
北海道大学・環境健康科学研究教育センター・特任教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(B)（一般）

2021～2018

有機フッ素化合物の第二次性徴への影響解明ー出生コホートと細胞アッセイ系による研究

Perfluorinated alkyl substances exposure and onset of puberty - birth cohort and
 in vitro studies

００６１９８８５研究者番号：

池田　敦子（Ikeda, Atsuko）

研究期間：

１８Ｈ０３０３５

年 月 日現在  ４   ６ ２７

円    11,700,000

研究成果の概要（和文）：コホート研究では、胎児期PFAS曝露による性腺機能・第二次性徴発来への影響を検討
した。胎児期PFAS曝露は出生時のテストステロン値を下げ、プロゲステロン値とINSL値を上げた。PFTrDAは女児
の初潮月齢を遅らせた。ESR1多型がPFASの性分化への影響を修飾する可能性を示唆した。PFOA及びPFNAが
ERalphaやPPARalphaのアゴニスト活性を認めたが、ERbeta, AR, GR, TRに対する活性は認めなかった。PFOA曝露
による細胞内遺伝子発現変化は遺伝子約800個が上昇または抑制され、PPARalphaシグナル、サイトカインやIgE
レセプターなど関連する遺伝子が含まれていた。

研究成果の概要（英文）：Per and polyfluorinated substances (PFAS) is a class of chemicals known for
 "endocrine disrupting” effects. A birth cohort study examined the effects of prenatal PFAS 
exposure on gonadal function and onset of puberty. Prenatal PFAS exposure lowered testosterone 
levels and increased progesterone and INSL3 levels at birth. PFTrDA delayed the age of menarche in 
girls. ESR1 polymorphisms may modulate the effects of PFAS on sexual differentiation. In vitro 
study, PFOA and PFNA showed agonist activity of ERalpha and PPARalpha. PFOA and PFNA were agonists 
of ERalpha and PPARalpha, whereas no agonist of antagonist activation of ERbeta, AR, GR, TR. Up or 
down regulation of about 800-intracellular gene expression were observed upon PFOA exposure, 
including PPARalpha receptors signaling genes and cytokines and IgE related genes.

研究分野：健康科学　環境疫学　 衛生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
有機フッ素化合物（PFAS）は、いわゆる「内分泌かく乱作用」が懸念される物質である。本研究では、比較的低
濃度曝露であっても、胎児期のPFAS曝露が児の出生時の性ホルモン値を上げ、または下げ、女児の初潮開始年齢
を遅らせる内分泌かく乱作用をヒトで示した。また、胎児期のPFAS曝露による性分化への影響には遺伝子多型に
よる修飾がある、したがって影響を受けやすい脆弱な集団の可能性を示唆した。メカニズムとしてはPFASは核内
受容体の細胞内シグナル伝達を引き起こし、遺伝子発現量を変化させた。既に世界的な規制対象であるPFOSや
PFOA以外の化合物も、ヒトへの健康影響の可能性があることを示唆した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
有機フッ素化合物（Per and polyfluorinated Alkyl Substances: PFAS）は、炭素鎖に水素の
代わりにフッ素が置換された構造を持ち、中には生体内でホルモンのような働きをする、いわゆ
る「内分泌かく乱作用」が懸念される。撥水發油性、熱・化学的安定性などの優れた化学・物理
学的特性から、半導体等の製造現場にて使用されるほか、調理器具、食品包装資材、アウトドア
用品、防水スプレーとして日用品に含有される。研究代表者らのグループでは、母体血中
PFOS/PFOA 濃度が高いと、男児の臍帯血中 Inhibin B、Insulin like factor-3（INSL3）を低下
させ、各種ステロイドホルモン量を変化させることを見出した。しかし、出生後の影響、規制さ
れた PFOS/PFOA の代替物質として利用される同族体の曝露による第二次性徴発来への影響を検
討した研究はない。さらに、内分泌かく乱のメカニズムとして PFAS によるエストロゲン受容体
（ER）等の発現作用の有無に関する知見はない。 
 
２．研究の目的 
（1） 本研究では、ヒトでの胎児期から学童期にかけての PFAS 曝露による性腺機能・第二次性
徴発来への影響を解明する。胎児期の曝露による、出生時性ホルモンおよび二次性徴発来
時期との関連を、近年規制された PFOS/PFOA の代替物質として生産増量が懸念される同族
体の影響も含めて検討してきた。また、体内ホルモンへの影響を、遺伝的な素因も含めて、
明らかにする。 

（2） 加えてメカニズムの面から、PFAS によるホルモン受容体を含む核内受容体への作用およ
び ER 等の遺伝子発現に及ぼす影響を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（1） コホート研究では、児を 12 歳の思春期まで追跡した。男児では小学校入学以降の身長と
体重の軌跡から、身長スパートの月齢を求めた。女児では初潮の月齢を二次性徴発来と定
義した。既に測定済みの妊娠後期母体血血漿中の有機フッ素化合物 PFAS11 化合物
（PFHxS,PFHxA, PFHpA, PFOS, PFOA, PFNA, PFDA, PFUnDA, PFDoDA, PFTrDA, PFTeDA）濃
度を曝露として用いた。次いで、PFAS と臍帯血中性ホルモン濃度（エストラジオール：E2、
でヒドロエピアンドロステンジオン：DHEA、テストステロン：T、プロゲステロン：P4、加
えて黄体形成ホルモン：LH、卵胞刺激ホルモン：FSH、Inhibin B、Insulin-like factor3：
INSL3 は男児のみ）との関連を求めた。PFAS および性ホルモン濃度はいずれも正規分布で
はないため、自然対数変換を行った。また、性腺機能については男女で異なるため、男女
で層別にして解析を行った。胎児期の PFAS 曝露による性腺機能への影響として児の第２
指第４指比（2D/4D）と ESR1 遺伝子多型(rs2234693、rs9340799、rs2077647)との関連を
検討した。さらに、札幌近郊に在住する児に対して、9-11 歳時に小児科医院にて採血した
血漿中のステロイドホルモン 14 化合物を LC-MSMS を用いて測定した。 

（2） In Vitro 研究については、PFAS 11 化合物について、ヒトホルモン受容体６種類に対する
アゴニスト活性及びアンタゴニスト活性についてレポーター遺伝子アッセイ法を用いて
調べた。次に、ヒト核内受容体である pregnane X receptor (PXR)、constitutive 
androstane receptor (CAR)、peroxisome proliferators-activated receptor (PPAR)α、
PPARβ、PPARγの各種ヒト核内受容体に対するアゴニスト活性を調べた。ヒトマクロファ
ージ様 THP-1 細胞に PFOA 100μM を曝露し、24 時間後の細胞内遺伝子発現変化について
マイクロアレイを用いて網羅的解析を行った。次に、ヒト初代肝細胞に近い性質を示す
HepaRG 細胞株に 0.1% DMSO（コントロール群）、PFOA 10 μM（低用量群）、PFOA 100μM
（高用量群）をそれぞれ 24 時間曝露し、同様に遺伝子発現解析を行った。 

 
４．研究成果 
（1） コホート研究の成果 
 追跡の結果、男児では 1121 人の身長スパート開始月齢を求め、平均±標準偏差は 120.0±23.1
か月だった。女児では、12歳までに初潮があった児 442 人について月齢は平均±標準偏差 135±
8.3 だった。これらの対象者のうちに二次性徴とのデータが揃う 828 人では PFAS 曝露濃度が最
も高いのは PFOS 5.98 ng/mL、次いで PFOA 2.03 ng/mL で、既に報告した曝露レベル（Okada et 
al., 2012; Tsai et al., 2018）からの偏りはほとんどなかった。検出率が 40%に満たない
PFHxA, PFHpA, PFTeDA は以降の解析からは除外した。臍帯血中の性ホルモン濃度は、ステロイ
ドホルモン E2、DHEA、T、P4 および INSL3 はすべての血液から検出された（表１）。 
胎児期の PFAS 濃度は、臍帯血性ホルモンとの関連では、男児で PFUnDA と PFDoDA が
Testosterone レベルを有意に下げ、PFHxS と PFOS が Progesterone と INSL3 レベルを有意に上
げた。また女児でも PFDoDA が Testosterone のレベルを有意に下げ、PFHxS と PFTrDA が
Progesterone のレベルを有意に上げる関連性が認められた（表２）。先行研究では、男児で E2を
上げ、T/E2 比が下がった（Itoh et al., 2016）。本研究でも男児でテストステロンが下がる関
連を PFUnDA および PFDoDA で認めれた。また、本研究では男児で PFOS と PFHxS がプロゲステロ



Estradiol Testosterone Progesterone DHEA Inhibin B INSL3 LH FSH
B B B B B B B B

Boys
PFHxS 0.050 -0.151 0.251 -0.106 -0.296 0.085 0.153 0.039 0.268 ** -0.146 -0.320 0.028 † 0.033 -0.067 0.133 0.186 0.047 0.324 ** -0.215 -0.510 0.080 -0.146 -0.320 0.028 †

Total PFOS 0.234 -0.009 0.476 -0.106 -0.339 0.127 0.183 0.043 0.324 * 0.021 -0.193 0.236 -0.073 -0.196 0.050 0.209 0.038 0.379 * 0.099 -0.269 0.467 0.145 -0.100 0.391

PFOA -0.034 -0.214 0.146 -0.156 -0.327 0.015 † 0.007 -0.098 0.112 -0.103 -0.261 0.055 -0.041 -0.131 0.050 0.061 -0.066 0.188 0.162 -0.109 0.434 0.180 0.000 0.361 †
PFNA 0.008 -0.237 0.253 -0.193 -0.425 0.039 -0.010 -0.153 0.132 -0.150 -0.364 0.064 0.009 -0.114 0.133 0.012 -0.161 0.185 0.261 -0.110 0.631 0.182 -0.064 0.429
PFDA -0.031 -0.219 0.157 -0.166 -0.343 0.010 † 0.063 -0.046 0.172 -0.095 -0.259 0.068 -0.018 -0.112 0.077 0.012 -0.120 0.144 0.080 -0.202 0.362 0.079 -0.109 0.267

PFUnDA -0.090 -0.238 0.059 -0.154 -0.294 -0.013 * 0.026 -0.061 0.113 -0.078 -0.209 0.052 -0.016 -0.091 0.059 -0.023 -0.128 0.083 0.063 -0.162 0.287 0.045 -0.105 0.194
PFDoDA -0.222 -0.444 -0.001 -0.260 -0.470 -0.050 * -0.062 -0.192 0.067 -0.228 -0.420 -0.037 * 0.002 -0.109 0.113 0.049 -0.107 0.205 0.048 -0.289 0.385 -0.022 -0.247 0.203
PFTrDA -0.061 -0.244 0.123 -0.106 -0.280 0.068 -0.017 -0.123 0.090 -0.014 -0.175 0.147 0.012 -0.079 0.103 0.086 -0.041 0.214 0.015 -0.261 0.291 0.067 -0.117 0.250

Girls
PFHxS 0.212 -0.005 0.429 † 0.151 -0.045 0.346 0.145 0.021 0.268 * 0.123 -0.065 0.312

Total PFOS -0.089 -0.361 0.182 -0.080 -0.330 0.171 0.010 -0.147 0.168 0.049 -0.197 0.294

PFOA 0.197 -0.016 0.411 † 0.081 -0.118 0.279 0.017 -0.108 0.142 -0.010 -0.205 0.185
PFNA 0.085 -0.182 0.352 -0.062 -0.308 0.184 0.038 -0.117 0.193 -0.096 -0.336 0.145
PFDA -0.033 -0.248 0.182 -0.088 -0.286 0.110 -0.003 -0.127 0.122 -0.033 -0.228 0.161

PFUnDA -0.010 -0.188 0.167 0.008 -0.155 0.171 -0.042 -0.145 0.060 0.106 -0.053 0.265
PFDoDA -0.061 -0.262 0.140 -0.208 -0.390 -0.026 * 0.092 -0.021 0.205 -0.091 -0.272 0.090
PFTrDA 0.063 -0.152 0.278 -0.048 -0.239 0.143 0.127 0.005 0.249 * 0.161 -0.021 0.344 †

95%CI 95%CI

PFAS and hormones are log natural transformed and introduced into each model separately
Adjusted for maternal age, parity, maternal smoking during pregnancy, †P<0.1, *P<0.05, **P<0.01

95%CI 95%CI 95%CI 95%CI 95%CI 95%CI

ン及び INSL3 を上げる結果が認められた。いずれもスルホン基を持ち構造的には類似である。一
方先行研究では PFOS は INSL3 を下げる方向の関連が認められたが（Itoh et al., 2016）、本研
究とは逆向きの関連であった。また、女児では PFOS と PFTrDA が P4 を上げる関連が認められた。
先行研究では PFOS と P4 の府の関連が認められており Itoh et al., 2016）、先行研究とは逆向
きの関連であった。なお、先行研究では測定した PFAS は PFOS と PFOA のみであった。また、簿
対決のサンプル時期が 2002 年から 2005 年と本研究よりも早く、規制が導入された本研究のサ
ンプル時期よりも早いため、PFOS、PFOA とも濃度が本研究より高い。したがって、結果に相違
がみられた要因として、曝露レベルが異なっていたことが可能性として考えられる。 
 
表１ 臍帯血中性ホルモン濃度の分布 

 

表２ 胎児期 PFAS 曝露と臍帯血中性ホルモン濃度との関連 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方、二次性徴発来時期については男女ともに、曝露レベルが高いと男児ではスパート時期が
早まり、女児では初潮が遅くなる方向の関連を示す化合物が多くかったが、PFTrDA 以外の化合
物についてはいずれも統計学的有意な関連は認められなかった（表３）。検定を繰り返しており、
20 個に 1個は有意な関連が偶然認められる可能性がある。現在、胎児期の PFAS 濃度についてサ
ンプル数を加えて解析中であるため、二次性徴初来との関連についてもサンプル数を大きくす
る。 
 

表３ 胎児期 PFAS 曝露と二次性徴発来時期との関連 

 
 
  

boys (height spart) girls (menarche)

beta p-value beta p-value

PFHxA 1.224 -2.215 4.664 0.485 1.482 -0.432 3.396 0.128

Total PFOS -3.329 -7.908 1.250 0.154 1.644 -0.711 4.000 0.170

PFOA -0.786 -4.121 2.549 0.644 0.154 -1.662 1.971 0.867

PFNA -0.631 -5.046 3.785 0.779 0.314 -1.903 2.531 0.780

PFDA 1.048 -2.458 4.553 0.557 0.630 -1.107 2.367 0.476

PFUnDA -0.168 -3.092 2.756 0.910 1.366 -0.154 2.886 0.078

PFDoDA -1.303 -5.110 2.504 0.502 1.111 -0.583 2.806 0.198

PFTrDA -0.206 -3.624 3.212 0.906 2.449 0.577 4.321 0.011

95%CI 95%CI

PFAS is log natural transformed and introduced into each model

Adjusted for maternal age, parity, maternal smoking during pregnancy

n >LOD Min 25% 50% 75% Max n >LOD Min 25% 50% 75% Max
E2 244 100.0 1.08 4.75 7.06 11.09 168.15 144 100.0 1.14 93.64 4.64 7.42 11.37

DHEA 244 100.0 0.36 1.25 1.79 2.63 35.62 144 100.0 0.28 22.71 1.47 2.14 3.13
T 244 100.0 33.20 106.45 154.55 214.55 25456.00 144 100.0 38.60 2484.80 80.35 114.25 181.85

P4 244 100.0 95.35 317.26 436.78 607.12 1307.89 144 100.0 115.95 1112.75 276.45 368.71 498.43

LH 241 95.4 0.07 0.26 0.73 1.80 7.70
FSH 241 97.5 0.13 0.44 0.87 1.40 4.90

Inhibin B 244 99.6 5.00 94.50 117.00 141.75 340.00
Insulin like

factor 3
244 100.0 0.06 0.18 0.28 0.35 1.20

Boys Girls



胎児期 PFAS 曝露と 2D/4D との関連で
は、PFOA 濃度が 10 倍増加すると
rs9340799の AA遺伝子を持つ子ど
もでは平均 2D/4D の 1.54％（95％
CI: 0.40, 2.68 ） 増 加 型 、
rs2077647の AA遺伝子型を持つ子
どもでは 2.24％: 0.57, 3.92 増
加した。 
PFDoDA が 10 倍増加すると、AA 遺
伝子型を持つ子どもの 2D/4D が有
意に増加した（rs9340799 1.18%: 
0.02, 2.34)と rs2077647 1.67%: 
0.05, 3.28)。PFOA または PFDoDA と
ESR1 多型との間に有意な環境-遺
伝子交互作用が検出され、これらの
関連は男性でより顕著であった（図
１）。ESR1 多型が胎児期 PFAS 曝露
の性分化への影響を修飾すること
を示唆しており、二次性徴発来との
関連においても遺伝子多型による
修飾を検討する必要があるだろう。
これらの結果は Nishimura et al., 
2022 として紙上発表した。 
 
9-11 歳の血中ステロイドホルモンレベルを表４に示す。DHEA-S、Pregnenolones-S, 11-
deoxycortisol, androstendione, corticosterone, cortisol, cortisone は検出率が 60%を上
回ったが、TestosteroneおよびEstradiolの検出率は3%未満であった。また、ホルモン値はDHEA、
Pregnenolone-S 、 Androstendione 、 Cortisterone 、 DHEA/Androstendione （ 3 β ）、
Androstendione/Testosterone (17β)、Cortisone/Cortisol （11β）、LH、FSH、Inhibin B、お
よび INSL3 のいずれも男児で女児よりも統計宅的高値が認められた。 
今後、二次性徴スパートが得られた児および学童期のステロイドホルモンを分析した児の保
存検体を用いて胎児期 PFAS 濃度を測定することで、サンプルサイズを増やして検討を行う。 
 

表４ 学童の血中ステロイドホルモン濃度 

 
 
（2）In Vitro 研究の成果 
ヒトホルモン受容体活性については、11化合物のうち PFOA 及び PFNA（炭素数がそれぞれ８及
び９個の PFAS）が高用量 10-4M で estrogen receptor (ER)αアゴニスト活性を認めたが（図２）、
ERβ, androgen receptor (AR), glucocolticoid receptor (GR), thyroid hormone (TR)αお
よび TRβに対するアゴニスト・アンタゴニスト活性、さらに ERαアンタゴニスト活性は認めら
れなかった。さらに、PFOA 及び PFNA が高用量で PPARαアゴニスト活性を示したが（図１）、PXR, 

p-value
sampl e
number

<LOQ(%) 25%ti le 50% ti l e 75%ti l e
sample
number

<LOQ(%) 25%ti le 50% ti le 75%ti l e

Estradiol  (pg/mL) 1 223 99.6 <LOD 192 97.4 <LOD 0.065

DHEA-S (ng/mL) 0.1 223 0.0 397.97 652.03 989.72 193 0.0 342.49 491.71 816.24 0.004

Pregnenolone-S (ng/mL) 0.01 223 0.0 22.34 29.20 38.64 193 0.0 18.38 24.10 31.61 <0.001

11-deoxycorticosterone (ng/mL) 0.05 223 91.5 0.00 0.00 <LOD 193 91.2 <LOD 0.867

11-deoxycortisol  (ng/mL) 0.05 223 24.2 0.01 0.24 0.48 193 22.8 0.08 0.20 0.42 0.443

17OH-Progesterone (ng/mL) 0.05 223 100.0 <LOD 193 100.0 <LOD 1.000

21-deoxycotisol  (ng/mL) 0.05 223 100.0 <LOD 193 100.0 <LOD 1.000

Al dosterone (ng/mL) 0.05 223 100.0 <LOD 193 100.0 <LOD 1.000

Androstendione (ng/mL) 0.05 223 1.3 0.14 0.19 0.33 193 0.5 0.24 0.48 0.96 <0.001

Corticosterone (ng/mL) 10 223 34.1 0.00 0.44 1.15 193 31.6 0.00 0.52 0.91 0.885

Cortisol  (ng/mL) 10 223 1.8 34.16 48.62 68.20 193 2.6 32.08 47.80 69.16 0.487

Cortisone (ng/mL) 10 223 0.0 12.95 17.35 23.15 193 0.0 13.11 19.68 24.71 0.026

Progesterone (ng/mL) 0.01 223 100.0 <LOD 193 100.0 <LOD 1.000

Testosterone (ng/mL) 0.01 223 97.8 <LOD 193 97.4 <LOD 0.804

(DHEA/Androstendi one(3β) 223 1969.66 3347.62 5013.49 193 531.84 1195.26 1940.32 <0.001
Androstendi one/Testosterone (17

β)
223 280.90 375.55 657.19 193 464.63 952.08 1854.08 <0.001

Cortisone/Corti sol  (11β) 223 0.27 0.34 0.42 193 0.33 0.40 0.48 <0.001

LH(mIU/mL) 0.1 221 24.4 0.11 0.81 1.70 191 36.1 0.05 0.92 3.60 0.059

FSH(mIU/mL) 0.1 221 0.0 1.70 2.40 3.60 191 0.5 2.50 3.90 5.20 <0.001

Inhi binB(pg/mL) 10 221 0.9 58.35 103.50 143.40 191 15.2 14.90 34.90 68.60 <0.001

INSL3(ng/mL) 0.009 221 5.9 0.03 0.05 0.09 191 4.7 0.02 0.03 0.05 <0.001
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2D
/4
D
比
の
増
加
(%
) 



CAR, PPARβ, PPARγに対するアゴニスト活性は認められなかった。以上の結果より、PFAS11 化
合物の炭素の数により核内受容体に対する反応性が大きく異なることが示唆された。PFAS の中
でもヒト血中に検出される PFOA 及び PFNA が ERαや PPARαに対して特異的に作用したことは興
味深いと考えられる。 
 
PFOA 曝露によるマイクロアレイを用いた細胞内遺伝子発現変化については、上昇あるいは抑
制された遺伝子約 800 個をそれぞれ見出した。それらの中には、PPARαシグナルに関連した多く
の遺伝子発現変化が認められた。また、サイトカインや IgE レセプターなどアトピーに関連する
遺伝子も含まれていることを認めた。低用量群では上昇 97 個／抑制 93個の遺伝子が、高用量群
では上昇 517 個／抑制 479 個の遺伝子を見出した（図３）。パスウェイ解析の結果、核内受容体
関連遺伝子が最も多く抽出された。特に高倍率変動した遺伝子には、核内受容体 PPARαや CAR
活性化に伴う CYP4A22, CYP3A4, CYP2B6 が含まれていた。さらに、いくつかの miRNA が見出さ
れ、これらに制御されている遺伝子群は曝露マーカーになり得る可能性があると考えられた。以
上、ヒト免疫細胞や肝臓細胞への PFOA 曝露による遺伝子発現解析により、PFOA 毒性機序として
は主として PPARαを介した作用が寄与していることが明らかとなった。今後は妊娠期マウスに
PFOA を曝露し、出生マウスに及ぼす影響を解析する予定である。 
 
図２ PFAS11 化合物の ERαと PPARαアゴニスト活性  

  
図３ HepaRG 細胞における PFOA 曝露の遺伝子発現変化 
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