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研究成果の概要（和文）：胎児期および生後の環境化学物質曝露が児の神経行動発達や第二次性徴等へ及ぼす影
響を単一および複合曝露によるリスク評価を行い、環境-遺伝交互作用も検討した。児の尿中MEHP濃度は
2012-2017年の間で有意な減少を認めた。胎児期フタル酸エステル類およびBPA曝露は、MECPP が5歳の児の問題
行動のリスク増加を示し、MnBP, MiBP, MEHPが女児のみで第二次性徴開始月齢の早発を認めた。環境化学物質の
複合曝露による性ホルモン値の有意な変動が認められ, MEHPとPFOSの寄与が大きかった。児のエストロゲン受容
体1型のXbaI遺伝子型において右手の2D:4D比の低下が見られた。

研究成果の概要（英文）：To investigate the effects of pre-and postnatal exposure to environmental 
chemicals on child’s neurodevelopment, puberty onset, and allergies, we evaluated these adverse 
health impacts in terms of single and multiple exposures, as well as gene-environment interaction. 
A significant decreasing secular trend of urinary MEHP concentration of 7 years old children was 
found in the sample collected between 2012 and 2017. Prenatal exposures to MECPP was associated with
 increase a risk of behavioral problems among 5 years old children and MnBP, MiBP, MEHP were 
associated with early puberty onset among girls. Prenatal exposure to BPA did not have any 
associations with neurodevelopment or puberty onset. Prenatal exposure to multiple chemicals 
disrupted sex hormone levels in cord blood, especially MEHP and PFOS were highly contributions to 
hormone levels. A significant decreasing 2D:4D ratio was found in cord blood XbaI polymorphism of 
estrogen receptor 1 gene. 

研究分野： 公衆衛生学

キーワード： 母子保健

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大規模な出生コホートの保存生体試料から環境化学物質の胎児期および生後の曝露評価を行い、児の神経行動発
達や第二次性徴発来などのアウトカムへの影響、ならびに環境-遺伝交互作用も含めて検討した研究は世界でも
限られており、日本ではこれまでほとんど報告されていない。胎児期のフタル酸エステル類曝露が就学前の児の
問題行動や女児の第二次性徴早発、性ホルモン濃度攪乱の影響が見られ、短半減期化合物であっても児の健康ア
ウトカムに影響する可能性を示した。また日本の児のDEHP曝露レベルが減少傾向である可能性を本研究で初めて
報告した。これらの成果は、規制等の施策への疫学的知見として提供することができる。



１．研究開始当初の背景 
北海道スタディでは, 2002 年に前向きコホート研究を開始し，胎児期化学物質曝露が種々

のアウトカムに影響することを報告してきた。具体的には, ダイオキシン類や有機フッ素化合
物（PFOS/PFOA/PFNA）が出生体重を有意に低下させ（Konishi ら 2009; Washino ら 2009;Kashino 
ら2013）。6 か月，1 歳半時では発達障害（Nakajima ら2006;Goudarzi ら2017），3 歳半時（K-ABC 
発達検査）では影響が小さくなった。またフッ素化合物による母の脂肪酸濃度への影響と児の
体重/身長比への影響（Kishi ら 2015）や母の濃度が高いほど児の臍帯血中 T/E2(エスラジオー
ル)比が特に男児で低下し，胎児の性ホルモンをかく乱させる可能性を示した（Ito ら 2017）。
アレルギーについてダイオキシンや PFOS の胎児期曝露が臍帯血 IgE を低下させ，1 歳半の感
染症（中耳炎）リスクを増加させることを世界で初めて示した（Okada ら 2011; Miyashita ら
2011）。2 歳時では，女児のみにおいて母体血中 PFUnDA，PFTrDA 濃度が高いほど，2 歳児のア
トピー性皮膚炎リスクが量反応的に低下し，免疫を抑制する可能性が示された(Okada ら 2014)。
遺伝的感受性素因について，母親が喫煙者で解毒代謝遺伝子多型（GSTM1, NQO1，CYP2E1）(Sasaki 
ら 2006, 2008)の特定の組み合わせをもつと，児の出生体重はマイナス 315ｇ低下した。しかし, 
ダイオキシン類やフッ素系化学物質に比して半減期の著しく短いフタル酸エステル類やビスフ
ェノール A , 有機リン系・ネオニコチノイド系農薬などの短半減期化合物についてはまだ十分
に検討できていない。これらの環境化学物質は生活環境で遍く使用されており, 胎児期曝露に
関してはいくつか報告があるが, 生後の曝露実態およびその後の健康影響に関しては未だ十分
に検討されておらず, 喫緊の課題であった。 
 
２．研究の目的 

出生前向きコホート研究で保存された母体血・臍帯血および学童期から思春期に達する児
を対象に新規に採取する児の血液・尿を用い, 以下の４項目を本研究の目的とした。（１）胎児
期と生後の小児期の化学物質曝露について曝露時期による影響を検討する。(２)化学物質曝露
による性ホルモンへの影響が出生時臍帯血のみならず，第二次性徴発来や脳の性分化など発達
期に継続するかどうかを検討するため，アレルギーや発達障害の診断が確定する学童期から第
二次性徴が始まる思春期までの追跡調査を実施する。また（３）日常生活でヒトは環境から多
様な化学物質に同時に曝露されているために，単一の曝露を仮定した統計解析モデルでなく，
複合曝露による影響およびどの化学物質の寄与が最も高いのかを明らかにする。（４）化学物質
曝露濃度とアウトカムの両方に交互作用を有する遺伝子多型（SNPs）や後天的遺伝子修飾（エ
ピゲノム）を含めて，化学物質の解毒代謝や核内受容体や疾病感受性遺伝子をターゲットとし
て環境‐遺伝交互作用のメカニズムを検討する。 
 
３．研究の方法 

コホートの参加者 7歳児 3677 名, 8 歳児 3869 名, 12-13 歳になる児 5024 名を対象に 7歳
ではアレルギー, 8 歳神経行動発達, 12-13 歳で第二次性徴に関する調査票を発送し, それぞれ
2369 名, 2561 名, 2163 名より回収した。 
 
（１）児の尿中フタル酸エステル類曝露評価 

分析対象化合物は MiBP, MnBP, MBzP, MEHP, MEHHP, MEOHP, MECPP, MiNP, OH-MiNP, cx-MiNP
とした。各分析対象化合物について最適条件を決定した。10段階に調整した検量線用標準溶液
40 μL を LC-MS/MS に注入し, 対象物質とサロゲート物質のピーク面積比および濃度比から検
量線を作成した。各分析対象物質の IDL を環境省「化学物質環境実態調査実施の手引き(平成
27 年度版) 平成 28年 3月」に従い求めた。サンプルは, 尿試料 500µLをマイクロピペットで
正確に量り取り, ガラスチューブに移した後, 混合サロゲート溶液（MnBP-d4, MiBP-d4, 
MBzP-d4, MiNP-13C4：400 ng/mL, MECPP-13C4, MEOHP-13C4, MEHHP-13C4, MEHP-d4, cx-MiNP-d4, 
OH-MiNP-d4：200 ng/mL）40 µLを加える。これに 100mM 酢酸アンモニウム水溶液（pH 6.5）500 
µL, β-グルクロニダーゼ溶液 50 µLを加えた後, 軽く混合し, インキュベートする（37℃, 90 
min）。インキュベート後の試料液に 100 mM 酢酸アンモニウム緩衝液（pH 8.0）1 mL を加え, 予
め 1%のぎ酸含有 90%メタノール 1 mL, メタノール 1 mL, 0.5%アンモニア水 1 mL でコンディシ
ョニングしておいた Oasis MAX 96 well plate（Waters 社）に全量負荷する。試料の入ってい
たチューブを超純水 0.5 mL で洗浄後, メタノール 0.5 mL, 超純水 0.5 mL, 0.2％ぎ酸含有 40%
メタノール 0.5 mL で洗浄し, 0.2%のぎ酸含有 90%メタノール水溶液 1.0 mL でコレクションプ
レート内に溶出する。溶出液をマイクロピペットで 250 µL分取し, 超純水 750µLと測定バイア
ル内で混合したものを測定用試料液とし, UPLC-MS/MS（Waters 社）で測定した。 
 
（２）胎児期フタル酸エステル類, BPA の曝露との関連 

胎児期のフタル酸エステル類の代謝物 7化合物：MiBP, MnBP, MBzP, MEHP, MEHHP, MECPP, 
cx-MiNP, BPA の曝露を母の妊娠初期の血液を用いて LC-MS/MS 法で分析し, 5 歳での子どもの問
題行動や発達支援の必要性との関連を SDQ(Strengths and Difficulties Questionnaire)を用
いて検討した。2015 年 7 月までに 5 歳での SDQ の回答があった 2033 名のうち, 支援の必要が
ある・おおいにある(TDS≧13)とされた 213 名をケースとし, コントロールとして支援の必要が
低い(TDS<13)もの 245 名をサブコーホート集団より抽出した。統計解析は 458 名で実施した。
解析には検出率が 80％を超えたフタル酸エステル類の代謝物 4 化合物(MiBP, MnBP, MEHP, 
MECPP)と BPA 濃度を log10 変換して用いた。 
 
（３）胎児期フタル酸エステル類, BPA の曝露と第二次性徴との関連 

回収された第二次性徴調査票から第二次性徴発来の指標として, 小学校6年間の学校健診
記録から 1年に 1-2 回の身長・体重を転記して発育曲線を作成することにより身長のスパート
を評価した。また Tanner 分類を元に, 男児は陰毛の発毛および声変わり, 女児は乳房の発育, 
陰毛の発毛, および初潮の開始を評価した。第二次性徴が開始していると判断する基準として
男児は①身長スパート, ②声変わり, ③陰毛, 女児は①初潮, ②胸のふくらみ, ③陰毛を指標
とした。男女別の上記の指標①②③の中で１つ以上該当する児は第二次性徴が開始している（第
二次性徴開始あり）群に分類して, 指標①②③に該当した最も早い月齢を第二次性徴開始月齢
とした。また, 指標①②③の全てに該当しない児を第二次性徴開始前の群（第二次性徴開始な



し）に分類して, 調査時の児の月齢を第二次性徴開始前の月齢とした。 
妊娠中の母体血中 BPA およびフタル酸エステル類濃度が児の第二次性徴が開始した月齢へ与え
る影響を重回帰分析で解析した。調整変数は母親の年齢, 小学校一年生の BMI, 小学校一年生
の身体測定日の月齢で, 化学物質は対数変換(log2)して投入した。 
 
（４）複合曝露による影響 

既に測定済みの妊娠中母体血中ダイオキシン類, PCB 類, 有機フッ素化合物, フタル酸エ
ステル DEHP 代謝物 MEHP 濃度を用いて, 臍帯血中ステロイドホルモンおよび性ホルモンへの複
合曝露による影響を検討した。個々の化学物質曝露による性ホルモン値への影響が大きかった
男児を対象とし, 北海道スタディ札幌コホートに参加する母児 514 組のうち, 化学物質および
性ホルモン濃度が測定済みの 72 人のデータを用いた。ホルモン値は自然対数変換して目的変数
とした。環境化学物質濃度を混合曝露とし, Weighted Quintile Sum Regression（WQS）で Index
が 1 増加した時の性ホルモン値の回帰β(95%CI)を求めた。p<0.05 の場合はホルモン値への各
物質の寄与割合（Weighted %）を求めた。 
 
（５）環境‐遺伝交互作用 

性分化の指標である人差し指(2D)と薬指(4D)の長さの比率（2D：4D）は, 出生前のアンド
ロゲン曝露の指標となっている。アンドロゲン受容体は 2D:4D 比と関連しているものの, エス
トロゲン受容体がこの 2D:4D 比と関連しているか検討している先行研究はほとんどない。そこ
で本研究は, 児のエストロゲン受容体 1 型(ESR1)遺伝子型と, 7 歳における 2D:4D 比との関連
について検討した。2003 年 5月～2006 年 11 月に参加登録した 8633 名のうち, 7 歳時に接触で
きた 5044 名に右手・左手両方のコピーの送付を依頼した。このうち 1983 名の両手のコピーが
得られ, コピーが不鮮明だったものを除き, 2D:4D 比が測定できたのは 1919 名だった。児の遺
伝子多型および欠測データを除いた 1800 名を, 最終解析対象者とした。児の ESR1(PvuII, XbaI, 
および rs2077647)遺伝子型は Real-time PCR 法で解析した。2D:4D 比は 2 人の測定者により 2
回測定した。左手と右手の 2D:4D 比を測定した後, 両者の平均値である平均 2D:4D 比を算出し
た。児の ESR1 遺伝子多型と 2D:4D 比との関連は, 潜在的な交絡因子を調整した重回帰分析を使
って解析した。 
 
４．研究成果 
（１）児の尿中フタル酸エステル類曝露評価 

検出限界 0.06～1.0ng/mL
での分析が可能となった。本研
究では, 2012 年から 2017 年に
回収した 7 歳児の尿から各年
20 検体になるようランダムに
抽出した 120 検体を用いて尿
中代謝物を測定した。分析対象
の 10 化合物のうち, MnBP, 
MEOHP, MEHHP, MECPP は全ての
児より検出され, 最も高濃度
であったのは MECPP (中央値: 
41.6ng/mL), 次 い で MnBP 
(38.4ng/mL), MEHHP 
(27.8ng/mL) であった。DiNP
代 謝 物 の MiNP, cx-MiNP, 
OH-MiNP) は , 0%, 0.01%, 
27.3％の検出率であった。2012～2017 年で MEHP は 12.1%の濃度の減少が認められた（図１）本
研究対象者の尿中フタル酸代謝物濃度は過去の先行研究の濃度よりも同等かやや低めであった。 
 
（２）胎児期フタル酸エステル類, BPA の曝露との関連 

458 名の解析から, MECPP 濃度は, 行為の問題を有するリスクの増加と関連した (OR = 
2.78, 95% CI 1.36-5.68)。さらに子どもの性別で層別化したところ,  男児(OR = 2.85, 95% CI 
1.07-7.57）よりも, 女児(OR = 4.04, 95% CI 1.31-12.5) でオッズ比が大きくなったが, 95%
信頼区間は広かった。 BPA, ∑DBPm (MnBP + MiBP), ∑DEHPm (MEHP+MECPP) 濃度との関連はみ
られなかった。これらより, 胎児期のフタル酸エステル類曝露は, 子どもの行動発達に影響を
及ぼす可能性が示された。 

 
（３）胎児期フタル酸エステル類, BPA の曝露と第二次性徴との関連 

回収された2163名
の第２次性徴調査票に
おいて, 第二次性徴開
始のタイミングは女児
のほうが男児より第二
次性徴開始の月齢が早
く, 女児の開始年齢の
中央値は 132 か月（10
歳 9か月）, 男児の開始
年齢の中央値は 144 か
月（11 歳 8 か月）であ
った。第二次性徴調査の
回答があり, かつ妊娠
初期血清 BPA およびフ
タル酸エステル類濃度
を測定した 476 組の母



児について検討を行った。第二次性徴が既に開始していた女児（154 名）では, MnBP, MiBP, MEHP
濃度が 2 倍になると, ②胸のふくらみ開始の月齢が 2.73 か月, 2.65 か月, 0.78 か月とそれぞ
れ有意に早くなった。また①～③いずれかが開始した月齢についても, MnBP, MiBP 濃度が 2倍
になると, それぞれ 2.51 か月, および 2.14 か月早かった（表１）。一方, 第二次性徴が既に開
始していた男児（110 名）においては①～③の指標およびそのいずれかにおいても開始月齢へ
の有意な影響はみられなかった。これまで胎児期フタル酸エステル類曝露と児の第二次性徴と
の関連をみた先行研究は 2 報ある。メキシコの研究では, 男児において胎児期の MBzP 曝露は
Public hair stage の開始を遅らせ, 女児では MEHP の曝露が胸のふくらみを遅らせる一方, 初
潮と Public hair stage の開始を早めるという結果であった (Watkins et al. 2017a, b)。台
湾の研究では, 妊娠後期のフタル酸エステル類曝露濃度が高いと女児の子宮発育, 骨成長を遅
くするが, 男児には影響がないという報告であった(Su et al. 2015)。本研究と異なる結果で
ある要因として, この 2報はいずれも妊娠中の尿からフタル酸エステル類を測定しているため, 
本研究で用いた母体血とはフタル酸エステル類代謝物の濃度やそのプロファイルが異なる可能
性が考えられる。今後もコホート参加児の追跡を続け, 第二次性徴調査を継続することにより
サンプルサイズを増やして環境化学物質が第二次性徴開始時期へ与える影響について検討する。 
 
（４）複合曝露による影響 

ダイオキシンと PFOS, MEHP, および PFOS と PFOA, MEHP の曝露レベルは有意な相関を示し
た。混合曝露WQS Indexが高いとProgesterone, Cortisol, Cortisone, Inhibin B, Insulin-like 
3, Androstenedione/DHEA 比, Cortisol/Cortisone 比が低下し, 一方, Estradiol, DHEA, 
Estradiol/Testosterone 比, Adrenal Androgen/Glucocorticoid 比は増加した。各ホルモン値
への寄与が最も大きいのは MEHP でその割合が最も高いのは Progesterone 62%から DHEA 45%だ
った。Estradiol および Estradiol/Testosterone 比のみ最も寄与していたのは PFOS でその寄
与割合はそれぞれ 57%, 49%だった。本研究により環境化学物質の複合曝露で性ホルモン値が変
化し, 特に MEHP と PFOS の寄与が大きかった。MEHP と PFOS は半減期が異なるが, 類似の曝露
源あるいは生活スタイルによって曝露する可能性がある。 
 
（５）環境‐遺伝交互作用 

XbaI 遺伝子型を AG/GG 型と GG 型に分けて検討すると, GG 型の児は, AG/GG 型の児と比較
して有意に平均 2D:4D 比が低下した（-0.629%; 95%CI: -1.117, -0.140）。次に, 右手の 2D:4D
比において, GG 型の児は AG/GG 型の児と比較して有意に低下した（-0.819%; 95%CI: -1.378, 
-0.260）。しかし, PvuII および rs2077647 では 2D:4D 比との有意な関連はなかった。XbaI の A
アレルでERαの活性化が報告されており, Aアレルを保持する児と比較するとGG型の児におい
て ERα活性が低いため, ERαによる指長抑制作用の減弱や AR による伸長作用の相対的な増強
により, 2D:4D 比が低下したと考えられた。 
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