAの曝

露評価を実施した。曝露評価の対象者は図(1)-5に示す通り、5歳で実施のSDQの調査データがあり、

かつ妊娠初期調査票、妊娠初期（13週未満）母体血、新生児個票、出産時の母体血および臍帯血、

妊娠後期母体血、1、2、4歳調査票が揃う者とした。SDQのTDSで定義されたケース群213名（TDSが

13点以上）と対照群245名（サブコーホートかつ13点未満）のあわせて458名について、コーホー

ト内ケース・コントロール研究として統計解析を行った。ロジスティック回帰モデルは、両親の

年齢、母の妊娠前BMI、妊娠後期の母の母体血中コチニン値、妊娠中の世帯年収、児の性別、出生

順、SDQに回答した月齢で調整した。 
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BPA、フタル酸エステル類代謝物濃度を用いて、6歳児のADHDとの関連をロジスティック回帰で

解析した。分析用の試料不足の対象者を除き、最終解析は559名で行った。調整因子は、母の妊娠

中のBMI、出産歴、妊娠後期の母の母体血中コチニン値、両親の教育歴、妊娠中の世帯年収と6歳

調査時の世帯年収、両親の婚姻状況、ADHD-RSに回答した子どもの月齢とした。統計解析方法は、

独立変数は、妊娠初期母体血中BPA、MnBP、MiBP、MBzP、MEHP、MEHHP、MECPP、cx-MiNP濃度を常

用対数変換した値とした。従属変数は、6歳児のADHD-RS得点に基づくADHD疑いの有無とした。母

の出産年齢、出産歴、妊娠後期母体血中コチニン値、両親の教育歴、世帯収入（妊娠中及び6歳調

査時）、および両親の婚姻状況で調整した。 

 

 

図(1)-5 SDQ をアウトカムとした曝露評価対象者の選択フロー 

 

d. 胎児期フタル酸エステル類、BPA 曝露と子どもの ADHD の関連の検討 

図(1)-6に示すとおり、6歳児のADHDケース・コーホートスタディの対象者を選択した（平成28

年5月末のデータ）。前述のとおり、ADHD-RSの合計点が男児で14点以上、女児で9.4点以上をADHD

疑い（ケース）と定義したところ255名がケースとなった。対照群は、ケースと同様に6歳調査票

の回答がある参加者のうち、初期調査票、初期検体、新生児個票があり、出産時母体血、臍帯血

のあるものかつサブコーホート集団であるものを選択したところ、330名となり、あわせて585名

について、①胎児期のBPA、フタル酸エステル類濃度の分析、②母児の遺伝子多型の解析、③臍帯

血中のDNAメチル化変化の解析を行った。なおサブコーホート集団は、コーホート全参加者

（N=20,926）のうち、登録年次を考慮しランダムに抽出された4,869名(23.3%)である。  
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図(1)-6 ADHDケース・コーホートスタディの対象者 

 

BPA、フタル酸エステル類代謝物濃度を用いて、6歳児のADHDとの関連をロジスティック回帰で

解析した。分析用の試料不足の対象者を除き、最終解析は559名で行った。調整因子は、母の妊娠

中のBMI、出産歴、妊娠後期の母の母体血中コチニン値、両親の教育歴、妊娠中の世帯年収と6歳

調査時の世帯年収、両親の婚姻状況、ADHD-RSに回答した子どもの月齢とした。統計解析方法は、

独立変数は、妊娠初期母体血中BPA、MnBP、MiBP、MBzP、MEHP、MEHHP、MECPP、cx-MiNP濃度を常

用対数変換した値とした。従属変数は、6歳児のADHD-RS得点に基づくADHD疑いの有無とした。母

の出産年齢、出産歴、妊娠後期母体血中コチニン値、両親の教育歴、世帯収入（妊娠中及び6歳調

査時）、および両親の婚姻状況で調整した。 

 

e. 一塩基多型遺伝子解析（Single nucleotide polymorphisms; SNPs） 

BPA やフタル酸エステル類などの環境化学物質曝露と神経発達障害発生のメカニズムとしては、

これらの物質が直接神経細胞に入り、シナプス形成や神経伝達系受容体を介して神経伝達系に作

用することが考えられる。胎児期以降の発達期において脳へ直接的な影響を与えることで ADHD や

ASD の発症に至る可能性がある。また、環境化学物質曝露は後天性の遺伝的な調節機構である DNA

メチル化にも作用し、神経シナプスや受容体遺伝子の発現を低下させる。さらに、環境化学物質

は細胞にある受容体を介してシトクロム P450（CYP）を活性化させ UDP-グルクロン酸抱合酵素

（UGTs）などを介して排泄される。これらの経路上にある遺伝子多型や DNA メチル化が、遺伝子

の発現、または環境化学物質の濃度を調整し、ADHD や ASD の発症リスクを上げると仮説を立てた

（図(1)-7）。これらの中から疾患の発症に影響を及ぼす、あるいは受容体や代謝酵素の遺伝子発

現が異なることで代謝能に差が生じる SNPs で、かつ遺伝子頻度の低いアレルが日本人で 20％以上

いる可能性が高いことが既に報告されている遺伝子多型を解析候補とした（表(1)-1、2）。 

遺伝子解析は、96 か所の SNP アッセイでかつ 96 名の DNA サンプルを使って１回で遺伝子型が判

定できる、Fludigm 社製マイクロフリューディック遺伝子解析 EP1 システムのダイナミックアレイ



 

 

5-1454-11

を使っておこなった。母体血または臍帯血 400 μL を Maxwell® 16 DNA Purification Kits に入れ

て、Maxwell® 16 Instrument（Promega 社製）を使用した。EP1 システムを用いたジェノタイピン

グの方法は図(1)-8 に示す。 (Fludigm Corporation; South San Francisco, CA, USA)。ただし、

3 回 SNP 解析しても遺伝子型が判定できなかったものは、統計解析の時には除外した。 

胎児期フタル酸エステル類、BPAと6歳児のADHD疑いとの関連を検討したケース、対照群をあわ

せた585名のうち試料（母体血または臍帯血）不足であったものを除いた572名について、表(1)-1

と表(1)-2に示す計34か所の一塩基多型（SNPs）を検討した。 

その後、それぞれの遺伝子多型ごとに、独立変数は、妊娠初期母体血中BPA、MnBP、MiBP、MBzP、

MEHP、MEHHP、MECPP、cx-MiNP濃度を常用対数変換した値とした。従属変数は、6歳児のADHD-RS得

点に基づくADHD疑いの有無とした。母の出産年齢、出産歴、妊娠後期母体血中コチニン値、両親

の教育歴、世帯収入（妊娠中及び6歳調査時）、および両親の婚姻状況で調整した。 

 

 

 

図(1)-7 化学物質曝露と遺伝子多型によるADHD、ASDの発症（仮説） 

 

表(1)-1 母で検討した遺伝子多型 

 遺伝子名 アレル SNPデータベースID 
化学物質受容体 PPARA C/T rs1800234 

 PPARD C/T rs1053049 
 PPARD A/G rs2267668 
 PPARG C/G rs1801282 
 PPARG C/T rs3856806 
 PPARGC1A C/T rs2970847 
 PPARGC1A A/G rs8192678 
 CAR A/G rs2501873 
 CAR C/T rs2307424 

化学物質代謝・解毒経路 SULT1A1 A/G rs9282861 
 UGT1A1 A/G rs4148323 
 UGT2B10 A/G rs4657958 
 UGT2B15 G/T rs1902023 

 

 



 

 

5-1454-12

表(1)-2 児で検討した遺伝子多型 

 遺伝子名 アレル SNPデータベースID 
化学物質受容体 PPARA C/T rs1800234 
 PPARD C/T rs1053049 
 PPARD A/G rs2267668 
 PPARG C/G rs1801282 
 PPARG C/T rs3856806 
 PPARGC1A C/T rs2970847 
 PPARGC1A A/G rs8192678 
 CAR A/G rs2501873 
 CAR C/T rs2307424 
化学物質受容体（性ホルモン関連） ESR1 A/G rs3020327 
 ESR1 C/T rs3020434 
 ESR1 A/G rs9340799 
 ESR1 C/G rs1801132 
 ESR1 C/T rs2234693 
 ESR1 A/G rs2077647 
 ESR1 C/T rs10475 
 ESR2 A/G rs1256049 
化学物質代謝・解毒経路 SULT1A1 A/G rs9282861 
 UGT1A1 A/G rs4148323 
 UGT2B10 A/G rs4657958 
 UGT2B15 G/T rs1902023 
神経伝達系経路（疾患感受性遺伝子） DRD2 C/T rs1800497 
 DRD3 C/T rs6280 
 DAT1 A/G rs40184 
 DAT1 C/T rs27072 
 HTR1B C/G rs6296 
 SLC30A8 G/T rs3019885 
 COMT A/G rs4680 
 BDNF A/G rs6265 
 SNAP25 A/C rs362987 

PPARA, peroxisome proliferator-activated receptor alpha; PPARD, peroxisome proliferator-activated receptor delta; PPARG, 

peroxisome proliferator-activated receptor gamma; PPARGC1A, peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 

1-alpha; CAR, constitutive androstane receptor; ESR1, estrogen receptor 1; ESR2, estrogen receptor 2; SULT1A1, sulfotransferase 

1A1; UGT1A1, UDP-glucuronosyltransferase 1A1; UGT2B10, UDP-glucuronosyltransferase 2B10; UGT2B15, 

UDP-glucuronosyltransferase 2B15; DRD2, dopamine receptor D2; DRD3, dopamine receptor D3; DAT1, dopamine transporter 1; 

HTR1B, 5-hydroxytriptamine (Serotonin) receptor 1B; SLC30A8, Solute carrier family 30, subfamily A, member 8; COMT, 

catechol-O-methyltransferase; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; SNAP25, synaptosomal-associated protein 25. 
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図(1)-8 マイクロフリューディック遺伝子解析EP1システムのプロトコール 

 

f. 臍帯血DNAのエピゲノム解析 

近年、DNA 修飾に関する情報を広範囲かつ迅速に獲得できる手法が開発されてきた。その中で、

イルミナ社の Infinium HumanMethylation450 BeadChip は迅速かつ経済的に、ヒトの全遺伝子の

調節領域のエピゲノム（DNA メチル化）情報を獲得できる解析システムである。具体的には、対象

者の組織から抽出した DNA を化学処理し、メチル化と非メチル化の違いを塩基配列の違い（シト

シンとチミン）に置き換え、同システムのビーズチップ上に吸着させ、メチル化 DNA フラグメン

ト（赤）と非メチル化 DNA フラグメント（緑）から発せられる 2 色の蛍光輝度をスキャナー（iScan）

によって読み取り、メチル化の度合いを把握する方法である。把握するゲノム上の個所は CpG 二

塩基配列の約 45 万カ所で、約 23,000 のヒト全遺伝子の調節領域（プロモーター領域内と上流と

下流の近傍領域）、ならびに、一部の転写領域（Gene body）である。 

胎児期 BPA およびフタル酸エステル類曝露による児の臍帯血 DNA メチル化への影響を遺伝子網

羅的に検討するため、すでに臍帯血中 BPA および母体血中フタル酸エステル DEHP の代謝物 MEHP

が測定済みの札幌コーホートを用いた。同意を得た妊婦 514 名のうち、初期調査票・出産時カル

テ情報がそろう母児 292 ペアの冷凍保存臍帯血 400 μL から Maxwell® 16 Instrument（Promega

社製）、および、Maxwell® 16 DNA Purification Kits を用いて DNA を抽出した。全 292DNA サン

プルについて、PicoGreen （Molecular Probes, Inc, USA）による 2 本鎖 DNA 定量と電気泳動法

により過度な断片化がない良質な DNA であることを確認後、抽出した 500 ng の臍帯血 DNA を Zymo 

EZ DNA Methylation Kit（Zymo Research, Irvine, CA, USA）を用いて亜硝酸ナトリウムによる

バイサルファイト処理を行った。HumanMethylation450 DNA Analysis Kit （Illumina, SanDiego, 

CA, USA）により、バイサルファイト DNA500ng を使用し、(1) 全ゲノム増幅、(2) 断片化処理（300

〜600bp 程度）、(3) HumanMethylation450 BeadChip（ヒト全遺伝子の調節領域（プロモーター領

域内およびその上流・下流の近傍領域）に存在する 485,577 カ所の CpG 配列が搭載）上へのハイ

ブリダイゼーション、(4) 一塩基伸長反応、(5) 蛍光標識、(6) スキャナーによる読み取り（イ

ルミナ社製スキャナーiScan を使用）の各工程を、G&G サイエンス株式会社（福島県松川町）で実

施した。 
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i. 網羅的探索 

 DNA網羅的メチル化データの取得 

上記の工程で得られたアレイ上の485,577CpGs領域 のメチル化データについて、(1) Infinium 

HumanMethylation450 BeadChip解析から出力されたデータの入力、(2)シグナル強度の確認、(3) QC 

(クオリティー・コントロール)と機能的標準化法(Functional normalization)による

Normalization（正規化）25)、(4) SNP重複プローブ、性染色体プローブ、他の部位との交差反応

性の高いCross-reactive probe26)の除去、(5) ComBat法27)によるバッチ補正を行い、最終的に全292

サンプルの426,413万CpGサイトの標準化したメチル化値（ベータ値）を得た。ベータ値は「メチ

ル化/（メチル化＋非メチル化＋100）」の式で算出され、0から1の値をとる28)。 

 網羅的メチル化解析 

① 統計解析 

標準化したメチル化値と曝露濃度との関連をロバスト線形回帰29)、および経験ベイズ法30)で解析

した。臍帯血中BPA濃度、母体血中MEHP濃度はlog10変換後の値を用いた。BPAとの関連では母年齢、

妊娠中母の喫煙、児性別、臍帯血細胞組成推定値31)、 サロゲート変数32)、MEHPとの関連では上記

に加え母体血採血時期で調整した。多重比較補正のためにp値をBenjamini-Hochberg False 

Discovery Rate (FDR)法33)により調整した。 

② 曝露と関連するCpG部位の特徴 

BPA、MEHP濃度との関連において、FDR q < 0.05のCpGおよび426,413万CpGについての、近傍の

遺伝子との位置関係、CpGアイランド（CpG配列が密集している領域）からの位置関係、さらに、

メチル化変化に影響を受けやすい経路があるかを調べるため、CpG近傍遺伝子のKEGG（Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes）pathwayを調べた。 

③ 曝露と関連するCpG部位の抽出 

曝露と関連するメチル化変化部位を、先行研究で用いられた手法34-40)を参考に以下の抽出基準で

同定した。 

 メチル化変化部位：ボンフェローニ（ゲノムワイド有意水準 p=1.17 x 10-7）補正後も有意

なメチル化変化部位 

 メチル化変化領域：FDR q < 0.05 でメチル化変化の方向（メチル化増加、あるいは、減少）

が同じ CpG サイトが同一遺伝子上に 2 つ以上存在する 

網羅的メチル化解析のフローチャートを図(1)-9に示す。データ処理・統計解析は、R（ver.3.3.2）、

Bioconductor （ver.3.3）の minfi、 sva、 limma package、missMethyl、JMP （ver.12）を用

いて行った。 
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図(1)-9 網羅的メチル化解析の方法 

 

ii. 北海道コーホートでの結果検証（Validation） 

札幌コーホートとは別集団となる北海道コーホートを用いて、次世代シークエンサーによるバ

イサルファイトシークエンス法で網羅解析結果の検証を行った。検証するCpGサイトはメチル化変

化の大きさも考慮し36,41,42)、BPA曝露では、同一遺伝子上に位置するFDR q < 0.05、かつ、メチル

化変化の方向が同じ2つ以上のCpGサイトで、抽出された複数のCpGサイトすべての偏回帰係数の絶

対値（メチル化変化の大きさ）が0.01以上である（|β|≧ 0.01）7 CpGs領域（3遺伝子）を検証

候補とした。DEHP曝露では、上記の基準で抽出されたCpGサイト同士が隣接している領域を抽出し

34,37)、IGR（Intergenic Region；遺伝子間領域）に位置するCpGを除外した 11 CpGs領域（4 遺伝

子）を検証候補とした。検証候補選択までのフローを図(1)-10に示す。 

初期調査票・出産時カルテ情報、母体血中のBPA濃度(n = 339)、もしくは、MEHP濃度(n = 347)

のそろう母児ペアの臍帯血400μLから、Maxwell® 16 Instrument（Promega社製）、および、Maxwell® 

16 DNA Purification Kitsを用いてDNAを抽出した。UV法によるDNA濃度測定後、抽出した500 ng

の臍帯血DNAをZymo EZ DNA Methylation Kit（Zymo Research, Irvine, CA, USA）によりバイサ

ルファイト処理を行い、メチル化率を次世代シークエンサーにより測定した。次世代シークエン

サーによる解析は、ThermoFisher社製のIon Torrentシステムを使用し、①ライブラリーの調整、

②テンプレート調整、③シークエンス・解析の順でアンプリコンシークエンスをサブ（２）山梨

大で行っている。 

解
析

の
た

め
の

前
処

理
解

析

曝露濃度と各CpGのメチル化値との関連︔Robust linear regression
共変量︓⺟年齢, 妊娠中⺟の喫煙，児性別，臍帯⾎細胞組成推定値(Bakulski 2016), サ
ロゲート変数 (Leek 2012)

＊DEHP曝露の場合、上記に⺟体⾎採⾎時期を加えた

Illumina 450K マイクロアレイ: 485,577 CpGs

シグナル強度の確認と正規化: 452,894 CpGs

SNP重複，Cross-reactive probe，性染⾊体の除去: 426,413 CpGs

曝
露

と関
連

す
る

Cp
G

の
解

析 (I) FDR < 0.05のメチル化変化の特徴
(I)-1︓近傍の遺伝⼦との位置関係およびCpGアイランドからの位置関係
(I)-2︓ Gene ontology (GO) 解析: KEGG pathway terms

＊KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(II) メチル化変化部位①
ボンフェローニ（ゲノムワイド有意⽔準 p=1.17 
x 10-7）補正後も有意なメチル化変化部位

(III) メチル化変化部位②
FDR q < 0.05かつ|β|≧ 0.01の2つ以上の
CpGサイトが１つの遺伝⼦上に存在する
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図(1)-10 検証候補CpGサイトの選択フローチャート 

 

iii. 曝露影響によるメチル化変化の神経発達への影響 

曝露によるメチル化変化と神経発達との関連を検討するため、まず解析領域の抽出を行った。

上述の検証解析候補領域に加え、曝露によりメチル化が変化する領域（FDR q < 0.05）から、メ

チル化変化が大きく、神経発達に関連する遺伝子を抽出し解析候補領域とした。神経発達との関

連については、遺伝子の機能をデータベースGeneCards（http://www.genecards.org/）を参考に

調べ確認した。 

選択したメチル化領域とADHDとの関連を検討するため、北海道コーホートのADHDケース（n = 

245）、対照群（n = 317）の臍帯血DNAを用いて、次世代シークエンサーによるDNAメチル化解析

をサブ（２）山梨大で行っている。DNA抽出、バイサルファイト処理、および、次世代シークエン

スは(ii)と同様に行った。また、プライマー設計、PCR増幅が出来なかった領域は除いた。 

 

 

 

 

 

450K CpGs

BPA
324 CpGs

Robust linear regression

7 CpGs, 3 Genes

11 CpGs, 5 Genes

DEHP
1071 CpGs

31 CpGs, 13 Genes

62 CpGs, 28 Genes

5 CpGs, 2 Genes 21 CpGs, 9 Genes

≧2CpGs, |β|≧0.01

11 CpGs, 4 Genes

≧2CpGs on a gene, 影響の向きが同じ

≧2CpGsが隣接

IGR領域除外

（表 (1)-13, 14）

FDR q < 0.05

北海道コホートでの
検証候補

北海道コホートでの
検証候補

札幌コホートでの網羅解析
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４．結果及び考察 

(1) エコチル追加調査（1.5歳の社会性発達調査） 

平成26年10月より平成29年1月末までに、札幌地区と北見地区で合計3,569件に質問票を送付し、

3,065件を回収した（回収率85.9％、平成29年1月末日付）。尿は2,064検体（回収率75.9％）を回

収保存した。本研究の調査票回収率は85.9%と高く、これはエコチル本体調査への参加者を対象と

しているため、協力が得られやすかったためと考えられる。 

 本報告では、平成28年1月末までに回収した3,065件のうち、未回答項目があった場合を除いた

2,794名の基本属性を表(1)-3に示す。ASD疑いは、2,794名中520名（18.6%）であった。厚生労働

省「乳幼児健康診査に係る発達障害のスクリーニングと早期支援に関する研究成果（平成21年）」

43)によると、1歳6か月健康診査を受けた317名を調査したうち、ASD疑いは60名（18.9%）で本研究

の結果と近似していた。厚生労働省の調査は、対象者が317名と小規模であったが、本研究は3,500

名以上を対象とした比較的大規模な調査であった。本調査で得られたデータは、エコチル本体調

査では3歳、5歳時に実施される発達調査（対人応答性尺度）の結果や、環境化学物質の分析デー

タと将来的に連結させることができ、乳幼児期の発達障害の早期療養への応用に結び付けること

ができる貴重なものである。 

M-CHATに基づくカットオフ値を超えるものと定義したASD疑いと対照群の母児の基本属性を比

較したところ（表(1)-3）、対照群では年収が600万円以上の割合が高かった。ASD傾向への年収に

よる影響については、ASDリスクが高い場合には高所得が多いとする米国の報告がある一方で44)、

低所得が多いとするスウェーデンの報告45)があり、今後詳細な検討が必要である。また、ASD疑い

群では母がASD傾向を持つ割合および妊娠後期にうつ傾向を持っていた割合が高かった。児の属性

については、ASD疑い群では対照群と比較して第一子の割合が高かった。M-CHATは母が回答するた

め、第一子の場合は養育することへの関心の強さや不安が影響している可能性がある。なお、将

来、エコチル本体調査のASD調査と組み合わせて、環境化学物質への曝露によるASD症状への影響

について解明する予定である。 

参加者支援については、回収したエコチル追加調査質問票の741件で、自由記述欄に「卒乳のタ

イミングがわからない」「お友達に乱暴してしまうことが多く心配」など、何らかの記載があっ

た。そこで、比較的一般的な子育てへの不安や現状の報告などへの対応としては、子育てに関す

るトピックを集めた冊子を作成して返送した。一方、子育ての不安のみならず、深刻な状況に陥

っている可能性のある、「いらいらして子どもをたたくなどしてしまう」「子どもをかわいいと

思えず今後が不安」などについては、保健師が電話するなど個別に相談に応じた。電話相談では

不安が解決できなかった場合、およびM-CHATが不通過で1.5歳児健診を受けていなかった児37件に

ついては、電話による個別対応に加えて参加者の希望に応じて地域の乳幼児発達相談への紹介を

行った。 
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表(1)-3 M―CHAT 調査の参加者の特徴 

   
ASD 疑い群  

N=520(18.6%) 
対照群  

N=2274(81.4%) 
p 

母親の属性  

母年齢（歳） 31.4 ±4.7 31.6 ±4.8 0.93 

教育歴：母（年） ≤9 76 (3.2%) 21 (3.7%) 0.30 

10-12 611 (25.5%) 162 (28.3%) 

≥13 1711 (71.4%) 390 (68.1%) 

年収（円） 200 万未満 99 (4.3%) 30 (5.4%) 0.01 

200-400 万 799 (34.4%) 211 (37.7%) 

400-600 万 787 (33.8%) 202 (36.1%) 

600 万以上 641 (27.6%) 116 (20.8%) 

妊娠前期喫煙 あり 95 (3.9%) 23 (4.0%) 0.91 

妊娠前期飲酒：母 あり 224 (9.3%) 44 (7.7%) 0.22 

妊娠後期：母のうつ あり 176 (7.2%) 56 (9.7%) 0.04 

母の ASD 傾向（AQ） あり 38 (1.6%) 25 (4.3%) < 0.01

児の属性  

性別 男 1275 (52.2%) 319 (55.4%) 0.17 

女 1166 (47.8%) 257 (44.6%) 

在胎日数 274.0 ±10.6 272.7 ±13.1 0.24 

 
出生体重（g） 

 
3042.

2 
±417.6 2991.4 ±461.5 0.20 

出生順 第一子 919 (42.8%) 256 (51.0%) < 0.01

 

（2）環境と子どもの健康に関する北海道スタディ 

１）胎児期 DEHP、BPA 曝露と子どもの精神運動発達、知能、行動発達（札幌コーホート） 

表(1)-4は各月齢で実施した発達検査とその得点分布を下位項目も含めて示したものである。

BSID-IIはもともとイギリスで開発され、日本語に翻訳された検査であり、100が標準である。本

集団の得点は標準よりもやや低いが、BSID-IIは開発された国と文化背景が異なることが考えられ

る。一方K-ABCは、平均得点が100点に近かった。 
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表(1)-4 発達検査の得点の分布 

年齢 (人数) 検査ツール  下位項目  得点範囲  平均 ± 標準偏差

6 months 
(n=150) 

BSID-II MDI 72-107 90.2 ± 5.9 
 PDI 53-114 89.1 ± 11.2 

18 months 
(n=105) 

BSID-II MDI 55-109 83.7 ± 11.2 
 PDI 59-110 88.4 ± 11.4 

42 months 
(n=86) 

K-ABC 認知処理過程尺度  62-136 102.1 ± 14.6 
 習得度尺度  65-138 100.0 ± 15.3 

42 months 
(n=181) 

CBCL 社会的適応尺度   
 総合的な問題 25-68 45.0 ± 9.4 
 内向的問題  32-71 46.6 ± 8.7 
 外交的問題  29-69 45.4 ± 9.2 
 症状群尺度    
 不安神経質尺度  50-69 52.3 ± 4.1 
 引きこもり尺度 50-74 52.2 ± 4.2 
 依存分離尺度 50-70 52.2 ± 4.4 
 睡眠・食事尺度 50-69 51.6 ± 3.4 
 発達尺度  50-70 52.0 ± 4.3 
 注意力尺度  50-100 52.4 ± 7.1 
 反抗尺度  50-69 52.1 ± 4.3 
 攻撃尺度  50-67 52.4 ± 4.1 

BSID-II: Bayley Scales of Infant Development second edition, MDI: Mental development Index, PDI: Psychomotor development 

index, K-ABC: Kaufman assessment battery for children, CBCL: Child behavior chick list 

    

a. 胎児期DEHP曝露による影響 

6、18か月いずれかの精神、運動発達の結果がある127名について解析をおこなった。胎児期の

DEHP曝露は、母親の妊娠中-後期血液中の一次代謝物MEHP濃度を用いた。母体血中MEHP濃度の中央

値は、10.6 ng/mlであった。表(1)-5に示すとおり、 MEHP濃度と子どもの6、18か月の精神、運動

発達ともに関連は見られなかった。男女を層別化した場合にも、MEHP濃度との関連は認められな

かった。母体血中MEHP濃度は、オーストラリアに妊婦46)よりもやや高かったが、本研究の濃度で

は18か月までの子どもの精神、運動発達には影響を与えないことがわかった。 

 

表(1)-5 母体血中MEHP濃度と6、18か月の精神運動発達の関連  

BSID 6 month  N β (95% CI) p-value 
MDI 全体 127 0.64 (-0.75, 2.03)a 0.365 
 男児 64 -0.09 (-2.17, 1.98)b 0.929 
 女児 63 1.17 (-0.83, 3.17)b 0.247 
PDI 全体 127 -1.63 (-4.14, 0.88)a 0.202 
 男児 64 -1.99 (-5.44, 1.47)b 0.254 
 女児 63 -1.42 (-5.37, 2.53)b 0.474 
BSID 18 month   β (95% CI)b p-value 
MDI 全体 97 0.49 (-3.19, 4.17)c 0.791 
 男児 50 1.18 (-4.42, 6.78)d 0.674 
 女児 47 0.28 (-5.80, 5.25)d 0.920 
PDI 全体 97 -1.19 (-4.55, 2.17)c 0.483 
 男児 50 0.31 (-5.23, 5.86)d 0.810 
 女児 47 -2.86 (-7.54, 1.83)d 0.225 
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a Adjusted for infant sex, gestational age, mother’s age at delivery, maternal education, blood sampling period for MEHP 

measurement, caffeine intake during pregnancy (only for PDI). 

b Adjusted for gestational age, mother’s age at delivery, maternal education, blood sampling period for MEHP measurement, 

caffeine intake during pregnancy (only for PDI). 

c Adjusted for gestational age, mother’s age at delivery, maternal education, blood sampling period for MEHP measurement, family 

income (only for PDI), parity (only for PDI). 

d Adjusted for infant sex gestational age, mother’s age at delivery, maternal education, blood sampling period for MEHP 

measurement, family income (only for PDI), parity (only for PDI). 

BSID; Bayler Scale of Infant Development, MDI; Mental Development Index, PDI; Psychomotor Development index 

 

b. 胎児期 BPA 曝露による影響 

 臍帯血中BPAの検出率は69.8％で、中央値は0.051ng/ml（IQR：＜LOQ－0.076ng/ml）であった。

検出率は米国の報告47)92.6％と比較すると低かった。米国の報告は尿サンプルを用いたために、

本研究の臍帯血中濃度と直接比較はできないが、BPAの摂取量は米国人のほうが日本人よりも高い

と推定されるため48)、本研究の検出率は妥当であると考えられる。臍帯血中濃度の検出下限値は、

他の先行研究と比較して本研究では低く、濃度については、先行研究と比較しても低かった。  

 表(1)-6は臍帯血中BPA濃度と発達検査の得点の関係を示したものである。臍帯血中BPA濃度は、

6、18か月の精神運動発達、42か月の知能には関連していなかった。一方、臍帯血中BPA濃度は、

42か月の問題行動と関連がみられた。具体的には、総合的、内向的問題の増加、下位項目の発達、

不注意の問題の増加と有意に関連し、さら外交的問題が有意ではないが増加傾向であった。 

 表(1)-7は子どもの性別で層別化した臍帯血中BPA濃度とCBCLの得点の関係を示したものである。

臍帯血中BPA濃度と総合的な問題行動、内向的問題との関連は女児で強かった。一方、注意力の問

題との関連は男児で強かった。 

 以上から、臍帯血中BPA濃度は生後の子どもの発達や知能とは関連しないと考えられるが、問題

行動とは関係すると考えられる。 
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表(1)-6 臍帯血中BPA濃度と発達検査の得点の関係 

年齢 (人数) 検査ツール  下位項目  β (95% CI) 
6 months 
(n=150) 

BSID-IIa MDI -1.91 (-5.31, 1.49) 
 PDI -2.15 (-8.56, 4.27) 

18 months 
(n=105) 

BSID-IIb MDI 0.51 (-6.72, 7.74) 
 PDI -0.55 (-8.28, 7.18) 

42 months 
(n=86) 

K-ABCc 認知処理過程尺度  1.92 (-8.65, 12.50) 
 習得度尺度  0.14 (-10.07, 10.36) 

42 months 
(n=181) 

CBCLd 社会的適応尺度  
 総合的な問題 5.00 (0.35, 9.65)* 
 内向的問題  4.59 (0.23, 8.94)* 
 外交的問題  4.45 (-0.16, 9.06) + 
 症状群尺度   
 不安神経質尺度  0.79 (-1.25, 2.83) 
 引きこもり尺度 1.69 (-0.44, 3.82) 
 依存分離尺度 0.61 (-1.64, 2.85) 
 睡眠・食事尺度 0.59 (-1.18, 2.35) 
 発達尺度  2.61 (0.44, 4.78)* 
 注意力尺度  3.72 (0.09, 7.34)* 
 反抗尺度  1.40 (-0.75, 3.55) 
 攻撃尺度  1.57 (-0.50, 3.64) 

a Adjusted for gestational age and tester. 

b Adjusted for family income, paternal education, gestational age, child sex and tester.  

c Adjusted for parental ages, family income, maternal smoking during pregnancy, maternal alcohol consumption, child sex and 

tester. 

d Adjusted for maternal pre-pregnancy BMI and gestational age. 

* P < 0.05, + p < 0.10. 

BSID-II: Bayley Scales of Infant Development second edition, MDI: Mental development Index, PDI: Psychomotor development 

index, K-ABC: Kaufman assessment battery for children, CBCL: Child behavior chick list 

 

表(1)-7 子どもの性別で層別化した臍帯血中BPA濃度とCBCLの得点の関係 

 男児 女児 
社会的適応尺度 β (95% CI) 

総合的な問題 4.05 (-4.02, 12.11) 5.79 (0.13, 11.46)* 
内向的問題  4.05 (-3.12, 11.22) 5.14 (-0.30, 10.58)+ 
外交的問題  4.40 (-3.59, 12.38) 4.54 (-1.15, 10.22) 

症状群尺度    

不安神経質尺度  2.38 (-1.17, 5.92) -0.07 (-2.39, 2.24) 
引きこもり尺度 3.31 (-0.23, 6.85) 0.61 (-1.97, 3.19) 

依存分離尺度 0.28 (-3.28, 3.84) 0.95 (-2.00, 3.90) 
睡眠・食事尺度 0.86 (-1.91, 3.64) 0.36 (-1.88, 2.58) 
発達尺度  3.33 (-0.39, 7.06) + 2.29 (-0.35, 4.93) + 
注意力尺度  6.71 (-0.23, 13.66)+ 1.85 (-1.98, 5.68) 
反抗尺度  2.42 (-1.30, 6.13) 0.81 (-1.82, 3.44) 
攻撃尺度  2.45 (-0.83, 5.73) 0.97 (-1.77, 3.72) 

Adjusted for maternal pre-pregnancy BMI and gestational age.* P < 0.05, + p < 0.10. 

CBCL: Child behavior chick list 
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2) 胎児期フタル酸エステル類、BPA 曝露と子どもの発達（北海道コーホート） 

a. 5、6 歳の発達調査 

平成28年12月末までに、5歳調査票は5,109名に発送し、3,492名から回答が得られた（回答率＝

68.3%）。6歳調査票は3,805名に発送し、2,566名から回答が得られた（回答率＝67.4%）。質問票

の発送は現在も継続中である。 

表(1)-8はこれまでの回答を集計したものである（平成28年12月末）。WHOの報告では、幼児か

ら青年期の問題行動など、精神発達障害はおよそ20%の割合でみられるとされる49)。本研究におい

ても、広く問題行動を調査するSDQでの発達支援の必要性があるとされる割合は20.4%とWHOの報告

と近似していた。また米国の統計では、ASDやADHDを含む発達障害は6人に1人（16.7％）で見られ

ると報告されおり50)、本研究のADHD-RSの結果でも男児17.8%、女児16.4%がADHD疑い群となり、同

じ程度の割合であった。SCQは2,566名のうちASD疑い群は17名（0.7%）であった。ASD疑い群は韓

国の報告1)2.6%、CDCの報告1.5％と比較すると低かった。 

 

 表(1)-8 質問票ごとの疑い（ケース）の定義とその人数 

質問票  アウトカム  疑い（ケース）の定義  人数（％）  
SDQ 発達支援の必要性 TDS ≧ 13 714/3,492 = 20.4% 
DCDQ 協調運動障害疑い 得点 ＝ 15-46 763/3,492 = 21.8%  
ADHD-RS ADHD疑い 男児）得点 ≧ 14.0 

女児）得点 ≧ 9.4 
228/1,278 = 17.8% 
209/1,276 = 16.4% 

SCQ ASD疑い 得点 ≧ 15 17/2,566 = 0.7% 

 

SDQは子どもの問題行動や発達を広範囲にスクリーニングする一般的な質問票である。SDQの集

計データ（平成27年12月末、2,553名）について、両親、子どもの基本属性を表(1)-9に、SDQのス

コアを表(1)-10に示す。「TDS」、「行為」、「多動」、「仲間関係」は男児の得点が女児より高

く、「情緒」、「向社会性」は女児の得点が男児より高かった。この結果は、Matsuishiら51)によ

る日本の先行研究と類似していた。 
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表(1)-9 SDQ回答者の両親と子どもの基本属性 

  人数(%) or 平均 ± 標準偏差 
母の年齢（歳）  30.9 ± 4.7  
父の年齢（歳）  33.0 ± 5.6  
母の妊娠前 BMI（kg/m2）  21.1 ± 3.3  
出産歴  初産 959 (37.6) 

経産 1310（51.3） 
不明 284 (11.1) 

母の妊娠中の飲酒  はい 271 （10.6） 
いいえ 2193 (85.9) 
不明 89 (3.5) 

母の妊娠中の血中コチニン値(ng/ml) ≦ 0.21  1210 (47.4) 
0.22-11.48  776 (30.4) 
≧ 11.48 199 (7.8) 
不明 368 (14.4) 

母の教育歴  中学卒 87（3.4） 
 高校卒 921（36.1） 
 短大・専門学校卒  1108（43.3） 
 大卒以上 383（15.0） 
 不明 54 (2.1) 
父の教育歴  中学卒 122（4.8） 
 高校卒 939（36.8） 
 短大・専門学校卒  611（23.9） 
 大卒以上 815（31.9） 
 不明 66 (2.6) 
妊娠中の世帯年収  
(百万円) 

< 3 451（17.7） 
3-5 952（37.3） 
5-8 643（25.2） 
≧ 8 186（7.3） 
不明 321 (12.6) 

5歳調査時の世帯年収  
(百万円) 

< 3 334 (13.1) 
3-5 892 (34.9) 
5-8 884 (34.6) 
≧ 8 313 (12.2) 
不明 130 (5.1) 

5歳調査時の両親の婚姻状況 既婚 2375 (93.0) 
未婚/離婚/死別 165 (6.5) 

児の性別  男児 1283 （50.3） 
在胎期間 (日)  274 ± 11  
出生体重（g）  3014 ± 419  

SDQを実施した月齢   65.3 (6.1) 
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表(1)-10 SDQ のスコア分布 

 全体（n＝2553） 男児（n＝1285） 女児（n＝1268）   
 平均±標準偏差 P値 
TDS 
（総合的問題） 

8.73±5.06 9.39±5.28 8.06±4.73 <0.001

行為 2.16±1.60 2.31±1.65 2.02±1.54 <0.001

多動・不注意 3.17±2.18 3.58±2.27 2.76±2.01 <0.001

情緒 2.00±1.84 1.99±1.86 2.01±1.81 0.477 

仲間関係  1.39±1.43 1.51±1.51 1.28±1.33 <0.001

向社会性  7.21±1.96 6.91±2.04 7.51±1.83 <0.001
Man-Whitney U test. 

 

DCDQの集計データ（平成28年12月末、3,369名）のうち、総得点≦46となった協調運動障害疑い

は736名（21.8%）であった。表(1)-11に、DCD疑い群と対照群の基本属性の比較を示した。2群間

で有意な差がみられたのは、母の妊娠前BMI、母の教育歴、妊娠初期の飲酒と喫煙、父の年齢、妊

娠中の世帯年収であった。協調運動障害疑い群では、母の妊娠前BMIは高く、妊娠初期での飲酒、

喫煙の割合は多く、高校卒以下の割合は多かった。父の年齢は有意に高く、母の年齢も有意では

ないが高い傾向であった。妊娠中の世帯年収が500万円未満の割合は多かった。子どもの特徴では、

協調運動障害疑い群で男児の割合が多く、在胎週数が36週以下の割合が多かった。また、5歳での

世帯年収が500万円未満の割合が多かった。協調運動障害疑い群では、きょうだいを持つ割合が少

なかった。また、協調運動障害疑い群では、すでに何らかの発達の問題を持つと診断を受けてい

たのは116名（15.8％）で、対照群の36名（1.4％）と比較すると高かった。また、SDQの得点も、

SDQのスコアが13点以上であるケース群の割合は46.3％で、対照群の15.9％と比較すると多かった。 

先行研究では、在胎期間の短さが協調運動障害のリスクと報告しており52)、本研究の対象者の

属性とも一致した。一方、本研究では質問票による妊娠中の母の喫煙は協調運動障疑い群で多く、

妊娠中の母のコチニン値と7歳での協調運動障害とは関連がないと報告した研究53)とは、一致しな

かった。本研究集団では、妊娠後期の母のコチニン値を測定しているので、今後はコチニン値と

協調運動障害の疑いについても検討していく。 
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表(1)-11 協調運動障害疑い群と対照群の基本属性の比較 

  対照群
(n=2,633) 

疑い(ケース)群
(n=736) 

両親  平均 ± 標準偏差 or 人数 (%) 
母の年齢 (歳)  31.4 ± 4.7 31.7 ± 4.8 
父の年齢 (歳)*  33.0 ± 5.5 33.5 ± 5.8 
母の教育歴 (年)* ≦ 12 1049 (39.8) 321 (43.6) 
 ≧ 13 1567 (59.5) 409 (55.6) 
父の教育歴 (年) ≦ 12 1121 (42.6) 315 (42.8) 
 ≧ 13 1478 (56.1) 411 (55.8) 
妊娠中の世帯年収 (百万円)* <  5 1462 (55.5) 444 (60.3) 
 ≧ 5 884 (33.6) 205 (27.9) 
    
母の妊娠前BMI(kg/m2)*  21.0 ± 3.1 21.6 ± 3.9 
母の妊娠中の飲酒* あり 241 (9.2) 89 (12.1) 
母の妊娠中の喫煙* あり 141 (5.4) 63 (8.6) 
父の妊娠中の喫煙  あり 958 (36.4) 268 (36.4) 

DCD調査時の世帯年収 (百万円)* <  5 1228 (46.6) 389 (52.9) 
 ≧ 5 1272 (48.3) 304 (41.3) 

子ども     

在胎期間 (日)  274.1 ± 10.2 273.3 ± 11.9 
出生体重 (g)  3014 ± 404 3038 ± 450 
性別* 男児 1244 (47.3) 457 (62.1) 
 女児 1389 (52.8) 279 (37.9) 
出生順  第一子 895 (34.0) 272 (37.0) 
きょうだい* あり 2156 (81.9) 574 (78.0) 
発達障害の診断* あり 36 (1.4) 116 (15.8) 

Kruskal-Wallis test or Chi-square test, * p < 0.05 

 

b. フタル酸エステル類、BPA の分析 

平成 26～28 年の 3 年間で、659 名の母体血中のフタル酸エステル類代謝物と BPA の濃度分析を

実施した。表(1)-12 には各物質の検出率と中央値、IQR を示す。MBzP、MEHHP、cx-MiNP の検出率

は 10％未満と低かった。従って、以後の SDQ および ADHD との関連は検討しなかった。BPA の検出

率は、札幌コ-ホートの結果 54)と比較すると、検出率、濃度ともにやや増加していた。オーストラ

リアの妊婦 46)の血中濃度と比較したところ、MBzP、MECPP の濃度は本研究の対象者のほうが低く、

一方 MiBP、MnBP は本研究で高かった。MEHP 濃度は同程度であった。この他の多くの先行研究では、

胎児期のフタル酸エステル類、BPA 曝露は母の尿サンプルを用いて分析しているため、濃度の直接

的な比較は難しい。 
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表(1)-12 母体血中フタル酸エステル類、BPA の濃度分布 

親化合物 代謝物 MDL 検出率(%) 中央値 IQR(25th, 75th) 
DBP MnBP 0.57 100.0 26.0 17.0, 35.0 
 MiBP 0.44 100.0 6.8 4.7, 9.1 
BBzP MBzP 0.19 7.6 <MDL <MDL, <MDL 
DEHP MEHP 0.31 98.0 1.50 0.80, 9.10 
 MEHHP 0.23 1.5 <MDL <MDL, <MDL 
 MECPP 0.11 90.7 0.21 0.13, 0.32 
DiNP cx-MiNP 0.12 0.3 <MDL <MDL, <MDL 
BPA  0.004 80.7 0.069 0.030, 0.298 

 

c. 胎児期フタル酸エステル類、BPA曝露と子どもの問題行動(SDQ)の関連の検討 

胎児期のBPA、フタル酸エステル類曝露とSDQを用いた子どもの問題行動との関連を検討した。

解析にはSDQのスコアが13点未満である対照群245名と、SDQのスコアが13点以上であるケース群

213名を含めた。表(1)-13には、解析に含まれた458名の基本属性をケース群と対照群別に示す。 

ケース群では、両親の年齢は低かった。また、母の妊娠前のBMIは高く、母の妊娠後期コチニン

値が＞11.48である割合は高かった。妊娠中の世帯年収は500万円未満の割合が高かった。子ども

の特徴としては、第一子である割合と男児である割合が高かった。さらに、ケース群ではSDQ回答

時の両親が婚姻している割合がやや低く、世帯年収が500万円未満の割合が高い傾向であった。 

表(1)-14には男女別で、SDQのTDSと項目別の対照群とケース群の人数と割合を示した。TDS、多

動・不注意、向社会性について男女間で対照群とケース群の割合に有意な差がみられ、いずれの

項目でも男児でケース群の割合が高かった。 

表(1)-15に母体血中のBPA、フタル酸エステル類濃度を示す。全体の濃度の中央値は、

BPA=0.062ng/ml、MnBP=26.0ng/ml、MiBP=7.0ng/ml、MEHP=1.40ng/ml、MECPP=0.20ng/mlであり、

今回検討した中では、MnBPが最も高い濃度であった。ケース群と対照群で濃度の比較を行ったと

ころ、BPAの濃度の中央値はケース群で対照群よりも高かった。一方、MnBPとMiBPの濃度はケース

群で低い傾向であった。 

表(1)-16には母体血中BPA、フタル酸エステル類濃度と5歳での問題行動の関連を示した。MECPP

濃度の増加は、行為問題のリスクを増加した（OR=2.97, 95% CI, 1.45-6.11）。BPA濃度の増加は、

向社会性の問題のリスクを増加した（OR=1.51, 95% CI, 1.07-2.13）。BPA濃度と、向社会性の問

題のリスクの増加は男児で女児よりも強かった。さらに女児ではMECPP濃度の増加は、不注意・多

動のリスクを増加させた（OR＝5.74, 95% CI, 1.42-23.3）。 

以上から、胎児期のフタル酸エステル類やBPAへの曝露は、5歳での問題行動と関連する可能性

が示唆された。これは、札幌コーホートで臍帯血中BPA濃度が、42か月子どもの問題行動（特に内

向的問題）と関連すると報告した結果とも一致する。引き続き、胎児期のフタル酸エステル類や

BPAへの曝露と、生後の子どもの行動発達への影響を検討する必要があると考えられる。 
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表(1)-13 参加者の基本属性 

  対照群 (n=245) ケース群 (n=213) p-value 

母の年齢 (歳)  31.5 ± 4.3 29.8 ± 4.8 0.001 
父の年齢 (歳)  33.4 ± 5.5 31.3 ± 5.1 <0.001 
母の妊娠前BMI (kg/m2)  20.7 ±2.5 21.4 ±3.3 0.038 
母の妊娠後期コチニン値 
(ng/ml) 

≦ 0.21  151 (61.6) 97 (45.5) 0.001 
0.22-11.48 81 (33.1) 93 (43.7)  
> 11.48  13 (5.3) 23 (10.8)  

母の教育歴 (年) ≦ 12 88 (35.9) 92 (43.2) 0.107 
 ≧ 13 154 (62.8) 118 (55.4)  
 不明 3 (1.2) 3 (1.4)  
父の教育歴 (年) ≦ 12 89 (36.3) 86 (40.4) 0.325 
 ≧ 13 154 (62.9) 123 (57.7)  
 不明 2 (0.8) 4 (1.9)  
妊娠中の世帯年収  
(百万円) 

< 5 125 (51.0) 133 (62.4) 0.001 
≧5 90 (36.7) 48 (22.5)  

不明 30 (12.2) 32 (15.0)  
SDQ回答時の世帯年収   
(百万円) 

< 5M 111 (45.3) 111 (52.1) 0.083 

≧5M 123 (50.2) 88 (41.3)  

不明 11 (4.5) 14 (6.6)  
SDQ実施時の両親の婚姻状況  はい 236 (96.3) 198 (93.0) 0.074 
在胎期間 (日)  275.3 ± 8.2 275.4 ± 8.5 0.845 
出生体重 (g)  3037 ± 339 3076 ± 383 0.392 
子どもの性別 男児 122 (49.8) 128 (60.1) 0.027 
 女児 123 (50.2) 85 (39.9)  
出生順  第一子  116 (47.3) 123 (57.7) 0.026 

SDQ回答時月齢   67.3 ± 6.2 66.3 ± 6.3 0.117 

Mean ± S.D. or n (%). Kruskal-Wallis test or Chi-square test. 

 

表(1)-14 SDQ の項目別カットオフ値による人数 

 男児 (n=250) 女児 (n=208) p-value 

 対照群 ケース群 対照群 ケース群  

TDS(総合的問題) (≧13) 122 (48.8) 128 (51.2) 123 (59.1) 85 (40.9) 0.027 
行為 (≧4) 167 (66.8) 83 (33.2) 149 (71.6) 59 (28.4) 0.265 

多動・不注意 (≧6) 165 (66.0) 85 (34.0) 167 (80.3) 41 (19.7) 0.001 

情緒 (≧4) 173 (69.2) 77 (30.8) 131 (63.0) 77 (37.0) 0.161 

仲間関係 (≧4) 210 (84.0) 40 (16.0) 184 (88.5) 24 (11.5) 0.170 

向社会性 (≦5) 177 (70.8) 73 (29.2) 169 (81.3) 39 (18.7) 0.010 

N (%). Chi-square test. 
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表(1)-15 フタル酸エステル類、BPA の濃度分布 

Exposure 対照群 (n=245) ケース群 (n=213) P-value 
 中央値 IQR (25th,75th) 中央値 IQR (25th,75th)  

BPA 0.054 0.022, 0.207 0.086 0.032, 0.353 0.015 
MnBP 26.7 17.7, 37.6 24.7 17.0, 34.0 0.084 
MiBP 7.4 5.3, 9.9 6.7 5.1, 8.9 0.089 
MBzP <MDL <MDL, <MDL <MDL <MDL, <MDL 0.962 
MEHP 1.42 0.82, 9.07 1.35 0.71, 9.25 0.561 

MEHHP <MDL <MDL, <MDL <MDL <MDL, <MDL 0.623 
MECPP 0.20 0.11, 0.30 0.21 0.12. 0.33 0.534 
cx-MiNP <MDL <MDL, <MDL <MDL <MDL, <MDL 0.659 

ng/ml. MDL: method detection limit. IQR: Inter quartile range. 

 

表(1)-16 母体血中フタル酸エステル類、BPA 濃度と 5 歳での問題行動の関連  

 BPA MnBP MiBP MEHP MECPP 

全体 (n=458) OR (95% CI) 

TDS(総合的問題) (≧13) 1.33  
(0.97, 1.81)

0.53  
(0.23, 1.21)

0.44  
(0.18, 1.08)

0.95  
(0.66, 1.37) 

1.18  
(0.60, 2.30)

行為 (≧4) 1.14  
(0.83, 1.57)

1.40  
(0.58, 3.38)

1.44  
(0.55, 3.79)

0.82  
(0.56, 1.20) 

2.97  
(1.45, 6.11)

多動・不注意 (≧6) 1.09  
(0.76, 1.56)

1.12  
(0.45, 3.15)

0.91  
(0.37, 3.10)

1.27  
(0.84, 1.91) 

1.75  
(0.80, 3.85)

情緒 (≧4) 0.95  
(0.68, 1.33)

0.82  
(0.34, 1.97)

0.56  
(0.22, 1.45)

0.88  
(0.60, 1.29) 

0.64  
(0.32, 1.28)

仲間関係 (≧4) 0.97  
(0.63, 1.50)

0.98  
(0.31, 3.10)

0.48  
(0.15, 1.59)

0.79  
(0.48, 1.31) 

0.95 
(0.38, 2.37)

向社会性 (≦5) 1.51  
(1.07, 2.13)

0.98  
(0.40, 2.43)

1.00  
(0.38, 2.65)

0.89  
(0.60, 1.34) 

1.13  
(0.54, 2.40)

男児 (n=250) OR (95% CI) 

TDS(総合的問題) (≧13) 1.39  
(0.89, 2.18)

0.60  
(0.20, 1.85)

0.50 
(0.15, 1.71)

0.85  
(0.51, 1.42) 

0.66  
(0.25, 1.71)

行為 (≧4) 1.30  
(0.84, 2.03)

1.29  
(0.40, 4.13)

1.08  
(0.30, 3.87)

0.81  
(0.49, 1.34) 

3.20  
(1.19, 8.60)

多動・不注意 (≧6) 0.85  
(0.52, 1.38)

1.34  
(0.39, 4.58)

1.23  
(0.31, 4.82)

1.15  
(0.68, 1.94) 

1.10  
(0.41, 3.01)

情緒 (≧4) 0.97  
(0.61, 1.56)

0.79  
(0.24, 2.61)

0.53 
(0.14, 1.93)

1.01  
(0.59, 1.71) 

0.63  
(0.23, 1.72)

仲間関係 (≧4) 0.93  
(0.51, 1.69)

0.87  
(0.19, 4.07)

0.58  
(0.11, 3.08)

0.70  
(0.36, 1.38) 

0.77  
(0.22, 2.67)

向社会性 (≦5) 1.71  
(1.07, 2.75)

0.77  
(0.25, 2.40)

0.71  
(0.20, 2.46)

1.04  
(0.62, 1.75) 

1.27  
(0.48, 3.35)

女児 (n=208) OR (95% CI) 

TDS(総合的問題) (≧13) 1.30  
(0.83, 2.06)

0.27  
(0.07, 1.08)

0.25  
(0.06, 1.10)

1.12  
(0.65, 1.91) 

2.33  
(0.85, 6.39)

行為 (≧4) 1.05  
(0.65, 1.71)

0.91  
(0.20, 4.19)

1.44 
(0.29, 7.26)

0.93  
(0.51, 1.67) 

4.03  
(1.30, 12.5)

多動・不注意 (≧6) 1.67  
(0.95, 2.94)

1.05  
(0.17, 6.34)

0.94  
(0.14, 6.41)

1.70  
(0.85, 3.43) 

5.74  
(1.42, 23.3)

情緒 (≧4) 0.98  
(0.59, 1.60)

0.46  
(0.11, 2.02)

0.35  
(0.07, 1.67)

0.80  
(0.45, 1.42) 

0.81  
(0.29, 2.27)

仲間関係 (≧4) 1.13  
(0.58, 2.20)

0.66  
(0.09, 4.85)

0.18  
(0.03, 1.37)

1.09  
(0.48, 2.45) 

1.20  
(0.28, 5.14)

向社会性 (≦5) 1.38  
(0.80, 2.38)

1.50  
(0.29, 7.83)

1.70  
(0.31, 9.33)

0.68  
(0.34, 1.37) 

0.76  
(0.22, 2.67)
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Adjusted for parental ages, maternal pre-pregnancy BMI, maternal cotinine levels, family income during pregnancy, child sex, 

birth order (first child or not), and child age at SDQ complete. 

 

d. 胎児期フタル酸エステル類、BPA 曝露と子どもの ADHD の関連の検討 

i. フタル酸エステル類、BPA濃度とADHD疑いの関連 

表(1)-17は、本解析で対象とした胎児期の曝露評価と6歳でのADHD-RSの返答があったうち、ADHD

疑い群の248名と対照群の311名の合計559名の児について、ADHD疑い群と対照群の両親と児の基本

属性を比較したものである。ADHD疑い群と対照群では、出産歴、両親の教育、母の妊娠後期のコ

チニン値、妊娠中および生後の世帯年収、両親の婚姻状況に有意差が認められた。具体的には、

ADHD疑い群で初産の割合が高く、両親の教育歴が高校卒までの割合が高く、コチニン値≧

11.48ng/mlの割合が高く、世帯年収が500万円未満の割合が多く、未婚（シングルマザーまたはフ

ァザー）の割合が高い。第一子では内向的問題の増加、外交的問題や問題行動全般が増加すると

いう先行研究とも、本研究のADHD疑い群で初産が多いことは一致した55,56)。 また、両親の教育や

世帯年収などの社会経済要因は、子どもの問題行動や発達とも深く関連することが報告されてお

り、それらの先行研究と、本研究の集団におけるADHD疑いと両親の学歴や年収が低いことは同じ

であった57)。さらに、妊娠中の喫煙58)や未婚であることがリスクになる59)といった先行研究の報告

とも同じであった。 

表(1)-18は、母体血中のフタル酸エステル類、BPA濃度をADHD疑い群と対照群で男女別に比較し

たものである。いずれの物質においても、ADHD疑い群と対照群で有意な濃度差はみられなかった。 

表(1)-19は、ADHD疑いとなるオッズとフタル酸エステル類、BPA濃度の関連を検討した結果であ

る。いずれの物質においても、オッズの有意な増加や減少とは関連がみられなかった。また、各

物質の濃度とADHD疑いのオッズに対する児の性別による違いはみられなかった。 

疫学研究では、これまでにスペインとアメリカにおける一般集団を対象とした報告では、いず

れも胎児期のBPA曝露と子どものADHD傾向に関連がないことを示唆していた60,61)。本研究において

も、母の妊娠中の血液中BPA濃度と、6歳での子どものADHDには関連は認められず、先行研究と同

様の結果となった。 

フタル酸エステル類曝露とADHDについては、先行研究は横断研究が中心だった。前向き研究は、

スペインからの1報のみ62)で、妊娠中の母の尿中の4種のDEHP 代謝物濃度の合計は、4歳、7歳での

ADHD症状の減少と関連していた。一方、MBzP、MiBP、MnBP濃度は子どもの問題行動とは関連して

いなかった。本研究においても、検討した4種のフタル酸エステル類代謝物濃度(MnBP、MiBP、MEHP、

MECPP)と、子どものADHDとは関連は見られず、先行研究と一致していた。 
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表(1)-17 ADHD疑い群と対照群の両親と児の基本属性の比較 

属性  疑い群(n=248) 対照群(n=311) ｐ値 
両親  人数 (%) or 平均  ± 標準偏差   

母の年齢 (歳)  31.1 ± 4.5 31.6 ± 4.6 0.313 

 母の妊娠前BMI (kg/m2) 21.1 ± 4.1 20.6 ± 3.4 0.060 
 出産歴  0 133 (53.6) 131 (42.1) 0.005 
 ≧ 1 106 (42.7) 170 (54.7)  
 不明 9 (3.6) 10 (3.2)  
母の教育歴  中学卒 11 (4.4) 4 (1.3) 0.013 

高校卒 107 (43.1) 115 (37.0)  
短大・専門学

校卒 

99 (39.9) 139 (44.7)  

大学卒以上 29 (11.7) 49 (15.8)  
不明 2 (0.8) 4 (1.3)  

妊娠中世帯年収 (百万

円) 
  

< 300 61 (24.6) 49 (15.8) <0.001
300-499 93 (37.5) 108 (34.7)  
500-799 42 (16.9) 86 (27.7)  
> 800 10 (4.0) 28 (9.0)  
Missing 42 (16.9) 40 (12.9)  

 妊娠中の母の喫煙  あり 22 (8.9) 19 (6.1) 0.257 
なし 191 (77.0) 239 (76.8)  

不明 35 (14.1) 53 (17.0)  
 母の妊娠中飲酒 あり 35 (14.1) 39 (12.5) 0.614 

なし 208 (83.9) 263 (84.6)  
不明 5 (2.0) 9 (2.9)  

 母の妊娠中コチニン値 
(ng/ml) 

≦ 0.21 107 (43.1) 155 (49.8) 0.048 

 0.22-11.47 94 (37.9) 101 (32.5)  
 ≧ 11.48 26 (10.5) 23 (7.4)  
 不明 21 (8.5) 32 (10.3)  
婚姻状態  婚姻 201 (81.0) 286 (92.0) 0.001 

片親 25 (10.1) 12 (3.9)  
不明 22 (8.9) 13 (4.2)  

 5歳での世帯年収  
(万円) 

< 200 20 (8.1) 12 (3.9) 0.026 
200-299 20 (8.1) 21 (6.8)  
300-499 84 (33.9) 106 (34.1)  

 500-799 73 (29.4) 102 (32.8)  
 > 800 18 (7.3) 44 (14.1)  
 不明 34 (13.7) 26 (8.4)  
父の年齢 (歳)  32.7 ± 5.9 33.1 ± 5.1 0.205 
父の教育歴  中学卒 16 (6.5) 12 (3.9) <0.001

高校卒 112 (45.2) 107 (34.4)  
短大・専門学

校卒 
60 (24.2) 77 (24.8)  

大学卒以上 57 (23.0) 110 (35.4)  

不明 3 (1.2) 5 (1.6)  

子ども      

 性別  男児 133 (53.6) 161 (51.8) 0.662 
 女児 115 (46.4) 150 (48.2)  
 在胎週数  (日)  274.1 ± 9.3 275.2 ± 8.1 0.187 
 出生体重  (g)  3015 ± 370 3055 ± 348 0.173 
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表(1)-18 ADHD疑い群と対照群の化学物質の濃度の比較 

男児 疑い群 (n=133) 対照群(n=161) ｐ値 
BPA (ng/ml) 0.546 ± 1.726 0.696 ± 1.945 0.699 
MnBP (ng/ml) 27.57 ± 13.50 29.03 ± 17.57 0.982 
MiBP (ng/ml) 7.37 ± 3.44 8.29 ± 5.34 0.576 
MEHP (ng/ml) 5.46 ± 6.15 5.92 ± 6.70 0.771 
MECPP (ng/ml) 0.28 ± 0.25 0.25 ± 0.17 0.216 

女児 疑い群(n=115) 対照群 (n=150) ｐ値 
BPA (ng/ml) 0.928 ± 3.533 0.571 ± 2.633 0.530 
MnBP (ng/ml) 26.45 ± 13.53 26.98 ± 15.23 0.954 
MiBP (ng/ml) 7.47 ± 4.18 7.42 ± 4.35 0.955 
MEHP (ng/ml) 5.33 ± 6.33 4.97 ± 7.11 0.760 
MECPP (ng/ml) 0.25 ± 0.18 0.30 ± 0.74 0.499 

Mann-Whitney U test. 

 

表(1)-19 BPA、フタル酸エステル類濃度とADHD疑い群となるリスク 

 BPA MnBP MiBP MEHP MECPP 
 OR (95% CI) OR (95% CI) OR (95% CI) OR (95% CI) OR (95% CI) 
男児 1.1 

(0.7, 1.7) 
0.8 
(0.2, 2.8) 

0.5  
(0.1, 1.6) 

0.8 
(0.5, 1.4) 

1.0 
(0.3, 2.8) 

女児 1.0 

(0.7, 1.6) 

1.1 

(0.3, 4.2) 

1.2  

(0.3, 5.4) 

0.9  

(0.5, 1.6) 

1.7  

(0.6, 4.3) 

調整因子：母の妊娠前BMI、出産歴、妊娠後期母のコチニン値、両親の教育歴、妊娠中と生後（6歳時）の世帯年収、 

婚姻状況、ADHD-RSを実施した月齢、BPAとフタル酸エステル類代謝物濃度はlog 10変換 

 

ii. 母児の遺伝子多型の解析 

6歳ADHD疑いの有無は、母児の遺伝子型保有に違いはなかった（表なし）。MEHP濃度と6歳ADHD

との関連は、児のエストロゲン受容体1型（ESR1）遺伝子多型によって異なる可能性が示唆された

（図(1)-11および表(1)-21）。ESR1（rs2234693）遺伝子のCC型をもつ児では、MEHP濃度が10倍増

えると6歳でADHD疑いになるオッズ比は6.86（95%信頼区間（CI）: 1.43-33.0）で有意に高かった。

一方TT型、TC型をもつ児では、MEHP濃度と6歳のADHD疑いに有意な関連は認められなかった。ESR1

（rs2077647）遺伝子のGG型をもつ児では、MEHP濃度が10倍増えるとオッズ比は10.8（95% CI: 

1.34-87.0）で有意に高かった。一方、AA型、AG型をもつ児では、MEHPとオッズ比に有意な関連は

認められなかった。ただし、有意水準α = 0.05の検定では、100回のうち5回は有意でないデータ

に対して有意（偽陽性）である結果が得られるため、本研究では31SNPsでそれぞれ3つの遺伝子型

への影響を5つの化学物質濃度について検討していることを考慮すると、結果の解釈には注意する

必要がある。これら以外の遺伝子型の違いによるMEHPと6歳ADHDとの関連はなかった。 

MnBP、MiBPおよびBPA濃度と6歳のADHD疑いとの関連は、母児の遺伝子多型の違いによる違いは

認められなかった（表(1)-20、21）。MBzP、MEHHP、およびcx-MiNPについては検出率が低かった

ため、検討できなかった（表なし）。 

ヒトのESR1（rs2234693; Pvu II）やESR1（rs2077647）の遺伝子型の違いが、悪性腫瘍やB型肝

炎ウイルス関連肝硬変のリスクの違いに影響を及ぼすと既に報告がある63,64)。本研究対象者では、

MEHP濃度に児のESR1（rs2234693およびrs2077647）の遺伝子型による差は認められなかった（表

なし）。またこれらの遺伝子型と6歳ADHD疑いとの関連も認められなかった（表なし）。エストロ

ゲンのESR1遺伝子型の異なる受容体への親和性、MEHPとエストロゲン受容体への親和性とESR1遺
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伝子型との関連、およびこの受容体とADHDとの関連への影響については、ヒトの疫学研究のみな

らず動物実験でもまだ明らかになっていない。従って、本研究で見られたMEHP曝露と6歳ADHD疑い

に及ぼす影響のESR1(rs2234693およびrs2077647)の遺伝子型の違いについては、メカニズムの面

からもエストロゲン受容体1型が関与してADHDを引き起こす可能性があるのか、今後さらに検討す

る必要がある。BPAについては、本研究では、母体血中BPAの中央値は0.068 ng/mL、幾何平均値は

0.100 ng/mLであった。カナダの妊婦26名で母体血清および臍帯血清BPA濃度を検討した研究では、

母体血清の平均値が1.36 ng/mLおよび臍帯血清の平均値が1.23 ng/mLであった65)。さらにアメリ

カ・オハイオ州の出生コーホートHOMEスタディ対象者である妊娠16週の母181名では、尿中BPAの

幾何平均値は2.1 ng/mgであった。HOMEスタディの対象者では、BPA濃度の増加が脳発達に不可欠

な児の甲状腺ホルモン値の低下に影響したと報告されている66)。中国の労働者952名を対象にした

研究では、尿中濃度（μg/L）と静脈血清濃度（μg/g）は近似した値をとるという報告から67)、

本研究の妊婦のBPA濃度はアメリカやカナダ地域の妊婦と比較して約30分の1であったと考えられ

る。本研究では、妊婦のBPAが低濃度であり児の脳発達に大きな影響を与えなかったので、胎児期

BPA曝露と6歳ADHD疑いとの関連に影響が認められず、さらに母児の遺伝子多型の違いによる違い

も認められなかったと考えられる。 

 

図(1)-11 児のエストロゲン受容体（ESR1）遺伝子型の違いによるMEHP濃度と6歳のADHD疑いとの

関連 
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表(1)-20 胎児期BPA、フタル酸エステル類と6歳のADHD疑いとの関連（母の遺伝子型別） 

遺伝子名 遺伝子型 人数 MnBP MiBP MEHP BPA 

(SNPデータ

ベースID) 
  OR OR OR OR 

   (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 
PPARA CC 40 (-) (-) (-) (-) 
(rs1800234)       
 CT 43 (-) (-) (-) (-) 
       
 TT 386 1.05 4.47 1.08 0.95 
   (0.40, 2.82) (0.75, 26.7) (0.70, 1.66) (0.67, 1.34) 
PPARD CC 24 (-) (-) (-) (-) 
(rs1053049)       
 CT 161 3.92 1.94 0.70 0.79 
   (0.42, 36.5) (0.16, 23.7) (0.30, 1.64) (0.38, 1.64) 
 TT 282 1.40 0.76 1.53 0.86 
   (0.49, 4.04) (0.24, 2.35) (0.89, 2.62) (0.57, 1.31) 
PPARD AA 281 1.66 0.89 1.52 0.86 
(rs2267668)   (0.57, 4.80) (0.29, 2.76) (0.88, 2.60) (0.57, 1.30) 
 AG 154 1.44 0.65 0.64 0.90 
   (0.16, 13.2) (0.05, 8.61) (0.27, 1.48) (0.43, 1.85) 
 GG 20 (-) (-) (-) (-) 
       
PPARG CC 449 1.28 0.79 1.14 0.99 
(rs1801282)   (0.51, 3.17) (0.29, 2.12) (0.75, 1.73) (0.71, 1.38) 
 CG 15 (-) (-) (-) (-) 
       
 GG 4 (-) (-) (-) (-) 
       
PPARG CC 327 0.96 0.53 1.92 0.91 
(rs3856806)   (0.33, 2.82) (0.17, 1.70) (1.15, 3.21) (0.59, 1.40) 
 CT 115 1.12 0.61 0.17 0.87 
   (0.12, 10.3) (0.04, 8.89) (0.05, 0.64) (0.43, 1.79) 
 TT 13 (-) (-) (-) (-) 
       
PPARGC1A CC 278 0.89 0.83 1.29 1.00 
(rs2970847)   (0.27, 2.91) (0.24, 2.84) (0.76, 2.19) (0.66, 1.51) 
 CT 168 2.36 1.09 0.85 1.02 
   (0.46, 12.2) (0.17, 6.93) (0.36, 2.01) (0.53, 1.96) 
 TT 21 (-) (-) (-) (-) 
       
PPARGC1A AA 108 0.31 0.30 0.76 0.96 
(rs8192678)   (0.04, 2.61) (0.03, 2.92) (0.28, 2.07) (0.41, 2.42) 
 AG 220 3.55 1.80 1.10 0.80 
   (0.71, 17.9) (0.29, 11.3) (0.54, 2.26) (0.43, 1.49) 
 GG 127 (-) (-) (-) (-) 
       
CAR AA 148 1.39 1.07 1.15 0.84 
(rs2501873)   (0.22, 8.70) (0.15, 7.89) (0.49, 2.71) (0.41, 1.74) 
 AG 252 2.85 1.98 1.46 0.89 
   (0.72, 11.2) (0.44, 8.93) (0.80, 2.67) (0.55, 1.43) 
 GG 67 (-) (-) (-) (-) 
       
CAR CC 92 0.47 0.72 1.04 1.24 
(rs2307424)   (0.03, 8.44) (0.05, 11.3) (0.33, 3.30) (0.53, 2.93) 
 CT 242 4.06 2.43 1.69 0.93 
   (1.03, 16.0)* (0.54, 10.9) (0.89, 3.21) (0.55, 1.55) 
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 TT 121 (-) (-) (-) (-) 
       
SULT1A1 AA 0 (-) (-) (-) (-) 
(rs9282861)       
 AG 124 0.54 0.37 1.21 0.79 
   (0.08, 3.85) (0.03, 4.37) (0.46, 3.15) (0.37, 1.67) 
 GG 343 2.21 1.28 1.25 1.00 
   (0.75, 6.50) (0.41, 4.01) (0.77, 2.01) (0.67, 1.50) 
UGT1A1 AA 12 (-) (-) (-) (-) 
(rs4148323)       
 AG 125 1.78 0.80 0.53 0.55 
   (0.27, 11.5) (0.10, 6.40) (0.20, 1.44) (0.25, 1.22) 
 GG 318 1.44 0.93 1.51 0.69 
   (0.46, 4.52) (0.28, 3.11) (0.90, 2.53) (0.73, 1.21) 
UGT2B10 AA 50 (-) (-) (-) (-) 
(rs4657958)       
 AG 222 1.60 0.94 1.07 1.09 
   (0.41, 6.24) (0.20, 4.32) (0.57, 2.00) (0.62, 1.90) 
 GG 194 0.73 0.33 1.65 0.86 
   (0.18, 3.02) (0.07, 1.70) (0.84, 3.26) (0.52, 1.43) 
UGT2B15 GG 163 1.95 1.92 0.76 0.75 
(rs1902023)   (0.22, 17.3) (0.20, 18.2) (0.35, 1.66) (0.39, 1.43) 
 GT 218 1.30 0.69 1.00 0.82 
   (0.40, 4.28) (0.17, 2.72) (0.55, 1.82) (0.50, 1.35) 
 TT 86 (-) (-) (-) (-) 
       

OR、  オッズ比 . 95% CI、  95％信頼区間 . 

PPARA, peroxisome proliferator-activated receptor alpha; PPARD, peroxisome proliferator-activated receptor delta; PPARG, 

peroxisome proliferator-activated receptor gamma; PPARGC1A, peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 

1-alpha; CAR, constitutive androstane receptor; SULT1A1, sulfotransferase 1A1; UGT1A1, UDP-glucuronosyltransferase 1A1; 

UGT2B10, UDP-glucuronosyltransferase 2B10; UGT2B15, UDP-glucuronosyltransferase 2B15. 

MBzP、MECPP、およびcx-MiNPは低検出率で検討できなかったので掲載していない . 

3回SNP解析しても遺伝子型が判定できなかったものは除外した . 

ORは濃度(ng/mL)が10倍増える毎のオッズ比を表す . 

母の年齢、出産歴、  妊娠後期コチニン値、  教育歴（母およびパートナー）、  世帯収入（妊娠中および就学前）、  婚

姻状況で調整したロジスティック回帰分析 . 

*; P < 0.05. 

 

表(1)-21 胎児期BPA、フタル酸エステル類と6歳のADHD疑いとの関連（児の遺伝子型別） 

遺伝子名 遺伝子

型 
人数 MnBP MiBP MEHP BPA 

   OR OR OR OR 
   (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) 

PPARA CC 3 (-) (-) (-) (-) 
(rs1800234)       

 CT 56 (-) (-) (-) (-) 
       
 TT 424 1.46 0.98 1.14 0.88 
   (0.57, 3.75) (0.35, 2.76) (0.74, 1.75) (0.62, 1.23) 

PPARD CC 21 (-) (-) (-) (-) 
(rs1053049)       

 CT 150 2.96 3.70 0.67 1.08 
   (0.35, 25.4) (0.31, 43.8) (0.28, 1.59) (0.52, 2.24) 
 TT 311 1.00 0.50 1.35 0.86 
   (0.35, 2.85) (0.16, 1.56) (0.82, 2.25) (0.58, 1.28) 

PPARD AA 307 0.80 0.34 1.23 0.83 
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(rs2267668)   (0.27, 2.34) (0.11, 1.12) (0.74, 2.02) (0.56, 1.23) 
 AG 131 4.53 6.02 0.67 1.12 
   (0.45, 46.0) (0.47, 77.9) (0.27, 1.63) (0.52, 2.42) 
 GG 19 (-) (-) (-) (-) 
       

PPARG CC 454 1.40 0.83 1.17 0.92 
(rs1801282)   (0.56, 3.51) (0.31, 2.23) (0.77, 1.78) (0.66, 1.28) 

 CG 29 (-) (-) (-) (-) 
       
 GG 0 (-) (-) (-) (-) 
       

PPARG CC 323 1.27 0.49 1.31 1.00 
(rs3856806)   (0.39, 4.16) (0.13, 1.85) (0.80, 2.16) (0.67, 1.50) 

 CT 122 1.22 1.19 0.50 1.13 
   (0.20, 7.46) (0.17, 8.32) (0.18, 1.43) (0.51, 2.51) 
 TT 12 (-) (-) (-) (-) 
       

PPARGC1A CC 280 1.89 1.18 1.13 1.03 
(rs2970847)   (0.55, 6.53) (0.30, 4.65) (0.66, 1.93) (0.67, 1.59) 

 CT 169 0.74 0.39 1.09 0.60 
   (0.14, 3.82) (0.07, 2.14) (0.48, 2.46) (0.31, 1.16) 
 TT 33 (-) (-) (-) (-) 
       

PPARGC1A AA 95 (-) (-) (-) (-) 
(rs8192678)       

 AG 237 1.91 0.90 0.89 0.91 
   (0.50, 7.37) (0.23, 3.64) (0.51, 1.57) (0.59, 1.42) 
 GG 125 0.61 0.38 2.15 1.79 
   (0.07, 5.71) (0.03, 5.37) (0.72, 6.46) (0.73, 4.43) 

CAR AA 164 4.01 2.69 1.03 0.86 
(rs2501873)   (0.66, 24.4) (0.35, 20.6) (0.48, 2.21) (0.49, 1.52) 

 AG 235 1.12 0.98 1.39 0.89 
   (0.30, 4.25) (0.23, 4.19) (0.75, 2.60) (0.53, 1.51) 
 GG 83 1.41 0.43 0.27 0.79 
   (0.06, 35.6) (0.01, 24.3) (0.05, 1.44) (0.23, 2.64) 

CAR CC 96 0.49 0.13 1.01 1.21 
(rs2307424)   (0.06, 4.10) (0.01, 1.26) (0.92, 1.12) (0.83, 1.76) 

 CT 235 1.60 1.43 1.03 0.99 
   (0.38, 6.81) (0.30, 6.68) (0.98, 1.08) (0.86, 1.13) 
 TT 126 1.57 0.69 0.97 0.62 
   (0.18, 13.4) (0.06, 8.29) (0.86, 1.08) (0.28, 1.39) 

SULT1A1 AA 0 (-) (-) (-) (-) 
(rs9282861)       

 AG 132 1.47 1.10 0.89 0.95 
   (0.18, 12.2) (0.07, 16.6) (0.35, 2.29) (0.52, 1.73) 
 GG 350 1.56 0.97 1.34 0.89 
   (0.53, 4.54) (0.32, 3.01) (0.82, 2.18) (0.60, 1.33) 

UGT1A1 AA 16 (-) (-) (-) (-) 
(rs4148323)       

 AG 131 1.36 1.19 0.97 1.29 
   (0.18, 10.2) (0.17, 8.59) (0.91, 1.05) (0.84, 1.97) 
 GG 310 1.11 0.51 1.02 1.02 
   (0.34, 3.69) (0.14, 1.89) (0.98, 1.07) (0.91, 1.14) 

UGT2B10 AA 73 (-) (-) (-) (-) 
(rs4657958)       

 AG 222 4.68 2.95 1.37 1.24 
   (0.19, 22.5) (0.54, 16.0) (0.67, 2.81) (0.76, 2.01) 
 GG 186 0.75 0.31 1.12 0.73 
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   (0.19, 2.93) (0.07, 1.52) (0.59, 2.13) (0.42, 1.29) 
UGT2B15 GG 157 1.01 1.23 0.51 0.80 

(rs1902023)   (0.13, 7.93) (0.16, 9.23) (0.22, 1.19) (0.43, 1.52) 
 GT 227 1.70 0.91 1.21 0.76 
   (0.43, 6.69) (0.20, 4.13) (0.65, 2.24) (0.46, 1.27) 
 TT 98 (-) (-) (-) (-) 
       

ESR1 AA 45 (-) (-) (-) (-) 
(rs3020327)       

 AG 217 2.97 2.07 1.00 0.81 
   (0.62, 14.2) (0.37, 11.6) (0.52, 1.99) (0.49, 1.35) 
 GG 195 0.86 0.38 1.83 1.08 
   (0.20, 3.79) (0.08, 1.82) (0.91, 3.67) (0.65, 1.82) 

ESR1 CC 417 1.98 1.52 1.24 0.97 
(rs3020434)   (0.72, 5.44) (0.48, 4.86) (0.80, 1.94) (0.69, 1.36) 

 CT 62 (-) (-) (-) (-) 
       
 TT 3 (-) (-) (-) (-) 
       

ESR1 AA 299 1.52 0.83 1.18 0.97 
(rs9340799)   (0.48, 4.81) (0.23, 2.97) (0.72, 1.94) (0.64, 1.46) 

 AG 140 1.86 0.70 0.55 0.74 
   (0.28, 12.4) (0.11, 4.68) (0.21, 1.44) (0.38, 1.44) 
 GG 18 (-) (-) (-) (-) 
       

ESR1 CC 118 1.74 0.68 2.39 1.08 
(rs1801132)   (0.20, 14.8) (0.05, 10.0) (0.78, 7.36) (0.47, 2.46) 

 CG 255 2.30 1.18 1.10 0.90 
   (0.66, 8.02) (0.34, 4.12) (0.63, 1.90) (0.58, 1.38) 
 GG 109 2.04 2.92 0.56 0.67 
   (0.14, 30.3) (0.14, 62.3) (0.18, 1.78) (0.26, 1.73) 

ESR1 CC 86 0.38 0.19 6.86 1.39 
(rs2234693)   (0.02, 7.57) (0.01, 62.3) (1.43, 33.0)* (0.48, 3.97) 

 CT 230 2.06 1.36 0.70 1.09 
   (0.48, 8.80) (0.27, 6.94) (0.38, 1.30) (0.67, 1.76) 
 TT 141 2.18 0.38 0.70 0.55 
   (0.31, 15.4) (0.04, 3.32) (0.38, 1.30) (0.28, 1.07) 

ESR1 AA 161 1.45 0.44 1.07 0.69 
(rs2077647)   (0.27, 7.87) (0.08, 2.53) (0.51, 2.25) (0.38, 1.25) 

 AG 212 3.11 2.34 0.82 0.96 
   (0.69, 14.0) (0.42, 12.9) (0.43, 1.55) (0.56, 1.65) 
 GG 82 0.12 0.08 10.8 1.58 
   (0.00, 8.28) (0.00, 11.5) (1.34, 87.0)* (0.40, 6.18) 

ESR1 CC 105 1.26 0.87 0.74 0.51 
(rs10475)   (0.20, 8.06) (0.12, 6.05) (0.24, 2.26) (0.22, 1.20) 

 CT 250 2.82 2.44 2.09 1.04 
   (0.76, 10.5) (0.57, 10.4) (1.12, 3.89) (0.65, 1.66) 
 TT 127 0.48 0.04 0.58 1.22 
   (0.04, 5.67) (0.00, 0.77) (0.25, 1.39) (0.62, 2.41) 

ESR2 AA 42 (-) (-) (-) (-) 
(rs1256049)       

 AG 202 0.57 0.29 0.90 0.94 
   (0.12, 2.65) (0.06, 1.54) (0.44, 1.85) (0.54, 1.63) 
 GG 239 2.48 1.63 1.19 0.84 
   (0.68, 9.01) (0.39, 6.77) (0.65, 2.18) (0.52, 1.34) 

DRD2 AA 214 3.83 2.55 1.69 1.01 
(rs1800497)   (0.86, 17.1) (0.50, 13.1) (0.86, 3.33) (0.59, 1.73) 

 AG 218 1.57 1.45 1.01 0.97 
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   (0.33, 7.42) (0.27, 7.94) (0.55, 1.88) (0.60, 1.56) 
 GG 50 (-) (-) (-) (-) 
       

DRD3 CC 37 (-) (-) (-) (-) 
(rs6280)       

 CT 222 2.62 1.37 1.11 1.32 
   (0.59, 11.7) (0.28, 6.69) (0.57, 2.15) (0.78, 2.23) 
 TT 223 1.94 1.46 1.44 0.74 
   (0.49, 7.63) (0.34, 6.38) (0.78, 2.66) (0.45, 1.20) 

DRD4 CC 23 (-) (-) (-) (-) 
(rs3758653)       

 CT 155 0.64 0.44 1.84 0.88 
   (0.14, 3.01) (0.08, 2.42) (0.86, 3.97) (0.46, 1.70) 
 TT 304 4.67 3.52 0.99 0.90 
   (1.26, 17.4) (0.83, 15.0) (0.58, 1.71) (0.60, 1.35) 

DAT1 AA 12 (-) (-) (-) (-) 
(rs40184)       

 AG 131 0.91 0.33 0.74 0.71 
   (0.13, 6.23) (0.05, 2.25) (0.29, 1.94) (0.32, 1.57) 
 GG 339 2.02 1.32 1.51 0.94 
   (0.67, 6.11) (0.39, 4.54) (0.91, 2.49) (0.64, 1.38) 

DAT1 CC 290 1.61 1.17 1.07 0.86 
(rs27072)   (0.48, 5.47) (0.32, 4.33) (0.64, 1.79) (0.57, 1.31) 

 CT 145 1.16 0.33 2.77 1.15 
   (0.17, 7.78) (0.05, 2.40) (0.99, 7.73) (0.57, 2.32) 
 TT 48 (-) (-) (-) (-) 
       

HTR1B CC 92 9.03 2.88 1.57 1.90 
(rs27072)   (0.86, 95.1) (0.32, 26.2) (0.54, 4.54) (0.85, 4.25) 

 CG 250 0.46 0.31 0.81 0.86 
   (0.12, 1.72) (0.06, 1.50) (0.44, 1.50) (0.51, 1.43) 
 GG 140 1.62 0.91 1.59 0.74 
   (0.24, 10.8) (0.11, 7.27) (0.74, 4.66) (0.38, 1.44) 

SLC30A8 GG 37 (-) (-) (-) (-) 
(rs3019885)       

 GT 213 2.09 1.33 1.57 0.80 
   (0.49, 8.94) (0.26, 6.84) (0.82, 3.04) (0.48, 1.34) 
 TT 232 1.17 0.56 0.79 0.96 
   (0.30, 4.53) (0.14, 2.28) (0.42, 1.47) (0.58, 1.59) 

COMT AA 36 (-) (-) (-) (-) 
(rs4680)       

 AG 188 1.03 0.38 1.38 1.15 
   (0.21, 5.11) (0.06, 2.21) (0.71, 2.72) (0.68, 1.96) 
 GG 233 0.95 0.64 0.78 0.71 
   (0.27, 3.41) (0.16, 2.53) (0.43, 1.41) (0.44, 1.15) 

BDNF AA 65 (-) (-) (-) (-) 
(rs6265)       

 AG 242 3.74 2.62 1.38 0.80 
   (1.02, 13.7) (0.63, 10.9) (0.75, 2.53) (0.49, 1.30) 
 GG 176 0.36 0.21 0.66 0.85 
   (0.06, 2.17) (0.03, 1.37) (0.27, 1.58) (0.47, 1.53) 

SNAP25 AA 162 1.49 1.28 1.83 0.71 
(rs362987)   (0.29, 7.54) (0.20, 8.08) (0.85, 3.94) (0.37, 1.35) 

 AC 234 3.99 1.47 0.69 0.82 
   (0.94, 17.0) (0.33, 6.48) (0.37, 1.29) (0.51, 1.31) 
 CC 86 1.06 1.77 2.39 1.23 
   (0.05, 24.5) (0.10, 31.9) (0.53, 10.7) (0.38, 4.05) 

OR、オッズ比 . 95% CI、  95％信頼区間 . 
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PPARA, peroxisome proliferator-activated receptor alpha; PPARD, peroxisome proliferator-activated receptor delta; PPARG, 

peroxisome proliferator-activated receptor gamma; PPARGC1A, peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 

1-alpha; CAR, constitutive androstane receptor; ESR1, estrogen receptor 1; ESR2, estrogen receptor 2; SULT1A1, sulfotransferase 

1A1; UGT1A1, UDP-glucuronosyltransferase 1A1; UGT2B10, UDP-glucuronosyltransferase 2B10; UGT2B15, 

UDP-glucuronosyltransferase 2B15; DRD2, dopamine receptor D2; DRD3, dopamine receptor D3; DAT1, dopamine transporter 1; 

HTR1B, 5-hydroxytriptamine (Serotonin) receptor 1B; SLC30A8, Solute carrier family 30, subfamily A, member 8; COMT, 

catechol-O-methyltransferase; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; SNAP25, synaptosomal-associated protein 25. 

MBzP、MECPP、  およびcx-MiNPは低検出率で検討できなかったので掲載していない . 

3回SNP解析しても遺伝子型が判定できなかったものは除外した . 

ORは濃度(ng/mL)が10倍増える毎のオッズ比を表す . 

母の年齢、出産歴、妊娠後期コチニン値、教育歴（母およびパートナー）、世帯収入（妊娠中および就学前）、  婚姻状

況で調整したロジスティック回帰分析 . 

*; P < 0.05. 

 

e. DNAのエピゲノム解析 

i. 網羅的探索 

曝露と関連するメチル化変化の特徴 

臍帯血中BPA濃度（n=278）の中央値は0.056 ng/mL（IQR: LOD-0.075）だった。BPA濃度と母児

の属性との間にいずれも有意な関連は認められなかった。母体血中MEHP濃度（n = 204）の中央値

は10.34 ng/mL（IQR: 5.84-15.29）であり、母体血採血時期と有意な関連が確認された（ｐ = 0.009）。 

図(1)-12にロバスト線形回帰によりBPA、DEHP曝露との解析を行った結果を示す（左図：マンハ

ッタンプロット、右図：ボルケーノプロット）。BPA曝露では324 CpGs領域、DEHP曝露では1,071

個のCpGs領域がFDR q < 0.05（青線上部）であった。 
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図(1)-12 BPA曝露（A）、DEHP曝露（B）と45万CpGsメチル化との関連 

（左）マンハッタンプロット（横軸：染色体番号、縦軸：-log10変換したP値） 

（右）ボルケーノプロット（横軸：偏回帰係数、縦軸：-log10変換したP値） 

赤線：ボンフェローニ法での有意水準（p < 1.17 x 10-7） 

青線：False-discovery rateでの有意水準（FDR q < 0.05） 

 

BPA、MEHP濃度との関連において検出されたFDR q < 0.05のCpGと全42万CpGsの（A）近傍の遺伝

子との位置関係、（B）CpGアイランドからの位置関係の違いついて、X2検定で確認した結果を図

(1)-13に示す。BPA濃度との関連では、近傍の遺伝子との位置関係の割合が全42万CpGsの割合と異

なり、転写開始点(TSS)、上流、および、bodyに位置するCpGが少ない一方、5’UTRおよび1st Exon

に位置するCpGの割合が多かった。従って、プロモーター領域近傍に位置するCpGのメチル化は曝

露の影響を受けにくいことが示唆された。また、CpGアイランドからの位置に関しては、有意な差

は認められなかったが、open sea（CpGアイランドではない領域）に位置するCpG割合が大きかっ

た。MEHP濃度との関連では、全45万CpGsとの構成に有意な差は見られなかったが、CpGアイランド

に位置するCpGの増加、open seaに位置するCpGの減少が見られた。 
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Χ2 test: BPA (p=0.03), MEHP (p=0.36)          Χ2 test: BPA (p=0.47), MEHP (p=0.32) 

図(1)-13 BPA、 DEHP曝露と関連の見られたCpGの位置の特徴 

横軸：CpGの位置、縦軸：CpGの割合 

 

次に、曝露によりメチル化変化に影響を受けやすい経路があるかを調べるため、FDR q < 0.05

のCpG近傍遺伝子のKEGG pathway分布を42万CpG近傍遺伝子の経路分布と比較した。結果を図(1)-14

および図(1)-15に示す。BPA曝露についてはFDR q < 0.05の経路、DEHP曝露に関してはFDR q < 5 x 

10-4の経路を示した。図の左はKEGG Orthology（分類）、右はKEGG Pathway（経路）を示す。312

のKEGG pathwayの中で、BPA曝露（図(1)-14）と関連していたのは（FDR q < 0.05）、Human Disease

分類に属するものを除いて、23経路であった。23経路を分類別に図(1)-14に示した。Signal 

transductionおよびEstrogen signaling pathwayを含むEndocrine systemの遺伝子増加が見られ

た。 

DEHP曝露では、312 KEGG pathwayの中でFDR q < 0.05の経路は、Human Disease分類に属するも

のを除いて、88経路であった。図(1)-15には、FDR q < 5 x 10-4の28経路を分類別に示した。BPA

曝露同様、Metabolic pathwaysに含まれる遺伝子が減少し、Signaling transductionの遺伝子増

加が見られ、DEHP曝露によっても、Signaling pathwayが影響を受けやすい可能性が考えられた。 

一方、BPA曝露、DEHP曝露共にNervous systemに属する遺伝子が変動しており、また、Signaling 

transductionは神経系を含む様々な経路に関わっている。胎児期BPA、DEHP曝露による神経系への

影響は疫学研究、in vivo/vitroの実験系で報告されており68)、曝露による神経発達への影響にメ

チル化変化が関与する可能性が考えられる。 

 

(A) 近傍の遺伝⼦との位置関係 (B) CpGアイランドからの位置
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図(1)-14 GO (KEGG Pathway Enrichment) 解析：BPA曝露 

BPA曝露と関連する（FDR q < 0.05）CpG近傍遺伝子の有意に出現変動が認められた経路（FDR q < 0.05）；

左部：KEGG Orthology（分類）、右部：KEGG Pathway（経路）  
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図(1)-15 GO (KEGG Pathway Enrichment) 解析：DEHP曝露 

DEHP曝露と関連する（FDR q < 0.05）CpG近傍遺伝子の有意に出現変動が認められた経路（FDR q < 5 x 10-4）；

左部：KEGG Orthology（分類）、右部：KEGG Pathway（経路） 

 

曝露と関連するCpG部位の抽出 

曝露と関連するメチル化変化部位として、ボンフェローニ（ゲノムワイド有意水準 p=1.17 x 

10-7）補正後も有意なメチル化変化部位を抽出した。図12のマンハッタンプロットに示すように、

BPA曝露では7 CpGs領域、DEHP曝露では19 CpGs領域がボンフェローニ補正後も有意だった（赤線

上部）。それぞれの曝露により抽出されたCpGs領域を表(1)-22、23に示す。 
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表(1)-22 BPA曝露：ゲノム有意水準（p=1.17 x 10-7）以下の7 CpGs領域 

 
CpG No 遺伝子 P値 

偏回帰係数 
(メチル化変化)

染色体

番号 
遺伝子内 

領域 
CpG 

アイランド

1 cg27273141 SH3BP4 2.16E-08 0.0110 2 IGR open sea 

2 cg21834908 NAA15 2.87E-08 0.0133 4 Body open sea 

3 cg25970356 MYO1E 4.68E-08 0.0207 15 Body open sea 

4 cg05109931 CDC42BPG 6.39E-08 0.0129 11 3'UTR shelf 

5 cg11914962 BHLHA15 9.02E-08 0.0185 7 1stExon shore 

6 cg16271833 MIR1915 9.47E-08 -0.0143 10 IGR open sea 

7 cg01410440 DNAJB6 1.09E-07 0.0058 7 Body island 

神経発達との関連が示唆されている遺伝子  

 

表(1)-23 DEHP曝露：ゲノム有意水準（p=1.17 x 10-7）以下の19 CpGs領域 

 
CpG No 遺伝子 P値 

偏回帰係数 
(メチル化変化) 

染色体

番号 
遺伝子内 

領域 
CpG 

アイランド

1 cg16674264 KIAA1026 7.14E-09 -0.0166 1 Body open sea 

2 cg18039296 LPPR2 7.29E-09 -0.0219 19 TSS1500 shore 

3 cg11380830 NOC3L 1.02E-08 0.0515 10 TSS1500 shore 

4 cg13519851 XKR6 1.50E-08 0.0297 8 Body shore 

5 cg01388243 KLHL38 1.90E-08 -0.0248 8 1stExon open sea 

6 cg27165884 MARVELD1 3.07E-08 0.0231 10 TSS1500 island 

7 cg10403036 C2orf28 3.30E-08 0.0038 2 TSS1500 island 

8 cg05004337 DIS3 3.64E-08 -0.0056 13 TSS200 island 

9 cg08461692 MYH10 4.15E-08 -0.0249 17 Body open sea 

10 cg21613963 AKAP8 5.13E-08 -0.0214 19 Body island 

11 cg24957657 RARA 5.58E-08 0.0086 17 TSS1500 island 

12 cg26684601 JPH3 6.02E-08 0.0322 16 Body shore 

13 cg26409978 ZC3H10 6.27E-08 0.0061 12 TSS200 island 

14 cg25589956 ADIPOQ-AS1 7.45E-08 0.0030 3 IGR island 

15 cg14079243 AGTPBP1 8.38E-08 -0.0588 9 TSS1500 shore 

16 cg27016262 ABR 9.33E-08 -0.0108 17 Body island 

17 cg05158362 LINC00221 1.08E-07 -0.0137 14 IGR island 

18 cg13774019 PAX5 1.12E-07 -0.0165 9 Body shore 

19 cg06972019 ENO1 1.16E-07 0.0191 1 5'UTR shore 

神経発達との関連が示唆されている遺伝子 

 

BPA曝露と関連する7つのCpGs領域のうち、6CpGs領域のメチル化変化の向きはプラス方向（メチ

ル化増加）であった。しかし、7CpGs領域の偏回帰係数の絶対値（メチル化変化の大きさ）は0.02

以下であり、メチル化変化は比較的小さかった。一方、7遺伝子には神経発達への関与が示唆され

る2遺伝子（NAA15およびDNAJB6）が含まれていた。NAA15（N(Alpha)-Acetyltransferase 15）は

血管、造血、神経細胞の増殖に重要な役割を果たすN-アセチルトランスフェラーゼ活性を持つと

思われる。DNAJB6（DnaJ Heat Shock Protein Family (Hsp40) Member B6）は特異的なニューロ

ンでポリグルタミン蓄積にかかわる可能性のあるDNAJファミリーに属している。 



 

 

5-1454-44

DEHP曝露では、19のCpGs領域のうち、偏回帰係数の絶対値が0.02より大きなサイトが9領域あり、

そのうち2CpG（NOC3L, AGTPBP1）領域の偏回帰係数の絶対値は0.05以上であった。また、19 遺伝

子のうち神経発達に関与する可能性を持つ遺伝子は2遺伝子（JPH3, AGTPB1）であった。JPH3は 結

合膜構造形成に必要な分子であり、脳組織特異的に発現している。AGTPBP1は脱グルタミル化を触

媒するカルボキシペプチダーゼであり、神経系への関連が示唆されている。 

曝露によるメチル化変化への影響は１か所のCpGサイトのみではなく、複数のCpGサイトに及ん

でいると考えられている69)。このことから、曝露と関連するメチル化変化領域として、影響の方

向が同じであり、FDR q < 0.05を示すCpGサイトが同一遺伝子上に2つ以上存在する領域を選択し

た34,37-40)。BPA曝露では、11CpGs領域、5遺伝子、DEHP曝露では、62CpGs領域、 28遺伝子が抽出さ

れた（表24、25）。 

 

表(1)-24 BPA曝露と関連するメチル化変化領域 

CpG No 遺伝子 P値 
偏回帰係数 染色体

番号 
遺伝子内 CpG 

アイランド(メチル化変化) 領域 

cg26748578 
SLC1A4 

1.50E-05 -0.063 
2 

1stExon island 

cg19220282 2.11E-05 -0.045 Body shore 

cg27494338 
PAX2 

2.46E-05 0.007 
10 

IGR island 

cg11545863 2.41E-06 0.017 IGR shelf 

cg19948393 

ANKRD33 

8.58E-06 -0.033 

12 

1stExon open sea 

cg04349021 6.19E-07 -0.037 1stExon open sea 

cg17424856 2.61E-05 -0.031 1stExon open sea 

cg16547341 
USP29 

7.13E-06 0.029 
19 

TSS1500 shore 

cg22338152 3.76E-05 0.009 Body open sea 

cg21938532 
GNAS 

3.06E-05 -0.014 
20 

TSS1500 island 

cg12573482 2.12E-05 -0.012 TSS1500 island 

北海道コーホートでの検証解析候補3領域 

 

表(1)-25 DEHP曝露と関連するメチル化変化領域 

CpG No 遺伝子 P値 
偏回帰係数 染色体

番号 
遺伝子内 CpGアイラ

ンド (メチル化変化) 領域 

cg01560642 
TTC34 

9.71E-05 0.005 
1 

IGR island 

cg13687348 1.60E-06 0.020 IGR open sea 

cg27305255 
RERE 

4.99E-05 0.010 
1 

5'UTR shore 

cg19371916 0.000117 0.025 5'UTR shelf 

cg14014854 
IFFO2 

9.28E-05 -0.010 
1 

Body open sea 

cg16552822 5.38E-07 -0.004 Body shelf 

cg27045062 
EFNA3 

2.87E-05 0.003 
1 

Body island 

cg14848832 7.11E-06 0.007 Body shore 

cg19763809 
VWA3B 

7.25E-06 0.005 
2 

TSS200 island 

cg26040244 3.20E-05 0.015 Body open sea 

cg01031312 
LINC00885 

3.00E-05 -0.022 
3 

IGR open sea 

cg27113538 4.91E-06 -0.023 IGR open sea 

cg19273995 STIM2 0.00011 -0.004 4 IGR open sea 
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cg15835312 2.86E-06 -0.032 IGR open sea 

cg13891768 
PITX2 

0.000117 -0.011 
4 

IGR shelf 

cg05030680 1.50E-07 -0.005 Body island 

cg21212995 
SLC6A7 

4.34E-05 0.015 
5 

Body shore 

cg02414785 1.69E-05 0.027 Body shore 

cg08800670 
OR2J2 

3.62E-05 -0.018 
6 

IGR open sea 

cg05842943 7.79E-07 -0.036 IGR open sea 

cg24520538 
TBCC 

6.04E-05 0.001 
6 

IGR open sea 

cg21856234 5.16E-05 0.025 IGR island 

cg00020419 
CRIP3 

2.01E-05 0.007 
6 

3'UTR shelf 

cg07882836 3.87E-05 0.003 TSS200 island 

cg12781778 
ARID1B 

1.45E-05 -0.006 
6 

TSS1500 open sea 

cg05540473 3.24E-05 -0.006 Body open sea 

cg14526322 
PRKAR1B 

7.49E-05 -0.006 
7 

Body shore 

cg05060486 1.72E-05 -0.017 Body island 

cg18924229 

SDK1 

3.00E-06 -0.023 

7 

IGR open sea 

cg23385395 2.46E-05 -0.013 IGR open sea 

cg00564857 2.37E-06 0.017 Body open sea 

cg13153353 1.68E-05 0.047 Body open sea 

cg11543304 
SMURF1 

1.88E-05 -0.010 
7 

Body open sea 

cg17146738 7.98E-05 -0.020 Body shore 

cg22087659 
TRIM4 

4.12E-05 0.014 
7 

1stExon island 

cg13517567 9.16E-07 0.004 TSS200 island 

cg11123440 
NEIL2 

4.50E-05 0.118 
8 

IGR open sea 

cg17155499 9.43E-05 0.022 3'UTR open sea 

cg04849180 
ST18 

7.64E-06 0.013 
8 

IGR open sea 

cg02356551 1.29E-05 0.004 IGR open sea 

cg23733739 
GDF6 

9.75E-06 -0.023 
8 

IGR open sea 

cg16274207 8.40E-05 -0.013 IGR open sea 

cg26048923 

TRAPPC9 

4.93E-06 0.039 

8 

Body island 

cg20071744 2.91E-05 0.052 Body island 

cg05910124 1.24E-06 0.046 Body island 

cg06693505 4.35E-07 0.050 Body island 

cg04259001 8.94E-05 0.009 Body open sea 

cg06175955 
LINC01168 

8.31E-06 0.011 
10 

IGR open sea 

cg20535067 9.76E-05 0.010 IGR shelf 

cg19132462 
AMPD3 

5.35E-05 -0.023 
11 

TSS200 shelf 

cg26489413 1.12E-05 -0.028 1stExon open sea 

cg18051914 
MPZL2 

6.92E-05 -0.007 
11 

1stExon open sea 

cg15376097 7.59E-05 -0.018 TSS1500 open sea 

cg27109650 
ATG101 

5.15E-06 -0.036 
12 

IGR island 

cg05124918 0.000113 -0.040 IGR island 

cg21074413 
GPR133 

4.37E-05 -0.018 
12 

Body open sea 

cg07538372 6.83E-05 -0.007 Body shore 

cg19040474 RPH3AL 5.41E-05 0.050 17 Body shore 
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cg04897931 4.23E-05 0.076 Body shore 

cg17193961 6.74E-05 0.078 Body island 

cg16701467 
EIF4A1 

1.68E-06 0.007 
17 

TSS1500 shore 

cg16547235 6.66E-05 0.008 Body shelf 

北海道コーホートでの検証解析候補3領域 

 

BPA曝露との関連において、ボンフェローニ補正後も有意だった7CpG領域のうち、cg16271833

（MIR1915） を除く6CpG領域が位置する遺伝子（SH3BP4、NAA15、MYO1E、CDC42BPG、BHLHA15、DNAJB6）

は、in vitro/vivoの実験でBPA曝露によるmRNA発現への影響が報告されている70-74)。また、複数

のメチル化変化部位が位置していた5遺伝子（SLC1A4、PAX2、ANKRD33、USP29、GNAS）についても

in vitro/vivoの実験でBPA曝露によるmRNA発現への影響が報告されている41,71-73,75-78)。DEHP曝露

との関連が見られたRPH3ALは、in vivoの実験でDEHP曝露によるmRNA発現への影響が報告されてい

る79)。また、ボンフェローニ補正後も有意だった19CpG領域のうち、8CpG領域が位置する遺伝子

（KIAA1026; KAZN、KLHL38、C2orf28; ATRAID、MYH10、RARA、JPH3、ABR、ENO1）は、ラット胎仔

期フタル酸ジブチル（DBP）曝露後、精巣でのmRNA発現変化が報告されている80,81)。複数のメチル

化変化部位が位置していた6遺伝子（IFFO2、STIM2、SMURF1、TRAPPC、ATG101、EIF4A1）について

もin vitro/vivoの実験でDBD曝露によるmRNA発現への影響が報告されている80,82)。胎児期曝露が

メチル化への影響を介して遺伝子発現に影響を及ぼす可能性が示唆される。 

 

網羅的解析結果の検証 

DNAメチル化は様々な環境因子、およびSNPsを含めた個人の遺伝的背景の影響を受けており、今

回観察された結果にそれら未測定の因子が影響している可能性は否定できない。また、一般的に

網羅解析では擬陽性を抽出してしまう可能性もあることから、別集団での結果の検証が必要であ

る。そこで、本研究では、網羅的メチル化解析を行った集団とは別集団となる北海道コーホート

を用いて、表(1)-26、27で示したBPA、DEHP曝露との関連が示唆されたCpGサイトについて、その

周辺領域を含めて次世代シークエンスで解析し、今回の結果の検証を行った。 

本研究に用いた対象の母体血BPA濃度（n = 339）の中央値は0.062 ng/mL（IQR: 0.023-0.25）

だった。BPA濃度と母児の属性との間にいずれも有意な関連は認められなかった。母体血中MEHP濃

度（n = 347）の中央値は1.50 ng/mL（IQR: 0.85-9.50）であり、在胎週数（p = 0.02）、出生時

体重（p < 0.01）および出生時身長（p < 0.01）と有意な関連が確認された。 

現在、解析は進行中であり、６月中の終了を予定している。北海道コーホートで今回観察され

た結果が確認できれば、曝露によるDNAメチル化への影響についての結果がより強固なものとなる。

重金属以外の環境化学物質について、胎児期曝露によるDNAメチル化への影響を網羅的メチル化解

析により検討した疫学研究は国際的にもまだなく、本研究の結果はDNAメチル化変化を介した胎児

期環境化学物質曝露の影響を考慮する上での先駆的指標となる。 

 

iii. 曝露影響によるメチル化変化とADHD疑いへの影響 

BPAおよびDEHP曝露と関連がみられたCpGが位置する遺伝子には、ボンフェローニ補正後も有意

だったCpGが位置するNAA15、DNAJB6、JPH3、AGTPB1に加え、神経伝達物質輸送タンパク質をコー
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ドするSLC6A7、ASDとの関連が示唆されているGNAS、神経細胞の分化に関与する可能性がある

NF-kappa-BのアクチベーターをコードするTRAPPC9、興奮性シナプス形成に関与するNPTX2等、脳

神経系の発生や機能に関与する遺伝子が抽出され、曝露がメチル化変化を介して神経発達に影響

を及ぼす可能性が考えられる。 

そこで、曝露によるメチル化変化とADHD 疑いとの関連を解析するため、上述の検証解析候補領

域に加え、曝露によりメチル化が変化する領域（FDR q < 0.05）から、メチル化変化が大きく、

神経発達に関連する可能性のある遺伝子を抽出し、解析候補とした。候補遺伝子を表(1)-26、27

に示す。現在、選択したメチル化変化領域のADHDへの影響を検討するため、北海道コーホートの

ADHDケース（n = 245）、対照群（n = 317）の臍帯血DNAを用いて、次世代シークエンサーよるメ

チル化解析をサブ（２）山梨大で行っている。本研究により、環境化学物質曝露に影響を受ける

胎児期メチル化変化と生後のADHDとの関連が示され、関連するメチル化変化はADHD早期発見・診

断の指標となることが期待される。 

 

表(1)-26 BPA曝露によるメチル化変化と神経発達との関連解析候補領域 

  CpG No 遺伝子 P値 機能 

1 
cg26748578 

SLC1A4 
1.50E-05 ナトリウム依存性中性アミノ酸輸送タンパク. 遺

伝子の欠損は発達遅延や知的障害に関連する可能
性 cg19220282 2.11E-05

2 

cg19948393 

ANKRD33 

8.58E-06 細胞骨格タンパク質・アンキリンに見られる33アミ
ノ酸残基の反復配列を持つ. 神経発達系に関わる
かは不明 

cg04349021 6.19E-07

cg17424856 2.61E-05

3 
cg21938532 

GNAS 
3.06E-05 膜結合型GTPアーゼ. ASDとの関連が示唆されてい

る cg12573482 2.12E-05

4 cg12458485 GMPPA 3.35E-07 GDP-マンノースピロホスホリラーゼ 

5 cg21834908 NAA15 2.87E-08
血管、造血、神経細胞の増殖に関与するN-アセチル
トランスフェラーゼ活性を持つ 

6 cg25967418 PCDHA7 1.62E-05
神経発達に重要な役割を持つプロトカドヘリンの
１つ 

5 cg00888801 PCDHGA4 1.99E-05
神経発達に重要な役割を持つプロトカドヘリンの
１つ 

6 cg05714773 TMEM176B 2.23E-06 小脳顆粒細胞の発生にかかわる 

7 cg26902026 SNX19 8.84E-06 小胞体輸送タンパク 

8 cg00047050 CUL5 2.01E-05 E3 ユビキチンリガーゼ複合体の主要成分 

9 cg12934016 UBE3A 3.10E-05 E3 ユビキチンリガーゼ 

10 cg23016726 CACNA1I 2.57E-05 カルシウムチャンネル 

検証解析候補領域に追加した候補である 
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表(1)-27 DEHP曝露によるメチル化変化と神経発達との関連解析候補領域 

  CpG No 遺伝子 P値 機能 

1 
cg21212995 

SLC6A7 
4.34E-05

脳組織特異的アミノ酸輸送タンパク 
cg02414785 1.69E-05

2 

cg26048923 

TRAPPC9 

4.93E-06

小胞輸送に関わるNF-kappa-Bのアクチベーター. 
神経発達との関連 

cg20071744 2.91E-05

cg05910124 1.24E-06

cg06693505 4.35E-07

3 
cg19132462 

AMPD3 
5.35E-05 アデノシン1-リン酸デアミラーゼ. エネルギー代

謝に関与 cg26489413 1.12E-05

4 

cg19040474 

RPH3AL 

5.41E-05
カルシウム依存エンドサイトーシスに関与し、イン
シュリン分泌と関連 

cg04897931 4.23E-05

cg17193961 6.74E-05

5 
cg24974729 

UNC93B1 
2.88E-04

Toll様レセプター伝達にかかわる 
cg17066594 4.29E-06

6 
cg04215511 

CNTNAP4 
1.34E-04

ニューレキシンファミリーの一つ 
cg08487455 3.84E-05

検証解析候補領域に追加した候補である 

 

５．本研究により得られた成果 

（１）科学的意義 

① エコチル追加調査として、本体調査では実施できなかった M-CHAT を用いた生後早期の社会性

発達調査を 4,000 名以上に実施し、1.5 歳頃の子どもの ASD 傾向の実態と特徴を明らかにし

た。これまでは明らかになっていない ASD 症状の軌跡を、今後、本体調査 4 歳以降の時点に

おける ASD 調査と合わせて詳細に記述するためのデータを得た。 

② BPA、フタル酸エステル類 7 代謝物の曝露測定結果から、日本人妊婦の BPA、フタル酸エステ

ル類への曝露実態に関する詳細なデータを提供した。比較的低濃度ではあるが BPA、DnBP、

DiBP、DEHP、の曝露が認められることを示した。 

③ 比較的低濃度の胎児期 BPA 曝露は、6 か月、18 か月での神経行動発達への影響がなく、また

42 か月の知的能力に影響しないことが示唆された。一方、42 か月の問題行動とは関連が認め

られた。 

④ SDQ、DCDQ、ADHD-RS、SCQ の結果から、広汎性発達障害や協調運動障害、ADHD 疑いに関連す

る可能性がある社会経済要因として妊娠中の世帯年収が低いこと、母の教育歴が低いこと、

そのほかの要因として母の妊娠前 BMI が 30kg/m2、第一子であること、男児であることを示

した。特に、SDQ は一般集団を対象とした研究ではこれまでの国内の報告の中でも最大規模

であり、科学的なエビデンスの蓄積に貢献した。 

⑤ 比較的低濃度の胎児期 BPA 曝露であっても、42 か月の問題行動への影響がある可能性が示唆

された。一方、6 か月、18 か月での神経行動発達、42 か月の知的能力との関連は認められず、
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胎児期曝露による影響はないことが示唆された。また、BPA、フタル酸エステル類の胎児期曝

露は、6 歳での ADHD とは関連がみられなかったが、遺伝子多型によって層別化したところ、

MEHP 濃度と ADHD 疑いとなるオッズに違いがみられた。曝露による ADHD 発症には、遺伝子多

型によるハイリスク群の可能性が示唆されたが、今後より詳細に検討する必要がある。 

⑥ 網羅的 DNA メチル化解析から、胎児期の化学物質曝露によりメチル化が変化する遺伝子領域

を抽出することができた。さらに、次世代シークエンサーを用いた特定の遺伝子領域の定量

的な DNA メチル化解析法の確立できたことから、網羅的 DNA メチル化解析結果の再現性の検

証ならびに別集団での解析が可能になった。 

⑦ 292 人の児の臍帯血の網羅的 DNA メチル化解析を実施し、胎児期の化学物質および喫煙曝露

によりメチル化が変化する遺伝子領域を示した。BPA、フタル酸エステル類の胎児期曝露への

影響を遺伝子網羅的に解析した研究は国際的にも初となる。胎児期の BPA やフタル酸エステ

ル類曝露により有意にメチル化変化が起こる遺伝子が同定されたが、それらの中には、神経

発達に関連する遺伝子が含まれ、曝露による神経発達への影響に DNA メチル化が関与する可

能性が示された。 

 

（２）環境政策への貢献 

＜行政が既に活用した成果＞ 

特に記載すべき事項はない。 

 

＜行政が活用することが見込まれる成果＞ 

① M-CHATのデータは、環境省エコチル本体調査で3、5歳に実施する対人応答性尺度を用いた

発達調査のデータとあわせて、子どもの生後早期の社会性発達の軌跡をとらえることにより

早期治療に活用できる。 

② 特定の遺伝子多型を持つ児では、フタル酸モノ(2-エチルヘキシル)（MEHP）の濃度が増加す

ると、注意欠陥・多動性障害疑いとなるリスクが増加することを示唆し、この結果は遺伝的

にハイリスク群も考慮した環境政策の立案に活用できる。 

③ これらのCpGには、動物実験などから神経発達に関与するとされる遺伝子が含まれ、胎児期

のビスフェノールAやフタル酸エステル類)曝露がDNAメチル化を介して、ヒトの神経行動発

達に影響する可能性を示唆し、この結果は環境化学物質の規制を考慮する際に科学的根拠の

一つとして活用できる。 

 

６．国際共同研究等の状況 

特に記載すべき事項はない。 
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［要旨］ 

近年、胎児期の喫煙曝露が子供の自閉スペクトラム症（ASD）や注意欠陥多動性障害（ADHD)な

どの発達障害リスクを増加させることが報告されている。また胎児期の喫煙曝露がDNAのメチル化

異常を引き起こすことが報告され、がんや喘息のリスクを増加させる可能性が示唆されている。

しかしながら、胎児期の喫煙曝露と神経発達障害のリスクをつなぐ分子メカニズムとしてDNAメチ

ル化パターンの異常の関与についての報告はなされていない。本研究は胎児期の喫煙曝露により

影響を受けDNAメチル化が変化(エピゲノム変化）する部位（CpGs）を明らかにし、神経発達障害

発症リスクと関連するかを解明することを目的とする。 

最初に札幌コーホート292名を対象に臍帯血DNAにおける全ゲノム約45万CpGs領域について網羅

的メチル化解析を行い、喫煙曝露により変化するDNAメチル化部位の同定を行った。その結果、非

喫煙群と喫煙群の比較においてFDR < 0.05かつ|偏回帰係数| > 0.01の条件で82CpGs領域が同定さ

れた。これらのCpGsには、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や脳の発達や成熟に関連するPRDX1、THRAなどの神経発達関連遺伝子を

新たに同定することができた。また喫煙を中止することによりDNAメチル化状態が非喫煙者のレベ

ルになる遺伝子を見出すことができた。さらに別集団である北海道コーホートを用いて次世代シ

ークエンサーによるメチル化の検証を行った結果、AHRR、MYO1G、GFI1については周辺のCpGも含

めて喫煙曝露によりメチル化変化していることが確認できた。しかしながら、神経発達関連遺伝

子については有意な差が認められなかった。北海道コーホートによる喫煙曝露とADHD疑いの関連

性を解析したところ、オッズ比は1.5であったが有意な差は認められなかった。 

今後はサンプルサイズを増やしたうえで、喫煙曝露とADHDの関連を明らかにし、本研究で同定

した遺伝子のメチル化が関与するかどうかを明らかにする必要がある。 

 

［キーワード］ 

喫煙、臍帯血、エピジェネティクス、DNAメチル化、ADHD 
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１．はじめに 

DNAのメチル化はエピジェネティクスにおける中心的なメカニズムである。DNAメチル化とはシ

トシン（C)－グアニン（G)と並んだ（CpG)塩基配列のシトシンにメチル基が結合する化学修飾で、

プロモーター領域のメチル化状態は遺伝子発現のON/OFF調節に関与していることが知られている。

近年、CpG以外のnon-CpG（CpA、CpC、CpT)のシトシンもメチル化修飾を受けることが報告され、

遺伝子発現量の調節に関与していることが報告されている1),2)。このようなエピジェネティクス機

構の破綻はがん、糖尿病、心疾患、神経変性疾患などの様々な疾患の発症や病態に関与すること

が報告されている。さまざまな環境（栄養、運動、ストレス、薬物、感染など）要因によりDNAメ

チル化を含むエピジェネティクス状態が変化することが知られており、特に胎児期および乳児期

はDNAのメチル化パターンが形成される臨界期であることから、この時期の環境が非常に重要であ

ると考えられている3,4)。 

近年、疫学研究から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)などの発達障害リスクを増加させることが報告されている5-8）。しかしながらその

分子メカニズムはよくわかっていない。一方で喫煙曝露が芳香族炭化水素受容体抑制因子である

AHRRやシトクロムP450ファミリーのCYP1A1などのDNAのメチル化異常を引き起こすことが報告さ

れている9-11)。また胎児期の喫煙曝露によって生じたGFI1のDNAメチル化の変化が新生児の出生体

重に影響することが報告されている12,13)。さらに胎児期の喫煙曝露によるDNAメチル化異常が生後

も維持され、がんや喘息のリスクを増加させる可能性も示唆されている14)。したがって胎児期の

喫煙曝露と神経発達障害のリスクをつなぐ分子メカニズムとしてDNAメチル化パターンの異常形

成が関与する可能性が考えられるが、これまでに報告はなされていない。 

 

２．研究開発目的 

 本研究では、胎児期の喫煙曝露により影響を受け、DNAメチル化が変化（エピゲノム変化）する

領域を明らかにし、神経発達障害発症リスクと関連するかを解明することを目的とする。 

 

３．研究開発方法 

（1) 胎児期喫煙曝露により変化するDNAメチル化領域の探索 

1）臍帯血DNAサンプルを用いた網羅的エピゲノム解析 

DNA配列の解析機器の進歩に伴い、DNA修飾に関する情報を広範囲かつ迅速に獲得できる手法が

開発されてきた。その中で、イルミナ社のInfinium HumanMethylation450 BeadChipは迅速かつ経

済的に、ヒトの全遺伝子領域のエピゲノム（DNAメチル化）情報を獲得できる解析システムである。

具体的には、対象者の臍帯血から抽出したDNA（500ng）を化学処理し、メチル化と非メチル化の

違いを塩基配列の違い（シトシンとチミン）に置き換え、同システムのビーズチップ上に吸着さ

せ、メチル化DNAフラグメント（赤）と非メチル化DNAフラグメント（緑）から発せられる２色の

蛍光輝度をスキャナー（iScan）によって読み取り、メチル化の度合いを把握する方法である。把

握できるゲノム上の個所はCpG二塩基配列の約45万カ所で、約23,000のヒト全遺伝子の調節領域

（プロモーター領域内と上流と下流の近傍領域）ならびに一部の転写領域（Gene body)である。 

 対象者は北海道スタディ札幌コーホート参加者（N = 514）のうち、出産時カルテ情報、臍帯血

DNAのある292名を対象とした。DNAメチル化解析はG&Gサイエンス株式会社（福島県松川町美郷四
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丁目1番地の1）にて行った。DNAサンプルの品質を確認するため、PicoGreen （Molecular Probes, 

Inc, USA）による2本鎖DNA定量、および電気泳動法で過度な断片化がないことを確認した。500 ng

の臍帯血DNAをZymo EZ DNA Methylation Kit（Zymo Research, Irvine, CA, USA）でバイサルフ

ァイト処理を行った。バイサルファイト処理後の各サンプルについて、HumanMethylation450 DNA 

Analysis Kit （illumina, SanDiego, CA, USA）を使用し、イルミナ社指定のプロトコール（Infinium 

HD Assay Methylation Protocol Guide Rev. B） に従い、以下の工程にてDNAメチル化測定を実

施した。①全ゲノム増幅、②断片化処理（300〜600bp程度）、③HumanMethylation450 BeadChip

にハイブリダイゼーション、④一塩基伸長反応、⑤蛍光標識、⑥スキャナーによる読み取り（イ

ルミナ社製スキャナーiScanを使用）。 

 

2）網羅的エピゲノム解析データ標準化の実施  

 Infinium HumanMethylation450 BeadChip解析で得られた生データ（IDATファイル）を、まずイ

ルミナ社規定のソフトウェア（GenomeStudio）で各サンプルとアレイ上の位置の対応表を作成す

る。その上で、環境化学物質との関係性の解析に供するように標準化を行うことが必要である。 

 具体的には、先行研究15)を参考に、以下の4つのステップで生データ（IDATファイル)に対し各

種補正を行った（図(2)-1）。 

 

 

図(2)-1 環境化学物質との交互作用を調べる前段階のDNAメチル化データの標準化のための作業

ステップ 

 

a. Infinium HumanMethylation450 BeadChip解析から出力された生データの読込 

 出力されたデータをメチル化の度合いがわかるように変換する必要がある。このため、データ

（IDATファイル）の赤と緑の蛍光輝度情報を、R/Bioconductorソフトウェアを用いて取り込み、

約45万カ所のCpG個所のメチル化の程度を示すベータ値（0〜100の範囲で示される数値）に変換し

た。 

b. クオリティー・コントロール（QC)と正規化（Normalization） 
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 Infinium HumanMethylation450 BeadChip解析において、DNAサンプルがアレイ上のビーズに結

合していない場合、メチル化の程度を正しく評価することができない。このため、5%以上が正し

く結合していない場合（95％以上ハイブリダイズできていない場合）、そのビーズの結果を排除

した（クオリティー・コントロール）。また１スライド上で解析する12サンプルの間にハイブリ

ダイズのばらつきを補正するために、各サンプル内の約45万個所に内部コントロールとして搭載

したCpGのメチル化の程度を基準に、サンプルごとのばらつきの補正、ならびに約45万のCpGにお

けるベータ値獲得のために用いた2種の方法（プローブ）の違いに基づく差異の補正によるデータ

の正規化をfunctional normalization16)にて行った。 

c. SNP、性染色体除去 

Infinium HumanMethylation450 BeadChip解析において、SNPを含むプローブはメチル化の程度

に影響を与えることが知られている17)。そのため、偽陽性・偽陰性を軽減するためにそれらのプ

ローブを解析から除去した。さらに、検出力を高くするために性染色体は解析対象から除外した。 

d. バッチ効果補正 

 スキャナーには複数のスライドをセットし、スライドを挿入する時間は担当者のテクニックの

差で異なる。これがメチル化の度合いに影響を与える場合がある。これに対して、スライドを挿

入する時間などの情報を加味して、スライド間やサンプル間（バッチ）に生じたばらつきを修正

代替変数法（Modified Surrogate Variables）で補正した18)。 

 

以上の前処理を経て、Infinium HumanMethylation450 BeadChip解析で得られた生データに対し、

実験手技や機械的要因等からくるデータのばらつきを補正した約42万CpGベータ値（DNAメチル化

値）を取得した。データ処理は、統計解析ソフトR （ver.3.1.3）、およびBioconductor（ver.3.0）

のminfi、 sva packageを用いて行った。 

 

3）喫煙曝露により変化するCpGの抽出における統計モデル 

DNAメチル化解析対象者292名のうち、喫煙経験のない非喫煙群（非喫煙群）(n = 124)、妊娠中

も喫煙を継続した喫煙群（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 = 45)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ごとに異なるため解析から除外した。 

前処理により得られた約42万のベータ値と母体の喫煙曝露との関連はロバスト線形回帰19)、経

験ベイズ法20)を用いて検討した。血液（白血球）のDNAメチル化値は細胞の種類（好中球、好酸球、

好塩基球、リンパ球、単球）によって異なるため、細胞組成の違いによる解析結果への影響を軽

減するために補正する必要がある。そこで成人末梢血の白血球細胞組成とメチル化に影響を受け

るCpGをリファレンスとして必要としないHousemanの手法21)により潜在的共変量を推定し、モデル

に加えた22)。母体の喫煙曝露を従属変数に、母年齢、児性別、母教育歴、およびHousemanの手法

により推定した潜在的共変量で調整した統計モデルを作成した（図(2)-1）。 

CpGの抽出は非喫煙群と喫煙継続群、妊娠後喫煙中止群と喫煙継続群、非喫煙群と妊娠後喫煙中

止群において多重比較問題をBenjamini-Hochberg False Discovery Rate (FDR)法23)で補正したゲ

ノムワイドの有意水準を基準に絞り込んだ。また偏回帰係数を算出し、メチル化変化の大きさを

偏回帰係数の絶対値で定義し、メチル化変化の方向も調べ、CpG抽出の指標とした。 
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以上のデータ処理・統計解析は、R（ver.3.2.3）、Bioconductor（ver.3.2）のminfi、sva、limma 

パッケージ、Comprehensive R Archive NetworkのRefFreeEWASパッケージを用いて行った。 

 

(2) 次世代シークエンサーを用いた特定領域のDNAメチル化解析 

一般的に網羅的な解析では偽陽性を抽出してしまう可能性があることから、別の手法での検証

作業が必要である。また今回は網羅的DNAメチル化解析で使用した札幌コーホートとは別集団とな

る北海道コーホートを用いてDNAメチル化解析を行う必要がある。そこで特定の遺伝子領域のDNA

メチル化率について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解析を行

った。 

次世代シークエンサーによる解析は、ThermoFisher社アンプリコンシークエンスガイドに従い、

ThermoFisher社製のIon Torrentシステムで行った。アンプリコンシークエンスは、c.ライブラリ

ーの調整、b.テンプレート調整、c.シークエンス・解析からなる（図(2)-2）。 

 

 

図(2)-2 次世代シークエンサーを用いたDNAメチル化解析の流れ 

 

1）ライブラリー調整 

a.標的遺伝子領域のPCR増幅 

500 ngの臍帯血DNAをZymo EZ DNA Methylation Kit（Zymo Research; Irvine, CA, USA）でバ

イサルファイト処理を行った。バイサルファイト処理後の各DNAサンプルについて、プライマーセ

ットごとにFastStart™ Taq DNA Polymerase（Roche; Basel, Switzerland）を用いて、図(2)-3

に示した反応液組成及び条件でPCR反応を行った。プライマーの設計は網羅的解析により抽出され

たCpGを含むようにメチル化プライマー設計ソフトウェアMethPrimer2.0 

(http://www.urogene.org/methprimer2/tester-invitation.html)を用いて設計した（表(2)-1)。

各サンプルのPCR産物は2%アガロースゲル電気泳動でバンドを確認後、画像解析ソフト（ImageJ）

による輝度を測定した。同一サンプル（バイサルファイトDNA）からの各PCR産物は輝度の数値か

ら濃度が等しくなるように1つのチューブに混ぜ、1サンプルで複数領域を解析できるよう調整し
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た。 

 

 

図(2)-3 バイサルファイトPCR反応液組成と反応条件 

 

表(2)-1 次世代シークエンサーによるDNAメチル化解析PCRプライマー 

遺伝子名 CpG番号 
フォワードプライマー

配列 

リバースプライマー

配列 

PCR産物

サイズ 

CpG

数 

アニーリ

ング温度

AHRR cg05575921 
TATTTTTGAGAGG 
GTAGTTTTGTTT 

AACCACTCCC 
AAAACCCAC 

120 5 60 

CYP1A1  
cg05549655/ 
cg00213123/ 
cg23727072 

GTTATGTTAAATG 
GTATTGGGGTTT 

AAACTCTTAAA 
AAACCAACCTC 

219 17 60 

MYO1G 
cg12803068/ 
cg04180046 

TTTAGAATTATTAG 
TTTTGGAGAAAAT 

TACAACACCACC 
AACTAATCTCCT 

286 20 55 

GFI1 
cg12876356/ 
cg18146737 

TTGTTTATTGTTT 
TGTTTTTTATAG 

ATAAACACATT 
AACTTCTCC 

237 21 55 

ESR1 
cg04063345/ 
cg15626350 

TGTTAGTTATGAT 
GATGATTTTTTGG 

AATTATTTTTAAACA
CTTATACTTCCATAT

242 11 55 

SHANK2 cg05780228 
TAAGAGGGAATAT 
GGTTGAGTTGAT 

AAACCAAAAATC 
AAACCAAAACTC 

243 9 60 

PRDX1 cg02631906 
TAGTTTGGGTATT 
GAGGGTATAGTG 

TACCTTTATAACC 
AATAAAAATCTC 

314 26 57 

THRA cg15370536 
TAGGTGGGTTGA 
GTTTTTTTGTATT 

ATATTACAAACCC 
CTTCCTCCTAAA 

201 5 60 

EVC2 cg01290904 
GTTAGTTATAGTG 
GTGTTGAGGGTG 

AACTATACAAAAC 
AAACCCAAAAAA 

273 4 60 

 

b. エンドリペア 

本ステップ以降はPrepare Amplicon Libraries without Fragmentation Using the Ion Plus 

Fragment Library Kit（ThermoFisher; Waltham, MA, USA）のプロトコールに従ってライブラリ

ー調整を進めた。まず、プールしたPCR産物をAMPure®XP Reagent（Beckman Coulter; Brea, CA, USA)

により精製後、濃度はQubit dsDNA HS Assay Kit（ThermoFisher）を用いて定量した。平滑末端

生成のためのエンドリペアは、表(2)-2に示した通りに混ぜ、室温で20分間反応させた。 

 

 

表(2)-2 エンドリペア反応液組成（1サンプルあたり） 
50ng pooled amplicons 79L

5xEnd Repair Buffer 20L

End Repair Enzyme 1L

total 100L
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c. バーコード・アダプターの付加、ニックリペア 

エンドリペア反応後、AMPure®XP Reagentを使用して精製し、アダプターとバーコード付加及び

ニックリペアの工程に進んだ。表(2)-3に示した通り反応液を混ぜたのち、サーマルサイクラーで

25℃,15分、72℃, 5分、4℃, 1時間以内で反応させた。バーコード配列は全96種類のため、全562

サンプルをランダムに8群に分け、各群内でバーコードが重ならないように使用した。この作業以

降は群ごとに実験を進めた。 

 

表(2)-3 バーコード・アダプター、ニックリペア反応液組成（1サンプルあたり） 
DNA 25 L
10x Ligase Buffer 10 L

Ion P1 Adapter 2 L

Ion Xpress Barcode X L
dNTP mix L
Nuclease-free Water 49 L
DNA Ligase 8 L
Nick Repair Polymerase 2 L
Total 100L

 

d. 濃度測定 

バーコード・アダプター、ニックリペア反応後、AMPure®XP Reagentにより精製し、ライブラリ

ー濃度定量の工程に進んだ。ThermoFisher社のIon Library Quantitation Kitを用いて、リアル

タイムPCR（StepOnePlusリアルタイムPCRシステム; ThermoFisher）で行った。各ライブラリーの

定量はE.coli DH10B Control Libraryを用いた検量線から算出した。 

 

e. ライブラリーの混合 

定量結果から、各ライブラリーを100 pMになるようにLow TE Bufferで調整し、群ごとに各ライ

ブラリーを等量混合し、1つのプールしたライブラリーを作製した。 

 

2）テンプレート調整 

テンプレート調整はThermoFisher社のIon PGM Hi-Q Chef Kitプロトコールに従って、自動化調

整装置であるIon Chef装置を用いて行った。100 pMのライブラリープールはNuclease-free water

で50 pMに希釈し、プランの設定、試薬類及び半導体チップ、アダプターのセッティングを行い、

約11時間の反応によりテンプレート調整を行った。半導体チップは、Ion 318 Chip Kit v2 BCを

使用した。 

 

3）シークエンス・解析 

シークエンシングはThermoFisher社のIon PGM Hi-Q Chef Kitプロトコールに従って、Ion PGMシ

ステムで行った。シークエンスを始める前に、クロライトクリーニング、水クリーニングを行っ

た後、イニシャライズを開始し、pHを調整し、各dNTP溶液の充填を行った。イニシャライズ直後

に半導体チップをセットし、シークエンスを開始した。取得したシークエンスデータは
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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、標的遺伝子領域における各CpGのメチル化率

を算出した。 

 

（3）喫煙曝露と6歳のADHD-RSのスコアの関係 

 北海道コーホート集団を対象としたケース・コーホート研究デザインから喫煙曝露がADHD疑い

群と関連があるかを検討するために分割表を作成し、比率の差の検定を行った。 

プライマリーエンドポイントとして6歳のADHD-RSスコア（男児 ≥ 14.9、女児 ≥ 9.4）によりADHD

疑い群（n = 224）、健常者群（n = 286）が解析対象者となった。 

喫煙曝露は質問票による喫煙歴または母体血清コチニン濃度のそれぞれで検討した。同ケー

ス・コーホート集団の対象者562名のうち、質問票により喫煙経験のない非喫煙群（n = 276）、

妊娠中も喫煙を継続した喫煙群（n = 38）が質問表による喫煙曝露の解析対象者となった（表(2)-4）。

なお、妊娠がわかり禁煙した群（喫煙中止群）、妊娠のため禁煙をした群（妊娠前喫煙中止群）

については、質問表からは禁煙の時期を明確に分類することができなかったため解析対象から除

外した。さらに、喫煙歴が不明な対象者も解析対象から除外した。 

母体血清コチニン濃度による喫煙曝露については、妊娠後期（約8か月）での母体の血清コチニ

ン濃度24)により血清コチニン高濃度群、中等度濃度群、低濃度群へ群別化した。それぞれの対象

者数は、48名、200名、262名となった（表(2)-5）。血清コチニン濃度が測定さいれていない対象

者は解析から除外した。 

 

表(2)-4 質問表による喫煙曝露とADHD疑い群の分割表 

 対照群 ADHD疑い群 合計 

非喫煙群 164 112 276 

喫煙群 19 19 38 

合計 183 131 314 

 

表(2)-5 母体血清コチニン濃度とADHD疑い群の分割表 

 対照群 ADHD疑い群 合計 

低濃度群 157 105 262 

中程度群 105 95 200 

高濃度群 24 24 48 

合計 286 224 510 

 

 

 

（4）6歳のADHD-RSのスコアとメチル化の関係 

 札幌コーホート集団において喫煙曝露によりメチル化が有意に変化すると同定されたCpGにつ

いて、北海道コーホート集団のADHD疑い群（n = 224）とコントロール群（n = 286）の間でメチ

ル化率に差があるかを検討した。対象となった全てのCpGのメチル率の分布がシャピロ・ウィルク

検定により正規性が棄却されたため、有意水準は0.05としてウィルコクソンの順位和検定を行っ

た。 
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４．結果及び考察 

（1）網羅的DNAメチル化データを用いた胎児期喫煙曝露により変化するDNAメチル化領域の探索 

1）非喫煙群と喫煙群間比較による喫煙曝露により変化するDNAメチル化CpGの同定 

 ロバスト線形回帰、経験ベイズ法、Housemanの手法による統計モデルを用いて、非喫煙－喫煙

群間と約42万CpGにおける DNA メチル化との関連を解析した結果のマンハッタンプロットを図

(2)-4に示す。その結果、FDR < 0.05で抽出されたCpG領域は121であった。 

 

 

図(2)-4 非喫煙群と喫煙群間比較におけるマンハッタンプロット 

縦軸はP値の常用対数の負値、横軸は染色体番号、赤線はボンフェローニ、青線はFDRの有意水準

を示す。 

 

次に別コーホート（北海道コーホート）サンプルを用いて別手法によるメチル化割合の検証が

必要になることから、さらなる標的遺伝子領域の絞り込みが必要である。図(2)-5にそのフローチ

ャートを示す。 

 



 

 

5-1454-69

 

図(2)-5 喫煙曝露と関連するCpG絞り込みのフローチャート 

 

a. メチル化変化の大きさ 

 偏回帰係数は2群間比較で喫煙曝露によりメチル化が高くなればプラスの値、低くなればマイナ

スの値を示す。ゼロに近いほど2群間でのメチル化の差が少なく、離れるほど大きくなることを意

味する。縦軸をP値の常用対数の負値、横軸を偏回帰係数としたボルケーノプロットを図(2)-6に

示した。FDR < 0.05（青線より上部）かつメチル化変化の大きいCpGを抽出するために偏回帰係数

の絶対値|coef| > 0.01（赤線の外側）の基準で抽出を行った。その結果、非喫煙群と喫煙群で82CpGs

領域が抽出された(表(2)-6）。 

 

 

図(2)-6 非喫煙群と喫煙群比較における偏回帰係数とP値によるボルケーノプロット 
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表(2)-6 喫煙曝露によりFDR < 0.05および偏回帰係数の絶対値|coef| > 0.01で抽出されたCpG 

  CpG番号  遺伝子名  染色

体番

号  

CpGの遺伝子内

領域  
アイラ

ンドと

の関係  

q値  偏回帰

係数  
偏回

帰係

数絶

対値  
1 cg05575921 AHRR 5 Body N_Shore 4.12E-19 -0.0828  0.0828 
2 cg22549041 CYP1A1 15 TSS1500 Island 2.70E-02 0.0704  0.0704 
3 cg12803068 MYO1G 7 Body S_Shore 6.36E-04 0.0660  0.0660 
4 cg04063345 ESR1 6 Body S_Shore 3.52E-02 -0.0652  0.0652 
5 cg12876356 GFI1 1 Body Island 3.44E-03 -0.0634  0.0634 
6 cg24228532   18   S_Shelf 2.90E-02 0.0628  0.0628 
7 cg01215511 FLYWCH1 16 5'UTR   2.98E-02 0.0624  0.0624 
8 cg09935388 GFI1 1 Body Island 2.94E-02 -0.0623  0.0623 
9 cg18146737 GFI1 1 Body Island 9.37E-03 -0.0572  0.0572 
10 cg15626350 ESR1 6 Body S_Shore 4.75E-02 -0.0540  0.0540 
11 cg26493188 FLYWCH1 16 5'UTR   3.31E-02 0.0536  0.0536 
12 cg07340025   5     3.00E-02 0.0489  0.0489 
13 cg06478823 ACSM3 16 TSS1500   7.18E-03 0.0483  0.0483 
14 cg04180046 MYO1G 7 Body Island 5.13E-07 0.0436  0.0436 
15 cg27434149   10     2.15E-02 0.0430  0.0430 
16 cg10078415 ACSM3 16 TSS1500   3.52E-02 0.0351  0.0351 
17 cg09662411 GFI1 1 Body Island 1.42E-02 -0.0345  0.0345 
18 cg21161138 AHRR 5 Body   1.17E-06 -0.0328  0.0328 
19 cg25189904 GNG12 1 TSS1500 S_Shore 7.18E-03 -0.0328  0.0328 
20 cg06338710 GFI1 1 Body Island 2.10E-03 -0.0317  0.0317 
21 cg05549655 CYP1A1 15 TSS1500 Island 7.18E-03 0.0307  0.0307 
22 cg05150608   14     3.59E-02 0.0304  0.0304 
23 cg00394823 ACSM3 16 TSS200   2.98E-02 0.0303  0.0303 
24 cg04584103 ASB2 14 Body Island 1.55E-02 0.0293  0.0293 
25 cg15554505   19   Island 4.11E-02 0.0290  0.0290 
26 cg07469926 TRIM36 5 Body Island 2.55E-02 0.0270  0.0270 
27 cg13932501 AUH 9 Body   3.62E-02 0.0268  0.0268 
28 cg23635789 SRC 20 Body Island 2.15E-02 0.0262  0.0262 
29 cg04333296 LOC653653 17 TSS200   3.00E-02 0.0260  0.0260 
30 cg13492331 FAM107B 10 Body   2.98E-02 0.0257  0.0257 
31 cg17924476 AHRR 5 Body S_Shore 6.08E-03 0.0244  0.0244 
32 cg20732787 NCLN 19 Body Island 4.56E-02 -0.0243  0.0243 
33 cg05780228 SHANK2 11 Body   1.42E-02 -0.0242  0.0242 
34 cg01290904 EVC2 4 5'UTR;Body N_Shore 3.15E-02 0.0235  0.0235 
35 cg11778756 DDX10 11 Body   9.25E-04 -0.0234  0.0234 
36 cg06612130   4     1.63E-02 0.0230  0.0230 
37 cg12098750 ANKS1B 12 TSS1500;Body   2.22E-02 0.0225  0.0225 
38 cg17710804 C1orf113 1 TSS1500;TSS200 Island 1.55E-02 -0.0220  0.0220 
39 cg04284530 MARCH3 5 TSS1500 Island 1.97E-02 0.0219  0.0219 
40 cg18316974 GFI1 1 Body Island 3.93E-02 -0.0217  0.0217 
41 cg22242148   15   N_Shelf 1.42E-02 -0.0215  0.0215 
42 cg15787636 TBCD 17 Body S_Shelf 2.98E-02 0.0214  0.0214 
43 cg26098871 ENGASE 17 3'UTR   2.22E-02 -0.0213  0.0213 
44 cg11898431   6     4.53E-02 0.0211  0.0211 
45 cg09321403   6     1.86E-03 0.0205  0.0205 
46 cg09068004 MARCH3 5 TSS1500 S_Shore 1.42E-03 0.0203  0.0203 
47 cg12612445 C21orf67 21 Body S_Shore 1.55E-02 0.0195  0.0195 
48 cg06686709 CACNB4 2 Body;TSS200   2.22E-02 0.0188  0.0188 
49 cg05768922 HEPACAM 11 Body S_Shore 2.15E-02 0.0185  0.0185 
50 cg04683068 DNMT3A 2 Body;   1.45E-02 -0.0180  0.0180 
51 cg00213123 CYP1A1 15 TSS1500 Island 2.38E-02 0.0177  0.0177 
52 cg14846292 C1QL4 12 3'UTR N_Shore 2.22E-02 0.0176  0.0176 
53 cg23727072 CYP1A1 15 TSS1500 Island 2.70E-02 0.0169  0.0169 
54 cg07285276 RAPGEF1 9 TSS200   1.55E-02 -0.0160  0.0160 
55 cg23742314   12     3.59E-02 0.0158  0.0158 
56 cg26140366 TPO 2 Body S_Shore 4.92E-02 -0.0156  0.0156 
57 cg07420827 AGAP1 2 Body   4.56E-02 -0.0153  0.0153 
58 cg08142094   16     2.15E-02 -0.0150  0.0150 
59 cg25268451 GNASAS;GNAS 20 Body;TSS1500 N_Shore 4.51E-02 0.0149  0.0149 
60 cg24267378   3   S_Shelf 2.78E-02 -0.0149  0.0149 
61 cg07339236 ATP9A 20 Body   2.30E-02 -0.0145  0.0145 
62 cg26652413 CPAMD8 19 Body N_Shore 2.21E-02 0.0143  0.0143 
63 cg03059991   12   Island 3.02E-02 0.0142  0.0142 
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64 cg15953616   13   S_Shelf 4.75E-02 0.0136  0.0136 
65 cg23757461 NEDD4L 18 5'UTR;Body S_Shore 7.87E-03 -0.0135  0.0135 
66 cg10665390 HLA-DPB2 6 Body S_Shore 2.30E-02 -0.0134  0.0134 
67 cg24090911 AHRR 5 Body   1.39E-02 -0.0131  0.0131 
68 cg12413421 RSPO1 1 3'UTR   1.46E-02 -0.0127  0.0127 
69 cg26963632   16     1.42E-02 -0.0125  0.0125 
70 cg17736443 HIST1H2AJ;HIST1H2BM 6 TSS1500;1stExon S_Shore 2.15E-02 0.0123  0.0123 
71 cg04590974   7   S_Shore 1.97E-02 -0.0119  0.0119 
72 cg23201676   15     1.45E-02 -0.0119  0.0119 
73 cg23251057   14     1.45E-02 -0.0116  0.0116 
74 cg02105481   2     4.11E-02 -0.0114  0.0114 
75 cg12683944 ITGB3 17 TSS1500 Island 1.42E-02 0.0112  0.0112 
76 cg14951488 CEP55 10 TSS200 Island 2.84E-02 -0.0109  0.0109 
77 cg02613827   4   S_Shore 4.77E-02 -0.0104  0.0104 
78 cg24050414 PRAM1 19 3'UTR Island 4.57E-02 0.0102  0.0102 
79 cg12718582   8   S_Shore 2.20E-03 -0.0102  0.0102 
80 cg02631906 PRDX1 1 TSS1500 S_Shore 3.85E-02 0.0102  0.0102 
81 cg15370536 THRA 17 Body   2.15E-02 -0.0102  0.0102 
82 cg12690496   10   N_Shelf 2.81E-02 0.0101  0.0101 

 

表(2)-6の上位CpGは喫煙によりメチル化変化の大きいCpGを示しているが、その中のAHRR, CYP1A1, 

MYO1G, ESR1, GFI1については先行研究でも喫煙によりメチル化変化が大きい遺伝子として報告

14,25,26)されていることから、本研究における網羅的メチル化解析結果が妥当であると考えられる。 

 

b. 複数のCpGを含む遺伝子 

82CpGs領域のうち遺伝子情報が付加されている60CpGsを対象に複数（2CpGs以上）のCpGが含まれ

る遺伝子を抽出した（表(2)-7）。Infinium HumanMethylation450 BeadChipには1つの遺伝子に複

数のCpG領域がプローブ設計されていることから、複数のCpGが抽出された遺伝子は喫煙の影響を

受けやすい遺伝子と考えられる。その結果、8つの遺伝子が抽出された。CpGの位置情報からAHRR

以外の遺伝子はCpG間の距離が数十～数百bpしか離れていないことから、遺伝子領域全体ではなく、

特定の範囲が喫煙曝露によりメチル化変化の影響を受けることが示唆される。また近い位置に存

在していることがマイクロアレイで測定できていない周辺のCpGを含む遺伝子領域のメチル化も

変化している可能性が考えられる。 

 

表(2)-7 複数（2CpG領域以上）のCpGが含まれる遺伝子 

 CpG番号  遺伝子名  染色体

番号  
CpGの遺伝

子内領域  
CpGの位

置  
1 cg06478823 ACSM3 16 TSS1500 20774873 

cg10078415 TSS1500 20775011 
cg00394823 TSS200 20775166 

2 cg17924476 AHRR 5 Body 323794 
cg05575921 Body 373378 
cg21161138 Body 399360 
cg24090911 Body 400732 

3 cg22549041 CYP1A1 15 TSS1500 75019251 
cg05549655 TSS1500 75019143 
cg23727072 TSS1500 75019087 
cg00213123 TSS1500 75019070 

4 cg04063345 ESR1 6 Body 152130058 
cg15626350 Body 152130207 

5 cg01215511 FLYWCH1 16 5'UTR 2975552 
cg26493188 5'UTR 2975209 

6 cg09662411 GFI1 1 Body 92946132 
cg06338710 Body 92946187 
cg18146737 Body 92946700 
cg12876356 Body 92946825 
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cg18316974 Body 92947035 
cg09935388 Body 92947588 

7 cg04284530 MARCH3 5 TSS1500 126367249 
cg09068004 TSS1500 126367284 

8 cg12803068 MYO1G 7 Body 45002919 
cg04180046 Body 45002736 

 

c. 脳神経・発達関連遺伝子 

次に60CpG領域の遺伝子情報をUCSCゲノムブラウザー及びPubmedで文献検索し、脳神経・発達に

関連する遺伝子を抽出した（表(2)-8）。SHANK2は神経細胞の後シナプスで働くSHANKファミリー

の1つでシナプス機能に重要であり、自閉症との関連も指摘されている27,28)。PRDX1はペルオキシレ

ドキシンファミリー の１つで強い抗酸化作用を示すことが知られ、動物レベルでうつ病との関与

が指摘されている29)。THRAは甲状腺ホルモン受容体の１つで脳の発達・成熟過程で発現が増加す

ることが報告されている30,31)。 

 

表(2)-8 神経・発達関連遺伝子 

  CpG番号  遺伝子名  染色体

番号  
CpGの遺伝

子内領域  
アイランド

との関係  
q値  偏回帰

係数  
偏回帰係

数絶対値

1 cg05780228 SHANK2 11 Body   1.42E-02 -0.0242  0.0242  
2 cg02631906 PRDX1 1 TSS1500 S_Shore 3.85E-02 0.0102  0.0102  
3 cg15370536 THRA 17 Body   2.15E-02 -0.0102  0.0102  

 

２）喫煙を止めることによるDNAメチル化への影響 

 １）では非喫煙群と喫煙群で喫煙曝露によりDNAメチル化変化する領域を解析、抽出してきた。

ここで喫煙曝露によるDNAメチル化変化の影響は喫煙を止めれば非喫煙者と同様のメチル化状態

に戻るのか？それとも戻らず維持されているのか？を検討した。図(2)-7に示した概念図のように

遺伝子Aでは喫煙によりメチル化が高くなるが、禁煙すればメチル化が戻る（改善する）のに対し、

遺伝子Bでは禁煙してもメチル化が戻らないパターンが考えられる（禁煙によるメチル化の低下も

同様）。この解析により禁煙の効果をDNAメチル化レベルで明らかにできる可能性がある。 

 

 

図(2)-7 妊娠がわかって喫煙を止めた喫煙中止群におけるメチル化状態の概念図 

 

これを明らかにするために、妊娠がわかって喫煙を止めた喫煙中止群を用いて、非喫煙群と中

止群で比較解析した結果を図(2)-4に、中止群と喫煙群で比較解析した結果を図(2)-8に示す。FDR 

< 0.05の基準で抽出されてきたCpGは非喫煙群と中止群で99CpGsサイト（図(2)-7(A))、中止群と

喫煙群で230CpGsサイト（図(2)-8(A)）であった。 
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図(2)-7 非喫煙群と中止群比較における（A）マンハッタンプロットと（B）ボルケーノプロット 

 

図(2)-8 中止群と喫煙群比較における（A）マンハッタンプロットと（B）ボルケーノプロット 

 

 次に図(2)-7(B)と図(2)-8(B)に示したボルケーノプロットの結果からFDR < 0.05（青線より上

部）かつ偏回帰係数の絶対値|coef| >0.01（赤線の外側）の基準で抽出を行った。非喫煙群と中

止群で35CpGsサイト（表(2)-9)、中止群と喫煙群で134 CpGsサイト（表(2)-10)であった。 

 

表(2)-9 非喫煙群－中止群でFDR < 0.05および偏回帰係数の絶対値|coef| >0.01で抽出されたCpG 

  CpG番号  遺伝子名  染色

体番

号  

CpGの遺伝子

内領域  
アイラ

ンドと

の関係  

CpGの位

置  
q値  偏回帰

係数  
偏回帰

係数絶

対値  
1 cg14418756 STK32C 10 Body S_Shore 134043618 3.09E-02 -0.0581  0.0581 
2 cg26601609   8   N_Shore 7883822 3.91E-02 0.0482  0.0482 
3 cg05618934   4   Island 1407592 1.91E-02 -0.0419  0.0419 
4 cg27173819 STK32C 10 Body S_Shore 134043635 3.09E-02 -0.0410  0.0410 
5 cg05225883 STK32C 10 Body S_Shore 134043755 3.55E-02 -0.0355  0.0355 
6 cg27560452   16   Island 49499385 4.33E-02 0.0314  0.0314 
7 cg12594615 TBC1D8 2 Body   101643137 3.63E-02 -0.0303  0.0303 
8 cg17484472   16   Island 49499189 3.80E-02 0.0274  0.0274 
9 cg24055029 TNXB 6 Body Island 32055137 3.09E-02 -0.0263  0.0263 
10 cg04574346   12   Island 132976866 3.09E-02 -0.0248  0.0248 
11 cg19571540   14   S_Shore 102101660 1.13E-02 -0.0224  0.0224 
12 cg03389650   7   S_Shore 56553709 3.63E-02 -0.0223  0.0223 
13 cg24586758 PCDHB3 5 TSS200 N_Shore 140480200 3.09E-02 -0.0209  0.0209 
14 cg01290904 EVC2 4 5'UTR;Body N_Shore 5708474 3.09E-02 0.0206  0.0206 
15 cg02427511   16   N_Shelf 15524851 3.55E-02 0.0200  0.0200 
16 cg23490014 PTPRG 3 Body   61815085 4.48E-02 -0.0198  0.0198 
17 cg13235761   1     203561580 1.91E-02 0.0192  0.0192 
18 cg13010014 ROBO3 11 Body S_Shore 124740965 3.55E-02 -0.0182  0.0182 
19 cg20151899 CDH4 20 Body Island 60511914 3.65E-02 -0.0181  0.0181 
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20 cg02852557   15     25907264 4.89E-02 -0.0179  0.0179 
21 cg03702677 RIMBP2 12 Body N_Shore 130935008 3.94E-02 -0.0176  0.0176 
22 cg11497377 SFRS12 5 Body   65465543 3.87E-02 0.0172  0.0172 
23 cg13649441 MUC5B 11 Body S_Shelf 1276661 7.21E-03 -0.0165  0.0165 
24 cg17940902 HLA-DMA 6 TSS1500   32921233 4.79E-02 -0.0154  0.0154 
25 cg03052071   10     134765099 3.09E-02 -0.0145  0.0145 
26 cg02050985 TBC1D8 2 Body N_Shore 101766314 4.74E-02 0.0142  0.0142 
27 cg17701100 YIPF7 4 Body   44631446 5.41E-03 -0.0139  0.0139 
28 cg16628093 CALCRL 2 5'UTR   188274544 1.45E-02 -0.0133  0.0133 
29 cg02853850   16   S_Shelf 19900511 4.80E-02 -0.0130  0.0130 
30 cg06080874   18   Island 46501625 1.91E-02 0.0113  0.0113 
31 cg11549848 PCOTH;MIPEP 13 5'UTR;TSS1500 S_Shore 24464707 4.79E-02 -0.0106  0.0106 
32 cg07267674   5   N_Shelf 1049712 9.27E-03 0.0105  0.0105 
33 cg19586709   12   S_Shore 133054309 3.09E-02 0.0105  0.0105 
34 cg09266229   13     111697455 1.45E-02 -0.0103  0.0103 
35 cg13898605 DHRS7C 17 Body Island 9675212 3.94E-02 -0.0102  0.0102 

 

表(2)-10 中止群－喫煙群でFDR < 0.05および偏回帰係数の絶対値|coef| >0.01で抽出されたCpG 

 CpG番号  遺伝子名  染色

体番

号  

CpGの遺伝子内領域 アイラン

ドとの関

係  

CpGの位

置  
q値  偏回帰

係数  
偏回帰

係数絶

対値  
1 cg05575921 AHRR 5 Body N_Shore 373378 2.48E-09 -0.0733 0.0733
2 cg12876356 GFI1 1 Body Island 92946825 2.07E-02 -0.0576 0.0576
3 cg08034867 ABR 17 Body  990908 2.45E-02 0.0534 0.0534
4 cg06531741 HTR3B 11 TSS200  1.14E+08 4.72E-02 -0.0515 0.0515
5 cg06463313 PFKL 21 Body Island 45742621 6.62E-03 -0.0509 0.0509
6 cg12101586 CYP1A1 15 TSS1500 Island 75019203 3.85E-02 0.0461 0.0461
7 cg05225883 STK32C 10 Body S_Shore 1.34E+08 3.22E-02 0.0458 0.0458
8 cg04717895  16   31541298 2.12E-02 0.0454 0.0454
9 cg01590338  14  Island 1.02E+08 3.85E-02 0.0437 0.0437

10 cg23486701 SPTBN1 2 Body S_Shelf 54789491 3.35E-02 0.0420 0.0420
11 cg22066599  11  S_Shelf 49917865 3.18E-02 0.0420 0.0420
12 cg16512885  1   4697919 3.32E-03 0.0420 0.0420
13 cg06478823 ACSM3 16 TSS1500  20774873 4.77E-02 0.0410 0.0410
14 cg09662411 GFI1 1 Body Island 92946132 4.38E-02 -0.0343 0.0343
15 cg05150608  14   1.03E+08 4.82E-02 0.0342 0.0342
16 cg25223623  5  N_Shore 1.41E+08 4.38E-02 0.0341 0.0341
17 cg24733560 TAF4 20 Body N_Shelf 60626293 2.55E-02 -0.0338 0.0338
18 cg08720517 LOC389333 5 1stExon Island 1.39E+08 3.26E-02 0.0321 0.0321
19 cg01624202  15  N_Shore 89958550 4.33E-02 0.0304 0.0304
20 cg12738008 MYOM2 8 Body Island 2037954 3.17E-02 0.0302 0.0302
21 cg07807395  1   4698416 1.64E-02 0.0301 0.0301
22 cg10817554  2  S_Shore 2.32E+08 3.22E-02 0.0293 0.0293
23 cg07469926 TRIM36 5 Body Island 1.15E+08 1.56E-02 0.0292 0.0292
24 cg01290565 CUX2 12 Body Island 1.11E+08 4.77E-02 0.0292 0.0292
25 cg02459818 VN1R4 19 1stExon  53770873 4.79E-02 0.0288 0.0288
26 cg18107006 HNRPLL 2 TSS1500 S_Shore 38831166 1.24E-02 0.0288 0.0288
27 cg05901543 CDH15 16 Body  89251975 3.85E-02 0.0287 0.0287
28 cg21161138 AHRR 5 Body  399360 5.71E-03 -0.0286 0.0286
29 cg05549655 CYP1A1 15 TSS1500 Island 75019143 3.55E-02 0.0280 0.0280
30 cg14817490 AHRR 5 Body  392920 2.93E-02 -0.0278 0.0278
31 cg06780726 C13orf16 13 Body N_Shore 1.12E+08 4.48E-02 -0.0275 0.0275
32 cg03221914 HIST1H2AJ 6 TSS1500 S_Shore 27783331 2.86E-02 0.0271 0.0271
33 cg12376422  9  Island 1.38E+08 4.79E-02 0.0271 0.0271
34 cg16449464 MAP1D 2 TSS1500 N_Shore 1.73E+08 5.71E-03 0.0267 0.0267
35 cg15345477  10   1.3E+08 2.75E-02 0.0262 0.0262
36 cg09681977 HDAC4 2 Body N_Shore 2.4E+08 4.42E-02 -0.0261 0.0261
37 cg12537162 ITGB3 17 TSS1500 N_Shore 45330878 2.22E-02 0.0258 0.0258
38 cg02793451 TOX3 16 TSS1500 S_Shore 52582072 2.30E-02 0.0257 0.0257
39 cg11654024  1   85230119 3.35E-02 0.0246 0.0246
40 cg13630239 RRP12 10 3'UTR  99116547 3.26E-02 0.0244 0.0244
41 cg20284239 GPR161 1 5'UTR  1.68E+08 3.92E-02 -0.0239 0.0239
42 cg21809624  17   63569403 3.18E-02 0.0236 0.0236
43 cg19829353 HECA 6 Body  1.39E+08 4.42E-02 0.0235 0.0235
44 cg23742314  12   5282086 2.85E-02 0.0233 0.0233
45 cg18276112 FOXK1 7 Body N_Shelf 4755032 3.85E-02 0.0232 0.0232
46 cg16929104 GDF15 19 TSS200 N_Shore 18496953 3.08E-02 0.0225 0.0225
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47 cg10663316  12   1.25E+08 4.45E-02 0.0225 0.0225
48 cg24590430  10  S_Shelf 99097076 3.22E-02 0.0224 0.0224
49 cg13060531 TTLL7 1 TSS1500 S_Shore 84466098 6.97E-03 0.0222 0.0222
50 cg05780228 SHANK2 11 Body  70713608 3.85E-02 -0.0221 0.0221
51 cg17126924  17   25773641 3.26E-02 0.0220 0.0220
52 cg15813594 EGFLAM 5 TSS200;Body  38445563 1.32E-02 -0.0219 0.0219
53 cg21201401 LIME1 20 TSS200 N_Shore 62367884 3.22E-02 0.0218 0.0218
54 cg06682024 MERTK 2 Body  1.13E+08 3.95E-02 0.0215 0.0215
55 cg21526530 ATP8B4 15 TSS1500  50412411 4.68E-02 -0.0213 0.0213
56 cg10717610  2   394242 3.55E-02 0.0212 0.0212
57 cg00284551 SNORD115-8 15 TSS1500  25429176 3.26E-02 0.0212 0.0212
58 cg12104266 ZNF335 20 TSS1500 S_Shore 44601447 3.68E-02 0.0211 0.0211
59 cg00213123 CYP1A1 15 TSS1500 Island 75019070 2.58E-02 0.0211 0.0211
60 cg10440011 DPH1 17 TSS1500 Island 1933183 3.89E-02 0.0210 0.0210
61 cg12612445 C21orf67 21 Body S_Shore 46353573 1.18E-02 0.0209 0.0209
62 cg03923789 PARK2 6 Body  1.63E+08 1.56E-02 -0.0208 0.0208
63 cg09456465  1  Island 63782395 4.38E-02 0.0206 0.0206
64 cg23067299 AHRR 5 Body S_Shore 323907 1.66E-02 0.0206 0.0206
65 cg23662331  1   20707513 2.01E-02 0.0198 0.0198
66 cg08756887 TUBA3C 13 Body S_Shelf 19754434 3.68E-02 0.0196 0.0196
67 cg19563355 HERC2 15 Body  28419658 6.60E-03 0.0196 0.0196
68 cg01583021 ANO7 2 Body N_Shore 2.42E+08 4.51E-02 -0.0195 0.0195
69 cg27027375 S100P 4 TSS1500  6695319 1.69E-02 -0.0194 0.0194
70 cg21707131 APOBEC3B 22 TSS200  39378283 4.48E-02 0.0192 0.0192
71 cg08616585 CDH1 16 Body S_Shelf 68774986 2.30E-02 0.0191 0.0191
72 cg11584200  17  S_Shelf 44899957 3.85E-02 -0.0191 0.0191
73 cg25648203 AHRR 5 Body  395444 3.18E-02 -0.0189 0.0189
74 cg22013370  1   2.42E+08 4.33E-02 0.0179 0.0179
75 cg18468796 CCDC33 15 Body  74612177 4.22E-02 0.0178 0.0178
76 cg18832655 ECHDC3 10 Body  11805122 6.60E-03 -0.0178 0.0178
77 cg21167135 WNK2 9 Body N_Shore 96079169 3.18E-02 -0.0177 0.0177
78 cg25510201 PCDH24 5 5'UTR  1.76E+08 4.58E-02 -0.0177 0.0177
79 cg16421285 SAE1 19 TSS1500 N_Shore 47633827 3.85E-02 0.0174 0.0174
80 cg03709297 SNORD116-2 15 TSS1500  25298516 2.40E-02 0.0173 0.0173
81 cg07450030 AHNAK2 14 Body N_Shore 1.05E+08 2.12E-02 0.0173 0.0173
82 cg06826341 LHX4 1 Body S_Shelf 1.8E+08 4.96E-02 0.0172 0.0172
83 cg24970360  4   1.84E+08 7.50E-04 -0.0168 0.0168
84 cg06853577  14  S_Shore 65068854 3.26E-02 0.0167 0.0167
85 cg16001384 NDRG1 8 5'UTR N_Shore 1.34E+08 7.50E-04 -0.0165 0.0165
86 cg08857351 FBXO21 12 Body N_Shore 1.18E+08 4.68E-02 0.0162 0.0162
87 cg08164977 LOC652276 16 Body N_Shore 2672420 4.33E-02 0.0161 0.0161
88 cg15344504 STT3B 3 Body  31677078 2.12E-02 0.0161 0.0161
89 cg26888147 SP6 17 3'UTR N_Shelf 45922479 3.85E-02 -0.0159 0.0159
90 cg22675702 CYTSB 17 Body  20026062 2.12E-02 0.0157 0.0157
91 cg08947894  1  S_Shore 1.55E+08 3.68E-02 0.0157 0.0157
92 cg18148726  2   46990942 4.38E-02 -0.0156 0.0156
93 cg18107425 MESP2 15 TSS200 N_Shore 90319432 2.62E-02 0.0153 0.0153
94 cg05890849 PRIMA1 14 Body N_Shore 94252810 3.85E-02 -0.0153 0.0153
95 cg22697386 SLITRK6 13 1stExon;5'UTR  86373320 4.82E-02 0.0152 0.0152
96 cg20705081 PACSIN1 6 Body Island 34495308 3.26E-02 0.0152 0.0152
97 cg19787650  8  S_Shelf 1.31E+08 3.26E-02 0.0151 0.0151
98 cg26140366 TPO 2 Body S_Shore 1482385 6.60E-03 -0.0151 0.0151
99 cg06632694  2  Island 2.43E+08 4.30E-02 0.0150 0.0150

100 cg01934756  1  N_Shore 43352743 3.40E-02 -0.0148 0.0148
101 cg07430820 CHD3 17 Body;1stExon;5'UTR S_Shelf 7792191 6.62E-03 -0.0146 0.0146
102 cg24703661 CD79A 19 1stExon;5'UTR  42381258 2.80E-02 -0.0145 0.0145
103 cg17772163 OCLN 5 TSS1500 N_Shore 68787760 4.22E-02 0.0144 0.0144
104 cg01822585 IFFO1 12 Body;TSS1500 S_Shore 6658846 4.48E-02 -0.0142 0.0142
105 cg06547984  19  Island 1280841 3.85E-02 -0.0140 0.0140
106 cg23047500 KIAA1598 10 TSS200 S_Shore 1.19E+08 5.71E-03 0.0139 0.0139
107 cg00318436 PARD6A;ACD 16 Body;TSS1500 S_Shore 67696181 2.12E-02 -0.0138 0.0138
108 cg23126152 SSH1 12 TSS200;Body  1.09E+08 4.82E-02 -0.0135 0.0135
109 cg09875326 KIAA0182 16 5'UTR;Body N_Shore 85665049 4.54E-02 0.0135 0.0135
110 cg25400358 GPR137 11 Body;1stExon N_Shore 64054159 4.33E-02 -0.0134 0.0134
111 cg15749148 C10orf79 10 TSS1500 S_Shore 1.06E+08 2.61E-02 -0.0132 0.0132
112 cg24773412 KRT8 12 Body N_Shelf 53293549 3.85E-02 -0.0131 0.0131
113 cg05834728 ANTXR2 4 3'UTR  80823062 4.41E-02 0.0131 0.0131
114 cg18824556 GYS2 12 TSS1500  21759089 4.45E-02 0.0125 0.0125
115 cg26459372 ADCY1 7 TSS1500 Island 45613676 4.13E-02 -0.0125 0.0125
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116 cg08884074  16   85414436 4.52E-02 0.0124 0.0124
117 cg19807656 C20orf108 20 TSS200 N_Shore 54933810 4.79E-02 0.0124 0.0124
118 cg22242770 OR2B2 6 TSS1500  27880954 1.69E-02 0.0122 0.0122
119 cg27172745 BANP 16 Body Island 88105698 4.45E-02 0.0122 0.0122
120 cg00936728 FCRL6 1 1stExon;5'UTR  1.6E+08 2.39E-02 0.0121 0.0121
121 cg26335377  3   1.25E+08 4.33E-02 0.0121 0.0121
122 cg04718987 IRF2 4 5'UTR  1.85E+08 3.55E-02 0.0121 0.0121
123 cg05509753 TGFB1I1 16 TSS1500 N_Shore 31482618 3.90E-02 -0.0120 0.0120
124 cg09377572 EHD2 19 Body Island 48220075 3.68E-02 -0.0119 0.0119
125 cg26068677 FAT3 11 Body  92282995 4.06E-02 -0.0117 0.0117
126 cg14252222 WDR37 10 Body N_Shore 1147630 4.82E-02 -0.0116 0.0116
127 cg00052588  16   89672139 3.92E-02 -0.0116 0.0116
128 cg20028827  13  N_Shore 79169823 3.90E-02 -0.0111 0.0111
129 cg13781869 HSD11B1 1 5'UTR;TSS1500  2.1E+08 2.03E-02 0.0110 0.0110
130 cg17925308 ACTN1 14 Body S_Shelf 69344852 4.45E-02 -0.0109 0.0109
131 cg12257830 HSPG2 1 Body Island 22191591 3.26E-02 0.0107 0.0107
132 cg16164276 SLC6A1 3 TSS200 N_Shore 11034345 3.85E-02 0.0103 0.0103
133 cg00097038 CRB1 1 Body  1.97E+08 4.79E-02 0.0101 0.0101
134 cg22843670  3   1.5E+08 4.45E-02 0.0101 0.0101

 

これらの結果と、1)で行った非喫煙群と喫煙群におけるFDR < 0.05の基準で抽出されてきたCpG

のリストを用いて、非喫煙群と喫煙群比較、及び、中止群と喫煙群比較で共通して抽出されるCpG

を検討し、喫煙中止によりメチル化が戻る領域を探索した。その結果、図(2)-9(A)に示すように

11領域のCpGs、7つの遺伝子が抽出された。11領域すべてのCpGにおいて非喫煙群と喫煙群、及び、

中止群と喫煙群で同方向（プラスもしくはマイナス）の偏回帰係数を示していることから、喫煙

群に対して非喫煙群と中止群は同方向にメチル化変化することが示された（表(2)-11)。例えば、

CYP1A1は非喫煙群ならびに中止群と比較して喫煙群で有意に高メチル化（図(2)-9(B)）、SHANK2

では逆に有意に低メチル化（図(2)-9(C))であった。今後、中止群で非喫煙者と同等のメチル化に

戻ることを数理統計学的検定により明らかにしていく。またこれらの遺伝子のうち、AHRR, ACSM3, 

CYP1A1は非喫煙群と喫煙群比較で大きく変化する領域として抽出された遺伝子であり、SHANK2は

神経関連遺伝子として抽出した遺伝子であった。 

 

 

図(2)-9 (A)喫煙中止によるメチル化が戻る領域の探索及び(B)CYP1A1（cg22549041)と(C)SHANK2

（cg05549655)における3群間ボックスプロット 

 

 

表(2)-11 非喫煙群と喫煙群比較及び中止群と喫煙群比較で共通して抽出されたCpG 

     非喫煙群  vs 喫煙群 中止群  vs 喫煙群  
 CpG番号  遺伝子名 ｑ値  偏回帰係数 ｑ値  偏回帰係数  
1 cg00213123 CYP1A1 2.38E-02 0.0177 2.58E-02 0.0211  
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2 cg05549655 CYP1A1 7.18E-03 0.0307 3.55E-02 0.0280  
3 cg05575921 AHRR 4.12E-19 -0.0828 2.48E-09 -0.0733  
4 cg05780228 SHANK2 1.42E-02 -0.0242 3.85E-02 -0.0221  
5 cg06478823 ACSM3 7.18E-03 0.0483 4.77E-02 0.0410  
6 cg07469926 TRIM36 2.55E-02 0.0270 1.56E-02 0.0292  
7 cg09662411 GFI1 1.42E-02 -0.0345 4.38E-02 -0.0343  
8 cg12612445 C21orf67 1.55E-02 0.0195 1.18E-02 0.0209  
9 cg12876356 GFI1 3.44E-03 -0.0634 2.07E-02 -0.0576  
10 cg21161138 AHRR 1.17E-06 -0.0328 5.71E-03 -0.0286  
11 cg26140366 TPO 4.92E-02 -0.0156 6.60E-03 -0.0151  

 

次に、非喫煙群と喫煙群比較、及び、非喫煙群と中止群比較で共通して抽出されるCpGを検討し、

喫煙を中止してもメチル化が戻らない領域の探索を行った（図(2)-10）。その結果、１CpGのEVC2

遺伝子が抽出された。このCpGは非喫煙群と比較して喫煙群で有意に高メチル化、非喫煙群と中止

群を比較しても有意に高メチル化であった。EVC2は骨や骨格の発達に関与する分子32)で、神経発

達とは直接的な関与はないが、喫煙曝露の影響が固定されうる領域として別集団での検証候補領

域とした。 

 

図(2)-10 (A）喫煙中止してもメチル化が戻らない領域の探索と（B）EVC2(cg01290904)における3

群間ボックスプロット 

 

 喫煙を止めることによりDNAメチル化レベルでも非喫煙者と同等のメチル化程度になる遺伝子

が多く見出されたことから、分子生物学的観点から禁煙の有効性を発信できる可能性が考えられ

る。しかしながら非喫煙群と中止群のみで99CpGs領域（遺伝子情報があるのは69CpGs）、中止群

と喫煙群のみで230CpGs領域（遺伝子情報があるのは174CpGs）が有意にメチル化変化していたこ

とから、喫煙を止めたことに影響されるCpG領域が多く存在することが示唆される。本研究におけ

る喫煙中止群は妊娠が判明してから中止した群であり禁煙期間は同程度だと考えられるが、中止

群との比較で多くのCpGが抽出されたのは、禁煙前の喫煙量や期間、受動喫煙の有無、そして妊娠

初期というDNAメチル化に影響を及ぼす時期であることが影響しているかもしれない。 

 

（２）次世代シークエンサーを用いた喫煙曝露によるAHRR遺伝子領域のDNAメチル化変化の検証 

 網羅的なDNAメチル化データ解析では偽陽性が含まれてしまう可能性が考えられ、別の手法で再

現性を検証することが望ましい。網羅的DNAメチル化解析から抽出されたCpG（cg05575921）を含

む AHRR遺伝子領域について次世代シークエンサーを用いたDNAメチル化解析法の確立及び再現性

の確認を行った。 

バイサルファイトシークエンス法によるDNAメチル化解析では1つのCpGのみならず、PCR増幅範

囲内の周辺のCpGのメチル化率も取得することができる。これは網羅的解析では設計されていない
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プローブのメチル化情報も獲得できることを意味しており、単に1つのCpGのみのメチル化変化な

のか周辺の領域を含めたメチル化変化なのかを明らかにすることができる。AHRR cg05575921の近

傍120bp内に位置する4CpGsを含めた解析領域を図(2)-11の上部に示した。メチル化率はシャピ

ロ・ウィルク検定で正規性が棄却されたため、3群間（非喫煙群、喫煙継続群、喫煙中止群）の多

重比較はゲイムズ・ホエル法で行った。その解析結果を図(2)-11の下部に示した。3群間における

メチル化率はロバスト線形回帰での網羅的解析結果と同様に、非喫煙群と喫煙群において、

cg05575921を含む全5カ所のCpGで喫煙群のメチル化低下が有意に認められた。また喫煙中止群と

喫煙群においても、cg05575921を含む全5カ所のCpGで喫煙群のメチル化低下が有意に認められた。

喫煙曝露の影響の向きも全てのCpGで一致していた。一方、非喫煙群と喫煙中止群においては

cg05575921を含む全5カ所のCpGにおけるメチル化に統計学的有意差は認められず、網羅解析の結

果を支持した。 

 

図(2)-11 cg05575921及び近傍CpGを含むAHRRにおける3群間のメチル化比較ボックスプロット 

 

（３）北海道コーホートを用いた喫煙曝露によるDNAメチル化変化の検証 

１）質問票から抽出した喫煙曝露の有無によるDNAメチル化変化の検証 

(1)の網羅的DNAメチル化解析から抽出した遺伝子領域に対して、別集団での検証およびADHDと

の関連を明らかにするために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

よるDNAメチル化解析を行った。網羅的解析から喫煙曝露によりメチル化変化を認めた遺伝子のう

ちプライマー設計可能であった9遺伝子領域（CpG数 = 14カ所）を含むPCR増幅領域（表(2)-1）に

ついて次世代シーケンサーを用いメチル化率を測定した。図(2)-12に各遺伝子における解析領域

とその領域に含まれるCpG番号を示す。赤数字は網羅的解析で抽出されたCpGを表し、黒数字はPCR

増幅領域に含まれるCpGを示しており、マイクロアレイのプローブ設計されていなかった周辺の

CpGについても解析できることになる。 



 

 

5-1454-79

 

図(2)-12 各遺伝子における解析領域とその領域に含まれるCpGs 

 

北海道コーホートから対象者562名のうち、質問票により喫煙経験のない非喫煙群（n = 276）、

妊娠中も喫煙を継続した喫煙群（n = 36）が質問表による喫煙曝露の解析対象者となった。妊娠

がわかって喫煙を止めた群は質問票から判明しなかったため対象外とした。 

非喫煙群、喫煙群とも正規性が認められないため、ウィルコクソンの順位和検定により、非喫

煙群と喫煙群の間にメチル化率の差の統計的検定を行った。網羅的解析と同じ14CpGサイトに対す

る解析結果を図(2)-13に示した。AHRR（cg05575921)、MYO1G（12803068)、GFI1（cg12876356, 

cg18146737)、ESR1（cg15626350)においては網羅的解析の結果同様、喫煙曝露によるメチル化変

化に統計的有意差（P < 0.05）を認めた。しかし、その他の遺伝子領域では統計的有意差は認め

られなかった。この理由として考えられることは、網羅的解析のデータ自体の偽陽性の可能性も

考えられるが、今回の対象においては、非喫煙群（n = 276）、喫煙群（n = 38）とサンプルサイ

ズの違いが大きく、十分な検出力が得られなかったことも原因の１つと推測される。また今回の

次世代シーケンサーを用いたバイサルファイトシークエンス法によるメチル化解析において、統

計的解析に十分なカバレッジ数（データ量）が取得できなかったこと、サンプル間でカバレッジ

数がばらついてしまったことから、外れ値が多くなってしまったことが考えられる。その原因と

して、バイサルファイトシークエンスの場合は通常のゲノムDNAでのシークエンスよりもPCR増幅

長を短く設計するほうが良い場合がある。今回の解析ではPCR増幅長が300bpを超えるものもあり、

平均PCR増幅長が平均約250bpになっていたことから、シークエンス効率が低下し、十分なデータ

量が得られなかったことが考えられる。したがって現在、プライマーを再設計し、PCR増幅長を平

均約150bpにして検討している。今後、統計的解析に十分なデータ量を取得し、喫煙曝露とメチル

化差異について再度検証していく予定である。 
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図(2)-13 北海道コーホートにおける質問票による非喫煙群-喫煙群間のメチル化比較ボックスプ

ロット（*P<0.05、**P<0.01） 

 

次に近傍のCpGのメチルについて検定したP値を表(2)-12に示す。AHRR（5CpGs）及びGFI1（21CpGs)

ではPCR増幅領域に含まれるすべてのCpGで有意にメチル化が低下していた。この結果から喫煙曝

露により1つのCpGだけでなく領域として影響を受ける遺伝子であることが示唆される。特にGFI1

は図に示したように大きなCpGアイランド内であることからさらに周辺のCpGについても同様の挙

動を示すことが考えられる。MYO1G及びESR1の解析領域はともにCpGアイランドの少し上流に位置

し、有意にメチル化変化している領域が点在していた。特にESR1は有意差こそないがP値が小さい

CpGが多数あることからESR1に関しても領域としてメチル化変化していること、さらには解析領域

の下流のCpGアイランド内でもメチル化変化していることが考えられる。CYP1A1は解析領域内で1

つのCpGのみ有意差が認められたが、それ以外は有意な差がなかった。CYP1A1は網羅的解析結果お

よび先行研究から喫煙曝露の影響を受けやすい領域と考えられていることから今後、CYP1A1の別

の領域についても調べていく必要がある。PRDX1については1CpGだけ有意な差が認められたが、そ

れ以外は有意な差がなかった。PRDX1解析領域はCpGアイランド内であること、転写開始点上流に

位置していることから通常低メチル化（約0.1%）であることから、喫煙曝露により領域としてメ

チル化変化されている可能性は低いと考えられる。その他のSHANK2、THRA、EVC2については周辺

領域も有意な差がなかったことから、偽陽性の可能性も考えられる。 
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表(2)-12 次世代シークエンサーによる各遺伝子解析領域の全CpGにおける質問票による非喫煙群

―喫煙群間比較 
AHRR 
CpG 32 34 57* 77 102

P 値  3.38E-03 1.36E-06 2.58E-08 2.22E-10 2.15E-06

CYP1A1 
    

CpG 32* 37 48 55 63 88* 105* 127 145 

P 値  0.573  0.272  0.374  0.178 0.412 0.602 0.839 0.248  0.627  

CpG 147 153 163 194 197 199 201 203 

P 値  0.821  0.403  0.440  0.902 0.297 0.038 0.550 0.541  

MYO1G 
    

CpG 34 49* 51 81 98 121 127 130 137 

P 値  0.040  0.011  0.020  0.126 0.149 0.110 0.120 0.055  0.041  

CpG 143 155 186 202 212 229* 231 236 247 

P 値  0.137  0.035  0.931  0.029 0.067 0.457 0.120 0.016  0.058  

CpG 257 266 

P 値  0.073  0.014  

GFI1 
    

CpG 39* 54 61 76 92 96 112 124 131 

P 値  3.82E-08 6.94E-10 4.85E-10 7.58E-08 1.72E-04 4.77E-09 4.20E-07 2.67E-09 8.20E-08 

CpG 133 139 144 148 154 161 164* 171 179 

P 値  2.10E-10 3.25E-07 2.43E-08 5.90E-07 5.05E-09 5.28E-08 9.03E-08 1.64E-04 3.04E-06 

CpG 194 198 223 

P 値  7.81E-06 1.31E-04 1.28E-08 

ESR1 
    

CpG 37 51* 75 95 122 142 144 152 181 

P 値  0.164  0.081  0.039  0.080 0.059 0.039 0.083 0.063  0.205  

CpG 200* 202 

P 値  0.026  0.147  

SHANK2 
    

CpG 42 47 81 121* 149 156 197 211 218 

P 値  0.303  0.466  0.822  0.706 0.851 0.823 0.728 0.483  0.817  

PRDX1 
    

CpG 32* 69 94 98 104 110 122 146 175 

P 値  0.726  0.126  0.033  0.502 0.668 0.596 0.469 0.108  0.976  

CpG 181 189 199 202 212 215 220 222 225 

P 値  0.309  0.443  0.049  0.185 0.819 0.611 0.448 0.717  0.355  

CpG 229 236 268 277 281 286 293 295 

P 値  0.992  0.758  0.562  0.062 0.217 0.323 0.607 0.239  

THRA 
    

CpG 47 88 102 107* 179

P 値  0.300  0.751  0.777  0.386 0.361 

EVC2 
    

CpG 53 190 216 252*

P 値  0.709  0.948  0.228  0.888 

＊網羅的解析で抽出されたCpG.太字P<0.05.  

 

２）コチニン濃度によるDNAメチル化変化の検証 

 次に北海道コーホートでは母体血清コチニン濃度の測定が行われていたことから、血清コチニ
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ン高濃度群(n = 48)、中等度濃度群(n = 200)、低濃度群(n = 262)へ群別化して、DNAメチル化解

析を行った（図(2)-14）。その結果、AHRR（cg05575921)、MYO1G（12803068)、GFI1（cg12876356, 

cg18146737)において低濃度群、中程度群と比較して高濃度群で有意にメチル化変化していること

が分かった。質問票での喫煙曝露で有意差のあったESR1（cg15626350)は有意な差はみられなかっ

た。コチニン濃度はたばこ煙曝露の客観的な指標であり、受動喫煙による曝露の程度も評価する

ことができる。今回の結果は高濃度群でのみ有意にメチル化変化していたことから、喫煙継続し

た群ではメチル化変化を引き起こしているが、中程度群に含まれると考えられる受動喫煙や禁煙

した人ではメチル化変化が生じていないことが示唆される。したがって妊娠期の喫煙を継続する

ことがDNAメチル化変化を引き起こし、その変化が維持されてしまうと考えられる。 

 

 

図(2)-14 北海道コーホートにおけるコチニン濃度によるメチル化比較ボックスプロット

（**P<0.01） 

 

次に近傍のCpGのメチルについて検定したP値を表(2)-13に示す。AHRR（4CpGs）及びGFI1（21CpGs)

で低濃度群―高濃度群および中程度群―高濃度群で有意にメチル化が低下していた。ESR1はすべ

てのCpGにおいて有意な差が認められず、質問票による結果との相違がみられた。一方でMYO1Gは

多くのCpGで低濃度群―高濃度群および中程度群―高濃度群で有意にメチル化が高くなっていた。
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MYO1Gにおいて統計的有意差のあったCpGは、質問票での群分けは7CpGs領域であったが、コチニン

での群分けは18CpGs領域に増加していた。これらの結果、高濃度群でのみ有意にメチル化変化し

ていたことからDNAメチル化レベルでは受動喫煙の影響は少なく、妊婦自身の喫煙による影響が大

きいのではないかと考えられる。 

 

表(2)-13 次世代シークエンサーによる各遺伝子解析領域の全CpGにおけるコチニン濃度間比較 

AHRR 
   

CpG 番号  32 34 57* 77 102

P 値(低ー中） 0.241  0.723  0.501 0.496 0.534 

P 値(低ー高） 4.63E-03 4.12E-07 2.58E-08 5.39E-11 4.23E-06

P 値(中ー高） 0.083  7.92E-06 2.05E-06 1.06E-08 1.30E-04

CYP1A1 
     

CpG 番号  32* 37 48 55 63 88* 105* 127 145

P 値(低ー中） 0.579  0.980  0.783 0.811 0.810 0.524 0.994  0.877  0.980 

P 値(低ー高） 0.316  0.055  0.222 0.314 0.111 0.873 0.961  0.150  0.816 

P 値(中ー高） 0.113  0.048  0.110 0.176 0.053 0.502 0.944  0.274  0.759 

CpG 番号  147 153 163 194 197 199 201 203 

P 値(低ー中） 0.771  0.607  0.082 0.466 0.996 0.834 0.004  0.986  

P 値(低ー高） 0.949  0.990  0.732 0.452 0.268 0.027 0.290  0.968  

P 値(中ー高） 0.995  0.905  0.863 0.878 0.307 0.012 0.918  0.989  

MYO1G 
     

CpG 番号  34 49* 51 81 98 121 127 130 137

P 値(低ー中） 0.815  0.950  0.837 0.716 0.548 0.884 0.994  0.897  0.999 

P 値(低ー高） 7.90E-03 2.70E-03 2.01E-02 1.78E-02 2.02E-02 2.70E-02 1.15E-02 9.54E-04 2.68E-02

P 値(中ー高） 3.02E-03 1.87E-03 8.90E-03 5.21E-03 3.56E-03 1.44E-02 1.16E-02 4.79E-04 3.34E-02

CpG 番号  143 155 186 202 212 229* 231 236 247

P 値(低ー中） 0.774  0.995  0.936 0.968 0.937 0.998 0.959  0.896  0.937 

P 値(低ー高） 6.34E-02 5.68E-03 0.493 1.91E-03 1.74E-02 0.447 1.22E-02 3.34E-03 2.33E-02

P 値(中ー高） 2.56E-02 8.49E-03 0.389 4.12E-03 1.15E-02 0.443 2.38E-02 1.72E-03 1.55E-02

CpG 番号  257 266 

P 値(低ー中） 0.958  0.943  

P 値(低ー高） 1.19E-02 1.97E-03 

P 値(中ー高） 8.75E-03 1.31E-03   

GFI1 
     

CpG 番号  39* 54 61 76 92 96 112 124 131

P 値(低ー中） 0.867  0.816  0.918 0.992 0.896 0.787 0.998  0.541  0.936 

P 値(低ー高） 8.03E-06 1.15E-09 1.37E-08 4.56E-06 2.86E-04 6.31E-06 7.93E-06 9.71E-08 1.79E-06

P 値(中ー高） 3.12E-06 2.50E-08 1.16E-07 1.12E-05 1.39E-04 1.55E-06 1.56E-05 5.26E-09 8.78E-06

CpG 番号  133 139 144 148 154 161 164* 171 179

P 値(低ー中） 0.977  0.929  0.997 0.786 0.700 0.924 0.717  0.840  0.995 

P 値(低ー高） 2.74E-07 3.91E-05 2.81E-05 8.59E-05 1.28E-06 1.73E-06 5.73E-07 3.77E-03 1.05E-03

P 値(中ー高） 2.77E-07 2.32E-05 5.42E-05 2.31E-05 2.33E-05 9.32E-06 8.92E-08 1.38E-02 1.73E-03

CpG 番号  194 198 223

P 値(低ー中） 0.946  0.986  0.980 

P 値(低ー高） 1.82E-05 4.61E-04 8.40E-06



 

 

5-1454-84

P 値(中ー高） 1.23E-05 9.29E-04 8.25E-06

ESR1 
     

CpG 番号  37 51* 75 95 122 142 144 152 181

P 値(低ー中） 0.986  0.895  0.980 0.791 0.953 0.958 0.970  0.985  0.998 

P 値(低ー高） 0.680  0.832  0.209 0.651 0.509 0.166 0.253  0.542  0.744 

P 値(中ー高） 0.632  0.686  0.182 0.427 0.420 0.244 0.211  0.497  0.777 

CpG 番号  200* 202 

P 値(低ー中） 0.923  0.574  

P 値(低ー高） 0.497  0.962  

P 値(中ー高） 0.381  0.673  

SHANK2 
     

CpG 番号  42 47 81 121* 149 156 197 211 218

P 値(低ー中） 0.790  0.714  0.990 0.406 0.997 0.757 0.893  0.997  0.878 

P 値(低ー高） 0.164  0.557  0.419 0.507 0.349 0.836 0.968  0.249  0.866 

P 値(中ー高） 0.078  0.308  0.482 0.158 0.390 0.989 1.000  0.247  0.713 

PRDX1                   

CpG 番号  32* 69 94 98 104 110 122 146 175

P 値(低ー中） 0.250  0.398  0.864 0.949 0.431 0.845 0.287  0.405  0.904 

P 値(低ー高） 0.322  0.999  0.113 0.689 0.844 0.959 0.454  0.911  0.969 

P 値(中ー高） 0.884  0.705  0.225 0.808 0.414 0.998 0.099  0.482  1.000 

CpG 番号  181 189 199 202 212 215 220 222 225

P 値(低ー中） 0.401  0.999  0.996 0.921 0.973 0.952 0.539  0.999  0.934 

P 値(低ー高） 0.844  0.997  0.584 0.751 0.785 0.995 0.970  0.639  0.720 

P 値(中ー高） 0.396  0.999  0.569 0.620 0.864 0.961 0.919  0.669  0.602 

CpG 番号  229 236 268 277 281 286 293 295 

P 値(低ー中） 1.000  0.667  0.008 0.465 0.792 0.989 0.853  0.999  

P 値(低ー高） 0.888  0.863  0.754 0.162 0.800 0.958 0.887  0.985  

P 値(中ー高） 0.889  1.000  0.548 0.036 0.969 0.933 0.989  0.990  

THRA 
     

CpG 番号  47 88 102 107* 179

P 値(低ー中） 0.920  1.000  0.961 0.992 0.949 

P 値(低ー高） 0.432  0.928  0.825 0.992 0.774 

P 値(中ー高） 0.323  0.933  0.742 0.981 0.877 

EVC2 
     

CpG 番号  53 190 216 252*

P 値(低ー中） 0.999  0.840  0.696 1.000 

P 値(低ー高） 0.558  0.870  0.380 0.606 

P 値(中ー高） 0.556  0.986  0.689 0.610 

 

（４）胎児期喫煙曝露と児のADHD疑い群との関連におけるDNAメチル化変化の関与 

１）胎児期喫煙曝露と児のADHD疑い群との関連解析 

まず質問表による喫煙曝露とADHD疑い群との関連を検討するための分割表を表(2)-6に示した。

この分割表における喫煙曝露によるADHD疑い群の危険率の指標としてのオッズ比は約1.5であっ

たが、カイ二乗検定による比率の差の検定のP値 = 0.3052 と喫煙曝露とADHD疑い群との関連に有

意差は認めなかった。 
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次に母体血清コチニン濃度とADHD疑い群の関連を検討するための分割表を表(2)-7に示した。同

様に、母体血清コチニン濃度とADHD疑い群との関連もP値 = 0.1889 と有意差は認めなかった。し

たがって本研究において喫煙曝露によるADHDとの関連に統計的有意差が認められなかったことか

ら、DNAメチル化を介した媒介分析（mediation analysis)を行うことができなかった。 

今回の標本においてもオッズ比からは喫煙曝露がADHD発症に比較的強く寄与することを示唆さ

れたが、喫煙曝露とADHD疑い群に統計的に有意な差は認められなかった。その要因として、ADHD

の有病率の小ささからサンプルサイズを大きくすることが困難であったことが考えられる。近年

報告されている胎児喫煙期曝露と児のADHDとの関連に関する研究におけるサンプルサイズは、

Melchiorらの報告7)ではn = 1,113、Joelssonらの報告8)ではn = 40,141であった。一方でObelらの

報告33)では、胎児期喫煙曝露とADHDのリスクに関連はないことを報告している。今後サンプルサ

イズを大きくした追跡調査を行うことにより喫煙曝露とADHD発症に関連が認められるかどうかを

慎重に検討していく必要があると思われる。また喫煙曝露と関連するメチル化変化とADHDとの関

連についても今後明らかにしていく予定である。 

 

２）ADHD疑い群とDNAメチル化変化の関連 

 次世代シークエンサーで解析したCpGについて、北海道コーホート集団のADHD疑い群（n = 224）

とコントロール群（n = 286）の間でメチル化率に差があるかを検討した。各CpGにおいてウィル

コクソンの順位和検定を行った結果を表(2)-14に示す。その結果、P < 0.05で抽出されたCpGは

CYP1A1の203番のCpGのみであった。しかしながら、図(2)-15に示すボックスプロットからもわか

るように外れ値が多いことから、再検証が必要であると考えている。 

 

 

図(2)-15 CYP1A1の203番のCpGにおけるADHD疑い群とコントロール群間メチル化比較ボックスプ

ロット 

 

表(2)-14 次世代シークエンサーによる各遺伝子解析領域の全CpGにおけるADHDケース・コントロ

ール間比較 

AHRR 

CpG 番号  32 34 57* 77 102
P 値  0.120  0.138 0.157  0.416  0.481 

CYP1A1 

CpG 番号  32* 37 48 55 63 88* 105* 127 145
P 値  0.701  0.854 0.782  0.328  0.526 0.285 0.794 0.872 0.539 
CpG 番号  147 153 163 194 197 199 201 203
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P 値  0.135  0.845 0.453  0.845  0.435 0.063 0.176 0.014 

MYO1G 
   

CpG 番号  34 49* 51 81 98 121 127 130 137
P 値  0.527  0.932 0.267  0.972  0.616 0.418 0.618 0.498 0.170 
CpG 番号  143 155 186 202 212 229* 231 236 247
P 値  0.780  0.666 0.122  0.294  0.586 0.896 0.498 0.810 0.900 
CpG 番号  257 266 
P 値  0.602  0.918 

GFI1 
   

CpG 番号  39* 54 61 76 92 96 112 124 131
P 値  0.417  0.521 0.895  0.575  0.703 0.817 0.659 0.997 0.479 
CpG 番号  133 139 144 148 154 161 164* 171 179
P 値  0.222  0.731 0.540  0.829  0.722 0.616 0.889 0.663 0.582 
CpG 番号  194 198 223 
P 値  0.977  0.685 0.514  

ESR1 
   

CpG 番号  37 51* 75 95 122 142 144 152 181
P 値  0.486  0.466 0.811  0.767  0.928 0.992 0.318 0.674 0.756 
CpG 番号  200* 202 
P 値  0.986  0.392 

SHANK2 
   

CpG 番号  42 47 81 121* 149 156 197 211 218
P 値  0.444  0.245 0.183  0.870  0.334 0.572 0.482 0.527 0.748 

PRDX1 

CpG 番号  32* 69 94 98 104 110 122 146 175
P 値  0.218  0.932 0.751  0.722  0.116 0.172 0.338 0.848 0.819 
CpG 番号  181 189 199 202 212 215 220 222 225
P 値  0.823  0.590 0.339  0.467  0.060 0.395 0.178 0.703 0.592 
CpG 番号  229 236 268 277 281 286 293 295
P 値  0.342  0.207 0.252  0.129  0.821 0.352 0.913 0.299 

THRA 
   

CpG 番号  47 88 102 107* 179
P 値  0.138  0.480 0.840  0.351  0.723 

EVC2 

CpG 番号  53 190 216 252* 
P 値  0.386  0.641 0.247  0.402  

 

 

５．本研究により得られた成果 

（１） 科学的意義 

① 日本人集団における臍帯血 292 検体の網羅的 DNA メチル化データを取得し、胎児期の喫煙曝

露により影響を受ける DNA メチル化部位を同定した。 

② 同定したメチル化部位には既報の遺伝子だけでなく、新規に神経発達関連遺伝子を見いだす

ことができた。 

③ DNA メチル化で喫煙をやめた効果が反映される遺伝子を見出すことができた。 

④ 次世代シークエンサーを用いて、多検体・複数領域の DNA メチル化を定量的に解析する方法

を確立でき、今後エピゲノム疫学分野での活用が期待できる。 

⑤ 喫煙曝露と ADHD との関与でオッズ比は 1.5 であったが、有意な差はみられなかった。 

 

（２）環境政策への貢献 
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＜行政が既に活用した成果＞ 

特に記載すべき事項はない。 

 

＜行政が活用することが見込まれる成果＞ 

① 胎児期の喫煙曝露によりDNAのメチル化が変化する遺伝子上の部位と、喫煙をやめた効果が反

映される遺伝子のDNAメチル化部位を見出した。 

② 喫煙をやめることによるDNAメチル化変化への影響が示唆されたため、禁煙を推進する政策を

策定する際に科学的根拠として活用できる。 

 

６．国際共同研究等の状況 

特に記載すべき事項はない。 

 

７．研究成果の発表状況 

（１）誌上発表 

 ＜論文（査読あり）＞ 

特に記載すべき事項はない。 

 

＜査読付論文に準ずる成果発表＞ 

NQV. TRAN, K. MIYAKE: International Journal of Genomics, Neurodevelopmental disorders and 

environmental toxicants: epigenetics as an underlying mechanism. (in press) 

 

＜その他誌上発表（査読なし）＞ 

1) 三宅邦夫: ストレス科学シンポジウム、30(1):27-36 (2015)  

エピジェネティクス研究が拓くストレス科学の世界「発達障害とエピジェネティクス」 

2) 三宅邦夫: 日本生物学的精神医学会誌、26:21-25 (2015)  

特集1 エピジェネティクス機構から精神神経疾患の病態を探る「発達障害のエピジェネテ

ィクス病態の最新理解」 

 

（２） 口頭発表（学会等） 

1) T. KUBOTA: Epigenomics & Metabolomics Symposia-2014, Boston, USA （2014.8.25） 

Epigenetics as a basis for diagnosis and treatment of Neurodevelopmental Disorders. 

2) 三宅邦夫: 第30回日本ストレス学会、東京（2014.11.7）  

シンポジウム エピジェネティクス研究が拓くストレス科学の世界「発達障害とエピジェネ

ティクス」 
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真由美、 荒木敦子、 久保田健夫 、 岸玲子: 第4回日本DOHaD研究学術集会、東京 

(2015.8.1-2)  
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（３） 出願特許 

特に記載すべき事項はない。 

 

（４）「国民との科学・技術対話」の実施 

特に記載すべき事項はない。 

 

（５）マスコミ等への公表・報道等 

特に記載すべき事項はない。 

 

（６）その他 

特に記載すべき事項はない。 
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[Abstract] 
 

Key Words: Environmental Chemicals, ASD, ADHD, Neurobehavioral development, 

SNPs, Gene-environment interaction, Smoking, Epigenetics, DNA methylation, 

 

Exposure to ubiquitous environmental chemicals including bisphenol A (BPA) and 

phthalates may play roles in the development of child neurobehavioral problems. However, 

epidemiological studies were lacking and underlying mechanism is still largely unknown. 

In this study, our focus was to investigate child behavioral development and problems in 

association with prenatal exposures to BPA and phthalates together with genotype 

analyses. DNA methylation of cord blood was examined in association with prenatal 

exposures to tobacco smoking, BPA and phthalates.  

 As for an adjunct study of Japan Environment and Children's Study, we conducted 

study of social development of children at age 1.5 years by using M-CHAT, a widely 

applied screening tool for ASD, along with childcare support upon the request from the 

participants. Among 3,019 valid responses, 577 (19.1%) were above cutoff of primary 

screening as suspected ASD.  

In a birth cohort study, we conducted four neurobebavioral developmental 

questionnaires including screening tool of ASD and ADHD at preschool age children. 

Maternal first trimester serum levels of BPA and seven phthalate metabolites were 

analyzed. Both BPA and phthalates were found to be lower levels compared to the 

previously reported values from other studies. Increased BPA level was associated with 

increased child behavioral problems in prosocial behavior. Cord blood BPA levels were 

also asscocitaed with child behavioral problems at 3.5 years of age. Increased MECPP 

(metabolite of DEHP) level was associated with increased conduct problems at 5 years of 

age. ADHD symptoms at 6 years of age were not associated with either BPA or phthalate 

metabolite levels. However, we found that certain genotypes in ESR1 gene increased odds 

ratio of ADHD with increased MEHP levels. This suggested exsitance of genetically 

susceptible population to environmental chemical exposures in association with 
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neurobehavioral problems.  

 Analysis of DNA methylation on 450K CpGs found that DNA methylation can be 

modified by prenatal exposure to BPA and DEHP. Among genes with those CpGs that 

showed modified DNA methylation, some might relate to neurodevelopment based on 

animal studies. Futher investigation on DNA methylation and neurodevelopment in 

association with prenatal exposures to BPA and phthalates is necessary.     
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